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摘要

针对石油烃污染的厌氧环境，利用微生物的代谢作用将石油烃转化为甲烷是一种潜在的生物修复策略。
然而，目前对于微生物厌氧烃降解产甲烷的机制尚不清楚。经过10年的持续富集和转接培养，获得了一
种能够降解正构烷烃（C15~C20）并且产甲烷富集培养体系。经过转接培养后，该培养物甲烷生产的动力
学特性得到了持续的提高。综合宏基因组和宏转录组的分析结果，发现正构烷烃主要通过
Desulfosarcinaceae、Firmicutes 和 Synergistetes 菌，利用富马酸加成的方式进行起始活化，然后在
Tepidiphilus菌的协同作用下进一步降解。同时，体系中含量较多的Anaerolineaceae菌主要负责死细胞生
物质的回收。根据宏转录组学分析结果，甲烷主要通过H2依赖的甲基营养型产甲烷途径产生，主要由候
选门Verstraetearchaeta内的Methanomethyliaceae利用死细胞生物质回收代谢过程中产生的三甲胺来产
生甲烷。这些发现表明，依赖H2的甲基营养产甲烷菌以及甲基营养产甲烷菌可能在含石油烃的地下生
态系统的碳循环过程中发挥着重要的作用。
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1. 引言

原油的全球性分布以及原油衍生产品的广泛应用导致

了不同环境中都存在着石油烃污染的情况[1]。烷烃是原

油的主要成分之一，也是烃污染环境中的主要污染物[2]。

在有机物含量高的污染环境内部往往会形成缺氧环境，在

这种缺少氧气或硝酸盐、铁（III）和硫酸盐等电子受体的

情况下，烷烃可以由微生物降解转化为甲烷[3‒4]。尽管

从最早报道的正十六烷降解产甲烷的富集培养体系开始

[5]，关于微生物降解石油烃产生甲烷的研究已经进行了

二十多年，但是对于烷烃降解产甲烷的机制尚未得到充分

的认识。

目前的多项研究表明，烷烃降解产甲烷需要不同类型

微生物的共同代谢作用来完成[6]，包括由共生/发酵菌对

烷烃化合物中的惰性C‒H键进行起始活化作用，接着逐

步降解转化为产甲烷菌的代谢底物（如甲酸盐、H2和乙
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酸盐等），下游的产甲烷菌会不断消耗这些底物并保持在

极低的浓度水平上，从而使得整个降解反应在热力学上变

得可行[7]。

在细菌群落组成中，Deltaproteobacteria （特别是

Smithella菌属）经常在不同来源的低温和高温烃降解产甲

烷富集培养体系中被检测到，有时甚至占主要地位[5,8‒

12]。同时，越来越多的基于单细胞和宏基因组测序的研

究显示，Smithella菌的基因组中含有编码烷基琥珀酸合成

酶（ASS）的基因[9‒10]，该酶通过富马酸加成反应的方

式对烷烃进行起始活化。与此同时，基于宏转录组和逆转

录-聚合酶链反应（RT-PCR）分析的研究也已经证明了

Smithella菌的 assA基因在烃降解产甲烷的过程中得到了

表达[9‒10]。基于以上研究，目前认为Smithella菌是主要

的“烷烃厌氧降解菌”之一[11‒12]。

另外，烃降解产甲烷培养体系中的古菌群落通常由氢

营养型产甲烷菌（如 Methanocalculus 和 Methanoculleus）

和乙酸裂解型产甲烷菌（如Methanosaeta）组成[6,10,13]。

此前一项烃降解产甲烷的富集培养实验[5]证明了，超过

2/3的甲烷是由乙酸转化而来的，而相关的热力学计算结

果也表明体系中的乙酸产甲烷途径更有优势[14]。与此同

时，通过收集高度降解的中温Peace River油砂中的CO2和

甲烷气体，并针对其中的同位素特征建模，发现氢营养型

产甲烷途径在地下环境的烃厌氧降解过程中占主导地位，

其中最容易降解的烃类化合物为直链烷烃[15]。另一项研

究使用了稳定同位素核酸探针技术（DNA-SIP），在培养

体系中添加了 14C标记的碳酸盐和乙酸盐作为底物，结果

揭示了氢营养型产甲烷的生成速率是乙酸裂解产甲烷生成

速率的 42~68倍[16]。此外，对油藏的产出水样品[18]和

烷烃降解培养体系[9,17]的宏转录组的分析表明，氢营养

型和乙酸甲烷生成是烷烃厌氧降解转化为甲烷的主要途

径。这些结果都表明，在缺氧环境中，氢营养型和乙酸裂

解型产甲烷途径是烷烃厌氧降解转化为甲烷途径[8]。然

而，尽管在不同的含烃环境中也能够检测到甲基营养型产

甲 烷 古 菌 （ 如 Methanohalophilus、 Methanolobulus 和

Methanosarcina），但在烃降解产甲烷过程中利用甲基化合

物的产甲烷途径，如甲基营养型和H2依赖的甲基营养型

产甲烷途径往往被人们所忽略[19‒20]。此外，尽管从甲

基化合物转化为甲烷是可能实现的，但是目前还没有研究

明确证明烃降解过程会产生此类甲基化合物[21]。

在早先的研究中，Wang等[22]从油泥中获得了产甲

烷的富集培养物，并且在转接培养体系中加入了正构烷

烃 （C15~C20）作为唯一的碳源和能源来源。随后，Liang

等[19]通过第二次转接，在培养了超过1300天后获得了稳

定的烃降解产甲烷富集培养体系。基于 16S核糖体RNA

（rRNA）基因和甲基辅酶M还原酶基因（mcrA）扩增子

克隆文库的系统发育分析结果，发现 Anaerolineaceae 和

Methanosaeta 分别是细菌和古菌群落中的主要组成[19]。

因此，Anaerolineaceae被认为在烷烃厌氧氧化中发挥重要

作用，而Methanosaeta在体系中主要利用乙酸来产生甲烷

[19]。然而，由于缺乏纯培养单菌和基因组信息，Anaero‐

lineaceae和其他微生物在体系中的确切功能仍然不明确。

为了研究烷烃降解产甲烷的机理并阐明群落中不同微

生物的作用，从上述长期培养的烷烃（C15~C20）降解产

甲烷富集培养物中进行了第三次转接培养。在甲烷生产的

对数生长末期收获细胞，并通过结合宏基因组学和宏转录

组学方法研究了体系中的微生物代谢潜力和转录活性。

2. 方法与材料

2.1. 富集培养体系的建立

在此前的研究中，以上海炼油厂的油泥（OS）样品

为接种源建立了最初的烃降解产甲烷富集培养体系[22]。

本研究中的富集培养物（第三次转移）是按照之前的方法

[23‒24]，接种了第二次转移的培养物中的 10 mL培养基

（20% V/V），并添加了正构烷烃混合物（C15~C20）。具体

为在 120 mL高压灭菌的血清瓶中，加入 40 mL的无菌基

础培养液 （0.20 g·L−1 NaCl、 1.20 g·L−1 MgCl2·6H2O、

0.10 g·L−1 CaCl2·2H2O、 0.25 g·L−1 NH4Cl、 0.20 g·L−1 

KH2PO4、1.30 g·L−1 KCl、2.50 g·L−1 NaHCO3、0.0001 g·L−1

刃天青），以及 1.0 mL维生素和微量元素预混液[20]。添

加0.50 g·L−1 Na2S·9H2O还原基础培养液，并调节最终pH

值为 7.2，之后用丁基橡胶塞和铝卡箍（Bellco Glass, 

Inc.，美国）密封瓶口。每个样品做三个重复组，添加每

种正构烷烃（C15、C16、C17、C18、C19 和 C20） 15 μmol 

[23]，避光在37 ℃条件下培养。

2.2. 顶空气体检测

通过气相色谱（GC; Agilent 6890, Agilent Technolo‐

gies, Inc.，美国）定期检测甲烷的积累，采用前期建立的

甲烷标准曲线（R2 = 0.994, n = 6）。具体操作为，使用无

菌微型注射器将 200 μL的样品顶空气体注入GC检测口。

GC升温程序如下：初始柱温设置为 60 ℃，持续 12 min，

以 15 °C·min−1 的速率升至 200 ℃，并在 200 ℃下保持

24 min。保持进样口、火焰电离检测器和热导检测器的温

度为200 ℃。

281



2.3. 甲烷产生的动力学模型

根据文献可知，Gompertz 模型的修正方程 [方程

（1）]是最适用于拟合微生物生长的模型之一[25]。假设甲

烷产生速率与微生物生长速率成比例，采用修正的Gomp‐

ertz模型计算得到甲烷产生的延滞期、最大甲烷产生速率

和最大甲烷产量潜力等数据。改进的Gompertz模型如下：

Y =Am ´ { - exp é
ë
êêêêVm ´ e

A (t lag - t ) + 1ù
û
úúúú} （1）

式中，Y表示累计培养时间 t（单位为d）时反应器中累计

的生物气体产量（μmol）；Am 是最大甲烷产量潜力

（μmol）；Vm是最大甲烷产生速率（μmol·d−1）；tlag是延滞

期（d）；e是自然常数（2.7183）。其中，Am、Vm和 tlag数

值是使用Origin8.0（Originlab Corporation，美国）软件，

对三个平行样品的数据进行估算得到的。

2.4. PCR扩增

本文使用的assA基因的PCR引物是根据前文报道[19]

合成的。PCR条件如下：首先在95 °C下反应5 min；随后

进行38次循环，每次循环都在95 °C条件下反应30 s；在

52~58 °C 下反应 45 s；在 72 °C 下反应 60~90 s；最后在

72 °C下反应 10 min。具体的引物退火温度和延伸时间参

照制造商的说明书（见附录A中的表S1）。

2.5. 化学成分分析

在培养末期，使用具有 HP-5MS 毛细管柱（30 m × 

0.25 mm × 0.25 μm）的气相色谱-质谱仪（GC-MS; Agi‐

lent 6890 GC）检测富集培养物中残留的烷烃和中间代谢

产物脂肪酸，其中5975质谱检测器采用全扫描模式（Ag‐

ilent Technologies, Inc.）[19]。为了提取降解残留的烷烃，

向血清瓶中加入 50.0 μL 十六烷基氯化物作为内参标准

品，然后使用正己烷进行提取，随后用无水Na2SO4进行

干燥。将有机相移入新的小瓶中，用氮气吹扫进行浓缩。

随后，使用以下程序设置将萃取产物注入 GC-MS：在

120 °C的初始柱温下保持 3 min，然后以 8 °C·min−1的速

率升至260 °C并保持10 min。针对内参标准品（十六烷基

氯化物）和C15~C20范围内的烷烃的GC峰面积进行积分，

以获得烷烃/标准的峰面积比值。最后，根据峰面积比确

定每种烷烃的数量。

从三个平行样品中分别取 5 mL的培养基，加入氨水

将 pH值调节到 12以上，检测长链脂肪酸（LCFA）和挥

发性脂肪酸（VFA）。接着在 110 °C的烘箱中干燥，然后

添加 0.5 mL 10% 丁醇/硫酸盐溶液，在 90 ℃下酯化

60 min。接着采用 0.5 mL正己烷和 0.5 mL正十二烷提取

酯化衍生物，并注入GC-MS进行检测。对于LCFA分析，

将柱温保持在 120 °C，持续 3 min，并以 8 °C·min−1的速

率升高至 260 °C 并保持 10 min。相反，对于 VFA 分析，

将柱温保持在 60 °C，持续 1 min，然后以 15 °C·min−1的

速率升至130 °C。

使用Buswell方程[25]计算理论甲烷产量，该方程代

表了烷烃完全氧化成甲烷和CO2的降解反应[公式（2）]。

针对该方程进行修改，以考虑烷烃不完全氧化的中间代谢

产物或末端产物[公式（3）] [23]。

CnH2n + 2 + (n/2 - 0.5)H2O® (0.25n - 0.25)CO2 +

(0.75n - 0.25)CH4 （2）
Carbon'consumed alkanes =Carbonconsumed alkanes -

                           ∑Carbonintermediates （3）
为了测量培养基中的阳离子和阴离子，在三个平行样

品中分别取 2 mL培养基并离心，取上清液并进一步过滤

以除去细胞。使用配备了 IonPac AS11-HC（Thermo Sci‐

entific，美国）柱的 ICS-1100 型离子色谱分析仪（Dion‐

ex，美国）（温度：30 °C；溶剂：KOH 洗脱；检测器：

电导检测器和安培检测器；抑制剂：负离子抑制剂SHY-

A-6；Shine Technology，中国）来检测Cl−、NO3
−、PO4

3−、
CO3

2−、SO4
2−和 S2O3

2−的阴离子浓度。同时，使用配备了

IonPac CS17 （Thermo Scientific，美国）柱的离子色谱仪

模型 IC25A （Dionex，美国）（温度： 35 ° C；溶剂：

20 mmol·L−1甲烷磺酸异构洗脱；检测器：电导检测器；

抑制剂：阳离子抑制剂CERS-500 Thermo Scientific）测量

K+、Mg2+、Ca2+、甲基胺、二甲基胺和三甲基胺的阳离子

浓度。使用配有 SH-CC 3（Shine Technology，中国）柱

的离子色谱分析仪模型CIC-D120（Shine Technology，中

国）检测Na+离子和氨根离子浓度。

2.6. DNA/RNA提取和16S rRNA高通量测序

在厌氧培养超过1400天后，使用PowerSoil DNA Iso‐

lation Kit（Mo BIO，美国）和 PowerMicrobiome™ RNA 

Isolation Kit（MO BIO）试剂盒分别从三个平行样品的离

心沉淀物中提取总 DNA 和 RNA。为了富集得到信使

RNA （mRNA），使用Ribo-Zero rRNA Removal Kit（Bac‐

teria）（Illumina®，美国）试剂盒从总RNA中除去 rRNA。

采用前文所述的方法[9]合成互补 DNA（cDNA）。使用

PCR 引物 515F/907R [26]和 344F/915R [27]分别扩增细菌

和古菌的16S rRNA基因。将16S rRNA基因扩增子文库在

Illumina Hiseq 2500平台上进行测序，生成 250 bp（碱基

对）的末端配对读序。经过质控和过滤等处理手段后，将

末端配对的读序合并，并进一步去除接头和引物序列

[11]。最后，将获得的高质量序列在97%的相似性水平上
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聚类，并比对SILVA数据库（版本 123；德国）[28]分别

进行物种分类注释。

2.7. 宏基因组和宏转录组测序

采 用 NEB Next® Ultra ™ DNA Library Prep Kit for 

Illumina®（New England Biolabs，美国）试剂盒，按照制

造商的手册构建宏基因组测序和宏转录组测序文库，并添

加索引代码。使用 Qubit 3.0 荧光计（Life Technologies，

美国）和Agilent 4200（Agilent Technologies, Inc.）系统评

估测序文库质量。最后，在 Illumina Hiseq X-ten平台上进

行测序，生成150 bp的末端配对读序。

2.8. 宏基因组拼接和分箱操作

采用默认设置下的 Trim_galore（http://www.bioinfor‐

matics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/）软件对宏基因

组的原始读序进行质控和过滤，同时去除接头和引物序

列。采用metaSPAdes v3.7.0软件，在‘k-mer = 127’条件

下对宏基因组读序进行组装[29]，并移除所有长度小于

500 bp的拼接序列片段（contigs）。使用Bowtie 2 [30]进行

读序比对，删除比对结果质量小于 3的读序[31]，过滤模

糊的比对结果。最终的序列比对结果（SAM）文件使用

SAMtools v1.6 [32]进行排序并转换成二进制的比对文件

（BAM）。运用三种基于不同聚类算法的分箱工具将得到

的 contigs分箱为单个基因组，包括：①基于期望最大化

算法的 MaxBin 2 v2.2.3 [33]，分别使用细菌和古菌的

107个和40个管家基因集合，根据测序覆盖度和四核苷酸

频率的不同来区分属于不同基因组的 contigs。② MetaB‐

AT2 v0.32.4 [34]，利用四核苷酸频率和测序覆盖度差异进

行 k-medoid聚类。③ CONCOCT v0.4.0 [35]基于高斯混合

模型，根据四核苷酸频率和测序覆盖度差异进行聚类。将

不同软件生成的基因组输入到DAS Tool（v1.1.1）进行合

并和去冗余，生成优化的宏基因组组装基因组（MAG）

[36]。进一步在RefineM v0.0.23 软件[37]中，根据不同鸟

嘌呤和胞嘧啶含量（GC-content）、测序覆盖度和四核苷

酸频率三个参数，在 95% 置信度区间内剔除污染序列。

之后，使用 Anvi’o v5 [38]进行人工检查。简要地说，

MAG根据其测序覆盖度和GC含量来聚类。如果被聚类

的相近的基因组具有互补性，并且没有重复序列，那么这

些基因组将被合并。

2.9. 物种分类和功能注释

对处理后的基因组采用Prodigal v2.6软件[39]，以me‐

ta模式生成蛋白编码序列（CDS）。然后，将蛋白编码序

列文件提交到GhostKOALA服务器[40]，在原核物种数据

库中注释得到KEGG（KO）号。此外，使用 dbCAN web

服务器[41]识别其中的碳水化合物酶基因[42]（覆盖度大

于0.40；E-value < 1 × 10−18；相似度高于30%）。此外使用

Blastp软件识别参与厌氧碳氢化合物降解的基因（覆盖度

大于 0.40；E-value < 1 × 10−20；相似度高于 30%） [42]。

针对氢酶的注释，首先使用HMMER（v3）软件[43]（E-

value < 1 × 10−20），以前期建立的氢酶的HMM模型进行氢

酶序列的识别，将疑似序列提交到HydDB web服务器[44]

中，进一步分类为不同的氢酶家族。同时还将基因组序列

上传至RAST服务器，进行功能注释[45]。对于没有分装

到基因组的序列，使用Kaiju软件[46]以‘贪婪’算法模

式（‘Greedy’ mode）在NCBI 的 nr_euk数据库（2018-7-

20）中进行分类。最后，对于基因组的物种分类注释主要

是基于 GTDBtk（版本 86）软件的预测（https://github.

com/Ecogenomics/GTDBTk），该软件采用相对进化距离度

量来预测分类[47]。同时，将以上得到的基因组物种注释

结果同 16S rRNA基因序列的物种注释结果相互比较以验

证准确性。

2.10. 基因组测序覆盖和基因FPKM计算

为了估算基因组的测序覆盖，将前期得到的序列拼接

文件、宏基因组数据比对结果文件和宏转录组比对结果文

件导入至Anvi’o v5 [38]软件中，估算每个基因组的内四

分位数（Q2和Q3）的平均测序覆盖度。同时，使用 eX‐

press v1.5.1 [48]软件计算单个基因的转录组FPKM值（每

百万个比对读序外显子模型的每千碱基片段数）。

2.11. 系统发育分析

使用 checkM v1.0.16 [37]中的‘ssu_finder’功能，得

到基因组中的小亚基 rRNA基因，并保留长度大于400 bp

的序列进行系统发育分析。所选序列使用MAFFT [49]软

件的迭代细化方法 ‘G-INS-i’进行对齐，随后手动优化

（保留低于10%空缺的列）。将所有参考基因组（在附录A

的表 S2中列出）和本研究得到的基因组汇总到 PhyloPh‐

lAn v0.99中来构建基因组系统发育进化树。该软件通过

提取和对齐 400个保守的蛋白质序列[50]，然后串联对齐

后的蛋白质氨基酸序列以构建进化树。使用 IQ-tree v1.6.7

软件进行最大似然树的构建，在标准模型选项下通过超快

速‘bootstrap’条件构建了1000个树文件，并得到代表性

树文件。树还使用 Inkscape v0.92.3（https://inkscape.org/）

进行装饰，并使用 iTOL进行可视化[51]。

2.12. 数据可用性

本研究所涉及的所有原始序列数据均已提交到NCBI
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数据库的PRJNA792315项目下。

3. 结果

3.1. 连续10年富集培养

在本研究中，使用OS样品作为接种源，以正构烷烃

的混合物（C15~C20）作为唯一的碳源和能源建立了富集

培养基[19,22]。经过10年的培养和三次连续转接后，发现

该培养体系的产甲烷动力学参数（延滞期、最大甲烷产生

速率和最大甲烷产量潜力）得到了改进（见图1和附录A

中的图S1）。在第三次转移后，培养体系在延滞期267.1天

后的 1413天内总共产生了 352 μmol甲烷（通过将数据拟

合到修正的Gompertz模型[24,52]中进行预测）（见图 1和

附录A中的图S1）。培养结束后，几乎所有的烷烃都被降

解了（见附录A中的表S3），同时在培养基中检测到了疑

似降解的中间代谢产物，包括十八烷酸酯、十六烷酸酯、

四十二烷酸、十二酸、丁酸、丙酸、乙酸和甲酸（见

附录A中的表S4）。进过计算发现，第三次转接培养体系

中检测到的甲烷占理论产量的63.4%~71.5%。

3.2. 微生物群落演替

在第三次转接培养的甲烷生产末期，收集了培养体系

中的菌体进行核酸测序（图1）。根据16S rRNA基因测序

分析结果，微生物群落结构在培养期间变化很大（图2）。

与第二次转接相比，4个主要的细菌谱系（Enterobacteria‐

ceae、Unclassified_Cloacimonadales、Ignavibacteriaceae 和

Leptospiraceae）的相对丰度在第三次转接体系中减少了

50%以上（图2）。在第三次转接体系中，Hydrogenophila‐

ceae、Anaerolineaceae 和 Desulfosarcinaceae 成为优势菌，

共计占细菌群落组成的 80%以上（图 2）。同时还发现，

Syntrophaceae、 Synergistaceae、 Thermodesulfovibrionace‐

ae和Kosmotogaceae等细菌谱系在OS样品、初始培养体

系和第一次转接体系中都可以被检测到，但是到了第二次

转接就低于检测限以下，然而在第三次转移中又以较低丰

度被检测到（图 2）。这个现象说明这些细菌在样品中的

相对丰度较低，在以往的低通量测序手段中可能会被忽

略[19]。

在所有样品中，古菌群落都主要由产甲烷菌组成，包

括 Methanomicrobiaceae、 Methanosaetaceae、 Methanosar‐

cinaceae、 Methanoregulaceae 和 Methanocorpusculaceae。

然而，与第二次转接样品相比，第三次转接样品中的优势

古菌从Methanosaetaceae（在第二次转接中为 95.9%）变

成了Methanosarcinaceae（51.2%）。在第三次转接样品中，

检测到了Methanomethyliaceae（22.4%）菌，这是第一次

在样品中检测到候选门 Verstraetearchaeota。需要注意的

是，因为研究的时间跨度较大，不同转接样品在 16S 

rRNA 基因扩增测序中使用的 PCR 引物和测序技术都不

同，这也可能引入扩增偏好性，从而引起微生物组成结果

的误差[19,22]。

图 1. 烃降解产甲烷富集的三次转接培养物中的甲烷累积图。其中第三次转接的甲烷数据用虚线标出。黑色方块曲线表示添加了正构烷烃混合物

（C15~C20）的培养体系，红色方块曲线表示不含正构烷烃的对照组。误差条表示三组平行样品的平均值的标准误差。转接时间点用绿色箭头标出，宏

基因组和宏转录组测序的时间点用黄色箭头标出。
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通过分箱操作，从宏基因组序列数据中得到了总计

23 个完整度高于 50%、污染度低于 10% 的 MAG（通过

CheckM [37]估算得到）（见附录A中的表S5）。这些MAG

根据分类学化分，分别属于 13 个细菌和两个古生菌门

（见图3 [50]和附录A中的表S5）。细菌中的Chloroflexi门

的成员，尤其是 Anaerolineae 纲，是样品中的主要组成

（23个MAG 中有 6个都是属于Anaerolineae纲下的成员，

分别有 7.8× ~ 198.5×的测序覆盖度，相比较而言所有

MAG的平均测序覆盖度仅有 58.2×；详见附录A中的图

S2）。在古菌中，代表Methanosarcinaceae科的两个MAG

具有中到高的测序覆盖度（Methanosarcinaceae archaeon 

bin5 和Methanosarcina sp. bin9的测序覆盖度分别为 54.9×

和102.9×；详见附录A中的图S2）。研究还发现了一个代

表候选门 Verstraetearchaeota 下 Methanomethyliaceae 科的

MAG，其测序覆盖度相对较低（46.7×）。整体上来说，

MAG测序覆盖度和基于16S rRNA基因扩增子数据的微生

物组成结果比较吻合。总共有18个MAG分别代表三个纲

水平、四个目水平、三个科水平和六个属水平上的未培养

谱系（见图3和附录A中的表S5）。

3.3. 厌氧烃降解

为了研究第三次转接体系中的微生物的代谢潜力，分

析了MAG中和未分箱到MAG中的基因序列所编码的蛋

白酶功能（见第 2节）。以FPKM值来代表宏基因组中基

因序列的相对丰度，其中 FPKM 值排名前 10%（即 FP‐

KM > 13.0）的基因被认为丰度相对较高。

在当前培养条件下，体系的有机碳源主要来自于添加

的正构烷烃（C15~C20）和微生物死细胞的生物质[42]。为

了分析微生物厌氧降解烃类的潜力，本研究搜索了编码具

有厌氧活化烃分子C‒H键功能的酶的基因[53]。宏基因组

结果显示体系中可能存在一种甘氨酰自由基酶，能够通过

加成富马酸分子来活化烃类化合物次末端的C‒H键（该

反应称为富马酸加成反应）[54]。在 4个MAG（Desulfo‐

sarcinaceae bacterium bin16、Chloroflexi bacterium bin26、

Phycisphaerae bacterium bin27 和 Spirochaetes bacterium 

bin3）以及多个未分箱的序列片段（分别代表 Chloro‐

flexi、 Deltaproteobacteria、 Alphaproteobacteria、 Syner‐

gistetes、Firmicutes、Spirochaetes、Actinobacteria 和 Can‐

didatus Aminicenantes菌的成员）中发现了可能介导正构

烷烃富马酸加成反应的烷基琥珀酸合成酶基因（assA）

图2. OS样品和富集培养物中的微生物群落组成（展示的细菌谱系至少在一个样品中的相对丰度＞5%）。其中OS、初始培养（Initial）和两次转接样

品的群落组成数据是引用此前的16S rRNA基因序列克隆文库数据[19,22]，而第三次转接样品的微生物组成是基于高通量16S rRNA基因测序得到的，

用灰色标出。样品名下方的括号中的数据为细菌和古菌文库中的总序列数（细菌文库中的全序列/古菌文库的全序列）。Ca.：Candidatus。
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（见附录A中的图S3），并且这些基因占有较高的相对丰

度（大多数 FPKM 值高于 13.0；见图 4 和附录 A 中的

表S6）。这些assA类似序列与此前研究发现的厌氧烃降解

共生菌Smithella中的烷基琥珀酸合成酶的序列[55]有非常

低的氨基酸相似度（< 45%）， 但与被认为有厌氧烷烃降

解功能的 Vallitalea guaymasensis L81 [56]、Thermococcus 

sibiricus MM 739 [57]和 Archaeoglobus fulgidus VC-16 [18,

58]菌中 assA 基因亲缘关系较近（见附录 A 中的图 S3）。

此外，在宏基因组和 16S rRNA基因克隆文库中均没有发

现 Smithella菌的基因组序列或相关的 16Sr RNA基因代表

序列（操作分类单元，OUT）。进一步，通过使用先前设

计的 assA/bssA PCR引物进行PCR扩增，也验证了样品中

确实缺乏Smithella类的assA基因。

在烷烃加成了富马酸分子完成起始活化反应后，生成

的烷基琥珀酸盐通过多个反应步骤，包括乙酰辅酶 A

（CoA）的激活、碳骨架重排和脱羧反应[59]，转化为脂

肪酸。在多个MAG中检测到了参与这些步骤的基因，即

CoA合成酶/连接酶（assK）、烷基丙酰-CoA异构酶（mc‐

mLS）和丙酰CoA羧化酶（pccAB）。但是这些编码了 as‐

sA 基因的 MAG 都不含有完整的烷烃厌氧降解的代谢通

路，尽管有些MAG具有较高的完整度（例如，Desulfo‐

sarcinaceae bacterium bin16的完整度为 96%；见附录A中

的表S7），这就意味着这些基因的缺失不太可能是由于基

因组的残缺造成的。然而，在几个不含有 assA 基因的

MAG中发现了与烷烃富马酸加成反应相关的下游降解途

径的基因（见附录A中的表S7），这表明在降解烷烃时，

这些MAG所代表的微生物和含有 assA的MAG代表的微

生物之间存在协同降解的作用。

3.4. 死细胞生物质回收和发酵代谢

另一方面，作为潜在有机碳源的死细胞生物质主要由

复杂碳水化合物、蛋白质和脂质组成[42]。因此，本研究

搜寻了与肽/氨基酸降解、复杂碳水化合物降解和脂肪酸

降解相关的功能基因。大多数MAG（23个中有19个，具

体见图5和附录A中的表S7）都含有胞外碳水化合物水解

图3. MAG系统发育进化树。左图：基于16S rRNA基因构建的系统发育进化树，用蓝色背景标出。右图：基于400个保守蛋白质序列的系统发育进化

树[50]。两个进化树的序列比对都是基于MAFFT软件，然后剔除包含90%以上空缺的列。这些进化树是 IQ Tree软件在标准模型选择条件下构建的，

并设置了1000个bootstrap重复。进化树骨架节点上的圆点符号表示该分支结果的bootstrap值高于80%。其中MAG标记为红色的表示细菌，绿色的表

示古菌。比例尺表示替换/位点的平均数量。
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酶和一个接近完整的 Embden-Meyerhof 途径（糖酵解途

径），表明这些菌能够降解细胞碎片中的复杂碳水化合物。

同时，在 11个MAG中发现了编码ABC型肽转运蛋白和

氨基酸转运蛋白的基因（见图 5和附录A中的表S7）。这

些MAG中还检测到了编码肽酶、氨基转移酶、2-氧酸-铁

硫蛋白氧化还原酶和醛基-铁硫蛋白氧化还原酶的基因。

因此，推测这些MAG能够分步地将肽降解为氨基酸，再

将其降解为2-酮酸，最终降解为乙酰CoA [60]。此外，宏

基因组数据中有丰富的编码脂肪酸降解（β氧化）所需的

基因（图 4），并在 7个细菌MAG中找到了完整的 β氧化

通路（图5）。

由于富集培养中没有提供外源电子受体（如氧气、氧

化的金属阳离子、硫化合物或氮化合物），异养微生物通

常通过产氢气或发酵的方式来消耗有机碳源氧化降解过程

中产生的还原当量。在17个MAG中发现了编码产氢酶的

基因（[FeFe] A/B和 [NiFe] 4a/b/d/g），而在 13个MAG中

发现了氧化氢气的氢化酶基因（图 5）。宏基因组未分箱

序列和MAG中有含有发酵产乳酸（6个MAG）和产乙醇

（12个MAG）的基因（图4和图5）。此外，还原CO2产乙

酸的Wood-Ljungdahl途径也可以消耗有机物降解中产生

的电子[61‒62]。几乎所有的细菌MAG都包含产乙酸的功

能基因。然而，仅在 4 个细菌的 MAG 中发现了完整的

Wood-Ljungdahl 途径基因（图 5），其中在代表 Methano‐

sarcinaceae的MAG中发现的Wood-Ljungdahl途径可能与

产甲烷有关[63]。

3.5. 产甲烷

为了在缺乏外部电子受体的情况下获得有机物降解的

最大自由能，微生物群落中的碳代谢通常最终会达到热力

学最稳定状态，即产生甲烷和CO2 [64]。催化甲烷生成的

功能基因仅在 Methanosarcinales（Methanosarcinaceae ar‐

chaeon bin5 和 Methanosarcina sp. bin9）和 Methanomethy‐

图4. 第三次转接体系中潜在的微生物碳循环过程。根据基因的物种分类，将按相同物种分类的基因的FPKM值进行加和。基因名称：fwd：甲酰甲呋

喃脱氢酶；ftr：甲酰基甲酰呋喃-四氢甲烷蝶呤N-甲酰转移酶；mer：5,10-亚甲基四氢铁蝶呤还原酶；mtd：亚甲基四氢蝶呤脱氢酶；mch：甲基四氢

甲烷蝶呤环水解酶；mcr：甲基辅酶M还原酶；mtr：甲基转移酶；acs：乙酰辅酶A合成酶（EC：6.2.1.1）；acd：乙酸辅酶A连接酶[形成二磷酸腺苷

（ADP）]；cdh：乙酰辅酶A脱羧酶/合酶；mta：甲醇-5-羟基苯并咪唑基钴酰胺共甲基转移酶；mtm：甲胺腐蚀蛋白Co甲基转移酶；mtb：二甲胺腐蚀

钴甲基转移酶；mtt：三甲基胺腐蚀蛋白-甲基转移酶；acox/fadE/acd/bcd：酰基载体蛋白（ACP）脱氢酶；paaF/crt/fadJ/fadB/ech：烯酰辅酶A水合酶；

fadJ/fadB/fadN/ech/paaH/EHHADH：3-羟基酰基-CoA脱氢酶；fadA：乙酰辅酶A酰基转移酶。TMA：三甲胺；cut：胆碱三甲胺裂解酶；tor：三甲胺

-N-氧化物还原酶（细胞色素c）；grd：甜菜碱还原酶；肉碱单加氧酶亚单位；mgnm：甲胺谷氨酸N-甲基转移酶；mdh：甲醇脱氢酶；aldh：乙醛脱氢

酶；CoA：辅酶A；por：丙酮酸-铁氧还蛋白氧化还原酶；metF：亚甲基四氢叶酸还原酶；mut：甲基丙二酰辅酶A突变酶；acyP：酰基磷酸酶；

ADA：乙醛脱氢酶；kor：2-氧代戊二酸-2-氧代酸铁氧还蛋白氧化还原酶；ldh：乳酸脱氢酶；fol：叶酸四氢叶酸环水解酶；fhs：甲酸盐——四氢叶酸

连接酶；cooF：厌氧一氧化碳脱氢酶铁硫亚基。图中省略了Embden-Meyerhof通路，详细内容可见附录A中的表S6。
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liales（Methanomethyliaceae archaeon bin15）的基因组中

发现（图4）。这些MAG中的甲基辅酶M还原酶基因与催

化甲烷生成的MCR酶簇集在一起，而不是与厌氧甲烷/烷

烃氧化相关的类MCR复合物簇集在一起 （见附录A中的

S4图）[65‒66]。因此，这些微生物被认为可能具有产甲

烷的潜力。由于所有这些产甲烷功能基因都具有很高的丰

度（FPKM > 13.0）（图 4），因此样品中具有较大的产甲

烷潜力。此外，在Methanosarcina sp. bin9和Methanosar‐

cinaceae archaeon bin5 的 MAG 中发现了氢营养型、乙酸

营养型和甲基营养型产甲烷途径，能够具有将氢气和

CO2、乙酸和甲基化合物转化为甲烷的代谢潜能（图 5），

表明这些菌具有多重的产甲烷能力。相反，基因组分析显

示Methanomethyliaceae archaeon bin15菌是一个严格依赖

于氢气的甲基营养型产甲烷菌[67]（图5）。

鉴于三个古菌MAG中都包含有甲基营养型产甲烷的

代谢能力，本研究搜寻催化生成甲基化合物的功能基因。

在宏基因组数据中发现了转化胆碱、三甲基胺N-氧化物、

甜菜碱和 L-肉碱（cut、tor、grd和 cnt）生成三甲胺的功

能基因，以及转化谷氨酸（mgnm）和产生甲醇（mdh1）

的基因（图 4）。这一结果说明体系中是存在产生此类甲

基化合物的可能的。

3.6. 宏转录组测序覆盖度

基于宏转录组测序覆盖度发现，23个MAG中有10个

在采样时没有任何转录活性（见附录 A 中的图 S2）。同

时，除了 Methanosarcina sp. bin9 和 Syntrophorhabdaceae 

bacterium bin2以外，所有具有较高宏基因组测序覆盖度

（超过中位数）的MAG都有转录活性。其中，Tepidiphi‐

lus sp. bin11具有最高的宏转录测序覆盖度（43.2×），其次

是 Mesotoga sp. bin14 （8.8×）、 Methanomethyliaceae ar‐

chaeon bin15 （8.4× ）、 Anaerolineaceae bacterium bin23

（7.2×）、Anaerolineaceae bacterium bin21（5.5×）、Desul‐

fosarcinaceae bacterium bin16（4.8×）、Ca. Hydrogeneden‐

图5. MAG中功能基因转录水平热图。其中转录水平以FPKM的对数值或通路中所有检测到的基因的FPKM平均值的对数值来显示。如果基因组中存

在75%以上的基因，则表明存在该通路。TMAO：三甲胺N-氧化物。

288



tota bacterium bin7（4.1×）、Bellilinea sp. bin22（3.4×）、

Enterobacter bacterium bin6（2.8×）、Thermodesulfovibrio 

sp. bin10（2.6×）、Coriobacteriia bacterium bin12（1.2×）、

Deferribacterales bacterium bin8（0.6×）和Ca. Sumerlaeota 

bacterium bin4（0.6×）（见附录A中的图S2）。

3.7. 基因转录水平

为了分析转接体系中的功能基因的转录水平，将宏转

录组数据比对到基因序列上并计算获得FPKM值。发现只

有不到5%的基因具有转录活性，因此将FPKM值大于所

有基因FPKM值中位数（即FPKM > 10.2）的基因定义为

高转录基因。

尽管前文提到在几个MAG中和未分箱的基因片段中

检测到了类 assA基因序列，但是其中仅有Desulfosarcina‐

ceae bacterium bin16（FPKM = 38.0）和属于 Synergistetes

和Firmicutes微生物的几个基因片段（分别为FPKM = 3.3

和 8.1）在采样时有转录活性（见图 5 和附录 A 中的表

S8）。这表明 Deltaproteobacteria（Desulfosarcinaceae bac‐

terium bin16）、Synergistetes和Firmicutes的成员在体系中

主要负责中烷烃的厌氧活化和降解。除了assA外，Desul‐

fosarcinaceae bacterium bin16基因组中的 assK基因也具有

较高的转录水平（FPKM = 28.1）。此外，在 Tepidiphilus 

sp. bin11中涉及烷烃降解下游代谢通路的相关基因也具有

较高的转录活性。

在死细胞生物质回收代谢方面， Tepidiphilus sp. 

bin11、Enterobacter bacterium bin6、Anaerolineaceae bac‐

terium bin21和Anaerolineaceae bacterium bin23、Bellilinea 

sp. bin22和Mesotoga sp. bin14中与蛋白质运输和降解有关

的基因具有较高转录活性（图5）。同时，在Desulfosarci‐

naceae bacterium bin16、Enterobacter bacterium bin6、An‐

aerolineaceae bacterium bin23 和 Ca. Hydrogenedentota bac‐

terium bin7中的脂肪酸代谢相关基因具有较高转录水平。

此外，Methanosarcina sp. bin9 和 Methanosarcinaceae 

archaeon bin5中的产甲烷相关基因均低于检测限（见附录A

中的图S2），表明这些产甲烷菌可能处于休眠状态。相反，

Methanomethyliaceae archaeon bin15中的产甲烷相关基因、

三甲胺（TMA）甲基转移酶基因和H2氧化的基因都具有

高转录活性（例如，mcrA和mttB的FPKM值分别为 20.3

和13.7）。这表明该类微生物具有依赖H2的甲基营养型产

甲烷代谢活性。另外，与TMA产生相关的基因，包括 cut

和grd基因都表现出一定的转录活性（FPKM值分别为3.2

和 14.9），而产生其他甲基化合物[甲基/二甲基胺（M/

DMA）和甲醇] 的基因在转录组中没有活性。

4. 讨论

在长期培养过程中，本体系微生物群落的演替被认为

是适应培养环境的结果。因此，微生物群落的变化可能有

助于富集培养物中甲烷生产动力学特性的持续性改善。本

培养中的主要微生物类型同样也是烃污染的环境中广泛存

在的类型，比如在石油污染的土壤[68]、烃污染含水层[1]

和油田[69]中。由此可见，烃污染环境原位微生物也具有

转化石油烃为甲烷从而起到生物修复作用的潜力。只不过

可能需要添加外源营养物质（如磷酸盐）来激活这样的原

位烃降解产甲烷群落，因为通常来说这类烃污染环境是寡

营养的[70]。

在本研究中，宏基因组数据显示在第三次转接体系中

有其他环境中没有的丰富的未培养微生物，针对这些微生

物的代谢功能值得进一步的分析和研究。结合宏基因组和

宏转录组分析发现，作为体系中的主要有机碳源和能源，

烷烃主要通过富马酸加成途径被Deltaproteobacteria、Fir‐

micutes和Synergistetes中的微生物厌氧降解。此外，宏基

因组数据显示Desulfosarcinaceae bacterium bin1中的厌氧

烃降解代谢通路不完整，结合宏转录组分析结果，本研究

认为完成厌氧烃降解代谢可能需要Desulfosarcinaceae bac‐

terium bin16和 Tepidiphilus sp. bin11来共同完成。本研究

拓展了先前认为 Smithella 菌是低温到高温烃降解体系中

的主要烃降解菌的认识[9,11‒12,71‒72]。除了正构烷烃

外，在三次转接体系中微生物还通过回收代谢死细胞碎

片、肽/氨基酸、碳水化合物和脂肪酸作为碳源和能源。

此外，体系中的微生物群主要通过发酵（乙醇）和产氢协

同相互作用（H2）来消耗/传递氧化过程中产生的电子，

同时也加强了微生物之间的相互作用。据文献报道，在产

甲烷培养物中一直能检测到属于 Anaerolineaceae 科的菌

[10,71‒73]，在先前的第二次转接样品中Anaerolineaceae

菌也是优势细菌[19]。然而，由于缺乏相关基因组，这些

菌在烃降解体系中的功能作用仍是未知的[19,74]。同过本

研究，以及利用相同接种源同时开展的另一项 13C稳定同

位素标记研究显示，Anaerolineaceae中的成员，包括An‐

aerolinea 和 Tepidiphilus主要负责死细胞生物质的回收和

利用[75‒76]。

在先前的报道中，氢气和乙酸营养型产甲烷途径一直

被认为是烃降解产甲烷的主要途径[5‒6,20,77]。然而，在

本研究中，宏转录组分析显示了样品中只有甲基营养型产

甲烷的转录活性。已经有研究证明，在甲基化合物丰富的

地方，如海洋沉积物等，甲基营养型产甲烷过程是普遍存

在的[78‒79]。在本研究中，转化为甲烷的三甲胺被推测
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主要是从死细胞生物体中转化而来的。体系中的Methano‐

sarcinales MAG也编码了利用氢和甲基化合物产生甲烷的

代谢潜力（图4），但它们在宏转录组中的转录水平较低。

这可能是由于没有细胞色素的产甲烷菌（如Methanome‐

thyliaceae）相比于有细胞色素的产甲烷菌（如Methano‐

sarcinales），在竞争利用H2时更有优势，因为它们能够利

用更低浓度的H2 [63]。然而，Methanomethyliaceae成员与

Methanosarcinales成员之间的确切关系只有通过纯培养的

研究来揭示。

总的来说，本研究并不打算排除氢气和乙酸营养型产

甲烷途径在烃降解产甲烷过程的重要贡献，因为它们已经

被反复证明参与了富集培养物和环境样品中的烃降解过

程。然而，本研究提供了一种新的认识，即至少在培养的

对数生长末期，当死细胞生物质回收开始产生甲基化合物

的时候，甲基营养型和依赖H2的甲基营养型产甲烷过程

可能也在烃降解产甲烷过程中发挥重要作用。因为之前的

富集培养物往往是在对数生长末期之前采样分析，所以这

些甲基营养型和依赖H2的甲基营养型产甲烷过程可能被

忽略了[19‒20,23]。此外需要注意的是，通常烃降解产甲

烷培养物的接种源主要来自于油藏产出水和沟槽沉积物，

与本研究使用的炼油厂污泥来源环境不同[5,23]，这也可

能导致菌群结构和代谢途径的差异。根据本研究的结果，

以及严格的甲基营养型产甲烷菌（如Methanohalophilus和

Methanolobulus）和非严格的甲基营养型产甲烷菌（如

Methanosarcina）在石油烃相关环境中广泛存在的事实

[21,69]，可以推测这些微生物在环境中可能扮演着将死细

胞生物质来源的甲基化合物转化为甲烷的生态角色。

本研究还发现，尽管有些MAG在宏基因组中的相对

丰度很高，但是在转录组中的活性低于检测限。在其他烃

降解产甲烷体系中也有过类似的报道[18]。这可能是由于

烃降解产甲烷培养物的生长速率极低，因此基因表达水平

也很低。宏基因组分析表明，转录活性较低的微生物也具

有与烃降解产甲烷代谢相关的功能基因，猜测可能在培养

的前期参与了烃降解代谢过程。值得注意的是，本研究的

转录组分析结果只针对在产甲烷对数增长后期的样品研

究。在未来的研究中，需要增加采样时间，以捕获不同阶

段的整体微生物活动情况，包括延滞期、对数生长前期、

对数生长中期、对数生长后期和稳定期。此外，需要通过

DNA-SIP标记技术来进一步验证厌氧烃降解过程中依赖

H2的甲基营养型产甲烷菌的作用。

5. 结论

本工作主要研究微生物烃降解产甲烷的机制，揭示了

依赖氢气的甲基营养型产甲烷菌和传统的甲基营养型产甲

烷菌在烃相关环境下的碳循环过程中扮演着重要的生态角

色。此外，通过多次转接富集培养提高了烃降解产甲烷体

系的产甲烷动力学性质，体现了在厌氧环境下治理修复石

油烃类环境污染的潜力。总体上来说，本研究为后续的微

生物残余油气化开采技术的开发提供理论依据，有望将枯

竭油藏中约30%的残余油转化为甲烷气来开采回收。
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Supplementary data to this article can be found online 
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