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摘要

本文证明了原生土壤作为天然接种微生物源，利用碳链延长（CE）途径合成正己酸的可行性及有效性，这
为探究土壤的厌氧过程提供了新的视角。研究选用了5种类型的土壤进行CE试验，结果表明，在高浓度
乙醇和乙酸培养条件下，所有供测试的原生土壤均表现了不同的CE活性，这代表其可作为用于正己酸生
产的理想的微生物来源。结果表明，与接种厌氧污泥和窖泥相比，原生土壤CE体系表现出更高的正己酸
选择度（60.53%）、特异性（82.32%）、碳分布（60.00%）、电子转移效率（165.00%）和电导率（0.59 mS∙cm−1）。
动力学分析进一步证明了土壤 CE 在缩短迟滞期和提高产量方面的优势。微生物分析则证明了
Pseudomonas、Azotobacter、Clostridium和正己酸产量之间的正相关关系。此外，宏基因组学通过分析功
能基因在关键微生物中的高丰度值表达，洞悉了土壤微生物源在合成正己酸的相关途径中的关键作用，
包括CO2的原位利用、乙醇氧化、脂肪酸生物合成（FAB）和逆β氧化（RBO）。其中，FAB和RBO中的功能
单元与Pseudomonas、Clostridium、Rhodococcus、Stenotrophomonas和Geobacter等具有相关性，这表明此
类微生物属可能参与或协同作用于土壤中的CE过程。综上所述，这种创新的接种策略为正己酸生产提
供了高效的微生物来源，指出了在厌氧土壤微生态学中考虑CE活性的重要性，并探究了土壤微生物在经
济和环境效益方面的潜在作用。
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1. 引言

近年来，由于制造业的社会需求日益增长，化石燃料

消耗加剧，CO2排放量不断增加，可再生生物基化学品已

被用于取代各种化石燃料产品。其中，作为碳链延长

（CE）生物过程合成的高价值平台化合物，中链脂肪酸

（MCFAs，6~12个碳原子）具有高能量密度和疏水性。并

且，因其具有较高的碳减排潜力，已受到前所未有的关注

[1‒4]。例如，正己酸是CE平台上最具吸引力的产品之

一，作为一种环保化合物，可以加工成各种工业产品，包

括防腐剂、抗菌剂和药物前体等[5‒7]。

迄今为止，提高MCFAs生产效率的措施集中在关注

混合培养方法上，主要考虑三个关键因素：电子供体

（EDs）、电子受体（EAs）和微生物源[7‒8]。多种有机化

合物，如乙醇、甲醇、乳酸、甘油和葡萄糖已经成功地用

作生产MCFAs的EDs [2,9‒10]，与短链脂肪酸（SCFAs，

作为EAs）共同作为反应底物参与碳链延长过程（每次循

环增加两个碳原子长度）。在这些化合物中，乙醇已被证
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实为目前进行CE反应的最适宜底物[11‒13]。然而，作为

一种生长依赖型的厌氧代谢，CE过程的发生会受到微生

物及环境条件的重要影响[6]，因此CE体系中接种细菌的

低效率会降低MCFAs的生产性能。虽然已有研究采用天

然和工程微生物源（如厌氧污泥[4]、城市固体废弃物

[12]、窖泥[14]等）作为CE生物反应器接种剂，但CE功

能微生物需要较长的生长期才能适应培养环境条件。因

此，开发优质的接种微生物源（如天然土壤[15]），可以

显著提高正己酸的生物合成效能——这一课题在厌氧土壤

环境中几乎未被探索。

事实上，微生物CE和土壤之间的联系可以追溯到一

个多世纪以前。1868年，Béchamp 就在装有乙醇和土壤

微生物（取自干燥的河床）的混合溶液中观察到了高浓度

的正己酸生成现象[16]。20世纪 40年代，研究人员从河

道底泥的浸湿的土壤样本中分离得到Clostridium kluyveri

（C. kluyveri，一种CE模式微生物）并进行培养，在提供

乙醇和乙酸的条件获得了产量为 11.6 mmol∙L−1的正己酸

[17‒18]。此外，现有研究表明，Clostridium、Eubacteri‐

um、Pseudomonas、Azotobacter 和 Rhodospirillum 等特定

微生物在以乙醇为底物时能够合成MCFAs [7,19‒20]。由

于此类功能微生物也存在于自然土壤中，原生土壤体系有

望成为MCFAs生产的潜在接种微生物源。最近已有研究

通过微观环境培养和添加CE基质的富集试验证明了CE

在不同土壤类型中的发生和其微生物生态学[15]，这也表

明了利用天然土壤作为优质接种微生物资源的可能性。此

外，也有相关研究表明在某些厌氧土壤中主要存在产酸发

酵细菌，这为土壤微生物作为MCFAs生产的有效接种来

源的假设提供了进一步的支持证据[21‒24]。尽管已有研

究将微生物CE途径作为一种土壤厌氧条件下的碳代谢过

程[14]，但其在土壤过程和接种资源方面的应用潜力尚不

明晰。因此，有必要通过比较其他菌种资源，全面了解

MCFAs在天然土壤中的生物合成性能及潜在的微生物作

用机制。

类似于城市或农业废物，厌氧土壤除了具有上述功能

微生物之外，也含有丰富的可生物降解的有机化合物，可

以作为土壤发酵反应中参与CE过程的功能细菌的营养物

质[25]。此外，近期研究也发现了无机矿物组分在提高电

子传递效率方面的贡献。例如，导电材料和腐殖质能够作

为电子穿梭体，促进天然厌氧土壤中的微生物呼吸作用，

并作用于有机化合物的生物降解（包括水解、发酵和产甲

烷反应等）[21,26‒28]。与其他接种剂或添加剂类似，土

壤也具有固有的生物稳定性，其表面含有孔隙和裂缝，这

能够为微生物提供栖息环境，同时也可以为有毒化合物提

供相应的结合位点[3,29]。因此，全面探索天然土壤体系

（包括微生物群和相关环境组分）作为MCFAs生产的整体

接种物的潜在作用具有重要价值。

本文的主要研究内容如下：首先，我们利用不同类型

的土壤作为微生物接种源进行CE可行性和潜力研究；其

次，在相同的初始条件下，以厌氧污泥和窖泥为对照组，

通过动态CE分析和碳通量测定，对不同接种体系下MC‐

FAs生物合成效能进行了有效的对比分析；再次，通过高

通量测序和宏基因组分析，阐明不同反应器中反应前后的

微生物分类组成和功能基因丰度表达，并有效识别关键代

谢途径在土壤体系和其他接种体系中的差异；最后，本研

究还讨论了这种“有趣”的天然土壤性能现象，为在工业

规模上进行CE生物技术，特别是在利用原生土壤作为接

种微生物源生产MCFAs的过程中提供了新的见解。

2. 材料与方法

2.1. 接种菌源与基质

中国资阳市具有6000年的酿酒历史，其中包括300年

的蒸馏历史。迄今为止，其酿酒工业仍然产生大量的含乙

醇和乙酸的废水需要进行资源化处理。因此，本研究选择

资阳市内 5种不同类型的土壤作为研究对象（附录A中

表S1）。每个土壤样本取自不同位置：①酿酒厂污水处理

设施；②河岸；③医疗废水处理车间；④垃圾渗滤液处理

设施；⑤果林。为了确保采样具有代表性，使用手铲从每

个地块随机收集三个土芯，深度达到地表以下15~20 cm。

每个地块的土芯均匀混合成一组复合的土壤样本，小心地

包装于纸质采样袋中，并迅速运送到实验室。由于厌氧污泥

和窖泥通常作为接种菌源，参与以乙醇为底物的CE试验

[1,3]，本文选择将其作为土壤微生物源的参照物用于进一

步的比较分析。厌氧污泥来源于中国哈尔滨文昌污水处理

厂二沉池，窖泥取自中国资阳某浓香型白酒酒厂酿造发酵

池。关于厌氧污泥、窖泥和发酵机制的详细信息分别见附录

A中表S1和表S2。

2.2. 不同接种物的MCFAs生产效能比较

为证明土壤作为CE接种物的可行性，本文首先使用容

积为500 mL的玻璃血清瓶作为CE反应器，进行重复的土

壤培养实验，瓶内含有相应的生长培养基（附录 A 中

表S2）。每个反应器内的底物浓度及比例参考Wu等[30]给

出的最佳底物浓度，即乙醇 150 mmol∙L−1（ED），乙酸

50 mmol∙L−1（EA）。使用6 mol∙L−1 HCl和6 mol∙L−1 NaOH

溶液调节pH至6.0 ± 0.1。实验开始前，所有反应瓶均通入
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1 min高纯度氮气以排除瓶内空气。随后放入恒温空气浴

摇床内，反应条件控制在 150 r∙min−1和 37 °C。为排除

MCFAs合成过程中土壤自身内含物的影响，设置的空白

组内不添加乙醇和乙酸。根据可行性实验结果，选择特定

的土壤开展深入的研究，并通过与接种厌氧污泥和窖泥对

比，确定接种原生土壤的CE效能以及不同接种物间可能

存在的差异。该批次对比实验的培养条件同前述培养条件

一致。具体的实验设计如表1所示。每天采集相同体积的

发酵液样品用于成分分析。其他的实验细节见附录A中第

S1节。实验的全流程取样（从底物配置到反应结束）均

为无菌操作。

2.3. 高通量测序及微生物群落分析

通过高通量测序分析ES、EP和SBS（对应标号的注

释见表 1）反应器中不同CE接种物反应前后的微生物群

落结构。用土壤DNA试剂盒（Omega Biotek, USA）从上

述样品中分别提取不同发酵接种样本的DNA。利用能够

同时获得细菌和古菌信息的通用引物 515F（5′-GTGC‐

CAGCMGCCGCGGTAA-3′）和 806R （5′-GGACTACH‐

VGGGTWTCTAAT-3′）对 16S rRNA 的 V4~V5 区域进行

PCR扩增[3,30]。然后，在上海美吉生物医药科技有限公

司（中国）的 Illumina Miseq平台进行建库比对。

2.4. 宏基因组学与CE途径分析

本研究利用宏基因测序进一步分析不同接种物间的

CE微生物作用。可行性实验的富集结果表明，富集在固

体组分上的土壤微生物对正己酸的生产性能的影响大于液

体组分。因此，在对比实验结束后，收集SBS、ES和EP

的CE三组反应器的固体部分，选取正己酸产量最高组，

在 10 000 r∙min−1下离心后，用于宏基因测序，以确定参

与CE过程的关键微生物以及功能差异。按照Wu等[30]描

述的方法进行基因注释、分类分配和与关键通路相关的功

能酶分析。关于DNA提取、测序和生物信息学分析的详

细信息见附录A中第S2至第S3节。

2.5. 化学分析测试

每天从每个反应器中采集5 mL样品并进行成分分析。

样品在分析前用 0.45 μm 过滤器过滤。乙醇、SCFAS 和

MCFAs成分采用配备火焰电离检测器和 30 m × 0.25 mm 

DB WAX聚乙二醇毛细管柱的气相色谱仪（7890; Agilent 

Technologies, USA）进行测定 [31]。进样温度设置为

220 ℃，检测器温度设置为240 ℃。色谱柱的升温程序设

置为以20 °C∙min−1的速率从70 °C增加到170 ℃，然后在

170 ℃下保持5 min，然后继续以 20 °C∙min−1的梯度升温

至240 ℃。在上机测试之前，液体样品用3%（V/V）甲酸

酸化[9]。此外，测量电子传递系统（ETS）活性作为微生

物呼吸活性和污泥生物活性的指标[32]， 详情见附录A中

第 S4 节。使用袖珍电导率仪（CTS1 Oakton35462-11; 

ColeParmer, China）测试电导率，以评估电子传递效率。

2.6. 数据分析

计算碳（C）和电子当量用以分析其从CE反应的底

物到产物的流向与分布，其中C/电子平衡是用实验周期

结束时每种产物的毫摩尔碳（mmol C）或毫电子当量

（me‒ equiv.）除以添加的底物消耗的总毫摩尔碳或毫电子

当量来确定的[15,33]。用化学需氧量（COD）作为单位指

表1　不同接种物用于中链脂肪酸生产的实验设计

Tests and experiments

Feasibility tests

Comparative experiments

Groups

Experimental groups

Experimental groupsb

Blank group

Reactors 

s1c

s2c

s3

s4

s5

ES

EP

SBS

BS

Inoculuma

Soil1 (Table S1)

Soil2 (Table S1)

Soil3 (Table S1)

Soil4 (Table S1)

Soil5 (Table S1)

Fresh soil from distillery sewage treatment

Raw pit mud from a Chinese strong-aroma type of liquor distillery

Anaerobic sludge from a secondary sedimentation tank

Fresh soil (the same as ES without an ED and EA)

a For feasibility tests, each reactor consisted of 25 g of fresh soil and 450 mL of reduced anaerobic mineral medium; for comparable tests, each reactor was inocu‐
lated with the same solid mass (=1 ‒ moisture content) by tested solid content, and ES consisted of 25 g of fresh soil and 450 mL of reduced anaerobic mineral 
medium.
b Samples of the second experimental reactors were selected for high-throughput DNA sequencing and metagenomics analysis for comparison.
c Selected soil for enrichment in the later enrichment experiments. One of the duplicates for each soil type was made by removing half the liquid and replacing it 
with fresh medium with ED (150 mmol∙L−1) and EA (50 mmol∙L−1); the other one was made by removing the solid components and utilizing the fermentation 
broth to continue enrichments with the addition of fresh medium with ED (150 mmol∙L−1) and EA (50 mmol∙L−1) in terms of equal volume. The total broth vol‐
ume was 450 mL.
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标来计算正己酸产量，记为“g COD/g COD”，表示每消

耗多少克COD底物对应产生相应多少克COD的正己酸产

物。在第二组对比实验中，使用改进的Gompertz模型来

进一步评估MCFAs的生产浓度变化情况[34]。计算选择

度来描述细菌代谢的能量流向并估计底物到产物的转化效

率[35]。详细分析参考附录A中第S5至第S8节。

3. 结果与讨论

3.1. 各接种物的正己酸生产效能

根据不同土壤样本的采集地点，可以推测受原生土壤

的自然特征影响，未驯化和预处理的接种土壤可能表现出

不同的微生物CE可行性。而在高浓度的乙醇和乙酸培养条

件下，正丁酸和正己酸是该CE反应的主要代谢产物（p < 

0.05）（附录A中表S3）。在最初的批次实验中，底物中用

于合成C4~C6的最大毫摩尔碳利用率和电子当量利用率分

别为 10.58%~55.40%和 13.46%~53.37%（附录A中表 S3）。

实验结果表明，不同来源的土壤的确具有不同的CE性能，

具体表现为溶液中产生了不同浓度的正丁酸和正己酸。这

也证明了当以原生土壤作为微生物接种源时具有明显的CE

活性，这一发现与之前报道的关于土壤厌氧培养的研究结

果一致[15]。在之后的富集发酵实验中（图1），正丁酸和

正己酸仍是主要的代谢产物，其中富集固体组分的正己酸

生成浓度（178~226 mmol C∙L−1）比富集发酵液组分的实

验组更高（144~161 mmol C∙L−1）。虽然正丁酸和正己酸的

浓度有偶有下降，但其浓度总体呈上升趋势，这表明原生

土壤具有持续生产MCFAs的能力，并且其CE活性的增强

涵盖了包括其生物和非生物成分的整个土壤体系。因此，

在某种程度上也可以初步推断用于CE发酵的原生土壤具

有一定的正己酸生产稳定性，这将作为我们后续研究的重

图1. 微生物链延长（CE）可行性测试及使用不同土壤接种物并添加150 mmol∙L−1乙醇和50 mmol∙L−1乙酸的富集批次的结果。s1~s5代表使用不同来

源土壤接种物的实验组。（a）~（c）一家酿酒厂污水处理设施的样品；（d）~（f）靠近河流的土壤；（g）医疗废水处理车间内的土壤；（h） 渗滤液处

理厂的土壤；（i）果林中的土壤。
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点，以进一步探索原生土壤接种的复杂性和稳定性。

不同CE接种体系下（土壤、厌氧污泥和窖泥）的产物

（正丁酸和正己酸）和底物（乙醇和乙酸）的性能分析如

图2（a）~（c）所示。在反应进行到15 d后，所有反应器

的乙醇均被完全利用。此外，ES组乙酸利用率最高，达

96.0%，高于其他组（81.8%~86.6%）。与 SBS 和 EP 组相

比，图2（b）中的浓度变化表明接种土壤的ES组具有显著

的正己酸生产力，其最大生成浓度可达249.69 mmol C∙L−1。

此外，在ES反应器也能观察到正丁酸作为中间产物，在

乙醇和乙酸转化后生成，再进一步通过链延伸过程合成正

己酸[36]。然而，正丁酸的大量积累会对CE合成MCFAs

产生不利影响。因此，需要防止正丁酸的过度积累，使其

经过磷酸化进入细胞并转化为丁酰辅酶A，以保持CE反

应的活性[35]。本研究在ES反应器检测到最小的正丁酸

累积浓度（54.96 mmol C∙L−1）。该结果表明，与其他组相

比，原生土壤微生物在丁酸转化为正己酸的过程中效率最

高。相反地，在SBS反应器和EP反应器中观察到大量的

正丁酸生成，其最大累积浓度分别为 209.67 mmol C∙L−1

和 178.85 mmol C∙L−1，这表明在这两组反应器中，有大

量的正丁酸脱离了后续的CE循环，导致其作为中间产物

积累。因此可以推测，利用原生土壤作为微生物源进行

CE反应时，可在一定程度上缓解正丁酸积累导致的碳链

延伸不足的不利影响，这从接种来源的角度，为优化MC‐

FAs生产提供了一种可行的解决方案[37]。

以往对CE的研究主要集中在以乙醇为ED和厌氧污

泥为接种源的正己酸生产上[13,36]，结合已发表的文献，

将本文使用不同接种物获得的MCFAs生产结果进行对比。

结果发现，在相似的培养条件下，以乙醇为ED，本文中

ES 反应器的最大正己酸产率也超过了一些相关的报道

[图 2（d） [12‒13,19,31‒32,35,38‒41]和附录 A 中表 S5]。

尽管在一些研究中采用了添加导体材料或特定药剂等强化

措施[19,32,35,42‒45]，但在仅考虑最大产量的情况下，接

种原生土壤在正己酸生产方面仍呈现出相对显著的优势。

此外，与其他以纯乙醇为ED的CE实验相比，本文获得

的最大正己酸生成浓度和转化率均令人满意，接近现有较

高报道值，分别为 74.2 mmol∙L−1和 49.49%。且未经驯化

的 ES 反应器的正己酸产率高达 60.53%。上述结果均表

明，在特定的环境条件下，天然土壤在生产正己酸方面具

有相对的优势，且原生土壤具备作为CE的优良接种潜在

资源。

动力学拟合曲线表明，在ES反应器，产物的生成动

力学具有较短的滞后期、较高的最大产率和较高的合成速

率，因此土壤微生物源具有较好的正己酸生产性能

[图 3（a）和附录A中表S6]。随着时间推移，ES的正己

酸产量达到了最高，为 22.50 g COD/g COD，分别比 EP

和SBS反应器高出2.10倍和2.90倍[图3（b）]。值得注意

图2. SBS反应器（接种厌氧污泥）（a）、ES反应器（接种土壤）（b）和EP反应器（接种窖泥）（c）中底物与产物的浓度；（d）不同研究中正己酸产

量的比较[12‒13,19,31‒32,35,38‒41]（附录A中表S6）。
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的是，与 SBS 和 EP 相比，ES 表现出最高的选择度

（60.53%）和特异性（82.32%），这也说明了当以土壤作

为接种物时，从底物中消耗的电子更多地被用于生产正己

酸而非正丁酸[19]。碳流分析进一步揭示了ES反应器中底

物向产物的高效转化，其实验结束时源于正己酸的碳分布

达到60.00%（附录A中图S1）。上述分析指标均突出了ES

反应器内土壤CE培养具有正己酸（CE的主要目标产物）

生物合成的高效性。整个反应期间，各反应器内每日的pH

变化[图3（c）]也显示出土壤CE体系具有更大的稳定性，

这表明原生土壤中的某种特质使其具有一定的PH缓冲能

力。此外，与SBS和EP相比，ES组的电子传递效率分别

提高了65.00%和25.49%，电导率分别提高了0.35 mS·cm−1

和0.15 mS∙cm−1，如图3（d）所示。

3.2. 不同接种物合成正己酸的微生物群落分析

为了进一步揭示不同接种物引导的CE过程的微生物

机制，本研究对ES、SBS、EP三个反应器中的微生物群

落进行分析。主坐标分析（PCoA）表明，不同接种物类

型对微生物群落结构有显著影响[图4（a）]。不同的初始

环境条件会塑造不同的微生物组成。因此，我们也分析了

实验前各接种源在门水平上的初始微生物群落组成（附录

A中图S2）。实验开始前的原生土壤样品中绝大多数微生

物属于 Proteobacteria（33.1%）、Acidobacteria（13.4%）、

Actinobacteria（10.0%）和 Bacteroidetes（8.1%），而 SBS

和 EP组的初始微生物群落则以Actinobacteria（20.9%和

20.9%）、 Chloroflexi （11.1% 和 4.1%）、 Bacteroidetes

（7.90% 和 7.92%） 和 Firmicutes （5.7% 和 3.7%） 为 主

（附录A中图S3）。经CE培养后发现，Proteobacteria、Fir‐

micutes、Bacteroidetes和Actinobacteria是三组反应器中的

优势门，其总丰度值分别占各反应器内微生物种群的

97.9%、80.6%和 85.7% [图 4（b）]。在厌氧发酵过程中，

Firmicutes被发现常与MCFAs的合成相关[46]，本文也发

现经CE过程后，其丰度值相对较高（12.7%）。值得注意

的是，本文发现与初始微生物组成相比，Proteobacteria仍

是土壤CE发酵的主要微生物群落（76.7%）。并且ES的

Proteobacteria和Firmicutes较原始组成分别增加了 43.54%

和9.64%，而其通常被认为是生产正己酸的关键微生物群

落[11,13,47]。因此，正如现有的关于CE实验室规模反应

器的批次培养实验所报道[48,49]，尽管目前只有少数菌株

可以被分离出来，但无论在原生土壤中的门水平分布如

何，都不能忽视Proteobacteria在土壤中引导CE生物合成

正己酸途径的作用。故本研究推测土壤中含有强力促进

CE生物过程的功能微生物，特别是 Proteobacteria和 Fir‐

micutes门的微生物，这从微生物源的角度促进生产正己

酸有所启发。

为进一步研究不同的微生物的下属分类，本研究使用

Fisher精确检验在属水平上判定功能微生物的种群差异[图

4（c）和附录A中表S7]。结果表明，隶属于Proteobacte‐

ria门的Pseudomonas和Azotobacter在ES和其他反应器中

的丰度值差异最大。Pseudomonas在生物制氢和产酸等厌

氧过程中的作用已有报道[4,50‒51]，但在本文中，接种厌

图3. （a）动力学拟合结果；（b）特异性、选择性和产率计算；（c）调整前后的pH值变化；（d）ES、SBS和EP三组之间的电子传递效率和电导率。
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氧污泥和窖泥的反应器中其丰度值较低；在接种土壤的反

应器中却为第一优势属（34.1%），这可能与其具备CE功

能基因有关，并且参与了ES反应器内正己酸的生物合成。

作为ES反应器中的第二优势属，Azotobacter可以产生低

电位电子，促进铁氧还蛋白和黄素氧还蛋白电子分叉配合

物的还原，从而参与丙酮生成和固氮[52‒53]，故其在土

壤的厌氧发酵过程中也可能起介导电子传递的作用，从而

促进了CE过程的发生。此外，Clostridium在很多研究中

被报道为模式微生物进行CE反应[19,46,48]，本文同样发

现，土壤经 CE 发酵后，其相对丰度也有大幅增加的现

象。正如CE相关研究所报道所述 [35,54]，虽然其他属水

平上的发酵细菌（Acinetobacter、Bacteroides、Methano‐

gens）在本研究中各反应器间的差异不明显，其也可能参

与或协同作用于CE反应发生。需要注意的是，其他微生

物的丰度值大小并不能直接决定它们与CE的相关性，因

为它们可能在微生物混合发酵体系发挥其他作用。此外，

本研究的整个发酵周期相对较短（15 d），因此在未来的

研究中需要更长时间的实验，以提供更全面的关于利用原

生土壤的CE途径，合成正己酸的微生物方面的信息。

3.3. 基于宏基因组学的正己酸合成途径差异分析

为确定与正己酸产生相关的关键代谢途径，在KEGG

数据库中对功能基因进行注释。与脂肪酸生物合成

（FAB）相关的基因丰度因接种微生物源的不同而呈现明

显差异，其相关丰度值在ES的总占比最高。此外，ES中

关于碳水化合物代谢、氨基酸代谢和细胞活性代谢（包括

细菌分泌、丙酮酸代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢）的基因

丰度值是三组反应器中较高的（附录A中表S8），这表明

土壤接种反应器中的微生物代谢更活跃、更多的能量用于

CE途径中DNA和RNA合成、其作用相关的微生物量更

多[45‒46]。

本文通过典型的代谢途径和功能酶分析，进一步阐述

了三种接种物在 CE 过程的作用差异（图 5 和附录 A 中

表S9、表S10）。乙酰辅酶A是CE过程发生的关键中间前

体，在本研究中主要由乙醇氧化产生。在该阶段，ES中

编码 yiaY、adhP和 yahk的基因丰度明显高于 SBS和EP，

这为下一步乙醛的合成与氧化提供了更多的能量和还原当

量[36,55]。在ES中，编码mhpF的乙醛脱氢酶的丰度也更

高，这也代表土壤微生物在进行乙醇氧化这一阶段的效率

图4. 组间微生物群落差异分析。（a）三种不同接种物微生物群落的PCoA分析（PC1：数据变化的主坐标成分尽可能大；PC2：剩余变异中占比最大

的主坐标成分）；（b）门水平上的微生物群落；（c）属水平上微生物群落的差异比较。
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更高。有趣的是，虽然在整个实验过程中观察到集气袋膨

胀的现象，但在CE反应结束时没有检测到CO2的积累。

此外，在ES中涉及CO2还原为一氧化碳（CO）和CO还

原为乙酰辅酶A的相关基因丰度值显著高于SBS和EP反

应器。并且编码厌氧CO脱氢酶和乙酰辅酶A脱羧酶/合成

酶（CODH/ACS）的基因在ES反应器中的丰度值也更高。

这一发现可能表明，在土壤的厌氧CE过程中，细胞呼吸

产生的CO2可能通过原位还原生成CO（作为电子供体），

再进一步还原产生乙酰辅酶A，这需要在未来的研究中进

一步验证。虽然该过程的总丰度值不如乙醇氧化过程高，

但无CO2积累的现象恰好间接表明：CO2的原位产生和利

用在ES反应器中在土壤的CE过程是可能存在且作用不可

忽视的。这对于利用天然土壤的CE生物途径来减少碳排

放具有积极的启示意义。虽然在以往利用厌氧污泥作为接

种物和底物的研究中也发现了CO2还原为乙酰辅酶A的现

象[9,31,46]，但本文通过宏基因组学手段详细地阐述了可

能潜在的作用机制，并说明了土壤微生物源相对于其他接

种物在乙酰辅酶A合成中的显著优势。

在ES组中，参与逆 β氧化（RBO）通路的一些关键

酶的相对丰度也有明显增加。其中编码乙酰辅酶A乙酰转

移酶的基因（atoB和ACAT）在ES组中比其他组表现出更

高的丰度，该基因能通过将乙酰辅酶A和辅酶A衍生物偶

联形成乙酰乙酰辅酶A来启动RBO的第一个循环[56]。此

外，编码乙酰辅酶A酰基转移酶的基因（fadA和 fadI）丰

度在ES组中显著高于其他组，而这些酶起着促进丁酰辅

酶A的转化，有效阻止正丁酸在ES反应器中的积累的重

图5. 正己酸微生物合成过程及其代谢相关功能基因与酶。（a）功能基因相对丰度的热图；（b）基因丰度值的比较；（c）三组中不同途径酶的总丰度。

基因缩写的对应定义详见附录A中表S10。
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要作用，该结果与前文关于MCFAs的生产性能讨论一致。

与 FAB途径相关的基因在ES组中也表现出更高的丰度，

如图5（c）所示[54]。FAB途径是生物合成正己酸的另一

条关键途径，起始于丙二酰辅酶A，其主要在3-C供体的

作用下由乙酰辅酶A的羧化和丙二酸的转化产生。此外，

编码乙酰辅酶A羧化酶的基因（accA、accC和 accD）在

ES 组中显著更高。与其他组相比，ES 中编码 3-氧己

基-acp（fabB）和反式己基-2-烯丙基-acp（fabZ）的基因

丰度也更高，这表明无论酶活性如何，丁基-ACP作为关

键中间体的转化效率都很高。虽然参与这一过程的其他基

因没有显示出高丰度，但它们也可能在正己酸生成的过程

发挥重要作用。总的来说，ES组RBO和FAB通路中相关

功能酶的丰度基本高于SBS和EP组，并且相关基因的丰

度增加极可能影响了CE效率，而这些丰度显著较高的基

因可能是土壤微生物较其他接种源具有更好的合成正己酸

效能的主要原因。

图6为ES中涉及的微生物及CE相关功能的相关性分

析。在 RBO 和 FAB 途径中，Pseudomonas 和 Clostridium

与其中某些功能单元有紧密联系，这表明其在发酵土壤体

系中对CE过程起着至关重要的作用，该结果与微生物群

落分析的结果一致。其他微生物如Rhodococcus和 Steno‐

trophomonas经分析后也与这些功能基因具有相关性，这

表明CE过程的发生可能是通过不同土壤微生物之间的相

互作用来实现的。因此，为研究以原生土壤作为接种源的

微生物作用机制，本文进一步探讨了隶属于Pseudomonas

和Clostridium的优势菌种与CE功能酶的关系。如附录A

中表S11所示，CE过程不能由单个菌株完成；相反，它

取决于不同微生物之间的相互作用。例如，C. Kluyveri参

与了大部分乙酰辅酶A合成途径、RBO途径和FAB途径的

相关功能酶的合成和转运。C. magnum、C. homopropioni‐

cum和C. botulinum也被观察到与FAB途径和乙酰辅酶A合

成所需的功能酶相关。因此，可以推测，在这样一个有效

的土壤CE混合菌体系中，微生物的协同合作生产正己酸

是值得深入研究的课题。

此外，通过上述分析可发现参与CE相关功能单元的

微生物一部分属于导电细菌。已有研究提出直接种间电子

传递（DIET）是一种高效的微生物种间能量传递的方式，

比物质之间的电子传递更节约能量，且广泛存在于厌氧体

系[57‒58]。研究还表明DIET可以通过多种途径发生，如

导电菌毛（e-pili）、细胞色素、生物和非生物电子传递介

质（如导电材料）[59‒60]。因此可推测，原生土壤微生

物在适宜条件下的CE生物过程中也可能会建立基于DIET

的种间协作机制。例如，作为一种典型的电活性细菌，

Pseudomonas在ES反应器中表现出了与RBO和FAB的功

能和关键基因的高度相关性，这可能与其经导电菌毛进行

细胞外电子传递，并建立基于DIET的共生微生物-菌毛-

微生物网络相关[61‒62]。同样地，Clostridium、Rhodo‐

coccus、Stenotrophomonas 和 Geobacter C 在 RBO 和 FAB

通路的特定功能中也显示出较高的丰度。而在ES反应体

系中，上述微生物可能具备如下共同特征（附录A中图

S3）：①存在 e-pili作为导电结构[59]；②分泌的细胞色素

可以作为导电介质[59]；③利用膜囊泡和鞭毛进行DIET 

[63‒64]。除了微生物成分外，非生物因素也可能通过DI‐

ET来促进正己酸的生成[65]。因此，在这种伴随着较高的

代谢率的土壤厌氧发酵体系中，也可能形成一种利于种间

电子传递（IET）和DIET的多物种聚集体结构，而这已

图6. 与RBO途径（a）和FAB途径（b）关键功能相关的微生物。丰度基于RPKM（即每千碱基对每百万次读取的命中率）计算，并以对数形式绘制。

代表基因功能及其在代谢途径中参与的代码详见附录A中表S9、表S10。
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被证实对乙醇氧化效率非常重要[62,66‒67]。因此，在本

文的土壤CE反应器中观察到的较高的正己酸生产，可能

部分归因于此类团聚体的形成。虽然没有直接证据表明在

原生土壤CE过程中DIET是否建立，或者其存在是否对

CE有促进作用，但DIET可能成为促进该体系作用的关键

因素。需要在后续研究中深入研究，以了解DIET在土壤

CE过程中的具体情况。

3.4. 研究意义

本文利用土壤作为接种源生产正己酸，并通过与其他

接种源对比，全面分析了原生土壤微生物高效合成正己酸

的表现及相应的微生物机制。同其他接种源相比（厌氧污

泥和窖泥），接种原生土壤显著促进了正己酸的生成，改

善了底物利用与转化，并提高了产物选择度和碳流分布。

此外，土壤CE体系具有不同于传统厌氧发酵菌群的独特

微生物群落结构。在土壤接种反应器中，Clostridium、

Pseudomonas和Azotobacter是参与CE过程中最主要的微

生物。宏基因组学分析结果显示土壤CE体系中涉及RBO

和FAB途径中的功能基因和酶的丰度值更高，这可能表

明该体系中的相关微生物丰度更高或功能作用更强。值得

注意的是，在该研究中，CO2的原位利用也可能促进了土

壤接种反应器中正己酸的CE生物合成过程。此外，正己

酸生成也与ETS活性和电导率呈显著正相关，这可能表明

土壤微生物在CE体系还建立了潜在的基于直接电子传递

的电子协同作用。

为了进一步推进微生物CE合成MCFAs的进程，未来

研究的挑战可能主要集中在以下几个方面：构建高效的产

酸发酵体系；促进碳的定向转化；研究目标产物的可控合

成策略；开发产物分离和提取技术和设备。而本文提出的

开发土壤微生物资源以构建高效的CE功能微生物群落，

为实现上述目标提供了有价值的参考。

本文为利用土壤作为MCFAs生产的接种源提供了新

的见解，且实验结果具有可重复性和适用性。研究结果表

明，在土壤微生物研究中，碳链延长作为一种节能减碳的

途径也不应被忽视。土壤接种实验表明，在一定培养条件

下，原生土壤作为接种源在正己酸产量、选择度和碳分布

方面均表现了较高的生产效能。此外，利用二氧化碳（或

可作为一种间接电子供体）也有可能增强自然土壤碳排放

系统的固碳能力，而这在未来的研究中可能通过使用标记

引物追踪技术来确定。

此外，考虑到原生土壤及其微生物的独特性质，本研

究首次提出了在土壤CE体系中功能微生物（如Pseudo‐

monas、 Azotobacter、 Clostridium、 Rhodococcus、 Steno‐

trophomonas和Geobacter）可能通过DIET实现协同作用。

在未来的研究中需要采用进一步的分子分析（如转录组学

和原位光谱电化学分析），以证实DIET在土壤CE体系中

的建立[68‒69]。综上所述，在CE平台上探索土壤接种微

生物源的技术可行性可能被认为是工业化生产MCFAs的有

益思路，其中微生物CE的效能和作用及其在自然土壤条

件下的动态变化，都将作成我们未来研究的相关研究重点。

4. 结论

目前，微生物合成化学品的热点已使得CE技术成为

广受关注的生产MCFAs和其他生物基化学品的有前景的

生物技术平台。本文不仅证明了利用不同天然原生土壤作

为接种源，并以乙醇作为ED，通过CE途径生产正己酸的

可行性，而且通过宏基因组学分析探讨了相应的微生物机

制。本研究主要得出以下结论：

（1）土壤接种物具有高效的正己酸生物合成效能，

具体表现为较高的选择度、特异性和产率。动力学分析

进一步证实了土壤接种微生物的良好 CE 活性，并证实

其相对其他接种源具有更短的滞后期和最高的正己酸

产量。

（2）Pseudomonas、Clostridium 和 Azotobacter 的相对

丰度随着正己酸产量的增加而增加，表明它们可能在土壤

CE体系中发挥潜在作用。

（3）土壤的CE途径主要包括RBO和FAB。其功能和

基因的丰度表达主要与Pseudomonas和Clostridium有关，

且其他导电细菌在介导厌氧土壤的CE过程时也存在一定

的促进作用。

本研究结果强调了CE作为一种节能途径在土壤微生

物研究中的重要性。研究自然土壤条件下微生物CE的发

生程度及其作用将是我们后续研究的重点。
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