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摘要：【目的】探讨碳源和甲烷菌对厌氧真菌碳代谢的影响。【方法】利用体外批次厌氧发酵法，比较厌

氧 真 菌 纯 培 养 (Orpinomyces sp. 和 Neocallimastix sp.) 及 其 与 甲 烷 菌 共 培 养 (F1 ： Orpinomyces sp.+ 
Methanobrevibacter sp.和 N3：Neocallimastix sp.+ Methanobrevibacter sp.)发酵不同类型碳水化合物代谢产

物的差异。【结果】对厌氧真菌和甲烷菌共培养 F1 和 N3 的研究显示，F1 发酵木薯粉[(26.44±0.22) mmol/L]
的乳酸产量是发酵玉米芯[(1.31±0.04) mmol/L]的 20.18 倍，是 N3 发酵木薯粉[(1.59±0.03) mmol/L]
的 16.63 倍，玉米芯[(0.79±0.08) mmol/L]的 33.47 倍。当 F1 和 N3 中的厌氧真菌纯培养时，各组乳

酸产量均<1.90 mmol/L。对 F1 进一步研究，结果显示发酵体系中木薯粉添加量在 0.8%–2.0%之间时，

乳酸产量随木薯粉添加量增加而增加。当含量在 1.0%–2.4%之间时，随木薯粉添加量增加，甲烷和乙酸

产量逐渐降低。比较 F1 发酵大米粉、木薯粉、玉米粉、小麦粉和土豆粉的发酵结果，发现乳酸产量与

底物中支链淀粉的含量成正相关(R2=0.9554)。当 F1 发酵葡萄糖和麦芽糖时，乳酸产量<5.00 mmol/L。

当以麦芽糊精为底物时，乳酸产量高达(28.00±0.95) mmol/L。【结论】本文首次报道碳源和甲烷菌能够

增强厌氧真菌的乳酸代谢途径并且这种增强存在种属特异性。 
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在瘤胃中，厌氧真菌是最先定殖到植物纤维

组织上的微生物之一，它能够分泌一系列的水解

酶并高效降解植物细胞壁成分。厌氧真菌在瘤胃

代谢过程中起着至关重要的作用，但大多数研究

都集中于其水解酶系统，鲜有关于其代谢机制及

影响因素方面的研究报道。厌氧真菌没有线粒体，

利用“氢体”产生 ATP[1–2]。在厌氧真菌的代谢途径

中，存在 2 个关键酶丙酮酸甲酸裂解酶(同时存在

于细胞质和氢体中)和乙醇脱氢酶 E (位于细胞质

中)，这是它与其他真核微生物显著不同之处[3]。

厌氧真菌的代谢产物主要有甲酸、乙酸、乳酸、

乙醇、琥珀酸、H2 和 CO2
[4]。其中 H2、甲酸和乙

酸在氢体中生成，甲酸、乳酸、乙醇和少量琥珀

酸在细胞质中生成[3]。厌氧真菌的代谢受底物类型

影响。虽然厌氧真菌利用不同碳源的代谢产物基

本相同，但各产物的比例会发生变化[5]。碳源对厌
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氧真菌代谢的影响机制目前还不清楚。 

厌氧真菌的代谢产物甲酸、H2 和 CO2 是瘤胃甲

烷菌的主要底物[6]，这两类微生物之间存在着紧密的

种间氢转移关系[7]。厌氧真菌与甲烷短杆菌共培养

时，终产物主要有乙酸、甲烷和 CO2，还有少量的

乙醇和乳酸，氢气和甲酸几乎没有[8]。甲烷菌改变厌

氧真菌的代谢途径，与甲烷菌清除厌氧真菌代谢产

物 H2、解除产物反馈抑制、促进厌氧真菌细胞内碳

源流向氢体、增强能量代谢有关。本文通过研究厌氧

真菌及厌氧真菌和甲烷菌共培养发酵不同碳水化合

物的代谢特点，探讨了影响厌氧真菌碳代谢的因素。 

1  材料和方法 

1.1  菌种来源 

本文应用的厌氧真菌和甲烷菌均来源于南京

农业大学消化道微生物研究室。共培养 F1：

Orpinomyces sp. + Methanobrevibacter sp.；共培养

N3：Neocallimastix sp. + Methanobrevibacter sp.。 

1.2  培养基及培养方法 

培养基的配制参照朱伟云等[9]描述的方法。发

酵采用 160 mL 血清瓶，100 mL 发酵体系，异丁

烯盖封口，铝盖固定。每个发酵瓶含培养基 95 mL，

接种 5 mL 培养 3 d 的菌液(每毫升菌液中厌氧真菌

ITS1 基因拷贝数 2×106–5×106)，底物添加量 0.8%，

39 °C 下静置发酵 96 h，每处理 3 个重复。 

接种结束后，用气压转换仪(IGER，UK)平衡

发酵瓶内气压，使初始气压为零。分别于不同时

间点测定产气量和甲烷产量。发酵结束时测定发

酵液 pH，采集发酵液，–20 °C 保存，备测乙酸、

甲酸、乳酸和乙醇。 

底物：粉碎玉米芯、木薯粉、大米粉、小麦

粉、土豆粉、玉米粉、葡萄糖、麦芽糖、麦芽糊

精和可溶性淀粉。淀粉底物的组成成分见表 1。 

1.3  总产气量 

总产气量的测定参照 Theodorou 等[10]的方法，

用气压转换仪定时测定发酵瓶内产气量。将各时

间点的产气量相加得到累计产气量。 

1.4  发酵终产物分析 

甲烷的测定参照胡伟莲等[11]的气相色谱法。甲酸

检测参照 Hopner 和 Knappe[12]描述的比色法。乳酸

检测使用 L,D-乳酸试剂盒(南京建成生物工程研究

所)。乙酸检测参照秦为琳等[13]描述的气相色谱法。

乙醇的测定参照 Edgardo 等[14]描述的气相色谱方法。 

1.5  数据统计 

数据采用 SPSS 20.0 软件中的 One-way ANOVA 

(Tukey)进行分析，置信区间为 95%。 
 

表 1.  淀粉底物成分组成(%干物质) 
Table 1.  The composition of the starch-rich materials 
(% dry matter) 
Compesition Cassava Potato Corn Rice Wheat

Dry matter 87.14 88.87 86.41 86.16 86.77
Crude protein 2.24 11.11 6.04 7.84 11.94
Crude ash 3.31 2.88 1.57 4.88 2.44 
Crude fiber 2.50 2.30 2.10 0.23 0.11 
Ether extract 0.65 0.51 0.73 0.00 0.93 
Nitrogen free extract 78.44 72.07 75.97 73.21 71.35
Reducing sugar 2.75 4.77 1.37 1.37 3.10 
Starch  73.02 63.62 71.35 69.99 65.51
Amylose 24.79 28.01 24.63 19.26 26.11
Amylopectin  48.23 35.61 46.71 49.73 39.41

 

2  结果和分析 

2.1  玉米芯和木薯粉对厌氧真菌以及厌氧真菌和

甲烷菌共培养代谢产物的影响 

如表 2 所示，共培养 F1 和 N3 发酵玉米芯和木

薯均产生了大量甲烷，甲酸产量低于 1.00 mmol/L。 
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表 2.  厌氧真菌纯培养和与甲烷菌共培养发酵木薯和玉米芯 96 h 的代谢终产物 
Table 2.  The amount of end-products of anaerobic fungi with or without methanogens after 96 h fermentation on 
corn core and cassava 

Co-cultures Methane/(mmol/L) Acetate/(mmol/L) Formate/(mmol/L) Lactate/(mmol/L) Ethanol/(mmol/L)
F1+corn core 12.85±0.80 42.88±0.67 <1.00 1.31±0.04 2.48±0.08 
F1+cassava 11.10±0.21 37.30±0.89 <1.00 26.44±0.22 14.49±0.06 
N3+corn core 15.69±0.30 37.34±0.42 <1.00 0.79±0.08 3.50±0.13 
N3+cassava 18.71±0.22 51.41±0.98 <1.00 1.59±0.03 5.11±0.19 
F1*+corn core ND 16.95±0.52 28.21±0.24 0.98±0.06 10.39±0.09 
F1* +cassave ND 24.64±0.93 27.90±0.09 1.83±0.03 9.02±0.10 
N3* +corn core ND 18.94±0.93 27.94±0.44 0.91±0.00 6.26±0.03 
N3* +cassave ND 28.06±0.42 30.12±0.27 1.82±0.01 7.27±0.04 

ND: not detectable; Results are means±SD (n=3); *: pure fungal cultures. 
 

有趣的是 F1 发酵木薯粉[(26.44±0.22) mmol/L]的

乳 酸产 量是 发酵 玉米 芯 [(1.31±0.04) mmol/L]的

20.18 倍，是 N3 发酵木薯粉[(1.59±0.03) mmol/L]

的 16.63 倍，玉米芯[(0.79±0.08) mmol/L]的 33.47 倍。

厌氧真菌纯培养发酵结果显示，各组甲酸大量积

累(>27.90 mmol/L)，乳酸产量均低于 1.83 mmol/L，

乙醇低于 10.40 mmol/L，未检测到甲烷生成。 

2.2  增加发酵体系中木薯粉添加量对共培养 F1 主

要代谢终产物的影响 

由图 1 可见，随着木薯粉添加量的升高，pH

逐步下降(P<0.001)。甲烷、乳酸和乙酸产量均呈

先上升后下降的趋势(P<0.001)，暗示代谢途径的

转移与底物添加量密切相关。甲烷和乙酸产量最

高点出现在木薯粉添加量为 1.0%时，乳酸产量最

高点出现在木薯粉添加量为 2.0%时。木薯粉添加

量为 2.4%时，乳酸产量下降，暗示过低的 pH 已

经抑制了厌氧真菌的活性，代谢停止。 

2.3  不同淀粉底物对共培养 F1 乳酸产量的影响 

如表 3 所示，F1 发酵 5 种不同富含淀粉底物

的终产物生成量差异较大(P<0.05)。大米粉产乳酸 
 

 
图 1.  F1 发酵不同浓度木薯粉主要代谢终产物的产量 

Figure 1.  The amount of main end-products of F1 incubating on different amount of cassava. 
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表 3.  F1 发酵不同淀粉底物 96 h 主要终产物产量 
Table 3.  The amount of main end-products of F1 on five different starch-rich materials after 96 h fermentation 
Carbon source Total gas/mL Methane/mL Lactate/(mmol/L) Acetate/(mmol/L) Lactate/acetate 
Rice  248.3±2.4b 39.8±0.4c 36.44±2.35c 52.44±4.07ab 0.70±0.07bc 
Cassava  217.7±8.0a 28.6±1.0a 32.30±4.01bc 43.11±6.01a 0.77±0.20c 
Corn  246.0±5.3b 39.5±0.8bc 27.56±2.35b 58.67±2.67b 0.47±0.06ab 
Wheat  234.3±3.6b 37.2±0.6b 19.26±0.51a 61.78±2.04b 0.31±0.01a 
Potato  236.9±6.4b 41.5±1.1c 15.70±2.57a 57.78±0.77b 0.27±0.04a 

Data were showed as mean±SD (n=3); Significant difference was declared at P<0.05. 
 

[(36.44±2.35) mmol/L]和乙酸[(52.44±4.07) mmol/L]

较高，土豆粉产甲烷[(41.5±1.1) mmol/L]较高，乳

酸[(15.70±2.57) mmol/L]较低。木薯粉总产气量最

低[(217.7±8.0) mmol/L]，乳酸和乙酸比值较高，

暗示木薯粉对 F1 的代谢影响最大。结合分析表 1

和表 3 中的数据，如图 2 所示，淀粉底物中支链

淀粉的比例和乳酸产量呈正相关(R2=0.9554)。  

2.4  单糖、双糖和多糖对共培养 F1 代谢的影响 

如表 4 所示，F1 发酵麦芽糊精产生乳酸的量

是葡萄糖的 12 倍，麦芽糖的 5.7 倍，暗示麦芽糊

精能够促进 F1 的乳酸代谢途径，而葡萄糖和麦芽

糖不能。需要注意麦芽糊精虽然增加了乳酸产量，

却降低了乙酸的相对产量，暗示共培养 F1 中厌氧

真菌碳代谢途径发生了相对转移。 

 
 

图 2. 共培养 F1 乳酸产量与淀粉底物中支链淀粉含量

相关性分析 
Figure 2.  The correlation of the lactate yields by F1 
and the percentage of amylopectin in the strarch-rich 
materials.  

 

表 4.  F1 发酵葡萄糖、麦芽糖和麦芽糊精 96 h 主要终代谢产物产量 
Table 4.  The amount of main end-products of F1 on glucose, maltose and maltodextrin after 96 h fermentation 

Substrate pH Methane/mL Lactate/(mmol/L) Acetate/(mmol/L) 

Glucose 5.53±0.01b 46.18±1.15a 2.32±0.03a 53.68±0.65b 

Maltose 5.46±0.01b 58.15±0.99b 4.87±0.23a 66.29±0.73c 

Maltodextrin 5.04±0.01a 47.36±0.99a 28.00±0.95b 45.49±0.74a 
Data were showed as mean±SD (n=3); Significant difference was declared at P< 0.05. 

3  讨论 

深入了解瘤胃厌氧真菌的代谢特点及其影

响因素对提高瘤胃代谢效率，提高动物生产性能

有重要意义。因此本文研究了厌氧真菌及厌氧真

菌和甲烷菌共培养发酵不同碳水化合物的代谢 

特点，探讨了影响厌氧真菌碳代谢的因素。结果

显示碳源类型和甲烷菌改变了厌氧真菌的碳代

谢途径。 

木薯粉增强了 F1 乳酸代谢途径，但没有增强

N3 的乳酸代谢途径，暗示木薯粉对厌氧真菌乳酸

代谢途径的增强存在种属特异性。2 个共培养中的
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甲烷菌都是甲烷短杆菌(Methanobrevibacter sp.)，

F1 中的厌氧真菌属于 Orpinomyces 属，N3 中的厌

氧真菌属于 Neocallimatix 属。当厌氧真菌纯培

养时，木薯粉未能增强 F1 和 N3 的乳酸代谢途

径，暗示甲烷菌在增强厌氧真菌乳酸代谢途径中

起着重要作用。F1 发酵玉米芯、N3 发酵玉米芯

和木薯的结果与已有研究结果一致，唯有 F1 发

酵木薯与已有研究结果相反。甲烷菌与厌氧真菌

共培养一般会增强乙酸代谢途径，减弱乳酸代谢

途径[7–8,15–16]。进一步的研究将验证这种增强作用

是否具有普遍性。 

Boxma 等[3]描绘了厌氧真菌 Piromyces sp. E2

的代谢图谱。图谱显示，乳酸、乙醇和甲酸在细

胞质中生成，氢气、乙酸和甲酸在氢体中生成。

作者称这种能量代谢的区域化加强了厌氧真菌代

谢调节，并且以果糖为底物验证了这一推断。增

加果糖的添加量，Piromyces sp. E2 的代谢发生改

变，随着果糖添加量的增加，碳代谢逐渐从氢体

转向细胞质，表现是乳酸和乙醇产量增加，乙酸

和氢气产量相对减少。本文的研究结果显示在木

薯粉和甲烷菌共同作用下，F1 中厌氧真菌的碳代

谢也从氢体转向细胞质，并且增加底物的添加量，

碳代谢转移现象增强。这一结果进一步证实了厌

氧真菌的碳代谢存在细胞质和氢体之间的动态调

节，但这种动态调节的机制目前尚不清楚。 

共培养 F1 发酵 5 种富含淀粉底物的乳酸产量

与底物中支链淀粉的含量呈高度正相关，暗示支

链淀粉可能与增强厌氧真菌的乳酸代谢途径有

关。支链淀粉高度支链化，有利于快速水解，短

时间内可提供厌氧真菌大量可利用糖。但是葡萄

糖和麦芽糖均不能增强 F1 中厌氧真菌的乳酸代谢

途径，同时麦芽糊精能够产生与木薯相同的增强

效果，暗示短时间内提供大量可利用糖不是增强

厌氧真菌乳酸途径的关键因素。下一步工作将利

用转录组学技术，期望从转录水平上找到相关信

息，揭示厌氧真菌乳酸代谢途径增强的机制。 
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Effect of methanogens on carbon metabolism of anaerobic fungi 
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Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] To explore the effect of methanogens on the carbon metabolism of anaerobic fungi. 
[Methods] End-metabolites of different carbon sources by two anaerobic fungi (Orpinomyces sp. and 
Neocallimastix sp.) with or without co-culture methanogens (Methanobrevibacter sp.) were compared after 96 h in 

vitro anaerobic batch fermentation. [Results] Co-culture F1 (Orpinomyces sp. +Methanobrevibacter sp.) greatly 
enhanced the production of methane, acetate and lactate after corn core and cassava fermentation compared to pure 
fungal culture F1* (Orpinomyces sp.). In particular, lactate production by F1 reached (26.44±0.22) mmol/L when 
fermenting on cassava, 14 times more than those produced by F1*. On the contrast, co-culture N3 (Neocallimastix 
sp. + Methanobrevibacter sp.) showed lower level of lactate production after corn core and cassava fermentation 
compared to the pure fungal culture N3* (Neocallimastix sp.). In addition, lactate production varied greatly 
depending on the substrate amount and types of carbon. Lactate production by F1 showed an overall positive correlation 
with the amount of cassava, peaked (56.29±2.04) mmol/L when cassava amount was 2.0%. Besides, end-metabolites of 
five starch-rich materials fermented by F1 varied. In particular, there was a highly positive correlation (R2=0.9554) 
between lactate yields and the proportions of amylopectin of substrates. Further fermentation on pure sugars by F1 was 
performed. Polysaccharide (maltodextrin) produced substantially greater amount of lactate than monosaccharide 
(glucose) and disaccharide (maltose). [Conclusion] Co-culture of anaerobic fungi with methanogens shifted the fungal 
carbon metabolism during fermentation, which depended on the carbon sources and fungal species. 
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