
２０１７年 ７月 农 业 机 械 学 报 第 ４８卷 第 ７期

ｄｏｉ：１０．６０４１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０１７．０７．０３４

基于卧式厌氧装置的稻秸高固态消化与甲烷菌变化研究
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摘要：针对单一稻秸高固态厌氧消化长期运行不稳的问题，接种瘤胃内含物和厌氧污泥，在卧式反应装置中研究

３个有机负荷（ＯＬＲ）下消化特性。结果表明，体系最高容积产气率达到了 １０４Ｌ／（Ｌ·ｄ）。当 ＯＬＲ为 ２２６ｇ／（Ｌ·ｄ）
时，甲烷体积分数均值为 ５４３９％，甲烷产率为 ２８０９０ｍＬ／ｇ，达到了稻秸理论产值的 ８０２９％。卧式装置中半纤维
素和纤维素最高降解率分别达到了 ４９７１％和 ３１２５％；纤维素酶活性显著提高，有利于纤维素的降解。当 ＯＬＲ升
高到２４７ｇ／（Ｌ·ｄ）时，氨氮质量浓度均值达到了１０８２６３ｍｇ／Ｌ。固体样品中嗜氢型 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ数量从１７０×
１０９拷贝数／ｇ下降至 １０４×１０６拷贝数／ｇ；而嗜乙酸型 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ数量从 ７８９×１０６拷贝数／ｇ增加至 ９４４×
１０６拷贝数／ｇ，甲烷产率下降为２５６５４ｍＬ／ｇ。此时厌氧装置中丙酸质量浓度均值达到了２５３３２ｍｇ／Ｌ。从而明确了
稻秸高固态体系中产甲烷菌结构的变化。
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　　引言

秸秆是含有纤维素、半纤维素、木质素等有机组

分植物生物质的统称。ＣＨＡＮＤＲＡ等［１］
分析了秸秆

的多种生物转化途径，认为秸秆厌氧消化产甲烷比

预处理后产酒精更具优势。而且沼气工程还可以减

少秸秆焚烧、获得沼渣沼肥，综合效益显著。一般来

讲，厌氧消化根据含固率的不同，分为湿式（Ｌ
ＡＤ）、半固态（Ｓ ＡＤ）和固态（ＳＳ ＡＤ），分别以含
固率１０％、１０％ ～２０％和大于２０％来划分［２］

。也有

研究将含固率 １５％作为划分 Ｌ ＡＤ和 ＳＳ ＡＤ的
标准。传统秸秆沼气工程含固率大多在６％～８％之
间，容积产气率在 ０８ｍ３／（ｍ３·ｄ）左右。而高固态
消化工艺缓解了湿式消化存在的结壳和分层现象，

因此被认为更适合秸秆的厌氧消化
［３］
。常见的有

车库型工艺
［４］
、高温的 Ｄｒａｎｃｏ和 Ｋｏｍｐｏｇａｓ工艺［５］

及中温的 Ｖａｌｏｒｇａ工艺［６］
。商业化运行的高固态厌

氧工艺能显著提高容积产气率和经济效益。

但高固态工艺影响沼液的流变状态
［７］
，易造成

代谢物扩散障碍
［８］
等问题。出现挥发性脂肪酸

（ＶＦＡｓ）积累，从而造成体系“酸中毒”现象［９］
。研

究者常通过提高接种比
［１０］
和沼液回流等

［１１］
措施强

化厌氧菌群，实现厌氧消化效率的提高。但长期运

行中出现有毒物质积累
［１２－１３］

、氨氮抑制
［１４－１５］

等问

题，影响甲烷菌和产甲烷活性，导致沼气反应器运行

不稳
［１６］
。在单一稻秸高固态体系中，厌氧消化特性

研究较少；定量分析甲烷菌数量及类型是研究其适

应性变化的有效手段，但未见相关报道。

为此，本研究利用卧式高固态反应装置，接种瘤

胃内含物和厌氧污泥，维持含固率在（１５±２）％，考
察长期运行中，稻秸高固体厌氧消化特性；并借助绝

　　

对定量 ＰＣＲ（Ｑ ＰＣＲ）技术，揭示甲烷菌群在不同
有机负荷下的适用性变化。

１　材料和方法

１１　接种物与秸秆原料
接种用厌氧污泥来源于处理餐厨废弃物的厌氧

反应器（江苏洁净环境技术有限公司，中国）。从无

锡生牛屠宰场收集新鲜瘤胃内含物（包括粗料），与

厌氧污泥按挥发性固体质量比 １∶１混合，以获得高
效厌氧菌群。稻秸在 ５０℃干燥箱中至恒质量，用
４００型铡草粉碎机（丽丽食品机械设备，中国）粉碎
后过２０目筛保存在塑料干燥袋中备用。接种物和
稻秸的主要特性如表１所示。

表 １　接种物和稻秸原料的总固体质量分数、挥发性

固体质量分数和碳氮比

Ｔａｂ．１　ＴＳ，ＶＳａｎｄＣ／Ｎｒａｔｉｏｏｆｉｎｏｃｕｌａａｎｄｒｉｃｅｓｔｒａｗ

样品名称
总固体质量

分数／％

挥发性固体

质量分数／％
碳氮比

瘤胃内含物 １５１５±１７２ １２１３±０１２ １２４８±００１

厌氧污泥 １３９０±１３２ ６９０±０４３ ７３６±００３

稻秸 ９６９１±０２１ ８６１２±０２１ ４６９６±２１７

　　注：表中数据为平均值 ±标准差，重复数 ｎ＝３。

１２　反应装置运行

为保证高固态进出料和沼液的均质化，本研究

设计卧式高固态反应装置（图１）。进出料采用螺带
式，保证高固态物料的输送。通过罐体中间搅拌轴

缓慢转动使沼液形成垂直混合和水平推流的复合流

态。采用伴热带（北京中海华光电伴热技术公司，

中国）加热，１００ｍｍ厚的玻璃棉毡进行罐体保温，使
用 ＬＭＬ １湿式气体流量计（长春汽车滤清器有限
公司，中国）进行沼气体积测定。

图 １　卧式反应装置

Ｆｉｇ．１　Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｅａｃｔｏｒ
１．搅拌装置　２．进料装置　３．沼气测定装置　４．出料装置

　
　　采用全接种半连续进出料的运行方式［１０］

，搅拌

轴转速 ５ｒ／ｍｉｎ，料液有效体积 １９０Ｌ。接种泥接入
反应器后驯化１０ｄ，产气稳定后正式运行。根据有
机负荷（ＯＬＲ）的不同分为 ３个阶段，分别为 １８９、

２２６、２４７ｇ／（Ｌ·ｄ），为保持体系含固率在（１５±
２）％范围内波动，每两天排沼液量分别设为 ２５６、
３０５、３４１ｋｇ，每个阶段运行７２ｄ。沼液倒入１００目
滤网袋，放入脱水装置（海尔，中国）中甩干。固渣
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用于组分分析；沼液留样后，按照自来水与沼液比

０５８∶１来补充损失水分，回流至反应器中。每 ２ｄ
记录一次沼气体积，并用 Ｇａｓｂｏａｒｄ ３２００Ｌ型红外
甲烷测定仪（武汉四方光电科技有限公司，中国）分

析甲烷含量。

１３　理化指标分析
沼液总固体质量分数（ＴＳ）和挥发性固体质量

分数（ＶＳ）根据 ＡＰＨＡ规定的方法测量［１７］
。沼渣于

１０５℃干燥后研磨过 １００目筛网，在 ＶａｒｉｏＥＬ元素分
析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，德国）中测定稻秸 Ｃ、Ｎ、Ｈ及 Ｓ含
量，Ｏ元素含量通过总值减去其它元素比例得到；并
每８ｄ测定一次总样品碳氮比。固渣组分变化用
Ａ２０００ｉ型纤维分析仪（ＡＮＫＯＭ，美国）测定，分析过
程中中性洗涤纤维（ＮＤＦ）、酸性洗涤纤维（ＡＤＦ）及
酸不溶性木质素（ＡＤＬ）残渣都在 ６５℃干燥箱中干
燥至质量恒定；每个运行阶段测定８个样品。

沼液５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，用超纯水稀释后
用于氨氮、水解酶活、ＶＦＡｓ浓度及总挥发性脂肪酸
和碱度比（ＴＶＦＡ／ＴＩＣ）测定，每个样品重复 ３次。
氨氮浓度使用纳氏法测定

［１７］
。纤维素酶和木聚糖

酶活性根据 ＳＡＭＢＵＳＩＴＩ等［１８］
的方法测定，单位为

Ｕ／ｍＬ。每毫升每分钟上清液释放 １μｇ葡萄糖（木
糖）的酶量定义为 １个酶活力单位（Ｕ）。样品在
ＶＦＡｓ测定前按同体积与 ０８３ｇ／Ｌ４甲基戊酸和
３ｍｏｌ／Ｌ磷酸混合后，４８００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ；所得
上清使用 ＧＣ ２０１０Ｐｌｕｓ（岛津，日本）测定 ＶＦＡｓ浓
度，温度设定参照 ＬＩＵ等［１９］

的方法。

为及时反映体系运行状况，采用两点滴定法测

定 ＴＶＦＡ／ＴＩＣ比值［２０］
：使用００５ｍｏｌ／Ｌ硫酸作为标

准液，滴定经稀释的沼液，分别记录滴定至 ｐＨ值
５０和４４时的耗硫酸量。总挥发性脂肪酸质量浓
度（ＴＶＦＡ）和碱度（ＴＩＣ）计算式为

Ｔ (＝ ２０
Ｖ
ＭＶＦＡ )×１６６－０１５ ×５００ （１）

Ｃ＝２０
Ｖ
ＭＴＩＣ×２５０ （２）

式中　Ｖ———体积，为３０ｍＬ
ＭＶＦＡ———ｐＨ值从 ５０滴定至 ４４所耗硫酸

量，ｍＬ
ＭＴＩＣ———ｐＨ值滴定至５０时所耗硫酸量，ｍＬ

１４　甲烷菌绝对定量 Ｑ ＰＣＲ
每个阶段选取３个样品用于 ＤＮＡ提取，提取步

骤按照 ＰｏｗｅｒｓｏｉｌＤＮＡ试剂盒（ＭｏＢｉｏ，美国）说明
书操作。以表 ２［２１］中引物分别对同一个样品 ＤＮＡ
进行 ＰＣＲ扩增，程序为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ，９５℃变
　　

性 ３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环４０次；最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１％的琼脂糖凝胶
上电泳，切胶回收；直接与 ｐＭＤ１９ Ｔ载体连接，热
击转化并进行蓝白斑筛选。提取阳性质粒 ＤＮＡ，送
苏州金唯智生物有限公司（苏州，中国）测序鉴定。

用紫外分光光度计测定质粒 ＤＮＡ浓度，并计算各目
标甲烷菌拷贝数

Ｎ＝６×１０
２３Ａ

６６０Ｂ
（３）

式中　Ａ———基因片段浓度
Ｂ———基因片段长度

表 ２　绝对定量 Ｑ ＰＣＲ引物序列和片段长度

Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅｓｏｆａｂｓｏｌｕｔｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＱ ＰＣＲ

目标甲烷菌 引物 引物序列（５′－３′）
碱基长

度／ｂｐ

总甲烷菌

ＡＲＣ７８７

ＡＲＣ１０５９

Ｆ：ＡＴＴＡＧＡＴＡＣ

ＣＣＳＢＧＴＡＧＴＣＣ

Ｒ：ＧＣＣＡＴＧＣＡＣ

ＣＷＣＣＴＣＴ

２７３

甲烷杆菌目

（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）

ＭＢＴ８５７

ＭＢＴ１１９６

Ｆ：ＣＧＷＡＧＧＧＡＡ

ＧＣＴＧＴＴＡＡＧＴ

Ｒ：ＴＡＣＣＧＴＣＧＴ

ＣＣＡＣＴＣＣＴＴ

３４３

球菌目

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）

ＭＳＬ８１２

ＭＳＬ１１５９

Ｆ：ＧＴＡＡＡＣＧＡＴ

ＲＹＴＣＧＣＴＡＧＧＴ

Ｒ：ＧＧＴＣＣＣＣＡＣ

ＡＧＷＧＴＡＣＣ

３５４

　　质粒按 １０倍梯度稀释成 １０９～１０３拷贝数／μＬ
系列模板，以 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（大连宝生
物，中国）试剂建立 １０μＬ反应体系，其中正反引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０４μＬ、质粒模板 ２μＬ。每个样品
重复３次，反应程序参考 ＳＴＥＩＮＭＥＴＺ等［２１］

的方法

设定。按 ＳｔｅｐＯｎｅＰＣＲ仪操作自动采集荧光，获得
每个 ＰＣＲ反应的阈值（Ｃｔ）。建立质粒拷贝数浓度
与 Ｃｔ值的定量标准曲线。然后根据每个样品中检
测的 Ｃｔ值，计算目标甲烷菌的数量，结果用每克固
体样品中甲烷菌的拷贝数来表示。

１５　统计分析
利用 ＳＰＳＳ１９０软件（ＩＢＭ，美国）单因素方差

分析（ＡＮＯＶＡ）来确定显著性差异，ｐ＝００５作为阈
值水平；对碳氮比及氨氮浓度进行皮尔逊（Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓ）
相关性分析。计算其理论甲烷潜力（Ｍ）［２２］。

Ｍ＝２２４×

ａ
２
＋ｂ
８
－ｃ
４
－３ｄ
８
－ｅ
４

１２ａ＋ｂ＋１６ｃ＋１４ｄ＋３２
×１０００

式中 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ为稻秸分子通式 ＣａＨｂＯｃＮｄＳｅ下标。

４７２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１７年



２　结果与讨论

２１　沼气及甲烷产生
沼气 产量和甲烷体积 分 数 如 图 ２ａ所 示，

第 １阶段，在 １０～１８ｄ时，沼气产量出现了 １个峰
值，在 ２０８～２１８５Ｌ／ｄ范围内变动。而甲烷体积
分数在 ５７１３％ ～６１３８％范围内变动。随后甲烷
含量下降，在 ３２ｄ时，达到最低值 ４５２６％。从第
５０天 开 始 甲 烷 体 积 分 数 稳 定 在 ５１０２％ ～
５５９５％范围内。

图 ２　不同有机负荷下沼气产量、甲烷体积分数

和甲烷产率的变化

Ｆｉｇ．２　ＤｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｉｏｇａｓｙｉｅｌｄｓａｎｄＣＨ４
ｃｏｎｔｅｎｔ，ＣＨ４ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＯＬＲ

　
第１阶段同样在 １０～１８ｄ时出现了产甲烷峰

值（图 ２ｂ），随后甲烷产率下降，在 ３２ｄ附近降至
２７１８５ｍＬ／ｇ，５０ｄ后甲烷产率保持稳定，最终甲烷
　　

产率均值达到了 ３２１８８ｍＬ／ｇ。该阶段产甲烷的变
化可以用厌氧消化底物的变化来解释。由于采用全

接种，接种比例高。瘤胃接种物中包含内源蛋白、可

溶性多糖等易降解物质，能首先被利用。而碳水化

合物通式为（Ｃ６Ｈ１０Ｏ５）ｎ，蛋白质通式为（Ｃ５Ｈ７Ｏ２）ｎ，

根据 Ｂｕｓｗｅｌｌ方程［３］
，它们产生沼气的理论甲烷体

积分数分别为 ５０％和 ６０％。因此首先出现的产气
峰和高比例的甲烷含量，主要来源于内源蛋白的降

解。当该类物质逐渐被消耗，在 ３２ｄ时甲烷含量和
甲烷产率降至最低。从 ５０ｄ开始，随着秸秆的水
解，种间氢传递加快，产甲烷活性增强，甲烷产率维

持稳定。

第２阶段，随着有机负荷由 １８９ｇ／（Ｌ·ｄ）提高
到 ２２６ｇ／（Ｌ·ｄ），甲烷体积分数在 ５３０１％ ～
５６１６％之间变动，稻秸水解产甲烷活性增强，甲烷
产率均值稳定在 ２８０９０ｍＬ／ｇ，与经过各种预处理
后厌氧消化的产率（９２～２８０ｍＬ／ｇ）相比，优势明
显

［２３］
。元素分析仪测定结果表明，Ｃ、Ｎ、Ｈ、Ｓ及 Ｏ

元 素 的 比 例 分 别 为 ０８５％、４０１０％、５９４％、
００７％及 ５３０３％，从而求出稻秸通式为 Ｃ５４８８Ｈ９７６２
Ｏ５４４３ＮＳ００４。计算其理论甲烷产率为 ３４９８６ｍＬ／ｇ，
本阶段甲烷产率达到了理论产值的８０２９％。

第３阶段，随着有机负荷提高到２４７ｇ／（Ｌ·ｄ），甲
烷含量在 １５２～１７０ｄ有明显的下降，最低值只有
４９２５％（图 ２ａ），整个阶段甲烷体积分数均值为
５２３６％。如图 ２ｂ所示，甲烷产率首先下降，在
１６６ｄ降至２３０４９ｍＬ／ｇ，然后又有所升高，均值为
２５６５４ｍＬ／ｇ。３个阶段容积产气率逐渐提高，分别
达到了０９８、１０１、１０４Ｌ／（Ｌ·ｄ）（表３）。

表 ３　卧式反应装置运行参数及水解酶活变化

Ｔａｂ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｅａｃｔｏｒ

运行参数 第１阶段 第２阶段 第３阶段

沼气产量／（Ｌ·ｄ－１） １８６００±２５９６ｃ １９１２６±１１０５ａｂ １９８２４±１１５２ａ

甲烷体积分数／％ ５３５９±４１２ａ ５４３９±０８５ａ ５２３６±１３４ｂ

容积产气率／（Ｌ·（Ｌ·ｄ）－１） ０９８±０１４ｃ １０１±００６ａｂ １０４±００６ａ

甲烷产率／（ｍＬ·ｇ－１） ３２１８８±５３２１ａ ２８０９０±１６６１ｂ ２５６５４±１７５４ｃ

碳氮比 １７５５±０５１ｃ １９０２±０２３ｂ ２１６５±０２９ａ

氨氮质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ８７７７４±４６５９ｃ ９５０８０±３４６３ｂ １０８２６３±５７１１ａ

木聚糖酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） ９１３９±１９５０ｃ １９１５８±５７９５ｂ ２８７０９±５７２１ａ

纤维素酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） １６５７６４±１０６５８ｃ ２６３２１８±２８４２０ａｂ ２１６５１９±６０５９７ａｂ

　　注：表中数据为平均值 ±标准差。产沼气（甲烷）数值，重复数 ｎ＝３６；碳氮比及氨氮质量浓度，重复数 ｎ＝９；水解酶活，重复数 ｎ＝８。同一

行中不同上标字母表示显著性差异（ｐ＜００５）。

　　稻秸高固态条件下高效产甲烷可以从几方面来
解释。首先，高固态消化需要更多的接种物，而本研

究采用全接种方式提高了水解、产甲烷等功能菌群

的数量，有利于稻秸的厌氧消化。如 ＦＯＲＳＴＥＲ

ＣＡＲＮＥＩＲＯ等［１０］
在消化食品废弃物时，全接种方式

同样提高了消化效率及甲烷产率。其次，稻秸复杂

的结构导致其水解困难，是整个消化的限速步

骤
［２２］
。而瘤胃内含物中含有大量的水解菌群，有利
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于提高水解效率
［２４］
。另外，厌氧污泥的加入提高了

甲烷菌的数量，加速了种间氢传递和嗜乙酸型产甲

烷过程
［２５］
。如在稻秸瘤胃厌氧消化中，研究发现产

甲烷污泥的投加能够实现产甲烷效率的提高
［２６］
。

２２　ＴＶＦＡ／ＴＩＣ比值及 ＶＦＡｓ的变化
ＶＦＡｓ的积累易造成酸化，但体系中存在的碳酸

盐、重碳酸盐及少量氨氮缓冲了 ＶＦＡｓ的影响，这种
缓冲能力可以用碱度来表示。根据 ＲＡＰＯＳＯ等［２７］

的报道，厌氧体系最理想的碱度范围为 ２５００～
５０００ｍｇ／Ｌ，能缓冲 ＶＦＡｓ浓度升高造成的影响，使
ｐＨ值在小范围内变化。由此可见，ｐＨ值对体系
ＶＦＡｓ积累有一定的迟滞性；而 ＴＶＦＡ／ＴＩＣ比值常
用于衡量体系缓冲能力，能及时预警酸化现象。

当比值低于 ０４时，表明体系产酸与产甲烷达到
平衡，体系稳定；当比值高于 ０８时，体系发生酸
化现象

［２８］
。

如图３所示，本研究中前 ２个阶段，ＴＶＦＡ／ＴＩＣ
平均比值都为 ０１１，第 ３阶段比值为 ０１６，表明反
应运行都在稳定范围内。同时 ＴＶＦＡ／ＴＩＣ比还可以
用于分析 ＯＬＲ的高低：比值在 ０３～０４之间有最
佳的产甲烷效率；比值小于 ０３或大于 ０４表明负
荷过低或过高

［２８］
。从 ＴＶＦＡ／ＴＩＣ实验数据看，本研

究第３阶段 ＯＬＲ并不过载，不是导致甲烷产率下降
的原因。

图 ３　ＴＶＦＡ／ＴＩＣ比及 ＶＦＡｓ质量浓度的变化

Ｆｉｇ．３　ＤｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＴＶＦＡ／ＴＩＣｒａｔｉｏａｎｄ

ＶＦＡｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
　
本研究中 ＶＦＡｓ主要包括了乙酸、丙酸和丁酸。

由于瘤胃接种物的影响，第 １阶段存在 ＶＦＡｓ积累
现象，乙酸、丙酸和丁酸的平均质量浓度分别为

５９７８２、２１８０１、１２６１１ｍｇ／Ｌ。随着产甲烷活性的
提高，第 ２阶段 ＶＦＡｓ积累减弱，质量浓度分别为
３３４４、１８８４６、６５４３ｍｇ／Ｌ。但随着第 ３阶段有机
负荷的提高，丙酸开始积累，平均质量浓度达到了

２５３３２ｍｇ／Ｌ。尤其从第 １８８天开始，浓度显著提
高，在２６８７～３７２ｍｇ／Ｌ之间变动。

ＬＥＲＭ等［２９］
在分析不同 ＯＬＲ条件下产酸代谢

途径时发现，ＯＬＲ升高会引起丁酸氧化加快，但超
过了甲烷菌的代谢能力时，氢和还原性 ＮＡＤＨ不能
及时利用，只能通过产丙酸途径获得释放。为此

ＡＨＲＩＮＧ等［３０］
提出 ＶＦＡｓ的浓度和种类，尤其是丙

酸和丁酸是产甲烷受抑制的重要指标。本研究第 ３
阶段丙酸的积累同样说明产甲烷活性受到抑制，甲烷

产率从第 ２阶段的 ２８０９０ｍＬ／ｇ降至 ２５６５４ｍＬ／ｇ
（表３）。

２３　碳氮比及氨氮质量浓度变化

氮是微生物重要的营养物质，根据 ＭＵＳＳＯＬＩＮＥ
等

［２３］
的报道，碳氮比在 ２５～３５之间有利于厌氧消

化。而单一稻秸原料碳氮比为 ４６９６，含氮量低
（表１），导致其生物可降解性差。但共接种物中瘤
胃内含物与厌氧泥碳氮比较高，分别为 １２４８和
７３６。采用沼液回流工艺，氮损失较少，可以满足微
生物对氮源的需要

［１１，２３］
。如图 ４所示，３个阶段的

碳氮比分别在 １６７０～１９９５、１７８２～２０１５及
２０２７～２３９３之间变动。虽然比值显著升高（ｐ＜
００５），但整个过程完全能满足厌氧消化的需要。
通过 Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓ相关性分析，碳氮比与氨氮质量浓度
密切相关（ｐ＜００１）。氨氮质量浓度在３个阶段同样
逐渐升高，均值分别为８７７７４、９５０８０、１０８２６３ｍｇ／Ｌ。
尤其在第３阶段，装置运行 １９２ｄ后，氨氮最高浓度
达到了１１９６３７ｍｇ／Ｌ。体系氨氮质量浓度的升高
与厌氧微生物的代谢有关。由于接种物中部分微生

物无法适应环境而衰亡，导致胞内有机氮分解释放

到沼液中。这在厌氧消化玉米秸
［１４］
、混合秸秆

［１５］

的回流工艺中同样出现。本研究中第３阶段氨氮质
量浓度尽管没有超过产甲烷抑制的阈值浓度

１５００ｍｇ／Ｌ［３，３１］，但高的氨氮浓度会对嗜氢型和嗜
乙酸型甲烷菌产生不同影响，并抑制产甲烷活

性
［２５，３２］

。

图 ４　碳／氮比及氨氮质量浓度变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣ／ＮｒａｔｉｏａｎｄＮＨ＋
４Ｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

　
２４　稻秸组分及水解酶活变化

如图５所示，３个阶段中沼渣中半纤维素质量
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分数分别为 ９８９％、８６７％、９６９％；纤维素质量分
数分别为 ２０８８％、１７５８％、１９４４％；木质素质量
分数分别为 １７５０％、１７６９％、１８２７％。和稻秸原
料各组分相比，半纤维素的降解率分别为 ４２６２％、
４９７１％、４３７９％，纤维素降解率分别为 １８３４％、
３１２５％、２３９９％。半纤维素的降解率比纤维素高，
两者在第２阶段都有最高的降解率，与甲烷产率一
致。这也说明了水解过程仍然是秸秆厌氧消化的限

速步骤
［３３］
，而高的降解率有利于产甲烷效率的提

高。由于降解木质素的苯丙烷结构时需要底物氧，

因此木质素在厌氧条件下难以降解
［１，２３］

。本研究各

阶段中木质素含量比稻秸原料都略有升高，同样说

明其不能被厌氧菌所利用。

图 ５　稻秸组分质量变化率

Ｆｉｇ．５　Ｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｉｃｅｓｔｒａｗｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
　

水解酶活是表征秸秆水解特性的重要指标，在

厌氧条件下主要包括了木聚糖酶和纤维素酶。如

表３中所示，木聚糖酶活显著升高（ｐ＜００５），第 ３
阶段达到了最大值２８７０９Ｕ／ｍＬ。而纤维素酶在第
２阶段有最高值 ２６３２１８Ｕ／ｍＬ，第 ３阶段有所下
降，和稻秸纤维素降解率一致。

从秸秆的结构来看，纤维素被木质素和半纤维

　　

素共价形成的基质包裹，阻止了水解酶的降解
［１，２３］

。

本研究中高半纤维素降解率有利于暴露出微纤维结

构，利于水解酶对内部纤维素成分的降解
［３４］
。在高

粱青贮饲料厌氧消化中，ＳＡＭＢＵＳＩＴＩ等［１８］
也认为木

聚糖酶活峰值早于纤维素外切酶活，实现了对高粱

不同组分的协同降解，加快了水解过程。另一方面，

卧式反应装置的运行方式增加了未降解固渣的停留

时间，同样有利于纤维素酶的水解作用，使得纤维素

酶活显著高于木聚糖酶活。

２５　不同类型甲烷菌数量的变化
３个阳性克隆片段大小同预期结果基本一致，

与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知的菌群序列相似性为
１００％，分别利用重组质粒构建标准曲线。其中总甲
烷菌拷贝数（Ｘ）与 Ｃｔ值（Ｙ）的回归方程为：Ｙ＝
－３４３６ｌｇＸ＋４１０７２，决 定 系 数 Ｒ２ ＝ ０９８７；
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ拷贝数（Ｘ）与 Ｃｔ值（Ｙ）的回归方
程为：Ｙ＝－３１３５ｌｇＸ＋３９１７２，决定系数 Ｒ２＝０９８７３；
Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ拷贝数（Ｘ）与 Ｃｔ值（Ｙ）的回归方
程 Ｙ＝－３４７２ｌｇＸ＋４０８８５，决定系数 Ｒ２＝０９８７。
其中 Ｘ单位为拷贝数／μＬ。从而计算出 ３个阶段每
克固体样品中甲烷菌的拷贝数。

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ 包 括 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、
Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ及 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒａ等嗜氢型甲烷
菌，是 典 型 瘤 胃 甲 烷 菌。 而 嗜 乙 酸 型

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ包含了 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ等甲烷菌菌
属

［２５］
。通过两类不同营养型甲烷菌的变化，可以分

析环境因素对产甲烷途径的影响
［２１］
。如表 ４所示，

固体样品中总甲烷菌拷贝数逐渐降低，但在第 ２、３
阶段差别不大。Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ拷贝数在 ３个阶
段中逐渐降低，分别为 １２０×１０１０、１７０×１０９、１０４×
１０６拷贝数／ｇ。而 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ拷贝数逐渐升
高，在第３阶段数量高于 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ。

表 ４　不同阶段甲烷菌数量的变化

Ｔａｂ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ 拷贝数／ｇ

甲烷菌类型 第１阶段 第２阶段 第３阶段

总甲烷菌 （１３８±０３１）×１０１１ａ （３６２±２９５）×１０１０ｂ （３４７±３５２）×１０８ｂ

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ （１２０±１４６）×１０１０ａ （１７０±２３３）×１０９ａ （１０４±０４９）×１０６ａ

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ （４２４±１７０）×１０６ａ （７８９±１０１０）×１０６ａ （９４４±７７５）×１０６ａ

　　注：表中数据为平均值 ±标准差。重复数 ｎ＝３。同一行中不同上标字母表示显著性差异（ｐ＜００５）。

　　前两个阶段，主要甲烷菌类型为嗜氢型的
Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ，稻秸水解产生的氢通过种间氢传
递实现了产甲烷活性的提高。在稻秸瘤胃和厌氧污

泥 共 培 养 研 究 中， 同 样 发 现 体 系 中

Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ成为优势菌属，与瘤胃水解菌能
形成功能菌群。从而实现了水解和产甲烷活性的提

高
［２６］
。

但厌氧消化中甲烷菌易受到环境条件的影

响
［１６］
。Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ菌属大多呈杆状结构，倍

增时间较长，易受到氨氮的抑制。高浓度氨氮产生

的游离氨自由扩散进入细胞膜，破坏Ｋ＋依赖型ＡＴＰ
离子泵的运行

［３２，３５］
，从而对微生物产生毒害。而
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Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ结构是不规则的球菌，常形成包囊
或聚合体结构，倍增时间短，对环境的适应性较

强
［２５］
。本研 究 第 ３阶 段，氨 氮 质 量 浓 度 达 到

１０８２６３ｍｇ／Ｌ时，嗜氢型的 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ受到
抑制，数量下降为 １０４×１０６拷贝数／ｇ，产甲烷活性
随之降低。水解产生的还原氢不能被甲烷菌及时利

用，造 成 丙 酸 积 累
［２９］
。 而 嗜 乙 酸 型 的

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ受到的抑制小，拷贝数反而增加至
９４４×１０６拷贝数／ｇ，成为主要甲烷菌类型，产甲烷
途径发生变化。

３　结论

（１）卧式厌氧装置 ３个阶段的容积产气率分别
达到了 ０９８、１０１、１０４Ｌ／（Ｌ·ｄ）。当稻秸 ＯＬＲ为
２２６ｇ／（Ｌ·ｄ）时，甲烷体积分数在 ５３０１％ ～
５６１６％之间变动，甲烷产率为２８０９０ｍＬ／ｇ。

（２）第 １阶段受到接种物的影响，ＶＦＡｓ存在
积累现象。当 ＯＬＲ升高到 ２４７ｇ／（Ｌ·ｄ）时，体系
丙酸积累，平均质量浓度达到 ２５３３２ｍｇ／Ｌ；氨氮
质量浓度升高到 １０８２６３ｍｇ／Ｌ，甲烷产率降至
２５６５４ｍＬ／ｇ。

（３）３个 阶 段 半 纤 维 素 的 降 解 率 分 别 为
４２６２％、４９７１％、４３７９％；纤维素降解率分别为
１８３４％、３１２５％、２３９９％。木聚糖酶在第 ３阶段
达到了最大值 ２８７０９Ｕ／ｍＬ；而纤维素酶在第 ２阶
段达到了最大值２６３２１８Ｕ／ｍＬ。

（４）３个阶段中不同类型甲烷菌数量和比例发
生了变化。固体样品中 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ数量逐渐
降低，分别为１２０×１０１０、１７０×１０９、１０４×１０６拷贝
数／ｇ；而适应性强的 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ数量逐渐增
加，分别为 ４２４×１０６、７８９×１０６、９４４×１０６拷贝
数／ｇ。
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