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接种纤维素降解菌对牛粪堆肥微生物群落的影响
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摘要!以牛粪和稻草为堆肥原料$利用传统培养法和 V6/D_YY+技术相结合对接种纤维素降解菌后堆肥的微生物群落的动态

变化进行了分析B结果表明$接种菌堆肥与自然堆肥相比$微生物数量的变化趋势快于自然堆肥$接种菌在堆肥初期能够激发

微生物增殖$快速启动堆肥发酵$缩短堆肥进程B接种菌堆肥比自然堆肥的 _YY+凝胶图谱条带的差异性大$接种菌后$加快

了微生物群落的演替速度B通过自然堆肥与接种菌堆肥的特异性条带序列比对发现$自然堆肥的前期检测到假单胞菌属
"7/!-B*.*2#/MNB#$高温期包含不动杆菌属 ":0)2!"*G#0"!(MNB#( 黄杆菌 "E$#F*G#0"!()##等细菌’接种菌堆肥高温期检测到
:(",(*G#0"!(MNB"节杆菌属#$在自然堆肥和接种菌堆肥的中后期均检测到了芽孢杆菌属"4#0)$$-/MNB#B自然堆肥初期检测到艾

美虫科真菌$在自然堆肥和接种菌堆肥的高温阶段均检测到曲霉属和嗜热真菌属为优势菌株$自然堆肥和接种菌堆肥的末期

分别检测到子囊菌门 "3MC7F<C79G#和担子菌类"TGMA?A7F<C@9@M#$而在整个接种菌堆肥化过程$黑曲霉一直存在B接种菌堆肥

细菌多样性指数高于自然堆肥$真菌多样性指数均低于自然堆肥B通过接种菌改变堆肥微生物的群落结构$以期为开展堆肥

微生物群落功能多样性研究提供科学依据$也为进一步研究接种菌在堆肥物料降解机制中所发挥的重要作用奠定基础B
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!!近年来$随着人口的增多和养殖业结构的调整$
我国集约化养殖业迅猛发展$产生了巨大的经济效
益和社会效益$同时也产生了大量的畜禽粪便废弃
物B黑龙江省是农业大省$随着其畜禽养殖业的发
展$尤其是奶牛业的快速发展$产生了大量的牛粪及
污水并造成环境污染$治理工作迫在眉睫B因此$如
果实现集约化农业和畜牧养殖业的可持续发展$就
必须对有机固体废弃物进行无害化的处理$使其资
源化B堆肥技术是目前普遍采用的一项农业废弃物

处理的方法$可以使农业废弃物实现无害化( 减量
化( 资源化的目的 )"*B

堆肥化是微生物作用于有机废物的生化降解过
程 )’*B因此研究微生物群落的动态变化对揭示整个
堆肥过程的调控及腐熟具有重要意义 )* a%*B堆肥微
生物的来源主要有 ’ 个方面!一方面是来自有机废



环!!境!!科!!学 *’ 卷

物里面固有的大量的微生物种群’另一方面是人工
加入的特殊菌种B这些菌种在一定条件下对某些有
机废物具有较强的分解能力$具有活性强( 繁殖快(
分解有机物迅速等特点$因此能加速堆肥反应的进
程$缩短堆肥反应的时间 )$ a"(*B

大多对有机固体废弃物中微生物的研究仅限于
传统的培养方法$基于分子水平上的堆肥过程中微
生物动态变化的研究尚未透彻 )"" a")*B本课题拟在其
他学者研究的基础上 )"% a"&* $从鲜牛粪( 堆肥样品以
及土壤中分离获得纤维素降解菌组合$针对黑龙江
省奶牛粪便的无害化处理$以牛粪和稻草为原料$进
行堆肥试验B国内外所涉及的堆肥过程中微生物群
落变化大部分只限于对细菌的研究 )"#$ ’(* $由于真菌
在堆肥过程中数量少难于分析$因此对其群落变化
研究较少$本试验鉴于该领域未研究透彻$针对牛粪
肥堆肥过程中真菌的群落演替做了较详尽的分析$
并对细菌( 真菌的多样性在添加菌剂和自然堆肥过
程中进行了分析比较$为研究牛粪堆肥接种后真菌
群落演替及多样性的分析提供一定的科学依据B通
过接种菌改变堆肥微生物的群落结构$增加优势菌
群的数量$以期为开展堆肥微生物群落功能多样性
研究提供科学依据$也为进一步研究接种菌在堆肥
物料降解机制中所发挥的重要作用奠定基础B

KL材料与方法

KOKL菌种来源
将堆肥样( 土样( 鲜牛粪分别按 "|"( "质量

比#均加入到以稻草为唯一碳源的发酵培养液中用
来驯化纤维素降解菌$之后将稻草发酵液接入羧甲
基纤维素培养液中$放入恒温振荡培养箱中 *(s和
)(s进行扩大培养B将稀释不同浓度梯度 ""( b* a
"( b&#的培养物菌悬液加入纤维素刚果红培养基中
倒置在电热恒温培养箱 *(s和 )(s进行培养$观察
菌落生长情况及菌落周围纤维素水解透明圈产生情
况B将水解圈大的菌落反复平板划线纯化$直到没有
异样菌落出现为止$结合镜检得到纯菌株$编号后放
入冰箱保存$备用B
KOM!堆肥设置

堆肥试验在东北农业大学园艺站内进行$以牛
粪和稻草为原料$基本性质见表 "B采用室内堆肥$
通风状况良好$实行人工翻堆供氧$试验共设置 ’ 个
堆体$每个堆体高约 "‘* F$直径约为 "‘) F$呈圆锥
体B将稻草切成 ) a"( CF的小段来调节 6O,为 *(
左右$加水调节堆料初始含水率为 %)i左右B第一

堆自然堆肥"6]#$第二堆接种 (‘)i的纤维素分解
菌$纤维素分解菌的菌落形态!乳白色$凸起圆形菌
落$边缘整齐$光滑$不透明$直径约 (‘’ a(‘* CF$
无气味B最适生长 N[值为 $‘) a#‘(’最适生长温
度为 E) a))s$可耐 %(s以上的高温’为好氧菌B生
理生化特征!革兰氏染色呈阳性$氧化酶试验呈阳
性$可氧化分解葡萄糖$硝酸盐还原试验呈阳性$过
氧化氢酶呈阳性$初步鉴定为芽孢杆菌属 "4#0)$$-/
MNB#$测序结果登录号为 Ye##%E(%B堆肥时间控制
在 " 个月左右$每天定时测定堆体温度B

表 KL堆肥材料的基本性质

2GQ;@"!TGMACNL7N@L9A@M7RC7FN7M9A8UFG9@LAG;M

堆肥材料 有机质Oi 水分Oi 全氮Oi 6O,

牛粪 )) "(‘"& "‘** ’E|"

稻草 $* #‘E% (‘$’ )&‘$|"

KON!样品采集
分别在堆肥发酵的第 (( *( %( #( "’( ")( "#(

’E( ’& ? 取样$分上( 中( 下层随机取样$分别距堆
体顶端 *(( %(( "(( CF处分 ) 点采集样品$取得的
样品混合均匀$四分法保留 ’(( U$用保鲜袋密封(
b’(s冷冻保存$以备分析测定用B在堆肥上层( 中
层( 下层测温点分别为距堆顶 ’(( )(( &( CF处$每
层取 * 点$每天早上 (&!(( 和下午 "$!(( 各测一次$
以 * 点温度平均值作为该天堆体温度$同时记录周
围环境温度B
KOQ!试验方法
KOQOK!堆肥可培养微生物计数 )’"*

采用平板菌落计数法 细菌培养用牛肉膏蛋白
胨琼脂培养基$真菌培养用马丁氏琼脂培养基$放线
菌培养采用高氏一号琼脂培养基B
KOQOM!堆肥基因组 _,3的提取

堆肥细菌基因 _,3的提取参照文献 )’’$’**
的 _,3 提取方法’堆肥真菌基因组的提取采
01+Y3真菌基因组 _,3提取试剂盒B
KOQON!堆肥基因组 _,3的纯化

堆肥基因组 _,3采用 01+Y3凝胶回收试剂
盒进行纯化B
KOQOQ!堆肥基因组片段的 V6/扩增

细菌 "%5 L_,3-* 可变区的 V6/扩增采用通用
型引物 =**&DY6")qD*qY666Y66Y6Y6Y6YY6Y
YY6YYYY6YYYYY636YYYYYY66236YYY
3YY63Y63Y#和 /)"& "322366Y6YY62Y62
YY#BV6/反应体系为 ’‘) "4"( tV6/Q>RR@L$’‘)
"4?,2V$引物各 (‘) "4$模板 (‘) "4$" "4_,3聚

E$(*
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合酶$补灭菌水至 ’) "4BV6/反应条件为 #Es预变
性 * FA8$然后 #Es变性 " FA8$ ))s退火 " FA8$$’s
延伸 E) M$ *) 个循环$最后 $’s保温 "( FA8B

真菌的 V6/扩增引物采用 +=E 系列!+=E ")qD
*qYY33YYY/2Y232223223Y#$=>8U)")qD*q
Y23333Y2662YY226666#$,5’DY6

! ")qD*q
YY62Y62YY63663Y3622Y6#$,5’DM@d � ")qD

*q2Y62YY63663Y3622Y6#Bc/m3cY$
!Y6DC;GFN$6Y666Y 66Y 6Y6Y6Y Y6Y YY6
YYYY6YYYYY636YYY$连接在 )q末端B第一轮
V6/反应体系为 ) "4"( tV6/Q>RR@L$ E "4?,2V$
+=E 和 =>8U) 引物各 (‘) "4$模板 " "4$(‘) "4
_,3聚合酶$补灭菌水至 )( "4BV6/反应条件为
#Es预变性 ’ FA8$然后 #Es变性 *( M$ E&s退火
E) M$$’s延伸 #( M$ *( 个循环$最后 $’s保温 &
FA8B第二轮 V6/反应体系为 ) "4"( tV6/Q>RR@L$
E "4?,2V$ +=E 和 ,5’DY6引物各 (‘) "4$’ aE "4
第一轮 V6/产物$(‘) "4_,3聚合酶$补灭菌水至
)( "4B第二轮 V6/反应条件与第一轮相同B细菌
和真菌扩增所需引物均由大连宝生物工程有限公司
合成B
KOQOR!_YY+图像分析及优势条带测序

采用 &i的聚丙烯酰胺凝胶$其中尿素浓度
*(i a%(iB电泳采用 _DC7?@_YY+系统 "TA7D
/G?#$电泳缓冲液为 " t23+$在 ’’(-固定电压下
电泳 ) :B电泳结束后$进行硝酸银染色B

细菌群落结构多样性指数可采用 5:G8878D
f@GS@L指数来表示$5:G8878Df@GS@L指数由下式计
算 )’E* !

8M: =>’7);87)=>’"?)C?#;8"?)C?#

TM: =8M: O;8/
式中$ 8M: 为 5:G8878Df@GS@L指 数$ 7)为 第 )个

_YY+条带出现的概率$?)为第 )个 /3V_条带的
扩增量$?为土壤微生物群落 _,3的 _YY+条带的

扩增总量 "?=’?)#%微生物多样性指数是度量

生物多样性高低及空间分布特征的数值指标B分析
软件是 2G878 Y.5 凝胶成像系统$试验数据采用
1ACL7M7R90+J@C;"’((’#作方差分析( 相关分析和回
归分析B

从 _YY+胶中选择特异条带切下$用去离水冲
洗净后放入灭菌离心管中$加 ’("4的去离子水$放
于 Es冰箱 "’ a"E:’用测序引物"不带 Y6夹子#再
次扩增$扩增条件同 "‘E‘E 节方法描述B_,3序列
测定由南京博亚生物科技有限公司完成B

ML结果与分析

MOK!堆肥过程中可培养微生物的变化分析
’ 种堆肥升温期和降温期微生物数量较多$高

温期和腐熟期微生物数量相对较少B细菌数量在堆
肥的各个时期均占绝对优势$在堆肥过程中起主要
作用’放线菌数量在堆肥中后期较多$可能与堆肥中
后期存在较难分解的木质素等物质有关’真菌数量
在堆肥前期较多$堆肥后期较少$可能是因为经过高
温期大部分真菌不耐高温而被杀死$真菌的存在对
于堆肥的腐熟和稳定具有重要的意义"表 ’#B由表
’ 还可以看出$接种堆肥与自然堆肥相比$在堆肥前
期微生物数量上升较快$微生物数量变化趋势快于
自然堆肥B说明接种菌在堆肥初期能够激发微生物
增殖$快速启动堆肥发酵$缩短堆肥进程B
MOM!堆肥温度的分析

’ 个堆体的温度变化都经历了快速升温( 持续
高温( 降温和腐熟稳定 E 个阶段B’ 个堆体的不同层
均在 * ? 内达到并超过了 )(s$自然堆肥和接种纤
维素分解菌堆肥$进入高温阶段"$)(s#的时间分

表 ML堆肥过程中可培养微生物数量的变化

2GQ;@’!6:G8U@A8 8>FQ@LM7RC>;9>LGQ;@FACL7Q@MA8 C7FN7M9M

时间
O?

细菌 t"(& O6=W,Ub" 放线菌 t"() O6=W,Ub" 真菌 t"(* O6=W,Ub"

对照组 接种菌组 对照组 接种菌组 对照组 接种菌组
( *‘)’ *‘)’ )‘*) )‘*) *‘%$ *‘%$

* E‘(" E‘%’ %‘(E %‘*’ E‘(" E‘%

% )‘) %‘’" %‘EE %‘%E )‘’* E‘’’

# )‘& E‘$’ &‘&$ #‘*) E‘** *‘)
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别为第 * ? 和第 ’ ?$中层达到的最高温度分别为
$(s和 $"s$接种菌堆肥比自然堆肥进入高温阶段
的速度快$并且中层达到的最高温度也比较高$说明
接种菌对快速启动堆肥发酵有一定的促进作用B自
然堆肥和接种菌堆肥在整个发酵过程中中层持续高
温阶段的时间分别为 ’’ ? 和 ’$ ? 左右$接种菌堆肥
持续高温期的时间比自然堆肥的时间长$说明菌剂
促进了微生物的生长和发酵产热$提高了堆肥的分
解效率B
MON!堆肥基因组_,3的提取( 纯化及V6/的扩增

堆肥细菌基因组 _,3长度 l’*‘"IQ$均以获得
较完整的基因组 _,3片段$但有拖尾现象$说明片
段中还有大量的杂质$需要对粗提 _,3进行纯化B
纯化后的基因组 _,3杂质明显减少$以纯化后基因
组 _,3作为模板进行 V6/扩增$获得长度约为 ’E(
QN 的特异性片段 "图 "#B

图 KL细菌 2-X扩增电泳图

=AUB"!V6/GFN;ARACG9A78 7RQGC9@LAG;U@87FAC_,3

从堆肥样品中提取的真菌基因 _,3长度约为
’*‘"IQ$表明已经获得较完整的堆肥真菌基因组
_,3$由于真菌数量较少$因此本试验没有选择用试
剂盒对真菌 _,3纯化$而是选择了对总 _,3样品
进行稀释后作为 V6/扩增的模板$以减少 _,3的
损失B真菌的 V6/选择了扩增 "&5 L/,3的部分片
段"图 ’#$引物为 +=E 系列$第一轮 V6/用引物对
+=EO=>8U)$以粗提真菌_,3稀释 *( 倍( )( 倍为模
板$第二轮 V6/以第一轮 V6/产物为模板$以 +=EO
,5’DY6为引物进行扩增$图中结果为第二轮 V6/
扩增的产物$获得长度为 E((QN 左右的特异性片段B
MOQ!_YY+图像分析
MOQOK!细菌群落 _YY+图像分析

图 ML真菌 2-X扩增电泳图

=AUB’!V6/GFN;ARACG9A78 7RR>8UG;U@87FAC_,3

如图 *( E 所示$自然堆肥和接种菌堆肥的基本
带形和优势带基本相似$说明在堆肥系统中$微生物
群落的结构保持一定相似性$但是对比各泳道条带
的数量及条带的亮度又有所差异$说明了在不同的
温度下$伴随着新的微生物的出现和一些微生物的
消失B接种菌堆肥 _YY+凝胶图谱比自然堆肥的
_YY+凝胶图谱条带的差异性大$分析原因有可能
接种菌之后$加快了微生物的演替速度$导致差异带
比较明显B堆肥化的高温期条带数量减少$表明高温
阶段以嗜热细菌和耐高温的细菌为主要分解者$堆
肥的降温腐熟期$群落种类变化不明显$表明腐熟阶
段代谢趋于缓慢B自然堆肥样品的初期检测到了纤
维素降解菌的存在$分析原因是由于该纤维素分解
菌本来就分离于堆肥样品$而堆肥化的过程中本来
就有该菌群的存在$但该菌在堆肥的中后期没有检
测到$那么本研究通过接种试验后$只是增加了该菌
的数量$增强并加速了有机质的分解速度$因此分析
将腐熟后的堆肥如果回接到堆肥的初期应该可以使
其中的优势菌继续发挥作用$可以减少接种菌的使
用量B从图 E 中可以看出$纤维素降解菌条带 1" 在
堆制的初始没有被发现$而在升温期出现并且数量
增多$但是持续的高温会抑制 1" 的生长$到堆制的
后期$其数量优势逐渐减弱B

进一步利用 e>G89A9<08@软件 "TA7D/G? # 对
_YY+图谱的条带数和亮度进行数字化处理$ 并进
行聚类分析$ 可得各堆肥样品间微生物组成的聚类
分析结果"图 ) 和图 %#B可以看出各泳道的相似性
并不是很高$分析原因可能是由于堆肥发酵本身是
一个微生物快速演替的过程$特别是在高温阶段$由
于温度的升高$导致大量嗜热细菌快速繁殖B虽然同
属高温阶段$但温度的变化也会引起嗜热细菌种类

%$(*



"( 期 刘佳等!接种纤维素降解菌对牛粪堆肥微生物群落的影响

图 NL自然堆肥样品的 5@@/图谱

=AUB*!TGC9@LAG;_YY+FGN 7R8G9>LG;C7FN7M9A8U

图 QL接种纤维素分解菌堆肥样品的 5@@/图谱

=AUBE!TGC9@LAG;_YY+FGN 7RC@;;>;7M@D?@C7FN7MA8UM9LGA8 C7FN7M9

的变化$不同的温度对应着不同种类的嗜热细菌B其
中自然堆肥中泳道 ’ 和 )( " 和 #( % 和 $ 的相似性
都达到了 )%i "图 )#’而在纤维素降解菌堆肥中$

泳道 ’ 和 ) 为 ’"‘$i( " 和 # 为 )’‘"i( % 和 $ 为
)’‘Ei"图 %#$说明接种菌之后$主体微生物群落组
成和自然堆肥保持一定相似性的同时$又发生着一
定的改变$并且这微生物演替的过程快于自然堆肥B
MOQOM!真菌群落 _YY+图像分析

图 $ 是自然堆肥的真菌 _YY+图谱$从中可以
看出条带数量明显少于细菌$与传统培养方法呈现
了相同的结果B由于堆肥过程中取样的温度一直比

图 RL自然堆肥 5@@/图谱聚类分析

=AUB)!_@8?L7ULGF7R9:@_YY+QG8?A8UNG99@L8M

A8 8G9>LG;C7FN7M9A8U

图 !L接种纤维素分解菌 5@@/图谱聚类分析

=AUB%!_@8?L7ULGF7R9:@_YY+QG8?A8UNG99@L8MA8

C@;;>;7M@D?@C7FN7MA8UM9LGA8 C7FN7M9

图 SL自然堆肥真菌 5@@/图谱

=AUB$!=>8UG;_YY+FGN 7R8G9>LG;C7FN7M9A8U

较高$抑制了真菌的生长$因此真菌的数量和种类都
相对较少B接种菌堆肥真菌的变化和细菌类似$堆肥
化的高温期条带数量略有减少$表明高温阶段以嗜
热真菌为主要的分解者$堆肥的降温腐熟期$条带数

$$(*
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量有所增多$群落种类变化不明显$表明腐熟阶段代
谢趋于缓慢"图 &#B
MOR!特异性条带序列分析

在分析了堆肥过程中细菌和真菌群落多样性的
同时$对细菌和真菌 _YY+图谱中的大部分优势条
带分别进行了切胶回收$用不带 Y6夹子的引物进
行 V6/扩增$产物片段克隆测序$标记号码如图 *(
E( $ 和 & 所示$在 Y@8TG8I 数据库中进行比对分
析$找到最相似菌株$结果见表 * 所示B从表 * 可以
看出$堆肥化过程中所出现的细菌种类较多$不同的
温度有不同的细菌占有优势地位$在堆肥化过程中
发挥重要的作用B在自然堆肥化的前期出现了假单
胞菌属"7/!-B*.*2#/MNB#$这类细菌对淀粉多糖类
有机物具有较强分解能力B通过序列比对发现$自然
堆肥的高温期包含不动杆菌属":0)2!"*G#0"!(MNB#(
!!!

图 TL接种纤维素分解菌堆肥真菌 5@@/图谱

=AUB&!=>8UG;_YY+FGN 7RC@;;>;7M@D?@C7FN7MA8U

M9LGA8 C7FN7M9

表 NL部分条带测序结果

2GQ;@*!5@d>@8CA8UL@M>;9M7RNGL9QG8?M

编码 登录号 最相似菌株 相似性Oi
" =\E##*)% W8C>;9>L@? QGC9@LA>FAM7;G9@_YY+U@;QG8? ") "%5 LAQ7M7FG;/,3 ##
’ 31$"(%(& 7/!-B*.*2#/MNB"’#"E*gJ# "%5 L/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@B "((
* 3T’EE$%E J+,)21*G#0"!()-.C7FN7M9U@8@R7L"%5 L/,3$ NGL9AG;M@d>@8C@ #%
E +W’$%")& W8C>;9>L@? QGC9@LA>FC;78@254*) "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ #&
) +=E&#("$ W8C>;9>L@? E$#F*G#0"!()# QGC9@LA>FC;78@* "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ "((
% =\E##*%( W8C>;9>L@? QGC9@LA>FAM7;G9@_YY+U@;QG8? "# "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ "((
$ =\%(###’ W8C>;9>L@? J"!2*"(*+,*.*2#/MNBC;78@_"( "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ #)
& 3X&(*#&* 4#0)$$-/MNB[V6E( "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@B #&
# 3X&(*#&* 4#0)$$-/MNB[V6E( "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@B "((
"( 3\$")$## W8C>;9>L@? FGLA8@@>L<GLC:G@79@NGL9AG;"%5 L/,3U@8@$ C;78@565%3 "((
"" +W))"’’" W8C>;9>L@? GLC:G@78 AM7;G9@_YY+U@;QG8? E "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ #$
"’ 3\)&’’)) W8C>;9>L@? O/0,!()0,)# MNBNGL9AG;"%5 L/,3U@8@$ C;78@36’E "((
"* +W))))*% O/0,!()0,)# 0*$)M9LGA8 6,1E$$D(’ "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ #)
"E +W))"’*( W8C>;9>L@? GLC:G@78 AM7;G9@_YY+U@;QG8? "% "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ "((
") 3\)&’’)’ W8C>;9>L@? :0)2!"*G#0"!(MNBNGL9AG;"%5 L/,3U@8@$ C;78@36’" #’
"% 3TE*&(() W8C>;9>L@? C7FN7M9QGC9@LA>FU@8@R7L"%5 L/,3$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
"$ +W((#*&" W8C>;9>L@? QGC9@LA>FAM7;G9@_YY+QG8? & "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
"& 3X&(*#&* 4#0)$$-/MNB[V6E( "%5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@B #&
"# =1&$’&%* W8C>;9>L@? QGC9@LA>FNGL9AG;"%5 L/,3U@8@$ C;78@=T(*[($ "((
’( 3\&E’’)) :(",(*G#0"!(MNB,HD$) NGL9AG;"%5 L/,3U@8@$ AM7;G9@,HD$)‘ "((
’" +=(’EE#’ +AF@LAA?G@@8SAL78F@89G;MGFN;@C;78@+;@So"&5o$#" "&5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ #’
’’ 3\%*))$’ W8C>;9>L@? M7L?GLA7F<C@9@NGL9AG;"&5 L/,3U@8@$ AM7;G9@NG"*% #$
’* _e&*%#(" 8*(#"*.’0!//"!.*2)")/AM7;G9@3=204D._"*&( "&5 MFG;;M>Q>8A9LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
’E _e&*%#(" 8*(#"*.’0!//"!.*2)")/AM7;G9@3=204D._"*&( "&5 MFG;;M>Q>8A9LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
’) _e#&)#)# :/+!(1)$$-/+!2)0)$$)*)B!/M9LGA8 #&$ "&5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
’% _e&*E&E% W8C>;9>L@? R>8U>MC;78@&(D’D* "&5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
’$ _e&*%#(" 8*(#"*.’0!//"!.*2)")/AM7;G9@3=204D._"*&( "&5 MFG;;M>Q>8A9LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
’& 3\%*))$’ W8C>;9>L@? M7L?GLA7F<C@9@NGL9AG;"&5 L/,3U@8@$ AM7;G9@NG"*% #$
’# 3X’’’%"# W8C>;9>L@? @>IGL<79@C;78@="Q "&5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ ##
*( Ye’’&EE# :/+!(1)$$-/2)1!(M9LGA8 ]T5E "&5 LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ "((
*" 3T(’E(E) 4#/)+!"*/+*(# 0,$#.’B*/+*(# U@8@R7L"&5 LAQ7M7FG;/,3 ##
*’ +W%E$("$ W8C>;9>L@? :1#()0*.’0*")2# C;78@_($*)o(#o1MFG;;M>Q>8A9LAQ7M7FG; #$
** 3X&)$$(& :/0*.’0!"!MNB0_V%’#(*RU( MFG;;M>Q>8A9LAQ7M7FG;/,3U@8@$ NGL9AG;M@d>@8C@ "((
*E 3\"*(&)( W8A?@89ARA@? @>IGL<79@"&5 LAQ7M7FG;/,3$ C;78@4]1")$ NGL9AG;M@d>@8C@ #&
*) 3\%*))$) W8C>;9>L@? GMC7F<C@9@NGL9AG;"&5 L/,3U@8@$ AM7;G9@NG"*# #&
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黄杆菌 "E$#F*G#0"!()##’接种菌堆肥高温期出现了
:(",(*G#0"!(/+%"节杆菌属#%在自然堆肥过程的中
后期出现了芽孢杆菌属"4#0)$$-/MNB#$在接种菌的
图谱条带测序中$也检测到了4#0)$$-/MNB$说明芽孢
杆菌在堆肥过程中普遍存在B

通过序列比对发现$自然堆肥初始物料中存在
艾美虫科真菌$在自然堆肥和接种菌堆肥的高温阶
段均检测到曲霉属和嗜热真菌属为优势菌株$子囊
菌门"TGMA?A7F<C@9@M#出现于自然堆肥的末期$接种
菌堆肥末期出现担子菌类"TGMA?A7F<C@9@M#B而在整
个接种菌堆肥化过程$黑曲霉一直存在B
MO!!多样性指数分析
MO!OK!细菌多样性指数分析

由图 # 可以看出$接种菌堆肥细菌多样性指数
高于自然堆肥$堆肥初期$温度上升使微生物数量和
种类增加$尤其是细菌的数量和种类$到了堆肥高温
期$’ 个堆肥的多样性均有所回落$原因是添加纤维
素分解的平均取样温度已经达到了 %$s$自然堆肥
的平均取样温度也达到了 %’s$高温抑制了微生物
的大量繁殖$因此其微生物多样性降低B堆制的第
"#? 以后$温度逐渐下降$’ 个堆体多样性都呈现了
升高趋势$但幅度不明显$原因是经过高温期$在内
源呼吸的后期$堆肥中的有机物质基本分解完全$只
剩下部分较难分解的有机物$大量的微生物已不能
从周围环境中获得足够的能量以维持其生命活动$
于是开始代谢自身细胞内的营养物质$此时$细胞生
长虽没有完全停止$但被细胞的分解率所超过$导致
微生物生物量减少B堆制第 ’&?$温度下降稳定在
E(s左右$堆肥进入腐熟阶段$微生物多样性基本稳
定B

图 UL自然堆肥与接种菌堆肥多样性指数对比

=AUB#!67FNGLAM78 7RQGC9@LAG;?AS@LMA9<A8?@J7R8G9>LG;

C7FN7M9A8UG8? C@;;>;7M@D?@C7FN7MA8UM9LGA8 C7FN7M9

MO!OM!真菌多样性指数分析
图 "( 是真菌多样性指数分析图谱$真菌的多样

性指数全部低于细菌的多样性指数$自然堆肥和接
种菌堆肥在初期真菌多样性指数都呈下降趋势$而
细菌则呈现上升趋势$表明温度对于真菌的影响大
于细菌$嗜热性的真菌数量和种类远小于嗜热性的
细菌B真菌多样性指数基本呈现先下降后上升的趋
势$和温度的先上升后下降正好相反$这也证明了高
温期时多样性指数降低$腐熟期时多样性指数升高B
接种菌堆肥的真菌多样性指数均低于自然堆肥的多
样性指数$分析原因可能是由于添加接种菌后细菌
的大量繁殖吸收了更多的营养物质$而对真菌的生
长产生了一定的抑制作用B

图 KVL自然堆肥与接种菌堆肥多样性指数对比

=AUB"(!67FNGLAM78 7RR>8UG;?AS@LMA9<A8?@J7R8G9>LG;

C7FN7M9A8UG8? C@;;>;7M@D?@C7FN7MA8UM9LGA8 C7FN7M9

NL讨论

NOK!接种菌对堆肥温度的影响
接种菌堆肥比自然堆肥进入高温阶段的速度

快$并且中层达到的最高温度也比较高$说明接种菌
对快速启动堆肥发酵有一定的促进作用B接种菌堆
肥持续高温期的时间比自然堆肥的时间长$说明菌
剂促进了微生物的生长和发酵产热$提高了堆肥的
分解效率B
NOM!接种菌对堆肥可培养微生物数量的影响

细菌数量在堆肥的各个时期均占绝对优势$在
堆肥过程中起主要作用’ 放线菌和真菌数量变化总
体呈先增高后降低的趋势$放线菌数量在堆肥中后
期较多$可能与堆肥中后期存在较难分解的木质素
等物质有关’真菌数量在堆肥前期较多$堆肥后期较
少$可能是因为经过高温期大部分真菌不耐高温而
被杀死$真菌的存在对于堆肥的腐熟和稳定具有重
要的意义B接种堆肥与自然堆肥相比在堆肥前期微
生物数量上升较快$微生物数量变化趋势快于自然
堆肥B说明接种菌在堆肥初期能够激发微生物增殖$
快速启动堆肥发酵$缩短堆肥进程B

#$(*
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NON!接种菌对堆肥微生物种类的影响
在接种菌堆肥和自然堆肥高温阶段存在的嗜热

菌群$大部分也都为不可培养$这说明传统培养法在
分析微生物种群结构时$存在着一定的局限性B在自
然堆肥化的前期出现了假单胞菌属 "7/!-B*.*2#/
MNB#$这类细菌对淀粉多糖类有机物具有较强分解
能力B通过序列比对发现$自然堆肥的高温期包含不
动 杆 菌 属 " :0)2!"*G#0"!( MNB#( 黄 杆 菌
"E$#F*G#0"!()##’接种菌堆肥高温期出现了节杆菌属
":(",(*G#0"!(MNB#B在堆肥高温期过程中 &$i的高
温菌属于杆菌属$如!假单胞菌属( 杆菌属中的芽孢
杆菌( 枯草杆菌等 )’)* $这也验证了本试验所选用的
有纤维素降解功能的芽孢杆菌作为菌剂添加到堆肥
过程中对有机物的降解会起到加速的作用B在自然
堆肥过程的中后期出现了芽孢杆菌属 "4#0)$$-/
MN%#$在接种菌的图谱条带测序中$也检测到了
4#0)$$-/MNB$说明芽孢杆菌在堆肥过程中普遍存在$
这类菌群比较适应于生存在堆肥的复杂环境B

通过序列比对发现$自然堆肥初始物料中存在
艾美虫科真菌$经资料显示它主要寄生于畜禽的肠
上皮细胞$也有寄生于其他器官组织的$但是高温期
已消失$说明其不耐高温$好氧堆肥的高温期可以杀
死有害微生物$有效防止二次污染的产生B在自然堆
肥和接种菌堆肥的高温阶段均检测到曲霉属和嗜热
真菌属为优势菌株$子囊菌门"3MC7F<C79G#出现于
自然堆肥的末期$部分子囊菌门的菌株可降解木质
素$这与木质素等难分解物质在堆肥后期分解的时
间相 吻 合B接 种 菌 堆 肥 末 期 出 现 担 子 菌 类
"TGMA?A7F<C@9@M#$担子菌类可使降解木质素$该菌
类常在环境样品中被检测到 )’%*B而在整个接种菌堆
肥化过程$黑曲霉一直存在$只是颜色的深浅不同$
表明随着环境条件的改变黑曲霉的数量一直在发生
着变化$它在堆肥化有机物质的分解过程中一直扮
演着十分重要的角色B
NOQ!接种菌对堆肥微生物群落多样性指数的影响

接种菌堆肥细菌多样性指数高于自然堆肥$因
此说明了本试验所分离的纤维素降解菌在堆肥过程
中发挥了作用$添加接种菌增加了堆肥初始的微生
物数量$使微生物活动剧烈B真菌的多样性指数全部
低于细菌的多样性指数$这与传统培养方法所得到
的结果相同B与细菌多样性指数形成鲜明的对比B

QL结论

""# 在接种菌的堆肥中$堆体达到高温的速度

快$并且维持的时间比较长B在 ’ 个堆体的不同层
中$中层温度最高$下层温度最低B

"’# 细菌接种菌堆肥 _YY+凝胶图谱比自然堆
肥的 _YY+凝胶图谱条带的差异性大$接种菌之
后$加快了微生物的演替速度$导致差异带比较明
显B接种菌堆肥真菌的变化和细菌类似$真菌条带数
量明显少于细菌B

"*# 细菌数量在堆肥的各个时期均占绝对优
势$放线菌数量在堆肥中后期较多$真菌数量在堆肥
前期较多$堆肥后期较少B与自然堆肥相比$接种菌
堆肥在堆肥前期微生物数量上升较快$微生物数量
变化趋势快于自然堆肥B

"E# 细菌在自然堆肥化的前期出现了假单胞菌
属 "7/!-B*.*2#/MN%#$高温期包含不动杆菌属
":0)2!"*G#0"!(MNB#( 黄杆菌"E$#F*G#0"!()##’接种菌
堆肥高温期出现了 :(",(*G#0"!(MNB"节杆菌属#B在
自然堆肥过程的中后期及接种菌堆肥过程中均出现
了芽孢杆菌属"4#0)$$-/MN%#B自然堆肥初始物料中
存在艾美虫科真菌$在自然堆肥和接种菌堆肥的高
温阶段均检测到曲霉属和嗜热真菌属为优势菌株$
子囊菌门"3MC7F<C79G#出现于自然堆肥的末期$接
种菌堆肥末期出现担子菌类"TGMA?A7F<C@9@M#B而在
整个接种菌堆肥化过程$黑曲霉一直存在B

")# 接种菌堆肥细菌多样性指数高于自然堆
肥’真菌多样性指数均低于自然堆肥B
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