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摘 要：从甲基弯菌（!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/）EF&2$%%（简称 FG2$%%）的膜中分离纯化出颗粒

性甲烷单加氧酶（H:/,>+I(:,. F.,J:A. =’A’’;KL.A:C.，简称 @FF*）和 0MNO 脱氢酶。PI" Q 、不同

外源电子给体、<N5M 等对 @FF* 活性的都有影响；测定了 @FF* 分子量，以及其活性中心金

属离子含量。对于 FG2$%%，培养基中 PI" Q 浓度对 @FF* 的生成和活性没有影响；但在分离纯

化过程中对 @FF* 稳定性有明显影响。电镜结果显示，PI" Q 浓度对 @FF* 的数量有较明显的

影响。对于纯化的 @FF*，对苯二酚仍是有效的电子供体，而 0MNO 却是无效的电子供体。

纯化过程中采用对苯二酚作为 @FF* 活性分析时的电子供体，排除了共纯化 0MNO 脱氢酶的

必要，有利于对 @FF* 活性中心进行深入研究。
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甲烷单加氧酶（FF*）在细胞中有两种不同表现形式［%，"］：可溶性甲烷单加氧酶（C’(I6
-(. =.,J:A. =’A’’;KL.A:C.，简称 CFF*）和颗粒性甲烷单加氧酶（@:/,>+I(:,. FF*，简称 @F6
F*）。其中 CFF* 存在细胞浆中，@FF* 则键合于细胞膜上。目前对 CFF* 的研究较多，

而对 @FF* 催 化 性 能 和 作 用 机 理 认 识 不 足。迄 今 为 止 已 对 八 种 甲 烷 利 用 细 菌 的

FF*［2 S %$］进行了分离纯化。除从 !"#$%&’-’--+( -0.(+&0#+( F［%$］分离出一种 @FF* 外，其他

所研究的都为 CFF*。@FF* 反应机理研究的最大势垒是其纯化过程，通常采用的方法是

用去污剂增加蛋白的溶解度，使蛋白转化成可溶性的，但溶解的蛋白量较少且易失活，不

利于纯化。仅有的从内质膜上分离纯化到活性 @FF* 的报道［%%］仍无法重复，近年来对

@FF* 的催化活性中心及其性质的研究主要在膜水平进行［%" S %!］。本文利用在高铜培养

条件（ T #G$!=’(UV）和无铜培养条件下产生 @FF* 的甲基弯菌 F) 2$%%，采用超声波破碎、

高速冷冻离心、离子交换层析等技术从内质膜上分离纯化出了 @FF*。发现 PI" Q 浓度在

FG2$%% 培养中对 @FF* 的生成和活性都没有明显影响，而在分离纯化过程中对其稳定性

有明显影响。5<F 照片分析显示：PI" Q 浓度直接决定了 @FF* 的数量。利用 OHVP 测定

了 @FF* 的分子量，与其它文献所报道基本相符［%#］。PI" Q 浓度、不同外源电子给体、<N5M
浓度等对 @FF* 活性的都有影响。对苯二酚可作为 @FF* 最直接的电子供体，这为进一

步在酶水平对 @FF* 的催化活性中心及其性质的研究打下了基础。



! 材料和方法

! "! 菌种及培养

甲基弯菌（!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/）!"# $%&& 系由俄罗斯科学院催化研究所赠送的

来自于俄罗斯微生物与病毒研究所（’()*+ ,--.）的菌种。培养基成分如下：/0123 %456，

’70891 %41:6，’07891·;079 %41%6，"6-91·;079 %4$ 6，2<237 7079 %4%76，’/9$ &4=6，/<23

%4$6，>)-91·;079 %4%%16，2?-91·5079 %4%%&$ 6，"@-91·079 %4%%%1 6，A@-91·;079 %4%%%$1 6，

/<7"B91·7079 %4%%%71 6，定容至 &C，D0;4%。培养气体为甲烷E氧气（& F&，#G#）。在 &5C 全

自动发酵罐（C0&%;5，英国 C0 >)HI)@J<J(B@ 2B+ CJK）中，$7L，$%%HGI(@ 培养 ;7 M :=N。

! "# 细胞破碎及分离

将发酵液 : %%%HGI(@ 离心 &%I(@（2.7&，日本 0(J<ON( 公司）收集菌体，用一定体积的 7%
IIB3GC 磷酸缓冲溶液（D0;+ %）重新悬浮后离心收集菌体，重复 7 次后得到完整的细胞，

1L保存备用。

细胞按 &%ICG6 的量加入含 &%IIB3GC 巯基乙醇的 75IIB3GC 磷酸缓冲溶液（D0;4%）重

新悬浮，%L M 1L下超声波（PQ:7 R !，宁波新芝公司）破碎细胞（=%%S，=T U :5 次，间隔

=T），%L M 1L下 7% %%%HGI(@ 离心 =%I(@ 收集上清液，1L保存备用。

! "$ D""9 的分离纯化

将 &47 得到的上清液上 VWXWE-)DN<HBT)（瑞典 8N<HI<O(< Y(BJ)ON 公司）离子交换层析

柱，以含 &%IIB3GC 疏基乙醇的 75IIB3GC 磷酸缓冲溶液（D0;+ %）作为标准洗脱液，流速为

&4%ICGI(@。洗脱下带正电荷的杂蛋白组分"后，进行阶段梯度洗脱。收集各峰组分浓缩

后 1L保存备用。

! "% 金属离子含量测定

采用原子吸收光谱仪（S>ZE&%，P<D<@）测定蛋白质中金属含量。

! "& 不同外源添加因子对 D""9 活性的影响

取酶液（细胞液）&IC 置 &%IC 反应瓶中，密封后用注射器 & F & 置换 54%IC 丙烯，在

$7L、&5%HGI(@ 摇床反应 = I(@（细胞反应 $%I(@），气相色谱法（[2;\:%!，上海天美公司）

测定环氧丙烷生成量。""9 比活性以每毫克蛋白每分钟催化产生环氧丙烷的纳摩尔数

表示（@IB3GI(@·I6）。

! "’ 细胞的电镜分析

$7L，&5%HGI(@ 摇床培养 1K 后取细胞（有铜G无铜培养）悬浮液 &45IC 置于 &45IC 塑料

离心管中，= %%%HGI(@ 离心 1 I(@ 后弃上清，加入内含 $]戊二醛的 7% IIB3GC 磷酸盐缓冲

液，1L备用。双固定，常规染色，超薄切片，透射电镜（PW"E&%%O^，P<D<@）观察。

! "( 分析方法

环氧化物的检测和定量分析在气相色谱仪上进行。每隔一定时间用注射器取出

%45IC，: %%%HGI(@ 离心 1 I(@，取上清。色谱条件为：-WE51 弹性石英毛细管柱（75I U
%475II ( + K +），载气 /7，检测器 >!V，分流进样。进样器、检测器温度分别控制在 &\%L、

7%%L，柱温 =%L，进样体积 &#C，外标法定量。
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采用 !"#$%& $%’($)*** 柱（&+,-./,-,0）1&2’（1&3*4*，美国 +5 公司）测定 566# 的分

子量（流动相：7*//.892 磷酸缓冲溶液，51:;<，流速：*;)/29/=-，进样量：>*!2）。标准蛋白

分子量分别为 3);?、>7、@)、:?AB（&+CD/CE=C !=.F,E+G H$I）。

! 结果和讨论

! "# $%%& 的分离纯化

采用的 "6J )*33 菌株由俄罗斯科学院催化研究所赠送，该所曾将其用于丙烯环氧化

研究［3:］。我们发现该菌株在无铜条件下进行培养时，经超声波破碎后细胞碎片活性损失

严重，而再经离心后上清基本测不到活性；菌株在有铜（’K> L M 7;*!/.892）条件下进行培

养时，超声波破碎离心后上清可以测到大于 3*N活性。这说明在 566# 的分离纯化过程

中，’K> L 具有十分关键的作用。图 3 所示，超声波解离下来的膜蛋白经 B%I%($,5+CD.O,
’2(:! 离子交换层析柱分离后，主要被分成了 @ 个组分。组分"是不与柱填料吸附的带

正电荷的杂蛋白，组分#是与柱填料吸附较强的带负电荷的杂蛋白。分别向组分$和组

分%中添加外源电子给体发现，’K> L 、对苯二酚存在下的组分$具有较高的 66# 活性，

图 # $%%& 的 ’()(*+,$-./01,
23*45 离子交换层析

P=QG3 ’+D./CF.QDC5+R .S 566# .-

C B%I%($,5+CD.O, ’2(:! E.8K/-

而组分%具有利用 TIB1 还原苯醌为对苯二

酚的能力。因此断定组分$是 566# 组分，

而组分%是催化电子由 TIB1 向苯醌传递的

TIB1 脱氢酶。

! "! $%%& 分子量的测定

采用 1&2’ 体积排阻法对纯化到的 56(
6# 组分进行分子量测定，发现在分子量为 U
4*AB 处有一蛋白峰，经 $B$（十二烷基硫酸

钠）变性处理后的 566# 组分进行 1&2’ 体

积排阻法测定分子量发现，分别在分子量为

U >?AB、U ::AB 和 U 4*AB 处有三个蛋白峰。

初步断定 566# 的分子量为 4)AB，由 >?AB
和 ::AB 两个亚基组成。培养基中铜的有无对 66# 的分子量几乎没有影响（表 3）。

表 # $%%& 分子量的测定

VCW8, 3 6.8,EK8CD X,=Q+F .S 566# WR 1&2’
$C/58, 6.8,EK8, X,=Q+F9AB
Y=F+ ’K <4G: :7 G: >? G>

Y=F+.KF ’K <<;4 ::;3 >:;?
表 ! 金属离子分析结果

VCW8, > Z,OK8F .S /,FC8 =.- C-C8RO=O
$C/58, ’K9（!Q9/2） P,9（!Q9/2）

&,CA$! *;:7 [ *;*3
&,CA%! *;:: 3;:>
&,CA$ );:> *;7)
&,CA% 3;7* );@?

! Y=F+.KF ’K

! "6 $%%& 的金属离子分析

566# 的 活 性 中 心 包 含 ’K 和 P,
（>P,\37’K9/.8）［37］，原子吸收光谱研究显

示：组份$是一种 ’K 多 P, 少的金属蛋白，

组份%则是一种 P, 多 ’K 少的金属蛋白。

培养基中有无铜对 ’K9P, 没有明显影响

（表 >）。

! "7 (’8) 和 29!: 对 $%%& 活性的影

响

表 ) 结果显示，’K> L 可明显增加以各

种形式存在的 566# 的活性，而金属离子

:47 微 生 物 学 报 @> 卷



螯合剂 !"#$ 可抑制 %&&’ 的活性，其中对纯化的 %&&’ 活性抑制最为明显。()* + 对

%&&’ 的激活作用可能与 ()* + 参与了 %&&’ 活性中心调控或电子传递过程有关。因此有

关 %&&’ 的活性中心研究应在 ()* + 参与下进行。

表 ! "#$% 和 &’() 对 *++, 活性的影响

#,-./ 0 !11/23 41 !"#$ ,56 ()* + 45 %&&’

7,8%./ $6693945 :/.,39;/ ,239;93<=>

?@4./ 2/.. A45/ BCC
CD*884.=E ()* + B*B
CD*584.=E !"#$ F0

&/8-G,5/ A45/ BCC
CD*884.=E ()* + B*H
*DC884.=E !"#$ HB

IG,23945! 4-3,95/6
1G48 "!$!J7/%@,G4K/ A45/ BCC

CL*884.=E ()* + B0H
*DC884.=E !"#$ BM

( -. 不同外源添加因子对 %&&’ 活性的

影响

当有 %&&’ 可利用的电子供体存在

时，%&&’ 催化的丙烯环氧化反应可连续

进行，表现出较高的环氧化活性。细胞经

超声波破碎、冷冻高速离心后上清液中分

别加入不同的外源因子，结果如表 N 所示。

对苯二酚、甲酸钠、琥珀酸钠、A$"O
在整细胞水平均能提高 &D0CBB 的环氧化

活性，当细胞破碎离心后，只有对苯二酚能

够提高 %&&’ 活性，由此推断 %&&’ 在催

化烃单加氧化时可能直接以醌类物质作为

电子供体，也可能是通过与 %&&’ 紧密结合的醌=%&&’ 还原酶从醌类物质中得到电子

的。甲酸钠在整细胞时可以提高细胞活性，而当细胞破碎离心后却无法提高其活性，可能

是因为丢失了存于胞浆中的甲醇脱氢酶。

表 / 不同外源添加因子对 *++, 活性的影响

#,-./ N !11/23 41 6911/G/53 ,6693945,. 1,234G

$6693945
%&&’ K%/29192 ,239;93<

=（584.=895·8P）
:/.,39;/ ,239;93<

=>

A45/ CDQN BCC
BDC884.=E R)954. C LMF BHC LM
BDC884.=E R)954. +
CD*884.=E ()* + BDBB *CQDQ
NC884.=E I4G8,3/ CD0F HSDQ
NC884.=E I4G8,3/ +
CD*884.=E ()* + CDMQ BQFDB
NC884.=E 7)2295,3/ C LQ0 SM LB
NC884.=E 7)2295,3/ +
C L*884.=E ()* + CDHH B*BDS
BDC884.=E A$"O CDNF MFDB
BDC884.=E A$"O+
CD*884.=E ()* + BDCH BSFD0

表 . 整细胞（有铜0无铜）环氧化活性比较

#,-./ Q (48%,G9K45 41 ,239;93< 45 T@4./ 2/..K 1G48 &L0CBB

7,8%./ %&&’ K%/29192 ,239;93<（584.=895L8P）

?93@ 24%%/G H L*

?93@4)3 24%%/G H LN

(12 透射电镜（#!&）观察

将培养好细胞（有铜=无铜培养）悬浮

液 BDQ8E 置 于 BDQ8E 塑 料 离 心 管 中，H
CCCG=895 离 心 N895 后 弃 上 清，加 入 内 含

0>戊二醛的 *C884.=E 磷酸盐缓冲液，NU
备用。双固定，常规染色，超薄切片，透射

电镜（V!&JBCC2W，V,%,5）观察。图 *J$ 所示

为有铜条件下培养的细胞的 00 CCC 倍电

镜图，从图中可以清楚的看到在细胞膜上

有大量的蛋白（%&&’）；图 *JX 所示为无铜

培养的细胞的 QC CCC 倍电镜图，几乎看不

到膜上有蛋白；在图 *J(（无铜培养 BCC CCC
倍电镜图）中，细胞的膜上有少许蛋白附

着。由此可以认为，培养基中 ()* + 浓度直
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接决定了 !""# 的生成数量，细胞在 $%& ’ 浓度极低的情况下通过膜富集到少量可以调控

基因表达 !""# 的 $%& ’ 而得以产生蛋白。经过超声波破碎后，无铜培养的细胞由于 !"(
"# 量少而完全失活；有铜培养的细胞中 !""# 数量较多，所以有活性保留。

至于两种情况下培养的细胞在整细胞水平上环氧化活性无差异（表 )）则有待于进一

步的深入研究。

图 ! 有铜"无铜培养的 #$%&’’ 细胞透射电镜照片

*+,-& ./" "+012!3242,15!36 27 "- 89:: 0%;4%1<= >+43 02!!<1?>+432%4 02!!<1

@-A+43 02!!<1 B 88 999；CDA+432%4 02!!<1 B )9 999；$-A+432%4 02!!<1 B :99 999 -
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缅怀王大耜先生
中国科学院微生物研究所研究员、著名微生物学家王大耜先生，因病医治无效，

于 L##L 年 Z 月 $" 日不幸逝世，享年 9S 岁。

王大耜先生曾任中国科学院微生物研究所副所长、中国微生物学会秘书长、副

理事长、《微生物学报》第六届编辑委员会委员。王大耜先生一直从事工业微生物学

和细菌分类学研究，对工作有强烈的事业心和高度的责任感，曾获全国科技大会奖

和国家发明奖，$S99 年出版《细菌分类基础》专著。

王大耜先生在任《微生物学报》编委期间，审阅了大量稿件，他知识渊博，谦虚谨

慎，为《微生物学报》的办刊工作做出了很大贡献。

王大耜先生的不幸逝世是我国微生物分类学界的损失，使我们失去了一位可敬

可爱的师长。

王大耜先生千古！

《微生物学报》编辑部
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