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摘　 要： 秸秆厌氧发酵是实现农业废弃物能源化利用，支撑农业固碳减排的重要途径。 但是，秸秆的高负荷发酵通

常会导致系统酸化，影响发酵稳定性。 研究以驯化的厌氧污泥为接种物，在不同物料浓度（５％ 、７％ 和 ９％ ＴＳ）下，
研究了一步启动 （ＯＳＳ， ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｓｔａｒｔｕｐ）和逐级提升启动 （ＳＩＳ， ｓｔｅｐｗｉｓｅ⁃ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｔａｒｔｕｐ）两种模式对秸秆中温

（３５℃） 厌氧发酵效率及稳定性的影响。 结果表明，两种启动模式均可正常启动秸秆厌氧发酵过程，水解阶段 ＯＳＳ
组趋向于丙酸型发酵，但 ＳＩＳ 组可维持稳定的乙酸型发酵，丙酸和乙酸降解效率高，挥发性脂肪酸最高累积浓度仅

为 ＯＳＳ 组的 １８． ４％ ～ ４０． ３％ 。 ５６ ｄ 发酵过程中，所有实验组均稳定产甲烷； 与 ＯＳＳ 组相比，逐级提升启动对较低

物料浓度 （５％和 ７％ ＴＳ） 的产气率无显著影响，但 ９％ ＴＳ 实验组的 ＴＳ 产气率显著提升。 高通量测序结果显示，
Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ， Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ 是 ＯＳＳ 组中的优势细菌，ｖａｄｉｎＢＣ２７ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ ｇｒｏｕｐ 和 Ｓｙｎｅｒｇｉｓ⁃
ｔａｃｅａｅ 是 ＳＩＳ 组的优势细菌； 氢营养型产甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ 秸秆厌氧消化过程中的优势古菌，ＳＩＳ 组存在较高丰

度的的脂肪酸互营氧化菌和氢营养型产甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，有利于促进 ＶＦＡｓ 降解产甲烷。 因此，启动方式

对秸秆发酵性能和微生物群落结构具有明显的影响，逐级提升启动可以有效缓解高浓度秸秆发酵过程中的 ＶＦＡｓ
累积，有利于预防厌氧消化系统酸化，维持系统稳定并提高产气率。
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　 　 秸秆富含纤维素、半纤维素等有机成分，是生产

清洁生物能源的重要基质［１ － ３］。 我国秸秆年产量 ８
亿吨左右，全部利用可减排 ９ 亿余吨 ＣＯ２。 加快推

进秸秆的能源化利用，将有效支撑农业减排固碳，助
力我国 ２０３０ 年实现“双碳”目标。 厌氧消化是秸秆

能源化利用的重要途径之一。 但是，由于秸秆结构

复杂、生物转化率低、碳氮比高等［４ － ５］，导致厌氧发

酵过程不稳定、易酸化，从而限制了其在沼气发酵中

的大规模应用［６ － ８］。
目前，秸秆厌氧发酵主要采用湿式厌氧发酵工

艺和干发酵工艺［９］。 湿式发酵通常以较低的负荷

运行（ ＜ ８％ ＴＳ），以避免纤维和脂肪等分层、形成

浮渣，但严重影响沼气产量［１０ － １１］。 秸秆厌氧干发酵

可通过提高发酵负荷（ ＞ １５％ ＴＳ）提升沼气产量，
但是启动周期长，并且由于传质差、营养不平衡、氨
氮和挥发酸易积累，容易导致纤维素降解率低等问

题［１２］。 多项研究证实［１３］，秸秆厌氧发酵过程中，ＴＳ
含量的提高易造成挥发酸累积和 ｐＨ 值，破坏产酸

和产甲烷代谢平衡，当有机酸高达 ７０００ ｍｇ·Ｌ － １时，
产甲烷代谢将被抑制，从而导致系统崩溃。 研究发

现，启动阶段，接种是影响秸秆厌氧消化过程的重要

步骤［１４］。 增加接种率可提升甲烷产量，但当底物 ／
接种物比率（Ｓ ／ Ｉ） ＞ ４ 时，由于接种物中的微生物缺

乏足够的底物维持生长代谢，从而导致厌氧消化效

率将下降，甚至启动失败。 但是，接种率过高，不仅

增加运行成本，还将减少反应器的有效容积和发酵

原料，增强微生物之间的营养竞争，从而降低产气

量［１５］。 目前，高浓度物料发酵常采用沼液回流等模

式进行连续接种，提高活性微生物的数量，缓解挥发

性脂肪酸积累，从而缩短启动周期、维持运行的稳定

性、提高沼气产量。 但是，沼液回流模式容易造成氨

氮积累，进而抑制厌氧降解过程［１６］。 在适宜的接种

率下，利用逐级提高进料浓度的方式启动厌氧发酵，
可增强厌氧消化菌群的代谢活性，从而提升其降解

有机废弃物的能力。 目前已利用该模式成功地进行

了厌氧消化处理鸡粪的启动，总固体含量（ ｔｏｔａｌ ｓｏｌ⁃
ｉｄ， ＴＳ）去除率 ６０％ ，甲烷体积分数稳定在（６５ ±
３）％左右，并避免了氨抑制的现象［１７］。

本研究围绕提升秸秆的转化效率，维持秸秆厌

氧发酵过程的稳定性，在恒温 ３５℃条件下，以驯化

的厌氧污泥为接种物，在不同原料浓度（５％ ，７％ 和

９％ ＴＳ）下，通过分析厌氧发酵过程中的挥发酸代

谢、沼气产率、木质纤维素降解率以及微生物群落结

构等差异，评估了一步启动（ＯＳＳ， ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｓｔａｒｔｕｐ）
和逐级提升启动（ＳＩＳ， ｓｔｅｐｗｉｓｅ⁃ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｔａｒｔｕｐ）模
式对水稻秸秆厌氧中温发酵性能的影响，以期为秸

秆沼气工程运行提供技术参考。

１　 材料与方法

１． １　 实验原料及接种物

１． １． １　 实验原料

实验中所采用的水稻秸秆取自成都双流农田，
其成分主要包括纤维素 （ ３３． ５５％ ）、 半纤维素

（２１. ４６％ ）、木质素（１７． ３８％ ）、灰分、蛋白质和糖

等，组成特征见表 １。 水稻秸秆使用前先烘干后粉

碎，４０ 目过筛。 称取 １． ００ ｇ，５５℃烘干至恒重，通过

失重法计算秸秆含水率。
１． １． ２　 接种物

接种物为实验室利用猪粪秸秆混合原料长期驯

化的厌氧干发酵菌剂，接种物的理化特征见表 １。
１． １． ３　 培养基成分及配制方法

ＦＳＣ 培养基（ｇ·Ｌ － １）：ＮａＣｌ ５． ０，ＣａＣＯ３ ２． ０，尿
素 ２． ０，胰蛋白胨（ＢＢＬ） ２． ０，酵母粉（ＹＥ） １． ０，将
上述试剂溶解于 １ Ｌ 自来水。 配置时，先将秸秆粉

加入 １． ０ Ｌ 发酵瓶中，真空泵抽换氮气 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，然后分装 ０． ５ Ｌ ＦＳＣ 培养基于厌氧瓶中。
１． ２　 实验设置

本实验设置为批次实验，分别采用一步启动
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（ＯＳＳ， ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｓｔａｒｔｕｐ）和逐级提升启动（ＳＩＳ， ｓｔｅｐ⁃
ｗｉｓｅ⁃ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｔａｒｔｕｐ）两种模式启动秸秆厌氧发酵

表 １　 底物和接种物理化性质

项 目 秸　 秆 接种物

ＴＳ ／ （ｇ·ｋｇ － １） ８７． ２０ ± ０． ２４ ２０． ６５ ± ２． ３４

ＶＳ ／ （ｇ·ｋｇ － １） ７４． ５７ ± ０． ２６ １２． １１ ± １． ３４

碳 ／ （％ ＴＳ） ４１． ４３ ± ０． ０７ ２８． ４８ ± ０． ３０

氮 ／ （％ ＴＳ） ０． ８６ ± ０． ０４ １． ７５ ± ０． ０２

碳 ／ 氮 ４８． ４９ ± ０． ９２ １６． ３３ ± ０． １７

氢 ／ （％ ＴＳ） ５． ８５ ± ０． ０１ ３． ５０ ± ０． ０７

硫 ／ （％ ＴＳ） ０． １１ ± ０． ０２ ０． ８１ ± ０． ０６

纤维素 ／ （％ ＴＳ） ３３． ５５ ± １． ９１ —

半纤维素 ／ （％ ＴＳ） ２１． ４６ ± ０． ９７ —

木质素 ／ （％ ＴＳ） １７． ３８ ± １． ３６ —

实验，原料浓度分别选择 ５％ 、７％和 ９％ ＴＳ，累积设

置 ６ 个实验组。 以两种不同模式启动厌氧发酵实

验。 ＯＳＳ 组（ＯＳＳ ５， ＯＳＳ ７ 和 ＯＳＳ ９）以 ５％ 、７％ 和

９％ ＴＳ 直接启动厌氧消化系统，ＳＩＳ 组（ＳＩＳ ５，ＳＩＳ ７
和 ＳＩＳ ９）均先以 ２％ ＴＳ 启动厌氧消化系统，至系统

稳定运行后将 ＴＳ 分别提高至 ５％ 、７％和 ９％ 。
采用 １． ０ Ｌ 带有取样口和排气口的发酵瓶，实

际发酵体积为 ０． ５ Ｌ，接种量为 １０％ （ｗ ／ ｖ）。 接种后

放置于（３５ ± １）℃恒温培养箱中培养，每 ２ ｄ 摇晃混

匀 １ 次并取样监测，直至没有明显产气时停止实验。
１． ３　 理化指标分析

采用标准方法分析总固体含量 （ ｔｏｔａｌ ｓｏｌｉｄｓ，
ＴＳ）和总挥发性固体含量（ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｓｏｌｉｄｓ，ＶＳ） ［１８］。
采用 Ｖａｒｉｏ Ｍａｃｒｏ Ｃｕｂｅ 元素分析仪分析 Ｃ、Ｈ、Ｎ 和 Ｓ
元素。 采用排饱和盐水集气的方法测定沼气产量。
采用安捷伦 ７８２０Ａ 型气相色谱仪测定甲烷含量［１９］。
将液体样品于室温下 １２０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎ，经 ０．
２２ ｕｍ 水相滤膜过滤，用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ Ｓｅｒｉｅｓ 液相色

谱仪分析挥发性脂肪酸（乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、
戊酸、异戊酸） ［２０］。 采用纳氏试剂分光光度法测定

氨氮［２１］。 采用范氏 洗涤纤维分析法测定中性洗涤

纤维（ＮＤＦ）和酸性洗涤纤维（ＡＤＦ） ［２２］。 纤维素降

解率用以下公式计算：
（半）纤维素降解率（％ ） ＝ （降解前纤维素量 － 降解

后纤维素量） ／降解前纤维素量 × １００％
１． ４　 微生物群落结构分析

实验运行至稳定期，用无菌离心管从每个反应

体系中收集 ５ ｍＬ 样品，于 ４℃，１２０００ ｒｐｍ 离心 １０

ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ２ ～ ３ 次， 菌体储存于

－ ８０℃冰箱保存用于 ＤＮＡ 提取。 采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 细

菌基因组提取试剂盒提取、纯化基因组 ＤＮＡ。
采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 系统进行测序（上海美吉生

物医药科技有限公司）。 采用 ＦＬＡＳＨ、Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ
软件对测序数据进行拼接和优化； 使用 Ｕｓｅａｒｃｈ 软

件进行 ＯＴＵ 聚类分析； 基于得到的 ＯＴＵ⁃ｔａｂｌｅ，进行

后续的分类学分析、Ａｌｐｈａ 多样性分析和 Ｂｅｔａ 多样

性分析以及组间差异分析。 数据分析采用 Ｑｉｉｍｅ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ １． ８ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｑｉｉｍｅ． ｏｒｇ ／ ）平台在线分析，根
据不同的相似度水平，对所有序列进行 ＯＴＵ 划分，
对 ９７％的相似水平下的 ＯＴＵ 进行生物信息统计分

析。 采用 ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 算法 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．
ｎｅｔ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｒｄｐ⁃ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ／ ）对 ＯＴＵ 代表序列进行比

对分析，在各个水平（ ｋｉｎｇｄｏｍ，ｐｈｙｌｕｍ，ｃｌａｓｓ，ｏｒｄｅｒ，
ｆａｍｉｌｙ，ｇｅｎｕｓ，ｓｐｅｃｉｅｓ）注释其群落的物种信息。 并

对样品进行了多样性分析以及分类分析。

２　 结果与讨论

２． １　 启动模式对挥发性脂肪酸代谢的影响

在秸秆厌氧消化过程中，所有实验组的乙酸、丙
酸、丁酸和总挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）浓度变化趋势几

乎一致（见图 １）。 发酵前 ４ ｄ 为快速水解阶段，有
机物水解导致 ＶＦＡｓ 迅速累积。 ＯＳＳ 实验组的

ＶＦＡｓ 浓度且伴随 ＴＳ 提高而增加，发酵第 ４ 天达到

最高值 ３０７２． ０ ～ ６５５６． ７ ｍｇ·Ｌ － １； ＳＩＳ 实验组以 ２％
ＴＳ 启动时和提高至目标负荷阶段均出现 ＶＦＡｓ 快速

累积，最高累积浓度分别为 １２０９． １ ～ １４１２． １ ｍｇ － １

（第 ４ 天）和（第 ２２ ～ ２４ 天）１１０． ４ ～ ７３０． ２ ｍｇ － １，均
不足 ＯＳＳ 实验组的 ４０． ３％ 。 同时，提升负荷阶段

ＶＦＡｓ 浓度显著低于初始启动阶段，这可能与 ＳＩＳ 实

验组处于稳定的 ＶＦＡｓ 降解状态有关（见图 ４）。
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图 １　 秸秆厌氧发酵过程中乙酸产量变化
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图 ２　 秸秆厌氧发酵过程中丙酸产量变化
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图 ３　 秸秆厌氧发酵过程中丁酸产量变化
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注：挥发性脂肪酸包括乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸和戊酸

图 ４　 秸秆厌氧发酵过程中挥发性脂肪酸的产量变化

　 　 乙酸和丙酸为水解阶段的主要代谢产物，占挥

发酸总量的 ６０． ５％以上（见图 ５）。 其中，前 ２ 天为

乙酸型发酵，乙酸占 ＶＦＡｓ 的 ４８． １％ 以上，乙酸 ／丙
酸比率为 ２． ４ ～ ３． ９。 第 ４ 天起，ＯＳＳ 实验组转换为

丙酸型发酵（乙酸 ／丙酸比率为 ０． ６ ～ ０． ９），乙酸缓

慢增加或快速降解，丙酸则迅速积累，分别是第 ２ 天

的 ０． ７８ ～ １． ３ 倍和 ４． ４ ～ ５． ７ 倍； 而 ＳＩＳ 实验组在整

个发酵过程中均为乙酸型发酵（乙酸 ／丙酸比率为

１． ５ ～ ２． ７），发酵第 ４ 天乙酸和丙酸均缓慢提高，是
第 ２ 天的 １． ０ ～ １． ２ 倍和 １． ２ ～ ２． ２ 倍。 发酵第 ６
天，ＯＳＳ 实验组进入乙酸降解阶段，２ 天内乙酸降解

率超过 ５６． ７％ ，丙酸降解率不足 １５． ７％ ； 而 ＳＩＳ 实

验组则以丙酸降解为主，２ 天内丙酸降解率超过

７５. ０％ ，乙酸降解率为 ３３． ２％ ～ ６１． ０％ 。 乙酸和丙

酸是有机物厌氧转化过程中的重要中间产物。 由于

乙酸可以直接被产甲烷菌利用，而丙酸的电离常数

大，并且转化为甲烷的速率慢，因此在厌氧消化过程

中，丙酸最容易积累，从而导致系统失衡［２３ － ２５］。 一

般认为，厌氧发酵系统中适宜的丙酸浓度应不高于

１５００ ｍｇ·Ｌ － １（２． ３ ｇ ＨＰｒ·Ｌ － １ＣＯＤ） ［２５］。 当发酵体系

中的丙酸浓度积累至 ＞ ２０００ ｍｇ·Ｌ － １以上，且影响正

常产甲烷代谢时，将导致丙酸型酸化［２６ － ２７］。 ＯＳＳ 实

验组中，发酵 ４ ～ ８ ｄ 期间，除 ５％ ＴＳ 实验组，其余实

验组的丙酸浓度均大于 １５００ ｍｇ·Ｌ － １，其中 ９％ ＴＳ
实验组丙酸浓度高于 ２２５４． １ ｍｇ·Ｌ － １； 在持续 ５６ ｄ
的发酵过程中，ＳＩＳ 实验组丙酸浓度始终维持较低

的浓度，即使在负荷提升阶段丙酸浓度均低于

４９８. ８ ｍｇ·Ｌ － １。 因此，一步启动高浓度的秸秆厌氧

发酵过程具有较高的丙酸型酸化风险，而逐级提升

启动模式可以建立高效的丙酸水解体系，加速 ＶＦＡｓ
转化，维持较稳定的乙酸型发酵过程，预防厌氧消化

系统酸化。
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图 ５　 水解阶段（第 ２ ～ ８ 天）乙酸、丙酸和丁酸产量的比例

２． ２　 启动方式对产甲烷代谢的影响

由图 ６ 和图 ７ 可知，所有实验组启动第 ２ 天即

开始产甲烷，甲烷含量持续增加。 发酵第 ４ 天，ＯＳＳ
实验组甲烷含量可达 ３４． ４％ ～ ４４． ０％ ，ＳＩＳ 实验组

为 ３１． ７％ ～４０． ７％ ； ＯＳＳ 实验组和 ＳＩＳ 实验组分别

在发酵第 １８ 天和第 １６ 天进入产甲烷代谢稳定期，
甲烷含量分别为 ６２． ８％ ～６３． ９％和 ５８． ６％ ～ ６１． ３％。
ＳＩＳ 实验组于发酵第 １９ 天提升负荷后进行了顶空

气体置换，但 ２ 天后（第 ２２ 天） 甲烷含量即达到

１９. ９％ ～３７． ７％ ，５％ 、７％和 ９％ ＴＳ 组分别于 １６（第
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３６ 天）、１０（第 ３０ 天）和 １２ 天后（第 ３２ 天）进入产甲

烷代谢稳定期。 在持续 ５６ 天的厌氧发酵过程中，即
使在 ＶＦＡｓ 迅速积累的水解阶段和丙酸浓度 ＞ ２０００
ｍｇ·Ｌ － １时，所有实验组均可正常进行产甲烷代谢，
未发生酸抑制现象，这可能与所使用的接种物中含有

较高丰度的丙酸互营氧化细菌和产甲烷菌有关［２８］。
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图 ６　 秸秆厌氧发酵过程中甲烷含量
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图 ７　 秸秆厌氧发酵过程中累积产气量

　 　 发酵结束时，ＳＩＳ ５、ＳＩＳ ７ 和 ＳＩＳ ９ 实验组的 ＴＳ
产气率分别为 １９７． ７ ± ２． ７、２１３． ０ ± ２６． ０、２５３． ６ ±
８． ３ ｍＬ·ｇ － １ＴＳ（见图 ８），ＶＳ 产气率分别为 ２３１． ２ ±
３． ２，２４９． ２ ± ３０． ４，２９６． ６ ± ９． ７ｍＬ·ｇ －１ＶＳ（见图９），
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注：∗∗，差异显著 ｐ ＜ ０． ０５；∗∗∗差异极显著 ｐ ＜ ０． ０１

图 ８　 不同启动模式下的总固体（ＴＳ）原料产气率
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注：∗∗，差异显著 ｐ ＜ ０． ０５；∗∗∗差异极显著 ｐ ＜ ０． ０１

图 ９　 不同启动模式下挥发性固体（ＶＳ）产气率

较 ＯＳＳ 实验组分别提高 １４． ８％ ，１０． １％ 和 １８． ０％ ，
但仅 ９％ ＴＳ 实验组的原料产气率在两种启动模式下

具有极显著差异（ｐ ＜ ０． ０１）。
２． ３　 秸秆纤维素降解率

启动模式对秸秆中半纤维素、纤维素和木质素

的降解具有明显的影响（见图 １０ ～ 图 １２）。 当 ＴＳ
为 ５％时，ＳＩＳ 实验组的半纤维素与纤维素降解率分

别为（３２． ９ ± ０． ３）％ 和（４１． ５ ± ２． ７）％ ，显著高于

ＯＳＳ 实验组，较 ＯＳＳ 实验组分别提高 ６５． １％ 和 ４９．
３％ ； 但木质素降解率为（２４． ４ ± ０． ３）％ ，低于 ＯＳＳ
实验组 ７. ２％ 。 ＴＳ 为 ７％时，ＳＩＳ 实验组的半纤维素

与纤维素降解率分别为（２８． ０ ± ４． ３）％ 和（２９． ８ ±
１． ０）％ ，较 ＯＳＳ 实验组分别提高 １４． ０％ 和 ８． ０％ ；
木质素降解率为（１８． ７ ± ３． ３）％ ，低于 ＯＳＳ 实验组

２７． ５％ 。 ＴＳ 为 ９％ 时，ＳＩＳ 实验组的半纤维素与木

质素降解率分别为（２７． ２ ± １． ２）％ 和（１８． ６ ± ８．
６）％ ，较 ＯＳＳ 实验组分别提高 ４． ８％ 和 ３１． ８％ ； 纤

维素降解率为 （２２． ５ ± １. ６）％ ，低于 ＯＳＳ 实验组

３１. １％ 。 因此，ＳＩＳ 对低浓度秸秆发酵过程中的半

纤维素和纤维素转化率具有显著的促进作用，但不
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图 １０　 不同启动模式下的秸秆半纤维素降解率
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图 １１　 不同启动模式下纤维素降解率
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图 １２　 不同启动模式下木质素降解率

利于木质素降解； 高浓度秸秆发酵过程中，ＳＩＳ 可在

一定程度上提高半纤维素降解率，但 ＯＳＳ 更有利于

纤维素降解。
２． ４　 启动模式对微生物群落结构组成的影响

发酵稳定期，５％ 和 ９％ ＴＳ 时，４ 种发酵条件下

共注释到 １１０２ 个 ＯＴＵ，其中 ＯＳＳ 和 ＳＩＳ 实验组分别

注释到 ９３０ 和 ７６６ 个 ＯＴＵ，各组的特有 ＯＴＵ 数量分

别为 １２２ 个和 ４５ 个（见图 １３），占每组 ＯＴＵ 总量的

１３． １％和 ５． ９％ ，暗示着微生物种群在逐级提升启

动模式下趋向于富集，而在一步启动模式下趋向于

分化。 此外，ＯＳＳ ５ 和 ＯＳＳ ９ 实验组、ＳＩＳ ５ 和 ＳＩＳ ９
实验组分别注释到 ６９５、８１５、５６４ 和 ６５２ 个 ＯＴＵ（图
１４ 和图 １５），这说明 ＯＴＵ 多样性随着秸秆发酵浓度

的升高而增加。 其中，各实验组共有 ＯＴＵ ３３９ 个，
占 ＯＴＵ 总量的 ３０． ８％ ； ＯＳＳ ５、ＳＩＳ ５、ＯＳＳ ９ 和 ＳＩＳ ９
实验组注释到的特有 ＯＴＵ 数量分别为 ５９、３２、１５５
和 ９５ 个，分别占各组 ＯＴＵ 总数的 ８． ５％ 、５． ７ ％ 、
１９． ０％ 和 １４． ６％ ，因此，发酵负荷可能是推动微生

物种群分化的重要影响因素，高物料浓度可驱动形

成更独特的微生物种群结构。
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图 １３　 发酵稳定期微生物 ＯＴＵ 组成 Ｖｅｎｎ 图

２． ５　 不同启动模式下微生物群落结构的差异

当发酵原料 ＴＳ 为 ５％ 和 ９％ 时，ＯＳＳ 和 ＳＩＳ 两

种启动方式分别对秸秆纤维素水解和原料产气率有

显著影响。 为了揭示启动方式对高浓度秸秆厌氧消

化过程中微生物的影响，探究维持发酵稳定性、促进

产甲烷代谢的关键微生物，采用高通量测序技术，对
不同启动模式下 ５％和 ９％ ＴＳ 实验组在稳定产气阶

段的微生物群落结构进行了分析。
细菌属水平分析结果显示，一步启动法和逐步

提升启动法对细菌群落结构组成具有明显的影响

（见图 １４）。 ＯＳＳ 实验组的优势物种（相对丰度≥
５％）为 Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ （５％和 ９％ ＴＳ 实验组分别为

１６． ８％和 １８． ６％）， Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ （３． ６％和 ７． ８％）［２９］

和 ＯＰＢ５４ （３． ０％和 ５． ６％）等。 Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ 广泛分

布在白蚁肠道、以纤维素为原料的厌氧发酵系统、油
藏环境［３０］，已分离的纯培养物具有降解纤维二糖和

核糖等纤维素、半纤维素水解产物，并产生乙酸、丙
酸和丁酸的能力［３１ － ３４］。 Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 是中温厌氧

反应器中常见的一类水解性细菌，具有多种多聚糖

水解酶活性（如 β⁃葡聚糖、淀粉、木聚糖、阿拉伯半

乳聚糖、阿拉伯木聚糖、ＣＭ⁃纤维素和 ＰＡＳＣ），可降

解纤维二糖、葡萄糖、等半纤维素和纤维素水解产

物，以及蛋白胨、酵母粉和多种多肽，产生乙酸和丙

酸［３５ － ３６］。 在间歇性木质纤维素微耗氧发酵过程中

发现，Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 可以通过交替进行好氧呼吸和

厌氧发酵直接降解木质纤维素产生二氧化碳、甲酸
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和乙酸［３７］。 基于多组学分析推测，在厌氧发酵微生

物组中，Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 和 Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ 可能是厌氧发

酵过程不稳定的代表性指标［３８ － ３９］。 ＯＰＢ５４ 是芽孢

杆菌门（Ｂａｃｉｌｌｏｔａ，旧名厚壁菌门，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）的一个

未培养的类群，在纤维素富集物、秸秆、牛粪和蔬菜

废弃物的高温干发酵过程中为优势物种，也是含有

高浓度乙酸的厌氧反应器中丰度最高的互营乙酸氧

化菌［４０］。 该类群中最近分离培养的 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｓｐｏｒａ
可以降解几丁质，以及木糖、葡萄糖等多种单糖和多

糖，产生乙酸、乙醇、氢气等，尚未证实具有乙酸互营

氧化能力［４１ － ４２］。 ＳＩＳ 实验组的优势物种为 ｖａｄｉｎ⁃
ＢＣ２７ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ ｇｒｏｕｐ （５％和 ９％ ＴＳ 实验组

分别为 １５． ７％和 ２５． ２％ ）， ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ
（９． ６％ 和 １２． ３％ ）和 ＯＰＢ５４ （６． ０％ 和 １． ６％ ）等。
研究发现，ｖａｄｉｎＢＣ２７ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ ｇｒｏｕｐ 和 ｕｎ⁃
ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ 是牛粪干发酵、人工废水厌氧

发酵产酸过程中的优势物种［４３ － ４４］。 其中， ｖａｄｉｎ⁃
ＢＣ２７ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ ｇｒｏｕｐ 属于拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ），但功能尚不清楚。 目前已分离的拟杆菌

门成员多数具有降解纤维素、木聚糖、几丁质等多聚

糖的能力。 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ 成员和部分 ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ 具有氨基酸、乙酸互营氧化代谢能力，
有利于促进 ＶＦＡｓ 等厌氧发酵的中间代谢产物降解

产甲烷［４５ － ４６］。 在 ＯＳＳ 实验组中，优势物种的相对

丰度随着 ＴＳ 的增加而提高，暗示其在纤维素厌氧

降解过程中具有重要的作用，可能与 ＶＦＡｓ 积累有

关。 而 ＳＩＳ 实验组中 Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ （５％ 和 ９％ ＴＳ
实验组分别为 ３． ７％和 １． ６％ ） 和 Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ （０．
５％和 ０． ４％ ）的相对丰度显著低于 ＯＳＳ 实验组，且
随着 ＴＳ 浓度的增加而降低，这可能是其半纤维素、
纤维素降解率低于 ＯＳＳ 实验组的原因。 同时，ＳＩＳ
实验组中高丰度的 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ 可能与发酵过程

中维持较低的 ＶＦＡｓ 有关，而 ＯＳＳ 实验组中，该类群

仅占 １． ６％ ～３． ８％ 。 但是，所有实验组中均具有多

种互营 ＶＦＡｓ 氧化菌，包括互营短链脂肪酸 ／长链脂

肪酸（Ｃ４ 及以上）氧化菌 Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ［４７ － ４８］、互
营丙酸氧化菌 Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ［４９ － ５０］，以及乙酸氧化

菌 Ｍｅｓｏｔｏｇａ［５１］，在 ＯＳＳ 和 ＳＩＳ 实验组的相对丰度分

别为 １． ８％ ～２． ０％和 ４． ６％ ～５． ３％ ，这可能是发酵

过程中参与乙酸、丙酸和丁酸降解的关键细菌类群。
　 　 不同启动模式下，氢营养型产甲烷菌 Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｃｕｌｌｅｕｓ 是秸秆厌氧发酵过程中的优势古菌（见图

１５），同时还包括未培养古菌 Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ｃｒｅｎａｒ⁃

ｃｈａｅｏｔｉｃ Ｇｒｏｕｐ （ＭＣＧ）。 ＭＣＧ 主要发现于海洋沉积

物、淡水环境，包括具有氨氧化和硫代谢等功能的多

个亚群［５２］，在不同启动模式下，ＭＣＧ 的相对丰度无

显著差异。 此外，ＯＳＳ 实验组中氢营养型产甲烷菌

Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ （５％ 和 ９％ ＴＳ 实验组分别为 ７０． １％
和 ７５． ６％ ）的相对丰度高于 ＳＩＳ 实验组 （５５． ６％ 和

６０． １％ ）。 然而，ＳＩＳ 实验组的氢营养型产甲烷菌

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（１３． ８％ 和 １０． ４％ ）显著高于 ＯＳＳ
实验组 （２． ２％ 和 ３． ０％ ）。 在较低的氢分压下，
Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 对氢气具有较高的亲和力，在短链

脂肪酸互营氧化过程中参与种间电子传递［５３］。 由

此推测，ＳＩＳ 实验组中较高丰度的 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
可能与互营氧化细菌 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ、Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
和 Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ 之间存在互营代谢关系，从而维持

较低浓度的 ＶＦＡｓ。 同时，与 ５％ ＴＳ 实验组相比，９％
实验组中具有较高丰度的 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ，且 ＳＩＳ 实
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图 １４　 不同启动模式下细菌的群落结构和相对丰度
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图 １５　 不同启动模式下古菌的群落结构和相对丰度
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验组的相对丰度 （１５． １％ ） 显著高于 ＯＳＳ 实验组

（５. ９％ ），有利于乙酸和氢气 ／二氧化碳的消耗，维
持发酵的稳定性。

３　 结论

启动模式对水稻秸秆中温厌氧发酵性能具有显

著的影响。 一步启动模式有利于乙酸的快速降解，
趋向于形成丙酸型发酵。 逐级提升启动模式有利于

促进丙酸和乙酸等 ＶＦＡｓ 的转化，避免 ＶＦＡｓ 积累，
建立持续的乙酸型发酵，维持发酵系统的稳定性；
同时，在较高的物料浓度下，可显著提升沼气产率。
此外，逐级提升启动模式可显著提高较低浓度秸秆

中的半纤维素、纤维素降解率，改善高浓度秸秆的半

纤维素降解率，但不利于木质素的降解。
启动模式差异推动秸秆厌氧消化系统形成了不

同的微生物群落结构。 一步启动发酵系统中富集了

Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ， Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 和 ＯＰＢ５４ 等多聚糖、
糖类水解细菌，有利于秸秆纤维素快速水解产酸；
逐级提升启动模式富集了 ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ
等多种互营氧化细菌。 氢营养型产甲烷菌 Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｃｕｌｌｅｕｓ 是秸秆厌氧消化系统中的绝对优势古菌，
逐级提升启动模式下富集的氢营养型产甲烷菌

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 可能与 ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ、
Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 和 Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ 等多种互营氧化细

菌协同作用，促进氨基酸和 ＶＦＡｓ 等水解产甲烷，从
而维持发酵系统的稳定性，提高沼气产率。
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