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基于高通量测序的寒地沼气池微生物群落解析
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摘　 要： 为实现寒地沼气发酵系统高效、稳定运行，应建立基于沼气发酵微生物群落的复合调控策略．本研究耦合 ４５４ 高

通量测序和 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析方法，对北方规模最大的海林农场沼气池内细菌及产甲烷古菌群落结构进行解析．取沼气池

稳定运行期沼液样品，分析系统内微生物群落多样性．结果显示，共获得 １ ２９７ 条高质量微生物序列，在属和种的分类水

平上，至少存在 ５８１ 个细菌属和 ６６６ 个细菌种．优势菌群有 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 及 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，相对丰度分别为

４６􀆰 ３９％、２１􀆰 ４１％和 １８􀆰 ９８％．优势属（相对丰度＞５􀆰 ０％）包括 Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ和Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ．ＤＧＧＥ分析结果表明，
产甲烷古菌包括 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｓｐ．、Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ．、Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．及 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．．，表明沼气池的产

甲烷途径以乙酸代谢类型为主，水解、酸化过程主要由来自动物消化系统内的细菌完成．
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　 　 应用厌氧生物技术处理农业废弃物产沼气，
可以作为石化能源的替代能源，而且对于改善农

村环境质量、调整能源消费结构等均具有重要意

义［１－２］ ．厌氧发酵产沼气是一系列复杂的生物学过

程，在有机物降解的不同阶段都会由具有相应功



能的微生物作用．这些微生物的代谢过程相互抑

制，同时相互依存，共同维系厌氧发酵系统的稳定

运行［３］ ．有机物厌氧发酵的产甲烷过程中，非产甲

烷菌群和产甲烷菌群既相互竞争，又相互依存．水
解、产酸菌群为产甲烷菌群提供产甲烷底物基质，
同时如果产酸代谢旺盛就会严重抑制产甲烷菌群

的活性；产甲烷菌群也为水解、产酸菌群的正向代

谢解除反馈抑制，并创造热力学上的优越条件．因
此，调控厌氧消化系统内两大功能菌群的代谢平

衡是获得稳定、高效产气率的关键．深入解析厌氧

发酵系统微生物多样性和群落结构，对于厌氧发

酵系统的升级改造及工艺优化均有重要指导作

用．近年来，国内外学者基于传统的分子生物学技

术，对厌氧发酵系统的微生物群落开展了大量研

究，也发现了一些典型的参与厌氧发酵过程的微生

物［４－６］ ．但由于技术手段的局限性，无法对发酵过程

微生物群落结构进行全面深层次的研究和解析．
高通量测序技术已广泛应用于各学科研究，

拓宽了对于环境微生物研究的尺度与深度．目前，
普遍应用的大规模高通量测序平台主要有 Ｒｏｃｈｅ
公司的 ４５４ 焦磷酸测序技术（４５４ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、 ＡＢＩ 公司的 ＳＯＬｉＤ （ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｏｌｉｇｏ

ｌｉｇａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｔｉｏｎ）以及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ 等．此
外，深入解析厌氧发酵系统运行过程中微生物群

落结构的动态演替及功能的改变，对于研究系统

运行不稳定机理及制定有效调控策略，使其实现

高效、稳定运行具有重要意义［７］ ．本研究以北方寒

地最大的沼气发酵系统———黑龙江海林农场沼气

池为研究对象，耦合 ４５４ 焦磷酸高通量测序和

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 分析技术，解析其稳定运行时的微生

物多样性和群落结构组成．以期为运行工艺的优

化、系统升级改造、提高冬季甲烷转化效率以及制

定高效的调控策略提供理论参考．

１　 实　 验

１􀆰 １　 沼气池发酵原料及运行参数

海林农场沼气发酵系统生产模式如图 １ 所示，
沼气池总容积 １ ９２０ ｍ３，由 ８ 个分隔池体组成．发酵

原料为牛粪，主要来自农场圣澳奶牛养殖场．沼气

池以半连续发酵工艺运行，干物质质量分数 ８％，发
酵温度为 ３５ ℃，内置机械搅拌系统，间歇式启动；
有机负荷（ｏｒｇａｎｉｃ ｌｏａｄｉｎｇ ｒａｔｅ， ＯＬＲ）和水力停留

时 间 （ ｈｙｄｒａｕｌｉｃ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ＨＲＴ ） 分 别 为

２ ｋｇ·ｍ－３·ｄ－１和 ５０ ｄ，日均沼气产量 １ ２００ ｍ３ ．
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图 １　 海林农场沼气发酵系统生产模式

１􀆰 ２　 样品采集

样品采集于沼气池产气的稳定运行期，使用

５０ ｍＬ 离心管于沼气池出料口处收集，厌氧封存

后转移至冰盒，迅速带回实验室－２０ ℃保存．
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 微生物群落结构解析

样品自然融化后，以 ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｓ，弃
沉淀后待用．基因组 ＤＮＡ 应用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ
（Ｑｂｉｏｇｅｎｅ Ｉｎｃ．）按照操作说明提取．
１􀆰 ３􀆰 ２　 细菌群落结构解析

细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 高变区 ＤＮＡ 扩增采用通

用引物对 ３４１ｆ 和 ５３４ｒ．引物序列如表 １ 所示，下划

线序列为 ４５４ 焦磷酸测序时区分各样品所加 ７ 个

碱基的唯一编码序列标记．ＰＣＲ 扩增体系包括：模

板 ＤＮＡ ５０ ｎｇ，１Ｘ ｂｕｆｆｅｒ， ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２， 每种

引物 １０ ｐｍｏｌ， ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ 及 １􀆰 ２５ Ｕ
ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ ® ＨＳ．ＰＣＲ 扩增条件为 ９４ ℃ 预

变性５ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 ４５ ｓ，５７ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
延伸 ４５ ｓ，３０ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ．扩增

产物使用 ＦＬＸ ４５４ Ｓｙｓｔｅｍ 测序，由国家人类基因

组南方研究中心协助完成．
表 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 细菌通用引物

引物 序列（５→`３`）

ＢＳＦ３４１ ＮＮＮＮＮＮＮＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

ＢＳＲ５３４ ＮＮＮＮＮＮＮＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ

　 　 所测得序列根据样品唯一的 ｔａｇ 标记区分，
使用 ＲＤＰ－ＩＩ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 数据库将序列进行遗传分
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类（从 Ｇｅｎｕｓ 到 Ｐｈｙｌｕｍ） ［８］ ． 相似矩阵 （ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｍａｔｒｉｃｅｓ ）、 聚 类 分 析 （ ｃｌｕｓｔｅｒ ）、 稀 释 曲 线

（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅａｖｅｒ 指数、覆盖率

（ｃｏｖｅｒａｇｅ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ）、丰富度指数 Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ
等应用 ｍｏｔｈｕｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ 计算（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．
ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｓｏｇｉｎ－ｄａｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ） ［９］ ．
１􀆰 ３􀆰 ３　 产甲烷古菌群落结构解析

产甲烷古菌 Ｖ２－Ｖ３ 区扩增使用通用引物对

Ａ１０９ （ Ｔ） － Ｆ 和 ５１５ＧＣ － Ｒ［１０］ ． ＰＣＲ 扩增体系

（５０ μＬ） 包 括： 模 板 ＤＮＡ １００ ｎｇ， １Ｘ ｂｕｆｆｅｒ，
３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２，２０ ｐｍｏｌ 每种引物，０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰ，１􀆰 ２５ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶．ＰＣＲ 扩增条件为

９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃ 变性３０ ｓ，５６ ℃ 退火

３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３０ 个循环，最后 ７２ ℃延伸

５ ｍｉｎ．所有 ＰＣＲ 反应使用 ＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ
９７００ 完成（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＣＡ， ＵＳＡ）．

ＤＧＧＥ 应用 ３０％ ～ ５０％的梯度胶，凝胶 ＰＣＲ
产物点样后于 ６０ ℃、７５ Ｖ 电泳 １６ ｈ 后银染．将切

胶后的条带样品回收、纯化，ＰＣＲ 产物与 ｐＧＥＭ－Ｔ
载体连接，转化 ＪＭ１０９，随机挑取克隆，进行转化

子鉴定后测序．所得序列通过 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库的

ＢＬＡＳＴＸ 功能进行分析比对．序列的线性及多重

比对使用 Ｃｌｕｓｔａｌ－Ｘ 软件完成，系统发育进化树使

用 Ｍｅｇａ ４􀆰 ０ 以 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 算法构建，自评

１ ０００ 次［１１］ ．

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 沼气池细菌群落多样性分析

为获取更多沼气池稳定运行期细菌群落多样

性信息，利用 ４５４ 高通量测序技术对细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 的 Ｖ３ 高变区进行扩增，序列比对后分析种

群多样性和结构组成．经序列质量筛选，去除碱基

错配、缺失、含（Ｎ）序列及短序列等，获得高质量

序列 １ ２９７ 条．
２􀆰 １􀆰 １　 细菌多样性评价

通量测序的数据分析一般将不同序列在同一

相似水平下归类于同一操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｅ， ＯＴＵ）．如表 ２ 所示，当序列相似

度为 ９５％和 ９７％时，分别产生 ５８１ 个和 ６６６ 个

ＯＴＵ，覆盖率分别为 ６６􀆰 ８％和 ６０􀆰 ４％，说明沼气池

稳定运行时至少存在 ５８１ 个细菌属和 ６６６ 个细菌

种，细菌群落多样性非常丰富．丰富度指数 Ｃｈａｏ１
和 ＡＣＥ 是反映物种群落丰欠状况的指标，本研究

计算结果显示，在属分类水平沼液样品 Ｃｈａｏ１ 和

ＡＣＥ 分别为 １ ９３７ 和 ３ ７４５．丰富度指数分析同样

表明，测序数量未能达到饱和，继续扩大测序通量

仍可发现新的物种．
表 ２　 细菌在不同分类水平的多样性及丰富度指数统计

Ｃｕｔｏｆｆ ＯＴＵｓ 覆盖率 ／ ％ ＡＣＥ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

Ｕｎｉｑｕｅ ９３４ ３５􀆰 ２ ２３ ８６７􀆰 ６ ８ ６１２􀆰 ７ ６􀆰 ４２９

０􀆰 ０１ ８０７ ４８􀆰 １ ９ ０７８􀆰 ６ ３ ９９１􀆰 ９ ６􀆰 １６９

０􀆰 ０３ ６６６ ６０􀆰 ４ ４ ９９１􀆰 ５ ２ ４１７􀆰 ７ ５􀆰 ８２６

０􀆰 ０５ ５８１ ６６􀆰 ８ ３ ７４４􀆰 ９ １ ９３７􀆰 ４ ５􀆰 ５３４

０􀆰 １ ４４５ ７７􀆰 ３ １ ８６７􀆰 ５ １ １８７􀆰 ６ ５􀆰 １５５

　 　 图 ２ 为沼液样品细菌群落在不同分类水平下

的稀释曲线，取 ９５％为置信区间，以每次随机挑

选 １０ 条序列进行累加的方法计算．可以看出，起
初随着测序数量的增加，ＯＴＵ 数量迅速增加；随
着测序序列数量的进一步增大，各分类水平下

ＯＴＵ 数目的增加趋于平缓，但仍未达饱和．稀释曲

线的平滑程度越高，表明对环境样品微生物的覆

盖率越高．
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图 ２　 沼液样品稀释曲线

２􀆰 １􀆰 ２　 细菌群落组成的系统发育分析

本研究从沼气池沼液样品中获得 １ ２９７ 条高

质量有效微生物序列，根据系统发育分析，序列相

似度 ｃｕｔｏｆｆ ＝ ０􀆰 ３ 时的聚类分析，可产生 ６６６ 个

ＯＴＵ，即沼气池中存在 ６６６ 个细菌种（ｓｐｅｃｉｅｓ），相
比传统常用微生物研究的分子生物学手段，ＤＧＧＥ
和克隆文库技术体现出巨大优势． 由于传统分子生

物学技术基于 Ｓａｎｇｅｒ 测序法，一个宏基因组样品聚

类分析后获得的 ＯＴＵ 数小于 ５０，极大阻碍了准确

了解群落结构的组成．本研究在种的分类水平上，
获得的 ＯＴＵ 数相比传统技术增加了 １０ 倍以上，充
分显示出高通量测序技术的优越性．

如图 ３（ａ）所示，沼气池沼液样品细菌多样性

十分丰富，在门分类水平上属于 １３ 个类群，主要

包括：脱铁杆菌门 （ Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ）、揉膜菌门

（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）、 绿弯菌门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ）、 蓝藻门

（ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ 门、 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、纤维杆菌门（ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ）、疣
微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、绿菌门（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）、拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、螺
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旋 体 门 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ ） 和 变 形 菌 门

（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ． 优 势 类 群 为 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，相对丰度分别占细

菌群落的 ４６􀆰 ３９％、２１􀆰 ４１％和 １８􀆰 ９８％．处于次优

势地位的类群为 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ 和 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ，相
对丰度分别占细菌群落的 ８􀆰 ２７％和 ３􀆰 １７％．

如图 ３（ｂ）所示，沼液样品在纲分类水平属于

２０ 个微生物类群，其中优势类群主要有（相对丰

度 ＞ ２􀆰 ０％）： 梭 菌 纲 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ）、 拟 杆 菌 纲

（ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ ）、 ε － 变 形 菌 纲

（Ｅｐｓｉｌｏｎｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）、螺
旋 体 纲 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ ）、 β － 变 形 菌 纲

（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、纤维杆菌纲（ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和 γ－变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度

分别占细菌群落的 ３６􀆰 ６０％、１９􀆰 １１％、１１􀆰 ５２％、
８􀆰 ７９％、８􀆰 ７０％、５􀆰 ２９％、３􀆰 ５０％和 ２􀆰 ０５％．

在属分类水平，优势类群主要包括（相对丰

度 ＞ ２􀆰 ０％）： Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ ｓｐ． （ ７􀆰 ３３％）、
Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ｓｐ．（６􀆰 ７８％）、 Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ ｓｐ．（５􀆰 ８６％）、
Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． （ ４􀆰 １６％）、 Ａｒｃｏｂａｃｅｔｒ ｓｐ．
（ ３􀆰 ８６％）、 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． （ ３􀆰 ４７％）、
Ｔｅｔｒａｔｈｉｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． （ ２􀆰 ９３％）、 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．
（２􀆰 ４７％）、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．（２􀆰 ２４％）和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ．
（２􀆰 １６％）（表 ３）．
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图 ３　 沼气池细菌在门和纲分类水平的微生物组成

表 ３　 沼气池样品中相对丰度高于 ０􀆰 ５％微生物 ＯＴＵ 组成

目 科 属 相对丰度 ／ ％ ＯＴＵ 数

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ ７􀆰 ３３ ９５
Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｌｅｓ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｃｅａｅ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ６􀆰 ７８ ８８

Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ ５􀆰 ８６ ７６
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ ４􀆰 １６ ５４

Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ ３􀆰 ８６ ５０
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ３􀆰 ４７ ４５
Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ３􀆰 １６ ４１
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ Ｔｅｔｒａｔｈｉｏｂａｃｔｅｒ ２􀆰 ９３ ３８

Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ２􀆰 ４７ ３２
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ２􀆰 ２４ ２９

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ２􀆰 １６ ２８
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｉｎｃｅｒｔａｅ Ｓｅｄｉｓ ＸＩ Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ １􀆰 ３９ １８
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ Ａｎａｅｒｏｓｐｏｒｏｂａｃｔｅｒ １􀆰 ２３ １６
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ １􀆰 ０８ １４
Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｌｅｓ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｃｅａｅ Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ １􀆰 ００ １３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ０􀆰 ９３ １２
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０􀆰 ８５ １１
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｓｐｏｒａｃｅｔｉｇｅｎｉｕｍ ０􀆰 ６２ ８

Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｃａｐｎｏｃｙｔｏｐｈａｇａ ０􀆰 ５４ ７
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ａｃｅｔｉｖｉｂｒｉｏ ０􀆰 ５４ ７

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ０􀆰 ５４ ７
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ ０􀆰 ５０ ６
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２􀆰 ２　 沼气池产甲烷古菌多样性分析

为研究沼气池稳定运行期产甲烷古菌群落结

构，提取沼液细菌基因组 ＤＮＡ，对产甲烷古菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ Ｖ２－Ｖ３ 区 ＰＣＲ 扩增后，扩增产物进行变性梯

度凝胶电泳．ＤＧＧＥ 图谱如图 ４ 所示，图谱中包含

１２ 个优势条带，对优势条带进行 ＤＮＡ 胶回收后，
进行基因克隆测序．由条带的相对丰度可知，Ｂａｎｄ
２、Ｂａｎｄ ３ 和 Ｂａｎｄ １２ 是最优势类群．系统进化分析

表明，沼气池产甲烷古菌主要分布在 ３ 个目， 即甲

烷八叠球菌目 （Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）、甲烷微菌目

（ Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｒｏｂｉａｌｅｓ ） 和 甲 烷 杆 菌 目

（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）．核酸序列比对结果显示，沼气

池产 甲 烷 古 菌 包 括 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｓｐ．、
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ．、Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． 及

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ． （表 ４） ．其中，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ．
和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．是沼气池内最优势产甲烷菌．

12 11 10 7 5 4 3 1

9 8 6 2

电泳方向

图 ４　 沼气池产甲烷古菌 Ｖ２－Ｖ３区 ＰＣＲ产物 ＤＧＧＥ图谱

表 ４　 甲烷菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ２－Ｖ３区优势微生物最相似序列

条带编号 Ｇｅｎｂａｎｋ 最相近序列（序列号） 相似度 ／ ％

Ｂａｎｄ １ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｒｃｈａｅｏｎ（ＥＦ６８０３６２） ９９

Ｂａｎｄ ２ Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ． （ＨＱ１３３０９６） ９９

Ｂａｎｄ ３ Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ． （ＪＦ８１２２５５） ９９

Ｂａｎｄ ４ Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｐａｒｖｕｍ （ＡＹ０５７０６８） ９９

Ｂａｎｄ ５ Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． （ＡＢ１０８４９６） ９９

Ｂａｎｄ ６ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｒｃｈａｅｏｎ （ＡＦ４２４７６３） ９８

Ｂａｎｄ ７ Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｏｒｍｉｃｉｃｕｍ （ＨＱ５９１４２０） ９９

Ｂａｎｄ ８ Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ａｒｃｈａｅｏｎ （ＧＵ１２９１２３） ９９

Ｂａｎｄ ９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｒｃｈａｅｏｎ （ＪＱ８２２１００） ９９

Ｂａｎｄ １０ Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ． （ＡＦ０２０３４１） ９９

Ｂａｎｄ １１ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ． （ＪＦ９４７１４２） ９９

Ｂａｎｄ １２ Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｐａｒｖｕｍ （ＧＱ２４５９７９） ９９

３　 讨　 论

深入解析生物反应器的微生物群落结构，可
揭示其在运行过程中的运行特征及已知的功能微

生物群落结构和未知群落之间存在的关系．应用

４５４ 焦磷酸高通量测序技术研究沼气池稳定运行

期沼液样品细菌群落结构，得到了较高的覆盖率，
共获得 １ ２９７ 条高质量 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，覆盖

率在属水平可达 ６６􀆰 ８％．相比传统分子生物学手

段获得了更全面、准确的微生物群落信息．其中最

优势类群属于 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（４６􀆰 ３９％）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
（２１􀆰 ４１％）和 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（１８􀆰 ９８％），占序列总

数的 ８６％ 以上． 在属的水平上，优势类群包括

Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ ｓｐ． （ ７􀆰 ３３％）、 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ｓｐ．
（６􀆰 ７８％）和 Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ ｓｐ． （５􀆰 ８６％），均属动物消

化系统内常见微生物类群．由此可知，沼气池有机

底物水解、产酸过程的主要功能微生物来源于牛

消化系统内的细菌类群，并未演替为具有较强有

机物降解能力的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．、 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｐ．和
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．等，以及挥发酸转化能力较强的

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． 和

Ｄｅｓｕｌｆｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ ｓｐ．等微生物类群［１２－１４］ ．由于沼

气池采用的是单相混合发酵工艺运行，挥发性脂

肪酸的转化速率仍是产甲烷效率的限速步骤．此
外， 以 Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ ｓｐ．、 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ｓｐ． 和

Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ ｓｐ．为优势类群的群落结构，影响了底物

的降解和产酸速率，这也是造成沼气池产气量不

高的主要原因之一．
很多研究证实，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 包括很多具有降

解长链脂肪酸功能的微生物类群，在降解长链脂

肪酸时具有重要作用［１５］ ．一些长链脂肪酸，如十

二烷酸、油酸、辛酸和豆蔻酸等，尤其是十二烷酸

是毒害作用最强的长链脂肪酸．Ｗａｎｇ 等［１６－１７］ 在

ＣＳＴＲ 厌氧消化牛粪、牛粪与少量秸秆混合产甲

烷过程中以及处理一些富含糖类物质的废弃物时

发现 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 为优势菌群． 当 ＯＬＲ 增加时

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ 一类菌群增加，这表明系统内微生

物代谢由脂肪酸转化转变为有机底物的降解．Ｌｅｅ
等［１８］在应用焦磷酸通量测序技术对大规模混合

及两相工艺中温处理剩余污泥产甲烷研究时发

现， 优 势 种 群 为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （ ２０􀆰 ５％）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ （ １９􀆰 ７％）、 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ （ １７􀆰 ８％） 和

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ （４􀆰 ８％）．Ｇｏｄｏｎ 等［１９］ 研究应用蒸酒废

物产甲烷时发现，最优势类群属 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，其次

为 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ．这一结论与本研

究相似，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 在很多中温发酵产甲烷系统

中均为优势种群，表明与有机物降解的水解、酸化

过程紧密相关［２０］ ．
应用 ＰＣＲ － ＤＧＧＥ 对沼气池产甲烷古菌

多样性进行分析，结果表明，优势产甲烷类群主要

分 布 在 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ、 Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｒｏｂｉａｌｅｓ 和

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ． 由 条 带 相 对 丰 度 可 知，
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ． 和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．是沼气池内

优势产甲烷古菌，均为乙酸营养型产甲烷古菌．由此

可知，沼气池以利用乙酸产甲烷途径为主要代谢方

式． 利 用 Ｈ２ 及 甲 酸 盐 为 电 子 供 体 的
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Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． 和 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｓｐ．，在
维持乙酸营养型产甲烷系统稳定运行中也具有重要

作用．Ｒａｓｔｏｇｉ 等［２１］研究夏季以牛粪为发酵底物产沼

气系统中产甲烷菌群多样性时发现，优势产甲烷古

菌 为 Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ、 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ 和

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ，分别占序列总数的４１􀆰 ７％，３０％和

１９％．此外，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．稳定存在于厌氧发酵

系统，也十分有利于低温条件下厌氧发酵系统的稳

定运行．
由此可见，如何调控微生物成为降解和产酸

能力较强的群落组成结构及活性较强的产甲烷菌

类群，是提高系统运行效率的关键．为使厌氧消化

系统高效运行及调控，可进行生物相的分离，使有

机底物的降解和产酸过程与产甲烷过程分离，提
高系统的稳定性．此外，通过调整运行参数、底物

性质及投加外源菌群调控等策略，使产酸系统微

生物类群由动物消化系统内微生物类群主导的组

成过渡为对纤维类底物降解能力更强的群落组

成，提高底物降解及挥发性有机酸的转化效率，同
时适当调整产甲烷相的运行参数，提高产甲烷

效率．

４　 结　 论

１）本研究利用 ４５４ 焦磷酸高通量测序技术，
对北方规模最大的海林农场沼气池细菌群落进行

多样性与结构解析，得 １ ２９７ 条高质量细菌序列，
在属分类水平上的覆盖率为 ６６􀆰 ８％，至少存在

５８１ 个细菌属．
２）聚类分析结果表明，沼气池细菌包括 １３

个细菌门， 最 优 势 类 群 为 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ， 其 次 为

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ．在属分类水平上，
Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ ｓｐ．为最优势微生物类群，其次分别

为 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ ｓｐ．和 Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ ｓｐ．．
３）ＤＧＧＥ 条带分析表明，沼气池产甲烷菌包

括 Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ｓｐ．、 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ．、
Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．及 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．，其中

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｓｐ． 和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ．是沼气池

内优势产甲烷菌．
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