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摘要：产甲烷菌广泛分布在淹水水稻土等各种厌氧环境中，在全球气候变化、碳循环和能源等领域都发挥着重要的作用。 研究

发现，厌氧条件下，水稻土中铁氧化物的生物还原会抑制产甲烷菌的甲烷合成作用。 然而，目前关于铁氧化物对产甲烷菌群落

结构的影响报道较少。 通过泥浆厌氧培养实验，向采集的水稻土中添加甲酸盐作为甲烷合成的底物（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＣＫ 处理），并设置

添加水铁矿作为体系中唯一电子受体的处理组（Ｆｅｒｒｉｈｙｄｒｉｔｅ，Ｆｈ 处理）。 培养结束后，与 ＣＫ 相比，添加水铁矿显著降低了古菌

在总微生物群落中的占比，但对古菌群落的物种多样性和均一度没有显著影响；且两组处理中优势种均为操作分类单元

（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）２０５６ 和 ＯＴＵ ９１１（７６％—８０％）。 这说明碳源相同时，产甲烷菌的群落结构不受铁氧化物的影

响。 本研究为探索土壤中微生物铁还原与碳循环耦合的分子机制奠定基础。
关键词：水稻土；产甲烷菌；铁氧化物；铁还原
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甲烷（ＣＨ４）是继二氧化碳（ＣＯ２）之后第二大温室气体，其较强的红外线吸收能力使其单分子增温的潜力

是 ＣＯ２的 ２０—３０ 倍［１⁃２］。 目前全球每年 ＣＨ４排放量约 ５×１０８—６×１０８ ｔ，其中约 ７０％来源于微生物作用［３］。 产

甲烷菌是其中最大的贡献者。 产甲烷菌是地球上最古老的生命形式之一［４］，广泛分布于稻田、海洋沉积物、
厌氧消化器等厌氧环境中［５⁃７］，是复杂有机质厌氧降解的重要推动者［８］。 根据碳源差异，产甲烷菌的能量代

谢方式可分为：以 Ｈ２或甲酸为电子供体还原 ＣＯ２、乙酸发酵及甲基营养型等三种［９］。
稻田是我国最重要的人工湿地生态系统，也是 ＣＨ４排放的人为源之一［１０］。 每年来源于稻田的 ＣＨ４排放

量约 ２×１０７—１．２×１０８ ｔ，中国位于世界首位［１１］。 氧化铁是稻田土中最丰富的氧化物。 多形态、高化学活性的

氧化铁在周期性干湿交替的稻田土壤中表现出活跃的价态变化，影响着其他营养元素的生物地球化学循

环［１２⁃１３］。 有研究报道，由微生物介导的铁还原直接影响着甲烷合成等其他代谢途径［１４］。 Ｊａｃｋｅｌ 等研究发现

向水稻土中添加 １５ 或 ３０ ｇ ／ ｋｇ 水铁矿时，甲烷释放的抑制效率分别可达 ４３％和 ８４％［１５］；Ｐｅｎｇ 等向不同植区

水稻土中添加葡萄糖后发现土壤中 Ｆｅ（ＩＩ）的产生量与 ＣＨ４的释放量显著相关，并提出以 Ｆｅ（ＩＩ） ／ ［Ｆｅ（ ＩＩ） ＋

Ｆｅ（ＩＩＩ）］预估 ＣＨ４排放量的模型［１６］。 然而，目前关于铁氧化物对产甲烷菌群落结构的影响报道较少。
本研究通过泥浆厌氧培养，以甲酸盐为产甲烷底物，水铁矿为唯一电子受体，探究添加铁氧化物（铁还

原）对产甲烷菌的群落组成的影响。 本实验将为探究水稻土中铁还原与碳代谢间耦合的分子机制奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 水铁矿的制备

水铁矿（Ｆｅ５ＨＯ８·Ｈ２Ｏ［１２］）的制备方法参照 Ｓｃｈｗｅｒｔｍａｎｎ 和 Ｃｏｒｎｅｌｌ［１７］进行了适当修改。 用去离子水配制

０．４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＣｌ３溶液，并用 １．０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液将 ｐＨ 调至 ７．０。 然后用 １０ 倍体积的去离子水洗涤、离心沉淀

（５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），直到上清液中 Ｃｌ－浓度小于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 将洗好的沉淀冷冻干燥，研磨过筛（０．０７ ｍｍ），
室温保存。
１．２　 无菌缺氧去离子水的制备

向去离子水中添加微量刃天青作为氧化还原指示剂，将无菌针头插入液面以下并通入高纯 Ｎ２，加热并维

持沸腾状态 ３０ ｍｉｎ，以去除去离子水中的溶解氧，此时液体成粉紫色；稍冷，加入 ０．３ ｇ ／ Ｌ Ｌ⁃半胱氨酸，持续微

热并通入高纯 Ｎ２至液体变为无色；迅速封装，高压灭菌（１２１℃，２０ ｍｉｎ），冷却待用。
１．３　 泥浆厌氧培养

土壤样品采自湖南省桃源县长期施肥实验站（２８°２１′Ｎ，１１６°９２′Ｅ）。 采集土壤表层 ０—２０ ｃｍ，并去除样

品中细小的沙石和根系，放入无菌自封袋中密封，冷藏运回实验室。 将样品风干过筛（１ ｍｍ），充分混匀。
称取土壤样品 ７．５ ｇ，在顶层空气为 Ｎ２∶ＣＯ２∶Ｈ２ ＝ ８０∶１０∶１０ 的厌氧操作箱中与无菌缺氧去离子水以 １∶１ 的

比例混匀，成均匀泥浆于血清瓶中。 加盖丁基胶塞，并用铝盖密封。 为活化土壤中的微生物并耗竭土壤本底

ＮＯ－
３、Ｆｅ３＋、ＳＯ２－

４ 等电子受体，将泥浆样品置于 ２５℃黑暗环境下静止预培养 ２２ ｄ。 预培养结束后，将 １５ ｍＬ 均
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匀泥浆转移至 ５０ ｍＬ 血清瓶中，并设置：（ ｉ）同时添加甲酸盐和水铁矿（Ｆｅｒｒｉｈｙｄｒｉｔｅ，Ｆｈ）和（ ｉｉ）仅添加甲酸盐

作为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＣＫ）两组处理，每组处理设置三个重复。 用无菌注射器将预先用无菌缺氧去离子水配制的

甲酸钠溶液和水铁矿溶液分别以 ７ μｍｏｌ ／ ｇ 和 ５３０ μｍｏｌ ／ ｇ 的浓度添加到培养体系中，摇匀。 记此时为处理第

０ 天。 置于 ２５℃黑暗环境下静止培养 １０ ｄ。
由于微生物对甲酸盐的大量消耗，在 １０ ｄ 培养期间每天向体系中按 ７ μｍｏｌ ／ ｇ 的浓度补充甲酸盐，且培养

结束时（记为第 １０ 天）体系中几乎没有甲酸盐剩余。
１．４　 泥浆 ＤＮＡ 提取及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序

取培养第 ０、１０ 天的泥浆 ０．５ ｇ（干土计），用 ＦａｓｔＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ ｂｉｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）试剂盒提取泥浆

ＤＮＡ。 选择 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ 高变区（ＡｒＢａ５１５ｆ ＿Ａｒｃｈ８０６ｒ）进行扩增，２０ μＬ ＰＣＲ 体系包括：４ μＬ ５ ×
ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，前、后引物各 ０．８ μＬ，０．４ μＬ ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２ μＬ ＢＳＡ 和 ２ μＬ
ＤＮＡ，剩余用无菌水补齐。 ＰＣＲ 反应条件如表 １。 样品送至上海美吉生物医药科技有限公司进行测序。

表 １　 ＰＣＲ 反应引物和反应条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＰＣＲ Ｒｅａｃｔｉｏｎ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＰＣＲ 反应条件
Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＡｒＢａ５１５Ｆ ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ
９５℃，３ ｍｉｎ；２７ × （９５℃，３０ ｓ； ５５℃，３０ ｓ；７２℃， ４５ ｓ）；７２℃， １０ ｍｉｎ

Ａｒｃｈ８０６Ｒ ＧＧＡＣＴＡＣＶＳＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ

１．５　 数据分析

初始数据分析采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 进行，采用 ＳＰＳＳ（２０．０，ＳＰＳＳ Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）软件进行显著性分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 计算香农指数和辛普森指数描述古菌群落的 α 多样性，基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ
距离算法进行主坐标分析。 将相对丰度发生显著差异的操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）序列

与 ＮＣＢＩ 数据库中序列比对，利用 ＭＥＧＡ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树，检验方法为 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ，重复

１０００ 次。

图 １　 培养结束前、后微生物群落组成

　 Ｆｉｇ．１　 Ｂａｒｐｌｏｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ Ｆｈ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄａｙ ０ ａｎｄ １０

ＣＫ：对照处理 Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｆｈ：水铁矿处理 Ｆｅｒｒｉｈｙｄｒｉｔｅ．误差线为三组

重复的标准偏差，上方的小写字母为不同处理培养前后的显著性

差异（Ｐ＜０．０５）

２　 结果

２．１　 古菌群落多样性变化分析

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序结果，我们发现微生物群

落大多由细菌构成，古菌占比不足 ３０％，且培养结束后

仅 ＣＫ 处理中古菌所占比例显著（Ｐ＜０．０５）升高，Ｆｈ 处

理中无显著变化（图 １）。
进一步从 ＯＴＵ 水平上分析 ＣＫ 和 Ｆｈ 两组处理中古

菌群落组成的多样性，发现两组处理中香农指数均极显

著下降 （Ｐ ＜ ０． ００１），而辛普森指数极显著上升 （ Ｐ ＜
０．００１，图 ２）。 这说明添加甲酸盐处理 １０ 天后，不仅降

低了体系中古菌群落的物种多样性，同时降低了 ＯＴＵ
水平上古菌群落的均一性。 另外，发现与 ＣＫ 相比，添
加水铁矿尽管可以降低微生物群落结构中古菌的占比，
但对 古 菌 群 落 组 成 的 多 样 性 没 明 显 影 响。 基 于

Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 算法的主坐标分析（图 ３）
表明经 １０ 天厌氧培养，ＣＫ 和 Ｆｈ 处理的古菌群落结构

均与培养前明显不同，且两者培养后的古菌群落组成也
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具有显著差异；主坐标解释了总方差的 ８２．８４％。

图 ２　 培养前、后泥浆中古菌群落结构的多样性指数（∗∗∗ Ｐ＜０．００１）

Ｆｉｇ．２　 Ｂａｒｐｌｏｔ ｏｆ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｒｃｈａｅａ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ Ｆｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄａｙ ０ ａｎｄ １０

　 图 ３　 培养前、后泥浆中古菌 ＯＴＵ 水平的主坐标分析图

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ａｒｃｈａｅａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ Ｆｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ

２．２　 ＯＴＵｓ 水平上古菌群落结构变化分析

为进一步分析添加甲酸盐和水铁矿对古菌群落的

影响，我们对比不同处理中培养前后每个 ＯＴＵ 在体系

中的相对丰度，最终发现 ＯＴＵ ２０５６， ＯＴＵ ９１１， ＯＴＵ
３８７０，ＯＴＵ ２０３２， ＯＴＵ １９７０， ＯＴＵ ２４５６， ＯＴＵ １９３１ 和

ＯＴＵ ８９５ 等 ８ 个培养后相对丰度发生显著（Ｐ＜０．０５）变
化的 ＯＴＵ（图 ４）。 其中，仅 ＯＴＵ ２０５６ 和 ＯＴＵ ９１１ 相对

丰度升高，分别占 ＣＫ 和 Ｆｈ 处理古菌群落的 ８０％和

７６％；根据系统发育分析，两者均与 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 具

有较近的亲缘关系。 ＯＴＵ ２０３２ 和 ＯＴＵ ２４５６ 仅在 ＣＫ
处理中相对丰度下降，它们与 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 具有较高

的相似性；而 ＯＴＵ １９３１ 和 ＯＴＵ ８９５ 相对丰度变化仅发

生于 Ｆｈ 处理中，与 Ｍｅｔｈａｎｏｃｅｌｌａｌｅｓ 较为相似。

３　 讨论

甲酸是生物大分子降解过程中除乙酸外又一重要的中间代谢产物［１８］，也是大多 Ｈ２营养型产甲烷菌可以

利用的一种底物［１０］。 从能量角度上，除直接还原 ＣＯ２ ／ ＣＯ 途径以外，以甲酸盐为电子供体是微生物最容易产

甲烷的途径［１０］。 本研究结果显示，以甲酸盐为底物进行泥浆厌氧培养后，体系的古菌群落结构从 ＯＴＵ 水平

上发生了明显的改变（图 ３），其物种多样性和群落结构的均一性均显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ２）。 造成这一结果

的原因是添加甲酸盐刺激了 ＯＴＵ ２０５６ 和 ＯＴＵ ９１１ 的显著富集（Ｐ＜０．００１，图 ４），使其成为古菌中的主要优势

种，从而降低了其他如 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ、Ｍｅｔｈａｎｏｃｅｌｌａｌｅｓ 和 Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔｅ 等类似古菌的相对丰度。 系统发育分析
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图 ４　 厌氧培养 １０ 天后 ＣＫ 处理和 Ｆｈ 处理中相对丰度显著变化的 ＯＴＵｓ及其系统发育分析（∗Ｐ＜０．０５，∗∗∗ Ｐ＜０．０１，∗∗∗ Ｐ＜０．００１）

Ｆｉｇ．４ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＯＴＵｓ ｗｈｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ １０⁃ｄａｙ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ

Ｆｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ５　 厌氧培养 １０ 天后 Ｆｈ 和 ＣＫ 处理中 ＯＴＵ 差异的韦恩图

　 Ｆｉｇ． ５ 　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＴＵ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＫ ａｎｄ Ｆｈ

ａｆｔｅｒ １０⁃ｄａｙ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ

结果显示这两个 ＯＴＵ 均与 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｙａｎｔｉｉ 有
较高 的 相 似 性。 Ｍ． ｂｒｙａｎｔｉｉ 在 系 统 发 育 上 与 Ｍ．
ｆｏｒｍｉｃｉｃｕｍ 相似，两者都能利用甲酸盐产Ｈ２和 ＣＨ４

［１９］。
Ｂｒｙａｎｔ 等最早发现 Ｍ． ｂｒｙａｎｔｉｉ 可以利用 Ｓ 菌株氧化乙

醇的产物 Ｈ２合成甲烷，降低了 Ｈ２累积对 Ｓ 菌株生长的

抑制，从而实现了两者的互营共生［２０］。 之后，Ｇｕｙｏｔ 等
也发 现 Ｍ． ｂｒｙａｎｔｉｉ 可 以 利 用 甲 酸， 与 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ
ｖｕｌｇａｒｉｓ ＪＪ 共生产甲烷［２１］。 我们的体系中是否也存在

着这种互营关系有待进一步确认。
水稻土中存在着丰富的铁氧化物，在周期性灌溉⁃

排水的管理模式下，铁也发生了活跃的价态变化，并影

响着其他生命活动［１３，２２］。 结果发现，添加水铁矿培养

后，古菌在全部微生物群落中的占比没有发生明显变化，显著低于 ＣＫ 处理（Ｐ＜０．０５）。 这与早期的研究报道
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一致。 微生物（细菌）介导的铁还原与产甲烷过程竞争电子和底物，因此与不发生铁还原相比，产甲烷菌的生

长会受到抑制［５］。 但我们进一步发现，ＣＫ 和 Ｆｈ 处理培养前后古菌群落的 α 多样性没有差异，且培养后两个

处理组中的优势种均为 ＯＴＵ ２０５６ 和 ＯＴＵ ９１１，占比也相似。 这说明添加水铁矿对古菌群落的迁移没有主导

作用。 培养后 ８３％ ＯＴＵｓ 同时存在于 ＣＫ 和 Ｆｈ 处理中（图 ５），也验证了这一结论。

４　 结论

添加甲酸盐可以有效地富集土壤中 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｙａｎｔｉｉ 的类似微生物；添加铁氧化物只能从总体上

减少古菌占微生物总体的比重，但对古菌群落的多样性和均一度以及显著富集的菌株类型没有影响。 因此，
在有机物的厌氧降解过程中，铁氧化物可能只通过抑制产甲烷菌的生长减少甲烷的释放，而对主要发挥功能

的菌株不具选择作用。
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