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摘   要：【背景】开发生物甲烷资源是减轻化石燃料供求紧张的有效措施，而秸秆类原料的预处理

及甲烷生产方法需要不断创新，从而进一步满足可持续发展。厌氧真菌与甲烷菌共培养能够通过

假根侵入及纤维降解酶双重预处理秸秆并生产甲烷，但目前全世界被报道的骆驼胃肠道来源的厌

氧真菌分离培养物仅有 1 株。【目的】从新疆准噶尔双峰驼瘤胃内容物中分离出新型厌氧真菌和甲

烷菌共培养物，研究其在降解秸秆并联合生产生物甲烷方面的应用潜力。【方法】采用 Hungate 滚

管纯化技术将从骆驼胃肠道中分离的厌氧真菌和甲烷菌共培养，对其进行形态学及分子学鉴定，

随后厌氧发酵 5 种底物(稻秸、芦苇、构树叶、苜蓿秆和草木樨)，研究产甲烷量、降解效果及主要

代谢产物等方面的特性。【结果】筛选到的共培养物中的厌氧真菌为 Oontomyces sp. CR1，甲烷菌

为 Methanobrevibacter sp. CR1。其在降解稻秸时表现出最高的木聚糖酶酶活力(21.64 IU/mL)及甲

烷产量(143.39 mL/g-DM)，甲烷生产特性较分离自其他动物宿主的厌氧真菌共培养物更优。【结论】

共培养厌氧真菌与甲烷菌菌株 CR1 是一种新型高效降解菌株资源，其在利用木质纤维素生物质生

产生物甲烷方面具有良好的应用前景。 
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Abstract: [Background] Exploiting biomethane resources is an effective way to alleviate the 
shortage of fossil fuel supply nowadays. At the same time, the methods of lignocellulosic 
biomass pretreatment and methane production need to be innovated for sustainable 
development. The co-cultivation of anaerobic fungi and methanogens enables dual pretreatment 
of lignocellulosic biomass and methane production by rhizoid invasion and fiber-degrading 
enzymes. However, only one culture of anaerobic fungi isolated from camel gut has been 
reported in the world. [Objective] To isolate and identify the novel co-culture of anaerobic 
fungus and methanogen from the rumen contents of Xinjiang Bactrian camels, and investigate 
its application potential in degrading lignocellulosic biomass and producing biomethane. 
[Methods] The co-culture of anaerobic fungus and methanogen was isolated by Hungate 
rolling-tube technique from camel gastrointestinal tract and then identified based on the 
morphological and molecular characteristics. Further, the biomethane production, degradation 
efficiency, and primary metabolites of the co-culure were determined by anaerobic fermentation 
with five substrates (rice straw, reed, Broussonetia papyrifera leaves, alfalfa stalk, and 
Melilotus officinalis). [Results] The co-culture CR1 of anaerobic fungus and methanogen was 
composed of Oontomyces sp. CR1 and Methanobrevibacter sp. CR1, which had high xylanase 
activity (21.64 IU/mL) and biomethane production (143.39 mL/g-DM) when degrading rice 
straw. Furthermore, CR1 had better methane production property than the anaerobic fungal 
co-cultures isolated from other animals. [Conclusion] The co-culture CR1 of anaerobic fungus 
and methanogen is a novel degrading strain with high efficiency, which has a promising 
application prospect in the production of biomethane from lignocellulosic biomass. 
Keywords: Bactrian camel; anaerobic fungi; co-cultures; methanogens; biomethane 
 

能源的合理开发利用对于社会可持续发展

至关重要。目前，化石燃料供求矛盾问题突

出，加快了人们探索开发清洁能源的脚步。生

物甲烷是清洁能源中的重要组成部分。其生产

既可以缓解能源短缺的问题，又可以解决我国

作为农业大国每年所废弃的各类秸秆。此外，

秸秆发酵后产生的沼渣还可用作优质肥料[1]。

然而，利用秸秆生产甲烷通常需要经过预处

理、糖化及厌氧发酵等几个关键步骤[2]，如何降

低生产成本并开发对环境友好的处理方法是亟

待解决的问题。 
目前，一些物理和化学预处理方法可以改

善秸秆的降解效果，从而提高甲烷生产效率。

蒸汽爆破、微波等物理方法可以有效预处理
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秸秆，但同时也会产生有毒物质，抑制厌氧发

酵 [3-4]。其他工艺如酸和碱预处理也被广泛使

用，但是化学预处理在很大程度上受到高能

耗、腐蚀设备及后续需要酸碱回收的限制[5]。

畜牧业是甲烷排放的重要来源，约占人为甲烷

排放的 40%[6]。收集草食动物排放的甲烷不切

实际，但是分离草食动物消化道中的共培养微

生物进行秸秆生物预处理并厌氧发酵生产甲烷

是一种值得尝试的方法[7]。 
骆驼作为新疆古老的畜种，具有耐旱耐粗

饲的特点 [8]。其中，较高的耐粗饲料能力取决

于骆驼瘤胃中独特的微生物群落。厌氧真菌是一

类存在于骆驼消化道内的微生物，具有很强的纤

维降解能力[9-10]。真菌基因组学研究显示，厌氧

真菌编码的碳水化合物活性酶活力比工业应用

中常见的里氏木霉和黑曲霉高 4倍以上[10]。甲烷

菌也广泛存在于草食动物消化道内，是一种严

格厌氧且以甲烷为终产物的古菌。氢营养型甲

烷菌可以利用厌氧真菌的代谢产物合成甲烷，

从而减轻氢气对厌氧真菌氢体的抑制作用，促

进氢体的代谢，进而提高厌氧真菌降解粗纤维

的能力 [11-12]。当厌氧真菌与甲烷菌共同培养

时，只需简单地与粗纤维共发酵就可以解决传

统工业生产中分阶段完成的预处理、糖化和发

酵任务[13]。但厌氧真菌极端厌氧的生命需求及

烦琐的分离培养条件阻碍了厌氧真菌纯培养及

共培养菌株的分离和纯化，目前，全球范围内

仅从骆驼胃肠道中分离出一株厌氧真菌并进行

了纯培养[14]。 
因此，基于厌氧真菌与甲烷菌共培养物可

以降解秸秆并生产甲烷的特性，本研究以新疆

准噶尔双峰驼瘤胃内容物为分离来源，尝试从

中分离出新型厌氧真菌和甲烷菌的共培养物，

并从底物降解及厌氧真菌代谢的角度解析骆驼

瘤胃内厌氧真菌共培养物生产甲烷的特性，从

而为微生物预处理秸秆及生产生物甲烷提供新

型高效降解菌株资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品采集与富集培养 

采集新疆吉木乃县 (47°00′N, 85°33′E)的
准噶尔双峰驼 5 g 新鲜瘤胃内容物接种至含有

1 mL 抗生素的 90 mL Medium C 培养基中。将

培养物在 39 °C 的恒温培养箱中静置培养，

每 3 天传代 1 次。在连续传代 3 次后，以真菌

生长(以稻秸漂浮在培养基中为标志)和甲烷产

生(通过气相色谱仪检测)作为证明，确保获得

厌氧真菌和甲烷菌的富集培养物[15]。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

培养基 Medium C 的配制参照 Theodorou
等[16]的方法。将培养基在连续通入 CO2 的条件

下装入 180 mL 血清瓶中。分装后，121 °C 灭

菌 20 min 备用。 
1 600 U/mL 的青霉素、2 000 U/mL 的链霉

素，新乡市华畜商贸有限公司；甲酸试剂盒，

Megazyme 股份有限公司；葡萄糖测定试剂盒

(葡萄糖氧化酶法)，上海荣盛生物药业有限公

司；DNeasy PowerPlant Pro Kit，凯杰生物工

程有限公司；乳酸 (LD)试剂盒、D-木糖试剂

盒，南京建成生物工程研究所。恒温培养箱，

上海跃进医疗器械有限公司；鼓风烘箱，上海

右一仪器有限公司；倒置显微镜，徕卡显微系

统有限公司；气相色谱仪，安捷伦科技有限公

司；pH 计，梅特勒托利多仪器有限公司；纤

维分析仪，安康科技有限公司；马弗炉，上海

一恒科学仪器有限公司。 
1.1.3  底物准备 

五种不同营养成分的木质纤维素底物分别为

稻秸(rice straw, RS)、芦苇(reed, RD)、苜蓿秆

(alfalfa stalk, AS)、构树叶(Broussonetia papyrifera 
leaves, BP)和草木樨(Melilotus officinalis, MO)，
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将底物收集后用蒸馏水冲洗 3 次，于鼓风烘箱中

65 °C 烘干，粉碎并通过 3 mm 筛，收集后密封在

室温条件下保存。 

1.2  方法 
1.2.1  富集分离 

在分离培养阶段，利用 Hungate 滚管法分

离纯化获得厌氧真菌和甲烷菌一对一共培养

物 [17]。具体步骤为：1 mL 的培养物接种到

9 mL 的厌氧稀释液(不含有无细胞瘤胃液和基

础培养基的复合培养基)中，稀释 2 次后，将

0.5 mL 稀释后的混合培养物接种到 10 mL 琼脂

培养基(添加 2%的琼脂，底物为纤维二糖的复

合培养基)后，在冰上快速滚管至液体凝固。

将凝固后的培养基在 39 °C 的恒温培养箱中静

置培养 3 d 后，挑取形态不同的单菌落至 9 mL
新鲜培养基中。分离培养步骤重复3次，直至琼

脂培养基上单菌落形态一致[18]。在分离后，将

培养物在添加 1% (质量体积分数)稻秸的培养

基中于 39 °C 的恒温培养箱中静置培养，每 3 天

传代 1 次。以真菌生长(以稻秸漂浮在培养基中

为标志)和甲烷产生(通过气相色谱仪检测)作为

证明，确保获得厌氧真菌和甲烷菌的一对一共

培养物[15]。 
1.2.2  形态特征鉴定 

厌氧真菌的鉴定根据朱伟云等[19]所描述的

方法。取培养 40 h 的培养物少许，滴至载玻片

上，在倒置显微镜上观察厌氧真菌的菌体、假

根、孢子囊和鞭毛，并拍照记录。 
1.2.3  分子学鉴定及系统发育分析 

取培养 40 h 的培养物 10 mL，于 12 000×g
离心 10 min，沉淀用 PBS 清洗后，于−20 °C 保

存 。 根 据 制 造 商 的 说 明 ， 使 用 DNeasy 
PowerPlant Pro Kit 从沉淀物中提取 DNA。厌

氧真菌的 PCR 扩增根据 Hanafy 等[20]的描述，

使用引物 ITS5 (5′-GGAAGTAAGTCGTAAGTA 
AGTAGG-3′)和 NL4 (5′-TCAACATTAAGCGTA 

GGTA-3′)靶向扩增 LSU rRNA 基因的 ITS1、
5.8S、ITS2 和 D1/D2 区域，PCR 产物长度约为

1 200−1 400 bp。PCR 反应体系(50 μL)：10×Taq 
Mix 5 μL，上、下游引物(4 μmol/L)各 2.5 μL，
gDNA (200 ng/μL) 0.5 μL，ddH2O 39.5 μL。PCR
反应条件：95 °C 5 min；95 °C 1 min，55 °C 
1 min，72 °C 2 min，40 个循环；72 °C 20 min。
琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。PCR 产物送往

南京擎科生物科技有限公司进行桑格测序。 
甲烷菌的 PCR 扩增根据黎印等 [21]的描

述，使用引物 86F (5′-GCTCAGTAACACGTG 
G-3′)和 1340R (5′-CGGTGTGT GCAAGGAG-3′)
靶向扩增甲烷菌 16S rRNA基因序列，PCR产物

长度约为 1 254 bp。PCR 反应体系(50 μL)：
10×Taq Mix 5 μL，上、下游引物(4 μmol/L)
各 2.5 μL，gDNA (200 ng/μL) 0.5μL，ddH2O 
39.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 
1 min，55 °C 1 min，72 °C 2 min，40 个循环；

72 °C 20 min。琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物

并测序。厌氧真菌和甲烷菌各自获得的序列与

NCBI 数据库中的序列进行比对并利用 MEGA 
11 软件进行多序列分析以及系统发育树构建。

所有原始序列均上传至 NCBI GenBank 数据库。 
1.3  甲烷生产特性解析 
1.3.1  试验设计 

准确称量 1 g 底物至 180 mL 血清瓶中，准

确分装 90 mL 培养基，共设置 5 个不同的处理

组(1 种厌氧真菌与甲烷菌共培养和 5 种底物)，
每组设置 4 个重复，并分别设置空白对照进行

产气矫正。随后在 39 °C 下静置培养 96 h。在发

酵的 12、24、32、40、48、60、72 和 96 h，使

用 pressure transducer technique (PTT)技术测量

顶空气体[22]，然后排尽气体。同时，连接一个

真空气袋收集产气以确定成分。收集 7 mL 培养

物发酵液用于 pH 的测定，同时收集 4 mL 培养物

发酵液并储存在−20 °C，用于乙醇、甲酸、乙
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酸和乳酸的分析。收集 2 mL 培养物发酵液并将

其储存在液氮中，用于 2 种降解酶酶活力分

析。剩余培养物在 10 000×g 条件下离心 10 min
后弃上清液，将剩余的底物用去离子水洗涤，在

鼓风干燥箱于 105 °C 干燥称重，计算干物质消失

率、纤维素降解率及半纤维素降解率。 
1.3.2  甲烷产量的测定 

甲烷产量的测定方法按照 Li 等[23]描述的

步骤，将真空气袋中收集到的气体用 5 mL 手

动进样针进样，使用安捷伦气相色谱仪进行测

定。熔断石英毛细管柱为色谱柱。 
1.3.3  pH 及酶活的测定 

在发酵终点时，从每个发酵瓶中吸取 7 mL
上清液，并用 pH 计进行 pH 的测定。 

按照 Li 等[23]的方法测定 2 种酶活力。以发

酵 96 h 的上清液为粗酶液，通过参考以不同浓度

的葡萄糖溶液所建立的标准曲线，计算发酵液

上清中所释放的葡萄糖含量，并计算羧甲基纤

维素酶酶活力(IU/mL)。以发酵 96 h 的上清液为

粗酶液，通过参考不同浓度的木糖溶液所建立

的标准曲线为准，计算发酵液上清释放的木糖

含量，并计算木聚糖酶酶活力(IU/mL)。 
1.3.4  干物质、中性洗涤纤维、酸性洗涤纤

维、纤维素、半纤维素及木质素的测定 
干物质的测定参考朱伟云等[19]的方法，将

发酵后的底物经去离子水洗涤后于鼓风干燥箱

中 105 °C 烘干至恒重，通过测定发酵前后底物

中的各组分含量来计算干物质消失率(digestibility 
of dry matter, DMD)、纤维素降解率及半纤维素降

解率。根据 van Soest 等[24]的方法，使用纤维分析

仪和马弗炉来测定发酵前后底物中的中性洗涤

纤维(neutral detergent fiber, NDF)、酸性洗涤纤

维(acid detergent fiber, ADF)、纤维素、半纤维

素以及木质素的含量。根据 Niu 等[25]的方法计

算纤维素和半纤维素含量。采用马艳艳等[26]的

方法计算底物发酵后各组分的消失率。 

1.3.5  还原糖、单糖以及主要代谢产物浓度的

测定 
按照 Li 等[7]的方法进行发酵液中还原糖浓

度的测定。使用检测试剂盒分别进行发酵液中

葡萄糖、木糖浓度的测定。 
按照 Shi 等[27]的方法进行乙酸及乙醇浓度

的测定。发酵上清液经过处理后，经自动进样

进入气相色谱仪进行乙酸和乙醇的测定。分别

使用甲酸试剂盒和乳酸试剂盒进行发酵液中甲

酸、乳酸浓度的测定。 
1.4  数据处理 

所有的实验数据在 Excel 2019 进行初步整

理，随后使用 SPSS 26.0 中的 One-Way AVONA
进行 Duncan 法多重分析，置信区间设定为

95%，数据为平均值±标准误的表示形式，并

使用 Prism 8 进行数据可视化。 

2  结果与分析 
2.1  共培养物中厌氧真菌及甲烷菌的鉴定 

为了筛选到具有粗纤维降解及甲烷生产功

能的新型共培养菌株，选择准噶尔双峰驼瘤胃

内容物作为共培养的分离来源。从中分离出的

厌氧真菌具有单中心菌体(图 1)，球形或椭圆

形孢子囊，具有丝状假根。游动孢子呈球形， 
 

 
 

图 1  厌氧真菌 CR1 的形态学鉴定 
Figure 1  Morphological characteristic of anaerobic 
fungus CR1. 
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单鞭毛状。在获得共培养物中厌氧真菌的测序

原始序列后，在 NCBI 数据库中进行了 BLAST
比对分析，并与目前已经分离鉴定的 20 个属

的厌氧真菌构建系统发育树(图 2)。结合该骆

驼来源的厌氧真菌的菌落形态、ITS1 序列及系

统发育分析，推断该菌株为 Oontomyces sp.，
并将其命名为 Oontomyces sp. CR1 (GenBank 登

录号为 ON514405)。 
 

 
 

图2  厌氧真菌Oontomyces sp. CR1基于 ITS1基因序列构建的系统发育树   统计支持率(来自1 000次重复)
显示为具有超过 50%引导支持的节点；括号内数字：菌株的 GenBank 登录号；分支处数字：Bootstrap
支持率；标尺：0.02 差异的分支长度 
Figure 2  Phylogenetic tree analysis of strain Oontomyces sp. CR1 based on ITS1 gene sequence homology. 
Bootstrap values (from 1 000 replicates) were shown for nodes with more than 50% bootstrap support; 
Numbers in brackets: GenBank accession number of the strain; Numbers in branch points: Percentages 
supported by bootstrap; Bar: 0.02 nucleotide divergence. 
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共培养物中甲烷菌 16S rRNA 基因通过

BLAST 比对发现，其序列与 Methanobrevibacter 
ruminantium CY4 的相似度最高(图 3)，属于甲

烷 短 杆 菌 (Methanobrevibacter sp.) 。 随 后 将

Methanobrevibacter sp. CR1的16S rRNA基因序列

提交至 GenBank 数据库(登录号为 ON514439)。 

2.2  共培养 CR1 的生长状态 
厌氧真菌的产气曲线是描述其生长状态以

及降解效果的重要指标。共培养 CR1 在 24–48 h
时生长速度最快(图 4A)，在 48 h 之后生长速率 

 

 
 

图 3  甲烷菌 Methanobrevibacter sp. CR1 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   统计支持率

(来自 1 000 次重复)显示为具有超过 50%引导支持的节点；括号内数字：菌株的 GenBank 登录号；分

支处数字：Bootstrap 支持率；标尺：0.02 差异的分支长度 
Figure 3  Phylogenetic tree analysis of strain Methanobrevibacter sp. CR1 based on 16S rRNA gene 
sequence homology. Bootstrap values (from 1 000 replicates) were shown for nodes with more than 50% 
bootstrap support; Numbers in brackets: GenBank accession number of the strain; Numbers in branch points: 
Percentages supported by bootstrap; Bar: 0.02 nucleotide divergence. 

 

 
 

图 4  不同底物条件下共培养 CR1 的产气和产甲烷特性   A：产气产量. B：甲烷产量 
Figure 4  Gas production and methanogenesis characteristics of co-culture CR1 under different substrate 
conditions. A: Gas production. B: Methane production. 
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逐渐变缓。当以稻秸为底物时生长速度最快且

产气量最高，其次是芦苇、苜蓿秆、草木樨以

及构树叶。甲烷产量曲线(图 4B)具有和产气量

相似的规律，当以稻秸为底物进行厌氧发酵时

具有最高的甲烷产量(表 1)，并且显著高于其他

组(P<0.05)。其中，稻秸组的总产气量是构树叶

组的 2.4 倍，总甲烷产量是构树叶组的 3.1 倍。 
2.3  共培养 CR1 的降解特性解析 

为了进一步探究共培养 CR1 对不同类型底

物的降解偏好，我们研究了 5 种底物在降解前

后的干物质变化以及结构变化。降解前稻秸组

的纤维素、半纤维素含量显著高于草木樨和构

树叶组 (P<0.05)，木质素含量显著低于草木

樨、苜蓿秆和芦苇组(P<0.05)，说明 5 种底物

的成分结构具有显著差异(表 2)。降解后，苜

蓿 秆 的 干 物 质 降 解 率 显 著 高 于 其 他 底 物

(P<0.05) (图 5A)，而稻秸的纤维素降解率以及

半纤维素降解率均显著高于其他底物(P<0.05) 

(图 5B、5C)。 
我们预测不同底物降解效果的差异是由共

培养 CR1 所分泌的各类纤维降解酶的差异造成

的，因此对上清液中 2 种分别代表纤维素降解

的羧甲基纤维素酶酶活力以及代表半纤维素

降解的木聚糖酶酶活力进行了检测(表 1)。结

果发现稻秸组的羧甲基纤维素酶酶活力以及木

聚糖酶酶活力均显著高于构树叶组(P<0.05)，
而且木聚糖酶酶活力是羧甲基纤维素酶酶活力

的 77 倍；纤维素和半纤维素降解率最低的构树

叶组，其 2 种酶活力也在所有实验组中最低。 

2.4  共培养 CR1 的糖化能力解析 
对于生物燃料生产，糖化(saccharification)

是继生物质预处理后的关键一步。因此，我们

进一步对共培养 CR1 发酵上清液中的总还原糖

浓度、代表纤维素的葡萄糖以及代表半纤维素

的木糖浓度进行了检测(图 6)。构树叶组的总

还原糖浓度、葡萄糖浓度以及木糖浓度显著低 
 

表 1  不同底物对共培养 CR1 产甲烷、酶活力及 pH 的影响 
Table 1  Effects of different substrates on methane production, enzyme activity and pH of co-culture CR1 
Substrate Gas production 

(mL) 
CH4 production 
(mL) 

CH4 production 
(mL/g-DM) 

CMCase  
(IU/mL) 

Xylanase  
(IU/mL) 

pH 

Reed 169.23±1.78b 37.82±0.73b 125.34±5.71a 0.27±0.02b 12.69±1.13b 6.42±0.05b
Broussonetia papyrifera leaves 83.40±0.80d 14.62±1.48e 86.85±7.08b 0.19±0.02c 3.73±0.13c 6.70±0.04a
Alfalfa stalk 153.00±15.44bc 32.91±1.54c 88.81±2.06b 0.33±0.01a 4.64±0.17c 6.44±0.03b
Melilotus officinalis 138.07±2.97c 25.59±1.03d 93.66±5.71b 0.25±0.01b 4.20±0.92c 6.48±0.04b
Rice straw 203.53±0.35a 45.74±1.40a 143.39±7.12a 0.28±0.02ab 21.64±0.12a 6.35±0.01c
同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Values in the same column with different lowercase letters mean significant difference (P<0.05). 

 
表 2  不同底物的营养成分组成 
Table 2  Profiles of nutrient composition of different substrates 
Substrate NDF (%) NDS (%) ADF (%) Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%)
Reed 80.09±2.41a 19.91±2.41b 56.44±2.63a 38.40±1.20a 23.64±0.22b 17.68±1.23b
Broussonetia papyrifera leaves 32.09±4.86b 67.91±4.86a 16.40±2.59c 11.55±1.45c 15.69±2.28c 4.14±0.86c
Alfalfa stalk 69.73±0.91a 30.27±0.91b 54.32±0.75a 40.87±0.74a 15.42±0.15c 12.64±0.20b
Melilotus officinalis 71.84±2.05a 28.17±2.05b 52.91±1.42b 38.48±0.45b 18.93±0.63b 13.52±0.94a
Rice straw 77.15±3.56a 22.85±3.56b 45.51±2.09b 39.68±1.42a 31.75±1.44a 4.57±0.53c
同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Values in the same column with different lowercase letters mean significant difference (P<0.05). 
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图 5  不同底物条件下共培养 CR1 的降解特性   A：干物质消失率. B：纤维素的降解率. C：半纤维

素降解率. 不同小写字母代表差异显著(P<0.05) 
Figure 5  Degradation properties of co-culture CR1 under different substrate conditions. A: DMD. B:  
Cellulose degradation rate. C: Hemicellulose degradation rate. Values with different lowercase letters mean 
significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 6  不同底物条件下共培养 CR1 的糖化特性   A：总还原糖. B：葡萄糖. C：木糖. 不同小写字母

代表差异显著(P<0.05) 
Figure 6  Saccharification properties of co-culture CR1 under different substrate conditions. A: Total 
reducing sugars. B: Glucose. C: Xylose. Values with different lowercase letters mean significant difference 
(P<0.05). 

 
于其他实验组(P<0.05)。苜蓿杆组的 3 种糖的

浓度均在所有实验组中最高。 
2.5  共培养 CR1 的其他代谢产物分析 

共培养 CR1 在降解秸秆生产甲烷的同时，

还会生成其他的代谢产物，而厌氧发酵前后上

清液中 pH 值的变化可以整体反映代谢产物的

积累情况。厌氧发酵后，构树叶组 pH 值最高

(表 1)，而稻秸组上清液的 pH 值从 6.80 下降至

6.35，显著低于其他底物组(P<0.05)。上清液中

各类有机酸的浓度与 pH 的结果相一致(图 7)，
乙酸在共培养CR1的 4种主要代谢产物中浓度最

高，其中稻秸组的乙酸浓度显著高于构树叶、

苜蓿秆及草木樨组(P<0.05)。构树叶和苜蓿杆组

的乳酸浓度显著高于芦苇组和稻秸组(P<0.05)。
甲酸浓度在苜蓿秆组中最高，而乙醇浓度在稻

秸组中最高。 
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图 7  不同底物条件下共培养 CR1 的主要水溶性代谢产物   A：甲酸. B：乙酸. C：乳酸. D：乙醇. 
不同小写字母代表差异显著(P<0.05) 
Figure 7  Primary water-soluble metabolites of co-culture CR1 under different substrate conditions. A: 
Formate. B: Acetate. C: Lactate. D: Ethanol. Different lowercase letters indigate significant difference 
(P<0.05). 

 

3  讨论与结论 
3.1  一株新型厌氧真菌与甲烷菌共培养菌

株的获得 
草食动物胃肠道中分离出的厌氧真菌与甲

烷菌共培养物被证明在甲烷、乙醇等清洁能源

生产中具有广阔的发展前景[7,27-28]。但目前从全

球各类环境中仅分离到 20 个属的厌氧真菌[29]，

据预测仅占到瘤胃内所有厌氧真菌菌属的一

半 [30]，这与大多数厌氧真菌菌株无法分离培养

或难以体外培养有关。本文首次从新疆准噶尔

双峰驼瘤胃内容物中分离出 Oontomyces sp.与 

Methanobrevibacter sp.的共培养菌株，填补了

目前天然 Oontomyces sp.共培养降解菌株资源

的空白。此前，第 1 株 Oontomyces sp.纯培养

菌株也是从骆驼胃肠道中分离得到[14]，这说明

Oontomyces sp.可能是骆驼瘤胃厌氧真菌微生

物群落中的优势菌属。Hanafy 等[20]研究发现，

厌氧真菌的属宿主偏好性很强，这为今后厌氧

真菌的分离提供了参考，即为了获得某个属的

厌氧真菌，其分离来源应尽可能和该厌氧真菌

第一次发现时保持一致。 
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3.2  高效产甲烷共培养菌株的效能比较 
通过与其他研究中“一对一”的厌氧真菌与

甲烷菌共培养物的产甲烷特性进行比较，发现

目前研究中共培养分离物里的甲烷菌均来自

Methanobrevibacter，但本研究获得的菌株在底

物降解、甲烷生产上均显著高于其他研究中获

得的菌株(表 3)，我们认为这种差异与厌氧真

菌的分离来源有关。从骆驼和牦牛瘤胃中分离

的 CR1 和 Yaktz1 表现出相对较高的产甲烷效

果 [31]，这暗示为了适应极端生境，这些特种动

物胃肠道中的微生物相比传统家畜具有更高效

的粗纤维降解效果。分离部位对产甲烷性能也

有很大影响，来自骆驼瘤胃内容物中的 CR1 产

生的甲烷量是粪便中分离的 Pecoramyces sp. N3
产甲烷量的 2.8 倍[17]。Xue 等[33]也发现，从骆

驼瘤胃中分离出的纯培养菌株比从骆驼粪便

中分离出的菌株具有更好的粗纤维降解效

果。这表明较粪便而言，胃肠道是分离更具生

产价值的厌氧真菌的更优选择。此外，本研究

中的共培养 CR1 在发酵稻秸产甲烷时，其性能

要高于其他底物。这可能是本研究主要使用稻

秸作为底物进行分离纯化工作所导致的结果。 
 

表 3  本研究与其他研究中木质纤维素底物生产甲烷的性能比较 
Table 3  Comparison of methanogenesis performance of lignocellulosic biomass in this study with other 
studies 
Co-culture of anaerobic  
fungi and methanogens 

Isolation source Incubation 
time (d) 

Substrate Methane production 
(mL/g-DM) 

Study 

Pecoramyces sp.  
F1+Methanobrevibacter  
thaueri CW 

Goat rumen fluid 4 Rice straw 49.50 [17] 
Wheat straw 52.59 
Maize stem 40.93 
Corncob 59.65 
Wheat bran 43.32 

Pecoramyces sp.  
N3+Methanobrevibacter sp.  
Z8 

Camel feces 4 Rice straw 50.11 [17] 
Wheat straw 49.23 
Maize stem 38.87 
Corncob 67.62 
Wheat bran 70.87 

Neocallimastix frontalis+ 
Methanobrevibacter  
ruminantium Yaktz1 

Yak rumen fluids 7 Wheat straw 76.32 [31] 
Corn stalk 83.70 
Rice straw 80.14 

Piromyces+ 
Methanobrevibacter  
ruminantium Yak-G18 

Yak rumen fluids 4 Wheat straw 32.31 [32] 
Corn stalk 33.33 
Rice straw 29.51 
Chinese wildrye 36.63 
Medicago sativa 29.00 

Pecoramyces sp.  
F1+Methanobrevibacter  
thaueri 

Goat rumen fluid 3 Corn leaf blade 56.63 [7] 
Corn stem pith 49.23 
Corn stem bark 67.98 

Oontomyces+ 
Methanobrevibacter  
CR1 

Camel rumen fluid 4 Rice straw 143.39 This study
Reed 125.34 
Alfalfa stalk 88.81 
Broussonetia papyrifera 
leaves 

86.85 

Melilotus officinalis 93.66 
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这也提示我们在今后的分离工作中应选择更多

种类的底物，以获得更多底物偏好的菌株。目

前尚无关于 Oontomyces sp.的基因组学报道，进

一步的比较基因组学研究将有助于揭示不同厌

氧真菌的降解机制以及编码的碳水化合物活性

酶基因的差异。 

3.3  厌氧真菌与甲烷菌共培养物的代谢

研究 
有研究表明，厌氧真菌与甲烷菌共培养物

对于纤维素的降解以及甲烷生产效果优于细菌

与甲烷菌共培养物[34]。这表明瘤胃内厌氧真菌

与甲烷菌存在更加亲密的互利共生关系，这也

是其在体外长期稳定共存的基础。虽然厌氧真

菌的种类会影响其代谢产物结构，本研究中获

得的共培养物代谢产物类型和比例与其他研

究 [10,12]基本保持一致。与本课题组之前从骆驼

胃肠道中分离的 Oontomyces sp.纯培养研究相

比[33]，本研究结果中的乙酸浓度提高了 30%，

这种现象在很多研究中已被证实是甲烷菌共存

提高厌氧真菌氢体代谢的标志[10,12]。一方面，

甲烷菌缓解了氢气对厌氧真菌氢体的抑制作用，

促进了厌氧真菌氢体内乙酸和 ATP 的产生[10]，

从而促进厌氧真菌编码的碳水化合物活性酶

基因的表达[35]，提高了厌氧真菌的粗纤维降解

效果；另一方面，甲烷菌可以利用厌氧真菌产

生的氢气生成甲烷并从中获得能量。此外，其

他研究发现当抑制共培养中厌氧真菌的活力，

即使在培养基中持续补充氢气也不能满足甲

烷菌的生长[23]，这说明厌氧真菌同时也为甲烷

菌提供了维持生命所需的其他营养物质。除种

间氢转移外的其他研究将有助于进一步揭示

厌氧真菌与甲烷菌之间“一对一”互利共生的

关系。 
本研究首次从骆驼瘤胃内容物中分离出

一种新型厌氧真菌 Oontomyces sp. CR1 与甲烷

菌 Methanobrevibacter sp. CR1 共培养物，并证

明其相较其他研究在甲烷转化上有着显著提升

效果。在后续的研究中将进一步扩大甲烷生产

体系，优化厌氧发酵过程中的各类条件并解析

厌氧真菌与甲烷菌之间的互利关系，从而进一

步提高共培养厌氧真菌与甲烷菌 CR1 利用木质

纤维素生物质生产生物甲烷的能力。 
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