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摘 要：甲烷氧化细菌中的关键酶系甲烷单加氧酶是一个含双核铁的多组份氧化酶，常温、常压下能够催化甲烷转

化为甲醇。对甲烷氧化细菌 !"#$%&’(’)*+ ;E> FGH/中溶解性甲烷单加氧酶基因和 #5I +JKL进行了测序与分析。
利用已知相关基因数据库信息，设计了 MNO引物和测序引物，获得了满意的测序结果。全长的溶解性甲烷单加氧
酶基因为 &57%*E，部分 #5I +JKL的序列长度为 #$4%*E。与已发表的甲烷氧化细菌中甲烷单加氧酶进行了比较，结
果表明 PPQR组份中氨基酸序列的同一性为 "4S到 77S，基因序列的同一性为 "#S到 7"S，5个组份中 ’,-. 片段
的同一性相对较低。PPQR氨基酸序列的多序列联配表明，PPQR序列具有高度保守性，特别是在双核铁中心区
域。#5I +JKL进化分析显示 !"#$%&’(’)*+ ;E>FGH/与!蛋白细菌是相关联的，基于 PPQR氨基酸序列的进化分析
证明，与 !"#$%&’(’)*+ ;E>FGH/最近似的菌株是"型甲烷氧化细菌 !"#$%&’(’)*+ ;E> TIU#。综合分析表明，菌株
FGH/属于"型甲烷氧化细菌 !"#$%&’(’)*+ ;E>属。这个结果为"型甲烷氧化细菌也能表达溶解性甲烷单加氧酶提
供了新的证据。羟基化酶的理论等电点是 5V$4，理论分子量为 $!44"!V!#J-。
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甲烷是对全球变暖有重要影响的温室气体之一，也是重

要的自然能源———天然气的主要成分。常温、常压下，甲烷

氧化 细 菌（P)XB-@DX+DEB;）中 甲 烷 单 加 氧 酶（ P)XB-@)
9D@DD3.Y)@-;)，简称 PPQ）能够催化甲烷转化为甲醇，进一步
被细胞内的脱氢酶脱氢氧化生成 NQ$ 和 Z$Q。甲烷氧化细

菌以甲烷为唯一碳源和能源，对减少自然界中温室气体———

甲烷的释放量和碳循环有着重要意义。

基于生物化学性质和形态分类学方法，甲烷氧化细菌分

"、$型（单磷酸核酮糖代谢甲醛的途径）和%型（丝氨酸代
谢甲醛的途径）/个类型，其中主要酶系是甲烷单加氧酶，它
们均能表达与膜结合的颗粒性甲烷单加氧酶（M-+X:?,1-+
PPQ，简称 EPPQ），然而，当微生物生长环境中 N,$ [ 缺乏时，
一些菌株能够表达溶解性甲烷单加氧酶（ID1,*1) PPQ，简称

;PPQ）［#］，据目前研究成果来看，;PPQ主要分布在%型甲烷
氧化细菌中，只有极少数"型甲烷氧化细菌中也存在有

;PPQ。;PPQ 具有相似的组成（除了 !"#$%&’/*0#",12( ;E>
NO\6$5）：一个拥有 /个亚基的羟基化酶（PPQZ），酶的活性
中心位于其&亚基，一个还原酶（PPQO），一个调节蛋白
（PPQ]）。另外，P)+^3等［$］对第四个组份 D+CG可能的功能进
行了探索。与 EPPQ相比较，;PPQ具有较宽的底物专一性，
有望成为发展新的生物除污和生物转化过程的基础。

近几年，有关 ;PPQ分子生物学的研究日趋活跃，取得

了一些重要成果，如 ;PPQ中第四个组份 D+CG的克隆表达和
可能的功能研究，KD+XB)+@ *1DX和 MNO引物延伸法分析证明：
细胞内 ;PPQ或 EPPQ的不同表达发生在 JKL到 9OKL的
转录过程中，在低 N,$ [ 或无 N,$ [ 时，;PPQ的 9OKL能够被
转录［/］，以 !"#$%&’+1)2+ #,10$’+3’,12( Q]/* 和 !"#$%&’0’002+
0*3+2&*#2+ ]-XB 菌中 ;PPQ 为背景各组份的克隆和活性表
达［!，&］，参照 ;PPQ基因信息设计的探针已用于自然界中含
;PPQ的甲烷氧化细菌的筛选［5］。到目前为止，国外仅有 5
个甲烷氧化细菌中的 ;PPQ基因组被鉴定和测序［" ’ #%］，其中
只有 $个 ;PPQ基因组序列来自"型甲烷氧化细菌。
宁治中等［##］从玉门油田土样中筛选了一株甲烷氧化细

菌 !"#$%&’(’)*+ ;E>FGH/，它的生物化学和形态分类学研究表
明，该菌株是甲基单胞菌，属于"型甲烷氧化细菌。沈润南
等［#$］纯化、表征了其中的 ;PPQ，但有关它的分子生物学研
究尚属空白。本文报道了 !"#$%&’(’)*+ ;E> FGH/的培养状态
和 ;PPQ基因序列信息，并与已报道的甲烷氧化细菌的相关
基因进行了比较分析，获得了基于 #5I +JKL和推测的 PPQR
氨基酸序列的生物进化分析结果，对研究"型甲烷氧化细菌
中 ;PPQ的基因特征具有重要意义。

( 材料和方法

(/( 材料
(/(/( 菌株：甲烷氧化菌（!"#$%&’(’)*+ ;E>）FGH/ 由本实验



室筛选。

!"!"# 试剂和仪器：!"#$%!"# &’$( )*! 聚合酶及 !"#$% !"#
&’$( 缓冲液（!+,），+$’’( - .%//01 &12’"%3 )*! 4567836%’2
9%2%#71# :;/61"（<,=&4*4），>*,?@AB 柱式 CDE产物纯化试剂
盒（上海生工），!+, C7%/" +%F);1 .17"%286’7 GHIA /1J0123%2F K%6
（!+,），HLMN 型 )*!OE*!合成仪（!+,），LPBB 型 CDE扩增仪
（C4 !##$%1( +%’/;/61"/），!+, HPP 型自动 )*! 测序仪（C4
!##$%1( +%’/;/61"/），HPBB 型 )*! 分析系统（ C4 !##$%1(
+%’/;/61"/），&121!"#E CDE :;/61" LPBB型测序仪（C4 !##$%1(
+%’/;/61"/）。
!"# 细胞培养
细胞培养基的组成如下（FOQ）：*8RSC=M·ARSR= BIPM；

KSRC=M·PSR= BIRT；*SMD$ BIU；9F:=M·PSR= AIB；D8D$R·RSR=

BIBR；K*=H AIB；*8D$ BIM；V1:=M·PSR= BIBBM；92:=M·SR=

BIBBBM；W2:=M·PSR= BIBBBHM；*8R9’=M·RSR= BIBBBRM。先用

RUB"Q三角瓶在摇床上培养（RBB7O"%2，HRX），然后使用 PQ发
酵罐放大培养（HRX Y RX，HBB7O"%2），碳源为甲烷。当培养
液的密度 $%ULB达到 AIR Z AIU 时离心收集细胞（AR"%2 [

LBBBF，MX），添加 AB\甘油后在 ] NBX条件下保存备用。
!"$ 染色体 %&’的分离
取 AU"Q指数生长期的细胞液离心收集细胞，使用 +$’’(

- .%//01 &12’"%3 )*! 4567836%’2 9%2%#71# :;/61"提取染色体总
)*!，操作按照说明书进行。
!"( !)* +%&’和 ,--.基因的 /01扩增
根据 &12+82^数据库的序列信息（8331//%’2 *’_ ‘UUHLM，

!VAUHRNR，aANLMP，!VAUHRNA）设计 AT: 7)*!和 /99=基因组
的扩增引物，扩增 AT: 7)*! 的两对引物为：Ub@D.!&D&..&
..D&&!!.D@HbOUb@!..&.!&D!D&.&.&.!&D@Hb；Ub@&D..!!D!
D!.&D!!&.D&!@HbOUb@.&!DDD.!DD&.&&.D&.@Hb。
采用“步游”法对 /99=基因组 )*!进行扩增、测序，根

据已报道的序列信息设计了 H 对引物：Ub@!..D&.D!D!D&
D!.D!!.&@HbOUb@D&D&.DDD.D!.!D.&D.@Hb；Ub@.!.&!&&&!
D&D&!!..&.@HbOUb@&!DD!&D..&&D&!.&!!@Hb； Ub@DD&!D!
.D.&!.D&&.D&@HbOUb@&!!DD&&D&&D..&.!&@Hb。然后根据
已完成的序列设计了 P 对引物，CDE 扩增在 &121!"# CDE
/;/61" LPBB CDE扩增仪上进行，使用 >*,?@AB 柱式 CDE产物
纯化试剂盒纯化 CDE扩增产物，对扩增产物进行直接测序。
CDE扩增反应条件：LUX U"%2；LUX RU/，UNX RB/，PRX R"%2，
HU个循环；PRX AB"%2。AT: 7)*!的扩增反应条件与上述条
件相似，CDE扩增产物经过 A\的琼脂糖凝胶电泳后溴化一
啶染色鉴定。

!"2 !)* +%&’和 ,--.基因的测序
/99=基因的测序在上海鼎安生物技术有限公司进行，

测序引物与 CDE扩增引物相同。应用 &121!"#E CDE :;/61"
LPBB型测序仪测定 AT: 7)*!的序列，测序在上海基康生物
技术有限公司进行。使用 :1J0123c17（G17/%’2 HIB；&121 D’(1/
D’7#，,23_）软件对测序结果进行拼接、编辑。

&’()*+,-,."/ /#_&adH的 AT: 7)*!基因序列和 /99=基

因组序列已在 &12+82^核酸序列数据库中登记公开，登记号
（!331//%’2）为 )?AMLARU和 )?AMLARP。

!") 生物进化分析
基于 AT: 7)*!和 99=‘氨基酸序列，在 &12+82^数据库

中进行同源序列的搜索，选择高同一性的甲烷氧化菌株构建

进化树。用 D$0/68$e（G17/%’2 AINH）软件进行序列联配，使用
CSaQ,C（G17/%’2 HITIH）软件构建进化树，计算方法采用距离算
法（21%Fcf’7@g’%2%2F）［AH］，进化分支的重复数（71#$%3861/）为 ABB。
!"3 序列联配分析
通过使用 4+,（407’#182 +%’%2h’7"86%3/ ,2/6%6061）网站的

!$%F2程序，进行 &’()*+,-,."/ /#_ &adH 与其它菌株的 /99=
的基因或氨基酸序列同一性联配分析，联配比较的相关菌株

为 &’()*+,/0.1/ (203),/4,201- =+Hf，&’()*+,-,."/ /#_ K:C!，

&’()*+,3*/(0/ /#_e,AM，&’()*+,-,."/ /#_ K:e!，&’()*+,3,331/
3"4/1+"(1/ +86c。使用序列编辑器（+%’4(%6，<17/%’2_ PIBIMIA）进
行 99=‘氨基酸多序列的联配比对，比对的相关序列为
&’()*+,/0.1/ (203),/4,201- =+Hf， &’()*+,3*/(0/ /#_ 9，

&’()*+,3,331/ 3"4/1+"(1/ +86c，&’()*+,-,."/ /#_ K:e!［AH］。
!"4 甲烷单加氧酶的理论等电点、分子量的计算
根据氨基酸序列，可以预测出蛋白质的许多物理性质，

包括等电点、分子量等。利用 45C!:; 服务器中 D’"#061 #,O
9e工具计算溶解性甲烷单加氧酶中各组份的理论等电点、
分子量。

# 结果

#"! /01扩增和 %&’测序
以 &’()*+,-,."/ /#_ &adH 的染色体 )*!为 CDE扩增的

模板，对 &’()*+,-,."/ /#_ &adH 中 /99=基因组和 AT: 7)*!
进行扩增，CDE反应后，获得了期望的目的片段。对已测定
的序列进行拼接、分析，最终获得了 UTLBf#的 /99=全基因
序列，T 个可阅读片段 --,5、--,6、--,7、--,8、,296 和

--,:的长度分别是 AUNAf#，AANNf#，MAPf#，UABf#，HRMf# 和
ABHUf#，与同源序列相比较，基因序列结构相似，证实了在"
型甲烷氧化细菌 &’()*+,-,."/ /#_&adH中存在有溶解性甲烷
单加氧酶基因。

#"# 序列的比较分析
/99=的 )*!和氨基酸序列与来自其它 U个甲烷氧化

细菌的相应序列比较结果见图 A，针对 99=‘，99=+ 和
99=D H个组份的序列比较结果显示，&’()*+,-,."/ /#_ &adH
与 &’()*+,/0.1/ (203),/4,201- =+Hf，&’()*+,3*/(0/ /#_e,AM有较高
的序列相似性，在99=‘组份中氨基酸序列的同一性是 LL\
到 PN\，基因序列的同一性是 LP\到 PA\，在 99=+组份中
氨基酸序列的同一性是 ABB\到 TT\，基因序列的同一性是
LL\到 TH\，在 99=D组份中氨基酸序列的同一性是 LR\到

MP\，基因序列的同一性是 LL\到 UP\。99=a和 99=W组
份的全序列比较显示了类似的结果。只有 ’7ha组份的同一
性较低，它的功能是不清楚的。

推测的 99=‘氨基酸序列（#亚基）的多序列联配比较
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图 ! "个甲烷氧化菌中 #$$%各组份的基因序列和氨基酸序列的同一性比较
!"#$% &’()*"*+ ,-./01"2-) 3-1 456 2(78(),(2 0)’ ’(’8,(’ 0.")- 0,"’ 2(78(),( -3 299: .8;*",-./-)()* <(1( 31-. 3"=( >)-<)

.(*?0)-*1-/?2 <"*? !"#$%&’(’)*+ 2/$ @ABCD E?( 2(78(),( "’()*"*"(2 -3 299: <(1( -F*0")(’ F+ 82")# *?( G;82*(1 H /1-#10.$ E?(

2(78(),( -3 =01"*+ -1#0)"2.2 <(1( 31-. *?( @()I0)> ’0*0F02(：6：!"#$%&’+,)-+ #.,/$’+0’.,-( :ICF；I：!"#$%&’/%+#,+ 2/$ H&%J；G：

!"#$%&’(’)*+ 2/$ KLM!；4：!"#$%&’(’)*+ 2/$ KLH!；N：!"#$%&’/’//-+ /*0+-&*#-+ I0*?$

说明：在比较的 O个菌株中包含了高保守的氨基酸残基，特
别是在双核铁中心区域，我们发现在菌株 @ABC 与
!"#$%&’+,)-+ #.,/$’+0’.,-( :ICF的联配比较中，在肽链的 G端
仅有 C 个 氨 基 酸（ KJPQ， NJ%P， LJCC）的 差 异，根 据
R-2()S<("#［%J］和 N;0)#-［%O］的报道，!"#$%&’/’//-+ /*0+-&*#-+ I0*?
和 !"#$%&’+,)-+ #.,/$’+0’.,-( :ICF中 99:T的 U晶体衍射分
析，这 C个氨基酸残基都位于接近"亚基的蛋白质表面，在
疏水的活性中心区域，它们都是非配位的氨基酸残基，远离

底物结合域，属于非关键性的氨基酸；与 !"#$%&’/%+#,+ 2/$9相
比较，在肽链的 5端保守性较高，G端保守性较低；而与菌株
!"#$%&’/’//-+ /*0+-&*#-+ I0*?和 !"#$%&’(’)*+ 2/$KLH!相比较
差异性相对较大，差异性较大的氨基酸残基主要集中在肽链

的两端；氨基酸残基 %JC V %JW和 XJX V XJQ是双核铁活性中
心两个铁原子的配位域，在甲烷氧化菌中这两个区域是完全

保守的，含有固定的天门冬氨酸、谷氨酸、组氨酸。

&’( 生物系统进化分析
基于 %QL 1456（%XYPF/）基因序列构建的生物进化树分

析结果表明了菌株 @ABC与其它甲烷氧化菌的特殊关系，%QL
1456的进化分析形成了两个簇，一个是含有 %Y个菌株的"
蛋白菌亚群，另一个是含有 %J 个菌株的#蛋白菌亚群（图
X），而我们的菌株 @ABC位于两个亚群之间，但显示了明显的
不同进化距离，它更接近于"蛋白菌亚群，没有表明其最近
似的物种。为了进一步确证 @BAC 在甲烷氧化菌中的进化关

系，以 99:U氨基酸序列构建了进化关系树，分析结果表明
菌株 @ABC最相关的物种是 !"#$%&’(’)*+ 2/$ KLH!ZKLM!
（图 C）。树的分支重复数为 %PP。

表 ! !"#$%&’(’)*+ #)*+,-(中 #$$%各组份
的理论分子量和理论等电点

E0F;( % E?( ,-./8*0*"-) -3 *?( *?(-1(*",0; /& 0)’ 9H 3-1

299: ,-./-)()*2 F+ 82")# N[M6L+ 2-3*<01( /0,>0#(
G-./-)()*2 -3 299: &2-;(,*1", /-")* 9-;(,8;01 <("#?*（40）

99:U OD\W O\\\YDOJ
99:A QDXX JOPYXDCO
99:] YD\J %\JP%DCJ
99:T QDXY XJYYWJDJ%
99:I JDOY %JYYXD\O
-13A ODPP %X%OXDJW

99:G JDQ\ CWPWODXQ

&’. 甲烷单加氧酶的理论等电点、分子量计算
根据 N[M6L+软件包的程序计算了溶解性甲烷单加氧酶

各组份的理论等电点和分子量（表 %）。根据同源序列可知
甲烷单加氧酶是一个同型二聚体，其中羟基化酶是一个关键

组份，由#、$、"C个亚基组成，构成了（#$"）X 构型，因此羟基

化酶的理论分子量应为 XJYD\>40，等电点为 QDXY，是一个中
性蛋白酶；组份 I的理论分子量为 %JD\>40，等电点为 JDYO；
还原酶的理论分子量为 CWD%>40，等电点为 JDQ\。沈润南［%X］

的实验数据为 99:T的分子量为 XJP>40，#、$、"C个亚基的

XO% T^6 L?0-_3()# "# *& $ Z1/#* !,/.’2,’&’3,/* 4,),/*（XPPW）JW（%）



图 ! 基于 "#$ %&’(的 !"#$%&’(’)*+ )*+,-./遗传进化树
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分子量分别为 T3O6/，U>O6/，%VO6/，MMHJ 为 U%O6/，MMHG
为 2UO6/，与理论计算值相比较，!亚基的分子量差别较大，
其次是还原酶，其它组份的差异均在 VW以内，这种差异性与
蛋白质分子的空间构型有关，说明!亚基和还原酶的空间结
构与标准蛋白相差较大。

/ 讨论

甲烷在地球上的储藏量极为丰富，是保障人类生存和发

展的重要能源之一，同时它也是一种温室气体。目前，还没

有一种化学催化剂能在常温下直接将甲烷转化成甲醇，而甲

烷氧化细菌中的甲烷单加氧酶是唯一可在常温下活化分子

氧，将甲烷氧化成甲醇的生物酶，因此对甲烷氧化菌及其中

的甲烷单加氧酶的研究成为当代酶催化化学研究的热点之

一。

在已报道的甲烷氧化菌中，已经显示 0MMH主要存在于

"型甲烷氧化细菌中，仅有几个#型甲烷氧化细菌中拥有

0MMH，如 !"#$%&’(’)*+ ("#$*),-* 3XY2，!"#$%&’(’)*+ 0:$ Z4L

$[Z4&$和菌株 ;<=>，然而，除了 !"#$%&’(’)*+ 0:$ Z4L$[
Z4&$外，其它菌株的 0MMH研究鉴定工作都是在生物化学
和形态学基础上进行的，而没有基因信息的报道。很明显，

有关#型甲烷氧化细菌中 0MMH的基因序列信息是缺乏的，
所以菌株 ;<=>的基因序列数据对研究含 0MMH的#型甲烷
氧化细菌有重要的科学意义。

我们对 !"#$%&’(’)*+ 0:$ ;<=>中的 0MMH进行基因测序
和序列比对分析，总的来看，在已测序的 3个菌株中，MMH\
组分是高度保守的，它在 0MMH中也是一个关键的组分，由
T%3个氨基酸组成了肽链，它的蛋白质功能是 0MMH的催化
活性中心，利用已发表的该组分基因序列信息设计的探针已

被用于探测、鉴定甲烷氧化细菌中的 0MMH。其它组分或亚
基的序列保守性相对于 MMH\亚基的保守性较低，然而，*51<
组分的保守性最低，由于它的功能未知，这个组分被很少研

究，M+5O]等的研究表明 *51<组分可能会潜在的抑制 0MMH
的活性，他们推测 *51<是 JA、!+、JFU、H% 等小分子的传感蛋

白，与 MMHF相结合，这是迄今为止仅有的一篇有关 *51<功
能研究的报道。

生物系统发育学研究的是生物物种进化关系，通过推断

或评估物种间进化关系，从而可以推断出许多潜在的生物功

能及其性质。基于 234 5678和 MMH\ 氨基酸序列对菌株
;<=>进行的进化关系评估以及从以上两种分析结果可以看
出，基于 234 5678的进化树分析与 MMH\蛋白的进化树分
析是相关联的，前者从进化距离上说明菌株 ;<=> 更属于!
蛋白菌亚群，而后者表明了菌株 ;<=> 与 !"#$%&’(’)*+ 0:$
Z4L$[Z4&$最近似。最近几年有关甲烷氧化菌的进化关
系分析研究中，有许多报道显示 MMH\亚基是非常重要的组
分，在研究甲烷氧化菌进化关系中，基于氨基酸序列的分析

起了很重要的作用。这些方法弥补了传统形态学方法对进

>T2华绍烽等：甲烷氧化菌 !"#$%&’(’)*+ 0:$;<=>中甲烷单加氧酶基因与 234 5I78序列分析 $ [微生物学报（%RRV）UV（2）



图 ! 基于""#$氨基酸序列的 !"#$%&’(’)*+ %&’()*!遗传进化树
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化关系鉴定的疑惑和不足。我们的研究结果与宁治中等［44］

在 4RRP年报道的 DLS% 菌株生物化学和形态学的研究结果
基本一致。

然而，菌株 DLS%的进化分析结果与序列比较结果是不
同的，在甲烷氧化菌中这是一个奇特的现象。这可能是由于

有关 @型甲烷氧化菌分离物的基因序列缺乏或!型甲烷氧
化菌基因序列数据库的缺乏所致，以致难以获得完全准确的

信息。因此，需要更多的来自于纯培养的!型甲烷氧化菌基
因序列信息来充实数据库。另一方面，在这个领域内，序列

比较仅仅是以相似性或类似性为标准的，它不能或只是有限

的反映了生物物种的生物进化关系，更准确的分类学方法要

依据生物化学、形态学和生物进化方法的综合。从

F*Q2/,［45］的观点来看，在物种层次上有关甲烷氧化菌的更
准确的分类标准是细胞内脂肪酸的鉴定和形态学特征，它能

有效的用于不同甲烷氧化菌的分类学鉴定。因此，在菌株

DLS%的进化分析结果和宁治中等以前报道的形态学研究结
果的基础上，可以认定菌株 DLS%是 !"#$%&’(’)*+ 属的一个成
员。我们的研究结果进一步证实了!型甲烷氧化菌能够表
达 0KK=。
菌株 DLS%的 0KK=基因组序列是第三个被测定的!型

甲烷氧化菌中甲烷单加氧酶的基因组序列，迄今，可利用的

!型甲烷氧化菌中 0KK=的基因信息非常少，我们工作的目
标之一是在基因数据库中增加更多的有关信息，因为按照传

统的概念，在自然界中 0KK=主要存在于"型甲烷氧化菌
中，而我们的试验结果将有利于评估含 0KK=的!型甲烷氧
化菌在自然界中的重要性，同时有助于对菌株 DLS%中 0KK=
活性中心结构和功能的预测。
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