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蔬菜!秸秆废物堆肥化中细菌群落变化研究
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（湖南大学环境科学与工程学院 长沙 !#%%’$）

摘 要：以蔬菜8秸秆废物为堆肥原料，在堆肥化过程中应用 5;D7D=方法研究不同阶段细菌群落的动态变化。聚类
分析与主成分分析表明，细菌群落结构在一次发酵期间发生着剧烈变化，二次发酵期间趋于稳定。能转化 5;D7D=板
上第一、二类碳源的细菌是蔬菜8秸秆废物堆肥化进程中的主要细菌种群，且与木质纤维素的转化有关；第四、六类
碳源可表征堆肥中耐受高温的细菌，其中第四类碳源转化细菌与木质纤维素的降解有关，而第六类碳源转化细菌

属于易降解有机物转化细菌。
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高温好氧堆肥是由群落结构演替非常迅速的多

个微生物群体共同作用而实现的动态过程，堆肥化

的实质是微生物在适宜条件下不完全分解有机废弃

物的代谢过程。因此微生物学研究是堆肥化研究的

关键所在，对开发堆肥微生物资源、加速堆肥过程、

缩短堆肥周期、提高堆肥质量、减少堆肥过程中的氮

损失、臭气挥发和产生具有重要意义［#］。为了有效

控制堆肥过程，必须了解这个过程中微生物对有机

物的降解转化作用、微生物菌系的结构及其变化规

律［$］。国内外学者就堆肥微生物学进行了广泛的研

究，所用的方法也有多种，包括微生物纯培养

法［1 ( 3］、磷脂脂肪酸法［0，"］、醌指纹法［’］、分子生物学

方法［& ( ##］、碳源利用（5;D7D=）法［#$ ( #3］等。

5;D7D=法通过测试微生物对单一能源碳利用程
度，来反映微生物群体水平的生理轮廓，用于测定微

生物群落的功能多样性，这种方法简便、快速，灵敏

度高，分辨力强，被广泛应用于土壤、水体、活性污泥

等微生态系统的研究中。在堆肥化过程微生物学研

究中，5;D7D=法的应用较少，47.-G;D等认为可能是缘
于缺少标准方法，并研究了利用该方法评价堆肥腐

熟程度［#$］。H.;>* 等［#1］用 5;D7D= IJ 板研究堆肥化
修复氯酚污染的锯木厂土壤中微生物的动态变更，

并与传统方法比较，获得相关微生态机理信息。

5-/*,等［#!］开发了应用 5;D7D= K)8J板研究环境样品
（包括土壤、堆肥）中真菌群落结构的新方法。冯宏

等［#3］应用 5;D7D= IJ板研究接种菌剂对堆肥微生物
利用碳源能力的影响，采用多种群落多样性指数来

处理试验结果，综合描述堆肥不同阶段微生物的多

样性和群落均匀度。

虽然 5;D7D=法有其独到优势，但目前在堆肥化
过程中的应用研究相对匮乏，再者不同的堆肥原料

也决定了微生物群落结构的差异，因此有必要对不

同堆肥系统应用该方法获取更多的微生物学信息。

本实验旨在应用 5;D7D= IJ板研究蔬菜8秸秆废物堆
肥化过程中细菌群落的变化，并应用多种多元统计

方法处理试验结果，以期获得更多堆肥化过程中细

菌功能结构信息，为该种方法在堆肥化中的应用提

供指导。

" 材料和方法

"#" 堆肥原料
选择长沙郊区有代表性的农业有机废物进行实

验。（#）难降解有机物：稻草，粉碎至 #% ( $%::；（$）
易降解有机物：小白菜叶、芽白叶、卷心菜叶、莴苣

叶、马铃薯茎叶、甘薯茎叶、西瓜茎叶和扁豆茎叶等，

粉碎至 #% ( $%::；（1）腐殖土：取自岳麓山林间表层
富含木质纤维素降解微生物的腐土，过 #%% 目筛；
（!）麸皮，用以调节适宜的 4LJ比。
"#$ 堆制方法
上述堆肥原料按一定的配比充分混合，使 4LJ



为 !"，含水率控制在 #"$左右，前 % 周每周翻堆 %
次，以后每周翻堆 & 次。按照堆肥进程（第 "，%，#，
&&，&’，%(天）分别在堆体周围、中心等不同高度取
样混合，一部分用以测定化学指标，另一部分即刻用

以 )*+,+-检测。
!"# $%&’&(检测

’-堆肥鲜样加 ./’01无菌生理盐水，在 &#"230
回旋式摇床上振荡 &4，静止片刻后取上清液 %01加
入 &(01无菌生理盐水，使接种液稀释度为 &"5 !，以

每孔 &’"!1 将上述接种液接种至 )*+,+- 67% 板，
%(8培养箱中培养 ’9，观察到有孔变色后每 &%4在
)*+,+-自动鉴定仪上读数。
!") 统计分析

)*+,+-板各孔读数首先均减去 :& 孔（对照孔）
读数，将负值读数设为零，然后参考文献［&#］计算平

均色度 :;<=，根据平均色度值选取 &"(4读数用于
后述多元统计分析。

&"(4的读数结果用平均色度值校正后，首先进
行 /’种碳源的聚类分析，即将 /’ 种碳源顺序编号
为 & > /’，作为聚类分析的变量，将 ’个时间点作为
样品进行聚类分析。校正后的读数还用于主成分分

析，所有多元统计分析由 ?3@@&!A"统计软件完成。

* 结果和讨论

*"! 堆肥化过程中细菌代谢活性
:;<=值及其时间变化可以用来表示细菌的平

均活性。由图 & 可以看出，细菌群落代谢的 :;<=
值随时间变化曲线的形状符合一般微生物利用基质

的规律，即存在较明显的增长期、稳定期和衰减期等

阶段。第 # 天、第 && 天堆肥中的细菌平均活性相
近，第 &’天、第 %( 天细菌平均活性差别更小，而堆
肥初期（第 %天）平均活性显著高于堆肥化中其它时
期，表明堆肥初期细菌生长快速、群落丰富。随着堆

制的进行，细菌平均活性逐渐下降。本研究中堆制

原料主要为易降解的菜叶和难降解的稻草，随着堆

制进行，一次发酵后菜叶已基本降解完，二次发酵期

间堆肥化中微生物主要碳源为富含木质纤维素的稻

草，所以生物活性下降。

<+BBC,,等［&D］综述用于多元统计分析的 )*+,+-
数据一般取某一时间点测定数据。选取原则为平均

吸光度值在 "A’ > &A"间，一般为培养后期、平均色
度较为稳定的时间点，因为此时一些生长较慢的微

生物也已参与碳源代谢，能反映较为全面的微生物

群落信息。参考图 &，本研究选取 &"(4测定数据用

于多元统计分析。

图 ! +,-.随培养时间变化曲线
E*-F & =CGC,+30CBH +I H4C JGC2J-C KC,, L+,+2 9CGC,+30CBH（:;<=）K*H4

H*0CF

*"* 堆肥化中细菌对各种碳源的利用能力
研究堆肥化中各阶段细菌对不同碳源利用能力

的差异，有助于更全面了解细菌群落代谢功能特征。

将堆肥不同阶段的细菌群落对 /’种碳源的利用进
行聚类分析（图 %）。当距离为 &’时，可将 /’类碳源
分为六类。)*+,+-微平板中 /’种碳源按照结构通常
分为聚合物、糖类、羧酸、氨基酸、胺及其他六类，显

然聚类分析产生的随着堆制进行有相似消耗特性的

六类碳源在结构上有很大差异，这也表明了堆肥化

过程中群落结构变化的复杂性，常见的将 )*+,+-数
据按照结构分为若干类后进行多元统计分析，其实

与实际生物信息有很大的误差。

聚类分析的六类碳源中典型碳源的标准化色度

变化曲线见图 !。该曲线纵坐标不用吸光度，因为
试验没有校正接种密度，用标准化的色度值代替直

接读取的色度值（或吸光度值），可避免曲线变化是

由于接种生物量的显著影响引起的，此时曲线的变

化主要缘于堆制过程中细菌群落组成的变化。

从该图 !可见第一类碳源（典型碳源 E# 1M丙氨
酸）与第二类碳源（典型碳源 :’ 吐温 ."）消耗特性
相近，均在堆肥升温期消耗快速，第 %天达到高温以
后迅速下降，随着高温期结束，即 &"9后，开始逐渐
升高，在二次发酵时期，细菌群落对这两类碳源的利

用趋于稳定。第三类碳源为 )&，即 *M赤藻糖醇，这
类碳源在堆制两天后，即高温期才开始快速消耗，一

次发酵后趋于稳定。第四类碳源（典型碳源 6& 1M组
氨酸）的消耗在整个堆制过程中均较低，在一次发酵

升温阶段上升到一定水平后基本维持不变。第五类

碳源（典型碳源 N% 肌苷）消耗随着堆制进行变化最
为剧烈，温度升高，降解这类物质的细菌活性增强，

但达到一定高温后，此类细菌活性急剧下降，随着高

温期温度的适当降低，此类物质又开始被细菌群落

//郁红艳等：蔬菜M秸秆废物堆肥化中细菌群落变化研究 F O微生物学报（%""D）.D（&）



图 ! 堆肥过程中 "#种碳源的聚类分析图
!"#$% &’()*+#*,- .*+- ,/’*,#’ 0"(1,#’ 20345’* 6’57’’( 58’ 9: 2,*6+(

43645*,5’4$

图 $ 堆肥化过程中典型碳源的消耗
!"#$; <*+."0’4 +. 58’ 5"-’=2+3*4’ +. 2+0+3* )’/’0+>-’(5 +( 4"? 5@>"2,0

43645*,5’4 .*+- 58’ 20345’*4$

降解。但在二次发酵期间不存在该类物质的降解。

第六类碳源（典型碳源 AB &=蜜二糖）的消耗与其他
类碳源显著不同，在温度较高的时期，这类碳源大量

消耗，随着温度下降，以及易降解有机物的减少，这

类碳源消耗持续下降。这一类碳源可能表征的是一

部分高温细菌的生物活性。

从上述结果可见，堆制过程中细菌群落结构在

一次发酵期间发生着剧烈变化，二次发酵期间趋于

稳定，表明细菌群落在堆肥化过程中是从不稳态向

稳定态发展，这与传统的研究结果一致［;］。第一类

与第二类碳源降解细菌均在高温期活性降低，开始

降温后活性迅速升高，表明利用这两类碳源主要是

一些嗜温细菌。这两类碳源在二次发酵期间消耗亦

逐渐上升，并在整个细菌菌落中占优势地位，由于二

次发酵期间堆体中能为细菌利用的碳源能源物质主

要是稻草，可见此期间的细菌群有较高的木质纤维

降解能力或者协同真菌、放线菌共同降解的能力。

降解肌苷和 >=羟基苯乙酸的细菌对温度最为敏感，
二次发酵期间未检测到这类细菌。第四类碳源在整

个堆肥化进程中均有较为稳定的消耗，不随堆肥温

度的变化而发生显著改变，可见利用这类碳源的细

菌不仅能够耐受高温，并且具有一定木质纤维素降

解能力，但这类细菌在细菌群落中始终较为弱势。

!%$ 堆肥化中细菌群落代谢功能因子分析
对堆肥化过程中细菌群落利用 C"+0+#微平板中

9:种碳源的情况进行因子分析，得到的主元向量中
D个主成分特征值的贡献率与累积贡献率如表 B所
以。可见 D个主成分即可表征原变量的全部信息，
其中第 B主成分（<AB）和第 %主成分（<A%）累积贡献
率达到 EFG%F%H，以该 %个主成分作图可较为全面
地表征生物群落的代谢特征，结果如图 D所示。
从图 D可看出堆制高温期间第 E 天与第 BB 天

细菌群落组成相似，而二次发酵期间第 B: 天与第

IIB JK L+(#=@,( !" #$ $ M%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（%IIF）DF（B）



表 ! 前 "个主成分的贡献率与累积贡献率（#）
!"#$% & !’% ()*(*)+,*- "-. /010$"+,2% ()*(*)+,*-

*3 3*0) (),-/,("$ /*1(*-%-+4（5）

6),-/,("$ /*1(*-%-+ 67& 678 679 67:

6)*(*)+,*- :&;&<& 8=;&>& &<;889 &?;?>?

7010$"+,2% :&;&<& =<;8<8 @:;:A? &>>;>>>

图 " 堆肥化过程中细菌群落的 $%&分析结果
B,CD: 6$*+ *3 +’% 3,)4+ +E* (),-/,("$ /*1(*-%-+（67F）4/*)%4 3*) %"/’

($"+%D

8@天细菌群落组成亦可认为变化不大。显然随着
堆制进程，堆肥中各时期细菌群落发生了显著变化。

堆肥初期（第 8天）67& 与 678 均为正值，显见初期
细菌活性很高。随着堆肥化进程，贡献率较高的

67&逐渐降低，表明细菌群落活性的下降，这与平均
色度值 FG7H变化曲线结果相统一。对 67&与 678

起主要贡献的各变量（67&系数绝对值不小于 >;>9、
678系数绝对值大于 >;>98的碳源）如表 8所示。可
见影响 67& 的碳源主要是几种糖、羧酸与氨基酸。
其中大部分系数均为负值，可见随着堆制进行，67&
逐渐降低，这与 67F结果图统一。结合图 :与表 8，
堆肥化过程中一次发酵期间 67&显著降低，可见此
期间蔬菜I秸秆废物堆肥化过程中影响细菌群落的
主要是转化 JI乙酰IHI葡萄糖胺、KI阿拉伯糖、赤藻
糖醇、顺I乌头酸、柠檬酸、HI半乳糖醛酸、H，KI乳酸、
HI葡萄糖二酸、KI谷氨酸、KI丝氨酸的细菌。而二次
发酵期间，67&略有升高，显然此期间上述转化细菌
逐渐衰弱，包括该类物质转化细菌的组成降低或者

高能力降解细菌转变成低能力降解细菌，取代而起

的是一大类能够利用!IHI乳糖、琥珀酰胺酸、H，KI
!I磷酸甘油的细菌群。

678虽然贡献率较 67& 低，但在堆肥化过程中
亦发挥着重要作用。从图 :可见随着堆制的进行，
678在高温期急速下降，这可能缘于此期间细菌数
量的急剧减少。此后 678 在一次发酵期间逐渐升
高，而二次发酵期间又逐渐下降，但都小于零，表明

堆肥化中起次主要作用的主要是能利用 H L纤维二
糖、HI果糖、HI半乳糖、麦芽糖、HI山梨醇、HI乳糖酸
丙酯、HI葡萄糖酸、KI丙氨酸的细菌。

表 ’ 影响 $%!与 $%’的主要变量系数
!"#$% 8 7*%33,/,%-+ *3 +’% 1"M*) 2"),"#$%4 "33%/+,-C 67& *) 678

67&

N0#4+)"+% F@ F&> O& O@ H8 H9 H=
7*%33,/,%-+ L >;>99 L >;>9& L >;>9> >;>9> L >;>9: L >;>9& L >;>9?
N0#4+)"+% P= P&> B8 B&> QA R&> —

7*%33,/,%-+ L >;>9< L >;>9> >;>98 L >;>99 L >;>99 >;>9& —

678

N0#4+)"+% F&8 O8 O: O&> 7= H? —

7*%33,/,%-+ L >;>:8 L >;>9< L >;>9? L >;>:8 L >;>9A L >;>9: —

N0#4+)"+% H< H&> B= Q&> R? R&8 —

7*%33,/,%-+ L >;>9A >;>9? L >;>:8 >;>9: >;>9@ >;>9< —

’(" 两种多元统计分析比较
结合表 8与图 8，观察到影响 67& 的主要变量

中，系数为负值的变量均属于聚类分析中的第一、二

类碳源，而系数为正值的变量均属于第四类碳源。

而影响 678的主要变量中，系数为负值的变量与第
一类碳源接近，系数为正值的变量均属于第四类碳

源。根据因子分析结果堆肥化中起主要作用的是能

转化系数负值的变量碳源的细菌，即第一、二类碳

源，而系数正值的变量碳源（即第四类碳源）利用较

弱，这些与聚类分析结果较为符合。

) 结论
细菌群落在蔬菜I秸秆废物堆肥化进程中起着

重要的有机物转化作用。堆肥初期细菌生长快速、

群落丰富，随着堆制的进行，其平均活性逐渐下降。

细菌群落结构在一次发酵期间发生着剧烈变化，二

次发酵期间趋于稳定。能转化 O,*$*C QJ8 板上第
一、二类碳源的细菌是蔬菜I秸秆废物堆肥化进程中
的主要细菌种群，且与木质纤维素的转化有关系。

第四、六类碳源可表征堆肥化中耐受高温的细菌，其

中第四类碳源转化细菌与木质纤维素的降解有关，

而第六类碳源转化细菌属于易降解有机物转化细

菌。

尽管 O,*$*C方法有很多优势，但是也存在一些
不足之处，如常用的微平板具有一定的微生物选择

性（QJ板针对革兰氏阴性细菌，Q6板针对革兰氏阳
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性细菌，!"#$板针对真菌），不能反映整个微生物群
落的功能多样性；缺少有效的标准方法，能排除接种

液浓度、培养条件的影响等。%&’()等根据环境样品
微生物群落研究的需要，开发了 *+,-,. /01板，这种
板仅包含 23种与功能群落相关的碳源，大大降低了
传统微平板的选择性，而且在一块微平板上每种碳

源均有 2个重复，可以有效地减少接种液浓度不同
造成的结果误差［34］，所以本研究后续将考虑应用

*+,-,. /01 板考察堆肥化中微生物群落的动态变
化，以期获得更为全面的微生物群落信息。
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