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透明颤菌血红蛋白基因在淀粉酶产色链霉菌中的

表达及对合成丰加霉素的影响 
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(中国计量学院 生命科学学院 浙江省生物计量与检验检疫技术重点实验室  浙江 杭州  310018) 

 
 

摘  要: 【目的】丰加霉素(Toyocamycin)是核苷类抗生素家族的重要成员, 其在农业植物

病害防治领域具有巨大的应用价值。为改善丰加霉素生产菌淀粉酶产色链霉菌

(Streptomyces diastatochromogenes 1628)发酵过程溶氧限制, 旨在实现 vgb 在 S. diastato-

chromogenes 1628 中的表达以促进丰加霉素的生物合成。【方法】首先以 gfp 为报告基因

检测红霉素抗性基因启动子 Perm*在 S. diastatochromogenes 1628 中的转录活性, 再利用

PermE*实现 vgb 的异源表达。【结果】在荧光显微镜下, 重组菌 1628-GFP 菌丝可发出稳

定明亮的绿色荧光, 表明启动子 PermE*在菌株 1628 中可有效启动外源基因的表达; 通过

一氧化碳结合差光谱分析显示 VHb 具有生物学活性; 摇瓶实验表明: 与原始菌株相比, 

重组菌可促进丰加霉素产量的提高, 在中度和高度限氧条件下促进效果尤为明显, 提高

幅度分别为 48.9%和 104.5%。PCR 和发酵效价检测显示重组菌具有良好的遗传稳定性。

【结论】成功实现了 vgb 在 S. diastatochromogenes 1628 中的表达, 有效提高了其丰加霉

素的合成水平, 为丰加霉素的工业化生产提供了基础条件。 

关键词: 淀粉酶产色链霉菌, 丰加霉素, 绿色荧光蛋白, 透明颤菌血红蛋白, 红霉素抗性

基因启动子 
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Expression of Vitreoscilla hemoglobin gene for toyocamycin 
biosynthesis in Streptomyces diastatochromogenes 

MA Zheng  LIU Jin-Xiu  SHENTU Xu-Ping  BIAN Ya-Lin  YU Xiao-Ping* 

(Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology and Inspection & Quarantine,  
College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou, Zhejiang 310018, China) 

Abstract: [Objective] Toyocamycin is an important nucleoside antibiotics with diverse 
bioactivities and potentials for biological control of plant diseases. We expressed the vgb gene 
encoding Vitreoscilla hemoglobin to alleviate the dissolved oxygen (DO) limitation and to 
improve the toyocamycin production in Streptomyces diastatochromogenes 1628. [Methods] 
we used gfp gene as the report gene to test the transcription activity of erythromycin resistance 
gene promoter PermE* of integrative plasmid pIB139. Then, the promoter PermE* was used to 
drive the gene vgb expression in S. diastatochromogenes 1628. [Results] Green fluorescent of 
recombinant strain 1628-GFP was detected by fluorescent microscopy. The promoter PermE* 

was efficient for heterologous gene expression in S. diastatochromogenes 1628. The vgb gene 
was also expressed in engineered strain 1628-VHB by the CO-difference spectrum analysis. 
The engineered strain 1628-VHB improved toyocamycin production under all diverse DO 
condition. Specially, strain 1628-VHB increased 48.9% toyocamycin production under middle 
and 104.5% under high limitation DO condition, comparing with the control stain 1628. 
Meanwhile, strain 1628-VHB was genetically stable by the PCR and toyocamycin yield test 
from different generation strain. [Conclusion] Expression of vgb gene improved toyocamycin 
production of strain 1628. 

Keywords: Streptomyces diastatochromogenes, Toyocamycin, Green fluorescent protein, Vit-
reoscilla hemoglobin, Erythromycin resistance gene promoter 

淀 粉 酶 产 色 链 霉 菌 (Streptomyces diastato-

chromogenes 1628)是本研究小组在浙江天目山筛

选得到的一株拮抗放线菌, 其发酵液对多种植物

病原真菌具有较强的抑制作用, 经分离提取, 确

定其主要有效成分为丰加霉素(Toyocamycin)[1]。

丰加霉素是一种新型核苷类抗生素, 分子式为

C12H13N5O4, 核糖 C1 连接类似鸟嘌呤的脱氮杂嘌

呤环, 核心结构为吡咯嘧啶核苷类似物(图 1)。作

用机理主要是通过抑制微生物的转录而影响菌

体的生长, 其生物活性研究报道主要集中在临床

医学领域[2]。近期有研究发现丰加霉素对多种植

物疫病具有良好的防治效果, 长期使用不会造成

环境污染, 而且对植物生长也具有一定的调节作

用[3−4]。前期田间试验表明, 以丰加霉素为主要成

分配制成的多种剂型可用于防治如烟草赤星病、

稻瘟病、番茄叶霉病和黄瓜枯萎病等植物真菌病

害, 防治效果不仅较常规化学药剂略优, 且安全

性较高, 同时兼具多种核苷类抗生素的优点[5−8]。

因此, 丰加霉素在农业植物病害防治领域具有良

好的应用潜力。 
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图 1  丰加霉素化学结构式 
Fig. 1  Chemical structure of toyocamycin 
 

相对于化学合成法, 生物法合成丰加霉素以

可再生资源为原料, 具有反应条件温和、污染少

以及成本低廉等优点, 然而, 丰加霉素属于次级

代谢产物, 在发酵过程中菌丝结构稠密, 发酵液

粘稠导致溶氧水平受到限制, 这已成为丰加霉素

合成水平较低, 生产能耗较大, 难以规模化生产

的瓶颈因素。 
透明颤菌血红蛋白(Vitreoscilla hemoglobin, 

VHb)来源于专性好氧的革兰氏阴性菌透明颤菌

(Vitreoscilla stercoraria), VHb 在贫氧的条件下能

被大量诱导合成, 由于具有结合和传递氧的特

性, VHb 已成为应用广泛的一种血红蛋白[9−10]。目

前 VHb 已在林可链霉菌、委内瑞拉链霉菌等多个

链霉菌宿主中实现了异源表达, 其能明显改善宿

主在限氧条件下的生长, 促进次级代谢产物的合

成[11−13]。本研究首先以绿色荧光蛋白基因 gfp 为

报告基因, 确定了红霉素抗性启动子 PermE*在

菌株 S. diastatochromogenes 1628 中启动外源基

因表达的有效性, 并利用启动子 PermE*实现了

VHb在S. diastatochromogenes 1628中的异源表达, 
考察了 VHb 表达对丰加霉素生物合成的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和引物: 本研究所用菌株、质

粒和引物见表 1。PCR 引物由上海桑尼生物科技

有限公司合成。 
1.1.2  主要试剂、工具酶、抗生素及使用浓度: 限

制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Ex Taq DNA 聚合

酶等购自上海大连宝生物工程有限公司; 质粒小

量抽提试剂盒、胶回收试剂盒购自北京博大泰克

生物基因技术有限公司; 胰蛋白胨与酵母提取物

购自 OXIOD 公司; TSB 购自 Difco 公司; 其他试剂

购自杭州常青化工有限公司, 药品为分析纯或色

谱纯。抗生素购自 Sigma 公司 , 氨苄青霉素

(Ampicillin, Amp) 100 mg/L, 氯 霉 素

(Chloramphenicol, Cm) 25 mg/L, 卡 那 霉 素

(Kanamycin, Kan) 50 mg/L, 安普霉素(Apramycin, 

Apr) 50 mg/L, 萘啶酮酸(Nnalidixic acid) 30 mg/L。 

1.1.3  培养基: E. coli JM109 用 LB 培养基培养; 
S. diastatochromogenes 1628 野生菌株和工程菌斜

面培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基 PDA; 种子

培养基为 CP 培养基; 发酵培养基为改良的 A2 培

养基。接合转移采用 MS 培养基。A2 培养基参照

文献[14], 其余培养基配方参照文献[15]。 

1.2  菌株的培养 
含有重组质粒的 E. coli JM109 在含有相应抗

生素的 LB 固体或液体培养基中培养。 

斜面培养: 孢子悬液划线后 28 °C 培养, 3 d

后放入 4 °C 冰箱保存。 

种 子 培 养 条 件 : 将 野 生 菌 S. 
diastatochromogenes 1628 和重组菌 1628-VHB 的

孢子悬液分别接入装有 50 mL CP 培养基的

250 mL 摇瓶中, 28 °C、180 r/min 培养 48 h。 

发酵培养: 以6%的接种量将种子培养液接种

于装有 50、75 和 100 mL 发酵培养基的 250 mL

摇瓶中, 28 °C 培养 4 d。 

1.3  常规分子生物学实验操作 
大肠杆菌感受态的制备、质粒的提取、酶切、

连接、转化等分子生物实验操作参照文献[16]。

链霉菌 DNA 染色体的提取参照文献[17]。 
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表 1  本实验使用的菌株、质粒和引物 

Table 1  Strains, plasmids and primers used in this study 
项目 
Item 

描述  
Description 

来源  
Source 

菌株 Strain   

S. diastatochromogenes 1628 Wild strain, a toyocamycin producer Our lab[1]  

1628-GFP The strain harboring gene gfp This work 

1628-VHB The strain harboring gene vgb This work 

E. coli JM109 recA1, supE44, Δ(lac-proAB), host for gene cloning Invitrogen 

E. coli ET12567 (pUZ8002) recF dam− dcm− cmlr strr kmr, donor strain for conjugation Jiangnan University 

质粒 Plasmid   

pMD18-T vector Cloning vector, Ampr TaKaRa 

pYG013 A plasmid harboring vgb gene, Kanr Jiangnan University 

pCAMBIA1302 A plasmid harboring gfp gene, Kanr Jiangnan University 

pIB139 Derivative of integrative plasmid pSET152, harboring a 
PermE* promoter, Aprr, OriTRK2, ϕC31 int/attP   Jiangnan University 

pIB139-gfp gfp gene under the control of promoter PermE* in plasmid 
pIB139 This work 

pIB139-vgb vgb gene under the control of promoter PermE* in plasmid 
pIB139 This work 

引物 Primers   

PgfpF (Xba I restriction site) 5′-ACGTCTAGAATGGTAGATCTGACTAG-3′ This work 

PgfpR (Not I restriction site) 5′-ACGGCGGCCGCCCCGATCTAGTAAC-3′ This work 

PvgbF (Nde I restriction site) 5′-ACGCATATGATGTTGGATCAACAGAC-3′ This work 

PvgbR (Not I restriction site) 5′-ACGGCGGCCGCTTATTCAACAGCTTG-3′ This work 

PaprF 5′-ACGGTGCAATACGAATGGCG-3′ This work 

PaprR 5′-ACGTCAGCCAATCGACTGG-3′ This work 

 
1.4  PCR 扩增 

采用 50 μL 反应体系 , 反应条件 : 94 °C 

5 min; 94 °C 45 s, 52 °C 45 s, 72 °C 1 min, 共 35

个循环; 72 °C 10 min。 

1.5  重组菌 S. diastatochromogenes 1628-GFP
及 1628-VHB 的构建 

分别以质粒 pCAMBIA1302 和 pYG013 为模

板, 扩增得到绿色荧光蛋白基因 gfp 和透明颤菌

血红蛋白基因vgb, 将其分别连入pMD18-T vector, 

得到质粒 T-gfp 和 T-vgb。其次, 将酶切获得的 gfp

和 vgb 分别连入载体 pIB139 启动子 PermE*下游, 

得到重组载体 pIB139-gfp 和 pIB139-vgb。采用氯

化钙转化法将重组质粒 pIB139-gfp 和 pIB139-vgb

分别转入 E. coli ET12567(pUZ8002)中, 经 Cm、

Kan 和 Apr 三种抗性筛选得到用于接合转移的供

体菌 E. coli ET12567(pUZ8002, pIB139-gfp)和 E. 

coli ET12567(pUZ8002, pIB139-vgb)。大肠杆菌-

链霉菌属间接合转移遗传操作参照文献[18]。将

受体菌 1628 划线新鲜的 MS 平板, 将新鲜的孢

子悬浮于 5 mL 0.05 mol/L、 pH 8.0 的 TES 缓

冲液中, 在 50 °C 水浴热激 10 min, 冷却至室温

后加入等体积的 2×孢子预萌发培养基, 37 °C 孵

育 3 h, 离心收集孢子并重新悬浮于适量 TES

中, 同时, 用 LB 培养基将过夜培养含有重组质
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粒的供体菌 E. coli ET12567 洗涤 2 次去除抗生

素 , 再重新悬浮于适量 TES。供体-受体菌(E. 

coli-S. diastatochromogenes)按 108:108 细胞量混

合 加 入 无 菌 离 心 管 中 , 放 置 2 min, 然 后 将

200 μL 混合物涂布 MS 平板, 30 °C 倒置培养, 

18 h 后用含 Apr 和萘啶酮酸的 1 mL 无菌水覆

盖, 吹干后继续培养 2−3 d。挑取单克隆转接至

新鲜的 MS 平板(50 mg/L Apr+30 mg/L 萘啶酮

酸), 观察接合子。染色体上整合有 gfp 和 vgb

基因的 1628 重组菌分别命名为 1628-GFP 和

1628-VHB。 

1.6  绿色荧光蛋白的检测 
将野生菌 S. diastatochromogenes 1628 和重组

菌 1628-GFP 孢子悬液分别接种于 CP 培养基中, 

28 °C、180 r/min 培养过夜, 然后再以 1:50 的接

种量分别接种于装有 50 mL 新鲜 CP 培养基中, 

培 养 至 对 数 生 长 中 期 , 细 胞 干 重 (DCW) 约 为

0.3 g/L, 6 000 r/min 离心收集菌丝体, 用 PBS 缓

冲液洗涤菌丝体 2 次后, 重悬于 30 mL PBS 中。

取 5−10 μL 菌液涂片, 在 Olympus BX50 荧光显

微镜下观察, 同时用 SONY 3CCD 的 Color Video 

Camera 拍照。以野生菌作为对照, 选择激发滤光

片为 485 nm, 发射滤光片为 520 nm[19]。 

1.7  VHb 在重组菌 S. diastatochromogenes 
1628-VHB 中生物活性的测定 

参照文献[20], 略作修改。采用一氧化碳(CO)

差光谱法分析 VHB 的生物学活性。收集 50 mL

对数生长中期的菌丝体, 用预冷的无菌水洗涤菌

丝体 2 次, 4 °C 离心, 重悬菌丝体于 20 mL 的冰冷

的无菌水中。冰水化合物上超声波破碎菌体

30 min, 功率 100 W, 超声 10 s, 间隔 20 s, 重复 3

次。4 °C、6 000 r/min 离心去除沉淀, 取上清加

入连二亚硫酸钠至终浓度 2 g/L, 避光振荡混匀

10 min。等分为 2 份, 一份作为参照直接加入比

色皿放入参比池, 另一份通入 CO 3 min, 每秒钟

3−5 个泡, 暗室放置 5 min 后加入比色皿放入检

测池, 400−500 nm 光谱扫描。 

1.8  丰加霉素 HPLC 分析 
参照文献[1], 丰加霉素浓度的测定采用高效

液 相 色 谱 法 检 测 : Varian 高 效 液 相 色 谱 仪 ; 

SHIMADZU C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 5 μm); 

光电二极管检测器; 甲醇为流动相 A, 水为流动

相 B, 梯度洗脱; 流速 1.0 mL/min; 检测波长

279 nm; 柱温 30 °C。 

1.9  生物量的测定 
生物量的测定采用细胞干重法: 5 mL 发酵液

6 000 r/min 离心 10 min, 108 °C 烘干至恒重。 

1.10  重组菌遗传稳定性的检测 
转化子通过 MS 选择平板(50 mg/L Aprr)筛选, 

将能在 MS 选择平板上长出的转化子再次在 MS

选择平板上划线分离, 生长良好的转化子即认为

是阳性转化子; 将得到的阳性转化子在没有选择

压力的平板上连续传代培养, 每十代用选择平板

筛选一次, 删除不能生长的菌种, 经过 30 次传代

培养, 从中随机挑选 4 个单菌落, PCR 扩增检测

vgb 基因。以第一代工程菌的丰加霉素含量为

100%对照计算传代后的生产效价[19,21]。 

2  结果与分析 

2.1  pIB139-gfp 的构建 
pIB139-gfp 构建过程如图 2 所示, 酶切载体

T-gfp 回收 gfp 片段(图 3), 并在 XbaⅠ和 NotⅠ位

点插入质粒 pIB139, 得到重组质粒 pIB139-gfp。

利用 XbaⅠ和 NotⅠ双酶切验证结果见图 4, 释放

出 5.9 kb 和 1.1 kb 大小的片段, 分别与载体

pIB139 和 gfp 片段大小相一致, 表明重组质粒构

建成功。质粒 pIB139-gfp 经接合转移法转入 S. 
diastatochromogenes 1628。 
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图 2  重组质粒 pIB139-gfp 和 pIB139-vgb 的构建 
Fig. 2  Construction of recombinant plasmids pIB139-gfp and pIB139-vgb 

 

 

图 3  基因 gfp 和 vgb 的扩增 
Fig. 3  Amplification of gene gfp and vgb 
注: 1: vgb 基因; 2: Nde I+Not I 双酶切 pMD18-T-vgb; 3: gfp

基因; 4: Xba I+Not I 双酶切 pMD18-T-gfp; M: DNA 分子量

标准. 
Note: 1: PCR product of gene vgb; 2: pMD18-T-vgb/Nde I+Not 
I; 3: PCR product of gene gfp; 4: pMD18-T-gfp/Xba I+Not I; 
M: DL2000 marker. 

 
2.2  重组菌 1628-GFP 的构建及 PCR 验证 

质 粒 pIB139 是 从 链 霉 菌 整 合 型 质 粒

pSET152 衍生而来, 是在 pSET152 多克隆位点插 

 

图 4  质粒 pIB139-gfp 的酶切验证 
Fig. 4  Analysis of plasmid pIB139-gfp by Xba I and Not 
I digestion 
注: 1: Xba I+Not I 双酶切 pIB139; 2: Xba I+Not I 双酶切

pIB139-gfp; M: DNA 分子量标准. 
Note: 1: Plasmid pIB139/Xba I+Not I; 2: Plasmid 
pIB139-gfp/Xba I+Not I; M: DL2000 marker. 
 
入启动子 PermE*, 以用于基因在链霉菌中高效

表达。载体 pIB139 大小为 5.9 kb, 没有链霉菌质
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粒的复制子, 但具有用于接合转移的 oriT 功能区

域, 链霉菌筛选标记-安普抗性基因(apr), 整合酶

基因, 链霉菌温和噬菌体ϕC31 的 attP 位点(能识

别 链 霉 菌 基 因 组 上 的 特 定 位 点 attB) 。 因 此 , 

pIB139 利用接合转移法导入链霉菌后, 可通过特

异性重组整合在链霉菌染色体的 attB 位点上, 随

着宿主染色体的复制而复制并赋予安普抗性。重

组菌 1628-GFP 的 PCR 验证结果见图 5。随机挑

取 4 个重组菌 1628-GFP, 提取基因组染色体, 用

引物 Papr-F 和 Papr-R PCR 扩增出大小为 0.8 kb 

apr 片段, 用引物 Pgfp-F 和 Pgfp-R PCR 扩增出大

小为 1.1 kb 的 gfp 片段, 原始菌株 1628 为对照, 

均不能扩增得到 apr 和 gfp 特异性条带。结果说

明, apr 和 gfp 均已成功整合到 1628 染色体上, 重

组菌 1628-GFP 构建成功。 

2.3  重组菌 1628-GFP 的荧光检测 
将原始对照菌株 S. diastatochromogenes 1628

和重组菌 1628-GFP 分别培养至对数生长后期收 

 
图 5  重组菌 1628-GFP 的 PCR 验证 
Fig. 5  Confirmation of recombinant strain 1628-GFP 
by PCR amplification 
注: A: 1−4: 以重组菌 1628-GFP 为模板 PCR 扩增 apr 基因; 5: 

以对照菌株 1628 为模板 PCR 扩增 apr 基因. B: 1−4: 以重组

菌 1628-GFP 为模板 PCR 扩增 gfp 基因; 5: 以对照菌株 1628

为模板 PCR 扩增 gfp 基因; M: DNA 分子量标准. 
Note: A: 1−4: PCR product of apr gene from recombinant 
strain 1628-GFP; 5: PCR product of apr gene from control 
strain 1628. B: 1−4: PCR product of gfp gene from recombi-
nant strain 1628-GFP; 5: PCR product of gfp gene from control 
strain 1628; M: DL2000 marker. 

集菌丝体用荧光显微镜观察。结果显示重组菌

1628-GFP 菌丝能发出稳定明亮的绿色荧光(图

6), 而 对 照 无 荧 光 , 说 明 在 S. diastatochro-

mogenes 1628 中红霉素抗性基因启动子 PermE*

能有效启动外源基因 gfp 的表达。 

2.4  重组菌 1628-VHB 的构建 
如图 1 所示, 酶切载体 T-vgb 回收 vgb 片段

(图 2), 在 NdeⅠ和 NotⅠ位点插入质粒 pIB139,

得到重组质粒 pIB139-vgb。利用 Nde I 和 NotⅠ双

酶切验证(图 2), 释放出 5.9 kb 和 0.4 kb 大小的片

段, 分别与载体 pIB139 和 vgb 大小相一致(图 7), 

结 果 表 明 重 组 质 粒 pIB139-vgb 构 建 成 功 。

pIB139-vgb 经接合转移法转入 S. diastatochro-

mogenes 1628。重组菌 1628-VHB 的 PCR 验证结

果见图 8。随机挑取 4 个重组菌 1628-VHB, 分别

用引物 Papr-F/Papr-R 和 Pvgb-F/Pvgb-R, 均能

PCR 扩增出大小为 0.8 kb apr 片段和 0.4 kb vgb, 

而原始菌株 1628 均无法扩增出 apr 和 vgb。结果

说明, apr 及 vgb 均已成功整合到菌株 1628 染色

体上, 重组菌 1628-VHB 构建成功。 

2.5  重组菌1628-VHB的VHb生物学活性检测 
将重组菌 1628-VHB 和对照菌 1628 的细胞破

碎粗提液进行 CO 差光谱分析。结果显示, 重组菌

细胞同 CO 结合后在 420 nm 处产生了一个明显的 

 
图 6  重组菌 1628-GFP 的绿色荧光检测 
Fig. 6  Detection of green fluorescent in recombinant 
strain 1628-GFP 
注: A: 对照菌株 1628; B: 重组菌 1628-GFP. 
Note: A: Control strain 1628; B: Recombinant strain 1628-GFP. 
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图 7  质粒 pIB139-vgb 的酶切验证 
Fig. 7  Analysis of plasmid pIB139-vgb by Nde I and 
Not I digestion 
注: 1: Nde I+Not I 双酶切 pIB139; 2: Nde I+Not I 双酶切

pIB139-vgb; M: DNA 分子量标准. 
Note: 1: Plasmid pIB139/Nde I+Not I; 2: Plasmid pIB139- 
vgb/Nde I+Not I; M: DL2000 marker. 

 
图 8  重组菌 1628-VHB 的 PCR 验证 
Fig. 8  Confirmation of recombinant strain 1628-VHB 
by PCR amplification 
注: 1−4: 以重组菌 1628-VHB 为模板 PCR 扩增 apr 基因; 5: 
以对照菌株 1628 为模板 PCR 扩增 apr 基因; 6−9: 以重组菌

1628-VHB 为模板 PCR 扩增 vgb 基因; 10: 以对照菌株 1628
为模板 PCR 扩增 vgb 基因; M: DNA 分子量标准. 
Note: 1−4: PCR product of apr gene from recombinant strain 
1628-VHB; 5: PCR product of apr gene from control strain 
1628; 6−9: PCR product of vgb gene from recombinant strain 
1628-VHB; 10: PCR product of vgb gene from control strain 
1628; M: DL2000 marker. 
 
吸收峰, 而对照菌没有此光谱特性(图 9)。此结果

说明重组菌中的 VHb 成功表达, 具有生物学活

性, 能吸收 CO 形成 CO 结合性的血红蛋白。 

 
图 9  重组菌细胞粗提物的 CO 差光谱分析 
Fig. 9  CO binding difference spectrum of cell extracts 
from 1628-VHB 
注: A: 重组菌 1628-VHB; B: 对照菌株 1628. 
Note: A: Recombinant strain 1628-VHB; B: Control strain 1628. 

 
2.6  不同溶氧条件下, 重组菌 1628-VHB 丰加

霉素合成水平分析 
以不同的培养基装液量与摇床转速模拟不同

的溶氧条件, 考察 VHb 的表达对 1628 生物合成

丰加霉素的影响(表2)。结果表明, 溶氧水平对

1628 生物合成丰加霉素有明显的影响。与正常的

溶氧条件相比, 通过改变培养基的装液量和降低

摇床转速降低溶氧水平均不利于原始菌株 1628
和重组菌 1628-VHB 生物合成丰加霉素。在正常

的溶氧条件下, 重组菌株 1628-VHB 的丰加霉素

产量较原始菌株提高21.2%; 与正常的溶氧状态

相比, 中度限氧条件下原始菌的丰加霉素产量下

降 38%, 而重组菌的丰加霉素合成量下降 23.9%, 
产量明显高于原始菌株(P＜0.01)。在高度限氧的

环境下, 两株菌丰加霉素合成能力明显下降, 但

重组菌与原始菌相比丰加霉素产量提高 104.5%。

以上结果说明越是在低溶氧的条件下, VHb 的表

达越有利于产物丰加霉素的积累。 
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表 2  不同溶氧状况下 VHb 表达对 1628 丰加霉素生物合成的影响 

Table 2  Effects of VHb expression on the toyocamycin biosynthesis of strain 1628  
under the diverse dissolved oxygen conditions 

丰加霉素产量 
Toyocamycin production (mg/L) 溶氧状态 

Conditions 

三角烧瓶体积/装液量/摇床转速 
Volume of rotary flask (mL)/liquid  
volume (mL)/stirrer speed (r/min) Strain 1628 Strain 1628-VHB 

提高幅度 
Rate of increase (%)

普通溶氧 Normal DO 250/50/200 134.97±0.6 163.52±0.8  21.2 

中度限氧 Middle limitation DO 250/75/180  83.67±0.2 124.56±0.4  48.9 

高度限氧 High limitation DO 250/100/150  32.15±0.1  65.76±0.2 104.5 

 
2.7  重组菌 1628-VHB 的遗传稳定性分析 

在无抗性压力条件下, 重组菌连续传代 10

次, 99%以上的单菌落仍保持安普霉素抗性。说明

重组菌在传代过程中并没有发生整合外源基因

丢失的情况。另外 vgb 的 PCR 检测及发酵结果显

示, 丰加霉素合成相对效价稳定在 95%以上, 各

代之间丰加霉素产量没有显著差异。以上结果说

明重组菌 1628-VHB 具有良好的遗传稳定性。 

3  讨论 

核苷类抗生素是微生物合成的次级代谢产

物, 由核苷或核苷酸经过一系列后修饰而成, 具

有抗真菌、抗细菌等广谱的生物活性和良好的应

用潜力[22−23]。利用生物法合成广谱高效生物活性

的该类抗生素已引起了国内外研究学者的高度

重视和极大兴趣。丰加霉素是核苷类抗生素家族

的重要成员, 在农业领域已显示出较大的应用潜

力。菌株 S. diastatochromogenes 1628 是本研究室

前期筛选的一株丰加霉素生产菌株, 但其产量较

低, 实现工业化生产仍有很大差距。为提高产量, 

在前期的工作中采取传统育种及发酵条件优化

等措施, 但效果均不理想。已有研究表明: 溶氧

水平的限制是链霉菌难以实现大规模生产次级

代谢产物的关键因素。针对链霉菌这一共性问题, 

分子生物学技术已显示出明显的优越性, 将透明

颤菌血红蛋白 VHb 在链霉菌中的异源表达已成

为促进菌体生长和代谢产物合成的有效手段。因

此, 本研究旨在将编码 VHb 的 vgb 导入菌株

S. diastatochromogenes 1628 中, 实现异源表达, 

以促进丰加霉素的合成。 

在链霉菌中, 基因的异源表达成功与否主要

依赖于启动子的转录活性。在此方面, 已有研究

表明 PermE*是可在链霉菌中实现基因组成型表

达且转录活性较强的启动子 [24−25], 由于 S. di-

astatochromogenes 1628 属于野生菌株, 遗传背景

不清楚, 因此 PermE*能否有效启动外源基因的

表达是本研究的根本前提。本研究首先将报告基

因 gfp 置于链霉菌整合型载体 pIB139 下游, 通过

大肠杆菌-链霉菌属间接合转移法, 将 gfp 整合到

1628 染色体上, 重组菌 1628-GFP 菌丝在荧光显

微镜下可检测到稳定明亮的绿色荧光, 说明在

1628 菌株中启动子 PermE*具有良好的转录活性, 

这为 VHb 在 1628 的表达奠定了基础。随后构建

了重组菌 1628-VHB, 通过 CO 差光谱分析法, 检

测到 VHb 在重组菌中具有生物活性。最后通过改

变不同的装液量和摇床转速, 考察了在不同的溶

氧条件下 VHb 的表达对菌株 1628 生物合成丰加

霉素的影响。研究发现, 无论在何种溶氧条件下, 

与原始菌株相比, VHb 的表达均有利于产物丰加

霉素的合成, 且限氧水平越苛刻, VHb 异源表达

对产物合成的促进作用越明显。此结果与杨洪涛

等将 vgb 在林可霉素链霉菌中表达的实验结果相

类似[26]。 

本研究构建获得的重组菌 1628-VHB 具备以
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下优点: (1) vgb 采用的是已被成功应用的组成型

启动子 PermE*, 不需要诱导即可表达, 降低了添

加诱导物的成本。(2) VHb 的表达能促进次级代

谢产物丰加霉素的合成, 尤其是在中度限氧和高

度限氧的条件下, 促进效果更为明显。(3) 重组菌

经多次传代后, 丰加霉素的生产性能无明显变

化, 说明重组菌具有良好的遗传稳定性。以上特

点为今后重组菌在低溶氧条件下规模化生产创

造了条件。 
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010-66867398 

3 第一届中-欧放线菌生物学研讨会 中国微生物学会 4 月 9-10 日 200 北京 史明欣 
15210746182 

4 
第四届传染病防控基础研究与应用技

术论坛 
中国微生物学会分析微生物学专业委员会 5 月 29-31 日 150 贵州 吕相征 

lvxz@cnis.gov.cn 

5 
中国微生物学会微生物生物安全专业

委员会第二次学术会议 
中国微生物学会微生物生物安全专业委员

会 
4 月或 5 月 150

湖南 
张家界 

贾晓娟 
010-64807503 

6 the 11th international symposium on 
Yersinia 中国微生物学会分析微生物学专业委员会 6 月 24-28 日 200 苏州 沈晞 

meetings@csh-asia.org 

7 
首届全国固体有机废弃物生物转化及

资源化利用研讨会 
中国微生物学会农业微生物学专业委员会 7 月 200

湖北 
武汉 

张吉斌 
zhangjb@mail.hzau.edu.cn

8 
第十四届微生物学教学和科研及成果

产业化研讨会 
中国微生物学会普通、农业微生物学专业委

员会 
7 月 200

  
江苏 
南京 

袁生 
025-85891067 

9 第十六次全国环境微生物学术研讨会 中国微生物学会环境微生物学专业委员会 8 月 500
甘肃 
兰州 

蒋建东 
025-84395326 

10 海洋微生物资源开发利用高端研讨会 中国微生物学会海洋微生物学专业委员会 8 月 50 厦门 王梁华 
021-65493936 

11 国际粘细菌大会（Myxo2013） 中国微生物学会普通微生物学专业委员会 8 月 7-10 日
100
人 北京 李越中 

0531-88564288 

12 2013 年中国微生物学会学术年会 中国微生物学会 10 月 600
云南 
昆明 

王旭 
010-64807200 

13 
第四届中国临床微生物学大会暨微生

物学与免疫学论坛 
中国微生物学会临床微生物学专业委员会 10 月 12-15 日 300-

500
甘肃 
敦煌 

张丹 
1875881066 

14 全国酶工程学术研讨会 中国微生物学会酶工程专业委员会 10 月 150-
200

广西 
南宁 

欧阳浩淼 
010-64807420 

15 病原基因组学、进化与溯源 中国微生物学会分析微生物学专业委员会
11 月 
中旬 

150 重庆 郭刚 
guogang7001@163.com

16 
第五届微生物资源学术暨国家微生物

资源平台运行服务研究会 
中国微生物学会微生物资源专业委员会 11 月 

400
人

广东 
广州 

阮志勇 
cmr@caas.ac.cn 

17 
第八届全国芽胞杆菌青年工作者学术

研讨会 
中国微生物学会农业微生物学专业委员会 12 月 100 待定 孙明 

027-87283455 

18 第十届全国病毒学学术研讨会 中国微生物学会病毒学专业委员会 待定 150 待定 梁华 
010-58900979  


