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　　摘要：为探究不同市售发酵菌剂对堆肥微生物群落结构的影响，以牛粪为堆肥原料，采用传统堆肥方法和高通量
测序技术，添加４种不同商品发酵菌剂进行高温发酵，分析堆肥过程中温度的变化规律和堆肥结束后真菌、细菌、放线
菌群落的结构特征。结果表明，添加４种发酵菌剂均可以有效提高堆肥温度，其中菌剂Ｃ处理组的堆肥温度增速最快
且高温持续时间最长，在堆肥３ｄ时，堆肥温度达到５４℃，整个堆肥过程的平均温度较对照组增加了６．３３℃，明显促
进了牛粪发酵的进程。通过α多样性、样本层级聚类分析和距离热图分析发现，牛粪堆肥的真菌群落中子囊菌门占
主导地位，相对丰度达５９．３６％；曲霉菌属、毕赤酵母属、马拉色霉菌属、链格孢菌属、镰刀菌属为优势属；与对照组相
比，添加４种发酵菌剂均显著降低了堆肥中节担菌属的相对丰度，也在一定程度上降低了堆肥的细菌、放线菌群落中
厚壁菌门、拟杆菌门的相对丰度，以菌剂Ｃ的效果最佳，其相对丰度约显著下降了１４百分点，有效降低了堆肥过程中
甲烷排放的风险。
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　　作为畜禽养殖大国，我国每年的畜禽粪便产生
量约为１８亿 ｔ，然而综合利用率不到６０％［１］，这严

重制约了畜禽粪便资源化循环利用的步伐，同时粪

污不恰当处理会造成严重的环境风险。好氧堆肥

技术可以实现氮磷养分的高效循环，是有机废弃物

再利用的主要技术［２－４］。已有研究发现，在畜禽粪

便堆肥发酵过程中添加微生物菌剂，发酵效果明显

好于自然堆肥，可以有效减少粪便中的病原微生

物，促进纤维素等难降解物质的分解，且腐熟程度

更好，同时不同菌剂对粪便堆肥具有不同的效

果［５－６］。也有研究发现，接种菌剂有利于堆肥中的

有机质分解、降低氨气和二氧化碳的释放浓度，减

排作用显著［７－８］。目前，大多数研究集中于不同发

酵菌种对堆肥过程中养分指标变化及大肠杆菌菌

落数、蛔虫卵数、发芽率等有机肥质量限制指标的

影响，基于高分子通量技术的畜禽粪便堆肥微生物

群落结构的研究相对较少。徐莹莹等通过采用传

统培养与聚合酶链式反应 －变性梯度凝胶电泳
（ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）技术相结合的方法，研究接种菌剂
对牛粪堆肥反硝化细菌群落的影响，结果表明，接

种菌剂后加快了反硝化细菌群落的演替速率，并且

从接种菌剂堆肥中检测到自然堆肥中不存在的反

硝化细菌类群［６］。许修宏等采用高通量测序技术

研究牛粪自然堆肥过程中细菌群落的动态变化，发
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现堆肥过程中细菌群落结构发生了显著变化，变形

菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）的相
对丰度在堆肥前期和高温期较高，酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度在堆肥后期较高［８］。目

前，对接种不同商品发酵菌剂条件下牛粪堆肥中微

生物群落结构变化的研究尚未见报道。因此，本研

究采用高通量测序技术，选取堆肥升温慢、发酵周

期长、降解难的牛粪［９－１０］作为堆肥原料，以奶牛养

殖厂附近小米加工厂所产生的米糠为配料，研究牛

粪发酵过程中添加不同发酵菌剂对堆肥微生物群

落结构的影响，以期为牛粪快速发酵商品菌剂的选

择提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于河北省冀丰动物营养科技有限责任公

司进行，牛粪为该公司产生的新鲜粪便，米糠购自

该公司附近的小米加工厂。发酵菌剂编号如下：菌

剂Ａ为复合微生物产物，由北京航天恒丰科技股份
有限公司生产，包含枯草芽孢杆菌、乳酸杆菌、毕赤

酵母、赤热链霉菌等菌种，有效活菌数≥２００亿
ＣＦＵ／ｇ，用量为０．１０％（质量分数）；菌剂 Ｂ为复合
微生物产品，由广州微元生物科技有限公司生产，

其中包含多种芽孢杆菌、酶制剂、酵母菌、丝状真菌

等，有效活菌数≥２００亿 ＣＦＵ／ｇ，用量为０．０１％（质
量分数）；菌剂Ｃ为有机肥发酵菌剂，由沧州兴业生
物技术有限公司生产，由多种功能性有益微生物组

成，如细菌、真菌、放线菌、细黄链霉菌和酵母菌，有

效活菌数≥８０亿 ＣＦＵ／ｇ，用量为 ０．１０％（质量分
数）；菌剂Ｄ为有机肥发酵菌剂，由沧州旺发生物技
术研究所有限公司生产，包含枯草芽孢杆菌、放线

菌酵母菌、巨大芽孢杆菌、胶冻芽孢杆菌、里氏木

霉、纤维素酶等，有效活菌数≥１００亿 ＣＦＵ／ｇ，用量
为０．１０％（质量分数）。
１．２　试验设计

本试验共设５个处理，包括对照（不添加发酵
菌剂）、菌剂Ａ、菌剂Ｂ、菌剂 Ｃ和菌剂 Ｄ，详见表１，
菌种添加量均参照商品使用说明进行添加。每个

处理设３次重复，各处理原料按质量分数配比均为
７０％牛粪 ＋３０％谷糠，碳氮比调节在２５～３５，含水
率为６０％～６５％，混合均匀后将物料进行条垛式堆
肥，每个堆体长２～３ｍ，堆底宽１．５ｍ、高１．０ｍ，堆
体间的间隔为２～３ｍ。发酵周期为６０ｄ，每隔７ｄ

翻堆１次。于２０２０年５月２１日起堆，７月２１日结
束。各菌剂按照产品使用说明进行添加，具体用量

如表１所示。

表１　不同组别的发酵菌剂添加量

处理编号 发酵菌剂类别
添加量

（％）

ＣＫ 对照（不添加）

Ｔ１ Ａ ０．１０

Ｔ２ Ｂ ０．０１

Ｔ３ Ｃ ０．１０

Ｔ４ Ｄ ０．１０

１．３　测定指标
温度的测定：将温度计插入距离堆体顶部

５０ｃｍ处测量温度，每天１０：００、１６：００各测量１次，
以２次测量的平均值作为当天的堆体温度，同时记
录周围环境温度。堆肥结束时采集样品，测定微生

物指标，采样深度为距堆体顶部５０ｃｍ处，采用５点
取样法取样后混合均匀。委托上海派森诺有限公

司进行微生物多样性的测定，其中真菌群落结构测

序所用引物序列为：Ｆ，５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡ
ＣＡＡＧＧ－３′；Ｒ，５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－
３′，测序区域为 ＩＴＳ＿Ｖ１，方法为 ＤＡＤＡ２。细菌放线
菌测序所用引物序列为：Ｆ，５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧ
ＣＡＧＣＡ－３′；Ｒ，５′－ＴＣＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡ
Ｔ－３′，测序区域为１６ＳＶ３～Ｖ４区，数据库为 ｓｉｌｖａ＿
１３２，方法为ＤＡＤＡ２。
１．４　数据处理

用Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳＶ１７．０进行分析，微生物多样性
分析用派森诺基因云软件。

２　结果与分析

２．１　不同发酵菌剂处理下牛粪堆肥温度的变化
如图１所示，添加发酵菌剂可以有效提高堆肥

温度。对堆肥过程中温度变化规律的分析结果表

明，添加菌剂Ａ（Ｔ１处理）、菌剂Ｂ（Ｔ２处理）、菌剂Ｃ
（Ｔ３处理）、菌剂Ｄ（Ｔ４处理）后，堆肥平均温度分别
较ＣＫ处理提高了５．７０、２．８４、６．３３、５．３６℃。在不
同发酵菌剂处理下，堆肥温度的增速不同，在 ＣＫ处
理下，堆肥进入高温期（５０℃以上）需要９ｄ；在 Ｔ３
处理下，堆肥３ｄ进入高温期；在 Ｔ１、Ｔ４处理下，堆
肥进入高温期均需要５ｄ；在Ｔ２处理下，堆肥进入高
温期所需的时间与ＣＫ一致。由此可见，在 Ｔ３处理
下堆肥的增温效果最好。
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２．２　不同发酵菌剂处理堆肥中真菌群落结构的变化
２．２．１　丰度与多样性分析　由表２不同处理下真
菌丰度与多样性可以看出，在不同处理下，真菌高

质量序列数量为６３４７３～６７８６６条，将经过处理的
高质量序列通过１００％相似度的划分，各处理得到
２１４～２８５个特征序列（ＡＳＶ）。在 ＣＫ处理下，ＡＳＶ
数量为２３９个；Ｔ１处理下的 ＡＳＶ数量与 ＣＫ接近；
在Ｔ２处理下，ＡＳＶ数量为２１４，较ＣＫ减少１０４６％；
在Ｔ３、Ｔ４处理下，ＡＳＶ数量均为２８５个，比 ＣＫ处理
高１９．２５％。

表２　不同发酵菌剂处理堆肥中的真菌丰度与多样性

处理
序列数量

（条）

高质量序列数量

（条）

ＡＳＶ数量
（个）

ＣＫ ７４０２４ ６４７９５ ２３９

Ｔ１ ７７８４４ ６７８６６ ２４０

Ｔ２ ７２４６２ ６３４７３ ２１４

Ｔ３ ７６８３６ ６７０９３ ２８５

Ｔ４ ７６８３６ ６７０９３ ２８５

　　Ｓｈａｎｎｏｎ指数是群落多样性指标，其值越大，表
明群落多样性越高，反之表明群落多样性越低。如图

２所示，在添加发酵菌剂Ｂ处理（Ｔ２）下，真菌微生物
多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ指数）显著低于对照处理、添加
其他发酵菌种处理；同时在ＣＫ、Ｔ１、Ｔ３、Ｔ４这４个处理
下，真菌微生物多样性指数间无显著差异。

　　对不同发酵菌剂处理下堆肥中真菌 ＡＳＶ的组
成进行样本距离矩阵与主坐标分析（ＰＣｏＡ）的结果
显示，在Ｔ４处理的样品与 ＣＫ最接近，表明添加发
酵菌剂Ｃ处理（Ｔ４）的真菌群落结构与ＣＫ间的差异
较小，而添加发酵菌剂Ａ、Ｂ、Ｃ处理（Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３）的菌
群落结构与ＣＫ处理间的差异较大（图３）。
２．２．２　分类学组成分析　相对丰度排名前五的真
菌门类如图４所示，分别为子囊菌门，相对丰度为
５９３５％；担子菌门，相对丰度为１６．４８％；被孢霉门、

油壶菌门，相对丰度分别为 ２．３３％、２．１５％；毛霉
门，相对丰度为 ０．０８％；其他门的相对丰度为
１９．６０％。
　　在牛粪堆肥中添加不同发酵菌剂后，主要影响
子囊菌门、担子菌门真菌的相对丰度。与 ＣＫ相比，
Ｔ１、Ｔ４处理的子囊菌门相对丰度降低，担子菌门的
相对丰度升高；Ｔ２处理的子囊菌门、担子菌门的相
对丰度均升高；Ｔ３处理的子囊菌门的相对丰度升
高，担子菌门的相对丰度降低。此外，添加不同发

酵菌剂后，毛霉门的相对丰度均有所升高，升高幅

度为０．１～０．４百分点。
　　图５为不同发酵菌剂处理下堆肥中属分类水平
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上的真菌群落种组成，可以看出，相对丰度排前１０
位的属分别为曲霉菌属、毕赤酵母菌属、马拉色霉

菌属、链格孢菌属、镰刀菌属、Ｓａｍｐａｉｏｚｙｍａ、节担菌
属、Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ、嗜热子囊菌和被孢霉菌。在牛粪
自然堆肥处理下，堆肥结束后样品中曲霉菌属的相

对丰度最大，为１３．６１％，其次为毕赤酵母菌属，相
对丰度为 ９．９７％，而链格孢菌属、镰刀菌属、
Ｓａｍｐａｉｏｚｙｍａ、节担菌属、Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ、被孢霉菌属
的相对丰度为２２３％ ～４．２５％，马拉色霉菌属、嗜
热子囊菌属的相对丰度均小于１％。
　　通过分析不同发酵菌剂处理对堆肥中微生物
群落的影响发现，与ＣＫ相比，Ｔ１处理的堆肥微生物
群落结构组成差异较小；在 Ｔ２处理下，堆肥马拉色
霉菌属的相对丰度显著增加，且节担菌属、

Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ这２个属的相对丰度降低显著；在 Ｔ３
处理下，毕赤酵母菌属、嗜热子囊菌属的相对丰度

增加明显，增幅为２．３９～３．４８百分点，且节担菌属
的相对丰度下降显著；在 Ｔ４处理下，各属相对丰度
变化规律与 Ｔ３处理基本一致，毕赤酵母菌属、马拉

色霉菌属、嗜热子囊菌属等３个属的相对丰度增加，
其余７个属的相对丰度均有所下降。
２．３　不同发酵菌剂处理堆肥中细菌、放线菌群落结
构的变化

２．３．１　群落丰富度及多样性　如表３所示，在各处
理下，堆肥样品通过高通量测序得到 ８３６１４～
９４５５２条细菌、放线菌序列。经过处理的高质量序
列通过１００％相似度划分，得到１８１～２８５个特征序
列。在未添加发酵菌剂的 ＣＫ处理下，ＡＳＶ数量为
２３９；在Ｔ１处理下，ＡＳＶ数量与ＣＫ接近；在Ｔ２、Ｔ３处
理下，ＡＳＶ数量均低于 ＣＫ，其中 Ｔ２处理的 ＡＳＶ数
量下降２４．２７％；在 Ｔ４处理下，ＡＳＶ数量为２８５，比
ＣＫ处理高１９．２４％。

表３　不同发酵菌剂处理堆肥的细菌、放线菌丰度与多样性

处理
序列数量

（条）

高质量序列数量

（条）

ＡＳＶ数量
（个）

ＣＫ ９２７２４ ５６１４９ ２３９

Ｔ１ ９４５２２ ５５３４８ ２３３

Ｔ２ ９１５８０ ５９９７１ １８１

Ｔ３ ８４２８８ ５３２１１ ２１４

Ｔ４ ８３６１４ ４９８５５ ２８５

　　样品中表示细菌、放线菌微生物群落多样性的
Ｓｈａｎｎｏｎ指数如图６所示。与ＣＫ相比，Ｔ１、Ｔ２、Ｔ４处
理的细菌、放线菌微生物多样性降低，Ｔ３处理的细
菌、放线菌微生物多样性高于ＣＫ。

２．３．２　细菌、放线菌群落层次的聚类分析　在不同
菌剂处理下，堆肥中细菌、放线菌群落层次的聚类

分析结果见图７。可以看出，在 ＣＫ、Ｔ３处理下，３次
重复样品之间细菌、放线菌微生物群落结构聚类结

果较为集中，重复效果较好，且 Ｔ３处理与 ＣＫ的聚
类分析距离较远，表明在 Ｔ３处理下，微生物群落结
构与 ＣＫ间的差异较大。此外，Ｔ１、Ｔ２、Ｔ４这３个处
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理的聚类分析距离较近，且均接近 ＣＫ，表明在 Ｔ１、
Ｔ２、Ｔ４这 ３个处理下，细菌、放线菌微生物群均与
ＣＫ处理的细菌、放线菌群落结构接近。
２．３．３　分类学组成分析　图８为不同发酵菌剂处
理堆肥中细菌、放线菌在门分类水平上的群落种组

成，选取相对丰度排名前五的门类。在常规堆肥

（ＣＫ）处理下，厚壁菌门的相对丰度为６７．４６％，其
次是变形菌门，相对丰度为 ８．４８％，放线菌门、
Ｈａｌａｎａｅｒｏｂｉａｅｏｔａ的相对丰度均约为 ７．６％，拟杆菌
门的相对丰度为 ２．４２％，其他菌门的相对丰度为
６．３１％。

　　与ＣＫ相比，在 Ｔ１处理下，堆肥中放线菌门的
相对丰度显著增加约８百分点，厚壁菌门的相对丰

度显著下降了约７百分点；在 Ｔ２处理下，堆肥中放
线菌门的相对丰度显著增加了约 ７百分点，同时
Ｈａｌａｎａｅｒｏｂｉａｅｏｔａ的相对丰度显著下降了约７百分点；
在Ｔ３处理下，厚壁菌门的相对丰度显著下降了约
１８百分点，变形菌门、拟杆菌门的相对丰度增加了
４～５百分点；在 Ｔ４处理下，放线菌门、变形菌门的
相对丰度分别增加了约９、２百分点，而子厚壁菌门、
拟杆菌门、Ｈａｌａｎａｅｒｏｂｉａｅｏｔａ的相对丰度下降了１～５
百分点。

　　由于厚壁菌门、拟杆菌门为产甲烷过程的优势
群落，因此对这２种细菌的相对丰度之和进行分析。
结果（图９）表明，在ＣＫ处理下，产甲烷菌的相对丰
度之和最大，为６９．８８％；在 Ｔ２处理下，产甲烷菌的
相对丰度和与 ＣＫ基本一致；而在 Ｔ１、Ｔ３、Ｔ４处理
下，产甲烷菌的相对丰度均低于ＣＫ，并以Ｔ３处理下
产甲烷菌的相对丰度之和最低，与对照处理相比显

著降低了１３．５６百分点。由此可见，在牛粪堆肥过
程中添加发酵菌剂 Ｃ可使产甲烷菌的相对丰度之
和显著降低约１４百分点，从而有效降低堆肥过程中
甲烷排放的风险。

３　讨论与结论

温度是决定微生物种群相对优势、评价堆肥效

果的重要指标［１１－１２］。本研究中，通过添加４种不同
发酵菌剂均能有效提高牛粪堆肥过程中的温度，平

均发酵温度较ＣＫ增加２．８４～６．３３℃；在添加发酵
菌剂Ａ、Ｃ、Ｄ处理下，堆肥温度升高至５０℃以上所
需时间分别为５、３、５ｄ，分别较 ＣＫ提前４、６、４ｄ。
堆肥温度上升至５０℃后，持续高温时间超过 ５ｄ，
符合国家粪便无害化卫生标准［１３］。本研究结果与

王信等得出的在牛粪堆肥后２～３ｄ进入高温期的
结果［１４］存在差异，但与金香琴等通过微生物菌剂对

畜禽粪便堆肥影响的研究得出的牛粪堆肥在４～
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１２ｄ后温度上升到５０℃进入高温期的研究结果［１５］

基本一致。本研究结果与张玉凤等得出的接种发

酵菌剂处理下堆肥温度达到 ５０℃的时间比不接种
处理提前 ４ｄ、高温持续 ２４ｄ的研究结果基本一
致［１６］。此外，高云航等的研究结果表明，在环境温

度较低时进行牛粪堆肥，接种发酵菌剂堆肥处理下

１１ｄ进入高温期［１７］。由此可见，堆肥发酵菌剂的升

温时长还受环境温度影响。

在本研究中，不同菌剂处理堆肥的真菌优势群

落（相对丰度大于５％）为子囊菌门、担子菌门，相对
丰度分别为５９．３５％、１６．４８％，这与许修宏关于牛
粪好氧堆肥中真菌群落组成研究得出的降温期优

势菌为类子囊菌门的研究结果［１８］基本一致。不同

发酵菌剂的添加均可促进马拉色霉菌属、嗜热子囊

菌属、毛霉菌属菌株繁殖，增加其相对丰度；并对镰

刀菌、Ｓａｍｐａｉｏｚｙｍａ、节担菌属、Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ菌株繁
殖产生抑制，降低其相对丰度，以节担菌属的抑制

作用最为显著。不同菌剂处理堆肥中牛粪堆肥细

菌的优势菌门为厚壁菌门、放线菌门、变形菌门、

Ｈａｌａｎａｅｒｏｂｉａｅｏｔａ，相对丰度总和约为 ９１．１４％。与
ＣＫ相比，在 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ４处理下，细菌、放线菌的微生
物多样降低，在Ｔ３处理下，细菌、放线菌的微生物多
样性高于ＣＫ。本研究结果与王秀红等得出的牛粪
与秸秆好氧堆肥优势菌门有厚壁菌门、变形菌门、

拟杆菌门、绿弯菌门、放线菌门和浮霉菌门，其相对

丰度总和为７７．６１％ ～９４．２６％的研究结果［１９］基本

一致。

卢洋洋研究发现，添加外源微生物菌剂可以显

著降低氨气、二氧化碳的释放浓度，温室气体减排

效果显著，在堆肥的第５天，氨气浓度释放量峰值较
ＣＫ下降１４％ ～３１％［７］。在本研究中，在牛粪堆肥

发酵过程中添加不同发酵菌剂主要会影响厚壁菌

门、放线菌门、拟杆菌门的相对丰度。而厚壁菌门、

拟杆菌门为产甲烷过程中的优势群落，甲烷的增温

势更是为二氧化碳的２５倍，具有极大的环境风险。
在牛粪自然堆肥处理下，２种细菌的相对丰度之和
达６９．８８％，添加发酵菌剂 Ｃ可以显著降低厚壁菌
门、拟杆菌门的相对丰度。与对照相比，２种细菌的
相对丰度之和下降了１４百分点，有助于降低牛粪发
酵过程中甲烷的排放。综上可见，不同发酵菌剂产

品的甲烷减排效果存在差别。关于提高添加发酵

菌剂的环境效益、实现养殖废物氨减排、降低温室

气体排放等方面的工作有待进一步研究。
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