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一株可利用甲烷的克雷伯氏菌的分离及其在甲烷检测中

的应用 
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摘  要: 从山西太原水稻田土壤中, 分离得到一株能以甲烷为唯一碳源和能源生长的菌株 C611。通过生理生化特征及

16S rDNA 序列分析, 该菌株初步鉴定为克雷伯氏菌(Klebsiella sp.)。采用响应面法优化了该菌株利用甲烷的培养条件,

得到最佳培养条件为: 温度 24.4oC、接种量为 6.7%、甲烷含量 25%。以 C611 固定化细菌和溶氧响应仪为体系, 采用电

化学法研究了不同含量甲烷的响应时间以及溶氧变化与甲烷含量的关系。结果表明, 菌株 C611 能利用甲烷, 该反应体

系对 0~10%甲烷气体测定的响应时间小于 100 s; 溶氧消耗量与通入甲烷气体含量呈线性关系, 拟合系数(R2)为 0.9994。

以 3%甲烷气体样品进行 8 次测量, 测定平均值为 3.09%, RSD 为 3.48%, 相对误差为 3%。表明该反应体系重现性良好,

为该菌株进一步研究甲烷传感器奠定基础。 
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application for detecting methane 
Jun Zheng1*, Jun Guo2*, Yujun Wang3, Yujing Yang1, Jinmei Pang2, Suping Yang4, Gengui Zhao4,  
and Chuan Dong4 

1 Wheat Research Institute, Shanxi Academy of Agricultural Sciences, Linfen 041000, China 
2 Shanxi Key Laboratory of Soil Environment & Nutrient Resource, Soil & Fertilizer Institute, Shanxi Academy of Agricultural Sciences, Taiyuan 
030031, China 
3 Institute of Youmeng Biotechnology, Qingdao 266071, China 
4 Key Laboratory of Chemical Biology and Molecular Engineering of Ministry of Education, Institute of Biotechnology, Shanxi University, Taiyuan 
030006, China 

Abstract: We have isolated a strain C611 that used methane as the sole carbon sources for growth from paddy soil in Taiyuan of 
Shanxi province. Based on the physiological characteristics and 16S rDNA sequence analysis, we identified the strain as Klebsiella 
sp.. We used statistic-based experimental design (RSM) to optimize the culture conditions for C611 strain. The optimum conditions 
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were as follows: temperature of 24.4oC, inoculum volume of 6.7% and methane content of 25%. We studied the response time and 
the relationship between consumption of dissolved oxygen and methane gas contents with PVA-H3BO3 immobilized cell of C611 
using electrochemical method. The response time was no more than 100 s of this reaction system, and the linear range of detection of 
methane content was from 0 to 10%. The standard gas sample 3% methane was measured by this method with the mean content value 
of 3.09%, RSD of 3.48%, and the relative error of 3%. Hence, it has the potential in developing biosensor for methane. 

Keywords: methane, Klebsiella sp., methane determination, dissolved oxygen 

甲烷(CH4)是煤矿瓦斯、煤层气和垃圾堆放产生

的主要气体之一。它易燃易爆给煤矿安全生产构成

重大威胁[1], 而且也能造成温室效应。据报道, 等量

CH4形成的温室效应约是 CO2的 20多倍, 对大气臭

氧层的破坏力约是 CO2的 7 倍, 目前 CH4的排放量

占温室气体总排放量的 16%, 大气排放量仍呈逐年

增加的趋势[2]。由于甲烷分子的碳氢键是 sp3杂化轨

道对称轴方向发生轨道重叠而形成, 化学性质非常

稳定, 因而如何对矿井及排出的甲烷进行检测和治

理已成为世界性难题[2,3]。迄今为止, 防止煤矿瓦斯

爆炸主要是通过抽放、通风来控制, 排出气体中含

有甲烷等成分, 对环境也造成一定的影响[4]。我国煤

矿瓦斯检测基本采用热催化型传感器法, 但存在易

中毒、选择性差、矫正繁琐、寿命短等缺点, 国外

甲烷检测多采用红外吸收型传感器, 虽然其检测灵

敏度较高, 但其价格昂贵、结构复杂, 因而难以在矿

下实际操作[4,5]。关于甲烷检测、控制和治理尚未有

更好的方法。因此, 研究甲烷检测和处理的新方法、

新原理、新器件备受关注。近年来, 随着人们对甲

烷利用细菌的研究不断深入, 微生物法已经初步应

用于检测和治理环境中甲烷, 并取得了一定的进展, 

显示出极大的应用潜力和开发前景。 

甲烷利用细菌是指能够以甲烷为碳源和能源进

行生长繁殖的一类细菌, 这类细菌能在温和有氧条
件下, 通过单加氧酶催化甲烷完成生物转化, 这种
独特的性质, 近年来备受关注[6]。甲烷利用细菌主要

包括甲基微球菌属(Methylomicrobium)、甲基暖菌属
(Methylocaldum)、甲基单胞菌属(Methylomonas)、甲
基球菌形 菌属 (Methylosphaera)、甲基杆菌 属
(Methylobacter)、甲基八叠球菌属(Methylosarcina)、
甲 基 弯 菌 属 (Methylosinus) 、 甲 基 孢 囊 菌 属
(Methylocystis) 、 甲 基 球 菌 属 (Methylococcus), 
Methylocapsa和Methylocella等 11个属[7], 广泛分布
于稻田、森林土壤、湖泊、湿地等自然环境中[8]。

此外, Wolf和 Hanson等描述了 5株能利用甲烷作为

能源的酵母菌[8], 闵航等从稻田土中分离到 2 株能
利用甲烷的吸水链霉菌 [9], 近来 Stoecker, Dunfield
等国外学者在 Nature和 Proc Natl Acad Sci期刊上又
报道了 Crenothrix, Clonothrix 和 Verrucomicrobia的
一些菌株能够利用甲烷[10−12], 可见参与自然环境中
甲烷循环的细菌及代谢途径具有一定的多样性和复

杂性。为了深入开发甲烷利用细菌资源, 使其应用
于甲烷检测、煤矿瓦斯气体治理等方面, 本研究以
甲烷为唯一碳源, 从稻田土壤中分离得到 1 株能利
用甲烷的克雷伯氏菌 C611菌株, 采用响应面法优化
了该菌株甲烷利用的培养条件, 并初步应用于甲烷
含量的测定, 为环境甲烷气体的检测和治理提供新
的材料和方法。 

1  材料方法 

1.1  材料 
1.1.1  土样 

土样采集于山西太原晋源区长期种植水稻的大

田中。 

1.1.2  培养基 

无机盐培养基(g/L): KH2PO4 0.5, Na2HPO4 0.5, 

NaCl 0.4, KNO3 1.0, NH4Cl 0.5, MgSO4·7H2O 1.0, 

CaCl2 0.2, FeSO4·7H2O 0.004, CuSO4·5H2O 0.004, 

MnSO4·H2O 0.004, ZnSO4·7H2O 0.004, NaMoO4·2H2O 

0.00024。固体培养基 : 含有 2%琼脂的无机盐培  

养基。 

1.1.3  主要试剂 

聚乙烯醇 ( PVA 1799 ±50); 甲烷气体 (1%、

1.5%、3%、5%、10%和 99.99%)、氧气(99.99%), 购

自太原钢铁集团; Taq 酶、引物合成及其他生化试

剂购自大连宝生物公司 , 化学试剂均为国产分析 

纯级。 

1.2  菌种的富集和分离纯化 
将土壤悬液以 5%的接种量接入盛有 100 mL无

机盐培养基的 600 mL 盐水瓶中, 气相部分含有体
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积比为 10%甲烷气体, 倒置密闭 120 r/min摇床振荡, 

30oC培养, 待菌液浑浊后, 反复转接进行富集培养。

经无机盐琼脂培养基平板划线分离, 置于含有 10%

甲烷气体的玻璃干燥器中 30oC培养, 在相同培养条

件下设置不含甲烷的对照实验。 

1.3  菌株形态观察及生理生化鉴定 
菌体涂片染色, 光学显微镜观察菌体形态, 无

机盐琼脂培养平板上观察菌落特征。生理生化实验

参考文献[13]进行。 

1.4  16S rDNA 序列分析 
细菌 DNA 提取及 16S rDNA 序列 PCR 按文献

[14]方法进行。以 DNA 为模板, 5′-AGTTTGATCCT 
GGCTCA-3′和 5′-TACCTTGTTACGACTTCA-3′为引
物, 进行 PCR扩增。经克隆后送上海生工测序。测
序结果在 GenBank中进行 Blast 比对。 

1.5  菌体生长量的测定 
8000 r/min 离心 10 min 收集菌体, 经洗涤后测

定其 OD600。 

1.6  响应面法优化菌株培养条件 
以培养温度、接种量和甲烷含量为自变量 , 菌

体含量为响应值 , 进行三因素三水平 Box-Behnke
优化实验。以菌体生物量为响应值进行响应面试

验 [15], 利用 SAS 软件进行分析 , 确定最佳培养   
条件。  

1.7  固定化细菌制备和活化 
固定化细菌的制备: 称取 PVA, 加热搅拌溶解, 

配制成 10%的 PVA 溶液, 冷却到 35oC左右, 按 3%
比例加入 7 d 液体培养物收集的预温的湿菌体, 混
匀, 将其滴入 pH 6.0饱和硼酸溶液中过夜, 蒸馏水
洗涤, 称量湿重, 4oC保存[16]。活化: 每次使用前将
适量制备好的固定化细菌放入盛有 100 mL 液体 
培养基 , 气相部分含有体积比为 10%甲烷气体的
600 mL盐水瓶中, 120 r/min摇床振荡, 30oC活化  
1 h。 

1.8  测量装置及方法 
如图 1 所示安装测量装置, 恒温水浴控制测量

体系温度为 25oC。氧气与不同含量的甲烷气体待测
气体, 通入含有 25 mL、pH 7.4、0.05 mol/L 磷酸缓
冲液的反应池, 流量均为 80 mL/min, 通气 1 min, 
停止通气, 此时体系溶氧平衡, 加入一定量固定化
细菌后, 溶解的甲烷气体与固定化的细菌反应, 同
时消耗溶氧 , 体系溶氧量减少 , 通过溶氧响应仪

(CI-6542, Pasco Scientific, USA)检测体系溶氧变化, 
记录溶氧值。体系溶氧消耗量与通入的甲烷含量 
相关。 

 

图 1  实验装置示意图 
Fig. 1  Experimental equipment. 1, 2: gas flowmeter; 3: O2 

inlet port; 4: CH4 inlet port; 5: thermostat water bath cauldron; 6: 
magnetic agitator; 7: dissolved O2 electrode; 8: immobilized 
cells; 9: gas vent; 10: dissolved O2 sensor. 
 
1.9  响应时间的测定 

同时通入氧气和含量分别为 0、1.5%和 10%的

甲烷气体, 体系通入氧气和甲烷平衡后, 加入固定

化细菌 , 体系溶氧迅速下降 , 直至平衡 , 测定并记

录溶氧变化。从开始测定到溶氧下降直至平衡的时

间, 即为甲烷测量的响应时间。 

1.10  标准曲线和样品测定 
对含量分别为 1%、1.5%、3%、5%和 10%的甲

烷气体进行测定, 并记录相应的溶氧消耗量, 绘制

标准曲线。同时以 3%的甲烷气体为样品, 重复测量

8次。 

1.11  固定化细菌的使用寿命实验 
固定化小球置于 pH 7.0的磷酸缓冲液中 4oC保

存, 以 3%的甲烷气体为样品进行测定, 每隔 2 天测

试 1 次, 以测定值与初次测定值相比不超过±5%为

标准进行评价。 

2  结果与分析 

2.1  甲烷利用菌的分离纯化和鉴定 
对富集培养液反复平板划线获得菌株 C611。该

菌株在不含甲烷的液体和固体对照培养基中均不生

长, 而在含甲烷的培养瓶中生长良好, 表明该菌株

能利用甲烷。C611 菌株在无机盐固体培养基平板上
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培养 7 d, 菌落直径 2~4 mm, 白色、圆形、稍隆起、

边缘光滑、较湿润、不透明。细胞短杆状、1.8 μm ~ 

2.0 μm×3.5 μm ~4.0 μm、革兰氏阴性、无芽孢、不

运动。可利用柠檬酸钠、丙二酸、酒石酸钾钠、葡

萄糖酸钠; 能利用粘酸盐、葡萄糖、乳糖、麦芽糖、

甘露醇、山梨醇、水杨甙、蔗糖、果糖以及木糖产

酸; 能够以硝酸盐、吲哚、谷氨酸、肌醇为氮源, 不

能利用尿素、鸟氨酸、精氨酸、苯丙氨酸; 接触酶、

氧化酶、赖氨酸脱羧酶、V.P反应、明胶降解为阳性, 

M.R.实验呈阴性且不产生 H2S。实验结果表明 C611 

菌株的形态培养特征及生理生化特性与克雷伯氏菌

属基本一致。 

16S rDNA 序列进行测序后提交 GenBank 

(Accession No. FJ555520)。结果表明, C611 菌株与

克雷伯氏菌属的菌株具有高度的同源性, 与该属典

型菌株 Klebsiella trevisanii ATCC33558T (AF129444) 

和 Klebsiella planticola ATCC33531T (Y17659)的同

源性分别达到 97%和 98%。因此, 结合菌体形态及

生理生化特征 , 将 C611 菌株鉴定为克雷伯氏菌

(Klebsiella sp.)。 

2.2  响应面法优化菌株培养条件 
由于该菌株能够利用甲烷, 则提高菌体生物量, 

获得甲烷转化率高的菌体是进行下一步应用研究的

首要环节。与正交优化方法相比, 响应面法可以在

整个响应面区域内寻求最优实验点, 并且能够较好

地评估各参数之间的交互作用, 因此采用响应面法

优化了该菌株利用甲烷的培养条件, 根据回归方程, 

经 Box-Behnken 试验所得各因子的响应面分析见图

2, 可以看出拟合曲面有最大值。对拟合方程进行偏

导并求解, 可得模型极值点, 即为最佳培养条件。经

计算当培养温度为 24.4oC, 接种量为 6.7%, 甲烷含

量为 25%时, 其理论最大生物量 OD600值为 0.143。

为了验证了响应面法的可靠性, 采用优化培养条件

对菌株 C611进行培养, 得到最大生物量 OD600值为

0.147, 与理论值接近。 

2.3  不同含量甲烷测定的响应时间 
将优化条件培养后的细菌进行固定化, 并进行

甲烷浓度测定实验。不同含量甲烷测定的响应时间

见图 3, 待体系通入氧气和甲烷平衡后, 加入固定化

细菌 , 体系溶氧迅速下降 , 直至平衡; 随着甲烷含

量的增加响应时间有所延长, 溶氧消耗量增大, 在

所测量的甲烷含量 0~10% 范围内 , 响应过程在  

100 s内达到平衡。 

2.4  不同含量甲烷测量的标准曲线 
不同含量甲烷测量的标准曲线见图 4, 通入体

系中的甲烷含量增大 , 细菌对溶氧的消耗量增多 , 

以甲烷含量对相应的溶氧消耗量作图, 体系溶氧的

消耗量(y)与通入甲烷的含量(x)在 0~10%范围内具有

良好的线性关系 , 拟合方程为  y=0.2098x－0.0168, 

拟合系数为 0.9994。 

2.5  甲烷含量测定的稳定性 
以 3%甲烷气体为样品, 室温条件下经过 8次测

定 , 测定结果见表 1, 甲烷含量的测定平均值为

3.09%, 相对误差为 3%, RSD为 3.48%。表明对甲烷

测定具有良好的重现性。 

2.6  固定化细菌的使用寿命 
以测定值与初次测定值相比不超过±5%为标准, 

3%的甲烷气体为样品对固定化细菌的使用次数和

保存时间进行研究。测量结果表明, 固定化细菌在

此条件下可以存放 25 d, 重复测量 110次。 

 

图 2  温度(X1)、接种量(X2)及甲烷含量(X3)对 C611 生长影响的响应面分析 
Fig. 2  Response surface of temperature(X1), inoculum volume(X2) and methane content(X3). (a) Temperature and inoculum volume. 
(b) Temperature and methane content. (c) Inoculum volume and methane content. 



郑军等: 一株可利用甲烷的克雷伯氏菌的分离及其在甲烷检测中的应用 699 

 

Journals.im.ac.cn 

表 1  3%甲烷样品气体的测定(n=8) 
Table 1  Determinations of samples of methane 

n 1 2 3 4 5 6 7 8 X  RSD 

DO (mg/L) 0.62 0.63 0.59 0.64 0.59 0.65 0.63 0.62 0.62 3.48% 

CH4 (%) 3.08 3.13 2.93 3.18 2.93 3.23 3.13 3.08 3.09 3.48% 

 

 

图 3  不同含量甲烷的响应时间 
Fig. 3  Response time in different methane content. 

 

图 4  不同含量甲烷与溶氧消耗量的关系 
Fig. 4  Relationship between dissolved oxygen consumption 
and different methane content. 
 

3  讨论 

甲烷的性质非常稳定, 在常温下很难氧化, 而

甲烷利用细菌能在常温、常压和有氧条件下, 由细

菌胞内的单加氧酶系催化, 通过 5-磷酸核酮糖单磷

酸 途 径 (RuMP pathway) 或 丝 氨 酸 途 径 (Serine 

pathway)进行甲烷的代谢转化[8]。目前被发现的甲烷

利用菌主要包括: 甲基单胞菌属(Methylomonas)、甲

基 弯 菌 属 (Methylosinus) 、 甲 基 球 菌 属

(Methylococcus)、甲基微菌属(Methylomicrobium) 、

甲基暖菌属(Methylocaldum)等, 被开发利用甲烷检

测 治 理 的 菌 种 仅 有 Methylosinus 和

Methylomonas[17,18]。克雷伯氏菌广泛分布于土壤和

水域中, 其研究主要集中在医药学耐药性和致病性

及构建工程菌等方面。据文献报道某些克雷伯氏菌

能够降解利用芳香烃、酚类、萜烯、甾类、醇和醛

类等有机物[19], 这种降解活性与其具有双加氧酶系

或是 5-磷酸核酮糖单磷酸途径有关[20]。本实验室分

离得到的克雷伯氏菌菌株 C611, 能够在有氧的条件

下利用甲烷, 这可能与该菌株具有 5-磷酸核酮糖单

磷酸途径代谢途径有关。由此可见, 自然环境中参

与甲烷代谢的菌株及其代谢能力是多样化、多层次

性的, 还有待于对它们进行更深入的研究, 以便对

甲烷利用菌的微生物资源多样性及代谢途径多样性

有深入理解。 

甲烷利用菌的培养一般是以甲烷作为碳源, 由

于甲烷难溶于水, 采用甲烷作为碳源, 难以获得足

够的菌体用于应用研究[8]。菌株 C611能够利用甲烷, 

可用于开发微生物甲烷传感器和降解煤矿瓦斯气体

等方面的应用研究。为了与应用研究无其他碳源的

条件相一致, 本研究以无机盐培养基、甲烷气体为

唯一碳源进行培养条件的考察和优化。响应面法是

通过回归方程来分析寻求最优工艺参数, 解决多变

量问题的一种统计方法, 在微生物培养条件的优化

工作中已取得良好的效果[15], 但未见用于优化甲烷

氧化菌培养条件的报道。因此, 选择响应面法对影

响细菌生长的主要培养条件进行考察和优化, 为该

菌株的进一步应用研究奠定基础。 

瓦斯气体成分为甲烷及其他烷烃 , 还有 O2、

CO2、N2、H2、CO、H2S 及稀有气体氦和氩气等。

菌株对甲烷及烷烃类具有选择性, O2和 N2等成分不
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影响系统的检测。利用甲烷物理化学性质极不活泼

这一原理, 对检测样品进行前处理, 分别进行酸、碱

和脱水处理, 可去掉干扰气体, 其他残留的微量气

体将不影响甲烷气体的测量。由于该菌株能在有氧

条件下利用甲烷, 因此设计了一种简单的测量装置

进行甲烷含量的测定, 初步建立了一种重复性好、

简便、快速的微生物传感器测定甲烷气体的新方法。

但用于煤矿和自然环境中甲烷检测还需要进一步实

验研究。 
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