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摘  要 : 枯草芽胞杆菌作为一般认为安全 (GRAS，Generally recognized as safe) 菌株，被广泛应用于饲料、食

品、生物防治等领域，同时，枯草芽胞杆菌作为表达宿主在工业酶的应用中扮演重要角色。然而，低效的芽胞

形成率与感受态效率极大限制了枯草芽胞杆菌的应用潜力。尽管已有大量关于芽胞形成与感受态形成的分子遗

传机制的研究报道，但是通过遗传改造提高枯草芽胞杆菌芽胞形成率与感受态效率的研究报道并不多。可能的

原因是芽胞形成与感受态形成作为枯草芽胞杆菌生长后期两个主要的发育事件，受胞内复杂的遗传调控机制操

纵，且两个遗传通路之间存在相互调控关系，对遗传改造工作形成挑战。随着基因工程与代谢工程研究的不断

发展，积累了大量关于细胞生长、代谢与发育等方面的遗传信息，通过综合这些遗传信息构建细胞遗传调控网

络，用于指导生产实践，已经成为当前研究的热点之一。基于此，本文简要概述了枯草芽胞杆菌芽胞形成和感

受态形成的遗传通路，初步探讨了芽胞形成与感受态形成之间的遗传调控网络，及细胞在生长后期的遗传决定

机制，并讨论了该遗传调控网络对枯草芽孢杆菌及其近缘种应用研究的指导作用。 

关键词 : 芽胞形成，感受态发育，遗传调控网络  
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Abstract:  Bacillus subtilis is a generally recognized as safe (GRAS) strain that has been widely used in industries 

including fodder, food, and biological control. In addition, B. subtilis expression system also plays a significant role in the 

production of industrial enzymes. However, its application is limited by its low sporulation frequency and transformation 

efficiency. Immense studies have been done on interpreting the molecular mechanisms of sporulation and competence 

development, whereas only few of them were focused on improving sporulation frequency and transformation efficiency of 

B. subtilis by genetic modification. The main challenge is that sporulation and competence development, as the two major 

developmental events in the stationary phase of B. subtilis, are regulated by the complicated intracellular genetic regulatory 

systems. In addition, mutual regulatory mechanisms also exist in these two developmental events. With the development of 

genetic and metabolic engineering, constructing genetic regulatory networks is currently one of the most attractive research 

fields, together with the genetic information of cell growth, metabolism, and development, to guide the industrial 

application. In this review, the mechanisms of sporulation and competence development of B. subtilis, their interactions, 

and the genetic regulation of cell growth were interpreted. In addition, the roles of these regulatory networks in guiding 

basic and applied research of B. subtilis and its related species were discussed. 

Keywords:  sporulation, competence development, genetic regulatory network 

枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis，以下简称枯

草杆菌，是一类广泛分布于各种不同生活环境

中的革兰氏阳性杆状好氧细菌，能产生抗逆性

极强的内生芽胞，已被美国食品药品管理局 

(FDA) 认定为 GRAS (Generally recognized as 

safe) 菌株。因此，枯草杆菌在工业中具有广泛

的应用，一方面作为活菌剂被广泛应用于食品、

饲料、生防、环保等领域；另一个方面作为表

达系统在外源蛋白尤其是工业酶的生产中发挥

重要作用[1]。 

枯草杆菌作为活菌剂，因为能分泌大量酶

类和产生抗菌物质，具有改善动物肠道功能、

预防疾病和维持肠道生态平衡的作用[2]，是我国

允许使用的饲料微生物菌种；另外，由于枯草

杆菌具有安全性和能产生多种抗菌物质，又被

广泛应用于生物防治中，目前国内外都有获得

商品化或有限商品化的枯草芽胞杆菌生防菌

株。同时，枯草杆菌制剂还被用于净化水体、

改善水产养殖环境等方面[3]。由于枯草杆菌产生

的芽胞抗逆性极强，可承受工业机械化生产及

高温干燥等过程，在适宜条件下又能迅速复活，

因此，在上述工业化应用中，为了延长产品的

货架期与稳定性，需要通过发酵使枯草杆菌营

养细胞转变成具有强抗逆性的芽胞。  
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工业酶是工业生物技术的重要组成部分，

产值占所有酶制剂的 50%以上。枯草杆菌表达

系统在工业酶的生产中具有重要作用，枯草杆

菌生产的蛋白酶和淀粉酶是工业酶中应用最为

广泛的酶制剂，约占整个工业酶制剂市场的

50%[4]。与大肠杆菌相比，枯草杆菌表达系统具

有如下优势：1) 能将外源蛋白直接分泌到胞外，

简化下游纯化步骤；2) 为非致病菌，属于 GRAS

菌株，可用于生产食品、医药用蛋白质；3) 没

有明显的密码子偏爱性，不需要进行密码子优

化。目前，已有多种外源蛋白、多肽在枯草杆

菌体内成功表达[5-7]。 

然而，枯草杆菌在产业化应用中还存在一

些问题。一是枯草杆菌在工业生产过程中的芽

胞形成率不高[8]。目前国内的研究主要是在实验

室摇瓶阶段通过优化培养基成分如氮源、碳源、

Mn2+等提高芽胞形成率[8-9]，由于不同菌株的产

胞条件不一样，所以培养基优化的方法不仅工

作量大，而且不具普适性，更严重的是在摇瓶

阶段获得的培养参数很难复制到大规模工业生

产中。二是枯草杆菌的感受态效率远不如大肠

杆菌，不能满足蛋白质工程 (如定向进化) 的要

求，这限制了有些不能利用大肠杆菌进行蛋白

质工程的工业酶的分子改造。  

枯草杆菌生长后期细胞发育的两个主要途

径就是感受态形成与芽胞形成，这两个途径是

细胞高度有序的遗传调控的结果[10]，因此，通

过代谢工程改造细胞遗传通路，将会为上述问

题的解决提供一种简便、普适性方法。基于此，

我们拟从枯草杆菌生长后期的遗传调控网络出

发，分析细胞感受态形成与芽胞形成的遗传通

路，及细胞在感受态形成与芽胞形成中的遗传

决定机制，为枯草杆菌的菌种改造、降低生产

成本提供理论基础。 

1  群体感应系统起始芽胞形成与感受态

发育 

形成感受态和芽胞是枯草杆菌在长期的自

然进化过程中形成的生态适应能力。当枯草杆

菌生长环境出现细胞密度增加、营养物质匮乏

等生存压力时，细胞首先通过三种途径来减轻

环境压力，一是激活鞭毛运动，通过趋化性寻

找新的食物；二是分泌抗生素和其他化学物质，

清除同一生境中的竞争性微生物；三是分泌大

量水解酶类，降解胞外蛋白质和糖类。对      

B. subtilis 168 的研究显示，如果上述 3 种途径

没有减轻环境压力，50%−70%的细胞将进入芽

胞形成途径[11]，形成抗逆性极强的芽胞。在形

成芽胞的过程中，少数细胞 (≤20%) 进入感受

态形成途径[12]。感受态细胞能吸收外源 DNA，

这些 DNA 可作为食物被细胞降解，也可用作

DNA 修复，或作为遗传物质使细胞获得新性状，

从而能在不利条件下存活[13]。 

作为枯草杆菌两个重要的发育途径，一些

调控蛋白同时参与到芽胞形成和感受态形成这

两个发育途径中，并且具有类似的发育调控策

略[12,14]。枯草杆菌有效起始芽胞或感受态的形

成依赖于生境中高的细胞密度，即在相同的环

境下，高细胞密度比低细胞密度形成芽胞或感

受态的效率更高[15]，对枯草杆菌起始感受态发

育和芽胞形成的分子机制研究，表明其属于群

体感应行为，即细胞感应自身生理状况并向胞

外分泌信号分子，细胞的群体感应系统感应这

些信号分子的浓度 (与细胞密度成正比)，当其
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达到一定值后，通过信号转导通路激活或抑制

相关基因的表达，使细胞进入不同发育途径。 

1.1  起始感受态形成的机制 

枯草杆菌的自然感受态在对数生长后期开

始形成，大约有 10%的细胞会形成感受态[12]。

已有的研究表明 ComX 信息素和胞外信号分子

CSF (Competence stimulating factor) 对于起始

感受态的有效形成至关重要[15]。在枯草杆菌染

色体上，comX 位于 comQ 下游，且两个基因部

分重叠，comX 编码 55 个氨基酸的 ComX 前体，

ComX 前体被 ComQ 蛋白加工处理后，变成 10

个氨基酸组成的成熟信息素 ComX，随后成熟的

ComX 转运到胞外 [16]。枯草杆菌细胞对胞外

ComX的应答依赖于跨膜组氨酸蛋白激酶 ComP

和转录因子 ComA组成的双组分群体感应系统，

comP 与 comA 在染色体上相邻，且可能受同一

个启动子通读转录[16]。ComX 作用于 ComP，使

ComP 自磷酸化激活磷酸激酶活性，使 ComA 磷

酸化[15]，具体过程见图 1。 

胞外信号分子 CSF 是 5 个氨基酸组成的短

肽 (ERGMT)[17]，由基因 phrC 编码产生的前体

在跨膜转运中形成成熟的 CSF，与 ComX 不同，

转到胞外的 CSF 又通过寡肽透性酶 Spo0K 进入

胞内，一般认为 CSF 通过激活其他磷酸激酶或

抑制磷酸酶的方式调节磷酸化 ComA (ComAP) 

的水平[18] (图 2)。 

由上可知，枯草杆菌细胞通过两个不同的

感应途径应答信号分子 ComX 和 CSF，并且两

个感应途径在 ComA 位点汇聚，共同调节

ComAP 的水平，ComAP 直接作用于操纵子 srfA

的启动子，激活其中的 ComS 基因的转录[14]，

促进其感受态形成相关基因的表达 (图 1)。 

1.2  起始芽胞形成的机制 

枯草杆菌的芽胞形成最初发现是一种应对

营养缺乏压力的单细胞分化行为，后来研究发

现一些因子能诱导芽胞的产生，并且当细胞密

度较低时，即使培养基中营养物质缺乏，细胞

也不能有效形成芽胞[19-20]。目前对于诱导细胞

起始形成芽胞的机理还不是很清楚，1988 年

Grossman 和 Losick 将枯草杆菌培养至高密度后 

(OD600＞1.5)，离心去除细胞得到的上清液能刺

激低密度细胞有效地形成芽胞，说明当细胞密

度达到一定值后在培养基中积累了某种物质，

能刺激芽胞的形成，他们将这种物质称为

EDF-A (Extracellular differentiation factor A)。上

清液用链霉蛋白酶 (Pronase) 处理或透析后，丧

失刺激芽胞形成活性，说明 EDT-A 可能是一种

寡肽。此外，在 spo0A 和 spo0B 突变的菌株中

EDT-A 的产量急剧降低[19]。1993 年 Waldburger

等[21]对培养上清液进行抽提、纯化，得到了部

分纯化的 SF (Sporulation factor)，SF 与 EDF-A

具有类似的刺激芽胞形成的作用。生化表征发现

SF 的相对分子量在 1 000−5 000 之间，具有良好

的热稳定性和蛋白酶抗性等。因为 SF 具有蛋白酶

抗性，且在所有 spo 突变的测试菌株培养上清液

中都分离得到了 SF，证明 SF 与 EDF-A 属于不同

的物质，这也表明可能存在多种能刺激细胞有效

形成芽胞的胞外信号分子。 

虽然还未确定刺激细胞起始芽胞形成的胞

外信号分子，一般认为细胞通过某种感应系统

应答胞外信号分子，将其转化为胞内磷酸级联

反应，激活芽胞形成相关基因的表达。枯草杆

菌 细 胞 内 至 少 有 5 种 不 同 的 组 氨 酸 激 酶 

(KinA-E)，这些组氨酸激酶感应不同的胞外压 
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图 1  细胞群体感应系统应答胞外信号起始芽胞和感受态的形成 

Fig. 1  Quorum sensing system controlling the initiation of sporulation and competence development by response to 
extracellular signal factors. Lines with arrows ( ) and lines with bars ( ) indicate positive and negative 

interactions respectively;  represent phosphorylation;  indicate gene expression. 
 
 
 

力，水解 ATP 使 Kin 自身磷酸化，KinP 将磷酸

基团转移给 Spo0F 的精氨酸残基，再通过磷酸

级联反应，将磷酸基团传递给 Spo0B，最后使

Spo0A 磷酸化，Spo0AP 作为转录因子促进芽胞

形 成 后 期 相 关 基 因 表 达 [10] (图 1)。因此，

Kin-Spo0F 类似于 ComA-ComP 双组分群体感应

体系，对胞外信号分子作出应答，调控细胞的

发育进程。 

2  感受态发育和芽胞形成的调节器：

ComK 和 Spo0A 

枯草杆菌芽胞形成和感受态形成都依赖于

单个关键转录因子的激活：ComK (感受态发育) 

和 Spo0A (芽胞形成)。转录因子 ComK 和 Spo0A

的激活受多基因控制，是不同信号通路共同作

用的结果。 
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图 2  芽胞形成与感受态形成通路之间的相互作用 

Fig. 2  Interactions between sporulation and competence development. 
 

 

2.1  感受态因子 ComK 的激活 

在营养细胞中，CodY、AbrB 和 Rok 结合

在 comK 的启动子区，抑制 comK 的转录[22]。此

外，MecA 能将 ComK 靶向 ClpCP 蛋白复合体，

降解 ComK[23]，使胞内 ComK 的浓度维持在较

低水平。当细胞进入对数生长末期，胞外感受

态相关信息素 CSF 和 ComX 浓度增加，细胞的

群体感应系统应答这些信号，使 ComA 磷酸化，

ComAP 起始转录 comS，ComS 能与 MecA 蛋白

结合，干扰 ClpCP 对 ComK 的降解，使胞内

ComK 的浓度上升[24] (图 1)。ComK 的浓度达到

一定值后，又通过自激活方式使自身浓度快速

增加，调控与细胞形态变化、外源 DNA 吸收等

相关的感受态发育后期基因的表达，使细胞进

入感受态通路[25-27]。 

2.2  芽胞形成因子 Spo0A 的激活 

Spo0A 属于细菌应答调节蛋白家族，类似

于 ComK 在感受态形成中的作用，是芽胞形成

中关键的转录因子[28]。Spo0A 基因可由两个启

动子 (Pv 和 Ps) 转录，σA 识别 Pv 启动子，维持

Spo0A 在营养细胞中的本底转录水平。σH 识别

Ps 启动子，σH 由 spo0H 编码，在细胞的对数生

长中期，Spo0H 的转录水平很低，当细胞进入

对数生长末期后，spo0H 的转录水平提高，σH 

(Spo0H) 识别 Ps 启动子，使细胞中 Spo0A 的含

量增加[29]。但是 Spo0A 的转录激活活性还依赖

于 磷 酸 化 [30] ， 当 细 胞 生 长 至 对 数 末 期 ，

Kin-Spo0F 感应系统识别胞外信号分子，组氨酸

蛋白激酶 Kin 磷酸化，并通过磷酸级联反应使

Spo0A 磷酸化[10] (图 1)，Spo0AP 促进芽胞形成
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后期相关基因的表达，使细胞进入芽胞形成  

通路[31]。 

3  细胞命运决定：感受态还是芽胞？ 

3.1  Rap 系统与群体感应系统起始芽胞/感受

态形成 

Rap 系统包括多种 Rap 蛋白，是芽胞和感

受态形成起始阶段信号通路的主要整合模块。

Rap 蛋白是一类天冬氨酸磷酸酶，能够对磷酸化

的 Spo0F (Spo0FP) 与 ComA (ComAP) 去磷酸

化，使它们处于失活状态[32]。Rap 蛋白通常与

位于其下游对应的 Phr 信息素共转录，如

RapC-PhrC 能被 ComAP 共转录。此外，phrC 前

面还有一段启动子区，能被 σH (Spo0H) 识   

别[11]，当细胞进入对数生长末期后，胞内 σH 含

量上升，转录 phrC 形成 CSF，CSF 通过抑制

RapC 和 RacB 等磷酸酶的活性[33]，使 ComAP

与 Spo0FP 的浓度增加 (图 2)。一方面，ComAP

直接作用于操纵子 srfA，激活 comS 基因的表达，

从而为细胞进入感受态发育通路提供了可能。

另一方面，ComAP 共转录 rapA-phrA，PhrA 能

够抑制 RapA 的磷酸化酶活性，解除 RapA 对

Sop0FP 的阻遏作用[34]，使胞内 Spo0FP 的含量上

升，Spo0FP 通过磷酸化级联作用使胞内 Spo0A

磷酸化，为细胞形成芽胞奠定了基础 (图 2)。 

3.2  命运决定阶段：AbrB-Rok 系统与转录

因子 Spo0A 和 ComK 的激活 

细胞中 ComK 的浓度受多重调控，如 AbrB

和 Rok 能结合 comK 的启动子阻遏 comK 的转 

录[22]，进行转录水平调控。MecA 能将 ComK

蛋白靶向 ClpCP 蛋白复合体，进行翻译后水平

调控[11]。通过基因芯片法研究 ComK 的靶蛋白，

发现大部分靶蛋白的转录激活依赖于 ComK 的

浓度[27]，即 ComK 的浓度较高时才能激活它们

的转录，说明只有胞内 ComK 的浓度达到一定

阈值后才能使细胞最终进入感受态形成通路。

对 ComK 转录水平调控的研究发现，当 ComK

的浓度达到一定值后，能通过激活自身转录作

用大量转录，从而短时间内大幅提高胞内 ComK

的浓度[26]。因此，细胞进入感受态形成通路首

先需要解除 AbrB/Rok 的转录阻遏作用，使胞内

ComK 浓度达到自我转录激活水平。 

AbrB/Rok 作为感受态发育和芽胞形成决定

阶段的整合模块，不仅调控感受态形成，而且

参与芽胞形成过程[11]。Spo0AP 能抑制 abrB 的

转录，解除 AbrB 对磷酸酶 Spo0E 的阻遏作用，

而 Spo0E 又能抑制 Spo0AP 的活性 (去磷酸化作

用)，所以 Spo0A-AbrB-Spo0E 组成了一个调控

回路[35] (图 2)。营养细胞通过这个调控回路维持

细胞中 Spo0AP 浓度相对恒定。当细胞生长进入

稳定期后，细胞的群体感应细胞将胞外信号转

化为胞内磷酸级联反应，使 Spo0A 磷酸化。因

为 Spo0AP 具有类似于 ComK 的自身激活作用，

即可以通过激活 spo0H (σH) 的转录促进 spo0F

和 spo0A 的大量表达[29] (图 2)。胞内 Spo0AP 含

量大幅上升后，抑制 abrB 的转录，同时 Rok 被

SinR 抑制，从而解除了 AbrB/RoK 对 ComK 的

转录阻遏作用[10]，使胞内 ComK 的含量达到自

我激活的阈值，从而使细胞进入感受态发育通

路。另一方面，Spo0AP 作为芽胞形成的关键转

录因子，通过促进芽胞形成后期相关基因的表

达使细胞进入芽胞形成通路 (图 2)。 
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3.3  细胞命运决定的调控策略 

上文提到细胞中 Spo0AP 含量上升后，通过

促进芽胞形成相关基因的表达，使细胞进入芽

胞形成通路。同时，Spo0AP 通过解除 AbrB/RoK

对 ComK 的转录阻遏作用提高 ComK 的浓度，

另一方面 Spo0AP 能促进 SinI 的表达，解除 SinR

对 Rok 的抑制作用，使 Rok 能阻遏 comK 的转

录，即 Spo0A 对 ComK 具有正、负两面的调控

作用 (图 2)。那么，形成感受态的这一小部分

细胞是如何“逃脱”芽胞形成通路的？ 

在对转录因子 Spo0A 的研究中，发现

Spo0AP 对靶蛋白的作用类似于 ComK，具有浓

度依赖性 [36]，很多芽胞形成后期相关基因如

SinI，SpoIIG 等的表达依赖于较高的 Spo0A 浓

度 (设为 Sh)。但是较低水平的 Spo0AP (设为 Sl) 

抑制 AbrB 的转录，加之 AbrB 不稳定，使 AbrB

的浓度急剧下降。当细胞内 Spo0AP 浓度处于  

Sl≤S<Sh 范围时，Spo0AP 抑制 abrB，使其浓度

急剧下降，但 Spo0AP 的浓度还不足以促进 SinI

等基因的表达。因此，在这段短暂的时间内，

小部分细胞内 ComK 的浓度达到自我转录激活

水平，大幅提高胞内 ComK 浓度，使细胞形成

感受态。随着 Spo0AP 浓度的进一步提高，当   

S≥Sh 时，一方面使 ComK 的含量降低 (如 SinI

解除 SinR 对 Rok 的抑制作用)，阻止细胞继续

形成感受态，另一方面，促进芽胞形成相关基

因表达，使细胞进入芽胞形成通路，最终形成

芽胞。因此，枯草杆菌细胞在芽胞形成和感受

态发育过程中，把 Spo0AP 的浓度作为监测点，

通过 Spo0AP 浓度的变化，使细胞进入不同的发

育途径[37-38]。 

4  总结与展望 

枯草杆菌安全无毒，在工业酶表达、饲料

添加和生物防治等领域广泛应用，已开展了大

量的研究工作进一步提高枯草杆菌的应用价

值。Zhang 等通过过量表达感受态转录因子

ComK ， 使 多 聚 体 质 粒 的 转 化 效 率 达 到      

104 PFU/ng DNA，因而成功地以枯草杆菌为宿

主通过定向进化改造了纤维素酶[39]。Fujita 等证

实提高调节因子 Spo0A 的浓度，将有助于细胞

形成芽胞[40]。然而，研究表明 ComK 与 Spo0A

参与调控细胞中几十种不同类型蛋白质的表 

达[27,36]，对它们的调控势必会影响细胞其他的

生理过程。随着基因工程与代谢工程研究的不

断发展，积累了大量关于细胞生长、代谢与发

育等方面的信息，通过综合这些遗传信息构建

细胞遗传调控网络，用于指导生产实践，已经

成为当前研究的热点之一[41-43]。本文概述了枯

草杆菌感受态与芽胞形成的遗传调控网络，为

提高枯草杆菌感受态效率和芽胞形成率提供了

理论参考。总的来说，该调控网络在枯草杆菌

的应用研究中具有如下 4 点作用，一是直观地

展示细胞感受态与芽胞形成通路之间的相互作

用关系与遗传调控策略；二是能为枯草杆菌细

胞感受态形成和芽胞形成相关的遗传改造工作

提供理论指导，并且能从代谢网络的角度了解

基因间的互作与动态变化；三是能简便地拓展

到 其 他 代 谢 通 路 中 ， 如 双 组 分 调 节 系 统

DegS-DegU 在胞外物质分泌中具有重要作用，

ComAP 能 促 进 DegQ 的 表 达 ， 间 接 调 节

DegS-DegU 的磷酸化状态 (图 2)，进而影响细

胞的分泌表达能力；四是对枯草杆菌近缘种如
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地衣芽胞杆菌的遗传改造具有借鉴作用。 
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