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［摘要］ 各种污水或污物厌氧消化反应器中分布着大量的微生物，它们在厌氧条件下相互协作将复杂的有机物

分解为二氧化碳和甲烷，成为废弃物厌氧处理的功能基础。 不依赖于培养的分子生物学技术，使大量的细菌和古菌

类群在此生态系统中得以发现，但它们大多数仍未被成功培养，其生态功能也未得到阐明。 总结了基质种类、有机负

荷、pH、温度等各种厌氧消化反应器运行条件下，微生物群落结构的特点和演化规律，以及未培养微生物的原位功能

研究技术的进展，展望了稳定性同位素标记、宏基因组学、蛋白质组学和代谢物组学等新技术在未培养微生物功能

研究中的潜力。
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Abstract： A large number of microbes are distributed in various kinds of anaerobic digestive reactors for treating
wastewater and wastes. Under anaerobic conditions，they interact and decompose the complicated organisms into
carbon dioxide and methane，which are the functional basis of the anaerobic treatment of wastes. The molecular
biological technology，which does not depend on cultivation，leads to the discovery of a great number of bacteria and
archaea in eco-systems，but most of them have not been cultured successfully，yet，and their ecological functions
have not been expounded either. Now，under the operation conditions，such as substrate species，organic loads，pH，
temperature，etc. of various anaerobic digestive reactors，the structural characteristics and evolution rules of
microbial flora，as well as the progress in the research on the technologies related to in situ functions of un-cultured
microbes，are summarized. Furthermore，the potentials of some new technologies，such as stable isotope labeling，
metagenomics，proteomics and metabolomics in the research on un-cultured micro-organism functions are predicted.
Key words： anaerobic digestion；microbial flora；un-cultured microorganisms；molecular ecological technology

厌氧法是污水处理的重要方式，活性污泥中的

微生物是厌氧消化反应器功能发挥的基础，深入了

解厌氧系统微生物菌群的组成结构和功能是优化

厌氧污泥处理系统的前提。 传统的微生物多样性研

究方法以培养为依据， 研究内容包括细胞形态、生

长温度、pH、基因组 DNA 的 GC 含量、微生物总量、
呼吸速率、酶活性等。 尽管这些传统的方法仍然是

微生物研究的基础，但由于培养条件与自然条件的

差异，目前实验室获得的纯培养微生物所占比例极

低（<1%）〔1〕。 同时由于加入了浓度远高于自然环境

的营养物质， 使得在新的选择压力下微生物群落结

构通常会发生变化， 适应丰富营养条件的菌种可能

取代自然条件下的优势种而成为新的、 人为选择的

优势种〔2〕。20 世纪 80 年代末发展了以核酸（基因）为

基础的分子生物学技术， 大大地减轻了对微生物培

养的依赖性， 并迅速而广泛地应用于微生物群落结

构的分析〔3〕。 而同位素标记、宏基因组以及蛋白质组

等方法的应用使得对未培养微生物的功能解析成为
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可能。
笔者主要综述近年来通过分子生态学技术的应

用， 在厌氧消化反应器中发现的各种微生物类群的

分布情况，以及它们在系统中发挥的功能，并揭示了

随着外部条件的变化，微生物群落结构的演替过程。
从而阐明了在实际生产应用中， 检测微生物群落的

状况对调控污水处理参数具有重要意义。

1 常见菌群分布

污水处理有多种处理方式， 按照对氧的需求可

分为好氧处理和厌氧处理， 并形成具有特定形态和

特定功能的污泥，在这些污泥中存在着种类丰富、功

能多样的微生物。 厌氧活性污泥中的微生物包括水

解发酵微生物、产氢产乙酸细菌和产甲烷古菌，根据

B. K. Ahring〔4〕的报道，这些微生物至少涵盖了 20 个

门的真细菌和 5 个纲的古菌。 细菌中的变形菌门

（Proteobacteria）、厚 壁 菌 门 （Firmicutes）、绿 弯 菌 门

（Chloroflexi）、 螺 旋 体 门（Spirochaetes）、 拟 杆 菌 门

（Bacteroidete）等，古菌中的甲烷微菌纲（Methanomi-
crobia）、 甲烷杆菌纲（Methanobacteria）、 热 原 体 纲

（Thermoplasmata） 等是厌氧污泥中经常被检测到的

类 群 。 另 外 ，OP10、BA024、OP8、TM6、WSA2、EM3、
OSK、OD1、C2 这些未培养的类群也在污泥中发现，
并且可作为潜在的门或纲〔5〕。

变形菌门（Proteobacteria）是厌氧消化反应器中

常 见 的 细 菌 类 群 ， 尤 其 是 其 中 的 β - 变 形 菌 纲

（Betaproteobacteria）。在工业污水处理厂和市政污水

处理厂的污泥中， 均发现变形菌是最占优势的细菌

菌群 〔6-7〕，其在厌氧消化中发挥着重要的代谢功能，
许多种群与葡萄糖、丙酸盐、丁酸盐等小分子化合物

的利用有关〔8〕。 红环菌属（Rhodocyclus）、不动杆菌属

（Acinetobacter）、俊 片 菌 属 （Lampropedia）等 类 群 有

生 物 除 磷 的 作 用 〔9-11〕。 而 亚 硝 化 单 胞 菌 属 （Nitro-
somonas）、亚 硝 化 球 菌 属 （Nitrosococcus）是 硝 化/反
硝化反应器中的重要菌群，具有氨氧化作用〔12〕。

厚壁菌门（Firmicutes）也在一些厌氧消 化 反 应

器中广泛分布，包含众多重要的功能微生物，如梭菌

纲、芽孢杆菌纲等〔8，13-14〕。梭菌属（Clostridium）是一类

严格厌氧的细菌， 在降解碳水化合物的同时会产生

乙酸、丁酸等产物，这一特点使得它们在生物液体燃

料领域具有很好的应用前景， 受到学者们的广泛关

注〔15〕。在厌氧消化反应器中，梭菌并不仅限于利用碳

水化合物， 它也可能与乙酸氧化以及苯酚类化合物

的降解有关〔16-17〕。 在厌氧消化反应器启动过程中，芽

孢杆菌属细菌数量在后期有所增加 〔14〕，在处理牛粪

污的厌氧消化反应器中， 发现芽孢杆菌属是其中的

优势细菌类群之一〔18〕。
放线菌门（Actinobacteria）是一类在厌氧消化反

应器中具有重要功能的革兰氏阳性细菌类群， 在很

多工业级别和实验室级别的污水处理活性污泥中广

泛分布〔8， 11， 13〕，尤其是在膜生物反应器中检测到大量

拟杆菌门细菌（Bacteroidetes）〔8，19-20〕。
古菌方面，M. Leclerc 等采用单链构象多态性分

析技术调查了 44 个厌氧消化反应器中古菌的多样

性〔21〕，这些反应器分布于 8 个不同国家，包含多个反

应器类型、以及不同的底物。分布最广泛的古菌在亲

缘关系上最接近甲烷髦毛菌属（Methanosaeta）和产

甲烷杆菌属（Methanobacterium），其次是甲烷杆菌目

（Methanobacteriales）和 甲 烷 微 菌 目 （Methanomicro-
biales）。 在升流式厌氧污泥床（UASB）的同步产甲烷

和反硝化污泥中， 产甲烷类群主要属于甲烷髦毛菌

属和甲烷杆菌纲的古菌〔22〕。 在一高温固定床厌氧反

应器中， 固定化细胞的主要类群属于甲烷八叠球菌

属（Methanosarcina），游离细胞的主要类群属于甲烷

八叠球菌属和甲烷杆菌属； 而在处理牛粪污的高温

反应器中，优势菌为与甲烷囊菌属（Methanoculleus）
和甲烷八叠球菌属相近的高温菌群〔18〕。可见，厌氧消

化反应器中的优势古菌主要集中在甲烷杆菌纲、甲

烷球菌纲和甲烷微菌纲等少数类群， 它们的共同特

点是能够利用细菌的分解产物（乙酸、氢气等）生产

甲烷。

2 菌群的演替

反应器运行条件的改变对污泥中微生物群落的

结构和功能影响很大， 这些影响因素包括： 底物类

型、有机负荷、pH、温度以及反应器类型等。
2.1 底物类型对微生物群落结构的影响

底物的差异对污泥中微生物群落结构的形成有

重要影响。分别以喹啉和吲哚作为处理底物，采用相

同的工艺条件，经过 6 周的驯化，结果由吲哚驯化的

微生物群落以 β-变形菌纲为主（克隆数占整个文库

的 56%），同时包含 α-变形菌纲、δ-变形菌纲、梭菌

纲、放线菌纲、拟杆菌纲、黄杆菌纲（Flavobacteria）的

类群； 而经喹啉驯化的微生物群落中只发现了属于

β-变形菌纲的克隆，可见前者的多样性显著高于后

者， 表明有毒化合物对微生物群落具有较强的筛选
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作用〔23〕。微生物对不同底物的利用能力有差异，处理

特定底物的反应器中将形成以该底物利用菌及其代

谢产物利用菌为优势种群的微生物群落， 所以底物

的多样性是引起厌氧消化系统中微生物多样性的重

要因素之一。 另外，在厌氧消化反应器启动过程中，
为适应新的环境， 来自接种物的微生物群落结构发

生了强烈的变化，具备了相应的代谢功能，从而适应

处理工艺的要求〔24〕。
2.2 有机负荷对微生物群落结构的影响

有机负荷的改变可引起微生物群落结构的相应

变化。在一个反应器中，突然提高厌氧消化反应器中

的乙酸浓度，属于螺旋体属（Spirochete）和联合菌属

（Synergistes）两个属的种群表现出较高活力，梭菌属

中的一个种群活性也瞬时提升， 并与乙酸的浓度成

正相关关系； 古菌则由氢营养型产甲烷菌为主转为

乙酸营养型产甲烷菌为主〔16〕。乙酸浓度的增加，无论

是外源添加还是从碳水化合物的分解而来， 将促使

乙酸营养型的甲烷菌数量增加。
2.3 pH 对微生物群落结构的影响

pH 是另一个影响污泥中的微生物群落结构的

重要因素。在 pH 迅速调至 5.5 的酸化厌氧消化反应

器中，随着挥发性有机酸浓度的增加、甲烷产量的减

少和污泥的瓦解，细菌和古菌群落发生了显著演替。
在 开 始 的 13 d 内， 产 甲 烷 菌 的 16S rRNA 数 量 从

34%降至 8%，71 d 时降至 2%~5%〔25〕。在酸化的反应

器中，细菌的数量也会明显减少〔26〕。酸碱的急剧变化

能引起厌氧消化反应器运行效率的显著下降， 其内

在原因是对酸碱耐受性差的微生物种群数量和活性

受到抑制，相关的代谢功能出现衰退。
2.4 温度对微生物群落结构的影响

在不同温度下反应器中的古菌菌群组成差异较

大。 在来自同一个牛粪沼气池的夏季和冬季的样品

中， 产甲烷微生物的群落组成和多样性发生了很大

变化，在夏季样品的克隆文库中，与甲烷微菌目关联

的克隆占总克隆数的 41.7%， 其次甲烷八叠球菌目

占 30%， 甲烷杆菌目和甲烷球菌目分别占 19%和

5%；但在冬季样品的克隆文库中，与甲烷微菌目关

联的克隆占 98.6%，甲烷杆菌目占 1.4%〔27〕。 这主要

是因为夏季温度适宜多数微生物的生长繁殖， 而冬

季温度较低，只有部分低温菌可以正常生长，微生物

的多样性和数量都显著下降。
2.5 反应器类型对微生物群落结构的影响

在处理相同基质的不同反应器中， 微生物群落

有不同的结构。A. M. Briones 等〔28〕发现，随 SO4
2-负荷

提 高，在 厌 氧 迁 移 式 污 泥 床 反 应 器（AMBR）中，梭

菌、链球菌和硫酸盐还原菌数量增加，甲烷杆菌科微

生物比甲烷螺菌科显现出更强的竞争优势， 而在

UASB 反应器中，亲缘关系上与热袍菌目（Thermoto-
gales）近似的类群成为了优势菌群，古菌群落则变化

不大。 可见活性污泥中独特微生物群落结构的形成

与相应的处理工艺相关。
以上实例可以看出， 微生物群落的结构与环境

条件相关联， 在厌氧生物反应器中操作条件的变化

会引起微生物种群的演替， 这是微生物群落对外界

条件变化的适应机制。 若外界条件改变过于迅速和

剧烈，有可能引起部分功能微生物的不适应而衰亡，
而新的优势种群没有形成， 表现为厌氧消化反应器

的效率低下， 因此在实际操作中建议工艺参数的改

变采用循序渐进的原则。

3 对未培养微生物的功能研究

当前， 污水处理工程师和微生物学家面对的一

个挑战是， 如何将微生物群落的结构分析与特定种

群的原位代谢功能关联起来。荧光原位杂交、显微放

射自显影集成技术和稳定性同位素标记技术已经用

于揭示未培养微生物对不同基质的代谢能力 〔3〕。 同

位素标记的办法，使得无需借助 PCR 便可鉴定环境

中可利用特定基质的微生物，J. Adamczyk 等〔29〕应用

该方法揭示了氨氧化细菌菌群中有 CO2 固定活力

的菌群，T. Osaka 等 〔30〕甲基球菌科和生丝微菌科在

甲烷依赖型的反硝化反应中存在紧密联系， 并且硝

酸盐的添加可以促进甲烷的消耗以及甲烷营养型菌

群的活性。 但是同位素标记的技术仅限于对单碳化

合物的研究。 多种技术的联合应用有助于对厌氧系

统 中 微 生 物 功 能 的 分 析，H. D. Ariesyady 等 〔8〕通 过

full-cycle 16S rRNA 技术、 显微放射自显影-荧光原

位杂交、显微操作多种技术的联合分析，不仅揭示了

系统中细菌和古菌的优势类群， 还指出绿弯菌纲、
Smithella 属、互营单胞菌属（Syntrophomonas）和甲烷

鬃 菌 属（Methanosaeta） 微 生 物 分 别 是 消 耗 14C glu-
cose， 14C propionate， 14C butyrate 和 14C acetate 的 主

要类群， 并第一次揭示了螺旋体属和未明确类群

TM7 有利用葡萄糖的能力， 以及 Synergistes 属细菌

有利用乙酸的能力。 宏基因组学的方法也为人们提

供了从基因信息中了解优势微生物代谢活性的新途

径〔31〕。
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上述功能微生物的研究技术能够提供与生态功

能相关的系统发育信息， 然而这些技术本身仍然需

要解决一些关键问题， 以促进厌氧处理过程中微生

物研究的准确性和灵敏度。 另外，在生产应用中，需

要开发相应设备， 实现对微生物群落的在线和实时

监测，并与污水处理厂的控制系统相耦联，从而有可

能了解微生物群落构成与工艺参数之间的关系。
对功能微生物的分离仍然是微生物工作者不容

忽视的重要内容， 这将有助于对其全面和准确的认

识。通过分子生态学方法，人们发现一种绿色非硫细

菌在高温处理含蔗糖和低分子质量脂肪酸的污泥中

存在丰度很高，但是该菌难以分离，其代谢功能也一

直没有得到说明。 Y. Sekiguchi 等〔32〕从一个高温污泥

内部特殊结构中检测并分离到该类细菌， 并证实了

它是嗜热、严格厌氧的糖发酵细菌，其生长依赖于与

氢营养型产甲烷古菌的互营。 另外， 中温和高温

UASB 反应器中广泛分布的厌氧绳菌属（Anaerolinea）
细菌，在成功得到分离后，其功能才得以明确：在产

甲烷生物系统中具有降解碳水化合物和其他细胞材

料（如氨基酸）的重要作用〔33〕。 厌氧系统中很多微生

物的分离和培养极其困难， 一方面由于它们对严格

厌氧环境的依赖， 另一方面这些微生物与其他微生

物存在互营关系， 很难在实验室环境下模拟未培养

微生物生长的自然环境。为克服这些障碍，一些新技

术得以开发： 添加该环境中其他已培养厌氧微生物

的细胞提取物于培养基中， 以提供细胞生长支持因

子〔34〕；或通过某些特殊设备，实现原位的微生物分离

和培养〔35〕。

4 展望

当前各种污泥中的微生物研究均取得了不同程

度的进展， 但是在污泥微生物中仍然有大量的类群

因为没有获得培养， 无法明确它们的分类地位以及

生理生态功能。 目前研究热点主要停留在重要功能

微生物种群随环境条件的变化趋势、 未培养微生物

的原位功能、群落结构和功能之间的关联、以及厌氧

微生物种群间以营养和能量传递为内容的互营关系

等方面。就技术发展趋势而言，基因表达的研究依赖

于环境样品中提取的 RNA， 但是相对于蛋白质来

说，RNA 并不能直接反映微生物的活性。 蛋白质组

学的研究可以揭示功能微生物所属种群以及特定蛋

白的功能， 它在揭示众多环境的生物学和生态学功

能方面具有极大的潜力。 而代谢物组学使我们有机

会将微生物的多样性和功能联系起来， 将该技术应

用在未培养微生物研究中， 将极大地促进我们对微

生物相互作用及代谢机制的认识。
对厌氧消化反应器系统微生物菌群认识的 深

入， 有助于创造功能微生物生长和功能发挥的良好

条件，保证和促进反应器系统的稳定和高效运行，实

现对污水处理等过程的精密控制， 这对生产实际具

有重要意义。 同时，对其中微生物特性的挖掘，还能

够发现在工业生物技术中有应用价值的新的生物催

化剂。
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