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　　摘要：厌氧发酵是解决秸秆和畜禽粪等农业废弃物污染的重要途径，为实现秸秆和牛粪的资源化利用，研究稻秆
和牛粪混合物料干、湿厌氧发酵特性，并对混合物料发酵前后的菌群结构进行分析。结果表明，稻秆与牛粪混合物料

干、湿发酵的挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）均以乙酸和丙酸为主，发酵 ｐＨ值均在５．６～７．７之间变化，湿发酵的总固体浓度
（ｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ，简称ＴＳ）累积产甲烷量（６３．８ｍＬ／ｇ）较干发酵（３６．９ｍＬ／ｇ）提高７３．９０％，发酵前后菌群结构发生较大变
化，细菌的优势菌群由消化链球菌（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、瘤胃菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ．１）和理研菌
（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）转变为普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、毛螺菌（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）和互养菌（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ），古菌的优势菌
群由甲烷杆菌（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）和甲烷球菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ）转变为以乙酸代谢为主的甲烷球菌
（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ）。
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　　我国每年产生的秸秆和畜禽粪达到８．００、３２．６４亿 ｔ［１］，
如果未能妥善处理，会对生态环境造成巨大危害。以秸秆与

畜禽粪混合为底物进行厌氧发酵生产沼气，既可解决农村畜

禽粪处理原料不足问题，也可缓解环境污染压力，还能实现清

洁能源的生产［２－３］。目前秸秆与畜禽粪的厌氧发酵多采用湿

式厌氧发酵形式，该方法耗水量大，沼液产生量多［４］，后续处

理不便。干发酵由于其发酵过程需水量较少，发酵后无沼液

产生、沼渣可用于直接制有机肥、减少二次污染等优点受到普

遍关注［５－６］；但单纯的畜禽粪干发酵，由于物料氨态氮含量

高，发酵系统易产生氨中毒现象［７－８］，而且物料较差的透气性

和传质性能也使发酵系统效率较低［９］。单一秸秆干发酵仍

须添加额外氮源以防止酸化现象［１０］；将畜禽粪与秸秆混合进

行干发酵既可改善发酵体系中的Ｃ／Ｎ平衡，降低发酵过程中
氨抑制的风险，又可通过秸秆的疏松结构改善原料间的接触

面、增强物料的传质性能。在发酵中微生物菌群对沼气的生

产发挥了重要作用［１１－１２］，分析厌氧发酵过程中微生物菌群的

结构及代谢产物的变化有助于了解发酵系统的运行状态，便

于改进发酵工艺，提高发酵系统的厌氧消化效率及产气量。

为此，本研究将鲜牛粪与稻秆按比例混合，研究混合物料高含

固率的湿发酵总固体浓度（ｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ，简称ＴＳ）（ＴＳ＝１０％）与
干发酵（ＴＳ＝２５％）的厌氧消化特性，并对发酵潜力好的一组
细菌和古菌微生物菌群进行１６ＳｒＲＮＡ高通量测序，研究发

酵前后微生物菌群的结构及功能变化，以期通过厌氧发酵途

径为秸秆和畜禽粪的资源化利用提供可靠技术支持。

１　材料与方法

试验于２０１６年１１月至２０１７年３月在西南大学废弃物
资源化利用实验室进行。

１．１　试验材料
　　鲜牛粪取自重庆市北碚区某奶牛养殖场；稻秆取自重庆
市北碚区歇马镇某稻田，稻秆已在田间自然风干半年，试验前

去掉稻穗，并将稻秆剪至１～２ｃｍ的小段。试验材料的理化
性质如表１所示。

表１　发酵原料的理化性质

原料
总固体含

量（％）
挥发性固

体（％）

总有机碳含量

（ｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ，简称
ＴＯＣ）（ｇ／ｋｇ）

总有机氮含量

（ｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ，简称
ＴＯＮ）（ｇ／ｋｇ）

鲜牛粪 １６．２０ １４．０８ ３９５．２５ ３１．４７
稻秆　 ８８．１２ ６９．０２ ３５２．０２ ８．７８

１．２　试验装置与试验方法
试验采用自制的发酵装置（图１），主要由２．５Ｌ的发酵

瓶、加热与温控装置、循环泵、集气量筒、导气管等组成。发酵

罐温度通过外部储水箱水加热后泵送至发酵罐保温层，以保

持恒温（３５±１）℃，产气量由排水法收集。试验设置干发酵
组和湿发酵组，２组试验发酵原料总质量均为８００ｇ，总固体
浓度分别为１０％、２５％，试验中稻秆与鲜牛粪按照干物质比
１∶１添加，厌氧发酵前先通入５ｍｉｎ氮气以除去发酵瓶内的
氧气。

１．３　分析方法
总固体含量采用烘干法测定；挥发性固体（ｖｏｌａｔｉｌｅｓｏｌｉｄ，

简称ＶＳ）采用马弗炉灼烧法测定［１３］；ｐＨ值采用精密 ｐＨ计
（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ－１０型）测定；挥发性脂肪酸（ｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，简
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称ＶＦＡｓ）采用高效液相色谱仪（ＬＣ２０１０）测定；纤维素酶活性
采用ＤＮＳ比色法测定［１４］；酶活性单位定义：１ｍＬ发酵液在一
定ｐＨ值和温度下在１ｍｉｎ内催化底物生成１μｍｏｌ的葡萄糖
为１个酶活单位，用Ｕ表示；总产气量采用排水法测定，甲烷
含量采用ＧＣ９７２０型气相色谱仪进行分析测定［１５］。

１．４　微生物多样性的测定
１．４．１　总ＤＮＡ的提取　取摇匀后的１．５ｍＬ发酵液，过滤，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，剩余沉淀物用于总 ＤＮＡ
提取。总ＤＮＡ的提取按照试剂盒（ＯＭＥＧＡＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ）的
说明书进行，使用０．８％琼脂糖凝胶电泳进行分子大小判断，
并利用紫外分光光度计对ＤＮＡ进行定量分析。
１．４．２　微生物菌群结构检测　试验选用长度约为２５０ｂｐ的
细菌１６ＳｒＲＮＡ基因高度可变的 Ｖ４区和长度为４２０ｂｐ的古
菌１６ＳｒＲＮＡ基因高度可变的 Ｖ４Ｖ５区测序。ＰＣＲ扩增选用
细菌１６ＳｒＤＮＡＶ４区特异性引物，５２０Ｆ（５′－ｂａｒｃｏｄｅ＋ＡＹＴＧＧ

ＧＹＤＴＡＡＡＧＮＧ－３′）、８０２Ｒ（５′－ＴＡＣＮＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ－３′）；
古菌进行ＰＣＲ扩增选用的引物为５１９Ｆ（５′－ＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＧＧ
ＴＡＡ－３′）、９１５Ｒ（５′－ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴ－３′）。ＰＣＲ
反应体系（２５μＬ）为：０．２５μＬＱ５ｈｉｇｈ－ｆｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡ聚合酶，
５μＬ５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，５μＬ５×ＨｉｇｈＧＣＢｕｆｆｅｒ，２μＬｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），２μＬＤＮＡ模板，１μＬ正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），
１μＬ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），加水补足至 ２５μＬ。ＰＣＲ扩增
程序：９８℃预变性３０ｓ；９８℃变性１５ｓ，５０℃ 退火３０ｓ；７２℃
延伸３０ｓ，２５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。将扩增产物通过２％
琼脂糖凝胶电泳进行检测，目标片段采用上海百赛生物技术

股份有限公司（Ａｘｙｇｅｎ）的凝胶回收试剂盒进行回收。文库
的制备和高通量测序由测序公司进行。

２　结果与分析

２．１　干、湿发酵过程中ＶＦＡｓ与ｐＨ值的变化
ｐＨ值和ＶＦＡｓ对厌氧消化产沼气有重要影响［１６－１７］。由

图２可知，在稻秆与牛粪混合物料的干、湿发酵中，ＶＦＡｓ与
ｐＨ值的变化存在较大差异。干发酵的 ｐＨ值在发酵１０ｄ时
降至最低，随后处于逐渐升高状态，而ＶＦＡｓ达到峰值的时间
滞后于ｐＨ值降低的时间，但湿发酵的 ｐＨ值降低与 ＶＦＡｓ的
升高同步。在稻杆与牛粪混合物料的干、湿发酵中，总 ＶＦＡｓ
均以乙酸和丙酸为主，甲酸和丁酸的含量相对较少，且乙酸含

量随发酵时间均呈先上升后下降的趋势。在干发酵中，乙酸

的平均浓度占总ＶＦＡｓ的４４．４％，明显高于湿发酵的３０．５％，
丙酸的平均浓度为２．８５ｇ／Ｌ，高于产甲烷菌对丙酸的耐受浓
度１．０ｇ／Ｌ［１８］，所以在干发酵后期出现了丙酸积累。湿发酵
进行到４０ｄ时，丙酸含量累积到５．０４ｇ／Ｌ，远超过产甲烷菌
的耐受能力，但由于此时甲酸、乙酸、丁酸浓度很低，加之湿发

酵较好的传质能力，产甲烷菌能够间接利用丙酸进行代

谢［１９］，使丙酸含量迅速降低，所以虽然发酵结束丙酸含量占

总ＶＦＡｓ的９０％，但系统并没有出现酸化现象。

２．２　干、湿发酵过程中酶活性的变化
混合发酵物料中含有半纤维素、纤维素、木质素，纤维素

酶活性在一定程度上反映了发酵底物的降解效率。由图３可
知，复合酶系的３种酶均参与混合物料的发酵水解，均呈先升
高后降低的趋势，并且在３种酶中酶活性最高的是内切葡聚
糖酶与β－葡萄糖苷酶，外切葡聚糖酶虽在发酵中期有较大
活性，但低于内切葡聚糖酶和β－葡萄糖苷酶活。干、湿发酵
的滤纸总酶活性在发酵的前２０ｄ整体呈上升趋势，并在２０ｄ
时达到峰值１．６８、１．４０Ｕ／ＴＳ，随后整体呈下降趋势。

２．３　干、湿发酵过程中日产气量与累积产气量的变化
由图４－ａ可知，混合物料干发酵与湿发酵在最初５ｄ均

经历了１个小的产气高峰（３２０、４１５ｍＬ），但此时气体成分中
甲烷含量均较低（图４－ｂ）。湿发酵在３０、４１ｄ时出现了２
次产气高峰，产气量分别达到７６５、６３５ｍＬ，干发酵在２８ｄ时
产气量开始增加，４３ｄ时达到产气高峰９０９ｍＬ，之后逐渐下
降，发酵结束时，湿发酵累积ＴＳ甲烷产量为６３．８ｍＬ／ｇ，较干
发酵的甲烷产量高７３．２％（图４－ｂ）。为此，对湿发酵的微
生物菌群结构进行分析。
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２．４　混合物料湿发酵中微生物菌群分布
由图５可知，厌氧发酵前后，细菌和古菌在菌群丰度上发

生了较大的变化。在发酵初期（发酵５ｄ），细菌中消化链球
菌（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、瘤胃菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、梭菌
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ．１）、理研菌（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）是优势菌群，分别
占２７．６％、１５．８％、１２．６％、６．７％；经厌氧消化后，普雷沃氏
菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、克里斯腾森菌（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）、毛螺
菌（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）、互养菌（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ）较发酵初期分
别提高１６．４％、１３％、７％、５．８％，成为产气高峰（发酵４０ｄ）
的优势细菌菌群。古菌中，发酵初期（发酵５ｄ）的产甲烷菌

主要 有 甲 烷 杆 菌 （Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）与 甲 烷 球 菌
（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ），它们的丰度差别不大，分别占菌群总
数的 １６．２％、１７．５％，但发酵进行至产气高峰（发酵４０ｄ）后，
甲烷球菌成为主要的优势菌群，其丰度达到３３．８％，而甲烷
杆菌降至９．２％。

３　讨论

糖类是厌氧发酵过程中的重要中间产物，是多数微生物

的营养物质。在发酵底物主要为木质纤维素时，糖类的产生

主要依赖于微生物分泌的纤维素酶对木质纤维素的水解作
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用。试验中，发酵前期纤维素酶活性逐渐升高，通过菌群检测

发现能够分泌纤维素酶的瘤胃菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）［２０－２１］、
能够 利 用 木 聚 糖 和 淀 粉 等 物 质 的 普 雷 沃 氏 菌

（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）［２２］、克里斯腾森菌（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）、毛
螺菌（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）及互养菌（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ）成为优势菌
群，同时，能够通过糖酵解平台水解产生 ＶＦＡｓ的梭菌
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ．１）和理研菌（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）也是优势菌
群［２３－２４］，因此发酵前期ＶＦＡｓ的含量随纤维素酶活性升高而
增加。在发酵中后期，利用 Ｈ２／ＣＯ２、甲酸盐、２－丙醇／ＣＯ２、
２－丁醇／ＣＯ２的甲烷杆菌

［２５］丰度大幅下降，利用乙酸和甲醇

等营养物质［２６］的甲烷球菌成为优势菌群，ＶＦＡｓ中的乙酸被
甲烷球菌利用产生甲烷，所以此时发酵系统中，乙酸含量几乎

为０，而甲烷含量逐渐增加。研究表明，只有当发酵系统内的
氢分压稳定在 ０．１～１０．１Ｐａ范围内时，丙酸的降解才会发
生［２７］，但发酵后期氢养型甲烷短杆菌的丰度大幅下降，不能

维持系统内较低的氢分压，这可能是丙酸积累的重要原因。

４　结论

稻秆与牛粪混合物料在干、湿发酵过程中，ＶＦＡｓ均以乙
酸和丙酸为主，甲酸和丁酸含量相对较低，ｐＨ值为 ５．６～
７．７，发酵系统没有出现酸化现象，湿发酵的累积ＴＳ甲烷产量
（６３．８ｍＬ／ｇ）较干发酵（３６．９ｍＬ／ｇ）提高７２．９０％。稻秆与牛
粪混合物料的湿发酵以甲烷球菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ）的乙
酸代谢为主，发酵前后，微生物菌群结构发生较大变化。发酵

初期，细菌菌群以消化链球菌（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、瘤胃菌
（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、梭 菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ．１）和 理 研 菌
（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ）为主，甲烷杆菌（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）与甲烷
球菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ）为古菌优势菌群，厌氧发酵后，细
菌优势菌群转变为普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、毛螺菌
（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）和互养菌（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ），古菌则以甲烷
球菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ）为主。
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