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共存于厌氧真菌分离培养液中瘤胃甲烷菌的检测及其多样性分析
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摘 要：对分离自山羊瘤胃的真菌分离培养液中甲烷菌进行 %"M 0+N3扩增、+OO4分析、6;PQ及测序分析，研究共
存于真菌分离培养液中甲烷菌的种类及其多样性。+OO4结果显示：从厌氧真菌分离至第 !1代，甲烷菌多样性指
数由 %R*#降至 $R((，相似性最低为 *!R’S；第 !1代至 "#代，多样性指数由 $R((升至 %R%1，相似性最低为 &(R#S。
6;PQ多态性分析 "(个克隆共得到 1个操作分类单元，选择其中 "个具有代表性的序列进行测序。序列及系统进
化分析表明，属于其中 *个操作分类单元的克隆最相似菌都是 TD-A9HA0,U <0-@<,<9 VC./>GDH Q3#$#，相似性均为 (1S，
没有与这些克隆相似性较高的已培养甲烷菌；属于另外 #个操作分类单元的克隆最相似菌都是 TD-A9HA0,U 0A.,D
.,H@<DGL,D (1"，相似性均为 (’S，最相似已知菌为 !"#$%&’()"*+(%,#") VWI N8’，相似性为 (’S。结果表明，真菌培养
液中存在目前尚未分离培养的瘤胃甲烷菌。
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反刍动物瘤胃内栖息着各种微生物，包括瘤胃

细菌、原虫、厌氧真菌和甲烷菌。这些微生物互相作

用、互相影响，在瘤胃内形成一个复杂的降解饲料、

给宿主动物提供挥发性脂肪酸和微生物蛋白的生物

群落。甲烷是瘤胃微生物代谢的终产物之一，它的

产生是能量的损失，也是温室气体之一，因此瘤胃产

甲烷菌的研究越来越受到重视。但是，瘤胃内产甲

烷菌不能利用复杂的有机物作为能量来源，只能利

用瘤胃细菌、原虫、厌氧真菌降解有机物产生的 Y#、

Z7#、甲酸等生成甲烷
［%］。以粗饲料为主要日粮的反

刍动物产生大量甲烷，其瘤胃中的原虫和厌氧真菌

数量也大幅度高于采食高精料的动物。瘤胃原虫上

紧密附着着许多甲烷菌，这些甲烷菌利用原虫的发

酵产物生成甲烷，因此原虫被认为与瘤胃甲烷的产

生密切相关［#］。但是关于厌氧真菌与瘤胃甲烷菌的

研究很少，现有的研究仅局限于单一厌氧真菌与单

一产甲烷菌的共培养［*，!］，而与厌氧真菌共存的瘤胃

产甲烷菌的种类及其多样性研究则鲜有报道。

在瘤胃厌氧真菌分离培养过程中，常使用抗生

素如青霉素、链霉素抑制瘤胃细菌的生长，达到富集

培养的目的。瘤胃甲烷菌由于其特殊的细胞壁结

构，对青霉素、链霉素不敏感，而且能利用真菌的发

酵产物如 Y#、Z7#、甲酸等产生甲烷。本研究通过这

种分离培养方法获得瘤胃厌氧真菌和产甲烷菌菌群

混合物，并利用 QZ6、+OO4、6;PQ等方法，对真菌培
养液中的甲烷菌进行了检测及分析，研究与瘤胃厌

氧真菌共存的甲烷菌种类多样性，以探讨瘤胃厌氧

真菌与产甲烷菌的关系。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 厌氧真菌的分离培养：厌氧真菌分离自饲喂
全干草、装有永久性瘤胃瘘管的本地山羊，培养基参

照朱伟云等［1］方法配制，底物为粉碎稻草（直径约为

*..），加青霉素（%"$$2T5.P）和链霉素（#$$$2T5.P）
抑制杂菌生长，获得厌氧真菌。培养过程中每 * )
!U传代一次。
!"!"# 主要试剂和仪器：珠磨仪（[>GMW,-，美国）；
-%. 酶、WO4\:8 载 体（ Q0G.,L<）；引 物 合 成
（ 2D]>H0GL,D）；X><^A>-_ QZ6 产 物 纯 化 试 剂 盒
（‘,VH/A0L，H@, N,H@,09<DUV）；QZ6仪（8%，[>G.,H0<，德
国）；+ZGU, +OO4 系统、OM:&$$ 型密度校正扫描仪
和 \G9,-A9<0 3D<9CVH %R"%（[>G:6<U，美国）。
!"# 总 $%&提取和 ’()*$++,
参照 aG,H,DU<9 等［"］利用珠磨仪提取总 +N3。

利用两对古菌引物 *!!(%1［’］、*!&"(%［&］对总 +N3进



行 !"#扩增，$%&’琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。
())*参照朱伟云等［+］的方法；())*凝胶以 ),-.//
型扫描仪扫描；利用 012345267 8962:;<对 ())*图谱
进行相似性分析，再参照 =19;<69<>91?等［$/］的方法进
行多样性分析。

!"# 克隆和 $%&’分析
甲烷菌属于古菌，因此本研究以古菌引物 @/&-

@$A［$$］扩增近全长 $B, 7(C8序列，纯化后连接到载
体 D)*0-E上，转入 ! F "#$% G0$/+，以 ,!B、EA进行插
入子检测［B］。用 &’(!、)*#!、+%,H"、+%, I!对所
得克隆进行多态性分析。

!"( 序列分析及进化树建立
采用 "25;<62J、0*)8K%$ 软件对本研究得到的

甲烷菌序列与 LM8,E 分析所得相似性较高的序列
进行比较，绘制系统进化树。本研究所得序列在

)39L69N 的 登 陆 号 为：(OKPP+BA，(OKPP+B.，
(OKA&+A&，(OKA&+AK，(OKA&+AQ，(OKA&+AP。

) 结果

)"! 真菌培养液中甲烷菌的检测
图 $显示，两对引物 KQQ+$P、KQ.B+$对瘤胃液及

真菌经过 B&代传代的培养液总 (C8均能扩增，得
到条带清晰的 !"# 产物，真菌培养 B& 代，即 &//H
后，仍能在其培养液中检测到甲烷菌的存在，说明甲

烷菌能与这些厌氧真菌长时间共存。

图 ! 两对引物 ’*$扩增产物
R>SF$ !"# D71H54<; 6TD2>I>3H I71T 696371U>4 I59S62 452<573 (C8 5;>9S

D7>T37; KQQ+$P（8） 69H KQ.B+$（ L）F ,6TD23;： $%#5T39 I25>H；

&%R59S62 452<573 6I<37 P ;5U452<57>9S； K%R59S62 452<573 6I<37 $P

;5U452<57>9S；Q%R59S62 452<573 6I<37 &P ;5U452<57>9S；P%R59S62 452<573

6I<37 KP ;5U452<57>9S；B%R59S62 452<573 6I<37 QP ;5U452<57>9S；A%R59S62

452<573 6I<37 PP ;5U452<57>9S；.%R59S62 452<573 6I<37 B& ;5U452<57>9S；0F

(C8 T67N37 F（EV3 ;6T3 6; I1221@;）F

)") 真菌培养液中甲烷菌的多样性
两对引物的扩增产物均进行了 ())*分析，引

物 KQQ+$P虽然能扩增样品中的甲烷菌，但 ())*条
带非常少，说明只是扩增了部分产甲烷菌或是产物

不能被分开（图片未显示），因此在本研究中没有继

续使用。引物 KQ.B+$ 扩增的 !"#产物在 ())*图
谱上形成较多的清晰的条带（图 &），有些条带经传
代后成为优势带，说明在真菌培养液中这些甲烷菌

得到富集（箭头 8、L）；同时，真菌培养液传代过程
中，有些优势甲烷菌不再成为优势菌（箭头 "），表明
这些甲烷菌不能适应培养条件。有些甲烷菌条带先

消失后又出现（箭头 (），表明这些甲烷菌在真菌传
代过程中，由于不能适应培养条件数量先减少到

())*不能检测的程度，在生长繁殖过程中慢慢适
应培养条件后，数量增多。

图 ) 真菌培养液中甲烷菌 +,,-图谱
R>SF& ())* D71I>23; 1I T3<V691S39; >9 696371U>4 I59S62 452<573F

相似性分析（图 K）表明：真菌培养液第 P代、第
$P代与第 &P、KP、QP、B&代相似性很低，仅为 KQ%A’，
说明从真菌分离至第 $P代，甲烷菌处于适应培养液
阶段，菌群变化很大。第 &P至 B&代，甲烷菌菌群相
似性较高，最低为 .+%&’，菌群趋于稳定。

图 # 甲烷菌 +,,-图谱相似性分析
R>SFK ,>T>267><: 6962:;>; 1I ())* D71I>23;F

图 Q能更形象地显示在培养过程中甲烷菌多样

/.. "W*C) X69-I39 -. ’$ F Y/".’ 0%"1#2%#$#3%"’ 4%,%"’（&//B）QB（B）



图 ! "##$图谱多样性指数分析
!"#$% &’())*) ")+,- *. /001 23*."4,5$

性的变化。从真菌来源的瘤胃液至第 67代，甲烷菌
菌群多样性急剧下降，由 89:6降至 89;8，第 67至 %7

代，多样性指数比较稳定，第 %7 代至 <6 代，多样性
指数上升，从 ;9==回升至 8987，但没有恢复到最初
的 89:6。结果说明一部分甲烷菌不能在真菌培养
液传代过程中存活，一部分甲烷菌经过培养传代后

适应了培养条件从而经过多代的培养后得到富集。

%&’ 限制性内切酶多态性分析（()*+）
利用古菌通用引物对真菌培养液中的甲烷菌进

行克隆，共得到阳性克隆 <=个。分别用限制性内切
酶 !"#!、$%& !、’()+"、’() .!对这些克隆进行
>!?@分析，共得到 7个 ABC5（表 6）。由表 6 可知，
ABC7是克隆中数量占优势的主要甲烷菌类群，
ABC7所包含的克隆数占总克隆的 =89:D，ABC6、
ABC:分别占 69=D，ABC8、ABC%分别占 89%7D。

表 % 真菌培养液中甲烷菌克隆 ()*+分析
B(E4, 6 >!?@ ()(4F5"5 *. G,H’()*#,)5 I4*),5 .3*G ()(,3*E"I .J)#(4 IJ4HJ3,

ABC !"#! $%&! ’()+" ’().! K4*),5
8 L L L %;;，6;; 8=
6 L L 86;;，7;; M7;，%;;，6;; :8，888
: 88;;，<;;，%7; L L %;;，6;; 6=，N%
% <;;，%7; L L，86;;，7;; N7;，%;;，6;; <8

7 <;;，%7; L L %;;，6;;

8 L 8，88;，==，%M，86:，<=，8;6，87，<:，87<，8:6，8:N，8<，68，87=，8:=，8 L N，
878，6 L 88，8N<，<%，:N，8<:，7M，<7，N8，N6，=<，8M;，8<M，N;，88:，8:，8NM，
8;%，867，=8，8N6，M7，7=，=;，8%，8M8，:6，8%<，6N，8N，:=，:<，8<7，:;，88N，
86，8%7，:M，8M%，8%=，8%M，<6，8::，8<8，8N;，8NN

O*H,：‘ L’+,)*H,5 J)IJH E()+$

图 , 真菌培养液中甲烷菌克隆系统进化树分析
!"#$7 @’F4*#,),H"I H3,, ()(4F5"5 *. 5"- I4*),5 .3*G H’, ()(,3*E"I .J)#(4 IJ4HJ3,$ &,PJ,)I,5 +,H,3G"),+ ") H’"5 5HJ+F (3, G(3Q,+ ") E*4+ HF2,$ RII,55"*)

)JGE,35 (3, #"S,) ") 2(3,)H’,5,5$ B’, 3**H T(5 +,H,3G"),+ EF J5")# (3I’(,( 8<& 3/OR #,), 5,PJ,)I, (5 () *JH#3*J2$ B’, H*2*4*#F *. H’, H3,, T(5

,5H"G(H,+ EF E**H5H3(25 E(5,+ *) 8;;; 3,24"I(H"*)5$ OJGE,35 (H )*+,5 (3, 2,3I,)H(#,5 5J22*3H,+ EF E**H5H3(2 ,S(4J(H"*)$

%&! 序列比较和进化树建立
为了初步探讨这些存在于厌氧真菌培养液中的

甲烷菌的进化地位，分别从 7个 ABC5中选择 <个克
隆测序（克隆号为 8=、:8、<8、N%、M7、8;6），将序列提

交 OKUV进行 U?R&B分析。结果显示，克隆 8=、N%、
M7、8;6的最相似菌均为 C)IJ4HJ3,+ (3I’(,(4 5FGE"*)H
@R6;6，相似性均为 =7D，最相似已知菌为 C)IJ4HJ3,+
*+,%")&-".,+/("0+1 "/.%"+&) K&V>A89;%，相 似 性 为

8MM成艳芬等：共存于厌氧真菌分离培养液中瘤胃甲烷菌的检测及其多样性分析 $ W微生物学报（6;;<）%<（<）



!"#。没有与这些克隆相似性较高（ $ !%#）的已培
养甲烷菌。克隆 &’、(’ 的最相似菌均为 )*+,-.,/01
/,20* 20.34*560* !7(，相似性均为 !8#，最相似已知
菌为 !"#$%&’()"*+(%,#") 9:; <=8，相似性为 !8#。在
系统进化树中（图 7），克隆 ’!、8>、?7、’%"与克隆 &’、
(’处于两个截然不同的分支上，进化关系较远，由
此可认为瘤胃真菌培养液中的这种甲烷菌是未知的

新种。

! 讨论
在瘤胃中，细菌、原虫、厌氧真菌和甲烷菌相互

依赖、相互制约，其中甲烷菌必须依赖于纤维降解细

菌、原虫和厌氧真菌的发酵产物产生甲烷。

<4@493A2414 等报道，将厌氧真菌 -"’,%..+/%0#+1
2)’&#%.+0与甲烷菌 ! ; 2’)/+,+,3/ 共培养 81，培养液
中没有 B" 和甲酸积累，同时产生甲烷 ’(225-CD；与

! ; ,’&,+.++ 共培养 ’81，培养液中乙酸产量降低，产
生甲烷 ’"225-CD；将这 &株菌共培养 ’81，乳酸和乙
醇产量降低，产生甲烷 ">225-CD［&］。因此，本研究从
瘤胃中分离到的混合厌氧真菌在发酵以稻草为底物

的粗纤维过程中可能为其中的甲烷菌提供了良好的

生长基质，这些甲烷菌经过 (%余代的培养仍较好地
共存于厌氧真菌培养液中。

瘤胃甲烷菌与厌氧真菌的这种共存关系也有助

于瘤胃甲烷菌的分离培养。目前，越来越多的甲烷

菌被分离培养出来，EA24*@5F4等［’"］从冷陆地分离培
养到五株产甲烷古菌。G4等［’&］从厌氧消化器中分
离到一种新的甲烷杆菌。但是，由于培养条件的严

格以及生长周期长等原因，已知的瘤胃产甲烷菌只

有极少数［’］。本研究结果也表明存在于真菌培养液

中的多数瘤胃甲烷菌是迄今未知的种。一般情况

下，甲烷菌的培养需要 "%多天传一代，本研究通过
与厌氧真菌共培养技术，原本需要 "%多天传一代的
甲烷菌也适应了 & H >1传代的条件。因此，本研究
采用的与瘤胃厌氧真菌共培养技术途径不仅有助于

我们对瘤胃甲烷菌的检测，可能也为人们分离培养

瘤胃甲烷菌提供一条新思路。

本研究利用两对引物（&>>!’7 与 &>?(!’）分别
扩增古菌 ’(E /I<J（图 ’）。引物 &>>!’7扩增的片段
约 (%%K:，其产物经琼脂糖凝胶电泳检测条带清晰
明亮，虽然这对引物的扩增片段更长，有利于获得更

多的系统进化信息，但 ILLM 条带数少（图片未显
示），扩增多样性差，这可能与 ILLM检测灵敏度相
关。G,NO0/等认为，ILLM技术对小于 7%%K:的 I<J

片段具有较好的分辨能力，而对 7%%K:以上的 I<J
片段的分辨效果不理想［’>］。本研究结果也表明，另

一对引物 &>?(!’ 扩增约 >%%K: 片段，其产物 ILLM
条带多且清晰。

本研究利用 PQDR分析共获得 7个操作分类单
元，S3A.KN等［’7］对 "&%种内切酶进行了筛选，最后选
择 ’"种内切酶对甲烷菌进行 PQDR分析，结果表明
利用 4$’!、5+&1"、5+& T!这 &种内切酶能快速可
靠的区分不同甲烷菌。本研究中 4$’!未能切开任
何克隆，可能是由于真菌培养液中存在的甲烷菌不

含该酶的酶切位点或酶切位点较少，不易被切开；

5+& T!能将所有克隆切开，并且能较好地区分不同
种的操作分类单元。但是，本研究所得酶切片段长

度与 S3A.KN等［’7］分析的 8’种可培养甲烷菌酶切片
段长度不一致，表明本研究所得克隆可能不属于这

些可培养甲烷菌。’(E /I<J分析也表明，这些产甲
烷菌为迄今未知的新种。因此，这些与厌氧真菌共

存的甲烷菌种类及其特性仍需进一步的研究。
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