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摘要 ［目的］针对河口环境的甲烷产生相关微生物展开调查，了解其多样性及群落结构组成、变化。［方法］采用克隆文库技术，分析
九龙江河口沉积物样品，调查甲烷产生相关微生物的多样性及分布情况。［结果］九龙江沉积物含有清晰的甲烷硫酸盐过渡区。克隆文
库分析结果显示主要是 Methanosaeta，Methanomicrobiales 和Methanomsarcinales /ANME。Methanomsarcinales /ANME是主要类群( 41% )，且
以甲烷氧化菌 ANME-2a为主。Methanosaeta 和 Methanomicrobiales分别占 27%和 28%。［结论］在九龙江河口沉积物中，乙酸利用型和
氢气利用型甲烷产生是主要的甲烷产生途径。
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Stratified Communities and Diversity of Methanogen in Sediments of Jiulong River Estuary
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Abstract ［Objective］To investigate the diversity and distribution of methanogen in the sediments of Jiulong River estuary． ［Method］Based on
clone library analysis，the diversity and distribution of methanogen communities in sediments of Jiulong River estuary were investigated． ［Result］
The majority of obtained sequences in clone library were assigned mainly to Methanosaeta，Methanomicrobiales and Methanomsarcinales /ANME．
The sequences of Methanomsarcinales /ANME were the most dominant group ( 41% of total sequences) and composed largely of ANME-2a． In ad-
dition，Methanosaeta and Methanomicrobiales accounted for 27% and 28% of all sequences． ［Conclusion］Acetoclastic and hydrogenotrophic
methanogenesis were the main methanogenic pathway in Jiulong River estuary sediments．
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甲烷是重要的温室气体，对全球变暖效应的贡献率约

20%［1 －2］。地球上大部分的甲烷是由生物代谢产生的，主要

是由产甲烷古菌［3］在厌氧环境下利用小分子有机物生成甲

烷。海洋沉积物中蕴藏着地球上大部分甲烷，每年产生 75 ～
320 Tg 甲烷。然而，只有 5 ～ 20 Tg 甲烷从海洋沉积物中逃

逸。这主要是由于沉积物中存在甲烷厌氧氧化现象，即甲烷

的氧化与硫酸盐的还原偶联使得甲烷氧化成 CO2 和水。目

前，对于甲烷产生和厌氧甲烷氧化的研究主要集中在深海、
冷泉、大陆边缘、湖泊、潮汐沉积物和热液口环境，并且主要

通过古菌通用引物进行检测。这些环境中产甲烷微生物只

占古菌的很小部分，因此结果无法涵盖所有的产甲烷菌

群［4 －6］。近年，针 对 产 甲 烷 菌 特 异 的 16S rRNA 引 物 被 报

道［7 －8］。这为真实反映沉积物中产甲烷古菌群落的结构情

况提供了有效的技术手段。河口是陆地和海洋的重要连接

处，以有机沉积物而闻名。这些有机物来源于陆地或人类

( 如城市生活污水排放等) 。有研究表明，河口向海洋排放了

大量的甲烷［9］。九龙江河口位于我国南部的福建省热带地

区，是我国南部最大的河口系统之一，全长 285 km，面积

14 741 km2［10］。笔者采用 16S rRNA 克隆文库的方法调查了

九龙江河口的产甲烷菌群结构及多样性，同时通过对不同深

度甲烷古菌群落的结构变化，提出潜在的甲烷产生代谢

途径。
1 材料与方法

1． 1 沉积物采集和描述 命名为 JL08 的 1． 5 m 沉积物通过

重力柱从我国福建省九龙江口( 24°24'48． 6″ N，117°56'30． 5″
E) 处采集。沉积物按每 3 cm 分成一个层位，现场分装后带

回实验室后在 －20 ℃保存，备用。
1． 2 构建克隆文库和 DNA 测序 沉积物样品的总 DNA 通

过 SDS-based DNA 抽提法［11］进行提取。引物 355F ( 3'-CAG-
GCGCGAAAACTTTAC-5') 和 1068R ( 3'-ATGCTTCACAG-
TACGAAC-5') 早先是针对特定的目标成员，即 Methanosarci-
nales 和 Methanomicrobiales。利用这对特异引物，分别从上层

SMTZ 区域( 31 ～34 cm) 、中层( 71 ～ 74 cm) 和下层区域( 151
～154 cm) 中扩增产甲烷菌群的 16S rRNA。采用 50 μl PCR

反应体系进行扩增，具体为: 10 ～100 ng 沉积物 DNA，10 × 反

应液，200 μmol /L dNTP，每 条 引 物 10 ρmol，1． 5 mmol /L
MgC12和 5 U Taq 酶。阴性对照为水。整个 PCR 反应在 T3-
PCR 仪( Biometra，德国) 中进行。设定 30 个循环，94 ℃ 1
min，52 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，72 ℃ 10 min。PCR 产物跑胶检

测。通过 TAcloning kit( TaKaRa) ，构建克隆文库。这个过程

严格按照说明书操作。16S rRNA 阳性片段的克隆随机挑取

测序。
1． 3 九龙江沉积物甲烷相关古菌 16S rRNA 文库分析 利

用 Chimera-Check 软 件，分 析 已 获 得 的 甲 烷 相 关 古 菌 16S
rRNA 序列。序列同源性超过 97%认为是同一个 OTU( Oper-
ation taxonomic Unites) 。通 过 MEGA 5． 0 软 件，采 用 临 接

法［12］进行 bootstrap( 1 000 拷贝) 系统发育分析。古菌 16S
rRNA 基因同源性不小于 97% 时定义为一种 OUT。覆盖率

( C) 通过以下公式计算:

C =1 － ( n1 /N)

式中，n1 为在克隆文库中出现的总次数; N 为总克隆数。

通过 Krebs 等的公式［13］，计算 Shannon-Wiener 指数和平

均数。
1． 4 序列收录号 将这次试验获得的序列上传到 NCBI
GeneBank 数 据 库 中。 Accession number 为 JQ866664-
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JQ866685。
2 结果与分析

2． 1 硫酸盐和甲烷浓度 从图 1 可以看出，在九龙江河口

沉积物中，硫酸盐浓度在沉积物样品 16 cm 处最高，在沉积

物表层只有 5． 8 mmol /L。这可能是由于受潮汐的影响。在

86 cm 以下的样品中硫酸盐浓度则少于 2． 0 mmol /L。甲烷浓

度在 60 cm 以上少于 2． 3 μmol /L，然而 61 cm 以下浓度逐渐增

加，并在 91 cm 处达到最大值( 5． 8 μmol /L)。由此可见，九龙

江沉积物在 60 ～86 cm 范围内呈现一个非常清晰的 SMTZ。与

大多数地区的河口和海洋沉积物类似，甲烷含量呈扩散分布，

厌氧甲烷氧化( AOM) 和甲烷产生达到很好的平衡。
2． 2 九龙江口沉积物甲烷相关古菌的系统发育分析 通过

16S rRNA 甲烷产生菌特异引物的扩增，构建 3 个克隆文库。
随机挑取 146 个克隆子进行测序，发现 20 个具有代表性的

OTU。从表 1 可以看出，文库的覆盖率达 80% ～ 95% ; 样品

中 16S rRNA 基因序列多样性不高。从图 2 可以看出，大部

分古菌序列分布在湖泊，海洋沉积物以及甲烷产生的腐殖质

中的未培养 3 个古菌类群( Methanosaeta，Methanomicrobiales
和 Methanomsarcinales /ANME) 有最高的同源性。

表 1 不同类群的古菌在不同深度沉积物中的分布情况及多样性 %

甲烷产生菌
M33

( 31 ～34cm)

M66

( 71 ～74 cm)

M151

( 151 ～154 cm)
鬃毛甲烷菌类群 55． 0 15． 0 17． 0
甲烷微菌类群 37． 5 33． 3 14． 9
甲烷球菌类群 0 2． 1 0
甲烷八叠球菌类群 7． 5 48． 3 59． 6

ANME-2 5． 0 46． 7 53． 2
其他 2． 5 1． 7 6． 4

未知类群 0 1． 7 2． 1
覆盖率∥% 95 92． 0 80． 0
香农指数 1． 7 2． 0 1． 8
均匀度 0． 6 0． 6 0． 5

图 1 不同深度沉积物中甲烷与硫酸盐浓度变化

图 2 九龙江口海岸带沉积物甲烷相关古菌 16S rRNA 基因的系统发育树
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Methanomsarcinales /ANME 是最主要的产甲烷古菌类群，

占总序列的 41%，主要由甲烷氧化菌 ANME-2a 组成。迄今

为止，ANME-2a 分布在不同的环境中，如冷泉、泥火山、深海

沉积物、深海热泉、海岸沉积物，主要负责厌氧甲烷氧化［2］。
M151-3 是最主要的 OTU 类型，占总序列的32%，与来源于厌

氧甲烷氧化富集的克隆子 AOM-Clone-E10 的同源性最高，达

97%［14］。由此可见，Methanomsarcinales /ANME 的主导地位

应该与甲烷氧化古菌有关。
Methanomicrobiales 类群占测序总克隆子数的 28%。其

中，M151-5 与从甲烷污泥中分离出的 Methanoregula formicica
有 95% 的同源性，并且占总克隆子数的 12%［15］。克隆子

M151-17 与从甲烷消化污泥中分离出的 Methanolinea tarda
NOBI-1 有 97%的同源性［16］，占总序列的 8%。克隆子 M151-
60 与从我国胜利油田［17］分离出的 Methanoculleus receptaculi
有 95%的同源性，占总序列的 7%。Methanosaeta 种群分布

在所有层位，占总序列的 27%。Methanosaeta 克隆子 M151-
17 与从甲烷消化污泥中分离出的 Methanolinea tarda NOBI-1
有 97% 的 同 源 性，占 总 序 列 的 8%。克 隆 子 M151-24 和

M151-4 与 Methanosaeta concilii 有 95% ～ 97% 的同源性［18］。
克隆子( M31-30，M31-41，M151-2 和 M151-16) 与从 UASB re-
actor［19］分离得到的只在醋酸盐中生长的 Methanosaeta ha-
rundinacea strain 6Ac 有 95% ～98%的同源性。此外，克隆子

M33-30 占总克隆子数的比例最高，为总序列的 12%。
Methanomsarcinales /ANME 是珠江口沉积物中的主要类

群，且主要由甲烷氧化古菌 ANME-2a 组成。这表明甲烷氧

化作用在珠江口沉积物甲烷代谢中占主导地位。甲烷产生

主要分为乙酸利用型、氢利用型、甲基利用型甲烷产生。研

究表明，由于受高浓度硫酸盐的影响，氢利用型甲烷产生在

海洋环境中普遍存在。相反，当硫酸盐浓度较低时，乙酸利

用型占淡水环境甲烷产生的 70%［20 －21］。在河口环境中，甲

烷产生菌主要由 Methanosaeta 和 Methanomicrobiales 类群组

成，且比例相近。Methanomicrobiales 和 Methanosaeta 类群的

主导地位表明，乙酸利用型、氢利用型是九龙江河口沉积物

中主要的甲烷代谢途径。九龙江河口沉积物的调查结果体

现了淡水环境和海水环境之间过渡区的甲烷代谢特性。
3 结论

利用克隆文库，调查了九龙江河口甲烷产生菌的分布和

多样性。结果表明，Methanomsarcinales /ANME 类群占主导地

位，并且 ANME-2a 主要负责厌氧甲烷氧化。乙酸利用型、氢
利用型是九龙江口沉积物的主要甲烷产生途径。该研究为

在河口环境下研究甲烷循环和甲烷生成提供了科学依据。
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