
摘 要：为了研究 pH值调控对瘤胃液接种厌氧消化体系的影响，在半连续条件下考察了稻秆水解和产甲烷特性，并分别利用相对
定量 PCR（Q-PCR）和 MiSeq高通量测序技术分析了微生物菌群的变化。结果表明：有机负荷为 1.5、3.5 g·L-1·d-1和 7 g·L-1·d-1时，调
控体系中甲烷产率分别比对照提高了 1.98、1.99倍和 1.53倍；沼气中的甲烷含量明显提高（P<0.05），在 24%~32%之间变动。pH调
控使乙酸和丙酸之间比例逐渐增大，体系中 pH值维持在 6.24~7.77之间，适宜稻秸产甲烷代谢；滤纸酶和羧甲基纤维素酶活性呈
增加趋势。厌氧消化后 GH 5水解菌群结构变化明显，梭状芽孢杆菌属（Clostridium）占主导地位，瘤胃球菌属（Ruminococcus）相对丰
度提高了 12.47 倍；来源于瘤胃的纤维杆菌属（Fibrobacter）从体系中消逝。甲烷短杆菌属（Methanobrevibacter）相对丰度提高到
3.73%，同时甲烷八叠球菌属（Methanosarcina）相对丰度增加。研究表明，pH调控体系通过强化水解和产甲烷菌活性提高了稻秸厌
氧消化的效率。
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The effect of pH adjustment on hydrolytic bacteria and methanogens during rumen fluid derived anaerobic di原
gestion of rice straw
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Abstract：In order to evaluate the influence of pH adjustment on rumen-enhanced anaerobic digestion, this study investigates the hydrolytic
and methanogenic characteristics in the semi-continuous mode. Microbial consortia were analyzed by relative quantitative PCR（Q-PCR）
and MiSeq high-throughput sequencing technology. Compared with the control system, the methane yields after pH adjustment increases by
1.98-, 1.99- and 1.53-fold with three organic loading rates of 1.5, 3.5 g·L-1·d -1 and 7 g·L-1·d-1, respectively. The methane contents
are significantly different from the control reactor（P<0.05）, varying from 24% to 32%. Additionally, pH adjustment increases the ratios of
acetate and propionate. The pH values vary from 6.24 to 7.77 in the digestion process, which are within the optimal range of methanogenesis
from rice straw. Moreover, the FPase and CMCase activities show an increasing trend in the adjustment system. Microbial compositions of
GH 5 hydrolytic consortia change significantly after anaerobic digestion. The relative abundances of Ruminococcus genus increase 12.47-
fold compared with the ruminal inoculum, even though Clostridium was the predominant genus. The proportion of hydrogenotrophic
Methanobrevibacter reaches 3.73% and the relative abundance of acetotrophic Methanosarcina also increases. Our results indicate that pH
adjustment increases the efficiency of anaerobic digestion from rice straw through the enhancement of hydrolytic and methanogenic activities.
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图 1 半连续反应装置示意图
Figure 1 Schematic diagram of the semi-continuous reactor

秸秆是农业有机废弃物的主要来源，受技术的制

约，现阶段综合利用效率不高。厌氧消化被认为是秸

秆资源化的重要途径，秸秆的半纤维素、纤维素等成

分被用于产生沼气，而且可以获得沼渣沼液肥，综合

效益显著。但秸秆复杂的结构导致其较难水解，是厌

氧消化的主要限速过程[1]。瘤胃微生物被认为是高效
的秸秆纤维素降解者，其中瘤胃球菌属（Ruminococ原
cus）、产琥珀酸丝状杆菌（Fibrobacter succinogenes）等水
解菌发挥了重要作用[2-3]，常用于瘤胃接种秸秆的厌氧
消化[4-6]。

瘤胃微生物群落中仅含有少量的嗜氢型产甲烷

菌[7]，挥发性脂肪酸（VFAs）主要通过瘤胃上皮细胞吸
收。但在厌氧消化中水解产生的 VFAs易造成积累，
导致 pH值下降，水解活性受到抑制[4-5]。研究表明，pH
值会形成不同的生态位，为微生物提供最适的生长环

境。如水解菌最适 pH值范围在 5.3~8.3之间[8]；甲烷
菌的最适 pH值生态幅度比水解菌要窄，在 6.5~8.2
之间[9]，低于 6.2会对甲烷菌产生毒害作用[1]。因此调
控 pH值在适宜的范围内有利于水解和产甲烷活性
的提高，如 Yang等[10]研究表明，高固态餐厨垃圾厌氧
消化中提高 pH值可强化水解酶和产甲烷活性。在以
往的研究中尝试了瘤胃接种体系投加甲烷菌来减少

VFAs积累[6]；但在厌氧消化体系通过调控 pH改变功
能菌群结构和丰度，以提高秸秆转化效率的研究鲜有

相关报道。

研究表明，秸秆降解体系常利用 16S rDNA来分
析菌群变化[11]，但功能基因的检测更具应用价值[3，12-13]。
研究者将糖苷酶和酯酶按照活性中心氨基酸序列的

差异划分为不同的水解酶（GH）家族，从 Cazy数据库
中收录的情况来看，GH 5、GH 9、GH 45 和 GH 48 包
含了大多数厌氧纤维素酶。瘤胃的纤维素水解菌（如

Bacteroides、Clostridium、Ruminococcus 和 Fibrobacter）
含有 GH 5基因[3，13]，能用于水解菌的分析检测。甲烷
菌中甲基辅酶 M转移酶（mcrA）是产甲烷途径中从甲
基四氢甲烷蝶呤到甲基辅酶 M的关键酶，基因数量
的变化可以用于表征产甲烷活性高低[14]。

为此，本研究通过添加缓冲液来调控 pH值，为
功能菌群提供适宜的生长环境，减少中间代谢产物的

抑制，强化稻秸降解以及产甲烷活性。通过 MiSeq高
通量测序进行菌群丰度分析；采用相对定量 PCR（Q-
PCR）检测 GH 5和 mcrA基因来分析水解菌及产甲烷
菌的变化，从而探索 pH调控对功能菌群及厌氧消化
特性的影响。

1 材料与方法

1.1 实验原料
从无锡某屠宰场收集成年黄牛的瘤胃消化物，通

过两层纱布过滤掉未消化的草料获得瘤胃液接种物，

其总固体含量（TS）和挥发性固体含量（VS）分别为
2.28%和 1.32%，初始 pH值为 6.81，碳氮比为 12.48，
储存在 4益冰箱中并在 3 h内完成实验。稻秸从江苏
徐州地区稻田收割后购得，50 益烘箱中干燥，使用粉
碎机（湖南中诚制药机械厂，中国）粉碎过 40目筛后，
储存在密封袋中备用，其 TS、VS 及碳氮比分别为
93.74%、84.62%和 43.15。
1.2 实验装置

实验在 2 L有效容积的机械搅拌装置中进行，操
作原理如图 1所示。瘤胃液接种物使用去离子水稀释
5倍后补入反应体系中。使用 NaHCO3（5.00 g·L-1）及
K2HPO4·3H2O（1.34 g·L-1）、KH2PO4（0.51 g·L-1）组成双
效缓冲液，调整 pH 值为 6.8~7.1。整个厌氧消化在
（猿怨依员）益和 60 r·min-1条件下运行。包括三个阶段，每
个阶段运行 16 d，有机负荷分别为 1.5、3.5 g·L-1·d-1

和 7 g·L-1·d-1。每 4 d添加稻秸前，排出沼渣沼液；调
控体系中用上述缓冲液补充沼液，对照处理则使用去

离子水补充。通过铝塑袋收集气体并进行各组分含量

分析，将量筒口浸入水中，通过排出水的量来测定沼

气体积。每个阶段收集样品提取 DNA，用于相对 Q-
PCR分析，瘤胃接种物和消化结束时样品同时进行高
通量测序。

1.3 测定方法
1.3.1 理化指标

收集的沼液通过两层纱布过滤后，滤液在12 000
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r·min-1离心 10 min，上清液用于 pH、VFAs和酶活性
测定。pH用 DELTA 320 pH计（梅特勒-托利多仪器，
美国）测定。VFAs 使用 GC-2010 Plus 气相色谱（岛
津，日本）分析，进样器和检测器程序设定参考 Liu
等[15]的方法。水解酶通过滤纸酶（FPase）和羧甲基纤
维素酶（CMCase）来表征，参考以前的方法测定[6]。1个
酶活力单位定义为每毫升每分钟上清液释放 1 滋g葡
萄糖的酶量。气体成分使用 GC-2014 气相色谱（岛
津，日本）分析。

1.3.2 相对 Q-PCR
分别利用总细菌通用性基因[14]、GH 5 水解家族

基因 [12]及甲烷菌 mcrA基因[14]的引物对进行相对 Q-
PCR实验，使用 SYBR PremixEx TaqTM域试剂（RR820A，
大连宝生物，中国）构建 PCR体系，引物终浓度为 0.2
滋mol·L-1、DNA模板为 20 ng。每个反应重复3次，程序
按 Step One PCR仪操作说明自动采集荧光[12，14]，得到
目标基因的阈值（CT）。将总菌通用基因设为内标基
因，定量分析 GH 5水解微生物以及甲烷菌相对于起
始接种物的变化。每个阶段样品与接种物的变化量利

用 2-驻驻CT法确定，驻驻CT值为每个阶段目标菌的 CT值
和总菌 CT值的差值与接种物中两个 CT值相减的结
果。按照定义最初接种物的 2-驻驻CT设定为 1，目标菌的
变化量用增长或减少的倍数来表示[16]。
1.3.3 菌群丰度分析

引物对 515F和 806R对 16S的 V4区进行扩增，
利用 MiSeq（Illumina公司，美国）技术进行测序，原始
序列参考以前的方法分析[6]，经拼接后加工处理，按照
97%相似度进行聚类分析，物种注释及菌群组成变化
用相对丰度表示。原始序列提交到 NCBI中的 SRA，
序列号为 SRP123714。
1.4 数据处理

通过 SPSS 19.0 中的单因素方差（ANOVA）单元
进行差异显著性分析，阈值水平设为 0.05。使用 O原
riginPro 8.5软件绘图。
2 结果与讨论

2.1 厌氧消化特性
2.1.1 产沼气和甲烷变化

如图 2所示，调控体系中的沼气产率在 83.33~
343.33 mL·L-1·d-1范围内变动。沼气产率逐渐增加，
在 40 d时达到最大值，随后产率有所下降。对照体系
中甲烷含量变化范围为 16%~27%，呈下降趋势；调控
体系的甲烷含量在 24%~32%之间变动，提高显著（P<

0.05）。经计算三个阶段的甲烷产率均值分别达到了
36.87、58.00 mL·L-1·d-1和 79.24 mL·L-1·d-1，和对照体
系相比均显著提高（P<0.05），分别提高了1.98、1.99
倍和 1.53倍（表 1）。

在接种瘤胃厌氧消化实验中发现，甲烷的含量不

超过 19.6%[4-5]，和本研究对照体系所得结论一致。主
要是因为瘤胃接种物中缺少产甲烷菌，造成秸秆降解

产生的 VFAs积累，并导致 pH值下降，抑制产甲烷菌
活性[5]。而调控体系保证了最适的 pH值范围，有利于
甲烷菌活性的提高。如 Yang等[10]在高固态餐厨垃圾
厌氧消化研究中，调控 pH值为 8，提高了水解酶（如
淀粉酶和蛋白酶）的活性，并激活了嗜氢型产甲烷

菌中的辅酶 F420，使甲烷产率和含量分别达到了
171.0 mL·g-1 TS和 53.1%。Deng等[6]在秸秆厌氧消化
中，通过甲烷菌强化使 pH 值在 6.91 以上，有效减
少了VFAs积累，使甲烷产率明显提高。
2.1.2 体系中 pH值和 VFAs浓度的变化

VFAs作为厌氧消化中间产物，能够表征过程中
产酸和产甲烷之间的动态平衡。对照体系三个阶段

图 2 厌氧消化过程中沼气产率和甲烷含量的变化
Figure 2 The biogas production rates and methane contents during

anaerobic digestion
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表 1 三个阶段消化参数（沼气和甲烷产率、VFAs总浓度及 pH值）的变化
Table 1 The digestion parameters of the biogas and methane yields，total VFAs concentrations and pH values during the three stages

VFAs总浓度分别为 3.89、2.82 g·L-1和 4.63 g·L-1；而
调控体系 VFAs 浓度分别达到了 2.97、2.86 g·L-1 和
5.52 g·L-1，差异不显著（表 1）。VFAs浓度的变化如图
3所示，乙酸和丙酸是主要组分，浓度分别在 1.32~
3.08 g·L-1和 1.12~1.76 g·L-1之间变动，两者比例先减
少后逐渐增大。相比之下，对照体系中乙酸和丙酸浓

度分别在 1.37~2.91 g·L-1和 1.15~1.72 g·L-1之间，而
丁酸在第一和第三阶段均有积累，均值分别为 0.70
g·L-1和 0.99 g·L-1。如表 1所示，受到 VFAs积累的影
响，对照体系 pH值降至 6.08~7.01之间；而调控体系

在三个阶段均显著提高（P<0.05），pH值在 6.24~7.77
之间变动，均值达到了 7.14，处于最适产甲烷范围内[9]。

当有机负荷提高为 7 g·L-1·d-1，调控体系中单个
VFAs的积累造成 pH值下降，最低达到了 6.24。根据
Lerm等[17]的研究，随着有机负荷升高，代谢产生的氢
和还原力 NADH来不及被甲烷菌利用时会产生丙酸
（或丁酸），这是厌氧消化受抑制的重要标志；而乙酸

经过短暂积累后可以被甲烷菌所利用。本研究中调控

使 pH值在适宜的范围内，乙酸和丙酸之间比例逐渐
升高，有利于产甲烷代谢。如 Deng等[6]在稻秸瘤胃接
种体系中同样发现，乙酸能被用于产甲烷，其浓度和

甲烷产率呈正比。而另一个稻秸厌氧消化研究表明，

瘤胃液预处理超过 48 h后，丙酸的积累是造成甲烷
产率下降的主要原因[5]。
2.1.3 秸秆纤维素水解活性

CMCase和 FPase常被用于衡量纤维素水解酶活
的变化，三个阶段的变化如图 4 所示。调控体系中
CMCase 酶活分别在 0.24~0.72、0.87~1.10 U·mL-1 和
1.37~2.23 U·mL-1范围内变动。FPase酶活变化范围为
0.19~0.35、0.54~0.98 U·mL-1和 0.61~0.98 U·mL-1，呈增
长趋势。CMCase和 FPase酶活都比对照样品显著提
高（P<0.05），这也体现出调控体系的水解优势。首先，
pH值高低影响纤维素水解，如 Romsaiyud等[8]发现低
pH值会对纤维素水解菌产生离子毒性，抑制水解酶
的产生；而 Hu 等 [4]在接种瘤胃研究中表明，通过提
高 pH值能增加纤维素降解的效率。其次，纤维素的
降解需要各类微生物协同作用[6]，调控体系为甲烷菌
提供了适宜的 pH值，加快了功能菌群种间氢传递，
水解和产甲烷活性都能得到明显提高。

2.2 菌群相对丰度的变化
利用 MiSeq测序分析了接种物和消化结束时样

品中菌群相对丰度的变化，包括细菌和甲烷菌两类。

如图 5a所示，细菌中拟杆菌目（Bacteroidales）和梭菌
图 3 消化过程中 pH值和单个 VFA浓度的变化

Figure 3 The changes of pH values and individual VFA during the
anaerobic digestion

注：平均数（n=4），三个阶段中不同字母表示差异达到 5%显著水平。
Note：Mean values（n=4）. Different letters during the three stages indicate a significant difference at 5% level.
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图 4 厌氧消化过程中羧甲基纤维素酶和滤纸酶活性的变化
Figure 4 The changes of the CMCase and FPase activities during

anaerobic digestion

图 5 厌氧消化后菌群相对丰度的变化
Figure 5 Changes of relative abundances on the microbial

communities after anaerobic digestion

目（Clostridiales）相对丰度较高，而伯克氏菌目
（Burkholderiales）和芽胞杆菌目（Bacillales）厌氧消化
结束后消失。互营菌目（Synergistales）常与甲烷菌形
成互营氧化菌群[18]，相对丰度升高表明了调控体系中
协同作用的增强。

在调控体系中，发酵产酸微生物 Bacteroidales的
相对丰度从 29.73%下降到 23.31%[11]，但在对照体系
中则升高为 37.37%。Clostridiales相对丰度从 13.29%
升高到 60.48%，研究发现该目是秸秆及纤维素底物
重要的水解菌 [13]，如梭状芽孢杆菌属（Clostridium）和
Ruminococcus[2-3]。Clostridium是秸秆纤维素的主要降
解者[19]；Ruminococcus 在瘤胃内纤维素降解中发挥重
要作用，但在人工反应器中很少被检测到。而本研究

调控体系中尽管 Clostridium相对丰度为 21.18%，但
是 Ruminococcus的含量提高了 12.47倍，而来源瘤胃
的另一种水解菌 Fibrobacter 则从体系中消失（图
5b）。

瘤胃中甲烷菌类型主要以嗜氢型甲烷短杆菌属

（Methanobrevibacter）为主[3，7]。如图 5c所示，本研究接
种物中 Methanobrevibacter丰度达到了 0.87%。厌氧消

化结束后，在调控体系中Methanobrevibacter相对丰度
升高到了 3.73%，而甲烷八叠球菌属（Methanosarcina）
的相对丰度为 0.07%。在对照体系中，Methanobre原
vibacter比例降低，无 Methanosarcina存在。Methanos-
arcina能够利用体系中产生的乙酸，在秸秆水解体系
中发挥重要作用[6，10]。产甲烷菌群的变化表明，pH调
控体系不仅提高了嗜氢型 Methanobrevibacter 比例，
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也增加了嗜乙酸型甲烷菌相对丰度，对产甲烷活性的

提高起到了关键作用。

2.3 GH 5水解和甲烷菌的变化
GH 5水解菌群在厌氧体系中分布广泛[3，12-13]，Sun

等[13]发现，GH 5基因含量的变化能用于研究秸秆或
纤维素降解的效率。如图 6a所示，本研究利用 GH 5
基因表征纤维素水解菌，调控体系的变化趋势为先降

低后升高，最后趋于稳定，厌氧消化结束时比接种时

提高了 1.65倍。水解菌开始阶段的减少可以用 Rus原
sell等[2]的研究结论来解释，瘤胃微生物离开生境后，
环境条件的改变使部分水解菌无法适应而从人工装

置中消失。对照体系中的水解菌数量整个过程变化不

大。甲烷菌的变化如图 6b所示，和瘤胃接种物相比，
pH 调控使甲烷菌先降低后升高，最后增加了 0.57
倍；而对照中甲烷菌明显减少。甲烷菌数量的变化也

解释了不同反应装置中沼气产率和甲烷含量的差异。

瘤胃中水解菌和嗜氢型甲烷菌存在种间氢传递。

白色瘤胃球菌（Ruminococcus albus）通过糖酵解中丙
酮酸氧化途径获得 NADH用于产 H2，H2被利用得到
乙醇。但当 H2被利用产甲烷后，实现了 NAD+的再生，
产乙酸成为主要代谢类型[20]。如 Ruminococcus albus 7

降解微晶纤维素时，加入 Methanobrevibacter smithii
PS后，产甲烷效率提高[21]。黄化瘤胃球菌（Ruminococ原
cus flavefaciens）产生的还原型辅酶 NADH既能用于
产琥珀酸又能用于产 H2，通过种间氢传递给甲烷菌
后，产氢产乙酸途径得到强化。如添加 Methanobac原
terium ruminantium PS到 R. flavefaciens C94降解纤维
素体系中，使产生的乙酸与琥珀酸比例提高了 15倍[22]。
Piao 等 [23]同样发现了Methanobrevibacter 在牛瘤胃的
柳枝稷消化中发挥了重要作用，增强了降解效果。研

究还表明，甲烷菌活性受到抑制，会影响到功能菌群

的活性，使水解菌含量下降。如 Lazuka等[24]在小麦秸
厌氧消化研究中，添加溴乙基磺酸钠（BES）抑制甲烷
菌后，来源于瘤胃的Ruminococcus 从体系中消失。本
研究 pH调控提高了甲烷菌的活性，Methanobrevibac原
ter含量升高，可以与瘤胃水解菌 Ruminococcus 形成
功能菌群，加快了种间氢传递，从而使水解和产甲烷

活性都得到了提高。

秸秆厌氧消化研究发现，可以通过强化嗜乙酸型

产甲烷途径来降低 VFAs积累现象。如 Wang等[25]在
青贮牧草降解中，发现纤维素降解产生的乙酸刺激了

Methanosarcina在固渣表面的生长，从而加快了底物
的降解。Miller 等 [21]利用瘤胃水解菌 Ruminococcus
albus 和 Methanobrevibacter降解微晶纤维素时，再投
入嗜乙酸型 Methanosarcina barkeri，乙酸利用率提高
到 88%，强化了甲烷产率；而没有与甲烷菌共消化时，
易造成 VFAs积累。在稻秸厌氧消化中，Deng等[6]尝
试通过瘤胃液和活性污泥共接种稻秸厌氧消化策略，

发现来源于污泥的甲烷菌有利于乙酸产甲烷代谢。并

且发现在稻秸干式发酵中，甲烷菌菌群结构和数量的

变化会影响产甲烷效率[26]。本研究中 Methanosarcina
相对丰度仅为 0.07%，易造成乙酸的短暂积累。因此，
在 pH调控强化瘤胃液接种秸秆厌氧消化中，需要提
高嗜乙酸甲烷菌的含量，来解除发酵产物中 VFAs的
积累，进一步增强产甲烷效率。

3 结论

（1）与对照相比，pH调控使甲烷产率分别提高了
1.98、1.99倍和 1.53倍，甲烷含量在 24%~32%之间变
动。VFAs浓度中乙酸和丙酸分别在 1.32~3.08 g·L-1

和1.12~1.76 g·L-1之间变动，比值逐渐增大；pH值维
持在 6.24~7.77之间。
（2）调控体系秸秆纤维素水解活性提高，CMCase

和 FPase酶活呈增加趋势，分别在 0.24~2.23 U·mL-1

图 6 功能菌群的变化特征
Figure 6 The change characteristics of the function consortia
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和 0.19~0.98 U·mL-1之间变动。
（3）微生物菌群分析表明，调控体系中 Bac 原

teroidales和 Clostridiales目成为优势菌群；来源于瘤
胃的 Burkholderiales 和 Bacillales 目从体系中消失。
Clostridiales的 Clostridium仍是优势菌属（21.18%），
但 Ruminococcus 的比例提高了 12.47 倍，Fibrobacter
从体系中消失。

（4）调控体系中嗜氢型 Methanobrevibacter 相
对丰度从 0.87%提高到 3.73%，成为优势菌属；嗜乙
酸型 Methanosarcina相对丰度增加至 0.07%。
（5）功能菌群相对 Q-PCR分析表明，pH调控使

GH 5水解菌群提高了1.65倍，甲烷菌提高了0.57倍。
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