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不同抑制剂对乙酸降解产甲烷及产甲烷菌群结构的影响
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农业部农村可再生能源开发利用重点实验室，农业部沼气科学研究所，四川 成都 610041

摘要:【目的】研究不同温度条件下的石油烃降解产甲烷菌系中是否存在乙酸互营氧化产甲烷代谢途径。
【方法】以 3 个不同温度条件的正十六烷烃降解产甲烷菌系 Y15(15℃ )、M82(35℃ )和 SK(55℃ )作为接种
物，通过乙酸喂养实验、并添加乙酸营养型产甲烷古菌的选择性抑制剂 NH4Cl 和 CH3F，结合末端限制性片
段长度多态性( terminal restriction fragment length polymorphism，T-ＲFLP)和克隆文库技术，分析乙酸产甲烷潜
力及产甲烷古菌群落的演替趋势，推测产甲烷代谢途径的变化趋势。【结果】无论是否添加 NH4Cl 和
CH3F，这 3 个菌系都可以利用乙酸生长并产生甲烷，但是添加 NH4Cl 和 CH3F 后产甲烷延滞期增加，最大比
甲烷增长速率降低;只添加乙酸后，3 个不同温度的菌系的古菌群落主要由乙酸营养型产甲烷古菌甲烷鬃毛
菌属(Methanosaeta)组成，其丰度分别为 92. 8 ± 1. 4%、97. 3 ± 2. 4% 和 82. 8 ± 9. 0% ;当添加选择性抑制剂
NH4Cl，3 个菌系中的 Methanosaeta 的丰度分别变为 98. 5 ± 0. 7%、87. 4 ± 4. 8%和 6. 1 ± 8. 6%，中温菌系 M82
中氢营养型产甲烷古菌甲烷袋装菌属(Methanoculleus)的相对丰度增加到 12. 6 ± 4. 0%，高温菌系 SK 中另一
类氢营养型产甲烷古菌甲烷热杆菌属(Methanothermobacter)增至 84. 3 ± 1. 5% ;当添加选择性抑制剂 CH3F，
Methanosaeta 丰度分别降至 77. 1 ± 14. 5%，86. 4 ± 6. 1%和 35. 8 ± 7. 8%，低温菌系 Y15 中的甲烷八叠球菌属
(Methanosarcina)增高(15. 7 ± 21% )，这类产甲烷古菌具有多种产甲烷代谢途径，M82 中 Methanoculleus 丰度
上升到 13. 6 ± 13. 1%，SK 中 Methanothermobacter 丰度增大到 48. 5 ± 11. 2%。【结论】在低温条件下，菌系
Y15 可能主要通过乙酸裂解完成产甲烷代谢，在中高温条件下，菌系 M82 和 SK 中可能存在乙酸互营氧化产
甲烷代谢途径，并且甲烷的产生分别通过不同种群的氢营养型产甲烷古菌来完成。
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乙酸是沼气发酵过程中重要的中间代谢产物，
其进一步转化为甲烷主要通过 2 种途径，一是乙酸
营养型产甲烷菌的直接裂解产生甲烷［1］，这主要由
乙 酸 营 养 型 产 甲 烷 古 菌 甲 烷 鬃 毛 菌 属
(Methanosaeta)和甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)

完成［2］。另一种是通过乙酸互营氧化途径来完成，

热力学分析表明乙酸转化为 H2 和 CO2 在标准状况

下是无法自发进行的，因为这是吸热反应［△G0' ＞

0，表 1 中反应(2)］［3］。但是当这个反应和产甲烷

代谢偶联后，乙酸降解产生的 H2 迅速被氢营养型
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产甲烷古菌利用，整个反应体系中保持着极低的氢
分压，那么乙酸降解产生 H2 和 CO2 的反应就可以
连续进行［表 1 中反应(3)］，这也表明乙酸互营氧
化产甲烷代谢需要两类不同的微生物通过互营代谢
作用来完成。第一步是乙酸被互营菌氧化为 H2 和
CO2，紧接着氢营养型产甲烷菌利用 H2 还原 CO2 为
CH4。目前已报道的互营乙酸氧化菌有 Clostridium

ultunense［4］、 Syntrophaceticus schinkii［5］、
Tepidanaerobacter acetatoxydans［6］、Thermacetogenium
phaeum［7］、Thermotoga lettingae［8］和已经丢失的 AOＲ
菌株［9］。基于微生物分子生态学和同位素示踪等
手段发现在沼气发酵过程中普遍存在乙酸互营氧化
产甲烷代谢过程［10 － 11］。

表 1．乙酸转化为甲烷的代谢反应及能量特征［12］

Table 1． Ｒeactions involved in acetate and hydrogen metabolism［12］

Process Ｒeaction △G0' (KJ /mol)
(1)Aceticlastic methanogenesis * CH3 COO

－ + H2 O →
* CH4 + HCO3

－ － 31. 0
(2) Syntrophic acetate oxidation * CH3 COO

－ + 4H2 O → H* CO3
－ + 4H2 + HCO3

－ + H + + 104. 6
(3)Hydrogenotrophic methanogenesis 4H2 + HCO3

－ + H + → CH4 + 3H2 O － 135. 6
(4)2 + 3 * CH3 COO

－ + H2 O → H* CO3
－ + CH4 － 31. 0

(5)Homoacetogenesis 4H2 + HCO3
－ + H + → CH3 COO

－ + 4H2 O － 104. 6
* labeled carbon

石油烃厌氧生物降解产甲烷的微生物学过程和
机理研究是近年来石油微生物领域研究的热点之
一，在残余油藏开发和原位厌氧生物修复等领域具
有广泛的应用前景［13 － 14］。乙酸也是石油烃降解产
甲烷过程中的重要中间代谢产物，以正十六烷烃为
例，热力学分析表明其降解产甲烷过程存在五种可
能的产甲烷代谢过程［15］:( i)互营降解烃产生 H2 和
CO2，再通过 CO2 还原作用(氢营养型产甲烷古菌)

产生 CH4，( ii)互营降解烃产生 H2 和乙酸，通过
CO2 还原和乙酸裂解作用产生 CH4 (分别是氢营养
型和乙酸营养型产甲烷古菌)，( iii)互营降解烃产
生 H2 和乙酸，通过乙酸互营氧化作用，转化乙酸产
生 H2 和 CO2，最后通过 CO2 还原作用产生 CH4，
( iv)互营降解烃产生乙酸，通过乙酸裂解作用产生
CH4，( v)互营降解烃产生乙酸，通过乙酸互营氧化
转化为 H2 和 CO2，最后通过 CO2 还原作用产生
CH4。热力学分析发现温度会影响石油烃降解产甲
烷途径，而且不同营养类型产甲烷古菌在不同温度
条件下的生长动力学存在较大差异［15 － 16］。

目前国内外多个小组富集获得了不同温度条件
下的烷烃降解产甲烷菌系［17 － 22］，发现了不同的微生
物群落结构组成。如 Widdel 小组发现在正十六烷
烃降解产甲烷富集物(28 － 30℃ )中古菌主要是由
乙酸营养型产甲烷古菌 Methanosaeta、氢营养型产甲
烷古菌 Methanoculleus 和 Methanospirillum 组成［13］。
Larter 小组发现室温条件下富集获得的原油降解产

甲烷菌系中主要是氢营养型产甲烷古菌为主［23］，
Suflita 小组发现原油降解产甲烷富集物(35℃ )中所
有古菌克隆都属于 Methanosaeta［18］，后来他们又发现
在高温原油降解产甲烷条件下(55℃ )的古菌群落主
要由氢营养型产甲烷古菌 Methanothermobacter 组
成［24］。Mbadinga 等［25］也发现 Methanothermobacter 是
高温饱和烃降解产甲烷富集物中的优势古菌类群之
一。我们小组从胜利油田同一采集点富集获得 3 个
不同温度的石油烃降解产甲烷富集物 Y15(15℃ )、
M82(35℃ )和 SK(55℃ )，发现不同温度条件下的产
甲烷古菌类群也是不同的［26 － 27］(15℃的文章正在
审稿中)。这些研究表明在石油烃降解产甲烷过程
中可能存在多种不同的产甲烷代谢途径，但是迄今
为止，还没有看到定性定量研究石油烃降解产甲烷
代谢途径的研究报道。

由于沼气发酵过程的复杂性，研究产甲烷代谢
途径的方法主要有稳定同位素示踪结合微生物分子
生态学技术［28］、同位素自然分馏［29］和添加不同类
型产甲烷古菌的选择性抑制剂等。其中 NH4Cl

［30］

和 CH3F
［31］可以选择性抑制乙酸营养型产甲烷古

菌，以阻断或者削弱乙酸裂解产甲烷途径。本研究
采用从胜利油田富集获得的 3 个不同温度条件下的
正十六烷烃降解产甲烷富集物 Y15 ( 15℃ )、M82
(35℃ )和 SK(55℃ )作为接种物，分别添加 NH4Cl

和 CH3F，并以乙酸为唯一碳源进行传代培养。定期
监测甲烷产生趋势，并结合末端限制性片段多态性
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(T-ＲFLP)和 16S rＲNA 基因克隆文库，分析乙酸降
解产甲烷趋势和产甲烷古菌的菌群结构，研究不同
温度条件下乙酸降解产甲烷的可能代谢途径，这将
为研究石油烃降解产甲烷途径和代谢机理提供指
导，并为开展石油微生物技术的应用提供理论支撑。

1 材料和方法

1. 1 富集培养
本实验接种物来自课题组富集驯化的正十六烷

烃降解产甲烷菌系 Y15 (15℃ )、M82 (35℃ )和 SK
(55℃ )［22，26 － 27］。利用 Hungate 厌氧操作技术配制
厌氧无机盐培养基［32 － 33］。共设置 5 组，其中 Ac
( + )组只加 NaAc(820. 3 mg /L)，AC + NH4Cl 组加
NH4Cl(3g /L)和 NaAC(820. 3mg /L)，AC + CH3F 组
中加入 CH3F ( 1. 5% ) 和 NaAC ( 820. 3mg /L )，Ac
( － )组不加 NaAc 和抑制剂。接种量为 20% ( V /
V)，每组 3 个重复，用 HCl (1 mol /L)或 NaOH ( 1
mol /L)调 pH 为 7. 0 － 7. 5，分别于 15℃、35℃ 和
55℃条件下静置暗培养。
1. 2 化学分析方法

采用气相色谱 GC-2010 ( Shimadzu、日本)测定
气体组分与含量［33］。

采用气相色谱 7890A(Agilent，美国)测定乙酸
浓度［33］。
1. 3 微生物分子分子生态学分析
1. 3. 1 基因组 DNA 的提取及纯化具体操作参见
文献［34］。
1. 3. 2 PCＲ 扩增及纯化具体操作参见文献［33］。
1. 3. 3 酶切及产物纯化: 用紫外 /可见分光光度计
(Beckman、德国)测量 PCＲ 产物浓度。其中 15℃和
35℃古菌 PCＲ 产物使用 Taq I(TaKaＲa，日本)65℃
酶切 3. 5 h;55℃古菌 PCＲ 产物使用 AluI( TaKaＲa，
日本)37℃ 酶切 3. 5 h。其余操作参见文献［33 －
34］。
1. 3. 4 T-ＲFLP 分析其余操作参见文献［33 － 34］。
1. 3. 5 16S rＲNA 基因克隆文库的构建、测序: 除
了引物没有使用荧光标记以外，PCＲ 体系和扩增程
序和上述 T-ＲFLP 分析一样。切胶纯化回收 PCＲ 产
物，并连接到质粒 pMDTM19-T(TaKaＲa、日本)，然后
导入大肠杆菌感受态细胞 DH-5α( Tiangen、中国)。
挑出白色单克隆并涂布 LB 固体培养基上，37℃过

夜培养后提取质粒 DNA 后测序(ABI、美国)。使用
greengene 数 据 库 中 的 “ Chimera check with
Bellerophon”进行嵌合体检验［35］，使用 Mothur 将相
似性 97% 以上的序列作为一个分类操作单元
(OTU)进行聚类［36］，所有序列上传到 ＲDP 数据库，
采用 Classifier 程序确定克隆文库中序列的分类地
位，从每个 OTU 中选取一个代表序列，在 ＲDP 数据
库中使用 seqmatch 程序查找其最相似菌株［37］。根
据 Good’s formula 计算构建克隆文库多样性的覆盖
度［38］。所有 16S rＲNA 基因序列在 GenBank 中的登
录代码为 KJ735836-KJ735838、KJ735842-KJ735843、
KJ735847-KJ735848、 KJ744107-KJ744147 和
KJ744170-KJ744200。
1. 4 统计分析

不同抑制剂对乙酸降解产甲烷菌影响的甲烷最
大产量和最大甲烷比生长速率采用单因素方差分析
(SPSS 16. 0、美国)。

2 结果和分析

2. 1 不同温度条件下中抑制剂对乙酸降解产甲烷
趋势的影响

添加乙酸传代培养，菌系 Y15、M82 和 SK 都可
以在对应的温度条件下产生甲烷。但是乙酸降解产
甲烷速率不一样。在 15℃条件下菌系 Y15 利用乙
酸的生长周期约为 150d(图 1-A)，在 35℃条件下菌
系 M82 降解乙酸的周期约为 30d(图 1-B)，在 55℃
条件下菌系 SK 降解乙酸的周期约为 40d(图 1-C)。
添加抑制剂 NH4Cl 和 CH3F 后，不同温度条件下乙
酸产甲烷的延滞期增加，甲烷产生速率下降(图 1、
表 2)。其中 15℃条件下，不添加抑制剂的 AC( + )
组的最大比生长速率是 0. 067 ± 0. 013 d － 1，显著高
于 AC + CH3F 组的 0. 036 ± 0. 003 d － 1 ( p ≤ 0. 05)，

也高于 AC + NH4Cl 组的 0. 056 ± 0. 014 d － 1 ( p ＞
0. 05)。另外 AC + NH4Cl 组的最大比生长速率要高
于 AC + CH3F 组( p ＞ 0. 05)。35℃条件下，不添加
抑制剂的 AC ( + )组最大比生长速率是 0. 376 ±
0. 011 d － 1 AC + NH4Cl 组 0. 269 ± 0. 014 d － 1 ( p ≤
0. 01)和显著高于 AC + CH3F 组 0. 113 ± 0. 035 d － 1

( p ＜ 0. 01)。另外 AC + NH4Cl 组的最大比生长速
率要高于 AC + CH3F 组 ( p ＜ 0. 01)。55℃条件下，
不添加抑制剂的 AC ( + ) 组最大比生长速率是
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0. 244 ± 0. 014 d － 1，显著高于 AC + NH4Cl 组的
0. 226 ± 0. 041 d － 1 ( p ＜ 0. 05)和 AC + CH3F 组的
0. 121 ± 0. 012 d － 1 ( p ≤ 0. 01)。此外 AC + NH4Cl

组的最大比生长速率要高于 AC + CH3F 组 ( p ＜
0. 05)。

表 2． 不同温度条件下乙酸降解产甲烷菌系的生长特征
Table 2． The growth characteristics of methanogenicacetate-degradingcultures at different temperatures

T /℃ Experimental group Incubation time / d
Maximum specific growth rate

( d － 1 )
c(Acetate) /(mg /L)

15

AC( － ) 300 － ND
AC( + ) 165 0. 067 ± 0. 013 20. 3 ± 4. 3
AC + NH4 Cl 300 0. 056 ± 0. 014 ND
AC + CH3 F 315 0. 036 ± 0. 003 ND

35

AC( － ) 48 － ND
AC( + ) 30 0. 376 ± 0. 011 ND
AC + NH4 Cl 36 0. 269 ± 0. 014 67. 7 ± 15. 3
AC + CH3 F 48 0. 113 ± 0. 035 165. 6 ± 30. 5

55

AC( － ) 48 － ND
AC( + ) 41 0. 244 ± 0. 014 39. 5 ± 15. 6
AC + NH4 Cl 38 0. 226 ± 0. 041 287. 9 ± 13. 8
AC + CH3 F 48 0. 121 ± 0. 012 115. 4 ± 42. 4

ND: Acetate concentration below the instrument detection limit( ＜ 10 mg /L) ． AC( － ) : the cultures without aceate addition，AC( + ) : the cultures

amended with aceate，AC + NH4 Cl: the cultures amended with acetate and NH4 Cl，AC + CH3 F: the cultures amended with acetate and CH3 F．

2. 2 群落结构结果分析
2. 2. 1 低温条件下乙酸降解产甲烷菌系的古菌群
落结构: T-ＲFLP 分析发现 15℃条件下，添加不同抑
制剂之间的古菌群落组成相似，主要是由片段 ( T-
ＲFs)186 bp 和 284 bp 组成 (图 2-A)。其中 T-ＲF
284 bp 是丰度最高的片段，在 AC( － )、AC( + )和
AC + NH4Cl 组中丰度高达 93% － 99%，在 AC +
CH3F 组中丰度偏低，但仍然有 77. 1 ± 14. 5% (图 2-
A)。T-ＲF 186 bp 在 AC + CH3F 组中丰度最高为
15. 7 ± 20. 1%，在 AC( + )组中丰度为 4. 3 ± 4. 3%，

在 AC ( － ) 组和 AC + NH4Cl 组中丰度为 1. 2 ±
2. 1%和 0. 2 ± 0. 4%。结合古菌 16S rＲNA 基因克
隆文库分析(表 3)，发现 T-ＲF 284 bp 代表的克隆与
Methanosaeta concilii GP6T的相似性是 100% (表 3)。
M． conciliiGP6T只能利用乙酸作为唯一碳源并产生
甲烷，其温度生长范围在 10 － 45℃之间，最适生长
温度 35 － 40℃［39 － 40］。T-ＲF 186 bp 代表的古菌克
隆与 Methanosarcina mazei S － 6T的相似性最高也是
100%［41 － 44］，与最近从西伯利亚冻土中分离的
Methanosarcina soligelidi SMA-21T的相似性也高达
99%［45］。M． mazei 不同菌株的生理生化特征差异
较大，如模式菌株 S-6T可以利用乙酸和甲基类化合

物，但不利用 H2 /CO2 生长产 CH4，最适生长范围在

30 － 40℃，最低生长温度可能小于 20℃［41 － 44］，而菌
株 LYC 除了可以甲基类化合物生长，还可以利用
H2 /CO2，但 是 不利用 乙 酸 生 长 产 甲 烷

［46］。M．

soligelidi SMA-21T可以利用乙酸、甲醇和 H2 /CO2 等
3 种不同类型的碳源产甲烷，并且温度生长范围宽
泛(0 － 54℃ )［45］。
2. 2. 2 中温条件下乙酸降解产甲烷菌系的古菌群
落结构: T-ＲFLP 分析发现 35℃条件下，添加不同抑
制剂之间的古菌群落主要是由 T-ＲFs 186 bp、
228 bp和 495 bp 组成 (图 2-B)。T-ＲF 495 bp在所
有处理组中的丰度都是最高的，其中在 AC( + )组
中丰度高达 95. 1 ± 2. 3%，在 AC( － )和 AC + NH4Cl

组中丰度为 77 － 79%，在 AC + CH3F 组中丰度最
低，也达到了 44. 4 ± 11. 7%。T-ＲF 228 bp在 AC +
CH3 F 组中为优势菌群丰度为 42. 0 ± 6. 1%，在其
他 3 组中的丰度范围是 2% － 8%。T-ＲF 186 bp在
AC( + )组中丰度最低为 2. 6 ± 1%，在其他 3 组中
的丰度为 11% － 14%。结合克隆文库(表 3)分析
发现，T-ＲF 495 bp 代 表 的 克 隆 与 Methanosaeta
harundinacea 8AcT 相 似 性 最 高 为 96%，
M． harundinacea 8AcT是一种杆状的乙酸营养型产
甲烷古菌，利用乙酸作为碳源进行生长产 CH4，不能
利用 H2 /CO2、甲酸、甲醇和乙醇等作为碳源进行生
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图 1． 不同温度条件下乙酸降解产甲烷趋势图
Figure 1． Time course of methane production form cultures incubated

at different tempertures． A: 15℃ ; B: 35℃ ; C: 55℃ ．

长，其最适生长温度在 34 － 37℃［47］。T-ＲF 186 bp
代表的克隆与 Methanoculleus receptaculi ZC-2T的相
似性为 99%，M． receptaculi ZC-2T分离自胜利油田，
最适生长温度在 50 － 55℃，但是可在 30℃以下生
长，只能利用 H2 /CO2 产生 CH4

［48］。本研究中 T-ＲF
228 bp 所代表的古菌类群没有检测到，但是根据我

们之前的研究发现 T-ＲF 228 bp 代表的是乙酸营养
型产甲烷古菌 Methanosaeta sp．［22］。

图 2． 低温(A)、中温(B)和高温(C)条件下乙酸降解产

甲烷菌系的古菌 T-ＲFLP 图
Figure 2． The archaeal T-ＲFLP profile of methanogenic acetate-

degrading cultures incubated at 15℃ (A)，35℃ (B) and 55℃ (C) ．

2. 2. 3 高温条件下乙酸降解产甲烷菌系的古菌群
落结构: T-ＲFLP 分析发现 55℃条件下，添加不同抑
制剂之间的古菌群落组成相似，主要是由 T-ＲFs
68 bp和169 bp组成(图 2-C)，但是相对丰度差别较
大。其中 T-ＲF 68 bp 在 AC + NH4Cl 和 CH3F 组中
丰度为 48. 5 － 84. 3%，明显高于 AC( + )组的 8. 8 ±
3. 4%。T-ＲF 169 bp 在 AC ( + )组中丰度最高为
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82. 8 ± 9. 0%，而在 AC + CH3F 组和 AC + NH4Cl 组
中丰度分别只有 35. 8 ± 7. 8%和 6. 1 ± 8. 6%。结合
16S rＲNA 基因克隆文库分析(表 3)，发现 T-ＲF 68
bp 代表的克隆与 Methanothermobacter crinale Tm2T相
似度最高为 99%，菌株 Tm2T分离自胜利油田，只能
利用 H2 /CO2 生长并产生甲烷，最适生长温度为

65℃［49］。T-ＲF 169 bp 代表的克隆与 Methanosaeta
thermophila 的相似度最高为 98%。M． thermophila
分离自厌氧反应器中，只能裂解乙酸产甲烷，而不能
利用 H2 /CO2 和甲基类碳源生长，最适生长温度为
55 － 60℃［50］。

表 3． 古菌 16S rＲNA 克隆文库
Table 3． The archaeal 16S rＲNA gene libraries

Phylogenetic

group
In silicoT-ＲF (No． of clone) #

15-AC 15-F 35-NH 35-AC 55-F

Type clone

(GenBank)

The most similar

species ( similarity)

Methanosaetaceae

283(1)

284(10)

285(1)

284(2) A156-4(KJ735837) Methanosaeta concilii; NＲ102903 (100% )

495 (11) 495 (12) A56 － 8 (KJ735843) Methanosaeta harundinacea; NＲ102896 (96% )
169 (5) A48 － 7(KJ735842) Methanosaeta thermophila; NＲ_074214 (98% )

Methanosarcinaceae 186(4) 186(14)
A156 － 11

(KJ735836)
Methanosarcinamazei; CP004144 (100% )

Methanobacteriaceae

67(1)

68(11)

A48 － 18

(KJ735838)

Methanothermobacter crinale; HQ283273

(99% )

473(1)
A48 － 17

(KJ735848)

Methanocaldococcus vulcanius; NＲ _ 074195

(76% )

Thermofilaceae 31(1)
A48 － 11

(KJ735847)
Thermofilum pendens; NＲ074406 (83% )

Methanomicrobiaceae 186(1) 186(2) A44 － 7 (KJ744109) Methanoculleus receptaculi; DQ787475 (99% )

Ｒemark:The clones ( total 79 sequences) were assigned and grouped on the sequence similarity of 97%，each column represents different type clone

OTU． Number in the parentheses indicates numbers of clones． 15-AC: clones retrieved from acetate culture incubated at 15℃ ;15-F: clones retrieved from

acetate culture incubated at 15℃ with CH3 F;35-NH: clones retrieved from acetate culture incubated at 35℃ with NH4 Cl;35-AC: clones retrieved from

acetate culture incubated at 35℃ ;55-F: clones retrieved from acetate culture incubated at 15℃ with CH3 F．

3 讨论

石油烃降解产甲烷过程存在 5 种可能的产甲烷
代谢途径，其中温度是影响产甲烷代谢途径的重要
因素之一［15］。石油烃降解产生 H2 /CO2、H2 和乙酸
的吉布斯自由能(△G)随温度升高而降低，这在热
力学上是有利的。与此不同，石油烃降解产生乙酸
的△G 随温度升高呈增大趋势［15］。另外，在产甲烷

过程中，虽然 CO2 还原产 CH4 和乙酸裂解产甲烷过
程都是放热过程(△G ＜ 0)，可以自发进行，但是利
用 H2 还原 CO2 产 CH4 的反应的△G 随温度上升下

降，而乙酸裂解产 CH4 呈继续下降趋势
［51］。此外，

乙酸氧化产 H2 和 CO2 在标准状况下的△G ＞ 0，但

是这个反应的自由能随温度上升而下降［51］。本小
组之前从胜利油田某油泥沙富集获得了 3 个不同温

度条件(15℃、35℃、55℃ ) 的石油烃降解产甲烷菌
系 Y15、M82 和 SK。为了研究石油烃降解产甲烷的
代谢途径及其产甲烷古菌菌群结构，我们直接添加
乙酸并进行传代培养，结合 T-ＲFLP 和克隆技术这
些经典的微生物群落组成与演替规律的分析方
法［52］。本研究发现这 3 个菌系都可以利用乙酸生
长并产生甲烷，进一步分析发现降解乙酸的古菌群
落中，乙酸营养型产甲烷古菌 Methanosaeta 占绝对
优势，这表明在石油烃降解产甲烷菌系中，可能都存
在裂解乙酸产甲烷代谢途径，并且参与乙酸裂解的
产甲烷古菌属于 Methanosaeta 属下的 3 个不同种，

其中 15℃条件下降解乙酸的是耐冷的 M． concilii，
35℃条件下主要是嗜中温的 M． harundinacea，而在
55℃条件下主要是嗜热的 M． thermophila，这也表明
油泥沙中存在丰富多样的乙酸营养型产甲烷古菌。

采用选择性抑制剂 CH3F 和 NH4Cl 来特异性抑
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制乙酸营养型产甲烷古菌是验证产甲烷代谢途径的
重要方法之一［53 － 54］。Frenzel 等报道 CH3F 不仅可
以抑制甲烷氧化过程，还可以选择性抑制乙酸裂解
产甲烷的活性［55 － 56］。Conrad 等发现添加 0. 01% －
1%的 CH3F 就可以抑制乙酸裂解产甲烷活性，当
CH3F 浓度过高时，对 CO2 还原产 CH4 代谢也会有

一定的影响［53］。他们后来还发现 CH3F 不仅会抑
制 Methanosaeta 的 产 甲 烷 活 性，还 会 抑 制
Methanosarcina 的生长［57］。我们的研究发现添加
CH3F 会增大 3 个菌系的产甲烷延滞期，但是在低温
条件下，CH3F 增高了 M． mazei 相关的古菌丰度，

M． mazei 也可以利用乙酸生长产甲烷［41］，这表明低
温条件下添加 CH3F 抑制剂后，代谢过程可能主要
还是通过直接裂解乙酸产生甲烷的。在中温条件下
M． harundinacea 相关的古菌丰度降低，但是另外一
类乙酸营养型产甲烷古菌的 Methanosaeta sp． 和氢
营养型产甲烷古菌 M． receptaculi 丰度增加，这表明
有一部分乙酸可能被氧化为 H2 和 CO2，然后通过
M． receptaculi 转化为 CH4，另外有部分乙酸通过两
种不同的 Methanosaeta 裂解产生乙酸。这些发现也
表明 CH3F 对不同种属乙酸营养型产甲烷古菌活性
的抑制是不同的。在高温条件下，氢营养型产甲烷
古菌 M． crinale 丰度相对于中低温增幅最明显，前
期研究发现 M． crinale 相关的古菌类群广泛分布在
油藏环境中，在高温原油降解产甲烷和油藏乙酸互
营氧化中起着重要的生理生态学功能［24］。与 CH3F

类似，NH4Cl 也会影响产甲烷古菌，特别是乙酸营养

型产甲烷古菌的产甲烷活性［58 － 61］。文献报道显示
氨浓度在 1. 7 － 14g /L 会对产甲烷过程产生抑制，氨
主要从浓度、pH 和菌体的适应性几个方面对产甲烷
过程造成影响［62］。目前推测存在多种可能的 NH4

+

抑制机理，一种认为 NH4
+ 溶解在水中形成的氨

(NH3)会造成产甲烷古菌细胞内的钾流失，并破坏

胞内 pH 平衡［61，63］，另外有学者提出 NH3 会抑制胞

内与产甲烷代谢相关的酶［64］，Zhang 等认为 NH4
+

抑制了产甲烷代谢的转录表达活性［65］。Fotidis 等
认为 NH4

+增加了维持反应进行下去的能量，消耗

细胞内的 K +而且还抑制了特定的酶反应［66］。但是
NH4

+对 Methanosaeta 的抑制作用要明显高于其他
类型产甲烷古菌的原因还不清楚。另外，Steinhaus
等发现 M． concilii 利用 NH4-N 最适生长浓度为

0. 25 － 1. 1 g /L( pH 7. 6)［67］，但 Sprott 等发现 0. 56
g /L NH4-N 会完全抑制 M． concilii 的产甲烷活性
(pH 7. 0)［59］。在不同的沼气发酵反应器中，抑制
Methanosaetaceae 产甲烷活性的 NH4-N 浓度波动范

围也比较大(1. 5 － 7 g /L)［30，68 － 70］。
在本研究中，添加同样浓度的 NH4-N 培养，发

现从低温到高温条件下，Methanosaeta 相对丰度明显
降低，而氢营养型产甲烷古菌丰度显著上升，这与之
前的研究发现类似［70］，这可能和接种物、培养条件
和微生物自身生理特性有关。但是无论添加 CH3F
还是 NH4Cl，氢营养型产甲烷古菌丰度的增加意味
着产甲烷途径由乙酸裂解产甲烷向乙酸互营氧化产
甲烷迁移。这表明中温和高温石油烃降解产甲烷菌
系中存在乙酸互营氧化产甲烷代谢过程，但是究竟
是哪些乙酸互营氧化细菌和古菌参与了石油烃降解
产甲烷过程，其对甲烷产生的贡献率，还有待于进一
步的研究，目前我们正在应用同位素示踪结合微生
物分子生态学技术揭示这些关键的细菌微生物
类群。
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Effects of selective methanogenic inhibitors on
methanogenesis and methanogenic communities in acetate
degrading cultures

Tingting Ma，Lei Cheng，Laiyan Liu，Lirong Dai，Zheng Zhou，Hui Zhang*

Key Laboratory of Development and Application of Ｒural Ｒenewable Energy，Ministry of Agriculture; Biogas Institute of
Ministry of Agriculture，Chengdu 610041，Sichuan Province，China

Abstract:［Objective］We evaluated the role of syntrophic acetate oxidation coupled with hydrogenotrophic methanogens
in three different methanogenic consortia． ［Methods］ Three methanogenic hexadecane degrading consortia named Y15，
M82 and SK were taken from the same oily sludge of Shengli oil-field and enriched． They were incubated at 15，35 and
55℃，respectively． The consortia amended with acetate and inhibitors of NH4Cl or CH3 F were further transferred and
incubated at corresponding temperatures． The cultures atlate logarithmic phase were collected for terminal restriction
fragment length polymorphism (T-ＲFLP) combined with cloning and phylogenetic analysis of 16S rＲNA gene fragments．
［Ｒesults］Gas chromatograph analysis showed that all of the consortia could grow and produce methane，but the lag phase
was delayed and the growth rate was retarded in the cultures amended with inhibitor． Combination analysis of T-ＲFLP and
clone library revealed the predominance of obligate aceticlastic Methanosaeta in the acetate cultures of Y15，M82 and SK．
Under the mesophilic and thermophilic conditions，after add inginhibitor the relative abundance of aceticlastic methanogen
decreased but hydrogenotrophic methanogen increased． ［Conclusion］ Syntrophic acetate oxidation during methanogenic
degradation of petroleum hydrocarbons occurs under mesophilic and thermophilic conditions，although the situation at low
temperature seems uncertain．
Keywords: anaerobic degradation of petroleum hydrocarbons，syntrophic acetate oxidation，methanogenesis，archaeal
community structure，NH4Cl and CH3 F
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