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专论与综述 
 
 

水稻田是温室气体甲烷(CH4)的重要释放源之一, 水稻土中复杂的微生物驱动有机质转化为甲

烷和二氧化碳, 探究参与这一过程的微生物类群, 对于理解有机质的厌氧降解、甲烷的产生过程具

有重要意义。 

陆雅海 

水稻土中脂肪酸互营氧化的研究进展 
刘鹏飞  陆雅海* 

(中国农业大学 资源与环境学院  北京  100193) 

 
 

摘  要: 水稻田是温室气体甲烷(CH4)的重要释放源之一, 有机质在水稻土中通过厌氧分

解途径最终产生 CH4 和 CO2。短链脂肪酸互营氧化是水稻土有机质降解的关键环节, 但

是由于互营微生物独特的生理生态特性, 目前人们对于参与该过程的微生物群落及功能

了解甚少。稳定同位素探针(SIP)技术被认为是实现环境中参与物质转化微生物种类与功

能相耦合的有力工具。本文首先讨论互营过程的热力学基础和互营微生物的种间相互作

用模式, 然后简要讨论了互营过程的环境影响因子, 最后详细综述稳定同位素探针技术

在水稻土短链脂肪酸互营氧化过程中的相关研究。目前的研究表明: 参与水稻土脂肪酸互

营氧化过程的互营细菌种类丰富、多样性高; 除已知互营细菌的作用外, 大量未培养、功

能未知的细菌类型也可能参与短链脂肪酸的互营氧化; 对于互营细菌的伙伴而言, 新型

产甲烷胞菌属(Methanocella)类型的古菌在不同脂肪酸互营降解过程中均起主要作用, 揭

示了这类产甲烷古菌在水稻土厌氧产甲烷过程中的重要作用。 
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A review of syntrophic fatty acids oxidation in  
anoxic paddy soil 

LIU Peng-Fei  LU Ya-Hai* 

(College of Resources and Environmental Sciences, China Agricultural University,  
Beijing 100193, China) 

Abstract: Flooded rice field is one of major biogenic sources of greenhouse gas CH4. Com-
plex organic matter is degraded to CH4 and CO2 by the co-operation of anaerobic microorgan-
isms of several metabolic guilds involving the syntrophic oxidation of short-chain fatty acids 
like propionate, butyrate and acetate. Due to the fastidious nature of cultivation, the diversity 
and ecology of microorganisms involved in syntrophic oxidation in natural environments like 
paddy soils remain largely unexplored. Stable isotope probing (SIP), which links microbial 
identity and function, is a powerful tool to investigate the syntrophic oxidation of fatty acids in 
flooded paddy soils. This article reviews the recent research progresses in the thermodynamic 
principles, the interspecies interactions in the syntrophic oxidation of fatty acids, and paddy 
soils employing SIP technology. The knowledge acquired suggests that phylogenetically di-
verse bacterial groups are active in the syntrophic oxidation: except classic syntrophic bacte-
ria, organisms belonging to uncultivated phylogenetic groups are also detected, which can 
serve as candidate syntrophs. Among archaea, Methanocella is the major methanogen partner 
in syntrophic oxidation of different fatty acids, indicating the importance of this group in CH4 
production of paddy field soil. 

Keywords: Paddy filed soil, Short chain fatty acids, Syntroph, Stable isotope probing 

1  水稻土有机质厌氧降解过程 

水稻是全世界最重要的粮食作物之一, 为全

世界 1/2 的人口提供粮食。全球水稻种植面积约

有 143 百万公顷, 占可用耕地的 10%。我国水稻

种植面积占全球种植面积的 22%, 仅次于印度, 

列世界第二位[1]。水稻田作为水稻生产的基础, 

在发展粮食生产和保障粮食安全上有着极其重

要的作用, 但是水稻田同时也是温室气体 CH4 的

重要释放源之一[2], 在加剧全球变化效应方面具

有一定作用。水稻田每年的 CH4 排放量约占全球

CH4 排放总量的 10%[3]。 

水稻田 CH4 主要来源于稻田长期淹水条件下

有机质的厌氧分解[3]。输入稻田生态系统的有机

物可分成内源和外源两类。外源有机物包括堆

肥、有机废弃物等; 内源有机物主要指作物光合

产物输入到土壤的一部分, 包括根系分泌物、根

茬和秸秆残体。其中, 水稻残体(秸秆、根)在淹

水的水稻土中是一种主要的碳源, 在 CH4 产生

过 程 中起着非常重要的作用。据统计每年有

1 700−3 470 kg/ha 的有机质进入水稻田, 其中水

稻残体占了 65%以上[4−5]。 
稻田淹水后, 有机物质的厌氧降解过程主要

分为3个步骤, 涉及5类功能微生物(图1)[6]: (I) 水
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解过程: 有机物质中的大分子聚合物(如多糖、脂

类、核酸等)在初级发酵菌(1) (也可称之为水解菌, 

包括多种厌氧、兼性厌氧微生物)作用下被水解为

单体, 单体被发酵产生有机酸、醇类、H2 等小分

子; (II) 产酸过程: 有机酸、醇类等小分子在次级

发酵菌(4)的作用下, 进一步分解为乙酸、CO2、

H2 等; 同型产乙酸菌(5)也可以利用单体、H2 和

CO2 等底物产乙酸; (III) 产 CH4 过程: 乙酸在乙

酸型产甲烷古菌(3)作用下生成 CH4, H2 和 CO2 则

被氢型产甲烷古菌(2)所利用生成 CH4。由此可见, 
整个有机质降解的过程是由多种微生物群体协

作完成, 上游微生物的代谢产物成为下游微生物

的底物, 形成一个复杂的食物链。次级发酵菌和

产甲烷古菌在这一过程中的营养关系非常重要, 

在生态学被称为“互营”, 次级发酵细菌也叫互营

细菌[6]。目前对于有机质厌氧降解过程中的脂肪酸

互营氧化的研究多在纯培养水平, 而对于环境中互

营微生物的生态生理和环境因子的调控研究甚少。 
 

 

图 1  有机物厌氧降解过程[6] 
Fig. 1  Anoxic degradation of organic matters [6] 
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2  脂肪酸互营氧化的热力学基础 

在淹水稻田土壤中, 有机质初级发酵产生的

中间产物包括脂肪酸、琥珀酸、乳酸和醇类等。

其中短链脂肪酸主要包括丁酸、异丁酸、丙酸、

乙酸等。在厌氧水稻土中, 乙酸积累最高, 浓度

最高可达 20 mmol/L 以上, 其次是丙酸和丁酸, 

最高浓度可达 3 mmol/L, 它们是水稻田有机质厌

氧降解的主要中间产物[7]。在有机质厌氧降解产

CH4 过程中, 脂肪酸的互营氧化通常是限速步骤, 

它的氧化过程对于有机质降解产 CH4 过程的速率

和效率有显著影响[8]。因此, 脂肪酸互营氧化是

稻田有机质厌氧降解过程的关键环节。 

在标准状态下(25 °C), 脂肪酸厌氧氧化成乙

酸、H2 和 CO2 是吸热过程(表 1), 因此在热力学

上不能自发进行[6]。但是在氢分压足够低的条件

下, 这一过程可变成放热反应。在厌氧环境中, 

由于缺乏氧气、硝酸盐、硫酸盐、氧化铁锰等外

源电子受体, CO2 是唯一的末端电子受体, 氢营

养型产甲烷古菌可以利用 H2 将 CO2 还原成 CH4, 

从而降低氢分压, 拉动脂肪酸氧化反应的发生[6]。

以丙酸互营氧化为例, 在标准条件下丙酸氧化产

生 H2 和乙酸的吉布斯自由能变化为+76 kJ/mol, 

但是在 H2 压力降低到 1 Pa 左右时, 其吉布斯自

由能变化变为−21 kJ/mol, 该反应由吸热反应变

成放热而能自发进行[6]。而在此氢分压下, 产 CH4

过程的吉布斯自由能变化约为−20 kJ/mol。因此, 

脂肪酸互营氧化受到严格的热力学限制。假设不

可逆的 ATP 合成需要最少 70 kJ/mol ATP 的能量, 

那么上述微生物从中获得的能量仅为 1/4 个

ATP[9]。在大多数厌氧环境中, 互营细菌氧化每摩

尔丙酸获得的能量仅为-3−-21 kJ[10−12]。如此少的

能量产出要求微生物通过合作来高效的利用能

量, 任何一方不能缺少其伙伴微生物而独立完成

代谢活动。这一共生合作的现象就是微生物的“互

营”。可以说, 互营协作微生物群体是有机物质厌

氧降解过程中非常重要的一个群体, 互营协作关

系是普遍的最重要的一类营养方式。 

3  互营微生物的种间相互作用 

“互营”是一种特殊的共生关系。两种不同代

谢类型的微生物迫于能量限制而紧密合作, 使得

分解代谢反应释放出的较少的能量得到最大限

度的利用, 因此参与脂肪酸互营氧化的微生物之 
 

表 1  短链脂肪酸互营氧化能量变化[17] 

Table 1  Energetics of syntrophic growth on propionate, butyrate and acetate[17] 
反应 Reaction ΔGo′ (kJ/mol) ΔG′ (kJ/mol) 

产氢细菌 Proton-reducing bacteria   

CH3CH2COO–+2H2O→CH3COO–+CO2+3H2 +72 −21 

CH3CH2CH2COO–+2H2O→2CH3COO–+H++2H2 +48 −22 

CH3COO–+H++2H2O→2CO2+4H2 +94.9 −15 

产甲烷古菌 Methanogens   

4H2+CO2→CH4+2H2O  −131 −15 

CH3COO–+H+→CO2+CH4 −36 −36 
注: 反应方程式中的 H2、CH4 和 CO2 皆为气态, H2O 为液态. 吉布斯自由变化的单位为 kJ/mol. ΔGo′: pH 7.0 时的吉布斯自由

能变; ΔG′: H2 压力为 1 Pa, CH4 和 CO2 分压为 104 Pa 时的吉布斯自由能化, 其余组分的浓度定为 10 mmol/L. 
Note: H2, CH4 and CO2 are all in the gaseous state, and H2O in liquid state. ΔGo′ is expressed in kJ/mol and calculated for pH=7.0. 
ΔG′ is calculated at H2 1 Pa, CH4 and CO2 at 104 Pa. All other compounds are calculated at 10 mmol/L. 
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间存在非常紧密的相互作用[13]。互营细菌和 H2

消耗菌之间互营关系的建立、相互作用方式及机

制一直是研究关注的焦点。互营过程中的微生物

相互作用通常包括种间的物质传递、电子传递和

直接的相互接触与信号传递, 当然也可能存在其

它未知的作用方式。 

很多研究认为 H2 和甲酸是互营氧化过程中

的电子载体[14−17]。互营体系通过 H2 和甲酸的传

递克服能量障碍, 互营细菌和氢气消耗菌之间形

成团聚体, 维持很短的种间距离以保证高效的脂

肪酸转化[18−20]。关于 H2 和甲酸在不同类型脂肪

酸互营降解体系中所起的作用, 东秀珠[21] (1997)

已经进行了非常全面的总结。但对于 H2 和甲酸在

互营氧化中的相对重要性一直存在争议。首先, 
在互营体系中 H2 和甲酸的浓度都很低, 因此很

难直接测定哪种物质是主要的电子载体。其次, 

很多产甲烷古菌及硫还原细菌能够同时利用氢

气和甲酸, 并且许多互营细菌能够实现 H2 和甲

酸的相互转化, 这些对直接阐明 H2 和甲酸在互

营过程中的相对重要性造成了技术障碍。从理化

性质分析, H2 和甲酸作为电子载体具有相似的氧

化还原电位, 但是在水溶性和扩散率上却相差很

大。甲酸的溶解度远高于 H2, 因此能够在产生菌

和消耗菌之间形成更显著的浓度差, 这种浓度差

甲酸可比 H2 高 1 000 倍。而 H2 在水中的扩散速

率是甲酸的 30 倍。根据 Fick 定律(F=A·D·C/d), 微

生物之间的物质传递速率(F)由产生菌的表面积

(A)、分子扩散常数(D)、微生物之间的距离(d)和

浓度差(C)决定。由于 H2 和甲酸在水溶性和扩散

率的差异, 我们可以推测甲酸在较长距离的传递

中可能起主要作用, 而氢气可能更有利于短距离

的传递[22]。 

除 H2 和甲酸外, 互营细菌产生的乙酸能够被

乙酸型产甲烷古菌所利用。乙酸的移除能够对脂

肪酸和苯甲酸盐的互营氧化产生很大影响。对于

一些特殊物质的互营降解如异戊酸, 因为有三个

分子的乙酸产生, 而只有一分子的氢气产生, 因

此乙酸移除的影响更加明显。很多报道表明, 乙

酸的累积会抑制脂肪酸的互营氧化[23−24], 而增加

乙酸型产甲烷菌消耗互营氧化过程中产生的乙

酸能够显著加快脂肪酸的互营氧化[25]。 

最近的研究表明互营氧化过程中存在直接的

电子传递[26−30]。这种直接的电子传递可通过互营

微生物的鞭毛、菌毛或分泌的细胞色素完成, 也

可由具有导电特性的物质完成。Reguera 等 [31] 

(2005)发现 Geobacter sulfurreducens 产生的菌毛

具有很强的导电性, 能够作为纳米导线实现细菌

细胞表面和铁矿物之间的电子传递, 并且预测这

种导电能力能够进行细胞和细胞之间的电子传

递。Summers 等[26] (2010)发现, 参与乙醇互营氧

化的两株 Geobacter 菌(Geobacter metallireducens 

和 G. sulfurreducens)在实验培养条件下形成具有

导电性的团聚体, 并且它们之间的电子传递是通

过 G. sulfurreducens 产生的具有导电性的细胞色

素 C 完成。Morita 等[27] (2011)在研究厌氧产 CH4

反应器中团聚体内的电子传递机制时发现, 这些

团聚体具有很强的导电性。团聚体内的微生物组

成中, Geobacter 占细菌总量的 25%, 而乙酸型产

甲烷古菌 Methanocsaeta concillii 占古菌总量的

90%。Geobaceter 能够部分解释团聚体的导电性, 

而乙酸型产甲烷菌占主导解释了为什么这些团

聚体对 H2 和甲酸的转化能力很低。这些实验证据

首次证明产 CH4 团聚体具有导电性, 并且表明在

一些产 CH4生态系统直接的电子传递可能是一种

重要的机制[27]。GAC (颗粒活化态碳)的添加能够

促进反应器的 CH4 产生, 但是 GAC 对产 CH4 促

进的机制尚不明确。Liu 等[28] (2012)的结果表明, 

GAC 能够促进互营产 CH4 体系的直接电子传递, 

并且相对于微生物之间通过菌毛接触或细胞色

素 C 形成的直接电子传递, GAC 由于其强导电性
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能够为互营产 CH4 体系提供更好的电子传递。在

自然生态系统中存在大量导电性矿物, 如赤铁矿

和磁铁矿等。Kato 等[29] (2011)发现, 水稻土中添

加(半)导体铁氧化物(赤铁矿和磁铁矿)能够创建

一种特殊的种间相互联系, 并且能够促进 CH4 的

产生。克隆文库结果分析表明铁氧化物的加入能

够刺激 Geobacter 的生长, 而产 CH4 抑制剂的添

加能够抑制 CH4 的产生和 Geobacter 的生长。因

此, 这些结果暗示, 在水稻土中 Geobacter 能够

与产甲烷古菌形成互营关系, 并且种间的电子传

递可以通过导电性矿物完成。Kato 等[30] (2012)
利用实验室共培养体系证明了导电性纳米铁颗

粒(赤铁矿和磁铁矿)能够实现 G. sulfurreducens

和 Thiobacillus denitrificans 之间的电子传递, 完

成乙酸氧化和硝酸盐还原的耦合, 进一步证明了

导电性矿物能够作为互营体系中的电子传递体。 

在脂肪酸互营降解体系微生物相互作用机制

的研究中, 日本研究小组发现一株丙酸互营氧化

细菌 (Pelotomaculum thermopropionicum)通过鞭

毛与一株氢型产甲烷古菌(Methanothermobacter 

thermautotrophicus)形成直接接触[19−20]。这种鞭毛

直接接触能够显著加快产 CH4 菌的启动速度、提

高产 CH4 相关基因的表达水平[32]。这些研究结果

说明互营细菌和产甲烷古菌通过直接的接触进

行了信号的传递, 实现代谢的协同[32]。然而, 在

所有测试的互营配对中, 只有一组存在这种现

象, 因此这种通过直接接触实现信号传递的相互

作用方式其普遍性和在水稻土脂肪酸互营降解

过程是否存在还有待进一步研究。不仅如此, 互

营微生物之间还存在基因的水平转移[33], 同时这

种相互作用能够实现协同进化, 提高互营转化的

效率[34]。 

由此可见, 互营微生物之间存在着多种相互

作用, 对于互营相互作用的形成、方式和机制的

阐明对于研究水稻土脂肪酸互营氧化过程具有

重要意义。 

4  环境因子对于互营氧化过程的影响 

微观上互营体系中微生物之间通过相互作

用, 以群落的方式实现物质的降解和自身的存活

和生长, 在其生境内, 互营氧化过程会受到许多

环境因子的影响, 这些因子主要包括底物类型、

温度、种间距离、盐度等[35]。 

不同种类的有机质对于互营降解过程存在显

著影响。不同类型的有机质因组分不同, 厌氧降

解途径存在差异, 中间产物的种类和数量也存在

较大差异, 进而影响参与互营氧化的微生物群落

结构和活性。而一些有机质本身对于微生物的生

长存在抑制作用, 对厌氧互营氧化过程带来负面

影响。在水稻土生态系统中, 进入水稻土的主要

有机质是作物残体[4−5]。水稻植物残体由秸秆和根

茬组成, 水稻秸秆主要包括纤维素(32%−37%)、

半纤维素(29%−37%)、木质素(5%−15%)和一些无

机组分诸如硅等[10,36], 而水稻的根系残体与秸秆

相比则含有更多不易降解的组分如木质素和比

较低的非结构性碳水化合物等[37]。Lu 等[38] (2003)

通过室内实验研究了 13C 标记的水稻秸秆与根残

体的降解速率, 发现水稻秸秆的降解速度明显高

于根残体的降解速度。而 Peng 等[39] (2008)和 Rui

等[7] (2009)发现参与水稻根和秸秆降解的产 CH4

细菌和古菌群落存在显著差异。而在厌氧生物反

应器中脂肪类物质是重要的物料组成部分, 其中

含有的长链脂肪酸(16C−18C)由于具有很强的毒

性, 对于脂肪酸互营氧化过程会产生强烈的抑制

作用[40−41]。长链脂肪酸对于乙酸、丙酸和丁酸的

互营氧化均存在抑制作用, 且对于乙酸转化的抑

制作用最强[42−43]。不同类型的长链脂肪酸对于脂

肪酸互营氧化的抑制作用也存在差异, 不饱和脂

肪酸虽然能够被快速降解, 但是与含碳相同的饱

和脂肪酸相比, 其毒性更强[42]。不仅如此, 复杂
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有机质降解产生的中间产物也会对互营降解产

生影响, 乙酸是互营氧化的主要产物, 乙酸的累

积对于有机质的降解会形成反馈抑制作用, 而乙

酸的移除能够降低互营降解的热力学障碍, 促进

互营氧化的发生[9]。丁酸对于厌氧生物反应器中

的丙酸互营氧化虽然没有明显影响, 但是对于纯

培养条件下的丙酸互营氧化产 CH4体系的生长却

存在显著抑制作用[24]。所以, 有机质厌氧降解的

关键环节—互营氧化过程, 受到环境有机质类型

以及降解产物的调节和控制。 

影响互营氧化的另一个极为重要的环境因子

是温度[10,44]。首先, 温度对互营氧化发生的难易

程度能够产生很大的影响。从热力学角度分析, 

由 Van’t Hoff 化学平衡我们可以看到 H2 的产生

在温度较高时更易进行, 而不利于产甲烷菌氢消

耗的进行; 而当温度降低时, 则正好相反。但是, 

由于当温度提高时, 扩散系数也随之增加并且扩

散梯度也更大, 因此高温更有利于互营氧化的发

生。以乙酸互营氧化为例, 根据 Van’t Hoff 方程

可计算出温度每升高 1 °C, 吉布斯自由能变化将

下降 0.589 kJ/mol, 因此, 在高温条件下更有利于

乙酸互营氧化的发生, 而乙酸互养氧化现象最早

正是在高温条件下发现的[45]。不仅如此, 温度还

对互营微生物群落结构和功能产生深刻影响。在

不同温度下, 参与水稻土厌氧有机质降解的细菌

群落结构存在显著差异[7,46]。而对产甲烷古菌而

言, 在低温和中温条件下, 产甲烷古菌类型更加

丰富, 水稻土中产 CH4 主要通过乙酸型产甲烷为

主, 而高温条件下氢型产甲烷菌占绝对优势, 并

且在不同水稻土中均存在类似现象[47], CH4 主要

通过氢型产甲烷途径产生[39,46,48]。在高温条件下, 

产甲烷古菌群落结构和稳定同位素分馏分析均

表明乙酸裂解型产 CH4 并没有发生, 但是乙酸在

此条件下却发生了转化, 表明在该温度下水稻土

中乙酸主要通过互营氧化发生降解[46]。 

由于互营降解非常依赖于代谢产物的转移, 
群落菌株之间的聚合和排列显得特别重要, 生产

菌和消费菌的距离影响了脂肪酸的有效转化速

率[25]。根据 Fick 定律, 氢产生菌和氢消耗菌之间

的距离越短, 能够形成的 H2 或甲酸浓度差越大, 

越有利于互营氧化。UASB (上流厌氧污泥床)反应

器之所以能高效地产生 CH4 是因为含有高密度生

物量的颗粒污泥。产 CH4 污泥颗粒的破碎使丙酸

降解的速度降低 90%[18]。用透析膜分隔乙醇氧化

菌和氢消耗细菌导致了培养物的倍增时间从 7 h

增加到 11 h; 而在降解丙酸和丁酸的互营培养物

中通过增加生物量而缩短细胞间的距离并增加

了 CH4 的生成率[21]。另外, 不同底物的互营氧化

过程, 由于其受到的热力学限制不同, 互营微生

物之间形成的种间距离和参与形成团聚结构的

微生物比例也存在差异[19−20]。由此可见, 互营微

生物之间的种间距离对于互营降解过程有着重要

影响, 维持良好的空间结构能够促进互营氧化[49]。 

在厌氧生物反应器中, 反应底料存在高氮含

量的物质, 如蛋白质和尿素等。这些物质在厌氧

发酵过程中会产生大量的铵, 而铵在一定条件下

能够形成氨(自由态氨, NH3)。氨的形成会改变细

胞内的 pH, 增加细胞的维持能, 抑制特定酶的活

性, 因此对厌氧互营氧化存在非常显著的影响。

氨由于能够自由穿过细胞膜, 导致细胞内离子失

衡, 因而被认为是抑制厌氧生物反应器有机质降

解的主要原因。生物反应器中参与有机质厌氧降

解的微生物对于氨的敏感度也不一, 其中以产甲

烷古菌最为敏感, 尤其是乙酸型产甲烷古菌[50]。

此外, 由于铵对于乙酸型产甲烷古菌的抑制作

用, 乙酸互营细菌能够与乙酸型产甲烷古菌竞争

底物, 成为乙酸转化的主要参与者。Schnürer 等[51] 

(1999)发现, 增加铵或者钾离子的浓度, 提高了

乙酸互营氧化的比例。增加铵的浓度导致乙酸型

产甲烷的比例下降, 氢型产甲烷比例增加[52], 因
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而更加有利于乙酸互营氧化的发生。因此铵对于

互营氧化过程有着重要影响, 尤其是在厌氧生物

反应器系统中。 

此外, 在厌氧生物反应器中流速[53]及在稻田

生态系统中由于干湿交替造成氧化还原电位的

变化[54]都会对互营氧化的微生物群落结构和功

能产生影响。目前对于影响水稻土互营氧化过程

的环境因子和影响机制的研究还较少, 进一步深

入研究将有助于我们提高对互营氧化过程的理

解和调控。 

5  水稻土互营氧化过程的关键菌群 

由于参与脂肪酸互营氧化的微生物比较难以

被分离培养[6]。同时, 由于缺乏相关的功能基因

可用于分子生态学研究, 并且参与脂肪酸互营降

解的微生物种类在系统发育上存在较大差异, 所

以对于脂肪酸互营降解微生物的生理生态研究

一直存在较大方法障碍[55−56]。稳定同位素探针技

术是一种新兴的分子生态学方法, 通过向环境中

添加同位素标记, 以 16S rRNA 基因(DNA-SIP)、

16S rRNA (RNA-SIP)或功能基因(mRNA-SIP)作
为分子标记, 结合定量(如 Real-time PCR)、克隆

测序、T-RFLP (末端限制内切酶片段长度多态性)

和 DGGE (变性凝胶梯度电泳)等技术, 能够实现

环境中参与物质转化关键微生物种类和功能的

耦合分析[57−59]。SIP 技术的运用极大推动了水稻

土生态系统中互营氧化产 CH4 过程的研究, 揭示

了参与水稻土脂肪酸互营氧化活跃的细菌和古

菌群落及其对环境因子如温度的响应。 

5.1  丙酸互营氧化 
在水稻土中, 有机质厌氧降解产生的中间代

谢产物中, 乙酸积累浓度最高, 其次是丙酸和丁

酸。Glissmann 和 Conrad[11] (2000)研究了水稻秸

秆降解过程中间代谢产物对 CH4 排放的贡献率, 结

果得出乙酸对 CH4 排放的贡献达到 48.2%−83.5%, 

是最重要的中间产物, 而丙酸对产 CH4 的贡献达

到 18.2%−17.7%。研究表明丙酸主要是葡萄糖降

解的产物[12], 当 CH4 排放被抑制时, 丙酸显著积

累; 而当氢气浓度升高时, 丙酸瞬间积累。从热

力学角度分析氢气浓度的升高上会导致丙酸互

营氧化受到抑制, 表明互营细菌参与了之前丙酸

的降解[10]。Glissmann 等[60](2001)将水稻秸秆从

25 °C 厌氧培养的水稻土中分离出来, 在磷酸盐

缓冲液中单独培养, 并分别定位了在水稻秸秆和

土体中发生的主要反应, 结果表明多糖水解和发

酵主要发生于秸秆残体上, 而丙酸互营降解和产

CH4 主要发生于土体中, 但具体微生物群落的变

化及调控因子未做详细研究。 

2004 年, Lueders 等[55]首次使用 13C 标记研究

了意大利水稻土中的丙酸互营氧化微生物, 通过

用 13C 丙酸作为底物, 对丙酸氧化活跃微生物的

16S rRNA 进行了标记, 发现在细菌群落中典型

的 互 营 丙 酸 氧 化 细 菌 Syntrophobacter spp. 、

Smithella spp.和 Pelotomaculum spp.显著同化了标

记的 C-13; 而 Methanobacterium、Methanosarcina 

spp.和 Methanocellales 是显著同化 C-13 的古菌, 

初步揭示了在其培养条件下参与丙酸互营紧密

相关的活跃细菌与产甲烷古菌[55]。与此同时也证

明了 SIP 技术在研究脂肪酸互营降解过程中能够

发挥巨大作用, 为互养丙酸氧化菌的研究提供了

新的思路。 

温度是影响水稻土有机质厌氧降解的重要环

境因子[36], 但是温度对于水稻土丙酸互营氧化微

生物的影响却没有相关报道。Gan 等 [61]通过

DNA-SIP 研究了温度对于中国杭州水稻土互营

丙酸氧化过程的影响, 同时揭示了在不同温度条

件下、不同时间阶段参与互营丙酸氧化的活跃微

生物类型。相关研究结果表明, 较高温度(30 °C)

明显促进了丙酸互养氧化和 CH4 产生速率。在

30 °C 条件下, 参与丙酸互营氧化的细菌种类和
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丰度都明显高于 15 °C 处理, 古菌群落也有相同

趋势。Syntrophobacter spp.、Pelotomaculum spp.

和 Smithella spp.在 30 °C 条件下被显著标记, 并

且 Smithella spp.和 Syntrophomonas spp.的活性在

培养后期显著增加。在 15 °C 条件下同样存在丙

酸 的 互 营 氧 化 过 程 。 Syntrophobacter spp. 和

Pelotomaculum spp. 在 该 温 度 下 被 标 记 , 但 是

Pelotomaculum spp.的活性在低温处理中显著低

于中温处理。非常有趣的是, 除了以上微生物类

群外, Geobacter spp.和其它一些厌氧微生物如 

Rhodocyclaceae、Acidobacteria、Actinobacteria、

和 Thermomicrobia 也在培养的过程中同化了

C-13 标记物。这些微生物类型在以往的研究中并

没有发现具有丙酸互营氧化的能力, 因此对于这

些微生物在丙酸互营氧化过程中所起的作用还

有待进一步研究。参与丙酸互营降解的古菌群落

在两个温度条件下也存在很大差异, 30 °C 条件下

活 跃 产 甲 烷 古 菌 主 要 是 乙 酸 型 产 甲 烷 古 菌

Methanosaetaceae 和 氢 型 产 甲 烷 古 菌

Methanomicrobiales 和 Methanocellales, 而 15 °C

处理中, Methanomicrobiales、Methanocellales 和

Methanosarcinaceae 是主要的产甲烷古菌类型 , 

而 Methanosarcinaceae 的丰度有所下降。 

5.2  丁酸互营氧化 
丁酸也是水稻田中的主要有机酸之一[7,62]。

Zou 等[63] (2003)通过对日本 Kanagi 水稻土中的一

种丁酸互营细菌(菌株 TB-6)进行计数、分离和鉴

定研究, 第一次报到了水稻土中的丁酸互营氧化

细菌。系统发育分析表明该丁酸互营氧化菌属于

Syntrophomonas 。 同 时 , 在 添 加 抑 制 剂 BES 

(2-Bromoethanesulphonate)之后 , 由于下游的产

甲烷过程受到抑制, 氢气逐步累积, 丁酸的降解

也受到抑制, 丁酸在水稻土中开始累积, 以上结

果表明在原位水稻土中可能存在丁酸互营氧化

过程。但是对于原位条件下的丁酸氧化过程和具

体参与的微生物种类没有进一步研究。 
Liu 等[64] (2011)利用 DNA-SIP 对中国杭州水

稻土进行了研究。添加的 13C 丁酸的降解伴随着
13CH4 和 13CO2 的产生, 表明在实验条件下水稻土

中存在丁酸互营氧化。T-RFLP 和克隆文库结果

显示, 经过 14 d 和 21 d 的厌氧培养之后, 典型的

丁酸互营氧化细菌 Syntrophomonadaceae 在两个

时间阶段均被显著标记了, Syntrophomonadaceae

是水稻丁酸互营氧化的活跃微生物。与此同时, 

Planctomycetes 和 Chloroflexi 类型的细菌在培养

过程被显著标记。Planctomycetes 和 Chloroflexi

类型的细菌被标记出乎意料之外。之前研究发现

属于 Chloroflexi 的细菌如 Anaerolineae 能够在厌

氧条件下降解多种糖类, 并且在氢型产甲烷菌存

在时生长更好, 暗示这些类型的菌有可能参与互

营氧化。Planctomycetes 和 Chloroflexi 也有可能

通过同化丁酸互营氧化的中间产物被 C-13 标记, 

但是它们被标记的具体机制以及这些类型的细

菌能否进行丁酸互营氧化, 目前的实验结果尚不

能证明。对于古菌而言, Methanosarcinaceae 和

Methanocellales 是参与丁酸降解的主要产甲烷

菌。在丁酸互营氧化过程中, Methanocellales 消耗

丁酸氧化产生的 H2, 而 Methanosarcinaceae 主要

利用该过程产生的乙酸。 

5.3  乙酸互营氧化 
在水稻土中, 乙酸是大分子有机物质厌氧降

解的重要中间产物。乙酸的降解可以通过乙酸裂

解产 CH4 或乙酸互营氧化完成。虽然对于乙酸互

营细菌纯培养的研究为我们提供了许多信息, 但

是乙酸互营氧化过程的自然生境及其特点并不

清楚[65]。一般认为在高温或高铵浓度下, 乙酸互

营较易发生。在厌氧水稻土中乙酸的互营氧化过

程是否存在, 参与乙酸互营氧化的微生物种类有

哪些, 直到最近才有相关研究报道。 

Liu 等[66](2010)研究了高温(50 °C)条件下意
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大利水稻土的乙酸厌氧降解过程。在没有外源乙

酸添加的情况下, 13CH4 和 13CO2 自然丰度表明

CH4 的产生主要来自氢型产甲烷过程, 暗示在这

种条件下主要发生了乙酸的互营降解。而在外源

添加 13C 乙酸之后, 乙酸互营降解和乙酸裂解型

产 CH4 过程同时发生, 并且部分 13C 标记的乙酸

转化为了丙酸。通过 RNA-SIP、T-RFLP 和克隆

文 库 的 构 建 发 现 , Thermacetogenium 、

Symbiobacterium 和 Thermoanaerobacteriaceae 被

显著标记了, 这些微生物类型在乙酸的互营降解

中可能起主要作用。而 Methanocellales 是主要的

产甲烷古菌, 表明 Methanocellales 主要参与了乙

酸互营氧化过程。Methanosarcina 随着培养的进

行逐渐增加, 说明意大利水稻土中高温条件乙酸

裂解产 CH4 途径也存在。Rui 等[67] (2011)同时关

注了高温和常温条件下水稻土的乙酸转化过程。

对中国杭州水稻土在 25 °C 和 50 °C 厌氧培养之

后的样品进行分析发现, [2-13C]乙酸的加入导致

了 25 °C 样品中的 13CH4 比例迅速上升, 但 13CO2

几乎没有变化。50 °C 时, 13CH4 和 13CO2 比例都显

著增加, 因此, 25 °C 时乙酸通过乙酸裂解途径转

化为 CH4 和 CO2, 而 50 °C 时乙酸则通过乙酸互

营氧化产生 CH4 和 CO2。25 °C, 其产甲烷古菌群

落以乙酸裂解型的 Methanosarcina 为主, 50 °C 条

件下检测到的几乎所有的古菌 16S rRNA 基因都

属于氢型产甲烷菌 Methanocellales。DNA-SIP 结

果表明, 在 50 °C, Thermacetogenium 属和未分离

培养的 Thermoanaerobacteriaceae 是乙酸互营氧

化过程中活跃细菌类型。 

综上可知, 水稻土中参与丙酸、丁酸和乙酸

互营氧化的微生物种类非常丰富, 温度对于丙酸

互营氧化微生物活性及其群落组成存在显著影

响。参与脂肪酸互营氧化的微生物除典型已知的

互营细菌外, 大量未培养或功能尚不确定的微生

物类型也同化了脂肪酸分解产生的碳, 这些微生

物类型在水稻土脂肪酸互营降解过程所起的作

用尚不清楚。而新型产甲烷古菌(Methanocellales)

在不同的脂肪酸降解过程中均存在, 是主要的产

甲烷古菌类型。 

6  小结与展望 

水稻残体等有机质的厌氧降解过程在地球碳

循环中起着重要作用。有机质厌氧降解中的中间

产物(如脂肪酸)必须通过互营氧化过程才能最终

产生 CH4 和 CO2。通过运用最新的分子生态学技

术, 相关研究揭示了参与水稻土脂肪酸类中间代

谢物互营氧化的活跃微生物种类。许多典型的互

营细菌在水稻土脂肪酸互营氧化过程中非常活

跃。同时有许多未分离培养或功能未知的细菌类

群明显参与脂肪酸的转化过程, 它们在脂肪酸转

化过程中的功能有待进一步研究。同时, 在不同

类型的脂肪酸互营氧化过程都发现, 新型产甲烷

古菌 Methanocellales 是关键的古菌类型。这些发

现揭示了参与水稻土脂肪酸互营氧化过程的微

生物群落及其功能, 为水稻土厌氧碳循环的研究

提供了新的线索。与此同时, 新的分子生态学技

术在不断更新和发展, SIP 技术与宏基因组的结

合 [68], 高 通 量 测 序 和 环 境 芯 片 技 术 [69−70] 、

NanoSIMS (高分辨率二级离子质谱)和 STXM (扫

描透射 X 光显微镜)[71]在环境微生物研究的中运

用, 为我们阐明水稻土脂肪酸的互营氧化过程、

解析参与互营氧化的微生物群落及功能、理解互

营氧化过程中的微生物相互作用机制提供了新

的方法和思路。 
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