
摘 要：为了解垫料基质中细菌的群落结构多样性，应用 PCR-DGGE技术对发酵床 7种不同垫料（锯木屑、稻壳、酒糟、菌糠、醋
糟、稻草、稻壳炭）的细菌群落结构进行了研究，根据 DGGE指纹图谱，对它们的细菌群落多样性和优势条带进行了分析。结果表
明，垫料样品的细菌多样性指数、丰富度均有所不同，酒糟垫料组细菌多样性指数最高，稻草垫料组细菌多样性指数最低。全锯木屑

与 50%稻壳相似性较高而聚为一类，与 50%菌糠次之，与 50%稻草的相似性最低。在垫料基质中检测到的菌群主要是节杆菌属
（Arthrobacter sp.）、Amaricoccu sp.、马杜拉放线菌属（Actinomadura sp.）、芽孢杆菌属（Bacillales sp.）、梭菌属（Clostridium sp.）、肠杆菌
属（Escherichia sp.）、细杆菌属（Microbacterium sp.）、假单胞菌属（Pseudomonas sp.）、红球菌属（Rhodococcus sp.）、葡萄球菌属
（Staphylococcus sp.），以及一些未知的菌群。垫料组成是影响发酵床垫料微生物构成的重要因素，稻壳、菌糠作为垫料可部分替代锯
木屑，而对发酵床垫料的微生物区系影响较小。
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不同垫料组成对猪用发酵床细菌群落的影响
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Effects of Different Bedding Litters on Bacterial Community in Pig Biobed
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Abstract：Previous research has shown that different digestion efficiency of various bedding litters in pig biobeds is linked to bacterial vari原
ation. Here we examined both bacterial community structure and predominant bands in biobeds with seven different bedding litters（full saw原
dust, rice husk, distiller忆s grains, mushroom residue, vinegar residue, rice straw and rice husk charcoal）using PCR-DGGE technique. The
Shannon-Wiener index and richness had significant differences in different litters, with the highest Shannon-Wiener index found in the dis原
tiller忆s grains but the lowest in the rice straw. Bacterial community structure in 50% rice husk showed high similarity with that in full saw原
dust, followed by 50% mushroom residue, while the lowest similarity found in 50% straw. Bacterial strains detected in bedding litters be原
longed to Arthrobacter sp., Amaricoccu sp., Actinomadura sp., Bacillales sp., Clostridium sp., Escherichia sp., Microbacterium sp., Pseu原
domonas sp., Rhodococcus sp., Staphylococcus sp. and some unclassified-bacteria. In conclusion, bedding litter composition is an important
factor influencing bacterial community structure of biobeds. Rice husk and mushroom residues could partially replace sawdust as bedding
materials with little impacts on the microbial community.
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随着养殖业的迅速发展，特别是规模化、集约化

养殖的发展，畜禽粪尿造成的环境污染问题越来越严

重，加强畜禽粪尿污染的防治已迫在眉睫，探索新的

养殖方式显得越来越重要。发酵床养殖法是利用微生

物与垫料构建生猪生长的发酵床基质，通过床体中功

能菌的新陈代谢分解生猪排泄的粪尿，从而实现对周

围环境零排放的一种生态养殖方法[1]。垫料和发酵床
功能菌群在发酵床养殖技术中起着决定性的作用。锯

末因富含木质素、纤维素、半纤维素，疏松多孔，保水

性和透气性好，是最佳的发酵床垫料[2]，但由于锯末资
源在部分地区比较缺乏，价格也较贵，国内外针对锯

木屑的替代垫料和配伍方案进行了探索。目前，替代

锯木屑的垫料主要有麦秸、稻草、稻壳、玉米秸、泥炭、
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菌糠等[3-6]。发酵床中垫料是微生物分解粪便的环境载
体，生物发酵床的核心是微生物的发酵和代谢作用，

本课题的前期研究中发现，不同基质的发酵床发酵效

果存在显著的不同，其原因可能是基质不同导致的微

生物群落分解代谢差异所致。但有关不同垫料发酵床

的微生物群落结构差异尚未见报道。

传统的微生物分离培养技术仅能分析出自然环

境中少部分的物种，并且难以反映自然样品中微生物

的丰度，因此不能有效反映发酵床中微生物组成的信

息。近年来分子技术的发展给微生态学研究提供了新

的途径。变性梯度凝胶电泳（DGGE）技术对微生物多
样性的分析，不依赖于微生物的培养过程，而是直接

提取环境样品中总的 DNA，由此包括了样品中可培
养微生物和未可培养微生物的总遗传信息，从而真实

地反映微生物群落的原始组成[7]。目前，PCR-DGGE
技术已在土壤微生物[8-9]、肠道菌群[10-11]、堆肥[12]等微生
物多样性的研究中广泛运用。本研究以不同的垫料配

比为研究对象，采用 PCR-DGGE技术分析垫料微生
物的组成，旨在比较不同垫料的微生物群落结构特

征，为垫料的资源化应用、粪便原位转化效率的提高

建立科学依据。

1 材料与方法

1.1 采样地点
样品采自南京六合某发酵床试验基地。每栏发酵

床床面面积 50 m2，深 60 cm，水泥睡台 10 m2，每栏所
用垫料为不同基质（稻壳、菌糠、稻壳炭、醋糟、稻草、酒

糟）与锯木屑混合，替代锯木屑的比例均为 50%。所取
的垫料样品分别为：（S1）全锯木屑，（S2）50%稻壳+
50%锯木屑，（S3）50%菌糠+50%锯木屑，（S4）50%稻壳
炭+50%锯木屑；（S5）50%醋糟+50%锯木屑，（S6）50%
稻草+50%锯木屑，（杂苑）50%酒糟+50%锯木屑。使用的
发酵菌种为江苏省农科院自行分离、配伍的菌剂，主要

含芽孢杆菌（菌种产品质量孢子 100亿·mL-1）。200 mL
的菌剂稀释后与麸皮混合，堆积培养 5~7 d，扩培后的
菌剂接种于每栏发酵床垫料中，调节水分并拌匀后，铺

至发酵床发酵。发酵床的日常维护主要包括垫料的浅

层翻扒，将粪便集中的区域人工分散，当垫料出现明显

下降时补充同样比例的垫料。发酵床育肥猪自 2011
年 9月开始使用，为了解短期内基质垫层内微生物结
构差异，本研究在进猪 2个月后（11月）采集垫料[13]。
1.2 采样方法

从猪圈的一角开始采用 S形路线，均匀采取栏内

5个点的样品，每个点分别从上至下用环刀取 0耀20
cm的垫料样品，置于自封袋中密封，防止水分挥发，
放于有冰袋的保温盒中带回实验室-20 益保存。
1.3 微生物总基因组 DNA的提取
1.3.1 垫料样品的前处理

称取 5 g冻存样品，加入到含有 50 mL磷酸盐缓
冲液（0.12 mol·L-1，pH8.0）的 250 mL锥形瓶中，在
150 r·min-1条件下室温振荡 15 min。将上述混合物纱
布过滤后，转移至 50 mL离心管中，在 8000 r·min-1

条件下离心 10 min，弃上清，沉淀-20 益保存备用。
1.3.2 微生物总基因组 DNA的提取

将前处理的样品转移至已灭菌的含锆珠的

Screw-capped管中混匀，加入 1 mL TNI50和 150 滋L
酸性酚（水饱和酚），Bead-beader匀浆（2000 r·min-1，3
min）。冰上冷却，加入 150 滋L氯仿/异戊醇，10 000 r·
min-1离心 5 min。上清液中加入 150 滋L氯仿/异戊醇
和 150 滋L TE饱和酚。10 000 r·min-1离心 1 min。上清
液加入 300 滋L 氯仿 /异戊醇，10 000 r·min-1 离心 1
min收集上层水相，加醋酸钠和异丙醇沉淀，沉淀物
用 70豫的冰乙醇，风干沉淀，加无菌 TE缓冲液溶解。
1.4 16S rDNA基因 V6~V8区 PCR扩增

用带有 GC 夹子的细菌通用引物 GC-U968（5忆
CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG）
和 L1401（5忆CGG TGT GTA CAA GAC CC 3忆）对微生
物总基因组 DNA 的 16S rDNA 基因 V6~V8 区进行
PCR扩增。50 滋L PCR反应体系：DNA 1 滋L，引物 968
1 滋L，引物 L1401 1 滋L，ddH2O 37.5 滋L，Taq 酶 0.5
滋L，dNTP 1 滋L，MgCl2 3 滋L，PCR 缓冲液 5 滋L。PCR
反应条件：94 益变性 5 min，94 益变性 10 s，56 益退火
20 s，68 益延伸 40 s，35 个循环，72 益最终延伸 10
min，4 益保存。
1.5 DGGE分析

DGGE分析采用 Bio-Rad电泳系统，聚丙烯酰胺
凝胶浓度为 8豫，变性梯度为 30豫~50豫，在 60 益、1伊
TAE、60V条件下电泳 16 h，电泳结束后用银染法[14]染
色，DGGE凝胶经 GS-800型扫描仪（Bio-Rad，美国）
扫描输入计算机，采用凝胶分析软件 Molecular Anal原
ysis 1.61（Bio-Rad，美国）进行分析。用 Shannon-
Wiener多样性指数（H忆）、基因型丰富度（S）指标来比
较各个样品的细菌多样性，计算公式如下：

H忆=-移Pi lg Pi
式中：Pi由公式 Pi=ni/H 计算求得。ni为密度曲线上
某一条带的峰高；H 为所有峰高之和；S为样品中总
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图 2 16S rDNA基因 V6~V8区 PCR-DGGE指纹图谱
Figure 2 PCR-DGGE and its pattern of V6~V8 region gene
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图 3 样品细菌群落的 UPGMA聚类分析图
Figure 3 UPGMA clustering analysis of bacterial population
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的条带数。

采用 UPGMA分析比较不同垫料细菌群落结构
的相似性。

1.6 DGGE图谱中部分优势条带的序列分析
用无菌手术刀将 V6~V8 DGGE 图谱中分离明

显、条带清晰且亮度高的优势性条带从凝胶上切下，

用灭菌的 TE缓冲液 4 益下浸泡过夜，然后取 1 滋L作
模板进行 PCR扩增。PCR反应条件：94 益变性 5 min，
94 益变性 30 s，50 益退火 30 s，72 益延伸 30 s，35 个
循环，72 益最终延伸 10 min。割胶回收 PCR产物，产
物经 pUCm-T载体连接，转化大肠杆菌感受态细胞，
经蓝白筛选选择转化子，并用碱裂解法提取质粒，通

过双酶切检测外源片段的插入。将阳性克隆送上海生

工生物工程有限公司测序，获得 16S rDNA序列，通过
NCBI的 Blast功能在 Genbank数据库中进行相似性
检索分析。

2 结果与分析

2.1 16S rDNA基因 V6~V8区 PCR扩增结果
将垫料经过前处理后，以提取的总 DNA为模板

进行 16S rDNA PCR扩增，目标片段约为 450 bp（图
1），符合 16S rDNA V6~V8区高变区片段大小，可以
进行 DGGE电泳。
2.2 不同垫料的 DGGE指纹图谱分析结果

将 PCR的扩增产物进行 DGGE分离，分别得到
不同垫料样品的细菌 DGGE图谱（图 2）。由图 2 可
知，DGGE图谱中电泳条带数目、强度和迁移率均存
在一定程度的差异，显示了生物发酵床中的细菌种群

的多样性，同时也表明垫料的组成影响了发酵床系统

的细菌丰富度，从而使垫料微生物群落结构多样性发

生变化。由图 2还看出，不同垫料间具有许多共同的
条带，说明这些发酵床垫料存在一些共有的细菌类

型，而且某些公共条带的强度也不相同，表明同一微

生物物种在不同垫料样品的丰度上也存在一定的差

异。

为了进一步揭示不同发酵床垫料间细菌 DNA片
段的差异，采用 UPGMA对垫料样品的 DDGE指纹图
谱作相似性聚类分析，其结果见图 3。由图 3可知，全
锯木屑（S1）与 50%稻壳（S2）相似性最高，聚为一类，
样品条带的相似性为 89%；其次为 50%菌糠（S3），相
似性为 77%；全锯木屑（S1）与 50%稻草（S6）相似性
最低，仅为 56%。根据电泳图谱中每个条带的信息，
对各样品中的细菌多样性指数（H忆）、丰富度（S）等指

图 1 16S rDNA基因 V6~V8区 PCR扩增结果
Figure 1 PCR amplification results of V6~V8 regions

in 16S rDNA gene
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标进行了综合分析，结果如表 1所示。垫料样品细菌
多样性指数（H忆）、丰富度（S）均有所不同，其中酒糟垫
料组（S7）细菌多样性指数最高，指数为 1.525，丰富度
也最大，稻草垫料组（S6）细菌多样性指数最低，指数
为 1.282。由此可见，垫料组成是影响发酵床垫料微生
物构成的重要因素。

2.3 垫料样品优势条带的序列比对与系统发育分析
细菌 16S rDNA V6~V8区条带经 DGGE分离，切

割可分辨的部分优势条带进行序列测定，获得序列

26条。将所测得的序列结果以 BLAST程序进行相似
性比较分析（表 2），结果表明，所有序列与数据库中
16S rDNA序列的相似性在 93%~100%之间。不同垫
料组成的发酵床垫料细菌呈现较高的多样性，分布在

10个属中，分别属于节杆菌属（Arthrobacter）、Amaric原
occus、马杜拉放线菌属（Actinomadura）、芽孢杆菌属
（Bacillales）、梭菌属（Clostridium）、肠杆菌属（Es原
cherichia）、细杆菌属（Microbacterium）、假单胞菌属
（Pseudomonas）、红球菌属（Rhodococcus）、葡萄球菌属
（Staphylococcus），其中肠杆菌属 5株、节杆菌属 2株、
葡萄球属 2株。优势菌相对不明显，并且含有大量的
未培养微生物（10株）。
3 讨论

发酵床含有丰富的有机质，是一个复杂的微生态

环境。发酵床的核心是微生物对粪尿的发酵和转化，

发酵床垫料是微生物分解粪便的环境载体，因此发酵

床的发酵体系由微生物和垫料基质共同组成。垫料在

提供碳氮源、调节床体基质的孔隙度（含氧量）、维持

床体温湿度等方面影响微生物对粪尿的发酵分解过

程[16-17]。除了受发酵床菌剂、生猪肠道微生物的影响
外，发酵床的微生态环境与垫料基质的理化性质密切

相关[15]。因此，垫料基质组成是影响发酵床垫料微生
物群落的重要因素。

本研究对不同垫料基质的微生物区系进行了

PCR-DGGE分析。结果表明，发酵床微生物组成种类

相对较多，呈现很高的微生物多样性，不同垫料的微

生物组成也呈现出很大的差异。以常规的全木屑垫料

基质为对照，稻壳和菌糠组的微生物区系与全锯木屑

的相似性较高，而稻草垫料组的微生物组成与全锯木

屑的相似性最低。酒糟垫料组细菌多样性指数（H忆）最
高，丰富度（S）也最大，稻草垫料组细菌多样性指数和
丰富度最低。稻壳的透气性能优于锯木屑，其表面积

大，含碳水化合物比例低于锯木屑[18]，由于发酵床功
能菌群多为好氧性微生物，垫料本身透气性好，氧气

输送顺畅，有益于功能菌群的活动和繁殖，有利于发

酵床基质中粪尿的分解。因此，稻壳可以作为垫料基

质与锯木屑配合使用，对发酵床微生物区系不会产生

太大的影响。菌糠的主要成分是被食用菌利用后的植

物残体，菌糠营养丰富，自身也分布着大量菌群，菌糠

表 1 不同垫料微生物群落基因型丰富度及多样性指标
Table 1 Shannon-Wiener index and richness of microbial

community in different bedding litters
编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

丰富度（S） 28 28 29 25 24 23 32
Shannon-Wiener
指数（H忆） 1.415 1.449 1.488 1.343 1.293 1 1.282 1.525

表 2测序克隆序列与其 GeneBank最相似序列的比对结果
Table 2 Alignment of cloning sequence with its most-similar

GeneBank sequence
条带Sequencedclones

基因（库）序列号GeneBankaccession number
相似性Similarityrate

基因数据库中
最相近的菌种名称Source of the most similarGeneBank sequence

b1 KF475863.1 100% Staphylococcus.sp.
b2 CP006698.1 99% Escherichia sp.
b3 JX975437.1 99% Escherichia sp.
b4 GQ488019.1 99% Uncultured bacterium
b5 KF025992.1 99% Arthrobacter.sp.
b6 JQ977336.1 93% Rhodococcus.sp.
b7 JQ782897.1 99% Arthrobacter.sp.
b8 HQ738388.1 99% Uncultured bacterium
b9 JF957136.1 97% Amaricoccus sp.
b10 HE576281.1 95% Uncultured bacterium
b11 AB630830.1 96% Uncultured bacterium
b12 AM749774.1 94% Bacillales.sp.
b13 JF218312.1 99% Uncultured bacterium
b14 JQ659962.1 99% Pseudomonas sp.
b15 GU389505.1 97% Uncultured bacterium
b16 HQ877425.1 98% Actinomadura sp.
b17 JQ425745.1 99% Uncultured bacterium
b18 JQ975888.1 99% Uncultured bacterium
b19 CP006698.1 99% Escherichia sp.
b20 JX975437.1 99% Escherichia sp.
b21 GQ488019.1 99% Uncultured bacterium
b22 HG738867.1 99% Escherichia sp.
b23 GQ847654.1 99% Uncultured bacterium
b24 KF475863.1 99% Staphylococcus sp.
b25 JN184753.1 99% Microbacterium sp.
b26 HQ283402.1 99% Clostridium.sp.

1846



第 32卷第 1期2014年 9月
破碎后，粒度小于锯木屑和稻壳，使得菌糠发酵床的

孔隙度小于锯木屑发酵床[6]。菌糠作为垫料基质的这
些优势，有利于功能菌的新陈代谢。菌糠也是一种优

质的垫料基质来源。酒糟为酿酒业的副产物，含有丰

富的氨基酸、维生素与微量元素，酒糟中的微生物构

成呈现明显的多样性分布[19]，酒糟的土著菌群在一定
程度上影响了发酵床的细菌多样性。稻草与锯木屑的

微生物区系相似性最低，多样性指数和丰富度最低，

可能与稻草在发酵过程中较易腐烂结块有关[20]。不同
垫料的微生物多样性与垫料理化性质的相关性还需

进一步研究。

DGGE指纹图谱能直观地反映不同垫料基质中
细菌组成成分的变化，是一种能够提供细菌群落结构

变化趋势的研究方法，通过对 DGGE条带进行切胶
回收测序可了解细菌群落结构的组成[21]。本研究对
DGGE图谱中的优势条带进行了序列分析。结果表
明，垫料微生物中存在大量的未培养微生物，已知细

菌分布在 10个种属里。肠杆菌为动物肠道中的常居
菌，0耀20 cm的垫料直接与粪便接触从而导致垫料中
的肠道细菌含量较高且丰富，肠杆菌属的一些菌株也

可促进堆肥发酵[22]。发酵床运行的过程中，垫料微生
物的活动类似于好氧堆肥，而在好氧堆肥过程中，假

单胞菌属（Pseudomonas）可应用于纤维素的降解[23]，细
杆菌属（Microbacterium）能加快有机质的分解[22]，葡萄
球菌属（Staphylococcus）对堆肥过程中的脂肪类有机
物具有降解能力[24]。节杆菌属（Arthrobacter）、红球菌
属（Rhodococcus）、马杜拉放线菌属（Actinomadura）在
垫料基质中检出，与菌株参与垫料中的氮素转化有

关[25-27]。梭菌属的细菌广泛分布于土壤、污泥及动物肠
道中，郭艳等[28]在研究猪粪堆体中发现，梭菌属在堆
肥的升温期中占有绝对优势，对堆肥物料降解过程起

重要作用。从优势条带的结果也可看出，发酵菌剂中

的芽孢杆菌属（Bacillales）也有检出，但并不是垫料微
生物中的优势菌群，说明发酵床菌剂只是在发酵床初

期起到先导菌启动发酵的作用，在中后期并不能成为

优势菌群，发酵床垫料正常运转更多的是依靠肠道微

生物和垫料本身的土著菌种进行调节。这与毕泗伟

等 [15]研究的结果一致。发酵床技术还需结合动物肠
道、应用环境等因素选择高效的发酵菌株，以达到有

效的人为调控目的。

4 结论

（1）垫料组成是影响发酵床垫料微生物构成的重

要因素，稻壳、菌糠作为垫料可部分替代锯木屑，而对

发酵床垫料的微生物区系影响较小。

（2）垫料基质中优势菌群主要包括：节杆菌属
（Arthrobacter sp.）、Amaricoccu sp.、马杜拉放线菌属
（Actinomadura sp.）、芽孢杆菌属（Bacillales sp.）、梭菌
属（Clostridium sp.）、肠杆菌属（Escherichia sp.）、细杆
菌属（Microbacterium sp.）、假单胞菌属（Pseudomonas
sp.）、红球菌属 （Rhodococcus sp.）、葡萄球菌属
（Staphylococcus sp.）。不同垫料的微生物多样性与垫
料理化性质的相关性还需进一步研究。
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