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摘 要: 巴氏德醋杆菌( Acetobacter pastcurianum) 在低温沼气发酵过程中能够提高牛羊粪沼气产量，同时也可增加

发酵残渣纤维素含量。为探究其在低温沼气发酵过程中的作用，使用荧光定量 PCＲ 的方法对不同处理发酵过程中

添加的巴氏德醋杆菌( Acetobacter pastcurianum) 进行定量分析。试验结果表明，巴氏德醋杆菌( Acetobacter pastcuria-
num) 质粒标准曲线方程为 y = － 3． 024x + 30． 73，误差为 0． 0680。处理 2、4、7 中巴氏德醋杆菌( Acetobacter pastcuria-
num) 基因拷贝数分别为 1． 83 fg·μL －1、33． 77 fg·μL －1和 31． 93 fg·μL －1，巴氏德醋杆菌( Acetobacter pastcurianum) 基

因拷贝数分别比对照组高出 90%、54%和 45． 6%，且 3 个处理的产气量也相对较高。建立低温沼气发酵中添加巴

氏德醋杆菌的荧光定量检测体系，可以更加快速灵敏地进行添加菌的相关性变化规律分析，为北方地区冬季低温

沼气发酵促进菌剂的筛选奠定相关理论基础。
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Abstract: In low temperature biogas fermentation process，Acetobacter pastcurianum can effectively increase biogas pro-
duction of cattle and sheep manure，as well as cellulose content of biogas fermentation residue． In order to explore its role
in low-temperature biogas fermentation，fluorescence quantitative PCＲ was used to quantitatively analyze Acetobacter pas-
teurianum added in the process of low-temperature fermentation under different treatment conditions in this paper． The re-
sults showed that the equation of standard curve is y = － 3． 024x + 30． 73 with an error of 0． 0680． The concentrations of
16S rDNA of Acetobacter pastcurianum were 41． 83 fg·μL －1，33． 77 fg·μL －1 and 31． 93 fg·μL －1 in the sample 2，4 and 7
respectively． The copy number of Acetobacter pastcurianum gene was 90%，54% and 45． 6% higher than that of the control
group，respectively，and the gas production of the three treatments was relatively high． Establishing the detection system by
real-time fluorescent quantitative PCＲ can quickly and sensitively quantify Acetobacter pastcurianum more in low-tempera-
ture biogas fermentation，meanwhile determine the relevance between the bacteria and gas production． It may lay a theoreti-
cal foundation on the screening of microbial inoculums for low temperature biogas fermentation in northern China．
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沼气发酵过程中维持产气盛期的条件是厌氧产

酸、厌氧氨化和产甲烷细菌的快速增殖以及相互协

调生长。沼气发酵初期，由厌氧和兼性厌氧的水解

细菌或发酵细菌将纤维素、淀粉等水解成单糖，进一
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步形成丙酮; 将蛋白质水解成氨基酸，再进一步形成

有机酸的氨; 将脂类水解为甘油和脂肪酸，进一步形

成乙酸、丙酸、丁酸、乙醇等; 接下来，由产氢产乙酸

细菌利用第 1 阶段合成的有机酸，氧化分解成乙酸

和分子氢; 最后再由严格厌氧的产甲烷细菌群完成。
醋酸菌( acetic acid bacteria，AAB) 是一类严格好氧

的革兰氏阴性细菌。醋酸菌常见于气候温暖、空气

湿润的区域。1898 年 Beijerinck［1］确定了醋杆菌属

具有氧化 乙 醇 生 成 乙 酸 的 能 力。巴 氏 德 醋 杆 菌

( Acetobacter pastcurianum，AP) 能够在低温条件下提

高牛羊粪沼气产量，同时也可增加沼气发酵残渣纤

维素含量。研究低温沼气发酵过程中 AP 菌 16S
rDNA 基因的拷贝数，对低温沼气发酵过程中产甲

烷阶段有重要的指导意义。前人通过传统的分离培

养的方法一般不能全面准确地了解沼气发酵微生

物。对于其在低温条件下外源添加剂促进沼气发酵

的研究比较缺乏。现已报道的微生物分子生物学技

术有 ＲFLP 技术、AＲDAＲ 技术和 PCＲ-DGGE 技术

等［2 － 4］。荧光定量 PCＲ 技术是以 PCＲ 技术 ( 指聚

合酶链式 反应技术) 为基础，将荧光能量传递技术

融入到了 PCＲ 仪器的应用中，利用反应体系中荧光

染料或荧光基因的显示，观测模板浓度变化，借此实

现对未知模板浓度的预测。该技术实现了对 PCＲ
的优化和提升，既解决了 PCＲ 污染环境的问题，同

时也提升了其特异性和自动化水平［5 － 6］。唐凤［7］等

利用实时荧光定量 PCＲ 技术建立了乌鲁木齐 10 号

冷泉泉水细菌群落的定量分析体系。王彦伟［8］等

利用 DGGE 及 Ｒeal-Time PCＲ 技术对不同地区低温

沼气池中沼泥行进发酵前期、后期产甲烷古菌群落

变化进行了研究。本研究利用这些技术可以研究发

现沼气发酵过程中不同阶段产甲烷微生物群落的种

类随着料液浓度和 pH 值变化的规律。本文应用实

时荧光定量 PCＲ 技术，对低温下( 15℃ ) 牛粪沼气反

应器中添加的 AP 菌发酵样品进行定量分析，为低

温沼气过程中添加促进菌剂的相关作用奠定理论基

础。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

1． 1． 1 培养基制备

( 1) FC2 液体培养基制备称取酵母膏 2． 5 g，蛋

白胨 1． 5 g，Na2HPO3 1． 0 g，蔗糖 10 g，置于 1． 0 L 的

三角烧瓶中，加去离子水 500 mL，调至 pH 值为 7． 0

左右，高压灭菌，备用。
( 2) 实验室自筛菌株液体培养基制备: 将 AP 菌

在无菌操作台接种于已经灭菌后的 FC2 液体培养

基中，120 rpm，30℃培养 24 h，备用。
1． 1． 2 实验药品与仪器

酵母膏，蛋白胨，Na2HPO3，蔗糖，2 × Taq PCＲ
MasterMix，罗氏荧光定量试剂盒，所用水为去离子

水。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 试验设计

称取自然晾干，粉碎后的牛粪 240 g 分别装于 2
L 发酵瓶中，再分别加入自筛促进菌剂配伍，按照以

下配伍添加: 配伍 I( 1 g 固体 ZHC) ; 配伍 II( 5 g 固

体 ZHC) ; 配伍 III( 2． 0 g 固体酱渣 + Fe3 + ∶ Ni2 + 0． 1
∶ 0． 02 mg·L －1 ) ; 配伍Ⅳ( 5 mL 液体 ZHC 菌) ; 配伍

Ⅴ( Fe3 + ∶ Ni2 + 0． 1∶ 0． 02 mg·L －1 ) ，配伍Ⅵ( 1 mL 液

体 ZHC 菌 + Fe3 + ∶ Ni2 + 0． 1∶ 0． 02 mg·L －1 ) ，配伍 VII
( 5 mL 液体 ZHC 菌 + Fe3 + ∶ Ni2 + 0． 1∶ 0． 02 mg·L －1 )

最后加水至 1500 g，混匀，连接集气装置，制备模拟

沼气发酵罐，置于 15 ℃恒温培养，CK1 为 15℃空白

对照( 不添加任何外源物) ，CK2 为 30℃ 空白对照

( 不添加任何外源物) 。在发酵过程中，分别在发酵

第 0 天、30 天、60 天、180 天取 50 mL 发酵沼液样品

进行后续分析。本研究试验于新疆特殊环境微生物

重点实验室进行。
表 1 样品处理表

处理组 处理温度 菌剂的组成

1 15℃ 配伍 I

2 15℃ 配伍Ⅱ

3 15℃ 配伍Ⅲ

4 15℃ 配伍 IV

5 15℃ 配伍 V

6 15℃ 配伍 VI

7 15℃ 配伍 VII

CK1 15℃ ( 对照) 空白对照

CK2 30℃ ( 对照) 空白对照

1． 2． 2 日产气量的测定

产气量的测定采用液压原理，当反应装置的压

力过大时，会迫使装满水的容器中的水溶液移至到

另一空瓶中，每隔 24 h 测量量筒水的体积即为相对

日产气量，连续测量 180 d 以上。
1． 2． 3 总 DNA 的提取
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沼液总 DNA 提取方法参考张琳［9］等和陈竞［10］

等。
1． 2． 4 AP 菌荧光定量目标片段 PCＲ 分析及优化

分别以 AP 菌 16S rDNA 序列为模板，设计荧光

定量 PCＲ 引 物 分 别 为 AC5: CCTGGCTCATTACT-
GACG，AC4: AGCCCTGGTAAGGTTCTGC; 引物由上

海生物工程技术服务有限公司合成。
优化的 PCＲ 反应条件以及反应体系如下: 50

μL 的 体 系，24 μL PCＲ mix，23 μL dd H20，1 μL
DNA 模 板，引 物 1 μL ( F-primer 和 Ｒ-primerge 各

1μL) 。
反应程序为预变性 90 度，变性 94 度 10 s，退火

55 度 45 s，延伸 72 度 10 s，35 个循环。
1． 2． 5 AP 菌 16S rDNA 片段荧光定量 PCＲ 标准品

制备

将单一目标条带 DNA 进行切胶回收，用上海生

化有限公司的琼脂凝胶 DNA 回收试剂盒切胶回收。
回收得到的目标 PCＲ 产物使用上海生工提供的

DNA 克隆载体试剂盒进行 T 载体连接，然后用热激

法转化到感受态细胞( E． coli DH5α) 上，并涂布到含

有氨苄青霉素( AMP 0． 1 mg·mL －1 ) 的 LB 固体培养

基上。挑取阳性菌落进行 PCＲ 扩增，反应条件及体

系与 PCＲ 优化体系一致，1% 凝胶电泳检测，确定重

组质粒构建成功。挑取阳性菌落接种于含有氨苄青

霉素 ( AMP 0． 1 mg·mL －1 ) 的 LB 液 体 培 养 基 中

37 ℃振荡，培养过夜。使用上海生物工程公司质粒

提试剂盒进行质粒提取，并用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测。测定克隆子质粒的 OD( 260 nm) ，计算其拷

贝数，然后作梯度稀释，稀释的各浓度为: 100、10 －1、
10 －2、10 －3、10 －4、10 －5、10 －6，作为荧光定量 PCＲ 的

标准品。
1． 2． 6 样品 DNAAP 菌密度定量

用超微量微孔板分光光度计分别测定阳性重组

质粒于 260 nm 和 280 nm 处的吸光度，并计算重组

质粒的含量和纯度。将重组质粒进行 10 倍梯度稀

释。使用 20 μL 的实时定量 PCＲ 的反应体系: 1μL
模板 DNA，17μLSYBＲ Premix Ex Tap ( Light Cycler
480 试剂 盒 ) ，引 物 各 1μL。同 时 设 立 阴 性 对 照。
Ｒeal-Time PCＲ 定 量 扩 增 仪 型 号 为 Light Cycler
480II。

2 结果与分析

2． 1 产气量分析结果
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图 1 不同处理不同阶段产气量

由图 1 所示，在发酵 0 ～ 30 d 中，CK2 ( 30℃ ) 产

气量明显高于其他处理组，且 产 气 量 达 到 16990
mL; 在发酵 31 ～ 90 d 中，在 15℃ 培养条件下，明显

看出样品 2 ＞ 样品 7 ＞ 样品 4 ＞ 其他样品组，且产气

量分别为 6195 mL，6113 mL，5723 mL; 在发酵 180 d
内，在相同发酵条件下样品 7 总产气量最高，达到

13915 mL。
2． 2 沼液样品总 DNA 提取纯化结果

提取样品总 DNA 结果见图 2。提取 DNA 片段

大小约为 20 kb 以上，目标条带清晰，可进行下一步

实验。

20000 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 CK1 CK2

图 2 样品总 DNA 电泳图

2． 3 AP 菌目标条带的质粒制备

如图 3 所示，为 PUC19 + 引物 AC45 扩增条带

转化后所提质粒，可从大小上判断出 1、2、4、5、6、
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

图 3 巴氏德醋杆菌质粒电泳筛选结果
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10、11 号质粒为阳性克隆，随机挑取阳性质粒进行

PCＲ，其产物用琼脂糖电泳检测，阳性重组质粒经

PCＲ 后，得 到 245bp 的 条 带，反 应 条 件 及 体 系 与

PCＲ 优化体系一致，再次将所扩增的条带进行测序

验证，确定重组质粒构建成功，以备后续试验。
2． 4 不同处理样品总 DNA 巴氏德醋杆菌荧光条带

的 PCＲ 扩增优化结果

以纯化的样品总 DNA 为模板，进行巴氏德醋杆

菌荧光条带的 PCＲ 扩增，Maker 为 2000 bp，获得

PCＲ 产物约为 245 bp，与预计大小一致。经 0． 8%
琼脂糖凝胶电泳检测，与目的条带一致，可进行后续

Ｒeal-Time PCＲ 试验( 见图 4) 。

245 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 CK1 CK2

注: 其中 1 ～ 7 分别为添加配伍 I，配伍Ⅱ，配伍Ⅲ，配伍Ⅳ，配伍

Ⅴ，配伍Ⅵ和配伍 VII 样品，CK1 为 15℃ 空白对照，CK2 为 30℃

空白对照，Maker 为 2000 bp。

图 4 巴氏德醋杆菌荧光定量 PCＲ 产物优化电泳图

2． 5 AP 菌 16S rDNA 片段荧光定量 PCＲ 标准品制

备

测定阳性克隆子质粒的在 260 nm 下的 OD 值，

计算其拷贝数，然后作梯度稀释，选取稀释度为:

100、10 －1、10 －2、10 －3、10 －4、10 －5，作为标准样品进

行荧光定量 PCＲ 扩增，结果显示绘制的扩增曲线，

各样品平行间所测定的 Cp 差异 ＜ 0． 5 bp( Cp 值是

指在进行实时监测过程的荧光信号达到指数扩增时
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图 5 AP 菌的 Ｒeal-Time PCＲ 标准曲线

的循环周期数) ，说明样品平行间一致性较好，且每

个稀释梯度样品较分明，可信度较高。将标准品放

人荧光定量 PCＲ 体系中进行扩增，得标准曲线。回

归方程为 y = － 3． 024x + 30． 73，误差为 0． 0680 ( 见

图 5) 。
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图 6 AP 菌样品 DNA Ｒeal-Time PCＲ 扩增曲线图
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图 7 样品 DNA 溶解曲线图

巴氏德醋杆菌 ( Acetobacter pastcurianum) 样品

DNA Ｒeal-Time PCＲ 扩增，每个样品 DNA 做3 个重复，

Cp 值相近，表明重复性较好( 见图 6)。溶解曲线均为

单峰，进一步证明标准曲线的准确可靠( 见图 7)。
2． 6 不同处理样品 DNAAP 菌 16S rDNA 基因的拷

贝数结果

利用实时定量 PCＲ 的方法测定沼气发酵中 AP
菌的浓度，结果显示不同样品处理下，最高基因的拷

贝数( Conc) 为 1． 83 fg·μL －1。定量结果显示: 配伍

II( 5 g 固体 ZHC) 、配伍Ⅳ( 5 mL 液体 ZHC 菌) 和配

伍 VII( 5 mL 液体 ZHC 菌 + Fe3 + ∶ Ni2 + 0． 1 ∶ 0． 02
mg·L －1 ) 处理后，AP 菌的浓度较其他处理浓度较

高，Conc 分别为 41． 83 fg·μL －1、33． 77 fg·μL －1 和

31． 93 fg·μL －1，Conc 分别比 15℃对照组高出 90%、
54%和 45． 6% ( 见表 2) 。
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表 2 AP 菌的 Ｒeal-Time PCＲ 扩增定量结果

样品号 Cp 值 Conc / ( fg·μL －1 )

1 25． 86 24． 73

2 24． 37 41． 83

3 23． 99 30． 4

4 24． 86 33． 77

5 26． 08 23． 37

6 27． 64 20． 1

7 24． 46 31． 93

CK1( 15℃ ) 25． 01 21． 93

CK2( 30℃ ) 29． 23 24． 6

3 讨论

( 1) 在近年的研究中，细菌纤维素产生菌研究

最多、产量最高的细菌是产醋酸的 AP 菌，并且 AP
菌已经被作为细菌纤维素基础和应用研究的模拟微

生物［11 － 13］。目前，醋酸杆菌发酵生产纤维素的研究

仍然存在着许多的问题，但是具有较好的发展前景，

应当在后续的试验中，加强相关研究和探讨。
( 2) 沼气发酵过程中，主要分为 3 个阶段: 水解

和发酵阶段、产氢产乙酸阶段和产甲烷阶段。在沼

气发酵第 1 阶段水解和发酵阶段中，主要是使有机

物中的一些纤维素物质进行水解，给下一反应阶段

提供大量的发酵底物，而 AP 菌在这一阶段中，可以

产生大量的纤维素物质，为其提供大量的发酵底物，

使沼气发酵可以更加顺利快速地完成［14］。
( 3) 本试验中，在发酵 31 ～ 90 d 中，可以看出产

气量的大小是样品 2 ＞ 样品 7 ＞ 样品 4 ＞ 其他样品

组，同时这一阶段中，AP 菌 16S rDNA 基因拷贝数依

次为 41． 83 fg·μL －1、33． 77 fg·μL －1 和 31． 93
fg·μL －1，相较与其他处理组，AP 菌 16S rDNA 基因

拷贝数均较高，可以初步看出，在添加 AP 菌后，牛

粪低温沼气发酵过程中，AP 菌 16S rDNA 基因拷贝

数越高，则发酵产气量也越高。AP 菌具有氧化乙醇

生成乙酸的能力，为沼气发酵中期，产氢产乙酸细菌

利用第 1 阶段合成的有机酸，氧化分解成乙酸和分

子氢提供有力保障，具有一定的应用价值。

4 结论

利用实时荧光定量 PCＲ 技术监测添加 AP 菌的

数量变化，对后续的低温沼气发酵促进菌剂的研究

有着重要的意义。在后续的相关研究中结合其他分

子生物学方法可以更准确地研究沼气发酵中微生物

群落多样性的变化，为沼气发酵促进菌剂的筛选和

制备研究奠定理论基础，从而为北方地区冬季低温

沼气发酵促进菌剂的筛选奠定理论基础。
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