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纳米磁铁矿对海藻厌氧发酵产甲烷
性能影响及机制探究
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（大连理工大学 化工海洋与生命学院，辽宁 盘锦 124000）
摘要： 当前我国正处于大力发展生物天然气产业的阶段，生物天然气的生产需要通过厌氧发酵将

生物质转化为沼气，然后进行净化提纯。我国海岸带资源丰富，海藻产量巨大，是潜在的生物质能

源和生物天然气原料。采用厌氧发酵技术，将以海带为例的大型海藻转化为甲烷气体，实现我国

海藻生物质的有效利用并产生能源气体甲烷。探究在纳米磁铁矿存在下，对该过程的促进作用及

影响机制。研究结果表明，添加纳米磁铁矿能够促进海带中有机物质的降解和甲烷产生，总化学

需氧量（TCOD）和溶解性化学需氧量（SCOD）去除率分别提高 20% 和 12% 以上，甲烷产量可提高

1 倍以上。同时，纳米磁铁矿有助于使厌氧系统更加稳定，海带发酵产酸后 pH 恢复中性的速度更

快。微生物群落结构分析显示，纳米磁铁矿对系统内电活性微生物丰度提高明显，可以构建微生

物直接种间电子传递（DIET）产甲烷的途径。此外，纳米磁铁矿还能提高 5,10-亚甲基四氢甲烷蝶

呤还原酶控制基因（mer）和杂二硫化物还原酶控制基因（hdrABC）这 2 类产甲烷菌胞内重要基因的

丰度，促进基于 DIET 产甲烷代谢通路，为我国发展生物天然气产业提供可能方案，助力“双碳”目

标的实现。
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Effects and Mechanisms of Nano-Magnetite on Anaerobic
Methanogenesis from Seaweed

GUO Li′ao，ZHAO Ruoqi，LI Siqi，LI Yang*

（School of Chemical Engineering, Ocean and Life Sciences, Dalian University of Technology,
Panjin 124000, China）

Abstract：The  bio-natural  gas  industry  is  currently  experiencing  rapid  development  in  China.  Bio-
natural  gas  is  purified from biogas,  which is  produced by anaerobic  fermentation of  biomass.  China′s
coastal regions possess abundant seaweed resources, a type of biomass with great potential for biogas
production.  Therefore,  this  research  investigated  biogas  production  from  seaweed  through  anaerobic
fermentation, with the aim of effectively utilizing seaweed and recycling biogas as a renewable energy
source. Nano-magnetite was added to the anaerobic reactors to explore the potential to enhance biogas
production. The results showed that nano-magnetite could accelerate the degradation of biomass and the
production of methane. The removal efficiencies of total chemical oxygen demand (TCOD) and soluble
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chemical  oxygen  demand  (SCOD)  in  nano-magnetite  reactors  increased  by  about  20%  and  12%,
respectively,  compared  with  the  control  reactor,  which  showed  removal  efficiencies  of  51.4%  and
42.5%,  respectively.  Methane  production  in  nano-magnetite  reactors  more  than  doubled,  with  the
highest methane production of 1 320 mL at a nano-magnetite concentration of 2.0 g/L. Nano-magnetite
enhanced the stability of the anaerobic system and promoted a quicker recovery to neutral pH following
acidogenic fermentation of  kelp.  The pH level  in nano-magnetite  reactors  was always higher  than 6.2
and increased gradually to 7.5, while that in the control reactor decreased below 6.0 and then recovered
slowly.  Analysis  of  the  microbial  community  structure  indicated  that  nano-magnetite  significantly
accelerated  the  enrichment  of  electroactive  microorganisms and  facilitated  direct  interspecies  electron
transfer  (DIET)  in  methane  production.  Scanning  electron  microscopy  (SEM)  showed  that
microorganisms  and  nano-magnetite  adhered  to  each  other  in  nano-magnetite  reactors,  which  was
beneficial  for  DIET  to  occur  among  electroactive  microorganisms  and  between  electroactive
microorganisms and nano-magnetite during the anaerobic methane production process. High-throughput
sequencing  analysis  showed  that  the  electroactive  microorganisms  were  distinctly  enriched  in  nano-
magnetite reactors. The abundance of norank_Anaerolineaceae (31.3%,  43.4%,  47.0%,  and 42.1% for
0.2  −  5.0  g/L  nano-magnetite);  norank_Bacteroidetes_vadinHA17  (2.0%,  9.3%,  7.6%,  and  7.8%);
Leptolinea (2.6%, 7.3%, 6.7%, and 9.1%); Longilinea (2.9%, 4.6%, 4.8%, and 4.7%); Dechloromonas
(2.3%,  2.0%,  1.2%,  and  0.9%);  and unclassified_Anaerolineaceae  (9.2%,  8.9%,  8.5%,  and  7.1%)  all
increased compared with the control reactor (17.3%, 1.4%, 1.6%, 3.2%, 0.6%, and 2.0%). Additionally,
nano-magnetite increased the abundance of the Methylene-H4MPT reductase regulator gene (mer) and
the  heterodisulfide  reductase  regulator  gene  (hdrABC)  in  methanogens,  enhancing  the  metabolic
pathway  of  DIET  methanogenesis.  The  abundance  of mer  was  4.57E−04,  5.45E−04,  5.75E−04,  and
5.50E−04, and hdrABC was 3.69E−05, 1.06E−04, 1.04E−04, and 1.42E−04, while these values in the
control reactor were 2.22E−04 and 6.48E−05, respectively. These findings suggest that nano-magnetite
significantly  enhances  biogas  production  from  seaweed  biomass.  This  technology  holds  promise  for
further development to support the advancement of the biogas industry and contribute to achieving the
"dual carbon" goal in China.
Keywords： Bio-natural  gas； Seaweed； Direct  interspecies  electron  transfer； Nano-magnetite；
Biomass energy

 

0    引　　言

生物天然气是指以农作物秸秆、畜禽粪便、

生活厨余垃圾、工业有机废水等各类有机物为原

料，经厌氧发酵、净化、提纯产生的绿色低碳清洁

可再生的非常规天然气[1]。我国生物天然气工程

规模较小，暂未形成完善的产业体系、技术支撑体

系以及政策体系，产业处于发展起步阶段[2-3]。从

2014年开始，我国推动大型沼气转型升级工作，尝

试推进一批大型沼气工程和生物天然气工程开发

建设[2-3]。2019年，国家能源局首次将生物天然气

纳入能源发展战略及天然气产供储销体系，预计

2030年天然气产量超过 300亿 m3[4]。

生物天然气兼具促进农村经济发展、减少化

石能源消耗、改善生态环境等多重优势，但原料蕴

含能量价值低、产品单一，限制其产业化发展 [5]。

此外，秸秆纤维素预处理成本高；畜禽粪污含水量

较高，限制其产气；餐厨垃圾易酸化，致使生产工

艺中产甲烷菌群失活；城市剩余污泥组分复杂，生

物可利用率低等缺陷也是限制其推广应用的重要

原因[6]。藻类，尤其是海产藻类，产量巨大，且光合

作用效率高、生长周期短、环境适应能力强、易培

养、脂类含量高，是优质的生物质原料 [7]。其中，

有“能源新秀”之称的大型海藻，因含有丰富的产

甲烷成分，备受学者重视[8]。

关于大型海藻发酵产甲烷的研究报道较少，

国内对海藻生物质的研究主要集中在微藻提取油

或产氢等领域[9-10]。我国有适于海藻养殖的广大
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沿海水域，且大型海藻养殖不占用陆地、生产成本

低廉、操作简单，相对于微型藻类较易获得[11]。因

此，利用我国优势生物质海产资源——大型海藻

进行厌氧发酵产甲烷，将为我国发展生物天然气

事业提供技术支撑。目前，国内外对海藻厌氧发

酵产甲烷的研究仍沿用 BRYANT M P提出的沼

气发酵三阶段理论，即水解酸化阶段、产氢产乙酸

阶段和产甲烷阶段[12]。在该理论中，海藻发酵伴

随着中间产物氢气的产生和消耗，即以种间氢气

传递（IHT）作为微生物间的电子传递途径。在厌

氧反应器中，氢气作为中间电子载体，常会因为分

压过高（>10−4 Pa）使有机酸积累，从而影响后续产

甲烷过程[13]。近年来，一种新型的厌氧微生物间

的电子传递方式——微生物直接种间电子传递

（DIET），被发现并应用于有机物厌氧发酵产甲烷

相关研究[14]。该 DIET途径可部分或全部替代

IHT途径，打破 IHT途径中氢气分压过高造成的

热力学限制，促进有机物发酵产甲烷过程[15]。

由于参与 DIET途径的微生物为电活性菌，电

活性产酸菌与电活性产甲烷菌间发生互养代谢，

无需经过电子载体，直接将有机酸、醇等有机物氧

化为甲烷[16]。然而在常规厌氧消化反应器中，电

活性产酸菌丰度通常较低，需进行富集培养 [17]。

据相关研究报道，铁氧化物可有效富集此类电活

性产酸菌，其主要机制在于铁氧化物可在厌氧反

应器内发生异化铁还原过程，从而富集具有电活

性产酸功能的异化铁还原菌。该类菌可在厌氧反

应器内充当电活性产酸菌，与反应器内原生电活

性产甲烷菌（Methanoseta/Methanothix）形成互养

代谢，从而实现有机物发酵产甲烷过程[18-19]。

综上，本研究拟将纳米磁铁矿作为铁氧化物

添加至厌氧反应器中，用于强化大型海藻厌氧发

酵产甲烷，探究纳米磁铁矿对海藻发酵产甲烷过

程中微生物间的电子传递影响；拟构建以 DIET为

主的发酵产甲烷途径，加速发酵速率并提升甲烷

产量。将海藻生物质资源转化为以甲烷为主的可

燃性气体，经简单提纯形成生物天然气，以期助力

我国生物天然气产业发展。 

1    材料与方法
 

1.1    海藻与引种污泥

以海带作为大型海藻代表进行实验，海带取

自大连星海广场海边沙滩，采集后经清洗、粉碎、

匀浆预处理，4 ℃ 冷藏保存。引种污泥取自大连

夏家河污泥处理厂厌氧消化罐，将预处理后海带

与引种污泥按体积比 1∶1混合均匀，用于厌氧发

酵过程。表 1为海带与引种污泥及二者混合物的

初始参数指标。
 
 

表 1    海带、引种污泥及二者混合物初始指标

Table 1    Initial indicators of kelp, inoculated sludge, and
their mixture

 

指标 海带 引种污泥 混合物

总悬浮物TSS/% 5.13 5.17 5.00

挥发性悬浮物VSS/% 3.73 3.92 2.98

总化学需氧量TCOD/（mg·L−1） 38 541 10 650 32 550

溶解性化学需氧量SCOD/（mg·L−1） 12 080 5 765 9 161

pH 7.90 8.25 8.08
  

1.2    纳米磁铁矿合成

称取 1.83  g  Fe3O4·7H2O和 2.00  g  FeCl3 放入

100 mL去离子水于烧杯中混合，搅拌均匀后将混

合物水浴加热至 65 ℃，再搅拌冷却至 40 ℃。通

过逐滴加入 5  mol/L  NaOH调整溶液 pH至 10~
11，使铁氧化物充分沉淀。搅拌混合物 1 h，随后

于室温下静置 12 h。待沉降结束后，过滤悬浮液，

并将底部的沉淀物用去离子水进行漂洗、乙醇冲

洗，清洗结束后静置一段时间去除上清液，取出沉

淀并于 80 ℃ 烘箱中干燥，得到纳米磁铁矿粉末[20]，

密封保存备用。 

1.3    实验设置

实验取 5组厌氧发酵瓶为反应器（250 mL，有
效反应体积 200 mL），设置不同纳米磁铁矿添加

组（0.2、0.5、1.0、2.0 g/L）及空白对照组（纳米磁铁

矿添加量为 0 g/L），每组均设置 3个平行反应装

置，以保证实验结果准确性。厌氧发酵瓶于 35 ℃
生化培养箱（上海智诚 ZXSD-R1430）中运行，反应

采用批式实验模式，启动时一次性投加引种污泥

与海带混合物，发酵周期自反应启动至各厌氧发

酵瓶内气体总产量稳定 5 d以上并不再增加。

实验起始和结束时，分析测定各厌氧发酵瓶

内 TSS、VSS、TCOD、SCOD、pH；反应运行过程

中，每天测定各厌氧发酵瓶内产生气体体积和气

体组分；周期反应结束后测定各厌氧发酵瓶内微生

物形态、微生物群落结构和部分功能基因丰度。 

1.4    分析方法

TSS、VSS和 COD均根据《水和废水监测分

析方法》（第四版）测定，其中 TCOD取样测定前需
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将样品瓶内固液混合均匀后稀释一定倍数（10~
50倍 ） ，SCOD取样测定前需离心 （ 8  000  r/min,
10 min）取上清液，再稀释一定倍数（5~20倍）测

定。使用 PHS-25型 pH计测定 pH，测定前使用标

准溶液进行校准。气体体积通过气体采集袋收

集，用 100 mL注射器进行测量。气体组分利用气

相色谱仪（GC7900, TCD，上海天美）分析测定，色

谱柱型号为 TK0419，尺寸为 2 m×3 mm，载气为氩

气，进样口温度为 150 ℃，检测器温度为 150 ℃，

柱箱温度为 110 ℃。

采用美国 Nova Nano 450型扫描电镜（SEM）

配备能量色散 X射线（EDX）光谱仪表征样品形貌

和组成元素，放大倍数为 5×102~1×106 倍。采用日

本岛津 Lab XRD-7000s型 X射线衍射（XRD）表征

样品晶体结构。采用英国赛默飞 ESCALAB250Xi
型 X射线光电子能谱仪（XPS）表征元素价态和能

带结构。样品在表征分析前，均需先冷冻干燥成

固体粉末状。 

1.5    微生物群落结构及功能基因丰度分析

首先进行样品 DNA提取（E.Z.N.ATM Mag-
Bind Soil  DNA Kit）和 DNA浓度测定（NanoDrop
ND-1 000分光光度计），再使用引物 338F （5'-AC
TCCTACGGGAGGCAGCAG-3'）以及 806R （5'-GG

ACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）进行扩增（①95 ℃-
2 min，②95 ℃-30 s，③重复循环 25次 55 ℃-30 s，
④72 ℃-30 s, ⑤72 ℃-5 min）。高通量测序由上海

生工生物工程有限公司在 Illumina MiSeq PE250
平台上完成，分析结果包括微生物群落结构和功

能基因丰度结果。 

2    结果与讨论
 

2.1    纳米磁铁矿合成情况分析

纳米磁铁矿合成后利用 SEM分析样品形貌、

EDX分析样品组成元素、XRD分析样品晶体结

构、XPS分析元素价态和能带结构，以判断纳米

磁铁矿是否成功制备[21-22]，结果如图 1所示。SEM
分析结果（图 1（a））显示，在放大倍数为 100 000
下，所合成纳米磁铁矿为颗粒状，且纳米磁铁矿颗

粒呈现聚集状态，纳米磁铁矿单颗粒径在 36.20~
61.64 nm之间，确定所合成材料为纳米级别。图 1
（b）为 EDX面扫结果，可以观察到材料表面仅存

在 Fe和 O等磁铁矿所具备的特征元素，表明合成

材料由 Fe和 O元素组成。

合成纳米磁铁矿 XRD衍射图谱如图 1（c）所
示，其扫描范围为 2θ=10°~90°，结果显示所合成纳

米磁铁矿的特征峰分别位于 2θ=35.4°、56.9°、63.0°
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Fig. 1    Analysis results of synthesis of nano-magnetite
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处，与 Fe3O4 标准卡 PDF#98-000-0294上的 Fe（311）
晶面、Fe（ 511）晶面、Fe（ 400）晶面基本吻合。

同时，合成材料具有磁性，说明其主要成分为

Fe3O4。图 1（d）为 XPS图谱，结果显示所合成纳米

磁铁矿材料表面同时具有 Fe、O等元素，其中

Fe元素在 710.9 eV以及 719.4 eV的峰分别对应

Fe2+和 Fe3+，进一步证实了合成纳米磁铁矿中的

Fe以 Fe3O4 的形式存在，该结果与 XRD表征结果

一致。基于以上综合分析结果确认所合成材料为

纳米级磁铁矿。 

2.2    海藻中有机质去除及产甲烷分析

海藻中有机质资源丰富，如海藻多糖、藻酸、

淀粉、脂质、蛋白质等，这些有机质经厌氧发酵

后，均可在厌氧菌的代谢作用下不同程度地分解

并产生甲烷。因此，本研究重点针对海藻分析测

定各反应组厌氧发酵前后的 COD浓度值，探究纳

米磁铁矿对海藻中有机质去除的影响，并测定了

各反应组的甲烷产生情况。如图 2所示，添加纳

米磁铁矿各组反应器内 TCOD和 SCOD去除率均

显著高于空白组。其中，0.5 g/L纳米磁铁矿组和

2.0  g/L纳米磁铁矿组 TCOD去除率较高，可达

75.0% 以上，空白对照组仅为 51.4%。0.2 g/L纳米

磁铁矿组和 2.0 g/L纳米磁铁矿组 SCOD去除率

较高，分别为 56.2% 和 54.6%，空白对照组仅为

42.5%。这表明添加纳米磁铁矿均可显著促进海

藻中有机质的厌氧分解过程，但不同纳米磁铁矿

添加量对 TCOD和 SCOD促进效果具有一定差

异，纳米磁铁矿添加量 2.0 g/L对促进海藻 TCOD
和 SCOD去除效果均较好。
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图 2   各反应器内 COD 去除率及甲烷产量

Fig. 2    COD removal rates and CH4 yields in each reactor
 

在实验运行过程中，对各反应器累计甲烷产

量进行测定，结果显示添加纳米磁铁矿反应器中

的甲烷产量均高于空白对照组，且 0.5~2.0 g/L纳

米磁铁矿组中甲烷产量约为空白对照组的 2倍，

2.0 g/L纳米磁铁矿组的甲烷产量最高，为 1 320 mL。
可见甲烷产生情况与 TCOD和 SCOD综合产生情

况相关，并非只与其中某一因素相关。这可能是

由于海藻中某些不溶性大分子物质需先经过水解

酸化变成可溶性有机物，随后被进一步分解产生

甲烷。水解酸化阶段与产甲烷阶段均为厌氧发酵

的关键步骤，也可能是厌氧发酵的限速步骤。当

纳米磁铁矿浓度较低时（如 0.2 g/L），其富集的异

化铁还原菌优先参与溶解性有机物的互养代谢产

甲烷过程，因而 SCOD去除率最高；当纳米磁铁矿

浓度较高，且富集的异化铁还原菌较多时，可同时

参与不溶性大分子物质的水解酸化过程，从而产

生更多的 SCOD，因此 TCOD去除效果更佳，且同

时甲烷产量也更大。
 

2.3    纳米磁铁矿对反应器稳定性能的影响

海藻中有机物质在进行厌氧发酵过程中，会

产生中间产物——有机酸，从而使反应器内 pH降

低，影响产甲烷菌代谢能力，降低系统稳定性。通

过添加不同浓度纳米磁铁矿于各海藻发酵厌氧反

应器中，探究其对反应器稳定性影响，结果如图 3
所示。由图 3（a）可知，随着添加纳米磁铁矿浓度

提高（0~0.5 g/L），反应器内 pH明显提升。该现象

主要归因于纳米磁铁矿中 Fe（Ⅲ）具有氧化性，通

过异化铁还原反应中和厌氧反应器内过多的 H+，

从而提高 pH。当进一步提高纳米磁铁矿浓度

（0.5~2.0 g/L），由于中间产物释放 H+有限、后续产
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甲烷过程对 H+的消耗，各反应器内的 pH没有显

著差异。添加 0.5~2.0 g/L纳米磁铁矿反应器内

的 pH始终高于 6.2，且自反应开始后第 1天起，各

反应器内 pH持续升高，直至稳定在 7.5左右。添

加 0~0.2 g/L纳米磁铁矿反应器内 pH呈现先降后

升的趋势，其原因为反应器内释放的 H+未得到快

速消耗，导致 pH先下降；当 pH低于 6.2时，酸性

环境会对反应器内产甲烷菌活性产生不可逆的影

响。对各反应器内污泥进行环境因子 pH排序回

归分析（图 3（b）），探究 pH对各反应器污泥在

PC1维度上的差异。空白组与其他 4组在横轴上

距离最远，即差异最大；添加 0.5~2.0 g/L纳米磁铁

矿反应器在横轴上距离较近，差异较小，且 pH也

更加稳定。
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图 3   各反应器内 pH 和环境因子 pH 排序回归分析

Fig. 3    pH values and ranking regression analysis of environmental factor pH in each reactor
 
 

2.4    纳米磁铁矿对反应器内微生物群落结构影响

实验结束后，取各反应器内污泥进行形貌及

微生物群落结构分析，结果如图 4、图 5所示。由

图 4可知，各反应器内污泥形貌存在明显差异，即

空白对照组的污泥表面相对平滑，表面微生物数

量较少，而纳米磁铁矿添加组的污泥表面粗糙且

微生物数量随纳米磁铁矿添加量大致呈增多趋

势。微生物以球状、杆状和短杆状居多，且部分微

生物与颗粒状纳米磁铁矿黏附在一起，这也进一

步加速电活性微生物胞外呼吸以及细胞间的电子

传递能力。

 
 
 

(a) 0 g/L (b) 0.2 g/L

(d) 1.0 g/L (e) 2.0 g/L

(c) 0.5 g/L

3 μm 3 μm 3 μm

3 μm 3 μm

图 4   各反应器内微生物形貌分析

Fig. 4    Microbial morphology analysis in each reactor
 

图 5为各反应器内污泥中微生物 16S rRNA
高通量测序分析，norank_Anaerolineaceae （纳米磁

铁矿添加量 0、0.2、0.5、1.0、2.0 g/L反应器内丰

度分别为 17.3%、31.3%、43.4%、47.0% 和 42.1%）、
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norank_Bacteroidetes_vadinHA17  （1.4%、   2.0%、

9.3%、 7.6% 和 7.8%） 、 Leptolinea  （ 1.6%、 2.6%、

7.3%、 6.7% 和 9.1%） 、 Longilinea  （ 3.2%、 2.9%、

4.6%、 4.8% 和 4.7%） 、 Dechloromonas  （ 0.6%、

2.3%、2.0%、1.2% 和 0.9%）、unclassified_Anaerol-
ineaceae （2.0%、9.2%、8.9%、8.5% 和 7.1%）等细

菌在各反应器内的丰度均较高，尤其在纳米磁铁

矿添加反应器中。其中，norank_Anaerolineaceae
和 unclassified_Anaerolineaceae 均归属于 Anaerol-
ineaceae科，据报道该科微生物中部分微生物属可

参与基于生物炭强化的 DIET过程，并可与产甲烷

菌 Methanosaeta 进行互养代谢 [23-24]。Bacteroide-
tes_vadinHA17 和 Longilinea 被报道能够通过 DIET
途径进行互养代谢对硝基苯酚（PNP），Bacteroi-
detes_vadinHA17 作为电子供体端分解葡萄糖生成

有机酸，将电子直接传递至 Longilinea，Longilinea
接收电子后降解 PNP[25]。Leptolinea 是一类可将

碳水化合物转化为乙酸、氢气的微生物，且在

DENG等 [26] 关于杨木燃料乙醇废水的厌氧发

酵处理研究中，norank_Bacteroidetes_vadinHA17、
Anaerolineaceae 和 Leptolinea 均得到了大量富集。

乙醇作为微生物参与 DIET最适宜利用的底物，在

乙醇废水中 DIET微生物较易得到富集和培养。

因此，推测 Leptolinea 也具备参与 DIET的极大潜

能。Dechloromonas 是典型的硝酸盐还原细菌

和铁还原细菌，同样被报道具备参与 DIET的潜

能[27-28]。高通量测序分析结果表明，在添加纳米

磁铁矿反应器内，DIET相关微生物得到了有效富

集，揭示了 DIET途径发生的极大可能性。 

2.5    纳米磁铁矿对微生物产甲烷代谢路径中功能

基因丰度影响

对各反应器内产甲烷相关功能基因的丰度进

行分析，在分别以乙酸和 CO2 为底物的 2条产甲

烷代谢途径中，相关代谢途径和主要功能基因类

型并没有变化，但乙酰辅酶 A合成酶编码基因

（acs）、甲基四氢甲烷蝶呤：辅酶 M转甲基酶编码

基因（mtr）、5,10-亚甲基四氢甲烷蝶呤还原酶编码

基 因（ mer） 和 杂 二 硫 化 物 还 原 酶 编 码 基 因

（hdrABC） 4种功能基因的丰度在纳米磁铁矿添加

组中更高（表 2）。acs 主要编码乙酰辅酶 A合成

酶（Acs），将乙酸根离子（CH3COO
−）转化为乙酰辅

酶 A（CH3CO-S-CoA），参与嗜乙酸产甲烷过程，后

在一氧化碳脱氢酶/乙酰辅酶 A合成酶 （Codh/
Acs，编码基因 codh/acs）作用下生成甲基四氢甲基

喋呤（CH3-H4MPT） [29-30]，但纳米磁铁矿添加组的

acs 丰度（8.47E−04至 8.74E−04）仅略高于空白对

照组（8.13E−04）。mer 主要编码 5,10-亚甲基四氢

甲烷蝶呤还原酶（Mer），该酶将亚甲基四氢甲烷蝶

呤（CH2=H4MPT）转化为 CH3-H4MPT，参与 CO2 还

原产甲烷途径[31-32]，纳米磁铁矿添加组（4.57E−04~
5.75E−04）中 mer 丰度约为空白对照组（2.22E−04）
的 2倍以上。分别以乙酸和 CO2 为底物的 2条产

甲烷代谢途径均在 mtr 所编码的甲基四氢甲烷蝶

呤：辅酶 M转甲基酶（Mtr）作用下由 CH3-H4MPT
转化为甲基辅酶 M （CH3-CoM），进一步在甲基

辅酶 M还原酶（Mcr，编码基因 mcr）作用下产生

甲烷[33-34]，其中纳米磁铁矿添加组 （ 1.37E−03~
1.44E−03）中mtr 丰度略高于空白对照组（1.14E−03）。
可见，在本研究中，纳米磁铁矿对以乙酸和 CO2 为

底物的产甲烷途径均有促进作用。据报道，

DIET产甲烷途径为反应底物 H+和 CO2 在电活性

产甲烷菌的作用下直接接受电子，将 CO2 还原

为甲烷[35-36]。此外，参与 DIET的电活性产甲烷

菌，如甲烷八叠球菌（Methanosarcina barkeri），其
膜结合电子通过复杂的呼吸链进行传递（图 6），终
端的电子受体是异质二硫化物（CoB-S-S-CoM），
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图 5    各反应器内微生物高通量测序分析

Fig. 5    High-throughput sequencing analysis of

microorganisms in each reactor
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hdrABC 编码杂二硫化物还原酶（HdrABC）参与

CoB-S-S-CoM生成 HS-CoB和 HS-CoM反应[37-38]。

HS-CoB可作为电子供体，在 mcr 编码的甲基辅

酶M还原酶作用下将甲基辅酶 M还原为 CH4
[37]，

其中添加 0.5~2.0 g/L纳米磁铁矿组 hdrABC 丰度

（1.04E−04~1.42E−04）高于空白对照组（6.48E−05）
一个数量级。因此，可以推测在本研究中，纳米磁

铁矿可促进海藻 DIET产甲烷途径，尤其对 mer
和 hdrABC 2类功能基因的丰度促进明显。 

3    结　　论

我国海藻资源丰富，将海藻厌氧发酵并产甲

烷是助力我国生物天然气产业发展的可行举措。

通过在厌氧反应器中添加纳米磁铁矿，可显著促

 

表 2    各反应器内产甲烷菌胞内功能基因及丰度

Table 2    Intracellular functional genes and abundance of methanogens in each reactor
 

基因名称 编码蛋白质名称
酶学委员会

（EC）编号

丰度

0 g/L 0.2 g/L 0.5 g/L 1.0 g/L 2.0 g/L

acs 乙酰辅酶A合成酶（Acetyl-CoA synthetase, Acs） 6.2.1.1 8.13E−04 8.74E−04 8.47E−04 8.47E−04 8.52E−04

ak 乙酸激酶（Acetate kinase, Ak） 2.7.2.1 5.14E−04 3.72E−04 2.37E−04 2.20E−04 2.35E−04

pta 磷酸转乙酰酶（Phosphate Acetyltransferase, Pta） 2.3.1.8 2.02E−04 1.28E−04 1.53E−04 1.31E−04 1.46E−04

codh/acs

一氧化碳脱氢酶/乙酰辅酶A合成酶（Anaerobic carbon-

monoxide dehydrogenase/ Acetyl-CoA synthase,

Codh/Acs）

1.2.7.4

2.3.1.169

2.1.1.245

4.86E−06 3.43E−06 2.95E−06 2.67E−06 2.51E−06

hdrABC
异质二硫化物还原酶（Heterodisulfide reductase,

HdrABC）

1.8.7.3

1.8.98.4

1.8.98.5

1.8.98.6

6.48E−05 3.69E−05 1.06E−04 1.04E−04 1.42E−04

mvhADG
非还原性辅酶F420氢化酶（F420-non-reducing

hydrogenase, MvhADG）

1.12.99.-

1.8.98.5

1.8.98.6

8.95E−07 1.55E−07 9.66E−07 8.79E−07 1.55E−06

mtr
甲基四氢甲烷蝶呤：辅酶M转甲基酶（Methyl-H4MPT:

CoM-methyltransferase, Mtr）
7.2.1.4 1.14E−03 1.37E−03 1.41E−03 1.44E−03 1.43E−03

mcr 甲基辅酶M还原酶（Methyl-CoM reductase, Mcr） 2.8.4.1 6.29E−07 6.12E−07 2.90E−06 2.69E−06 3.56E−06

mer
5,10-亚甲基四氢甲烷蝶呤还原酶（Methylene-H4MPT

reductase, Mer）
1.5.98.2 2.22E−04 4.57E−04 5.45E−04 5.75E−04 5.50E−04

mch
亚甲基四氢甲烷蝶呤水解酶（Methenyl-H4MPT

cyclohydrolase, Mch）
3.5.4.27 1.63E−05 4.51E−06 3.38E−06 3.86E−06 4.90E−06

mtd
亚甲基四氢甲烷蝶呤脱氢酶（Methylene-H4MPT

dehydrogenase, Mtd）
1.5.98.1 5.61E−05 2.50E−05 2.09E−05 2.15E−05 1.44E−05

ftr
甲酰甲烷呋喃-四氢甲烷蝶呤：甲酰转移酶

（Formylmethanofuran: H4MPT formyltransferase, Ftr）
2.3.1.101 3.67E−06 1.63E−06 8.47E−07 1.17E−06 1.38E−06

fwd
甲酰甲基呋喃脱氢酶（Formylmethanofuran

dehydrogenase, Fwd）
1.2.7.12 5.61E−05 2.50E−05 2.09E−05 2.15E−05 1.44E−05
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图 6    产甲烷菌胞内代谢途径

Fig. 6    Intracellular metabolic pathways of methanogens
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进海藻厌氧发酵过程并提高甲烷产量。对其促进

机制进行探究，纳米磁铁矿主要从以下 3方面促

进该过程。

（1）纳米磁铁矿通过改善厌氧体系 pH，使系

统更加稳定，利于海藻发酵及产甲烷过程进行。

（2）纳米磁铁矿可有效富集反应器内可参与

DIET过程的电活性微生物，如 norank_Anaeroline-
aceae、norank_Bacteroidetes_vadinHA17、Leptolinea、
Longilinea、 Dechloromonas、 unclassified_Anaero-
lineaceae 等。

（3）纳米磁铁矿可刺激并提高产甲烷菌细胞

内 mer 和 hdrABC 功能基因丰度，并促进胞内以

CO2 为底物的产甲烷过程。
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