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高效降解纤维素产甲烷复合菌群的富集和群落结构解析
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　　摘要：纤维素是农业秸秆的主要组成部分。对降解纤维素产甲烷功能菌群的研究不够深入和缺乏高效的功能菌
群，极大地制约了循环资源化利用农业秸秆来生产生物燃气的技术工艺开发。为深入解析能够高效降解纤维素产甲

烷的复合菌群，实现农业废弃物的资源化利用，采用亨盖特厌氧管技术从多个环境样品中富集和筛选能够厌氧消化纤

维素产甲烷的复合菌群，利用气相色谱法测定富集管中甲烷含量和挥发性脂肪酸盐含量，测定复合菌群在不同添加浓

度下的纤维素降解率，以评估复合菌群产甲烷性能和纤维素降解能力。通过高通量测序技术解析不同环境样品中的

微生物群落结构。结果表明，从３个环境样品中成功富集培养出能够降解纤维素产甲烷的复合菌群，甲烷含量最高可
占气体产出的９２．２％，挥发性脂肪酸得到有效利用，只添加了乙酸盐的样品ＬＤ－１在厌氧消化过程中的挥发性脂肪
酸盐含量降低到７２６．４ｍｇ／Ｌ。３个环境样品富集得到的复合菌群对纤维素均表现出较高的降解能力，纤维素添加量
为１０ｇ／Ｌ时，最高降解率可达３２．１％，５０ｇ／Ｌ纤维素添加量下纤维素最高降解量为９．０５ｇ／Ｌ。细菌分类上厚壁菌门
和变形菌门是主要优势菌门，古菌分类上广古菌门和Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ是主要的优势门。在细菌属水平上，发挥关键功能
的菌群主要有假单胞菌属、芽孢杆菌属、Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ、梭状芽孢杆菌属和醋弧菌属等；在古菌属水平上，厌氧消化过程中
发挥关键功能的菌群主要有甲烷袋状菌属、甲烷杆菌属、Ｍｅｔｈａｎｏｒｅｇｕｌａ、鬃毛甲烷菌属和甲烷八叠球菌属。研究结果
有助于科学构建高效的复合菌剂，助力农业秸秆的循环资源化利用。
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　　化石燃料作为不可再生能源一直在维持人类
社会稳定发展上发挥着重要作用，然而全球化带来

的快速工业化和城市化以及人口增长正在加速化

石燃料的能源消耗，化石燃料的日渐消耗以及带来

的温室气体排放正在促进利用生物质废弃物生产

可再生清洁能源的研究［１］。因此，将可生物降解的

生物质原料用作生物能源的生产以替代传统能源

是目前能源研究的侧重点之一。

在中国的广大农村地区，每年都会产生大量的

未利用生物质能源原料，比如仅２０１５年我国就产生
了约９亿ｔ农业秸秆［２］。农业秸秆这类农业废弃物

目前较为常规的处理方法是直接焚烧和重新耕入

田地，这些处理方式可能会导致较为严重的环境问

题，例如空气污染和土壤退化［３］。事实上农业废弃

物本质上是木质纤维素生物质，虽然不同类型的农

业废弃物之间木质纤维素的构成会有差别，但大体上

而言木质纤维素的基本结构主要由纤维素（３５％ ～
５０％）、半纤维素（２０％ ～３５％）和木质素（１０％ ～
２５％）以及少量其他有机和无机物质组成［４］。对农

业废弃物进行厌氧消化是一种可持续的、具有成本

效益的生物燃料生产技术；厌氧消化产生的大量沼

气可部分替代化石燃料，满足社会的能源需求，厌

氧消化过程产生的沼渣可用作化学工业高附加值

生产的原料。据我国政府的相关统计显示，有２０％
以上的农业秸秆可用于厌氧消化并且在 ２０１６—
２０２０年期间我国就已经有计划要建设近２万个沼
气项目用于处理各农村地区产生的农业秸秆［５］。

农业废弃物的厌氧消化过程由相关微生物主

导。到目前为止，三阶段和四群理论是对生物质废

物利用厌氧微生物过程较为全面的描述，其中三阶

段厌氧消化包括水解、酸化和产甲烷，四群理论包

括可将Ｈ２／ＣＯ２转化为乙酸的同型乙酸菌
［６］。在水

—２７２— 江苏农业科学　２０２５年第５３卷第６期



解阶段中，农业废弃物中顽固的木质纤维素结构被

木质纤维素降解菌降解，相关的水解细菌将农业废

弃物内十分复杂的有机物降解成长链脂肪酸、单

糖、氨基酸和多肽等。酸化阶段在产酸细菌的作用

下，水解细菌代谢的底物进一步被分解成分子结构

更小的底物，例如挥发性脂肪酸和 Ｈ２，并伴随着细
胞物质的生成。产甲烷阶段中乙酸、甲酸、甲醇和

Ｈ２／ＣＯ２等被严格厌氧的产甲烷古菌转化为甲烷
［７］。

农业废弃物虽然来源广、可持续，但木质纤维

素本身结构的复杂性导致了农业废弃物的降解和

沼气转化效率仍不理想，水解阶段中木质纤维素本

身的降解速率限制了整个微生物厌氧发酵的生产

效率［８］。因此，在自然界中寻找高效的农业废弃物

降解菌群是提高沼气产量的关键，木质纤维素厌氧

消化菌群的协同合作关系十分紧密，纤维素厌氧降

解菌群和产甲烷菌群完全可以通过富集的方式进

行针对培养。在１９８１年就有人首次通过亨盖特厌
氧管技术分离到了共生的纤维素厌氧降解菌和产

甲烷菌，并且发现在液体富集的不断转接中这种菌

群共生协同关系可以稳定存在［９］。木质纤维素降

解利用菌群广泛地存在于自然界的土壤、木屑堆、

污水、温泉、食草动物瘤胃和昆虫肠道中［１０］。更好

地了解混合培养环境中的木质纤维素降解菌群将

有助于解决水解的限速现象，并最终无需相对昂贵

且低效的方法来处理这些顽固的木质纤维素结构。

本研究通过对不同类型的环境样品进行针对

性的富集培养来分离出不同的木质纤维素降解菌

群，为农业废弃物高效降解及沼气发酵提供更多的

微生物资源；并通过高通量测序手段识别并分析不

同环境样品筛选出的菌群结构，为后续开发高效利

用农业废弃物的厌氧消化菌群提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
本试验于２０２１年３月至２０２２年１０月在四川

省成都市武侯区四川大学望江校区进行。本试验

的环境样品主要有４个来源：第１个环境样品来源
于四川省成都市某林地落叶堆积处下方的土壤，第

２个环境样品来源于成都市河岸旁竹林密集生长处
的腐殖层，第３个环境样品来源于实验室已有的污
泥富集培养菌液［１１］，第４个环境样品来源于成都市
双流区西航港街道川大南路二段３１６号成都科雅污
水处理有限公司提供的二次沉淀池的污泥。环境

样品在手动采集后立即放入无菌样品密封袋中密

封保存，并立即运送回实验室中进行富集培养。试

验过程中不同环境样品对应的编号分类如表 １
所示。

表１　不同编号环境样品的碳源添加和菌群分析情况

样品编号 样品来源
是否添加

乙酸盐

是否添加

纤维素结晶
菌群分析情况

ＬＤ－１ 林地 ＋ － －

ＬＤ－２ 林地 ＋ ＋ 古菌＋细菌分析

ＬＤ－３ 林地 － ＋ 细菌分析

ＺＬ－１ 竹林腐殖层 ＋ － －

ＺＬ－２ 竹林腐殖层 ＋ ＋ 古菌＋细菌分析

ＺＬ－３ 竹林腐殖层 － ＋ 细菌分析

ＷＮＣ－１污泥富集培养液 ＋ － －

ＷＮＣ－２污泥富集培养液 ＋ ＋ －

ＷＮＣ－３污泥富集培养液 － ＋ －

ＷＮ－１ 沉淀池污泥 ＋ － －

ＷＮ－２ 沉淀池污泥 ＋ ＋ 古菌＋细菌分析

ＷＮ－３ 沉淀池污泥 － ＋ 细菌分析

　　注：“＋”表示添加，“－”代表未添加或未进行菌群分析。

１．２　培养基与富集培养液的配制
富集培养使用的培养液包含了４种基础培养

基，分别为盐原液、微量金属原液、半胱氨酸盐酸盐

原液和九水硫化钠原液［１２］。盐原液由以下物质组

成：ＮａＣｌ２．１７ｇ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ５．５ｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．１４ｇ、ＫＣｌ０．３４ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．１９ｇ，将上述物质在
１Ｌ去离子水中充分溶解后高温高压灭菌（１２１℃
２０ｍｉｎ）储存于４℃冰箱中备用。

矿物质基液由以下物质组成（稀释倍数１００）：
氨三乙酸１．５ｇ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２．４８ｇ、ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ
０．５８５４ｇ、ＮａＣｌ１ｇ、ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ０．０７１５ｇ、ＣｏＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ０．１５２４ｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．１ｇ、ＺｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ
０．０８５３ｇ、ＣｕＣｌ２０．００５４ｇ、ＡｌＣｌ３０．０１０３ｇ、Ｈ３ＢＯ３
０．０１ｇ、Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
０．０３ｇ、Ｎａ２ＳｅＯ３·５Ｈ２Ｏ０．０００３ｇ、Ｎａ２ＷＯ４·２Ｈ２Ｏ
０．００８ｇ。上述物质都用精密称量仪称取，准备１Ｌ
的去离子水，先将氨三乙酸溶解于去离子水中并将

ｐＨ值调到６．５，然后再加入其余所有矿物质并使其
完全溶解，最后再将溶液的 ｐＨ值调到７．０，高温高
压灭菌后储存于４℃冰箱备用。

半胱氨酸盐酸盐原液由３．５０３ｇＣｙｓｔｅｉｎｅ－ＨＣｌ·
Ｈ２Ｏ组成（１００ｍＬ／ｇ，稀释倍数１００）。将相应重量
的半胱氨酸盐酸盐配制好后单独放在干燥的小烧

杯内，同时准备相应容量的去离子水，接着将两者
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分别放入厌氧操作室内进行去氧过夜，第２天在厌
氧室（型号ＬＡＩ－３６００ＶＡ）中将水与相应物质混合
彻底溶解后装入血浆瓶中，最后用丁基胶塞密封后

拿出进行高温高压灭菌。

硫化钠原液由 ２．４ｇＮａ２Ｓ·９Ｈ２Ｏ组成
（１００ｍＬ／ｇ，稀释倍数１００），其储存方法与半胱氨酸
盐酸盐原液的制备保持一致。

富集培养液由上述配制好的原液组成，往容量

为１００ｍＬ的蓝口瓶添加９９ｍＬ的盐原液，然后再添
加１ｍＬ的矿物质基液，最后在厌氧条件下以５ｍＬ
的容量分装到亨盖特厌氧管中。半胱氨酸盐酸盐

原液和硫化钠原液培养基待其他培养基分装到厌

氧管后再添加，两者均每５ｍＬ添加１００μＬ。不同
富集液中环境样品根据碳源添加的不同可以分为

三大类，固体碳源分为无水乙酸钠（８．２ｇ／Ｌ）和纤维
素结晶粉末（１ｇ／Ｌ），具体的碳源添加分类见表１。
１．３　试验项目与分析方法
１．３．１　不同环境样品的富集筛选培养　准备好相
应数量的厌氧管和丁基胶塞，一个环境样品要在３
种含有不同碳源的富集培养液中进行同批富集培

养。接种时除了实验室来源的污泥富集液以体积

比１０％的形式添加到厌氧管，其余都是先将环境样
品中的土壤或污泥取样装到１ｍＬ离心管的一半，再
将离心管内的样品倒入已经分装好培养基的厌氧

管中。所有密封好的厌氧管都放置在３０℃的恒温
培养箱中避光培养１４ｄ。
１．３．２　沼气组分与甲烷产量的测定　使用气压计
测定富集管中初始气压和富集培养结束后的气压，

两者之间的气压变化换算为相应的甲烷产量。使

用带有热导检测器的气相色谱仪（ＦｕｌｉＧＣ９７２０Ｐｌｕｓ，
浙江福立分析仪器有限公司）分析不同环境样品富

集筛选过程中富集管顶空沼气组分的变化。

１．３．３　富集培养液挥发性脂肪酸盐组成和含量的测
定　用气相色谱仪配有的火焰离子化检测器和毛细
管ＲＢ－ＦＦＡＰ色谱柱（３０ｍ×０．５μｍ×０．３２ｍｍ）测
定厌氧管内富集培养液中挥发性脂肪酸盐的成分

与含量。进行ＦＩＤ检测的样品在进样前都需要用甲
酸酸化，甲酸添加量为每１００μＬ样品添加１μＬ，然
后加入与样品体积相同的内标物４－甲基戊酸。
１．３．４　Ｈ２／ＣＯ２专性培养试验　将培养了１４ｄ的
ＬＤ－２、ＺＬ－２和 ＷＮ－２以同样的培养方法转接到
新的厌氧管，通入标准的８０％ Ｈ２和２０％ ＣＯ２来置
换厌氧管内所有的顶空气体并进行为期１４ｄ的培

养，这批培养样品分别命名为 ＬＤ－ＨＣ、ＺＬ－ＨＣ和
ＷＮ－ＨＣ并各设置３个平行样。Ｈ２／ＣＯ２专一培养
过程不添加任何其他碳源，在培养了７ｄ后同样进
行气体产量、气体组分、挥发性脂肪酸组成和含量

的检测。

１．３．５　纤维素降解试验　为了比较好地评价纤维
素降解菌对纤维素的降解效果和酸化情况，将培养

了１４ｄ后的ＬＤ－３、ＺＬ－３和ＷＮ－３以同样的培养
方法和培养时间转接到新的厌氧管中转接培养 ２
批，每批１４ｄ，以此培养后的３组厌氧管分别命名为
ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ和 ＷＮ－Ｃ。然后将这３组厌氧管中
的培养液再次以体积比１０％转接到添加了不同浓
度纤维素为唯一碳源的培养液中，进行为期７ｄ的
培养，纤维素添加的浓度分别为１０、５０、１００ｇ／Ｌ。纤
维素降解量参照岳丹等的方法［１３］进行测定，每个添

加量水平的纤维素降解试验转接样本均设置３个平
行样。测定 ７ｄ时各厌氧管内培养液的 ｐＨ值，各
培养基初始ｐＨ值为７．２±０．１。
１．３．６　样品微生物群落结构分析　将 ＬＤ－Ｃ、
ＺＬ－Ｃ、ＷＮ－Ｃ以及表１所示的相关样品进行微生
物群落分析。不同样品各取 １ｍＬ培养液在
１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，倒掉上清液留下沉淀。
使用ＭＰＦａｓｔＤＮＡＴＭＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ（Ｓｏｌｏｎ，Ｏｈｉｏ，美
国）提取试剂盒提取沉淀中的微生物ＤＮＡ。提取好
的ＤＮＡ利用 ｉｌｌｕｍｉａＮｏｖａＳｅｑＰＥ２５０平台（北京诺禾
致源生物科技有限公司）对细菌和古细菌１６ＳｒＤＮＡ
进行高通量测序，获得成对末端读数。细菌和古细

菌的引物组分别为 １６ＳＶ３－Ｖ４和１１０６Ｆ－１８３７Ｒ。
２０２４年３月对测序结果进行分析和整理。对测序
结果的基因片段进行拼接、过滤和降噪处理，得到

扩增子序列ＡＳＶ，用于接下来的物种多样性和丰度
分析，以揭示特定样本之间微生物组成和群落结构

的差异。

２　结果与分析

２．１　不同环境样品产气性能的比较
比较环境样品中微生物的产气性能有助于评

估不同环境样品中微生物生产生物质能源的潜力。

由图１可知，不同样品均有甲烷产出，其中 ＷＮ－１、
ＷＮＣ－２、ＺＬ－１和 ＬＤ－１分别是各自环境样品中
甲烷比例最高的，甲烷占比分别是９２．２％、２９．１％、
７９．８％和８７．８％。在只添加了纤维素作为唯一碳
源的培养条件下ＬＤ－３、ＺＬ－３、ＷＮＣ－３和 ＷＮ－３
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的甲烷含量分别是 ５５．３％、６０．８％、１９．９％和
６８２％。总体来说，来源于实验室污泥富集培养液
的微生物产出的沼气质量最差，沉淀池污泥中富集

出的微生物产出的沼气含有最高的甲烷含量，来源

于林地和竹林腐殖层的环境样品同样培养条件下

产出的沼气甲烷含量接近。

除了ＷＮＣ外，其余环境来源的样品在不同培
养条件下都有明显的甲烷产出。同时添加乙酸钠

和纤维素作为碳源的各环境样品培养液表现出最

高的甲烷产量，ＬＤ－２、ＺＬ－２、ＷＮ－２的甲烷产量
分别为 １．６９、１．２５、２．２６ｍＬ／ｍＬ。ＬＤ－３、ＺＬ－３、
ＷＮ－３的 甲 烷 产 量 分 别 为 ０．４１、０．５０、
１．１６ｍＬ／ｍＬ，表明纤维素在这３个环境来源可以被
最终降解利用为生物燃气。鉴于 ＬＤ－２、ＺＬ－２和
ＷＮ－２在甲烷含量和产量上的优势，后续进一步选
择这３组环境样品进行Ｈ２／ＣＯ２专一培养以及作为
产甲烷菌和细菌群落结构分析的样品。

２．２　不同环境样品挥发性脂肪酸盐的组成和含量
比较

由图２可知，培养１４ｄ后培养液中共检测出５
种挥发性脂肪酸盐，分别为乙酸盐、丙酸盐、异丁酸

盐、丁酸盐和异戊酸盐。由表１可知，除了 ＬＤ－３、
ＺＬ－３、ＷＮＣ－３和 ＷＮ－３只添加了１ｇ／Ｌ的纤维
素外，其余管内培养液都添加了８．２ｇ／Ｌ的无水乙
酸钠，在经过不同环境样品微生物的厌氧消化后挥

发性脂肪酸盐的组成丰富了起来。ＷＮＣ－１、ＷＮＣ－
２样品在相同培养条件下有着较高的挥发性脂肪酸
盐含量，其中 ＷＮＣ－２样品有着最高的挥发性脂肪
酸盐含量（３５６８．９ｍｇ／Ｌ），而其余样品中培养液的
无水乙酸钠都在被大量的消耗。只添加纤维素的

ＬＤ－３、ＺＬ－３和 ＷＮ－３也各自检测出 ３９７．１、
４１１．９、８８４．４ｍｇ／Ｌ的挥发性脂肪酸盐含量。由图
２－ｂ可知，培养１４ｄ后的培养液除了乙酸盐外还
存在着大量丙酸盐，其中 ＷＮ样品的丙酸盐占比要
明显高于其余环境样品，ＬＤ样品次之。ＷＮ－１、
ＷＮ－２和ＷＮ－３样品的丙酸盐比例持平甚至高于
乙酸盐比例，三者的具体比例分别为 ５８．３％、
４４２％和５５８％。纤维素作为唯一碳源培养下的
样品ＬＤ－３、ＺＬ－３和ＷＮ－３也可以产出挥发性脂
肪酸盐并以乙酸盐和丙酸盐为主，从挥发性脂肪酸

盐的检测结果看，这３组环境样品中的微生物具有
明显的将纤维素降解为小分子产物的能力，因此，

选择ＬＤ－３、ＺＬ－３和ＷＮ－３进行后续的纤维素降
解试验。

２．３　不同环境样品在Ｈ２／ＣＯ２环境培养下的结果
木质纤维素在微生物降解过程中会产生

Ｈ２／ＣＯ２，而能否高效地将 Ｈ２／ＣＯ２转化为甲烷是判
断产甲烷菌群活力的依据之一［１４］。在去除了纤维

素和无水乙酸钠作为碳源的情况下，以 ８０％ Ｈ２／
２０％ ＣＯ２气体环境培养样品 ＬＤ－ＨＣ、ＺＬ－ＨＣ和
ＷＮ－ＨＣ。由图３和图４可知，３组环境样品可以利
用Ｈ２／ＣＯ２产出甲烷并产出挥发性脂肪酸。在该环
境下培养７ｄ后，ＬＤ－ＨＣ、ＺＬ－ＨＣ和 ＷＮ－ＨＣ的
甲烷浓度分别为３５．２％、３７．７９％和２７．５７％，甲烷
产量分别为０．１１７、０．１５９、０．１３５ｍＬ／ｍＬ（体积比为
４∶１的 Ｈ２／ＣＯ２混合气产出的甲烷量）。Ｈ２／ＣＯ２
环境培养７ｄ后，环境样品ＬＤ－ＨＣ、ＺＬ－ＨＣ和ＷＮ－
ＨＣ的挥发性脂肪酸盐含量分别为 ５８．２、４４．８、
６２．３ｍｇ／Ｌ，其中ＬＤ－ＨＣ和ＺＬ－ＨＣ的丁酸盐比例
要高于丙酸盐，ＷＮ－ＨＣ的丙酸盐比例要高于丁酸
盐，三者乙酸盐的比例都是其中最高的。

２．４　不同环境样品对不同添加量纤维素的降解情况
纤维素降解量有助于评估环境富集样品微生物
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降解农业废弃物中顽固的木质纤维素结构的能力。

由图５可知，培养７ｄ后，ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ和 ＷＮ－Ｃ
在１０ｇ／Ｌ纤维素添加量下的纤维素降解率最高，分
别为２８．０％、２０．９％和３２．１％。由试验得出的降解
率数据可算出，在纤维素添加量为 １０ｇ／Ｌ的情况
下，ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ、ＷＮ－Ｃ的绝对降解量分别为
２８０、２．０８、３．２１ｇ／Ｌ；添加量为５０ｇ／Ｌ的情况下，绝
对降解量为 ９．０５、５．９０、８．７３ｇ／Ｌ；在添加量为
１００ｇ／Ｌ的情况下，绝对降解量为 ７．５０、５．８９、
７．５５ｇ／Ｌ。由上述可知，５０ｇ／Ｌ纤维素添加量处理
的降解率要低于１０ｇ／Ｌ处理，但纤维素的绝对降解
量为最高。３组环境富集样品在添加１００ｇ／Ｌ纤维

素情况下的降解率最低。７ｄ降解试验后，３组样品
管内培养液的ｐＨ值如图５－ｂ所示，１０ｇ／Ｌ纤维素
添加情况下，培养液 ｐＨ值在 ７．０５～７．１２之间；
１００ｇ／Ｌ纤维素添加下除ＷＮ－Ｃ的 ｐＨ值为７．０１，
其余情况下ｐＨ值均低于７；ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ和ＷＮ－
Ｃ在５０ｇ／Ｌ纤维素添加量下的 ｐＨ值最低，分别为
６．８３、６．８８和６．８４。
２．５　微生物群落结构分析

对试验过程中挑选出的特定环境样品进行微

生物群落结构分析，结果如图６所示。可以看出，３
组环境样品在古菌门水平具有明显物种相对丰度

优势的分别是广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）和盐杆菌门
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（Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）。细菌 ７个门水平中，样品 ＬＤ－２
和ＷＮ－２中厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）占据绝对的物种
相对丰度优势，而样品ＺＬ－２、ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ和ＷＮ－
Ｃ则是以厚壁菌门、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）和拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）为主。各环境样品之间在属
水平上的物种差异较大，古菌属水平上样品 ＬＤ－２
相对丰度最高的 ３个属分别是甲烷八叠球菌属
（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、甲烷袋状菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ）和
甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），ＺＬ－２相对丰度最
高 的 ２ 个 属 分 别 是 甲 烷 八 叠 球 菌 属 和
Ｍｅｔｈａｎｏｒｅｇｕｌａ，ＷＮ－２则是以甲烷八叠球菌属、甲
烷袋状菌属和鬃毛甲烷菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）为主。
在这些物种中，甲烷八叠球菌属于多营养途径产甲

烷古菌［１５］，鬃毛甲烷菌属是指利用乙酸盐的产甲烷

古 菌，甲 烷 袋 状 菌 属、Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和

Ｍｅｔｈａｎｏｒｅｇｕｌａ都是已知的利用 Ｈ２／ＣＯ２产甲烷的古
菌［１６］。细菌属水平分类上，ＬＤ－２和ＺＬ－２的物种
相对丰度的分布较为均匀，ＷＮ－２是以芽孢杆菌属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）为主。经过连续单一纤维素添加富集培
养后的样品 ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－Ｃ和 ＷＮ－Ｃ在物种构成
上出现了一定的趋同性，三者细菌属分类上都以假

单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）为主，其中 ＬＤ－Ｃ还有较
高丰度的Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ和拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）；ＺＬ－
Ｃ也有着较高丰度的 Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ、拟杆菌属、密螺旋
体属（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ）和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ；ＷＮ－Ｃ则是
除了假单胞菌属外还有着较高丰度的醋弧菌属
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（Ａｃｅｔｉｖｉｂｒｉｏ）。
图７展示了１ｍＬ培养液中不同环境样品中相

对丰度排前 ２０的细菌和所有古菌的 ｒｅａｄｓ。由图
７－ａ可知，在古菌属水平上，ＷＮ－２的优势古菌属
为甲烷袋状菌属和甲烷八叠球菌属，序列读数为

８５３２６．９和２６４７３．１。ＬＤ－２在甲烷八叠球菌属上
有着最高序列读数（５７８８１．４）。在细菌属水平上，

ＷＮ－２的芽孢杆菌属序列读数是４５６０６．７，该序列
读数超过了ＬＤ－２除其他外其余所列的所有细菌
属序 列 读 数 之 和。ＺＬ－２的 Ａｚｏｖｉｂｒｉｏ读 数
（１６６８２．５）是６个环境样品中最高的，ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－
Ｃ和ＷＮ－Ｃ共有优势细菌属（假单胞菌属）上的序
列读数有着较大的差别，其中最高的是 ＷＮ－Ｃ
（３６３０８．４），最低的是ＺＬ－Ｃ（１７７８９．６）。

３　讨论

Ｌｌａｍａｓ等认为当涉及到使用包括农业废弃物
在内的复杂底物进行降解利用时，单菌株的培养可

能不是最佳的策略［１７－１８］，因此，从自然界中筛选复

合菌群一起协同工作来执行木质纤维素降解这类

复杂的任务能够更有效地响应环境波动和过程干

扰。通过特定培养条件从３个不同环境来源富集出
的复合菌群已表现出具有从底物到甲烷的完整代

谢途径，实验室中已有的污泥培养液对比环境中富

集得到的菌群而言，产甲烷的能力都要处于明显劣

势，这也体现了从环境中筛选高效纤维素降解菌群

的必要性。从样品ＬＤ－２、ＺＬ－２和 ＷＮ－２的甲烷
产量和微生物群落结构分析来看，ＷＮ－２因同时具
有高丰度的甲烷八叠球菌属和鬃毛甲烷菌属而在

产甲烷能力上处于优势，因为这２种产甲烷菌都属
于可以利用乙酸盐产出甲烷的古菌，农业废弃物这

类的木质纤维素经过微生物的降解后会产出大量

的乙酸盐，而研究表明，近７０％的甲烷是由乙酸盐
产生的［１６］，从挥发性脂肪酸的检测上也证明ＷＮ组
的环境样品对乙酸盐的利用也是最为充分的。

从通入Ｈ２／ＣＯ２的培养结果来看，利用 Ｈ２／ＣＯ２
产甲烷菌在３个环境来源都明确有较高的活性。从
环境富集而来的菌群具有高活性的 Ｈ２／ＣＯ２利用能
力是十分重要的，因为在厌氧消化过程中 Ｈ２应该

被充分利用以确保厌氧消化过程中较低的氢气分

压。有研究表明，厌氧消化过程在仅存在超过１０Ｐａ
的氢气时就可能抑制厌氧消化过程中的水解发酵

微生物的活性并且会诱导挥发性脂肪酸的过量积

累以至于厌氧消化体系酸化［１９］。从 ＬＤ－ＨＣ、ＺＬ－
ＨＣ和ＷＮ－ＨＣ的甲烷产量来看，ＺＬ－ＨＣ有着最
高的甲烷产量，而３个环境样品都有着在 Ｈ２／ＣＯ２
环境下产出挥发性脂肪酸的能力。从微生物群落

结构上分析，ＺＬ的环境来源有着最高序列读数的
Ｍｅｔｈａｎｏｒｅｇｕｌａ，已有研究报道称其是典型的氢营养
产甲烷古菌［２０］。

不同浓度纤维素的降解试验表明，３组环境来
源富集得到的菌群对纤维素都有明显的降解效果。

１０ｇ／Ｌ和５０ｇ／Ｌ的纤维素添加量都有着不错的降
解效果，而１００ｇ／Ｌ的纤维素添加量则让降解过程
受到了抑制，这是因为农业废弃物这类生物质原料

本身的高固含量可能会导致微生物与原料之间的

传质障碍，并间接导致甲烷产率的降低。有研究发

现，当生物原料浓度从８％增加到２５％时，厌氧消化
过程固体介质中溶质的扩散系数降低了３．７倍［２１］。

３组用于纤维素降解试验的环境样品（ＬＤ－Ｃ、ＺＬ－
Ｃ和ＷＮ－Ｃ）的细菌群落结构分析显示，三者均具
有高丰度的假单胞菌属。假单胞菌属是一类典型

的具有纤维素降解功能的微生物［２２］，并且许多研究

报道了假单胞菌属在各类环境甚至在一些寒冷和
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炎热的地区都广泛存在着［２３－２４］。从纤维素总体的

降解效果来看，ＷＮ－Ｃ＞ＬＤ－Ｃ＞ＺＬ－Ｃ，从三者的
优势物种假单胞菌属的序列读数上可以看出，ＷＮ－
Ｃ的假单胞菌属的丰度水平最高，而 ＺＬ－Ｃ的要低
于其他两者。段亚冰等使用 Ｆ１菌株对３ｇ玉米秸
秆粉进行固态发酵２０ｄ后，纤维素含量的降解率为
１０５％［２５］；安琪等研究的８株菌种对纤维素的降解
率在４．７％～２７．０％之间［２６］。本研究中降解能力较

差的ＺＬ－Ｃ在５０ｇ／Ｌ纤维素浓度下培养７ｄ纤维
素降解率为 １１．８％，降解能力较强的 ＷＮ－Ｃ在
１０ｇ／Ｌ纤维素添加量下纤维素降解率为３２．１％，说
明从环境中富集得到的复合菌群有更强的纤维素

降解能力。

从不同环境样本在物种门水平和属水平分类

下的微生物群落结构分析来看，厚壁菌门和变形菌

门是各环境样品在细菌水平上的主要优势物种。

厚壁菌门在发挥对木质纤维素生物质的降解和利

用方面的重要作用广为人知，它们可以分泌多种跟

木质纤维素降解有关的胞外酶，比如纤维素酶、纤

维素二糖水解酶、果胶酶和木质素酶等［２７］。变形菌

门也被发现能够有效降解木质纤维素生物质；根据

Ｗｏｏ等的说法，β－变形菌中的 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ能够分
泌多种胞外酶来降解植物细胞壁成分，如纤维素、

半纤维素、木质素和木糖［２８］，同隶属于 β－变形菌
的Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｂａｓｉｌｅｎｓｉｓ具有代谢包括糠醛在内的木
质纤维素生物质的多种有毒中间体的能力［２９］。目

前，广古菌门和盐杆菌门含有数量最大、种类最多

的已培养古菌类群，并且两者在传统上也被称为含

有产甲烷古菌最大的门类［７，３０］。从细菌属水平来

看，各环境样品中占据独有优势的物种多样性较

高，比如 ＺＬ－２中高丰度的梭状芽孢杆菌属
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ＷＮ－Ｃ中的醋弧菌属、ＬＤ－１中的
Ｈｕｎｇａｔｅｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ以及 ＬＤ－Ｃ和 ＺＬ－Ｃ中的
Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ都是已有研究证实的具有纤维素降解能
力的菌种［３１－３４］。

４　结论

３个自然环境来源和１个实验室培养来源的微
生物富集培养结果显示，３个环境样品成功富集培
养出具有完整纤维素三阶段利用的复合菌群，且产

甲烷能力要远优于实验室来源。其中，甲烷最高产

出可占生物气的 ９２．２％，只添加了乙酸盐的样品
ＬＤ－１在厌氧消化过程中的挥发性脂肪酸盐含量降

低到７２６．４ｍｇ／Ｌ。
通过特定的 Ｈ２／ＣＯ２环境气体培养发现，不同

环境样品均有高活跃程度的氢营养产甲烷古菌，３
个环境富集菌群都能够通过消耗 Ｈ２以维持生物质
废弃物厌氧消化过程的平衡，其中来源于竹林腐殖

层的富集菌群对消耗Ｈ２／ＣＯ２产甲烷的能力最优。
从纤维素降解能力试验整体来看，３个环境来

源富集得到的复合菌群对纤维素均表现出较高的

降解能力，在纤维素添加浓度为５０ｇ／Ｌ，培养时间为
７ｄ的情况下，最低降解率有１０％以上，高浓度的纤
维素添加可能导致原料与微生物之间传质阻碍进

而影响纤维素的降解，培养液 ｐＨ值反映出纤维素
添加浓度为１０ｇ／Ｌ时不会导致菌群生长环境酸化。

利用高通量测序对不同环境样品的细菌和古

菌菌群结构以及优势物种在各环境样品中的序列

读数进行研究，测序结果显示，不同的环境样品有

着不同纤维素降解菌，且具有纤维素降解能力的菌

群不止一种。各样品中产甲烷古菌种类几乎涵盖

了产甲烷的各主要途径，不同环境样品中的菌群对

不同产甲烷底物的利用能力有差异优势。不同环

境来源涵盖了丰富多样的纤维素降解复合菌群，它

们在应对农业废弃物这类复杂原料方面会有着良

好的适应性，后期研究中可针对不同农业废弃物特

点进行针对性的设计和接种以进一步挖掘这些环

境富集菌群资源的潜力。
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