
摘 要：以 amoA 基因为标记，通过 Real-Time PCR和限制性片段长度多态性（Restriction fragment length polymorphism，RFLP）法对
鸡粪菌渣好氧堆肥过程中的氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea, AOA）和氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria, AOB）进行了
丰度及群落结构的分析。结果表明，在堆制初期、好氧发酵高温期及后熟期，AOB的 amoA 基因丰度均占主导优势，是 AOA的 38耀
992倍。进入好氧发酵高温期，AOA amoA 基因丰度下降至发酵前的 0.9%，AOB下降至 17.6%，后熟期 AOA与 AOB的 amoA 基因丰
度与好氧发酵高温期相当。在上述 3个阶段 AOA与 AOB各自存在一个绝对优势菌群，分别为 Cluster 3和 Nitrosomonas europaea，
其中 Cluster 3克隆子数目分别占整个克隆文库的 70.73%、54.28%、72.45%，Nitrosomonas europaea克隆子数目分别占整个克隆文库
的 78.44%、93.20%、94.27%。堆肥 3个阶段 AOA的多样性指数变化不大，Shannon-Wiener值维持在 1.53耀1.60，但群落结构发生明
显演替，随着堆肥温度升高，堆肥前期的一些菌群（Cluster 4、Cluster 5、Cluster 6）逐渐消失，新的菌群 Cluster 1出现并成为堆肥中后
期的第二大优势菌群。AOB无论是多样性指数还是群落组成，都发生剧烈的变化。AOB在堆肥前期 Shannon-Wiener指数值最大
（1.47），种群数最多（6 个基因簇，分别为 Nitrosomonas europaea Cluster，Nitrosomonas halophila Cluster，Nitrosomonas communis
Cluster，Nitrosomonas nitrosa Cluster，Nitrosospira briensis Cluster，Nitrosospira multiformis Cluster）；进入高温发酵期，Shannon-Wiener
下降至 0.45，群落结构单一，只有 Nitrosomonas europaea Cluster和 Nitrosomonas halophila Cluster；进入后熟期，AOB多样性及种群数
得到一定程度的回升。
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Abstract：The transformation and loss of nitrogen in composting materials were affected profoundly by ammonia oxidizers during the com原
posting process. The abundance and composition of ammonia-oxidizing bacteria（AOB）and ammonia-oxidizing archaea（AOA）during com原
posting of chicken manure and mushroom cultural waste were examined employing Real-Time PCR and PCR-restriction fragment length
polymorphism（RFLP）techniques with the monooxygenase gene（amoA）as biomarker of ammonia oxidizers. Samples were collected at three
representative stages, including mesophilic, thermophilic, and maturing stages. Results showed that the amoA gene abundance of AOB dom原
inated and the gene copy numbers were about 38 to 992 times those of AOA at all three stages of composting. At the thermophilic stage, the
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随着我国畜禽养殖业向规模化、集约化的快速转

变，畜禽粪便排放量呈逐年上升的趋势，预计到 2015
年将达到 60亿 t[1]，给环境带来巨大的压力。同时，食
用菌产业的发展会产生大量的菌渣，不加以利用也会

造成环境污染和资源浪费。用上述两种农业废弃物生

产有机肥既可实现废弃物的资源化利用又可避免环

境污染。好氧堆肥是实现农业固体有机废弃物无害

化、减量化和资源化利用的主要途径[2]。但堆肥化过程
会造成不同程度的氮素损失[3-4]，一般氮素损失量为初
始总氮的 16%耀76%[5]，其损失途径包括氨气挥发、氧
化亚氮和氮气排放、淋溶等形式，其中以氨气挥发形

式损失的氮素可达氮素总损失量的 44%耀99%[4]。氮素
损失不仅降低了堆肥的质量，还导致二次污染。研究

农业废弃物在堆肥过程的氮素循环及微生物种群特

征，对于选择保护环境措施及提高堆肥质量至关重

要。硝化作用是氮循环的一个重要过程，包括氨氧化

和亚硝酸盐氧化作用，其中氨氧化是硝化作用的关键

限速步骤[6]，主要由氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌
（AOA）完成。

近年来，国内外学者以 16S rRNA基因或 amoA
基因为标记，对堆肥过程中 AOB和 AOA群落进行了
研究。Zeng 等 [7]发现在农业废弃物堆肥全过程中，
AOA和 AOB的 amoA 基因丰度与潜在的氨氧化作用
都存在线性相关，表明 AOA和 AOB均活跃地参与了
堆肥过程的硝化作用。Yamamoto 等 [8]研究发现在牛
粪、鸡粪及猪粪三种粪便堆肥过程中均检测到 AOB
数量明显高于 AOA。Yamada等[9]在铵含量较高的牛
粪堆肥过程中未能检测到 AOA。虞泳等[10]在农业废物

好氧堆肥研究中发现 AOB 优势种群为 Nitrosospira
和 Nitrosomonas，其中 Nitrosomonas 存在于堆肥全程，
耐受性较强。研究堆肥环境中 AOB和 AOA的种群特
征及动态变化对于理解堆肥中的氮素循环有着积极

作用。本研究采用 Real-Time PCR、RFLP技术，对菌-
禽业废弃物堆肥化过程中物料混合后发酵前、翻堆发

酵阶段、堆置后熟阶段 3个时期的 AOB和 AOA群落
结构进行分析，深入了解堆肥系统中微生物的演替规

律，探析微生物与堆肥养分转化之间的关系，这将有

助于通过改变工艺参数等方法调控 AOA和 AOB的
群落结构，进而提高硝化速率，减少氮素损失。

1 材料与方法

1.1 堆肥过程及采样介绍
供试样品为菌-禽业废弃物堆肥，采自福建漳州

龙海市农丰源肥料有限公司，堆肥物料由鸡粪（水分

76%，重量占 65%）、菌渣（袖珍菇渣、木耳渣混合物
料，水分 30%，重量占 25%）和油土（制油下脚料，水
分 5%，重量占 10%）组成。总混合发酵物料水分含量
58.1%。鸡粪来源于龙海腾龙养鸡场，袖珍菇渣和木耳
渣分别由漳州宝鸿生物科技有限公司和龙海市程溪

镇建国食用菌场提供，油土来源于广东华美油脂有限

公司。

堆肥工艺：根据上述配方，每批总物料重量 70 t。
用铲车搅拌混合各种物料后，输送到发酵槽（长 54
m、宽 3.65 m、高 1.1 m）内，堆放 0.8 m高。前 8 d内每
2 d翻堆 1次，接着每天翻堆 1次。采用自动翻料设备
（电机功率 30 kW，翻堆主轴转速为 480 r·min-1），翻

amoA abundance of both AOA and AOB dropped to 0.9% and 17.6% of that at the mesophilic stage, respectively. The numbers of AOA and
AOB at the maturing stage were similar to those at the thermophilic stage. Cluster 3 was the most dominant group of AOA at the three stages,
and its amount of clones accounted for 70.73% of the clone library at the mesophilic stage of composting, 54.28% at the thermophilic stage,
and 72.45% at the maturing stage. Nitrosomonas europaea was the most dominant species of AOB at the three stages, with clone amount
representing 78.44%, 93.20% and 94.27% of all clones at mesophilic, thermophilic, and maturing stage, respectively. For AOA, the Shan原
non-Wiener index ranged from 1.53 to 1.60 at these three stages, showing no obvious changes, but the community composition revealed ob原
vious succession. With increase in compost temperature, Cluster 4, Cluster 5 and Cluster 6 of AOA disappeared, but a novel member（Clus原
ter 1）appeared and became the second dominant group. For AOB, both diversity and community structure showed dramatic changes. At
the mesophilic stage, AOB gave the highest Shannon-Wiener index（1.47）and the richest number of species, with 6 clusters including
Nitrosomonas europaea，Nitrosomonas halophila，Nitrosomonas communis，Nitrosomonas nitrosa，Nitrosospira briensis，and Nitrosospira mul原
tiformis clusters. However, with arrival of thermophilic stage, the Shannon-Wiener index of AOB sharply reduced to 0.45, and the communi原
ty structure became simple, including Nitrosomonas europaea and Nitrosomonas halophila clusters. At the maturing stage, the diversity and
species number of AOB recovered to some extent.
Keywords：compost; RFLP; ammonia-oxidizing archaea; ammonia-oxidizing bacteria; abundance; community structure
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表 1 堆肥理化性质变化
Table 1 Changes in physical and chemical properties during composting

料机工作时，机器沿槽顶钢轨从出料口端向进料口方

向行走翻动物料，每次翻料机往返用时 1 h。翻料发酵
15 d后全部移出，仓式静态二次发酵后熟化 30 d。自
物料混合始计时，堆肥总天数为 45 d。

堆肥取样时间：（1）各种物料混合后发酵前（样
品玉），代表堆肥堆制起始阶段，还未进入发酵升温
阶段；（2）发酵 15 d后堆置熟化前（样品域），代表堆
肥用翻料机翻料发酵阶段结束，即好氧动态发酵（一

次发酵）末期，但还未进入仓式静态二次发酵阶段；

（3）堆置熟化 20 d后（样品芋），代表堆肥静态二次发
酵高温阶段后期（后熟阶段）。采用多点混合法进行

取样，理化性质见表 1。
1.2 样品理化指标分析

用针插式温度计测定堆体中层取样位置处堆体

温度。肥料样品在 105 益烘干至恒重测定含水率。铵
态氮（NH +4 -N，ammonia nitrogen）和硝态氮（NO -3 -N，
nitrate nitrogen）以靛酚蓝比色法和酚二磺酸比色方
法进行测定 [11]。按 1 颐10 的质量比向堆肥样品中加
入去离子水，180 r·min-1 室温振荡 30 min，5000 r·
min-1离心 5 min，测定上清液的 pH值。有机质测定
采用重铬酸钾氧化-容量法；全氮用凯氏法；全磷用
NaOH 熔融-钼蓝比色法；全钾用 NaOH 熔融-火焰
光度法 [12]。
1.3 堆肥总 DNA提取及基因扩增

堆肥总 DNA的提取参见文献[13]。AOB的引物
对为 amoA -1F/amoA -2R [14]，AOA 的引物对为 Arch-
amoAF/Arch-amoAR[15]。

反应体系：12.5 滋L Premix TaqTM（TaKaRa），0.4
mg·mL-1 BSA（TaKaRa），上下游引物各 400 nmol·L-1

（AOB）/200 nmol·L-1（AOA），1 滋L总 DNA模板，以灭
菌的去离子水补足 25 滋L。

反应条件：预变性 95 益 30 s，40个循环的 95 益
变性 10 s，AOB 57 益/AOA 63 益退火 25 s，72 益延伸
45 s，最后 72 益延伸 3 min[16]。
1.4 amoA 的定量 PCR

定量 PCR 采用 SYBY Green 法，AOA/AOB 选用

引物同上。扩增体系及程序参见文献[17]。
1.5 amoA 基因的克隆文库构建、RFLP分析、测序与
系统发育分析

使用磁珠法 DNA胶回收试剂盒（Sangon，上海）
纯化试剂盒对 PCR扩增产物进行切胶纯化，将 PCR
回收产物与 pMD19-T 载体（TaKaRa，大连）进行连
接，转入 JM109 感受态细胞，进行蓝白斑筛选。采
用菌落 PCR鉴定阳性克隆，引物为载体引物 RV-M
和 M13-47，每个样品选取约 200 个经鉴定为阳性
克隆子的 amoA 基因 PCR 产物进行 RFLP 分析，分
别用 2种限制性内切酶 Msp I和 Hha I对 PCR产物
进行 37 益酶切 60 min，综合双酶切图谱，将阳性克
隆分成若干个操作分类单元（OTU），统计 OTU种类
和各 OTU所含阳性克隆的数量，从每个样品所含的
每个 OTU类型中挑取 1耀3 个阳性克隆进行测序（铂
尚生物科技有限公司，上海）。应用 Bioedit软件对测
序结果进行编辑，去除载体序列后用 BLAST 在
GenBank数据库中进行比对分析，选取相近序列，使
用 MEGA 5 软件中 Neighbor-Joining 方法构建系统
发育树。

amoA 基因序列提交 GenBank，AOA 的 amoA 基
因登录号为：KT595982-KT596043，AOB 的 amoA 基
因登录号为：KT595940-KT595981。
2 结果

2.1 堆肥养分在发酵过程中的变化
随着堆肥进入发酵期，堆体温度持续上升，堆肥

中后期可达 60 益以上，高温期（>55 益）时间有 40 d
（图 1）。长时间的高温加速了堆肥水分的蒸发，进而
导致堆肥的含水量呈下降趋势（表 1），但堆肥 pH值
变化小，基本维持在弱碱性水平。随着堆肥的进行，有

机质含量因微生物的不断分解而降低，前 15 d下降
幅度较小，至堆肥 35 d后下降幅度很明显。总氮、总
磷、总钾含量经发酵后有所提升，NH+4 -N和 NO -3 -N
含量在进入高温发酵阶段后急剧上升，由发酵阶段到

后熟阶段含量略有提高。

样品
Sample

温度
Temperature/益

含水量Water
content/% pH 铵态氮

NH+4 -N/g·kg-1
硝态氮

NO-3 N/g·kg-1
有机质 Organic

matter/%
总氮

Total N/%
总磷

Total P/%
总钾

Total K/%
玉 44 54.0 8.6 0.43 0.19 63.2 0.93 1.98 1.93
域 62 48.1 8.5 0.99 0.35 61.5 1.64 2.53 2.06
芋 66 43.2 8.5 1.10 0.36 46.7 1.87 2.72 2.14
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图 1 堆肥过程中堆体温度的变化

Figure 1 Changes of temperature in compost pile during composting

2.2 AOA和 AOB amoA 基因的相对丰度变化
如表 2所示，在堆肥的 3个阶段，样品中 AOB的

amoA 基因拷贝数均远远大于 AOA，是 AOA的 38耀
992倍，但两者进入一次发酵高温阶段时，丰度均急
剧下降，且 AOA amoA 基因拷贝数减少幅度更大，
AOA amoA 基因丰度下降至原来的 0.9%，AOB 下降
至原来的 17.6%。后熟阶段 AOA与 AOB的 amoA 基
因丰度与高温发酵期相差不明显。

2.3 AOA与 AOB amoA 基因的 RFLP分析
玉、域、芋样品酶切所用的 AOA阳性克隆子数目

分别 181、210、207，AOB 阳性克隆子数目分别为
204、206、192。综合双酶切图谱，将阳性克隆分成若干
个操作分类单元（OTU），统计 OTU种类和各 OTU所
含阳性克隆的数量及百分率，得到 OTU 的分布
图。3个样品综合统计，AOA amoA 基因共得到 26个
OTU（图 2a），其中玉样品含有 14 个 OTU，域样品含
有14个 OTU，芋样品含有 12个 OTU；AOB amoA 基因
共得到 29个 OTU（图 2b），其中玉样品含有 20个O原
TU，域样品含有 7个 OTU，芋样品含有 12个 OTU。对
于 AOA，玉、域、芋存在一个共同的优势类群，即
A10，但随着发酵和熟化过程，A10优势效应减弱，从

堆肥前期的 59.12%到发酵后的 47.14%再到熟化后
的 36.71%，并且经发酵后新出现的 OTU A5成为第
二优势类群，占 22.38%，再经过熟化阶段，A10、A3、
A5 分别成为第一、第二、第三优势类群，分别占
36.71%、30.43%及 19.81%。虽然 AOA在堆肥发酵过
程中其 OTU类型也存在此消彼长的情况，但是总的
OTU类型数较为稳定，数量范围维持在 12耀14，并且
多样性变化不大，玉、域、芋阶段的 Shannon-Wiener
指数分别为 1.53、1.60、1.55，Evenness 指数分别为
0.58、0.61、0.63（表 3）。

对于 AOB，堆制前期、一次发酵高温期及后熟期
均以 B4 为优势类群，经发酵后这种集中优势更明
显，并且经发酵后，发酵前的大多数 OTU（17 个）消
失，新出现 4个 OTU：B13、B16、B21及 B22。再经过腐
熟阶段，AOB OTU的数量得到增加，与域阶段相比，
新出现 6个 OTU类型，消失 1 个 OTU类型。根据
OTU分布特征，得到表 3，堆肥玉、域、芋样品的 AOB
amoA 文库覆盖率分别为 94.61%、99.03%、97.92%，
Shannon-Wiener指数分别为 1.47、0.45、0.74（表 3），
表明 AOB在发酵前具有最丰富的多样性，而在发酵
后熟化前多样性最低。

2.4 AOA与 AOB amoA 系统发育树分析
从系统发育树可以看出，本研究所获得的 AOA

amoA 功能基因分为 6 个簇（图 3），样品玉的 14 个
OTU分布于 5个簇（Cluster 2，3，4，5，6），样品域的 14
个 OTU 分布于 4 个簇（Cluster 1，2，3，6），样品芋的
12个 OTU分布于 2个簇（Cluster 1和 3）。在 6个簇
中，Cluster 3含有最多类型的 OTU（12种），3个样品
中其克隆子数目占整个克隆文库的半数以上，其中样

品玉70.73%，样品域54.28%，样品芋72.45%（图 4），
Cluster 3是最大的优势菌群，根据 BLAST结果，其包

表 2 堆肥过程中 AOA与 AOB amoA 基因拷贝数（个·早原员 泽燥蚤造）
栽葬遭造藻 圆 葬皂燥粤 早藻灶藻 糟燥责赠 灶怎皂遭藻则泽 燥枣 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 葬则糟澡葬藻葬

葬灶凿 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 遭葬糟贼藻则蚤葬 凿怎则蚤灶早 糟燥皂责燥泽贼蚤灶早
（葬皂燥粤 早藻灶藻 糟燥责赠 灶怎皂遭藻则·早原员 泽燥蚤造）

样品
Sample

氨氧化古菌（AOA）
Ammonia-oxidizing archaea

氨氧化细菌（AOB）
Ammonia-oxidizing bacteria

玉 （6.99依1.51）伊105a （2.68依1.53）伊107a
域 （6.48依2.83）伊103b （4.73依0.86）伊106b
芋 （4.99依1.21）伊103b （4.95依3.44）伊106b
注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。
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0

（b）

操作分类单元（OTU）
Operational taxa units

芋
域
玉

85.42 2.08 1.04 1.04 0.52 2.08 2.08 3.13 1.04 0.52 0.52 0.52
90.29 0.97 5.34 1.46 0.49 0.97 0.49

0.49 2.94 0.49 65.69 0.49 0.49 2.45 4.90 0.49 0.49 7.84 0.49 0.49 0.49 1.47 0.98 5.88 2.45 0.49 0.49

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27 B28 B29

1501401301201101009080706050403020100

操作分类单元（OTU）
Operational taxa units

芋
域
玉

（a）

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 A13 A14 A15 A16 A17 A18 A19 A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26

1.10 3.87 2.76 13.81 6.08 59.12 0.55 1.66 0.55 1.66 2.21 0.55 4.97 1.10
0.95 5.24 0.95 11.90 22.38 0.48 0.48 0.48 47.14 0.48 0.95 1.43 6.67 0.48

1.93 30.43 19.81 0.97 36.71 0.48 0.97 0.48 5.8 0.48 0.97 0.97

图 圆 各样品中 AOA（a）及 AOB（b）葬皂燥粤 克隆子的 韵栽哉分布
云蚤早怎则藻 圆 韵栽哉泽 凿蚤泽贼则蚤遭怎贼蚤燥灶 燥枣 葬皂燥粤 糟造燥灶藻泽 燥枣 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 葬则糟澡葬藻葬（a）葬灶凿 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 遭葬糟贼藻则蚤葬（b）蚤灶 泽葬皂责造藻泽

含的序列与来自河流、水库、湖泊沉积物的 AOA
amoA 基因序列相似性最高。Cluster 1没有出现样品
玉的 OTU，样品域和样品芋分别有 6种和 4种 OTU
隶属于 Cluster 1（表4），其克隆子数目分别占整个克
隆文库的 32.39%和 27.55%（图 4），是发酵和熟化阶
段的第二大优势菌群，其包含的序列与来自动物粪便

堆肥的 AOA amoA 基因序列同源性最高。
AOB amoA 功能基因分为 Nitrosomonas 和Ni原

trosospira 2个分支，Nitrosomonas细分为 4个簇（图5），
分别为 Nitrosomonas europaea Cluster，Nitrosomonas

halophila Cluster，Nitrosomonas communis Cluster，Nitro原
somonas nitrosa Cluster，Nitrosospira细分为 3个簇，分
别为 Unkown Nitrosospira Cluster，Nitrosospira briensis
Cluster，Nitrosospira multiformis Cluster。AOB amoA 基
因的 29 个 OTU 中有 16 个（55.17%）分布在 Nitro原
somonas europaea Cluster（表5），玉、域、芋 3个样品中
其克隆子数目分别占整个克隆文库的 78.44%、
93.20%、94.27%（图 6），是堆肥 3个阶段的绝对优势
菌，而且随着堆肥时间的延长，优势效应更加明显和

集中。堆肥各物料混合后发酵前AOB种类最为丰富，

表 3 AOA与 AOB克隆文库的多样性
Table 3 Diversity of amoA clone library of ammonia-oxidizing 葬则糟澡葬藻葬 葬灶凿 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 遭葬糟贼藻则蚤葬

样品Sample

氨氧化古菌（AOA）Ammonia-oxidizing archaea 氨氧化细菌（AOB）Ammonia-oxidizing bacteria
操作分类单元
（OTU）Operationaltaxa units

文库覆盖率Librarycoverage
Shannon-Wiener

指数Shannon-Wienerindex

Evenness
指数Evennessindex

操作分类单元
（OTU）Operationaltaxa units

文库覆盖率Librarycoverage
Shannon-Wiener

指数Shannon-Wienerindex

Evenness
指数Evennessindex

玉 14 98.34% 1.53 0.58 20 94.61% 1.47 0.49
域 14 97.62% 1.60 0.61 7 99.03% 0.45 0.23
芋 12 98.55% 1.55 0.63 12 97.92% 0.74 0.30
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图 3 基于 amoA 功能基因序列构建的 AOA系统发育树（邻接法）
Figure 3 Neighbour-joining tree of ammonia-oxidizing archaea based on amoA sequences

引用的序列来源于 GenBank数据库，序列名称后括弧内的字母加数字代表 GenBank登录号，
分支节点上的数字表示每 1000次 bootstrap分析所支持的次数，小于 50的未显示。下同

Sediment of the Pearl River clone（KP168172）

A14-域193（KT596019）A26-域16（KT596025）A18-域7（KT596020）A5-域102（KT596011）A7-域132（KT596013）A5-域73（KT596010）A18-域201（KT596021）A20-域123（KT596023）A20-域39（KT596022）A20-芋46（KT596039）A20-芋21（KT596038）Animal manure compost clone（AB542175）A5-芋89（KT596030）A5-芋7（KT596029）A14-芋95（KT596036）A20-域116（KT596024）A7-芋126（KT596031）A20-芋170（KT596040）Agricultura soil clone（HQ678192）A19-玉10（KT595997）A4-玉8（KT595986）Coastala kaline soil clone（KF179445）A17-玉148（KT595996）A19-玉147（KT595998）A4-玉44（KT595987）A4-域62（KT596009）A6-域112（KT596012）
SedimentoftheBeiyumRiverclone（KP857073）Grassland soil clone（JQ404037）A23-玉187（KT596003）A23-玉11（KT596002）A24-玉202（KT596004）

A10-玉5（KT595990）

A3-玉62（KT595985）A2-域27（KT596006）A3-域32（KT596007）A2-芋28（KT596026）A3-域41（KT596008）
A16-玉163（KT595995）A3-芋4（KT596027）A3-芋186（KT596028）A10-芋1（KT596032）A24-芋191（KT596042）A10-玉106（KT595991）A25-芋72（KT596043）A8-玉102（KT595989）A10-芋154（KT596034）A10-域53（KT596017）A10-玉193（KT595992）A16-玉119（KT595994）

A9-域147（KT596014）

A10-芋37（KT596033）A22-芋182（KT596041）A22-玉37（KT596001）

A10-域174（KT596016）

A15-芋113（KT596037）A13-域189（KT596018）A12-玉19（KT595993）A11-芋16（KT596035）A10-域158（KT596015）Sediment of the Shangqiu Reservoir clone（KP168254）
Agricultural soil clone（KF877780）Sediment of Beiyun River clone（KJ859299）A2-玉47（KT595984）A21-玉94（KT596000）A21-玉16（KT595999）A2-玉12（KT595983）Agricultural soil clone（KF877796）Sediment of the Kunming Lake clone（KP167698）Wastewater treatment plant clone（JQ865407）A1-域57（KT596005）A1-玉80（KT595982） Cluster 6
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表 4 AOA OTUs在 6个簇中的分布
Table 4 OTUs distribution in six clusters of ammonia-oxidizing archaea

样品 Sample Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Cluster 6
玉 A4，A17，A19，A23，A24 A3，A8，A10，A12，A16，A22 A2 A2，A21 A1
域 A5，A7，A14，A18，A20，A26 A4，A6 A2，A3，A9，A10，A13 A1
芋 A5，A7，A14，A20 A2，A3，A10，A11，A15，A22，A24，A25，

OTU 6 6 13 1 2 1

其含有的 20 个 OTUs在 Nitrosomonas 所含的 4个簇
中均有分布，在 Nitrosospira 所含的 Nitrosospira
briensis Cluster和 Nitrosospira multiformis Cluster中也
有分布（表 5、图 6），而经一次高温发酵后，Nitrosospi原
ra消失，只存在 Nitrosomonas europaea Cluster及 Ni原
trosomonas halophila Cluster，再到熟化阶段，有少量的
Unkown Nitrosospira Cluster出现。这些结果表明，Ni原
trosomonas europaea与 Nitrosomonas halophila对堆肥
环境条件的变化较不敏感，是耐受性较强的种属，而

Nitrosospira是对环境变化较敏感的种属。

3 讨论

随着堆肥时间的进行，除 pH外，堆肥的理化性
质变化明显。堆肥营养元素的变化与微生物的活动密

不可分。随着堆肥升温，一些简单、易分解的有机质被

微生物分解导致有机质含量略微下降，到高温的中后

期，有机质被大量分解，引起有机质含量的明显下降。

总氮、总磷、总钾均呈递增趋势，与有机质分解导致总

干物质重量下降有关。总氮的升高表明由氨挥发、氧

化亚氮及氮气排放（反硝化）造成的氮素损失并不大。

堆肥中氨化微生物将有机含氮化合物不断分解产生

氨，但大于 50 益高温下氨氧化微生物及亚硝酸盐氧
化微生物被抑制且硝化作用基本停止 [18]，因而引起

NH+4 -N浓度持续上升，并引起 NO-3 -N浓度在堆肥升
温阶段增加明显，但在高温期稳定。

在本研究堆肥的 3个取样阶段，AOB的 amoA 基
因拷贝数均远远高于 AOA，与 Yamamoto等 [8]的研究
结果一致，Yamamoto等通过实时荧光定量 PCR研究
发现在牛粪 、鸡粪、猪粪堆肥过程中 AOB数量明显
高于 AOA。这些结果表明，AOB可能比 AOA更适合
生存于畜禽粪便堆肥的环境。科学家们总结发现在低

有机质含量的环境中，如土壤、海洋/河流沉积物等，
AOA比 AOB对硝化作用的贡献更大 [19-21]，而在富含
有机质的环境中，例如废水处理系统、动物粪便堆肥

等，AOB比 AOA对硝化作用显得更为重要[9，19，22]。这
种分布差异可能与环境中的铵离子浓度有直接的关

系[23]。Di等[24]研究发现 AOB可以在高铵离子浓度的
土壤中生长，而 AOA适于在较低铵离子浓度的土壤
中生长；Wuchter等[25]研究结果表明，AOA的 amoA 基
因数量与海水中铵态氮的浓度显著负相关。在本研究

中，高铵离子浓度可能是导致 AOA丰度低的一个关
键因素。当鸡粪菌渣好氧堆肥进入一次发酵高温期

时，无论 AOA还是 AOB，amoA 基因拷贝数均发生急
剧的变化，均明显降低，AOA 数量减少更为显著。
氨氧化微生物丰度的减少与温度、pH、NH+4 -N浓度、
NO-3 -N浓度等外界环境因素变化有着密切的联系。

Cluster 1（27.55%）

Cluster 3（72.45%）

芋Cluster 1（32.39%）

Cluster 6
(0.95%)

Cluster 2（12.38%）

Cluster 3（54.28%）

域
Cluster 4+ Cluster 5
（6.08%）

Cluster 6（1.10%）

Cluster 2（22.09%）

Cluster 3（70.73%）

玉

图 4 各样品 AOA群落组成
云蚤早怎则藻 4 悦燥皂责燥泽蚤贼蚤燥灶 燥枣 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 葬则糟澡葬藻葬 糟燥皂皂怎灶蚤贼蚤藻泽 蚤灶 贼澡则藻藻 泽葬皂责造藻泽
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图 5 基于 amoA 功能基因序列构建的 AOB系统发育树（邻接法）
Figure 5 Neighbour-joining tree of ammonia-oxidizing bacteria based on amoA sequences
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Activated sludge clone（GQ258519）B22-域153（kT595966）B4-玉136（kT595946）B9-芋114（KT595973）B4-玉1（KT595945）B4-域31（KT595962）B4-芋3（KT595969）B3-玉189（KT595944）B12-玉184（KT595949）B12-芋125（KT595974）B12-域151（KT595963）B4-域4（KT595961）
B22-芋54（KT595977）B6-玉118（KT595947）Activated sludge clone（GQ258514）
B4-芋133（KT595970）Leachate treatment plant clone（HM775416）B5-芋145（KT595971）B21-域86（KT595965）B21-芋182（KT595976）B8-芋17（KT595972）B15-芋168（KT595975）B7-玉100（KT595948）B10-玉119（KT595950）Waste water treatment reactor clone（KP161489）B2-玉45（KT595943）Ammonium-oxidizing enrichment culture clone（EU221321）B11-玉79（KT595951）B11-芋16（KT595978）Wetland clone（KM408721）Nitrosomonas europaea（AB070981）B20-玉173（KT595954）Waste water treatment plant clone（JQ865856）Swine manure compost clone（AB688082）B13-域81（KT595967）B13-芋127（KT595979）Nitrosomonas halophila（AF272398）B14-玉171（KT595952）Compost-amended copper mine tailing clone（KF700668）B14-芋34（KT595980）B14-域12（KT595968）Sediment of Beiyun River clone（KJ859429）B19-玉154（KT595953）Landfill leachate treatment plant clone（KM924068）Nitrosomonas communis（AF272399）B17-玉5（KT595941）Nitrosomonas nitrosa（AF272404）Waste water treatment plant clone（JQ277577）B1-玉102（KT595940）Biofilm from bionic plants clone（KP069365）Sediment of Beiyun River clone（KJ859459）B18-玉55（KT595942）Nitrosomonas oligotropha（AF272406）Nitrosomonas urea（AJ388584）B29-芋120（KT595981） B26-玉107（KT595960）Protected land soil clone（EU624936）Nitrosospira briensis（U76553）B28-玉206（KT595959）

Littoral zone wetland sediment clone（HQ202462）B23-玉14（KT595955）Soil of Erhai Lake Basin clone（KP197550）Agricultural soil clone（KJ717119）B24-玉174（KT595956）Nitrosospira multiformis（AY177933）B27-玉68（KT595958）

B25-玉2（KT595957）
Wastewater treatment clone（JN813552）Wetland sediment clone（KF619200）

6

43
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表 5 AOB OTUs在 7个簇中的分布

Table 5 OTUs distribution in seven clusters of ammonia-oxidizing bacteria
样品

Sample
Nitrosomonas europaea

Cluster
Nitrosomonas

halophila Cluster
Nitrosomonas

communis Cluster
Nitrosomonas
nitrosa Cluster

Unknown
Nitrosospira Cluster

Nitrosospira
briensis Cluster

Nitrosospira
multiformis Cluster

玉 B2，B3，B4，B6，B7，B10，
B11，B12，B20

B14 B19 B1，B17，B18 B23，B24，B25，
B27，B28

B26

域 B4，B12，B16，B21，B22 B13，B14
芋 B4，B5，B8，B9，B11，

B12，B15，B21，B22
B13，B14 B29

OTU 16 2 1 3 1 5 1

Nitrosomonas halophilaCluster（5.21%）
Unknown Nitrosospira

Cluster（0.52%）

Nitrosomonas europaeaCluster（94.27%）

芋
Nitrosomonas halophila

Cluster（6.80%）

Nitrosomonas europaea
Cluster（93.20%）

域Nitrosospira multiformis
Cluster（2.45%）

Nitrosospira briensisCluster（9.31%）
Nitrosomonas nitrosaCluster（8.82%）

Nitrosomonas communisCluster（0.49%）
Nitrosomonas halophilaCluster（0.49%） Nitrosomonas europaea

Cluster（78.44%）

玉

图 6 各样品 AOB群落组成
云蚤早怎则藻 6 悦燥皂责燥泽蚤贼蚤燥灶 燥枣 葬皂皂燥灶蚤葬原燥曾蚤凿蚤扎蚤灶早 遭葬糟贼藻则蚤葬 糟燥皂皂怎灶蚤贼蚤藻泽 蚤灶 贼澡则藻藻 泽葬皂责造藻泽

温度是影响微生物生长和生存的最主要的环境因素

之一[26]，随着堆肥的发酵，堆体的温度持续上升，至采
样时达到 60 益以上，此时只有对高温耐受性强的氨
氧化微生物得以生存和繁殖，而对高温耐受性差的被

高温所抑制和淘汰。另外，发酵过程中 NH+4 -N浓度的
大幅升高可能也是导致 AOA比 AOB数量降幅更大
的一个重要因素。从一次发酵高温期进入后熟期，

AOA及 AOB的丰度变化均不显著，AOA丰度仍呈现
下降趋势（22.99%），可能是由于 NH+4 -N浓度仍在升
高，而AOB丰度变化甚微（上升 4.65%），可能与其耐
铵性有关。

本研究堆肥过程不仅氨氧化微生物的丰度发生

了急剧的变化，AOA及 AOB的群落结构也发生了明
显的演替。AOA的多样性指数虽然在堆肥前期、发酵
期及后熟期变化不明显，但是群落组成在各个时期却

明显不同，从堆制前期至一次发酵高温阶段，Cluster 4
和 Cluster 5消失，但新增一个优势菌群 Cluster 1，该
菌群与 GenBank中来源于动物粪便堆肥的 amoA 序
列相似性最高。这些结果表明 Cluster 1可能是动物粪
便堆肥高温期特有的优势菌。从一次发酵高温阶段至

后熟阶段，Cluster 2和 Cluster 6也消失，群落组成只

剩 Cluster 1和 Cluster 3。解开治等[27]研究表明，堆体
温度、总氮、NO -2 -N 和 NO -3 -N 这 4 种环境因子对
AOA群落结构演替影响显著；Auguet等[28]研究表明，
氨氧化过程中间接底物（铵）和产物（硝酸盐）浓度变

化会导致 AOA相对丰度和多样性的变化。结合本研
究表 1、图 1分析，AOA群落结构的演替可能与长时
间持续高温及 NH+4 -N浓度升高密切相关，但具体与
哪一个堆肥理化指标关系更大，还需要在堆肥过程中

更多的时间点上采集更多的样品来测定及分析，这也

将成为我们下一步的工作目标。

堆肥过程中 AOB多样性变化很剧烈，在堆肥前
期，OTUs、Shannon-Wiener指数及 Evenness指数值最
高，其次为后熟期，高温发酵期多样性最低。群落结构

的演替也表现很剧烈，堆制前期种群最丰富，由 Ni原
trosomonas 的 4个簇和 Nitrosospira的 2个簇组成，到
高温发酵 15 d 后只剩 Nitrosomonas europaea及 Ni原
trosomonas halopihila 2个簇。群落物种数的大幅减少
可能与堆肥理化性质的明显变化密切相关，从堆制前

期到一次发酵高温期，堆体温度、铵态氮、硝态氮、总

氮等均大幅提高，而一次发酵高温期与后熟期 AOB
的群落结构较相似，可能是由于这 2个阶段堆肥的各
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个理化性质相差并不大。在堆肥取样的 3 个阶段，
Nitrosomonas 均占据主导地位，样品玉、域、芋分别有
88.24%、100%、99.48%的 AOB种群属于 Nitrosomonas
（图 6），在 Nitrosomonas 分支内又以 Nitrosomonas eu原
ropaea为优势种群。虞泳等 [10]发现 Nitrosomonas 和
Nitrosospira是农业废物好氧堆肥 AOB优势种属，其
中 Nitrosomonas 存在于堆肥全程，是耐受性较强的种
属，并且通过冗余分析发现堆体温度、NH+4 -N、NO-3 -N
对 AOB群落演替影响显著（P<0.05），其中温度、NH+4 -N
的影响达到了极显著水平（P<0.01）。Yan等[29]研究表
明，在城市污泥堆肥全程 AOB 均以 Nitrosomonas 为
优势种群；Yamamoto等[30]研究发现，在牛粪堆肥过程
中 AOB 的优势种群主要为 Nitrosomonas europaea；
Gao等[31]研究发现 10 个废水处理系统也是以 Nitro原
somonas europaea为 AOB的优势种群。许多研究结果
表明，在堆肥高温阶段，均以 Nitrosomonas europaea
为优势种群 [8，30，32-33]，并且发现 Nitrosomonas europaea
是一个耐受高 NH+4 -N浓度的菌群[30，34-35]。本研究与以
上的研究报道具有高度的一致性，但是仍然需要进一

步加强群落结构与环境因子的研究，更深入揭示堆肥

中氮循环规律，以期减少氮的损失。

4 结论

（1）在鸡粪菌渣堆肥化的堆制前期、一次发酵高
温期、后熟期的三阶段，AOB的丰度均远高于 AOA，
在发酵 15 d 后，与物料混合后发酵前相比，AOA 及
AOB丰度均急剧下降，AOA下降幅度更大。
（2）在堆肥的三个阶段，AOA多样性指数变化不

大，群落结构发生明显演替，但均以 Cluster 3为绝对
优势菌群，Cluster 1成为发酵期和熟化期第二大优势
菌群。

（3）AOB多样性指数及群落组成均随发酵时间
发生剧烈变化。在发酵前多样性指数最高，种群最丰

富，发酵后熟化前多样性指数最低，种群最少，至后熟

阶段，多样性和种群得到一定程度恢复。Nitrosomonas
europaea是堆肥三个阶段的绝对优势菌。
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