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摘要 甲醇是绿色生物制造的新一代非粮可再生原料, 具有来源丰富、价格低廉、能量密度高等优势. 甲醇芽孢

杆菌(Bacillus methanolicus)是一种革兰氏阳性、嗜热的兼性甲基营养细菌, 通过烟酰胺腺嘌呤双核苷酸(nicotina-
mide adenine dinucleotide, NAD)依赖型甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase, Mdh)和核酮糖单磷酸循环(ribulose
monophosphate, RuMP)同化甲醇, 能够在50℃~55℃条件下利用甲醇快速生长并合成包括L-谷氨酸和L-赖氨酸在

内的多种高附加值产品, 是下一代工业生物技术的新型底盘. B. methanolicus模式菌株MGA3的基因组、转录

组、蛋白组和代谢组等组学信息已被解析, 为了解其遗传代谢特征, 进行代谢工程改造奠定基础. 但是, 相比于

大肠杆菌等模式微生物底盘, B. methanolicus的基因编辑和调控使能技术较为落后. 本文总结了B. methanolicus的
遗传和生理特征、可用的基因表达元件和工具, 以及生物合成应用进展, 讨论亟需突破的研究方向, 展望了B.
methanolicus在工业生物技术中的应用前景.
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利用生物技术生产燃料和化学品替代石油衍生产

品,能够显著降低碳排放, 助力工业生产向低碳转型
[1].

但目前工业生物制造主要使用来自农作物的糖质原料

作为碳源, 存在“与人争地、争粮”的潜在风险. 开发使

用一碳底物等非粮原料进行化学品生物制造的可能性

引起科研界和产业界的广泛兴趣
[2]. 甲醇是煤炭化

工、页岩气化工和工农业废弃物气化的初级平台产

品, CO2氢化或电还原制备甲醇的工艺也日渐成熟
[3].

近年来我国甲醇产能持续增长, 已超8300万吨/年, 占

国际总量59%[4]. 从工农业废弃物和CO2生产甲醇使得

其具有可再生资源的属性
[5]. 此外, 甲醇的生产不受季

节变化和天气条件的影响, 这与大多数农业来源的原

料形成鲜明对比, 是非常重要的优势. 甲醇的平均还

原度高于葡萄糖等底物, 这意味着它具有更高的能量

密度, 可以提高生物合成的转化率
[6]. 最后, 由于甲醇

易挥发, 发酵产物中残留的甲醇可以很容易地从产品

中去除, 这对于降低生物产品下游加工成本至关重

要
[6,7]. 这些特点使得甲醇成为生物制造中粮食原料的

理想替代. 研究甲醇生物转化技术, 发展基于甲醇的生

物制造产业, 将成为解决生物制造原料供应瓶颈的突
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破口
[2].
目前生物制造常用的工业微生物底盘, 如大肠杆

菌(Escherichia coli)、谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium
glutamicum)和酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)等,
具有清晰的遗传背景, 成熟的基因编辑等使能技术等

优势, 已广泛用于众多生物燃料、材料、化学品的生

物制造. 但是, 这些工业微生物底盘不能利用甲醇作

为碳源. 虽然经过代谢改造和适应性进化, 研究者已

经成功构建获得人工甲基营养菌株
[8~10]. 然而, 甲醇同

化途径的引入增加非天然甲基营养菌株代谢负荷, 造

成甲醇利用速度慢, 生物合成效率较低, 不能满足工

业需求
[11]. 此外, 这些常用的工业微生物底盘的最适

生长温度是30℃~37℃, 具有较高的发酵污染风险和

温控成本. 甲醇芽孢杆菌(Bacillus methanolicus)是一

种天然甲基营养细菌, 能够在50℃下高效利用甲醇进

行生长
[12], 是甲醇生物转化的理想底盘.

“下一代工业生物技术”是一种高效率生物制造技

术, 其核心是利用生长环境或原料特殊的极端微生物

作为底盘细胞, 建立开放、无灭菌的连续发酵生产体

系, 具有能耗低、生产效率高等优势
[13]. 目前应用开

发比较成熟的下一代工业生物技术微生物底盘是嗜盐

微生物盐单胞菌(Halomonas). 其可以在开放的、未灭

菌的条件下进行生物合成, 甚至利用海水培养基进行

连续开放发酵, 积累聚羟基脂肪酸酯 (polyhydroxyalk-
anoates, PHA) 等生物基产品

[13]. B. methanolicus同样

具有下一代工业生物技术所需微生物底盘的许多特

征. 首先, 它是一种嗜热微生物, 能够耐受50℃以上高

温; 其次, 它也能够适应低成本的海水培养基, 生长速

度和生物量与使用去离子水制备的培养基相当; 最后,
它能够高效利用甲醇作为唯一碳源进行物质合成

[14].
随着近年来在遗传特征分析、遗传工具开发以及代谢

工程改造等方面的研究不断深入和拓展
[15~17] , B .

methanolicus将在甲醇生物代谢与转化研究中发挥关

键作用, 成为甲醇生物经济和下一代工业生物技术的

重要微生物底盘.

1 甲醇芽孢杆菌的发现与特性

B. methanolicus是一种能够利用甲醇等一碳化合

物作为唯一碳源和能源进行生长的甲基营养细菌
[18].

B. methanolicus菌株主要分离自土壤、废水处理系统

和火山温泉样品中, 细胞呈杆状, 可形成椭圆形的内

生孢子, 但在50℃以上温度下, 其孢子萌发能力较

差
[12]. 1974年, Snedecor等人

[19]
首次报道能够利用甲

醇为唯一碳源生长的混合培养物, 随后的十几年内更

多甲基营养细菌被分离出来
[20~22]. 其中一些菌株最初

被归类为短芽孢杆菌(Bacillus brevis), 到1992年被重

新归类为B. methanolicus[14]. B. methanolicus是一种兼

性甲基营养细菌, 除了利用甲醇外, 还能利用数量有限

的替代碳源 , 包括甘露醇、葡萄糖和阿拉伯醇

等
[12,23,24]. B. methanolicus利用甘露醇和甲醇的生长速

率较快, 但利用葡萄糖和阿拉伯醇生长较慢
[12,23,24]. B.

methanolicus对甲醇的耐受是诱导型的, 需要首先在低

浓度的甲醇中进行预培养
[25].模式菌株B. methanolicus

MGA3在含有甲醇的最低限度维生素培养基(minimal
vitamin, MV)中的最大生长速率为0.48/h, 在补充

0.5 g/L酵母粉时则达到0.8/h; 但在37℃时, 其最大生

长速率仅为50℃时的一半
[12]. 除了温度, 初始甲醇浓

度也是影响菌体生长的因素之一. 在Bozdag等人
[26]

的

研究中, 当甲醇浓度为10~25 mmol/L时, MGA3菌株的

生长速率达到最大值, 约为0.65/h, 而当甲醇浓度超过

25 mmol/L时, 生长速率随着甲醇浓度升高而下降, 在

2 mol/L时降至0.23/h[26]. 而相同条件下, MGA3菌株利

用甘露醇和葡萄糖的生长速率则不受底物浓度影响,
分别为0.53/h和0.34/h[26]. MGA3菌株在含有0.048 g/L
酵母粉的MV培养基中利用阿拉伯醇的生长速率为

0.15/h,相同条件下利用甲醇和甘露醇的生长速率分别

为0.46/h 和0.36/h[24].
除能够利用甲醇, B. methanolicus还是一种嗜热的

革兰氏阳性需氧细菌, 能够在35℃~60℃的温度下生

长, 但最适生长温度为50℃~55℃. 高温培养在生物生

产过程中往往是有利的. 首先, 由于甲醇本身的毒性以

及能够利用甲醇的微生物较少, 结合高温培养条件能

够大大降低发酵污染风险
[27], 从而减少因控制污染带

来的高额成本和环境负担. 其次, 微生物的代谢活动

不断产生热量, 为将发酵系统控制在最适生长温度范

围内 , 需要用冷却水降温 . 因此 , 与中温条件

(30℃~37℃)相比, 较高的生长温度使得需要使用的冷

却水显著减少, 从而降低相关成本
[28,29]. 另外, 高温能

够提高生物过程部分酶的催化活性从而提高生物转化

效率, 大大缩短发酵时间
[18,30,31]. 基于这些优势, B.

methanolicus成为有机一碳化合物的生物代谢和转化
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研究中非常重要的一种底盘宿主.
1992年, Arfman等人

[14]
分离出菌株B. methanoli-

cus PB1, 其作为模式菌株被英国工业、食品与海洋细

菌保藏中心(National Collection of Industrial, Food and
Marine Bacteria, NCIMB)保藏(NCIMB 13113). 该菌株

能够在100%海水的甲醇培养基中生长, 表现出与在去

离子水培养基中相似的生物量和生长速率
[32]. 研究发

现, 大多数B. methanolicus可以在2%的氯化钠中生长,
但不能在5%的氯化钠中生长

[14,32]. B. methanolicus代
谢利用甲醇、耐高温、适应低成本海水基质的这些特

征, 使其成为下一代工业生物技术新型底盘的重要候

选者(图1).

2 甲醇芽孢杆菌的遗传特性

MGA3(ATCC 53907)和PB1(NCIMB 13113)菌株

作为模式菌株受到广泛研究, 二者的基因组、转录

组、蛋白组和代谢组等组学信息的解析为B. methano-
licus的甲醇代谢机制研究和代谢工程改造提供重要基

础
[15~17,33]. MGA3和PB1菌株的基因组大小为3.4 Mb,

GC含量分别为38.5%和39.0%. MGA3菌株含有两个大

小分别为69 kb和19 kb的质粒pBM69和pBM19, 而PB1
菌株只含有一个大小为20 kb的质粒pBM20. pBM19和
pBM20分别编码与甲醇代谢相关的甲醇脱氢酶

(methanol dehydrogenase, Mdh)基因mdh和核酮糖单磷

酸(ribulose monophosphate, RuMP)循环途径基因, 而

pM69编码许多未知功能蛋白
[25,34]. 去除pBM19的

MGA3菌株不能利用甲醇生长, 但在甘露醇中的生长

速率明显加快
[18], 目前还不清楚pBM20对PB1菌株的

甲基营养生长是否是必需的. 除磷酸核酮糖3-差向异

构酶(ribulose-phosphate 3-epimerase, Rpe)基因外,
pBM19和pBM20携带的基因都具有同源性, 但pBM20
的磷酸果糖激酶(6-phosphofructokinase, Pfk)基因, 由

于两个核苷酸插入引起移码突变以及伴随形成终止密

码子而失去功能, 因此PB-1菌株需要招募染色体上的

pfk基因补充RuMP途径所需的Pfk活性
[15]. Mdh催化甲

醇氧化是B. methanolicus代谢甲醇的第一步, mdh基因

最初是从B. methanolicus C1中克隆和鉴定的
[35]. 在

MGA3和PB1菌株中, 除质粒上携带的mdh基因外, 还

有两个染色体基因拷贝
[15]. MGA3菌株染色体上的

mdh2和mdh3基因编码的蛋白之间有96%的同源性, 与

pBM19上mdh编码的蛋白的同源性分别为61%和62%.
菌株PB1质粒上mdh基因编码的Mdh与其染色体编码

的两个Mdh分别有92%和59%的同源性, 与pBM19编
码的Mdh有93%的同源性

[15]. Mdh全长约385个氨基酸,
其氨基酸序列与烟酰胺腺嘌呤双核苷酸(nicotinamide
adenine dinucleotide, NAD) 依赖的Ⅲ型醇脱氢酶相似,
不同于Ⅰ型长链含锌酶和Ⅱ型短链缺锌酶. Mdh催化

活性需要一种Nudix水解酶家族的激活蛋白(activator
protein, Act), 它通过参与释放结合的NAD(H)辅因子

发挥作用
[36~38]. Mdh是十聚体蛋白, 其亚基分子量约

为43 kD, 每个亚基包含一个非共价但紧密结合的

NAD(H)辅因子、一个锌原子和一个或两个镁原子
[39].

加入纯化的Act蛋白可以使体外Mdh活性提高约40
倍

[38]. 在甲醇或者甘露醇营养条件下, MGA3细胞都维

持较高的mdh转录水平
[25], Mdh可占细胞总蛋白的

30%[40], 这意味着B. methanolicus在不同的营养条件下

保持着较高的氧化甲醇的能力.
甲醇在Mdh的氧化作用下转化为甲醛, 后者可通

过四氢叶酸(tetrahydrofolate, THF)线性异化途径或者

RuMP环化异化途径代谢 (图2)[41,42]. 13C标记实验证明

MGA3菌株将甲醛氧化为CO2的线性异化途径
[43]. 在B.

methanolicus基因组中未发现甲醛脱氢酶基因, 但鉴定

到甲酸脱氢酶(formate dehydrogenase, Fdh)基因及其

辅助蛋白基因, 双功能亚甲基四氢叶酸脱氢酶/亚甲基

四氢叶酸环水解酶(5,10-methylene-tetrahydrofolate de-
hydrogenase/5,10-methenyltetrahydrofolate cyclohydro-
lase, FolD)基因以及甲酸四氢叶酸连接酶(formate-
tetrahydrofolate ligase, Fhs)基因(图2)[15]. 该途径广泛

地分布在甲基营养细菌中, 除缓解甲醛毒性和产生能

量外, 还为细胞中的生物合成反应提供重要的一碳单

位
[44].
在RuMP途径中(图2), 甲醛首先与5-磷酸核酮糖

(ribulose-5- phosphate, Ru5P)在3-己糖-6-磷酸合成酶

(3-hexulose-6-phosphate synthase, Hps)的作用下缩合

形成6-磷酸己酮糖(hexulose-6-phosphate, H6P). 随后,
H6P在6-磷酸-3-己糖异构酶(6-phospho-3-hexuloisome-
rase, Phi)的催化下进一步转化为6-磷酸果糖(fructose-
6-phosphate, F6P). F6P在磷酸果糖激酶(6-phosphofruc-
tokinase, Pfk)作用下转化为果糖-1,6-二磷酸(fructose-
1,6-bisphosphate, FBP), 消耗一分子腺苷三磷酸(adeno-
sine triphosphate, ATP). FBP通过果糖-1,6-二磷酸醛缩
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酶(fructosebisphosphate aldolase, Fba)裂解产生甘油醛-
3-磷酸(glyceraldehyde-3-phosphate, GAP) 和磷酸二羟

丙酮(dihydroxyacetone phosphate, DHAP). DHAP可通

过糖酵解转化为丙酮酸, 生成一分子NAD(P)H和两分

子ATP, 为细胞生命活动提供能量. GAP则通过再生途

径重新产生Ru5P:在转酮酶(transketolase, Tkt)催化下,
GAP与F6P反应生成5-磷酸木酮糖(xylulose-5-phos-
phate, Xu5P) 和4-磷酸赤藓糖(erythrose-4-phosphate,
E4P); E4P和DHAP在Fba作用下反应生产景天庚酮糖-
1,7-二磷酸(sedoheptulose-1,7-bisphosphate, S-1,7-dP),

图 2 B. methanolicus甲醇代谢示意图. MTHF, 亚甲基四氢叶酸; MeTHF, 甲基四氢叶酸; FTHF, 甲酸四氢叶酸
Figure 2 Schematic diagram of methanol metabolism pathway in B. methanolicus. MTHF, methylene tetrahydrofolate; MeTHF, methenyl
tetrahydrofolate; FTHF, formate tetrahydrofolate

图 1 甲醇芽孢杆菌作为生物制造底盘的优势
Figure 1 Advantages of Bacillus methanolicus as a biomanufacturing chassis
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S -1 , 7 - dP在双功能果糖二磷酸酶 /七糖二磷酸酶

(bifunctional fructose bisphosphatase/sedoheptulose bi-
sphosphatase, GlpX)作用下生成7-磷酸景天庚酮糖(se-
doheptulose-7-phosphate, S7P); S7P和GAP在醛缩酶的

作用下生成Xu5P和5-磷酸核糖(ribose-5-phosphate,
Ri5P). Xu5P和Ri5P分别在Rpe和5-磷酸核糖异构酶(ri-
bose-5-phosphate isomerase, Rpi)的作用下再生Ru5P.
由于RuMP途径中GlpX催化的反应是放能的, 为Ru5P
的再生提供驱动力, 所以RuMP途径具有较高的甲醛

同化效率
[45].

非标记定量蛋白质组学分析显示, MGA3在不同

温度(50℃和37℃)和不同碳源(甲醇和甘露醇)上生长

时, 在检测的1000个蛋白质中, 分别有203和109个表达

水平存在显著差异
[33]. 在生长温度比较中, 参与氨基

酸代谢(29%)、辅因子/维生素代谢(20%)和脂肪代谢

(11%)的蛋白质占显著差异蛋白质的一半以上; 而在碳

源比较中, 差异蛋白主要参与中心代谢(33%)、氨基酸

代谢(18%)和辅因子/维生素代谢(10%). 在甲醇上生长

时, 除5-磷酸核糖异构酶Rpi外, RuMP循环途径蛋白表

达上调. 此外, 在质粒和染色体上同时具有编码基因

时, 只有质粒基因编码的蛋白表达上调, 这和转录组

分析结果相符
[25], 说明pBM19携带基因对甲醇代谢的

重要性. pBM19和染色体编码的一些同功酶也表现出

酶学性质上的差异, 例如染色体编码的二磷酸酶GlpXC

是果糖-1,6-二磷酸酶,而pBM19编码的GlpXP
主要作为

七糖二磷酸酶发挥作用
[46]. 令人意外的是, 甲醛线性

异化途径的蛋白在菌株利用甲醇生长时没有上调, 而

该途径被认为对于在甲醇上生长过程中的能量产生和

甲醛解毒非常重要
[47]. 在代谢水平上, 不同生长速率

下, B. methanolicus甲醇代谢产生的大部分胞内代谢

物没有明显差异, 只有柠檬酸和磷酸烯醇式丙酮酸在

低生长速率时处于较高水平
[25]. 而无论培养条件如何,

FBP是B. methanolicus甲醇代谢最丰富的代谢物
[25]. 基

因组、转录组、蛋白组和代谢组的变化可能有助于阐

明促进或抑制生物合成步骤的因素, 深化对细胞代谢

的理解, 为代谢工程提供菌株改良的思路.

3 甲醇芽孢杆菌的基因工具发展

为充分发挥B. methanolicus在工业生物技术中的

潜在应用价值, 研究者致力于开发可用于该底盘的代

谢重编程工具方法. 首先, 有效的转化方法是进行代

谢重编程的先决条件. 已报道的B. methanolicus的外

源DNA转化方法包括原生质体法和电穿孔法. 原生质

体法转化效率约为105 cfu/μg DNA, 与许多革兰氏阳

性细菌的转化效率相当, 但原生质体的制备十分繁琐,
难度较大

[48]. Jakobsen等人
[25,49]

开发电穿孔方法, 虽然

转化效率仅有103~104 cfu/μg DNA, 但这是目前B.
methanolicus中最常用的转化方法. 值得注意的是, B.
methanolicus编码一种限制性内切酶BmeTI, 与BclI识
别相同的序列(5′-TGATCA-3′). 菌株本身DNA的该位

点被甲基化酶修饰为TGm6ATCA, 从而免受BmeTI限
制性内切酶切

[50]. 因此, 通过使用缺乏BmeTI限制位点

的质粒或者在外源DNA上引入甲基化修饰可以增加

成功转化的概率
[48].

适用于B. methanolicus的质粒必须能够在高温条

件下复制 , 它们的复制起点一般包括 : pUB110,
pTHT15, pTA1060和pBS72等[51]. 目前已经报道不同

来源的用于B. methanolicus的质粒载体, 例如E. coli-
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)穿梭载体pHCMC04,
pEN1和pHP13[48,52], E. coli-嗜热脂肪芽孢杆菌(Bacillus
stearothermophilus)穿梭载体pNW33N[53], 以及E. coli-
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)穿梭载体

pUB110S[54]等都被证明能够在B. methanolicus MGA3
菌株中复制. pHP13衍生的质粒pTH1mp和pHCMC04
衍生的质粒pBV2mp分别采用滚环式和θ型复制, 因此

可以在B. methanolicus中兼容
[54]. 在质粒拷贝数方面,

pUB110和pNW33N分别属于高拷贝和中拷贝质粒, 而

pHCMC04和pHP13为低拷贝质粒
[54]. 此外, 以pUC18

为骨架 , 插入可能含有染色体复制起点(pmr-1)和
pBM19复制起点的DNA片段构建的穿梭载体pDQ507
和pDQ508被证明能够在B. methanolicus稳定存在(表
1)[48].

启动子是宿主有效表达异源蛋白所必需的元件.
使用来自质粒pBM19的可诱导的mdh基因启动子可使

目标基因在B. methanolicus MGA3中的表达水平提高

2~5倍[46,55,56]. 一种巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)
来源的木糖诱导启动子PxylA被证明能够在B. methano-
licus中起作用, 并具备严谨性和剂量效应

[54,57]. 由于B.
methanolicus不具有木糖利用途径, 因此不存在宿主对

诱导剂的代谢问题. Irla等人通过转录组测序 分析鉴

定到一个B. methanolicus内源的甘露醇诱导启动子
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PmtlR, 并通过–35区优化实现对基因的可控表达
[54]. 然

而, 相比于其他常用微生物底盘, B. methanolicus的基

因表达调控元件仍然相对匮乏. MGA3菌株转录组分

析揭示其内源启动子和核糖体结合位点(ribosome
binding site, RBS)的序列特征

[16].其中,启动子–10区保

守序列为TAtaaT(大写字母代表序列保守性较高的序

列), –35区为ttgana (序列保守性较低), 二者平均距离

为16.6 bp, –10区到转录起始位点的平均距离为6.7 bp.
RBS的保守序列为aGGaGg, 到起始密码子的平均距离

为7.4 bp. 研究者基于转录数据挖掘到一个赖氨酸核糖

开关, 并成功用于基因表达调控; 同时, 还预测和验证

10个不同强度的内源启动子, 为B. methanolicus的基因

表达调控提供新的工具
[58]. 未来, 根据这些已报道的

特征挖掘更多不同表达强度的内源启动子, 或者通过

人工设计等方法构建人工启动子文库有望解决B .
methanolicus基因表达调控元件不足的问题.

抗生素抗性基因和营养缺陷型是构建重组细胞最

常用的选择标记, 目前仅报道抗生素抗性标记在B.
methanolicus中的应用. 对于抗生素抗性标记, 需要考

虑抗生素和抗药性机制的高温适用性
[59]. 通过定向进

化或者高温筛选获得的耐受高温的抗生素抗性基因已

被报道
[60,61]. 除氨苄青霉素在72℃下的半衰期仅为

3.3 h, 卡那霉素、新霉素、氯霉素和红霉素等几种抗

生素在高温下都足够稳定
[59], 其中新霉素、氯霉素和

红霉素抗性标记在B. methanolicus中均被报道使用
[48].

随着宏基因组学和极端环境微生物的不断勘探, 新的

耐热抗生素和抗生素抗性基因将不断出现, 以满足嗜

热微生物的重组细胞转化子筛选的需求
[62,63].

报告蛋白对于测试、开发和改进细菌表达系统非

常重要. 由于生长温度较高, 许多用于其他细菌的传统

报告蛋白在B. methanolicus中无法使用或者效果不佳.
绿色荧光蛋白GFPuv被证明在B. methanolicus MGA3
菌株中是有效的, 但只有当温度从50℃降低到40℃至

少30 min, 蛋白质正确折叠并产生发色团后, 才能测量

荧光
[53]. 比较有效的报告蛋白是来自凝结芽孢杆菌

(Bacillus coagulans) 的耐热的β-半乳糖苷酶LacZ[64],
其编码基因已经在MGA3菌株中成功表达, 用于蓝白

斑筛选. 此外, 耐受70℃的GFP变体
[65]

、耐受50℃的

红色荧光蛋白mCherry[66]以及来自B. stearothermophi-
lus的耐热报告分子PheB[67]

均被报道, 是潜在B. metha-
nolicus报告蛋白的候选者.

在工业生物生产中, 因为存在不稳定和抗生素依

赖的问题, 质粒往往不被使用. 因此开发针对宿主染

色体的基因编辑工具至关重要, 例如成簇规律间隔短

回文重复序列/Cas蛋白(clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/CRISPR-associated protein,
CRISPR/Cas)系统, 以实现基因的敲入、敲除和表达

调控. 目前还没有针对B. methanolicus的基因编辑技

术被报道, 仅建立基于酿脓链球菌(Streptococcus pyo-
genes)来源的dCas9(dead Cas9)的CRISPRi(CRISPR in-
terference)系统, 可以实现基因的表达弱化

[68]. 但S.
pyogenes的Cas9(SpCas9) 在42℃以上就失去切割活性,
因此无法实现用于高温条件下的基因敲入或者敲

除
[69]. 为解决该问题, Mougiakos等人

[69]
在对高温史密

斯芽孢杆菌(Bacillus smithii)进行基因编辑时, 首先在

55℃条件下培养细胞, 使编辑模板与染色体DNA发生

同源重组,然后在37℃条件下培养细胞,诱导SpCas9表
达, 切割DNA, 杀死未发生同源重组的菌株, 实现反向

筛选, 从而实现基因敲除和敲入
[69]. 这为开发B. metha-

nolicus等嗜热菌株基因编辑工具提供思路. 此外, 该课

表 1 B. methanolicus的质粒载体

Table 1 Plasmid vectors for B. methanolicus

名称 复制子起源 拷贝数 物种来源 参考文献

pDQ507 pmr-1 低拷贝 B. methanolicus [48]

pDQ508 pBM19 低拷贝 B. methanolicus [48]

pEN1 – – B. subtilis [48]

pHCMC04 pBS72 低拷贝(3±1) B. subtilis [54]

pHP13 pTA1060 低拷贝(5±1) B. subtilis [54]

pNW33N pTHT15 中拷贝(19±2) G. stearothermophilus [54]

pUB110 pUSB110 高拷贝(25±1) S. aureus [54]
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题组还表征嗜热脱氮土杆菌(Geobacillus thermodeni-
trificans)来源的热稳定Cas9(ThermoCas9)[70], 发现它

在20~70℃的较宽温度范围内均具有催化活性, 并开

发在55℃下对B. smithii进行基因编辑的遗传工具
[71].

但是CRISPR/Cas系统在不同宿主中表现出不同程度

的毒性和DNA切割活性, 因此如何实现ThermoCas9在
B. methanolicus中可控表达, 平衡细胞毒性和编辑效

率, 是亟需开展的重要基础工作.

4 甲醇芽孢杆菌的甲醇代谢特性与化合物
合成

甲基营养菌可以通过甲醇氧化还原酶将甲醇转化

为甲醛, 然后同化甲醛用于合成细胞生物量
[72]. 根据

电子受体的不同, 负责甲醇氧化的酶主要分为三类,
分别是吡咯喹啉醌(pyrroloquinoline quinone, PQQ)依
赖型Mdh, 氧依赖型醇氧化酶(O2-dependent alcohol
oxidase, Aod)以及NAD依赖型Mdh. PQQ依赖型Mdh
存在于扭脱甲基杆菌(Methylobacterium extorquens)等
细菌中, 其催化反应的电子受体是细胞色素c, 需要15
个基因参与电子传递, 且产生的还原力难以直接用于

化合物合成
[73]. 氧依赖型Aod主要存在于甲基营养型

酵母中, 它能将甲醇转化为过氧化氢和甲醛, 该过程

的质子利用效率较低. B. methanolicus利用NAD依赖

型Mdh氧化甲醇, 该反应只需一个酶参与, 且辅因子

经过还原后可形成NADH, 能够直接为生物合成提供

还原力
[74]. 这是B. methanolicus利用甲醇进行化合物

生产的一个优势.
甲醇利用的第二个关键模块是甲醛同化和异化.

甲醛在异化途径中被氧化为CO2, 产生的质子为生物

过程提供能量. 天然的甲醛同化途径包括三种, 分别

是木酮糖单磷酸(xylulose monophosphate, XuMP)循
环、丝氨酸循环和RuMP循环

[72]. XuMP循环和丝氨

酸循环分别存在于甲基营养酵母和M. extorquens中,
而B. methanolicus则通过RuMP循环同化甲醛. 在这

三种途径中, 丝氨酸循环的固碳效率最高, 可以固定

3 molCO2和3 mol甲醛形成3 mol乙酰辅酶A, 但它也

是最耗能的途径, 每产生1 mol乙酰辅酶A消耗2 mol
还原当量和2 mol ATP; 而XuMP循环每产生1 mol乙
酰辅酶A产生2 mol NADH,但需要消耗1 mol ATP;与
其他两种途径相比, RuMP循环具有最高的能量效率,

每产生1 mol乙酰辅酶A可产生2 mol NADH和1 mol
ATP[75].

此外, B. methanolicus的甲醇代谢是质粒依赖型

的
[34], 质粒上代谢基因的多拷贝可能是B. methanoli-

cus表现出较高的甲醇利用能力的另一个原因 . B .
methanolicus能够耐受高达2 mol/L浓度的甲醇, 在补

料分批发酵中能够以约7 g L–1 h–1的速率消耗甲醇, 甲

醇向细胞生物量的转化率可达到0.48 g/g[12]. 因此, B.
methanolicus被认为是一种极具前景的以甲醇为底物

进行化合物合成的底盘细胞, 已被开发用于合成L-谷
氨酸、L-赖氨酸、戊二胺、γ-氨基丁酸、5-氨基戊

酸、乙偶姻和萜类等多种高附加值化合物(表2)[76].
B. methanolicus代谢甲醇产生丙酮酸, 丙酮酸在丙

酮酸羧化酶的作用下产生草酰乙酸, 然后分流产生柠

檬酸或者天冬氨酸, 分别进入L-谷氨酸和L-赖氨酸合

成途径. 柠檬酸循环途径产生前体α-酮戊二酸, 通过两

条途径合成L-谷氨酸: 一是α-酮戊二酸在L-谷氨酸脱

氢酶 (glutamate synthase, GOGAT) 的还原性氨基化作

用下生成L-谷氨酸; 二是谷氨酸合成酶催化从L-谷氨

酰胺到α-酮戊二酸的转氨反应, 生成两个分子L-谷氨

酸
[49]. B. methanolicus只含有一个由yweB编码的L-谷

氨酸脱氢酶, 其对L-谷氨酸、氨和α-酮戊二酸的Km值

分别为250 mmol/L, 10 mmol/L和20 mmol/L, 因此推

测主要催化L-谷氨酸的合成反应
[81]. B. methanolicus

中gltAB和gltA2编码两个不同的GOGAT, 但同源性只

有27%, 说明它们是独立进化的
[15]. 然而, α-酮二酸也

可以通过经α-酮戊二酸脱氢酶(2-oxoglutarate dehydro-
genase, OGDH) 转化为TCA循环的下一个中间产物琥

珀酸辅酶A. 野生型B. methanolicus MGA3具有较低的

OGDH活性, 因此能够天然积累较多的L-谷氨酸, 50℃
补料分批发酵的产量超过60 g/L [15,82]. 相比之下, 尽管

在遗传上非常相似, 但相同条件下B. methanolicus PB1
的L-谷氨酸产量仅为1.6 g/L左右

[15]. B. methanolicus
MGA3合成L-谷氨酸的生理意义是作为一种相容性溶

质应对高盐环境的渗透胁迫, 两个L-谷氨酸合成酶基

因在高盐胁迫下表达上调, 在含有0.5 mol/L NaCl或者

KCl的培养基中L-谷氨酸的产量提高9倍, 而且在渗透

胁迫条件下合成的L-谷氨酸大部分被排出胞外
[83].

另一方面, 碳流进入天冬氨酸分支后, 将合成L-赖
氨酸、L-蛋氨酸和L-苏氨酸. 首先, 天冬氨酸在天冬氨

酸激酶(aspartokinase, AK)的作用下磷酸化, 然后被天
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冬氨酸半醛脱氢酶氧化成天冬氨酸半醛, 天冬氨酸半

醛或者在4-羟基-四氢二吡啶甲酸合成酶的作用下生

成2,3,4,5-四氢二氢吡啶甲酸酯进入L-赖氨酸合成途

径, 或者在高丝氨酸脱氢酶的作用下生成L-蛋氨酸和

L-苏氨酸的前体高丝氨酸. L-赖氨酸合成途径的第一

步AK和最后一步二氨基庚二酸脱羧酶被证明是提高

B. methanolicus的L-赖氨酸产量的重要靶点
[84]. B.

methanolicus中dapG, lysC和yclM三个基因各编码一种

AK, 过表达三个基因分别能将L-赖氨酸的产量提高

2、10和60倍[31]. 由dapG编码的AK的D375E突变体对

二氨基庚二酸的反馈抑制不敏感, 该突变体的过表达

能够使摇瓶中L-赖氨酸的产量增加17倍[85]. 此外, B.
methanolicus NOA2的高丝氨酸营养缺陷型突变株能

够产生37 g/L的L-赖氨酸, 但需要额外补充L-苏氨酸

和L-蛋氨酸
[86]. 高丝氨酸脱氢酶是将代谢流引向副产

物L-苏氨酸和L-蛋氨酸的关键节点, 高丝氨酸脱氢酶

发生突变的菌株L-赖氨酸产量提高, 相反其过表达会

导致L-赖氨酸产量降低
[77]. 研究发现, 甲醇浓度过高

不利于生物量和氨基酸积累, 通过控制甲醇浓度在

150 mmol/L以内可以实现对B. methanolicus的高密度

细胞培养, 从而提高产物产量
[77]. 在此基础上, 使用L-

赖氨酸类似物进行诱变筛选获得的B. methanolicus
NOA2#13A52-8A66突变株能够生产65 g/L的L-赖氨

酸
[77]. 对突变菌株基因组分析发现, L-精氨酸、L-半胱

氨酸等其他氨基酸生物合成途径中发生突变可能对L-
赖氨酸积累是有益的

[87]. 此外, 过表达C. glutamicum来
源的L-赖氨酸外排蛋白被证明对于提高B. methanoli-
cus菌株L-赖氨酸产量是有效的

[87].
除了氨基酸, 最近代谢工程改造的B. methanolicus

MGA3也被用于生产多种化学品. 通过在B. methanoli-

cusMGA3中表达来源于E. coli的赖氨酸脱羧酶基因和

热硫氧硫杆菌 (Sulfobacillus thermosulfidooxidans) 的

谷氨酸脱羧酶基因, 可分别对L-赖氨酸和L-谷氨酸脱

氨, 生产戊二胺和γ-氨基丁酸
[78,80]. 通过异源表达乙酰

乳酸合成酶和乙酰乳酸脱羧酶基因, 以及过表达丙酮

酸合成基因簇, 成功改造B. methanolicus MGA3菌株

在50℃下利用甲醇生产乙偶姻
[7]. B. methanolicus中存

在核黄素合成途径基因操纵子 (包括3,4-二羟基-2-丁
酮-4-磷酸合成酶基因ribAB、二氧四氢喋啶合酶基因

ribH、核黄素合成酶基因ribE和双功能脱氨酶/还原酶

基因ribDG) , 因此可以天然产生少量的核黄素. 通过

过表达编码核黄素生物合成途径的同源或异源基因

簇, 可以提高核黄素产量. 添加亚致死水平的氯霉素,
可增加携带核黄素合成相关基因的质粒拷贝数, 提高

核黄素产量. 在此基础上, 通过甲醇补料分批发酵, 核
黄素产量达到523 mg/L[88]. 此外, 2023年, Liu等人

[89]
从

黄酒中分离得到一株产β-呋喃果糖苷酶的B. methano-
licus LB-1, 建立以乳糖和蔗糖为原料经转糖作用酶促

合成益生菌三糖低聚乳果糖的方法. 这些研究为开发

利用甲醇合成绿色化学品的B. methanolicus工程菌提

供了启发和参考.

5 展望

甲醇因其生产原料丰富、生产工艺成熟、价格低

廉、能量密度高等优势, 已经成为一种极具吸引力的

用于生物制造的非粮原料. 嗜热的甲基营养细菌B.
methanolicus能够在50℃~55℃高温条件下, 利用低成

本的甲醇无机盐培养基快速生长, 具有天然过量合成

氨基酸的能力, 是下一代工业技术的新底盘之一. 两

表 2 B. methanolicus利用甲醇生物合成化学品

Table 2 Bioproduction of chemicals from methanol by B. methanolicus

产品 产量(g/L) 培养方式 参考文献

L-谷氨酸 69 补料分批发酵 [77]

L-赖氨酸 65 补料分批发酵 [77]

戊二胺 11.3 补料分批发酵 [78]

γ-氨基丁酸 9.0 补料分批发酵 [79]

(R)-乙偶因 0.42 补料分批发酵 [7]

5-氨基戊酸 0.02 摇瓶发酵 [80]

C30萜类化合物 0.024 摇瓶发酵 [76]

刘盼等: 甲醇芽孢杆菌: 下一代工业生物技术的新型底盘

1166



个B. methanolicus分离株MGA3和PB1的基因组测序有

助于全面了解涉及甲基营养和生物合成的基因和途

径. 结合转录组和蛋白质组分析, 揭示该微生物的甲醇

代谢机制, 使其成为甲基营养代谢调控和生物合成研

究的模式菌株. 许多参与甲醇异化和同化途径, 以及

L-赖氨酸和L-谷氨酸生物合成途径的关键酶已被表

征, 为通过代谢工程构建利用甲醇合成氨基酸的高产

菌株打下基础. 尽管B. methanolicus具有工业生物制

造应用的巨大潜力, 但仍存在一些问题亟需解决. 首

先, 甲醇的毒性导致大多数甲基营养微生物对甲醇的

耐受性有限, 这是工业化规模甲醇发酵的限制因素之

一. 虽然B. methanolicus能够耐受2 mol/L的甲醇, 但其

最适生长的甲醇浓度为25 mmol/L, 较高的甲醇浓度会

降低生长速率. 适应性进化是提高菌株甲醇耐受性的

有效策略. 其次, 甲醇氧化是甲醇利用的第一步, 也是

影响甲醇利用速率的关键. 因此, 要进一步提高甲醇的

利用效率, 可通过酶的定向进化和理性设计, 结合高通

量筛选技术, 获得高活性的Mdh突变体. 此外, 调节甲

醇氧化和甲醛同化之间的平衡是提高甲醇利用率的关

键. NAD+
依赖型Mdh催化的甲醇-甲醛转化反应为可

逆反应, 而目前报道的NAD+
依赖型Mdh对甲醛的亲和

性以及甲醛还原反应的催化速率大幅高于甲醇氧化,
因此甲醇氧化生成的甲醛极易被重新被还原为甲醇,

从而影响甲醇的利用. 通过构建Mdh-Hps-Phi的多酶融

合蛋白, 构建甲醛代谢通道, 可以有效避免甲醛积累,
提高甲醇生物转化效率

[90]. 构建人工的甲醇协同代谢

途径是提高甲醇利用效率的另外一种策略. 例如, 将

RuMP循环与丝氨酸循环结合构建协同同化途径, 可

以使细胞生长速度提高16.5%, 甲醇消耗率提高

13.1%[91].
相比于常用的工业微生物, B. methanolicus可合成

的产品类型仍然有限, 主要原因是遗传改造工具严重

不足. 虽然已经开展许多研究工作, 涉及基因转化方

法、质粒、启动子元件、选择标记、基因干扰方法

等 , 但缺少有效的基因编辑工具是代谢重编程B .
methanolicus的主要瓶颈. 为了推动B. methanolicus在
下一代工业生物技术中的应用, 需要加速优化和拓展

现有的代谢重编程使能技术体系. 例如, 通过感受态

制备、电击条件等优化提高外源DNA的转化效率, 进

一步结合组学技术筛选和构建启动子、RBS等表达调

控元件库, 扩大基因工程工具包, 通过诱变、进化或者

筛选获得新的嗜热CRISPR/Cas系统, 或者开发其他如

自杀质粒系统和Red重组酶辅助系统, 实现大片段的

基因敲除和敲入, 推动B. methanolicus底盘的开发, 从
而为以甲醇等一碳化合物为原料的工业生物制造提供

高性能菌种.
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Bacillus methanolicus: a novel microbial chassis for next-generation
industrial biotechnology
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Tianjin 300308, China;

2 College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China

Methanol, with the advantages of abundant resources, low price, and high reduction degree of carbon, is a new non-food and
renewable feedstock for green biomanufacturing. Bacillus methanolicus is a gram positive, thermophilic, and facultative
methylotrophic bacterium that assimilates methanol through nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) dependent methanol
dehydrogenase (Mdh) and ribulose monophosphate cycle (RuMP) pathway. It grows rapidly using methanol at 50°C~55°C and
produces a variety of high value added products including L-glutamate and L-lysine, representing a novel microbial chassis for the
next generation of industrial biotechnology. The omics information including genome, transcriptome, proteome and metabolome of B.
methanolicus MGA3 has been analyzed, providing basic knowledge for understanding its genetic and metabolic characteristics and
conducting metabolic engineering. However, compared to the model microbial chassis such as Escherichia coli, the enabling
technology of gene editing and regulation for B. methanolicus is relatively backward. In this review, we summarize the genetic and
physiological characteristics, available gene expression elements and tools, and biosynthetic application advances of B. methanolicus,
discuss the urgent research directions for breakthroughs, and prospect the application foreground of B. methanolicus in industrial
biotechnology.

Bacillus methanolicus, methanol, next generation industrial biotechnology, biomanufacturing, gene editing
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