
 陆吉学 等/生物分子机器——甲烷单加氧酶的研究进展 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn July 25, 2015, 31(7): 1015−1023 
DOI: 10.13345/j.cjb.140517 ©2015 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: October 28, 2014; Accepted: January 19, 2015 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (Nos. 21336009, 41176111, 41306124), the Fundamental Research Funds 
for the Central Universities (No. 2013121029). 

Corresponding author: Baishan Fang. Tel: +86-592-2185869; E-mail: fbs@xmu.edu.cn 

国家自然科学基金 (Nos. 21336009, 41176111, 41306124), 中央高校基本科研业务费专项资金 (No. 2013121029) 资助。 

1015生 物 工 程 学 报  

                                                               

生物分子机器——甲烷单加氧酶的研究进展 

陆吉学 1，王世珍 1,2，方柏山 1,2 

1 厦门大学化学化工学院，福建 厦门  361005 

2 厦门市合成生物技术重点实验室，福建 厦门  361005 

陆吉学, 王世珍, 方柏山. 生物分子机器——甲烷单加氧酶的研究进展. 生物工程学报, 2015, 31(7): 1015–1023. 
Lu JX, Wang SZ, Fang BS. Advances in biomolecular machine: methane monooxygenases. Chin J Biotech, 2015, 31(7): 
1015–1023. 

摘  要: 甲烷氧化菌中的甲烷单加氧酶能够在生理条件下选择性地以甲烷和氧气为底物生成甲醇，麻省理工学

院的 Lippard 教授称它为“神奇的生物分子机器”。本文重点对生物分子机器甲烷单加氧酶的结构、编码基因及

调控机制、催化反应机理等进行了综述，此外也简要介绍了甲烷单加氧酶的产生菌甲烷氧化菌的研究历史及分

类。生物分子机器甲烷单加氧酶可催化甲烷氧化成甲醇，不仅为甲醇的生产提供了一种新颖的生产方法，而且

对生物分子机器的设计也有借鉴意义。 

关键词: 甲烷单加氧酶，生物分子机器，甲烷氧化菌，机理，甲烷 

Advances in biomolecular machine: methane  
monooxygenases 

Jixue Lu1, Shizhen Wang1,2 , and Baishan Fang1,2 

1 Department of Chemical and Biochemical Engineering, University of Xiamen, Xiamen 361005, Fujian, China 

2 Xiamen Key Laboratory of Synthetic Biotechnology, Xiamen 361005, Fujian, China 

Abstract:  Methane monooxygenases (MMO), regarded as “an amazing biomolecular machine”, catalyze the oxidation of 

methane to methanol under aerobic conditions. MMO catalyze the oxidation of methane elaborately, which is a novel way 

to catalyze methane to methanol. Furthermore, MMO can inspire the biomolecular machine design. In this review, we 

introduced MMO including structure, gene and catalytic mechanism. The history and the taxonomy of MMO were also 

综  述
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introduced. 
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1959 年，第 29 届美国物理学会年会上美国

著名物理学家理查德•费曼 (Richard Feynman) 

演讲中首次提出人工分子机器的概念[1]。分子机

器被定义为一种纳米水平的装置，它可以把化

学能、电能和光能转化成机械能，人体则可以

看成纳米分子机器的集合体[2]。而生物分子机器 

(Biological molecular machine) 被定义为能够利

用 ATP 水解释放的化学能转变为机械能的蛋白

分子[1]。这种对生物分子机器的定义比较狭窄，

实际上 Balzani 等认为分子机器可定义为把一些

分散的分子聚集到一起，在外部驱动力的作用

下，它的组成部分有相对位置的变化，表现出

类似于机械一样的运动的分子[2]。生物催化涉及

到的小分子底物反应，通常由自然界中大分子

的蛋白和蛋白复合物来催化完成[3]。甲烷单加氧

酶是一种复杂的大分子蛋白复合物，它在催化

甲烷生成甲醇的过程中伴随着外部驱动力化学

能的输入，促使甲烷单加氧酶亚基之间或亚基

中的氨基酸侧链之间发生相对运动[3]，Lippard 教

授把甲烷单加氧酶称为神奇的生物分子机器[4]。 

生 物 分 子 机 器 甲 烷 单 加 氧 酶 

(Methanemonooxygenases，MMO) 来自于甲烷

氧化菌 (Methanotrophs)。这些细菌是甲基营养型

革兰氏阴性菌，特点是能以甲烷为唯一碳源和能

源进行生长繁殖，甲烷氧化菌可用于生产虾青素、

单细胞蛋白、聚 β-羟基丁酸等附加值高的产品；

此外由于甲烷氧化菌特有的甲烷单加氧酶底物谱

较广使得甲烷氧化菌在重金属、有机物污染的生

物修复方面具有潜在的应用价值[5]，如甲烷单加

氧酶在降解卤代烃过程中起着关键作用[6]；甲烷

单加氧酶也能够在温和条件下巧妙地催化具有极

高键能的甲烷 C–H 键 (104 kcal/mol) 氧化生成甲

醇[7]；甲烷氧化菌和甲烷单加氧酶的这些特性使

甲烷氧化菌和甲烷单加氧酶成为研究的热点[8]。 

1  甲烷单加氧酶产生菌 

甲烷氧化菌是生物分子机器甲烷单加氧酶

的产生菌。荷兰微生物学家 Söhngen 于 1906 年

首先发现了一株可以利用甲烷的细菌，后被命

名为甲 烷芽胞杆 菌 Bacillus methanicus[9] 。

Whittenbury 等通过对 100 多株甲烷氧化菌的研

究，初步建立了甲烷氧化菌的分类方案，并根

据形态学、细胞质内膜等的精细结构、细菌休

眠期的形式等把甲烷氧化菌分成甲基弯曲菌属

Methylosinus、甲基孢囊菌属 Methylocysti、甲基

单胞菌属Methylomona、甲基杆菌属Methylobacte、

甲基球菌属 Methylococcus 5 个属[10]。这种分类

法提供了甲烷氧化菌的分类框架，它与目前被

广泛接受的分类法很相似。Bowman 等利用  

16S rRNA 系统分析法解决了许多菌种命名的难

题[11]。现在主要根据碳源同化路径、细胞质内

膜的显微结构、脂肪酸碳链长度、系统发育、

DNA mol% G+C 含量和细菌休眠期形式等把甲

烷氧化菌分为Ⅰ型、Ⅱ型和 X 型[11-12]。Ⅰ型甲

烷氧化菌属于变形杆菌纲 γ 亚纲，此类甲烷氧

化菌的特征是：细胞质内的膜贯穿细胞形成多

气泡碟片状束；碳的同化路径是磷酸核糖路径；

特征性脂肪酸的碳链长度为 14C 和 16C[11-14]。
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II 型甲烷氧化菌属于变形杆菌纲的 α 亚纲，其

特征为：细胞质内的膜成对齐的线型排布在细

胞的外围；利用丝氨酸路径同化碳源；特征性

脂肪酸的碳链长度为 18C[11-16]。X 型甲烷氧化菌

包 括 Methylococcus 和 甲 基 暖 菌 属

Methylocaldum，此类甲烷氧化菌兼有Ⅰ型、Ⅱ

型甲烷氧化菌的特性，甲醛的主要代谢途径是

RuMP 路径且有 Serine 路径，此类型细菌耐热性

较强[13-14]。 

2  甲烷单加氧酶生物分子机器 

甲烷的 C–H 键能高，性质稳定，工业生产

甲烷的条件非常苛刻，反应温度和压力甚至分

别高达 900 ℃和 1.1×107 Pa[17]。甲烷氧化菌特有

的甲烷单加氧酶则能在温和条件下无污染地实

现甲烷到甲醇的转化，并在一系列脱氢酶的作

用下生成二氧化碳和水。Lippard 教授曾在

Nature 杂志上发表过数篇有关 MMO 研究方面

的 文 章 ， 在 他 的 主 页 介 绍 中 称 MMO 为

“Anamazing biomolecular machine” (神奇的生物

分子机器)[4]。MMO 是甲烷氧化菌的特征酶，可

分为 2 种类型：细胞质内可溶性甲烷单加氧酶 

(Soluble methane monooxygenase，sMMO) 和膜

结 合 的 颗 粒 状 甲 烷 单 加 氧 酶  (Particulate 

methane monooxygenase, pMMO)，这 2 类酶都能

够催化甲烷生成甲醇，sMMO 可利用的底物范围

较广泛可以氧化包括芳香族类的化合物，pMMO

底物专一性较强，只能氧化短碳链化合物[18]。 

2.1  可溶性甲烷单加氧酶 

sMMO 底物范围宽，不仅能够氧化甲烷，

还可以氧化短链烷烃、烯烃及芳香族化合物[19]。

sMMO 组成复杂，由羟化酶 (MMOH)、蛋白 B 

(MMOB) 和还原酶 (MMOR) 3 个部分蛋白组

成。其中 MMOH 分子量为 251 kDa，以 α、β、

γ 三个亚基构成的二聚体 (αβγ)2 形式存在。羟

化酶的 α 亚基具有 μ-氧桥双铁活性中心。蛋白

B 分子量为 16 kDa，可以调解 sMMO 的催化反

应，它在 MMOH 的双铁活性中心催化底物羟基

化时具有耦合电子的作用；MMOR 分子量为    

39 kDa，含有双铁-双硫[2Fe-2S]簇和一个辅酶

FAD，此部分酶具有还原作用，还原力的来源由

NAD(P)H 提供[3,17]。 

sMMO 的基因簇大小为 5.5 kb，其排列顺序

是 mmoXYBZDC，它们分别编码羟化酶的 α 亚

基、羟化酶的 β 亚基、调控蛋白 B、羟化酶的 γ

亚基、MMOD 蛋白和还原酶 C[19-20]。D 基因又

称 orfY 基因，它编码未知功能的 MMOD 蛋白，

Lippard 等发现 MMOD 蛋白可以紧密地结合于

sMMO 上，可能起着传感器的作用，从而调节

sMMO 的酶活性[21]。Csaki 等通过研究荚膜甲基

球菌 Methylococcus capsulatus (Bath) sMMO 基

因，发现 sMMO 的转录依赖位于 mmoX 基因区

的 5′位置的 σN 启动子，相对 pMMO 基因来说，

sMMO 基因的表达需要在低浓度铜离子条件，

其机理不能简单地认为是受铜离子浓度的影

响，可能是 mmoX 基因的启动子需要铜离子作

为激活剂[22]。实际上关于 sMMO 的调控存在 2

种假设 (图 1)：负控调节假设，游离态抑制剂 R

具有抑制作用，但在低 Cu2+条件下，可结合 Cu2+

的调控子 (CBR) 不能结合 Cu2+，因此不能与抑

制剂 R 结合，不能形成 Cu-CBR-A 复合物，R

起抑制作用，mmoXYBZDC 的转录受到抑制；正

控调节假设，游离态激活剂 A 具有激活作用，

但在高浓度 Cu2+条件下，CBR 结合 Cu2+，并与

A 形成 Cu-CBR-A 复合物，A 没有激活作用，

mmoXYBZDC 不能转录[17,23]。 
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图 1  Methylosinus trichosporium OB3b 中 pMMO 和 sMMO 的调控模型[23] 

Fig. 1  Model for the reciprocal regulation of the genes encoding pMMO and sMMO in Methylosinus trichosporium 
OB3b[23]. (A) High copper-to-biomass ratio. (B) Low copper-to-biomass ratio. 

 

sMMO催化甲烷氧化的过程如图2所示。

sMMO在静息态Hox时，羟化酶MMOH的双铁中

心以Fe2
Ⅲ形式存在，在此状态下不能键合氧气

分子，在还原酶MMOR和蛋白B的存在下，通过

NAD(P)H，提供2个电子使之变成还原态Hred才

能与O2结合，形成O中间态，然后转变成P*中间

态，并迅速地衰变为Q态，双铁中心以Fe2
IV形式

存在，在此状态下参与CH4的氧化[3,24-27]。甲烷

氧化时关于C–H键的断裂机制有3种假设：C–H

键均裂，形成自由基；C–H键异裂，生成碳负离

子中间体，碳负离子为了保持稳定，它需要结

合到双铁中心的一个铁原子上；C–H键断裂是

CH4和Fe–O通过协同反应的断裂机理断裂[17]。

至今难以确切判定这3种假设中哪个是C–H键断

裂的机理，也有可能是多种键断裂方式并存。

Huang等通过密度泛函理论 (Density functional 

theory) 进行 sMMO羟基化甲烷反应机理的研

究，并建立了5个双铁模型催化反应机理，发现

4个协同的双铁模型是甲烷羟基化反应最有效

的模型，此模型涉及到自由基和非自由基中间

体反应机理 [28] 。 Lippard 等研究了 MMOB 在

sMMO 催化甲烷氧化的作用机制，揭示了
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MMOB 的 调 控 原 理 ： MMOB 通 过 其

Asp36-Leu129氨基酸残基，锚定在2个MMOH的

由α2β2形成的峡谷区，MMOB的长N-末端尾巴链

接在MMOH的α亚基上，形成MMOH-MMOB复

合体，MMOB的Tyr8和Ser111氨基酸残在空间上

诱导MMOH的E α-螺旋的侧链移近双铁活性中

心，引起了MMOH构象的改变，因此可以控制

质子、甲烷和氧气接近活性位点[3,27]。MMO这

种精巧细致的多亚基协同催化机制，给我们对

体内外生物分子机器的构建提供了重要的借鉴

意义。 

2.2  颗粒性甲烷单加氧酶 

颗粒性甲烷单加氧酶  (pMMO) 是一种含

铜原子的膜结合蛋白[29-30]。pMMO 除了能氧化

甲烷外，还可以氧化 C2–C5 的 C-2 位置的 C–H

键生成相应的醇或氧化相应的烯烃生成环氧乙

烷[31]。pMMO 存在于绝大多数甲烷氧化菌中，

其编码基因在高铜离子浓度下转录。关于

pMMO 的首次报道是在 20 世纪 70 年代中期， 

 

 
 

图 2  MMOH 催化底物氧化的循环过程示意图[19] 

Fig. 2  Reaction cycle intermediates of MMOH[19]. 

相对 sMMO 来说 pMMO 底物范围窄，只能氧化

碳链长度小于 5C 的烷烃和烯烃，关于它的研究

相对较少，原因是 pMMO 酶活性比较低且暴露

在空气中极不稳定 [17,23] 。 pMMO 由羟化酶 

(pMMOH) 和还原酶 (pMMOR) 2 部分组成，羟

化酶含有 3 个亚基分别为 α (PmoB)、β (PmoA) 

和 γ (PmoC)，3 个亚基的分子量分别为 45、27

和 23 kDa。pMMOR 由分子量分别为 63 和 8 kDa

的蛋白构成，pMMO 以三聚体  (αβγ)3 形式存  

在[23,32]。pMMO 的活性中心已经证实包含金属

元素，一般认为 pMMO 含有 2 个金属位点：一

个是位于 PmoB 亚基的双铜中心，一个是位于

PmoC 亚基的可变金属位点中心[33]，但是人们对

于金属元素的种类 (Cu, Fe, Zn) 和数目存在很

大的争议[17,19,34]。Bollinger 等综述了 pMMO 中

可能存在的金属种类和数目，从 pMMO 的晶体

结构分析，活性中心的金属元素可能存在于

PmoA 亚基的三铜簇，或是存在于 PmoC 亚基的

双铁簇，或是存在于 PmoB 亚基的三铜簇[35]。 

pMMO酶的编码基因是pmoCAB，对应编码

pMMO的γ、β和α亚基，此操纵子的转录需要σ70

作为启动子[23]。研究者已经完成2种不同类型的

甲 烷 氧 化 菌 M. capsulatus (Bath) 和 M. 

trichosporium (OB3b) 的pMMO基因测序，其相

似度>99%[23,36]。MMO的表达都受铜离子浓度的

影响，铜离子的浓度不仅决定了sMMO或pMMO

基因是否表达，而且对2种不同类型的甲烷单加

氧酶的表达量也具有影响[37]。相对于sMMO而

言，pMMO的表达需要在较高铜离子浓度的条

件。调控机理示意图如图1所示，关于pMMO转

录调控有2个假说：负控调节假设，游离态抑制

剂R具有抑制活性，但低Cu2+浓度条件下，CBR

不能结合Cu2+，因此不能与抑制剂R结合，不能
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形成Cu-CBR-R复合物，R结合到pmoCAB上游的

操纵基因区，pmoCAB的转录受到抑制；正控调

节假设，激活剂在形成Cu-CBR-A复合物时具有

激活作用，高Cu2+浓度下，激活剂A与Cu-CBR

结合后，形成Cu-CBR-A复合物，具有激活作用，

pmoCAB可以转录[17,23]。 

研究者们认为pMMO的活性位点位于pmoB

亚基的可溶性N末端区域[38]。关于pMMO的催化

反应机理，一些学者提出了自己的观点。Wang

等通过比较pMMO和重组的pmoB亚基与氧化剂

O2或H2O2的催化反应，通过谱峰分析等证明

pMMO的氧气结合位点在pmoB的可溶部分的双

铜离子中心[39]。Li等认为pMMO催化的甲烷羟

基化反应是自由基重排反应，活性中心在双铜

离子中心，C–H键的断裂是速度限制步骤，然而

Li等、Shiota等认为在双铜离子中心附近的苏氨

酸残基提供一个氢原子配位过氧化二铜，形成

一个氧化和一个羟基化的铜，从而羟基化甲    

烷[40-41]。Sirajuddin等对pMMO晶体结构衍射分

析，在分辨率为2.6Å条件下发现pMMO结构中

很可能存在2个Zn2+抑制位点，一个在pmoC亚基

中，另一个在pmoC亚基的胞质侧，他们的研究

结果表明Zn2+可能通过抑制质子的传递来抑制

pMMO活性[42]。pMMO催化甲烷生成甲醇的反

应机理争议较大，原因可能是一方面由于

pMMO暴露在空气中极不稳定给研究带来困

难，另一方面由于pMMO结构比较复杂。 

3  展望 

生物分子机器甲烷单加氧酶，能够在温和

的条件下将甲烷氧化成甲醇，如果能够有效地

抑制甲醇脱氢酶的活性，如添加氯化铵、EDTA

等[43]，减弱甲烷氧化菌中甲醇的进一步氧化，

则可能实现生物法生产甲醇，节约工业甲醇合

成 时 的 能 耗 。 Furuto 等 利 用 甲 基 弯 菌

Methylosinus trichosporium OB3b 发酵生产甲

醇，发酵液甲醇的浓度达到 6 mmol/L[44]；邢新

会课题组利用膜反应器进一步将发酵液甲醇的

浓度提高到 35 mmol/L[45]。甲烷氧化菌也可用于

生产虾青素、单细胞蛋白、聚 β-羟基丁酸等附

加值高的产品，此外由于甲烷单加氧酶底物谱

较广使得甲烷氧化菌在重金属、有机物污染的

生物修复方面具有潜在的应用价值[5]。虽然用生

物分子机器甲烷单加氧酶氧化甲烷生产甲醇还

存在许多难题，但是我们可能寻找到一些策略

来增加甲醇的生产效率。例如找到甲烷单加氧

酶的关键基因，通过构建工程菌高效表达甲烷

单加氧酶，在体内外进行催化反应；通过生物

信息学分析，定点突变基因，筛选出高酶活菌

株等。生物分子机器甲烷单加氧酶复杂精巧的

催化反应机制巧妙地催化甲烷氧化成甲醇，也

体现了具有生物活性的大分子催化剂的复杂和

精巧的特点[3]，这些特性对合成生物学、催化剂

或分子生物学中生物分子机器设计具有启发和

借鉴意义。一些科学家通过模仿 MMO 的催化

机理设计出具有类似 MMO 活性位点的人造催

化 剂 如 3N 配 体 二 铁 复 合 物 、 铜 激 活 的

Fe-ZSM-5、Cu-ZSM-5、μ-氮二铁酞菁、三铜复

合物等，它们可在较温和的条件下催化烷烃生

成醇或降解卤代烃[7,46-52]，这对于生产甲醇的工

艺开发或卤代烃污染物的治理提供了新的方法

和思路。 
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