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堆肥过程多阶段强化接种对细菌群落多样性的影响
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摘要! 以生活垃圾为原料进行好氧堆肥$采用多阶段的方式强化接种功能微生物菌剂$利用 V6/D_YY+方法并结合聚类分析

和 5:G8878Da@GS@L指数变化来研究堆肥过程中多阶段强化接种对细菌群落多样性的影响$同时监测木质纤维素降解率的变

化B结果表明$多阶段接种堆肥能有效提高堆体降温期和二次发酵期的温度’和普通接种堆肥相比可使半纤维素(纤维素和木

质素的降解率分别提高 $‘"#j( "(‘&#j和 &‘#&jB细菌群落多样性分析表明$’ 种接种方式的多样性指数表现出极显著差

异$采用多阶段的方式进行接种能使接种菌剂更好地定植于堆体之中$有效避免不同功能的接种菌剂之间(接种菌剂和土著

菌之间的竞争性抑制作用$提高堆体中特别是堆肥腐熟阶段的细菌群落多样性$加快堆肥的稳定化进程B
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!!好氧堆肥是实现有机废弃物资源化利用的一种
重要方式$其本质是由群落结构演替非常迅速的多
个微生物群体共同作用的动态过程 )" f**B有研究表
明 )E f%* $在堆肥过程中接种高效微生物菌剂可以增
加堆体中的微生物数量$利用微生物菌群间的相互
协同作用加速垃圾中有机物的分解$促进堆肥材料
的腐熟$提高堆肥效率B也有研究认为 )$$&* $由于堆
肥物料成分复杂$接种外源微生物菌剂与堆肥土著
微生物之间存在竞争$致使二者均不能充分地发挥
其作用B因此$如何能更好地发挥外源微生物菌剂与
土著菌之间的协同作用成为国内外学者关注的焦
点B研究表明 )$$# f"’* $微生物菌剂的添加时期是其能
否有效发挥作用的关键$为充分发挥接种菌剂的优
势作用$降低土著微生物与接种菌剂之间的竞争$本
研究遵循堆肥过程中的温度变化和物质转化特
性 )"* f"%* $提出在堆肥过程中多阶段接种不同的功能

菌剂B
由于堆肥过程是由微生物主导的生理生化过

程$对堆肥过程中微生物群落多样性及其动态变化
进行研究是了解堆肥过程中微生物作用机制的必要
前提B基于"%5 L_,3的 V6/D_YY+技术可以通过图
谱特征来分析系统中微生物的群落变化规律$克服
了传统微生物研究方法的局限性$目前已被广泛应
用于环境样品的研究中 )"$ f’’*B本研究利用 V6/D
_YY+技术$从分子生态学的角度研究多阶段强化
接种堆肥过程中的细菌群落多样性$并将接种菌剂
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制作成 FGLI@L$以示踪接种菌剂在堆肥中的生长过
程$以期为堆肥接种工艺参数的优化及堆肥过程中
微生物的作用机制研究提供理论依据B

NO材料与方法

NPN!堆肥原料
将从北京市某生活垃圾综合处理厂取回的生活

垃圾进行分拣$剔除难降解物质$如塑料"所占质量
分数 %‘)j#和玻璃(砖石 "所占质量分数 E‘’j#
等$并将剩余的可降解有机生活垃圾进行粉碎$粒径
控制在 ) MF以内B将从中国环境科学研究院收割的
杂草晾干$并剁碎至 ’ f* MF$用以调节堆肥碳氮
比B有机成分的理化性质见表 "B

表 NO堆肥材料基本理化参数

2GQ;@"!57F@QGNAMM:GLGM9@LAN9AMN7RM7FC7N9A8UFG9@LAG;N

原料 6O, 有机质含量Oj 含水率Oj

生活垃圾 ") )(‘# )&‘)

杂草 "(%‘$ &(‘(& E‘’E

堆肥原料 ’%‘" )E‘% %(‘""

接种菌剂为课题组从高温堆肥和牛粪中筛选得
到的 3,_复合菌剂"包括具有氨氧化功能的菌株
3D(*(硝化菌 ,D’E 和除臭功能的菌株 _D()#(具有
纤维素降解功能的复合菌剂 "含有菌株 D̂T"( D̂
T$( D̂"" 和 D̂*’#和具有木质素降解功能的复合菌
剂"含有菌株 1DT"(1D’"(和 1D*"#B其中 D̂""( D̂
*’( 1D’"(和 1D*" 为真菌$其余全部为细菌B
NPQ!堆肥装置

堆肥的实验装置为二室堆肥反应器$结构示意
见图 "B该装置主体由 ’ 个结构相同的内室组成$可
以同时进行两组平行实验B反应器内室结构为圆柱
型$高 (‘E F$底面直径 (‘) F$有效容积为(‘($& )
F*$散热表面积为"‘(’( ) F’$外附保温材料$配有
智能控制系统(温度探头(在线气体检测系统等实验
附属配件B
NPR!堆肥试验设计及样品采集

调节堆肥物料初始含水率为 %(‘""j$碳氮比
为 ’%‘"$C[为 $‘"*$通风量 (‘) 4."FA8.IU# o"B堆
肥设计 ’ 个处理!2" 为多阶段接种堆肥$即在堆肥
的升温阶段接种硝化细菌与除臭菌 "3,_复合菌
剂#$以减少氨气的挥发和硫化氢等恶臭气体的产
出$同时起到减少堆肥氮素损失的功效’在堆肥的高
温持续阶段" i))n#$微生物活性受到极大抑制$
此阶段不接种’而在高温阶段中后期" l))n#$由
于堆肥物料中结构简单的有机物消耗殆尽$微生物

"B保温层’’B喷头’*B渗滤液回灌管’EBB布气板’)B阀门’%B底座’

$B废气回收管’&B供气管’#B渗滤液收集桶’"(B气体流量计’

""B空气压缩机’"’B蠕动泵’"*B渗滤液收集管’"EB顶盖’

")B热交换机’"%B法兰’"$B顶部排气管

图 NO二室堆肥反应器示意

=AUB"!5M:@FG9AMRAU>L@7R?@SAM@N9L>M9>L@7R9P7L77F

主要利用纤维素等作为能源物质$此阶段接种纤维
素降解菌’堆肥降温阶段和二次发酵阶段" lE(n#
是腐殖质类物质快速形成与稳定化阶段$此阶段接
种木质素降解菌B2’ 为普通接种堆肥"对照组#$即
在堆肥开始同时接种上述 * 种复合菌剂B’ 组实验
中 * 种复合菌剂的接种比例为 "p"p"$接种总量"以
干重计#为 ) F4.IUo"$接种菌剂的细胞浓度为 "(&

个OF4B
从堆肥开始每隔 E& : 在堆心 ")( ’(( ’) MF深

度处分别取等量样品 ’(( U进行混匀$平均分为 ’
份$" 份样品用来进行理化指标的测定$" 份保存于
o’(n冰箱用于后续分析B
NPW!测定项目及方法
NPWPN!理化指标分析

温度!在线监测’木质纤维素含量测定参照文献
)’**的方法B
NPWPQ!细菌群落多样性分析

基于"%5 L_,3的 V6/D_YY+方法对堆肥过程
中的细菌群落多样性进行研究$并对 _YY+图谱中
的优势条件进行测序分析$结合聚类分析和多样性
指数分析的方法共同表征多阶段接种堆肥过程中的
细菌群落多样性B

""#V6/D_YY+分析
堆肥样品经脱腐缓冲溶液洗涤去除腐殖质后$

用 7F@UG土壤 _,3提取试剂盒进行总基因组 _,3
的提取及纯化B然后以此 _,3为模板对"%5 L_,3
的 -* 区进行 V6/扩增B扩增引物采用细菌通用引
物 )*EL"322366Y6YY62Y62YY#和 *E"R"66236

(#%’
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YYY3YY63Y63Y# )’E* $由上海生工合成$其中正向
引物 )h端连 接 有 Y6夹 板 "6Y666YYYY6Y6Y
6666YYY6YYYY6YYYYY636YYYYYY#$ 以提高
在后期 _YY+电泳时的解链范围 )’)*BV6/扩增体系
为!"( ’F7;O4正反向引物各 " ’4$CL@FAJ:$O’) ’4
"2G]G/G#$模板_,3’ ’4$无菌去离子水补足至 )(
’4B扩增条件!#En预变性 ) FA8$之后采用降落式
"97>M:?7P8#V6/$退火温度从 %(n到 )"n每循环
依次降 "n$每个温度 " 个循环$每个循环 #En变性
*( N$退火 *( N$$’n延伸 " FA8$$’n终延伸 "( FA8$
最后 En保温BV6/扩增产物采用 "‘)j琼脂糖凝胶
电泳检测B

_YY+条件参考 =@LLANF等 )’%*的实验并进行了
改进B采用 TA7D/G? 公司 _M7?@21的基因突变检测系
统对 V6/产物进行电泳分离B_YY+聚丙烯酰胺凝
胶浓度为 &j$变性梯度 *)j f%(j$电泳缓冲液为
" m23+$电压 &( -$%(n条件下电泳 "% :B电泳结束
后用 5XT/YL@@8 (""p"( (((#染色 *( FA8$用W-V
凝胶成像系统观察结果并拍照B利用 d>G89A9<78@软
件将 _YY+图谱数字化后$按照 WVY313算法对各
泳道群落进行聚类分析$同时按照 \7;G8?G等 )’$*的
方法对 _YY+图谱中各泳道微生物进行 5:G8878D
a@A8@L多样性指数 "Sh#分析$Sh通过公式 SR?

@,4&;84&计算$其中 4&是泳道中条带的相对信

号强度B
"’#优势条带的切胶回收和测序分析
用无菌的手术刀在 *E) 8F波长下将优势条带

切下$放在 ’ F4无菌离心管中$并用 9AC 头捣碎$加
入 %( ’42+缓冲溶液$En放置 ’E :$取 "( 8U_,3
进行第二轮 V6/扩增$引物和扩增条件同上$扩增
产物交由北京三博远志公司测序B将测序结果提交
到 Y@8TG8I 中利用 T4352软件与 Y@8TG8I 数据库
中的序 列进行 比对$ 获得同源 性最 大 的 菌 属
"%5 L_,3序列B

QO结果与讨论

QPN!堆肥过程中理化参数的动态变化
QPNPN!堆肥过程中温度的动态变化

堆肥过程中温度的变化情况如图 ’ 所示$’ 个
处理在第 ’? 都进入高温期$)(n以上维持的时间都
超过 ) ?"2" 为 & ?$2’ 为 $ ?#$都能满足堆肥无害
化处理的要求B’ 种接种方式在堆肥进行的前 # ? 对
温度的变化影响不大’第 # ? 向 2" 中接种纤维素分
解菌$从第 "( ? 起 2" 处理堆体温度和对照组相比

下降的趋势较缓慢’第 "* ? 一次发酵结束$对 ’ 个
堆体进行翻堆$同时向2" 处理中接种木质素降解菌
复合菌剂$堆体温度在第 ") ? 时迅速升高开始进行
二次发酵$二次发酵最高温度达到 )"n$说明新接
种的微生物菌剂逐渐适应堆体环境后开始作用于堆
料中难降解的纤维素和木质素$使堆体温度上升B由
于2’ 处理中容易利用的有机物质消耗殆尽$堆肥初
期接种的木质纤维降解菌在耐受长达 $ ? 的 )(n以
上的高温作用后其微生物活性已基本消失$所以在
高温期末期堆体温度一直呈现下降的趋势B说明根
据堆肥过程中有机物质的降解特性和温度变化进行
有针对性地分阶段接种能更好地发挥接种菌剂的微
生物活性$提高接种菌剂的利用效率$加快堆肥
进程B

图 QO堆肥过程中的温度变化

=AUB’!6:G8U@N7R9@FC@LG9>L@?>LA8UM7FC7N9A8U

图 RO堆肥化过程中半纤维素&纤维素&木质素变化

=AUB*!6:G8U@N7R:@FAM@;;>;7N@$ M@;;>;7N@G8? ;AU8A8

M78M@89LG9A78 ?>LA8UM7FC7N9A8U

QPNPQ!堆肥过程中木质纤维降解率的动态变化
木质纤维素等大分子物质的降解速率是决定堆

肥腐熟进程的一个关键因素 )’&*B如图 * 所示$’ 个
处理的半纤维素降解伴随着堆肥的整个过程’2" 处
理的纤维素降解从堆肥的高温期开始直至堆肥结
束$对照组 2’ 则主要发生在堆肥的高温期$后期降
解缓慢’2" 处理的木质素降解从堆肥的高温期末期
开始直至堆肥的二次发酵结束$对照组的主要发生
在堆肥的降温期$从第 "’? 开始 2" 的降解速率明显

"#%’
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大于对照组’堆肥结束后多阶段接种处理的半纤维
素降解率(纤维素降解率和木质素降解率比对照组
分别提高了 $‘"#j( "(‘&#j和 &‘#&jB说明采用
多阶段接种的方式进行堆肥能有效提高堆肥过程中
木质纤维的降解速率$使堆肥充分腐熟B
QPQ!多阶段接种堆肥过程中细菌群落多样性分析
QPQPN!_YY+图谱分析

从图 E 和图 ) 可以看出$多阶段接种和普通接
种堆肥处理的 _YY+条带种类和分布表现出了明
显的差异$多阶段接种处理中的细菌种类和数目多
于对照组$尤其是在堆肥降温期以后多阶段接种处
理的微生物种类和数目明显高于对照组$表现出了
较高的多样性B条带 3f4所代表的微生物为堆体
中的土著微生物$其中条带 3(T(6(_(+(=为 ’ 个
处理的共有条带$但在 ’ 个处理中持续的时间和条
带的亮度都有所不同$条带 +(=在 ’ 个处理中都持
续了较长的时间$为堆肥过程中的优势菌群$但在多
阶段接种处理中的亮度要明显高于对照组B条带 Y(
[(.(\(](4只出现在多阶段接种处理的_YY+图谱
上$且条带亮度较高$然而在对照组中没能监测到$
说明多阶段接种工艺能有效提高堆体中土著微生物
的种类和数量$使其作为优势菌群促进堆肥的腐熟B

接种菌剂的"%5 L_,3-* 区 V6/扩增产物作
为 _YY+图谱中的对照条带$在图谱上标记为条带
( f!B条带(只出现在2" 处理的前 ’ ?$之后便在

_YY+图谱上消失$在 2" 和 2’ 处理的图谱上没有
发现条带*$可能与条带(和*所代表的微生物对
复杂的堆肥环境的适应能力差$不能很好地利用体
系中的营养物质$另外还与菌剂的耐高温能力不强
有关$当堆温逐渐升高时其活性受到抑制B条带"出
现在 2" 的第 % ? 和第 "’ f"E ?$条带)出现在 2"
的第 E f"% ?$说明条带"和)所代表的接种菌剂能
够很快适应堆肥环境迅速定植于多阶段接种的高温
期B条带+和!分布在凝胶的下方$所代表的微生物
是 Yz6含量较高的纤维素分解菌$在 2" 处理的第
# ? 接种$在 _YY+图谱上的第 "( f"& ? 一直为优
势条带$条带较亮B说明在此阶段接种的菌剂能够有
效地作用于堆料中的纤维素类物质$将其降解成微
生物容易利用的小分子物质$供其它微生物吸收利
用 )’#*B然而在对照组的图谱上只有条带)和+出
现$且条带的亮度要低于多阶段接种处理B

分析以上现象出现的原因可能是在 2’ 处理中将
多种具有不同生理功能的微生物菌剂混合接种会出
现菌剂之间的相互抑制作用$使接种菌剂不能很好地
生长$同时由于接种菌剂与土著菌之间存在竞争$使
堆体中的微生物量降低B然而$采用多阶段的方式进
行接种可以更好的避免接种菌剂之间的竞争$使接种
菌剂都能有效地利用堆体中的营养物质$同时少量分
批次的接种能有效地避免接种菌剂和土著微生物之
间竞争$使堆肥过程中的微生物多样性提高B

1为接种菌剂 FGLI@L$编号 ’( E( %( &( "(( "’( "E( "%("& 为多阶段接种处理对应天数的样品$编号 ’h( Eh( %h( &h(

"(h( "’h( "Eh( "%h( "&h为对照组对应天数的样品$编号 ( 为两个处理的初始堆肥样品

图 WO5@@/凝胶电泳图像

=AUBE!_YY+CG99@L8NCL7?>M@? RL7F?ARR@L@89NGFC;@
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# 期 党秋玲等! 堆肥过程多阶段强化接种对细菌群落多样性的影响

图中不同大写字母表示 _>8MG8 多重比较差异极显著"4l(‘("#

图 XO堆肥过程中多样性指数演替

=AUB)!6:G8U@7R5:G8878DaA88@L

!!对不同时期的堆肥样品的相似性指数和条带的
聚类分析"图 %#可以看出$2" 处理从第 "( ? 开始到
堆肥结束的样品聚为一类$对照组的第 "’ ? 到堆肥
结束的样品聚为一类$两类间相似性只有 *Ej$说
明 ’ 个处理在降温期及二次发酵期的菌群组成差异
较大B对于同一堆肥处理的不同时期的微生物种群
相似性较低$同一堆肥时期的相似性较高$如 2" 处
理的高温期和降温期的相似性系数为 E&j$高温期
最大相似性为 $#j$二次发酵期的最大相似性为
$%jB说明除了接种菌剂的影响外温度变化是导致
微生物群落结构跃迁的另一个至关重要的因素B

图 !O5@@/图谱的聚类分析图

=AUB%!6;>N9@LA8UG8G;<NANR7L_YY+CG99@L8N

QPQPQ!细菌群落多样性分析
生物多样性指数是有效表征生态环境中物种丰

富度及分布均匀性的一个重要指标 )*(*B通过计数
_YY+图谱中的条带数和计算 5:G8878Da@GS@L指数
来分析多阶段接种堆肥和普通接种堆肥过程中的细

菌多样性$从图 ) 可以看出!’ 个处理的 5:G8878D
a@GS@L指数表现出极显著差异B在堆肥的升温期 2"
处理的条带数和多样性指数略低于 2’ 处理$此时
2’ 处理接种的微生物种类和数量要多于 2" 处理$
然而在进入高温期后 2" 处理的条带数和多样性指
数一直远大于2’ 处理$说明采用多阶段接种进行堆
肥的方法能有效地避免接种菌剂和土著微生物之间
的竞争性抑制作用$提高堆体中的微生物多样性B尤
其是在堆肥进入二次发酵期时多样性指数差别更为
明显B在堆肥的第 "E ?$ 2" 的多样性指数骤增至
*‘($$而 2’ 处理处于极低水平""‘#*#$分析原因可
能是分阶段接种的纤维素分解菌和木质素分解菌逐
渐适应堆体环境后$将堆体中的木质纤维类大分子
物质降解为容易被其它微生物利用的小分子物质$
致使二次发酵过程中的微生物多样性大大提高$而
普通接种法由于一次发酵结束后容易利用的营养物
质消耗殆尽$接种的微生物不能较长时间地耐受堆
肥高温而使微生物活性下降$多样性降低B从 ’ 种接
种方式下的多样性指数变化情况可以看出多阶段接
种堆肥能明显提高堆肥过程中的细菌多样性B
QPQPR!多阶段接种堆肥过程中优势群落分析

表 ’ 和图 $ 是对堆肥过程中的优势条带测序并
将测序结果提交到 Y@8TG8I 中进行比对后获得的
比对结果B在生活垃圾多阶段接种堆肥过程中检测
到了变形菌门细菌(厚壁菌门细菌和大量的用传统
方法不能培养但在堆肥过程中发挥了重要作用的细
菌$其中 具 有 纤维素 降解 功 能 的嗜 热 微 生 物
L+3#*%&1&"’*6)%’32)++"’一直是整个堆肥过程中的
优势细菌$说明该菌对生活垃圾中纤维素的降解起
到重要作用$这与解开治 )*"*和 ,AANGPG)*’*等分别在
研究猪粪堆肥和海洋动物资源堆肥过程中检测到的
结果相似B

表 QO条带序列的比对结果

2GQ;@’!T;GN9L@N>;9N7R9:@QG8? N@d>@8M@N

编号 登录号 相似性最大的种属
相似性
Oj

3 YW##%E&’‘" W8M>;9>L@? QGM9@LA>FM;78@1,0*(’T& #$
T )̂&"#&‘" S,3;*"#$ "%5 L/,3U@8@ #)
6 _cE"*"E*‘" SM1%35).306$5$ NCB+1T$ #&
_ [1&*(&%(‘" W8M>;9>L@? QGM9@LA>FM;78@8Q<E&)@(*M" #%
+ =\)##)"*‘" L+3#*%&1&"’*6)%’32)++"’N9LGA8 624D% #&
= 3T(&E(%)‘" K$2&++"#NCB15V(%YU@8@ ##
Y 3T’#&)%’‘" W8M>;9>L@? M7FC7N9QGM9@LA>F ##
[ 3XE%%$(*‘" K$2&++$2)$)QGM9@LA>F,5"D* "%5 #&
. 31’%&E’E‘" K$2&++"#NCB[T) #$
\ _c&*#"E$‘" L+3#*%&1&"’NCB@8LAM:F@89M;78@4GM@ #)
] 3T)($$$)‘" W8M>;9>L@? =ALFAM>9@NQGM9@LA>F #%
4 =,)%*")"‘" W8M>;9>L@? QGM9@LA>F #%

*#%’
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图 TO5=<测序中检测到的微生物门类

=AUB$!VL7C7L9A78 7RQGM9@LAGL@M7S@L@? RL7F_,3

N@d>@8M@G8G;<NAN?>LA8UM7FC7N9A8U

RO结论

""#多阶段接种堆肥对堆肥高温期末期和二次
发酵期的堆体温度影响较大$能提高堆体中木质纤
维素的降解速率B

"’#采用多阶段接种的方式进行堆肥能显著提
高堆肥腐熟阶段的细菌群落多样性$加快堆肥的腐
熟进程B

"*#采用多阶段接种的方式进行堆肥能够有效
避免接种菌剂之间(接种菌剂和土著微生物之间的
竞争$提高堆体中的细菌群落多样性$促进细菌群落
结构演替B
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