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国家自然科学基金（)&( !#G<H$!I）和山东大学国家微生物技术重点实验室开放课题资助。

一个!型甲烷氧化菌中甲烷单加氧酶羟基化酶的分离纯化和理化性质
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摘 要 甲烷氧化细菌能够催化甲烷和一系列小分子烃类化合物的羟基化反应，对控制全球变暖起着重要作用，在工业催化

和生物除污中具有非凡的潜能。应用层析方法纯化了!型甲烷氧化细菌 @%/"2,(&#$)& /*#0"(&A(*#)= XO% H#$$ 中甲烷单加氧酶的

羟基化酶，并对其进行了表征。凝胶过滤法测定了该酶分子量为 !#$‘H@a；DaDQK7]S 表明羟基化酶含有三个亚基（"#$），分子

量分别为 GP@a、H"@a 和 !H@a，比较两种方法证明该羟基化酶是一个同型二聚体构型（"#$）!，总分子量为 !HI@a。薄层等电聚焦

测定该酶的等电点为 G‘!。酶的比活力为 "#H‘"5,&’_（,15·,:），活力回收为 HI‘Hb。VKNF 法测定该酶的纯度在 6Gb以上。原

子吸收光谱显示每分子羟基化酶中含有 H‘#! 个 E+ 原子。羟基化酶的稳定性 8V 值为 "‘! c <‘G，稳定性温度为低于 HGd。菌

株 XO% H#$$ 的细胞表观构型呈现了长型、稍微弯曲的杆状形态。
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甲烷氧化细菌以甲烷为唯一的碳源和能源［!］。

甲烷单加氧酶（"#$%&’# ()’))*+,#’&-#，简称 "".）是

甲烷氧化细菌中的主要酶系，在常温、常压下，能够

催化甲烷转化为甲醇的反应，/01 2 .3 2 456（7）03

!/08.0 2 456（7）2 2 03.，而在化学催化条件下

实现该反应是极其困难的。甲烷单加氧酶在细胞中

有两种不同表现形式：溶解性甲烷单加氧酶（-)9:;9#
"".，简 称 -"".）和 颗 粒 性 甲 烷 单 加 氧 酶

（<&=$>?:9&$# "". 简称 <"".），它们都能催化 /01 生

成 /08.0。一般来讲，在已发现的甲烷氧化细菌中

均能表达 <"".，只有部分甲烷氧化细菌能够表达

-"".，特别是在!型、@ 型甲烷氧化细菌中，这种不

同的表达被 /: 离子所控制［3，8］。与 <"". 相比较，

-"". 具有更广泛的底物专一性，存在于细胞质中，

因此被认为最有希望在生物催化和生物除污过程中

发挥作用。-"". 是由 1 个组分组成的复合酶体

系，羟基化酶（"". 0+A=)*+9&-#，简称 "".0）；调节

蛋 白 B（"".B）；还 原 酶（"". C#A:?$&-#，简 称

"".C）和一个未知功能的组分 )=DE，羟基化酶是酶

催化反应的活性中心。迄今，已发现的甲烷氧化菌

有数百种，对其研究均以菌株的鉴定和催化反应为

主，有关酶学性质、结构功能的研究报道较少，仅有

来自 F 个 甲 烷 氧 化 菌 的 甲 烷 单 加 氧 酶 被 表 征

（ !"#$%&’(%)#*) -<GHI!1， !"#$%&’)*+,) #-*($’).’-*,/
.B8;， !"#$%&’(%)#*) -<J "， !"#$%&’(’((,) (0.),&0#,)
B&$%，!"#$%&’10(#"-**,/ -<J /CKL3F，!"#$%&’/’+0) -<J
MEN8）。国内的相关研究主要以本研究室报道的

!"#$%&’/’+0) -<J MEN8 和 !"#$%&’)*+,) #-*($’).’-*,/
I"O 8P!! 为主［1 Q R］。与其它具有商用价值的酶相比

较，显然甲烷单加氧酶的基础性研究是缺乏的，不利

于其应用性研究。

!"#$%&’)*+,) #-*($’).’-*,/ I"O 8P!! 是一个!型

甲烷氧化细菌，也是国内仅有的几株甲烷氧化菌株

之一，此 前，辛 嘉 英 等 对 !"#$%&’)*+,) #-*($’).’-*,/
I"O 8P!! 的整细胞催化反应性质进行了报道［S，T］，

迄今对其 -"". 的研究还是空白。为了表明其酶学

性质，研究来自不同环境中甲烷单加氧酶的相关性，

我们对该菌株中溶解性甲烷单加氧酶进行了表征，

报道了细胞的生长状态，溶解性甲烷单加氧酶羟基

化酶的分离纯化和理化性质，为近一步进行其结构

研究和分子生物学研究奠定基础，并与国外已报道

的相关研究结果进行比较，有利于其应用研究的进

展。

! 材料和方法

!"! 主要的仪器与试剂

/C 3! 高速冷冻离心机（0>$&?%>），全自动 RK 发

酵罐（上海保兴生物发酵设备有限公司），M/RSTP II
型气相色谱（上海天美仪器公司），!PTP 型高效液相

色谱（07），!SPLSP 型原子吸收分光光度仪（0>$&?%>），

":9$><%)=!型多功能电泳仪（7%&=(&?>&），NU.K NV"L
F1PPO 型电子显微镜（N&<&’），CWLX1P 型荧光光谱仪

（V%>(&AY:）， S1X8 型 分 光 光 度 计（ 07）， 甲 烷

（TTGTZ，兰州化物所特种气体站），B/5 蛋白分析试

剂盒（7>#=?#），其他试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 细 胞 培 养：菌 株 甲 基 弯 菌 !"#$%&’)*+,)
#-*($’).’-*,/ I"O 8P!! 由俄罗斯科学院催化研究所

的科学家友好赠送。菌株培养在基础液体培养基

中， 培 养 基 的 组 成 （ ,[K ）： \307.1 PG1T，

\037.1·R03. PG1P，401/9 PGX，",V.1·R03. PG8，

/&/93·303. PGP3，\4.8 !GF，4&/9 PG8，W#V.1·R03.

PGPP1，"’V.1·03. PGPPP1，]’V.1·R03. PGPPP81 ，

4&3").1·303. PGPPP31。首先摇瓶培养，当培养液

的光密度值 23XTP 为 !GP ^ !G3 时，接种于发酵罐中

放大培养，培养条件：（88 _ !）‘，8PP=[(>’，<0 RGP ^
RG3，甲烷L空气的混合气（! a 8）的流速为 PG3K[(>’。

培养液的密度 23XTP达到 !G3 ^ !GX 时离心收集细胞

（1‘），保存在 Q SP‘条件下备用。平均每升培养液

中能获得 F ^ !P, 湿菌体。

!"#"# 电镜形貌观察：指数期收获的细胞做扫描电

镜形貌观察，固定方法参照文献［!P］，依次用 8Z的

戊二 醛，!Z 的 锇 酸 固 定。 然 后 用 乙 醇（8PZ ^
!PPZ）脱水后置空气中干燥，细胞表面喷胶体金后，

在 NU.K NV"LF1PPO 电镜下进行观察。

!"#"$ 酶活性分析："". 活性分析采用丙烯环氧

化法，参照文献［R］进行，产物的检测和定量分析在

气相色谱仪上进行，配 备 VULX1 型 弹 性 毛 细 管 柱

（3X( b PG3X(( >G A），柱温 SP‘，WI6 检测器。反应

体积为 3(K，最佳反应温度为 88‘，以顶空 3(K 空

气被丙烯替代为反应开始，X(>’ 后取样进行分析。

基础反应液为添加了 !P(()9[K 的 4560（V>,(&）和

X(()9[K 甲酸钠（W9:c&）的无细胞提取液。羟基化酶

的活性用反应液活性减去空白来表示。活力单位定

义为：每分 钟 产 生 !’()9 的 环 氧 丙 烷 为 一 个 单 位

（:）。
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!"#"$ 无细胞提取液的制备：取冷冻细胞约 !"# 悬

浮于 $"%& 的 ’$%%()*& +,-.（/012’）缓冲液中，该

缓冲液含 ’""!%()*& 34（506）’（.,6）’，7%%()*& 巯基

乙酸 钠，’%%()*& 半 胱 氨 酸，’%%()*& 899，’:*%&
8;<=4 > 和 "2$%%()*& +#?)’（@:AA4B C），采用超声破碎

细胞（D’%E;，" F D"G），离 心 收 集 的 上 清 液 经

"2’’!%()*& 膜超滤后为无细胞提取液。

!"#"% 羟基化酶的分离纯化：羟基化酶的纯化方法

参照 文 献［DD］，并 进 行 适 当 的 修 改。首 先 采 用

8HCH .4/I<B(=4 3<=J 3)(K ?():%;（’L%% M ’""%%，

-I<B%<NE<）进行初步分离，缓冲液为 @:AA4B C，洗脱梯

度 为 6"%%()*& 至 $""%%()*& 5<?)，流 速 为 D2!
%&*%E;。羟基化酶、组分 @ 和组分 ? 分别在 $"%%()*
&，D$"%%()*& 和 !""%%()*& 5<?D 时被洗脱，经 .8.O
-CPH 检测和活性分析后收集活性组分；羟基化酶

组分经浓缩后，再上 .4/I<NBQ) .O!"" N():%;（DL%% M
R""%%，-I<B%<NE<）进行纯化，缓冲液为含 $"%%()*&
5<?) 的 @:AA4B C，洗脱流速为 "2L %&*%E;，经分析后，

收集羟基化酶活性组分；最后的纯化采用 S4=(:BN4
T（-I<B%<NE<）柱进行，缓冲液为 ’$%%()*& +,-.，/0
12"，洗脱梯度 " F !"U 5<?)，洗脱流速 D%&*%E;。以

上操作均在 " F 6G条件下进行。活性组分超滤浓

缩后保存于 V 7" G。

!"#"& 分 子 量 的 测 定：采 用 .:/4BW4X9+ ’"" /B4/
#B<W4（-I<B%<NE<）凝胶过滤法测定羟基化酶的分子

量，标 准 蛋 白 为 -I<B%<NE< 产 品，34BBEJE;（ + Y
66" """），?<J<)<=4（+ Y ’!’ """），C)W()<=4（+ Y
D$7 """），@(ZE;4 =4B:% <)[:%E;（ + Y L1 """ ），

,Z<)[:%E;（+ Y 6! """），?IQ%(JBQ/=E;(#4; C（+ Y
’$ """）和 SE[(;:N)4<=4 C（+ Y D! 1""），具体方法参

照文献［D’］。羟 基 化 酶 的 亚 基 分 子 量 测 定 采 用

.8.O-CPH 方法，凝胶浓度为 D’U，操作方法参照文

献［D!］，分子量标准蛋白为 -I<B%<NE< 的产品，电泳

后进行固定、考马斯亮蓝 S’$" 染色和脱色，通过比

较计算 SA 值获得各亚基的表观分子量。

!"#"’ 等电点（>H3）的测定：羟基化酶的等电点测

定采用 "2$%% 薄层胶（9 Y $U，? Y !U），两性电解

质为 &\@O-B(W:]J4B C@ 产品（/0 !2" F D"），聚焦电压

为 ’""" ^，电泳后，凝胶被固定、考马斯亮蓝 S’$" 染

色和脱色，>H3 标准蛋白为 -I<B%<NE< 产品，具体操作

参照文献［D!］。

!"#"( 不同条件对羟基化酶活性的影响实验：添加

不同的稳定性试剂到无细胞提取溶液中或 5’ 饱和

酶溶液，观察羟基化酶的残存活力来分析在不同条

件下羟 基 化 酶 的 稳 定 性。添 加 的 稳 定 性 试 剂 有

$%%()*& 的 连 二 亚 硫 酸 钠、D$U 丙 三 醇、’"%%()*&
899，或用 5’ 完全饱和酶溶液，放置 67I（6G）后测

定酶的残余活力。/0 稳定性测定是在 ’$%%()*& 不

同缓冲液中进行（/0 62$ F L2"，柠檬酸O磷酸氢二钠

缓冲液；/0 L2" F 72"，磷酸盐缓冲液；/0 72" F R2D，

9BE=O0?) 缓冲液），6G条件下放置 7I 后测定酶活力。

羟基化酶的热稳定性测定是在 ’$%%()*& -@.，/012"
缓冲液中进行，温度范围 ’LG F $$G，放置 7I 后测

定酶的残余活力。

!"#") 其它方法：细胞密度的分析采用 $R";% 光吸

收法，一个光吸收单位相当于 D2L%# 干重细胞*%&。

蛋白质含量的测定使用 @?C 蛋白分析试剂盒，以牛

血清白蛋白为标准蛋白，测定方法按照试剂盒说明

书进行。羟基化酶的纯度分析使用 D"R" 型 0-&?
色谱分析，缓冲液为 $"%%()*& -@.，/0 12’，色谱柱

为 @E(=4/ .4NO.!""" 柱（127%% M !""%%，-I4;(%4;4X
?(2_.C）。金属离子 34、?:、‘; 的分析采用原子吸

收光谱法，样品在无金属离子的缓冲液中充分透析

后进行测定，以相同缓冲液为空白对照，标准物质来

自中国国家标准物质研究中心，使用前用 WW0’, 配

制。羟基化酶的荧光光谱分析使用 S3O$6" 型荧光

光谱仪，缓冲液为 ’$%%()*& 9BE=O0?)，/0 12’，’7";%
的激发光，扫描范围为 ’"";% F L"";%。羟基化酶的

_^O^E= 光谱测定使用 76$! 型分光光度计，扫描范围

为 DR";% F L"";%，缓冲液为 ’$%%()*& 9BE=O0?)，/0
12’。

# 结果

#"! 羟基化酶的纯化

对 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ >+^ !"DD 中的羟基

化酶进行了分离纯化、表征和酶学性质研究，表 D 给

出了羟基化酶的纯化结果，经过三步层析纯化，羟基

化酶的 0-&? 谱图上显示一个单峰，酶的纯度达到

了 R$ U以上，这个纯度完全能够满足进一步表征

研究的需求，见图 D。.8.O-CPH 显示了三个亚基

带，凝 胶 经 激 光 光 密 度 计（-I<B%NE< &\@ _)JB(.N<;
a&）分析，三个亚基的蛋白含量之和在 R1U以上，纯

化的酶分析数据表明，大量的杂质蛋白已经去除，羟

基化酶的回收率为 !62! U，随着纯度的增加，酶的

比活力也在增加，最后的纯化倍数为 72"7，经过计

算，在 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ >+^ !"DD 细胞中，羟

基化酶约占 62DU。纯化后的羟基化酶是无色、无

R""D华绍峰等：一个"型甲烷氧化菌中甲烷单加氧酶羟基化酶的分离纯化和理化性质



味的，甚至在浓度较高时也呈现为无色液体。

图 ! "#$% 法测定甲烷单加氧酶羟基化酶的纯度

&’()! *+, -./’01 23 4,0+56, 4262271(,658, +19/271:58,
9,0,/4’650,9 ;1 "#$%

<65:18’8 =269’0’26：%2:.46 0,4-,/50./, >?@，3:2A /50, BC?4$D4’6，

9,0,=0’26 A5E,:,6(0+ >FB64)

!"! 羟基化酶的理化性质

通过凝胶过滤层析法测定，羟基化酶的分子量

约为 >B!CGHIJ。KJKL#<MN 分析表明纯化的羟基化

酶由三个亚基!、"、#组成，分子量分别为 ?FIJ，

GHIJ 和 >GIJ，单体分子量为 !!OIJ，见图 >，两种分

子量测定方法经过比较分析说明，羟基化酶是一个

同源二聚体，呈现（!"#）>构型，总分子量应为 >GPIJ。

薄层等电聚焦分析证明羟基化酶的等电点（-Q）为

?C>，呈现了单一紧密的条带，见图 G，证明羟基化酶

是 一 个 微 偏 酸 性 的 蛋 白 酶，这 个 结 果 与

!"#$%&’(’(()* ()+*)&)#)* R50+ 菌的羟基化酶基本一致

（-Q ?C! S ?C>）［F］，而不同于 !"#$%&’(%*#,* 8-CTQ!P 菌

的羟基化酶（-Q PCG）［!B］。原子吸收光谱测定表明羟

基化酶中约含有 GCB>42: &,D42: 蛋白，%. 和 U6 未能

检出，说明该羟基化酶是一个只含 &, 的金属酶。

表 # 可溶性甲烷单加氧酶的纯化结果!

$%&’( # )*+,-,.%/,01 2.3(4( 0- /3( 356+075’%2( .04801(1/ 0- 20’*&’( 4(/3%1( 40100759(1%2(2!

K0,-
*205: E2:.4,

D4$
#/20,’6

D（4(D4$）
*205: 5=0’E’01D.

K-,=’3’= 5=0’E’01
（642:D4’6 -,/
4( 23 -/20,’6）

V,=2E,/1DW
#./’3’=50’26

32:9

%,::L3/,, ,70/5=0 !>? !OCG !H!OF!C? OPCO !BB !CBB
JN<N K,-+5/28, && !B? PC? XP?GFCG !XFC! ?FCP >CH?
K,-+5=/1: KLGBB >P ?CB HOGPXCO ??XCH P!CH OCPX

V,82./=, Y =2:.46 >> PC> ??PXPCG HBGCH GPCG FCBF
! "19/271:58, 5=0’E’01 A58 4,58./,9 ;1 -/2-1:,6, 27’950’26 4,0+29 ’6 -/,8,6=, 23 =24-26,60 R 569 =24-26,60 %)

图 > KJKL#<MN 测定羟基化酶亚基分子量

&’()> KJKL#<MN 9,0,/4’650’26 23 0+, 42:,=.:5/
A,’(+0 23 +19/271:58, 8.;.6’08

!": 羟基化酶的稳定性

羟基化酶的分离液表现出了相对不稳定性，在

P@条件下，以放置 PF+ 后酶活性损失 P>W为对照

（<）。在 同 样 条 件 下，分 别 添 加 !?W 甘 油（%）、

?442:D$ 的连二亚硫酸钠（J）、>B442:D$ J**（N）和

完全用 Z> 饱和的酶溶液（R），羟基化酶的相对活性

有不同程度的提高，以添加 >B442:D$ J** 最为明

显，见图 P。

!"; 8< 和温度对羟基化酶稳定性的影响

实验表明不同的 -"、温度对酶活性有一定影

图 G 薄层等电聚焦法测定羟基化酶的等电点

&’()G *+, ’82,:,=0/’= -2’60 9,0,/4’650’26 23 +19/271:58,
26 0+’6 :51,/ ’82,:,=0/’= 32=.8’6( (,:8（BC?44）

.8’6( ;/259 -Q 45/I,/8 -/29.=,9 ;1 #+5/45=’5

响，在 -" HC> 到 OC? 范围内，羟基化酶活性表现出

一定程度的稳定性。羟基化酶热稳定性温度低于

G?@。但在 -" 高于 FCH、低于 PC? 或温度高于 PB@
的条件下，羟基化酶几乎完全失活，见图 ?。鉴于这

一实验结果，纯化后的羟基化酶应在适宜条件下立

刻使用或在低温冷冻条件下保藏。

!"= 羟基化酶的荧光光谱和 >?@?,2 光谱

羟基化酶的 [\L\’8 吸收光谱显示了最大的吸

收峰在 >F!64，在 GX?64 S P>B64 有一个弱小的“肩

峰”，>FB64 附近的峰与其它的相关报道基本一致，

体现了蛋白质的特性，GX?64 S P>B64 区域的峰与来

B!B! -$,."*" /’)0.1& ’2 3,’#"($.’&’4% 生物工程学报 >BBH，\2:C>>，Z2CH



图 ! 不同的保护剂对羟基化酶活性的影响

"#$%! &’( ())(*+ ,) -./#,01 2/,+(*+#-( .$(3+1
,3 ’45/,647.1( .*+#-#+4

8：&/#19:;7 <0))(/，=：>? .+@,12’(/(，;：AB C $74*(/#3，D：

B@@,7EF 5#+’#,3#+(，G：?H@@,7EF D&&%

图 B 2: 和温度对羟基化酶活性的影响

"#$%B G))(*+1 ,) 2: -.70( .35 +(@2(/.+0/(
,3 1+.<#7#+4 ,) ’45/,647.1(

自 !"#$%&’(’(()* (+,*)&+#)* =.+’（!HI3@ J !AH3@）［!］、

!"#$%&’-+(#".//)0 12% ;KF9?I（!HL3@）［B］的报道相似、

从相关报道得知，在含 "( 的羰基桥活性中心的蛋白

质中，!AH3@ 附近的峰与酪氨酸残基相关。羟基化

酶的荧光光谱分析显示荧光发射峰在 M!ANM3@，而

来 自 !"#$%&’-+(#".//)0 12% ;KF9?I［B］ 的 报 道 是 在

!OH3@ 和 IMH3@，其它羟基化酶没有该相关数据。

!"# !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ $%& ’()) 的扫描电

镜观察

菌株 PQR MHAA 的细胞表观构型呈现了长型、稍

微弯曲的杆状形态，细胞表面饱满均匀，说明细胞是

均一的，在多年的储藏过程中既没有变形也没有被

污染，且能稳定表达，见图 I。

’ 讨论

我 们 获 得 了 一 个 高 比 活 性 的 羟 基 化 酶

［IHMNI3@,7E（@#3·@$）］，这 个 比 活 力 仅 次 于 来 自

!"#$%&’*/1)* #./($’*,’./)0 S=M< 的 羟 基 化 酶

图 I !"#$%&’*/1)* #./($’*,’./)0 PQR MHAA 的

电镜形貌观察，细胞呈现微弯曲的杆状形态

"#$%I TGQ @#*/,$/.2’ ,) !"#$%&’*/1)* #./($’*,’./)0
PQR MHAA #1,7.+(5 )/,@ 7.<,/.+,/4 *07+0/(1 1’,U1
. 7,3$ /,51’.2(5 *(771 U#+’ (-(3 *(77 10/).*( -#(U

［AVHH3@,7E（@#3·@$）］，而高于其它已报道的羟基化

酶，将具有较高的工业应用价值［! W V］。在酶的分离

纯化中一个最引人关注的问题是酶活性的稳定性，

一个理想的纯化过程既要保证酶的纯度，又要使酶

的活性损失最小，因此我们在分离纯化中添加了一

定量的 "(（>:!）?（TS!）?、D&&、半胱氨酸和巯基乙酸

钠，与不添加的情况相比较（数据未显示），稳定性有

一定的 增 加。在 羟 基 化 酶 的 提 取 液 中 分 别 添 加

ABC甘油、B@@,7EF 的连二亚硫酸钠、?H@@,7EF D&&
或完全用 >? 饱和酶溶液保护羟基化酶活性，结果以

添加 ?H@@,7EF D&& 的结果最为明显，说明甲烷单加

氧酶对所存在的环境是非常敏感的，这一实验结果

将有利于甲烷单加氧酶的结构和催化化学研究。尽

管酶的活性在一定程度上得到了保护，但结果仍然

不能令人满意，酶活性的稳定性仍然是一个需要解

决的问题，因为在甲烷单加氧酶中羟基化酶是一个

关键性的酶组分。

羟基 化 酶 分 子 量 测 定 采 用 了 分 子 筛 和 TDT9
X8YG 的方法，两种方法的测定结果是近似的，误差

可能是由分子的形状和测定系统带来的，与已报道

的羟基化酶相比较，分子量小于其它菌株的羟基化

酶，而具有相似的分子结构组成。说明有可能所有

的甲烷单加氧酶具有相同或相似的结构功能，这将

有利于酶的模拟和催化化学研究。

据文 献 报 道，来 自 于 !"#$%&’*/1)* #./($’*,’./)0
S=M<，!"#$%&’-+(#"./)0 12% 1+/.#3 ;KF9?I 的羟基化酶

中，除了含有 "( 之外，还含有少量的 Z3，而 Z3 的功

能是不清楚的，也没有证据表明 Z3 参与了酶结构的

组成，因此我们推测很有可能 Z3 是被污染的成分。

甲烷单加氧酶是一个具有双核铁活性中心的酶，"(
含量是一个至关重要的数据，"( 的含量与酶的比活

AAHA华绍峰等：一个!型甲烷氧化菌中甲烷单加氧酶羟基化酶的分离纯化和理化性质



性有着直接的关系，可以假设在 !!" 分子中，两个

单体具有不同的稳定性，在双核铁活性中心，一个铁

或两个铁脱落都会造成活性中心结构的破坏，将失

去活性，只有两个铁都存在，才能保持结构的平衡与

完整性，能与调节蛋白相互作用，与底物形成活性化

合物，而在纯化过程中，若其中一个单体活性中心的

铁脱落，那么只有另一个单体具有活性，造成这种情

况越多，活性损失就越明显，这也解释了为什么理论

计算每个分子蛋白中应有 #$%& 铁，而实际测定只有

’()*$%& 铁的原因。从已报道的文献看，铁的含量与

酶的比活力有着直接关系，铁含量越高，酶的活力也

越高，见表 *。有诸多因素可以造成酶失活，对于金

属酶来讲，如何防止金属离子的脱落或金属离子脱

落后如何恢复，将是一个今后有意义的研究课题，我

们尝试了在酶溶液中加入少量的 +,-&*，发现活性并

没有明显变化，这与 ./0/12$/ 的研究有所不同［3#］，

他们认为在羟基化酶的溶液中添加了 +,* 4 之后，羟

基化酶的活性可以恢复。在细胞内，酶失活后有一

个自身修复机制，在细胞外，可能是由于酶结构的破

坏，已失去了使之结构恢复的环境条件。

表 ! 不同甲烷氧化菌中金属铁含量与活性的比较［" # $］

%&’() ! *)(&+,-,+. ’)+/))0 +1) 2) 340+)0+ &05 67)3,8,3
&3+,-,+. 894: -&9,4;6 :)+1&04+94716［" # $］

"56/728$
+, 9%7:,7:
;（$%&;$%&）

<=,92>29 /9:2?2:@
;（7$%&;$27 =,5 $6）

!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ "A’B #(’ 3C))
!"#$%&’-%(#)( 8=D EF 3# ’(G H3I
!"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ F!J ’)33 ’()* G)’(G
!"#$%&’01-#",)+/ 8=D -KLM*G *(I *)I
!"#$%&’-’--+( -+.(+&+#+( A/:N *(’ C*
!"#$%&’/’*1( 8=D OPQ’ *(3 ***(H

羟基化酶在离开细胞内环境以后，酶的不稳定

性可能由以下情况引起，一是由于位于酶活性中心

的 +, 原子脱落造成，特别是在透析过程中，这将引

起部分酶的活性中心结构改变；二是由于酶被提取

后改变了酶的自然环境包括 =R，溶液的离子强度

等，酶系的三组分间以及与辅酶间精确的结合和协

调被破坏，难以恢复到细胞内的水平；三是在生物体

内有很好的电子供体系统和调节系统，当这个系统

被打乱之后，我们补充电子供体，有些电子传递链很

难恢复，或只有一部分能够恢复，而不同于细胞内有

一个完整的协调反应机制，另外细胞内水与脂类物

质的环境有利于辅酶的作用，而在体外是一个完全

水的环境，从而影响到辅酶的功效。因此，在体外缺

乏一个电子传递系统和酶构象的稳定环境，也导致

了酶的不稳定性。总之，一个有效的酶结构信息，将

有利于对其反应机理的研究。
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