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颗粒性甲烷单加氧酶分离纯化方法的研究进展
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摘要: 颗粒性甲烷单加氧酶(ｐＭＭＯ)是甲烷氧化菌的特征酶之一ꎬ 在生物催化方面具有广泛的应用前景ꎬ 但由于

其内膜蛋白的性质以及纯化过程中的不稳定性ꎬ 使其生物化学性质、 金属活性位点等方面仍存在许多未知和争

议. 着重总结了颗粒性甲烷单加氧酶的分离纯化方法ꎬ 并对其活性以及与甲烷氧化菌素￣Ｃｕ(ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ￣Ｃｕ)和
其他物质之间的作用关系进行了概述ꎬ 以促进颗粒性甲烷单加氧酶的深入研究和应用.
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　 　 甲烷氧化菌(Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ)是一类以甲烷作为

唯一碳源和能源生长的革兰氏阴性菌ꎬ 广泛存在于

湿地[１]、 土壤[２]、 水稻中[３]ꎬ 在全球碳循环中扮演

着重要角色. 甲烷单加氧酶(ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎ￣
ａｓｅꎬ ＭＭＯ)ꎬ 是甲烷氧化菌代谢途径中的重要酶之

一ꎬ 它能够催化甲烷氧化成为甲醇[４]ꎬ 而催化这一

反应过程的 ＭＭＯ 有两种形式: 可溶性 ＭＭＯ(ｓｏｌｕ￣
ｂｌｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ｓＭＭＯ)和位于细胞质内

膜的颗粒性甲烷单加氧酶(ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏ￣
ｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ｐＭＭＯ) [５－６] . 实际上ꎬ 两种蛋白是不同

基因表达的产物ꎬ 两者的表达受到培养基中不同程

度 Ｃｕ２＋浓度的限制[７] . 当培养基中 Ｆｅ３＋充足而 Ｃｕ２＋

有限时ꎬ 甲烷氧化菌细胞仅表达 ｓＭＭＯꎻ Ｃｕ２＋ 浓度

相对较高时ꎬ ｓＭＭＯ 的表达就会切换成 ｐＭＭＯ. 除

此以外ꎬ Ｃｕ２＋还能作为一种代谢激活剂ꎬ 促进细胞

内膜上 ｐＭＭＯ 的高浓度水平合成. 研究发现ꎬ 几近

所有的类型的甲烷氧化菌都能表达 ｐＭＭＯꎬ 但仅有

一小 部 分 甲 烷 氧 化 菌 在 无 铜 的 环 境 下 表 达

ｓＭＭＯ[８] . 由于 ｐＭＭＯ 存在范围广、 且不受铜浓度

条件的制约ꎬ 因此在生物修复方面具有较高的实际

应用价值和应用前景. 有学者将纯化得到的膜水平

ｐＭＭＯ 嵌入到易交联、 生物兼容性良好的聚乙二醇

双丙烯酸酯水凝胶(ＰＥＧＤＡ)中ꎬ 制成一种催化甲

烷转化为甲醇的新型生物催化材料ꎬ 酶活保存率为

１００％ꎬ 同时能作为 ３Ｄ 打印的底物ꎬ 为生物反应器

的设计以及甲烷的工业化转换提供了新的思路[９] .
研究发现ꎬ ｐＭＭＯ 除能够氧化甲烷之外ꎬ 还能氧化

卤化烃ꎬ 如三聚乙烯(ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ ꎬ ＴＣＥ)等[１０] .
ＴＣＥ 是一类可疑性致癌物ꎬ 也是地下水源的主要污

染物之一[１１] . 由于 ｐＭＭＯ 氧化 ＴＣＥ 的过程中不会

有有毒中间产物生成ꎬ 因此成为 ＴＣＥ 生物修复的首

选方案.
虽然 ｐＭＭＯ 广泛存在ꎬ 但由于其内膜蛋白的性

质以及纯化过程中的不稳定性[１２]ꎬ 使其生物化学

性质、 金属活性位点等方面仍存在许多未知和争

议. 有一部分学者认为 ｐＭＭＯ 中含有 ２ 个铜原子和

１~２ 个铁原子[１３] . 另有一部分人认为ꎬ ｐＭＭＯ 是一

种含有 １５~２１ 个铜原子的金属酶. 铜原子被整合成

５~７ 个自旋耦合的三核铜簇ꎬ 其中 ２ ~ ３ 个铜簇参

与到催化反应中来ꎬ 另有 ３ ~ ４ 个铜簇与 ＮＡＤＨ 到

活性中心之间的电子传递有关[４] . 还有一部分学者

认为 ｐＭＭＯ 中含有 ８ ~ １５ 个铜原子和 ２ 个铁原子ꎬ
其中的 ６~１３ 个铜原子能够与一种荧光小肽(甲烷

氧化菌素 ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎꎬ ｍｂ)结合ꎬ 形成 ｍｂ￣Ｃｕꎬ 参

与电子与活性中心之间的交流ꎬ 或在铜捕获机制

中ꎬ 起到维持氧化还原状态、 抑制氧自由基的
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作用[１３] .
ｐＭＭＯ 的分离纯化是 ｐＭＭＯ 理化性质、 金属活

性中心等各方面的研究与发展的前提条件ꎬ 因此纯

化出稳定性较好、 酶活力较高的 ｐＭＭＯ 显得至关重

要. 目前对 ｐＭＭＯ 纯化的研究主要集中在 Ｍｅｔｈｙｌｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)和 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
(ＯＢ３ｂ)两种甲烷氧化菌上[１４]: Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕ￣
ｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 属Ⅰ型好氧甲基球菌属ꎬ 是 γ￣变形菌的

一种ꎬ 利用磷酸核酮糖途径(ＲｕＭＰ ｐａｔｈｗａｙ)同化甲

醛ꎬ 胞内膜呈束状分布[７]ꎻ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉ￣
ｕｍ(ＯＢ３ｂ)属Ⅱ型好氧甲基弯菌属ꎬ 主要代谢途径

为丝氨酸途径(Ｓｅｒｉｎｅ ｐａｔｈｗａｙ)ꎬ 其双层膜吸附于细

胞壁周围[７] . 除利用这两种类型的甲烷氧化菌进行

ｐＭＭＯ 分离纯化外ꎬ 也有一些学者选择了其他类型

的甲烷氧化菌ꎬ 近年来都取得了不少应用进展.

１ ｐＭＭＯ 的分离纯化

为使 ｐＭＭＯ 高水平表达ꎬ 甲烷氧化菌的培养一

般是在 ＮＭＳ 培养基的基础上补充一定量的 Ｃｕ２＋和

Ｆｅ３＋ꎬ 但不同实验室在 ｐＭＭＯ 分离纯化中选择的

Ｃｕ２＋和 Ｆｅ３＋浓度不同. 一部分人认为培养基中 Ｃｕ２＋

终浓度为 ６０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ｐＭＭＯ 表达水平最高[１５]ꎻ
终浓度为 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 细胞中 Ｃｕ２＋已饱和. 但也

有人认为培养基中 Ｃｕ２＋浓度为 ３０~３５ μｍｏｌ / Ｌ、 Ｆｅ３＋

浓度为 １８ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ｐＭＭＯ 表达水平最高、 酶活

最好[１６] . 培养完成后的发酵液离心ꎬ 收集菌体细胞

沉淀进行 ｐＭＭＯ 的纯化. 一般 ｐＭＭＯ 的分离纯化主

要分为细胞质膜的分离、 ｐＭＭＯ 的解离以及 ｐＭＭＯ
的纯化这 ３ 个阶段. 细胞内膜的分离一般是通过机

械法破碎细胞(如超声破碎、 高压匀浆法)ꎬ 超速离

心分离膜组分. ｐＭＭＯ 的解离是指在表面活性剂

(又称去垢剂)的作用下ꎬ 将 ｐＭＭＯ 等膜蛋白包裹

从细胞内膜中分离下来ꎬ 再采用离心操作达到分离

的目的. 对于 ｐＭＭＯ 的纯化操作多采用 ＦＰＬＣ 层析

分离、 离子交换柱层析以及凝胶过滤层析等手段.
对 ｐＭＭＯ 的分离纯化操作的核心在于细胞破碎方

式、 表面活性剂在浓度以及用量以及离心分离条件

的控制、 各种层析分离介质和洗脱液的选择等.
１.１ 含 ｐＭＭＯ 细胞质膜的分离

ｐＭＭＯ 位于甲烷氧化菌的细胞质膜ꎬ 嵌入脂质

双分子层的内部[１７]ꎬ 与膜结合紧密ꎬ 而甲烷氧化菌

又是革兰氏阴性菌[１８]ꎬ 与其他革兰氏阳性菌相比ꎬ
其细胞壁较为脆弱ꎬ 因此需要采用专门的细胞破碎

方法. 一是利用超声波的空穴作用将细胞破碎. 破

碎时ꎬ 超声波强度不宜太大ꎬ 强度过高易引起蛋白

的失活ꎬ 而且破碎时细胞浓度不宜过高ꎬ 一般控制

在 ２０％左右ꎬ 除此之外超声的频率、 处理时间以及

介质的离子强度、 ｐＨ 等都会对破碎效果产生一定

的影响. 此种方法细胞破碎的效果较为明显ꎬ 适用

于小规模的细胞菌悬液的处理ꎬ 成本相对昂贵.
１９７７ 年ꎬ Ｔｏｎｇｅ 等[１９] 首次利用超声破碎细胞(１５０
Ｗꎬ ４×４５ ｓ)ꎬ 得到 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ(ＯＢ３ｂ)
细胞破碎物ꎬ 比活力为 ０.２２ μｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(甲烷氧

化反应表示). Ｍａｓａｙｕｋｉ Ｔａｋｅｇｕｃｈｉ 等[２０]在超声破碎

时ꎬ 着重控制温度在 ４ ℃且破碎环境密闭无氧ꎬ 并

发现适当的 Ｃｕ２＋能够提高 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
(ＯＢ３ｂ)细胞破碎时 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 同时在破碎过程

中适当补充 ＰＭＳＦꎬ 也能够起到防止蛋白降解的作

用ꎻ 除超声外ꎬ 也可以采用匀浆法ꎬ 使细胞受到剪

切力而破坏. 影响匀浆破碎的主要因素有压力、 温

度和通过匀浆阀的次数等. 一般通过高压匀浆的破

碎率可达 ６７％ꎬ 破碎率要达 ９０％至少将菌悬液通过

匀浆法 ２ 次ꎬ 但不能单纯追求高破碎率ꎬ 最好是提

高操作压力ꎬ 减少操作次数. 此法一般用于大规模

菌悬液的处理ꎬ 且样品损失小ꎬ 成本适中. １９８９ 年ꎬ
Ｓｍｉｔｈ＆Ｄａｌｔｏｎ 等[２１]利用高压匀浆法ꎬ 使 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)在 １４０ ＭＰａ 压力下匀浆破碎.
Ｃｈｏｉ 等[１５]利用高压匀浆法(１８ ０００ Ｉｂ / ｉｎ２)在 ４ ℃
厌氧(９５％氩气ꎬ ５％氢气)条件下对 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ ( Ｂａｔｈ ) 细 胞 进 行 破 碎. Ａｓｈｒａｆ Ｋｉｔｍｉｔｔｏ
等[２２]采用连续破碎系统ꎬ ４ ℃、 ２５ ＭＰａ 连续破碎 ３
次ꎬ 分离得到的细胞质膜ꎬ 以 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤＨ 作还

原剂ꎬ 比活力为 ２３０ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(丙烯环氧化反

应表示). Ｙｕ 等 [１６]在滤膜反应器的辅助作用下去

除培养基组分收集菌体沉淀ꎬ 高压匀浆(２０ ０００ Ｉｂ /
ｉｎ２)分离包浆与膜组分ꎬ 超速离心收集膜组分ꎬ 并

考察了培养基中铜浓度与细胞内膜中 ｐＭＭＯ 含量

及比活力之间的相互关系.
破碎后ꎬ 沉降未破碎的细胞以及细胞碎片ꎬ 超

速离心或透析收集细胞内膜. 用中性 ｐＨ 缓冲溶液

(含少量 ＮａＣｌ 或 ＫＣｌ)盐洗 １~３ 次ꎬ 除去细胞外膜、
可溶性蛋白以及质蛋白等. Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ 等[２３] 用超声

破碎法将 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)细胞裂解ꎬ
超速离心收集膜组分. 选用含 ＮａＣｌ 的 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉｐｅｓ 缓冲液反复重悬 ３ 次ꎬ 终浓度为 １０ ~ ２０ ｍｇ /
ｍＬꎬ 并用液氮滴冻ꎬ －８０ ℃储存. 膜水平下ꎬ 四甲
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基对苯二酚和 ＮＡＤＨ 为最有效的还原剂ꎬ 酶活为

１９.４ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(丙烯环氧化反应表示). 研究发

现ꎬ 盐洗细胞膜能够起到粗略去除外源金属离子以

及未紧密结合的蛋白等.
Ｔａｋｅｇｕｃｈｉ 等[２０]在 ４ ℃无氧条件下利用超声破

碎法对细胞进行破碎ꎬ 缓冲液事先用纯净氮气脱

气. 用含 ＫＣｌ 的 ＭＯＰＳ 缓冲液盐洗膜沉淀ꎬ 离心收

集沉淀ꎬ 即得到含有 ｐＭＭＯ 的细胞膜组分. 研究发

现ꎬ ＥＤＴＡ、 甲醇、 硫脲、 叠氮化物、 乙炔等物质会

抑制细胞质内膜上 ｐＭＭＯ 的活性ꎻ 同时对反应条件

进行考察ꎬ 发现利用 ５５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ 缓冲液

(ｐＨ＝ ７)、 ４５ ℃下反应ꎬ 细胞内膜上 ｐＭＭＯ 活性效

果最好.
细胞质内膜的存在为维持 ｐＭＭＯ 天然构象、 催

化活性以及稳定性提供了最佳环境ꎬ 而且内膜上含

有一系列电子传递链ꎬ 虽然电子传递机制尚未明

确ꎬ 这使得含 ｐＭＭＯ 的膜组分成为除含 ｐＭＭＯ 完

整细胞外酶活以及电子供体研究的最佳阶段.
１.２ ｐＭＭＯ 从细胞质膜中的解离

纯化中ꎬ 无论是以改变 ｐＭＭＯ 天然构象或是阻

断 ｐＭＭＯ 与其他蛋白、 脂质之间相互作用的方式ꎬ
将 ｐＭＭＯ 从磷脂双分子层的疏水环境中分离都会

造成 ｐＭＭＯ 活性的丧失. 因此使用去垢剂解离是

ｐＭＭＯ 解离中使用次数最多、 使用范围最广的一

种. 去垢剂(ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ)又称表面活性剂ꎬ 是一类同

时具有亲水极性基团和疏水非极性基团的双极性分

子[２４－２５] . 在去垢剂的作用下ꎬ 细胞膜解体ꎬ ｐＭＭＯ
等膜蛋白释放ꎬ 并在无膜状态下为 ｐＭＭＯ 等膜蛋白

提供相对稳定的疏水环境ꎬ 起到维持和保护蛋白结

构和活性的作用.
去垢剂的选择较多ꎬ 其中十二烷基 β￣Ｄ￣麦芽糖

苷(ｄｏｄｅｃｙｌ β￣Ｄ￣ｍａｌｔｏｓｉｄｅꎬ ＤＤＭ) 是使用最广的一

种ꎬ 它是一种非离子型去垢剂ꎬ 常用于膜研究中蛋

白的抽提和溶解ꎬ 但在其浓度及用量的选择上存在

差异. Ｓｈｉｅｍｋｅ 等[２６] 按质量分数为 １０％ ~ ２０％的量

向 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ＝ ７.０ 的 Ｐｉｐｅｓ 缓冲液中加入 ＤＤＭꎬ
并向膜组分的悬浮液中逐滴加入并搅拌ꎬ ３ ℃下震

荡 １５~ ４５ ｍｉｎ. Ｐｉｋｕ ＢＡＳＵ 等[２７] 按去垢剂 /蛋白 ＝
１.５(Ｗ / Ｗ)的比例ꎬ 向冰上的膜蛋白组分中持续搅

拌逐滴滴加. 这一过程保留了原酶活的近 ７５％的活

性. Ｃｈｏｉ 等[２０] 研究发现去垢剂较少 ０. ５ ~ ０. ７５
(ＤＤＭ /膜蛋白ꎬ ｍｇ / ｍｇ) 或较多 ２ ~ ３ ( ＤＤＭ /膜蛋

白ꎬ ｍｇ / ｍｇ)时ꎬ 都会造成 ｐＭＭＯ 提取物的失活. 向

纯化产物中额外添加 ＤＤＭꎬ 考察了去垢剂与金属

离子含量之间的关系ꎬ 研究发现每毫克膜蛋白中

ＤＤＭ 含量为 ０.１、 ０.２ ｍｇ 时ꎬ ｐＭＭＯ 活性及其金属

离子含量仍保持不变ꎻ 当 ＤＤＭ 含量大于 ０.３ ｍｇ 时ꎬ
ｐＭＭＯ 丧失活性ꎬ 每个 ｐＭＭＯαβγ 亚基中 Ｃｕ 原子

数大约为 ２. 为降低去垢剂 ＤＤＭ 对 ｐＭＭＯ 活性的抑

制ꎬ Ｍｉｙａｊｉ 等[２８]向解离后的 ｐＭＭＯ 组分中加入吸附

剂 ＢｉｏＢｅａｄｓ ＳＭ￣２ꎬ 除去溶解组分中过量的 ＤＤＭꎬ
并考察吸附时间对 ｐＭＭＯ 活性以及 ＤＤＭ 含量的影

响. Ｓｍｉｔｈ 等[２１]将 ＤＤＭ 解离并去除多余 ＤＤＭ 后得

到的 ｐＭＭＯ 储存在卵磷脂中. 除 ＤＤＷ 外ꎬ Ｂｒｉｊ ５８
和 Ｔｗｅｅｎ ２０ 也能解离 ｐＭＭＯꎬ 解离中能够抑制蛋白

聚沉ꎬ 但由于其水油度 ( ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｅ ｌｉｐｏｐｈｉｌｅ ｂａｌ￣
ａｎｃｅꎬ ＨＬＢ)较高ꎬ 与磷脂双分子层的亲和性较差 ꎬ
限制了它们在 ｐＭＭＯ 解离中的应用. 此外选择去垢

剂时要注意ꎬ 着重选择温和的两性去垢剂和非离子

去垢剂ꎬ 它不会破坏后续纯化(如离子交换)ꎬ 但离

子交换剂会破坏去垢剂与 ｐＭＭＯ 之间的库仑力ꎬ 使

纯化失效.
除使用去垢剂之外ꎬ ＸＩＮ 等[２９] 研究发现ꎬ 低

Ｃｕ２＋浓度条件下培养 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＩＭＶ
３０１１ 时ꎬ ｐＭＭＯ 极易从细胞内膜中解离ꎬ 因此并未

使用去垢剂而是采用超声的方式使 ｐＭＭＯ 脱落. 膜

水平状态下ꎬ 以琥珀酸盐为还原剂时比活力最高ꎬ
为 １６.８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(丙烯环氧化反应表示).
１.３ ｐＭＭＯ 的纯化

对于解离后的 ｐＭＭＯ 等膜蛋白及其他组分ꎬ 成

分复杂ꎬ 研究者多选用几步柱层析方法相结合的方

式进行 ｐＭＭＯ 分离纯化ꎬ 其中离子交换层析、 凝胶

过滤层析的使用最为广泛ꎬ 依据分子间的相互作

用、 物质的大小以及性状等方面的差异将 ｐＭＭＯ 与

其他杂蛋白进行分离ꎬ 达到纯化的目的. 离子交换

层析是 ｐＭＭＯ 纯化中常用的方法ꎬ 它以离子交换剂

为固定相ꎬ 特定的含离子溶液为流动相ꎬ 利用离子

交换剂对分离物的各种离子结合力的差异ꎬ 将混合

流动相中不同离子进行分离ꎬ 具有分辨率高、 分离

效果好的特点. 纯化时常采用阴离子交换剂ꎬ 交换

剂类型不同ꎬ 交换容量以及蛋白质吸着容量也会存

在差异ꎬ 最常用的阴离子交换剂填料基质 ＤＥＡＥꎬ
如 ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣６Ｂ、 ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ 等.
Ｃｈｏｉ 等[３０]选择用 ５.０×７ ｃｍ ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ 将

收集到的含 ｐＭＭＯ 的蛋白组分进行纯化ꎬ 得到

ＮＤＨ￣ｐＭＭＯ 的混合物ꎻ 经 ２.６×２０ ｃｍ ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａ￣
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ｒｏｓｅ ＦＦ 得到 ｐＭＭＯꎬ 厌氧条件下超滤浓缩. 纯化后

ＮＤＨ￣ｐＭＭＯ 的混合物和 ｐＭＭＯ 的活性分别为 １４７±
４３ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ 和 １３４±３６ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ. 辛嘉英

等[３１]等研究发现低 Ｃｕ２＋浓度下 ｐＭＭＯ 极易从细胞

内膜上解离ꎬ 利用 ＤＥＡＥ￣ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ￣６Ｂ 离子交换

层析柱对 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＩＭＶ ３０１１ 细胞

膜中 ｐＭＭＯ 和 ＮＡＤＨ 脱氢酶进行了分离纯化ꎬ 并

对不同状态下 ｐＭＭＯ 利用的电子供体进行研究ꎬ 并

提出了 ｐＭＭＯ 可能的电子传递链.
除使用离子交换层析的方法外ꎬ 多数 ｐＭＭＯ 纯

化采用混合层析的方式ꎬ 即离子交换层析和凝胶过

滤层析相结合的方式. 凝胶过滤层析也叫凝胶排阻

层析ꎬ 是将样品混合物通过一定孔径的凝胶固定相

使不同分子量的组分得以分离. 凝胶空隙的大小严

格决定了其分离范围ꎬ 较大的分子由于受到空间的

阻碍作用未进入凝胶颗粒内部而沿凝胶空隙流出ꎬ
停留时间短ꎬ 因而最先被洗脱ꎻ 小分子物质由于进

入凝胶介质内部ꎬ 停留时间较长. 此方法只需要一

种缓冲溶液ꎬ 且操作条件温和ꎬ 凝胶介质为惰性载

体ꎬ 常用 Ｓｕｐｅｒｄｅｘ、 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ 等凝胶介质. 挪威学

者 Ｐｉｋｕ 等[２７] 利用 ＦＰＬＣ 快速蛋白纯化系统对 ｐＭ￣
ＭＯ 进行纯化. 解离后的 ｐＭＭＯ 超滤浓缩至 ２０ ｍｇ /
ｍＬꎬ １.５ ｃｍ×６８ ｃｍ Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００ 凝胶层析分离ꎬ 流

速 １.５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ 酶活测定确定 ｐＭＭＯ 组分ꎬ 分离得

到含羟化酶(ｐＭＭＯＨ)和还原酶(ｐＭＭＯＲ)的 ｐＭＭＯ
复合物(ｐＭＭＯｃ)ꎻ 经 ＤＥＡＥ￣ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２ 离子交

换柱(１.５ ｃｍ×１５ ｃｍ)分离得到羟化酶和还原酶. 利

用四甲基对苯二酚作还原剂ꎬ 对 ｐＭＭＯｃ及其个体

组分(ｐＭＭＯＨ、 ｐＭＭＯＲ)的丙烯环氧化反应进行研

究ꎬ 发现单独的 ｐＭＭＯＨ 或 ｐＭＭＯＲ 均没有 ＭＭＯ
活性ꎬ 这也就说明二者在催化丙烯环氧化反应中都

是不可或缺的. 若将 ｐＭＭＯｃ中再次添加分离得到的

ｐＭＭＯＨ 和 ｐＭＭＯＲꎬ ｐＭＭＯｃ活性略有增加ꎬ 但比活

力仍保持不变(约为 ２８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ). Ｋｉｔｍｉｔｔｏ
等[２２]在 Ｐｉｋｕ 的基础上对 ｐＭＭＯ 进行调整ꎬ 选择

ＭｏｎｏＱ￣１０ 阴离子交换柱纯化得到 ｐＭＭＯ 复合物ꎬ
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００ 凝胶层析继续纯化ꎬ ０ ~ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ
梯度洗脱得到 ｐＭＭＯ 羟化酶.

美国的科学家 Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ 等[２３]使用柱层析的方

法分离纯化了 Ｍ.ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)中的 ｐＭＭＯ 组分.
纯化过程如下: 事先用柱平衡液稀释的膜蛋白组

分ꎬ Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ 阴离子交换柱ꎬ ＮａＣｌ 梯度洗提ꎬ
Ｃｅｎｔｒｉｐｒｅｐ ５０ 超滤浓缩ꎻ Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ２００ 凝胶过滤层

析ꎬ 最后浓缩至 ５~１０ ｍｇ / ｍＬ. 实验证明ꎬ 大部分杂

蛋白以及脂质类物质都能通过 Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ 除去ꎬ 而

小分子蛋白不能ꎬ 因此采用 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ２００ 凝胶过

滤将其分离除去ꎬ 纯化后的 ｐＭＭＯ 活性为 １７. ７
ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(四甲基对苯二酚为还原剂).

Ｍｉｙａｊｉ 等[２８]利用 ＰＯＲＯＳ ２０ ＨＱ 对解离后的组分

进行纯化后得到 ４ 个组分峰ꎬ 四甲基对苯二酚存在

下组分 １ 具有 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 活性为 ３.４ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰
ｍｇꎬ 与膜水平中酶活相比(３.８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ)ꎬ 四

甲基对苯二酚存在下纯化后的 ｐＭＭＯ 保持了近

８８％的酶活.
纯化时除考虑柱层析类型以及填料种类外也要

在维持 ｐＭＭＯ 活性的基础上ꎬ 考虑流速、 洗脱液以

及其他因素的影响: 流速要视柱填料类型、 颗粒大

小以及洗脱液粘度等条件而定ꎬ 填料的颗粒大ꎬ 流

速快ꎬ 反之则慢ꎻ 洗脱液的粘度大ꎬ 流速就慢ꎬ 反

之则快ꎬ 而且其他层析条件相同时ꎬ 流速会受层析

柱的长度与横截面积的影响ꎻ 此外ꎬ 在缓冲液选择

时注意避免能与介质相互作用的缓冲盐类ꎬ 避免因

平衡破坏而使 ｐＭＭＯ 解吸ꎬ 常 用 的 洗 脱 液 有

ＭＯＰＳ、 ＰＩＰＥＳ 等ꎬ 且缓冲液浓度一般控制在 １０~５０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ 控制在 ７ ~ ７.５ꎬ 采用梯度洗脱的方式

(一般是 ＮａＣｌ 溶于稀缓冲溶液). 具体柱层析纯化

ｐＭＭＯ 的方法如表 １ 所示.

２ ｐＭＭＯ 的活性

ｐＭＭＯ 能够氧化五碳以内的烷烃和烯烃ꎬ 但不

能同 ｓＭＭＯ 一样氧化环烃、 芳香烃等物质[７]ꎬ 因此

多采用丙烯环氧化反应对 ｐＭＭＯ 酶活进行测定ꎬ 酶

活用 １ ｍｇ 干重细胞 １ ｍｉｎ 产生环氧丙烷的纳摩尔

数表示[２４]ꎬ 单位: ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇꎬ 也有一部分人选

择用甲烷氧化反应评价 ｐＭＭＯ 活性[３２] . 环氧化反

应中ꎬ 需要辅酶 ＮＡＤＨ 不断再生ꎬ 因此在酶活测定

中采用 ＮＡＤＨ 或四甲基对苯二酚作为还原剂ꎬ 以维

持 ｐＭＭＯ 催化反应的持续进行. 整细胞以及膜水平

条件下ꎬ 以 ＮＡＤＨ 或对苯二酚作还原剂ꎬ 都可检测

到 ｐＭＭＯ 活性ꎻ 然而经 ＤＤＭ 解离后ꎬ ＮＡＤＨ 作还

原剂几乎不能检测到 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 但对苯二酚可

以. 研究发现ꎬ ｐＭＭＯ 的活性可能会受到以下几方

面的影响.
２.１ 培养基成分的影响

培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度是决定 ｐＭＭＯ 活性的直接

因素 . Ｃｕ２＋ 浓度不仅能够作为切换 ｓＭＭＯ与ｐＭＭＯ
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表 １ 柱层析纯化 ｐＭＭＯ 的方法总结

Ｔａｂｌｅ １ Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＭＯ ｂｙ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｔｙｐｅ ｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ

Ｃｏｌｕｍｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｂｕｆｆｅｒ
Ａｃｔｉｖｉｔｙ

(ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐＭＭＯ)
/ (ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ)

Ｒｅｄｕｃｔａｎｔ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ
ａｎｄ Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ

Ｓ２００

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓ
(ｐＨ ７.５)(ｉｎｃｌｕｄｅ

ＤＤＭ、 ＮａＣｌ)
１７.７ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２３]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

５.０×７ ｃｍ ＤＥＡＥ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ ａｎｄ
２.６×２０ ｃｍ ＤＥＡＥ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ

３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ
(ｐＨ ７.３)(ｉｎｃｌｕｄｅ
ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ、 ＫＣｌ、

ＤＤＭ)

１３４±３６
Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ＋
ＮＡＤＨ＋ＮＤＨ

[３０]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

１.５ ｃｍ×６８ ｃｍ
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｐｅｓ
(ｐＨ ７.２５)(ｉｎｃｌｕｄｅ
ＤＤＭ、 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ)

５３ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２７]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ
Ｓ￣３００ＨＲ

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＩＰＥＳ
(ｐＨ ７.２)(ｉｎｃｌｕｄｅ ＮａＣｌ、
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ、 ａｓｃｏｒｂａｔｅ、

ＤＤＭ)

Ｎｏｔ Ｓｈｏｗｎ － [１６]

Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ

ＯＢ３ｂ
ＰＯＲＯＳ ２０ ＨＱ

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ
(ｐＨ ７)(ｉｎｃｌｕｄｅ ＫＣｌ、

Ｂｒｉｊ５８)
３.４ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２８]

Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＩＭＶ ３０１１

ＤＥＡＥ￣Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＰＢＳ(ｉｎｃｌｕｄｅ ＤＴＴ) ６ ｑｕｉｎｏｌ [３１]

表达的枢纽ꎬ 更重要的是ꎬ 它能够激发 ｐＭＭＯ 的高

水平表达. 当培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
ｐＭＭＯ 开始表现出活性ꎬ 并生成大量细胞质膜[３０] .
Ｍａｓａｙｕｋｉ 等[１５] 研究发现ꎬ Ｍ. ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ 中

ｐＭＭＯ 需要一定的 Ｃｕ(Ⅱ)离子ꎬ 但过量的 Ｃｕ(Ⅱ)
离子会抑制 ｐＭＭＯ 的活性ꎻ 同时金属离子、 牛血清

白蛋白(ＢＳＡ)以及 ＰＭＳＦ 等都会对膜水平下 ｐＭＭＯ
的活性产生一定的影响. Ｃｈｏｉ 等[１５] 在对 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 的研究中发现ꎬ 当 ＮＭＳ 培养基中

Ｃｕ２＋浓度为 ６０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 其膜水平 ｐＭＭＯ 的表达

效果最高ꎬ 可达 ７５~ ２３０ ｎｍｏｌ ｍｉｎ－１(ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) －１ꎬ
而 ｍｂ￣Ｃｕ 以及 Ｃｕ(Ⅱ)的添加更能提高 ｐＭＭＯ 的酶

活ꎻ 当培养基中 Ｃｕ２＋浓度达 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 细胞中

Ｃｕ２＋浓度几近饱和. 此外ꎬ ｐＭＭＯ 的高水平表达也

需要一定量的 Ｆｅ３＋ . 当培养基中 Ｆｅ３＋ ∶ Ｃｕ２＋ ＝ １ ∶ ２.５
时ꎬ 无细胞状态下 ｐＭＭＯ 的活性较高[２３] . 但也有学

者研究发现ꎬ 自然环境中铜含量很低时ꎬ 仍能检测

到大量 ｐＭＭＯ 的存在[３３] .
２.２ 厌氧条件的影响

厌氧条件对 ｐＭＭＯ 活性也会产生一定的影响.
为维持 ｐＭＭＯ 的稳定性ꎬ 大多数的 ｐＭＭＯ 分离纯

化都选择在 ４ ℃、 无氧条件下进行的ꎬ 而且研究发

现ꎬ 膜水平下高活性 ｐＭＭＯ 就是在厌氧条件下分离

得到的[３０]ꎬ 其比活力为 ２９０ ｎｍｏｌ 环氧丙烷(ｍｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ􀅰ｍｉｎ) ￣１ . 但也有学者认为ꎬ ｐＭＭＯ 并不是氧敏

感型蛋白[２３]ꎬ 厌氧条件对 ｐＭＭＯ 活性的影响并

不大.
２.３ ｍｂ￣Ｃｕ 对 ｐＭＭＯ 的作用

甲烷氧化菌素(ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎꎬ ｍｂ)ꎬ 是甲烷氧

化菌分泌的一种能与 Ｃｕ 结合、 分子量大小为

１２１８Ｄａ 的荧光小肽[３４]ꎬ 在甲烷氧化菌铜捕获体系

中起着至关重要的作用ꎬ 在食品添加剂[３５]、 食品安
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全快速检测[３６]、 生物催化等[３７] 方面具有广泛的应

用前景. 溶液中的 ｍｂ 是一种动态的小分子ꎬ 与

Ｃｕ(Ⅱ)离子结合(如图 １ 所示). 当甲烷氧化菌在

限铜条件下培养时ꎬｍｂ会以分泌物的形式排放到

图 １ ｍｂ￣Ｃｕ 与 ｐＭＭＯ 的结构关系图[２６]

Ｆｉｇ.１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｂ￣Ｃｕ ａｎｄ ｐＭＭＯ[２６]

细胞外ꎬ 若培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度达到一定时ꎬ ｍｂ 就

会与铜结合以 ｍｂ￣Ｃｕ 的形式构成 ｐＭＭＯ 的结构组

分存在于细胞膜中[３８]ꎬ 若将其从 ｐＭＭＯ 中分离ꎬ
会造成 ｐＭＭＯ 的不可逆性失活[３９] . 研究发现ꎬ 从

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ、 Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ａｌ￣
ｂｕｍ ＢＧ８ 以及 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ 中分

离得到的 ｍｂ￣Ｃｕ 都是具有氧化还原活性的分子ꎬ 具

有自由基清除剂的作用ꎬ 表现出氧化酶(Ｏｘｉｄａｓｅ)、
超氧化物歧化酶(Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)以及

过氧化氢还原酶(ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ)活性ꎬ 其表现

出的 ＳＯＤ 活性在无细胞水平下能够起到保护 ｐＭ￣
ＭＯ、 防止氧化对其造成损伤的作用[３９] .
　 　 ｍｂ￣Ｃｕ 能够提高电子流向 ｐＭＭＯ 的速率ꎬ 对

ｐＭＭＯ 活性存在着一定的影响[３０] . 有的学者认为无

细胞状态下ꎬ ＮＡＤＨ 作为还原剂ꎬ 电子传递过程如

下: ＮＡＤＨ→ｍｂ￣Ｃｕ→Ｃｕ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ→Ｆｅ￣Ｆｅ￣ｐＭＭＯ￣
Ｈꎬ 其中 Ｃｕ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ 为 ｐＭＭＯ 羟化酶的 Ｃｕ(Ⅱ)金
属活性中心ꎬ Ｆｅ￣Ｆｅ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ 为 ｐＭＭＯ 羟化酶的双

核铁活性中心[２０] .
Ｃｈｏｉ 等[１５] 研究发现ꎬ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ 中或 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ 中分离纯

化得到的 ｍｂ 均能提高完整 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ
Ｂａｔｈ 细胞水平或膜水平状态下甲烷氧化速率ꎻ 若向

ｐＭＭＯ 酶活为 ２９０ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ(环氧丙烷)的细

胞膜组分中加入 ｍｂ￣Ｃｕꎬ 其酶活显著增加 ( ４００
ｎｍｏｌ / ｍｉｎ􀅰ｍｇ)ꎬ 约为完整细胞酶活的 ５０％ ~ ７５％.
ＥＰＲ 光谱表明ꎬ ｍｂ￣Ｃｕ 能够提高电子流向 ｐＭＭＯ 的

速率. 但 ｍｂ￣Ｃｕ(Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ)对
ｐＭＭＯ(Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ)以及 ｍｂ￣Ｃｕ
(Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ) 对 ｐＭＭＯ (Ｍｅｔｈｙｌｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ)的影响并没有报道ꎬ 有待进

一步研究.
２.４ 其他物质

纯化过程中ꎬ 电子传递链中涉及的与 ｐＭＭＯ 相

关的细胞色素、 脱氢酶等物质的破碎都会造成 ｐＭ￣
ＭＯ 的失活. 研究发现ꎬ 这些物质可能与 ｐＭＭＯ 构

成一种活性中心复合物[２３] . 同时ꎬ 解离后、 纯化后

ｐＭＭＯ 的不规则折叠都会影响 ｐＭＭＯ 的活性. 此

外ꎬ Ｃｈｅｎ 等[４０]在 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 菌中

发现一种非血红素铁蛋白 ( ｂａｃｔｅｒｉｏｈｅｍｅｒｙｔｈｒｉｎꎬ
ＭｃＨｒ)ꎬ 并认为它能够作为分子氧的载体携带分子

氧到达细胞膜的微环境中参与环氧化反应的进行ꎬ

５９第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 林惠颖等: 颗粒性甲烷单加氧酶分离纯化方法的研究进展



在膜水平条件下具有显著提高 ｐＭＭＯ 催化丙烯环

氧化的能力.

３ 结论及展望

ｐＭＭＯ 的纯化过程较为复杂ꎬ 大部分研究都采

用两种或两种以上的操作步骤ꎬ 包括细胞破碎、 超

滤、 表面活性剂解离、 离子交换层析、 凝胶过滤层

析等. 此外ꎬ 其活性可能受到很多因素条件的限制ꎬ
如 Ｃｕ２＋和 Ｆｅ３＋浓度、 厌氧条件、 折叠方式等. 只有

获得活性较高、 稳定性较好的 ｐＭＭＯꎬ 才能更深入

的了解 ｐＭＭＯ 的催化机理、 生化性质以及金属活性

中心ꎬ 才能更好的应用于环境保护、 生物催化等各

个领域.
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