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摘 　 要 　 堆肥是由群落结构演替非常迅速的多个微生物群体共同作用而实现固体废物资源化 、无害化的动态过

程 。 本文在综合国内外文献资料的基础上 ，结合本实验室的研究工作 ，从堆肥过程中微生物群落的演替 、有机物降

解菌的选育应用 、变性梯度凝胶电泳（DGGE）在堆肥微生物研究中的应用等方面介绍了现代堆肥过程中微生物研

究的进展及存在问题 ，并且指出堆肥过程中微生物菌系组成变化复杂和实验手段有限是限制本研究的主要因素 ，
今后应重视利用分子生物学方法进行微生物的研究工作 ，并根据微生物之间的协同关系有目的地构建降解多种有

机废弃物的高效稳定复合菌系 ，以适应复杂的堆肥环境 。
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Abstract 　 Composting is a dynamic and delicately coordinated process of rapid successive actions of a number of microbial
colonies ．Through analysis of large volumes of in formation and field research ，this ar ticle in troduced the development and
research setbacks in microorganismic composting process ．The succession of microbial community ，selection and application
of organic material microorganismic biodegradation and application of denaturing gradient gel electrophoresis （DGGE）
were used to study microbes in composting ．The main restricting factors were experimentation method and complexit y of
microbial colonies ．I t is concluded that emphasis should be placed on the utilization of molecular biological methods in
studying composting ，and also on highly efficien t ，complex and stable microbial communities to degrade more than one kind
organic material ．Microbial community should be selected and constructed based on relationships among microbes to en唱
hance adaptability to the complex conditions of composting in order to attain community dominance ．
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随着人类社会的发展 、科学技术的进步 ，人们越来越认识到资源和环境对人类的重要性 。 有机固体废

物潜在的利用价值也开始为人们所认识 ，这不仅在于其蕴藏着大量的能源物质（C 素） ，也在于其拥有丰富的

作物所需营养物质（N 、P 、K 和微量元素） 。 堆肥化过程是地球表面生态过程的一部分 ，地球表面残留的枯枝

落叶 、杂草 、树皮和其他半固体的有机物不断分解后再进一步参与到物质和能量的循环中 。 现代的堆肥化

就是在人工控制下 ，在一定的水分 、C／N 比和通风条件下 ，通过微生物的发酵作用 ，将有机固体废物（包括农

业废物 、污泥和城市生活垃圾等）转变为腐殖质含量丰富 、对环境不构成危害的有机肥料的生物化学处理

过程 。
为加快有机固体废物的降解速度 ，提高堆肥的腐殖化程度 ，近年来国内外学者对堆肥过程微生物现象

进行了一系列理论和实践的研究 。 但由于堆肥中的微生物菌系复杂 ，在整个过程中的菌种组成变化较大 ，
用常规的实验方法和手段难以完全认识 ，所以极大地限制了对这方面的研究 。 本文根据国内外研究报道 ，
结合本实验室的研究工作 ，从堆肥化过程中微生物群落的演替 、有机物降解菌的选育应用 、变性梯度凝胶电

泳（DGGE）在堆肥微生物研究中的应用等方面介绍了现代堆肥化过程中微生物研究的进展及存在问题 ，并
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且指出堆肥化过程中微生物菌系组成变化复杂和实验手段有限是限制本研究的主要因素 ，今后应重视利用

分子生物学方法进行微生物的研究工作 ，并根据微生物之间的协同关系有目的地构建降解多种有机废弃物

的高效稳定复合菌系 ，以适应复杂的堆肥环境 。

1 　 堆肥中的微生物生态学过程

堆肥是由群落结构演替非常迅速的多个微生物群体共同作用而实现的动态过程 ，是微生物与其周围环

境（包括有机物 、C／N 、温度 、水分 、pH 和通气量）相互影响和相互作用的结果 ，所以对该过程微生物生态学过

程进行监控有利于有效地管理堆肥过程 。 许多早期研究用传统的培养基培养方法分别描述堆肥过程中细

菌 、真菌 、放线菌的变化情况 。 指出细菌总数的变化是高唱低唱高变化趋势 ，高温期的细菌种类少于其他时期 ；
真菌数在整个堆肥过程中一直呈下降趋势 ；而放线菌数虽然比细菌总数约低两个数量级 ，但其变化规律与

细菌非常相似 ，也呈高唱低唱高的趋势 。 说明腐熟后的堆肥腐殖质含量丰富 ，C／N 比低 ，细菌 、放线菌含量很

高 ，施入土壤可增加土壤中的微生物数量 ，促进土壤微生物活性［１ ，２ ，３］ 。 用传统方法分离 、描述堆肥中的各种

微生物 ， 大缺陷在于不能了解难培养的微生物菌种 ，而这些难分离培养的微生物很可能在堆肥过程中起

主导作用 。 尤其在易利用物质已消耗完的堆肥过程后期 ，可能存在那些不能或不可培养的微生物 。 如厌氧

嗜热菌比较难培养 ，但即使是好氧堆肥过程中也不可避免地存在厌氧环境 。 因此现代分子生物学研究的手

段与方法在微生物生态学的研究中越来越多地受到重视 ，已应用于堆肥中微生物变化的大量研究中［５ ，６ ，１７］ 。
Ishii 等［１８］采用分子生物学中的变性梯度凝胶电泳分析法（DGGE）对堆肥过程中微生物群落的演替进

行了较详细的研究 。 研究将堆肥化过程分为 ４ 个阶段 ：常温（０ ～ ４d） 、高温（４ ～ １３d） 、冷却（１３ ～ ３２d） 、腐熟

（３２ ～ ４５d） 。 ４ 个阶段分别以不同的温度和 pH 值为明显特征 。 分析表明在常温阶段 ，堆肥物料中有高浓度

的有机酸 ，尤其是乳酸 ，此阶段出现的微生物多数是具有发酵能力的细菌 ，能快速分解易降解的有机物 ，细
胞数目迅速增多 。 在高温阶段 ，随着 pH 值和温度升高 ，能发酵的细菌消失 ，与嗜热芽孢杆菌有关的微生物

出现 ，这个阶段因为发生了蛋白水解 ，所以 pH 的增加可能由氨引起 ，随着温度升高 ，水解蛋白和产氨的细菌

增加 ，但很快消失 。 在冷却阶段出现了梭状芽孢杆菌类的专性厌氧菌 ，降解残余的复杂有机物 ，说明在此阶

段的堆肥物料中出现了厌氧环境 。 此后的腐熟阶段出现了与节杆菌属有关的微生物 ，而这个属的大部分种

都属于土壤微生物 ，说明堆肥过程后期的物料与土壤类似 ，属贫养状态 。 由于分离困难 ，以前有关温度下降

后微生物类群的研究很少 ，Ishii 等的研究为此提供了重要信息 ，并为今后堆肥过程中的微生物分离工作提

供了有利线索 。 Sabine Peters 等［１９］用基于小亚基 rRNA 基因剖面的单链多态性 PCR 技术检测了高温堆肥

中微生物菌群的演替规律 ，结果与 Ishii 等的基本一致 。

2 　 堆肥中有机物降解菌的选育及应用

2畅1 　 纤维素降解菌的选育应用

随着人口的不断膨胀 ，农业废弃物越来越多 ，包括稻草 、谷物秸秆 、水稻壳 、甘蔗渣 、动物粪便 ，日常生活

的废弃纤维产品 ，如废纸及其他废纸产品等也不断增加 ，用这些废弃物生产肥料或土壤改良剂 ，越来越受到

人们的关注 。 由于纤维素具有水不溶性的高结晶结构 ，外围又被木质素层包围 ，而木质素的完整坚硬外壳

使其水解为可利用的糖类或细胞蛋白相当困难 。 所以深入研究并充分利用微生物对纤维素的降解作用 ，加
速木质纤维素转化为腐殖质是堆肥充分腐熟的关键［４］ 。

纤维素酶（Cellulase）是降解纤维素生成葡萄糖的一组酶的总称 。 至今 ，已有很多关于纤维素酶生产菌

的报道 ，其中有细菌 、放线菌和丝状真菌等 ，但已报道的对纤维素作用较强的菌株多是木霉属（ T richoder唱
ma） 、曲霉属（ Aspergillus） 、青霉属（ Penicillium） 、枝顶孢霉属（ Acremonium）的菌株［２０］ 。 纤维素的微生物降

解中一个重要课题就是不断选育出具有高降解功能的新菌株 。 王淑军等［５］研究了纤维素菌株分离筛选方

法 ，并采用此方法成功地分离筛选出具有较高酶活性的菌株 。 纤维素生物降解中 ，因为细菌纤维素酶的活

性普遍低于真菌 ，细菌方面的研究与真菌比相对较少 。 所以 ，至今关于纤维素酶生产菌的报道中 ，对纤维素

分解作用较强的菌株多是真菌菌株 ，特别是 Tr ichoderma vi rde 及其近缘的菌株 ，细菌较少 。 而且它们几乎

都是以纯培养方法分离和筛选的 ，对自然结构的纤维素分解能力有限 。
植物细胞壁的化学成分主要为木质纤维素 ，其中木质素占 １６ ％ ～ ２０ ％ ，木质素由芳香烃的衍生物以

C — C 键 、— O — 键纵横交联在一起 ，其侧链由于半纤维素以共价键结合形成一个十分致密的网络结构将纤

维素紧紧包裹在里面 ，以屏蔽效应阻碍了纤维素酶吸附纤维素分子 。 自然状态下彻底降解纤维素要依赖于
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纤维素分解菌 、半纤维素分解菌及木质素分解菌等多种微生物的共同作用 ，因此 ，分解纤维素类大分子物质

应充分重视多种微生物之间的协同效应 。 近 ，分离筛选分解多种木质素 、纤维素的混合菌开始引起了人

们的高度重视 ，通过诱变作用提高混合菌群产酶效果方面的研究已有报道 。 吴元喜等［７］ 报道 ，绝大部分微

生物单株发酵降解基质中粗纤维的能力低于组合菌混合发酵 ，而且纤维素分解菌的分解效率很大程度上依

赖于木质素降解菌的分解能力 。 史玉英等［７］用滤纸平板法结合摇床培养筛选到 ２ 个纤维素分解能力较强 、
由真菌和细菌组成的混合菌 M １ 和 M２ ，发现混合菌分解纤维素的能力明显强于其中任何一个单一菌株 。 郭

鹏等［８］通过诱变技术提高了混合菌及 １ 株嗜碱性芽孢杆菌 V１唱１唱３ 的产酶能力 。 崔宗均和 Haruta［９ ，２１］ 等将

酸碱反应不同的菌群优化组合 ，筛选和驯化了高效而稳定的纤维素分解菌复合系（MC１） ，其不仅滤纸分解

率为史玉英等结果的约 ２ 倍 ，对各种天然纤维素材料具有强烈的分解能力 ，而且同一培养体系在连续投放滤

纸情况下可保持 ２０d 以上的分解能力 ，说明该复合系由多种处于协同关系的微生物组成 ，其反应产物互相利

用和中和 ，形成了较稳定的自然循环系统 ，该系统一旦形成 ，不易被外界杂菌所破坏 。 席北斗等［１０］ 从堆肥 、
马粪 、果园土 、污泥等原料筛选出活性较高的纤维素分解菌 ，采用紫外诱变技术培育优良菌株 ，然后利用培

育的纤维素分解菌 、EM 菌及两者的混合菌种作堆肥对比试验 ，通过对堆肥过程中温度 、微生物数量 、出口气

体浓度的检测 ，证明堆料中接种微生物菌剂可以提高有益微生物的群体数目和质量 ，使微生物群落之间相

互协同 ，形成复杂而稳定的生态系统 ，从而增强微生物的降解活性 ，使堆肥温度迅速升高并维持较长的时

间 ，提高堆肥效率 。 国外一些研究者［２２ ，２３］也为纤维素酶的利用开辟了一条新途径 ，他们首先从自然界筛选

出具有高效纤维素酶菌株 ，然后从中分离克隆纤维素酶基因 ，转化到生长速度快 、发酵周期短的大肠杆菌

中 ，大量生产纤维素酶 。 因此有目的地构建稳定的复合菌系将是环境微生物应用的一条有效途径 。
2畅2 　 有机污染物降解菌的选育应用

随着化学 、石油 、制药 、杀虫剂等工业的发展 ，化学品生产的种类和数量与日俱增 ，这些化学品在生产 、
运输 、再加工 、使用等过程中 ，不可避免要进入到环境中 ，造成严重的化学污染 。 多种有机污染物因其性质

稳定 、难降解 、易积累 、毒性大等特点而受到世界各国的普遍关注 。 ２０ 世纪 ９０ 年代开始 ，国外有人尝试利用

堆肥法处理被有机污染物污染的土壤［１２ ，２４ ，２７］ 。 研究堆肥中有机污染物的微生物降解过程 ，有目的地筛选构

建污染物降解菌 ，对减少施用堆肥产品可能对生态环境和人畜健康带来的负效应 ，缩短对有机污染土壤生

物修复的时间都具有重要意义 。
通过微生物可降解的污染物种类大致可分为多环芳烃（PAHs） 、有机染料和颜料 、表面活性剂 、农药 、酚

类和卤代烃等 。 刘庆余等［１２］通过发酵池处理城市污泥试验发现 ，污泥中毒性有机物的去除 ，非生物因素（如
挥发 、自行转化等）影响是很小的 ，起决定性作用的是以细菌 、放线菌为主的微生物的综合作用 ，且其对甲

苯 、乙苯 、邻苯二甲酸酯 、γ唱６６６ 、op′唱DDT 等降解效果更显著 。 污染物的化学结构也在很大程度影响堆肥对

其的去除效果 ，如李国学等［１３］利用高温堆肥 ，研究比较了堆肥过程中有机氯农药六六六和滴滴涕及其异构

体和衍生物的降解特点 ，结果表明 ，堆肥处理对滴滴涕及其衍生物的生物降解能力相对较强 ，其中 o ，p摧唱
DDT 、p ，p摧唱DDD 和 p ，p摧唱DDT 的去除率可达 １００ ％ ，而六六六 ４ 种异构体的去除率大小顺序为 δ唱６６６ ＞ γ唱６６６
＞ α唱６６６ ＞ β唱６６６ 。

至今 ，国内外已分离出不少可降解某有机污染物的纯种菌株 ，并利用它们揭示污染物的降解途径与机

理 ，这是将生物技术有效地应用于环境的基础 。 近两年来国外报道的新降解菌株有 ：降解 １ ，２ ，３ ，４唱四氯苯

的 Pseudomonas chlo roraphis［２５］ 、降解 ２ ，６唱二氯苯酚的 Ralstonia sp ．RK１［２６］ ，能降解甲苯的 Mycobacter rium
T１０３ 、T１０４［２７］等 。 在代谢途径及代谢中间物的研究方面 ，Casellas 等［２８］ 通过对 A r throbacter sp ．F１０１ 降解

的研究 ，发现了新的中间物及关键酶活性 ，提出了 代谢的新途径 ，即通过在 １ 、２ 位的双加氧反应后裂环

降解 。 Sandermann 等［２９］在试图优化 １ 木腐霉 Phanerochaete chrysospo rium 矿化 ３ ，４唱二氯苯胺发酵条件时 ，
意外发现了新的中间物并分析确认其为 N唱３ ，４唱二氯苯基唱酮戊二酰基唱酰胺 ，以此推出了该中间物的生成途

径并进一步推测它会转化为琥珀酰亚胺 。 国内关于高温堆肥中微生物对有机污染物的降解的研究 ，大多集

中在利用土著微生物研究污染物的可降解性 ，如陈勇等［１４］利用已分离的细菌和白腐真菌研究其对堆肥中多

环芳烃的降解 ，结果表明白腐真菌降解效果较佳 。 张文娟等［１５］ 用实验室模拟方法 ，研究了堆肥处理对污染

土壤中 ４ — ６ 环 PAHs 的降解 。 结果表明 ，去除率顺序为荧蒽 ＞ 苯并蒽 ＞ 苯并芘 ＞ 苯并荧蒽 ＞ 苯异荧蒽 ，并
且随着污染负荷增加 ，高浓度的污染物对微生物产生极大的毒害作用 ，抑制微生物对污染物的降解 。 在有

机污染物生物降解研究中 ，人们发现混合培养菌的降解效果明显高于单株培养菌［３０ ，３１］ 。 这种具有协同降解
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作用的微生物群称为同生菌群（Consortia） 。 但目前对于具有协同关系的菌株的筛选和组合还是一个随机过

程 ，其协同作用的机制有待进一步研究 。 Biot rol 公司（Chaska ．MN）使用明尼苏达大学的专利技术 ，用以黄

杆菌（ Flavobacter ium）为主的同生菌作为强化菌剂 ，成功地处理 PCP（五氯酚钠）污染的土壤［３０］ 。 所以在堆

肥有机污染物的降解研究中 ，要充分利用微生物的共代谢作用 ，加强对同生菌群的分离筛选和构建方面的

研究 。

3 　 变性梯度凝胶电泳在堆肥微生物研究中的应用

目前 ，虽然大多数研究者仍采用传统的培养方法分离和纯化堆肥过程中的各种微生物 ，研究其特性和

演替规律 ，但一些新的分析方法和技术也被逐渐采用 。 如应用 Biolog system 方法分离 、筛选堆肥中属于专

性或兼性嗜热芽孢杆菌［３２］ ，用磷脂脂肪酸方法间接推测微生物的种类和特性［３３］ 。 然而这些方法仅限于可

以培养的微生物 ，现代分子生物学中的变性梯度凝胶电泳分析方法不仅适用于通过普通培养方法得到的微

生物 ，还能够分离到难以或无法用常规方法培养的细菌或厌氧菌 ，以及混合微生物群落中含量很低的 DNA
序列 ，该技术无需培养 ，不受培养基的影响 ，非常适用于堆肥这种复杂环境中的微生物分析 ，已引起越来越

多研究者的重视 。
变性梯度凝胶电泳（DGGE）是普通凝胶电泳上发展起来的 DNA 分离技术 。 与普通凝胶电泳相比 ，

DGGE 技术具有更高的准确性和精确度 ，能够分离分子大小相同 ，但碱基顺序不同的 DNA 分子 ，快速 、灵
敏 ，可以直接用于细菌染色体基因分析［１６ ，３４］ 。

Ishii 等人［１８］ 采用 PCR 扩增和 DGGE 技术 ，对微生物 １６S DNA 进行扩增 、分离 ，得到分离的 DNA 条带 ，
并对不同条带的碱基序列进行分析 ，利用数据库检索 ，选择同源性较近的菌株构建系统发育树 ，研究高温好

氧堆肥过程中微生物的种类和数量变化规律 。 Haruta 等人［２１］也利用 DGGE 技术对从堆肥中筛选到高效 、
稳定的纤维素降解菌系 MCl ，进行条带 PCR 扩增产物碱基顺序分析 ，发现条带 A 属于 C ．er mosuccinogenes ，
为严格厌氧菌 ，这种菌存在于各种生活环境中 ，能够利用寡糖通过发酵产生乙酸盐 、乳酸盐和氢气 ，然而不

能利用纤维素和木聚糖进行生长 。 进行条带 C 、D 和 E 之间顺序相似 ，来自于同一菌株的不同操纵子 ，属于

Brevibacillus sp ．，是严格好氧菌 ，可利用各种糖产生酸 ，与条带 C ～ E 相对应的细菌可能与糖消耗和初期有

机酸的产生有关 ，它们所利用的糖来自于稻草的降解 。 B 和 F 分别属于 Bordetella sp ．和 Pseudoxantho唱
monas 。 Bordetella 属细菌严格好氧或兼性厌氧 ，不能水解蔗糖的非发酵性细菌 ，不能利用葡萄糖 、木糖或纤

维二糖 ；Pseudoxanthomonas 属细菌是好氧菌 。 DGGE 分析结果表明 ，好氧及兼性好氧菌可以与严格厌氧菌

共存于同一微生物菌系中 ，这表明通过代谢活动和代谢产物 ，这些微生物之间保持非常密切的关系 ，而条带

D 和 F 之间也具有某种关联 。

4 　 堆肥过程中微生物研究的方向

堆肥中存在着大量难以用传统方法培养的微生物 ，它们可能是厌氧菌或营养条件苛刻 ，或者菌种本身

是未知的 ，但是这些菌种可能在堆肥过程中发挥着重要作用 ，尤其对难降解有机物的分解是必不可少的 。
因此 ，今后应充分利用分子生物学方法进行菌种分离和鉴定 ，在种或属的水平上跟踪堆肥过程中所有重要

菌群的变化 、演替规律 ，以便全面深入认识堆肥过程的本质 ，为堆肥技术和工艺的研究提供理论基础 。 另一

方面 ，堆肥过程的实质决定了单一的细菌 、真菌 、放线菌群体 ，无论其活性多高 ，在加快堆肥化进程 ，实现堆

肥产品无害化 ，防止出现二次污染方面的作用都比不上多种微生物群体的共同作用 。 因此目前的发展趋势

应是根据微生物之间的协同关系有目的地组合功能微生物和伴生菌 ，构建分解效率高 、优势强和效果稳定

的微生物组合 ，并对其在复杂堆肥环境中的适应能力和功能发挥进行深入的研究 ，对推进我国有机废弃物

的资源化 、无害化进程具有重要的现实意义和较高的理论价值 。
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