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摘 要：为解决北方低温季节牛粪大量堆积问题，将筛选的糖、淀粉、蛋白质和纤维素分解菌株复配,优化出组合菌剂（T1+DF2+D2+
D5+XB1+XA2），研究低温下优化组合菌剂对低温牛粪堆肥起温的影响。结果表明，在室外-20 ℃低温下，牛粪接种优化组合菌剂后

物料迅速升温，48 h 达 55.8 ℃，第 4 d 达 64.9 ℃，高温期维持 8～9 d，发酵周期缩短至 15 d，而未加菌和加常温发酵剂的对照则一直

未进入高温期。说明添加低温复合发酵剂能使低温下牛粪堆体迅速升温，进入高温期，完成无害化，缩短发酵周期。
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谢宇新，徐凤花 *，王彦伟，刘 阳

（东北农业大学资源与环境学院，哈尔滨 150030）

Low Temperature Bacteria Isolation and Effect on Composting Temperature
XIE Yu-xin, XU Feng-hua*, WANG Yan-wei, LIU Yang

（College of Resource and Environment Science, Northeast Agricultural University, Haerbin 150030, China）
Abstract：In order to solve large accumulation of cow dung in northern cold season，sugar, starch, protein and cellulose decomposing bacte－
ria were selected and mixed to the optimized combination （T1+DF2+ D2+D5+XB1+XA2）. The effect of optimized combination inocula of
low temperature cow dung compost temperature raising at low temperature was researched. The results showed that at -20 ℃ low temperature,
the temperature of cow dung which added optimum combination quickly raised, 48 h reached 55.8 ℃, fourth day reached 64.9 ℃, high tem－
perature maintained 8~9 days, fermentation period reduced to 15 d, while controls that without adding bacteria and added normal temperature
starter had not entered the high temperature stage, so adding low temperature compound starter could make cow dung temperature quickly
raise, enter high temperature period, completing harmless and shorten fermentation period.
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据报道 2008 年黑龙江省奶牛、黄牛存栏数量在

600 万头以上，牛粪达到 3000 万 t 左右，由于低温持

续时间长造成牛粪大量堆积。目前，虽然一些学者对

畜禽粪便常温堆肥的工艺条件、影响因素，尤其是温

度等方面进行了大量的研究[1]，但对低温下牛粪堆肥

的研究还很少。
低温堆肥起温是关键，能否快速进入高温期影响

着堆肥的无害化进程和发酵周期。嗜冷菌在低温条件

下通过其特殊的生理机制分解糖，淀粉等简单有机

物，使堆温迅速升高，从而启动中温菌进入中温期。中

温菌继续分解有机物，促进堆温升高，高温菌大量繁

殖，产生生物热进入高温期，完成无害化。因此研制能

够在低温条件下使牛粪快速起温，进行高温发酵的低

温复合发酵剂尤为重要。
本研究从长期低温保存样品中选育不同菌株，并

根据其对堆肥温度的影响，筛选出有协同作用低温复

合发酵剂，用于低温环境牛粪堆肥。

1 材料与方法

1.1 试验材料

样品为野外冻土及实验室冰箱长期保存的牛粪样

品。
所用培养基包括：细菌培养基、高氏一号培养基、

PDA 培养基、纤维素刚果红培养基、淀粉培养基、乳
糖蛋白胨培养基、酪素培养基。
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发酵原料为牛粪，玉米秸秆（调理剂）。
1.2 试验方法

1.2.1 低温菌株的分离与初筛

采用稀释平板法从样品中分离菌株，分别用

PDA、牛肉膏蛋白胨及高氏一号培养基分离真菌、细
菌和放线菌。

将分离的菌株分别接种不同筛选培养基，8 ℃下

培养 72 h，筛选能使乳糖蛋白胨培养液由紫变黄，以

及淀粉、酪素、刚果红培养基平板上透明圈直径 D 与

菌落直径 d 两者比值（D/d）较大的菌株。
1.2.2 测定项目和方法

糖分解率的测定采用菲林试剂法 [2]；淀粉分解

率的测定采用酸水解法[3]；蛋白酶活及分解率的测定

分别采用福林法 [4]和双缩脲法 [5]；纤维素分解率用

CXC-06 型粗纤维测定仪测定[6]。
1.2.3 菌株间拮抗试验

在相应的固体培养基上将供试菌株交叉划线，于

8℃恒温培养 3～5 d，观察菌株生长情况。若菌株在交

叉处均能生长，表示菌株无拮抗作用。
1.2.4 菌株初步鉴定

对在低温下具有较强升温作用的菌株观察菌落

及菌体形态并参照《常见细菌系统鉴定手册》[7]及《链

霉菌鉴定手册》[8]进行菌株初鉴定。
1.2.5 低温菌株升温效果的研究

1.2.5.1 不同低温菌对温度的影响

将试验材料装入 1 000 mL 三角瓶中，灭菌后按

10%的接种量分别接入糖、淀粉、蛋白质和纤维素低

温分解菌，全温振荡培养箱中 8 ℃培养，间隔 24 h 记

录温度。以不加菌为对照。
1.2.5.2 低温复合发酵剂升温效果研究

将鲜牛粪和玉米秸秆混合调至含水量 60%左右，

C/N 为（25～30）∶1，混匀后堆成 2 m×1.5 m×1.2 m 的堆

体，根据发酵温度进行翻堆[9]。
对照 1 为 84%牛粪+16%调理剂；对照 2 为 84%

牛粪+16%调理剂+常温复合发酵剂3‰；优化组合

菌剂处理为 84%牛粪+16%调理剂+低温复合发酵

剂 3‰。

2 结果与分析

2.1 低温菌株的分离与初筛

低温菌能够在低温下保持活性，分解利用堆肥中

糖、淀粉、氨基酸等简单有机物大量繁殖并在新陈代

谢过程中产生生物热使物料起温，而纤维素分解菌通

过分解纤维素类物质可提高堆肥腐熟度。
乳糖蛋白胨培养液由紫变黄说明菌株具有糖

分解能力，透明圈直径与菌落直径比值（D/d）的大

小反映菌株分解淀粉、蛋白质及纤维素的能力。
由表 1 可知，从低温样品中分离的 18 株菌中仅

T1、T2、DF2 可使乳糖蛋白胨培养液变黄；DF2 在淀粉

培养基中 D/d 最大，为 5.98，其次为 T1，D/d 为 5.89；

D2 与 D5 在酪素培养基中 D/d 明显大于其他菌株，分

别为 5.08 和 5.32；能使刚果红培养基产生透明圈的

有 DF1、D3、XB1、XGF1、XA2，其中以 XB1、XGF1 和

XA2 的 D/d 较大，分别为 3.43、3.15 及4.77。由此可

见，T1、T2、DF2 具有糖分解能力，DF2、T1 和 D2、D5
具有较强分解淀粉和蛋白质能力，而 XB1、XGF1 和

XA2 则有较强纤维素分解能力。
2.2 低温菌株的复筛及复配

2.2.1 糖、淀粉低温分解菌的复筛及复配

糖和淀粉结构相对简单，易于微生物分解产生生

物热使物料起温。由图 1 可以看出，T1 和 DF2 的糖利

用率均高于 T2，分别为 42.22%和 44.57%，混菌 T1+
DF2 的利用率最高，为 53.32%，较 T1、DF2 分别提高

了 11.10%和 8.75%；T1+T2+ DF2 次之，为 52.12%；

T1+T2、T2+DF2 相对较低，分别为 47.35%和 49.64%，

表 1 菌株初筛结果

Table 1 The primary screening results of strains

菌株
蛋白胨培

养液变黄

淀粉培养

基的 D/d
酪素培养

基的 D/d
纤维素刚果红

培养基的 D/d

T1 是 5.89 1.38 -

T2 是 1.44 1.87 -

T3 否 2.08 - -

T4 否 2.32 2.32 -

T5 否 2.55 2.24 -

DF1 否 3.74 - 1.03

DF2 是 5.98 2.68 -

DF3 否 2.12 1.76 -

DF4 否 3.65 1.66 -

D1 否 - 2.35 -

D2 否 - 5.08 -

D3 否 - 3.36 0.08

D4 否 2.43 4.23 -

D5 否 - 5.32 -

D6 否 1.98 4.62 -

XB1 否 - - 3.43

XGF1 否 - - 3.15

XA2 否 - - 4.77

注：“-”代表没有透明圈。
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图 1 T1、T2、DF2 及组合在低温下糖利用率

Figure 1 Low temperature sugar utilize rate of T1, T2, DF2 and combination
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对照仅为 0.53%。
淀粉分解菌通过分解淀粉获得能量，促进新陈代

谢，完成菌体繁殖。如图 2 所示，DF2 与 T1 两菌株的

淀粉分解能力明显高于对照，分别达到 39.79%和

37.63%，较不接菌的对照提高了 39.27%和 37.14%，

表明具有较强的低温淀粉分解能力。混菌分解率达到

51.55%，较 DF2 和 T1 分别提高 11.76%和 13.92%。
2.2.2 蛋白质低温分解菌的复筛

由图 3 和图 4 可知，无论是蛋白酶活性还是蛋白

质分解率，混菌效果均优于单菌及对照。随着时间的推

移，蛋白酶活性升高，第 4 d 达到最高，为 45.42 U·g－1，
较 D2 和 D5 单菌株分别提高了 35.51%和 39.96%，之

后迅速下降，第 8 d 达到最低，仅为 2.37 U·g－1。混菌

蛋白质分解率达到 39.26%，较单菌 D2 和 D5 分别提

高了 19.62%和 17.72%。
2.2.3 纤维素低温分解菌的复筛

根据生态位的理论，不同菌株之所以能在一起

共存，是因为菌株之间通过协同作用出现了生态位

的分离，不存在生态位的重叠，从而避免了种群间激

烈的竞争[10]。图 5 中，3 株菌均有较强的纤维素分解能

力，尤其是 XB1 和 XGF1，分别为 37.41%和 37.94%。
混菌中 XB1+XA2 的纤维素分解率最高，较 XB1 和

XGF1 分别提高了 25.10%和 24.57%，达 62.51%，较

XB1+XGF1、XGF1+XA2 以及 XB1+XGF1+XA2 分别

提高了 8.20%、10.03%及 9.42%，说明 XB1 与 XA2 间

具有协同作用。
2.3 菌株间拮抗试验

菌落因生长缓慢而被其他菌落覆盖，或菌落间互

相接触时被限制，说明菌株间具有拮抗作用。表 2 表

明，除 XA2+T1 及 XA2+D5 外均可共存，不相互拮抗，

故 T1、DF2、D2、D5 及 XB1 之间可进行组合、复配。
2.4 菌株初步鉴定

因发酵剂应尽量减少微生物种类，故仅对在低温

下具有较强物质分解能力的菌株 T1、DF2、D5、XB1
进行鉴定。

菌株 T1 在细菌培养基上菌落呈圆形，乳白色，表

面褶皱，边缘整齐，不透明。菌体为杆状，鞭毛周生，芽

孢中生。菌株 DF2 在细菌培养基上菌落呈圆形，白

图 2 T1、DF2 及组合在低温下淀粉分解率

Figure 2 Low temperature amylolysis rate of T1, DF2
and combination
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图 3 D2、D5 及组合在低温下蛋白酶活性动态

Figure 3 Low temperature protease activity dynamic of D2, D5
and combination
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表 2 菌株间拮抗关系

Table 2 The antagonistic relation between strains

注：“+”代表无拮抗关系；“-”代表有拮抗关系。

菌株 T1 D2 D5 DF2 XB1 XA2

T1 - + + + + -

DF2 + + + - + +

D2 + - + + + +

D5 + + - + + -

XB1 + + + + - +

XA2 - + - + + -

表 3 菌株 T1、DF2 生理生化特征

Table 3 The physiological and biochemical of T1 and DF2

项目 T1 DF2
革兰氏染色 + +

是否需氧 + +
淀粉水解 + +
明胶液化 + +

酪蛋白水解 + +
硝酸盐还原 + +

柠檬酸盐试验 + +
过氧化氢酶 + +
V-P 测定 + +

葡萄糖氧化发酵 + +
触酶 - -

7%NaCl + +

表 4 菌株初鉴定一览表

Table 4 The primary screening schedule of strains

编号 名称 种类 种属 拉丁名称

1 T1 低温细菌 枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis

3 DF2 低温细菌 枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis

4 D5 低温细菌 假单胞菌 Pseudomonas

5 XB1 低温放线菌 链霉菌 Streptomyces

图 5 XB1、XGF1、XA2 及组合在低温下纤维素分解率

Figure 5 Low temperature cellulose decomposition rate of XB1, XGF1, XA2 and combination
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图 4 D2、D5 及组合在低温下蛋白质分解率

Figure 4 Low temperature protein degradation rate of D2, D5
and combination
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色，表面光滑，边缘整齐，不透明。菌体为杆状，鞭毛周

生，芽孢中生。
根据 T1、DF2 的菌落、菌体形态以及表 3 的生理

生化特征，初步鉴定为枯草芽孢杆菌属（Bacillus sub－
tilis sp）。

菌株 D5 菌落圆形，边缘整齐，湿润，呈淡褐色，杆

状，借助鞭毛运动，革兰氏染色为阴性，不发酵葡萄糖，

不产生荧光色素，磷酸化酶、硝酸盐还原、v-p 反应等

均为阴性，初步鉴定为假单胞菌属（Pseudomonas sp.）。
菌株 XB1 在高氏一号琼脂上孢子丝交替着生直

至波曲，有圆卷倾向，偶尔有螺旋，横隔分裂形成孢

子。孢子为圆柱形，表面有褶皱，不带刺和毛。气生菌

丝呈浅粉红色，基内菌丝呈褐色，无可溶性色素产生，

可水解淀粉和纤维素，有较强耐盐性，初步鉴定为链

霉菌属（Streptomyces sp.）。
如表 4 所示，低温菌中分解糖类、淀粉的是枯草

芽孢杆菌，分解蛋白质的为假单胞菌，分解纤维素的

为链霉菌。
2.5 菌株升温效果研究

2.5.1 不同低温菌对温度的影响

低温下微生物生长受到抑制，生理代谢无法正常

注：“+”代表阳性，“-”代表阴性。
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运作，而低温菌细胞膜含有大量不饱和脂肪酸，使膜

在低温下也能保持半流动状态，运输物质；加之核糖

体结构和功能对低温不敏感，酶和蛋白质仍可合成并

发挥作用。
低温堆肥起温是关键，中、高温菌在低温下难以

正常繁殖 [11]，故可利用低温菌的特殊生理机制分解

糖，淀粉等简单有机物使堆肥起温，进而启动中温菌

和高温菌，达到高温阶段，完成无害化处理。
图 6 中，不同功能菌的升温效果为糖分解菌＞淀

粉分解菌＞蛋白质分解菌＞纤维素分解菌。虽然牛粪

本身属冷性粪便加之物料很少，且灭菌后添加不同功

能菌，但物料温度仍升至中温阶段。其中糖分解菌升

温速度最快，第 4 d 达到最高，为 30.2℃，之后随时间

推移缓慢下降。说明其在低温下具有良好的生长及分

解物料中糖类的能力，新陈代谢旺盛，产生生物热使

物料起温。淀粉分解菌升温效果次之，速度较快，与蛋

白质分解菌同在第 6 d 达到最高温；纤维素分解菌相

对活性较低，升温能力最弱，最高温为 23℃。对照处

理的温度上升缓慢，最高温仅为 10.5℃。
由此可见，不同功能菌的起温效果均明显强于对

照，说明低温下均能不同程度的分解有机物，使物料

起温，进入中温阶段，达到低温下起温的重要作用，使

中、高温菌生长繁殖，产生大量生物热，进入高温期，

完成无害化。
2.5.2 冬季接种低温复合发酵剂堆肥温度的变化

温度是堆肥顺利进行的重要因素，可以直接反映

堆肥进程，温度上升是微生物代谢产热及堆体保温效

应共同作用的结果[12]，过低的堆温将大大延缓堆肥达

到腐熟的时间。堆肥起始时，堆温与环境温度一致，经

过 1~2 d 的作用，达到理想温度 50~65 ℃，经过 5~6 d
即可达到无害化。

由图 7 可知，在室外温度一直处于-20 ℃左右

时，接种低温复合发酵剂的处理堆温迅速上升，48 h
即进入高温期，至第 4 d，处理、对照 1 和对照 2 物料

温度分别达到 64.9、9.7℃和 24.9℃，翻堆后处理温度

降至 50℃以上。微生物繁殖时消耗氧气，堆体内缺氧

使好氧微生物繁殖速度减缓；当温度过高时若不加以

控制会消耗大量有机质影响发酵后的养分含量，故用

翻堆来补氧和散热[13]。
第 5～8 d，处理温度升至 64 ℃，翻堆后温度降到

48.2 ℃；第 9～11 d，处理温度上升到 57.2 ℃，说明发

酵料中养分仍能满足微生物生命活动；第 12 d，处理

温度下降到 48.9 ℃，高温期结束进入降温阶段。经过

高温阶段大量微生物死亡，酶活降低致使有机物降

解速度下降，产热减少，堆温下降[14]。处理的高温期持

续 8～9 d，满足无害化要求。对照 1 和对照 2 均未加

低温菌，物料起温缓慢不利于中温微生物的新陈代

谢，整个发酵过程中温度分别维持在 8.2～13.5 ℃及

15.2～24.9 ℃之间，第 4 d 和 10 d 翻堆使积蓄的热量

散失温度下降，结束时仅为 21.3 ℃及 13.5 ℃，一直未

进入高温发酵期。
处理和对照发酵温度变化过程说明复合发酵剂

中低温菌在低温条件下生长繁殖使物料快速升温，

以利于中温菌分解有机质产热使温度快速上升至高

温期，继而高温菌作用难分解的有机质产热，温度继

续升高。

3 讨论

发酵菌株的鉴定可以减少大量不必要重复工作，

也为菌种功能和特性的进一步开发和研究提供了依

据[15]，由于菌种鉴定工作复杂且工作量大，限于时间

和试验条件，本研究只对获得的菌株作初步形态学和

图 6 不同功能菌对物料温度的影响

Figure 6 The effect of different functional bacteria on material temperature
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图 7 低温堆肥温度的变化动态

Figure 7 Dynamic changes of composting temperature at low temperatures
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生理生化鉴定。但还应更进一步，对所筛选低温菌株

做更深一步鉴定，以使鉴定结果更为精准。
目前我国微生物发酵剂种类繁多，但有些只是将

发酵菌株简单的混合在一起，对菌株之间的拮抗作用

研究的不透彻[16]，因此本试验对筛选出的所有菌株进

行两两拮抗试验，通过研究其相互关系[17]，淘汰对其他

菌株抑制能力强的菌株，筛选出协同作用强的菌株，有

效避免了菌株间的拮抗作用对堆肥的不利影响。

4 结论

（1）不同菌株升温效果中糖、淀粉与蛋白质分解

菌均可加速牛粪升温，其中又以糖分解菌的升温效果

最好，速度最快，第 4 d 达到最高，为 30.2 ℃，之后缓

慢下降。纤维素分解菌相对活性较低，升温能力最弱。
说明低温下糖类分解菌快速分解糖等易于分解的简

单有机物，产生生物热使物料温度迅速上升。
（2）低温堆肥接种低温复合发酵剂的处理温度明

显高于对照，第 3 d 温度达到 55.8 ℃，第 4 d 达到

64.9 ℃，高温期持续 8~9 d，达到国家标准要求，发酵

周期缩短至 15 d，而对照缓慢上升且未进入高温期。
说明所筛选低温菌组合能使堆肥温度迅速上升，完成

无害化进程，缩短冬季牛粪发酵周期。
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