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　　摘要：为了解决冬季（５～１０℃）低温下牛粪堆肥发酵难以起温和缩短牛粪堆肥发酵周期，采用低温诱导和纤维素
酶活对比方法从牛粪堆肥样品中筛选到１株耐低温菌株Ｄ４；采用对比试验研究了低温菌株对牛粪堆肥的起温效果，

并将低温菌株与筛选到的纤维素酶活高的菌株制备了低温型复合腐熟剂，在有机肥厂测定了低温型复合腐熟剂的堆

肥效果。结果表明：筛选到的能够在５～１０℃下迅速繁殖的菌株Ｄ４，在冬季堆肥发酵中起温到２５℃只需２４ｈ。将筛

选到的纤维素酶活较高的细菌Ｘ２、Ｘ３和真菌Ｚ１与低温菌株Ｄ４混合制备成低温型复合腐熟剂，该腐熟剂在低温下使

牛粪堆肥起温时间加快２４ｈ，提前２ｄ进入高温期，使用低温型复合腐熟剂的堆肥生产时间比使用市售产品ＲＷ促腐
剂的堆肥生产时间提前５ｄ，缩短了堆肥发酵周期。
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　　微生物发酵法是一种常用的低投入、高效益畜禽粪便无
害化处理方法。传统的自然堆肥发酵由于所含土著微生物的

种类和数量有限，以及发酵工艺条件的限制，存在着发酵周期

长，发酵产品的肥效低，限制了其大规模应用。目前，通过向

物料中接种外源微生物菌剂以提高发酵效率的研究已有大量

报道［１－３］。但是，在调查江苏省多家有机肥厂的生产情况时，

发现了一些急需解决的问题：冬季（温度低于１０℃）有机肥
生产严重受阻，生产周期延长，生产能力下降，产品成本增加，

有机肥质量下降。分析原因，在冬季低温环境下迅速达到堆

肥发酵的起温是关键，有机物堆肥能否快速进入高温期影响

着堆肥的无害化进程和发酵周期。在堆肥中酶活和酶效最高

的蛋白酶和纤维素酶等是中温菌产生的，在冬季环境下堆肥

起始温度难以达到中温菌的生长条件，限制了酶活微生物的

作用。现阶段，为解决冬季发酵生产有机肥，多采用在堆肥中

输入热蒸汽和热水的方法来达到堆肥发酵的起温过程，或者

直接在堆肥的堆制部位铺设加温装置来控制和增加堆肥的温

度［４－５］。这些方法都是在有机物堆肥前期通过增加外部的能

量来启动发酵，虽然方法先进、适用，但是采用的设备比较昂

贵以及增加了生产有机肥的成本。有研究结果表明，低温环

境中堆肥接种低温菌剂可使堆肥温度快速上升，进入高温

期［６］；谢宇新等［７］筛选出的纤维素低温分解菌 Ｄ５属于假单
胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．），在低温条件下对堆肥升温具有重
要作用。

本研究利用微生物生态学原理，采用低温诱导的方法筛

选出１株低温（０～１０℃）快速繁殖的耐低温细菌，研究了该
菌株启动堆肥升温的效果，同时筛选具有高纤维素酶活的微

生物菌种，研究这些菌种间的相互关系以及在有机肥厂生产

规模下由这些菌种制备的低温型腐熟剂的堆肥效果。

１　材料和方法

１．１　牛粪堆肥样品的采集和处理方法
采集地点是江苏省宿迁市泗洪县谷丰有机肥厂，分别在

冬季和夏季采样，取堆肥发酵前期、中期和后期的样品，每一

个采样点取样０．５～１．０ｋｇ。新鲜牛粪加入１％豆粕、ｌ％砻
糠、２％草木灰和冬季采集的发酵前期的样品用塑料袋包好放
置在０～４℃的冰箱中６个月以上。
１．２　菌种和培养基
１．２．１　菌种　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）实验室保藏；ＲＷ促
腐剂购买于鹤壁市人元生物技术发展有限公司。

１．２．２　培养基　牛粪浸汁培养基：取牛粪发酵中期的物料
１００ｇ，加入适量水，加热煮沸２０ｍｉｎ，８层纱布过滤，取滤液定
容至１Ｌ，分装灭菌为牛粪浸汁液体培养基，加入２０ｇ琼脂制
成牛粪浸汁固体培养基。牛粪固体培养基（１ｋｇ）：鲜牛粪
６５％、砻糠３０％、草木灰５％，水３００ｇ，装袋高温灭菌。固体
发酵培养基和菌体吸附料：麸皮和黄豆粉各称取 ４ｋｇ和
１ｋｇ，加入１．５ｋｇ的水，搅拌均匀，装入发酵袋中，每个发酵袋
装料２００ｇ，１２１℃３０ｍｉｎ灭菌２次，间隔２４ｈ，作为真菌发酵
料和细菌菌体吸附料。牛肉膏蛋白胨培养基（肉汤培养基），

马丁氏琼脂培养基（ＰＤＡ培养基），纤维素刚果红培养基；羧
甲基纤维素培养基的配制参照文献［８－９］。
１．３　堆肥原料

牛粪、砻糠和草木灰取自江苏省谷丰有机肥厂，采用中华

人民共和国农业行业标准 ＮＹ５２５—２０１１［１０］测定其性质，堆
肥原料的主要性质见表１。

表１　堆肥原料的主要性质

原料
总有机碳

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ） Ｃ／Ｎ 水分

（％）

牛粪 ３８６．３±１１．２２ ２１．１±０．４２ １８．３０ ６５．００±２．１０
砻糠 ３１１．０±１０．３７ ４．１±０．５０ ７５．８５ １．００±０．１２
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１．４　耐低温微生物菌株的筛选
１．４．１　耐低温菌株的分离和驯化　取０～４℃冰箱中存放６
个月的样品，采用稀释分离法在牛粪浸汁固体培养基中分离

微生物，置于１～４℃培养，挑取４８ｈ内生长最快的微生物单
菌落的菌株，再用肉汤培养基在１～４℃培养条件下划线纯化
后，接种到１０ｍＬ肉汤试管中，置于１０℃培养。在培养 ６、
１２、２４ｈ时测定 Ｄ６００ｎｍ的数值比较各个单菌株的生长速度，保
留生长最快的生长菌株，再划线纯化接种到灭菌的牛粪固体

培养基中，置于１～４℃培养２４ｈ。
１．４．２　耐低温菌剂的制作和适应性测定　将筛选到的在低
温条件下生长最快的菌株接种到肉汤液体培养基中，１５℃
１２０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ，倒入装在瓷盘的灭菌菌体吸附料中，搅
拌均匀，在３０℃烘箱中烘干。设计堆肥总量１ｔ（牛粪６０％，
砻糠３５％，５％草木灰），翻抛均匀，加入０．２％的低温菌。将
温度计插于发酵堆中间３０ｃｍ处，经１０ｍｉｎ稳定后读数。观
察７２ｈ内堆肥的升温效果。
１．５　产纤维素酶活微生物的筛选

取有机肥发酵中期样品１０ｇ，分别用１００ｍＬ的牛肉膏蛋
白胨培养基和马丁氏液体培养基富集培养，２８℃，１２０ｒ／ｍｉｎ，
培养３ｄ；按照文献［９－１１］的方法，测量菌落直径（ｄ）和水解
圈的直径（Ｄ）。按照文献［１２］的方法，用ＤＮＳ法测定滤纸酶
活力（ＦＰＡ）、外切葡聚糖酶活力（Ｃ１酶）和内切葡聚糖酶活力
（Ｃｘ酶），将筛选到的产纤维素酶活力高的菌株接种到羧甲基
纤维素培养基斜面上保藏。

１．６　功能菌株间相互关系的测定
１．６．１　细菌与细菌之间的关系　将筛选的各功能细菌在肉
汤培养基平板上交叉划线，倒置放于１５℃或２８℃的培养箱
中培养３ｄ，观察交叉点菌株的生长情况。
１．６．２　细菌与真菌菌株之间的关系　在马丁琼脂平板上接
种各个真菌后再接种各个细菌，放于１５℃或２８℃的培养箱
中培养３ｄ，观察是否有抑菌圈出现。
１．７　功能菌株的鉴定
１．７．１　细菌　鉴定方法参照文献［１３］。１６ＳｒＤＮＡ采用菌落
ＰＣＲ方法［１４］提取 ＤＮＡ 和 ＰＣＲ扩增，正向引物：５′－
ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和反向引物 ５′－ＣＴＡＣＧ
ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′。扩增产物回收纯化后送上海生工
生物工程有限公司测序，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的
已知序列进行ＢＬＡＳＴ，确定菌株的种类。
１．７．２　真菌　取产孢的真菌纯菌落，用无菌镊子挑取真菌少
许菌丝放于乳酚油中。观察显微镜下的真菌产孢结构特征和

孢子的形态特征参考［１５］。

１．８　低温型复合腐熟剂的制备
在真菌斜面挑取菌块，接种到固体发酵培养基中，２８℃

发酵４～５ｄ，观察袋中发酵料已经全部长满真菌菌丝为最适，
将发酵好的真菌，放到干净的瓷盘上铺平，在３０℃烘箱中烘
干；细菌参照方法“１．４．２”制备。把每个烘干的菌剂按比例混
合即为混合菌剂。加入低温细菌的复合菌剂为低温型复合菌

剂。取混合菌剂１０ｇ，采用稀释法分别统计真菌和细菌的
数量。

１．９　低温型复合腐熟剂堆肥试验的设计和腐熟指标测定
１．９．１　堆肥设计　设计堆体的物料总质量为１０ｔ，其中配料

是鲜牛粪为总质量的６０％～６５％、砻糠为３０％～３５％和草木
灰５％～１０％。试验设４个处理：处理１：加入总质量０．２％的
复合腐熟剂（菌剂中活菌数量为０．８×１０９ＣＦＵ／ｇ）；处理２：加
入总质量０．２％的低温型复合腐熟剂（菌剂中活菌数量为
１．１×１０９ＣＦＵ／ｇ）；对照１：加入总质量０．２％的市售ＲＷ促腐
剂（菌剂中活菌数量为 ０．５×１０９ＣＦＵ／ｇ）；对照 ２（空白对
照）：不加任何菌剂。将配料和腐熟剂混合，每处理堆的长 ×
宽×高为１２．０ｍ×１．５ｍ×１．２ｍ，分别用翻抛机翻抛，条垛
式发酵。每个堆体温度达到５５℃后再堆制７ｄ进行二次翻
抛，翻抛后再次加入菌剂，加入量同第１次。试验时间：２０１２
年１１月１０日至２０１２年１２月８日。
１．９．２　腐熟指标测定
１．９．２．１　理化指标　从堆肥开始每天上午９时和下午５时，
测定发酵场气温和堆体温度，重复测量４～５次。当发酵温度
达到５５℃时再堆制７ｄ进行翻抛，翻抛后再次测定温度的变
化。在堆肥发酵的起始和结束进行取样。取样时把每处理均

分割成３部分，每部分取５个点，取得的样品分为两部分，一
部分立即用密封袋冷冻保存，另一部分精确称取１０．００ｇ，放
在干燥箱中１１０℃干燥直至恒重，测量样品质量，计算水分含
量。将烘干的样品，进行全氮和有机碳测定，采用有机肥新标

准ＮＹ５２５—２０１１［１０］测定堆肥发酵前后肥堆的有机碳、全氮。
同时堆肥过程中观察堆料的物理性状（颜色、颗粒、臭味）

变化。

１．９．２．２　生物指标　种子发芽指数（ＧＩ值）测定：样品为堆
肥完成后取的混合样。取样品１０ｇ，以样品 ∶蒸馏水 ＝１∶２
摇动５ｍｉｎ。纱布过滤，滤液３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液
稀释５倍。再取直径９ｃｍ培养皿，内放二层滤纸，在滤纸上
滴加１０ｍＬ堆肥浸提稀释液，均匀摆放 ２０粒种子，放置在
２５℃ 恒温箱中培养６ｄ，统计发芽率和发芽幼苗的根长，以
清水处理为对照（ＣＫ），每个处理３次重复。相对发芽指数计
算公式为：ＧＩ＝（堆肥浸提液处理种子发芽率 ×堆肥浸提液
处理平均根长）／（清水对照种子发芽率 ×清水对照平均
根长）。　
１．１０　数据分析

试验结果以算术平均数 ±标准差表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０
软件进行数据方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）检验处理间差异
显著性。Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较。

２　结果与分析

２．１　耐低温微生物菌株的筛选
筛选到７株（Ｄ１～Ｄ７）在１０℃条件下均能生长的菌株。

菌株Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３和Ｄ４在５℃条件下生长速度相对较快。均
比大肠杆菌的生长速度快，其中菌株Ｄ４的生长速度最快（图
１）。Ｄ１至Ｄ４４个菌株接种到灭菌的牛粪固体培养基中，５℃
培养４８ｈ，菌体量分别为：１．２×１０８、２．１×１０８、０．９×１０８、
１．５×１０８ＣＦＵ／ｇ。表明 ４个菌株在牛粪中的适应性均比
较好。

２．２　低温菌单菌剂对堆肥的起温效果
图２显示，各低温单菌剂在自然堆肥中都具有增温效果。

其中Ｄ４菌株增温效果明显好于其他３个菌株，在２４ｈ内能
使堆肥的温度上升到２５℃；在４０ｈ内能使堆肥的温度上升

—９０３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第５期



到３０℃；在６４ｈ内能使堆肥温度上升到３５℃。因此，选择
Ｄ４菌株作为低温型腐熟剂的起温菌株。
２．３　产纤维素酶菌株的筛选

筛选到具有纤维素酶活的细菌２０株，真菌３株，挑选其
中Ｔ值较大的菌株进行酶活测定。表２显示，菌株 Ｘ２、Ｘ３的
Ｃ１酶活高于菌株Ｘ５、Ｘ１１、Ｘ１２，而真菌 Ｚ１的酶活均较高，其中
ＦＰＡ（滤纸酶活）的活力高于细菌的ＦＰＡ活力。
２．４　功能菌株间相互关系的研究

试验结果（表３）表明，耐低温菌株Ｄ４和细菌菌株Ｘ５、Ｘ１１
发生拮抗作用，同时真菌 Ｚ１和细菌菌株 Ｘ５发生拮抗；菌株
Ｄ４与产纤维素酶细菌 Ｘ２、Ｘ３和真菌 Ｚ１之间不产生拮抗作
用。说明它们可以作为复合腐熟剂的基础菌株。

表２　牛粪堆肥中分离菌株的纤维素酶活性

菌株 Ｔ值 ＦＰＡ
（Ｕ／ｇ）

Ｃ１
（Ｕ／ｇ）

Ｃｘ
（Ｕ／ｇ）

Ｘ２ ７．２８ ３７２．３±４．８０ｄ ７２．３±１．４７ｆ ３０５．７±２．９４ｄ
Ｘ３ ７．００ ４１５．９±４．６４ｅ ６８．６±１．１５ｄｅ３２９．７±３．０７ｆ
Ｘ５ ５．４２ ３１２．５±３．９０ｃ ６７．２±１．０５ｄｅ３０１．２±２．７６ｃ
Ｘ１１ ２．４２ ２１９．８±２．７４ｂ ３２．３±０．８６ｂ ２０１．３±２．３０ｂ
Ｘ１２ ２．３４ １８１．２±２．１０ａ ２１．４±１．８６ａ １９７．２±２．８７ａ
真菌Ｚ１ ２．５１ ９１６．３±３．８６ｆ ６２．９±１．２７ｃ ３２７．１±４．８０ｅ

　　注：Ｔ值＝水解圈直径（ｃｍ）／菌落直径（ｃｍ）；同列数据后不同字
母表示在０．０５水平上差异显著。

表３　牛粪堆肥中分离菌株之间的相互关系

菌株 Ｄ４ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ５ Ｘ１１ Ｘ１２ 真菌Ｚ１
Ｄ４ － － ＋ ＋ －
Ｘ２ － － － ＋ － －
Ｘ３ － － － － － －
Ｘ５ ＋ － － ＋ － ＋
Ｘ１１ ＋ ＋ － ＋ － －
Ｘ１２ － － － － － －
真菌Ｚ１ － － － ＋ － －

　　注：“－”代表菌株间不拮抗 “＋”代表菌株间拮抗。

２．５　功能菌株分类
１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果（表４）显示：Ｄ４属于腐败希瓦

氏菌，Ｘ２和Ｘ３同属于弯曲假单胞菌。Ｄ４菌落为圆形，乳红
色，表面湿润凸起，菌体细胞短杆状，革兰氏阴性，无芽孢，过

氧化氢酶实验和产 Ｈ２Ｓ实验为阳性，吲哚，ＭＲ和 ＶＰ实验为
阴性。Ｘ２和Ｘ３菌落均为圆形，乳白色，表面湿润，菌体细胞
长杆状，革兰氏阴性，无芽孢，过氧化氢酶实验为阳性，能利用

葡萄糖和 Ｄ－果糖。根据上述结果鉴定 Ｄ４为假单胞菌属腐
败希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ），Ｘ２和Ｘ３为假单胞菌属
弯曲假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｇｅｎｉｃｕｌａｔａ）。真菌 Ｚ１菌丝匍匐
弓状弯曲，与基质相接触处产生假根；假根发达，分枝多，褐

色，两节间距离１～３ｍｍ；孢囊梗直立不分枝，１～１０枝丛生
在假根上方；孢子形状不对称，近球形、卵形或多角形，鉴定为

根霉属黑根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓｎｉｇｒｉｃａｎｓ）。

表４　牛粪中筛选的３株细菌菌株的分类从属关系

菌株编号 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 高相似度的菌株 碱基数（ｂｐ） 相似度（％）
Ｄ４ ＫＣ９０５７４０ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ（ＮＲ０７４８１７．１） １５３５ ９９
Ｘ２ ＫＣ９０５７４１ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｇｅｎｉｃｕｌａｔａ（ＮＲ０２４７０８．１） １４９７ ９９
Ｘ３ ＫＣ９０５７４２ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｇｅｎｉｃｕｌａｔａ（ＮＲ０２４７０８．１） １４９７ ９９

２．６　低温型复合腐熟剂对牛粪堆肥的发酵作用
２．６．１　堆体气味和颗粒变化　堆肥开始时各处理的堆料呈
黄褐色，颗粒较大，具有很强烈的刺激性臭味。随着堆肥发酵

的进行，处理１、处理２和对照１的堆料臭味逐渐减少，发酵
堆体堆料的颜色开始逐渐变黑，牛粪的颗粒变小；当发酵结束

时，堆体的臭味消失，堆体料的颜色变成黑色或黑褐色，堆料

颗粒变细变小，均匀，不再具有粘性，呈疏松的团粒结构，而对

照２的变化缓慢。
２．６．２　堆肥中温度变化　图３显示，在发酵初期，２个处理
和对照１的堆体温度上升，显示加入微生物菌剂的堆肥升温

效果均明显强于不加菌剂的对照２，说明加入微生物菌剂均
能不同程度地促进有机物分解，加入低温型复合菌剂的肥堆

在低温下起温时间加快了２４ｈ左右，提前２ｄ进入高温期。
在发酵后１１ｄ用翻抛机进行翻抛，二次加入菌剂后，低温型
复合菌剂的起温效果还是好于其他２个处理，提前３ｄ进入
高温期，堆肥升到的最高温度低于第一次的堆肥升到的最高

温度。这是因为第一次微生物已经利用了肥堆中可溶性的碳

源和氮源，对翻抛后微生物的生长有影响。处理１和对照１
的堆肥经２次翻抛，在２７ｄ时完成腐熟过程，添加低温型腐
熟剂的处理２堆肥在２２ｄ时完成腐熟过程，堆肥生产时间比
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处理１和对照１提前５ｄ。
２．６．３　堆肥中水分变化　图４可见，牛粪堆肥中加入复合腐
熟剂、低温型复合腐熟剂和 ＲＷ促腐剂的３个牛粪堆肥中水
分都显著下降，分别降低了４９．２％、５４．０％和５１．１％，说明加
入微生物的牛粪堆肥中的水分由于微生物代谢产生生物热，

散失较快，从而达到了有机肥生产的要求。未加入菌剂的对

照２的牛粪堆肥中水分没有显著变化，说明牛粪中的本土微
生物对堆肥的腐熟作用缓慢。

２．６．４　堆肥中Ｃ／Ｎ变化　牛粪堆肥全碳和全氮含量的变化
反映了微生物对堆肥基质的降解程度。整个堆肥过程中，加

入复合腐熟剂、低温型腐熟剂和 ＲＷ促腐剂的牛粪堆肥 Ｃ／Ｎ
的值分别下降了３９．５％、４２．５％、３８．１％，都达到了２０的腐
熟标准，对照２牛粪堆肥的Ｃ／Ｎ没有显著的变化（图５）。堆
肥过程中，总碳的相对含量逐步降低，总氮含量先降低后缓慢

增加，但总碳含量下降幅度大于总氮，导致了 Ｃ／Ｎ的降低，这
是由于微生物活动消耗了牛粪堆肥中的大量的有机碳源。

２．７　堆肥浸提液种子发芽的影响
表５表明，处理１、处理２和对照１堆肥的提取液对幼根

的生长有明显的促进作用，而且相对发芽指数都高于清水对

照和不添加腐熟剂的对照２堆肥提取液，因此，经过添加腐熟
剂的肥堆，经过高温发酵，各处理物料已经基本腐熟。

表５　堆肥浸提液对种子发芽的影响

处理
种子发芽率

（％）
根长

（ｍｍ） 相对发芽指数

清水对照 ８０．１ １５．９±０．１１ｂ
复合菌剂（处理１） ８６．５ １７．８±０．１３ｃ １．２１±０．０１ｂ
低温复合菌剂（处理２） ８８．５ １９．３±０．１５ｅ １．３４±０．０２ｄ
对照１ ８４．０ １８．５±０．１６ｄ １．２２±０．０１ｃ
对照２ ７６．０ １３．５±０．２４ａ ０．８１±０．０２ａ

　　注：表中数据为３次以上重复的平均值；同列数据后不同字母表
示在差异达０．０５显著水平。

３　讨论

堆肥物料中有机物的降解是在不同种类的微生物群共同

作用下进行的，适当加入外源菌剂可以对堆肥进程起到很大

的促进作用。目前，国内外对于堆肥接种技术的研究己经有

了很大的发展，明显地促进了堆肥反应的进程。传统堆肥微

生物在低温下需要较长时间才能繁殖起来，因此传统堆肥在

低温下存在发酵时间长、产生臭味且肥效低等问题。研究低

温型腐熟剂目的是为了让有机物堆肥在冬季等低温下快速达

到腐熟，缩短发酵时间，减少肥效损失，同时能确保快速地处

理畜禽粪便，减轻畜禽粪便对环境的污染。试验结果表明加

入低温菌的促腐熟剂在低温情况下使牛粪堆肥升温效果显

著，能提前５ｄ完成堆肥周期。
低温下微生物生长受到抑制，生理代谢无法正常运作。

由于低温菌细胞膜含有大量的不饱和脂肪酸，使膜在低温下

也能保持半流动状态，运输物质；加之核糖体结构和功能对低

温不敏感，酶和蛋白质仍可以合成并发挥作用。冬季低温时

堆肥内的中、高温菌在低温下难以正常繁殖，也不能发挥它们

的酶活作用，故可利用低温菌特殊的生理机制分解糖、淀粉等

简单有机物使堆肥起温，进而启动中温菌和高温菌［７］。向堆

体中接种微生物能够增加微生物总数和提高微生物分解的效

能，充分利用不同功能微生物之间的相互协同作用，分解堆体

有机物，并释放热量，使堆肥温度快速升高，从而能够使堆肥

提前进入高温期。温度是堆肥腐熟的重要因素，可以直接反

映堆肥的进程。温度上升是微生物代谢产热及堆体保温效应

共同作用的结果。堆肥温度保持５０℃以上５～７ｄ是杀灭堆
肥中的病卵、有害生物和保证堆肥腐熟的必要条件［１６］。本研

究中加低温菌和不加低温菌促腐剂处理的牛粪堆肥产品均达

到堆肥腐熟的要求，但加低温菌的堆肥升温快，温度高。

在堆肥过程中，含Ｃ、含Ｎ的有机质为微生物代谢提供了
能源和碳源和氮源，同时微生物将有机质降解为无机物质等，

用于自身的生长繁殖。因而堆肥的全 Ｃ和全 Ｎ的变化能在
一定程度上反映出堆肥进程。对于Ｃ／Ｎ为２５～３０的堆肥材
料，当Ｃ／Ｎ降到２０以下时，则可认为堆肥基本腐熟。加入低
温型腐熟剂堆肥Ｃ／Ｎ变化比不加低温菌腐熟剂和 ＲＷ促腐
剂处理的堆肥快。

堆肥浸提液的种子发芽试验是判断堆肥是否已经腐熟的

重要方法之一。目前较为公认的评价有机固体废弃物腐熟度

的指标为种子发芽指数（ＧＩ），ＧＩ值可综合体现发酵物料的低
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毒性（影响根长）或高毒性（影响发芽），被认为是最敏感、可

靠、有效和最能反映发酵产品无害化和腐熟度的参数。

Ｚｕｃｃｏｎｉｔ等［１７］认为，当ＧＩ值＞０．５时，发酵物料对植物已基本
没有毒性，发酵物料已基本腐熟；当ＧＩ值＞０．８时，发酵物料
完全腐熟［１８］。本试验研制的低温型复合腐熟剂用于牛粪堆

肥经过２２ｄ达到腐熟，同时相对市售的ＲＷ促腐剂发酵的堆
肥，其浸提液对种子发芽和根的生长有促进作用。

目前，我国微生物发酵剂种类繁多，但有些只是将发酵菌

株简单地混合在一起，对菌株之间的拮抗作用研究的不透

彻［１９］。本试验对筛选出的所有菌株进行两两相互的拮抗试

验，通过研究其相互关系［２０］，选出协同作用强的菌株，有效地

避免了菌株间的拮抗作用，使制备的复合微生物腐熟剂应用

效果明显。

通过低温诱导，筛选分离到１株耐低温菌株 Ｄ４，该菌株
在低温条件下快速增殖，产生生物热使堆肥物料温度迅速上

升，解决了低温条件下堆肥发酵不能快速升温的问题。经过

形态学和分子学鉴定，耐低温菌株Ｄ４为腐败希瓦氏菌。
低温条件下接种低温型腐熟剂的堆肥温度明显高于接种

ＲＷ促腐剂堆肥（对照１）和不加任何菌剂堆肥（对照２），３ｄ
时温度达到４０℃，６ｄ时达到６０℃，高温期５～７ｄ，发酵周期
比接种ＲＷ促腐剂堆肥缩短５ｄ。
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