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摘要：乳酸菌和其他自由生活的微生物一样，在发酵及食品加工、贮藏过程中经常暴露于各种环境胁迫条件下，包括饥饿胁迫、

渗透压胁迫以及热胁迫等，增加胁迫抗性是提高生物量及代谢产物积累的有效策略。热胁迫可能是自然界及工业应用中微生物所面临

的最常见压力。目前研究表明来自不同生境的乳酸菌通过基因表达的快速变化对温度的突然升高做出反应，从而导致热休克蛋白的蛋

白质水平升高。热休克蛋白在进化过程中具有高度保守性，在正常条件下，其有助于受体调节，细胞骨架稳定及蛋白质的折叠、组装、

运输、降解。在热胁迫条件下，其功能变得尤为重要。综述了乳酸菌的热胁迫耐受机制及不同乳酸菌的热胁迫反应，为研究乳酸菌热

胁迫应答机制提供一定的理论借鉴，有利于乳酸菌的工业化应用。 
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Abstract: Lactic acid bacteria (LAB), like other free-living microorganisms, are usually exposed to various environmental stress 

conditions in the course of microbial fermentation, food processing and storage, which include starvation stress, osmotic stress, and heat stress. 

Enhancement of stress resistance is considered an effective strategy for better cell growth and increased the yield of metabolites. Heat stress is 

probably the most common stress, which bacteria and other organisms are confronted in the natural world and industrial applications. Some 

studies had demonstrated that LAB from different habitats responded to a sudden increase in temperature by rapid changes in gene expression 

resulting in elevated levels of heat-shock proteins (HSPs). Under normal conditions, HSPs assist in receptor regulation, cytoskeleton stabilization, 

and protein folding, assembly, transport, degradation, and under heat stress these functions become especially important. In this paper, the 

tolerance mechanism of heat stress in LAB and heat stress reaction of different LAB were discussed in order to provide a theoretical reference 

for the study of the heat stress response mechanism in LAB and to facilitate the industrial application of LAB. 
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长期以来，乳酸菌被广泛应用于由动物或植物加

工的发酵食品中，乳酸菌的生物转化产品在食品产业

化中发挥至关重要的作用，有利于提高发酵食品的感

官品质和卫生质量，但乳酸菌发酵及食品加工贮藏过

程中必须抵抗各种不利条件。正如其他细菌一样，乳

酸菌进化出了胁迫感应系统和防御系统，使其能够承

受恶劣的条件和突然的环境改变[1]。 
微生物细胞在高温下的主要问题是变性蛋白质的

展开及其随后的聚集，同时还会发生核糖体和 RNA 
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等大分子的稳定性以及膜流动性的变化[2]。热休克反

应是微生物细胞最具特征的生理反应之一，热休克反

应在革兰氏阳性菌—枯草芽孢杆菌这一模式微生物

中研究的较为透彻。生理学研究表明乳酸菌引发的热

休克反应与其他革兰氏阳性菌相似[3]。乳酸菌通过基

因表达的快速变化对热胁迫做出反应，从而导致热休

克蛋白（Heat-shock proteins，HSPs）水平升高。在正

常条件下，热休克蛋白有助于受体调节，细胞骨架稳

定和蛋白质折叠、组装、运输、降解，在热胁迫下这

些功能变得尤为重要[4]。热休克反应是细胞最具特征

的生理反应之一，大多数热休克蛋白结构在进化过程

中保持高度保守性，表明热休克蛋白功能在不同组织

中保守。运用 2-DE 法检测乳酸菌的热休克反应发现

不同数量的热休克蛋白发生变化[5]，常见的两类热休

克蛋白是保守的伴侣蛋白（GroEL、GrpE、GroES、
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DnaJ 和 DnaK）和蛋白酶（FtsH、HtrA、Clp）[1]。本

文论述了乳酸菌的热胁迫耐受机制及不同乳酸菌的热

胁迫反应，为研究乳酸菌热胁迫应答机制提供一定的

理论借鉴，有利于乳酸菌的工业化应用。 

1  乳酸菌的热胁迫耐受机制 

1.1  热诱导伴侣蛋白和HrcA/CIRCE 调控 

与大多数细菌一样，乳酸菌中有GroES-GroEL和
DnaK-GrpE-DnaJ组成的伴侣蛋白复合体，DnaK和

GroEL蛋白参与蛋白质折叠、蛋白易位、热变性蛋白质

的再折叠和可能的高阶蛋白质组装。GroES-GroEL的核

心作用之一是提高乳酸菌的耐热性，因此，在某些情

况下，可以通过GroESL表达水平的变化来测量细胞受

到的热胁迫水平。在许多乳酸菌中，dnaJ基因和

hrcA-grpE-dnaK 的 上 游 均 发 现 了 CIRCE 序 列

（TTAGCAGTC-N9-GAGTGCTAA）[6]，某些乳酸菌

的dnaK操纵子还包括dnaJ基因和groES-groEL基因[7]，

完整的CIRCE在乳酸乳球菌的热休克调控中是必需的
[8]。在乳酸乳球菌中，DnaK的C端缺失导致HrcA-CIRCE
调节子及Hsp 84、Hsp 85、Hsp 100等功能未知的热休

克蛋白上调，而编码热休克蛋白酶基因hflB未发生改

变，表明DnaK参与HrcA活性的调控[9]。相关研究表明

热休克蛋白可被HrcA特异性抗血清所识别，然后结合

到CIRCE寡核苷酸上[10]。在鼠李糖乳杆菌中，发现一

个保守的CIRCE元件与clpL启动区域重叠，表明其具有

HrcA依赖性调控作用[11]。大量的研究显示编码经典伴

侣DnaK、GroES和GroEL的基因由HrcA抑制子调控，

HrcA能够识别高度保守的CIRCE序列（控制伴侣表达

的倒置重复）。以上研究为乳酸菌热休克反应中

HrcA/CIRCE的调节功能提供了证据。 

1.2  热诱导蛋白酶和 CtsR/CtsR-box调控 

1.2.1  HtrA/DegP 蛋白酶 
HtrA属于广泛分布的丝氨酸蛋白酶家族，同时具

有伴侣功能和蛋白酶功能。大肠杆菌中HtrA在低温下

发挥伴侣功能，而在室温及高温下其蛋白酶功能占主

导地位，主要是针对错误折叠蛋白质发挥蛋白酶活性。

htrA是乳酸菌在热休克反应中具有既定作用的基因，其

所编码的看家表面蛋白酶HtrA，也称为DegP。在瑞士

乳杆菌、长双歧杆菌、乳酸乳球菌中均发现了HtrA的

同源物，htrA基因缺失突变株的高温耐受能力降低，

htrA基因在这些乳酸菌中具有热胁迫诱导作用，HtrA
在异常蛋白的降解中起着重要的作用[12,13]。 
1.2.2  FtsH/HflB 蛋白酶 

FtsH蛋白包括位于N末端的跨膜片段和由AAA+蛋

白、Zn2+金属蛋白酶组成的主要胞质区域[14]。当FtsH
（695aa）在其C末端163个残基处被截断，菌株表现出

热、盐和冷敏感性，说明FtsH可能不是乳酸乳球菌必需

的，但其参与包括热胁迫在内的许多胁迫调控。Fiocco
等（2009）在植物乳杆菌中发现了ftsH基因，其为膜结

合金属蛋白酶编码基因，FtsH是CtsR调节因子的新成

员，ftsH基因直接参与多种clp和hsp1基因的调控[15]。通

过Southern杂交方法在许多乳杆菌属和明串珠菌属中

检测到FtsH的直系同源物Clp蛋白酶，说明该蛋白酶在

乳酸菌中可能具有保守性，这些蛋白酶能降解热休克

受损的蛋白质，在一定程度上提高乳酸菌的热耐受性
[1]。目前，FtsH在乳酸菌热休克中的调控机制还知之甚

少，有待进一步研究。 
1.2.3  CtsR/CtsR-box 调控 

CtsR操纵子存在于许多乳酸菌（清酒乳杆菌、唾

液链球菌、酒类酒球菌和嗜热链球菌）中相应热休克

蛋白编码基因的上游，如clpP、clpE、clpL、cstR-clpC
操纵子及其他热休克蛋白编码基因（Lo18、hsp16和
groESL）[16]。在某些链球菌科菌株中，HrcA和CtsR操
纵子部分重叠表明clpP基因受CtsR和HrcA的双重负调

控[17]。CtsR对乳酸链球菌、酒类酒球菌、嗜热链球菌

和植物乳杆菌中clp基因的表达有抑制作用[18,19]。在酒

类酒球菌中缺少保守的HrcA-CIRCE调控通路，仅有

CtsR操纵子对clp基因及经典伴侣蛋白DnaK、GroEL和
GroES编码基因发挥负调节作用[17]。基因组测序结果显

示保加利亚乳杆菌、约氏乳杆菌和嗜酸乳杆菌的基因

组中似乎没有CtsR，而clp基因很可能是仅由HrcA调控
[20]。上述研究结果表明经典伴侣蛋白和Clp蛋白的表达

通常受阻遏蛋白（HrcA或/和CtsR）的调控，但在厚壁

菌之间这些调节蛋白似乎存在有限的保守性。 

1.3  热休克基因的时序表达模式 

许多研究在转录和翻译水平上监测乳酸菌中热休

克蛋白的诱导。热胁迫条件下对于乳酸菌 mRNA 的研

究集中于CIRCE调控基因（HrcA-GrpE-DnaK、GroESL
和 DnaJ）及 ftsH 基因。经过 10~15 min 热胁迫处理会

诱导嗜酸乳杆菌中 CIRCE 调控基因提高 10~100 倍，

但 20 min 热胁迫处理会抑制其表达[21]。经过 65 ℃热

胁迫处理 10 min 后热休克蛋白的合成导致德氏乳杆

菌保加利亚亚种的存活率增加，但如早期热休克蛋白

合成受阻，会导致其存活率降低[3]。经过 10~15 min
热胁迫处理会诱导乳酸乳球菌中 ftsH 基因提高

10~100 倍，但 20 min 热处理会抑制其表达。蛋白质

组学研究区分了乳酸乳球菌热胁迫诱导的两种时间类
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型：一类为 GroEL、HrcA、DnaK、GroES、Hsp100、
Hsp85（ClpE）、Hsp84 和 Hsp26 在热胁迫前 10~15 min
内诱导至少 10 倍；另一类为 ClpP（Hsp23）和 8 种非

特征性热激蛋白在热激 25 min 内被诱导 2~8 倍，乳酸

乳球菌中其他热休克蛋白的诱导时间有待进一步研

究。通常副干酪乳杆菌和乳酸乳杆菌等在最初处于高

温环境下会导致 GroESL 及 DnaK 等的过量表达，但

并不能消除热休克的影响，只有一段时间后其它蛋白

质（ClpE、ClpP、ClpX、ClpC、ClpB 等）同时做出

适应性反应，才能保护菌体的热休克损伤[22]。 

2  不同乳酸菌的热胁迫反应 

2.1  乳球菌属的热胁迫反应 

乳球菌属的热胁迫机制主要在于热休克蛋白的调

控及代谢途径改变，最终导致生长状态的改变。乳酸

乳球菌的最适生长温度为 30~42 ℃，而在 50 ℃热胁

迫处理 30 min 后其生长几乎不能恢复，高温似乎对微

生物细胞有害，而低温只是减缓生物过程，这些调控

与乳酸乳球菌的代谢活动有关。在 42 ℃热处理 30 min
后，DNA宏矩阵结果显示乳酸乳球菌乳酸亚种 IL1403
中 64 个代谢基因发生改变（34 个上调，30 个下调）
[23]。在乳酸乳球菌中发现了四个 clp-ATPase 基因

（clpC、clpB、clpX 和 clpE）和一个 clpP 基因，clpP
突变株比野生型乳酸乳球菌对热胁迫更敏感。除 clpX
外，所有 clp 基因的启动子区域均与 CtsR-box
（A/GGTCAAANANA/GGTCAAA）具有同源序列[24,25]。 

除 HrcA 和 CtsR 外，目前还未发现乳酸菌对热休

克反应的全局调控因子，有关热休克调控的唯一信息

是对乳酸乳球菌中 RecA 功能的研究，由于 RecA 突

变体对热胁迫和 DNA 损伤敏感，说明 RecA 与乳酸乳

球菌的热适应调控有关。Western blot 结果显示 recA
突变株中 DnaK、GroEL 和 GrpE 降低，FtsH 含量增

加，说明 RecA 通过对 FtsH 的控制在热休克调控中发

挥重要作用。RecA 在热胁迫后可通过改变嘌呤代谢

（deoB、guaA 和 tktA）、高亲和力磷酸盐摄取（pstB、
pstS ）、 mRNA 稳 定 性 （ pnpA ， polynucleotide 
phosphorylase，多核苷酸磷酸化酶）及影响蛋白质水

解活性的 trmA 基因提高菌体对多种胁迫的耐受性[26]。

乳酸菌基因组测序分析显示未发现与枯草芽孢杆菌中

σB因子（在热应激反应基因调控中起主要作用）的任

何对应物，结果表明乳球菌、链球菌和其他乳酸菌已

经形成了不同于枯草杆菌的胁迫调控网络。 

2.2  乳杆菌属的热胁迫反应 

乳杆菌属菌株的耐热机制是基于对特定蛋白质诱

导及细胞状态改变实现的，特定蛋白质包括热休克蛋

白、HtrA/DegP 家族丝氨酸蛋白酶、多聚复合体和小

的热休克蛋白。约氏乳杆菌、干酪乳杆菌、副干酪乳

杆菌、瑞士乳杆菌、嗜酸乳杆菌、植物乳杆菌等在高

于正常生长温度10 ℃条件下热适应均会发生短暂的

热休克蛋白诱导，菌体存活率可提高10~1000倍。2-DE
结果显示热适应会导致乳杆菌属菌株中诱导蛋白的变

化，如瑞士乳杆菌 LH212（18个）、瑞士乳杆菌 PR4
（48个）、嗜酸乳杆菌 NCFM（24个）、嗜酸乳杆菌

IBB801（6个）、干酪乳杆菌 LC301（15个）、丘状菌

落乳杆菌（36个）、长双歧杆菌（20个）、鼠李糖乳杆

菌 HN001（11个）
[27~29]

。乳杆菌属菌株中热休克相关

的特定蛋白质主要包括：（1）两大类热休克蛋白包括

70 ku（DnaK 由 GrpE、DnaJ 和 DnaK 组成）和60 ku
（GroEL 由 GroEL 和 GroES 组成）家族蛋白，与辅

助蛋白共同发挥伴侣机作用，能结合、重折叠和释放

化学变性的蛋白质
[28,30]

；（2）HtrA/DegP 家族蛋白酶，

一种膜丝氨酸蛋白酶，其参与热胁迫反应，htrA 基因

在乳杆菌属菌株中有利于促进其在热胁迫条件下的生

长
[31]

；（3）ClpP 多聚体复合物，一种丝氨酸蛋白酶，

其降解长度小于7个氨基酸的肽，乳杆菌属菌株在热胁

迫条件下均呈现出 Clp ATPase 家族热休克蛋白

（ClpC、ClpE、ClpL、ClpX、ClpQ）表达量的增加
[32~34]

；

（4）小的热休克蛋白，也存在于乳杆菌属菌株的基因

组中
[35~37]

。此蛋白质家族具有以下特点：①分子量在

12~30 ku 之间；②一种保守的由80~100个氨基酸组成

的结构域，位于 C 末端区，称为 α-晶体蛋白结构域；

③形成150~800 ku 的大寡聚物；④具有三磷酸腺苷非

依赖性伴侣活性
[38]

。 
许多研究显示热胁迫会改变乳杆菌菌株细胞状

态，如生物膜的组成、疏水性、所带电荷和粘附能力

等表面特性，近而提高菌体的热耐受性。Huang 等

（2013）研究发现 Ca2+
能够提高鼠李糖乳杆菌 ZY、

干酪乳杆菌Zhang、植物乳杆菌P8和嗜热链球菌ND03
的耐热性

[39]
，热应激导致细胞质内 Ca2+

波动，细胞质

Ca2+
作为细胞信号产生不同的细胞反应或细胞保护状

态。Haddaji 等（2017）研究发现植物乳杆菌经过热处

理后，通过改变 HeLa 细胞的疏水性水平、粘附能力

及不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比例提高菌体的热耐

受性。Machado 等（2004）干酪乳杆菌 ATCC393经热

胁迫后细胞膜的亲水性发生显著变化，提升对高温的

抵抗性
[40,41]

。 

2.3  链球菌属的热胁迫反应 
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链球菌属菌株的耐热机制是基于对菌体代谢的改

变及特定蛋白质的诱导，有利于维持蛋白质的适当折

叠，以确保其功能性和避免聚集，并完成受损蛋白的

降解。嗜热链球菌是中度嗜热细菌，大多可在约

20~50 ℃的温度下生长，而在食品工业化生产中必须

适应各种温度变化，因此对嗜热链球菌热适应性的研

究较早。基因组学和蛋白质组学研究显示嗜热链球菌

ATCC19258在热胁迫条件下大量蛋白（参与能量代

谢、氨基酸及蛋白质的合成）发生改变，表明耐热性

激发期间对菌体的整体代谢产生巨大的影响。例如：

嗜热链球菌 Sfi39的 deoD（编码嘌呤核苷磷酸化酶 A）

突变体比野生型菌株具有更强的耐热性，尽管在20 ℃
时其生长速度有所下降

[41,42]
，deoD 突变体增加了

(P)ppGpp 的浓度，这与菌株的耐热性有关。 
蛋白组学分析发现嗜热链球菌 NCDO573在

42~52 ℃热胁迫后22种多肽发生上调或被诱导合成，

如 GroEL/GroES、DnaK/DnaJ/GrpE、ClpL 和 ClpP 肽

酶等伴侣机成员
[43]

，同时参与蛋白质生物合成中多肽

链延长的翻译延长因子 G 和 Ts 发生上调，这两种蛋

白质都有类似伴侣的特征
[44]

。嗜热性链球菌携带HrcA
和 CtsR 阻遏物的拷贝，能调节蛋白伴侣、Clp 蛋白酶

和 ATPases 表达，但 RecA 对热胁迫无调控作用
[45,46]

。 

2.4  肠球菌属的热胁迫反应 

肠球菌属的热胁迫机制主要在于热休克蛋白的调

控[47]。粪肠球菌中只存在7种被称为“一般应激蛋白”
（General stress proteins，Gsp）的多肽，包括Gsp62、
Gsp63、Gsp64、Gsp65、Gsp66、Gsp67和Gls24，其中

Gsp66和Gsp67分别对应于两种主要的热休克蛋白

DnaK和GroEL[48,49]。粪肠球菌中发现17种被命名为

Ehk-Err的双组分调控系统，包括粪肠球菌组氨酸蛋白

激酶 Ehk 和粪肠球菌反应调节蛋白 Err ，其中

Err04-Ehk04、Err07-Ehk07、Err13-Ehk13、Err14-Ehk14
与热胁迫反应有关。粪肠球菌中存在四种潜在的ECF
（Extracytoplasmic Function）sigma因子，包括EF3180、
EF3020、EF0049和EF2290，EF3180参与热胁迫、酸和

乙醇反应[50]。粪肠球菌基因组中存在CtsR同源物，具

有非常相似的螺旋-转角-螺旋DNA结合基序，此外，粪

肠球菌序列上游的clpC、clpP和clpE具有CtsR识别序

列，说明CtsR类似调节因子可在粪肠球菌的热胁迫反

应中发挥作用[51]。 

2.5  双歧杆菌属的热胁迫反应 

双歧杆菌属的热胁迫机制主要在于热休克蛋白的

诱导及消除转录抑制因子来实现。双歧杆菌属菌株中

存在多种热休克蛋白编码基因，如：groEL、groES、
dnaK、grpE、dnaJ1、dnaJ2、clpB、clpC和clpP1P2。
基因芯片结果显示短双歧杆菌UCC2003中的groEL、
groES、dnaJ2、clpC和clpP1/P2基因在44~47 ℃被诱导

约4倍，而dnaK、grpE、dnaJ1、clpB和hsp20基因在50 ℃
被显著诱导约400倍，以提高菌体耐热性。此外，长双

歧杆菌NCC2705和短双歧杆菌UCC2003的基因组中发

现rpoE（σE）的同源基因，但尚未明确其在热胁迫下的

调控机制[52]。 
热胁迫可消除双歧杆菌属菌株中的转录抑制因

子，使特定的热休克基因得以转录，提高热耐受性。

基因组分析发现两种转录抑制因子，一种为CIRCE
（HrcA）蛋白的热调控，在groES、groEL和hrcA的启

动子中均发现了CIRCE基序，另一种为热休克蛋白阻

遏物（HspR），其结合HspR相关的反向重复（HAIR）
基序，HAIR基序存在于clpB、dnaK、clgR、nfo、hrdB
等基因的启动子区域，它们可能共同构成HspR的调控

因子[53~55]。 

2.6  酒球菌属的热胁迫反应 

酒球菌属的热胁迫机制主要在于小的热休克蛋白

Lo18的诱导来实现。运用S35甲硫氨酸标记、双向电泳

和放射自显影发现42 ℃的热胁迫对稳定期酒类酒球菌

中Lo18具有显著的诱导作用，此小的热休克蛋白被认

为是酒类酒球菌胁迫反应的标志物[56,57]。Coucheney等
（2005）发现高水平的Lo18有利于提高酒类酒球菌的

热胁迫适应性，提高菌体的存活率[58]。小热休克蛋白

的最显著特点之一是细胞定位的多样性，有利于实现

不同功能，在酒类酒球菌的细胞膜和细胞质中均能检

测到Lo18，Lo18在细胞膜和细胞质中的分配比例取决

于热胁迫温度，42 ℃热胁迫后在细胞质中的含量较高，

44 ℃热胁迫后在细胞膜和细胞质的分配比例相同，而

46 ℃热胁迫后在细胞膜中的含量较高。33.8 ℃热胁迫

后Lo18与脂质体相互作用，增加脂质双层的分子顺序，

说明Lo18有助于热胁迫条件下维持细胞膜的完整性
[59]。Li等（2018）发现小的热休克蛋白（12~43 ku）利

于在高温状态下保护蛋白质不变性，提高热耐受性[60]。 

3  总结与展望 

突然升温会导致蛋白质变性，微生物会增加包括

伴侣蛋白和蛋白酶在内的热休克蛋白的表达，作为自

身存活的防御策略。虽然热休克蛋白在包括乳酸菌在

内的许多微生物中表现出保守性，但热休克反应的调

控机制呈现多样性，因此不能仅仅依赖以前对大肠杆

菌甚至枯草芽孢杆菌等模型生物体的研究。近年来，
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由于基因组学、转录组学及蛋白组学的发展，研究人

员不断地发现不同乳酸菌对热胁迫的调控新机制和热

休克蛋白参与修复或降解受损蛋白质的新途径，相信

随着科学技术的不断发展和研究人员的深入研究将为

我们提供更多的关于热休克反应的新的、令人兴奋的

信息。 
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