
dio:10.12029/gc20220830002 

 

冀中地热区深部热水产甲烷菌群落多样性 
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提要：【研究目的】了解深部环境中产甲烷菌群落多样性是探索早期生命起源、极端环境生命和调

控甲烷产量的基础。然而，地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中产甲烷菌群落多样性仍然不清。

【研究方法】利用地热科学钻探孔抽水试验，采集深部热水样用于产甲烷菌标记基因 mcrA 高通量

测序，分析冀中地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中的产甲烷菌群落多样性。【研究结果】结果

显示，从冀中地热区深部热水中共检出 3 个纲、4 个目、8 个属的产甲烷菌，其中隶属于广古菌门、

甲烷杆菌纲和甲烷杆菌目的甲烷热杆菌属 Methanothermobacter 是产甲烷菌的主要类型，占比

99.85%；优势菌种是 Methanothermobacter wolfeii (相似性达 99%，占比 71%)，产甲烷菌的主要代

谢途径是 CO2 还原；不同样品产甲烷菌群落多样性不尽相同，但均以甲烷热杆菌属

Methanothermobacter 为优势菌属，占比均大于 99.77%。【结论】本文研究揭示了冀中地热区深部

碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中含有种类较丰富而组成极不均匀的产甲烷菌群落，拓展了甲烷热杆菌属

Methanothermobacter 的生境类型，为进一步研究产甲烷菌在地球生态系统的功能奠定了科学基础。 

关键词：产甲烷菌群落；多样性；深部热水；地热科学钻探；地热地质调查工程; 冀中地热区; 

创新点：利用地热科学钻探孔抽水试验，采集深部热水样用于 mcrA 高通量测序分析，揭示了冀

中地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中含有种类较丰富而组成极不均匀的产甲烷菌群落，拓展

了甲烷热杆菌属 Methanothermobacter 的生境类型。 
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Abstract: [Objective] Understanding the diversity of methanogenic communities in the deep environment is the 

basis for exploring the origin of early life, extreme environmental life and regulating methane production. However, 

the diversity of methanogenic communities in the deep carbonate karst-fracture geothermal water is still unclear. 

[Methods] The deep geothermal water samples were collected for methanogenic marker gene mcrA-based 

high-throughput sequencing by the pumping tests performed in the geothermal scientific drilling holes located in the 

Jizhong geothermal area, China to explore the diversity of methanogenic communities in the deep carbonate rock 

karst-fracture geothermal water. [Results] Results showed that 3 classes, 4 orders and 8 genera of methanogenic 

communities were detected in the deep geothermal water, of which Methanothermobacter, belonging to 

Euryarchaeota, Methanobacteria and Methanobacteriales, was dominant methanogens, accounting for 99.85% of the 
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total sequences. The dominant species based on mcrA was closely affiliated with Methanothermobacter wolfeii 

(similarity 99%, accounting for 71%). The metabolic pathway of methanogens was mainly the pathway of CO2 

reduction. The compositions of methanogenic communities in different samples were different, but 

Methanothermobacter was a dominant genus in all of the samples, accounting for more than 99.77%. [Conclusions] 

This study reveals that the deep geothermal water from the carbonate rock karst-fracture geothermal reservoirs 

contains relatively abundant but extremely uneven compositions of methanogenic communities and expands the 

habitat type of Methanothermobacter, which provides scientific basis for further studying the function of 

methanogens in the earth ecosystem. 

Key words: methanogenic communities, diversity, deep geothermal water, geothermal scientific drilling, geothermal 

geological survey engineering. Jizhong geothermal area 

Highlights: The deep geothermal water samples were collected by the pumping tests performed in the geothermal 

scientific drilling holes for mcrA-based high-throughput sequencing. This study reveals that the deep geothermal 

water from the carbonate rock karst-fracture geothermal reservoirs contains relatively abundant but extremely 

uneven compositions of methanogenic communities and expands the habitat type of Methanothermobacter. 
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1 引言 

产甲烷菌是一类将 H2/CO2 或简单有机物(如甲酸、甲醇、乙酸、仲醇、甲基化合物)转化为甲

烷的极端厌氧菌，是生命进化史上最古老的生命形式之一，广泛分布在各种缺氧环境中，积极参

与碳元素生物地球化学循环(Conrad，2009)。产甲烷菌代谢活动产生的甲烷，既是一种低碳能源 

(StraPoc et al., 2011; Wainaina et al., 2022)，又是主要的温室气体(Rodhe, 1990)。因此，产甲烷菌自

1776 年被发现以来一直备受关注。深入了解产甲烷菌群落种类和组成的多样性是探究地球早期生

命起源、极端环境生命和调控甲烷产量的基础。迄今为止，在各种环境中培养分离的产甲烷菌共

有 7 个 目 (Methanobacteriales 、 Methanococcales 、 Methanocellales 、 Methanomicrobiales 、

Methanopyrales、Methanosarcinales 和 Methanomassiliicoccales)、15 科、35 属，150 多个种（承磊

等, 2016; 冷欢等，2020）。然而，由于产甲烷菌生长条件苛刻，大部分产甲烷菌难于培养分离，

通过分离获得环境中产甲烷菌的多样性是困难的。 

20 世纪 90 年代发展起来的分子生物学技术是免培养的微生物检测技术，不但能检测可培养

菌，而且能检测不可培养菌，为环境微生物群落的多样性研究提供了有力工具。该技术通过检测

样品微生物 DNA 中的特定基因片段快速识别微生物群落，这种特定的基因片段通常是 16S rRNA 

基因或是功能基因。在检测产甲烷菌群落多样性时，功能基因更适合产甲烷菌群落的检测，因为

功能基因直接与产甲烷代谢相关。目前已知产甲烷菌的代谢途径主要有 CO2 还原途径、乙酸发酵

途径和甲基裂解途径。这 3 条代谢途径中，甲基辅酶 M 还原酶(MCR)是所有代谢途径产甲烷所必

需的酶，它催化甲烷生成的最后一步，还原甲基基团辅酶 M 形成甲烷(Thauer, 1998)，编码这种酶

的核心基因是甲基辅酶 M 还原酶α 亚基 mcrA (methyl coenzyme reductase subunit A)基因，出现在

所有的产甲烷菌中，因此 mcrA 基因常被作为产甲烷菌的标记基因用于研究特定环境产甲烷菌群落

的多样性。早期 mcrA 基因检测技术主要是克隆文库测序技术，该技术广泛用于各种环境中产甲烷

菌群落多样性研究，如沼泽泥炭(Hales et al., 1996; Nercessian et al., 1999；Juottonen er al., 2006; 曾

志华等，2014)、土壤(Grosskopf et al., 1998; Lueders et al., 2001)、微咸湖沉积物(Banning et al., 2005)、

热液沉积物(Dhillon et al., 2005)、地下深部结晶岩裂隙水(Moser et al., 2005; Nyyssönen et al., 2014)、
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消化池(Steinberg and Regan, 2008；Zhu et al., 2010)和动物瘤胃(Denman et al., 2007; Mi et al., 2019)，

而近年快速发展的高通量测序技术较克隆文库技术能获得更大数据量，可以快速、详细并且准确

地了解产甲烷菌群落的多样性，并已应用于煤层气田(杨秀清等，2017)和土壤(Wang et al., 2020)。

然而，地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中产甲烷菌群落多样性研究鲜见报道。 

冀中地热区蕴藏着丰富的地下热水资源，目前主要开采 500-800 m 深的新近系孔隙砂岩热储

层和 1500-1800 m 以浅的蓟县系雾迷山组上段碳酸盐岩岩溶-裂隙热储层中的热水。为了探测 1800 

m 以下蓟县系雾迷山组下段和高于庄组碳酸盐岩岩溶-裂隙热储资源状况，中国地质调查局自 2018

年起在河北省容城县、雄县和高阳县地热区实施了一批地热科学钻探孔(王贵玲等，2018；吴爱民

等，2018；马峰等，2020)，并进行了抽水试验。这些抽水试验为获取深部热水微生物样品提供了

机会，我们选取了部分钻探孔用于深部热水微生物群落研究。前期工作建立了硫酸盐还原菌微滴

数字 PCR 检测技术，用于深部热水硫酸盐还原菌定量检测(赵佳怡等，2020)，进行了 16S rRNA

基因为目的基因的微生物群落组成和功能预测研究(赵佳怡等，2021)。本次研究采用新一代 Illumina

高通量测序技术，以 mcrA 基因为靶标进一步研究冀中地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中产甲

烷菌群落多样性，为提高地下深部微生物生命的认识和深部热水合理开发利用提供科学依据。 

2 材料与方法 

2.1 样品采集和预处理 

本文研究的地热科学钻探孔位于河北省保定市东北部约 50 km 处的容城县地热区，4 个深部热

水样 F4-1(115°49ʹ42ʺ, 39°02 ʹ 42 ʺ）、F5-1、F5-2(115°55 ʹ 53 ʺ, 39°03 ʹ 00 ʺ)和 F6-1(115°52 ʹ 59 ʺ, 39°00 

ʹ 55 ʺ)(图 1)，分别采自 3 个地热科学钻探孔抽水试验时的抽出水，其中 2 个样品(F5-1、F5-2)采自

同一钻孔的不同层位(1501~2151 m，1068~1346 m)，井台泵口采样。地热科学钻探孔深度变化在

2506~2608 m 之间，抽水试验出水层段主要为 1000 m 以下的碳酸盐岩岩溶-裂隙热储层，采样深度

变化在 1068~2518 m 之间。采样容器为 18 L 耐高温的无菌塑料桶，利用哈希便携式测试仪进行现

场测试，pH 值 6.77~7.49，T 56.0~61.6℃，EC 3981~5240 μS/cm。水样运回实验室后进行抽滤预处

理，按 4 L 水样过滤到孔径为 0.22 m 的多片聚四氟乙烯滤膜上，将带有过滤物的滤膜置于无菌培

养皿中-70℃冰箱保存备用。  

 

图 1 研究区采样点分布图 

Fig. 1 Sampling point map of the study area 



2.2 高通量测序 

深部热水的膜过滤样品，送往上海美吉生物医药科技有限公司进行产甲烷菌标记基因 mcrA 高

通量测序。采用 E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 试剂盒(Omega Bio-Tek, USA)，按说明书提取水样微生物

总基因组 DNA。通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，使用 NanoDrop2000 测定 DNA 浓度

和 纯 度 ， 其 中 深 部 热 水 DNA 浓 度 范 围 7.00~23.60 ng/μl 。 使 用 引 物 对 ： MLf 

(5'-GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYGCWACAGC-3') 和 MLr (5'- 

TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT -3') (Luton et al., 2002) 进行 mcrA PCR 扩增。扩增仪为 ABI 

GeneAmp® 9700 型 PCR 仪，DNA 聚合酶为 TransStart
®
 Fastpfu DNA Polymerase (TransGen， 北京)，

20 μl PCR 反应体系： 5×FastPfu Buffer 4 μl；2.5mM dNTPs 2 μl；前后引物 (5μM) 各 0.8 μl；FastPfu 

DNA Polymerase (2.5 U/μl) 0.4 μl；Template DNA 10 ng；ddH2O 补足 20 μl。先预实验确定最小循

环数，最终 PCR 反应扩增程序为：95 ℃ 3 min；95℃ 30 s，53 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，37 个循环；

72 ℃ 10 min，10 ℃保育无穷。每样设置三个重复。扩增产物取 3 μl 于 2%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 扩增结果。扩增结果均为 A，指示 PCR 产物目的条带大小正确，浓度合适，可进行后续实验。

将同一样本的 PCR 产物混合后使用 2%琼脂糖凝胶回收 PCR 产物，利用 AxyPrep DNA Gel 

Extraction Kit 试剂盒(Axygen Biosciences, Union City, CA, USA) 纯化，2%琼脂糖凝胶电泳检测，

并用 Quantus™ Fluorometer (Promega, USA) 进行检测定量。使用 NEXTFLEX Rapid DNA-Seq Kit 

试剂盒建立 MiSeq 文库。Illumina 公司的 Miseq PE300 平台进行高通量测序。 

2.3 数据处理 

将高通量测序获得的原始数据, 使用 Fastp 和 Flash 软件进行质控，去掉低质量序列，获得优

化序列。使用 Usearch 软件，按 97%的相似度对序列进行分类最小单元 OTU (Operational Taxonomic 

Units) 聚类并剔除嵌合体。使用 RDP classifier 软件对 97%相似水平的 OTU 代表序列进行分类学

分析，比对数据库为 fgr/mcrA，比对阈值为 70%，并按照最小样品序列数进行抽平处理，分别在

各个分类学水平统计各样品的群落物种组成，以及各个类群在总样品的平均数计算各个类群所占

总样品的百分比。 

利用 Mothur 软件计算抽平后样品 OTU 水平的 Alpha 多样性指数 Sobs、Ace、Chao1、Shannon

和 Coverage。依据分类学分析结果，利用 R 语言分别绘制所有样品的 OTU、属、目、纲水平群落

相对丰度饼图以及各样品的 OTU 和属水平柱状图、韦恩图和 PCoA 图。将样品 OTU 序列在 NCBI

网站上进行 BLAST 比对，获得 OTU 与已知菌种相似性、基因序列等有关信息，并使用 MEGA 11.0

软件，绘制所有样品的 OTU 系统发育进化树。除了进化树绘制和 BLAST 比对外，上述所有分析

均在美吉生物云平台上操作。 

3 结果与分析 

3.1 高通量测序结果评估 

4 个深部热水样产甲烷菌群落标记基因 mcrA 高通量测序，获得双向测序的原始序列 109153*2

条，平均长度 411 bp，经质控过滤后，获优化序列 109153 条，去单序列和嵌合体后，获有效序列

106962 条，以 97%相似度聚类划分分类单元 OTU，产生 25 个 OTU。样品的序列覆盖度 Coverage

很高，均达到 100%(表 1)，说明本次测序量足够大，能够反映样品产甲烷菌群落的真实情况。 

3.2 深部热水产甲烷菌群落多样性指数分析 

产甲烷菌群落丰富性采用 Sobs、Ace 和 Chao1 指数表示，数值越大，丰富性越高；产甲烷菌

群落多样性用 Shannon 指数表示，数值越大，多样性越高。以最小样本序列数 23376 抽平后计算，

4 个深部热水的产甲烷菌群落多样性指数计算结果如表 1 所示。样品的产甲烷菌群落丰富性指数

Sobs、Ace 和 Chao1，分别变化在 2~19，0.00~19.43，2~19 之间，多样性指数 Shannon 变化在 0.67~1.83



之间，其中样品 F5-2 的多样性指数数值最大，而样品 F5-1 的最小，指示前者的多样性最高，而后

者的多样性最低，其原因可能是不同层位深度和岩性差异导致的，样品 F5-1 采样层位深度

1501~2151 m，热储层岩性为长城系大红峪组玄武岩和白云岩，而样品 F5-2 采自其上的更浅层位

(1068~1346 m)，热储层岩性为蓟县系高于庄组白云岩，采样层位深度越深，岩石变质程度越大，

微生物多样性越低，符合微生物多样性随深度变化的一般规律。 

表 1  冀中地热区深部热水样 α 多样性指数 

Table 1 Alpha-diversity indices of deep geothermal water samples from the Jizhong geothermal area 

Sample ID Sobs Ace Chao1 Shannon Coverage 

F4-1 8 8.00 8 1.41 1.00 

F5-1 2 0.00 2 0.67 1.00 

F5-2 19 19.43 19 1.83 1.00 

F6-1 12 12.69 12 0.88 1.00 

 

3.3 深部热水产甲烷菌群落组成分析 

为了解本区深部热水的产甲烷菌群落组成，对4个样品共25个OTU进行了系统发育分类分析

(图2)。由图2可见，在OTU水平上，优势OTU为OTU17和OTU13，其序列数分别占4个样品的总序

列数的45.66%和30.61%。在属水平上，25个OTU归于8个菌属，其中优势属为甲烷热杆菌属

Methanothermobacter，占4个样品总序列的99.85%；其它菌属均<0.1%，这些菌属是甲烷杆菌属

Methanobacterium（0.06%）、甲烷食甲基菌属Methanomethylovorans (0.04%)、甲烷八叠球菌属

Methanosarcina (0.03%)、甲烷袋状菌属Methanoculleus (0.01%)、甲烷短杆菌Methanobrevibacter 

(0.003%)、未分类的甲烷八叠球菌科unclassified-Methanosarcinaceae(0.01%)和未分类的热源体纲

unclassified-Thermoplsmata (0.01%)。在目水平上，这些OTU归属于4个目，分别为甲烷杆菌目

Methanobacteriales (99.91%) ， 甲 烷 八 叠 球 菌 目 Methanosarcinales (0.07%) 、 甲 烷 微 菌 目

Methanomicrobiales (0.01%) 和未分类的热源体纲unclassified-Thermoplasmata (0.01%)。在纲水平

上，这些OTU归属于 3个纲，分别为甲烷杆菌纲Methanobacteria (99.91%) ，甲烷微菌纲

Methanomicrobia (0.08%) 和热源体纲Thermoplasmata (0.01%)，这些纲均属广古菌门Euryarchaeota，

古菌域Archaea。 

综上所述，本区深部热水产甲烷菌类群较丰富，共检出3个纲、4个目、8个属的产甲烷菌，但

其群落组成极不均匀，其中隶属于广古菌门、甲烷杆菌纲和甲烷杆菌目的甲烷热杆菌属

Methanothermobacter是产甲烷菌的主要类型，占比达99.85%。 



 

图2 冀中地热区4个深部热水样OTU、属、目和纲水平产甲烷菌群落组成 

Fig.2 Compositions of the methanogen communities at OTU, genus, order and class level from 4 

deep geothermal water samples of the Jizhong geothermal area. 

 

3.4 深部热水产甲烷菌群落系统发育分析 

为了进一步明确本区深部热水OTU与已知菌种的亲缘关系，绘制了本区深部热水OTU(未包括

OTU16，因其序列太短(221 bp))与已知菌种亲缘关系的系统发育进化树(图3)，并将OTU序列与已

知菌种相似性列于表 2 。由图 3 和表 2 可见，优势 OTU17 和 OTU13 均与产甲烷菌菌种

Methanothermobacter wolfeii的亲缘关系最近，序列相似性分别达到99.03%和99.02%，占总序列的

71%。据Steinberg and Regan (2008)研究，产甲烷菌属内不同菌种之间mcrA基因序列相似性变化在

69.3%~100%之间，均值为89%。若以序列相似性>89%为同一菌种，而<89%为新菌种，则OTU17

和OTU13均属于Methanothermobacter wolfeii菌种。与已知菌种相似性>89%的其它OTU还有

OTU21、OTU1、OTU19、OTU2、OTU4、OTU11、OTU10、OTU14、OTU3、OTU22、OTU25、

OTU23、OTU16、、OTU12、OTU20、OTU7、OTU18、OTU15、OTU8和OTU9，共有20个OTU菌

种类型被识别，其中OTU21和OTU1均属Methanothermobacter marburgensis菌种，占总序列的10%。

另外，OTU5、OTU6和OTU24与未培养菌序列相似性较已知菌种的相似性更高，但是这些OTU与

已知菌种的序列相似性也>89%, 因此，这些OTU菌种类型也被识别，如OTU5与已知菌种 

Methanosarcina thermophila (AB353225) 的序列相似性为 95% ，故 OTU5 与 Methanosarcina 

thermophila为同一菌种。同理，OTU6与Methanomassiliicoccus luminyensis (HQ896500) 为同一菌种 

(相似性90%)，OTU24与Methanoculleus thermophilus (AB300783) 为同一菌种 (相似性96%)。综上



所述，本区深部热水含有种类较丰富而组成极不均匀的产甲烷菌，其中优势产甲烷菌菌种为

Methanothermobacter wolfeii (占总序列的71%)，其次是Methanothermobacter marburgensis (10%)。 

 

图3 冀中地热区深部热水mcrA基因的系统发育进化树. 

OTU标记为mcrA基因代表序列，括号内编号为已知菌种的序列登录号，标尺0.05为5%的核苷酸替换频率，节

点百分数为自展分析（Bootstrap 1000次）的支持率，以泉古菌成员Sulfolobus tokodaii (FJ445417)为外群。 

Fig.3 Phylogenetic tree based on mcrA gene fragment from the deep geothermal water of Jizhong 

geothermal area 

The scale bar represents 5% substitutions per nucleotide sequence position. Percentage at nodes represents the 

supporting percentage by bootstrap analysis with 1000 iterations. Member Sulfolobus tokodaii (FJ445417) of 

Crenarchaeota was used as the outgroup. 

 



表2  冀中地热区深部热水mcrA的OTU与已知菌种的亲缘关系 

Table 2 Phylogenetic affiliations of mcrA-based OTUs from the deep geothermal water of Jizhong 

geothermal area with known species 

OTU 序列数

（条） 

已知菌种 序列号 覆盖

长度

(bp) 

相似性

（%） 

E 值 

OTU17 42687 Methanothermobacter wolfeii LT608329 412 99.03 0.0 

OTU13 28615 Methanothermobacter wolfeii LT608329 410 99.02 0.0 

OTU21 5610 Methanothermobacter marburgensis AB842181 412 99.51 0.0 

OTU1 3330 Methanothermobacter marburgensis CP001710 412 96.13 0.0 

OTU19 3265 Methanothermobacter marburgensis CP001710 412 95.15 0.0 

OTU2 3079 Methanothermobacter sp. Thermobacter THM-2 CP043480 411 97.81 0.0 

OTU4 3053 Methanothermobacter thermautotrophicus JX878362 387 95.35 4e-176 

OTU11 2611 Methanothermobacter sp. CaT2 AP011952 410 97.56 0.0 

OTU10 689 Methanothermobacter thermautotrophicus JX878362 387 95.61 3e-172 

OTU14 365 Methanothermobacter thermautotrophicus JX878362 387 97.93 0.0 

OTU3 38 Methanomethylovorans thermophila AY672820 433 100.00 0.0 

OTU22 31 Methanothermobacter wolfeii LT608329 410 96.34 0.0 

OTU25 28 Methanobacterium aarhusense AY386125 412 89.56 6e-152 

OTU23 24 Methanosarcina thermophila AB353225 433 100.00 0.0 

OTU16 15 Methanomassiliicoccus Luminyensis HQ896500 32 100.00 1e-04 

OTU12 11 Methanobacterium flexile HM802935 414 92.75 6e-175 

OTU20 10 Methanobacterium alcaliphilum AB842183 412 98.30 0.0 

OTU5 7 Unclassified_Methanosarcinaceae KJ885514 433 95.84 0.0 

OTU6 6 Uncultured Methanomassiliicoccus sp. KJ442965 319 92.48 5e-128 

OTU7 4 Methanoculleus thermophilus AB300783 436 97.02 0.0 

OTU18 4 Methanobacterium sp. MB1 HG425166 412 100.00 0.0 

OTU15 3 Methanobacterium palustre AB542753 412 90.05 8e-148 

OTU8 3 Methanobrevibacter sp. D5 KF214819 409 92.91 1e-165 

OTU9 2 Methanobacterium sp. MB1  HG425166 409 100.00 0.0 

OTU24 2 Uncultured archaeon HM800628 436 97.71 0.0 

 

3.5 深部热水不同样品产甲烷菌群落差异性分析 

为了进一步揭示不同样品的产甲烷菌群落组成的差异性，进行了各样品的对比分析。4个样品

产甲烷菌群落OTU水平组成分布图（图4）显示，样品F4-1共检出8种OTU，其中OTU17和OTU13

为优势OTU，其序列分别占该样品总序列的42%和26%；其次是OTU1、OTU2和OTU21，分别占

比14%、13%和4%；样品F5-1共检出2种OTU，占比分别为60%和40%；样品F5-2检出的OTU最多，

共有19种OTU，其中>10%的OTU为OTU17(28%)、OTU21(20%)、OTU21(19%)、OTU19(14%)、

OTU4(13%)和OTU13(12%)；样品F6-1共检出11种OTU，其中优势OTU为OTU17和OTU13，占比分

别为52%和44%。本区不同样品OTU组成不尽相同，说明各样品环境条件有差异。但是除了样品F5-2

外，优势OTU均为OTU17和OTU13。 



 

图4 冀中地热区深部热水不同样品mcrA基因的OTU组成 

Fig.4 Compositions-based mcrA gene at OTU level from different samples collected from the deep 

geothermal water of the Jizhong geothermal area. 

4个样品产甲烷菌群落属水平组成分布图(图5)显示，样品F4-1共检出3种产甲烷菌属，其中甲

烷热杆菌属Methanothermobacter为优势产甲烷菌，其序列占该样品总序列的99.82%，其它菌属为

甲烷食甲基菌属Methanomethylovorans和属未分类的热原体纲unclssified_Thermoplasmata，占比分

别为0.16%和0.02%；样品F5-1的产甲烷菌全部为甲烷热杆菌属Methanothermobacter (100%)；样品

F5-2检出产甲烷菌属类型最多，共有6种，分别为甲烷热杆菌属Methanothermobacter (99.81%)、甲

烷杆菌属 Methanobacterium (0.13%) 、甲烷袋状菌属 Methanoculleus (0.02%)、甲烷短杆菌

Methanobrevibacter (0.01%)、未分类的甲烷八叠球菌科unclassified_Methanosarcinaceae (0.02%) 和

未分类的热源体纲unclassified_Thermoplasmata (0.004%)，其中甲烷热杆菌属Methanothermobacter

仍为优势菌属；样品F6-1检出产甲烷菌属共有4种，分别为甲烷热杆菌属Methanothermobacter 

(99.77%)、甲烷杆菌属Methanobacterium (0.13%)、甲烷八叠球菌属Methanosarcina (0.10%)和甲烷

袋状菌属Methanoculleus (0.01%)。综上所述，不同样品的产甲烷菌属水平组成不尽相同，但是均

以甲烷热杆菌属Methanothermobacter 为优势菌属，占比均大于99.77%。 

 

图5  冀中地热区深部热水不同样品mcrA基因的产甲烷菌群落属水平组成 

Fig. 5 Composition of Methanogenic communities-based mcrA gene at genus level from different 

samples collected from the deep geothermal water of the Jizhong geothermal area 



韦恩图（图6-A）显示，本区4个深部热水样25个OTU中，共有OTU仅有2个，为OTU17和OTU13，

均为物种Methanothermobacter wolfeii；独有OTU样品F5-2最多，共有9个。PCoA图6-B显示，第一

坐标轴对数据解释的贡献率为78.15%，第二坐标轴贡献率为20.85%，总计贡献率为99.00%，说明

数据解释足够可靠。该图显示，样品点F5-1和F6-1分布距离短，这些点与样品点F4-1和F5-2距离大，

说明样品F5-1和F6-1的产甲烷菌群落组成相似，而与样品F4-1和F5-2的差异较大，这一分析也与不

同样品OTU组成分析（图5）一致。 

 

   

图 6 冀中地热区深部热水不同样品 mcrA 基因的韦恩图（A）和 PCoA 图（B）产甲烷菌群落差异

性分析 

Fig.6 Methanogen community difference analysis using Venn plot (A) and PCoA plot (B) based on mcrA 

gene from different samples collected from the deep geothermal water of Jizhong geothermal area. 

4 讨论 

本次研究的目的是采用高通量测序技术，以mcrA基因为目的基因，探索深部热水的产甲烷菌

群落多样性。高通量测序评估结果显示，4个样品的文库覆盖率均达100%，指示本次测序深度足

以反映样品真实情况。4个样品共检出25个OTU，这些OTU归于8个属，优势菌属是甲烷嗜热杆菌

属Methanothermobacter(占比99.85%)。优势OTU是OTU17和OTU13，均与Methanothermobacter 

wolfeii的相似性达99.00%，亲缘关系最近。甲烷嗜热杆菌属Methanothermobacter是一类专性厌氧菌，

目前已发现8个种， 即M. crinale, M. defluvii, M. marburgensis, M. thermautotrophicus, M.thermoflexus, 

M.thermophilus, M.tenebrarum和M.wolfei(Hassa et al., 2019)，分布在厌氧消化器、污水污泥、热泉

和油气田中，其最佳生长温度55~70℃，能量代谢以H2作为电子供体，将CO2还原甲烷，一些菌种

也能利用甲酸盐作为电子供体；模式菌株是Methanothermobacter wolfeii，其以H2/CO2或甲酸盐作

为能源和碳源(Wasserfallen et al., 2000)。采样时4个样品的水温变化在56~62℃，优势产甲烷菌属的

最佳生长温度符合其生长的环境温度。本次研究扩展了甲烷嗜热杆菌属Methanothermobacter的生

境类型，该菌属可富集在地热区地下深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中。  

本区深部热水非优势产甲烷菌群落菌属中，甲烷杆菌属Methanobacterium是嗜温氢营养产甲

烷菌，某些菌株也能利用甲酸盐、仲醇和CO产甲烷，最佳生长温度37~45℃(Boone et al.，2001)， 

OTU20与Methanobacterium alcaliphilum的序列相似性为98.30%，该菌种生长温度37℃，以H2/CO2

为反应基质，该菌特点是能适应较高的 pH 值 (8.1~9.1)(Worakit et al., 1986) ； OTU18 与

Methanobacterium sp. MB1序列相似性为100.00%，该菌特色是H2营养，也能醋酸催化产生甲烷

(Maus et al., 2013)。Methanomethylovorans菌属是以甲基化合物为碳源和能源的产甲烷菌，OTU3

与Methanomethylovorans thermophila物种相似性达100.00%， 该菌种是嗜热、厌氧、甲基化合物营



养的产甲烷菌，生长温度42~58℃，最佳温度50℃(Jiang et al., 2005)。Methanosarcina 菌属是能利

用多种底物，包括H2/CO2、醋酸、甲基化合物的产甲烷菌 (Boone et al., 2001)，OTU23与

Methanosarcina thermophila物种相似性达100.00%，该菌种分离自厌氧消化器，最佳生长温度约

50℃，能利用醋酸、甲醇或甲基胺产生甲烷(Zinder et al., 1985；Jablonski et al., 1990)。Methanoculleus

菌属是以H2/CO2或甲酸盐为底物产生甲烷，为嗜温或嗜热产甲烷菌，OTU7与Methanoculleus 

thermophilus的相似性为97.02%，该菌最佳生长温度58℃(Rivard et al., 1982)。Methanobrevibacter

菌属是嗜温的、主要以H2/CO2为反应基质产生甲烷， 最佳生长温度37~40℃ (Lee et al., 2013), 

OTU8与Methanobrevibacter sp. D5的相似性仅92.91%。可见，本区深部热水非优势产甲烷菌群落菌

属大部分属于嗜热产甲烷菌，营养类型除Methanomethylovorans菌属以甲基化合物为碳源和能源

外，其它菌属均能利用H2/CO2产甲烷。  

本区深部热水优势产甲烷菌和大部分非优势产甲烷菌均是氢营养的产甲烷古菌，因此，产甲

烷菌的主要代谢途径是CO2还原。H2的来源可能是有机质发酵产生的，因为本区深部热水赋存于海

相碳酸盐岩岩溶-裂隙热储中，碳酸盐岩是沉积岩，其中含有较丰富的有机质，据报道，中国海相

碳酸盐有机质中的TOC含量变化在0.05%~0.20%之间(周新科等，2009)，有机质在厌氧条件下发酵

会产生H2(Liu et al., 2008)；H2的来源也可能是地质成因(Worman et al., 2020)，如基性或超基性岩与

水反应释放的H2，或者水的放射性裂解产生H2，还可能是地下深部地幔排放的还原性气体，其中

包括H2，具体是哪种来源还有待进一步研究。 

本区深部热水检出产甲烷菌有多方面的意义。产甲烷菌的代谢活动会影响地下热水化学成分，

导致水中 H2/CO2 含量减少，CH4 含量增加，促进地下热水化学成分演化，在利用碳同位素和流体

化学成分研究地热流体成因时应该考虑产甲烷作用对流体化学成分的影响；产甲烷菌能够不依赖

太阳光能，而是利用 H2 还原 CO2 产生的化学能作为生长能源，能够存活于地下深部黑暗环境，产

生的甲烷可为其它微生物提供能源和碳源，促进早期异养菌的发展，有利于地球生物圈从无光合

作用生态系统向有光合作用生态系统演化(Stevens，1997)；在地球地质历史发展过程中，地球曾遭

受过多次生物大灭绝(冯伟民，2020)，当地球表面遭受毁灭性打击生物不能生存时，地下深部可能

是微生物生命的避难处，氢营养的产甲烷菌能够生存于地下深部，可成为食物链的初级生产者；

同样地，地外行星表面条件不适合生物生存，如果存在生命，最有可能存在于星球深部，氢营养

产甲烷菌可利用地质成因 H2 为微生物生长提供能源，而地球深部氢营养产甲烷菌可作为地外行星

生命的类似物进行研究(Chapelle et al., 2002)。深入了解地下深部产甲烷菌多样性对地球早期生物

圈的演化研究、地外生命的探索、甲烷全球循环机制和地热流体和甲烷资源成因机制研究均有重

要的科学价值。未来可对地下深部产甲烷菌群落与其它菌群及其环境的相互作用关系进一步研究，

从而更加深入地探讨产甲烷菌在地球生态系统所发挥的作用。 

5 结论 

本研究采用高通量测序技术，以 mcrA 为目的基因，探索了冀中地热区深部热水产甲烷菌群落

的多样性。冀中地热区深部热水产甲烷菌类群较丰富，共检出 3 个纲、4 个目、8 个属的产甲烷菌，

但是群落组成极不均匀，其中隶属于广古菌门、甲烷杆菌纲和甲烷杆菌目的甲烷热杆菌属

Methanothermobacter 是产甲烷菌的主要类型，占 4 个样品总序列的 99.85%；优势种是

Methanothermobacter wolfeii（相似性 99%），产甲烷菌的主要代谢途径是 CO2 还原；不同样品产甲

烷菌群落多样性不尽相同，但是均以甲烷热杆菌属 Methanothermobacter 为优势菌属，占比均大于

99.77%。本文研究揭示了冀中地热区深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热水中含有种类较丰富而组成极不均

匀的产甲烷菌群落，拓展了甲烷热杆菌属 Methanothermobacter 的生境类型，为进一步研究产甲烷

菌在地球生态系统的功能奠定了科学基础。 
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