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摘 要：分别用质粒 6**%//与 6782/（ !"#），69*3$"与 6:;#""（ !"#），构建大肠杆菌0链霉菌穿梭
质粒，将透明颤菌血红蛋白基因转入金色链霉菌。在低溶解氧浓度下，透明颤菌血红蛋白的

表达，可提高金色链霉菌氧的利用效率，产物合成比原始菌株提高 !$< = %$<。在局部低氧
的环境中，采用四环素抗性基因启动子带动血红蛋白基因表达，可有效发挥透明颤菌血红蛋

白的氧传递效率，优于透明颤菌血红蛋白基因受溶解氧调控的天然启动子。
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在贫氧环境中，透明颤菌血红蛋白基因（$%&’()*+%,,- A-B’C(’DE, C-,-，!"#）的表达，能促
进微生物细胞胞内氧的传输，提高氧的利用效率［2］。在限氧条件下，透明颤菌血红蛋白

（&1D）对许多宿主细胞的生长都有明显的促进作用［"］。&1D在大肠杆菌中表达，在贫氧
环境中对 . ) +),% 的生长最大促进量可达两倍以上，并能促进工程菌（. ) +),%）中青霉素酰
化酶及 9F.等产物的产量。&1D在限氧条件下对哺乳动物细胞产物生成的促进作用也较
明显，能刺激中国仓鼠卵母细胞内促红细胞生成素的产量增加 !$< = 2$$<［#］。更有意义
的是，&1D的表达对抗生素生产具有促进作用［!，5］，在低氧环境下对放线菌紫素的促进作
用可达 2$倍之多（与同样限氧条件下的参照相比）；限氧条件下对头孢菌素 8的产量较参
比菌株提高 5倍之多。链霉菌发酵过程是一个高耗氧过程，在链霉菌细胞内表达透明颤
菌血红蛋白，在溶氧受限的条件下，对菌体生长和产物合成会产生积极的促进作用。本文

在金色链霉菌中克隆透明颤菌血红蛋白基因，分别利用透明颤菌血红蛋白基因的天然启

动子和四环素抗性基因启动子（G &(&）表达透明颤菌血红蛋白基因。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒
金色链霉菌菌株（/&’(0&)12+(* -3’()4-+%(5*）为本教研室保存；. ) +),% *H2$/购自华美公

司；质粒 6:;#""、6782/购自华美公司；质粒 6:;#""（ !"#）：中国科学院上海生物工程中心



杨胜利院士馈赠；!"#$%&、!"#’((：厦门大学生物技术学院苏文金教授馈赠。
!"# 工具酶及试剂
实验所需限制性内切酶、)*+,-连接酶、抗生素及试验所需试剂分别购自华美、./01

2345公司和 67425公司。
!"$ 质粒构建及转化方法
大肠杆菌的质粒构建方法及转化方法参照文献［’］进行；链霉菌质粒提取及构建方法

参照文献［’，$］；金色链霉菌原生质体制备、转化及再生见文献［$］。
!"% 培养基及培养方法
培养基：89培养基［’］、:;<;培养基［$］、金色链霉菌再生培养基［$］。金色链霉菌发酵

培养基组成（4=8）：可溶性淀粉 *%，玉米浆 >%，黄豆饼粉 &%，蛋白胨 ’，酵母粉 ?，@5@A?’，

B&C.A*%D>，<46A*%D>，!C调至 ’DE。摇瓶培养条件：?>F，摇床转速 &G%/=27H，培养 $&I。

!"& 测定方法
透明颤菌血红蛋白测定采用 J3KL3/H MN0LL7H4及 @A差光光谱法［G］。金霉素含量测定

采用 C.8@测定（9-@B<-, 6:6);< OA8+（P）C.8@，9-@B<-, @>G反相柱；流动相为乙
腈及 (220N=8磷酸盐，用 >20N=8 ,5AC将 !C调至 ’DE；流速为 >28=27H）［(］。

# 结果和讨论

#"! 含 !"# 基因的大肠杆菌’链霉菌穿梭质粒的构建（见图 !）

图 ! 含 !"#大肠杆菌’链霉菌穿梭质粒的构建
Q74R> @0HKL/STL70H 0U ;R T0N716L/3!L02VT3 KISLLN3

!N5K27W X7LI !"#

利用 !Y@>(（ !"#）和 !"#’(( 构建穿梭质粒
（图 >）。利用 !"# 的天然启动子，研究 !"# 在金
色链霉菌内进行表达。

对转化后得到的克隆子在低溶解氧条件培

养后，J3KL3/H MN0LL7H4 及 @A 吸收检测表明，在
*&%H2处有一明显的吸收峰，表明 !"# 在金色链
霉菌内实现了表达（图 &）。在 ?%28和 ’%28装
量的摇瓶培养条件下，对随机挑出的 E%株克隆
子进行产物合成及溶解氧敏感度研究。

#"# 工程菌发酵特性的研究
表 > 表明，在本实验条件下（&G%/=27H），

’%28装量导致溶解氧偏低，对金色链霉菌的生
长代谢产生了负影响。原始菌株与 ?%28 装量
的条件相比，金霉素产量下降了 E%Z，此条件下
溶氧水平成为金霉素合成的主要限制因素。经

过原生质体制备、外源基因转入等操作后，部分金色链霉菌的产物合成量发生了变化。在

所研究的 E% 株克隆子中，有 ?GZ的金色链霉菌菌株金霉素产量大幅度降低（*&Z [
E%Z），可能在操作过程中发生负突变。
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图 ! 金色链霉菌工程菌 "#$的 %&差光光谱（’）和 ! ( "#$%&’"()%*+细胞粗提物)*+,*-. $/0,,1.2分析（$）
!："# $%&&’()*( +,(*-’./ 0& 123 (4,’(++($ %) !"#$%"&’()$* +,#$&-+).$/*；

3：5(+-(’) 360--%)7 !)!68+%+ 0& *’.$( *(66 (4-’!*-+ 0& ! 9 +,#$&-+).$/*：

:9 0 9 )&1. 23:;<：456；= 9 ! 9 +,#$&-+).$/*：,>?@<<A,B":<A 45；C9 ! 9 +,#$&-+).$/*：,>?D;=AEF3；G9 ! 9 +,#$&-+).$/*（ 456A&’((）9

根据溶解氧对菌株的影响，与原始菌株相比，克隆子可分为 C种类型。第一类与原始
菌株类似，产物合成对溶解氧较敏感，@;/H的装量导致产物合成降低约 I;J；第二类与原
始菌株相比，对氧的敏感度降低，在本实验条件下，溶解氧的下降对产物合成的负作用比

原始菌株低，@;/H装量下降 =;J左右；第三类克隆子的产物合成对氧的敏感程度同样比
原始菌株低，@;/H装量的产物合成量同原始菌株相比，高 G;J K @;J。
对第一类工程菌在低溶氧条件下的 123表达进行了 "#吸收检测，检测结果（未列

出）表明，123表达量极低，几乎检测不出。但此类菌仍有硫链丝菌素（-+’）抗性，这表明转
入的外源基因可能发生了缺失或其他原因，从而导致 456 的表达受到影响。

123在第二类工程菌成功表达，C;/H装量与 @;/H装量的产物合成与原始菌株相比
相差不大，但细胞的生产能力却比原始菌株降低。这表明对链霉菌细胞进行原生质体制

备、转化和外源基因的转入等操作影响了其生长代谢特性。在链霉菌生长代谢及保存过

程中，链霉菌基因组易产生缺失或扩增，影响其原有的生长代谢特性，产生新的遗传特征。

在外源 LMN转化过程中，原生质体制备及 OPQ的处理都可能导致链霉菌发生突变［:;］，对
其生长代谢特性带来影响。同时，转入的外源 LMN的表达也可能影响细胞原有的生长代
谢特性。因此，在本实验条件下，操作过程可能导致链霉菌发生突变，影响产物的合成。

第三类工程菌的产物合成能力在溶解氧较高的条件下与原始菌株相比，没有发生改

变。但在低氧条件下，123的表达，促进了氧的传输，有效地提高了氧的利用，对金霉素的
合成起了积极的促进作用，工程菌的产物合成比原始菌株有显著提高。

R!7)060［I］报道用天然启动子在链霉菌内进行表达 123，在限氧条件下促进了菌体生
长和产物合成。崔风文报道［::］，456 天然启动子在链霉菌中不能表达，,>?@<<A,B":<AE73
构成的穿梭质粒在链霉菌中表达 123，是因为 456 位于 O6!*启动子下游，由 O6!*启动子表
达 12S，而非 456 天然启动子表达 123。
!34 利用 5 ,%, 在金色链霉菌中表达 "#$
质粒 ,STC==带有一个四环素抗性（’(-’）基因，编码一 C<<个氨基酸的膜结合蛋白，可

阻止四环素进入细胞。在 7./$!与 8+’2>酶切位点之间，长 CG@3,的基因片段为四环素
抗性基因启动子［:=］，将其替代 456 的天然启动子（从 456 基因中切去 7./$!与 9-1"之间
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片段），利用抗性基因启动子表达透明颤菌血红蛋白。利用质粒 !"#$%%（ !"#）和质粒
!&’()%构建大肠杆菌*链霉菌穿梭质粒（图 $）。实验结果表明（图 %+，图 ,），利用 - $%$ 在金
色链霉菌中可表达 ./+蛋白。

表 ! 工程菌与原始菌株的发酵特性比较
01+23 4 567!189:6; 6< <3873;=1=96; >?181>=389:=9>: +3=@33; 3;A9;3389;A :=819; 1;B >6;=86

!
!!!!

2 :=819;

C6D
505 E932BF（GF7H）

1 +
521::9<9>1=96; C6D

505 E932BF（GF7H）

1 +

!!

521::9<9>1=96;

!!

56;=862 I4)) %J,) %J $%)) %($) %

!!

4 I)K) $L%) $ %( I%)) $KI) $

!!
% I%4) %K)) 4 %K $%)) %JI) %

!!
$ ,L%) %I$) 4 %L ,I)) %JI) 4

!!
, %K)) %JI) % $) $4%) %L$) %

!!

I I%J) ,)%) $ $4 I$%) ,)4) $

!!

J $4%) %KL) % $% I))) %I)) 4

!!

( ,LK) %,)) 4 $$ I%)) $J)) $

!!

K %LK) %()) % $, I$)) $,%) $

!!

L $%4) %K%) % $I ,%)) $4)) $

!!

4) I4)) $K%) $ $J %$)) 4J)) 4

!!

44 I%$) ,%J) $ $( $%)) 4$)) 4

!!

4% $L)) $4)) % $K I%I) $K%) $

!!

4$ ,I)) %I)) 4 $L I%$) %JI) 4

!!

4, I$)) $JI) $ ,) I4%) $I)) $

!!

4I ,4)) $4)) % ,4 I)J) ,)%) $

!!

4J I$4) %K$) 4 ,% ,K)) %J)) 4

!!

4( ,I)) $%)) $ ,$ %L)) 4LJ) 4

!!

4K $I)) %($) % ,, $K)) %(K) %

!!

4L I))) %J4) 4 ,I ,LK) $I)) $

!!

%) I,)) $K%) $ ,J I%,) $(J) $

!!

%4 $L)) %J$) 4 ,( $4%) %()) %

!!

%% I4)) $I)) $ ,K IJ%) ,)I) $

!!

%$ ,LL) $,J) $ ,L $%I) %)4) 4

!!

%, %J)) %$)) % I) I$%) %J)) 4

%I I$)) %J%) 4

1：$)7H >6;=3;= 9; %I)7H :?1M3 <21:M:；+：J)7H >6;=3;= 9; %I)7H :?1M3 <21:M:D

在 %I)7H摇瓶中，分别在 $)7H和 J)7H装量条件下，研究了 ./+表达对金色链霉菌
的影响。结果表明，在 $)7H装量的条件下，可保证氧的充分供给，工程菌株与原始菌株
相比（分别为 I%))GF7H，I%%)GF7H），金霉素产量无明显差异。以四环素抗性基因启动子带
动的 !"# 在高氧条件下仍有表达，不受溶解氧浓度调控。在本实验条件下的表达量对金
霉素的产生未产生干扰。5N吸收实验表明，天然启动子在此条件下，未见 !"# 的表达。
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图 ! 含 "!"! 穿梭质粒的构建
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. )/,**01 203)4"5 6"*/ 7 !"!

图 # 金色链霉菌中利用 "!"! 表达的
$%&的 ’(差光光谱

!"#$8 &9 5"..1+1(-1 )21-*+,4 ’. :;< 1=2+1))15 <>

7 !"! "( ?*+12*’4>-1) 3,+1’.3-"1()

)*# 局部供氧不足条件下 $%&表达对金霉
素合成的影响

在实际发酵过程中，由于搅拌、通气或发

酵罐结构等因素，可能造成局部供氧不足，通

过 #$% 的表达，可降低由于局部供氧不足带
来的影响。虽然在低氧条件下，#$% 天然启
动子在金色链霉菌中可诱导透明颤菌血红蛋

白表达，提高氧的传递效率。但由于低氧诱

导至产物生成需一定的时间，而局部缺氧区

内的菌体处于不断交替状态，因此仅通过低

氧诱导 #$%，对于存在局部供氧不足的发酵
过程提高供氧的效果可能不显著。本研究根据金色链霉菌在发酵过程产生一定量四环素

的特点，利用四环素抗性基因启动子替换 #$% 的天然启动子，在发酵过程中 #$% 始终存在
一定的表达，在低氧条件下可保证 :;<较迅速地发挥氧传递作用。

表 ) 间歇停摇床转动对不同菌株产物合成的影响
@3<01 A B..1-* ’. "(*1+4"))"’( ’. )/3C1+ +’*3*"’( ’( <"’)>(*/1)") ’. 2+’5,-*

?*+3"()
&@& 2+’5,-*"’( +3*1D（,D4E·/）

&’(*+’0 F’ )/3C"(# "(*1+4"**1(*0>
?*+3"(（-’(*+’0） GHIJ JKIA
B(#"(11+"(# )*3"(（6"*/ 7#$%） GJIK HJIL
B(#"(11+"(# )*3"(（6"*/ 7 !"!） GKIM K%I%

在 产 物 合 成 期

（8L/），在摇床条件下，
采用中间停搅拌的方式

（每 N/将摇床停 L4"(），
模拟发酵过程中局部溶

氧不足的现象。实验结
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果表明（表 !），在产物合成期，间歇停搅拌对金霉素的合成产生了一定的影响，原始菌株
的金霉素合成速率降低了约 "#$。%号克隆子的金霉素合成速率降低了 !%$，而采用四
环素抗性基因启动子表达 !"# 的 !号克隆子，金霉素的合成速率仅降低 %&$。表明 ’()
对氧传递速率有明显的促进作用，同时，在菌体内维持一定含量（低水平）的 ’()（采用组
成型或其他类型诱导的启动子），对于在发酵过程中存在局部供氧不足的情况，具有更显

著的作用。与天然启动子相比，可缩短由于 ’()重新合成所需的时间，更有效及时地发
挥其促进氧传递的作用。
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