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水稻田中产甲烷
一

菌数量和优势种
�

陈美慈 阂 航 钱泽澎
�浙江农业 大学环保系

, � �� � �  �

摘

果用改良的亨格特��
� � � � � � �厌氧技术

,

用 � �� 法和滚管法同时测定水稻不同生育期

土壤中的产甲烷菌数量有明显差异
,

在混合基质中生长的产甲烷菌数量
,

早稻在分孽末期数量

最高
,

可达 子
�

� 又 ��
‘。

个 �克干土 �在 �
二

和 �仇 生长的产甲烷菌数量
,

晚稻在分夔盛期明显增

高
,

到乳熟期可高达 �
�

� � �� ” 个 �克干土 � 在甲酸钠和乙酸钠基质中生长的产甲烷菌
�

数量
,

晚

稻在分萦盛期较高
,

分别达 �� � � ��
’

个厂克千土和 � � � ��
’

个 �克干土 � 在甲醇基质中生长的

产甲烷菌数量
,

晚稻在各生育期差异不显著
。

不同深度土壤中产甲烷菌数量无显著差异
。

施

用有机肥料在一定程度上可促进产甲烷菌数量的递增
。

水稻土中占优势的产甲烷菌种群为甲

酸甲烷杆菌 ��
。 , 汽� � � � � � � ‘ � 艺。 , �� , , �‘蔺� � 。�

、

马氏 甲烷八叠球菌 ��
�‘人� �  , � , � �” � ‘ � � 时�

和巴氏 甲烷八叠球菌 ��
。 , 人。� 口 � � �‘ � , � � � 庆 , , , �

�

关键词 产甲烷菌
,

亨格特厌氧技术
,

优势种

水稻田与其它产甲烷的生态环境�如水生沉积物
、

污泥
、

湿树木
、

瘤胃等�比较
,

具有它

的独特性
。

在淹水厌氧的生态环境条件下
,

稻田中复杂的有机物质
,

如植物残体或腐殖

质
、

或水稻根系的脱落物或分泌物
,

被各类细菌组成的复杂链将它们转化成较简单的基

质
—

� 八� 。八 乙酸
、

甲酸
、

甲醇
、

甲胺等
,

这些基质供 甲烷菌生长
,

并由其转化成甲

烷‘�一 ”。 因此
,

水稻与产甲烷菌及甲烷释放量之间有着密切的关系 囚 。

为了探究淹水稻田

中甲烷释放的生物学机理
,

本文报道在水稻不同生育期
、

不同土壤深度及不同施肥种类土

壤中的产甲烷菌数量变化趋势和占优势的产甲烷菌
。

一
、

材 料 和 方 法

�一 � 上壤样品的采集

土壤样 品取自本校实验农场
,

试验田种植面积为 � “
�

�澎
,

平均分隔成 � 个小区
,

早稻种植前亩施

� � , � � 紫 云英作基肥
,
插秧前 � 和 � 小区 �简称 � � � 小区 �各施牛粪 �。。� � , � 和 � 小区不施牛粪

,

供试

品种为早莲 �� 号
,
于 � � � � 年 � 月 � 日插秧 � 晚稻在 同样面积的田块中进行

,
插秧前 � 和 � 小区各施牛

龚 �� , � � , � 小区施 � �� � � � , � 小区施菜籽饼 �
�

�� � ,

供试品种为秀水 巧 ,

并于同年 � 月 � 日插秧
。

早晚稻田中始终处于淹水状态
。

采用 , 点取样法
,

分别在早
、

晚稻不同的生长发育时期
,
在植株间用采

土器取 � �� � 长的土柱
,
切 除土柱两端 � 一 � � � 的土壤

,

立即将土柱转移到厌氧培养箱中混合均匀
,
同

时用 � �� 法和滚筒法培养计数�均为 � 次重复的平均值�
,
早

、

晚稻不同生育期土壤的一些基本状况

见表 �
。

� 本研究 为浙江省自然科基金资助项目
。



� 期 陈美慈等
�

水稻田 中产甲烷菌数量和优势种 � � �

� � � � � � � � , , � � � � � �

一一
� �� � �� ‘�� 目�� , �

一�二� 产甲烷菌基础培养基组成
� �

� � � � � �酵母膏 � � �� � � �
, �

�

� � � 半眯氨酸 �
�

, � � � �
�
� �

� �
�

咚� � 刃天青 � � � � � � �
�
� � �

‘ �
�

� � �

微量元素液 � � � 几水 � �   � 几土壤浸出液�水土比例为 � � � ,

充分搅拌
,

静止过夜后过滤
,

滤液置 � ℃ 冰

箱保存备用 � � � � � � � � � �
·

�一 �
·

� 。

表 � 早
、

晚稻不同生育期土壤的一些基本状况

� � � �� � � � � � �
�、� �� � � � �� � ��

� � �
� � � ��� � � � � � � � � � �� � � � � � � �

。� � � � ��

� � �

� � �

、

男

苗后期
�� 月 �� 日 �

分莫盛期
�� 月 � , 日�

分冀末期
�� 月 �� 日 �

孕穗末期
�� 月 � � 日 �

乳熟期
�� 月 � 日�

收获期
�� 月 � � 日�

分 孽期
�� 月 � � 日�

孕穗期
�� 月 � � 日 �

孚乙熟期
��� 月 � 日�

收获期
��� 月 � 一日 �

娜娜 钾 八八 尸尸 � � 一 � �� � � �� � �
� � �����

引引 卜 �
闷

里 。、、 、声沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪沪

深深 舅 ‘‘ 赐 乙乙 军十十 牛��� 因���
厂、、、

军��� 牛���
厂、 ‘‘ �气 、、

日日日日 囚 。。 囚 ,,

万互互 囚己己 岑甘甘 图甘甘 囚乙乙 囚乙乙

州州州二二 , 友友 勺友友 白白 资 艺艺 勺友友 勺日日 弋夕 祠祠 气匀 月月
������������� , 国国国国 。 月月 , 月月
的的的的的的的的的的 白白 山山

早早早 苗后期期 � �
。

��� �
。

� ��� �
。

� �������  
。

���� �
。

� �������

稻稻稻 �� 月 �� 日 ��� � �
。

,, �
。

� ��� �
。

� ������� �
�

� 今今 �
。

�今今今今

分分分莫盛期期 � �
。

��� �
。

, ��� �
。

� ������� �
�

� ��� �
�

��������

������ 月 � , 日��� � �
。

��� �
。

� ���  
。

� ,,,, �
�

� ��� �
。

� �������

分分分冀末期期 � �
。

��� �
。

� ��� �
。

� ������� �
�

� ��� ,
。

� �������

������ 月 �� 日 ��� � �
。

����������� �
。

略��� �
。

� �������

孕孕孕穗末期期期期期期期期期期期
������ 月 � � 日)))))))))))))))))))))

乳乳乳熟期期期期期期期期期期期
(((((7 月 5 日)))))))))))))))))))))

收收收获期期期期期期期期期期期
(((((7 月 25 日)))))))))))))))))))))

晚晚晚 苗期期 26
.000 2.577777 2.0222 2。

3
222

7

.

3
88888

7

。

3 000 7

.

2
666

稻稻稻 (8 月 7 日))) 2 6
。

000 1

。

4 99999 l

。

1 777 1

。

1 666 7

.

4 33333 7

.

4 444 7

。

3 111

分分分 孽期期 22 。

555 1

.

6 77777 1

。

8 777 1

.

3
333 7

。

4 33333 7

。

4 111 7

。

斗111

((((( 8 月 28 日))) 2 2
.
,, 2

。

0 99999 1

.

8
222

1

。

3
111 7

.

4 00000 7

。

4 555 7

.

4
111

孕孕孕穗期期 18 。

,, 1
.
6 55555 l

。

3
000 1

。

1
666 7

.

5
66666 7

。

6 222
7

。

6
111

(((((

9 月 2 1 日 )))))))))))))))))))))

孚孚孚乙熟期期期期期期期期期期期
(((((10 月 5 日)))))))))))))))))))))

收收收获期期期期期期期期期期期
((((( 10 月 3 1 日)))))))))))))))))))))

培养基按亨格特厌氧操作技术配制
〔” , 巧 x l , o m m 培养管中每支分装 4.,

ml
,
]

.

21 ℃灭菌3om in
。

固 体培养基再加 2% 琼脂
,

土壤样品稀释前
,

每支培养管的培养基中先后加人灭菌无氧的 l肠N
oZS , 5

%

N
a
H C o

。

混合液 。
.
l m l , 1 6 万单

.
位的无氧青霉素液 0

.lm l和所需的各种无菌无氧的产甲烷菌基质
。

( 三 ) 培养方法

采用亨格特严格厌氧技术
,
测定水稻不同生育期

、

不同土壤深度及不同施肥种类土壤中的产甲烷菌

数量
,

将混合均匀的土样以 10 倍系列稀释
,

接人不同的产甲烷菌基质的培养管中
,
以 H

Z
和 C O

:
为产甲

烷菌基质的培养管中加人 80 % H
, 、

20 %
C o

Z ,

即在含有基础培养基的培养管中
,
用 H

Z
置换 N

Z1 m in ,

然后注入无氧 c o Z 3m l。 以乙酸钠
、

甲酸钠
、

甲醇为产甲烷菌基质的培养管中
,

每管基础培养基中分别

加入 2., m ol 产L 乙酸钠
、

25 % 甲酸钠
、

50 % 甲醇各 0.1耐
。
混合基质即在含有基础培养基的培养管中

同时注人 80 % H
:、

20 %
C 0

2 ,

及乙酸钠
、

甲酸钠和甲醇各 。
·

l

ml

。

处理重复 3 次
,

35 ℃ 培养一个月
〔’‘。

( 四 ) 检测方法

用 M PN 法测定产甲烷菌的数量
,

以 CH
4
形成作生长指标

。
采用上海分析仪器厂 IOZG 型气相色
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谱仪测定 C H ‘。
滚管法计数则以 日产 01 ym Pu

s BH 一 2 型荧光显微镜下直接计有荧光的菌落数
。

土壤 N H ‘一
N 测定采用康威皿扩散法

。

土壤含水量测定是在 105 ℃ 烘 8 小时至恒重
。

( 五) 产甲烷菌纯培养的 分离

为了获得占优势产甲烷菌的纯培养
,

在计数滚管中出现形态上占优势的单菌落
,

并经荧光显微镜检

查能产生荧光
,
然后将产荧光的菌落挑人相应的产甲烷菌培养液中培养

,

并测定能产生 C H 、 重复上述

过程
,

直至获得纯培养
。

然后根据形态及培养特性进行鉴定
。

( 六) 电镜照相

将分离纯化的产甲烷菌细胞悬浮液离心沉淀(800。转/分
,
巧 分钟)

,
而后用生理盐水将沉淀的细菌

细胞分散在生理盐水中
,
上述过程重复 2次

,

将洁净并适当浓缩的细菌悬液进行电镜观察并照相
,

球状

产甲烷菌用 日立 s 一朽0 扫描电子显微镜观察并照相
。

二
、

结果 与 讨 论

(一 ) 水稻不同生育期对土壤 中的产甲烷菌数t 的影响
表 2 表明

,

早稻各个不同生育期土壤中的产甲烷菌数量有明显的差异
。

用 M P N 法

测定在混合基质中生长的产甲烷菌数量
,

在早稻分奠末期达到最高
,

为 3
.
6 火 10

‘。

个/克

干土 ;用滚管法计数
,

产甲烷菌数量的变化趋势类似于 M PN 法测定的结果
,

只是测得的

菌数低于 M PN 法
。

_

用 M P N 法测定晚稻不同生育期土壤中的产甲烷菌数量 (表 3), 在 H
Z
和 C O

Z
基质

中生长的产甲烷菌数量
,

在分莫盛期明显增高
,

到乳熟期可高达 3
.
1 x lo “

个/克干土 ; 在

甲酸钠和乙酸钠基质中生长的产 甲烷菌数量
,

在分葵盛期最高
,

分别达 3
.
7 x 105 个 /克干

土和 1
.
2 x 10

8
个 /克干土

,

土壤中能利用乙酸钠的产甲烷菌约占利用 H
Z
和 Cq 的产甲烷

菌的 0 1多;在甲醇基质中生长的产甲烷菌数量
,

在晚稻各生育期却无明显差异
,

高的达

3
.
多 x 10

,

个/克干土
,

数量较少
,

这可能由于土壤中甲醇含量较低
,

利用甲醇为基质时
-

下不能适应之故
。

用滚管法测得的菌数也低于 M P N 法测得的菌数(表 3)
。

表 2 早稻不同生育期土壤在混合基质中的产甲烷菌数量(个/克千土)

T able 2 A m ount of M P B in the 5011
at different grow ing stages

of early riee (N
o.
/9 d

ry 5011)

取样 日期

S am p lin g d ate

( l夕8 9)

混 合 基 质
M ix ed sub str

ates
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M P N m eth od

滚 管 法
R oll tu be m etho d

苗后期
(5 月 l斗 日)

分糜盛期
(弓月 25 日)

3
.
I X 10

‘
2
.
0 X 1 0

,

3

.

4 X 1 0
6

2
.

4 又 1 0 ,

分羹末期
(‘ 月 12 日)

孕穗末期
(6 月 23 日 )

乳熟期

3
.
6 X 10里0 ,

.
6 X 10 ,

2
.
9 X 1 0

,
1

.
g X 1 0

s

3

.
9 X 1 0

‘ ,
.
9 x 1Q’

(夕月 ,

收获期
月 25

日)

日 )

1
.
0 X 10‘ 7

.

1 X I 护
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试验结果表明
,

水稻不同生育期对产甲烷菌的生长发育有很大的影响
。

.

淹水稻田巾

产甲烷的微生物学原理与厌氧消化反应器中有机物质厌氧发酵的微生物学原理相似
,

是

通过四大类群微生物的协同联合作用
,

最后将土壤中复杂 的 有机 物 质 降解 成 C H ; 和

co , ,

而产甲烷菌则是厌氧发酵食物链中的最后一个成员
,

是产甲烷作用的关键者
〔11 。

在

水稻田这一独特的厌氧生态环境中
,

水稻在各个不同的生长发育阶段
,

其根系的分泌物和

脱落物的质和量不一样
,

对根系周围土壤 中微生物的发育提供的营养源也不同
,

也就间接

地影响了厌氧发酵食物链中的最后成员—
一

产甲烷菌的生长发育
。

表 3 晚稻不同生育期土壤在不同基质上的产甲烷菌数摄(个/克干土)
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本试验计甲烷菌数量时
,

用滚管法和 M PN 法同时进行
,

这样可以直接比较两种方

法的优缺点
。

滚管法的优点是可以直接从稀释样品的滚管中选取占优势的产甲烷菌菌落

进行分离纯化
,

但缺点是计数较麻烦
,

需在荧光显微镜下逐个检查有荧光的菌落
,

且制备

滚管较费时; M P N 法的优点是计数较简便
,

只要测定 c H
;
有否形成作生长指标

,

但缺点

是不能直接观察到占优势的产甲烷菌菌落
。

因此
,

我们认为
,

应根据研究的 目的来选取何

种方法
,

如既要计数
,

又要分离纯化占优势产甲烷菌
,

还是以滚管法为好 ;如只要计甲烷菌

数量
,

则以 M P N 法为好
,

但这二种方法计数得 出的甲烷菌数量以 M P N 法高于滚管法
。

( 二) 晚稻不同土壤深度对产甲烷菌数量的影响

表 4 表明
,

在以 H
Z
和 C姚为基质

,

3 次测定早稻田不同深度土壤中的产甲烷菌数量差

异并不显著
。

这一现象可解释为在始终处于淹水状态的早稻田中
,

从表层到 18cm 深之

间的土壤其氧化还原电位均可适应产甲烷菌的生长发育
〔习。

( 三 ) 施肥种类对稻田土壤产 甲烷菌数量的影响

4 次测定结果表明
,

施牛粪小区高于不施牛粪小区中的产甲烷菌数量(表 s)
。

施牛

粪小区和施菜饼小区的产甲烷菌数量明显高于施氯化钾小区中的产甲烷菌数量 (表 6)
。

试验结果表明
,

施用有机肥料(腐熟牛粪或菜饼 )能促进土壤中产申烷菌数量的递增
。
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( 卿 水稽生 中占优势的产甲皖菌群
;

水稻土中占优势的产甲烷菌群有
:
(1)甲酸甲烷杆菌(图版 I

,

照片 1)
,

在以甲酸钠为

基质的滚管中
,

单个菌落呈园形
,

放射丝状
,

边缘整齐
,

灰 白色
,

菌落直径为 1一1.s m m 左

右
,

在 斗2 on m 紫外光激发下产生强蓝绿色荧光
,

持续时间较长。单个菌体不运动和不 形成

芽抱
,

细胞大小为 。
·

4 一 0. , x Z一6拌m
,

培养后期
·

单个细胞排列成长丝状
,

以终和 C q
、

甲

酸钠为生长和产甲烷基质
。

(
2
) 马氏甲烷八叠球菌(图版 卜照片 2), 在以甲醇为基质的滚

管中
,

单个菌落园形
,

直径为 lm m 左右或更大
,

并可出现囊状气泡
,

使菌落呈不规则图案

形
,
淡黄色

,

半透明粘液状
·

蓝绿色荧光强
,

液体培养后期颗粒体分散
。

(
3
) 巴 氏甲烷八叠

球菌
,

在以甲醇为基质的滚管 中出现的单个菌落为不规则的园形
,

菌落表面呈砂粒状堆
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积
,

淡褐色
,

直径为 2一3m m 左右
,

在 42 0

态见图版 I
,

照片 3
。

n 】1 紫外光激发下产生强蓝绿色荧光
。
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