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摘要#随着生物技术的不断发展%大肠杆菌胞外分泌分子机理日渐明晰%大肠杆菌表达系统成为实现规模化
制备胞外重组蛋白的途径之一& 本文综述了大肠杆菌 !K溶血素分泌途径的转运机制及应用前景&
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!!在制备重组蛋白的众多表达系统中%大肠杆菌
表达系统凭借培养条件简单’生长周期短’表达效率
高等优势被认为是目前实现规模化制备重组蛋白的
有效表达系统之一 ($) & 根据两层细胞膜结构%采用

大肠杆菌表达系统表达外源蛋白有 # 种定位形式#

胞内表达’周质表达以及胞外基质表达& 与胞内及
周质空间定位相比%重组蛋白分泌至胞外基质中%不
仅有助于蛋白的折叠%降低包涵体的形成几率%而且
由于大量表达的重组蛋白完全脱离微生物菌体%故
不会对菌体生长产生负面影响& 更重要的是%基质
分泌免除了通过菌体破碎!或周质释放"来回收目
的蛋白步骤%大大减少了宿主菌杂蛋白污染%简化了
下游纯化过程%提高了蛋白纯化效率& 因此%基质表
达在规模化生物产品生产中具有重要的作用 (0 &#) &

生理条件下%大肠杆菌共有" &#型 " 种分泌
蛋白的方式& 目前绝大多数重组蛋白的分泌表达即
采用大肠杆菌绝大部分自身蛋白跨膜转运时所采纳
的由 2.*E介导的$型分泌途径& $型分泌过程为
*两步过渡式+%先介导蛋白跨内膜于周质%然后再

跨外膜实现胞外基质分泌%它是一个涉及到蛋白胞
内转运’跨内膜’周质折叠以及跨外膜等相对独立但
又相互制约的复杂过程 (() %而且更重要的是%重组
蛋白常常部分定位在周质空间%部分定位于胞
外 (" &’) %影响了基质分泌表达的水平%在重组蛋白的
规模化应用方面仍有相当的局限性& 与 11型途径
不同%1型分泌途径为*一步介导式+分泌%胞内合成
后的前体目的蛋白将通过一个横跨内外膜的通道%

直接穿越周质空间%分泌到胞外基质中 (D) %本文就
目前革兰氏阴性菌中研究最广泛的 1型分泌途
径,,,大肠杆菌 !K溶血素分泌途径的胞外转运机
制’在重组蛋白分泌表达中的应用及其效能强化等
方面的研究进展做简要综述&

"#!K溶血素简介

!K溶血素!!K9.C,?R@B=% S?RQ"是一种存在于能

引起 人 泌 尿 道 感 染 的 大 肠 杆 菌 ! </,:>+9,L.=B*
./"01’&"0&$ "(*&% TUF6"中的脂质修饰的蛋白质%其
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在细胞质内合成后%以酰基载体蛋白 Q6U为脂肪酸
供体%在酰基转移酶 S?R6的催化下%在 0 个赖氨酸
!W"4( 和 W45%"处进行酰基化%使之被激活成为成
熟形式 (5) & 成熟的 !K溶血素可整合进入宿主细胞
膜%使细胞内容物释放& 研究表明%!K溶血素对于大
部分哺乳动物细胞!如红细胞’粒细胞等"都具有溶
细胞活性和细胞毒性 ($% &$0) &

$#!K溶血素分泌途径的胞外转运机制

图 "%!!溶血素分泌途径介导的胞外蛋白分泌过程 #&$

HBL</.$AU/,+.B= @.*/.+B,= :/,*.@@XB>!K9.C,?R@B= @.*/.+B,= :>+9M>R(D)A

$’"#!!溶血素分泌途径的组成元件
将 !K溶血素转运至胞外的途径俗称 !K溶血素

分泌途径%属于革兰氏阴性菌的"型分泌途径 (D) &
大肠杆菌 !K溶血素分泌途径涉及 # 个组分#S?RE’
S?RY’G,?6& S?RE属于 QGU结合蛋白!QGUK-B=OB=L
*>@@.++.% QE6"家族%位于大肠杆菌细胞膜内膜上%
为该途径特异性组成成分%它含有 0 个重要的结构#
% 3末端的由 4 个 !K螺旋跨膜片段组成的跨膜区
!+/>=@C.C-/>=.O,C>B=% GZY"%该结构与蛋白识别
有关 ($# &$() $& 6末端的核苷酸结合域 ! =<*?.,+BO.
-B=OB=LO,C>B=% 3EY"%转运时%与 QGU水解相偶
联 ($" &$4) & S?RY属于膜融合蛋白 !C.C-/>=.[<@B,=
:/,+.B=% ZHU"%也是该途径特异性通道蛋白%含有两
个重要的区域#区域 Q和区域 E& 区域 Q处于 S?RY
的 6末端%由 ## 个氨基酸组成 $ 个螺旋K环K螺旋的
结构& 研究表明%V.<(’"’\?<(’’ 和 Q/L(’D 对于

S?RY的功能有着至关重要的作用%其中最后 $ 个精
氨酸!Q/L(’D"可能与 !K溶血素的释放有关$对于区
域 E%位置为 $0’ 到 $’% 位氨基酸残基%与外膜蛋白
G,?6高度同源%转运时%与 G,?6结合形成转运通
道 ($’ &$D) & G,?6属于多系统通用外膜蛋白 !,<+./
C.C-/>=.:/,+.B=% )ZU"%以三聚体的形式%通过 ’K
桶!’K->//.?"结合于外膜上%在周质空间的部分组成
了长为 $% =C’直径为 #]" =C的 !K螺旋形的管
状 ($5) & 除 !K溶血素之外%G,?6还参与抗菌素’重金
属离子’有机溶剂等小分子物质的转运 (0%) &
$’$#!!溶血素分泌途径的信号肽

与 11型分泌途径不同%!K溶血素分泌途径中的
信号肽!S?RQ@"位于 !K溶血素的 6端%由 4% 个左右
的氨基酸残基组成& 通过定点突变’圆二色谱’核
磁共振等技术研究表明%信号肽中含有一段保守
序列%组成螺旋K接头K螺旋的二级结构%其中两亲
的螺旋和接头结构在信号肽的识别中具有至关重
要的作用%而第 0 个螺旋结构对转运过程没有明
显的作用 (0$ &00) & 转运过程结束后%信号肽不会被
切除 (0#) &
$’(#!!溶血素分泌途径介导蛋白胞外分泌的过程

S?RE和 S?RY一般以稳定的内膜复合物形式存
在%当 !K溶血素 6末端信号肽与 S?REKY复合物结
合后%可诱导 S?RY三聚体与 G,?6接触%形成桶状复
合物%S?RY的螺旋卷曲结构与 G,?6作用%使 G,?6在
周质空间末端的螺旋卷曲结构松开%从而打开连接

0$%$
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内外膜的跨膜转运通道%目的蛋白自 6K末端开始穿
过通道从 S?REKY转移到 G,?6%进而分泌至胞外&
当 !K溶血素分泌至胞外后%转运蛋白即恢复到原始
状态!图 $" ((% D) & 在转运过程中%除 S?RE中的核苷
酸结合域水解 QGU供能以外%质子推动力 ! :/,+,=
C,+BX.[,/*.% UZH"也可以提供部分能耗%并且在转
运起始阶段起着关键性的协助作用& 研究表明%其
他外源蛋白在 6末端融合 !K溶血素的信号肽
!S?RQ@" 时也可以通过该途径实现胞外分泌表
达 (D) &
$’)#!!溶血素分泌途径转运蛋白后的折叠过程

在蛋白折叠方面%过去几十年也取得了一定的
进展& 研究发现%在转运过程中%目的蛋白是以未折
叠的形式转运的 (0") %之后目的蛋白的折叠可能由其
6末端区域诱发或者细胞表面的脂多糖可能提供了
一个有利于蛋白折叠的环境 (04) & 在对溶血素的相
关研究中%发现膜融合蛋白 S?RY的完整性直接或
间接地影响了转运过程中或之后 S?RQ的折叠 (0’) &
此外%此过程虽然不经历周质空间步骤%同样可以实
现含有二硫键蛋白的胞外分泌表达%研究资料显示
分泌蛋白中的二硫键可能是在转运通道或胞外形成
的%与二硫键! OB@<?[BO.-,=O% Y@-"形成伴侣家族无
关 (0D) & 然而%迄今为止%还没有关于二硫键形成及
蛋白折叠具体过程的报道&

(#采用 !K溶血素分泌途径进行重组
蛋白的胞外分泌表达

!!随着对 !K溶血素分泌途径研究的不断深入%人
们发现其在分泌外源蛋白方面的优势越显突出#%
分泌方式为*一步跨两膜+%没有周质空间的积累$
&可分泌的蛋白分子量范围很广 !"% &(%%% 氨基
酸" ((% D) $ (具有基质分泌的传统优势& 因此%0% 世
纪 5% 年代起%国内外学者已开始尝试利用该途径进
行重组蛋白的分泌表达&

然而%由于对 !K溶血素分泌途径目前只发现存
在于能引起人泌尿道感染的大肠杆菌中%而且目的
蛋白被 !K溶血素分泌途径通道蛋白识别及转运需
要其 6末端具有该途径特征性信号肽%因此人们在
采用该途径分泌外源蛋白时%需要共表达特异性转
运蛋白 S?RE和 S?RY%目标蛋白的 6末端需要融合
!K溶血素的信号序列&

(’"#医学方面
关于 !K溶血素途径分泌重组蛋白目前主要集

中在免疫学和疫苗中的应用%其中%最重要的是用于
呈递活体细菌疫苗中的异源抗原 (05 &##) & 已有研究
表明%减毒的活体细菌疫苗是异源抗原良好的承载
体%相比其他分泌途径%!K溶血素分泌途径对异源抗
原大小没有限制%可把其从胞内直接分泌至胞外%刺
激宿主的免疫系统产生免疫效应%从而克服了靠细
胞裂解发挥作用的局限性 (D) & 例如# $554 年%
\.=+@*9.X1等将李斯特菌素基因在减毒沙门氏菌中
进行了分泌表达%在小鼠中取得了有效的保护性免
疫效果 (#$) $0%%" 年%他们又将 S?RQ操纵子连接至
载体 :Z)9?R%再与 6K/>[家族中丝氨酸K苏氨酸激酶
基因连接%转化至减毒沙门氏宿主菌中%胞外蛋白表
达量达到0 &# )L7CV%在含肿瘤的野生型小鼠体内
产生了特异性的 6K̂>[抗体和 G细胞反应%更重要
的是%此疫苗可以减弱肿瘤的增长 (#0) &
(’$#酶制剂方面

相对于免疫学方面的应用%!K溶血素分泌途径
在酶制剂表达方面的研究相对较少& 工业酶通过大
肠杆菌 1型途径分泌必须以非致病性大肠杆菌作为
宿主菌%目前这些研究中的目标蛋白多为蛋白酶和
酯键水解酶类 ($#% #( &#4) & 例如%0%%5 年%3>/>R>=>= 3
等成功地采用 !K溶血素途径将南极假丝酵母脂肪
酶酶 E进行了胞外可溶性表达%解决了胞内和周质
表达存在的错误折叠’不稳定等问题%且得到了比采
用大肠杆菌其它分泌系统更好的胞外表达效果%同
时对细胞生理未产生明显的影响 (#") & 本研究团队
在前期工作中成功地采用 !K溶血素途径进行了角
质酶的高效分泌型表达%其胞外产酶量达到了 11型
途径分泌量的 0]" 倍 (#’) & 这些成功的事例预示着
大肠杆菌 1型分泌途径在工业酶研制中的应用范围
将可能进一步拓宽&

需要指出的是%由于信号序列在转运结束后不
切除%因此需要考虑信号肽是否会对蛋白的生物活
性产生不利影响& 若无影响可不切除%否则可通过
以下 0 种方式切除信号肽获取天然成熟蛋白#$%在
目标蛋白和信号肽之间插入外膜蛋白酶 !,<+./
C.C-/>=.:/,+.B= G%,C:G"特异性切割位点%在蛋白
跨越外膜时将信号肽切除$0%在目标蛋白和信号肽
之间插入具有位点特异性的蛋白酶!如烟草蚀纹病
毒蛋白酶"识别序列%在蛋白分泌后采用特定的蛋

#$%$
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白酶将信号肽切除&

)#采用 !K溶血素分泌途径分泌外源
重组蛋白的效能强化

!!由于大肠杆菌自身的蛋白分泌能力较低%因此
在提高外源蛋白的胞外生产水平时%强化分泌过程
尤为重要& 针对 !K溶血素途径分泌重组蛋白%目前
主要集中在转运元件的改造和重组目标蛋白的改造
两方面&
)’"#转运元件的改造

尽管目前关于 !K溶血素分泌途径的转运元件
中涉及蛋白识别和转运的关键区域研究较多且较为
清晰%但对于如何强化其胞外转运能力的报道很少%
且均为特异性转运蛋白 S?RE和 S?RY的定向改造&
0%%" 年%2<L>C>+>等对转运蛋白 S?RE7Y进行突变%
得到了能够使模型蛋白枯草杆菌蛋白酶 F胞外分
泌量提高 0’ 和 $" 倍的突变体%经分析其关键突变
位点分别为 S?RE中的 V((DH和 S?RY中的 \4"(2
(#() %但对不同模型蛋白的分泌增强效应不尽相同%
且与培养温度有关%其机理规律还在探索之中&
0%$% 年%V,M等以环糊精葡萄糖基转移酶作为报告
蛋白%通过对 S?RQ@4$’S?RE和 S?RY进行改造%通过
筛选得到了 " 株比原始分泌量提高 #"_ &0$’_的
突变体%并且突变位点均位于 S?RE的跨膜结构区%
揭示了该区域对于提高分泌水平的重要性%并且在
角质酶的分泌表达中得到了验证 ($#) &
)’$#重组蛋白的折叠速率

提高目标蛋白的胞外分泌水平不仅与分泌系统
的转运效能有关%目标蛋白的性质也是重要因素之
一& 研究表明%目标蛋白的折叠速率对于其通过 !K
溶血素途径转运的效率具有重要的影响& E>‘‘.@
等研究者选择麦芽糖结合蛋白!Z>?F"为模型蛋白%
通过研究影响其折叠速率的几种突变体的分泌表达
情况%表明降低折叠速率可以提高分泌效率 (#D) & 由
于上述模型蛋白为细菌来源的且天然为分泌型蛋
白%为进一步研究该理论的普遍适用性%2*9M>/a等
选取了哺乳动物老鼠来源的细胞浆的肠脂肪酸结合
蛋白作为研究对象%表明其野生型不能通过 !K溶血
素途径分泌%而低折叠速率的突变体则可通过 !K溶
血素途径分泌至胞外%并且得到了正确折叠的’具有
生物活性的目标蛋白 (#5) %该项报道表明重组蛋白本

身在其分泌型表达时亦有可能起着决定性作用%对
进一步揭示该途径的转运机制和其实际应用均具有
非常重要的指导意义&

*#展望

大肠杆菌是大多数科学研究中表达重组蛋白的
首选宿主菌%然而%薄弱的蛋白分泌能力在一定程度
上限制了其大规模应用& 重组蛋白的胞外分泌表达
是一项涉及分子机理和实际经验的工作%目前人们
已经开发了多种强化蛋白分泌过程的方法%但达到
工业化生产规模的较少%该技术进一步的发展还需
依赖对转运机制的深入研究& 大肠杆菌的 !K溶血
素分泌途径具有组成元件简单’一步跨两膜的独特
优势%虽然相对于 11型分泌系统%报道较少%但已对
于其分泌机制及其应用有了较为广泛的研究& 我们
认为今后将着重向以下 0 个方向发展#% 研究蛋白
转运过程中通道蛋白之间以及通道蛋白与目标蛋白
之间相互作用的关键位点及其动态反应过程%同时
也为理性设计提高该途径的分泌效能提供理论依
据$&通过不同目标蛋白分泌水平的报道以及我们
的实验积累发现%该途径应用局限的主要原因有可
能是存在底物特异性%即不同蛋白能否分泌或分泌
量差别较大%因此探究该途径所能转运的底物特征
及规律%有助于深入了解该途径分泌机制%也能够为
拓宽其实际应用提供更明确的指导& 相信随着科学
研究的不断深入%!K溶血素分泌途径的分子机制越
来越清晰%实际应用也会越来越广泛&
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FI+/>*.??<?>/,X./.I:/.@@B,= ,[/.*,C-B=>=+@01’A()&?&<$

?4/"$ *<+B=>@.-R>?:9>K9.C,?R@B= @.*/.+B,= @R@+.CB= .9

"(*&EV0$!YF#"A%&"’()&$*31**H$"#(’&1/% 0%$0% $$# DA

(#D) E>‘‘.@Ub% b.=.M.B= 2% 2CB+@2Sb% S,??>=O 1E% 2*9CB++

VAG9./>+.,[[,?OB=LOB*+>+.@@<-@+/>+.@.*/.+B,= -R+9.

./"01’&"0&$ "(*& 9.C,?R@B= +R:. $ @.*/.+B,= @R@+.CA

>(4’-$*(?7&(*(+&"$*301A&/#’8% 0%$%% 0D"!"0"# (%"’#K

(%"D%A

(#5) 2*9M>/a6Wc% V>=O@-./L6Y% V.=O./@ZSS% 2CB+@

2Sb% 2*9CB++VAT@B=L>= .9"(*&+R:.$ @.*/.+B,= @R@+.C

+,@.*/.+.+9.C>CC>?B>=% B=+/>*.??<?>/:/,+.B= 1HQEUB=

B+@>*+BX.[,/CA>(4’-$*(?7&(#1"0-(*(+8% 0%$0% $"5!#"#

$""K$4$A

4$%$



宿玲恰等# 大肠杆菌 !K溶血素分泌途径研究进展A7微生物学报!0%$#""#!$%"

+,-./01 2/ !"#$%&’#$’( #)*’ !!31425678/ 71091:82/
;.:3<.6,+91-81<

VB=LPB>2<$%0% 29.=L69.=$%0% bB=Lc<$%0!
$ 2+>+.W.RV>-,/>+,/R,[H,,O 2*B.=*.>=O G.*9=,?,LR% 0 2*9,,?,[EB,+.*9=,?,LR>=O W.RV>-,/>+,/R,[1=O<@+/B>?
EB,+.*9=,?,LRZB=B@+/R,[FO<*>+B,=% bB>=L=>= T=BX./@B+R% c<IB0$($00% 69B=>

+=7:9.0:#1= /.*.=+R.>/@% MB+9 +9.O.X.?,:C.=+,[-B,+.*9=,?,LR% +9.C,?.*<?>/C.*9>=B@C,[+9.@.*/.+B,= :>+9M>R@B=
./"01’&"0&$ "(*&B@*?.>/./>=O *?.>/./% >=O B+-.*,C.@,=.,[+9.C,@+.[[.*+BX.C.+9,O@+,<@..9"(*&.I:/.@@B,= @R@+.C
[,/.I+/>*.??<?>/:/,O<*+B,= ,[/.*,C-B=>=+:/,+.B=@AG9B@/.XB.MOB@*<@@.@/.*.=+>OX>=*.@B= +9.@.*/.+B,= C.*9>=B@C>=O
>::?B*>+B,= ,[.9"(*&!K9.C,?R@B= @.*/.+B,= :>+9M>RA
>16<29,7# ./"01’&"0&$ "(*&% !K9.C,?R@B= @.*/.+B,= :>+9M>R% .I+/>*.??<?>/.I:/.@@B,=% /.*,C-B=>=+:/,+.B=

!本文责编"王晋芳#

2<::,/+.O -R+9.3>+B,=>?3>+</>?2*B.=*.H,<=O>+B,= ,[69B=>!#$$%%%(D" % -R+9.2*B.=*.>=O G.*9=,?,LR2<::,/+U/,;.*+,[bB>=L@< U/,XB=*.

!EF0%$0%$D% EF0%$0%$5" >=O -R+9. .̂@.>/*9 >=O 1==,X>+B,= U/,;.*+[,/6,??.L.\/>O<>+.@,[bB>=L@< U/,XB=*.!VB=LPB>% 2<"

!6,//.@:,=OB=L><+9,/AG.?7H>I# JD4K"$%KD"#0’D%0$FKC>B?# ;B=LM<N;B>=L=>=A.O<A*=

.̂*.BX.O# # Z>/*9 0%$# 7̂.XB@.O#

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

" b<=.0%$#

$5"# 年创刊以来所有文章全文上网

从 0%%D 年 $ 月开始 -微生物学报.的所有文章开始全文上网了& 欢迎广大读者登陆本刊主页!9++:#77;,</=>?@ABCA>*A*=7
>*+>CB*/,*=" 浏览’查询’免费下载全文/ 由于-微生物学报.历史久远% 为方便读者查阅%将刊期变化作以下统计&

%微生物学报&刊’期统计表
0%$# 年 $% 月统计

时间 刊期 卷号 期号
$5"# &$5"4 半年刊 $ &( $ &0
$5"’ &$5"D 季刊 " &4 $ &(
$5"5 季刊 ’ $ &0
$5"5 &$540 停刊 # 年
$540 季刊 D # &(
$54# &$54" 季刊 5 &$$ $ &(
$544 季刊 $0 $ &0
$544 &$5’0 停刊 4 年半
$5’# &$5DD 季刊 $# &0D $ &(
$5D5 &0%%’ 双月刊 05 &(’ $ &4
0%%D &0%$0 月刊 (D &"0 $ &$0
0%$# 月刊 "# $ &$%

’$%$


