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摘  要 : 在现代生物学和生物技术研究中，通过基因重组表达获得目标蛋白已成为常规技术。因其培养简单、

操作方便、遗传背景清楚、克隆表达技术成熟，大肠杆菌表达系统通常是人们表达重组蛋白的首选。但是在常规

温度下进行基因的重组表达，动、植物和常温微生物的基因产物多数在数小时内变性沉淀；还有一些重组蛋白对

宿主具有细胞毒性，难以得到重组表达。因此，我们构建了 1 种新型 T 载体——pEXC-T；它结合 TA 克隆技术

和低温诱导表达功能，具有表达水平高、操作方便、目标蛋白得到分子伴侣保护和低温保存等特点。采用构建和

优化的 pEXC 载体，P1 抗原蛋白、溶血素 PLO 两种不稳定性蛋白在 pEXC 中都实现了高效的可溶性表达。低温

表达系统 pEXC 的建立和发展为蛋白质的结构与功能的研究，以及抗原和药用蛋白的制备提供了便利的途径。 
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Abstract:  In modern biology and biotechnology research, recombinant gene expression has been the most popular 
method to obtain the target protein. In recent years, many foreign genes have been efficiently expressed in Escherichia coli. 
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However, proteins encoded by animal, plant or mesophilic microbial genes often lose activities or become denatured within 
a few hours at regular growth temperatures for E. coli; some other target proteins are toxic to host cells and therefore 
difficult to be over-expressed. The new T-vector, pEXC-T, was constructed by combining TA cloning and cold-shock 
induction to obtain high expression levels with low costs. This paper reports the construction of pEXC-T and optimization 
of induction techniques for gene expression. Two instable proteins were tested and successfully expressed in soluble form 
by using pEXC vector. The development of pEXC-T offers a convenient technique for the preparations of recombinant 
proteins to be used in structure/function studies, or as diagnostic markers and medicinal proteins. 

Keywords:  Escherichia coli, expression system, cold-shock induction, soluble protein 

大肠杆菌 Escherichia coli 表达系统由表达

载体和相应的宿主细胞两部分构成，是发展最

早、应用最广、最容易操作的基因高效表达系

统。在大肠杆菌表达系统中，表达载体通常运

用可调控型启动子控制外源基因的表达；这些

启动子的类型对降低被表达的目标蛋白对细胞

生长的抑制、减少细胞蛋白酶对目标蛋白的降

解，以及目标蛋白的产量和可溶性等起着至关

重要的作用。研究和应用最多的启动子包括 lac、

trp、tac、gal、ara 和 T7 启动子。T7 系列载体

因表达水平高而广为应用，但是很多基因在 T7

系列载体中表达时出现包涵体或细胞毒性等问

题[1]。近年发展起来的启动子主要包括由 Sigma 

32 (σ32) 调控的热激诱导型启动子 Hsh，以及通

过冷激诱导表达的冷激蛋白基因的启动子。研

究发现，快速降温 (如从 37 ℃降至 10 ℃) 可诱

导一系列蛋白如 CspA 等蛋白的表达水平瞬时

提高[2-3]。因此，cspA基因的启动子被应用于表

达载体 (如 pCold 等)，在低温下控制基因的重

组表达[4]。由于细胞中的分子伴侣的参与，冷激

蛋白启动子调控的低温基因表达不同于其他启

动子调控下的低温表达[5-6]；很多 T7 系列载体

不能表达的基因，能够在冷激系统中得到高水

平表达或可溶性表达[7-8]。 

TA克隆技术是一种快速方便的基因克隆方

法，能够在不受酶切位点限制的条件下进行粘

性末端连接：Taq DNA聚合酶扩增产生的 PCR

产物的双链两端各带有 1个 3′端悬挂的 A (腺苷

酸)，与末端带有 T (胸腺核苷酸) 的载体进行直

接连接[9]。但是，市售 T载体只能作为中间载体，

缺少基因表达元件，基因克隆成功后还得进行

亚克隆，才能在表达载体中进行表达。最近报

道的一种表达型的 T载体[10]，pETG，能够在目

的基因的克隆表达时结合了 TA克隆技术。但是

由于它来源于 T7系列载体 pET，多数蛋白的高

效活性表达同样会遇到诱导剂、细胞毒性、产

生包涵体等方面的问题。同时，pET 系列载体

比较大，不利于对目标基因进行原位诱变改造

和筛选。因此，我们结合大肠杆菌冷激蛋白启

动子受低温诱导实现高效表达的优势和 TA 克

隆技术的优势，首次设计并构建一种兼有 TA克

隆、冷激诱导表达和低温下目标基因活性筛选

等多种功能的高效 T载体，pEXC-T。外源基因

通过 TA克隆技术连接到线性载体 pEXC-T上产

生环状表达质粒，转化 E. coli后可以使目标基

因在新型冷激表达载体 pEXC中得到高效表达。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
大肠杆菌 E. coli BL21、DH10B、JM109用
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作基因克隆和表达的宿主；E. coli培养在 LB培

养基中，转化子的选择用含有氯霉素 (25 μg/mL) 

的 LB培养基，重组酶最高产量测定用含有氯霉

素 (25 μg/mL) 的 TB培养基，配方见文献[11]。

电转化用 SOC 培养基孵育。质粒 pHsh 由仙奕

生物科技 (南京) 有限公司提供。 

1.2  基因操作 
大肠杆菌基因组 DNA 提取，DNA 的内切

酶水解和连接，DNA片段的分离，感受态细胞

的制备以及基因的高效电转化均参考文献[11]。

质粒的制备，从琼脂糖凝胶回收 DNA等操作按

照 Qiagen试剂盒使用指南进行。限制性内切酶、

T4 DNA连接酶和 DNA聚合酶购自宝生物工程

公司；质粒抽提试剂盒、割胶回收试剂盒购自

Qiagen公司；ONPG购自 Omega公司。文中载

体构建及其应用所用的引物如表 1所示。 
 
表 1  引物序列 
Table1 The sequences of primers 

Primer Primer sequence (5′−3′) 
ori1 CGGTAAGCGGCAGGGTCG 
ori2 TTTACCTGTCCGCCTTTCTCC
1 TAATA AGCTTGAAGGCCGCT
2 CTCTTCCGCTTCCTCTCTC 
3 GAGAGAGGAAGCGGAAGAGATTAAT

CATAAATATGAAAA 
4 AGCGGCCTTCAAGCTTATTATGCGCA

TTCTCATTGCACC 
5 ACACCATGAATCACAAAGTTTCTTCG

GATACGGAGTAGT 
6 TGGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCTAGA

GGATACATGTGTGG 
lacZ-fw GTCGTT TTACAACGTCGTG 
lacZ-rv TTTTTGACACCAGACCAACT
p1-fw TGGCTTGTGGGGCAGTTAC 
p1-rv CGGTTTGGGGACCTTGACTG
plo-fw AAACGAAAGGCTTTT GCATCG
plo-rv: GGATTTGACATTGTCCTCGAC

1.3  pEXC-T 载体的构建 
质粒 pEXC-T 载体的构建以表达载体

pHsh-Cm 为基础[12-13]。首先我们设计了新型 T

载体的前体质粒。前体质粒中保留了 pHsh-Cm

中的氯霉素抗性基因和来源于 pUC18/19的拷贝

数＞200的复制元件，消除了质粒复制元件中的

1个限制性内切酶 BfuⅠ识别位点，删除 Hsh启

动子和多克隆位点，插入了 1 个大肠杆菌 cspA

启动子及其表达元件，并且在启动子和终止子

之间插入两个 BfuⅠ识别位点。前体质粒为环

状，转化大肠杆菌后在细胞中可以得到大量复

制；用 BfuⅠ酶对前体质粒进行切割后，即可获

得本发明的 T载体，pEXC-T。 

1.3.1  消除目标载体上的 BfuⅠ酶切位点 

对 pHsh-Cm 进行定点诱变的位点为

GTATCCGGTAAG；反向 PCR 所用引物为 ori1

和 ori2 (表 1)。以 pHsh-Cm 为模板进行反向

PCR，然后用 T4 DNA 连接酶对所扩增的线性

DNA进行环化。 

1.3.2  引入启动子 

环状质粒扩增方法是本研究组发明的“变

性-退火-延伸-连接”四步 PCR循环，用于从环状

质粒扩增出环状质粒 (PPCP) 的新方法[14]。本

实验通过 PPCP方法将 pHsh-Cm载体中 Hsh 启

动子部分替换成 cspA基因的冷激启动子。操作

步骤如下：1) 设计一对引物 (引物 1、2，序列

见表 1)，以 pHsh-Cm为模板，反向 PCR将 Hsh

启动子部分丢失得到线性化的载体。2) 设计另

一对引物 (引物 3、4序列见表 1)，以大肠杆菌

基因组为模板扩增得到两端带有载体同源片段

的冷激启动子片段。3) 用 T4 多聚核苷酸激酶

对步骤 1)、2) 中获得的 PCR产物进行 5′端磷酸

化，将它们以 1︰1 混合，再进行“变性-退火-延
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伸-连接”四步 PCR 循环，用本课题组特有的耐

热性 Tma DNA连接酶进行扩增连接。4) 将步骤

3) 中的产物直接电转化入 E. coli 宿主中扩增，

得到含有冷激启动子而去掉Hsh启动子的质粒。 

1.3.3  引入 BfuⅠ酶切位点 

设计引物 5、6 (序列见表 1)，同样通过定

向克隆技术在 cspA 启动子后面引入 2 个 BfuⅠ

酶切位点，从而形成序列 cspA promoter-NF-BfuⅠ- 

gene-BfuⅠ-His-Tag，分析和验证多个转化子中质

粒的序列，选择序列正确的质粒用作 pEXC-T

的前体质粒。 

1.3.4  制备 pEXC-T载体 

将上述前体质粒导入大肠杆菌细胞，培养

细胞后从中提取纯化前体质粒；用 BfuⅠ切割前

体质粒，通过琼脂糖凝胶电泳分离和回收的   

2 422 bp线性化 DNA片段，即为具有低温冷激

诱导表达元件、3′末端带 T的 pEXC-T载体。用

TE缓冲液溶解 T载体，于–20 ℃保存。 

1.4  以 lacZ 为报告基因测定冷激诱导表达 
条件 
1.4.1  重组质粒 pEXC-lacZ的构建 

pEXC-T 载体是本身携带有起始密码子

ATG 的成熟 T 载体；所以，用具有 3′末端转移

酶活性的 Ex Taq DNA聚合酶扩增目标基因，拟

克隆表达的目标基因可以是去除翻译起始密码

子的开放阅读框，即始于 5′端的起始密码子ATG

之后的第 2 个密码子，直至终止密码子 TAA、

TAG 或 TGA。如果要在 3′端融合组氨酸标签 

(His-Tag) 以便后期纯化，有必要去除终止密码

子，但需要考虑 3′端克隆时引入的 3′端悬挂的 A

所带来的移码突变。扩增得到的片段与 pEXC-T

进行连接后，转化感受态细胞，将转化菌液涂

布于带有氯霉素抗性的 LB 平板上，37 ℃培养

15–20 h，挑选平板上的转化子，进行质粒分离

纯化和序列测定分析。 

根据大肠杆菌 E. coli 的 β-D-半乳糖苷酶 

(EC3.2.1.23) 的编码基因 lacZ (GenBank登录号

为 945006) 序列设计引物 lacZ-fw、lacZ-rv。以

大肠杆菌基因组为模板扩增得到的 3′端带有 A

的基因 lacZ片段，PCR参数：95 ℃ 5 min，加 Ex 

Taq DNA聚合酶 (TaKaRa公司)；98 ℃ 30 s，56 ℃ 

30 s，72 ℃ 3 min，循环 30次；72 ℃保温 10 min。

PCR扩增结束后，电泳检测并将 PCR目标条带

割胶回收纯化，以适量比例与 pEXC-T 载体直

接连接。连接液转化大肠杆菌 DH10B (lacZ 基

因缺陷型菌株) 感受态细胞后，经抗生素筛选、

酶切鉴定、PCR鉴定筛选出含有 lacZ基因的阳

性克隆。 

1.4.2  酶活性测定 

β-D-半乳糖苷酶活性测定采用分光光度法，

以邻硝基苯 β-D-半乳吡喃糖苷 (ONPG) 作为 β-

半乳糖苷酶的底物，测定反应体系中黄色产物

邻硝基酚 (ONP) 的生成量。反应体系为 1 mL，

内含 0.1 mol/L PBS (pH 7.0)，1 mmol/L MgSO4，

5 mmol/L DTT，4 mg/mL ONPG (底物过量)，

37 ℃恒温水浴预热 10 min后，加入 100 µL酶液，

空白对照中不加酶，补加等体积的缓冲液，37 ℃

恒温反应 10 min 后，立即加入 0.5 mL 1 mol/L 

Na2CO3终止反应，用分光光度计在 420 nm处测

定其吸收值，计算相对于空白对照的差异值。 

β-D-半乳糖苷酶酶活单位定义：每分钟催化邻

硝基苯 β-D-半乳糖苷 (ONPG) 水解生成 1 µmol

邻硝基酚所需要的酶量定义为一个活性单位。

用 ONP 作标准曲线，蛋白质浓度用 Brandford

法测定。 
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1.5  pEXC 表达系统表达条件的优化 
以 β-D-半乳糖苷酶基因 lacZ为报告基因，

将克隆构建的质粒 pEXC-lacZ 电转化至大肠杆

菌 DH10B宿主菌中，并研究冷激系统诱导表达

的温度、冷激诱导的时机以及诱导后的表达时

间长短对外源蛋白表达的影响，通过检测 β-D-

半乳糖苷酶的活性来探索最佳的表达条件。 

在 pEXC 中 lacZ 表达的最佳诱导温度的测

定：当培养基为 LB时，在重组细胞的细胞密度

为 OD600为 1.8时开始，在 10–25 ℃等不同的温

度条件下瞬间降温冷激诱导 24 h，记录细胞的

密度并离心收获细胞，测定重组 β-D-半乳糖苷

酶的活性。最佳诱导时机的测定：当培养基为

LB 时，在重组细胞的细胞密度 OD600 值为

0.4–2.4 的范围内，分别选取不同菌龄的大肠杆

菌在 16 ℃下冷激诱导 24 h，记录细胞的密度并

离心收获细胞，测定重组 β-D-半乳糖苷酶的活

性。考察最佳诱导时间：当培养基为 LB时，在

重组细胞的细胞密度 OD600值为 1.8时开始诱导

并计时，离心收获不同诱导时间的细胞并记录

细胞的密度，测定重组 β-D-半乳糖苷酶的活性。 

1.6  pEXC 表达系统的应用效果试验 
1.6.1  抗原蛋白 P1的高效表达与分离纯化 

肺炎支原体 Mycoplasma pneumoniae 是引

起肺炎的主要致病菌[15-17]，而 P1蛋白是肺炎支

原体决定黏附作用和毒力的关键蛋白[18-19]。根

据 p1基因 (GenBank登录号为 CP002077) 序列

设计引物 pl-fw、pl-rv，扩增 P1 成熟肽的编码

基因。以肺炎支原体基因组为模板扩增得到的 3′

端带有 A的 p1基因片段。PCR扩增结束后，电

泳检测并将 PCR目标条带割胶回收后，以适量

比例与 pEXC-T载体连接。连接液转化 BL21感

受态细胞后，经抗生素筛选、酶切鉴定、菌落

PCR鉴定筛选出含有 p1基因的阳性克隆。 

质粒转化和诱导表达的方法：将构建好的

重组质粒 pEXC-p1 转化到大肠杆菌 BL21 中，

挑取单菌落接入含有氯霉素 (Cm) 的 LB 培养

液；37 ℃培养至 OD600为 1.5–2.0 时，迅速转入

16 ℃水浴摇床，200 r/min继续培养 16–24 h，离

心收集菌体细胞。 

重组蛋白的纯化：由于 pEXC 表达系统含

有 His-tag，所以可以采用 Ni亲和层析纯化重组

蛋白。将离心收集的细胞用 50 mmol/L PBS缓

冲液 (pH 7.4) 重悬，经高压细胞破碎仪破碎细

胞，13 000 r/min离心 15 min，离心上清液进行

Ni柱亲和层析，经咪唑梯度洗脱，完成 P1重组

蛋白的纯化，重组蛋白达到电泳均一。 

1.6.2  溶血素的高效表达试验 

化脓隐秘杆菌 Arcanobacterium pyogenes属

于革兰氏阳性短棒状杆菌，是牛、羊和猪等重

要经济动物的条件性致病菌，寄生于上呼吸道

和消化道的黏膜处，可引起多种器官和黏膜的化

脓性感染，给养殖业造成严重的经济损失[20-21]。

溶血素 (Pyolysin，PLO) 是化脓隐秘杆菌的外

毒素[22-23]。在常温的表达系统中，plo基因的表达

伴随着包涵体的产生，难以进行可溶性表达[24-25]。

根据基因 plo (GenBank登录号为HQ637573) 序

列设计引物 plo-fw、plo-rv，以化脓隐秘杆菌基

因组为模板，方法同上，筛选获得含有 plo基因

片段的表达质粒 pEXC-plo。同样将质粒

pEXC-plo转化大肠杆菌 JM109，按 pEXC表达

载体使用方法表达获得目标蛋白。 

2  结果 

2.1  pEXC-T 载体的构建 
经过基因序列定点诱变消除了 pHsh-Cm中
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原有的 BfuⅠ酶切位点，并以冷激启动子替换了

热激启动子、加入两个背向定位的 BfuⅠ酶切位

点，我们成功地获得环状质粒 Pre-pEXC-T。在

大肠杆菌中大量制备的 Pre-pEXC-T 经 BfuⅠ酶

切，得到 2.4 kb 大小的片段为成熟的 pEXC-T

载体。pEXC-T 的性能具有以下特征：结合了

TA克隆技术、低温诱导表达功能、小型和超高

拷贝优势的表达载体。新型冷激表达型 T 载体

pEXC-T的结构特征包括：含有冷激启动子 Csp 

promoter及其上下游调控区、N端融合短肽 NF、C

端有 His-Tag、不依赖于 ρ因子的 GAAA终止子，

以及来源于 pUC19的超高拷贝复制元件 (图 1A)。 

 

 
 

 
 

图 1  成熟 pEXC-T 载体 (A) 和重组质粒 pEXC-lacZ 
(B) 的结构图 
Fig. 1  The map of pEXC-T vector (A) and plasmid 
pEXC-lacZ (B). 

2.2  β-D-半乳糖苷酶表达质粒 pEXC-lacZ 的

构建 
以大肠杆菌的基因组 DNA 为模板进行 

β-D-半乳糖苷酶基因片段 PCR扩增，获得约 3 kb

的单一电泳条带。将 PCR 产物与 pEXC-T 链接

获得 5.5 kb 大小的重组质粒，序列测定验证后

将其命名为 pEXC-lacZ，其结构见图 1B。 

2.3  冷激诱导表达的条件优化 
2.3.1  温度影响 

以 lacZ 基因的表达水平考察最佳诱导温

度。当培养基为 LB时，在 37 ℃重组细胞的细

胞密度 OD600值为 1.8 时开始，分别在 16 ℃、

20 ℃、25 ℃的水浴中快速降温，并在相应的温

度下继续培养，其间定时取样测定重组 β-D-半

乳糖苷酶的活性。结果表明，在 16 ℃时，β-D-

半乳糖苷酶的比酶活 (每毫克总蛋白具有的活性

单位) 达到最高；而 20 ℃诱导表达时，虽然比酶

活不如 16 ℃，但是由于细胞生长较快，细胞密度

较高，该酶的总活性 Sum (每毫升菌液具有的活性

单位) 更高。在温度达到 25 ℃诱导表达时，比酶

活和酶的产量均有明显下降 (图 2)。 

2.3.2  诱导时机影响 

以 pEXC 表达 lacZ 基因为例来考察最佳诱

导时机。当培养基为 LB时，在 37 ℃重组细胞

的细胞密度 OD600值为 0.8–2.4的范围内，分别

选取不同菌龄的大肠杆菌在 16 ℃下冷激诱导

24 h，收获细胞并测定 β-D-半乳糖苷酶活性，结

果表明不同时期的重组细胞在 16 ℃下低温培养

24 h 后，重组细胞都已进入平台期且细胞密度

大致相似，OD600值达到 4.0 左右。酶活性检测

结果表明，β-D-半乳糖苷酶的比酶活随着诱导时

细胞密度 OD600从 0.8 增加至 1.8，表达产生的

β-D-半乳糖苷酶的比酶活显著增加；而 OD600



何燕斌 等/一种低温表达型 T 载体及其应用 

cjb@im.ac.cn 

1779

达到或超过 2.2以后再进行诱导表达，β-D-半乳

糖苷酶的活性开始下降 (图 3)。因此最佳诱导

时机在细胞密度 OD600值为 1.8左右。 

2.3.3  冷激诱导时间影响 

以 pEXC 表达 lacZ 基因为例来考察最佳诱

导时间。当为 LB培养基时，在重组细胞的细胞

密度 OD600值为 1.8时开始诱导并计时，诱导不 
 

 
 
图 2  不同温度诱导表达产生的 β-D-半乳糖苷酶的

活性 
Fig. 2  The effects of temperature on recombinant 
β-galactosidase gene expression. Enzyme activities 
were calculated as U per mg protein (empty symbols) 
or per mL culture (solid symbols). 

 

 
 
图 3  诱导时机对 lacZ 基因表达的影响 
Fig. 3  Effects of induction time on lacZ gene 
expression. 

同时间后收获细胞并测定记录重组细胞密度和

重组 β-D-半乳糖苷酶的总酶活。结果表明：重

组细胞在低温环境下，经过约 4–5 h的调整期后

进入对数生长期，而在低温培养 28 h后进入平

稳期，并维持继续培养至 48 h，细胞密度变化

不很明显；而冷激诱导后重组酶的总酶活也伴

随着菌体细胞密度的不断增加而不断提高。在

诱导后 10 h内酶活性随着细胞密度快速上升，

14 h后上升速度趋于缓慢，在 24 h达到最高点，

并维持至 48 h基本不变 (图 4)。因此，最适诱

导时间在 12–24 h范围内。但在具体运用时，诱

导时间可以根据发酵规模、蛋白的稳定性等因

素进行调整。 

综上所述，外源基因在 pEXC 载体中的最

佳表达条件是 (LB培养基)：菌体在 37 ℃下生

长，待长至细胞密度 OD600值为 1.5–1.8时迅速降

温至 16–20 ℃，并维持在低温继续培养 12–24 h。 

2.4  pEXC-T 外源基因表达应用实例 
分别以肺炎支原体基因组、化脓隐秘杆菌

基因组 DNA为模板进行 p1和 plo基因的扩增，  

 

 
 

图 4  诱导后培养时间对 lacZ 基因表达的影响 
Fig. 4  Effects of incubation time after induction of 
lacZ gene expression. 
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将 PCR产物连接至冷激表达型 T载体 pEXC-T，

成功构建了表达质粒 pEXC-p1和 pEXC-plo。 

用质粒 pEXC-p1 转化 E. coli BL21，

pEXC-plo 转化大肠杆菌 JM109，以环化的载体

Pre-pEXC-T 作为对照，并按 pEXC 表达系统使

用方法进行冷激诱导和低温表达，然后收集菌

体细胞进行 SDS-PAGE 分析，从电泳图谱上可

以看出，与对照相比较，含有重组质粒 pEXC-p1

的 E. coli在分子质量 26 kDa处有明显的蛋白表

达条带；含有 pEXC-plo 的 E. coli 在分子质量

66 kDa 处有明显的蛋白表达条带 (图 5)。由此

可知，p1、plo基因通过冷激表达系统 pEXC在

E. coli 中都实现了可溶性表达。通过高压破碎将

冷激诱导表达的 pEXC-p1菌体细胞裂解，离心后

取上清液进行 Ni柱亲和层析，SDS-PAGE检测结

果表明，经纯化获得电泳均一的重组蛋白 P1。 
 

 
 

图 5  蛋白质 P1 和 PLO 的基因表达及 P1 纯化的

SDS-PAGE 图谱 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of P1 and PLO expression 
and P1 purification. M: protein marker; 1: cell-free 
extract of E. coli BL21/Pre-pEXC-T; 2: total cellular 
protein of E. coli BL21/pEXC-p1; 3: supernatant 
cellular protein of E. coli BL21/pEXC-p1; 4: the 
purified recombinant P1 protein; 5: cell-free extract of 
E. coli JM109/Pre-pEXC-T; 6: total cellular protein of 
E. coli JM109/pEXC-plo; 7: supernatant cellular 
protein of E. coli JM109/pEXC-plo. 

3  讨论 

动植物和常温微生物的基因所编码的蛋白

质不够稳定，多数蛋白在异源表达后的数小时

内变性。同时，许多蛋白对重组细胞的生长具

有抑制或毒害作用，因而难以得到重组表达。

因此，构建低温的外源基因表达系统，高效率

地表达一些不稳定性外源蛋白，一直是人们研

究的热点。大肠杆菌的最适生长温度是 37 ℃，

低温环境  (10–20 ℃) 下大肠杆菌的生长速度

缓慢，细胞内多数基因的表达水平下降[27]。但

是细胞中有一组基因对冷激过程发生应答反

应，它们受冷激诱导表达产生一类冷激蛋白 

(Cold shock proteins) 包括 CspA、CspB、CspG

和 CsdA等[2]。其中，cspA基因表达水平最高：

在温度从 37 ℃降至 10 ℃后的 1.5 h内可达到细

胞总蛋白的 13%[3]。 

cspA 基因的启动子是强启动子[26]，我们利

用该启动子以及上游调控序列替换 pHsh载体的

Hsh启动子，结合两个背向的 BfuⅠ酶切位点构

建了低温表达型 T载体，pEXC-T。与 T7或 lac

启动子相比，pEXC-T具有以下特点：首先 pEXC

中的基因表达不需要化学品诱导，并且外源基

因可在低温下持续表达，表达产物受到分子伴

侣的保护，克服了 T7启动子和其他强启动子带

来的外源蛋白构象改变易产生包涵体的不足。

与市场上现有的冷激表达载体 pCold系统比较，

pEXC-T 具有以下优势：1) 提供了 1 种冷激诱

导型 T 载体，能够简化操作、提高连接率、一

步完成基因克隆和表达质粒的构建，并且能够

通过基因产物活性进行基因文库的构建和筛

选；2) 质粒小，有利于通过反向 PCR技术对目

标基因进行原位诱变和修饰；3) 利用了 pUC19
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载体中的高拷贝数的复制元件，能够在冷激启

动子介导的高效表达的基础上，通过基因剂量

进一步提高表达水平[13]。 

大肠杆菌的冷激蛋白是在冷激启动后的

1–2 h内瞬时表达，产生 RNA、DNA或者蛋白

质等生物大分子的分子伴侣后就恢复正常的生

命活动[26-29]。在 pEXC 表达系统中，报告基因

lacZ的表达在低温诱导后的 10 h内呈现递增的

趋势，当达到 14 h后增速趋缓。在重组蛋白稳

定性较好的前提下，长时间的低温表达更有利

于重组蛋白的积累，并有利于降低生物活性蛋

白的细胞毒性。诱导表达的时机和诱导的温度

对基因表达水平有较大的影响，但是表达系统

pEXC 对于温度的控制范围和诱导时间都较为

宽泛，给实际应用带来了方便。 

TA 克隆技术利用 Taq DNA 聚合酶在 PCR

扩增过程中会在 DNA片段的两个 3′端加上 A，

可以直接与两端带有 T的载体 DNA连接。这不

仅缩减了限制性内切酶的选择和操作步骤，而

且可以避免目标基因的相互连接和载体的自身

环化，从而大大提高基因克隆的成功率。但是

市场上销售的 T载体只用于 PCR克隆；基因经

过克隆和序列测定后必须再次克隆到表达载体

中才可能获得基因产物的表达。新型 T 载体

pEXC-T将冷激诱导表达特性与 TA克隆技术结

合起来，为研究工作提供了很大方便。 

肺炎支原体 P1蛋白和化脓隐秘杆菌中溶血

素 PLO 都是易于变性的抗原性蛋白，通常在大

肠杆菌中表达后很快失活，然而，在低温环境

下，一方面由于温度较低，对于常温蛋白的稳

定性具有显著作用；另一方面，冷激诱导产生

的一些冷休克蛋白，如 CspA、CspB和 CspG等

对目标蛋白具有一定的保护作用。此外，低温

环境也可以抑制宿主蛋白酶的活性，从而减少

目标蛋白的降解。因此，低温环境下，重组蛋

白可以得到有效表达和生物活性的保存。在用

pEXC-T对基因进行 TA克隆的同时，目标基因

得到了有效的表达，可以通过基因产物的活性

进行基因文库的构建，尤其是 cDNA 文库的构

建和活性筛选。因此，pEXC-T的构建和基因表

达诱导条件的优化为稳定性差的酶、抗原或生

物活性蛋白的基因克隆和重组表达提供了一个

有效途径，为低温酶的工业生产和科学研究打

下基础。通过冷激调控蛋白的表达，无需添加

化学类诱导剂，避免试剂对细胞的毒性作用，

是适用于药蛋白的基因表达的技术路径。 
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