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摘　要：甲基弯菌ＩＭＶ３０１１可以催化二氧化碳生物转化生成甲醇．在细胞悬浮液中充入二氧化碳后，反应一段时
间后在反应液中检测到了甲醇产生．但是甲烷氧化细菌细胞合成甲醇的能力受到了细胞内还原当量的限制．研究
发现，细胞内贮存的聚β羟基丁酸（ＰＨＢ）分解后能够产生还原当量，可以提高甲醇的产生能力．本文通过改变培
养基中氮和铜的起始浓度对ＰＨＢ积累量进行调节来提高甲基弯菌ＩＭＶ３０１１还原二氧化碳生成甲醇的能力．结果
表明，随着细胞内ＰＨＢ含量的增加甲醇的产生能力也会增加．当细胞内 ＰＨＢ的积累量达到３８．６％时，将二氧化
碳还原成甲醇的能力最强．当ＰＨＢ的积累量超过３８．６％时细胞生成甲醇的能力反而降低．
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　　甲醇是应用范围很广的大宗化学品．用二氧化
碳生产甲醇可以实现温室气体二氧化碳的回收利

用．甲烷氧化细菌是利用甲烷为唯一碳源和能源生
长的一种微生物，它可以把甲烷通过一系列反应氧

化成甲醇、甲醛、甲酸，直至二氧化碳，其中部分

甲醛可用于细胞的成长．还原二氧化碳生成甲醇是
这个反应的逆反应．在早期的工作中，我们曾研究
了甲烷氧化细菌细胞催化二氧化碳还原成甲醇的可

行性，发现包含有甲醇脱氢酶（ＡＤＨ）、甲醛脱氢酶
（ＦａｌｄＤＨ）、甲酸脱氢酶（ＦａｔｅＤＨ）的甲烷氧化细菌
在温和条件下经过一系列反应能够把二氧化碳还原

为甲醇［１］．如图１所示，该反应是一个需能反应，
甲烷氧化细菌催化二氧化碳还原为甲醇需要消耗相

当数量的还原当量（ＮＡＤＨ２，ＰＱＱＨ２），正因如此，
甲烷氧化细菌细胞催化二氧化碳还原成甲醇的能力

是有限的．在细胞中还原当量丰富时，反应能够顺
利进行，甲醇得以积累；随着还原当量的消耗，甲

醇的积累速度会逐渐降低直至停止．
聚β羟基丁酸（ＰＨＢ）是甲烷氧化细菌等微生

物在氮、磷和氧等营养不均衡条件下形成的细胞内

碳源和还原能储存物质［２］．许多文献都报导甲烷氧
化细菌细胞内贮存的ＰＨＢ能够分解产生还原当量，
保证其更长时间地催化三氯乙烯降解［３～５］．如图１

图１甲烷氧化细菌催化二氧化碳还原合成甲醇示意图
Ｆｉｇ．１Ｐａｔｈｗａｙｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｆｒｏｍｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ

ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｂｙｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃｂａｃｔｅｒｉａ
ＦａｔｅＤＨ：ｆｏｒｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＦａｌｄＤＨ：ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＭＤＨ：ｍｅｔｈａｎｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；

ＭＭＯ：Ｍｅｔｈａｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ

所示，甲烷氧化细菌可以通过核酮糖单磷酸途径和
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丝氨酸代谢途径来积累 ＰＨＢ．而 ＰＨＢ的降解反应
是在ＰＨＢ解聚合酶、β羟基丁酸脱氢酶，乙酰乙
酸琥珀酸ＣｏＡ转移酶，β酮硫酶的催化下完成的，
该过程可以产生还原当量．

ＰＨＢ作为胞内碳源和能源储存物质，可能会有
效地提高甲烷氧化细菌细胞催化二氧化碳生产甲醇

的能力．
通过优化甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１的培养条件使其

有利于ＰＨＢ的积累，对不同 ＰＨＢ含量的甲烷氧化
细菌催化甲醇合成的能力进行了评价，考察了细胞

催化甲醇合成能力与ＰＨＢ含量的相关性．

１材料与方法
１．１微生物和培养条件

甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１来自俄罗斯微生物与病毒
研究所．采用的基本无机盐培养基成分为（ｇ／Ｌ）：
ＮＨ４Ｃｌ，０５；Ｋ２ＨＰＯ４，０４９；ＫＨ２ＰＯ４·７Ｈ２Ｏ，
０４０；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０３；ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，００２；
ＫＮＯ３，１６；ＮａＣｌ，０３；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０００４；Ｃｕ
ＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，０００４；ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，００００４；ＺｎＳＯ４
·７Ｈ２Ｏ，００００３４；Ｎａ２ＭｏＯ４· ２Ｈ２Ｏ，００００２４；
ｐＨ７０．改变上述基本无机盐培养基中 ＣｕＳＯ４·
５Ｈ２Ｏ，ＮＨ４Ｃｌ和ＫＮＯ３浓度作为ＰＨＢ积累实验的培
养基．

培养方法：在２５０ｍＬ三角瓶中放入５０ｍＬ上
述无机盐培养基，接种后用真空泵抽真空后置换入

甲烷和空气（ＣＨ４∶ａｉｒ＝１∶１，Ｖ／Ｖ）的混合气体，
在３０～３２℃培养一定时间后９０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ
收集菌体，用２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７０，含
５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）洗涤两次后，悬浮于相同缓冲液
使细胞密度为３ｍｇ干重细胞／ｍＬ．
１．２ＰＨＢ的定量分析

采用气相色谱法测定细胞中 ＰＨＢ的含量．取
约４０ｍｇ干细胞，加入２０ｍｇ苯甲酸，依次加入４
ｍＬ含１５％（ｖ／ｖ）Ｈ２ＳＯ４的甲醇，４ｍＬ氯仿，在１００
℃下消化４ｈ．然后迅速冷却，加入 ２ｍＬ去离子
水，快速混匀，静置分相．取下层进行气相色谱检
测．色谱条件为：ＳＥ５４弹性石英毛细管柱（０２５
ｍｍ×２５ｍ），载气Ｎ２，检测器ＦＩＤ，分流进样．进
样器、检测器温度分别控制在１８０℃、２００℃，柱
温６０℃，进样体积１μＬ．
１．３甲醇测定

采用气相色谱测定甲醇含量．色谱条件同１．２．

１．４二氧化碳还原制甲醇反应
取１０ｍＬ细胞悬浮液加入到１００ｍＬ三角瓶中，

密封后抽出５０ｍＬ空气，置换入相同体积的 ＣＯ２，
３０℃，１５０ｒｐｍ反应，每隔一段时间取出一定量的
反应液，对甲醇的产生量进行测定．
１．５间歇反复批式反应

取１０ｍＬ细胞悬浮液加入到１００ｍＬ三角瓶中，
密封后抽出５０ｍＬ空气，置换入相同体积 ＣＯ２，３０
℃，１５０ｒｐｍ摇床反应２４ｈ后停止．将三角瓶内的
反应物在１２０００ｒｐｍ的条件下进行离心分离２ｍｉｎ
去除上层液体，将菌体重新悬于新鲜的２０ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ７．０，含 ５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋）中，
使菌体的浓度为３ｍｇ干重细胞／ｍＬ．三角瓶密封后
将瓶中５０ｍＬ的空气换成ＣＯ２进行下一批反应．反
复循环直到没有检测量甲醇产生．产生的甲醇总量
为每次循环产生量的加和．

２结果与讨论
２．１正常培养细胞催化二氧化碳还原合成甲醇

如图２所示，在甲烷氧化细菌中通过一系

图２甲基弯菌ＩＭＶ３０１１细胞悬液催化甲醇生物合成
Ｆｉｇ．２Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｂｉｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｃｅｌｌ

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓｏｆＭ．ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１
Ｍ．ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｒｏｕｔｉｎｅ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒ９６ｈ．
Ｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：３．０ｍｇｄｒｙｃｅｌｌｗｔ／ｍＬ

列有序反应可将甲醇氧化成 ＣＯ２，而 ＣＯ２还原成甲
醇是该反应的逆反应．研究发现甲基弯菌ＩＭＶ３０１１
细胞悬液可以将 ＣＯ２还原成甲醇，在 ＣＯ２气氛下，
可以在反应液中检测到了产物甲醇积累．由于在整
细胞催化ＣＯ２还原合成甲醇的过程中三种脱氢酶之
间，一种酶催化的产物是下一种酶的底物，中间产
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物容易到达下一个酶的催化位点而没有太大的扩

散，反应过程中没有发现甲醛和甲酸的积累．如图
２所示，甲醇的产量在培养２４ｈ时达到最大值，此
后再继续培养会发现随着培养时间的延长甲醇的产

量慢慢下降，这可能是由于细胞内还原当量耗尽导

致甲醇合成速度低于甲醇酶解速度造成的．
２．２ＰＨＢ促进ＣＯ２还原合成甲醇能力的可能性

甲烷氧化细菌还原ＣＯ２合成甲醇的能力受到细
胞还原当量的限制［１１］．甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１可以积
累ＰＨＢ作为碳源和能量的储存物［６］．我们尝试通
过增加细胞中 ＰＨＢ含量来提高其还原 ＣＯ２合成甲
醇的能力．为证实 ＰＨＢ的有效性，我们用 ＰＨＢ的
单体物质３羟基丁酸作为实验底物．如图３所示，
在反复批式实验中发现加入３羟基丁酸可以提高
甲醇的产量．由此说明 ＰＨＢ可以作为还原当量再
生的储存物，通过解聚产物３羟基丁酸氧化提高细
胞内还原当量的含量，进而提高其甲醇合成能力．
２．３发酵条件对ＰＨＢ积累量的影响

ＰＨＢ的形成受到许多条件的影响．有报道指
出，在合成ＰＨＢ的过程中如果限制供氮量可以促
进ＰＨＢ的合成［７］．在甲烷转化成 ＰＨＢ的反应中催
化第一步反应的酶是甲烷单加氧酶（ＭＭＯ），而

图３甲基弯菌ＩＭＶ３０１１细胞催化二氧化碳合成
甲醇的反复批式反应

Ｆｉｇ．３Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｂａｔｃｈｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｆｒｏｍ
ｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅｗｉｔｈＭ．ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１
Ｍ．ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍｒｏｕｔｉｎｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒ９６ｈ．
Ｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：３．０ｍｇｄｒｙｃｅｌｌｗｔ／ｍＬ

ＭＭＯ的存在状态和催化活性受到铜的控制［８～１０］．
为了在发酵初期使 ＰＨＢ的积累量增加，细胞内蛋
白质的含量就要受到限制．我们通过在含有铜的培
养基中限制氮的含量来控制蛋白质的合成．氮含量
的控制通过在培养基中降低 ＫＮＯ３和 ＮＨ４Ｃｌ的浓度
来实现．如图４所示，在铜浓度为０．００２ｇ／Ｌ条件

图４氮源对细胞生长和ＰＨＢ积累的影响
Ｆｉｇ．４ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄＰＨＢａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｔｉｍｅ：１６８ｈ

下，通过降低 ＫＮＯ３和 ＮＨ４Ｃｌ浓度进行细胞培养，
发现减少 ＫＮＯ３的量对 ＰＨＢ的产量影响不大．但
是，当ＮＨ４Ｃｌ的浓度减小到五分之一时，培养１６８
ｈ后，ＰＨＢ的积累量达到最大值．继续降低 ＮＨ４Ｃｌ
的浓度，ＰＨＢ的积累量产生了明显的减少．这表明

当ＮＨ４Ｃｌ的浓度小于０．１ｇ／Ｌ时，酶催化甲烷生成
ＰＨＢ的能力受到了培养基中氮含量过低的限制．因
此在接下来的实验中将培养基中 ＫＮＯ３和 ＮＨ４Ｃｌ浓
度定为１．６ｇ／Ｌ和０．１ｇ／Ｌ．

早期的文献报导，除了限氮外，限铜也可以促
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进ＰＨＢ的积累［７］．甲基弯菌ＩＭＶ３０１１在铜浓度不
同的无机盐培养基中进行培养．如图 ５所示，在
ＫＮＯ３和ＮＨ４Ｃｌ浓度分别为１．６ｇ／Ｌ和０．１ｇ／Ｌ条件
下，改变培养基中铜浓度．铜浓度为０．００２ｇ／Ｌ时
产生的ＰＨＢ最多，在培养１６８ｈ后，ＰＨＢ的积累量

图５铜浓度对ＰＨＢ积累的影响
Ｆｉｇ．５ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣｕｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＰＨＢ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

达到４１．０％．如果培养基中不添加铜则培养１６８ｈ
后，ＰＨＢ的积累量仅为７．５％．铜可以提高ＰＨＢ的
积累量，可能是由于铜提高了颗粒性甲烷单加氧酶

（ｐＭＭＯ）含量，从而提高甲烷氧化效率．但是当铜
浓度大于 ０．００２ｇ／Ｌ时，ＰＨＢ的积累量反而会降
低．当铜浓度为０．００３ｇ／Ｌ和０．００４ｇ／Ｌ时，培养
１６８ｈ后ＰＨＢ的积累量仅分别为３０．３％ 和１２．２％．
这可能是由于过量的铜限制了 ＰＨＢ的产生．可见
铜对甲基弯菌ＩＭＶ３０１１细胞内ＰＨＢ的积累起到非

常重要的作用，通过控制介质铜的量可以提高胞内

ＰＨＢ含量．在接下来的实验中将培养基铜含量定为
０．００２ｇ／Ｌ进行ＰＨＢ积累量的实验．
２．４ＰＨＢ含量对菌体细胞生产甲醇能力的影响

ＰＨＢ在细胞内的积累量还可以通过培养时间
的不同来控制．如图６所示，在铜的浓度为０．００２
ｇ／Ｌ，ＫＮＯ３的浓度为１．６ｇ／Ｌ和ＮＨ４Ｃｌ的浓度为０．１
ｇ／Ｌ的无机盐培养基中进行培养，在前４８ｈ内ＰＨＢ
的积累量持续保持在４．０％左右，１６８ｈ后ＰＨＢ
的积累量迅速增加到４１％．

图６甲基弯菌ＩＭＢ３０１１的生长和ＰＨＢ积累曲线
Ｆｉｇ．６ＧｒｏｗｔｈａｎｄＰＨＢａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＭ．ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ

ＩＭＶ３０１１

　　ＰＨＢ的含量及甲醇合成能力关系如表１所示，
在不含铜的无机盐培养基中培养 １６８ｈ的细胞，
ＰＨＢ的含量仅为７．５％．经过４次反复批式实验后

表１反复批式甲醇合成过程中细胞ＰＨＢ消耗和甲醇合成能力变化
Ｔａｂｌｅ１ＴｈｅｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｆＰＨＢｌｅｖｅｌａｎｄｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｂａｔｃｈｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ

Ｂａｔｃｈ
Ｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ７．５％ ｏｆＰＨＢ

ＲｅｓｉｄｕａｌＰＨＢ
ｉｎｃｅｌｌ（％）

Ｍｅｔｈａｎｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ
（μｍｏｌ／ｍｇｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ）

Ｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４１．０％ ｏｆＰＨＢ
ＲｅｓｉｄｕａｌＰＨＢ
ｉｎｃｅｌｌ（％）

Ｍｅｔｈａｎｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ
（μｍｏｌ／ｍｇｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ）

１ ４．１ ０．００３４ ３６．６ ０．００３６

２ ２．３ ０．００１８ ３３．２ ０．００３０

３ ＜１．０ ０．０００９ ２９．８ ０．００３０

４ ＜１．０ ０．０００３ ２７．０ ０．００２７

大部分的ＰＨＢ已经耗尽，细胞完全失去了合成甲
醇的能力．

在铜浓度为０．００２ｇ／Ｌ的无机盐培养基中培养
１６８ｈ的细胞，ＰＨＢ积累量高达４１％．经过４次重
复实验后ＰＨＢ的含量仅下降了三分之一，且合成
甲醇的能力仍然保存了其原有的５３％（甲醇的总产

生能力为０．０２６μｍｏｌ／ｍｇ细胞干重）．
在铜的浓度为０．００２ｇ／Ｌ，ＫＮＯ３浓度为１．６ｇ／Ｌ

和ＮＨ４Ｃｌ浓度为０．１ｇ／Ｌ的优化无机盐培养基中，
培养不同时间的细菌细胞 ＰＨＢ的含量及其相应产
生甲醇能力如表２所示．

细胞内 ＰＨＢ含量和甲醇产生能力的相关性研

９５３第４期　　　　　　　　　　　　　辛嘉英等：甲基弯菌ＩＭＶ３０１１细胞生物催化二氧化碳制甲醇



究发现，在ＰＨＢ含量为３８．６％时生成甲醇的能力
比ＰＨＢ含量为２１．５％时高了１．９倍．说明 ＰＨＢ可

以作为二氧化碳还原反应的内源电子供体．但是当
细胞内ＰＨＢ含量为４１．０％时，产生甲醇的能力有

表２ＰＨＢ含量与甲醇合成能力关系
Ｔａｂｌｅ２ＴｈｅＰＨＢｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔａｌｍｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｉｅｓ

Ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｔｉｍｅａｔ３０°Ｃ
（ｈ）

ＰＨＢｉｎｃｅｌｌ
（％）

Ｔｏｔａｌｍｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ
（μｍｏｌ／ｍｇｄｒｙｃｅｌｌｗｔ）

９６ ２１．５ ０．０１６±０．００２

１２０ ３２．２ ０．０２２±０．００１

１４４ ３８．６ ０．０３１±０．００１

１６８ ４１．０ ０．０２６±０．００２

所下降．这可能是因为随着细胞内 ＰＨＢ量增加使
单位重量细胞中脱氢酶含量减少．因此，建议采用
ＰＨＢ含量适当的甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１细胞催化二氧
化碳还原产生甲醇的反应．

３结　　论
研究发现，甲烷氧化细菌细胞中 ＰＨＢ在分解

代谢过程中可以产生还原当量，能够提高其将二氧

化碳还原合成甲醇的能力．与直接再生 ＮＡＤＨ２相
比，ＰＨＢ的贮存功能可以大大减少反应再生的交
替频度，有利于反应长期进行．

采用甲烷氧化细菌中贮存的聚合物 ＰＨＢ作为
内源电子供体驱动二氧化碳还原合成甲醇反应．通
过发酵介质调控，使得甲烷氧化细菌中在 Ｃ／Ｎ营
养不均衡条件下进行 ＰＨＢ积累；通过控制发酵介
质中金属离子Ｃｕ的浓度对ＰＨＢ产生进行调控．利
用高ＰＨＢ含量的甲烷氧化细菌催化二氧化碳还原
反应，大大提高了其合成甲醇能力．
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