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一、中文摘要 
甲烷為能吸收輻射的遠紅外線、熱能而

增加地球的溫室效應。掩埋場是甲烷重要來

源之ㄧ，本研究由台南南沙崙掩埋場篩出8株
甲烷氧化菌，由16S rDNA親緣樹狀圖可知，

SA2、SA4及SC2為甲烷氧化菌Type I及Type II
之外的單系群，由mxaF特定功能基因之親緣
樹狀圖佐證SA6、SA9、SA14、SA15及SD1
為甲烷氧化菌Type II之Methanobacterium 
sp.。另探討土壤環境因子之影響，包括：甲
烷濃度變化、溫度變化及含水率之變化，結

果得知當溫度30℃、低甲烷濃度5%及含水率

為20%時，其甲烷氧化效果較佳；而利用優勢

因子添加菌株時，也可加速甲烷之氧化。 
關鍵詞：掩埋場、土壤、甲烷氧化菌、親緣

關係、接種 
Abstract 

Methane is an important greenhouse gas. 
Landfill is an important biogenic methane 
source. Methanotrophs are important regulators 
of methane fluxes from the landfill to 
atmosphere. There is limited information 
presently available on the community structure 
of methanotrophs in landfills in Taiwan. The 
study is an investigation on the community 
structure of methanotrophs as revealed by 
molecular method in Nan-Sa-Lun landfill in 
Taiwan. Phylogenic analysis of the 7 test strains 
were identified by 2 primers specific for the 16S 
rDNA and mxaF gene by NCBI database and 
MEGA software. Database searches indicated 
that SA2, SA4 and SC2 are monophyly from the 
phylogenic tree constructed by 16S rDNA ands 
would not hybridize to the Type I and Type II 
methanotrophs. SA6, SA9, SA14, SA15 and 
SD1 are most closely related to a group 
Methanobacterium sp. (Type II) by phylogenic 
analysis of partial DNA sequence of mxaF. 

Changes in various factors of CH4 concentration, 
soil water content and incubation temperature 
will also be estimated based on incubation 
experiments. The maximum oxidation rates for 
CH4 were found in 30℃, 5% CH4 and moisture 
content of 20%. Inoculation of methanotrophic 
isolates would also promote the oxidation rate 
of CH4. 
Keywords: landfill, soil, methanotroph, 
phylogenic relationship, inoculation  
 
二、緣由與目的 
溫室效應氣體可分為六類，即二氧化碳

(CO2)、甲烷(CH4)、氧化亞氮(N2O)、氫氟碳
化物 (HFCS)、氟碳化物 (PFCS)與六氟化硫

(SF6)。甲烷(Methane, CH4)對全球溫室效應之
影響約佔 15%，其生命週期約 12~17 年，且
其吸收輻射之潛勢為二氧化碳之30倍，在工
業化之前其大氣中甲烷濃度為 0.70 ppmv，目
前已提高到至 1.78 ppmv，平均每年約以1%
的速度在增加中(1,2,3)。 
    甲烷為大氣中主要的有機性碳氫化合物
氣體，其產生源主要來自於水稻田、反芻動

物、濕地、工廠排放、掩埋場等，就全球而

言，每年約有653 Tg 的廢棄物是經由掩埋法
來處理(4)，1999 年台灣地區以掩埋法(包括：
一般掩埋場與衛生掩埋法)處理者佔總垃圾量

之70~90 %，以1998 年的垃圾量來估算，台

灣地區甲烷總排放量為913 千公噸，其中甲
烷排放源以垃圾衛生掩埋場為最大宗(佔73 
%)。而在本人負責的93年國科會/環保署計劃
中測定台南地區二處垃圾掩埋場之溫室氣體

排放，其中南沙崙掩埋場之甲烷濃度介於2.39 
~1074.3 ppmv(5)。 

垃圾衛生掩埋時，覆土可防止蚊蠅滋生

之衛生問題，並可提供土壤微生物，加速垃
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圾分解，亦可提供甲烷氧化菌降低掩埋場之

甲烷排放，覆土厚度、垃圾之水份含量、基

質成分及掩埋時間皆會對甲烷排放量產生影

響甚大(6,7)。甲烷氧化現象是由Methylocystis sp. 
等微生物所造成(8) ，甲烷氧化菌可利用甲烷 

做為其生長時所需之碳源與能量來源(9)，在 

溼地與淡水系統中ㄧ年約可生物性氧化700 
Tg 的甲烷(10)。在有氧的狀態下，甲烷氧化菌

利用甲烷單氧氧化酵素(CH4 monooxygenase, 
MMO)將甲烷代謝成甲醇，再利用其他的酵素

將甲醇代謝為甲醛、甲酸，最後成為二氧化

碳(11,12,13)。 

台灣目前有關甲烷氧化菌微生物生態的

研究仍相當貧乏。本研究以台南縣南沙崙衛

生掩埋場不同掩埋齡區覆土作為篩選與分離

甲烷氧化菌之來源，進而探討土壤環境因子

(如：甲烷濃度、溫度、土壤含水率等)對掩埋
場甲烷氧化菌族群之菌數與甲烷氧化能力之

影響。並利用分子生物技術進一步分析研究

中分離之甲烷氧化菌純菌，以建立甲烷氧化

菌資料庫，並進行親緣關係的比對和甲烷氧

化菌社會結構的研究，以建立台灣本土掩埋

場甲烷氧化菌的資料庫。 

 

三、材料與方法 

1. 採樣區之選擇 
本研究以台南地區南沙崙作為研究試

區。此掩埋場屬於二仁溪流域，於民國64 年
進行掩埋，大部分場區為低窪地，以掩埋生

垃圾為主。因掩埋場規模小，故掩埋覆土之

作業亦較為簡單，並無妥善規劃土地之再利

用。各樣區之使用狀況示於表1。 

 
2. 採集土樣之前處理 
採集掩埋場覆土，土樣採集回研究室之 

後，先去除小草、石頭等雜物後，攤平、風

乾，並避免陽光直射。將風乾後的土壤充分

碾碎，再以篩網(2mm)過篩後，裝入夾鏈袋於
4℃下妥善保存。 

3.土壤基本性質分析 
土壤之基本理化性質參考土壤分析手冊

進行之。 

4.甲烷濃度分析 
    使用氣相層析儀 /火焰離子偵測器

(GC/FID)測之。 
5.甲烷氧化菌之分離與純化 
    配置無菌之無機鹽液體培養基，分別將
各掩埋齡區土壤加入 20 mL 的無機鹽液體培
養基，注入 1%甲烷，置於 25℃恆溫培養箱
中，培養 7~8天，以 GC-FID測甲烷濃度。 
以連續稀釋塗抹於固體無機鹽培養基

上，將菌點劃在固體無機鹽培養基上，置於

4℃下保存。將菌落植入 25 mL無機鹽液體培
養基中，並注入 1%甲烷濃度，確認各菌株之

甲烷化能力。 
6. 菌種分子生物鑑定 
(1). DNA萃取 
本 實 驗 利 用 Wizard genomic DNA 

purification kit (Promega Co.)進行試驗菌株

DNA之萃取。 
(2). DNA萃取濃度測試 
    將萃取出的 DNA 利用核酸分光光度計

(Biotech Photometer UV1101)，計算 O.D.260
吸光值及 O.D.260/ O.D.280比值。 
(3). 聚合酶鏈鎖反應 
    本實驗針對細菌的16S rDNA保守性區域
及特定功能基因加以設計，引子序列示如表

2。其中16S rDNA的引子為Uni27f＋1492r
【Holmes et al.,1995】，可選取出1465bp的PCR
片段產物。特定功能基因則選擇具有甲醇去

氫酶 (MDH)(Mcdonald et al.,1997; Horz et 
al.,2001; Thilo et al.,2001) 的 引 子 為

mxaF(f1003＋r1561)，可選取出558bp的PCR
片段產物(表2)。 
表2. 試驗中所使用之引子序列 

Target gene Primer set Sequence (5' to 3') Reference

16S rDNA

mxaF

Uni27f

1492R

f1003

r1561

GCGGCACCAACTGGGGCTGGT

GGGCAGCATGAAGGGCTCCC
(5,6,7)

(4)
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

TACGGTTACCTTGTTACGACT

 7. 瓊脂膠體電泳 
使用0.8% Agarose gel進行電泳來確認萃

取的基因組DNA 含量及純度。利用1.5％瓊脂
膠片分析聚合酶連鎖反應後之產物，以100伏
特進行電泳後，將膠片放置EtBr 溶液，染色
15 分鐘，再以二段水清洗數次後，放置於紫
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外光箱觀察，亮帶出現的位置與同時進行電

泳的DNA 標準品比對即可知道產物之純度

與分子量大小。 
8. DNA定序分析與繪製親緣樹狀圖 
待菌體把 DNA 抽出後，經進行 PCR 反

應後，再將 PCR 產物送交至「波仕特生物科
技公司」代為定序，待取得利用各段引子

(primer)所定序之結果，用 SeqMan 軟體將其
序列做重複檢查及連接，再將連接好之 DNA
序列上網至 NCBI，利用 Nucleotide Blast查詢
並與已發表的序列進行比對。並用 EditSeq軟
體儲存網路已知序列，再利用 BioEdit 之
Clustal Multiple alignment軟體整理序列，以

MEGA 4軟體計算遺傳距離並架構親緣圖。 
9. 甲烷氧化菌數測量 
    本實驗則採最大可能數(MPN)法－測甲
烷消耗量法。 
10. 環境影響因子 
(1). 甲烷濃度之變化 
    取5g掩埋區土壤，加入裝有45 mL液體培
養基的血清瓶，一組打入5%濃度的甲烷氣

體，另一組打入20%濃度的甲烷氣體，並各做

一組空白組來做對照，於25℃下恆溫培養，
測定甲烷濃度並計數甲烷氧化菌。  
(2). 溫度之變化 
取 5g掩埋區土壤，加入裝有 45 mL液體

培養基的血清瓶，打入 20%濃度的甲烷氣體

並分成兩組，並做一組空白對照組，分別孵

育在 20與 30℃下，測定甲烷濃度並計數甲烷

氧化菌。 
(3). 含水率之變化 
    取 5g掩埋區土壤，加入裝有 45 mL液體
培養基的血清瓶，打入 20%濃度的甲烷氣體

並分成兩組，並做一組空白對照組，分別以

液體培養基做含水率之變化，含水量分別為

20%、40%、60%，培養在 25℃下，測定甲烷
濃度並計數甲烷氧化菌。 
(4). 添加菌種試驗 
    取 5g掩埋區土壤，加入裝有 44 mL液體
培養基的血清瓶，將以事先培養在 NB無機鹽
液體培養基中 2~3天之菌種，分別取 1mL之
菌液加入 44 mL 液體培養基中，另外做一組
無菌種添加及土壤未滅菌之對照組，及無菌

種添加土壤已滅菌之空白組，打入 5%濃度的

甲烷氣體並培養在 30℃下，固定時間點測其
甲烷濃度並計數甲烷氧化菌。 

 
四、結果與討論 
1.南沙崙掩埋場之土壤性質 
南沙崙掩埋場土壤質地為砂質壤土。各

採樣區之EC 值大約在0.05-0.67ds/m 之間，
以B 區之EC 值較高。土壤pH 值約為7.4-8.4
之間，呈現偏鹼性。有機質含量約在0.66-9.9 %
之間，其中以B 區土壤之有機質含量較高。

有效磷含量約為8-18mg/kg 之間，各樣區差異

不大。而有效性鉀之含量約在35-379 mg/kg 
之間，則B 區之有效鉀略高於其他樣區。總

氮含量約為0.39-0.87g/kg 之間，吹氣口之總
氮含量較低於其他樣區，其次以A 區之總氮
含量較多。微量元素方面，包括：Cu、Fe、
Mn 及Zn，以A區之微量元素含量較高於其他

樣區。 
2.甲烷氧化菌之分離 
    在台南南沙崙衛生掩埋場土壤中分離出 
20株甲烷氧化菌，將 20株菌落分別植入無機

鹽液體培養基，注入 1%甲烷濃度，測其初始

濃度，置入 25℃恆溫培養箱培養 7~8 天再測
其甲烷濃度，其中現齡掩埋區所分離的菌株

有較好的甲烷代謝能力。將菌體抽 DNA送定
序鑑定並上網做比對，發現有 5 株菌並非屬
甲烷氧化菌。 
3.菌株之分類鑑定 
萃取出的DNA濃度則可利用核酸分光光

度計 (Biotech Photometer UV1101)，  顯示
O.D.260/O.D.280比值範圍約在 1.467~2.056，
即不受蛋白質干擾，DNA 濃度範圍約在

1100~2150 µg/mL，其中以 SC2 的濃度為最

低，SA14的濃度為最高。 

 
圖 1.16S rDNA保守片段 PCR之結果 

M：Marker (Bio-100 Ladder , Cat# M1-100T) 
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Land 1-8：SA9、SA2、SD1、SC2、SA4、SA6、
SA14、SA15 
本研究利用 16S rDNA 保守片段及特定

功能基因引子探討甲烷氧化菌，將 PCR 產物
片段於 1.5 % agarose 進行膠體電泳，16S 
rDNA保守片段之電泳圖如圖 1所示，8株菌
皆有 1500 bp左右的 DNA產物。而特定功能
基因 mxaF之電泳圖如圖 2所示，其中 SA2、
SC2及 SA4菌株並無 DNA產物，其餘五株菌
之DNA片段約在 500 bp左右，推測 SA2、SC2
及 SA4等菌株，可能是 Type X或是別種型態
的甲烷氧化菌。 

 
圖 2. mxaF特定功能基因 PCR之結果 

M：Marker (Bio-100 Ladder , Cat# M1-100T) 
Land 1、2、3、4、5：SA9、SD1、SA6、SA14、
SA15 
4. 定序結果 
4-1 16S rDNA親緣關係 
    以 16S rDNA保守片段序列所架構之 NJ
樹狀圖如圖 3，其中有 10 種不同屬的甲烷氧

化 菌 分 別 有 Type I 的 Methylomonas, 
Methylosarcina, Methylocaldum, Methylobacter, 
Methylomicrobium, Methylothermus；Type II
的 Methylocella、Methylosinus、Methylocystis；
未命名的甲烷氧化菌及 Methanobacterium, 
Methanobrevibacter，因為甲烷菌是較甲烷氧
化菌早存在之古生細菌，故以甲烷菌用來做

為比較之外群。 
    由樹狀圖發現，所有甲烷氧化菌為一單

系群(monophyly group)，SA6、SA9及SA15是
比較靠近屬Type II的甲烷氧化菌，而SA2、
SA4及SC2卻介於Type I及Type II之間，推測
SA2、SA4及SC2可能是Type X或是其他新屬
種，而SD1及SA14因送定序之結果不理想，

故此2株菌在樹狀圖位置亦屬合理。Kightly等
學者(14)也指出在高甲烷濃度之土壤，如掩埋

場覆土、水稻田、產天然氣上的土壤、溼地

等，其菌群有較高的甲烷氧化能力，但其親

和力較低，此菌群已在細菌學中被發現，且

以Type II 甲烷氧化菌居多。SC2是介於Type I
與Type II二單系群之外的另一單系群的甲烷
氧化菌，且SC2菌株是從封閉已久的掩埋場所
篩出的菌種，而SA4、SA2卻存在於現齡掩埋
區中，故此單系群可能為文獻上較少討論之

Type X。 
    各菌株之遺傳間距相差多少，其屬內間
距範圍在 0.000~0.036之間，可用來作為判別

是否可成為同屬之基礎，間距差若在 0.036以
內便有機會視為同屬，若相差大於 0.036則為
不同屬，SA9跟 SA6之遺傳間距只有 0.030，
極可能為同屬株菌，也發現作為外群的甲烷

菌遺傳距離都非常大，皆在 0.7以上。而 SA2、
SC2 及 SA4 與任何一屬之間距都差異很大，

可確定 SA2、SC2及 SA4極有可能是 Type X
或是其他新屬種；雖然 SA6、SA9及 SA15在
Type II之單系群中，但也獨立為一小分支，

無法斷定屬於何分類群，故此 6 者皆需更進

一步研究，已確定分類定位。 
 Methylomonas (AF150798)
 Methylomonas (AF150800)
 Methylomonas (AF150796)
 Methylosarcina (AY007296)
 Methylosarcina (AF177297)

 Methylomicrobium (DQ496231)
 Methylobacter (EF495157)
 Methylomicrobium (DQ496229)
 Methylomicrobium (DQ496230)
 Methylothermus (AY829009)

 SC2
 SA2
 SA4

 Methylorhabdus (AF004845)
 SA6
 SA9
 SA15
 Methylocella (AJ491847)

 Methylosinus (AF150788)
 Methylosinus (AF150802)
 Methylocystis (AF150790)
 Methylocystis (DQ496232)

 Methylosinus (AJ458477)
 Methylosinus (AF150804)
 Methylosinus (AJ458481)
 Methylosinus (AJ458482)

 Methanotroph (AF183837)
 SD1

 SA14
 Methylocaldum (DQ002937)

 Methylocaldum (DQ002938)
 Methanotroph (DD234354)

 Methanobacterium (DQ517520)
 Methanobrevibacter (EF112194)

55

81

100

100

100

100

96

100

55

100

70

100

67

100

99

92

67

58

50

91

39

22

65

62

99

75

100

100

95

99

0.05  
圖 3. 16S rDNA保守片段之親緣樹狀圖 
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    在 mxaF特定功能基因所做出之結果，有
8 種不同屬的甲烷氧化菌及三株未命名的甲

烷菌，8種不同屬的甲烷氧化菌分別有 Type I
的 Methylocaldum；Type II的 Methylobacillus, 
Methylosinus, Methylocystis；未命名的甲烷氧
化 菌 、 Methylobacterium, Methylorhabdus, 
Methylopial, Methylohalomonas。 
    由圖 4 可知，樹形圖的上半部皆屬
Methylobacterium之單系群，故可確定 SA6、
SA9、SD1、SA14、SA15皆應為同屬之菌種。    
進一步觀察菌株間之遺傳間距，雖然 SA6 與
SA14的遺傳間距為 0.000，但由於 mxaF特定
功能基因片段太短，所以不能判斷菌株是否

為同一菌種，此 2菌株之 16S rDNA保守片段
中仍有所差異。而 SA9 與 Methylobacterium 
(EF030548)之遺傳間距也非常的近，SA15 與
Methylobacterium (EF031552)較接近，可推測
Methylobacterium的屬內間距有所差異，四個

屬的屬內間距差異都不小，其範圍大約從

0.029~0.289，若以 mxaF特定功能基因做分屬
的話，其差異性會較高。 

 SM1
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 Methylorhabdus (AJ878070)

 Methylosinus (AJ868414)

 Methylocystis (AM283544)

 Methylocystis (AJ868412)

 Methylocystis (AJ868413)

 Methylocystis (DQ664499)

 Methylopila (AJ878071)

 Uncultured methylotrophic (AY468367)

 Uncultured methylotrophic (DQ266884)
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圖 5. mxaF特定功能基因之親緣樹狀圖 
5. 影響甲烷氧化之因子 
5-1甲烷濃度變化 
   當在低濃度的時候甲烷氧化菌較不受抑

制(圖 5)，濃度低，甲烷氧化也較快，甲烷為

5%時，大約 14天其甲烷氧化率約為 99%，而
當甲烷濃度為 20%時，要到 21天甲烷氧化率

才約 98~99%。在高、低濃度下，Bender學者
指出會有下列兩種不同的甲烷氧化菌群： (1)
高甲烷濃度下，其菌群有較高的甲烷氧化能

力。(2)低甲烷濃度下，其菌群有較低的甲烷

氧化能力。且從 20%甲烷濃度的菌數中可看

出，會因起始甲烷濃度較高時，甲烷氧化菌

的遲滯期也會較久一點，而最後的菌數突然

驟降的推測可能原因：可能是因為沒有足夠

的營養鹽及甲烷碳源，導致菌數衰減。也有

可能是因為瓶子裡的甲烷量不足而導致菌數

衰減。 
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圖 5.甲烷濃度變化之結果 
5-2溫度變化 
    掩埋場中溫度的高低，主要受各種熱源

之消長而變化，其熱源包括有機物分解或燃

燒，及來自於太陽輻射，一般而言，影響掩

埋場產氣之熱源以掩埋垃圾所產生之熱為

主，垃圾所產生之熱源消散緩慢，使得掩埋

場內部溫度可達 40℃以上。 
    本試驗分別以 20℃及 30℃作溫度變化測

試，由結果(圖 6)發現，溫度較低時其甲烷氧

化速率較慢，當控制溫度為 20℃時，需要約
25天甲烷氧化率才可達到 98~99%，而溫度為

30℃時，則只需 21 天甲烷氧化率就可達

99%，推測其原因可能是因為掩埋場長期處於
中高溫狀態，使得掩埋場中幾乎以中高溫菌

居多。根據 Börjesson and Svensson(17)於研究

掩埋場甲烷排放量之季節性變化以及日變

化，發現其受到甲烷氧化作用的調節而變

化，排放量與溫度呈現負相關，高溫時甲烷

氧化菌有較高的活性，因此造成甲烷的消

耗，使得其淨排放通量減少。且由菌數可知，

30℃的溫度比較容易適合菌數增長，而 20℃
卻會稍微延遲菌數生長。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     



 7

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Time (day)

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000
C

H
4 

co
nc

en
tr

at
io

n 
(p

pm
)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

nu
m

be
r 

of
 m

et
ha

no
tr

op
hs

 
10

3  (
M

PN
/g

 d
ry

 so
il)

34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
Time (day)

 
200C Blank
200C Sample
300C Blank
300C Sample
200C number of methanotrophs (MPN/g dry soil)
300C number of methanotrophs (MPN/g dry soil)  
圖 6.溫度變化之結果 

5-2含水率變化之結果 
    掩埋場垃圾分解屬於固態發酵，而非一
般厭氣環境含水率達飽和之情形，其含水率

從零到飽和之狀態皆有，因此含水率多寡對

微生物生長有絕對之關係，另水分之多寡也

會影響有機物之傳輸。 
    本實驗分別利用含水率為 20%、40%、
60%作為試驗，結果如圖 7所示，當含水率為

60%時其甲烷氧化率為最慢，而含水率為

20%、40%時其甲烷氧化效率相近，但仍以含

水率為 20%時最快，其甲烷氧化率在 21天時
約為 97~99%。甲烷氧化菌生長之最適含水率

因受土壤質地之不同而不同，但大致上來

說，含水率太高或太低都會降低甲烷氧化菌

之活性，間接影響了甲烷之氧化率及逸散

量。Whalen等(18)指出在 San Francisco 的市立

掩埋場的覆土中，其最大的甲烷氧化速率在

重量含水量為 11%，而 Bender and Conrad(15,16)

在德國和義大利所取的四種土樣（草原土、

耕地土、森林土、稻田土）指出最適甲烷氧

化反應的含水量範圍為 20~35%，由此可知其
差異性。 
6. 菌株接種試驗 
    當甲烷濃度為 5%時、溫度為 30℃、含水
率為 20%時，有較好的甲烷氧化效率。以 5%
甲烷濃度、30℃之溫度作為基本條件，加入

5g土壤與 44 mL液體培養基的血清瓶，植入
事先培養於 NB液體培養基中 2~3天之菌種，
分別取 1mL 之菌液加入 44 mL 液體培養基
中，並以MPN法計數甲烷氧化菌數，並以含

滅菌土組做為空白組。 
由圖 8 可知，接種 SD1 及 SC2 培養至第 13
天其甲烷氧化率可達 99%，其他五株菌皆在
第 10天就可達甲烷氧化率 99%，且 SA6氧化
最快。與不外加菌株和含未滅菌土狀態的對

照組比較，含未滅菌土組需 15天才可達甲烷
氧化率 99%以上。 
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圖 7. 含水率變化之結果 
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圖 8. 控制因子添加菌數試驗結果 
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