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　 　 摘要:　 本研究对不同堆制时期的中药渣堆肥样品进行Ｍｉｓｅｑ 高通量测序分析ꎬ并对 ８ 种纤维素降解酶基因进行

荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ以解析中药渣堆肥过程中微生物群落结构组成及纤维素降解酶基因表达丰度的变化特征ꎮ
结果表明ꎬ在中药渣堆肥过程中ꎬ不同堆制时期的微生物群落结构组成不同ꎬ并且不同处理间的群落结构也存在差

异ꎮ 对样品中微生物群落进行主成分分析(ＰＣｏＡ)ꎬ发现在中药渣堆肥过程中ꎬ不同处理的组间微生物群落结构存在

较大差异ꎬ组内群落结构不断变化并逐渐趋于稳定ꎮ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ在中药渣堆肥过程中ꎬ纤维素

降解酶基因的表达丰度也处于明显的变化中ꎮ 说明ꎬ中药渣堆肥中微生物群落与纤维素降解酶是相互联系、相互影

响的ꎮ
关键词:　 中药渣堆肥ꎻ Ｍｉｓｅｑ 高通量测序ꎻ 群落结构ꎻ 纤维素降解酶基因

中图分类号:　 Ｓ１４１.４　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２２)０２￣０３５２￣０９

Ｃｈａｎｇｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅ￣
ｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ

ＤＵ Ｊｉｅ１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ　 ＳＯＮＧ Ｘｉｕ￣ｃｈａｏ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＭＡ Ｙａｎ１ꎬ２ꎬ３

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｏ￣Ｅｎ￣
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎ Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｐｌａｉｎꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０１３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇ￣
ｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２４００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｍｉｓｅｑ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓꎬ ａｎｄ ｅｉｇｈｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎ￣
ｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ ｗａｓ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣｏＡ) ｒｅｓｕｌｔｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｃｈａｎｇｅｄ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ
ａｎｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｌ￣
ｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ａｌｓｏ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｉｎ

２５３



ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ ａｒｅ ｉｎｔｅｒｒｅｌａｔｅｄ
ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔꎻ Ｍｉｓｅｑ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ ｃｅｌｌｕ￣
ｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 中药渣是中药材在加工、炮制过程中以及中成药

生产过程中ꎬ或者其他中药材相关产品(如保健产品)
加工过程中产生的废弃物[１￣２]ꎮ 近年来ꎬ随着中医药

卫生事业的发展以及人们健康意识的增强ꎬ中药的生

产、开发力度逐年增长ꎬ导致中药材生产、加工后产生

的药渣也越来越多ꎮ 中药渣里含有丰富的木质素、纤
维素、半纤维素ꎬ大量的多糖、蛋白质、氨基酸等生物

活性物质以及多种微量元素[３￣４]ꎬ具有重要的再利用

价值ꎮ 目前大多采取焚烧、堆放、填埋等简单粗放的

方式对中药渣进行处理ꎬ不仅占用土地、污染环境ꎬ还
会造成严重的资源浪费ꎮ 堆肥化处理技术是国内外

广泛采用的一种有机固体废弃物资源化利用技术ꎮ
对中药渣进行堆肥化处理是既能减少污染ꎬ又能对其

进行资源化利用的处理方式ꎮ 中药渣堆肥中因含有

大量的木质素、纤维素等而具有较长的腐熟周期ꎬ因
此利用高效、环保的微生物法对木质素、纤维素进行

分解和生物转化是实现中药渣资源化利用的有效途

径ꎮ 在此过程中ꎬ具有纤维素或木质素降解功能的微

生物是微生物法实施的关键[５]ꎬ它们可以将纤维素、
木质素等转化为小分子物质ꎬ释放药渣中残留的活性

物质ꎬ有利于实现中药渣中大分子物质的降解[６]ꎮ
近年来ꎬ宏基因组学技术避开传统微生物的分离

培养方法ꎬ直接从样品中提取总 ＤＮＡ 进行分析ꎬ可以

更完整、准确地反映微生物的群落组成特征ꎮ 目前ꎬ
ＤＮＡ 高通量测序已成为现代生命科学领域常用的研

究技术[７￣１０]ꎬ且近几年迅速发展的 ＤＮＡ 高通量测序

技术能检测到许多低丰度内生细菌[１１]ꎬ已成功应用

于多个领域ꎬ如发酵食品、海洋环境、肠道环境、植物

多样性、人工湿地微生物[１２￣１３]ꎮ 高通量测序技术在奶

牛瘤胃菌群结构多样性[１４]ꎬ纤维素降解复合菌系中

微生物的群落结构[１５] 以及关键降解功能菌[１６] 的研

究中有所应用ꎬ但利用 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序技术对中药

渣堆肥中微生物群落结构组成和变化进行研究的报

道较少ꎮ 本研究拟以中药渣(青蒿药渣和金银花药

渣)堆肥为研究对象ꎬ分析堆肥过程中微生物群落组

成及优势菌群的变化情况ꎬ同时采用荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术检测在此过程中与纤维素降解相关酶基因

表达丰度的变化特征ꎬ探索中药渣堆肥过程中微生物

群落结构和功能基因的变化规律ꎬ以期为中药渣等堆

肥的降解及资源化利用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

中药渣堆肥样品:中药渣(青蒿药渣和金银花

药渣)堆制于江苏省连云港东海县ꎮ 本研究共设 ３
个处理ꎬ对照(ＣＫ):青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合

一 ∶ 混合二＝ ２.００ ∶ １.００ ∶ １.００ ∶ １􀆰 ００(质量比)ꎻＴ１
处理:青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合一 ∶ 混合二 ∶
菌剂＝ ２.００ ∶ １.００ ∶ １.００ ∶ １.００ ∶ ０􀆰 ０４(质量比)ꎻＴ２
处理:青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合一 ∶ 混合二 ∶
回料＝ ２.００ ∶ １.００ ∶ １.００ ∶ １.００ ∶ ０􀆰 １０ (质量比)ꎮ
在中药渣堆制期间ꎬ各处理分别取样 １０ 次ꎬ每次取

３ 个样品ꎮ
本研究所用的主要试剂和仪器: ｒＴａｑ ＤＮＡ 酶

(ＴａＫａＲａ 公司产品)、Ｔ４ ＤＮＡ 聚合酶(ＴａＫａＲａ 公司

产品)、土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司

产品)、胶回收试剂盒(Ａｘｙｇｅｎｅ 公司产品)、凝胶电

泳仪(ＢｉｏＲａｄ 公司产品)、凝胶成像仪(ＢｉｏＲａｄ 公司

产品)、ＰＣＲ 仪(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品)、核酸测定仪

(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)、摇床(南京百

思禾生物科技有限公司产品)、振荡培养箱(南京百

思禾生物科技有限公司产品)、ＡＢＩ ７５００ 型定量

ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ 公司产品)ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 中药渣堆肥样品 ＤＮＡ 提取　 利用土壤 ＤＮＡ
提取试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司产品)对 ３ 个处理

中不同堆制时间的中药渣样品进行 ＤＮＡ 提取ꎬ通过

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 超微量核酸测定仪(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)对提取的 ＤＮＡ 样品进行质量检测ꎮ
１.２.２　 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序　 采用 Ｃａｐｏｒａｓｏ 等[１７] 提出

的方法对中药渣样品中的微生物进行 Ｍｉｓｅｑ 高通量

测序ꎮ 利用特异性引物 ５１５Ｆ (５′￣ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣ￣
ＣＧＣＧＧ￣３′)和 ９０７Ｒ(５′￣ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ￣
３′)对样品中细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ４ 区进行扩增ꎮ 扩
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增体系为:Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (２×) １５􀆰 ０ μｌꎬＦ / Ｒ 引物 ２􀆰 ０
μｌꎬ模板 ＤＮＡ 为 １０􀆰 ０ ｎｇꎬ然后再用超纯水补齐 ３０􀆰 ０
μｌꎮ ＰＣＲ 程序参照文献[１８]进行ꎬ采用 ＱＩＡｑｕｉｃｋ￣
ＰＣＲ 纯化试剂盒对 ＰＣＲ 扩增后的产物进行纯化ꎬ利
用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｑｕｂｉｔ１２.０ 荧光光度计对纯化产

物进行定量分析ꎬ纯化后的 ＤＮＡ 产物送至上海美吉

生物医药科技有限公司利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ￣ＭｉＳｅｑ 仪器[宜
曼达贸易(上海)有限公司产品]进行测序ꎮ
１.２.３　 中药渣中微生物信息分析　 通过拼接、过滤

和去除嵌合体 ３ 个步骤将 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序得到的

序列拼接成优化序列ꎬ并进行质量检验ꎮ 去除标记

序列和引物序列ꎬ将剩余序列聚合成具有 ９７％相似

性序列的操作分类单元(ＯＴＵｓ)ꎮ 用 ＱＩＩＭＥ１.７.０ 软

件在 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ.ｓｅｃｏｎｄｇｅ￣
ｎｏｍｅ.ｃｏｍ / )中对这些 ＯＴＵｓ 进行注释[１９￣２０]ꎮ 通过多

样性分析ꎬ研究不同堆肥时期中药渣中微生物群落

结构的差异ꎬ同时比较不同处理间中药渣堆肥样品

微生物群落的组成结构ꎮ
１.２.４　 堆肥过程中纤维素降解酶基因表达丰度测

定　 根据中药渣堆肥中微生物的种类信息ꎬ从 ＮＣＢＩ
数据库中搜索 ８ 种具有纤维素降解功能的降解酶ꎬ
包括:阿拉伯糖苷酶 (α６２Ａ)、纤维二糖磷酸化酶

(ＣＰ)、纤维素水解酶(ＥＣ)、内切葡聚糖酶(Ｅｎｄｏ)、
纤维素酶(ＡＨ１８)、纤维素分解酶(ＣｂｈＢ)、几丁质内

切酶(ＣｈｉＡ)、多糖基水解酶(ＢＬＩＩ)ꎬ根据降解酶的

基因序列设计特异性引物(表 １)进行荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 测定ꎬ检测堆肥中微生物纤维素降解酶基因表

达丰度的变化特征ꎮ
　 　 通过特异性引物对上述 ８ 种纤维素降解酶基因

进行扩增ꎬ扩增成功的目的片段与载体 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１
连接ꎬ然后将其转化入 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎮ 利用

通用引物 Ｍ１３Ｆ(５′￣ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ￣３′)和
Ｍ１３Ｒ(５′￣ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣ￣３′)对细菌群落

进行扩增ꎬ选择阳性转化子送至上海美吉生物医药

科技有限公司进行测序验证ꎬ序列正确的质粒用于

制作标准曲线ꎮ
用荧光定量 ＰＣＲ 扩增酶对中药渣堆肥 ＤＮＡ 样

品进行扩增ꎬ扩增总体积为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ具体为:荧光定

量 ＰＣＲ 扩增酶 １０􀆰 ０ μｌꎬＴｅｍｐ ＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬＦ / Ｒ 引

物各 １􀆰 ０ μｌꎬ超纯水(ｄｄＨ２Ｏ)为 ７􀆰 ０ μｌꎮ 加样混匀

后ꎬ将 ＰＣＲ 反应溶液置于 ＡＢＩ ７５００ 型定量 ＰＣＲ 仪

(ＡＢＩ 公司产品)上进行扩增ꎬ具体程序为:９５ ℃ ５

ｍｉｎ 预变性ꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ４０ 个

循环ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃下保存ꎮ 根据熔解曲线ꎬ计
算纤维素降解酶基因表达丰度ꎮ

表 １　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

Ｑα６２ＡＦ ＧＧＴＡＧＧＣＧＡＧＣＡＣＣＣＡＧＡＴ
Ｑα６２ＡＲ ＡＣＣＧＡＣＧＧＴＴＴＣＧＧＣＡＣＡ
ＱＣＰＦ ＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＴＴＣＴＧ
ＱＣＰＲ ＣＣＣＧＴＧＧＡＴＣＡＡＣＴＡＣＣＴＧＧ
ＱＥＣＦ ＧＣＧＡＣＣＴＣＧＴＴＧＧＴＧＣＴＡ
ＱＥＣＲ ＣＣＣＣＴＣＣＴＡＴＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣＣ
ＱＥｎｄｏＦ ＣＧＧＧＡＡＧＡＴＧＡＡＡＴＡＧＧＡＧＧＧ
ＱＥｎｄｏＲ ＣＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＡＣＧ
ＱＡＨ１８Ｆ ＧＴＧＣＴＣＣＴＴＴＧＣＴＧＡＧＴＧ
ＱＡＨ１８Ｒ ＧＴＡＴＧＣＧＧＡＡＧＡＡＧＴＧＡＴＴ
ＱＣｂｈＢＦ ＣＡＴＣＧＴＣＣＧＴＡＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＧ
ＱＣｂｈＢＲ ＣＴＧＴＴＣＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＧＡＧＣ
ＱＣｈｉＡＦ ＧＣＡＡＣＴＡＣＣＡＣＧＴＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣ
ＱＣｈｉＡＲ ＧＣＣＴＴＧＡＧＣＴＴＧＣＧＣＡＧＣＴＧＧ
ＱＢＬ１１Ｆ ＧＡＧＣＴＴＧＧＧＡＴＡＴＡＴＧＴＣＡＴＣ
ＱＢＬ１１Ｒ ＧＧＴＣＡＴＣＧＧＣＡＧＣＡＴＣＡＴＴＣＡＣ

１.３　 数据分析

用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件对试验数据进行统计分析ꎮ 试

验数据采用单因素方差分析ꎬ用平均值±标准差表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 中药渣堆肥腐熟过程中温度变化趋势

图 １ 显示ꎬ在中药渣堆制期间ꎬ本研究 ３ 个处理

在堆制 ４６ ｄ 时都已经进入高温期(温度≥５５ ℃)ꎬ
Ｔ２ 处理的温度最高ꎬ甚至可达 ７０ ℃ꎮ 中药渣堆制

８８ ｄ 时ꎬ３ 个处理仍处于高温期ꎮ
２.２　 不同分类水平上中药渣堆肥中微生物群落组

成变化

　 　 对不同时期的中药渣堆肥样品进行 Ｍｉｓｅｑ 高通

量测序ꎬ图 ２ 显示ꎬ在门水平上ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉ￣
ｃｕｔｅｓ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｔｅｓ)和放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)在对照(ＣＫ)、Ｔ１
处理、Ｔ２ 处理中均为优势菌群并且在整个堆制期间

一直存在ꎬ但随着堆制时间的延长其所占比例有所变

化ꎮ 总体而言ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＴ１ 处理中厚壁菌门所占

比例有所增加ꎻ与 ＣＫ、Ｔ１ 处理相比ꎬＴ２ 处理中厚壁菌

门所占比例在大多数堆制时间下较小ꎬ且随着堆制时
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间的延长其所占比例总体呈减少趋势ꎮ
　 　 分析微生物在属水平上的群落结构变化ꎬ结果

(图 ３)表明ꎬ醋酸杆菌属(Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ)在 ３ 个处理中

占比均较高ꎬ为优势菌群ꎬ但随着堆制时间延长其所

占比例总体呈减少趋势ꎮ ＣＫ 中乳酸杆菌属(Ｌａｃｔｏｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ)的占比在堆制０~５６ ｄ 时随着堆制时间延长总

体呈增加趋势ꎬ在６５~ ８８ ｄ 时其所占比例大大减少ꎻ
在 Ｔ１ 处理中ꎬ乳酸杆菌属(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ)在堆肥０~１２
ｄ 时占比较大ꎬ２１~８８ ｄ 时占比明显减少ꎻ在 Ｔ２ 处理

中ꎬ随着堆制时间的延长(０~４６ ｄ)ꎬ乳酸杆菌属(Ｌａｃ￣
ｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ)总体呈减少的趋势ꎬ而在５６~７４ ｄ 时其占比

又有 所 增 加ꎮ 此 外ꎬ 假 黄 单 胞 菌 属 ( Ｐｓｅｕｄｏｘａｎ￣
ｔｈｏｍｏｎａｓ)存在于 Ｔ１、Ｔ２ 处理中ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ魏瑟拉

属(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ)在 Ｔ１、Ｔ２ 处理中占比较大ꎬ且在 Ｔ１ 处

理中随着堆制时间延长其占比逐渐增加ꎮ

ＣＫ:青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合一 ∶ 混合二 ＝ ２􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶
１􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００(质量比)ꎻＴ１ 处理:青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合

一 ∶ 混合二 ∶ 菌剂 ＝ ２􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ ０􀆰 ０４(质量

比)ꎻＴ２ 处理:青蒿药渣 ∶ 金银花药渣 ∶ 混合一 ∶ 混合二 ∶ 回

料＝ ２􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ １􀆰 ００ ∶ ０􀆰 １０(质量比)ꎮ
图 １　 ３ 个处理下中药渣在堆制过程中的温度变化图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｕｒ￣
ｉｎｇ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理见图 １ 注ꎮ
图 ２　 门分类水平上不同处理下中药渣堆肥中微生物群落结构组成

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｃｌａｓｓｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理见图 １ 注ꎮ
图 ３　 属分类水平上不同处理下中药渣堆肥中微生物群落结构组成

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｔａｘｏ￣
ｎｏｍｉｃ ｌｅｖｅｌ
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２.３　 中药渣微生物组成分析和主成分分析

微生物群落组成的热图是以颜色梯度代表数据

矩阵中数值的大小ꎬ并对类型、数量相似的微生物群

落进行聚类分析[２１]ꎮ 微生物群落丰度不同ꎬ则颜色

不同ꎬ根据此特征可将样品中的微生物群落进行分

类ꎬ从而显示群落结构的相似之处和不同之处ꎮ 在

门水平上对中药渣样品中微生物物种组成和丰度进

行物种热图聚类分析ꎬ同一行中颜色深浅代表物种

在样品中的丰度高低ꎬ左边聚类表示物种间的相似

度ꎮ 图 ４ 显示ꎬ３ 个处理间中药渣的微生物群落组

成差异较大ꎮ 同时ꎬ各处理中微生物群落结构组成

是不断变化的ꎬ且随着堆制时间延长ꎬ各处理中微生

物群落的丰度差异逐渐变大ꎬ微生物优势菌群也发

生明显变化ꎮ

ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理见图 １ 注ꎮ
图 ４　 门水平不同处理中药渣堆肥中微生物丰度聚类热图

Ｆｉｇ.４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

　 　 对中药渣堆肥 ３ 个处理中微生物群落进行主成

分分析(ＰＣｏＡ)ꎬ结果(图 ５)表明ꎬ随着中药渣堆制

时间的延长ꎬＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理中微生物群落特

征发生明显变化ꎮ 堆肥初期(０~ １２ ｄꎬ图 ５Ａ)和堆

肥中期(１３~５６ ｄꎬ图 ５Ｂ)ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理的微

生物群落组成不同ꎬＴ１ 处理和 Ｔ２ 处理的样品中微

生物群落较为集中ꎬ因此这 ２ 个处理的微生物群落

结构较为稳定ꎬ但 Ｔ１、Ｔ２ 处理在堆肥不同时期的群

落结构存在差异ꎬ处于变化中ꎮ 在堆肥末期(５７~ ８８
ｄꎬ图 ５Ｃ)ꎬＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理的微生物群落结构

表现为组内聚在一起ꎬ组间分散较大ꎬ说明不同处理

间群落结构差异更加明显ꎬ并且此时 ３ 个处理的组

内群落结构更为稳定ꎮ 此外ꎬ在同一处理中ꎬ微生物

群落结构随着堆制时间的延长而发生改变ꎬ并且这

种改变使组内群落结构逐渐趋于稳定ꎮ 同时ꎬ通过

对比堆肥早期、中期、晚期的群落结构ꎬ发现在堆肥

进程中ꎬ３ 个处理间的微生物群落结构一直存在较

大差异ꎬ且随着堆制时间的延长ꎬ群落结构处于动态

变化中ꎮ
２.４　 中药渣堆肥中纤维素降解酶基因表达量变化

特征

　 　 本研究检测了 ８ 种纤维素降解酶[阿拉伯糖苷

酶(α６２Ａ)、纤维二糖磷酸化酶(ＣＰ)、纤维素水解酶

(ＥＣ)、内切葡聚糖酶(Ｅｎｄｏ)、纤维素酶(ＡＨ１８)、纤
维素分解酶(ＣｂｈＢ)、几丁质内切酶(ＣｈｉＡ)、多糖基

水解酶(ＢＬＩＩ)]基因在中药渣堆制期间表达量的变

化ꎬ结果(图 ６)表明ꎬＴ１ 处理 ＡＨ１８ 基因表达量明显

高于 ＣＫ 和 Ｔ２ 处理ꎬ并随着堆制时间的延长而总体

呈增加趋势ꎬ堆制 ８８ ｄ 时达到最高值ꎬ为 １ ｇ ８.８４１×
１０６拷贝ꎬ而 ＣＫ 和 Ｔ２ 处理该基因的表达量整体呈

降低趋势ꎮ ＥＣ 基因、ＣｂｈＢ 基因表达量的变化趋势

相似ꎬ均在中药渣堆制中后期开始有所增加ꎬ堆制
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８８ ｄ 时ꎬＴ１ 处理 ＥＣ 基因表达量达到最大值ꎬ为 １ ｇ
１.８１１×１０６拷贝ꎻ堆制 ６５ ｄ 时ꎬＴ２ 处理 ＥＣ 基因表达

量最高ꎬ为 １ ｇ １.５９２×１０６拷贝ꎮ 在堆制 ６５ ｄ 时ꎬＴ１
处理 ＣｂｈＢ 基因表达量最高ꎬ为 １ ｇ ５.７２０×１０１２拷贝ꎮ
Ｔ１ 处理 α６２Ａ 基因表达量较高ꎬ且在堆制初期其表

达量就有明显增加ꎬ在堆制 ４６ ｄ 时其表达量达到最

大值ꎬ为 １ ｇ １.０７０×１０８拷贝ꎮ ＣＫ、Ｔ１ 处理和 Ｔ２ 处

理堆制 ４６ ｄ 后ꎬＣｈｉＡ 基因表达量明显增加ꎬ堆制 ６５
ｄ 时 Ｔ２ 处理 ＣｈｉＡ 基因表达量为 １ ｇ ６.８００×１０８ 拷

贝ꎬ高于 Ｔ１ 处理ꎬ但在堆制 ８８ ｄ 时 Ｔ１ 处理 ＣｈｉＡ 基

因表达量达到 ３ 个处理的最大值ꎬ为 １ ｇ ８.２２×１０８拷

贝ꎮ 在堆肥过程中 ＢＬＩＩ 基因表达量的变化趋势整

体表现为先升高后降低ꎬ堆制 ４６ ｄ 时ꎬＴ１ 处理 ＢＬＩＩ
基因表达量最高ꎬ为 １ ｇ １.８４１×１０６拷贝ꎮ 中药渣堆

制 ６５ ｄ 后ꎬＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理 ＣＰ 基因表达量均

总体呈升高趋势ꎬ并且在堆制 ８８ ｄ 时 Ｔ１ 处理的表

达量最高(１ ｇ ３.３１０×１０７拷贝)ꎬ其次为 ＣＫꎬＴ２ 处理

的表达量相对较低ꎮ 在中药渣堆肥期间ꎬＴＩ、Ｔ２ 处

理 Ｅｎｄｏ 基因的表达量均总体呈升高趋势ꎬ堆肥 ８８ ｄ
时 Ｔ１ 处理 Ｅｎｄｏ 基因的表达量达到最大值ꎬ为 １ ｇ
２.２７０×１０１２拷贝ꎮ

ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理见图 １ 注ꎮ Ａ:堆肥初期(０~１２ ｄ)ꎻＢ:堆肥中期(１３~５６ ｄ)ꎻＣ:堆肥末期(５７~８８ ｄ)ꎮ ＰＣ１:主成分 １ꎻＰＣ２:主成分 ２ꎮ
图 ５　 中药渣堆肥期间不同处理之间的主成分分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ

３　 讨 论

本研究以中药渣堆肥为研究对象ꎬ通过对不同

时期样品中微生物群落结构变化以及腐熟过程中纤

维素降解酶基因表达丰度的变化进行测定ꎬ探究中

药渣堆制初期、中期、后期微生物群落结构、纤维素

降解酶基因表达的动态变化特征ꎮ 通过对中药渣堆

肥温度进行记录可知ꎬ３ 个处理的中药渣堆肥在堆

制 ４６ ｄ 时均已进入高温期(温度≥５５ ℃)ꎬ随后高

温一直持续至堆肥后期(８８ ｄ)ꎮ 有研究结果表明ꎬ
纤维素和木质素的降解主要发生在高温期和腐熟

期[２２]ꎮ 因此ꎬ本研究的中药渣堆肥具有较长的高温

腐熟期ꎬ可能与其含有大量难降解的纤维素和木质

素密切相关ꎮ
Ｍｉｓｅｑ 高通量测序结果表明ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉ￣

ｃｕｔｅｓ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｔｅｓ)和放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)为中药渣堆肥

在门分类水平上的优势菌群ꎮ 醋酸杆菌属(Ａｃｅｔｏ￣
ｂａｃｔｅｒ)为属分类水平上的优势菌群ꎬ但随着堆制时

间延长其所占比例总体呈减少趋势ꎮ 假黄单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ)存在于 Ｔ１、Ｔ２ 处理中ꎬ魏瑟拉

属(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ)存在于 Ｔ１ 处理中ꎬ随着堆制时间延长

其占比逐渐增加ꎮ 目前ꎬ有很多研究结果证实假黄

单胞菌属的细菌在纤维素降解中发挥着重要作用ꎮ
例如ꎬ王志方等[２３]发现与棉秸秆腐解有关的优势细

菌菌属包括假黄单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ)ꎬ且
其功能预测为降解纤维素、木质素、果胶类物质ꎬ提
供氮素营养ꎮ 侯丽媛等[２４] 发现假黄单胞菌菌株

Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｏｎａｓ ｓｐ. Ｊ１Ｊ１ 具有木质纤维素降解能

力ꎬ该菌株具有内切纤维素酶 (ＣＭＣａｓｅ)、滤纸酶

(ＦＰａｓｅ)和 β￣葡萄糖苷酶(ＢＧ)ꎮ 同时ꎬ马宁等[２５]发

现一株纤维素高效降解细菌 ＺＪ０８ꎬ属于假黄单胞菌

属ꎬ是一种具有较强耐酸特性的纤维素降解菌株ꎮ
上述研究结果均表明假黄单胞菌属在纤维素降解中

具有重要的作用ꎮ
通过对中药渣堆肥中微生物群落进行主成分分

析(ＰＣｏＡ)ꎬ发现随着中药渣堆制时间的延长ꎬＣＫ、
Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理中微生物群落特征发生明显变化ꎮ
同时ꎬ在堆肥末期ꎬ３ 个处理间群落结构差异更为明

显ꎬ但 ３ 个组内的群落结构更趋于稳定ꎮ 这说明ꎬ随
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ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理见图 １ 注ꎮ Ａ:纤维素酶(ＡＨ１８)ꎻＢ:纤维素水解酶(ＥＣ)ꎻＣ:纤维素分解酶(ＣｂｈＢ)ꎻＤ:阿拉伯糖苷酶(α６２Ａ)ꎻＥ:几丁质

内切酶(ＣｈｉＡ)ꎻＦ:多糖基水解酶(ＢＬＩＩ)ꎻＧ:纤维二糖磷酸化酶(ＣＰ)ꎻＨ:内切葡聚糖酶(Ｅｎｄｏ)ꎮ
图 ６　 中药渣堆肥中纤维素降解酶基因表达丰度动态变化特征

Ｆｉｇ.６　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｍｐｏｓｔ

着中药渣腐熟降解进程的推进ꎬ不同处理间微生物

群落结构差异较大ꎬ微生物优势菌群也发生明显变

化ꎮ 同时ꎬ这种改变使不同处理的组内群落结构逐

渐趋于稳定ꎮ 艾士奇等[１５] 对复合菌系降解纤维素

过程中微生物群落结构变化进行研究ꎬ发现在同一

组别中ꎬ微生物群落特征随着时间的变化也发生着

明显改变ꎬ不同降解时期的微生物群落分别分布在

不同象限中ꎬ且相互之间存在一定的距离ꎬ表明在纤

维素降解的不同时期ꎬ其复合菌系的微生物群落结

构具有差异性ꎮ
本研究对中药渣堆制过程中纤维素降解酶基因

的表达量变化也进行了检测ꎮ 参与降解纤维素的微

生物菌群可以分泌外切葡聚糖酶、内切葡聚糖酶和

β￣葡萄糖苷酶[２６] 等ꎬ它们协同降解纤维素大分

子[２７]ꎮ 目前被广泛认可的纤维素降解理论为:首

先ꎬ内切酶在纤维素分子的无定形区对 β￣１ꎬ４ 糖苷

键进行随机切断ꎬ使长链纤维素产生大量反应末端ꎮ
其次ꎬ外切酶作用于纤维素的结晶区ꎬ依次从纤维素

分子末端切下纤维二糖或葡萄糖[２８]ꎬ这样在内切酶

和外切酶的协同作用下ꎬ释放出聚合度很低的可溶

性糖[２９]ꎮ 最后ꎬ由 β￣葡萄糖苷酶将纤维二糖等水解

为葡萄糖ꎮ 通过几种酶的协同作用可以彻底将聚合

度高、分子量大的纤维素降解为溶于水的葡萄

糖[３０]ꎮ 本研究在中药渣堆肥中选取了 ８ 种纤维素

降解酶ꎬ包括:纤维素酶(ＡＨ１８) [３１]、纤维素水解酶

(ＥＣ) [３２]、纤维素分解酶(ＣｂｈＢ) [３３]、阿拉伯糖苷酶

(α６２Ａ)、 几丁质内切酶 ( ＣｈｉＡ)、 多糖基水解酶

(ＢＬＩＩ)、纤维二糖磷酸化酶(ＣＰ)、内切葡聚糖酶

(Ｅｎｄｏ)ꎮ Ｔ１ 处理 ＡＨ１８ 基因表达量明显高于 ＣＫ 和

Ｔ２ 处理ꎬ并随着堆制时间的延长而总体呈增加趋
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势ꎬ堆制 ８８ ｄ 时达到最高值ꎮ 纤维素酶在纤维素刚

降解时就已经开始发挥作用了ꎬ该酶基因的高表达

量一直持续到堆肥末期ꎬ表明纤维素酶在整个纤维

素分解过程中均发挥着重要作用ꎬ具有纤维素酶基

因的微生物菌群应该为中药渣堆肥中始终存在的微

生物菌群ꎮ ＥＣ 基因和 ＣｂｈＢ 基因的表达量变化趋

势相似ꎬ均在中药渣堆制中后期开始有所增加ꎬ说明

具有这 ２ 种酶基因的微生物菌群在堆肥初期发挥的

降解作用不明显ꎬ直至堆肥的中后期ꎬ具有这 ２ 种酶

基因的微生物菌群在整个微生物菌群中所占比例增

加ꎬ而此时中药渣堆肥中仍含有大量未降解的纤维

素物质ꎬ从而发挥重要的降解作用ꎮ
阿拉伯糖苷酶(α６２Ａ)和多糖基水解酶(ＢＬＩＩ)

均为可分解多糖的降解酶类ꎮ 本研究中ꎬＴ１ 处理的

阿拉伯糖苷酶基因表达量在堆肥初期就有明显增

加ꎬ在堆制 ４６ ｄ 时其表达量达到最大值ꎮ 多糖基水

解酶基因在 Ｔ１ 处理中表达量的变化趋势与阿拉伯

糖苷酶基因类似ꎬ均为先缓慢升高ꎬ在堆肥中期(４６
ｄ)达到最大值后开始降低ꎮ 此类多糖基水解酶基

因表达量的变化趋势可解释为在堆肥初期大量纤维

素类物质刚刚开始降解ꎬ此时起主要作用的是纤维

素酶ꎬ将其初步分解产生大量的纤维素末端或降解

为多糖类物质ꎬ随着堆肥的进一步腐熟ꎬ伴随纤维素

的初步降解ꎬ大量多糖类物质被阿拉伯糖苷酶或多

糖基水解酶降解ꎬ此时堆肥已经进入腐熟中期ꎬ其内

存在大量具有阿拉伯糖苷酶或多糖基水解酶的微生

物ꎬ可对堆肥初期已经分解的纤维素物质进行进一

步分解ꎮ
纤维二糖磷酸化酶[３４] 和内切葡聚糖酶[３５] 均为

可将多糖彻底降解为葡萄糖的重要酶类ꎬ其基因的

表达在本研究中表现为:Ｔ１ 处理 ＣＰ 基因在堆肥中

后期的表达量逐渐升高ꎬ至堆肥末期(８８ ｄ)达到最

高值ꎮ 与之类似ꎬＴ１ 处理 Ｅｎｄｏ 基因表达量在堆肥

中后期开始明显增加ꎬ在堆肥末期(８８ ｄ)达到最高

值ꎮ 说明ꎬ这 ２ 种酶基因表达量的大幅度增加是基

于堆肥前期到中期大量的纤维素类物质分解为多糖

类物质的基础上ꎮ 随着中药渣堆肥的不断腐熟和降

解ꎬ中后期存在大量具有阿拉伯糖苷酶或多糖基水

解酶的微生物ꎬ可将多糖继续降解为分子量更小的

纤维二糖或多聚糖ꎬ而随着中药渣堆肥腐熟度的进

一步提高ꎬ堆肥末期具有纤维二糖磷酸化酶和内切

葡聚糖酶的微生物菌群则开始成为优势菌群ꎬ发挥

重要的分解作用ꎬ因此这 ２ 种降解酶类的基因表达

量在堆肥末期最大ꎮ

４　 结 论

本研究对中药渣堆肥样品进行 Ｍｉｓｅｑ 高通量测

序ꎬ检测其内微生物群落组成的变化ꎮ 同时ꎬ对在中

药渣堆肥腐熟过程中参与纤维素降解的重要降解酶

基因的表达丰度也进行了探究ꎮ 结果表明ꎬ随着中

药渣堆肥中纤维素类物质的腐熟降解ꎬ其内微生物

群落结构发生明显变化ꎬ具有纤维素降解功能的酶

基因的表达量也发生相应变化ꎬ该变化随着堆制时

间和堆肥温度的变化而不同ꎮ 由此说明ꎬ中药渣堆

肥中具有纤维素降解功能的微生物群落之间是相互

联系、相互作用的ꎮ
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[３４] ＵＢＩＰＡＲＩＰ Ｚꎬ ＭＯＲＥＮＯ Ｄ Ｓꎬ ＢＥＥＲＥＮＳ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ
ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｆｉｎｅｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｏｔｒｉｏｓｅ
[Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ１０４ (１９):
８３２７￣８３３７.

[３５] ＨＡＹＡＳＨＩ Ｔꎬ ＷＯＮＧ Ｙ Ｓꎬ ＭＡＣＬＡＣＨＬＡＮ Ｇ. Ｐｅａ ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎ
ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ: ＩＩ. ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｂｙ ｐｅａ ｅｎｄｏ￣１ꎬ４￣β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅｓ [ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ１９８４ꎬ７５(３):６０５￣６１０.
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