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鸡粪好氧堆肥氨氧化霉菌的筛选及氮转化能力的研究

王立群，喻其林，黄明媛

( 东北农业大学生命科学学院，哈尔滨 150030)

摘要:为明确鸡粪好氧堆肥过程氨氧化霉菌的存在情况及其氮转化能力，以鸡粪好氧堆肥中分离的 10 株霉菌为对象，采用氨

氧化霉菌培养基筛选氨氧化菌株;对所选菌株进行生长量及氮转化指标的测定及相关分析，以明确菌体生长与氨氧化作用的

关系;对确定的高效氨氧化菌株进行氮转化能力测定，并 做 回 归 堆 肥 的 效 果 验 证 . 结 果 表 明，所 试 菌 株 均 能 氧 化 NH +
4 -N 生 成

亚硝态氮和硝态氮，证明在鸡粪好氧堆肥过程中存在氨 氧 化 霉 菌，且 提 示 该 环 境 的 霉 菌 可 能 具 有 普 遍 的 氨 氧 化 能 力;氨 氧 化

霉菌生成的亚硝态氮和硝态氮总量、菌体干重、菌体凯氏氮量间均存在着显著的正相关;确 定 的 2 株 高 效 氨 氧 化 菌 株 M25-22

(Penicillium sp. ) 与 M40-4(Aspergillus sp. ) 在培养基中培养 144 h 后，均能使 NH +
4 -N 降低 0. 3 mg·mL － 1

以上，生成亚硝态氮和

硝态氮总量约在 1. 1 × 10 － 3 mg·mL － 1
和 1. 5 × 10 － 3 mg·mL － 1 ;2 株菌回归堆肥后，均 能 使 堆 肥 体 系 中 NH +

4 -N 含 量 明 显 降 低，硝

态氮及总氮含量明显增加，这对减少堆肥过程氮素损失具有实际意义 .
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Screening and Nitrogen Transformation Activity of Ammonia-Oxidizing Molds
During Aerobic Chicken Manure Composting
WANG Li-qun，YU Qi-lin，HUANG Ming-yuan
(College of Life Science，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China)

Abstract:In order to explicit the existence and nitrogen transformation activity of ammonia-oxidizing molds during aerobic chicken
manure composting，the medium of ammonia-oxidizing molds was used to screen them，and correlation analysis between mycelium
biomass and nitrogen transformation indexes was conducted，then high-effective ammonia-oxidizing strains were determined and added
into aerobic compost. The results show that all tested strains are able to oxidize ammonium nitrogen to nitrite nitrogen and nitrate
nitrogen，indicating that there are plenty of ammonia-oxidizing molds during aerobic chicken manure composting. Significantly positive
correlations are detected between total contents of nitrite nitrogen and nitrate nitrogen，mycelium biomass and mycelium Kjeldahl
nitrogen. When cultured in the medium of ammonia-oxidizing molds for 144 hours，two high-effective ammonia-oxidizing strains，
named M25-22 ( Penicillium sp. ) and M40-4 ( Aspergillus sp. ) ，produce nitrate nitrogen by 1. 1 × 10 － 3 mg·mL － 1 ，1. 5 × 10 － 3

mg·mL － 1 ，respectively，and decrease ammonium nitrogen by approximately 0. 3 mg·mL － 1 . Compared with the control treatment，the
composting treatment with microbial agent M25-22 or M40-4 has lower ammonium nitrogen content，and higher contents of nitrate
nitrogen and total nitrogen，indicating that they are of practical significance in reducing nitrogen loss during aerobic composting.
Key words:aerobic compost; nitrogen transformation; ammonium oxidation; nitrogen loss; Penicillium; Aspergillus

异养氨氧化是指异养微生物中的细菌或霉菌等

将 NH +
4 -N 或其他负三价氮氧化为亚硝态氮或硝态

氮的过程，具 体 包 括 异 养 亚 硝 化、异 养 硝 化 2 个 步

骤
［1］. 异养氨 氧 化 作 用 作 为 氮 素 循 环 的 重 要 环 节，

对高有 机 物、高 氮 环 境 中 的 氮 素 转 化 具 有 重 要 意

义
［2］. 实践中，鸡 粪 等 固 体 废 弃 物 的 好 氧 堆 肥 即 属

这 样 体 系，其 中 的 氨 挥 发 导 致 了 氮 素 的 严 重 损

失
［3，4］，因而影响堆肥肥效 . 若能强化该体系中的异

养氨氧化，即 NH +
4 -N 转 化 为 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 的

作用，则有 遏 制 氮 素 挥 发、保 持 肥 效 的 意 义
［5，6］. 迄

今，有关异养氨氧化细菌的存在、生境及氨氧化特性

等已见报道
［7 ～ 10］，并有针对鸡粪好氧堆肥体系氧化

NH +
4 -N、降低氮素损失的研究，其结果显现有效，但

不够理想
［5，6］. 因此，本研究欲从好氧堆肥体系中微

生物的另一重要类群———霉菌是如何参与其中氮转

化、尤其是怎样发挥异养氨氧化作用的角度进行探

索，以明确它们在此生境中的存在、作用特性及其效

果，以期为有效遏制该体系的氨挥发提供依据 .

1 材料与方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 菌株

10 株霉菌，东 北 农 业 大 学 微 生 物 实 验 室 保 存 .
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分离自鸡粪好氧堆肥各温度段，菌株编号及属别为:

M25-1，木 霉 属 ( Trichodema ) ; M30-8，轮 枝 孢 属

(Verticillium) ;M25-22、M35-12、M40-3 和 M45-1，青

霉属 (Penicillium) ;M35-1、M40-4、M45-2 和 M50-2，

曲霉属(Aspergillus)［11］. 其中的“M”表示霉菌，“M”
与“-”间数字表示分离温度 .
1. 1. 2 培养基

(1 ) 氨 氧 化 霉 菌 培 养 基
［12］

蔗 糖 1. 0 g，

(NH4 ) 2 SO4 0. 5 g，K2HPO4 0. 1 g，KCl 0. 05 g，

MgSO4·7H2O 0. 05 g，NaCl 0. 1 g，FeSO4·7H2O
0. 001 g，MnSO4·H2O 0. 000 1 g， ZnSO4·7H2O
0. 000 1 g，CuSO4·5H2O 0. 000 1 g，蒸馏水 100 mL，

调 pH 6. 8，0. 7 kg·cm － 2
灭 菌 待 用 . 该 培 养 基 中

NH +
4 -N 含量为 106. 1 mg.

(2) 菌种活化培养基 PDA 培养基 .
(3) 菌剂制 备 培 养 基 蛋 白 胨 0. 2g，蔗 糖 1g，

K2HPO4 0. 1 g，MgSO4·7H2O 0. 05 g，FeSO4·7H2O
0. 001 g，秸 秆 20 g，CaSO40. 05 g，蒸 馏 水 100 mL，

pH 自然，0. 7 kg / cm2
灭菌待用 .

(4) 堆肥物料 鸡粪:取自哈尔滨市幸福乡种

鸡厂，含水量 75. 2% ，干物质中有机质 61. 7%、总氮

4. 25%、C /N8. 2. 调理 剂: 玉 米 秸 秆，取 自 哈 尔 滨 市

香坊农 场 玉 米 种 植 基 地，含 水 量 10. 9% ，干 物 质 中

有机质 76. 2%、总氮 1. 02%、C /N 42. 4. 堆 肥 物 料:

鸡粪、调理剂、水按 1∶ 1. 5∶ 2的比例均匀混合，其C /N
25∶ 1 ～ 30∶ 1，水分含量 65% .
1. 2 实验方法

1. 2. 1 氨氧化霉菌的筛选及高效菌株的确认

菌株接种于 100 mL 氨氧化霉菌培养基，分别以

分离温度、130 r /min摇床培养 5 d，测定其中亚硝态

氮、硝态氮含量 . 亚硝态氮含量采用 N-(1-萘基)-乙
二胺 分 光 光 度 法

［13］; 硝 态 氮 含 量 采 用 镉 柱 还 原

法
［14］. 培养基中积累亚硝态氮和( 或) 硝态氮的菌株

定为氨氧化菌株;其中亚硝态氮和硝态氮总含量高

于平均值，且与其他菌株在统计学上表现差异显著

的定为本研究的高效氨氧化菌株 .
1. 2. 2 氨氧化菌株氮转化指标、菌体生长量测定及

相关分析

在上述 测 定 的 同 时，采 用 纳 氏 试 剂 分 光 光 度

法
［9］

测定培养 基 中 NH +
4 -N 含 量 . 异 养 氨 氧 化 菌 株

之菌悬液用滤纸过滤，所得菌体蒸馏水洗 涤，85℃
干燥箱烘至恒重，即菌体干重，以此作为菌体生长量

的指标 . 恒重后菌体做凯氏定氮，方法为蒸馏-纳氏

试剂分光光 度 法
［13］. 凯 氏 定 氮 同 时，测 定 蒸 馏 后 蒸

馏瓶内混合液、即菌体亚硝态氮和硝态氮总含量，方

法同 1. 2. 1 节 . 所试菌株生成亚硝态氮 和 硝 态 氮 总

含量为培养 基 与 菌 体 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 总 含 量 之

和 . 计算 NH +
4 -N 转化率:

NH +
4 -N 转 化 率 (% ) = ( 初 始 NH +

4 -N －

剩余 NH +
4 -N) × 100 /初始 NH +

4 -N
上述实验均设空白对照和 3 次重复 .
利用 SAS 9. 0 软 件，对 培 养 基 中 NH +

4 -N、菌 体

干重、菌体凯氏氮量及各菌株生成亚硝态氮和硝态

氮总量进行相关性分析 .
1. 2. 3 高效氨氧化菌株氮转化能力测定

高 效 氨 氧 化 菌 株 分 别 接 种 于 氨 氧 化 霉 菌 培 养

基，分离温度、130 r /min摇床培养，每 24 h 取样，测

定生成亚硝态氮和硝态氮总量及培养基中 NH +
4 -N，

方法同上 .
1. 2. 4 高效氨氧化菌株回归堆肥的效果验证

高效氨氧化菌株于菌种活化培养基活化后，接

种于菌剂制备培养基，菌株分离温度恒温培养，待长

满孢子后用于 接 种 . 按 堆 肥 物 料 重 量 的 3% 接 种 菌

剂制备培养物进行回归堆肥的效果验证 .
实验分菌剂和对照 2 组，每一菌剂组分别接种

各高效氨氧化菌株培养物，对照组接种菌剂制备培

养基，混匀、装聚乙烯塑料袋 . 每袋装料密度一致，装

量 300 g，5 次重复，均呈蓬松状态，袋袋相靠摆放，

敞口置保温、保湿并含氧的容器中，自然发酵 . 每日

定时 取 样 测 定 NH +
4 -N、硝 态 氮 及 总 氮 含 量 . 其 中:

NH +
4 -N 采 用 碱 解 扩 散 法

［15］; 硝 态 氮 测 定 方 法 同

1. 2. 1 节;总 氮 即 凯 氏 氮、亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 之 和，

采用 1. 2. 2 节中的方法 .

2 结果与分析

2. 1 氨氧化霉菌的筛选及高效菌株的确认

由图 1 可见，10 株霉菌都能产生不同量的亚硝

态氮和硝态氮，说明在鸡粪好氧堆肥中存在氨氧化

霉菌 . 其中的 M25-22 和 M40-4 菌 所 在 培 养 基 中 亚

硝态氮和硝态氮总量均明显高于其他菌株，分别达

到 0. 109 mg 和 0. 139 mg. 经方差分析表明差异极显

著 . 因此，确认为高效氨氧化霉菌株 . 由于受试菌株

均具氨氧化作用，故提示此类环境中的霉菌可能具

有普遍的氨氧化能力，因此，有待于进一步研究 .
2. 2 氨氧化菌株氮转化指标、菌体生长量测定及相

关分析

10 株氨氧化 菌 株 氮 转 化 指 标 及 菌 体 生 长 量 测

定及相关分析结果分别见表 1 及见表 2.

4672



11 期 王立群等:鸡粪好氧堆肥氨氧化霉菌的筛选及氮转化能力的研究

图 1 各氨氧化霉菌生成亚硝态氮和硝态氮含量

Fig. 1 Contents of nitrite nitrogen and nitrate nitrogen produced by ammonia-oxidizing molds

表 1 100 mL 培养基中氨氧化霉菌氮转化指标及菌体生长量

Table 1 Values of nitrogen transformation indexes and mycelium weight of ammonia-oxidizing molds in 100mL culture

菌株号

培养基中亚硝

态氮和硝态氮

总量 /mg

培养基中

NH +
4 -N 量

/mg

菌体干重

/mg
菌体凯氏

氮量 /mg

菌体内亚硝态

氮和硝态氮总

量 × 10 － 3 /mg

菌体亚硝态氮和

硝态氮量占生成

总量质量分数 /%

NH +
4 -N

转化率 /%

M25-1 0. 011 ± 0. 002 99. 5 ± 1. 9 86. 3 ± 2. 5 6. 19 ± 0. 07 0. 072 ± 0. 005 0. 63 6. 22
M25-22 0. 109 ± 0. 011 78. 6 ± 2. 5 292. 7 ± 6. 7 25. 71 ± 0. 29 0. 439 ± 0. 021 0. 40 25. 92
M30-8 0. 012 ± 0. 004 93. 5 ± 1. 6 181. 1 ± 5. 4 12. 10 ± 0. 15 0. 091 ± 0. 006 0. 79 11. 88
M35-1 0. 071 ± 0. 007 97. 7 ± 1. 4 167. 2 ± 5. 9 7. 91 ± 0. 10 0. 337 ± 0. 019 0. 47 7. 92
M35-12 0. 018 ± 0. 003 94. 8 ± 2. 1 115. 8 ± 3. 7 10. 87 ± 0. 23 0. 061 ± 0. 005 0. 33 10. 65
M40-3 0. 049 ± 0. 004 84. 2 ± 0. 9 317. 0 ± 2. 1 20. 94 ± 0. 18 0. 352 ± 0. 027 0. 71 20. 64
M40-4 0. 139 ± 0. 019 75. 9 ± 1. 7 326. 3 ± 3. 0 29. 55 ± 0. 34 0. 640 ± 0. 041 0. 46 28. 46
M45-1 0. 062 ± 0. 010 82. 9 ± 0. 8 306. 8 ± 4. 8 22. 71 ± 0. 22 0. 352 ± 0. 017 0. 56 21. 87
M45-2 0. 047 ± 0. 008 81. 5 ± 1. 2 297. 5 ± 3. 2 23. 92 ± 0. 49 0. 325 ± 0. 014 0. 68 23. 19
M50-2 0. 065 ± 0. 011 76. 3 ± 2. 0 351. 4 ± 4. 5 28. 84 ± 0. 26 0. 491 ± 0. 039 0. 75 28. 09

表 2 氨氧化霉菌氮转化指标及菌体干重的相关分析1)

Table 2 Correlation analysis between nitrogen transformation indexes and dry mycelium yield of ammonia-oxidizing molds

菌株生成亚硝态氮

和硝态氮总量

培养基中

NH +
4 -N 量

菌体干重 菌体凯氏氮量

菌株生成亚硝态氮和硝态氮总量 1. 000 00

培养基中 NH +
4 -N 量 － 0. 708 17 * 1. 000 00

菌体干重 0. 646 58 * － 0. 945 97 1. 000 00

菌体凯氏氮量 0. 702 98 * － 0. 999 25 0. 947 10 1. 000 00

1) * 表示 0. 05 显著水平，表示 0. 01 显著水平

由表 1 可知，各氨氧化菌株于氨氧化霉菌培养

基中 生 成 的 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 总 量 在 0. 011 ～
0. 139 mg 之 间 . NH +

4 -N 量 在 99. 5 ～ 75. 9 mg 之 间，

与初始 NH +
4 -N 量 106. 1 mg 相比，NH +

4 -N 量降低了

6. 5 ～ 30. 1 mg. 可见 NH +
4 -N 减少量明显高于亚硝态

氮和硝态氮 生 成 总 量，原 因 是 大 量 NH +
4 -N 被 菌 体

同化，仅有少量因氨氧化生成了亚硝态氮和硝态氮 .

从表 1 中 NH +
4 -N 转化率看，菌株 M25-22、M40-4 和

M50-2 的 NH +
4 -N 转 化 率 均 高 于 25% ，与 其 他 菌 株

比具有较强的氮转化能力 . 表 1 数据显示，菌体内亚

硝态氮和硝态氮总量在 0. 061 × 10 － 3 ～ 0. 640 × 10 － 3

mg 范 围 内，占 菌 株 生 成 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 总 量 的

0. 33% ～ 0. 79% ，说明 氨 氧 化 霉 菌 生 成 的 亚 硝 态 氮

和硝态氮主要蓄积于培养基，即环境中 .
由表 2 可知，所试各氨氧化菌株生成亚硝态氮

和硝态氮总量与菌体干重、菌体凯氏氮量之间分别

呈 现 显 著 的 正 相 关，而 这 些 指 标 又 与 培 养 基 中

NH +
4 -N 量呈显著的负相关 . 这是因为菌体的大量繁

殖，合成了大 量 的 有 机 氮，即 凯 氏 氮 的 主 要 组 成 部

分;大量的菌体又使得氨氧化作用更为高效，故消耗

了大量的 NH +
4 -N. 反之亦然 .

2. 3 高效氨氧化霉菌的氮转化能力

M25-22、M40-4 这 2 株 高 效 氨 氧 化 霉 菌 的 氮 转
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化能力分别见 图 2、图 3. 从 中 可 见，M25-22、M40-4
所在培养 基 中 的 NH +

4 -N 量 均 呈 持 续 的 降 低 走 势，

具体为: 0 ～ 24 h 微 降，24 ～ 72 h 速 降，72 h 后 缓

降，120 h 后趋稳，并基本维持在 0. 3 mg·mL － 1 . 该量

变反映了这 2 株菌的生长阶段性: 0 ～ 24 h，利用的

NH +
4 -N 量少，说明菌体生长量小，处于迟滞期; 24 ～

72 h，吸收的 NH +
4 -N 量大，说明菌体呈几何级数生长

量大，处于对数生长期; 72 h 以后，吸收 NH +
4 -N 量下

降，说明菌体生长速率下降，进入稳定期.

图 2 M25-22 氮转化能力

Fig. 2 Nitrogen transformation activity of strain M25-22

图 3 M40-4 氮转化能力

Fig. 3 Nitrogen transformation activity of strain M40-4

由图 2、图 3 还可知，2 株菌生成亚硝态氮和硝

态氮总量的趋势亦相似，即初始为 0; 24 ～ 48 h 微量

增加; 72 ～ 96 h 后剧增; 120 h 后增幅渐缓，144 h

后分 别 维 持 在 1. 1 × 10 － 3 mg·mL － 1
和 1. 5 × 10 － 3

mg·mL － 1
左右 . 可以看出，2 株菌亚硝态氮和硝态氮

总量都是在 NH +
4 -N 量 呈 缓 降 的 72 h 后，即 菌 体 进

入稳定期才迅速增加，说明它们的氨氧化作用属于

次级代谢，这与 Robertson［16］
的研究相符 .

2. 4 高效氨氧化霉菌回归堆肥效果验证

2. 4. 1 对堆肥过程 NH +
4 -N 含量变化的影响

在好氧堆肥过程中，存在多种氮转化作用，主要

包括氨化、铵盐同化、氨氧化及好氧反硝化作用等 .
当氨化作用 占 优 势 时，堆 肥 体 系 的 NH +

4 -N 含 量 偏

高，有机氮含量偏低;当铵盐同化及氨氧化作用占优

势时，NH +
4 -N 含量 偏 低，有 机 氮、硝 态 氮 含 量 偏 高 .

由图 4 可知，堆肥过程所试各组 NH +
4 -N 含量的变化

为: 0 ～ 3 d 迅速增加，3 ～ 12 d 呈降低-略升高-降低

趋势，12 d 后近于平稳 . 菌剂组 M25-22 和 M40-4 与

对照组相比，NH +
4 -N 含量自 2 d 开始至堆肥结束一

直表现较低，最 终 仅 为 对 照 组 的 70% . 分 析 原 因 是

菌剂组中氨化作用相对较弱，而铵盐同化及氨氧化

作用较强，使得其中的 NH +
4 -N 偏低 .

图 4 堆肥全程 NH +
4 -N 含量的变化

Fig. 4 Change of ammonium nitrogen content during

the composting process

2. 4. 2 对堆肥过程硝态氮含量变化的影响

由图 5 可知，堆肥过程所试各组硝态氮含量变

化总趋势均为:增加-降低-再增加-再降低，最后趋于

稳定 . 菌剂组 M25-22 和 M40-4 硝 态 氮 含 量 与 对 照

相比始终偏高;堆肥结束时约相当于对照组的 2 倍 .
从变化趋势上 看，1 ～ 3 d，菌 剂 组 的 硝 态 氮 增 加 速

率明显高于对 照 组 快; 5 ～ 8 d，在 对 照 组 硝 态 氮 含

量表现为持续降低的情况下，而菌剂组却为持续升

高 . 分析原因是菌剂组中氨氧化作用较强，促进了堆

肥体系中的有机氮及 NH +
4 -N 向硝态氮的转化 .

2. 4. 3 对堆肥过程总氮量变化的影响

由图 6 可知，堆肥过程所试各组总氮量的表观

变化趋势为: 0 ～ 1 d 稍有降低，之后逐渐升高，至 13
d 后趋于稳定 . 菌剂组 M25-22 和 M40-4 的总氮量与

对照相比始 终 较 高; 至 堆 肥 结 束 时，分 别 比 对 照 高
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图 5 堆肥全程硝态氮含量的变化

Fig. 5 Change of nitrate nitrogen content

during the composting process

图 6 堆肥全程总氮量的变化

Fig. 6 Change of total nitrogen content during the composting process

9. 4% 和 5. 6% . 分 析 可 能 原 因 有 三:一 是 菌 剂 组 中

铵盐同化与氨氧化作用较强，促使易挥发的 NH +
4 -N

向不易挥发的有机氮和硝态氮转化，减少了因氨挥

发所致的氮素损失;二是菌剂组中氨化及反硝化作

用较弱，即减少了 NH3、NO、N2O 及 N2 等 挥 发 性 气

态氮生成所致的氮素损失;三是菌剂组中微生物活

跃的分解代谢加速了堆肥环境各类有机质的矿化，

致使干物质大量消耗，堆肥物料总量减少，结果使堆

肥物料中单位质量总氮含量相对增加 .

3 结论

(1) 所试 10 株分离自鸡粪好氧堆肥的霉菌均

能氧化 NH +
4 -N 生 成 亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮，即 鸡 粪 好

氧堆肥体系中存在氨氧化霉菌，且提示该环境的霉

菌可能具有普遍的氨氧化能力 .

(2) 所试氨氧化菌株的菌体生长量与氨氧化能

力呈显著的正相关;生成的亚硝态氮和硝态氮主要

蓄积于培养基，即环境中 .
(3) 2 株高效氨氧化霉菌 M25-22、M40-4 在 所

试培养基中培养 144 h 后，能使 NH +
4 -N 量降低 0. 3

mg·mL － 1
以上，亚 硝 态 氮 和 硝 态 氮 生 成 总 量 约 在

1. 1 × 10 － 3 mg·mL － 1
和 1. 5 × 10 － 3 mg·mL － 1 ;它 们 分

属青霉属(Penicillium) 和曲霉属(Aspergillus) .
(4) 用 M25-22、M40-4 这 2 株菌分别回归堆肥

后，堆肥体系中 NH +
4 -N 含量均明显降低，硝态氮含

量及总氮含量均明显增加，因此 2 株菌对减少堆肥

过程氮素损失具有实际意义 .
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