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摘要：【目的】针对我国甘肃三个典型生态区草地土壤(玛曲 MQ、临泽 LZ 和环县 HX)，研究其甲烷氧

化潜力、甲烷氧化菌(methane-oxidizing bacteria，MOB)丰度及可能存在的群落分异规律。【方法】通过

原位分析、室内高浓度甲烷模拟培养三种典型土壤及实时荧光定量、高通量测序的方法研究甲烷氧化菌

标靶基因 pmoA 序列的组成及其丰度变化规律。【结果】三种典型草地土壤的原位甲烷氧化菌的丰度存

在显著差异，表现为 MQ>HX>LZ，其数量范围为为 0.18–6.86×107g/d.w.s.；甲烷氧化潜力也表现出类似

规律，其通量为 109–169 mg/(m2·h)；甲烷氧化潜力与原位土壤中甲烷氧化菌丰度有正相关。三种草地

土壤甲烷氧化菌存在明显的空间异质性，采用高通量测序的方法，发现三种草地原位土壤中的优势类群

为 USCγ (Upland Soil Cluster gamma，USCγ)；然而，室内高浓度甲烷氧化过程中，传统的甲烷氧化菌

均发生明显增加，MQ 土壤中 TypeⅡ的 Methylocystis 为优势类群，而 LZ 和 HX 土壤的优势类群均为 Type
Ⅰ型 Methylosarcina。【结论】这些研究结果表明，我国甘肃典型草地土壤中也存在难培养的大气甲烷氧

化菌和经典的可培养甲烷氧化菌，这些微生物极可能氧化极低浓度的大气甲烷，也可能利用闭蓄于土壤

中的高浓度甲烷生长。未来应采用先进技术原位观测大气甲烷氧化过程并分离相应微生物类群，研究草

地土壤甲烷氧化菌地理分异规律及其环境驱动机制。 
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甲烷(CH4)是一种重要的温室气体，对温室效

应的贡献为 17%，仅次于 CO2。目前，大气中的

CH4 平均浓度达到 1.867 μL/L (part per million by 

volume)[1]，比工业革命前大气甲烷平均浓度 0.72 μL/L[2]

高出 259%。据 IPCC 估算，全球土壤可氧化大气

中甲烷约为 30 Tg/Yr[3]。因此，土壤作为大气 CH4
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汇是全球气候变化研究的热点之一。 

森林和草地土壤是重要的大气 CH4 汇[4–5]，其

中难培养甲烷氧化菌被认为是在其中发挥了主要

作用。我国草原占国土面积的 40%，占世界草地

总面积的 16%。据估算，中国草地土壤平均消耗

甲烷量为 0.168–1.132 Tg CH4/Yr (平均 0.65 Tg 

CH4/Yr)，平均速率为 59.62 mg CH4/(m2·h)。同时，

草地甲烷氧化存在明显的地理分异规律，如青藏

高原高寒地区、东北干旱半干旱地区和东部湿润

半湿润地区的草地甲烷吸收量分别为 0.284 Tg 

CH4/Yr、0.204 Tg CH4/Yr 和 0.162 Tg CH4/Yr[6]。

长期以来，由于技术手段的限制，影响我国草地

土壤甲烷氧化通量研究主要侧重于环境要素的

耦合分析，如土壤湿度[6]、温度[7]、氮添加[8–11]、

放牧强度 [12]等，鲜有甲烷氧化菌的微生物机制

报道。 

近年来随着高通量测序等先进技术的快速

发展，草地土壤甲烷氧化菌生理生态学研究得到

了国内外学者的高度关注。甲烷氧化菌广泛分布

于地球生态系统，根据其代谢途径、形态结构和

生理特征等差异，可将已知的好氧甲烷氧化菌主

要分为 TypeⅠ、TypeⅡ两类。TypeⅠ型主要属

于 γ-proteobacteria 纲 ， Type Ⅱ 型 主 要 属 于

α-proteobacteria 纲。另外，最近发现存在极端嗜

酸的好氧甲烷氧化菌 Verrucomicrobia 门[13]。然

而，目前发现的所有可培养好氧甲烷氧化菌底物

亲和力较低，这类微生物通常栖息于甲烷浓度较

高的环境(几千到上万 μL/L)，如湖泊和稻田湿地，

仅能通过氧化高浓度甲烷繁殖生长。大气中甲烷

浓度仅为 1.85 μL/L 左右，因此土壤大气甲烷氧

化菌需要具备极高的底物亲和力。理论计算表

明，已知的所有可培养甲烷氧化菌均无法利用 

如此低浓度甲烷生长，分子生态学研究表明，目

前已知的所有能够氧化大气甲烷的土壤中均存

在大气甲烷氧化菌，如草地[14]、森林[15]、沙漠[16]

等土壤，但目前尚未有大气甲烷氧化菌的纯培养

物。针对已知的甲烷氧化菌，Holmes 等[17]研究

了其单加氧酶功能基因 pmoA 的系统发育进化关

系，并设计了特异性引物；进一步通过构建 pmoA

基因克隆文库的方法，研究了森林土壤中甲烷氧

化菌，发现了特异的 pmoA 基因序列并将其定义

为 RA14 和 RA21，推测这些微生物不同于传统

的甲烷氧化菌[18]；随后，Knief 等研究了土壤大

气甲烷氧化潜力，将这些难培养大气甲烷氧化菌

命 名 为 USCα (upland soil cluster α) 和  USCγ 

(upland soil cluster γ)[19]。Ma 等采用 pmoA 基因克

隆 技 术 ， 研 究 发 现 我 国 内 蒙 典 型 草 原 土 壤 中

USCγ 是大气甲烷氧化菌的优势类群[20]。Kou 等

针对我国 21 个不同草地开展了甲烷氧化菌的生

物地理学研究，发现土壤中同时栖息着大量的传

统甲烷氧化菌[21]。然而，这些传统甲烷氧化菌能

否利用高浓度甲烷，以及是否与难培养大气甲烷

共存，目前的相关研究报道较少。据此，本研究

针对我国甘肃 3 个不同生态区的典型草地采集土

壤样本，通过室内高浓度甲烷培养和高通量测序

的手段对其 CH4 氧化潜力、甲烷氧化菌丰度和多

样性进行分析研究，揭示不同类型草地土壤甲烷

氧化潜力、甲烷氧化菌丰度及群落组成规律，以

期为草地生态系统甲烷汇的评估提供基础数据

支撑。 

1  材料和方法 

1.1  土壤样本采集 

土壤样品在 2016 年 9 月 23 日至 10 月 5 日期
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间采集于中国甘肃省 3 个不同生态区的草地。每

个采样点的土壤特征描述列于表 1 中。在每个草

地类型中随机选择 3 个 10×10 m 的小区，每个小

区之间至少相隔 50 m。在每个取样小区内用直径

10 cm 的土钻随机取 10 个 0–10 cm 深度土柱，混

合后作为一个土壤样品。因此，每个草地类型包

含 3 个重复土壤样本，用冷藏盒将土壤样本带回

实验室。在 24 h 内，用 2 mm 土筛去除土壤样品

中的植物残体，石头等。将样品分为 2 份，一份

储存在–20 °C 用于 DNA 提取，一份风干后储存在

4 °C 冷库，用于土壤理化性质测定和后续培养实

验。MQ、LZ 和 HX 的土壤理化性质如下：土壤

水分含量分别为(17.41±0.90)%、(11.71±0.75)%和

(5.41±0.40)%；pH 分别为 6.33±0.15、7.84±0.13 和

8.59±0.12；全碳分别为 65.2±9.1 g/kg、27.2±9.2 g/kg

和 14.2±1.3 g/kg；全氮分别为 5.5±0.7 g/kg、

1.4±0.3 g/kg 和 0.6±0.1 g/kg。原位土壤样本保存

后，用于随后土壤甲烷氧化菌数量和组成分析，

在随后实验中作为 Day 0 零时刻样品。 

1.2  室内模拟甲烷氧化微生物过程 

根据郑燕等[22]描述的方法进行。简要说明如

下：将新鲜(相当于 6 g 风干土壤)土壤置于 120 mL

血清瓶中，每种土壤类型有 3 个生物重复。调节

土壤的含水量达到最大持水量的 40%，在 28 °C

避光预培养 5 d，使土壤中的微生物恢复活性。然

后，再次调整土壤含水量至最大持水量的 60%，

用黑色丁基橡胶塞密封并用铝盖封口。从每个密

封瓶子中用注射器取出 1.2 mL 空气，然后注入相

同体积的 CH4 (99.9%)。这使得每个瓶子的顶部空

间在培养开始时含有 1% (10000 μL/L)的 CH4 浓

度，然后在 28 °C 避光培养。在培养开始后的第 1、

3、5 和 8 天，从每个瓶中取出 0.25 mL 空气，用

氩气稀释 100 倍并通过气相色谱(GC-7890A，

America)检测 CH4 浓度的动态变化，8 d 后结束培

养，收集土壤样品并储存于–20 °C 以进行 DNA

提取。草地土壤甲烷氧化潜力的计算，主要根据

培养瓶内甲烷浓度降低最快的时间点推算，并将

之换算为标准状态。 

1.3  土壤 DNA 提取 

采用 FastDNA Spin Kit for Soil (MP Bio)试剂

盒按照说明书完成操作。统一提取原位土壤样品

和室内模拟培养结束后的样品，获得土壤样品总

DNA 后，将其提取的 DNA 溶解于 100 μL 的 DNA

洗脱液中。通过微量紫外分光光度计(NanoDrop  
 

表 1.  采样地点基本概况描述 
Table 1.  Basic information of sampling site 

Grassland identity MQ LZ HX 
Ecoregion Alpine meadow Qinghai-Tibet Plateau Northwest inland arid region Semi-arid Loess Plateau 
Sampling location Maqu county 

35° 58ʹ N, 101° 53ʹ E 
Linze county 
39° 11ʹ N 100° 6ʹ E 

Huanxian county 
37° 12ʹN, 106° 82ʹ E 

Soil type Subalpine meadow soil Salinized meadow soil Yellow soil 
Average annual rainfall 620 mm 112.9 mm 359.3 mm 
Altitude 3650 m 1400 m 1650 m 
Annual average temperature 1.2 °C 7.6 °C 7.1 °C 
Dominant plant species Carex kansuensis/Festuca ovina 

Poa poophagorum/Elymus nutans 
(Sowing pasture) 
Medicago sativa Linn.  
Festuca elata 

Stipabungeana/Artemisia 
capillari 
Lespedeza davurica 
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ND-1000)测定 DNA 浓度和纯度，同时利用 1.2%

的琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 的完整性。 

1.4  实时荧光定量 PCR 测定甲烷氧化菌的丰度 

使用 CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad

公司)对土壤总 DNA 中的甲烷氧化菌功能 pmoA

基因进行定量，qPCR 引物和扩增条件如表 2 所示。

获得上述各微生物标靶基因的重组质粒，然后

10 倍梯度稀释用于标准曲线绘制。定量 PCR 反应

体系如下：10 µL SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa)，

0.35 µL 引物(10 µmol/L)，1.0 µL DNA 模板，加入

DNase/RNase-free 水补足至 20 µL。在所有分析中，

灭菌的超纯水代替土壤 DNA 作为空白对照。定量

PCR 的扩增效率在 90%左右，标准曲线 R2 为

0.996。 

1.5  Illumina Miseq 测序 

通过 Illumina Miseq 测序平台分析甲烷氧化菌

的相对丰度和微生物组成。利用引物 A189F/A682R 

(表 2)扩增 pmoA 基因，并将 6 bp 样品特异性接头

序列连接至 A189F 引物的 5ʹ末端。50 μL PCR 混

合体系包括：25 μL TaKaRa Premix Ex Taq，1.0 μL

引物 (10 μmol/L)，2 μL DNA 模板，加入 DNase/ 

RNase-free 水补足至 50 μL 反应体系。获得扩增产

物后，利用 Agarose Gel DNA Fragment Recovery 

Kit Ver.2.0 试剂盒(TaKaRa)将 PCR 产物切胶纯化， 

纯化产物溶解于 30 μL DNase/RNase-free H2O，将

3.0 μL 的 PCR 产物通过 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测

纯化效果，利用微量紫外分光光度计(NanoDrop® 

ND-1000 UV-Vis)测定扩增产物的浓度。将不同样

品的 PCR 纯化产物等摩尔数混合后，使用 TruSeq 

Nano DNA LT 样品制备试剂盒组 A (24 个样品)构

建测序文库，并且使用 MiSeq 试剂盒 v3 (600 个循

环)进行测序。使用 Mothur 软件 (版本 1.33.3)对

MiSeq 测序结果读取、合并和质量过滤。使用

ʻmake.contigsʼ命令(deltaq=5)将双端序列合并，并

且ʻtrim.seqsʼ命令将引物标签去除和长度筛选 (留

下长度在 420–500 bp 之间的序列)。最后，使用

ʻclassify.seqsʼ命令将高质量序列直接分类[24] (总共

114912)。pmoA 高通量测序原始数据已经提交到

NCBI 的 SRA 数据库，登录号 SRP154541。 

1.6  数据分析 

CH4 氧化量的计算参考文献[25]，用公式(1)

计算： 

RMOP=[(Cinital–Cend)/T]×V/S          公式(1) 

其中：RMOP 为培养瓶内甲烷的氧化通量，单

位：mg/(m2·h)；Cinital 为 0 时刻顶空气中的 CH4 浓

度，单位：μL/L；Cend 为培养 1 d 的 CH4 浓度，单

位：μL/L；T 为 24 h；V 为培养瓶体积 120 mL；S

为培养瓶的底面积 3.14×0.02× 0.02 m2。 

 
表 2.  本研究中用到的引物信息及反应条件 

Table 2.  Primers and PCR thermal cycle conditions used in this study 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) Thermal profile Molecular analysis Reference 

A189F 
mb661R 

GGNGACTGGGACTTCTGG 
CCGGMGCAACGTCYTTACC 

95 °C, 3.0 min; 40×(95 °C, 10 s; 55 °C, 
30 s; 72 °C, 30 s; 80 °C, 5 s; with plate 
read); melt curve 65 °C to 95 °C, 
incremental 0.5 °C, 0.5 s+plate read 

qPCR [14] 
[17] 

A189F 
A682R 

GGNGACTGGGACTTCTGG 
GAASGCNGAGAAGAASGC 

95 °C, 3.0min; 32×(95 °C, 10 s; 55 °C, 
30 s; 72 °C, 30 s); 72 °C, 10 min 

MiSeq 
Sequencing 

[23] 
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进一步根据培养瓶内甲烷氧化量，结合培养

瓶内土壤厚度 0.5 cm，假设原位 0–5 cm 厚度的土

壤具有相似的甲烷吸收速率，以此估算原位 5 cm

土层的甲烷氧化通量。 

所有数据采用 SPSS 20.0 进行处理分析，处理

之间的平均值差异采用 one-way ANOVA 单因素

方差分析，P<0.05 表示显著差异，使用 OriginPro 

2016 进行作图。 

2  结果和分析 

三种草地土壤中，原位甲烷氧化菌的基因拷贝

丰度表现出明显的差异；MQ、HX 和 LZ 草地土壤

中 pmoA 基因拷贝数分别为 4.46×107 g/d.w.s.、

2.30×107 g/d.w.s.、7.63×106 g/d.w.s.，表现为 MQ> 

HX>LZ。高浓度甲烷室内培养条件下，土壤甲烷

氧化潜力也得到类似结果(图 1-A)，发现第 1 天时

氧化最快，随后逐渐放缓。以第 1 天的甲烷氧化

速率表征土壤的甲烷氧化最大潜力，发现 MQ 土壤

的氧化潜力最大，约为(168.87±18.57) mg/(m2ˑh)；

HX 次之，约为(124.68±21.87) mg/(m2ˑh)；LZ 最低，

为(108.53±13.12) mg/(m2ˑh)，三种土壤的甲烷氧化

潜力之间存在显著性的差异(图 1-B)；室内模拟甲

烷氧化过程中，三种草地土壤中甲烷氧化菌数量均 

 

 
 

图 1.  高浓度 CH4 培养(10000 μL/L)下三种草地土壤的甲烷氧化动力学过程(A)、甲烷氧化潜力(B)、甲烷氧化菌

pmoA 基因丰度(C)以及甲烷氧化潜力(MOP)与背景土壤中 pmoA 基因拷贝丰度之间的相关性分析(D) 
Figure 1.  Methane oxidation kinetics (A), methane oxidation potential (B), methane-oxidizing bacteria abundance (C), 
relationship between methane oxidation potential (MOP) and pmoA gene copy number in Day 0 soil (D) of three 
grassland soils incubation at 10000 μL/L CH4. Day 0: In situ soil before incubation; Day 8: Soil after 8 days incubation. 
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显著增加，达到 3.26×107 g/d.w.s.到 5.98×107 g/d.w.s 

(图 1-C)。相关性分析表明，三种类型草地土甲烷

氧化潜力与原位甲烷氧化菌的 pmoA 基因拷贝丰

度具有正相关关系(R2=0.5537) (图 1-D)。 

三种草地土壤中，原位甲烷氧化菌的组成也

表现出明显的分异(图 2)。甲烷氧化菌 pmoA 基因

的高通量测序分析结果表明，三种草地土壤中主

要包括尚未被分离的难培养大气甲烷氧化菌、传

统可培养 TypeⅠ型和 TypeⅡ型甲烷氧化菌，但是

三类甲烷氧化菌的相对丰度却未表现出明显的差

异；MQ、LZ 和 HX 三种土壤中，TypeⅠ型甲烷

氧化菌的相对丰度占比分别约为 0.37%–23.27%、

1.1%–57.37%和 0.27%–0.32%；TypeⅡ型甲烷氧化

菌的相对丰度占比分别约 0.00%、0.37%–1.15%、

0.08%–0.15%；难培养的大气甲烷氧化菌的相对丰

度占比分别约 8.46%–44.55%、15.36%–17.36%、

79.25%–85.62%；值得注意的是，生物重复之间具

有较大的空间异质性，表明不同微环境也可能选

择了特定的微生物类群。进一步的分析则表明：

在原位土壤中，HX 土壤中难培养的大气甲烷氧化

菌占主导，特别是 USCγ，占比高达 90%左右。LZ

和 MQ 土壤具有较大的空间异质性，其中 L-1 和 L-2

中优势类群为 USCγ 和 JR3，其中的 JR3 占比均高

于 60%；M-1 和 M-2 中优势菌群为 RA21 和 USCγ，

但在 LZ (L-3)和 MQ (M-3)样品中以经典的 TypeⅠ

甲烷氧化菌(Methylosarcina)占主导，其占比为 78%。 

室内模拟高浓度甲烷氧化过程则得到明显不

同的结果。高浓度甲烷培养 8 d 后，三种土壤中

TypeⅠ、TypeⅡ型的传统甲烷氧化菌相对丰度显

著增加，HX 土壤中 MOB 群落的变化较小，优势 
 

 
 

图 2.  高浓度 CH4 培养(10000 μL/L)下三种草地土壤(每种土壤包含 3 个生物重复)的甲烷氧化菌群落组成的变化

规律 
Figure 2.  The population dynamics of methane oxidizing bacteria in three grassland soils (each soil consists of three 
biological repetitions) during consumption of methane at a concentration of 10000 μL/L for 8 days. 
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类群仍是 USCγ；LZ 土壤的 3 个生物重复中，均

为 TypeⅠ型的 Methylosarcina 的相对丰度增加，

成为绝对优势种，占比均达到了 67%以上，与原

位(Day0)相比，分别增加了 15.3 倍、8.92 倍、1.25

倍，表明在 LZ 土壤中氧化高浓度甲烷的微生物可

能是 TypeⅠ的 Methylosarcina 发挥了重要作用；

MQ 土 壤 中 ， M-1 和 M-2 中 Type Ⅰ 型 的

Methylosarcina 发生明显增加，分别增加了 10.72 倍和

5.91 倍，而在 M-3 中主要是 TypeⅡ型的 Methylocystis

和 pmoA-2 大量增加，幅度达 28%以上。 

本研究发现三种典型草地土壤中均以难培养

的大气甲烷氧化菌为优势类群(图 2)，与前期野外

大气甲烷氧化通量观测结果吻合，如在甘肃环县

天然草地[26]甲烷氧化最大和最小速率分别为 0.25 

CH4 mg/(m2ˑmin)和 0.14 CH4 mg/(m2ˑmin)，临泽 

(西北内陆干旱区)人工草地[27]生长季内大气 CH4

氧化量呈现先降低后升高的趋势，而青藏高原玛

曲[28]连续两年高寒草甸非生长季吸收 CH4，非生

长季 CH4 累积吸收通量对全年累积通量的贡献

为 45.5%。针对这些典型草原类型，通过高通量

测序土壤中甲烷氧化菌 pmoA 基因，结果表明难

培养大气甲烷氧化菌为优势类群，可能在草地土

壤原位甲烷氧化过程中发挥了重要作用。例如，

环县 HX 土壤中 USCγ 为优势类群，占比高达

90%；而 USCγ 和 JR3 是临泽和玛曲草地土壤中

的优势类群，占比分别高达 80%以上。Pravin   

等[29]也得到了类似结果，通过原位监测和分子生

态学技术，发现德国吉森草地土壤不仅具有大气

甲烷氧化能力，而且 USCγ 是主要的大气甲烷氧

化菌。我国草地土壤研究也得到相似结果，Zheng

等[30]采用 120 μL/L 甲烷培养 2 周，发现青藏高

原海北高山草甸土壤可氧化 88%的甲烷，进一步

构建克隆文库发现 USCγ 是优势的大气甲烷氧化

菌，占比高达 98.4%，此外，研究者也发现了土

壤中存在传统可培养 TypeⅠ和 TypeⅡ等甲烷氧

化菌。但是，目前尚未有研究能够在土壤大气甲

烷氧化过程及其微生物作用者之间建立直接的

联系，草地土壤中传统可培养甲烷氧化菌的功能

及其在原位甲烷氧化过程中的作用仍需进一步  

研究。 

值得注意的是，草地土壤中既含有大气甲烷

氧化菌，也含有传统甲烷氧化菌，意味着草地土

壤具有高浓度甲烷氧化的潜力，但目前相关研究

报道较少。我们采用高浓度甲烷培养，发现草地

土壤具有低亲和力甲烷氧化能力，其中的传统甲

烷氧化菌可能在 10000 μL/L 高浓度甲烷氧化过程

中发挥了重要作用。培养 8 d 之后，LZ 草地土壤

TypeⅠ型的 Methylosarcina 和 Methylocaldum 2 个

属的相对丰度均明显增加，成为高浓度甲烷下绝

对优势类群，占比高达 67%以上，而 MQ 土壤中

TypeⅠ谱系的 Methylosarcina 属、TypeⅡ谱系的

Methylocystis 和 pmoA-2 类群也发生了显著增加。

由于动物放牧行为造成地上植物群落组成和地下

生物地球化学特性的差异[31]，导致平行样点间存

在一定的空间异质性，未表现出统计上的显著性。

本研究中甘肃省的 3 个不同生态区的地理位置及

基本情况如表 1 所示，差异显著。但整体而言，

高浓度 CH4 培养后 TypeⅠ和 TypeⅡ甲烷氧化菌明

显成为 LZ 和 MQ 草地土壤的优势类群，表明这些

微生物极可能在高浓度甲烷氧化过程中发挥了重

要作用。值得注意的是，高浓度甲烷培养环县 HX

土壤 8 d 后，尽管 Type I 型的 Methylosarcina 和

Methylocaldum 均发生明显富集，但难培养大气甲

烷氧化菌仍是优势微生物类群。这些结果表明草
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地土壤也可能经历高浓度甲烷环境，促进低亲和

力甲烷氧化菌的生长。事实上，草原雨季中土壤

水分含量会急剧增加，导致氧气浓度减少并形成

厌氧微域，进而导致产甲烷古菌活性增强释放出

大量甲烷。而随着水分的减少，高浓度甲烷可能

作为底物，显著刺激了传统甲烷氧化菌的生长。

未来仍需开展更多的原位甲烷浓度观测实验，结

合室内分子生态学研究，解析草地土壤甲烷氧化

微生物过程的环境驱动机制。 

土壤理化性质是影响甲烷氧化微生物生理活

性的重要因子。pH 影响大气甲烷氧化菌的地理分

异规律，USCα 通常存在于酸性土壤，而 USCγ 主

要存在于 pH>6 的土壤[32]。本研究使用的所有土

壤的 pH 均高于 6。同时，我们在所有三种土壤中

发 现 的 难 培 养 大 气 甲 烷 氧 化 菌 绝 大 部 分 属 于

USCγ 类群。土壤无机氮也被认为对甲烷氧化菌具

有重要影响。有研究发现土壤中无机氮可以通过

抑制大气甲烷氧化菌的生长或通过抑制其甲烷氧

化酶活性来影响大气甲烷的吸收[33]。本研究中，

MQ 的土壤无机氮含量较高，原位观测实验也发

现 MQ 草地土壤的甲烷通量较高。此外，植被类

型也可能对甲烷吸收产生很大影响[34–35]。Maurer

等认为植物根系和凋落物可能产生高浓度单萜

类物质，而这些物质可能被细菌矿化，对 pMMO

有抑制作用从而影响甲烷的氧化过程[36]。本研究

的三种草地的优势植物种类不同(表 1)，可能在一

定程度上影响了三种草地的甲烷氧化菌的群落

结构及其甲烷氧化潜力，但具体植物及其根系分

泌物和凋落物如何影响高亲和力和低亲和力甲

烷氧化，未来仍需通过组学和示踪技术，准确鉴

定草地土壤中的活性甲烷氧化菌及其环境调控

机制。 

3  结论 

利用高通量测序技术，通过原位分析和室内

微宇宙培养，研究了三种类型草地土壤甲烷氧化

菌丰度、多样性及其与甲烷氧化潜力之间的关

系，发现高亲和力的难培养大气甲烷氧化菌是草

地土壤中的优势类群，而草地土壤中传统可培养

甲烷氧化菌在高浓度甲烷氧化过程中可能发挥

了重要作用。这些结果为准确评估我国草地生态

系统甲烷汇提供了基础数据，并为相关的微生物

机制研究提供参考。未来可采用先进的土壤组学

技术和稳定性同位素示踪技术，深入解析草地土

壤中不同生理代谢特征的好氧甲烷氧化微生物

过程。 
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Aerobic methane oxidation in typical grassland soil 
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Abstract: [Objective] The soil methane uptake potential, abundance and community structure of methane- 
oxidizing bacteria were investigated in three grasslands located in three different ecoregions: Maqu, Linze and 
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Huanxian of Gansu province of China. [Methods] Eight days incubation of soil with elevated concentration of 
methane was carried out to measure methane uptake capacity. The methane-oxidizing bacteria abundance was 
quantified by real time quantitive PCR targeting particulate methane monooxygenase coding gene (pmoA) in soils. 
The methane-oxidizing bacteria community structure was assessed by amplicon MiSeq sequencing. [Results] The 
potential of methane oxidation of three grassland soils ranged from 108.53±13.12 to 168.87±18.57 mg/(m2·h). The 
abundance of methane-oxidizing bacteria ranged from 1.76×107 to 6.86×107 pmoA gene copies g/d.w.s. The 
methane oxidation potential was positively correlated with methane-oxidizing bacteria abundance at day 
0 (R2=0.5537). MiSeq sequencing analysis revealed significant spatial heterogeneity of methane-oxidizing bacteria 
community within the same grassland type. The Upland Soil Cluster gamma belonging to uncultured atmospheric 
methane oxidizers was the dominant methanotrophic lineage within methane-oxidizing bacteria gene types found in 
situgrassland soils. However, the conventional methane-oxidizing bacteria increased significantly after incubated 
these soils under high concentration methane, such as Methylocystis in Maqu soil and Methylosarcina in Linze and 
Huanxian soils. [Conclusion] Both uncultured atmospheric methane-oxidizing bacteria and the conventional 
methane-oxidizing bacteria may play an important role in the process of methane oxidation in the typical grassland 
soils in Gansu province of China. These microbes are very likely to oxidize the trace methane in atmosphere, and 
may also grow with high concentration of methane that stored in the soil. In the future, advanced techniques should 
be used to observe the atmospheric methane oxidation process in situ and to isolate the corresponding microbial 
groups, and finally reveal the geographical differentiation of methane-oxidizing bacteria in grassland soils and the 
environmental driving mechanism. 
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