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摘要：从印度洋深海沉积物中分离出一株能够高效降解甲醛的假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１），
该菌株可在４０ｍｉｎ内完全降解１００ｍｇ／ｃｍ３的甲醛．通过阴离子交换柱层析对菌株破碎液中的粗
酶液进行纯化，得到一条具有甲醛降解活性的单一蛋白条带．经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定，该蛋
白为甲醛歧化酶蛋白（ＦＭ１１）．序列分析表明ＦＭ１１与其它物种已知醛脱氢酶的氨基酸序列最高相
似性为６５％；结构域分析表明ＦＭ１１含有２个保守的锌结合位点和一个 ＮＡＤ结合位点．酶学性质
分析结果显示，ＦＭ１１的最适反应温度为４０℃，在２５～５０℃范围内能够保留９５％以上的酶活力，尤
其是在高于７０℃的高温环境下仍保有约５０％的活力，表现出广泛的温度适应性．ＦＭ１１具有非常广
泛的最适反应ｐＨ值范围（ｐＨ值为５～９），且在 ｐＨ值４和 ｐＨ值１０时仍分别保留５０％和８０％左
右的酶活力，表现出广泛的ｐＨ适应性．在ｐＨ值为５～７的条件下孵育１ｈ后，ＦＭ１１仍保有９７％以
上的酶活，且在ｐＨ值为７～１０条件下孵育１ｈ后，仍保留９０％以上的酶活，表现出极好的酸性和
碱性稳定性．Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋在低浓度时（０５ｍｍｏｌ／ｄｍ３）对ＦＭ１１有较明显的激活作用．这些研究为我
们进一步开发Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１甲醛歧化酶在降解甲醛方面的用途奠定了基础．
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　　甲醛在工业和农业生产中具有广泛的应用．在
工业中，它主要作为一些工业产品的辅助成分，在农

业、医学上，它具有杀菌防腐保鲜等用途．甲醛污染
主要来源于工业废气、汽车尾气、垃圾焚烧［１］．当室
内甲醛浓度大于００８ｍｇ／ｍ３时便可引起一系列症
状，如眼红、眼痒、咽喉炎、气喘等［２］．此外，甲醛还
被证明是人类一级致癌物［３］与白血病具有显著的

相关性［４５］．因此，如何防控甲醛污染也越来越受到
人们的重视．

目前主要有三种甲醛防控方法：物理法、化学法

和生物降解法．物理法通过将甲醛吸附在多孔固体
材料表面来去除甲醛污染，但受温度以及饱和影响，

可能会再次释放出甲醛造成二次污染［６］．化学法是
利用紫外光照射 ＴｉＯ２等光敏半导体材料产生自由

基，从而将甲醛降解为ＣＯ２和 Ｈ２Ｏ等无机小分子物
质．虽然光催化是无污染，且安全的方法，但是其成
本较高，且需要紫外照射等前提条件［７］．生物降解
法主要利用微生物，或者甲醛降解酶制剂来降解甲

醛，具有一些其他方法所不具有的优点，如效率高、

条件温和、成本低、适用性强等．因此有越来越多的
研究关注于甲醛的生物降解方法［８９］．

甲醛歧化酶（Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＥＣＮｏ．
１２９９４）是甲醛生物降解的关键酶之一，它可以催
化甲醛的歧化作用．甲醛歧化酶对甲醛、乙醛和丙
酮醛等具有较高的催化活性［１０］．从恶臭假单胞菌
ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＦ６１中得到的甲醛歧化酶由４个
分子量为４４０００的亚基构成，每个亚基都结合１分
子的ＮＡＤ和２分子的锌原子［１１］．ＮＡＤ是以非共价
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键的形式牢固的结合在各个亚基的活性位点上，因

此不需要额外的辅酶，甲醛歧化酶即可直接降解甲

醛．正由于甲醛歧化酶的这个特性，甲醛歧化酶可以
应用于一些产物的工业化生产，如以甲醇为底物生

产甲酸等［１２］．在这些工业化生产过程中，由于甲醛
歧化酶不需要额外添加辅酶，因此生产体系不需要

配备辅酶循环系统，从而大大地提高了生产效率并

降低生产成本［１３１４］．
虽然微生物甲醛歧化酶的研究起步较早，但目

前国内外对甲醛歧化酶的研究主要集中于基因序列

及蛋白结构特征方面［１３１４］，其酶活性质的研究较

少．在本论文中，我们从印度洋深海沉积物中分离得
到一株具有高效降解甲醛能力的假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１［１５］，并对该菌株的甲醛歧化酶进行
分离纯化和酶学性质研究．

１　材料和方法
１．１　材料
１．１．１　菌种　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１为我们从印
度洋深海沉积物样品中分离的高效降解甲醛的菌

株．Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１由中国典藏培养物保藏
中心保藏 （ＣＣＴＣＣＭ２０１０２８０）．
１．１２　试剂　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ介质购自美国 ＧＥ
公司；十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、过硫酸胺（ＡＰ）为美
国Ｐｒｏｍｅｇａ产品；Ｔｒｉｓ、丙烯酰胺、ＩＰＴＧ购自美国Ｓｉｇ
ｍａ公司；酵母粉、蛋白胨购自美国 Ｄｉｆｉｃｏ公司；其他
实验所需常规试剂均为国产分析纯化学试剂．
１．１３　培养基及培养条件　采用 ＬＢ培养基来培
养Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１菌株，培养条件为３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养．液体 ＬＢ培养基配方如下：
１ｄｍ３液体培养基中含有５ｇ酵母粉、１０ｇ氯化钠、
１０ｇ胰蛋白胨．固体ＬＢ培养基额外添加１５ｇ琼脂．
１．２　方法
１．２１　甲醛含量测定　培养基中甲醛含量采用乙
酰丙酮法进行测定［１６］．取乙酰丙酮反应液与样品按
照１∶１体积混合，并在８０℃下孵育１０ｍｉｎ．待反应
液冷却到室温时，测定其在 ４１２ｎｍ波长上的吸收
值，并与标准曲线比较计算培养基中的甲醛含量．
１．２２　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１菌株甲醛降解特性
研究　用 ＬＢ培养基在 ３７℃下摇瓶培养 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１菌株，待培养基 ＯＤ６００到达２时，加
入终浓度（质量浓度）为１００ｍｇ／ｃｍ３的甲醛．在甲
醛添加后的不同时间点（０、１、５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０、６０ｍｉｎ）收集培养基上清并进行甲醛
含量的测定．

１．２３　甲醛歧化酶的纯化　在室温条件下，均匀填
充ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ介质到色谱柱中，预先用磷酸钠
缓冲液（０１ｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值７０）平衡ＤＥＡＥＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅ色谱柱．以０５ｍ／ｍｉｎ的流速进样，同时用紫外
吸收仪器检测流出液在２８０ｎｍ波长下的吸收峰．然
后用磷酸钠缓冲（０１ｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值７０）进行流
洗，直至洗脱液在２８０ｎｍ波长下的吸收峰降至基线
附近．随后用含有０１～０３ｍｏｌ／ｄｍ３ＮａＣｌ的磷酸钠
缓冲液（０１ｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ值７０）进行梯度洗脱．收
集流洗和洗脱流出液，并测定其甲醛降解酶活，获得

具有甲醛降解活性的样品，进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析．
１．２４　蛋白质谱鉴定　从 ＳＤＳＰＡＧＥ中切下单一
的目的蛋白条带．目的蛋白条带经胰蛋白酶水解后，
进行ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱分析（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ）．
利用Ｍａｓｃｏｔ（ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ）软件对获得的质谱数据
进行蛋白数据库搜库鉴定．搜索的蛋白数据库为
ＮＣＢＩ的细菌蛋白非冗余数据库（包含１６５８７３４３条
蛋白序列）．
１．２５　甲醛歧化酶酶活力的测定　采用甲酸合成
测定法测定甲醛歧化酶活性［１７］．反应体系如下：在
１０ｃｍ３标准反应液中加入 ２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３甲醛，１００
ｍｍｏｌ／ｄｍ３ＫＣｌ和２ｃｍ３稀释酶溶液，３７℃条件下孵
育进行酶解反应．酶解产生的甲酸含量采用 ｐＨ滴
定法进行检测（１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３ＮａＯＨ，ｐＨ值７０）［１１］．
一个酶活力单位定义为３７℃下１ｍｉｎ产生１μｍｏｌ
甲酸所需要的酶量．
１．２６　 ＦＭ１１的酶学性质分析　（１）ＦＭ１１的最适
反应温度：为了确定ＦＭ１１的最适反应温度，在不同
的酶解反应温度下（１５、２０、２５、３０、３７、４０、５０、６０、
７０℃）检测ＦＭ１１的酶活力，并计算不同温度条件下
的相对酶活（以酶活最高值为１００％），每组实验设
置３个平行样品．（２）ＦＭ１１的最适反应ｐＨ值：不同
ｐＨ值的反应溶液如下：酸性条件（ｐＨ值为 ３０９、
４０４、５０４、６０２）：Ｎａ２ＨＰＯ４／Ｃｒｉｔｒｉｃａｃｉｄ缓冲液；中
性条件（ｐＨ值为 ７０４、７５１、８００）：Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ缓冲
液；碱性条件（ｐＨ值为９００、１０００）：ＮａＯＨ／Ｇｌｙ缓
冲液．分别检测 ＦＭ１１在不同 ｐＨ缓冲液中的酶活，
确定ＦＭ１１酶的最适反应ｐＨ值，每组实验设置３个
平行样品．（３）ＦＭ１１的热稳定性：ＦＭ１１酶液分别于
不同温度条件下（１５、２０、２５、３０、３７、４０、５０、６０、７０℃）
孵育１ｈ，待温度达到室温（２５℃）后分别检测 ＦＭ１１
的残余酶活力．以未孵育的 ＦＭ１１酶液（ｐＨ值７０，
保藏于４℃）的酶活为１００％，计算其余 ＦＭ１１酶液
的相对残余酶活．每组实验设置３个平行样品．（４）
ｐＨ值稳定性：ＦＭ１１酶液分别于不同 ｐＨ值条件下
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（３０９、４０４、５０４、６０２、７０４、７５１、８００、９００、
１０００）孵育１ｈ后分别检测 ＦＭ１１的残余酶活力．
以未孵育酶液（保藏于４℃，ｐＨ值为７０）的酶活作
为对照，计算不同孵育温度下的相对残余酶活，每组

实验设置３个平行样品．（５）金属离子对ＦＭ１１酶活
力的影响：在酶反应体系中分别添加不同终浓度的

金属离子（０５、５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３），并测定添加金属离
子后样品中的 ＦＭ１１的酶活力．以无添加任何金属
离子时的 ＦＭ１１酶活为对照，计算添加不同金属离
子条件下的相对酶活．检测的金属离子如下：Ｍｇ２＋、
Ａｇ＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｎｉ＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、
Ｍｎ２＋、Ｒｂ＋、Ｌｉ＋、Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋、Ｓｒ２＋、Ｃｓ＋．除ＦｅＳＯ４、
Ｆｅ２（ＳＯ４）３、ＺｎＳＯ４、ＣｕＳＯ４外，其余金属离子均为氯
盐形式．每组实验设置３个平行样品．

２　结果和讨论
２．１　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１菌株甲醛降解特

性研究

我们从印度洋深海沉积物中分离得到一株具有

降解甲醛活性的细菌，１６ＳｒＲＮＡ测序分析表明其
与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ菌株相似性最高（＞９９％），
为Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属细菌．如图１所示，ＩＯＦＡ１菌株能
在４０ｍｉｎ之内快速降解１００ｍｇ／ｄｍ３的甲醛，其中
约７５％的甲醛在５ｍｉｎ内即被降解，表明该菌株具
有高效降解高浓度甲醛的能力．

图１　ＩＯＦＡ１菌株的甲醛降解特征
Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ

ｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１

２．２　ＩＯＦＡ１菌株甲醛歧化酶ＦＭ１１的纯化
ＩＯＦＡ１菌株在ＬＢ培养基中培养至ＯＤ６００＝０６，

经８０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌体，将菌体超声破碎后，
取上清进行硫酸铵盐析获得 ＩＯＦＡ１粗酶液．将透析
后的粗酶液上样于阴离子交换层析柱 ＤＥＡＥＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅ（２５ｃｍ×１０ｃｍ），并测定未吸附部分的蛋白含

量以及甲醛降解活性．对结合蛋白再用含有０１～
０３ｍｏｌ／ｄｍ３ＮａＣｌ的磷酸钠缓冲液作梯度洗脱，测
定洗脱液中的蛋白含量和甲醛降解活性．

从图２可以看出，粗酶液在经过 ＤＥＡＥＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅ层析柱分离后，在０２ｍｏｌ／ｄｍ３ＮａＣｌ梯度洗脱
处出现具有甲醛降解活力的蛋白峰．酶活峰和最高
蛋白峰有部分重叠，取该样品进行 ＳＤＡＰＡＧＥ鉴定
（图３）．结果表明，硫酸铵盐析获得的粗酶液含有较
多的蛋白杂质，但经 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换柱分
离后，得到一条分子量大约为４５ｋＤ的单一蛋白条
带（图３，泳道４～７）．用洁净的手术刀切下目的条
带，进行ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定．鉴定结果表明
该蛋白为甲醛歧化酶（图４）．

图２　粗酶液的ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ层析柱分离结果
Ｆｉｇ．２　ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｂｙＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ

Ｃｏｌｕｍｎ
实线代表洗脱组分的Ａ２８０吸收值，虚线代表洗脱缓冲液中ＮａＣｌ

的浓度，点线代表洗脱组分的相对酶活

图３　活性组分的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｍ为蛋白ｍａｋｅｒ；泳道１为菌体破碎后上清；泳道２为硫酸铵

盐析后获得粗酶液；泳道３～７为ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ层析过程

中按照时间先后顺序收集的不同管酶活峰样品

２．３　甲醛歧化酶ＦＭ１１的序列分析
将蛋白质谱分析获得的甲醛歧化酶肽段数据与
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ＩＯＦＡ１基因组序列进行比对分析，确定了 ＩＯＦＡ１甲
醛歧化酶 ＦＭ１１的基因和蛋白序列．ＩＯＦＡ１的甲醛
歧化酶基因长度为１２００ｂｐ，编码由３９９个氨基酸
构成、预计分子量为 ４３９ｋＤ的蛋白，这与 ＤＥＡＥ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析柱纯化获得的具有甲醛降解活性的
蛋白大小一致．通过序列比对分析发现，ＦＭ１１的基
因和蛋白序列与一株 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＦ６１菌株
的甲醛歧化酶具有１００％的同源性，但与其他物种
已发现的醛歧化酶同源性较低．最相近的其他物种

醛歧化酶蛋白为蓝细菌 Ｍａｓｔｉｇｏｃｏｌｅｕｓｔｅｓｔａｒｕｍ的 ａｌ
ｄｅｈｙｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ｇｉ｜６５４３５３０４２，６５％）和金黄色杆
菌Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＵＮＣ８ＭＦＣｏｌ的ａｌｄｅｈｙｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ（ｇｉ｜６５３１２５４０３，６３％）．选取 ＢｌａｓｔＰ结果中与
ＦＭ１１同源性最高的３条蛋白序列，与 ＦＭ１１蛋白序
列进行多重比对，结果发现在 ＦＭ１１氨基酸序列中
存在保守的锌结合位点（催化锌结合位点和第二个

锌结合位点）及ＮＡＤ结合位点，这也进一步验证了
ＦＭ１１为甲醛歧化酶蛋白（图５）．

图４　纯化蛋白的ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定结果
Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｂｙＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ

质谱鉴定结果显示，匹配度最高的蛋白为Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ的甲醛歧化酶

（ｇｉ｜８１３０８８９６），匹配度为３５％，匹配的肽段用红色标出

图５　ＦＭ１１的保守序列分析结果
Ｆｉｇ．５　ＣｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｏｆＦＭ１１

多重比对的甲醛歧化酶氨基酸序列分别来自ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＦ６１（ＷＰ＿０１６９７４６３６１）、Ｍａｓｔｉｇｏｃｏｌｅｕｓｔｅｓｔａｒｕｍ

（ｇｉ｜６５４３５３０４２）和Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＵＮＣ８ＭＦＣｏｌ（ｇｉ｜６５３１２５４０３）．不同蛋白序列之间的相同氨基酸用阴影标示．甲

醛歧化酶的ＮＡＤ结合位点、催化锌结合位点和第二个锌结合位点分别用方框、星号和圆圈标示

２．４　ＦＭ１１的基本性质分析
２．４１　ＦＭ１１的最适反应温度　ＦＭ１１的最适反应
温度为４０℃．ＦＭ１１在中低温范围内（２５～５０℃）能

够保留９５％以上的酶活力，表现出良好的中低温适
应性（图６）．此外，ＦＭ１１在１５～６０℃范围内能保留
７０％以上的酶活力，具有广泛的温度适应性．
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图６　ＦＭ１１的最适反应温度
Ｆｉｇ．６　ＯｐｔｉｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒＦＭ１１

２．４２　ＦＭ１１的最适反应 ｐＨ值　ＦＭ１１具有非常
广泛的最适反应 ｐＨ值范围（ｐＨ值为５～９），且在
ｐＨ值４和ｐＨ值１０时仍分别具有５０％和８０％左右
的酶活力．此外，ＦＭ１１在 ｐＨ值３时仍保有２０％左
右的酶活力（图７）．

图７　ＦＭ１１的最适反应ｐＨ值
Ｆｉｇ．７　ＯｐｔｉｍｕｍｐＨｆｏｒＦＭ１１

２．４３　ＦＭ１１的热稳定性　ＦＭ１１在１５～３０℃的温
度下孵育１ｈ后，仍保有９５％以上的酶活（图８）．在
３７℃下孵育１ｈ后，保有８０％左右的酶活，但当孵育
温度继续升高时，ＦＭ１１的稳定性急剧下降，表明
ＦＭ１１在高温环境中的稳定性较差．
２．４４　ＦＭ１１的 ｐＨ值稳定性　通过将 ＦＭ１１在不
同ｐＨ溶液中孵育１ｈ来检测 ＦＭ１１的 ｐＨ稳定性．
结果显示ＦＭ１１在ｐＨ值为５～７时，仍保有９７％以
上的酶活；在ｐＨ值为７～１０时，仍保留９０％以上的
酶活，显示出良好的碱性ｐＨ稳定性（图９）．
２．４５　金属离子对 ＦＭ１１酶活力的影响　Ｎａ＋、
Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋、Ｎｉ＋、Ｍｇ２＋、Ｌｉ＋、Ｍｎ２＋在终浓度为
０５ｍｍｏｌ／ｄｍ３时对 ＦＭ１１有明显的激活作用，尤其
是Ｍｇ２＋和Ｃａ２＋可使ＦＭ１１酶活显著提高２０％以上

图８　ＦＭ１１的热稳定性
Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＭ１１

图９　ＦＭ１１的ｐＨ稳定性
Ｆｉｇ．９　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＭ１１

（表１）．相反地，大多数的金属离子在高浓度时（５０
ｍｍｏｌ／ｄｍ３），对ＦＭ１１的酶活具有明显的抑制作用，
其中Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋在高浓度时（５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３）
对ＦＭ１１的抑制效果最明显（表１）．此外，高浓度的
Ｋ＋、Ｎａ＋对ＦＭ１１的酶活略有抑制作用．

表１　金属离子对ＦＭ１１酶活力的影响
Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎＦＭ１１ａｃｔｉｖｉｔｙ

金属离子
相对酶活／％

０５ｍｍｏｌ／ｄｍ３ ５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３

Ｋ＋ ９６６ ９３６

Ｎａ＋ １１６２ ９５５

Ｃａ２＋ １２８９ ５８６

Ｃｕ２＋ １０８９ ４１８

Ｃｏ＋ ９４０ ５６６

Ｚｎ２＋ ９３１ ７７９

Ｆｅ３＋ １１４９ ４１８

Ｎｉ＋ １１４４ ５１４

Ｍｇ２＋ １３３８ ５７０



３期 余　翔，等：深海细菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＩＯＦＡ１中甲醛歧化酶ＦＭ１１的纯化及性质研究 ·４２３　　 ·

续表

金属离子
相对酶活／％

０５ｍｍｏｌ／ｄｍ３ ５ｍｍｏｌ／ｄｍ３

Ｍｎ２＋ １１２７ ４１８

Ａｇ＋ １０２８ ５６８

Ｃｄ２＋ １０５４ ５３５

Ｌｉ＋ １０８４ ７２５

Ｒｂ＋ １００５ ５７８

Ｓｒ＋ ９８５ ５２８

Ｃｓ＋ ９９１ ６５４

对照 １０００ １０００

２．５　讨论
从印度洋深海沉积物中分离获得的 Ｐｓｅｕｄｏ

ｍｏｎａｓＩＯＦＡ１菌株具有高效降解甲醛的能力．我们
的研究表明，其甲醛耐受性高达１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，远远
地高于其他文献报道的甲醛耐受菌株，如Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅ
ｒｉａ［１８］、Ｅ．ｃｏｌｉ［１９］、Ｂａｃｉｌｌｕｓ［２０］、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ［２１］和其他
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ菌株［２２］．此外，我们对 ＩＯＦＡ１菌
株多个基因研究发现 ＩＯＦＡ１在密码子偏好性上与
其他物种如大肠杆菌等存在着一定的差异，其编码

基因包含多种稀有密码子．
我们在ＩＯＦＡ１菌株基因组测序结果中发现了

多个甲醛脱氢酶、甲醛歧化酶、醇脱氢酶、甲酸脱氢

酶等相关酶的基因，说明 ＩＯＦＡ１的高甲醛耐受性可
能与菌株中完整的甲醛降解相关酶相关．而酶液纯
化的结果表明，甲醛歧化酶ＦＭ１１是其中的关键酶．
ＦＭ１１在２５～５０℃范围内能够保留９５％以上的酶活
力，在１０℃仍保持７０％ ～７５％的活力（图６），表现
出良好的低温适应性，可能与该菌株适应深海低温

环境相关．甲醛歧化酶由于在活性位点上以非共价
键的形式结合了 ＮＡＤ［１１］，不需要额外添加辅酶即
可发挥体外降解甲醛的功能，因此在应用中具有特

别重要的优势，而其酶学性质的研究是实现应用的

前提条件之一．虽然 ＩＯＦＡ１菌株的甲醛歧化酶
ＦＭ１１的氨基酸序列与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＦ６１甲醛
歧化酶同源性为１００％，但 Ｙａｎａｓｅ等（１９９５）仅分析
了Ｆ６１菌株甲醛歧化酶的序列特征［１７］，并未研究其

酶学性质．此外，ＦＭ１１与其他物种已知的醛歧化酶
氨基酸同源性较低，同源性最高的为 Ｍａｓｔｉｇｏｃｏｌｅｕｓ
ｔｅｓｔａｒｕｍ 的 ａｌｄｅｈｙｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ｇｉ｜６５４３５３０４２，
６５％）．而这些菌株序列的酶学性质也同样未见报
道．实际上，目前尚未有微生物甲醛歧化酶得到纯
化，以及开展酶学性质的研究．我们对 ＩＯＦＡ１菌株
的甲醛歧化酶ＦＭ１１的分析结果显示，ＦＭ１１在２５～
５０℃范围内能够保留９５％以上的酶活力，在 ｐＨ值
为４～１０时保有５０％以上的酶活力，显示出非常好
的温度和ｐＨ的适应性．同时，ＦＭ１１在 ｐＨ值为５～
７的条件下孵育１ｈ后，仍保有９７％以上的酶活，且
在ｐＨ值为７～１０条件下孵育１ｈ后，仍保留９０％以
上的酶活，表现出极好的酸性和碱性 ｐＨ稳定性．这
些特性使得ＦＭ１１能够更广泛地应用于不同环境和
不同需求的日常生活和工业生产应用中．

３　结论
印度洋深海沉积物中分离的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．

ＩＯＦＡ１菌株能在４０ｍｉｎ内完全降解１００ｍｇ／ｃｍ３的
甲醛．通过阴离子交换柱层析纯化到具有甲醛降解
活性的甲醛歧化酶蛋白（ＦＭ１１）．序列分析表明
ＦＭ１１与其它物种已知醛脱氢酶的氨基酸序列最高
相似性为６５％．酶学性质分析结果显示，ＦＭ１１的最
适反应温度为４０℃，最适反应 ｐＨ值为５～９，具有
广泛的温度、ｐＨ适应性及极好的酸性和碱性稳定
性．Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋在低浓度时（０５ｍｍｏｌ／ｄｍ３）对ＦＭ１１
有较明显的激活作用．这些研究为我们进一步开发
ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＩＯＦＡ１甲醛歧化酶在降解甲醛
方面的用途奠定了基础．
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