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摘  要: 作为来源广泛、储量丰富的有机碳一气体，甲烷被认为是下一代工业生物技术中最具潜力的碳原料之一。

嗜甲烷菌能够利用其体内的甲烷单加氧化酶，将甲烷作为唯一的碳源和能源进行生长和代谢，这为温室气体减排及

其开发利用提供了新的策略。目前，嗜甲烷菌生物催化体系的相关研究已开展多年，随着系统生物学和合成生物学

的快速发展，利用代谢工程合理改造嗜甲烷菌代谢途径以提高甲烷转化效率，已经实现了生物转化甲烷制备多种大

宗化学品和生物燃料。本文详细讨论并介绍了嗜甲烷菌催化氧化甲烷的相关代谢途径、高效细胞工厂构建及部分化

学品生物合成的最新研究进展，并对甲烷生物转化未来的发展方向和面临的技术挑战进行了讨论和展望。 
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Abstract:  Due to abundant availability of shale gas and biogas, methane has been considered as one of the most potential 
carbon sources for industrial biotechnology. Methanotrophs carrying the native methane monooxygenase are capable of using 
methane as a sole energy and carbon source, which provides a novel strategy for reducing greenhouse gas emission and 
substituting edible substrates used in bioconversion processes. With the rapid development of genetic engineering tools and 
biosynthesis techniques, various strategies for improving the efficiency of methane bioconversion have been achieved to 
produce a variety of commodity bio-based products. Herein, we summarize several important aspects related with methane 
utilization and metabolic engineering of methanotrophs, including the modification of methane oxidation pathways, the 
construction of efficient cell factories, and biosynthesis of chemicals and fuels. Finally, the prospects and challenges of the 
future development of methane bioconversion are also discussed. 

Keywords:  methane, methanotrophs, bioconversion, metabolic engineering, energy conservation and emission reduction 

随着石化资源过度消耗、环境问题日趋严重

以及全球气候变暖，节能减排已成为全球发展共

识[1]。研究表明，在导致全球变暖的温室气体中，甲

烷 (CH4) 占比高达 20%[2]，而以 20 年期计算，甲烷

的全球变暖潜力值是二氧化碳 (CO2) 的 86 倍[3]。目

前，在甲烷的总排放量中，人为排放占 63% (化

石燃料和生物质燃烧、畜牧业、垃圾填埋场)，自

然来源占 37% (湿地、海洋、河流、湖泊和永久

冻土)。由于气体不易运输，甲烷利用面临的最主

要技术问题是气体-液体 (Gas to liquid，GTL) 的

转化[4]。虽然化学方法能够实现甲烷的气液转换，

但该类技术所需的能耗和反应条件及其转化成本

较高，严重制约了甲烷的广泛应用[4-5]。现阶段我

国甲烷 (沼气、天然气) 仍以燃烧利用为主，方

式较单一，利用率有待提高，同时也增加了温室

气体排放 (每燃烧 1 mol 甲烷同时释放 1 mol 二氧

化碳)。随着我国沼气产量和天然气 (页岩气、可燃

冰) 探明储量的不断提高，甲烷的绿色利用途径和

技术急需补充和拓展。嗜甲烷菌 (Methanotroph) 是

天然的甲烷利用菌株，能够以甲烷为唯一的碳源

和能源进行生长和代谢。嗜甲烷菌利用其天然甲

烷转化途径，可以在温和条件下实现甲烷的生物 

利用，因而具有较好的发展潜力[6]。此外，随着

我国沼气生产技术和页岩气开采技术的不断提

升、糖类底物成本上涨以及全球粮食问题日益加

重，生物制造过程迫切需要开发廉价的、非食品

的新一代碳原料，上述背景为甲烷的生物固定和

转化技术的发展创造了新的契机[7]。同时，以生

物工程为基础的甲烷生物转化技术的兴起，也为

甲烷利用提供了变革性的解决方案[7-8]。近年来，

研究人员应用先进的生物技术，已对不同模式嗜

甲烷菌的代谢网络进行了理性设计和重构，实现

了多种大宗化学品、平台化合物和液体燃料 (前

体) 的高效合成和积累[7,9-10]，为实现甲烷气体的

生物开发利用提供了新的思路[11-12]。本文通过讨

论嗜甲烷菌代谢途径的工程化改造应用，深入地

介绍了嗜甲烷菌催化氧化甲烷合成生物基化学品

的相关研究进展，同时探讨了高效嗜甲烷菌人工

细胞的构建策略、存在的挑战和发展方向。 

1  嗜甲烷菌 

嗜甲烷菌属于革兰氏阴性菌，该类细菌大多数

是从污水、沼泽等富含甲烷的环境中被分离出来的，

在厌氧和好氧条件下均能实现对甲烷的利用[13]。目
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前，已报道的好氧嗜甲烷菌主要分为 3 组 (图 1)：

Group Ⅰ、Group Ⅱ和 Group Ⅲ。其中，Group Ⅰ

主要包括 γ-变形菌 (Gammaproteobacteria)，该类细

菌通过单磷酸核酮糖 (Ribulose monophosphate，

RuMP) 循环对甲烷进行单碳同化；Group Ⅱ主要包

括 α-变形菌 (Alphaproteobacteria)，该类细菌通过丝

氨酸循环 (Serine cycle) 同化甲烷单一碳源；Group Ⅲ

主要包括疣微菌门 (Verrucomicrobia)，该类细菌能

够利用氧化甲烷产生的代谢能量和二氧化碳，通过

卡尔文循环 (Calvin-Benson-Bassham cycle，CBB 

cycle) 以吸收二氧化碳实现碳源的同化[13-14]。 

1.1  甲烷氧化途径 

嗜甲烷菌能够利用甲烷，主要是由于该类菌

株 中 含 有 特 定 的 甲 烷 单 加 氧 化 酶  (Methane 

monooxygenase，MMO)，该酶的主要功能是以氧

气作为电子受体氧化剂，将甲烷氧化为甲醇，从

而形成甲烷代谢途径的第一个中间体。目前，在

嗜甲烷菌中已发现的 MMO 主要包括两种类型，

存在于细胞质中的可溶性甲烷单加氧化酶 sMMO

以及与膜结合或者部分结合的颗粒状甲烷单加氧

化酶 pMMO[15]。研究发现，虽然 sMMO 和 pMMO

催化相同的甲烷氧化反应过程，但是酶结构及催

化机制并不相同[13,16]。例如，大多数嗜甲烷菌都

能表达 pMMO，只有少数菌株可以同时产生

sMMO 和 pMMO，而且 sMMO 也只有在低铜含

量 (<0.005 mol/L) 条件下才能表达；相反铜离子

是 pMMO 的转录激活因子，pMMO 表达水平随

铜离子浓度的增加而增加[17]。 

 

 
 

图 1  嗜甲烷菌中甲烷的代谢途径 (参考文献[14]修改) 
Fig. 1  Methane metabolism in methanotrophs (modified from [14]). pMMO: particulate methane monooxygenase; 
sMMO: soluble methane monooxygenase; MeDH: methanol dehydrogenase; HPS: 3-hexulose-6-phosphate synthase; 
H4MPT: tetrahydromethanopterin; H4F: tetrahydrofolate; FDH: formate dehydrogenase; RuBisCO: ribulose-1,5- 
bisphosphate carboxylase; SHMT: serine hydroxymethyltransferase; RuMP: ribulose monophosphate; CBB: calvin- 
benson-bassham. 
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sMMO是一种可溶性复合蛋白，由mmoXYBZDC

基因编码，包含有 3 个不同蛋白，分别为羟化酶 

(sMMO hydroxylase，MMOH)、调节蛋白 (sMMO 

regulatory protein，MMOB) 和还原酶  (sMMO 

reductase，MMOR)[18]。作为一种 NAD(P)H 依赖

的双铁酶，sMMO 需要通过这 3 个不同的蛋白相

互作用来协调电子、氧气、质子和蛋白质传递到

催化部位以完成对不同底物特异性的氧化，因而

sMMO具有复杂的生化机制[19]。除了氧化甲烷外，

sMMO 还能氧化多种不同种类的有机底物，包括

烯烃和苯类化合物等[20]。 

尽管 pMMO 属于膜结合蛋白[14]，但相对于

sMMO，pMMO 酶系统结构较为简单。其包含

PmoB、PmoA 和 PmoC 三个亚基，分别由 pmoCAB

基因编码。与 sMMO 相比，pMMO 作为一种铜离

子依赖酶，对甲烷具有更强的亲和性[20-21]，pMMO

也是自然界中发现的最有效的甲烷催化剂。除了

甲烷，pMMO 酶对一系列其他底物也表现出催化

活性，例如，其可以将 C1-C5 链碳氢化合物转化

为相应的醇或将少数线性烯烃 (乙烯、丙烯、1-丁

烯、2-丁烯) 环氧化[22]。虽然 pMMO 底物范围相

较于 sMMO 较窄，但是除了对底物的独特化学专

一性外，pMMO 在烷烃羟基化反应中表现出显著

的区域专一性和立体选择性[20]。目前，pMMO 已

经作为催化剂被开发利用，其在外界环境条件下

能够有效且有选择性的催化甲烷氧化。到目前为

止，基于甲烷单加氧酶开发的平台技术，不仅能

够将甲烷液化为甲醇，而且可以将天然气转化为

醇和酮[23-24]。通过甲烷单加氧化酶的催化机制和

调控网络的研究，也能够促进高效微生物甲烷催

化剂的设计和开发，从而满足工业规模的利用天

然气生产甲醇的需求。 

在嗜甲烷菌中，MMO 将甲烷转化为甲醇后，

由周质中存在的以吡咯喹啉醌为辅因子的甲醇脱

氢酶 (MeDH) 进一步氧化为甲醛[14]，其中钙离子

依赖的甲醇脱氢酶 (MxaF-MDH) 发现于 Group Ⅰ

和 Group Ⅱ菌，而镧离子依赖的甲醇脱氢酶 

(XoxF-MDH) 则发现于 Group Ⅲ菌。由于甲醛是

一种有毒的中间体，细胞内必须保持在无毒水

平，因此甲醛在嗜甲烷菌体内会被进一步转化。

在 Group Ⅰ菌中，甲醛直接进入 RuMP 循环被利

用。在 Group Ⅱ菌中，甲醛通过四氢甲烷蝶呤 

(Tetrahydromethanopterin，H4MPT) 转化为甲酸后，

在以四氢叶酸 (Tetrahydrofolate，H4F) 为辅因子的

甲酸四氢叶酸连接酶  (Formate-tetrahydrofolate 

ligase) 等系列酶的催化作用下转化为亚甲基四

氢叶酸 (Methylene-H4F)，进而在丝氨酸羟甲基转

移酶 (Serine hydroxymethyltransferas，SHMT) 等

催化酶作用下进入丝氨酸循环。此外，甲醛也可

以由甲酸脱氢酶 (Formate dehydrogenase，FDH) 

进一步氧化为二氧化碳进入 CBB 循环[14,25-26]。 

1.2  甲烷碳同化途径  

在甲烷氧化途径中，嗜甲烷菌通过其体内的

氧化过程逐步将甲烷转化为甲醛或者甲酸，之后

根据菌种差异，分别以 3 种不同代谢途径实现甲

烷同化。目前，嗜甲烷菌中已发现的甲烷同化途

径主要包括 RuMP 循环、丝氨酸循环[13]以及 CBB

循环[27]。 

1.2.1  RuMP 循环 

Group Ⅰ嗜甲烷菌主要通过 RuMP 循环直接

对甲醛进行同化 (图 1)[14]。RuMP 循环主要包括  

3 个步骤：碳固定、裂解和重排。在碳固定途径中，

甲醛在己酮糖-6-磷酸合酶 (3-hexulose-6-phosphate 

synthase，HPS) 的催化作用下与 5-磷酸核酮糖 

(Ribulose-5-phosate，Ru5P) 缩合产生 6-磷酸己酮

糖 (Hexulose-6-phosphate，H6P)。随后 H6P 被磷

酸己糖异构酶  (Phosphohexose isomerase，PHI) 

转化为 6-磷酸果糖 (Fructose-6-phosphate，F6P)。

裂 解 阶 段 ， F6P 通 过 糖 酵 解 途 径  (Embden- 

Meyerhof-Parnas，EMP) 转化为 1,6-二磷酸果糖 

(Fructose-1,6-bisphosphate，F-1,6-BP)，随后在果

糖二磷酸醛缩酶 (Fructose-bisphosphate aldolase，
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FBA) 的 催 化 作 用 下 裂 解 为 3- 磷 酸 甘 油 醛 

(Glyceraldehyde-3-phosphate，GAP) 和磷酸二羟

丙酮 (Dihydroxyacetone phosphate，DHAP)；F6P

也能够通过 ED (Entner-Doudoroff) 途径转化为 2-

酮 -3- 脱 氧 -6- 磷 酸 葡 糖 酸  (2-keto-3-deoxy-6- 

phosphogluconate，KDPG)，接着在 KDPG 醛缩

酶的作用下裂解为 GAP 和丙酮酸 (Pyruvate)。

在碳源重排过程中，RuMP 循环通过转酮醇酶 

(Transketolase，TKT) 催化 F6P 和 GAP 生成木酮

糖-5-磷酸 (Xylulose-5-phosphate，Xu5P) 和赤藓

糖-4-磷酸 (Erythrose-4-phosphate，E4P)，E4P 在

转醛醇酶 (Transaldolase，TAL) 催化下和另一分

子 F6P反应生成景天庚酮-7-磷酸 (Sedoheptulose- 

7-phosphate，S7P)。随后，S7P 和 GAP 通过转酮

醇 酶 的 催 化 作 用 生 成 Xu5P 和 核 糖 -5- 磷 酸 

(Ribose-5-phosphate，R5P)，Xu5P 和 R5P 分别在

相应催化酶的作用下再次转化生成 Ru5P[14,25,28]。  

1.2.2  丝氨酸循环 

Group Ⅱ嗜甲烷菌主要通过丝氨酸循环对甲烷

碳源进行同化 (图 1)[14]。首先，甲酸通过耗能过程

在甲酸四氢叶酸连接酶  (Formate-tetrahydrofolate 

ligase，FTFL)、NADPH 依赖的亚甲基四氢叶酸

脱氢酶 (Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase，

MTDA) 等一系列催化酶的作用下转化为亚甲基

四氢叶酸。随后丝氨酸循环的第一步是在丝氨酸

羟甲基转移酶 (Serine-hydroxymethyltransferase，

SHMT) 的催化作用下，由亚甲基四氢叶酸及甘氨

酸合成丝氨酸，接着丝氨酸通过丝氨酸-乙醛酸盐

氨基转移酶 (Serine-glyoxylate aminotransferase，

SGAA) 的转氨作用转化为羟基丙酮酸，随后在

NADH 依赖的羟丙酮酸还原酶 (Hydroxypyruvate 

reductas，HPRA) 及甘油酸激酶 (Glycerate 2-kinase，

GCKA) 的催化作用下转化为 2 分子 2-磷酸甘油

酸，该过程需要消耗 ATP。之后，1 分子 2-磷酸

甘油酸被同化进入下游途径，另 1 分子 2-磷酸甘

油酸在烯醇酶 (Enolase，ENO) 的催化作用下转

化为磷酸烯醇丙酮酸  (Phosphoenolpyruvate，

PEP)。PEP 通过进一步的羧化作用产生草酰乙酸 

(Oxaloacetate)，继而转化为苹果酸 (Malate) 和苹

果酰辅酶 A (Malyl-CoA)。Malyl-CoA 在苹果酰辅

酶 A 裂解酶 (Malyl-CoA lyase，MCL) 的催化作

用下生成乙醛酸盐  (Glyoxylate) 和乙酰辅酶 A 

(Acetyl-CoA)。丝氨酸循环的最后一步是甘氨酸作

为主要受体与丝氨酸-乙醛酸氨基转移过程中产

生的乙醛酸完成缩合[13,25,28]。在丝氨酸循环中，

嗜甲烷菌细胞以 1︰1 的比例利用二氧化碳和甲

醛，并用于产生乙酰辅酶 A 和生物质合成。 

1.2.3  卡尔文循环 

Group Ⅲ菌中，甲酸通过 NAD 依赖的甲酸脱

氢酶转化为二氧化碳后通过卡尔文循环以二氧化

碳形式实现甲烷单一碳源的同化 (图 1)[14]。研究

发 现 在 富 马 酸 甲 酯 菌 Methylacidiphilum 

fumariolicum SolV细胞内含有 CBB循环特有的催

化酶核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶 (Ribulose- 

1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase，RuBisCO)，

该酶能够催化二氧化碳进入 CBB 循环，通过二氧化

碳与 1,5-二磷酸核酮糖 (Ribulose-1,5-bisphosphate，

RuBP) 的整合完成甲烷单一碳源的同化[27,29-30]。

值得注意的是，菌株 M. fumariolicum SolV 以二

氧化碳为唯一碳源生长，以甲烷作为能源。在甲

烷存在的情况下，当二氧化碳浓度低于 1%时，

M. fumariolicum SolV 细胞生长受限；而当二氧化

碳浓度低于 0.3%时，未观察到该菌株生长，CBB

循环中甲烷碳源通过转化为二氧化碳后被同化[27]。 

对比不同类型的甲烷同化途径，其中Ⅰ型嗜

甲烷菌细胞内所有碳源均以甲醛氧化的形式被吸

收。Ⅰ型菌通过直接耦合机制，将电子从甲醇氧

化过程直接转移到 pMMO；而Ⅱ型嗜甲烷菌中

pMMO 通过氧化还原臂机制从泛醌池中提取电

子，这也导致菌体的生物量低于Ⅰ型菌。同时，

由于 RuMP 循环中的所有反应均为放能过程，所

以Ⅰ型嗜甲烷菌比Ⅱ型嗜甲烷菌更具有能量效率
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优势。因此，目前大多数代谢工程的应用研究都

只集中于Ⅰ型嗜甲烷菌。而Ⅱ型嗜甲烷菌在乙酰

辅酶 A 池和甲烷-二氧化碳共利用方面具有明显

的生化优势，多用于乙酰辅酶 A 衍生化合物的合

成 [31-32]。如典型的Ⅱ型嗜甲烷菌 Methylosinus 

trichosporium OB3b 使用丝氨酸循环作为甲烷同

化的主要途径，其培养基中乙酰辅酶 A 浓度在

指 数 中 期可达到 519.3 μmol/L[33] 。目前关于      

M. fumariolicum SolV 菌株遗传操作的报道相对较少，

该菌株多被用于将甲烷转化为甲醇的研究中[27,34]。 

2  嗜甲烷菌代谢工程遗传改造工具 

代谢工程遗传改造工具在嗜甲烷菌工业菌株

及生物催化剂研究中发挥着关键作用[35]。尽管与

大肠杆菌 Escherichia coli 等已深入研究的宿主相

比，嗜甲烷菌中发现的高效遗传操作工具还相对

有限，但是基于好氧嗜甲烷菌仍有大量可用的遗

传改造工具不断被开发和使用。目前，研究人员

在好氧嗜甲烷菌体系中已经开发了多种用途广泛

的质粒载体、基因转移技术以及无痕基因敲除和

整合技术。例如：用于结合转移及电转化技术的

广宿主质粒 pBHR 和 pAWP89、用于基因转移的

辅助质粒 pRK2013、用于基因复制的质粒 pBBR

和 IncQ 以及用于基因无痕敲除的蔗糖致死基因

sacB 筛选体系[36]。这些基因操作工具和研究进展

在前期的综述中进行了详细的概括[12,14,25,37]。 

近期，基于嗜甲烷菌体系中优化的基因操作

工具也不断被开发。例如，Liu 等在嗜甲烷菌

Methylotuvimicrobium buryatense 5GB1C 中利用

pheS 基因开发了一种反向筛选标记，该研究不仅

在嗜甲烷菌实现了基因的无痕敲除，而且大幅度

提升了基因敲除操作效率 (阳性率高达 92%，操

作周期缩短至 8 d)[38]。Nguyen 等通过研究不同细

胞生长阶段、电穿孔溶液、感受态细胞、DNA 浓

度、电穿孔条件和外源 DNA 类型等多种因素对

Methylomonas sp. DH-1 电穿孔效率的影响，显著

提高了嗜甲烷菌遗传改造工具的效率。该研究发

现在 2.5 kV、25 μF、400 Ω 条件下，指数期中期

细胞的转化效率高于平台期细胞，无菌水和 10%

甘油相较于 9.3%蔗糖、10% PEG 1 000、10% PEG 

6 000 转化效率更高；当转化体系为 200 μL，DNA

浓度为 500 ng 且 DNA 体积不超过 2 μL 时，

Methylomonas sp. DH-1 电穿孔率最佳[39]。 

基于基因表达元件优化，Garg 等通过筛选不

同启动子  (诱导性和组成型)、核糖体结合位点 

(RBS1、 RBS2、 RBS3 和 RBS4) 及质粒载体 

(pCAH01 和 pAWP87)，在 M. buryatense 5GB1 中

构建了 3 种不同组合的表达载体 pTETR、pCMR

和 pAMR。通过不同元件的组合优化，该研究使

M. buryatense 5GB1 菌株中从甲烷合成乳酸的产

量提高了 14 倍[8]。在通过系统代谢工程将甲烷

转化为产物 2,3-丁二醇 (2,3-butanediol) 过程中，

Nguyen 等 基 于 嗜 甲 烷 菌 Methylomicrobium 

alcaliphilum 20Z 菌株首次利用计算机模拟指导的

菌株基因尺度模型 i20ZR-BDO 对 2,3-丁二醇的合

成途径进行了优化，使其产量提高了 20%[40]。另

外，高通量组学分析技术的应用也有效促进了好

氧嗜甲烷菌的研究。Hu 等利用转录组技术分析了

CH4/O2 的供气比对好氧嗜甲烷细胞生长和代谢

途径的影响，结果发现，在分批培养过程中，当

CH4/O2供应摩尔比为 0.93 时，M. buryatense 5GB1

菌株生长速率最高；保持碳氧供应平衡是促进菌

株生长的关键。同时，该研究分析显示最佳的

CH4/O2 比例可以增加菌株碳、氮、磷代谢途径

相关基因表达，从而促进菌株的生长 [41]。这些

基因操作方法 (插入和敲除基因、电转化)[38-39]、

基因表达系统  (启动子开发和其他调节元件)[8]

以及诱变技术的开发，以及高通量测序技术的

发展和应用，进一步推动了理性改造嗜甲烷菌

工业菌株的研究，促进了代谢工程改造甲烷碳

代谢通量高效率流向目标产品  (化学品、生物液

体燃料等)[35]。 
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3  嗜甲烷菌的代谢工程改造 

目前，通过生物法将甲烷转化为高附加值产

品的研究，有望成为节能减排最有前景的策略之

一。嗜甲烷菌利用天然途径可以将甲烷转化为多

种具有较高市场价值的化学品，主要包括可溶性

的代谢产物如四氢嘧啶 (Ectoine)、单细胞蛋白 

(Single-cell protein，SCP)、生物塑料和甲醇等[35]。

其中，四氢嘧啶作为生物分子和细胞的保护剂，

具有广泛的科学和商业价值。嗜甲烷菌为了应对高

盐度的生长培养基，能够在细胞质内积累大量的渗

透压保护物质四氢嘧啶[42]。单细胞蛋白由多种氨基

酸组成，主要来源于嗜甲烷菌的生物质。由于甲烷

可由储量充足且价格低廉的天然气及沼气供应，研

究发现从天然气中生产单细胞蛋白在工业规模上

是可行的[43]。除了生产单细胞蛋白，Liang 等通过

经济技术分析 (Techno-economic analysis) 发现，利

用高碳通量的嗜甲烷菌将甲烷转化为乳酸的高效生 

产工艺，也具有商业化的应用潜力。该研究分析表

明，甲烷的转换效率、乳酸发酵浓度、产率以及气

体流量对乳酸生产成本的影响最为显著，根据这

些影响因素以甲烷生产乳酸的最低销售价格在   

5.83 美元/kg–2.17 美元/kg 之间，其中 2.17 美元/kg 的

最低价格优于目前乳酸的市场价格 (3.00 美元/kg)[44]。

聚羟基丁酸是 (Poly-3-hydroxybutyrate，PHB) 是一种

可降解塑料，Group Ⅰ和 Group Ⅱ嗜甲烷菌均能

产生 PHB，其中 Group Ⅱ中的丝氨酸循环是 PHB

生物合成最有效的代谢途径[45]。另外，甲醇作为

嗜甲烷菌中甲烷代谢的初始产物，仍需要更高的

产率以满足经济生产过程的需要[35]。 

除了嗜甲烷菌中的甲烷天然途径合成的生物

基产品，随着嗜甲烷菌系统生物学及生物技术的

发展，通过理性代谢工程改造，好氧嗜甲烷菌以

甲烷为唯一碳源也已实现了多种大宗化学品和生

物燃料的合成 (表 1)。 

 
表 1  已报道的代谢工程改造的嗜甲烷菌利用甲烷合成生物基产品 
Table 1  The reported bio-products produced by metabolic engineered methanotrophs using methane 

Pathway Product Performance Methanotrophs References
Pyruvate-derived products Lactic acid 370 mg/L Methylococcus capsulatus [46] 

Lactic acid 800 mg/L M. buryatense [47] 
Lactic acid 600 mg/L M. buryatense [8] 
Isobutanola 220 mg/L M. capsulatus Bath [48] 
Isobutanolb 1 mg/L M. capsulatus Bath [48] 
2,3-butanediol 86.2 mg/L M. alcaliphilum 20Z [40] 

Acetyl-CoA-derived products Fatty acids 111 mg/g DCW M. buryatense 5GB1 [49] 
Crotonic acid 70 mg/L M. buryatense 5GB1S [50] 
3-HPc 60.59 mg/L M. trichosporium OB3b [33] 

TCA cycle-derived products Succinic acid 105 mg/L Methylococcus capsulatus [51] 
Succinic acid 195 mg/L Methylomonas sp. DH-1 [39] 
Putrescine 98.08 mg/L M. alcaliphilum 20Z [52] 
1,4-butanediol - M. capsulatus [53] 

Mep-derived products Isoprene 10 mg/L M. capsulatus Bath [54] 
Isoprene 0.056 mg/L Methylomonas sp.  [55] 
Limonene 0.5 mg/L Methylomonas sp. 16a [56] 
Farnesene - Methylomonas sp. 16a [12] 
Castaxanthin 2.4 mg/g DCW Methylomonas sp. 16a [57] 
Castaxanthin 2.0 mg/g DCW Methylomonas sp. 16a [58] 

Shikimic acid-derived products Muconic acid 12.4 mg/L M. buryatense [59] 
Glycerophosphoric acid derived 
products 

Lipid 45.4 mg/L/h M. buryatense [60] 

a: Two genes pathway; b: Five genes pathway; c: 3HP: 3-hydroxypropionic acid. 
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根据前体的来源不同，这些转化甲烷合成的目标

产物主要分为 6 大类：丙酮酸衍生产物[12]，包括

乳酸  (Lactic acid)、异丁醇  (Isobutanol)[61]以及

2,3-丁二醇 (2,3-butanediol)[40]等；乙酰辅酶 A 衍

生产物，包括脂肪酸  (Fatty acids) 、丁烯酸 

(Crotonic acid)[62]以及 3-羟基丙酸 (3HP)[63]等；

TCA 循环衍生产物，主要包括琥珀酸 (Succinic 

acid)[64]、1,4-丁二醇 (1,4-butanediol)[65]以及四氢

嘧啶 (Ectoine)[66-67]等；甲基赤藓糖醇-4-磷酸途径

衍生产物，主要包括异戊二烯 (Isoprene)、柠檬烯 

(Limonene)[68]、法尼烯  (Farnesene)[69]、角黄素 

(Canthaxanthin)、虾青素 (Astaxanthin)[57]以及番茄

红素 (Lycopene)[70]等；莽草酸途径衍生产物[71]，

例如黏糠酸 (Muconic acid)[72]；以及甘油磷酸途

径衍生产物，主要包括脂质 (Lipids)、磷脂酰乙

醇胺 (Phosphatidyl ethanolamine，PE)、磷脂酰甘

油 (Phosphatidyl glycerol，PG) 等[13,73]。 

本文以嗜甲烷菌利用甲烷合成大宗化学品乳

酸、黏糠酸、生物燃料异戊二烯以及脂质的研究

为例 (表 1，图 2)。 

 

 
 

图 2  已报道的嗜甲烷菌以甲烷为碳源合成化学品和燃料的代谢途径 (参考文献[12]修改) 
Fig. 2  The reported metabolic pathway for production of chemicals and fuels by methanotrophs from methane (modified 
from [12]). Ru5P: Ribulose-5-phosphate; H6P: Hexulose-6-phosphate; F6P: Fructose-6-phosphate; F1, 6BP: Fructose 
bisphosphate; G6P: Glucose-6-phosphate; 6PGL: 6-phospho-gluconolactone; 6PG: 6-phosphogluconate; DHAP: 
Dihydroxyacetone phosphate; GAP: Glyceraldehyde-3-phosphate; Xu5P: Xylulose-5-phosphate; E4P: Erythrose- 
4-phosphate; S7P: Sedoheptulose-7-phosphate; DAHP: Dihydroxyacetone phosphate; DHQ: 3-dehydroquianate; DHS: 
3-dehydroshikimate; PCA: Protocatechuic acid; DXP: 1-deoxy-d-xylulose 5-phosphate; HMBPP: 4-hydroxy-3-methyl-2- 
butenyl pyrophosphate; DMAPP: Dimethylallyl pyrophosphate; IPP: Isopentenyl pyrophosphate; GPP: Geranyl 
pyrophosphate; OAA: Oxaloacetic acid; PEP: Phosphoenolpyruvic acid; dGAP: Diacylglycerol 3-phosphate; FPP: Farnesyl 
pyrophosphate; GGPP: Geranylgeranyl pyrophosphate; PE: Phosphatidyl ethanolamine; PG: Phosphatidyl glycerol. 
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3.1  乳酸 

乳酸作为最重要的有机酸之一，具有羧基和

羟基两个不同的官能团，是一种多功能合成中间

体，在工业和生物技术领域有广泛的应用，如用于

药物传递系统，可生物降解塑料、食品和健康领域

等[74]。因此，通过嗜甲烷菌利用甲烷生产乳酸也

成为代谢工程及工业应用的研究热点[12]。在嗜甲

烷菌中，利用乳酸脱氢酶 (Lactate dehydrogenase) 

能够将丙酮酸转化为乳酸。Henard 等分别将来源

于 E. coli、长双歧杆菌 Bifidobacterium longum 以及

瑞士乳杆菌 Lactobacillus helveticus 菌株中的乳酸

脱氢酶经密码子优化后在嗜甲烷菌 M. buryatense

中进行异源表达，成功将丙酮酸转化为乳酸。该

研究同时发现来源于 L. helveticus 中的乳酸脱氢酶

催化丙酮酸产生乳酸效率最高。在 5 L 发酵罐中，

以甲烷为碳源，改造后 M. buryatense 菌株中乳酸

得率为 0.05 g 乳酸/g 甲烷，乳酸浓度为 0.8 g/L，

连续通气发酵产率为 0.008 g/(L·h)[47]。之后，Garg

等[8]研究发现使用 Hungate 试管对 M. buryatense

菌株进行中高通量培养时，其生长速率较传统血

清瓶培养提高了 2 倍。该研究组通过代谢工程策略

对乳酸合成模块的启动子及核糖体结合位点进行

筛选，使乳酸的产量较前期报道提高了 14 倍。最

后，通过利用廉价的铵代替硝酸盐作为氮源，在工

业培养基中 L-乳酸的合成通量比之前报道的生物

反应器系统高出约 50 倍，发酵产量达到 0.6 g/L[8]。

在沼气的利用过程中，Henard 等通过敲除丙酮酸

脱氢酶使 M. alcaliphilum 20Z 菌株突变株中乳酸

的产量达到 0.027 g/(g DCW·h)[75] (图 2)。由此可

见，丙酮酸作为嗜甲烷菌 RuMP 途径中重要的中

间化合物，具有较高的碳通量。因此，在嗜甲烷

菌中合成丙酮酸相关衍生物具有显著优势。 

3.2  黏糠酸 

黏糠酸是一种重要的平台化合物以及药物中

间体，可转化为多种高价值的化学品，如己二酸、

对苯二甲酸、尼龙等[72]。基于微生物莽草酸途径，

利用代谢工程改造策略已经在多种异养微生物中

实现了黏糠酸的高效合成[72,76-77]。Henard 等通过

在 M. buryatense 5GB1 中引入来源于苏云金芽孢

杆菌 Bacillus thuringiensis 中的二羟基莽草酸脱水

酶 AsbF、来源于阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae

中的原儿茶酸脱羧酶 AroY 以及来源于不动杆  

菌 属 Acinetobacter sp. 中 的 儿 茶 酚 双 加 氧 酶

CatAP76A，首次成功将嗜甲烷菌莽草酸途径中间

产物二羟基莽草酸转化为黏糠酸，最终通过途径

改造，以甲烷为唯一碳源，黏糠酸的最高得率为

2.8 mg/g[59]。同时，He 等发现 M. alcaliphilum 20Z

菌株中黏糠酸的产量相较于理论最大值明显较低 

(比理论值低 166.7 倍)[59]，该菌株中可能包含有莽

草酸合成途径中的同工酶或替代途径需要进一步

挖掘。从整体来看，目前关于嗜甲烷菌中莽草酸

途径代谢产物的研究相对较少，该合成途径的代

谢机制、合成潜力以及转化甲烷合成高值化学品

对甲烷碳代谢通量的调控作用均需要深入研究以

获得更加准确的嗜甲烷菌代谢模型，并进一步指

导菌株改造。 

3.3  异戊二烯 

异戊二烯是一种广泛研究的挥发性五碳烃

类，是生产聚异戊二烯、弹性材料、合成橡胶、

粘合剂及药品的重要平台化学品 [78]。基于 MEP 

(Methylerythritol 4-phosphate-derived products) 途

径，Leonard 等将来源于山葛 Pueraria montana 中

的基因 ispS 通过密码子优化后，利用 MDH 启动

子在嗜甲烷菌 M. capsulatus Bath 进行了重组表

达，结果发现重组菌株中能够有效积累异戊二烯 

(Isoprene)[54]。之后，Donaldson 等利用氯霉素抗

性的 pBHR1 载体，将密码子优化的来源于白杨

Populus alba 中的基因 ispS 以及来源于酿酒酵母中

的 idi 基因在菌株 Methylomonas 进行表达，重组菌

株以甲烷为碳源，Isoprene 的产量为 0.056 mg/L[55]。

另外，基于Ⅰ型嗜甲烷菌 M. alcaliphilum 20Z 中

的 DXP (1-deoxy-d-xylulose 5-phosphate) 途径，
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Song 等通过引入来源于甘薯 Ipomoea batatas 中

的异戊二烯合成酶 (Isoprene synthase，ISPS)，也

成功构建了以甲烷为唯一碳源生产异戊二烯的合

成途径 [79]。目前，在嗜甲烷菌体内发现有 MEP

途径或 MVA (mevalonate) 途径，这两种途径均能

够用于生物燃料和药物的合成。其中，已报道的

嗜甲烷菌中以 MEP 途径为主，且 MEP 途径合成

IPP 的理论最大值高于 MVA 途径[6,12]。因此，从

分析结果来看，嗜甲烷菌中的 MEP 更适合于生产

异戊二烯相关产物。 

3.4  脂质 

脂质来源于细胞内膜，是生产绿色柴油的关

键前体。甘油糖脂类物质磷脂酰乙醇胺和磷脂酰甘

油均为嗜甲烷菌生长过程中产生的细胞膜成分，这

些细胞膜成分可以通过加氢除氧的催化过程转化

为生物柴油。目前，通过实验室生物炼制工艺已经

成功将 M. buryatense 菌株生产的细胞膜脂转化为

绿色柴油[13,73]。Fei 等在研究脂质合成过程中发现，

菌株 M. buryatense 5GB1 和 AP18 (5GB1CΔglgA1 

∆glgA2Δsps) 中 细 胞 膜 脂 质 主 要 由 肉 豆 蔻 酸 

(Myristic acid，C14:0)、棕榈酸 (Palmitic acid，C16:0) 

和棕榈烯酸 (Palmitoleic acid，C16:1) 等脂肪酸组

成，通过高密度发酵以及连续通气，M. buryatense 

5GB1 的最高细胞干重达到 21.4 g/L，脂质的最高

合成速率为 45.4 mg/(L·h)，较前期文献报道分别提

高了 2 倍和 3 倍[60]。 

从以上研究可以看出，基于嗜甲烷菌中的甲

烷代谢途径，通过代谢工程改造更有利于产生以

丙酮酸、乙酰辅酶 A 以及 TCA 循环代谢物为前

体合成的化合物。下一步关于嗜甲烷菌的理性代

谢工程改造策略应该集中于对嗜甲烷菌中单加氧

酶进行有针对性的改进，提高代谢途径中甲烷同

化和能量转换效率。此外，由于大多数生物燃料

和高价值化学中间体来自丙酮酸或乙酰辅酶 A 代

谢节点，嗜甲烷菌常以糖原的形式积累大量生物

量，这会显著降低目标产物的潜在碳通量，因此

通过敲除碳源竞争途径以及绕过脱羧过程，能最

大限度地将甲烷碳源转化为中间代谢物，有效促

进甲烷生物基产品的合成[7,25,80-82]。 

4  展望 

开发和改善工业微生物的鲁棒性是发展生物

产业的基础[83]。嗜甲烷菌具有抗污染能力强、培

养条件耐受范围广、生长迅速的特点 (倍增时间

为 3 h)[50,82,84]，是甲烷生物转化极具应用前景的

宿主。现阶段，通过代谢工程改造的嗜甲烷菌，

虽然有潜力成为一种多功能且高效的甲烷转化平

台，但这些生物技术在生产力方面仍无法与传统

发酵和物理-化学方法竞争[85]。为此，基于嗜甲烷

菌生物转化平台，提高生产竞争力应该注重培养

过程优化、菌种改良以及先进嗜甲烷菌生物技术

的开发和应用[86]。 

首先，在嗜甲烷菌培养过程中，除了培养基组

分复杂之外，培养条件对嗜甲烷菌的细胞生长、碳

代谢流、还原力以及能量再生等过程影响显著[35]。

Hu等研究发现[41]，当CH4/O2供应摩尔比为 0.93时，

嗜甲烷菌 M. buryatense 5GB1 的比生长速率提高了

24%，达到 0.287/h。而在此条件下，M. buryatense 

5GB1 胞内的甲烷代谢、磷酸盐吸收以及固氮相关

基因的表达量显著上调，该研究为进一步优化培

养条件，提高甲烷转化效率提供了研究基础。此

外，培养组分价格昂贵也是制约嗜甲烷菌规模化应

用的因素之一。以氮源为例，嗜甲烷菌能够以硝酸

盐、氨等作为氮源。然而，氨是甲烷的竞争性抑制

剂，会抑制 MMO 的活性，导致嗜甲烷菌在以氨为

氮源条件下生长速率明显降低 (倍增时间为 12 h)，

因此，在常规培养条件下嗜甲烷菌以硝酸盐为氮

源。目前，硝酸钠的售价为 200–400 美元/t，而氯

化铵的价格仅为 80–150 美元/t[8,82]。已有研究表

明，嗜甲烷菌可以氯化铵替换硝酸盐为氮源，高

效转化甲烷合成生物乳酸[8]，这为有效降低工业

菌株的氮源成本并提高甲烷转化的经济可行性提
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供了实践基础。值得注意的是，目前已有相关报

道验证嗜甲烷菌可以转化氮气作为辅助氮源进行

代谢和生长[41,87]，如能在此基础上对嗜甲烷菌生

物固氮功能进行深度挖掘，有望进一步降低其生

产应用的成本。当前，关于嗜甲烷菌的固氮作用

及其固氮机理的研究还鲜有报道，下一步需要推

动嗜甲烷菌的固氮作用机制解析以及工程改造利

用的相关研究。 

其次，尽管研究人员在嗜甲烷菌的代谢工程

改造研究中已取得了一些进步，但是基于嗜甲烷

菌广泛可用的工业生物技术仍十分有限，仍缺乏

对嗜甲烷菌生理生化特性、代谢网络及调控机制

的深入认识，例如甲烷单加氧酶的电子受体及活

性调控机制仍不清楚等[8]。研究人员曾尝试将来

源于嗜甲烷菌的 sMMO 和 pMMO 在大肠杆菌或

红球菌 Rhodococcus erythropolis 等不同宿主中表

达，但均未检测到酶活性[88-89]。这主要是由于嗜

甲烷菌 MMO 的结构特异，使其难以在异源宿主

中有效折叠。加之甲烷氧化过程复杂且受到严格

控制，需要保持细胞内甲烷氧化和同化的平衡，

Cu、Fe 等金属离子依赖、电子供体及催化机制不

清楚等因素均导致了 MMO 在非原生宿主中的功

能性表达至今尚未成功，阻碍了非天然嗜甲烷菌

人工细胞的构建[90-91]。下一阶段，通过功能改造

获得在异源宿主体内具有活性的 MMO，将为人

工合成甲烷营养菌提供新的机遇。 

最后，嗜甲烷菌的低代谢活性和低碳源转化

效率是制约甲烷生物催化的最主要因素。现有研

究表明，单一的菌株代谢工程改造并不是实现甲

烷生物转化产业化的捷径。甲烷和氧气的传质限

制也是导致目标产物发酵浓度及产率较低的关键

因素[12]。因此，在嗜甲烷菌研究中，不仅要注重

对菌株培养、生理代谢以及生物技术的探索和创

新，而且需要在嗜甲烷菌发酵工艺设计中有所突

破，开发出适合嗜甲烷工程菌工业应用的甲烷气

体发酵系统，以克服传质限制。针对嗜甲烷菌研

究中面临的问题，通过优化培养体系探索嗜甲烷

菌合成目标产物的最佳培养条件、利用多组学分

析挖掘嗜甲烷菌中高效的基因表达元件和明确代

谢网络 [41]以及采用经济技术分析评估和优化甲

烷合成目标产物的生产工艺等[44]研究尤为必要。

未来，开发高效的分子生物学技术、解析嗜甲烷

菌的生理代谢机制、应用理性的代谢工程改造策

略以及通过生物反应器设计，强化甲烷及氧气从

气相到培养基液相的传质，优化传质、动力学、

细胞生长和目标产品的生产之间的联系，从而建

立先进的气-液发酵工艺等研究对提高甲烷碳源

转化生产率，推动甲烷生物利用产业化至关重要。 
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