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摘   要 : 甲醇和甲烷等一碳原料来源广泛，价格低廉，是生物制造的理想原料。甲醇脱氢酶  (Methanol 

dehydrogenase，MDH) 催化甲醇生成甲醛是一碳代谢的关键反应。目前已从天然甲基营养菌中发现了多种利用不

同辅因子，具有不同酶学性质的 MDH。其中，烟酰胺腺嘌呤双核苷酸 (NAD) 依赖型 MDH 被广泛应用于构建

人工甲基营养菌。但是，NAD 依赖型 MDH 的甲醇氧化活性较低，对甲醇的亲和力较差，导致甲醇氧化成为人

工甲基营养菌代谢甲醇的限速步骤。为了提高甲醇氧化速率，进而提高人工甲基营养菌的甲醇利用效率，近年来

大量研究集中于 MDH 的挖掘与改造研究。文中系统综述了不同类型 MDH 的发现、表征、改造以及在人工甲基

营养菌中的应用进展，详细阐述了 MDH 的定向进化和多酶复合体的构建，并展望了通过细胞生长偶联的蛋白质

进化和蛋白质理性设计获得高活性 MDH 的潜在策略。 

关键词: 甲醇脱氢酶，甲醇，定向进化，人工甲基营养菌  
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Abstract:  One-carbon compounds such as methanol and methane are cheap and readily available feedstocks for biomanufacturing. 

Oxidation of methanol to formaldehyde catalyzed by methanol dehydrogenase (MDH) is a key step of microbial one-carbon 

metabolism. A variety of MDHs that depend on different co-factors and possess different enzymatic properties have been discovered 
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from native methylotrophs. Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)-dependent MDHs are widely used in constructing synthetic 

methylotrophs, whereas this type of MDH usually suffers from low methanol oxidation activity and low affinity to methanol. 

Consequently, methanol oxidation is considered as a rate-limiting step of methanol metabolism in synthetic methylotrophs. To 

accelerate methanol oxidation, thereby improving the methanol utilization efficiency of synthetic methylotrophs, massive researches 

have focused on discovery and engineering of MDHs. In this review, we summarize the ongoing efforts to discover, characterize, and 

engineer various types of MDHs as well as the applications of MDHs in synthetic methylotrophs. Directed evolution of MDH and 

construction of multi-enzyme complexes are described in detail. In the future prospective part, we discuss the potential strategies of 

growth-coupled protein evolution and rational protein design for acquisition of superior MDHs. 

Keywords:  methanol dehydrogenase, methanol, directed evolution, synthetic methylotroph 

 

随着世界人口的快速增长和工业的迅速发

展，资源短缺和环境污染是 21 世纪所面临的巨大

挑战[1]。因此，急需开发可再生和环境友好的燃

料和化学品生产工艺。由于生物制造具有产品多

样、产品选择性高和过程绿色环保等特点，越来

越多的目光投向生物制造。但传统的生物制造原

料主要是糖类和其他农产品，易受季节变化和天

气状况的影响，且存在与食品供应链竞争的问  

题[2]。因而寻找糖质原料的替代品至关重要。甲

烷和甲醇等一碳化合物，生产原料来源广泛，可

以以煤炭、天然气、沼气和二氧化碳为原料生产；

与糖类相比，其价格较低且平稳，而且还具有平

均碳原子还原程度高等优势，可为生物合成过程

提供更多的还原力[3-4]。因此，甲烷和甲醇等一碳

化合物是生物制造大宗化学品的理想原料。 

自然界中存在一类天然甲基营养菌，能够利

用甲烷和甲醇等一碳化合物作为唯一碳源和能源

生长，并合成蛋白质、氨基酸、聚羟基丁酸酯等

产物[5]。在微生物一碳代谢过程中，甲烷首先通

过甲烷单加氧酶氧化生成甲醇，甲醇随后经甲醇

脱氢酶 (MDH) 氧化生成甲醛，甲醛通过不同的

同化途径合成细胞生长代谢所需的能量和碳骨架，

如核酮糖单磷酸途径  (Ribulose monophosphate 

pathway，RuMP)、木酮糖单磷酸途径 (Xylulose 

monophosphate pathway，XuMP) 和丝氨酸循环 

(Serine pathway) 等，或者通过异化途径氧化成

CO2
[5-8]。随着合成生物学和系统代谢工程的快速

发展，在遗传背景清晰、基因组编辑工具成熟、

工业应用广泛的平台菌株中引入异源的一碳代谢

途径，构建可利用甲烷或甲醇为碳源的人工甲基

营养菌，为一碳原料的生物转化利用提供了一条

新的路径[9]。无论在天然还是人工的甲基营养菌

中，MDH 催化的甲醇氧化都是不可或缺的一步。

亦有研究表明 MDH 的酶学性质欠佳，导致甲醇氧

化成为一碳代谢的限速步骤之一[10]。因此，MDH

的挖掘、表征和改造一直是一碳代谢研究领域的

热点。本文将综述近年来发现的不同类型的

MDH，总结通过定向进化等策略提高 MDH 酶学性

质和人工甲基营养菌的甲醇利用效率的研究进展，

最后展望挖掘与改造高活性 MDH 的潜在策略。 

1  甲醇脱氢酶的分类 

根据电子受体的不同，甲基营养菌中的 MDH

可分为 3 类：吡咯喹啉醌 (PQQ) 依赖型 MDH、

氧依赖型醇氧化酶及烟酰胺腺嘌呤双核苷酸 

(NAD)依赖型 MDH (图 1)。 

1.1  PQQ 依赖型 MDH 
PQQ 依赖型 MDH 位于革兰氏阴性甲基营养

菌的周质部位，是研究较为透彻的一类 MDH，主

要分为 MxaFI 和 XoxF 两种类型[11]。其中 MxaFI

类型的 MDH 的结构和功能研究较为广泛，其结

构是由两个大亚基 (α，MxaF) 和两个小亚基 (β，

MxaI) 组成的四聚体 (α2β2)，且每个大亚基分别

含有一个对酶催化功能必不可少的 Ca2+和 PQQ

辅基[12]。XoxF 是从革兰氏阴性甲基营养菌中发

现的另一类催化活性较高 MDH，其结构为同型二

聚体[11]。与 MxaFI 不同，XoxF 主要是通过稀土

元素 (如镧和铈) 来代替 Ca2+实现甲醇氧化的催 
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图 1  甲醇经不同种类的 MDH 氧化为甲醛 
Fig. 1  Oxidation of methanol to formaldehyde by different types of MDHs. (A) Methanol oxidation by 
PQQ-dependent MDH occurs in the periplasm of Gram-negative bacteria. Methanol is oxidized to formaldehyde and 
reduced PQQ (PQQH2) is produced by PQQ-dependent MDH. Then, PQQH2 is reoxidized to PQQ by cytochrome cL. 
Electrons reach a terminal oxidase with the electron transport. (B) NAD-dependent MDH catalyzes methanol oxidation 
in the cytoplasm of Gram-positive bacteria, which utilizes NAD as the cofactor and generates NADH, providing 
reducing power for metabolite production. (C) AOX locates in the peroxisome of yeast. O2 serves as the electron 
acceptor. Methanol is oxidized to formaldehyde with production of hydrogen peroxide, which is subsequently 
decomposed to H2O and O2. 
 

化功能。PQQ 依赖型 MDH 通过 PQQ 辅基捕获

电子，然后将电子传递给电子受体细胞色素 c，

实现底物氧化，对甲醇的亲和力以及催化效率较  

高[9,13-14]。然而微生物中以 PQQ 作为辅因子的生

物合成反应较少，因此 PQQ 依赖型 MDH 催化甲

醇氧化产生的还原力，难以直接用于化学品和燃

料的生物合成。此外，PQQ 的合成需要氧气，在

无氧条件下，PQQ 合成受阻，这使得 PQQ 依赖

型 MDH 的应用范围受限[15-16]。 

1.2  氧依赖型醇氧化酶 (AOX) 

AOX 是甲基营养型酵母特有的一类催化甲

醇氧化成甲醛的酶。在不同的甲基营养型酵母中，

AOX 编码基因的数目不同，如在博伊丁假丝酵母

Candida boidinii和汉逊酵母Hansenula polymorpha

中，分别只有一个 AOD1 和 MOX 基因编码 AOX，

而在巴斯德毕赤酵母 Pichia pastoris 和甲醇毕赤酵

母 P. methanolica 中，均具有两个 AOX 编码基因 

(分别为 AOX1 和 AOX2，以及 MOD1 和 MOD2)[17]。

与 PQQ 依赖型 MDH 相似，该类氧化酶也需要在

有氧条件下发挥作用，其利用氧气作为电子受体，

将甲醇氧化为甲醛和过氧化氢，具有毒性的过氧化

氢随即通过过氧化氢酶分解为 O2 和 H2O
[4]。与其他

类型的 MDH 相比，AOX 催化甲醇氧化反应的吉布

斯自由能最低，甲醇氧化效率最高[9]。由于 AOX

存在于过氧化物酶体中，很好地阻碍了高毒性中间

产物甲醛的扩散，避免了高反应活性的甲醛与

DNA 和蛋白质等的游离氨基发生反应对细胞造成

的损伤，但同时也限制了该酶在细菌中的应用[17]。 
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1.3  NAD 依赖型 MDH 

NAD 依赖型 MDH 常见于嗜热型革兰氏阳性

细菌中。该类酶位于胞质中，利用 NAD 作为辅

因子，与 PQQ 依赖型 MDH 相比，结构简单，催

化整个氧化反应只需要一个基因的参与[18]。目前

对甲醇芽孢杆菌 Bacillus methanolicus 来源的

NAD 依赖型 MDH 研究报道较多。B. methanolicus 

MGA3 和 PB1 中分别存在 3个 NAD 依赖型 MDH。

以 B. methanolicus MGA3 为例，位于染色体上的

MDH2BmMGA3 和 MDH3BmMGA3 之间的同源性高达

96%，与位于质粒 pBM19 上的 MDHBmMGA3 同源

性约为 60%。Krog 等[18]对 B. methanolicus MGA3 

和 PB1 中 NAD 依赖型 MDH 的酶学性质进行了分

析比较，表明该类脱氢酶最适温度为 45 ℃左右，

在 pH 9.5–10.0 条件下酶活力最高，且底物谱较广

泛，对甲醇的亲和性较差，催化甲醇氧化的活性

较低，但对丙醇、丁醇等长链醇有较高的底物亲

和性和催化活性，且对甲醛的亲和性以及甲醛还

原反应的催化速率大幅高于甲醇氧化 (表 1)。此

外，激活蛋白 (ACT) 可显著提高 NAD 依赖型

MDH 对甲醇的亲和力及氧化速率。虽然 NAD 依

赖型 MDH 在动力学上的有一定的缺陷，但与另

外两种 MDH 相比，NAD 依赖型 MDH 在有氧和

无氧条件下均可发挥功能，其电子受体 NAD 作

为辅因子普遍存在于生物体中，且经过还原后可

形成 NADH，直接为生物合成提供还原力，因此

NAD 依赖型 MDH 在人工甲基营养菌中具有较大

的应用潜力。 

此外，在革兰氏阳性甲基营养菌嗜甲基拟无

枝酸菌 Amycolatopsis methanolica 和胃分支杆菌

Mycobacterium gastri MB19 中还存在另一类可氧

化甲醇的 N,N’-二甲基-4-亚硝基苯胺氧化还原酶 

(MDO)，MDO 与 NAD 依赖型的 MDH 在四级结 

构、辅因子组成和酶学性质方面类似，但 MDO

除展现出 N,N’-二甲基-4-亚硝基苯胺依赖的甲醇

氧化活性和 NADH 依赖的甲醛还原活性外，还具

有甲醛岐化酶活性，将甲醛氧化为甲酸的同时，

将另一分子的甲醛还原为甲醇[19-21]。 
 

表 1  不同来源的 NAD 依赖型 MDH 的动力学参数 
Table 1  Kinetic constants of NAD-dependent MDHs from different sources 

Enzyme 
Specific activity 

(U/mg) 
Km (mmol/L)

Km/kcat 
L/(mol·s)

Assay condition References

MDHBmMGA3 0.06 170.00±20.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH2BmMGA3 0.09 360.00±30.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH3BmMGA3 0.07 200.00±70.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDHBmMGA3+ACT 0.40 26.00±7.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH2BmMGA3+ACT 0.20 200.00±20.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH3BmMGA3+ACT 0.40 150.00±10.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDHBmPB1 0.03 220.00±30.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH1BmPB1 0.02 170.00±60.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH2BmPB1 0.08 330.00±0.05 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDHBmPB1+ACT 0.20 10.00±1.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH1BmPB1+ACT 0.05 5.00±1.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDH2BmPB1+ACT 0.38 110.00±50.00 ND 45 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [18] 
MDHBs2334 0.02 26.00±5.50 0.54 30 °C, pH 7.4 potassium phosphate buffer [22] 
MDHCn 0.32 132.00±15.40 1.60 30 °C, pH 9.5 sodium bicarbonate buffer [23] 
MDHCn CT4-1 0.29 21.60±1.50 9.30 30 °C, pH 9.5 sodium bicarbonate buffer [23] 
AdhACg 0.29 97.00±9.80 2.10 30 °C, pH 9.5 sodium bicarbonate buffer [23] 
MDH2BmMGA3  

(Q5L, A363L) 
0.13 432.00±32.00 1.18 37 °C, pH 9.5 glycine-KOH buffer [24] 

MDHLx 0.30 3.23±1.05 66.80 55 °C, pH 9.5  
2-cyclohexylaminoethanesulfonic acid buffer

[25] 

BmMGA3: B. methanolicus MGA3, BmPB1: B. methanolicusPB1, Bs2334: B. stearothermophilus DSM 2334, Cn: C. necator 
N-1, Cg: C. glutamicum, Lx: L. xylanilyticus, ND: Not detected. 
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1.4  非甲基营养菌中的 MDH 

除了已报道的在天然甲基营养菌中发现的

MDH，在非甲基营养菌中，也存在一些 NAD 依赖

型的可氧化甲醇的醇脱氢酶。Sheehan 等[26]报道了

嗜热脂肪芽孢杆菌 B. stearothermophilus DSM 

2334 来源的 NAD 依赖型 MDH (MDHBs2334)，对甲

醇 Km 值约为 20 mmol/L，37 ℃时 Vmax 约为     

2.1 U/mg，最适 pH 为 6.0，且在 pH 6.0–10.0 条件

下始终保持较高酶活。由于 MDHBs2334 比来自   

B. methanolicus 的 MDH 具有更高的底物亲和性和

催化活性，已被应用于人工甲基营养菌中。Witthoff

等 [27] 鉴 定 了 谷 氨 酸 棒 杆 菌 Corynebacterium 

glutamicum 中的醇脱氢酶 AdhA 可催化甲醇氧化，

该细菌具有完整的甲醇至 CO2 的异化途径。   

Wu 等[23]首次报道了一个存在于革兰氏阴性、嗜

温 的 非 甲 基 营 养 菌 钩 虫 贪 铜 菌 Cupriavidus 

necator N-1 中的 NAD 依赖型 MDH (MDHCn)。

MDHCn 与先前报道的 MDHBmMGA3 类似，底物谱

广，对甲醇的亲和力较低，Km 值约为 132 mmol/L，

30 ℃时 Vmax 为 0.32 U/mg，对丙醇的催化活性

最高。但是，MDHCn 对 ACT 不敏感。有无 ACT

时，MDHCn 表现出相当的酶活力。Lee 等[25]表征

了 革 兰 氏 阳 性 细 菌 解 木 糖 赖 氨 酸 芽 孢 杆 菌

Lysinibacillus xylanilyticus 来源的 MDH (MDHLx)，

该酶也无需 ACT 激活，其最适反应条件为 pH 9.5

和 55 ℃。与其他 MDH 相比，MDHLx 对甲醇的

亲和性较高，Km 值约为 3 mmol/L，且对甲醇具有

相对较高的底物特异性。虽然这些 MDH 来自非

甲基营养菌，但仍具有较好的酶学性质，因此也

可用于构建人工甲基营养菌。 

2  MDH 在人工甲基营养菌中的应用 

2.1  人工甲基营养细菌 

目前，人工甲基营养菌的构建主要是通过在

C. glutamicum 和大肠杆菌 Escherichia coli 等平台

菌株中组装 MDH 和甲醛同化途径实现的，基于

上述分析，NAD 依赖型 MDH 是首选的 MDH。

Witthoff 等[28]首次在 C. glutamicum 中构建了甲醇

利用途径，比较了不同启动子对 B. methanolicus 

MGA3 来源的 MDH 的表达效果，发现使用组成

型启动子 Ptuf 控制 MDHBmMGA3 和 ACT 的效果较

好，使得重组 C. glutamicum 的甲醇消耗速率可达

(1.7±0.3) mmol/(L·h)。Leßmeier 等[29]类似地比较

了 B. methanolicus MGA3 和 PB1 来源的 MDH，

与 Witthoff 等的研究结果一致，MDHBmMGA3 在    

C. glutamicum 中酶活力最高。当同时表达 ACT 时， 

粗酶液中 MDHBmMGA3 的酶活力提高了 2.6 倍左右，

但全细胞催化结果显示，ACT 在体内对 MDH 的酶

活 力 无 显 著 的 提 升 。 由 于 先 前 报 道 的 来 自        

B. methanolicus 的 NAD 依赖型 MDH 为嗜热酶，

其最适反应温度在常用平台菌株最佳生长温度

范围之外，这极大地限制了人工甲基营养菌的甲

醇利用速度。随后，Tuyishime 等[30]比较发现在    

C. glutamicum 中，MDHBs2334 比 B. methanolicus 

MGA3 和 C. necator N-1 来源的 MDH 具有更高的

甲醇氧化活性，在此基础上构建和进化获得的甲

醇依赖型 C. glutamicum 具有较快的甲醇利用速

度，甲醇和共底物木糖的共利用比例超过 7︰1[31]。

类似的工作也在 E. coli 中开展，Müller 等[6]为了找

到最适于在 E. coli 中表达的 MDH，扩大了筛选范

围，测试了来自 B. methanolicus、凝结芽孢杆菌    

B. coagulans、库氏脱硫肠状菌 Desulfotomaculum 

kuznetsovii、四氯乙烯降解菌 Desulfitobacterium 

hafniense、纺锤形赖氨酸芽孢杆菌 L. fusiformis

和球形赖氨酸芽孢杆菌 L. sphaericus 的具有甲

醇氧化潜力的醇脱氢酶。体外测试表明表达

MDH2BmMGA3 和 ACT 最有效，体内测试表明表

达 MDH2BmMGA3 效果最佳，但 ACT 对 MDH 在

体内的酶活力无正向影响。Whitaker 等 [32]在   

E. coli 中验证了 B. stearothermophilus DSM 2334
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来源的 MDHBs2334 在体外和体内的酶活力均高于

MDH2BmMGA3，更有利于甲醇利用。Kim 等[33]依

据产乙酸菌等细菌代谢甲醇和甲酸的厌氧还原型

乙酰辅酶 A 途径 (Anaerobic reductive acetyl-CoA，

rAcCoAP)，在 E. coli 中整合内源和外源的酶，构

建了线性一碳利用途径——还原型甘氨酸途径 

(Reductive glycine pathway，rGlyP)，再结合短期

适应性进化，重组 E. coli 每消耗 1 mol 甲酸的细

胞干重可达 2.3 g。之后，Kim 等在 rGlyP 途径基

础上，异源表达不同菌株来源的 MDH，包括

MDHBs2334 、 MDHCg 、 MDHCn 、 MDH2BmMGA3 、

MDH3BmMGA3 和 MDH2BmMGA3 (Q5L、A363L)，而

只有含 MDHBs2334 的重组菌株可代谢甲醇，同时
13C 甲醇标记实验进一步表明甲醇通过 rGlyP 途径

被用于蛋白氨基酸的合成。MDH 催化甲醇氧化为

可逆反应，因此提高甲醛同化效率，可驱动甲醇氧

化。Woolston 等[34]通过过表达 E. coli 的景天庚酮

糖二磷酸酶，激活了景天庚酮糖-1,7-二磷酸合成

景天庚酮糖-7-磷酸的反应，推动甲醛受体 Ru5P

的再生，加快了甲醛的固定，进一步提高了甲醇

的同化效率。 

2.2  人工甲基营养酵母 

真核生物酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae

对高浓度甲醇有较强的耐受性，是构建人工甲基营

养菌的理想宿主[35]。Dai 等[36]在 S. cerevisiae 中测

试了来源于 B. methanolicus MGA3 的 MDH 和      

B. subtilis 168 的 RuMP 途径的组装效果，但可能由

于密码子偏好性，酶未成功表达，重组 S. cerevisiae

不具备甲醇利用能力。随后，甲基营养酵母      

P. pastoris 来源的甲醇利用相关酶 (AOX、过氧化

氢酶、二羟基丙酮合成酶和二羟丙酮激酶)被用于

构建的人工甲基营养型酵母，最终成功实现了甲

醇到丙酮酸的转化。Espinosa 等[37]在 S. cerevisiae

中分别组装了 AOX-XuMP (P. pastoris 来源 )、

MDHBs2334-XuMP 和 MDHBs2334-RuMP (B. methanolicus

来 源 ) 甲 醇 利 用 途 径 ， 结 果 表 明 异 源 表 达

MDHBs2334-XuMP 和 MDHBs2334-RuMP 途径的重组

S. cerevisiae 均可利用甲醇，而含有 AOX-XuMP

途径的重组 S. cerevisiae 不能代谢甲醇。在甲基营

养型酵母利用甲醇生长过程中，过氧化物酶体的

增殖起重要作用[38]。然而，S. cerevisiae 中过氧物

酶体的增殖受限于脂肪酸氧化等特定的应激反应

且需要多种基因的调控[39]。因此 Espinosa 等[37]

推测未进化的 S. cerevisiae 中过氧化物酶体的增

殖 不 受 甲 醇 的 诱导，进 而限制了 细胞通过

AOX-XuMP 途径代谢甲醇。此外，Espinosa 等还通

过 13C 甲醇标记实验首次证明野生型 S. cerevisiae 

CEN.PK 113-5D 具有内源的甲醇同化途径，为进一

步研究 S. cerevisiae 中的天然或者人工一碳利用途

径提供了研究基础。 

以上研究表明 MDH 和甲醛同化途径在不同

宿主中的应用效果有一定差异，在构建人工甲基

营养细菌时，有必要针对宿主进行 MDH 和甲醛

同化途径的选择和优化。 

3  MDHs 的定向进化和理性设计 

目前利用 NAD 依赖型 MDH 成功构建了多种

人工甲基营养菌，但已报道的 NAD 依赖型 MDH

对甲醇的 Km 值较高，催化甲醇氧化反应的活性

较低，且最适反应条件多为高温和碱性环境，在

常用平台菌株中的工作效果不理想 [18]。因此，

基于蛋白质工程，对 MDH 进行改造和进化，提

高甲醇氧化活性逐渐成为研究热点 (图 2)。Wu

等[23]基于传统的 Nash 试剂显色反应对 MDHCn 突

变体库进行高通量筛选。其中最优突变体 CT4-1 

(A26V、A31V、A169V) 对 C2-C4 长链醇的活性

有不同程度的降低，而对甲醇的亲和性大幅度提

高，催化甲醇氧化的 kcat/Km 值提高了 6 倍，这为

定向进化提高 MDH 催化活性提供了参考。但使

用 Nash 试剂检测甲醛浓度的方法灵敏度较低，

且测定前需将上清和细胞分离，操作繁琐，亟需

开发更加高效的高通量筛选方法。 
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图 2  MDH 突变体的高通量筛选方法 
Fig. 2  High-throughput screening methods for MDH variants. (1) Nash reagent. Nash reaction can detect extracellular 
formaldehyde produced by methanol oxidation through the reaction of formaldehyde, acetylacetone, and ammonium 
acetate. Diacetyldihydrolutidine, the Nash reaction product, exhibits yellow color and can be quantified by absorbance 
at 412 nm. This method can correlate the MDH activity with the absorbance of Nash reaction product. (2) Formaldehyde 
biosensor. This method is based on the formaldehyde-inducible promoter Pfrm, its regulator FrmR, and a gfp reporter 
gene. In the absence of formaldehyde, the FrmR binds to the regulatory region of Pfrm, preventing the transcription of 
downstream gfp. In the presence of formaldehyde, the nucleophilic Cys36 of FrmR reacts with formaldehyde and causes 
a change in conformational. Consequently, FrmR dissociates from Pfrm and the transcription of gfp is activated. This 
method can correlate the MDH activity with the GFP fluorescence. The MDH library can be partitioned into bins via 
flow cytometry on the basis of GFP fluorescence. (3) PANCE (phage-assisted noncontinuous evolution). PANCE is also 
based on Pfrm and FrmR but correlates MDH activity with the phage propagation rate. The essential phage gene  Ⅲ is 
cloned to the downstream of Pfrm. For E. coli cells infected by a phage harboring a superior MDH variant, formaldehyde 
is produced by methanol oxidation at a high rate and gene  Ⅲ is expressed at a high level. Consequently, the phage 
propagation is accelerated and superior MDH variants are enriched in the system. Red dots represent permissive and 
beneficial mutations, and black dots represent detrimental mutations. 

 

在 E. coli 中存在一种天然的甲醛诱导型启动

子 (Pfrm)，该启动子受阻遏蛋白 FrmR 的负反馈调

控。在甲醛存在时，FrmR 蛋白与甲醛结合，构型

发生改变从而解除对启动子 Pfrm 的抑制作用，启

动下游基因表达[40]。将该启动子 Pfrm 与报告基因

相结合，该系统可被改造为体内响应甲醛的生物

传感器[41]。通过报告系统的信号强度，可灵敏反

应胞内的甲醛浓度。Woolston 等[41]通过优化阻遏

蛋白 FrmR 与启动子的结合区，显著提高了甲醛生

物传感器的灵敏性，最低检测阈值达到 1 μmol/L

甲醛。Roth 等[24]利用该甲醛传感器，将噬菌体增

殖速度与甲醇氧化生成甲醛的量相偶联，开发了

噬菌体辅助非连续进化  (PANCE) 方法，对

MDH2BmMGA3 进行进化，筛选获得的最优突变体 

(Q5L、A363L) 的 Vmax 较野生型 MDH2BmMGA3 提

高 3.5 倍。为更好地理解这些突变位点提高 MDH

催化活性的机制，Roth 等还通过蛋白质同源建模

对突变位点对结构的影响进行分析，结果显示所
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有的关键突变都定位于 NAD 辅因子结合口袋附

近的区域，为 MDH 的理性设计进一步改造提供

了理论基础。来源于 B. stearothermophilus DSM 

2334 的 MDHBs2334 具有相对较高的甲醇氧化活性

并广泛应用于人工甲基营养菌[22,30,42]。Guo 等[43]

解析了 MDHBs2334 的晶体结构，并对酶学性质进

行分析，发现异丙醇是其最适底物，分子对接实

验表明这种底物偏好性主要归因于蛋白质-底物

复合物的构象能；该研究表明，对底物结合口袋

进行定向进化，有望提高 MDHBs2334 对甲醇的特

异性和催化活性。Lee 等[25]通过蛋白质同源建模

和分子对接分析，对鉴定的 16 个 MDHLx 的活性

口袋和 NAD 结合区域相关的氨基酸残基进行理

性改造，获得的突变体 Vmax 提高了 13%–60%。以

上研究表明，定向进化和理性设计为提高 MDH

的催化活性提供了更多可行性。 

4  MDH 多酶复合体的构建 

NAD 依赖型 MDH 催化的甲醇-甲醛转换反

应为可逆反应，MDH3BmMGA3 催化甲醇到甲醛的

kcat/Km 值仅为催化甲醛到甲醇的 1/1 000[18]，因此

甲醇氧化生成的甲醛极易被重新被还原为甲醇，

从而影响甲醇的利用速度。此外，甲醛是一种非

常活泼的高毒性化合物，可以和细胞内的蛋白质

及核酸发生非特异性反应，严重抑制细胞的生长

代谢[44]。为拉动甲醇氧化反应，避免甲醛积累，

Price 等 [45]利用 SH3 配体间的相互作用，将

Mdh3BmMGA3和来源于 M. gastri 的 3-己酮糖-6-磷酸

合成酶 (HPS) 和 3-己酮糖-6-磷酸合成酶 (PHI) 

构建为三酶复合体 MDH-sSH3lig-SH3-HPS-PHI，

并引入乳酸脱氢酶解除 NADH 对 MDH 的反馈抑

制，使得体外转化甲醇合成果糖-6-磷酸 (F6P) 的

产量提高了 97 倍。全细胞催化条件下甲醇消耗

率可达 1.7 mmol/(L·h)。Fan 等[22]理性设计并构建

了 MDH-HPS-PHI 的融合蛋白，同样可提高甲醇

至 F6P 的转化效率。通过比较不同来源的 RuMP

途径关键酶 HPS 和 PHI 的酶活力，筛选最优的酶

进 行 融 合 蛋 白 构 建 ， 随 后 利 用 柔 性 连 接 肽

(GGGGS)×3 和(GGGGS)×6 与 MDHBs2334 构建多

种融合蛋白。最优融合蛋白催化甲醇生成 F6P 的

速 率 提高了 30% 。同 时 ，该研 究 还发现 当

MDHBs2334 与 HPS 或 HPS-PHI 融合表达时，具有

了更高的甲醇氧化活性，表明多酶复合体的构建

是提高 MDH 催化活性和甲醇生物转化效率的有

效策略。 

5  总结与展望 

甲醇氧化是一碳利用的关键步骤，但由于

NAD 依赖型 MDH 对甲醇的亲和性较差，催化活

性较低，甲醇氧化也是人工甲基营养菌甲醇利用

的限速步骤[46]。为解决 NAD 依赖型 MDH 在动

力学上的不足，不少学者尝试通过蛋白质定向进

化结合基于甲醛传感器的高通量筛选策略筛选

酶活提高的突变体，但目前所获得的突变体仍难

以满足高效甲醇生物转化的需求。目前已有多个

研究团队构建了甲醇依赖型的 C. glutamicum 和   

E. coli[30-31,47-49]，将甲醇的利用速度与细菌生长速

度直接偶联，这些甲醇依赖型菌株可用于基于生

长的 MDH 文库筛选。通过将 MDH 突变体文库

转入甲醇依赖型菌株中，具有较高甲醇氧化活性

的 MDH 突变体将为细菌带来生长优势，在连续

培养过程中将被富集，该方法比基于甲醛传感器

的筛选方法更加简便，也较容易获得体内应用效

果更佳的 MDH 突变体。另一方面，基于已有的

MDH 蛋白晶体结构，可对其底物和辅因子结合

口袋进行理性设计，改善 MDH 的底物结合特异

性，提高 MDH 对甲醇的亲和性和催化活性。此

外，随着生物信息学大数据的快速发展，可以

利用基因挖掘策略，例如从基因组数据中基于

探针酶序列和结构信息挖掘新的酶基因，发现

新的酶学性质优良的 MDH[50]。de Simone 等[51]

以 B. methanolicus PB1 的 MDH2 序列为模板在
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UniRef50 数据库中根据序列一致性进行比对分

析，成功筛选到新的 MDH。生物信息学、结构生

物学和蛋白质工程的快速发展，将为筛选和改造

性能优秀的 MDH，突破甲醇氧化速率慢的瓶颈提

供技术支撑，结合系统生物学和合成生物学的手

段解析并解决一碳利用的其他限制因素，有望构

建出高效利用甲醇和甲烷为唯一碳源和能源进行

生物制造的人工甲基营养菌。 
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