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种泥对微晶纤维素高温干式消化的影响
张越，李蕾苣，唐周利，叶文杰，高小峰，彭绪亚
重庆大学三峡库区生态环境教育部重点实验室，重庆  400045
 

摘　要　为筛选出木质纤维素类底物高温干式厌氧消化的最适种泥，采集牛粪、中温沼渣、脱水污泥和渗滤液污泥
4类接种物，进行单独或两两 1∶1（以挥发性有机物含量为基准）互混；开展了种泥预孵化后，以微晶纤维素为模型底
物，开展了批次厌氧消化实验。对比了各组反应器产气性能、微生物群落及功能基因的差异。结果表明，种泥互混后
预孵化组比单独预孵化组具有更优的产气性能，尤其含有沼渣的种泥互混组产气效果最佳，沼渣与渗滤液污泥
（DDL）、与牛粪（DDC）和与脱水污泥的互混组（DSD）在预孵化阶段的甲烷回收率分别高达 97.3%、96.2% 和
92.9%，其余组则仅 10.7%~53.1%。微晶纤维素批次消化实验中，DSD组甲烷回收率依然高达 93.7%±5.5%，其余组在
71.2%~83.7%。碳平衡分析发现，各实验组在末期并未出现挥发性脂肪酸的积累，溶解性和颗粒态化学需氧量
（COD），尤其颗粒态 COD未能成功水解是其余反应器甲烷回收率不足的主要原因。微生物分析发现，DSD组具有
最高的微生物丰富度和多样性，且其产甲烷菌和产氢产乙酸菌丰度都显著高于其余组；水解酸化菌 norank_c_D8A-2和
norank_p_Firmicutes在该组中的丰度也显著大于其余组。这些微生物与甲烷产率正相关，共同保证了 DSD组最优的产
气性能和产气动力学。功能基因预测结果表明，DSD组产甲烷功能显著强于其余组；产酸和水解功能基因总丰度与其
余组没有明显差异。综上，秸秆类底物高温干式消化的最适种泥是沼渣与脱水污泥 1∶1互混。本研究结果可为秸秆类
农业废物大中型沼气工程项目的种泥选择提供指导。
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农业废物是我国最大的固体废物流。《“十四五”全国清洁生产推行方案》提出加强农业废弃物资源化利
用，因地制宜采取堆沤腐熟还田、生产有机肥、生物天然气等方式，加大农业废物资源化利用力度。秸秆是
农业废物中占比最大的废物，年产量约 8×108 t[1]。采用厌氧消化（anaerobic digestion，AD）技术处理秸
秆，不仅可以实现秸秆减量化、资源化，产生的生物天然气还可代替化石能源使用，沼液沼渣制备的有机肥
则可部分代替化肥，进而双重助力减污降碳，为我国双碳战略的实施增砖添瓦[2]。鉴于此，秸秆厌氧消化广
受关注。

根据反应器内消化物料含固率（total solid，TS）的不同，AD可以分为干式和湿式两大类。相比湿式消
化技术，干式消化预处理简单、容积负荷高、容积产气率大、沼液产量低，在高含固废物的处理中极具吸引
力[3]。另外，根据温度的不同，又可把 AD分为中温和高温消化。高温 AD具有较高的有机质降解率和沼气
产量，较短的停留时间，对病原菌的杀灭效果也更好[4]。考虑到秸秆含固率高且富含木质纤维素等难降解有
机物，采用高温、干式消化技术处理秸秆具有更好的应用前景。

种泥对厌氧消化过程具有重要影响，其中的优势菌群对反应器产气性能及过程稳定性都至关重要。过去
常用做种泥的材料有畜禽粪便、污水污泥、沼渣、渗滤液生化段污泥等[5-8]。但很多研究集中在它们单独或联
合用作湿式消化系统种泥时的优劣性对比上[5]。如 SICCHIERI等[6] 在果蔬垃圾的中温湿式厌氧消化系统中，
对比牛粪消化渣、污泥消化渣、厨余沼渣、猪粪消化渣、新鲜牛粪、牛瘤胃液等种泥的优劣性，发现来自厌
氧工艺的接种物对该 AD过程表现出更大的适应性。刘健峰[7] 用污水厂污泥、猪粪和水葫芦渣作为接种物进
行湿式厌氧消化产沼气，其中污水污泥厌氧消化系统的动力学参数显著高于猪粪和水葫芦渣厌氧消化系统，
且该系统中微生物多样性较高，功能模块更齐全。随着干式消化技术的推广，也有少量研究探索了种泥对中
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温干式消化系统的影响。如林艺平[8] 在厨余垃圾中温干式发酵系统中，对比了湿式厌氧发酵的消化污泥和脱
水污泥分别作为接种物时，对系统产气量和产气速率的影响。但对高温干式厌氧消化系统中最适种泥的筛选
还鲜有报道。

在此背景下，本研究选择了牛粪、中温沼渣、脱水污泥和渗滤液污泥，将其互混后接种至高温干式消化
反应器中，研究不同种泥反应器降解模型底物（微晶纤维素）时的产气性能及动力学，并探索了各反应器的
微生物群落差异。本研究的目的是筛选出最优的秸秆类废物高温干式消化种泥，为秸秆厌氧消化工程的启动
运行提供指导。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

本实验的接种物由沼渣、渗滤液处理厂生化段脱水污泥、脱水剩余污泥和牛粪组成。其中，沼渣取自重
庆江津厨余垃圾厌氧消化场，渗滤液生化段脱水污泥取自重庆江津垃圾填埋场，剩余污泥取自重庆沙坪坝排
水有限公司，牛粪取自重庆沙坪坝某私人养牛场。取回的接种物首先过 20目筛子，去除其中大颗粒的有机
物，随后进行理化特性测试，结果见表 1。 

1.2    实验设计

为保证各反应器发酵条件的一致性，将取回的种泥稀释或离心浓缩至 TS约 20% 后，单独或两两以
VS比 1∶1混合，置于总容积 1 L，有效容积 600 mL的反应器中，充入氮气排空瓶内氧气，随后将所有反应

器放在 55 ℃ 水浴锅中开展预孵化。预孵化旨在消
除种泥中残余的溶解性有机物，避免对后续产气结
果产生影响。且考虑到这些接种物之前均来自湿
式、中温或常温系统，预孵化过程中还可以让接种
物中的微生物提前适应高温、干式的环境条件。

每个反应器包含的种泥类别及混合后反应器
内的 TS、VS及理论甲烷产率见表 2。预孵化过程
中每天记录反应器产气量，至产气停止后，再次测
量各反应器中的 VS含量，随后按底物和接种物
VS比为 1，投加微晶纤维素模拟秸秆厌氧消化。
向各反应器中加入微晶纤维素后，搅拌均匀，随后
采用 10 mol·L−1 的 HCl或 NaOH将反应器初始 pH
调整到 7.3±0.1。同样充入氮气后置于 55 ℃ 的水浴
锅中开始实验，直至日产气量小于累积产气量的 1%
时停止。实验过程中每个实验组设置 3个平行。 

1.3    理化分析

实验过程中采用气袋收集沼气并将其换算成

 

表 1  接种物的基本性质

Table 1  Characteristics of seeding sludge

种泥类别 TS/% VS/% pH
VFAs/
(mg·L−1)

TA/
(mg·L−1)

氨氮/
(mg·L−1)

C/% H/% O/% N/% C/N

中温沼渣 57.00 46.89 7.59 694 2 764 207 61.73 9.20 28.13 0.68 91.89

剩余污泥 16.76 10.03 7.29 3 293 4 701 920 30.10 4.97 59.17 5.10 5.9

渗滤液污泥 10.59 8.51 8.03 362 4 169 211 41.88 6.05 42.94 7.54 5.56

牛粪 22.35 18.15 7.69 2 062 5 145 424 34.64 4.86 58.02 2.14 16.13

　　注：表中VS、VFAs、TA分别指种泥的挥发性有机物含量、挥发性脂肪酸和碱度浓度。

 

表 2  实验组别及其基本特性

Table 2  Experimental groups and their basic characteristics

实验组

种泥类别

TS/% VS/%
理论甲烷产率/
(mL CH4·gVS−1)

中温

沼渣

剩余

污泥

渗滤液

污泥
牛粪

DD √ 22.00 18.10 536.00

CM √ 22.35 18.15 316.94

LS √ 19.79 15.90 348.41

DS √ 20.45 12.24 228.83

DDL √ √ 20.83 16.93 509.20

DDC √ √ 22.17 18.12 493.47

DSC √ √ 21.22 14.62 272.88

DSD √ √ 21.08 14.60 449.41

CML √ √ 20.99 16.95 332.67

DSL √ √ 20.16 13.83 288.62
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标况（101.325 kPa，273.15 K）下的体积。气体成分采用气相色谱测定。在批次实验中产气量达到理论产气
量 10%~20% 间隔时，取样测沼液的 pH、溶解性化学需氧量（SCOD）、VFAs、TA以及总氨氮（TAN）
等理化参数。pH采用 pH计（pHS-3E，上海雷磁）测定，随后将沼液于 12 000 r·min−1 离心 15 min，取
上清液用于测定 SCOD、TAN、碱度和 VFAs。上述液相指标及 TS、VS、元素组成等分析方法见前期
研究[9]。 

1.4    微生物分析

考虑到研究发现种泥互混使用比单独使用具有更好的效果，在 6个互混实验组末期采集了 6组共 18个
样品进行微生物分析。DNA抽提、PCR扩增等程序见前期研究[10]。纯化产物送上海美吉生物技术有限公司
MiSeq高通量测序平台（NovaSeq  PE250 platform）进行上机测序。产生的原始核苷酸序列已上传至
NCBI数据库，登记号为 PRJNA970220。原始数据的质控、拼接、物种注释、多样性计算、群落结构差异及
功能潜能预测方法见前期研究[11-12]。 

1.5    统计与计算

各实验组产气及理化数据的显著差异采用 SPSS软件，基于邓肯多重范围检验进行单因素方差分析。为
了更直观地分析各阶段代谢情况，将 CH4、VFAs等转化为 COD以开展碳平衡分析，除 CODVFA 之外的溶
解性 COD定义为 SCOD其他，COD颗粒以总 COD扣除 CODCH4、CODVFA 和 SCOD其他获得。CODVFA 的转化
公式参考前期研究[10]。理论产气量根据 Buswell & Mueller公式计算。采用修正的 Gompertze模型描述各反
应器的产气动力学[13]。模型参数采用 origin 9.3进行模拟，相关系数（R2）用于判断模型准确性，停滞期
（λ）、最大产气速率（Rmax）等参数值也由 origin 9.3软件给出。消化时间指反应器启动至日产气量小于累
计产气量 1% 时的时间；甲烷回收率是累计甲烷产率与理论甲烷产率的百分比。 

2    结果与讨论
 

2.1    种泥预孵化及反应器启动

图 1展示了 10个实验组在预孵化期间的产气
性能。从图中可知，在约 2月的预孵化过程中，
各反应器都经历了从产气高峰到停止产气的过程，
表明各类种泥中都成功驯化出了甲烷菌，且其中的
本底有机物已被消耗殆尽。产气速率和甲烷回收率
还可帮助我们识别各反应器的启动性能，初筛适宜
的种泥。从图 1可知，DDL组具有最高的甲烷产
率，且其最大产气速率最快；其次为 DDC和
DSD组。这 3个实验组的甲烷回收率分别达到
97.3%、96.2% 和 92.9%，远高于其余实验组的
10.7%~53.1%。这 3组都含取自厌氧消化系统的
沼渣，尽管该沼渣取自中温厌氧消化场，但其优良
的产气性能表明，在接种物中掺混一定量的沼渣，

对高温干式消化系统的启动依然具有促进作用，这可能是因为沼渣中本身就具有丰富的甲烷菌。前期多项研
究也都表明沼渣是最优的厌氧消化接种物[14]。但值得注意的是，单独以沼渣作为接种物时，DD组并没有获
得很好的产气效果，甚至该组甲烷产率和产气动力学是所有实验组中最差的。这可能是有机物限制造成的。
尽管沼渣中具有丰富的甲烷菌，但沼渣中的有机质是经微生物厌氧降解后剩余的难降解有机质，因此它们在
内源消化时不足以激发好的产气效果[15]。

DS组是甲烷产率位于第四的实验组，因其易获得性，相比沼渣，剩余污泥是厌氧消化系统启动中更常
用的种泥[16]，该组产气性能不如前 3组，可能是因为剩余污泥来自好氧系统，本底甲烷菌丰度低。填埋场内
存在厌氧环境，牛胃也是甲烷的重要天然产生源[17]，因此理论上 LS和 CM中都会存在一定的甲烷菌，但遗
憾的是，这两组的甲烷回收率分别仅 20.7%±1.6% 和 25.8%±2.6%。温度、含固率等条件的变化造成的微生
物生境改变可能是主要原因[18]。3类接种物混合构成的 DSL、DSC和 CML组甲烷产率不如添加了沼渣的实
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图 1    各反应器的甲烷产率

Fig. 1    Methane yield in each reactor
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验组，但稍高于 LS和 CM组，这一方面提示接种物中丰富的甲烷菌对反应器启动至关重要；另一方面也暗
示出两类种泥混合使用可能比种泥单独使用具有更佳的反应器启动效果。鉴于此，后续研究中仅以种泥互混
组开展模型纤维素高温干式降解实验。 

2.2    种泥来源对微晶纤维素厌氧消化性能的影响

1）产气特征及产气动力学。图 2(a)展示了各实验组中微晶纤维素的产气性能，模拟的动力学参数见
表 3。从图表中可知，CML、DSD和 DSL组停滞期都较短，反应器启动后能迅速进入产气阶段，DDL、
DDC和 DSC组停滞期则稍长，尤其 DSC组停滞期达 5.16 d。Rmax 的变化规律与停滞期不完全一致，
DDC组 Rmax 最小，导致其消化时间长达 52 d；相比之下其余组 Rmax 均在 30 mL CH4·g VS−1 以上，消化时
间集中在 20~27 d。尽管如此，各组甲烷回收率还是呈现一定差异，DSD组甲烷回收率高达 93.7%±5.5%，
其余组在 71.2%~83.7%。预孵化中呈现高甲烷回收率的 DDL和 DDC组在此次实验中甲烷回收率下降可能
与底物差异有关，预孵化是取回的种泥在厌氧条件下自驯化出厌氧微生物后开展内源消化，而此次消化的是
纤维素类模型底物，底物不同引起各反应器产气差异是可以理解的。
 
 

 (b) 各实验组的COD平衡图
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(a) 各实验组消化微晶纤维素的产气情况

图 2    各实验组的产气情况和 COD 平衡图

Fig. 2    Methane yield and COD distribution in different experimental groups
 
 

表 3  不同实验组的动力学参数

Table 3  Kinetic parameters for various experimental groups

组别
Mmax/

(mL·g VS−1)
Rmax/

(mL CH4·g VS−1)
λ/d R² 消化时间/d 甲烷回收率/%

DSD 378.4±4.54 37.54±2.11 1.63±0.29 0.986 27 93.7

DDL 301.45±1.06 30.61±0.50 2.42±0.08 0.999 27 71.2

DDC 369.39±17.10 7.6±0.15 2.56±0.56 0.988 52 81.1

DSC 324.67±8.66 33.84±1.94 5.16±0.25 0.992 20 74.8

CML 340.02±2.33 46.44±1.39 1.51±0.11 0.997 20 83.7

DSL 311.48±2.87 44.35±1.85 1.69±0.15 0.995 20 76.8
 

2）碳平衡分析。为揭示各试验组呈现产气差异的原因，采集各试验组产气初期、中期和末期的样本进

行了碳平衡分析，结果如图 2(b)所示。

由图可以看出，各试验组仅在初期出现少量的酸积累，且积累的酸以乙酸为主，随着反应的进行，积累

的酸很快耗尽。与甲烷回收率一致，DSD组反应末期大部分 COD都转移至甲烷中，SCOD其他占比极低，剩

下 2.36% 为 COD颗粒；CML组除 13.21% 的 COD颗粒外，还有 4.96% 的 SCOD其他存在。其余各组与之类

似，除甲烷中的 COD外，在末期样品中都存在不同程度的 SCOD其他和 COD颗粒，尤以 COD颗粒为主。可见各
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反应器产气性能差异主要受水解和酸化阶段，尤其是水解阶段的影响，酸化产生的 VFAs实际上是耗尽的，
不会对产气造成负面影响。由于木质纤维素物质的难降解性，前期很多研究都在农业废物厌氧消化过程中发
现水解是限速步骤[19]。而不同来源的种泥中存在不同类别的微生物，它们对木质纤维素类底物的降解性能差
异可能是造成各反应器产气差异的根本原因[20]。鉴于此，需进一步探索不同反应器中的微生物的群落结构以
支撑最佳种泥的选择。 

2.3    种泥来源对厌氧消化系统群落及功能的影响

1）微生物总体分析。为解析各反应器性能差异的原因，以辅助筛选最优种泥，采集了各实验组末期的
微生物样品并开展了 Miseq高通量测序。测序得到的有效序列首先根据最小样本序列数进行了抽平，然后按
97% 的序列相似性聚类，最终鉴定出个 45门、104个纲、232个目、380个科、668个属、987个种和
4 168个 ASV。所有样品的文库覆盖率均高于 99%，表明样本中大多微生物都已经被检测到。

采用 PCoA分析探索了样品间群落组成的差异性（图 3(a)）。由图可知，6个实验组样本的组间距离都
明显大于组内距离，表明各组群落结构差异较大，这证实了种泥来源不同的各试验组中存在差异较大的群落
结构。进一步观察多样性指数（图 3(b)~(d)）可知，DSD组具有最高的微生物丰富度和多样性，这可能是该
组甲烷回收率最大的原因[21]。很多研究者都曾指出群落的丰富度和多样性越大，面临生境变化时适应越快，
群落的功能冗余性和鲁棒性越强[22]。反之，DDC组丰富度、多样性和均匀性都最差，表明该组反应器内微生
物类别最单一，且优势菌群突出。这在对生境变化系统中菌落功能的维持没有积极作用，可能是该组产气动
力学最慢的原因。其余各组多样性参数介于上两组之间，也与其产气性能对应。
 
 

 

 

CML DSL DDL DDC DSD DSC

2.6

2.8

3.0

3.2

3.4

3.6

3.8

S
h
an

n
o
n

CML DSL DDL DDC DSD DSC

0.48

0.52

0.56

0.60

0.64

S
h
an

n
o
n
ev

en

CML DSL DDL DDC DSD DSC

120

160

200

240

280

320

360

400

S
o
b
s

(b) Shannon指数

(c) Shannoneven指数 (d) Sobs指数

0.5

−0.3

0.4

0.3

0.2

0.1

0

−0.1

−0.2

P
C

2
(1

8
.9

4
%

)

(a) 微生物群落结构

−0.4−0.3−0.2−0.1 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.60

PC1(38.02%)

图 3    反应器中微生物群落结构的差异和群落多样性指数

Fig. 3    Differences in microbial community structure and community diversity index in reactors
 

2）微生物群落组成。考虑到各组微生物 α和 β多样性都存在差异，图 4(a)进一步展示了各组样品的主
导微生物（至少在一个样品中相对丰度>1%），图 4(b)还据此统计出了四类功能菌群的总体丰度差异（其
中，“其他”类包含非主导及未被鉴定的主导微生物）。从图中可知，不考虑未被鉴定的及非主导微生物时，
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各组反应器中都以水解酸化细菌主导，此类微生物占总微生物的丰度高达 70.89%~85.23%。其次为甲烷菌，
占比在 1.66%~10.51%。产氢产乙酸菌是各反应器中丰度最低的菌群，仅占总丰度的 0.40%~4.84%。这是预
料之中的，前期很多研究都曾指出水解酸化菌是反应器内多样性及丰度最高的菌群[23]，而产氢产乙酸阶段的
生化反应因在标态下热力学不可行，通常仅有少数互营微生物能够参与[24]。进一步对比不同实验组的各类微
生物丰度可知，DSD组的甲烷菌丰度显著高于其余 5组，且其产氢产乙酸菌丰度也显著高于其余组，这可能
与该组具有最高甲烷回收率相关。但矛盾的是，根据 2.2.2节，各反应器中并没有 VFAs积累，没能转化为
CH4 的有机质是以 SCOD其他或 COD颗粒存在的，因此水解或酸化细菌似乎会与反应器性能更相关。
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(b) 水解酸化细菌、产乙酸菌和产甲烷菌的相对丰度占比 (c) 过程参数与微生物群落的冗余分析

图 4    反应器中微生物群落组成的相关分析

Fig. 4    Correlation analysis of microbial community composition in reactors
 

为了进一步确定与反应器性能相关的微生物，图 4(c)采用冗余分析探索了关键理化参数与四阶段微生物

的交互作用关系。从图中可知，与甲烷产率相关性最强的微生物是 Methanothermobacter，可见甲烷菌才是

系统产甲烷性能的主要贡献者。DSD组优越的产甲烷性能可能确实源于其极高的 Methanothermobacter丰
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度。Methanothermobacter是典型的嗜热氢营养型产甲烷菌，其细胞壁中含磷酸盐的极性头基和核心脂质保
证了其在高温和酸性环境中承受其生长的代谢能力 [13]。ZHANG等 [25] 也曾指出在高温厌氧消化中，
Methanothermobacter是产甲烷的主要菌群，它们能够以氢和二氧化碳为能量和碳源，以氨为氮源生长，最
适生长温度在 65 ℃ 左右。此外，在 DSD中具有最高丰度的 norank_c_D8A-2、Syntrophomonas、norank_f_
Dethiobacteraceae和 norank_p_Firmicutes属的相对丰度也与 CMY正相关。其中 Syntrophomonas是降解
C4~C18 的关键功能菌，Dethiobacteraceae科属于互养乙酸菌，在氨浓度升高时具有作为互养乙酸氧化菌
（SAOB）的潜在作用。当氢营养型产甲烷菌浓度较高时，更有可能发生与 Dethiobacteraceae相关的活跃的
互养乙酸氧化（SAO）[26-27]。这两类都属于产氢产乙酸菌，它们的丰度与 CMY正相关，表明产氢产乙酸菌
也是 DSD组系统性能优良的保障者。D8A-2纲能对多数有机化合物进行降解，还被认为是 VFAs降解的潜
在互营菌[28-29]，本研究中它们的丰度与 SCOD其他显著负相关；相比之下，norank_p_Firmicutes与 COD颗粒浓
度显著负相关（图 4(c)），表明它们可能分别在酸化和水解有机物上具有突出贡献。Firmicutes门包含大量
水解酸化细菌，前期研究已证实它们的存在能改善纤维素和蛋白质的水解。此外，Firmicutes对碱性环境耐
受，还可促进内生孢子的产生以抵抗极端环境威胁[30-31]。这两类微生物具有较强的水解酸化功能及耐受性，
可能是 DSD组水解酸化菌总丰度不如其余组高，却依然可以成功转化掉颗粒态和溶解性 COD的原因。

3）微生物功能分析。为验证上述推测，图 5(a)参考 CAMARGO等[32] 的研究展示了纤维素代谢的流程
 

(a) 纤维素代谢流程
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注：Methanoculleus的相对丰度仅占古菌的5%，但其产甲烷活性比高丰度的Methanosaeta（占 21%）高 188 倍[34]。

(b) 各反应器中相关功能基因丰度图

蓝色箭头：产甲烷
过程中的共有反应。

图 5    纤维素代谢流程及相关功能基因丰度图

Fig. 5    Cellulose metabolism pathway and abundance of associated functional genes
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图。因本研究采用的消化底物为微晶纤维素，且反应器内未见 VFAs的积累，因此图中仅展示了纤维素水
解、酸化和产甲烷代谢相关的步骤。图 5(b)进一步利用 PICRUSt工具获得了测序数据在 KEGG直系同源基
因簇（KO）的具体注释信息，并将 KO值映射到 KEGG代谢通路数据库，获得了相关的功能基因及其相对
丰度。从图中可知，DSD组产甲烷功能显著强于其余组，这与其甲烷菌的高丰度是一致的，再次暗示产甲烷
功能是系统甲烷产率的重要保障。产酸功能方面，DSD组的总基因丰度与其余组没有明显差异，但其丙酮酸
脱氢酶（EC∶1.2.4.1）含量是各实验组中最高的。丙酮酸是酸化过程重要的共同中间产物，其将糖、氨基酸
等的分解与后续 VFAs的合成联系起来。如单糖的酸化就是其通过不同的代谢途径先转化为丙酮酸后，再转
变为丙酸、丁酸、乙酸、乳酸和乙醇的过程[33]。而丙酮酸脱氢酶正是丙酮酸转化为 VFAs途径中的重要酶。
其高丰度存在代表丙酮酸到 VFAs的代谢路径是通畅的，也暗示着体系较优的酸化性能。这可能是该组
SCOD其他能够消耗殆尽的原因。水解酶方面，纤维二糖酶未能在各组反应器中检测到，唯一鉴定到的磷酸纤
维二糖酶（EC∶3.2.1.86）在 DSD组的丰度并不占优势，但根据 2.2节碳平衡分析可知，该组 COD颗粒浓度极
低，可见尽管丰富不占优势，但其酶活性或许是各反应器中最高的。前期张虹等[10] 在探索微生物丰度和活性
的相关性时也指出丰度低不代表其代谢活性差。更有研究者指出，他们的反应器中 Methanospirillum
和 Methanoculleus的相对丰度仅占古菌的 5%，但其产甲烷活性比高丰度的 Methanosaeta（占 21%）高
188倍[34]。

总体来看，各实验组中 DSD组产气性能、微生物多样性、群落结构及功能均具有突出优势，表明脱水
污泥和沼渣互混最适合作为秸秆类底物高温干式消化的种泥。沼渣中原有的甲烷菌可能为种泥的快速驯化提
供了重要微生物来源。DDC组产气动力学最慢，且微生物多样性最差，发酵和产甲烷功能也较弱，可见该组
不适合作为种泥。其余组的情况介于两者之间，但渗滤液污泥中可能存在重金属、取代酚、长链烃等高危痕
量污染物[35]，采用其作为接种物可能存在一定隐患。牛粪相比沼渣，在工程上可能更易获得，在无法取得大
量沼渣的情况下，以污泥和牛粪互混也是潜在可行的备选方案。另外，受限于本地区未有秸秆类厌氧消化
场，本研究采用的沼渣是厨余垃圾沼渣，实际中针对农业废物厌氧消化系统，采集秸秆厌氧消化场的沼渣作
为接种物可能会具有更好的效果。 

3    结论

1）种泥互混使用比单独使用具有更好的种泥驯化和启动效果，且含有沼渣的互混组在预孵化阶段具有
更好的产气性能和产气动力学，预孵化过程中 DDL、DDC和 DSD的甲烷回收率分别高达 97.3%、
96.2% 和 92.9%，其余组仅 10.7%~53.1%。

2）批次实验中，DSD组甲烷回收率高达 93.7%±5.5%，其余组仅 71.2%~83.7%。碳平衡分析发现，
SCOD其他和 COD颗粒残留是其余反应器甲烷回收率不足的主要原因。

3）微生物分析发现，DSD组具有最高的微生物丰富度和多样性，且其产甲烷菌和产氢产乙酸菌丰度都
显著高于其余组；水解酸化菌 norank_c_D8A-2和 norank_p_Firmicutes在该组中的丰度也显著大于其余组。
这些微生物与甲烷产率正相关，共同保证了 DSD组最优的产气性能和产气动力学。

4）功能基因预测结果表明，DSD组产甲烷功能显著强于其余组；水解和产酸功能基因总丰度与其余组
没有明显差异，但可能存在高功能酶表达活性。

5）综合产气性能、产气动力学、微生物多样性、群落结构和功能分析发现，秸秆类底物高温干式厌氧
消化的最适种泥为沼渣和脱水污泥互混。
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Effect  of  seeding  sludge  on  thermophilic  dry  anaerobic  digestion  of
microcrystalline cellulose

ZHANG Yue, LI Lei*, TANG Zhouli, YE Wenjie, GAO Xiaofeng, PENG Xuya

Key  Laboratory  of  Three  Gorges  Reservoir  Region’s  Eco-Environment,  Ministry  of  Education,  Chongqing  University,
Chongqing 400045, China
*Corresponding author, E-mail: lileich17@cqu.edu.cn

Abstract     To  identify  the  optimal  seeding  sludge  for  thermophilic  dry  anaerobic  digestion  (AD)  of
lignocellulosic  biomass,  four  types  of  inoculants —cow  manure,  mesophilic  dewatered  digestate,  dewatered
sludge  and  leachate  sludge—were  collected  and  mixed  either  individually  or  in  pairs  at  a  1∶1  ratio  based  on
volatile organic compound content. After pre-incubation, batch anaerobic digestion experiments were conducted
using  microcrystalline  cellulose  as  the  model  substrate.  Differences  in  gas  production  performance,  microbial
community  and  functional  genes  among  reactor  groups  were  compared.  The  results  indicated  that  the  pre-
incubation  group  with  mixed  seeding  sludge  exhibited  superior  gas  production  performance  compared  to  the
individually  pre-incubation group.  Particularly,  the  mixed seeding sludge group containing biogas  residue and
leachate  sludge  (DDL),  cow  dung  (DDC),  and  dewatered  sludge  (DSD)  exhibited  the  most  favorable  biogas
production. Methane recovery rates during the pre-incubation phase for DDL, DDC, and DSD were notably high
at  97.3%,  96.2%  and  92.9%,  respectively,  while  the  other  groups  ranged  from  10.7%  to  53.1%.  In  the
microcrystalline  cellulose  batch  digestion  experiment,  the  methane  recovery  of  the  DSD  remained  high  at
93.7%±5.5%,  surpassing  the  other  groups  which  achieved  rates  between  71.2%  and  83.7%.  Carbon  balance
analysis  revealed  no  accumulation  of  volatile  fatty  acids  at  the  end  of  each  experiment.  Insufficient  methane
recovery  in  the  other  reactors  was  attributed  primarily  to  solubility  and  particulate  chemical  oxygen  demand
(COD), notably unhydrolyzed particulate COD. Microbial analysis indicated that the DSD group exhibited the
highest  microbial  richness  and  diversity,  with  significantly  higher  abundances  of  methanogens  and  hydrogen-
producing acetogenic bacteria compared to the other groups. The abundances of hydrolytic acidogenic bacteria,
the  norank_c_D8A-2  and  norank_p_Firmicutes,  were  also  significantly  higher  than  in  the  other  groups.  The
abundance  of  these  microorganisms  positively  correlated  with  methane  yield,  ensuring  the  optimal  biogas
production performance and kinetics in the DSD group. Functional gene analysis prediction results showed that
methanogenesis  function  of  the  DSD  was  significantly  stronger  than  that  of  the  other  groups,  while  the  total
abundance of acidification and hydrolysis functional genes did not differ significantly from the other groups. In
summary,  the  optimal  seeding sludge for  thermophilic  dry  digestion  of  straw substrates  was  a  1∶1 mixture  of
leachate sludge and dewatered sludge. These findings provide valuable insights for selecting seeding sludge in
large and medium-sized biogas projects focused on lignocellulosic-based agricultural waste.
Keywords    anaerobic digestion; straw; seeding sludge; thermophilic dry digestion; microbial community
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