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　　摘要：低温产甲烷菌对于自然界的碳素循环具有非常重要的作用，近年来引起了国内外学者的广泛关注。利用低
温产甲烷菌实现低温厌氧消化过程，可从本质上突破低温厌氧工艺的技术瓶颈，进而拓展厌氧生物处理技术的应用范

围，并降低处理成本。从低温产甲烷菌的资源与分布、冷适应性机制和分子生物学研究现状几个方面，对低温产甲烷

菌的研究进展进行了综述，并对其在低温厌氧消化中的应用进行了分析。
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　　产甲烷菌是一类极端厌氧古菌，广泛存在于各类极端厌
氧环境中［１］。由于其完成的产甲烷过程通常是厌氧生物处

理工艺中最重要的限速步骤，同时，产甲烷过程也是自然界中

温室气体自发排放的重要过程之一，因此，产甲烷过程及产甲

烷菌的研究越来越受到人们的重视［２］。目前，研究者已经对

厌氧消化进行了大量的研究，但多集中在中温和高温范围，对

低温下厌氧消化的研究尚处探索阶段。然而，地球生物圈约

７５％都处于永久的低温环境，低温产甲烷菌对自然界甲烷排
放的贡献最大，如果能够利用其实现低温下的高效厌氧消化，

可以拓展厌氧生物处理技术的应用范围进而降低生产甲烷的

成本［３－４］。因此，对低温产甲烷菌的研究具有重要的现实

意义。

１　低温产甲烷菌

低温产甲烷菌根据低温下生长存活情况和最适生长温度

（Ｔｏｐｔ）的不同分为耐冷产甲烷菌和嗜冷产甲烷菌２种
［５］。耐

冷产甲烷菌通常是指能够在低温下存活，但 Ｔｏｐｔ在３０～４０℃
的产甲烷菌；而嗜冷产甲烷菌是指能够在低温（０～１０℃）条
件下生长，且Ｔｏｐｔ低于２５℃的产甲烷菌，可分为２类：专性嗜
冷产甲烷菌和兼性嗜冷产甲烷菌［６］。专性嗜冷产甲烷菌的

Ｔｏｐｔ比较低，在较高的温度下无法生存；而兼性嗜冷产甲烷菌
的Ｔｏｐｔ比较高，在中温条件下仍可以生长，可耐受的温度范围
较宽。

２．１　低温产甲烷菌资源
由于厌氧消化过程通常在中温或高温下进行，相应对嗜

温（Ｔｏｐｔ为３５℃左右）和嗜热产甲烷菌（Ｔｏｐｔ为５５℃左右）的
研究较为深入，而有关低温产甲烷菌的研究起步较晚，直到

１９９２年才有第１株嗜冷产甲烷菌得以分离培养的报道［７］。

近年来随着人们对产甲烷菌重视程度的提高，相关研究发展

迅速，已经获得９株低温产甲烷菌资源（表１），它们分属于５
个产甲烷菌属，分别是甲烷拟球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ）、产甲
烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｕｍ）、甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、
甲烷叶菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ）和甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）。表内菌株均分离自永久性低温环境，除 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ
ｌａｃｕｓｔｒｉｓ［８］分离自淡水湖，Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｖｅｔｅｒｕｍ［９］分离自西
伯利亚冻土，Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｕｓ［１０］分离自高原湿地外，
其余６株均分离自海洋或咸水湖，其生长的盐浓度环境大都
在３００～５００ｍｍｏｌ／Ｌ之间［７，１１－１５］。Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ
作为第１株被分离纯化的嗜冷产甲烷菌，其基因图谱已经获
得，现已作为研究嗜冷产甲烷菌的模式菌株［７，１６］。Ｍｅｔｈａｎｏｌｏ
ｂｕｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｕｓ是从我国青藏高原若尔盖地区分离得到的，
这是国内有报道的第１株嗜冷产甲烷菌［１０］。Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｕｍ
ｆｒｉｇｉｄｕｍ［１１］是第１株分离的利用 Ｈ２和 ＣＯ２产甲烷的低温产
甲烷菌，仅Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｂａｌｔｉｃａ［１２］可以利用乙酸作为底物，
而Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌａｃｕｓｔｒｉｓ是Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ少数不能利用乙
酸作为分解代谢底物的菌种之一［８］。

　　除了上述已命名并全面描述的低温产甲烷菌，研究者在
很多低温环境中都曾分离到产甲烷菌。早在１９９１年，Ｚｈｉｌｉｎａ
等就从沼泽中得到 ＭｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｓｔｒａｉｎＺ－７２８９，其 Ｔｏｐｔ为
１５℃，生长温度范围为５～２８℃［１７］；随后，Ｎｏｚｈｅｖｎｉｋｏｖａ等［６］

和Ｓｍｉａｎｋｏｖａ等［４］从苔原湿地、淡水沉积物、低温发酵物、低

温ＥＧＳＢ反应器及苔原沼泽地、冻土带、被污染的池塘、低温
粪便发酵物中先后分离出１２株和５株产甲烷古菌，前者均能
在８℃以下生长，大多数的Ｔｏｐｔ在２５℃左右，分属于甲烷八叠
球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、甲烷螺菌属 （Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）和一
些未知类别，后者分属于甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、
甲烷粒菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ）和甲烷食甲基菌属（Ｍｅｔｈａ
ｎｏｍｅｔｈｙｌｏｖｏｒａｎｓ），其中有３株的 Ｔｏｐｔ为２５℃；Ｋｏｔｓｙｕｒｂｅｎｋｏ等
在俄罗斯北方泥炭中分离得到１株甲烷杆菌属的嗜酸菌株，
其Ｔｏｐｔ为２５℃，生存温度范围为５～３０℃

［１８］；农业部沼气科

学研究所胡国全的研究团队在西藏林芝高寒地区厌氧消化系

统中分离获得了１株低温产甲烷菌 ＬＺ－６，属于甲烷粒菌属
的小甲烷粒菌（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍｐａｒｖｕｍ），生长温度范围
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４～４０℃，Ｔｏｐｔ为２５℃
［１９］。从现有的研究成果来看，目前从低

温环境中得以分离培养的产甲烷菌资源相对较少，而真正的

低温产甲烷菌更少，但由于低温产甲烷菌资源广泛存在与自

然界中，其种类涵盖了甲烷微菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ）和甲
烷八叠球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）中很多常见的产甲烷菌属，

如产甲烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｕｍ）、甲烷粒菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓ
ｃｕｌｕｍ）、甲烷螺菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、及甲烷拟球菌属
（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ）、甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、甲烷
食甲基菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｌｏｖｏｒａｎｓ）等。相信随着其得到越来
越多的关注，该领域的研究必将取得更多成果［２０－２１］。

表１　从冷环境中分离得到的产甲烷菌

菌株 分离时间和地点
分离源

温度（℃）
最适生长

温度（℃）
生长温度

（℃） 利用底物
最适

ｐＨ值
最适Ｎａ＋浓
度（ｍｍｏｌ／Ｌ）
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２．２　低温产甲烷菌分布
自然界中，低温产甲烷菌广泛存在于深海沉积物、苔原湿

地、永久冻土、冰川、沼泽地、低温厌氧水稻田泥土、淡水湖沉

积物、废物厌氧反应器及低温粪便发酵物中。在各种低温生

态系统中，低温产甲烷菌构成了重要的微生物群落结构，甲烷

的生成由它们的相互营养作用决定［２，５，２０－２３］。

深海环境有大量产甲烷菌的富集，在已知的产甲烷菌中，

大约有１／３的类群来源于海洋这个特殊的生态区域，主要是
甲烷球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃａｌｅｓ）和甲烷微菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉ
ａｌｅｓ），在海底沉积物的不同深度里都能发现这２类氢营养产
甲烷菌。低温产甲烷菌主要是ＡＮＭＥ－２族和少量ＡＮＭＥ－１
族的古菌，它们促进了甲烷水合物的构成［２４］，这些甲烷水合

物的含碳量是地球上所有活体生物含碳量的 ４～８倍，可能
意味着这里正是甲烷产生的源头［２３，２５］。研究表明，ＡＮＭＥ－２
族古菌隶属于Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ，而 ＡＮＭＥ－１族古菌可能是
广域古菌界的一个新目［２６－２７］。虽然全球深海沉积物甲烷储

量极大，由于低温产甲烷菌介导的厌氧氧化作用紧密调节着

沉积物甲烷的生物地球化学循环，深海生物圈甲烷厌氧氧化

微生物通过对甲烷的氧化可缓解甲烷向海水和大气的释放，

因此，深海沉积物的甲烷排放对大气甲烷的贡献仅２％左右，
尚没有对全球气候构成直接威胁［２８］。

自然湿地的甲烷排放量占全球的１５％ ～４０％，是最大的
甲烷排放源。在全球自然湿地生态系统中，北半球北方湿地

的甲烷排放量占了３４％，湿地土壤碳储量占全球土壤碳储量
的２０％～２５％，全球湿地碳储量的绝大多数储存在泥炭地
中，而９０％的泥炭地分布在北半球寒冷及温带地区，因此，目
前对自然湿地中低温产甲烷菌的研究得到了研究者的关

注［２３，２９］。中国科学院微生物研究所东秀珠课题组对青藏高

原若尔盖湿地的产甲烷菌群进行研究，表明甲烷八叠球菌目

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）和甲烷微球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ）为
主要产甲烷菌群，并从该湿地分离得到１株嗜冷产甲烷叶菌
（Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｕｓ），其 Ｔｏｐｔ为 １８℃

［１０］；Ｚｉｎｄｅｒ等从
泥炭中分离到１株新菌株Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒｕｌａｐａｌｕｓｔｒｉｓ，其Ｔｏｐｔ为
２８～３０℃，最适ｐＨ值为５．５［３０］；河北省科学院程辉彩博士的

科研团队从承德塞罕坝湿地污泥中分离出１株耐低温的产甲
烷菌ＳＨＢ，其 Ｔｏｐｔ范围为 １６～４０℃，与甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａ
ｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）的亲缘关系最近［３１］。

永久冻土中低温产甲烷菌的甲烷排放量占全球的２５％，
同样含有多种低温产甲烷菌资源［２９］。高纬度冻土中低温产

甲烷菌群落结构组成、丰度及产甲烷代谢途径与其生境条件、

气候变化均有一定相关性，而不同冻土地带检测到的群落结

构及产甲烷途径具有明显的差异［３２－３３］。研究发现，永久冻土

中的产甲烷菌在系统发育上大多隶属于４个科，即甲烷杆菌
科（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、甲烷八叠球菌科（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅ
ａｅ）、甲烷微菌科（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ）及甲烷鬃菌科（Ｍｅｔｈａ
ｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ）［３３－３４］。来自西伯利亚近海岸冻土环境的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列可以被划分为４个群，其中群Ｉ来自于冻土活
动层低温土层，与 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ亲缘关系较近，群Ⅱ和
Ⅲ与Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ关系较近［３５］。Ｋｒｉｖｕｓｈｉｎ等从西伯
利亚的永久冻土中分离得到１株低温产甲烷菌ＭＫ４Ｔ，其 Ｔｏｐｔ
为２８℃，为甲烷杆菌属的一个新种，命名为 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｖｅｔｅｒｕｍ［９］。

低温厌氧水稻田泥土是生物合成甲烷的另一个主要场

所。由于稻田的氧分压较大且相对干燥，所以含有的产甲烷

菌相对其他生境来说，氧气耐受性和抗旱能力较强［３６］。水稻

田泥土存在的低温产甲烷菌资源与永久冻土中的资源相似，

即在系统发育上分属于４个科：Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、Ｍｅｔｈａｎｏ
ｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ、Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ、Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ［２２］，它们利
用的底物一般是 Ｈ２／ＣＯ２和乙酸，氢营养产甲烷菌的种群数
量随着温度升高而增大［３６］。低温下存在着 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ
和Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ的竞争选择关系［３７］。在水稻田中乙酸

的积累可以促使 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ的菌株更快速生长。鬃
毛甲烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）的菌株对乙酸的 Ｋｍ值和阈值均
低于甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）的菌株，因此在乙酸浓
度低的环境中更有利于它的生长［３８］。

在其他环境中，也有丰富的低温产甲烷菌资源。研究表

明，在淡水湖沉积物中，低温产甲烷菌类群的分布随着季节的

变化而变化，同时氢营养产甲烷菌的丰度和活性会随着淡水
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沉积物的深度不同而发生改变。Ｅａｒｌ等用 ＰＣＲ－ＴＧＧＥ技术
对已经富营养化的 Ｐｒｉｅｓｔ湖泊底部的沉积物和水样进行研
究，结果显示，在冬季沉积物中产甲烷菌的类型要比夏季的

多，其优势菌是甲烷微菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ）［３９］。Ｃｈａｎ
等对德国Ｄａｇｏｗ湖底沉积物样品进行分析，氢营养产甲烷菌
产生的甲烷量在沉积物的表面是２２％，而在１８ｃｍ深处则是
３８％［４０］。在酸性的西伯利亚沼泽中，氢营养型甲烷菌和乙酸

营养型甲烷菌是甲烷生成的主要菌群［４１］；Ｌｅｔｔｉｎｇａ等对湖底
深处沉积物样品分析，在低温下挥发酸降解过程中，发现了鬃

毛甲烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）和甲烷螺菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）
的菌株［４２］。石河子大学鲁建江教授的团队从新疆越冬沼气

池分离出１株低温产甲烷菌株 ＳＺ－３，其在５～４０℃的温度
范围均能生长，Ｔｏｐｔ为２０℃，系统发育分析和生理生化特征研
究表明此菌株为甲烷八叠球菌属湖沉积产甲烷八叠球菌种

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌａｃｕｓｔｒｉｓ）［４３］。

３　低温产甲烷菌的冷适应性机制

人们对低温产甲烷菌冷适应性机制的研究还不十分深

入。根据其他微生物对低温的适应（如改变膜的流动性及改

变蛋白质翻译等）机制，以 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ和 Ｍｅｔｈａ
ｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｆｒｉｇｉｄｕｍ作为研究材料，对低温产甲烷菌提出了以
下几种可能的适冷机制。

温度对细胞膜产生的影响首先表现为：温度降低导致细

胞膜流动性降低，最终丧失功能。因此，保持低温下膜的流动

性是微生物冷适应性机理中的重要组成部分，而细胞膜的流

动性主要由脂肪酸的组成决定［２０］。现已证实 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃ
ｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ的细胞膜中含有较大比例的不饱和脂肪酸［４４］。

不饱和脂肪酸含量及支链脂肪酸的比例会随温度的降低而增

加，而碳链长度有所降低。通过这种改变，脂类的熔点有所降

低，从而使细胞膜的功能得以维持，保持其在低温下的流

动性。

低温产甲烷菌具有在低温下活性较高的酶，即冷活性酶，

其在低温时具有独特的性质：高催化活性和低热稳定性。该

酶对低温环境的适应机制表现为氢键和盐桥的数量有所增

加，芳香环之间的相互作用有所减弱，极性氨基酸残基含量相

对增加而非极性氨基酸残基含量相对降低。疏水残基的增多

和较少的电荷可能使低温产甲烷菌的蛋白质表面不稳定，但

是却增加了在低温条件下细胞的适应性，减少了激发底物和

酶到过渡态所需要的能量，同时增加了催化效率。与常温产

甲烷菌所含有的酶相比，Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ和 Ｍｅｔｈａｎｏ
ｃｏｃｃｏｉｄｅｓｆｒｉｇｉｄｕｍ的冷活性酶含有更多的不带电荷氨基酸，尤
其是谷氨酸（Ｇｌｕ）和苏氨酸（Ｔｈｒ），有更少的疏水氨基酸，特
别是亮氨酸（Ｌｅｕ），较多的Ｇｌｕ和Ｔｈｒ可能用来补偿表面电荷
的减少［４５］。这种改变增加了酶的亲水性，使得酶与溶剂的相

互作用增强，增加了蛋白质的灵活性，减少了活化能，提高了

接触反应效率。同时，Ｇｌｕ和Ｔｈｒ丰度的增加也能够反映出低
温产甲烷菌对低温的适应性。此外，低温产甲烷菌还可以在

低温条件下大量分泌胞外脂肪酶和蛋白酶等，将环境中的生

物大分子降解为小分子，更有利于通过细胞膜，在生物技术产

业中具有很大的应用潜力［２０］。

低温产甲烷菌在温度突然降低时，会诱导冷休克蛋白的

高表达，产生冷休克反应。冷休克蛋白的 ｍＲＮＡ具有感知冷
暖的特殊能力，由于它们都含有一个下游盒，在低温条件下能

增强翻译起始，所以低温条件下，它能够有效翻译，而其他蛋

白质的合成则被完全阻断［４６］。冷休克蛋白的 ｍＲＮＡ只有在
低温的情况下才会表现稳定，即在低温下冷休克蛋白的

ｍＲＮＡ能够更有效地复制低温产甲烷菌的遗传信息，帮助其
生存繁衍。研究者已在 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｆｒｉｇｉｄｕｍ中鉴定出 １
种冷休克蛋白，在 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ中鉴定出 ２种冷
休克蛋白。推测冷休克蛋白在低温产甲烷菌的冷适应机制中

发挥着重要作用，但冷休克蛋白的功能和作用机制还有待进

一步研究［２１］。另外，研究表明，低温产甲烷菌还含有一些可

能的低温保护剂，包括甜菜碱、一些氨基酸及其衍生物等，能

够起到防止结晶、浓缩营养物质以及防止酶冷变性等作用。

中国科学院微生物研究所东秀珠课题组对 Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ
ｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｕｓＲ１５的基因组进行了全面分析，发现在４℃时热
聚体和ＧｒｏＥＳ／ＥＬ这２种分子伴侣基因都上调［４７］。

ｔＲＮＡ流动性的增加对于低温产甲烷菌适应低温具有重
要的意义，主要表现为ｔＲＮＡ中ＧＣ含量越高，其稳定性越高，
但流动性越差，反之亦然。比较极端嗜热产甲烷菌基因组发

现ＭｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉｔＲＮＡ的 ＧＣ含量并没有减少，与
其在低温条件下的适应性不相符，不能通过降低 ＧＣ含量以
提高ｔＲＮＡ的流动性。所以推测二轻尿嘧啶合酶能够促进二
轻尿嘧啶核苷整合增加 ｔＲＮＡ韧性［４５］，这还需要试验的确

证，但Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ中二轻尿嘧啶核苷的含量确实
高于其他古菌［４８］。由于增加 ｔＲＮＡ的流动性对于低温条件
下其功能的实现具有十分重要的意义，这就要求低温产甲烷

菌必须通过其他途径来改善ｔＲＮＡ的流动性。对Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃ
ｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ的研究表明，在低温条件下细胞膜趋向于变坚
硬的生理状态，细胞产生的一级结构能够使细胞在低温条件

下维持正常的细胞功能，其在 ｔＲＮＡ转录后结合的二氢脲嘧
啶增加，从而改变ｔＲＮＡ局部构象，增加ｔＲＮＡ的流动性［４９］。

４　低温产甲烷菌的分子生物学研究现状

分子生物学技术直接以生物的遗传物质为研究对象，无

需富集培养微生物，在一定程度上克服了传统研究方法的缺

陷，能够加快操作速度，提高分析结果的准确度，被认为是一

种具有更多优势的可以研究微生物及其种群的新方法。近年

来，荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）、１６ＳｒＲＮＡ基因和甲基辅酶Ｍ还原
酶α亚基（ｍｃｒＡ）克隆文库、实时荧光定量 ＰＣＲ、实时逆转录
ＰＣＲ、单链构象多态性及各种指纹分析方法，如变性梯度凝胶
电泳（ＤＧＧＥ）、温度梯度凝胶电泳（ＴＧＧＥ）和限制性片段长度
多态性（ＲＦＬＰ）等，均被广泛应用于低温环境中产甲烷菌的
研究。

利用这些技术可以初步确定未知微生物的类别，可以检

测微生物种群结构的差异及变化，并且能够更准确地研究微

生物在环境样品中的位置及数量。在低温产甲烷菌类别确定

方面，研究者已从各种不同的低温环境中分别检测到属于甲

烷八叠球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）和甲烷微菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌｅｓ）中的很多产甲烷菌属，如甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏ
ｓａｒｃｉｎａ）、甲烷拟球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ）、产甲烷叶菌属
（Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ）、产甲烷丝菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）以及产甲烷囊
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菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ）、产甲烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｕｍ）、甲烷盘
菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｎｕｓ）、甲烷泡菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｆｏｌｌｉｓ）、甲烷粒菌
属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ）等［２１］。在低温产甲烷菌种群结构差

异和变化及其在环境样品中的位置和数量的研究方面，山东

大学（威海）海洋学院杜宗军教授的团队利用 ＦＩＳＨ和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因文库研究南极普里兹湾夏季不同层次海冰及冰下
海水中古菌丰度及群落组成，结果表明，古菌的平均丰度随着

海冰层次的下降呈下降趋势，初步推断可能受海冰中铵离子

影响所致，同时，仅在海冰底部样品中检测到古菌，且全部

１６ＳｒＲＮＡ基因序列为泉古菌，属于泉古菌海洋类群Ｉ，冰下海
水古菌多样性较高，主要归属于泉古菌Ⅰ和广古菌Ⅱ、Ⅲ［５０］。

厦门大学徐洵教授的团队通过 ＤＧＧＥ技术对南极中山站排
污入海口及其周围２００ｍ近岸沉积物样品中古菌微生物群落
结构及其多样性进行了调查，结果在调查区域检测到了广古

菌的４个类群和泉古菌的１个类群［５１］。Ｃｏｎｎａｕｇｈｔｏｎ等发现
在低温反应器的启动及运行过程中，随着有机负荷的增加及

运行时间的延长，产甲烷古菌种群结构发生变化，乙酸营养型

的Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ和Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ所占比例减少，而逐渐检测
到氢营养型的Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ［５２］。Ｆａｌｚ等利用ＦＩＳＨ技术
观察到Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ遍布整个污泥样品的核心［５３］。东北农

业大学资源与环境学院徐凤花教授的团队分别利用 ＰＣＲ－
ＤＧＧＥ及实时荧光定量 ＰＣＲ技术研究了不同地区低温沼气
池中沼泥进行发酵前期、后期产甲烷菌群落变化。结果表明，

沼气低温发酵的过程中，不同沼泥样品发酵前期、后期产甲烷

菌的优势群落差异明显且数量上也存在较大差异。甲烷八叠

球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）在黑龙江沼泥样品发酵后期成为优
势群落，甲烷鬃毛菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）在山东发酵前期、后期
样品及安徽发酵前期样品中占有绝对优势。产甲烷古菌的数

量介于１０４～１０５个／ｍＬ之间，其中黑龙江样品中产甲烷菌数
量最多，而安徽样品中产甲烷菌数量最少［５４］。此外，利用这

些技术还可研究产甲烷古菌与其它功能性微生物（如发酵产

酸菌、硫酸盐还原菌等）之间的关系［５５］。总之，分子生物学技

术的应用使人们加深了对低温产甲烷菌的认识和了解，并在

一定程度上推动了产甲烷菌的应用进程。

５　低温产甲烷菌在厌氧消化中的应用现状

近年来，低温产甲烷菌在厌氧消化中的应用越来越受到

学者们的关注。在废水厌氧处理方面，Ｌｅｔｔｉｎｇａ等应用膨胀颗
粒污泥床（ＥＧＳＢ）系统在５～１０℃的条件下处理酸化废水，
ＣＯＤ的去除率可以达到９０％［５６］。Ｓｃｕｌｌｙ等的研究表明，与之
前的中温和嗜冷厌氧发酵相比，ＥＧＳＢ－ＡＦ工艺在 ９．５～
１５℃厌氧处理含酚废水从经济上说是可行的，沼气中甲烷的
含量分别是６５％和７５％［５７］。Ｎｄｅｇｗ等的研究也表明，厌氧
序批式反应器（ＡＳＢＲ）比较２０℃和３５℃处理粪水的效果，温
度不会明显影响沼气产量及沼气中的甲烷含量［５８］。此外，

２０℃ 处理的效果比３５℃更好，沼液中挥发性脂肪酸的降解
率更高。另外，首都师范大学生物系杨秀山教授的团队采用

吸附包埋法对甲烷八叠球菌进行固定，并用人工配制的高浓

度有机废水对该菌特性进行了研究［５９］。

在提高寒区用户沼气池产气率方面，目前已经做了大量

研究。在关注寒区沼气池内产甲烷菌群落结构的同时，不断

选育适宜在低温条件下发酵产气的微生物，大量繁殖培养后

接种到沼气池，提高沼气池的产气率。利用厌氧发酵生产沼

气不仅能解决农村能源问题，也解决了环境恶化问题，改善了

农村的生态环境，提高人们的生活质量，同时还能够增加优质

有机肥料，改良土壤，提高农作物产量，促进了农业的可持续

性发展。

在沼气发酵促进剂的开发利用方面，农业部沼气科学研

究所于２００２年启动了农业部重点成果转化项目“沼气发酵添
加剂的中试及转化”，该添加剂产品将大大缩短沼气池的发

酵启动时间，提高原料产气率，尤其适合在缺乏沼气接种物的

推广新区使用［６０］。山东省农业科学院的姚利等在北方地区

沼气池冬季耐低温技术探讨指出，低温条件下加入微生物菌

剂可以提高甲烷产量，并且从秸秆堆腐物和畜禽粪便中分离

筛选出多株高效菌种，复合为微生物菌剂。该菌剂在山东省

开展了户用沼气池的效果试验，结果表明采用此措施的沼气

池可在冬季提高产气量５０％以上［６１］。江西省科学院生物资

源研究所丁建南的科研团队通过低温野生菌群和低温厌氧颗

粒污泥菌群筛选及其后续的互补复合优化，选育出了低温沼

气发酵功能菌群。沼气发酵试验结果表明，该菌群采用后最

高日产气量均明显高于单独采用野生菌群和厌氧颗粒污泥菌

群。以此为基础研制的低温沼气发酵促进剂，在１３℃下可使
产气率平均提高 ４６．６％，１０℃下产气率平均提高 ４１．１％。
沼气池试验中，低温沼气发酵促进剂可使甲烷含量平均提高

２４％［６２］。黔南民族师范学院生命科学系邓功成教授的团队

在贵州进行了农村沼气池接种低温驯化沼气发酵微生物试

验，产气量提升了１～２倍［６３］。

综上，开展低温高效厌氧生物处理技术的研究，将有助于

拓展该技术的应用范围，降低处理成本，从而提高其处理率，

实现低温下厌氧生物处理的高效、稳定运行。同时，低温沼气

技术的开展有益于我国沼气事业的快速发展，将对我国社会

主义新农村建设具有很好的经济、社会和生态效益。

６　结语

低温产甲烷菌广泛存在于各种低温生态系统中，对于自

然界的碳素循环及低温厌氧消化过程均具有非常重要的意

义，近年来引起了国内外研究者的广泛关注。目前得以命名

并分离培养的低温产甲烷菌有９种，对其适冷机制的研究取
得了一些初步成果，同时分子生物学研究也进一步推动了低

温产甲烷菌的研究进程，但以上这些研究仍不够深入和全面。

低温厌氧生物处理工艺的技术瓶颈在于温度的降低会使产甲

烷菌的活性下降，从而影响厌氧消化过程。要突破该研究的

瓶颈，选育低温产甲烷菌及研究其冷适应性机制显得格外重

要。应选育对环境应激能力强，适应性好，投放后能形成优势

菌群且生理活性较高的低温产甲烷菌群。同时，了解其代谢

途径和冷适应机制有助于利用合适的方法培养获得更多的低

温产甲烷菌。此外，还应该考虑将分子生物学手段与传统的

微生物学培养技术相结合，在筛选高效低温产甲烷菌的同时，

全面跟踪和调控低温厌氧消化整个过程中的优势产甲烷菌与

其他关键菌群的变化关系，必将更全面更准确地反映实际情

况和提供更加直接的指导，更有利于低温厌氧消化的应用和

发展。
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［４６］辛明秀，马延和．微生物产生的冷休克蛋白研究进展［Ｊ］，微生
物学杂志，２００６，６（１）：７０－７３．

［４７］ＣｈｅｎＺＪ，ＹｕＨＹ，ＬｉＬＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｇｅｎｏｍｅａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆａ
ｎｅｗｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｉｃａｒｃｈａｅｏｎ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｕｓ
Ｒ１５，ｒｅｖｅａｌｉｔｓｃｏｌｄａｄａｐｔｉｖｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１２，４（６）：６３３－６４１．

［４８］ＮｏｏｎＫＲ，ＧｕｙｍｏｎＲ，ＣｒａｉｎＰＦ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ
ｔＲＮＡｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎａｒｃｈａｅａ：Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉ（ｏｐｔｉｍｕｍ
ｇｒｏｗｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［Ｔｏｐｔ］，２３℃）ａｎｄＳｔｅｔｔｅｒｉａｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈｉｌａ
（Ｔｏｐｔ，９５℃）［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００３，１８５：５４８３－５４９０．

［４９］ＮｉｃｈｏｌｓＤＳ，ＭｉｌｌｅｒＭＲ，ＤａｖｉｅｓＮＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｄａｄａｐｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
ＡｎｔａｒｃｔｉｃａｒｃｈａｅｏｎＭｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓｂｕｒｔｏｎｉｉｉｎｖｏｌｖｅｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｌｉｐｉｄｕｎｓａｔｕｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００４，１８６：８５０８－
８５１５．　

［５０］马吉飞，杜宗军，罗　玮，等．南极普里兹湾夏季不同层次海冰
及冰下海水古菌丰度和多样性［Ｊ］．极地研究，２０１３，２５（２）：
１２４－１３１．　

［５１］赵　晶．南极中山站沉积物中微生物多样性分析及宏基因组文
库研究［Ｄ］．厦门：厦门大学，２００７：１－１５７．

［５２］ＣｏｎｎａｕｇｈｔｏｎＳ，ＣｏｌｌｉｎｓＧ，Ｏ′ＦｌａｈｅｒｔｙＶ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄａｃｔｖｉｔｙｉｎａｈｉｇｈ－ｒａｔｅａｎａｅｒｏｂｉｃｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
ａｔ１８℃［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，４０：１００９－１０１７．

［５３］ＦａｌｚＺ，ＨｏｌｌｉｇｅｒＫＣ，ＧｒｏｓｓｋｏｐｆＲ，ｅｔａｌ．Ｖｅｒｔｉｃａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓｉｎｔｈｅａｎｏｘｉｃｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆＲｏｔｓｅｅ（Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）［Ｊ］．
ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９，６５：２４０２－２４０８．

［５４］王彦伟，徐凤花，阮志勇，等．用ＤＧＧＥ和Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ对低
温沼气池中产甲烷古菌群落的研究［Ｊ］．中国沼气，２０１２，３０
（１）：８－１２．

［５５］ＣｏｏｌｅｎＭＪＬ，ＨｏｐｍａｎｓＥＣ，ＲｉｊｐｓｔｒａＷＩＣ，ｅｔａｌ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｍｅｔｈａｎｅｃｙｃｌｅｉｎＡｃｅＬａｋｅ（Ａｎｔａｒｃｔｉｃａ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅＨｏｌｏｃｅｎｅ：
ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓａｎｄｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓｔｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｈａｎｇｅ
［Ｊ］．ＯｒｇａｎｉｃＧｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００４，３５：１１５１－１１６７．

［５６］ＬｅｔｔｉｎｇａＧ，ＲｅｂａｃＳ，ＺｅｅｍａｎＧ．Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｏｆｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｉｃ
ａｎａｅｒｏｂｉｃｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｅｒｎｄｓＢｉｏｔｅｅｈｎｏｌ，２００１，１９
（９）：３６３－３７０．

［５７］ＳｃｕｌｌｙＣ，ＣｏｌｌｉｎｓＧ，ＯＦｌａｈｅｒｔｙＶ．Ａｎａｅｒｏｂｉｃｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ｐｈｅｎｏｌａｔ９．５－１５ｅｉｎａｎｅｘｐａｎｄｅｄｇｒａｎｕｌａｒｓｌｕｄｇｅｂｅｄ（ＥＧＳＢ）－
ｂａｓｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｃｒｈ，２００６，４０：３７３７－３７４４．

［５８］ＮｄｅｇｗＰＭ，ＨａｍｉｌｔｏｎＤＷ，ＬａｌｍａｎＪＡ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｔｓｏｆｃｙｃｌｅ－ｆｒｅ
ｑｕｅｎｃｙａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆａｎａｅｒｏｂｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｂａｔｃｈｒｅａｃｔｏｒｓ（ＡＳＢＲｓ）ｔｒｅａｔｉｎｇｓｗｉｎｅｗａｓｔｅ［Ｊ］．ＢｉｏＲｅｓｏｕｒｃｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００８，９９：１９７２－１９８０．

［５９］赵　军，曹亚莉，骆海鹏，等．固定化甲烷八叠球菌处理高浓度
有机废水的研究［Ｊ］．可再生能源，２００２（４）：１０－１３．

［６０］杨　光．低温对沼气菌群产气能力的影响以及产甲烷菌的分离
［Ｄ］．杨凌：西北农林科技大学，２００８：１－４３．

［６１］姚　利，刘　英，袁长波，等．北方地区沼气池冬季耐低温技术
探讨［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（１２）：６５４４－６５４５．

［６２］黄江丽，张国华，丁建南，等．低温沼气发酵促进剂的研究［Ｊ］．
江西科学，２０１２，３０（１）：３９－４３．

［６３］陆清忠，邓功成，赵　洪，等．农村沼气池接种低温驯化沼气发
酵微生物试验［Ｊ］．现代农业科技，２００９（５）：２６８－２７１．
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