
摘 要：以 nosZ基因为标记，应用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳法（PCR-DGGE）对牛粪堆肥过程中反硝化细菌群落结构进
行研究，通过冗余分析（Redundancy analysis, RDA）法，分析反硝化细菌群落结构变化与堆肥过程中理化参数（堆体温度、pH、含水
率、氨态氮和硝态氮）之间的关系。结果表明，反硝化细菌群落的 Shannon-Weaver指数在堆肥 0~4 d升高，在 7~29 d减小。对优势条
带进行测序发现 Alcaligenes 存在于整个堆肥过程中，判定其为此过程中优势菌属。反硝化细菌群落结构在堆肥前期（0~4 d）变化较
小，而在降温腐熟期（23~29 d）变化剧烈。皮尔逊相关系数分析表明，反硝化细菌群落多样性与含水率呈极显著正相关关系（r=
0.960，P约0.01），与温度呈显著正相关关系（r=0.766，P约0.05）。
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牛粪堆肥中反硝化细菌与理化参数的关系
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Correlationship between denitrifying bacteria and physicochemical factors in cow manure composting
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（School of Resources and Environmental Sciences, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China）
Abstract：In the present paper, the community structure of denitrifying bacteria during cow manure composting process was analyzed by
polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis（PCR-DGGE）based on the nosZ gene. The relationship between the
changes of denitrifying bacteria community structure and the physic-chemical parameters（temperature, pH, water content, NH+4 -N and NO-3 -N）
was evaluated by redundancy analysis（RDA）. Results showed that the Shannon-Weaver index of denitrifying bacteria increased during 0~4
d but decreased during 7~29 d of the composting. Based on the sequencing of dominant bands, Alcaligenes were the dominant species dur原
ing composting. Redundancy analysis（RDA）showed that the community structure of dinitrifying bacteria changed little at the early stage of
composting（0~4 d）, while it changed dramatically in the maturity stage of composting（23~29 d）. Pearson correlation analysis showed that
denitrifying bacteria community diversity was extremely significantly positively correlated with water content（r=0.960, P臆0.01）, and sig原
nificantly positively correlated with temperature（r=0.766, P臆0.05）.
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近年来，随着我国农业和畜牧业的迅速发展，大

量畜禽粪便和农业秸秆露天放置，对环境造成了严重

污染[1]。目前，采取了多种方式对禽畜粪便和农作物秸
秆进行资源化处理，如将禽畜粪便加工成有机肥料、

将秸秆进行饲料化或材料化等[2]，但好氧堆肥法仍然
是处理有机固体废弃物最有效的方式之一[3]。

在堆肥化过程中，反硝化细菌能够将硝酸盐转化

成气态氮（NO、N2O、N2）[4]，不仅会造成空气污染，同时
还降低了堆肥品质。参与反硝化过程的还原酶主要有

4种[5]，其中的 nosZ基因催化 N2O还原成 N2[6]，能够有
效减少温室气体的排放，因此，在反硝化过程中，以

nosZ基因为标记，分析反硝化细菌的群落结构变化，
对研究堆肥过程中氮素转化过程及规律具有重要的
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意义。近些年来，虽然在研究堆肥化过程中的反硝化

菌方面取得了很大的进展[2，7]，但对堆肥过程中理化参
数与反硝化菌群之间关系的研究尚少。

本研究采用牛粪与稻草秸秆进行好氧堆肥实验，

对堆肥过程中温度（T）、pH、含水率、氨态氮（NH +4 -
N）、硝态氮（NO-3 -N）等理化参数进行参数测定。通过
聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳技术（PCR-
DGGE）来研究以 nosZ基因为标记的反硝化细菌的群
落动态变化，应用冗余分析（Redundancy analysis，RDA）
方法研究堆肥过程中反硝化细菌群落结构与理化参

数之间的相关性，利用皮尔逊相关系数法分析反硝化

细菌群落多样性与理化参数的相关性，并分析影响菌

群变化的驱动因子。

1 材料与方法

1.1 堆肥实验与样品采集
堆肥实验中的牛粪与水稻秸秆均来自哈尔滨市

农场，堆肥材料主要成分见表 1。将水稻秸秆剪成小
段（3~5 cm），便于与牛粪的充分混匀，秸秆与牛粪按
照干重比 1颐3进行充分混合，并且将混合物料的含水
率调节为 60%~65%，置于实验室自制的堆肥模拟容
器中进行发酵，堆肥过程中定期进行翻堆，整个堆肥

过程共持续 30 d。

在堆体的上中下三层的不同位置分别在第 0、1、
4、7、13、23、29 d取样并混匀（7个样品），以堆肥天数
为样品标号。在堆肥第 3、5、11、21 d进行翻堆。7个样
品分为两部分保存，一部分用于理化参数的测定，另

一部分放于-80 益用于分子实验分析。
1.2 堆肥理化参数的测定

在堆体上、中、下三层的不同位置，使用精密温度

计分别测其温度并取平均值，同时记录下室温。堆体

含水率的测定采用恒重法，将 7个堆肥样品在 105 益
下烘干 24 h，然后进行计算，得出含水率数值。pH的
测定是将每个堆肥样品称取 1 g，按 1颐10（质量浓度）
加入去离子水，150 r·min-1下振荡 30 min后在 10 000
r·min-1进行离心，离心 15 min后过滤，滤液用数字

pH仪器测定。NH+4 -N含量根据鲍士旦[8]的农化分析
方法进行测定，NO -3 -N 含量采用酚二磺酸比色法进
行测定[9]。
1.3 DNA提取、纯化

用实验室改进的 CTAB法对堆肥样品总 DNA进行
提取[10]，使用 OMEGA纯化试剂盒对粗提取的总DNA
进行回收、纯化，检测纯化结果后于-20益保存备用。
1.4 PCR扩增

堆肥过程中反硝化细菌的检测以nosZ基因为标
记，选用引物对 nosZ-F/nosZ-1622R进行 PCR扩增，
并且在 nosZ-1622R的 5忆端添加 GC夹[11]。PCR扩增，
体系为 50 滋L，其中：10伊PCR Buffer 5 滋L，dNTP 5 滋L，
模板 1 滋L，Taq 酶 0.6 滋L，上下游引物各 0.8 滋L，
ddH2O补足至 50 滋L。扩增条件为：预变性 5 min（95
益）；35个循环中再次变性 45 s（95 益），退火 45 s（61
益），延伸 1 min（72 益）；最后再延伸 10 min（72 益）[12]，
于 4 益下保存并停止反应。
1.5 DGGE及条带测序

应用 DcodeTM系统对 PCR产物进行 DGGE实验。
使用尿素浓度范围为 35%~70%的 8%聚丙烯酰胺凝
胶（丙烯酰胺颐双丙烯酰胺=37.5颐1，m/V）。电泳条件：在
60 益恒温的 1伊TAE电泳缓冲液中，120 V 恒定电压
下电泳 12 h[11]。电泳结束后，将 DGGE胶进行染色并
拍照。切下主要条带溶于水后，用不带 GC夹子的引
物进行 PCR扩增，并测序。

测序结果提交至 GenBank 获得基因登录号，用
BLAST比对出同源性最高的序列并下载，使用MEGA 4.0
程序的邻接法（Neighbor-Joining）构建系统进化树。
1.6 数据处理

DGGE图谱分析采用 Quantity One 4.6.2软件，根
据公式 H=-撞Piln Pi计算出反硝化细菌的多样性指
数（H）；反硝化细菌群落结构变化与理化参数的相关
性分析采用 Canoco 4.5软件分析，首先对分析数据进
行除趋势对应分析（Detrended correspondence analysis，
DCA），当排序轴的梯度长度相对较短时（约2），选用冗
余分析方法进行分析[13]，应用 Canodraw 4.5程序将生
成的数据文件进行作图分析[14]；利用 SPSS17.0软件中
皮尔逊相关系数法分析反硝化细菌群落多样性与理

化参数之间的相关性。

2 结果与讨论

2.1 理化参数的变化
图 1为堆肥过程中温度变化，根据堆肥过程中温

表 1 堆肥材料的主要成分
Table 1 Properties of raw materials for composting

堆肥材料
Material

含水率
Water content/%

总有机碳
TOC/%

全氮
TN/% C/N

牛粪 28.77 35.22 2.53 13.92
秸秆 12.17 40.93 0.83 49.31
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图 1 堆肥过程中温度变化
Figure 1 Changes of temperature during composting process

图 2 堆肥过程中 pH和含水率变化
Figure 2 Changes of pH and water content during

composting process

图 3 堆肥过程中 NH+4 -N和 NO-3 -N变化
Figure 3 Changes of NH+4 -N and NO-3 -N during

composting process

度的变化可以将堆肥过程分为三个阶段：0~3 d为升
温期；4~12 d为高温期；13~29 d为降温腐熟期。堆肥开
始后温度逐渐升高，在第 5 d时达到最高温 57.6 益，
并且温度超过 55 益的堆肥时间持续了 5 d，可在堆肥
过程中杀死各种病原菌，满足基本的堆肥卫生标准[15]。
堆体温度在堆肥第 13 d开始迅速下降，且在堆肥后
期（13~29 d）温度变化趋于平稳，堆肥过程结束时温
度接近于室温。堆肥过程中温度的变化与堆体内微生

物活性息息相关，二者相互影响，微生物的大量活动

导致堆体温度升高，同时高温也会影响微生物体内的

酶活。所以，温度既是影响堆肥过程中微生物群落变

化的重要因素，也是评价堆肥是否达到稳定化的重要

条件[16]。
图 2为堆肥过程中含水率与 pH的变化。堆肥过

程中含水率的变化始终保持在 40%~70%的范围内，
整体呈现下降的趋势，在堆肥初期（0 d）堆肥含水率
最大，达到 65.7%，随着堆体温度升高，含水率逐渐变
小，在堆肥结束时达到最低值 42.1%。水分不仅直接
影响堆体内微生物的代谢，而且会影响堆肥的腐熟速

度[15]。堆肥过程中的 pH变化在 8.06~8.57之间，在堆
肥第 1 d 降至最低值（8.06），第 7 d 时达到最大值
（8.57），在堆肥后期（13~29 d）逐渐下降。因为在堆肥
初期，微生物分解大量有机物的过程中产生有机酸，使

得堆体 pH值降低；后期有机酸的降解及 NH+4 -N的
大量积累使得堆体 pH逐渐升高[8]。

图 3为 NH+4-N和 NO-3 -N含量变化。NH+4 -N含量
在堆肥前期（0~4 d）升高而在堆肥后期（7~29 d）呈迅
速降低的变化趋势，其含量从堆肥起始阶段（0 d）的
767 mg·kg-1迅速增加到第 4 d时的最大值 1159 mg·
kg-1；随着堆肥的进行，堆体温度逐渐升高，大量NH3
挥发[17]，从而导致 NH+4 -N的含量迅速减少（4~29 d），
堆肥结束时降至最小值 453 mg·kg-1。而 NO-3 -N含量
在整个堆肥过程中呈现上升趋势，在堆肥初期 NO-3-N
含量仅为 105 mg·kg-1，可能是由于在初期（0~3 d）某
些具有硝化作用的微生物的活性受到了高温以及

NH+4-N大量积累的抑制，致使 NO-3-N的生成速度减
缓[18]。在堆肥 4 d以后 NO-3-N含量迅速增加，堆肥结
束时达到 425 mg·kg-1。
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表 2 反硝化细菌的多样性指数
Table 2 Diversity index of denitrifying bacteria

项目 Item 堆肥时间 Composting time/d
0 1 4 7 13 23 29

条带数 Band 5 9 13 7 7 8 6
多样性指数

Diversity index 1.803 2.094 2.536 2.414 2.390 2.273 2.259

图 5 反硝化细菌的系统进化树
Figure 5 Phylogenetic tree of denitrifying bacteria

图 4 堆肥样品的 DGGE图谱
Figure 4 DGGE profile of compost samples

2.2 DGGE图谱分析
不同时期的堆肥样品 PCR产物经 DGGE 分离，

其结果如图 4所示。图中字母代表条带编号，在 7个
泳道上共识别出 8条特异性的条带。堆肥前期（0~7
d）样品条带的分布与后期（13~29 d）分布的差异性较
大，说明随着堆肥的进行，反硝化细菌的群落结构发

生了明显的变化。在堆肥过程中，每个时期均有条带

G出现，说明其具有较强的耐受性，为堆肥过程中的
优势种群；条带 B、C和 F仅在堆肥高温期出现，是高
温期的特异性条带，具有较强的耐高温性。

2.3 多样性分析
不同时期反硝化细菌群落的多样性指数应用

Shannon-Weaver公式进行计算[19]，其结果如表 2所示。
反硝化细菌的多样性总体呈现先增加后降低的趋势。

在堆肥开始时，反硝化细菌的多样性指数呈整个堆肥

过程中的最低值 1.803，随着堆肥的进行，反硝化细菌
的多样性逐渐升高，在高温期（第 4 d）达到最大值

2.536，在堆肥后期多样性指数有所下降。这是由于堆
肥前期堆体内营养物质含量相对较为丰富，对反硝

化细菌的生长较为有利；然而，不同菌属的反硝化细

菌对温度等理化参数的敏感程度不尽相同，某些菌

属因适应不了高温或因营养物质的减少而被淘汰，

使得反硝化细菌的多样性呈现高低不同的趋势[20]。
2.4 系统发育分析

将 8个成功测序的序列结果提交给 Genbank并
获得登录号：KU246118-KU246125。使用 MEGA 4.0
建立系统发育树，其结果如图 5所示。所有的条带测
序结果与 BLAST 数据库中比对的序列同源性菌高
于 55%。在堆肥过程中，条带 G测序结果与产碱菌
属（Alcaligenes）有较高的相似性，在堆肥各个时期始
终出现，是堆肥过程中的优势菌属；条带 E 和 A 分
别在堆肥初期（1 d）和后期（13 d）被检测到，经测序
与副球菌属（Paracoccus）和固氮螺菌属（Azospiril原
lum）有较高的相似性；条带 B、C 和 F仅在高温期出
现，其测序结果分别与无色杆菌属（Achromobacter）、
未培养细菌和假单胞菌属（Pseudomonas）有较高的同
源性。

2.5 理化参数与反硝化细菌群落结构的相关性分析
堆肥过程中反硝化细菌群落结构与理化参数的
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冗余分析结果如图 6。前 2 个排序轴分别解释了
57.5%和 21.1%的反硝化细菌种群变化，说明这些理
化参数对堆肥过程中反硝化细菌群落结构的变化有

显著的影响。在 RDA二维排序结果中，带箭头的矢量
线表示不同的理化参数，圆圈代表在不同堆肥天数时

取样样品。箭头的矢量线长度可以表示不同理化参数

与物种之间的相关性，其矢量线越长，相关性就越大，

反之则越小[21]。从 RDA排序图中可以看出，含水率、
硝态氮和氨态氮三个参数的连线相对较长，说明在堆

肥过程中这些因素对反硝化细菌群落结构变化的影

响较大。在 RDA分析中，圆圈之间的距离表示菌落结
构的差异性，圆圈间连线越短，差异性越小[13]。由此可
知，反硝化细菌的群落结构在堆肥前期（0~4 d）变化
较小。在降温腐熟期（23~29 d）变化则较为剧烈。

堆肥过程中理化参数（含水率、硝态氮和氨态氮）

对反硝化细菌群落结构变化有不同程度的影响。含水

率与堆肥中溶解氧的浓度密切相关，当含水率较大

时，堆体中溶解氧浓度较低[22]，利于反硝化菌的生长，
因为多数反硝化菌属厌氧微生物。在堆肥初始阶段

（0~3 d），堆体含水率较大，在一定程度上使得堆体内
成厌氧或缺氧的状态，因而反硝化菌的生长较为稳

定，其群落结构变化较小；在堆肥后期（4~29 d），含水
率降低使得溶氧量相对较高，使得堆体内的反硝化细

菌群落结构发生了较大的变化。

过去的研究中，有学者发现，硝态氮含量可以影

响反硝化速率与菌群的群落结构变化[23]。在本文中，
硝态氮与反硝化细菌群落结构有一定的相关性，也有

学者研究发现，反硝化细菌的变化与硝态氮浓度并无

显著的相关性[24]。这些结果表明，在不同的环境条件
下，硝态氮浓度对反硝化细菌群落变化的影响存在显

著性的差异。堆肥的前期（0~4 d），堆肥中反硝化细菌
的群落结构变化较小，在此阶段中，供反硝化细菌作

用的营养物质相对较多，反硝化细菌作用时相对稳

定，所以，群落结构变化不大，其硝态氮含量逐渐积累

增加；但在堆肥后期（23~29 d），反硝化细菌群落结构
变化却很大，其原因可能是因为堆肥后期营养物质的

减少以及大量硝态氮的积累，对反硝化细菌的作用产

生了一定程度的影响。所以，反硝化细菌群落结构变

化与理化因子之间的关系还需更多的研究。氨态氮表

面上虽然与反硝化细菌的作用并无直接联系，但在氨

态氮氧化生成硝态氮的过程中，会产生大量 N2O气
体，此气体作为反硝化功能基因（nosZ）的底物，其含
量多少会对反硝化细菌的作用产生影响。胡春晓等[25]

也在对农业废弃物好氧堆肥过程的研究中发现，氨态

氮浓度与 nosZ基因呈显著正相关关系。
2.6 理化参数与反硝化细菌群落多样性的相关性分析

反硝化细菌的变化，不仅体现在其群落结构与理

化参数的相关性，还有反硝化细菌群落多样性与理化

参数之间的相关性。理化参数与反硝化细菌群落多样

性的皮尔逊相关性分析结果如表 3所示。堆肥过程中
反硝化细菌群落多样性与含水率呈极显著正相关关

系（r=0.960，P约0.01），说明随着含水率的变大，反硝化
细菌的群落多样性呈现显著性的增加，反之则减少；

温度与反硝化细菌群落多样性呈显著正相关关系（r=
0.766，P约0.05），说明随着温度的增加，反硝化细菌多
样性也增加，反之则呈下降的趋势。但温度却不是影响

反硝化细菌多样性的最主要因素，温度的变化通过对

溶氧量及含水率等因素的影响，从而对反硝化细菌的

多样性有一定程度的影响[26-28]。含水率对反硝化细菌群
落多样性的影响呈现了极显著的相关性，说明反硝化

细菌群落多样性对堆体内含水率的大小敏感程度很

大，其细微的变化就能引起多样性的改变。

图 6 反硝化细菌种群变化与理化参数的 RDA图
Figure 6 RDA of denitrifying bacteria community and

physic-chemical parameters

表 3 理化参数与反硝化细菌群落多样性的皮尔逊相关分析
Table 3 Pearson correlations between physic-chemical parameters

and diversity index of denitrifying bacteria

注：*表示显著性相关关系，P臆0.05；** 表示极显著性相关关系
P臆0.01；ns表示无显著性相关关系（P跃0.05）。

Note：*Indicates significant differences（P臆0.05）; **Indicates signif原
icant differences（P臆0.01）; ns indicates no significant differences（P跃
0.05）.

项目 Item 温度
Temperature

含水率
Water content pH NH+4 -N NO-3 -N

多样性指数
Diversity index 0.766* 0.960** ns ns ns

0.8

-0.8-1.0 1.0
0 d

4 d1 d 29 d

23 d
13 d

7 d pH
T

氨态氮

含水率

硝态氮

贡献值 57.5%
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温度也可以对其他理化参数产生影响，从而间接

地影响微生物的代谢活动。在堆肥过程中，温度的变

化使得堆体内含水率有所不同，其含水率的大小与溶

氧浓度存在着一定的相关性。堆体内含水率较大时，

溶氧浓度相对较低，反之溶氧量含量较高[29]。有大量
的研究表明，当溶解氧浓度在一定的范围内时，反硝

化细菌的活性不会受到溶解氧浓度的影响[30]；当溶解
氧的浓度低于某个值的时候，反硝化细菌的活性随

着溶解氧浓度的降低而升高。这就说明影响反硝化

细菌活性的溶解氧浓度存在着一个极限值，也称为阈

值[31]。堆肥过程溶氧的变化可能受堆肥水分的影响，因
此堆肥过程中反硝化细菌群落多样性随含水率的变

大而升高。

3 结论

（1）在牛粪堆肥过程中，反硝化细菌群落结构在
堆肥前期（0~4 d）变化较小，在堆肥后期（23~29 d）变
化较为剧烈；反硝化细菌群落多样性总体呈现先升高

（0~4 d）后降低的趋势（23~29 d）；
（2）Alcaligenes（条带 G）存在于整个堆肥过程中，

有较强的耐受性，是堆肥过程中反硝化细菌的优势种

属；Achromobacter（条带 B）、未培养细菌（条带 C）和
Pseudomonas（条带 F）仅出现在堆肥高温期，具有较
强的耐高温性，是高温阶段的优势性菌属。

（3）堆体含水率、硝态氮和氨态氮对群落结构变
化有着不同程度的影响。含水率与反硝化细菌群落多

样性呈极显著正相关关系，温度与反硝化细菌群落多

样性呈显著正相关关系。
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