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工业生物技术                                                              

颗粒状甲烷单加氧酶异源表达方法 

韩冰 1*, 苏涛 2*, 杨程 1, 江皓 1, 吴昊 1, 张翀 1, 李信 2, 邢新会 1 
1 清华大学化工系生物化工研究所, 北京 100084 
2 中国农业科学院研究生院, 北京 100081 

摘  要: 由于甲烷氧化菌只能利用甲烷作为唯一的碳源和能源, 存在生长缓慢、细胞密度低、培养困难等问题, 限制了

其工业应用。解决该问题的有效途径之一是在容易实现高密度培养的异源宿主菌中表达甲烷单加氧酶 (Methane 

monooxygenase, MMO) 。本实验室前期首次在一种红球菌中成功地表达了来自于甲烷氧化菌 (Methylosinus 

trichosporium)OB3b 的 pMMO(颗粒状甲烷单加氧酶), 但比酶活较原始菌低很多。本实验在该结果的基础上, 通过选用

不同的启动子和宿主细胞探索表达 pMMO 的可能性, 结果得到了具有氧化甲烷活性的重组菌, 但是产物检测到乙醇的

生成, 且该重组菌的 pMMO 活性不稳定, 暗示 pMMO 的催化特性可能发生了变化。另外, 很多重组菌检测到 pMMO 蛋

白的表达, 但没有催化活性, 说明 pMMO 在宿主细胞中的正确组装是其功能表达的关键。 
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Heterologous expression of particulate methane 
monooxygenase in different host cells 
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Abstract: Methanotrophs use methane as the sole carbon and energy source, which cause slow growth, low cell density and hinder 
its industrial applications. One promising solution is to heterologously express methane monooxygenase (MMO) in other host cells 
that can be easily cultivated at high cell density. We systematically exploited the possibility of functional expression of pMMO by 
choosing different promoters and different host cells. The results showed that the recombinants could oxidize methane to methanol. 
In particular, ethanol could also be detected in the oxidized products, but the enzyme activity was instable, implying that some 
changes of pMMO expressed in the host cells might have occurred. In addition, SDS-PAGE analysis showed that many recombinants 
could express the subunits of pMMO, but the enzyme activity could not be detected. In conclusion, correct fold of pMMO in the host 
cells is important for its functional expression. 
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甲烷是一种重要的一碳化合物, 如果能够利用

甲烷来生产化工产品, 不仅可以缓解石油资源日益

减少的危机, 同时也可以减少其对大气造成的温室

效应。但是, 由于甲烷结构非常稳定, 虽然经过长期

的工艺改进和催化剂改良, 目前工业上从甲烷生产

甲醇仍需要 255 oC的高温和 5~15 MPa的高压这样

苛刻的条件[1]。然而在自然界中却存在着一类特殊

微生物——甲烷氧化菌 [2], 它们含有一种特殊的酶

—— 甲 烷 单 加 氧 酶 [3](Methane monooxygenase, 

MMO)——可以在常温常压下实现甲烷转化为甲醇, 

也可以使丙烯一步转化为环氧丙烷 [4], 并且除水以

外没有其他副产物的产生, 同时还可以氧化诸如三

氯乙烯等环境难降解的卤代烃, 应用于环境污染修

复[5-6]。因此, 甲烷氧化菌及 MMO 被认为是多功能

生物催化剂, 其工业应用前景广阔。 

尽管甲烷氧化菌拥有诸多优点, 但由于其只能

以甲烷为唯一碳源和能源进行代谢 , 存在生长缓

慢、细胞密度低、培养困难等问题, 限制了甲烷氧

化菌及 MMO的工业应用。解决该问题的有效途径

之一是在易实现高密度培养的异源宿主菌中高效

表达 MMO。MMO分为 2种, 一种是存在于细胞质

中的可溶性的甲烷单加氧酶 (Soluble methane 

monooxygenase, sMMO), 另一种是存在于细胞膜上

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

monooxygenase, pMMO)。sMMO 和 pMMO 虽然都

能氧化甲烷, 但和 sMMO 相比, pMMO 表达不受环

境中 Cu离子的抑制[7], 广泛存在于各种甲烷氧化菌

中, 而且更重要的是 pMMO 存在于细胞膜上, 从底

物和产物的传质及生物催化过程控制角度来讲 , 

pMMO的异源表达将更具研究价值。但由于 pMMO

结构极其复杂 [8], 而且是膜蛋白 , 其异源表达技术

除了本研究小组的研究外, 至今国内外还没有成功

的例子。本研究小组前期将来自于甲烷氧化菌

(Methylosinus trichosporium) OB3b的编码 pMMO的

pmoCAB 基因连接在红平红球菌的脱硫基因启动子

的下游, 构建出含 pMMO 基因簇的穿梭质粒, 将该

重组质粒转入红平红球菌中, 首次成功获得了有活

性的 pMMO的重组菌株[9]。尽管该重组菌可以检测

到氧化甲烷的活性, 但是其活性比原始甲烷氧化菌

低得多, 推测这可能是由于调控 pMMO基因表达的

是相对较弱的脱硫酶 dsz 启动子, 而且表达用的宿

主又是革兰氏阳性的放线菌属, 所以导致 pMMO无

法像在原始菌细胞中那样正确折叠和组装, 影响了

酶的活性。 

本研究在本实验室已有工作的基础上, 分别选

用基因工程常用的 lac启动子、严格调控转录的烷烃

单加氧酶 PalkB强启动子和推测的σ70 pMMO内源启

动子, 分别选用大肠杆菌(Escherichia coli)、产气肠

杆 菌 (Enterobacter aerogenes) 、 施 氏 假 单 胞 菌

(Pseudomonas stutzer)和恶臭假单胞菌(Pseudomonas 

putida)等革兰氏阴性菌作为宿主菌, 较系统地探索

了 pMMO表达的可能性, 为进一步研究其高效表达

技术提供基础信息。 

1  材料与方法 

1.1  培养基和试剂 
LB 培养基的配制参照文献 [10], E-2 培养基  

的配制参照文献 [11], NMS 培养基的配制参照文

献 [9]。基因工程菌株根据相应的抗性在培养过   

程中添加适量浓度的抗生素 , 其中氨苄青霉素使

用浓度为 100 ng/mL; 卡那霉素使用浓度为  

25~50 ng/mL。  

1.2  菌株和质粒 
本研究所涉及的菌株和质粒见表 1。 

1.3  DNA 提取、DNA 产物纯化及内切酶 
质粒提取按照天根 DP302 DNA 提取试剂盒说

明 ; DNA 凝胶纯化参照 Omega Agarose Gel 

Extraction Kit D2510-01使用说明指南; 实验所需限

制性内切酶, 连接酶及 T-A 克隆载体购于 TaKaRa 

Biotechnology (Dalian) Co., Ltd.。 

1.4  PCR 引物及反应条件 
所用引物见表 2。 

1.5  质粒转化方法 
本实验所采用的质粒转化方法参照文献[11]所

述。 
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表 1  实验菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strains and plasmids Genotype and relevant characteristics Source and reference 

Strains   

E. coli DH5α F− Ф80 lacZΔM15 (lacZYA−argF) U169 endA1 recA1 
hsdR17(r−k,m−

k) supE44 λ−thi−1 gyrA96 relA1 phoA TaKaRa Biotech Co.,Ltd. 

P. putida mt-2 Wild tpye Laboratory collection 

P. aeruginosa 01 Wild tpye Laboratory collection 

P. stutzeri A1501 Wild tpye Donated by Prof. LinMing of Chinese 
Academy of Agriculture Sciences, China  

E. coli DH5α pCompmo Carrying pCompmo This study 

P. putida mt-2 pCompmo Carrying pCompmo This study 

P. aeruginosa 01 pCompmo Carrying pCompmo This study 

P. stutzeri A1501 pCompmo Carrying pCompmo This study 

E. coli DH5α pCHP Carrying pCHP This study 

P. putida mt-2 pCHP Carrying pCHP This study 

P. aeruginosa 01 pCHP Carrying pCHP This study 

P. stutzeri A1501 pCHP Carrying pCHP This study 

M. trichosporium OB3b Wild type Donated by Prof. Ichiro Okura of Tokyo 
Institute of Technology, Japan 

Plasmids   

pMD18T-simple T-A cloning vector   TaKaRa Biotech Co., Ltd. 

pUC18 Expression vector with Lac, Ampr TaKaRa Biotech Co., Ltd  

pCom10 Expression vector with PalkB, Kmr  Donated by Prof. Witholt of Swiss Federal 
Institute of Technology Zurich, Switzerland 

pCompmo Kmr, pCom10 derivative carrying pmoCAB gene cluster This study 

pCHP Kmr, pCom10 derivative carrying pmoCAB gene cluster 
and putative σ70 promoter This study 

表 2  实验所用引物 
Table 2  Primer sequences used in this study 

Primer name Sequence (5′−3′) Tm Restriction enzyme 

P20F GCCGGCACAGAAGTTCACGTATTTATT 55 oC ⋯⋯ 

P4481R GATTGGCGATGTCGAAGGTGAAGAT 55 oC ⋯⋯ 

P500F ATGAATTCAACAACAGAGACAACAG 55 oC EcoR I 

P3871R AAAGCTTCCAAACGCCGCATTCTATC 55 oC Hind III 

P501F CATATGAATTCAACAACAGAGACAACAG 54 oC Nde I 

P3870R AAGCTTCCAAACGCCGCATTCTATC 54 oC Hind III 

P34F AGTAGAATTCATTGAGAAGTGAGCAGCCT 60 oC EcoR I 

P4474R ATACAAAGCTTTGAAGATAATGCTGCCGA 60 oC Hind III 

 
1.6  基因工程菌的 pMMO 转录分析 

利 用 荧 光 原 位 杂 交 (Fluorescence in situ 

hybridization, FISH)来分析重组菌中 pmo 基因的转

录情况。所采用的探针是根据甲烷氧化菌功能基因

pmoA 保守区域设计的含有 FAM 荧光标记的 DNA

序 列 (5′-FAM-CACCAGAGCGGACGGGAACACC- 

3′)。具体操作步骤参照文献[9]。 

1.7  基因工程菌的翻译分析 
重组基因工程菌的 pMMO 翻译活性采用

SDS-PAGE 蛋白电泳的方法进行分析, 具体操作步

骤参照文献[10]。 

1.8  基因工程菌的催化活性分析 
重组基因工程菌的 pMMO的催化活性分析参照

文献[9]。 
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2  结果与讨论 

2.1  利用 pUC18 载体及 lac 启动子表达 pmoCAB
基因簇的研究 

lac 启动子是基因工程研究中常用的调控外源

基因表达的启动子。本研究将 pmoCAB 基因簇插入

pUC18 质粒的多克隆位点中 , 利用引物 P500F/ 

P3871R 通过 PCR 扩增了编码 M. trichosporium 

OB3b 的 pmoCAB 功能基因, 纯化后的 PCR 产物和

质粒 pUC18 经限制性内切酶消化后进行连接反应, 

反应产物通过 CaCl2 化学转化的方法导入宿主细菌

E. coli DH5α中。利用 pUC18载体的 Ampr抗性对转

化子进行筛选。然而, 通过多次酶切-连接-转化实验, 

均未能在抗性平板上获得转化子。以上结果说明普

通的基因工程表达载体及其启动子不能实现

pmoCAB 基因簇在大肠杆菌中表达, 这和国外文献

报道的结果相一致 [12], 推测主要原因可能是因为

lac启动子不是严谨诱导型的启动子, 存在漏表达的

情况, 而 pMMO的表达产物对大肠杆菌有毒害作用

所致[13]。 

2.2  利用 pCom10 载体及 PalkB 启动子表达

pmoCAB 的研究 
2.2.1  pCompmo质粒构建 

pMMO基因异源表达的一个突出问题是该段基

因很难在大肠杆菌中完成克隆, Bettina Gilbert 指出

在大肠杆菌中克隆完整的 pmoCAB 基因簇几乎是不

可能的[12]。2.1的结果和 Bettina Gilbert的结论相一

致。为了探索 pMMO异源表达的方法, 本实验通过

“Trial and Error”的方式 , 选用了调控严谨的

pCom10 质粒来对 pMMO 基因进行研究。该质粒的

构建过程如图 1所示, 利用引物 P501F/P3870R扩增

了编码M. trichosporium OB3b的 pmoCAB功能基因, 

纯化后的 PCR产物和质粒经限制性内切酶 Nde I和

Hind III消化后连接, 连接产物通过 CaCl2化学转化

的方法导入宿主细菌 E. coli DH5α中。 

选取转化子做进一步酶切分析, 电泳结果显示

pCom10 与 pmoCAB 基因簇连接成功(图 2)。与 2.1

结果不同, 利用 pCom10 实现了 pmoCAB 表达载体

在大肠杆菌中的克隆。推测这和启动子 PalkB 结构 

 

图 1  pCompmo 质粒构建图 
Fig. 1  Construction of pCompmo. 
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图 2  pCompmo 重组子酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of pCompmo by enzyme digestion. M: DNA maker; Lane 1−7: the plasmid extracted from the transformants; 
Lane 1′−7′: idification of pCompmo by enzyme digestion analysis. 
 
和功能的特殊性有关。相对于 pUC18载体, pCom10

载体调控插入基因表达受到蛋白 AlkS 的控制, 而

AlkS 又必须有其他诱导剂的调控才能表达, 这种调

控机制非常严谨, 不会发生漏表达的情况。 

2.2.2  质粒 pCompmo转化产气肠杆菌、假单胞菌 

为了探索 pMMO 基因的异源表达体系, 本研究

选择了 2 种富含氧化还原酶的革兰氏阴性细菌进行

了实验探讨。产气肠杆菌是生物制氢中广泛采用的

微生物[14-15], 其中氢酶与 pMMO 相似, 也为膜结合

蛋白, 且基因、蛋白结构也非常复杂; 而恶臭假单胞

菌[16-17]中含有多种氧化还原酶, 如细胞色素 P450、

二甲苯单加氧酶、烷烃单加氧酶等这些跨膜同

pMMO 也比较类似。本研究利用电转化的方法成功

地将上述构建好的质粒 pCompmo 转入产气肠杆菌

和恶臭假单胞菌 mt-2 中。分别提取转入 pCompmo

的产气肠杆和恶臭假单胞的质粒, 酶切验证转化成

功(结果未显示)。 

2.2.3  基因工程菌的转录、翻译、酶活性分析 

利用 FISH的方法, 用带有荧光标记的功能基因

pmoA 探针与重组菌的 mRNA 进行杂交, 并与 DAPI

染色后的照片进行对照, 结果如图 3 所示。通过将

pmoA探针杂交照片与总细菌 DAPI染色照片对比可

以发现, 两者一致, 说明 pmoA 探针与重组菌 pmoA

的 mRNA已杂交。pmoA在基因工程重组菌中被成功

转录。这也表明烷烃单加氧酶启动子 PalkB 可以调

控 pmoCAB 基因转录。这些结果与本实验室缑仲轩

等在红平红球菌中表达时的结果类似[9]。 

对重组菌 E. aerogenes pCompmo的蛋白电泳中

发现, 重组菌与 E. aerogenes 野生型菌株相比, 在

36~53 kD处、24~36 kD和 24 kD处均有明显条带, 

分子量大小约为 45 kD、27 kD和 24 kD。而 pMMO

的 3个亚基大小分别为 23 kD(PmoC)、27 kD(PmoA)

和 45 kD(PmoB), 如图 4所示。SDS-PAGE电泳说明

转录 pmoCAB 基因的 mRNA 可以在基因工程宿主   

E. aerogenes中进行翻译。 

 

图 3  含有 pCompmo 的基因工程重组菌转录分析 
Fig. 3  Images of transcription analysis by FISH with a probe 
of pmoA. Left: DAPI staining cells. Right: FISH images. Top: 
Recombinant E. coli DH5α. Middle: Recombinant E. aerogenes. 
Bottom: Recombinant P. putida. 
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图 4  含有 pCompmo 的基因工程重组菌整细胞的 SDS- 
PAGE 电泳图 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the recombinant protein 
produced by E. aerogenes pCompmo. M: standard protein 
marker; 1: E. aerogenes pCompmo; 2: wild E. aerogenes. 
 

由于 pCom10 质粒表达蛋白和所选用碳源的种

类关系很大[10], 本研究通过改变 NMS 培养基的碳

源成份, 对 3 株重组菌氧化甲烷的活性进行了检测, 

结果如表 3所示。在NMS培养基中, 在以葡萄糖, 乳

糖以及葡萄糖加酵母的培养基为碳源培养时 ,     

E. aerogenes pCompmo重组菌具有甲烷氧化的活性, 

而且非常有趣的是其氧化产物中还发现有乙醇的产

生。但大肠杆菌和假单胞菌都没有检测到甲烷氧化

的活性。另外, 在后续检测丙烯氧化活性时, 3种重

组菌均没有氧化丙烯的活性, 这与缑仲轩等在红平

红球菌中表达时的结果类似[9]。 

FISH 转录分析及 SDS-PAGE 分析的结果表明, 

外源 pmoCAB 基因在启动子 PalkB 的调控下, 在宿

主菌 E. coli DH5α、P. putida mt-2、E. aerogenes中

可以完成转录、翻译过程。但在 E. coli DH5α 和     

P. putida mt-2却不能得到氧化甲烷的酶活性, 尽管

在E. aerogenes中检测到了氧化甲烷的活性, 而且有

趣地发现甲烷氧化产物中有乙醇产生, 但却没有氧

化丙烯的活性, 这说明 pMMO的氧化特性可能发生

了改变, 其原因可能是 pMMO在异源宿主中很难像

在自身宿主中那样得到正确折叠和组装。由于膜蛋

白结构的复杂性, 其表达和组装过程往往受到多种

基因的调控和多种蛋白的参与。而 pMMO 又是一种

有着非常复杂结构的膜蛋白, 其为 3个均有跨膜区域 

表 3  NMS 培养基不同碳源情况下重组菌氧化甲烷活性 
Table 3  Recombinant pMMO activity in oxidizing methane by cultivation with different carbon source 

Medium Carbon source Strains pMMO activity 

E. coli DH5α pCompmo N 
E. aerogenes pCompmo N 1×NMS 1% Glucose (g/L) 
P. putida mt-2 pCompmo N 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 1% Glucose (g/L)+30 mL CH4 
E. aerogenes pCompmo Y 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 30 mL CH4 
E. aerogenes pCompmo N 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 1% HCOONa (g/L ) 
E. aerogenes pCompmo N 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 1% Sucrose (g/L) 
E. aerogenes pCompmo N 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 1% Lactose (g/L) 
E. aerogenes pCompmo Y 
E. coli DH5α pCompmo N 

1×NMS 0.05% n-Oxtane (g/L) 
E. aerogenes pCompmo N 
E. coli DH5α pCompmo N 
E. aerogenes pCompmo Y 2×NMS 2% Glucose +0.5% Yeast (g/L) 
P. putida mt-2 pCompmo N 

Note: the pMMO activity of oxidizing methane was measured by the concentration of methanol in the culture after predetermined cultivation 
time with methane, and the concentration of methanol in the culture was detected by gas chromatograph. “Y” presents that methanol could be 
detected, and “N” means that methanol could not be detected. 
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亚基 PmoC、PmoB和 PmoA组成 α3β3γ3三聚体的桶

装结构 [8,18], 该蛋白活性表达很可能和某些调控小

蛋白有关, 2004 年发表在 Science 上的一篇文章报

道 指 出 在 甲 烷 氧 化 菌 中 存 在 一 种 被 称 为

methanobactin 的小蛋白对 pMMO 的正确折叠具有

重要的作用[19]。2007 年发表在 PNAS 上的一篇文

章进一步确认了以上观点, 并指出该小蛋白还具有

富集 Cu离子、帮助合成 pMMO的作用[20]。所以对

于后续 pMMO 的异源表达研究来说 , 应该考虑

methanobactin的影响。 

2.3  利用推测的pMMO内源启动子调控pmoCAB
基因的外源表达研究 

1999 年 Bettina Gilbert 等[12]利用同源比对的方

法推测 M. trichosporium OB3b pMMO 基因簇 5′上

游 800 bp 左右是其可能的启动子区 , 并推测出

pMMO 基因簇是由类似于大肠杆菌σ70 启动子调控

转录的。自此以后再没有该启动子的相关报道, 本

研究在前期积累的基础上, 进一步尝试了使用该推

测的内源启动子区异源表达 pMMO基因。 

2.3.1  含内源启动子 pMMO基因簇的 T-A克隆研究   

利 用 引 物 P20F/P4481R 扩 增 了 编 码         

M. trichosporium OB3b的 pMMO基因, 目的片段包

括内源启动子 σ70和完整的 pmoCAB 基因, 全长 4.4 

kb。为了进一步确认 PCR 产物, 通过序列分析, 对

其进行了限制性内切酶消化验证, 酶切图谱显示该

序列为 pmoCAB 基因(结果未显示)。利用 T-A 克隆

载体 pMD18T-simple 对纯化后的 PCR 产物进行克

隆。对克隆产物进行蓝白斑筛选, 仅能得到少数白

斑, 通过提取质粒酶切验证不正确, 通过把插入片

段测序然后通过 NCBI 的 GenBank 数据库进行核酸

序列比对和氨基酸序列比对, 均未得到与其具有相

似性的序列。该结果说明, 利用 T-A 克隆载体不能

在大肠杆菌中实现推测启动子和 pMMO基因簇的克

隆, 该结果和上述利用 pUC18克隆 pmoCAB基因簇

的结果很相似。 

2.3.2  选用 pCom 载体研究内源启动子调控的

pMMO基因簇 

由于无法采用 T-A 克隆方法在大肠杆菌中克隆

带有内源启动子的 pMMO基因簇。本研究继续利用

pCom10质粒来克隆构建新的表达载体 pCHP质粒。

在降低抗生素 Km浓度(25 ng/mL)的前提下, 经过多

次化学转化实验 , 得到了转化入大肠杆菌 E. coli 

TOP10的阳性转化子, 提取质粒, 通过 EcoR I单酶

切, EcoR I和 Hind III双酶切实验均证实了该质粒即

为目的质粒 pCHP(电泳图未显示)。为了进一步得到

所克隆的 pmoCAB 基因簇的详细信息, 利用通用引

物M13对插入片段测序, 并与 GenBank中所报道的

序列进行比较。结果所克隆序列与 M. trichosporium 

OB3b的基因簇(GenBank Accession No. AF186586)

一致, 在大肠杆菌 E. coli TOP10克隆的片段包括了

推测的 σ70启动子和完整的功能基因 pmoCAB。 

虽然 pCHP 在大肠杆菌中构建成功 , 但是

SDS-PAGE分析结果显示不能表达 pMMO(蛋白电泳

图未显示)。因此, 本试验通过电转化的方法将质粒

pCHP转导入产气肠杆菌、恶臭假单胞菌 mt-2和施

氏假单胞菌A1501中, 探讨了在E-2培养基中, 葡萄

糖和甘油分别作为碳源情况下, 各宿主重组菌诱导

表达 pMMO的情况, 如图 5中的 SDS-PAGE结果显

示, 同对照相比, 重组产气肠杆菌和假单胞菌只是

在 24 kD 处明显多一条带, 而这条带大小与 PmoC

相同, PmoA和 PmoB则无法从图上辨认出, 这只能 

 

图 5  重组菌蛋白电泳图 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of proteins extracted from the 
recombinants. M: standard protein marker; Lane 1−3: wild-type 
E. aerogenes, wild type P. stutzeri A1501 and wild-type      
P. putida mt-2 in glycerine medium as the negative controls; 
Lane 1′−3′: recombinant E. aerogenes pCHP, recombinant    
P. stutzeri A1501 pCHP and recombinant P. putida mt-2 pCHP 
in glycerine medium; Lane 4−5: wild-type E. aerogenes and 
wild-type P. stutzeri A1501 in glucose medium as the negative 
controls; Lane 4′−5′: recombinant E. aerogenes pCHP and 
recombinant P. stutzeri A1501 pCHP in glucose medium. 
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说明 pMMO的相对较小的亚基 PmoC可能在 3株重

组菌中都得到转译。但是在后续的酶活分析中, 尽

管考虑了具体包括碳源(乳糖、葡萄糖、甘油和柠檬

酸)、Cu2+浓度、C7-C12正链烷烃诱导等方面的影响, 

以上菌株均未得到催化甲烷生成甲醇的活性。结合

SDS-PAGE 结果说明可能该启动子只是使 PmoC 得

到了表达, 而 PmoC 正是该启动子下游紧接的第一

个蛋白序列, 由于这个 σ70启动子是推测的, 到目前

也没有得到确认 , 有可能该启动子只能启动表达

PmoC蛋白亚基, 而另 2个蛋白的表达需要其他启动

子调控, 就像 sMMO的表达一样[21], ; 需要 σ70和 σ54 

2个启动子共同作用。 

3  结论 

在大肠杆菌中不能利用 pUC18等常用基因工程

表达质粒进行 pmoCAB 表达, 推测这主要是由于这

些载体不能实现对插入基因的严谨调控 , 造成了

pMMO 的漏表达, 从而对大肠杆菌产生毒害作用[12], 

导致 DNA连接后不能得到转化子。 

利用 pCom10 质粒中的烷烃单加氧酶启动子

PalkB 及 其 相 关 基 因 调 控 pmoCAB, 构 建 了

pCompmo 质粒。FISH 转录分析及 SDS-PAGE 分析

的结果表明外源 pmoCAB 基因在启动子 PalkB 的调

控下 , 在宿主菌 E. coli DH5α、P. putida mt-2、     

E. aerogenes 中可以完成转录、翻译等过程。但在

E. coli DH5α和 P. putida mt-2中不能得到氧化甲烷

的酶活性, 而在E. aerogenes中检测到了甲烷氧化的

活性 , 而且产物中检测到了乙醇的产生 , 这说明

pMMO 的催化活性可能发生了改变, 其在异源宿主

中很难像在自身宿主中那样得到正确折叠和组装。

pMMO 的 正 确 组 装 可 能 需 要 进 一 步 考 虑

methanobactin小肽的协助作用。 

利用 pCom10 作为表达载体, 构建了含有推测

的内源 pMMO启动子的 pCHP质粒, 并转入 E. coli 

Top10。SDS-PAGE 结果显示, 在含 pCHP 的重组菌

E. aerogenes pCHP、P. putida mt-2 pCHP和 P. stutzeri 

A1501 pCHP 中均确认到 pMMO 的一个亚基 PmoC

的表达。pMMO 原始的启动子的特性及高效功能表

达条件还需要进一步研究。 
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