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酸碱调控污泥厌氧发酵实现乙酸累积及微生物种群变化
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摘要：【目的】通过对污泥厌氧发酵 8Q调控，研究挥发性脂肪酸的累积、产酸微生物种群变化及产氢产乙酸
菌群对乙酸产生的贡献。【方法】测定不同 8Q条件下污泥厌氧发酵过程中挥发性脂肪酸的累积；分别应用
末端限制性片段长度多态性（IMRJST）和荧光原位杂交技术（J/0Q）分析产酸系统中微生物种群结构的变化
及产氢产乙酸菌的数量。【结果】8Q为 #.U.时，有机酸和乙酸的产率在发酵结束时分别达到 %3$U% +O 2V(4
OMW0和 &$$U! +O 2V(4OMW0，显著高于其它 8Q条件。IMRJST结果表明，8Q值为 #$U.时，产酸菌优势菌为颗
粒链 菌 属 （.’$-/*&"$#0**$）；8Q 值 依 次 降 为 #.U.，FU. 和 3U. 时，优 势 菌 分 别 为 消 化 链 球 菌 属
（102#(3#’02#("(""/3）；梭菌属（4*(3#’&5&/6）和芽孢杆菌属（7$"&**/3）。J/0Q检测结果表明，中性条件下产氢产乙
酸细菌数量高于酸性条件。8Q为 #.U.时，产氢产乙酸细菌的丰度仅为总细菌的 .U.#X以下。【结论】8Q不
仅影响了挥发性脂肪酸和乙酸的产率，并且显著改变了厌氧发酵微生物菌群结构。碱性 8Q条件下，乙酸的
累积主要是由水解发酵产酸菌完成，但在中性和酸性 8Q条件下，产氢产乙酸菌发挥了更大的作用。
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厌氧发酵产酸条件下，污泥中的大分子有机物

逐渐分解为小分子有机物并生成各种挥发性脂肪酸

（W:>=7A>) J=77Z C*AP?，WJC?）是一个由多种微生物相
互协同、共同完成的复杂过程。至少有 &种主要的
微生物类群参与了这一过程，即水解发酵细菌、产氢

产乙酸菌和同型产乙酸菌。

在众多影响微生物厌氧发酵产酸的环境因子和

厌氧操作工艺参数中，8Q是一个非常重要的调控因
子。有关 8Q对有机物厌氧发酵影响的研究已有许
多，归纳起来，可以认为 8Q通过（#）8Q改变了发酵
体系中各有机成分的生物可利用性从而影响发酵产

酸结果［# ’ &］；（$）8Q调控厌氧发酵种泥中乙酸合成

微生物的种群比例以及乙酸合成微生物体内的代谢

途径［! ’ 3］；（&）有机酸在发酵溶液中以不同的离子态
和分子态形式存在等机制影响微生物发酵产酸的产

率和有机酸产物分布［% ’ F］。尽管现有研究已初步揭

示了 8Q影响微生物发酵有机物产酸的机制，但是
仍然存在以下问题：（#）由于厌氧微生物生长缓慢以
及难以培养，以传统研究手段得到的微生物变化结

果有一定的局限性；（$）微生物种群变化的研究结果
主要局限于阐明水解发酵细菌的变化，对于具有产

酸发酵功能的微生物类群———产氢产乙酸细菌的贡

献关注很少。

本文考察了酸碱调控下对污泥预处理液厌氧发



酵实现乙酸累积的 !"#$分布特征和产率变化，结
合 %&’ ()*#基因扩增的末端限制性片段长度多态
性分析技术（+,-"./）和荧光原位杂交技术（"0’1）揭
示厌氧发酵产酸系统中微生物种群结构的变化以及

21对产氢产乙酸菌的影响，从而推断酸碱调控下水
解产酸菌和产氢产乙酸菌对 !"#$累积的贡献。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器
污泥微生物总 )*#提取采用 3’柱离心式环境

样品 )*#回收试剂盒 !45 %，购自上海申能博彩生
物科技有限公司；/6-产物纯化采用 )*# "(789:;<
/=(>?>@7<>A; B>< !:( 5 4CD，购自上海 +7B7-7 公司。荧

光显微镜为日本 *>EA; （)FG%4DD6），气相色谱仪为
日本岛津公司 H64D%D。
!"# 底物污泥和接种污泥
实验用的发酵剩余污泥取自无锡市城北污水处

理厂。污泥采集后置于阴凉处，风干 %D I以便促使
污泥中的大部分水分挥发。然后，采用机械粉碎仪

粉碎，再过 3D目筛，密封置于,%JK冰柜中保存。接
种污泥取自无锡某柠檬酸厂上流式厌氧污泥反应器

（L#’M）中的厌氧颗粒污泥。在 %DDK下煮沸 4 N以
杀死产甲烷菌［O］，然后导入有效容积为 4 .的 L#’M
中进行驯化［P］。驯化温度为 3JK。驯化期间定期
监测反应器内 21值。两种污泥粉碎过筛后的成分
测定如表 %所示。

表 ! 底物污泥和接种污泥的性质
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!"$ 预处理和厌氧发酵产酸条件
发酵污泥采用热,碱方法预处理。配置 +’浓度

为 W3C& 8T.污泥混合液 Y .，用 O 9ART.的 *7Z1溶
液调节 21至 %4CD，然后在 PDK下密封低速搅拌预
处理 4 N。热,碱预处理后，将预处理液在 %DDD [ 8
的转速下离心 4J 9>;，取离心上清液做为底物用于
厌氧发酵产酸实验。

污泥预处理液厌氧发酵产酸操作程序如下：取

热,碱预处理后离心液 JDD 9.置于 %DDD 9.的厌氧
反应瓶中，接入 4D 9.驯化后的种泥，然后用& 9ART.
的 16R溶液将混合液的初始 21分别调节为 %%CD、
%DCD、PCD、OCD、WCD、&CD、JCD、YCD和 3CD，充氮气 % 9>;
以去除氧气，然后迅速密封置于转速为 %4D (T9>;和
温度 3J X %K摇床厌氧发酵。在发酵初始几天，每
%4 N调节 21至各自的初始值。当发酵液 21值稳
定后时，21调节不再进行。
!"% 分析方法
!"%"! 挥发性短链脂肪酸及污泥各项指标的测定：
采用 H6法检测挥发性短链脂肪酸的质量浓度，样
品处理及色谱条件等参见文献［P］，为方便不同条件
下产酸效率的比较，将测得的 !"#$ 换算成 6Z)，换
算方法参见文献［P］。污泥预处理前后的含水率、+’、
!’均采用国家标准方法［%D］测定，总蛋白质、总脂、总

碳水化合物、总磷分别采用文献［P］中所述方法测定。
!"%"# 微生物种群结构分析：采用 +,-"./分析厌
氧发酵过程中产酸微生物的种群结构变化。采用通

用引物扩增细菌 %&’ ()*#。正向引物为 O,4W"（J\,
#H#H+++H#+6G+H H6+6#H,3\），J\端用 &,羧基四甲
基若丹明（"#G）标记。反向引物为 %3WO,%YD%-（J\,
6HH+H+H+#6##HH666HHH## 6H,3\）。
实验步骤包括：（%）提取发酵样品中微生物细菌

的总 )*#；（4）/6-扩增细菌 %&’ ()*#片段；（3）纯
化 %&’ ()*# 片段；（Y）酶切纯化的 /6- 产物；（J）
’+-检测酶切产物（&）’+-结果分析。具体实验步
骤及数据分析方法见文献［%%］。

提取污泥微生物总 )*#，/6-扩增 %&’ ()*#后
进行纯化。正反向引物都由上海生工生物技术有限

公司合成并标记。’+-检测由上海基康生物技术有
限公司完成。

!"%"$ 产氢产乙酸细菌丰度：采用荧光原位杂交技
术（"0’1）对样品中的产氢产乙酸菌进行定量分析。
产氢产乙酸菌中常见的细菌为食丁酸盐细菌和食丙

酸盐细菌，分别采用 3种不同种属水平的寡核苷酸
探针，即 ’,",’V;9,DWDD,7,#,43、’,’,’5 SAR,D443,7,#,
%P 和 ’,’,G/ZM,D444,7,#,%P 检测这两类细菌。其
中，食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针用荧光染料花青
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素 !"#在 #$端标记，而 %种食丙酸盐产氢产乙酸细
菌探针都用荧光染料异硫氰酸荧光素 &’(!在 #$端
标记，#种探针的合成和标记由上海生工生物技术
有限公司完成。实验步骤包括（)）载玻片的预处理；
（%）样品预处理；（#）载玻片制备；（*）荧光原位杂交；
（+）洗脱杂交液；（,）镜检；（-）结果分析。具体实验

步骤参考文献［)%］。

采用荧光显微镜观察样品，用 ’./012345 3678软
件计数，对于同一样品，取 #9次不同的观察视野用
于后续的细菌丰度统计分析。样品中细菌丰度由公

式（)）计算得出，最后数据用 :;<4585=> ?==;<1 @A<16
%99#进行统计分析。

细菌丰度 B视野中细菌数目 C载玻片凹孔面积 C稀释倍数 C固定样品体积
视野面积 C涂布载玻片固定样品体积 C实际样品体积 （)）

式中：载玻片凹孔面积：-D9- C )9,!.
%；视野面积：*9

倍为 -*9%+!.
%；)9倍为 )%*9 C E#9!.

%；固定样品体

积：加入 3FG 和冰乙醇后的总体积；涂布载玻片固
定样品体积：+!H。
!"#"# 总细菌丰度：发酵样品总细菌的数量采用
*$2,2I;/.;I;J52%2KL1J"6;JI561 （MN3’）荧光染料法进行
定量。具体操作步骤为：+!H稀释的固定样品点入
明胶包埋的载玻片孔中，然后加入 )9!H MN3’工作
液，均匀涂布，盖上盖玻片，自然干燥后，在荧光显微

镜下观察，其余步骤及总细菌丰度的分析同产氢产

乙酸菌。

$ 结果和讨论

$"! %&对发酵过程挥发性短链脂肪酸产率和分布
特征的影响

各 KO 条件下污泥预处理液厌氧发酵产生的
P&N8产率变化见图 )2N所示。在 KO为 )%D9 的极
端条件下，产生的单酸有乙酸、丙酸、丁酸和异丁酸，

但这些酸的产率都低于 Q9 .0 !?MR02PG。当厌氧发
酵过程 KO控制在 )9D9时，乙酸产率至发酵结束时
达到 #%%D* .0 !?MR02PG。当 KO值继续降低至 -D9
时，乙酸的产率先上升然后开始下降，至发酵结束时

是 )*9D* .0 !?MR02PG。当 KO值控制为 *D9 时，发
酵期间只检测到乙酸和丙酸。这两种脂肪酸的产率

在厌氧发酵 %* L 之后基本维持在 %+ .0 !?MR02PG
左右。S7和 &/J0等［)#］考察了 KO在 *D9 T -D9范围
内富含胶蛋白的合成废水有机质水解和厌氧酸化，

发现蛋白质的水解随着 KO的升高而增加，但 KO为
-D9时的酸化效率却低于 KO为 ,D+ 时。研究结果
的不一致，可能是因为产甲烷菌的最适 KO为 -D9左
右，从而导致 KO在 -D9时乙酸的消耗要大于 KO ,D+
时。上述结果表明，KO不仅能够影响发酵产酸过程
中 P&N8的分布特征，而且显著地影响有机质的产
酸效率。通过控制发酵过程 KO值为 )9D9，可以显

著改善产酸效率，并维持稳定的酸产量。由结果显

示（图 )2F），在 KO* T )%范围内，乙酸都为挥发性短
链脂肪酸的主要成分，且不同的 KO下各有机酸所
占的比例也不同，说明 KO不但可以影响酸产率，还
可以影响有机酸的构成。O54;7<L;［)*］等以葡萄糖做
底物接种厌氧污泥考察了污泥产酸，表明 KO 为 ,
时，酸化产物以丁酸为主，当 KO为 Q 时，主要产物
为乙酸和丙酸。!L1J［)+］等也发现 KO在控制污泥厌
氧发酵酸化产物发挥的关键性作用。

图 ! 发酵结束时各 %&条件下挥发性短链脂肪酸的产率
（’）和 %&对挥发性单酸构成比的影响（(）
&;0U) (L1 /<1>/>1 /JI (P&N ";16I8 /> V/4;578 KO <5JI;>;5J8 （N）/JI

K14<1J>/01 5= ;JI;V;I7/6 P&N8 /<<57J>;J0 =54 (P&N8 /> I;==141J> KO8

（F）U
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!"! 微生物种群结构分析
图 !"#结果表明，在不同的 $%条件下，厌氧发

酵体系中乙酸总是挥发性短链脂肪酸的主要成分。

由于液相产物分布特征与厌氧发酵体系微生物的种

群结构密切相关，因此有必要探讨不同 $%条件下

厌氧发酵产酸的微生物学种群变化。基于 &"’()*
技术所获得在厌氧发酵 +, -，发酵过程 $%分别控制
在 !,./、!/./、+./、0./ 和 1./ 条件下的末端限制性
酶切片段大小（&’(2）分布如图 ,所示。

图 ! 不同 #$条件下厌氧体系中的 %&’(片段分布和相对丰度
(345, ’67893:6 8;<=>8=?6 8=> >329@3;<93A= AB &’(2 89 >3BB6@6=9 $%25

厌氧发酵过程 $%条件不同，相对丰度最高的
&’(2也不相同。在厌氧发酵过程 $%为 !,./ 条件
下，相对丰度达到 C0D的片段大小为 CE ;$；而 $%
降为 !/./时，相对丰度最高的片段大小则为F+G ;$，
占到总 &’(2 峰面积的 1CD；当 $% 控制在中性及
$%为 0./时，相对丰度最高的片段大小相同，为 ,,/
;$，分别占总 &’(2的 !CD和 ,0D；在 $%为 +./时，
除 ,,/ ;$大小的 &’(2外，相对丰度较高的片段还
包括 ,10 ;$，,+1 ;$和 ,EG ;$，分别为 !1D，!FD和
!FD；当 $%控制在强酸条件下即 $%为 1./时，!0G
;$的片段成为相对丰度最高的 &’(2，为 CFD。$%
对 &’(2丰度的影响也较为显著。在厌氧发酵过程
$%分别为 !,./和 1./时，所获得的 &’(2丰度最小，
这是因为大多数厌氧微生物并不能适应强碱性和强

酸性的极端环境条件。$%为 +./ 时，&’(2 的丰度

最高，表明大多数的厌氧微生物在中性条件下能够

很好地生长。

不同末端限制性酶切片段大小可能代表的厌氧

微生物属的信息见表 , 所示。在厌氧发酵过程 $%
为 !,./时，片段大小为 CE ;$的微生物经推断可能
为颗粒链菌属（!"#$%&’(#)*&&#），其它 &’(2所代表的
可能的厌氧微生物种属多为产芽孢的微生物。在厌

氧发酵过程 $%为 !/./时，F+G ;$的 &’(2经推断可
能为消化链球菌属（+*,)-.)"*,)-(-((%.）。在厌氧发酵
过程 $% 为 +./ 时，片段大小为 CF ;$、,,/ ;$ 和
1!+ ;$的微生物经推断可能为梭菌属（/&-.)"’0’%1），
其总的相对丰度为 ,GD，在此 $%条件下也出现了
一些能进行混合酸发酵的典型种属的微生物，如埃

希氏杆菌属（2.(3*"’(3’#）、变形杆菌属（+"-)*%.）和假
单胞菌属（+.*%0-1-$#.），但这些属所占的相对丰度

CFC! %6 )3< 69 87 5 H4()# 5’("-6’-&-7’(# 8’$’(#（,//E）FE（!,）
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较小。在厌氧发酵过程 !"为 #$%时，优势菌群仍可
能为梭菌属（!"#$%&’(’)*），其片段大小分别为 &&% ’!
和 ()* ’!。当发酵过程 !" 降为 ($% 时，)+# ’! 和
)#, ’!的 -./0推断可能为芽孢杆菌（+,-’"")$），其总

的相对丰度为 *)1，在此 !"条件下出现了典型的
产丙 酸 的 厌 氧 微 生 物 种 属，即 丙 酸 杆 菌 属

（!"#$%&’(’)*）和韦荣氏球菌属（./’""#0/"",），但这两个
属的相对丰度都较小。

表 ! 不同 "#条件下厌氧发酵产酸体系中可能存在的微生物属
-2’34 & 56007’34 879:66:;2<708 ;4<=040 2> ?7@@4:4<> !"0

)&$% )%$% *$% #$% ($%

!"#$%&’(#)*&&#
12’#%&#34’,
56’7)#2,-%/&’)*
+,-’"")$
+&/8’2,-’"")$
5)2,-%/&’)*
9,/0’2,-’"")$

+*,)-.)"*,)-(-((%.
1/&#*#0,$
!"#$%&’(’)*
+,-’"")$
+&/8’2,-’"")$
9,/0’2,-’"")$
5)2,-%/&’)*
+)%:&’8’2&’#
;%&/3%#-#--)$
<’-&#-#--)$

/&-.)"’0’%1
9$/)(#*#0,$
5$-4/&’-4’,
9&#%/)$
5)2,-%/&’)*
+)%:&’8’2&’#
1/&#*#0,$
<’-&#-#--)$
;%&/3%#-#--)$
./’""#0/"",
=:*#*#0,$
9/3%#$%&/3%#-#--)$
+&/8’2,-’"")$
<:-#2,-%/&’)*
;%,34:"#-#--)$
>/$)"?#8’2&’#
>/$)"?#%#*,-)")*

/&-.)"’0’%1
./’""#0/"",
+)%:&’8’2&’#
5)2,-%/&’)*
;%&/3%#-#--)$
<’-&#-#--)$
9$/)(#*#0,$
1/&#*#0,$
./’""#0/"",
=:*#*#0,$
>/$)"?#8’2&’#
>/$)"?#%#*,-)")*

2#(’&&%.
1-/%#2,-%/&
!"#$%&’(’)*
9&#3’#0’2,-%/&’)*
9,/0’2,-’"")$
./’""#0/"",

!$% 不同 "#条件下产氢产乙酸细菌的数量变化
水解发酵菌、产氢产乙酸菌、同型产乙酸菌是厌

氧发酵体系中促使乙酸累积的主要功能菌群，在不

同 !"条件下，几类菌群对有机酸累积的贡献机制

还未明确。通过 /AB" 技术分别检测了在 !" 为
)%$%、*$%和 #$%条件下厌氧发酵 *& C时污泥中产氢
产乙酸细菌及总细菌的数量，两者数量比例关系的

变化结果见表 (。

表 % 产氢产乙酸细菌相对丰度的过程变化
-2’34 ( -784 96=:04 6@ >C4 :432>7D4 2’=<?2<94 6@ 0E<>:6!C79 294>6;4<79 ’29>4:72

!" % FC
BE<>:6!C79 !:6!76<2>4G
6H7?7I7<; ’29>4:72 F1

B2>=:2>4? @2>>E 297?G!G6H7?7I7<;
BE<>:6!C0F1

BE<>:6!C79 294>6;4<79
’29>4:72F1

)%$% *& — — —

*$% &+ %$)& J %$%& )$#) J %$)( )$K(
LK %$(& J %$%K &$(* J %$), &$KL
)K, %$(K J %$%+ &$&, J %$)& &$K+
&+% %$+& J %$%# &$(% J %$&% &$*&

#$% &+ %$)% J %$%) )$&# J %$%, )$(#
LK %$%, J %$%) )$&* J %$)% )$(#
)K, %$)% J %$%& )$&, J %$)& )$(,
&+% %$)& J %$%) )$(% J %$&% )$+&

—：92< <6> ’4 ?4>49>4?M

表中结果表明，!"分别为 *$% 和 #$% 时，污泥
中都能检测到一定数量的产氢产乙酸细菌。然而在

!"为 )%时，产氢产乙酸细菌的数量极少，在检测限
以下。!"为 *$%时，产氢产乙酸菌在发酵前 LK C相
对丰度变化较为明显，之后随着厌氧发酵过程的进

行，相对丰度的变化转为平缓。这说明产氢产乙酸

菌在经过一段时间适应了厌氧发酵产酸环境后在产

甲烷菌等耗氢菌的“拉动”下开始迅速生长。乙酸一

方面在水解发酵细菌和产氢产乙酸菌的代谢作用下

不断产生，另一方面却被产甲烷菌不断消耗。当乙

酸的消耗速率超过产生速率时就导致了乙酸在厌氧

发酵体系中的浓度开始呈现下降的趋势。当发酵过

*+K)刘和等：酸碱调控污泥厌氧发酵实现乙酸累积及微生物种群变化 M F微生物学报（&%%L）+L（)&）



程 !"控制为 #$%时，不论是食丙酸产氢产乙酸菌还
是饱和脂肪酸!&氧化产氢产乙酸菌的相对丰度在厌
氧发酵过程中变化都较小。

综合分析不同 !"条件下微生物种群结构和产
氢产乙酸菌的研究结果，可得出 !"不仅能够影响
水解发酵产酸优势菌群，而且能够改变产氢产乙酸

菌在厌氧体系中的丰度，从而导致两类菌群对乙酸

的贡献不一。当发酵过程 !"控制为 ’%$%时，消化
链球菌属成为厌氧发酵产酸优势功能菌群，且是促

使乙酸累积的主要厌氧微生物。当 !"值降为 ($%
和 #$%，此时优势产酸菌群演变为梭菌属。

! 结论

通过以上研究，得出以下结论。

（’）!" 能够影响 )*+, 的产率和分布特征，在
!"为 ’-$%、.$%和 /$%极端环境条件下产生的 )*+,
种类都少于其它 !"条件。但在 !"为 / 0 ’- 范围
内，乙酸都为 )*+,的主要成分。控制厌氧发酵过
程 !" 为 ’%$%，乙酸的产率在发酵结束时达到
/--$. 12 34562&)7，显著高于其它 !"条件。
（-）!" 能够显著改变厌氧发酵微生物菌群结

构，且发酵过程 !"不同，代谢形成 )*+, 的优势产
酸菌并不相同。在厌氧发酵过程 !"为 ’%$%时的优
势产酸菌为消化链球菌属；而当 !"分别控制为 ($%
和 #$%时，优势产酸菌演变成梭菌属。
（/）*87"定量分析结果表明，!"为 ’%$%时产氢

产乙酸菌的数量极其微少，相对丰度为总细菌的

%$%’9以下，乙酸的累积主要是由水解发酵产酸菌
完成。当 !"为 ($%和 #$%时，产氢产乙酸菌的相对
丰度在 ’$/# 0 -$(-9之间变化，揭示乙酸产氢产乙
酸菌在乙酸累积中发挥了更大的贡献。
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