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摘 要：【目的】明确混合添加生物炭和 Fe3O4 介导的青稞秸秆厌氧消化产甲烷的最优工艺参数，

并探究混合添加生物炭和 Fe3O4 在木质纤维素类废弃物厌氧消化应用中的可行性。【方法】以青

稞秸秆为原料，通过单因素试验和响应面法对混合添加生物炭和 Fe3O4 介导的青稞秸秆厌氧消化

产甲烷工艺进行优化。利用宏基因组技术分析消化过程中的微生物群落结构和甲烷代谢途径。

【结果】经响应面模型验证试验得到最优工艺条件为：总固体含量 6.32%、生物炭与 Fe3O4 混合比

6.83:3.17、接种比(接种污泥与青稞秸秆挥发性固体量的比值) 2.51。在该条件下，基于挥发性固

体计算的累积甲烷产量实测值为 269.04 mL/g，与预测值(265.95 mL/g)的相对误差小于 5%，验证

了模型的有效性。该优化条件下的混合添加处理能显著提高青稞秸秆的产甲烷能力 (P<0.05)，

效果与化学预处理相当，同时提升了乙酸含量，并减少了丙酸和丁酸的积累。宏基因组分析显

示，拟杆菌门未分类属 (unclassified_Bacteroidota)、未分类细菌 (unclassified_Bacteria)、梭菌属

(Clostridium)、丝状杆菌属(Fibrobacter)等细菌类群，以及甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)、甲烷

丝菌属(Methanothrix)等乙酸营养型产甲烷菌的相对丰度增加，促进了乙酸的利用并强化了微生物

间的种间直接电子传递(direct interspecies electron transfer, DIET)。甲烷代谢途径分析表明，混合添

加生物炭和 Fe3O4 的消化系统强化了乙酸营养型产甲烷途径，从而提升了甲烷产量。【结论】响

应面法能较好地优化混合添加生物炭和 Fe3O4 介导的青稞秸秆厌氧消化产甲烷工艺。混合添加生

物炭和 Fe3O4 是一种高效且环境友好的木质纤维素类废弃物处理方法，有助于提升生物甲烷的

产量。
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Abstract: [Objective] To optimize the anaerobic digestion process for methane production of 
hulless barley straw with mixed addition of biochar and Fe3O4 and investigate the feasibility of 
mixed addition of biochar and Fe3O4 in the anaerobic digestion of lignocellulosic waste.[Methods] 
We employed single factor and response surface experiments to optimize the anaerobic digestion 
process for methane production of hulless barley straw with mixed addition of biochar and Fe3O4. 
Metagenomics was employed to analyze the microbial community structure and methane 
production pathway during digestion.[Results] The optimal digestion conditions were 6.32% total 
solids, biochar-to-Fe3O4 ratio of 6.83:3.17, and inoculation ratio (volatile solids ratio of inoculum 
to hulless barley straw) of 2.51. Under these conditions, the measured value of cumulative methane 
production based on volatile solids was 269.04 mL/g, with a relative error of less than 5% from the 
predicted value (265.95 mL/g), which indicated that the model was effective. The mixed addition 
treatment under the optimized conditions increased the methane production of hulless barley straw 
(P<0.05), with the effect comparable to that of the chemical pre-treatment. Meanwhile, the 
treatment increased the acetic acid content while reducing the accumulation of propionic and 
butyric acids. Metagenomic analysis showed increases in the relative abundance of bacterial taxa 
such as unclassified_Bacteroidota, unclassified_Bacteria, Clostridium, and Fibrobacter, as well as 
acetotrophic methanogens such as Methanosarcina and Methanothrix, which promoted the 
utilization of acetic acid and enhanced the direct interspecies electron transfer (DIET) between 
microorganisms. The mixed addition of biochar and Fe3O4 in the anaerobic digestion system 
enhanced the acetotrophic methanogenic pathway, thereby enhancing methane production.
[Conclusion] The response surface methodology can optimize the anaerobic digestion process for 
methane production of hulless barley straw with mixed addition of biochar and Fe3O4. The mixed 
addition of biochar and Fe3O4 enables efficient production of biomethane and environmentally 
friendly treatment of lignocellulosic waste.
Keywords: hulless barley straw; anaerobic digestion; biochar; Fe3O4; response surface methodology; 
metagenome; microbial community; methane production pathway
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随着能源危机的加剧和环境污染问题的日

益严峻，寻求可持续且环境友好的解决方案变

得至关重要。厌氧消化作为一种能够将有机固

废进行生物转化的技术，不仅能够减轻有机固

废对环境的压力，还能产生清洁能源[1]。青稞秸

秆作为青海省储量丰富且分布广泛的废弃物资

源，富含有机物质，是通过厌氧消化制备甲烷

的优质原料[2-3]。然而，秸秆等废弃物特有的木

质纤维素结构会阻碍底物的水解速度，从而影

响厌氧消化的效率[4]。因此，在消化之前通常需

要进行适当的预处理。虽然化学预处理是一种

常见选择，但可能引发环境污染，并增加回收

预处理试剂的成本[5]。因此，寻找一种经济环保

且高效的处理方法，以提升青稞秸秆的厌氧消

化效率成为当前研究的热点。

现阶段，导电材料因其成本低廉、易于获

取以及对环境的友好性，在提升厌氧消化性能

方面引起了广泛关注，尤其是碳基和铁基材料。

生物炭、活性炭等碳基材料，凭借其高比表面

积和多孔结构，能够有效吸附有机物，促进微

生物代谢活动，并增强微生物间的种间直接电

子传递(direct interspecies electron transfer, DIET)，

但其性能受热解温度的影响，进而影响甲烷产

率[6-8]。零价铁、氧化铁等铁基材料，则通过加

速有机物的分解、缓解系统抑制以及强化微生

物间的 DIET 等机制，提升厌氧消化性能[9-10]。

然而，铁基材料的高密度和潜在环境毒性可能

限制其在厌氧消化领域的广泛应用[11]。将碳基

和铁基材料混合使用，既能发挥两者各自优势，

又能减轻负面效应，从而进一步提高消化效率。

此外，这种混合策略还能减少导电材料的用量，

降低成本。Wang 等[12]研究表明，生物炭负载纳

米零价铁能显著提升食物垃圾厌氧消化的甲烷

产量，并避免丙酸的抑制效应。王欣姿等[13]发

现，生物炭负载纳米零价铁能提升厨余垃圾的

厌氧发酵性能并缩短延滞期。在食品垃圾厌氧

消化系统中添加纳米零价铁和改性生物炭，不

仅能有效解除系统抑制，还能避免纳米颗粒可

能带来的不利影响，同时减少添加剂用量[14]。

尽管如此，上述研究主要集中在混合添加量对

厌氧消化的影响上，而对于碳基和铁基材料混

合比的探讨仍不充分。Li 等[15]研究表明，混合

比对产甲烷性能也有一定影响，但这一重要因

素是否同样适用于青稞秸秆的厌氧消化过程，

目前尚不明确。

响应面法作为一种统计优化工具，在厌氧

消化领域得到了广泛应用，有助于探究不同参

数对甲烷产量的综合影响。除了碳基和铁基材

料混合比外，总固体含量和接种比等参数也是

影响甲烷产量的重要因素[16-17]。基于此，本研

究采用生物炭和 Fe3O4 作为添加剂，通过响应面

法优化试验设计，系统地研究了不同生物炭与

Fe3O4 混合比、总固体含量和接种比对青稞秸秆

累积甲烷产量的交互影响，从而优化混合添加

的工艺条件。同时，利用宏基因组技术探讨混

合添加生物炭和 Fe3O4 对厌氧消化过程中微生物

群落和代谢途径的影响，以期为青稞秸秆等木

质纤维素类废弃物厌氧消化的稳定高效运行提

供理论支持。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

青稞秸秆取自青海大学农林科学院实验地。

自然风干后，剪碎至 0.5 cm 左右，并于阴凉通

风处保存备用。接种污泥取自青海知源特色农

业开发有限责任公司以羊粪为原料稳定运行的

农用沼气池。污泥取回后，经(37±0.5) ℃厌氧培

养 1−2 周，直至不再产气，以减小背景甲烷产

量。发酵原料及接种污泥的特性见表 1。

生物炭购自上海谱智环境科技有限公司，
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纯度约为 90%；Fe3O4 购自上海麦克林生化科技

有限公司，纯度在 99% 以上。

1.2　试验设计

厌氧消化试验采用全自动甲烷潜力测试仪

MultiTalent 203 进行。该仪器主要由 3 部分组

成：发酵反应器、酸性气体吸附装置和多通道

微压超低流量测试装置。发酵反应器包括恒温

水浴锅、15 个 500 mL 发酵瓶和机械搅拌系统，

主要作用是为样品发酵提供受控环境，并实现

均匀混合。酸性气体吸附装置内装有 3 mol/L 的

NaOH 溶液，用于吸收消化过程中产生的 CO2

和 H2S 等酸性气体，仅允许 CH4 通过，并加入

pH 指示剂监控溶液的酸结合能力。多通道微压

超低流量测试装置基于液体位移和浮力原理监

测 CH4 体积，气体流经时产生数字脉冲，由嵌

入式数据采集系统记录和分析结果。在设定温

度为(37±0.5) ℃的恒温条件下，通过机械搅拌系

统每 3 min 自动搅拌 1 次，每次搅拌持续

0.5 min，以确保反应器内物料均匀混合。各处

理的物料添加总量为 400 g，并根据处理要求添

加接种污泥、青稞秸秆以及相应比例的生物炭

和 Fe3O4。整个发酵周期设定为 19 d，每个处理

均设置 3 组，记录数据。

1.2.1　单因素试验

在生物炭和 Fe3O4 混合添加量为 8% (基于

总固体)的基础上，固定生物炭与 Fe3O4 混合比

为 5:5、总固体含量为 6% 以及接种比(接种污泥

与青稞秸秆挥发性固体量的比值)为 2.5，设计

5 组不同生物炭与 Fe3O4 混合比，分别为 1:9、

3:7、5:5、7:3 和 9:1。同时，分别设置不同总固

体含量(2%、4%、6%、8%、10%)和不同接种比

(1.5、2.0、2.5、3.0、3.5)。

1.2.2　响应面试验

结合单因素试验结果确定中心值，以生物

炭与 Fe3O4 混合比、总固体含量和接种比 3 个因

素作为自变量，以青稞秸秆厌氧消化累积甲烷

产量为响应值，采用 Box-Behnken 法设计三因

素三水平的响应面优化试验。对应物料的添加

量见表 2。

1.2.3　对比验证试验

响应面优化完成后，对优化后的混合添加

生物炭和 Fe3O4 处理(记为 ZT)、单独添加生物炭

(Z)、单独添加 Fe3O4 (T)和未加任何导电材料的

处理(CK)进行对比验证试验，并采集各处理不

同时间的发酵液进行挥发性脂肪酸(volatile fatty 

acids, VFAs)测定。

1.3　试验指标测定

总固体(total solid, TS)和挥发性固体(volatile 

solid, VS)分别采用烘干法和灼烧法[18]测定；pH

采用 pH 计[华志(福建)电子科技有限公司]测定；

木质纤维素含量由纤维洗涤剂法[19]测定；VFAs

浓度采用气相色谱法[20]测定。在厌氧消化阶段，

利用全自动甲烷潜力测试仪以 24 h 为单位记录

甲烷产生量(以 VS 计)。

1.4　宏基因组分析

选取对比验证试验中的 ZT、Z、T 和 CK 

4 个处理作为研究对象，分别采集各处理消化前

期(第 4 天)和末期(第 19 天)的样品，共 8 个，于

−80 ℃保存备用。样品的基因组 DNA 采用的磁

珠法粪便基因组 DNA 提取试剂盒(北京百泰克

表1　原料与接种污泥特性

Table 1　Characteristics of raw materials and inoculum

Materials

Hulless barley straw

Inoculum

Total solids (%)

93.97±0.11

7.38±0.16

Volatile solids (%)

92.64±0.27

2.97±0.26

pH

−
7.48±0.42

Lignocellulose (%)

75.42±0.91

−

1745



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHANG Zhiwei et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(4)

生物技术有限公司)进行提取。宏基因组测序工

作由杭州联川生物技术股份有限公司完成，采

用 Illumina NovaSeq 6000 PE150 测序平台进行

高通量测序。测序数据经拼接、过滤、质量剪

切等优化处理后，得到的 reads 使用 MEGAHIT

进行组装成 contig 序列，通过 MetaGeneMark 预

测编码区域，形成 Unigenes 集。Unigenes 的蛋

白序列通过 Diamond 软件与 NR 数据库(http://

ncbi.nlm.nih.gov/)比对，进行物种注释，并与

KEGG 数据库(http://www.kegg.jp/)进行比对，获

取功能注释信息。

2　结果与讨论　结果与讨论

2.1　混合添加生物炭和 Fe3O4 的单因素

试验结果

由图 1A 可知，当总固体含量和接种比保持

不变时，青稞秸秆的累积甲烷产量随着混合添

加中生物炭占比的增加，呈现出先升高后降低

的趋势。在混合比达到 7:3 时，累积甲烷产量达

到峰值，为 229.93 mL/g。当生物炭与 Fe3O4 混

合比及接种比保持不变时，累积甲烷产量随着

总固体含量的增加，同样呈现出先升高后降低

的趋势。在总固体含量为 6% 时，积累甲烷 产

量达到最高值，为 239.55 mL/g (图 1B)。此外，

在生物炭与 Fe3O4 混合比和总固体含量保持不变

的情况下，累积甲烷产量在接种比为 2.5 时达到

最大值，为 216.65 mL/g (图 1C)。基于上述结

果，进一步明确了响应面的设计区间：生物炭

与 Fe3O4 混合比 (5:5、7:3、9:1)、总固体含量

(4%、6%、8%)和接种比(2.0、2.5、3.0)。

2.2　混合添加生物炭和 Fe3O4 的响应面

模型及方差分析

Box-Behnken 试验设计及其结果如表 3 所

示。将青稞秸秆厌氧消化累积甲烷产量(Y)设定

表2　各处理物料添加量

Table 2　Additions for each processed material

Treatment 
group

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

Inoculum
addition (mL)

179.92

359.84

190.70

381.41

186.24

372.48

186.24

372.48

269.88

286.05

269.88

286.05

279.36

279.36

279.36

279.36

279.36

Hulless barley straw 
addition (g)

2.89

5.78

2.04

4.08

2.39

4.78

2.39

4.78

4.33

3.06

4.33

3.06

3.59

3.59

3.59

3.59

3.59

Biochar
addition (g)

0.90

1.79

0.90

1.79

0.64

1.28

1.15

2.30

0.96

0.96

1.73

1.73

1.34

1.34

1.34

1.34

1.34

Fe3O4

addition (g)

0.38

0.77

0.38

0.77

0.64

1.28

0.13

0.26

0.96

0.96

0.19

0.19

0.58

0.58

0.58

0.58

0.58

Distilled water 
addition (mL)

217.20

34.38

207.26

14.51

211.37

22.73

211.37

22.73

125.79

110.88

125.79

110.88

117.05

117.05

117.05

117.05

117.05
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为响应值，生物炭与 Fe3O4 混合比(A)、总固体

含量(B)和接种比(C)作为自变量，建立拟合方

程。通过 Design-Expert 12 软件得到的二次回归

方程如下：

Y=265.06−4.45A+8.38B+3.41C−6.98AB−
8.59AC−17.81BC−34.31A2−27.20B2−32.43C2。

如表 4 所示，响应面模型极显著(P<0.000 1)，

失拟项不显著(P=0.432 3>0.05)，R2=0.993 0，F=

110.74，表明该模型能够对青稞秸秆的累积甲烷

产量进行有效分析与预测，并能反映各参数与

响应值之间的关系。由各因素的 P 值可知，A、

B、C 均为显著影响因素；AB、AC 交互效应显

表3　Box-Behnken试验设计及结果

Table 3　Box-Behnken design and test results

Runs

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

Factors

Biochar and Fe3O4 mixing ratio

7:3

7:3

7:3

7:3

5:5

5:5

9:1

9:1

5:5

5:5

9:1

9:1

7:3

7:3

7:3

7:3

7:3

Total solids content (%)

4

8

4

8

4

8

4

8

6

6

6

6

6

6

6

6

6

Inoculation ratio

2.0

2.0

3.0

3.0

2.5

2.5

2.5

2.5

2.0

3.0

2.0

3.0

2.5

2.5

2.5

2.5

2.5

Cumulative methane 
production (mL/g)

179.42

227.65

218.84

195.81

190.28

225.18

195.89

202.86

189.54

216.56

197.26

189.92

268.06

261.95

261.98

270.48

262.85

图1　不同因素对累积甲烷产量的影响。A：生物炭与Fe3O4混合比；B：总固体含量；C：接种比。

Figure 1　Effect of different factors on cumulative methane production. A: Biochar and Fe3O4 mixing ratio; B: 

Total solids content; C: Inoculation ratio.
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著，BC 交互效应极显著；A2、B2、C2 的曲面效

应均极显著。由各参数的 F 值可知，各因素对

累积甲烷产量的整体影响程度依次为：总固体

含量>生物炭与 Fe3O4 混合比>接种比。

2.3　混合添加生物炭和 Fe3O4 的响应面

优化分析

如图 2A 所示，当接种比保持不变时，累积

甲烷产量随着生物炭与 Fe3O4 混合比及总固体含

量的增加呈现出先升高后降低的趋势。生物炭

与 Fe3O4 混合比对甲烷产量具有显著的调节效

应。在生物炭占比较高的情况下，其高比表面

积和多孔结构有利于微生物的附着以及反应界

面的扩展，从而促进甲烷的生成[6]；而总固体含

量作为一个关键的影响因素，直接关系到反应

体系中底物的浓度和微生物的代谢活动[17]。同

时，接种比与生物炭和 Fe3O4 混合比之间存在交

互作用，共同影响甲烷产量(图 2B)。当总固体

含量保持不变时，接种比和生物炭与 Fe3O4 的混

合比共同决定了甲烷产量，这说明在优化厌氧

消化工艺时，接种比也是一个不可忽视的因素。

此外，当生物炭与 Fe3O4 混合比固定时，累积甲

烷产量会随着总固体含量和接种比的增加而变

化，且总固体含量的变化对甲烷产量的影响更

为显著(图 2C)。

综上所述，总固体含量对累积甲烷产量的

影响较大，而生物炭与 Fe3O4 混合比在调节甲烷

产量方面起到了关键作用，这与表 4 的方差分

析结果一致。经响应面法优化后获得的青稞秸

秆厌氧消化最优工艺条件为：总固体含量

6.32%、生物炭与 Fe3O4 混合比 6.83:3.17、接种

比 2.51。

2.4　混合添加生物炭和 Fe3O4 的对比验

证结果

2.4.1　日产甲烷量和累积甲烷量

如图 3A 所示，在 19 d 的厌氧消化过程中，

各处理的日产甲烷量均呈现先升高后降低的趋

势，并在第 3−5 天出现产甲烷峰值。CK 处理的

产甲烷峰值出现在第 5 天，而添加导电材料的

各处理峰值均提前至第 3−4 天。特别是 ZT 处

理，其产甲烷峰值最早出现，且数值最高，达

表4　响应面模型的方差分析

Table 4　Variance analysis for the response surface model

Source of variation

Model

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

Residual

Lack of fit

Pure error

Cor total

Sum of squares

16 526.26

158.69

562.30

92.89

195.02

295.15

1 269.50

4 956.75

3 115.29

4 429.12

116.07

53.65

62.42

16 642.32

Degress of freedom

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

Mean squared

1 836.25

158.69

562.30

92.89

195.02

295.15

1 269.50

4 956.75

3 115.29

4 429.12

16.58

17.88

15.60

F-value

110.74

9.57

33.91

5.60

11.76

17.80

76.56

298.94

187.88

267.12

1.15

P-value

<0.000 1

0.017 5

0.000 6

0.049 8

0.011 0

0.003 9

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.432 3

Significance

**

*

**

*

*

**

**

**

**

**

R2=0.993 0; *: Significant influence (P<0.05); **: Extremely significant influence (P<0.01).
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到 137.94 mL/d，较 CK 处理提升了 108.37%。

如图 3B 所示，ZT 处理的累积甲烷产量平均值

为 269.04 mL/g，与预测值(265.95 mL/g)非常接

近，相对误差小于 5%，说明响应面模型有效。

同时，ZT 处理的累积甲烷产量显著高于 Z、T

和 CK 处 理 (P<0.05)， 分 别 提 高 了 41.94%、

43.89% 和 78.10%。这说明混合添加生物炭和

Fe3O4 具有明显的协同促进作用，有效提升了青

稞秸秆的甲烷产量。Luo 等[21]也发现，在食物

垃圾和污泥共消化系统中同时添加生物炭和

Fe3O4，甲烷产量比单独添加提高了 5.4% 以上。

Di 等[22]同样发现，生物炭负载纳米 Fe3O4 能有

效减轻鸡粪厌氧消化过程中高浓度氨氮的抑制

作用。此外，生物炭与 Fe3O4 的协同效应还体现

在增强系统电子传递能力方面[23]。

秸秆等木质纤维素类废弃物由于其复杂的

结构，在通过生物转化生成甲烷时可能会遇到

阻碍[24]。柳丽等[2]研究发现，使用 NaOH 处理

青稞秸秆可以显著提升其甲烷产量(P<0.05)。当

NaOH 浓度为 5%，预处理时间为 12 h，处理 35 d

图3　不同处理的甲烷产量。A：日产甲烷量；B：累积甲烷产量(不同小写字母代表组间显著差异，

P<0.05)。

Figure 3　Methane production in the different treatments. A: Daily methane production; B: Cumulative methane 

production (different lowercase letters indicate significant differences between treatments, P<0.05).

图2　各因素交互作用的响应面图。A：生物炭与Fe3O4混合比和总固体含量；B：生物炭与Fe3O4混合比和

接种比；C：总固体含量和接种比。

Figure 2　 Response surface plots of factor interactions. A: Biochar and Fe3O4 mixing ratio and total solids 

content; B: Biochar and Fe3O4 mixing ratio and inoculation ratio; C: Total solids content and inoculation ratio.
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时，获得了最高累积甲烷产量，为 250.03 mL/g。

同时，使用 KOH 和 NH3·H2O 联合预处理青稞

秸 秆 ， 在 第 19 天 时 的 累 积 甲 烷 产 量 为

268.43 mL/g[25]。这些结果与本研究中混合添加

生物炭和 Fe3O4 获得的累积甲烷产量相当，还

能有效避免使用化学试剂处理可能引起的环境

污染问题。此外，同时添加 Fe3O4 粉末和活性

炭粉末能够提升玉米秸秆的甲烷产量，并缩短

发酵周期[26]。Li 等[15]在研究混合添加 Fe3O4 和

生物炭对玉米秸秆与城市污泥共消化性能的影

响时也发现，混合添加不仅能够改善产甲烷性

能，还能减少添加剂的使用量，从而降低成本。

因此，混合添加生物炭和 Fe3O4 提供了一种高

效环保的木质纤维素类废弃物厌氧消化的处理

方法。

2.4.2　不同处理 VFAs 的动态变化

在厌氧消化的不同阶段，VFAs 的组成和浓

度会发生变化。在厌氧过程的初期，由于水解

和酸化作用的增强，系统中的大分子有机物被

分解并转化为乙酸、丙酸和丁酸等 VFAs。随着

消化过程的深入，产甲烷菌的活性逐渐提升，

消耗部分 VFAs，导致其浓度逐渐降低[27]。乙酸

作为 VFAs 中最主要的成分，是产甲烷菌的主要

碳源，其浓度对维持厌氧消化系统的稳定以及

提高甲烷产量具有决定性作用[28]。如图 4 所示，

4 个处理中，乙酸浓度随消化时间的变化呈现出

先增加后减少的趋势，并在第 4 天达到峰值。

其中，ZT 处理在整个消化过程中的乙酸含量均

较高，其次是 Z 和 T 处理，这 3 个处理的乙酸

含量均高于 CK 处理，说明添加导电材料，尤其

是将生物炭和 Fe3O4 混合添加，可以提高底物的

转化效率，增加乙酸的产量，进而提高甲烷的

产率[21,29]。通常，丙酸与丁酸的积累可能会对甲

烷的生成产生负面影响，导致甲烷产量下降[30]。

本研究中，各处理丙酸与丁酸浓度的变化趋势

与乙酸浓度相反。其中，CK 处理在整个消化过

程中丙酸与丁酸的浓度均较高，而 ZT 处理浓度

最低，表明混合添加生物炭和 Fe3O4 能够降低体

系中丙酸与丁酸的积累速率，有效避免酸抑制；

同时，这可能也促进了水解产物向乙酸的转化

过程，从而提升了甲烷产量[31]。此外，异丁酸、

异己酸、异戊酸、己酸、戊酸等其他 VFAs 在整

个过程中浓度较低，且导电材料对其浓度变化

的影响不大(图 4)。

图4　不同处理VFAs的动态变化

Figure 4　Variation of VFAs in the different treatments.
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2.5　混合添加生物炭和 Fe3O4 对微生物

群落的影响

如表 5 所示，宏基因组测序得到的原始序

列经过质控和修正后，混合添加生物炭和 Fe3O4

介导的青稞秸秆厌氧消化系统的 8 个样品共获

得约 5.41 亿条 reads 用于操作分类和功能分析。

微生物宏基因组共获得 2 352 411 条组装序列

(contigs)。根据宏基因组测序结果，细菌和古菌

构成了系统中主要的微生物类群，因此对细菌

和古菌在属水平上以相对丰度大于 1% 划分为优

势类群进行分析。除 others 外，细菌共获得

16 个类群，且群落分布在第 4 天的相对丰度比

第 19 天 更 高 ( 图 5A)。 拟 杆 菌 门 未 分 类 属

(unclassified_Bacteroidota) 和 未 分 类 细 菌

(unclassified_Bacteria)为最优势类群，相对丰度

总和超过了 20.83%，在 ZT 处理样品中更高。

两者均在有机物的分解中扮演重要角色，能够

参与分解多糖(如纤维素)、蛋白质和脂肪等有机

物转化为 VFAs 的过程[32-33]。芽孢杆菌门未分类

属 (unclassified_Bacillota)和梭菌属 (Clostridium)

为次优势类群，平均相对丰度分别为 4.40% 和

4.18%，在 ZT 处理样品中最高。两者均为芽孢

杆菌门成员，同样能将复杂有机物转化为

VFAs[34-35]。梭菌属还能通过 DIET 与产甲烷菌

相互作用，促进甲烷的产生[36]。在 ZT 处理样品

中，其平均相对丰度较 CK 提升了 149.07%。此

外，丝状杆菌属(Fibrobacter)作为专性厌氧的纤

维素分解菌，能够将纤维素分解为葡萄糖，并

进一步转化为 VFAs[37]。其在 ZT 处理样品中的

相对丰度同样最高。这说明混合添加生物炭和

Fe3O4 可以促进分解纤维素等复杂有机物的细菌

类群的富集，加快 VFAs 的生成速率并促进

DIET。

与细菌类似，古菌获得了 9 个类群 (除

others 外)，且在第 4 天的相对丰度较高(图 5B)。

其中，甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)和甲烷

丝菌属(Methanothrix)为最优势类群，两者丰度

总和占到了所有古菌类群的 36.96% 以上，在

ZT 和 Z 处理样品中相对丰度较高，尤其在 ZT

样品中达到最高，其在 ZT 中的平均相对丰度较

CK 提升了 26.19%。这 2 种古菌均为乙酸营养

型产甲烷菌，也参与 DIET[38-39]。通过向系统中

添加生物炭，特别是混合添加生物炭和 Fe3O4，

可以促进乙酸营养型产甲烷菌的富集，并强化

DIET，从而加速甲烷的生成[15,22]。然而，在

T 处理样品中，这 2 种古菌的相对丰度总和较

CK 有所下降，表明单独添加 Fe3O4 并未富集乙

酸营养型产甲烷菌。同时，甲烷袋状菌属

(Methanoculleus)和甲烷杆菌属(Methanobacterium)

的平均相对丰度分别仅为 3.24% 和 1.13%，尽管

不高，但在 T 处理样品中达到最高，较 CK 分

别提升了 106.53% 和 95.46%；而在 ZT 和 Z 处

理样品中相对丰度均有所下降。这 2 种古菌均

为氢营养型产甲烷菌，反映出混合添加生物炭

和 Fe3O4 并未富集氢营养型产甲烷菌，而单独添

加 Fe3O4 促进了氢营养型产甲烷菌的富集[40]。综

上所述，在青稞秸秆厌氧消化系统中，混合添

加生物炭和 Fe3O4 能够促进水解纤维素的细菌类

群和利用乙酸的产甲烷菌的富集，加速了乙酸

的利用并强化微生物间的 DIET，进而提高了甲

烷产量。

2.6　混合添加生物炭和 Fe3O4 对甲烷代

谢途径的影响

在厌氧消化前期，丙酮酸的转化过程对有

机物的水解酸化至关重要。如图 6A 所示，乙酰

辅酶 A 羧化酶(EC: 6.4.1.2)是这一过程中的关键

酶，能够将丙酮酸转化为乙酰辅酶 A，这一中

间产物在厌氧消化过程中扮演着核心角色。乙

酰辅酶 A 通过乙酸激酶(EC: 2.7.2.1)的催化作用

直接转化为乙酸，这是厌氧消化过程中产生甲
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烷的主要途径之一。同时，乙酰辅酶 A 也可以

在丁酸激酶(EC: 2.7.2.15)和丙酸激酶(EC: 2.7.9.2)

的催化下转化为丁酸和丙酸。如图 6B 所示，上

述酶基因在第 19 天的丰度较第 4 天均有不同程

度的下降，这与消化前期起主要作用的细菌类

群的相对丰度和 VFAs 组分的变化趋势相吻合

(图 4、图 5A)。其中，与 CK 相比，在 ZT 样品

中 EC: 6.4.1.2 和 EC: 2.7.2.1 酶基因的丰度均有

所提高，而 EC: 2.7.2.15 和 EC: 2.7.9.2 酶基因丰

度均有所下降。前两者的平均丰度较 CK 分别提

升了 40.08% 和 15.61%，而后两者的平均丰度较

CK 分别降低了 28.46% 和 28.65%。这表明混合

添加生物炭和 Fe3O4 有效地推动了水解酸化过

程，促进了丙酮酸向乙酸的转化，同时抑制了

表5　宏基因组测序数据质控及组装结果

Table 5　Quality control and assembly results of metagenomic sequencing data

Samples

ZT-4

Z-4

T-4

CK-4

ZT-19

Z-19

T-19

CK-19

Number of clean reads

67 785 818

65 872 418

67 890 442

68 331 462

65 265 230

67 738 036

68 664 516

69 662 246

Contigs total

307 135

265 595

314 295

305 864

278 625

262 914

302 205

315 778

N50 length (bp)

2 583

2 721

2 660

2 386

2 529

2 832

2 578

2 507

Q20 (%)

98.49

98.56

98.49

98.50

98.44

98.60

98.50

98.68

Q30 (%)

95.11

95.31

95.11

95.14

94.97

95.45

95.16

95.69

G+C content (%)

45.96

45.07

45.94

46.28

48.34

48.19

48.98

49.13

图5　不同处理微生物属水平上的组成。A：细菌；B：古菌。

Figure 5　Composition at the microbial genus level in the different treatments. A: Bacteria; B: Archaea.
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丙酸和丁酸的积累。

甲烷的生成主要通过 2 种机制进行：乙酸

脱羧和二氧化碳还原。在甲烷生成过程中，与

产甲烷途径相关的酶基因丰度较高。乙酸营养

型产甲烷途径是甲烷生成的关键途径之一。在

此过程中，乙酸通过乙酸激酶(EC: 2.7.2.1)和磷

酸乙酰转移酶(EC: 2.3.1.8)的催化作用转化为乙

酰 辅 酶 A， 或 者 通 过 乙 酰 辅 酶 A 合 成 酶

(EC: 6.2.1.1)直接生成乙酰辅酶 A。随后，乙酰

辅酶 A 在乙酰辅酶 A 羧化酶(EC: 2.3.1.169)的作

用下转化为 5-甲基四氢甲烷蝶呤，并通过一系

列反应最终生成甲烷。如图 6B 所示，EC: 2.3.1.8、

EC: 6.2.1.1 和 EC: 2.3.1.169 酶基因的丰度在消化

第 4 天较高，在 ZT 样品中达到峰值，与 CK 相

比分别增加了 9.04%、18.74% 和 27.64%。这说

明混合添加生物炭和 Fe3O4 促进了乙酸的转化利

用。该结果与本研究中能够贡献上述功能酶基

因的甲烷八叠球菌属和甲烷丝菌属的相对丰度

变化一致(图 5B)。此外，在 Z 样品中上述功能

酶基因的丰度相较于 CK 也有一定提升，说明仅

添加生物炭也能增强乙酸营养型产甲烷途径，Li

等[41]和 Wang 等[42]的研究也得出了类似结论。

然而，在 T 样品中，上述 3 个酶基因的丰度均

低于 CK，降幅在 5.83%−14.07%，反映出该样
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图6　不同处理对甲烷代谢途径的影响。A：主要代谢途径；B：相关酶基因丰度。

Figure 6　Effect of different treatments on methane metabolism pathways. A: Major metabolic pathways; B: 

Related enzyme gene abundance.
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品中乙酸营养型产甲烷途径受到了抑制。

氢营养型产甲烷途径同样是一条重要的甲

烷生成途径。在此途径中，甲酰甲烷呋喃脱氢

酶(EC: 1.2.7.12)能够催化 CO2 生成甲酰甲烷呋

喃。随后，甲酰甲烷呋喃依次在四氢甲烷蝶呤

甲酰转移酶(EC: 2.3.1.101)、次甲基甲酰四氢甲

烷蝶呤环化水解酶(EC: 3.5.4.27)、亚甲基四氢甲

烷蝶呤脱氢酶(EC: 1.5.98.1)、亚甲基四氢甲烷蝶

呤还原酶 (EC: 1.5.98.2) 以及辅酶 F420 氢化酶

(EC: 1.12.98.1)的作用下转化为 5-甲基四氢甲烷

蝶呤(图 6A)。如图 6B 所示，上述功能酶基因的

丰度在第 4 天更高。同时，与 CK 相比，在 ZT

样品中，上述功能酶基因的丰度均降低，降幅

为 8.77%−25.23%。这说明混合添加生物炭和

Fe3O4 的厌氧消化系统中氢营养型产甲烷途径受

到了抑制，与本研究中能够贡献上述功能酶基

因的甲烷袋状菌属和甲烷杆菌属的相对丰度变

化一致(图 5B)。然而，在 T 样品中，这些酶基

因丰度均增加，增幅为 3.40%−30.20%，同样与

图 5B 中甲烷袋状菌属和甲烷杆菌属的相对丰度

变化一致。这表明单独添加 Fe3O4 能够强化氢营

养型产甲烷途径，与 Kuar 等[40]的研究结论相符。

四氢甲烷蝶呤 S-甲基转移酶(EC: 2.1.1.86)和

甲基辅酶 M 还原酶(EC: 2.8.4.1)是甲烷生成途径

中的关键功能酶，同样在第 4 天丰度更高。与

CK 相比，这两种酶基因在添加导电材料的样品

中的丰度均升高，其中在 ZT 样品中增幅更为明

显，分别为 41.46% 和 31.50% (图 6B)。综合宏

基因组分析结果可知，混合添加生物炭和 Fe3O4

加速了厌氧消化过程中乙酸的生成效率，增强

了乙酸营养型产甲烷途径的代谢活性，从而促

进了甲烷的产生。

3　结论　结论

响应面法可用于优化混合添加生物炭和

Fe3O4 的青稞秸秆厌氧消化产甲烷工艺。通过响

应面模型验证试验，确定的最佳工艺条件为：

总 固 体 含量 6.32%、生物炭与 Fe3O4 混合比

6.83:3.17、接种比 2.51。在该条件下，累积甲烷

产量达到 269.04 mL/g，与采用化学预处理方法

相当，同时促进了有机物向乙酸的转化。此外，

在混合添加处理中，与水解酸化功能相关的细

菌类群以及与产甲烷菌存在互营关系的细菌类

群的相对丰度增加，并且富集了乙酸营养型产

甲烷菌(如甲烷八叠球菌属和甲烷丝菌属)。甲烷

代谢途径分析表明，混合添加处理增强了乙酸

营养型产甲烷途径，从而提升了甲烷产量。本

研究表明，混合添加生物炭和 Fe3O4 是一种高效

且环境友好的木质纤维素类废弃物处理方法，

可用于生物甲烷的高效生产。
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