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透明颤菌血红蛋白基因在恶臭假单胞菌中的
克隆及表达
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摘要:自然界存在一种革兰氏阴性 , 专性好氧菌 透明颤菌 1#(Viteroscil la 1#), 在微氧条件下 , 可以诱导合成一种类似于

血红蛋白的可溶性物质 , 即透明颤菌血红蛋白 (Vi tereoscil la Hemoglbim , VHb)。受体恶臭假单胞菌 6-81 (Pseudomonas p uti-

da 6-81)具有降解 PTA 功能。VHb基因在受体 6-81中克隆并获得表达。研究了转化子 LEY-9与受体 6-81在不同供氧条

件下对 PTA 降解率的差异。在供氧条件下 , LEY-9对 PTA 的降解率比 6-81高 29.6%;在限氧条件下 , LEY-9对 PTA 的

降解率比 6-81高 39%。转化子 LEY-9在限氧条件下 , 对 PTA的降解率比在供氧条件下受体 6-81 , 对 PTA 的降解率高出

20.6个百分点。通过将 VHb基因克隆入对 PTA具有降解功能的受体菌中 , 可使其在较低的溶解氧环境中 , 仍具有较高的降解

率。对 VHb在污水处理系统中的应用作了初步的探索。
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Abstract:The Vitreoscil la 1# was a Gram-negative obligate aerobe.Under the condition of tiny oxygen , it

can be induced to synthesize one catego ry of dissoluble material like the hemoglobin , namely the Vitereoscil la

Hemoglbim (VHb).The receptor Pseudomonas putida 6-81 had the function of degrading PTA(p-Phthal-

ic acid).The gene of VHb was cloned and expressed in the Pseudomonas putida 6-81.Studied the t ransfor-

mant LEY-9 with the receptor 6-81 under the different condit ions that resulted in different PTA degradat ion

rates.Under the condition of providing the oxygen , the rate of PTA degradation caused by the LEY-9 was

29.6%higher;under the condi tion of limiting the oxygen , the rate of PTA degradat ion caused by the LEY-

9 w as 39% higher than 6 -81.Under the condit ion of limiting the oxygen , the rate of PTA degradat ion

caused by the LEY-9 was 20.6%higher than 6-81 , under the condi tion of providing the oxygen.The gene

of VHb w as cloned in 6-81 cell;i t has higher rate of PTA deg radation in the low er deliquescence oxygen envi-

ronment.
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　　微生物在低溶解氧环境中会改变自身的生理状

态 , 并影响到细胞的代谢 。在微生物发酵过程和污

水生物处理系统中 , 为了提高发酵产品的产量或提

高污水生物处理系统的净化效率 , 经常采用的方式

是增加系统的细胞浓度 , 由于细胞密度的加大 , 会

造成一个低溶解氧的环境 , 为了改善系统的溶解氧

状态 , 在污水生物处理系统中常采用加大曝气量或

用纯氧曝气 , 虽能够改善溶解氧状态 , 但也有限 ,

因为系统的溶解氧量还受到其他诸多因素 , 如温

度 、 介质的性质等的影响 。由于加大曝气量这势必

会增加污水处理系统的运行成本。

本文拟通过提高细胞对氧的利用率这样一个途

径 , 在细胞密度增加的条件下 , 不增加系统的供氧

量 , 仍能使细胞的生长和代谢正常进行 。自然界存

在一种革兰氏阴性 , 专性好氧菌 透明颤菌

(Viterosci lla), 在微氧条件下 , 可以诱导合成一种

类似于血红蛋白的可溶性物质 , 即透明颤菌血红蛋

白 (Vitereoscil la Hemoglbim , VHb)。采用基因克

隆这一策略 , 将 VHb基因克隆到受体细胞 , 来提

高受体细胞对氧的利用能力。

有关 VHb的应用已有一些文献报道 , 如 VHb

在α-淀粉酶基因工程菌中的表达可将细胞密度和

α-淀粉酶产率提高为 14和 33倍[ 1] ;VHb在链霉

菌 (Stretomyceslividans)中的表达可促进菌体生

长;VHb还能有效提高头胞菌素 C 在顶头胞霉菌

中的产量;VHb在金色链霉菌中的表达能提高氧

气利用率 , 产物合成比原始菌株提高 40% ～

60%
[ 2]
;VHb基因在阿维链霉菌

[ 3]
和 D-阿拉伯

糖醇酵母菌中的克隆与表达[ 4] 及 PHB重组大肠杆

菌[ 5]中也得到广泛应用。本文报道的是关于透明

颤菌血红蛋白 (VHb)基因 , 在一株恶臭假单胞菌

中的表达 , 并研究了在不同供氧条件下该菌对

PTA的降解率 , 拟为 VHb 在污水生物处理中的应

用作初步的探索 。

1　材料与方法

1.1　菌　种

供体菌:透明颤菌 1# (Viteroscil la 1#)[ 6] 和

受体菌:恶臭假单胞菌 6-81 (Pseudomonas put i-

da 6-81)[ 7]均由本研究室从自然界分离 。

1.2　培养基

细菌培养基 (L):蛋白胨 10 g ;牛肉膏 5 g;

NaCl 5 g ;pH 7.0 ～ 7.2 。

基础培养基 (L):K2HPO4 5.7 g;KH2PO4

1.7 g; (NH4)2SO4 2.6 g ;盐溶液 10 mL;pH

7.0。

盐溶液 (L):MgSO4 19.5 g;MnSO4 5 g;Fe-

SO4·7H2O 5 g;CaCl2 0.3 g 。

1.3　对苯二甲酸 (PTA)测定方法

紫外分光光度法[ 8] 。

1.4　转　化

采用供体 DNA转化受体原生质球
[ 9]
。

1.5　供氧方式

供氧为摇床培养;限氧为静止培养。

1.6　VHb血红蛋白的鉴定

VHb血红蛋白的鉴定采用文献 [ 10] 的方法 。

2　结果与讨论

2.1　转化子的鉴定

使转化子 LEY-9处于微氧条件下培养 48 h ,

然后收集细胞 , 提取分离纯化 VHb蛋白 , 再通过

电泳与标准蛋白进行对比 , 见图 1 。从转化子

LEY-9细胞中提取分离纯化所获得的蛋白样品 ,

与 N , N , N′, N′-四甲基-对苯二胺溶液反应 ,

快速生成紫色物质 , 标志血红蛋白的存在[ 10] , 证

明从转化子 LEY-9细胞中提取分离纯化所获得的

蛋白质 , 为透明颤菌血红蛋白 (VHb)。

1.转化子 LEY-9表达蛋白;　2.透明颤菌血红蛋白标样

图 1　透明颤菌血红蛋白电泳

Fig.1　The electrophoresis of Vitereosci lla Hemoglbim

2.2　限氧条件下受体与转化子对比

图2 表明 , 在相同的限氧条件下 , 培养基中
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PTA的含量为 0.15%。在 24 h后 , 转化子 LEY-

9与受体 6-81 对 PTA 的降解显示出差别 , 到

48 h , 转化子 LEY -9 对 PTA 的降解率为 90.

8%, 比受体菌 6-81高出 39%。降解率上的这种

差异 , 是由于转化子 LEY-9带有透明颤菌血红蛋

白基因 , 提高了对氧的利用能力所致。

图 2　限氧条件下 6-81与 LEY-9的细胞浓度和降解 PTA 曲

线

Fig.2　Under the condition of tiny oxygen , the curve of cel l

growth and PTA degradation of 6-81 and LEY-9

2.3　供氧条件下受体与转化子对比

图3 表明 , 在相同的供氧条件下 , 培养基中

PTA的含量为 0.15%。在 24 h后 , 转化子 LEY-

9对 PTA 的降解率就明显高于受体菌 6-81 , 48 h

后 , 转化子 LEY-9 对 PTA 的降解率为 99.8%,

比受体菌 6-81高出 29.6%。说明在供氧条件下 ,

对氧的利用率 LEY-9比 6-81更高。

图 3　供氧条件下 6-81与 LEY-9的细胞浓度和降解 PTA 曲

线

Fig.3　Under the condition of providing the oxygen , the curve of

cel l growth and PTA degradation of 6-81 and LEY-9

2.4　不同氧条件下受体与转化子对比

图 4表明 , 在含有相同的 0.15%PTA浓度下 ,

转化子 LEY-9处于限氧条件下 , 受体菌 6-81处

于供氧条件下 , 48 h转化子 LEY-9对 PTA的降

解率为 90.8%, 受体菌 6-81对 PTA 的降解率为

70.2%, 另外 , 从图 4还可看出这一个结果 , 在

LEY-9的细胞浓度低于 6-81 的情况下 LEY-9

还比 6-81高出 20.6%。

图 4　供氧条件下 6-81与限氧条件下 LEY-9的细胞浓度和降

解 PTA曲线

Fig.4　The curve of cell growth and PTA degradation is 6-81 ,

under the condition of providing the oxygen , and LEY-9 ,

under the condition of tiny oxygen

2.5　不同氧条件下转化子性状对比

图 5表明 , LEY-9由于携带有血红蛋白基因

并在细胞内获得表达 , 提高了细胞对氧的利用能

力 , 使得 LEY-9 对 PTA 的降解率 , 在供氧和限

氧两种条件下的差异不大 , 仅为 9.2个百分点 。

从上述试验的结果可以看出 , 通过将 VHb基

因克隆入具有降解功能的受体菌中 , 可使其在较低

的溶解氧环境中 , 仍具有较高的降解率。这说明在

污水处理系统中 , 采用提高细菌对氧的利用率这条

途径 , 来解决系统溶解氧不足的矛盾是可行的 , 并

且比用加大曝气量的方法更加经济 , 可以大幅度降

低污水生物处理的运行成本 。而增加的曝气量并不

能全部溶解于水 , 这样就造成了能源的很大浪费。

所以采用克隆 VHb基因这一途径 , 不仅可以提高

效率 , 还能节约大量的能源 。这项技术在生产中加

以应用 , 将会产生良好的经济效益。另外还可以看

出 , LEY-9 在试验中 , 细胞的增长量相对较慢 ,

这样可使污水生物处理系统产生的剩余污泥量减

少 , 这对污水生物处理系统的运行和管理都是十分

有利的 。
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图 5　供氧与限氧条件下 LEY-9和细胞浓度和降解 PTA 曲线

Fig.5　Under the condition of providing the oxygen and tiny oxy-

gen , the curve of cel l growth and PTA degradation of LEY

-9

　　透明颤菌血红蛋白可以提高细胞对氧气的利用

率 , 且不需纯氧 , 不需氧载体 , 不需要增大通气的

搅拌设备费和附加的曝气和纯氧的投资 。因此 , 利

用透明颤菌血红蛋白 (VHb)基因在其他菌种中的

外源基因表达 , 这一基因策略来解决好氧生物发酵

或污水好氧生物处理中的供氧问题具有很大应用价

值。
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