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摘  要: 当大肠杆菌所处的环境温度忽然升高时, 细胞体内会激发热激反应, 体内会迅

速合成多种热激蛋白, 由热激转录因子调控的热激蛋白主要包括一些分子伴侣、蛋白降解

酶、折叠辅助蛋白等。热激蛋白可以促进蛋白正确折叠, 降解错误折叠的蛋白。主要介绍

大肠杆菌热激蛋白的表达调控及其功能, 利用热激转录因子发展的新型温控分泌表达系

统及其在蛋白可溶性表达中的应用, 以及热激分子伴侣与重组蛋白共表达的研究进展。 

关键词: 大肠杆菌, 表达系统, 热激反应, pHsh 载体, 热激诱导 

Heat shock response in Escherichia coli: research progress 
and its application on recombinant protein  

expression systems 
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(Biofuels Institute, School of the Environment and Safety Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang, Ji-
angsu 212013, China) 

Abstract: The heat shock response (HSR) in Escherichia coli is defined as the cellular re-

sponse to temperature increase. A set of proteins are synthesized when E. coli is stressed with 

elevated temperatures. These proteins are known as heat shock proteins (Hsp) many of which 

are molecular chaperones, proteases and folding factors. Some of heat shock proteins can 
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promote proper folding of proteins and the degradation of misfolded proteins. This paper in-

troduces the characterization and regulation of the heat shock proteins, the application of heat 

inducible secretion vector pHsh-ex to recombinant protein expression, and the resent research 

progress on chaperone co-expression systems. 

Keywords: E. coli, Expression system, Heat shock response, pHsh vector, Heat shock induction 

大肠杆菌生长环境温度的忽然升高, 体内

会激发热激反应(Heat shock response), 热激反

应是大肠杆菌做出相应的应急反应, 无论是真

核生物 , 还是原核生物, 热激过程产生的热激

蛋白(Heat shock proteins)是对外界环境压力改

变的一种应激过程。高温环境下的热激反应系

统是最早发现, 深入研究的重要全局调控系统

之一, 热激反应中大肠杆菌产生一系列的热激

蛋白, 大肠杆菌热激蛋白主要包括一些分子伴

侣(DnaK/J, GroEL 等)、ATP-依赖型的蛋白酶

(Lon, HslUV, Clp, FtsH, DegP)、折叠辅助蛋白

(肽基脯氨酰基顺反异构酶, 巯基二硫键异构酶

等)。热激蛋白可以促进蛋白正确折叠, 降解错误

折叠的蛋白[1]。当前, 人们对大肠杆菌热激反应

产生的热激蛋白功能进行了很多研究, 随着单基

因敲除文库和 DNA 芯片技术的发展, 可以了解

大肠杆菌在高温环境中得以生存的分子机理[2]。 

1  大肠杆菌热激反应的研究进展 

当大肠杆菌所处的环境温度忽然升高时 , 

如从 30 °C 迅速升温到 42 °C 时, 细胞体内会激

发热激反应, 细胞体内多种热激蛋白被瞬间地

大量合成 [3]。这些热激蛋白主要受热激转录因

子的调控, Guisbert 等综述 Sigma 32 (σ32)介导的

热激反应过程, 受 σ32 调控的分子伴侣 DnaK、

DnaJ、GrpE、GroEL、GroES 和蛋白降解酶大

量合成。大肠杆菌在 30 °C–37 °C 时, 细胞体内

σ32 蛋白编码基因 rpoH 转录出来的 mRNA 会形

成紧密的二级结构, 而且 σ32 在细胞内的浓度非

常低 , 且此时它的半衰期也非常短, 时间不超

过 1 min, 所以此时热激蛋白基因转录非常少, 

热激蛋白 的表达水 平也很低 , 当温度升 高到 

42 °C 时, 转录的 mRNA 形成的紧密二级结构

被解除, σ32 蛋白的翻译抑制也被解除, 细胞内

σ32 蛋白大量合成, 此时 σ32 调控的热激蛋白会

大量合成, 并在短短的 10 min 内使热激蛋白在

细胞内的表达水平达到最高峰[4]。 

1.1  大肠杆菌热激转录因子 

大肠杆菌中依赖 DNA 的 RNA 聚合酶中全酶

(α2ββ'σ)主要由核心酶(α2ββ')和转录因子 Sigma 

(σ)亚基所组成, 核心酶(α2ββ')控制转录的延长, σ

因子识别转录的起始位置, 并使 RNA 聚合酶结

合在启动子部位。不同的 σ 因子识别不同的启动

子, 在大肠杆菌中已经发现存在 7 种转录因子(σ

因 子 ), 分 别 是 σ70 (RpoD) 、σ54 (RpoN) 、σ38 

(RpoS)、σ32 (RpoH)、σ28 (RpoF)、σ24 (又叫 σE, RpoE)

和 σ19 (FecI), 其中热激转录因子有: σ32 (RpoH)、

σE (RpoE)、σ54 (RpoN)[5]和 σ38 (RpoS)[6]。 

热激转录因子 σ32 在大肠杆菌热激反应中

起着重要的作用, 细胞质中的一些分子伴侣和

折叠酶、蛋白降解酶以及一些 DNA 修饰蛋白的

合成受 σ32 的调控。温度上升可能会导致核酸配

对错误和染色体损伤, 然而在 σ32 转录因子激活

后, 受 σ32 调控的热激蛋白可以保护 DNA 和

RNA 免受损伤, 维持基因组的完整性[4]。此外, 

受 σ32 调控的基因所编码的蛋白还包括: 感知细

胞质外环境(周质空间)中葡萄糖和金属离子浓

度的蛋白; 包膜蛋白的分泌和加工有关的蛋白; 
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物质运输和能量有关的蛋白; 磷脂的合成以及

维持细胞完整性的脂多糖和肽聚糖合成所必需

的酶[4]。而 σE 调控的热激蛋白主要是周质空间的

一些分子伴侣[7], σ54 和 σ32 负责 IbpB 蛋白的表达

调控, σs 负责分子伴侣 CbpA 的表达调控[8]。 

大肠杆菌热激转录因子受到严格的调控。σ32

的编码基因 rpoH 受 3 个启动子的控制, 其中一个

启动子被 σE-RNA 聚合酶识别, 另外两个启动子

被 σ70-RNA 聚合酶识别, 这 3 个启动子都不能被

σ32-RNA 聚合酶识别[9]。而热激转录因子 σE 的编

码基因 rpoE 中的启动子可以被σE-RNA 聚合酶识

别, 控制 rpoE 基因的转录, σE-RNA 聚合酶又可

以识别热激转录因子 σ32 的编码基因 rpoH 的启动

子, 控制 rpoH 基因的转录[7,10]。 

σ32 蛋白的表达过程至少在转录、转录后加

工、翻译和翻译后加工 4 个阶段都受到严格调控。

在转录阶段, σE-RNA 聚合酶负责 σ32 蛋白的编码基

因 rpoH 的转录; 转录后的 mRNA 在 30 °C–37 °C

形成紧密的二级结构, 阻止σ32 蛋白的翻译; 翻译

后的 σ32 蛋白受分子伴侣 DnaK/J/GrpE 的负调控, 

可以被 FtsH 蛋白酶降解[7]。 

σE 因子受反 σE 因子(Anti-σE): RseA 和 RseB

的调控。过量表达 RseA 蛋白时会抑制 σE 活力, 

RseA 是调控 σE 因子最主要的蛋白, 位于细胞

内膜中, 在没有热激压力情况下, σE 转录因子

活力很低, RseA 蛋白的 C 端和周质空间中的

RseB 结合, RseA 蛋白的 N 端则和细胞质中的 σE

因子结合。当外界给予热激压力时, 蛋白降解

酶 DegS 活性被激活, 降解 RseA 蛋白, 将 σE 转

录因子释放到细胞质中, σE 和 RNA 聚合酶结合

从而起始相关热激蛋白的转录[11]。 

1.2  大肠杆菌热激蛋白及其功能 

大肠杆菌中受热激转录因子 σ32 调控的分

子伴侣有: IbpA、IbpB、GroELS、GrpE、ClpB、

FkpB、Hsp33、HtpG、YbbN、DsbC、DnaK、

DnaJ (表 1), σ32 还调控一些蛋白降解酶: ClpP、

ClpX、FtsH、HflX、HflK、HflC、HslU、HslV、

HtpX、Lon、PrlC 等[4,12]。热激小分子蛋白 IbpA/B

操纵子在转录水平的调控是由 σ32-RNA 聚合酶

控制[13], 而且 IbpA 蛋白的 C 端和 N 端是行使

分子伴侣功能的重要性成分[14], 最近试验表明

大肠杆菌热激蛋白 IbpA/B 的缺乏会抑制生物

膜的形成[15]。热激蛋白 IbpA、IbpB、GroEL、

DnaK、DnaJ、ClpB、Lon 在热激起始阶段几分

钟内 mRNA 转录水平都提高, 40 min 后开始  

下降[16]。 

周质空间中的分子伴侣 DsbC、DegP、FkpA、

Skp 主要受 σE 调控(表 1), 其中 DegP 蛋白具有 

 
表 1  大肠杆菌热激转录因子调控的热激蛋白的功能特性 

Table 1  Function of heat shock proteins regulated by E. coli heat shock transcription factor  
热激蛋白 

Heat shock proteins 
调控转录因子 

Transcription factor 
功能特性 
Function 

参考文献 
References 

IbpA, GroELS, GrpE, ClpB, FkpB, Hsp33, 
HtpG, YbbN 

Sigma 32 分子伴侣 [4,12] 

DegP, FkpA, Skp, YaeT Sigma E 分子伴侣 [7] 

IbpB Sigma 32, Sigma 54 分子伴侣 [4–5] 

DsbC, DnaK, DnaJ Sigma 32, Sigma E 分子伴侣 [7,12] 

CbpA Sigma S 分子伴侣 [8] 
ClpP, ClpX, FtsH, HflX, HflK, HflC, HslU, 
HslV, HtpX, Lon, PrlC 

Sigma 32 蛋白降解酶 [4,12] 

AnsB, DegP, (PtrA), YfgC, ClpX, Lon, YhjJ Sigma E 蛋白降解酶 [7] 
HolC, Mfd, MutL, MutM, RecA, RecJ, RdgB, 
TopA, XerD 

Sigma 32 DNA 修饰 [4,12] 

(RecB), (RecD), RecJ, RecR Sigma E DNA 重组与修复 [7] 
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分子伴侣和蛋白酶功能: 保证折叠的外膜蛋白

原体(Protomers)能够安全穿过周质(Periplasm), 

同时消除错误折叠的蛋白[17]。DegP 蛋白在常温

下(25 °C)作为分子伴侣帮助蛋白折叠, 而在高

温时(37 °C–45 °C)具有蛋白酶功能。周质空间

中的 DsbC 蛋白是二硫键异构酶, 催化二硫键

的重排, 与 Dsb 家族中其他几个蛋白一起完成

二硫键的形成, 二硫键的形成可以稳定蛋白质

的三级结构和空间构象, 蛋白质只有形成正确

配对的二硫键才能行使其生物学活性, DsbC 基

因受双启动子控制, 既有被 σ32 识别的启动子序

列 : CTGGAACCGTAAAAAAGACCCATATTC 

ATAACG, 又 有 被 σE 识 别 的 启 动 子 序 列 : 

TGAACGCTTACCGTCGCGATCTGTCAATGA
TGGTG[6−7]。此外, 还有 DnaK 和 DnaJ 基因转

录也受 σ32 和 σE 转录因子的调控。 

2  大肠杆菌热激反应在重组蛋白表
达中的应用 

2.1  利用热激转录因子发展的新型温控分泌

表达载体及其在蛋白可溶性表达中的应用 

大肠杆菌常用的启动子有 Lac/tac/trc 启动

子和 T7 启动子, 由于化学诱导剂价格昂贵, 以

及有些诱导剂具有毒性不利于药用蛋白的生

产。热激诱导外源蛋白表达时不需要添加昂贵

的化学诱导剂, 成本低、无毒性等优点, 使得温

控表达系统受到广泛关注。而之前大家熟悉的

PL/PR 启动子控制的表达系统的启动子受控于 λ

噬菌体 cI 基因产物, 该产物为温度敏感突变体

cI857(ts), 其在 30 °C 下阻遏启动子转录, 42 °C

下解除抑制开启转录[20], 存在的问题是大体积

发酵液快速升温有困难。 

最近发展的一个温控表达系统是 pHsh 表达

载体[18−19], 该表达载体的启动子是受热激转录

因子 σ32 控制, 含有一个人工合成的受 σ32 转录

因子识别的启动子。以上两个温控表达系统虽

然诱导方式都是采用热激方式进行诱导表达 , 

但最大的区别是调控基因转录的启动子不同 , 

pHsh 表达载体的热激启动子优势如下: 该启动

子具有温和性 , 使得质粒拷贝数高, 可以增加

细胞中外源基因的剂量 ; 含有 热激启动子的

pHsh 质粒的宿主中 σ32 浓度水平较正常细胞的高, 

可以增强重组菌的表达水平; 同时含有热激启动

子的 pHsh 质粒的细胞中热激诱导后, σ32 能持续

维持高水平, 从而有利于外源基因的转录[18,21]。 

已有文献报道 pHsh 表达载体在表达工业酶

制剂如木聚糖酶, β-葡萄糖醛酸酶等方面获得

了高效表达[19,21−22]。然而, 我们在大肠杆菌中采

用 pHsh 载体表达真菌疏棉状丝胞菌来源的木

聚 糖 酶 时 , 通 过 优 化 基 因 密 码 子 和 翻 译 区

mRNA 二级结构获得了酶高效表达, 但是表达

产 物 大 部 分 为 不 溶 性 产 物 , 形 成 大 量 包 涵   

体[22]。我们尝试过采用 pET 载体利用 PelB 信

号肽进行分泌表达, 但可溶性表达水平并没有

提高, 在周质空间形成数个颗粒状包涵体[23]。 

以 pHsh 载体为基础, 发展了一个分泌型表

达载体 pHsh-ex (GenBank 登录号: FJ715939), 

pHsh-ex 表 达 载 体 增 加 了 一 段 信 号 肽 序 列

(OmpA 来源的信号肽), 利用该表达载体可方

便将其他基因插入到多克隆位点进行分泌表

达。采用热激分泌表达载体在周质空间表达疏

棉状丝胞菌来源的木聚糖酶时避免了包涵体形

成, 获得了可溶性表达[23]。热激分泌表达系统

对真核来源的木聚糖酶实现可溶性表达, 初步

分析其作用机理可能存在 3 个主要因素: 采用

σ32 转 录 因 子 识 别 的 启 动 子 的 温 控 表 达 载 体

pHsh 在热激诱导表达重组蛋白时, 宿主中可以

获得更高 浓度的 σ32 蛋白[23]; 热激诱导过程中

伴随热激反应的发生; 分泌表达时 , 周质空间

的环境有利于一些蛋白的折叠。其具体作用机
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理还在深入研究, 以往研究表明采用温控表达

载体进行热激诱导外源蛋白表达时可以提高可

溶性蛋白的表达量, Soares 等在表达生长激素

时进行热激诱导时获得可溶性表达[24], 即使采

用 T7 启动子表达系统, 在添加 IPTG 诱导后进行

热激培养也可以提高可溶性蛋白的表达水平[25]。 

2.2  共表达热激分子伴侣在重组蛋白表达中

的应用 

大肠杆菌表达系统过量表达蛋白时常遇到

的问题是易形成包涵体。医药工业常用酶、抗

体蛋白等在大肠杆菌中过量表达时主要以包涵

体形式存在, 表达产物需要经过变性、复性等

处理, 从而增加生产成本。包涵体的形成原因

复杂 , 针对 包涵体形 成的原因 进行了很 多研 

究[26]。已发展的常用的大肠杆菌可溶性表达策

略有: (1) 改变培养条件, 通过优化培养基, 降

低培养温度来减缓蛋白合成速度, 从而提高可

溶性蛋白含量; (2) 融合一些多肽标签; (3) 共

表达分子伴侣; (4) 分泌表达; (5) 优化基因的

密码子; (6) 选用不同的表达系统等方法[27−29]。  

人们利用热激蛋白的折叠功能 , 对热激分

子伴侣共表达时促进蛋白可溶性表达方面进行

了很多研究。针对一些易形成包涵体的重组蛋

白, 通常采取以下方式进行共表达研究: (1) 共

表达一个热激分子伴侣或共表达几个分子伴侣; 

(2) 在周质空间中和在细胞质中表达时选择不

同的分子伴侣进行共表达。由于重组蛋白特性

的复杂性, 还没有一个通用的方法对所有蛋白

都可以获得过量可溶性表达。通过共表达一个

细胞质中的热激分子伴侣 , 如: IbpA、IbpB、

Dnak、DnaJ、GroEL 等, 可以达到促进蛋白可

溶性表达的目的[30−31]。人们也探讨了共表达几

个分子伴侣 DnaK-DnaJ-GrpE 或 GroEL-GroES

在促进重组蛋白可溶性表达中的应用[32]。早在

1989 年 , 人 们 第 一 次 利 用 热 激 分 子 伴 侣

GroELS 蛋白折叠功能共表达 GroELS 时, 获得

寡聚蛋白 (Rubisco) 的可溶性表达[33]。共表达

热激蛋白 IbpA、IbpB 时可以提高重组蛋白的表

达 量 , 以 及 保 护 重 组 蛋 白 不 被 蛋 白 酶 降 解 , 

IbpA 和 IbpB 可以结合到错误折叠的蛋白中, 使

其重新获得正确折叠状态[34]。大肠杆菌周质空

间是一个氧化环境, 周质空间存在的一些分子

伴侣有利于新生肽链的正确折叠, 将蛋白分泌

到周质空间中进行表达也是人们选择的一个常

用表达方式。而且有研究表明外源蛋白在周质

空间过量表达时也会形成包涵体, 实验表明在

周质空间进行表达时, 与周质空间的热激分子

伴侣 Skp、FkpA 等进行共表达可以提高一些蛋

白的可溶性表达水平。Ow 等将分子伴侣 Skp

和 FkpA 与 重 组 人 源 单 链 可 变 区 抗 体 (ScFv  

antibody)进 行 共 表 达 时 可 以 提 高 其 可 溶 性 水   

平[35]。共表达周质空间分子伴侣 FkpA 也可以

达到提高单链 T 细胞受体在周质空间中可溶性

表达 水平[36]。 

3  结论  

随着人们对大肠杆菌热激反应的深入研究, 

可以了解更多受热激转录因子表达调控的热激

蛋白。此外, 已发现一些热激蛋白基因(DnaK、

DnaJ、DsbC 和 IbpB 等)受多个转录因子的调  

控[5,7,12]。对细胞质和周质空间的一些热激蛋白

的功能特性也有深入研究, 利用共表达热激分

子伴侣(如: DnaK、GroEL、Skp 和 FkpA 等)可

以促进外源蛋白正确折叠, 获得外源蛋白高水

平可溶性表达[37]。同时也发现, 分子伴侣的作

用取决于蛋白的特异性, 不同的分子伴侣对蛋

白辅助折叠效率有差异。因此, 对已鉴定的热

激蛋白功能特性的研究, 以及发展分子伴侣共

表达系统, 将有利于探索外源蛋白可溶性表达

的新策略。 
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