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摘要:采用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳 ( PCR-DGGE )技术研究了农业废物堆肥过程中细菌种群随时间的变化. 同时,应用 Quant ityOn e

2. 0和 C anoco 4. 5软件对获得的堆肥细菌种群数据与堆肥过程因子:环境温度、堆体温度、pH、含水率、水溶性有机碳 (W SC )、C /N、水溶性氨氮

( NH+
4 -N)和硝氮 (NO-

3
-N)进行冗余分析,并做出样点、种群与堆肥过程因子的二维排序图. 结果表明,细菌群落 (样点 )以堆肥过程因子为梯

度大体可划分为升温期 ( 1~ 2d)、高温期 ( 3 ~ 11d)、降温期 ( 12~ 18d)和腐熟期 ( 19~ 36d) 4个阶段, 每一阶段均有对应种群存在. 不同的堆肥

过程因子对细菌种群的影响大小依次为: NO-
3
-N>堆体温度 > WSC> C /N > NH +

4 -N >含水率 > pH >环境温度,其中,堆体温度、WSC、NO-
3
-N、

NH +
4 -N对细菌种群的影响极显著 ( p < 0. 01) , C /N、pH对细菌种群的影响显著 ( p< 0. 05) ,含水率、环境温度对细菌种群的影响不显著.

关键词:堆肥;细菌群落;变性梯度凝胶电泳 ( DGGE );冗余分析
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Abs tract: PCR-DGGE ( Polym erase chain reaction-denatu ring grad ien t gel electrophoresis) analys isw as used to study the dynam ic success ion of bacterial

comm un it ies during agricu ltural w aste com post ing. The effects of amb ient and p ile tem perature, pH, m o isture conten t, w ater solub le organ ic carb on

(WSC ), carbon to n itrogen rat io ( C /N ) and solub le NH +
4 -N, NO-

3
-N w ere m easu red during the sam e tim e fram e. Redundancy ana lysis ( RDA) w as

app lied to explore the relat ionsh ip betw een bacterial species and com post ing param eters by u sing Quan tityOne 2. 0 and C anoco 4. 5 to determ ine wh ich

comb inat ion of variab les cou ld exp la in the d ifferen ces in species com pos ition. Th e relat ionsh ips betw een th e ecological d istribu tion of bacterial species and

comm un it iesw ith the 8 param etersw ere clearly revealed on the RDA b ip lots. The com posting process cou ld be d ivid ed in to fou r phases: m esoph ilic phase

( days 1~ 2) , th erm oph ilic phase ( days3~ 11 ), temp erature fal ling ph ase ( days 12~ 18) andm atu ration phase ( days 19~ 36) . Param eters that affect

bacterial d istribut ion and dynam ic success ion are in th e follow ing ord er: NO-
3
-N > p ile tem peratu re> WSC> C /N> NH +

4 -N > m ois ture con tent> pH

> amb ient tem perature. The most importan t param eters s ign if icantly affecting the variat ion of bacterial species in agricu lturalw aste com posting w ere p ile



5期 张嘉超等:农业废物好氧堆肥过程因子对细菌群落结构的影响

tem peratu re, W SC, NO-
3
-N and NH +

4 -N ( p < 0. 01) and C /N, pH ( p < 0. 05) . Estab lish ing the correlat ion betw een species data and com posting

perform ance w ill greatly enhance the understanding and op tim ization of the agricu ltu ralw as te com post ing system.

Keywords: compost ing; bacterial comm un ity; den aturing grad ien t gel electrophoresis ( DGGE) ; redundan cy analysis ( RDA)

1 引言 ( Introduct ion)

好氧堆肥因具有运行周期短、成本低、操作简

便等优点,在农业废物资源化利用方面得到广泛应

用.细菌种群凭借其强大的比表面积, 可快速将农

业废物堆肥体系中可溶性底物吸收进行胞内代谢

而促进堆肥的腐熟, 已经成为堆肥体系研究中倍受

关注的焦点之一. 然而, 绝大多数细菌纯培养的营

养条件非常严格,且通过传统分离培养方法鉴定的

细菌仅占环境总微生物的 0. 1% ~ 10% ( Amann

et al. , 1995) , 甚至更低, 这显然不足以反映堆肥细

菌的真实分布情况.而聚合酶链式反应-变性梯度凝

胶电泳 ( PCR-DGGE )技术由于快速、简便、可重复性

强及非培养性等优点, 很好地弥补了传统方法的不

足,已被广泛应用于堆肥体系中细菌、真菌群落结

构及其动态变化的研究 (宋琳玲等, 2008; 于健等,

2009;毛心慰等, 2009) .

细菌种群的动态变化与堆肥各过程因子密切

相关, 不同过程因子对细菌种群的影响不同, 哪些

因子对细菌种群的影响最大,不同的研究者基于不

同的堆肥方式得出了不同的结论 ( L iang et a l. ,

2003; H su et al. , 1999). 而很多研究仅考虑单一因

子,诸如温度、含水率等对细菌种群及堆肥效果的

影响 ( Fum ihito et al. , 2005) ,有关同一堆肥体系在

时间梯度变化下多元参数对细菌种群的影响研究

尚未见报道.冗余分析 ( R edundancyA na lysis, RDA )

是基于排序技术的线性分析方法. 它可以结合多个

环境因子一起分析, 并能够独立保持各个环境变量

对生物群落变化的贡献率,其样方排序值既反映了

物种组成及生态重要值对群落的作用, 同时, 也反

映了环境因子的影响 ( Ter B raak, 1986) .

因此, 本文采用 PCR-DGGE技术研究农业废物

堆肥过程中细菌种群随时间梯度的分布特征,并应

用冗余分析方法研究细菌种群与堆体温度、环境温

度、pH、含水率、C /N、水溶性有机碳含量 (W SC )、水

溶性铵态氮 (NH
+
4 -N )和硝态氮 ( NO

-

3
-N )等过程因

子的对应关系,以揭示它们对堆肥过程参数的响应

规律, 并为优化堆肥工艺, 提高堆肥效率提供理论

指导.

2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 堆肥材料、处理与采样

  堆肥所需典型农业有机废物均取自长沙市郊,

将稻草秸秆和易分解代谢的菜叶切割成 10 ~ 20mm

长片段;土壤取自岳麓山林间表层, 为砂岩红壤腐

殖土 (细菌放线菌真菌总数为 5. 62 @ 10
8
ce lls# g

- 1
,

以干重计, 其中, 革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细

菌、放线菌、真菌数量比约为 35B15B6B1) , 过 40目

筛,用以丰富堆肥初始微生物; 麸皮用以调节堆肥

初始 C /N 比. 风干麸皮、菜叶、稻草和土壤以

2B3B11B8(质量比 )均匀混合, 控制堆肥初始原料 C /

N约为 30,有机物含量约为 60%,适时调节含水率,

保持一次发酵期含水率约为 55% ~ 60% ,二次发酵

期含水率为 45% ~ 50%左右. 将堆肥原料置于自制

试验室堆肥模拟容器中,为避免局部厌氧,前 12d每

天翻堆 1次,后期每 3d翻堆 1次, 堆肥周期 36d. 上

午 8: 00采用多点混合法进行取样, 以堆肥天数作为

样品编号,所取样品在分析前于 - 20e 冷冻保存.

2. 2 分析方法

用精密温度计测定堆体中层取样位置堆体温

度,同时测定环境温度; 105e 烘 24h, 恒重法测定含

水率;水溶性 NH
+

4 -N和 NO
-

3 -N采用 2mol#L
- 1
氯化

钾浸提 - 流动注射仪法测定 (赵瑞芬等, 2009) ;

210g堆肥鲜样按 1B10(质量比 )加入去离子水,浸提

液在 200r#m in
- 1
下震荡 40m in, 一部分经普通滤纸

过滤, 电极电位法测定 pH; 另一部分在 12000

r#m in
- 1
条件下离心 15m in, 0. 45Lm纤维树脂滤膜

过滤后,用 TOC仪 ( TOC- 5000A, 岛津 )测定水溶性

有机碳 ( W SC ) ( H uang et al. , 2004 ) ; 总有机碳

( TOC )和总凯氏氮 ( TKN )分别采用马弗炉 550e 灼
烧法和凯氏消煮-流动注射仪法测定, 全氮 ( TN )含

量由总凯氏氮 ( TKN )与硝态氮加和得到 (彭亿等,

2009) ,单位堆肥干样 TOC与 TN 的比值表示为

C /N.

2. 3 PCR-DGGE

采用改进的蛋白酶 K-CTAB法提取细菌总

DNA并纯化 (刘有胜等, 2007) ,选用细菌 16S rDNA

通用引物对 GC- 338F和 518R进行 PCR扩增 ( L i

et al. , 2008). 50LL的 PCR扩增体系为: Taq DNA
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聚合酶 (北京 B ioTeke) 2U, 10 @ Buffer 5LL, dNTPs

( 10mmo l# L
- 1
, 北京 B ioTeke) 1LL, 引物各 0. 5LL

( 20Lmo l# L
- 1

) , BSA 2LL( 10mg#mL
- 1

), 模版 DNA

1LL, 加无菌 M il-iQ 水补足 50LL. PCR 反应在

M yCycler( B io-Rad, USA )上进行,扩增条件为: 94e

预变性 4m in; 94e 变性 45s, 55e 退火 40s, 72e 延伸
45s, 30个循环; 72e 延伸 7m in,停止于 4e .

应用 D code
TM
基因突变检测系统 ( B io-Rad,

USA )对 PCR扩增产物进行电泳分离. 电泳条件:凝

胶变性梯度 35% ~ 60%, 电泳缓冲液为 1 @TAE,电

泳电压为 140V, 电泳温度为 60e , 电泳时间为 12h.

电泳结束后, SYBR G reenÑ染色 30m in, 用 Ge l Doc

2000凝胶成像系统 ( B io-Rad, U SA )观察凝胶上的

条带并拍照.

2. 4 数据处理

使用 QuantityOne 2. 0软件 ( B io-Rad, U SA )对

DGGE图谱进行自动分析, 去除背景噪音 ( ro lling

disk 40)后,确定样品电泳条带的多少和亮度峰值,

以细菌种群在每一泳道中亮度峰值的百分含量为

重要值构造细菌矩阵 ( G ilbride et a l. , 2006 ). 为消

除量纲不同对数据分析的干扰, 堆肥过程因子采用

SPSS 17. 0软件标准化构造过程因子矩阵. 为降低

稀有种群对排序的影响, 用于排序的种群要同时满

足该种群在各样点出现的频度\ 2和该种群在至少

一个样点的相对丰度\ 1%的要求.应用 Canoco 4. 5

软件进行除趋势对应分析 ( Detrended correspondence

ana lysis, DCA )结果表明, 排序轴的长度相对较短

(第一排序轴长度为 2. 222), 因此,选用基于线性模

型的冗余分析 ( RDA )方法进行排序分析 ( Lep�

et al. , 2003) . 本文分别进行了两种 RDA分析, 一

是选用所有的堆肥过程因子参与分析,以描述细菌

样点、种群与各堆肥过程因子的对应关系 (RDA 1) ,

将生成的数据文件应用 CanoDraw做出细菌样点、种

群与堆肥过程因子的二维排序图;二是采用手动选

择 (M anual selection), 找出显著影响 ( p< 0. 05)细菌

种群 变化的主要堆肥解释因 子. M onte Carlo

permu tation检验两种 RDA排序轴特征值的显著性,

置换次数均为 999次.

3 结果 ( Results)

3. 1 堆肥化过程中各因子的变化
图 1为堆肥过程各因子的变化图. 由图 1a可

知,堆体温度在 50e 以上的时间超过 7d,最高温度

为 56e ,超过 45e 的时间为 8d,满足动植物病原菌

杀灭的要求,堆肥后期逐渐降到环境温度. 初始 pH

为 6. 74,最后波动上升至 8. 27, 这与微生物活动过

程中有机氮的氨化作用和矿化作用密切相关; C /N

由初始的 31. 15逐渐降低到堆肥结束的 16. 62, 表

图 1 堆肥过程中各因子的变化

Fig. 1 Changes of d ifferent param eters during com post ing p rocess
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明堆肥基本腐熟 (图 1b) . WSC在堆肥前期有一个

短暂的上升过程,由开始的 217. 70mg# kg
- 1

(以干样

计 )上升到最高的 245. 60mg# kg
- 1
, 然后迅速降低,

堆肥结束时达到 57. 70mg# kg
- 1
;含水率在整个堆肥

进程中控制合理, 基本满足试验设定要求 (图 1c) .

水溶性 NH
+
4 -N由初始的 970. 9mg# kg

- 1
降到 2d时

的 233. 0mg# kg
- 1
, 5d 时达 到最大值 2122. 2

mg# kg
- 1
,随后逐渐降低, 堆肥结束降为 296. 8

mg# kg
- 1
; NO

-

3 -N在堆体前期均维持较低水平, 在后

期逐渐上升, 由初始的 760. 9mg# kg
- 1
达到最后的

1338. 9mg# kg
- 1

(图 1d) .

3. 2 堆肥细菌群落 DGGE指纹图谱

在 G el doc 2000 凝 胶成像 系统中, 使用

QuantityOne 2. 0软件剔除成像照片 (图 2)背景干

扰,基于高斯模型得出条带位置和亮度峰值, 使得

细菌种群条带即使靠的很近, 甚至部分重叠, 也能

得出比普通条带检测更加精确的检测结果. 部分泳

道由于变性剂在电泳缓冲液中的扩散导致条带变

形,但并不妨碍对细菌种群条带的分辨与定量. 选

用对大多数凝胶电泳均适用的误差允许值 ( 4% )来

区分条带, 并进行条带自动匹配. 20个泳道上经

Quan tityOne 2. 0软件共分辨出 31种条带,这些条带

均符合排序要求,图 2中数字和字母分别代表取样

天数和种群编号.每个泳道均有不同的优势种群存

在,随着堆肥条件的变化优势种群发生改变, 其中,

堆肥高温期样点的优势种群较为单一,但在后期种

群均匀度较高,各种群丰度差异不大.

图 2 各样点 DGGE图谱 (数字和字母分别代表取样天数和种群编号 )

F ig. 2 DGGE prof iles of each com pos ting sam p le( the num bers and letters represent the sam p ling days and sp ecies serial num bers, respectively)

3. 3 冗余分析
堆肥细菌群落与过程因子的冗余分析 ( RDA1、

RDA2)结果 (表 1)表明, M onte Carlo permutation检

验所有排序轴均显著 ( p < 0. 01), 说明排序效果理

想.由表 1可知, RDA1的前 2个排序轴特征值分别

为 0. 250、0. 146,前 2个排序轴与堆肥过程因子之

表 1 细菌与堆肥过程因子的 RDA排序结果

Tab le 1 R edundancy an alysis resu lts of bacterial sp ecies, comm un ity and com post ing param eters

冗余分析 排序轴 特征值
种群-因子间

的相关系数

种群数据变化

累积百分比

种群与因子关系变化

的累积百分比
特征值总和

典范特征值

总和

RDA1 排序轴 1 0. 250 0. 946 25. 0% 36. 5% 1 0. 684

排序轴 2 0. 146 0. 950 39. 6% 57. 9%

排序轴 3 0. 102 0. 885 49. 8% 72. 8%

排序轴 4 0. 073 0. 923 57. 1% 83. 5%

RDA2 排序轴 1 0. 250 0. 946 25. 0% 41. 6% 1 0. 600

排序轴 2 0. 145 0. 949 39. 4% 65. 7%

排序轴 3 0. 100 0. 888 49. 4% 82. 3%

排序轴 4 0. 052 0. 822 54. 6% 91. 0%
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间的相关系数为 0. 946和 0. 950, 分别解释了

2510%和 14. 4% 的细菌种群变化, 对应 36. 5%和

2114%的细菌种群与堆肥过程因子之间关系. 4个

排序轴共解释了 57. 1%的细菌变化和 83. 5%的细

菌种群-堆肥过程因子的关系.所选的 8个堆肥过程

因子解释了 68. 4%的总特征值, 对细菌物种的梯度

分布具有显著的影响.

样点-堆肥过程因子二维排序图 (图 3)中的样

点分布可划分为 4个不同的区域, 大致对应于堆肥

周期的升温期 ( 1~ 2d)、高温期 ( 3~ 11d, > 45e )、

降温期 ( 12~ 18d)和腐熟期 ( 19~ 36d) 4个阶段.由

图 3可知,高温期的样点在排序图中的位置变动较

大,反映出这一时期细菌群落剧烈更替的特征, 在

DGGE图谱中也可得出同样的结论. 而降温期与腐

熟期分界不太明显, 表明堆肥后期细菌群落趋于

稳定.

图 3 样点与堆肥过程因子的二维排序图 ( RDA1, 数字代表取

样天数 )

Fig. 3 RDA b ip lot of com post ing sam p les and p arameters ( RDA1,

the num bers represent the sam pl ing days)

堆肥样点-过程因子的二维排序图中, 堆肥过程

因子用带箭头的矢量线表示,连线的长短表示样点

或种群与该过程因子相关系数的大小, 箭头连线与

排序轴的夹角表示该因子与该排序轴相关性的大

小,夹角越小,相关性越大,箭头所指方向则表示该

堆肥因子的变化趋势. 从图 3中箭头的连线长度可

以明显看出,选取的 8个堆肥过程因子对细菌种群

的梯度分布均有不同程度的影响,其中, NO
-

3
-N、堆

体温度、WSC和 C /N对细菌种群的分布影响最大,

环境温度的影响最小. 从箭头与排序轴的夹角分

析,过程因子与细菌种群第 2排序轴的相关性明显

地高于其与第 1排序轴的相关性,说明第 2排序轴

更好地反映了细菌种群与堆肥过程因子的相互关

系.过程因子与细菌种群的第 2排序轴相关性大小

为: C /N > WSC>含水率 > NH
+
4 -N >堆体温度, 与第

2排序轴正相关; pH >环境温度 > NO
-

3
-N,与第 2排

序轴负相关.根据各过程因子与细菌种群的前 2个

物种排序轴的相关系数 (表 2)可以得出, 选取的 8

个堆肥过程因子与细菌种群相关性大小依次为:

NO
-

3 -N >堆体温度 >WSC> C /N > NH
+
4 -N >含水率

> pH >环境温度.

冗余分析手动选择 ( RDA2)表明, 所选堆体温

度、W SC、NO
-

3
-N、NH

+
4 -N、C /N和 pH 6个过程因对

细菌种群的影响显著 ( p < 0. 05) , 其中, 堆体温度、

WSC、NO
-

3
-N、NH

+
4 -N 达到了极显著水平 ( p <

0101), 这 6个因子共解释了 60. 0%的总特征值, 即

这 6个因子是影响本堆肥体系细菌群落变化的最主

要过程因子.从图 4基本可以看出种群的分布与主

要过程因子的对应关系.

图 4 种群与主要堆肥过程因子的二维排序图 ( RDA2,字母代

表种群编号 )

F ig. 4 RDA b ip lot of bacterial species and m anua l selected

param eters ( RDA2, the letters represent the species serial

number)

细菌种群与样点的二维排序图如图 5所示, 结

合图 3、图 4可以看出, 农业废物好氧堆肥每个阶段

均有对应的细菌种群存在, 堆体过程因子相似样点

中的种群, 它们在二维排序图中的位置也比较接
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表 2 细菌、过程因子前 2个 RDA排序轴与过程因子间的相关系数

Tab le 2 Correlation coef ficien ts for bacterial species ax is 1 and ax is 2, compost ing param eters ax is1 and axis 2, and com pos ting param eters

生物轴 1 生物轴 2 环境轴 1 环境轴 2 含水率 pH C /N 环境温度 WSC 堆体温度 NH +
4 -N NO -

3 -N

生物轴 1 1

生物轴 2 - 0. 0363 1

环境轴 1 0. 9463** 0 1

环境轴 2 0 0. 9498** 0 1

含水率 0. 0968 0. 5746** 0. 1023 0. 6049* * 1

pH 0. 0944 - 0. 5841** 0. 0997 - 0. 6149* * - 0. 5870** 1

C /N 0. 3144 0. 7996** 0. 3323 0. 8418* * 0. 6603** - 0. 7729** 1

环境温度 - 0. 3226 - 0. 2171 - 0. 3409 - 0. 2285 - 0. 1711 0. 4867* - 0. 5348* 1

WSC 0. 3644 0. 7884** 0. 3851 0. 8301* * 0. 5215* - 0. 7046** 0. 9650* * - 0. 5661* * 1

堆体温度 0. 8565** 0. 1791 0. 9051* * 0. 1886 0. 0344 0. 0398 0. 4095 - 0. 3796 0. 5498** 1

NH +
4 -N 0. 6125** 0. 4536* 0. 6472* * 0. 4776* 0. 1223 0. 0520 0. 5037* - 0. 1938 0. 5664** 0. 6731** 1

NO -
3 -N - 0. 8849** - 0. 1709 - 0. 9351* * - 0. 1799 - 0. 2804 0. 1289 - 0. 5684* * 0. 4777* - 0. 5903** - 0. 8473** - 0. 6841* * 1

  注: * * p< 0. 01, * p< 0. 05.

近,反映出细菌种群在功能学上对于不同堆肥环境

的适应性.例如, 种群 w、B、E在堆肥前期丰度较高,

随着堆体温度的升高迅速灭活. 而种群 l、m、p、y等

在排序图中分布于高温期, 与堆体温度正相关, 比

较适宜于高温期生存. 种群 d、i、r、v与 C /N和WSC

相关性显著, 表明它们对堆肥营养的依赖很高. 有

的种群 (如 q、j、A等 )则生活在 NO
-

3
-N含量较高的

堆肥中后期. 另外, 有些种群则在整个堆肥进程中

几乎均有存在,表现出较高的适应性, 如种群 h、n、

o等.

图 5 细菌种群与样点的二维排序图 ( RDA1,数字和字母分别

代表取样天数和种群编号 )

Fig. 5 RDA b ip lot of compost ing species and samp les ( RDA1, the

numbers and letters represen t the sam p ling d ays and species

serial numbers, respect ively)

4 讨论 ( D iscussion)

长期以来, 以冗余分析 ( RDA )、典范对应分析

( CCA)等为代表的多元梯度分析方法在陆地植被

及湖泊、海洋浮游植物生态学等方面 (栾青杉等,

2007; 彭亿等, 2009)得到了充分的应用, 也有部分

研究者将其与核酸数据结合探究多种环境微生物

群落对其体系影响因子或处理方式的响应 ( G ilbride

et al. , 2006; Y ang et al. , 2000) , 但在结合 PCR-

DGGE技术在堆肥处理体系微生态方面的研究未见

报道.基于碱基序列组成差异, DGGE能够对小于

500bp的基因片段进行良好的电泳分离, 不同样品

PCR产物经电泳后分离出数目、强度和迁移位置不

同的条带.虽然从这些较短的 DNA片段获知的微生

物群落多样性信息有一定局限性,但 DGGE技术在

监测微生物群落组成和种群的动态变化方面的巨

大优势是诸多其他分析技术所无法比拟的, 并越来

越被广泛地应用于堆肥等污染物去除领域的分子

生态学研究中. DGGE对微生种群具有极高的分辨

率,图谱中每一条带由 16S rDNA序列解链特性相

近的 细菌物 种组 成, 代表 不同 的细 菌种 群

( Konstantinov et al. , 2003) ,电泳条带越多, 说明细

菌种群数量越多. DGGE图谱中不同种群的亮度虽

然并不能作为其丰度的代表, 但不同泳道中同一条

带相对百分含量增加或减少却可以表征该种群丰

度的相对增加或减少 (M arschner et al. , 2001) . 因

此,本研究采用每一条带亮度的百分含量表示该种

群数量的多寡, 从而构造出细菌种群数据矩阵.

DGGE图谱产生的细菌种群数据矩阵, 对于通过多

1007



环   境   科   学   学   报 30卷

元分析方法评估不同过程因子对细菌群落组成的

影响具有重要意义 ( Y ang et al. , 2000). 应用 RDA

等分析方法计算 16S rDNA图谱的差异, 从而通过

M onte C arlo permu tation检验计算出每一参数因子的

相对重要性.

研究表明,农业废物好氧堆肥进程大体可划分

为升温期、高温期、降温期和腐熟期 4个阶段 ( Zeng

et al. , 2009), 本研究基于样点细菌种群组成和冗余

分析方法所得的样点-过程因子排序图同样可将堆

肥进程划分为这 4个阶段,每个阶段均有对应细菌

种群存在, 与传统的分类方法结论一致. 而冗余分

析的分类能同时结合多个堆肥过程因子的变化,在

样点、种群 -过程因子二维排序图中更能直观地反

映出样点、细菌种群在堆肥过程因子变化梯度下的

分类特征,因此, 更能反映堆肥进程的实际情况.

各堆肥过程因子对细菌群落的动态变化均有

不同程度的影响, 在农业废物堆肥处理过程中, 所

选取的过程因子对细菌群落的影响程度大小以及

哪些因子对细菌的生长与分布的影响达到显著水

平 ( p< 0. 05)是本研究关注的重点. 冗余分析结果

表明, 堆体温度、WSC、NO
-

3 -N、NH
+
4 -N、C /N和 pH 6

个过程因子与细菌种群的对应关系达到显著水平

(p < 0. 05) ,因此,这些参数的调控对于优化农业废

物堆肥过程中细菌的降解活性以及促进堆肥的顺

利完成具有重要意义.

堆体温度是细菌种群与堆肥系统相互适应的

关键因素,它的控制直接关系到堆肥过程中微生物

的活性和堆肥无害化的效果,它既是细菌等微生物

活动的结果, 同时也决定着细菌的活动 ( Agnew

et al. , 2003) . 温度能够影响细菌酶反应动力学、生

长速度及化合物的溶解度等 (曾光明等, 2006) ,进

而影响堆肥细菌多样性的变化, 不同的细菌种群适

应于不同的温度条件, 温度太高或太低均能抑制其

生长繁殖.作为细菌易利用营养物质的WSC同样被

认为是堆肥过程中最为重要的因子, 适宜的WSC含

量对细菌群落的正常生长起着决定作用, 含量不足

就会抑制细菌的生长 (H su et al. , 1999) . 本研究

中,该因子在堆肥前期有一个短暂的上升过程, 然

后迅速降低, 直至稳定, 这可能是由于部分堆肥微

生物迅速适应堆肥环境, 使得一些易降解有机物经

过微生物酶的作用从载体上脱落并溶解, 而其水解

与溶解作用超过微生物对其矿化作用和固定化作

用 ( T rem ier et al. , 2005) . 随着堆肥的进行, 细菌等

微生物对易利用碳源的需求越来越多,但可利用纤

维素类物质的大量消耗, 木质素等难降解物质含量

的相对升高,导致堆体中 WSC含量逐渐下降 (戴芳

等, 2005) .水溶性 NH
+
4 -N和 NO

-

3
-N与细菌等堆肥

微生物的活性和堆肥状况密切相关,大量的有机氮

在堆肥前期被快速转化为 NH
+

4 -N并累积, 反硝化

作用使 NO
-

3 -N保持较低水平,而堆肥后期随着堆体

温度的降低,硝化细菌活性增强, 使得 NH
+
4 -N逐渐

减少, NO
-

3 -N逐步升高 (张相锋等, 2003) . 因此,

NH
+
4 -N和 NO

-

3
-N是微生物活性、堆体温度、好厌氧

条件、通风状况联合作用的结果. C /N是细菌重要

的营养平衡因子,如果偏低会引起堆体可利用碳源

的不足,导致堆肥前期升温缓慢及高温期缩短, 不

利于堆肥的腐熟 ( Huang et al. , 2004). pH 虽不影

响堆肥化过程中有机质的降解, 但其大小对细菌的

生长有重要影响.研究表明, 堆肥材料较低的 pH与

微生物活性的停滞有一定的一致性 ( Day et al. ,

1998) ,为使微生物有效地发挥作用, pH不宜太高

或太低,否则会影响堆肥的效率 ( Fan et al. , 2004) .

本试验模拟堆肥条件下, 堆体具有良好的保温

效果,因此,环境温度对细菌群落的影响较小. 含水

率作为一个重要的堆肥过程因子,提供了包括细菌

在内的堆肥微生物新陈代谢和生理活动所需溶解

性营养物质的传输场所 (M cCartney et al. , 1998) ,

进而直接影响堆肥细菌对农业废物的发酵速度与

腐殖化程度, 甚至有研究表明, 它对微生物活性的

影响较堆体温度大 ( L iang et al. , 2003) . 但在本研

究中,它与细菌群落的对应关系并未达到显著性水

平 (p > 0. 05) , 这可能是由于本研究堆肥体系含水

率调控得当, 均在细菌生长适宜范围, 并未显著促

进或抑制细菌生长的缘故.

5 结论 ( Conc lusions)

1) RDA是一种很有潜力的量化堆肥等污染处

理系统中微生物群落与过程因子对应关系的分析

方法.结合 PCR- DGGE技术, 堆肥进程细菌群落以

堆肥过程因子为梯度大体可划分为升温期、高温

期、降温期和腐熟期 4个阶段,每一阶段均有对应种

群存在,反映了各种群对不同堆肥环境的生态适应

性.种群、样点 - 因子二维排序图所得组成分类较

传统方法取得更直观结果.

2) RDA能对不同过程因子对农业好氧堆肥化

中细菌种群的影响程度进行排序.本农业废物堆肥
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中,过程因子与细菌前两个排序轴的相关性大小依

次为: NO
-

3 -N >堆体温度 >WSC> C /N > NH
+
4 -N >

含水率 > pH > 环境温度. 其中, 堆体温度、WSC、

NO
-

3 -N和 NH
+
4 -N对细菌种群的影响达到极显著水

平 ( p < 0. 01) , C /N、pH 为显著水平 ( p < 0. 05), 这

些参数的有效控制对农业废物堆肥处理过程中细

菌群落的活性调控具有重要意义.
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