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海洋生境的甲烷好氧氧化作用对氧浓度的响应特征
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摘要：海洋生境来源的甲烷好氧氧化菌及其产生的甲烷氧化作用是否具有独特性，对氧浓度这一环境因子如何响应，目前尚不

清楚。本文采用海底新鲜沉积物作为菌种来源，借助微生物培养技术，实验研究了不同氧浓度条件（0%、1%、10% 和 50%）下

的甲烷好氧氧化过程。结果表明，完全无氧条件（0%）不能发生甲烷好氧氧化作用，实验体系的甲烷氧化速率及甲烷氧化菌

总丰度随氧浓度升高而降低，当氧浓度由 1% 升高至 50% 时，甲烷氧化速率减弱了约 15 倍，甲烷氧化菌总丰度降低了两个数

量级。甲烷氧化菌优势菌属为 I 型氧化菌 Methylobacter 属，由 Methylobacter leteus 和 Methylobacter whittenburyi 组成，氧浓度增

加时 Methylobacter leteus 的占比随之降低，Methylobacter whittenburyi 则相反。本实验中甲烷好氧氧化菌及其氧化作用的最适

氧浓度条件为 1%，这与采样位置的原始生存环境最为接近。在海底低氧条件叠加低温、高压等特殊生境的长期驯化下，甲烷

氧化菌的最适氧浓度条件将逐渐趋于其原始生存环境。
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Abstract: It  is  not  clear  whether  methanotrophs  and  the  aerobic  methane  oxidation  of  marine  habitats  are  unique  and  how  they  respond  to

oxygen concentration.  In  this  paper,  experimental  investigations  on  the  aerobic  oxidation  of  methane  were  conducted  under  different  oxygen

concentrations (0%、1%、10% and 50%), using fresh seabed sediments as the source of methanotrophs. The results show that aerobic methane

oxidation is rejective to anoxic condition (0%). Both the oxidation rate and abundance of methanotrophs decrease as the oxygen concentration

increases. When oxygen concentration increases from 1% to 50%, the oxidation rate will decrease by about 15 times, and the total abundance of

methanotrophs  decreases  by  two  orders  in  magnitude.  The  dominant  methanotrophs  belong  to  type  I-Methylobacter,  which  consist  of

Methylobacter leteus and Methylobacter whittenburyi. When oxygen concentration increases, the proportion of Methylobacter leteus decreases,

while that of Methylobacter whittenburyi increases. The study further suggests that the optimum oxygen concentration of methanotrophs and the

aerobic methane oxidation is 1%, which is very close to the original environment of the sampling location. It means that the optimum oxygen

concentration of  methanotrophs will  gradually approach the original  living environment under a  long-term acclimatization in specific  biotope

such as that with low oxygen concentration under low temperature and high pressure.
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甲烷好氧氧化作用是由甲烷氧化细菌介导下

甲烷和氧分子分别作为电子供体和电子受体的生

物地球化学反应 [1]，主要发生于海底表层沉积物和

海水中，是影响海洋生态系统、控制温室气体排放
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的重要生化过程 [2-3]。海洋泄露环境中，不同泄露位

置、泄露时刻或纵深层位的甲烷好氧氧化强度存在

显著差异，每天每平方米的氧化速率跨度可从几个

纳摩尔到几百个毫摩尔，与之相应的甲烷氧化菌群

落结构也不尽相同 [4]，造成这一现象的原因可能是

海底不同区域位置的环境因子差异。

前人曾通过模拟不同的温度 [5-6]、压力 [7]、甲烷

浓度 [8] 或营养源 [9] 等参数条件，探究了不同环境因

子条件下气体氧化速率及其对应的微生物群落结

构。除此之外，一些实验研究还发现氧浓度也是影

响甲烷好氧氧化过程的重要参数之一。首先，从微

生物角度而言，氧浓度对甲烷氧化菌的群落结构和

活性都存在十分重要的影响。不同甲烷氧化菌具

有不同的最适氧浓度范围，其浓度范围差异较大，

当氧浓度偏离最适范围时，其微生物活性及甲烷氧

化潜力将受到显著抑制。例如 Methylosinus trichos-
porium 的最适氧浓度范围较大，跨度为 1.6%～18%，

而 Methylosoma difficile sp. nov.对氧浓度要求较为苛

刻，最适氧浓度仅为 2%左右[10]。在极端低氧生境中，

大部分氧化菌如 Methylococcus 和 Methylomonas 等

通常处于休眠状态，仅有 Candidatus Methylomira-
bilis oxyferea等少数氧化菌仍可借助自身的氧转化

机制存活，进而发生甲烷氧化反应 [1]。其次，从甲烷

氧化速率角度而言，氧浓度对甲烷氧化菌的影响

将直接导致其甲烷氧化潜力的差异。前人对不同

生态系统的实验研究中发现，氧浓度对甲烷氧化速

率的影响规律不一。例如，某树叶堆肥低氧培养

（1.5%）下甲烷氧化速率高于高氧培养（10.5%） [11]，

而某稻田土在高氧条件（19.2%）下的氧化速率却显

著高于低氧条件（1.1%） [12]，推测认为氧浓度对甲烷

氧化的影响可能还受其他环境因素的限制。但是，

以上实验研究使用的菌群大都来自湖泊、草原、水

稻田等环境，指示陆地生态系统规律，海洋和陆地

两种不同环境系统的原位微生物组成存在较大不

同，两种生境的菌群特性及其甲烷氧化特征可能并

不一致[1]。

海水溶解氧主要来源于大气和海洋植物光合

作用，受海洋环流、海洋生物、气候以及大陆径流

等多重因素影响，海水溶解氧的分布十分复杂 [13]。

溶解氧具有一定的垂向分布特征，通常由表层海-气
界面平衡状态（约 200 μmol/L）叠加植物光合作用增

长至最高值（约 250 μmol/L），随后急剧降低至最小

值（约 100 μmol/L），进而逐渐随深度回升至表层氧

浓度 [14-15]。总体来看，海洋生境氧浓度分布虽较为

复杂，但是总体呈现低氧的生境特点。海洋低氧生

境与低温、高压、高盐等生境特点相耦合的环境背

景下，已发现的甲烷氧化菌多以 Methylocicrobium 属、

Methylococcus 属、Methylocaldum 属、Methylobacter 属

和 Methylocystis 属等 I 型氧化菌为主[16]，它们是海洋

生境的优势菌群。Vekemann等 [17] 曾利用海底沉积

物样品实验模拟了不同氧浓度（1%O2 和 20%O2）的

甲烷氧化过程，发现低氧下氧化速率相对较高，但

并未从微生物角度分析其中缘由。

氧浓度等环境因子对甲烷好氧氧化影响的相

关研究，大多来自于湖泊、草原等陆地生态系统，海

洋生境中甲烷好氧氧化研究相对较弱。那么，氧浓

度对来自海洋生境的甲烷氧化过程有何影响？氧

化菌群落结构、生长繁殖情况及甲烷氧化速率如何

表现？为解决以上问题，本文通过室内模拟实验手

段，利用来自海底油气泄露区的新鲜沉积物样品作

为甲烷氧化菌的菌种来源，模拟不同氧浓度条件下

的甲烷好氧氧化过程，分析氧浓度对甲烷氧化菌的

群落结构和生长繁殖情况的影响规律，探讨不同氧

浓度下的甲烷氧化潜力。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验菌种来自我国东部渤海湾沙垒田油气渗

漏 区 的 表 层 沉 积 物 （ 38°16 ′52.827 ′ ′N、 118°53 ′
56.893 ′ ′W） ，水深 22.7  m。现场测试获得沉积物

pH值和氧化还原电位分别为 7.57和−29 mV，海底

底层溶氧量（DO）年平均值为 6.61 mg/L。样品采集

方式为遥控潜水式箱形采样器，沉积物重约 2.0 kg，
避光 4 ℃ 密封贮存。在实验工作前，已通过预培养

试验验证了沉积物样品中含有丰富的活性甲烷好

氧氧化菌。关于沉积物来源和采集过程的更多细

节可详见 Li等[8]。

实验所采用的气体包括高纯 CH4、O2 和 N2，纯

度均为 99.999%。实验中微生物培养液为人工配制

海水，配比为NaCl 26.5 g/L，MgCl2 24 g/L，KCl 0.73 g/L，
MgSO4 3.3 g/L，NaHCO3 0.2 g/L，CaCl2 1.1 g/L，NaBr
0.28 g/L，pH为 7.5。 

1.2    实验设计及步骤

根据海洋含氧量特征，本研究将海洋环境分为

完全无氧、含微量氧、相对富氧 3个氧浓度条件。

另外，为了考察海洋来源的甲烷氧化菌在极端富氧

环境中的表现，同时考虑甲烷好氧氧化反应的化学
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计量比，实验还模拟了一种极端富氧条件。因此，

实验中共设计 4个氧浓度条件：0%O2（实验 i）、1%O2

（实验 ii）、10%O2（实验 iii）、50%O2（实验 iv），依次对

应了完全无氧、含微量氧、相对富氧以及极端富氧

的氧浓度条件。其中，实验 i（0%O2）体系中，在顶空

无氧气供给的基础上，实验还在溶液中额外添加了

Na2S试剂，直至氧化还原电位 ORP达到约−200 mV
以达到完全无氧。实验 ii（1%O2）的设定用于模拟

海底含微量氧环境，经实验室测定得知，1%O2 顶空

条件下溶液的氧化还原电位约为−50 mV，其氧浓度

条件与渤海与采样位置的原始生存环境（−29 mV）

最为接近。实验 iii（10%O2）用于模拟海水表层、富

氧的南极中层水等相对富氧的氧浓度环境 [18]。实

验 iv（50%O2）中 O2 含量显著高于大气 O2 浓度，属

于极端富氧环境。各实验分别设置了两个平行实

验组。顶空气体中，甲烷分压设定为 10%，另外还

额外注入高纯氮气作为压力补偿气体，防止后续实

验中频繁取气操作造成实验体系真空。根据微需

氧微生物培养方法及前期预试验，1%O2 与 10%O2

实验体系需定期补充 O2（2 mL/d），使系统内 O2 浓

度保持相对稳定，该补气操作所产生的压力波动较

小（＜0.002 MPa），可忽略不计。本实验中还设置了

一个空白组（50%O2 无 CH4），在无 CH4 供应条件下

仅充入 50% O2，用于观察沉积物中有机质发生完全

氧化作用所产生的 O2 损耗量和 CO2 产生量。各实

验组的具体设定情况详见表 1。
实验具体操作步骤如下，每个实验组首先称取

约 12 g的沉积物样品与 30 mL人工海水（V/V 接近

1/1）进行混匀，注入 120 mL玻璃钳口瓶中，随后进

行 N2 洗气操作以除去瓶内空气，丁基橡胶塞密封

后用针管连接真空泵进行抽真空处理。按照实验

方案分别向各实验组充入实验气体和  N2 补充气。

另外，我们在实验体系中加入了刃天青显色剂，根

据显色程度对实验体系 O2 浓度情况进行辅助观

察。将配制好的 8组实验样品分别倒置放于恒温

培养摇床中进行恒温避光培养。 

1.3    气体组分测定及氧化速率计算
 

1.3.1    气体组分测定分析

实验过程中定期对顶空气体进行取样及组分

测定分析。气体取样间隔为 3～7天，由气相色谱

配套使用的样品锁定型微量进样针（Hamilton 81056
型，100 μL）直接扎取取样，单次取样量 50 μL。CH4、

CO2 的气体组分分析采用即取即测方式，所采用仪

器为毛细管分流-氢火焰离子化检测器/热导检测器

并联气相色谱仪（GC-FID/TCD，Trace GC Ultra型，

Thermo）。色谱柱为 HP-PLOT/Q（ 30  m×0.32  mm×
20 μm），载气 He（99.999%）。仪器参数为：进样口温

度 200 ℃，分流比 10:1，柱流速 3 mL/min，柱箱温度

140 ℃（维持 4 min）。FID温度 280 ℃，氢气、空气、

尾吹气流速分别为 40、 450、 40  mL/min。气体测

定的相对标准偏差为 1.6%～5.0%，方法检出限为

0.000 3～0.046 mol/mol。依据检测得到的气体百分

比例（mol%）、体系压力值、温度值、血清瓶顶空体

积等参数代入理想气体状态方程，计算得出 CH4、

CO2 的气体含量（μmol）。 

1.3.2    甲烷好氧氧化速率计算

甲烷好氧氧化化学反应方程式：
CH4+2O2→ CO2+2H2O

甲烷好氧氧化速率（methane oxidation rate，MOR）
计算公式为：

MOR =
[CH4]i−t−[CH4]i

dw× t
[
µmol/gdw/d

]
其中， t 为本次取样与前一次取样的时间间隔（d），
i 为本次取样时刻对应的实验天数，[CH4]i 为第 i 天
的顶空 CH4 含量（μmol），[CH4]i-t 为前一次取样获得

的 CH4 含量，dw 为实验体系中的沉积物干重（g）。
以上所采用的MOR计算方法与Wegener 和 Boetius[19]

类似。经样品烘干称重，计算获得沉积物含水率为

17.5%。 

 
表 1    甲烷好氧氧化实验设计方案

Table 1    Experimental design for aerobic methane oxidation

实验组 O2浓度 底物配比 气体配比

i 0%O2 11 g沉积物+30 mL海水 20 mLCH4+180 mLN2

ii 1%O2 12.7 g沉积物+30 mL海水 20 mLCH4+2 mLO2+178 mLN2

iii 10%O2 11.9 g沉积物+30 mL海水 20 mLCH4+20 mLO2+160 mLN2

iv 50%O2 12.0 g沉积物+30 mL海水 20 mLCH4+100 mLO2+80 mLN2

空白组 50%O2 11.9 g沉积物+30 mL海水 100 mLO2+100 mLN2
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1.4    微生物群落分析
 

1.4.1    沉积物总 DNA抽提

对初始样品及不同实验组反应后样品的甲烷

好氧氧化菌开展高通量测序和实时荧光定量

（qPCR），对比微生物群落组成变化及生长繁殖情

况。首先，分别对初始样品及实验开展后的沉积物

样品进行取样，取样量为 3～5 g。其中实验开展后

的沉积物样品由沉积物-培养液的混合泥浆离心获

得（9 000 r·min−1，10 min）。沉积物样品保存在−20 ℃
待测。

沉积物总 DNA抽提采用 E.Z.N.A@Soil DNA提

取试剂盒（Omega Biotech，美国），抽提步骤按照试

剂盒说明书进行。总 DNA采用 1%琼脂糖凝胶电

泳进行检测，使用 Nano Drop 2000（Thermo）对 DNA
纯度及浓度进行检测，−20 ℃ 保存备用。 

1.4.2    微生物高通量测序

利用 ABI GeneAmp ® 9 700型 PCR扩增仪对甲

烷好氧氧化菌 pmoA 功能基因进行 PCR扩增，反应

体系为 20  μL，包括 5×FastPfu  Bulfer  4  μL， 2.5  mM
dNTPs 2 μL，上游和下游引物（5 μM）各 0.8 μL，FastPfu
Polymerase  0.4  μL， Bovine  Serum  Albumin  Solution
（BSA）0.2 μL，模板  DNA 10 ng，补 ddH2O至 20 μL。
甲烷氧化菌 pmoA 功能基因采用引物为 189F和

mb661[20]。甲烷氧化菌 16S rRNA扩增反应条件为：

95 ℃ 变性 3 min，40个循环：95 ℃ 变性  30 s，55 ℃
退火 30 s，72 ℃ 延伸 45 s，最后 72 ℃ 延伸 10 min。

PCR扩增产物采用 AxyPrep DNA凝胶回收试

剂盒切胶回收（AXYGEN公司，美国），Tris-HCl洗
脱，随后采用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，使用

Illumina-Miseq平台（PE300）进行高通量测序分析。

使用 Uparse软件，在 97%的相似水平下对甲烷氧化

菌 pmoA 基因序列进行 OTU聚类，选取 OTU中出

现频数最高的序列作为 OTUs代表性核酸序列，将

这些核酸序列转化为蛋白序列后，与 NCBI数据库

进行比对注释，统计各样本在属分类水平上甲烷好

氧氧化菌群落组成及相对丰度等信息。本研究所

测定的甲烷好氧氧化菌 pmoA 基因序列的登录号为

SRP189409。 

1.4.3    微生物 qPCR定量

甲烷好氧氧化菌 pmoA 基因拷贝数由实时荧

光定量 qPCR测试技术获得（Real-time  PCR，博日

9600plus型荧光定量 PCR仪），pmoA 基因 qPCR所

用引物与 PCR扩增引物相同。采用 MG96+ PCR仪

进行 qPCR扩增，反应条件为：95 ℃，5 min；95 ℃，30 s，

56 ℃，30 s，72 ℃，1 min，35个循环。扩增结束后用

1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，将 qPCR产物进

一步纯化后与质粒载体 Pmd18-T连接，蓝白斑筛选

法选取阳性克隆提取质粒。以 10倍稀释构建好的

各质粒（90 μL稀释液+10 μL质粒），通过预实验分别

选取标准品的 10−2～10−7 稀释液用于制备标准曲线。

以梯度稀释的 16S rRNA基因质粒标准品为模板，

进行荧光定量 PCR检测。定量 PCR试剂为 ChamQ
SYBR color qPCR Master Mix（2X），反应体系 20 μL:
2X ChamQ SYBR Color Qpcr Master Mix 10 μL，上游

和下游引物（5 μM）各 0.8 μL，模板 DNA 2 μL。荧反

应条件：95 ℃ 变性 5 min，40个循环：95 ℃ 变性 5 s，
56 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 40 s。每个样品设置 3个

平行，根据标准曲线换算 pmoA 基因拷贝数。 

2    实验结果
 

2.1    气体氧化特征
 

2.1.1    气体组分变化

实验测得的顶空 CH4（μmol%）和 CO2（μmol）的
含量数据显示，各平行实验组的数据平行性良好，

为方便对比，我们采用各平行实验组的平均值来呈

现不同氧浓度下气体含量的变化趋势（图 1）。
其中，实验 i（0%O2）顶空 CH4 含量变化较少，

CH4 含量减少量约为 4.0 μmol%，且主要发生在实验

前期，后期 CH4 含量几乎未变化。另外 3组实验中

CH4 含量变化则相对较为明显，且显示出相似的变

化趋势，大致可分为两个阶段（图 1）：初期快速变化

阶段，甲烷含量急剧减少，对应了 3个甲烷消耗过

程的叠加，即 CH4 的快速溶解、沉积物吸附以及微

生物好氧氧化作用；后期平稳变化阶段，甲烷减少

幅度趋于平稳，对应了甲烷微生物好氧氧化过程。

这一变化趋势在 CH4 的含量变化速率数据中体现

得更为直观（表 2），因此，初期快速变化阶段甲烷的

消耗速率不能代表甲烷氧化菌所产生的氧化速率，

实验中甲烷好氧氧化速率由甲烷含量进入后期平

稳变化阶段获得。

好氧氧化产物 CO2 含量的增长趋势与 CH4 百

分含量降低趋势相对应（图 1），侧面反映了各实验

组甲烷的好氧氧化情况。首先，空白组（50%O2 无

CH4）中所测得 CO2 的最终产生量为 240 μmol，来自

于沉积物有机质发生的完全氧化作用，实验组所测

得的 CO2 均由有机质氧化作用与甲烷好氧氧化作

用叠加产生。实验组 CO2 含量结果显示，实验 i
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表 2    不同氧浓度实验过程中的甲烷氧化速率

Table 2    Methane reduction rate from each experiment at different oxygen concentrations μmol/gdw/d

天数 实验ii-#1（1%O2） 实验ii-#2（1%O2） 实验iii-#1（10%O2） 实验iii-#2（10%O2） 实验iv-#1（50%O2） 实验iv-#2（50%O2）

甲烷含量快速变化阶段

1 — — — — — —

3 6.07 6.65 41.56 31.13 3.80 3.64

4 22.42 15.90 11.59 11.28 — —

甲烷含量平稳变化阶段

4 — — — — 0.35 0.28

7 3.26 7.54 1.52 2.10 0.36 0.20

16 4.40 4.75 0.18 0.24 0.08 0.15

23 3.15 2.36 3.61 4.97 0.21 0.20

30 2.36 3.15 3.96 5.28 — —

37 3.15 3.94 — 2.40 0.24 0.12

44 3.94 4.72 — — — —

51 3.01 2.96 — — 0.44 0.29

MOR平均值* 3.33 4.20 2.32 3.00 0.28 0.21

　　注：#1和#2分别指的是各实验中的两个平行实验组；MOR平均值*是由甲烷含量处于平稳变化阶段的气体减少速率取平均值获得。

 

 
图 1    甲烷好氧氧化过程中 CH4 和 CO2 含量变化趋势图

a.0%O2 实验组和空白组，b.1%O2 实验组，c.10%O2 实验组，d.50%O2 实验组。

Fig.1    Tendency diagrams of content variations of CH4 (μmol%) and CO2 (μmol) from aerobic methane oxidation

a.0%O2 treatment and the blank, b.1%O2 treatment, c.10%O2 treatment, d.50%O2 treatment.
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（0%O2）的 CO2 增加量较少（29.1 μmol），甚至少于空

白组，可见无氧环境下有机质与甲烷的氧化作用微

乎其微。其次为实验 iv（50%O2），由于 CH4 未完全

氧化，其 CO2 产生量也相对较少，仅为 210 μmol。
实验 ii（1%O2）与实验 iii（10%O2）CH4 均完全氧化，

其 CO2 产量相对最多。其中实验 iii（10%O2）的 CO2

产生量最大（1 518 μmol），略高于实验 ii（1%O2）的

CO2 产生量（1 246 μmol），可能是由于实验 iii（10%O2）

中氧气含量相对充足，有机质氧化作用产生的 CO2

量偏多。 

2.1.2    甲烷氧化速率

由甲烷含量进入平稳变化阶段的 MOR计算结

果显示（表 2，图 2），不同氧浓度下的平行实验组平

行性良好。其中，实验 i（0%O2）CH4 含量的平稳变

化阶段中，CH4 含量几乎未变化，MOR可视为零，即

未发生微生物好氧氧化过程。实验 ii（1%O2）两组

平行实验中 MOR 在 2.36～7.54 μmol/gdw/d范围内，

实验 iii（10% O2）MOR为 0.18～5.28 μmol/gdw/d，实
验 iv（50% O2）AeOM（CH4）为 0.08～0.44 μmol/gdw/d。
由此获得实验 ii（ 1%O2）两个平行实验组的平均

MOR相对最高，分别为 3.33和 4.20 μmol/gdw/d，相
对 而 言 ， 实 验 iii（ 10%O2） 的 MOR较 低 （ 2.32和

3.00 μmol/gdw/d），实验 iv（50%O2）的 MOR则相对

最低，平均值分别为 0.20和 0.29 μmol/gdw/d。
  

 
图 2    不同氧浓度实验过程中的甲烷好氧氧化速率

Fig.2    Methane reduction rate from each experiment at different

oxygen concentrations
 

各实验组的甲烷氧化情况从氧化结束时间上

也有所体现。首先，在实验监测期内，实验 i（0%O2）

和实验 iv（50%O2）中 CH4 均未完全消耗，而实验 ii
（1%O2）和实验 iii（10%O2）中 CH4 已消耗殆尽。但

是，与 MOR结果相反，实验 iii（10%O2）的 CH4 完全

氧化结束时间最短（37 d），实验 ii（1%O2）氧化结束

时间为 58 d。这是由于实验 iii（10%O2）在初期快速

变化阶段的 CH4 减少量（61.5%和 46.8%）明显高于

实验 ii（1%O2）（17.0%和 14.2%），使得实验 iii（10%O2）

在后期氧化阶段实际发生氧化的 CH4 总量偏少，从

而导致实验 iii（10%O2）在氧化结束时间上快于实

验 ii（1%O2）。 

2.2    微生物演化特征
 

2.2.1    甲烷氧化菌群落组成

甲烷好氧氧化菌 pmoA 基因 Illumina高通量测

序共获得了 89 693条高质量序列，以 97%相似度划

分得到共 176个 OTUs。 α-多样性分析结果显示

（表 3） ，各样品文库的覆盖率（Coverage）均高于

99.99%，意味着该测序结果包含了大部分的甲烷氧

化菌群落，能够体现不同样品中甲烷氧化菌群落的

真实情况。其中，Chao1指数与 OTU数量对应相

等，数据显示，除了空白组（50% O2 无 CH4）对应样

品中 OTU数量略高于初始样品外，其余实验组结

束后 OTU数量（＜10）均较实验前明显减少，说明

实验 i—iv样品中甲烷好氧氧化菌丰度相对较低。

Shannon指数结果显示，实验 i与空白组样品的

Shannon指数（＞ 1）高于初始样品（ 0.8） ，而实验

ii—iv样品的 Shannon指数（＜1）却较初始样品变

小，反映了实验 ii—iv氧化结束后甲烷好氧氧化菌

多样性趋于降低的特征。

如 图 3所 示 ， 将 相 对 丰 度 高 于 1%的 13个

OTUs的代表序列进行属和种水平的物种注释。本

研究中所测得的甲烷氧化菌包括 Methylocystis、
Methylobacter 和 Methlocaldum 3种类型，其中 Meth-
ylocystis 隶属于 II型甲烷氧化菌（α-Proteobacteria），
Methylobacter 和 Methylocaldum 属于 I型甲烷氧化

菌（γ- Proteobacteria）。初始样品 pmoA 序列中 II型
甲烷氧化菌 Methlocystis（OTU93）的占比仅为 1.9%，

其余的则为非甲烷氧化菌（例如 Rhodospirillaceae 等）

或其他在目前数据库中无法注释的序列。甲烷好

氧氧化发生后，实验 i—iv中所有 pmoA 序列都一致

隶属于 I型甲烷氧化菌 Methylobacter 属，其中实验

i（0%O2）中包含了 Methylobacter luteus（OTU4、5）和
Methylobacter whittenburyi（OTU6、7、8）两个菌种类

型，两个类型的所占比例较为接近，分别为 48.5%
和 51.0%。但在实验 ii—iv中两种类型的占比优势

相差较大，其中实验 ii（1%O2）中 Methylobacter luteus
则为优势菌种，所占比例为 87.8%实验 iii（10%O2）

和实验 iv（50%O2）中 Methylobacter whittenburyi 分别

高达 80.9%和 99.1%。另外，空白组中除了包含
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Methylobacter 之外，还包含 Methlocaldum 属，与实验

组相似的是，Methylobacter 属占比相对较高（80.1%），

Methlocaldum 属含量仅为 2.3%。 

2.2.2    甲烷氧化菌丰度

qPCR测定结果显示，每个样品中 pmoA 基因拷

贝数的 3个测定结果平行性良好，取其平均值作为

甲烷氧化菌总丰度进行下一步数据分析。结果显

示，与初始样品相比（4.2×104 copies g−1），实验 ii—
iv中 pmoA 基因的丰度呈现出不同程度的增加态势

（图 4，表 4）。其中，实验 ii（1% O2）中甲烷氧化菌丰

度最高，pmoA 基因拷贝数为 1.9×109 copies g−1，其次

是实验 iii（10% O2），其 pmoA 基因拷贝数为 2.3×108

copies  g−1，实验 iv（ 50%  O2）中 pmoA 基因拷贝数

（4.1×107 copies g−1）较初始样品增长了 ,3个数量级。

另外，实验 i（0% O2）与空白组（50% O2 无 CH4）中

pmoA 基因拷贝数相近，分别为 3.2×105 和 1.7×105

copies g−1，实验结束后 pmoA 增长程度十分微弱。 

3    讨论

首先，所有实验组 i—iv中甲烷氧化菌群落结

构均发生了一致性的变化，即氧化实验结束后，样

品中甲烷氧化菌的多样性明显降低，表明不同反应

条件下均存在具有明显优势的氧化菌菌群，并且优

势菌群均由初始样品的 II型氧化菌（Methylocystis
属）转变为 I型氧化菌（Methylobacter 属），意味着在

本研究的甲烷好氧氧化过程中，II型甲烷氧化菌并

不具有甲烷氧化活性，而是由 I型甲烷氧化菌从初

始休眠状态的极低含量值迅速生长繁殖成为优势

氧化菌菌群，这一现象在前人对稻田土好氧-厌氧界

面甲烷好氧氧化菌 pmoA 基因转录组研究中也有相

似发现 [21]，可能与低氧条件下 I型甲烷氧化菌的发

 
表 3    甲烷好氧氧化菌 pmoA 基因 α-多样性指数分析

Table 3    Analysis of α-diversity index of pmoA gene of methanotrophs

样品名称 序列/条
97%相似水平

OTUs Shannon指数 Chao 1指数 覆盖率

初始样品 14 023 57 0.8 57 0.999 9

实验i（0%O2） 10 040 9 1.2 9 1.000 0

实验ii（1%O2） 10 205 5 0.4 5 1.000 0

实验iii（10%O2） 22 001 5 0.7 5 1.000 0

实验iv（50%O2） 19 694 7 0.1 7 0.999 9

空白组 13 730 93 1.7 93 0.999 9

 

 
图 3    不同氧浓度甲烷好氧氧化过程中甲烷氧化菌群落组成

Fig.3    Methanotrophic community from aerobic methane oxidation at different oxygen concentrations
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酵代谢密切相关[10, 22]。

将气体测定结果与微生物数据进行综合分析

表明，甲烷氧化速率与甲烷氧化菌生长繁殖情况对

应较好，从不同角度反映了各实验组的甲烷氧化情

况（表 4）。其中，实验 i（0%O2）样品与初始样品相

比，甲烷组分变化量和甲烷氧化菌 pmoA 基因丰度

数据都显示出较为微弱的变化，但甲烷氧化菌群落

结构显示，实验 i（0%O2）中甲烷氧化菌的群落组成

与其他实验组相似，均由初始样品的 II型氧化菌转

变为 I型氧化菌。在实验 i（0%O2）初期，沉积物与

无色培养液混合后上清液迅速变为粉色，几天后逐

渐恢复无色，这意味着沉积物样品可能本身携带了

微量氧，这些微量氧能够为氧化菌提供短暂的复活

时间，进而使得实验结束后氧化菌群落结构发生变

化。但是由于实验 i后续近 30 d的实验中顶空甲烷

含量始终趋于稳定，且氧化菌 pmoA 基因丰度

（3.2×105 copies/g soil）与空白对照组（1.7×105 copies/g

soil）相近，较初始样品（4.2×104 copies/g soil）来说变

化十分微弱，因此，我们推测在 0%O2 无氧体系中并

未发生甲烷好氧氧化反应。

将1%O2、10%O2 和50%O2 实验体系中的MOR和

甲烷氧化菌 pmoA 基因丰度数据对比发现（表 4），
MOR随 氧 浓 度 增 加 逐 渐 减 弱 ，MOR（ 1%O2） 与

MOR（50%O2）相差近 15倍。相应地，甲烷氧化菌丰

度亦与氧浓度呈现负相关关系，3个氧浓度梯度下

pmoA 基因拷贝数均差一个数量级，综合判定表明

1%O2 体系中甲烷好氧氧化作用最为强烈，其次为

10%O2 和 50%O2 体系。甲烷氧化菌群落组成结果

表明，在属分类水平上，1%O2、10%O2 和 50%O2 体

系氧化菌组成较为一致，均为 Methylobacter 属，比

例分别为 99.9%、99.6%和 99.9%。但在种分类水平

上，3组实验的氧化菌组成差异较大。其中，1%O2

体系甲烷氧化菌 Methylobacter leteus（OTU4、5）比例

（87.8%）明显高于 10%O2 体系（18.7%），而 1%O2 体系

 
表 4    不同实验组的甲烷氧化菌总丰度、各菌种的绝对丰度#和平均 MOR*

Table 4    Abundances of methanotrophs, each species# and average MOR*

菌群类别 OTU编号 实验i(0%O2) 实验ii(1%O2) 实验iii(10%O2) 实验iv(50%O2) 空白组

甲烷氧化菌总丰度/(copies/g) 所有OTU 3.2×105 1.9×109 2.3×108 4.1×107 1.7×105

methylobacter leteus绝对丰度/(copies/g) OTU4、5 1.5×105 1.7×109 4.4×107 3.1×105 2.9×104

methylobacter whittenburyi绝对丰度/(copies/g) OTU6、7、8 1.6×105 2.3×108 1.9×108 4.0×107 1.1×105

Methylocaldum绝对丰度/(copies/g) OTU29 0 0 0 0 3.9×103

Methylocystis绝对丰度/(copies/g) OTU93 0 0 0 0 0

平均MOR*/(μmol/gdw/d) — — 3.77 2.66 0.25 —

　　注：平均MOR*是由不同氧浓度实验中两个平行实验组得到的平均氧化速率；菌种的绝对丰度#=甲烷氧化菌总丰度×菌种所占百分比，百分比由

高通量测序获得。

 

 
图 4    不同氧浓度甲烷好氧氧化过程中的甲烷氧化菌丰度变化情况

标注数字为不同氧化实验后 pmoA 基因拷贝数的增加量。

Fig.4    Abundances of methanotrophs from aerobic methane oxidation at different oxygen concentrations

The marked number is the increased copies of pmoA gene after different oxidation experiments.
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Methylobacter whittenburyi（OTU6、7、8）比例（12.2%）

则明显低于 10%O2 体系（80.9%），而 Methylobacter
whittenburyi 在 50%O2 体 系 下 的 占 比 可 达 99.1%。

整体来看，Methylobacter leteus 的占比随氧浓度升高

逐渐减少，而 Methylobacter whittenburyi 与之相反，

其占比反而随氧浓度升高而增加，显然 Methyloba-
cter leteus 的变化趋势与 MOR较为一致。不同菌种

的绝对丰度（表 4）对比分析发现，Methylobacter leteus
比例虽与氧浓度呈正相关关系，但其绝对丰度随氧

浓度增加呈现出明显降低趋势，这是由于 3个氧浓

度体系中氧化菌总丰度不同所导致的。经前人验

证，在各样本间进行微生物数据对比分析时，尤其

是微生物总丰度相差较大的情况下，需将测序与定

量结果相结合，估算并采用各菌种的绝对丰度进行

分析 [23-24]。由此看来，与 Methylobacter leteus 相同，

Methylobacter whittenburyi 的生长繁殖情况与不同氧

浓度下 MOR的变化趋势也是一致的。综上所述，

MOR和甲烷氧化菌的生长繁殖情况将随氧浓度增

加呈现明显降低趋势，氧浓度越高，氧化菌生长繁

殖越慢，所产生的甲烷氧化作用愈为微弱。

从各实验体系中甲烷氧化菌群落组成特征分

析发现，海洋生境中的甲烷好氧氧化作用对氧浓度

的响应特征可能具有某些特殊性。本实验中不同

氧浓度体系下 Methylobacter leteus 是主要的优势菌

群，甲烷氧化作用在不同氧浓度下的表现与 Methylo-
bacter leteus 生理生态特征的关系最为紧密。前人

曾报道低氧生境常见甲烷氧化菌之一 Methylobacter
leteus 的最适氧浓度区间为 5%～20%，其氧化活性

将随氧浓度的降低受到明显的抑制 [10]。然而，本次

研究中 Methylobacter leteus 则表现不同，在 1%O2 微

量氧条件下的菌落活性明显优于 10%O2 和 50%O2

富氧环境条件，而 1%O2 氧浓度体系与样品取样位

置的原位氧浓度环境最为接近，这意味着来自海洋

低氧生境的 Methylobacter leteus 在与原位生境接近

的微量氧条件下发挥出相对较大的甲烷氧化活性。

这可能是由于在海底低氧叠加高盐、低温、高压等

特殊海洋生境的长期驯化下 [25]，Methylobacter leteus
可能表现出不同的生理生态特征，从而导致并未在

其最适氧浓度范围内表现出最佳氧化活性。但需

要注明的是，实验可能存在实施时间或实施量的尺

度问题，如果在给定条件下实施更为长期的氧化实

验对甲烷氧化菌进行驯化，那么实验给定条件可能

将成为下一个所谓的“原始生境”。同时，在 50%O2

较高氧浓度条件下氧化作用较为微弱的原因还可

能是充足的氧供给使得甲烷氧化过程的中间产物

或代谢产物（例如甲醇、甲醛等）浓度过高，以致具

有“毒性”，从而抑制了甲烷氧化菌的生长繁殖 [17]。

此外，前人曾提到氧浓度对 MOR的影响是非常复

杂的，可能受到营养源浓度、甲烷浓度等其他环境

因子的影响 [12, 26]，但本次实验中并未涉及这些变量，

在对于海洋生境甲烷好氧氧化作用的进一步研究

中应加强这方面的实验工作。 

4    结论

（1）完全无氧条件（0%O2）中不能发生甲烷好氧

氧化作用，甲烷氧化速率及甲烷氧化菌总丰度随氧

浓度升高而降低，当氧浓度由 1%升高至 50%时，

甲烷氧化速率减弱了约 15倍，甲烷氧化菌总丰度

降低了两个数量级。

（2）甲烷氧化菌优势菌种为 I型氧化菌 Methylo-
bacter  leteus 和 Methylobacter  whittenburyi。氧浓度

由 1%升高至 50%时，Methylobacter leteus 的占比由

87.8%降低为 0.8%，Methylobacter whittenburyi 则相

反，从 18.7%升至 99.1%。但两者的绝对数量均随

着氧浓度增加呈现出不同程度的降低态势。

（3）本实验中甲烷好氧氧化作用的最适氧浓度

条件为 1%O2 体系，该条件与采样位置的原始生存

环境最为接近，但与优势氧化菌 Methylobacter 属的

已知最适氧浓度（5%～20%）并不一致。原因可能

是在海底低氧条件叠加低温、高压等特殊生境的长

期驯化下，甲烷氧化菌的最适氧浓度条件将发生变

化，逐渐趋于其原始生存环境。
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