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厌氧消化系统中的产氢产乙酸菌在营养生态位上位于产酸发酵菌群和产甲烷菌群之间! 在功能上起着承上启下的重要作

用"该菌群具有与耗氢菌互营共生的特性!其分离纯化非常困难"为了深入了解其生理生态特性!为开发高效的厌氧生物处理技术

提供理论基础!采用丙酸和丁酸混合培养基!以具有甲烷发酵功能的厌氧活性污泥为出发菌群!进行了产氢产乙酸菌互营共培养

体的选育!并借助于 ./012334 技术对其菌群结构进行了解析" 经过选择培养基的不断传代培养!最终筛选到 5 个产氢产乙酸
互营共培养体 67819& 和 ::1;1:" 这 9 个共培养体不仅对丙酸和丁酸具有很强的降解和产乙酸能力!而且不产甲烷和硫化氢"
在这种非产甲烷菌和非硫酸盐还原菌与产氢产乙酸菌组成的互营共培养体中! 含有专性的互营产乙酸菌 !"#$%&’(’)*+$%$) #<=
>#,7?9 及其伴生菌! 其中的伴生菌是能利用甲酸盐和 @9A/;9的 BC’DE$D%)- "&’$)%FD8 GHI4:9JKJ2>J.HL 和 ,"-.)"/(.0*+("1
#<M NO:LJP:IJQ" 对这一新的产氢产乙酸菌互营共培养体的发现和选育成功!为更全面地研究产氢产乙酸菌的生理生态特性提

供了样本"

厌氧消化#产氢产乙酸菌#共培养体#菌群结构
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! 引言
在参与厌氧消化的各微生物类群中!产氢产乙酸菌群在

营养生态位上位于产酸发酵菌群和产甲烷菌群之间!在功能
生态位上起到承上启下的重要作用!能将产酸发酵菌群代谢
产生的丙酸"丁酸等挥发性有机酸#!"#$$和乙醇等进一步降
解转化为乙酸和 %&’()’!为后续的产甲烷菌群提供了可以直
接利用的底物 *+,-.% 产氢产乙酸代谢活性作用的增强!有望使
厌氧生物处理系统的效能得到显著提高 */.& 产氢产乙酸菌的
代谢特点是以质子作为唯一的电子受体!所进行的大多数氧
化反应在标准热力学状态下是吸能的!其生长和代谢依赖于
代谢产物氢或甲酸的消除!因而必须与诸如产甲烷菌和硫酸
盐还原菌之类的耗氢菌组成共培养体才能维持生长 *012.& 由于
生理生态习性的特殊性! 产氢产乙酸菌的分离培养十分困
难!目前得到的纯培养物很少!制约了基于强化产氢产乙酸
作用的高效厌氧生物处理技术的研发 *013,4.& 鉴于大部分产氢
产乙酸菌是依靠与其伴生菌的共生作用来实现菌体生长这

一事实!从工程应用角度来看!分离和选育产氢产乙酸菌共
培养体不失为一个好的选择& 本文以厌氧活性污泥为出发菌
群!利用底物与培养条件对微生物的选择作用!获得了一种
非产甲烷菌和非硫酸盐还原菌与产氢产乙酸菌共培养体!并
利用 5%6,7889 现代环境微生物分析方法对其菌群结构进
行了解析!为研究其生长繁殖规律’生理生态特性"扩大培养
和工程应用奠定了基础&

" 材料与方法
"#" 污泥样品
用于筛选产氢产乙酸互营共培养体的污泥样品!采自本

研究中心正在运行的一个用于处理大豆蛋白废水的四格室

厌氧折流板反应器(#:6$*/.& 采集过程使用氮气保护&
"#$ 培养基
"#$#" 富集培养基
丁酸钠 ’; <!丙酸钠 ’; <!微量元素液 +; =>!维生素溶

液 +; =>!瘤胃液 ’; =>!无菌发酵上清液 0; =>!矿质元素液
/; =>!酵母膏 +?; <!半胱氨酸 ;?/ <! %@%A’ +?42 <!加蒸馏水
定容到 + >!调节 B)值为 3?;&
"#$#$ 分离培养基
丁酸钠 ’; <!丙酸钠 ’; <!微量元素液 +; =>!维生素溶

液 +; =>!瘤胃液 ’; =>!半胱氨酸 + <!C@%A 0 <!D<%A’ ;?+ <!
E’)5&- ;?3/ <!E)’5&- ;?3/ <!C)-%A + <!酵母膏 +?; <!胰蛋
白胨 + <!%@%A’ +?42 <!加蒸馏水定容到 + >!调节 B) 为 3?;&
"#$#% 矿质元素溶液

E)’5&- +;?; <(>!D<%+’)2)’& 2?2 <(>!C@%+ F?; <(>!
C)-%+ F?; <(>!%@%+’)’)’& +?; <(>&
"#$#& 微量元素溶液

GHI&-)3)’& ;?+ <(>!DH%+’)-)’& ;?;0 <(>!)0:&0 ;?0
<(>!%J%+’)2)’& ;?’ <(>!%@%A’)’)’& ;?;+ <(>!CK%A’)2)’& ;?;’
<(>!C@’DJ&-)’)’& ;?;0 <(>!"L%+’)-)’& ;?+/ <(>&

"#$#’ 维生素液
烟酸 ’; =<(>!:+ 和对氨基苯甲酸各 +; =<(>!:2 /;

=<(>!生物素 ’ =<(>!叶酸 ’ =<(>!盐酸吡哆醇 +; =<(>!核黄
素M!:’N / =<(>!硫胺素 / =<(>&
"#% 产氢产乙酸共培养体的富集与分离
"#%#" 富集
富集培养基制备完成后! 在高压蒸汽灭菌锅中 ++/!灭

菌 0; =KH!备用& 取灭菌且装有玻璃珠和 2; => 富集培养基
的 ’/; => 血清瓶! 在氮气保护下移入适量具有甲烷发酵功
能的活性污泥!封口!在 0/!’+0; O(=KH 的恒温震荡培养箱中
培养 ’ P*在氮气保护下!将震荡培养后的污泥接种到含有 2;
=> 新鲜富集培养基的血清瓶中!每个样品接种 0 个平行样%
将接种种泥后的培养体系置于 0/!’+0; O(=KH 的恒温摇床中
培养!定期(3 Q$检测其甲烷生成量’底物降解量和液相产物
浓度%在培养 0; Q后!挑选底物降解快’甲烷产量大的培养物
转接至含有相同底物的新鲜液体培养基中进行新一轮培养!
接种量为 +;"#’;"(!(!$% 重复此过程!不断淘汰底物降解
和产气效果不好的样品!直至连续几代培养物的底物降解时
间和甲烷产量达到稳定为止%

"#%#$ 分离与优选
产氢产乙酸菌互营共培养体的分离与优选!借助于容积

为 ’/ => 的厌氧管!采用液体培养基和固体培养基交替传代
培养的方法进行% 其中!固体培养基 / => 滚管!种子液接种
量为 ;?/ =>*液体培养基 +; =>!挑取固体培养基上的单菌落
接种% 操作过程为+取稳定富集物!在氮气保护下!用脱氧无
菌水进行 +; 倍为基准的梯度稀释! 将梯度稀释后的菌液接
种于固体培养基!0/!恒温培养*待出现单菌落后!在氮气保
护下挑取单菌落转接于液体培养基中 !0/!’+0; O(=KH 恒温
振荡培养* 待检测到有较多乙酸’%)-和少量的 )’(%&’产生

时!用脱氧无菌水进行 +; 倍为基准的梯度稀释后!再一次接
种于固体培养基上% 重复以上操作若干次!直至连续几代在
固体培养基上形成的菌落形态一致!液相和气相末端产物稳
定!显微镜下只能观察到几种固定形态的菌体为止% 为在传
代培养过程中逐步淘汰产甲烷菌!液体培养基接种物的培养
时间控制在 +’ Q 左右%
"#& 群落结构分析
对所筛选产氢产乙酸菌互营共培养体的菌群结构分析!

借助于变性梯度凝胶电泳 (5%6,7889$ 分子生物学技术进
行 ! 其主要操作步骤包括 + 基因组 7C# 的提取及其扩增
(5%6$’变性梯度凝胶电泳’条带的回收’R 载体连接与转化’
挑选阳性克隆’测序’序列比对及系统发育树构建等% 具体方
法参见邢德峰等的报道 *+;.%

"#’ 主要分析项目及方法
挥发性脂肪酸(!"#$$’乙醇!以及发酵气组分 %)-’%&’

和 )’的检测!均采用气相色谱法 *++.%产硫化氢试验!采用含有
半胱氨酸的分离培养基! 具体操作为+ 将普通滤纸剪成 ;?/
S= 宽的纸条!长约 / S=!用 /T醋酸铅将纸条浸透!然后用烘
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!"# 产氢产乙酸菌互营共培养体的优选
利用液体培养基!对初选得到的 ! 个共培养物进行为期

"# $ 的发酵试验和测试" 结果#表 "$表明!共培养体 %&’ 虽
未产生 ()*!却有 )+, 的生成%在其他共培养体中均未检测到
()*和 )+, 的生成! 是一种非产甲烷菌和非硫酸盐还原菌与
产氢产乙酸菌的互营共生体! 关于该类互营共培养体的研

究!至今尚未见报道" -+&.&/&+0和 ’’&1&’ "个培养物的乙
酸和氢气产量分别超过了 + "##和 "’# /232!其中以 ’’&1&’
的最大! 分别为 " #!’ 和 *45 /262! 其底物降解总量也高达
’* 4!+ /762" -+ 的乙酸产量虽然比 .8/&+0 的高!但其底物
降解总量和产氢量均低于后者的 ’5 5+* 和 **4 /262" 因此!
选择 ’’&1&’和 .&/&+0 作为进一步研究的对象"

箱烘干!放入培养皿中灭菌备用’在氮气保护下!用新鲜滚管
培养物接种液体培养基!接种后!用无菌镊子夹取一条醋酸
铅纸条!在封口的同时!用胶塞将其悬挂于滚管中!下端接近
培养基表面!但不接触液面’"5!恒温培养!定期观察试纸颜
色变化!变黑者为阳性(9$!不变者为阴性(8$%

! 结果与讨论
!"$ 产氢产乙酸菌互营共培养体的富集
从 :-; 反应器的 * 个格式中取出具有甲烷发酵功能的

厌氧活性污泥进行富集!第 ’<* 格室的污泥样品分别标号为
’=&+=&"=&*=% 同时!将取自第 +格室和第 " 格室的部分污泥样

品进行混合培养!标记为(+9"$=%以 "# $为周期!于 "5!&’"#
>3/?@恒温摇床中对污泥样品进行传代富集培养%经过 5". 代
的富集!各富集物在底物降解量&液相产物生成量&累积产气
量以及产气组分等指标达到了相对稳定% 各富集体系最后一
代培养结果如表 ’ 所示%结果显示!经过 "# $的培养!在 5 个
稳定的富集培养物中!(+9"$=和 "=对底物(丙酸和丁酸$的降
解量和累积产气量最大 ! 分别达到 ’" .’"&’* *.# /732 和
5+!&*!’ /2!显著高于其他富集培养物% 从乙酸产量来看!"=

要略高于(+9"$=!其产气总量及甲烷含量却远低于(+9"$=% 根
据这一富集结果!选择(+9"$=富集物作为后续产氢产乙酸菌
互营共培养体分离筛选的样本%

表 $ 富集物的代谢特性
%&’() * +,&-&./)-01/0.1 23 /,) )4-0.,)5 607 .8(/8-)1 24 5)9-&5049 18’1/-&/)1

富集物
底物降解量3(/7)28’$ 液相产物量3(/7*28’$ 发酵气累积产量和组分

丙酸 丁酸 总量 乙醇 乙酸 戊酸 乳酸 总量 产量3/2 ()*3A (1+6B )+3B
’=

+=

(+9"$=

"=

*=

’ !#+
" 54+
* *C*
5 .+"
C’"

’ "44
. "#C
C +’C
4 .*.
C’’

+ CC#
’# 4C’
’" .’"
’* *.#
’ 4+*

..5
!C*
!CC
"4+
*#4

C"’
’ 4+"
+ #C’
+ ""!
!5#

’45
’*5
+".
+C*
"!#

.’
5C
!C
C4
5

’ C!+
+ .+’
" #C!
" ’’#
’ *+"

’4.
*+’
5+!
*!’
+"*

+"D!4
"’D+’
!#D’"
++D**
+"D!+

.*D!!
!4D#5
"CD#5
..D54
.!D’#

’D54
#D#5
#D#.
#D’#
#D#*

!:! 产氢产乙酸菌互营共培养体的分离与初选
以(+9"$=富集培养物为样本!采用固体培养基和液体培

养基交替传代培养的方法分离产氢产乙酸菌互营共培养体!
直到固体培养基上形成的菌落形态趋于一致!液体培养体系
的底物降解量&液相产物生成量&累积产气量以及产气组分
等指标达到相对稳定为止% 传代培养过程中!挑选产氢&产乙

酸较多的培养物优先转接并进行传代培养!液体培养基接种
物的培养时间控制在 ’+ $左右%经过 "5代的选择培养!一些
培养物中的产甲烷菌和硫酸盐还原菌被逐步淘汰!最终筛选
出编号分别为 %8’&-+&-*&.8/8+0&.8/850 和 ’’818’ 的 !
个不产甲烷且产硫化氢试验阴性的共培养体!结果如表 + 所
示%

表 ! ; 个共培养体在传代培养过程中的气相成分变化
%&’() ! +,&49)1 04 9&1 .26<24)4/1 23 /,) .2.8(/8-)1 3-26 9)4)-&/024 /2 9)4)-&/024

传代数
气体组分6B 产硫化氢试验

()* (1+ )+ %8’ -+ -* .8/8+0 .8/850 ’’818’
第 ’ 代
第 5 代
第 ’# 代
第 ’5 代
第 +# 代
第 +5 代
第 "# 代
第 "5 代

CD’!
’!D+*
’+D.#
’#D4C
#D*!
#D#+
#
#

+#D++
++D+5
’4D+5
’CD’*
.D!4
#D*4
#D..
#D4#

#
#
#
#D#"
+D4#
.D’!

’’D*!
’’D55

#
#
#
#
#
#
#
$

#
#
#
#
#
$
$
$

#
#
#
#
#
$
$
$

#
#
#
#
#
#
#
$

#
#
#
#
#
$
$
$

#
#
#
#
#
#
$
$

注!发酵气中各组分含量为 ! 个培养物的平均值"产硫化氢试验中#$#%为阳性#$$%为阴性&

EFGHIJ KLH MH>NH@G07HI FO ()*P (1+ 0@$ )+ ?@ Q?F70I RH>H GLH 0SH>07H S0TUHI FO GLH ! NUTGU>HIV W9W OF> MFI?G?SH RL?TH W8W OF> @H70G?SH ?@ )+, M>F$UNG?F@ GHIGV
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!"# 生物相观察
从 !"#"$%和 &&’(’&两个培养物的电子显微镜扫描照片

!图 &"中可以观察到#无论是 !’#’$%还是 &&’(’&#其中都有两
种形态以上的菌体存在$在共培养体 !’#’$%中!图 &!%""#可以
观察到典型的短杆菌和弧菌% 而在共培养体 &&’(’&中 !图 &
!)""#典型菌体形态为杆菌和短杆菌$

!"$ 分子生物学分析
图 $ 是 !’#’$% 和 &&’(’& 两个共培养体的 *+,’-../

图谱$ 图谱显示#在产氢产乙酸互营共培养体 !"#"0% 和 11"
("1 的样品泳道上#分别共有 ! 个和 2 个明显条带#其中有 3
个条带!在图 0 中的标号为 0&4&3 和 2"是相互平行的#说明
在这两个共培养体中有相同的菌属存在$但从显示强度分析#
共同菌属在两个共培养体中的数量存在一定的差异$
从 -../ 图谱中切取标号的 2 个条带进行目的条带回

收#5载体连接后转化到感受态细胞中#经过蓝白筛选阳性克

隆#最后交生物公司进行 -67 测序 8&9:$ 将所得的序列片段在

.;<=%<> 数据库进行序列比对和相似性分析$ 如表 3 所示的
比对结果表明# 在产氢产乙酸互营共培养体 !’#’$% 和 &&’
(’& 中#主要存在 3 类细菌’! 降解丙酸的专性质子还原菌#
即产氢产乙酸菌#如 !"#$%&’(’)*+$%$) ?@A B?C’D0%" 产氢产
乙酸菌的共生菌#有的能利用乙酸和氢气#如 ,"-.)"/(.0*+("1
?@E F6&GH7&3HI%有的能利用甲酸盐和 I0J+(0#如 K<LMNOMP;Q
)%LO;PRM# 9S3/&0H=H-BH*S%# 降解氨基酸&苯甲酸&甲苯等
的细菌#如 2%’#(1.-.$) 34-1’540"/6’.+$)#但是否属于产氢产
乙酸菌#尚待进一步研究证实%$ 互营(微生境)中的细菌#
表 3 中的克隆 0&T&2 与 ICPU&.CQC< 等 8&0V&4:在研究产氢产乙

酸菌互营(微生境)时得到的序列有很高的相似性#而条带 !
与 WM;Q;P?&*C##;P;<>; 等 8&3:利用同位素示踪法研究水底淤

泥中的互营丙酸氧化过程时测得的序列有很高的相似性$ 值
得注意的是# 虽然 !’#’0% 和 &&’(’& 两个共培养体对丁酸
有较强的降解能力!表 4"#但在比对结果中并未得到降解丁
酸的同源性细菌或克隆$ 分析认为#它们可能被包含在#和
$两类细菌中#这一判断的正确性#尚需进一步证明$

表 % & 个共培养体中底物与气相组成的变化
’()*+ % ,-(./+0 1. 02)034(3+ 5+/4(5(316. (.5 /(0 76896.+.30 6: 3-+ 0+*+73+5 7672*324+0

培养物
底物降解量J!#X*W’&" 乙酸产量

J!#X*W’&"
氢气产量

J!#X*W’&"
+I3和 I0Y 测试

丙酸 丁酸 总量 +I3 I0Y
D’&
=0
=3

!’#’0%
!’#’S%
&&’(’&

3 S99
! 92T
4 G23
T 4&4
3 4T9
! 94!

S G!G
3 T99
S 40G
2 0&&
T 3G3
! G0S

&9 4!G
&& T2T
2 000
&S S03
&9 G33
&3 GT0

& !4!
0 !4G
& 32&
0 4GS
& 2S4
4 9T&

0T2
4&0
0!!
33G
0!3
3GS

!
!
!
!
!
!

"
!
!
!
!
!

注!发酵气中各组分含量为 T 个培养物的平均值"#"$为阳性%&!$为阴性’
6CO;?Z 5[; @;PL;<O%X;? C\ +I3] +(0 %<Q I0 R< )RCX%? ^;P; O[; %_;P%X; _%NM;? C\ O[; T LMNOMP;?E ‘a‘ \CP @C?ROR_; ^[RN; ‘V‘ \CP <;X%OR_;E

图 ; 共培养体 <=8=!( !("和 ;;=>=;!)"
的电子显微镜镜扫描照片

?1/" ; @-6360 6: <=8=!( A(B (.5 ;;=>=;
A)C )D 07(..1./ +*+7346. 817460769+

图 ! 产氢产乙酸共培养体 EFFG 图谱
?1/" ! EFFG +*+73469-64+36/4(8 6: 3-+

0+*+73+5 7672*324+0
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! 结论
!! 用以丙酸和丁酸为碳源的选择性培养基进行产氢产

乙酸菌的富集和分离"筛选到 " 个非产甲烷菌和非硫酸盐还
原菌与产氢产乙酸菌的互营共生体"即 #$%$"& 和 !!$’$!#

"! #$%$"& 和 !!$’$! 两个共培养体中含有专性的互营
产乙酸菌 !"#$%&’(’)*+$%$) ()* +(,-." 及其伴生菌" 其中的
伴生菌是能利用甲酸盐和 /"01’" 的 234567589: ;&4798<5%
=>?@!"ABAC+AD>E 和 ,"-.)"/(.0*+("1 ()* FG!EAH!?A/#
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表 + ,-. &/01 序列比对结果
2345$ + 67893&:)7’ &$);5< 7% ,-. &/01 %&78 =>8>?3 3’@ ,,>A>, :’ B$’C3’D

克隆 最高同源性细菌或克隆 !RM 8CGH 同源性0l !RM 8CGH 高同源性生物的特征
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234567589:
;&4798<5%=>?@!"ABAC+AD>E

;"-.)"/(.0=+("1 ()‘ FG!EAH!?A/ !RM

234567589: ;&4798<5% 46,39 (U3&8F/=S

234567589: 16,(78<:<& ;&4798<5% 46,39
iWB&"R

J"#$%&’(’)=+$%$) ()‘ +(,-."

234567589: ;&4798<5% 46,39 (U3&8F/=S

S?

SR

S?

S"

S?

S#

S"

SS

S#

厌氧降解氨基酸的细菌

利用分子生物学手段" 研究非培养物的厌氧微环境时得到的
样品中特定菌株序列

利用非培养物的分子生物学技术得到的序列" 可厌氧降解甲
苯

利用非培养物的分子生物学技术" 在测定厌氧生物消化系统
原核生物多样性时得到的序列" 该种群可利用甲酸盐和 /"01’"

进行生长

从芳香族化合物脱氯菌群中分离得到"可利用丙酮酸$丁酸"
或者乙酸和氢气

利用分子生物学手段" 研究非培养物的厌氧微环境时得到的
样品中特定菌株序列

用同位素示踪法研究水底淤泥中的互营丙酸氧化过程时测得

样品中特定菌株序列

氧化丙酸的专性互营质子还原菌

利用分子生物学手段" 研究非培养物的厌氧微环境时得到的
样品中特定菌株序列
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