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在过去的几十年中， 对地球生物圈的研究已经
从陆地和海洋扩展到深层地下与洋底。 Whitman等[1]

的研究表明，超过 90%的原核生物生存在地下，微生
物以群落的形式存在于地下环境中， 微生物群落是

地球生物化学循环的主要驱动者 [2]。 地下微生物对
于地下环境中的元素循环，矿物质形成和变迁，地下
水的演化等地球化学过程起着重要作用。 尤其是石
油和天然气， 由于本身就是许多微生物赖以生存的
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摘要：对青海省祁连山永久冻土区天然气水合物 DK-2 钻孔的 11 件样品进行分析，通过微生物群落分析来探寻水合物层样品
与非水合物层样品的差别。 在 11 件样品中均发现了细菌 16S rDNA，未检测到海洋天然气水合物地区常见的古菌 16S rDNA、

mcrA(Ⅰ,Ⅱ)、pmoA、mmoX 和 mxaF。分析得到的细菌 16S rDNA 分属 5 个门，包括变形杆菌门、放线菌门、拟杆菌门、厚壁菌门和
异常球菌-栖热菌门，随着样品深度的增加，细菌多样性有降低的趋势。 对非水合物层样品 DK2-19 和水合物层样品 DK2-25
进行细菌系统发育树分析，发现这 2 个样品群落结构相差较大。 水合物层样品与非水合物层样品细菌群落对比后发现，水合物
层样品中 γ-变形杆菌的比例低于非水合物层样品中 γ-变形杆菌的比例，而 Arthrobacter 属多发现于非水合物层的样品中。
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Abstract: Eleven cores from DK-2 gas hydrate borehole in Qilian Mountain permafrost, located in the north of the Tibetan Plateau,
were investigated to find out the difference between gas hydrate samples and non-gas hydrate samples by microbial community analy -
sis. Of all the genes often found in marine gas hydrate samples, i.e., bacterial and archaeal 16S rDNA, mcrA(Ⅰ,Ⅱ), pmoA, mmoX and
mxaF, bacterial 16S rDNA could be observed in all of the eleven samples, resulting in the detection of a great quantity of bacterial se -
quences belonging to 5 phylums, i.e., Proteobacteria, Actinobacteria, Bactemides, Firmicutes, and Deinococcus-Thermus. The bacteria
diversity decreases with the increasing depth. A study of gas hydrate sample DK2-19 and non-gas hydrate sample DK2-25 selected
for phylogenetie analysis and diversity comparison shows that the two samples are remarkably different from each other. A comparison
between gas hydrate samples and non-gas hydrate samples show that the percentage of γ-Proteobacteria in gas hydrate samples is
lower than that in non-gas hydrate samples, and Arthrobacter could be found mainly in non-gas hydrate samples.
Key words: Qilian Mountain permafrost; natural gas hydrate; microbial community; γ-Proteobacteria; Arthrobacter
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物质或某些微生物代谢的产物，其生成、聚集、保
存的过程和动态平衡的维持， 都与微生物作用有
着密切的关系。 地质微生物作用与油气资源的生
成、保存、破坏、开采和勘探的各个环节都有着密
切的联系[3]。

2008 年 11 月至 2009 年 10 月， 中国地质调查
局分别在青海祁连山木里地区天然气水合物科学钻

探试验井 DK-1 、DK-2 和 DK-3 多个层位中发现
天然气水合物实物样品, 并在 DK-4 孔发现一系列
与天然气水合物有关的异常标志， 从而证实中国冻
土区存在天然气水合物， 这是中国冻土区首次发现
天然气水合物， 同时也是世界中纬度高山冻土区首
次发现天然气水合物， 具有重要的科学意义和经济
意义[4]。 天然气水合物科学钻探工程也为探索青藏
高原地下深部微生物和冻土区天然气水合物地质微

生物提供了难得的机会。
现在有关地质微生物对天然气水合物作用的研

究主要限于海上天然气水合物， 研究内容主要包括
微生物对天然气水合物中甲烷形成的作用和微生物

对甲烷的氧化作用(AOM)[5-8]。 国际上对冻土区天然
气水合物的地质微生物研究尚处于初始阶段， 目前
只有 Colwell 等 [9]对美国冻土区天然气水合物开展

了地质微生物研究，他们仅使用 T-RFLP 法对水合
物层和非水合物层岩心的微生物类群进行了对比，
指出这 2种微生物群有所不同， 但未对其群落结构
进行深入的分析。 中国是世界上少有的几个拥有冻
土区天然气水合物资源潜力的国家之一， 尽早深入
开展冻土区天然气水合物地质微生物学的研究，将
使中国在国际天然气水合物研究开发方面争得领先

位置。
本研究以祁连山冻土区天然气水合物 DK-2

钻孔的岩心样品为研究对象，研究内容包括细菌、古
菌 16S rDNA， 以及与甲烷代谢有关的基因 mcrA
(Ⅰ ，Ⅱ )、pmoA、mmoX、mxaF 的检测 [10]，以调查
DK-2 钻井岩心微生物结构特征，为进一步了解冻
土区天然气水合物中微生物的地球化学作用积累

资料。

1 材料和方法

1.1 样品采集和预处理
岩心样品均采自祁连山永久冻土区天然气水合

物 DK-2 钻孔。 利用绳索取心钻进系统，自表土至

629.19m 处分段连续采集岩心样品。 采样时均使用
一次性无菌手套，待岩心提出孔外便立即采样，将
样品放入无菌密封袋中密封，冷冻保存，干冰条件
下运至实验室后置于-70℃冰箱中保存。 本研究选
取 11 件样品进行微生物群落分析，采样深度如图
1 所示。
样品处理在无菌室中进行。首先，采用微小荧光

球示踪方法 [11]，利用岩石切割器（Hydrasplit PS-10）
反复切割去除岩心表皮层， 将原重 1~1.5kg 的样品
切至重约 0.2kg，确保岩心内核部分不受污染，然后
切碎岩心内核部分。 最后将内核部分置于罐式研磨
机（SPEX SamplePrep 8515）中研磨。

韩路等：祁连山冻土区天然气水合物 DK-2 钻孔微生物群落

图 1 采样深度图
Fig. 1 Sampling depths
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注：D =A、T 或 G； H =A、T 或 C； K =T 或 G； N =A、T、C 或 G； M =C 或 A； R =A 或 G；

S =G 或 C；V =A、C 或 G；W =A 或 T；Y =C 或 T

1.2 DNA的提取和细菌、古菌 16S rDNA
和 5种功能基因扩增
取 10g 处理过的样品进行 DNA 提取， 提取使

用 PowerMax Soil DNA Kit（Mo Bio Lab, Inc.）。 以
岩心样品 DNA 为模板， 分别采用细菌 16S rDNA、
古菌 16S rDNA、mcrA（Ⅰ，Ⅱ）、pmoA、mmoX和 mx-
aF 引物（表 1）进行 PCR 扩增。 聚合酶链式反应
PCR 体系：LA Taq（Takara）0.5μL，2×GC BufferⅠ
25μL，dNTP 8μL， 引物各 1μL，DNA 模板 1μL，总
体积 50μL。 细菌 16S rDNA PCR 扩增的反应条件
为预变性 94℃，5min； 变性 96℃，30s； 退火 52℃，
30s； 延伸 72℃，50s；34 个循环后 72℃保温 10min。
古菌 16S rDNA，mxaF 和 mcrA 的 PCR 扩增条件
为预变性 94℃，5min； 变性 96℃，30s； 退火 50℃，
40s； 延伸 72℃，50s；38 个循环后 72℃保温 10min。
pmoA 和 mmoX 的 PCR 扩增条件为预变性 94℃，
5min；变性 96℃ ，30s；退火 47℃ ，30s；延伸 72℃ ，
50s；34 个循环后 72℃保温 10min。
1.3 克隆文库构建、阳性克隆筛选及其序列测定

PCR 产物经纯化后， 与 pMDl8-T 载体连接，
菌 DH5α 感受态细胞 （Takara），经蓝白斑筛选后
PCR 阳性验证，获得阳性克隆 ，交由三博基因公
司测序。

1.4 16S rDNA基因序列比较及其系统发育树构建
将获得的序列登录 GenBank 数据库 ， 应用

Blasm 程序与数据库中已有的细菌 16S rDNA 序列
进行比较分析。最后采用 ClustalX（Version 2.0）对序
列进行对比分析并构建系统发育树 ， 建树采用
Neighbor-Joining 方法。

2 结果分析

2.1 各基因 PCR扩增的结果
将 11 件样品的 DNA 分别对上述 6 个基因进

行PCR 扩增。 琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，11
件样品中都存在大量的细菌 16S rDNA，而其它基
因都未检测出。 本研究也尝试选用其它相关引物
和 PCR 反应体系， 结果同样表明这 11 件样品中
只含有细菌 16S rDNA， 不含古菌 16S rDNA 和与
甲烷代谢有关的基因 mcrA（Ⅰ，Ⅱ）、pmoA、mmoX、
mxaF。 本文着重对大量出现的细菌 16S rDNA 基因
进行分析。
2.2 深度与细菌多样性的关系
对 11 件样品细菌 16S rRNA 基因克隆文库中

随机挑取的 100 个阳性克隆子进行测序， 然后与
NCBI 数据库对比。 依据核酸相似度大于等于 97％
定义为 1 个 OTU[11]，则 OTU 的数量便可直观地反

表 1 本研究中 PCR 扩增所用到的引物及其序列[10]

Table 1 Oligonucleotide sequences of PCR primers used in this study
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映样品细菌群落的多样性。 OTU 与样品深度的关
系如图 2所示。
2.3 细菌 16S rRNA系统的发育

11 件样品的克隆子序列在系统进化树上聚类
为 2 个主要的系统分类群， 即革兰氏阴性菌群变
形杆菌门和革兰氏阳性菌群 。 其中变形杆菌门
（Proteobacteria）分布于 α-、β-、γ-和 δ-变形杆菌
亚群中；革兰氏阳性菌群包含了高（G+C）mol%的放
线菌门（Actinobacteria）、低（G+C）mol%的厚壁菌门
（Firmicutes）、CFB菌群的拟杆菌门（Bactemides）和异
常球菌-栖热菌门（Deinococcus-Thermus）。笔者选取
非水合物层样 DK2-19 （油页岩） 和水合物层样品
DK2-25（油页岩）做进一步分析。

DK2-19（161.20m，非水合物层样品）为油页岩
样品，测得的所有序列分属 41 个 OTU，其中有 35%
的序列归类为变形杆菌， 其中 γ-变形杆菌亚群的
Pseudomonas migulae 在该样品所有序列中丰度最
高，达 18%。 Pseudomonas migulae 属于假单胞菌属，
该属在土壤、淡水、海水环境中极为常见，在自然界
物质转化中起着广泛且重要的作用。 目前还有许多
该属菌株从低温环境中分离得到。 而 Pseudomonas
migulae具有好氧嗜冷的特性， 并且可以降解石油，
它的活性在有机物质矿化方面具有重要的意义 [12]。
在 δ-变形杆菌亚群中， 另有 3 条序列与 Acineto-
bacter lwoffii 的相似度达 99%， Seung 等 [13]在土壤环

境中分离 Acinetobacter lwoffii。 样品中有 5%的序列
归类为 α-变形杆菌亚群， 该菌群为土壤环境和海
水环境中的优势类群 [14]，克隆的序列包括：Methy-
lobacterium populi、Hyphomicrobium facile subsp. tol-

erans和 Ochrobactrum anthropi。 Methylobacterium 在
自然环境中分布的范围很广， 主要分布在土壤中[15]。
Hyphomicrobium facile subsp. tolerans曾由 Noah等[16]

发现于土壤环境中。Ochrobactrum anthropi 分布在土
壤环境中[17]。β-变形杆菌亚群和 δ-变形杆菌亚群丰
度都为 4%，δ-变形杆菌亚群中的 3 个序列都与未
培养微生物有关，其中 DK2-19-42 和 DK2-19-82
都与一株未培养的 δ-变形杆菌有关。样品中有 12%
的序列归类为放线菌门 ， 其中 DK2-19-96 与
Arthrobacter agilis 相似度达 99%。 Arthrobacter agilis
由 Fadwa 等 [18]分离于碳酸盐岩样品中，也曾由Fong
等 [19]分离于南极海冰中 。 DK2-19-1 与 Kocuria
rosea的相似度达 99%。 Kocuria rosea 是一种适应能
力极强的微生物，可以从土壤、淡水、海洋沉积物等
多种自然环境中分离得到 [20]。 有 19%的序列归类为
厚壁菌门， 其中 Bacillus niabensis 曾由孙风芹等 [21]

分离于南海南沙海域沉积物中。在该样品中，拟杆菌
门丰度也较高， 为 34%。 在该样品克隆的序列中有
10% 归 类 为 Spirosoma panaciterrae。 Spirosoma
panaciterrae 曾由Leonid 等 [22]分离于农田土壤中，丰
度较高，是该样品的第二优势菌。 异常球菌-栖热菌
门的丰度最低， 只包括极端耐辐射菌 Deinococcus
sp.，该菌曾由 Arjan等[23]发现于撒哈拉沙漠中。
样品 DK2-19细菌系统发育树见图 3。
DK2-25（235.80m，水合物层样品）也为油页岩

样品，采自于天然气水合物层。该样品的多样性低于
DK2-19，OTU 仅为 16。 变形杆菌门占 25%， 包括
α-、β-和 γ-三个亚群。其中 8%的序列归类为 α-变
形杆菌亚群，包括 Bradyrhizobium elkanii 和 Methy-
lobacterium populi。 Bradyrhizobium elkanii 曾 由
Fernando等[24]分离于巴西萨凡纳土壤中。14%的序列
归类为 β-变形杆菌亚群 ， 其中 Hydrogenophilus
hirschii 由 Rudiger 等 [25]分离于美国黄石国家公园，
该菌可在低浓度氧气、高浓度氢气和二氧化碳条件
下生存。Burkholderia tropica 曾由杨大群[26]发现于天

山冻土区。 另外，在 β-亚群中还出现了一种只能以
一碳甲基化合物作为能量来源的细菌 Methylophilus
leisingeri[27]。 而 γ-变形杆菌亚群只占 3%。 在样品中
有 5%的序列归类为放线菌门， 其中 Blastococcus
saxobsidens 由 Oscar等[28]发现于岩石样品中。有 16%
的序列归类为厚壁菌门， 包括分离于碱性铝铁矿中
的 Bacillus sp.和 1株未培养的细菌。 拟杆菌门仅占

韩路等：祁连山冻土区天然气水合物 DK-2 钻孔微生物群落

图 2 OTU 与样品深度的关系
Fig. 2 The relationship between OTU and sampling depths

1877



地 质 通 报 GEOLOGICAL BULLETIN OF CHINA 2011 年

图 3 DK2-19 细菌系统发育树
Fig. 3 Phylogenetic diversity analyses of bacteria in DK2-19 with 16S rDNA
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图 4 DK2-25 细菌系统发育树
Fig. 4 Phylogenetic diversity analyses of bacteria in DK2-25 with 16S rDNA

韩路等：祁连山冻土区天然气水合物 DK-2 钻孔微生物群落

3%，仅有一个 OTU，为 Spirosoma panaciterrae。 而异
常球菌-栖热菌门的丰度非常高， 达 51%。 其中
Deinococcus sp.含量最高，Meiothermus rubber 由 Tat-
sunobu等[29]分离于日本阪神地区的土壤中。
样品 DK2-25细菌系统发育树见图 4。

3 讨 论

将非水合物样品 DK2-19 与水合物样品 DK2-
25 对比发现，这 2 个样品岩性相同，它们含相同的
菌群和菌种，例如 Methylobacterium populi、Spiroso-
ma panaciterrae 和 Deinococcus sp.。 Deinococcus sp.
是一种极端耐辐射的细菌， 其特性就是能够忍耐极
干燥环境和高强度辐射。有文献报道，南极发现的耐

辐射细菌可能和该细菌有关[30]。 这几个菌种也都在
其它的样品中被发现，说明它们可能是 DK-2 钻井
的特征菌群。 由图 5可知，2个样品群落结构相差较
大。 其中 DK2-19 中拟杆菌门和 γ-变形杆菌亚群
的丰度分别为 34%和 22%，为该样品的优势菌群。而
在 DK2-25中这 2种菌群都只有 3%，差别较大。 在
DK2-19 中发现大量的石油降解菌 Pseudomonas
migulae，在 DK2-25中却未发现 Pseudomonas migu-
lae，这可能与天然气水合物对一些微生物活性的抑
制有关[9]。
深海天然气水合物的研究表明 [31]，微生物对天

然气水合物的作用主要包括提供甲烷的生物成因和

参与甲烷的厌氧氧化（AOM）过程。其中产甲烷的微
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图 5 DK2-19 与 DK2-25 细菌群落结构对比
Fig. 5 Comparison between DK2-19 and

DK2-25 in bacterial community

生物主要为产甲烷古菌， 参与反应的反应式主要为
CO2+4H2→CH4+2H2O 和 CH3COOH→CH4+CO2。
AOM过程包括硫酸盐还原细菌（SRB, sulfate reduc-
ing bacteria）和甲烷厌氧氧化古菌（ANME, Anaer-
obic Methanotrophs）2类微生物, 参与反应的反应式
为 2CH4+2SO4

2-→2HCO3
-+2HS-+2H2O。 ANME却

含有编码甲烷生成的最后一步反应的重要酶的基因

mcrA（编码辅酶M 甲基还原酶），而 mcrA 是研究甲
烷厌氧氧化的指示分子并且用于甲烷厌氧氧化古菌

归类分析[32]。 AOM过程重要的基因包括 pmoA（编
码颗粒型甲烷单加氧酶）、mmoX（编码可溶型甲烷
单加氧酶 ）和 mxaF（编码甲醇脱氢酶 ），pmoA 和
mmoX 是甲烷氧化生成甲醇过程的关键基因，mxaF
是甲醇氧化过程的重要基因 [33-35]。 本研究在祁连山
冻土区天然气水合物 DK-2 钻井 11 件样品细菌群
落的分析中未发现 SRB菌群，说明祁连山冻土区天
然气水合物中不存在依据反应式 2CH4+2SO4

2-→
2HCO3

-+2HS-+2H2O的甲烷消耗。 古菌 16Sr DNA
与甲烷代谢有关的功能基因检测结果也进一步证

明，祁连山冻土区天然气水合物中不存在 AOM。 但
在本研究中却发现了大量的以一碳 C1 化合物为能
源 、 碳 源 的 Methylobacterium populi 及 少 量 的
Methylophilus leisingeri， 尽管没有文献说明 Methy-
lobacterium populi 与 Methylophilus leisingeri 是否可
以直接利用甲烷，但这 2 种甲基菌对甲烷的氧化产
物甲醇甲酸等的利用 [27]，足以说明这些菌对甲烷的
氧化必有促进作用。 换言之，这些甲基菌的存在对
于维持天然气水合物中甲烷的动态平衡， 乃至冻
土环境的生态平衡具有重要意义。另外，古菌 16Sr
DNA 与甲烷代谢有关的功能基因的检测结果也
说明， 微生物成因不可能是祁连山冻土区天然气

水合物的主要成因，与卢振权等 [36]的祁连山天然气

水合物热成因分析结果吻合。 因此，冻土区天然气
水合物的微生物群落呈现了其独有的特征。
从细菌 OTU与样品深度的关系（图 2）可看出，

随着样品深度的增加， 细菌多样性整体有降低的趋
势，但波动较大。微生物能够在冰冻区保持活力与冻
土的理化性质息息相关[37]。 微生物以 C、H、O、N、S、
P 等元素为主要的能量物质， 不同环境的微生物对
各个元素的存在形式与含量要求不同， 土壤环境中
物质元素结构决定着该环境中微生物的群落结构。
出现细菌 OTU 与样品深度关系的规律性的原因可
能是，在地下环境中随着深度的增加，物质的流通性
变差、能量交换变缓慢、能量结构变得单一，结果群
落的多样性较浅层低。
群落结构总体上是对环境条件的生态适应，即

一定的环境条件决定一定的群落结构。 因此也不难
解释在地质构造复杂的 DK-2 钻井中微生物多样
性波动较大的现象（图 2）。 DK2-25（235.80m）采自
于天然气水合物层与非水合物层的交界处， 该样
品中的微生物既要适应 DK-2 钻孔的大环境条
件，又要满足在高浓度甲烷条件下生存。 这种条件
对细菌的生存要求较高，细菌的多样性则较低。 所
发现的细菌或者是天然气水合物与非水合物共有

的细菌， 如Bacillus、Methylobacterium、Aquabacteri-
um、Deinococcus、Thermus、Meiothermus 等 ， 或者是
DK2-25 特有的细菌， 如甲基营养菌 Methylophilus
leisingeri。Methylophilus leisingeri 是能够利用甲基化
合物作为唯一的能源和碳源生长的微生物。 在甲基
营养菌的 C1 代谢过程中，共有 100 多个基因参与，
它们属于一系列特殊的代谢模式，包括甲醇氧化、甲
胺氧化、甲醛氧化、甲酸氧化、丝氨酸循环等。该菌的
发现说明 DK2-25 中可能有 C1 化合物代谢的存
在， 对天然气水合物层与非水合物层 2层之间的含
C化合物的物质交换起到了重要作用。
对比水合物层样品（DK2-17、18、25、26、28、29）

与非水合物层样品（DK2-19、20、21、23、24）的细菌
群落结构发现： ①水合物层样品中 γ-变形杆菌亚
群的比例小于非水合物层， 其中 Stenotrophomonas
和 Nevskia 两个属只发现于水合物层样品中 ，
Moraxella、Shigella 和 Proteus 主要发现于非水合物
层；②放线菌门的 Arthrobacter属多发现于非水合物
层样品中，而水合物层样品中只有 DK2-25 发现该
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属菌种。 这 2点是水合物层样品和非水合物层样品
最显著的区别， 这些区别主要由不同菌群对水合物
层中甲烷适应能力不同所致。 而且， 水合物层样品
DK2-17 和 DK2-18 属于 144.4~152.0m 层段的水
合物层， 该层水合物含有 CO2， 而 DK2-25、26、28
和 29属于 235.0~291.3m层段的水合物层[38]，两层的
细菌种类也有很大差别。 γ-变形杆菌亚群的 Psy-
chrobacter 和 Acinetobacter 两个属多发现于 144.4~
152.0m 层段的水合物层中， 而放线菌门的 Blasto-
coccus saxobsidens 等只发现于 235.0~291.3m 层段
的水合物层中。
另外，在 DK2-19 与 DK2-20 两个样品油页岩

中都发现了大量 Pseudomonas migulae，据文献报道，
Pseudomonas属的大多数细菌可以降解石油[39]。据此
推测， 该菌可能与油页岩中有机质的转化有关。 而
144.4~152.0m 和 156.3~156.6m 层段的水合物层含
有的 CO2，是否是 Pseudomonas migulae 降解油页岩
中的有机质产生的 CO2上溢，加之砂岩孔隙度大且
含有较高量的水，在特定的压力温度条件下形成的，
需要模拟分析油页岩中特定有机质含量条件下

Pseudomonas migulae 的代谢机制来进行解释。

4 结 论

本文利用非培养的分子生物学技术， 对祁连山
冻土区天然气水合物 DK-2 钻孔微生物群落进行
了分析，发现了大量的细菌，种群数量丰富，主要
分布于岩石土壤和低温的环境中， 并且随着深度
的增加，细菌多样性有降低的趋势。 研究表明，在
祁连山冻土区，天然气水合物层中 γ-变形杆菌与
节细菌属（Arthrobacter）的比例高于非水合物层，而
且微生物成因不是天然气水合物的主要成因 ，甲
烷的消耗不存在 AOM 过程，这与深海天然气水合
物有较大的差别。
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