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摘  要 

新生肽在内质网中的折叠效率对于其在毕赤酵母中的高效表达是至关重要的。在内质网质量控制机制作

用下，只有正确折叠的蛋白才能通过内质网通道进入随后的分泌途径，而折叠错误和折叠缓慢的多肽则

被剔除出内质网，通过ERAD途径被降解。过表达外源蛋白可能造成内质网内聚集大量的未折叠蛋白，

超越内质网的加工能力，从而限制其高水平表达。本文综述了通过共表达分子伴侣或UPR转录因子Hac1p
促进外源蛋白表达的研究进展，以期为毕赤酵母蛋白高效表达技术的发展提供借鉴。 
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Abstract 
The efficiency of ER in folding nascent peptides is very important to increased expression of secre-
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tory proteins in Pichia pastoris. Under the machinery of quality control, only correctly folded pro-
teins can enter the subsequent secretion pathway through the ER channel, while wrongly or slow-
ly folded peptides will be removed from ER and degraded through ERAD pathway. Over expression 
of heterologous proteins may lead to the accumulation of large quantities of unfolded peptides, 
thus exceeding the processing capacity of ER and inhibiting high-level expression of target pro-
teins. This paper reviews the research progress of co-expression of molecular chaperones or UPR 
transcription factor Hac1p to promote the secretion of heterologous proteins, providing refer-
ences for the development of techniques for efficient protein expression in Pichia pastoris. 
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1. 引言 

微生物生产的异源蛋白广泛地应用于医药、工业生产和科研领域[1]。虽然细菌是高效表达异源蛋白

的宿主，但是缺乏真核细胞具有的蛋白翻译后修饰(蛋白折叠、糖基化、磷酸化和对新生肽的剪切加工等)，
这也限制了其应用价值[1] [2]。而作为真核生物的毕赤酵母(Pichia pastoris，最新分类名为 Komagataella 
pastoris 或 Komagataella phaffii)具有培养成本低、操作简单、易于诱导和高效的分泌表达蛋白能力等优点

[1]，而且，该表达系统具有和高级动物细胞类似的蛋白加工机制和翻译后修饰，使通过其生产的异源蛋

白更适用于医药和医学诊断领域[1] [2]，并且已成功地表达了重组疫苗，干扰素，白细胞介素、胰岛素等

激素、胰高血糖素、人类生长激素和促红细胞生成素和抗体，显示了其优良的应用前景。毕赤酵母全基

因组已经完成测序并公布[3]，这无疑将促进基于基因工程改造进一步优化其作为蛋白表达宿主的性能。 
蛋白在成熟和分泌到胞外之前，在分泌途径(The secretory pathway)会经历一系列的翻译后修饰加工

过程，例如前导肽的切除、新生肽折叠和糖基化等。该途径较为复杂，涉及数量和种类众多的功能蛋白

[4]。新生肽在内质网的折叠加工过程可能是一个主要的限制其高效表达的瓶颈，并且提高多肽的折叠加

工效率已经成为一种促进外源蛋白表达的有效策略[4] [5]。 

2. 蛋白在内质网中的折叠和质量控制机制 

内质网(Endoplasmic reticulum, ER)是真核细胞中膜含量最多的细胞器，是蛋白分泌途径的必经通道

[6]。与多肽的合成相比，肽链在 ER 中的折叠和随后的加工过程是缓慢的。ER 是蛋白合成、折叠和翻译

后修饰的加工场所，具有种类繁多且浓度较高的分子伴侣、折叠酶、蛋白修饰酶和其他功能蛋白，保障

了其对新生肽加工的高效性[6]。根据作用机制的不同，ER 的分子伴侣系统可以分为两类[6]：1) 经典的

分子伴侣(Classical chaperones)，主要是 Hsp40 和 Hsp70 家族蛋白(酵母细胞中没有 Hsp90 家族蛋白)；2) 凝
集素类分子伴侣，主要是钙联蛋白(Calnexin)和钙网蛋白(Calreticulin，酵母没有钙网蛋白)，其通过召集其

他功能蛋白例如 UGGT、ERp57 和 CypB 等特异性地作用于 N–糖蛋白的折叠加工过程，同时也鉴别折叠

效率低下或是折叠错误的多肽，并剔除出 ER。 
细胞的 ER 是个拥挤的多肽加工车间，大量折叠效率低下和未正确折叠多肽的存在严重影响了 ER 行
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使正常功能，这些多肽会被引导离开 ER 并被细胞降解，只有正确折叠的蛋白质才能经过 ER 通道并进入

随后的分泌途径，这就是 ER 的质量控制机制(Quality control) [6]。被 ER 剔除的多肽通过两种途径被细

胞降解[7]：1) ERAD 途径，非正确折叠多肽引导进入细胞质中，被泛素缀合酶修饰，最终被蛋白酶体彻

底消化；2) 引导部分内质网借助溶酶体和液泡发生细胞自噬。 

3. 内质网胁迫和非折叠蛋白反应 

如果内质网集聚了大量未折叠或错误折叠的多肽，超出了内质网的加工能力，导致内质网胁迫(ER 
stress)，将诱发细胞上调非折叠蛋白反应(The unfolded protein response，简称 UPR)通路[7]。 

根据目前的理论模型，酵母细胞的 UPR 是一种线性信号通路(图 1) [7] [8]。调节 UPR 的最主要功能

蛋白是激酶/RNase、Ire1p 和转录因子 Hac1p。在非应激条件下，Ire1p 以单体形式存在，ER 伴侣 Kar2p
与之结合。在内质网胁迫条件下，大量聚集的未折叠蛋白质将招募大量的 Kar2p 与之结合，使得 Ire1p
脱离Kar2p。这导致了原本以单体存在形式存在的 Ire1p 相互聚集，并通过磷酸化反应激活其RNase 功能。

活化的 Ire1p 催化了 HAC1 mRNA 的剪接反应，去除了其内含子。细胞中 HAC1 mRNA 是组成性表达的，

但由于其内含子的存在，阻止了细胞合成相应的 Hac1p 蛋白产物。而去除内含子的 HAC1 mRNA 则引导

细胞合成 Hac1p。最后，Hac1p 被转移到细胞核，作为转录因子与 UPR 反应元件(UPRE)结合，从而作用

于 UPR 下游靶基因[7] [8]。UPR 通路下游靶基因功能涉及内质网对新生肽的折叠加工机制、翻译后修饰、

蛋白转运、ERAD 途径、细胞能量代谢、细胞器自噬和菌体生长等，对特定蛋白表达的作用十分复杂，

表现出了较强的蛋白特异性。激发 UPR 定向促进蛋白表达技术的关键性问题有待解决，但可以明确的是，

在 UPR 激发下，内质网的分子伴侣、辅助分子伴侣(Co-chaperones)、辅助因子、氧化还原酶、ATP、参

加蛋白糖基化修饰的酶类和其他功能蛋白都会显著上调，强化了内质网对新生肽的折叠和修饰加工能力

(图 1) [7] [8]。 
 

 
Figure 1. Improving the processing ability of ER for new peptides via activation of UPR [7] [8] 
图 1. 激发 UPR 通路提高内质网对新生肽的加工能力[7] [8] 

4. 提高蛋白折叠效率促进毕赤酵母表达外源蛋白 

通过提高蛋白在 ER 中的折叠效率已成为一种提高毕赤酵母外源蛋白表达水平的常用手段，这种策

略主要是通过共表达 ER 分子伴侣和 UPR 转录因子 Hac1p 蛋白来实现。 

4.1. 共表达分子伴侣 PDI 

虽然少部分文献报道了共表达二硫键异构酶(PDI)对外源蛋白表达没有显著影响，甚至表现出抑制作
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用[9] [10] [11]，大部分研究结果还是肯定了共表达 PDI 促进外源蛋白表达的作用。比如，通过这种策略

促进了白介素 1 受体拮抗剂(融合了人血清白蛋白 HSA 或人生长激素) [12]、脂肪酶 r27RCL (来源于

Rhizopuschinensis CCTCC M201021) [13]、碱性嗜冷磷脂酶 C [14]和人类溶菌酶(hLYZ) [15]的表达。 
这种策略对外源蛋白表达的促进作用可能与蛋白本身的二硫键有关。Li 等人通过共表达 PDI 提高了

重组家蚕乙酰胆碱酯酶 2 (rBmAChE2)的表达水平的 5 倍。在 rBmAChE2 蛋白中存在 4 个二硫键，推断

共表达 PDI 有助于 rBmAChE2 折叠过程中二硫键的形成，这是促进其表达的重要原因[16]；另外，为了

提高 AppA 植酸酶的热稳定性，Navone 等人通过引入二硫键成功地获得了热稳定性更好的突变 ApV1，
而共表达 PDI 使 ApV1 蛋白表达水平提高了 12 倍[17]。 

Yang 等人通过共表达 PDI 促进了哺乳动物肽聚糖识别蛋白(PGLYRP-1)的表达，而且还发现 PDI 的
基因剂量与 PGLYRP-1 表达水平的提高密切关联；另外，研究还发现，过表达 PDI 和 Kar2p 却抑制了

PGLYRP-1 的转录水平，他们推断过表达 UPR 通路的靶基因(PDI 和 Kar2p)下调了 UPR 水平，从而抑制

了目标蛋白的转录水平[18]。 
另外，目的基因的拷贝数也会影响这种策略的效果。Huang 等人研究发现，毕赤酵母表达 4 拷贝脂

肪酶(RML；来源于 Rhizomucormiehei)基因时出现了内质网胁迫，而表达 2 拷贝 RML 基因则没有这个现

象；共表达 PDI 提高 4 拷贝 RML 菌株的表达水平，而对 2 拷贝 RML 的菌株却没有作用[19]。 

4.2. 共表达分子伴侣 Kar2p 

共表达 Kar2p 对毕赤酵母表达外源蛋白的作用具有较强的蛋白特异性。 
共表达 Kar2p 促进了毕赤酵母表达一些外源蛋白。例如采用这种策略提高了 A33 轻链抗体片段

(A33scFv)表达水平的 3 倍[9]；提高了人血清白蛋白融合蛋白 IL2-HSA 表达水平的 1.9 倍[20]；提高了脂

肪酶 MAS1 表达水平的 1.7 倍[21]。同样，共表达 Kar2p 对表达头孢菌素 C 酰化酶(SECA) [22]和疏水蛋

白 HFBI [23]也都有促进作用。 
然而，这种策略对于某些蛋白的表达却没有效果，甚至表现出了抑制作用。例如，共表达 Kar2p 对

磷脂酶 C [10]和 К-卡拉胶酶[11]的表达没有影响，反而抑制了南极假丝酵母脂肪酶 B [24]和哺乳动物肽聚

糖识别蛋白(PGLYRP-1) [18]的表达。 
根据现有的 UPR 理论模型，内质网内 Kar2p 数量与 UPR 通路水平密切关联[7] [8]。共表达 Kar2p 导

致内质网内存在高浓度的 Kar2p，有足够数量的 Kar2p 会结合到 Ire1p 上，阻碍 Ire1p 相互聚集，使其无

法催化 HAC1mRNA，这将抑制细胞的 UPR 水平[18] [24]。这可以解释共表达 Kar2p 并没有促进某些外

源蛋白的表达，甚至表现了抑制作用。 

4.3. 共表达异源的分子伴侣或是折叠酶 

有研究表明通过共表达异源的分子伴侣(非来源于毕赤酵母)是一种新的、有效的提高外源蛋白表达水

平的策略。例如，Gasser 等人通过共表达来源于酿酒酵母的 PDI 和 Kar2p 基因分别提高了单克隆抗体片

段(2F5mAb)表达水平的 1.7 和 1.5 倍[25]。Summpunn 等人在来源于大肠杆菌的分子伴侣 GroES-GroEL 中

融合了毕赤酵母内质网驻留信号序列(HDEL)，通过这种技术引导重组 GroES-GroEL 在毕赤酵母内质网中

发挥分子伴侣的作用，研究结果表明这种策略提高了植酸酶表达水平的 1.5~2.3 倍，但是对于胞内表达的

D-苯甘氨酸转氨酶却没有作用[26]。Huo 等人通过共表达人类二硫键异构酶(hPDI)提高了牛卵泡刺激素

(bFSH)在毕赤酵母中表达水平的 6 倍[27]。而 Zhang 等人研究发现，共表达同源的折叠酶是成功表达来

源于 Pseudomonas alcaligenes 的脂肪酶必要条件[28]。 
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4.4. 激发 UPR 通路促进外源蛋白表达 

4.4.1. 毕赤酵母的 HAC1 基因 
Guerfal 等人首次克隆并鉴定了毕赤酵母的 HAC1 基因，并鉴定了内含子切除位点；研究发现，用

UPR 诱发剂 DTT (二硫苏糖醇)处理细胞，提高了 HAC1mRNA 丰度；即使在非内质网胁迫条件下，

HAC1mRNA 都是以去除内含子的活性状态 HAC1mRNA(S)存在，并没有发现含有内含子的

HAC1mRNA(U) [29]。毕赤酵母具有一定本底 UPR 水平[29] [30]，这也许可以解释为什么毕赤酵母是良

好的蛋白表达宿主。而 Whyteside 等人却有不同研究报道[31]：他们检测到了胞内存在 HAC1mRNA(U)；
而用 DTT 处理细胞后，出现了 HAC1mRNA(S)，而对照细胞则只有 HAC1mRNA(U)。在关于共表达 HAC1
基因影响外源蛋白表达的文献中，有些并没有明确共表达的是 HAC1mRNA(U)还是 HAC1mRNA(S)对应

的 DNA 序列；笔者通过共表达 HAC1mRNA(S)对应的 DNA 序列，发现这可以有效地激发毕赤酵母的

UPR 通路[32] [33]。 

4.4.2. 共表达 HAC1 基因激发 UPR 促进蛋白表达 
通过共表达 UPR 下游靶基因的转录因子 HAC1 基因，可显著地提高细胞 UPR 水平，这也是目前激

发 UPR 最常用的方法[5]。虽然，激发 UPR 对蛋白表达的作用表现出一定的蛋白特异性，但通过这种策

略成功提高蛋白表达水平的报道越来越多[29] [32]-[37]。 
共表达 HAC1 基因的作用与外源蛋白基因拷贝数有关。Lin 等人研究发现，共表达 HAC1 基因对毕

赤酵母表达表达单拷贝木聚糖酶 A (来源于 Bacillus halodurans C-125)没有影响，但能显著促进 4 拷贝木

聚糖酶 A 的表达[38]；Yang 等人也报道了这种策略的效果与哺乳动物肽聚糖识别蛋白(PGLYRP-1)的基因

拷贝数量有关联[18]。 
另外，HAC1 基因的拷贝数也影响外源蛋白的表达作用，例如 Huang 等人的研究表明，共表达多拷

贝 HAC1 基因显著促进了 α-淀粉酶在毕赤酵母中的表达[39]。 
引导 HAC1 基因表达的启动子也会影响对外源蛋白的促进作用。例如，Elena 等人利用不同转录活性

的突变 PAOX1 启动子引导 HAC1 基因共表达，结果导致了磷脂酶 C 表达水平的差异，其中采用 30%转录

活性(与野生启动子相比较)的突变 PAOX1 启动子表达 HAC1 基因时，最利于目的蛋白的表达[10]。另外，

采用启动子 PGAP 或 PAOX1 共表达 HAC1 基因对外源蛋白的表达的效果也不同[32] [39]。 
Bankefa 等人[40]还研究了共表达不同来源的 HAC1 基因对表达 β-半乳糖苷酶、β-甘露聚糖酶和葡萄

糖氧化酶的影响；研究结果表明，PpHac1p (来源于毕赤酵母)、ScHac1p (来源于酿酒酵母)、TrHac1p (来
源于里氏木霉)和 HsXbp1 (来源于人类)的共表达都有促进外源蛋白表达的可能；不同的外源蛋白最适的

Hac1p 是不同的，例如，HsXbp1 对 β-甘露聚糖酶的表达有促进作用，而 PpHac1p 对此蛋白的表达却没

有影响。 

4.4.3. 共表达分子伴侣或 HAC1 基因对细胞生长的影响 
值得关注的是，共表达分子伴侣可能影响毕赤酵母的生理特性，比如细胞的生长。比如，共表达 HAC1

基因会诱发细胞处于高水平 UPR 状态，导致上调 ERAD 途径，甚至发生 ER 自噬现象(细胞剔除部分内

质网以缓解内质网胁迫) [41]，而且持续的激发 UPR 状态也会影响细胞的正常生长[29] [38] [42]。有研究

表明共表达 PDI 会减缓毕赤酵母的生长[43]；Duan 等人也报道了共表达 Kar2p 降低了这种宿主的最高比

生长速率[22]。因此，在考察共表达分子伴侣或 HAC1 基因对外源蛋白表达的作用时，也必需要考虑宿

主细胞生物量的差异对外源蛋白表达的影响。 

5. 研究展望 

表达分子伴侣或 HAC1 基因可以缓解由于大量非折叠蛋白聚集造成内质网胁迫，也是提高蛋白在 ER
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中折叠效率的有效手段，但是其生物效应也十分复杂，这种策略对蛋白表达的作用也有一定的蛋白特异

性。本文虽然列举了共表达分子伴侣或 HAC1 基因成功促进蛋白表达的一些案例，但对于特定蛋白，可

能需要若干次不同策略的尝试后才能确定较好的技术方案。笔者综合文献并结合个人的研究经验，提出

了以下几点建议：1) 某些情况下，只有当毕赤酵母表达高拷贝外源蛋白基因时，共表达分子伴侣或是

HAC1 基因才有效。表达低拷贝外源蛋白基因时，内质网折叠加工新生肽的效率可能不会成为其高水平

表达的瓶颈。2) 尝试共表达不同来源(非毕赤酵母)的分子伴侣或是 HAC1 基因可能会获得更好的效果。

3) 尝试采用强弱不同的启动子来表达分子伴侣或是 HAC1 基因也是有意义的。高水平而持续地表达分子

伴侣或 HAC1 基因可能会打破内质网工作机制和分泌途径的平衡，有时不一定有利于蛋白的表达。4) 要
充分考虑外源蛋白本身的背景。比如外源蛋白含有较多的二硫键，那么共表达 PDI 可能会有较好的效果；

一般来说，蛋白本身的热稳定性与其折叠的难易程度有关[44]，如果外源蛋白具有较强的热稳定性，那么

这种蛋白在内质网中的折叠效率可能就比较高，为了提高其表达水平，首先要尝试增加目的蛋白基因拷

贝数，然后再考虑共表达分子伴侣或 HAC1 基因的策略。 
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