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透明颤菌血红蛋白在产聚 γ-谷氨酸 
地衣芽胞杆菌 WX-02 中的表达 

熊  欢  魏雪团  冀志霞  孙  明  陈守文*

(华中农业大学农业微生物学国家重点实验室  武汉  430070) 

 
 

摘  要: 聚 γ-谷氨酸(γ-PGA)是一种应用前景良好的生物高分子材料。通过构建含有 α-淀粉酶

(amyE)基因两端交换臂的整合载体 pDG1730-vgb, 将透明颤菌血红蛋白基因(vgb)整合到聚 γ-谷氨

酸生产菌株地衣芽胞杆菌(Bacillus licheniformis)WX-02 染色体中, 获得重组子 M2。一氧化碳差光

光谱结果验证 M2 中表达了有活性的血红蛋白, 3 L 发酵罐分批发酵结果显示 M2 的生物量比出发

菌株 WX-02 提高了 25.5%, γ-PGA 产量提高了 20%。 
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Abstract: Poly γ-glutamate is a biopolymer material that has a good application prospect. The Vitreoscilla 
hemoglobin(VHb) gene was integrated into the chromosome of Bacillus licheniformis WX-02 by integrative 
vector pDG1730-vgb. The expression of VHb was confirmed by CO-difference spectra analysis. It was 
shown by the results of batch cultures in a 3 L bioreactor that biomass and γ-PGA obtained in the recombi-
nant M2 were 25.5 % and 20% higher than those of the control respectively. 
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聚γ-谷氨酸(Poly γ-glutamic acid, γ-PGA)是由微
生物合成的细胞外氨基酸聚合物, 由D型和L型-谷
氨酸通过γ-酰胺键连接而成。γ-PGA具有保湿性和可
生物降解等许多优良的理化和生物学特性, 可以作
为药物载体、食品增稠剂、矿物营养促进吸收剂、

保水剂以及絮凝剂等, 广泛地应用于医药、食品、
轻化工、环保和农业等领域[1]。γ-PGA相对分子质量

一般在 100 kD~10000 kD, 发酵过程中γ-PGA的产生
使发酵液粘度增大, 影响发酵液中氧的传递, 导致
溶氧受到限制[2]。地衣芽胞杆菌ATCC9945A发酵生
产γ-PGA的过程中溶氧非常关键, 增加氧气的供应, 
能使生物量加倍, 碳源利用速率加快, γ-PGA的产量
提高[3]。解决供氧的方法有提高搅拌转速、优化搅

拌配置、增加通气量等, 但这些措施会增加生产成
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本[4]。研究表明, VHb蛋白在宿主中的表达可降低重
组细胞对溶氧的敏感程度, 使之适应较低的溶氧水
平, 有利于重组细胞的生长和相应目的产物的合成
[5]。VHb基因已在多种异源宿主, 包括细菌、酵母和
动植物细胞中成功表达, 它能明显改善异源宿主在
限氧条件下的生长, 提高宿主生物量和促进次级代
谢[6,7]。 

本研究将 VHb 基因构建到整合载体 pDG1730
上, 通过 amyE 整合位点, 将 VHb 基因整合到地衣
芽胞杆菌染色体上, 以期提高地衣芽胞杆菌 WX-02
分批发酵的生物量及聚 γ-谷氨酸的产量。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及质粒：地衣芽胞杆菌(Bacillus licheni- 
formis)WX-02 为本实验室选育 , 其保藏编号为
CCTCC No： M208065。大肠杆菌 (Escherichia 
coli)TG1, 带卡那霉素抗性基因 (Kanr)的质粒
pDG780[8], 带vgb的质粒pEG491-vgb+为本实验室构

建 保 存 , 含 α- 淀 粉 酶 基 因 片 段 的 整 合 载 体
pDG1730[9]由华中农业大学农业微生物重点实验室

芽胞杆菌分子生物学实验室提供。 
1.1.2  工具酶及试剂：限制性内切酶、T4 连接酶、
rTaq 酶、DNA分子量标准均为 TaKaRa公司产品。
其它常规试剂采用进口分装或国产分析纯。 
1.1.3  培养基及抗生素：大肠杆菌和地衣芽胞杆菌

培养采用 LB培养基：NaCl 1.0 g/L, 蛋白胨 1.0 g/L, 
酵母粉 0.5 g/L。地衣芽胞杆菌感受态制备用培养基
参见文献[8]。地衣芽胞杆菌发酵培养基：葡萄糖  
70 g/L, 谷氨酸钠 70 g/L, 柠檬酸钠 5 g/L, 硫酸铵 
6 g/L, K2HPO4 1.0 g/L, MgSO4⋅7H2O 0.5 g/L。整合转
化子筛选平板中卡那霉素(Kan)浓度 10 μg/mL。 
1.1.4  主要仪器：Beckman coulter DU8000紫外分
光光度计。Agilent 1200液相色谱仪, 美国安捷伦科
技公司。3 L发酵罐 NBS Bioflo 110 (New Brunswick 
Scientific Co., USA)。  

1.2  方法 
1.2.1  地衣芽胞杆菌染色体提取及转化：方法同枯

草芽胞杆菌染色体的提取及转化, 参见文献[9]。 
1.2.2  大肠杆菌质粒的提取、酶切、连接和转化：

参见文献[10]。 
1.2.3  血红蛋白整合表达的PCR验证：引物扩增

VHb基因, 产物 1247 bp, 在vgbL和vgbR引物 5′端分

别引入HindⅢ位点和BamHⅠ位点 (下划线部分 ), 
vgbL ： 5′-GTCAAGCTTTCTTGTTGAATTATT 
ACCAAAA-3′, vgbR：5′-CGTGAATTCTTATTCAAC 
CGCTTGAGCGTA-3′, 引物由北京奥科公司合成。
PCR反应条件: 95°C 5 min; 95°C 45 s , 55°C 50 s , 
72°C 70 s , 30个循环; 72°C延伸 10 min。 
1.2.4  一氧化碳差光光谱法：检测透明颤菌血红蛋

白的表达活性, 参见文献[8]。 
1.2.5  摇瓶培养条件：250 mL摇瓶, 装液量 50 mL, 
接种量 2%, 发酵温度 37°C, 转速 180 r/min, 发酵时
间 36 h。 
1.2.6  发酵罐培养条件：3.0 L发酵罐, 装液量 1.5 L, 
接种量 2%, 发酵温度 37°C, 搅拌转速 600 r/min, 通
气量 2 L/min, 发酵时间 36 h。 
1.2.7  生物量测定：摇瓶发酵生物量测定：取 5 mL
发酵液, 离心去上清液, 沉淀用蒸馏水洗涤 3次, 离
心收集菌体, 于 80°C 烘干至恒重, 用分析天平测定
其重量。 

发酵罐发酵生物量测定：取 1 mL发酵液, 离心
去上清液, 蒸馏水洗涤 3次, 离心收集菌体, 稀释一
定倍数后测定 600 nm处的吸光值。 
1.2.8  聚 γ-谷氨酸含量的测定：一定体积去菌体的

发酵上清液 , 加等体积的浓盐酸 , 真空条件下
110°C水解 24 h, 水解完毕后用NaOH调 pH至中性, 
定容至一定体积, 高效液相色谱法测定水解液中谷
氨酸浓度。依据水解前后发酵液中谷氨酸含量的差

值计算 γ-PGA含量。 
高效液相法测定谷氨酸：待检测的样品经 

0.22 µm膜过滤后用Agilent 1200液相色谱仪检测(色
谱柱为Lichrospher C18, 规格：25 cm×4.6 mm), 检测
波长 210 nm, 流动相为 100 mmol/L KH2PO4加 5.0%
甲醇(磷酸调pH值至 2.5), 流速 1.0 mL/min。 
聚 γ-谷氨酸浓度=(样品水解后谷氨酸浓度− 

样品水解前谷氨酸浓度)×129/147 

2  结果 

2.1  整合载体 pDG1730-vgb 的构建 
质粒pEG491-vgb+经BamHⅠ和HindⅢ双酶切得

到 1.2 kb血红蛋白基因(vgb)片段, 该vgb片段带有芽
胞杆菌编码乙酰高丝氨酸内酯(AHL)自身诱导物(AI)
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合成酶 luxS基因的启动子PluxS
[8]。质粒pDG780 经

HindⅢ酶切得到 1.4 kb卡那霉素抗性基因(Kanr)片
段, 两片段插入质粒pDG1730 的多克隆位点中, 得
到重组整合载体pDG1730-vgb(如图 1), 将构建的载
体转化大肠杆菌TG1, 在卡那霉素平板上挑取阳性
克隆, 阳性克隆经培养后提取质粒, 用不同限制性
内切酶对重组质粒进行了酶切鉴定。 
 

 
 

图 1  重组整合载体 pDG1730-vgb 图谱 
Fig. 1  Map of recombinant plasmid pDG1730-vgb 
 
2.2  重组菌的构建 

线性化并末端去磷酸化的载体无法在体内成环, 
不能在宿主中复制, 只能通过载体上的同源序列与
宿主染色体DNA发生同源重组而整合在染色体上复
制 [8]。载体pDG1730-vgb用XhoⅠ完全酶切成线状, 
回收, 转化地衣芽胞杆菌WX-02, 得到含卡那霉素
抗性的转化子, 随机挑取 6 株转化子, 分别命名为
M1-M6, 提取其基因组DNA为模板, 利用引物vgbL
和 v g b R进行 P C R鉴定 ,  成功扩增出大小约 
1.2 kb的血红蛋白基因(vgb)条带, 与对照 pDG1730- 
vgb质粒的 PCR产物条带一致, 以宿主WX-02基因
组 DNA 为模板无对应条带(如图 2), 说明重组子
M1-M6的染色体上整合了血红蛋白基因。 

2.3  重组菌的血红蛋白活性检测 
还原态的血红蛋白是生理活性状态, 其CO络合

物在 419 nm处有明显的特征吸收峰[4]。检测重组子

M1~M6 和出发菌WX-02 的CO差光光谱 , M1、
M3~M6吸收峰较弱(图略), 仅M2在 419 nm处有较
明显的吸收峰 , WX-02 没有相应吸收峰。M2 及
WX-02 的CO差光光谱如图 3, 说明菌株M2 表达了
有活性的血红蛋白。 
 

 
 

图 2  整合重组子的 PCR 验证 
Fig. 2  PCR confirmation of the vgb from the chromosome 
of M1-M6 and WX-02 
M: DL2000 Marker; 1: PCR products of pDG1730-vgb; 2,3,5,6,7,8: 
PCR products of the chromosome of M1-M6; 4: PCR products of 
the chromosome of WX-02 
 

 
 
图 3  M2 及 WX-02 的 CO 差光光谱 
Fig. 3  CO-difference spectra analysis of M2 and WX-02 
 
2.4  重组菌 M2 的摇瓶发酵稳定性 

为考察重组菌 M2 的发酵稳定性, 在无抗性选
择压力情况下将 M2与 WX-02连续传代多次, 分别
取第 5 代和第 10 代菌种按 1.2.5 条件发酵, 每次发
酵各做 3 个重复, 测定结果取平均值, 见表 1, 重组 

 

表 1  M2 与 WX-02 的摇瓶发酵 
Table 1  Flask fermentation of M2 and WX-02 

M2 
                                                                                  

WX-02 
                                                                         

 第 5代 
The fifth generation 

第 10代 
The tenth generation 

第 5代 
The fifth generation 

第 10代 
The tenth generation 

γ-PGA yield (g/L) 23.94 24.23 21.44 21.35 
Dry cell weight (g/L) 4.18 4.26 3.69 3.63 
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菌 M2 摇瓶发酵的生物量和聚 γ-谷氨酸产量有良好
的稳定性, 且均高于出发菌株。 

2.5  重组菌 M2 与出发菌 WX-02 的分批发酵 
图 4 是M2 与WX-02 分批发酵过程中相对溶氧

(DO)、生物量(OD600)、γ-PGA产量的变化过程图。
从图中可以看出M2 比WX-02 有更长的延迟期; 随
着菌体快速生长, γ-PGA大量合成, 发酵液中溶氧降
低, 20 h以后WX-02发酵液中相对溶氧稳定在 8%左

右, M2发酵液中溶氧比WX-02低, 稳定在 2%左右。
出发菌株WX-02 的生物量趋于稳定, 重组菌M2 的
生物量(OD600)从 5 上升到 7 之后达到稳定, 重组菌
M2最大生物量高于出发菌株 25.5%。28 h时WX-02
发酵液中γ-PGA含量达到最高点 28 g/L, 36 h后下降
至 22 g/L, M2发酵液中γ-PGA含量呈缓慢上升趋势, 
36 h达到 33.5 g/L, 比WX-02最高产量高出 20%。 

 

 
 

图 4  M2 及WX-02 分批发酵过程中DO, OD600, γ-PGA产量的变化曲线 
Fig. 4  DO, OD600, γ-PGA yield profiles of  M2 and WX-02 in batch fermentation 

 
3  讨论 

本研究结果显示血红蛋白的表达提高了地衣芽

胞杆菌 WX-02的生物量及聚 γ-谷氨酸产量。在发酵

20 h 以后发酵液中相对溶氧很低的条件下, 重组菌

M2 仍呈缓慢生长状态 , 菌体的生产时间延长 , 

γ-PGA总产量提高。再次证明 VHb能在低溶氧条件

下, 从分子水平提高细胞自身对发酵液中溶氧的利

用能力, 使之适应较低的溶氧水平, 促进细胞生长

和代谢产物的合成。这也是国内外首次将血红蛋白

基因整合在产聚 γ-谷氨酸的芽胞杆菌染色体中表

达。由于 VHb基因是整合在宿主染色体上表达, 在

无抗性选择压力下多次传代, 重组菌 M2 摇瓶发酵

的生物量和聚 γ-谷氨酸产量有良好的稳定性。本研

究对于解决地衣芽胞杆菌发酵生产聚 γ-谷氨酸过程

中的供氧不足有较大的意义。 
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