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玉米秸秆分解微生物复合菌剂群落
组成及提高沼气产量的研究
凤 鹏，赵新宇，郗登宝，赵新颖，刘海燕，

黄 枭，解 娇，张永锋*，高星爱*

（吉林省农业科学院，长春 130033）
摘 要：为提高农业废弃物混合厌氧发酵中沼气产率，以牛粪、秸秆等固态物料为发酵原料，采用自行设

计沼气发酵装置，研究不同菌剂投量(0，100 mL，200 mL，300 mL)对沼气产量变化的影响。结果表明，与未添

加菌剂的对照（T1）相比，处理组（T2、T3、T4）总产气量分别提高 6.6%、19.6%、16.6%。有效证实添加微生物菌剂

有助于提高沼气产量。利用变形梯度凝胶电泳（DGGE），分析复合菌剂群落，结果表明，其中的 9个条带的近

缘种，只有 1株为未可培养菌外，其余已知菌分别归属 6个属，从系统发育树可见该复合系有丰富的菌种组成

多样性。
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Community composition of biological diversity in microbial

inoculum for maize straw decomposition and

their effect in methane gas production
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Abstract：In order to rise up the gas production in process of anaerobic fermentation of agricultural waste, a set
of microbial inoculum (CPB) which can degrade maize straw was build up and inoculated into the fermentation sys⁃
tem filled with cow dung and straws to investigate the effects in gas production. Different amounts of microbial inocu⁃
lum 0（T1）,100 mL(T2), 200 mL(T3) and 300 mL(T4) were inoculated and the gas production was measured. The gas
production was increased by 6.6%, 19.6% and 16.6% compared to no-CPB inoculated control, respectively. Degra⁃
dation of cellulose-riched materials may be correlated with the lytic ability of microbial inoculum. As well as, DG⁃
GE results shows that 6 strains were indentified and incubated except 1 strain which can not be incubated.

Keywords：Microbial inoculants; Biomass degradation; Gas production; Methane content

吉林省是我国重要的粮食大省和畜牧业基

地，农作物秸秆和畜禽粪便等种养废弃物逐年增
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加，数量巨大。但是秸秆和畜禽粪便资源化利用

技术水平低，难以形成规模化的可再生能源产业

链，成为制约农业整体效益的原因 [1]。将这些废

弃物转化为电力、燃气和液体燃料等多种能源，

是解决上述污染物质的有效措施。庞凤梅等 [2]曾

报道，每千克秸秆产气量为 0.27 m3,相当于 1.2～
1.9 kg秸秆的直接燃烧效果。但秸秆发酵产沼气

池中，因人工构建的纯菌株，在自然条件下难以

培养和存在抵抗力弱等缺点，需要混合发酵的方

法 [3-4]提高沼气产量。纤维素降解微生物复合系

研究方面，很多学者进一步利用 DGGE等分析技
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术，对厌氧反应器中微生物群落结构及多样性分

析提供了有效手段 [5-8]。

本研究利用实验室构建的微生物复合菌剂，

实验室状态下模拟沼气发酵池，以牛粪、秸秆等

固态物料为发酵原料，投入微生物复合菌剂，分

析菌剂对产气量的影响效果，揭示沼气发酵原料

的产气规律。

1 材料与方法

1.1 试验材料及发酵原料理化性质

秸秆降解微生物复合菌剂 JLN1 为我院构建

菌剂。供试牛粪、秸秆取自长春市朝阳区永春镇

义和村，并采用粉碎机将秸秆粉碎成 2～4 cm，沼

渣和沼液取自于正在运行良好的公主岭市刘房子

镇农户沼气池，不同发酵原料的理化性质检测为

吉林省农科院农业质量标准与检测技术研究所，

试验材料的理化性质见表 1。

表 1 牛粪、玉米秸秆等发酵原料的理化性质

检测项目

牛 粪

玉米秸秆

含水率（%）

76
49.1

总固体（TS%）

24
50.9

粗灰分（%）挥发性固体（VS）
41.1
7.7

总 C(%)
31.6
43.4

总N(%)
1.43
0.94

C/N
22.16
46.37

1.2 变性梯度凝胶电泳及鉴定纤维素分解菌复

合系

取样品各 400 ng 的 V3 区 PCR 产物，采用 D-
Code突变检测系统对样品进行DGGE分析。使用

上海生工质粒提取试剂盒 SK1191 UNIQ-10柱式

质粒小量抽提试剂盒提取质粒DNA（上海生工提

供数据）。

1.3 气体成分的测定

气体成分测定利用型号为 gasboard-3200L便

捷式红外沼气分析仪（武汉四方光电科技有限公

司）。

1.4 试验装置及方法

本试验采用高星爱等 [9]提供的自制沼气发酵

装置。试验共有 T1、T2、T3、T4等 4组处理，将粉碎

好的玉米秸秆与牛粪混合，其中 T1组为牛粪 200 g
加秸秆 100 g，C/N 为 24.9；T2 组为牛粪 200 g 加秸

秆 100 g，另加了 100 mL复合菌剂发酵液；T3组为

牛粪 200 g加秸秆 100 g，另加了 200 mL复合菌剂

发酵液；T4 组为牛粪 200 g 加秸秆 100 g，另加了

300 mL 复合菌剂发酵液。加沼渣、沼液与水，使

发酵料液水分含量保持在 70%左右。每组试验做

了 3次重复。所有发酵试验装置置于 35℃恒温水

浴锅中。

2 结果与分析

2.1 微生物复合菌剂群落组成分析

2.1.1 微生物复合菌剂菌群DGGE 分析

提取细菌总 DNA，利用 16S rDNA V3 高变区

引物 F357-GC-1和R518-1进行 PCR扩增，结果获

得 230 bp 左右 PCR扩增条带，取样品各 400 ng的

V3 区 PCR 产物，采用 D-Code 突变检测系统对样

品进行DGGE分析，从条带颜色深浅变化可见，菌

群内菌种组成，JLN1复合系共有 9个较为清晰的

条带（图 1）。

2.1.2 目的片断TA 克隆与测序

为了进一步了解复合系的系统发育地位，将

DGGE 图谱中出现的条带进行测序，将所得序列

输入 NCBI 网站将同源性较高的序列下载。从系

统树可见该复合系有丰富的菌种组成多样性，在

JLN1复合系中 9个条带的近缘种中除了 1株为未

可培养菌外，其余已知菌分别归属 6个属。回收目

的片段，利用TA克隆方法连接到 pUC57载体，提取

质粒DNA进行测序（上海生工），结果见图2、图3。
2.2 微生物复合菌剂不同配比对牛粪与玉米秸

秆混合发酵中产气量的影响

牛粪的添加为沼气池内微生物种群提供足够

的氮源，在牛粪与秸秆添加比例保持不变的情况

下，采用实验室自制的沼气发酵装置，加入不同

配比微生物复合菌剂，检测日产气量随时间的变

化（图 4-a）。长达 60 d的厌氧消化周期内，所有

 

图 1 JLN1微生物复合系菌群的DGGE分析
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处理组的日产气变化均呈现初期逐渐升高，达到

一定的产气高峰后，又逐渐降低的趋势。在气体

产生的日产气量中发酵 6 d，牛粪添加 15%菌剂的

T3处理组产气量达到最高 1200 mL，然后有逐渐下

降的趋势，是因为刚开始投入原料时的沼渣沼液

发酵之后产气的结果。然后日产气量波动几天之

后开始下降，到第 16 d 开始上升，到达另一个峰

值 1500 mL左右。从整个过程来看，在 4个处理组

中添加 15%菌剂的 T3组产气量达到 255.6 mL/g，明
显高于其他处理区，由此可见，菌剂的添加可以

使粪便、秸秆发酵产气量增加。

图 4-b是累计产气量随时间的变化图。可以

看出，处理组的总产气量与对照组相比均有所增

加，其中牛粪加 15%菌剂的处理组产气量为最高，

比对照增加 27.5%的产气量。

 

X1 X2 X X6 X7 X8 X9 X10 MK X11 

图 2 条带近源种PCR电泳图

 Bacillus oleronius 

  X7 
 Alicyclobacillus spKC893648.1 

X8 
 Paenibacillus barengoltzii 

KF305094.1  Paenibacillus lautus 

JQ342926.1  X6 
 X5 

 Brevibacillus borstelensis 

KF181624.1  Brevibacillus spKC589213.1 
 Clostridium sp AB207248.1 
 Clostridium thermosuccinogenes Y18180.1 

 X1 
 Clostridium spFJ808605.1 
 Clostridium straminisolvens NR 024829.1 

 X9 Pseudoxanthomonastaiwanensis 

AB681369.1 
Pseudoxanthomonastaiwanensis 

  X10 
 X11 
 Clostridium butyricum HE974929.1 
 Clostridium sp KC331186.1 

 X2 
 Uncultured bacterium HE804889.1 
 Uncultured bacterium JN708776.1 
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图 3 JLN1复合系的 16S rDNA系统发育树
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2.3 不同微生物复合菌剂配比对牛粪与玉米秸

秆混合发酵中甲烷含量的影响

图 5 显示，在发酵开始阶段每处理组甲烷体

积百分数很快达到产气高峰，发酵第 12 d的时候

T4 达 到 第 一 个 产 气 高 峰 为 54.1% ，最 低 T1 为

34.5%。与覃国栋 [10]等研究结果一致，表明随着反

应的进行接种物中产酸菌和产甲烷菌迅速生长繁

殖，产甲烷菌有充足的原料反应，之后由于底物

浓度减小，产酸菌生长繁殖速率下降，造成甲烷

含量逐步上升；当产酸菌和产甲烷菌的生长繁殖

趋于稳定平衡时，气体中甲烷的含量也基本稳

定。总的来看 T2和 T4两处理组的产甲烷量增加值

达到 60%。

3 讨论与结论

利用实验室自行设计的沼气厌氧发酵装置，

以牛粪、秸秆固态物料为发酵原料，研究投入不

同菌剂量（0、100 mL、200 mL、300 mL）条件下，产

气量变化特征。结果表明，厌氧发酵第 6 d，T3处

理组（15%的菌剂投入量）的日产气量最高；与未

添加菌剂的对照相比，T2、T3、T4处理组总产气量

分别提高了 6.6%、19.6%、16.6%，表明微生物菌剂

的添加促进了沼气发酵中纤维素原料的分解，提

高了沼气产气率。日产气量和累计产气量均增

加，添加 15%菌剂处理组产气量的增加值和产甲

烷量增加值高于其他处理组，今后需要进一步进

行菌剂优化产气试验。利用变形梯度凝胶电泳

（DGGE）及系统发育树可见该复合系有丰富的菌

种组成，综合以上实验数据，微生物复合菌剂的

研制为实现沼气发酵从自然发酵到可控性发酵提

供了理论支持。
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