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摘要!应用聚合酶链式反应D变性梯度凝胶电泳"V6/D_YY+#技术对农业废物好氧堆肥过程中氨氧化细菌"GFF78AGD7JA?AgA8U

QGC9@LAG$30T#种群结构随时间的变化情况进行了研究$结果表明$30T群落的 5:G8878Df@GS@L指数初始值为 ’‘)&$堆肥结束

时为 ’‘(’$多样性整体呈下降趋势B通过对部分优势条带进行克隆测序$发现 ?)"(*/*/+)(# 和 ?)"(*/*.*2#/为堆肥中 30T的优

势种属$其中 ?)"(*/*.*2#/存在于整个堆肥过程中$是耐受性较强的种属B使用 6G87C7E‘) 软件对获得的氨氧化细菌种群数据

与不同时期堆体温度(N[(含水率(,[c
E D,(,0

b
* D,等环境因子的相关性进行冗余分析"L@?>8?G8C<G8G;<MAM$/_3#B/_3二维

排序图显示堆肥前期样点分布较为集中$后期样点分布较为分散$表明 30T群落结构在堆肥高温期前期"E a# ?#变化较小$

而在高温期后期"# a"’ ?#特别是降温期""’ a’) ?#演替尤为剧烈B基于手动选择的 /_3分析结果表明$堆体温度(,[c
E D,和

,0b
* D,对 30T群落演替有着显著的影响"7k(‘()#$且前 ’ 个因子达到了极显著水平"7k(‘("#B
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!!氮元素作为堆肥体系中构成微生物细胞结构的重
要元素$既是合成含氮代谢产物的源泉$同时还是保证
堆肥产品肥效的关键因素)"*B然而$堆肥化过程中存在
多种形式的氮素损失$使微生物降解有机物的速度大
受影响$降低了堆肥产品的质量B因此$控制堆肥化过
程中氮素的损失成为了关键问题B氨氧化细菌
"GFF78AGD7JA?AgA8UQGC9@LAG$30T#能将氨氧化为亚硝
酸盐$这一反应是硝化过程的第一步$也是其中的限速
步骤)’* $在氮素循环过程中起着重要的作用B以 30T
为研究对象$研究其群落结构的演替及其与环境因子
之间的关系$对于揭示堆肥中氮素转移与转化规律具
有重要的意义B

由于 30T的生长速率相当低$生物量很少$采
用传统的细菌分离培养方法进行研究相当费时和繁
琐 )* a)* $而且还有许多自然界存在的 30T种属未能
在实验室纯培养获得 )%*B以聚合酶链式反应D变性梯
度凝胶电泳"V6/D_YY+#技术为代表的分子生物学
技术的发展可以有效地弥补传统纯培养方法中的不
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足$并具有可重复性强(操作简单等优点$在复杂环
境微生物群落结构动态变化的研究中起到了重要的
作用 )$ a#*B已有研究表明 )"( a"’* $土壤(淡水环境中
30T的优势种群为 ?)"(*/*.*2#/和 ?)"(*/*/+)(#$海
洋沉积物中主要为 ?)"(*/*/+)(#\;AI@菌B30T的种群
结构受温度(铵浓度(酸度等环境因素的影响较大B

本研究采用 V6/D_YY+技术对农业废物好氧
堆肥过程中 30T群落结构的变化进行分析B同时$
采用冗余分析"L@?>8?G8C<G8G;<MAM$/_3#方法分析
堆体温度(N[(含水率(,[c

E D,(,0
b
* D,等环境因子

与 30T种群的相关性$以期为优化堆肥工艺$减少
氮素损失提供理论指导B

KL材料与方法

KOK!堆肥材料与理化参数的测定
堆肥土壤取自长沙市岳麓山林间表层土$过 E(

目筛后储存备用’将收集的稻草秸秆和易腐菜叶晒
干$切成 " a’ CF长的片段B按照土壤(稻草(菜叶和
风干麸皮 &|""|*|’"质量比#均匀混合$调节含水率
约为 %*i$以此作为堆肥原料$于自制实验室堆肥
模拟容器中堆置B其中土壤用于丰富堆体初始微生
物$麸皮用以调节初始 6O,比B为避免局部厌氧$在
堆置的前 "E ? 每周翻堆 ’ 次$之后每周翻堆 " 次B为
保证良好的微生物生活环境$定期添加灭菌去离子水
以维持堆体含水率在 E)i a%)i的范围内B每天 "E|
(( 采用多点混合法进行取样$样品混合均匀后分为
两部分$一部分用于理化参数的实时测定$另一部分
用取样袋封装编号并保存于 b’(s用于后续分析B

用精密温度计测定堆体中层取样位置处堆体温度B
样品在 "()s烘 ’E :$采用衡重法测定含水率’ ’‘( U鲜
样按 "|’("质量浓度#加入去离子水$ ’(( L,FA8b"振荡 E(
FA8后经滤纸过滤$采用电极电位法测定其 N[’ "‘) U鲜
样按 "|)("质量浓度#加入 " F7;,4b" ]6;溶液$ ")(
L,FA8b"振荡 " :后$以 ) ((( L,FA8b"离心并取上清液$采
用纳氏试剂比色法)"**测定水溶性,[c

E D,’采用酚二磺酸

比色法测定)"**水溶性,0b
* D,B所有参数测定均重复 *

次$取其平均值$最大实验误差限k)iB
KOM!_,3提取及纯化

堆肥样品中含有大量腐殖质会干扰 _,3的提
取$因此在提取 _,3前需对样品进行预处理B取
(‘) U样品于 ) F4离心管中$加入 * F42+,V缓冲
液 )"E*充分混合$ % ((( L,FA8 b"离心 "( FA8 后弃上
清$重复上述操作 ’ a* 次$直至上清液颜色较为澄
清$弃去上清液’之后用磷酸盐缓冲液 )"E*洗涤 " a’

次$操作同上B预处理之后$采用改进的蛋白酶 ]D
623T法 )")*提取样品总 _,3$利用纯化试剂盒对粗
提总 _,3进行纯化B采用 (‘&i的琼脂糖凝胶电泳
检测粗提和纯化产物浓度B
KON!V6/D_YY+D测序

基于 "%5 L_,3的扩增采用巢式 V6/B第一轮
V6/选用 #DVL79@7QGC9@LAG的特异性引物对$正向引
物为 620"&#R3T与 620"&#R6的混合物$反向引物
为 620%)EL)"%* $建立 )( "4的 V6/反应体系!’ t
V7P@LH#LV6/1GM9@L1AJ"北京 TA72@I@# ’) "4$引
物 620"&#R3T (‘% "4$ 620"&#R6 (‘* "4)"$* $
620%)EL(‘# "4$_,3模板 ’ "4$无菌 1A;ADe水补
足 )( "4BV6/反应在 1<6<C;@L"TA7D/G?$W53#上进
行$扩增条件为!#Es预变性 E FA8’ #Es变性 E) M$
)%s退火 E) M$ $’s延伸 E) M$ *) 个循环’ $’s延
伸 $ FA8$停止于 EsB第二轮 V6/选用细菌 "%5
L_,3-* 可变区特异性引物对 Y6D**&R和 )"&L)"&* $
以第一轮 V6/产物为模板$ )( "4体系!’ tV7P@L
H#LV6/1GM9@L1AJ’) "4$引物各 " "4$模板 (‘&
"4$无菌 1A;ADe水补足 )( "4B扩增条件为!#Es预
变性 E FA8’ #Es变性 E( M$ ))s退火 E( M$ $’s延
伸 " FA8$ *) 个循环’ $’s延伸 "( FA8$停止于 EsB
V6/产物采用 "i琼脂糖凝胶电泳检测B

采用美国 TA7D/G? 公司的 _C7?@21基因突变检测
系统对V6/扩增产物进行电泳分离$其电泳条件如下!
以 " t23+作为电泳缓冲液$电泳所用变性胶浓度为
&i$变性梯度范围在 *(i a$)i$电泳温度为 %(s$
"’( -电压下运行 "’ :B电泳结束后$采用 5XT/YL@@8
.对_YY+凝胶染色 *( FA8$在Y@;_7C’((("TA7D/G?$
W53#凝胶成像系统下观察结果并拍照B

选择 _YY+胶上部分优势条带$在紫外灯下进
行切割$用 $(i的乙醇溶液洗涤$加入 *( "4的灭
菌 1A;ADe水溶解B进行 V6/扩增$引物对为不带 Y6
夹的 **&R和 )"&L$扩增程序与第二轮 V6/相同B扩
增产物经 "i琼脂糖凝胶电泳检验后纯化$送交上
海美吉基因技术公司进行克隆测序B使用 ,6T.网
站中的 T4352将测序结果与数据库中已知序列进
行同源性比对分析B
KOQ!数据处理

采用e>G8A9A9<08@"S@LMA78 E‘%‘’$TA7D/G?$W53#
软件对 _YY+图谱进行分析$去除背景值干扰后建立
高斯模型对图像信息进行处理$可得到条带相对位
置(相对亮度值等条带信息B30T群落多样性用
5:G8878Df@GS@L指数"R# )"#*来表示$表达式为!

&%(*
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式中$?)为第 )种的个体数$?为种群中总的个体
数$个体数用波峰面积表示B建立物种数据矩阵和环
境因子矩阵作为多元分析的基础$其中生物信息矩
阵以氨氧化细菌种群在每条泳道中亮度峰值的百分
含量为重要值 )’"*B为减少稀有种属对排序的影响$
需要对条带进行筛选$本研究用于排序的条带要满
足下列 ’ 个条件!该条带在不同泳道出现的频度
$’’该条带在至少一个泳道的相对丰度$"iB为消
除量纲不同对数据分析的干扰$各环境因子需要经
过 5V55 "$‘( 软件标准化处理后构造矩阵B采用
6G87C7E‘) 软件对生物信息矩阵进行除趋势对应分
析"?@9L@8?@? C7LL@MN78?@8C@G8G;<MAM$_63#$结果表
明$排序轴的梯度长度相对较短 "第一排序轴长度
为 "‘$)%#$因此$选用基于线性模型的冗余分析
"/_3#方法进行分析 )’(*B采用手动选择$找出对群
落结构演替有显著影响"7k(‘()#和极显著影响"7
k(‘("#的环境因子B利用 1789@6GL;7N@LF>9G9A78
9@M9检验 /_3排序轴特征值的显著性$置换次数为
###‘将生成的数据文件应用 6G87?LGPE‘) 作图B

ML结果与讨论

MOK!理化参数的变化

!!图 " 为堆肥过程中各理化参数随时间的变化情
况$由图 ""G#可知$堆体从堆肥第 E ? 开始进入高
温期" l)(s#$并在第 % ? 达到最高温度 ))‘%s$
高温期持续 & ?$保证了堆肥的卫生学指标和堆肥腐
熟条件B堆肥过程中 N[在 %‘)# a&‘$% 范围内波
动$堆肥结束时呈碱性$这与堆肥体系微生物活动过
程中有机氮的氨化作用和矿化作用密切相关B由图
""Q#可知$堆肥前期,[c

E D,含量波动上升$在第 % ?

达到最大值 " %’& FU,IUb" "以干样计#之后含量呈
下降趋势’而,0b

* D,含量在堆肥初期有短期上升$
’ a"’ ? 逐渐下降$整体处于较低水平$而在堆肥中
后期逐渐增加$当堆肥结束时$达到 ))’‘’ FU,IUb"

"以干样计#B这些变化主要与堆肥微生物的活性和
堆肥状况有关!堆肥初期$堆料中存在有氨氮和硝态
氮$由于硝化细菌的硝化作用存在$将氨和氨化物转
化为硝酸根 )"* ’随着堆肥的进行$有机氮被快速转
化为,[c

E D,并积累
)’’* $氨氮的积累同时也造成了

N[的升高)图 ""G#*$ ’ a"’ ? 对应的阶段温度较
高$硝化细菌多属嗜温菌$对温度尤为敏感$当温度
高于 E(s时$硝化作用将受到严重的抑制 )’**B随着
堆肥温度的降低$硝化细菌快速生长$,[c

E D,转化

为 ,0b
* D,B

MOM!_YY+指纹图谱分析

图 KL堆肥过程中理化参数的变化

=AU‘"!6:G8U@M7RN:<MACDC:@FACG;NGLGF@9@LM?>LA8UC7FN7M9A8UNL7C@MM

!!堆肥过程中不同时期 30T种群结构的 _YY+
分析结果如图 ’ 所示$其中数字和字母分别代表取
样天数和条带编号$每条泳道上不同位置的条带代
表着不同的氨氧化细菌种群$条带越多$说明种群越
丰富$条带越亮$表示该条带所代表的相应的氨氧化
细菌的数量越多 )’E*B各时期氨氧化细菌 "%5 L_,3
序列得到了较好的分离$条带位置清晰$亮度明显B
"’ 个泳道上共识别出 ’( 条不同的条带$堆肥前期

和高温期样品条带的差异较小$后期相对较高$说明
氨氧化细菌的群落结构随着堆肥的进行发生较为明
显的变化B这些变化与温度(N[(氨氮和硝态氮浓度
等细菌外界环境因素有着密切的联系 )’)*B堆肥的不
同阶段存在不同的氨氧化细菌优势种群$如堆肥的
高温期主要有 G(Q(?(U和7$堆肥后期主要有 U(I(F
和 8B而部分条带"如条带 U#在堆肥过程的不同时
期均有出现$说明这些氨氧化细菌对环境条件变化

#%(*
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的适应能力较强$可能在堆肥体系氨氮的氧化过程
中发挥着重要的作用B选择优势条带 ?(U和 ;)图
’*进行切胶测序$将测序结果在 ,6T.网站中进行
比对$比对结果见表 "‘根据同源性分析结果$并结
合上述讨论可发现$ ?)"(*/*/+)(# 和 ?)"(*/*.*2#/为
堆肥中 30T的优势种属$其中 ?)"(*/*.*2#/存在于
整个堆肥过程中$是耐受性较强的种属B

数字和字母分别代表取样天数和条带编号$下同

图 ML堆肥样品氨氧化细菌的 5@@/图谱

=AU‘’!_YY+NL7RA;@M7R@GC: C7FN7M9A8UMGFN;@

表 KL样品克隆测序序列的种属关系

2GQ;@"!V:<;7U@8@9ACL@;G9A78M:AN 7R?ARR@L@89C;78@M@d>@8C@M

编号
Y@8TG8I
接受号

物种名
同源性
Oi

? ,6(($%"E‘" ?)"(*/*/+)(# .-$")I*(.)/3266’)"#% #&
U ,6((&*EE‘" ?)"(*/*.*2#/!-"(*+,# 6#" #E
; ,6((E$)$‘" ?)"(*/*.*2#/!-"(*+#!# 3266"#$"& "((

MON!多样性指数分析
不同时期 30T群落的 5:G8878Df@GS@L指数分

布如图 * 所示B从中可以看出$30T种群多样性在
堆肥的不同时段存在一定差异性$整体呈下降趋势B
氨氧化细菌是严格的好氧自养型细菌$堆肥初期由
于有机物含量相对比较丰富$氨氧化细菌生长良好B
随着堆肥过程的进行$堆体温度逐渐升高$不同种属
的氨氧化细菌对环境因子的敏感程度不同 )’%* $对高
温耐受性较强的种属得以保留$耐受性差的种属活
性降低甚至被淘汰$种群的多样性/减少0B在堆肥
二次发酵阶段$温度下降$受高温影响活性降低的种
属又表现出一定的活性B然而随着作为电子供体的
,[c

E 浓度降低$易分解的有机物大部分分解$只剩
下部分较难分解的有机物和新形成的腐殖质$微生
物的活性整体下降 )’$*B
MOQ!环境因子对氨氧化细菌群落结构的影响

对堆肥过程中 30T群落与环境因子进行冗余
分析$ ’ 个种群排序轴近似垂直$ 相关系数为
b(‘(%E &$ ’ 个环境排序轴的相关系数为 ($说明排

图 NL堆肥过程中氨氧化细菌多样性指数分布图

=AU‘*!_AS@LMA9<A8?@J7R30TC7FF>8A9<?>LA8U

9:@C7FN7M9A8UNL7C@MM

序轴与环境因子间线性结合的程度较好地反映了物
种与环境之间的关系$排序的结果是可靠的 )’&*B冗
余分析结果见表 ’$前 ’ 个排序轴分别解释了
*’‘&i和 "(‘(i的氨氧化细菌种群变化$分别对应
))‘%i和 "$‘(i的氨氧化细菌种群与堆肥环境因
子之间的关系$ E 个排序轴共解释了 ))‘&i的氨氧
化细菌变化和 #E‘$i的种群D环境因子的关系B所选
的 ) 个环境因子解释了 )&‘#i的总特征值$说明这
些环境因子对堆肥过程中氨氧化细菌群落结构的演
替有着重要的影响B

表 ML氨氧化细菌与环境因子的 X5<排序结果

2GQ;@’!/@?>8?G8C<G8G;<MAML@M>;9M7RGFF78AGD7JA?AgA8U

QGC9@LAGMN@CA@MG8? @8SAL78F@89G;NGLGF@9@LM

结果
排序
轴 "

排序
轴 ’

排序
轴 *

排序
轴 E

特征值 (‘*’& (‘"(( (‘(&) (‘(EE

种群D环境因子相关系数 (‘#)& (‘&** (‘&#E (‘&##

种群数据变化累积百分
比Oi

*’‘& E’‘& )"‘* ))‘&

种群D环境因子关系变化
的累积百分比Oi

))‘% $’‘% &$‘’ #E‘$

特征值总和 "

典范特征值总和 (‘)&#

!!图 E 为堆肥过程中氨氧化细菌种群变化与环境
因子关系的 /_3二维排序图$带箭头的矢量线表示
环境因子$线段的长短表示种群与该环境因子相关
系数的大小$箭头连线与排序轴的夹角表示该因子
与排序轴相关性的大小$夹角越小$相关性越大B硝
态氮(氨氮和堆体温度的连线较长$说明在堆肥过程
中这些因素与氨氧化细菌种群的结构相关性较大$
基于手动选择的 /_3分析结果也表明这 * 种环境
因子对氨氧化细菌群落结构的演替影响显著"7k
(‘()#$其中堆体温度和氨氮更是达到了极显著水

($(*



"( 期 虞泳等!农业废物好氧堆肥中氨氧化细菌的群落结构

数字和字母分别代表取样天数和条带编号

图 QL氨氧化细菌种群变化与环境因子

关系的 X5<二维排序图

=AU‘E!/_3QAN;797R30TC7FF>8A9<G8?

@8SAL78F@89G;SGLAGQ;@M?>LA8UC7FN7M9A8U

平"7k(‘("#B这与文献 )’#$ *(*对类似堆肥体系
中细菌群落结构变化与过程因子之间关系的研究结
果相符B图 E 中样点与样点之间距离的长短可反应
出两者氨氧化细菌群落结构之间的差异性$长度越
短$表示差异越小 )’(*B由此可知$氨氧化细菌的群落
结构在高温期前期"E a# ?#变化较小$而在高温期
后期"# a"’ ?#特别是降温期""’ a’) ?#演替尤为
剧烈B

温度能够影响微生物的生长速度(酶反应动力
学以及化合物的溶解度等$从而对堆肥体系中氨氧
化细菌种群结构产生影响 )"*B不同的氨氧化细菌种
属对温度的适应情况不同$经过高温期的筛选$能够
耐高温的种属得到保留B本实验堆肥体系中氨氧化
细菌群落结构在高温期并未发生剧烈的演替$说明
30T与其他硝化细菌不同$部分种属能够耐受高
温BXGFGF797等 )’)*的研究也表明$30T是堆肥高温
期唯一存在的硝化微生物B水溶性氨氮和硝态氮是
微生物活性(堆体温度(通风状况等联合作用的结
果$同时$也对氨氧化细菌和堆肥状况产生影响B因
此$两者对 30T群落结构的演替影响显著B铵作为
氨氧化细菌的间接底物$其浓度与 30T的数量和种
类有直接关系 )*"*BT>LL@;;等 )’%*的研究表明$不同铵
浓度的氨氧化菌富集培养物样品中检测出不同的氨
氧化菌种属B本实验结果表明氨氮对 30T群落结构

的演替达到极显著水平B
水分提供了包括氨氧化细菌在内的堆肥基质中

微生物生理活动所需营养物质的溶解和传输场所$
甚至有研究表明$它对微生物活性的影响较堆体温
度更大 )*’*BN[通过影响酶的活性来影响微生物的
生长$是微生物的种群结构的重要影响因素B但在本
堆肥体系中$氨氧化细菌的种群与含水率和 N[的
对应关系并未达到显著水平"7 l(‘()#B这可能是
本农业废物堆肥体系含水率和 N[波动较小$未产
生显著性的影响B

NL结论

""# 在农业废物堆肥过程中$随着堆肥化的进
行$30T群落的多样性整体呈下降趋势B30T群落
结构在高温期前期"E a# ?#变化较小$而在高温期
后期"# a"’ ?#特别是降温期""’ a’) ?#演替尤为
剧烈B

"’# ?)"(*/*/+)(# 和 ?)"(*/*.*2#/为堆肥中 30T
的优势种属$其中 ?)"(*/*.*2#/存在于整个堆肥过
程中$是耐受性较强的种属$在堆肥体系氨氮的氧化
过程中发挥着重要的作用B对其进行更深入的研究
将显得十分必要B

"*# 对农业废物好氧堆肥过程中氨氧化细菌群
落与环境因子的冗余分析结果表明$堆体温度(
,[c

E D,和,0
b
* D,对演替有着显著的影响 "7 k

(‘()#$前 ’ 个因子更是达到了极显著水平 "7k
(‘("#B这些参数的有效控制对农业废物好氧堆肥
过程中氨氧化细菌活性的调控具有重要的意义B

"E#以冗余分析为代表的多元梯度分析方法能
够独立保持各个环境因子对生物群落变化的贡献
率B将其与 V6/D_YY+技术相结合$应用于堆肥体
系$可以更加直观地揭示微生物群落的多样性以及
物种与环境间的复杂关系$为开展同类工作提供了
方法和思路B
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