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　　摘要：采用羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）平板法和刚果红染色法从竹林表层土壤中分离出高效纤维素降解菌株，
经１６ＳｒＤＮＡ序列同源性比对鉴定菌株后，通过液体发酵法将菌株制备成复合菌剂，将复合菌剂添加至堆肥物料中进
行效果验证。结果表明，所得菌株 Ｌ１和 Ｌ２为小麦苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍｔｒｉｔｉｃｉ），Ｌ－３为中华根瘤菌属
（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ）．，Ｌ－４为绿针假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ），Ｌ５为枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。将制备
的微生物复合菌剂添加到堆肥中进行堆肥试验，结果表明，接种复合微生物菌剂的菌剂组堆体最高温度为６２．２℃，高
温维持１０ｄ，对照组堆体最高温度为５８℃，高温维持７ｄ；菌剂组碳氮比从３０下降到１５．４，对照组碳氮比从３０．６下降
到１８；菌剂组堆肥纤维素含量降至２４．７％，对照组堆肥纤维素含量降至１７．３％。菌剂组和对照组堆肥均达到了腐熟
无害化标准，接种复合菌剂可以显著提高堆肥温度，缩短堆肥周期，保证堆肥质量。
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　　随着我国社会经济的进步以及人口的增长，农业和畜牧
业持续健康发展，规模不断壮大，我国国民生活水平得到有效

改善。但是在粮食种植和畜禽养殖过程中产生了大量作物秸

秆、玉米芯、畜禽粪便等各类有机废弃物，对我国空气、水、土

壤等都造成了严重的污染和危害［１］。鉴于自然排放的畜禽

粪便等废弃物对环境的污染和危害，目前国际上对其主要以

无害化、资源化的原则进行处理。目前采用的方法有生产沼

气能源，制作发酵饲料和高温堆肥技术等。其中高温堆肥技

术以其无害化程度高、腐熟程度好、处理规模大、成本较低等

优点逐渐成为畜禽粪便处理的首选［２］。

堆肥是一个有机物生物分解的过程，分为４个阶段，即中
温、高温、降温、成熟熟化阶段［３］。在此过程中，微生物群落

结构不断变化，易氧化的有机质变成更加稳定的有机质，最终

形成堆肥产物。堆肥产物已经被广泛用作土壤调节剂和土壤

肥料［４］，在改善土壤肥力和抵抗病菌方面具有巨大潜能。研

究表明，在微生物参与的堆肥生产过程中，最初的碳氮比在

（２５～３０）∶１之间被认为是堆肥生产的最佳条件［５］，所以畜

禽粪便堆肥中常常加入作物秸秆来调节物料最初的碳氮

比［６］，这也有利于农业有机废弃物的资源化利用。虽然很多

研究表明接种外源微生物菌剂可以促进堆肥进程，加快堆肥

的腐熟［７－９］，但是堆肥混合物料中的纤维素降解缓慢，一直是

影响堆肥产品稳定性的重要因素。通过在堆肥过程中添加高

效纤维素降解菌可以有效促进纤维素的降解，加快堆肥腐熟

和稳定。因而，筛选和鉴定具有高效纤维素降解能力的菌株、

制备微生物菌剂，是提高高纤维堆肥稳定性的重要

手段［１０－１２］。

本研究从竹林表层土壤筛选高效纤维素降解菌，将多种

菌株混合制备成复合微生物菌剂并添加到堆肥原料中进行高

温发酵，研究菌剂的堆肥效果，为构建高效降解纤维素的复合

微生物菌剂提供菌种资源和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
菌种分离材料来自河北省邯郸市竹林表层土壤。采集样

品时取１ｇ土壤放入无菌锥形瓶中，加入玻璃珠振荡培养１ｈ
备用。

１．２　菌株的筛选
将土壤样品制成不同稀释倍数的菌悬液，分别接种至羧

甲基纤维素钠平板中进行恒温培养，将所得菌株多次划线分

离，得到的菌株纯培养。将所分离菌株点接于纤维素刚果红

培养基中，量取并计算菌株透明圈直径（Ｄ）和菌圈直径（ｄ）
的比值，即为ＨＣ比值。
１．３　菌株的鉴定

分别提取细菌基因组 ＤＮＡ，以基因组 ＤＮＡ为模板，以
２７Ｆ和１４９２Ｒ为１６ＳｒＤＮＡ的引物进行细菌基因组 ＤＮＡ的
ＰＣＲ扩增［１３］。ＰＣＲ产物通过琼脂糖凝胶回收试剂盒
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）回收目的条带，连接到ｐＧＭ－Ｔ载体（Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司），转化到大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞
中，将阳性重组子送至北京擎科新业生物技术有限公司测序。

将得到的序列通过ＢＬＡＳＴ软件与ＧｅｎｅＢａｎｋ中相关序列进行
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比对，并利用ＭＥＧＡ５．０软件进行聚类分析构建进化树。
１．４　微生物菌剂的制备

将分离纯化的纤维素降解菌株分别置于 ２５℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中进行液体发酵培养，待菌量达到
１０８个／ｍＬ时，取菌株的菌悬液分别按照体积比等比例混合，
制成微生物菌剂备用。

１．５　堆肥试验
将猪粪和秸秆混合后调节碳氮比至（２５～３０）∶１之间，

水分控制在６０％左右。试验共分为菌剂组、对照组这２组，
每组３次重复，每组物料初始质量均为２０ｋｇ。

菌剂组为每千克物料喷施 ５ｍＬ自制菌剂并混合均
匀［１４］。对照组只添加相同体积的无菌水。菌剂和物料充分

混匀后分别放置于泡沫箱中，每３ｄ翻堆１次。
１．６　指标测定

试验期间每天０９：００和１６：００分别在距堆体表面１０ｃｍ
处测量温度，取温度平均值作为堆体温度。总有机碳含量采

用重铬酸钾容量－外加热法测定，总氮含量采用凯氏定氮法
测定［１５］。碳氮比（Ｃ／Ｎ）为总有机碳含量和总氮含量的比值。
纤维素降解率的测定参照刘旭的测定方法［１６］。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选及鉴定
通过羧甲基纤维素钠平板法和刚果红染色法的初步筛选

和纯化，共得到５株菌株。对菌株进行形态学观察并测定菌
株圈直径与菌落直径的比值（ＨＣ），由表１可知，５株菌株具
有细菌的典型形态特征，且均具有明显的透明圈，具备降解纤

维素的能力。

表１　菌株的形态特征

菌株 菌落特征、细胞形态 纤维素降解能力 ＨＣ比值

Ｌ１ 圆形，黄白色，表面湿润有

光泽，边缘整齐

＋ １．１７±０．１４

Ｌ２ 圆形，黄白色，表面湿润有

光泽，边缘整齐

＋ １．７５±０．６７

Ｌ３ 不规则型，乳白色，表面干

燥无光泽，边缘不整齐

＋ １．４５±０．０５

Ｌ４ 脐状圆形，土黄色，表面湿

润有光泽，边缘整齐

＋ １．２０±０．１３

Ｌ５ 圆形，乳白色，表面湿润有

光泽，边缘整齐

＋ １．１６±０．１１

　　菌株 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５的 １６ＳｒＤＮＡ测序长度分别为
９９７、９６８、６７２、１０２６、９４０ｂｐ。将序列在美国国立生物技术信
息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称
ＮＣＢＩ）的Ｂｌａｓｔ软件中进行同源性比对，在 ＧｅｎｅＢａｎｋ中下载
同源性高的菌株序列构建系统发育树。由图 １可知，菌株
Ｌ１、Ｌ２为小麦苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍｔｒｉｔｉｃｉ），Ｌ３为中华根瘤
菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．），Ｌ４为绿针假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ），Ｌ５为枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。堆肥是
微生物参与的高温发酵过程。相对真菌而言，细菌具有更快

的生长速率和更高的温度耐受力，在堆肥的稳定和腐熟中发

挥重要作用［１７］。因此，采用筛选出的具有高效纤维素降解能

力的细菌制备微生物菌剂，可以增加堆肥中微生物的数量、堆

肥中有机质和纤维素的降解效率，增强堆肥稳定性。

２．２　３堆肥的温度变化
将制备的微生物复合菌剂添加到堆肥中进行堆肥试验，

每天定时测定堆体温度，得到堆肥生产过程中的温度变化情

况。由图２可知，接种复合微生物菌剂的菌剂组堆体的最高
温度为６２．２℃，高于对照组堆体（最高温度为５８℃）；菌剂
组、对照组堆体温度维持在５０℃以上的时间分别为１０、７ｄ，
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堆体升温到最高温度所用时间分别为６、９ｄ，温度降至４０℃
以下所用时间分别为２１、２７ｄ。在堆肥生产过程中，微生物将
有机物质发酵，降解至堆肥腐熟。温度是该过程中影响微生

物新陈代谢最主要的因素，也是影响堆肥效果和堆肥产品质

量的重要参数［５］。研究表明，堆肥原料堆体温度处于５０℃以
上的时间必须保持在５～７ｄ，以确保病原体的有效灭活［１８］。

这说明菌剂组和对照组堆肥均达到了腐熟无害化的标准，但

是接种复合微生物菌剂可以提高堆肥温度，缩短堆肥周期，保

证堆肥质量。

２．３　堆肥碳氮比值的变化
在堆肥过程中，随着有机物的降解，碳氮比（Ｃ／Ｎ）不断发

生变化［１９］。由于 Ｃ／Ｎ与堆肥过程中的许多化学特性有关，
所以Ｃ／Ｎ是描述不同堆肥稳定性最合适的参数［２０－２１］。由图

３可知，随着堆肥的发酵，Ｃ／Ｎ逐渐降低。菌剂组 Ｃ／Ｎ从最
初的３０下降到１５．４，对照组从最初的３０．６下降到１８。有研
究表明，当堆肥的 Ｃ／Ｎ低于２０时，有机物达到稳定状态，堆
肥腐熟［２２］。由此可见，菌剂组和对照组堆肥均达到腐熟标

准，且菌剂组比对照组先达到腐熟。在堆肥过程中，菌剂组堆

肥Ｃ／Ｎ呈先升高再降低的趋势，整体呈下降趋势，这可能是
由于高温增加了氨的排放量，导致较高的氮素损失，从而使难

分解的有机物质的降解速率减缓，使得一定时期 Ｃ／Ｎ相对
较高［８，２３］。

２．４　堆肥的纤维素含量变化
堆肥的纤维素含量变化是反映堆肥处理效果的直接指

标，结果如图４所示。３０ｄ时，菌剂组堆肥纤维素降解率为
２４．７％，对照组堆肥纤维素降解率为１７．３％，这说明接种复
合菌剂能够降低堆肥中的纤维素含量。

３　结论

本试验中筛选得到 ５株高效纤维素降解菌株，将菌株
Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５的１６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ软件中
进行同源性比对，确定 Ｌ１和 Ｌ２为小麦苍白杆菌，Ｌ－３为中
华根瘤菌属，Ｌ－４为绿针假单胞菌，Ｌ５为枯草芽孢杆菌。

将制备的微生物复合菌剂添加到堆肥中进行堆肥试验，

结果表明，接种复合微生物菌剂的菌剂组、对照组堆体最高温

度分别为６２．２、５８℃，５０℃以上的时间分别为１０、７ｄ，Ｃ／Ｎ
分别从３０、３０．６下降到１５．４、１８；菌剂组和对照组堆肥均达
到了腐熟无害化标准，但是接种复合微生物菌剂可以提高堆

肥温度，缩短堆肥周期，保证堆肥质量。

在堆肥试验中，为了适应微生物的生长需要，加入了作物

秸秆作为调理剂调节堆肥物料最初的Ｃ／Ｎ［６］。作物秸秆中的
纤维素是堆肥中的难降解物质，堆肥试验结果表明，３０ｄ时菌
剂组、对照组堆肥纤维素含量分别降至２４．７％、１７．３％，复合微
生物菌剂可以高效降解堆肥中的纤维素，促进堆肥进程。
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三江平原小流域土地利用类型与土壤

理化性质的灰色关联分析

来雪慧，任晓莉，安晓阳，贺晓晨，白田宇
（太原工业学院环境与安全工程系，山西太原０３０００８）

　　摘要：以三江平原阿布胶河流域为研究区，分析了０～１０ｃｍ、＞１０～２０ｃｍ土层中旱地、水田、湿地、林地４种土地
利用类型与土壤ｐＨ值、阳离子交换量、土壤粒径分布含量、土壤有机碳以及土壤养分含量的关联性。结果表明，对于
同一土地利用类型，土壤ｐＨ值、阳离子交换量、有机碳含量、全氮含量、全磷含量、碱解氮含量、有效磷含量、速效钾含
量随着土层深度的加深而减小，而土壤粒径分布则没有明显的变化规律。相同土层中水田的ｐＨ值最大，湿地的阳离
子交换量最大，林地的有机碳、氮、钾含量最高；而水田的磷含量则较高。同时，除全磷和有效磷含量外，湿地的有机

碳、氮、钾含量均高于旱地和水田。按照灰色关联度大小，０～１０ｃｍ土层各土地利用类型由大到小的排序为水田
（０８６３７）＞旱地（０．８３５１）＞湿地（０．７１７１）＞林地（０．５７３６）；＞１０～２０ｃｍ土层的排序为湿地（０．９８６０）＞旱地
（０．６８２６）＞水田（０．５３９５）＞林地（０．５１５５）。综合分析，筛选出湿地为改善土壤理化性质和养分含量的最佳土地利
用方式。

　　关键词：三江平原小流域；土地利用类型；土壤理化性质；加权灰色关联
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　　三江平原是我国最大的沼泽湿地分布区，地势表现为西
南高、东北低的趋势。由于自然和人为因素的影响，近６０年
来三江平原的土地利用结构发生了明显变化，由原来的湿地

基质变为现在以农田为主要土地利用类型的国家重要粮食生

产基地［１］。对于土地利用方式与土壤理化性质之间的关系，

国内研究主要集中在黄土高原区、东北黑土区、南方红壤区等

地区［２－３］，国外研究更多的是印度碱性土和美国沙壤土

等［４－５］。不同土地利用方式对小流域的土壤理化性质具有显

著影响［６］，但目前对于三江平原的研究主要针对的是农田和

湿地对土壤性质的影响［７］，对小流域的相关研究较少。本研

究选取三江平原阿布胶河小流域为研究对象，通过灰色关联

层次分析法探讨小流域不同土地利用类型对土壤理化性质的

影响。这不仅有利于更多地考虑各影响因素的权重，同时也
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