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微生物在低溶氧条件下的生理活性通常与通气或无氧条件下的细胞不同。许多事实表明，低溶氧

水平将改变细胞生理学。例如，对严格好氧菌，低溶氧值可改变它形成细胞内膜的能力（如灰色固氮杆

菌，!"#$#%&’$()*+,(-&,.++）或引起96:中间产物的形成和释放（如真养产碱杆菌，!-’&-+/(,(0(1$)#2
3410）；而对兼性好氧菌，低溶氧水平则改变某些酶的活性以及呼吸链的构型［$］。同时，生物反应器的空
间多相性有可能导致极低的溶氧水平，因此在大规模细胞培养或高密度发酵如补料分批培养和固定化

细胞系统中，供氧问题尤为突出。解决该问题的传统方法一般都局限于提高细胞生长环境中的氧气传

递性质，其中包括通入纯氧、通气／搅拌优化配置以及通过加入化学物质如正十二烷或全氟碳（;’/<=.
;44）来增加液相中氧气的溶解度［1］；解决氧需求问题的另一途径则是利用基因工程技术来提高细胞自
身对氧气的利用率。革兰氏阴性专性好氧菌—透明颤菌（5+$)(#0’+--&）于微氧条件下可以合成一种类似
于血红蛋白的可溶物质，即为透明颤菌血红蛋白（&>,/.’?+>((<@.A’B(’->=，&@-）［!］。利用&@-在其它菌
种中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很大的科学意义，并可能带来

巨大的经济效益。

! 5+$)(#0’+--&菌的研究进展
早在$28%年，6’C=就描述了一类与透明颤菌（5+$)(#0’+--&）类似的无色、滑动、细菌状微生物，但直

到$"3"年，才由DEF/>=B?C.>A培养、描述并命名。DEF/>=B?C.>A定义了一个新的菌科，即：&>,/.’?+>(5
(<+.<+.，并于$"#$年以菌体藻丝尺寸、形态结构及生长特性等为依据分类描述了六种5+$)(#0’+--&菌［3］。
此后，F/>=B?C.>A，6’?,./,’=，@<B.<B.，GH//<I和J/K>=等人先后对透明颤菌的菌落形态、结构及特性等
各方面都进行了细致的研究，并取得了大量成果。随着研究的深入，5+$)(#0’+--&属划归为J.BB><,’<+.<.
科，且LMN,/’C(和9GN+CA>O,等人（$"24）指出，所有5+$)(#0’+--&菌的细胞壁均包含相应于细胞质
膜、肽聚糖层和脂多糖层的层次结构，因此它属于革兰氏阴性菌［#］。

" 透明颤菌血红蛋白的结构及特性
透明颤菌最重要的应用特性是其可合成一种血红蛋白类似物。$"83!$"88年，P<(.:L.-?,./等

人从5+$)(#0’+--&中提取并纯化得到了一种可溶性物质，命名为细胞色素#（6I,’+C/’A.#，6I#），实际上
即为现在的&@-。研究发现，该可溶性6I#在不同的环境条件下可呈现三种不同的状态，即氧化态、还
原态以及氧合态，并可以相互转化。其中，还原态6I#是生理活性态，而氧合态6I#则是呼吸细胞中最



重要的稳定形式，它在!""#$，!%%#$和%&’#$处有最大吸收峰。若向溶液中鼓入()气体，则可形成

(*+!"#复合物，在$%%&’，$($&’和)*+&’，呈现特征吸收峰［%］。

图* 透明颤菌血红蛋白的三维结构

*+,%年，由于真正的"-+的发现以及同氧
合肌红蛋白等的对比研究，人们发现，从,-./01
+23-445中提取的所谓的可溶性"-+实际上是一
种透明颤菌血红蛋白（./012345/66782’3963:/&，

.;:）［<］。它含有*)%个氨基酸残基，带有两个
相对分子量为*$，<<$的亚基。研究不同植物
和动物的;:4表明，它们具有相同的基因起
点。同时，氨基酸序列分析表明，.;:与其它

;:4具有很高的同源性，尤其是与黄羽扇豆血
红蛋白（=2663>6?@/&A29;:），同源性高达

B)C。

.;:同其它血红蛋白的同源性扩展到螺
旋构型D，"，E，F，G和;；其立体结构如图*所
示［,］。计算机分析可知，.;:与不同的细胞色
素之间并不存在显著的同源性。但在基本序列

中不同血红蛋白与:!型细胞色素的类似性使

H?&&2971提出，所有的血红蛋白均是单一种源
的，其共同祖先为:!型细胞色素。而细菌血红

蛋白的存在则隐含表明这一共同祖先可能是细菌:!型细胞色素［<］。

! 透明颤菌血红蛋白基因克隆、表达及调控
直到八十年代中期以前，学者们一直认为，可溶性"-+在细胞呼吸中作为一种终端氧化酶而起作

用。*+,%年，=?07I7#1//和J762KL2:4021对.;:与#B及.;:与"#结合的动力学进行了讨论，并指

出.;:可能是作为#B的载体和贮存物而起作用
［+］。J/I48/0和L2:4021（*+,,）在一系列分离、纯化的基

础上，测定了透明颤菌血红蛋白基因（./012345/66782’3963:/&92&2，678）的氨基酸序列，并通过设计混合
寡脱氧核苷探针与透明颤菌基因组JMK进行杂交，分析出了678基因的可能位区；随后进行了透明颤
菌基因文库的构建，678基因克隆以及一系列基因位点剪切分析。结果发现，678基因位于*N)I:的

9-#:!!;54"片段上，且此678基因片段携带内启动子，而不受载体启动子的控制［*O］。同年，P83467和

D7/62-进行了一系列678基因的克隆实验，并指出678基因位于约*N*I:的9-#:!!;<="片段上；当

678基因在重组大肠杆菌中表达时，通过有无QRSG诱导的对比，同样得出了678是以自身启动子启动
表达的结论［**］。其后，吴奕，杨胜利等人将*N)I:的9-#:!!>5$9"基因片段以及>5$9"!?2."片
段分别插入不同质粒的相应位点，构建了有效表达.;:的新质粒系列［*B］。

J/I48/0和L2:4021通过将克隆的678基因与透明颤菌的全HMK进行杂交，确定了678专一性转录
产物（.;:）及其长度；678基因编码*)%个氨基酸残基，且它是编码该转录产物的唯一基因。在重组大
肠杆菌中表达的.;:的存在状态与透明颤菌中.;:的状态相一致，即：其最重要的功能状态是活性氧
合态（#T-82’3963:/&），而缺氧时则转化为还原态（二价铁）。实验表明，在上述细胞中，.;:一般以具有
生理活性的亚铁形式存在，而MKJ;!’20;:还原酶则是该状态得以存在的保证［**］。

*+,+年，J/I48/0等人对.;:表达过程中最重要的两种酶的活性及功能进行了细致的研究及讨论：
其一是血红素合成过程所必需的#!氨基!$!酮戊酸合成酶（KAKU），其二则是保持.;:生理活性亚铁状
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态所必需的!"#$高铁血红蛋白还原酶（!"#$%&’($)）［*+］。同年，,-./01和2130’4对!"#基因的进一
步研究表明，在重组大肠杆菌中!"#启动子的调控处于转录水平且受氧调控，而!"#基因上游两个启动
子的存在则表明它在总体表达水平上涉及很多因素。当!"#基因启动子部分缺失时，它在任何培养条
件下都不能得到表达。同时，他们进一步指出，从!"#基因中分离的启动子可以用于好氧菌中克隆基因
产品的高水平表达，它不需昂贵的诱导剂以及温度突变，因此前景十分诱人［*5］。*667年，,-./01和213%
0’4等人又指出，相对于将内启动子控制下的!"#基因插入染色体的单拷贝而言，!"#基因的多拷贝数
并不能提供更大的生长增量，且单拷贝菌还具有更实际意义上的基因稳定性［+］。为此，吴奕，杨胜利等

（*668）运用同源基因交换法将!"#基因整合到宿主菌$%&’()9:*7;的染色体上，得到新的宿主细胞

<=*，且由于!"#基因的整合，<=*菌株成为苏氨酸营养缺陷型［*;］。研究表明，<$)的表达使整合型
宿主<=*比一般的大肠杆菌更适合高密度培养。

! 透明颤菌血红蛋白的生理功能
血红蛋白的氧扩散促进假说最初是由9.>1(-1>2?3((’>)’@A于*688年首先提出，它表明血红蛋白

能够通过与自由氧的不可逆结合以及氧合物的转移扩散来促进氧传递。为了解释透明颤菌血红蛋白的

作用机制，,-./01提出了两个假说：其一即为扩散促进假说，指出<$)的存在可以提高缺氧条件下将BC
传递到一种或几种终端氧化酶的传氧通量；另一假说可称为胞内氧化还原效应物假说，它指出氧合<$)
（它可以是一个传感器，一个调控子，甚至是一种呼吸酶的变构位点）影响了细胞内一些关键的氧化还原

敏感分子的活性，该影响反过来即可引起能量代谢效率的提高。在蛋白质合成的动力学研究中表明，

<$)的促进作用受限氧条件的制约。因此可以假设，<$)的更大作用可能体现在专性好氧菌，而非兼
性好氧菌上［+］。

*6D6年，,-./01和2130’4指出，大肠杆菌的好氧呼吸器位于细胞内膜，带有一个朝向细胞质膜的氧
结合位点。而生物化学和基因上的证据都表明$%&’()%<$)有一部分输出到了周质空间；对*)+,-’.&)(/
(0%<$)的定位研究同样定性得到类似结果。实验表明，在重组大肠杆菌或透明颤菌中大约有*／+!*／C
的活性血红蛋白（$)）被运输到周质空间，因此，周质空间中含有全细胞+;E!5;E的$)活性。此外，
细胞质膜内部和周质空间中的$)还具有相同的分子量。在这两部分的$)中，前*;个氨基酸相同且
与以前的研究相符。$%&’()%<$)和*)+,-’.&)((0%<$)的这种空间分布使学者们对其功能又作出了种种
假设［*8］，并发现氧合态的形成是蛋白发挥生理功能的必要条件，且对细胞的促进作用是该蛋白自身的

功能，而不是细胞在基因水平上的二次应答。

*66C年，#3F/-3(，G3>以及?’)/(’@等人指出专性好氧菌*)+,-’.&)((0具有两种特殊的呼吸特性：首
先它含有到目前为止研究得最为透彻的细菌血红蛋白（<$)）；其次，在它的呼吸链中以!1H为动力，而
不是大肠杆菌中的$H泵。此外，他们还提出在大肠杆菌转化株的细胞质中可能存在下列反应循环：

<$)（I’"）HC$HHBC!<$)（I’#）H$CBC
$CBC!$CBH*／CBC

<$)（I’#）HC’J!<$)（I’"）

!’(： C$HHC’JH*／CBC!$CB
这也即大肠杆菌在正常通气条件下通过电子传递链进行的净反应，而最后与氧气的反应则由细胞色素

’或1（K4’或K41）这两种终端氧化酶催化［*L］。

*665年，,1003.等人提出，<$)提高了限氧条件下胞内有效溶氧浓度，因而改变了终端氧化酶的相
对活性，提高了质子泵的效率，最终提高了"MN产物的效率。此外，他们还提出了BC与<$)的可逆结
合方程。N-303OPM/13（*66;）等人的研究也表明，<$)在大肠杆菌中的表达提高了终端氧化酶的水平和
活性，从而促进了微生物好氧呼吸的效率和生长。实验证明，<$)的存在提高了终端氧化酶K4’的活
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性，进而提高了大肠杆菌中的氧传递速率!"#。此外，他们还通过酶动力学分析估计了$%&对氧亲和
力增大及!’降低的影响程度［()］。
在上述研究基础上，吴奕等提出了末端电子受体假说，认为氧合态$%&是作为末端电子受体参与

大肠杆菌呼吸链的末端氧化过程。他们还依据这一假说定量研究了$%&对大肠杆菌能量代谢的影
响［(*］。

! $%&在发酵工业上的应用及前景展望［+,］

自从$%&在大肠杆菌中成功地进行表达以来，它已越来越多地应用到微生物发酵工业的许多领
域，并取得了显著效果。

(**,年，-./01234和56&0761等人将$%&应用于!8淀粉酶的生产，发现$%&对!8淀粉酶产量的提
高具有很大的作用。此外，在溶氧水平偏低的情况下将"#$基因转入青霉素酰化酶（92:）基因工程菌中
可以明显提高92:的表达量。"#$基因不仅能在大肠杆菌中成功表达，在欧文氏菌（%&’()(*）中也同样
起作用。中国科学院上海生物工程研究中心通过实验证实，$%&在维生素;两步法生产中改善了欧文
氏菌的生产状况，且在发酵过程中，通气状况越差，$%&的效果越明显。
此外，$%&在链霉菌（+,&-.,/012-3）、酵母（+*224*&/012-32-&-"(3(*-）乃至真核生物霉菌（52&-0/)(6

7024&13/#-)70）中也都能成功表达，并大大改善发酵过程中的供氧矛盾，大幅度提高产物的产量。
综上所述，透明颤菌血红蛋白能够从分子水平上控制"#$基因克隆菌对氧气的利用能力，因此能在

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。又由于

$%&的应用不仅可以降低氧气及能量的消耗，还不需要附加的设备投资，因此可大大降低发酵成本。
可以说，$%&的发现及研究进展为利用分子克隆技术解决微生物发酵过程中的氧气供求矛盾及实现高
密度发酵培养提供了良好途径，因此$%&的研究与应用必将成为发酵工业中的一项关键技术，具有十
分光明的前景。
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