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摘　要 : 简述了产甲烷菌研究史 , 分析了厌氧消化领域研究进展以及产甲烷菌代谢机理和生理生化特征的关系。
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　　随着人们认识到厌氧发酵技术在污水处理及生

产沼气能源等方面的突出优势 , 对产甲烷菌在厌氧

消化中的研究也越来越重视。厌氧发酵是极为复杂

的生物过程 , 在参与反应的众多微生物中 , 产甲烷

菌的优劣、密度以及它的生长环境条件是影响厌氧

消化效率和甲烷产量的重要因素 , 因此 , 对产甲烷

菌的代谢机理及生理生化特征 , 以及在厌氧消化过

程中为产甲烷菌创造有利环境条件方面的研究成为

该领域的重点。本文简述了产甲烷菌的研究历史 ,

并分析了厌氧消化系统应用领域研究的快速发展与

产甲烷菌代谢机理、生理生化特征研究进展的密切

关系 , 望能为产甲烷菌在污水处理工程中发挥更大

作用提供参考。

1　产甲烷菌研究历史

产甲烷菌的研究开始于 1899 年 , 当时俄国的

微生物学家奥姆良斯基将厌氧分解纤维素的微生物

分为两类 , 一类是产氢的细菌 , 后来称为产氢、产

乙酸菌 , 另一类是产甲烷菌 , 后来称奥氏甲烷杆菌

( Met hanobaci l l us omel auski i) 。由于研究条件的限

制 , 1950年 , Hungate创造了无氧分离技术才使产

甲烷菌的研究得到了迅速的发展[1 - 2 ]。由于产甲烷

菌是严格的厌氧菌 , 对其研究需要较高的技术手

段 , 据《伯杰细菌鉴定手册》第 8 版记载 , 到 20

世纪 70年代中期 , 产甲烷菌只有 1 个科 (甲烷杆

菌科) , 分 3 个属、9 个种。随着研究手段的发展

以及人们对产甲烷菌的关注 , 据杨秀山等 1991 年

报道 , 美国奥斯冈 (Oregon) 产甲烷菌保藏中心

当时收藏的产甲烷菌有 215 株分属于 3 目、6 科、

55种 , 可能是当时最完备的目录[3 ]。从系统发育

来看 , 到目前为止 , 产甲烷菌分成 5个目 , 分别为

甲烷杆菌目 ( Met hanohacteri ales) 、甲烷球菌目

( Met hanococcales) 、甲烷八叠球菌目 ( Met hano2
sarci nales) 、甲烷微菌目 ( Met hanomicrobi ales)

和甲烷超高温菌目 ( Met hanop y rales) [4 ] , 分离鉴

定的产甲烷菌已有 200多种[5 ]。

在产甲烷菌分类方面 , 随着分子生物学的发

展 , 人们利用不同物种间 small2subunit ribosomal

RNA 的同源性进行分类取得了较为满意的结果 ;

1996 年伊利诺伊大学完成了第 1 个产甲烷菌
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Met hanococcus j annaschi i 的基因组测序 , 迄今为

止已有 4 个目的 5 种产甲烷菌完成基因组测序[5 ]。

在产甲烷菌代谢方面 , 已明确它是自养型微生物 ,

能利用环境中的化学能 , 并发现甲烷生物合成过程

的 3种途径[1 ] ; 在产甲烷菌必需营养方面 , 发现产

甲烷菌不仅需 C、N、P等营养元素 , 同时 , 还需

要矿物质营养元素 , 如 K+ 、Na + 、Ca2 + 、Co2 + 、

Cl - 、Fe2 + 、Fe3 +等[5 ] , 同时 , 已对产甲烷菌的生

理生化特征进行深入研究 , 明确了它合适的生长环

境条件 , 为工程应用提供了依据。

在 Hungate[1 ]分离培养纯化产甲烷菌的技术出

现之后 , 许多微生物学家、生物化学家、污水处理

专家从产甲烷菌的形状、结构、生理、生化等多方

面进行了研究 , 从而为厌氧消化技术用于处理污

水、回收能源等方面提供了坚实的理论基础。

2　产甲烷菌的代谢机理及生理生化
特征

目前发现的甲烷生物合成途径有 3种 , 其中以

乙酸为底物的占自然界甲烷合成的 60 %以上 ; 以

氢和二氧化碳为底物的甲烷合成的占 30 % , 也有

学者认为乙酸的裂解占甲烷合成的 70 %以上[6 - 7 ] ;

以甲基化合物为原料的甲烷生物合成不足 10 %。

甲烷生物合成过程中 , 甲烷的形成伴随着细胞膜内

外化学梯度的形成 , 这种化学梯度驱动 A TP酶产

生细胞内能量通货———A TP。一般 1 种产甲烷菌

只具有 1种甲烷合成途径 , 而多细胞结构的甲烷八

叠球菌同时含有 3种甲烷合成途径 , 且至少可以利

用 9种甲烷合成的底物[2 ]。产甲烷菌只能利用简单

的小分子物质 , 世代时间相对较长[8 ]。产甲烷菌与

其他任何细菌相区别的主要特征在于产甲烷菌的代

谢产物都是甲烷、二氧化碳和水 , 且其中有 7种辅

酶因子与所有微生物及动植物都不同 , 细胞壁没有

D2氨基酸 , 胞壁酸的独特结构也与其他细菌有很大

区别[ 9 - 10 ]。这些特征为产甲烷菌的鉴定及分类提

供了有效的依据。

对产甲烷菌生物生化特征的研究 , 明确了产甲

烷菌生长环境对环境条件的要求。产甲烷菌都是专

性严格厌氧菌 , 对氧非常敏感 , 遇氧后会立即受到

抑制 , 不能生长繁殖 , 有的还会死亡[ 11 ]。氧化还

原电位是衡量厌氧程度的指标 , 张无敌认为在高温

沼气发酵条件下 , 适宜的氧化还原电位为 - 600～

- 560 mV ; 中温和自然温度条件下适宜的氧化还

原电位为 - 350～ - 300 mV [ 12 ]。一般认为厌氧消

化在 5～83℃温度范围内进行 , 产气量随温度变化

并有两个高峰 : 中温 35℃和相对高温 55℃[13 ]。沼

气发酵微生物最适宜的 p H 值为 615～715 , 超出

这一范围 , 沼气微生物的代谢将减慢或产甲烷细菌

受抑制或死亡。沼气发酵过程是有机物彻底矿化的

微生物厌氧代谢过程 , 一般对有机物碳、氮、磷要

求的比例为 75∶5∶1[ 12 ]。

3　产甲烷菌在厌氧消化中的应用

311　厌氧消化工艺流程

研究发现 , 产甲烷菌在污水中可利用的底物很

少 , 只能利用很简单的物质 , 如二氧化碳、氢、甲

酸、乙酸等 , 这些简单的物质必须由其他发酵性细

菌把复杂有机物分解后提供给产甲烷菌 , 因此要等

到其他细菌都大量生长以后才能生长 , 而且产甲烷

菌的世代时间相对较长[8 ] , 因此 , 提出厌氧消化的

两阶段理论。Chosh于 20世纪 70年代在厌氧消化

的两阶段理论基础上 , 提出两相生物系统 ( Two2
p hase Biosystem , 或称两相厌氧消化系统) , 并开

展相关研究认为 , 在稳态条件下 , 两相厌氧工艺比

一相厌氧工艺在处理效率、处理能力及运行稳定性

等方面优越。一方面是由于相分离为不同的微生物

提供了各自适宜的生存条件 , 另一方面 , 独立控制

的产酸相也起到了预处理和缓冲负荷及水质波动的

作用[14 - 16 ]。在不同的研究中 , 产酸相的酸化特征

作为衡量产酸相运行状态的参数受到学者们的重

视。因此 , 目前在厌氧消化工艺中 , 为了提高厌氧

消化系统的酸化效果 , 都将酸化调节池与厌氧消化

池分开。管运涛等在传统的两相厌氧生物反应器的

产酸相和产甲烷相之间加入了膜分离单元 , 认为能

有效提高污水有机物的酸化率 , 并提高系统的产气

率和产甲烷反应器比产甲烷率[17 - 19 ]。此外 , 产甲

烷菌能够吸收环境中的硫酸根 , 通过一系列的酶代

谢最终形成硫化氢[ 2 ]。因此在收集与利用之前 , 还

必须对甲烷进行脱硫处理 , 以免产生 SO2等不良气

体 , 造成环境污染。

312　厌氧反应器设计原理

厌氧消化是极为复杂的生物过程 , 在参与反应

的众多微生物中 , 产甲烷菌的优劣和密度是影响厌

氧消化率及甲烷产量的重要因素 , 因此 , 减少产甲

烷菌的流失及为产甲烷菌创造合适的生长环境 , 以

提高产甲烷菌密度 , 成了厌氧反应器的设计目标。

不同产甲烷菌在合成甲烷时 , 利用的底物不同 , 如

嗜热甲酸甲烷杆菌 , 能利用 H2 / CO2和甲酸盐合成

甲烷 , 不能利用乙酸盐、二甲胺和甲醇产甲

烷[20 - 21 ]。目前所知 , 只有甲烷丝菌和甲烷八叠球
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菌能裂解乙酸产生甲烷[22 ] , 而在有机物厌氧消化

的甲烷化作用下 , 70 %以上的甲烷来自乙酸的裂

解[6 - 7 ]。因此 , 人们认为甲烷丝菌和甲烷八叠球菌

在厌氧消化产甲烷系统中起着极其重要的作用 , 并

认为前者具有低的底物生长率 (即高的底物亲和

性) , 后者具有高的底物生长率 (即低的底物亲和

性) [7 ,23 ] , 李亚新等研究认为甲烷八叠球菌对基质

代谢能力强 , 当乙酸浓度大于 300 mg·L - 1时 , 对

基质的利用速率是甲烷丝菌的 3～5倍[ 24 ]。杨秀山

等研究发现 , 甲烷八叠球菌以 3种形式存在于消化

器内。1种是在具滤膜或填充物的消化器内以多细

胞沉聚在一起 ; 第 2种是以大小不等的包囊存在于

絮状污泥中与甲烷丝菌混在一起或附着在颗粒污泥

上 ; 第 3种是以颗粒状保留在消化器内。人们为提

高厌氧反应器内产甲烷菌密度 , 在消化器内填加附

着物 (如 A F) , 使消化器中的生物量形成较大的

絮状污泥和进一步使生物量形成颗粒污泥 , 以保留

甲烷八叠球菌于消化器内[25 ] ; 采用三相分离器 ,

借助颗粒污泥重力沉降作用 , 保留活性污泥的数量

(如 UASB) ; 内循环厌氧反应器[ 26 ] , 一方面提高

了消化器高度 , 提高污泥沉降分层效果 , 并在消化

器内自下而上利用三相分离器 , 分成第一反应室和

第二反应室 , 使颗粒污泥中甲烷八叠球菌在底层第

一反应室新进的高乙酸浓度污水中得到积累 , 使絮

状污泥中甲烷丝菌在中层第二反应室由第一反应室

处理后的低乙酸浓度污水中得到积累。使每一步分

别适合于甲烷八叠球菌和甲烷丝菌的生长代谢 , 比

UASB消化器进一步提高污水厌氧处理效率。这些

在工程上成功应用的厌氧反应器能有效减少污水流

动过程产甲烷菌的流失 , 提高厌氧反应器内产甲烷

菌的密度 , 并为产甲烷菌创造更合适的生长环境。

313　厌氧消化工艺调试原理

31311　接种产甲烷菌 　产甲烷菌生长特别缓慢 ,

在人工培养条件下 , 要经过十几天甚至几十天才能

长出菌落 ; 在自然条件下甚至更长。因此 , 一般新

建的沼气池在进料前 , 都采用接种正常厌氧发酵的

活性污泥或沼液以缩短产甲烷菌培养生长时间 , 且

厌氧反应器的启动快慢很大程度上决定于接种污泥

的性质。一般用处理同样性质废水的厌氧反应器污

泥作种泥是最有利的[27 ]。同时 , 由于产甲烷菌只

能利用很简单的物质 , 如二氧化碳、氢、甲酸、乙

酸等 , 因此 , 在酸化调节过程中 , 为了提高污水中

有机物的降解效果 , 更好地为产甲烷菌提供甲烷合

成底物 , 有人开展纤维素分解菌的筛选[28 ] , 促进

纤维素分解 , 提高沼气产气率[29 ] , 以水解酶提高

猪粪沼气发酵产气率等研究[30 ]。

31312　调节消化污水的营养物质平衡 　产甲烷菌

生活在厌氧条件下 , 它们通过甲烷的生物合成形成

维持细胞生存所需的能量。产甲烷菌是自养型的生

物 , 能利用环境中的化学能 , 因而在产甲烷菌中发

现了许多无机物进入细胞所需的通道蛋白 , 如

Na + 、K+ 、Ca2 +等离子 , 以及磷酸、硝酸等无机

酸。因此 , 产甲烷菌生长的世代时间与环境中营养

物质浓度有关 , 营养平衡也很重要 , 细胞的生长和

维持需要一定数量的养分 , 营养不足使甲烷菌生长

世代时间变长 , 甚至停止 ; 基质代谢速率也受营养

条件的限制 , 但有些养分过量会抑制产甲烷菌生

长。Speece认为甲烷菌对有毒物质的反应同样也

受营养条件的限制 , 营养充足与否会减弱或加强有

毒物质对甲烷菌的影响 , 并认为由于对甲烷菌营养

需要认识不足 , 已经阻碍了厌氧生物技术的应用和

发展[31 ]。据报道 , 向厌氧反应器中补充甲烷菌所

需的微量金属营养元素可以使出水中 V FA 浓度降

低 , 产气率增加 , 提高处理效率 , 增加系统稳定

性 , 并能减少毒性物质对甲烷菌的抑制作用[32 - 35 ]。

李亚新等研究认为以醋酸钙、乙醇为基质 , 向厌氧

反应器补充 Fe、Co、Ni 的最佳剂量分别为 10

mg·L - 1 ·d - 1、011 mg ·L - 1 ·d - 1和 012 mg ·

L - 1 ·d - 1[36 ] , 并认为投入微量金属元素会改变厌

氧发酵器甲烷菌的优势菌种[ 21 ]。龙腾锐等研究认

为 , 某些微量金属元素 , 如铁、钴、镍、铜、锌、

锰、钼、钨、铬等 , 在低浓度时能促进厌氧反应的

进行 , 高浓度时会产生抑制[ 37 ] ; 张信连等研究认

为 , 稀土元素对动物、植物及微生物均存在

Hormesis“低促高抑”效应[38 ] ; 夏青等研究认为

La3 +和 Ce3 +对不同 V FA底物的产甲烷菌促进效应

不同[39 ]。这些研究表明产甲烷菌生长繁殖过程 ,

不仅需要 C、N、P、K等营养物质 , 同时 , 还需

要中、微量金属元素平衡供应 , 且不同产甲烷菌对

中、微量元素的需求不同。

产甲烷菌的生长对 C、N、P比例及含量也有

严格要求 , 一般而言 , C∶N ∶P为 75 ∶5 ∶1 , 如

以 C为 COD的化学计量关系推算 , 则 COD∶N ∶

P为 200∶5∶1 , 也有人认为 COD可高至 300。适

量的碳源对细菌的生长和活性是决定性的条件 , 但

碳源浓度增加应有限度 , 超过限度微生物的生长率

就会下降 , 这一影响通常称为基质抑制 , 碳水化合

物基质抑制的浓度为 100～150 g·L - 1 [40 ]。

从污水处理的另一目标———脱氮角度看 , 甲烷

的生物合成和氮素的固定是产甲烷菌独特的代谢过
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程[41 ]。Kunna 认为较高的碳氮比将有利于异化性

硝酸盐还原反应的发生 , 当进水 COD/ N 小于 53

时 , 反硝化最终产物以 N2为主 , 而 COD/ N 大于

53时 , 则有较大量的氨氮合成[ 42 ]。同时 , 还有研

究认为 : 以葡萄糖为碳源有利于硝酸盐还原为氨

氮 , 而以 V FA之类的碳源则有利于进行硝酸盐反

硝化为氮气的过程[ 43 - 45 ]。因此 , 还可以通过调节

C源及 C/ N比例 , 实现脱氮的目的。

31313　p H 值对产甲烷菌的影响 　厌氧微生物的

生命活动、物质代谢与 p H 值有密切关系 , p H 值

的变化直接影响着消化过程和消化产物 , 不同的微

生物要求不同的 p H值。颗粒污泥利用不同底物时

的生长适应 p H范围不同 , 一般认为 , 反应器内的

p H值应保持为 712～716。对于以碳水化合物为主

的废水 , 进水碱度与 COD 之比大于 1 ∶3 是必要

的 , 但对于含量较高有机氮和硫酸盐的废水 , 碱度

的控制方式有所不同。陆正禹等[46 ]研究链霉素废

水的启动过程中发现 , 控制出水的碱度在 1 000

mg·L - 1 CaCO3以上能成功地培养出颗粒污泥 ,

颗粒污泥成熟以后 , 对进水的碱度要求并不高 , 可

以不投或少投纯碱。适量惰性物如 Ca2 + 、Mg2 +和

CO2 -
3 、SO2 -

4 等离子的存在 , 能够促进颗粒污泥初

成体的聚集和粘结。

31314　毒性物质控制与菌种驯化 　处理工业废水

时 , 通常含有某种有毒有机物对产甲烷菌的生长造

成毒害 , 致使厌氧消化失败。在厌氧处理中 , 硫酸

盐还原细菌以氢、乙酸、乳酸等为电子供体 , 以

SO2 -
4 为末端电子受体 , 将其还原为 S2 - 的厌氧反

应称其为硫酸盐还原作用。由于硫酸盐还原细菌和

产甲烷细菌都可利用这些基质 , 而且硫化物对产甲

烷细菌具有毒害作用[47 ] , 因此普遍认为 , 硫酸盐

还原作用影响产甲烷作用的进行。然而 , 各研究者

的结论不尽相同 , 包括对于硫酸盐对产甲烷菌的致

害浓度存在较大争议。Karhadkar 等[ 48 ]指出硫化

物对产甲烷菌有抑制作用 , 但经过驯化 , 产甲烷菌

可提高对硫化物的抵抗力。Parking等[ 49 ]认为硫化

氢对未经驯化的产甲烷菌的致害浓度为 50

mg·L - 1。Isa等[50 ]的研究表明硫化物对产甲烷菌

的致害浓度从未经驯化时的 20 mg·L - 1提高到驯
化后的 500 mg·L - 1 , 这可能是由于甲烷八叠球菌

基因组中含有大量表面蛋白基因 , 可以形成具有保

护作用的荚膜 , 通过驯化后 , 能提高产甲烷菌对不

良因素的抵抗能力。

3　结　语

产甲烷菌是厌氧消化过程中最后一个环节 , 并

在污水处理与产甲烷的过程中起着重要作用 , 因

此 , 产甲烷菌的研究成为环境微生物研究的焦点之

一。从产甲烷菌代谢机理、生理生化特征及其在厌

氧消化中应用研究结果分析 , 说明产甲烷菌在碳循

环中具有独特的作用 , 它能使污水中无法利用的碳

源转化成甲烷 , 既可生产清洁能源 , 又可实现污水

中污染物减量化 ; 同时 , 其代谢产物对病原菌和病

虫卵具有抑制和杀伤作用 , 可实现农业生产、生活

污水无害化 , 因此 , 产甲烷菌及其厌氧消化工艺技

术在工农业生产产生的有机废水和城镇生活污水处

理方面具有广阔的应用前景。
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