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摘   要：全球变暖是全人类面临的一个巨大挑战，而温室气体排放持续上升是全球变暖的关键因

素，并引发一系列生态环境问题。甲烷是第二温室气体，对全球变暖的贡献达 20%。然而，在甲

烷代谢中发挥重要作用的产甲烷古菌和厌氧甲烷氧化古菌(anaerobic methanotroph，ANME)较难培

养，极大地限制了人们对甲烷代谢及其影响碳源-汇关系与机制的研究。本文综述了最新产甲烷古

菌和 ANME 富集、分离和培养方法，包括富集培养、原位培养、共培养、微流控技术、稀释分离

和固体分离技术、ANME 反应器和培养瓶富集培养，以及宏基因组预测和反向基因组学，并对这

些方法的优缺点进行了评估，对未来甲烷代谢古菌的富集、分离和培养提出新的建议。 

关键词：甲烷代谢；产甲烷古菌；厌氧甲烷氧化古菌；分离培养  
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Abstract: Climate warming is a global challenge, and the main culprit is the continuous emission of 

greenhouse gases. Methane (CH4), the second most abundant greenhouse gas, accounts for 20% of global 
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warming effects. However, it is difficult to culture methanogens and anaerobic methanotrophic archaea 

(ANME), which play an important role in methane metabolism, thus hindering the research on methane 

metabolism, the influence on related carbon resource-sink relationships, and the mechanism. This paper 

reviewed the enrichment, culture and isolation methods of methanogens and ANME, including 

enrichment culture, in-situ culture, co-culture, microfluidic technologies, dilution-extinction and solid 

separation technologies, ANME reactor and flask enrichment culture, metagenomic prediction, and 

reverse genomics. Then we evaluated these methods and put forward suggestions for the future 

enrichment, isolation, and culture of methane-metabolizing archaea. 

Keywords: methane metabolism; methanogen; anaerobic methanotrophic archaea; isolation and culture 

 
 
 

温室气体的持续排放导致了一系列环境问

题，包括全球变暖、降水模式的改变、地下水

水位改变、海洋酸化和土壤条件的变化及一系

列极端气候事件[1]。甲烷(CH4)是含量仅次于二

氧化碳(CO2)的第二大温室气体，其导致全球

变暖的潜力是 CO2的 28倍，对全球变暖的贡献

达 20%[2]，而且其排放量逐年升高，预计在未

来的气候变化中发挥重要作用[3]。 

自然界执行甲烷代谢功能的微生物主要包

括产甲烷古菌、好氧甲烷氧化菌(嗜甲烷菌)、厌

氧甲烷氧化古菌(anaerobic methanotroph，ANME)

和细菌(NC10)[4]等(图 1)。目前已获得大量的嗜

甲烷菌纯培养物，好氧甲烷氧化途径也较为清

楚[5]，而 ANME 至今仍无纯培养，厌氧甲烷氧

化(anaerobic oxidation of methane，AOM)机制和

参与的微生物仍不清楚[6]，特别是 AOM 过程

及其与碳、氮、硫循环的耦合机制。产甲烷古

菌纯培养较少，甲烷产生机制仍不完善。 

产甲烷古菌所产甲烷是主要的天然甲烷

源，随着测序技术和宏基因组学的发展，人们

在各种环境中均发现了未培养产甲烷古菌的存

在，如动物瘤胃[7]、稻田[8-9]、垃圾填埋场[10]、

海底沉积物[11]、盐碱湖[12]、红树林湿地[13]等。

然而 ANME 驱动的 AOM 过程是重要的甲烷

汇。ANME 利用甲烷生长，其生物残体及生长

代谢过程中产生的一些难降解有机物可能被埋

藏进一步形成碳汇[14]，产生的二氧化碳返回到

大气中形成二氧化碳碳源，但二氧化碳的升温

潜势远低于甲烷 [2]，另有研究表明 ANME-2a

可以厌氧氧化甲烷产生乙酸，乙酸可以进一步

被其他异养生物利用[15]，整体上 AOM 过程仍

是一个增加碳汇的过程。据估计，全球产生的

甲烷有超过一半在到达大气之前被好氧和厌氧

甲烷氧化微生物氧化成二氧化碳，而在深海，

AOM 耦合硫酸盐还原过程可能消耗高达 90%

的沉积物释放的甲烷[16]。 

目前已纯培养的产甲烷古菌都分布在广古菌

门 (Euryarchaeota)的 6 个纲，即甲烷杆菌纲

(Methanobacteria)、甲烷球菌纲(Methanococci)、

甲 烷 火 菌 纲 (Methanopyri) 、 甲 烷 微 菌 纲

(Methanomicrobia)、热源体纲 (Thermoplasmata)

和 Methanonatronarchaei，并分为 7 个目，即

甲 烷球菌目 (Methanococcales) 、甲烷火菌目

(Methanopyrales)、甲烷杆菌目(Methanobacteriales)、

甲烷八叠球菌目(Methanosarcinales)、甲烷微菌

目(Methanomicrobiales)、甲烷胞菌目(Methanocellales)

和 马 赛 球 菌 目 (Methanomassiliicoccales)[17] 。

Methanonatronarchaeia 纲目前只有从西伯利

亚东南部高盐湖的沉积物中分离的 2 株     

菌[18]。依据底物不同，产甲烷途径可分为 4 类： 
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图 1  甲烷代谢途径 
Figure 1  Methane metabolism pathway. ANME: Anaerobic methane oxidizing archaea; SRB: Sulfate-reducing 
bacteria; mcrA: Methyl-coenzyme M reductase α-subunit gene, methanogen marker gene; pmoA: Particulate 
methane monooxygenase β-subunit gene (aerobic methane oxidizing marker gene). Blue line: The process 
and the microorganisms involved are known or partially known; Brown line: The process has been reported 
but the microorganisms involved are unclear. 
 
(1) H2/CO2 还原产甲烷途径；(2) 甲基产甲烷

途径；(3) 乙酸裂解产甲烷途径；(4) H2 还原

甲基化合物产甲烷途径。Rother 等[19]发现产甲

烷古菌 Methanosarcina Acetivorans C2A 能够利

用一氧化碳生长，但主要产物不是甲烷，而是

醋酸和甲酸；甲基型产甲烷古菌能够使用甲基

化合物，如甲醇、甲基化胺盐(单甲基胺盐、二甲

胺、三甲胺和四甲基胺)和甲基硫化物(甲硫醇和

二甲硫醚)。Mayumi 等[20]发现 Methermicoccus 

shengliensis 菌株 AmaM 还可利用甲氧基芳香族

化合物产甲烷。产甲烷古菌生长缓慢，一般倍

增时间为 4−8 d，据报道，最小的倍增时间为

24 h，但是倍增后未观察到进一步的生长[19]。 

然而 AOM 途径缺乏关键微生物的纯培

养，主要基于富集物探索 AOM 过程。目前已

发现 AOM 的电子受体有：(1) 硝酸盐和亚硝酸

盐；(2) 金属离子，如 Mn4+、Fe3+、As5+[21]； 

(3) 硫酸盐；(4) 有机质，如腐殖质 [22]。根据

Knittel 等[23]对 16S rRNA 基因序列的系统发育

分析，ANME 被分为 3 个不同的分支，即

ANME-1、ANME-2 和 ANME-3[24]。AOM 活性

实验估计 ANME 倍增时间为 2−7 个月，揭示了

ANME 利用 CH4 缓慢生长[25]。Bhattarai 等[6]

总结了介导 AOM 耦合硫酸盐还原 (sulfate 

reduction，SR)的 ANME 培养限制：(1) 在已

知电子受体的 AOM 中，AOM耦合SR在标准热
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力学条件下产生的能量最低；(2) ANME 生长极

慢[25]；(3) 底物甲烷在 1 个大气压下的溶解浓度

有限 (1.4 mmol/L)； (4) SR 产物硫化物抑制

ANME的生长。这些都给ANME的培养和分离

带来了挑战。 

产甲烷古菌和 ANME的相互关系目前并不

清楚。Soo 等将未培养的 ANME-1 编码甲基辅

酶 M 还原酶 (Mcr)的基因克隆到产甲烷菌

Methanosarcina acetivorans 中，使其能够利用

Fe3+作为电子受体厌氧氧化甲烷生长，并将甲

烷转化为乙酸[26]，但是目前并未有报道在自然

环境中发现既能产甲烷又能氧化甲烷的微生

物。所有的 ANME都与产甲烷古菌的不同类群

存在系统进化关系[23]。复杂环境中二者如何进

行厌氧甲烷代谢仍待研究。 

本团队之前参与的研究通过对复杂环境中

甲烷代谢功能基因和微生物群落分析来揭示不

同生态系统甲烷排放机制 [13,27-30]。Bai 等利用

功能基因芯片(GeoChip)分析了 4 个不同红树林

沉积物微生物功能基因多样性，检测到了甲烷

代谢的关键基因，如参与甲烷产生的甲基辅酶

M 还原酶基因(mcrA)及参与好氧甲烷氧化的可

溶性甲烷单加氧酶基因(mmoX)和颗粒状甲烷单

加氧酶基因(pmoA)[27]。Yu 等研究发现，红树林

恢复过程中无瓣海桑的引入增加了甲烷排放，

主要原因是无瓣海桑的引入改变了沉积物的

环境和养分条件，导致沉积物中产甲烷菌群

落的 α 多样性增加，而好氧甲烷氧化菌的丰度降

低[13]。Wang 等研究易被忽视的小池塘甲烷排

放，发现高污染的池塘水中溶解甲烷含量较

高，而且对 mcrA 和 pmoA 基因的测序表明高污

染池塘中沉积物产甲烷群落和水中甲烷氧化群

落 α 多样性较高[28]。顾航等综述了湿地微生物

介导的甲烷排放机制，指出不同湿地产甲烷微

生物群落及甲烷产率差异主要是由于温度、底

物、植物、pH 和硫酸盐、硝酸盐、金属等环境

因子的影响，而水文条件、植物、温度、湿地

类型是影响湿地甲烷总排放的环境因素 [29]。

Feng 等发现短期冻土变暖刺激下产甲烷相关基

因如 mcrA、hdrB、mrtH、mtaB 等丰度上升，

有利于甲烷排放[30]。甲烷代谢是地球元素循环

中极为重要的一环，从环境中分离甲烷代谢古

菌是研究其在复杂环境中功能过程及其机制的

关键。 

甲烷代谢古菌是复杂环境中甲烷代谢过

程的关键驱动者，也是难培养微生物的重要

代表，其分离培养至关重要。Walker 等通过

对产甲烷菌和硫酸盐还原菌 (sulfate-reducing 

bacteria，SRB)的共培养，发现二者除 H2 外新

的物质交流——种间丙氨酸转移，这为复杂环

境中的产甲烷菌与其他微生物互作提供了新的

视角 [31]。大量原位荧光杂交实验表明 ANME

与 SRB 共生[6]。大多数来自环境的微生物无法

在实验室中培养，主要原因包括缺乏适当的生

长条件、生长速度低、菌落生长不良、需要其他

微生物产生的代谢物、细胞处于休眠状态[32]，

或细胞离开原有环境到培养之间就已经死    

亡[33]。为进一步揭示甲烷代谢机制，本文综述

了甲烷代谢古菌分离培养的方法及评价，以期

为当前甲烷代谢古菌分离培养提供帮助。 

1  产甲烷古菌的分离培养 

Sorokin 等从盐湖和碱湖中分离到 2 株以

H2 和甲基化合物为底物的产甲烷古菌，为产甲

烷古菌的起源提供了新的见解[18]。Imachi 等长

期富集分离获得高纯度的 Asgard 古菌和产甲烷

古菌共培养物，提出了可能的真核起源模型：

纠缠-吞噬-内生(也称为 E3)模型[34]。目前已经

纯培养的产甲烷古菌的物种近百个。随着研究

的深入，对于难培养的古菌，富集培养、共培
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养可能代替纯培养成为主流，但纯培养对微生

物的形态、生态生理学和生物化学的理解是至

关重要的，这是认识其在复杂环境中的功能过

程及机制的关键。 

一般认为产甲烷古菌在严格的厌氧条件

下，即除二氧化碳外的电子受体(如硫酸盐、

硝酸盐、金属氧化物等)被耗尽才会生长。然

而 Khelaifia 等在有氧条件下利用产 H2 细菌为

产甲烷古菌供应 H2 的共培养从人类粪便中分

离到产甲烷古菌[35]。此前也报道了产甲烷古菌

虽然能耐受低浓度的氧气[36]，但从未在空气中

生长和被分离。Khelaifia 等的新发现改变了人们

对产甲烷古菌“严格厌氧”的固有认知。最近，

Zhang 等通过宏基因组和宏转录组发现了红树林

浅层土壤(0−30 cm)氢气还原甲基化合物类新型

产甲烷菌的代谢潜力，即使在 0−2 cm 的表层土

也可能存在具有代谢潜力的产甲烷古菌[37]。 

环境中的未培养微生物可以分为 3 类，即

优势活性微生物、低丰度活性微生物和休眠微

生物[38]。一般最容易分离的是适应性较强的优

势活性微生物。大多数未培养微生物属于低丰

度活性微生物和休眠微生物[38]。目前尚未报道

产甲烷古菌存在休眠 (可生存但不可培养 )状

态，在一些极端环境(如深海)，产甲烷古菌可

能属于优势活性微生物，但是在淡水或者浅层

土壤，产甲烷古菌更可能属于低丰度活性微生

物，甚至休眠微生物。对于复杂环境中产甲烷

古菌的分离，一些现有培养思路可供参考，如

富集培养 [39]、原位培养 [40]、共培养 [10]、微流

控技术[41]、基于宏基因组功能预测定向培养[42]

等，进一步的分离可考虑减绝稀释法分离[34]，

固体分离和反向基因组学[43]等。 

1.1  培养方法 
1.1.1  富集培养 

为了培养低丰度的微生物，通常是定制不

同的合成培养基进行培养。通过控制生长培养

基来提高环境样品中微生物的回收率，分离到

了小部分产甲烷古菌[18,44]。另一种分离低丰度

细菌的策略是试图使它们成为优势菌。富集是 

一种常见的方法，通过引入特定古菌生长的营

养物质或环境条件来实现增加目标古菌的数

量。此法的优点是选择性高，适于分离一些难

以在人工培养基上单独生长及生长缓慢的产甲

烷古菌[34,45]。 

1.1.2  原位培养 

Kaeberlein 等在 2002 年提出原位培养思 

路[40]。他们设计了一个扩散室让未培养微生物

在模拟的自然环境中生长，分离出具有代表性

的海洋微生物。这些分离菌并不能单独在人工

培养基上生长，而是需要在其他微生物存在时

形成菌落。这一观察结果有助于解释自然界一

些未培养微生物无法单独生长，必须在共生菌

的存在下才能生长的现象。 

Nichols 等在 2010 年发明了隔离芯片(iChip)

技术，实现了高通量原位培养[46]。单个 iChip

由 384 个微型扩散室组成，每个扩散室都接种

一个环境细胞，研究表明，使用 iChip 分离的

微生物超过传统培养的许多倍，并且生长的物

种具有显著的系统发育新颖性[46]。将 iChip 技术

与荧光活化细胞分选(fluorescence activated cell 

sorting，FACS)结合，简称 FACS-iChip 技术[47]，

可确保培养板的每个培养室只含有一个细胞。

目前 iChip 主要用于药物开发和医学研究[48]。 

原位培养的最大优点是解除了传统固体分

离培养的培养基成分限制，同时其缺点也很明

显——缺乏选择性，难以直接从环境中分离到

目标微生物。另外 iChip 使用了琼脂、结冷胶

等固定剂，不耐受这些固定剂的微生物无法在

上面生长。若利用此培养思路分离环境中的产

甲烷古菌，需要配合富集培养，提高产甲烷古
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菌被分离的概率。同时，原位的营养往往是复

杂而不充足的，原位培养难以确定微生物的共

培养关系及生长条件，这为进一步的研究带来

了困难。 

1.1.3  基于宏基因组功能预测的定向培养 

基于基因组的代谢重建可能为未培养细菌

和古菌的培养提供基础，但截至目前仅有少数

微生物实现了 [49]。Nagoya 等发现宏基因组组

装 基 因 组 (metagenome-assembled genome ，

MAG) Met2 编码了一种混合营养型甲烷菌，该

菌是嗜热固定床厌氧消化器中的主要菌群，从

MAG Met2 基因组信息推测 Met2 仅利用 H2/CO2

来产甲烷以节约能源，而以乙酸盐作为碳源，

Met2 可能是一种全新的专性混合营养产甲烷古

菌；结合宏基因组预测和利用斜面划线分离，

Nagoya 等最终分离到了 Methanothermobacter 

sp.菌株 Met2-1，其代谢途径与宏基因组预测

结果一致[42]。因此，宏基因组和宏转录组等信

息将为甲烷代谢古菌的分离提供基础。 

1.1.4  共培养 

Sakai 等在 2007 年提出产甲烷古菌分离的

共培养思路，向培养基中添加产氢菌和间接底

物丙酸，利用产氢菌为产甲烷古菌生长提供

H2
[8]。在此之前，几乎所有利用 H2 的产甲烷古

菌的培养和分离都是在高 H2 浓度(例如 100 kPa)

下进行的，远高于环境H2的浓度(10−100 Pa)[10]。

在这种高 H2 浓度条件下的实验室培养导致非

常有限的物种生长。共培养法弥补了富 H2 培

养的不足。Khelaifia 等也采用产氢菌和产甲烷

古菌共培养的方式分离氢营养型产甲烷古菌，

与 Sakai 的共培养不同的是，Khelaifia 的共培

养未严格厌氧，仅仅在培养基中添加了还原剂

和抗生素，并未去除装置内的氧气 [35]。Sakai

等[10]通过严格厌氧条件限制了其他菌的生长。

Khelaifia 等[35]则通过添加抗生素来抑制细菌的

生长，此法适合低 H2 浓度产甲烷古菌的分离。

产甲烷古菌利用这些异养细菌产生的 H2，而细

菌从去除 H2 中获益。这种生活方式通常被称

为种间 H2 转移。共培养法弥补了传统富营养

法的不足，为一些难培养产甲烷古菌提供了新

的培养思路。共培养法的缺点在于需要一定的

研究基础，如对产甲烷古菌的代谢及微生物相

互作用的研究等。对于部分可能需要共生微生

物方可存活菌种的分离纯化，分离共生或同养

菌并保证在后续的纯培养过程中继续生长可能

具有挑战性。二者的分离难点在于共生机制的

探索，如物质交换、电子传递等，以便于将二

者物理隔离后的进一步单独培养。宏基因组

学、宏转录组学、蛋白组学和代谢组学等可以

为研究二者之间的相互作用提供一些信息，但

仍需进一步实验验证。 

1.1.5  微流控技术 

微流控技术可以将一系列实验室操作集成

到微流控芯片上，如样品处理、反应、细胞培

养和测量[41]。基于液滴的微流控技术是微流控

技术的关键，其在微生物学方面表现出了高通

量单细胞培养 [50]、微生物共培养 [51]、靶向测 

序[52]和单细胞测序[52]的优势。液滴操作的不同

功能模块主要有产生液滴、液滴培养、区分液

滴、液滴合并及液滴筛选。产生液滴是第一

步，通过不同管道将细胞和培养基混合分离单

细胞，使用液滴进行大量单细胞包埋，其中表

面活性剂对液滴的稳定极为重要。液滴可以为

细胞分裂提供一个独立的空间，并阻挡竞争者

或捕食者的影响。这可以带来如微尺度、单细

胞分辨率、高吞吐量、低成本和自动化潜力等

优势。微流控技术还可以结合多种技术对液滴

进行分析，如荧光原位杂交、单细胞测序、质

谱等。微流控技术和 iChip 技术类似，最大缺

点在于非选择性培养及不确定分离微生物能否
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继续纯培养。该技术应用主要面临两大挑战：

(1) 微流控技术在微生物学的应用限制，虽然这

项技术是为了培养而生，但是至今很少用于古菌

的分离培养，大多数已发表研究都依赖于定制的

设备，并遵循微流控领域科学家的协议，使得这

项技术并未广泛使用；(2) 目前实际应用中的

微流控技术很难达到预期效果，仍有许多需要

改进的地方 [53]。对于未来的甲烷代谢古菌培

养，微流控技术可能发挥重要作用，但是在厌

氧古菌分离方面的应用潜力尚属未知。 

1.2  分离方法 

1.2.1  减绝稀释法 

将环境样品富集培养之后通常要经过减绝

稀释法分离微生物。稀释倍数取决于微生物的

种群密度，即将培养基中的微生物连续稀释到

单个细胞，减少样本内微生物物种的数量和多

样性。在培养基中添加细菌特异性抗生素对分

离产甲烷古菌十分有效，如卡那霉素和万古霉

素。Imachi 等利用长期减绝稀释法分离，最终

获得了极难培养的 Asgard 古菌和产甲烷古菌的

共培养物[34]。Buchholz 等利用高效减绝稀释法

分离了新型异养菌病毒-宿主体系，实现了病

毒-宿主体系的高通量分离 [54]。某些产甲烷菌

在固体培养基中不形成可见菌落，此法可用于

分离这类产甲烷菌。 

1.2.2  固体分离 

亨盖特滚管、深琼脂斜面法和 6 孔平板法

等基于琼脂等凝固剂的固体分离技术可用于产

甲烷古菌的分离(表 1)。亨盖特滚管是用于分

离严格厌氧菌最广泛的方法，此法不适合在较

高的温度(>55 °C)培养[55]。深琼脂斜面法也用

于产甲烷古菌的菌落分离[56]，与亨盖特滚管相

比，较厚的琼脂层延迟了培养基的氧化和干

燥，菌落的可见性不明显，适合较长时间的培

养。Nakamura 等开发了一种简单方法：使用

一次性 6 孔板和厌氧塑料包来培养和分离严格 

 
表 1  分离厌氧甲烷代谢微生物的不同方法 
Table 1  Different methods to separate anaerobic methane metabolizing microorganisms 

Sample source Separation method Classification Metabolic pathway References 

Thermophilic fixed-bed 

anaerobic digesters 

Metagenomic prediction Methanogen H2 reduces CO2 to produce 

methane 

[42]  

Methane-seep (<2 533 m) Dilution-to-extinction Asgard archaeon/ 

methanogen 

Amino acid metabolism (Asgard); 

Interspecies H2 transfer 

[34] 

Hypersaline lakes Dilution-to-extinction Methanogen H2 reduces methyl compounds to 

produce methane 

[18] 

Human feces Aerobic coculture Methanogen H2 reduces CO2 to produce 

methane 

[35] 

Paddy Anaerobic coculture Methanogen H2 reduces CO2 to produce 

methane 

[8] 

Anaerobic fresh water or 

sea cement  

Hungate roll tube Sulfate reducing 

bacteria 

Sulfate reduction; 

Oxidation of acetic acid, pyruvic 

acid, etc 

[55] 

Natural gas-bearing 

confined aquifers 

Deep agar slant Methanogen Methyl compounds cleave to 

produce methane 

[56]  

Gas-water-producing wel Six-well plate  Sulfate reducing 

bacteria 

Sulfate reduction; 

Oxidation of acetic acid, pyruvic 

acid, etc 

[57] 
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的厌氧菌[57]。他们使用 2 种产甲烷古菌和 2 种

硫酸盐还原菌对 6 孔板法培养效率进行评估，

发现此法与亨盖特滚管法相比效果相当甚至更

好。此法的另一优点是便于接菌操作，也便于

在显微镜下观察小菌落，在平板上的操作也比

在亨盖特滚管法和深琼脂斜面法操作更简单。 

1.2.3  反向基因组学 

“反向基因组学”方法可用于关键微生物的

定向培养 [43]。特定类群的单细胞扩增基因组

(single-cell amplified genomes，SAGs)及其获得

常取决于它们在群落中的丰度。Cross 等设计

了一种方法，利用 SAGs 或 MAGs 序列中的信

息来设计抗体，可用于选择性分离细菌或古 

菌[43]。该方法的优点是不需要任何长时间的富

集步骤就可以对缓慢生长的微生物进行特异性

靶向选择。 

该技术要求目标微生物的基因组(SAGs 或

MAGs)应包含编码特异性膜蛋白的基因；此

外，这些膜蛋白应该具有作为实验动物外来抗

原的细胞外区域；将此类膜蛋白注射到兔子(或

任何其他合适的动物宿主)中以制造抗体，然

后提取、纯化并荧光标记抗体；标记的抗体与

微生物样本混合，有选择地标记目标微生物，

利用荧光激活细胞分类，将标记的微生物从样

品中筛选出并接种到分离培养基上培养[43]。这

一技术仍然需要解决完全未知且无相关实验验

证的微生物表面蛋白结构建模等相关问题。如

果荧光分选的细胞在随后的富集和分离过程中

失去活力或可培养性，则有关生长培养基/条件

选择的技术问题将成为主要障碍[38]。 

1.3  其他方法 
难培养古菌还有一些其他可参考方法。

“Nanopusillus”是已知最小(100−300 nm)的细胞

之一，而 Wurch 等[58]利用减绝稀释法培养和光

学镊子选择，获得了 Nanopusillus acidilobi 古

菌和 Acidilobus sp. 7A 细菌的共培养物。Hu 等

结合细胞提取、细胞大小分级和亨盖特滚管方

法，从海洋沉积物中成功富集和分离了大量生

长缓慢的古菌(如 ANME、Bathyarchaeota 等)；

此外，他们还尝试了多种富集分离方法，如在

琼脂板上划线/涂布、减绝稀释法及微滴法，但

均未成功，主要原因是难以长期维持厌氧培养

条件，同时也发现抗生素处理对减少细菌含量

并无帮助[59]。因此，针对不同环境来源的微生

物特性，还需探索合适的培养方法(图 2)。 

2  厌氧甲烷氧化古菌的富集 

由于当前培养方法和技术的限制，ANME

未纯培养。然而在富集的基础上，结合新兴技

术，人们在研究 AOM 机制上取得了重要进展。

近些年，研究环境样品中微生物代谢的技术发

展迅速，目前能够应用到环境样品研究中的主

要方法包括荧光原位杂交[60]、宏基因组[61]、宏

转录组[37]、蛋白组学[62]、富集培养[15]、同位素

标记 [15,63]、单细胞测序 [64]、nanoSIMS[65]和流

式细胞技术[59]等。利用这些方法可以进一步揭

示 AOM 的作用机制。 

研究发现，ANME-2d 可以通过“反向产甲烷”

作用，以硝酸盐为末端电子受体进行 AOM[66]，

介导 AOM 和亚硝酸盐还原的则是 NC10 门细 

菌[4]；AOM 与海洋沉积物[67]、海岸沉积物[68]

和湖泊沉积物 [69-70]中的 Mn4+或 Fe3+的还原耦

合。最新研究表明 AOM 还与湿地土壤 As5+

还原耦合 [21]。AOM 与硫酸盐还原耦合作用

最早在海洋沉积物中发现 [71]，大量研究表明

硫酸盐还原耦合 AOM 是由 ANME 与硫酸盐

还原菌(SRB)协作完成的 [24,72-73]。SRB 不能直

接将甲烷当作电子受体，除非与 ANME 结合

进行 AOM-SR 耦合[74]。然而在 Korarchaeota 

WYZ-LM09基因组中，厌氧甲烷氧化基因和异 
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化亚硫酸盐还原基因同时出现，表明同一微生

物对甲烷和亚硫酸盐的潜在利用[61,75]。另外，

腐殖质及其结构类似物(如醌类)也可作为 AOM

的终端电子受体[76-78]。 

利用硫酸盐、硝酸盐作为电子受体的

AOM 以及所涉及的 ANME 类群已经被报道，

而利用 Mn4+、Fe3+、As5+和腐殖质作为电子受

体的 AOM 虽被报道，但其所涉及的微生物仍

不清楚。ANME 的培养在技术上往往比其他

厌氧微生物的培养更复杂。培养 ANME 必须

考虑到以下几点：(1) ANME 生长非常缓慢；(2) 

保持无氧环境；(3) CH4 的水溶性很差。 

ANME 富集方法主要有反应器富集和培养

瓶富集。 

2.1  反应器富集 
连续流生物反应器的设计原理是提供营养

物质，并以环境相关的速率去除最终产物[79]。

更换培养液可以降低培养基中对 ANME有毒害

的硫离子，但是也会带走部分生物量。聚氨酯

海绵是一种多孔材料，可以作为生物反应器填

料，从而促进生物质的附着、聚集和滞留。收

集到的海洋沉积物可附着在多孔海绵中，甲烷

可通过多孔海绵有效扩散，而含有必要营养物

质和电子受体的培养液则可流经多孔海绵[45]。

Yang 等在连续高压生物反应器中富集数年获

得 ANME-2a 富集物，并证明 ANME-2a 可以通

过 AOM-SR 产乙酸[15]。Haroo 等[66]使用连续性

厌氧生物反应器进行 ANME 富集，研究表明，

ANME-2d 亚群中 Candidatus Methanoperedens 

nitroreducens 可以独自进行反硝化厌氧甲烷氧

化 (denitrifying anaerobic methane oxidation，

DAMO)，ANME-2d 产生的亚硝酸盐被厌氧氨

氧化细菌还原为氮气；同时，该研究还发现亚

硝酸还原耦合的 AOM 为细菌介导，古菌是否

能介导这一过程尚缺乏证据。Cai 等利用间歇

式生物反应器对澳大利亚昆士兰州金溪水库沉

积物进行 ANME 富集，运行约 220 d 发现了耦

合铁还原的 ANME 新种[70]。相较于使用培养

瓶富集，使用反应器进行富集的一个最大优点

是可以在高压下提高 CH4 溶解度，从而缩短富

集时间。在这种高压反应器的连续运行过程

中，CH4 的浓度很容易达到 60–65 mmol/L。 

2.2  培养瓶富集 
当培养压力不超过 0.25 MPa 时，广泛使用

常规血清瓶富集[67,80-81]。Beal 等使用培养瓶培

养 ANME，研究表明，依赖锰的 AOM 是由

ANME-1/Methanococcoides/ANME-3 与细菌共

同进行的，或者在这种情况下依赖锰的 AOM

不是由古菌而是由细菌进行的 [67]。Bar-Or 等

使用培养瓶富集 ANME 470 d 的研究表明，铁

耦合 AOM 存在于湖泊深部甲烷沉积物中，由

产甲烷古菌和甲烷氧化菌组成的微生物群落

进行 [69]。产甲烷古菌可以参与铁的还原，产

甲烷古菌还原铁氧化物的能力已经在纯培养

实验中得到证实[82-83]。Shi 等对中国 7 个地区

砷污染湿地土壤进行 AOM 暗箱孵育 7−20 d，

发现厌氧甲烷氧化和砷酸盐还原的耦合途径

占土壤总砷释放量的 26%−49%，其中砷以亚

砷酸盐的形式存在，系统发育分析表明富集

后的 ANME 主要为 ANME-1 和 ANME-2，而

ANME-3 几乎未检测到 [21]。在研究腐殖质耦

合的 AOM 时，Valenzuela 等针对红树林湿地

沉积物采用培养瓶富集培养，研究发现腐殖

质可以催化 AOM 与金属还原过程，也可以作

为 AOM 的电子受体[22,77,84]。批量培养瓶实验

通过控制不同的环境条件如温度、盐度和碱

度，可以进行多个并行的实验。特别是对于

像 ANME 这样需要严格厌氧条件且生长缓慢

的微生物，基于分批培养的实验相对容易控

制和操作。 
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3  展望 

近 40 年来，人们对甲烷代谢古菌进行了

广泛的探索。然而不同的甲烷代谢古菌进化支

之间的生态位分化有待进一步研究。由于其主

要生长在厌氧环境且倍增时间长等特点，甲烷

代谢古菌的分离培养具有一定的挑战性。对

于产甲烷古菌的分离培养，最短的分离时间

是一年多，基于琼脂的固体分离技术极大地限

制了产甲烷古菌的分离，液体稀释分离又延长

了分离时间，一些传统培养方法可能不适合某

些环境样品[59]。在现有技术上，建议在分离时

多方法并用，弥补单种方法的缺陷。对于

ANME 富集，大多数生物化学研究都是使用从

自然沉积物中富集的 ANME 进行的，但由于

ANME 生物量低，需要的富集时间更长，限制

了实验进展。在这种情况下，需优先考虑适当

处理从自然环境到实验室的 ANME 生物量以及

在模拟原位条件的生物反应器中富集。针对现

有的甲烷代谢古菌富集培养，本文提出未来甲

烷代谢古菌分离培养的 3 个研究方向： 

(1) 未培养甲烷代谢古菌的分离培养。对

于已发现的未培养甲烷代谢古菌，亟待结合

宏基因组分析及新型和传统培养思路，发展

适合甲烷代谢古菌培养的新思路和新方法，

如利用甲烷代谢古菌的特性进行原位定向富

集，提高甲烷代谢古菌分离培养效率或简化

富集培养过程。 

(2) 聚焦深分支甲烷代谢古菌。发现新的

深分支甲烷代谢古菌类群对于理解古菌进化和

真核生物起源等具有重要意义。因此，需要结

合富集培养和多组学手段，在更多生境中探寻

未知的深分支甲烷代谢古菌类群。 

(3) 甲烷代谢群落功能。已有研究表明

ANME-2b/2d 可以固氮[60,85-86]，而甲烷代谢也是

耦合碳、氮、硫等元素循环的关键节点。因此，

对于已分离或已富集的甲烷代谢古菌，可利用

合成微生物生态学理论和方法构建合成甲烷代

谢微生物群落，揭示其作用机制，为实现甲烷

减排及碳中和提供理论支撑。 
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