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颗粒性甲烷单加氧酶分离纯化方法的研究进展
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摘要: 颗粒性甲烷单加氧酶(ｐＭＭＯ)是甲烷氧化菌的特征酶之一ꎬ 在生物催化方面具有广泛的应用前景ꎬ 但由于

其内膜蛋白的性质以及纯化过程中的不稳定性ꎬ 使其生物化学性质、 金属活性位点等方面仍存在许多未知和争

议. 着重总结了颗粒性甲烷单加氧酶的分离纯化方法ꎬ 并对其活性以及与甲烷氧化菌素￣Ｃｕ(ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ￣Ｃｕ)和
其他物质之间的作用关系进行了概述ꎬ 以促进颗粒性甲烷单加氧酶的深入研究和应用.
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　 　 甲烷氧化菌(Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ)是一类以甲烷作为

唯一碳源和能源生长的革兰氏阴性菌ꎬ 广泛存在于

湿地[１]、 土壤[２]、 水稻中[３]ꎬ 在全球碳循环中扮演

着重要角色. 甲烷单加氧酶(ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎ￣
ａｓｅꎬ ＭＭＯ)ꎬ 是甲烷氧化菌代谢途径中的重要酶之

一ꎬ 它能够催化甲烷氧化成为甲醇[４]ꎬ 而催化这一

反应过程的 ＭＭＯ 有两种形式: 可溶性 ＭＭＯ(ｓｏｌｕ￣
ｂｌｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ｓＭＭＯ)和位于细胞质内

膜的颗粒性甲烷单加氧酶(ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏ￣
ｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ｐＭＭＯ) [５－６] . 实际上ꎬ 两种蛋白是不同

基因表达的产物ꎬ 两者的表达受到培养基中不同程

度 Ｃｕ２＋浓度的限制[７] . 当培养基中 Ｆｅ３＋充足而 Ｃｕ２＋

有限时ꎬ 甲烷氧化菌细胞仅表达 ｓＭＭＯꎻ Ｃｕ２＋ 浓度

相对较高时ꎬ ｓＭＭＯ 的表达就会切换成 ｐＭＭＯ. 除

此以外ꎬ Ｃｕ２＋还能作为一种代谢激活剂ꎬ 促进细胞

内膜上 ｐＭＭＯ 的高浓度水平合成. 研究发现ꎬ 几近

所有的类型的甲烷氧化菌都能表达 ｐＭＭＯꎬ 但仅有

一小 部 分 甲 烷 氧 化 菌 在 无 铜 的 环 境 下 表 达

ｓＭＭＯ[８] . 由于 ｐＭＭＯ 存在范围广、 且不受铜浓度

条件的制约ꎬ 因此在生物修复方面具有较高的实际

应用价值和应用前景. 有学者将纯化得到的膜水平

ｐＭＭＯ 嵌入到易交联、 生物兼容性良好的聚乙二醇

双丙烯酸酯水凝胶(ＰＥＧＤＡ)中ꎬ 制成一种催化甲

烷转化为甲醇的新型生物催化材料ꎬ 酶活保存率为

１００％ꎬ 同时能作为 ３Ｄ 打印的底物ꎬ 为生物反应器

的设计以及甲烷的工业化转换提供了新的思路[９] .
研究发现ꎬ ｐＭＭＯ 除能够氧化甲烷之外ꎬ 还能氧化

卤化烃ꎬ 如三聚乙烯(ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ ꎬ ＴＣＥ)等[１０] .
ＴＣＥ 是一类可疑性致癌物ꎬ 也是地下水源的主要污

染物之一[１１] . 由于 ｐＭＭＯ 氧化 ＴＣＥ 的过程中不会

有有毒中间产物生成ꎬ 因此成为 ＴＣＥ 生物修复的首

选方案.
虽然 ｐＭＭＯ 广泛存在ꎬ 但由于其内膜蛋白的性

质以及纯化过程中的不稳定性[１２]ꎬ 使其生物化学

性质、 金属活性位点等方面仍存在许多未知和争

议. 有一部分学者认为 ｐＭＭＯ 中含有 ２ 个铜原子和

１~２ 个铁原子[１３] . 另有一部分人认为ꎬ ｐＭＭＯ 是一

种含有 １５~２１ 个铜原子的金属酶. 铜原子被整合成

５~７ 个自旋耦合的三核铜簇ꎬ 其中 ２ ~ ３ 个铜簇参

与到催化反应中来ꎬ 另有 ３ ~ ４ 个铜簇与 ＮＡＤＨ 到

活性中心之间的电子传递有关[４] . 还有一部分学者

认为 ｐＭＭＯ 中含有 ８ ~ １５ 个铜原子和 ２ 个铁原子ꎬ
其中的 ６~１３ 个铜原子能够与一种荧光小肽(甲烷

氧化菌素 ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎꎬ ｍｂ)结合ꎬ 形成 ｍｂ￣Ｃｕꎬ 参

与电子与活性中心之间的交流ꎬ 或在铜捕获机制

中ꎬ 起到维持氧化还原状态、 抑制氧自由基的

　 第 ３２ 卷 第 １ 期 分　 　 子　 　 催　 　 化 Ｖｏｌ.３２ꎬＮｏ.１　
　 ２０１８ 年 ２ 月 ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ ＣＡＴＡＬＹＳＩＳ(ＣＨＩＮＡ) Ｆｅｂ.　 ２０１８　



作用[１３] .
ｐＭＭＯ 的分离纯化是 ｐＭＭＯ 理化性质、 金属活

性中心等各方面的研究与发展的前提条件ꎬ 因此纯

化出稳定性较好、 酶活力较高的 ｐＭＭＯ 显得至关重

要. 目前对 ｐＭＭＯ 纯化的研究主要集中在 Ｍｅｔｈｙｌｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)和 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
(ＯＢ３ｂ)两种甲烷氧化菌上[１４]: Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕ￣
ｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 属Ⅰ型好氧甲基球菌属ꎬ 是 γ￣变形菌的

一种ꎬ 利用磷酸核酮糖途径(ＲｕＭＰ ｐａｔｈｗａｙ)同化甲

醛ꎬ 胞内膜呈束状分布[７]ꎻ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉ￣
ｕｍ(ＯＢ３ｂ)属Ⅱ型好氧甲基弯菌属ꎬ 主要代谢途径

为丝氨酸途径(Ｓｅｒｉｎｅ ｐａｔｈｗａｙ)ꎬ 其双层膜吸附于细

胞壁周围[７] . 除利用这两种类型的甲烷氧化菌进行

ｐＭＭＯ 分离纯化外ꎬ 也有一些学者选择了其他类型

的甲烷氧化菌ꎬ 近年来都取得了不少应用进展.

１ ｐＭＭＯ 的分离纯化

为使 ｐＭＭＯ 高水平表达ꎬ 甲烷氧化菌的培养一

般是在 ＮＭＳ 培养基的基础上补充一定量的 Ｃｕ２＋和

Ｆｅ３＋ꎬ 但不同实验室在 ｐＭＭＯ 分离纯化中选择的

Ｃｕ２＋和 Ｆｅ３＋浓度不同. 一部分人认为培养基中 Ｃｕ２＋

终浓度为 ６０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ｐＭＭＯ 表达水平最高[１５]ꎻ
终浓度为 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 细胞中 Ｃｕ２＋已饱和. 但也

有人认为培养基中 Ｃｕ２＋浓度为 ３０~３５ μｍｏｌ / Ｌ、 Ｆｅ３＋

浓度为 １８ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ｐＭＭＯ 表达水平最高、 酶活

最好[１６] . 培养完成后的发酵液离心ꎬ 收集菌体细胞

沉淀进行 ｐＭＭＯ 的纯化. 一般 ｐＭＭＯ 的分离纯化主

要分为细胞质膜的分离、 ｐＭＭＯ 的解离以及 ｐＭＭＯ
的纯化这 ３ 个阶段. 细胞内膜的分离一般是通过机

械法破碎细胞(如超声破碎、 高压匀浆法)ꎬ 超速离

心分离膜组分. ｐＭＭＯ 的解离是指在表面活性剂

(又称去垢剂)的作用下ꎬ 将 ｐＭＭＯ 等膜蛋白包裹

从细胞内膜中分离下来ꎬ 再采用离心操作达到分离

的目的. 对于 ｐＭＭＯ 的纯化操作多采用 ＦＰＬＣ 层析

分离、 离子交换柱层析以及凝胶过滤层析等手段.
对 ｐＭＭＯ 的分离纯化操作的核心在于细胞破碎方

式、 表面活性剂在浓度以及用量以及离心分离条件

的控制、 各种层析分离介质和洗脱液的选择等.
１.１ 含 ｐＭＭＯ 细胞质膜的分离

ｐＭＭＯ 位于甲烷氧化菌的细胞质膜ꎬ 嵌入脂质

双分子层的内部[１７]ꎬ 与膜结合紧密ꎬ 而甲烷氧化菌

又是革兰氏阴性菌[１８]ꎬ 与其他革兰氏阳性菌相比ꎬ
其细胞壁较为脆弱ꎬ 因此需要采用专门的细胞破碎

方法. 一是利用超声波的空穴作用将细胞破碎. 破

碎时ꎬ 超声波强度不宜太大ꎬ 强度过高易引起蛋白

的失活ꎬ 而且破碎时细胞浓度不宜过高ꎬ 一般控制

在 ２０％左右ꎬ 除此之外超声的频率、 处理时间以及

介质的离子强度、 ｐＨ 等都会对破碎效果产生一定

的影响. 此种方法细胞破碎的效果较为明显ꎬ 适用

于小规模的细胞菌悬液的处理ꎬ 成本相对昂贵.
１９７７ 年ꎬ Ｔｏｎｇｅ 等[１９] 首次利用超声破碎细胞(１５０
Ｗꎬ ４×４５ ｓ)ꎬ 得到 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ(ＯＢ３ｂ)
细胞破碎物ꎬ 比活力为 ０.２２ μｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(甲烷氧

化反应表示). Ｍａｓａｙｕｋｉ Ｔａｋｅｇｕｃｈｉ 等[２０]在超声破碎

时ꎬ 着重控制温度在 ４ ℃且破碎环境密闭无氧ꎬ 并

发现适当的 Ｃｕ２＋能够提高 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
(ＯＢ３ｂ)细胞破碎时 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 同时在破碎过程

中适当补充 ＰＭＳＦꎬ 也能够起到防止蛋白降解的作

用ꎻ 除超声外ꎬ 也可以采用匀浆法ꎬ 使细胞受到剪

切力而破坏. 影响匀浆破碎的主要因素有压力、 温

度和通过匀浆阀的次数等. 一般通过高压匀浆的破

碎率可达 ６７％ꎬ 破碎率要达 ９０％至少将菌悬液通过

匀浆法 ２ 次ꎬ 但不能单纯追求高破碎率ꎬ 最好是提

高操作压力ꎬ 减少操作次数. 此法一般用于大规模

菌悬液的处理ꎬ 且样品损失小ꎬ 成本适中. １９８９ 年ꎬ
Ｓｍｉｔｈ＆Ｄａｌｔｏｎ 等[２１]利用高压匀浆法ꎬ 使 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)在 １４０ ＭＰａ 压力下匀浆破碎.
Ｃｈｏｉ 等[１５]利用高压匀浆法(１８ ０００ Ｉｂ / ｉｎ２)在 ４ ℃
厌氧(９５％氩气ꎬ ５％氢气)条件下对 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ ( Ｂａｔｈ ) 细 胞 进 行 破 碎. Ａｓｈｒａｆ Ｋｉｔｍｉｔｔｏ
等[２２]采用连续破碎系统ꎬ ４ ℃、 ２５ ＭＰａ 连续破碎 ３
次ꎬ 分离得到的细胞质膜ꎬ 以 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤＨ 作还

原剂ꎬ 比活力为 ２３０ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(丙烯环氧化反

应表示). Ｙｕ 等 [１６]在滤膜反应器的辅助作用下去

除培养基组分收集菌体沉淀ꎬ 高压匀浆(２０ ０００ Ｉｂ /
ｉｎ２)分离包浆与膜组分ꎬ 超速离心收集膜组分ꎬ 并

考察了培养基中铜浓度与细胞内膜中 ｐＭＭＯ 含量

及比活力之间的相互关系.
破碎后ꎬ 沉降未破碎的细胞以及细胞碎片ꎬ 超

速离心或透析收集细胞内膜. 用中性 ｐＨ 缓冲溶液

(含少量 ＮａＣｌ 或 ＫＣｌ)盐洗 １~３ 次ꎬ 除去细胞外膜、
可溶性蛋白以及质蛋白等. Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ 等[２３] 用超声

破碎法将 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)细胞裂解ꎬ
超速离心收集膜组分. 选用含 ＮａＣｌ 的 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉｐｅｓ 缓冲液反复重悬 ３ 次ꎬ 终浓度为 １０ ~ ２０ ｍｇ /
ｍＬꎬ 并用液氮滴冻ꎬ －８０ ℃储存. 膜水平下ꎬ 四甲
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基对苯二酚和 ＮＡＤＨ 为最有效的还原剂ꎬ 酶活为

１９.４ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(丙烯环氧化反应表示). 研究发

现ꎬ 盐洗细胞膜能够起到粗略去除外源金属离子以

及未紧密结合的蛋白等.
Ｔａｋｅｇｕｃｈｉ 等[２０]在 ４ ℃无氧条件下利用超声破

碎法对细胞进行破碎ꎬ 缓冲液事先用纯净氮气脱

气. 用含 ＫＣｌ 的 ＭＯＰＳ 缓冲液盐洗膜沉淀ꎬ 离心收

集沉淀ꎬ 即得到含有 ｐＭＭＯ 的细胞膜组分. 研究发

现ꎬ ＥＤＴＡ、 甲醇、 硫脲、 叠氮化物、 乙炔等物质会

抑制细胞质内膜上 ｐＭＭＯ 的活性ꎻ 同时对反应条件

进行考察ꎬ 发现利用 ５５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ 缓冲液

(ｐＨ＝ ７)、 ４５ ℃下反应ꎬ 细胞内膜上 ｐＭＭＯ 活性效

果最好.
细胞质内膜的存在为维持 ｐＭＭＯ 天然构象、 催

化活性以及稳定性提供了最佳环境ꎬ 而且内膜上含

有一系列电子传递链ꎬ 虽然电子传递机制尚未明

确ꎬ 这使得含 ｐＭＭＯ 的膜组分成为除含 ｐＭＭＯ 完

整细胞外酶活以及电子供体研究的最佳阶段.
１.２ ｐＭＭＯ 从细胞质膜中的解离

纯化中ꎬ 无论是以改变 ｐＭＭＯ 天然构象或是阻

断 ｐＭＭＯ 与其他蛋白、 脂质之间相互作用的方式ꎬ
将 ｐＭＭＯ 从磷脂双分子层的疏水环境中分离都会

造成 ｐＭＭＯ 活性的丧失. 因此使用去垢剂解离是

ｐＭＭＯ 解离中使用次数最多、 使用范围最广的一

种. 去垢剂(ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ)又称表面活性剂ꎬ 是一类同

时具有亲水极性基团和疏水非极性基团的双极性分

子[２４－２５] . 在去垢剂的作用下ꎬ 细胞膜解体ꎬ ｐＭＭＯ
等膜蛋白释放ꎬ 并在无膜状态下为 ｐＭＭＯ 等膜蛋白

提供相对稳定的疏水环境ꎬ 起到维持和保护蛋白结

构和活性的作用.
去垢剂的选择较多ꎬ 其中十二烷基 β￣Ｄ￣麦芽糖

苷(ｄｏｄｅｃｙｌ β￣Ｄ￣ｍａｌｔｏｓｉｄｅꎬ ＤＤＭ) 是使用最广的一

种ꎬ 它是一种非离子型去垢剂ꎬ 常用于膜研究中蛋

白的抽提和溶解ꎬ 但在其浓度及用量的选择上存在

差异. Ｓｈｉｅｍｋｅ 等[２６] 按质量分数为 １０％ ~ ２０％的量

向 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ＝ ７.０ 的 Ｐｉｐｅｓ 缓冲液中加入 ＤＤＭꎬ
并向膜组分的悬浮液中逐滴加入并搅拌ꎬ ３ ℃下震

荡 １５~ ４５ ｍｉｎ. Ｐｉｋｕ ＢＡＳＵ 等[２７] 按去垢剂 /蛋白 ＝
１.５(Ｗ / Ｗ)的比例ꎬ 向冰上的膜蛋白组分中持续搅

拌逐滴滴加. 这一过程保留了原酶活的近 ７５％的活

性. Ｃｈｏｉ 等[２０] 研究发现去垢剂较少 ０. ５ ~ ０. ７５
(ＤＤＭ /膜蛋白ꎬ ｍｇ / ｍｇ) 或较多 ２ ~ ３ ( ＤＤＭ /膜蛋

白ꎬ ｍｇ / ｍｇ)时ꎬ 都会造成 ｐＭＭＯ 提取物的失活. 向

纯化产物中额外添加 ＤＤＭꎬ 考察了去垢剂与金属

离子含量之间的关系ꎬ 研究发现每毫克膜蛋白中

ＤＤＭ 含量为 ０.１、 ０.２ ｍｇ 时ꎬ ｐＭＭＯ 活性及其金属

离子含量仍保持不变ꎻ 当 ＤＤＭ 含量大于 ０.３ ｍｇ 时ꎬ
ｐＭＭＯ 丧失活性ꎬ 每个 ｐＭＭＯαβγ 亚基中 Ｃｕ 原子

数大约为 ２. 为降低去垢剂 ＤＤＭ 对 ｐＭＭＯ 活性的抑

制ꎬ Ｍｉｙａｊｉ 等[２８]向解离后的 ｐＭＭＯ 组分中加入吸附

剂 ＢｉｏＢｅａｄｓ ＳＭ￣２ꎬ 除去溶解组分中过量的 ＤＤＭꎬ
并考察吸附时间对 ｐＭＭＯ 活性以及 ＤＤＭ 含量的影

响. Ｓｍｉｔｈ 等[２１]将 ＤＤＭ 解离并去除多余 ＤＤＭ 后得

到的 ｐＭＭＯ 储存在卵磷脂中. 除 ＤＤＷ 外ꎬ Ｂｒｉｊ ５８
和 Ｔｗｅｅｎ ２０ 也能解离 ｐＭＭＯꎬ 解离中能够抑制蛋白

聚沉ꎬ 但由于其水油度 ( ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｅ ｌｉｐｏｐｈｉｌｅ ｂａｌ￣
ａｎｃｅꎬ ＨＬＢ)较高ꎬ 与磷脂双分子层的亲和性较差 ꎬ
限制了它们在 ｐＭＭＯ 解离中的应用. 此外选择去垢

剂时要注意ꎬ 着重选择温和的两性去垢剂和非离子

去垢剂ꎬ 它不会破坏后续纯化(如离子交换)ꎬ 但离

子交换剂会破坏去垢剂与 ｐＭＭＯ 之间的库仑力ꎬ 使

纯化失效.
除使用去垢剂之外ꎬ ＸＩＮ 等[２９] 研究发现ꎬ 低

Ｃｕ２＋浓度条件下培养 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＩＭＶ
３０１１ 时ꎬ ｐＭＭＯ 极易从细胞内膜中解离ꎬ 因此并未

使用去垢剂而是采用超声的方式使 ｐＭＭＯ 脱落. 膜

水平状态下ꎬ 以琥珀酸盐为还原剂时比活力最高ꎬ
为 １６.８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(丙烯环氧化反应表示).
１.３ ｐＭＭＯ 的纯化

对于解离后的 ｐＭＭＯ 等膜蛋白及其他组分ꎬ 成

分复杂ꎬ 研究者多选用几步柱层析方法相结合的方

式进行 ｐＭＭＯ 分离纯化ꎬ 其中离子交换层析、 凝胶

过滤层析的使用最为广泛ꎬ 依据分子间的相互作

用、 物质的大小以及性状等方面的差异将 ｐＭＭＯ 与

其他杂蛋白进行分离ꎬ 达到纯化的目的. 离子交换

层析是 ｐＭＭＯ 纯化中常用的方法ꎬ 它以离子交换剂

为固定相ꎬ 特定的含离子溶液为流动相ꎬ 利用离子

交换剂对分离物的各种离子结合力的差异ꎬ 将混合

流动相中不同离子进行分离ꎬ 具有分辨率高、 分离

效果好的特点. 纯化时常采用阴离子交换剂ꎬ 交换

剂类型不同ꎬ 交换容量以及蛋白质吸着容量也会存

在差异ꎬ 最常用的阴离子交换剂填料基质 ＤＥＡＥꎬ
如 ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣６Ｂ、 ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ 等.
Ｃｈｏｉ 等[３０]选择用 ５.０×７ ｃｍ ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ 将

收集到的含 ｐＭＭＯ 的蛋白组分进行纯化ꎬ 得到

ＮＤＨ￣ｐＭＭＯ 的混合物ꎻ 经 ２.６×２０ ｃｍ ＤＥＡＥ Ｓｅｐｈａ￣
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ｒｏｓｅ ＦＦ 得到 ｐＭＭＯꎬ 厌氧条件下超滤浓缩. 纯化后

ＮＤＨ￣ｐＭＭＯ 的混合物和 ｐＭＭＯ 的活性分别为 １４７±
４３ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ 和 １３４±３６ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ. 辛嘉英

等[３１]等研究发现低 Ｃｕ２＋浓度下 ｐＭＭＯ 极易从细胞

内膜上解离ꎬ 利用 ＤＥＡＥ￣ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ￣６Ｂ 离子交换

层析柱对 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＩＭＶ ３０１１ 细胞

膜中 ｐＭＭＯ 和 ＮＡＤＨ 脱氢酶进行了分离纯化ꎬ 并

对不同状态下 ｐＭＭＯ 利用的电子供体进行研究ꎬ 并

提出了 ｐＭＭＯ 可能的电子传递链.
除使用离子交换层析的方法外ꎬ 多数 ｐＭＭＯ 纯

化采用混合层析的方式ꎬ 即离子交换层析和凝胶过

滤层析相结合的方式. 凝胶过滤层析也叫凝胶排阻

层析ꎬ 是将样品混合物通过一定孔径的凝胶固定相

使不同分子量的组分得以分离. 凝胶空隙的大小严

格决定了其分离范围ꎬ 较大的分子由于受到空间的

阻碍作用未进入凝胶颗粒内部而沿凝胶空隙流出ꎬ
停留时间短ꎬ 因而最先被洗脱ꎻ 小分子物质由于进

入凝胶介质内部ꎬ 停留时间较长. 此方法只需要一

种缓冲溶液ꎬ 且操作条件温和ꎬ 凝胶介质为惰性载

体ꎬ 常用 Ｓｕｐｅｒｄｅｘ、 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ 等凝胶介质. 挪威学

者 Ｐｉｋｕ 等[２７] 利用 ＦＰＬＣ 快速蛋白纯化系统对 ｐＭ￣
ＭＯ 进行纯化. 解离后的 ｐＭＭＯ 超滤浓缩至 ２０ ｍｇ /
ｍＬꎬ １.５ ｃｍ×６８ ｃｍ Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００ 凝胶层析分离ꎬ 流

速 １.５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ 酶活测定确定 ｐＭＭＯ 组分ꎬ 分离得

到含羟化酶(ｐＭＭＯＨ)和还原酶(ｐＭＭＯＲ)的 ｐＭＭＯ
复合物(ｐＭＭＯｃ)ꎻ 经 ＤＥＡＥ￣ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２ 离子交

换柱(１.５ ｃｍ×１５ ｃｍ)分离得到羟化酶和还原酶. 利

用四甲基对苯二酚作还原剂ꎬ 对 ｐＭＭＯｃ及其个体

组分(ｐＭＭＯＨ、 ｐＭＭＯＲ)的丙烯环氧化反应进行研

究ꎬ 发现单独的 ｐＭＭＯＨ 或 ｐＭＭＯＲ 均没有 ＭＭＯ
活性ꎬ 这也就说明二者在催化丙烯环氧化反应中都

是不可或缺的. 若将 ｐＭＭＯｃ中再次添加分离得到的

ｐＭＭＯＨ 和 ｐＭＭＯＲꎬ ｐＭＭＯｃ活性略有增加ꎬ 但比活

力仍保持不变(约为 ２８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ). Ｋｉｔｍｉｔｔｏ
等[２２]在 Ｐｉｋｕ 的基础上对 ｐＭＭＯ 进行调整ꎬ 选择

ＭｏｎｏＱ￣１０ 阴离子交换柱纯化得到 ｐＭＭＯ 复合物ꎬ
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００ 凝胶层析继续纯化ꎬ ０ ~ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ
梯度洗脱得到 ｐＭＭＯ 羟化酶.

美国的科学家 Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ 等[２３]使用柱层析的方

法分离纯化了 Ｍ.ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ(Ｂａｔｈ)中的 ｐＭＭＯ 组分.
纯化过程如下: 事先用柱平衡液稀释的膜蛋白组

分ꎬ Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ 阴离子交换柱ꎬ ＮａＣｌ 梯度洗提ꎬ
Ｃｅｎｔｒｉｐｒｅｐ ５０ 超滤浓缩ꎻ Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ２００ 凝胶过滤层

析ꎬ 最后浓缩至 ５~１０ ｍｇ / ｍＬ. 实验证明ꎬ 大部分杂

蛋白以及脂质类物质都能通过 Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ 除去ꎬ 而

小分子蛋白不能ꎬ 因此采用 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ２００ 凝胶过

滤将其分离除去ꎬ 纯化后的 ｐＭＭＯ 活性为 １７. ７
ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(四甲基对苯二酚为还原剂).

Ｍｉｙａｊｉ 等[２８]利用 ＰＯＲＯＳ ２０ ＨＱ 对解离后的组分

进行纯化后得到 ４ 个组分峰ꎬ 四甲基对苯二酚存在

下组分 １ 具有 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 活性为 ３.４ ｎｍｏｌ / ｍｉｎ
ｍｇꎬ 与膜水平中酶活相比(３.８ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ)ꎬ 四

甲基对苯二酚存在下纯化后的 ｐＭＭＯ 保持了近

８８％的酶活.
纯化时除考虑柱层析类型以及填料种类外也要

在维持 ｐＭＭＯ 活性的基础上ꎬ 考虑流速、 洗脱液以

及其他因素的影响: 流速要视柱填料类型、 颗粒大

小以及洗脱液粘度等条件而定ꎬ 填料的颗粒大ꎬ 流

速快ꎬ 反之则慢ꎻ 洗脱液的粘度大ꎬ 流速就慢ꎬ 反

之则快ꎬ 而且其他层析条件相同时ꎬ 流速会受层析

柱的长度与横截面积的影响ꎻ 此外ꎬ 在缓冲液选择

时注意避免能与介质相互作用的缓冲盐类ꎬ 避免因

平衡破坏而使 ｐＭＭＯ 解吸ꎬ 常 用 的 洗 脱 液 有

ＭＯＰＳ、 ＰＩＰＥＳ 等ꎬ 且缓冲液浓度一般控制在 １０~５０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ 控制在 ７ ~ ７.５ꎬ 采用梯度洗脱的方式

(一般是 ＮａＣｌ 溶于稀缓冲溶液). 具体柱层析纯化

ｐＭＭＯ 的方法如表 １ 所示.

２ ｐＭＭＯ 的活性

ｐＭＭＯ 能够氧化五碳以内的烷烃和烯烃ꎬ 但不

能同 ｓＭＭＯ 一样氧化环烃、 芳香烃等物质[７]ꎬ 因此

多采用丙烯环氧化反应对 ｐＭＭＯ 酶活进行测定ꎬ 酶

活用 １ ｍｇ 干重细胞 １ ｍｉｎ 产生环氧丙烷的纳摩尔

数表示[２４]ꎬ 单位: ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇꎬ 也有一部分人选

择用甲烷氧化反应评价 ｐＭＭＯ 活性[３２] . 环氧化反

应中ꎬ 需要辅酶 ＮＡＤＨ 不断再生ꎬ 因此在酶活测定

中采用 ＮＡＤＨ 或四甲基对苯二酚作为还原剂ꎬ 以维

持 ｐＭＭＯ 催化反应的持续进行. 整细胞以及膜水平

条件下ꎬ 以 ＮＡＤＨ 或对苯二酚作还原剂ꎬ 都可检测

到 ｐＭＭＯ 活性ꎻ 然而经 ＤＤＭ 解离后ꎬ ＮＡＤＨ 作还

原剂几乎不能检测到 ｐＭＭＯ 活性ꎬ 但对苯二酚可

以. 研究发现ꎬ ｐＭＭＯ 的活性可能会受到以下几方

面的影响.
２.１ 培养基成分的影响

培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度是决定 ｐＭＭＯ 活性的直接

因素 . Ｃｕ２＋ 浓度不仅能够作为切换 ｓＭＭＯ与ｐＭＭＯ
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表 １ 柱层析纯化 ｐＭＭＯ 的方法总结

Ｔａｂｌｅ １ Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＭＯ ｂｙ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｔｙｐｅ ｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ

Ｃｏｌｕｍｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｂｕｆｆｅｒ
Ａｃｔｉｖｉｔｙ

(ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐＭＭＯ)
/ (ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ)

Ｒｅｄｕｃｔａｎｔ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

Ｓｏｕｒｃｅ ３０Ｑ
ａｎｄ Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ

Ｓ２００

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓ
(ｐＨ ７.５)(ｉｎｃｌｕｄｅ

ＤＤＭ、 ＮａＣｌ)
１７.７ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２３]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

５.０×７ ｃｍ ＤＥＡＥ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ ａｎｄ
２.６×２０ ｃｍ ＤＥＡＥ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ

３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ
(ｐＨ ７.３)(ｉｎｃｌｕｄｅ
ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ、 ＫＣｌ、

ＤＤＭ)

１３４±３６
Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ＋
ＮＡＤＨ＋ＮＤＨ

[３０]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ

１.５ ｃｍ×６８ ｃｍ
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｐｅｓ
(ｐＨ ７.２５)(ｉｎｃｌｕｄｅ
ＤＤＭ、 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ)

５３ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２７]

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ
Ｓ￣３００ＨＲ

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＩＰＥＳ
(ｐＨ ７.２)(ｉｎｃｌｕｄｅ ＮａＣｌ、
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ、 ａｓｃｏｒｂａｔｅ、

ＤＤＭ)

Ｎｏｔ Ｓｈｏｗｎ － [１６]

Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ

ＯＢ３ｂ
ＰＯＲＯＳ ２０ ＨＱ

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ
(ｐＨ ７)(ｉｎｃｌｕｄｅ ＫＣｌ、

Ｂｒｉｊ５８)
３.４ Ｄｕｒｏｑｕｉｎｏｌ [２８]

Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＩＭＶ ３０１１

ＤＥＡＥ￣Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＰＢＳ(ｉｎｃｌｕｄｅ ＤＴＴ) ６ ｑｕｉｎｏｌ [３１]

表达的枢纽ꎬ 更重要的是ꎬ 它能够激发 ｐＭＭＯ 的高

水平表达. 当培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
ｐＭＭＯ 开始表现出活性ꎬ 并生成大量细胞质膜[３０] .
Ｍａｓａｙｕｋｉ 等[１５] 研究发现ꎬ Ｍ. ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ 中

ｐＭＭＯ 需要一定的 Ｃｕ(Ⅱ)离子ꎬ 但过量的 Ｃｕ(Ⅱ)
离子会抑制 ｐＭＭＯ 的活性ꎻ 同时金属离子、 牛血清

白蛋白(ＢＳＡ)以及 ＰＭＳＦ 等都会对膜水平下 ｐＭＭＯ
的活性产生一定的影响. Ｃｈｏｉ 等[１５] 在对 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 的研究中发现ꎬ 当 ＮＭＳ 培养基中

Ｃｕ２＋浓度为 ６０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 其膜水平 ｐＭＭＯ 的表达

效果最高ꎬ 可达 ７５~ ２３０ ｎｍｏｌ ｍｉｎ－１(ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) －１ꎬ
而 ｍｂ￣Ｃｕ 以及 Ｃｕ(Ⅱ)的添加更能提高 ｐＭＭＯ 的酶

活ꎻ 当培养基中 Ｃｕ２＋浓度达 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 细胞中

Ｃｕ２＋浓度几近饱和. 此外ꎬ ｐＭＭＯ 的高水平表达也

需要一定量的 Ｆｅ３＋ . 当培养基中 Ｆｅ３＋ ∶ Ｃｕ２＋ ＝ １ ∶ ２.５
时ꎬ 无细胞状态下 ｐＭＭＯ 的活性较高[２３] . 但也有学

者研究发现ꎬ 自然环境中铜含量很低时ꎬ 仍能检测

到大量 ｐＭＭＯ 的存在[３３] .
２.２ 厌氧条件的影响

厌氧条件对 ｐＭＭＯ 活性也会产生一定的影响.
为维持 ｐＭＭＯ 的稳定性ꎬ 大多数的 ｐＭＭＯ 分离纯

化都选择在 ４ ℃、 无氧条件下进行的ꎬ 而且研究发

现ꎬ 膜水平下高活性 ｐＭＭＯ 就是在厌氧条件下分离

得到的[３０]ꎬ 其比活力为 ２９０ ｎｍｏｌ 环氧丙烷(ｍｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｍｉｎ) ￣１ . 但也有学者认为ꎬ ｐＭＭＯ 并不是氧敏

感型蛋白[２３]ꎬ 厌氧条件对 ｐＭＭＯ 活性的影响并

不大.
２.３ ｍｂ￣Ｃｕ 对 ｐＭＭＯ 的作用

甲烷氧化菌素(ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎꎬ ｍｂ)ꎬ 是甲烷氧

化菌分泌的一种能与 Ｃｕ 结合、 分子量大小为

１２１８Ｄａ 的荧光小肽[３４]ꎬ 在甲烷氧化菌铜捕获体系

中起着至关重要的作用ꎬ 在食品添加剂[３５]、 食品安
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全快速检测[３６]、 生物催化等[３７] 方面具有广泛的应

用前景. 溶液中的 ｍｂ 是一种动态的小分子ꎬ 与

Ｃｕ(Ⅱ)离子结合(如图 １ 所示). 当甲烷氧化菌在

限铜条件下培养时ꎬｍｂ会以分泌物的形式排放到

图 １ ｍｂ￣Ｃｕ 与 ｐＭＭＯ 的结构关系图[２６]

Ｆｉｇ.１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｂ￣Ｃｕ ａｎｄ ｐＭＭＯ[２６]

细胞外ꎬ 若培养基中 Ｃｕ２＋ 浓度达到一定时ꎬ ｍｂ 就

会与铜结合以 ｍｂ￣Ｃｕ 的形式构成 ｐＭＭＯ 的结构组

分存在于细胞膜中[３８]ꎬ 若将其从 ｐＭＭＯ 中分离ꎬ
会造成 ｐＭＭＯ 的不可逆性失活[３９] . 研究发现ꎬ 从

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ、 Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ａｌ￣
ｂｕｍ ＢＧ８ 以及 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ 中分

离得到的 ｍｂ￣Ｃｕ 都是具有氧化还原活性的分子ꎬ 具

有自由基清除剂的作用ꎬ 表现出氧化酶(Ｏｘｉｄａｓｅ)、
超氧化物歧化酶(Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)以及

过氧化氢还原酶(ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ)活性ꎬ 其表现

出的 ＳＯＤ 活性在无细胞水平下能够起到保护 ｐＭ￣
ＭＯ、 防止氧化对其造成损伤的作用[３９] .
　 　 ｍｂ￣Ｃｕ 能够提高电子流向 ｐＭＭＯ 的速率ꎬ 对

ｐＭＭＯ 活性存在着一定的影响[３０] . 有的学者认为无

细胞状态下ꎬ ＮＡＤＨ 作为还原剂ꎬ 电子传递过程如

下: ＮＡＤＨ→ｍｂ￣Ｃｕ→Ｃｕ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ→Ｆｅ￣Ｆｅ￣ｐＭＭＯ￣
Ｈꎬ 其中 Ｃｕ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ 为 ｐＭＭＯ 羟化酶的 Ｃｕ(Ⅱ)金
属活性中心ꎬ Ｆｅ￣Ｆｅ￣ｐＭＭＯ￣Ｈ 为 ｐＭＭＯ 羟化酶的双

核铁活性中心[２０] .
Ｃｈｏｉ 等[１５] 研究发现ꎬ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ

Ｂａｔｈ 中或 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ 中分离纯

化得到的 ｍｂ 均能提高完整 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ
Ｂａｔｈ 细胞水平或膜水平状态下甲烷氧化速率ꎻ 若向

ｐＭＭＯ 酶活为 ２９０ ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ(环氧丙烷)的细

胞膜组分中加入 ｍｂ￣Ｃｕꎬ 其酶活显著增加 ( ４００
ｎｍｏｌ / ｍｉｎｍｇ)ꎬ 约为完整细胞酶活的 ５０％ ~ ７５％.
ＥＰＲ 光谱表明ꎬ ｍｂ￣Ｃｕ 能够提高电子流向 ｐＭＭＯ 的

速率. 但 ｍｂ￣Ｃｕ(Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ)对
ｐＭＭＯ(Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ)以及 ｍｂ￣Ｃｕ
(Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ) 对 ｐＭＭＯ (Ｍｅｔｈｙｌｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ)的影响并没有报道ꎬ 有待进

一步研究.
２.４ 其他物质

纯化过程中ꎬ 电子传递链中涉及的与 ｐＭＭＯ 相

关的细胞色素、 脱氢酶等物质的破碎都会造成 ｐＭ￣
ＭＯ 的失活. 研究发现ꎬ 这些物质可能与 ｐＭＭＯ 构

成一种活性中心复合物[２３] . 同时ꎬ 解离后、 纯化后

ｐＭＭＯ 的不规则折叠都会影响 ｐＭＭＯ 的活性. 此

外ꎬ Ｃｈｅｎ 等[４０]在 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ 菌中

发现一种非血红素铁蛋白 ( ｂａｃｔｅｒｉｏｈｅｍｅｒｙｔｈｒｉｎꎬ
ＭｃＨｒ)ꎬ 并认为它能够作为分子氧的载体携带分子

氧到达细胞膜的微环境中参与环氧化反应的进行ꎬ
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在膜水平条件下具有显著提高 ｐＭＭＯ 催化丙烯环

氧化的能力.

３ 结论及展望

ｐＭＭＯ 的纯化过程较为复杂ꎬ 大部分研究都采

用两种或两种以上的操作步骤ꎬ 包括细胞破碎、 超

滤、 表面活性剂解离、 离子交换层析、 凝胶过滤层

析等. 此外ꎬ 其活性可能受到很多因素条件的限制ꎬ
如 Ｃｕ２＋和 Ｆｅ３＋浓度、 厌氧条件、 折叠方式等. 只有

获得活性较高、 稳定性较好的 ｐＭＭＯꎬ 才能更深入

的了解 ｐＭＭＯ 的催化机理、 生化性质以及金属活性

中心ꎬ 才能更好的应用于环境保护、 生物催化等各

个领域.

参考文献:

[１]　 Ｄｅｎｇ Ｙｏｎｇ￣ｃｕｉ(邓永翠)ꎬ Ｃｈｅ Ｒｏｎｇ￣ｘｉａｏ(车荣晓)ꎬ Ｗｕ
Ｙｉ￣ｂｏ(吴伊波)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ａｎｄ ｍｅｔｈａ￣
ｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｗｅｔｌａｎｄｓ(好
氧甲烷氧化菌生理生态特征及其在自然湿地中的群

落多样性研究进展)[Ｊ]. Ｊ Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎ(Ｃｈｉｎａ)
(生态学报)ꎬ ２０１５ꎬ ３５(１４): ４５７９－４５９１.

[２]　 Ｈｕａｎｇ Ｍｅｎｇ￣ｑｉｎｇ(黄梦青)ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊｉｎ￣ｆｅｎｇ(张金凤)ꎬ
ＹａｎｇＹｕ￣ｓｈｅｎｇ(杨玉盛)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｓｏｉｌｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ(土壤甲烷氧化菌

多样性研究方法进展)[ Ｊ]. Ｊ Ｓｕｂ Ｒｅｓ Ｅｎｖｉｒｏｎ(Ｃｈｉｎａ)
(亚热带资源与环境学报)ꎬ ２０１３ꎬ ８(２): ４１－４８.

[３]　 Ｚｈｅｎｇ Ｙｏｎｇ(郑 勇)ꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｙｕａｎ￣ｍｉｎｇ(郑袁明)ꎬ Ｈｅ
Ｊｉ￣ｚｈｅｎｇ(贺纪正). Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕ￣
ｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ａ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ(水稻土甲烷氧化菌对镉胁迫的响

应)[Ｊ]. Ｊ Ｅｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ(Ｃｈｉｎａ) (生态环境学报)ꎬ
２０１２ꎬ １(４): ７３７－７４３.

[４]　 Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ Ａ Ｃ. Ｔｈｅ ｍｅｔａｌ ｃｅｎｔｒｅｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ
ｍｏｎｏ￣ｏｘｙｇｅｎａｓｅ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓꎬ ２００８ꎬ ３６(６):
１１３４－１１３７.

[５]　 Ｗｕ Ｊｕｎ￣ｈｕａ(吴军华). Ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏ￣
ｐｈｓ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ(甲烷氧化菌及甲烷单

加氧酶的研究进展)[Ｊ]. Ｊ Ｃｈｉｎ Ｂｒｅｗ(Ｃｈｉｎａ)(中国酿

造)ꎬ ２０１１ꎬ ２３４(９): １１－１４.
[６] 　 Ｓｉｒａｊｕｄｄｉｎ Ｓꎬ Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ Ａ Ｃ. Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｅｔｈａｎｅ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１５ꎬ ５４(１４): ２２８３－２２９４.
[７]　 Ｈａｎｓｏｎ Ｒ Ｓꎬ Ｈａｎｓｏｎ Ｔ Ｅ. Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ.[ Ｊ].

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖꎬ １９９６ꎬ ６０(２): ４３９－４７１.
[８] 　 Ｈａｋｅｍｉａｎ Ａｍａｎｄａ Ｓꎬ Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ Ａｍｙ Ｃ. Ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅ￣

ｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ａｎｎ Ｒｅｖ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２００７ꎬ

７６(１): ２２３－２４１.
[９]　 Ｂｌａｎｃｈｅｔｔｅ Ｃ Ｄꎬ Ｋｎｉｐｅ Ｊ Ｍꎬ Ｓｔｏｌａｒｏｆｆ Ｊ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｉｎｔａ￣

ｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｍｅｔｈａｎｅ ｔｏ ｍｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ[Ｊ]. Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１６ꎬ ７: １－９.

[１０] Ｌｏｎｔｏｈ Ｓꎬ Ｄｉｓｐｉｒｉｔｏ Ａ Ａꎬ Ｓｅｍｒａｕ Ｊ Ｄ. Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ
ａｎｄ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｂｙ
ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｏｆ
Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ [ Ｊ ]. Ａｒｃｈ Ｍｉｃｒｏꎬ
１９９９ꎬ １７１(５): ３０１－３０８.

[１１] Ｔｓｉｅｎ Ｈ Ｃꎬ Ｂｒｕｓｓｅａｕ Ｇ Ａꎬ Ｈａｎｓｏｎ Ｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｄｅｇｒａ￣
ｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｙ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＯＢ３ｂ[Ｊ]. Ａｐｐｌ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏꎬ １９８９ꎬ ５５(１２): ３１５５－
３１６１.

[１２] Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｋａｒｔｈｉｋｅｙａｎ Ｒꎬ Ｆｅｒｎａｎｄｏ Ｓ Ｄ. Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａ￣
ｔｕｒｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ: ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ
ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ[Ｊ]. Ｒｅｖ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈ￣
ｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ １６(４): １－１３.

[１３] Ａｎｔｈｏｌｉｎｅ Ｗ Ｅꎬ Ｄｉｓｐｉｒｉｔｏ Ａ Ａ. Ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｙｐｅ Ｘ ａｎｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｍｅｔｈａ￣
ｎｏｔｒｏｐｈｓ[Ｊ]. Ｏｆｆ Ｓｃｉ ＆ Ｔｅｃｈｎｉ Ｉｎｆｏｒ Ｔｅｃｈｎｉ Ｒｅｐꎬ ２００９ꎬ
１０２(８): １５７１－１５８０.

[１４] Ｓｕ Ｙａｏ(苏 瑶)ꎬ ＫｏｎｇＪｉａｏ￣ｙａｎ(孔娇艳)ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘｕａｎ
(张 萱). Ｃｏｐｐｅｒ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ:Ａ ｒｅｖｉｅｗ.(甲烷

氧化过程中铜的作用研究进展) [ Ｊ]. Ｊ Ａｐｐｌ Ｅｃｏｌｏ
(Ｃｈｉｎａ)(应用生态学报)ꎬ ２０１４ꎬ ４(５): １２２１－１２３０.

[１５] Ｃｈｏｉ Ｄ Ｗꎬ Ａｎｔｈｏｌｉｎｅ Ｗ Ｅꎬ Ｄｏ Ｙ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ
ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｎ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ [ Ｊ].
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２００５ꎬ １５１: ３４１７－３４２６.

[１６] Ｙｕ Ｓ Ｓꎬ Ｃｈｅｎ Ｋ Ｈꎬ Ｔｓｅｎｇ Ｍ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｎ ｈｉｇｈ
ｙｉｅｌｄｓ ｆｒｏｍ ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ (Ｂａｔｈ) ｗｉｔｈ ａ ｈｏｌ￣
ｌｏｗ￣ｆｉｂｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ[ Ｊ]. Ｊ Ｂａｃｔｅｒꎬ ２００３ꎬ １８５
(２０): ５９１５－５９２４.

[１７] Ｃｈａｎ Ｓｕｎｎｙ Ｉꎬ Ｃｈｅｎ Ｋｅｌｖｉｎ Ｈꎬ Ｙｕ Ｓｔｅｖｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏ￣
ｗａｒｄ ｄｅｌｉｎｅａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕ￣
ｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉ￣
ａ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２００４ꎬ ４３(１５): ４４２１－４４３０.

[１８] Ｗｅｉ Ｃｏｎｇ(魏 聪)ꎬ Ｌｉｕ Ｇｕｏ￣ｒｅｎ(刘国生). Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｔｓ ｐｈｙ￣
ｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ(甲烷氧化菌的筛选与生理特

性研究)[Ｊ]. Ｊ Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌ Ｓｃｉ(Ｃｈｉｎａ)(安徽农业科

学)ꎬ ２０１３ꎬ ２０１３(７): ２８３２－２８３２.
[１９] Ｔｏｎｇｅ Ｇ Ｍꎬ Ｈａｒｒｉｓｏｎ Ｄ Ｅꎬ Ｈｉｇｇｉｎｓ Ｉ Ｊ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏ￣ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｅｎｚｙｍｅ ｓｙｓｔｅｍ

６９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 分　 　 子　 　 催　 　 化　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３２ 卷　



ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ[ Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｊꎬ
１９７７ꎬ １６１(２): ３３３－３４４.

[２０] Ｔａｋｅｇｕｃｈｉ Ｍꎬ Ｍｉｙａｋａｗａ Ｋꎬ Ｏｋｕｒａ Ｉ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍꎬ ＯＢ３ｂ[Ｊ]. Ｍｏｌ Ｃａｔａｌ Ｃｈｅｍꎬ
１９９８ꎬ １３２(２): １４５－１５３.

[２１] Ｓｍｉｔｈ Ｄ Ｄ Ｓꎬ Ｄａｌｔｏｎ Ｈ. Ｓｏｌｕｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏ￣
ｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓꎬ ( Ｂａｔｈ) [ Ｊ].
Ｅｕｒ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１０ꎬ １８２(３): ６６７－６７１.

[２２] Ａｓｈｒａｆ Ｋｉｔｍｉｔｔｏꎬ Ｎａｔａｌｉａ Ｍｙｒｏｎｏｖａꎬ Ｐｉｋｕ Ｂａｓｕꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎ ａｃｔｉｖｅ ｐａｒ￣
ｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｔｒｉｍｅｒ ｆｒｏｍ ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ ( Ｂａｔｈ) [ Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２００５ꎬ ４４(３３):
１０９５４－１０９６５.

[２３] Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ Ｒ Ｌꎬ Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ Ａ Ｃ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉ￣
ｄａｔｉｏｎ: Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｅ ｓｉｔｅ ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ[ Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｍｏｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ３９: １４７－１６４.

[２４] Ｅｒｉｋｓ Ｌ Ｒꎬ Ｍａｙｏｒ Ｊ Ａꎬ Ｋａｐｌａｎ Ｒ Ｓ. Ａ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ [ Ｊ]. Ａｎａｌｙ Ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍꎬ ２００３ꎬ ３２３(２): ２３４－２４１.

[２５] Ｓｈｉ Ｃ Ｗꎬ Ｓｈａｏ Ｗꎬ Ｘｉｏｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐ￣
ｈｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ
ｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ [ Ｊ]. Ａｎａｌｙ Ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍꎬ ２００８ꎬ ３８３(２): ３２６－３２８.

[２６] Ｓｈｉｅｍｋｅ Ａ Ｋꎬ Ｃｏｏｋ Ｓ Ａꎬ Ｍｉｌｅｙ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｓｏｌｕ￣
ｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｂｏｕｎｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｒｅ￣
ｑｕｉｒｅｓ ｐｌａｓｔｏｑｕｉｎｏｌ ａｎａｌｏｇｓ ａｓ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｏｎｏｒｓ[ Ｊ]. Ａｒｃｈ
Ｂｉｏｃｈｅｍ ＆ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ １９９５ꎬ ３２１(２): ４２１－４２８.

[２７] Ｐｉｋｕ Ｂａｓｕꎬ Ｂｅｔｔｉｎａ Ｋａｔｔｅｒｌｅꎬ Ｋ Ｋｒｉｓｔｏｆｆｅｒ Ａｎｄｅｒｓｓｏｎꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｏｒｍ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏ￣ｏｘｙｇｅ￣
ｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ (Ｂａｔｈ) ｉｓ ａ ｃｏｐｐｅｒ /
ｉｒｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ[Ｊ]. Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ ２００３ꎬ ８(２): ４１７－４２７.

[２８] Ｍｉｙａｊｉ Ａꎬ Ｋａｍａｃｈｉ Ｔꎬ Ｏｋｕｒａ Ｉ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｒｅｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ
ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＯＢ３ｂ[Ｊ]. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｌｅｔｔꎬ ２００２ꎬ ２４(２２): １８８３－１８８７.

[２９] Ｘｉｎ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ(辛嘉英)ꎬ Ｃｕｉ Ｊｕｎ￣ｒｕ(崔俊儒)ꎬ Ｈｕ Ｘｉａｏ￣
ｘｕｅ(胡霄雪). Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｏｎｏｒｓ ｆｏｒ ｐａｒｔｉｃｕ￣
ｌａｔｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ( 颗粒性甲烷单加氧酶的电子供体

研究)[Ｊ]. Ｊ Ｍｏｌ Ｃａｔａｌ(Ｃｈｉｎａ)(分子催化)ꎬ ２００２ꎬ １６
(３): １６１－１６５.

[３０] Ｃｈｏｉ Ｄ Ｗꎬ Ｋｕｎｚ Ｒ Ｃꎬ Ｂｏｙｄ Ｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ(ｐＭＭＯ) ａｎｄ ｐＭＭＯ￣
ＮＡＤＨ: Ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏ￣
ｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ Ｂａｔｈ[Ｊ]. Ｊ Ｂａｃｔｅｒꎬ ２００３ꎬ ６(１０): ５７５５－

５７６４.
[３１] Ｘｉｎ Ｊ Ｙꎬ Ｃｕｉ Ｊ Ｒꎬ Ｈｕ Ｘ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ

ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ｉｓ ａ ｃｏｐ￣
ｐｅｒ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ ＆ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍ￣
ｍｕｎꎬ ２００２ꎬ ２９５(１): １８２－１８６.

[３２] Ｃｕｌｐｅｐｐｅｒ Ｍ Ａꎬ Ｒｄ Ｃ Ｇꎬ Ｇｕｎｄｅｒｓｏｎ Ｗ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆ ｔｈｅ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｃｏｐｐｅｒ ｃｅｎｔｅｒｓ ｂｙ ａｄ￣
ｖａｎｃｅｄ ＥＰＲ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ ]. Ｊ Ａｍｅｒ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ
２０１４ꎬ １３６(３３): １１７６７－１１７７５.

[３３] Ｓｅｍｒａｕ Ｊ Ｄꎬ Ｄｉｓｐｉｒｉｔｏ Ａ Ａꎬ Ｙｏｏｎ Ｓ. Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ａｎｄ
ｃｏｐｐｅｒ[Ｊ]. Ｆｅｍｓ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖꎬ ２０１０ꎬ ３４(４): ４９６ －
５３１.

[３４] Ｃｈｏｉ Ｄ Ｗꎬ Ｓｅｍｒａｕ Ｊ Ｄꎬ Ａｎｔｈｏｌｉｎｅ Ｗ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｓｅꎬ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ ｆｒｏｍ ｔｙｐｅｓ Ｉ ａｎｄ ＩＩ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏ￣
ｐｈｓ[Ｊ]. Ｊ Ｉｎｏｒｇ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２００８ꎬ １０２(８): １５７１－１５８０.

[３５] Ｘｉｎｇ Ｈａｉ￣ｌｉ(邢海丽)ꎬ Ｘｉｎ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ(辛嘉英)ꎬ Ｗａｎｇ
Ｙａｎ (王 艳)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎꎬ ｓｏｄｉｕｍ ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｎｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｓｏｒｂａｔｅ
ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ(响应面优化甲烷氧化菌素、 苯甲酸钠和

山梨酸钾复配剂抑菌效果)[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ(Ｃｈｉｎａ)(食
品科学)ꎬ ２０１６ꎬ ３７(１８): １－５.

[３６] ＣｈｅｎＬｉｎ￣ｌｉｎ (陈林林)ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｗｅｉ (张 伟)ꎬ Ｗａｎｇ
Ｚｈｅｎ￣ｘｉｎｇ(王振兴)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ￣ｃｏｐｐｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｂｙ
ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ ａｕｔｏｘｉｄａｔｉｏｎ(邻苯三酚自氧化法测定甲烷氧

化菌素一铜配合物的超氧化物歧化酶活性) [ Ｊ]. Ｊ
Ｆｏｏｄ Ｓａｆ ＆ Ｑｕａｌ(Ｃｈｉｎａ) (食品安全质量检测学报)ꎬ
２０１７ꎬ ８(９): ３４３８－３４４４.

[３７] Ｘｉｎ Ｊꎬ Ｌｉｎ Ｋꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ [ Ｊ]. Ｊ
Ｋｏｒｅａｎ Ｓｏｃ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｌｏ Ｃｈｅｍꎬ ２０１５ꎬ ５８(３): １－９.

[３８] Ｘｉｎ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ(辛嘉英)ꎬ Ｙａｎ Ｍｉｎｇ￣ｆｅｉ(阎明飞)ꎬ Ｚｈｏｕ
Ｊｉｅ￣ｑｉｏｎｇ(周琦琼)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｐｐｅｒ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ.(甲烷氧化细菌的铜捕获机理) [ Ｊ]. Ｊ
Ｍｏｌ Ｃａｔａｌ(Ｃｈｉｎａ) (分子催化)ꎬ ２００９ꎬ ２３(５): ４７０－
４７６.

[３９] Ｐｅｓｃｈ Ｍ Ｌꎬ Ｃｈｒｉｓｔｌ Ｉꎬ Ｂａｒｍｅｔｔｌｅｒ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｕ￣ｆｒｅｅ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ ｆｒｏｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＯＢ３ｂ[Ｊ]. Ｇｅｏｃｈｅｍ Ｔｒａｎｓꎬ ２０１１ꎬ １２(１):
２－９.

[４０] Ｃｈｅｎ Ｋ Ｈꎬ Ｗｕ Ｈ Ｈꎬ Ｋｅ Ｓ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｃｔｅｒｉｏｈｅｍｅｒｙｔｈｒｉｎ
ｂｏｌｓｔｅｒｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙ￣
ｇｅｎａｓｅ ( ｐＭＭＯ) ｉｎ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ ( Ｂａｔｈ)
[Ｊ]. Ｊ Ｉｎｏｒｇ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１２ꎬ １１１(６): １０－１７.

７９第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 林惠颖等: 颗粒性甲烷单加氧酶分离纯化方法的研究进展



Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ
Ｍｅｔｈａｎｅ Ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ

ＬＩＮ Ｈｕｉ￣ｙｉｎｇ１ꎬ ＸＩＮ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ１ꎬ ２∗ꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎ￣ｙｕ１ꎬ ＳＵＮ Ｌｉ￣ｒｕｉ１ꎬ ＸＩＡ Ｃｈｕｎ￣ｇｕ２

(１. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈａｒｂｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｏｍｍｅｒｃｅꎬ Ｈａｒｂｉｎ １５００７６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｏｘｏ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ Ｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬ Ｌａｎｚｈｏｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｈｙｓｉｃｓꎬ

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ (ｐＭＭＯ) ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ
ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｂｒｏａｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｄｕｅ ｔｏ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｎ￣
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ꎬ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｉｅｓ ｉｎ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｍｅｔａｌ
ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｗｅｒｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ. Ｂｅｓｉｄｅｓꎬ ｉｔｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ￣Ｃｕ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎻ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ


«分子催化»简介

«分子催化»是由中国科学院兰州化学物理研究所主办、 中国科学院主管、 科学出版社出版的向国内外

公开发行的学术性刊物. 主要报道有关分子催化方面最新进展与研究成果. 辟有学术论文、 研究简报、 研究

快报及综合述评等栏目. 内容侧重于配位催化、 酶催化、 光助催化、 催化过程中的立体化学问题、 催化反应

机理与动力学、 催化剂表面态的研究及量子化学在催化学科中的应用等. 工业催化过程中的均相催化剂、
固载化学的均相催化剂、 固载化的酶催化剂等活化、 失活和再生ꎻ 用于新催化过程的催化剂的优选与表征

等方面的内容ꎬ 本刊亦有报道. 读者对象主要是科研单位及工矿企业中从事催化工作的科技人员、 研究生、
高等院校化学系和化工系的师生.

«分子催化»已被美国化学文摘(ＣＡ)、 俄罗斯化学文摘、 中国科学引文数据库、 中国化学文献数据库、
中国学术期刊文摘、 中国化工文摘等国内外文献数据库收录. «分子催化»现为«中文核心期刊要目总览»的
中国核心期刊和中国科技核心期刊. 曾荣获中科院和甘肃省科委“优秀期刊三等奖”和“优秀科技期刊”奖.

«分子催化»为双月刊ꎬ 每逢双月末出版ꎬ 大 １６ 开本ꎬ 约 １６ 万字ꎬ 每册定价 ３０.００ 元. 中国标准刊号:
ＩＳＳＮ １００１￣３５５５ / ＣＮ ６２￣１０３９ / Ｏ６.

欢迎订阅ꎬ 欢迎来稿.

８９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 分　 　 子　 　 催　 　 化　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３２ 卷　


