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　 　 摘要:　 利用 １６ｓ ｒＲＮＡ 高通量测序技术研究了生物质废弃物玉米秸秆、畜禽粪便、活性污泥混合物在不同氧

含量条件下发酵过程中微生物的群落特征变化ꎬ同时采用选择培养基筛选对秸秆具有降解能力的菌株ꎬ以寻找能

在秸秆还田中具有较大应用潜力的菌种资源ꎮ 高通量测序结果表明:在秸秆、畜禽粪便、污泥共发酵体系中ꎬ厚壁

菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)占据绝对优势ꎬ不同氧含量堆肥条件下发酵

体系营养结构、微生物群落结构不同ꎬ氧含量较低的条件更有利于秸秆的降解ꎮ 通过纯培养方式得到的目的菌株

对玉米秸秆降解效率最高可达 ２８􀆰 ９％ꎬ初步被确定为厚壁菌门中芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ进一步证明结合高通量测

序结果快速选择生物质废弃物发酵体系中秸秆降解菌具有可行性ꎮ
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　 　 畜禽粪便中含有大量的营养物质和丰富的矿物

质ꎬ但当前中国大多数畜牧养殖场对于畜禽粪便废

弃物缺乏有效的处理方法ꎮ 污染源普查数据显示ꎬ
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全国畜禽粪便产生量由 ２０１０ 年的３.２５２×１０９ ｔ 上涨

至 ２０１７ 年的３.８１８×１０９ ｔꎬ但其综合利用效率仍不足

６０％[１]ꎮ 堆肥等常见的畜禽粪便处理方式存在处理

不彻底、效率低等缺点ꎬ而多项研究结果表明秸秆与

粪便联合发酵可以改善发酵底物的 Ｃ / Ｎ 比ꎬ使发酵

体系更为稳定、高效[２￣３]ꎮ
污水处理厂污泥产量大ꎬ处理费用高[４]ꎮ 同时

活性污泥中含有大量有机质[５]ꎬ因此常作为发酵底

物ꎮ 但堆肥污泥存在含水率高、透气性差、碳氮比低

等问题ꎬ而作物秸秆凭借有机营养丰富、碳氮比含量

高的特点[６]ꎬ可以作为调理剂为污泥消化提供良好

环境ꎮ Ｍｅｎｇ 等研究结果表明污泥、蘑菇渣、小麦秸

秆共堆肥不仅能提高有机质的降解率和堆肥产品的

质量ꎬ而且还能促进氨的吸收ꎬ减少氨的排放[７]ꎮ
２０１８ 年中国粮食总产量超过６􀆰 ５７×１０８ ｔꎬ而作

物秸秆产量约为１.０４×１０９ ｔꎬ占全世界秸秆总产量的

２０％~３０％[８]ꎮ 其中ꎬ纤维素、半纤维素和木质素 ３
种有机化合物占秸秆总固体物的 ８０％以上[９]ꎮ 由

于秸秆具有复杂高能氢键晶体结构ꎬ自然情况下难

以降解ꎬ成为其资源化利用的技术瓶颈ꎬ结合生物技

术实现秸秆高效降解成为近些年来的研究重点ꎮ 高

速发展的第 ２ 代高通量测序技术可直接对混合微生

物样品进行快速测序ꎬ成为解析复杂环境中微生物

群落结构的重要工具[９]ꎮ Ｍｅｎｇ 等[１０]研究了牛粪与

玉米秸秆堆肥过程中微生物群落的动态变化ꎬＣｈｅｎ
等[１１]研究了长期秸秆还田条件下土壤细菌群落的

变化ꎮ
利用玉米秸秆、畜禽粪便、活性污泥联合发酵ꎬ

一方面能提高畜禽粪便、活性污泥发酵效率ꎬ解决其

对环境的危害ꎬ减少其对土地资源的占用ꎬ另一方面

可加快玉米秸秆腐解ꎬ促进其再生利用ꎮ 生态环境

中自然因素、人为因素等都会引起土壤微生物群落

结构的变化ꎬ因此了解秸秆等生物质废弃物联合发

酵过程中微生物群落结构的变化ꎬ对于改善农业生

产、巩固生态系统稳定性等具有重要实践意义[１２]ꎮ
本试验以玉米秸秆、畜禽粪便、活性污泥为底物ꎬ借
助高通量测序等微生物群落分析核心技术ꎬ探究不

同氧含量下联合发酵过程中微生物的群落特征变

化ꎬ并强化可培养菌群ꎬ通过分离培养方式筛选玉米

秸秆降解菌ꎬ与新一代测序分析方法结合探究其发

酵过程微生物群落结构改变与秸秆降解之间规律ꎬ
为秸秆资源化、生物质废弃物再生利用提供理论依

据ꎬ同时为秸秆还田再利用提供菌种资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 玉米秸秆、畜禽粪便与活性污泥　 玉米秸秆

晒干后经破碎机打碎使其粒径小于 １０ ｍｍꎮ 新鲜牛

粪样品、发酵 １ 年后的牛粪土壤混合物采集于河北

省某养牛场ꎮ 冻存的猪粪采集于北京某养猪场ꎮ 活

性污泥样品采集于北京市某中水站曝气反应阶段ꎬ
污泥取回后静置一段时间ꎬ倒去上清液后置于 ４ ℃
冰箱中保存备用ꎮ
１.１.２　 培养基　 秸秆粉选择培养基:秸秆粉 ５􀆰 ００ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５０ ｇꎬＫＣｌ ０􀆰 ５０ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４ １􀆰 ８０ ｇꎬ
ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ３０ ｇꎬＮａＣｌ ５􀆰 ００ ｇꎬ琼脂粉 １５􀆰 ００ ｇꎬ定容至

１ ０００ ｍｌꎬｐＨ ７~８ꎮ ＬＢ 培养基:ＮａＣｌ １０􀆰 ００ ｇꎬ胰蛋白

胨 １０􀆰 ００ ｇꎬ酵母提取物 ５􀆰 ００ ｇꎬ定容至１ ０００ ｍｌꎬ用于

菌种分离后的富集生长ꎮ 无机培养液:ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ５０ ｇꎬＫＣｌ ０􀆰 ５０ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４ １􀆰 ８０ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ３０ ｇꎬ
ＮａＣｌ ５􀆰 ００ ｇꎬ定容至１ ０００ ｍｌꎬｐＨ ７~８ꎮ
１.２　 试验装置与方法

１.２.１　 试验装置　 试验装置为自制发酵罐(图 １)ꎮ
发酵罐上层与空气接触良好ꎬ氧气含量充足ꎻ中层与

空气接触受到阻碍ꎬ氧气含量低ꎬ可以满足兼性厌氧

菌或好氧菌的生长ꎻ底层难以与空气接触ꎬ氧气含量

极低ꎮ 取新鲜牛粪、发酵 １ 年后的牛粪土壤混合物、
少量冻存的猪粪与中水站污泥(未脱水)按体积比

１ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 混合ꎬ取与上述泥粪混合物相同体积的

玉米秸秆与之混合后置于１５ ｃｍ×１５ ｃｍ×３０ ｃｍ 的发

酵罐中ꎬ发酵处理 ２１ ｄ 后从发酵罐上、中、下层出口

处取样ꎮ 此外ꎬ将 １０􀆰 ００ ｇ 发酵罐中泥粪混合物与

１􀆰 ００ ｇ 秸秆粉放入 ２ 个 ２５０ ｍｌ 的锥形瓶中ꎬ加入超

纯水定容至 ２００ ｍｌꎬ作为强化可培养菌体系ꎬ记为

Ａ、Ｂ 两组ꎮ
１.２.２ 　 微生物多样性分析 　 分别对猪粪 (记为

Ｘ１)、发酵罐上、中、下层发酵 ２１ ｄ 后的样品(分别

记为 Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４)、发酵罐中发酵前样品(记为 Ｘ５)、
强化可培养体系摇瓶培养 １５ ｄ 后的样品(Ａ 组记为

Ｘ６、Ｂ 组记为 Ｘ７) 的微生物群落进行分析ꎮ 利用

ＣＴＡＢ 法抽提土壤基因组 ＤＮＡꎬ将纯化的 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物用于 ＤＮＡ 测序ꎬ测序样品通过

ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡ ｋｉｔ(Ｉｌｌｕｍｉｎａꎬ美国)进行文库构建ꎬ采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序平台检测 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３Ｖ４ 高
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１:上层取样口ꎻ２:中层取样口ꎻ３:下层取样口ꎮ
图 １　 发酵罐结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔａｎｋ

变区ꎬ所用引物序列为 ３３８Ｆ:５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧ￣
ＧＣＡＧＣＡ￣３′和 ８０６Ｒ:５′￣ ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡ￣
ＡＴ￣３′ꎮ 随后通过生物信息学方法进行序列分析和

物种注释ꎬ了解样品微生物群落组成情况ꎬ利用 Ｏｂ￣
ｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数表征群落中物种的

数量ꎬ利用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数综合评估群

落中物种的丰富度和均匀度ꎬ通过多样性分析进一

步比较样品之间的差异性ꎮ
１.２.３　 菌种分离培养　 设置 Ａ、Ｂ 两组强化可培养

体系ꎬ更好地评价可培养菌群系统群落结构稳定性ꎮ
与 Ａ 组相比ꎬＢ 组加入 １ ｍｌ 可更好地发挥系统中各

类微生物效果的 ＥＭ 菌剂ꎬ分别加水定容至 ２００ ｍｌꎬ
置于磁力搅拌器上搅拌ꎮ 摇瓶培养 １５ ｄ 后取 Ａ 组

上清液进行逐级稀释ꎬ将稀释了 １０４、１０５、１０６倍后的

样品涂布于选择培养基上ꎬ将培养皿倒置放入恒温

生化培养箱中ꎬ３４ ℃恒温培养 ７２ ｈ 后取出培养皿观

察菌落生长情况ꎮ 选择部分单菌落进行划线培养ꎬ
同时接入 ＬＢ 液体培养基中进行扩大培养ꎮ
１.２.４　 目的菌种分析鉴定 　 以所得秸秆降解目的

菌 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎮ ＰＣＲ 反应体系:
２０~３０ ｎｇ / μｌ模板 １􀆰 ５ μｌꎬ１０ ｐｍｏｌ / μｌ上、下游引物各

１􀆰 ０ μｌꎬ２×Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ０ μｌꎮ 反应

条件为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎻ６０ ℃退

火 ３０ ｓꎻ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎻ设置 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃后保

温 ５ ｍｉｎꎮ 所用引物为通用引物 ２７Ｆ:５′￣ＡＧＡＧＴＴＴ￣
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ 和 １４９２Ｒ: ５′￣ＧＧＣＴＡＣＣＴＴ￣
ＧＴＴ ＡＣＧＡＣＴ Ｔ￣３′ꎮ 反应结束后产物用 １％琼脂糖

凝胶检测ꎬ测序ꎮ 登录 ＮＣＢＩ 网站ꎬ利用 Ｂｌａｓｔ 程序

将测得数据与数据库中的所有序列进行比较分析ꎮ
１.２.５　 秸秆粉降解率测定 　 称取 １􀆰 ００ ｇ 玉米秸秆

粉(直径 ２ ｍｍ)置于 ４０ ｍｌ 无机培养液中ꎬ加入 ４ ｍｌ

扩大培养所得菌液ꎬ对照组不加菌液ꎬ室温下 １５０
ｒ / ｍｉｎ摇床培养 ５ ｄꎮ 离心弃去上清液ꎬ用蒸馏水反

复清洗 ３ 次ꎬ每次清洗后离心弃去上清液[１３]ꎮ ６０
℃恒温烘干至恒质量ꎬ称质量精确至 ０􀆰 ０１ ｇꎬ通过质

量差计算菌液对秸秆粉的降解能力ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 生物质废弃物不同发酵条件下微生物多样性

变化

　 　 为揭示秸秆、畜禽粪便、活性污泥联合发酵过程

中微生物的演替规律ꎬ分别对发酵罐上、中、下层发

酵 ２１ ｄ 后的样品、发酵罐中发酵前样品、强化可培

养菌系统摇瓶培养 １５ ｄ 后的样品微生物群落进行

分析ꎬ利用高通量测序分析方法分析生物质废弃物

联合发酵过程中群落结构改变与秸秆降解之间的规

律ꎮ
稀释曲线可比较测序数量不同的样本中物种

的丰度ꎬ说明样本的测序数据是否合理ꎮ 稀释曲

线(图 ２)显示ꎬ随着样品序列数增加曲线逐渐趋

于平缓ꎬ说明各样品 ＯＵＴ(操作分类单元)覆盖度

已趋于饱和ꎬ测序深度足以检测到各样品中优势

微生物ꎮ

Ｘ１ 为猪粪样品ꎬＸ２、Ｘ３、Ｘ４ 分别为发酵罐上、中、下层发酵 ２１ ｄ
后的样品ꎬＸ５ 为发酵罐中发酵前样品ꎬＸ６、Ｘ７ 分别为 Ａ 组、Ｂ 组

摇瓶培养 １５ ｄ 后的样品ꎮ
图 ２　 不同试验组中 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ 指数稀释曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｄｅｘ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒ￣
ｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ

　 　 发酵过程中氧含量不同使得生物质废弃物联合

发酵体系中微生物多样性指数发生不同程度的变化

(表 １)ꎮ 发酵罐中层样品 ( Ｘ３) Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为

６􀆰 ０１２ꎬ显著高于发酵前样品(Ｘ５)ꎬ说明发酵罐中层

氧气含量较低的环境对细菌多样性的促进作用较
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强ꎬ可有效增强生态系统稳定性ꎮ 而在氧含量充足

(Ｘ２)及缺氧条件(Ｘ４)下ꎬ其 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别为

５􀆰 １３５、４􀆰 ７３８ꎬ说明富氧及缺氧条件对发酵体系中细

菌多样性有所抑制ꎮ Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数等变化趋势也同

时表明发酵过程中氧气含量的不同会导致发酵体系

中细菌多样性发生变化ꎬ低氧条件更有利于发酵体

系中细菌群落稳定性的维持ꎮ 有研究结果表明ꎬ发
酵体系中氧含量不同ꎬ发酵方式不同ꎬ功能微生物也

不同[１４￣１５]ꎮ

表 １　 不同发酵条件下细菌群落丰度及多样性

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

样品
Ｃｈａｏ１
指数

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｐｅｃｉｅｓ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｘ１ ７３７.６３９ ５７８ ４.９３６ ０.８８３

Ｘ２ ６６５.６８４ ４７１ ５.１３５ ０.９３８

Ｘ３ ８２５.６２３ ６２９ ６.０１２ ０.９５８

Ｘ４ ８２５.９５８ ５４７ ４.７３８ ０. ５９６

Ｘ５ １ １７３.１８５ ９２１ ５.７８３ ０.９１０

Ｘ６ ７９２.３４０ ５８８ ５.０３４ ０.８９３

Ｘ７ ８７５.５５５ ６３１ ５.８４９ ０.９４４
各样品见图 ２ 注ꎮ

　 　 不同氧含量条件下秸秆等生物质废弃物联合发

酵各样品的 ＯＴＵ 分布图(图 ３)显示ꎬ与发酵前样品

(Ｘ５)相比ꎬＸ４ 样品的重叠 ＯＵＴ 数最高ꎬ与发酵前

样品有更高的相似性ꎻＸ３ 样品的独有 ＯＵＴ 数最高ꎬ
这表明当玉米秸秆、畜禽粪便、活性污泥在低氧含量

条件下联合发酵会产生较多新的细菌群落ꎮ

样品 Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５ 见图 ２ 注ꎮ
图 ３　 共有或特有物种 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ.３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｏｒ ｅｎｄｅｍｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２　 不同发酵条件对细菌群落结构的影响

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序平台对 ７ 个样品的细

菌群落结构进行分析ꎬ共检测到１５４ ４２０条有效序

列ꎬ４ ６１７个 ＯＵＴꎬ得到的细菌有 ３３ 个门类ꎬ６５ 个

纲ꎬ９４ 个目ꎬ１６２ 个科ꎬ２６０ 个属ꎮ 同时选取相对丰

度在 １％(默认值)以上的物种绘制物种相对丰度分

布图ꎬ在门和科的分类学水平上对细菌群落组成进

行分析ꎮ
图 ４ 为秸秆等生物质废弃物在不同氧含量条件

下联合发酵样品细菌在门分类学水平下的分类ꎬ其
中拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)在各样品中所占比例为

３.８１％~ ５４􀆰 ２４％ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)为７􀆰 ３０％~
６５􀆰 ８８％ꎬ 变 形 菌 门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ) 为 ４􀆰 ５３％~
４９􀆰 ５２％ꎬ 放 线 菌 门 ( Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ) 为 ０􀆰 ３１％~
１５􀆰 ００％ꎬ这与杜洋[８]的研究结果相似ꎮ 与发酵前样

品(Ｘ１、Ｘ５)相比ꎬ秸秆、畜禽粪便、活性污泥联合发

酵 ２１ ｄ 后的样品细菌群落结构发生明显改变ꎬ 其中

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 占据了绝对

优势ꎬ相对丰度总量占细菌界总量的 ８４％以上ꎬ这
是因为其对碳水化合物、蛋白质等复杂有机物具有

水解、酸化能力[１６]ꎮ 不同氧含量下秸秆等生物质废

弃物联合发酵样品群落结构变化各不相同ꎬ发酵罐

底层氧气含量极低的条件下样品与发酵前样品相比

细菌群落结构变化并不显著ꎬ其余各试验组 Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 相对丰度 ４９􀆰 ５１％ (Ｘ２)、３７􀆰 ０３％ (Ｘ３)、
３６􀆰 １０％( Ｘ６)、 ２９􀆰 ３５％ ( Ｘ７) 均高于发酵前样品

(Ｘ５)ꎬＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 细菌为细菌界中最大的一门ꎬ
均为革兰氏阴性菌ꎬ各成员代谢类型不同ꎬ对有机物

的去除具有很大作用[１７]ꎮ 与发酵前样品相比ꎬ发酵

罐中层样品(Ｘ３)、２ 组强化可培养菌系统样品(Ｘ６、
Ｘ７)中 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 相对丰度显著提高ꎮ 已有研究

结果表明 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 细菌在发酵过程中利用周围

环境中的物质生长ꎬＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 作为多种厌氧消

化反应器中的一种优势菌门ꎬ对纤维素、碳水化合物

和半纤维素及其他多糖物质等均具有一定的降解能

力[１８￣１９]ꎮ 唐涛涛等[２０] 研究结果表明 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
相对丰度随秸秆添加量的增加而增加ꎮ 贾洋洋[１５]

将玉米秸秆堆成大堆发酵ꎬ发现在表层下６０~ ８０ ｃｍ
处环境基本满足好氧或兼性厌氧菌的生长ꎬ为秸秆

降解的主要位置ꎮ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 相对丰度明显与其

他生境明显不同ꎬ证明 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 与秸秆降解息

息相关ꎬ也说明氧含量较低的条件更有利于本研究
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发酵底物中玉米秸秆的降解ꎮ 而 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 细胞壁

中肽聚糖质量浓度高ꎬ大多可产生芽孢ꎬ借以抵抗脱

水和极端环境ꎬ因此成为发酵初期主要优势菌门ꎮ
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 中芽孢杆菌纲细菌可形成抗逆性极强的

芽孢ꎬ具有较强的环境适应性ꎬ在环保、工业、农业等

领域中具有重要作用[１７]ꎮ 同时 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 细菌能够

降解蛋白质、纤维素等大分子化合物ꎬ可协助 Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｔｅｓ 降解秸秆中富含的纤维素[２１￣２２]ꎮ 富氧条件

模拟好氧堆肥情况ꎬ与其他试验组相比ꎬ富氧条件下

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 相对丰度显著提高ꎬ进一步表明氧含

量不同是造成发酵过程中微生物群落结构差异的重

要原因之一ꎮ
为深入了解不同氧含量对秸秆、畜禽粪便、活性

污泥联合发酵微生物群落结构的影响ꎬ在科分类学

水平上对细菌群落组成进行分析ꎮ 结果(图 ５)表明

优势 菌 科 包 括 梭 菌 科 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅꎬ ２􀆰 ５４％~
４１􀆰 ２０％)、 卟 啉 单 胞 菌 科 ( Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅꎬ
０􀆰 ２０％~ ２９􀆰 ３２％)、 芽 孢 杆 菌 科 ( Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅꎬ
０􀆰 １０％~ １􀆰 ０８％)、假单胞菌科 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅꎬ
０􀆰 ３５％~８􀆰 ９７％)等ꎮ 不同含氧量下底物发酵后微

生物群落结构显著不同ꎬ发酵罐中层及两组强化可

培养系统中 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 丰度明显增加ꎮ 王

春芳等[２３]从堆肥中富集得到的 ２ 组秸秆降解菌系

共有的优势物种之一为 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅꎬ并确定

其有秸秆降解能力ꎮ 匡小珠等[２４] 在农业废弃物秸

秆厌氧降解研究过程中同样分离得到 １ 株 Ｐｏｒｐｈｙ￣
ｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 细菌ꎬ进一步说明这种含氧条件下秸

秆等底物共发酵更有利于玉米秸秆的降解ꎮ 除此之

外ꎬ还有一些微生物存在于发酵体系中ꎬ如 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ￣
ａｃｅａｅꎬ该种群具有较普遍的纤维素分解能力[２５]ꎬ是
降解秸秆纤维素的重要微生物资源ꎬ其产生的纤维

素酶将各组分聚集在一起ꎬ形成纤维小体[２３]ꎬ因此

这些微生物的存在也有利于秸秆纤维的降解ꎮ
　 　 图 ６ 显示ꎬ不同氧含量下秸秆等生物质废弃物发

酵对细菌群落结构产生不同影响ꎬ形成各不相同的优

势菌属ꎬ比如ꎬ与发酵前样品(Ｘ５)相比ꎬ在氧含量充

足的条件(Ｘ２)下 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ 相对丰度增长显著ꎬ由
５􀆰 ６０％增长至 ２２􀆰 ６４％ꎮ 研究者曾以水稻秸秆为唯一

碳营养源进行秸秆降解菌群的筛选ꎬ发现 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ
细菌能够合成分泌纤维素酶以及木质素酶以促进木

质纤维素的降解[２６]ꎮ 而在氧气含量较低的条件(Ｘ３)
下 Ｓｐｈｉｎｇｏｐｙｘｉｓ 相对丰度有所增加ꎻ在基本无氧条件

各样品见图 ２ 注ꎮ
图 ４　 不同发酵条件下细菌门水平群落组成

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

各样品见图 ２ 注ꎮ
图 ５　 不同发酵条件下细菌科水平群落组成

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

(Ｘ４)下 Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 等相对丰度变化

明显ꎬ分别由 １􀆰 ７􀆰 ％、０􀆰 ２７％增长至 １２􀆰 ８３％、４􀆰 ０１％ꎮ
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 属于好氧细菌ꎬ能消耗利用可溶性碳水化

合物等营养成分引起秸秆腐败变质[２７]ꎮ 显然ꎬ秸秆

等生物质废弃物联合发酵一方面有利于微生物种类、
总体数量的增加ꎬ另一方面可提高与秸秆降解相关的
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菌种含量ꎬ但不同处理方式下微生物优势种属各不相

同ꎮ 在 ＯＵＴ 水平下的主坐标分析结果(图 ７)表明ꎬ
基本无氧条件下的样品(Ｘ４)与发酵前样品(Ｘ５)群落

结构更为相近ꎬ而氧含量充足的条件(Ｘ２)及氧气含

量较低的条件(Ｘ３)下群落结构变化更为显著ꎬ验证

了不同氧含量下秸秆等生物质废弃物联合发酵对细

菌群落结构产生不同影响ꎮ

Ｘ１~Ｘ７ 各样品见图 ２ 注ꎮ
图 ６　 各样品属水平物种丰度聚类热图

Ｆｉｇ.６　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

Ｘ１~Ｘ７ 各样品见图 ２ 注ꎮ
图 ７　 ７ 组样品的主坐标分析图

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｉｎａｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２.３　 功能菌种的鉴定及其对秸秆降解效果

在秸秆粉选择培养基上初步分离得到 ４ 株秸秆

降解菌ꎮ 对其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列进行测定ꎬ将其与 ＮＣ￣
ＢＩ 数据库中的所有序列进行比对ꎬ比对结果如表 ２
所示ꎮ

表 ２　 秸秆降解菌比对

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｗ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
编号 近似菌株　 　 ＮＣＢＩ

参考序列

同源
相似性
(％)

１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ ｍ１６４ｂ ＭＧ００４１９３.１ １００

２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ Ｂａｃ８４ ＣＰ０２３６６５.１ ９９

３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＭＬ＿Ｍ２３６ ＭＧ９３７７３４.１ １００

４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ ＬＡ１３４ ＫＹ６２２２５０.１ ８７
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　 　 常温下ꎬ以玉米秸秆为唯一碳源ꎬ以 １０％的接

种量将生长至对数生长期的菌液接种至灭菌无机培

养液中培养 ５ ｄꎬ采用差减法测定菌液对秸秆的降解

效率ꎮ 结果(图 ８)表明ꎬ从强化可培养体系中驯化

分离所得 ４ 株菌株对玉米秸秆均有明显降解效果ꎬ
其中 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ 对玉米秸秆的降解率

达到 ２８.９％ꎬ明显优于王加友等[２８] 分离得到的 ＳＹ￣
４０３ 菌株ꎮ 原因可能是该菌株可以产生半纤维素

酶、木质素过氧化物酶、纤维素酶等秸秆降解酶ꎬ通
过断裂秸秆中木质素单体之间的连接键ꎬ使其成为

小分子芳香族化合物等[２９]ꎮ

图 ８　 ４ 株单菌株对玉米秸秆的降解效率

Ｆｉｇ.８　 Ｓｔｒａｗ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

　 　 分离所获得的 ４ 株秸秆降解菌均为芽孢杆菌

科ꎬ其在 ７ 组样品中相对含量如图 ９ 所示ꎮ 不同发

酵条件对生物质废弃物联合发酵体系中微生物产生

不同影响ꎮ 与其他试验组相比ꎬ低氧含量条件(Ｘ３)
下 Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 相对丰度显著增长ꎬ进一步表明低氧

条件下秸秆粉等生物质废弃物联合发酵更有利于秸

秆的降解ꎮ 但是ꎬ传统纯培养方法分离得到的微生

物仅占总数的 １％[３０]ꎬ因此分离富集培养方法很难

反应自然条件下微生物多样性信息[３１]ꎬ而高通量测

序能够绕过细胞培养直接获得原位环境微生物群落

结构信息ꎮ 分析原位生物质废弃物降解功能菌群优

势菌相对含量ꎬ可以为解析环境中微生物群落物种

组成、功能提供重要参考ꎮ

３　 结 论

氧含量不同对玉米秸秆、畜禽粪便、活性污泥发

酵体系中微生物群落结构、营养结构等产生显著影

响ꎮ 高通量测序结果表明:在发酵体系中ꎬ厚壁菌门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)和变形菌门

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)相对丰度高ꎬ占据绝对优势ꎮ 其中ꎬ

Ｘ１~Ｘ７ 各样品见图 ２ 注ꎮ
图 ９　 各样品中芽孢杆菌科在其微生物群体中相对含量

Ｆｉｇ.９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

发酵罐中层(Ｘ３)、２ 组强化可培养菌系统(Ｘ６、Ｘ７)
中可促进碳水化合物、秸秆纤维素和半纤维素及其

他多糖物质等有机物降解的 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 相对丰度

变化尤为显著ꎬ说明氧含量较低的条件更有利于秸

秆的降解ꎮ
通过纯培养方式获得的 ４ 株秸秆降解菌均为芽

孢杆菌属ꎬ其对玉米秸秆降解效率最高可达 ２８.９％ꎮ
高通量测序结果说明与其他试验组相比ꎬ在较低氧

含量条件(Ｘ３)下 Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 相对丰度增长明显ꎬ进
一步证明氧含量较低的条件有利于秸秆降解ꎮ 利用

传统纯培养方式与新一代测序方法结合ꎬ探究生物

质废弃联合发酵过程中微生物多样性变化与秸秆降

解之间的规律ꎬ可以为完善生物质废弃物再利用提

供理论依据ꎬ也为秸秆还田提供菌种资源ꎮ
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