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摘要!为了明确 " 组在中温下"*(m#高效分解木质纤维素的复合菌系的菌群组成$研究复合菌系预处理秸秆对沼气发酵的影

响$利用平板分离法和变性梯度凝胶电泳"X[[+#法研究了中温木质纤维素降解复合菌系 UZ,XE& 的菌种组成多样性$通过

添加该复合系菌液到以牛粪为原料的沼气发酵体系$研究了添加秸秆降解液对沼气产量的影响B利用平板法分离得到了 % 株

细菌$它们与 =-##).%) NOBW5[U"*( =-##).%) +)#&-1&-,1N9LDA8 Y=43E’)45( =-##).%) +)#&-1&-,1N9LDA8 X3W**( 9(&)(%3-,-1NOBZM_E

’((=.-,".#"K5"+",)1+)(."K5%(%) N9LDA8 6% 和 P)&%((’1&-#-’1AN7;D9@U/4(’E$" 的相似率分别达到了 ##j( "((j( #%j( "((j(

"((j和 ##jB同时利用 X[[+方法还检测到了 " 株利用平板分离法没有获得到的细菌$它的 "%5 LX,3-* 区的序列与

Y8M>;9>L@? RDM9@LA>GM;78@32UÊ5E"FF% 具有 "((j的同源性B稻秆经复合菌系 UZ,XE& 预处理后应用于沼气发酵中$在发酵

的前 ")? 内$累积产气量达到"* "%$ G4$甲烷产量达到$ ’F& G4$比对照分别提高了 FF‘)j和 #)‘*jB复合菌系具有较高的菌

种组成多样性$将复合菌系应用于沼气发酵的原料预处理过程中$可以将产气时间提前$并提高产气量B
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!!由于能源危机(人口急剧增长(环境污染等问题
正日益严重地困扰着整个世界$因而$充分利用生物
质资源$将其转化为新型的替代能源和各类产品是
人们的迫切希望B中国每年的秸秆产量在 % 亿 9以
上$这些农业废弃物以其可再生性(清洁性及巨大的
能源储藏能力受到人类的青睐 *"+B农作物秸秆主要
由纤维素(半纤维素和木质素构成$三者所占的比例
分别是 F(j( ’(j g*(j和 ’(j g*(j *’+B在天然
状态下木质素(纤维素和半纤维素交织在一起$成为

木质纤维素结构$因其难于被生物分解$而被称为
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.混凝土结构/ **+B在自然界$木质纤维素的降解是
由多种微生物的协同作用来完成的B0?7G 和
4@QAN*F$)+等报道$将具有纤维素降解能力的菌株和
不具有纤维素降解能力的菌株相互混合后两者形成
了共生关系$可促进纤维素的降解B]DL>9D等 *%+提出
了利用复杂的微生物群体则能够更有效的降解天然
纤维素材料的观点B文献 *$ g"(+通过限制性培养
和微生物间的优化组合获得了高效分解木质纤维素
的微生物复合菌系 16"$该复合菌系在 )(m静止液
体培养下 & ? 可把 ’ V)""(( G4h" #稻草分解成糊
状$其菌种组成稳定性及降解性能稳定性已得到充
分的证实B王伟东等 *"( g"*+从发酵的堆肥原料中筛选
得到了 " 组复合系 a56E%$该复合系在 & g"( ? 可
以完全分解稻草$稻草中纤维素的分解率可达到
##j$且经研究证明该复合系的功能(性质以及菌种
组成均已达到稳定B刘长莉等 *"F+也选育出了一组具
有稻秆分解能力的复合菌系B

以前报道的复合菌系$基本是在 )( g%(m的高
温条件下才能表现出较强的木质纤维素分解能力$
高温培养与中温培养相比$培养条件要求高且能耗
也高$但自然环境大部分都是中温甚至更低的温度
条件B因此$构建中温条件下分解木质纤维素能力强
的复合菌系更加具有应用可行性B本实验室已成功
构建了 " 组中温木质纤维素降解复合菌系UZ,XE&$
并对其降解特性进行了研究 *")+B本研究分析了复合
菌系 UZ,XE& 的菌种组成多样性$并将复合菌系
UZ,XE& 应用于沼气发酵原料预处理中$以期解决
秸秆在沼气发酵中存在着发酵启动慢(发酵周期长(
产气量低的问题$为农业有机固体废弃物的资源化
利用开辟新的途径B

JK材料与方法

JLJ!复合菌系的培养条件
蛋白胨纤维素培养液"W65#!蛋白胨 )‘( V$纤

维素"经碱液浸泡的水稻秸秆# )‘( V$,D6;)‘( V$
6D60* ’‘( V$酵母浸粉 "‘( V$溶解在" 4蒸馏水中B
*(m静置培养B
JLM!复合菌系的构建过程

详见文献*")+B
JLN!复合菌系中单菌株的分离

在 "(( G4三角瓶内分装 #( G4的 W65 培养
液$接种复合菌液 "( G4$*(m静置培养B培养 $ ?
后$摇动三角瓶使菌液充分混合均匀$吸取 " G4菌
液转入装有 # G4无菌水的试管中$然后从此管中吸

取 " G4加入另一盛有 # G4无菌水的试管中$混合
均匀$以此类推直到稀释至 "( hF( "( h)和 "( h%倍$吸
取 (‘" G4在含有 ’j葡萄糖和 "‘&j琼脂的 W65 平
板上涂布$*(m静置培养B在平板中选择典型的菌落
在同样的平板上划线分离纯化直至获得纯菌株B将
单菌株于 h&(m冰冻保存B
JLO!单菌株的 X,3提取( "%5 LX,3基因 W6/扩
增序列分析
JLOLJ!单菌株 X,3的提取

将得到的纯菌株接种于含有 (‘’j葡萄糖的
W65 培养液中$*(m静置培养 $?BX,3的提取采用
氯苯法 *"%+B
JLOLM!"%5 LX,3基因的 W6/扩增

使用引物 ’$=和 #($/$引物 ’$=的序列为!)lE
3[3[222[32662[[6263[E*l$引物 #($/的序列
为!)lE6666[26332266222[3[222E*lB

W6/反应体系!反应体系为 )( !4$包括 "( r
W6/[7;? U>SS@L) !4$’ GG7;P4?,2WGAJF !4$
OLAG@L"S7LQDL? ’$=F) OG7;P!4# (‘) !4$OLAG@LL@T@LN
#($/" F) OG7;P!4# (‘) !4$ 3GO;A2DO [7;? " )
>8A9P!4# (‘F !4$X,3模板 " !4$5Xa *&‘% !4B

W6/反应程序为!#Fm ) GA8’接下来如下程序
*( 个循环$#*m " GA8$)(m " GA8$$’m "‘) GA8’之
后#*m " GA8$)(m " GA8$$’m ) GA8B

W6/产物由上海生工生物工程技术服务有限
公司进行测序$测序引物为 ’$=和 #($/B
JLP!复合菌系的 X,3提取(W6/扩增及其 X[[+
条件
JLPLJ!复合菌系 X,3的提取

将Fm保存的复合菌系活化一代后$采用氯苯法
提取总 X,3*")+B
JLPLM!X[[+所需的 W6/反应

X[[+所需的 W6/引物!引物 *)$=E[6序列
[6M;DGORE)lE66236[[[3[[63[63[E*l" [6E
M;DGO 序列为 )lE6[666[66[6[6[6[[6[[[6[
[[[6[[[[[636[[[[[[E*l#$引物 )"$/的序列
为 )lE[2[663[6"3P6#[66[6[[E*lB

W6/体系!反应体系为 )( !4$包括 "( rW6/
[7;? U>SS@L) !4$’GG7;P4?,2WGAJF !4$ OLAG@L
"S7LQDL? *)$=F) OG7;P!4# (‘) !4$ OLAG@L"L@T@LN
)"$/ F) OG7;P!4# (‘) !4$ 3GO;A2DO [7;? " )
>8A9P!4# (‘F !4$X,3模板 " !4$5Xa *&‘% !4B

W6/反应程序!#Fm )GA8’接下来如下程序 *(
个循环$#*m " GA8$F&m " GA8$$’m " GA8’之后是

F)’
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$’m F GA8B
JLPLN!X[[+条件

’(j g))j的梯度胶$电压为 ’(( -$功率为 ’&
a$温度为%"m$时间为 ) :B
JL!!系统发育分析

根据已经分离获得单菌的 "%5 LX,3序列以及从
X[[+胶上获得的 "%5 -* 区域扩增序列的测序结果$
通过,6U.U;DN9数据库进行同源性分析和相关信息检
索$采用软件1+[3’ 用,C法构建系统发育树B
JLQ!复合菌系 UZ,XE& 在沼气发酵原料预处理中
的应用
JLQLJ!沼气发酵原料与接种物

发酵原料为干牛粪和稻秆$稻秆经 "j,D0]溶
液浸泡过夜$用水冲洗到中性$"()m条件下烘干至
恒重$将稻秆剪成 ’ MG左右的小段B接种物为常温
厌氧发酵沼气池发酵液B
JLQLM!实验方案

采用两项发酵工艺$即将沼气发酵过程中的原
料水解酸化阶段和沼气生成阶段分开进行B用 " 4
三角瓶模拟一级发酵罐$在三角瓶内添加 W65 培养
液 $’( G4$复合菌系 UZ,XE& &( G4$烘干至恒重的
稻秆 F( V$该组标记为处理组B以不接复合菌系
UZ,XE& 为对照组" 6̂ #B*(m静置发酵 "( ? 后$将
发酵液和稻秆一同倒入二级发酵罐即沼气发酵罐
中$在*(m条件下进行沼气发酵B用% 4广口瓶模拟
二级发酵罐$二级发酵罐的基础底物为干牛粪 ’)(
V$接种物 )(( G4$自来水* $(( G4B

MK结果与分析

MLJ!复合菌系的获得
经过 %( 代的继代培养$目前已获得 " 组木质纤

维素降解能力强且稳定的复合菌系 UZ,XE&$在
*(m条件下$接菌培养 "( g"’ ? 后全部稻秆被分解
成细丝状塌陷入液面"图 "#B
MLM!复合菌系中单菌株的分离

经平板分离纯化$获得了 % 株可以在 W65 营养
平板上生长的菌株$分别命名为 UZ,XE&E" g%B把
平板上分离的各个菌株的 "%5 LX,3-* 区域 W6/
扩增产物与复合系 X,3的 "%5 LX,3-* 区域 W6/
扩增产物进行 X[[+分析"图 ’#B结果表明复合菌
系 X,3条带多于获得的单菌 X,3条带$说明复合
菌系中存在着利用平板分离法未能分离获得的菌
株$因此将复合菌系 X,3在 X[[+胶中与单个菌株
不同的条带从胶上切下来$经纯化和 W6/扩增后进

图 JK复合菌系对稻秆的分解

=AVB"!X@VLD?D9A78 7SLAM@N9LDQA87M>;D9@? QA9: UZ,XE&

图中 ’)( *(( *)( F(( F) 为复合菌系的培养代数$W65 培养基以

稻秆为碳源$添加量为 (‘)j’X[[+胶 Y=的浓度梯度为 ’)j g

F(j$W3的浓度梯度为 %j g"’j$图左侧标记为菌株的名称

图 MK不同代复合菌系的 J!"&5=<基因 2-V.5@@/图谱

=AVB’!WL7SA;@7S"%5 LX,3V@8@W6/EX[[+7SSAT@

?ASS@L@89N>RM>;9>L@N

行测序$测序结果与 ,6U.U;DN9数据库进行同源性
比较$检测出了一株利用平板分离法没有获得的菌
株命名为 UZ,XE&E3B对每个菌株 "%5 LX,3基因测
序后与 ,6U.U;DN9数据库进行同源性比较$初步确
定了每个菌株的分类地位$同源性比较结果见表 "$
系统发育树见图 *B
MLN!复合菌系的种群组成

各菌株的 "%5 LX,3基因序列相似性分析结果
表明$复合菌系的组成如下B

""#沙雷氏菌属!包括 UZ,XE&E"(UZ,XE&E*
和 UZ,XE&E)$* 株菌株的菌体形态(菌落特征较为
相似$它们与 =-##).%) NOBW5[U"*( =/+)#&-1&-,1
N9LDA8 Y=43E’)45( =/+)#&-1&-,1N9LDA8 X3W** 的相
似性分别为 ##j( "((j和 #%jB三者之间相似性
在 #%j左右$具体是否为同一个种$还需要进一步

))’
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!! 表 JK复合菌系的各个菌株 J!"&5=<序列与数据库比较近缘种结果

2DR;@"!5@T@8 N9LDA8NSL7GUZ,XE& 7SX,3N@d>@8M@NM7GODL@? QA9: U4352N@d>@8M@N

菌株 登录号 近缘种 "%5 LX,3相似率Pj

UZ,XE&E" =C*#("*% =-##).%) NOBW5[U"*"+="#)*)’# ##
UZ,XE&E’ =C*#("*$ 9(&)(%3-,-1NOBZM_E’("3="))"F$# "((
UZ,XE&E* =C*#("*# =-##).%) +)#&-1&-,1N9LDA8 Y=43E’)45"+YF($))"# "((
UZ,XE&EF =C*#("*& P)&%((’1&-#-’1AN7;D9@U/4(’E$""Xb**#%#*# ##
UZ,XE&E) =C*#("F( =-##).%) +)#&-1&-,1N9LDA8 X3W**"+Y*(’&)&# #%
UZ,XE&E% =C*#("F" =.-,".#"K5"+",)1+)(."K5%(%) N9LDA8 6%"3C’#*F%&# "((
UZ,XE&E3 =C*#("F’ Y8M>;9>L@? RDM9@LA>GM;78@32UÊ5E"FF%"+=%&%#%%# "((

图 NK以 J!"&5=<序列为基础的复合菌系各个菌株的系统发育树状图

=AVB*!W:<;7V@8@9AMN9L@@RDN@? 78 9:@"%5 LX,3N@d>@8M@N7SUZ,XE&

的信息验证B
"’#产碱杆菌属!UZ,XE&E’BUZ,XE&E’ 与

9(&)(%3-,-1NOBZM_E’( 具有 "((j的相似性B
"*#窄食单胞菌属!UZ,XE&E%BUZ,XE&E% 与

=.-,".#"K5"+",)1+)(."K5%(%) N9LDA8 6% 具有 "((j的
相似性B

"F#芽孢杆菌属!UZ,XE&EFBUZ,XE&EF 与
P)&%((’1&-#-’1AN7;D9@U/4(’E$" 具有 ##j的相似性B

") # 未知 菌属 ! UZ,XE&E3BUZ,XE&E3与
Y8M>;9>L@? RDM9@LA>GM;78@32UÊ5E"FF% 具有 "((j
的相似性B该菌株利用平板分离法没有分离获得$目
前在 ,6U.数据库内还没有关于该菌株的详细信息
记载B
MLO!复合菌系对沼气产气量和产气质量的影响
MLOLJ!对沼气日产气量的影响

在沼气厌氧发酵过程中$每日定时记录沼气的
日产气量$结果如图 F 所示B在发酵的第 % ? 处理组

图 OK日产气量示意

=AVBF!XDA;<RA7VDNOL7?>M9A78

进入产气高峰期$在第 $ ? 出现产气量的最高峰$日
产气量可高达" F(( G4左右$然后从第 $ ? 开始到
第 "* ? 都保持很高的日产气量$日产气量均在" (((
G4以上$从发酵的第 "F ? 开始日产气量显著下降B
对照组在第 "* ? 进入产气高峰期$在第 "% ? 出现产
气量的最高峰$日产气量为" )(( G4左右$从第 "# ?

%)’



" 期 王伟东等!复合菌系 UZ,XE& 的种群组成及其对沼气产量的影响

开始$日产气量则显著下降B总体来看$在沼气发酵
过程中$处理组比对照组启动快$处理组比对照组可
提前 & ? 进入产气高峰期B
MLOLM!对沼气累积产气量和甲烷产量的影响

图 ) 给出了沼气发酵过程中处理组和对照组累
积产气量和甲烷产量B经过 *( ? 的厌氧发酵$处理
组累积产气量为’( $(’ G4$对照组累积产气量为
’( *)) G4$二者差异不显著B但在厌氧发酵的前 ")
? 内处理组累积产气量显著高于对照组的累积产气
量$在厌氧发酵进行到第 ") ? 时$处理组累积产气
量为"* "%$ G4$对照组累积产气量为# ""( G4$处
理组比对照组累积产气量提高了 FF‘)j$而在发酵
的后 ") ? 内$对照组的沼气累积产气量比处理组提
高了 F#‘’jB

图 PK接种复合菌系对沼气产量和甲烷含量的影响

=AVB)!279D;OL7?>M9A78 7SRA7VDND8? G@9:D8@

>8?@LA87M>;D9A78 M7GODL@? QA9: M789L7;

在发酵的前 ") ? 内$处理组的甲烷产量为$ ’F&
G4$对照组的甲烷产量为* $"" G4$处理组的甲烷
产量比对照组提高了 #)‘*j$而在发酵的后 ") ?
内$处理组的甲烷产量为) )#’ G4$对照组的甲烷产
量为$ %#$ G4$对照组的甲烷产量比处理组提高了
*$‘%j$但从整个发酵过程来看$即在 *( ? 内$处理
组的甲烷产量比对照组的甲烷产量提高了 "’‘%jB

NK讨论

有报道在)(m高温下能够快速(高效降解秸秆
的复合菌系$菌系中含有可分离培养和不可分离培
养的细菌 *%$ &$ "$$ "&+B本研究通过平板分离和 X[[+
分析证实$UZ,XE& 中包含有 % 株可平板分离培养
的菌株和 " 株难于平板分离培养的菌株$既含有好
氧菌如产碱杆菌属的 UZ,XE&E’(芽孢杆菌属的
UZ,XE&EF 和窄食单胞菌属的 UZ,XE&E%$又含有兼
性厌氧菌如沙雷氏菌属的 UZ,XE&E"(UZ,XE&E*(
UZ,XE&E)$说明该复合菌系的菌种组成具有很高的
多样性$并且与高温复合菌系在菌种组成上差异较

大B正是由于复合菌系是由多种不同类型的微生物
组成的$才使得复合菌系能够协同高效分解木质纤
维素$复合菌系的菌种组成多样性是与其功能相对
应的B但是在 )(m下高效分解木质纤维素$培养时
需要投入很大的能量来维持分解所需要的温度$而
中温"*( g*)m#复合菌系分解却需要较少的能量
投入B因此$中温复合菌系分解木质纤维素更具有低
能耗优势B

在以木质纤维素类原料的厌氧发酵的过程中$
人们希望通过微生物预处理原料来提高目标产物的
产量B黄如一等 *"#+通过秸秆预处理产沼气对比实验
证明$用复合菌剂预处理过的秸秆产气量比不加菌
剂预处理的纯秸秆对照组提高 **‘%j以上$产沼气
启动时间比不加菌剂预处理的纯秸秆快 F ?B_A8V
等 *’(+也证明在以玉米芯为原料厌氧发酵制氢时$通
过微生物预处理玉米芯可以提高氢的产量B本研究
结果表明$稻秆经复合菌系 UZ,XE& 预处理后应用
于沼气发酵中$在沼气发酵的前 ") ? 内$处理组的
累积产气量和甲烷产量均显著高于对照组$而在发
酵的后 ") ? 内$处理组少于对照组B其主要原因是
由于 UZ,XE& 在降解稻秆的过程中产生的代谢物如
乙酸等是沼气发酵所需的重要前体物质$甲烷菌在
发酵的初期就可得到足够的营养和沼气前体物质来
生长繁殖和生产沼气$所以可加速沼气发酵的启动$
使沼气产生时间提前$处理组比对照组提前 & ? 进
入了产气高峰期B因此$在实际生产应用中$使用复
合菌系预处理秸秆后进行沼气发酵$可以提高产气
量和产气率$提高处理效率B

OK结论

""#复合菌系 UZ,XE& 包含有 % 株可平板分离
培养的菌株和 " 株难于平板分离培养的菌株$实验
结果证明该复合菌系的菌种组成具有很高的多
样性B

"’#将复合菌系 UZ,XE& 应用于沼气发酵的秸
秆原料预处理过程中$可以促进提早产气$提高产
气量B
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