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摘  要：【目的】建立快速检测甲烷氧化菌含量的 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR 技术，用

于油气微生物勘探。【方法】以含有甲烷氧化菌功能基因 pmoA 片段的重组质粒为标准品，优

化实验条件，建立标准曲线，进行敏感性、重复性和特异性评价，并将该技术用于实际样品

的检测。【结果】该技术标准曲线的相关系数 R2 为 0.999 9，扩增效率为 99.976%，检测范围

为 3.897×101−3.897×109 copies/μL，检出限约为 40 copies/μL，重复性实验中 CT 值的变异系数

优于 3%，对 12 种非甲烷氧化菌均没有扩增，显示该技术具有很好的敏感性、重复性和特异

性。利用该技术对气田、油田和非油气田土样进行了检测，发现气田具有明显的异常高值。

【结论】为油气田的勘探建立了一种高效、特异、灵敏、准确的甲烷氧化菌荧光定量 PCR 检

测技术，同时为其它指示菌检测技术的建立提供了参考。 
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Abstract: [Objective] We developed a rapid SYBR Green I fluorescent quantitative real-time PCR 
technique for detection of methane-oxidizing bacteria for microbial prospection of oil and gas. 
[Methods] The recombinant plasmid containing pmoA gene was used as standards to optimize the 
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experimental conditions and generate a standard curve. The sensitivity, reproducibility and specificity 
of the technique were evaluated, and practical soil samples were detected using the technique. [Results] 
The correlation coefficient (R2) of the standard curve was 0.999 9 and the amplification efficiency was 
99.976%. The detection range was from 3.897×101 to 3.897×109 copies/μL and the sensitivity was 
about 40 copies/μL. All variable coefficients of CT values in the reproducibility test were better than 
3%. In addition, no amplification was observed in the templates of 12 non-methane-oxidizing 
bacteria. The technique showed good sensitivity, specificity and reproducibility. Soil samples 
collected in the gas field, the oil field and the non-oil and gas field were detected using the technique, 
and the gas field had high anomalies of methane-oxidizing bacteria. [Conclusion] The fluorescence 
quantitative real-time PCR technique developed here could rapidly and exactly detect 
methane-oxidizing bacteria for oil and gas exploration. At the same time, this technique could 
contribute to detection of other indicator bacteria in oil and gas field soil. 

Keywords: Methane-oxidizing bacteria, Fluorescence quantitative real-time PCR, pmoA gene, Oil and 
gas field soil 

在油气藏压力的驱动下，油气藏的轻烃气持续

向地表作垂直扩散和运移，土壤中的专性微生物以

轻烃气作为唯一碳源在油气藏正上方的地表土壤

中非常发育，形成微生物异常，通过检测微生物异

常可以预测下伏油气藏的存在[1-2]。向上运移的轻烃

气中含量最多的是甲烷，甲烷氧化菌是以甲烷为唯

一碳源的甲基营养型微生物，因此甲烷氧化菌是非

常重要的油气藏指示菌，而建立简便、快速、准确

的甲烷氧化菌检测技术是油气微生物勘探的关键。 
传统检测甲烷氧化菌含量的方法是培养后计

数，计数方法主要是 MPN (Most-probable-number)
法[3]和 CFU (Colony-forming units)法[4-5]。培养法存

在的问题是，实验室条件很难模拟自然环境，导致

只有部分微生物被检测，低估其数量。此外，培养

法操作繁琐，劳动强度大，培养时间长，费时费力，

不能满足大批量样品快速检测要求。实时荧光定量

PCR 是一种快速定量环境微生物的新方法，具有
灵敏度高、特异性强、重复性好和自动化程度高等

特点。该方法是通过 16S rRNA基因或功能基因检
测环境样品中微生物含量[6-9]。甲烷氧化菌的功能

基因包括 pmoA、mmoX和 mxaF，分别编码颗粒状
甲烷单加氧酶、可溶性甲烷单加氧酶以及甲醇脱氢

酶。其中可溶性甲烷单加氧酶只存在于部分甲烷氧

化菌中，甲醇脱氢酶存在于所有已知的甲基营养菌

中，不仅限于甲烷氧化菌[10]，而颗粒状甲烷单加

氧酶存在于除Methylocella以外所有已知的甲烷氧

化菌中。另外，分别基于 pmoA和 16S rRNA基因
构建的系统发育树显示出良好的相关性[11]。因此，

pmoA基因可以用于甲烷氧化菌的检测[12-14]。研究

表明荧光定量 PCR 方法比传统培养方法更能准确
的检测环境中微生物的数量[15]。 
实时定量 PCR 技术的荧光基团加入法，主要

有染料法和荧光探针法。与荧光探针法相比，荧光

染料法的特点是，对不同模板 DNA不需特别定制
不同的荧光染料，检测方法简便，成本低。不足之

处是检测特异性仅依赖于引物特异性，当 PCR 反
应中有非特异性扩增时，荧光染料也可与非特异性

dsDNA产物(如引物二聚体)结合，产生荧光干扰，
使实验容易产生假阳性信号。针对这种情况，可以

通过熔解曲线分析来区分非特异性产物和引物二

聚体而排除假阳性[16]。 
本研究在SYBR Green I荧光定量PCR技术的基

础上，以甲烷氧化菌功能基因 pmoA为靶基因，探索
建立快速、灵敏、特异的油气田土壤甲烷氧化菌定

量 PCR检测技术。通过敏感性、重复性和特异性检
测评价该技术性能，并将该技术用于油区、气区和

非油气区土样的检测，进一步评价该技术应用效果。 

1  材料与方法 

1.1  土样的采集 
气田和油田土样分别取自川西气田孝泉采气

区和华北油田西柳采油区一个 2.5 m不同深度的包
气带剖面，取样点距采油井井口约 50 m，取样点坐
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标分别为 31°14′51″ N、104°19′38″ E和 38°40′50″ N、
115°50′52″ E，取样深度分别为 0.05、0.20、0.40、
0.50、1.00、1.50、2.00和 2.50 m。非油气田土样
采自河北省正定县北关农田一个 2.5 m不同深度包
气带剖面，取样点坐标为 38°09′52″ N，114°34′27″ 
E，取样深度分别为 0.05、0.20、0.50、1.00、1.50、
2.00和 2.50 m。取样时洛阳铲取芯，采用无菌小刀
从岩芯中部挖取土样，装入经高温灭菌的铝盒，现

场冰块保温箱保存，尽快运回实验室 4 °C保存备用。 

1.2  非甲烷氧化菌菌株来源 
12 种非甲烷氧化菌菌株均为本实验室保存的

苯胺降解菌、喹啉降解菌、乙磺酸降解菌和石油降

解菌等菌种。 

1.3  主要试剂和仪器 
荧光染料 SYBR® Premix Ex TaqTM 和 ROX 

Reference Dye 购自宝生物工程(大连)有限公司；
PCR 产物纯化试剂盒为 Promega 公司的 Gel 
Extration Kit 试剂盒；基因组 DNA 提取试剂盒为
美国 MOBIO 强力土壤 DNA 提取试剂盒

(PowerSoil® DNA Isolation Kit)；质粒提取试剂盒为
BIOTEKE 的高纯质粒小量制备试剂盒；荧光定量
PCR 仪采用的是 Applied Biosystems StepOneTM 
Real-Time PCR System；Biodropsis BD-2000型超
微量紫外分光光度计，德国 Eppendorf 5333 PCR
仪，DYY-12型电泳仪。 

1.4  指示菌功能基因引物 
甲烷氧化菌功能基因 pmoA 引物对[10,17]为：

A189f (5′-GGNGACTGGGACTTCTGG-3′)和mb661r 
(5′-CCGGMGCAACGTCYTTACC-3′)。扩增片段长
度为 508 bp，由上海英俊生物有限公司合成。 

1.5  土样总 DNA 提取 
每个土样称取 0.5 g 左右，按 DNA 提取试剂

盒说明提取样品总 DNA。 

1.6  荧光定量 PCR 条件的优化 
荧光定量 PCR采用 SYBR Green I染料法，在

荧光定量 PCR 仪上进行扩增和数据分析。先按照
SYBR® Premix Ex TaqTM试剂盒的反应体系和程序

进行扩增，根据得到的扩增曲线、标准曲线和熔解

曲线的结果进一步做相应的条件优化。 

1.7  质粒标准品的制备 
1.7.1  目的基因的扩增：利用甲烷氧化菌功能基

因 pmoA 引物 A189f (5′-GGNGACTGGGACTTC 
TGG-3′)和 mb661r (5′-CCGGMGCAACGTCYTTA 
CC-3′)对孝泉气田 0.5 m深度的土样总 DNA 进行
pmoA基因扩增。反应体系为：10×Buffer 5 μL，MgCl2 

(25 mmol/L) 4 μL，dNTPs (10 mmol/L) 2.5 μL，BSA 
(20 g/L) 0.2 μL，Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL，
加入引物各 20 pmol和 2 μL DNA模板，ddH2O补
足至 50 μL。PCR扩增程序为：94 °C 5 min；94 °C 
1 min，60 °C 1 min，72 °C 3 min，扩增 20个循环，
每个循环退火温度降低 0.5 °C；50 °C 10个循环；
72 °C 10 min。反应结束后，取 5 μL PCR产物在
1.5%琼脂糖凝胶上电泳检测扩增结果。 
1.7.2  重组质粒的构建、测序与浓度测定：pmoA
基因的 PCR 扩增产物经电泳、胶回收纯化后，与
pGEM-T Easy 载体连接，转化到大肠杆菌 DH5α
感受态细胞中，平板培养挑选长出的白斑菌落进行

单克隆培养，PCR 鉴定筛选阳性克隆子并测序。
测序结果与 GenBank 数据库比对，验证阳性克隆
子的插入片段是否为 pmoA基因。序列正确的阳性
克隆子利用试剂盒提取质粒作为标准品，超微量紫

外分光光度计测定浓度，存−20 °C 备用。根据测
定的核酸浓度，计算质粒标准品中甲烷氧化菌

pmoA基因片段拷贝数。 
1.7.3  标准曲线的建立：将制备好的质粒标准品

10倍梯度稀释，得到 10个稀释度的标准模板。每
个稀释度 2个平行样，记录结果，取平均值，绘制
灵敏度曲线，进行敏感性评价。以定量 PCR 反应
的循环数为横坐标，以不同模板拷贝数的对数为纵

坐标，绘制标准曲线。 

1.8  重复性评价 
将质粒标准品进行系列梯度稀释，取高、中、

低 3 个浓度梯度进行荧光定量 PCR 检测，各浓度
重复测定 6次，分析梯度内的 CT值、标准差和变
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异系数，对实时荧光定量 PCR 体系的检测重复性
进行评价。 

1.9  特异性评价 
以标准质粒为阳性对照，以无菌蒸馏水为阴性

对照，将优化的荧光定量 PCR 反应体系用于扩增
孝泉气田土壤 DNA 和 12 种非甲烷氧化菌基因组
DNA，对实时荧光定量 PCR体系的检测特异性进
行评价。 

1.10  实际样品检测 
以重组质粒作为阳性对照，以无菌水作为阴性

对照，每批样品带一组系列稀释的标准品，对气区、

油区和非油气区 2.5 m深的剖面土样进行定量检测。 

2  结果与分析 

2.1  土样 pmoA 基因的 PCR 扩增 
选择孝泉气田 0.5 m 深度处的土样 DNA 为模

板，采用 pmoA 引物扩增，成功扩增出一条大小约
500 bp的特异片段，与预期结果 508 bp相吻合(图 1)。 

2.2  质粒标准品的构建和测序 
挑选 10 个阳性克隆子放大培养后提取质粒，

将重组质粒进行 PCR 鉴定的，结果显示，重组质
粒均扩增出大小约 500 bp的特异性片段，与预期
结果 508 bp相吻合(图 2)。说明目的基因已成功克
隆到载体中。经上海英骏生物技术有限公司测序，

目的基因与不可培养的环境细菌克隆 Uncultured 
bacterium clone F05-FW300-98 (DQ917359.1)的
pmoA基因的碱基序列一致(99%的相似性)。 

 

 
 

图 1  土样 pmoA 基因 PCR 扩增结果 
Figure 1  PCR amplification results of soil pmoA gene 
注：M：2 000 bp的 DNA标记；S：土壤样品. 
Note: M: 2 000 bp DNA marker; S: Soil sample. 

 
 
图 2  重组质粒的 pmoA 基因 PCR 扩增结果 
Figure 2  PCR amplification results of recombinant 
plasmid pmoA gene 
注：M：2 000 bp的DNA标记；1–10：阳性克隆子；11：阴性对照. 
Note: M: 2 000 bp DNA marker; 1–10: Positive clones; 11: 
Negative control. 
 
2.3  荧光定量 PCR 条件优化结果 

20 μL 的总反应体系：SYBR® Premix Ex  
TaqTM (2×) 10 μL、Forward primer (10 μmol/L) 0.2 μL、
Reverse primer (10 μmol/L) 0.2 μL、ROX reference 
dye (50×) 0.4 μL、ddH2O 7.2 μL、DNA 模板 2 μL，
采用二步法扩增程序：第一阶段 95 °C 30 s；第二
阶段 95 °C 5 s、60 °C 30 s，84 °C 15 s (收集荧光信
号)扩增 40个循环；第三阶段绘制熔解曲线 95 °C 
15 s、60 °C 60 s、60−95 °C每升高 0.3 °C读数，
读数时间 15 s进行熔解曲线分析。 

2.4  敏感性试验结果 
利用核酸定量仪测定质粒浓度，进而计算得到甲

烷氧化菌基因片段的拷贝数为 3.897×109 copies/μL。
将质粒提取液 10倍系列稀释得到 10个稀释度的标
准模板，各取 2 μL稀释标准品作为荧光定量 PCR
的模板进行扩增，得到扩增曲线和熔解曲线(图 3、
4)。从图 3 可以看出，当标准模板 DNA 浓度在
3.897×101−3.897×109 copies/μL范围内时，扩增曲
线的线形很好，熔解曲线具有特异性的峰，扩增产

物的 Tm值非常均一，为 89.92 °C。但是当模板浓
度低至 3.897个拷贝时，没有检测到扩增曲线，并
且熔解曲线也没有特异性的峰，因此判断该方法对

甲烷氧化菌的最低检出浓度为 3.897×101 copies/μL。 
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图 3  荧光定量 PCR 敏感性评价扩增曲线 
Figure 3  Amplification curve of fluorescence quantitative PCR sensitivity evaluation 

 
 
 

 
 
图 4  荧光定量 PCR 敏感性评价熔解曲线 
Figure 4  Melting curve of fluorescence quantitative PCR 
sensitivity evaluation 

2.5  标准曲线的绘制 
标 准 模 板 DNA 浓 度 在 3.897×101−   

3.897×109 copies/μL范围内，以标准质粒 DNA浓
度的对数为横坐标，以 CT值为纵坐标，建立的甲

烷氧化菌定量 PCR 检测的标准曲线如图 5 所示。
标准曲线方程为：CT=−3.322lgX+39.532。直线斜
率 k为−3.322，截距为 39.532，X为模板浓度，单
位是 copies/μL。曲线的相关系数 R2为 0.999 9，表
明模板浓度与 CT 值之间有良好的相关性。根据

k=−1/lg(1+E)(E为荧光定量 PCR反应的扩增效率)，
得荧光定量 PCR扩增效率为 99.976%，达到荧光定
量 PCR对扩增效率的要求[18]。 

2.6  重复性试验结果 
取标准质粒高、中、低 3个浓度梯度(3.897×105、

3.897×103、3.897×101 copies/μL)进行荧光定量 PCR，
每个浓度 6次重复测定，结果如表 1所示，随着模
板浓度的降低，CT值增大，同种浓度间的 CT值差

异加大。CT值的变异系数也在逐渐增大，但是都小

于 3%，在误差允许范围内，说明建立的荧光定量
PCR检测方法对高、中、低不同浓度甲烷氧化菌的
检测结果均有很好的重复性。 
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图 5  荧光定量 PCR 敏感性评价标准曲线 
Figure 5  Standard curve of fluorescence quantitative PCR sensitivity evaluation 

 
表 1  重复性试验结果 

Table 1  Results of reproducibility evaluation 

浓度 
Concentration (copies/μL) 

CT值 
CT value 

平均值 
Mean 
value 

标准差 
Standard 
deviation 

变异系数 
Variable coefficient 

(%) 1 2 3 4 5 6 

3.897×105 18.55 18.69 18.34 18.26 18.16 18.19 18.36 0.21 1.14 

3.897×103 25.76 26.11 26.08 26.10 25.54 25.65 25.87 0.26 1.00 

3.897×101 32.77 31.78 32.11 31.73 31.88 33.95 32.37 0.86 2.66 

 
2.7  特异性试验结果 

特异性试验结果显示，标准质粒和孝泉气田土

壤 DNA 呈 S 型扩增曲线，显示为阳性，而 12 种
非甲烷氧化菌均没有出现 S 型扩增曲线，显示为
阴性(图 6)；在熔解曲线中，甲烷氧化菌的熔解温
度 Tm值为 89.93 °C，而非甲烷氧化菌的熔解温度

Tm值在 74 °C左右(图 7)，荧光收集温度 84 °C高
于非甲烷氧化菌的 Tm值，此时非甲烷氧化菌形成

的 DNA双链解链为单链，荧光信号消失，因此非
甲烷氧化菌的荧光信号不会对检测结果造成影响。

由此可知所建立的方法特异性高，能够准确检出甲

烷氧化菌，同时排除非甲烷氧化菌的干扰。 
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图 6  荧光定量 PCR 特异性评价的扩增曲线 
Figure 6  Amplification curve of fluorescence quantitative PCR specificity evaluation 

 

 
 

图 7  甲烷特异性评价的熔解曲线 
Figure 7  Melting curve of fluorescence quantitative PCR 
specificity evaluation 

通过以上试验，我们建立了灵敏、准确、特异、

快速定量甲烷氧化菌的方法。下面将此技术用于油

气田和非油气田土样甲烷氧化菌含量的测定，进一

步评价该技术应用效果。 

2.8  实际样品检测结果 
孝泉气田剖面不同深度甲烷氧化菌pmoA基因

含量，除 100 cm和 150 cm外(n×103 copies/g)，其

余深度含量均很高，达 n×105 copies/g (表 2)。 

西柳油田剖面深度小于 50 cm 的甲烷氧化菌

pmoA基因含量较高，达 n×104 copies/g，大于 50 cm

的含量较低，在 n×102−n×103 copies/g之间(表 3)。 

正定北关非油气田剖面，50 cm处甲烷氧化菌

pmoA基因含量最高，为 1.26×105 copies/g，其余深

度均较低，在 n×102−n×103 copies/g之间(表 4)。 
 

表 2  孝泉气田不同深度土样甲烷氧化菌 pmoA 基因含量 
Table 2  Contents of pmoA gene of methane-oxidation bacteria in different depths of Xiaoquan gas field 

样品编号 
Number of samples 

深度 
Depths (cm) 

CT均值 
Mean value of CT 

测定均值 
Measured value (copies/μL) 

基因含量 
Gene content (copies/g) 

XC6-1 5 24.04 2.72×103 6.81×105 
XC6-2 20 24.04 2.74×103 6.47×105 
XC6-3 40 24.90 1.53×103 3.53×105 
XC6-4 50 24.80 1.54×103 3.80×105 
XC6-5 100 31.93 1.38×101 3.19×103 
XC6-6 150 31.88 1.64×101 3.96×103 
XC6-7 200 25.64 9.28×102 2.00×105 
XC6-8 250 26.04 7.08×102 1.42×105 
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表 3  西柳油田不同深度土壤甲烷氧化菌的功能基因含量 
Table 3  Contents of pmoA gene of methane-oxidation bacteria in different depths of Xiliu oil field 

样品编号 
Number of samples 

深度 
Depths (cm) 

CT均值 
Mean value of CT 

测定均值 
Measured value (copies/μL) 

基因含量 
Gene content (copies/g) 

XL1-1 5 28.92 6.10×101 1.09×104 
XL1-2 20 28.49 7.83×101 1.54×104 
XL1-3 40 24.57 2.67×102 4.75×104 
XL1-4 50 25.57 1.44×102 2.76×104 
XL1-5 100 29.68 7.18×100 1.33×103 
XL1-6 150 28.79 1.42×101 2.79×103 
XL1-7 200 33.26 1.10×100 1.77×102 
XL1-8 250 28.44 1.71×101 3.55×103 

 

表 4  非油气田不同深度土壤甲烷氧化菌的功能基因含量 
Table 4  Contents of pmoA gene of methane-oxidation bacteria in different depths of non-oil and gas field 

样品编号 
Number of samples 

深度 
Depths (cm) 

CT均值 
Mean value of CT 

测定均值 
Measured value (copies/μL) 

基因含量 
Gene content (copies/g) 

HF1 5 31.32 1.69×101 3.07×103 
HF2 20 33.89 3.08×100 4.47×102 
HF3 50 25.80 6.90×102 1.26×105 
HF4 100 30.17 3.61×101 6.44×103 
HF5 150 31.19 1.78×101 2.31×103 
HF6 200 32.28 8.75×100 1.14×103 
HF7 250 31.33 1.63×101 2.33×103 

 

对比气田、油田和非油气田剖面甲烷氧化菌

pmoA基因含量，除 100 cm深度外，气田剖面甲烷
氧化菌 pmoA 基因含量明显高于油田和非油气田
(图 8)，与实际情况一致。孝泉气田气源充足，甲
烷是气体的主要成分，导致气田地表浅部甲烷氧化

菌异常发育；西柳油田甲烷氧化菌含量较小，并且

在 3个深度处小于非油气田的基因含量，其可能的 
 

 
 
图 8  气田、油田和非油气田包气带剖面沉积物甲烷氧化

菌 pmoA 基因含量随深度的变化 
Figure 8  Change in contents of methanotrophic pmoA 
gene with depth in sediment of the vadose zone profile 
above the gas field, the oil field and non-oil and gas field, 
respectively 

原因是：(1) 由油藏本身的性质决定，油田微渗漏
烃主要是 C2−C8的短链烃，甲烷含量较少；(2) 西
柳采油区已开采十几年，导致油藏压力下降，轻烃

微渗漏减弱，甲烷供应量低。非油气田没有深部气

源或很少，导致非油气田地表浅部甲烷氧化菌含量

很低，而 50和 100 cm处较高含量甲烷氧化菌可能
是生物成因甲烷所致。 

3  讨论 

随着油气勘探的深入发展，剩余油气资源的分

布愈加分散，油气藏越来越小，而且非构造油气藏

居多，常规勘探难度增大，勘探成本增高。因此，

将油气微生物勘探技术与地质、地球化学和地球物

理方法结合起来进行油气勘探，能够对地区进行廉

价有效的初期勘探，降低钻探风险，同时在勘探成

熟区，这项技术能够划分地震勘探查明的地质构造

的各种含烃级别，尤其是对预测非常规油气藏(如隐
蔽性油气)和深部油气藏具有重要意义[19-20]。 
传统实验方法为了评价微生物异常一般会进

行微生物显微测定、生化反应测定和生长活性测定

等，这些测定过程都无法避免传统实验室培养方法
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的弊端，即无法提供完整的甲烷氧化菌群落结构，

并且实验繁琐，数据冗长。与之相比，本实验所建

立的荧光定量 PCR 技术具有快速、准确、灵敏、
自动化程度高等优势，大大简化了实验技术。 

SYBR GreenⅠ对双链 DNA 的结合是非特异
性的，荧光定量 PCR 中的非特异性扩增产物，特
别是引物二聚体(Primer dimers，PDs)，也会产生荧
光信号并严重干扰对目的基因的定量。为了有效消

除引物二聚体(PDs)对实时定量结果的影响，依据
PDs和扩增产物熔解温度(Tm)不同的特点，可以在
延伸步骤之后，增加一个短暂的恒温和荧光检测步

骤，使这个步骤的温度高于 PDs的 Tm，但低于扩

增产物的 Tm
[21]。因此本实验优化条件中，在延伸

步骤之后设定了 84 °C收集荧光信号 15 s，84 °C
高于 PDs 的熔解温度，但低于特异性扩增产物的
熔解温度，此温度 PDs完全解链，有效避免了 PDs
对目的基因定量的干扰，大大提高了扩增特异性。 
在荧光定量 PCR 扩增实验中，可靠的标准曲

线应该符合以下条件[22]：线性相关系数 R2≥0.95；
斜率 k值范围–3.0−–3.9，理想标准曲线的斜率应该
等于−3.32；扩增率 E 值范围 80%−115%。本实验
中绘制的标准曲线的线性相关系数 R2=0.999 9，斜
率为−3.322，同时达到接近 100%的扩增率，表明
所构建的曲线是一条理想的标准曲线。最低检出浓

度为 101 copies/μL，重复实验中 CT值的变异系数

均小于 3%，与同类实验相比[23-24]灵敏度高、重复

性好。 
每个甲烷氧化菌细胞大约含有 2 个 pmoA 基 

因[25]，Kolb 等[17]的研究也进一步证实了此观点。

因此针对 pmoA 基因的荧光定量 PCR 得到的基因
拷贝数大约是细胞含量的 2倍。 
甲烷氧化菌pmoA基因含量具有随深度增加而

减少的趋势，这主要是由于土壤表层含氧量高，同

时，土壤表层温度和通气状况利于微生物的生存与

繁衍，因而表层土壤甲烷氧化菌含量较大，而随着

土层的加深，土壤养分、温度、通气状况不利于甲

烷氧化菌的生长，造成了底层的甲烷氧化菌含量减

少[26]。不仅微生物数量会随着深度变化，土壤深

度对微生物的多样性分布也有重要影响[27]。 
在孝泉气田和西柳油田，与其它深度相比， 

1.5 m处的甲烷氧化菌 pmoA基因含量较低，这与

大港油田相同深度观测的数据[15]正好相反，可能

是地层岩性组合不同所致。若取样处岩性颗粒较

粗，而上覆层是致密的粘土，则有利于来自深部气

源的甲烷气的保存和甲烷氧化菌的生长繁殖，检测

的 pmoA含量高；若取样处为致密的粘土，粘土孔

喉直径通常<0.2 μm，而微生物个体通常>0.2 μm，

则不利于甲烷氧化菌的生长繁殖，检测的 pmoA含

量低。孝泉气田剖面的检测结果正好说明上述情

况。取样时发现，200和 250 cm处岩性为中粗砂，

而 100 和 150 cm 处为粘土；检测结果显示，200

和 250 cm处 pmoA含量高，100和 150 cm处 pmoA

含量低。 

孝泉气田和西柳油田剖面分析结果显示，深度

小于 50 cm (包括 50 cm)的甲烷氧化菌 pmoA含量

较深度大于 50 cm 的含量明显高。由于深度小于
50 cm的土层易受人类活动的影响[28-30]，含量也不

稳定，因此，我们确定油气微生物勘探的最佳取样

深度 为 50 cm。 
气田、油田和非油气田剖面检测结果显示，气

田存在明显的甲烷氧化菌含量异常高值，而油田没

有出现异常高值，这与满鹏等[31]的研究结果相似。

气田、油田和非油气田的检测结果也说明，通过甲

烷氧化菌检测可区分气田与油田，但是不能较好地

区分油田和非油气田，生物成因甲烷是一个很大的

干扰。为了区分油田、气田和非油气田，甲烷氧化

菌的检测还必需结合其它指标才能实现，如丙丁烷

氧化菌的检测。 

4  结论 

(1) 所建立的荧光定量 PCR 方法最低检出浓
度达到 101 copies/μL，重复实验中 CT值的变异系

数均小于 3%，对非甲烷菌没有出现特异性扩增。
实验结果表明所建立的定量检测方法具有快速、特
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异、灵敏的特点，能够高效、准确地检测土壤中的

甲烷氧化菌含量。有效地将现代分子生物学技术与

油气勘探技术结合起来，避免了传统培养方法的弊

端，为快速检测油气田土壤指示微生物提供参考，

为微生物油气勘探技术的应用提供了技术支持。 
(2) 在进行微生物油气勘探时，采样深度应该

选择含菌量较大，同时避开受人为扰动较大的表层

土壤。根据不同深度剖面土壤检测结果，确定最佳

采样深度为 50 cm。 
(3) 实际样品的检测结果显示，甲烷氧化菌的

检测可区分气田与油田，但是不能较好区分油田和

非油气田，生物成因甲烷是一个很大的干扰。因此，

在利用甲烷氧化菌进行油气勘探时，还必需结合其

它指标，如丙丁烷氧化菌的检测，以进一步区分油

藏、气藏和非油气区。 
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