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摘要 双环结构 GroEL及其辅分子伴侣 GroES是目前研究得最深入的分子伴侣．然而，GroEL/GroES帮助蛋白质折叠的一
些关键理化机制，尤其是水解 ATP，GroEL发生构象改变，能否主动调节蛋白质错误折叠中间体的构象，以促进错误折叠中
间体的复性，仍然存在争议．结合本研究组近年的工作，作者着力介绍 GroEL促进蛋白质折叠的主动解折叠机制．
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尽管蛋白质的氨基酸序列包含着三级空间结构

的信息[1]，但是在细胞内的微环境中，新生肽链却

经常不能正确折叠．蛋白质折叠形成天然功能态分

子，是一个沿着“折叠漏斗”中某条轨迹，不断降

低自由能的过程[2-3]．对于某些蛋白质来说，通过

自发折叠形成天然功能态分子的发生概率很小，更

倾向于形成非天然态分子．这些非天然态蛋白通常

会暴露出内部疏水区，如果其自发折叠较慢或发生

错误折叠时，这些暴露的疏水面就可能发生聚集，

从少量分子形成的可逆聚集，发展成为不可逆聚

集．蛋白质发生不可逆的聚集，不但影响细胞的结

构与功能，甚至引起细胞死亡．因此，细胞需要一

个高保真的纠错系统，在这个纠错过程中，分子伴

侣[4]这类在某种刺激下产生的热休克蛋白[5]，行使

了重要的作用．

1 GroEL/ES
分子伴侣包括几类高度保守家族，目前研究最

深入的一类伴侣蛋白是 Escherichia coli中的 GroEL
(Hsp60)[6]．分子伴侣 GroEL在新生肽链的折叠和
组装以及变性蛋白的复性过程中发挥重要作用．细

胞内许多蛋白质的折叠严格依赖 GroEL，而不能被
其他类别的分子伴侣替代[7]，辅分子伴侣 GroES参
与 GroEL帮助蛋白质折叠的过程，ATP的水解为

之提供能量．在某一蛋白质不能自发折叠的情况

下，GroEL和辅分子伴侣 GroES能促进蛋白质的
折叠[8-10]．GroEL具有 ATP水解酶的活性部位，可
结合并水解 ATP，同时 GroEL发生构象改变[9-10]．

GroEL和 GroES 均为多亚基环状结构分子．
GroEL由 14个相同(57 ku)亚基组成双环圆柱状结
构[11]，7个亚基组成一个环，两个环以背靠背的形
式结合，形成两个空腔．GroES是由 7个相同(10 ku)
亚基组成的一个圆盘状结构 [12-13]．GroES 覆盖在
GroEL空腔上．GroEL结构按功能划分为三个区
域：顶部结构域、中间结构域和赤道结构域(图 1).
顶部结构域包含了非天然态蛋白和 GroES的结合
位点．赤道结构域含有 ATP结合位点，具有 ATP
酶活性．顶部结构域和赤道结构域通过细长的中间

结构域相连，中间结构域形成空腔，两个空腔被赤

道域和亚基 C端的末尾隔开[14]．GroEL的顶部结构
域内表面拥有非极性氨基酸结合位点[14]，这些疏水

面对于捕获蛋白质折叠中间体非常关键[15]．
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Fig. 2 Binding of GroES to a GroEL ring creates
an enclosed and enlarged cavity

图 2 GroES与 GroEL结合及其闭增的空腔
GroEL-GroES复合物结构. GroEL双环结构，分别为顺式环和反式

环，每个环由 7 个亚基组成；GroES 由 7 个亚基组成，结合在

GroEL顶部，将蛋白质折叠中间体封闭在 GroEL空腔内[8-9, 22].

2 GroEL的工作循环
GroEL顶部结构域内表面为非天然态蛋白提供

了结合位点，同时，该区域也是 GroES的结合位
点[16]，即非天然态蛋白与 GroES在 GroEL上的结
合部位有重叠．与 GroES结合时，GroEL需要发生
构象结构变化，即连接顶部与赤道结构域的铰链，

发生弯曲和扭转(图 2)，使得顶部结构域升高，增
大了密闭空腔．这一构象变化需要ATP提供能量[9,17-18].
ATP与 GroEL的环结合，GroES也随之结合到相
同的环上，GroEL的空腔闭合，形成 GroEL-底物
蛋白 -GroES三元复合物．GroEL的结构变化对于
大部分依赖 GroEL折叠的底物蛋白来说是非常必
要的[19-20]，密闭空腔的形成为非天然态蛋白提供了

一种“无限稀释”的环境，可以限制蛋白质折叠中

间体发生聚集．这种由 ATP 驱动的别构效应是
GroEL行使分子伴侣功能的核心机制(图 3)[9, 21]．

GroEL结构的变化会带来两方面的影响，一是
顶部域的变化使底物结合位点发生位移，这种位移

对于 GroES结合到 GroEL顶部结构域有利，从而
形成一个密闭且增大的空腔．二是改变了空腔内壁

上氨基酸残基的位置，使 GroEL内表面从疏水性
转为亲水性，掩盖了疏水多肽结合位点，促进肽链

的折叠[18]．

ATP与双环中任何一个环结合，都会抑制另
一个环与 ATP 的结合．ATP 的水解产生 GroEL-
GroES顺式复合物非常稳定，除非另一个环上发出
解离的信号 [9, 23-24]，随即反式环上开始新一轮的

ATP结合．
“子弹型”不对称型 GroEL/GroES复合物是循

环反应中的经典结构，对称 GroEL-(GroES)2型复

合物(橄榄球型复合物)极为少见，有报道这种橄榄
球型复合物与子弹型复合物共存的现象，在这种球

型复合物中，底物蛋白在球型复合物的双环结构中

完成折叠，值得注意的是，折叠是一个连续的两步

反应，其动力学参数与子弹型复合物中的也一致，

Fig. 1 The structure of GroEL
图 1 GroEL的结构域

GroEL的三个结构域：顶部结构域、中间结构域和赤道结构域[8, 14].

Fig援 3 The GroEL鄄GroES duty cycle
图 3 GroEL鄄GroES的循环作用

GroEL 循环包含两个半循环过程 (a～d 和 e～h)，一个环上

GroEL-GroES顺式复合物的形成与另一个环上 GroEL-GroES顺式

复合物的解离同时发生 . GroEL 空环 (a)结合底物蛋白、GroES、

ATP，引起另一环上 ADP、GroES和产物的解离(b).底物蛋白进入

GroEL空腔中(c, d)，顺式环上结合的 ATP水解形成 ADP，开始另

一环的半循环(e～h)．第一个半循环进入 GroEL空腔的蛋白折叠中

间体形成的产物(e)在另一环开始形成新的顺式复合物时离开 GroEL

(f)[11, 22, 25].
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Fig. 4 Possible mechanisms of GroEL鄄induced
protein unfolding

图 4 GroEL引起的蛋白质去折叠的机制
(a)热力学机制．蛋白质折叠中间体与一种结构更松散，能与

GroEL结合的折叠中间体达到动态平衡．GroEL结合后者，使得蛋

白质倾向于去折叠的状态．这种机制不会影响蛋白质本身解折叠速

率． (b)催化机制．折叠中间体不会自发地解折叠但能通过与

GroEL结合，与疏水的 GroEL环作用使解折叠的速率有显著提升，

类似于酶的催化作用． (c)主动解折叠机制．蛋白质折叠中间体首

先与 GroEL结合，在结合了 ATP和 GroES后，GroEL顶部结构域

构象变化导致底物蛋白发生解折叠[25, 29-31].

说明在子弹型和橄榄球型复合物中可以发生相同的

反应[24]．

3 GroEL识别非天然态底物蛋白
通常能被 GroEL识别并结合的蛋白都处于相

对较松散的结构状态，如完全去折叠的非天然蛋白

或尚未折叠完成的蛋白中间体．天然态蛋白不被

GroEL所识别．与 GroEL相作用的蛋白具有较多
暴露的疏水表面[9]，而这些暴露的疏水表面位于天

然态蛋白的内部．Hlodan等[26]研究表明，GroEL具
有保护与其结合的底物免受蛋白酶水解，这可能是

底物的酶切位点与 GroEL 发生了紧密结合的缘
故．GroEL的最佳底物约为 20～60 ku，底物的 琢
螺旋、茁发夹、一些延展的线性部分可能更易被
GroEL顶部结构域识别[15, 26]．这些局部结构都有疏

水性侧链基团的暴露，为 GroEL的识别提供了基
础．在底物与 GroEL的识别过程中，这种疏水相
互作用对捕获底物以及后续的促进折叠作用都是非

常关键的．

4 GroEL参与蛋白质的去折叠
目前认为，GroEL对底物蛋白的去折叠存在三

种机制(图 4)． a．GroEL可以在促进底物去折叠时
不改变去折叠的速率[9, 27]．Walter等用 RNase T1突
变体 RCAM-T1作为底物，因为其二硫键的缺失不
能形成稳定的折叠结构，而作为典型的折叠中间体

模型．实验发现，加入 GroEL后，RCAM-T1开始
去折叠，但 GroEL的加入并未改变 RCAM-T1 的
去折叠速率．RCAM-T1 被牢牢地结合在 GroEL
上，使平衡向着去折叠方向进行．b．GroEL也可
以促进底物蛋白去折叠的速率[22, 28]，即折叠中间体

不自发的发生去折叠，一旦 GroEL参与，去折叠
速率明显增高． c．GroEL的主动解折叠机制，即
ATP驱动的 GroEL顶部结构域的拉升和旋转，主
动将底物去折叠．在这种机制下，底物结合到

GroEL环顶部，ATP的结合引起 GroEL结构发生
变化，使得结合在顶部结构域的底物被拉伸而去折

叠[25, 29-31]．

5 GroEL参与蛋白质的再折叠
GroEL与小型分子伴侣的一个重要区别，也是

较多蛋白的折叠严格依赖 GroEL的一个重要原因，
是 GroEL不仅抑制底物聚集为蛋白质提供更多的
复性机会，还通过被动和主动的方式改变折叠中间

体的构象，影响折叠过程和产率．
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Fig. 5 Stimulation of protein folding
by repetitive unfolding

图 5 反复解折叠提高蛋白质折叠速率

错误折叠中间体(a)与 GroEL结合后(b)发生解折叠并被装入 GroEL

(c).从 GroEL中释放后重新获得折叠的机会，形成天然蛋白或重新

与 GroEL结合(d).双环 GroEL重新结合底物蛋白质折叠中间体并

重复进行解折叠的过程，能够提高蛋白质复性折叠的速率[29, 31].

Anfinsen Cage 模型认为，GroEL的空腔为底
物提供了一个无限稀释的环境[4, 22](图 2)．空腔可以
避免底物与其他分子碰撞产生不可逆聚集的可能

性，为蛋白质提供了自复性折叠的无干扰环境．

GroEL-GroES的循环作用，反复结合与释放蛋白质
折叠中间体，反复结合 ATP、水解 ATP、释放
ADP，所形成的 GroEL构象变化，均不对错误折
叠中间体的构象采取主动或被动的改变．在这种情

况下，GroEL帮助复性折叠的速率可能和底物蛋白
在没有聚合干扰时的自复性速率相同[32]．然而，那

些严格依赖 GroEL才能复性蛋白的研究数据表明，
在没有聚集干扰的条件下，蛋白质折叠中间体并不

能自主复性折叠，仍然需要 GroEL的帮助．显然，
这与传统 Anfinsen Cage模型的推论不相符合[22]．

改良 Anfinsen Cage 模型则认为，GroEL空腔
壁的特性可以限制蛋白质构象搜索的空间，减少了

搜索的时间；或 GroEL空腔壁的疏水表面与底物
蛋白相互作用，底物蛋白复性的速率可以被加快或

减慢[22, 33-35]．该模型仍然不认为 GroEL构象的改变
可对错误折叠中间体的构象有主动或被动的改变．

Gupta等[36]利用超低浓度底物蛋白(100 pmol/L)以排
除聚集反应，通过荧光共振能量转移和荧光相关光

谱技术观察到， GroEL/ES复合物通过 GroEL空腔
壁与底物蛋白的相互作用，可以大大提高底物蛋白

的折叠速率．

以上两种模型都没有承认 GroEL-GroES复合
体需要 ATP结合、水解、ADP的解离来主动帮助
蛋白质折叠的机制 [37-38]．Lorimer 等 [39-40]曾经提出

GroEL利用 ATP的能量，使底物蛋白解折叠，其
结果没有能够在 Horwich等[41]邀请下所进行的共同

实验重复．Lorimer等所提出的，底物蛋白在被装
入 GroEL空腔之后发生去折叠的观点也未能获得
一致的认同[29, 31, 42]．一些数据显示，GroEL主动帮
助错误折叠复性中间体去折叠的现象，发生在

GroEL捕捉底物和 ATP结合的两个阶段，即在底
物装入 GroEL空腔之前[29, 31, 42]．

为验证 GroEL主动去折叠作用是否能促进蛋
白质折叠中间体的复性，Lin 等使用严格依赖
GroEL才能复性的核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化酶 /加
氧酶(RuBisCO)和 GroEL单环突变体(SR1)[23, 30-31]．

在 GroEL单环突变体 SR1中，蛋白质折叠中间体
被限制在 SR1-GroES内部，不能进行反复的释放
与结合，只发生一次主动去折叠，但依旧可以形成

天然态蛋白[23, 25, 31]．由于选择了 RuBisCO不能自主

复性的条件，RuBisCO 只能在 GroEL空腔内折叠
复性，因此，双环 GroEL介导的复性过程为脉冲
式．在 GroEL单环突变体 SR1中，RuBisCO不能
被 GroEL释放，因而发生的是一个持续的复性过
程．在低温状态下，GroEL单环突变体帮助复性的
效率大大高于双环循环的野生型 GroEL．随温度的
增加，双环循环速度加快,主动解折叠次数增加．
虽然 RuBisCO在 GroEL内驻留时间的比例并未显
著增加，但由于主动解折叠的作用，野生形 GroEL
帮助折叠的效率可增加 20倍．相比之下，GroEL
单环突变体帮助复性的效率则无明显变化(图 5)[31].

7 展 望

近年来，GroEL 开始被应用到医学领域．
Johnson等[42]对 70万种小分子抑制剂进行高通量筛
选，发现其中有 235种抑制剂能阻碍 GroEL/GroES
的复性循环，其中有 21种复合物能够强效抑制蛋
白质复性，这为研发分子探针应用于伴侣蛋白的生

化和生理作用研究迈出重要的一步．

GroEL 除了在蛋白质折叠中发挥重要作用，
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GroEL在共生微生物和宿主之间的相互作用以及致
病性方面也起到一定的作用[43]．在对芽胞梭状杆菌

引起的疾病研究过程中，利用重组 GroEL，对小鼠
进行鼻内免疫，发现其芽孢杆菌在肠道中明显减

少，GroEL对免疫系统的影响，将会促进其在免疫
研究中的作用[44]．近期研究发现，嗜线虫致病杆菌

分泌一种 XnGroEL 蛋白，这种蛋白与 GroEL 同
源，口服 XnGroEL能够使棉铃虫幼虫的生长发育
停止．将编码 XnGroEL的基因导入到烟草基因组
中，可以使幼虫的死亡率达到 100%，植株的损伤
率降低 55%～70%[45]．

GroEL介导的蛋白质再折叠机制目前依然知之
甚少．然而，GroEL可以为底物蛋白提供一个避免
聚集的“无限稀释”的环境，同时 GroEL空腔内
壁的物理性质可以改变蛋白质折叠构象搜索空间．

GroEL如何利用 ATP的能量改变自身的构象，来
主动调节错误折叠中间体的结构[46]，帮助蛋白质折

叠的理化机制仍然有待于进一步阐明[28, 47]．
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Abstract The biological function of a protein depends not only on the correct primary amino acid sequence, but
also on achieving its native three-dimensional structure. Thus, correct folding of a protein is of great significance to
life activities. Due to the complex and crowded intracellular environment, the folding of many proteins is often
difficult in vivo. One category of proteins, called chaperones, help other proteins to fold correctly. Chaperones can
recognize and stabilize other instable protein to assist its folding. Recent studies showed that, the ring-shaped
chaperone GroEL can repetitively unfolding kinetically trapped protein folding intermediate, giving the
intermediate another chance to refold, thus increases its overall folding rate. The detailed mechanism of GroEL
assisted folding is still under controversy. In this review, we briefly summarize the recent progress in the study of
the latter mechanism.
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