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摘要：产甲烷古菌是一类能利用简单化合物产生甲烷气体的厌氧菌。近年来，随着测序技术的不断发展，

科学家结合宏基因组学和其他技术先后发现了众多之前未被报道的新型产甲烷古菌。基因组分析等研究

发现这几类新型产甲烷古菌具有独特的甲烷代谢通路以及广泛的生态分布，科学家推测它们在全球生态

调节以及碳循环中可能起到了不可忽视的作用。然而，这些新型产甲烷古菌大部分尚未通过传统培养方

法获得纯培养菌株，其确切的生理代谢机制和生态功能还有待深入研究。为了更加系统地了解这些新型

产甲烷古菌，本文从它们的分类、系统发育地位、代谢机制、生态分布以及分离培养等方面进行了综述，

并对新型产甲烷古菌未来的研究方向进行了展望。 
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产甲烷古菌是一类严格厌氧且系统发育差异

极大的古菌[1]。产甲烷古菌可将 H2/CO2、甲基化

合物(甲酸盐、甲醇、甲胺等)以及乙酸盐等底物转

化成 CH4
[1–2]，同时产生 ATP。产甲烷古菌有着久

远的进化历程，最早可追溯到 34.6 亿年前[3]，同

时产甲烷代谢过程也被视为最古老的代谢通路之

一[4]。产甲烷古菌是全球碳循环的重要参与者，据

统计，大气中每年有 10 亿吨的甲烷产自于产甲烷

古菌，相当于全球年固定碳的 2%[1]。这些甲烷气

体不仅参与了生物圈的碳循环，同时作为全球温

室效应影响仅次于 CO2 的温室气体影响着全球气

候变化[5]。因此，产甲烷古菌的科学研究得到了人

们广泛关注，大量的研究人员采用多学科的前沿

交叉技术从生态分布、分离纯化以及生理代谢等

多个角度来研究产甲烷古菌。 

传统上，科学界认为产甲烷古菌只属于广古菌

门(Euryarchaeota)，且大致可以分为两大类六个目：

第 一 大 类 (Class )Ⅰ 包 括 甲 烷 球 菌 目

(Methanococcales)、甲烷火菌目(Methanopyrales)、 

甲烷杆菌目(Methanobacteriales)；而第二大类(Class 
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)Ⅱ 包括甲烷八叠球菌目(Methanosarcinales)、甲烷

微 菌 目 (Methanomicrobiales) 以 及 甲 烷 胞 菌 目

(Methanocellales) (Rice Cluster I，RC-I)[6–7]。这两

大类产甲烷古菌的 6 个目均已获得了纯培养菌株，

并从生化代谢分析验证了它们产甲烷的功能特

性。然而，最近的研究发现了一些新的产甲烷分

支，它们在系统发育上具有独立进化地位且不仅

局限在广古菌门，例如新命名的韦斯特古菌门

(Verstraetearchaeota)[8] 和 深 古 菌 门

(Bathyarchaeota)[9]的部分基因组中都发现了甲烷

代谢相关的功能基因，同时代谢通路分析还发现

了一种新的产甲烷代谢通路——甲基还原途径。

这些新发现都预示着产甲烷古菌研究的新领域——

新型产甲烷古菌的兴起。为了更加系统全面地了

解新型产甲烷古菌，本文对新型产甲烷古菌的分

类、系统发育地位、甲烷代谢机制、生态分布以

及分离培养等方面进行综述，以期能够更深刻地

阐明新型产甲烷古菌在生命进化中的地位，同时

也为研究新型产甲烷古菌在生态环境中的作用提

供一些新的思路。 

1  新型产甲烷古菌的种类 

产甲烷古菌的分类主要根据 16S rRNA 基因和

mcrA 基因(methyl-coenzyme M reductase α-subunit 

genes)的系统发育位置以及基因组相似度来判断。按

照所属的古菌门类，新型产甲烷古菌大致可分为两

大类：广古菌门和非广古菌门。广古菌门的新型产

甲 烷 古 菌 主 要 包 括 ： Methanomassiliicoccales 

(RC-III)[10] 、 Methanofastidiosa (WSA2)[11] 、

Methanonatronarchaeia[12]，非广古菌门的新型潜在

产 甲 烷 古 菌 主 要 包 括 Bathyarchaeota[9] 、

Verstraetearchaeota[8]以及地古菌门(Geoarchaeota)[13]

等，如图 1 所示。 

1.1  广古菌门的新型产甲烷古菌 

马 赛 球 菌 目 (Methanomassiliicoccales) 由 于

其 16S rRNA 基因和 mcrA 基因的系统发育地位

完全区别于传统的 ClassⅠ和 ClassⅡ，属于热源

体纲(Thermoplasmata)的一个分支 [14]，被认为是

产 甲 烷 古 菌 的 第 7 个 目 [15] 。 与 此 同 时 ， 

Methanomassiliicoccales 因其能够适应人类肠道的

特性也被视为是区别于其他产甲烷古菌的新分支

(lineage)[16]。Methanomassiliicoccales 最早发现于

牛瘤胃液中 [17]，随后也相继在排泄物、白蚁肠

道 [18]和废物处理污泥 [19]中被发现。生理生化研

究表明 Methanomassiliicoccales 是利用外源的 H2

还原甲基化合物产甲烷，这是第一次在传统产甲

烷古菌之外的古菌中发现的新机制 [10]。这第 7

个 目 原 本 有 2 个名 字，Methanoplasmatales 和

Methanomassiliicoccales，后来国际原核生物系统学

委员会将其统一命名为 Methanomassiliicoccales[20]。 

Methanofastidiosa 则被认为是广古菌门中的一

个新的纲，即产甲烷古菌的第 6 个纲[11]。虽然早在

15 年前，Methanofastidiosa 的 16S rRNA 基因已经

被发现[21]，但是由于长期未获得其基因组信息，它

们的系统发育地位一直未被确定。最近，Nobu 等[11]

在 污 水 反 应 器 中 构 建 了 8 个 较 为 完 整 的

Methanofastidiosa 基因组，通过 16S rRNA 基因、

mcrA 基 因 以 及 基 因 组 进 化 分 析 证 实 了

Methanofastidiosa 的第 6 个产甲烷菌纲和第 9 类广

古菌系统发育地位，其中 Methanofastidiosa 的 16S 

rRNA 基因与传统产甲烷古菌的相似度都低于 80%。

Methanofastidiosa 是根据其严格甲基营养型的产甲

烷的特性来命名的，Methano-表明其属于产甲烷古

菌，而 fastidiosa 表明其是严格甲基营养型古菌。 
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图 1.  新型产甲烷古菌的 mcrA 基因(A)和 16S rRNA 基因(B)系统发育树 

Figure 1.  Phylogenetic tree showing the placement of the novel methanogens based on mcrA (A) and 16S rRNA  
genes (B). 
 

Methanonatronarchaeia 是一类隶属于广古菌

门并且与 Halobacteria 有极高亲缘性的产甲烷古

菌。它们的 16S rRNA 基因系统发育显示其与广古

菌门其他古菌纲完全区分开来，属于超高盐度生境
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发现的未培养 SA1 家族，且比较基因组分析显示其

在分类学上属于纲水平[12]。Methanonatronarchaeia

目前仅有 2 个代表菌株，分别为来源于碱湖的

Methanonatronarchaeum thermophilum (AMET)和

盐湖的Candidatus Methanohalarchaeum thermophilum 

(HMET)[12]。 

1.2  非广古菌门新型潜在产甲烷古菌 

最早发现的非广古菌门新型潜在产甲烷古菌

是 Bathyarchaeota。Evans 等[9]于 2015 年在昆士兰

苏拉特盆地中的矿井深水层中构建出 2 个相对完

整的 Bathyarchaeota 基因组，发现这些基因组携带

有完整的甲基辅酶 M 还原酶(Methyl-coenzyme M 

reductase，MCR)复合体编码基因。该发现是首次

在广古菌门外发现了新型潜在产甲烷古菌，也提

示 Bathyarchaeota 和 Euryarchaeota 的共同祖先可

能已经可以进行甲烷代谢，表明甲烷代谢是一种

古老的微生物代谢途径。 

Verstraetearchaeota 基因组是 Inka 等[8]从厌氧

反应器、动物瘤胃和湖泊底泥中获得的。其基因

组含有 mcrA 基因，且该 mcrA 基因与现有 mcrA

基因具有较大差异(约 68%氨基酸相似度)。mcrA

基因进化分析显示其与广古菌门中的产甲烷古菌

以及 Bathyarchaeota 存在巨大差异，同时 16S 

rRNA 基因的系统发育分析显示其更靠近泉古菌

门(Crenarchaeota)。基因组分析进一步验证了该古

菌位于泉古菌门与初古菌门(Korarchaeota)之间，

并且与其他古菌类群均有较低的氨基酸相似性

(41.0%±1.5%)，为一个单独的古菌门[22]。为了纪

念 Willy Verstraete 教授在工程微生物生态系统的贡

献，研究者将这类古菌命名为 Verstraetearchaeota。 

最近在热泉还发现了含有产甲烷代谢相关

基因的其他古菌基因组[13]。这些新发现的基因组

聚类在 Geoarchaeota 中，它们的 MCR 复合体基

因显示和 Verstraetearchaeota 有较高相似度。此

外，研究者在古球状菌纲(Archaeoglobi)基因组中

也发现了编码 MCR 复合物的基因[23]。这些发现

又进一步拓展了广古菌门外新型潜在产甲烷古

菌的分类广度。 

2  新型产甲烷古菌的代谢机制 

产甲烷过程被认为是最古老的产能及碳代谢

途径之一[24]。系统发育学还认为古菌的祖先可能是

产甲烷古菌，暗示着古菌的进化其实是一种慢慢失

去产甲烷代谢的过程[25–26]。传统的三种产甲烷代谢

方式已广泛被学界认可[27]：H2/CO2 还原途径，甲

基裂解途径以及乙酸发酵途径。在 H2/CO2 还原途

径中，CO2 首先被甲酰甲烷呋喃脱氢酶还原为甲酰

基，随后与四氢甲烷蝶呤(H4MPT)结合，再依次被

还原为次甲基、亚甲基和甲基，生成的甲基四氢甲

烷蝶呤在甲基四氢甲烷蝶呤：CoM 甲基转移酶

(tetrahydromethanopterin S-methyltransferase，Mtr)

的作用下甲基被转移至还原态的辅酶 M (HS-CoM)

上，最后经由甲基辅酶 M 还原酶(Mcr)作用生成甲

烷。甲基裂解途径则是一种典型的歧化反应，它

以甲醇、甲胺、甲硫醇等甲基化合物为底物，4 份

甲基化合物经过 Mtr 的激活，其中 1 份经过反向

H2/CO2 还原途径被氧化为 CO2，剩下的 3 份被还

原为甲烷[12]。而在乙酸发酵途径中，乙酸活化为

甲基化合物随后被还原为甲烷。这 3 个反应的共

同点是最后一步甲烷生成过程中都需要 Mcr 的

催化。 

区别于传统产甲烷古菌的产甲烷代谢，新型产

甲烷古菌还具有第 4 种产甲烷代谢途径——H2 还原

甲基化合物产甲烷途径。在该途径中，甲基化合物



段昌海等 | 微生物学报, 2019, 59(6) 985 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

只作为电子受体接收 H2 中的电子，随后甲基化合物

直接被还原为甲烷，不再经过反向 H2/CO2 还原途

径 。 该 途 径 最 先 发 现 于 Methanobacteriales[28] 和

Methanomicrobiales[29] ， 随 后 又 相 继 在

Methanomassiliicoccales[10]、Methanofastidiosa[11]、

Bathyarchaeota[9] 和 Verstraetearchaeota[13] 中 被 发

现。最近研究推测该途径作为自然环境中吉布斯

自由能最高的产甲烷途径，在厌氧低浓度 H2 环境

中起着主导地位，也可能是最为原始的一类产甲

烷代谢通路[25]。 

2.1  广古菌门新型产甲烷古菌的代谢通路 

最近报道的广古菌门的新型产甲烷古菌利用

的都是 H2 还原甲基化合物产甲烷途径[10–12]。该途

径首先通过甲基转移酶将甲基化合物上的甲基转

移给还原态的辅酶 M (HS-CoM)形成甲基辅酶 M 

(CH3-S-CoM)，然后在甲基辅酶 M 还原酶的作用

下，将甲基从甲基辅酶 M 上脱下，得到电子形成

甲烷。与此同时氧化态的辅酶 M 在甲基辅酶 M 还

原酶的作用下与辅酶 B (HS-CoB)结合形成异二硫

化物(CoM-S-S-CoB)复合体，最后在异二硫化物还

原酶(heterodisulfide reductase)的作用下，催化 H2

还原 CoM-S-S-CoB 并形成还原态的铁氧还原蛋白

(Fdred)，得到还原态的辅酶 M 和辅酶 B 进行下一

次反应。伴随着甲烷的生成，经由 Fdred 氧化生成

氧化态的铁氧还原蛋白(Fdox)提供能量，氢气氧化

得到的 H+在跨膜质子泵的作用下被泵到膜外形成

质子浓度梯度，最后经由 ATP 合酶生成 ATP 为细

胞提供能量。 

在 H2 还原甲基化合物途径中，存在着几个重

要的环节，首先是甲基辅酶 M 还原酶。该酶是所

有甲烷代谢中共有的关键功能酶，可利用 CoB-SH

将 CoM-S-CH3 还原生成 CH4 与 CoM-S-S-CoB。该 

酶由 3 个亚基(α2β2γ2)和辅酶 F430 组成[30]，其中编

码 Mcr α 亚基的功能基因(mcrA)作为产甲烷古菌

多样性的分子标记广泛运用于系统发育学分析[31]。

其次是甲基转移酶，该酶可将不同类型的甲基化

合物上的甲基转移给 HS-CoM，不同类型的甲基

化合物会诱导特异的甲基转移酶基因表达，常见

的甲基化合物有甲醇(甲基转移酶为 Mta)[32]、甲胺

及其同系物 (甲基转移酶为 MtbA，MtmBC，

MtbBC，MttBC)以及甲硫醇同系物等(甲基转移酶

为 Mts)。其中，Methanomassiliicoccales 中含有

MtaCB 以及甲胺类化合物转移酶[10]，所以能利用

甲 醇 以 及 甲 胺 类 化 合 物 作 为 甲 基 供 体 。

Methanofastidiosa 的基因组预测显示其只含有甲

硫醇甲基转移酶同系物(Mta)并且缺少传统的 CO2

还 原 途 径 以 及 乙 酸 发 酵 途 径 ， 因 此

Methanofastidiosa 被认为是第一个也是唯一一个

严格遵循 H2 还原甲硫醇产甲烷途径的古菌[11]。

Methanonatronarchaeia 则拥有多种类型的甲基转

移酶，故可利用多种甲基化合物[12]，具体甲烷代

谢途径如图 2 所示。值得注意的是，产甲烷过程

形成 CoM-S-S-CoB 的放能还原过程是所有产甲烷

古菌储能的关键步骤。该步骤由异二硫化物还原

酶催化进行，该酶可分为两大类：HdrABC 和

HdrDE。编码该酶的基因通常和编码甲烷吩嗪还

原氢酶(Mvh)的基因临近，MvhA 含有 Ni-Fe 结构

域可以还原氢气。因此，MvhADG 与 HdrABC 形

成的复合物能够同时催化 CoM-S-S-CoB 以及铁氧

还原蛋白还原，并伴随着氢气的氧化以及电子的

转移[33]。HdrDE 则单独催化 CoM-S-S-CoB，同时

伴随着铁氧还原蛋白还原、电子传递以及 H+的泵

出，从而形成了跨膜质子梯度。三种广古菌门产

甲 烷 古 菌 的 异 二 硫 化 物 还 原 酶 稍 有 不 同 ， 
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图 2.  广古菌门的新型产甲烷古菌代谢通路示意图 

Figure 2.  Proposed metabolisms of several novel methanogens within Euryarchaeota. The dark blue is the 
common pathway, the brown exists in Methanonatronarchaeia, the purple only exists in Methanofastidiosa, and the 
green exists in Methanomassiliicoccales. 
 
 

Methanomassiliicoccales 和 Methanofastidiosa 利用

MvhADG/HdrABC 复合体，Methanonatronarchaeia

则单独利用 HdrDE。这几类新型产甲烷古菌均需

要通过形成跨膜质子电势来推动 ATP 合酶产生

ATP。Methanomassiliicoccales 主要采用的是 F420 H2

脱氢酶/异二硫化物还原酶 D 复合体(Fpo/HdrD)来

介导 H+转运[34–35]，Methanofastidiosa 采用 Fdred 还

原 跨 膜 储 氢 酶 (EhbA-Q) 推 动 跨 膜 质 子 梯 度 ，

Methanonatronarchaeia 则利用 HdrDE 来完成质子

转运。总体而言，虽然在甲基还原途径的某些环

节稍有差异，广古菌门这几类新型产甲烷古菌的

产甲烷代谢机制还是较为相似的。 

2.2  非广古菌门新型潜在产甲烷古菌代谢通路 

2.2.1  Bathyarchaeota 潜在产甲烷代谢通路： 

2015 年，Paul 等[9]在甲烷井中得到了 2 个完整度

均大于 90%的 Bathyarchaeota 基因组 BA1 和 BA2。

基因组分析显示 BA1 和 BA2 均含有编码 MCR 复

合物以及其他典型甲烷代谢的功能基因。基因组

的代谢重构揭示了其 Wood-Ljungdahl 通路(WL 

Pathway)和与甲烷代谢相关的关键基因的存在，但

是缺少大部分甲烷合成储能基因，如甲基四氢甲

烷蝶呤︰CoM 甲基转移酶的编码基因不完整，缺

少 Fpo 以及能量转化的氢化酶，且在 BA1 中只有

Ech 氢化酶存在。同时，由于 BA1 与 BA2 均缺少

V/A 型 ATP 合酶，只能通过底物磷酸化产生 ATP

供能，目前尚不能确定其如何通过产甲烷代谢产

能。代谢通路分析显示 BA1 可以进行底物发酵(谷

氨酸脱氢酶基因 ghd，天冬氨酸氨基转移酶基因



段昌海等 | 微生物学报, 2019, 59(6) 987 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

aspC，铁氧还原蛋白氧化还原酶基因 kor、ior、por、

vor)，BA2 可进行脂肪酸的 β-氧化，提示 BA1 和

BA2 均可能是甲基营养型产甲烷古菌。由于 MCR

复合体既可以催化甲烷合成，也在甲烷氧化过程

发 挥 功 能 ， 因 此 目 前 的 证 据 尚 不 能 明 确

Bathyarchaeota 是否进行产甲烷代谢，有待进一步

的生理生化实验验证。 

2.2.2  Verstraetearchaeota 潜在产甲烷代谢通路：

Verstraetearchaeota[8]基因组中同样发现了 MCR 复

合物基因，同时也包含了多种甲基转移酶基因，

如甲醇甲基转移酶基因(mtaA)、甲硫醇甲基转移酶

基因(mtsA)、甲胺类化合物甲基转移酶基因(mtbA，

mtmBC，mtbBC，mttBC，ramA)等，但是在已有

的 Verstraetearchaeota 基因组中并未发现 H2/CO2

还原途径以及乙酸裂解途径基因，进一步支持了

Verstraetearchaeota 甲基代谢途径。此外，代谢通

路分析还推测 Verstraetearchaeota 含有 3 种异二硫

化物还原机制：在 MvhDGA/HdrABC 复合物的作

用 下 利 用 H2 还 原 铁 氧 还 原 蛋 白 从 而 对

CoM-S-S-CoB 进行还原；利用 HdrD 与 Fpo 类似

物复合体共同执行异二硫化物还原酶︰铁氧化还

原 酶 功 能 ； 利 用 HdrD 伴 随 着 乳 酸 代 谢 还 原

CoM-S-S-CoB。这三种可能的还原机制也均存在

于广古菌门产甲烷古菌以及 Bathyarchaeota。 

2.2.3  Geoarchaeota 潜在产甲烷代谢通路：最近

研究发现，属于地古菌门的 2 个基因组 Cren_UShs

和 Cren_JZhs 中含有甲基辅酶 M 还原酶基因，同

时 mcrA 进化分析显示其与 Verstraetearchaeota 有

较 高 相 似 度 [13] 。 但 与 Bathyarchaeota 和

Verstraetearchaeota 不同的是，这 2 个基因组中含

有完整的编码甲基-四氢甲烷碟呤甲基转移酶，同

时缺少 H2 还原甲基化合物产甲烷代谢相关基因，

暗示着其可能进行与非广古菌门其他产甲烷古菌

不同的 H2/CO2 还原途径以及乙酸裂解途径。 

2.2.4  非广古菌门新型潜在产甲烷古菌其他代谢

通路：除了甲烷代谢，基因组分析还发现非广古

菌门新型潜在产甲烷古菌存在着其他的代谢途

径，这也说明了其可能不仅仅通过产甲烷或者甲

烷氧化提供能量。Bathyarchaeota 两个基因组中

BA1 推测含有底物发酵，而 BA2 则具备脂肪酸 β-

氧化的代谢通路基因。这与其缺少 ATP 合酶需要

底物磷酸化产生 ATP 的特点相吻合。这种途径同

样也出现在 Verstraetearchaeota 中，基因组分析发

现其可以利用糖类作为碳源，通过铁氧还原蛋白

和 EMP 途径来生成乙酰辅酶 A，随后在古菌特异

的腺苷二磷酸-乙酸合成酶的作用下生成乙酸，同

时伴随着底物磷酸化形成 ATP 为细胞供能。地古

菌门的基因组代谢分析也显示其可能具有降解体

外多肽/氨基酸的能力，而且酰基辅酶脱氢酶、4-

羟基丁基辅酶和 3-羟基辅酶脱氢酶编码基因的存

在指示其可能进行脂肪酸的 β-氧化。值得一提的

是，Bathyarchaeota 和 Verstraetearchaeota 基因组

与最近发现的 Candidatus Syntrophoarchaeum[36]和

Archaeoglobi[23]均有较高相似度编码 MCR 复合体

或类似物的功能基因，而且这些古菌基因组中均

发现了编码 β-氧化与 WL Pathway 相关基因，表明

其可以进行烷烃氧化，但是否产甲烷尚不可知。

这些发现提示着我们新发现的非广古菌门潜在产

甲烷古菌具备的功能可能不是产甲烷而是烷烃氧

化，具体结果还有待进一步实验验证。 

3  新型产甲烷古菌的生态分布 

产甲烷古菌极大地推动了全球碳循环，对生

态气候造成了极大影响。产甲烷古菌的生态分布



988 ChangHai Duan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(6) 

actamicro@im.ac.cn 

极为广泛，包括河口、海底、肠道、湖水、人造

厌氧反应器以及红树林湿地等，越来越多生境中

均发现了上述几类新型产甲烷古菌的身影，详见

表 1。但是，由于不同类型的产甲烷古菌进行着不

同的生理代谢，这也决定了其对环境的偏好以及

执行功能的差异。 

广古菌门的新型产甲烷古菌由于研究起步

较 早 ， 获 得 了 较 多 的 生 态 分 布 信 息 。

Methanomassiliicoccales 和 Methanofastidiosa 的分

布都极为广泛，包括自然环境与非自然环境。自

然环境分布较为类似，主要包括水体、湿地、海

底及湖泊底泥[18,37–38]。而非自然环境的分布有较

大区别，Methanomassiliicoccales 主要分布在动物

以及昆虫的消化道[39]，而 Methanofastidiosa 则主

要存在于厌氧反应器等人工环境中[11,40]。本课题

组最近还在红树林湿地生境中发现了这两者的

基因组[41]，暗示着其生态分布可能比我们想象的

更为广泛，进一步表明红树林沉积物古菌的碳代

谢多样性比较复杂，福田红树林新型产甲烷古菌

mcrA 基因系统发育情况详见图 3。最近新发现的

Methanonatronarchaeia 的生态分布较为单一，现

只在盐碱湖中被发现，但是其生理学研究表明其

有极强的渗透压调节能力，推测其可能还会在其

他高渗地带存在[12]。 

非广古菌门的新型产甲烷古菌最近才陆续

被发现，其生态分布主要基于生物信息学分析得

到的结果。16S rRNA 基因与 mcrA 基因比对发现

Verstraetearchaeota 主要分布在亲中介态产甲烷

颗粒污泥反应器 [42]、淡水湖底泥 [43]、石油储油

层 [44]以及热泉 [45]。宏基因组序列比对分析显示

Verstraetearchaeota 主要分布在厌氧、甲烷以及

甲基化合物含量高的环境，如湿地、底泥、土壤、

海底火山等[8]。Bathyarchaeota 两个基因组(BA1

和 BA2)的 mcrA 基因与苏拉特盆地获得的基因

组以及 2705 个公共基因组比对也发现它的分布

呈现多样性，主要分布于煤炭石油点的烃类提取

物和高甲烷通量的环境中，包括沥青砂尾矿池、

石油储集器沉积物以及水体环境等[9]。本课题组

前期研究还发现 Bathyarchaeota 种类繁多，目前

至少可以分为 25 个亚类[46]，在自然环境中的分

布极为广泛、细胞丰度较高 [47]，其碳代谢多样

性极高，包括最近研究表明 Bathyarchaeota 还可

以进行乙酸化途径 [48]。新发现的地古菌门的新

型产甲烷古菌的 mcrA 分析显示其主要分布在热

泉，预示着该古菌在高温环境中起着甲烷循环的

功能[13]。 

 

表 1.  新型产甲烷古菌生态分布 

Table 1.  The environmental distribution of novel methanogens 

Methanogen Habitats 

Methanomassiliicoccales Freshwater and marine sediments, sewer, soils digestive system (insect, animal and human) 

Methanofastidiosa Freshwater and marine sediments, oil reservoir, bioreactor 

Methanonatronarchaeia Hypersaline soda lake 

Bathyarchaeota Coal bed methane well 

Verstraetearchaeota Freshwater sediments, oil reservoir, bioreactor, hot spring, soils 

Geoarchaeota Hot spring 
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图 3.  深圳红树林湿地沉积物中产甲烷古菌 mcrA 基因系统发育树 

Figure 3.  Phylogenetic tree of methanogens based on mcrA genes in Shenzhen mangrove sediments. The scaffold 
obtained in the Shenzhen mangrove forest is marked in bold type. 
 

新型产甲烷古菌广泛的生态分布为其执行对

应的生态功能奠定了基础。物质循环是微生物执

行生态功能的前提，新型产甲烷古菌将环境中的

简单化合物转化为气态的甲烷，有效连接了不同

生态环境中的碳循环。最近还发现了可以直接将

煤炭转化为甲烷的产甲烷古菌 Methermicoccus[49]，

更进一步证实了产甲烷古菌在物质循环所起的重

要意义。从总体来看，新型产甲烷古菌的分布还
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是主要在高有机物含量与高甲烷通量的环境中，

这也从侧面指示其在碳循环或物质循环中发挥着

重要作用。 

4  新型产甲烷古菌的分离培养 

新型产甲烷古菌已有少数被成功分离培养的

菌株。2012 年，Dridi 等成功地从老年人排泄物中

分离培养得到了 Methanomassiliicoccus luminyenis 

B10[50]。同年，Paul 利用厌氧培养瓶从白蚁肠道中

成功富集 MpT1 和 MpM2[18]。随后，Iino 也采用

类似的方法从废水处理器污泥中分离培养得到了

Methanogranum caenicola[19]。所有以培养为基础

的实验均证实 Methanomassiliicoccales 采用的是

以 H2 还 原 甲 基 化 合 物 途 径 ， 而 所 有 针 对

Methanomassiliicoccales 的培养也是基于厌氧适温

中性环境下给以适当的甲基化合物(甲醇)并通入

H2/CO2 条件下进行的。另一类已培养的新型产甲

烷古菌是 Methanonatronarchaeia。Sorokin[12]采用

甲醇、甲酸盐以及三甲胺作为底物，在 pH 接近

10 高渗高温厌氧条件下，结合灭菌的原位盐碱湖

底 泥 和 FeS 胶 体 成 功 地 分 离 培 养 出 了 两 株

Methanonatronarchaeia ： Methanonatronarchaeum 

thermophile (AMET) 和 Candidatus 

Methanohalarchaeum thermophilum (HMET)。这也

开创了高盐高渗条件下产甲烷古菌分离培养的

先例。 

虽然新型产甲烷古菌已有少数纯培养菌株，

但是大部分门类只停留在宏基因组分析层面，想

要真正了解新型产甲烷古菌的功能及生态学地

位，分离培养和生化鉴定是不可或缺的。然而，

由于产甲烷古菌的培养需要严格的厌氧环境，同

时培养方法区别于传统的细菌，甚至迄今为止还

未有一套适用于所有产甲烷古菌培养的通用方 

法。目前，古菌的培养策略大致可分为三步：采

样、富集培养、分离培养。首先，样品需要小心

地从环境中采集并且保藏在合适的环境中以防止

运输过程的污染以及微生物群落结构的改变。为

了更好地还原自然环境中的条件，需要在采样地

点先测定环境参数(温度、溶解氧、盐度、pH)以

更好地指导古菌的富集培养。其次是富集培养过

程。构建适宜的物理条件传统上选用合适底物的

基础培养基，使特定种类的古菌丰度增加。除了

传统的富集培养基富集方法，多规格的混合培养

(co-cultivation)[51]也是一个不错的选择。多规格的

混合培养可以通过提供菌种所需的必要条件来帮

助目标菌种成为优势种以方便后续的分离培养，

例如厌氧条件(由 O2 消费者创造)、电子、基质(如

维生素、信号、能源等)。最后是针对特定的古菌

进行分离培养，传统的厌氧微生物分离培养方法

主要分为固体培养和液体培养，主要原理均为利

用物理(厌氧培养皿，厌氧罐)或化学(还原剂)手段

营造厌氧环境，然后进行多轮接种培养，最后分

离得到纯菌。其中固体培养代表为亨盖特厌氧滚

管技术，该技术是利用接种后的热融琼脂培养基

通过滚动均匀分布于滚管壁，然后通入非氧气体，

如 N2、CO2 以排出其中的 O2，最后用橡胶塞塞住

瓶口以达到厌氧状态进行培养[52]。随着后续的不

断改进，亨盖特滚管技术已日趋完善，但是由于

古菌生长周期长等特点，对培养基中的琼脂等成

分要求极高，仍需要针对特定的菌种进行改进。

近些年，一些新的技术与培养策略也逐渐运用到

了 新 型 产 甲 烷 古 菌 的 分 离 培 养 中 。 “ 光 学 镊

子”(optical tweezers)是一种激光微操作技术，可直

接将在视觉控制下的细胞从混合培养中分离到无
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菌注射器中进行进一步培养[53]。流式细胞仪也运 

用到单细胞的分离鉴定中[54]。此外，结合分子生

物学手段如荧光定量 PCR、DNA 同位素标记等

方法或将大大增加新型产甲烷古菌的分离培养

成功率。 

近些年，一些新的培养思路也相继被提出，

如原位培养(in situ cultivation)，即将环境中的微生

物经过处理后放回原初环境中进行培养，该方法

可将微生物采收率提高 5–300 倍[55]。Isolation chip 

(Ichip)技术[56]也是将环境样品稀释为单细胞后置

于小隔间内，覆上半透明塑料膜，置于环境样品

中进行培养，该方法可以使环境中 50%–60%种群

存活。同时，也有报道表明在培养基中添加导电

物质能够促进古菌的甲烷代谢从而促进古菌生

长[57]。随着宏基因组技术的发展，从分子角度推

测产甲烷古菌可能的代谢途径也将有助于产甲烷

古菌的分离培养。 

5  展望 

针对现有的新型产甲烷古菌的研究，本文提

出几点可能的未来产甲烷古菌的研究方向。首先，

对于已发现的未培养产甲烷古菌，如何获得纯菌

并通过生理生化实验对其产甲烷功能进行验证将

是我们面临的重要难题，因此，亟待结合基因组

分析、新型和传统微生物培养思路开发出一套适

用于产甲烷古菌的培养方案。而对于未知的产甲

烷古菌，如何利用宏基因组技术和其他检测技术

更加快捷准确地检测环境中的新型产甲烷微生物

也是一个研究方向。其次，如何从生态角度去阐

释产甲烷古菌在自然界中发挥的重要作用以及其

对地球圈碳循环的贡献显得至关重要。产甲烷古

菌是温室气体甲烷的主要贡献者之一，研究新型

产甲烷古菌在全球分布和丰度情况，对精准评估 

甲烷排放通量具有重要的意义。因此，在代谢分

析、生态分布和通量估算之间建立起相互贯通的

桥梁将会是古菌生态学研究的重点。最后，新型

产甲烷古菌作为一个新兴的领域，是生物界进化

上不可或缺的部分，其具体的进化地位以及在进

化过程中所发挥的作用尚不可知。现有的基因组

数据推测古菌的祖先可能是产甲烷古菌[25–26]，这

也有待更多的研究与数据的支持。因此，更加深

入全面地了解产甲烷古菌在生物进化中的意义将

会是产甲烷古菌研究的又一大新方向。 
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Abstract: Methanogens are one kind of archaea that can use simple compounds to generate methane in anaerobic 

environments. Thanks to the rapid development of the Next Generation Sequencing, metagenomics has revealed 

plenty of novel potential methanogens, including Methanomassiliicoccales (RC-III), Methanofastidiosa (WSA2), 

Methanonatronarchaeia, Bathyarchaeota, Verstraetearchaeota and Geoarchaeota. Genomic analysis shows that 

ubiquitous novel methanogens harbor unique methane metabolism pathway indicating that they might play 

unrecognized important roles in global carbon cycle. To better understand these novel methanogens, this review 

summarizes the latest researches on the classification, phylogenetic status, methane metabolic mechanism, 

ecological distribution, isolation and cultivation of these novel methanogens, highlighting their research directions 

in the future. 
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