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摘 要：利用四环素抗性基因启动子在金色链霉菌中表达透明颤菌血红蛋白基因。在 386 发

酵罐中研究了工程菌株的生长代谢特性。在溶解氧充足的条件下，透明颤菌血红蛋白表达，

对金色链霉菌生长代谢未产生明显影响，工程菌株与参比菌株的生长代谢特性基本一致，工

程菌株和参比菌株金霉素最终浓度分别为 ""/#7*98:、""$/2*98:。在低溶解氧条件下，透明
颤菌血红蛋白的表达，可促进金色链霉菌菌体生长、菌丝活力保持和金霉素的合成：工程菌菌

体浓度比参比菌株高 7; < 3#;，产物合成提高 33=!;。
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氧是好气性微生物进行能量代谢的重要物质，在正常状态下，空气中的氧在培养基中

的溶解度大约只有 #="78&’986 左右，而培养液中的氧还须经过气膜、液膜、细胞团块、细

胞膜等一系列传递过程最后进入细胞内到达呼吸链，此过程需要克服相当大的阻力［3］。

传统的抗生素工业以及近年来发展的基因工程菌高密度培养，都遇到发酵设备的供氧能

力与生产菌株对氧的需求量之间的矛盾。供氧己成为微生物工业中提高产品产量的主要

限制因素之一。提高供氧水平，通常从设备和操作角度考虑，例如，改进发酵罐设计、通气

搅拌优化配置、输入富氧或纯氧或加入化学物质增加液相中氧气的溶解度等［"］。这些方

法都着眼于提高溶氧（?@）水平或气液传质系数，虽然有一定效果，但都不同程度地受到
设备、能源或操作条件的制约，同时使发酵工业成为一个高能耗的工业。具有提高胞内氧

传递效率的透明颤菌血红蛋白的研究为解决供氧限制提供了一条新的思路［" < !］。

透明颤菌血红蛋白基因（!"#$%&’(""") AB8&+’&CDE +BEB，*+,）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［6］。本研究在金色链霉菌中利用四环素抗性基因启动

子（-#%#）表达透明颤菌血红蛋白基因，研究透明颤菌血红蛋白（ !"#$%&’("..) 1B8&+D’CDE，
%1C）表达对金色链霉菌生长代谢特性的影响。

! 材料和方法

! "! 菌株
金色链霉菌菌株（/#$%0#&12(%’ )3$%&4)("%5’）为本教研室保存；利用大肠杆菌一链霉菌穿



梭质粒为载体，采用四环素抗性基因启子表达 !"#（ !"# 由中国科学院上海生物工程中心
杨胜利院士馈赠），构建可表达 !"#的金色链霉菌工程菌［$］。
! "# 培养基
金色链霉菌斜面培养基：麸皮 %$&，琼脂 %’&，(")"%*+)’,$&，（(")）% -+)%&，葡萄糖

.’&，用水定容到 ./。
金色链霉菌种子培养基：玉米淀粉 )’&，玉米浆 .’&，黄豆饼粉 %’&，蛋白胨 0&，酵母粉

1&，232+10&，(324 %&，5%"*’) ’,.&，6&-+)’,.&，!固体淀粉酶 ’,’.，用水定容到 ./。
发酵培养基：可溶性淀粉 7’&，玉米浆 .’&，黄豆饼粉 %’&，蛋白胨 0&，酵母粉 1&，

23+10&，5%"*+) ’,.&，6&-+)’,.&，(321&，植物油 %&，!固体淀粉酶 ’,’$&，用水定容到 ./。

补料料液组成：玉米淀粉 1$’&，(324)&，232+1)&，蛋白胨 1&，玉米浆 %&，!固体淀粉酶

’,’1&，用水定容到 ./。
! "$ 培养方法
斜面培养：取 %’"/甘油保存的金色链霉菌孢子悬液，接到斜面均匀画线后，1%8培

养，$9后取出，放入 )8冰箱保存待用。
种子发酵：用无菌水洗涤斜面，制备孢子悬液，接入种子罐（.$’/ 罐，消后培养基

.’’/），1%8培养，%%:后接种至发酵罐。
金色链霉菌连续补料培养：发酵过程在 .吨发酵罐中进行，装液量 $$’/，接种量 .$;

左右。1.8培养，发酵过程根据总糖浓度进行连续补料，总糖浓度控制在 %; < 1;。通
过补 %’;的氨水，控制发酵液 ="在 $,> ? ’,.。通过控制曝气速率和搅拌转速，进行培养
过程溶解氧的调节。

!%& 分析测定方法
菌体浓度：采用离心法计量，取一定量发酵液，加入泡敌消泡后，1$’ @ ABC离心 $ABC，

计算固形物体积占总发酵液的比例

菌体粘度：玻璃毛细管粘度计测量（浙江宁波玻璃仪器制造厂）。

="及溶解氧（D+）在线监测采用耐高温消毒 ="电极、溶氧电极（6EFF4EGHIJ4E9J）。
溶解氧电极的标定：纯水中通空气，氧达到饱和为 .’’;；用 (% 排除纯水中氧，此时

溶解氧浓度计为 ’。
总糖及金霉素（2I2）、四环素测定参见参考文献［0，7］；透明颤菌血红蛋白表达测定：2+

吸收差光光度法［K］；摄氧率测定：根据动态法测量［.］。

# 实验结果

#%! 金色链霉菌氧的利用特性
在发酵过程中，溶解氧的高低对金色链霉菌生长代谢特性有明显的影响［>］。在保证

发酵过程溶解氧充足的条件下，研究了金色链霉菌发酵过程的摄氧率变化。

研究结果表明（图 .），在对数生长期（%’: 左右），菌体的摄氧率达到最大即，
1,$AAJ4 @（A1·L），发酵进入产物合成期，摄氧率显著降低。工程菌株与参比菌株相比，摄
氧率的最大值基本一致，但工程菌株摄氧率最大值出现略迟于参比菌株。与参比菌株相
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比，工程菌的生长延迟期有所延长。

图 ! 高溶解氧条件下发酵过程金色链霉
菌摄氧率

!"#$% &’()*+ ,)(+ -. -/0#+1 "1 2-1("13-3450 .++6"1#

235(3,+ -. ! $ "#$%&’"()%*+ "1 7"#7 6"44-8+6 -/0#+1 2-19

2+1(,)("-14

!! $ "#$%&’"()%*+；"! $ "#$%&’"()%*+：,-. $

图 " 低溶解氧条件下发酵过程金色链霉
菌摄氧率

!"#$: &’()*+ ,)(+ -. -/0#+1 "1 2-1("13-3450 .++6"1#

235(3,+ -. ! $ "#$%&’"()%*+ "1 5-; 6"44-8+6 -/0#+1 2-19
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在发酵中后期，工程菌株的摄氧率明显低于参比菌株。<=>的表达，提高了氧的传递
速率，氧利用效率增加，可能致使工程菌的摄氧率低于参比菌株。在发酵中后期（?@7左
右），与工程菌株相比，参比菌株出现一小的摄氧率高峰（%A@BB-5 C（BD·4））。表明参比菌
株可能出现二次生长现象。而工程菌的摄氧率在整个发酵中后期较平稳，维持在

EA?@BB-5F（BD·4）左右。
在低溶解氧条件下（%@G），工程菌株的摄氧率与参比菌株基本一致（图 :）。发酵前

期（对数生长期）与正常溶解氧条件的参比菌株相比，低溶解氧条件下的参比菌株延迟期

有所增长：工程菌株与正常溶解氧条件的耗氧特性相比，未出现明显差异，这表明参比菌

株呼吸代谢特性受溶解氧变化影响的程度更大。

" #" <=>的表达对正常发酵过程金色链霉菌的影响
在金霉素发酵过程中，控制溶解氧浓度高于 DEG，研究在高溶解氧的条件下，<=>的

表达对金色链霉菌生长代谢特性的影响。

"$"$! 菌体生长特性：实验结果表明，在溶解氧较高的条件下，<=>可以正常的表达（HI
吸收差光数据未列出）。<=>的表达，未对金色链霉菌的生长产生明显的影响（图 D）。但
中后期，工程菌的菌浓略低于参比菌株。

在链霉菌发酵过程中，菌丝粘度是衡量菌体活力的一个重要指标。当菌丝活力较高

时，金色链霉菌菌丝相互交织在一起，呈网状结构，发酵液的粘度较高。当菌丝出现老化

或其他异常现象，导致菌丝断裂变短，交织能力降低，则发酵液粘度变小。图 D表明，发酵
中后期工程菌菌量虽略低于参比菌株，但菌丝粘度在发酵中期明显高与参比菌株，说明工

程菌的菌丝在发酵中期仍可保持较好的形态及活力。

"$"$" 糖的消耗及产物合成：金霉素发酵过程中，淀粉是主要的碳源物质。在溶解氧充
足的发酵过程中，工程菌株与对照菌株的淀粉消耗速度基本一致（图 J）。在中后期（K% L
MN7），工程菌株对淀粉消耗的速度略高于对照菌株，工程菌株的活力高于对比菌株，可能
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是其底物消耗速度略同的主要原因。

图 ! 正常发酵过程菌体生长对比
!"#$% &’()*+",’- ’. (/012"3( #+’456 "- .1+(1-5*5"’- ’.

! $ "#$%&’"()%*+

7/012"3( 0’-01-5+*5"’-,：! ! $ "#$%&’"()%*+；" ! $ "#$%&’",

()%*+；8",0"9"5/；#! $ "#$%&’"()%*+；$! $ "#$%&’"()%*+：-./ $

图 " 在正常溶解氧状态下底物消耗和产物合成
!"#$ : ;5"2"<*5"’- +*51 ’. ,5*+06 *-9 )+’9305"’- +*51 ’.

&=& "- 6"#6 9",,’2>19 ’?/#1- 0’-01-5+*5"’-,

@A,’+)5"’- +*51 ’. ,5*+06：#! $ 0#$%&’"()%*+；$! $ "#$%&’",

()%*+：-./；B+’9305"’- +*51：!! $ 0#$%&’"()%*+；" ! $ "#$%&,

’"()%*+：-./ $

图 # 低溶解氧下发酵过程菌体生长对比
!"#$C &’()*+",’- ’. (/012"3( #+’456 "- .1+(1-5*5"’-
"- 2’41+ 9",,’2>19 ’?/#1- 0’-01-5+*5"’-, 7/012"3(
0’-01-5+*5"’-,：! ! $ "#$%&’"()%*+；" ! $ "#$%&’"()%*+：
-./；8",0"9"5/：#! $ "#$%&’"()%*+；$! $ "#$%&’"()%*+：

-./）$

表 $ 金色链霉菌发酵终产物浓度
=*A21 D B+’9305 0’-01-5+*5"’- ’. ! $ "#%&’"()%*+

.1+(1-5*5"’- )+’01,,

E5+*"-, &62’+515+*0/02"-1F（3F(G） =15+*0/02"-1F（3F(G）

! $ "#%&’"()%*+ HHIJK DIJK

! $ "#%&’"()%*+：-./ HHJLC HDDC

在金色链霉菌生长对数期的

后期，胞内金霉素开始大量合成。

在 H%6左右，金霉素达到最大合
成速率，随着发酵进行，金霉素的

合成速率缓慢下降，到发酵末期，

金霉素合成速率略有回升。从发

酵过程产物合成的对比表明，在发酵中前期工程菌株的产物合成速率略低于参比菌株：发

酵中后期，工程菌株保持较为稳定的产物合成速率，金霉素合成速度高于参比菌株。在发

酵结束时，工程菌和参比菌株的金霉浓度分别为 HHJLC3F(G、HHIJ3F(G（表 D），基本一致，
未产生明显差别；工程菌的副产物四环素浓度略高于参比菌株。

% &! 在低溶解氧条件下金色链霉菌生长代谢特性的研究
在发酵过程中，通过调节搅拌转速和曝

气速率，将溶解氧浓度控制在 DCM左右。在
低溶解氧条件下，研究 8NA表达对金色链霉
菌生长代谢特性的影响。

%’!’$ 菌体生长特性：实验结果表明（图 C），
在整个发酵过程中，工程菌的菌体浓度高于

对照菌株。在低溶解氧的条件下，8NA的表
达对菌体生长有着明显的促进作用。在整个

发酵过程，工程菌株的菌体浓度比参比菌株

的菌体浓度高 CM O DLM。
从发酵过程菌体的粘度变化结果（图 C）

可以看出，发酵中后期，对照菌株的粘度迅速
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降低至 !"，而工程菌株在发酵中后期可保持较高的粘度，表明菌体可保持一定的活力。
发酵中期菌丝形态的对比表明（图 #，$），工程菌株的菌丝粗壮，菌丝长，交联状态较好；参
比菌株的菌丝内空泡比工程菌株多，菌丝偏短，断裂菌丝多，交联度低于工程菌株。

图 ! 低溶解氧下工程菌菌丝形态（"#$）
%&’( # )*+,-&./ 01 ! ( "#$%&’()*%+(；,-. &2 -03,4

5&""0-6,5 07*’,2 +02+,28498&02"（:;<）

图 % 低溶解氧下参比菌株菌丝形态（"#$）
%&’( $ )*+,-&./ 01 ! ( "#$%&’()*%+( &2 -03,4 5&""06,5

07*’,2 +02+,28498&02（:;<）

&’(’& 糖的消耗及产物合成：低溶解氧条件下，在发酵中前期，工程菌株与对照菌株的底
物代谢特性保持一致（图 =）；进入发酵中期，对照菌株的糖代谢速度略高于工程菌株；发
酵后期，对照菌株的活力降低，底物消耗速度低于工程菌株。

图 ) 在低溶解氧状态下底物消耗和产物合成
%&’(= >8&-&?98&02 498, 01 "894+< 925 @405.+8&02 498, 01

ABA &2 -03,4 5&""0-6,5 07*’,2 +02+,28498&02"

CD"04@8&02 498, 01 "894+<：!! ( /#$%&’")*%+(；"! ( "#$%0

&’")*%+(；,-.；E405.+8&02 498,：# ! ( /#$%&’")*%+；$ ! (

"#$%&’")*%+(：,-. (

与正常溶解氧条件下的发酵过程相比，;FG
的溶解氧条件下，工程菌株和参比菌株的金霉素

合成速度有一定程度地降低（图 =），其中参比菌
株的降低幅度更显著。在低溶解氧条件下的整个

发酵过程中，工程菌株的金霉素合成速度高于参

比菌株。在发酵中期，工程菌株的产物合成速度

比对照菌株高约 ;FG。在发酵前期和后期，工程
菌株的产物合成速度虽高于参比菌株，但不显著，

说明 HID的表达，在一定程度上降低了低溶解氧
对金色链霉菌代谢特性的影响，提高了金霉素的

合成速度。

发酵结束时，工程菌株的金霉素浓度为

!;J#J.K/L，比对照菌株产量（;=MJF.K/L）提供
;;N:G（表 !）。

表 & 不同溶解氧条件下金色链霉菌发酵终产物浓度
B9D-, ! E405.+8 +02+,28498&02" 01 ! ( "#%&’")*%+( 1,4/,2898&02 @40+,"" &2 5&11,4,28 OP +02+,28498&02"

Q849&2"
A<-048,849+*+-&2,K（.K/L） B,849+*+-&2,K（.K/L）

I&’< OP L03 OP I&’< OP L03 OP
! ( "#%&’")*%+( !!=M# ;=MJF ;=M# ;=MJ

! ( "#%&’")*%+(：,-. !!MJF !;J#J !;;F !J#$
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! 讨论
在金色链霉菌中表达 !"#，可促进氧在胞内的传输，降低溶解氧对代谢过程的影响。

实验结果表明（表 $），工程菌株在低溶解氧条件下产物最终浓度比正常溶解氧条件下降
低 %&；而参比菌株在低溶解氧条件下产物浓度比正常状态下降 ’()*&。
从氧的利用特性（摄氧率）、碳源消耗速度和金霉素合成的对比可以看出，在溶解氧较

为充足的条件下，工程菌株在起始阶段的生长代谢速度略低于参比菌株。是否由于 !"#
的表达影响了金色链霉菌初始阶段的生长代谢，尚待进一步研究。

在溶解氧充足的条件下，发酵中后期工程菌的菌丝量略低于参比菌株。+,-./［*］在将
!"# 转入红霉素产生菌 $%&&"’()*+,)(’% -’+."’%-% 后，在发酵中后期，也观察到工程菌菌株的
蛋白含量低于参比菌株的现象。+,-./认为 !"#的表达可能对菌体的生长过程产生了一
定程度的影响。但菌丝粘度变化和菌丝形态观察结果表明，!"#的表达有助于菌体在中
后期保持稳定的活力，保证产物在中后期的合成速度。

低溶解氧条件下（’0&），在发酵前期，溶解氧浓度变化对工程菌株和参比菌株的影响
相对较小（图 1 2 0）；进入发酵中后期，金色链霉菌生长代谢受溶解氧的影响变大，!"#的
表达对菌体的生长和产物代谢有了明显的促进作用，菌体浓度提高 0&，产物浓度提高
’’)*&。
上述这种变化可能同金色链霉菌在不同发酵时期胞内的生理状态有关：对数生长期，

金色链霉菌胞内负责能量生成的电子传递酶系活力或酶量较高，因此细胞对氧有较高的

传递速率和利用效率，!"#表达与否，对金色链霉菌生长代谢影响较小；发酵进入产物合
成期，胞内的生理状态发生改变，负责氧利用的电子传递链酶系的活力降低，氧的传递速

率受到影响，此时氧的传递在很大程度上可能靠胞内外的氧分压差作为动力实现。而氧

为一种难溶气体，所提供的分压差较小，因此胞内氧传递速率较低，此时无论在低溶解氧

或高溶解氧（13& 2 03&）条件下，!"#表达，都可提高氧的传递效率，有利于增强菌体的
生长和产物代谢。
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