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产甲烷古菌甲基转移酶研究进展
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摘　 要： 产甲烷古菌是一类能够通过产甲烷代谢生长的严格厌氧微生物。 甲基营养型产甲烷古菌主要通过利用

甲基类化合物如甲醇、甲胺、甲硫醚、甲氧基芳香族化合物等产 ＣＨ４。 除了 Ｈ２ 依赖性甲基还原途径外，其余所有产

甲烷途径中均含有 ＭｔｒＡ⁃Ｈ甲基转移酶，而甲基营养型产甲烷途径还包含底物特异性的甲基转移酶，负责裂解底物

产生甲基并将其转移到一碳载体 ＨＳ⁃ＣｏＭ或 Ｈ４ＭＰＴ。 这些甲基转移酶在识别底物的蛋白结构上存在差异，但它们

都含有高度保守的类咕啉结合蛋白以及辅因子 ｃｏｂａｌａｍｉｎ。 总结了产甲烷古菌中甲基转移酶的分类、生理功能、结
构特征及催化机制的研究进展，并对未来甲基转移酶的研究方向进行了展望。
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　 　 ＣＨ４ 无论是作为温室气体还是清洁能源，都对

人类社会产生重要影响［１］。 地球上 ７０％ ～ ９０％的
ＣＨ４ 由产甲烷古菌产生［２ － ３］，产甲烷古菌参与厌氧

环境中有机物分解的最后一步［４］，并产生大量的生
物成因 ＣＨ［５ － ６］４ 。 产甲烷途径主要分为 ３ 种，分别是

乙酸营养型、氢营养型和甲基营养型。 随着最近的

研究发现基于甲基的产甲烷作用，是各种环境中

ＣＨ４ 的重要来源［７ － ８］，例如海洋沉积物、胃肠道和极

端环境中［９ － １１］。 基于甲基的产甲烷依赖于底物特

异性的甲基转移酶。 为了更加系统全面的了解产甲

烷古菌中甲基转移酶，本文对产甲烷古菌中甲基转

移酶的分类、生理功能、结构特征及催化机制等方面

进行综述，以期能够更加深刻的理解甲基转移酶在

产甲烷古菌中的重要作用，并为更好地研究产甲烷

古菌的生命活动、揭示碳循环机制提供基础。

１　 产甲烷古菌甲基转移酶的分类

１． １　 甲醇：辅酶 Ｍ甲基转移酶

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｂａｒｋｅｒｉ ＤＳＭ８００ 能转化甲醇生成
ＣＨ［１２ － １４］４ ，以 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ 作为中间产物。 催化 ＨＳ⁃

３中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２４，４２（２）



ＣｏＭ与甲醇形成 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ的酶由甲醇：５⁃羟基苯并

咪唑基甲基转移酶（ＭＴ１）和甲钴胺：辅酶 Ｍ（ＣｏＭ）
甲基转移酶 （ＭＴ２）组成［１５ － １６］，ＭＴ１ 对氧气敏感，
ＭＴ２ 对氧气不敏感。 ＭＴ１ 由 ＭｔａＢ（４９ ｋＤａ）和 ＭｔａＣ
（２４ ｋＤａ）组成［１７］，其中 ＭｔａＣ 与辅因子 ５⁃羟基苯并

咪唑基钴酰胺紧密结合［１８］。 ＭＴ２ 是一种 ３４ ｋＤａ 的
单体蛋白（ＭｔａＡ） ［１９］，不具有辅因子。
１． ２　 甲胺：辅酶 Ｍ甲基转移酶

除了甲醇之外，Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ ＤＳＭ８００ 还能利用三

甲胺（ＴＭＡ）、二甲胺（ＤＭＡ）和单甲胺（ＭＭＡ）生长。
１９８４ 年 Ｅｖｅｌｙｎ Ｎａｕｍａｎｎ［２０］等人发现以 ＴＭＡ为底物

生长的细胞提取物存在三甲胺：辅酶 Ｍ 甲基转移

酶。 Ｄｏｎａｌｄ Ｊａｙｆｅｒｇｕｓｏｎ［２１］在 １９９７ 年使用三种纯化

的多肽实现了三甲胺依赖性辅酶 Ｍ甲基化的重建，
该酶由分子量为 ５２ ｋＤａ 的 ＭｔｔＢ，２６ ｋＤａ 的 ＭｔｔＣ 和

４０ ｋＤａ的 ＭｔｂＡ 组成。 同年在体外重组了单甲胺：
辅酶 Ｍ 甲基转移酶并测定活性，该蛋白由 ５２ ｋＤａ
的单甲胺甲基转移酶 ＭｔｍＢ、２９ ｋＤａ 的单甲胺类咕

啉蛋白 ＭｔｍＣ和 ４０ ｋＤａ 的甲钴胺：辅酶 Ｍ（ＣｏＭ）甲
基转移酶的同工酶 ＭｔｂＡ 组成［２２］。 ２０００ 年首次仅

使用高度纯化的蛋白质 ＭｔｂＢ１、ＭｔｂＣ 和 ＭｔｂＡ 在体

外实现了二甲胺依赖性辅酶 Ｍ 甲基化的重组［２３］。
对于所有 ３ 种甲胺的甲胺：辅酶 Ｍ 甲基转移，ＲａｍＡ
（一种 ６０ ｋＤａ单体铁硫蛋白）是 ＡＴＰ依赖性甲胺还

原激活所必需的［２４］。
１． ３　 四甲基铵：辅酶 Ｍ甲基转移酶

Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ ｓｐ． ＮａＴ１、Ｍ． ｍａｚｅｉ 和 Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｍｅｔｈｙｌｏｖｏｒａｎｓ 属的 ＮＹ⁃ＳＴＡＹＤ菌株都能能利用四

甲基铵产甲烷［２５ － ２７］。 调节四甲基铵和 ＨＳ⁃ＣｏＭ 之

间甲基转移的酶为四甲基铵：辅酶 Ｍ甲基转移酶简

称 Ｍｔｑ，从 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ ｓｐ． ＮａＴ１ 中纯化获得，
Ｍｔｑ由 ３ 个部分组成，分别为 ５０ ｋＤａ 的亚基 ＭｔｑＢ，
２２ ｋＤａ的类咕啉蛋白ＭｔｑＣ，４０ ｋＤａ的亚基ＭｔｑＡ，该
蛋白的活性依赖于柠檬酸钛 （ ＩＩＩ） 和 ＡＴＰ 的存

在［２７］。
１． ４　 甲基化硫化合物：辅酶 Ｍ甲基转移酶

人们发现二甲基硫醚（ＤＭＳ）和硫醇丙酸甲酯

（ＭＭＰＡ）等甲基化硫醇也是甲基营养型产 ＣＨ４ 前

体［２８］。 Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ 在乙酸底物上生长能够表达催化

其它产甲烷底物的酶，比如催化单甲胺的酶，还发现

了能将二甲基硫化物（ＤＭＳ）和硫基丙酸甲酯（ＭＭ⁃
ＰＡ）转化为 ＣＨ４ 的酶，在三甲基胺或甲醇上生长的

细胞或提取物没有利用 ＤＭＳ 或 ＭＭＰＡ 的酶［２９ － ３０］。

以二甲基硫化物为底物的产甲烷途径需要辅酶 Ｍ
的甲基化，这个反应由甲硫醇：辅酶 Ｍ 甲基转移酶

催化产生等摩尔的甲基钴胺素和甲硫醇（ＭＴ），该转

移酶是一个由分子量为 ４０ ｋＤａ 的 ＭｔｓＡ 和 ３０ ｋＤａ
的类咕啉蛋白 ＭｔｓＢ 两个部分组成的分子量为 ４８０
ｋＤａ复合物［２９ － ３０］。 Ｍ． ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ 也可以使用 ＤＭＳ
作为唯一能源生长，但分析发现不是 ＭｔｓＡ 与 ＭｔｓＢ
而是 ＭｔｓＤ、 ＭｔｓＦ 和 ＭｔｓＨ （ ＭＡ０８５９、 ＭＡ４３８４ 和

ＭＡ４５５８）的特定甲基转移酶与在 ＤＭＳ 上生长的能

力有关［３１ － ３２］。 经过进一步分析表明，ＭｔｓＤ 的首选

底物是 ＤＭＳ，而 ＭｔｓＦ 的首选底物是 ＭＴ，ＭｔｓＨ 可以

接受 ＤＭＳ 和甲硫醇这两种底物［３１ － ３３］。 ＭｔｐＣＡＰ⁃
ＭｓｒＨ是 Ｍ． ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ 在 ＭＭＡＰ 上生长所必须的，
缺乏 ｍｔｐＣ 或 ｍｔｐＡ 的突变体在 ＭＭＰＡ 培养基中表

现出严重的生长缺陷，但在其他基质上生长期间未

受影响［３３］。
１． ５　 甘氨酸甜菜碱：辅酶 Ｍ甲基转移酶

环境中丰富的季胺（ＱＡｓ）是 ＣＨ４ 生成的主要

来源。 ２０１５ 年 Ｔｏｍｉｓｌａｖ Ｔｉｃａｋ 实验室从河口沉积物

中分离出一株能够利用甘氨酸甜菜碱生长产甲烷的

古菌 Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ ｖｕｌｃａｎｉ Ｂ１ｄ［３４］。 通过不同底物

（甲醇、三甲胺、甘氨酸甜菜碱）培养 Ｍ． ｖｕｌｃａｎｉ
Ｂ１ｄ，然后进行蛋白组分析，发现与在甲醇和三甲胺

为底物生长时相比，Ｍ． ｖｕｌｃａｎｉ Ｂ１ｄ 在甘氨酸甜菜碱

上生长时 ＭＶ８４６０ 高表达，推测该蛋白是来自

ＣＯＧ５５９８ 超级家族 ＭｔｔＢ的缺乏吡咯氨酸（Ｐｙｌ）的同

系物［３５ － ３６］。 此外，ＭＶ８４６５，ＭＶ１０３３５ 和 ＭＶ１０３６０
的表 达 也 在 蛋 白 质 水 平 显 著 增 加，使 用 重 组

ＭＶ８４６０（ＭｔｇＢ）、ＭＶ８４６５（ＭｔｇＣ）、ＭＶ１０３３５（ＲａｍＭ）
和 ＭＶ１０３６０（ＭｔｇＡ）在体外完全重建甘氨酸甜菜碱：
辅酶 Ｍ途径［３６］。
１． ６　 甲氧基化芳香族化合物：辅酶 Ｍ甲基转移酶

甲氧基化芳香族化合物是木质素和煤的重要成

分，存在于大多数地下沉积物中［３７］。 ２００７ 年分离

自我国胜利油田的产甲烷菌 Ｍｅｔｈｅｒｍｉｃｏｃｃｕｓ ｓｈｅｎ⁃
ｇｌｉｅｎｓｉｓ ＺＣ⁃１ 能利用甲醇、甲胺和多种甲氧基化芳香

族化合物产甲烷［３８ － ３９］。 通过转录组和蛋白质组分

析发现了一个类似于产乙酸菌所使用的一种 Ｏ⁃去
甲基化 ／甲基转移酶系统，由 ＭｔｏＢ１Ｂ２ＣＡ 组成［３７］，
其中 ＭｔｏＢ１（４８ ｋＤａ）和 ＭｔｏＢ２（４７ ｋＤａ）的序列相似

性为 ５７％ ，ＭｔｏＣ（２２ ｋＤａ）是一个类咕啉结合蛋白，
ＭｔｏＡ与膜结合蛋白 ＭｔｒＨ相似。
２０２３ 年，ＴｉａｎｔｉａｎＹｕ［４０］等人发现来自沿海沉积
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物中的 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂａｉｚｏｓｅｄｉｍｉｎｉａｒｃｈａｅｕｍ ｌｉｇｎｉｎｉｐｈｉ⁃
ｌｕｓ ＤＬ１ＹＴＴ００１（Ｃａ． Ｂ． ｌｉｇｎｉｎｉｐｈｉｌｕｓ）可以在中温缺

氧条件下以木质素作为唯一有机碳源生长，表达新

型甲基转移酶 ＭｔｇＢ。 ＭｔｇＢ 仅存在于深古菌门中，
与已知的微生物甲基转移酶没有相似性。 ＭｔｇＢ１ 和

ＭｔｇＢ２ 的相似性为 ４４． ８５％ ，和类咕啉蛋白 ＭｔｇＣ 以

及 ＭＴ２（ＭｔｇＡ）形成新的甲基转移酶系统，催化甲氧

基化底物（包括愈创木酚和香草醛）的去甲基化，以

及 Ｈ４ＭＰＴ甲基化生成 ＣＨ３ ⁃Ｈ４ＭＰＴ［４０］。
以上述自然化合物为底物的甲基转移酶在产甲

烷代谢途径中发挥着重要作用，表 １ 总结了目前已

经通过实验验证的产甲烷古菌甲基转移酶的类型。
随着近年来组学技术的发展，除了上述 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅ⁃
ｏｔａ之外，还在 Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔｏｔａ，Ｖｅｒ⁃
ｓｔｒａｅｔｅａｒｃｈａｅｏｔａ和潜在的 Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ 发现了基于

甲基的产甲烷作用［８， ４１］。
表 １　 产甲烷古菌中已鉴定的甲基转移酶

甲基转移酶名称 蛋白名称 菌株 文献

甲醇：辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔａＢＣＡ Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ ［４３］

单甲胺：辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｍＢＣＡ Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ ［４４］

二甲胺： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｂＢＣＡ Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ ［２４］

三甲胺： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｔＢＣＡ Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ ［２２］

四甲基铵： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｑＢＣＡ Ｍ． ｓｐ． ＮａＴ１ ［２８］

甲硫醇： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｓＡＢ
ＭｔｓＤＦＨ

Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ
Ｍ． ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ

［３０ － ３１］

甘氨酸甜菜碱： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｇＢＣＡ Ｍ． ｖｕｌｃａｎｉ Ｂ１ｄ ［３７］

硫基丙酸甲酯： 辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔｐＣＡＰ
ＭｔｓＡＢ

Ｍ． ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ
Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ

［４５ － ４６］

甲氧基化芳香族化合物：Ｈ４ＭＰＴ甲基转移酶 ＭｔｏＢ１Ｂ２ＣＡ Ｍ． ｓｈｅｎｇｌｉｅｎｓｉｓ ［３８］

愈创木酚 ／香草醛： Ｈ４ＭＰＴ转移酶 ＭｔｇＢ１Ｂ２ＣＡ Ｃａ． Ｂ． ｌｉｇｎｉｎｉｐｈｉｌｕｓ ［４１］

２　 甲基转移酶的生物学功能

早在 １９８３ 年 Ｖａｎｄｅｒ Ｍｅｉｊｄｅｎ［１６］等就研究了甲

醇催化辅酶 Ｍ 甲基化的酶系统，分为 ２ 步反应，第
一步是 ＭＴ１ 结合的 ｃｏｂａｌａｍｉｎ 被甲基化，第二步是

ＭＴ２ 甲基化 ＨＳ⁃ＣｏＭ，其中 ＭｔａＢ识别并转移底物甲

醇上的甲基基团到 ｃｏｂａｌａｍｉｎ 并将其甲基化生成

ＣＨ３ ⁃ｃｏｂａｌａｍｉｎ，ＭｔａＡ 转移来自 ＣＨ３ ⁃ｃｏｂａｌａｍｉｎ 的甲

基基团并氧化 ＨＳ⁃ＣｏＭ 生成 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ。 经研究发

现，甲胺类甲基转移酶 ＭｔｔＢＣＡ、ＭｔｂＢＣＡ以及 ＭｔｍＢ⁃
ＣＡ中的 ＭｔｔＢ、ＭｔｂＢ、ＭｔｍＢ分别可以转移三甲胺、二
甲胺和单甲胺上的甲基与高度同源的类咕啉结合蛋

白 ＭｔｔＣ、ＭｔｂＣ 和 ＭｔｍＣ 上的钴结合，生成甲基化类

咕啉蛋白，生成的这 ３ 个甲基化类咕啉蛋白，由同一

个酶 ＭｔｂＡ 催化并甲基化 ＨＳ⁃ＣｏＭ 为 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ［２１］。
识别不同甲胺底物的 ＭｔｔＢ，ＭｔｂＢ和 ＭｔｍＢ没有表现

出显著的序列同源性，但他们都含有新型氨基酸吡

咯赖氨酸［４３，４５，４６］。 ＭｔｇＢＣＡ 以甘氨酸甜菜碱为底物

甲基化 ＨＳ⁃ＣｏＭ生成 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ和二甲基甘氨酸（不
能作为产甲烷的底物） ［４７］。 其中 ＭｔｇＢ 识别并转移

来自甘氨酸甜菜碱上的甲基到使 ＭｔｇＣ 类咕啉结合

蛋白甲基化， ＭｔｇＡ 是甲基咕啉： ＣｏＭ 甲基转移

酶［３６］。 ＭｔｑＢ能够催化四甲基铵，Ｈ ＋和类咕啉结合

蛋白 ＭｔｑＣ 生成甲基化类咕啉蛋白和三甲胺，三甲

胺可以继续作为底物进行产甲烷。 接下来，由 ｍｔｑＡ
编码的第二种甲基转移酶 ＭｔｑＡ 催化 ＨＳ⁃ＣｏＭ 与甲

基⁃Ｃｏ（ＩＩＩ） 四甲基铵特异性类咕啉蛋白的甲基化反

应，产生 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ、Ｈ ＋和 Ｃｏ（Ｉ） 四甲基铵特异性类

咕啉蛋白［７， ２７］。
在 Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ 中，ＤＭＳ、ＭＭＰＡ 和 ＭＴ 的产甲烷

路径类似，只有一种甲基转移酶 ＭｔｓＡ 存在，并且它

催化类咕啉蛋白 ＭｔｓＢ的甲基化和去甲基化，区别与

以上 ６ 种描述的产甲烷途径［７， ３０］。 在 ＤＭＳ 产甲烷

过程中，ＭｔｓＡ 首先催化 ＤＭＳ、Ｈ ＋ 和 ＭｔｓＢ 蛋白反应

生成甲基化 ＭｔｓＢ 蛋白。 然后 ＭｔｓＡ 催化甲基化

ＭｔｓＢ蛋白与 ＨＳ⁃ＣｏＭ 反应形成 ＣＨ３ ⁃ＣｏＭ、Ｈ ＋ 和去

甲基化的 ＭｔｓＢ蛋白，并循环回到第一步反应。 此外，
ＭｔｓＡ还可以催化 ＭＴ 和 ＭｔｓＢ 形成甲基化 ＭｔｓＢ 和

Ｈ２Ｓ［７， ３０］，以及催化ＭＭＰＡ和 Ｈ ＋甲基化 ＭｔｓＢ，形成 ３⁃
巯基丙酸。 在Ｍ． ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ 中，ＤＭＳ、ＭＭＰＡ和 ＭＴ对

应的甲基转移酶分别是ＭｔｓＤＦＨ、ＭｔｑＰＣＡ和ＭｔｓＡ［７］。
目前发现的产甲烷古菌中以甲氧基化芳香族化
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合物 为 底 物 的 甲 基 转 移 酶 ＭｔｏＢ１Ｂ２ＣＡ 和 Ｍｔ⁃
ｇＢ１Ｂ２ＣＡ都是由 ４ 个亚基组成，区别于其它甲基转

移酶，该类酶含有两个 ＭＴ１ 拷贝，推测可能与底物

大小和底物偏好性选择相关［３７， ４０］。 ＭｔｏＢ１Ｂ２可以催化

２⁃甲氧基苯甲酸甲基化 ＭｔｏＣ并生成 ２⁃羟基苯甲酸，然
后ＭｔｏＡ结合甲基化ＭｔｏＣ与 Ｈ４ＭＰＴ，生成 ＣＨ３⁃Ｈ４ＭＰＴ
与还原状态的 ＭｔｏＣ，并进入一个新的循环［３７］。 Ｍｔ⁃
ｇＢ１Ｂ２可以识别底物愈创木酚并甲基化 ＭｔｇＣ 同时生

成愈创木酚，ＭｔｇＡ的功能和ＭｔｏＡ相似［４０］。

３　 甲基转移酶的结构

３． １　 甲醇甲基转移酶 ＭｔａＢＣＡ
Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ 中的甲醇：辅酶 Ｍ甲基转移酶 ＭｔａＣ⁃

ＢＡ，由 ３ 个亚基组成，其中 ＭｔａＣ含有 ５⁃羟基苯并咪

唑基钴酰胺辅因子，可与甲醇结合供体甲基转移酶

ＭｔａＢ和辅酶 Ｍ 结合受体甲基转移酶 ＭｔａＡ 相互作

用。 Ｚｎ是 ＭｔａＢ和 ＭｔａＡ发挥活性的必须因子，被认

为介导底物的亲电活化。 Ｈａｇｅｍｅｉｅｒ［４８］等在 ２００６ 年

首次解析了来自 Ｍ． ｂａｒｋｅｒｉ 中的甲醇激活酶 ＭｔａＢＣ
的复合体蛋白结构（ＰＤＢ：２Ｉ２Ｘ），这是一个分辨率为

２． ５Å的异源四聚体（见图 １ａ）。 ＭｔａＢ 折叠成一个

ＴＩＭ桶，并包含一个新颖的 Ｚｎ结合基序。 Ｚｎ２ ＋位于

Ｃ端 β⁃桶末端形成的漏斗底部，并连接到两个半胱

氨酰硫 （ Ｃｙｓ⁃２２０ 和 Ｃｙｓ⁃２６９）和一个羧酸氧 （ Ｇｌｕ⁃
１６４）（见图 １ｂ，ｃ，ｄ） ［４８］。 ＭｔａＣ 与来自大肠杆菌的

甲硫氨酸合酶 ＭｅｔＨ的钴胺素结合结构域的氨基酸

ａ． （ＭｔａＢＣ）２ 的异源四聚体结构，黄色和紫色分别表示 ＭｔａＢ、ＭｔａＣ，Ｚｎ２ ＋用绿色球形模型显示，辅因子 ５⁃羟基苯并咪唑基钴酰胺用球棍模型

展示； ｂ．在 ＭｔａＢＣ单元中 ＭｔａＣ的 Ｒｏｓｓｍａｎｎ结构域（紫色）仅与其螺旋结构域（洋红色）和 ＭｔａＢ 松散结合； ｃ． ＭｔａＢＣ 的活性位点区域。

Ｚｎ２ ＋与 Ｇｌｕ１６４，Ｃｙｓ２２０ 和 Ｃｙｓ２６９ 连接，形成新型锌配位基序。 Ｈｉｓ１３６ 作为轴向配体与 ｃｏｂａｌａｍｉｎ的钴及进行五配位； ｄ． ＭｔａＢ 单体结构，含
有一个 ＴＩＭ桶； ｅ． ＭｔａＣ由 Ｃ端 Ｒｏｓｓｍａｎｎ结构域（紫色）和 Ｎ端螺旋结构域（洋红色）２ 部分组成。 ＭｔａＣ的 Ｃ端 β折叠片以暴露的方式结合

辅因子 ５⁃羟基苯并咪唑基钴酰胺； ｆ． ＭｔａＡ含有 Ｚｎ２ ＋的结构以及 Ｚｎ２ ＋的 ４ 个配位氨基酸（以黄色棒状模型表示）； ｇ． ＭｔａＡ含有 ＨＳ⁃ＣｏＭ（球

棍模型表示）和 Ｚｎ２ ＋的共晶结构，ＭｔａＡ包含一个 ＴＩＭ桶装折叠。

图 １　 甲醇甲基转移酶 ＭｔａＢＣ和 ＭｔａＡ结构［４８，４９］
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序列相似性为 ３５％ ，类咕啉辅因子位于 ＭｔａＣ 的

Ｒｏｓｓｍａｎｎ结构域顶部并深入到 ＭｔａＢ 的漏斗中（见
图 １ｂ，ｅ），定义了 Ｚｎ２ ＋和类咕啉钴之间的区域，该区

域推测是甲醇的结合位点［４８］，类咕啉的 α 位由

ＭｔｘＣ上的 Ｈｉｓ１３６ 连接（见图 １ｃ）。
２０１２ 年 Ａｓｔｒｉｄ Ｈｏｅｐｐｎｅｒ［４９］ 等解析了来自 Ｍ．

ｍａｚｅｉ 的类咕啉：辅酶Ｍ甲基转移酶ＭｔａＡ含有 Ｚｎ２ ＋

和 ＨＳ⁃ＣｏＭ的共晶结构（ＰＤＢ：４ａｙ７，４ａｙ８）（见图 １ｇ，
ｆ）。 与所有其他催化硫醇基烷基化的锌酶一样，
ＭｔａＡ也含有 ＴＩＭ桶状折叠。 ＭｔａＡ的活性位点位于

漏斗的狭窄底部，使得 ＨＳ⁃ＣｏＭ 的硫醇盐基团指向

Ｚｎ２ ＋ 。 ＭｔａＡ活性位点中的 Ｚｎ２ ＋ 与 Ｈｉｓ２４０、Ｃｙｓ２４２、
Ｇｌｕ２６３ 和 Ｃｙｓ３１９ 配位，当底物 ＨＳ⁃ＣｏＭ 结合时，会
导致 Ｚｎ２ ＋的配体 Ｇｌｕ２６３ 的 Ｏ⁃配体变为 ＨＳ⁃ＣｏＭ 的

Ｓ⁃配体（见图 １ｇ），同时锌几何结构发生反转［４９］。
３． ２　 三甲胺甲基转移酶和类咕啉蛋白复合体ＭｔｔＢＣ

ＭｔｔＢ的 ２． ５Å 结构表明该蛋白质以 Ｄ３ 对称

同源六聚体的形式存在（ＰＤＢ：７ＸＣＬ）（见图 ２ａ） ［５０］。
与其他类咕啉辅因子相关蛋白相似［４８，５１］，ＭｔｔＢ 也

含有由蛋白质序列中的中心残基 （残基 ８２⁃３９５）
组成的ＴＩＭ桶状结构［５０］。 与 ＭｔｍＢ 不同，ＭｔｔＢ 还有

Ｎ端 β 链和 Ｃ 端二聚环 （见图 ２ｂ），用于负责稳

定 ＭｔｔＢ堆积，二聚环不仅稳定二聚体形成，还有助

于与 ＭｔｔＣ 的相互作用。 在 ＭｔｍＢ 的结构中，吡咯

赖氨酸（Ｐｙｌ２０２）锚定在 ＴＩＭ 桶状折叠内的 β 链

上［４６］，而在 ＭｔｔＢ 结构中，吡咯赖氨酸（Ｐｙｌ３３４）位于

β桶上方，其关键吡咯啉侧链横向指向活性位点空

腔［５０］。

ａ． ＭｔｔＢ同源六聚体图，其中二聚体对颜色更相似（黄色、橙色；青色、绿色；蓝色、紫色； ｂ． ＭｔｔＢ单个亚基的结构，绿色表示 Ｎ端的 β 链，黄色

表示 ＴＩＭ桶状结构，紫色表示 Ｃ端二聚环，吡咯赖氨酸以红色棒状模型表示； ｃ． ＭｔｔＢＣ异源十二聚体结构。 ＭｔｔＢ 用黄色、绿色和紫色显示，
ＭｔｔＣ显示为紫红色，辅因子类咕啉显示为绿色棒状，位于 ＭｔｔＢ亚基的活性位点凹槽中； ｄ．每个 ＭｔｔＣ亚基与 ＭｔｔＢＣ复合物中的 ＭｔｔＢ二聚体

对相互作用。 ＭｔｔＣ的核心结构域用蓝色表示，螺旋帽结构域用黄色表示。 ＭｔｔＢ分别用紫色和浅青色表示。

图 ２　 ＭｔｔＢ与 ＭｔｔＢＣ复合体的结构［５５］
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　 　 ＭｔｔＢＣ复合体（ＰＤＢ：７ＸＣＭ）的结构显示一个完

整的 ＭｔｔＢ六聚体与六个 ＭｔｔＣ 单体结合（见图 ２ｃ），
在不对称单元中具有近似 Ｄ３ 对称性。 ＭｔｔＣ 也和其

它的类咕啉蛋白相似，由两个结构域组成，分别是采

用 Ｒｏｓｓｍａｎｎ折叠的 α ／ β核心结构域和螺旋帽结构

域（见图 ２ｄ） ［５０， ５２］。 已知类咕啉蛋白在与甲基转移

酶结合后会发生构象变化。 在天然状态下，螺旋帽

结构域阻断类咕啉的 β面［５２］，但在甲基转移酶结合

后，帽结构域发生移动以暴露类咕啉辅因子，以便其

可以参与甲基转移酶反应［５３，５４］。 在 ＭｔｔＢＣ 复合物

中观察到帽结构域远离类咕啉辅因子的类似定

位［５０］。 这种定位暴露了类咕啉辅助因子的 β面，并
使其能够与ＭｔｔＢ的 ＴＩＭ桶形成的空腔结合，从而将

其直接放置在吡咯赖氨酸氨基酸上。

４　 甲基转移酶的催化机制

４． １　 ＭｔａＢＣＡ的催化机制

甲醇活化机制具有普遍化学意义，因为甲醇的⁃

ＯＨ是较差的离去基团，而 ＣＨ ＋３ 是非常不利的碳阳

离子。 根据生化和化学研究［４２， ５５］，高度惰性的甲醇

的异裂是通过超亲核试剂 Ｃｏ （ Ｉ）和强亲电试剂

Ｚｎ２ ＋的联合作用完成的。 ＭｔａＢＣ的结构分析证实了

这一发现，并揭示了反应的几何框架。 Ｚｎ２ ＋ 、类咕啉

的 Ｃｏ（Ｉ）和 Ｈｉｓ１３６ 上的氮几乎位于一条直线上，且
垂直于类咕啉平面（见图 １ｃ） ［４８］。 推测当甲醇位于

Ｚｎ２ ＋和 Ｃｏ（Ｉ）之间时，通过其⁃ＯＨ与 Ｚｎ２ ＋连接，并以

其甲基指向钴。 在闭合构象中，甲醇的甲基受到强

路易斯酸 Ｚｎ２ ＋支持的 Ｃｏ（Ｉ）的亲核攻击，从而激活⁃

ＯＨ基团［４８］。 线性排列与所提出的 ＳＮ２ 机制最佳兼

容。 在该机制中，将 Ｃｏ（ Ｉ）的甲基化归因于催化三

联体（Ｈｉｓ１３６、Ａｓｐ１３４ 和 Ｔｈｒ１８７） ［４８］，因为游离的 Ｃｏ
（Ｉ）与 ＭｔａＢ催化的甲醇甲基化速率完全不一样，所
以轴向配体 Ｈｉｓ１３６ 对于 ＭｔａＢＣ 复合体的催化功能

至关重要［５６， ５７］。
甲醇的甲基转移至 ＭｔａＣ的 Ｃｏ（Ｉ）酰胺后，必须

通过 ＭｔａＡ进一步转移至 ＨＳ⁃ＣｏＭ以完成催化循环。
因此提出了 ＭｔａＢＣＡ 的“ｓｈａｋｅ， ｒａｔｔｌｅ ａｎｄ ｒｏｌｌ”模型

并加以修改［５８］，在该模型中，ＭｔａＣ 只有高度移动性

的含有咕啉的 Ｒｏｓｓｍａｎｎ 结构域在 ＭｔａＢ 和 ＭｔａＡ 之

间进行移动，而 ＭｔａＣ 螺旋结构域和 Ｎ 端臂均多重

锚定到蛋白质上，防止 ＭｔａＣ 在反应循环期间从蛋

白质复合物解离［４８］。

４． ２　 ＭｔｔＢＣ的催化机制

基于 ＭｔｔＢ的结构［５０］，ＴＭＡ 与吡咯赖氨酸加成

至 ＭｔｔＢ的机制可能是吡咯啉亚胺氮与单个水形成

氢键，该水又与 Ｔｙｒ３６４ 的羟基和 Ｇｌｙ１１０⁃Ｔｈｒ１１１ 肽

键的主链羰基形成氢键［５０］。 一种可能性是 Ｔｙｒ３６４⁃
水⁃Ｐｙｌ３３４ 形成质子穿梭，有助于通过形成酪氨酸阴

离子来生成带正电的 ＴＭＡ⁃吡咯赖氨酸加合物。
Ｙ３６４Ｆ 突变体的较低活性与此推测一致。 天然

ＭｔｔＢ结构中与吡咯啉亚胺氮形成氢键的水在亚硫

酸盐键 ＭｔｔＢ结构和 ＭｔｔＢＣ 复合物中都不存在。 这

可能表明，在周转过程中，ＴＭＡ 向吡咯赖氨酸的添

加可能先于 ＭｔｔＣ结合［５０］。
ＭｔｔＢＣ复合物中，Ｇｌｙ１１０⁃Ｔｈｒ１１１ 肽键与咕啉环

的酰胺羰基氧—Ｏ２８ 形成氢键。 Ｇｌｙ１１０⁃Ｔｈｒ１１１ 酰

胺肽键在 ＭｔｔＢＣ复合物中类咕啉结合中的作用，以
及它们肽键的羰基在与水形成氢键时可能有助于介

导 ＭｔｔＢ结构中 ＴＭＡ添加，可能表明形成 ＴＭＡ与吡

咯赖氨酸相结合和 ＭｔｔＣ 与 ＭｔｔＢ 结合有一定关

联［５０］。 在 ＭｔｔＢＣ复合物中，吡咯赖氨酸侧链似乎与

活性位点袋中的其他氨基酸没有氢键相互作用。 吡

咯赖氨酸的亚胺碳与类咕啉钴之间的距离约为 ７Å。
基于 ＭｔｔＢＣ复合物结合口袋内的 ＴＭＡ⁃吡咯赖氨酸

加合物的分子建模得出结论，结合的 ＴＭＡ可以最接

近 ＭｔｔＢＣ 结构中的咕啉钴，约为 ４． ５Å。 鉴于 Ｃｏ
（ＩＩＩ）⁃甲基距离约为 ２． ０Å，似乎需要进行结构改变

才能将类咕啉辅因子和 ＴＭＡ 结合的吡咯赖氨酸结

合在一起，以便发生甲基转移步骤［５０］。 在 ＭｔａＢ⁃
ＭｔａＣ结构中也观察到甲基激活位点与咕啉钴之间

的距离较长。 这可能表明可能存在一种共同的机制

来弥补这一距离。 值得注意的是，在甲基转移反应

过程中，类咕啉从 ＭｔｔＢＣ 和 ＭｔａＢＣ 结构观察到的非

活性 Ｃｏ（ＩＩ）状态还原为能够接收甲基的活性 Ｃｏ（Ｉ）
状态［５０］。 允许甲基转移发生的一个可能机制是，在
还原过程中，中心钴离子通过配体三联体中组氨酸

８ 中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２４，４２（２）



β⁃配体的解离，伴随着组氨酸通过配体三联体质子

化，将其从五配位的 Ｃｏ（ＩＩ）状态转变为四配位的 Ｃｏ
（Ｉ）状态。 这种转变可能导致类咕啉辅因子更靠近

吡咯赖氨酸，从而促进甲基从 ＭｔｔＢ 的 ＴＭＡ⁃吡咯赖

氨酸加合物转移到 ＭｔｔＣ辅因子［５０］。

５　 总结与展望

产甲烷古菌底物依赖性甲基转移酶的研究，为
更好地了解甲基营养型产甲烷古菌的生命活动提供

了很好的支持。 但是目前研究过的比较完整的甲基

转移酶结构只有 ＭｔａＢＣＡ 和 ＭｔｔＢＣ 这两个，其余的

甲基转移酶复合体结构还未见报道，同时目前还没

有完整的甲基转移酶与底物结合的三元复合体结构

解析，这对进一步探究各甲基转移酶的催化机制造

成了很大的阻碍。 此外，近年来发现的新型甲基转

移酶 ＭｔｏＢ１Ｂ２ＣＡ和 ＭｔｇＢ１Ｂ２ＣＡ区别于其余甲基转

移酶［３７， ４０］，利用 Ｈ４ＭＰＴ 作为一碳载体接受来自底

物的甲基，主要是通过 ＭｔｏＡ 微弱的活性确定，因此

还需要更进一步的酶活性和结构证据支撑。 同时这

２ 个酶区别于传统甲基转移酶都含有 ２ 个相似性较

高的 Ｂ亚基，目前对这 ２ 个 Ｂ 蛋白的具体作用还不

明确，有望通过各亚基活性测定和底物谱测定，确定

其功能。 未来产甲烷古菌甲基转移酶的研究有望通

过结合最新的产甲烷古菌遗传操作体系、高分辨率

冷冻电子显微镜技术以及基于大数据和深度计算的

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ人工智能结构预测等技术对其结构以及

详细的催化机制进行研究。
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