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综  述                                                               

甲烷氧化菌及甲烷单加氧酶的研究进展 

韩冰 1, 苏涛 2, 李信 2, 邢新会 1 
1 清华大学化工系生物化工研究所, 北京 100084 
2 中国农业科学院研究生院, 北京 100081 

摘   要 : 甲烷氧化菌是以甲烷作为唯一碳源和能源进行同化和异化代谢的微生物 , 其关键酶之一是甲烷单加氧酶

(MMOs), 可以在氧气的作用下催化甲烷等低碳烷烃或烯烃羟基化或环氧化, 甲烷氧化菌在自然界碳循环和工业生物技

术中具有重要的应用价值。因此, 近 20 年来对于甲烷氧化菌和 MMOs 的研究一直倍受生物学家的关注。以下从现代生

物技术的角度, 对近年来国内外在甲烷氧化菌的分类与分布, MMOs 的结构与功能、甲烷氧化菌与 MMOs 的基因工程等

方面取得的研究成果进行了总结, 全面综述了甲烷氧化菌及 MMOs 的应用基础研究现状, 并对其今后的研究和应用方

向提出了展望。 
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Abstract: Methanotrophs are a group of bacteria capable of utilizing methane as the sole carbon and energy source for their 
anabolism and catabolism. Since methanotrophs contain the unique enzymes of methane monooxygenases (MMOs), which can 
catalyze the oxidation of methane and short-chain alkanes and alkenes, they have potential applications in carbon recycle of nature 
and industrial biotechnology. Therefore, methanotrophs have been paid much more attention by the researchers in recent 20 years. In 
this paper, the latest progresses in studies of methanotrophs and MMOs were reviewed, including taxonomy, function and distribution 
of methanotrophs, and structure, function and genetic engineering of MMOs. The future research directions of methanotrophs and 
MMOs as well as their applications were also discussed. 
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甲烷是重要的化工原料和化学能源, 在人类的

生产生活中扮演着重要的角色。同时, 甲烷又是地

球大气中仅次于二氧化碳的第二号温室气体, 它引

起的温室效应是同等质量二氧化碳的 20~30 倍[1]。

可工业利用的甲烷主要来源于天然气和厌氧发酵沼

气。有效、合理地利用甲烷, 必将对全球能源利用、
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环境保护和循环经济产生重大的影响。作为天然气

和沼气主要成分的甲烷是一种非常稳定的小分子 , 

具有很高的 C-H 键能, 但是现有的通过甲烷催化氧

化制甲醇的工艺所需反应条件非常苛刻, 通常在高

温高压下进行, 反应的选择性和转化率都较低[2]。而

自然界中的一类特殊微生物——甲烷氧化菌——却

可以在常温常压下无污染的实现这一转化。 

甲烷氧化菌(Methanotrophic bacteria, methanotrophs)

是以甲烷作为生长的唯一碳源和能源的微生物。广泛

存在于泥土、沼泽、稻田、河流、湖泊、森林和海洋

中[3]。甲烷单加氧酶(Methane monooxygenase, MMO, 

EC.1.14.13.25)是甲烷氧化菌代谢甲烷过程中的重要

酶系, 它可以在分子氧和还原性辅酶 NADH 的作用

下催化甲烷氧化为甲醇, 为化学工业催化甲烷制甲

醇提供了极为重要的补充。同时, 由于甲烷氧化菌的

代谢过程涉及到许多 C1 物质, 因而其在自然界碳循

环中也扮演了非常重要的角色。甲烷氧化菌及 MMO

在生物转化、生物修复、生物产品生产和 CH4 减排中

具有重要的应用价值, 如图 1 所示。 

甲烷氧化菌和 MMO 的研究一直受到科学工作

者的关注。通过 SCI 检索发现, 自 1990 年以来关于

甲烷氧化菌或 MMO 的研究报道已经超过 1600 篇。

现有关于甲烷氧化菌的综述如表 1 所示, 这些综述

主要关注于其生理生化性质、分子生态学的研究以

及 MMO 催化机理研究等, 但却缺少对其应用研究

的概述和展望。虽然甲烷氧化菌具有重要的工业应

用潜力, 但由于一些瓶颈问题, 如细胞生长速度慢、

密度低 , 催化反应受还原性辅酶再生的影响 , 可用

的菌种资源有限, MMO 的基因工程技术不成熟等问

题还没有得到解决 , 限制了甲烷氧化菌的应用发

展。随着现代分子生物学和系统生物学的发展, 生

物技术为从本质上了解和认识甲烷氧化菌及 MMO

提供了重要的方法, 是解决甲烷氧化菌工业应用难

题的科学基础。本文着重从分子生物学角度出发 , 

系统综述了甲烷氧化菌及 MMO 的应用基础研究的

现状, 并对其今后的研究和应用方向提出了展望。 

 

图 1  甲烷氧化菌和甲烷单加氧酶的应用 
Fig. 1  Applications of methanotrophs and methane monooxygenases 

表 1  国内外甲烷氧化菌或甲烷单加氧酶的综述 
Table 1  Reviews on methanotrophs or methane monooxygenases published so far 

Year Title Topic Organization 

2000 Molecular biology and regulation of methane monooxygenase[4] Gene regulation University of Warwick, UK 

2000 Regulation of expression of methane monooxygenases by copper ions[5] Cu2+ effect University of Warwick, UK 

2002 Soluble methane monooxygenase: activation of dioxygen and methane[6] sMMO property Massachusetts Institute of 
Technology, USA 

2004 Biological Methane Oxidation: Regulation, Biochemistry, and Active Site 
Structure of Particulate Methane Monooxygenase[7] pMMO property Northwestern University, USA 

2004 Advances in the research of methanotroph.[8] Ecology studies on 
methanotrophs 

Institute of Applied Ecology, 
Chinese Academy of Sciences, 
Shenyang, China 

2005 The natural and unnatural history of methane-oxidizing bacteria[9] History of methanotrophs University of Warwick, UK 

2007 The biochemistry of methane oxidation[10] Biochemistry  Northwestern University, USA 
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1  甲烷氧化菌的分类与生态学研究 

1.1  甲烷氧化菌分类 
在甲烷氧化菌细胞内, MMO 在分子氧的作用下

将甲烷氧化为甲醇 , 甲醇在甲醇脱氢酶 (Methanol 

dehydrogenase, MDH)的作用下氧化为甲醛, 继而通

过丝氨酸循环 (Serine pathway) 或戊糖磷酸途径

(Ribulose monophosphate pathway)进行细胞合成 , 

同时在甲醛脱氢酶 (Formaldehyde dehydrogenase, 

FADH)和甲酸脱氢酶(Formate dehydrogenase, FDH)

的作用下将甲醛进一步氧化成 CO2和 H2O, 为细胞代

谢提供 NADH。甲烷氧化菌的代谢途径如图 2 所示。

人们根据甲烷氧化菌吸收甲醛代谢途径的不同以及

细胞膜结构等差异, 对其进行了分类, 如表 2 所示。 

 

图 2  甲烷氧化菌的代谢途径 
Fig. 2  Metabolic pathway of methanotrophs 

表 2  甲烷氧化菌的分类 
Table 2  Classification of methanotrophs 

Type Phylum Genus Description 

Type I γ-Proteobacteria 

Methylobacter, Methylomonas, Methylosoma, 
Methylomicrobium, Methylococcus, 
Methylocaldum, Methylothermus, 
Methylohalobius, Methylosarcina 

RuMP pathway of formaldehyde assimilation. Possess bundles 
of intracytoplasmic membranes. 

Type II α-Proteobacteria Methylocystis, Methylosinus, Methylocapsa, 
Methylocella 

Serine pathway of formaldehyde assimilation. Possess 
intracytoplasmic membranes arrayed around the periphery of 
the cell. 

γ-Proteobacteria Crenothrix polyspora[11] 

γ-Proteobacteria Clonothrix fusca[12] 

Filamentous 
 

Filamentous 

Verrucomicrobia Methylokorus infernorum[13] 
Others 

Verrucomicrobia Acidimethylosilex fumarolicum[14] 

Extremely acidophilic 
 

Extremely acidophilic 

 Verrucomicrobia Methyloacida kamchatkensis[15] Extremely acidophilic 

 
1.2  甲烷氧化菌的生态学研究 
1.2.1  甲烷氧化菌在生态中的分布和作用 

甲烷是地球大气中仅次于二氧化碳的第二号温

室气体。多年来对大气甲烷的产生、转运、循环以

及调控的研究表明 , 80%以上的甲烷是通过微生物

的活动产生的, 一部分在进入大气前被甲烷氧化菌

吸收利用, 减少了甲烷排入大气量。这样, 大气中甲

烷的净含量绝大部分是产甲烷微生物和甲烷氧化菌

相互作用的结果。因此甲烷氧化菌引起了生态学家

的关注, 对其在各种生态环境中的分布及其对环境

的影响进行了研究, 涉及到的自然环境包括海洋、

湖泊、草地、沼泽、稻田、森林、垃圾填埋场等。 

然而 , 关于甲烷氧化菌的生态研究 , 一般都是

以自然界中的沼泽、湖泊、森林、草原等天然环境

为目的的。但对于人类参与的环境中甲烷氧化菌的

分布的研究则较少。瓦斯煤矿与其他自然环境相比, 

往往具有更高的甲烷浓度, 人们在进行煤矿开采时, 

大量的甲烷气体随之从煤矿中释放出来进入大气。

根据 IPCC[16]报告统计, 1990 年全球由于人类活动

产生的甲烷总量约为 3.1 亿吨, 其中有 1/4 是由于

化石能源提取过程所产生的(例如采煤 , 采油等)。

本实验室利用多种互补的分子生态学方法对我国

典型的瓦斯煤矿土壤中的甲烷氧化菌群分布和吸

收甲烷的活性进行了研究, 发现在瓦斯煤矿中有大

量的 I 型和 II 型甲烷氧化菌存在, 且都具有较高的

吸收甲烷的活性[17]。从生态学的角度对煤矿甲烷氧

化菌群落进行解析, 可以增进对甲烷氧化菌在生态

中分布的认识, 获得具有特殊功能的甲烷氧化菌信

息; 同时可以为将甲烷氧化菌应用于煤矿瓦斯防治

提供研究基础。 
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1.2.2  极端环境中的甲烷氧化菌 

甲烷氧化菌在许多极端环境(如温泉、火山等)

中也广泛的存在。这些甲烷氧化菌不仅可以极大地

吸收环境中的甲烷 , 降低温室效应 ; 同时 , 它们也

是巨大的甲烷氧化菌资源库, 人们在这些环境中发

现了各式各样的甲烷氧化菌, 包括极端嗜酸、嗜碱、

嗜盐、耐热、耐寒的甲烷氧化菌, 如表 3 所示。这

些极端环境中的甲烷氧化菌可以满足在不同条件下

进行生物催化的需要 , 因此 , 具有新功能的甲烷氧

化菌菌种的发现倍受人们的关注与重视, 近几年来

陆续有刊登在《Nature》、《PNAS》等重要学术杂志

上关于新发现的甲烷氧化菌的报道。 

表 3  极端甲烷氧化菌及最适生长条件 
Table 3  Extreme methanotrophs and their cultivation conditions 

Methanotroph Growth optimum Environment References 

Methylococcus capsulatus Bath 42°C — [18] 

Methylococcus thermophilus 55°C — [19] 

Methylocaldum gracile 42°C — [20] 

Methylocaldum tepidum 42°C Farm land [20] 

Methylocaldum szegediense 55°C Hot spring [20, 21] 

Thermophiles 

 

 

 Methylothermus sp. HB 55~62°C Hot spring [22] 

Methylobacter psychrophilus 5~10°C North Russia [23] 

Methylomonas scandinavica 15°C Ground water [24] Psychrophiles 

Methylocystis rosea 5~27°C Arctic wetland soil [25] 

Methylocella palustris pH 5.0~5.5 Acidic bog [26] Acidophiles 

 
Methylocapsa acidophila pH 5.0~5.5 Acidic bog [27] 

Methylomicrobium pelagicum 0.5%~2% NaCl Deep ocean [28] Halophiles 

 
Methylomicrobium mdestohalophilum 2% NaCl Soda lake [29] 

Methylomicrobium alcalkphilum pH 9 Soda lake [30] 

Methylomicrobium buryatense pH 7.5~9.5 Soda lake [31] 

Alkaliphiles 

 Methylomicrobium sp. AMO1 pH 9~10 Soda lake [32] 

 
1.2.3  微生物分子生态学的研究方法 

随着分子生物学和生物信息学的发展, 特别是

近年来刚刚兴起的宏基因组学, 加速了对甲烷氧化

菌的认识, 大量的基于核酸、脂肪酸等的分子生态

学方法被应用于甲烷氧化菌的解析中, 包括核酸限

制性片段多样性分析、 荧光原位杂交、 变性梯度

凝胶电泳、生物芯片、 磷脂脂肪酸分析、 稳定性

同位素探针技术等[33]。分子生态学不需要培养微生

物 , 就可以获得环境中菌群的信息 , 为进一步分离

含有特殊功能的甲烷氧化菌提供帮助。 

2  甲烷单加氧酶的结构与调控 

甲烷氧化菌中存在两种 MMO, 一种是分泌在

周质空间中的可溶性甲烷单加氧酶(Soluble methane 

monooxygenase, sMMO), 存在于部分甲烷氧化菌中; 

另一种是与细胞膜结合的颗粒性甲烷单加氧酶

(Particulate methane monooxygenase, pMMO), 存在

于除 Methylocella 以外的所有已发现的甲烷氧化菌

中。MMO 作为甲烷氧化菌最关键的酶, 对它的研究

是利用甲烷氧化菌作为高效生物催化剂的关键。 

2.1  MMO 的结构 
sMMO 存在于细胞质中, 不含卟啉铁, 底物广

泛, 许多的烃类化合物和芳香族化合物都能被其氧

化。对 Methylococcus capsulatus Bath 和 Methylosinus 

trichosporium OB3b 的研究发现, sMMO 的基因簇共

5.5 kb, 按 mmoXYBZDC 排列, 分别编码羟化酶亚基

α(MMOHα), 羟化酶亚基 β(MMOHβ), 调控蛋白

B(MMOB), 羟化酶亚基γ(MMOHγ), MMOD 和还原

酶 C(MMOR)。羟化酶的晶体结构于 1993 年首次被

Rosenzweig 等人[34]发现, 如图 3(a)所示, 它的 3个亚

基α、β、γ大小分别是 60 kD、45 kD 和 20 kD, 组成

α2β2γ2。羟化酶的活性中心为μ-氧桥双铁核结构[35]。

如果调控蛋白 B 氨基端的氨基水解, 会造成活性的

改变[36]。还原酶 C 分子量为 39 kD, 含有 FAD, 依赖
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于 NADH 和[2Fe-2S]结构, 从 NADH 处接受电子, 

并将其转移到羟化酶的μ-氧桥双铁核上。 

 

图 3  sMMO 羟化酶(a)和 pMMO(b)的晶体结构[34,37] 
Fig. 3  Crystal structures of sMMO hydroxylase(a) and 

pMMO(b) 
 

与 sMMO 不同, pMMO 存在于细胞膜上而非细

胞质中 , 底物选择性相对较窄 , 能氧化五碳以内的

烷烃和烯烃, 但不能氧化芳香烃。编码 pMMO 的基

因簇按 pmoCAB 排列, 其中 pmoB 编码 47 kD 的α亚

基, pmoA 编码 24 kD 的β亚基, pmoC 编码 22 kD 的γ

亚基。由于 pMMO 为膜结合蛋白, 分离纯化困难, 

直到 2005 年 , 其晶体结构才被人们揭示 [37, 38], 

pMMO 的蛋白是以(αβγ)3 三聚体的形式存在的, 如

图 3(b)。尽管目前人们对于这个晶体结构的报道还

持有许多疑问, 但这一发现必将加快人们对 pMMO

及甲烷氧化菌的认识和利用的速度。 

2.2  MMO 的调控 
原始菌中, MMO 的表达受 Cu2+浓度的调控, 当

低 Cu2+浓度(<0.8 μmol/L)时, sMMO 表达；在高 Cu2+

浓度(~4 μmol/L)时, sMMO 的表达关闭, pMMO 表

达。高 Cu2+浓度会导致 sMMO 的 mRNA 减少, 这说

明 sMMO的转录受 Cu2+抑制。相反, pMMO的 mRNA

会随着铜离子浓度的增加而增加。这些数据表明有

与 Cu2+结合的抑制蛋白或激活蛋白存在于 MMO 的

表达过程中。这些蛋白虽然没有被证实 , 但与

sMMO 调控有关的新的基因目前已被发现。在 M. 

capsulatus (Bath)中存在一个与 groEL 相似的分子伴

侣 基 因 (mmoG), 一 个 σN 启 动 的 转 录 激 活 基 因

(mmoR), 和一个由 mmoQ 和 mmoS 传感器构成的调

控系统, 位于 sMMO 操纵子的下游[39]。sMMO 的调

控方式可以解释为, 一个对铜离子敏感的传感器将

信号发送给 MmoS, MmoS 通过磷酸化作用再将信号

传递给 MmoQ, MmoQ 与 mmoXYBZDC 的表达抑制

剂 MmoR 反应。而 MmoG 可能对 sMMO 的聚合或

MmoR 的折叠进行作用。 

与 sMMO 表达调控的情况相比, pMMO 的表达

调控机理至今了解的非常有限。Gilbert 等人[40]发现

3 个 pMMO 的结构基因的转录是从 pmoC 上游的唯

一一个σ70 启动子开始的。转录不受σN 或 mmoR 的调

控, 因为没有编码此两种蛋白基因的甲烷氧化菌仍

可在高铜离子状态下生长。而两个 pmoCAB 拷贝的表

达受铜离子水平的调控。在铜离子浓度为 5 μmol/L

时, pmoCAB 的第 2 个拷贝表达占主要地位, 而当浓

度为 50 μmol/L 时, 两个 pmoCAB 的拷贝均同等程度

的表达。 

Cu2+既是调控 sMMO或 pMMO表达的开关元件, 

又是合成 pMMO 所必须的金属元素。但是在自然环

境中, 低 Cu2+浓度的情况下却仍有大量的 pMMO 存

在, 人们发现这是由于在特定的情况下甲烷氧化菌可

以产生一种叫 methanobactin 的荧光色素肽, 推测[41]

它可以通过三种方式对 pMMO的表达起到促进作用: 

(1)作为促进 Cu2+进出细胞的传递体, 帮助 pMMO 合

成; (2)可以帮助细胞从环境中富集微量的 Cu2+, 提

高甲烷氧化菌周边 Cu2+的浓度; (3)保护甲烷氧化菌

受到高浓度 Cu2+的毒害。 

3  甲烷氧化菌及 MMO 的基因工程研究 

3.1  甲烷氧化菌的基因工程改造 
甲烷氧化菌能够利用甲烷来进行自身的生长代

谢, 人们长期以来一直期望使用甲烷氧化菌来生产

高附加值的化工产品。目前的主要思路有 2 类, 一

是通过基因突变等手段, 对甲烷氧化菌编码 MMO

等蛋白的基因进行改造; 二是通过代谢工程的手段, 

向甲烷氧化菌内部引入外源基因, 以表达生产蛋白

等生物产品。 

为了满足不同工业催化的需要 , 如何提高

MMO 的活性, 改变 MMO 的底物范围, 提高其对金

属离子的耐受性等问题成为关键, 而这些问题的解

决首先需要深入的理解甲烷氧化菌 MMO 的结构和

功能, 于是人们尝试着用定点突变的技术来研究该

酶。1995 年, Martin 等人[42]通过“marker-exchange- 

mutagenesis”的方法将卡那霉素基因插入到 sMMO

的羟化酶基因上, 得到了一株只能依赖 pMMO 基因

表达生存而不能表达 sMMO 基因的甲烷氧化菌的突

变体。首先建立起了在甲烷氧化菌内部进行基因工
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程改造的方法, 该突变体染色体上羟化酶基因由于

插入了一个卡那霉素基因盒而失去了功能。随后 , 

Lloyd 等人[43]把携带有完整 sMMO 基因的质粒导入

该突变株, 获得了高活性表达 sMMO 的菌株。在这

一方法的基础上, 使得人们可以对 sMMO 进行定点

突变, 对该酶的酶活和底物作用范围的变化进行了

探索[44,45]。随着这种方法的应用, 甲烷单加氧酶作用

机制和功能会被更加深入的研究和了解, 人们就可

以在甲烷氧化菌内部对该酶进行改造, 进而提高该

酶利用甲烷的效率, 提高该酶对某些金属离子的耐

受性, 获得高效表达该酶的且具有应用价值的甲烷

氧化菌。 

为了以分布广泛且廉价的甲烷为原料, 通过代

谢工程的手段 , 对甲烷氧化菌进行改造 , 阻断代谢

支路或引入新的代谢途径, 则可以利用甲烷氧化菌

为载体来生产高附加值的工业产品。美国杜邦公司

在利用甲烷氧化菌生产虾青素的研究方面做了一系

列的研究工作 , 选用甲烷氧化菌 Methylomonas 

sp.16a 作为表达虾青素的宿主菌, 选用 M.sp.16a 内

源的启动子 , 表达了外源 β-胡萝卜素酮酶基因

crtW、β-胡萝卜素羟化酶基因 crtZ 和三种不同的血

红素基因 [46,47], 得到了具有较高选择性的虾青素生

产菌株。批式发酵培养实验显示, 该菌的初始比生

长率能达到 0.26 /h, 在生长阶段虾青素的选择性可

达到 40%~60%, 当该菌生长平稳期时对虾青素的选

择性可达到 90%。 

3.2  MMO 的外源表达 
MMO 虽然可以在常温常压下破坏 C-H 键, 氧

化甲烷。但是通常的培养条件下甲烷氧化菌生长缓

慢[48], MMO 在甲烷氧化菌内的表达量有限, 其浓度

和反应速度无法满足工业生物催化的要求。如果能

够通过基因工程的手段, 在可利用甲烷以外的有机

物快速生长的宿主中表达 MMO 并且可以利用基因

工程宿主的辅酶再生系统, 则可能实现利用异源表

达 MMO的工程菌株进行生物催化, 为 MMO的工业

应用提供新的方法。 

早在 1992 年时, West 等人就使用 T7 聚合酶表

达系统使来自于 M. capsulatus Bath 的 sMMO 的调控

蛋白 B 和还原酶 C 在大肠杆菌内得到了活性表达, 

但是羟化酶组分却表达不出活性[49], 这可能是由于

大肠杆菌缺乏 sMMO 表达所需要的组装因子造成

的。将来自于 M. trichosporium OB3b 的 sMMO 在恶

臭假单胞菌(Pseudomonas putida F1), 苜蓿根瘤菌

(Rhizobium meliloti) 和根癌农杆菌 (Agrobacterium 

tumefaciens)中分别表达, 获得了初步成功[50, 51], 但

却不能检测出 MMO催化丙稀生成环氧丙烷的活性。

将 sMMO 分别在两株不含 sMMO 的甲烷氧化菌

Methylomicrobium album BG8 和 Methylocystis 

parvus OBBP 中成功地进行了异源表达[52]。虽然到

目前为止, 还没有报道能在大肠杆菌中表达有活性

的 sMMO, 甚至在甲烷氧化菌中表达也并不容易 , 

但是随着人们对甲烷氧化菌研究的深入, 期望在不

远的将来 sMMO 的高效表达技术能够获得突破。 

pMMO 是存在于甲烷氧化菌细胞膜上的甲烷单

加氧酶, 几乎所有的甲烷氧化菌都含有 pMMO 基因, 

相对于 sMMO 而言, 它的表达不会受环境中的 Cu2+

抑制 , 更适合于工业应用 , 如果能异源表达高活性

的 pMMO, 将具有重要的意义。近年来, 膜蛋白的

异源表达技术研究成为生物技术领域的热点课题 , 

研究建立 pMMO 的表达技术具有重要的意义。

pMMO 基因由 pmoCAB 组成, 但是这些 pmo 基因簇

只能通过重叠 DNA 片段来克隆, 这是因为部分 pmo

基因对大肠杆菌宿主的毒性造成的 [40,41], 在大肠杆

菌中表达 pMMO 基因时, 无法获得有活性表达的转

化子[5]。本实验室从 M. trichosporium OB3b 染色体

中扩增得到 pmoCAB, 构建了利用红球菌脱硫基因

启动子调控 pmoCAB 的新型表达质粒, 并导入红球

菌 , 利用乙烷作为唯一碳源 , 筛选得到了表达颗粒

性甲烷单加氧酶的重组菌株[53]。荧光原位杂交验证

了重组菌中 pmoCAB 基因被成功地转录, 摇瓶培养

实验发现, 重组菌具有 pMMO 活性。虽然重组菌

pMMO 的活性远低于原始甲烷氧化菌, 但首次实现

了 pMMO蛋白异源表达的结果暗示通过进一步的优

化宿主和表达载体, 有望突破 pMMO 的异源高效表

达的技术瓶颈。 

随着 DNA测序技术和生物信息学的发展, 大量

的微生物的基因图谱绘制完成, 其中 І 型甲烷氧化

菌的典型菌株 M. capsulatus (Bath)的基因组测序也

已经完成 [54], ІІ 型甲烷氧化菌的典型菌种 M. 

trichosporium OB3b 的全基因组测序工作目前也正

在进行, 这些基因信息将有助于我们更好的了解与

利用甲烷氧化菌及 MMO。 
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4  展望 

甲烷氧化菌和 MMO 作为重要的多功能微生物

催化剂, 应用潜力巨大, 受到众多研究机构的关注[55]。

但是在应用过程中还存在一些亟待解决的问题。首

先, 目前的甲烷氧化菌细胞生长速度慢、细胞密度

低、发酵周期长, 导致其在工业应用中不能满足大

规模生产的需要, 其主要原因是由于甲烷氧化菌生

长所需底物甲烷和氧气均为气体, 且两者在水中溶

解度很低, 严重限制了细胞利用底物的速度; 其次, 

在利用 MMO 进行生物催化的过程中 , 酶活性受

Cu2+浓度的影响并不稳定, 且有活性的 MMO 难于

纯化; 再次, 催化氧化过程需要还原性辅酶的参与, 

辅酶再生问题也是制约其应用的因素; 最后, 已有

的甲烷氧化菌种类有限, 不足以满足工业生物催化

的需要。根据甲烷氧化菌和 MMO 的特性, 应该从

两方面考虑其在工业上的应用而进行深入研究, 一

方面是利用其转化甲烷, 生产大宗化学品；另一方

面是利用其生产高附加值的精细化学品, 如手性脂

肪醇、环氧烷烃等。对于其应用方面的研究应该从

以下几方面着手:  

(1)提高甲烷氧化菌的生长速度、细胞量及

MMO 的表达量, 以期用于大宗化学品的生产。对甲

烷氧化菌进行基因工程和代谢工程改造。强化 MMO

基因的表达, 促进更多的 MMO 蛋白产生; 强化氧

气、甲烷传递速率, 提高甲烷氧化菌的生长速度; 在

常用的基因工程菌中异源过量表达 MMO 蛋白, 利

用宿主生长的优势和辅酶再生系统, 获得大量高活

性的 MMO 蛋白, 用于生物催化过程。 

(2)建立对甲烷氧化菌或 MMO 进行改造的方法

和技术平台, 用以生产高附加值的化学品。利用代

谢工程技术, 在甲烷氧化菌胞内重构或强化高附加

值化学品的生产途径, 以廉价的甲烷为原料生产精

细化学品; 对 MMO 进行定点突变, 以提高酶活性

或改变 MMO 的底物范围从而生产高附加值的化学

品 ; 从自然界中 , 特别是极端条件下 , 发现新的甲

烷氧化菌种和 MMO 基因, 以满足有机相催化、高

温催化等特殊的催化反应条件。 
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