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摘 要：本文对透明颤菌血红蛋白基因（!"#）和!噬菌体裂解基因（$%&&’）在不同宿主大肠

杆菌中的外源表达及其在聚!#羟基丁酸酯（345）生产中的应用进行了研究。实验结果表明，

同时携带!"#、$%&&’和()#$65三种基因的产345基因工程菌./*（012*)），经过(’7的

摇瓶补料分批培养，菌体浓度可以高达’-8!9／:，345百分含量则可在-’7时达到!-;以

上；此外，该菌株不仅可以实现摇瓶高密度发酵培养和345产品的大量积累，还可以同时实

现菌体细胞的可诱导裂解破壁，因此是一株具有潜在工业应用价值的多功能345生产菌株。
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裂解

中图分类号：<!&!8! 文献标识码：6 文章编号：%%%*#"’%!（’%%%）%&#%’()#(!

近年来，世界各国政府、科研机构和环保部门越来越密切关注由塑料垃圾引起的“白

色污染”问题。聚!#羟基丁酸酯（3=>?#!#7?@A=B?CDE?AFEG，345）正是在这种情况下发展起

来的一类由微生物合成的新型可降解高分子材料。然而，345产品的高成本却限制了它

的大规模生产和广泛应用［*，’］。

革兰氏阴性专性好氧菌—透明颤菌（*+,-./01+223）于微氧条件下可以合成一种类似于

血红蛋白的胞内可溶物质，即为透明颤菌血红蛋白（*+,-./01+2234GH=9>=CIJ，.4C）。它

能够从分子水平上提高.4C基因（!"#）克隆菌对氧气的利用能力，在限氧条件下促进细

胞生长和产物合成，从而大幅度提高发酵过程中目的产物的产量和收率，且不需要附加的

设备投资［&#-］。因此，利用.4C在其它菌种中进行外源表达这一基因策略来解决好氧生

物发酵过程中的供氧问题具有极大的科研意义，并可能带来巨大的经济效益。此外，要应

用345，首先必须将它从细胞内分离提取出来。随着基因工程技术的日益发展，利用生

物技术破壁的方法越来越受到人们的重视［"，+］。本所尹进博士成功地克隆了"噬菌体裂

解基因（$%&&’），构建出345合成基因（()#$65）以及"噬菌体裂解基因（$%&&’）能够

同时有效表达的新质粒012*)，从而实现了在大量收获345产品基础上的菌体细胞可

诱导裂解破壁。

本文将上游的基因工程技术与下游的发酵和后处理技术结合起来，成功地构建了同

时表达透明颤菌血红蛋白合成基因（!"#）和"噬菌体裂解基因（$%&&’）的产345新菌
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株，并对其细胞生长和!"#积累特性及其诱导裂解特性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

实验用菌株和质粒见表$［%］：

表! 菌株和质粒

&’()*$ !)’+,-.+’/.+01’-/+

!)’+,-.／201’-/ 3*)*4’/05*/6078* 2691:*

!)’+,-.+
8;<$%=!"##$ !"##$ >81 &?-+)’(@
8&A$%9=!"# %&’<># >81 !16B@C-D-)9/
8&;$E %&’<>#!"##$ >81 &?-+)’(@
()*+,-+01’-/+

DF$GH ./%(0123.’*4$H&.2#E5%.67&-!（,8*"%5+34）

9:［758;IJ%5+34K,8*<=,8*>!F$H］

&?-+)’(@

DF$GL #0*3$./%(EE0123$&.2#$M?@53LJ50,3$7&-

!（,8*"%5+34）9:［758;IJ%5+34K,8*<=,8*>!F$H］
&?-+)’(@

NO$ 0123$&.2#./%(.’*4$H!,8*7&5PA?’K !16B@Q’/52?*/5)-

!"# 分析方法

菌体培养液浊度测定，采用分光光度法；!"#含量定量测定，采用硫酸降解法［L］；定

性检测则用结晶紫染色法；菌液中葡萄糖含量的测定，采用I，H=二硝基水杨酸法［$G］。

!"$ 试剂和培养基

实验中所用培养基均为C#培养基或含葡萄糖的C#O培养基（C#培养基KRG5／C葡

萄糖）；相应抗生素（氨苄青霉素，>8）浓度为$GG"5／,C；在补料分批培养过程中，补料用

单独灭菌葡萄糖浓度为HGG5／C，补料时加入培养基中的相应糖浓度为$G5／C。

!"% 培养条件

试管培养为在H,C含抗生素>8（$GG"5／,C）的C#或C#O培养基中接入一个单菌

落，在RHG1／,-/，IMS摇床上培养$G?。摇瓶培养时把前面的试管培养液作为种子培养

液，以$T的接种量接种于含相应抗生素（>8，$GG"5／,C）的$GG,CC#O培养基中，摇瓶

容积为IGG,C；在RHG1／,-/，IMS的摇床上培养。

!"& 菌体细胞的收获及裂解

培养到稳定期的细胞培养液，以EGGG#JGGG1／,-/的转速离心$G,-/，收集细胞。将

收获的细胞重悬于诱导剂UV&>（R,,6)／C，8"%@G）溶液中，RHG1／,-/，IMS振荡混合一定

时间，JGGG1／,-/离心$G,-/，再次收集沉淀，即得纯度较高的!"#产品。

# 结果和讨论

#"! 质粒’()!%、’(*!+,-./0和’)1!+-!"##$在不同宿主菌中的表达

为验证裂解基因在不同宿主菌中的表达效果以及裂解基因、透明颤菌血红蛋白基因和

!"#基因的同时表达对菌体生长和!"#积累的影响，本文选取了三种宿主大肠杆菌进行比

较培养，分别：()*+,-DF$GH，()*+,-DF$GL和通过同源基因交换法在()*+,-DF$GH染色体中
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插入透明颤菌血红蛋白基因（!"#）的整合型宿主!"#［##］。

经过$%&的摇瓶培养，分别在菌株$%&’()’(#)*（+,-#./*+,,-），$%&’()’(#)0
（+,-#./*+,,-）和!"#（+,-#./*+,,-）的菌液中加入$1123／4，+5.6)的789:溶

液，改变细胞膜的通透性，诱导菌体裂解。诱导裂解后的细胞用结晶紫染色法显微观察，

结果表明，各菌株的细胞均大量破碎，说明裂解基因在上述三种菌株中均能成功表达。通

过对质粒+9;#.<=>5?和质粒+9,#%在宿主!"#中的表达效果进行比较，我们发现，裂

解基因与>5?合成基因在质粒+9,#%中的同时表达不仅能够实现菌体细胞的可诱导裂

解，而且还可以大大促进重组菌的生长（图#）。当质粒+9;#.<=>5?和质粒+9,#%分别

在宿主$%&’()’(#)*及$%&’()’(#)0中表达时，可以得到类似的结果。此外，同时携带

./#-:?和*+,,-的质粒+9,#%在三种宿主菌中分别进行表达时，其生长情况的对比

则进一步表明，宿主菌!"#较之$%&’()’(#)0和$%&’()’(#)*具有较大的生长优势（图

$），这说明当菌体密度达到一定水平，从而使菌体细胞处于贫氧状态时，透明颤菌血红蛋

白的表达将从分子水平上促进菌体细胞对氧气的利用率，从而促进菌体细胞的生长乃至

>5?在细胞中的积累。

图# 质粒+9,#%和+9;#.<=>5?在宿主菌

$%&’()!"#中表达时的生长比较

@AB6# "C2DE&F21+GCAH2I2J&2HE!"#

&GCK2CAIB+3GH1AL+9,#%GIL+9;#.<=>5?

图$ 质粒+9,#%在宿主菌!"#，$%&’()’(#)*
和$%&’()’(#)0中表达时的生长比较

@AB6$ "C2DE&F21+GCAH2I2J+9,#%MN+CMHHML

AI&2HE!"#，$%&’()’(#)*GIL$%&’()’(#)0

图O 基因工程菌!"#（+9,#%）裂解前后的电镜观察

@AB6O 9CGIH1AHHA2IM3MFEC2I1AFC2BCG+&2J!"#（+9,#%）FM33KMJ2CMGILGJEMC3PHAH

#6?MJ2CM3PHAH；$6:@EMC3PHAH6
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!"! 重组菌#$%（&’(%)）在*+$培养基中的分批培养

由上述讨论可知，!"#（$%&#’）是一株三种外源基因!"#，$%#()*和&’(()能够同

时有效表达且具有极大生长潜力的优势菌株。按照#+’所述的培养条件在摇瓶中对其进

行,-.的分批培养，其细胞浓度可达到#/+01／2，34*浓度，34*百分含量及其产率则分

别为-+,’1／2，-5+678和/+#,1／2／.；此外，34*对葡萄糖的转化率高达/+’5（理论值为

/+’-）。将收获的细胞用9:%)诱导裂解，34*纯度可从-5+678提高到;’+78；图5<#
给出了!"#（$%&#’）经过00.培养后其细胞形态的电镜观察，其中，白色的34*颗粒已

经大量积累。图5<0则给出了诱导裂解后细胞的电镜观察，其中，菌体的细胞壁几乎已

经全部破碎，白色的34*颗粒被释放出来。

!", 重组菌#$%（&’(%)）在*+$培养基中的补料分批培养

图’ !"#（$%&#’）在2*"培养基中的补料

分批培养与分批培养的比较

=>1?’ "@ABC.DAE$F@>GAHAI!"#（$%&#’）JKCBKKH

JFCD.DLMCL@KFHNIKNOJFCD.DLMCL@K>H2*"EKN>LE

为进一步验证重组菌!"#（$%&#’）的

生长能力及34*颗粒的积累能力，本文对其

在2*"培养基中进行了补料分批培养。其

中，在每次补料时，均将菌液的$4值调到

6+/。当补料糖浓度为#/1／2时，补料分批培

养与分批培养的结果比较如图’所示；由图

5可见，相对于分批培养，补料分批培养更适

合菌体细胞的生长。

对!"#（$%&#’）的补料分批培养过程

进行重复实验，并对其中一批补料分批培养

过 程 中 不 同 时 刻 取 样 的 样 品 进 行 菌 浓 和

34*含量分析，得到如表0所示的结果，其

中，每隔#0.补料一次，补入的糖浓度相当于#/1／2。由表可见，重组菌!"#（$%&#’）的

菌体浓度可高达0,+;1／2，这是迄今为止报道的利用大肠杆菌生产34*过程中的摇瓶最

高值；此外，经过,0.的培养，收获的34*产品纯度可高达;,8以上。

表! !"%（$%&%)）在补料分批培养中的细胞生长和34*积累

%FJMK0 (KMM1@ABC.FHN34*FDDLELMFC>AHAI!"#（$%&#’）>HIKNOJFCD.DLMCL@K

*／. (KMMDAHD?／（1／2） 34*DAHCKHC／8 34*DAHD?／（1／2） 34*$@AN?／（1／2／.）

,0 #-?/, ;,?6 #6?5 /?55

,- #;?0, ;6?7 #-?- /?55

6# 0’?# ;7?0 05?0 /?5’

-0 0,?; ;-?7 0,?, /?50

对不同时刻的菌体细胞进行超薄切片电镜观察，结果如图,所示。由图版中还可看

到，当菌体细胞中34*的含量达到一定水平后，菌体细胞可自动裂解破壁，将胞内的

34*颗粒释放出来，而不需采用诱导剂9:%)溶液。这也是表0中当菌体培养时间较长

后测得的34*纯度很高的原因之一；但!"#（$%&#’）细胞具有的强积累34*的能力，主

要还是由其基因特性决定的。
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图! 基因工程菌"#$（%&’$(）在补料分批培养过程中的电镜观察

)*+,! &-./01*00*2/34356-2/1*5-2+-.%728"#$（%&’$(）5344*/%-2530028839:;.6575<46<-3

$,=>7（?，>>>@）；=,A(7（B，>>>@）；A,(!7（?，>>>@）；(,C863-4D0*0（!，>>>@）,

总之，利用本文构建的能同时有效表达透明颤菌血红蛋白合成基因（!"#）、!噬菌体

裂解基因（$%&&’）以及EFG合成基因（()#HCG）的多功能基因工程菌，不仅可实现菌体

细胞的自动裂解破壁，还可以从分子水平上提高菌体细胞对氧气的利用率，从而可以实现

菌体的高密度发酵培养和EFG产品的大量积累。因此，利用透明颤菌血红蛋白基因

（!"#）的分子克隆实现EFG的高密度发酵培养，同时利用!噬菌体裂解基因（$%&&’）的

表达实现菌体细胞自动裂解破壁的方法是可行的，并将在发酵工业中具有广阔的推广和

应用前景。
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