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透明颤菌血红蛋白在肉桂地链霉菌中的表达

对其细胞生长及抗生素合成的影响

文 莹" 宋 渊 李季伦
（中国农业大学生物学院微生物学系，北京!$$$71）

摘 要 肉桂地链霉菌（340#$$+5($%$&#&）是莫能菌素（C&,5,D=,）的产生菌。大肠杆菌0链霉菌穿梭表达载体

EFG!#3#中的透明颤菌血红蛋白基因（6"7）位于硫链丝菌素诱导启动子H/#89之下，它在肉桂地链霉菌中的结构不
稳定，发生了重组缺失，缺失的片段包括大肠杆菌质粒部分和6"7基因。但来自阿维链霉菌（34+6%*5#/#,#&）中缺
失了大肠杆菌质粒部分却保留了完整的6"7基因及/#89启动子的EFG!#3#，可在肉桂地链霉菌中稳定复制，不再
发生缺失，经硫链丝菌素诱导表达出了有生物活性的%FI蛋白。摇瓶发酵实验证明，%FI蛋白在氧限条件下可明
显促进肉桂地链霉菌的菌体生长和抗生素合成。
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透明颤菌血红蛋白（%FI）存在于专性好氧，但
可生活在贫氧环境中的透明颤菌（:#/*%(&0#,,+DE(）
中［!］，由于它具有结合氧的特性，从而暗示着在好

氧的生物过程中具有潜在的应用价值，因此自它被

发现之日起便引起了各国学者的广泛关注。它是迄

今为止研究得最为深入的原核生物血红蛋白，其基

因已被克隆和测序，并在多种异源宿主中得到了表

达［#］，目前关于6"7基因表达的氧调控特性及调节
机制，%FI蛋白的空间结构、生理功能和应用等方
面的研究都取得了一些重要进展［8］。研究表明，

%FI蛋白在大多异源宿主中的表达都可降低重组
细胞对溶氧的敏感程度，使之适应较低的溶氧水平，

有利于重组细胞的生长和一些目的产物的合成，因

而在发酵工程中具有良好的应用前景，可以用来降

低能耗，提高产品产量。

链霉菌（3/*%8/(520%&）是产生抗生素的最重要
的来源，由于它是丝状体，发酵液比较粘稠，加上氧

在水中的低溶解特性，因此在大规模深层发酵中溶

氧常成为限制因素，供氧不足会导致菌体生长不良

和抗生素产量的下降。肉桂地链霉菌是多醚类离子

载体抗生素莫能菌素的产生菌，它在发酵生产中要

以豆油作为碳源，发酵液非常粘稠，而脂肪酸的分解

代谢又需要较高的溶氧条件，溶氧问题尤为突出，传

统的通过提高搅拌速度和通气量增加溶氧的方法，

需要消耗大量能量，从而增加了生产成本。为此我

们试图将6"7基因引入到肉桂地链霉菌中，使其表
达%FI蛋白，以期解决以植物油为碳源的一类工业
用链霉菌在发酵中的高耗氧问题。本文报道这一研

究的结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒和菌株：大肠杆菌质粒：ELM1$1［1］，含

6"7基因及其自身启动子，可在大肠杆菌中表达出

%FI蛋白。大肠杆菌0链霉菌穿梭质粒：EFG!#3#
是由3$$IE6"7结构基因插入到穿梭表达载体

EFG!#"#中构建而成，其中6"7基因置于受硫链丝
菌素诱导的链霉菌强启动子H/#89之下

［1］，由杨闰英

博士构建并提供；ENO!#3#为将EFG!#3#引入阿
维链霉菌中发生了缺失大肠杆菌质粒部分、但保留

了6"7完整的结构基因和H/#89，且在阿维链霉菌中

稳定遗传和表达的质粒［!$］，本室获得并保存。

PF3"和肉桂地链霉菌K0!$，本室保存。

!"!"# 工具酶和抗体：实验用酶购自H.&<5?+公
司；%FI抗体，由杨闰英博士提供，系由表达%FI



蛋白的大肠杆菌细胞粗提物免疫兔子制备而得，效

价!：!"。

!"!"# 试剂盒：#$%&’()*杂交试剂盒 +,-+./
012(34*51*6+(&(7&4$*84&，购自9:;:公司。

!"!"$ 培养基和抗生素：肉桂地链霉菌液体培养用
改良的<#9［=］（制原生质体加>?@A的甘氨酸）；原
生质体再生培养基为B,［"］；固体产孢培养基为高氏
一号；种子培养基（5／0）：葡萄糖C>，豆饼粉!=，玉米
浆=，D1DEFC，GB自然；发酵培养基（5／0）：葡萄糖

C>，豆饼粉C>，玉米浆!，8CBHEI·FBCE>?C，;*D3C·

IBCE>?F，D1DEF!，豆油I>，GB@!J。肉桂地链霉
菌固体培养使用卡那霉素（8K）和硫链丝菌素（<’）
的浓度分别为!>"5／K0和L>"5／K0；液体培养中
使用8K和<’的浓度分别为F"5／K0和="5／K0，
诱导!"#基因表达所用<’的浓度为="5／K0。

!"% 方法

!"%"! 链霉菌中常规遗传操作基本按文献［L］有关
章节进行；#$%&’()*杂交按+,-+./012(34*51*6
+(&(7&4$*84&中的有关说明进行；MB2蛋白的表达
用N(O&()*23$&&4*5检测［@，J］；MB2蛋白活性分析采
用DE结合实验［@，J］。

!"%"% 莫能菌素的摇瓶发酵：将肉桂地链霉菌于高
氏一号斜面上培养L6左右，待长出丰富的白色孢子
后，转接种子摇瓶，F>P、C>>)／K4*培养I@!LC’，按

!A接种量转接发酵摇瓶，培养L!@6后放瓶测定。
摇瓶装量为L>K0培养基／=>>K0三角瓶。

!"%"# 莫能菌素发酵单位的测定：采用硫酸香草醛
试剂，加热显色后以分光光度计进行比色测定［F］。

% 结果与分析

%"! 表达载体&’(!%)%在肉桂地链霉菌中的应用

%"!"! GNQ!C=C在肉桂地链霉菌中的结构稳定
性：GNQ!C=C是GBR!C=C引入阿维链霉菌中发生
了部分结构缺失的!"#表达载体，其缺失部分是在
大肠杆菌中起作用的复制起始区和选择标记，但保

留着!"#基因和需硫链丝菌素诱导的启动子H$%&’，
它能在阿维链霉菌中稳定表达，但不能再转化大肠

杆菌［!>］，为 了 区 分 完 整 的 GBR!C=C，命 名 为

GNQ!C=C。用GNQ!C=C转化肉桂地链霉菌/S!>，
从转化子/S!>（GNQ!C=C）的!代和"代培养物中
提出的质粒，经电泳显示其大小均与阿维链霉菌中

的GNQ!C=C一致（图!）。#$%&’()*杂交分析表明，
来自/S!>中的GNQ!C=C上仍含有!"#基因（图

C）。上述试验说明GNQ!C=C可在肉桂地链霉菌/S

!>中稳定遗传，不再发生结构变化。

图! 来自肉桂地链霉菌/S!>的GNQ!C=C的电泳图谱

T45?! U3(7&)$G’$)(O4O$VGNQ!C=CV)$K
()*%++,-.+/+0%0/S!>

!，C:GNQ!C=CV)$K!O&5(*()1&4$*7%3&%)($V()*%++,-.+/+0%0/S
!>&)1*OV$)K1*&；F，I:GNQ!C=CV)$K"&’5(*()1&4$*7%3&%)($V()
*%++,-.+/+0%0/S!>&)1*OV$)K1*&；=:GNQ!C=CV)$K(),!/1-%2
$%3%0L"2J；":GBR!C=CV)$K4)*.3%+B=#；L:GBR!CLCV)$K4)*.3%
+B=#；@:$／5%+6%W4*.X,:

图C 来自肉桂地链霉菌/S!>的GNQ!C=C
的#$%&’()*杂交分析（对应于图!）

T45?C #$%&’()*23$&&4*51*13YO4O$VGNQ!C=C
V)$K()*%++,-.+/+0%0/S!>

!，C:GNQ!C=CV)$K!O&5(*()1&4$*7%3&%)($V()*%++,-.+/+0%0/S
!>&)1*OV$)K1*&；F，I:GNQ!C=CV)$K"&’5(*()1&4$*7%3&%)($V()
*%++,-.+/+0%0/S!>&)1*OV$)K1*&；=:GNQ!C=CV)$K(),!/1-%$%3%0
L"2J；":H$O4&4Z(7$*&)$3：GBR!C=CV)$K4)*.3%+B=#；L:.(51&4Z(
7$*&)$3：GBR!CLCV)$K4)*.3%+B=#；@:$／5%+6%W4*.X,:

%"!"% !"#基因在肉桂地链霉菌中的表达：将转化
子/S!>（GNQ!C=C）的!代和"代孢子分别接入改
良的<#9培养基中，F>P摇床培养!"!C>’至菌丝
长起，加<’诱导后继续培养CI’，离心收集菌丝体，
制备原生质体，用加样缓冲液直接悬浮原生质体沉

淀，经#+#SH/-U和 N(O&()*23$&&4*5分析表明，诱
导后的/S!>（GNQ!C=C）细胞粗提物和阳性对照在

!"[+处均出现了特异的杂交带（图F），说明

GNQ!C=C中的!"#基因在肉桂地链霉菌/S!>中表
达出MB2蛋白。图F的!、C泳道在!"[+上面还有
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其它条带，这是由于!、"泳道上是大肠杆菌细胞粗
提物样品，而我们所用的#$%抗体是由表达#$%
蛋白的大肠杆菌细胞粗提物免疫兔子制备而成的，

#$%抗体中混有针对大肠杆菌细胞中其它主要蛋
白的抗体，所以大肠杆菌样品在&’()’*+%,-)).+/中
会出现明显的非特异性条带。01结合试验显示，
转化子23!4（5&6!"7"）经89诱导后，其蛋白粗提
物在:"4+;处有明显的特征性吸收峰（图:），说明
肉桂地链霉菌中表达出的#$%蛋白是有生物活性
的。

图< 肉桂地链霉菌23!4（5&6!"7"）
细胞粗提物的免疫检测

=./>< &’()’*+%,-)).+/?+?,@(.(-AB*CD’B’,,’E)*?B)(
A*-;!"#$%%&’(%)%*$*23!4（5&6!"7"）

!FG-(.).H’B-+)*-,：0’,,’E)*?B)A*-;+"#(,$I$7!（5JK:4:）；"F
L’/?).H’B-+)*-,：0’,,’E)*?B)A*-;+"#(,$I$7!，+-5,?(;.D；<，:F
0’,,’E)*?B)A*-;.+DCB’D!()/’+’*?).-+BC,)C*’-A!"#$%%&’(%)%*$*
23!4（5&6!"7"）；7，MF0’,,’E)*?B)A*-;.+DCB’DM)9/’+’*?).-+

BC,)C*’-A!"#$%%&’(%)%*$*23!4（5&6!"7"）；NF0’,,’E)*?B)A*-;
+-+3.+DCB’D!"#$%%&’(%)%*$*23!4（5&6!"7"）F

图: 肉桂地链霉菌23!4（5&6!"7"）
细胞粗提物的01结合光谱

=./>: 01%.+D.+/(5’B)*?-AB*CD’B’,,’E)*?B)(
A*-;!"#$%%&’(%)%*$*23!4（5&6!"7"）

!FOGPQ%CAA’*；"F0’,,’E)*?B)A*-;+-+3.+DCB’D!"#$%%&’(%)%*$*
23!4（5&6!"7"）；<F0’,,’E)*?B)A*-;.+DCB’D!"#$%%&’(%)%*$*

23!4（5&6!"7"）F

!"! #$%蛋白对肉桂地链霉菌细胞生长和抗生素
合成的影响

将肉桂地链霉菌 23!4 及其转化子 23!4
（5&6!"7"）分别在"44*／;.+、偏心距:>4B;的大摇
床上和!R4*／;.+、偏心距">4B;的小摇床上于<4S
进行 摇 瓶 发 酵，发 酵 前 期 每 隔 !"9 向 23!4
（5&6!"7"）的发酵摇瓶中加89诱导#$%蛋白的
表达，每个处理设两个重复，发酵MD放瓶测定，结果
见表!。
由上表可见，溶氧水平明显影响菌体的生长和

抗生素的合成，在通气状况不良的小摇床上，发酵摇

瓶中的最终菌丝干重和莫能菌素产量，均低于大摇

床上的相应摇瓶，而#$%蛋白的表达，可促进菌体
生长和抗生素的合成，而且通气状况越差，#$%蛋
白的作用效果越明显，即在小摇床中，表达#$%蛋
白的细胞与未表达#$%蛋白的细胞相比，最终菌丝
干重和莫能菌素产量的增长幅度大于在大摇床上的

增长幅度，说明#$%蛋白不但可以克服由于它的表
达和质粒负载给菌体带来的不良影响，而且还减弱

了菌体生长和抗生素合成对溶氧的敏感程度。

& 讨 论
我们曾试用完整的5$T!"7"转化肉桂地链霉

菌23!4的原生质体，虽然获得了几个转化子，但从
中提取的质粒都发生了缺失。琼脂糖凝胶电泳和

Q-C)9’*+杂交分析结果表明，所缺失的IL2片段中
不仅包括大肠杆菌质粒部分（即在大肠杆菌中起作

用的复制起始区和选择标记），同时还包括-./基
因，因此无法表达 #$%蛋白［<］。而用完整的

5$T!"7"转化阿维链霉菌原生质体所获得的转化
子的质粒中，虽也缺失了大肠杆菌质粒部分，但却保

留了硫链丝菌素诱导启动子G0$12和-./结构基因，
并能在该菌中表达出#$%蛋白和稳定遗传［!4］，这
种缺失的5$T!"7"质粒称为5&6!"7"。在本研究
中我们利用5&6!"7"转化肉桂地链霉菌，也表达
出了有生物活性的#$%蛋白，并通过摇瓶发酵试验
显示出#$%蛋白对菌体生长和莫能菌素生物合成
有促进作用。

然而我们所构建的基因工程链霉菌并不适于在

大规模发酵生产中应用，原因是：（!）5&6!"7"中

-./基因的表达必须靠89的诱导，而89非常昂
贵，这会大大增加生产成本，得不偿失；（"）

5&6!"7"是一个多拷贝的表达质粒载体，在发酵中
如果不加卡那霉素作为选择压力，会导致质粒的丢

M" 生 物 工 程 学 报 !N卷



失，而添加卡那霉素无疑也会提高生产成本；（!）高
拷贝的表达载体表达出的"#$蛋白量较高，而蛋白
质的表达是一个高耗能的生物过程，这势必会与菌

体的正常生长代谢竞争有限的能量，从而影响"#$
蛋白作用的发挥。基于以上弊端，我们考虑重新构

建携带!"#基因的整合型表达载体，将它整合于染

色体上，随染色体%&’一起复制，虽然在筛选转化
子时需用抗生素，但在以后培养过程中则不必添加

抗生素作为选择压力，仍可使外源基因稳定存在，这

对大规模发酵有利，不仅可以排除因添加抗生素而

造成的成本增加，还可以避免高拷贝的表达载体所

带来耗能的负面效应。

表! "#$对肉桂地链霉菌的菌体生长和抗生素合成的影响

%&$’(! )**(+,-.*"#$./+(’’01.2,3&/4&/,5$5.,5+-6/,3(-5-.*!"#$%%&’(%)%*$*

()*+,- (.-*/0 %-12,/3).／（3／45567） 8/.,-／（!3／67）

9/3:)*+,-
（;55-／6/0，<=5>6）

’?45
（@AB4;C;）

&D0?/0EF>,E <=GH 45I!

5)/0EF>,E C=5I 44G;

4;.))/0EF>,E C=4I 4;CC

;<.))/0EF>,E C=4< 4;!5

!H.))/0EF>,E C=45 4;<H

<I.))/0EF>,E <=JI 4;5I

’?45 <=I5 445<

(6*KK:)*+,-
（4I5-／6/0，;=5>6）

’?45
（@AB4;C;）

0D0?/0EF>,E <=4; J4G

5)/0EF>,E <=H; 44CH

4;.))/0EF>,E <=G; 44H!

;<.))/0EF>,E <=G< 4;4C

!H.))/0EF>,E <=HH 44JH

<I.))/0EF>,E <=H5 4;5<

’?45 <=4G J;I

透明颤菌!"#基因的自身启动子受低氧条件
诱导，安全经济，且在天蓝色链霉菌和变铅青链霉菌

中表达出了"#$蛋白，应是首选的启动子，但是用
它构建的"#$蛋白氧调控表达载体，在肉桂地链霉
菌和阿维链霉菌中却未能表达出"#$蛋白［!，45］，这
种氧控的表达载体在链霉菌不同种中表现差异的原

因尚待研究。此外，还应研究试用链霉菌自身的组

成型启动子来代替诱导型启动子，或使用温控启动

子，使所构建的工程菌更适用于工业化生产的需要。
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