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含有甲烷氧化菌的混合菌群特性研究

罗明芳，吴 昊，王 磊，邢新会"

（清华大学化工系生物化工研究所 北京 #%%%4!）

摘 要：为获得高效甲烷氧化微生物体系，从农业土壤中采样，以甲烷作为唯一碳源进行好氧选择性传代培养，得

到生长性能稳定、生长优于 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ FG&+ 纯培养的具有甲烷单加氧酶（H*>:.;* HD;DD6/<*;.?*，HHF）

活性甲烷氧化混合菌。利用 HHF 的共代谢特性，分别以苯酚和环氧丙烷作为目标对象，考察该混合菌对有机污染

物的降解及用于生产有用化学物质的催化特性。结果表明，所得混合菌具有高效降解苯酚能力，对初始浓度为

0%%8<IJ 的苯酚，经过 ##: 培养，苯酚降解率可达 ((K。另外，以该混合菌为催化剂可以实现丙烯氧化生产环氧丙

烷。通过降低磷酸盐浓度可以有效提高环氧丙烷的积累浓度，最大可至 188D3IJ。此外，采用纯种分离方法结合

LMN 扩增、#0O ,NPQ 和 HHF 功能基因分析技术对混合菌群结构进行解析。结果表明，该混合菌群由!型甲烷氧化

菌及其 它 至 少 ! 种 非 甲 烷 氧 化 菌 组 成，它 们 分 别 属 于 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ 和 0-)*"#’12-#", 3+*))、4+.,)25)6+(
/"#2&&)6+,2*(、4’/2/’*2( #"(#’(#",’*) 和 7#"*’#,’.$’/’*2( /2&#’.$)&)2。 采 用 LMN 方 法 从 混 合 菌 及 纯 化 菌 株 ! @
#,)-$’(.’,)+/( R( 总 SPQ 中都能扩增得到 //’8、//’9 和 ./’0 基因片段，表明该甲烷氧化菌同时具有 ?HHF 和

THHF 两种形式的 HHF。通过对从甲烷氧化混合菌中分离纯化得到的甲烷氧化菌进行 LMN 产物测序，结果发现其

与 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ 的同源性为 ((U(K。
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甲烷氧化菌是自然界中广泛存在的一种利用甲

烷作为唯一碳源和能源的细菌，对全球碳循环和大

气中甲烷积累量的减少起重要作用。此类微生物利

用 甲 烷 的 关 键 酶 是 甲 烷 单 加 氧 酶（ H*>:.;*
HD;DD6/<*;.?*，HHF）。甲烷氧化菌在 HHF 作用下

首先将甲烷氧化为甲醇，然后在甲醇脱氢酶的作用

下将甲醇氧化为甲醛。根据甲烷氧化菌利用甲醛合

成细胞物质代谢途径的不同，将甲烷氧化菌分为 W
型甲烷氧化菌（戊糖磷酸途径）和!型甲烷氧化菌

（丝氨酸途径）。甲烷氧化菌中 HHF 以两种形式存

在，一种是以可溶性形式存在于细胞质中，称为可溶

性甲烷单加氧酶（?HHF）；另一种是以颗粒形式存在

于细胞膜上，称为颗粒性甲烷单加氧酶（THHF）［#］。

其中，已发现所有的甲烷氧化菌中都存在 THHF 基

因，少 数 菌 中，如 !"#$%&’()*+( #,)-$’(.’,)+/ FG&+，

!"#$%&’-’--+( -2.(+&2#+( G.>: 等，THHF 和 ?HHF 基因

均存在。铜离子浓度是调控 THHF 和 ?HHF 基因的

表达的开关，高铜I生物量条件下，THHF 基因表达；

低铜I生物量条件下 ?HHF 基因表达［#，$］。

HHF 催化甲烷部分氧化生产甲醇的反应条件

温和，专一性好，具有潜在的工业应用价值［&，!］。除

此之外，HHF 潜在的工业化应用在于可以氧化部分

M# ’ M$% 烷烃、M$ ’ M#% 烯烃生产手性脂肪醇和环

氧化物（如环氧丙烷）以及用于三氯甲烷、三氯乙烯、

二氯甲烷等有毒卤代烃和多环芳烃污染的地下水和

土壤的生物修复［1 ’ 4］。甲烷氧化菌在煤矿和油气田

瓦斯气体控制方面也有重要的应用潜力。引起煤矿

爆炸的主要原因是瓦斯气体，其主要成分是甲烷，含

量达到 4%K以上，其他成分还包括一氧化碳（MF）、

硫化氢（X$O）、二氧化硫（OF$ ）、乙烷（M$X0 ）、乙烯

（M$X$）、氢气（X$）等。含甲烷氧化菌的混合菌群在

生产生物可降解塑料 LXQ 中也具有良好的应用前

景［(］。因此，在研究甲烷氧化菌的工业应用技术时，

分离含甲烷单加氧酶的高效菌株或混合菌群的研究

具有重要意义。本论文对富集得到的高效甲烷利用

混合菌群的结构与功能进行了解析。



! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器

!"#$%&’() *+, *-.)/0 傻瓜 *+, 反应体系购自

赛百盛公司；细菌染色体 &12 少量提取试剂盒购自

上海华舜生物工程有限公司；甲醇为天津四友公司

产品（色谱醇）；甲烷和丙稀购自北京分析仪器公司；

其余试剂均为市售分析纯试剂。

高压液相色谱为岛津 342 高效液相色谱仪；气

相色谱为岛津 5+%6434 气相色谱仪。

!"# 菌株和培养

!"#"! 培养基：改进的 1)7（8/99.:# :/;-";. </:/<"=
#"=;）培养基［34］（)1)7）组成：>86*?@ 3A4B9；1"68*?@

·3686? @AC@9；1"1?C 3AD49；>67?@ 4AC@9；)97?@·

D86? 4A4D@9；E.7?@ ·D86? 4A46@9；+F7?@ ·G86?
3A6G<9；微 量 元 素 溶 液 @<H，去 离 子 水 3444<H，

I8DA4。

微量元素溶液组成（<9JH）：K:7?@·D86? 4A6LD；

):7?@·D86? 4A66C；8CM?C 4A4B6；1"6)??@（686?

4A4@L；+?+=6·B86? 4A4@L；>N 4A4LC；+"+=6·686? CAG，

I8 DA4。

HM 培养基组成：酵母粉 G9；胰蛋白胨 349；氯化

钠 G9；去离子水 3444<H。

!"#"# 菌株筛选：从重庆山区农业土壤中采样，将

土样碾碎，称取 4A69 放入 64<H )1)7 培养基中，在

C4O摇床上振荡。6P 后取液体 3<H 作为种子接入

分装了 34<H )1)7 培养基的 D4<H 玻璃培养瓶中，

加盖密封橡胶塞。用已灭菌的医用注射器抽取瓶内

一定体积的空气，通过已灭菌的气体过滤器注入相

同体积的甲烷，使瓶中空气与甲烷的体积比为 3：3，

C4 O，3D4-J</: 摇床培养，3 Q 6 周后移取其中 3<H
培养液作为种子接入新鲜的 )1)7 培养基中。如

此选择性传代培养，得到了能以甲烷作为唯一碳源

和能源的混合菌群。

!"#"$ 菌 株 培 养：D4<H 玻 璃 培 养 瓶，装 液 量 为

34<H。按 @R接种量接种后，加盖密封橡胶塞。用

已灭菌的医用注射器抽取瓶 C4<H 空气，通过已灭

菌的气体过滤器注入相同体积的甲烷，使瓶中空气

与甲烷的体积比约为 3 S3，C4O，3D4-J</: 摇床培养。

!"$ 纯种分离

甲烷氧化菌的分离纯化：甲烷氧化混合菌培养

液稀释涂 )1)7 固体平板（琼脂含量为 3AGR），将

平板置于真空干燥器中，密封后用真空泵抽取干燥

器中一定体积的空气，然后再加入相同体积的甲烷。

之后将干燥器置于 C4O培养箱，培养 3 Q 6 周，挑取

单菌落在上述固体平板上划线分离。同上操作，分

离纯化数次。同时在 HM 固体平板上划线培养检验

甲烷氧化菌的纯度。当单菌落在 )1)7 固体平板

上生长，在 HM 固体平板上不生长即认为甲烷氧化

菌纯化成功。

非甲烷氧化菌的分离纯化：甲烷氧化混合菌培

养液稀释涂 HM 固体平板（琼脂含量为 3AGR），C4O
培养 3 Q 6T，挑取单菌落在 HM 固体平板上划线分

离。培养 3T 后，再挑取单菌落再次划线纯化。如此

重复纯化 @ 次，得到纯化的非甲烷氧化菌。

!"% &&’ 活性测定

反应在 D4<H 玻璃培养瓶中进行。反应体系组

成如 下：34<H I8 DA4 磷 酸 缓 冲 溶 液，其 中 包 含

G<<’=JH )9+=6 和 64<<’=JH 甲 酸 钠，密 封 后 抽 出

C4<H 空 气，然 后 加 入 C4<H 丙 烯。反 应 在 C4O，

3D4-J</: 摇床内进行。

!"( 分析方法

!"("! 细胞浓度：细胞浓度用 BB4:< 波长下的光密

度表示（!"BB4）。

!"("# *+, 扩增 3B7 -&12、##$%、##$& 和 ’#$(
基因片段：采用上海华舜生物工程有限公司的细菌

染色体 &12 少量提取试剂盒，提取甲烷氧化混合

菌、从中分离纯化的甲烷氧化菌株 UV 及非甲烷氧

化菌的总 &12，采用细菌 3B7 -,12，#))? 羟化酶的

!%亚基组分 <<’W，调控蛋白（<<’M），I))? 的 I<’2
亚 基 基 因 特 异 性 引 物 进 行 *+, 反 应，扩 增

3B7 -&12、##$%、##$& 和 ’#$( 基 因 片 段。所 用

*+, 引物及反应条件见表 3。

*+,反应程序：V@O预变性 D</:；然后进行 C4
个循环的 V@O变性 3</:，GGO退火 3</:，D@O延伸

6</: 的反应；最后，D@O补充延伸 34</:。将 *+, 扩

增产物在 4ADR琼脂糖凝胶上电泳分离，送到上海

生工测序，测序结果利用网址 P;;I：JJXXXY :Z[/ Y :=<Y
:/P Y 9’\ 和 M="#; 程序，将测定得到的 3B7 -&12 序列

在 5.:M":] 中与已知微生物的 3B7 -&12 序列进行

核苷酸同源性分析。

!"("$ 苯酚分析方法：苯酚采用高压液相色谱进行

定量分析。分析条件如下：+3L 色谱柱，̂_ 检测器，

流动相为 G4R甲醇，流速 4AG<HJ</:，柱温为 C4O，

外标法定量。

!"("% 环氧丙烷分析方法：环氧丙烷采用气相色谱

进行定量分析。分析条件如下：2?+%64/ 自动进样

@43 H^? )/:9%‘":9 )* +, Y J(-*+ ./-0$1/$,$2/-+ 3/4/-+（644D）@D（3）



表 ! 细菌 !"# $%&’和甲烷氧化菌 (()功能基因 *+%引物

!"#$% & ’()*%( +%,-%./%+ -+%0 12( *2$%/-$"( /3"("/4%()5"4)2. 21 *)6%0 *%43".24(273 727-$"4)2.
!"(8%4 ’()*%( ’()*%( +%,-%./%（9:!;:） <)5% 21 7(20-/4 =..%"$).8 4%*7%("4-(%>? @%1+

&A< (@B= CDE
@&FGD

=H=H!!!H=!I=!HHI!I=H
!=IHH!!=II!!H!!=IH=I!! &J9K# 99 ［&L］

!!"# **21
**2(

=!H!II=HIHI!I=!==I
!I=H=!H!IHH!I=HHHI FLL#7 99 ［&&］

!!"$ **21
**2(

HHI!II==H!!I==HH!IH=HI
!HHI=I!IH!=HIHI!IIHHI!IH 9;9#7 99 ［&D］

%!"& 7*21
7*2(

HHHHH==I!!I!HHHHM!HH=I
HHHHH@IM=IH!IM!!=IIH== ;;L#7 9L ［&;］

器，’2("7"K N 色 谱 柱，CMO 检 测 器，载 气 为 氮 气

（AL*P>*).），进样口和检测器温度为 &FL?，柱温为

&DL?，外标法定量。

, 结果和讨论

,-! 甲烷氧化混合菌生长稳定性测试

通过 &F 次传代培养，获得能以甲烷作为唯一碳

源和能源的甲烷氧化混合菌。为了能够定量混合菌

生长性能的稳定性，在之后传代培养过程中保持培

养条 件 相 同，测 定 细 胞 浓 度 和 培 养 液 7Q 值。在

EL*P 的玻璃培养瓶中分装 &L*P RBR< 培养基，按

FS接种量接种后，加盖密封橡胶塞。用已灭菌的医

用注射器抽取瓶 ;L*P 空气，通过已灭菌的气体过

滤器注入相同体积的甲烷，使瓶中空气与甲烷的体

积比约为 & T&，然后在 ;L?，&EL(>*). 摇床上进行培

养。; U F0 后移取其中 LJF*P 培养液作为种子接入

新鲜的 RBR< 培养基中，如此重复操作 ;L 多次。每

转接 & 次，认为是传代 & 次。测定每次传代的种子

细胞浓度和 7Q 值，结果见图 &。

图 ! 甲烷氧化混合菌生长稳定性

C)8V & H(2W43 +4"#)$)4X 21 43% *%43".%Y26)0)5).8 *)6%0 *)/(2#)"$

/2.+2(4)-*V

由图 & 可以看出，甲烷氧化混合菌经过连续传

代培养，细胞浓度基本稳定，表明混合菌体系是一个

能以甲烷作为唯一碳源的、生长性能稳定的甲烷氧

化混合菌。在相同培养条件下，混合菌的细胞浓度

约为 ’ V ()*+,"-%")*.! Z[;# 纯培养物的 D 倍。另

外，从 图 中 数 据 还 可 以 看 出，铜 离 子 的 添 加

（9!*2$>P）还可以提高细胞浓度。

,-, 甲烷氧化混合菌的苯酚降解特性

虽然甲烷氧化菌的碳源利用范围非常窄，仅为

甲烷或甲醇。但由于甲烷氧化菌利用甲烷的关键酶

RRZ 对很多含碳化合物，尤其是对苯等芳烃化合物

和氯代烃类等有毒化合物具有共代谢特性［&&］，因此

其中存在的非甲烷氧化菌可能以这些共代谢产物为

生长底物，从而实现对这些有毒物质的完全降解。

到目前为止，有很多关于甲烷氧化混合菌处理地下

水中三氯乙烯、二氯甲烷等研究报道［&&，&D］。

图 , 苯酚浓度对甲烷氧化混合菌生长的影响

C)8VD \11%/4 21 73%.2$ /2./%.4("4)2.+ 2. 43% 8(2W43 21 43% *%43".%Y

26)0)5).8 *)6%0 *)/(2#)"$ /2.+2(4)-* W)43 2( W)432-4 43% 7(%+%./% 21

*%43".%V

苯酚是重要的化工原料，也是一种常见的工业

污染物。苯酚可作用于中枢神经而引起痉挛；对水

中生物有致畸性，使生物具有难闻的酚味。本文以

苯酚为模型化合物，考察了得到的甲烷氧化混合菌

对苯酚的生长耐受性（L U &LLL*8>P）及降解特性。

好氧条件下，以不同浓度苯酚作为唯一碳源，培

9L&罗明芳等：含有甲烷氧化菌的混合菌群特性研究 V >微生物学报（DLLE）FE（&）



养 !"，测定甲烷氧化混合菌的细胞浓度（图 #）。结

果表明，甲烷氧化混合菌能以苯酚作为唯一的碳源

和 能 源，测 试 条 件 下 其 最 佳 苯 酚 生 长 浓 度 为

$%%&’()。另外，在甲烷：空气体积比约为 * + * 条件

下，添加不同浓度苯酚，培养 !"，测定甲烷氧化混合

菌的细胞浓度（图 #）。结果表明，甲烷的存在有利

于菌体的生长；甲烷的存在与否，菌体浓度与初始苯

酚浓度的关系有很大的差异。同时，在苯酚和甲烷

两种碳源同时存在条件下，随着苯酚浓度的增大，细

胞浓度减小，表明高浓度苯酚的存在对混合菌群的

生长产生抑制作用。可能是由于苯酚对蛋白的变性

作用导致的细胞毒性，从而抑制细胞生长。

进一步，以约 ,%%&’() 苯酚为唯一碳源，考察甲

烷氧化混合菌随时间对苯酚的降解情况，结果表明

（图 !），所得甲烷氧化混合菌具有高效苯酚降解能

力，对初始浓度为 ,%%&’() 的苯酚，经过 **- 生长，

苯酚降解率可达 ../。

图 ! 混合菌对苯酚的降解曲线

01’2! 31&4 567894 6: ;-4<6= "4’8>">?16< @A ?-4 &4?-><4B6C1"1D1<’ &1C4"

&1586@1>= 56<968?17&2

"#! 甲烷氧化混合菌氧化丙烯生成 $，"%环氧丙烷

9EEF 和 ;EEF 均能氧化丙烯生成环氧丙烷，

为此研究者们把丙烯氧化生成环氧丙烷作为 EEF
总活性测定的标准反应［*!］。环氧丙烷本身是重要

的基础化工原料，大量用于聚氨酯塑料、不饱和树脂

和表面活性剂的生产，其衍生物还广泛用于食品、烟

草、医药及化妆品等行业。已生产的下游产品近百

种，是精细化工产品的重要原料，发展前景广阔。目

前工业上主要采用过酸、过氧化物或氯醇法生产环

氧丙烷，这些方法都存在环境污染和生成大量联产

品等问题。因此，寻找无污染、成本低的新方法一直

倍受学 术 界 和 工 业 界 的 关 注。甲 烷 氧 化 菌 中 的

EEF 由于可在常温常压下直接用空气作氧化剂，

且无 污 染、腐 蚀 性 小，显 示 出 了 巨 大 的 应 用 潜

力［*% G *H］。兰州化物所辛嘉英等以 !"#$%&’(’)*+ 9;2

IJK! 为生物催化剂进行了大量的工作，取得了可喜

的研究成果［*$］。

和甲烷氧化菌纯种培养相比，甲烷氧化混合菌

具有易获得、生长速率快、生长稳定且不易被杂菌破

坏的优势，利用其中甲烷氧化菌的 EEF 生产环氧

丙烷和甲醇等有用化学物质具有潜在的应用前景。

但是，虽然甲烷氧化混合菌能以甲烷作为唯一的碳

源和能源，表明存在 EEF，但由于其中非甲烷氧化

菌的存在，能否在 EEF 氧化丙烯之后积累环氧丙

烷值得研究。但到目前为止，还没有相关的报道。

为此，本文对此进行了初步探索。

离心收集生长至对数生长期的甲烷氧化混合

菌，重悬于磷酸缓冲溶液，密封，加入丙烯进行反应，

一定时间后取反应液，用气相色谱进行分析（图 HB
L）。图 HBL 中存在保留时间（M?）分别为 %NO&1<、

*N#&1< 和 ,N#&1< 的 ! 个峰，其中 M? 为 *N#&1< 代表

丙烯。M? 为 ,N#&1< 与 *，#B环氧丙烷标准品（图 HBP）

峰的保留时间相同，根据已知的 EEF 的催化特性，

可以判断本研究得到的甲烷氧化混合菌具有氧化丙

烯生成环氧丙烷的能力。

图 & $，"%环氧丙烷气相色谱分析谱图

01’2H IQ ><>=A919 6: *，#B4;6CA;86;><42 L：*，#B4;6CA;86;><4 9?><">8"

5-4&15>=；P：9>&;=4 >:?48 84>5?16< R1?- ;86;4<4 >9 ?-4 97@9?8>?42

"#& 丙烯生物转化生成环氧丙烷动力学

分别收集在加铜（$!&6=()）和不加铜条件下生

长的甲烷氧化混合菌用于丙烯转化生产环氧丙烷。

测定反应液相中环氧丙烷浓度随时间的变化，得到

,%* )SF E1<’B:><’ "# *& 2 (,-#* !.-/’0.’&’1.-* 2.).-*（#%%T）HT（*）



甲烷氧化混合菌氧化丙烯生产环氧丙烷的动力学曲

线，结果见图 !。由图可知，在该反应条件下，甲烷

氧化混合菌能很快氧化丙烯，积累环氧丙烷。不加

铜条件下生长的甲烷氧化混合菌，反应 "#，生成的

环氧丙烷到达最大并保持稳定。在加铜条件下生长

的甲烷氧化混合菌，反应前 $#，环氧丙烷浓度逐渐

增加，但到反应 %# 时，浓度略有下降。其单位细胞

浓度（ 以 !"$$& 表 示 ）环 氧 丙 烷 的 生 产 能 力 为

&’%!(()*+,+!"$$&，是 不 加 铜 条 件 下（&’-%(()*+,+
!"$$&）的 .’% 倍。

图 ! 甲烷氧化混合菌的环氧丙烷生成曲线

/012! 30(4 5)6784 )9 .，:;4<)=><7)<?@4 <7)A65B0)@ 97)( <7)<4@4 C> B#4

(4B#?@4;)=0A0D0@1 (0=4A (057)C0?* 5)@8)7B06( 17)E@ E0B# )7 E0B#)6B B#4

<7484@54 )9 5)<<47 2

"#! 磷酸盐浓度对环氧丙烷生成的影响

研究表明，在甲烷氧化菌氧化甲烷生成甲醇的

反应体系中，以高浓度磷酸盐缓冲溶液作为反应介

质，可以对甲烷氧化菌中的甲醇脱氢酶产生抑制作

用从而到达胞外积累甲醇的目的［.!］。但是，高浓度

磷酸盐除了对甲醇脱氢酶产生抑制作用外，对 FFG
也具有抑制作用。为了充分发挥 FFG 的催化性

能，实现环氧丙烷的高效积累，考察了反应体系中磷

酸盐浓度对环氧丙烷生成的影响。在磷酸盐浓度分

别为 :&、-&、$&、%& 和 .&&(()*+, 的反应体系中，测定

反应液相中环氧丙烷浓度随时间的变化，如图 $ 所

示。由图 $;H 可以看出，反应液相中环氧丙烷的浓

度随反应时间的进行，先迅速增大，然后降低。这种

现象与 #$%&’()*)+,- 8<2 IJK" 催化丙烯生产环氧丙

烷的反应特性不同［L］，具体原因有待进一步研究。

另外，图 $;H 显示，随反应体系中磷酸盐浓度的增

加，环氧丙烷的最大积累浓度降低。在 :&(()*+, 磷

酸盐缓冲溶液体系中，环氧丙烷的最大积累浓度可

以达到 !’&(()*+,，大于以 #$%&’()*)+,- 8<2 IJK" 纯

培养 物 为 催 化 剂 时 环 氧 丙 烷 生 成 浓 度（ 小 于

.’$(()*+,）［.!］。图 $;M 是以反应 "&(0@ 时环氧丙烷

生成浓度计算所得 FFG 比活性。结果表明，随着

反应体系中磷酸盐浓度的增加，FFG 比活性降低，

显示出高浓度磷酸盐对 FFG 的抑制作用。

图 $ 磷酸盐浓度对环氧丙烷生产的影响

/012 $ N9945B )9 <#)8<#?B4 C69947 5)@54@B7?B0)@ )@ B#4 <7)A65B0)@ )9 .，:;
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"#$ 甲烷氧化混合菌中菌群结构的解析

以甲烷作为唯一碳源的 FOFP 固体平板和 ,M
固体平板上，采用纯种分离方法，从甲烷氧化混合菌

中分离纯化得到 . 株甲烷氧化菌和 - 株能在 ,M 固

体平板上生长的非甲烷氧化菌。将分离纯化的甲烷

氧化菌和非甲烷氧化菌分别在 FOFP 和 ,M 液体中

培养，Q&&&7+(0@ 离心 .&(0@，菌体用于总 ROH 的提

取。然后以 /:L 和 S.-Q: 为引物，采用 TUS 方法从

总 ROH 中分别扩增得到各自约 .’!VC 的 .$P 7SOH
基因。将 TUS 扩增产物送到上海生工测序，根据

#BB<：++EEE2 @5C0 2 @*(2 @0# 2 1)W 数据库和 M*?8B 程序，将

测定得到的 .$P 7ROH 序列与 I4@C?@V 中已知的微

生物的 .$P 7ROH 序列进行核苷酸同源性分析。分

离 纯 化 的 . 株 甲 烷 氧 化 菌 与 #$%&’()-.+/-
%0.1&)-2)0./* 的同源性为 QQX以上，因此将其命名为

# 2 %0.1&)-2)0./* JQ。- 株非甲烷氧化菌的 .$P 7ROH
序列 分 别 与 31.+$%)4,1%$0 5/+..、6/20.,7.8/- *$%,((.;
8/0,+-、6)*,*)+,- %$-%)-%$0)+. 和 9%$+)%0)2&)*)+,-
*,(%)2&.(., 的同源性都为 QQX以上。关于甲烷氧化

L&.罗明芳等：含有甲烷氧化菌的混合菌群特性研究 2 +微生物学报（:&&L）-L（.）



混合菌降解三氯乙烯等有机污染物的报道很多，但

对于混合菌中菌群结构的解析报道较少。近年来逐

渐有采用 !"# 技术，结合 $%& ’#() 和 **+ 功能基

因解析甲烷氧化混合菌群结构的报道。*,’-./ 等［$%］

采用同样的方法筛选得到能降解多种有机污染物的

甲烷氧化混合菌，采用 $%& ’#() 基因分析测序，结

果表明混合菌中优势甲烷氧化菌属于 !"#$%&’()*+( 0
!"#$%&’,%(#)( 1223，其 中 至 少 包 含 4 种 分 别 属 于

-("+.’/’*0(， 1&02’30,#"4)+/， 50*#$)*’30,#"4)+/ 和

6+3)2)207 的非甲烷氧化菌。我们得到的甲烷氧化混

合菌群结构与 56116718 等［$%］报道的存在很大的差

异，特别是非甲烷氧化菌的组成差异较大。

!"# 甲烷氧化混合菌 $$% 基因分析

甲烷氧化菌中 **+ 以 1**+ 和 2**+ 两种不

同形式存在。采用选择性培养基，从甲烷氧化混合

菌中分离纯化得到了属于 !"#$%&’()*+( #4),$’(8’4)+/
的!型甲烷氧化菌。已有的研究表明，!"#$%&’()*+(
种属甲烷氧化菌中，两种形式的 **+ 均存在。为

此，本文进一步采用 !"#$%&’()*+( 中 1**+ 羟化酶

（**+5）的"9亚基 ::8;，调控蛋白 <（::8<），2**+
的 2:8) 亚基基因特异性引物进行 !"# 反应，从混

合菌及 ! 3 #4),$’(8’4)+/ => 总 ?() 中扩增得到长度

分别为 @A@、4BB 和 AABC2 的 //’9、//’: 和 8/’; 基

因片段，如图 D 所示。结果表明，本研究中的甲烷氧

化混合菌的 **+ 具有 1**+ 和 2**+ 两种形式，通

过对从甲烷氧化混合菌中分离纯化得到的甲烷氧化

菌进行 !"# 产物测序，结果发现其与 !"#$%&’()*+(
#4),$’(8’4)+/ 的同源性为 >>E>F。

图 # 菌株 &’ 的 $$% 基因片段 ()* 产物凝胶电泳图

G.H3 D I76J-’82K8’61.1 ,/,7L1.1 8M **+ H6/6 M’,H:6/-1 8M ! 3

#4),$’(8’4)+/ => ,:27.M.6N CL !"#3

+ 结论

本文以甲烷作为唯一碳源和能源，从农业土壤

样品中筛选得到生长性能稳定的甲烷氧化混合菌，

分别以苯酚和环氧丙烷作为目标对象，考察了该混

合菌对有机污染物的降解及用于生产有用化学物质

的催化特性。进一步，采用纯种分离方法结合 !"#、

$%& ’#() 和 **+ 功能基因分析技术对混合菌群结

构进行了解析。得到了如下结论：

#本文筛选得到的甲烷氧化混合菌具有苯酚降

解特性，能以苯酚作为唯一的碳源和能源，其最佳生

长苯酚浓度为 @BB:H0O。对于初始浓度约 %BB:H0O
的苯酚，经过 $$K 的生长，苯酚降解率可达 >>F。

$甲烷氧化混合菌能催化丙烯生成 $，P9环氧丙

烷，降低反应体系中磷酸盐浓度可有效增加 **+ 活

性，提高环氧丙烷的生成浓度，最大可达 @::870O，具

有潜在的应用价值。

%甲 烷 氧 化 混 合 菌 由!型 甲 烷 氧 化 菌

!"#$%&’()*+( #4),$’(8’4)+/ 和至少 4 种非甲烷氧化菌

（;,)*"#’30,#"4 <+*))、=+84)02).+( /"#0&&).+40*(、=’/0/’9
*0( #"(#’(#"4’*) 和 >#"*’#4’8$’/’*0( /0&#’8$)&)0）组成。
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书 讯

《微生物学》（第六版）

李阜棣、胡正嘉 主编；J72U EbF>b>!TE>!!CTI>N；定价：CE_GT 元；中国农业出版社 "TTb 年 ! 月出版。

由陈华癸和樊庆笙开创和主编的《微生物学》从 !EGE 年初版以来作为我国高等农业院校教材一直长期广泛使用，第四版

获得全国优秀教材奖，第五版于 "TTT 年出版发行，获得教育部 "TT" 年全国优秀教材一等奖。

新版除绪论外分为 !" 章，系统地介绍了微生物学基本原理，依次阐述微生物的细胞结构、新陈代谢、遗传变异、生长繁殖、

多样性和分类、微生物在自然界的作用以及同农业生产和环境保护的关系。全书包括附录和索引共 I!F 页，另有彩色插图 "
页。本书的体系具有特色、结构紧凑、前后呼应、取材较新，反应了这一学科当代发展水平，具有很好的可读性。

本书为高等农业院校植物科学、园林科学、环境科学、食品科学等各类学科和专业的教材，也可作为其它专业的参考书，

还可供农业研究和微生物学领域科技人员参考。

购书方式：学校可向全国各地新华书店定购，个人可向中国农业出版社邮购部购买

邮购地址：（!TTT"N）北京市朝阳区农展馆北路 " 号；电话：（T!T）NGTFC"NT；可上网查阅有关信息 )88L：̂^4446 --,L6 -$M6 -&

ET!罗明芳等：含有甲烷氧化菌的混合菌群特性研究 6 ^微生物学报（"TTb）Ib（!）




