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摘 要：为研究挥发性脂肪酸（Volatile fatty acid，VFA）抑制对厌氧干发酵体系微生物的影响，在接种率 25%[以挥发性固体（VS）
计]条件下以猪粪（P组）、猪粪秸秆混合物（VS比 1∶1，M组）为原料开展厌氧干发酵实验，结合体系中产气性能、理化指标，分析微

生物群落对VFA抑制的响应。结果表明，两组发酵体系均出现VFA抑制，且M组抑制效应更明显，体现在日甲烷产量（以VS计）

一直低于 0.99 mL·g-1。高通量测序结果显示，VFA抑制下，2种发酵体系中细菌门以Firmicutes为主，主要优势菌属为Clostridium

sensu stricto；优势古菌门为Euryarchaeota，氢营养型产甲烷菌Methanosphaerula和乙酸营养型产甲烷菌Methanothrix为主要优势菌

属。混合发酵体系中以氢营养型产甲烷途径为主。2组发酵体系中产生的主要酸抑制种类不同，P组中酸抑制主体为丙酸，而M
组中为乙酸。本实验中，猪粪秸秆混合原料比猪粪单独发酵的酸抑制作用更强，并且细菌和古菌协同作用受到阻碍，严重影响了

体系的产气性能，酸抑制的发生对菌群结构的演替有很大影响。
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Microbial community response to volatile fatty acid inhibition in dry anaerobic fermentation
WANG Siqi1, ZHANG Keqiang1, KONG Dewang2, GAO Wenxuan1, WEI Hong3, LIANG Junfeng1, LI Jiajia1, DU Lianzhu1*

（1. Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Tianjin 300191, China; 2. Hangzhou Energy
Environmental Engineering Co, Ltd, Hangzhou 310020, China; 3.Huabiao（Tianjin）Technology Co, Ltd, Tianjin 300392, China）
Abstract：This study investigated the effect of volatile fatty acid（VFA） inhibition on microorganisms in a dry anaerobic fermentation
system. Pig manure（group P）and a mixture of pig manure and straw（volatile solid ratio 1∶1, group M）were used as raw materials for this
experiment. The microbial community response to VFA inhibition was analyzed by combining gas production performance and physical and
chemical indicators. The results showed that both fermentation systems were significantly inhibited by VFA, where the inhibitory effect of
group M was more obvious; this was reflected by its specific methane yield, which was <0.99 mL·g-1. The results from high-throughput
sequencing showed that under VFA inhibition, Firmicutes was the main bacterial phylum in the two fermentation systems, and the most
abundant genus was Clostridium sensu stricto. Euryarchaeota dominated the archaeal community, whereas the hydrogenotrophic
methanogen, Methanosphaerula, and the aceticlastic methanogen, Methanothrix, were the dominant genera. Hydrogenotrophic
methanogenesis was the principle pathway for methane formation in the co-digestion system. The main acid inhibitors produced in the two
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厌氧干发酵具有节水、低能耗、低污染负荷、反应

器体积小以及产气效率高等优势，是有机固体废弃物

转化为生物能源的重要手段[1]。2010—2015年，欧洲厌

氧干发酵处理能力增长了 50%，处理量占厌氧发酵总

量的 35%[2]。在我国，厌氧干发酵逐渐引起重视，有望

成为畜禽养殖粪便、作物秸秆等有机废弃物处理和资

源化利用的主流工艺[3]。厌氧干发酵按照发酵温度可

分为中温（30~40 ℃）、嗜热（50~60 ℃）发酵，按照发酵过

程可分为一阶段、两阶段或多阶段消化。LIAO等[4]在厌

氧消化反应器中采用改进的搅拌方式，与传统的低固

厌氧消化（总固体含量为4.2%±0.4%）相比，高固厌氧消

化（总固体含量为 15.7%±0.4%）沼气产量提高了 1.85
倍。VOELKEIN等[5]的研究结果表明，55 ℃、高有机负

荷率[挥发性固体（VS）含量3~4 kg·L-1·d-1]下，单位质量

VS的日甲烷产率高达405 L·kg-1。ZHANG等[6]评估餐

厨垃圾与园艺废物的三阶段高温厌氧共消化产气性

能，结果表明三级嗜热反应器中的平均甲烷产率分别

比一级、二级高约45%和31%。

然而，厌氧干发酵由于有机负荷高、传质效率低，

常常导致启动慢、效率低、周期长[1]等问题，其中，挥

发性脂肪酸（Volatile fatty acid，VFA）的积累引起的对

产甲烷菌的抑制是主要原因之一[7]。如何解除酸抑

制是国内外研究的重点，目前已开发出了添加外源物

质（如碱性试剂、微量元素等）、生物强化（添加或富集

某种特定的菌）和消化液循环等多种技术。如 WEI
等[8]的研究结果表明，加入微量元素可以缓解酸抑制

作用，产甲烷量从 0.13 L · g-1 增加至 0.44 L · g-1。

ZHANG 等[9]的研究表明，添加 NaOH 调节初始 pH 至

7.5，足以抵消厌氧消化系统 pH值的下降，确保微生

物的最适生长范围，从而有效缓解酸抑制效应。李

丹妮等[10]研究了蛭石、海泡石和生物炭对混合厌氧

发酵过程中酸抑制的缓解效应，结果显示添加剂比

例达到 20% 时可获得最大累积甲烷产量，并且生物

炭的效果最优。LU 等[11]在接种物中添加乙酸溶液

以富集耐酸性产甲烷菌，试验结果表明，在适应酸

40 d 后，接种抗酸接种物使得启动阶段产甲烷量显

著提升。XUE等[12]在玉米秸秆的厌氧消化中将 50%

的消化液再循环，该反应器产沼气量比对照组高

33.3%，平均沼气产量和甲烷产量分别比对照组高

58.4%和 61.5%。同时，已有大量文献报道微生物群

落在厌氧共消化过程中的作用，如 WANG 等[13]在对

比玉米秸秆和猪粪共消化与单独消化微生物群落动

态变化的实验中，采用 16S rRNA 测序技术，阐明共

消化系统获得高甲烷产量的内在原因。本课题组前

期研究结果表明，分层接种能促进系统内乙酸和丁

酸的分解转化，即使在较低接种比下，仍能缩短厌氧

干发酵迟滞期，提高甲烷产率，体系中较好的产甲烷

性能是由于氢营养型产甲烷途径占主导地位[14]。上

述研究为缓解酸抑制、提高厌氧干发酵产气性能提

供了有益借鉴。由于对酸抑制发生过程及与酸抑制

密切相关的细菌、古菌的结构及功能缺乏深入研究，

导致酸抑制解除技术措施缺乏足够的理论依据，效

果尚有待进一步提升。

本研究以猪粪为主要原料，开展批式厌氧干发酵

实验，对比酸抑制下猪粪秸秆混合发酵、猪粪单独发酵

产气性能。采用MiSeq高通量测序技术并结合生物信

息学，分析酸抑制下细菌和产甲烷古菌群落多样性，阐

明群落结构组成和变化特征，明晰引起细菌和产甲烷

古菌群落变化的主控环境因子，揭示酸抑制对厌氧干

发酵体系中微观结构的影响，以期为揭示厌氧干发酵

酸抑制机理、开发酸抑制防控技术提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验装置与样品采集

本实验装置和所取样品与文献[14]一致。实验

装置为有机玻璃材质的自制立式厌氧反应器，其有效

高度为 750 mm，有效内径为 20 mm。装置侧面于垂

直方向上设多个直径为 15 mm的取样口，并用橡胶塞

密封。装置顶部设有阀门控制的排气口并接铝制集

气袋。猪粪和玉米秸秆均取自天津市西青区某规模

化养殖场，新鲜猪粪当日采集后置于冰箱冷藏[（4±
1）℃]存放，玉米秸秆自然风干后粉碎至 1 mm，置于通

风处干燥；接种物取自实验室上一批次实验剩余物。

相关理化性质见表1。

systems differed; in group P it was propionic acid, whereas it was acetic acid for group M. In this experiment, the mixture of pig manure and
straw had a stronger acid inhibitory effect than pig manure alone. Additionally, the synergistic effect of bacteria and archaea was hindered,
seriously affecting the gas production performance of the system. The occurrence of acid suppression greatly influenced the succession of
bacterial flora.
Keywords：dry anaerobic fermentation; volatile fatty acid inhibition; pig manure; straw; microbial community
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1.2 实验设计

本实验以猪粪为主要原料，以酸抑制下的厌氧干

发酵系统为研究对象。设置猪粪单独发酵（P）、猪粪

秸秆混合发酵（M）两组发酵系统。每组发酵原料的

总进料量均为 10.22 kg，总固体（TS）为 20.3%，接种比

为 25%（以VS计），其中M发酵组中粪秆比为 1∶1（以

VS计）。每组发酵方式设 3组平行。装料后检测气

密性，向各反应器中通入氮气以创造厌氧环境，室温

[（25~35）℃]下进行发酵。

1.3 理化参数测定

采用集气袋法收集气体，每 1~2 d测定沼气产量

和甲烷百分含量；每 2~3 d从反应器侧面取样冷藏以

供理化指标测定；并根据产气情况及理化指标变化，

在发酵过程中的 0 d（初始阶段）、13 d（Ⅰ阶段）、33 d
（Ⅱ阶段）、45 d（Ⅲ阶段）和 78 d（Ⅳ阶段）从反应器侧

面取发酵样品冷冻保存以供微生物分析。TS和 VS
含量、沼气产量、沼气组分和发酵体系VFA质量分数

分析测量方法见文献[14]，将取回的固体样品稀释 10
倍，振荡混匀后用pH计测定pH值。

1.4 DNA提取与PCR扩增

采用 E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit（OMEGA
bio-tek, USA）试剂盒提取样品DNA，利用琼脂糖凝胶

检测 DNA 完整性，并用 Nanodrop 2000 分光光度计

（Thermo Fisher Scientific，美国）测定DNA含量。

针对细菌和古菌 16Sr RNA基因的V3~V4高变区

序列[15]，分别进行PCR扩增。利用Qubit3.0 DNA检测

试剂盒对基因组DNA精确定量，以确定 PCR反应加

入的DNA量。细菌第一轮扩增引物为 341F（CCCTA⁃
CACGACGCTCTTCCGATCTG（barcode）CCTAC⁃
GGGNGGCWGCAG）和 805R（GACTGGAGTTCCTTG⁃
GCACCCGAGAATTCCAGACTACHVGGGTATCTAA -
TCC），第二轮扩增引入 Illumina桥式 PCR兼容引物。

古菌引用槽式 PCR扩增三轮，第一轮使用扩增引物

M - 340F（CCCTAYGGGGYGCASCAG）和 GU1ST -
1000R（GGCCATGCACYWCYTCTC）；第二轮使用第

一轮 PCR 产物进行扩增，扩增引物为 349F（CCCTA⁃

CACGACGCTCTTCCGATCTN（barcode）GYGCASCAG⁃
KCGMGAAW）和 806R（GACTGGAGTTCCTTG⁃
GCACCCGAGAATTCCAGGACTACVSGGGTATCT ⁃
AAT）；第三轮扩增中引入 Illumina桥式PCR兼容引物。

对于细菌和古菌扩增的 PCR产物和正常扩增片段在

400 bp以上的PCR产物，选用 0.6倍的磁珠（Agencourt
AMPure XP）进行DNA纯化回收。利用Qubit3.0 DNA
检测试剂盒对回收的DNA精确定量，按照 1∶1的等量

混合后测序，测序平台为MiSeq 2×300。
1.5 数据分析

使用 Excel 2020和Origin 8.5进行理化指标统计

并绘制图表。在QIIME中调用Uclust（1.1.579）软件，

设置 97%相似性，对有效DNA序列数据进行OTU分

类，并对测序序列随机抽样，将抽到的序列数与其代

表的OTU数目构建稀释曲线。采用Mothur软件进行

Alpha多样性分析，计算Chao、ACE、Shannon、Simpson
和Coverage指数。利用RDP软件比对 Silva数据库进

行物种分类，在门和属水平上统计样本中物种的相对

丰度。选取属水平OTU丰度前 50的代表性序列与数

据库中与其种属信息一致的序列，使用 MUSCLE 进

行多序列比对后，采用 FastTree 根据最大似然法

（Approximately-maximum - likelihood phylogenetic
trees）构建系统进化树，推测未被分类菌属在发酵体

系中的作用。利用 Canoco 5.0 软件进行冗余分析

（Redundancy analysis，RDA），评价发酵系统中环境因

子对主要微生物群落结构的影响。

2 结果与讨论

2.1 酸抑制下厌氧干发酵的产气性能

图 1为日甲烷产量（以VS计，下同）和沼气中甲

烷含量随发酵时间的变化图。P组的产甲烷性能在

70 d前要优于M组。由图可知，P组的启动时间长，

前 28 d日甲烷产量低于 0.59 mL·g-1，之后明显升高，

47 d时达到 3.32 mL·g-1，但峰值出现时间短，峰谷差

较大，产气性能不稳定。与P组相比，10~70 d内M组

的日甲烷产量相近，但在 28~70 d 内明显低于 P 组。

表1 底物和接种物的理化指标

Table 1 Characteristics of substrates and inoculum
发酵原料 Material
猪粪Pig manure
秸秆Corn straw
接种物 Inoculum

总固体TS/%
27.5±0.7
90.0±0.2
20.9±0.1

挥发性固体VS/%
22.0±0.3
81.3±0.1
10.4±0.2

C/%
39.4±0.2
77.0±0.8
32.0±0.4

N/%
3.9±0.3
1.3±0.0
3.5±0.0

C/N
10.1
59.2
9.3
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与日甲烷产量相对应，P组的甲烷含量在 28~48 d内

逐渐升高至 66.80%，M组甲烷含量 56 d前低于 30%，

之后明显上升，70 d时高于 50%。这表明 P组和M组

发酵产气受到明显抑制，M组抑制作用更强。KAIN⁃
THOLA 等[16]的研究结果表明，厌氧共消化可以减小

甲烷产生速率的峰谷差，从而确保稳定的甲烷产量。

但本实验中M组产甲烷性能明显较P组差，日甲烷产

量一直处于低水平状态，这可能是由于M组体系中酸

化作用显著，产气效率受到影响。56 d后M组甲烷含

量明显升高，表明共消化体系中的产甲烷作用得到恢

复，与 JIANG等[17]研究结果相似。

2.2 厌氧干发酵酸抑制过程中pH与VFA的变化

两组发酵体系过程中 pH变化如图 2所示。反应

初期，有机物被水解型细菌水解为VFA，而产甲烷古

菌对有机固废有一定的适应期[18]，推测此时水解型细

菌生长速率大于产甲烷古菌，出现酸积累，pH值相应

降低。随着发酵过程的进行，产甲烷古菌能及时将体

系内VFA转变为甲烷，P组的 pH值于 30 d后开始升

高，结合图 1，此时P组产甲烷速率和甲烷产量均呈上

升趋势。而M组的 pH值总体上无明显升高趋势，并

且体系中产气性能较差。虽然稀释固态样品测得的

pH值会有一定偏差，但总体变化趋势仍能反映体系

中总挥发性有机酸（TVFAs）的大致情况，以便后续对

体系中VFA的变化进行深入分析。

两组发酵体系过程中VFA质量分数变化如图 3
所示。第 8 d起，M组VFA质量分数开始高于P组，之

后两组间的VFA质量分数差呈现递增趋势，并至61 d
质量分数差最大，达 17.23 mg·g-1。8~78 d M 组与 P
组的 VFA质量分数差主要来源于丁酸，丁酸质量分

数差介于 2.14~11.97 mg·g-1。DEMIREL 等[19]得出结

论，当丙酸质量浓度超过 951 mg·L-1时会抑制产甲烷

菌的生长，而此时加入丁酸可在一定程度上改善其抑

制作用。WANG等[20]的研究中，丁酸质量浓度最高至

1 800 mg·L-1时对产甲烷菌的活性没有明显抑制。本

实验中P组丁酸质量分数自第 45 d起开始下降，并至

54 d消耗完全；M组丁酸质量分数自第 15 d起直至发

酵结束一直保持在 9.49~12.68 mg·g-1，结合图 1可知，

本实验中丁酸可能不是引起酸抑制效应的原因。

图1 P组和M组产甲烷性能比较

Figure 1 Comparison of methane production performance between P and M systems
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图2 厌氧干发酵过程中pH变化

Figure 2 Variations of pH during the experiment
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由于高质量浓度的丙酸积累意味着消化失衡，在

P组消化过程的后期（48 d后），丙酸作为体系中VFA
的主要组成成分，会破坏厌氧消化的性能[21]，使得产

气性能大幅度下降。前期研究表明，厌氧发酵体系中

最适的丙酸质量浓度范围在 800~3 000 mg·L-1，超过

此范围不利于产甲烷菌降解利用 [14]。本实验中，P组

的丙酸质量分数在 10~78 d超出抑制质量浓度（3 000
mg·L-1），且 P组丙酸质量分数在第 61 d时迅速增加

至 9.89 mg·g-1，发酵结束时到达峰值 10.58 mg·g-1。

而在 45 d后，P组乙酸质量分数从 5.01 mg·g-1骤降至

0.58 mg·g-1，结合图 1，说明本实验中 P组酸抑制的主

体可能是高质量分数的丙酸。M组的丙酸质量分数

虽然在 8~78 d超出抑制质量浓度，但在 15 d至发酵

结束时丙酸质量分数在 5.18~7.33 mg·g-1 范围内波

动，而乙酸质量分数却在第 48 d时下降了 28.88%，结

合图 1，说明本实验中M组酸抑制的主体可能是高质

量分数的乙酸。M组前期酸化严重，阻碍了产甲烷菌

的生长，而水解产酸菌对 pH 的耐受范围更广[22]，对

VFA 耐受能力更强，因此 M 组前期水解过程未受到

明显抑制，从而加重了混合发酵体系中的酸抑制效

应。有研究报道，相比于单独消化，共消化具有多种

优势，可以改善 C/N并丰富微生物群落[23]，但本研究

中M组酸抑制效应更强。可能是系统有机负荷过高，

水解产酸菌会产生大量VFA，而产甲烷古菌代谢速率

较为缓慢，无法在短时间内快速利用产生的VFA，从

而造成酸抑制现象[24]，因此仍需从微生物角度分析本

实验产生酸抑制效应的原因。结合前期的研究，分层

接种的发酵方式可以促进体系内乙酸和丁酸的分解

转化，缩短发酵迟滞期[14]，进一步证实本实验中M组

发酵启动困难与体系中VFA的积累有关。

2.3 古菌和细菌多样性分析

在OTU为 97%的相似性水平下，对 2组发酵体系

中古菌群落的多样性进行分析。由表 2可见，所有样

本均有 99%的覆盖率，Shannon指数稀释曲线（图 4a）
随着序列数的增加迅速趋于平缓，表明每个样品中的

主要微生物种群均具有可靠的测序深度[25]。Chao指
数和 ACE指数与微生物群落的丰富度呈正相关，第

Ⅰ阶段两组发酵体系的菌群丰富度都有一定的下降，

可能是由于体系中VFA质量分数突然增加使得物种

仍处在适应期。随着发酵时间的延长，P组的物种丰

富度基本呈现逐渐升高的趋势，而M组末期（第Ⅳ阶

段）群落丰富度显著下降。Shannon 指数与 Simpson

图3 厌氧干发酵过程中VFA质量分数变化

Figure 3 Variations of concentration of VFA during the experiment
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指数体现了局域均匀环境下的微生物群落的多样性，

Shannon指数与多样性呈正相关，Simpson指数与之相

反[26]；前者强调丰富性，后者侧重于均匀性。总体上，

M组的物种多样性不如P组，且发酵中后期（Ⅲ~Ⅳ阶

段）OTU分布的均匀度显著降低。上述结果表明，混

合发酵体系中古菌群落结构发生显著变化，物种多样

性和分布均匀度都明显下降。表明VFA积累抑制了

产甲烷过程，使古菌多样性下降[27]。

P组与M组发酵体系中古菌群落在门、属水平上

的分布结果如图5所示。在门水平上主要有2种优势

菌门，其中广古菌门（Euryarchaeota）占绝对优势，相

对丰度在 95.41%~99.66%，泉古菌门（Crenarchaeota）
约占 0.23%~4.08%。目前已知的产甲烷古菌主要属

于Euryarchaeota，能将厌氧消化过程中分解大分子有

机物产生的乙酸、H2、CO2和甲基类小分子物质转变

成甲烷[28]。在属水平上，专性乙酸营养型的甲烷丝菌

属（Methanothrix）与氢营养型的甲烷微菌属（Methano⁃

sphaerula）、甲烷球形菌属（Methanosphaera）以及甲烷

短杆菌属（Methanobrevibacter）是 2个体系中的优势菌

属。其中，Methanosphaerula在 PⅠ中升高至 45.48%
后保持相对稳定，而在M组中从M0的 43.04%降低至

MⅠ、MⅡ中的 28.23%和 21.49%。HINSBY等[29]的研

究表明，当Methanosphaerula相对丰度增加时，能够促

进厌氧干发酵产甲烷过程，结合图1，M组中期甲烷含

量较低，且该菌的相对丰度与日甲烷产量呈正相关，

这与前期的研究结果一致[14]。Methanothrix相对丰度

在 2个发酵组中随着时间的延长呈现先增加后减少

的趋势，结合图 2可知，阶段Ⅰ~Ⅱ中VFA质量分数处

于较高水平（P 组：22.35~26.34 mg·g-1；M 组：24.58~
32.17 mg·g-1），此时对应的该菌相对丰度较大（P组：

21.96%~22.97%；M组：37.06%~38.32%），可见Metha⁃

nothrix相对丰度与 VFA质量分数呈正相关。Metha⁃

nosphaera只能专性利用H2/甲醇产甲烷，无法利用乙

酸和H2/CO2等物质[30]，因此随着发酵过程中VFA的积

累，2 个体系中该菌的相对丰度均呈现降低趋势。

Methanosarcina对酸性不敏感且代谢类型多样[6，31]，因

图4 古菌和细菌的Shannon指数稀释曲线图

Figure 4 Shannon rarefraction plot of archaeal and bacterial communities
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P0
PⅠ
PⅡ
PⅢ
PⅣ
M0
MⅠ
MⅡ
MⅢ
MⅣ

Chao
2 795.26
2 704.45
3 180.51
2 947.00
3 198.94
2 680.01
2 389.52
2 542.02
3 137.98
2 524.88

ACE
4 305.79
4 104.63
4 629.41
4 559.17
5 370.91
4 199.22
3 560.63
3 997.93
5 093.48
4 106.56

Shannon
2.36
2.18
2.69
2.77
2.69
2.29
2.21
2.52
2.31
2.41

Simpson
0.19
0.26
0.21
0.21
0.21
0.23
0.23
0.19
0.27
0.26

Coverage
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

Seq_num
86 891
81 212
81 080
72 194
87 303
87 979
79 662
84 407
80 022
74 281

OTU_num
1 209
1 304
1 482
1 523
1 533
1 246
1 172
1 216
1 294
1 145

表2 古菌群落多样性指数

Table 2 Richness and diversity of archaeal communities
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此在 2个体系的发酵后期均逐渐富集，其在厌氧发酵

过程中相对丰度的变化没有特定的规律可循[32]，仍需

进一步的研究。此外，随着消化过程的进行，M组群

落中氢营养型产甲烷菌（Methanosphaerula、Methanos⁃

phaera、Methanobrevibacter、Methanoculleus和Methano⁃

massiliicoccus）总体相对丰度范围在 57.09%~77.19%，

这表明M组发酵体系中以氢营养型产甲烷途径为主。

有研究表明，氢营养型产甲烷菌比乙酸营养型产甲烷

菌有更高的活性[33]，且在高VFA环境压力下大多数产

甲烷菌会经历氢营养型产甲烷途径[34]，推测在酸抑制

环境下氢营养型产甲烷菌的占比与厌氧干发酵系统

的产气性能密不可分。

同古菌分析方法一致，细菌群落多样性指数见表

3，Shannon指数稀释曲线（图 4b）表明测序深度可靠。

随着发酵时间的延长，M组中细菌丰富度逐渐增加并

高于P组，可见混合原料发酵可以改善发酵系统中C/N，

平衡营养，给予微生物充足的微量元素[23]。总体上来

说，较低的 Simpson指数表明单独发酵的OTU分布更

均匀。在厌氧发酵体系中，微生物群落多样性越高，

产气性能越好。M0~Ⅱ阶段 Shannon指数均分别低于

P0~Ⅱ，可见M组前期的水解酸化阶段加重了体系内

酸抑制效应。对比表 2和表 3，无论是单独发酵还是

混合发酵体系，细菌群落多样性和丰富度均明显高于

古菌。

P组与M组发酵体系中细菌群落在门、属水平上

的分布结果如图 6所示。厚壁菌门（Firmicutes）是主

要的优势菌门，相对丰度均在 73% 以上，最高达

92%。其次是拟杆菌门（Bacteroidetes），占 0.99%~
16.51%，变形菌门（Proteobacteria）最高也有 6.76%的

占比。Firmicutes门多为水解型细菌，主要功能是将

图5 古菌在门水平和属水平上群落结构多样性分析

Figure 5 Analysis of archaeal diversities at
the phylum and genus level

相
对

丰
度

Re
lati

ve
abu

nda
nce

/%
未分类Unclassified
Thaumarchaeota

样本Sample

100

80

60

40

20

0

Crenarchaeota
Euryarchacota

P0 M0PⅠ MⅠPⅡ MⅡPⅢ MⅢPⅣ MⅣ

（b）属水平古菌多样性分析
（b）Analysis of archaeal diversity at genus level

（a）门水平古菌多样性分析
（a）Analysis of archaeal diversity at phylum level

相
对

丰
度

Re
lati

ve
abu

nda
nce

/%

样本Sample

100

80

60

40

20

0 P0 M0PⅠ MⅠPⅡ MⅡPⅢ MⅢPⅣ MⅣ

其他Others
Methanogenium
Methanofillis
Methanoregula
Nitrososphaera
Methanospirillum
Methanobacterium
未分类Unclassified

Methanomassiliicoccus
Methanoculleus
Methanosarcina
Methanobrevibacter
Methanosphaera
Methanothrix
Methanosphaerula

表3 细菌群落多样性指数

Table 3 Richness and diversity of bacterial communities
样品Sample

P0
PⅠ
PⅡ
PⅢ
PⅣ
M0
MⅠ
MⅡ
MⅢ
MⅣ

Chao
4 305.63
4 753.13
4 299.56
4 862.72
3 630.85
3 847.85
4 309.93
4 554.15
6 024.85
4 966.34

ACE
5 848.91
7 095.21
6 995.58
7 221.84
6 105.42
5 540.56
6 371.60
6 697.89
9 141.25
7 152.92

Shannon
3.99
3.65
3.47
3.98
3.79
3.49
3.31
3.36
4.08
3.94

Simpson
0.10
0.15
0.18
0.10
0.10
0.13
0.19
0.16
0.12
0.13

Coverage
0.98
0.99
0.97
0.97
0.97
0.98
0.97
0.98
0.97
0.97

Seq_num
66 189
44 216
42 835
46 242
40 209
47 846
46 557
51 596
49 124
46 867

OTU_num
2 613
2 345
2 105
2 392
1 730
1 943
2 027
2 124
2 842
2 507
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纤维素、木质素以及脂肪和蛋白质水解成为小分子

酸[35]；Bacteroidetes 则可以将蛋白质等水解酸化为小

分子有机酸。Firmicutes在M0~Ⅱ的相对丰度逐渐增

加，说明玉米秸秆、粪便被较好地分解利用，秸秆的加

入增加了接种物中潜在的电子供体含量，极大地刺激

了微生物活性[36]。此外，有研究报道 Firmicutes能够

形成内生孢子以抵御不良环境[37]，因此即使在酸化严

重的环境下该菌门的相对丰度依然很高。两个体系

中，发酵末期（第Ⅳ阶段）Firmicutes相对丰度最低，而

Bacteroidetes明显升高，这可能与大分子底物被分解

消耗、小分子有机酸逐渐积累有关。Proteobacteria和
绿弯菌门（Chloroflexi）常见于厌氧发酵体系，能够水

解一定的有机大分子化合物[38]，2菌门相对丰度在M
组的发酵前期（Ⅰ~Ⅱ阶段）均呈现下降趋势（前者较

初始阶段减少约 588%，后者减少约 113%），而在第Ⅲ
阶段有一定程度回升（前者较第Ⅱ阶段增加 2.50倍，

后者增加 4.20倍）。螺旋体门（Spirochaetes）能够水解

利用半纤维素，M组末期（第Ⅳ阶段）该菌门相对丰度

较前期（第Ⅰ阶段）增加约 18.78倍。互养菌门（Syn⁃
ergistetes）在厌氧发酵中也起到促进有机物的水解和

酸化作用[6]。有研究表明，在产酸阶段 Synergistetes门
的许多菌属可以与产甲烷菌共培养，将含 4~8个C的

直链脂肪酸降解为丙酸酯、乙酸盐和甲烷，同时可以

通过与产甲烷菌的协同作用，将蛋白质降解成所需底

物[39]。而本研究中 M 组前期（Ⅰ ~ Ⅱ阶段）Syner⁃
gistetes的相对丰度与M0时基本一致，仅占 0.13%左

右，而 PⅡ阶段该菌相对丰度比 P0时增加约 1.56倍。

在 AKYOL等[40]的研究中，对照厌氧消化池中前 20 d
VFA 质量分数比经真菌预处理组高，此时对照组中

Synergistetes相对丰度仅占 0.1%，而在预处理组中占

6.4%~7.5%。因此推测高 VFA 环境不利于 Syner⁃
gistetes生长代谢，阻碍了与产甲烷菌的协同作用，造

成产气困难。

在 2个发酵体系中，狭义梭菌属Clostridium sensu

stricto是绝对优势菌属，占 32.74%~51.98%。该属不

仅能够水解多糖促进产酸[14]，还可以分泌降解复杂碳

水化合物所需的酶[25]。在 2个体系中随着发酵时间

的延长，Clostridium sensu stricto的相对丰度均呈现先

增加后减少的趋势。这是因为随着时间延长，该属生

长代谢所利用的多糖被大量消耗，导致PⅢ阶段菌群

减少，水解速率降低，而乙酸又被产甲烷古菌大量利

用，结合图 3，可以解释 48 d乙酸质量分数显著降低。

由于 M组底物中添加了玉米秸秆，增加了纤维素含

量，所以 M 组各时期该菌的相对丰度均高于 P 组。

Romboutsia可以利用发酵体系中的葡萄糖产生氢，主

要的代谢产物包括乙酸盐、甲酸盐和乳酸盐[41]。在M

图6 细菌在门水平和属水平上群落结构多样性分析

Figure 6 Analysis of bacterial diversities at the phylum and genus level
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组中，随着纤维素等多糖类被水解为葡萄糖，使得该

菌在第Ⅳ阶段相对丰度最高，达12.68%。随着P组发

酵后期丙酸质量分数的升高，Turicibater相对丰度明

显降低；同样，M组中也能观察到类似的现象，推测高

质量分数丙酸对 Turicibater的生长代谢起抑制作用。

Streptococcus因其参与初期的蛋白质水解代谢[42]，在 2
个体系中发酵初期丰富度最高，占 11.34%~13.69%，

而 PⅠ阶段下该菌相对丰度为 6.68%，是MⅠ阶段下

的 1.87倍，可见高 VFA环境会加速其失活。值得注

意的是，unclassified 菌属相对丰度最高可达 12.11%
（PⅢ样本中），因此仍需通过系统进化进一步分析其

在发酵过程中的作用。

2.4 微生物系统进化分析

图 7为前 50个OTU代表性序列与数据库序列系

统发生进化树环状图。根据分支情况和树枝长短情

况来看，图 a中，OTU为 4、12、13的 unclassified菌属与

亚硝化球菌属（Nitrososphaera）亲缘关系较近，对发酵

体系的产甲烷性能没有明显的贡献。图 b中，OTU45
的 unclassified菌属与可利用糖类产酸的 Turicibacter、

可分泌脲酶降解尿素的 Sporosarcina[43]以及可参与初

期蛋白质水解代谢的Streptococcus等菌同属一个分支，

可见细菌属中检测出的这些未被分类的菌可能具有

分解底物中有机物、加速水解酸化的作用。值得注意

的是，Sedimentibacter被证实在厌氧消化中积极参与产

酸过程，并转移电子给产甲烷古菌[44]，可以增加甲烷产

量；OTU38 的 unclassified 菌属与 Sedimentibacter同属

一个分支，表明它可能具有增加甲烷产量的作用。

2.5 冗余分析

采用冗余分析对 P组和M组的微观群落结构和

宏观环境因子进行相关性研究，选取 pH、SCOD、总

酸、丙酸和乙酸 5个理化指标（总酸、丙酸和乙酸均为

质量分数，其中总酸指 TVFA）。剔除不显著因素后，

RDA 模型结果见图 8。对于 P组，轴 1和轴 2分别解

释了 66.45%和 25.97%的变异性，总体上微生物群落

演变解释度为丙酸>SCOD>pH>总酸，因此影响 P 组

微观生态的主要环境因子为丙酸。从样方分布来看，

稳定产气阶段分布在二、三象限，且发酵第 45 d与第

78 d群落结构相似度较高。环境因子间的相关性表

明，丙酸与 pH的相关度较高，这与P组后期丙酸积累

过多有关。物种与环境因子的相关性表明，Clostridi⁃

um sensu stricto和 Turicibacter与 TVFA 和乙酸均呈极

显著正相关，说明它们的存在促进体系中乙酸的增

加，是分解纤维素产酸的主要贡献者。Methanos⁃

phaera与丙酸呈极显著负相关，说明 P组环境中逐渐

积累的丙酸会抑制该菌的生长，进而影响体系的产气

性能。丙酸的积累同样对 Streptococcus和 Lactobacil⁃

图7 古菌与细菌的系统发生进化树环状图

Figure 7 Ring diagram of phylogenetic tree of archaea and bacteria

（a） （b）
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lus产生负面作用。对于M组，轴 1和轴 2分别解释了

77.81%和 18.86%的变异性。环境因子对M组微生物

群落演变的解释度为 pH>SCOD>总酸>乙酸，并且随

着发酵的进行，样品从横轴的正端向负端移动，pH为

该体系微生物结构变化的主要驱动因子，其解释度为

45.3%。在轴 2方向上，总酸、SCOD和乙酸对微生物

群落结构的影响均较大，证明M组酸抑制作用明显，

且体系中酸抑制主体为乙酸。对比 P 组，M 组中

Methanosphaerula和Methanosphaera与乙酸呈负相关，

说明酸抑制环境下乙酸质量分数的升高会对氢营养

型产甲烷途径产生抑制作用。在轴 1方向上，pH更

多地解释了厌氧发酵过程中主要微生物菌群的变化。

随着发酵时间的延长，M组中古菌主要优势菌属发生

了演替，由 Methanothrix转变为 Methanosphaerula和

Methanosarcina。体系中的产甲烷途径从以乙酸营养

型为主转变为氢营养型与乙酸营养型相结合的方式。

结合图 8a与图 8b可知，厌氧干发酵过程中酸抑制的

主体总是与体系中初始阶段的优势菌群呈负相关，因

此酸抑制的发生对菌群结构的演替有很大影响。

3 结论

（1）混合发酵体系中酸抑制效应严重，M组（猪粪

秸秆混合发酵）前期产气性能明显较差，甲烷含量在

56 d后呈明显上升趋势，表明体系中产甲烷菌可能在

高VFA质量分数下逐渐恢复活力。

（2）Methanosphaerula可以促进厌氧干发酵体系

产生甲烷，其相对丰度与日甲烷产量呈正相关；而

Methanothrix相对丰度与VFA质量分数呈正相关。M
组发酵体系中以氢营养型产甲烷途径为主。

（3）古菌中 OTU 为 4、12、13的 unclassified 菌属，

对发酵体系的产甲烷性能没有明显的贡献。而细菌

中未被分类的OTU45和OTU38菌属应引起重视。

（4）影响 2组发酵体系的主要酸抑制种类不同，

逐渐积累的丙酸会影响 P组（猪粪单独发酵）的产气

性能，M组中酸抑制的主体为乙酸。酸抑制的发生对

菌群结构的演替有很大影响，可见如何避免酸抑制是

提高厌氧干发酵产气性能的关键。
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