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一个甲烷氧化菌株的分离、鉴定及其特性研究 
王晓丽  于建国*

(华东理工大学化学工程联合国家重点实验室  上海  200237) 

 
 

摘  要: 实验室自行设计方案分离多株以甲烷为唯一碳源的菌株, 对其中的 1株QJ16进行了研究, 
根据该菌株形态特征与 16S rDNA序列的同源性分析, 证实该菌株是一个与其最近的甲基单胞菌

属各成员都不相同的菌株。对该菌株的培养条件和利用甲烷的特性进行研究结果表明, 氮源以氯

化铵和硝酸钾共同作用最好, 碳源以甲烷最佳, 最佳生长温度为 30 , ℃ 最佳生长pH为 6∼7; 在批

式实验时菌株利用甲烷的最适pH为 6.5 左右, 微量元素Cu2+的浓度为 15 μmol/ L。 
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Abstract: Strain QJ16, one of some methanotrophic bacteria isolated from soil samples utilizing the separate 
device designed by our laboratory; was studied in detail and identified as one of the Genus methylomonas 
through 16S rDNA sequencing and comparison. The culturing and reaction conditions for methane utiliza-
tion of this strain were investigated. The results indicated that the optimal conditions for the growth of strain 
QJ16 were methane gas as carbon source and the coexistence of NH4Cl and KNO3 as nitrogen source,  
the cultivation temperature of 30  and m℃ edium initial pH 6∼7, and the optimal Cu2+ concentration of  
15 μmol/L. 
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甲烷氧化菌是一类以甲烷为唯一碳源和能源的

微生物, 它的典型特征是利用本身含有的甲烷单氧
酶(MMO)氧化甲烷使其转化成甲醇、甲酸等物质 , 
因而具有潜在的工业应用价值; 在生态和环境方面, 
甲烷氧化菌不但对全球甲烷的消耗起着重要作用而

且还能降解污水中的三氯甲烷、三氯乙烯等有毒卤

代烃和多环芳烃[1,2], 因此对于甲烷氧化菌种的研究

已经越来越引起人们的重视。 
研究发现甲烷氧化菌广泛分布于水田、湖泊、

沼泽、森林以及许多极端环境[3−7]中, 但该菌种的筛
选分离过程繁琐等问题又阻碍其应用, 因此对高效
能、易培养的甲烷氧化菌种的分离以及应用成为了

关注的课题之一。本文报道在上海某河底淤泥中筛

选出 1 株具有较高转化甲烷性能的菌株, 并对其进
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行分子生物学鉴定、生理生化以及转化条件等进行

初步研究, 为进一步对甲烷氧化细菌的遗传改良和
工业生产的应用打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品 
采集上海某河底淤泥等土壤样品。 

1.2  选择性培养基的配制 
培养基成分(g/L)：NH4Cl 0.50; K2HPO4 0.49; 

KH2PO4·7H2O 0.40; MgSO4·7H2O 0.30; CaCl2·7H2O 
0.02; KNO3 1.6; NaCl 0.3; EDTA 0.02; FeSO4·7H2O 
0.004; CuSO4·5H2O 0.0013; MnSO4·H2O 0.0004; 
ZnSO4·7H2O 0.00034; NaMoO4·2H2O 0.00024; 琼脂 

15; pH 6.8。配制方法详见文献[5]。 

甲烷气体购于上海雷兹创益有限公司, 纯度为

99%。 

1.3  分离方法 
各取样品 2 g溶于 20 mL水后过滤, 取其 3 mL

接种于装有已灭菌的 30 mL分离培养基的 120 mL的

血清瓶中, 用异丁基胶塞密封, 同时用注射器置换

入 30 mL的甲烷, 然后置于 32℃, 180 r/min摇床培养

7 d～10 d直至培养液混浊, 取 5 mL培养液接种于培

养基中在相同条件下培养 7 d～10 d, 如此重复 3次。

取 1 mL的培养液按 10 倍稀释法将其稀释成 10−3、

10−4和 10−5的稀释度, 各取 0.2 mL菌液在平板上涂

布, 将平板放入真空干燥器后密封, 置换入经过滤

的甲烷和空气(1：1, V/V)混合气体, 在 32℃下培养 7 

d～10 d, 挑取各个单菌落分别放入混合气体(甲烷

和空气)和仅有空气的真空干燥器中进行对照培养, 

保留在混合气体中生长良好而在空气中不生长的菌

落进行实验。 

1.4  菌种鉴定 
1.4.1  形态观察：分离的单菌落在无碳无机盐培养

基中培养 7 d, 经革兰氏染色后, 用 NIKON-E200显

微镜观察细胞形态。 

1.4.2  16S rDNA 的测序与系统发育树的构建：以

基因组 DNA 为模板 PCR 扩增 16S rDNA 的基因, 

按文献[7]设计扩增引物(上海生工)：F27(5′-AGAG 

TTTGATCATGGCTCAG-3′)和 R1492(5′-TAGGGTT 

ACCTTGTTACGACTT-3′)。 

PCR 体系选用 25 μL 反应体系：10×PCR 反应

缓冲液 2.5 μL(成分：100 mmol/L Tris-Cl, 500 mmol/L 

KCl, 15 mmol/L MgCl2, 1.315 mg/mL BSA, 0.01% 
Gelatin, pH8.4); 基因组DNA(10 μg/mL) 2 μL; Taq酶
(5 U/μL) 0.2 μL; dNTPs (各 2.5 mmol/L)1 μL; 引物
(5 μmol/L)1 μL; ddH2O补足体积。样品在PTC-200
扩增仪上进行扩增, 94℃预变性 5 min; 94℃ 30 s,  
57℃ 1 s, 72℃ 1 min, 35个循环; 72℃ 延伸 10 min; 
4℃保存。PCR扩增产物用 1.5%含EB的琼脂糖凝胶
电泳分离, 凝胶成像系统观察并照相。PCR产物用
UNIQ-10(上海生工)柱式纯化试剂盒纯化 , 纯化产
物在ABI310 型自动测序仪(Perkin Elmers)上进行测
序。 

根据获得 16S rDNA序列在GenBank中进行
Blast搜索同源序列 , 并以ClusterX软件进行多重序
列比对。通过MEGA 4.0 等软件 , 以邻接法
(Neighbour-Joining)建立系统进化树Bootstrap置信
值[8]估算重复次数 1000次。 

1.5  菌株的生理生化实验 
实验装置为通过真空三通活塞连接储气瓶、真

空泵、精密压力表的密封的三角烧瓶, 按 107 个/mL～
108 个/mL的接种量配置菌悬液, 将 30 mL菌悬液置
于 100 mL的三角烧瓶中, 通过真空泵置换经除菌净
化的甲烷和空气(1: 1, V/V)的混和气体, 控制压力在
0.1 MPa, 通气完毕关闭活塞, 置于摇床培养。实验
设 3 次重复, 用 7230G分光光度计测培养液OD560

值。实验分别从不同温度、pH、碳源和氮源等方面
探讨菌株的生长条件。 

1.6  菌株利用甲烷能力的测定 
实验装置同 1.5 部分, 充入甲烷气体后控制压

力在 0.1 MPa, 培养后 ,  充入氮气抵消产生的负 
压[9]。实验探讨了不同的pH值和Cu2+对菌株利用甲

烷能力的影响。 
甲烷用GC-950型气相色谱仪检测, 外标法定量

甲烷的浓度。色谱条件为：SE-54 弹性石英毛细管
柱 (25 m×0.25 mm), 载气N2, 检测器FID, 分流进
样。进样器和检测器温度分别控制在 180℃和 200℃, 
柱温 60℃, 进样体积 0.1 mL。 

2  结果 

2.1  菌株 QJ16 的鉴定 
2.1.1  形态特征：本实验通过富集、分离以及纯化

等几步的重复培养, 得到利用甲烷的培养物, 根据
形态特征和 16S rDNA测序, 将其中的 1株命名为菌
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株 QJ16。平板上培养 7 d后, 菌株 QJ16的单菌落颜
色呈圆形微突状、棕黄色; 光学显微镜下观察, 细胞
的形态如图 1所示, 菌体的直径在 0.5 μm~1 μm左
右, 细胞棒杆状或略弯; 革兰氏染色呈阴性。 

 

 
 

图 1  甲烷氧化菌株 QJ16 的细胞形态图(×1260) 
Fig. 1  The morphology of cells of strain QJ16 
 
2.1.2  16S rDNA 碱基序列与系统发育树：分离菌

株的 16S rDNA碱基长度为 1000 bp。GenBank的登
录号为 EF186089。将菌株的 16S rDNA碱基的全序
列输入 GenBank 核酸序列数据库进行比较, 发现与
甲基单胞菌属 10 个菌株的同源性在 93％~94％, 将
与菌株 QJ16 同源性最高的菌株序列构建系统发育
树。由图 2 的系统发育树可见, 这些同源性序列分
为 4 个不同的分支, 菌株 QJ16 与 Methylomonas 位
同于一个分支, 并且这个分支的支持率达到 90％, 
而其它的 3 个属可以作为外群, 通过此系统发育树
看出, 菌株QJ16定位于Methylomonas属, 所以从这
个聚类关系可以判断, 菌株QJ16属于Methylomonas
的一个种。 

2.2  生理生化特性 
2.2.1  菌株的生长曲线：通过菌株的培养实验表明, 
该菌株的最适生长温度为 30℃, 最佳生长 pH 值为
6∼7。 

将菌株接种于灭过菌的培养基中, 充入甲烷和
空气的混合气体, 间隔 8 h∼12 h取样, 用分光光度
计在波长 560 nm处检测菌悬液的吸光度, 结果如图
3。从生长曲线可以看出, 此菌株生长较慢, 这有可
能是因为菌株生长利用的碳源是甲烷, 而常压下甲
烷在水溶液中的溶解度很低所致 [ 1 0 ] ,  该菌株在 
150 h∼200 h 是指数生长期, 稳定期持续时间较长, 
大约在 50 h左右, 此后菌株的生长呈现衰亡。 

 
 

图 2 基于 16S rDNA 序列的甲烷氧化菌属的系统进化树 
Fig. 2  Phylogenetic tree based on 1000 bp-fragment of 16S 
rDNA sequences 
 

 
 

图3  菌株QJ16的生长曲线 
Fig. 3  The growth curve of the strain QJ16 
 
2.2.2  碳源实验：碳是构成微生物细胞和代谢产物

中碳架来源的重要的营养物质。本实验比较了几种

比较常见的碳源对菌体生长量的影响, 在基础培养
基中将葡萄糖、淀粉、甲醇、甲烷、蛋白胨作碳源, 
结果见图 4。从图中可见该菌株在葡萄糖、淀粉和
蛋白胨等作为唯一碳源时近似于不生长(菌种的生
长量很少); 而在甲烷和甲醇作为碳源时明显生长 , 
在实验过程中观察到以甲醇作为碳源的培养物比甲

烷为碳源的浑浊速度要快, 但最终结果是以甲烷为
碳源的培养物生长量更大, 这也许与菌株长时间在
一定浓度甲醇环境中受到毒害作用有关。 
2.2.3  氮源实验：实验选择了CO(NH2)2、NH4Cl、
(NH4)2SO4、(NH4)2CO3 、NH4Cl＋KNO3做单因子氮

源实验, 在进行氮源实验前, 对所用接种液进行离
心和洗涤 , 以避免接种液携带的氮源物质的影响 , 
结果见图 4。由图可见在尿素和碳酸铵为氮源时菌
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株生长量很少或不生长, 而在氯化铵和硝酸钾共同
作用时生长量最大, 这说明该菌株能同时利用铵态
氮和硝态氮, 这两种氮源对菌株的生长过程中有一
定的促进作用。 

 

 
 

图 4  碳源、氮源对菌株生长的影响 
Fig. 4  Effects of carbon sources, nitrogen sources on 
growth of the strain  
注: Potassium nitrate*: 硝酸钾和氯化铵共同作为氮源 

 
2.3  菌株利用甲烷的能力 

菌株生长的最适 pH 范围为 6~7, 在 pH6.46 时
菌株转化甲烷的能力最大。菌株的生长和转化甲烷

的能力对碱性环境较敏感, 若培养基显碱性或弱碱
性, 则菌株生长缓慢, pH8.44 时菌株已经基本不生
长, 这说明该菌株是一个喜酸性环境的生物体。 

微量元素Cu2+的浓度直接影响到甲烷单加氧酶

的活性, 因而对于甲烷氧化菌利用甲烷的能力具有
较大的影响[11,12]。本实验选择不同Cu2+浓度的培养

基检测菌株对甲烷利用的结果如图 5。由结果可见, 
当Cu2+在低时菌株利用甲烷的能力随着浓度增大而

增加, 15 μmol/L时对甲烷的利用率最大, 此后菌株
的甲烷利用能力呈现下降趋势 ,  但C u 2 +浓度在 

 

 
 
图5  Cu2+浓度对甲烷利用的影响 
Fig. 5  Effect of the concentration of Cu2+ on the methane 
utilization 

15 μmol/L∼25 μmol/L 之间 , 甲烷的利用率都在 
70％以上。 

3  讨论 

近些年来, 人们利用分子生物学的手段在自然
环境中发现了大量甲烷氧化菌的存在, 但是其中有
很大部分是不可培养物[13], 而为了利用甲烷单加氧
酶转化甲烷, 获得甲烷氧化菌的纯培养物是必须的
前提, 但是分离和保存甲烷氧化菌种却非常困难。
本研究在总结前人研究的基础上对实验方法和设备

等进行简化和改进, 总结分离过程必须要满足以下
3点：第一, 样品地点务必要选择甲烷气体富集的地
点, 由于好氧性甲烷氧化菌的存在必须要在甲烷和
氧气同时存在的环境中 , 因此样品的选择尤其重
要。研究者已经从污染的水域中筛选分离出多株甲

烷氧化菌的纯培养物[14,15]。本实验的样品是在上海

市内河道的淤泥(有沼气产生); 第二 , 整个富集分
离过程中, 样品始终在甲烷和空气的混合气里培养, 
由于甲烷氧化菌分为好氧、厌氧和兼性几类, 而本
研究的目的是为了获得能催化氧化甲烷的菌种, 因
此分离过程在好氧环境中进行; 第三, 最后在筛选
菌种时选择无甲烷存在的培养物作为对照[16]。这样

基本上克服了甲烷氧化菌的筛选分离过程繁琐和不

确定性, 并且实验的重复性高, 分离过程简便。 
本实验得到的菌株QJ16 在固体培养基上的生

长特征、形态变化以及温度适应性、pH值范围等方
面与宁治中[17]从油田样品中分离得到的甲基单胞菌

(Methylomons)相似 , 王福来等 [10]分离的Methylo- 
mons Z201在碳氮源利用、温度、pH值等方面也与
此菌株相似。通过 16S rDNA等分子生物学手段的鉴
定可以初步判断此菌种属于甲基单胞菌(Methy- lo-
mons)属, 且有可能为新种。本文对菌株QJ16的生理
生化特征进行实验, 对其碳源、氮源、温度、pH以
及Cu2+等进行优化培养, 结果表明, 以氯化铵和硝
酸钾为共同氮源生长最好, 碳源以甲烷最佳, 最适
生长温度为 30℃, 最适生长pH为 6∼7; 在批式实验
时菌株利用甲烷的最适pH为 6.5 左右 , 微量元素
Cu2+的浓度为 15 μmol/L。在以上条件下培养的QJ16
菌株悬浮液转化甲烷的能力 70%以上 , 国内有研 
究 [ 1 8 − 2 0 ]发现在甲烷氧化菌的纯培养物的利用 
甲烷的能力在 40%~60%。今后将进一步优化菌株的
培养条件 , 调节代谢速率 , 提高菌株催化活性 , 为
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以后的工业应用打下基础。 
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