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摘  要：碳循环是生态系统中重要的生物地球化学元素循环之一。微生物参与碳固定、甲烷代谢、

碳降解等多个重要的碳循环过程，深入了解微生物群落在碳循环过程中的功能和作用，有助于获

悉微生物对全球气候变化的响应、适应和反馈机制，这也是微生物生态学研究的关键问题之一。

传统的研究多集中于微生物分离培养技术，无法覆盖绝大部分未培养微生物，并且无法深入解析

碳循环过程中微生物群落的结构和功能，宏基因组学技术的出现克服了这些缺陷，成为研究微生

物群落结构和功能的有效手段。本文对目前宏基因组学的主要技术——定量 PCR、DNA 分子指

纹图谱、基因芯片、克隆文库和高通量测序等技术进行了简要介绍，着重介绍了参与碳固定、甲

烷生成和氧化、碳降解等主要碳循环过程的关键功能基因的研究现状，最后对碳循环过程中微生

物宏基因组学研究的未来发展进行了总结与展望。 
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Abstract: Carbon cycle is among the most important biogeochemical cycles in ecosystems, and 
microorganisms play critical roles in lots of its primary processes, such as carbon fixation, methane 
metabolism and carbon degradation. With the deep insight into functions of microbes in carbon cycle, 
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we could better understand how they response and regulate the global climate change, which is a hot 
spot in the studies of microbial ecology. Previous studies focused on microbial isolations and 
cultivations, however, only little of the microorganisms in nature are cultivable while a majority of 
microorganisms are uncultured. With rapid development of the metagenomics technology, in-situ and 
comprehensive investigation of microbial functions and structures became feasible. In this article, we 
briefly introduced several widely-applied metagenomics technology such as quantitative PCR, DNA 
fingerprinting, microarray, clone library and high-throughput sequencing. Furthermore, we reviewed 
the advanced studies by using metagenomic methods to investigate the key functional genes involving 
in carbon cycle, including carbon fixation, methanogenesis, methane oxidation and carbon degradation. 
Finally, we prospected the future studies of the microbial metagenomics in carbon cycle. 

Keywords: Carbon cycle, Microbial community, Functional gene, Molecular ecology, Metagenomics 
technology 

1  微生物驱动的碳循环及宏基因组学方法 

1.1  微生物驱动的碳循环 

碳是构成有机体的必需元素，也是有机体中含

量最多的元素之一，碳的生物地球化学循环(碳循环)

是生态系统中最重要的物质循环之一。微生物具有

生物量大、种类复杂、代谢功能多样、相互作用关

系复杂等特点，介导了碳循环多个重要代谢过程(图

1)，如碳固定(CO2转化成有机物的过程)、甲烷代谢

(产甲烷和甲烷氧化过程)和碳降解(有机质的分解过

程)等三个基本过程。具有相似功能的微生物类群构

成微生物群落的基本功能单元，不同的功能群落共

同调控和驱动碳循环各个过程，在响应全球气候变

化、维持生态系统的功能和稳定方面有着不可替代

的作用[1-3]。 

 

 
 

图 1  微生物驱动的碳循环过程 
Figure 1  Carbon cycle driven by microorganisms 

1.2  宏基因组学方法 

Handelsman 等于 1998 年首先提出了宏基因组

(又称为元基因组，Metagenome)的概念[4]。宏基因

组技术通过非培养的手段，基于环境样品中所有微

生物的 DNA 来获得微生物群落遗传信息，因此可

更加全面真实地反映微生物群落的结构[5-6]。宏基因

组学技术的研究对象可以是基因组也可以是某个

基因[7]。以基因组为中心的研究基于大规模宏基因

组鸟枪法测序，测序完成后进行宏基因组序列拼

接，并与已知基因序列数据库的相似性比对来进行

微生物分类和功能的注释。其优势是可发现新的基

因，缺点是目标不明确且分析工作量大[8]。以基因

为中心的宏基因组学研究以微生物特定基因片段

(如 16S rRNA基因和功能基因等)为研究对象，减少

了海量数据分析的限制，有针对性地对微生物群落

的组成结构以及与生态过程密切相关的功能类群

进行研究，极大地减少了工作量[9]，同时随着分析

流程的不断完善，也为后续生态过程的研究提供了

保障。 

针对微生物群落的宏基因组学技术主要包含

PCR 扩增、DNA 指纹图谱、分子杂交、克隆文库

以及高通量测序等技术，其中代表性方法主要包括

PCR 技术中的实时荧光定量 PCR 技术(qPCR)，指

纹图谱技术中的末端限制性片段长度多态性分析

(T-RFLP)和变性梯度凝胶电泳(DGGE)，分子杂交

技术中的基因芯片技术，以及测序技术中的克隆文

库和高通量测序(表 1)。 
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表 1  常用环境微生物宏基因组学技术比较 
Table 1  Comparation of several widely-used metagenomics techniques 

分类 

Classification 

代表性技术 

Representative
techniques 

原理 

Principle 

特点 

Characteristics 

PCR qPCR[10-16] 
PCR扩增过程中，通过荧光信号积累实时监测 PCR

进程，依据 PCR 扩增指数时期模板的 Ct值和模板

起始拷贝数的线性关系，从而实现初始基因拷贝数

定量 

与传统 PCR技术相较，qPCR可定量目

标序列，且操作简便、灵敏度高、稳定

性和重复性好，在宏基因组学的研究中

可用于对 16S rRNA基因或特定功能基

因等分子标记基因的定量，从而实现环

境微生物总丰度或特定环境微生物类群

丰度的定量 

DNA分子 

指纹图谱 

DNA- 
fingerprinting 

T-RFLP[17-19] 
利用荧光标记的特异性引物扩增宏基因组，扩增后

产生的基因片段存在不同的酶切位点，经限制性内

切酶酶切之后产生不同长度的限制性片段，使用测

序仪检测带有荧光标记的末端片段，不同长度末端

片段代表不同类型微生物物种 

可直观、快速分析复杂的微生物群落物

种区系，提供不同物种种类相对数量的

信息；但无法检测低丰度微生物种类以

及直接鉴定微生物功能，通常需结合其

他分子技术来鉴定微生物种类以及功能

DGGE[20-21] 
长度相似碱基序列不同的基因片段在不同浓度的

变性剂中溶解温度不同，基因片段通过变性剂浓度

呈梯度增加的凝胶时，基因片段迁移至某一点变性

剂浓度恰好相当于此段 DNA的低熔点区的 Tm值，

此区便开始熔解，而高熔点区仍为双链。局部解链

的 DNA分子迁移率发生改变，从而达到分离效果，

形成的不同条带代表不同的物种 

基因芯片 

Microarray 

Geochip[22-24]
在固相支持物上原位合成寡核苷酸或者直接将大

量预先制备的 DNA 探针固定在支持物表面，然后

与荧光标记样品杂交，通过对杂交信号的检测分析

进而得到样品的物种和功能的遗传信息 

可探测不同环境中微生物群落功能的多

样性，检测通量高、速度快、灵敏性和

特异性强；但基因芯片属于封闭系统，

无法检测新基因 

高通量测序 

High-throughput 
sequencing 

Illumina[25-26]
首先将目标 DNA 剪切为小分子片段，通过接头连

接到固相表面进行扩增，产生大量拷贝，每复制一

次碱基则输出一次荧光信号，经高分辨率成像系统

检测最终信号，最后通过生物信息学分析通过原始

数据确定物种遗传信息 

高通量测序具有通量高、速度快、价格

低廉等优势；但海量数据的产生对数据

分析产生限制，PCR扩增引入误差，物

种和基因丰度可能被高估，基于 16S 

rRNA基因的分析仅能确定到属水平 

克隆文库[18] 

Clone library 

将目标 DNA片段通过 PCR扩增，然后将其连接到

载体中，进而转化到大肠杆菌内，得到阳性克隆后

经一代测序分析即可构建目的基因克隆文库 

构建克隆文库再对含目的基因片段的载

体进行测序效率更高，可测片段更长。

但是构建克隆文库再测序，操作过程繁

琐且价格较高 

 

2  微生物碳循环功能基因研究现状 

2.1  微生物的碳固定功能基因 

目前已经发现 6条微生物的碳固定途径：卡尔

文循环、还原柠檬酸循环、还原乙酰辅酶 A途径、

3-羟基丙酸双循环、3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环、

二羧酸/4-羟基丁酸循环[27]。其中卡尔文循环是光能 

自养生物和好氧化能自养生物固定 CO2 的主要途

径，而其余 5条固碳途径则因能量需求、还原物需

求、必要金属、辅酶的使用及对 O2 的敏感程度等

方面都有较大区别，因而这几条固定 CO2的途径在

微生物中分布不同。微生物固定碳的途径、关键酶

以及编码关键酶重要亚基的功能基因如表 2所示。 
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表 2  微生物固定 CO2的途径、关键酶及重要功能基因[28] 

Table 2  Key enzymes and functional genes of different microbial carbon fixtion pathways[28] 
固碳途径 

Carbon fixtion pathways 

关键酶 

Enzymes 

功能基因 

Function genes 

卡尔文循环 

Reductive pentose phosphate cycle 
(Calvin cycle) 

二磷酸核酮糖羧化酶 cbbL (rbcL) 
cbbM 

还原三羧酸循环 

Reductive tricarboxylic acid cycle 

丙酮酸：铁氧化还原蛋白酶 

2-氧化戊二酸：铁氧化还原蛋白酶 

ATP-柠檬酸裂解酶 

porA/nifJ 
oorA 
aclB 

厌氧乙酰辅酶 A途径 

Reductive acetyl-CoA pathway 
(Wood-Ljungdahl pathway) 

一氧化碳脱氢酶 

乙酰辅酶 A合成酶 

acsA (cooS) 
acsB 

3-羟基丙酸双循环 

3-Hydroxypropionate bicycle 

丙二酰辅酶 A还原酶 

丙酰辅酶 A合成酶 

苹果酰辅酶 A/β-甲基苹果酰辅酶 A/柠苹酰辅酶 A裂解酶 

Pcc/Acc 

3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环 

3-Hydroxypropionate/4-Hydroxybutylate cycle 

乙酰辅酶 A/丙酰辅酶 A羧化酶 

4-羟丁酰辅酶 A脱氢酶 

丙二酰辅酶 A还原酶 

accA 
hcd 

二羧酸/4-羟基丁酸循环 

Dicarboxylate/4-Hydroxybutyrate cycle 

磷酸烯醇丙酮酸羧化酶 

丙酮酸合成酶 

4-羟基丁酰辅酶 A脱氢酶 

名称未统一 

  
2.1.1  卡尔文循环：卡尔文循环(Calvin-Benson- 

Bassham cycle)是自然界普遍存在于植物和藻类中

的 CO2 固定途径，也是光能自养微生物固定 CO2

途径，对调节和响应全球 CO2浓度具有关键作用。

卡尔文循环中的关键酶是核酮糖-1,5-二磷酸羧化/

加氧酶，即 RubisCO酶，它催化卡尔文循环中的第

一步 CO2固定反应
[29]。已经发现的 RubisCO 酶有  

4种形式，而参与卡尔文循环的 RubisCO酶主要有

两种存在形式：I型 RubisCO和 II型 RubisCO，分

别对应的功能基因为 cbbL (或者 rbcL)和 cbbM。对

一些数量相对较少且使用 16S rRNA基因检测比较

困难的微生物物种，如果其体内存在RubisCO基因，

可以通过功能基因 cbbL和 cbbM来进行检测。这两

种功能基因保守性与长度适合，因而可代替 16S 

rRNA 基因用作另一种基因标记物来检测环境中的

固碳微生物群落及进行进化分析 [30-31]。目前

RubisCO的功能基因 cbbL和 cbbM已经从水生生态

系统、陆地生态系统以及极端环境等各个类型的生

态系统中被检出。 

水生生态系统，尤其是海洋生态系统是一个巨

大的碳库。水生生态系统中存在的光合细菌、化能

自养菌及微藻类等微生物是最主要的固碳生物，通

过卡尔文循环来固定 CO2，利用 cbbL和 cbbM作为

分子标记可反映不同水生生态系统和同一水生生

态系统不同深度的的固碳能力差异。目前已有大量

关于利用 cbbL和 cbbM功能基因研究水生生态系统

中固碳微生物类群的报道。Alfreider等[32]研究了厌

氧和微氧蓄水层和地下水中 RubisCO 大亚基基因

cbbL和 cbbM的分布和进化多样性，验证了可固定

CO2的自养微生物存在于所研究的两个地下水修复

项目中的水系统中。Giri等[33]研究了美国加州莫诺

湖不同氧化还原区域的 cbbL和 cbbM分布和进化多

样性，他们在所有样本中都发现了 cbbL，而没有发

现 cbbM，并对获得的所有 RubisCO 基因序列进行

进化分析，结果表明一些序列与依赖硫酸盐和硝酸

盐生长的微生物有关，而另一些序列与砷酸盐还原

菌和硫化物氧化菌相关。 

陆地生态系统中针对 cbbL和 cbbM的功能基因
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研究已有大量报道，但陆地生态系统的异质性相对

于海洋更加强烈，因而不同环境中的固碳微生物群

落差异受环境异质性影响强烈。Guo 等 [34]利用

qPCR、T-RFLP和克隆文库等技术对青藏高原高山

草甸土壤中的 cbbL基因进行检测和分析，发现 cbbL

丰度处于较高的水平，并且随海拔梯度的增加而增

加，而群落结构的梯度变化则主要由土壤温度、土

壤含水量、营养以及植被类型等因素驱动。Xiao  

等[18]利用克隆文库、T-RFLP、qPCR等技术分析了

5 种水稻田土壤中三类 RubisCO 基因 cbbLG、

cbbLR、cbbM的多样性，结果表明 cbbLG序列多样

性较低，并且大多来源于硫杆菌属(Thiobacillus)。 

除了水生生态系统和陆地生态系统，一些研究

者在极端环境中也发现了 cbbL和 cbbM的存在，但

极端环境中检测到 cbbL和 cbbM在进化方面与已有

序列有所差异，但也由此表明固碳微生物多样性极

其丰富，并且在自然界中有着广泛的分布。Tahon

等[35]通过构建南极洲山地土壤中的一系列功能基

因的克隆文库，发现非蓝藻 IC型 cbbL基因多样性

较高，表明厌氧光合作用的非蓝藻型自养微生物是

主要初级生产者，它们在南极贫营养的高海拔陆地

环境中有重要的生态作用。Elsaied等[36]通过克隆文

库技术研究了 3个深海热液口(Fryer、Pika和 Suiyo)

微生物群落的 RubisCO 大亚基编码基因 cbbL 的多

样性，结果表明古菌 cbbL 只存在于 Fryer 和 Pika

中。IA和 II型 RubisCO存在所有样品中，而 IB型

RubisCO 没有从任何样品中检测到。Fryer 和 Pika

样品中古菌 cbbL多样性最高，Pika样本中的 cbbL

进化多样性最高，但 Fryer 和 Pika 古菌 cbbL 文库

存在显著的差异。 

2.1.2  还原型三羧酸循环：还原型三羧酸循环是另

一种重要的CO2固定途径，该途径是 1966年 Evans

提出的存在于少数光合紫色细菌和绿硫细菌自养

固定 CO2的途径。在还原型三羧酸循环中丙酮酸:

铁氧化还原蛋白氧化还原酶 (Pyruvate:Ferredoxin 

oxidoreductase)、2-氧戊二酸:铁氧还原蛋白氧化还

原酶(2-Oxoglutarate:Ferredoxin oxidoreductase)和柠

檬酸裂解酶(Citrate lyase)是 3个最关键的酶，编码

基因分别为 porCDAB/nifJ、oorDABC和 aclAB。 

利用还原型三羧酸循环固定 CO2 的微生物类

群通常存在于厌氧与富含硫磺酸的极端环境中，如

深海热液喷口和热泉环境中，有关还原三羧酸循环

的功能基因研究集中于高温厌氧环境中，并且可能

与硫循环过程相关。Campbell 等[37]对深海热液口

样品中的 aclB、porA、oorA、nifJ等功能基因构建

克隆文库，发现深海热液口环境中 ε-变形菌

(Epsilon-Proteobacteria)是主要微生物类群，是利用

还原型三羧酸循环固定 CO2 的主要微生物类群。

Hall 等[38]对美国黄石公园一个热泉的微生物功能

类群进行了研究，通过对热泉样品中的 16S rRNA

基因和 aclB、cbbM 等功能基因构建克隆文库和

qPCR分析，发现了产水菌科(Aquificae)以及 α-变形

菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲(Alpha-、Beta-、

Gamma-Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、酸

杆菌门 (Acidobacteria)和异常球菌属 -栖热菌门

(Deinococcus-Thermus)等微生物类群。检测表明热泉

样品中存在还原型三羧酸循环的功能基因 aclB，进

化分析表明所有的 aclB 序列与 Sulfurihydrogenibium

相关。   

2.1.3  还原乙酰辅酶 A 途径：还原乙酰辅酶 A 途

径是在可利用氢的化能自养厌氧菌(产乙酸菌、硫酸

盐原菌和产甲烷菌等)中发现的 CO2 固定途径。还

原乙酰辅酶 A途径(Reductive acetyl-CoA pathway)

有两个分支，一个分支固定 CO2后通过一系列反应

生成甲基化合物；另一条分支固定 CO2以后生成羰

基化合物。一氧化碳脱氢酶(CODH)和乙酰辅酶 A

合成酶(ACS)是还原乙酰辅酶 A 途径中的关键酶，

编码这两种酶的功能基因分别为 acsA和 acsB。 

还原乙酰辅酶 A 过程中存在的一氧化碳脱氢

酶(CODH)对氧气非常敏感，因此该途径需要在严

格厌氧的条件下进行[39]。Gagen等[40]使用克隆文库

的方法对牛瘤胃和尤金袋鼠前胃中的还原乙酰辅

酶 A功能基因 acsB和 fhs进行研究，表明 acsB和

fhs序列都集中在产乙酸的毛螺菌科(Lachnospiraceae)
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和梭菌科(Clostridiaceae)之间。此外，两个生态系统

功能基因 acsB和 fhs的多样性差异表明了两个生态

系统产乙酸菌群落有显著差异。Li 等 [41]使用

GeoChip 技术研究了玉米根际微生物群落的结构和

代谢潜力，在根际土壤和非根际土壤中发现了

CODH基因、Pcc/Acc和 RubisCO基因，它们主要

存在于红假单胞菌属(Rhodopseudomonas)和斯塔普

氏菌属(Stappia)中，并且在根际土壤中相对信号强

度更高，表明根际土壤固定 CO2潜力更高。 

2.1.4  3-羟基丙酸双循环：3-羟基丙酸双循环

(3-Hydroxypropionate bicycle)是 1989 年由 Holo[42]

在 绿 色 非 硫 细 菌 绿 屈 挠 菌 科 (Chloroflexus 

aurantiacus)中首次发现，但一直到 2009 年才被

Zarzycki 和 Fuchs 等完全确立。由于该途径包含    

2 个循环过程，因此被称之为双循环。第 1 个循环

过程中，两分子的碳酸氢盐被固定形成乙醛酸盐；

在第 2个循环过程中乙醛酸盐和丙酰辅酶A歧化生

成乙酰辅酶 A和丙酮酸。3-羟基丙酸双循环过程中

包括 3 个关键的酶：丙二酰辅酶 A 还原酶

(Malonyl-CoA reductase)、丙酰辅酶 A 合成酶

(Propionyl-CoA synthase)和苹果酰辅酶 A/β-甲基苹

果酰辅酶 A/柠苹酰辅酶 A 裂解酶(Malyl-CoA/β- 

methylmalyl-CoA/citramalyl-CoA lyase)[43]。 

3-羟基丙酸双循环完全确立较晚，目前对于其

关键酶以及功能基因的研究相对仍然有待进一步

探索，而相较于卡尔文等循环的宏基因组研究则又

极少，目前已有研究主要针对丙酰辅酶 A/乙酰辅酶

A羧化酶(Propionyl-CoA/acetyl-CoA carboxylase)的

功能基因 Pcc/Acc开展。He等[44]利用高通量测序和

GeoChip 技术研究了雪松湾生态系统自然保护区土

壤微生物群落结构和功能对CO2浓度持续升高的响

应，在碳固定的功能变化过程中通过功能基因

Pcc/Acc 来鉴定 3-羟基丙酸双循环途径。结果表明

在 CO2增加的情况下，Pcc/Acc和 RubisCO基因的

信号强度随之增强。Diaz等[45]研究了来自巴哈马群

岛 3种差异明显的环境中鲕粒岩的微生物功能基因

多样性和代谢潜力，结果表明 3种环境中都检测出

了 Pcc/Acc和 RubisCO基因，并且 Pcc/Acc基因普

遍存在于研究的鲕粒岩种，丰度是 RubisCO的 3倍，

表明在鲕粒岩中 3-羟基丙酸双循环是主要的碳固

定方式。 

2.1.5  3-羟基丙酸循环/4-羟基丁酸循环：3-羟基丙

酸/4-羟基丁酸酯循环与 3-羟基丙酸循环存在一些

类似的中间产物，但涉及的酶在系统发育方面不相

关，且该循环存在于严格厌氧的环境中。已经发现

的 3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环存在于硫化叶菌目

(Sulfolobales)、勤奋金属球菌(Metallosphaera sedula)

等泉古菌以及一些奇古菌中，关键酶是乙酰辅酶

A/丙酰辅酶 A 羧化酶(Acetyl-CoA/propionyl-CoA 

carboxylase) 、 4- 羟 丁 酰 辅 酶 A 脱 氢 酶

(4-Hydroxybutyryl-CoA dehydratase)和丙二酰辅酶

A还原酶(Malonyl-CoA reductase)。 

目前针对 3-羟基丙酸循环/4-羟基丁酸循环的

微生物功能基因研究开展极少，已经报道的 3-羟基

丙酸/4-羟基丁酸循环功能基因主要包括 accA 和

hcd[46-47]。如 Bergauer 等[48]研究了热带大西洋中固

定 CO2的微生物情况，使用定量 PCR方法对 accA

和 amoA两个功能基因以及 16S rRNA基因进行调

查，结果发现从海洋亚表层到氧气最少区域的 accA

基因丰度增加，与古菌 amoA 丰度增加一致，说明

黑暗条件下的CO2固定途径可能在海洋微生物中广

泛存在。4-羟基丁酸辅酶 A脱水酶是自养型奇古菌

中由功能基因 hcd编码的一种关键的功能酶，Offre

等[49]利用 qPCR和 DGGE技术对江口、深海及 2个

农业土壤(乙炔处理土壤和未经乙炔处理土壤)中的

hcd基因进行研究，调查了利用 3-羟基丙酸/4-羟基

丁酸循环自养奇古菌的多样性和丰度，结果发现硝

化反应随 hcd基因丰度的增加而增加，另外硝化反

应受乙炔抑制，证明了土壤中利用 3-羟基丙酸/4-

羟基丁酸循环的奇古菌是自养氨氧化菌。 

2.2  微生物群落中甲烷代谢功能基因研究 

甲烷代谢分为甲烷合成和甲烷氧化两类，甲烷

代谢的关键酶和功能基因如表 3所示。 
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表 3  微生物代谢甲烷的关键酶和功能基因 
Table 3  Key enzymes and functional genes of methane 

metabolism 
甲烷代谢 

Methane 
metabolism 

关键酶 

Key enzyme 

功能基因 

Functional 
gene 

甲烷生成 

Methanogenesis 

I型甲基辅酶M还原酶 mcrA 

II型甲基辅酶M还原酶 mrtA 

甲烷氧化 

Methane oxidation 

颗粒性甲烷单加氧酶 pmoA 

可溶性甲烷单加氧酶 mmoX 

 
2.2.1  甲烷生成：自然界的产甲烷过程由严格厌氧

的产甲烷古菌完成，已发现的产甲烷菌均属于广古

门菌门(Euryarchaeota)。已知的产甲烷菌分为 7 个

目：甲烷杆菌目(Methanobacteriales)、甲烷球菌目

(Methanococcales)、甲烷微菌目(Methanomicrobiales)、

甲烷八叠球菌目(Methanosarcinales)、甲烷火球菌目

(Methanopyrales)、甲烷胞菌目(Methanocellales)和

Methanoplasmatales。产甲烷古菌可将 CO2、H2和乙

酸及一些甲基型物质如甲酸、甲醇和甲胺等物质经

历水解、酸化、产乙酸等过程之后最终产生甲烷。

产甲烷过程的关键酶是甲基辅酶 M 还原酶 MCR 

(Methyl coenzyme M reductase)。MCR包含MCR-I

和MCR-II两种形式，分别由 mcrBDCGA操纵子和

mrtBDGA 操纵子编码，其中 MCR-I 存在于所有的

产甲烷菌中；而 MCR-II 仅存在于甲烷球菌目

(Methanococcales)和甲烷杆菌目(Methanobacteriales)

中[50-51]。MCR 有一定保守性，而且至今为止没有

发现MCR的水平基因转移，mcrA可作为功能基因

来检测特定环境中产甲烷菌的多样性[52-53]。 

目前在泥炭地、垃圾填埋场、水稻田及牛的瘤

胃等环境中都已经通过功能基因 mcrA 检测出多样

性较高的产甲烷古菌类群。Galand等[54]通过对 3个

不同泥炭地生态系统中产甲烷功能基因 mcrA 的多

样性研究，探究了产甲烷古菌群落的多样性，结果

表明中富营养型沼泽地CO2还原型产甲烷菌的比例

最低，而贫营养沼泽地中该类产甲烷菌最丰富。

Luton 等[53]构建了英国埃塞克斯和萨默塞特垃圾填

埋场 mcrA 功能基因的克隆文库，结果表明产甲烷

菌群多样性远远高于之前的估计。Seo 等[55]使用分

子生物学手段基于 mcrA、pmoA和一些反硝化功能

基因获得了稻田土壤中产甲烷菌和甲烷氧化菌及

反硝化细菌的群落构成，结果表明甲烷氧化菌对氧

气浓度和土壤理化性质比较敏感，在土壤表层附近

氧气浓度高的地方丰度最高。Denman 等[56]研究了

氯溴甲烷处理对牛瘤胃甲烷产生菌多样性的影响，

分析了氯溴甲烷处理组牛瘤胃和控制组牛瘤胃的

mcrA 数量及多样性，结果表明甲烷短杆菌

(Methanobrevibacter)是牛瘤胃中最主要的产甲烷

菌，氯溴甲烷可干扰牛瘤胃中产甲烷菌群落构成而

使牛瘤胃中甲烷排放减少。 

2.2.2  甲烷氧化：甲烷氧化菌对于调节全球气候变暖

有潜在作用，目前已知的好氧甲烷氧化菌主要来自变

形菌门(Proteobacteria)和疣微菌门(Verrucomicrobia)。

疣微菌门中的甲烷氧化菌主要分布在一些嗜热嗜酸

的极端环境中[57]；变形菌根据碳同化方式、磷脂脂

肪酸及膜结构的不同分为 I 型和 II 型两种类型[58]。

好氧甲烷氧化菌的分类如表 4所示。 

 
表 4  好氧甲烷氧化菌分类[59-60] 

Table 4  Aerobic methanotrophs classification[59-60] 
门 

Phylum 

纲 

Class 

科 

Family 

属 

Genus 

变形菌门 

Proteobacteria 

γ- 
Proteobacteria
(Ⅰ型甲烷 

氧化菌) 

Methylococcaceae 
(甲基球菌科) 

Methylobacter 
Methylomicrobium
Methylomonas 
Methylosarcina 
Methylococcus 
Methylocaldum 
Methylosphaera 
Methylosoma 
Methylomarinum
Methylovulum 
Methyogaea 
Methylothermus 
Methylohalobium
Crenothrix 
Clonothrix 

α- 
Proteobacteria
(Ⅱ型甲烷 

氧化菌) 

Methylocystaceae 
(甲基孢囊菌科) 

Beijerinckiaceae 
(拜叶林克 

氏菌科) 

Methylocystis 
Methylosinus 
Methylocapsa 
Methylocella 
Methyloferula 

疣微菌门 

Verrucomicrobia

 Methylacidiphilum 
(属) 
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甲烷单加氧酶(Methane monooxygenase)是甲烷

氧化过程最关键的酶，分为两种类型：颗粒甲烷单

加氧酶 pMMO (Particulate methane monooxygenase)

和可溶性甲烷单加氧酶 sMMO (Soluble methane 

monooxygenase)。几乎所有已知甲烷氧化菌体内都

存在 pMMO，而 sMMO通常存在于绝大多数 II型

甲烷氧化菌和甲基暖菌属(Methylocaldum)中[61]。编

码 pMMO蛋白 β亚基的 pmoA基因目前已被广泛应

用于检测环境样品中甲烷氧化菌群。此外，mmoX

编码 sMMO的 α亚基，在检测环境中 Methylocella

和 Methyloferula 丰富的样品时具有比较重要的作 

用[62]，因为在这两种甲烷氧化菌中不含 pMMO，因

此选择 mmoX来检测环境中的这两类甲烷氧化菌。 

对于甲烷氧化菌群的功能基因研究集中在水

稻田、泥炭地、湿地、垃圾填埋场、石油和煤丰富

的地区等环境中。Gupta 等[63]通过基于 pmoA 和

mmoX两种功能基因的DGGE结果结合稳定同位素

的方法研究了北美两个理化性质差异较大的泥炭

地之间甲烷氧化菌群落多样性，结果表明两地甲烷

氧化菌群落进化多样性存在差异，但甲烷氧化速率

无明显的差异。Yun 等[64]对三江湿地中分别种植   

3 种不同植物的沼泽土壤的甲烷氧化菌丰度和多样

性进行了研究，通过 Sanger 测序、焦磷酸测序及

qPCR 等技术分析了土壤样品中的 16S rRNA 基因

和 pmoA基因，结果表明毛苔草湿地土壤中的 pmoA

基因丰度最高，乌拉苔草湿地土壤次之，小叶章湿

地土壤最少。Kong等[65]对不同三氯乙烯(TCE)浓度

作用下的垃圾填埋覆盖土(LCS)和废物处理生物覆

盖土(WBS)的甲烷氧化能力和 TCE 降解效率进行

了研究，并通过功能基因 pmoA和 mmoX获得了两

类土壤中甲烷氧化菌的多样性和丰度。结果发现甲

基暖菌(Methylocaldum)和甲基杆菌(Methylobacter)

是WBS中的主要物种，而 II型甲烷氧化菌甲基孢

囊菌(Methylocystis)是 LCS中主要物种，且WBS的

pmoA丰度比 LCS高，WBS中甲烷氧化活性和 TCE

降解率比 LCS更高。 

2.3  微生物群落中碳降解功能基因的研究 

微生物作为生态系统食物网中的分解者，能够

分泌多种酶降解动植物残体及其它存在的有机物，

如一些天然多聚物淀粉、半纤维素、纤维素、木质

素等(表 5)。这些天然多聚物汇集了自然界中大量的

碳元素，除淀粉之外的几类都属于难降解的有机

物。微生物将这些物质中储存的碳进行转化与迁

移，进而加速碳元素的生物地化循环。微生物分解

作用对于碳循环有重要的促进作用，对于难降解有

机质的生物降解不仅有重要的生态学意义[66]，也具

有广泛的实际应用价值[67]。 

2.3.1  淀粉：淀粉是一种高分子的葡萄糖聚合物，

包括直链淀粉和支链淀粉两种形态。淀粉水解酶主

要包括 α-淀粉酶、β-淀粉酶、葡糖糖化酶、α-葡糖

苷酶、异淀粉酶、支链淀粉酶和环糊精糖基转移酶

等，这些酶不仅存在于植物中，在微生物中也被  

检出[68-69]。 

目前有关淀粉的微生物降解多集中于工业微

生物的研究中，而有关自然环境中淀粉降解的群落

微生物功能基因的研究报道在基因芯片技术方向

应用较多。Yang等[70]通过 GeoChip 4.0技术研究了

青藏高原高山草甸沿海拔梯度微生物群落基因多

样性的变化情况，结果发现碳循环中与淀粉降解相

关的异支链淀粉酶和外切葡聚糖酶功能基因在高

海拔地区丰度更加高。Paula等[71]利用 GeoChip 4.0

研究了土地使用方式变化对亚马逊雨林土壤中微

生物功能多样性的影响，发现与淀粉降解相关的两

类基因——支链淀粉酶基因和异支链淀粉酶基因，

表明牧场与森林相比不稳定的碳化合物相对更加

丰富。Eisenlord等[72]利用 GeoChip 4.0技术研究了

氮沉降减缓森林生态系统碳循环和增强碳储存中

微生物的介导机制，结果发现氮沉降显著减少了淀

粉等碳化合物解聚基因的多样性和丰度。 

2.3.2  纤维素：纤维素结构复杂，其降解主要通过

内切葡聚糖酶(EG)、外切纤维素酶(CBH)和 β-葡糖

苷酶(BG)这 3种酶的协同作用实现[73]。外切酶可以

水解纤维素结晶区，(CBH I)从纤维素链的还原端或  



1684 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.7 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 5  几种天然碳化合物和关键酶 
Table 5  Several carbon compounds and key enzymes 

天然碳化合物 

Carbon compounds 

结构 

Construction 

关键酶 

Key enzymes 

淀粉 

Starch 

葡糖糖残基通过 α-1,4-糖苷键首尾相连形成；支链通过 α-1,6-糖苷

键连接形成的多聚体 

α-淀粉酶 

β-淀粉酶 

葡糖糖化酶 

α-葡糖苷酶 

异淀粉酶 

支链淀粉酶 

环糊精糖基转移酶 

半纤维素 

Hemicellulose 

由木糖、阿拉伯糖和半乳糖连接形成的不均一的多聚糖 木聚糖酶 

β-甘露糖酶 

α-L-阿拉伯糖苷酶 

α-D-葡萄糖苷酸酶 

β-木糖苷酶 

纤维素 

Cellulose 

葡萄糖通过 β-1,4-糖苷键连接而形成的均聚物 内切葡聚糖酶 

外切纤维素酶 

β-葡糖苷酶 

几丁质 

Chitin 

由 N-乙酰-α-氨基葡糖胺通过 β-1,4-糖苷键连接形成的多聚体 外切几丁质酶 

内切几丁质酶 

木质素 

Lignin 

苯丙烷通过醚键或碳碳单键连接而成的三维网状结构 木质素过氧化物酶 

锰过氧化物酶 

漆酶 

 
 

(CBH II) 非还原端开始持续水解，释放纤维二糖；

内切葡聚糖主要作用于纤维素的非结晶区，随机水

解纤维素链中的糖苷键，把纤维素长链切断，转化

成大量不同聚合度的纤维素短链，降低纤维素分子

聚合度，使可供外切酶作用的纤维素链末端数增

加；β-葡萄糖苷酶则主要水解纤维二糖和可溶性纤

维寡糖，最终将纤维素转化为可利用的葡萄糖[74]。 

目前报道的纤维素降解菌主要包括真菌[木霉

属 (Trichoderma)、青霉属 (Penicillium)、曲霉属

(Aspergillus)、白腐菌(White rot fungi)等]和细菌[纤

维杆菌属(Fibrobacter)、纤维单胞属(Cellulomonas)

等]两大类[75]。纤维素降解菌存在于堆肥、反刍动

物瘤胃、家蚕肠道、白蚁肠道及一些厌氧反应器。

Štursová等[76]利用真菌 ITS基因和纤维素降解基因

cbhI研究了欧洲云杉森林生态系统土壤中的纤维素

降解真菌群落的多样性，结果表明大部分纤维素降

解真菌都属于子囊菌门(Ascomycota)。可降解纤维

素的担子菌门(Basidiomycota)主要是毛孢子菌属

(Trichosporon) 和 隐 球 菌 属 (Cryptococcus) 。

Voříšková 等[77]利用真菌 ITS 和外切纤维素酶 cbhI

基因研究了以无梗花栎为优势树种的温带森林的

真菌群落在 24 个月里对森林凋落物的降解情况，

担子菌门(Basidiomycota)尤其是酵母的相对丰度随

着时间的增加而增加。 

2.3.3  半纤维素：半纤维素与纤维素通常连在一

起，构成植物细胞壁，不可溶且水解过程缓慢，其

降解需要多种酶的联合作用。已经发现的半纤维素

和纤维素的微生物降解途径可分为 3 种：(1) 好氧

微生物分泌不同胞外酶协同降解半纤维素，这些酶

将半纤维素多聚物完全降解成单糖或二糖而被周

围微生物利用； (2) 厌氧细菌如梭状芽胞杆菌

(Clostridia)通过酶复合体——纤维小体来降解纤维
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素和半纤维素； (3) 在好氧微生物 (Cytophaga 

hutchinsonii)和厌氧微生物(Fibrobacter succinogenes)

中通过细胞结合型非复合体来降解半纤维素和纤

维素[78]。 

半纤维素的降解酶主要包括木聚糖酶、β-甘露

糖酶、α-L-阿拉伯糖苷酶、α-D-葡萄糖苷酸酶、β-

木糖苷酶及一些半纤维素酯酶等[79-80]。木聚糖酶是

最主要的半纤维素降解酶，在很多环境中已被发

现，Wang 等[81]通过针对 GH10 和 GH11 木聚糖酶

基因克隆文库对泰山高山冻土的木聚糖酶基因的

多样性进行研究，结果表明即使在高山冻土中木聚

糖酶基因依然有非常高的多样性。Hayashi 等[82]通

过对人体肠道中 5种编码木聚糖酶的基因 xyn10A、

xyn10B、xyn10C、xyn10D和 xyn10E进行克隆文库

研究，证明了人体肠道中木聚糖酶的多样性很高，

肠道中不仅存在已被鉴定过的木聚糖酶，也有新的

木聚糖酶 Xyn10A被发现。 

2.3.4  几丁质：几丁质是自然界产量次于纤维素的

有机聚合物，是一种没有分支的链状 β-1,4-N-乙酰

葡糖胺多聚物，主要存在于虾、蟹等甲壳纲动物外

壳以及真菌和藻类细胞壁中。几丁质主要分为三

类：α-、β-、γ-几丁质[83]。几丁质降解酶根据作用

位点的不同可分为外切几丁质酶和内切几丁质酶

两类，而外切几丁质酶又进一步分为壳二糖酶和乙

酰葡萄糖胺糖苷酶[84]。 

主要的细菌几丁质降解酶属于 GH18，并且又

被分为 ChiA、ChiB 和 ChiC 三个种类[85]。ChiA 被

广泛应用于研究陆地系统和水系统中几丁质水解

微生物的多样性及分布。目前有关几丁质水解微生

物酶和功能基因多样性的研究已经在多种环境中

开展，Lian等[86]设计了针对几丁质酶基因 GH18的

ChiA的特异性引物，联合 RFLP技术研究了太平洋

多金属结核区的几丁质酶和几丁质降解微生物多

样性，结果发现了 18 个几丁质酶基因且大部分编

码的水解酶与沙雷氏菌属(Serratia)相关。Xiao等[87]

通过 PCR 和 RFLP 等分子技术对南极洲 Ardley 岛

湖底沉积岩的几丁质酶降解基因进行研究，结果发

现几丁质酶降解基因丰度与湖底磷和总有机碳相

关，几丁质降解酶基因拷贝数目和湖中企鹅粪便数

量相关。Metcalfe等[88]通过几丁质水解酶基因 ChiA

来探究石灰与处理过的活性污泥施用下的高山草

场几丁质水解细菌群落多样性，结果表明污泥应用

增加几丁质水解酶活性，但却降低了其多样性，进

一步分析表明放线菌门(Actinobacteria)在几丁质降

解功能中起主要作用。 

2.3.5  木质素：木质素是植物的重要成分，也是最

难降解的天然多聚物之一。木质素是一类具有三维

网状结构的苯丙烷多聚物，由几种不同的碳碳单键

或者醚键连接大量苯丙烷形成。在自然界中存在  

3 种基本结构：愈创木基型、紫丁香基型和对羟基

苯基型结构。木质素不易水解，易通过氧化方式降

解，主要涉及 3种酶：木质素过氧化物酶(LiP)、锰

过氧化物酶(MnP)和漆酶(LA)[89-90]。 

木质素的降解依赖细菌群落和真菌群落的协

同作用，但研究表明真菌起主要作用，真菌中的

担 子 菌 门如黄孢原 毛平革菌 (Phanerochaete 

chrysosporium)、云芝(Coliorus versicolor)、脉射菌

(Phlebia radiate)和杏鲍菇(Pleurotus eryngii)等白腐

真菌可降解木质素[91]。木质素降解功能基因的研究

也已经得到应用，Stuardo 等[92]为了检测木腐菌丰

富土壤中的木质素降解菌，利用 PCR和克隆文库手

段研究木腐菌丰富土壤系统中的木质素过氧化物

酶基因 lip 和锰过氧化物酶基因 mnp，结果表明这

种分子技术适合用来检测土壤中模式生物的木质

素降解基因存在及表达差异，但并不适合研究木质

素降解或者检测新 lip 和 mnp 基因。Su 等[93]利用

454焦磷酸测序和 GeoChip 4.0技术研究了 22年使

用不同化肥处理的水稻田土壤中微生物群落成分

和功能结构的变化，发现木质素降解功能基因丰度

不随化学施肥变化，而木质素可能在维持土壤碳稳

定性方面有重要作用。Zhang等[94]通过高通量测序

和GeoChip技术研究了自然成熟林和自然次生林的

土壤微生物多样性和代谢潜力，发现与木质素及其

它一些碳化合物降解相关的基因信号强度在次生
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林中比自然成熟林显著高，表明了在两种森林生态

系统中土壤微生物代谢能力存在显著差异。 

3  结论与展望 

微生物群落对碳循环的响应和反馈是近年来

生态学研究的热点问题之一，微生物不同的代谢途

径和生物周转过程影响了碳的生物地球化学循环

过程。微生物群落的作用会对环境中有机物质转化

分解和积累造成直接影响，从而影响土壤肥力的发

展和演化；微生物群落对环境因子的响应甚至会对

全球范围碳循环、温室气体的排放及气候变化产生

影响。因此碳循环过程的微生物调控机制、碳循环

功能微生物类群对环境因子响应与反馈机制、碳元

素与其它元素耦合循环的微生物联动机制以及功

能微生物类群的种间关系等，都将是未来碳循环研

究的重要内容[95]。 

通过宏基因组学技术如 DNA 分子指纹图谱、

qPCR、基因芯片和高通量测序等技术进行的碳循环

功能基因分子生态学研究进展迅速，极大地扩展研

究者们对微生物功能多样性以及物种多样性的了

解，成为微生物群落研究的高效工具。碳循环功能

基因的分子生态学研究揭示了环境中参与碳循环的

微生物功能类群的多样性及物种和环境因子之间的

相互作用关系，为进一步深入探究碳循环中微生物

调控机制奠定了基础。但基于碳循环过程中不同功

能基因的分子生态学研究进展并不一致，如产甲烷

过程和甲烷氧化过程中微生物功能类群研究较多，

功能基因研究较为成熟；而碳降解过程中由于酶系

繁杂，很多化合物降解酶系的关键功能基因尚未清

楚和统一；碳固定过程中因不同途径完全确立的时

间不同，因此研究程度也有所差别，卡尔文循环、

还原乙酰辅酶 A 途径及还原三羧酸循环发现较早，

因而关键酶及编码基因研究较丰富和成熟，而另外 

3种碳固定途径因发现时间较晚，酶和相关基因研究

并不完善。未来有关碳循环过程的功能基因分子生

态学研究仍然依赖于更精确分子工具的发展。 

近年来以高通量测序和基因芯片为代表的宏

基因组学技术得到了广泛应用，同转录组学、蛋白

组学和代谢组学一起，实现了单一过程向微生物群

落水平研究的转变，从而使得科学家可以在更高更

复杂的整体水平研究微生物群落的系统功能[95]。但

高通量测序同时也带来一些问题，如海量数据的分

析[9]、测序数据的真伪辨识、基于 16S rRNA 基因

的物种分辨问题及其只能鉴定物种而无法直接鉴

定微生物功能等问题都制约了碳循环微生物群落

研究的发展。相比较而言，若针对微生物功能基因

宏基因组进行研究，则目的明确，能够大幅减少测

序数据量以及数据分析的工作量，且可直接鉴定环

境中微生物群落的功能。因而未来碳循环微生物驱

动机制的宏基因组学研究的核心问题将是由大规

模海量测序转向功能导向的微生物组学研究。 
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