
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2012, том 48, № 6, с. 606–611

606

Methylobacterium nodulans – факультативный
метилотроф, выделенный из корневых клубень�
ков трех видов бобовых рода Crotalaria: C. podocar�
pa, C. glaucoides и C. perrottetii, обладает способно�
стью к азотфиксации и нодуляции в процессе
симбиоза с представителями рода Crotalaria. По�
казано, что M. nodulans растет на метаноле в каче�
стве источника углерода и энергии, имеет ген mxaF,
кодирующий большую субъединицу МДГ, иден�
тичную на 88% МДГ M. extorquens и M. organophilum
[1]. Инактивация этого гена инсерционным мута�
генезом приводила к неспособности M. nodulans
расти на метаноле и негативно отражалась на раз�
витии C. podocarpa при симбиозе с таким мутан�
том [2, 3]. Секвенирование генома M. nodulans
(Refseq/GenBank NC_011894/CP001349) выявило
присутствие нескольких гомологичных mxaF ге�
нов, а в экстрактах, выросших на метаноле клеток
M. nodulans, были обнаружены активности фер�
ментов первичного метаболизма метанола и, в
частности, активируемая аммонием МДГ [4]. Од�
нако фермент не был очищен и охарактеризован.

Как известно, МДГ (КФ 1.1.2.7) грамотрица�
тельных метилобактерий – периплазматический
растворимый белок. Наиболее эффективно фер�
мент катализирует окисление метанола до фор�
мальдегида (КМ ∼ 20 мкМ), передавая электроны в
клетках на специфический кислый цитохром сL.
Кроме метанола, МДГ окисляет первичные спир�
ты и альдегиды, используя искусственные акцеп�
торы электронов, такие как феназинметосульфат
(ФМС) и феназинэтосульфат (ФЭС). Рентгено�

структурный анализ показал, что белок является
гетеротетрамером (α2β2). В больших α�субъеди�
ницах, кодируемых геном mxaF, находится актив�
ный центр с нековалентно связанной простетиче�
ской группой – пирролохинолинхиноном (ПХХ)
и Ca2+. Функции малой β�субъединицы, кодируе�
мой геном mxaI, не ясны [5–7]. Несмотря на то,
что МДГ исследована у многих бактерий [8–14], в
последние годы повысился интерес к изучению
новых форм этого фермента и свойств у разных
видов метилотрофов из необычных мест обита�
ния [15–17]. Это обусловлено как ключевой ролью
в метаболизме С1�соединений, так и перспекти�
вами использования фермента в биокатализе.
Окислительно�восстановительные свойства, не�
зависимость от кислорода и специфичность МДГ
являются основой для создания высокочувстви�
тельных биосенсоров и эффективных биотоплив�
ных элементов [18, 19].

Цель работы – очистка и характеристика ос�
новных свойств МДГ из ризосферного фитосим�
бионта M. nodulans для последующего использо�
вания в амперометрическом биосенсоре. 

МЕТОДИКА

Объект и условия культивирования. M. nodulans
ORS2060Т (CNCM I 2342T = LMG 21967T), полу�
ченный от C.Дж. Маркса (Гарвардский универси�
тет, США), выращивали, как описано ранее, с
0.5% (по объему) метанола в качестве единствен�
ного источника углерода и энергии [4]. Клетки в
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рактеризовался высокой стабильностью даже в отсутствие субстрата. Иммобилизованный фермент
был использован для амперометрической детекции метанола.
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конце экспоненциальной фазы роста (3 сут) оса�
ждали при 10000 g 20 мин на центрифуге Beckman
J2�21 (США). Биомассу промывали 50 мМ трис�
HCl буфером, pH 7.5, и хранили при –20°С.

Энзимологические исследования. Активность
МДГ определяли спектрофотометрически при
600 нм (ε = 1.9 × 104 М–1 см–1) при 30°С по методу
[20] с незначительной модификацией реакцион�
ной смеси. Стандартная реакционная смесь со�
держала: 100 мМ трис�HCl, рН 9.0, 15 мМ NH4Cl,
2 мМ KCN, 10 мМ CH3OH, 87 мкМ 2.6�дихлорфе�
нолиндофенола (ДХФИФ), 1.1 мM ФМС. Реак�
цию начинали внесением фермента, измеряя на�
чальную скорость в пределах 15–30 с. За единицу
активности принимали количество МДГ, которое
катализирует восстановление 1 мкмоль ДХФИФ за
1 мин. Если не указано особо, кинетические кон�
станты рассчитывали методом нелинейной ре�
грессии с аппроксимацией экспериментальных
данных к уравнению Михаэлиса–Ментен, ис�
пользуя программу “SigmaPlot 8.0”.

Электрофорез проводили в градиенте (10–
20%) ПААГ в присутствии ДДС�Na по методу
Лэмли. Гели окрашивали Кумасcи R250 “Serva”
(Германия). Для калибровки гелей использовали
набор стандартных белков S8445 “Sigma–Aldrich”
(США). Молекулярную массу нативного белка
определяли гель�фильтрацией на колонке Bio�Sil
TSK 250 “Bio�Rad Laboratories Inc.” (США), отка�
либрованной с помощью стандартных белков
MWGF200 S8445 “Sigma–Aldrich” (США). Элюи�
рующий буфер – 0.1 М калий фосфатный буфер
(КФБ), рН 7.0. Скорость – 0.5 мл/мин. Белок
определяли методом Брэдфорд, в качестве стан�
дарта использовали БСА.

Изоэлектрофокусирование проводили в ПААГ,
используя амфолины рН 3.5–10 “LKB” (Швеция)
по рекомендациям фирмы. Для калибровки геля
использовали набор стандартных белков 17�0471�01
“GE Healthcare” (Швеция).

Очистка МДГ. Клетки (20 г) ресуспендировали
в 80 мл 0.1 М трис�HCl буфере (pH 7.5), содержа�
щем 0.2 мг/мл лизоцима и 1мМ ЭДТА и дезинте�
грировали на установке “MSE” (Англия) при 150 Вт
и 20 кГц и 4°С (30 с × 16 с интервалами по 30 с).
Полученный гомогенат центрифугировали при
15000 g 30 мин на “J2�21 “Beckman” (США). Все
стадии очистки проводили при 4°С. Экстракт вы�
саливали сульфатом аммония, получая фракцию
от 40 до 60% от его насыщения. Осадок растворя�
ли в 10 мМ трис�HCl буфере, pH 8.0, и обессоли�
вали на колонке (1.6 × 12 см) с сефадексом G�25,
уравновешенной тем же буфером. Для удаления
балластных белков и нуклеиновых кислот препа�
рат пропускали со скоростью 0.8 мл/мин через
колонку (16 × 120 мм) с DEAE�Sepharose FF “GE
Healthcare” (Швеция), уравновешенную тем же
буфером. В этих условиях МДГ на колонке не

сорбировалась и препарат сразу наносили
(0.5 мл/мин) на колонку (16 × 50 мм) c гидрокси�
апатитом НА�Ultrogel “LKB” (Швеция), исполь�
зуя тот же буфер. Колонку промывали тремя объ�
емами 0.2 М NaCl в 25 мМ КФБ, рН 7.0, и элюи�
ровали МДГ градиентом 0.025–0.25 М КФБ с
рН 7.0 (120 мл). Активные фракции объединяли,
концентрировали на ультрафильтрационной мем�
бране YM10 (“Amicon”). Обессоливание и замену
буфера проводили, разбавляя образец в 20 раз
20 мМ 2�(N�морфолино)этансульфоновой кис�
лотой – NaOH (MЭС�NaOH) pH 5.5, и повторяли
ультрафильтрацию трижды. В заключение прово�
дили катионно�обменную ВЭЖХ на хроматогра�
фе LC�20 Prominence “Shimadzu” (Япония). Далее
образец наносили на колонку (8 × 75 мм) Protein
Pak Glass SP�5PW “Waters” (США), уравновешен�
ную 20 мМ буфером MЭС�NaOH, рН 5.5. После
промывки колонки исходным буфером (15 мл)
МДГ элюировали линейным градиентом 0–0.25 М
NaCl (60 мл) при скорости 1 мл/мин. Активные
фракции объединяли, затем концентрировали и пе�
реводили в 20 мМ КФБ, pH 7.0, ультрафильтрацией,
как указано выше. Препарат хранили при –70°С.

Электрохимические измерения. Формирование
рабочего электрода и электрохимические измере�
ния проводили по описанной методике [21].
Электрод заполняли графитовой пастой, содер�
жавшей 10% ферроцена и 30% гидроксиапатита
(по массе). Фермент (0.26 ед.) наносили на по�
верхность электрода, подсушивали 30 мин. Буфер
для измерений – 50 мМ КФБ, рН 8.0, с добавле�
нием 15 мМ NH4Cl. Электрод хранили при 4°С в
50 мМ КФБ, pH 7.0, содержавшем 2.0 мМ KCN.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Одностадийная очистка МДГ M. nodulans ка�
тионообменной хроматографией не привела к по�
лучению гомогенного препарата, как было пока�
зано для фермента из Methylobacterium extorquens
AM1 [13]. Проведение хроматографии анионно�
обменной и на гидроксиапатите перед катионооб�
менной также не приводило к получению гомоген�
ного препарата, поэтому бесклеточный экстракт
предварительно фракционировали сульфатом ам�
мония благодаря чему, несмотря на потери, до�
стигалась очистка в 6 раз. Так как фракции, полу�
ченные при насыщении сульфата аммония менее
40% и выше 60% содержали в совокупности не бо�
лее 10% от суммарной активности МДГ, потери,
по�видимому, были вызваны денатурацией белка.
Использование разработанной схемы очистки
позволило получить электрофоретически гомо�
генный препарат фермента (рис. 1). Результаты
очистки МДГ представлены в табл. 1. После за�
ключительной хроматографии на катионообмен�
нике и концентрирования фермент был очищен в
18.2 раза с удельной активностью 3.8 ед./мг белка.
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Из этого следовало, что содержание МДГ в клет�
ках M. nodulans составляло около 5% от общего
растворимого белка, тогда как у других метило�
бактерий >10% [5]. Возможно, это связано с син�
тезом M. nodulans белков, необходимых для фито�
симбиоза. 

ДДС�ПААГ–электрофорез очищенного белка
выявил присутствие большой и малой субъеди�
ниц с молекулярными массами около 60.5 кДа и
6.5 кДа соответственно (рис. 1). Значения, рас�
считанные на основании транслированных нук�
леотидных последовательностей генов mxaF
(Mnod_8040) большой (62548 Да) и малой mxaI
(Mnod_8037) субъединиц (5838 Да) за вычетом
сигнальных пептидов незначительно отличались
от полученных данных. Молекулярная масса на�
тивного белка, определенная методом гель�филь�
трации в 0.1 М КФБ, рН 7.0, составляла около
70 кДа, что соответствовало гетеродимеру (αβ),
состоящему из большой и малой субъединиц.
Причем белковый пик на хроматограмме соответ�
ствовал пику активности МДГ. Увеличение ион�

ной силы буфера не отражалось на положении
пика. Ранее аналогичным методом было показа�
но существование мономерной формы МДГ у не�
которых метилотрофов, по�видимому, из�за труд�
ности детектирования β�субъединицы [22], хотя
для большинства позднее доказана α2β2 структура
[5–7]. Изоэлектрическая точка находилась около
рН 8.7, как и у большинства ранее изученных
МДГ грамотрицательных бактерий [9, 11, 13]. 

В спектре поглощения МДГ M. nodulans на�
блюдали максимум при 350 нм и широкое плечо
абсорбции до 410 нм. Такой спектр идентичен
спектрам ПХХ�зависимых МДГ метилотрофных
бактерий и свидетельствует о присутствии в белке
восстановленной формы ПХХ. Именно в таком
виде находится данная простетическая группа в
чистых препаратах изученных ранее МДГ [23, 24].

Фермент M. nodulans характеризовался высо�
кой стабильностью при хранении в отсутствие
метанола относительно других белков. Очищен�
ный препарат в 20 мМ КФБ (рН 7.0) при 4°С те�
рял приблизительно 20% активности в течение
недели и 40% при –20°С в течение месяца. При
–70°С активность не изменялась в течение двух
месяцев. В отличие от большинства МДГ фер�
мент M. nodulans обладал стабильностью в широком
диапазоне рН даже в отсутствие стабилизаторов, та�
ких, как цианид и метанол (рис. 2). Подобной ста�
бильностью обладал также фермент Methylobacteri�
um extorquens [13]. МДГ M. nodulans в 0.1 М КФБ,
рН 6.0, при концентрации белка 0.4 мг/мл сохраня�
ла активность в течение 20 мин при 50°С, тогда
как при 60°С потеря составляла 35%. 

Зависимость активности МДГ от рН определя�
ли в стандартной инкубационной смеси с различ�
ными 0.1 М буферами с рН от 6 до 10 (рис. 3).
Максимальную активность фермент проявлял в
диапазоне рН 9.0–10.0. Выше рН 10 активность
не удалось измерить из�за неустойчивости ФМС
и ДХФИФ. Оптимум рН� в щелочной области
при 9 и выше характерен для всех исследованных
МДГ в системе с искусственными акцепторами
электронов, такими как ФМС [5–7]. 
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Рис. 1. ПААГ�электрофорез МДГ на разных стадиях
очистки. 1 – гомогенат, 2 – 40–60% (NH4)2SO4, 3 –
ДЭАЭ�сефароза, 4 – НА�Ultrogel и ультрафильтра�
ция, 5, 6 – SP�5PW, М – маркеры. 

Таблица 1. Очистка МДГ из M. nodulans

Стадия очистки Удельная 
активность, ед./мг

Белок, 
мг/мл

Общая 
активность, ед.

Общий 
белок, мг

Выход, 
%

Степень 
очистки, 

раз

Экстракт 0.21 11.1 227.0 1080 100 1
40–60% насыщения сульфатом 
аммония

1.23 23.3 107.3 87.4 47 5.9

ДЭАЭ�сефароза 2.53 1.0 77.2 30.5 34 12.1
НА�Ultrogel 3.68 0.34 72.4 19.7 32 17.6
Ультрафильтрация 3.78 0.75 62.5 14.3 28 18
SP�5PW 3.82 1.38 52.7 13.8 23 18.2
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Активность МДГ в 0.1 М трис�HCl буфере, рН 9.0,
в стандартной реакционной смеси линейно воз�
растала с увеличением температуры от 20 до 50°С.
При более высоких температурах получить досто�
верные значения активности не удалось из�за не�
ферментативных реакций ФМС и ДХФИФ. 

Аналогично другим ПХХ�МДГ [5–7], актив�
ность M. nodulans c искусственными акцепторами
электронов in vitro зависела от присутствия акти�
ватора – NH4

+. В отсутствие NH4Cl, с метанолом
и с эндогенным субстратом реакций не наблюда�
лось. Половина максимальной скорости достига�
лась при его концентрации 1.2 ± 0.3 мМ, когда ак�
цептором являлся ФМС. Кроме аммония, стиму�
лирующим действием на фермент M. nodulans,
обладал метиламин, но при концентрации 40 мМ
в реакционной смеси активность составляла
только 26% от активности с 15 мМ NH4Cl. Гидро�
хлориды диметиламина, триметиламина и этил�
амина не являлись активаторами МДГ M. nodulans.

Одной наиболее известной особенностью чи�
стых препаратов ПХХ�МДГ является способность
восстанавливать ФМС или ФЭС без метанола за
счет не идентифицированного эндогенного суб�
страта [20]. Фермент M. nodulans с эндогенным суб�
стратом проявлял активность при насыщающей
концентрации метанола, делая невозможным непо�
средственное определение кинетических констант.
Цианид ингибирует эту реакцию, являясь конку�
рентным ингибитором фермента при использова�
нии в качестве субстрата метанола [23]. Используя
метод Диксона, были рассчитаны кажущаяся ве�

личина KM в отсутствие KCN – 70 мкМ и констан�
та ингибирования Ki – 0.65 мМ. 

Зависимости обратных значений начальных
скоростей МДГ M. nodulans от обратных концен�
траций метанола при фиксированных концентра�
циях ФМС в присутствии 2 мМ KCN (рис. 4)
представляли серию параллельных прямых, ха�
рактерных для Ping�Pong механизма, что согласу�
ется с данными литературы [5–7].

Кинетические константы, рассчитанные по ме�

тоду Дальзиела в соответствии с уравнением:  =

=  составляли: КМ [CH3OH] = 0.37 мМ;

E
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Рис. 2. Стабильность препарата МДГ (70 мкг/мл) при
различных значениях рН и 30°С в течение 40 мин (1),
80 мин (2) в 0.1 М буферах: рН 2 – цитрат�NaOH; pH
4–5 – ацетат�NaOH; pH 6–7 – КН2РО4–NaOH; pH
8–9 – трис�HCl; pH 11 – Na2HPO4–NaOH.
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Рис. 3. Активность МДГ в зависимости от рН реакци�
онной смеси. 1 – КН2PO4–NaOH; 2 – трис�HCl; 3 –
глицин�NaOH. Все буферы 0.1 М.
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Рис. 4. Зависимостъ начальной скорости МДГ от кон�
центрации ФМС при фиксированных концентраци�
ях метанола (мМ): 1 – 0.025; 2 – 0.05; 3 – 0.08; 4 – 0.5.
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КУЗНЕЦОВА и др.

КМ [ФМС] = 0.96 мМ; Vмакс = 7.1 мкмоль/мг белка.
Аналогичные значения КМ к донору и акцептору
электронов в присутствии 1 мМ KCN были полу�
чены для МДГ Hyphomicrobium X [25]. 

Подобно другим МДГ [5–7], исследуемый
фермент проявлял широкую субстратную специ�
фичность относительно первичных спиртов, но не
окислял вторичные и бензиловый спирт (табл. 2).
Фермент обладал наибольшим сродством к мета�
нолу. В целом, с увеличением длины углеродной
цепи первичных спиртов возрастало кажущееся
значение КМ фермента, тогда как максимальная
скорость реакции изменялась незначительно.

Субстратами являлись также формальдегид и аце�
тальдегид, которые при высоких концентрациях
ингибировали МДГ. ФМС оказался более эффек�
тивным акцептором электронов, чем ФЭС, что
было показано для МДГ Hyphomicrobium X [23].

Действие различных соединений на актив�
ность фермента M. nodulans in vitro (табл. 3) было
аналогично изученным МДГ [8, 11, 14]. Фермент
также нечувствителен к ЭДТА и относительно
устойчив к сульфгидрильному реагенту, п�хлор�
меркурийбензоату. Катионы меди, железа и осо�
бенно марганца – сильные ингибиторы описан�
ных МДГ [11, 13], за исключением МДГ Methylosi�
nus sp. WI 14 [12]. На активность фермента
негативно влияли детергенты, поливинилпирро�
лидон и сорбит. Вместе с тем белок устойчив к
NaCl, ДТТ, NaN3, D�трегалозе и полиэтиленими�
ну. Гидроксиламин – конкурентный ингибитор
по отношению к метанолу для МДГ Hyphomicrobi�
um X [25], незначительно подавлял активность
изучаемого фермента.

Таким образом, высокая стабильность и срод�
ство к метанолу делает МДГ M. nodulans одним из
наиболее перспективных ферментов для созда�
ния амперометрического биосенсора. Очищен�
ный препарат МДГ был иммобилизован на по�
верхность графитово�пастового электрода, со�
державшего медиатор электронного транспорта –
ферроцен. Для улучшения адсорбции гидрофиль�
ного фермента на поверхности гидрофобного
электрода в графитовую пасту добавляли гидрок�
сиапатит. При этом отклик биосенсора увеличи�
вался в 10 раз и улучшалась операционная ста�
бильность. Среднее значение для полученных от�
кликов биосенсора на 0.25 мМ метанола для
электрода, модифицированного гидроксиапати�
том, составило 1400 ± 100 нА. Относительное
стандартное отклонение для 15 последовательных
измерений – 7.6%, тогда как без гидроксиапатита
относительное стандартное отклонение состави�
ло 83%. Линейный диапазон определяемых кон�
центраций метанола 0.0135–0.5 мМ, предел обна�
ружения – 4.5 мкМ CH3OH, длительность единич�
ного измерения – 10 мин; при хранении электрода
в течение 20 сут сохранялось 75% активности.
Подбор оптимальных условий использования и
хранения электрода, концентраций гидроксиапа�
та, ферроцена и, возможно, более эффективных
медиаторов электронного транспорта требует до�
полнительных исследований.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(грант 11�04�97544�р_центр_а). 
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Abstract—Methanol dehydrogenase (MDG) of the facultative methylotrophic phytosymbiont Methylobac�
terium nodulans has been purified for the first time to an electrophoretically homogeneous state and charac�
terized. The native protein with a molecular mass of 70 kDa consists of large (60 kDa) and small (6 kDa) sub�
units. The purified protein displayed a specter identical to that of pyrochinolinchinon (PCC)�containing
MDGs (pI 8.7, pH optimum in the range 9–10). The enzyme was inactive in the absence of ammonium or
methylamine and exhibited a wide substrate specificity with regard to C1–C2 alcohols with the highest affinity
to methanol (KM = 70 mM), but it did not oxidize benzyl and secondary alcohols. The apparent values of KM
to primary alcohols increased with the length of the carbonic chain. The enzyme was characterized by a high
stability level even in the absence of a substrate. An immobilized enzyme was used for amperometric metha�
nol detection.
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