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Abstract：The changes in the content of nutrients and heavy metals, abundance of antibiotic resistance genes（ARGs）, and the succession
law of bacterial communities were investigated during chicken manure composting to explain the correlations between bacterial communi⁃
ties and nutrients, heavy metals, and ARGs. Fresh chicken manure（FM）and its compost samples（FC and SC）were collected, and their
nutrient and heavy metal content, and the abundance of ARGs were determined. The succession law of bacterial community was analyzed
by 16S rRNA high-throughput sequencing. After composting, the content of organic matter decreased, but the content of total nitrogen and
phosphorus increased at different levels, whereas, the total potassium content and pH significantly increased（P<0.05）. The heavy metal
content fluctuated in different sample groups. Compared with those in FM, the concentration of arsenic and cadmium increased in SC,
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摘 要：研究鸡粪及其堆肥过程中养分变化、重金属残留、抗生素耐药基因消减情况以及细菌群落演替规律，探讨细菌菌群与养

分、重金属、抗生素耐药基因之间的相关性。采集鸡粪及其堆肥过程样品，测定样品中养分、重金属含量，检测抗生素耐药基因相

对丰度，采用 16S rRNA高通量测序技术研究鸡粪堆肥过程细菌群落变化。从鲜鸡粪（组 FM）到二次发酵（组 SC），样品中有机质

含量下降，全氮和全磷含量有不同程度增加，全钾及 pH值显著升高（P<0.05）。重金属在不同组中的浓度呈波动变化，与组FM相

比，在组 SC中砷（As）、镉（Cd）浓度升高，铜（Cu）、锰（Mn）、铅（Pb）浓度下降，其中锌（Zn）下降显著（P<0.05）。堆肥后，抗生素耐药

基因 aac（6′）-Ib-cr、tetM（P<0.05）、ermB（P<0.05）和 blaCTX-M（P<0.05）的相对丰度呈现不同程度的下降，而基因 sul1相对丰度增

加。高通量测序结果表明，在门水平，各组均以Firmicutes、Proteobacteria 和Bacteroidetes 3个菌门为主。在属水平，各组具有不同

的优势物种，同时潜在病原菌属的相对丰度均随堆肥过程降低。通过相关性分析发现，大部分优势菌属与全磷、pH值、重金属Cr
及耐药基因 sul1、tetM、ermB和 blaCTX-M有显著相关性（P<0.05）。鸡粪经堆肥后可降低病原菌及抗生素耐药基因相对丰度，但仍

存在一定风险，该研究可为实际生产中鸡粪的高效、安全堆肥处理提供参考。
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近年来，在国家一系列惠农政策的支持下，集约

化的畜禽养殖业发展迅速。集约化养殖在提高生产

效率、降低死亡率方面起着重要作用[1-2]，但随规模养

殖的增加而产生的大量畜禽粪便，已成为我国最主要

的农业面源污染源之一[3]。规模化蛋鸡场被认为是

养禽业中的污染大户，按成年蛋鸡每日产生 0.1~0.16
kg 的粪便计算，仅全国蛋鸡每日就可产生 14万 t左右

的粪便。如此大量的粪便为其处理带来了难题，如果

处理不当则可能造成严重的环境污染[4]。

由于一些重金属能够防治疾病，促进畜禽生长，

如Cu、Mn和 Zn在集约化养殖中得到了广泛使用，然

而这些微量元素使用存在超量添加的现象[5]。同时，

由于国内矿产资源多属伴生矿，也引入了对动物和环

境有害的Cd、Pb等重金属。研究表明，重金属不能被

畜禽完全吸收且化学性质稳定，可随粪便排出体外，

若将粪便直接施用到农田土壤环境中，可能造成土壤

中重金属污染[6-8]。此外，抗生素在畜禽养殖中的广

泛和长期使用导致耐药细菌在肠道中积累，并伴随粪

便排泄出体外，使粪便成为抗生素耐药菌和耐药基因

的重要储存库。Yang等[9]研究发现鸡粪中存在大量

耐药细菌，其中 Sphingobacterium，Myroides和 Coma⁃

monas为主要的多重耐药细菌。由于耐药基因具有

水平转移特性，即便携带耐药基因的细菌死亡或裂

解，耐药基因仍然可以在不同环境中传播[10]。而重金

属对抗生素耐药基因有长期选择压力，加剧了耐药基

因的污染[11]。

通过微生物堆肥发酵技术将鸡粪制成优质的生

物肥料，并将其施用到农田中是一种广泛应用的处理

方式，也是实现鸡粪减量化、无害化和资源化的有效

方法之一[12]。鸡粪中含有丰富的有机质及大量农作

物生长所必需的氮、磷、钾等元素，堆肥后将其施用到

农田中，可保持土壤肥力，促进农业可持续发展[3]。

堆肥是利用微生物在一定条件下将复杂有机物分解

为腐殖质，并且在分解过程中产生高温杀死病原微生

物、寄生虫等，同时消减抗生素耐药基因，最终达到无

害化和资源化的目的[11, 13]。堆肥过程中的微生物菌

系复杂，由于可培养技术的局限性，难以完全认识其

中微生物群落组成及丰度情况。近年来，微生物多样

性高通量测序技术极大地推动了微生物群落的研究，

因此，利用高通量测序技术研究鸡粪堆肥发酵中细菌

群落结构及多样性变化，可深入了解不同堆肥发酵阶

段细菌菌群的组成及其演替过程。

目前，国内外开展大量研究主要针对畜禽粪便处

理中微生物群落结构组成情况、养分、重金属或抗生素

耐药基因等单一因素进行考察，缺乏对细菌群落结构、

养分、重金属及抗生素耐药基因在畜禽粪便-生物处

理全过程中的阶段性变化进行考察。此外，大多数堆

肥研究主要通过堆肥试验进行，而针对实际生产中规

模化堆肥处理产业中的样品研究较少。综上，本研究

以某规模化鸡粪处理厂中鲜鸡粪、堆肥发酵鸡粪为研

究对象，一方面研究养分、重金属及抗生素耐药基因在

鸡粪堆肥过程中变化规律，另一方面利用高通量测序

技术研究鸡粪堆肥过程中细菌群落的演替规律，分析

细菌菌群与养分、重金属及抗生素耐药基因的相关性，

为实际生产过程中鸡粪的安全高效使用提供依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集及前处理

新鲜鸡粪及堆肥处理的鸡粪样品取自某规模化

蛋鸡养殖场及其堆肥场（养殖规模>20万只）。将新

鲜鸡粪（不含垫料）与麦麸、蔗渣按质量比 5∶3∶2混匀

后进行发酵，其中麦麸的含水量为 11.3%，粗纤维含

量为 16.5%，总灰分为 31.8 g·kg-1，蔗渣的 pH值为 5，
含水量为 23.1%，粗纤维含量为 46.5%，总碳含量为

421 g·kg-1。发酵过程分为一次发酵和二次发酵，其中

一次发酵采用好氧发酵，发酵 14 d，发酵槽宽度约为

whereas the content of copper, manganese, lead, and zinc（Zn）decreased in SC; only the concentration of Zn decreased significantly（P<
0.05）. The abundance of the ARGs aac（6′）-Ib-cr, tetM（P<0.05）, ermB（P<0.05）, and blaCTX-M decreased（P<0.05）at different lev⁃
els after composting, but the abundance of the gene sul1 increased. The results showed that the phyla Firmicutes, Proteobacteria, and Bacte⁃
roidetes were dominant in all the groups. However, each group had different dominant species at the genus level, and the abundance of po⁃
tential pathogens reduced during composting. The correlation analysis revealed that the most dominant genera significantly correlated with
the content of total phosphorus and Cr, pH, and abundance of the ARGs sul1, tetM, ermB, and blaCTX-M（P<0.05）. The relative abun⁃
dance of pathogens and ARGs can decrease after composting, but there are still some risks. This study provides a reference for efficient and
safe composting treatment of chicken manure during actual production.
Keywords：chicken manure; composting; bacterial community; heavy metal; antibiotic resistance gene
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6 m，高度约为 1.5 m，长度为 80 m，每日翻堆一次。经

一次发酵后，样品采用堆储发酵的方式进行二次发

酵，发酵约 1个月，锥形堆体直径和高约 2~3 m。分别

采集新鲜鸡粪（FM）、一次发酵样品（FC）及二次发酵

样品（SC），每一份样品平行采集 3次，充分混合均匀

后得到FM样品 3个、FC样品 4个、SC样品 5个。采集

的样品一份室温风干后粉碎过 2 mm筛，用于理化指

标检测[14]。一份于105 ℃烘干后粉碎过0.15 mm筛，用

于测定重金属[15-16]。一份放置于-80 ℃冰箱，用于DNA
提取。

1.2 养分测定

pH 值、全量氮磷钾测定方法参照鲁如坤的方

法[17]。pH 值采用电位法测定（水样比 2.5∶1）。样品

经 96%H2SO4和 30%H2O2消煮后，全氮采用凯氏定氮

法测定，全磷采用分光光度计法测定，全钾采用火焰

光度计法测定。有机质依据标准NY525—2012[18]，采

用重铬酸钾容量法测定。

1.3 重金属测定

全量重金属As、Cd、Cu、Mn、Pb及 Zn的测定参照

Sastrel等[19]和Hölzel等[16]的方法。取 3 g样品放入 250
mL消化管中，加入 28 mL 37%HCl 与 70% HNO3（VHCl∶

VHNO3=3∶1），摇匀后于室温下静置 16 h，随后将悬浊液

于 130 ℃消煮 2 h。消煮后的悬浊液通过滤纸（Ash⁃
less Whatman 41，UK）过滤后，加入 100 mL 0.5 mol·
L−1 HNO3稀释待测。采用电感耦合等离子体发射光

谱法（ICP-OES，Thermo iCAP 6000，UK）测定重金属

含量。

1.4 样品总DNA的提取

用Mobio Power Fecal DNA Isolation Kit 试剂盒提

取样品中细菌 DNA，具体步骤参照操作说明书。提

取后的DNA置于-80 ℃保存。

1.5 抗生素耐药基因测定

采用实时荧光定量 PCR（Bio-rad iQ5 real time
PCR dectection system，USA）对抗生素耐药基因进行

检测。检测耐药基因包括 sul1[20]，ermB[21]，blaCTX-
M[22]，tetM[23]，aac（6′）-Ib-cr（F-5′-CACCGGAAACATC⁃
GCTGCA-3′；R-5′-AAGTTCCGCCGCAAGGCT-3′）。

检测主要参照Chen等[24]和Zhu等[22]的方法，按以下反

应体系进行：10 μL SYBR Premix Ex Taq™，上、下游引

物各 0.2 μmol·L-1，1 μL 模板，加 ddH2O 补至 20 μL。
反应条件：95 ℃变性 5 min；95 ℃ 10 s，退火温度 20 s，
72 ℃ 30 s，共 40个循环；荧光采集 72 ℃；熔点曲线温

度设定范围为60~95 ℃。每个DNA样品重复3次。

1.6 PCR扩增及高通量测序

选 用 16S rRNA V4 区 引 物（520 F-5′ - AYT⁃
GGGYDTAAAGNG-3′ ；802R-5′ -TACNVGGGTATC⁃
TAATCC-3′）对细菌DNA进行扩增。PCR扩增体系：

98 ℃预变性3 min；98 ℃ 15 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共
26个循环；最后 72 ℃延伸 5 min；12 ℃结束反应，最后

采用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。将检测合格的DNA
送于上海派森诺生物科技有限公司采用 Illumina
Miseq测序平台进行高通量测序。

1.7 数据分析

高通量测序数据经拼接、过滤、比对处理，得到最

终的有效数据（Effective tags）[25]。利用 Uparse软件[26]

对有效数据进行 OTUs（Operational Taxonomic Units）
聚类。用Mothur方法与 SILVA的 SSUrRNA数据库[27]

对OTUs代表序列进行物种注释分析，获得对应物种

信息及在各个分类水平[28]物种丰度情况。对样品使

用Qiime软件计算Alpha多样性指数，进行Alpha多样

性指数组间差异分析。使用R软件绘制 PCoA图，对

不同样品和分组的群落结构差异进行分析。使用

LEfSe软件绘制 LEfSe图，默认设置 LDA Score的筛选

值为 4，分析不同分组间物种差异[29]。使用R软件进

行 Spearman分析，研究细菌菌群组成与环境因子（理

化指标、重金属和耐药基因）之间的相关性。采用

SPSS软件进行单因素方差分析（ANOVA），对各环境

因子在各分组间进行差异显著性检验（P<0.05）。

2 结果与分析

2.1 堆肥过程中养分变化情况

如表 1所示，随堆肥进程，pH值、全磷、全钾和全

氮含量有不同程度增加，有机质含量呈下降趋势。其

中，pH值在堆肥后（组FC和SC）显著高于在鲜鸡粪中

（组 FM）（P<0.05），全磷含量在二次发酵后（组 SC）显

著升高（P<0.05）。全氮含量在组FC中最高（16.29 g·
kg-1），但与其他组全氮含量无显著差异（P>0.05）。

2.2 堆肥过程中重金属变化情况

共检测了 6种重金属的浓度（表 2），结果显示不

同重金属的浓度差异较大，其中 Zn和Mn浓度最高，

分别为 275.67~443.91 mg·kg-1 和 330.90~389.55 mg·
kg-1，Cd浓度最低，为 0.25~0.29 mg·kg-1。同一重金属

在不同组中的浓度呈波动变化，与组FM相比，As、Cd
浓度在组 SC 中升高，Cu、Mn、Pb 和 Zn 在组 SC 中下

降，但除Zn以外，其他重金属浓度的组间差异并不显

著（P>0.05）。
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2.3 堆肥过程中抗生素耐药基因变化情况

检测了抗生素耐药基因 sul1（磺胺类）、ermB（大环

内酯类）、tetM（四环素类）、blaCTX-M（β-内酰胺类）和

aac（6′）-Ib-cr（氨基糖苷类）的相对表达量（按照以10
为底的对数转化后进行分析）。如表 3所示，在鲜鸡

粪中（组 FM），耐药基因的相对丰度值范围为-5.03~
-2.08，各耐药基因的相对丰度值大小依次为：ermB>
tetM>blaCTX-M>sul1>aac（6′）-Ib-cr。在堆肥过程中，

除基因 sul1，其他基因的相对丰度均呈现不同程度的下

降趋势，其中基因 tetM、ermB、blaCTX-M从组FM到SC
显著降低了1.08、1.99、2.78个数量级（P<0.05）。
2.4 堆肥过程中细菌的组成

2.4.1 堆肥过程中细菌多样性及群落结构

对 12个混合样品进行高通量测序分析，共获得

552 204 条有效序列。将 OTU 按 97% 相似度聚类后

得到 3060个OTUs，在不同分组中共有OTU数为 694，
在组 FM、FC和 SC中OTU数呈现先减少后增加的趋

势，分别为 2365、1974和 2373。再通过系统发育分析

得2界39门73纲140目236科501属。

对各组菌群的 Chao 1 指数和 Simpson 指数及

goods_coverage 指数进行计算，根据表 4 可见，Chao1
指数在各组中大小为：FC>SC>FM，表明在发酵后样

品中细菌丰富度升高。Simpson 指数在各组中大小

为：FM>SC>FC。表明发酵后样品中细菌多样性升

高。各组中 goods_coverage 均超过 0.99，说明样品文

库的覆盖率较高。对样品进行主坐标分析（PcoA，

Unweighted），以了解堆肥过程中细菌菌群结构的变

化。由图 1可得，FM组中样品与FC组和 SC组样品距

离较远，而 SC组中有 2个样品与 FC组距离较近。结

果表明发酵后的细菌群落结构相较于新鲜鸡粪中发

生了明显改变，而在发酵过程中（组 FC和 SC）的细菌

群落结构有部分相似。

2.4.2 细菌的种类及变化

在门分类水平上，组FM、FC 和 SC中分别检测到

22、26个和 32个门。物种相对丰度前 10的菌门如图

2所示。在三个组中，均以厚壁菌门（Firmicutes）、变

形菌门（Proteobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）3
个菌门为主，厚壁菌门呈现上升趋势、拟杆菌门呈现

分组Group
FM
FC
SC

pH
6.50±0.48b
7.58±0.09a
7.91±0.43a

有机质OM/g·kg-1

433.77±123.07a
431.69±81.78a
384.73±130.25a

全氮TN/g·kg-1

13.13±5.15a
16.29±1.96a
13.91±2.83a

全磷TP/g·kg-1

12.00±3.24b
12.53±2.73b
18.31±1.09a

全钾TK/g·kg-1

10.98±0.37a
10.81±0.88a
11.61±0.98a

分组Group
FM
FC
SC

砷As
1.25±0.34a
0.93±0.25a
1.50±0.84a

镉Cd
0.25±0.02a
0.29±0.04a
0.27±0.03a

铜Cu
36.37±2.54a
29.49±3.99a
30.78±5.67a

锰Mn
389.55±5.73a
330.90±34.18a
376.73±72.18a

铅Pb
2.99±0.81a
5.07±3.50a
2.87±0.57a

锌Zn
443.91±12.66a
275.67±35.29c
338.43 ±53.95b

分组Group
FM
FC
SC

sul1
-4.67±0.03a
-4.59±0.13a
-4.04±0.34a

ermB
-2.08±0.06a
-2.85±0.12b
-4.07±0.28c

tetM
-2.72±0.04a
-2.98±0.12ab
-3.80±0.94b

blaCTX-M
-3.78±0.03a
-5.90±0.23b
-6.23±0.42b

aac（6′）-Ib-cr
-5.03±0.03a
-4.81±0.29a
-5.06±0.38a

表1 堆肥过程中养分的变化

Table 1 Variation of nutrients during composting

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different letters in the same column mean significant difference（P<0.05）. The same below.

表2 堆肥过程中重金属浓度变化（mg·kg-1）

Table 2 Variation of heavy metals during composting（mg·kg-1）

表3 堆肥过程中抗生素耐药基因的变化

Table 3 Variation of antibiotic resistance genes during composting

分组Group
FM
FC
SC

Chao1
933.24±63.09

1 220.46±83.59
1 084.38±237.92

Simpson
0.973±0.004
0.945±0.020
0.968±0.817

Goods_coverage
0.994
0.998
0.996

表4 堆肥过程中细菌群落多样性指数

Table 4 Diversity index of bacterial community during composting
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下降趋势。厚壁菌门的相对丰度在组FC中相对丰度

最 高（49.63%），其 次 为 组 SC（48.02%）和 FM
（28.52%），变 形 菌 门 在 组 FM 中 相 对 丰 度 最 高

（29.10%），其次为组 SC（25.02%）和 FC（20.06%），拟

杆菌门在组FM中相对丰度最高（34.89%），其次为FC
（24.06%）和SC（12.08%）。

在属分类水平上，组 FM、FC和 SC中分别检测到

262、338个和 380个属，相对丰度前 35的物种如图 3
所示，各组具有不同的优势物种。在组 FM、FC和 SC
中，分别有 15、9种和 11种物种的相对丰度高于其他

组。其中，组 FM中相对丰度前五的物种为拟杆菌属

（Bacteroides）（20.92%）、不动杆菌属（Acinetobacter）

（7.50%）、假单胞菌属（Pseudomonas）（4.31%）、理研菌

属（Rikenellaceae_RC9_gut_group）（3.35%）和乳杆菌

属（Lactobacillus）（3.15%），组 FC 中为普氏菌属（Pre⁃

votella_6）（12.44%）、依格纳季氏菌属（Ignatzschineria）

（10.74%）、Caldicoprobacte（3.72%）、无胆甾原体属

（Acholeplasma）（3.06%）和Paenalcaligenes（2.16%），组

SC中为盐胞菌属（Halocella）（8.14%）、假纤细芽孢杆

菌 属（Pseudogracilibacillus）（5.87%）、特 吕 珀 菌 属

（Truepera）（5.74%）、Caldicoprobacter（5.44%）和极小

单胞菌属（Pusillimonas）（3.12%）。对样品中潜在病

原菌菌属进行分析，结果发现，Bacteroides、Acineto⁃

bacter和Pseudomonas等 13个菌属在鲜鸡粪中有较高

的丰度，总相对丰度为 50.70%。堆肥发酵后，病原菌

丰度逐渐降低，在组FC和SC中为19.58%和2.97%。

2.4.3 LEfSe分析

对各分组样品进行 LEfSe（LDA Effect Size）分析

（P<0.05，LDA>4），结果显示从门水平到属水平，共有

53个物种具有组间显著差异（图 4），包括 1门 6纲 11
目 19 科 16 属。其中，在组 FC 中显著富集的物种最

少，共 9个，而在组 FM中显著富集的物种最多，为 25
个。在门水平上，Deinococcus_Thermus 在组 SC中的

相对丰度显著高于其他组。在属水平上，共有 8个菌

属的相对丰度在组 FM中显著较高，除 Lactobacillus、

Rikenellaceae_RC9_gut_group 和 Megamonas 外，还包

括病原菌属Bacteroides、Acinetobacter、Escherichia_Shi⁃

gella、Enterococcus 和 Desulfovibrio。在 FC 组中菌属

Prevotella_6、Mobilitalea及病原菌属 Ignatzschineria显

著较高。在 SC组中具有显著差异的菌属包括Halo⁃

cella、Truepera、Pseudogracilibacillus、Caldicoprobacter

和Pusillimonas。结果表明，大量病原菌属在组FM中

显著高于组 SC，说明堆肥能显著降低病原菌的相对

丰度。

2.5 细菌菌群与环境因子相关性分析

通过 Spearman 相关分析研究细菌丰度（属水平）

和环境因子之间的显著相关性（P<0.05或<0.01）。如

表 5所示，不同养分指标、重金属和耐药基因均与部

分细菌丰度有显著相关性，在养分指标中，与全磷和

pH有显著相关性的细菌数量较多，其中，全磷和 pH
与 Bacteroides、Escherichia. Shigella、Lactobacillus、En⁃

terococcus、Megamonas和 Desulfovibrio呈显著负相关，

与Ureibacillus呈显著正相关。在重金属中，部分细菌

与Cr、Cu和Mn有显著正相关或负相关，与Cd有显著

正相关，与 Pb和 Zn有显著负相关。其中，Halocella、

Caldicoprobacter和 Tepidimicrobium与 Cu、Mn 和 Zn 均

呈显著负相关，Cellvibrio与Cu和Mn均呈显著正相关。

在耐药基因中，基因 sul1、ermB、tetM 和 blaCTX-M 与

大部分细菌有显著正相关或负相关。其中，Bacteroi⁃

des、Rikenellaceae_RC9_gut_group、Lactobacillus、En⁃
terococcus、Megamonas和 Desulfovibrio与 ermB、tetM 和

图2 门水平各组中细菌相对丰度情况

Figure 2 Relative abundance of bacterial at phylum level
in each group

图1 堆肥过程中细菌群落多样性的主坐标分析

Figure 1 Principal Co-ordinates Analysis（PCoA）of bacterial
community diversity during composting
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blaCTX-M均呈显著正相关，而与 sul1呈显著正相关。

此外，基因 aac（6′）-Ib-cr只与Psychrobacter有显著正

相关性。对病原菌属与环境因子之间的显著相关性

研究发现，病原菌属与重金属Cd和Cr、pH和TP、耐药

基因 sul1 呈显著负相关，与耐药基因 ermB、tetM 和

blaCTX-M呈显著正相关（P<0.05）。

3 讨论

3.1 堆肥过程中养分、重金属、耐药基因的变化情况

本实验堆肥过程中的 pH 值为 7.58（FC）和 7.91
（SC），处于堆肥微生物有较高的活性时所需的 pH值

（6.7~9.0）范围内[30]。堆肥后，有机质含量下降，这主

要是由微生物降解、利用有机物，如糖类、脂肪和氨基

酸等造成的[12，31]。与鲜鸡粪（组 FM）相比，全磷、全氮

和全钾的含量在二次发酵后（组 SC）有不同程度的增

加，这与刘微等[3]研究结果相似，主要是由于堆体总

质量下降，物料的“相对浓缩”作用所导致。从组 FM
到 SC，全氮含量有所下降，这与有机氮分解释放出挥

发性氨气，造成氮素损失有关[31]。

由于重金属在堆肥过程中不可降解，因此将鸡粪

作为堆肥原料时，鸡粪中的重金属含量是影响有机肥

中重金属含量的重要因素[8]。各种重金属含量在堆

肥过程中有波动变化，由于堆肥过程中，有机质降解

及挥发性物质损失，使堆体中干物质总量不断减少，

产生的“浓缩效应”使重金属含量升高。此外，部分重

金属浓度在组 FC中低于组 FM，尤其是 Zn，这是由于

*：潜在病原菌Potential pathogen

图3 属水平各组中细菌相对丰度情况

Figure 3 Relative abundance of bacterial at genus level in each group

Desulfovibrio*

Lactobacillus

Enterococcus*
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Acinetobacter*

Pseudomonas*

Succinivibrio

Arcobacter*

Fusobacterium*
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Megamonas

Erysipelothrix*

Proteiniphilum

Caldicoprobacter

Pusillimonas

Pseudogracilibacillus

Truepera

Halomonas

Parapedobacter

Cellvibrio

Pseudofulvimonas

Halocella

Tepidimicrobium

Moheibacter

Acholeplasma*

Anaerosalibacter

Paenalcaligenes

Gallicola

Prevotella_6

Tissierella

Ignatzschineria*

Mobilitalea

Fastidiosipila*
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图4 不同分组中差异物种进化分支图（A）和柱状图（B）
Figure 4 Cladogram（A）and histogram（B）of taxon with statistical difference in different groups
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A
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组 FM 中堆肥辅料的添加对部分重金属造成的稀释

作用。根据 2012年原农业部发布的有机肥行业标准

（NY 525—2012）对As、Pb和Cd的限量值（15，50 mg·
kg-1和 3 mg·kg-1）[18]，本研究中经二次发酵后样品中

As、Pb和 Cd含量均不超标，参照德国腐熟堆肥中部

分重金属限量标准（Cu ≤100 mg·kg-1，Zn≤400 mg·
kg-1，Cd≤1.5 mg·kg-1，Pb≤150 mg·kg-1）[32]，经二次发酵

后样品中Cu、Zn、Cd和 Pb浓度均不超标。此外，Zn、

Mn和Cu在鸡粪中浓度较高，这与其在饲料中大量添

加有关[8]，同时也说明饲料中重金属添加量不同导致

鸡粪中重金属浓度有较大差异。

本实验中不同抗生素耐药基因在鲜鸡粪中的相

对丰度有差异，研究表明不同抗生素耐药基因的相对

丰度存在很大差异，Cui等[33]发现在鸡粪堆肥发酵时，

磺胺类耐药基因比四环素类耐药基因相对丰度更高，

与本实验结果不一致，这与不同地区抗生素的使用类

菌属
Genus

Bacteroides

Prevotella_6
Halocella

Pseudogracilibacillus

Ignatzschineria

Acinetobacter

Truepera

Caldicoprobacter

Gallibacterium

Pusillimonas

Pseudomonas

Escherichia.Shigella

Rikenellaceae_RC9_
gut_group
Lactobacillus

Enterococcus

Cellvibrio

Megamonas

Desulfovibrio

Paenalcaligenes

Limnochorda

Parapedobacter

Halomonas

Mobilitalea

Moheibacter

Tepidimicrobium

Pseudofulvimonas

Simiduia

Psychrobacter

Arcobacter

Thermobifida

Tissierella

Galbibacter

Gallicola

Ureibacillus

养分 Nutrients
pH

-0.69*

0.786**

0.625*

-0.907**

0.595*

0.849**

0.809**

-0.666*

-0.822**

-0.768**

-0.627*

-0.813**

-0.605*

0.762**

0.592*

-0.763**

0.589*

OM

0.580*

TN

0.579*

0.671 *

-0.698*

0.643*

TP
-0.790**

-0.628*

-0.674*

-0.727**

-0.764**

-0.727**

-0.698*

-0.658*

0.758**

-0.662*

0.720**

0.821**

-0.587*

0.673*

TK

0.580*

0.650*

-0.623*

0.610*

重金属 Heavy metals
Cd

0.643*

0.606*

0.761**

Cr
-0.657*

-0.803**

-0.685*

-0.653*

-0.732**

-0.713**

0.630*

-0.881**

-0.769**

0.701*

-0.848**

Cu

-0.666*

-0.658*

0.668*

Mn

-0.634*

-0.690*

-0.711**

0.721**

-0.888**

-0.655*

Pb

-0.672*

Zn

-0.627*

-0.585*

-0.641*

-0.867**

-0.599*

-0.599*

抗生素耐药基因 Antibiotic resistance genes
sul1

-0.727**

-0.643*

0.762**

0.637*

-0.716**

-0.692*

-0.818**

-0.860**

-0.660*

-0.722**

-0.595*

0.577*

-0.615*

0.726**

-0.669*

ermB
0.937**

-0.644*

-0.687*

0.860**

-0.769**

-0.588*

-0.932**

0.867**

0.944**

0.923**

0.853**

0.949**

0.928**

-0.595*

-0.585*

-0.641*

-0.687*

0.671*

-0.781**

-0.750**

tetM
0.734**

-0.853**

0.608*

0.706*

0.580*

0.579*

0.662*

-0.661*

-0.739**

-0.769**

-0.937**

-0.804**

-0.727**

blaCTX-M
0.802**

-0.691*

0.897**

-0.690*

-0.719**

-0.863**

0.858**

0.701*

0.830**

0.760**

0.905**

0.730**

-0.713**

-0.603*

0.844**

-0.579*

-0.618*

aac（6′）-Ib-cr

0.680*

表 5 细菌菌属的丰度与环境因子的相关性

Table 5 The correlations between bacterial at genus level and environment factor

注：*：P<0.05，**：P<0.01。
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型和使用量相关[11]。经过堆肥发酵后，除基因 sul1，
其他基因的相对丰度均呈现不同程度的下降趋势。

相似地，Wang等[34]研究发现在猪粪堆肥发酵过程中，

大部分耐药基因的相对丰度有所降低，而基因 tetA的

相对丰度呈上升趋势，对抗生素耐药基因的削减作用

与堆肥原料和堆肥方式有关。此外，研究表明在堆肥

发酵过程中，堆体温度升高可杀灭部分耐药基因宿主

细菌，同时抑制耐药基因在细菌之间的水平转移，从

而降低耐药基因的丰度[35]。

3.2 堆肥过程中细菌群落演替情况

本研究采用 Illumina Miseq高通量测序技术对新

鲜鸡粪及堆肥处理的鸡粪中细菌菌群进行分析，结果

显示在堆肥发酵后细菌多样性增加，这主要是由于采

样时堆体温度已下降，堆肥发酵的环境、堆肥辅料的

添加有利于细菌生长造成的[36-37]。在三个组中，均以

Firmicutes、Proteobacteria 和 Bacteroidetes 为 主 要 菌

门，并随发酵过程的进行各菌门相对丰度发生变化，

这与相关文献的研究结果一致。Cui等[33]通过高通量

测序技术研究了三种不同的鸡粪堆肥发酵工艺，发现

在不同的发酵阶段中均以 Firmicutes、Proteobacteria
和 Bacteroidetes 3个菌门为主，其相对丰度随发酵过

程发生变化，所占比例为 72.4%~93.46%。Song 等[36]

利用 DGGE 技术，检测到鸡粪发酵过程中，以 Fir⁃
micutes、Proteobacteria和 Bacteroidetes 3个菌门为主。

在属水平，各组中的优势菌属组成不同，表明随着堆

肥发酵的进行，细菌群落结构发生演替。这与其他方

式的鸡粪堆肥发酵中细菌群落演替规律类似[38]。

畜禽粪便是病原微生物的主要载体[39]，本研究发

现鸡粪中存在多种病原菌属。其中，Bacteroides可引

起人、动物腹泻及动物子宫炎等疾病的发生[40-41]。

Acinetobacter属中的 A. Baumannii、A. Pittii、A. nosoco⁃

mialis和 A. seifertii为常见的院内感染菌，A. Bauman⁃

nii可引起医院感染疾病的爆发[42]，尤其易导致脑膜炎

等疾病的发生[43-44]。Pseudomonas使人、动物和植物

都可能致病，可引起人尿路、耳道、肺部感染和菌血症

等疾病[45]，同时也导致柑橘属果树易患柑桔枯萎

病[46]。随堆肥发酵进行，所有病原菌的相对丰度均有

效降低。进一步利用 LEfSe分析各组中显著差异的

病原菌，发现 Bacteroides、Acinetobacter、Escherichia-

Shigella和Enterococcus在组FM中显著较高（P<0.05），

也说明通过堆肥发酵能显著降低以上病原菌的相对

丰度。其他研究结果也表明堆肥发酵过程中产生的

高温能有效杀灭病原菌，降低病原菌随有机肥进入土

壤的风险[47-48]。

3.3 环境因子与细菌菌群的关系

对属水平细菌相对丰度与养分、重金属和耐药基

因间的相关性分析发现，大部分优势菌属与全磷和

pH有显著相关性，表明全磷和 pH可能是影响细菌丰

度的重要影响因子。由于大多数微生物细胞内 pH值

通常接近中性值，细胞外的 pH值的变化会对细菌产

生压力[49]。因此，pH值也是细菌多样性和群落结构

组成的重要影响因子[50]，进而对堆肥过程产生影

响[51]。重金属 Cd、Cr、Cu和 Mn与部分优势菌属有显

著相关性，其中 Truepera、Limnochorda、Simiduia 和

Cd，Parapedobacter、Galbibacter和Cr，以及Cellvibrio和

Cu、Mn均呈显著正相关，说明这些菌对重金属具有吸

附性、耐受性或减小毒性损伤的特点。目前，研究表

明对重金属具有吸附或耐受性的细菌存在于不同环

境中，可以缓解重金属毒性、修复重金属污染[52-53]。

Kamika等[54]发现Pseudomonas putida和Bacillus lichen⁃

iformis通过生物吸附和富集作用，可有效治理废水中

重金属Co、Ni、Mn、Pb、Ti、Cu、Al和Zn污染。此外，景

炬辉等[55]研究发现在尾矿废弃地中鞘脂单胞菌科相

对丰度与重金属浓度显著正相关，该科细菌对重金属

具有一定的耐受性，可作为重金属污染区域生态恢复

的理想菌种。

研究发现部分菌属与检测耐药基因有显著正相

关性，提示这些菌属为耐药基因的宿主菌，与耐药基

因的富集有关，可导致耐药基因的广泛传播。其中，

潜在病原菌属Bacteroides、Enterococcus和Desulfovibrio

与基因 ermB、tetM和 blaCTX-M均呈显著正相关，Aci⁃

netobacter、Escherichia_Shigella 和 Arcobacter 与 基 因

ermB 和 blaCTX-M 均呈显著正相关（P<0.05）。若这

些具有耐药性的病原菌不经有效堆肥处理，则很有可

能随施肥进入食物链，进而严重威胁人体健康。越来

越多研究者发现畜禽粪便中病原菌和耐药基因存在

一定的正相关，并出现多重耐药的趋势。Fang等[56]发

现鸡粪中病原菌携带大量耐药基因，其优势病原菌属

Bacillus anthracis、Bordetella pertussis和 B. Anthracis与

基因 sul1 呈显著正相关。在猪粪堆肥发酵过程中，

Acinetobacter、Escherichia 与基因 tetX 呈显著正相关，

同时，经过堆肥发酵后，病原菌相对丰度的降低也是

使耐药基因相对丰度降低的原因之一[34]。

4 结论

（1）鸡粪堆肥过程中，不同重金属的浓度差异较
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大，其中 Zn和Mn浓度最高，Cd浓度最低。参照相关

标准，堆肥后（组SC）样品中重金属浓度均不超标。

（2）不同抗生素耐药基因在鲜鸡粪（组 FM）中的

相对丰度有差异，范围为-5.03～-2.08。堆肥发酵过

程能有效降低耐药基因相对丰度，堆肥后（组 SC），基

因 tetM、ermB、blaCTX-M 显著降低了 1.08、1.99、2.78
个数量级（P<0.05）。

（3）鸡粪堆肥过程中细菌群落结构变化显著，在

属水平各组具有不同的优势物种。堆肥发酵过程能

有效降低病原菌相对丰度，从 50.70%（组 FM）降低至

2.97%（组SC）。

（4）环境因子对于细菌菌群丰度具有显著影响

（P<0.05）。其中，部分细菌与重金属呈显著正相关

性，提示这些细菌对重金属具有吸附性或耐受性。部

分潜在病原菌与耐药基因呈显著正相关，提示这些病

原菌属为耐药基因的宿主菌。
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