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细菌表面展示技术研究新进展*
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摘要 细菌表面展示是将靶标蛋白质表达于细菌表面以更好地实现其功能的一种技术，它在重组细菌疫苗、生物燃料电池、全

细胞催化剂和生物修复等多个领域均有广泛的应用 . 随着相关技术的发展，表面展示系统的各种性能被不断地改良，同时新的

表面展示系统也陆续被开发和应用，使该技术得到持续的丰富和发展 . 本文重点关注近年研究得较多的细菌表面展示系统，主

要对各类细菌表面展示系统的开发、改造和修饰，以及该技术在生物修复和生物传感器方面的应用作一综述 .
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表面展示技术是 George P. Smith 等［1］在 1985

年创立的 . 其原理是将靶蛋白的基因序列与载体蛋

白的基因序列连接后导入宿主细胞进行表达，当载

体蛋白表达时靶蛋白跟着表达并定位于宿主细胞表

面，从而实现靶标蛋白的表面展示［2］ . 展示可以在

病毒、噬菌体、细菌、真菌或昆虫细胞表面，甚至

脂质体表面进行［3-4］，新近的研究结果更是实现了

在外泌体表面的展示［5］ .目前表面展示已在微生物

学、分子生物学和疫苗学等方面得到了广泛应用 .

在所有表面展示系统中，噬菌体表面展示系统建立

得最早 .经过 30多年的发展，该系统已相当成熟，

最近在单链抗体筛选方面成果喜人，应用前景乐

观［6］ . George P. Smith本人也因抗体的噬菌体表面

展示相关成果而成为 2018年诺贝尔化学奖得主之

一 . 当然，噬菌体表面展示系统本身存在的诸如无

法展示分子质量较大的蛋白质、外源蛋白质的插入

可导致其感染能力下降、融合蛋白表达不稳定和无

法进行荧光细胞分选等缺陷始终制约其进一步的应

用［7］ . 为了解决以上问题，细菌等多种类型的表面

展示系统逐渐被发展起来 . 细菌表面展示系统可供

选择的宿主细菌种类繁多，同时各种成熟的表达载

体也应有尽有，可根据研究需要进行不同的选择、

改造甚至组合，从而实现不同类型和方式的展

示［8］ . 细菌表面展示技术已成功应用于重组细菌疫

苗的制备、全细胞吸附剂、全细胞催化剂、诊断的

细胞固相试剂以及生物传感器等领域［9-13］ .

目前常用于细菌表面展示的宿主菌有大肠杆

菌、乳酸菌、黄单胞菌、恶臭假单胞菌和芽孢杆菌

等，可根据不同研究目的和应用方向进行选择，常

见细菌表面展示系统的组成、相关应用和优点等信

息见表1. 从表1中可以看出，主要的表面展示系统

的载体蛋白包括细胞外膜蛋白、细胞表面附属物、

脂蛋白、毒力因子、细胞膜孔道蛋白或细胞壁相关

蛋白质等［14-16］ . 不同的展示系统具有不同的优缺

点，选用展示系统时首先要考虑的是载体蛋白与靶

标蛋白的相容性，包括是否会影响靶标蛋白的活

性、靶标蛋白大小是否超出系统的展示能力范围

等 . 为了使展示系统更加完美，近几年相关学者也
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对几种常用的细菌表面展示系统进行了进一步的优

化和改进，本文主要就优化后的、新型的表面展示

系统及其应用方面的进展进行介绍 .

1 细菌表面展示系统开发

1.1 新型载体蛋白的开发

外膜蛋白多以β桶折叠的形式存在于外膜，是

跨膜蛋白的组成成分，载体蛋白目前已有OmpA、

LamB、OmpC、OmpX和OmpS等多种以及脂蛋白

与外膜蛋白镶嵌的Lpp-OmpA等，这些表面展示系

统均已成功地展示过酶、抗体以及多肽等多种靶标

蛋白质［25］ . 载体蛋白的位置和自身的表达量可能

显著影响靶标蛋白的展示效果 . YiaT是大肠杆菌的

一种外膜蛋白，包含了 5个暴露在细胞膜的外环 .

研究表明，采用YiaT作为新的载体蛋白可以在大

肠杆菌XL10-Gold表面展示71 ku和76 ku脂肪酶或

68~73 ku的α-淀粉酶，并且展示的脂肪酶活性比载

体蛋白OprF所展示的高10倍，比FadL所展示的高

20倍［26］ .

大多数外膜展示系统都需要信号肽的引导，而

且要求所展示的靶标蛋白质的分子质量不能太大，

这使展示系统的应用范围受到比较大的限制 .Park

等［27］通过把炭疽芽孢杆菌外膜蛋白BclA作为载体

蛋白引入大肠杆菌表面展示系统，成功实现了分子

质量为 120 ku的巨大芽孢杆菌单氧酶的表面展示，

并且该载体蛋白不需要信号肽的引导，这给大分子

质量的蛋白质展示提供了一个成功的范例 .

除了外膜蛋白，越来越多被外膜覆盖着的蛋白

质也可能成为潜在的载体蛋白 . 这类载体蛋白的开

发利用往往需要连接序列的参与 . 适当连接序列的

引入，往往能取得意想不到的效果 . Quehl等［28］系

统研究了系列连接序列对自主转运蛋白作为载体蛋

白时对P450酶及其突变体展示效果的影响 . 结果显

示适当的连接序列能够提高所展示P450酶的活性，

也拓宽了载体蛋白的选择范围 . 类似地，当用孢子

外壳蛋白Z（CotZ）作为载体蛋白在枯草芽孢杆菌

展示时，因无法充分暴露靶标蛋白尿素酶而导致其

没有酶活，但在CotZ与靶标蛋白之间连接一个具

有完整二级结构的多肽时，尿素酶能展示在枯草芽

孢杆菌的表面，且活性良好［29］ . 因此，使靶标蛋

白和载体蛋白保持适当的距离是确保成功展示的一

个重要因素 .

1.2 经典载体蛋白的改造

冰核蛋白（ice nucleation protein， INP）是目

前细菌表面展示系统中经典的载体蛋白，INP是存

在于荧光假单胞菌、假单胞杆菌、黄单胞菌属和欧

氏杆菌等细菌种属中的一种分泌性型表面蛋白［30］ .

因为 INP是细菌表面展示系统中较为常用的载体蛋

白，所以其变体的种类较多、功能各异，在表面展

示中有着非常广泛的应用 . 为了增强 INP的表面展

示效率，扩大靶标蛋白质的展示范围，各种 INP的

变体及其改造修饰的方法被陆续报道 .如 INP的变

Table 1 Application and advantage of different host bacteria
表1 不同宿主菌的应用及优势

宿主菌

脑膜炎奈瑟菌

乳酸菌

大肠杆菌

恶臭假单胞菌

芽孢杆菌

真氧产碱杆菌

种类

脑膜炎奈瑟菌荚膜缺陷型

HB-1

乳酸杆菌、乳酸球菌

DH5α、BL21（DE3）、

JM109、HB101等

假单胞菌KT2440P

枯草芽孢杆菌、克劳氏枯

草芽孢杆菌、蜡样芽胞杆

菌等

真氧产碱杆菌H16

载体蛋白

fHbp

PgsA、BmpA、

M6等

OmpC、OmpS、

Lpp-OmpA、

INP等

MATE

CotB、CotC、

CotG等

FhuA、IgA、

OmpA等

应用

疫苗的开发与传递

生物活性物质的表达

和输送

蛋白质表达、生物传

感器开发和酶抑制剂

筛选等

生物燃料，高温水解

酶的生产

酶的固定化及表面展

示药物、酶和疫苗等

全细胞生物催化剂及

生物修复

优点

特殊疾病的疫苗开发与传递，可作为佐

剂引起免疫应答

生物安全性高、适应性强，可直接输送

生物活性物质至胃肠道黏膜

种类繁多、遗传背景研究透彻、周期短、

应用范围广

耐高温、能耐受各种毒素和有机溶剂等

不利因素

稳定性高，对热、辐射和化学物质的抵

抗力强，遗传信息明了，操作技术成熟，

分离纯化简单

具有优异的催化活性，可重复利用

文献

［3］

［17］

［18-20］

［21］

［22-23］

［24］
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体 InaQ，通过增加 2 至 3 个 N 末端结构域（InaQ-

N）就能提高其所展示靶标蛋白的跨膜转运活性和

展示效率［31］ . Niu等［32］运用 InaQ-N不仅实现了人

诺如病毒衣壳蛋白在大肠杆菌外膜上的展示，而且

所展示的蛋白质还能进行病毒受体结合能力的评

估 . 另外，利用 INP的变体 InaZ的N末端结构域可

以实现鸡毒支原体黏附蛋白在大肠杆菌表面的展

示，所得蛋白质具有生物学活性，能对DF-1细胞

进行黏附［33］ . 简单地说，INP各种突变体的发现和

相关细菌表面展示系统的构建有效地拓宽了该类系

统的应用范围 .

虽然 INP多种变体可以有效提高靶标蛋白质的

展示量、最大限度保持靶标蛋白质的活性，但也有

些变体仍存在对蛋白水解酶较为敏感、不稳定及融

合蛋白表面易位等情况 . 解决靶标蛋白展示量的方

法之一就是将全长序列进行截短，如变体 InaK截

短之后更容易携带大分子蛋白质（InaK-NC）［34］ .

另一方面，为解决融合蛋白表面易位和展示效率的

问题，Zhang等［35］利用某些短肽锚在截短的 InaK

的 N 末端 （InaK - N），可以提高人类精氨酸酶

（ARG1）三聚体的表面展示效率 . 这个发现不仅解

决了 InaK-N对蛋白酶的水解问题和ARG1在大肠

杆菌表面展示酶活的缺失问题，还为以后的表面展

示系统的开发提供了新的思路 .

INP展示系统另外一个优点是能展示的靶标蛋

白种类多，且靶标蛋白不会对宿主造成不良影响 .

当用 Lpp - OmpA 在大肠杆菌表达有机磷水解

（OPH）酶时酶活力降低且抑制宿主菌的生长，虽

然通过启动子的调整可以避免这类情况的出现，但

使用 InaV-N 表达 OPH 则不会有如此麻烦的情况，

不需要做调整［36］ . 总的来说，INP及其变体种类繁

多，应用范围广 . 同时，更多新的 INP家族蛋白质

正在继续被研究应用于这一领域 . 新近发现的INP-F，

属于第二类冰核蛋白 . 晶体结构显示其三维结构与

现有 INP之间有较大的差别，可能在细菌表面展示

等领域给大家带来更多的惊喜［37］ .

1.3 展示效果检测

细菌表面展示技术虽然是获取靶标蛋白的优选

方式，但是我们所需的蛋白质是否展示在细菌的外

膜上还有待进一步的分析 . 传统的方法主要通过特

异的蛋白酶对细胞表面表达的蛋白质进行特异性消

化后检测 . 但这个方法比较繁琐，需要确保消化时

细胞膜的完整性，同时还要确定报告蛋白和特异抗

体等［38］ . 相比较而言，直接对载体蛋白或者靶标

蛋白进行改造以便于检测往往是一种更优的选择 .

有研究表明，在自转运蛋白AIDA-I的N端插入组

标签（His6）后再与靶标蛋白质融合，并且在靶标

蛋白C端插入Myc标签，这样当蛋白质在表面表达

时可用这两种标签的特异性抗体进行检测，从而实

现展示情况的具体定位和定量［39］ . 此方法已成功

地用于ω-转氨酶在大肠杆菌表面表达情况的检测，

当检测到 Myc 标签抗体的信号则表明转氨酶被转

运到外膜；如果细胞表面上的所有转氨酶蛋白都以

全长序列的形式存在，则来自His6标签的荧光更

强［40］ . 通过这种双标签检测可以确定靶标蛋白是

否充分展示 .

为了检测和量化所展示的靶标蛋白，有研究用

一个绿色荧光蛋白的单域抗体（纳米抗体），与相

应的载体蛋白和靶标蛋白融合组成载体蛋白-纳米

抗体-靶标蛋白三明治结构 . 通过这种展示方式将展

示菌与绿色荧光蛋白孵育培养后可用荧光显微镜观

察，也可用流式细胞仪对展示效率进行量化，并且

做 Western blot 时不需添加 2 次抗体，只需一步即

可检测，这大大地降低了实验的成本［41］ . 表面展

示虽然简化了蛋白质纯化的繁琐步骤、降低生产成

本，但其展示效果检测和定量还有待进一步的深入

研究 . 不管是从基因水平上改造还是蛋白质水平的

修饰，其最终目的都是尽可能地在不影响靶标蛋白

表达的情况下简化检测步骤、降低检测成本、提高

表面展示系统的可操作性 .

2 细菌表面展示技术的应用

2.1 细菌表面展示技术在生物修复中的应用

社会的快速发展带来一系列的环境和生态安全

问题，其中环境污染问题已经到了无法忽视的地

步 . 根据污染物的性质不同可将环境污染分为有机

物污染和无机物污染 .其中无机物污染主要包括重

金属污染，硫、氮、碳的氧化物导致的空气污染，

酸碱盐的排放导致水中氮或磷含量严重超标，水体

富营养化而导致蓝藻的疯狂增长造成的水污染等 .

目前已有各式各样的环境污染治理办法，有些方法

也取得了一定的成效，但环境污染问题的复杂性要

求更多、更有效的方法的研究和实施 .

如今，我们熟知的微生物除藻法不仅采用传统

的活性污泥中的有益菌进行修复，还与细菌表面展

示技术相结合 . 有研究发现，将能特异性识别蓝藻

表面脂多糖的凝集素通过表面展示技术表达于大肠

杆菌的外膜上，利用凝集素与脂多糖的特异性识别
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去黏附蓝藻，借此来治理蓝藻水华［42］ . 此外，使

用大肠杆菌表面展示三苯甲烷还原酶对染料分子进

行分解来解决工业废水污染也取得良好的效果［43］ .

再者，将金属结合肽展示在细菌表面，通过金属结

合肽与金属离子之间的结合力将金属吸附在细胞表

面，一方面可以解决污染问题，另一方面还对金属

进行收集运用［24］ .

有机物污染方面，目前以有机磷农药的滥用导

致的环境污染最为严重 . 由于有机磷农药的大规模

生产和不当处理，已经造成了严重的土壤、空气、

地表和地下水污染 . 治理污染用的酶虽然可用重组

基因工程菌来生产，但胞内表达的酶往往定位于细

胞质或者是周质空间，难以穿越细胞膜而直接充分

地发挥作用，如果进行破菌处理则增加生产工艺 .

如果采用细菌表面展示技术，则可将酶锚定于细胞

表面从而更方便、快捷且有效地实现其功能 . 现有

研究从黄杆菌和缺陷假单胞菌中获得有机磷水解酶

的相关基因，选用从环境中分离到的莫拉氏菌和恶

臭假单胞菌 JS444的菌株作为宿主菌，采用截短的

冰核蛋白 INPNC对有机磷水解酶进行有效的表面

展示，同时获得降解对硝基酚的作用［44-45］ . 当然，

有的情况下降解产生的中间产物对环境依然有严重

的毒副作用，可能导致二次污染 . 为解决这种问

题，Liu 等［46］利用恶臭假单胞菌表面展示漆酶对

农药氯吡硫磷进行降解，同时利用恶臭假单胞菌自

身产的一些胞内酶降解氯吡硫磷产生的有毒中间产

物 3，5，6-三氯 -2 -吡啶 （TCP） 和磷酸二乙酯

（DEP），比单独纯化的漆酶降解更为完全 .这种综

合利用宿主菌和所展示靶标蛋白质解决污染问题为

更多新的环境污染治理方案的提出提供了理想的设

计思路 .

虽然目前利用表面展示技术治理有机磷农药的

污染已取得相当的进展，但大部分研究均处于实验

室或小试阶段 . 由于现实受污染的环境往往同时存

在有机物污染和无机物污染，情况错综复杂，表面

展示所用宿主菌能否在这种环境中顺利繁殖并发挥

作用仍有待进一步验证和改良 .

2.2 生物传感器的制备

生物传感器即能够识别生物物质并将其浓度变

化转换为电信号响应的设备，是将固定化的细胞、

酶或其他蛋白质等与转化器相结合构成相应的一类

工具或者分析系统 . 一般的生物传感器都具有接收

和转化的功能，得到信息之后可进行放大以便于观

察和记录，从而实现对目标物质的特异性检测［47］ .

酶生物传感器主要利用酶作为生物识别器在生

化反应中起催化作用，使生物分子迅速分解或者氧

化，并将此中消耗或产生的物质的数量转变成电信

号并记录 . 由于酶的分离提取过程往往较为繁琐，

生产成本较高，并且使用过程中经常会受到 pH、

温度或湿度等因素的限制 . 因此，如何高效地将酶

固定于修饰电极上是该类传感器制备过程中关键的

问题之一 . 随着表面展示技术的发展，微生物表面

展示获取和固定酶用于酶电化学生物传感器的研究

已取得长足进展 . 如利用表面展示木糖脱氢酶构建

的检测 D-木糖的生物传感器，基于细菌表面展示

葡萄糖脱氢酶灵敏地检测 D-葡萄糖的生物传感

器［10］，以及基于细菌表面展示谷氨酸脱氢酶对 L-

谷氨酸进行检测的生物传感器等等［18］ . 其中谷氨

酸脱氢酶的生物传感器将谷氨酸脱氢酶通过细胞表

面展示技术展示在大肠杆菌的表面，然后结合碳纳

米管等材料组装成 Nafion / Gldh - bacteria / PEI -

MWNTs/GCE电极 . 该电极特异性好，不受其他氨

基酸、抗坏血酸和尿酸等常见的电活性化合物的干

扰 .该电极的电位在1 mmol/L的谷氨酸中可维持在

0.52 V超过 2 h，氧化电流仍然保持初始响应值的

95%左右［48-49］ . 用该电极在分析样品时可以根据其

校准曲线进行判断，非常方便、快捷 .

微生物表面展示酶用于制备生物传感器不仅可

以灵敏地检测样品中一种物质的浓度，在某些情况

下还可以将其与其他酶进行包埋，同时检测同种样

品的不同生物物质，如微生物表面展示木糖和商品

酶葡萄糖氧化酶联用实现了 D-木糖和 D-葡萄糖的

共检测［50］ . 在实际运用中，如果所展示的酶活性

或专一性等性质达不到要求，还可以通过突变等方

法对其进行改造，以达到相应的应用目的 . 如利用

细菌表面展示野生型葡萄糖脱氢酶制作的生物传感

器选择性偏低、线性范围不够宽、稳定性较差、容

易受半乳糖、木糖或甘露糖等的干扰［10］ . 为了提

高其专一性，Liang 等［51］运用快速定点突变技术

对野生型的葡萄糖脱氢酶的基因进行突变，将其展

示在细菌的表面，组装成 Nafion / GDH - mutant -

bacteria/MWNTs/GCE电极 . 所得突变体电极的线性

范围达到 10 μmol/L~ 4 mmol/L，较之野生型明显

拓宽，最低检测限也达3 μmol/L，比野生型更低 .

总的来说，将细菌表面展示技术运用到生物传

感器中不仅解决了生物识别元件生产难的问题，同

时也拓展了细菌表面展示技术的应用 . 这两者的结

合在未来快速、智能检测领域将有更令人期待的
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发展 .

3 结 语

细菌表面展示技术是微生物表面展示技术的一

个重要组成部分，细菌表面展示不仅可以根据实验

条件的不同进行诱导表达，而且细菌表面展示系统

多种多样、操作简便、可以满足不同的需求，在很

多领域都显示出广泛的应用前景 . 随着科学的不断

进步，新的载体系统不断被开发，原有系统也日趋

完善，使细菌表面展示技术在交叉学科中的应用也

愈加广泛 . 如生物传感器的出现、微生物燃料电池

的开发，生态环境的微生物修复等，细菌表面展示

技术必将在实践中发挥更大、更有效的作用 . 当

然，表面展示系统的应用也存在一定的风险 . 展示

系统在构建的过程中往往会利用抗性基因进行筛

选，运用携带有抗性基因的细菌表面展示系统时还

需考虑其对环境带来的不利影响，如怎么处理带有

抗性的重组菌，用于生物修复时是否会对生态造成

破坏以及如何预防超级菌的产生等问题 . 如何做到

科学地可持续地发展是一个难题，也是全人类必须

长期面对和思考的问题 .
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Abstract Bacterial surface display is a kind of technology to express target protein on the surface of bacteria, so

as to exert its function preferably. It has been widely applied in many fields such as recombinant bacteria vaccine,

biofuel cell, whole cell catalyst and bioremediation. With the development of numerous related technologies, the

performance of surface display system has been continuously improving. At the same time, several new surface

display systems have also been developed and applied, all of which accelerate the multiformity and perfection of

this technology continuously. This paper focus on the progress of bacterial surface display systems, mainly on

their development, modification and improvement, as well as their application on bioremediation and biosensor.
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