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摘要：颗粒甲烷单加氧酶（ｐＭＭＯ）是甲烷氧化菌中催化甲烷氧化生成甲醇的一种酶．ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ
３０２１的ｐＭＭＯ活性位点是ｐｍｏＢ亚基，该亚基是一种可溶性蛋白．我们研究将ｐｍｏＢ亚基进行异源表达及生物催
化活性的验证．当培养基中烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，可以观察到异源表达ｐｍｏＢ亚基
具有催化甲烷氧化成甲醇活性，生成甲醇浓度为１．０４ｍｍｏｌ／Ｌ．研究ｐＭＭＯ活性对于开发能直接将甲烷转化成甲
醇的新型、环保催化剂有非常重要意义．
关键词：生物催化；颗粒甲烷单氧酶；ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１；甲烷；甲醇
中图分类号：Ｑ８１４．９ 文献标志码：Ａ

　　甲烷是一种重要的一碳化合物，甲醇是生产大
宗化学品的重要原料，但由于甲烷结构非常稳定，

目前工业上从甲烷生产甲醇仍需要 ２５５℃、５～
１５ＭＰａ这样需要高能耗投入的条件［１］．甲烷单加
氧酶（ＭＭＯｓ）可以实现在常温常压条件下甲烷转化
为甲醇．

ＭＭＯｓ具有催化甲烷氧化生成甲醇活性，是甲
烷氧化菌甲烷氧化途径中的主要生物酶［２］．甲烷氧
化菌以甲烷为营养源代谢途径的关键酶—甲烷单加

氧酶以两种形式存在：颗粒型甲烷单加氧酶（ｐＭ
ＭＯ）结合在细胞内膜，可溶性单加氧酶（ｓＭＭＯ）则
游离在细胞质中．铜浓度较低时，一部分甲烷氧化
菌表达可溶性酶（ｓＭＭＯ），而铜浓度（＞０．２ｍｇ／Ｌ）
较高时，ＭＭＯｓ以酶膜结合形式表达．ｐＭＭＯ由３
个亚基组成：ｐｍｏＢ（α，～４７ｋＤａ），ｐｍｏＡ（β，～２４
ｋＤａ）以及ｐｍｏＣ（γ，～２２ｋＤａ）［３］，每一个亚基都
具有跨膜结构域．虽然ｐＭＭＯ分子量和各亚基组合
情况尚未确定，Ｙｕ和Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ提出αβγ单体分子
量大约是１００ｋＤａ［４］，α２β２γ２聚合体分子量大约是

２００ｋＤａ［５］．关于ｐＭＭＯ是否含有金属离子仍有争
议，据报道纯化后的 ｐＭＭＯ单体（αβγ）可能含有
２～１５个铜离子［３－７］和０～２个铁离子［５－８］．

甲烷氧化菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（Ｂａｔｈ）中
的甲烷单加氧化酶能够催化甲烷氧化生成甲醇．该

过程需要有ＮＡＤＨ［７－８］或四甲基对苯醌［８，１０－１２］提供

电子，ｐＭＭＯ中的铜离子在电子传递过程中也具有
重要作用［１２］．

从ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ［１４－１５］和Ｍｅｔｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＢａｔｈ［５－８］菌中纯化获得ｐＭＭＯ结
构一致，均含有 ｐｍｏＢ基因．在本研究中，异源表
达 ｐｍｏＢ的 ＤＮＡ模板来 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓ
ＩＭＶ３０２１，其与ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＢａｔｈ是同一
菌属和种类，利用此ＤＮＡ模板，成功的将ｐｍｏＢ异
源表达并验证重组体具有全细胞催化甲烷氧化生成

甲醇的活性．

１实验部分

１．１菌株和质粒
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＮｅｗＹｏｒｋ，ＵＳＡ）是

用于质粒扩增，（ｐＥＴ２８ａ＋）（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，
Ｇｅｒ）和Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉ
ｅｎｃｅ，Ｆａｉｒｆｉｅｌｄ，ＵＳＡ）用于蛋白表达．
１．２ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１培养条件

ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１是乌克兰微生
物学和病毒学研究所（Ｋｉｅｖ．Ｕｋｒａｉｎｅ）馈赠．取１００
ｍＬＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１无机盐培养基
Ａ液和１ｍＬＢ液定容至１０００ｍＬ容量瓶中（Ａ液和
Ｂ液组成见表 １），为 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓ
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ＩＭＶ３０２１无机盐培养液．采用２５０ｍＬ三角摇瓶，装
入１００ｍＬ的 ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１无机
盐培养液，菌体接种量为１０％（ｖ／ｖ），采用抽真空
法置换入新鲜的甲烷 ∶空气（体积比１∶１）的混合
气，每２４ｈ换一次气．２８℃、１８０ｒｐｍ空气浴摇床
培养．培养３～５ｄ．

表１ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１无机盐
培养基 （终浓度）

ＡＳｏｌｕｔｉｏｎ／（ｇ·Ｌ－１） ＢＳｏｌｕｔｉｏｎ／（ｇ·Ｌ１）
ＮＨ４Ｃｌ ０．５０ ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ０．０００３

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．３０ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０００３４
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ０．０２ Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ ０．０００２４
ＫＮＯ３ １．０ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．００４
ＮａＣｌ ０．３０ ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ０．０００３
ＥＤＴＡ ０．０１ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０００３４
ＦｅＣｌ３ ０．００１

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．００４
Ｋ２ＨＰＯ４ ０．４０

ＫＨ２ＰＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．４０
Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．７４

１．３融合蛋白表达质粒结构
使用试剂盒（（ＰｒｏｍｅｇａＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｌｔｄ．，Ｍａｄｉ

ｓｏｎ，ＵＳＡ）从ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１提取
总ＤＮＡ后，经 ＰＣＲ（ＡＢＩ，９７００，ＵＳＡ）获得 ｐｍｏＢ
基因目的片段．引物序列为：Ｐ１：５｜ＡＴＧＧＣＣＡＴ
ＧＧＡＡＣＡＣＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＣＧＣＡＧＧＣ３｜； Ｐ２：５｜
ＣＴＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＡＡＣＧＡＣＧＧＧＡＴＣＡＧＣＧ３｜．
引物Ｐ１划线处是 ＮｃｏＩ的识别位点，引物 Ｐ２划线
处是ＮｏｔＩ的识别位点，用于表达载体构建．凝胶纯
化后，ＰＣＲ产物被 ＮｃｏＩ和 ＮｏｔＩ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ，Ｃｏｐｅｎ
ｈａｇｅｎ，ＤＭＫ）酶切，然后与线性化的ｐＥＴ２８ａ（＋）连
接（载体ｐＥＴ２８ａ（＋）自身携带 Ｈｉｓ６标签），形成重
组载体 ｐＥＴ／ｐｍｏＢ，ｐＥＴ／ｐｍｏＢ转 入 大 肠 杆 菌
ＤＨ５α．在含氨苄青霉素（１００μｇｍＬ－１）的 ＬＢ抗性
琼脂板筛选阳性克隆，再由ＤＮＡ测序进行鉴定．
１．４Ｈｉｓ６ｐｍｏＢ蛋白的表达

经测序鉴定序列正确的重组载体ｐＥＴ／ｐｍｏＢ转
化到Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，接种于１００
ｍＬ的ＬＢ培养基（含有１００μｇｍＬ－１氨苄青霉素）
中，３７℃培养，直至ＯＤ６００值达到１．０，培养温度调
至２８℃，添加终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基βＤ
硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导 ｐｍｏＢ表达．细菌培养
４ｈ，培养液４℃离心（１００００×ｇ）５ｍｉｎ，准备进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析．
１．５Ｈｉｓ６ｐｍｏＢ蛋白质的纯化

将经过４ｈ诱导培养的细菌重悬于结合缓冲液
中（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ８．０），然后在０℃以２５０Ｗ功率
对细菌进行超声裂解，在４℃下以１００００×ｇ离心
沉淀２０ｍｉｎ，将可溶性蛋白结合到 Ｎｉ２＋ＮＴＡ树脂
上（ＰｒｏｍｅｇａＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｌｔｄ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＵＳＡ），用４
倍体积的结合缓冲液进行预平衡．测定用来平衡的
结合缓冲液吸光值后，确定该缓冲液中不含蛋白

质，再用洗脱液洗脱融合蛋白（含有Ｈｉｓ标签），洗
脱液中分别含有浓度为２０，５０，８０，２００，３００，５００
ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑，使用４倍体积的洗脱液以１ｍＬ·
ｍｉｎ１的速度进行洗脱．洗脱产物由浓度为１２％聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行分析．
１．６全细胞催化甲烷氧化生成甲醇分析

以甲烷为底物分析重组体中 ｐｍｏＢ催化甲烷生
成甲醇的活性．离心（３０００×ｇ）富集的重组体细胞
用２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲（ｐＨ７．０）漂洗，再离心
（３０００×ｇ）获得的沉淀用新配制的缓冲液（５０μｍ
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ和 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＡＤＨ（电子供体），ｐＨ７．０）重悬，重组体浓度是
１～３ｍｇｄｗｃｍＬ－１，将１ｍＬ重悬液置于１０ｍＬ密闭
容器中，先将密闭容器抽真空，再通入甲烷与空气

混合气体（１∶４，Ｖ／Ｖ），置于 ２８℃恒温振荡器
（１５０ｒｐｍ）培养，生成的甲醇采用气相色谱法测定．

将培养液在４℃下以１００００×ｇ速度离心５ｍｉｎ．
使用气相色谱仪（毛细管 ＧＣ柱（２５．０ｍ×０．２５ｍｍ；
固定相，ＳＥ５４）和火焰离子化检测器（ＦＩＤ）分析上
清液中的甲醇含量．氮气作为载气，流速为７５ｍＬ·
ｍｉｎ１．柱温、检测器和进样口温度分别设置为２００、
１８０和６０℃．采用外标法进行定量分析［１６］．

２结果与讨论
２．１Ｈｉｓ６ｐｍｏＢ融合蛋白的表达与鉴定

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析重
组体ｐｍｏＢ诱导表达情况．与培养基中没添加ＩＰＴＧ
对照组比较，在经过 ＩＰＴＧ诱导４ｈ的重组体 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ可明显观察到一个蛋白条带（见图１），分子
量大约是 ４４ｋＤａ（ｐｍｏＢ理论分子量是 ４４６１５Ｄａ）．
ｐｍｏＢ是由３８６个氨基酸残基组成，重组蛋白在序
列中包含一个组氨酸标签（Ｈｉｓｔａｇ），便于纯化和
鉴定．
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图１在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中表达的融合蛋白
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）图

Ｆｉｇ．１ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）

Ｌａｎｅ１：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ２：ｔｏｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＥＴ２８ａ（＋）
ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ５ｈ；Ｌａｎｅ３：ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆ
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＥＴ／ｐｍｏＢａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ
ＩＰＴＧｆｏｒ５ｈ；Ｌａｎｅ４：ｐｕｒｉｆｉｅｄＨｉｓ６ｐｍｏＢｆｒｏｍｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｗａｓｈｅｄａｔ８０ｍＭｉｍｉｄａｚｏｌｅｏｎＮｉＮＴＡＨｉｓ·Ｂｉｎｄｒｅｓｉｎ．

２．２电子供体对ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１
合成甲醇的影响

将 ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＩＭＶ３０２１培养液离
心获得的菌体沉淀用２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ
７．０）洗涤两遍，菌体沉淀分成２组．第一组使用的
新配置重悬缓冲液组分如下：５０μｍＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ
和２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，ｐＨ值为７．０；第二组使用
的新配置重悬缓冲液组分如下：５０μｍＣｕＳＯ４·
５Ｈ２Ｏ，２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ和５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＨ（电
子供体），ｐＨ值为７．０，同时取两组１ｍＬ重悬液置
于１０ｍＬ密闭容器中，先将密闭容器抽真空，再通
入甲烷与空气混合气体（１∶４，Ｖ／Ｖ），置于２８℃
恒温振荡器（１５０ｒｐｍ）培养培养 ４ｈ，将培养液在
１００００×ｇ离心（４℃）５ｍｉｎ，用气相色谱仪测定上
清液中的甲醇浓度．可以发现 ＮＡＤＨ对于 ｐＭＭＯ
催化甲烷氧化成甲醇活性是必要条件（见图２），第
二组培养基上清液中甲醇的浓度是２．４９ｍｍｏｌ／Ｌ．
２．３重组体全细胞催化甲烷氧化生成甲醇

将Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）和Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）重
组体培养液离心获得的菌体沉淀用２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
盐缓冲液（ｐＨ７．０）洗两遍，菌体沉淀用的新配置缓

图２气相色谱仪检测甲醇色谱图
Ｆｉｇ．２Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｍｅｔｈａｎｏｌｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ

Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ（２．００ｍｍｏｌ／ｍＬ）ｓｔａｎｄａｒｄｓ．Ｂ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓ
ｉｎｇｒｏｕｐａ．Ｃ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｇｒｏｕｐｂ．Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｓ，ｉｎｍｉｎｕｔｅｓ，ａｒｅｓｈｏｗｎ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｂｙＦＩＤ．
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冲液（５０μｍＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ和
５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＨ（电子供体），ｐＨ７．０）重悬．将
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）和Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）重组体各
１ｍＬ重悬液置于１０ｍＬ密闭容器中，先将密闭容
器抽真空，再通入甲烷与空气混合气体（１∶４，
Ｖ／Ｖ），置于２８℃恒温振荡器（１５０ｒｐｍ）培养培养
４ｈ，将培养液在１００００×ｇ离心 （４℃）５ｍｉｎ，用气

相色谱仪测定上清液中的甲醇浓度．如图３所示，
重组体全细胞催化甲烷氧化成甲醇，甲醇浓度为

１．０４ｍｍｏｌ／Ｌ．ｐｍｏＢ亚基由两部分组成，一部分是
Ｎ端含有两个跨膜螺旋的铜还原蛋白结构域，
一部分是Ｃ端铜还原蛋白结构域．Ｃ端铜还原蛋白
位于细胞周质中，是 ｐＭＭＯ中唯一的可溶性结
构域［１７］．

图３甲醇气相色谱仪检测图．Ａ：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）上清液气相色谱图
Ｆｉｇ．３Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｍｅｔｈａｎｏｌｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ．Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）．Ｂ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ．
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｓ，ｉｎｍｉｎｕｔｅｓ，ａｒｅｓｈｏｗｎ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｂｙＦＩＤ．

３结论
由于ｐＭＭＯ分子量大于１００Ｄａ，异源表达具有

难度，即使重组体构建成功，酶活较原始菌也会低

很多，并且催化反应产生较多副产物［１８］．本研究成
功表达了 ｐＭＭＯ的活性中心 ｐｍｏＢ，并通过全细胞
催化实现了生物催化甲烷氧化生成甲醇，虽然甲醇

产量没有原菌高，但无副产物，并且通过基因克隆

与表达技术证明 ｐｍｏＢ确实是 ｐＭＭＯ的活性中心，
与Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ通过蛋白晶体结构推测结论一致［１６］．
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