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若尔盖高原产甲烷菌数量的时空差异性 
汤博  唐杰  吴俐莎  杨志荣  张杰* 

(四川大学生命科学学院 生物资源与生态环境教育部重点实验室  四川 成都  610064) 

 
 

摘  要: 应用实时荧光定量 PCR法, 构建了总甲烷菌实时荧光绝对定量 PCR的标准品以及标准曲

线, 用于总甲烷菌的定量测定, 所构建的质粒 DNA浓度为 160 mg/L, 标准曲线相关性为 0.992, 扩

增效率为 98.6%。研究表明, 若尔盖花湖地区 4 月草地生态系统和湿地生态系统甲烷菌含量相当, 

湿地生态系统 9 月甲烷菌含量高于 7 月, 7 月甲烷菌含量高于 4 月, 在 7 月和 9 月随着深度的增加

甲烷菌含量也增加, 而草地生态系统的甲烷菌含量并未表现出明显的季节和深度上的规律性。 
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Time-space Change of Methanogen Amount from  
Zoige Plateau 
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(College of Life Sciences, Key Laboratory of Bio-resource and Bio-environment, Sichuan University, Chengdu,  

Sichuan 610064, China) 

Abstract: To quantify the population size of total methanogens changing with environments, season 
and depths of Zoige plateau, the plasmids and standard curves of species were constructed by using real - 
time absolute quantitative PCR. The concentration of the standard plasmids was 160 mg/L, with the coef-
ficient being 0.992, and the amplification efficiency was 98.6%. The results showed that in April the 
population size of total methanogens in wetland ecosystem and grassland ecosystem were nearly the same. 
In wetland ecosystem, the population size of total methanogens decreased in the order of September, July, 
and April, while increased with the sampling depth in September and July. In grassland ecosystem, how-
ever, the population size of total methanogens did not change significantly with season and depth. 
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目前全球气候变暖问题已经引起了全世界的广

泛关注, 甲烷是仅次于二氧化碳的最重要的温室气

体 , 单分子甲烷的温室效应作用是二氧化碳的 25
倍 [1], 甲烷不仅由于对全球气候变暖的显著作用而

倍受科学界关注, 同时参与一系列的反应, 从而影

响对流层以及平流层臭氧浓度, 这也成为甲烷倍受

关注的原因之一[2]。目前对水稻田和牛胃甲烷菌的

研究很多, 而对高原地区的研究较少, 我国是湿地

分布面积较大的国家, 仅次于加拿大和俄罗斯, 居

世界第 3 位, 且具有独特的高原湿地。若尔盖高原

位于青藏高原北部平 , 均海拔 3400 m, 总面积为

4038 km2, 是一个完整的高原盆地自然地理区。高原
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湖泊和沼泽高度发达, 该地区早期的研究指出若尔

盖高原是青藏高原甲烷排放中心之一[3−5]。 
MCR 是甲烷产生过程中的一个关键酶, 唯一存

在于 甲烷菌中 , MCR 存在 2 种 形式 , MCRⅠ和

MCR , Ⅱ 其中 MCRⅠ存在于所有甲烷菌中, MCRⅠ
复合体的一个肽段被 mcrA 基因编码, 这个基因被

当作利用 PCR 技术检测甲烷菌的一个有效而稳定的

方法[6]。利用以 mcrA 基因为目的片段的 PCR 技术

已被广泛应用在稻田[6]、泥炭沼泽[7−9]、白蚁肠道[10]

和海洋[11]中甲烷菌的检测。Springer E 等[12]在 1995
年利用 PCR 方法成功地分析、鉴定了 5 个已知的甲

烷八叠球菌中的 1 个。Luton PE 等[13]改进了 mcrA
基因 PCR 的引物, 成功地对垃圾场内甲烷菌的种类

进行了检测, 证实了利用 mcrA 基因检测甲烷菌的

可靠性和稳定性, 是鉴定甲烷菌的一种非常适用的

手段。本文通过将 mcrA 基因的 PCR 产物进行纯化

后克隆到载体上, 通过抽提质粒测定其浓度, 梯度

稀释模板进行 PCR 扩增, 建立标准曲线, 通过同时

扩增标准品和目标产物, 来准确定量样品中甲烷菌

的含量。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验地简介: 本试验设置在若尔盖湿地国家

级自然保护区境内花湖地区(33o56′N, 102o52′E), 海

拔高度约为 3430 m。该地区东北为山坡, 并沿东北−
西南方向从山坡到花湖湖滨形成缓坡, 具有明显的

环境格局和水分梯度差异。区内土壤以高原沼泽土

为 主 , 主 要 植 被 优 势 种 包 括 木 里 苔 草 (Carex mu-
Liensis)、刚毛革莽(Elocharis valleeuLose)、藏篙草

(Kobresia tibetica) 、 侧 茎 垂 头 菊 (Cremanthodium 
pleurocaule)、二裂委陵菜(Potentilla bifurca)、马先

篙属(PedicuLaris sp.)、水甜茅(Glyeeria aquatica)及
两栖寥(Polygonum amphibium)等[14−15]。 
1.1.2  样品采集: 土壤样品采集于国家级自然保护

区境内花湖地区湿地、草地 2 种不同生境, 采集时

间为 4、7、9 月, 采集深度为 20 cm、40 cm、60 cm。

土壤样品采集好后, 放于液氮罐中保存备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器: PCR 仪: PTC-200 (美国), 
定量 PCR 仪: IQ5 购于 Bio-Rad 公司, 氨苄青霉素

(Amp)、5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)、异

丙 基 -β-D 硫 代 半 乳 糖 苷 (IPTG) 、 感 受 态 细 胞

(Escherichia coli DH5α)、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒和 T-Vector 载体, 质粒小提试剂盒, RealMaster-
Mix (SYBR GreenⅠ)荧光染料均购自天根生化科技

(北京)有限公司。土壤 DNA 提取试剂盒购于 MP 
Biomedical 公司, PCR 引物由上海英骏生物技术有

限公司合成。 

1.2  方法 
1.2.1  样品总 DNA 提取: 利用 MP Biomedical 公

司的 FastDNA SPIN Kit for Soil 试剂盒提取基因组

DNA, 如果提取出的 DNA 含有杂质, 再用酚-氯仿

抽提 2 次, 再用 0.75%的琼脂糖凝胶电泳检查提取

DNA 的质量和片段大小, 用紫外分光光度计测定其

核酸浓度纯度, −20°C 保存, 备用。 

1.2.2  目的片段扩增: 以提取的土壤总 DNA 为模

板, 用甲烷菌 mcrA 特异性引物进行 PCR 反应。

PCR 反应体系为 25 μL, 其中 Master mix 12.5 μL, 

引物 P1、P2 (10 μmol/L)各 1 μL, 引物设计参照

Luton PE 等[13]甲烷菌 mcrA 基因通用引物, 序列为

P1 (5′-GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYGCWAC 
AGC-3′), P2 (5′-TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGT 
T-3′)。引物由上海生物工程技术服务有限公司合成。

适当稀释的 DNA 模板 1 μL, 用 ddH2O 补充至总体

积 25 μL。PCR 热循环参数: 94°C 3 min; 94°C 30 s, 

55°C 30 s, 72°C 30 s, 30 个循环; 72°C 5 min; 4°C 保

温。PCR 反应结束后取 5 μL PCR 产物用 1.2%琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物。 
1.2.3  重组标准质粒制备: 按照琼脂糖凝胶 DNA

片段回收纯化试剂盒说明对 PCR 产物进行纯化、回

收。按照 pBS-T 载体试剂盒的说明书将纯化的 PCR

产物与 pBS-T 载体连接。连接体系为 10 μL, 其中 

pBS-T 载体 1 μL、纯化 PCR 产物 3 μL、连接酶 5 μL、

灭菌双蒸去离子水 1 μL, 于 16°C 过夜反应后热击转

化, 加入 1 mL 37°C 预热的 SOC 液体培养基, 37°C、

180 r/min 振荡 1 h。取 200 μL 菌液涂于加有氨苄、

IPTG 和 X-gal 的 LB 培养基平板上, 37°C 培养过夜

直至可观察到菌落为止。挑选单个白色菌斑至 3 mL

含氨苄 LB 培养基, 37°C 进行培养直至培养液变混

浊。按照质粒 DNA 提取试剂盒的操作要求提取质粒

DNA, 以原有 PCR 引物对质粒 DNA 进行扩增, 根

据扩增特异条带的大小鉴定重组子后再进行测序鉴

定。测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完

成。根据测序结果在 GenBank 上利用 BLAST 进行
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序列的同源性分析。 
1.2.4  实时荧光定量 PCR: 抽提经 PCR 及测序鉴

定为阳性克隆的重组质粒 DNA, 用紫外分光光度计

测定其浓度(mg/L), 根据质粒的分子质量与质量浓

度计算拷贝数, 制得标准品。将标准品按 10 倍梯度

稀释, 用作模板在实时定量 PCR 仪上进行扩增, 建

立循环数与质粒浓度对应关系的定量标准曲线。以

RealMasterMix (SYBR GreenⅠ)试剂建立 20 μL 反应

体系, 其中 SYBR GreenⅠ荧光染料预混试剂 9 μL,

根据测序结果设计上、下游引物 P3、P4 (10 μmol/L)
各 1 μL, 根据测序结果后由 Bio-Rad 公司设计英骏公

司合成, 序列为 P3 (5′-TGCGTAGTTAGGGTAGTTT 
GGG-3′), P4 (5′-GCAGGATCAGTGCGGTGC-3′)。质

粒 DNA 模板 1 μL 和双蒸去离子水 8 μL。反应条件: 

95°C 2 min; 95°C 20 s, 55°C 30 s, 68°C 30 s (采集荧

光信号), 30 个循环; 72°C 5 min。按仪器操作说明选

择熔解曲线分析, 55°C 升至 95°C, 梯度为 0.5°C, 每

个梯度保温 10 s, 自动采集荧光。在获得稳定的标

准曲线后, 将待测样品 DNA 稀释 10 倍后和标准品

同时扩增, 根据建立的标准曲线来计算出未知样品

中甲烷菌的浓度。 

2  结果与分析 

2.1  目标片段扩增 
以样品总 DNA 为模板进行 PCR 扩增后的总甲

烷菌目标片段经凝胶回收, 由图 1 可见, 扩增大小

与设计时的大小结果一致, 约为 470 bp。目标片段

扩增的成功与否取决于反应体系、扩增参数、引物

设计等的正确与否 , 试验成功扩增出了目标片段 , 
说明上述条件都符合甲烷菌特异片段扩增的要求。 
 

 

图 1  目的片段 PCR 凝胶回收后电泳图谱 
Fig. 1  Electrophoresis of target fragment via gel recovered 
注: C: 空白对照; M: DL2000 marker; 1−4: 样品. 
Note: C: Control; M: DL2000 marker; 1−4: Samples.  

2.2  扩增产物克隆 
将上述回收 PCR 产物目的片段与 pBS-T 载体连

接后转化入感受态细胞, 再经含有 ITPG、X-gal 和

氨苄的选择性培养基培养, 通过蓝白斑筛选, 选出

白色的菌落进行扩增, 再提取质粒 DNA 进行 PCR

扩增 , 进一步对阳性克隆进行验证。结果(图 2)表

明, 所挑选甲烷菌 mcrA 基因阳性克隆插入的 DNA

片段是目的片段。 
 

 

图 2  阳性克隆质粒 DNA PCR 鉴定电泳图谱 
Fig. 2   Identification of recombinant plasmid 
注: C: 空白对照; M: DL2000 marker; 1−5: 样品. 
Note: C: Control; M: DL2000 marker; 1−5: Samples. 
 

2.3  阳性克隆测序与比对 
通过对阳性克隆的插入片段进行测序 , 结果

表明所得到的阳性克隆片段大小与预期结果一致。

通过在 GenBank 上利用 BLAST 进行序列同源性分

析, 结果发现总甲烷菌 mcrA 基因的阳性克隆序列

(HQ203079)与 GenBank 上已知甲烷菌的菌种序列

相似性为 96%以上, 而且与许多未培养的甲烷菌菌

种的序列相似性更是达到 99%, 因此可将这些克隆

质粒浓度转换成拷贝数, 进而制作标准曲线用以精

确定量。 

2.4  分光光度计检测质粒的浓度 
利用紫外分光光度计对送出测序的质粒检测 , 

稀释 10 倍后, 在 260 nm 处值为 0.32, 通过公式换

算, 待测质粒浓度为 160 mg/L。 

2.5  荧光定量 PCR 目的片段检测 
以所提取的质粒为模板, 根据转入的序列扩增

用于荧光定量 PCR 的目的条带见图 3, 由图 3 可见, 

扩增大小与设计时的大小结果一致, 约为 100 bp。

表明可用引物设计正确, 满足后续实验要求。 
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图 3  荧光定量 PCR 目的片段电泳图谱 
Fig. 3  Electrophoresis of target fragment of real-time PCR 
注: C: 空白对照; M: DL2000 marker; 1: 样品.   
Note: C: Control; M: DL2000 marker; 1: Sample. 
 

2.6  标准曲线 
利用已知浓度的质粒为标准品, 经过梯度稀释

后, 实时荧光定量 PCR 反应所得到的总甲烷菌的标

准曲线, 该标准曲线稳定, R2 = 0.992 满足绝对定量

要求。 

2.7  待测样品甲烷菌含量分析 
由图 4 可以看出各点均在标准曲线的定量检测

范围, 由对数输入和循环阈值产生的标准曲线显示

二者的线性关系, 这表明该曲线和产生该标准曲线

的体系完全符合本试验的要求。根据该标准曲线 , 

样品定量范围大约在 1.6×10−5−16 mg/L。 

在样品测定中, 以 Ct 值和由不同浓度的标准

DNA 基因质量数的对数纵坐标和横坐标产生的标

准曲线(图 4), 二者的回归方程为: Ct = −3.923lgC + 

48.560, 相关系数为 0.992, PCR 扩增效率为 98.6%, 

同时发现被测样品的 Ct 值重复性好, 说明用该曲线

对未知浓度样品的定量结果十分可靠。 
 

 

图 4  荧光定量 PCR 扩增样品总甲烷菌曲线图 
Fig. 4  DNA curves for quantitative real-time PCR ampli-
fications for gene of methanogen 

采用已经优化好的 Real-time PCR 条件, 对未知

样品中甲烷菌定量检测 , 研究甲烷菌在不同的生

境、不同季节及不同深度下甲烷菌 DNA 含量的变

化, 不同样品 mcrA 基因的拷贝数结果如表 1 所示。

对于湿地生态系统, 总体来说 4 月甲烷菌 DNA 含量

最低, 7 月甲烷菌 DNA 含量高于 4 月低于 9 月, 9 月

甲烷菌 DNA 含量最高, 7 月与 9 月随深度的加深, 甲

烷菌 DNA 含量也增加。对于草地生态系统, 各月甲

烷菌的含量并无明显的差异, 各月甲烷菌 DNA 含量

并没有随深度的变化呈规律性变化。 
 

表 1  荧光定量 PCR 检测若尔盖地区不同生境不同层次

总甲烷菌含量所对应的基因拷贝数(104) 
Table 1  The copy number of detected quality for  

enviroment methanogen of Zoige Wetland in  
different environment and different type 

类型 
Type 

深度 
Depth (cm)

4 月 
April 

7 月 
July 

9 月 
September

20 3.719 5.776  9.854 

40 2.663 8.072 27.043 

湿地 
Wetland 

60 1.861 8.460 47.509 

20 3.655 2.663  5.447 

40 3.029 5.197  3.288 

草地 
Grassland

60 5.259 3.212  3.288 
     

3  讨论 

3.1  季节变化对甲烷菌含量的影响 
通过研究表明, 湿地生态系统 4 月甲烷菌含量

最低, 7 月甲烷菌含量高于 4 月低于 9 月, 9 月甲烷菌

含量最高, 温度是影响甲烷菌含量一个重要的因素, 
土壤温度直接影响土壤微生物的活动, 包括甲烷产

生和氧化过程中所涉及的一系列微生物菌群的数

量、结构和活性 , 产甲烷菌产甲烷的最佳温度在

30°C−40°C, 低温会导致产甲烷菌以及参与甲烷发

酵过程的其他微生物活性降低从而减少甲烷通量 , 

若尔盖高原属青藏高原寒冷气候区与大陆季风气候

区的交汇地带, 主要特征表现为寒冷潮湿、冬季漫

长而无夏季、霜冻期极长、没有明显的四季而仅可

分出冷暖二季、降水丰富。整个若尔盖高原地势高

寒, 多年平均气温为 0.6°C−1.2°C, 4 月温度极低, 只

有极少数的嗜冷产甲烷菌能存活, 7 月与 9 月伴随着

温度的升高, 不仅提高了甲烷古菌的活性, 同时也

增加了好氧微生物的活性, 从而导致氧浓度的降低, 

同时伴随着降水量的增大, 地表水的覆盖为湿地生
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态系统提供了更好的厌氧条件, 所以 4 月甲烷菌含

量相比 7 月与 9 月含量低。9 月温度稍低于 7 月温

度, 但 9 月湿地生态系统甲烷菌含量却高于 7 月, 根

据监测 9 月地表水位比 7 月地表水位高约 10 cm, 产

甲烷菌的生长所需的厌氧条件在很大程度上取决于

地表水的状况, 地表水位越高厌氧条件越好, 更有

利于产甲烷菌的生长, 甲烷产生势增加[16]。若尔盖

高原植物生长主要集中在 6−9 月, 伴随植物生物量

的增加, 物根系的分泌物增多和脱落物的质量增加, 

以及植物死根增多 , 为甲烷菌的生长提供了更多

的营养基质和碳源[16]。同时根据 Strom[17]对于冻土

湿地的研究指出 , 一些维管植物可将固定碳分配

到根, 从而影响产甲烷菌生长所需的底物量。因此 9

月湿地生态系统甲烷菌含量高于 7 月。草地生态系

统未有地表水的覆盖, 未能达到一个良好的厌氧程

度, 而产甲烷菌需要严格的厌氧条件才能生长, 因

此草地生态系统的甲烷菌含量并未表现出明显的季

节变化。 

3.2  深度变化对甲烷菌含量的影响 
若尔盖地区 7 月到 9 月降水强度最大, 地表水

的覆盖为湿地生态系统提供了良好的厌氧条件, 随

着深度的增加, 厌氧程度越高; 而随着深度的增加, 

植物根系的分泌物和脱落物沉积越多也为产甲烷菌

的生长提供了更多的营养基质。因此在 7 月和 9 月

随着深度增加湿地生态系统甲烷菌含量也增加, 在

4 月由于降水量减少, 地表大部分被冰层和覆雪所

覆盖 , 根据研究表明 , 在非生长季节 , 基质同大气

的气体交换能够透过冰层和覆雪[18−19], 在加上 4 月

若尔盖高原温度过低, 甲烷菌生长受抑制, 所以湿

地生态系统甲烷菌含量在 4 月并未表现深度上的差

异。草地生态系统不论是在 4 月还是在 7 月和 9 月

均未有地表水覆盖 , 在深度上未表现明显的厌氧

程度的差异 , 因此甲烷菌含量未表现出深度上的

差异。 

3.3  不同生境对甲烷菌含量的影响 
通过研究表明, 在 7 月和 9 月湿地生态系统甲

烷菌含量最高, 这与先前的研究结果一致, 水淹条

件为湿地生态系统提供了良好的厌氧条件, 有益于

甲烷菌的生长, 草地生态系统由于并未有地表水的

覆盖, 未能为产甲烷菌的生长提供良好的厌氧环境, 

所以产甲烷菌含量不高。产甲烷菌是厌氧发酵过程

中的最后一个环节, 所有产甲烷菌都只能以少数几

种简单有机物和无机物为基质, 它们利用基质的范

围很窄[20]。在 4 月由于降水量减少, 地表大部分被

冰层和覆雪所覆盖, 两类生态系统在厌氧程度上并

没有出现明显的差异, 碳同位素研究发现, 植物体

在有氧的条件下能产生甲烷, 虽然植物体产生甲烷

的机理还不清楚, Keppler 等[21]研究证实植物体产甲

烷量与果胶含量有关, 同时植物根系的呼吸作用可

能在局部形成一个厌氧环境, 从而有利于小部分嗜

冷产甲烷菌的生长, 所以 4 月湿地生态系统和草地

生态系统甲烷菌含量相当。 
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