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摘  要：土壤甲烷氧化菌是大气甲烷（CH4）氧化的唯一生物汇。放牧能通过影响甲烷氧化菌的丰度和多样性来调控草地土

壤的甲烷氧化活性。采集黄土高原典型草地冬季牧场中不同强度连续放牧的土壤样本，通过室内培养和高通量测序的方法测

定不同放牧强度下土壤甲烷氧化活性以及土壤甲烷氧化菌的组成和丰度变化规律。结果表明，该草地是 CH4 汇，中放牧强

度（MG）和高放牧强度（HG）增加了甲烷氧化速率。同时，与未放牧（CK）相比，MG 和 HG 的甲烷氧化菌的平均丰度

也显著增加。高通量测序结果显示，放牧对甲烷氧化菌的多样性有显著影响，不同放牧强度下均以 USCγ 为优势类群，同

时存在少量的甲基暖菌属（Methylocaldum）和甲基孢囊菌属（Methylocystis）。皮尔森（Pearson）相关性分析表明，甲烷

氧化速率（MOR）与土壤的水分含量和硝态氮的含量存在显著正相关（P < 0.05），与 USCγ 的绝对数量存在极显著的正

相关关系（P < 0.01），这说明 USCγ 在该草地甲烷吸收过程中起主要作用。本研究证明了放牧可提升黄土高原典型草地的

甲烷汇功能。 
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Abstract: 【Objective】Soil methanotrophs are the only biological sink of atmospheric methane (CH4). Grazing can regulate the 

methane oxidation activity of the soil by affecting the abundance and diversity of soil methanotrophs. 【Method】In this study, we 

collected soil samples in winter pasture from different intensities of continuous grazing on typical grasslands in the Loess Plateau 

and used laboratory incubation and high-throughput sequencing to determine methane oxidation activity, composition and 

abundance of soil methanotrophs.【Result】The results showed that the grassland was CH4 sink, and the medium grazing (MG) and 

high grazing (HG) intensity increased the rate of methane oxidation. Meanwhile, the mean abundance of methanotrophs in HG 

and MG also increased significantly compared with CK. The results of high-throughput sequencing showed that grazing had a 

significant impact on the diversity of methanotrophs, Upland soil cluster gamma (USCγ) was the dominant methanotrophic group 

under different grazing intensities, and a small amount of Methylocaldum and Methylocystis were also present. Pearson 

correlation analysis showed that methane oxidation rate (MOR) showed a significant positive correlation with soil moisture 

content and 3NO -N content ( P< 0.05), and significantly positively correlated with the absolute amount of USCγ (P < 0.01), 

which indicated that USCγ played a major role in the process of methane uptake in this grassland.【Conclusion】This study proved 

that grazing can improve the methane sink function of typical grasslands in the Loess Plateau. 

Key words: The Loess Plateau; Grassland; Methane oxidation; Grazing; USCγ 

甲烷（CH4）是一种痕量的温室气体。目前，

大气中的 CH4 平均浓度达到 1.855 μL·L–1 [1]，较工

业革命前的平均浓度 0.720 μL·L–1 高出 257％。土壤

甲烷氧化菌是大气甲烷的唯一生物汇，尽管对大气

甲烷的氧化仅占全球甲烷汇的 5%～15%[2]，但对保

持大气甲烷浓度平衡、减缓温室效应有重要意义。 

好氧甲烷氧化主要发生在旱地土壤的表层，由

好氧甲烷氧化菌完成。尽管早在 20 世纪初首株甲烷

氧化菌就被分离培养出来[3]，但直至 20 世纪 70 年

代初，甲烷氧化微生物才开始被系统地研究[4]。好

氧甲烷氧化菌根据形态、代谢途径、膜结构以及主

要磷脂酸成分等特征可分为Ⅰ型和Ⅱ型两个主要类

群，分别属于 γ-变形菌纲（γ-Proteobacteria）和 α-

变形菌纲（α-Proteobacteria）。近年来，随着分子研

究技术水平的提高，对甲烷氧化菌的研究也不断深

入，在极端嗜热、嗜酸环境中也发现了疣微菌门

（Verrucomicrobia）的好氧甲烷氧化菌[5]。 

大气中甲烷浓度仅为 1.85 μL·L–1 左右，因此能

氧化该浓度甲烷的甲烷氧化菌需具有极高的底物亲

和力。传统观点认为大气中的甲烷主要被一类特殊

的高亲和力的甲烷氧化菌所氧化[6]，该类甲烷氧化

菌被称为 Upland Soil Clusters（USCα 和 USCγ）和

Jasper Ridge Clusters（JR1，JR2 和 JR3）。此外，IIa

型的甲基孢囊菌属（Methylocystis）和甲基弯曲菌属

（ Methylosinus ） 含 有 两 套 颗 粒 型 甲 烷 氧 化 酶

（particulate methane monooxygenase，pMMO），其中

pMMO2 酶已被证实能氧化大气浓度甲烷[7]。该类甲

烷氧化菌相比于大气甲烷氧化菌，对于环境的适应

能力较强，能够适应甲烷浓度变化范围较大的环境。

它们能在旱地土壤短期淹水产生高浓度甲烷期间完

成自身的代谢和生长繁殖，同时储备营养物质以供

在大气低甲烷浓度环境下继续生长并维持甲烷氧化

能力[8]。但最新的研究[9]表明，高亲和力的大气甲烷

氧化菌也能在特定的条件下氧化高浓度甲烷，改变

了以往的认识。 

草地是仅次于森林的第二大 CH4 汇[10]。集约化

放牧是草地的主要利用方式，随着放牧率、放牧制

度和放牧季节的改变，甲烷氧化的潜力也随之发生

变化。放牧强度和放牧季节是上述因素中最主要的

可控影响因素。研究发现，不同草地类型因地理位

置[11]、植被类型[11]、放牧强度[12-13]等的差异，致使

甲烷氧化潜力各异。在我国的半干旱草地生态区，

放牧增加了甲烷吸收，在无、低、中、高放牧强度

下，草地甲烷吸收速率分别为 51.55±40.86、89.26± 

83.85、75.34±53.89、73.41±49.67 mg·m–2·h–1（以 CH4

计）[10]。针对青藏高原高寒草甸的研究也表明放牧

促进大气 CH4 的吸收[11]。但有研究者[12]发现在内蒙

古典型草地冬季放牧会显著降低 CH4 的吸收。黄土

高原地理位置特殊，牧草的青储量不能完全满足冬

季牲畜的需求，因而冬季放牧是该地区普遍存在的

现象。但由于冬季牧场放牧时间短、植物多样性弱

而被忽略，导致目前相关的研究非常少。 

黄土高原位于我国的黄河中上游，包括太行山

以西、日月山以东、秦岭以北、阴山以南 62.4 万 km2
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的黄土沉积区，是世界最脆弱的生态区之一。目前

仅有少量的原位观测发现该地区的草地具有甲烷氧

化能力，以及放牧可影响甲烷氧化的现象，但并未

从土壤微生物方面揭示其原因[14]。目前关于草地甲

烷氧化菌群落特征和 CH4 氧化研究主要集中在青

藏高原的高寒草甸[12，15] 和内蒙古典型草原[16-18]。

尽 管 黄 土 高 原 草 地 面 积 约 占 黄 土 高 原 总 面 积 的

1/3[19]，但本地区已有的研究[20]主要是放牧对该试验

区草地生态系统的植被、土壤性质与养分循环和整

体土壤微生物群落等的影响，忽视了放牧对甲烷氧

化菌的影响。本文假设放牧会引起该地区甲烷氧化

菌群落丰度和多样性的变化，进而使 CH4 氧化速率

发生改变。为此，本研究采集黄土高原典型草原长

期（17 年）不同强度滩羊放牧区的土壤样品，通过

室内甲烷氧化活性及微生物组成的分析证实上述假

设，以期为黄土高原草地生态系统甲烷汇的评估提

供基础数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品采集 

研究区位于甘肃省环县甜水镇兰州大学草地农

业科技学院野外试验站（37.12°N，106.82°E），该地

区平均海拔 1 650 m，平均气温 7.1℃，年平均降水

量 359.3 mm，年平均蒸发量 1 993.3 mm。该类型

草地的优势物种为：长芒草（Stipa bungeana）、胡

枝 子 （ Lespedeza davurica ）、 白 草 （ Pennisetum 

flaccidum）、茵陈蒿（Artemisia capillaris）和狗尾草

（Setaria viridis）。该试验地于 2001 年建立，由每公

顷 0（无放牧，CK）、 2.67（低放牧强度，LG）、 5.33

（中放牧强度，MG）和 8.67（高放牧强度，HG）只

羊的放牧试验样地组成，每种放牧强度设置 3 块随

机分布重复样地，每块样地面积约为 50 m×100 m。

每年从 10 月底至 12 月中旬进行连续滩羊放牧（冬

季牧场）。试验所需的土壤样本于 2018 年 5 月采集

自不同放牧强度的样地，每块样地用直径 10 cm 的

土钻用“Z”字取样法取 10 个 0～5 cm 深度的土柱，

混合后作为一个土壤样品（约 200 g），用冷藏盒将

土壤带回实验室。在 24 h 内，对带回的样品剔去

杂 质 ， 随 后 将 样 品 等 分 ， 一 份 储 存 在 –20℃ 用 于

DNA 的提取，一份储存于 4℃，用于土壤理化性质

等测定。 

土壤理化性质的测定方法如下：采用 105℃恒

重干燥法测定土壤含水量（Soil Moisture，SM）。土

壤 pH 采用 pH 计（FE20-K，上海梅特勒-托莱多仪

器有限公司）测定，土-水比为 1︰5。土壤全碳（Total 

Carbon，TC）和全氮（Total Nitrogen，TN）使用碳

氮元素分析仪（Vario Max CN，德国）测定。用土

壤：溶液比为 1︰10 的 2 mol·L–1 KCl 溶液，在

200 r·min–1 下振荡 60 min，提取铵态氮（Ammonium 

nitrogen， 4NH -N）和硝态氮（Nitrate nitrogen，

3NO -N），随后用连续流动分析仪（San++System，

Skalar，荷兰）测定[21]。 

1.2  土壤的大气浓度甲烷培养以及甲烷氧化速率

测定 

在室内测定不同放牧强度土壤样品的大气甲烷

氧化潜力，将 6 g 新鲜土壤置于 120 mL 血清瓶中，

设置三个重复。用黑色丁基橡胶塞密封并用铝盖封

口。密封瓶顶部空间的空气首先被清空，然后用氩

气（Ar）冲洗三次。最后加入约 110 mL 的环境空

气（浓度 2.57 μL·L–1，0 时刻），在 28℃的黑暗环境

中培养。用气相色谱（GC-7890A，美国）测定培养

0、63、72、146 h 后培养瓶内甲烷浓度。用 0 时刻

的甲烷浓度与培养 63 h 后测定的甲烷浓度的差值计

算甲烷氧化速率（Methane Oxidation Rate，MOR）。 

 
MOR =（ΔCCH4× V × ρ）/（t × m）   （1） 

 
式中，MOR 为甲烷氧化速率，nmol·g–1·h–1（以 CH4

计）；ΔCCH4 是 CH4 每小时顶空浓度的变化，µL·L–1；

V 为瓶子内空气的体积（110 mL）；ρ 为标准条件下

的 CH4 气体密度，g·L–1；t 为培养时间，h；m 为干

土质量，g。 

1.3  基因组 DNA 提取 

取 0.5 g 新鲜土壤样本，用 FastDNA® 土壤试

剂盒（MP Biomedicals，Cleveland，Ohio，美国），

按 照 说 明 书 操 作 ， 提 取 所 有 土 壤 样 品 的 基 因 组

DNA。DNA 的纯度和质量通过紫外-可见分光光度

计（Nanodrop® ND-1000，NanoDrop Technologies，

Wilmington，DE，美国）和 1.2%的琼脂糖凝胶电泳

检查，并将 DNA 储存于–20℃备用。 

1.4  实时荧光定量 PCR 测定甲烷氧化菌的丰度 

使 用 CFX96 荧 光 定 量 PCR 仪 （ Bio-Rad 

Laboratories Inc.，Hercules，CA，美国）对甲烷氧
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化菌的 pmoA 基因进行定量，来表征甲烷氧化菌的

丰度。使用 A189F（5′-GGNGACTGGGACTTCTGG- 

3′）和 mb661R（5′-CCGGMGCAACGTCYTTACC-3′）[22]

扩增 pmoA 基因片段。获得上述微生物标靶基因的

重组质粒后，以 10 倍梯度稀释重组质粒，用于标准

曲线制定。定量 PCR 反应体系（20 µL）如下：10 µL 

SYBR Premix ExTaq（TaKaRa Biotech，大连）、

0.25 µL 引物（10 µmol·L–1）、1.0 µL DNA 模板，用 

DNase/RNase-free 水补足至 20 µL。在所有分析中，

灭菌的超纯水代替土壤 DNA 作为空白对照。得到

的 定 量 结 果 中 ， pmoA 基 因 PCR 的 扩 增 效 率 在 

84.8% 和 84.5%，标准曲线 R2 均为 1.00。 

1.5  高通量测序 16S rRNA 基因 

利 用 通 用 引 物 对 515F（ 5′-GTGCCAGCMGC 

CGCGG-3′）和 907R（5′-CCGTCAATTCMTTTRAG 

TTT-3′）[23] 扩增细菌 16S rRNA 基因，其中正向引

物 515F 的 5'末端含有 12 bp 的标签序列用于区分样

品。PCR 混合体系（50 μL）包括 25μL TaKaRa Premix 

Ex Taq，1.0 μL 引物（10 μmol·L–1），2 μL DNA 模板，

用 DNase/RNase-free 水补足至 50 μL。将上述获得

的 PCR 产 物 利 用 MiniBEST DNA Fragment 

Purification Ver.3.0 试剂盒（TaKaRa Biotech，大连）

纯化，后溶于 30 μL DNase/RNase-free 水中，用 1.2%

琼脂糖凝胶电泳检测纯化效果。最后利用 Nanodrop® 

ND-1000 紫外-可见分光光度计测定扩增产物的浓

度。随后将不同样品的纯化产物等摩尔体积混合后

使用 TruSeq Nano DNA LT 样品制备试剂盒组 A（24

个样品）构建测序文库，使用 MiSeq 试剂盒 v3（600

个循环）进行测序。使用 Mothur 软件（版本 1.43.3）

对测序结果进行读取、合并和质量过滤 [24]。使用

“make.contigs”命令（deltaq = 5）将双端序列合并，

使用“trim.seqs”命令拆分样品、去除引物序列和

筛选序列长度（留下长度在 370 和 380 bp 之间的序

列）。随后使用“chimera.vsearch”命令检查并去除

序列中的嵌合体；最后，使用“classify.seqs”命令

将高质量序列直接分类，详细过程参考 Cai 等[25]。 

1.6  pmoA 基因高通量测序 

利用引物 A189F（5′-GGNGACTGGGACTTCT 

GG-3′）、mb661R（5′-CCGGMGCAACGTCYTTACC- 

3′）和 A650R（5′-ACGTCCTTACCGAAGGT-3′）[26]

扩增 pmoA 基因，其中 A189F 引物的 5′末端连接有

6 bp 的标签序列用于区分不同的样品。PCR 混合体

系（50 μL）包括 25 μL TaKaRa Premix Ex Taq、1.0 μL 

A189F（10 μmol·L–1）、0.5 μL mb661R、0.5 μL A650R

（ 10 μmol·L–1 ）、 2 μL DNA 模 板 ， 用  DNase/ 

RNase-free 水补足至 50 μL。获得扩增后的 PCR 产

物后使用与 1.5 部分相同的方法完成测序和结果

分析。  

1.7  数据分析 

土壤理化性质、群落组成等数据整理采用 Excel 

365。所有数据采用 SPSS 20.0 进行统计分析。处理

之间差异采用单因素方差分析（one-way ANOVA）

检验不同放牧强度处理土壤理化性质差异的显著

性，平均值比较采用邓肯（Duncan）检验（P < 0.05）。

使用 R 语言 vegan 软件进行加权 UniFrac 距离矩

阵的非度量多维尺度（Non-metric Multidimensional 

Scaling，NMDS）分析。使用 Origin2021 进行作图。

使用 R 语言分析大气甲烷氧化速率、土壤理化性

质、甲烷氧化菌丰度和不同甲烷氧化菌的绝对数量

（绝对数量=基于 pmoA 基因测序结果的不同类型甲

烷氧化菌在总甲烷氧化菌中的占比×pmoA 基因拷贝

数）之间的皮尔森（Pearson）相关性。  

2  结  果      

2.1  不同放牧强度下土壤理化性质 

土壤理化性质受不同放牧强度的影响（图 1）：

放牧强度对土壤 pH 无显著影响；土壤含水量在放

牧处理中显著高于 CK（P < 0.01）； 3NO -N 含量在

MG 和 HG 中显著高于 CK 和 LG（P < 0.05）； 4NH -N

含量在 MG 中显著高于其他放牧强度和 CK（P < 

0.01）；放牧对土壤 TN 含量无显著影响（P=0.278）；

相对于 CK，放牧显著增加 TC 含量（P<0.01）。 

2.2  不同放牧强度下土壤大气甲烷氧化速率 

室内培养结果表明：所有土壤样本均能够氧化

大气浓度 CH4。不同放牧强度的土壤氧化 CH4 的速

率不同，表明放牧强度会影响 CH4 的氧化活性。土

壤培养 63 h 时，培养瓶内的甲烷浓度从初始的

2.78 μL·L–1 下降至 1.17～1.83 μL·L–1（图 2a）。不同放牧

强度下，MOR 的范围在 0.019 2～0.031 7 nmol·h–1·g–1

之间。与 CK 相比，HG 和 MG 的 MOR 更高（P < 

0.01）。这种趋势在 LG 中相反，与 CK 相比，LG 的

MOR 显著降低（P < 0.01）（图 2b）。 
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注：CK、LG、MG、HG 分别表示无放牧强度、低放牧强度、中放牧强度和高放牧强度。不同小写字母表示处理间差异在 0.05 

水平上显著。下同。Note：CK，LG，MG，and HG represent no grazing intensity，low grazing intensity，medium grazing intensity and high 

grazing intensity，respectively. Different lowercase letters indicate a significant difference between treatments at the 0.05 level. The same 

below. 

 
图 1  冬季放牧草地不同放牧强度下土壤性质的差异 

Fig. 1  Differences in soil properties in different grazing intensities in winter pasture 

 

图 2  不同放牧强度下土壤氧化大气甲烷的动态变化（a）与大气甲烷氧化速率（b）及 pmoA 基因丰度（c） 

Fig. 2  Soil CH4 oxidation potential estimated by atmospheric concentration CH4 incubated with soils from different grazing intensities（a），the 

atmospheric CH4 oxidation rate（b）and soil methanotroph abundance estimated by pmoA gene abundance in the soil at different grazing 

intensities（c） 

2.3  不同放牧强度下土壤甲烷氧化菌的丰度 

土壤样品的 pmoA 基因的 qPCR 结果表明，甲

烷氧化菌的平均丰度在不同放牧强度的土壤之间存

在差异。不同放牧强度下，甲烷氧化菌的基因拷贝

数在 1.34×108～1.64×108 copies·g–1 之间。与 CK 相

比，LG 和 MG 的平均丰度增加，但在统计上无显
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著差异。HG 下，平均相对丰度显著增加（图 2c）。 

2.4  不同放牧强度下土壤甲烷氧化菌的多样性 

16S rRNA 和 pmoA 基因测序结果均表明：不同

放牧强度的土壤中甲烷氧化菌群落以 USCγ 为主，

同时也存在传统的 I 型（Methylocaldum、甲基八叠

球菌属（Methylosarcina））和 II 型（Methylocystis 、

Methylosinus）甲烷氧化菌。不同放牧强度下甲烷氧

化菌的物种丰富度大体相似，但甲烷氧化菌的相对

丰度受到放牧强度的影响（图 3）。在 16S rRNA 基

因的结果中，USCγ 为优势种，在总微生物中的占比

为 0.08%～0.11%。其次是 Methylocaldum，占比为

0.014%～0.051%。相比于 CK，USCγ 在 MG 和 HG

中占比增加，Methylocaldum 明显减少。但在 LG 中

Methylocaldum 明显高于其他处理（图 3a）。土壤 

pmoA 基因的高通量测序表明，土壤甲烷氧化菌群

落 以 USCγ 和 USCγ-like JR3 为 主 ， 占 比 达 到

87.01% ～ 95.59% ， 传 统 甲 烷 氧 化 菌 占 比 仅 有

3.72%～11.69%。相比于 CK，放牧使 USCγ 的相对

丰度在 MG 中增加，而使 USCγ 类的 JR3 和 gp23 在

CK 和 LG 中的占比较高（图 3b）。 

 

图 3  基于 16S rRNA（a）和 pmoA（b）基因扩增子测序得出的土壤甲烷氧化菌群落组成 

Fig. 3  Soil methanotroph community composition estimated by amplicon sequencing of 16S rRNA（a）and pmoA（b）gene 

2.5  影响甲烷氧化速率的因素 

非度量多维尺度分析（NMDS）的甲烷氧化菌

的 β 多样性表明，不同放牧强度下甲烷氧化菌的多

样性存在差异（图 4a）；USCγ 的绝对数量与 MOR

的线性回归分析表明两者存在显著的相关性（图 4b）。

皮尔森相关性的结果进一步证明了土壤中 USCγ 的

绝对数量与 MOR 之间存在显著的正相关（P< 0.01）

（图 4c），这说明 USCγ 是冬季放牧草地土壤中大气

CH4 氧化的潜在驱动者。同时，本研究发现土壤的

3NO -N、 4NH -N、TC 含量和土壤水分是影响 USCγ

绝对数量的主要理化因素。此外，MOR 与土壤的

3NO -N 含量和土壤水分含量存在显著的正相关

（P<0.05）（图 4c）。 

3  讨  论 

本研究证实了黄土高原典型天然草地是大气甲烷

汇，甲烷氧化速率在 0.019 2 到 0.031 7 nmol·h–1·g–1 之

间（图 2a，图 2b），明显低于该地区野外测定甲烷

吸收量（9.06×106 nmol·h–1·g–1）[27]，也低于内蒙古

典型草原（3.84 ± 0.18～10.04 ± 0.84 ng·g–1·h–1）以

及青藏高原（5.73±0.54～16.74±1.17 ng·g–1·h–1）[11]。

上述差异可能与不同类型草地土壤的理化性质有

关。例如，内蒙古草原土壤 pH 较高（pH>8），这有

利于 USCγ 类群生长；此外内蒙古草原土壤中较高

的含沙量（24.37%±1.62%～92.64%±3.27% [11]），可

能增强土壤孔隙中 CH4 的扩散以及氧气的输送，从

而促进甲烷氧化菌活性。与本实验土壤相比，青藏

高原草甸草原具有较高的甲烷氧化潜力，可能源于

土 壤 中 甲 烷 氧 化 菌 的 多 样 性 和 丰 度 [15] 较 高 。

Methylocystis 属普遍存在于青藏高原草甸土壤中，

而 Baani 和 Liesack[7]发现 Methylocystis sp. SC2 具

有更好的环境适应能力，并且能氧化大气浓度 CH4。 

本研究结果表明，与 CK 相比，LG 降低甲烷氧

化速率，HG 和 MG 显著增加了土壤 CH4 氧化能力

（图 2a，图 2b），该结果与胡俊奇[14]在该样地原位测 
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注：aMOB 指甲烷氧化菌的丰度；*表示 P<0.05；**表示 P<0.01。Note：aMOB refers to the abundance of methanotrophs；* means 

P<0.05；** means P<0.01. 

 
图 4  非度量多维尺度分析（NMDS）微生物的 β 多样性（a）、CH4 氧化速率与 USCγ 绝对数量之间的相关性分析（b）

及甲烷氧化菌的绝对数量、CH4 氧化速率与土壤性质之间的皮尔森相关性（c） 

Fig. 4  Non-metric multidimensional scaling（NMDS）plot illustrating the β diversity of methanotrophs（a），correlation analysis between CH4 

oxidation potential and the absolute number of USCγ by pmoA gene（b）and Pearson correlation illustrating the relationships between the 

absolute abundance of methanotrophs，CH4 oxidation potential and soil properties of 16S rRNA（c）gene  

定的结果一致。但却与 Wang 等[10]发现的不同放牧

强度均会促进甲烷的吸收且低强度促进效果最好的

结果不一致。王跃思等[28]认为轻度放牧可能维持了

半干旱地区甲烷氧化菌的最佳土壤湿度。也有研究[29]

认为 CH4 的吸收也受一些生物因素（如净初级生产

力、土壤微生物 C/N 供应和土壤微生物活动）的

影响，而不仅是土壤温度和水分的影响，很明显该

说法与本研究不吻合。本研究认为 LG 低于 CK 和

中高放牧强度，可能是因为土壤中 USCγ 的相对丰

度及绝对数量低，Methylocaldum 占比高（图 2c，

图 3）造成的。 

当然，本研究的结果与 Wang 等[30]报道的典型

草地不同放牧强度影响甲烷吸收的趋势一致，最大

的甲烷吸收量出现在中度放牧强度下。在冬季牧场

中，动物的采食行为会直接影响地上生物、地下生

物和微生物的生境，造成植被数量减少，而植物的

残枝落叶增加。草地上枯落物的分解为甲烷氧化微

生物的生活提供了必需的碳氮源，从而促进生长[31]。

其次，放牧过程中，动物会对植物啃食和践踏，使

地表解冻，缺水的土壤水分含量增加，植被的覆盖

度减少和表层的土壤松动，大面积与空气接触，为

甲烷氧化过程提供氧气，进而促进甲烷吸收[32]。最

后，在半干旱土壤中，甲烷氧化菌不仅利用 CH4，

而且还具有利用土壤有机碳的能力。本研究中，相

比 CK，放牧处理下，土壤中的 TC 含量在放牧处理

中显著增加，且与甲烷氧化菌的丰度、USCγ 的绝对

数量呈现显著的正相关（图 4c）。因此，TC 也是间

接影响 MOR 的主要因素。 

放牧影响甲烷的氧化潜力，主要是通过影响甲

烷氧化菌的丰度[17]。土壤甲烷氧化菌的丰度是土壤

甲烷库容量的重要指标。在本研究中不同放牧强度

下甲烷氧化菌的 pmoA 基因拷贝数在 1.21×108～

1.83×108 copies·g–1 之间（图 3c），该数值在此前报

道[17，33]的草地土壤甲烷氧化菌拷贝数的范围内。本

研究中甲烷氧化的潜力与甲烷氧化菌的丰度存在极

显著的正相关（图 4b），可以认为放牧影响了甲烷

氧化菌的丰度，进而影响了甲烷的氧化速率。Zheng

等[33]发现中强度放牧时，地上生物量（冠层高度）

以及植物的生长因放牧而发生显著变化。在本研究

中，未涉及植物，但结果发现，相比于 CK，MG 和

HG 增加了土壤的 4NH -N、 3NO -N 和 TC 的含量

（图 1），且与 MOR 有正相关的关系。因此，本研究

认为放牧引起土壤性质的改变可能是影响甲烷氧化

菌丰度的重要因素。 
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甲烷氧化的潜力也受到甲烷氧化菌菌群结构的

影响（图 4a）。不同放牧强度下，甲烷氧化菌的组

成相似，仅相对丰度存在差异（图 3a，图 3b）；pmoA

测序结果显示，本研究中的草地土壤中以高亲和力

的 USCγ 类群为主，同时也存在传统低亲和力甲烷氧

化菌（图 3a）。这与 16S rRNA 基因的结果（图 3b）

一致。甲烷氧化菌菌群是长期自然选择的结果，

Knief 等[34]研究认为，微生物多样性的改变最可能

的原因是土壤的异质性、地理条件和气候，这可能

是同一地区不同放牧条件下甲烷氧化菌组成类似的

原因。本研究显示高亲和力的 USCγ 为优势的甲烷

氧化菌，USCγ 和 USCγ-like JR3 占 pmoA 基因总数

的 90%以上，Ma 等[17]和 Zhou 等[18]也报道了在中国

内蒙古草原 USCγ 占主导地位。本研究中典型草原

的土壤环境条件与内蒙古草原土壤相似，说明这些

土壤具有适宜的 USCγ 生长和生存环境条件。传统

的Ⅱ型 Methylocystis 和 Methylosinus 属也存在于本

研究土壤样品中，其相对丰度含量较低，但不能忽

视它们含双甲烷单加氧酶系统的事实[7]。在天然草

地中，冰雪消融或雨季时，土壤水分含量急剧增加，

导致氧气浓度减少并形成厌氧微域，进而导致产甲

烷 古 菌 的 活 性 增 强 ， 释 放 出 大 量 甲 烷 。 此 时 ，

Methylocystis 和 Methylosinus 属可能依赖厌氧土层

释放的高浓度甲烷生长，并且储备营养物质以供其

在大气低浓度的环境下继续生长并氧化大气浓度甲

烷。在本研究中，USCγ 和 USCγ-like JR3 的占比

高，且 USCγ 的绝对数量与 MOR 存在显著的正相

关（图 4b），因此，USCγ 是黄土高原典型草地的原

位大气甲烷氧化的过程作用者。 

在 DNA 水平上，对甲烷氧化菌绝对数量与环

境因子进行皮尔森相关性分析，发现 MOR 与土壤

水分、 4NH -N 和 3NO -N 的含量呈正相关（图 4c），

已有研究[10-12]得到了同样的结果。放牧过程中动物

的排泄物会增加土壤的氮含量，考虑到草地土壤无

机氮含量通常较低，并且许多甲烷氧化菌自身不具

备固氮功能，因此，适量的放牧带来的氮输入会增

加土壤甲烷氧化菌的数量和活性[35]。土壤水分含量

是甲烷氧化菌群落演替的重要环境驱动力[36]，它通

过影响土壤的孔隙度来调控氧气的浓度，从而影响

大气浓度甲烷的吸收。最适的大气甲烷氧化的湿度

范围大约在 20%～35%（W/W）之间，但当土壤湿

度低于 5%时会抑制甲烷氧化菌的生理活性[37]。本

研究中，土壤含水量约在 1.2%～5.8%之间，低于

20%～35%，且中高放牧强度显著增加土壤的水分含

量（图 1b）。因此，MG 和 HG 甲烷氧化速率高于

CK，皮尔森相关性的结果也表明土壤的水分含量与

MOR 存在显著正相关的关系（图 4c）。 

4  结  论 

本研究进一步证实了黄土高原典型草原冬季牧

场土壤具有 CH4 氧化能力，并为滩羊放牧对甲烷氧

化菌丰度、组成和甲烷氧化活性的影响提供了证据。

本 研 究 发 现 放 牧 能 增 加 甲 烷 的 氧 化 。 USCγ 和

USCγ-like JR3 类甲烷氧化菌在原位甲烷氧化菌群

落中占主导地位，并可能是有大气浓度甲烷氧化的

贡献者。MOR 也与土壤中的土壤水分和 3NO -N 含

量存在显著正相关性。结合 MOR，甲烷氧化菌的丰

度以及 USCγ 的占比在中度放牧强度最高，因此中

度放牧强度是该地区放牧影响甲烷氧化的最适放牧

强度。 
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