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Abstract：The main objective of this study is to investigate the bacterial communities of litters at different depths in a microbial fermenta⁃
tion bed（MFB）, and reveal the relationship between bacterial diversity and depths of the litters. In the light of the above considerations, lit⁃
ters from three different depths（10 cm, 30 cm, and 50 cm）in five locations of the MFB system were collected, and their bacterial communi⁃
ties were evaluated using high-throughput sequencing. A total of 1 045 225 sequences were obtained, and the tested litters contained 32
phyla, 303 families, 609 genera, and 1834 operational taxonomic units（OTUs）of bacteria. The shallow litters had the highest content of
bacteria while the middle litters had the greatest diversity. The microbial community was obviously related to the depth of the litters. The
contents of the phyla Proteobacteria（25.9%）and Actinobacteria（10.2%）in the shallow litters were higher than they were in other litters.
The middle litters had high contents of Bacteroidetes（27.8%）, Proteobacteria（25.1%）, and Firmicutes（17.0%）. Importantly, our results
showed that contents of the organic matter-decomposing bacteria, including Trueperaceae（Deinococcus-Thermus）, Xanthomonadaceae
（Proteobacteria）, and Flavobacteriaceae（Bacteroidetes）consisted of numerous species and were in high abundance in the shallow litters.
However, the contents of the phyla Bacteroidetes（33.3%）and Spirochaetes（9.2%）in the deep litters were higher than those in the shallow
litters were. The deep litters had the highest content of anaerobic bacteria including Spirochaetaceae（Spirochaetes）and Saprospiraceae
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摘 要：为了解微生物发酵床不同深度垫料细菌的多样性，明确不同深度的细菌群落组成，采用五点采样法，收集了发酵床表层

10 cm、中层30 cm、深层50 cm的垫料，分别进行垫料宏基因组DNA的提取，原核生物16S rDNA基因V3~V4区的扩增及 Illumina高
通量测序。试验共获得 1 045 225条序列，共包含 32门、303科、609属和 1834类OTUs。表层垫料细菌数量最多，中层垫料细菌种

类最多。微生物发酵床不同深度垫料的细菌群落有所差异，在表层垫料中，变形菌门（25.9%）和放线菌门（10.2%）相对含量高；中

层垫料中拟杆菌门（27.8%）、变形菌门（25.1%）和厚壁菌门（17.0%）相对含量高。发酵床垫料表层和中层细菌多为有机物降解菌，

主要为异常球菌——栖热菌门的特吕珀菌科、变形菌门的黄单胞菌科和拟杆菌门的黄杆菌科细菌。随着垫料深度增加，拟杆菌

门（33.3%）和螺旋体门（9.2%）含量升高，厌氧菌如螺旋体门的螺旋体科、拟杆菌门的腐螺旋菌科在深层垫料中达到峰值。研究表

明，表层垫料中微生物含量最高，代谢最为活跃，是主要的有机质降解层；深层垫料厌氧菌含量高。
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中图分类号：X713 文献标志码：A 文章编号：1672-2043（2019）10-2412-08 doi:10.11654/jaes.2019-0361



陈倩倩，等：微生物发酵床不同深度垫料的细菌群落多样性2019年10月

微生物发酵床具有降解粪污的功效，其中的微生

物起物质能量转化的作用，是发酵床良性运作的核

心[1-2]。发酵床中的微生物种群丰富，肖荣凤等[3]自发

酵床中分离了18种真菌，包含总状毛霉、尖孢枝孢菌、

橘青霉和构巢曲霉等。刘国红等[4]研究表明发酵床中

的芽孢杆菌含量多达 4.41×108个·g-1，其中芽胞杆菌

属、赖氨酸芽胞杆菌属和类芽胞杆菌属是优势菌。宦

海林等[5]采用高通量测序的方法探寻了发酵床中的微

生物组成，揭示发酵床的优势菌为拟杆菌门、厚壁菌

门、变形菌门和放线菌门，包含节杆菌属、芽孢杆菌属、

梭菌属、肠杆菌属、假单胞菌属、红球菌属等。笔者前

期采用高通量测序发现发酵床中的主要细菌与宦海

林等[5]的研究结果一致，同时发现发酵床中含有多种

粪污降解菌，包括棒状杆菌属、芽孢杆菌属、枝芽孢杆

菌属、假单胞菌属、放线菌属、乳杆菌属等[6]。

微生物发酵床垫料深度一般为 60~100 cm，不同

深度垫料的微环境有所差异，因此导致其中微生物种

群和数量的差异。张学峰等[7]分离纯化了不同深度

垫料的细菌，发现微生物发酵床 30 cm处的垫料活菌

数量大于表层垫料，推测微生物发酵床的核心发酵层

是 30 cm处的垫料层，此处的主要发酵菌株为地衣芽

孢杆菌。而郑雪芳等[8]采用脂肪酸标记了不同深度

垫料中的微生物，发现表层垫料（0~25 cm）中的微生

物含量最高。由于培养条件限制，传统的分离培养法

通常无法获得全部的环境微生物，因此可能会造成研

究结果的差异。16S rDNA的高通量测序技术，无分

离培养的过程，直接提取和克隆环境样品中所有微生

物的DNA，获得环境中所有微生物的遗传信息，能够

较为全面地揭示环境微生物的多样性。然而，基于宏

基因分析养猪发酵床不同深度微生物组的研究未见

报道，因此本研究采用高通量测序研究不同深度垫料

的微生物群落，明确发酵床粪污降解的优势层，发掘

潜在的降解菌，促进养殖废弃物的资源化利用。

1 材料与方法

1.1 试验材料

微生物发酵床位于福建省福清渔溪现代设施农

业样本工程示范基地，自2013年8月开始运行。发酵

床垫料由 70%椰糠和 30%谷壳粉构成，垫料每年更

换一次。采用五点取样法（以发酵床对角线的中点作

为中心取样点，再在对角线上选择 4个与中心取样点

距离相等的点作为取样点，共计 5处取样点），取 10、
11 月和 12 月的不同深度垫料（表层 10 cm、中层 30
cm、深层 50 cm），分别命名为 OCT10cm、OCT30cm、

OCT50cm、NOV10cm、NOV30cm、NOV50cm、DEC10
cm、DEC30cm、DEC50cm。

1.2 试验方法

1.2.1 微生物发酵床垫料总DNA的提取[9]

每个样本称取 500 mg垫料，按土壤DNA提取试

剂盒 FastDNA SPIN Kit for Soil 的操作指南，分别进

行总 DNA 的提取。调整终浓度至 1 ng·μL-1开展后

续试验。

1.2.2 微生物组16S rDNA V3~V4区测序

采用原核生物 16S rDNA基因V3~V4区通用引物

338F（5′ -ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3′）和

806R（5′ - GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT-3′，对
各垫料样本总DNA进行 PCR扩增（重复 3次）。从 3
次重复中取相同体积混合后进行目的片段回收，所用

胶回收试剂盒为AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒（Axy⁃
gen公司）。采用QuantiFluorTM-ST蓝色荧光定量系统

（Promega公司）对回收产物进行定量检测。然后构建

插入片段为 350 bp 的 paired-end（PE）文库（TruSeqTM

DNA Sample Prep Kit 建库试剂盒，Illumina公司），经

过Qubit定量和文库检测，HiSeq上机测序。

1.2.3 微生物组测序数据质控与分析

对测序得到的原始数据进行拼接、过滤，得到有

效数据。采用 Mothur 软件（version 1.36.1）基于有效

数据进行 OTUs（Operational Taxonomic Units）聚类和

物种分类分析[10]。采用 RDP classifier 贝叶斯算法对

97% 相似水平的 OTU 代表序列进行分类学分析[11]。

从各个 OTU 中挑选出一条代表序列与已知物种的

16S数据库（Silva，http：//www.arb-silva.de）进行比对，

完成物种注释；根据每个OTU中序列的条数，得到各

个OTU的丰度值[12-13]。同时进行样品之间的共有及

特有OTU数目分析、物种组成及物种差异性分析[14]、

16S功能预测[15]。

（Bacteroidetes）. The bacterial community consisted of numerous species and the most active metabolism occurred in the shallow litters,
while the contents of anaerobic bacteria increased with increasing litter depth.
Keywords：microbial fermentation bed; bacterial diversity; high-throughput sequencing; different depths
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相应的数据释放与 SRA（Sequence Read Archive）

数据库 , 序列号分别为 SRR5611224（OCT10cm）、

SRR5611227（NOV10cm）、SRR5611230（DEC10cm）、

SRR5611225（OCT30cm）、SRR5611228（NOV30cm）、

SRR5611231（DEC30cm）、SRR5611226（OCT50cm）、

SRR5611229（NOV50cm）和SRR5611232（DEC50cm）。

2 结果与分析

2.1 不同深度垫料细菌多样性测序分析

经 454焦磷酸测序，9个样本共获得 1 045 225个

有效序列，有效碱基数 458 650 508 bp，序列平均长度

438.8 bp，各样本分析结果见表 1。不同样品宏基因

组分析结果存在差异：序列数量最大值为 DEC10cm
（140 350条），最小值为NOV50cm（101 537条）。表层、

中层和深层垫料的短序列数分别为125 687、119 364和

103 357。试验共检测到 1834 种 OUT 类型，包含 32
门、76纲、156目、303科、609属和 939种细菌。其中，

表层垫料包含 31 门、71 纲、144 目、283 科、576 属和

891 种细菌，中层垫料包含 31 门、72 纲、146 目、283
科、580属和 904种细菌，深层垫料包含 30门、69纲、

140目、268科、546属和853种细菌。

2.2 微生物发酵床不同深度垫料的细菌群落结构分析

表层、中层和深层垫料 OTUs 种类分别为 1701、
1731种和 1587种（图 1）。中层垫料OTUs种类最多，

物种最为丰富，深层垫料细菌种类少。3组样本共有

的OTU有 1482种，表层 10 cm样本与中层 30 cm样本

共 有 OTUs 1676 种 ，10 cm 与 50 cm 共 有 1513 种

OTUs，30 cm与 50 cm样本共有 155种OTUs。表层和

中层样本共有 OTUs 种类最多，而表层和深层共有

OTUs种类最少，表明相邻深度垫料趋向含有更多的

共有OTUs。表层 10 cm的样本，特有OTUs为 26种，

占表层总OTU的1.5%。中层30 cm样本特有OTUs为
16 种（0.9%），深层 50 cm 样本特有 OTUs 为 14 种

（0.9%）。综上分析，微生物发酵床表层垫料具有更

多的细菌和特有细菌种类，随着垫料深度增加，细菌

种类减少；微生物发酵床相邻深度垫料具有更多的共

有细菌种类。

2.2.1 各发酵等级细菌门群落结构分析

微生物发酵床垫料共检测到 32个细菌门（图 2）。

在表层垫料中，占主要比例的细菌为拟杆菌门

（25.3%）和变形菌门（25.9%）；拟杆菌含量低于深层

垫料同月份采集样本；放线菌门（10.2%）高于中层

（7.6%）和深层垫料（5.4%）。在中层垫料中，含量高

的细菌为拟杆菌门（27.8%）、变形菌门（25.1%）和厚

壁菌门（17.0%）。在深层垫料中，主要的细菌门为拟

杆 菌 门（33.3%）、变 形 菌 门（13.0%）、厚 壁 菌 门

（15.2%）和糖杆菌门（14.7%），其中拟杆菌门含量高

垫料类型
Types of litters

深层垫料

中层垫料

表层垫料

OTUs总数
Numbers of OTUs

1834

样品编号
Numbers
DEC50cm
NOV50cm
OCT50cm
DEC30cm
NOV30cm
OCT30cm
DEC10cm
NOV10cm
OCT10cm

97%相似性分析条件Analysis by 97% similarity
OTUs
1189
1216
1181
1303
1240
1094
1332
1268
956

Ace指数Ace
1 403.6
1 425.2
1 316.7
1 431.7
1 425.8
1 276.0
1 430.3
1 418.3
1 155.3

Chao1指数Chao1
1 430.7
1 471.0
1 338.9
1 441.7
1 493.2
1 339.3
1 442.1
1 447.2
1 165.2

香农指数Hannon
4.639
4.894
4.626
5.052
5.098
4.880
5.302
5.344
4.494

辛普森指数Simpson
0.973
0.975
0.961
0.983
0.984
0.977
0.987
0.987
0.970

表1 发酵床垫料微生物细菌群落宏基因组测序结果统计分析

Table 1 Similarity-based OTUs and species richness estimates of the bacterial phylotypes of the litters

图1 样品韦恩图

Figure 1 Venn diagram denoting the unique and shared OTUs in
the different samples

16 71 14

194 31
1482

26

10 cm

30 cm 50 cm
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于表层和中层垫料。

2.2.2 各发酵等级细菌科结构分析

微生物发酵床不同深度样本共获得 303个细菌

科（图 3）。在表层垫料中，黄杆菌科含量最高

（7.4%）。在中层垫料中，黄单胞杆菌科（9.9%）、糖杆

菌科（8.4%）和黄杆菌科（6.3%）是含量较高的细菌

科。在深层垫料中，糖杆菌科（14.7%）含量最高，其

次为螺旋体科（9.0%）、紫单胞菌科（7.6%）和海洋滑

动菌科（7.1%）。微生物发酵床深层垫料不同月份样

本具有相似的细菌群落构成，而表层和中层垫料不同

月份样本的细菌群落结构差异很大。尤其是采集于

10月份的微生物发酵床垫料，与相同深度不同月份

的样本具有明显差异。10月份的表层和中层垫料中

的主要细菌为糖杆菌门（17.7%）和变形菌门的黄单

胞菌科（30.0%）；11月份的表层和中层垫料中则是拟

杆菌门的 Cryomorphaceae（7.9%）和绿弯菌门的厌氧

蝇菌科（8.7%）含量最高；12月份的表层和中层垫料

中糖杆菌门（10.3%）和拟杆菌门的紫单胞杆菌科

（9.6%）含量较高。

2.3 垫料微生物与深度的关联性分析

RDA结果显示（图 4），深度对垫料微生物多样性

的影响大于月份对微生物群落的影响。厚壁菌门和

绿弯菌门随着垫料深度的增加而增加，放线菌门、拟

杆菌门和栖热菌门与垫料深度负相关。放线菌门在

10月份的浅层垫料中含量最高，栖热菌门在 12月份

的表层垫料中含量最高。厚壁菌门、变形菌门、拟杆

菌门和绿弯菌门与月份呈正相关，在 11月份和 12月

份垫料中的含量高于 10月份垫料。而放线菌门与月

份呈负相关，在10月份垫料中含量最高。

综合分析，深层垫料有稳定的微生物群落，10、
11 月和 12 月采集的样本中，其主要优势菌都为糖

杆菌门、螺旋体门和拟杆菌门。浅层垫料微生物群

落变化较大，微生物分布与月份相关，如DEC30cm和

DEC10cm（拟杆菌门、变形菌门和厚壁菌门），NOV30

图2 微生物发酵床垫料在门水平的微生物组成

Figure 2 Relative abundances of predominant bacterial compositions on phylum levels

图3 微生物发酵床垫料在科水平的微生物组成

Figure 3 Relative abundances of predominant bacterial compositions on family levels
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cm和NOV10cm（拟杆菌门、变形菌门、厚壁菌门和绿

弯菌门），OCT30cm 和 OCT10cm（拟杆菌门和变形菌

门）有相似的微生物群落结构。发酵床养殖过程中，

生物活动干扰表层和中层的垫料，因而导致发酵床表

层垫料微生物群落的动态变化。

2.4 微生物发酵床不同深度垫料物种差异分析

在门水平上，螺旋菌门在不同深度垫料间具有显

著差异性（图 5），该门在深层垫料（9.2%）中含量远高

于中层（2.7%）和浅层垫料（0.9%）。拟杆菌门随着垫

料深度的增大而增多，在深层、中层和浅层垫料中的

含量分别为 33.3%、27.8% 和 25.3%。变形菌门则主

要活跃在表层（25.9%）和中层垫料（25.1%）。放线菌

门和异常球菌-栖热菌门在表层垫料中的含量大于

中层和深层垫料，其中放线菌门在表层、中层和深层

垫料中的含量分别为 10.2%、7.6%和 54%，异常球菌-
栖热菌门在表层垫料中的含量为 3.7%，是中层和深

层垫料的1.8倍和3.0倍。随着深度的增加，底层垫料

中的溶氧量降低，为厌氧菌提供了生长环境，因此在

深层垫料中厌氧菌含量高。

在科水平上，螺旋菌门的螺旋体科在深层垫料中

的含量高于其他层垫料（图 6）。该菌是厌氧的腐生

菌，可降解深层垫料中的有机质。拟杆菌门的海洋滑

动菌科和拟杆菌目在深层垫料中的含量也高于浅层

垫料，分别是表层垫料的 4.0倍和 19.3倍。而特吕珀

菌科主要分布于表层（3.7%）和中层垫料（1.4%）中，

在深层垫料（1.2%）中含量低。拟杆菌门的霜状菌在

中层（3.7%）和表层（3.8%）垫料中含量高于深层垫料

（0.5%）。

2.5 发酵床微生物代谢相关基因的等级差异分析

PICRUSt预测不同深度垫料中细菌的主要有机

物降解途径的基因数目见图 7。表层垫料细菌群落

中与氨基酸、碳水化合物和脂类代谢相关的基因拷贝

数最多，深层最少，表明表层垫料中的细菌代谢最为

旺盛，而深层垫料细菌的代谢较为缓慢。结合前文高

通量测序的结果，表层垫料中细菌数量最多，提供了

更多的代谢相关基因，因此代谢旺盛。如表层垫料中

图4 垫料微生物与发酵床深度的RDA分析

Figure 4 Redundancy analysis（RDA）of the relationship between bacteria and depth
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图5 不同深度垫料细菌在门水平上差异显著性分析

Figure 5 Significance difference of bacteria in litters of different
depth on the phylunm level
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与氮素降解相关的硝酸还原酶在表层、中层和深层垫

料的拷贝数分别为 2928、1848和 909，表层垫料中的

含量高于深层垫料。因此，发酵床表层垫料中的细菌

群落在养殖废弃物的降解中起主要作用。

3 讨论

本研究发现拟杆菌门、变形菌门和厚壁菌门是微

生物发酵床的主要细菌。深层垫料与浅层垫料有着

不同的微生物群落结构。发酵床垫料表层和中层中

的细菌主要为异常球菌-栖热菌门的特吕珀菌科、变

形菌门的黄单胞菌科和拟杆菌门的黄杆菌科细菌。

特吕珀菌科细菌的最佳生长温度为 50 ℃，可以抵御

堆肥的高温，利用多种糖类、有机酸和氨基酸等有机

质[16-17]。黄单胞菌科细菌在蚯蚓堆肥系统中起降解

作用[18-19]，还能够降解碳水化合物，是木质材料堆肥

过程中的优势菌群[20-21]，可能参与降解微生物发酵床

垫料中的椰糠、谷壳以及猪粪中的碳水化合物。黄杆

菌科细菌能够抵御抗生素胁迫，并能降解有机物，是

堆肥中的常见菌[22]；黄杆菌能够降解多糖，如纤维素、

木聚糖、几丁质和葡聚糖[23-24]；黄杆菌属的F. banpak⁃

uense可还原硝酸盐，参与堆肥中的氮循环[25]。

深层垫料中厌氧菌含量高，如螺旋体门的螺旋体

科、拟杆菌门的腐螺旋菌科，微生物发酵床深层垫料

缺氧环境适合其生长。螺旋体门的螺旋体科、拟杆菌

门的紫单胞杆菌科和腐螺旋菌科、糖杆菌门、厚壁菌

门的梭菌目是深层垫料中的主要有机质降解菌。紫

单胞杆菌科在动物粪便降解中发挥作用[26-27]；腐螺旋

菌科在污泥处理中起重要作用[28-29]。糖杆菌目的细

菌分布于土壤、沉积物、废水以及动物中，许多细菌能

够厌氧发酵，分泌多种酶，参与有机物降解[30-31]。

在 12月份的表层和中层垫料中，硫假单胞菌和

寡源杆菌属含量较高，硫假单胞菌是厌氧菌，用硝酸

盐氧化硫化物和乙酸盐，产生可利用的硫[32-33]。在 11
月份的表层和中层垫料中，厌氧蝇菌科含量较高，厌

氧蝇菌科在降解碳水化合物的过程中有重要作用，

Liang等[34]在长期发酵中发现厌氧蝇菌科在长链正烷

烃生物降解的初始活化中起关键作用。在 10月份表

层和中层样本中，藤黄杆菌属含量最高，此属的某些

细菌可分泌脂肪酶[35]；某些细菌可降解甲胺磷，参与

环境修复[36]。这些细菌可能参与了发酵床猪粪的降

解过程。

此外，本研究首次在陆地生境中发现海洋细

菌——霜状菌，霜状菌属于黄杆菌目，分离自海水、藻

类等海洋生境[37-38]。本实验场所是一座围海造田后

的农场，地处海边，推测霜状菌经由海水渗透和空气

传播至猪场，这是首次在微生物发酵床中发现该类细

菌，其功能及对发酵床的影响有待进一步研究。

图6 不同深度垫料细菌在科水平上差异显著性分析

Figure 6 Significance difference of bacteria in litters of different
depth on the family level
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4 结论

（1）本研究采用高通量测序技术，分析了 3种不

同深度垫料中的细菌群落，结果发现表层垫料中微

生物含量最高，表明发酵床表层是猪粪降解的主要

功能层。

（2）发酵床表层和中层的优势菌为异常球菌-栖
热菌门的特吕珀菌科、变形菌门的黄单胞菌科和拟杆

菌门的黄杆菌科细菌；深层垫料中含有丰富的厌氧细

菌，包括螺旋体科、腐螺旋菌科，参与发酵床中有机质

的降解。

（3）微生物发酵床细菌资源丰富，蕴藏着许多木

质素、多糖、蛋白质降解菌及未知功能的细菌，本研

究为发酵床有机物降解及其微生物资源的利用提供

了基础。
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