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摘要：为研究驯化对餐厨垃圾厌氧消化系统微生物群落结构的影响，在单相完全搅拌式（ＣＳＴＲ）反应器内，以农村户用沼气池污泥为接种污泥，
进行了餐厨垃圾中温厌氧消化．反应器在 ３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１（以 ＶＳ 计）的负荷下成功启动，并连续 ４５ ｄ 维持性能稳定，表明驯化成功．期间采用 ４５４ 焦

磷酸测序技术分析了驯化前后系统内的微生物群落结构．结果表明，微生物群落结构与底物密切相关，驯化后细菌及古菌群落都发生明显变

化．从细菌群落看，与复杂有机物降解相关的菌类显著下降（如梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）和（ｖａｄｉｎＨＡ１７），而易降解碳水化合物发酵菌（如 Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ）
和脂肪降解菌（如 Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）显著增加．这与餐厨垃圾易降解有机物含量高，且富含淀粉和脂肪相关．丰富的易降解有机物还使得反应器内

总挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）浓度（（２２０３± １７４） ｍｇ·Ｌ－１ ）远高于种泥水平（（２２２．０± ０．３） ｍｇ·Ｌ－１ ），这导致了产甲烷菌由乙酸型的甲烷鬃菌属

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ，占８５．０１％）绝对主导转向氢营养型的甲烷螺菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ，占 ３５．３５％）、甲烷囊菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ，占 ９．８９％）与之

（４６．９７％）共同主导的局面．然而，驯化后 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 在非最优条件下依然保持主导地位，可见接种污泥的群落组成对厌氧消化系统群落结构

的塑造也具有重大影响．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

近年来，采用厌氧消化技术对餐厨垃圾进行处

理得到广泛推崇，而如何实现其快速启动及确保稳

定高效运行是拟解决的关键问题．对接种污泥进行

驯化，使其适应餐厨垃圾的性质及建立稳定的微生

物群落结构是有效途径之一．这是因为作为厌氧消

化主体的微生物群落若重新达到稳定，则表明系统

已适应该底物并处于稳定运行状态．因此，对系统微

生物群落特征进行分析是至关重要的．
不同学者对驯化前后微生物群落结构进行了

研究，结果表明，驯化后微生物群落发生了变化．例
如，Ｂｅｒｔｉｎ 等（２０１２）以牛粪为接种物进行生活垃圾

厌氧消化，并采用 ＤＧＧＥ 观测驯化过程中微生物群

落的变化，结果表明，通过 １４９ ｄ 的驯化后，得到了

适应于底物性质的微生物菌群；Ｃｈｏ 等（２０１３）对污

水厂污泥在干式厌氧消化条件下驯化 ２００ ｄ，并通过

４５４ 焦磷酸测序技术对驯化前后的古菌群落进行检

测，驯化后也观察到显著的微生物转移．此外，还有

学者通过接种物对高氨氮、高盐含量底物的驯化，
研究驯化对其水解速率的影响，同时通过Ｔ⁃ＲＦＬＰ研
究微生物群落的变化（Ｇｒｉｆｆｉｎ，２０１２）． 然而，目前的

这些研究大都采用 ＤＧＧＥ、Ｔ⁃ＲＦＬＰ 等分子生物学手

段，这些技术能比较直观地观察到微生物群落的变

化，但却只能分析有限的优势微生物类群；此外，这
些研究大都只停留在微生物群落发生转移及如何

转移的层面，鲜有结合底物特性和优势菌的生长特

性进行深入分析的．随着分子生物学技术的发展，以
４５４ 为代表的高通量测序技术以其显著优势受到广

泛关注，ＤＧＧＥ 等传统的分子指纹图谱获得的微生

物 ＤＮＡ 序列通常低于 １００，而新一代高通量技术每

次分析获得的基因序列数以百万甚至亿万计．因此，

采用该方法不仅能检测到系统中的优势菌，还能检

测到某些丰度极低但却起重要作用的功能微生物，
同时能灵敏地检测到属和种等较低分类水平上的

物种，从而更客观地还原样品本身的菌群结构及丰

度比例，得到更准确全面的结果，有助于后续进行

深入详细的分析．而前期为数不多的采用高通量测

序的研究，又仅仅观测了群落中古菌在驯化前后的

演替（Ｃｈｏ ｅｔ ａｌ．，２０１３）． 然而，厌氧消化是一个细菌

和古菌协调互养的生化过程（Ｍｅｒｌｉｎ Ｃｈｒｉｓｔｙ ｅｔ ａｌ．，
２０１４），因此，全面地研究细菌和古菌在驯化前后的

演替具有重要作用．
本研究以常温下的消化猪粪为主的农村户用

沼气池污泥为接种污泥，在 ＣＳＴＲ 反应器中进行驯

化，以适应餐厨垃圾中温厌氧消化，并对驯化前后

系统内微生物群落结构的演替采用 ４５４ 焦磷酸测序

技术进行分析，以探索驯化对餐厨垃圾厌氧消化系

统微生物群落结构和系统性能的影响．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１ 消化物料和接种污泥

餐厨垃圾取自重庆大学 Ｂ 区某学生食堂，采用

筛网手动滤掉水和油脂后，去除粗颗粒杂质如纸

巾、骨头、塑料等，并用粉碎机破碎为 ５ ｍｍ 左右，随
即分装入 ４ Ｌ 的密封袋中，于－１８ ℃冰冻保存．临用

前 １ 周置于 ４ ℃冰箱中解冻．接种污泥取自重庆市

白市驿镇一个常温下运行的农村户用沼气池．该沼

气池以猪粪为主要发酵原料，此外，还添加家禽粪

便及一些季节作物（如红薯藤等）．接种污泥采样期

间沼气池发酵正常．污泥取回后采用 ２ ｍｍ×２ ｍｍ 筛

网过滤后加入反应器中，此时，测得接种污泥浓度

为 ５１．５ ｇ·Ｌ－１（以 ＶＳＳ 计）．餐厨垃圾和接种污泥的

性质见表 １．

表 １　 餐厨垃圾及接种污泥的特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆｏｏｄ ｗａｓｔｅ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌｕｍ
材料 ｐＨ ＴＳ ＶＳ ＶＳ ／ ＴＳ Ｃ Ｎ Ｃ ／ Ｎ

餐厨垃圾 ６．４±０．２ ２８．４％±０．７％ ２６．５％±０．７％ ９３．２％±１．６％ ５３．３％±０．１％ ３．６％±０．１％ １４．７±０．２

接种污泥 ７．５±０．３ ９．１％±０．１％ ５．４％±０．１％ ５９．２％±０．３％ ２７．５％±０．１％ ２．８％±０．１％ ９．７±０．４

　 　 注：ＴＳ 和 ＶＳ 均表示占湿重的百分比，Ｃ 和 Ｎ 均表示占 ＴＳ 的百分比．

２．２　 反应器及运行过程

厌氧消化试验在总体积 ５０ Ｌ、有效容积 ３０ Ｌ 的

全自动 ＣＳＴＲ 厌氧消化反应器内进行（ＢＭＲ⁃Ａ５０Ｕ，
上海傲中）．恒温控制系统保持温度在（３６±１） ℃，机
械搅拌速率设定为 ６０ ｒ·ｍｉｎ－１，运行 １ ｈ 停 ２ ｈ．ｐＨ、

ＯＲＰ、沼气产量、ＣＨ４含量、ＣＯ２含量等常规指标可在

线监测．
实验初期一次性向反应器内加入 ３０ Ｌ 接种污

泥．预孵化 ２ 周后，反应器在 ３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１负荷下启动．
约 １ 个月后，日产气量和产气成分基本保持恒定

２２４４



１２ 期 王晓华等：驯化对餐厨垃圾厌氧消化系统微生物群落结构的影响

（数据未显示），此时去除多余的污泥以控制反应器

有效体积，并将这一天记为实验第 １ ｄ．此后，维持负

荷为 ３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１，再持续运行 ４５ ｄ．在此期间，每天

出料 ２００ ｍＬ 用于总 ＶＦＡ、总碱度（ＴＡ）等化学指标

的测定，此外，每周集中出料 １ 次，以保持有效体积

为 ３０ Ｌ．
２．３　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 及焦磷酸测序

选取接种污泥及第 ４５ ｄ 的样品分别代表驯化

前后样品用于微生物群落的测定．样品采集后立即

放入 － ８０ ℃ 冰箱冷冻保存以供后续测定． 采用

Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｋｉｔ （ＯＭＥＧＡ， ＵＳＡ）进行 ＤＮＡ 提

取，提取方法按说明书进行．细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 扩增引

物 采 用 加 标 签 的 ２７Ｆ （ ５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′） 和 ５３３Ｒ （ ５′⁃
ＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣ⁃３′）进行扩增，古菌则采

用 ３４４Ｆ （５′⁃ＡＣＧＧＧＧＹＧＣＡＧＣＡＧＧＣＧＣＧＡ － ３′） 和

９１５Ｒ （ ５′⁃ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴ⁃３′） 进 行 扩

增．为在测序过程中进行样品倍增，标签连接在

５５３Ｒ 和 ９１５Ｒ 的 ５′ 端．细菌 ＰＣＲ 扩增条件为：９５ ℃
下预变性 ２ ｍｉｎ；９５ ℃下变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃下延伸 １ ｍｉｎ，２５ 个循环；最终 ７２ ℃下延伸 １０
ｍｉｎ．古菌的 ＰＣＲ 扩增条件与细菌类似，只是循环数

为 ２７ 个．扩增后，对 ＰＣＲ 产物进行纯化和定量，并

合并为相同的浓度．最后，ＰＣＲ 产物送去上海美吉生

物医药科技有限公司进行测序．
２．４　 焦磷酸测序数据分析

焦磷酸测序数据分析同前期文献 （ Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１５）．最终的核苷酸序列已上传到 ＮＣＢＩ 数据库，
上传凭证号为 ＳＲＰ０６５７５４．
２．５　 分析方法

３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１负荷稳定运行期间，ｐＨ、ＣＨ４、产气

量在线实时监测，总 ＶＦＡ、碳酸氢盐碱度（ＢＡ）、ＴＡ
每天测量，乙酸、丙酸、ＴＳ、ＶＳ 每 ３ ｄ 测 １ 次．其中，
ＴＳ、ＶＳ 采用标准方法测量（ＡＰＨＡ，２００５）；总 ＶＦＡ 、
ＢＡ 和 ＴＡ 的测定方法如 Ｌｉ 等（２０１４）所述．另外，ＶＳ
去除率（ ｒｖｓ）采用文献中（Ｋｏｃｈ， ２０１５）推荐的公式

计算．除在线监测外的其余所有化学指标设定 ３ 个

平行样，取平均值．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 反应器性能

启动后，系统在 ３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１的负荷下运行 ４５ ｄ，
接种污泥及 ４５ ｄ 内反应器的性能参数见表 ２．由表 ２
中数据可知，运行期间，各项指标均处于稳定且系

统处于高效运行状态，从理化指标的角度说明驯化

成功．

表 ２　 接种时及稳定运行期间反应器性能参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｏｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｓｔａｇｅ

时期
甲烷产率 ／
（Ｌ·ｇ－１）

ｒｖｓ
总 ＶＦＡ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

乙酸 ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

丙酸 ／
ｍｇ·Ｌ－１）

ｐＨ ＶＦＡ ／ ＴＡ ＢＡ ／ ＴＡ

接种时 ２２２±０．３ １５４±０．３ ３３±０．２ ７．５５±０．０１ ０．０７±０．０１ ０．９２±０．０１

稳定期 ０．５０±０．０３ ８９．６８％±０．２６％ ２２０３±１７４ １７１２±６６ ３７６±６４ ７．５５±０．０３ ０．２２±０．０２ ０．８７±０．０３

　 　 注：接种时，样品取自接种污泥，无甲烷产率和 ｒｖｓ值，其它各项指标值为 ３ 个平行样的平均值±标准差；稳定期，各项指标值为连续运行 ４５
ｄ 的数据的平均值±标准差；甲烷产率以每 ｇ ＶＳ 产生的甲烷计．

３．２　 焦磷酸测序结果分析

为研究驯化对系统微生物群落的影响，接种污

泥及第 ４５ ｄ 的污泥样品用于 ＤＮＡ 提取、扩增及焦

磷酸测序以获得 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，其结果分析

见表 ３．由表 ３ 可知，良好的文库覆盖率表明此次测

序结果基本能代表样品的真实情况．此外，表 ３ 也展

示了更多其他的微生物多样性信息，接种污泥和驯

化后样品分别获得 ５０３５ 和 ６６２５ 个细菌优化序列，
７４１９ 和 ６２２１ 个古菌优化序列．在相似性为 ９７％时，
将这些序列归类为 ＯＴＵｓ 以进行系统发育多样性分

表 ３　 样品信息及焦磷酸测序获得的微生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列具体分析（相似性 ９７％）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｔ ９７％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

菌类 样品 序列数 ＯＴＵ 数 ＡＣＥ 指数 Ｃｈａｏ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 覆盖率

细菌 接种污泥 ５０３５ ３５９ ３７１ ３７１ ５．０７ ０．０１２５ ０．９９３８

驯化后 ６６２５ １７３ １９２ １８８ ３．１４ ０．０９９１ ０．９９５５

古菌 接种污泥 ７４１９ ５５ ５８ ５７ １．０２ ０．６９７３ ０．９９９３

驯化后 ６２２１ ３５ ３６ ３６ ２．０１ ０．２１４ ０．９９９５

３２４４
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析．细菌更多的 ＯＴＵ 数，以及 ＡＣＥ、Ｃｈａｏ、Ｓｈａｎｎｏｎ 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 等多样性指数共同显示出细菌群落结构多

样性比古菌更好，这与早期的研究也是一致的（Ｋｉｍ
ｅｔ ａｌ．，２０１４）． 进一步对比接种污泥和驯化后污泥的

这些指标，可以看出，驯化后细菌的多样性降低，古
菌的多样性增加． 可见，驯化后微生物发生明显

转移．
３．３　 驯化对细菌群落的影响

厌氧消化的水解酸化过程主要是在细菌的作

用下完成，对于不同的底物，其成分有所不同，故只

有适应该底物的细菌群落建立起来，才表明驯化成

功．每个样品在门水平上的分布见图 １．在接种污泥

中， 优 势 菌 门 为 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ， 占

２７．１３％）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ，占 １９．３８％）、厚壁

菌 门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ， 占 １８． ７７％）、 变 形 菌 门

（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， 占 １１． ９０％） 和 螺 旋 菌 门

（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ，占 １０． ８２％）．在稳定运行的第 ４５ ｄ，
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 的相对丰度有小幅度的

增加，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 的相对丰度快速增加，成为仅次于

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 的第二优势菌门，Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ 的相对

丰度稍有下降，而 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的相对丰度则降到

０．５％以下．此外，互养菌门（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅ）的相对丰度

增至 ６．４８％．即在驯化过程中，始终保持优势的菌门

为 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ．

图 １　 驯化前后细菌在门水平上的分布

Ｆｉｇ．１ 　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｐｈｙｌａ
ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

据统计，除 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ 外，其他 ３ 个菌门也是

各种厌氧消化反应器中出现最多的优势菌门

（Ｎｅｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）． 近来有学者报道我国云南、
青海户用沼气池的微生物群落结构，除 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ

外，前者与本研究的其余 ４ 个优势菌的门类及比例

极为相似， 后者的优势菌门则为 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ （李秋敏等，２０１５；韩睿等，
２０１５）．究其原因，除地域等其他影响因素外，前者的

发酵底物与本研究更为相似，因而具有更相似的群

落结构．对于餐厨垃圾中温湿式厌氧消化稳定阶段

的细菌优势门类，本研究和其他运行条件相似的研

究却有所不同（Ｙｉ ｅｔ ａｌ．，２０１４； Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ．，２０１４），这
可能是由于接种污泥的不同所致．由此可见，底物和

接种污泥对微生物群落的构建都起着至关重要的

作用，这可以从早期不同学者的研究中总结出来

（史宏伟等， ２０１１；Ｑｕｉｎｔｅｒｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）．
为进一步分析驯化过程中微生物对另一种底

物的适应情况，即驯化后是否建立适应餐厨垃圾性

质的优势功能菌，将驯化前后纲和属水平的菌落情

况总结于表 ４．由表 ４ 可以看出，接种污泥细菌种类

十分丰富，且随着驯化的进行，其微生物群落发生

显著变化．随着拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）显著增加（由
１０．７１％增至 ２７．５８％），该纲中的 Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ 属也显

著增加，并成为能确认的丰度最大的属类．据报道，
Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ 为发酵细菌，主要发酵易降解的糖类产

生乙酸、氢和二氧化碳（Ｇｒａｂｏｗｓｋｉ，２００５），对比沼气

池的原料猪粪等和驯化期间原料餐厨垃圾，前者含

有更多的纤维素物质，而后者更易水解酸化，因此，
Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ 显著增长．此外，系统中起发酵作用的菌

属还有该纲中的另一丰度较大的属 ｖａｄｉｎＢＣ２７ ＿
ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ ＿ ｇｒｏｕｐ、 梭 菌 纲 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ） 的

Ｆａｓｔｉｄｉｏｓｉｐｉｌａ 和 互 养 菌 纲 （ Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉａ ） 的

Ｔｈｅｒｍｏｖｉｒｇａ．Ｆａｓｔｉｄｉｏｓｉｐｉｌａ 能利用糖类产生乙酸和丁

酸（Ｆａｌｓｅｎ， ２００５），Ｔｈｅｒｍｏｖｉｒｇａ 则和蛋白质的降解

相关（Ｇöｋｅｒ ｅｔ ａｌ．，２０１２），驯化后它们的丰度也都有

所增加．而 ｖａｄｉｎＢＣ２７＿ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ＿ｇｒｏｕｐ 丰度

则有所减少，这可能与该属还负责难降解有机物的

降解有关（Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ．，２０１４）．同样地，降解复杂有机

物的 ｖａｄｉｎＨＡ１７（Ｂａｌｄｗｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）及包含很多

纤维素水解物种的梭菌纲 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ） （ Ｎｅｌｓｏｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１１）丰度也大幅降低．

δ⁃变形菌纲（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的主要属类密

斯氏菌属（Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ）、互营菌属（ Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ），以及

螺旋体纲 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ） 的主要属类 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿
Ｃｌｏａｃａｍｏｎａｓ 都是互养丙酸氧化菌，当系统中氢分压

较低 时， 与 氢 营 养 型 产 甲 烷 菌 互 养 氧 化 丙 酸

（Ｓｉｄｄｉｑｕｅ ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ｒａｚａｖｉａｒａｎｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５）．驯化

４２４４
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表 ４　 驯化前后纲、属水平细菌分类组成（仅列出相对丰度大于 １％的类别）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ （ ｏｎｌｙ ｇｅｎｕｓ ｗｉｔｈ

ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ １％ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｏｎｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｒｅ ｌｉｓｅｔｅｄ）

纲
相对丰度

接种污泥 稳定期
属

相对丰度

接种污泥 稳定期

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １．４３％ ０．３３％

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ １０．７１％ ２７．５８％ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０．２６％ ２．８４％

Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ ０．６２％ １８．８５％

ｖａｄｉｎＢＣ２７＿ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ⁃ｓｌｕｄｇｅ＿ｇｒｏｕｐ ７．５１％ ４．３３％

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｉａ ２．０７％ ２．４９％ ＳＴ－１２Ｋ３３＿ｎｏｒａｎｋ ０．２０％ ２．４９％

ＷＣＨＢ１－６９＿ｎｏｒａｎｋ １．３１％ ０．００％

ＳＢ－１ ３．９９％ ０．５６％ ＳＢ－１＿ｎｏｒａｎｋ ３．９９％ ０．５６％

ＶＣ２．１＿Ｂａｃ２２ １．９７％ ０．００％ ＶＣ２．１＿Ｂａｃ２２＿ｎｏｒａｎｋ １．９７％ ０．００％

ｖａｄｉｎＨＡ１７ ７．０５％ ０．９１％ ｖａｄｉｎＨＡ１７＿ｎｏｒａｎｋ ７．０５％ ０．９１％

Ｃａｎｄｉｄａｔｅ＿ｄｉｖｉｓｉｏｎ＿ＪＳ１＿ｎｏｒａｎｋ １．２５％ ０．２１％ Ｃａｎｄｉｄａｔｅ＿ｄｉｖｉｓｉｏｎ＿ＪＳ１＿ｎｏｒａｎｋ １．２５％ ０．２１％

Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｅ １８．０５％ ２０．８８％ Ｌｅｐｔｏｌｉｎｅａ １．１７％ ０．００％

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ １７．５６％ ８．１８％ Ｆａｓｔｉｄｉｏｓｉｐｉｌａ ０．９３％ １．６９％

Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ ０．８９％ ２１．４６％

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ １．５３％ ０．００％

Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ７．９８％ ０．０９％ Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ ４．０７％ ０．０２％

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ １．１７％ ０．００％

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ １．３９％ ０．０９％

Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ １０．８２％ ８．２７％ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ０．１０％ ２．８７％

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｃｌｏａｃａｍｏｎａｓ ８．８８％ ０．００％

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉａ １．８７％ ６．４８％ Ｔｈｅｒｍｏｖｉｒｇａ ０．０６％ ４．８２％

ｏｔｈｅｒｓ １１．４４％ ２．４７％ ｏｔｈｅｒｓ ５９．４６％ ６０．４１％

后反应器中乙酸、丙酸浓度增大且氢营养型产甲烷

菌大量增长，理论上应该有更丰富的互养菌，然而

其丰度却都下降甚至消失了，这可能预示着系统内

存在其他具有相似功能却未被鉴定的微生物，取代

了它们的生态位．
此外，厚壁菌门下的 Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ 显著增加．

Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ 包 含 的 种 是 肠 道 菌 的 组 成 部 分

（Ｏｇａｗａ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｂａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１５），并有研究

发现当老鼠转向高脂肪饮食时，其在老鼠肠道微生

物中的比例提高（Ｇｒｅｉｎｅｒ ｅｔ ａｌ．，２０１１），可见该菌可

能与脂肪降解有关，驯化后其增长可能是由于餐厨

垃圾具有高油脂含量导致的．
３．４　 驯化对古菌群落的影响

驯化前后古菌群落在属水平的序列分布情况

见图 ２．从图 ２ 中可知，在接种污泥中，甲烷鬃菌属

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ）占据绝对主导地位，其丰度占古菌总

量 的 ８５． ０１％． 该 菌 和 甲 烷 八 叠 球 菌 属

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）是已知仅有的乙酸营养型产甲烷

菌．一般认为 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 在乙酸浓度不超过 １００ ～
１５０ ｍｇ·Ｌ－１时占主导，而后者在乙酸浓度高于 ２５０ ～

５００ ｍｇ·Ｌ－１ 时具有竞争优势 （ Ｄｅ Ｖｒｉｅｚｅ ｅｔ ａｌ．，
２０１２）．接种污泥中的乙酸浓度为 （ １５４． ０ ± ０． ３）
ｍｇ·Ｌ－１，因此，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 的主导地位是可预见的．
这也与上文中提到的与本研究细菌群落极为相似

的我国云南户用沼气池的古菌优势菌属一致（李秋

敏 等， ２０１５ ）． 驯 化 后， 甲 烷 螺 菌 属

（Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ） 显 著 增 长 （ 由 ２． ２５％ 增 至

３５．３５％），成为仅次于 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ（４６．９７％）的第

二属类；此外，甲烷囊菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ）的相对

丰度也从 ０．８０％增至９．８９％．这两类菌都是严格氢营

养型产甲烷菌，因此，驯化后的古菌群落转变为乙

酸营养型与氢营养型产甲烷菌共同主导．餐厨垃圾

较沼气池底物含有更多的易水解物质，具有更高的

水解发酵速率，在用餐厨垃圾进行驯化时，系统中

ＶＦＡ 浓度升高，而丙酸、丁酸等 ＶＦＡ 在降解为乙酸

的过程中都会产生 Ｈ２（Ｍｅｒｌｉｎ Ｃｈｒｉｓｔｙ ｅｔ ａｌ．， ２０１４），
系统内 Ｈ２浓度增加，会诱导氢营养型产甲烷菌产生

（Ｋａｍｐｍａｎｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）．这也与前文中驯化后细

菌群落中发酵菌快速增长一致．由此可见，驯化后的

这种古菌群落更有利于餐厨垃圾的厌氧发酵．值得

５２４４
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注意的是，尽管驯化后系统中的乙酸浓度高达 １７２５
ｍｇ·Ｌ－１，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 依然是最主导的乙酸营养型

产甲烷菌，其相对丰度高达 ４６．９７％，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ
的相对丰度稍有上升，却仍不超过 ５％．这似乎和早

期的研究不一致（Ｄｅ Ｖｒｉｅｚｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１２），但 Ｔａｌｅ 等

（２０１１）的研究表明，接种污泥来源对特定甲烷菌的

富集 具 有 强 烈 影 响． 本 研 究 接 种 污 泥 中 的

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 相对丰度为 ８５．０１％，而 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ
只有 ０．３９％，这就奠定了 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 在系统中的

主导地位，这也进一步说明了接种污泥对微生物群

落构建的重要作用．

图 ２　 驯化前后古菌在属水平上的分布

Ｆｉｇ．２　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）以猪粪为主要发酵原料的农村户用沼气池

污泥在经过预孵化、启动后，在 ３ ｇ·Ｌ－１·ｄ－１负荷下连

续运行 ４５ ｄ 且保持性能稳定，说明接种污泥已适应

餐厨垃圾这种底物，驯化成功．
２）通过对驯化前后的微生物群落焦磷酸测序

结果分析可知，驯化后，细菌的多样性降低，古菌的

多样性增加．
３）驯化后，细菌群落发生明显变化，与复杂有

机物降解相关的菌类显著下降 （如 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ 和

ｖａｄｉｎＨＡ１７），同时与易降解碳水化合物发酵相关的

菌类 （ 如 Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ ） 及 参 与 脂 肪 降 解 的 菌 类

（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）显著增加，说明系统中已建立适应

餐厨垃圾性质的稳定的细菌群落．
４）古菌群落结构的塑造受到底物和原始接种

污泥的双重影响．接种污泥中 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 占据绝

对优势，使得驯化后即使在非最佳竞争条件下，该
菌依然保持主导地位；同时，底物的变化也导致了

氢 营 养 型 产 甲 烷 菌 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 和

Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ 显著增长．驯化后乙酸型产甲烷菌和

氢营养型产甲烷菌丰度类似，有利于保证平衡、稳
定的厌氧消化过程．
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