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摘  要：【背景】湿地是重要的甲烷排放源，因为其中栖息着各种产甲烷古菌。已知未培养甲烷古

菌 Rice Cluster II (RCII)类群广泛分布于低温酸性和北方泥炭藓湿地、淡水湿地及草本沼泽等环境，

但它们在低温盐碱湿地中的分布及代谢途径尚未知。【目的】分析扎龙盐碱湿地未培养甲烷古菌

RCII 类群的多样性、推测产甲烷代谢途径及其潜在的盐碱适应机制。【方法】16S rRNA 基因扩增

子测序分析扎龙湿地土壤中甲烷古菌群组成；构建 16S rRNA 基因克隆文库分析扎龙湿地土壤 RCII
的多样性；宏基因组分析推测 RCII 古菌编码的产甲烷途径及与耐盐碱相关物质的合成基因。【结

果】16S rRNA 基因高通量测序发现未培养甲烷古菌的 RCII 类群占扎龙盐碱湿地总甲烷古菌的

13.280%±0.019%；系统发育学分析表明该湿地的 RCII 由 3 个分支组成；宏基因组分析组装了 2 个

优势的未培养 RCII 的基因组，均含完整的氢还原二氧化碳产甲烷途径的基因，并编码海藻糖的转

运与合成基因。【结论】扎龙盐碱湿地土壤富含未培养 RCII 甲烷古菌，推测它们通过氢还原二氧

化碳产甲烷，利用细胞内高的海藻糖适应盐碱环境。 
关键词：盐碱湿地；甲烷古菌；Rice Cluster II；宏基因组；海藻糖  
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Abstract: [Background] Wetlands harbobring a variety of methane-producing archaea emit 
ample methane. The uncultured methanogens, Rice Cluster II (RCII), exist widely in cold acidic 
peatlands, freshwater lake wetlands, minerotrophic fens, and northern peat moss. However, the 
distribution and metabolic pathways of RCII in the low-temperature saline-alkaline wetlands 
remain unknown. [Objective] To investigate the diversity and infer the methanogenic pathways 
and potential adaptation mechanisms of RCII in saline-alkaline Zhalong wetland. [Methods] 
High-throughput sequencing of the 16S rRNA genes in the top layer of soil was performed to 
reveal the composition of methanogenic archaea. We established the 16S rRNA gene clone 
library to analyze the phylogenetic clusters of RCII. We then conducted metagenomic analysis 
to infer the methanogenic pathways and the possible saline-alkaline adaption mechanisms of the 
RCII in Zhalong wetland. [Results] The uncultured RCII methanogens accounted for 
13.280%±0.019% of the total methanogenic archaea in Zhalong wetland and were clustered into 
three phylogenetic groups. Two metagenome-assembled genomes of RCII possessed the 
complete suite of genes involved in methanogenesis via reduction of carbon dioxide. 
Furthermore, the two RCII genomes contained the genes associated with the transport and 
synthesis of trehalose. [Conclusion] Abundant uncultured RCII methanogens inhabit the 
saline-alkaline Zhalong wetland, and they can produce methane by reducing carbon dioxide and 
use the compatible solute trehalose to adapt to the saline-alkaline environment. 
Keywords: saline-alkaline wetland; methanogenic archaea; Rice Cluster II; metagenome; trehalose 
 

天 然 湿 地 每 年 排 放 的 甲 烷 (CH4) 高 达

100−231 Tg，占全球甲烷年排放量的 20%−39%[1]。

内陆盐碱湿地是湿地的重要组成部分，具有内

陆性和盐碱化的独特属性，分布于干旱-半干旱

和半干旱-亚湿润过渡气候区内，位于欧亚大陆

中高纬度地区[2]。位于我国黑龙江省的松嫩平

原是世界三大苏打盐碱土分布区之一，也是我

国内陆盐碱湿地集中分布的区域[3]。Liu 等[4]和

Zhang 等[5]发现扎龙盐碱湿地是甲烷排放热点。 
甲烷古菌是已知唯一能产生大量甲烷的生

物，它们位于厌氧消化“食物链”的末端，将其

他微生物分解有机物产生的 H2/CO2、乙酸、甲



 
李彗菊等: 从宏基因组推测扎龙湿地未培养甲烷古菌 Rice Cluster II 的代谢途径与可能的盐碱适应性 4345 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

基化合物等简单化合物转化为甲烷[6-7]。目前已

知甲烷古菌通过 6 条不同的产甲烷途径产甲

烷：(1) 氢营养型产甲烷途径(以 H2 或甲酸盐还

原 CO2/碳酸氢盐产甲烷)[8]；(2) 甲基营养型产

甲烷途径(还原甲基化合物产甲烷)[9-10]；(3) 乙
酸裂解产甲烷途径(将乙酸裂解产甲烷和二氧

化碳)[11]；(4) 氢还原甲基营养型产甲烷途径(以
氢还原甲基物质)[12]；(5) 甲氧基营养型代谢产甲

烷途径[13]；(6) 烷基营养型代谢产甲烷途径[14]。

Liu 等[15]对青藏高原数个低温盐湖沉积物的分

子生态学调查发现，甲烷丝菌(Methanothrix)和
甲烷叶菌(Methanolobus)是优势的甲烷古菌群；

未培养的深古菌门(Candidatus Bathyarchaeota)
序列含量高，提示深古菌这类非传统的甲烷古

菌可能对青藏高原低温湖泊湿地的甲烷排放

也有贡献。任秘坊等 [16]从青藏高原的 4 个湖

沉积物和湖滨湿地中分离到与嗜冷甲烷叶菌

R15 高度同源的菌株，表明行使甲醇产甲烷途

径的嗜冷甲烷叶菌广泛分布于低温湿地。甲烷

盐碱古菌(Methanonatronarchaeia)是与嗜盐古

菌亲缘关系密切的甲烷古菌，属于超高盐度生

境中的未培养 SA1 家族，目前仅获得 2 个

Methanonatronarchaeia 的菌株，分别是分离于

碱湖的 Methanonatronarchaeum thermophilum 
AMET 和盐湖的 Candidatus Methanohalarchaeum 
thermophilum HMET[17]。目前只在盐碱湖中发

现 Methanonatronarchaeia 的存在 [17]。Sorokin
等[18]对西伯利亚西南部地区盐碱湖甲烷古菌群

调查发现，乙酸型的甲烷丝菌(Methanothrix)在
低于 3 mol/L 盐浓度的湖中占优势；而在盐浓度

高于 3 mol/L 的湖中甲基类甲烷古菌占优势，主

要是甲烷叶菌属(Methanolobus)。截至目前，从

高盐生境中分离的耐盐甲基营养型甲烷古菌有

3 种，包括甲烷盐菌属(Methanohalobium)、甲

烷嗜盐菌属 (Methanohalophilus)和甲烷咸菌属

(Methanosalsum)[17]。以上研究表明，盐浓度是

影响甲烷古菌分布的重要环境因子。 
目前报道的未培养甲烷古菌 Rice Cluster II 

(RCII)主要分布于酸性泥炭藓湿地[19-20]、淡水湖

湿地[21]、草本沼泽[22]、北方泥炭藓沼泽[23]和海

底永冻土沉积物[24]。Mondav 等[25]通过宏基因

组学分析，从瑞典北部冻土融化层中获得首个

Candidatus Methanoflorens stordalenmirensis 的基

因组，属于甲烷袋菌目(Methanocellales)和 Rice 
Cluster II (RCII)。在其基因组中发现有编码完

整氢还原 CO2 产甲烷途径的基因；并发现该菌

广泛分布于北极冻土及湿地 [25]，暗示 Rice 
Cluster II 的甲烷古菌属于低温微生物。 

本研究通过高通量测序及系统发育学分析

方法分析扎龙盐碱湖湿地中的 RCII 类群甲烷

古菌的生物多样性，从宏基因组分析推测扎龙

盐碱湖湿地中未培养甲烷古菌 RCII 的代谢途

径及其可能的盐碱适应机制，以期为深入研究

这类耐低温耐盐碱的甲烷古菌及其对甲烷排放

的贡献提供基础数据。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集 

研究所用样品采集于我国东北扎龙盐碱湿

地 自 然 保 护 区 土 壤 ， 采 样 点 地 理 位 置 为

46°52′−47°32′N、123°47′−124°37′E，该区的年平均

气温 3.5 ℃。采样时间为 2021 年 6 月 9 日，采样时

空气和土壤平均温度分别为 25.3 ℃和 17.5 ℃；采

样地的平均水位为 19.3 cm，土壤 pH 8.2−8.6，盐浓

度范围约为(61.8±0.07)−(101.1±0.12) mg/L[26]，湿地

水中的平均钠离子浓度约为 35−101.94 mg/L[27-28]。

使用内径 38 mm 的土钻采集深度 0−20 cm 的样

方土壤，将 5 个重复样品去除表面的芦苇根叶

后等量混合，装入无菌自封袋中，4 ℃保存运

回实验室，保藏于−80 ℃备用。 
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Fast DNA SPIN Kit for Soil，MP Biomedicals
公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒，美基生物

科技公司；Ex Taq PCR 体系、pMD19-T Vector，
TaKaRa 公司；PCR 及 RT-qPCR 所用引物由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。NanoDrop 
ND-1000 超微量分光光度计，Thermo Fisher
公司。 

1.2  DNA 提取和高通量测序 
称取 0.5 g 土壤样品，按照 Fast DNA SPIN 

Kit for Soil 说明书提取土壤样品基因组 DNA。

用 NanoDrop ND-1000 和 1%琼脂糖凝胶电泳

检测 DNA 质量，保存于−20 ℃待用。通过高

通量测序检测湿地土壤古菌 16S rRNA 基因多

样性。委托上海凌恩生物科技有限公司利用

引物 Arch519F (5′-CAGCCGCCGCGGTAA-3′)和
Arch915R (5′-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3′)[29]

扩增古菌 16S rRNA 基因的 V4 和 V5 区侧翼的

399 bp 片段。PCR 反应体系(20 μL)：5×FastPfu 
buffer 4 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，上、下

游引物(5 μmol/L)各 0.8 μL，FastPfu polymerase 
(2.5 U/μL) 0.4 μL，模板 DNA (10 ng/μL) 1 μL，

ddH2O补足20 μL。PCR反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30 个循

环；72 ℃ 10 min。 
在 Illumina 平台进行 PE250 模式建库完成

测序及聚类注释。测序得到的原始数据经高

质量质控及使用 UCHIME 软件鉴定并移除嵌

合序列后获得有效数据，采用 UPARSE v7.1 
(http://drive5.com/uparse/)软件将相似性达 97%的

序列聚类为分类操作单元(operational taxonomic 
units, OTU)。采用 RDP classifier (http://rdp.cme. 
msu.edu/)贝叶斯算法对 OTU 代表序列进行分

类学分析，比对 Silva 数据库(视实际项目研究

对象变更)，置信度阈值为 0.7，最终获得每个

OTU 在各个分类学水平上的物种信息。 

1.3  16S rRNA 基因克隆文库构建 
采用修改的甲烷古菌特异的 16S rRNA 基

因引物 Met86F/Met1340R (5′-GCTCAGTAAC 
ACGTGG-3′/5′-CGGTGTGTGCAAGGAG-3′) 进
行 PCR 扩增和克隆文库构建[30-31]，扩增的 16S 
rRNA 基因片段大小为 1 254 bp。PCR 反应体系

(25 μL)：10×Ex Taq buffer 2.5 μL，dNTP Mixture 
(2.5 μmol/L) 1 μL，Ex Taq (5 U/μL) 0.25 μL，Primer 
F (10 μmol/L) 1 μL，Primer R (10 μmol/L) 1 μL，

模板(20 ng/μL) 1 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR
反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，53 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，30 个循环；72 ℃ 10 min[30-31]。PCR 扩增

后使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒按照说明

书回收目标条带，并将回收的 DNA 片段克隆到

pMD19-T 载体后，转化到大肠杆菌 DH5α 感受

态细胞中。阳性克隆子送擎科生物科技有限公

司(北京)进行测序。 

1.4  系统发育树构建 
利用 Silva 数据库(https://www.arb-silva.de/ 

aligner/)对克隆子的 16S rRNA 基因进行测序，

将测定的序列进行相似性比对后，将 45 个序列

鉴定为未培养甲烷古菌 RCII。以 20 条从其他

生境中获得的 RCII 16S rRNA 基因序列为参

考，通过 ClustalW 比对序列相似性，然后使用

MEGA 11.0 软件 [32]中的邻接法构建系统发育

树，基于最大似然法(1 000 bootstrap)的引导程

序评估系统树各分支聚类的稳定性，每个分支

节点的数量显示引导程序支持的百分比。 
鉴定的扎龙盐碱湿地中 RCII 的 16S rRNA

基因序列储存于 NCBI 数据库(https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/)，序列号为 OQ560364−OQ560380。 

1.5  宏基因组测序和分析 
宏基因组测序在上海凌恩生物科技有限公

司进行，构建宏基因组霰弹枪测序文库并对其

进行测序。将 1.00−1.21 μg 样品基因组 DNA 打
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碎，并用长度约为 450 bp 的片段制备测序文

库，采用双端 150 bp (PE150)模式进行测序。

对 原 始 测 序 数 据 的 质 控 使 用 Trimmomatic 

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) 进

行，除去衔接子污染物和低质量读数[33]。然后

通过 BWA mem 算法(参数：-M -k 32 -t 16，

http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml)去除宿

主基因组污染和低质量数据的 reads 得到原始

数据 clean data，用于进一步分析。 
原始数据进一步使用 metaWRAP[34]中的

read_qc 模块进行过滤和质控。使用 MEGAHIT 

v1.1.3[35] (默认参数)进行组装并去除长度小于 

1 000  bp 短 contigs。在 MetaWRAP 的分箱模块

中同时使用 3 种分箱方法(CONCOCT v1.0.0[36]、

MetaBAT2 v2.12.1[37]和 MaxBin2 v2.2.6[38])用于

获取初始元基因组组装基因组 (metagenome 

assembled genome, MAGs)。然后使用 metaWRAP

中的 bin_refinement 模块将 3 个 MAGs 集合整

合优化，得到最终的 MAGs 集合。使用 GTDB 

Tk v1.0.2[39] (classywf工作流，默认参数)对MAGs

进行物种分类注释，使用 Prokka v1.13[40]和

KofamKOALA[41]进行蛋白功能注释。 

2  结果与分析 
2.1  扎龙湿地表层土含有丰富的未培养甲

烷古菌 RCII 
将采集的 12 个样点的扎龙湿地表层土壤

均匀混合为一个样品，提取基因组 DNA，在

Illumina 平台上测定 16S rRNA 基因的 V4 和 V5
区，并通过序列同源性进行 OTU 聚类分析。结

果 3 408 个 OTU 被鉴定为古菌，其中已知分类

地位的古菌占鉴定的总古菌 OTU 的 61.17%，

鉴定为甲烷古菌的 OTU 有 35 个，45 个属于未

培养甲烷古菌 Rice Cluster II (RCII)。图 1 展示了

扎龙湿地土壤中不同产甲烷菌科物种的组成，其

中氢营养型的甲烷杆菌科(Methanobacteriaceae, 
45.85%)丰度最高，其次是厌氧氧化甲烷的噬甲

基甲烷古菌科 (Methanoperedenaceae, 17.23%)
以及未培养的 RCII (13.28%)，而乙酸裂解型甲

烷古菌-甲烷丝菌科(Methanotrichaceae, 9.96%)
和甲烷八叠球菌科(Methanosarcinaceae, 5.66%)
的含量较低。物种组成分析说明扎龙盐碱湿地

中存在丰富的未培养甲烷古菌 RCII 类群。 
 

 
 

图 1  扎龙湿地表层土壤中产甲烷古菌的相对丰度饼图 
Figure 1  Relative abundances of methanogenic archaea in the surface soil of Zhalong wetland. 
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2.2  16S rRNA 基因系统发育分析表明扎龙

盐碱湿地中存在 RCII 的新类群 
为了分析 RCII 甲烷古菌的系统发育分支的

多样性，采用甲烷古菌 16S rRNA 基因的通用引

物对 Met86F/Met1340R 扩增古菌 16S rRNA 基

因的近全长序列(1 254 bp)，并获得了 165 个克

隆子(表 1)。序列同源性分析将 30.30%克隆子

鉴定为甲烷丝菌科(Methanotrichaceae)；27.27%
的克隆子鉴定为 RCII 类群；10.30%的克隆子鉴

定为 Methanoregulaceae；10.30%的克隆子鉴定

为 厌 氧 氧 化 甲 烷 的 噬 甲 基 甲 烷 古 菌 科

(Methanoperedenaceae)；7.88%的克隆子鉴定为

甲烷八叠球菌科(Methanosarcinaceae)；7.88%的

克隆子鉴定为深古菌门(Bathyarchaeia)；6.06%的

克隆子鉴定为甲烷杆菌科(Methanobacteriaceae)。 
将获得的 RCII 的 16S rRNA 基因序列与其

他生境中未培养的 RCII 进行同源性分析，并以

与 RCII 近缘的甲烷袋菌属(Methanocellus, Rice 
Cluster I)、甲烷马赛球菌属(Methanomassiliicocus, 
Rice Cluster III)以及与 RCII 远缘的甲烷杆菌属

(Methanobacterium)作为外群，构建系统发育树

(图 2)。结果表明，RCII与甲烷胞菌(Methanocellus, 
Rice Cluster I)相似性仅为 87.40%，与甲烷马赛

球菌属(Methanomassiliicocus, Rice Cluster III)
的 相 似 性 约 为 82.17% ， 与 甲 烷 杆 菌 属

(Methanobacterium)的相似性约为 55.65%。然而

扎龙盐碱湿地的 RCII 在 16S rRNA 基因序列相

似性低于 2.2%时分为 3 个分支，分支 1 的 3 个

克隆子与海底永冻土的 RCII (FJ99954.1)相似

性较高(96.79%)；分支 2 包含 7 个亚类群(共   
29 个克隆子)，其中 OQ560364 和 OQ560373 与

来自太湖沉积物以及酸性泥炭地生境中未培养

的 RCII 聚在一起，相似性 98.61%，分支 2 与

分支 1 相似性为 95.87%；与 RCII 分支 1 和分

支 2 的相似性分别为 93.5%和 97.8%，分支 3
单独聚为一支，其与最近缘的 RCII (如酸性泥

炭地的 JN649254.1)的 16S rRNA 基因相似性仅为

96.52%，可能代表了一个新类群。 
上述结果表明，扎龙盐碱湿地存在与其他

生境如海底永冻土以及酸性泥炭地不同的 RCII
新类群。 

2.3  宏基因组组装的 RCII 基因组表明它

们是氢营养型甲烷古菌 
基于 Illumina 平台的宏基因组测序和组装

获得了完整度大于 50%、污染率低于 10%的 39 个

MAGs，其中 31 个 MAGs 属于细菌、8 个 MAGs
属于古菌(表 2)，2 个被鉴定为 RCII。宏基因

组学分析组装的 2 个 RCII 菌株的基因组信息

见表 3。 
菌株 ZL_bin.22 和 ZL_bin.25 的基因组与

Mondav 等 [25]在瑞典北部永久冻土解冻层发

现的唯一一株基因组接近完整的 Candidatus 
 
表 1  16S rRNA 基因克隆子鉴定的扎龙湿地的甲烷古菌组成 
Table 1  16S rRNA gene clones identified methanogen compositions in Zhalong wetland 
OTU Clone numbers Most related archaea 16S rRNA gene similarity (%) 

OTU1 50 Uncultured Methanothrix sp. clone Pav-sed-103 97.15−99.75 
OTU2 45 Rice Cluster II 94.74−99.42 
OTU3 17 Methanoregula sp. UBA154 94.84−99.41 
OTU4 17 Candidatus Methanoperedens 94.48−99.50 
OTU5 13 Uncultured Methanosarcina sp. KWLA25 99.00−99.58 
OTU6 13 Bathyarchaeia 97.25−99.50 
OTU7 10 Methanobacterium petrolearium strain Mic5c12 92.92−99.66 
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图 2  扎龙盐碱湿地表层土壤的未培养甲烷古菌RCII类群的系统发育树   以甲烷袋菌(RCI)-16S rRNA 基

因序列和甲烷马赛球菌(RCIII)-16S rRNA 基因序列以及甲烷杆菌作为外群，使用 MEGA 11 软件的邻接

法构建系统发育树. 基于 1 000 次重复抽样的 bootstrap 检验评估分支聚类的稳定性，每个分支节点的

数字是分支聚类的百分数. 红色字母表示扎龙湿地的 RCII 序列，黑色字母表示其他生境的 RCII 及外

群序列. 前缀表示 16S rRNA 基因在 NCBI 数据库的登录号，括号中是 RCII 的克隆子数/总克隆数，距

离标尺长度代表 5%的序列差异 
Figure 2  The 16S rRNA gene phylogenetic tree of the RCII methanogens retrived from the surface soil of 
Zhalong saline-alkaline wetland. The tree was constructed using neighbour-joining algorithms with MEGA 
11 and used Methanocella (RCI), Methanomassiliicocus luminyensis (RCIII) and Methanobacterium 16S 
rRNA gene sequences as outgroups. The tree topology was estimated by bootstraps based on 1 000 replications, 
and number at each branch node shows the percentage supported by bootstraps. Red letters specified the Rice 
Cluster II obtained in this study, and black letters indicated the reference sequences. Prefixes represent 16S 
rRNA gene accession numbers and in parenthesis are clone numbers over the total; Bar: 5% sequence 
divergence. 
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表 2  从扎龙湿地土壤中获得的古菌 MAGs 
Table 2  Composition of archaea in Zhalong wetland soil with metagenomic analysis 
Bin No. Completeness 

(%) 
Contamination 
(%) 

GTDB taxonomy Relative 
abundance 
in all 
MAGs (%) 

Relative 
abundance  
in archaeal 
MAGs (%) 

Class Family 

ZL_bin.25 89.21 5.305 p__Halobacteriota; 
c__RCII 

f__RCII 2.19 38.68 
ZL_bin.22 57.87 1.960 3.03 
ZL_bin.3 62.13 1.633 c__Methanosarcinia f__Methanoperedenaceae 1.14 22.23 
ZL_bin.16 52.95 3.271 c__Bathyarchaeia f__UBA233 1.93 14.08 
ZL_bin.36 85.46 2.610 c__Methanobacteria f__Methanobacteriaceae 0.36 12.46 
ZL_bin.27 76.00 2.225 c__Methanomicrobia f__Methanosphaerulaceae 0.31 5.83 
ZL_bin.48 60.55 8.861 p__Thermoplasmatota;  

c__E2 
f__DHVEG-1 0.69 3.11 

ZL_bin.40 51.69 7.189 c__Methanosarcinia f__Methanotrichaceae 0.17 3.02 

 
Methanoflorens stordalenmirensis 的基因组平均

核 苷 酸 一 致 性 (average nucleotide identities, 
gANI)分别为 63%和 64%，表明扎龙湿地表层

土壤的 RCII 是不同于地球北极圈的物种，属于

新物种。 
与 瑞 典 北 部 冻 土 融 化 层 中 Candidatus 

Methanoflorens stordalenmirensis[25]的基因组相

似，ZL_bin.22 和 ZL_bin.25 含有较完整的氢还 
 
表 3  扎龙盐碱湿地 2 株 RCII 的基因组概览 
Table 3  Genome statistics of the two RCII strains 
retrieved from Zhalong saline-alkaline wetland 
Item ZL_bin.22 ZL_bin.25 

Contig numbers 200 113 
Total length (bp) 1 166 987 1 601 764 
Completeness (%) 59.47 89.21 
Contamination (%) 5.905 5.305 
GC content (%) 49 51 
N50 7 491 23 104 
rRNA 0 0 
tRNAs 14 31 
Number of coding sequences 1 247 1 733 
Relative abundance in all  
MAGs (%) 

10.92 18.85 

Relative abundance in archaeal 
MAGs (%) 

14.19 24.49 

原二氧化碳代谢产甲烷途径的功能基因(表 4)，包

括甲酰甲烷呋喃脱氢酶基因(formyl-methanofuran 

dehydrogenase, fmd)、甲酰甲烷呋喃/四氢甲烷喋

呤甲酰转移酶基因(formylmethanofuran/H4MPT 

formyltransferase, ftr)、甲基四氢甲烷喋呤环化

水解酶基因(methenyl-H4MPT cyclohydrolase, mch)、

F420 依赖的亚甲基四氢甲烷喋呤脱氢酶基因(F420- 

dependent methylene-H4MPT reductase, mer)、

Na+转运甲基四氢甲烷喋呤 -甲基转移酶基因

(Na+ translocating methyl-Tetrahydromethanopterin 
S-methyltransferase, mtr)、甲基辅酶 M 还原酶编

码基因(methyl-coenzyme M reductase, mcr)、铁

氧还蛋白基因(ferredoxin, fd)、异二硫化物还原酶

基因(CoB-CoM heterodisulfide reductase, hdrABC)、

非F420还原氢酶基因(F420-non-reducing hydrogenase, 

mvhAG)和膜结合氢酶基因(putative membrane- 

bound hydrogenase, mbhJ)。基因组完整度更高

的 ZL_bin.25 还具有 F420 依赖的亚甲基四氢甲

烷喋呤脱氢酶(F420-dependent methylene H4MPT 

d e h y d r o g en a s e ,  m t d )和能量转化氢酶基因

(energy-converting hydrogenase, ehbQ)，但并未发现

其含有代谢乙酸、甲胺类、甲醇等乙酸代谢产 
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表 4  扎龙盐碱湿地 2 个 RCII MAGs 的甲烷产生途径基因 
Table 4  Genes involved in methanogenesis in the two RCII MAGs retrieved from Zhalong saline-alkaline 
wetland 
Abbreviation ZL_bin.22 ZL_bin.25 Function annotation 
fmdC + + 甲酰甲烷呋喃脱氢酶 Formyl-methanofuran dehydrogenase 
ftr + + 甲酰甲烷呋喃/四氢甲烷喋呤甲酰转移酶 

Formylmethanofuran/H4MPT formyltransferase 
mch + + 甲基四氢甲烷喋呤环化水解酶 Methenyl-H4MPT cyclohydrolase 
mtd − + F420 依赖的亚甲基四氢甲烷喋呤脱氢酶 

F420-dependent methylene H4MPT dehydrogenase 
mer + + F420 依赖的亚甲基四氢甲烷喋呤还原酶 

F420-dependent methylene-H4MPT reductase 
mtrH + + Na+转运甲基四氢甲烷喋呤-甲基转移酶 

Na+ translocating methyl-Tetrahydromethanopterin S-methyltransferase 
mcr + + 甲基辅酶 M 还原酶 Methyl-coenzyme M reductase 
fd + + 铁氧还蛋白 Ferredoxin 
hdrABC + + 异二硫化物还原酶 CoB-CoM heterodisulfide reductase 
mvhAG + + F420 非还原性氢酶 F420-non-reducing hydrogenase 
mbhJ + + 膜结合氢酶 Putative membrane-bound hydrogenase 
ehbQ − + 能量转化氢酶 Energy-converting hydrogenase 
+：基因存在；−：基因不存在 
+: The presence of the gene; −: The absence of the gene. 
 
甲烷途径以及甲基类营养型产甲烷途径相关的

功能基因。 
尽管 Ca. Methanoflorens stordalenmirensis

与 ZL_bin.22 和 ZL_bin.25 均属于甲烷袋菌目[42]，

但与该目中低温的物种不同，它们既无膜结合

的 hdrDE (CoB-CoM heterodisulfide reductase)，
也无细胞色素，说明 RCII 甲烷古菌无细胞膜结

合的呼吸链，但是 ZL_bin.25 含有膜结合的能

量转化氢酶基因(energy-converting hydrogenase, 
ehbQ)。 

综上所述，扎龙盐碱湿地土壤中 RCII 的

MAGs 丰度最高，宏基因组组装的 RCII 基因组

中含完整的氢还原二氧化碳产甲烷途径的功能

基因，说明其为氢营养型甲烷古菌。 

2.4  宏基因组学分析显示扎龙湿地 RCII
可能的耐盐碱机制 

研究已知生物适应渗透压的主要机制包括

“盐入”策略和“相容溶质”策略 [43-44]。“盐入”策
略基于 K+的输入平衡高 Na+浓度[45]，K+可激活

和/或诱导一系列的酶和转运系统，生物赋予适

应改变的渗透压[46]。而且已知生物，尤其是极

端嗜盐古菌通过从头合成或从环境中摄取有机

溶质海藻糖和甘氨酸甜菜碱，发挥保护细胞耐

受渗透压的作用 [47-48] 。基因组分析发现，

ZL_bin.25 含有 3 个 K+转运 ATP 酶(potassium- 
transporting ATPase ATP-binding subunit, kdpB)编
码基因 JIDDPFIC_00422、JIDDPFIC_00993 和

JIDDPFIC_01677；1 个钙调控的钾离子通道

(calcium-gated potassium channel, mthK)编码基

因 JIDDPFIC_00325；7 个海藻糖/麦芽糖转运蛋

白(Trehalose/maltose import ATP-binding protein, 
malK) 编 码 基 因 ， 包 括 JIDDPFIC_00459 、

JIDDPFIC_00586、JIDDPFIC_00652、JIDDPFIC_ 
01263、JIDDPFIC_01509、JIDDPFIC_01610 和
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JIDDPFIC_01626 及 1 个合成海藻糖的基因

(trehalose synthase, treT) JIDDPFIC_01355，但

未拼接到甜菜碱相关基因。Ding 等[44]报道，在

50–100 g/L NaCl 中的嗜盐古菌 Halorubrum 
kocurii 2020YC7 胞内的海藻糖浓度显著上升。

这暗示甲烷古菌 RCII 可能利用海藻糖提高细

胞抗高渗能力，从而提高其在盐碱环境中的生

存能力(图 3)。 

3  讨论与结论 
内陆盐碱湿地水分蒸发量大，在盐化的同

时还伴随碱化的发生，能在这种环境中生长的

只有耐盐耐碱的甲烷古菌，因此推测它们是该

区域 CH4 排放的驱动者。Liu 等[4]和 Zhang 等[5]

研究发现，扎龙盐碱湿地是甲烷排放的热点。

本研究通过 16S rRNA 基因扩增子测序及宏基

因组学分析扎龙盐碱湿地的甲烷古菌组成，发

现未培养甲烷古菌 RCII 丰度较高，暗示它们对

盐碱湿地的甲烷排放有一定贡献。对甲烷古菌

16S rRNA 基因全长序列的同源性分析发现，扎

龙盐碱湿地的 RCII 是不同于其他生境(如海底

永冻土和西伯利亚酸性泥炭地)的新类群。宏基 
 

 
 

图 3  推测的扎龙湿地未培养甲烷古菌 RCII 的嗜盐机制   H4MPT：四氢甲烷喋呤；TreT：海藻糖合

酶；Tre：海藻糖；MalK：海藻糖转运 ATP 结合蛋白；KdpB：K+转运 ATP 酶；MthK：钙调控的钾离

子通道 
Figure 3  Predicted saline adaptive mechanisms of RCII in zhalong wetland. TreT: Trehalose synthase; Tre: 
Trehalsoe; MalK: Trehalose import ATP-binding protein; KdpB: ATP-binding subunit; MthK: Calcium-gated 
potassium channel.  
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因组组装的基因组分析推测发现，扎龙盐碱湿

地的 RCII 也通过氢还原二氧化碳产甲烷，可能

利用海藻糖适应盐碱环境。 
目前基于 16S rRNA 基因多样性分析得知

RCII 广泛分布于低温及酸性湿地中，如已报道

的 RCII 主要分布于西伯利亚酸性泥炭藓湿地

(pH 4.2–4.8)[19-20]、淡水湖湿地[21]、草本沼泽[22]、

北方泥炭藓沼泽[23]和西伯利亚东北部海底永冻

土沉积物[24]等生境，但目前尚未获得 RCII 甲烷

古菌的纯培养物。对 RCII 生物学特征及代谢途

径的分析也只限于对从瑞典北部永久冻土解冻

层 获 得 的 唯 一 一 个 接 近 完 整 基 因 组 的

Candidatus Methanoflorens stordalenmirensis 的分

析，发现其为氢还原二氧化碳产甲烷途径[25]。

综合 16S rRNA 基因多样性分析、系统发育分析

和宏基因组分析，发现扎龙盐碱湿地中生活着

RCII 的新类群，宏基因组学分析显示它们属于

甲烷袋菌目，但 ZL_bin.22 和 ZL_bin.25 与低温

生境的其他物种不同，不含细胞色素和膜结合的

异二硫化物还原酶 HdrDE，暗示扎龙湿地的

RCII 无膜结合的电子呼吸链系统，与已报道的

低温生境甲烷袋菌目的大部分菌株含细胞色素 C
不同[25]。然而，与菌株 Candidatus Methanoflorens 
stordalenmirensis 不同，ZL_bin.25 含有细胞膜结

合的能量转换氢酶编码基因(energy-converting 
hydrogenase, ehbQ)[42]。这表明扎龙湿地的 RCII
可 能 既 利 用 胞 质 氢 酶 - 异 硫 化 物 还 原 酶

MvhAG/HdrAB 复合体，通过电子歧化机制耦

联 CoM-S-S-CoB 的还原产生甲烷，又可以利用

膜结合的EhbQ产生H2和还原态的铁氧化还原蛋

白，后者再启动产甲烷途径的第 1 步反应——还

原 CO2 产甲酰基甲烷呋喃。扎龙湿地 RCII 编码

两类氢酶可能是其在低温、低氢下产甲烷的分

子基础。 
与细菌耐盐机制不同，钾离子而非相容溶

质是极端嗜盐古菌主要的高渗保护剂[42-49]。为

适应高盐碱环境，初期胞内 K+含量显著上调，

随着时间的推移，胞内积累的抗高渗物质为脯氨

酸及甜菜碱[50]。但研究也表明，极端嗜盐古菌中

广泛存在有机溶质海藻糖和甘氨酸甜菜碱[47-48]，

并使用海藻糖调节高渗适应和保护作用[51]。已知

生物采用 5 种途径合成海藻糖，分别是 OstAB、

TreS、TreP、TreY 和 TreT 途径[52]。从扎龙湿地

盐碱湖生境获得的两株 RCII 甲烷古菌均编码

丰富的海藻糖转运和合成的相关基因，暗示甲

烷古菌 RCII 采用与嗜盐古菌类似的嗜盐机制，

即通过降解胞外多糖、产生的海藻糖转运至胞

内来适应盐碱环境。 
综上所述，本研究发现扎龙盐碱湿地表层

土壤富含 RCII 甲烷古菌，获得的 2 株 RCII 甲

烷古菌的基因组均含有完整的氢还原二氧化碳

代谢产甲烷途径的相关酶系，说明它们可能通

过氢还原二氧化碳产甲烷，并通过转运与合成

海藻糖适应盐碱环境。 
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