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一株!型甲烷氧化菌中甲烷单加氧酶基因和 !"# $%&’ 的分析
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摘要：【目的】利用分子生物学方法对一株甲烷氧化菌 %.#/0*(1&-21 #’&"/(13(’&24 -(M #&’’ 中的 ’0. *N/O 和溶

解性甲烷单加氧酶基因序列进行分析并探索其进化分类地位。【方法】利用基因数据库已有的基因序列信

息，设计 P1Q 扩增引物和基因测序引物，对溶解性甲烷单加氧酶基因和 ’0. *N/O 进行扩增和测序，并进行溶

解性甲烷单加氧酶的 0 个基因和氨基酸序列与同类菌株的相应序列进行联配分析。【结果】获得了全长为

2#’" I6 甲烷单加氧酶基因序列和长度为 ’$"& I6 的 ’0. *N/O 序列。该菌株与 %.#/0*(1&-21 #’&"/(13(’&24 RS#I
中相对应基因的同一性是 ""T&U V A$T@U，((RW 氨基酸序列的同一性为 ""T!U V A’TAU，相似性为 ""TAU
V A"T$U。基于以上分析表明 ((RW 组分有很高的序列保守性，特别是在活性中心区域。【结论】菌株 -(M
#&’’ 属于甲基弯菌属，最近似的菌株是 %.#/0*(1&-21 #’&"/(13(’&24 RS#I。
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甲烷氧化细菌能够利用甲烷为唯一碳源和能

源，在温和条件下实现甲烷氧化生成甲醇。甲烷氧

化细菌主要分为 # 种类型，BX6C!、BX6C"和 BX6C#
甲烷氧化细菌。目前，已经有多个甲烷氧化细菌被

研究［’ % $］。在甲烷氧化细菌中主要的酶系是甲烷单

加氧酶（(C5,):C ?8:88GXYC:)<C，((R），在细胞中，依

靠生长环境中可利用的 19 离子浓度不同，甲烷单

加氧酶有两种不同表达形式，19$ D 较高能够使颗粒

性甲烷单加氧酶（6)*5>+9;)* ((R，简称 6((R）表达；

19$ D 较低时（小于 &T$2$?8;3Z），在一些菌株中溶解

性甲烷单加氧酶（<8;9I;C ((R，简称 <((R）被表达，

这种不同酶形式的表达发生在 N/O 到 ?Q/O 的转

录过 程 中，在 细 胞 内，19$ D 能 够 抑 制 <((R 的 活

性［# % !］。与 6((R 相比较，对 <((R 的研究较为全

面和深入，因为 <((R 具有宽的底物选择性，特别是

在生物除污和生物转化过程中具有潜力。十余年以

来，研究最为详尽和深入的甲烷氧化细菌是 -- 型菌

%.#/0*(1&-21 #’&"/(13(’&24 RS#I 和 # 型 菌

%.#/0*("(""21 "$312*$#21 S)5,，它们的 <((R 系统具有

相似的分子结构和组成，包括 # 个功能性组分：羟基

化酶（((R [X\*8GX;)<C，简称 ((R[）、酶的活性中心

位于 该 酶 的%亚 基 上；能 结 合 /ON[ 的 还 原 酶

（((RQ），为催化反应提供两个必须的电子；调节蛋

白 S（((RS），是一个对反应起调节作用的受动蛋

白；另外，(C*]G 等报道了未知功能的第四个组分

（8*L^ 或 ((RN）［2］，它的功能未知，它们组成了一个

催化反应体系，催化着重要羟基化和环氧化反应。

近几年，由于甲烷单加氧酶可以催化减少甲烷

在空气中的释放，降解地下水污染物三氯乙烯和其

它含氯有害化学物质，受到了广泛关注，研究领域涉

及酶的作用机理、生物化学性质和 H.Q，(_<<I)9C*，
1N，(1N，HWOF. 和荧光光谱等谱学表征，特别是



在分子生物学的研究方面有着快速的发展［! " #］。目

前，已经有 ! 个甲烷氧化细菌的 $%%& 基因簇被测

序和鉴定［’ " ()］，*+, 序列和分子结构表现了一定的

相似性，因此可以利用这些已知的序列来设计引物，

从培养或环境中的样品中扩增相应的基因，诸如

!"#$%&’(’(()* (+,*)&+#)* -./0 和 !"#$%&’*-.)*
#/-($’*,’/-)0 &-12 的基因序列已经被利用探测一些

菌株中 $%%& 的存在［(3 " (’］。

在蛋白质结构与功能的研究中，基因测序和分

析是研究蛋白质功能的重要方法，特别是结合了谱

学表征的信息后，可以预测、修饰蛋白质的某些功

能，可以阐明结构与功能作用的重要信息，也是构建

具有某种特殊功能的基因工程菌基础。例如，通过

基因测序和分析的方法发现了 $%%& 中的第四个组

分（%%&*）；证明 了 还 原 酶 是 铁 氧 化 还 原 酶 家 族

（4+5）的一个成员［’，(6］。

目前国内对该领域的研究报导甚少，我们对一

个新 的 77 型 甲 烷 氧 化 菌 !"#$%&’*-.)* #/-($’*,’/-)0
7%8 19(( 进行了研究，该菌株由俄罗斯微生物与病

毒研究所的科学家友好赠送。辛嘉英等已报道了这

个菌株的性质和 :%%& 的催化性质［;9 " ;;］，华绍烽等

已报道了有关 $%%& 的纯化和表征［;1］，这个甲烷氧

化菌 7%8 19(( 已经做为实验微生物用于生物除污

和催化 <&; 转化为甲醇的研究［;)］，而迄今有关它的

分子生物学研究是一个空白点。在本研究中，我们

设计了 =<5 引物和测序引物，进行了 =<5 扩增与测

序，报导了该序列的分析比较结果，描述了菌株 7%8
19(( 的分子结构特征和进化分析结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株：菌 株 甲 基 弯 菌 !"#$%&’*-.)*
#/-($’*,’/-)0 7%8 19(( 本实验室保存。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：>.?.5. ,@AB$C DCE *+,
=FAGHGI./GBJ ?G/ 8CA K ;L9 试 剂 盒，%GJG-MN> -.I/CAG.E
DCJBOGI *+, MP/A.I/GBJ ?G/ K ;L9，MP 1+2 *+, 聚 合

酶，*+, %.AQCA 均为 >.?.5. 产品，其它试剂均为 ,5
或生物试剂，高速冷冻离心机（RG/.I0G），电泳仪（北

京六一）。

!"# 细胞培养

!"#$%&’*-.)* #/-($’*,’/-)0 7%8 19(( 被培养在基

础液体培养基中，培养基的组成如下（@ST）：?;R=&)

9L)6，?R;=&)·#R;& 9L)9，+R)<E 9L3，%@N&)·#R;&
9L1，<.<E;·;R;& 9L9;，?+&1 (L!，+.<E 9L1，4CN&)·

#R;& 9L99)，%JN&) ·R;& 9L999)， UJN&) ·#R;&
9L9991)，+.;%B&)·;R;& 9L999;)。首先细胞摇瓶培

养（;99 ASOGJ，11V），碳源和能源为甲烷。然后在

! T 发 酵 罐 中 放 大 培 养，培 养 条 件：11 W (V，

199 ASOGJ，甲烷为碳源。当培养液的密度 34369达到

(L; X (L3 时离心收集细胞（6999 Y @，(; OGJ，)V），添

加 (9Z甘油后在[’9V条件下保存备用。

!"$ 染色体总 %&’ 的提取

离心收集 指 数 生 长 期 的 细 胞，使 用 %GJG-MN>
-.I/CAG.E DCJBOGI *+, MP/A.I/GBJ ?G/ K ;L9（>.?.5.）试

剂盒提取染色体总 *+,，操作按照试剂盒说明书进

行。

!"( )*+ 扩增和测序

根据 DCJ-.JQ 数 据 库 中 的 同 源 序 列 信 息

（,IIC$$GBJ +B$K \(’6)#，]’(363，,4(31;’(，̂ 3316)，

]’(36)，,4(31;’;），使 用 &EG@B !L! 软 件 分 别 设 计

$%%& 的 ! 个组分（%%&^，%%&\，%%&-，%%&U，

BAH\，%%&<）和 (!N A*+, 的扩增引物见表 ( 和测序

引物见表 ;，以染色体 *+, 为模板，引物对 %%&^4S
%%&^5； %%&\4S%%&\5； %%&-4S%%&-5；

%%&U4S%%&U5；%%&*4S%%&U5；%%&<4S%%&<5；

%%&N4S%%&N5 分别扩增 $%%& 的 00’5，00’6，

00’7，00’8，’/96，00’: 编码基因 .J_ (!N A*+,
基因，这些被扩增的片段分别代表甲烷单加氧酶羟

基化酶的!，"，#亚基、组分 -、还原酶、一个未知功

能的组分 BAH\ 和 (!N A*+,。=<5 扩增反应条件：

39$T 的反应体系，6) V，( OGJ；6’，(9 $；33 V，19 $；
#; V，; OGJ；19 个循环；#; V，! OGJ。使用引物对

%%&N4S%%&N5 扩增 (!N A*+,，反 应 条 件：6) V，

( OGJ；6) V，19 $；33 V，( OGJ；#; V，(L3 OGJ；19 个

循环；#; V，3 OGJ。使 用 >.?.5. ,@AB$C DCE *+,
=FAGHGI./GBJ ?G/ 8CA K ;L9 试剂盒纯化 =<5 扩增产物。

=<5产物经 (Z 的琼脂糖凝胶电泳分离后直接测

序，采 用 D<< 软 件（‘CA$GBJ 1L9；DCJC <B_C$ <BA:，

7JI K）拼接和编辑序列，基因测序在宝生物有限公司

完成。

!", 进化树的构建

根据菌株 !"#$%&’*-.)* #/-($’*,’/-)0 7%8 19(( 的

(!N A*+, 和 %%&^ 组分的氨基酸序列分别进行生

物进化分析。首先用 -E.$/ 工具在 DCJ-.JQ 中搜索

同源序列，基于 (!N A*+, 序列搜索到同一性均在

6’Z以上的 ;( 株菌株，基于 %%&^ 氨基酸序列进行

搜索后选择了 (# 株菌株，用 <EF$/.E a 软件进行序

列 联 配，用 =R\T7=（ ‘CA$GBJ 1L!L1）软 件 包 中
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!"#$#%& 和 $%’($#%& 程序进行统计学计算，通过

最大节约法（)*+,)-) .*/0,)123）进行进化树估算，

各分支的重复数（/4.5,6*74）为 899。

表 ! 扩增溶解性甲烷单加氧酶和 !"# $%&’ 的 ()* 引物

(*:54 8 $;% ./,)4/0 <1/ *).5,<,6*7,12 1< 0==’ *2> 8?& /!"#
$/,)4/ (*/@47 @424 &4A-4264（BC!DC） E4 4+./4004> ./174,2
==’FG
==’F%

==’F #(HH;H#(;#H(;(;H;I#;&##%H;
(;#H##(((;H;H#H;HH#( !0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’KG
==’K%

==’K #(H(;#;#H;;(;#H#H;(;
(;#%((;((H(#H;;HH;H# "0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’LG
==’L%

==’L #(HH&&##%#H#H##;;&#(;;#;H#
(;#;H;;(H;#H#(H;#HH# #0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’EG
==’E%

==’E #(HI;K#H;H;!;#(##;H;((#K##;H;;HH
(%#(H(;HH(;#HHH;H;H#(;H#HH;;;# ;1).104 E 1< ==’

==’;G
==’;% ==’; #(H(#K;#H#(;H(;#(KH#H#

(;#H;;H;(;H;;#HH##((
%4>-6*04 1< ==’

==’!G
==’!%

’/<K ;H;;##H#;;###(;##HH;
(;#H;;H;(;H;;#HH##((

M2N21O2 <-267,12 61).104

==’&G
==’&%

8?& /!"# (##;#;#(H;##H(;H##;H
;H;(H#;;;(#;;H(HH(;H

表 + 溶解性甲烷单加氧酶和 !"# $%&’ 的测序引物

(*:54 P &4A-426,2@ ./,)4/0 <1/ *).5,<,6*7,12 1< 0==’ *2> 8?& /!"#
$/,)4/ (*/@47 @424 &4A-4264（BC!DC） E4 4+./4004> ./174,2

==’FG
==’F&QRG8
==’F&QRGP
==’&QR%

==’F

#(HH;H#(;#H(;(;H;I#;&##%H;
(;((;H;;H#;HH;((;#(;
;(#((HHH;H;#(;#;H#(;
HH;H(#((;;((HH;H#(H#

!0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’KG
==’K&QRG
==’K&QR%
==’K%

==’K

#(H(;#;#H;;(;#H#H;(;
;;;((;((;#;HH;H;##(;
H(H;(;(;#((H;;;;#HH#
(;#%((;((H(#H;;HH;H#

"0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’LG
==’L&QRG
==’L&QR%
==’L%

==’L

#(HH&&##%#H#H##;;&#(;;#;H#
#(;##HH;;H;;##H#;;##
(;((HH;HH;;((H#(;((H
(;#;H;;(H;#H#(H;#HH#

#0-:-2,7 1< J3>/1+35*04

==’EG
==’E% ==’E #(HI;K#H;H;!;#(##;H;((#K##;H;;HH

(;#%#(H(;HH(;#HHH;H;H#(;H#HH;; ;1).104 E 1< ==’

==’;G
==’;&QRG
==’&QR%
==’;%

==’;

#(H(#K;#H#(;H(;#(KH#H#
((;((;HH;H(;#;;##(;#
(HH##HH#H#(H;HH(;H##
(;#H;;H;(;H;;#HH##((

%4>-6*04 1< ==’

==’!&QRG
==’!&QR% 1/<K #(;##HH;;H;;##H#;;##

(HH##HH#H#(H;HH(;H## M2N21O2 <-267,12 61).104

!," 序列比对分析

通过 QES（Q-/1.4*2 :,1,2<1/)*7,60 ,207,7-74）网站的

#5,@2 程序进行 0==’ 的 !"# 或氨基酸序列相似性、

同一 性 的 联 配 分 析。使 用 序 列 编 辑 器（E,1Q>,7，
T4/0,12UVW9WXW8）进行推测的 ==’F 氨基酸多序列

的联配比对，比对的序列：!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/
’ED:（*66400,12 "1U ;##DY9?Z），!"#$%&’-%(#)( 0.U =

（*66400,12 "1U ##;XBPZY）， !"#$%&’-%(#)( 0.U IS8X

（*66400,12 "1U ##G98P?Z）， !"#$%&’-’--+( -0.(+&0#+(
E*7J（ *66400,12 "1U K$88D?BY）， !"#$%&’/’*0( 0.U
[&ISSS\[&$SSS （ *66400,12 "1U E##ZXVBV，

E##ZXVB8）。

!,- 基因序列登记号（’../00123 3456/$）
!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ S=T D988 的 8?& /!"#

序列和 0==’ 基因簇序列已在 H42E*2N 数据库中登

记公开，登记号为 !R8XY8P? 和 !R8XY8PX。

?YP &J*1<42@ ]-* 47 *5 U \1-#0 !)-,’2)’&’3)-0 4)*)-0（P99Y）XY（D）



! 结果和讨论

!"# $%& 扩增

使 用 表 ! 中 的 引 物 扩 增 !"#$%&’()*+(
#,)-$’(.’,)+/ "#$ %&!! 中 ’##( 的 ) 个组分和 !)*
+,-.，但未能扩增出 ’,01 基因片断，测序结果表明：

//’2 的长度为 !/0! 12，//’1 为 !!)! 12，//’3
为 3!4 12，//’4 为 /&5 12，//’5 为 !&%6 12 和

!65& 12 的 !)* +,-.。根据结构分析，’,01 组分位于

//’4 和 //’5 之 间，因 此，采 用 ##(7*89: 和

##(;< 引 物 扩 增 ’,01 片 断，使 用 ##(,*89:=
##(,*89< 测序引物对 >;< 产物进行测序，经过对

测序结果基因分析后获得了一个 %6! 12 的目的基

因 ’,01 片段。经过对 ) 个组分序列的拼接和编辑，

我们最终获得了一个完整的 ’##( 基因序列，全长

为 /%!5 12，为进一步克隆表达，研究 ’##( 的分子

结 构 奠 定 了 基 础。 从 这 个 结 果 可 以 知 道

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ "#$ %&!! 是一个能够表达

’##( 的甲烷氧化细菌。

!"! ’(() 基因的比对分析

基因 //’2 为羟基化酶!亚基的基因编码，包

含了酶的活性中心，是该酶的核心组分，利用这个组

分的基因序列可探测其它甲烷氧化细菌中 ’##( 的

存在。推 测 的 ##(? 氨 基 酸 序 列 与 !"#$%&’()*+(
#,)-$’(.’,)+/ (@%1，!"#$%&’-%(#)( ’2A #，!"#$%&’-%(#)(

’2AB"!3，!"#$%&’-’--+( -6.(+&6#+( @CDE，!"#$%&’/’*6(
’2A F*B"""=F*>""" 菌株中相应序 列 进 行 联 配 表 明

##(? 组分的氨基酸序列具有高度的保守性，特别

是在双核铁中心区域，见图 !，!3% G !34 和 636 G 63)
位氨基酸残基分别是活性中心的两个铁原子的配位

域，在图 ! 中用阴影表示，可以推测在这些甲烷氧化

菌中有相似的活性中心结构，##(? 的高度保守性

也可以说明在不同的甲烷单加氧酶中，各组分之间

的相互作用、酶与底物的相互结合和底物与产物的

结合释放机理可能有着重要的相似性。

!"* ’(() 基因的同一性和相似性比较

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ "#$ %&!! 的 ’##( 基

因 簇 与 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ (@%1（ . ），

!"#$%&’-%(#)( ’2A #（@），!"#$%&’-%(#)( ’2A B"!3（;）和

!"#$%&’-’--+( -6.(+&6#+( A @CDE（,）菌株中相应基因进

行了比较，结果见图 3，) 个组分的基因及推测的氨

基酸 序 列 被 联 配 分 析，表 明 菌 株 "#$ %&!! 与

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ (@%1 的同一性和相似性最

高，相应基因的同一性是 55H&I G 06H4I；而其次是

!"#$%&’-%(#)( ’2A # 菌株。在选择比较的 3 株菌株中

对 ##(? 组分的氨基酸序列进行联配比较表明同

一性是 55H3I G 0!H0I，相似性是 55H0I G 05H6I。

总的 来 看，每 个 ’##( 中 ’,01 片 断 与 来 源 于

!"#$%&’-’--+( -6.(+&6#+( A @CDE 的基因簇比对结果具有

较低的同一性和相似性。J+KL 片断的基本功能是不

图 ! + 个同源序列与菌株 ,(-*.## 的溶解性甲烷单加氧酶的基因序列和氨基酸序列比较
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图 ! 甲烷单加氧酶 ""#$组分的氨基酸序列联配
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清楚的，因为在核酸序列数据库中没有与之同源性

较 高 的 序 列 相 匹 配。 因 此，和 !"#$%&’()*+(
#,)-$’(.’,)+/ !"# $%&& 最接近的菌株是 !"#$%&’()*+(
#,)-$’(.’,)+/ ’($)。通过 &*+ ,-./ 全序列比对方法

比 较， !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ !"# $%&& 与

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ ’($) 的序列同一性最高为

01213；也 说 明 了 菌 株 !"# $%&& 与 !"#$%&’()*+(
#,)-$’(.’,)+/ ’($) 的亲缘性最近，见图 4。

!"# 生物系统进化分析

依据 &*+ ,-./ 基因序列构建的生物进化树分

析结果，表明了菌株 !"# $%&& 的进化分枝位置，这

个结果说明了 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ !"# $%&& 最

近似的菌株是 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ ’($) 见图

$。而根据 ""’5 氨基酸序列构建的进化树分析结

果 表 明 菌 株 !"# $%&& 进 化 相 近 的 物 种 是

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ 6+4& 见图 7，两种进化分析

存在差异，后者是基于基因序列翻译的氨基酸序列

构建的进化树，在翻译过程中，可能有一定的信息被

掩盖，前者是以 &*+ ,-./ 基因序列构建的进化分

析，该基因片段在生物进化中具有高保守性，分析结

果更真实、更准确。所以在这个研究中，基于 &*+
,-./ 的进化分析和其它联配比较的综合分析，表明

菌株 !"# $%&& 是 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ 属的一个

成员，最近似的菌株应是 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/
’($)。

图 $ 基于 %&’ ()*+ 的 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ ,-. $/%% 进化分析
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图 ! 基于 ""#$组分的 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ %"& ’()) 进化分析
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