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摘要：稳定性同位素示踪复杂土壤中微生物DNA/RNA的技术难点是13C-DNA/RNA的鉴定。本研究针对我国六种典型稻田土壤，利用稳定性同位素13CH4示踪活性的甲烷氧化菌，超高速密度梯度离心获得不同浮力密度DNA后，通过甲烷氧化菌独有的pmoA功能基因和16S rRNA特异基因作为分子标靶，评价了目标微生物特异基因作为分子标靶判定13C- DNA/RNA的可行性，并进一步通过半定量凝胶电泳技术和克隆文库技术研究好氧甲烷氧化过程中的活性甲烷氧化菌群落结构。结果表明：甲烷氧化菌功能基因pmoA作为分子标靶，能够准确鉴别13C-DNA，而甲烷氧化菌特异的16S rRNA基因则能较好地区分12C和13C标记的RNA，但13C-RNA中的非目标微生物污染高于13C-DNA示踪技术。进一步以13C-DNA和13C-RNA为模板，分别构建了pmoA和RNA基因的克隆文库，系统发育分析表明I型菌主导了土壤甲烷氧化过程，其中江西鹰潭和黑龙江五常土壤中活性甲烷氧化菌全部属于Ia型，而四川资阳、浙江嘉兴、江苏常熟和江都土壤中Ia型和Ib型甲烷氧化菌均有发现，并且后者比例较低。这些结果表明分子标靶基因能够有效判定复杂土壤中的甲烷氧化菌13C-DNA/RNA，在DNA和RNA水平的结果基本一致，为进一步开展原位条件下活性甲烷氧化菌多样性与功能的研究提供了参考。
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甲烷是一种重要的温室气体，稻田是大气甲烷的重要源。据估算，稻田甲烷约占全球甲烷排放总量的10%[1]。微生物是稻田甲烷氧化的唯一生物源，在稻田甲烷排放过程中发挥了重要作用[2]，大约30%~90%稻田甲烷排放到大气前即被微生物氧化[3]。好氧甲烷氧化被认为是最主要的稻田甲烷氧化过程，主要发生在表层土壤大约0-2 mm的微氧界面、水稻根际以及根际土壤有氧微域中
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目前已知的甲烷氧化菌属于变形菌门Proteobacteria和疣微菌门Verrucomicrobia，但疣微菌门Verrucomicrobia只存在极端酸性环境中存在，迄今未有稻田生态系统的相关报道[6]。根据形态、代谢途径、GC含量、磷脂脂肪酸组成以及细胞膜结构等特征，已知的稻田甲烷氧化菌可分为I 型（type I）和II 型（type II），其中I型菌可划分为Ia（type Ia）和Ib（type Ib）类群[7]。近年来，基于DNA/RNA序列分析的技术在稻田甲烷氧化研究中得到了广泛应用[8]，特别是颗粒状单加氧酶（Particulate methane monooxygenase，pMMO）基因pmoA，存在于除Methylocella之外所有的甲烷氧化菌，常被用于甲烷氧化菌多样性的分子生态学研究[8]。此外，由于pmoA基因的系统发育关系与甲烷氧化菌16S rRNA基因的系统发育亲缘关系与pmoA基本一致[9]，甲烷氧化菌的特异16S rRNA 基因也常被作为分子标靶开展生态学研究[8]。
然而，以往的大多研究依赖于定性的线性耦合，即甲烷氧化速率与甲烷氧化微生物群落组成和数量变化之间的相关性分析


[10-11] ADDIN EN.CITE ，很难将复杂土壤环境中甲烷氧化过程及其微生物作用者直接偶联。稳定性同位素核酸探针技术（DNA/RNA based stable isotope probing，DNA/RNA-SIP）则能有效地克服这一技术难点。2000年英国科学家发明了DNA-SIP技术，利用稳定性同位素示踪复杂森林土壤中甲醇同化微生物，将复杂环境中生态过程与微生物作用者直接联系[12]。RNA-SIP技术随后也被应用于工业反应器中苯酚降解微生物研究[13]。目前，DNA/RNA-SIP已被广泛应用于复杂环境中重要生态过程的微生物作用者研究，但两种方法各有其优势
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。DNA-SIP的优点是：标记的13C-DNA一定来自新产生的子代微生物细胞，是证明微生物生理生长并驱动生态过程的最直接证据；同时，DNA较为稳定，可以同时分析16S rRNA基因和功能基因，在分子水平上鉴定生态过程的微生物驱动者。RNA-SIP则无需微生物细胞的大量增殖，同时核糖体RNA特别是16S rRNA参与蛋白质合成并发挥重要作用，获得标记的13C-RNA则表明微生物可能具有较强的活性。但目前关于这方面的研究报道较少，DNA和RNA-SIP之间的比较优势仍待进一步深入研究。

我国稻谷产量世界第一，植稻面积世界第二，研究我国稻田土壤甲烷氧化过程中的微生物作用者，具有重要意义。据此，针对我国六种典型稻田土壤，围绕好氧甲烷氧化过程，利用稳定性同位素底物13CH4示踪稻田土壤中好氧甲烷氧化菌核酸DNA/RNA，评价了DNA-SIP和rRNA-SIP研究土壤活性甲烷氧化菌的比较优势，揭示了稻田土壤好氧甲烷氧化过程的活性甲烷氧化菌群落结构，并为稳定性同位素示踪核酸技术研究复杂环境中微生物生理生态过程提供了技术参考。

1 材料和方法

1.1 土壤样品概况

采样区属于中国典型水稻种植区，样品分别采自江西鹰潭（YT）、四川资阳（ZY）、浙江嘉兴（JX）、江苏常熟（CS）、江苏江都（JD）以及黑龙江五常（WC）。采集0~20 cm层新鲜土壤，研磨并过2 mm筛，然后将均一混合的新鲜土壤置于阴凉、干燥、通风的室温条件下风干直至土壤基本保持恒重采样点的地理位置及土壤基本理化性质如表1所示。

表1 六种稻田土壤的地理位置和基本理化性质

Table 1 Physiochemical properties and geographic location of the six paddy soils

	样品

Sample
	pH

(H2O)
	铵态氮

NH4+-N

(mg kg-1)
	硝态氮NO3--N

(mg kg-1)
	全氮

Total N 
(g kg-1)
	有机质

Organic matter

(g kg-1)
	地理位置

Location

	
	
	
	
	
	
	N
	E

	 YT
	5.41±0.01
	38.1±4.0
	1.42±0.20
	1.28±0.01
	23.5±0.1
	28°23′
	116°82'

	ZY
	8.23±0.04
	39.1±0.5
	15.2±0.1
	1.78±0.01
	30.4±0.5
	30°05′
	104°34'

	JX
	6.16±0.10
	65.9±0.8
	22.0±0.4
	1.86±0.02
	32.5±0.2
	30°38′
	120°46'

	CS
	5.29±0.02
	2.88±0.14
	14.0±0.1
	1.51±0.01
	28.4±0.1
	31°56′
	120°71'

	JD
	7.34±0.21
	9.18±0.42
	14.4±0.2
	1.91±0.03
	35.4±0.2
	32°35′
	119°42'

	WC
	5.97±0.06
	4.17±0.30
	11.4±0.2
	1.06±0.02
	21.9±0.1
	45°10′
	127°00'


注：YT：江西鹰潭 Yingtan, Jiangxi； ZY：四川资阳 Ziyang, Sichuan；JX：浙江嘉兴 JiaXing, Zhejiang；CS：江苏常熟 ChangShu, Jiangsu；JD：江苏江都 Jiangdu, Jiangsu；WC：黑龙江五常 Wuchang, Heilongjiang。下同。
1.2 稻田土壤好氧甲烷氧化过程

原位土壤样品分析：称取相当于40 g干土的稻田土壤置于无菌封口袋中，添加适量无菌去离子水调节土壤含水量至最大持水量的30%，25°C预培养5 d，以此时的样品作为原位稻田土壤样品。收集约5.0 g左右的土壤保存于-20°C，用于后续分子生物学分析。提取六种稻田土壤总DNA，并通过构建pmoA基因克隆文库分析原位土壤甲烷氧化菌群落结构组成。

SIP培养处理：将相当于6.0 g干土原位稻田土壤分装至120 mL血清瓶中，并加入适量无菌去离子水，调节土壤含水量至最大持水量的60%，丁基橡胶塞密封并用铝盖封口。设置13CH4-标记和12CH4-对照两个处理，每个处理3个重复。首先从密封培养瓶内移除1.2 mL的空气后注入等体积的13CH4或12CH4，以保持培养瓶内大气压维持稳定，并置于25°C恒温培养。血清瓶内初始CH4浓度约为400 µmol-1 L（~10 000 ppmv），动态监测培养瓶内甲烷浓度变化。第8天左右，当培养瓶内甲烷几乎全部被氧化后，结束实验并打开培养瓶破坏性采集土壤样品。收集大约3 g新鲜土壤，加入RNAlater（Ambion, 美国），然后置于-80°C保存，用于RNA提取。其余土壤样品保存于-20°C，用于DNA提取以及其它后续分析。

1.3 稻田土壤微生物核酸提取

土壤微生物核酸提取：采用FastDNA Spin Kit for Soil (MP Bio, 美国)试剂盒提取土壤微生物基因组DNA。称取0.5 g土样，根据说明书的操作步骤提取土壤微生物总DNA并溶解于100 µL无菌水中，置于-80°C保存备用。通过微量紫外分光光度计（NanoDrop ND-1000, 美国）测定DNA浓度和纯度，同时利用1.2%的琼脂糖凝胶电泳分析DNA的完整性。对于土壤总RNA，参考以往文献报道的方法进行
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。称取0.5 g土样置于2.0 mL带螺帽口的裂解管中，立即加入500 µL RNAlater于4°C过夜保存后，离心去除RNAlater；通过Bead-beating玻璃珠裂解微生物细胞方法；获得土壤总核酸，并将其溶解于50 µL DNase/RNase-free H2O，置于-80°C保存备用。利用Recombinant DNase I （TaKaRa, 日本）除去土壤总核酸DNA后，通过RNeasy Mini Kit（QIAGEN, 德国）试剂盒纯化RNA。

土壤RNA纯度及可能的DNA污染检测：通过微量紫外分光光度计（NanoDrop ND-1000, 美国）测定RNA浓度和纯度，同时利用1.2%的琼脂糖凝胶电泳分析RNA的完整性。以纯化后的土壤微生物总RNA为模板，进一步利用微生物16S rRNA基因的通用引物（515F:CCAGCMGCCGCGG/907R:CCGTCAATTCMTTTRAGTTT）进行PCR扩增，确保土壤总RNA中不存在DNA污染。16S rRNA基因的PCR扩增体系主要包括：0.25 µL TaKaRa Ex Taq HS (5 U/µL)，5.0 µL 10×Ex Taq Buffer，4.0 µL dNTP Mixture（2.5 mmol/L），1.0 µL 引物（10 µmmol/L），1.0 µL DNA模板，加入灭菌水补足至50 µL反应体系。反转录PCR扩增的反应条件如下：50°C，30 min；94°C，2.0 min；30×（94°C，45 s；55°C，45 s；72°C，1 min）；72°C，10 min。

1.4 超高速密度梯度离心及13C-DNA/RNA的鉴别

DNA-SIP超高速密度梯度离心操作细节参考相关文献[18]。超高速密度梯度离心13CH4标记处理和12CH4对照处理的土壤总DNA后，以不同浮力密度DNA为模板，利用甲烷氧化菌特异引物（A189F/mb661r）[19]PCR扩增pmoA功能基因，在完全一致的实验条件下开展琼脂糖凝胶电泳半定量分析，通过比较13CH4标记处理和12CH4对照处理不同浮力密度DNA中的pmoA基因数量变化规律，鉴别13C-DNA。pmoA基因的PCR扩增体系主要包括：0.25 µL TaKaRa Ex Taq HS (5 U/µL)，5.0 µL 10×Ex Taq Buffer，4.0 µL dNTP Mixture（2.5 mmol/L），1.0 µL 引物（10 µmmol/L），1.0 µL RNA模板，加入灭菌水补足至50 µL反应体系。PCR扩增的反应条件：94°C，5.0 min；30×（94°C，45 s；55°C，45 s；72°C，1 min）；72°C，10 min。

RNA-SIP的超高速密度梯度离心操作细节见相关文献[17, 20]。针对13CH4-标记处理和12CH4-对照处理的土壤总RNA，分别开展超高速密度梯度离心并获得不同浮力密度的RNA。进一步以不同浮力密度RNA为模板，采用好氧甲烷氧化菌16S rRNA 基因引物（type IF: ATGCTTAACACATGCAAGTCGAACG/typeIR: CCACTGGTGTTCCTTCMGAT）[21]反转录并扩增好氧甲烷氧化菌16S rRNA，在完全一致的条件条件下开展琼脂糖凝胶电泳半定量分析，通过比较标记处理和对照处理不同浮力密度DNA中的甲烷氧化菌16S rRNA基因数量变化规律，鉴别13C-RNA。好氧甲烷氧化菌16S rRNA的反转录扩增采用 One Step RNA PCR Kit (TaKaRa, 日本) 完成，反应体系包括：1.0 µL AMV-Optimized Taq (5 U/µL)，1.0 µL AMV RTase XL (5 U/µL)，1.0 µL RNase Inhibitor (40 U/µL)，5.0 µL 10× One step RNA PCR Buffer，10.0 µL MgCl2 (20mmol/L)，5.0 µL dNTP Mixture（2.5mmol/L），1.0 µL 引物（10µmmol/L），1.0 µL RNA模板，加入DNase/RNase-free水补足至50 µL反应体系。反转录PCR扩增条件如下：50°C，30 min；94°C，2.0 min；30×（94°C，45 s；60°C，45 s；72°C，1 min）；72°C，10 min。

1.5稻田土壤甲烷氧化菌分子标靶基因的克隆文库和系统发育树构建

利用甲烷氧化菌特异引物(A189F:GGNGACTGGGACTTCTGG /mb661r:CCGGMGCAACGTCYTTACC)[19]，PCR扩增原位稻田土壤微生物总DNA的 甲烷氧化菌pmoA功能基因，pmoA基因的PCR扩增体系和反应条件如1.4所述。采用pEASY-T载体（TransGen Biotech, 中国），构建pmoA基因的克隆文库，测序25个左右阳性克隆。根据1.4各浮力密度DNA的pmoA基因琼脂糖凝胶电泳半定量分析结果，确定13C-DNA所在的浮力密度区间，然后以13C-DNA为模板，即13CH4-标记处理的重浮力密度梯度（5~7层）DNA，构建pmoA基因（A189F/mb661r）的克隆文库，测序25个左右阳性克隆。
进一步以13C-RNA为模板，即13CH4-标记处理和12CH4-对照处理重浮力密度梯度（5~7层）RNA，利用微生物16S rRNA基因通用引物（515F/907R）进行反转录扩增并构建克隆文库，每层约挑取10个阳性克隆并测序。通过计算13CH4-标记处理和12CH4-对照处理RNA中好氧甲烷氧化菌所占比例，推测甲烷氧化菌的13C-RNA标记程度，并从中挑选出好氧甲烷氧化菌16S rRNA序列进行系统发育分析。
1.6 数据分析 

所得的克隆序列在NCBI的GenBank中进行Blast比对分析，获得高度相似的同源基因序列，进一步采用MEGA6软件进行分析，按相似度97%对所有基因克隆子的序列进行操作分类单元（Operating Taxonomic Unit，OTU）分类，利用NJ（Neighbor-Joining）法建立系统发育树。所有数据采用Excel 2007和SPSS 16.0进行处理分析，处理之间的平均值差异采用one-way ANOVA单因素方差分析，p<0.05表示显著差异。所用图表均通过Origin8软件（OriginLab, 美国）进行绘制。
2 结果

2.1 六种典型稻田土壤甲烷氧化动力学规律

对于13C-甲烷标记处理和12C-甲烷对照处理，培养瓶内稻田土壤好氧甲烷氧化动力学规律基本一致，因此，采用两种处理共计6个重复的平均值表征土壤甲烷氧化过程。如图1所示，6种稻田土壤的13CH4或12CH4的初始甲烷浓度均约为400 µmol L-1，所有培养瓶内外源添加的甲烷几乎全部被消耗，表明6种稻田土壤具有较强的好氧甲烷氧化能力。然而，不同稻田处理甲烷氧化潜能具有明显的差异。其中江苏江都稻田土壤的甲烷氧化最快，在第4天即消耗了99%以上的甲烷；其次为黑龙江五常和江西鹰潭土壤，在第5天消耗了99%以上的甲烷；而浙江嘉兴、江苏常熟和四川资阳土壤分别在第6天、第7天和第8天消耗了99%以上的甲烷。
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图1 六种典型稻田土壤的好氧甲烷氧化过程

Figure 1 Dynamic changes of methane concentration in the headspace of soil microcosms incubated with CH4
2.2 六种稻田土壤好氧甲烷氧化菌群落结构的背景研究

    以pmoA基因作为分子标靶的克隆文库和系统发育分析表明，虽然6种原位稻田土壤中的好氧甲烷氧化菌群落结构略有差异，但是均以II型甲烷氧化菌为主。尤其是Methylocystis属，不同稻田土壤中占总好氧甲烷氧化菌的比例具有明显差异，不同土壤中其比例由高到低分别为： 91.7%（江苏鹰潭）、77.8%（浙江嘉兴）、69.2%（四川资阳）、58.3%（江苏常熟）、56.0%（黑龙江五常）、44.0%（江苏江都）。这些结果表明：除江苏江都稻田土壤外， Methylocystis（II型）是典型稻田土壤中的优势甲烷氧化菌，所有土壤中均未检测到另一大类II型甲烷氧化菌Methylosinus（图2）。
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图2 原位稻田土壤中好氧甲烷氧化菌的群落组成*

Figure 2 The community of methanotrophs based on the phylogenetic analysis of pmoA gene sequences from the paddy soils in situ
*n代表克隆数量。n represents the number of clones.
2.3 PCR扩增甲烷氧化菌特异基因鉴别13C-DNA/RNA

超高速密度梯度离心获得不同浮力密度DNA后，通过聚合酶链式反应PCR扩增甲烷氧化菌的特异功能基因pmoA，并利用琼脂糖凝胶电泳开展半定量分析（图3a）。在重浮力密度DNA中（5~7层），13C-甲烷标记处理样品中发现了大量pmoA基因信号，而在相同的位置（5-7层）中，12C-甲烷对照处理样品未检测到明显的pmoA信号（图3a）。相反，在超高速密度梯度离心试管的上部（9-11层），12C-甲烷处理的不同浮力密度DNA中发现了大量的pmoA基因扩增产物。这些结果表明：13C-甲烷标记处理土壤中的甲烷氧化菌快速生长并同化了大量的13C合成核酸DNA，在超高速密度梯度离心过程中，这些甲烷氧化菌的13C-DNA与未标记的土壤总DNA得以分离并迁移聚集在试管下部的重浮力密度离心液中（5~7层）。
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图3 好氧甲烷氧化菌功能基因pmoA扩增产物（a）以及好氧甲烷氧化菌16S rRNA反转录扩增产物（b）分别在不同浮力密度DNA和RNA中的分布规律

Figure 3 Agarose gel electrophoresis of pmoA gene amplicons (a) and methanotrophic 16S rRNA reverse transcription amplicons (b) from the ultracentrifuged DNA and RNA over the entire density range of SIP, respectively.

类似于DNA分析，针对13C-甲烷标记处理和12C-甲烷对照处理的不同浮力密度的RNA，利用好氧甲烷氧化菌16S rRNA引物进行一步法反转录扩增（One step RNA PCR kit）并进行半定量凝胶电泳分析。结果表明（图3b），13C-标记处理的重浮力密度（5~7层）RNA中好氧甲烷氧化菌16S rRNA信号明显强于12C-对照处理，说明好氧甲烷氧化菌利用13CH4合成大量的核糖体13C-RNA。在超高速密度梯度离心过程中，这些标记的核酸分子随着浮力密度增加迁移至试管下部。然而，有的样品12CH4对照处理重层也发现微弱的好氧甲烷氧化菌16S rRNA信号（图3b），例如四川资阳以及江苏江都样品，对13C-RNA的鉴定造成干扰。为了进一步在rRNA水平研究好氧甲烷氧化菌的13C标记程度，针对重浮力密度RNA（5~7层），利用微生物16S rRNA基因通用引物 (515F/907R)通过一步法反转录扩增RNA并构建克隆文库。结果表明（表2），6种稻田土壤12C-对照处理重层的好氧甲烷氧化菌占所有微生物的比例为0%~20%，而13C标记处理好氧甲烷氧化菌所占均显著高于12C-对照处理，表明好氧甲烷氧化菌利用13C合成了大量核糖体RNA。
表2 13CH4-标记和12CH4-对照处理重浮力密度RNA中好氧甲烷氧化菌16S rRNA序列比例变化1)
Table 2 The percentage changes of methanotrophic 16S rRNA sequences in the ‘heavy’ RNA fractions from the microcosms incubated with 13CH4 and 12CH4
	样品

Sample
	浮力密度重层

Heavy fractions
	16S rRNA克隆数

The numbers of 16S rRNA clones
	好氧甲烷氧化菌占总细菌的比例,%

The relative abundance of MOB,%*

	
	
	13CH4
	12CH4
	13CH4
	12CH4

	 YT
	5
	10
	
	80.0%
	

	
	6
	12
	10
	75.0%
	10.0%

	
	7
	10
	
	40.0%
	

	ZY
	5
	8
	
	87.5%
	

	
	6
	12
	10
	100.0%
	20.0%

	
	7
	6
	
	83.3%
	

	JX
	5
	10
	
	60.0%
	

	
	6
	10
	10
	80.0%
	20.0%

	
	7
	11
	
	81.8%
	

	CS
	6
	20
	19
	50.0%
	0.0%

	
	
	
	
	
	

	JD
	5
	11
	
	80.0%
	

	
	6
	9
	9
	80.0%
	11.1%

	
	7
	5
	
	80.0%
	

	WC
	5
	9
	
	77.8%
	

	
	6
	9
	7
	66.7%
	14.3%

	
	7
	10
	
	60.0%
	


1)数据来源于16S rRNA 序列系统发育分析。The data was based on the phylogenetic relationship of 16S rRNA sequences
2.4六种稻田土壤中活跃的甲烷氧化菌系统发育地位分析

13C-pmoA基因序列的系统发育分析（图4a）表明，6种稻田土壤好氧甲烷氧化过程中活性甲烷氧化菌群落结构在属水平不同，但是所有样品中的活性甲烷氧化菌均以Ⅰ型为主。如图5a所示，江西鹰潭土壤中，Ⅰ型占总甲烷氧化菌群落的85.0%，且全部为Ia型Methylobacter；四川资阳土壤中，活性甲烷氧化菌均为Ia型，其中 Methylosarcina和Methylobacter分别占30.0%和70.0%；浙江嘉兴土壤中，Ⅰ型占总甲烷氧化菌群落结构的100%，其中Ia型Methylosarcina占5.6%，Ia型Methylobacter占11.1%，其余皆为unclassified 的I型甲烷氧化菌；江苏常熟土壤中，Ⅰ型甲烷氧化菌占总甲烷氧化菌群落结构的85.0%，其中55.0%属于Ia型Methylosarcina，25.0%属于Ia型Methylobacter，5.0%属于Ib型Methylocaldum；江苏江都土壤中，活性甲烷氧化菌全部为Ⅰ型，Ia型Methylosarcina和Methylobacter分别占55.0%和40.0%，其余5.0%属于Ib型Methylocaldum；黑龙江五常样品中，活性甲烷氧化菌全部为Ⅰ型，Ia型Methylosarcina和Methylobacter分别占45.0%和55.0%。

对13C-RNA进行16S rRNA基因的系统发育分析表明（图4b），基于13C-16S rRNA基因的甲烷氧化细菌分类结果与13C-pmoA基因一致，6种稻田土壤中的活性甲烷氧化优势菌均为I型微生物。如图5b所示，江西鹰潭土壤中，Ⅰ型好氧甲烷氧化菌占总好氧甲烷氧化菌的比例高达71.4%，而且均可归为Ia型Methylobacter；四川资阳土壤中，活性好氧甲烷氧化菌均为Ⅰ型好氧甲烷氧化菌，其中Ia型Methylosarcina和Methylobacter各占45.5%；浙江嘉兴土壤中，所有的活性好氧甲烷氧化菌皆为Ⅰ型微生物，其中4.4%属于Ia型Methylosarcia，65.2%属于Ia型Methylobacter，其余30.4%属于Ib型Methylocaldum；江苏常熟土壤中，Ⅰ型好氧甲烷氧化菌占总好氧甲烷氧化菌比例的90.0%，其中50.0%属于Ia型Methylosarcina，30.0%属于Ia型Methylobacter，10.0%属于Ib型Methylocaldum；江苏江都土壤中，活性好氧甲烷氧化菌均为Ⅰ型，其中 23.5%属于Ia型Methylosarcina，58.8%属于Ia型Methylobacter，17.6%属于Ib型Methylocaldum；黑龙江五常处理中，I型甲烷氧化菌组成了全部活性的好氧甲烷氧化菌，Ia型Methylosarcina和Methylobacter分别占42.1%和57.9%。
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图4 稳定性同位素13C- DNA的甲烷氧化菌pmoA基因序列（a）和13C- RNA的甲烷氧化菌16S rRNA基因序列（b）系统发育树

Figure 4 Phylogenetic relationship of pmoA gene sequences from the 13C-DNA (a) and methanotrophic 16S rRNA gene sequences from the 13C-RNA (b) to those in the GenBank.
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图5 DNA水平（a）和 RNA水平（b）活性甲烷氧化菌群落结构

Figure 5 Active methanotrophic community based on the phylogenetic analysis of 13C-pmoA gene and 13C-MOB 16S rRNA
*n代表克隆数量。n represents the number of clones.
3 讨论

DNA/RNA-SIP能够通过稳性同位素示踪参与重要元素生态过程中的功能微生物核酸，揭示重要生态过程的活性微生物。但是，准确判定复杂环境样品中的13C-DNA/RNA一直是技术难题
 ADDIN EN.CITE 
[14, 22]
。针对六种典型稻田土壤中的微生物甲烷氧化过程，研究发现甲烷氧化菌特异基因可作为分子标靶并鉴别13C-DNA/RNA，进一步的分子分析表明，六种稻田土壤13C-RNA和13C-DNA的分析结果基本一致，I型甲烷氧化菌为主导了稻田土壤甲烷氧化过程，但6种稻田土壤中活性甲烷氧化菌群落结构略有差异。

通过与12C-CH4对照处理相比，在所有实验条件一致情况下，常规的PCR扩增和凝胶电泳分析甲烷氧化菌特异标靶基因，能够清楚识别13C-CH4标记处理土壤中的13C-DNA/RNA。培养实验结束后针对土壤总DNA/RNA进行超高速密度梯度离心，13C-标记处理重浮力密度中出现了明显的pmoA基因信号，表明土壤中活性甲烷氧化菌利用13C-CH4合成了细胞物质包括pmoA基因，这些标记的13C-DNA在超高速离心过程中迁移至试管下部。针对RNA-SIP也到了类似的结果，如江西鹰潭12C-CH4处理土壤中，甲烷氧化菌16S rRNA特异基因在超高速离心试管下部的PCR信号几乎完全缺失。但值得注意的是，重浮力密度RNA的反转录PCR扩增结果表明，部分样品如四川资阳和江苏江都土壤，12C-对照处理的试管下部也能检测到一定的甲烷氧化菌16S rRNA基因信号。产生这一现象的原因可能是：(1) RNA容易形成二级结构，造成超高速离心分离不完全，某些非标记的12C-RNA可能在超高速离心过程中进入试管下部，在重浮力密度中形成rRNA背景污染[15]；(2)甲烷氧化菌16S rRNA基因的引物特异性较低，它能够扩增大约20%左右的非好氧甲烷氧化菌[21]，在12C-对照处理重层形成造成非好氧甲烷氧化菌背景；（3）培养时间过长，导致甲烷氧化菌快速生长，成为优势种群，在整体微生物群落中占比较高，其RNA转录子大量增加，极易在离心试管内部形成背景污染。
在本研究中，DNA-SIP在重层非标记的背景污染低于rRNA-SIP，DNA-SIP更适于对好氧甲烷氧化菌的13C-核酸进行鉴定，更清晰地反映了好氧甲烷氧化过程中功能微生物对13CH4的利用情况。DNA-SIP和RNA-SIP的比较分析表明后者更为灵敏，更适合短时间、低浓度底物的培养研究。理论上而言，rRNA的合成不依赖于细胞分裂，rRNA的合成与微生物活性之间的相关性优于DNA，较DNA更灵敏地反映微生物生理生态过程[13]。以往对16S rRNA反转录产物和16S rRNA基因的高通量测序研究结果表明，400 µmol L-1甲烷培养后好氧甲烷氧化菌的16S rRNA的增长量是16S rRNA基因的4~5倍[17]。但RNA操作复杂，特别是mRNA降解时间最短仅为几秒，因此超高速离心后如何鉴别13C-RNA是一个难点。针对这一问题，我们提出了甲烷氧化菌特异16S rRNA基因作为分子标靶的鉴定策略，并通过反转录PCR和琼脂糖凝胶电泳分析发现其具有较强的可行性。这些结果表明，由于rRNA合成不依赖于细胞裂殖，因此rRNA-SIP理论而言具有更高的检测灵敏度，但同时也可能带来较高的背景污染。同时，DNA-SIP也具有不可替代的优势，因为细胞生长繁殖并产生子代的同时，一定会发生DNA的表达，微生物也一定具有较强的生理活性。因此，如本研究所示，在重浮力密度DNA中如果能检测到较强的pmoA基因的PCR信号，就表明这些微生物一定发生了作用，其DNA通过超高速离心迁移至试管下部[14]。未来研究应根据实验目的，结合DNA-SIP和RNA-SIP 的特点，优化试验设计并采取合理的策略开展研究。

基于pmoA功能基因分析表明，6种稻田土壤在原位条件下均以II型甲烷氧化菌为主，尤其是II型Methylocystis（图2），这一结果与已有的甲烷氧化菌地理分布规律一致。Lüke等[23]利用DNA高通量测序技术研究印尼、越南、中国以及意大利等世界上主要水稻种植产地的20个稻田土壤好氧甲烷氧化菌，发现II型Methylocystis/Methylosinus在稻田土壤占主导地位，并且Methylocystis的丰度明显高于Methylosinus。有研究者认为II型甲烷氧化菌生存策略具有K选择的倾向使其在资源有限的生存环境中占优势
 ADDIN EN.CITE 
[24-25]
。此外，有些种类的II型甲烷氧化菌具有高甲烷亲和力的甲烷单加氧酶，能够在甲烷浓度较低的环境下发挥作用[26]。也有研究发现，与II型甲烷氧化菌相比，原生动物更倾向于以I型为食，这可能也是导致原位大田条件下II型为主导甲烷氧化菌群的原因之一[27]。Steenbergh等[25]认为II型甲烷氧化菌自身具有固氮能力，比I型更适合在贫营养条件下生存，同时II型甲烷氧化菌在不利的环境条件下会形成休眠状态以避免死亡。在原位稻田土壤中，甲烷浓度通常较低，因此，II型甲烷氧化菌可能在长期适应低甲烷浓度过程中，成为优势群落。

已有的大量报道表明I型甲烷甲烷氧化菌具有r-生长策略，在外源甲烷供应充足条件下，能够迅速成为优势甲烷菌
 ADDIN EN.CITE 
[24, 28]
。pmoA功能基因（DNA-SIP）和16S rRNA（RNA-SIP）的分析结果基本一致，发现与原位稻田土壤甲烷氧化菌群落结构相比，高浓度甲烷（~10,000 ppmv）培养后的活性甲烷氧化菌群落结构发生显著变化（图4，图5）。6种稻田土壤中活性甲烷氧化菌均以I型为主，其中四川资阳、浙江嘉兴、江苏江都和黑龙江五常稻田土壤中活性好氧甲烷氧化菌全部为I型，并且Ia型甲烷氧化菌的主导地位比较明显。Cébron等[29]报道了类似结果，利用DNA-SIP发现I型好氧甲烷氧化菌是参与稻田土壤好氧甲烷氧化的主要功能微生物。Horz等[11]通过研究水稻根际甲烷氧化菌群落动态变化规律，推测I型好氧甲烷氧化菌在营养源充足适宜生长的环境中可以竞争成为优势菌群。纯培养实验则进一步发现，与II型好氧甲烷氧化菌相比，I型好氧甲烷氧化菌具有更有效的碳同化利用途径，在碳源充足的条件下细胞分裂繁殖更快
 ADDIN EN.CITE 
[30-32]
 。这与I型甲烷氧化菌的生存策略倾向于r-选择的理论吻合，r-选择使微生物会对外界环境变化迅速作出响应[24]。
4 结论
综上所述，采用甲烷氧化菌独有的功能基因pmoA或特异的16S rRNA基因作为分子标靶，结合常规PCR和琼脂糖凝胶电泳技术，能够准确鉴别DNA/RNA-SIP研究中的13C-DNA/RNA用于后续分析。6种原位稻田土壤中的优势甲烷氧化菌落均为II型Methylocystis，与II型甲烷氧化菌K-选择生存策略相吻合，可以在寡营养环境中稳定存在的；然而，在室内高浓度甲烷培养（400 µmol L-1）条件下，I型甲烷氧化菌成为优势菌群并主导了稻田土壤甲烷氧化过程，但在微生物分类学属的水平，6种稻田土壤中I型甲烷氧化菌群落结构仍然具有显著差异。本实验中尽管发现I型甲烷氧化菌被13C标记，但这一结果在田间原位条件下是否具有一定普适性，仍需进一步的研究。未来仍需发展高度灵敏的原位观测技术，准确甄别稻田生态系统中不同类群甲烷氧化菌的作用。
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 DNA/RNA-Stable isotope probing of active methanotrophs responsible for aerobic methane oxidation in six paddy soils
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Abstract : [Objective] Rice fields are major source of atmospheric methane (CH4). However, 30%~90% of CH4 produced in paddy soils is oxidized by the activity of methanotrophs (MOB) before it reaches the atmosphere. China is one of the major rice planting area in the world, so it is important to study the active methanotrophs of Chinese paddy soils for the CH4 emission mitigation. In our study, soil microcosms of six paddy soil incubated with 13CH4 were performed to assess active methanotroph by tracing the isotopically 13C-DNA/RNA. [Methods] Six paddy soils collected from Yingtan city of Jiangxi province (YT), Ziyang city of Sichuan province (ZY), Jiaxing city of Zhejiang province (JX), Changshu city of Jiangsu province (CS), Yangzhou city of Jiangsu province (YZ), and Wuchang city of Heilongjiang province (WC), were incubated with 400 µmol-1 L labeled 13CH4 or unlabeled 12CH4 to determine aerobic methane oxidation kinetics. The soil microcosms incubated with 13CH4 were performed to assess active methanotroph by tracing the isotopically 13C-DNA/RNA, while 12CH4-treatment was performed as a control treatment for the labeled SIP microcosms. The destructive sampling was performed when 400 µmol-1 L CH4 was almost consumed. 13C-DNA and 13C-RNA were obtained through ultracentrifugation of total DNA and RNA, respectively. Clone library of pmoA genes from 13C-DNA and 16S rRNA genes from 13C-RNA were constructed to analyze composition of active methanotrophic community. [Results] After ultracentrifugation of total DNA and RNA, the Agarose gel electrophoresis of pmoA gene amplicons and methanotrophic 16S rRNA reverse transcription amplicons from the fractionated DNA and rRNA, respectively, were indicated the incorporation of 13C-substrate into methanotrophs during the aerobic methane oxidation. DNA-SIP and rRNA-SIP each have their advantages. In contrast to DNA, the incorporation of labeled substrate into rRNA is much faster. The separation of differentially labeled rRNA was effective, however, it was not as quantitative as for DNA. This resulted in a greater unspecific background of ‘heavy’ rRNA in ‘light’ fractions, which may be caused by their strong tendency to form secondary structure. Phylogenetic analysis of pmoA gene from total DNA of background paddy soils indicated that dominant methanotrophs in situ were type II in six paddy soils. It may be explained by that type II methanotrohs may be less dependent on the presence of their nutrients besides methane. Previous studies have been identified that type II methnotrophs harbored a second pMMO isoenzyme with a high affinity to methane. In addition, many type II methanotrophs are capable of forming resting structures under low nutrient condition. However, clone library of pmoA genes form 13C-DNA and methanotrophic 16S rRNA genes form 13C-RNA were shown the similar results, indicating that type I methanitrophs dominated active aerobic methane oxidation in the six paddy soils. All type I was composed of type Ia in YT and WC sample, whereas type I was composed of Ia and Ib in ZY, JX, CS and JD sample. The fast growth found for type I methanotrophs are in agree with an r-type life strategy. Sufficient available nutrient e.g. CH4 may be prerequisite for the proliferation of type I methanotrophs. [Conclusion] A greater unspecific background of ‘heavy’ nucleic acid was investigated in ‘light’ fractions in rRNA-SIP than DNA-SIP, indicating the more efficient separation for DNA. Phylogenetic analysis of pmoA gene from 13C-DNA and 16S rRNA transcript from 13C-rRNA revealed that the active methanotrophs responsible for aerobic methane oxidation in six paddy soils were type I. The results indicated that molecular target genes can effectively identify methanotrophic 13C-DNA/RNA, which may provide reference for the analysis of active methanotrophic community and ecological function in situ.

Keywords: Paddy soils; Aerobic methane oxidation; Stable-isotope probing (SIP), DNA/RNA-SIP
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