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专论与综述 

乳酸菌食品级表达载体的研究与应用 

梁琰  崔欣  王哲  王婷  徐振上* 
齐鲁工业大学(山东省科学院)生物工程学院  山东 济南  250353 

摘  要：乳酸菌是能够发酵糖类产生大量有机酸的革兰氏阳性菌的通称，在发酵食品中有着悠久的

应用历史。乳酸菌通常被认为是安全菌株，这些微生物的基因工程操作在食品、医学等方面具有广

阔的应用前景。表达载体是基因工程中常用的工具之一，大多数乳酸菌的表达载体通常以抗生素抗

性基因作为选择标记，然而抗性基因具有潜在的转移性，因此需要开发食品级表达载体。食品级

表达载体不含有抗生素的抗性基因，仅包含来自同源宿主或通常被认为是安全生物的 DNA。本文

介绍了乳酸菌食品级表达载体的构成及其常用宿主，同时对乳酸菌食品级表达载体的应用进行了

归纳总结。 
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Abstract: Lactic acid bacteria are the general name for Gram-positive bacteria that can ferment sugars and 
produce large amounts of organic acids. They have a long history of application in fermented foods. Lactic 
acid bacteria are generally considered to be safe strains. The genetic engineering operations of these 
microorganisms have broad application prospects in food and medicine. Expression vectors are one of the 
commonly used tools in genetic engineering. Most lactic acid bacteria expression vectors usually use 
antibiotic resistance genes as selection markers. However, resistance genes have potential metastasis, so 
food-grade expression vectors need to be developed. Food-grade expression vectors do not contain 
antibiotic resistance genes and only contain DNA from homologous hosts or generally considered safe 
organisms. This review introduces the composition of lactic acid bacteria food-grade expression vectors 
and their common hosts, and summarizes the application of lactic acid bacteria food-grade expression 
vectors. 
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乳酸菌是一类革兰氏阳性细菌，可以发酵糖类

产生有机酸，包括乳球菌、乳杆菌、双歧杆菌、链

球菌、明串珠菌和片球菌等[1]。乳酸菌被公认为是

安全的食品级微生物，在发酵食品如泡菜、酸奶中

具有悠久的应用历史，能够延长食品的保质期并提

高营养价值。近年来的研究表明乳酸菌还是具有益

生功能的微生物。目前对乳酸菌的研究已经深入到

了基因工程方面，基因组整合和表达载体是基因工

程中表达外源蛋白的 2 种常用方式。虽然基因组整

合具有不需筛选压力、遗传稳定性好和外源片段容

量大的特点，但是其技术要求高且操作步骤复杂。

利用表达载体可以方便地表达高水平外源蛋白，国

内外的专家学者相继开发、构建了许多以抗生素抗

性基因作为选择标记的乳酸菌表达载体。这些操作

改进了传统的食品技术，但是抗性基因很容易转移

到环境中，可能会对生物和生态造成危害[2]。因此，

研究人员一直在研究获取无毒性且无副作用的食

品级表达载体。食品级表达载体有以下要求：(1) 载

体的宿主必须是食品级，具有稳定且可鉴定的遗传

特性和已知的遗传组成。(2) 载体的构成必须是食

品级，载体必须由同源宿主或通常被认为是安全生

物的 DNA 组成，特别是使用食品级选择标记而非

抗生素抗性标记。(3) 载体的诱导物必须是食品级，

如乳糖、乳链菌肽(Nisin)等。 

1  食品级表达载体的构成 

表达载体通常包含目的基因、复制子、启动子、

选择标记以及其他一些元件等。食品级表达载体具

备表达载体的一般特征，但是其选择标记是食品级

别的。 

1.1  复制子 

复制子是在质粒 DNA 中能进行自主复制并维

持一定拷贝数的 DNA 序列。根据质粒的复制类型，

可以分为低拷贝质粒和高拷贝质粒两大类。对表达

载体来说，表达量会随拷贝数的增加而提高，但是

拷贝数并非越大越好。当拷贝数很大时会增加载体

的不稳定性，因此研究人员致力于开发合适拷贝数

且稳定性高的食品级载体。Platteeuw 等构建了高拷

贝食品级表达载体 pNZ2118，包括乳酸乳球菌内源

pSH71 复制子，选择标记基因 lacF 和乳糖诱导的

lacA 启动子等元件[3]。为了评估载体的表达水平和

稳定性，克隆了大肠杆菌的-葡萄糖醛酸苷酶基因

gusA，发现大多数载体能稳定地维持在宿主中；

Kaur 等构建了低拷贝穿梭表达载体 pPBT-GFP，其

包 含 2 个 θ 型 复 制 子 ， 分 别 在 乳 酸 片 球 菌

MTCC5101 和短乳杆菌 MTCC1750 中具有 4.4 和

2.8 个拷贝数，且不包含任何抗生素的抗性标记基

因。pPBT-GFP 具有低拷贝数、高稳定性和在多个

宿主中复制的能力，是作为遗传工程改良乳酸菌的

理想工具[4]。 

1.2  启动子 

启动子是 DNA 分子上一段可以与 RNA 聚合酶

结合并开始将 DNA 转录成 mRNA 的序列。启动子

的基本结构分为 4 个部分：(1) +1 位点：转录起始

点，通常为一个嘌呤。(2) −10 区：RNA 聚合酶的

紧密结合位点。(3) −35 区：RNA 聚合酶的识别位

点。(4) −10 区和−35 区间的间隔序列。启动子与

RNA 聚合酶的亲和力越高，启动子越强，基因的表

达水平越高。根据下游基因表达的类型，乳酸菌表

达载体中的启动子分为组成型启动子和诱导型启

动子。 

1.2.1  组成型启动子 

组成型启动子构成的表达载体能随着乳酸菌

的生长持续稳定地表达而积累异源蛋白，从而得到

较高的异源蛋白表达量。带有强启动子 P32 的

pMG36e 是典型的组成型启动子载体，其中强启动

子 P32 是从乳脂链球菌中克隆得到的。以载体

pMG36e 为基础，首尔大学的 Jeong 等成功在乳酸

乳球菌中构建了带有 P32 启动子的食品级表达载体

pFMN30，可以有效地生产外源蛋白[5]；孙强正等

构建了包含 P32 启动子片段的食品级表达载体

pSQ，为食品级疫苗的开发奠定了基础[6]。除了 P32

启动子外，Li 等构建了带有乳球菌组成型启动子

P45 的食品级载体 pLEB690，在食品行业具有潜在
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的用途[7]。 

1.2.2  诱导型启动子 

组成型启动子的蛋白表达不受外界条件的影

响，但是随着蛋白在细胞内高水平的积累，可能会

导致细胞质降解，甚至对乳酸菌产生毒害作用，此

时诱导型启动子就显得尤为重要[8]。诱导型启动子

可以通过外界条件的改变，如添加诱导物来控制诱

导蛋白表达的时间点和强度，以减少蛋白的累积和

对宿主正常生长的阻碍。目前乳酸菌表达载体的诱

导型启动子主要有糖诱导启动子和细菌素诱导启

动子。糖诱导启动子的诱导物大多具有价格低廉、

简单易得的优势，最具代表性的是来自乳酸乳球菌

乳糖操纵子的 lacA 启动子。Platteeuw 等构建了食

品级表达载体 pNZ2218，乳糖能诱导重组菌株在

lacA 启动子的控制下表达 β-葡萄糖醛酸苷酶[3]；

Zhang 等优化了植物乳杆菌中编码 β-半乳糖苷酶基

因的启动子 PlacA 和 PlacLM，提供了一组新颖且具有

高表达效率的乳糖/半乳糖诱导型启动子，为植物乳

杆菌中表达重组蛋白提供了有利的元件[9]。此外，

Nisin 启动子表达系统也是常用的诱导型系统之一。

Nisin 是乳酸乳球菌产生的一种食品级抗菌肽。乳链

菌肽控制表达系统是在 Nisin 诱导下由 nisA 启动子

控制的目的基因高效表达的系统，Wu 等构建了质

粒 pSTE32，包括 nisA 启动子与 nis R/K 调节因子，

于罗伊氏乳杆菌中成功表达了淀粉酶[10]。pNZ8149

是目前常用的诱导型食品级表达载体，研究人员已

经以此为基础构建了一系列表达载体，在 nisA 启动

子的控制下表达外源基因[11]。 

1.3  选择标记 

食品级表达载体应具有稳定、安全的选择标

记。食品级的选择标记分为显性标记和互补标记两

大类。 

1.3.1  显性标记   

显性标记与抗生素筛选标记原理相似，糖类利

用基因、细菌素免疫基因和重金属抗性基因已成为

主要的显性标记，取代了抗生素的抗性标记。显性

标记具有广泛的宿主适用性，然而食品级显性标记

系统仍然较少，主要与复杂的选择过程和过大的标

记系统有关。 

以乳链菌肽免疫基因(nisI)作为显性标记代替

抗生素的抗性基因是常用的显性标记之一。赫尔辛

基大学的 Takala 等以 nisI 作为选择标记构建了食品

级质粒 pLEB590，并用植物乳杆菌、乳酸乳球菌

MG1614 和工业发酵菌株乳酸乳球菌 SSL110 这

3 种不同的菌株来研究 nisI 的功能[12]。nisI 可以赋

予宿主菌对 Nisin 的抗性，王成构建了以 nisI 作为

选择标记的食品级表达载体 pMG36N，用增强绿色

荧光蛋白在 nisI 的下游进行了活性表达[13]。 

1.3.2  互补标记   

互补标记需要开发具有特定缺陷的宿主菌株，

即通过基因敲除技术构建可行的敲除突变体，使其

在宿主染色体中缺失必需的基因，然后构建互补的

表达载体，经互补载体补全后又恢复其原始表型。

互补标记依赖于宿主菌株染色体的缺失，相较于显

性标记操作更为复杂。 

编码丙氨酸消旋酶的 alr 是常用的基于互补的

食品级选择标记。D-丙氨酸对乳酸菌的生长至关重

要，乳酸菌 alr 的破坏将导致菌株在不含 D-丙氨酸

的培养基上无法生长，而含有 alr 的载体可在不添

加外源 D-丙氨酸的情况下恢复菌株生长能力[14]。研

究学者以 alr 为筛选标记，分别建立了植物乳杆菌

和乳酸乳球菌诱导型食品级表达载体[15-16]。另一组

互补标记基于乳酸菌染色体乳糖操纵子中的关键

基因。Maccormick 等通过双重交换同源重组从乳酸

乳球菌 MG5267 中敲除了 lacF，缺乏 lacF 的菌株

不能够利用乳糖，含有 lacF 的表达载体与 lacF 缺

陷型菌株互补，恢复菌株利用乳糖的能力[17]。徐振

上等敲除了植物乳杆菌 WCFS1 的 lacA 和 lacM，基

因缺失菌株在含乳糖的培养基中失去生长能力，含

有 lacM 的食品级表达载体 pLP4180 与缺陷型菌株

互补，恢复了菌株在乳糖培养基中的生长状况[18]。 

1.4  其他元件 

构建表达载体除了复制子、启动子和选择标记

之外，还需要根据表达载体的特点添加其他元件。
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Usp45 蛋白是在乳酸菌中大量分泌表达的蛋白，在

乳酸菌的食品级表达中通常用于构建分泌型表达

载体[19]。孙强正等在食品级载体 pSH91 的基础上，

克隆了来自乳酸乳球菌 MG1363 的 usp45 片段，构

建了食品级表达载体 pSQZ，将金黄色葡萄球菌核

酸酶基因 nucA 作为报告基因，证明该载体具有良

好 的 分 泌 性 表 达 [20] ； Cheng 等 在 食 品 级 载 体

pNZ8149 的基础上插入了 usp45 片段，又插入了编

码白细胞介素-1 受体拮抗剂的 IL1RA，构建了新的

表达载体 IL1RA:pNZ8149，胞外蛋白检测证明了该

载体的分泌表达能力[21]。 

在基因工程中经常要对 DNA 片段进行多种限

制酶的酶切反应，且载体上的限制性酶切位点是引

入 外 源 基 因 的 必 要 元 件 。 多 克 隆 位 点 (Multiple 

Cloning Site，MCS)是包含多个限制性酶切位点的

一段很短的 DNA 序列，是构建表达载体时常用到

的标准配置序列。Platteeuw 等通过用新设计的 MCS

替换非必需限制性位点，进一步改进并构建了

pNZ2120/pNZ2121 和 pNZ2122/pNZ2123 食品级表

达载体，从而使克隆变得容易且有效[3]。食品级载

体 pNZ2122/pNZ2123 最初来自质粒 pSH71，具有

良好的设计并且适合于食品级表达，但是缺乏一个

紧凑的 MCS；引入 MCS 后可用于从 MCS 序列中

以最少的额外密码子轻松克隆[22]。 

2  食品级表达载体的常用宿主 

鉴于乳酸菌作为公认的安全级微生物及其益

生作用，多个物种的相关菌株已被开发为食品级

表达宿主。乳酸乳球菌是乳酸菌的模式生物，已

经构建了一系列较为成熟的食品级表达载体，在

食品、医药等领域具有应用潜力；植物乳杆菌广

泛存在于不同的生态环境中，如泡菜、酸奶、青

贮饲料等[23]。植物乳杆菌作为食品级表达宿主能

够在多方面发挥作用，如可以代谢乳糖与半乳糖，

具有与酸奶发酵物共培养发酵低糖酸奶的潜力[24]；

嗜热链球菌是发酵酸奶的常用菌株，利用开发的

食品级表达载体来表达功能产物能够增加酸奶的

功能性。 

2.1  乳酸乳球菌 

乳酸乳球菌是乳酸菌中的模式菌株，具有生长

快、免疫原性弱和自分泌蛋白量少的特点，成为表

达外源蛋白的理想候选者[25]。研究学者已经借助分

子生物学工具建立和发展了一系列以乳酸乳球菌

为宿主的食品级表达载体(表 1)，在基因工程及代谢

中已成为理想的微生物细胞工厂、口服疫苗传递载

体和异源蛋白质生产的宿主[29]。苏少锋等构建了食

品级表达载体 NN-1，包括 pWV01 的复制子、nisI

和 melA 的双选择标记以及 MCS，在乳酸乳球菌

MG1363 中 证 明 了 载 体 的 可 行 性 [30] ； Gu 等 从

pRAF800 中扩增出 α-半乳糖苷酶基因 aga，引入载

体 pMG36e 并删除抗性基因，得到食品级表达载体

pMG36-aga，将外源的-淀粉酶基因 amy 引入食品

级载体 pMG36-aga，转化至乳酸乳球菌 ML23，证

明了外源基因在 pMG36-aga 中的表达效率[26]；Tian

等从嗜热链球菌菌株 St-QC 克隆出编码热激蛋白基

因 shsp 的开放阅读框(Open Reading Frame，ORF)，

插入到 pMG36e 中，构建出表达载体 pMG36e-shsp，

然后删除红霉素抗性基因，产生了食品级表达载体

pMG-shsp；在环境压力下，表达 shsp 的乳酸乳球

菌 ML23 的存活率有所提高，证明了基因的有效表

达[31]。食品级表达载体 pNZ8149 包括 nisA 启动子、

来自 pSH71 的复制子和 lacF，而乳 酸乳球菌

NZ3900 是 lacF 缺陷型菌株，因此 NZ3900/PNZ8149 
 

表 1  以乳酸乳球菌为宿主的食品级表达载体 
Table 1  Food-grade expression vectors used in 
Lactococcus lactis  

选择标记 

Selective marker 

文献 

References 

基因 

Gene 
Sucrose  [3] scrAB 

Nisin  [12] nisI 

Alanine  [16] alr 

Lactose  [17] lacF 

α-galactosidase [26] aga 

Heavy metals  [27] Cdr/Cur 

Thymidine [28] thyA 
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是常用的乳酸乳球菌的食品级表达系统[11]。王琛在

此基础上成功构建了乳酸乳球菌 NZ3900 的食品级

表达载体 pNZ8149-hpaA 和 pNZ8149-napA，并进行

了蛋白的表达和递送[32]；Azizpour 等利用了上述食

品级系统，并将羊布鲁氏杆菌的 bp26 克隆于载体

pNZ8149 中，在乳酸乳球菌 NZ3900 中成功生产出

BP26 蛋白[33]；Yildiz 等利用该系统，将来自铜绿假

单胞菌编码天青素的 azurin 克隆到了载体中，构建

了新的表达载体 pNZ8149-azu，并在乳酸乳球菌

NZ3900 中成功表达出天青蛋白[34]。 

2.2  乳杆菌 

乳杆菌是乳酸菌中最大的属，具有低价和低免

疫原性的特点；此外，由于它们对恶劣条件的抵抗

力强，因此是递送免疫活性分子的绝佳候选者[35]。

中国农业大学的 Yin 等利用来自植物乳杆菌的胆盐

水解酶基因 bsh 作为食品级选择标记，开发了一种

新型载体 pM4aB，该载体含有植物乳杆菌质粒 pM4

的复制子，可以在副干酪乳杆菌中表达来自清酒乳

杆菌的过氧化氢酶基因[36]；齐少卿将胸腺嘧啶合成

酶 基 因 thyA 插 入 到 了 不 含 抗 性 基 因 的 载 体

pMG36e，构建了食品级载体 pMGthyA；又插入了

信号肽序列 pre-pro-NK，构建了食品级表达载体

pMGthyA-ppNK，最终在 thyA 缺陷型保加利亚乳杆

菌中实现了食品级的表达[37]；Lu 等构建了食品级

表达载体 pALRc 和 pALRb，包括来自 pALR 的复

制子、卷曲乳杆菌 K313 的 S 层蛋白的信号肽以及

乳酸乳球菌的 alr，同时将金黄色葡萄球菌的核酸酶

基因 nuc 用作报告基因，在 alr 缺陷的干酪乳杆菌

中表达核酸酶[38]；Liu 等使用来自枯草芽孢杆菌的

聚-谷氨酸合成酶 A 基因 pgsA′构建了食品级表达

载体 pLQa-pgsA′，在植物乳杆菌中成功表达外源蛋

白[39]；Chen 等开发了植物乳杆菌 WCFS1 的新型食

品级表达系统，在来自植物乳杆菌 WCFS1 的 PldhL

启动子的控制下，用植物乳杆菌葡萄糖胺-6-磷酸合

成酶编码基因 glmS1 用作互补标记，于 pSIP 载体

的基础上构建了食品级表达载体 pSIPH497，在

glmS1 缺陷的植物乳杆菌 NZ5333 中显示出良好的

选择效率和稳定性，进一步使用红色荧光蛋白基因

mCherry 作为报告基因证明了该系统的可行性[40]；

徐 振 上 等 开 发 了 食 品 级 表 达 载 体 pLP4180 和

pLP5120，包括植物乳杆菌 WCFS1 的 PldhL 启动子

和 TldhL 终止子、食品级载体 pNZ8149 的复制子，

以及植物乳杆菌的 lacM 和 lacL 分别作为 2 个载体

的互补标记[41]。 

2.3  嗜热链球菌 

嗜热链球菌是唯一用于食品发酵的链球菌，已

被广泛用作酸奶的发酵剂，与德式乳杆菌保加利亚

亚种一起生产酸奶已有数千年的历史。嗜热链球菌

产酸速度快，极大缩短了发酵乳的凝乳时间，在食

品行业具有很大的商业价值。根据这一特点，可以

在乳品中筛选具有优良发酵特性的嗜热链球菌，并

通过食品级载体的构建及其异源蛋白的表达来提

高乳品的性能。徐振上等构建了以编码 β-半乳糖苷

酶 N 端的部分基因作为互补标记的食品级表达载

体 pST4040 和以编码乳糖透过酶基因(LPlacS)作为

互补标记的食品级表达载体 pST5240，并在制备酸

奶的过程中异源表达了 γ-氨基丁酸，展现出了良好

的应用潜力[42-43]。胸苷酸合成酶在 DNA 合成中具

有关键性作用，缺失胸苷酸合成酶基因(thyA)的菌

株不能在基本培养基中生长，Sasaki 等构建了以

thyA 为选择标记的食品级表达载体，用外源-淀粉

酶基因(amyA)在营养缺陷型的嗜热链球菌自发突

变体 TM1-1 中测试了其表达能力，开发了一种用于

嗜热链球菌的安全食品级表达系统[44]。  

3  食品级表达载体的应用 

乳酸菌是人体内具有重要生理功能的菌群，调

节着人体的健康。乳酸菌的食品级表达载体的操作

技术较为成熟且应用性强，因此适用于食品、医学

等领域，具有应用前景和商业价值。 

3.1  食品级表达载体在食品方面的应用 

3.1.1  提高产品品质 

乳酸菌的基因工程技术改善了菌种的特性，提
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高了菌种的品质，增加了一定的商业价值。食品级

载体 pFG1 表达瑞士乳杆菌编码的肽酶基因，能够

减少奶酪生产中的成熟期，对生产具有改良特性的

特殊奶酪至关重要[45]；Douglas 等构建了产-半乳

糖苷酶的嗜酸乳杆菌菌株，该菌应用于奶业生产

中，提高了乳糖的水解率和在人体中的吸收利用

率[46]；之后，Li 等构建了表达食品级-半乳糖苷酶

的重组乳酸乳球菌 MG1363，并通过小鼠实验评估

发现该系统有效地减轻了乳糖不耐患者摄取乳糖

后引起的腹泻症状，有望成为缓解乳糖不耐症的益

生菌[47]。近几年的研究中，Nguyen 等应用食品级

表达载体将罗伊氏乳杆菌的-半乳糖苷酶表达于植

物乳杆菌，为食品级工业应用奠定了基础[48]；天青

蛋白是一种抗癌细菌素，常被用来提高食品的安全

性和质量，Yildiz 等使用食品级表达载体，在乳酸

乳球菌 NZ3900 中成功表达了天青蛋白用于食品生

物防腐剂的研究[34]。 

3.1.2  作为功能性食品 

乳酸菌是公认安全的食品级微生物，一些对人

体有益的外源基因已经在乳酸菌的食品级系统中

表达，具有成为功能性食品的价值。此外，基因工

程技术改善了菌种的特性，增加了一定的商业价

值。纳豆激酶作为食源性溶栓药物的发展已十分迅

速，具有降血压、降血脂、抗血栓等多种生理调节

功能。齐少卿通过将载体 pMGthyA-ppNK 电转德式

乳杆菌保加利亚亚种 thyA 缺陷型菌株，实现了纳豆

激酶在乳酸菌中的食品级表达，并经体外实验发

现，表达的食品级外源纳豆激酶其溶栓活性较为明

显[37]。胆盐水解酶能够降低血清中的胆固醇含量，

在益生菌制品中可以检测到其活性。Dong 等使用

食品级表达载体 pNZ8149 生产出了食品级胆盐水

解酶，并将细胞内和细胞外胆盐水解酶活性分别提

高了 12 倍和 9.5%[49]。低聚半乳糖是人体肠道中双

歧杆菌的增殖因子，常作为营养物质添加在婴幼儿

的 食 品 中 ， 能 够 改 善 婴 幼 儿 的 消 化 吸 收 。

Kittibunchakul 等构建了食品级载体 p609LacLMLh，

其表达产物 β-半乳糖苷酶用于乳糖转化和低聚半

乳糖的形成[50]。 

3.2  食品级表达载体在医学方面的应用 

3.2.1  免疫领域 

乳酸菌是维持肠道菌群平衡的益生菌，能够在

肠道内定殖并具有黏附作用，因此可作为疫苗的递

送载体。此外，乳酸菌还能调节机体的免疫能力，

促 进 机 体 产 生 免 疫 应 答 。 3D8 单 链 抗 体 (3D8 

Single-ChainVariable Fragment，3D8 scFv)具有渗透

细胞和水解核酸的能力，因此具有潜在的抗病毒活

性。Hoang 等构建了分泌 3D8 scFv 的副干酪乳杆菌，

开 发 了 抵 抗 胃 肠 道 病 毒 的 感 染 的 益 生 菌 [51] ；

Grangette 等在植物乳杆菌 NCIMB8826 中构建了表

达破伤风毒素的食品级载体，通过鼻腔试验证实了

免 疫 原 性 ， 并 引 起 了 全 身 免 疫 球 蛋 白

(Immunoglobulin A，IgA)和(Immunoglobulin G，IgG)

的高水平应答[52]；Guo 等利用梭状芽胞杆菌的细

胞毒素 TcdA 和 TcdB 对乳酸乳球菌进行了食品级

改造，为艰难梭菌感染的疫苗研发起到了促进作

用[53]；王琛利用乳酸乳球菌 NZ3900 的食品级表达

载体 pNZ8149，分别构建了表达幽门螺杆菌的中性

粒细胞激活蛋白 A 和黏附素 A 这 2 个重要候选抗

原基因的重组菌株，通过小鼠的免疫实验，促进了

幽门螺杆菌口服疫苗的研发[32]。Sun 等构建了表达

大肠杆菌不耐热性肠毒素(Escherichia coli Heat- 

Labile Enterotoxin B Subunit，LTB)的食品级表达载

体 pNZ8149-SP-ltB，在乳酸乳球菌 NZ3900 中有效

地生产和递送了 LTB[54]。这是一种有潜力的黏膜佐

剂，在黏膜免疫中起着关键作用。该表达载体具有

出色的安全性、佐剂活性和高产量的特点，为黏膜

疫苗的配制奠定了至关重要的基础。 

3.2.2  治疗领域 

乳酸菌是生产异源蛋白的理想工具，其用途

是作为治疗性蛋白质的宿主递送治疗性分子。成

纤维细胞生长因子 21 (Fibroblast Growth Factor 

21，FGF21)是一种代谢调节剂，对肥胖症和糖尿

病 等 代 谢 性 疾 病 具 有 重 要 的 治 疗 作 用 。 由 于

FGF21 是一种基于蛋白质的激素，因此无法通过
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口服轻易吸收到血液中，且半衰期较短，不利于

临床应用。Cao 等从基因库中克隆了人的 FGF21，

构建了食品级载体 pNZ8149-Human FGF21，成功

在乳酸乳球菌中异源表达，并通过小鼠实验证明

了该载体在临床应用中具有潜力 [55]。白细胞介

素-1 (Interleukin 1，IL1)能介导免疫和炎症反应，

而 IL1 受 体 拮 抗 剂 (Interleukin 1 Receptor 

Antagonist，IL1RA)能够竞争性抑制 IL1 与 IL1 受

体的结合从而阻断 IL1 的生物学活性，对炎症性肠

炎等慢性炎症疾病具有治疗作用。Cheng 等构建了

食品级载体 IL1RA:pNZ8149 用于抗炎生物大分子

药物的进一步研究，为蛋白质的口服递送和结肠

部位特异性递送提供了实用的方法[21]。 

4  展望 

乳酸菌中食品级表达载体的研究逐步成熟，已

在多种菌株里实现了目的基因的食品级表达，对食

品、医药等方面的发展起到了推动作用。在今后的

研究中需要重视以下问题：(1) 在构建食品级表达

载体的过程中，尽量选择具有广谱宿主的载体开发

食品级系统，并且合适拷贝数的载体才能稳定维持

和表达。应该根据乳酸菌菌株的使用场景来选择适

宜的显性标记或互补标记。随后将相关载体转化到

菌株中。然而，多数乳酸菌菌株已经进化出了针对

外源 DNA 的防御策略，例如限制-修饰系统和成簇

的 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列 及 其 关 联 蛋 白

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats/CRISPR-Associated Protein 9，CRISPR/Cas9)

系统，给转化带来了难度。因此，载体转化时需要

避开这些系统，防止载体 DNA 被修饰。此外，虽

然 CRISPR-Cas9 系统是细菌为了抵抗外源遗传物

质入侵而产生的自身免疫系统，其衍生出的基因

组编辑工具能对基因组进行定点的精准编辑，可

以在未来以更加简单、灵活的方式开发食品级载

体。(2) 从菌株的功能出发，开发个性化的食品级

表达菌株。大量研究表明，同种属的不同乳酸菌菌

株其益生功能存在着巨大差异，而且同一乳酸菌菌

株在不同环境中发挥的功能也有一定的差异性。因

此，未来乳酸菌食品级宿主的开发需要首先在菌株

的水平上筛选具有理想功能的乳酸菌，明确菌株的

功效，从而获得个性化的食品级表达菌株。(3) 食

品级表达载体的应用价值已在实验中得到证实，还

需解决载体在实际运用中的局限性。例如在食品应

用方面，尽管表达产物已于动物模型中成功表达并

展现出功能性食品的价值，但考虑到动物模型与人

体具有差异性，因而表达系统需要进一步通过人体

细胞研究和临床试验后才能应用于食品中。在医学

应用方面，尽管可以利用乳酸菌在肠道内定殖和黏

附的特点开发疫苗，然而表达产物在人肠道内的表

达状况难以准确检测，抗原蛋白在人肠道内表达并

积累对细胞带来的影响还需深入研究。此外，乳酸

菌促进机体产生免疫应答的机理尚未明确，在人肠

道内定殖并释放的表达产物有可能引发机体的免

疫耐受，如何解决耐受问题也需要进一步研究。通

过对以上问题的深入研究和解答，我们将会得到更

多具有实际应用价值的食品级载体和益生功能的

重组菌株。 
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