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摘  要：【背景】近年来硝酸酯化合物抑制瘤胃甲烷生成的能力受到广泛关注，但鲜有研究关

注其对瘤胃内主要纤维降解菌——厌氧真菌的影响。【目的】研究三硝酸丙三酯(Nitroglycerin，

NG)对厌氧真菌和甲烷菌活性和代谢的影响。【方法】利用厌氧真菌(Piromyces sp. F1)纯培养

及与甲烷菌共培养(Piromyces sp. F1+ Methanobrevibacter sp.)，比较不同剂量 NG (0.0、6.6、

13.2 和 19.8 μmol/L)对厌氧真菌和甲烷菌的代谢终产物、主要纤维水解酶活性及菌群丰度的

影响。【结果】厌氧真菌共培养组中，6.6 μmol/L NG 完全抑制了甲烷的生成，积累了氢气和甲

酸(P<0.05)，降低了乙酸浓度以及木聚糖酶和羧甲基纤维素酶活性(P<0.05)，但未显著影响厌氧

真菌和甲烷菌的丰度(P>0.05)。厌氧真菌纯培养组中，6.6 μmol/L NG 显著降低了甲酸、乙酸、

乙醇、木聚糖酶和羧甲基纤维素酶活性(P<0.05)，但总产气量和氢气产量没有显著差异(P>0.05)。

在 2 个培养体系中，随着剂量的升高，NG 对厌氧真菌和甲烷菌的抑制增强。【结论】NG 能够

抑制甲烷菌的活性，但对厌氧真菌也有抑制作用。 
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Abstract: [Background] In recent years, the ruminal methane mitigation potential of nitrooxy 
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compounds has attracted a wide attention, however, limited information is available for the effect of 
these compounds on anaerobic fungi, an important fibrolytic microorganism in the rumen. 
[Objective] To investigate the effects of nitroglycerin (NG) on the activity and metabolism of 
anaerobic fungi and methanogens. [Methods] The fungal mono-cultures (Piromyces sp. F1) and 
co-cultures with methanogens (Piromyces sp. F1+Methanobrevibacter sp.) were used. A series of 
doses of NG (0.0、6.6、13.2 and 19.8 μmol/L) were added in these cultures and the metabolic profile, 
fibrolytic activities and microbial abundances were comparably analyzed. [Results] In co-cultures, 
the dose of 6.6 μmol/L NG completely inhibited the methane production, resulting in the 
accumulation of hydrogen and formate (P<0.05). And the acetate production and the activities of 
xylanase and carboxymethyl cellulase decreased (P<0.05), while the changes of the abundances of 
anaerobic fungi and methanogens were not observed (P>0.05). In fungal mono-cultures, the dose of 
6.6 μmol/L NG decreased the production of formate, acetate and ethanol as well as the activities of 
xylanase and carboxymethyl cellulase (P<0.05), while did not affect the total gas and hydrogen 
production (P>0.05). In the two culture systems, as the dosage of NG increased, the inhibitory effect 
on anaerobic fungi and methanogens was enhanced. [Conclusion] NG had inhibitory effect on 
methanogens, but also had negative effect on anaerobic fungi. 

Keywords: Anaerobic fungi, Methanogens, Co-culture, Methane, Nitroglycerin 

瘤胃甲烷的生成不仅是反刍动物摄入饲料能

量的损失，还是重要的温室气体来源。因此，瘤胃

甲烷减排一直是反刍动物营养研究领域的热点。近

年来，小分子硝酸酯化合物的瘤胃甲烷抑制能力受

到广泛关注。硝酸酯化合物主要是通过氧化甲烷菌

的甲基辅酶M还原酶的活性中心，从而特异性地抑

制甲烷菌的甲烷生成能力[1]。 

系列研究表明硝酸酯化合物具有良好的瘤

胃甲烷抑制效果[2-5]，但这些研究主要关注了硝酸

酯化合物对瘤胃甲烷菌、细菌和原虫的影响，鲜

有研究关注这些化合物对瘤胃内主要纤维降解

菌——厌氧真菌的影响。厌氧真菌是最先定殖到

植物纤维组织上的瘤胃微生物之一，通过分泌一

系列的纤维水解酶，结合其独特的假根系统，能

够高效地降解植物细胞壁成分[6-9]。此外，厌氧真

菌的主要代谢产物包括甲酸、乙酸、乙醇、乳酸、

二氧化碳和氢气[10]，其中甲酸、氢气和二氧化碳

均是大部分甲烷菌合成甲烷的底物[11]。因此，厌

氧真菌在瘤胃纤维降解和甲烷生成过程中起着重

要作用。 

本文利用厌氧真菌和甲烷菌共培养体系，简

单模拟瘤胃内纤维降解甲烷生成的过程，这一系

统能够为体外研究厌氧真菌和甲烷菌的代谢特点

提供较贴近瘤胃内环境。因此，本文利用这一系

统研究了 NG 对厌氧真菌和甲烷菌代谢产物、主

要的纤维水解酶活性及菌群丰度的影响，为探讨硝

酸酯化合物对厌氧真菌和瘤胃纤维降解的影响提

供依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种来源 

厌氧真菌和甲烷菌均来源于南京农业大学消

化道微生物研究室。厌氧真菌纯培养菌株是

Piromyces sp. F1；厌氧真菌和甲烷菌共培养菌株是

Piromyces sp. F1+Methanobrevibacter sp.。 

1.2  主要试剂和仪器 

NG购于北京益民药业有限公司；偏磷酸、巴豆

酸、磷酸二氢钾、磷酸和乙醇购于国药集团化学试

剂有限公司；甲醇购于德国默克公司；3,5-二硝基水

杨酸购于上海麦克林生化科技有限公司；羧甲基纤

维素钠、木聚糖和柠檬酸购于西格玛奥德里奇(上海)

贸易有限公司；PBS 缓冲液、十六烷基三甲基溴化

铵(Cetyltrimethyl ammonium bromide, CTAB)、酚-氯

仿-异戊醇和 Tris-HCl缓冲液购于上海索莱宝生物科

技有限公司；SYBR GREEN/ROX qPCR荧光定量试
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剂盒购于宝生物工程(大连)有限公司；所用引物均

由上海英骏生物技术有限公司合成。气压转换仪，

英国 IGER 公司；安捷伦高效气相色谱仪 7890B、

安捷伦高效液相色谱仪、气体所用色谱柱 Porapak Q 

packing & MolSieve 5A packing及乳酸和甲酸所用

色谱反相柱 ZorbaxSB-Aq，安捷伦科技(中国)有限

公司；乙酸和乙醇所用色谱柱 FUSED SILICA，美

国 Supelco公司；Ecoscan 5 pH计，新加坡 Eutech

公司；FastPrep®-24 Instrument细胞壁破碎仪，美国

MP Biomedicals公司；ABI 7500 Real-time PCR仪，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司。 

1.3  培养基和试验设计 

培养基的配制参照朱伟云等[12]描述的方法。采

用 160 mL 血清瓶和 100 mL的发酵体系。每个发

酵瓶含培养基 95 mL，接种 5 mL培养 3 d的菌液(每

毫升菌液中厌氧真菌 ITS1 基因拷贝数为 0.5×106− 

1.0×106)，底物添加量为 1% (质量体积比，1 mm的

粉碎稻草秸杆)。接种结束后，用气压转换仪平衡

发酵瓶内气压，使初始气压为 0，39 °C下静置发

酵 96 h。 

采用双因素四水平(2×4)试验设计，厌氧真菌纯

培养及与甲烷菌共培养时均分别添加 0.0、6.6、13.2

和 19.8 μmol/L NG。 

1.4  总产气量 

总产气量的测定参照 Theodorou等[13]的方法，

用气压转换仪定时测定发酵瓶内产气量和甲烷。 

1.5  发酵产物分析 

氢气和甲烷的测定参照 Jin 等[14]的方法，采

用安捷伦高效气相色谱仪测定。汽化室温度为

200 °C，色谱柱(Porapak Q packing & MolSieve 5A 

packing)为毛细管柱，柱温 80 °C；TCD检测器：

200 °C；载气为 N2。 

发酵结束时利用 Ecoscan 5 pH 计测定发酵液

pH，采集发酵液，–20 °C保存备用。 

乙酸和乙醇的测定参照 Jin等[14]的方法，采用安

捷伦高效气相色谱仪 7890B 测定。样品经偏磷酸酸

化，内标为巴豆酸。汽化室温度为 220 °C；色谱柱为

FUSED SILICA 毛细管柱，柱温 40 °C，4 min；

40−110 °C，40 °C/min；110 °C，2 min；110−150 °C，

40 °C/min；150 °C，5 min梯度升温。氢离子火焰

检测器 FID：250 °C，载气为 N2。 

乳酸和甲酸的测定参照李袁飞等[15]的方法，采

用安捷伦高效液相色谱仪测定。色谱柱为反相柱

ZorbaxSB-Aq。流动相 KH2PO4 溶液(20 mmol/L，

pH 2.7，利用 H3PO4调节)与甲醇的比例为 99:1 (体

积比)。紫外检测波长 215 nm，柱温 30 °C。 

厌氧真菌木聚糖酶和羧甲基纤维素酶活性检

测参照 Jin 等[16]的 3,5-二硝基水杨酸法。反应体

系含有 10 mg可溶性木聚糖或羧甲基纤维素钠，

1.8 mL柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液和 0.2 mL经过

稀释的发酵液上清液。在 pH 6.0和 50 °C条件下，

每分钟每毫升酶液释放1 μmol还原性糖为1个酶活

单位[U/(min·mL)]。 

1.6  DNA 提取和 Real-time PCR 

DNA 提取参照 Jin 等[14]的方法，取发酵液

1.5 mL，4 °C、12 000×g离心 10 min，利用 PBS缓

冲液(0.01 mol/L)清洗沉淀 2 次。沉淀加入 1 mL 

CTAB，利用细胞壁破碎仪破碎细胞壁。酚-氯仿-

异戊醇提取 DNA，乙醇沉淀 DNA。DNA最终溶于

50 μmol/L Tris-HCl缓冲液。 

甲烷菌和厌氧真菌定量的引物和方法参照

Jin等[14]。构建 20 μL反应体系：SYBR GREEN 10 μL，

ROX II 0.4 μL，正、反向引物(表 1，10 μmol/L)各

0.4 μL，DNA模板 2.0 μL，双蒸水 6.8 μL。使用 ABI 

7500 Real-time PCR 仪进行定量分析。荧光定量

PCR反应条件：95 °C 30 s； 95 °C 5 s，60 °C 30 s；

95 °C 15 s，60 °C 1 min，95 °C 15 s，40个循环。 

1.7  数据统计 

数据经 Excel 2010初步整理后采用 SPSS 20.0

软件中的 General linear model (Multivariate)进行分

析，分析主效应和交互作用的影响，P<0.05表示差

异显著。 
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表 1  本文所用 PCR 引物 
Table 1  PCR primers used in this study 

目标微生物 

Target organisms 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

退火温度 

Annealing temperature (°C) 

参考文献 

References 

古菌 

Archaea 

F: GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 
R: GCGGTGTGTGCAAGGAGC 

59 [17] 

真菌 

Fungus 

F: GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC 
R: CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 

60 [18] 

 

2  结果与分析 

2.1  NG 对总产气量、氢气、甲烷及 pH 值的

影响 

如图 1所示，在共培养组中，添加 6.6 μmol/L 

NG 显著降低了总产气量和甲烷产量，导致氢气积

累(P<0.05)，但 pH未有显著变化(P>0.05)；在纯培 

养组中，添加 6.6 μmol/L NG没有显著影响总产气

量和氢气产量以及 pH (P>0.05)；随着 NG剂量的增

加，共培养和纯培养组的总产气量和氢气产量均呈

降低趋势，而 pH 值呈升高趋势；发酵体系和剂量

水平的交互作用对总产气量有显著影响(P<0.05)，

对氢气产量和 pH无显著影响(P>0.05)。 

 

        
 

        
 

图 1  NG 对气体产量和 pH 值的影响 
Figure 1  The effect of NG on the production of gas and pH value 
注：气体包括总产气量(A)、氢气(B)和甲烷(C). *：P<0.05. 

Note: The production of gas includes total gas (A), hydrogen (B) and methane (C). *: P<0.05. 

A B 

C D 
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2.2  NG 对发酵液中乙酸、乙醇、乳酸及甲酸浓

度的影响 

如图 2所示，在共培养组中，6.6 μmol/L NG显

著降低了乙酸产量 (P<0.05)，导致甲酸积累

(P<0.05)，但对乙醇和乳酸产量没有显著影响

(P>0.05)。在纯培养组，6.6 μmol/L NG显著降低了

甲酸、乙酸和乙醇产量(P<0.05)，但对乳酸产量没

有显著影响(P>0.05)。随着 NG 剂量的增加，共培

养和纯培养组的甲酸、乙酸、乙醇和乳酸产量均呈

下降趋势。发酵体系和剂量水平的交互作用对甲

酸、乙酸和乙醇产量具有显著影响(P<0.05)，但对

乳酸产量没有显著影响(P>0.05)。 

2.3  NG对厌氧真菌木聚糖酶和羧甲基纤维素酶

酶活的影响 

如图 3所示，在共培养和纯培养中，6.6 μmol/L 

NG 均降低了木聚糖酶和羧甲基纤维素酶酶活性

(P<0.05)。随着 NG 剂量的增加，共培养和纯培养中

的木聚糖酶和羧甲基纤维素酶酶活性均呈下降趋势

(P<0.05)。发酵体系和剂量水平的交互作用对木聚糖

酶和羧甲基纤维素酶酶活性具有显著影响(P<0.05)。 

 

       

 

       
 

图 2  NG 对有机酸和乙醇浓度的影响 
Figure 2  The effect of NG on concentration of the organic acids and ethanol 
注：A：乙酸；B：乙醇；C：甲酸；D：乳酸. *：P<0.05；***：P<0.001. 

Note: A: Acetate; B: Ethanol; C: Formate; D: lactate. *: P<0.05; ***: P<0.001. 

A B 

C D 
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图 3  NG 对酶活性的影响 
Figure 3  The effect of NG on the activities of enzymes 
注：A：木聚糖酶；B：羧甲基纤维素酶. *：P<0.05；**：P<0.01；

***：P<0.001. 

Note: A: Xylanase; B: CMCase. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001. 
 

2.4  NG 对厌氧真菌和甲烷菌丰度的影响 

如图 4所示，在共培养中，6.6 μmol/L NG没有

显著降低厌氧真菌和甲烷菌的丰度(P>0.05)。在纯

培养中，6.6 μmol/L NG也没有显著降低厌氧真菌的

丰度(P>0.05)。随着 NG 剂量的增加，在共培养和

纯培养中，厌氧真菌和甲烷菌丰度均呈下降趋势。

发酵体系和剂量水平的交互作用对厌氧真菌的丰

度有显著影响(P<0.05)。 

3  讨论与结论 

在瘤胃中，厌氧真菌和甲烷菌之间存在着种间 

 

 
 

   
 

图 4  NG 对厌氧真菌(A)和甲烷菌(B)丰度的影响 
Figure 4  The effect of NG on the abundances of anaerobic 
fungus (A) and methanogens (B)  
注：*：P<0.05；***：P<0.001. 

Note: *: P<0.05; ***: P<0.001. 

 
氢转移[19]。种间氢转移提高了这 2种微生物的能量

利用效率，同时使这 2种微生物形成稳定的共生体

系[16,20]。在瘤胃这个复杂的生态系统中，无法排除

细菌和原虫的干扰，不利于直接研究厌氧真菌和甲

烷菌的生理活性和功能。然而，厌氧真菌和甲烷菌

的体外共培养体系能够简单模拟瘤胃内主要的纤

维降解产甲烷过程，使直接研究这 2种微生物的生

理活性和功能成为可能。因此，本文利用这一共培

养体系研究了新型甲烷菌抑制剂 NG对甲烷菌活性

的抑制能力，同时评估了其对厌氧真菌活性的潜在

A 

B 

A

B
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影响。结果表明，NG 能够抑制甲烷菌的活性。当

共培养体系中的甲烷菌活性被抑制后，厌氧真菌的

代谢变化与先前关于厌氧真菌与甲烷菌共培养的

研究结果类似。Jin等[16]研究发现当用抗生素去除

厌氧真菌和甲烷菌共培养体系中的甲烷菌后，总产

气量、乙酸产量、木聚糖酶和羧甲基纤维素酶酶活

性显著降低。Li 等[21-22]对厌氧真菌纯培养和共培

养代谢葡萄糖和木糖的研究也有相似的结果。共培

养中的甲烷菌被抑制后，厌氧真菌产生的氢气和甲

酸不能被利用合成甲烷，大量氢气积累，导致氢

气反馈抑制厌氧真菌氢体内的乙酸和氢气代谢通

路[23]。厌氧真菌的氢体是合成 ATP的场所[10]，氢

体内的代谢被抑制，厌氧真菌能量生成减少，进

而导致分泌的纤维水解酶减少，活性降低。 

6.6 μmol/L NG 的添加成功抑制了共培养中甲

烷的生成，但也抑制了厌氧真菌的活性。Jin 等[14]

利用瘤胃体外模拟发酵研究 NG对瘤胃发酵和微生

物区系的影响发现，NG 显著降低了甲烷生成量和

甲烷菌丰度，但未显著影响细菌、原虫和厌氧真菌

的丰度。本文结果可能与厌氧真菌纯菌对 NG的抵

抗较弱有关。 

随着添加剂量的升高，NG 对厌氧真菌的抑制

作用增强。硝酸酯化合物的硝酸酯官能团具有较强

的氧化性，能够将甲烷菌MCR活性中心的 Ni(I)氧

化为 Ni(II)而使其失活[1]，因此较高浓度 NG可能会

超出厌氧真菌的氧化还原修复能力而使菌体受到

损伤。同时硝酸酯官能团能够被还原成亚硝酸盐，

而亚硝酸盐对厌氧真菌可能也具有抑制作用，但具

体机制仍需进一步研究。 

综上所述，NG 能够抑制甲烷菌的活性，但对

厌氧真菌也有抑制作用，这种抑制作用随着剂量的

升高而增强。 
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