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从透明颤菌血红蛋白谈到植物缺氧与转基因作物
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摘 要 扼要介绍透明颤菌血红蛋白基因在多种微生物的表达、调节和生理功能，特别是在生物工程方面可能的

应用。但最值得重视的是这一基因在烟草中的表达及其生理效应，它为我们提出一个重要的问题，就是植物是否

缺氧，透明颤菌血红蛋白基因很可能是构建转基因作物的重要元件。
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血红蛋白在动物体内具有重要的生理功能，研究得最

多，也是古老的蛋白家族之一，见 9))*2 与 5.:;2<（$%%% 年）［!］

的综述。多种植物也含有血红蛋白，如与根瘤细菌共生的豆

科植物，与弗兰克氏菌共生的非豆科植物。最近 1=/*)> 等

（!""#）［$］从大麦中找到血红蛋白基因。微生物，包括细菌、

真菌、酵母、原生动物，均含有血红蛋白，但有关研究进展很

慢，部分原因是缺少明确的生理功能。例外的是根瘤共生组

织中类细菌需氧的传递，豆血红蛋白起着主要作用。到目前

为止，已知微生物血红蛋白可分为两大类，一类是单结构域

的珠 蛋 白，如 透 明 颤 菌（ 3#/*%(&0#,,+ 8!），空 肠 弯 曲 杆 菌，

（!+452,(6+0/%* 7%7)$#），共同念珠蓝细菌（8(&/(0 0(44)$%），草

履虫（9+*+4%0#)4 0+$:+/)4）；另一类是具有双结构域的珠蛋

白，称为黄素血红蛋白（?*=@);2A):*)6BC）。本文主要介绍透

明颤菌血红蛋白（(56），在多种异源宿主的表达，以及具有

生物工程应用价值的生理功能，特别是 5)*A62>: 等（!""’）［&］

报道的 (56 基因在烟草中的表达，是提高植物供氧的转基

因作物的先导工作。

! 透明颤菌血红蛋白（(56）在异源宿主的

表达与生理功能

!"! 透明颤菌血红色蛋白在多种宿主中的表达

多年来，人们认为血红蛋白仅存在于真核细胞，一直到

D=E=6=/=<;B等［#］（!"34）从专性好氧透明颤菌找到第一个细

菌血红蛋白（(56），才引起对细菌血红蛋白的注意。这一细

菌常存在于低氧环境，如富含有机物的死水池塘。在供氧限

量条件下，细胞质中血红蛋白含量可增加 $% F #% 倍，由 (56
促进扩散进入细胞内的氧，促进菌体生长。美国伊利诺理工

大学 D262>，与瑞士苏黎士生物技术研究所 G=B*2/ 两个实验

室对 (56 研究报道最多。后者曾于上一世纪 "% 年代倡导

“代谢工程”，受到同行们的重视，可惜未尽其天年，在 $%%$
年去世。

自从上述两个实验室开始 (56 基因研究以来，这一基

因已在多种细菌、酵母、动物细胞中克隆和表达。(56 对菌

体生长、蛋白合成、以及代谢产物的影响概括在表 ! 和表 $
中。

如表 ! 所示，(56 在不同宿主菌表达后，菌体生长和蛋

白合成均有提高，代谢产物如酶的合成和芳香环的降解也都

加快。次生代谢如抗生素合成的促进，尤为显著，特汇总在

表 $。

表 $ 中所列试验大都在摇瓶中进行，唯有红霉素是采用

工业用菌株在小罐分批补料进行，结果更接近于实际生产。

HBC=< 等（!""3）［I］对 (56 促进红色糖多孢菌发酵进行了细致

的研究，获得有价值的结果。在 !% F !IJ 小罐分批补料发

酵，红霉素的产量，原种为 #+ #:KJ，比产量为 !+ %:K: 菌体；携

带 (56 基因的工程菌株产量为 ’+ #:KJ，比产量为 $+ &:K: 菌

体。工程菌从 $# 到 !##; 以同一高速度合成，菌体量低于对

照菌株约 ! L &，说明前者合成抗生素的效率远高于后者。显

然，(56 提高红霉素合成的作用是巨大的，其机制值得重视。

(56除了提高工程菌呼吸链供氧，促进末端氧化酶活力之

外，如载有 (56 基因 ; + 0(,# 工程菌株（表 !）所显示，在红色

糖多孢菌另一个作用部分可能在细胞色素 9#I% 系统。前人

已有报道［!I，!4］，红霉素生物合成涉及到由两个基因（ %*2 <!

和 %*2=）编码的细胞色素 9#I% 单加氧酶，可能 (56 与单加氧

酶有直接联系。鉴于多种抗生素分子具有羟基，细胞色素

9#I% 参与合成是极有可能的，因而 (56 在抗生素产生菌的

表达，值得进一步重视。



表 ! 透明颤菌血红蛋白（"#$）在不同宿主的表达及对代谢的影响
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表 : 透明颤菌血红蛋白（"#$）在不同宿主表达及对抗生素合成的影响
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!"# 透明颤菌血红蛋白（$%&）在 ! ’ "#$% 工程菌的作用机制

在氧供应不足条件下，!"# 的表达对 ! $ "#$% 细胞的生理

影响，%&’( 等进行了比较详细的报道［)*，)+］。于葡糖分批补料

培养，,-%. 诱导 !"# 浓度的增加，菌体直线上升，达到对照

菌株的 /$* 倍。在生长阶段的发酵产物、乙酸、乙醇、甲酸、

乳酸和琥珀酸的比分泌速度分别下降 /01、231、4+1、*/1
和 051，指明菌体趋向有氧型代谢。代谢流量分析发现表达

!"# 细胞中，大部分的葡萄糖利用是通过戊糖磷酸途径，仅

小部分是经过三羧酸循环，从而有更多的 678（-）" 和芳香

氨基酸前体产出，有助于菌体生长。

对 !"# 蛋白提高宿主细胞呼吸、氧化型代谢产物等效应

的机制，9’(:;< 实验室进行了多次报道。%&’( 等［)+］的工作，证

明 !"# 在 ! $ "#$% 胞内表达，改变微氧条件下菌体代谢是由

于提高细胞色素 = 的浓度和比活力。-’>? 等［)3］的工作明确

!"# 与细胞色素 #=@泛酮一氧化酶的结合部位，对 !"# 促进

末端氧化酶作用机制提供了一个模式。他们采用酵母双杂

交系统，检查细胞色素 =、# 亚基（!，"，#，$）与 !"# 的结

合部位。细胞色素 #= 来自 ! $ "#$% 和铜绿假单胞菌，!"# 对

两菌生长均有促进作用。采用酵母双杂交系统进行测试，证

明只有亚基!与 !"# 有交互作用，亚基!是还原氧成水的双

核中心。这一结果支持 !"# 的功能是为末端氧化酶直接提

供氧的建议。-’>? 等对 !"# 与细胞色素 #= 二泛醌氧化酶的

相互作用机制如图 ) 所示。

图 ) !"# 与细胞色素 &# 泛醌氧化酶亚基!相互作用可能的机制

A(B$) ->=C=&;D E;FG’H(&E =I JG; (HJ;>’FJ(=H& #;JK;;H !"# ’HD &L#@

LH(J ! =I F<J=FG>=E; &# L#(ML(H=: =N(D’&;&

至此，应补充说明是上述有关（!"#）的信息均来自透明

颤菌菌株 O)，同属的另一菌种类透明颤菌（’ $ ()*+"#+,+%, 8P）

的血红蛋白基因和蛋白，以及性状有巨大差别。后一菌种也

是专性 好 氧 菌，存 在 于 低 氧 环 境 中，但 其 呼 吸 活 力 较 低。

Q=&G( 等（)33+）［)5］对该菌的基因进行克隆和表达，蛋白的氨基

酸序列，及三维结构等进行了详细研究。与 !"# 相比，来自

8P菌种的血红蛋白有 2 个氨基酸残基发生改变，与血红素

结合部位构象产生变化，致使自身氧化速率很低。又缺失 6@
端疏水区域，主要存在于细胞质中，而 !"# 则同时存在于细

胞质与间区。8P 菌种血红蛋白基因在启动子区域缺少 A6R
还原调节盒，其表达不受 A6R 调节。!"# 则受到 A6R 的正

调节，见 Q=&G( 等［/)］（)332），和 %&’( 等（)330）［//］的报道。

!"( 具有两个结构域的血红蛋白)黄素血红蛋白（*%+）

最近，黄素血红蛋白的研究取得一些进展［/S T /0］，其存在

已在多种原核和真核细胞中发现，如大肠杆菌，菊欧文氏菌

（!+-%.%, "/+0(,.)/*1），枯草芽孢杆菌、假丝酵母（2,.3%3, .#+4
5*6*.*(%(），尖孢镰刀菌（78(,+%81 #90(:#+81）、啤酒酵母，以及

一种兼性无机自养、氧化氢、革兰氏阴性细菌真养产碱杆菌

（;$",$%6*.(* *8)+#:/8(）。后一菌种，如同透明颤菌一样，存在

于含氧稀薄的环境，具呼吸型代谢，但在无氧条件下可以硝

酸盐或亚硝酸盐为末端电子受体而生长。限量氧的供应，可

使 A"- 含量提高约 /5 倍之多，正如透明颤菌的 !"#，其合成

受氧调节。

A"-的 6@端血红蛋白结构与 !"# 有高度序列同源性

（0)1），是一个单亚基多肽，含 25S 个氨基酸残基（22U+?8），

具有两个不同的蛋白组件，即 6@端血红蛋白（A"-B，残基 ) 至

)2*）结构域，和 O@端氧还活性结构域，具有 A78 结合位点与

678（-）" 位点。不同结构域之间有 2 V * 个氨基酸短肽相

连。A"- 的三维结构已由 W@射线结晶法进行了解析。A"-
生理功能研究指明除具有 !"# 相同的促进氧的扩散利用之

外，另一功能是对 6X（亚硝基胁迫）的保护作用。

为了明确黄素血红蛋白 O@端还原活性部位能否促进在

微氧条件下宿主 !"# 的作用，A>;< 等（/555）［/2］构建了融合蛋

白，即 在 !"# 基 因 之 后 融 合 编 码 678（ -）"，A78 或

678（-）"@A78还原活力的序列，并检测在转基因宿主中的活

力，结果证明这些融合蛋白均能提高微氧条件下 ! $ "#$% 菌体

生长，比 仅 含 !"# 对 照 ! $ "#%$ 增 加 051 V *51。A>;< 等

（/55/）［/4］又采用 6YR 对)S O@标记氨基酸代谢进行胞内碳素

流量分析，证明表达 A"- 和 A"-B（A"- 的 6 端血红素蛋白结

构域）的 ! $ "#$% 具有更高有氧代谢，产生较低的厌氧产物，如

甲酸、乙酸和 8@乳酸。其葡糖利用则显著低于表达 !"# 或

!"#@还原活力的 ! $ "#$%，指出 A"- 和 A"-B 在生物工程上利

用时具有降低成本的潜力。

# !"# 血红蛋白在转基因烟草中的表达

氧是植物呼吸代谢所必需，也是多种氧化反应的底物或

辅助因子，影响着植物的初级代谢和次级代谢，如黄酶反应

中增加氧浓度可大幅度提高反应速度。但要研究植株需氧

过程须改变外界氧的浓度，较大范围的实验是有困难的，大

家习以为常，认为大气氧浓度不是植物生长的限制因素。根

据上述 !"# 在细菌、酵母以及动物细胞中的表达均提高细胞

生长、蛋白质合成、以及代谢产物合成的结果，瑞典和瑞士科

学家在烟草中表达 !"#（第一个转 !"# 植物）并研究其生理

效应，取得有价值的结果（"=:E#;>B 等，)33*）［S］。

首先，他们证明转 !"# 基因烟草表达的 ER67，相当于

理论大小 245#C。从叶中提出的 !"# 蛋白，Y> 为 )0U**0?8，

能与 !"# 抗血清相反应，而对照植株则无这种蛋白。所得两

个品系（";S，";2）的第一代种子萌发比对照种子加快 S V 2D，

S0D 生长植株的干重如图 / 所示，较对照提高 +51 V )551。
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从种子萌发到植株开花，转基因植株缩短 ! " #$。更重要的

是 %&’ 转基因植株的叶绿素含量比对照提高 !() " *()。

叶绿素总含量与叶绿素 + 含量只在植株 &,* 明显，而叶绿素

- 含量在两株中都是明显的，见图 !。对植株所含尼古丁和

图 . 转基因植株 &,!，&,* 及野生对照烟草在土壤中生长比较

/012 . 34’5664 17489: 759, 0; <40= 64>?570;1 9:, 984 975;<1,;06 =0;,<，
&,! 5;$ &,*，809: 80=$@9A?, 64;974=

图 ! 转基因植株与野生株叶绿素含量（+）植物叶绿素和血红素

过程中需 B. 步骤

/012! 3:, 9495= 5>4C;9 4D 6:=474?:A== 5;$ 9:, 5>4C;9 4D 6:=474?:A==@+
5;$ @-，0; 9:, 975;<1,;06 94’5664 =0;,< 5;$ 5 80=$@9A?, 64;974=（+）2 BEA@
1,; $,?,;$,;9 <9,?< 0; 6:=474?:A== 5;$ :,>, ’04<A;9:,<0< 0; ?=5;9<（-）

毒藜碱含量进行了分析，结果见图 *。与野生株相比，转基因

植株（&,.）在尼古丁含量提高 !*)，达到 F(G>1H1 干重。毒

藜碱含量在转基因植株则低于野生株。图 * 表示两种植物

碱合成反应，尼古丁碱合成酶是需氧反应，因而其合成由

%&’ 表达得到提高。毒藜碱的降低，可能是由于尼古丁合成

途径加强，中间产物流向前者，从而使毒藜碱合成减少。

图 * 转基因植株 &,!，&,* 与野生株合成植物碱（+）尼古丁和

毒藜碱合成的最后步骤@尼古丁合成依赖 B.（-）

/012* I06490;, 5;$ 5;5’5<0;, ?74$C6904; 0; 9:, 975;<1,;06 =0;,<，&,!

5;$ &,*，5;$ 5 80=$@9A?, =0;,（+）2 3:, =5<9 <9,?< 0; 9:, !"#$%"&’& %&(&#)

#*+ ’04<A;9:,<0< 4D 9:, <,64;$57A >,95’4=09,< ;06490;, 5;$ 5;5’5<0;,（-）

&4=>’,71 等的结果，指出 %&’ 基因表达，提高转基因种

子氧的供应，呼吸加速，降低发酵产物，从而提高萌发速度。

萌发后植株的生长，植株所需能量的来源是光合作用，转基

因植株叶绿素含量的提高，自然促进植株生长。叶绿素合成

过程有需分子氧和 +3J 的步骤，这正是 %&’ 的生理功能的

表现。上面 %&’ 在烟草的表现明显指出，对照烟草植株是在

缺氧条件下生长。如将 %&’ 基因转入粮食作物，如水稻、小

麦等，%&’ 提高供氧，可能导致和转基因烟草相似的生理功

能，从而提高粮食的产量。看来，%&’ 为转基因作物的构建

提供了一个重要的途径。

与 &4=>’,71 等 报 道 转 %&’ 基 因 烟 草 相 关 的 工 作 是

K5>07,L 等［.M］（FNNN）的 报 道。 携 带 %&’ 基 因 的 根 瘤 菌

（,-./$(.*+012"）在菜豆中共生固氨，提高固氮活力和植株总氮

量。这一结果指明 %&’ 的合成提高单独培养根瘤呼吸效率，

也可能提高共生的类菌体的效率，导致提高了的共生固氮作

用。

本文作者认为 K4>07,L 等的报道还不能算作真正的转基

因植物，与 &4=>’,71 等报道的 %&’ 转基因烟草尚有区别，菜

豆固氮量的增加，尚未涉及全植株生长、光合作用、代谢等。

*G! 生 物 工 程 学 报 FN 卷



! 结语

本文对透明颤菌血红蛋白（!"#）在微氧条件下 ! $ "#$%
等宿主中表达，促进菌体生长、蛋白合成、以及代谢产物进行

了扼要综述。特别对抗生素合成的促进，证明 !"# 不仅可节

约动力，更值得注意的是细胞色素 %&’() 促进羟基化反应的

可能。另外，!"# 在宿主菌促进氧的供应、呼吸链电子流量、

*+% 酶活力、以及作用机制也都作了简略介绍。近年，具有

双结构域的黄素血红蛋白（,"%）受到注意，初步认识的功能

是与 !"# 相似的促进供氧，以及对亚硝基胁迫的保护作用。

因为具有双结构域的黄素血红蛋白有潜在功能与应用前景，

显然是值得继续深入的方面。

本文着重介绍 !"# 在烟草上表达充分显示 !"# 在转基

因作物上的应用前景。祝愿 !"# 在我国转基因作物上发挥

其功能，增产粮食。
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引发“KE@K”的病原体

引发“KE@K”的病原体是病毒家族中一种新的冠状病毒（5$1$-"G&16’）变种。冠状病毒因在电子显微镜下呈球形，上有突起，

形状像皇冠而得名，列为冠状病毒科（K$1$-"G&1&8"+）。这一科病毒直径 ?< U 3>;-(，中央是不同密度的无定形物质，外有脂质包

膜，膜上排列间隔较宽的突起，其形状随不同病毒而呈现不同形状，如圆端花瓣形、圆锥形、L 形等。病毒基因组为连续线形单

链 @QE，分子量通常为 <V< W 3;> U >V3 W 3;> 。病毒在寄主细胞质中复制，通过其内质网膜出芽成熟。通过组织或器官培养可

分离、培养此病毒。此科包括人冠状病毒、禽传染性支气管炎病毒、猪传染性胃肠炎病毒、猪血凝性脑脊髓炎病毒、新生小牛

腹泻冠状病毒、鼠肝炎病毒、火鸡传染性肠炎冠状病毒、猪冠状病毒、猫传染性腹膜炎病毒以及果子狸 KE@K 样病毒等等。

所谓 KE@K（K+G+1+ "76!+ 1+’0&1"!$12 ’2-81$(+，缩写为 KE@K），译为严重急性呼吸道综合症，简称“萨斯病”，即非典型肺炎，最

初是世界卫生组织（SMX）医生卡洛·乌尔巴尼博士给它命名的，不幸他本人因感染“KE@K”而病逝。这种病的病原传染性较

强，通过近距离空气飞沫传播，在我国及其他国家都有发生，造成人员伤亡。此病的病原就是冠状病毒家族中一个新变种。

分析它的基因组，如 L$1: 株全基因组序列为 :H?4> 碱基（加拿大）；在美国也获得类似结果，序列为 :H?:? 碱基；我国对其病原

基因组的测定为 49:3 万碱基；也有的测定该病毒基因组长度在 :? ;;; U 43 ;;; 碱基的范围，是一种较大的新 @QE 病毒，含有 ?
U 3; 基因，表明其基因组的多样性。有研究提到该病毒 @QE 具有感染性，带有复制自己的酶，能在试管中复制。多方面证明

它是引发“KE@K”的“元凶”。然而，它侵染寄主后是怎样发生变异的，是否在病毒间发生重组，或是其它似冠状病毒发生演变，

尚需做深入研究。也有研究者对这种“元凶”有不同的思考，认为尽管这些 KE@K 病毒可能源于不同寄主，在形态上、亲缘关系

上与冠状病毒极为相似，可是其蛋白质基因、氨基酸序列又与冠状病毒有所不同，因此认为它不一定是冠状病毒的变种，而是

类似冠状病毒、早已存在、此前未被人类所认识的一种新病毒。究竟何属？这涉及到病毒分类问题，仍需要从多方面、更深入

地进行重复性研究以确证。

（柯 为 供稿）
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