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摘 要：【目的】从研究区域自然环境中获得目标微生物富集体并建立纯培养，完善甲烷渗漏区

生物地球化学基础研究的关键环节，为其他未知微生物的富集与培养提供思路和借鉴。【方法】

对甲烷渗漏区域海洋沉积物微生物进行分离和培养，提炼一套较为完善的海洋微生物实验方法，

包括微生物样品现场处理、厌氧培养基配制与灭菌、微生物富集培养与分离等。利用微生物高通

量测序技术进行基因测序与菌群鉴定，并设置不同的实验条件和实验周期，开展微生物活体培养

实验。短期实验(1.5 d)采用单因子变量方法研究环境因素(光照、培养基浓度、温度、酸碱度)对

微生物的影响；中期实验(22 d)验证短期实验结果，并确定更适宜的培养条件；长期实验(250 d

以上)通过对微生物实时定量追踪，进一步研究微生物富集体在特定条件下的生长状况和活性表达。

【结果】短期培养中，厌氧污泥菌液在自然光照下活性显著提升(17 h 达峰值，铁浓度 16.7 mg/L，

约为初始浓度 4 倍)，黑暗环境则延长其缓冲期(0−15 h)，而海洋底泥菌液在黑暗环境中活性更优

(14 h/35 h 出现高值)，且在酸碱环境(pH 5.0/9.0)后期活性高于中性(铁浓度分别约为 4.3 mg/L vs. 

11.1 mg/L)。中期培养阶段，厌氧污泥菌液在 4 ℃+酸性条件下活性稳定(铁浓度降幅仅为 20%)，

而海洋底泥菌液偏好较高温度及碱性环境(pH 9.0 适应后活性提升)。全局分析显示，前 15 天为温

度适应期，此后温度成为关键调控因子。长期培养中，厌氧污泥菌液活性呈周期性波动(每 50 d

更换培养基引发先降后升)，但 150 d 后出现不可逆衰减；海洋底泥菌液则表现出强适应性(高压

下 117−145 d 活性达峰值，推测生长周期约为 130 d)，且在室压下维持锯齿状稳定活性(铁浓度

3.0−10.4 mg/L)。【结论】厌氧污泥微生物对光照和培养基浓度敏感，短期光照促进活性，但长期

抑制，黑暗及 100% 浓度培养基更适其生长(4 ℃酸性环境，15 d 生长周期)；而海洋底泥微生物

在黑暗+100% 培养基、高温碱性环境下适应性更强，虽短期活性受光照影响小，但需约 130 d 生
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长周期，其高压环境适应性显著影响生长进程。
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Abstract: [Objective] To obtain the enriched groups of target microorganisms from the natural 
environment of the study area and establish the pure culture, improve the key link of the basic 
research on bio-geochemistry in methane leakage areas, and provide ideas and references for the 
enrichment and culture of other unknown microorganisms. [Methods] Microorganisms in marine 
sediments from methane leakage areas were isolated and cultured, and a sound experimental 
methodology for marine microorganisms was refined, including on-site treatment of microbial 
samples, preparation and sterilization of anaerobic culture media, and enrichment, culture, and 
isolation of microorganisms. High-throughput sequencing of microorganisms was conducted for 
gene sequencing and microbial identification, and different experimental conditions and 
experimental cycles were designed for in vivo microbial culture experiments. The short-term 
experiment (1.5 d) was conducted with the single factor method to study the effects of 
environmental factors (light, medium concentration, temperature, and pH) on microorganisms. The 
medium-term experiment (22 d) verified the results of the short-term experiment and determined 
the more suitable culture conditions. The long-term experiment (more than 250 d) was carried out 
to further study the growth status and activity of enriched microbial groups under specific 
conditions by real-time quantitative tracking of microorganisms.[Results] In the short-term culture, 
the activity of anaerobic sludge microbial suspension significantly increased under natural light 
(reached the peak at the time point of 17 h, with the iron concentration of 16.7 mg/L, four times the 
initial value), while the buffer period was prolonged in the dark environment (0−15 h). The activity 
of marine sediment microbial suspension was better in the dark environment (with high values at 
time points of 14 h/35 h), and the activity in the acid/base environment (pH 5.0/9.0) was higher 
than that in the neutral environment (iron concentrations of 4.3 mg/L vs. 11.1 mg/L, respectively). 
In the medium-term culture, the activity of anaerobic sludge microbial suspension was stable under 
4 ℃ and acid conditions (with the decrease of only 20% in iron concentration), while the marine 
sediment microbial suspension preferred higher temperature and alkaline environment (with the 
activity increased after adaptation to pH 9.0). The global analysis showed that the first 15 days 
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were the temperature adaptation period, and then temperature became the key regulatory factor. In 
the long-term culture, the activity of anaerobic sludge microbial suspension fluctuated periodically 
(first decreasing and then increasing after change of the culture medium every 50 days), while it 
declined irreversibly after 150 d. The marine sediment microbial suspension showed strong 
adaptability (with the activity peaked on days 117−145 under high pressure and the estimated 
doubling cycle of about 130 d) and maintained serrated stable activity under room pressure (iron 
concentration of 3.0−10.4 mg/L). [Conclusion] Anaerobic sludge microorganisms are sensitive to 
light and medium concentration. Their activity is improved by short-term light but inhibited by 
long-term light. Dark environment and 100% concentration medium are more suitable for growth 
of anaerobic sludge microorganisms (4 ℃, acidic environment, doubling cycle of 15 d). However, 
marine sediment microorganisms under the dark+100% medium and high temperature+alkaline 
environment conditions demonstrate stronger adaptability. Although their short-term activity is less 
affected by light, it takes about 130 days to double, and the adaptability to the high pressure 
environment significantly affects the growth process.
Keywords: methane leakage areas; anaerobic microorganisms; microbial culture experiments

海洋是地球上最大的生态系统，蕴藏着巨

大的微生物量。海洋微生物研究始于 19 世纪中

叶，描述性的调查研究始于 19 世纪末期[1]。随

着深海样品采集技术的逐步进步和分子生物学

技术的迅猛发展，科学家在微生物菌群鉴定、

功能预测等方面取得了巨大突破。研究证明，

海底生物圈中仍存在众多未培养、系统发育途

径未知的微生物。20 世纪引入的 Illumina 高通

量 DNA 测序技术，通过建立微生物基因组序列

数据库，使微生物研究逐渐形成体系，也极大

地丰富了海洋微生物的研究范围和内容[2]。近年

来，我国研究人员对来自世界各地的海洋微生

物多样性进行了调查，包括墨西哥湾、南开海

槽、西沙海域、北大西洋、太平洋和中国南海

等。结果显示，尽管不同海域来源的微生物在

物种组成、代谢类型、功能基因组成和生态功

能上有所区别，但绝大多数海洋微生物具有较

为一致的特征，包括[3-5]：较强的适应性；生长

传代需消耗外界营养，如钠、钾、钙、镁、磷、

铁、氮等(化能自养微生物除外)；大部分海洋微

生物的代谢类型属于兼性厌氧或严格厌氧，与

低氧或无氧的海洋环境相适应；与一般微生物

相比，海洋微生物实验培养生长缓慢，倍增或

传代时间较长，菌落也相对较小。

尽管高通量测序技术为分析微生物群落信

息提供了便利，但分离培养微生物实验仍然是

微生物学研究中的重要环节，对于深入理解特

定微生物群落的生态学、生理学和遗传学等具

有重要意义。然而，目前在实验室条件下，大

量微生物种类仍难以被培养。截至目前，能够

在实验室条件下培养的海洋微生物不到其微生

物总数的 1%[6]。通过传统的微生物分离培养方

法获得的海洋微生物，不能完全指示海洋微生

物多样性及其所代表的真实类群，因此阻碍了

特异性微生物富集体的进一步研究。开展典型

地区海洋微生物培养实验研究，有助于加深对

生命本质的认识，也为开发特殊海洋环境的微

生物酶等提供指导和借鉴。微生物实验研究在

深入理解生命奥秘、生物地球化学循环、疾病

预防与控制、资源利用与生物技术应用等诸多

方面，具有重要的科学价值[7]。由于海水中生物

和非生物之间频繁的物质和能量交换，海水表

层，特别是厘米级别表层沉积物中微生物的特

性，常用于指示当地生物地球化学环境的重要

信息[8]。近年来，人们逐渐意识到沉积物和水体

的分界面(sediment-water interface, SWI)及海底的
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边界层(benthic boundary layer, BBL)中的微生物

数量、分布及其活动在生物地球化学过程中的

重要性[1,6]。

本研究对甲烷渗漏区表层沉积物样品进行

处理，通过海洋微生物前处理实验，在微生物

多样性研究的基础上，对具备实验室培养条件

的样品开展微生物培养实验。通过提炼实验方

法，建立了微生物培养方法体系，同时研究了

短期、中期、长期等不同培养周期内微生物富

集体的生长状况及影响机制。本研究揭示了来

自甲烷渗漏区的海洋微生物在特定实验环境中

的生长规律和特点，以期为富集培养微生物提

供重要参考。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　样品采集

样品编号 A1、C1−C4 来自西非和几内亚湾

甲烷渗漏区，由魏雪芹于 2020 年 1 月随“竺可

桢号”船(中国大洋 57 航次第四航段)海上科学考

察时获得。样品编号 B1−B6 来自中国南海北部

甲烷渗漏区，由上海大学陈学萍科研团队经多

次传代富集培养所得，具有一定的富集培养基

础。具体信息见表 1 和表 2。

1.2　样品现场处理

CTD 水样中的微生物分别用 0.45 μm 和

0.22 μm 的滤膜进行两级过滤，约每 5 L 水样制

备 1 个水样微生物样品，并将滤膜置于无菌冻

存管中，待分离培养。C1−C4 样品制样时，先

去除样品表面沉积物以防止污染，再采用无菌

采样器采集靠近重力柱内部、未被污染的沉积

物，置于无菌离心管或无菌袋内，并于 4 ℃和

−20 ℃分别保存。4 ℃保存的样品用于微生物培

养实验，−20 ℃保存的样品用于分离提取 DNA，

进行微生物高通量测序和菌群鉴定[9-10]。

1.3　样品微生物高通量测序

在开展微生物培养实验之前，先对样品进

表1　样品编号信息统计

Table 1　Statistics of sample number information

Sample name

1-CTD01 (conductivity, 
temperature, depth)

2-sediment 1

3-sludy

4-sediment 2

5-sediment 3

6-sediment 4

7-pot1

1-GC04

2-GC08

3-GC07

4-GC12

Sample number

A1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

C1

C2

C3

C4

Source

Sampling at sea

Shanghai 
University

Shanghai 
University

Shanghai 
University

Shanghai 
University

Shanghai 
University

Shanghai 
University

Gulf of Guinea

Gulf of Guinea

Gulf of Guinea

Gulf of Guinea

Sample type

CTD water sample

Anaerobic sludge bacterial 
liquid

Marine sediment bacterial 
liquid

Hai1#

Anaerobic sludge bacterial 
liquid

Hai1#

Marine sediment bacterial 
liquid

Muddy sediment sample

Muddy sediment sample

Muddy sediment sample

Muddy sediment sample

Remarks

Raw untreated sample

Enrichment culture of several 
generations of samples

Enrichment culture of several 
generations of samples

Enrichment culture of several 
generations of samples

Enrichment culture of several 
generations of samples

Enrichment culture of several 
generations of samples

Enrichment culture of several 
generations of samples

Raw untreated sample

Raw untreated sample

Raw untreated sample

Raw untreated sample
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行高通量测序，以获得各样品的菌群信息。A1、

B1−B6 样品直接采用水样测微生物高通量测序

方法，该方法已较为成熟，此处不再赘述。沉

积物中的微生物 DNA 提取实验由上海美吉生物

医 药 科 技 有 限 公 司 开 展 。 参 照 DNeasy 

PowerSoil® Pro Kits (Qiagen 公司)使用说明书提

取 DNA。为了减少使用不同程序可能引起的偏

差，所有批次的 DNA 提取、16S rRNA 基因扩

增和测序均使用相同的程序，在同一实验室、

同一时间段进行。设置阴性对照实验，用 5 mL 

Milli-Q 水(Millipore 公司)代替沉积物。为减少

实验误差，对每个样本做 3 次重复抽提，并将

获得的 DNA 充分混合均匀。样品相关数据

见表 3。

对符合要求可进一步实验的样品通过 PCR

进行 16S rRNA 基因扩增和测序。扩增细菌 16S 

rRNA 基因的 V3−V4 高变区，引物对选用 338F 

(5′-ACTCCTACGGGCGGACGCA-3′) 和 806R 

(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′ )；扩增古

菌 16S rRNA 基因 V4 −V5 区，引物对选用

524F10extF (5′-TGYCAGCCGCCGCGGTAA-3′ )

和 Arch-958RmodR (5′-YCCGGCGTTGAVTCCA 

ATT-3′)[11-12]。PCR 由上海美吉生物医药科技有

限公司完成。同时对 DNA 提取的阴性对照组进

行 PCR 扩增，以评估实验污染。

为了避免过度放大，运行时根据 DNA 浓度

将 PCR 循环次数设为 27−37 次，并在初步 PCR

结果的基础上监测 PCR 扩增的趋势曲线。质检

时剔除长度较短、质量较低的序列，挑出合格

样品，在 Illumina 平台上进行 PCR 扩增。采用

琼脂糖凝胶电泳法检测 DNA 的完整性和分散

性，检测参数设置为 1% 琼脂糖凝胶，电压

5 V/cm，检测时间 20 min。将提取的基因片段

映射到 SILVA 数据库(http://www.arb-silva.de)进

行分类归属。在 Illumina MiSeq PE300 平台上使

用两端模式生成测序文库并对文库进行测序[13]。

通过基于 16S rRNA 基因的 Illumina 测序研究细

菌和古菌物种群落组成，原始数据存入 NCBI 数

据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)，获得登录号

分别为 PRJNA716136 和 PRJNA716149。

1.4　无菌厌氧培养基组成与配制

根据微生物群落组成和采集环境，实验采

用的培养基为 2216E 厌氧+特定厌氧组合培养

基。2216E 厌氧培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，酵母

浸出粉 1.0，氯化钠 19.45，L-半胱氨酸盐 0.01，

刃天青 0.001。特定厌氧培养基(g/L)：乙二胺四

乙酸二钠 0.01，四水合氯化锰 0.5，六水合氯化

钴 0.25，氯化锌 1.3，氯化铜 0.1，无水氯化铝

0.1，硼酸 0.1，二水钼酸钠 0.25，六水氯化镍

0.25，钨酸钠 0.25，氯化铵 1.604 7，磷酸二氢

表2　取样点信息

Table 2　Detailed information of the sampling sites

Sample 
number

B1, B4

B3, B5

B2, B6

A1

C1

C2

C3

C4

Longitude

115°03′36″E

115°34′12″E

114°27′00″E

5°24′18′′E

3°34′15″N

27°52′50″S

2°29′27″N

5°00′20′′N

Latitude

19°28′48″N

19°36′00″N

19°31′12″N

3°34′31′′N

5°24′30″E

13°24′53″E

4°30′57″E

2°47′35′′E

Water 
depth (m)

1 560

1 240

805

1 400

1 377

2 464

3 654

3 423

表3　样品相关数据

Table 3　Sample related data

Sample name

1-CTD01

2-sediment 1

3-sludy

4-sediment 2

5-sediment 3

6-sediment 4

7-pot1

1-GC04

2-GC08

3-GC07

4-GC12

Sample number

A1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

C1

C2

C3

C4

Concentration (ng/L)

Low

Low

0.10

Low

Low

0.10

0.12

0.23

0.13

0.13

0.10
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钠 1.560 1，氯化钾 1.118 3，氯化钠 5.854 4，柠

檬酸铁 2.204 5，乳酸钠 0.7 mL。

特定厌氧培养基组分及浓度的确定，充分

考虑了微生物样品的群落组成和采样环境信息，

包括甲烷和氢气等气体浓度、总有机碳 (total 

organic carbon, TOC)浓度、阴离子(SO4
2−、Cl−、

Br−)、阳离子(Fe2+、Zn2+、Ba2+、Na+、K+)等信

息。此外，微生物多样性与环境因子之间的相

关性分析也是确定本研究微生物培养实验特定

培养基的重要依据[14-15]。为进一步保障培养基

的中性环境，培养基配制完成后，使用 1.0 mol/L

浓度的 HCl 或 1.0−5.0 mol/L 浓度的 NaOH 调节

培养基酸碱度至中性(pH 约 7.6)。由于所有菌液

均来自厌氧环境，因此全实验过程严格执行无

菌和厌氧操作。为减小实验误差，配好的培养

基须立即分装至顶空厌氧培养瓶中，并持续通

入氮气，与瓶内空气进行气体置换后，迅速盖

紧丁基橡胶塞瓶盖密封。

1.5　微生物富集培养与分离实验

取 1 mL 沉积物样品，加入高压蒸汽灭菌处

理的陈海水稀释，制成浓度梯度为 10−1 的样品

稀释液，振荡均匀，备用。在厌氧条件下，将

微生物稀释液样品置于与样品采集地相同的

4 ℃、0.1 MPa 环境下，接种到特定厌氧培养基

上富集培养(4 ℃、80 r/min 培养 10 min)。取富

集后的微生物样品厌氧涂布于 2216E 培养基，

选取菌落数在 50−100 个之间的培养基平板进行

分离培养。

经多次富集与分离培养后，取 2 mL 微生物

菌液接种至 50 mL 特定厌氧培养基中，充入甲

烷气体，重复培养多次，以获得纯度较高的微

生物菌液。

1.6　不同周期的微生物培养实验

1.6.1　短期培养实验

短期培养实验采用单因子变量方法，设置

多组实验，研究短期光照、培养基组成、温度

及酸碱度等 4 个环境因素对微生物菌群的影响。

默认条件：黑暗避光、100% 培养基、室

温、pH 值 7.0。实验全周期：36 h，取样间隔

3 h。光照对比：设 3 组，分别为自然光照、黑

暗避光、一定光照(超净工作台照明灯持续照明，

功率 20 W)。培养基浓度对比：设 3 组，分别为

100%、75%、50%。温度对比：设 3 组，分别

为 4 ℃、45 ℃和室温(自然环境中，温度随环境

温度变化)。酸碱度对比：设 3 组，pH 分别为

5.0、7.0、9.0。具体实验分组如表 4 所示。

取 100 mL 顶空厌氧培养瓶，加入 60 mL 培

养基，采用高压蒸汽灭菌(0.1 MPa, 20 min)后备

用。用高纯氮气吹扫 20−30 min，置换气体。取

5 mL 富集体菌液转移至培养瓶中，注入 10 mL

甲烷。取 2 mL 培养基原液代替菌液，作为空白

对照组。2 h 预培养后，每隔 3 h 取 0.8 mL 培养上

清液，10 000 r/min 离心 5 min 后，采用邻菲啰

啉显色法以及分光光度计测定 Fe2+浓度，时间

跨度设置为 36 h。为减少实验误差，针对同

一个分析条件同时开展 3 组平行实验，且每组

实验开展 2 轮，取实验平均值进行统计，本研

究共有样本量 75 个。

1.6.2　中期培养实验

根据培养周期不同，反应体系的配制与短

期培养略有调整。中期培养实验在 100 mL 顶空

厌氧培养瓶中进行，培养体系包括 5 mL 富集体

菌液、60 mL 柠檬酸铁培养基和 10 mL 甲烷(纯

度 99.9%)。光照、培养基浓度、温度、pH 等实

验条件设置与短期实验相同，实验周期为 22 d，

取样间隔 6−7 d。

1.6.3　长期培养实验

探究不同菌液微生物(海洋底泥、厌氧污泥)

在特定条件下的生长，并对不同压力 (常压

0.1 MPa 和高压 5.0 MPa)海洋底泥微生物长期生

长及活性进行实时追踪。

常压长期和高压长期实验分别在 250 mL 顶

空厌氧培养瓶和特制高压反应釜中进行(釜体积

250 mL)。长期培养实验体系组成为：15 mL 富

集体菌液、 180 mL 特定柠檬酸铁培养基和
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30 mL 甲烷(纯度 99.9%)。实验条件参照前述设

置，且每种菌液设置 3 组平行实验，取平均值

以减小实验误差。长期培养实验周期设置为

255 d，取样间隔 6−7 d。为保证菌液正常生长，

长期实验需每隔 50 d 向培养环境气相置换氮气

和甲烷，液相置换 20 mL 新鲜培养基。培养基

更换前后，取液体样品，监测二价铁离子浓度。

更换培养基后，通过补加柠檬酸铁溶液(浓度约

10 mmol/L)控制培养体系柠檬酸铁浓度与初始状

态相同。

表4　实验设置

Table 4　Experimental setup

Number

Comparison 1: 
Sludy+light

Comparison 2: 
Sludy+medium 
composition

Comparison 3: 
Sediments+light

Comparison 4: 
Sediments+medium 
composition

Comparison 5: 
Sludy+temperature

Comparison 6: 
Sludy+pH

Comparison 7: 
Sediments+
temperature

Contrast 8: 
Sediments+pH

Contrast 9:
Default blank group

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Bacterial 
fluid

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sludy

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Sediments

Blank 
group

Light conditions

Natural light

Keep away from light in the dark

A certain amount of light

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Natural light

Keep away from light in the dark

A certain amount of light

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Keep away from light in the dark

Medium 
concentration
(%)

100

100

100

100

75

50

100

100

100

100

75

50

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

T/℃

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

45

4

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

45

4

Room temperature

Room temperature

Room temperature

Room temperature

pH

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

5.0

7.0

9.0

7.0

7.0

7.0

9.0

7.0

5.0

7.0

Remarks

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Default 
condition

Blank
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2　结果与分析　结果与分析

2.1　原始样品微生物菌群鉴定结果

PCR 扩增后，分析和鉴定样品微生物物种

组成，结果如图 1 所示。分析样品微生物群落

组成，在门分类水平上，样品微生物优势菌群

差异较大(图 1)。来自西非和几内亚湾甲烷渗漏

区的 A1、C1−C4 样品微生物菌群以变形菌门

(Proteobacteria)和泉古菌门(Crenarchaeota)为优

势菌群，而来自南海甲烷渗漏区的 B1−B6 样品

微生物以广古菌门(Euryarchaeota)为优势菌群。

利用二维可视化的 PCoA 图进一步分析样品

微生物群落的相似度和差异度，结果见图 2。样

品 β 多样性分析揭示，所有样品中古菌比细菌

更加分散，且来自不同海域样品的微生物群落

显著性差异较大。结合本研究设计的目的和更

有针对性地开展微生物培养实验，筛选出微生

物群落组成更相似、群落组成差异也较小的

B1−B6 样品开展后续微生物富集培养与分离实

验，并结合高通量测序结果，选择样品中的厌

氧污泥菌液(B2)和海洋底泥菌液(B5、B6)作为实

验对象。

2.2　富集培养后样品微生物群落组成与

功能预测

采用高通量测序技术分析富集培养后样品

的微生物群落组成，实验操作方法与 1.3 节一

致。样品的群落组成分析结果如图 3 所示。在

目分类学水平上，样品细菌中铁还原菌丰度高，

包括梭菌属(Clostridium)、地杆菌属(Geobacter)、

芽孢杆菌属 (Bacillus)、希瓦氏菌 (Shewanella)，

同时存在丰度高且与甲烷代谢相关的古菌群落，

如甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)、类甲烷杆

菌(Methanobacteroides) (图3)。

通过 PICRUSt 对操作分类单元(operational 

taxonomic unit, OTU)丰度表进行标准化，对

OTU 进行 COG 功能注释，获得 OTU 在同源基

因组簇(clusters of orthologous groups, COG)功能

水平的注释信息及各功能在不同样本中的丰度

信息。进一步开展 PICRUSt 菌群功能预测分析

表明(图 4)，该地区微生物主要功能包括产甲烷、

乙酸还原、甲基营养型、光营养和铁呼吸功能

等。通过母液培养、传代以及纯化等，获得了

以柠檬酸铁和甲烷为营养物质的菌液，并以此

为基础分别开展短、中、长期的微生物活体培

图1　样品微生物群落组成。A：细菌；B：古菌。

Figure 1　Sample microbial community composition. A: Bacteria; B: Archaea.
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图2　样品PCoA图和β多样性分析。A：细菌；B：古菌。

Figure 2　Sample PCoA and bata diversity analysis. A: Bacteria; B: Archaea.

图3　富集培养微生物群落组成。A：细菌；B：古菌。

Figure 3　Enrichment of microbial community composition in cultured samples. A: Bacteria; B: Archaea.
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养实验。实验时，以培养体系内二价铁离子浓

度变化作为微生物富集体活性和生长状态的指

征。对照实验为空白样培养基。

2.3　短期培养实验结果分析

2.3.1　光照条件优化结果

如图 5 所示，厌氧污泥菌液进入新环境的

缓冲期约为 0−15 h。随后，菌液开始稳步生长。

在不同光照条件下，厌氧污泥菌液微生物呈现

相似的生长趋势。

海洋底泥菌液对光照反应的敏感性弱于厌

氧污泥菌液。在一定光照条件下，微生物活性

在 29 h 时上升，32 h 时恢复不活跃。在黑暗避

光环境中，14 h 和 35 h 时活性出现较高值。

两种菌液对比发现，厌氧污泥菌液对光照

条件反应更敏感。在一定光照条件下，菌液活

性在培养 17 h 时达到最高值。

2.3.2　培养基浓度条件优化结果

如图 6 所示，厌氧污泥菌液在所有浓度培

养基中均表现出较明显的生长活性。在培养的

各个时间段，厌氧污泥菌液的活性在 100% 浓度

培养基中最大，在 50% 浓度培养基中最小。短

期培养的后期，75% 浓度培养基中的菌液活性

和生长速度明显加快，尤其是在后期很可能超

越 100% 培养基。

海洋底泥菌液在 100% 浓度培养基中的活性

最高。除培养时段的中后期出现差别外，在

图4　富集培养微生物菌群功能预测

Figure 4　Functional prediction of enriched and cultured microbial flora.
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75% 和 50% 浓度培养基中其生长状况较为一致。

在短期培养至 17−26 h 时，75% 浓度培养基的生

长略高于 50% 浓度。35 h 时 100% 浓度培养基

海洋底泥菌液活性明显提高。

2.3.3　温度条件优化结果

如图 7 所示，厌氧污泥菌液面对温度变

化，首先出现短暂适应和缓冲期，9 h 前微生

物菌液活性均下降。对比不同温度，4 ℃条件

下菌液反应最强烈，17 h 铁离子最高浓度为

16.7 mg/L，约为初始浓度的 4 倍，23 h 时第二次

活跃，约为初始浓度的 3 倍。45 ℃条件下，厌氧

污泥菌液仅出现 1 次较强烈的反应，20 h 时铁离

子最高浓度为 18.0 mg/L，约为初始浓度的 2.8 倍。

海洋底泥菌液在室温下活性较为平稳，在

4 ℃和 45 ℃活性较高。培养 23 h 后，4 ℃环境

更适合海洋底泥菌液微生物的活性表达，在

图5　光照对微生物短期培养的影响

Figure 5　Effect of light on short-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.

图6　培养基浓度对微生物短期培养的影响

Figure 6　Effect of medium concentration on short-term microbial culture. A: Sludy; B: Sediments.
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26 h 和 29 h 时间段，二价铁离子的平均浓度约

为 22.9 mg/L，是初始浓度的 4.6 倍。

2.3.4　酸碱度条件优化结果

如图 8 所示，pH 值为 5.0、7.0 和 9.0 分别

对应酸性、中性和碱性环境。在不同的酸碱环

境中接种微生物菌液，发现中性环境中初始二

价铁浓度值约为 11.1 mg/L，而酸性和碱性环境

的初始二价铁浓度均较低(约为 4.3 mg/L)。培养

至 17 h 时，所有体系内的微生物活性达到最

高值。

海洋底泥菌液在不同 pH 值中的活性无明显

区别，均呈锯齿状变化，在 8−17 h 和 23−32 h

出现明显的活性增强。

2.4　中期培养实验结果分析

2.4.1　光照条件优化结果

厌氧污泥菌液在所有光照条件下，其活性

图8　pH对微生物短期培养的影响

Figure 8　Effect of pH on short-term microbial culture. A: Sludy; B: Sediments.

图7　温度对微生物短期培养的影响

Figure 7　Effect of temperature on short-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.
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均呈现先增大后下降的趋势(图 9)。在 0−8 d 内，

一定光照条件更有利于厌氧污泥菌液的活性表

达。在后半段，自然光照和黑暗避光条件下厌

氧污泥菌液的活性较为一致，均高于一定光照

条件。

海洋底泥菌液在黑暗避光条件下其活性高

于其他光照环境，且在 3 种光照环境中，海洋

底泥菌液的活性均有较大幅度的提高。

2.4.2　培养基浓度条件优化结果

如图 10 所示，8 d 后，厌氧污泥菌液在

50% 浓度的培养基中的活性大于在 75% 浓度培

养基中的活性。15 d 后，所有浓度培养基的厌

氧污泥菌液活性都逐渐降低。100% 浓度培养基

中海洋底泥菌液活性明显增强。

2.4.3　温度条件优化结果

如图 11 所示，所有样品在前 15 天内各温度

图10　培养基浓度对微生物中期培养的影响

Figure 10　Effect of medium concentration on medium-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.

图9　光照条件对微生物中期培养的影响

Figure 9　Effect of light conditions on medium-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.
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下活性都处于较低水平。厌氧污泥菌液在室温

条件下的培养，其初始培养体系浓度为 11.1 mg/L，

培养结束时的浓度为 4.7 mg/L，下降幅度高达

60%。在 4 ℃环境中，二价铁离子初始浓度为

4.6 mg/L，最终为 3.7 mg/L，下降幅度仅为

20%。对于中期培养的海洋底泥菌液，较高温度

似乎更有利于微生物的生长。

2.4.4　酸碱度条件优化结果

如图 12 所示，在酸性和中性环境中，厌氧

污泥的活性先下降后上升，说明厌氧污泥在适

应相应的 pH 环境后，表达了较高的活性。在碱

性环境中，厌氧污泥的活性先升高后降低。15 d

后，碱性环境和中性环境中的海洋底泥菌液也

适应了环境变化。

2.5　长期培养实验结果分析

2.5.1　不同菌液培养优化结果

如图 13 所示，长期培养实验表明，厌氧污

泥菌液和海洋底泥菌液微生物的生长曲线均呈

现锯齿状。

厌氧污泥菌液活性在培养的第 0、53、109、

150 天均先降低后增高。每隔 50 d 更换顶空气

和培养基，可能营养条件改变促进了反应。新

图11　温度对微生物中期培养的影响

Figure 11　Effect of temperature on medium-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.

图12　pH对微生物中期培养的影响

Figure 12　Effect of pH on medium-term culture of microorganisms. A: Sludy; B: Sediments.
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鲜培养基加入使二价铁离子浓度上升，微生物

活性短期提高后下降。

长期培养 150 d 后，微生物活性显著下降。

200 d 更换新鲜培养基后，微生物活性无明显提

高，可能菌液已处于低活性或死亡状态。海洋

底泥菌液的微生物活性变化趋势与厌氧污泥相

反，每次更换培养基后活性呈现较低值，推测

有短暂休眠期。适应体系环境后，微生物活性

增强，200 d 后完全适应反应体系变化，更换新

鲜培养基后立即出现活性提高。

2.5.2　不同压力

如图 14 所示，在不同的压力条件下，海洋

底泥菌液微生物的活性差距较大。在 0.1 MPa 大

气压力下，海洋底泥菌液微生物长期培养的生

长曲线呈锯齿状变化，二价铁离子浓度为

3.0−10.4 mg/L，即该菌液微生物在室内大气压

环境下无明显的死亡或倍增现象。在 5.0 MPa 高

压环境下，海洋底泥菌液微生物在 117−145 d 活

性较高。考虑到海洋微生物较慢的生长速度和

较长的生长周期，估算该菌液富集体的最佳生

长周期为 130 d 左右。培养 180 d 后，0.5 MPa

高压环境下微生物几乎未生长，而 0.1 MPa 大气

压力下微生物菌液在更换培养基后出现新一轮

的生长。

3　讨论　讨论

3.1　短期培养实验揭示样品对培养条件

的偏好性

3.1.1　光照条件

短期培养实验中，2 种菌液在不同光照条件

下均表现出一定的活性，但光照条件对 2 种菌

液的影响差异较大。在自然光照下，厌氧污泥

菌液的活性显著提升 (17 h 达峰值，铁浓度

16.7 mg/L，约为初始浓度的 4 倍)，而黑暗环境

则延长了其缓冲期(0−15 h)，表明自然光照条件

有利于厌氧污泥菌液的生长和活性表达，而黑

暗环境则不利于其生长。相比之下海洋底泥菌

液对光照的偏好性不明显，在黑暗环境中活性

更优(14 h 和 35 h 出现高值)，而在自然光照条件

下几乎停止生长。

3.1.2　培养基浓度条件

培养基组分浓度是限制厌氧污泥菌液微生

物活性的重要因素[16]，实验结果表明，75% 浓

度培养基的营养物质已能满足厌氧污泥菌液微

生物的生长需求，而 100% 高浓度培养基在培养

后期对菌液的促进作用不大，甚至可能在一定

程度上限制菌群的生长。

相比之下，较高浓度的营养物质在一定时

图14　不同压力条件下微生物长期培养实验

Figure 14　 Long term culture of microorganisms 

under different pressures.

图13　不同菌液的微生物长期培养实验

Figure 13　Long term culture of microorganisms in 

different bacterial solutions.
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间内更有利于海洋底泥菌液的生长。在 35 h 时，

海洋底泥菌液的微生物繁殖进入指数期，高浓

度培养基为微生物的繁衍提供了充足的营养，

而其他浓度的培养基则可能限制了海洋底泥微

生物的活性和生长。因此，在进行中、长期微

生物培养实验时，建议选用 100% 浓度培养基。

3.1.3　温度条件

图 7 表明，低温环境(4 ℃)更适合厌氧污泥

菌液的生长，而海洋底泥菌液对温度条件不敏

感，需要进一步开展中期实验进行研究。

3.1.4　酸碱度条件

短期培养后期，中性环境(pH 7.0)更适合厌

氧污泥菌液的活性表达，其活性明显高于其他

环境。然而酸碱环境(pH 5.0 和 9.0)后期的活性

高于中性环境 (铁浓度分别约为 4.3 mg/L vs. 

11.1 mg/L)，表明酸碱度是限制海洋底泥菌液微

生物活性的重要因素之一[17]。

综合对比发现，相对于海洋底泥菌液，厌

氧污泥微生物对光照、培养基浓度变化更敏感，

中性、4 ℃环境更适合厌氧污泥微生物生长。

4 ℃环境下 2 种微生物最活跃，室温环境下最稳

定，表明温度设置对 2 种微生物活性影响较大，

在中期培养实验中仍是不可忽略的因素。

3.2　中期培养实验进一步验证短期培养

实验

3.2.1　光照条件

中期培养实验结果与短期培养实验结果一

致，短时间内一定光照条件更有利于厌氧污泥

菌液的活性表达，可能是由于菌液富集体内嗜

光微生物在该时期生长迅速[17]。然而在培养后

期，昼夜交替的光照环境以及全程黑暗避光环

境比一定光照更有利于微生物活性，说明光照

逐渐成为限制厌氧污泥菌液活性的因素。图 9

显示，海洋底泥菌液在整个培养期间一直呈现

增长趋势，且后期趋势明显，说明 22 d 的中期

培养尚未达到海洋底泥菌液富集体微生物的生

长周期，微生物在此过程中一直处于较活跃的

生长状态。

3.2.2　培养基浓度条件

中期培养实验结果与短期培养结果类似，

高浓度的营养物质在一定时间内更有利于厌氧

污泥菌液微生物的生长。在培养后期，培养基

浓度不再是影响厌氧污泥菌液活性的主要因素。

对于海洋底泥菌液，中期培养实验结果进一步

验证了短期培养实验的猜想，因此进行海洋底

泥菌液培养时建议选用 100% 浓度培养基[16]。

3.2.3　温度条件

前 15 天是中期培养的温度适应期，此后 2 种

菌液微生物的活性有了较大提高，说明温度是

关键调控因子。在室温环境中，厌氧污泥菌液

微生物的活性最弱，而在 4 ℃环境中菌液微生

物的活性最强，这与短期培养实验的结论一致，

表明低温更适合厌氧污泥菌液的培养。

3.2.4　酸碱度条件

pH 对中期培养的厌氧污泥菌液影响较大。

酸性环境更有利于厌氧污泥菌液的生长，而碱

性环境在前期抑制了厌氧污泥菌液的活性。相

比之下 pH 值为 9.0 的碱性环境在培养后期更有

利于海洋底泥菌液的培养。

中期培养阶段，温度、pH 是影响两菌液微

生物活性的重要因素。厌氧污泥菌液在 4 ℃+酸

性条件下活性稳定(铁浓度降幅仅为 20%)，而海

洋底泥菌液偏好较高温度及碱性环境(pH 9.0 适

应后活性提升)。光照、培养基浓度对厌氧污泥

微生物影响相对较小，100% 浓度培养基更适合

厌氧污泥微生物，黑暗避光+100% 浓度培养基

更适合海洋底泥微生物。15 d 是厌氧污泥微生

物的生长倍增时间，22 d 未达到海洋底泥微生

物倍增时间，整个中期培养实验中一直处于较

活跃生长状态。

3.3　长期培养实验实时追踪样品生长特

性及生长周期

长期培养实验对微生物菌液的生长状态进
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行实时追踪，并通过中期实验筛选出的条件加

速微生物的富集培养。长期培养实验中，厌氧

污泥菌液活性呈周期性波动(每 50 d 更换培养基

引发先降后升)，但 150 d 后出现不可逆衰减。

相比之下，海洋底泥菌液表现出更强的适应性

(高压下 117−145 d 活性达峰值，推测生长周期

约为 130 d)，且在室压下维持锯齿状稳定活性

(铁浓度 3.0−10.4 mg/L)。因此，海洋底泥菌液在

实验方案下的适应性高于厌氧污泥菌液，更适

合进行更长时间的人工培养。在高压环境下，

即使更换新鲜培养基也未再出现较高的微生物

活性表达，说明高压环境可能会加速微生物的

生长和消亡进程[17]。

4　结论　结论

本研究通过微生物活体培养实验，探讨了

多环境因素对微生物特征的影响，并为研究不

同区域样品差异性的作用机制提供了线索。实

验设计包括短期、中期和长期培养，通过设置

不同培养条件(光照、培养基组成、温度和 pH

梯度)，采用单因子变量方法，研究环境因素对

微生物的影响。中期培养实验验证了短期实验

的猜想和结论，并探讨了不同微生物富集体的

适宜培养条件。主要结论如下。

(1) 厌氧污泥微生物对光照和培养基浓度变

化更敏感。一定光照有利于厌氧污泥菌液短期

活性表达，但长期可能限制其活性；黑暗避光

环境对 2 种菌液长期有益，与菌液来源的真实

环境一致；光照对海洋底泥菌液生长影响不显

著，短期培养后期黑暗避光条件下活性更高。

(2) 培养基组分浓度是限制厌氧污泥菌液微

生物活性的重要因素。高浓度营养物质在一定

时间内有利，但长期可能抑制菌群生长。100%

浓度培养基更适合厌氧污泥微生物，而黑暗避

光+100% 浓度培养基更适合海洋底泥微生物。

(3) pH 对微生物生长有一定影响。4 ℃+酸

性条件适合厌氧污泥微生物生长，而较高温度+

碱性环境更有利于海洋底泥微生物培养。

(4) 15 d 是厌氧污泥微生物的生长周期；

22 d 未达到海洋底泥微生物生长周期，一直处

于较活跃生长状态。长期培养实验证实，海洋

底泥菌液适应性更高，最佳生长周期约 130 d，

高压环境影响微生物生长或消亡进程。
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