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摘   要：【背景】电化学厌氧消化(electrochemical anaerobic digestion，EAD)系统的代谢途径由具备

不同功能的微生物所主导，其代谢通量与功能微生物丰度、活性及群落结构相关。【目的】探究

EAD 产甲烷代谢通量与微生物的关系。【方法】采用代谢通量分析(metabolic flux analysis，MFA)

方法，以 pH 为扰动因子得到微生物群落与产甲烷通量的响应关系。【结果】pH 7.5 扰动时产甲烷

通量最大为 0.398 4±0.029 3，较对照组(pH 6.9)的 0.297 4±0.012 7 和扰动组(pH 6.3)的 0.136 5±0.012 0

分别提高了 25%和 65%。另外，平均有 33.8%±3.1%的氢气(通量)用于还原二氧化碳产甲烷和乙酸，

平均有 21.0%±2.6%的乙酸(通量)转化为甲烷。此外，产甲烷通量与 Mariniphaga、Methanosaeta 和

Desulfomicrobium 的丰度呈正相关，与 Sedimentibacter 的丰度呈负相关且影响显著。【结论】在

EAD 产甲烷体系中产甲烷菌和产酸菌共存时，pH 值略大于 7.0 的环境有利于甲烷的生成，改变

EAD 体系的 pH 可有效调控代谢产物的通量，其通量大小受微生物丰度的影响较大。 

关键词：电化学厌氧消化；代谢通量；pH；微生物群落；甲烷  
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Exploring the relationship between methane flux and 
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by using pH as a disturbance factor 
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Abstract: [Background] The metabolic pathway of electrochemical anaerobic digestion (EAD) system 

is dominated by microorganisms with different functions, and the metabolic flux is related to the 

abundance, activity, and community structure of functional microorganisms. [Objective] To explore the 

relationship between methane flux and microorganisms in the EAD system. [Methods] We conducted 

the metabolic flux analysis by using pH as a disturbance factor. [Results] At pH 7.5, the maximum 

methane flux was 0.398 4±0.029 3, which was 25% and 65% higher than that 0.297 4±0.012 7 in the 

control group (pH 6.9) and that 0.136 5±0.012 0 in the disturbance group (pH 6.3), respectively. In 

addition, an average of 33.8%±3.1% of hydrogen (flux) was used to reduce carbon dioxide to produce 

methane and acetic acid, and an average of 21.0%±2.6% of acetic acid (flux) was converted into 

methane. The methane flux was positively correlated with the abundance of Mariniphaga, 

Methanosaeta, and Desulfomicrobium, while negatively correlated with that of Sedimentibacter. 

[Conclusion] In the EAD system with the coexistence of methane and acid-producing bacteria, a pH 

value slightly greater than 7.0 is conducive to the production of methane, and changing the pH value of 

the EAD system can regulate the metabolite flux by altering microbial abundance. 

Keywords: electrochemical anaerobic digestion; metabolic flux; pH; microbial community; methane 

电化学厌氧消化(electrochemical anaerobic 

digestion，EAD)的本质是电解辅助厌氧消化

(anaerobic digestion，AD)产甲烷[1]，其目的是

强化氢气还原二氧化碳途径，从而提高 AD 过

程的甲烷转化率[2]，目前已成为 AD 领域的热  

点[3-4]。在 EAD 代谢网络中，各代谢途径由不

同功能微生物所主导，其通量值与功能微生物

的丰度相关[5]，因此，可以通过代谢通量分析

和微生物分析的方法明确产甲烷代谢通量与微

生物之间的相互关系。  

代谢通量分析 (metabolic flux analysis，

MFA)是分析碳通量分布模式和最大化产品产

量(如有机酸、氨基酸、多糖和抗生素)的强有力

工具[6]，MFA 的应用被证明有助于更好地探究

微生物的新陈代谢[7]，为代谢工程分析代谢途

径、优化细胞培养基及设计和优化生物过程提

供分析方法。因 MFA 在拟稳态条件下分析，并

且微生物的生化代谢反应按化学计量和质量平

衡进行计算而被广泛应用[8]。MFA 技术已成功

应用于细胞代谢、生物制药、系统代谢能力的

分析。Huang 等[9]将 MFA 应用于负压发酵葡萄

糖代谢的表征，结果表明降低发酵压力可将乙

醇、丙酸和丁酸同时转化为乙酸，转化率分别

为 0.091、0.014 和 0.017 mol-醋酸/mol-葡萄糖。

Gonzalez-Garcia 等[10]曾在混合培养体系中研究

微生物降解葡萄糖制备氢气的方法，建立了较
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完整的代谢网络，并计算出代谢网络的通量值。

此外，赵学明等[11]在国内首次采用 MFA 方法对

厌氧消化过程进行通量研究，获得了黄原胶产

胶期的通量分布并得到产率与呼吸熵之间的关

系。在代谢通量研究中，MFA 技术可对体系在

环境扰动后的代谢能力做出预测，能明确代谢

产物的流量和流向[12]。 

pH 是保证 EAD 系统正常运行的关键因子，

但不同功能的微生物仅在适合的 pH 范围内才

能正常生长代谢[13]，如多数产甲烷菌适合的 pH

值范围是 7.14−8.20，并且 pH 值在 7.8 时活性

最高[14]。典型的例子是，Zhang 等[15]证实了发

酵液 pH 值为 7.0 以上时最有利于微生物的合成

代谢，并且微生物对 pH 的变化较为敏感。本

研究旨在以葡萄糖为底物，以 pH 为扰动因子，

采用代谢通量分析的方法建立混合培养的 EAD

产甲烷代谢模型，阐释 pH 扰动对功能微生物

的应激反应和关键代谢产物的净生成速率的影

响，进而探究 EAD 产甲烷代谢通量与微生物之

间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
实验采用以猪粪为底物驯化 3 个月后的

厌氧活性污泥为接种物。经测定，pH 值为 7.85，

总固体为 16.11%，挥发性固体为 7.93%。 

1.2  EAD 实验装置 
EAD 反应器为有机玻璃制成的圆柱形单室

反应器，主要由发酵瓶、排水集气装置、电极、

电源、磁力搅拌器等部分组成，如图 1 所示。

反应器有效容积为 400 mL，阳极为石墨电极 

(30 mm×30 mm×2 mm) ，阴极为纯铂电极    

(30 mm×30 mm×0.2 mm)，电极间距为 3.0 cm 且

对称放置，并浸没于本体溶液中，采用饱和

Ag/AgCl 为参比电极与阳极和阴极构成三电极

测试体系。  

1.3  实验设计 
实验分为两个阶段，第一阶段为培养阶段，

即 EAD 启动并达到拟稳态阶段；第二阶段为

pH 扰动阶段。 

(1) 培养阶段 

初始培养条件为：电解电压为 1.0 V，初始

pH 值为 7.12，温度为 30 °C。实验启动时，在

反应器中接种 120 g 厌氧活性污泥、100 mL 缓

冲溶液和 10 mL 微量元素液(缓冲溶液和微量

元素液的配比参照文献[16])。底物葡萄糖加入

量为 1.0 g，控制浓度为 2.5 g/L。培养过程中反

应器均置于 30 °C 的恒温磁力搅拌器中。此后 

 

 
 
图 1  EAD 单池反应器 
Figure 1  EAD single cell reactor. 
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每当体系的 pH>7.0 时进行补料，每次补料量为

1.0 g 葡萄糖，在此条件下培养至拟稳态。 

(2) 扰动阶段 

扰动 pH 值分别为 6.3 和 7.5，对照组 pH

值为 6.9，每组设置 3 个平行实验。实验中以体

系达到拟稳态的各参数作为初态，体系是否达到

拟稳态通过电极电势、电流和 pH 的变化趋势来

判断，相关研究表明，当电势差维持在 600 mV

左右，pH 值在 7.0 附近变化且有电流产生时体

系已达到拟稳态[17-19]。随后加入 1.0 g 葡萄糖

运行 14 h 为终态(经 14 h 后 1.0 g 葡萄糖基本消

耗殆尽)；然后根据 EAD 代谢网络模型分析检

测网络中各代谢途径中的代谢产物(如甲酸、乙

酸、丙酸、丁酸、乳酸、丙酮酸、戊酸、己酸、

乙醇、丙醇、丁醇、CO2、CH4 和 H2)
[9,13]。 

1.4  主要试剂和仪器 
QIAamp DNA Mini Kit，上海北诺生物科技

有限公司；Ex Taq Enzyme、10×Ex Taq Buffer、

dNTP Mixture、BSA 和引物，生工生物工程(上海)

股份有限公司。宽屏无纸记录仪和数字万用表，

杭州联测自动化技术有限公司；气相色谱仪、不

锈钢填充色谱柱 TDX-01 (分析气体)、KB-FFAP

毛细管色谱柱(30.00 m×0.32 mm×0.25 μm) (分

析有机酸)、RB-WAX 毛细管色谱柱(30.00 m× 

0.53 mm×1.00 μm) (分析醇)，浙江福立分析仪器

有限公司；pH 计，上海精密科学仪器有限公司。  

1.5  分析方法 
(1) pH、电流和电压 

采用宽屏无纸记录仪记录电流和电压；采

用 pH 计，每 24 h 测量一次 pH 值；使用数字万

用表，每 24 h 测量一次电极电势。 

(2) 气体成分 

采用气相色谱仪检测气体成分。检测条件

为：检测器为热导检测器(thermal conductivity 

detector，TCD)，TCD 温度为 200 °C，柱温为

110 °C，载气为高纯氮，进样口温度为 200 °C，

进样量 200 μL。标准气体：CH4 55%，H2 3%，

CO2 15%，N2 余量。 

(3) 有机酸 

采用气相色谱仪检测挥发酸，检测器为氢

火焰检测器。具体检测方法如文献[20]所述。 

(4) 醇含量 

通过气相色谱仪测定样品的醇含量。检测条

件为：宽量程火焰离子检测器，载气为 N2，柱

箱初始温度为 60 °C，升温速度为 20 °C/min，进

样温度为 250 °C，进样量为 2 μL。 

(5) 构建 EAD 产甲烷代谢网络 

本研究采用代谢通量分析软件 (Cell Net 

Analyzer 2019.2)构建 EAD 产甲烷代谢模型并

计算相关代谢产物的净生成速率，表 1 为 EAD

产甲烷过程中的相关代谢反应式，这些反应式

在众多的研究中已得到证实[9,13,21-22]。 

(6) 16S rRNA 基因 

扰动结束后，使用 QIAamp DNA Mini Kit

提取微生物基因组 DNA，委托诺禾致源基因

公司进行测序分析。测序采用 Illumina MiSeq

技术进行，PCR 扩增区域为 16S rRNA 基因的

V3–V4 区域，所采用引物为 341F (5′-CCTAYG 

GGRBGCASCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACTAC 

NNGGGTATCTAAT-3′)。PCR 反应体系(50 μL)：

Ex Taq Enzyme (5 U/μL) 0.3 μL，10×Ex Taq 

Buffer 10 μL，dNTP Mixture 6 μL，BSA 0.6 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.6 μL，DNA 1 μL，

超纯水 30.9 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，共 27 个循环；

72 °C 10 min；4 °C 保持。 

采用 QIIME 拼接、处理与分析测序获得的

原始序列。采用 Trimmomatic-0.33 去除质量差

的序列，利用 Flash 软件合并所获得的 2 个 reads

集。最终，任何包含 2 个及以上的错配碱基、 
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表 1  EAD 产甲烷代谢途径的反应式 
Table 1  Reaction formula of EAD methanogenesis metabolic pathway 

No. Reaction formula No. Reaction formula 

R1 Glu+PEP=G6P+Pyr R20 Pyr+2H2O=Ace+CO2+3H2 

R2 NADH+Pyr=Lac+NAD R21 But+2H2O=2Ace+2H2+H+ 

R3 Pyr+NADH=NAD+For+AcCoA R22 Pyr=Pyr (ext) 

R4 2Fd+Pyr+CoA=CO2+AcCoA+2FdH R23 Eth+Pyr=Val (ext)+H2O 

R5 2Fd+NADH=2FdH+NAD R24 For=For (ext) 

R6 NADPH+NAD=NADH+NADP R25 CO2=CO2 (ext) 

R7 2NADH=H2+2NAD R26 CO2+4H2=CH4+2H2O 

R8 2FdH=H2+2Fd R27 H2=H2 (ext) 

R9 Lac=Lac (ext) R28 2AcCoA+H2=Pro (ext)+2CoA+CO2 

R10 Lac+NADH=Pyr+NAD R29 Ace=CO2+CH4 

R11 For=CO2+H2 R30 Ace=Ace (ext) 

R12 AcCoA+ADP+iP=ATP+Ace+CoA R31 Eth=Eth (ext) 

R13 AcCoA+2NADH=Eth+CoA+2NAD R32 But+Eth=Hex (ext)+H2O 

R14 2AcCoA+NADH=CoA+H2O+CroCoA+NAD R33 But=But (ext) 

R15 CroCoA+2Fd+NADH=ButCoA+2FdH+NAD R34 But+2NADH=But (ext)+CoA+2NAD 

R16 CroCoA+NADH=ButCoA+NAD R35 Pyr=Pyr (ext) 

R17 ButCoA+ADP+iP=But+ATP+CoA R36 CH4=CH4 (ext) 

R18 2CO2+4H2=Ace+2H2O R37 2H++2e–=H2 

R19 Eth+2H2O=4H++Ace   
Note: Glu: Glucose; PEP: Phosphoenolpyruvate; G6P: Glucose 6 phosphate; Pyr: Pyruvate; NADH: Reduced coenzyme I; 
NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide; Lac: Lactic acid; For: Formic acid; AcCoA: Acetyl coenzyme A; CoA: Coenzyme A; 
Fd: Ferredoxin; NADP: Oxidized coenzyme II; Ace: Acetic acid; Eth: Ethanol; CroCoA: Crotonyl-CoA; ButCoA: 
Butyryl-CoA; iP: PO4

–; But: Butyric acid; Val: Valeric acid; Hex: Hexanoic acid; Pro: Propionic acid; ext: Means extracellular. 

 
质量分值低于 20、包含模糊碱基、序列长度短于

200 bp 均被过滤掉。基于 OTU 来计算每个样品

的丰度信息，并对相似性 97%的 OTU 进行聚类分

析，采用 Mothur V.1.34.0 计算每个样本的 OTU。

此外，选取丰度前 20 的微生物基于 R 语言的

Psych、Pheatmap 和 Reshape2 包计算物种相对丰

度与代谢物之间的相关性和显著性，并通过 R 代

码输出物种相对丰度与代谢物之间的关系热图。 

2  结果与讨论 

2.1  关键代谢产物的变化特征  
根据 MFA 的原理实施扰动时要求体系达

到拟稳态。为判断体系是否达到拟稳态，实验

以电极电势、电流和 pH 的变化趋势来判断。

电极电势变化如图 2A 所示，随着 EAD 体系的

培养进程，阴极电势和阳极电势逐渐降低，而

电流和 pH 的变化呈锯齿形如图 2B 所示。培养

至 20 d 后电势差最终维持在(0.600±0.005) V，

pH 值在 6.8−7.2 范围内变化，电流平均值为     

3 mA，其原因与微生物在阳极表面的附着有关[19,23]。

培养阶段的电极电势、电流和 pH 的变化均在

EAD 体系正常运行的参数范围内[24]，表明 EAD

体系中阳极生物膜基本形成且微生物的生长代

谢达到动态平衡，已满足 MFA 的分析要求。 

扰动 14 h 后提取本体溶液进行代谢产物

检测并计算净生成速率，结果如表 2 所示。pH

扰动后丙酸、甲烷和氢气的净生成速率均发生

显著变化(P<0.01)，其中丙酸的净生成速率在

pH 值为 6.3 和 7.5 扰动时分别为 0.134 8±0.014 6

和 0.171 3±0.012 2，较对照组 (pH 6.9)的  
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图 2  培养阶段的电极电势、电流和 pH 随时间的变化曲线 
Figure 2  The change curve of electrode potential, current and pH value over time in the culture stage. 
 
表 2  pH 扰动下关键代谢物净生成速率 

Table 2  Net production rate of key metabolites under pH disturbance (mmol/(Lh)) 
Metabolites Experimental group 

Control group (pH 6.9) pH 6.3 negative disturbance pH 7.5 forward disturbance P value 

Glucose 1.127 4±0.015 4 1.127 4±0.007 9 1.127 4±0.001 8  

Formic acid 0.003 2±0.000 0 0.015 1±0.005 8 0.008 3±0.003 2 * 

Acetic acid 0.664 0±0.195 0 0.751 1±0.144 0 0.638 3±0.078 3  

Propionic acid 0.106 1±0.009 6 0.134 8±0.014 6 0.171 3±0.012 2 ** 

Butyric acid 0.418 0±0.033 5 0.495 2±0.030 3 0.428 6±0.026 1 * 

Lactic acid 0.010 7±0.004 6 0.018 8±0.003 1 0.014 0±0.006 7  

Pyruvate 0.015 6±0.003 7 0.037 6±0.018 6 0.028 1±0.004 2  

Valeric acid 0.023 0±0.010 7 0.026 9±0.013 9 0.021 9±0.0087   

Caproic acid 0.000 0±0.000 0 0.000 0±0.000 0  0.000 0±0.000 0  

Ethanol 0.017 3±0.001 4 0.019 7±0.006 1 0.006 3±0.001 8 * 

Propanol 0.000 0±0.000 0 0.000 0±0.000 0 0.000 0±0.000 0  

Butanol 0.000 0±0.000 0 0.000 0±0.000 0 0.000 0±0.000 0   

CO2 0.225 8±0.022 9 0.225 8±0.037 6  0.279 6±0.007 1  

CH4 0.297 4±0.012 7 0.136 5±0.012 0 0.398 4±0.029 3 ** 

H2 0.028 1±0.003 1 0.000 6±0.000 4  0.004 2±0.001 4 ** 

Note: *: P<0.05; **: P<0.01. 

 
0.106 1±0.009 6 分别提高了 27%和 61%。甲烷

的净生成速率在 pH 为 6.3 扰动时较对照组降

低了 53%，在 pH 值为 7.5 扰动时较对照组提

高了 35%；而氢气的净生成速率无论在 pH 正

向扰动还是负向扰动均降低，分别较对照组的

0.028 1±0.003 1 降低了 97%和 85%；此外，pH

扰动后甲酸、丁酸和乙醇的净生成速率也发生

了相应变化(P<0.05)。其本质是 EAD 体系在 pH

扰动后相关微生物做出不同响应，进而导致不

同功能微生物所控制的代谢途径的通量发生了

变化[25-26]，表明通过 pH 扰动可调控相关代谢物

的净生成速率。 
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2.2  EAD 代谢通量的变化特征 
根据代谢产物的净生成速率，通过代谢通

量分析软件(Cell Net Analyzer 2019.2)计算 EAD

产甲烷代谢通量分布信息，结果如图 3 所示，

EAD 产甲烷代谢途径包括氢还原二氧化碳途径

(R26)和乙酸转化途径(R29)。在扰动组 pH 值

为 6.3 和 7.5 及对照组 pH 值为 6.9 的条件下，

氢还原二氧化碳产甲烷分别占 43.9%、21.0%

和 36.9%，乙酸转化产甲烷分别占 56.1%、79.0%

和 63.1%，EAD 体系中的甲烷主要由乙酸转

化途径得到。此外，pH 值为 6.3 的扰动组中

产甲烷途径(R36)的通量仅为 0.136 5±0.012 0，

较对照组的 0.297 4±0.012 7 和 pH 7.5 扰动组的

0.398 4±0.029 3 分别降低了 54.1%和 65.7%。其

原因可能是 pH 值超出了产甲烷菌代谢的适宜

pH 值范围 7.14−8.20[27]，产甲烷菌活性受到酸抑

制，致使产甲烷通量低至 0.136 5，乙酸通量(R30)

升高至 0.751 1，有部分乙酸未被产甲烷菌代谢。 

在图 3 的 EAD 产氢和产乙酸途径中，数据

显示，pH 扰动后 NAD 和 NADH 平衡调节产氢

通量(R7)的平均值为 0.407 7，阴极产氢通量(R37)

的平均值为 2.78，是 R7 途径通量的 6.8 倍。因

此，平均有 85.5%的氢气由 EAD 阴极产生。特

殊的是，释放出体系外的氢气通量(R27)却接近

于零，其原因与耗氢节点有关[28]，产甲烷代谢

节点和产乙酸代谢节点均是关键的耗氢节点，

在这两个代谢节点处，pH 值为 6.3、6.9 和 7.5

时分别有 45.2%、34.9%和 13.0%的氢气(通量)

转化为乙酸(通量)，分别有 1.2%、4.2%和 3.0%

的氢气(通量)转化为甲烷(通量)。因此，在 EAD

中氢气还原二氧化碳产乙酸是主要的耗氢途

径，其通量受耗氢产乙酸菌和氢营养型产甲烷

菌丰度的影响[29]。乙酸可由 R12、R18、R19、

R20 和 R21 途径得到，pH 值为 6.3、6.9 和 7.5

时分别有 9.2%、22.5%和 33.2%的乙酸转化为

甲烷，仍约有 2/3 的乙酸累积在本体溶液中，

随 pH 正向扰动乙酸转化途径(R29)的通量渐

增，其原因与产甲烷菌的代谢活性增强有关[6]。

结果表明，在 EAD 中氢气、乙酸和甲烷通量间

的平衡关系受 pH 的影响，同时氢气转化为乙

酸或甲烷的再分配关系受 pH 和功能微生物代

谢活性及丰度的相互制约，因此，调控制约因

素的相互关系是控制目标产物净生成速率的重

要手段。 

2.3  微生物群落的变化特征 
在表 3 微生物样品分组信息中，A6.3、A6.9

和 A7.5 分别为 pH 6.3、pH 6.9 和 pH 7.5 的阳极

生物膜组，它们的 OTU 数目分别为 959、2 069

和 2 066 (图 4A)。B6.3、B6.9 和 B7.5 分别为 pH 

6.3、pH 6.9 和 pH 7.5 的本体溶液组，它们的

OTU 数目分别为 1 913、1 305 和 1 147 (图 4B)。

显然 pH 扰动下生物群落变化显著(P<0.05)，随

pH 正向扰动阳极生物膜物种越丰富，而本体溶

液中物种丰富度却减少，这种 OTU 的独特差异

归因于 EAD 中 pH 扰动对微生物群落的影响，

即“适者生存”。 

属水平的相对丰度如图 5 所示。三氯单胞

菌(Trichloromonas)、梭菌(Clostridium)、紫单胞

菌(Proteiniphilum)和单胞菌(Syntrophnmonas)为阳

极生物膜中的优势菌属，而毛球菌(Trichococcus)、

Clostridium、Proteiniphilum 和拟杆菌(DMER64)

为本体溶液中的优势菌属。数据显示，阳极生

物 膜 和 本 体 溶 液 中 优 势 菌 群 差 异 主 要 由

Trichloromonas 和 Trichococcus 的丰度引起。

Trichloromonas 仅在阳极生物膜上大量富集，而

本体溶液中的相对丰度约为零。丰度的变化与

代谢通量的关系如表 4 所示，阴极产氢通量

(R37)存在 pH 6.3 (2.927 0)>pH 7.5 (2.773 2)>pH 

6.9 (2.639 8)的关系，与 Trichloromonas 相对丰度

的 pH 6.3 (49.3%)>pH 7.5 (38.3%)>pH 6.9 (26.6%) 
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表 3  微生物样品分组信息 
Table 3  Grouping information of microbial samples 

Sample Anode biofilm Bulk solution 

End of training S BS 

pH 6.9 A6.9 B6.9 

pH 6.3 A6.3 B6.3 

pH 7.5 A7.5 B7.5 

的变化特征相一致，表明阴极产氢通量(R37)与

Trichloromonas 的相对丰度密切相关，因此推测

Trichloromonas 可能是与 EAD 阴极产氢通量相

关的特征微生物。 

乙酸是产甲烷的主要来源，产乙酸菌相对

丰度是影响产甲烷通量的关键因素[22,30]。以乙

酸为代谢节点，Proteiniphium、Clostridium 和 

 

 
 
图 4  阳极生物膜微生物(A)和发酵液微生物(B)的 OTU Venn 图 
Figure 4  The OTU Venn diagram of the anode biofilm microorganisms (A) and the fermentation broth 
microorganisms (B). 

 

 
 
图 5  微生物属水平的相对丰度 
Figure 5  Relative abundance at the level of microbial genera. 
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表 4  氢气通量(R37)与 Trichloromonas相对丰度

的变化特征 
Table 4  Variation characteristics of hydrogen flux 
(R37) and relative abundance of Trichloromonas 

Group Hydrogen flux 

(mmol/(Lh)) 

Trichloromonas 

relative abundance (%)

pH 6.3 2.927 0 49.3 

pH 6.9 2.639 8 26.6 

pH 7.5 2.773 2 38.3 

 
Trichococcus 是本体溶液中产乙酸相关的优势

菌属，其总相对丰度与总乙酸通量(R29+R30)

的关系如表 5 所示。总乙酸通量存在 pH 6.3 

(0.827 6)<pH 6.9 (0.831 4)<pH 7.5 (0.966 7)的关

系，与总相对丰度 pH 6.3 (35%)<pH 6.9 (37%)< 

pH 7.5 (40%)的变化特征相一致。然而在本体溶

液中并未检测到大量的产甲烷菌存在，产甲烷

菌丰度较小也导致体系中转化为甲烷的乙酸

通量较小，仅占总乙酸通量的 21.6% (平均

值)。此外，无论是阳极生物膜还是本体溶液

都存在梭菌属、甲烷鬃菌属、噬氢菌属和噬蛋

白菌属等。 

2.4  微生物丰度与代谢产物净生成速率的

关系 
如图6 所示，采用P<0.01 且相关系数大于0.6 或

小于 0.6 的数据进行讨论。甲烷鬃菌(Methanosaeta)、

脱硫弧菌(Desulfomicrobium)、海藻菌(Mariniphaga)

和沉积杆菌(Sedimentibacter)的相对丰度对产甲烷

通量有显著影响，其中甲烷通量与 Methanosaeta、

Desulfomicrobium、Mariniphaga 的相对丰度呈正 

 
表 5  乙酸通量(R29+R30)及其相关微生物 
Table 5  Acetic acid flux (R29+R30) and related 
microorganisms 

Group Acetic acid flux 

(mmol/(Lh)) 

Relative 

abundance (%) 

pH 6.3 0.827 6 35 

pH 6.9 0.831 4 37 

pH 7.5 0.966 7 40 

相关，与 Sedimentibacter 的丰度呈负相关。然而

产甲烷通量受代谢网络中乙酸通量及氢气通量等

多个代谢环节的影响[31]，乙酸通量与Proteiniphilum、

发酵单胞菌(Fermentimonas)、理研菌(Petrimonas)

和 Methanosaeta 的丰度呈正相关，但影响不

显著，乙酸通量多受产氢产乙酸菌或同型产乙

酸菌的影响。Trichococcus、Proteiniphilum、

Fermentimonas 、 Petrimonas 、 硬 毛 球 菌

(Fastidiosipila)、热杆菌(Turicibacter)、硫杆状

菌 (Thiobacillus)、噬氢菌 (Hydrogenophaga)、

Clostridium 和梭菌(Tuzzerella)的丰度对氢气通

量有显著影响，其中氢气通量与 Trichococcus、

Proteiniphilum、Fermentimonas 和 Petrimonas

的丰度呈正相关，与 Fastidiosipila、Turicibacter、

Thiobacillus、Hydrogenophaga、Clostridium 和

Tuzzerella 的丰度呈负相关，与氢气通量相关的

微生物多为如 Hydrogenophaga 和 Clostridilum

等电活性微生物[32-33]。数据表明不同微生物影

响不同代谢物的通量，其中影响产氢通量和产

乙酸通量的物种具有相似性，多为拟杆菌、梭

菌、假单胞菌和厚壁菌。 

3  结论 

在 EAD 中，甲烷的净生成速率在 pH 6.3

扰动时较对照组降低了 53%，在 pH 7.5 扰动时

较对照组提高了 35%。平均有 85.5%的氢气来

源于 EAD 阴极还原反应，而且平均有 31.0%的

氢气用于还原二氧化碳产乙酸，平均有 2.8%的

氢气用于还原二氧化碳产甲烷，平均有 66.1%

的甲烷由乙酸转化途径得到。此外，pH 值为 6.3

时，产甲烷菌活性受抑制是产甲烷通量低至 

0.136 5 的原因，而产甲烷菌的相对丰度较小致使

乙酸转化为甲烷的量仅占总乙酸通量的 21.6% 

(平均值)，Methanosaeta、Desulfomicrobium、

Mariniphaga和 Sedimentibacter的丰度对产甲烷 
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图 6  物种与代谢产物的相关性及显著性分析热图 
Figure 6  Correlation and significance analysis heatmap of species and metabolites. 

 
通 量 有 显 著 影 响 ， 其 中 产 甲 烷 通 量 与

Methanosaeta、Desulfomicrobium 和 Mariniphaga

的丰度呈正相关，与 Sedimentibacter 的丰度呈

负相关。然而影响产乙酸通量的微生物与影响

产氢气通量的微生物具有相似性。表明 EAD 体

系中产甲烷菌和产酸菌共存时 pH 值略大于 7.0

的环境有利于甲烷的生成且氢气的产生强化了

氢气还原二氧化碳产乙酸的途径。 
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