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１株畜禽粪便堆肥脱氨除臭菌的筛选及特性
尹红梅，刘　标，郭照辉，许丽娟，杜东霞，陈　薇

（湖南省微生物研究院，湖南长沙４１０００９）

　　摘要：为了探索微生物除臭菌对畜禽粪便中氨气的处理效果，采用富集、平板划线分离法，从堆肥样品中共分离出
２５株菌株，通过氨气选择性培养基筛选出１株高效抑制氨气的菌株，命名为菌株 ＹＳ１。根据形态学观察、内部转录间
隔区（ＩＴＳ）ｒＤＮＡ序列同源性比对、系统进化分析对菌株ＹＳ１进行多相鉴定，初步鉴定该菌株为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）。结果表明，菌株 ＹＳ１接种到硝化培养基后反应９６ｈ，ＮＨ＋４ －Ｎ含量从 １００．０ｍｇ／Ｌ下降至 ９．４ｍｇ／Ｌ，

ＮＨ＋４ －Ｎ的去除率达９０．６％，体系总氮削减率达５８．６％。在反硝化培养基中反应９６ｈ，ＮＯ
－
３ －Ｎ的浓度由初始的

９９３ｍｇ／Ｌ下降为１７．６ｍｇ／Ｌ，降解率达８２．３％，体系总氮削减率达３５．４％。溶血性试验表明，ＹＳ１菌株无溶血性。

　　关键词：尖孢镰刀菌；除臭菌；脱氮；堆肥；ＮＨ＋４ －Ｎ；ＮＯ
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３ －Ｎ；菌株ＹＳ１
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　　随着畜禽养殖业的快速发展，畜禽养殖废弃物
大量堆积，导致严重的环境污染问题，也影响养殖

场的卫生防疫和人体健康。禽畜粪便是畜禽养殖

废弃物的主要来源。据有关数据统计，２０１５年规模
化畜禽养殖粪污产生量为３．８３４×１０９ｔ，远超同期
工业固体废弃物的排放量，据初步估计，到２０２０年
我国养殖业产生的畜禽粪便将超过６０亿ｔ［１］。好氧
堆肥技术由于工艺简单、能耗低、投资少，被广泛运

用于禽畜粪便的处理，但是传统的好氧堆肥处理容

易产生恶臭，氮素损失严重，不仅污染大气，还降低

了肥料的养分含量。当前，除臭保氮技术是国内外

畜禽粪便堆肥研究的重点和热点，但是迄今为止成

效甚微。畜禽粪便堆肥产生的恶臭气体的主要成
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分是氨气、硫化氢等，且氨气占比最大。当下畜禽

粪便堆肥脱氨除臭的方式多种多样，可分为物理、

化学、生物、微生物方式等［２］。微生物处理方式是借

助微生物的生理功能以及代谢作用，对其中的恶臭物

充分降解，在实际使用中具有脱臭效果稳定突出、避

免二次污染等诸多优势，已成为当下解决臭气问题的

关键方法之一［３］。微生物脱氨除臭的主要作用机制

是微生物的硝化和反硝化作用［４］，因此这种除臭技术

的关键是筛选得到高效优势的微生物。

在除臭领域的微生物筛选、产品设计中，日本、

欧美的技术更全面先进，目前取得了一系列的成

果。而我国该领域的基础研究有一定滞后，集中在

相关除臭剂的基础试验上［５］，具备知识产权和科技

创新的除臭制剂产品的研究不多。本研究以堆肥

腐熟样为分离材料，分离筛选得到１株脱氨除臭效
果好的菌株，命名为ＹＳ１。进行了形态观察、内转录
间隔区（ＩＴＳ）测序等方式鉴定，同时分析了菌株ＹＳ１
的降氨能力，以期控制畜禽粪便形成的恶臭气体，

改善生态环境，为微生物除臭剂的开发和应用提供

更多的理论参考及技术保障。

１　材料与方法

１．１　材料
腐熟堆肥样采自湖南省株洲市某有机肥厂，用

于具有脱臭效果的微生物菌株筛选。

分离培养基：牛肉膏蛋白胨培养基、高氏一号

培养基等。

ＮＨ３选择性培养基：蔗糖 ５０．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
２．０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，ＦｅＳＯ４０．１ｇ，ＺｎＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ
２．０ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ等。

硝化培养基：葡萄糖 ５．００ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
０．４７ｇ，ＮａＣｌ１．００ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
０．５０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ
值７．０，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

反硝化培养基：葡萄糖５．０００ｇ，ＫＮＯ３０．７２２ｇ，
ＮａＣｌ１．０００ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
０．５００ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ值７．０，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　方法
１．２．１　脱氨除臭菌的富集、分离与纯化　取腐熟堆
肥样１０ｇ接种于装有９０ｍＬ无菌水的三角瓶中，室
温环境下于１８０ｒ／ｍｉｎ摇床处理３０ｍｉｎ，随后在摇床
中静置 ２０ｍｉｎ，取５ｍＬ接种在９５ｍＬＮＨ３培养基

中，于３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养５ｄ，取５ｍＬ发酵
液继续接种在 ＮＨ３培养基中，以淘汰不能利用
ＮＨ＋４ －Ｎ的微生物，如此反复连续富集７代。将发
酵液适当稀释后，涂散在不同的培养基平板上，于

３０℃培养箱中培养，筛选其中长势良好的菌落，多次
分离纯化，直至获得完全纯的单菌落，作斜面保存。

１．２．２　脱氨除臭菌的复筛　参照 Ｌｉｕ等的筛选方
法［６］，将分离得到的单菌株接种培养过夜后，以体

积比 ５％的接种量接种至 ＮＨ３选择性培养基中，
３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养。于培养后２４、４８、９６ｈ
取样，采用凯氏定氮法测定ＮＨ３的释放量。
１．２．３　高效脱氨菌株的鉴定
１．２．３．１　形态观察　将目标菌株 ＹＳ１接种至固体
培养基平板上，于２８℃下恒温培养。待菌落长出
后，观察菌落的大小、形状、颜色等属性，结合《真菌

鉴定手册》［７］进行初步鉴定。

１．２．３．２　ＩＴＳ序列的聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增
和测序研究　ＹＳ１基因组 ＤＮＡ的提取过程参照
Ｆｅｒｒｅ等的方法［８］完成。结合真菌 ＩＴＳ引物 ＩＴＳ１
（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４（５′－
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）［９－１０］扩增 ＩＴＳ
ｒＤＮＡ序列。ＰＣＲ参照刘建利的方法［１０］进行。ＰＣＲ
产物经回收、纯化等处理后送生工生物工程（上海）

股份有限公司测序。ＩＴＳｒＤＮＡ结果在ＧｅｎＢａｎｋ中完
成同源性比较，挑选相似性＞９６％的序列，结合ＭＥＧＡ
５．０软件构建ＩＴＳｒＤＮＡ序列的系统进化树［１１］。

１．２．４　溶血性试验　将活化后的 ＹＳ１及对照菌株
ＬＹ－３接种于血平板上，在３０℃静置培养４８ｈ，观
察是否有溶血圈出现，以对照菌株 ＬＹ－３作为指示
菌株，判断尖孢镰刀菌ＹＳ１是否具有溶血性［１２］。

１．２．５　种子液制备　将斜面上保存的 ＹＳ１接种于
马铃薯葡萄糖琼脂 （ＰＤＡ）培养基中，２８℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ，制得种子液用于后续试验。
１．２．６　脱氮性能的测定　用“１．２．５”节中制备形
成的菌悬液，以２％的接种量接种至硝化、反硝化培
养基中，于 ３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养。每隔 ２４ｈ
取样，样品经８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液测
定ＮＨ＋４ －Ｎ、ＮＯ

－
３ －Ｎ、总氮含量，每个取样点设置３

个平行。

１．２．７　分析测定　硝基氮含量采用紫外分光光度
法进行检测，氨氮含量采用纳氏试剂分光度法进行

检测，总氮含量采用凯氏定氮法测定。菌丝干质量

采用称质量法测定。
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１．３　数据处理
数据采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件 Ｏｎｅ－ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ程序进行单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离筛选结果
猪粪腐熟堆肥样经富集、分离纯化后，共获得

２５株脱氨除臭菌株。将分离得到的２５株菌株接种
到ＮＨ３选择性培养基，发酵培养４８ｈ后，复筛得到
７株脱氨效率较好、生长旺盛的单菌，分别编号为
ＹＳ１、ＹＳ３、ＹＳ４、ＹＳ５、ＹＸ１、ＹＸ３、ＹＸ４。这 ７株菌株
对氨气的去除率如表１所示，可以看出，培养４８ｈ
后，菌株ＹＳ１对氨气的降解率达８１．２０％，显著高于
其他菌株（Ｐ

!

０．０５）。最后选择除氨效率高、生长
速度快的ＹＳ１为目标菌株进行后续试验。
２．２　菌株ＹＳ１的鉴定
２．２．１　菌落及菌体形态学观察　如图１所示，菌株

表１　菌株对氨气的去除率

菌株
氨气去除率

（％）

ＹＳ１ ８１．２１±２．９１ａ

ＹＳ３ ５１．５３±１．８２ｂ

ＹＳ４ ３５．１６±０．７３ｃ

ＹＳ５ ３４．３１±０．５２ｃ

ＹＸ１ ５３．９６±１．２５ｂ

ＹＸ３ ４７．５０±０．９２ｂ

ＹＸ４ ３８．６５±０．７３ｃ

ＣＫ １０．５０±０．９２ｂ

　　注：不同小写字母表示不同处理间差异显著（Ｐ
!

０．０５）。

ＹＳ１在ＰＤＡ培养基上培养４８ｈ后，菌落呈白色，突
起絮状，高２～４ｍｍ。菌丝白色质密，呈绒毛状，孢
子呈粉质，其孢子呈纺锤形。菌落与孢子的形态特

征与镰刀菌分类鉴定标准基本一致。

２．２．２　ＩＴＳ序列分析及系统发育树构建　ＰＣＲ扩
增获得 ＹＳ１菌株的 ＩＴＳ序列长度为 ５３２ｂｐ，在
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ同源性比对分析，结果
显示其与 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ同源性达９８％以上。
利用ＭＥＧＡ５．０软件对菌株 ＹＳ１的 ＩＴＳｒＤＮＡ构建
系统发育树，结果见图２。结合菌株的菌落形态、显
微形态特征及ＩＴＳｒＤＮＡ序列分析的结果，ＹＳ１菌株
可鉴定为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）。
２．３　菌株ＹＳ１溶血性

以ＬＹ－３为参照菌株，检测菌株 ＹＳ１溶血性。
从图３可以看出，ＬＹ－３菌株菌落附近形成了尺寸
偏大的溶血圈（图３－Ｂ），而尖孢镰刀菌 ＹＳ１菌落
周围没有出现溶血圈（图３－Ａ），说明尖孢镰刀菌
ＹＳ１不具有溶血性。
２．４　菌株ＹＳ１脱氮性能测定
２．４．１　菌株ＹＳ１硝化性能测定　将菌株ＹＳ１种子
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液以 ５％的接种量接种于硝化培养基中，考察
ＮＨ＋４ －Ｎ转化情况，结果见图４。菌株 ＹＳ１在２４ｈ

后进入对数期，随后开始快速转化ＮＨ＋４ －Ｎ，９６ｈ内
将 ＮＨ＋４ －Ｎ量从 １００．０ｍｇ／Ｌ降至 ９．４ｍｇ／Ｌ，
ＮＨ＋４ －Ｎ的去除率达９０６％。在 ＮＨ

＋
４ －Ｎ氧化的

同时，培养基中积累ＮＯ－３ －Ｎ，反应４８ｈ后，ＮＯ
－
３ －

Ｎ浓度达２３．４ｍｇ／Ｌ，随后缓慢下降。体系总氮含
量初始值为９９．６ｍｇ／Ｌ，反应前２４ｈ，发酵液的总氮
含量维持在一个稳定的水平，２４ｈ后，体系总氮含
量开始下降，９６ｈ时为４１．２ｍｇ／Ｌ，总氮含量的削减
率达５８．６％。证明ＹＳ１菌株有良好的硝化性能。

２．４．２　菌株ＹＳ１反硝化性能测定　将菌株 ＹＳ１接
种于反硝化培养基中，测定反应过程中菌丝干质量

及硝态氮、氨态氮、总氮含量的变化。由图５可知，
在反应９６ｈ时，ＹＳ１菌丝干质量达６．１２ｍｇ／ｍＬ，表
明菌株ＹＳ１在反硝化培养基上长势理想。菌株ＹＳ１
对数期后 ＮＯ－３ －Ｎ的转化速率很快提升，经反应
９６ｈ，ＮＯ－３ －Ｎ含量从最初的 ９９．３ｍｇ／Ｌ降至

１７．６ｍｇ／Ｌ，降解率达 ８２３％。从图 ５中还可以看
出，反硝化培养基中有ＮＨ＋４ －Ｎ积累，反应４８ｈ后，
ＮＨ＋４ －Ｎ含量达 １８．６ｍｇ／Ｌ，随后逐渐下降。体系
总氮含量在菌株ＹＳ１进入对数期后迅速减少，后逐
渐稳定，反应９６ｈ后总氮含量从最初的 ９９．６ｍｇ／Ｌ
减少到 ６４．３ｍｇ／Ｌ，削减率为 ３５．４％。初步确定
ＹＳ１菌株有良好的反硝化性能。

３　讨论与结论

堆肥处理是实现畜禽粪便无害化与资源化的

一个十分有效的途径。堆肥过程中散发的恶臭气

体中的主要成分是氨气、硫化氢、三甲胺等，其中氨

气占比最大。有研究结果表明，在堆肥过程中，有

９８％的氮以ＮＨ３形式挥发损失
［１３］。氮的损失和形

成的恶臭不仅污染环境，影响人体健康，而且降低

了肥料中的养分含量。

本试验以堆肥腐熟样为分离源，以 ＮＨ３的释放
量为分析菌株除臭性能的指标因素，并从堆肥样本

中分离获得 １株脱氨除臭性能最为突出的菌株
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ＹＳ１，根据菌株菌落、菌体形态与 ＩＴＳｒＤＮＡ序列分
析结果，鉴定菌株ＹＳ１为尖孢镰刀菌。

溶血性是体外对相关菌株安全性测定过程中

需要分析的关键指标之一。根据溶血特点，可对该

指标分成２类：α溶血，表现为菌落周围存在草绿色
的溶血圈，对人致病力差；β溶血，表现为菌落周围
存在透明溶血圈，易让人体发病。若不存在溶血便

不会形成溶血圈。本试验观察到菌株 ＹＳ１无溶血
圈形成，说明菌株ＹＳ１不具有溶血性。

将菌株ＹＳ１接种于硝化培养基中，９６ｈ内对氨
态氮的去除率达９０．６％。同时发现在 ＮＨ＋４ －Ｎ氧
化的同时，培养基中积累 ＮＯ－３ －Ｎ，反应 ４８ｈ后，
ＮＯ－３ －Ｎ含量达２３．４ｍｇ／Ｌ。将菌株ＹＳ１接种于反
硝化培养基中，在 ９６ｈ内对硝态氮的去除率达
８２３％，同时发现培养基中有 ＮＨ＋４ －Ｎ积累，在反
应４８ｈ后，ＮＨ＋４ －Ｎ含量达１８．６ｍｇ／Ｌ。初步判断
ＹＳ１菌株具有良好的硝化、反硝化能力。

以往的反硝化理论指出，反硝化需要在缺氧的

环境下展开，溶解氧的存在对菌株反硝化发挥了一

定的抑制效果。好氧反硝化环节中，由于内部存在

相应的还原酶，所以可借助 ＮＯ－３ －Ｎ与氧气，完成
协同呼吸［１４］。ＹＳ１的菌体中也可能具有相应的还
原酶，从而可借助氧和硝酸盐共呼吸，这样可在好

氧环境下实现反硝化作用。

本试验筛选得到的尖孢镰刀菌具有同步硝化

与反硝化特性，这在国内外文献中鲜见报道。尖孢

镰刀菌分致病性与非致病性２种。尖孢镰刀菌致病
菌是农作物重要的土传性真菌性病原菌，会引起植

物根部腐烂、维管束褐变及植株萎蔫，导致茄科、芭

蕉科与葫芦科等许多重要农作物严重减产［１５］。非

致病性尖孢镰刀菌能在植株中定殖，不会造成植物

病害且对致病性尖孢镰刀菌有良好的抑制作用，因

此已被作为生防菌株应用于防治番茄、黄瓜、康乃

馨等植物的枯萎病［１６－１７］。为了确定菌株 ＹＳ１是否
能用于生产实践，在后续研究中，将进一步鉴定其

为致病菌株还是非致病性菌株。

　　本研究从猪粪腐熟堆肥样中共获得２５株脱氨
除臭菌株，通过氨气选择性培养基复筛，得到１株脱
氨除臭效率最高的菌株 ＹＳ１，经鉴定为尖孢镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ），该菌株无溶血性。

菌株ＹＳ１具有良好的硝化与反硝化性能。将
菌株ＹＳ１接种于硝化培养基中，９６ｈ后ＮＨ＋４ －Ｎ的
去除率达９０．６％；将菌株ＹＳ１接种于反硝化培养基
中，反 应 ９６ｈ后，菌 株 ＹＳ１菌 丝 干 质 量 达

６．１２ｍｇ／ｍＬ，ＮＯ－３ －Ｎ的降解率达８２．３％。
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［１６］ＳｈｉｓｈｉｄｏＭ，ＭｉｗａＣ，ＵｓａｍｉＴ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ
ＦｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔｏｆｔｏｍａｔｏｂｙｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＦｏ－
Ｂ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００５，９５（９）：
１０７２－１０８０．

［１７］ＡｂｅｙｓｉｎｇｈｅＳ．ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｒａｄｉｃｉｓ－ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ，ｔｈｅｃａｓｕａｌａｇｅｎｔｏｆｒｏｏｔａｎｄｓｔｅｍ ｒｏｔｏｆ
Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓｂｙｎｏｎ－ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＦｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ［Ｊ］．
ＲｕｈｕｎａＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｃｉｅｎｃｅ，２００６，１：２４－３１．
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