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①

  氧传递直接或间接影响着需氧生物的初级代谢

和次级代谢。在哺乳动物中 , 血红蛋白具有氧结合

特性 ,过去曾认为这种氧结合蛋白只存在于哺乳动

物中 ,近期发现 , 它几乎普遍存在于动物、植物和微

生物中 [ 1 ] 。透明颤菌血红蛋白 ( V itreoscil la hemo-

globin , V H b ) 是由透明颤菌属 ( Vi treoscilla sp .

C1)中产生的一种可溶性血红蛋白 , 这种血红蛋白

能在贫氧条件下被大量诱导合成 , 使透明颤菌在微

氧条件下能够很好地生存。随着研究的深入 , 发现

该基因的表达在转录水平上受氧浓度调控。因此在

以溶氧为限制条件的生物反应器中 , 尤其是在大规

模、高密度微生物发酵和动植物细胞培养解决供氧

问题领域具有潜在的应用前景。

1  V H b 的结构及特性

透明颤菌是一种专性好氧的革兰氏阴性丝状

菌 ,属于贝日阿托氏菌属 ( Beg gia toe ) , 在沼泽、腐

烂植物等贫氧的环境中生长旺盛。V H b 在透明颤

菌中被发现 , 最初被认 为是“细胞 色素 o ( cyto-

chrome o, Cyo)”蛋白 , 具有末端氧化酶的性质
[ 2 ]

。

Cyo 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、氧合态 ,并可以相互转化 ; 其中还

原态是生理活性态 , 而氧合态则是富氧条件下的表

现形式。它在 577、544 和 420 nm 处有最大吸收峰 ,

若向溶液中鼓入 CO 气体 , 则可形成蛋白-CO 复合

物 ,在 566、535 及 419 nm 处呈现特征吸收峰 [ 3 ] 。但

是随着 1983 年真正的 Cyo 的分离和确定
[ 4 ]

, 实验

表明该蛋白在光谱学和氧结合动力学性质上与氧合

肌红、血红蛋白相 似
[ 3 , 5 ]

。1986 年 , Wakabayashi

等 [ 6 ] 结合蛋白质初级结构、光谱性质、氧结合动力学

确定了该蛋白的结构 , 并将该蛋白正式命名为透明

颤菌血红蛋白。

V Hb 为同型二聚体 , 带有两个相对分子量为

15 775 的亚基 ,每个亚基含有 146 个氨基酸残基和

两个 b 型血红素
[ 7 ]

。完整的 V Hb 是可溶性的 , 但

是脱去血红素辅基便不可溶。序列分析表明 , V H b

与其它真核生物蛋白氨基酸有明显的同源性 , 其中

与黄羽扇豆血红蛋白 ( Yellow lu pin LegHb ) 的同

源性最高 ,达到 24%
[ 8 ]

。真核生物的血红蛋白形成

8 个α螺旋区 ( A、B、C、D、E、F、G 和 H ) , 而 V H b 每

个亚基形成 6 个α螺旋区 ( A、B、E、F、G 和 H )。X

射线晶体学表明 V H b 在近端和远端有独特的血红

素端囊
[ 7 ]

, 初步认为受 E 螺旋和 F 螺旋的干扰所

致 , 通过氢键和 TyrB10、GlnE7、ProE8 及 LysE11

四个残基形成此结构。大多数种类的血红蛋白都有

一个末端的 His( E7) 残基 , 该 His 残基通常通过氢
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键与氧结合。而 V H b 端囊的 E7 位置为 Gln 残基。

定点突变表明 , GlnE7 H is 突变对 V Hb 立体结构影

响很大 , 野生型 V Hb 解离常数比 GlnE7 His 突变

型蛋白大很多 ,因此 , V H b 与被束缚的氧亲和力小 ,

从而使氧的传递速度更快 [ 9 , 10 ] , 这与晶体学研究结

果一致。而在 N 端存在某些结构差异 , 少了α-螺

旋 ,这段序列曾被认为可能是前导肽 , 影响 V Hb 的

分布 ,使活性 V Hb 主要分布在细胞周质
[ 11 ]

。近期

用电子显微镜对 V H b 在透明颤菌和大肠杆菌中分

布的分析结果表明 , V Hb 主要分布在细胞质中而不

是细胞周质 , 作者还认为细胞周质中的 V Hb 可能

是 V H b 过量表达而被挤出的结果
[ 12 ]

。

2  V H b 基因的克隆、表达与调控

20 世纪 80 年代中期以前 , 学者们一直认为 , 可

溶性 Cyo 在细胞呼吸中作为一种终端氧化酶而起

作用。1986 年 , Orii 等[ 5 ] 对 V Hb 与 O2 及 V H b 与

CO 结合的动力学进行了讨论 , 指出 V Hb 可能是作

为 O2 载体和储存物而起作用的。1988 年 , Dik shit

等 [ 13 ] 根据已报道的 V Hb 氨基酸序列合成探针 , 与

透明颤菌基因组 DNA 进行杂交 , 在透明颤菌血红

蛋白基因 ( V itreosci lla hemoglobin gene , vgb ) 可

能位区 ,得到了含有 vgb 基因的 1 .4 kb 的 DN A 片

段 ,且此 vgb 基因携带内启动子而不受载体启动子

的控制 ; 同年 , Khosla 等
[ 14 ]

也用类似方法克隆了

vgb 基因 ,在 vgb 重组大肠杆菌中表达时 , 同样得出

了 vgb 基因是以自身启动子启动表达的结论。他们

还测定了 vgb 基因的核苷酸序列 , 结果与 Wakaba-

yashi
[ 6 ]

报道的 V Hb 氨基酸序列十分吻合。

将 vgb 基因转入大肠杆菌中表达 , V Hb 的量与

环境中的氧含量有关 , vgb 基因启动子在微氧条件

下 (小于 2%大气饱和度 ) 被诱导[ 15 ] 。将 vgb 基因启

动子与氯霉素乙酰转移酶和儿茶酚双加氧酶等报告

基因融合并转入大肠杆菌中表达 , 发现在低氧条件

( 5% ) 下的报告基因产物比高氧条件 ( 20% ) 下多

5～7 倍 , 说明 vgb 基因启动子的活性受氧浓度的调

控。当去掉启动子的 vgb 基因和大肠杆菌 tac 启动

子融合后 ,其表达不再受氧调控而异丙基硫代半乳

糖苷 ( isopropyl thiogalactoside , IP TG ) 可以增加表

达。vgb 基因在大肠杆菌和透明颤菌中表达条件相

似 ,都随溶氧水平下降而表达水平升高
[ 10 ]

。光谱分

析表明 , 重组大肠杆菌表达的 V Hb 的存在状态与

透明颤菌中表达的 V H b 的存在状态相一致 : 在富

氧条件下呈氧合态 , 而缺氧条件下呈现生理活性的

还原态
[ 16 ]

。溶氧并非直接作用于 vgb 基因启动子

上 , 而是由铁氧还蛋白-N ADP 还原酶 ( fe rredoxin-

N ADP reductase , F NR ) 或环腺苷酸受体蛋白质

(cyclic AM P receptor protein , CRP )相关蛋白作为

转录激活因子正向调控 vgb 基因表达。其中 vgb 基

因启动子区域同大肠杆菌 lac 启动子 CRP 结合位

点有极高的同源性。FNR 蛋白是细菌应答厌氧环

境的一个调控子 , 属于螺旋-转折-螺旋结构的 DN A

序列的结合蛋白 ,并且富含半胱氨酸 , 形成半胱氨酸

口袋结构 ,能与 Fe
2 +

和 Fe
3 +

参与细胞对氧的应答。

F NR 调控系统是通过 FN R 蛋白在限氧条件下对厌

氧基因的激活来应答环境信号的。在缺乏 fnr 的大

肠杆菌突变体中 , vgb 启动子在贫氧条件表达产物

减少了一半 ,这表明在调节 vgb 启动子活性中存在

着 F NR 或 FNR 样蛋白质 [ 1 7 ] 。另外 Khosla 等 [ 18 ]

认为培养基中的氮源 (例如酵母提取物 ) 能抑制 vgb

启动子的表达 ,具体机制目前仍不清楚。

3  V H b 的生理功能

目前 , 透明颤菌血红蛋白使细菌在低氧条件下

能够很好生存的生理功能尚不完全清楚 , 各国科学

家对 vgb 基因进行了细胞定位、表达调控以及该血

红蛋白对能量代谢和呼吸链影响等多方面的研究。

Kallio 等提出了两种假设 : 易化扩散假说和氧化还

原效应假说。易化扩散假说认为 V Hb 与氧结合增

加了氧在细胞周质空间的传递量。 Khosla 和 Bai-

ley 发现大肠杆菌中表达的 V Hb 有 35% ～45% 分

布在周质空间。V Hb 蛋白 N 端功能域具有弱输送

前导肽的功能 , 从而使 V Hb 分布在细胞周质空间

和细胞质内 ,支持了易化扩散假说。氧化还原效应

假说认为氧合透明颤菌血红蛋白可能影响了细胞内

一些关键的氧化还原敏感分子的活性 , 可能是呼吸

链上的某个关键酶 , 该影响可引起能量代谢效率的

提高
[ 14 ]

。

吴奕等 [ 19 ] 提出了另一种假说即末端电子受体

假说 , 认为氧合态 V H b 作为末端电子受体参与大

肠杆菌呼吸链末端氧化过程 , 他们还依据这一假说

定量研究了 V Hb 对大肠杆菌能量代谢的影响。研

究表明 , V Hb 在微氧代谢状态时的表达大大提高了

呼吸链末端电子受体量 , 促进电子传递过程转向能

量代谢效率较高的 Cyo 途径 , 从而使细胞适应贫氧

的生活环境。

V Hb 对生长的促进作用在有细胞色素 o 而无

细胞色素 d 的突变体中比在有细胞色素 d 而无细胞

色素 o 的突变体中更加显著。V H b 增加了这两种

末端氧化酶 (尤其是细胞色素 o )的含量并提高它们

的活力 [ 20 ] 。低氧条件下 , V H b 的存在使更多的葡

萄糖转向磷酸戊糖途径代谢 , 而向三羧酸循环的碳
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源减少 ,总的 AT P 产量加大 ,而底物水平磷酸化产

生的 AT P 减少
[ 2 1 ]

。V H b 还增加大肠杆菌吸收氧

的速率 , 但细胞中的 NAD ( P ) H 含量减小。说明

V Hb 提高了电子传递链的周转率
[ 22 ]

。

V Hb 在大肠杆菌中的表达明显促进了微氧条

件下细胞的生长状况和蛋白质合成的能力。Khosla

等 [ 23 ] 分析了 V H b 表达前后菌体蛋白的组成 , 蛋白

质的种类没有改变 ; 从产生效应的时间来看 V H b

的功能是由其本身所引起 , 而不是细胞在基因水平

的二次应答。

尽管 V H b 的作用机制还需要进一步研究 , 但

用光谱分析方法发现 V H b 蛋白可与氧结合成稳定

的氧合态 , 氧合态的形成是 V H b 发挥生理功能的

必需条件。多数证据显示 , 以这种氧合态的形式介

入细胞与氧的代谢途径 ,最终影响某些基因的表达。

4  V H b 在中药中的应用展望

当前 ,随着人们医疗保健意识的增强 , 中药产业

显现出巨大的优势 ,但同时我们看到 , 传统中药材的

生产也面临着一些挑战 , 由于长期盲目开采致使生

态环境遭到破坏 ,许多野生植物濒临灭绝 , 一些特殊

生态环境下的植物引种困难 , 能够引种的栽培中药

材因为各种因素影响 , 人工栽培药材品质下降等问

题使中药材质量产量得不到保障。另外 , 天然药材

中药用价值高的有效成分 (例如紫杉醇、长春新碱

等 )含量往往很低 , 不能够满足市场需求 , 采用化学

合成的方法又会遇到工艺流程复杂、成本高、合成过

程中伴随着副产品及造成环境污染等问题。随着生

物技术广泛应用到中药栽培中 , 使这种局面得到了

些许改善。利用植物细胞培养及毛状根培养技术具

有人工栽培和野生采集所不具备的优点 :占地少 , 周

期短 ,不受地区和季节的限制 , 便于开展大规模的生

产 ;无污染 , 无重金属积累 ,产物疏松 , 对于进行有用

成分的生产和提取尤其便利。利用细胞培养生产活

性成分较为常用 , 20 世纪 70 年代日本利用细胞培

养生产人参皂苷 ,现已采用大容量发酵罐 , 产出的皂

苷组分及药理活性与亲本植物基本相同 , 皂苷含量

为亲本植株的 3 倍以上
[ 24 ]

。利用毛状根培养进行

活性成分生产 ,增殖速度快 , 合成能力强 , 产物稳定

转化后遗传性能较稳定 ,并利于进行高产株系选择 ,

如用黄芪毛状根生产黄芪甲苷等 [ 25 ] 。据不完全统

计 ,药用植物毛状根培养已在 26 个科 100 多种植物

中获得成功。目前 , 植物细胞和毛状根大规模培养

所采用的发酵罐多为微生物发酵所采用的平叶式生

物反应系统或气升式生物反应器。但由于植物细胞

本身所具有的一些特殊性 ,如细胞容易聚集、细胞分

化、细胞的脆弱性、代谢途径和代谢产物形成与细胞

生长关系的复杂性 , 使得植物细胞大规模培养难以

达到最佳效果。

植物细胞及毛状根大规模培养存在着的制约因

素限制了植物细胞次生代谢物合成能力的提高 , 甚

至某些时候合成能力丧失。可见选择理想的生物反

应器对植物细胞和毛状根大量培养很重要 , 需要考

虑主要影响因素 ,如氧传输、营养物质混合性能和剪

切力强度。增强反应器的混合性能 , 如增加通气和

转速可以促进物质在反应器内传输 , 但较强的剪切

力会对植物细胞产生伤害。因此反应器的设计和改

进应综合考虑这几方面的因素 , 力求反应器的混合

性能良好的同时 , 使系统的剪切环境降低。但是机

械方面的改进往往成本高且达不到理想的效果 , 而

V Hb 蛋白使专性好氧菌透明颤菌在限氧条件下生

存得很好 ,为中药材细胞和毛状根培养解决供氧不

足问题提供了一条新途径。

由于 vgb 基因调控机制在专性和兼性耗氧菌中

十分保守 ,它在多种微生物中都获得了表达 , 如假单

胞杆菌、链霉菌、霉菌、欧文氏菌等。V H b 在大肠杆

菌中应用最早 ,也比较成熟。将 vgb 基因克隆到含

α-淀粉酶的基因工程大肠杆菌 , V Hb 的表达提高细

胞密度 , 使酶产量提高数倍 [ 26 ] 。1999 年 , Nilsson

等
[ 27 ]

得到了α-淀粉酶更高的含 vgb 基因的菌株。

vgb 基因不仅能在大肠杆菌中进行表达 , 在其他菌

种中也有很好的表现。V Hb 在链霉菌中的表达可

促进菌体生长 [ 2 8 ] ; V Hb 还能有效提高头孢菌素 C

在霉菌中 的产量
[ 2 9 ]

。 Patel 等
[ 30 ]

在假 单孢杆 菌

( Bu rkholderia sp . ) 中的研究也证实了 vgb 基因的

表达对蛋白产量起正向作用。文莹等
[ 3 1 ]

将 vgb 基

因转入阿维链霉菌 ( S . avermiti lis ) 和肉桂地链霉

菌 ( S . cinnamonensis ) 中 , 提高了抗生素的产量。

Bhave 等 [ 32 ] 证实了 V H b 在酵母菌 ( Y . li po ly tica )

中的表达使细胞具有更高的生长率 , 加强了氧呼吸

效率 ,并提高了呼吸效能。V Hb 在转基因动物中的

报道相对较少 ,有实验证明 vgb 基因转入已表达人

组织型纤溶酶原激活物 ( tissue plasminogen activa-

tor , t PA )基因的中国仓鼠卵巢细胞中 , t PA 的产量

提高 40%～100% [ 33 ] 。

1997 年 , Holmberg 等
[ 3 4 ]

根据 V Hb 在以上微

生物及动物细胞中的表达均提高细胞生长、蛋白质

合成以及代谢产物合成的结果 , 构建了含有 vgb 基

因的表达载体 , 通过根癌农杆菌 LBA4404 介导将

vgb 基 因 导 入 烟 草 ( Nicotiana tabacum )。 用

R T- PCR证明了转 vgb 基因烟草表达的 mRN A 相

当于理论大小 460 bp ; Western blot ting 发现分子
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量为 15 .8 kDa 的蛋白与 V H b 抗血清反应 , 而野生

对照植株没有发现这种蛋白。与野生对照植株相

比 , V H b 明显地促进了植株生长 , 两个转基因株系

( He3 和 H e4)第一代种子萌发为 3～4 d ,而对照种

子为 6～8 d ; 35 d 后转基因植株较对照平均干重增

加了 80%～100% ; 并且转基因植株从种子萌发到

植株开花较对照缩短了 3～5 d ; 叶绿素含量较对照

增加了 30%～40% , 总叶绿素和叶绿素 A 只在株系

H e4 与对照区别明显 ,而叶绿素 B 含量在两个株系

H e3、H e4 中都明显比对照增高 ; H e3 中尼古丁的含

量也增加 34% , 但是新烟碱的含量却比对照减少了

80 %。通过引入编码细菌血红蛋白的单个基因使转

基因植物较早发芽和增强植物生长 , 这与增加细胞

中氧浓度的假设相一致
[ 35 ]

。

2002 年 , 鉴于植物细胞培养具有潜在的经济价

值 ,植物细胞易受到培养液剪切力的损伤以及氧的

传递效率低等障碍因素阻碍了植物细胞的大规模培

养 ,而 V Hb 在大肠杆菌中的表达能够增加微氧条

件下细胞浓度和重组产物产量 , Farres 等 [ 36 ] 将转

vgb 基因的烟草植株诱导培养烟草悬浮细胞。实验

结果表明 :继代 2 年以上的烟草悬浮细胞仍能稳定

地表达 V H b ,与 CO 结合在 421、437 nm 处有特征

性吸收峰 ,没有发现基因沉默现象 ; 缩短了滞停期 ,

增强了细胞生长 ; 而且测定细胞内代谢产物乳酸盐

发现 ,转基因烟草细胞中的浓度远远低于非转基因

烟草细胞 , 认为细胞浓度越高乳酸盐的含量越低。

近期研究还发现 : V Hb 能够在贫氧条件下保护细胞

免受 NO 胁迫
[ 37 ]

。转 vgb 基因植物能够提高抗涝

能力及增加水培植物生长 [ 3 8 ] 。熊爱生等 [ 39 ] 利用植

物偏爱密码子全合成的 vgb 基因 , 在大肠杆菌中明

显地表现了功能。

Wilhelmson 等
[ 40 ]

将 vgb 基 因 转 入 黑 莨 菪

( H yoscyamus muticus )毛状根中 , 经同期培养 , 转

基因毛状根干重平均较对照增加了 18 % ;转基因毛

状根中莨菪碱平均含量比对照高 22% , 单位体积中

转基因毛状根中莨菪碱含量平均较对照高 43% ; 而

且 3 年期间转基因毛状根株系和非转基因毛状根株

系干重产量和莨菪碱含量无明显变化。

近年来 ,我们实验室对 V H b 在传统中药研究

中的应用进行了探索 , 成功地将 vgb 基因转入黄芪

毛状根 ,实验证明可使黄芪甲苷含量高出非转基因

黄芪毛状根 5～ 6 倍 , 高出山西膜荚黄芪药材约

10 倍 , 而毛蕊异黄酮含量与非转基因黄芪毛状根比

较 ,几乎检测不到 , 说明 vgb 基因转入 , 对黄芪毛状

根某些活性成分的生物合成产生了明显的影响。

综上所述 , vgb 基因在各种细胞中表达 , 不同程

度地促进了细胞生长、蛋白质的合成、次生代谢产物

的生成 ,并提高了利用能量的效率。V H b 可在低氧

条件下加速氧的传递 , 从 V H b 在植物尤其在药用

植物中的应用结果看 , V Hb 可以改善植物细胞的生

长和增加某些有效成分的含量 , 展示了 vgb 基因应

用到中药中具有潜在的美好前景。
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