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　　摘要：产甲烷菌中甲基辅酶Ｒ还原酶（ＭＣＲ）催化甲烷合成途径中的最后一步，也是甲烷合成途径中速率限制的
一步。ＭＣＲ的活化中心有一必须的辅酶Ｆ４３０。有活性的 ＭＣＲ酶的辅酶 Ｆ４３０活性中心的镍处于 ＋１价态。快速有
效地活化ＭＣＲ对于阐明ＭＣＲ的催化机理和人为控制天然甲烷的合成起到相当重要的作用。然而ＭＣＲ的活化相当
困难，因为辅酶Ｆ４３０的Ｎｉ（Ⅰ）的氧化还原电势极低（＜－６００ｍＶ），很容易被氧化而失活。目前为止，人们还没有找
到体外活化ＭＣＲ的有效方法，但发现Ｈ２和ＣＯ可以在体内活化ＭＣＲ，虽然其活化机理还是一个迷。研究发现，在培

养基中添加钨和硒可以提高Ｈ２活化ＭＣＲ速度８倍和 Ｈ２活化 ＭＣＲ的效率约６５％；添加 ｆｕｍａｒａｔｅ和 ＣＨ３－ＳＣｏＭ使

Ｈ２能够在体外活化ＭＣＲ（为体内ＭＣＲ活化程度的３０％ ～４０％），让 ＣＯ体外活化的 ＭＣＲ更稳定。这都说明 Ｈ２和

ＣＯ活化ＭＣＲ的过程中存在能量耦合反应，正是这种能量耦合反应使得氧化还原电势较高的 Ｈ２（－４２０ｍＶ）和 ＣＯ

（－５２０ｍＶ）能还原氧化还原电势较低的ＭＣＲ的活性中心Ｆ４３０（＜－６００ｍＶ）。
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　　产甲烷菌转化厌氧发酵的产品（如氢气、二氧化碳、甲
醇、甲酸和乙酸）为甲烷［１－２］，同时除去生物氧化代谢过程中

形成的氢气（Ｈ２），从而促进复杂的有机化合物（如木质素，纤
维素等）的降解。因此产甲烷菌在碳循环中发挥着关键的作

用［３］。甲烷生成途径非常复杂，大多数的步骤涉及很多产甲

烷菌新颖独特的辅因子［４－６］。产甲烷菌可以转化各种一碳化

合物为甲烷，底物不同，所用的甲烷生成途径也不同（图１）。
这３种途径只有最后一步催化反应共享，该反应由甲基辅酶
Ｒ 还 原 酶 （ＭＣＲ）催 化。由 于 ＭＣＲ 在 产 甲 烷 菌
Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｅｒｍｏｂａｃｔｅｒｍａｒｂｕｒｇｅｎｓｉｓ细胞内表达量很高（约占细
胞总蛋白量的１０％），ＭＣＲ是第１个被纯化的明确显示参与
甲烷生产途径的酶［７－９］。它催化甲烷生成途径中的最后一

步，同时也是甲烷生成途径中速率限制的一步。因此研究

ＭＣＲ的机理是研究产甲烷菌来人为抑制或加快其甲烷生成
途径的最有效方法。

　　ＭＣＲ是一种含镍的酶，它的催化作用需要产甲烷菌独有
的辅酶Ｆ４３０（镍四吡咯）。ＭＣＲ将甲基辅酶Ｍ（ＣＨ３－ＳＣｏＭ）、
辅酶Ｂ（ＣｏＢＳＨ）转化为甲烷（ＣＨ４）和辅酶Ｍ与辅酶Ｂ的杂

二硫（ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ），如公式（１）所示［１０－１１］。

　　ＣＨ３ －ＳＣｏＭ＋ＣｏＢＳＨ→ＣＨ４ ＋ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ；ΔＧ′＝
－３０ｋＪ／ｍｏｌ。 （１）
　　 ＭＣＲ 的 辅 酶 Ｆ４３０有 很 低 的 氧 化 还 原 电 势
（＜－６００ｍＶ），而其活性状态是还原状态（镍为 ＋１价），细
胞的培养液中只能加入氧化态的镍（＋２价），因此在体内肯
定存在二价镍还原的过程，即ＭＣＲ的活化过程。如果没有添
加强还原剂和辅酶 ＨＳＣｏＭ，以及对细胞进行特殊的处理，裂
解细胞将导致９９％以上的ＭＣＲ失去活性［１２］。由于不能得到

活性蛋白将无法研究其催化机理，因此研究ＭＣＲ活化机理是
研究其催化机理的首要条件。

研究显示在细胞悬浮液中加入 ＭＣＲ的一个底物 ＣＨ３—
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ＳＣＯＭ（或ＨＳＣｏＭ）和柠檬酸钛（Ⅲ）（Ｔｉ（Ⅲ）ｃｉｔｒａｔｅ，氧化还原
电势约－７００ｍＶ），并在破碎细胞前对悬浮细胞进行通Ｈ２处
理可以活化 ＭＣＲ［１３］。Ｈ２／Ｈ

＋的氧化还原电势（Ｅθ）约为
－４２０ｍＶ，这个电势远远高于 ＭＣＲ辅助因子的氧化还原电
势（＜－６００ｍＶ）［９］。氢气是如何活化 ＭＣＲ的，至今还是一
个谜。由于ＣＯ／ＣＯ２的氧化还原电势（－５２０ｍＶ）比 Ｈ２／Ｈ

＋

低，ＣＯ能更快、更有效地还原 ＭＣＲ，而且其重复性好［９］。一

般来说，由于Ｈ２／Ｈ
＋（－４２０ｍＶ）和ＣＯ／ＣＯ２的氧化还原电势

（－５２０ｍＶ）均高于 ＭＣＲ的辅酶 Ｆ４３０的氧化还原电势
（＜－６００ｍＶ），ＣＯ和Ｈ２是不可能还原ＭＣＲ的。

２Ｈ＋＋２ｅ－→Ｈ２；Ｅθ＝－０．４２Ｖ； （２）
ＣＯ２＋２Ｈ

＋＋２ｅ－→ＣＯ；Ｅθ＝－０．５２Ｖ； （３）
ＣＯ２＋２Ｈ

＋＋２ｅ－→ＨＣＯＯＨ；Ｅθ＝－０．４３Ｖ。 （４）
　　在１９８８年，Ｂｏｂｉｋ和 Ｗｏｌｆｅ发现甲烷菌可以利用 ＣＯ２和
Ｈ２合成甲烷，细胞破碎液不能利用 ＣＯ２和 Ｈ２合成甲烷，然
而在细胞破碎液里添加 ＣｏＭＳ－ＳＣｏＢ就可以利用 ＣＯ２和 Ｈ２
合成甲烷，并称这种现象为 ＲＰＧ效应［１４］。后来他们发现在

细胞破碎液里添加ＣＨ３－ＳＣｏＭ、富马酸盐（ｆｕｍａｒａｔｅ）、丝氨酸
也可以使细胞破碎液利用 ＣＯ２和 Ｈ２合成甲烷

［１５－１７］。在

２００８年，Ｔｈａｕｅｒ等首次提出用生物体内生物能量耦合现象来
解释这个谜［１８］。这种能量耦合利用放能过程来推动吸能过

程。随后Ｋａｓｔｅｒ等和Ｃｏｓｔａ等先后证实了这种能量耦合存在
于这种远古的产甲烷菌中，并推测生命的起源可能就是利用

能量耦合而出现的［１９－２０］。Ｋａｓｔｅｒ等发现了在产甲烷菌中
ＭｖｈＡＤＧ／ＨｄｒＡＢＣ复合物能耦合Ｈ２还原铁氧化还原蛋白 Ｆｄ
（氧化还原电势为－４５０～－５００ｍＶ）的吸能反应和 Ｈ２还原
ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ的放能反应［１９］。

由 于 ＭＣＲ 的 辅 酶 Ｆ４３０ 氧 化 还 原 电 势 极 低
（＜－６００ｍＶ），Ｈ２和ＣＯ是如何还原ＭＣＲ的，这里笔者猜测
Ｈ２和ＣＯ还原ＭＣＲ的过程中也存在上述能量耦合反应。本
研究从几个方面证实了这一猜想。

１　材料与方法

１．１　生化试剂、混合气体和产甲烷菌的生长
所有的缓冲溶液、培养基和试剂都订购于阿拉丁试剂

（上海）有限公司，除非额外说明，均买分析纯及以上的纯度。

溶液 都 采 用 超 纯 水 配 制。液 氮、Ｎ２（９９．９８％）、ＣＯ
（９９９９％）、Ｈ２／ＣＯ２（８０％和２０％）和超高纯 Ｈ２（９９．９９９％）
购于江苏淮安瑞丰气体有限公司。还原剂柠檬酸钛（Ⅲ）是
通过在３０％（质量百分比）的 ＴｉＣｌ３溶液里添加柠檬酸钠，并
将ｐＨ值调至７．０配制而成［８］。柠檬酸钛（Ⅲ）的浓度通过甲
基紫 精 滴 定 测 量［８］。 产 甲 烷 菌 Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｅｒｍｏｂａｃｔｅｒ
ｍａｒｂｕｒｇｅｎｓｉｓ（原称 Ｍ．ｔｈｅｒｍｏａｕｔｏｐｈｉｃｕｍｓｔｒａｉｎＭａｒｂｕｒｇ）来自
美国密西根大学ＳｔｅｐｈｅｎＷ．Ｒａｇｓｄａｌｅ实验室。产甲烷菌 Ｍ．
ｍａｒｂｕｒｇｅｎｅｓｉｓ的培养基按照以前的配方配制［８］，需要时在培

养基中添加不同浓度的钨酸钠和硒酸钠来调节培养基中钨和

硒的浓度。产甲烷菌培养于 ６５℃、１０Ｌ发酵罐中，并用
Ｈ２／ＣＯ２（８０％／２０％）作为还原剂和碳源。
１．２　体内活化ＭＣＲ

所有溶液都是在严格厌氧条件下（氧气 ＜１ｍｇ／Ｌ）的无

氧操作台里配制，并在无氧操作台内保存 ７ｄ以上才使用。
厌氧操作台的厌氧通过维持约９．０ｋＰａ的氮气来实现。Ｍ．
ｔｈｅｒｍａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃｓ按照之前发表文章的方法用 Ｈ２／ＣＯ２ 培
养［７］。在回收细胞之前，在发酵罐通Ｈ２３０ｍｉｎ以活化ＭＣＲ。
然后，在无氧条件下离心回收细胞，并将细胞转移到无氧操作

台。在无氧操作台内将细胞重悬于５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ值为
７．６，加入１０ｍｍｏｌ／ＬＨＳＣｏＭ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钛（Ⅲ），并
分装到１５０ｍＬ的无氧血清瓶中［７，２１］。用 ＣＯ或Ｈ２体内活化
ＭＣＲ时，在重悬细胞分装好后，立即在其顶部橡皮封口上通
过针头给血清瓶顶部空间通气（ＣＯ或Ｈ２）１０ｍｉｎ。为了使溶
液中的气体平衡，通气过程中每２ｍｉｎ摇动血清瓶几下。通
气结束后保存血清瓶内约１０．３ｋＰａ的气压。随后每次取样
之前也进行同样的通气操作。每次通气结束后，血清瓶倒置

于无氧操作台内的２５℃的水浴锅内以减少气体流失［８］。通

Ｈ２是在无氧操作台内完成的；出于安全考虑，通 ＣＯ是在无
氧操作台外的通风橱里完成的。为了监测 ＭＣＲ是否被活化
及其活化的程度，于不同时间在无氧操作台内从血清瓶内取

２００μＬ样品于 ＥＰＲ试管中，并在无氧操作台内用液氮迅速
冷冻样品后才移到无氧操作台外的液氮罐中保存以备后续电

子顺磁共振光谱（ＥＰＲ谱分析，ＥＰＲｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）检测。
用甲酸盐（ｆｏｒｍａｔｅ）体内活化 ＭＣＲ时，采用上述相同的

步骤，只是在细胞重悬液中添加不同浓度的 ｆｏｒｍａｔｅ（ｆｏｒｍａｔｅ
的添加并没有改变缓冲液的ｐＨ值）来取代上述通气。
１．３　体外活化ＭＣＲ

在体外活化ＭＣＲ时，使用上述方法培养、回收和在无氧
操作台内重悬细胞，并用 ＪＹ９２－２Ｄ超声波细胞破碎机冰浴
破碎细胞。设置超声功率为２２０Ｗ，超声总时间为１０ｍｉｎ，每
次辐射时间为１０ｓ，间隔时间为３０ｓ。细胞破碎完毕的混合
液用作细胞破碎液。细胞破碎液在无氧操作台内用离心机在

４℃、３５０００ｇ离心３０ｍｉｎ后，取上清液。用Ｈ２或ＣＯ在体外
（细胞破碎液或上清液）活化ＭＣＲ的操作步骤和上述体内活
化ＭＣＲ相同。在检测 ｆｕｍａｒａｔｅ和 ＣＨ３－ＳＣｏＭ对 Ｈ２和 ＣＯ
体外活化 ＭＣＲ的作用时，在细胞破碎液或上清中直接加入
ｆｕｍａｒａｔｅ和ＣＨ３－ＳＣｏＭ到所需浓度。
１．４　甲酸脱氢酶的酶活性测定和ＭＣＲ的ＥＰＲ波谱分析

甲酸脱氢酶的酶活性测定和ＭＣＲ的 ＥＰＲ波谱分析是严
格按照参考文献［９］完成。

２　结果与分析

２．１　金属离子钨和硒能提高氢气活化ＭＣＲ的效果
ＭＣＲ的活化最初是通过在细胞重悬液中通 Ｈ２而实现

的［２２］。２０１３年，笔者研究发现，ＣＯ由于具有更低的氧化还
原电势，能够更有效地活化 ＭＣＲ；然而 ＣＯ２／ＣＯＯＨ有着与
２Ｈ＋／Ｈ２相似的氧化还原电势却不能活化 ＭＣＲ

［９］。在甲烷２
种形式的甲酸脱氢酶中，一种以钼为活性中心，一种以钨为活

性中心，２种甲酸脱氢酶都有硒代半胱氨酸作为金属活性中
的一个配体。然而２０１３年笔者在甲酸钠活化 ＭＣＲ时，培养
甲烷菌的培养基里没有添加钨和硒［９］，本研究检测发现添加

钨和硒能使甲酸活化ＭＣＲ。
为了检测在培养基中添加钨和硒能否提高甲酸脱氢酶的

活性，从而使甲酸能够活化 ＭＣＲ，在培养基中分别添加０．１、
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０．３、０．６、０．９、１．１、１．５、２．０、４．０、６．０μｍｏｌ／Ｌ的钨和硒，回收
细胞之后，通过在细胞重悬液中添加０．１ｍｏｌ／Ｌ或 ０．５ｍｏｌ／Ｌ
的甲酸钠来活化 ＭＣＲ。试验结果显示３０ｈ内 ０．１ｍｏｌ／Ｌ或
０．５ｍｏｌ／Ｌ的甲酸盐并不能活化ＭＣＲ（添加０．６μｍｏｌ／Ｌ钨和
１．１μｍｏｌ／Ｌ硒的试验数据）（图２）。本研究检测添加钨和硒
后甲酸还原酶的活性发现，在培养基中添加不同浓度的钨和

硒并没有提高甲酸还原酶的活性［９］。当用 ＮＡＤＰ＋和甲基紫
精（ＭＶ）作为电子受体时，甲酸还原酶的活性还是分别为３～
４、２～３ｍＵ／ｍｇ。ＣＯ２／ＣＯＯＨ与２Ｈ

＋／Ｈ２虽然有相似的氧化
还原电势，但是Ｍ．ｍａｒｂｕｒｇｅｎｅｓｉｓ体内氢化酶的活性是甲酸还
原酶的２００００倍［９］。因此甲酸不能活化ＭＣＲ很有可能是由
于Ｍ．ｍａｒｂｕｒｇｅｎｅｓｉｓ体内甲酸还原酶的活性太低。

　　研究发现，添加钨和硒虽然不能使甲酸盐活化 ＭＣＲ，却
能提高Ｈ２活化ＭＣＲ的效果约６５％，加快Ｈ２活化ＭＣＲ的速
度８倍（７２ｍｉｎ和８ｍｉｎ），并且使得 Ｈ２活化 ＭＣＲ没有了滞
后期。钨和硒能如此有效地提高 Ｈ２活化 ＭＣＲ的效果确实
令人惊讶。然而Ｔｈａｕｅｒ等发现，甲烷合成途径中由甲酰基甲
基呋喃脱氢酶催化的ＣＯ２和Ｈ２合成甲酰基甲基呋喃的吸能
反应和由异二硫还原酶催化的异二硫 ＣｏＭＳ－ＳＣｏＢ和 Ｈ２合
成 ＳＨＣｏＭ和 ＣｏＢＳＨ的放能反应通过能量耦合完成（图
３）［１８］。由于甲酰基甲基呋喃脱氢酶在甲烷菌种也有２种形
式的酶，分别以钼和硒或钨和硒为活化中心（图４）。因此添
加钨和硒很有可能大大提高了甲酰基甲基呋喃脱氢酶（催化

甲烷合成途径的第１步反应）的活性，从而加快了以氢化酶

为媒介的由甲酰基甲基呋喃脱氢酶催化的吸能反应和由异二

硫还原酶催化的放能反应之间的能量耦合反应，证实了能量

耦合反应存在于Ｈ２活化ＭＣＲ的吸能过程中。
　　在 Ｍ．ｍａｒｂｕｒｇｅｎｅｓｉｓ的细胞破碎液中添加 ＣＨ３－ＳＣｏＭ、
ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ使得其细胞可缓慢利用ＣＯ２合成甲烷

［１５，１７］。这

一现象被称为ＲＰＧ效应，其实质是ＣＨ３－ＳＣｏＭ、ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ
的加入使得甲酰基甲基呋喃脱氢酶催化的吸能反应和由异二

硫还原酶催化的放能反应之间的能量耦合反应成为可能［１４］。

后来发现在 Ｍ．ｍａｒｂｕｒｇｅｎｅｓｉｓ的细胞破碎液中添加 ｆｕｍａｒａｔｅ
和丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ）也可以使细胞缓慢地利用 ＣＯ２合成甲烷，
而且证实这也是能量耦合反应的结果［１５］。Ｋａｓｔｅｒ等发现甲
烷合成途径中由甲酰基甲基呋喃脱氢酶催化的 ＣＯ２和 Ｈ２合
成甲基呋喃和水的吸能反应和由异二硫还原酶催化的异二硫

ＣｏＭＳ－ＳＣｏＢ和Ｈ２合成ＣｏＭＳＨ和ＣｏＢＳＨ的放能反应通过能
量耦合完成［１９］。而且只有ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ存在的条件下Ｈ２才
能还原铁氧化还原蛋白。因此推测类似于 ＲＰＧ效应的能量
耦合反应存在于Ｈ２活化ＭＣＲ的吸能过程中。
　　图３引自文献［１９］。短横线部分显示氢化酶（ＭｖｈＡＤＧ）
通过铁氧化还原蛋白（Ｆｄ）能量耦合由甲酰基甲基呋喃脱氢
酶催化的甲烷合成途径的第１步。
２．２　ＣＨ３－ＳＣｏＭ，ｆｕｍａｒａｔｅ使Ｈ２能在体外活化ＭＣＲ

就像细胞破碎液在没有添加可以进行能量耦合反应的小

分子时不能利用ＣＯ２合成甲烷一样，Ｈ２也不能在细胞破碎液
或上清中活化ＭＣＲ。为了证实类似于 ＲＰＧ效应的能量耦合
反应是否存在于Ｈ２活化ＭＣＲ的吸能过程中，在细胞破碎液
或上清中添加 ｆｕｍａｒａｔｅ或 ＣＨ３－ＳＣｏＭ。由于金属离子钨和
硒能提高氢气活化ＭＣＲ的效果，在此试验过程中，细胞培养
时其培养基中添加了０．６μｍｏｌ／Ｌ钨和１．１μｍｏｌ／Ｌ硒。本研
究发现，在细胞破碎液中添加 １０ｍｍｏｌ／Ｌｆｕｍａｒａｔｅ和
１０ｍｍｏｌ／ＬＣＨ３－ＳＣｏＭ时，能使 Ｈ２在细胞破碎液中活化
ＭＣＲ，其ＭＣＲ的活化程度分别为体内活化的４８％、３４％；在
上清中添加 １０ｍｍｏｌ／Ｌｆｕｍａｒａｔｅ和 １０ｍｍｏｌ／ＬＣＨ３－ＳＣｏＭ
时，也能使Ｈ２在上清中活化 ＭＣＲ，其 ＭＣＲ的活化程度分别
为体内活化的２９％、２７％（图５）。
２．３　ＣＨ３－ＳＣｏＭ、ｆｕｍａｒａｔｅ使ＣＯ体外活化的ＭＣＲｒｅｄ１更稳定

不像Ｈ２、ＣＯ能在体外活化 ＭＣＲ。ＣＯ在细胞破碎液和
上清中活化ＭＣＲ的程度分别为体内活化的４１％、１６％，然而
ＣＯ体外活化的ＭＣＲ不稳定，４ｈ后活化的ＭＣＲ开始失活，但
是细胞 破碎 液或上清 中 添 加 １０ｍｍｏｌ／Ｌｆｕｍａｒａｔｅ和
１０ｍｍｏｌ／ＬＣＨ３－ＳＣｏＭ可以使得体外 ＣＯ活化的 ＭＣＲ更稳
定，２０小时左右未见ＭＣＲ失活（图６）。

３　结论与讨论

建立一种有效活化ＭＣＲ的方法对研究甲烷天然合成机
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理相当关键，因为ＭＣＲ催化甲烷是天然合成途径中速率限制
的一步［８］。目前为止，ＭＣＲ的活化只能通过体内 Ｈ２或 ＣＯ
活化完成，因为ＣＯ／ＣＯ２有着更低的氧化还原电势，其活化效
果优于Ｈ２。然而理论上来说，Ｈ２和ＣＯ都不能活化ＭＣＲ，因
为两者的标准氧化还原电势都高于 ＭＣＲ辅酶 Ｆ４３０中心的
Ｎｉ（Ⅰ）的标准氧化还原电势。

本研究发现，在培养基添加钨和硒可以加快 Ｈ２活化
ＭＣＲ的速度８倍，提高Ｈ２活化ＭＣＲ的效率约６５％。经过分
析发现，钨和硒的加入很有可能提高了甲酰基甲基呋喃脱氢

酶酶活性，因而提高了以氢化酶为媒介的由甲酰基甲基呋喃

脱氢酶催化的吸能反应和由异二硫还原酶催化的放能反应之

间的能量耦合反应，证实了能量耦合反应存在于 Ｈ２活化
ＭＣＲ的吸能过程中。

产甲烷菌可以还原ＣＯ２合成甲烷，然而人们发现其细胞
破碎液只有在添加 ＣＨ３－ＳＣｏＭ、ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ、ｆｕｍａｒａｔｅ等小
分子时才能还原ＣＯ２合成甲烷，这一现象在当地被称为 ＲＰＧ
效应［２３－２４］。后来人们发现这种 ＲＰＧ效应是因为 ＣＨ３—
ＳＣｏＭ、ＣｏＢＳ－ＳＣｏＭ、ｆｕｍａｒａｔｅ等小分子的加入使得甲酰基甲
基呋喃脱氢酶催化的吸能反应和由异二硫还原酶催化的放能

反应之间的能量耦合反应成为可能，才使得甲烷合成途径得

以进行［１９，２５－２６］。这种 ＲＰＧ效应与 Ｈ２活化 ＭＣＲ非常相似，
Ｈ２可以在体内活化 ＭＣＲ，而不能再体外活化 ＭＣＲ。为了证
实ＲＰＧ效应的这种能量耦合是否也存在于 Ｈ２或 ＣＯ活化
ＭＣＲ的过程中，本研究在体外活化ＭＣＲ时添加了ＣＨ３—ＳｏＭ
或ｆｕｍａｒａｔｅ，结果发现体外活化 ＭＣＲ时添加了 ＣＨ３—ＳｏＭ或
ｆｕｍａｒａｔｅ使Ｈ２能够在体外活化 ＭＣＲ（为体内活化 ＭＣＲ的
３０％～４０％），让ＣＯ体外活化的ＭＣＲ更稳定。这都说明 Ｈ２

和ＣＯ活化ＭＣＲ的过程中存在能量耦合反应，正是这种能量
耦合反应使得氧化还原电势较高的 Ｈ２（－４２０ｍＶ）和 ＣＯ
（－５２０ｍＶ）能还原氧化还原电势较低的 ＭＣＲ的活性中心
Ｆ４３０（＜－６００ｍＶ）。
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ｅｌｅｃｔｒｏｎ－ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｆｌａｖｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｎａｅｒｏｂｉｃｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００８，１９０（３）：７８４－７９１．

［２６］ＬｉＦＬ，ＨｉｎｄｅｒｂｅｒｇｅｒＪ，ＳｅｅｄｏｒｆＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｕｐｌｅｄｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎａｎｄ
ｃｒｏｔｏｎｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅａ（ＣｏＡ）ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈＮＡＤＨｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅ
ｂｕｔｙｒｙｌ－ＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ／ＥｔｆｃｏｍｐｌｅｘｆｒｏｍＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｋｌｕｙｖｅｒｉ
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家禽羽毛降解菌 ＷＹＭ３９的分离鉴定及其产酶特性
文冰洁，李晓霞，柯　欣，兰新慧，贾良辉，颜　华

（西北农林科技大学生命科学学院，陕西杨凌７１２１００）

　　摘要：为了丰富角蛋白降解的菌株资源，获得生长快速、产酶量高、具应用潜力的菌株，以鸡羽毛角蛋白为唯一碳
氮源配制分离培养基，从１处鸡圈采集土样，经过初筛和复筛获得１株能高效降解羽毛的优势菌株，经形态观察、生理
生化试验及１６ＳｒＤＮＡ分析，确定这株菌属于链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）。菌株粗酶液的酶学特性试验结果表明，当反应
体系中的Ｃａ２＋浓度达到５０μｍｏｌ／ｍＬ或蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ（ｐｈｅｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ）为１ｍｍｏｌ／ｍＬ时，粗酶液的活
性被明显抑制，表明该酶属于丝氨酸蛋白酶。该酶的最适反应温度为６０℃，且经６０℃处理３０ｍｉｎ后仍有８９％的残
留活性，表明其有在高温下应用的潜力。

　　关键词：家禽；羽毛；降解菌；链霉菌；分离鉴定；产酶角蛋白酶；残留活性
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）２３－０３３３－０５

收稿日期：２０１８－０３－１６
基金项目：陕西省农业科技创新与攻关项目（编号：２０１５ＮＹ０６６）。
作者简介：文冰洁（１９９４—），女，湖南桑植人，硕士，主要从事微生物
分离鉴定及微生物分子遗传研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｂｊｘｆｓｈ＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ。

通信作者：颜　华，博士，副教授，主要从事微生物资源开发与利用方
面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｈ９９＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　随着现代社会家禽消费量的不断增加，家禽加工厂的副
产品———羽毛也在快速积累［１］。羽毛占成熟家禽活体质量

的５％～７％［２］。一般家禽羽毛会被倾倒，被填埋或焚烧，造

成土壤、水和空气的巨大污染，羽毛的积累不仅导致环境污

染，也是羽毛资源的浪费［３］。羽毛的主要成分是角蛋白［４］，

角蛋白富含二硫键［５］和疏水侧链，使羽毛坚韧而耐化学腐

蚀［６］。传统的降解羽毛的方法，如碱水解法和蒸汽高温高压

水解法，不仅会破坏产物中的氨基酸［７］，同时消耗大量能量、

造成成本高等问题［８］。由于环保意识的增强，生物降解羽毛

的方法越来越受到人们的关注［９］。角蛋白不能被常见的蛋

白水解酶如胰蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶等降解，但很容

易被微生物产生的角蛋白酶水解［１０］。细菌、放线菌、真菌等

都可以产生角蛋白酶［１１］，以丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶为

主，在较宽的温度范围和 ｐＨ值范围内具有活性［１２］。角蛋白

酶作为特殊的酶，不仅可以用于饲料和肥料产业，还可扩展到

洗涤剂产业、皮革工业和医药行业［４］。此外，角蛋白酶能灭

活朊病毒，在此方面有应用潜力［１３］。为了丰富角蛋白降解的

菌株资源，提供生长快速、产酶量高、具应用潜力的菌株，同时

拓展角蛋白酶的获得来源，为发现更高效的角蛋白酶奠定基
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