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Аэробные метанотрофные бактерии – это прокариотические микроорганизмы, обладающие уни-
кальными ферментами, метанмонооксигеназами, позволяющими им использовать метан (СН4) в
качестве ростового субстрата. Эта метаболическая особенность метанотрофов делает их привлека-
тельными объектами биотехнологий, основанных на использовании метана для производства мик-
робного белка и ряда целевых метаболитов. Растущий интерес к этим технологиям обусловлен вы-
сокой доступностью СН4, являющегося основным компонентом природного газа и биогаза, обра-
зуемого в результате анаэробной переработки органических отходов. Аэробные метанотрофы
окисляют метан при температуре и давлении окружающей среды, поэтому перспективны в качестве
биокатализаторов преобразования СН4 в продукты с добавленной стоимостью. Развитие биотехно-
логий конверсии метана с применением метанотрофов предполагает привлечение методов геном-
ного редактирования для улучшения характеристик штаммов этих бактерий, используемых для
производства. Специфика метаболизма СН4-использующих бактерий, а также сложности работы с
этими объектами долгое время сдерживали развитие метаболической инженерии метанотрофов. В
настоящем обзоре рассмотрены успехи последних десятилетий в области метаболической инжене-
рии аэробных метанотрофов, описаны вероятные мишени и доступный инструментарий редакти-
рования геномов этих микроорганизмов. Использование этого инструментария открывает возмож-
ности получения штаммов с биотехнологически ценными характеристиками, а также более глубо-
кого изучения метаболических особенностей аэробных метанотрофов.
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Аэробные метанотрофные бактерии – это груп-
па прокариотических микроорганизмов, специа-
лизированных на использовании метана (СН4) в
качестве единственного источника углерода и
энергии (Hanson, Hanson, 1996; Гальченко, 2001;
Trotsenko, Murrell, 2008; Chistoserdova, Lidstrom,
2013; Khmelenina et al., 2018). Способность к окисле-
нию метана обусловлена наличием у этих бактерий
уникального фермента ‒ метанмонооксигеназы
(ММО), которая существует в двух структурно и
биохимически различных формах (Murrell et al.,
2000; Murrell, Smith, 2010). Одна из форм, мем-
бранная MMO (particulate MMO, pMMO), имеется
у подавляющего большинства известных метано-
трофов и локализована во внутрицитоплазматиче-
ских мембранах (ВЦМ), выявляемых на ультра-
тонких срезах клеток метанотрофов. Другая форма

этого фермента, растворимая ММО (soluble MMO,
sMMO), присутствует лишь у некоторых метано-
трофов и локализована в цитоплазме. Структур-
ные и каталитические характеристики этих форм
ММО, а также история попыток гетерологичной
экспрессии этих ферментов в неметанотрофных
микроорганизмах освещены в недавнем обзоре
(Khider et al., 2021).

Метанотрофные бактерии населяют широкий
спектр экосистем (Knief, 2015) и играют ключе-
вую роль в глобальном цикле углерода, снижая
потоки парникового газа СН4 из природных и ан-
тропогенных местообитаний в атмосферу (Conrad,
2009). Помимо очевидной биосферной значимо-
сти аэробных метанотрофов, эти бактерии имеют
большой, но пока лишь частично востребованный
биотехнологический потенциал, обусловленный
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их способностью осуществлять конверсию мета-
на в различные продукты с добавленной стоимо-
стью (Strong et al., 2015; Pieja et al., 2017; Kalyu-
zhnaya et al., 2020). Растущий интерес к подобным
биотехнологиям обусловлен сравнительной де-
шевизной и высокой доступностью СН4, являю-
щегося основным компонентом природного газа
и биогаза, образуемого в результате анаэробной
трансформации органических отходов.

Первой реализованной в промышленном мас-
штабе технологией с использованием метанотро-
фов явилось получение микробной биомассы,
пригодной в качестве эффективной белковой до-
бавки в корм сельскохозяйственных животных
(“Гаприна”) (Григорян, Горская 1970; Hamer,
Harrison, 1980; Егоров и соавт., 1990; Лалов, 1991).
Уже более полувека активно изучаются возмож-
ности использования метанотрофов для получе-
ния разнообразных соединений, таких как каро-
тиноиды, полигидроксибутират и полисахариды
(Bothe et al., 2002; Ye et al., 2007), а также для био-
ремедиации экосистем, загрязненных хлориро-
ванными углеводородами (Murrell, Smith, 2010;
Smith, Nichol, 2018). В исследованиях последних
десятилетий основной упор делается на модифи-
кации биохимических путей метанотрофов для
получения целевых метаболитов (Kalyuzhnaya
et al., 2015; Henard et al., 2016; Garg et al., 2018;
Nguyen et al., 2019; Nguyen, Lee, 2019; Pham et al.,
2022b). Основные организмы-объекты этих работ
по метаболической инженерии, ныне доступный
инструментарий для редактирования геномов ме-
танотрофных бактерий, а также возможные ми-
шени направленных модификаций рассмотрены
нами ниже.

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ
И МЕТАБОЛИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 

АЭРОБНЫХ МЕТАНОТРОФОВ
Охарактеризованное разнообразие метанотроф-

ных бактерий. Ныне известные аэробные метано-
трофные бактерии формируют три основные фи-
логенетические ветви, две из которых лежат в
пределах филума Proteobacteria, а третья – в преде-
лах Verrucomicrobia (рис. 1). Протеобактериальные
метанотрофы, принадлежащие к классам Alpha- и
Gammaproteobacteria, представлены наибольшим
числом изученных культур и охарактеризованных
таксонов (четыре семейства, около трех десятков
родов и шести десятков видов) (Dedysh, Knief,
2018). Перечень этих таксонов включает организмы
с различными фенотипическими характеристи-
ками и предпочтениями к росту при различных
температурах, рН среды, солености и проч. Мета-
нотрофы класса Gammaproteobacteria высоко специ-
ализированы на использовании С1-соединений и
не растут на полиуглеродных субстратах, таких
как сахара или органические кислоты. В числе

Alphaproteobacteria, напротив, имеется ряд факуль-
тативных метанотрофов, способных помимо мета-
на использовать ограниченное число органических
соединений, таких как ацетат, пируват, этанол и
некоторые короткоцепочечные алканы (Dedysh,
Dunfield, 2010). Метанотрофные представители
Verrucomicrobia формируют узкий филогенетиче-
ский кластер, представленный семейством Meth-
ylacidiphilaceae, и являются термофильными или
мезофильными ацидофилами, населяющими ис-
ключительно геотермальные экосистемы (Op den
Camp et al., 2009; Schmitz et al., 2021). В отличие от
протеобактериальных метанотрофов, представи-
тели Methylacidiphilaceae являются автотрофами и
используют метан в качестве источника энергии,
окисляя его до CO2, который затем фиксируют в
цикле Кальвина (Khadem et al., 2011). Альтернатив-
ным источником энергии для этих метанотрофов
является Н2 (Schmitz et al., 2021). Более полная ин-
формация об охарактеризованных на сегодняшний
день аэробных метанотрофах представлена на веб-
сайте Methanotroph Commons (http://www.methano-
troph.org).

Метаболическое разнообразие аэробных мета-
нотрофов. Метанотрофы окисляют CH4 до мета-
нола (CH3OH) в присутствии кислорода с образо-
ванием одной молекулы воды и потреблением
двух электронов и двух протонов. По сравнению с
sMMO, pMMO имеет более высокое сродство к
метану, ее функционирование коррелирует с бо-
лее высокой эффективностью роста (Murrell et al.,
2000). Для активности sMMO необходим НАДН,
а непосредственным донором электронов для
рММО является убихинол (UQH2), восстанавли-
ваемый НАДН через комплекс I цепи переноса
электронов. Не исключено также, что электроны,
образующиеся при окислении метанола, переда-
ются непосредственно на pMMO для окисления
метана (Lieven et al., 2018). У метанотрофов, име-
ющих как растворимую, так и мембранную
ММО, экспрессия этих ферментов регулируется
ионами меди: рММО экспрессируется во время
роста при высоком соотношении меди и биомас-
сы, тогда как sММО ‒ при низком соотношении
меди к биомассе (Murrell et al., 2000). Благодаря
свойству sММО окислять широкий спектр суб-
стратов, включая оксигенирование моноокиси
углерода, некоторых алканов, алкенов, галогени-
рованных метанов и циклических соединений
(задокументировано более чем 100 субстратов,
см. обзор Murrell, Smith 2010), изучаются возмож-
ности использования метанотрофных бактерий в
биоремедиации для разложения ряда загрязняю-
щих веществ, таких как трихлорэтилен (ТХЭ) и
хлорированные углеводороды (Smith, Nichol,
2018), а также для синтеза гомохиральных эпок-
сидов (Jiang et al., 1996, 2010; Khider et al., 2021).
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Окисление метанола в формальдегид катали-
зирует метанолдегидрогеназа (МДГ). У метано-
трофов имеются две формы МДГ, обе содержат
пирролохинолинхинон (PQQ) в качестве просте-
тической группы. Гетеротетрамерная MxaFI-МДГ
содержит кальций в активном центре, тогда как

односубъединичная XoxF-МДГ содержит редко-
земельный элемент вместо кальция. Окислитель-
ные превращения формальдегида в формиат ка-
тализируют ферменты тетрагидрофолат (ТГФ)- и
тетрагидрометаноптерин (ТГМП)-зависимых пу-
тей. Последнюю стадию окисления метана до

Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основании результатов сравнительного анализа 157 после-
довательностей геномов аэробных метанотрофных бактерий, представленных в базе данных GTDB (Parks et al., 2022).
Анализ выполнен с помощью Genome Taxonomy Database toolkit, версия 2.0.0 (Chaumeil et al., 2020). Филогенетиче-
ские ветви метанотрофных представителей Verrucomicrobia, Alpha- и Gammaproteobacteria выделены оранжевым, синим
и лиловым цветами соответственно. Звездочками обозначены роды метанотрофов, представители которых станови-
лись объектами исследований с использованием генетических манипуляций. Уровни поддержки (бутстрепы) рассчи-
таны методом “maximum-likelihood” путем построения 100 альтернативных дендрограмм. Значения бутстрепов более
70% показаны черными кружками. В качестве корня использованы геномы бактерий филума Calditrichota. Маркер –
0.5 замен на одну аминокислотную позицию.
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CO2 катализирует формиатдегидрогеназа (ФДГ),
поставляющая НАДН для монооксигенирования
метана или в дыхательную систему для синтеза
АТФ. У метанотрофов обнаруживаются до четы-
рех изоформ ФДГ, причем некоторые из них ка-
тализируют обратимую реакцию.

Для ассимиляции углерода метанотрофы ис-
пользуют три биохимическиx пути: сериновый
цикл, рибулозомонофосфатный (РМФ) путь и
цикл Кальвина. Метанотрофы класса Alphaproteo-
bacteria используют сериновый путь, в котором
С1-соединение в форме N5,N10-метилен-тетра-
гидрофолата реагирует с глицином с образовани-
ем серина (Chistoserdova, Lidstrom, 2013). Затем
аминогруппа серина переносится на глиоксилат с
образованием глицина и гидроксипирувата, по-
следний в серии реакций трансформируется в
глицеральдегид-3-фосфат и пируват – универ-
сальные метаболиты-предшественники всех ком-
понентов клеток. Метанотрофы класса Gammapro-
teobacteria ассимилируют углерод посредством РМФ
и серинового путей, функционирующих одновре-
менно. Эта избыточность характерна для метано-
трофов, но не для не растущих на метане метило-
трофов (Бут и соавт., 2017). Первыми соединениями
при построении С‒С связи в РМФ пути являются
С6-фосфосахара: гексулозо-6-фосфат, образуе-
мый конденсацией формальдегида и рибулозо-5-
фосфата, далее изомеризацией гексулозо-6-фос-
фата образуется фруктозо-6-фосфат. Эти реакции
катализируют два специфических фермента ‒ гек-
сулозофосфатсинтаза (ГФС) и фосфогексулоизо-
мераза (ФГИ). Геномный анализ выявил дупли-
кацию, а иногда и трипликацию генов hps у неко-
торых быстрорастущих метанотрофов (Розова и
соавт., 2017), однако влияние количества генов hps
на физиологические характеристики штаммов
предстоит определить. Для распада фосфосахаров
и синтеза С3-соединений эти метанотрофы ис-
пользуют ферменты пентозофосфатного и глико-
литического путей, путь Энтнера‒Дудорова и
фосфокетолазу (бифидобактериальный шунт).
Они имеют полный набор ферментов цикла три-
карбоновых кислот (ЦТК), включая обходные
пути для некоторых реакций цикла, а также меха-
низмы для восполнения С4 интермедиатов (Fu et al.,
2017; Khmelenina et al., 2019). Чрезвычайная гибкость
метаболизма гаммапротеобактериальных мета-
нотрофов предоставляет широкие возможности
для управления потоками углерода на синтез
нужных метаболитов. Представитель этого класса
термотолерантный метанотроф Methylococcus cap-
sulatus дополнительно ассимилирует СО2 через
цикл Кальвина, служит модельным организмом
при изучении метанотрофии как способа питания
микроорганизмов и используется для разработки
процессов культивирования в промышленном мас-
штабе (Øverland et al., 2010). В 2013 году впервые

на примере галотолерантного Methylotuvimicrobi-
um alcaliphilum 20Z показана способность метано-
трофов к ферментации формальдегида в условиях
лимитирования роста кислородом и, как следствие,
к накоплению в среде органических метаболитов
(Kalyuzhnaya et al., 2013). Данная работа изменила
представления о “токсичности” низкомолеку-
лярных соединений для метанотрофов (Eccleston,
Kelly, 1973) и послужила стимулом к более углуб-
ленному изучению метаболических путей транс-
формации метана. Поскольку галоалкалофильные
метанотрофы демонстрируют устойчивый рост в
широком диапазоне рН, солености, концентраций
метанола, при низком парциальном давлении
кислорода, а также проявляют повышенную
устойчивость к загрязнению, они стали не только
перспективными катализаторами биоконверсии
метана, но и удобными объектами фундаменталь-
ных исследований. Метанотрофы с сериновым
путем, будучи представлены как облигатными,
так и факультативными формами по отношению
к источнику углерода, имеют ряд преимуществ в
качестве агентов биоремедиации и промышлен-
ной биотехнологии с использованием природно-
го газа (Crombie, Murrell, 2011; Dunfield, Dedysh,
2014; Bordel et al., 2020).

СИСТЕМЫ РЕДАКТИРОВАНИЯ
ГЕНОМОВ МЕТАНОТРОФОВ

Спонтанный мутагенез. По сравнению с тради-
ционными объектами работ по геномному редак-
тированию, такими, например, как Escherichia coli
или Corynebacterium, манипуляции с метанотро-
фами существенно более длительны и трудоемки
вследствие сложности культивирования этих бак-
терий. Первые работы по получению устойчивых
к антибиотикам мутантов Methylococcus и Methylo-
monas основывались на использовании ультрафи-
олета или химических агентов (например, нитро-
зогуанидина, этилметансульфоната) (Harwood et al.,
1972; Williams et al., 1977). Однако применение
подхода спонтанного мутагенеза оказалось неэф-
фективным, что объяснялось функционированием
у метанотрофов высокоточных систем репарации
ДНК. Однако впоследствии путем адаптивной ла-
бораторной эволюции были получены штаммы,
устойчивые к дихлорметану (Nicolaidis, Sargent,
1987) и рифамицину (Puri et al., 2015). Эти экспери-
менты продемонстрировали необходимость отра-
ботки подходящих методов скрининга и закрепле-
ния вносимых мутаций. Достаточно успешными
оказались попытки транспозонного мутагенеза
метанотрофов, которые завершились получением
мутантов с делециями генов фиксации азота
(Toukdarian, Lidstrom, 1984) или штаммов-проду-
центов каротиноидов (Sharpe et al., 2007).

Двойная гомологичная рекомбинация. На сего-
дняшний день наиболее распространенным мето-
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дом инактивации генов у метанотрофов является
двойная гомологичная рекомбинация, сопровож-
даемая инсерцией кассеты устойчивости к анти-
биотикам, которая замещает ген-мишень (рис. 2а).
Такая методология успешно применялась для
Mm. alcaliphilum 20Z (Mustakhimov et al., 2010; Бут
и соавт., 2013; Henard et al., 2018; But et al., 2020),
Mc. capsulatus (Csaki et al., 2003; Henard et al., 2021),
Methylosinus trichosporium OB3b (Stafford et al., 2003).
Фрагменты ДНК, фланкирующие гены-мишени
(“плечи” гена), клонируются в суицидальные
(т.е. не реплицирующиеся в клетках реципиента)
векторы pCM184 или pK18mob, по этим фрагмен-
там происходит рекомбинация.

Методы трансформации. Для доставки плазмид
в клетки метанотрофов используются два основ-
ных метода ‒ трансформация на основе конъюга-
ции и трансформация на основе электропорации
(Crombie, Murrell, 2011; Yan et al., 2016; Ro,
Rosenzweig, 2018). Трансформацию с помощью
конъюгации проводят посредством двухроди-
тельского скрещивания со штаммом E. coli S-17-1.
Большое значение для генетических манипуля-
ций имеет разработка эффективных методов
электропорации с целью замены трудоемких ме-
тодов конъюгации. Для повышения эффективно-
сти электропорации у метанотрофов, имеющих
одновременно pММО и sММО, их выращивают
на минеральной среде с пониженным содержани-
ем CuSO4 (<10 мкМ), определяющей понижен-
ный уровень ВЦМ (Ro, Rosenzweig, 2018; Nguyen
et al., 2019). В недавних исследованиях эффектив-
ность электропорации была повышена посред-
ством оптимизации нескольких ключевых парамет-
ров, таких как подготовка компетентных клеток,
условия электропорации, время восстановления
и концентрация антибиотика (Hu et al., 2021). Осно-
вываясь на гомологичной рекомбинации и эффек-
тивной трансформации, делеция гена и экспрессия
гетерологичного гена достигнуты одновременно
путем прямой электропорации линейных фраг-
ментов ДНК, полученных с помощью ПЦР. Ис-
пользование этого подхода позволило сконструи-
ровать продуцент изобутиральдегида на основе
Mm. buryatense 5GB1 путем замены эндогенного ге-
на fadE, кодирующего ацил-КоА-дегидрогеназу,
участвующую в расщеплении жирных кислот, ге-
терологичным геном декарбоксилазы 2-кетоизо-
валериата kivD (Hu et al., 2021).

Направленный мутагенез может быть достиг-
нут не только с помощью плазмид, но и линейных
ПЦР-фрагментов, содержащих “плечи” гена-ми-
шени и кассету устойчивости к антибиотику. Это
позволяет сократить время создания конструк-
ций для генетического редактирования (Puri
et al., 2015, 2016; Yan et al., 2016; Ro, Rosenzweig,
2018). В двухэтапной процедуре делетируемый из
хромосомы ген сначала заменяется кассетой устой-
чивости к антибиотикам, которая затем удаляется с

помощью Cre рекомбиназы бактериофага Р1 (Stern-
bergand, Hamilton, 1981), выщепляющей маркер-
ный ген, клонированный между сайтами связы-
вания loxP (Marx, Lidstrom, 2002; Crombie, Mur-
rell, 2011). Этим методом был получен мутант
Methylocella silvestris BL2 по изоцитратлиазе, не-
способный расти на С1-соединениях. Данная ме-
тодика была также успешно применена для Meth-
ylomonas sp. DH-1, при этом при высеве на агари-
зованную среду без антибиотика для
оптимальной работы Cre рекомбиназы вносили 4
мМ NiCl2 (Lee et al., 2021b).

Система безмаркерного аллельного обмена. Раз-
работка протоколов контрселекции, не предпо-
лагающих повторного введения антибиотических
маркеров, упрощает процесс получения множе-
ственных мутаций. Одним из эффективных мето-
дов редактирования геномов является использо-
вание гена sacB в качестве контрселектируемого
маркера. Кодируемая геном sacB левансахараза
превращает сахарозу в леван, приводя к лизису
клеток в присутствии определенной концентра-
ции сахарозы (Recorbet et al., 1993). Метод успеш-
но применялся для получения безмаркерных му-
таций у метилотрофов (Marx, 2008). При этом ре-
дактирование проводится в два этапа. Сначала
происходит встраивание плазмиды в хромосому
по одному из гомологичных плечей, а затем при
селекции на сахарозе может восстановиться ал-
лель дикого типа или выщепиться целевой ген
(рис. 2б). Этим методом с использованием плаз-
мид, несущих ген sacB, у Mm. buryatense 5GB1 бы-
ли инактивированы гены синтеза гликогена (Puri
et al., 2015), а у Mm. alcaliphilum 20Z ‒ нокаутиро-
ваны одновременно два кластера генов синтеза и
распада гликогена и ген sps, кодирующий сахаро-
зофосфатсинтазу (Бут и соавт., 2020). Подавление
синтеза гликогена у метанотрофов имеет практи-
ческое значение, поскольку они способны накап-
ливать гликоген до 30% сухой массы клеток в
условиях лимитирования роста азотом (Khmelen-
ina et al., 1999; Ешинимаев и соавт., 2002), снижая
эффективность преобразования углерода. Инте-
ресно, что при инактивации путей синтеза саха-
розы и гликогена в клетках Mm. alcaliphilum уве-
личилось относительное содержание белка, но
несколько снизилась скорость роста на метане.
Таким образом, была показана принципиальная
возможность относительно стабильного роста
метанотрофа в отсутствие синтеза запасных со-
единений углерода.

Маркер SacB применялся при получении
штаммов Mm. alcaliphilum, способных синтезиро-
вать 2,3-бутандиол, рассматриваемый в качестве
биотоплива будущего (Nguyen et al., 2018), и пу-
тресцин (1,4-диаминобутана), используемый в
фармацевтике и агрохимии (Nguyen, Lee, 2019), а
также при конструировании пути биосинтеза
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Рис. 2. Способы генетического редактирования метанотрофов (схемы внесения модификаций в хромосому метано-
трофов): а ‒ двойная гомологичная рекомбинация с использованием суицидальной плазмиды; б ‒ использование
плазмиды с геном контрселекции sacB для получения безмаркерных мутаций; в ‒ использование ПЦР-фрагментов с
генами контрселекции sacB или pheSAG для получения безмаркерных мутаций.
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пигмента астаксантина у Methylomonas sp. 16а (Ye
et al., 2007) и для скрининга двойных рекомби-
нантов у Ms. trichosporium OB3b при получении
сайт-направленных мутаций в sMMO (Borodina
et al., 2007). С использованием этого метода была
изучена функция пентациклических тритерпено-
идных липидов у метанотрофов. Было установле-
но, что 3-метилгопаноидметилаза участвует в ста-
билизации ВЦМ у Mс. capsulatus Bath (Welander,
Summons, 2012).

В качестве маркера контрселекции использу-
ется также ген pheS, кодирующий α-субъединицу
фенилаланил-тРНК-синтетазы. Введением двух
точечных мутаций в ген pheS из Mс. capsulatus Bath
получен вариант PheSAG, который может вклю-
чать в белки p-хлорфенилаланин, вызывая гибель
клеток. Посредством отбора с помощью p-хлор-
фенилаланина был получен безмаркерный мутант
xoxF с гораздо большей эффективностью, чем
контрселекцией на основе SacB (Ishikawa et al.,
2018). Варианты pheS использовались в метано-
трофных штаммах-хозяевах, включая Mm. buryat-
ense 5GB1C, Mm. alcaliphilum 20Z и Methylomonas
sp. LW13 (Liu et al., 2020, 2021). Путем объедине-
ния pheSAG и гена устойчивости к зеоцину была
сконструирована позитивно-контрселективная
кассета PZ (Liu et al., 2020). Стратегия, основан-
ная на PZ и ПЦР (рис. 2б), была успешно исполь-
зована при создании немаркированной делеции
glgA1 или всего оперона, кодирующего sММО, в
Mm. buryatense 5GB1C и Mm. alcaliphilum 20Z.

Система генетического редактирования
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats). В исследованиях последних
лет высоко востребована система генетического
редактирования, основанная на использовании
эндонуклеазы Cas9, являющейся частью иммун-
ной системы прокариот. Эта система позволяет с
высокой специфичностью редактировать геномы
как про-, так и эукариотических организмов. Эн-
донуклеаза Cas9 вносит двухцепочечный разрыв в
нить ДНК, при этом таргетирование осуществляет-
ся с помощью так называемой “single guide” РНК
(gRNA), содержащей протоспейсер из 20 п.н., ком-
плементарный целевой последовательности,
прилегающей к PAM (protospacer-adjacent motif)
мотиву 5'-NGG-3'. Двухцепочечный разрыв мо-
жет быть восстановлен с помощью специально
выбранной “заплатки”, что позволяет ввести же-
лаемые генетические модификации (Garneau et al.,
2010; Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). К на-
стоящему времени, однако, выполнена лишь одна
работа по редактированию геномов метанотро-
фов с помощью системы CRISPR/Cas9 (Tapscott
et al., 2019). У Mc. capsulatus Bath была успешно
внесена точечная мутация в ген гидроксилазного
компонента sMMO на плазмиде, ген mmoX инак-
тивирован в хромосоме введением в открытую

рамку считывания стоп-кодона, что нарушило
функцию sMMO. При этом стоит отметить низ-
кую эффективность модификации (2%), что, ве-
роятно, обуслaвливает непопулярность данного
подхода в отношении метанотрофов.

Плазмиды ‒ ценный генетический инстру-
мент, который можно применять для экспрессии
нескольких копий гена и быстрого тестирования
генетических конструкций. Репликоны широкого
круга хозяев, которые были успешно использованы
у метанотрофов, включают репликон RP4/RK2,
определяющий группу несовместимости P (IncP)
(Ali, Murrell, 2009), а также репликоны RSF1010
(IncQ) (Lloyd et al., 1999) и pBBR1 (Welander et al.,
2012). На основе этих репликонов были сконстру-
ированы плазмиды pAWP78, pAWP79 и pAWP89,
примененные для экспрессии гетерологичных
белков и репортерных генов в Mс. capsulatus Bath
(Ali, Murrell, 2009), Methylomonas sp. 16a, DH-1
(Sharpe et al., 2007), Ms. trichosporium OB3b (Lloyd
et al., 1999), Mm. buryatense 5GB1C (Puri et al., 2015)
и Mm. alcaliphilum 20Z (Pham et al., 2022). При
этом векторы pAWP79 и pAWP89 получили широ-
кое распространение и стали универсальными
для различных групп метанотрофов (табл. 1;
Nguyen et al., 2019, 2020a, 2020b), а pAWP78 стал
основой для создания вектора pCAH01, использу-
емого для контролируемой экспрессии генов
(Henard et al., 2016). Экспрессируемый ген в
pCAH01 находится под контролем тетрациклино-
вого репрессора/оператора. Репрессия гена сни-
мается при добавлении ангидротетрациклина –
аналога тетрациклина, не обладающего антибио-
тической активностью (Henard et al., 2010).

Недавно у Methylomonas sp. DH-1 была обнару-
жена цитозинметилтрансфераза, которая помога-
ет чужеродным плазмидам обходить систему ре-
стрикции‒модификации (РM) (Ren et al., 2020),
что приводит к более высокой эффективности
трансформации. Цитозинметилтрансфераза рас-
познает последовательность GGCC для метили-
рования. Ген, кодирующий цитозинметилтранс-
феразу Methylomonas sp. DH-1, был введен в E. coli
JM110 с дефицитом генов метилазы dam и dcm,
тем самым была создана синтетическая система
РM. Кишечная палочка, экспрессирующая цито-
зинметилтрансферазу, метилировала чужеродные
плазмиды, которые после выделения из E. coli
JM110 показали повышенную эффективность
трансформации в Methylomonas sp. DH-1 по сравне-
нию с неметилированными плазмидами. С исполь-
зованием этого подхода в клетках Methylomonas sp.
DH-1, трансформированных плазмидами, несущи-
ми гены синтеза каротиноидов, продукция пиг-
мента была увеличена на 26% (Ren et al., 2020).

В бактериальной биотехнологии для генетиче-
ских манипуляций или физиологических моди-
фикаций возможно доставлять функциональные
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белки в клетки с использованием пептидов в ка-
честве переносчиков. Библиотеку проникающих
в клетку пептидов и метод доставки белков, конъ-
югированных c пептидами, тестировали, вырезая
маркерный ген в Methylomonas sp. DH-1 (Lie et al.,
2021). Предложенная библиотека проверена на
отсутствие значительной цитотоксичности про-
никающих пептидов в отношении E. coli.

Элиминация нативной плазмиды у Mm. buryat-
ense 5GB1. Системы экспрессии генов на основе
плазмид позволяют быстро тестировать несколь-
ко генетических конструкций. Ранее для манипу-
лирования штаммами неметанотрофных метило-
трофов была разработана система с использова-
нием плазмиды широкого круга хозяев pCM66 на
основе IncP размером 7.6 т.п.н. (Marx, Lidstrom,
2001). Однако исходный штамм Mm. buryatense
5GB1 содержит плазмиду размером 80 т.п.н., не-
сущую функции стабильности и поддержания,
которые приводят к несовместимости между
плазмидами. Элиминация нативной плазмиды
была проведена путем введения IncP-плазмиды
pVK100 и последующим избавлением от нее с по-
мощью пересевов без антибиотика (Puru et al.,
2015). Как результат, получены штаммы
Mm. buryatense 5GB1S и 5GB1C, которые способ-
ны конъюгировать с малыми векторами и подда-
ются современным методам клонирования.

Библиотеки промоторов для экспрессии генов
метанотрофов и репортерные гены. В метаболиче-
ской инженерии сверхэкспрессия генов может не
привести к увеличению выхода продукции, по-
скольку клеточные ресурсы расходуются чрез-
мерно на синтез белка, что приводит к снижению
ростовых параметров. Кроме того, неоптимизи-
рованная экспрессия генов может способствовать
накоплению токсичных промежуточных метабо-
литов, что снизит выход продукции. Для тонкой
настройки уровней экспрессии генов использу-
ются промоторы различной силы.

Для поиска подходящих промоторов, обеспе-
чивающих конститутивную или регулируемую
экспрессию целевых генов, используются репор-
терные белки. Применение канонических флуо-
ресцирующих белков (таких как GFP, dTomato)
считалось неэффективным способом оценки си-
лы промоторов у метанотрофов вследствие нали-
чия у них обширной сети ВЦМ и/или S-слоев на
поверхности клеток. Трудоемкость оценки флуо-
ресценции в клеточных экстрактах сводит на нет
преимущество в использовании репортерных генов
(Ali, Murrel, 2009; Puri et al., 2015). Для определения
силы промоторов у Methylomonas sp. DH-1 тандем
промотор-gfp был интегрирован в некодирующую
область генома, а флуоресценцию тестировали ме-
тодом проточной цитометрии (Lee et al., 2021a). У
Mm. buryatense 5GB1S эндогенные промоторы,
управляющие экспрессией гена метанолдегидро-

геназы mxaF и сигма-факторов rpoD, были проте-
стированы с помощью красного флуоресцентного
белка dTomato в качестве репортера (Shaner et al.,
2004). Обнаружено, что промотор гена mxaF не-
активен в E. coli, хотя это был самый сильный из
протестированных промоторов в Mm. buryatense.
Наряду с генами флуоресцирующих белков, с
этой целью применяются гены катехол-2,3-диок-
сигеназы xylE и β-галактозидазы lacZ (Ali, Mur-
rell, 2009). Силу промоторов ключевых генов у
Mm. alcaliphilum 20Z тестировали в штамме мета-
нотрофа, дефектном по глюкокиназе (Мустахи-
мов и соавт., 2016). Ген, кодирующий глюкокина-
зу, вносили на плазмиде под контролем тестируе-
мых промоторов, индикатором уровня экспрессии
с промотора служила активность глюкокиназы в
бесклеточных экстрактах. Это исследование под-
твердило высокую активность промотора гена ме-
танолдегидрогеназы mxaF в метанотрофных бакте-
риях.

Оценка уровней экспрессии генов у Mm. bury-
atense 5GB1 недавно была проведена с помощью
наборов данных RNA-seq (Wilson, 2021). Штамм
культивировали в различных условиях и анализи-
ровали данные секвенирования РНК. Была иден-
тифицирована группа генов с высокой экспрес-
сией и выявлены соответствующие промоторные
области-кандидаты. Проверку предполагаемых
промоторов проводили с использованием репор-
тера XylE.

Другой подход применяли при выборе опти-
мальных промоторов для производства кадавери-
на в Methylomonas sp. DH-1 (Lee et al., 2021). Были
проанализированы участки 100 п.н. выше сайта
начала транскрипции всех генов, кроме гипоте-
тических белков. Параллельно у Methylomonas sp.
DH-1 идентифицировали высоко экспрессируе-
мые белки с помощью 2D-гель-электрофореза и
MALDI-TOF. В результате была получена биб-
лиотека из 38 промоторов и проверена c исполь-
зованием gfp. Основываясь на полученных
данных, была проведена гетерологичная экспрес-
сия генов cadA и cadB в Methylomonas sp. DH-1.
Титр кадаверина достиг наивысшего значения
18.12 мг/л в штамме, экспрессирующем гены cadA
и cadB под промотором, соответственно, рибо-
сомного белка RpmB (L28) и белка-инициатора
репликации DnaA.

Модификация метаболизма с целью получения
целевого продукта. Внесением на плазмиде
pCAH01 гена лактатдегидрогеназы из Lactobacillus
helveticus в клетки Mm. buryatense был получен
штамм, который выделял в среду лактат в кон-
центрации 800 мг/л (Henard et al., 2016). Суще-
ственный вклад в выход целевого продукта
вносит также настройка трансляции генов, т.е.
подбор наилучших рибосом-связывающих по-
следовательностей (RBS). Следует отметить, что



660

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 6  2022

ХМЕЛЕНИНА и др.

использование определенного RBS может быть
удачным в одном окружении (т.е. с определен-
ным протомотором и геном) и неэффективным в
другом. Оптимальный дизайн RBS разрабатыва-
ли с помощью программы RBS калькулятор 2.0
(Salis et al., 2009; Espah Borujeni et al., 2014), что
позволило значительно увеличить выход лактата
у Mm. buryatense 5GB1C (Garg et al., 2018), а также
шинорина у Mm. alcaliphilum 20Z (Nguyen et al.,
2021). Примечательно, что выход шинорина при
использовании сконструированного метано-
трофного биокатализатора был сопоставим с та-
ковыми у промышленных продуцентов.

Протестирована способность Mm. buryatense
синтезировать кротоновую кислоту (выход 50 мг/л)
путем внесения генов обратного пути β-окисле-
ния из E. coli MG1655 с помощью плазмидного
вектора (Garg et al., 2018). Для успешного резуль-
тата при модификации метанотрофов часто ис-
пользуют кодон-оптимизированные гены (Pham
et al., 2022b). Для модификации Mm. alcaliphilum с
целью получения путресцина, в штамм c деле-
цией генов лактатдегидрогеназы, ацетаткиназы и
спермидинсинтазы на плазмиде pAWP89 под taс
промотором были внесены кодон-оптимизиро-
ванные гены ацетилорнитинаминотрансферазы
argD и орнитинацилтрансферазы argJ из
Ms. trichosporium OB3b, а также ген орнитинде-
карбоксилазы speC. В результате удалось достичь
концентрации путресцина 98.08 мг/л (Nguyen et al.,
2019). Благодаря использованию кодон-оптими-
зированных генов триптофаназы tna из E. coli и
флавинсодержащей монооксигеназы fmo из Meth-
ylophaga aminisulfidivorans, на основе Mm. alcaliph-
ilum был получен продуцент пигмента индиго
(3.9 мкг/л). После внесения генов ксилозоизоме-
разы (xylA) и ксилулокиназы (xylB) из E. coli стал
возможен миксотрофный рост Mm. alcaliphilum в
среде с добавлением 2 г/л ксилозы, что увеличило
выход красителя до 6.3 мкг/л (Pham et al., 2022b).

Среди нейтрофильных негалофильных мета-
нотрофов наиболее податливыми к модификаци-
ям оказались представители рода Methylomonas.
Так, замена гена сукцинатдегидрогеназы (sdh) у
Methylomonas sp. DH-1 на канамициновую кассету
привела к накоплению в среде сукцината, а введе-
ние на плазмиде pAWP89 генов глиоксилатного
шунта позволило увеличить выход сукцината до
134 мг/л (Nguyen et al., 2019). Попытки перена-
править поток углерода посредством выключения
генов ацетаткитназы (ack) и фосфоацетилтранс-
феразы (pta) или пируват-формиатлиазы (pfl) не
привели к увеличению выхода сукцината.

Метаболическое моделирование. Еще одним
современным подходом, активно используемым
в исследованиях молекулярных основ метано- и
метилотрофии, является метаболическое моде-
лирование. Моделирование метаболических пу-

тей позволяет прогнозировать направление потока
углерода при генетической модификации, кон-
струировать новые пути, ведущие к синтезу нуж-
ного продукта, а также предсказывать влияние
окружающей среды или генетических манипуля-
ций на поведение системы. На сегодняшний день
метаболические модели разработаны для
Mm. buryatense 5GB1 (de la Torre et al., 2015), Mc.
capsulatus Bath (Lieven et al., 2018), Mm. alcaliphilum
20Z (Akberdin et al., 2018) и Ms. trichosporium OB3b
(Naizabekov, Lee, 2020). Интересно, что модели
для Methylotuvimicrobium и Methylococcus предпо-
лагают значительные различия в механизмах пе-
реноса электронов. Метаболическое моделирова-
ние необходимо для прогнозирования фенотипов
in silico, что может определять стратегии биоин-
женерии.

Совместное выращивание на метане и полиугле-
родных субстратах. Большинство метанотрофов
не могут использовать полиуглеродные субстраты
и имеют относительно низкую скорость роста на
метане ввиду низкой растворимости СН4. Кроме
того, для монооксигенирования инертной моле-
кулы метана нужны восстановительные эквива-
ленты. Использование полиуглеродного соеди-
нения в качестве ко-субстрата представляется
многообещающей стратегией при производстве
целевых продуктов. Первая попытка демонстра-
ции способности гаммапротеобактериального
метанотрофа к использованию для роста сахаров
была осуществлена введением в Мm. alcaliphilum
20Z ксилозоизомеразы (xylA) и ксилулозокиназы
(xylB) из E. coli наряду со сверхэкспрессией соб-
ственной рибулозофосфат-3-эпимеразы (rpe)
(Nguyen et al., 2021). Сконструированный штамм
мог расти на ксилозе как на единственном источ-
нике углерода, но с довольно продолжительной
лаг-фазой. Скорость роста модифицированного
штамма на метане с ксилозой была в 1.5 раза вы-
ше по сравнению со скоростью роста только на
метане, а продукция шинорина (производное се-
догептулозо-7-фосфата) возросла в 2.3 раза. Кро-
ме того, синтез 2,3-бутандиола, ацетоина и 3-гид-
роксимасляной кислоты значительно усиливался
при росте в среде, содержащей метан и ксилозу.

В Mm. alcaliphilum 20Z были введены гены, от-
ветственные за утилизацию глицерина, включая
транспортер глицерина (glpF), глицеролкиназу
(glpK) и эндогенную глицерол-3-фосфатдегидро-
геназу (gpsA) (Lee et al., 2021). Cконструирован-
ный штамм рос на глицерине при низкой концен-
трации 0.1%, но эта способность была улучшена
адаптивной эволюцией. Глицерин, как дополни-
тельный к метану источник углерода, в 2 раза уве-
личивал скорость роста и в 3.9 раза продукцию
2,3-бутандиола. Поскольку метаболизм глицери-
на обеспечивает синтез дополнительного НАДН,
метанотроф при миксотрофном росте может кон-
вертировать метан в метанол без добавления фор-
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миата в качестве донора электронов. Биокатали-
затор для превращения метана в метанол, работа-
ющий без ингибиторов метанолдегидрогеназы
(хлорида аммония, этилендиаминтетраацетатно-
го или фосфатного буфера) можно создать на ос-
нове мутанта с дефицитом метанолдегидрогеназы
(Hur et al., 2017; Patel et al., 2020). Новая концеп-
ция одностадийной биоконверсии метана в мета-
нол в метанотрофных бактериях с использовани-
ем глицерина в качестве восстановительной силы
может быть расширена для превращения других
алканов в соответствующие им первичные
спирты.

Применение метанотрофов в агротехнологиях.
Одним из примеров в этой области исследований
является сконструированный штамм Methylo-
monas sp. LW13, способный разлагать широко ис-
пользуемый гербицид бенсульфурон-метил (БСМ)
(Liu et al., 2021). Для этого в Methylomonas sp. LW13
была экспрессирована гидролаза SulE из Hanss-
chlegelia zhihuaiae S113 под промотором Ptac с по-
мощью стратегии безмаркерного гена на основе
p-Cl-Phe. Фермент деэтерифицирует БСМ до
бенсульфуроновой кислоты и метанола. Скон-
струированный штамм полностью конвертиро-
вал 40 мг/л БСМ в бенсульфуроновую кислоту че-
рез 96 ч.

Метанотрофы в природе не синтезируют фи-
тогормоны. Тем не менее, связь между растения-
ми и метанотрофами подтверждена многочис-
ленными наблюдениями (Hanson, Hanson, 1996;
Bosse, Frenzel, 1997; Davamani et al., 2020). В част-
ности, интродукция метанотрофных бактерий
была успешно использована для снижения вы-
бросов метана в атмосферу из затопляемых рисо-
вых чеков (Davamani et al., 2020). Задача создания
метанотрофных бактерий, обладающих способ-
ностью синтезировать фитогормоны для стиму-
ляции роста растений и для снижения эмиссии
метана, была реализована на примере Mm. alca-
liphilum 20Z (Pham et al., 2022c). L-триптофан, не-
заменимая для живых организмов аминокислота,
синтезируется из фосфоенолпирувата и эритрозо-
4-фосфата – центральных интермедиатов гликоли-
за ‒ доминирующего пути распада фосфосахаров у
метанотрофов с РМФ циклом ассимиляции угле-
рода. Триптофан также является предшественни-
ком ауксина (индолил-3-уксусной кислоты, ИУК).
Гетерологичной экспрессией в Mm. alcaliphilum
20Z ферментов синтеза триптофана из E. coli,
устойчивых к ингибированию по принципу об-
ратной связи, получен штамм-продуцент трипто-
фана. Дополнительным введением генов, коди-
рующих ферменты синтеза ИУК, сконструиро-
ван рекомбинантный штамм, синтезирующий
ауксин и способный стимулировать прорастание
семян, длину побегов и длину корней пшеницы
на ранней стадии роста в засоленных щелочных
условиях (Pham et al., 2022b). Таким образом,

предложен подход для создания метанотрофов,
способных повысить продуктивность и рост рас-
тений и одновременно сократить выбросы мета-
на, образующегося в результате сельскохозяй-
ственной деятельности.

ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Последнее десятилетие продемонстрировало

быстрое развитие генетических инструментов и
их адаптацию для применения в работе с метано-
трофными бактериями. Секвенирование гено-
мов, многочисленные примеры успешной генной
инженерии в сочетании с быстро растущим пони-
манием фундаментального метаболизма метано-
трофов дают надежду на реализацию, по крайней
мере, ряда рациональных стратегий направлен-
ной модификации этих уникальных бактерий.
Это относительно новая область исследований
для метанотрофных бактерий; все еще существует
потребность в более глубоких исследованиях, на-
целенных на устранение таких ограничений, как
низкий поток углерода к целевым продуктам, эф-
фективность окисления метана и уровни экс-
прессии ключевых ферментов. В данном обзоре
не были представлены примеры работ по синте-
тической биологии – преобразование метана не-
метанотрофными микроорганизмами, что также
может внести значительный вклад в повышение
эффективности производства и выхода целевых
продуктов.
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Abstract—Aerobic methanotrophic bacteria are prokaryotic microorganisms possessing methane monooxy-
genases, unique enzymes that determine their ability to utilize methane (СН4) as a growth substrate. This
metabolic capability makes methanotrophs attractive objects for biotechnological applications aimed at uti-
lizing methane for production of microbial cell protein and various target metabolites. The current raise of
interest to these biotechnologies is driven by high availability of methane, which is a major component of nat-
ural gas, as well as of the biogas produced in anaerobic fermentation processes. Since aerobic methanotrophs
oxidize methane at the ambient temperature and pressure, they represent natural cell factories for converting
СН4 into various value-added products. Further development of biotechnologies based on methane utiliza-
tion requires application of genome editing techniques to obtain producer strains with improved characteris-
tics. For a long time, the progress in metabolic engineering of methanotrophs was hampered by their specific
metabolic properties and the difficulties of handling these bacteria. Here, we present an overview of the latest
achievements in the field of metabolic engineering of methanotrophic bacteria and identify the potential tar-
gets as well as the currently available tools for genome editing of these microorganisms. These techniques
open up the possibility of constructing strains with biotechnologically relevant characteristics and conducting
in-depth research of the metabolic features of aerobic methanotrophs.

Keywords: methanotrophic bacteria, methanotroph diversity, metabolic peculiarities of methanotrophs, bio-
conversion of methane, genome editing, metabolic engineering
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