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摘要：研究基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台的高通量测序技术，初步解析等量的、不同氮源添加（尿素和牛粪）的水稻秸秆经堆肥

发酵后制得粗制肥料中细菌和真核微生物群落结构和多样性。添加尿素和牛粪发酵成的粗制肥料中分别得到 ８９７

个和 ９５４个细菌可操纵分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＴＵ），以及 ５０８个和 ５８５个真核微生物 ＯＴＵ，且添加

牛粪处理的细菌和真核微生物群落丰富度和多样性均高于添加尿素处理。添加尿素制得粗制肥料以放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，７１９％）的 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ（４０９％）和 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ（２２２％）菌属为最优势的细菌类群，以真菌子

囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，７００％）的 Ｐｉｃｈｉａ（４６１％）菌属为主要优势的真核微生物类群。添加牛粪制得粗制肥料以变

形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，５８５％）的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（４７８％）菌属为最优势的细菌类群，以真菌子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，

４２５％）的 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ（２３９％）菌属和接合菌门（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ，２０５％）的 Ｍｕｃｏｒ（９４％）菌属为主要优势的真核微生

物类群。研究结果表明，不同的氮源添加可导致水稻秸秆堆肥发酵制得粗制肥料中形成具有不同优势种群结构的

细菌和真核微生物群落，并会导致腐熟各阶段发挥作用的微生物类群的差异。
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０　引言

农作物秸秆具有丰富的氮、磷、钾及有机质养

分，是我国传统的有机肥料源
［１－２］

，但需通过微生物

发酵腐熟后才适合大田使用
［３－４］

。农作物秸秆腐熟

过程是微生物在好氧或厌氧条件下，将秸秆中有机

物质分解成为 ＣＯ２、Ｈ２Ｏ、ＮＨ３以及腐殖质的过程
［５］
。

发酵腐熟农作物秸秆的微生物种类繁多，包括细菌

和多种类型的真核微生物
［５－７］

。这些微生物在秸秆

发酵过程中进行迅速的群落结构演替，完成秸秆的

腐熟过程
［８］
。同时，秸秆中的碳、氮含量也影响着

腐解微生物的生长代谢过程
［５］
。作物秸秆碳氮比

过高会导致微生物分解速度降低、堆肥升温缓慢、成

肥周期长
［７］
。有研究表明秸秆中碳氮比控制在

２５～３０较为适合微生物发酵腐熟［９］
。水稻秸秆碳

氮比在６０～７０之间，因此其堆肥发酵前必须补充适
量的氮源以降低碳氮比。尿素和粪肥是秸秆堆肥发

酵时常用的补充氮源。其中，尿素作为无机氮源成

分单一且稳定，可直接被化能自养微生物代谢利用；

粪肥作为有机氮源营养丰富，富含蛋白质、游离氨基

酸、糖类等，可促使化能异养微生物生长旺盛。由此

可见，秸秆发酵前氮源补充的种类不同可能会引起

腐解微生物群落的结构差异，进而造成秸秆堆肥发

酵过程和质量的差异。因此，有必要对经不同氮源

补充制得的秸秆粗制肥料中微生物群落进行解析。

近年来，研究者已采用末端限制性片段长度多

态 性 分 析 （Ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＴＲＦＬＰ）、聚合酶链式反应 变性梯度

凝胶电泳 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ
ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＣＲ ＤＧＧＥ）、克隆文库
等分子方法分析了发酵堆肥内微生物群落

［１０－１２］
，但

仍难以全面监测多样的微生物类群
［１３］
，使解析农作

物秸秆腐解过程中微生物类群结构演替过程受到极

大的限制。新一代基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台的高通量测序
技术的出现，可以更全面和准确地描述秸秆腐熟堆

肥内微生物群落信息，为探究秸秆腐熟堆肥中微生

物群落构成及功能提供了有效手段
［１４］
。本文运用

高通量测序技术对添加无机氮源（尿素）和有机氮

源（牛粪）的水稻秸秆，经堆肥发酵后制得粗制肥料

中细菌和真核微生物（真菌、藻类和原生动物）的群

落结构多样性和差异进行研究，为进一步揭示水稻

秸秆腐熟堆肥中微生物群落演替及其功能性提供数

据基础。

１　材料与方法

１１　秸秆堆肥
水稻稻秆来源于江苏省镇江市新区水稻田，新

鲜无霉变，切成长度 ２～３ｃｍ的秸秆段备用。为了
探讨不同氮源添加对水稻秸秆发酵制得粗制肥料中

微生物群落结构的影响，试验设计了 ２种等氮素含
量的秸秆物料发酵处理，分别为：处理 １，秸秆段
（１４０ｋｇ）＋尿素（２９ｋｇ）；处理 ２，秸秆段（１４０ｋｇ）
＋干牛粪（１２１ｋｇ）。尿素等为市售肥料。牛粪取
自江苏省镇江市郊区牛场的新鲜粪肥（含水率为

８５％），经过高压灭菌去除自带微生物对堆肥发酵
作用的影响，再经干燥备用。供试水稻秸秆、尿素和

牛粪经干燥后用球磨仪粉碎，应用 ＶａｒｉｏＭＡＸ型碳
氮元素分析仪对其碳氮含量进行测定，并计算碳氮

比。水稻稻秆碳氮质量分数分别为 ４２％和 ０６％
（碳氮比为 ７０），尿素碳氮质量分数分别为 １８％和
４２％（碳氮比为 ０４），干牛粪碳氮质量分数分别为
７５％和１０％（碳氮比为７５）。

在堆肥场地制备两处水稻秸秆物料堆，尺寸约

１５ｍ×１５ｍ×１５ｍ。每铺垫约３０ｃｍ厚的秸秆段
添加一次氮源。其中，牛粪均匀加入到物料表面并

洒水，尿素则溶于水后均匀洒于物料表面。物料最

终含水率控制在 ６０％。物料堆制作完毕后覆盖塑
料膜，自然发酵 ３０ｄ后，形成粗制有机肥供后续试
验。经处理１和处理２得到的粗制有机肥 ｐＨ值分
别为７９和８０。应用浓酸水解法测量［１５］

处理１和
处理２的纤维素质量分数分别为 １２％和 １４％，半
纤维素质量分数分别为６２％和５９％，木质素质量
分数分别为２２７％和２５６％。
１２　样品采集和 ＤＮＡ提取

本试验没有关注堆肥温度及腐熟时间对微生物

的影响，仅对堆肥制备得到的粗制肥料中微生物群
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落进行初步研究。因此应用自制的取样器，分别对

每个处理得到的粗制肥料进行 ６个采样点（包括堆
肥的内部和外部各３个位点）的随机取样，再将６个
采样点的样品充分混合成一份，以其中的微生物来

代表该粗制肥料所有微生物类群。采用大剂量

ＤＮＡ提取试剂盒进行微生物基因组 ＤＮＡ的提取。
取 ５ｇ混合后的粗制肥料，应用日本和光公司的
ＤＮＡ提取试剂盒 ＬａｒｇｅＩＳＯＩＬＢｅａｄｓＢｅａｔｉｎｇ，按照操
作说明进行微生物基因组总 ＤＮＡ的提取。提取后
的 ＤＮＡ应用 Ｎａｎｏｄｒｏｐｏｎｅ进行浓度的测定。两样
品ＤＮＡ质量浓度分别为１３３０ｎｇ／μＬ和１４５０ｎｇ／μＬ。
１３　ＰＣＲ扩增及高通量测序

本试验采用细菌 １６ＳｒＲＮＡ和真核微生物 １８Ｓ
ｒＲＮＡ的 Ｖ４区域作为目标 ＤＮＡ序列进行 ＰＣＲ（聚
合酶 链 式 反 应）扩 增。以 通 用 引 物 ５１５Ｆ（５′
ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ３′） 和 ８０６Ｒ （５′
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′），并各自添加不同
的条形码标记（Ｂａｒｃｏｄｅ序列）后对 ２个处理粗制肥
料中细菌１６ＳｒＲＮＡ的 Ｖ４区域［１６］

进行扩增。以通

用引物 ５２８Ｆ（５′ＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡ３′）和
７０６Ｒ（５′ＡＡＴＣＣＲＡＧＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴ３′），并各自
条形码标记后对 ２个处理粗制肥料中真核微生物
１８ＳｒＲＮＡ的 Ｖ４区域［１７］

进行扩增。

ＰＣＲ扩增均采用 Ｔａｋａｒａ试剂公司的 ＨＳＴａｑ酶
进行，反应条件均为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，２５个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。扩增结束后，ＰＣＲ扩增产物使用 ２％
琼脂糖进行凝胶电泳，检查扩增效果。将样品的

ＰＣＲ产物送至北京诺禾至源科技有限公司，在
Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ平台上进行高通量测序。

１４　数据分析处理
对高通量测序初始数据进行质量控制，以获得

更为精准、高质量的 ＤＮＡ序列信息，采用 Ｍｏｔｈｕｒ软
件将得到的 １６ＳｒＤＮＡ基因序列在 ＲＤＰ（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｄａｔａｂａｓｅｐｒｏｊｅｃｔ）数据库中、１８ＳｒＤＮＡ基因序列在
Ｓｉｌｖａ数据库中进行嵌合体检验，充分去除嵌合体序
列。为了得到每个 ＯＴＵ（操作分类单元）对应的物
种分类信息，采用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对 ９７％
相似水平的 ＯＴＵ代表序列进行分类学分析，用
Ｍｏｔｈｕｒ软件构建稀释性曲线［１８－１９］

。

利用 ＱＩＩＭＥ软件计算样品 Ｃｈａｏ１丰富度指数
以及 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指
数

［１９］
。其中群落丰富度指数，其值越高表明群落物

种的丰富度越高；而多样性指数可以反映样品的多

样性程度，其值越大表明样品群落多样性越高。

２　结果与分析

２１　两种粗制肥料中细菌和真核微生物群落多样性
通过对细菌１６ＳｒＲＮＡ的 Ｖ４区测序，加入尿素

和牛粪的两个粗制肥料处理分别得到原始序列

５２９４９条和４６１２４条，经去除低质量、条形码标记
（Ｂａｒｃｏｄｅ序列）和引物序列后，２个样品分别得到
５２５３５条和４５７４８条有效序列，分别获得 ８９７个和
９５４个细菌 ＯＴＵ（表１）。

通过对真核微生物１８ＳｒＲＮＡ的 Ｖ４区测序，加
入尿素和牛粪的两个粗制肥料处理分别得到原始序

列５６３９６条和７５３９９条，经去除低质量、条形码标
记和引物序列后，２个粗制肥料处理分别得到
５５７１３条和７４１１６条有效序列，分别获得 ５０８个和
５８５个真核微生物 ＯＴＵ（表１）。

表 １　两种粗制肥料的高通量测序文库质量汇总

Ｔａｂ．１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｌｉｂｒａｒｙｏｆｔｗｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理 原始序列数 有效序列数 ＯＴＵ数量
Ｃｈａｏ１丰富度

指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性

指数

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性

指数

细菌　　　
秸秆段 ＋尿素 ５２９４９ ５２５３５ ８９７ ９０７９５９ ０８５２ ４５５５

秸秆段 ＋牛粪 ４６１２４ ４５７４８ ９５４ ９１６１４３ ０８０３ ４９５３

真核微生物
秸秆段 ＋尿素 ５６３９６ ５５７１３ ５０８ ５６３１２５ ０７７２ ４０７３

秸秆段 ＋牛粪 ７５３９９ ７４１１６ ５８５ ６０２４５６ ０９１９ ５３４０

　　根据细菌１６ＳｒＲＮＡ测序稀释性曲线（图１ａ），当
测序序列数量超过４００００条时，虽然仍有新的 ＯＴＵ
被发现，但是整个曲线已经趋于平缓，说明更深的测

序几乎不会产生更多的 ＯＴＵ，该测序文库已经达到
饱和。从图中也可以看出相同序列数时，添加牛粪

的处理细菌群落 ＯＴＵ多于添加尿素的堆肥处理，说
明添加牛粪造成的细菌群落丰富度高于添加尿素处

理。此外，通过比较 ２个处理的 Ｃｈａｏ１丰富度指数
和 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数同样可以发现，添加牛粪堆
肥处理的细菌群落的丰富度和多样性均高于添加尿

素的堆肥处理（表１）。
根据真核微生物 １８ＳｒＲＮＡ测序的稀释性曲线

（图１ｂ），当测序序列数量超过 ５００００条时，整个曲
线已经趋于平缓，说明更深的测序不会产生更多的
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ＯＴＵ，该测序文库已经达到饱和。与细菌测序结果
一样，添加牛粪的处理真核微生物群落 ＯＴＵ多于添
加尿素的堆肥处理，说明添加牛粪造成的真核微生

物群落丰富度高于添加尿素的处理。此外，通过比

较２个处理的 Ｃｈａｏ１丰富度指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指
数和 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数同样可以发现，添加牛粪
的堆肥处理真核微生物群落的丰富度和多样性均高

于添加尿素的堆肥处理（表１）。

图 １　细菌和真核微生物群落高通量测序文库稀释性曲线

Ｆｉｇ．１　ＲａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｌｉｂｒａｒｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
　

２２　两种粗制肥料中细菌群落组成
两个样品细菌群落在门和属分类水平上的相对

丰度结果如图 ２所示。在门的分类水平上，两个样
品中细菌群落结构组成情况相似，但各细菌类群所

占比例有较大差异。如图２ａ所示，两个处理中细菌
群落主要隶属于 ４个门（比例大于总序列量的
１％），其中放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，７１９％）在尿素
处理中占主要优势，随后是厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，
２０９％）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，３７％）、拟杆菌
门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，１７％）。而在牛粪中，变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，５８５％）占主要优势，随后是厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，２００％）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，

１５８％）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，２８％）。
在属的分类水平上，两个样品中细菌群落结构

组成和主要优势属所占比例均有较大差异（图 ２ｂ）。
其中 尿 素 处 理 中 占 优 势 的 细 菌 菌 属 分 别 为

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ（放线菌属，４０９％）、Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ
（纤 维 菌 属，２２２％）、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ（小 球 菌 属，
３９％）、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ（类 芽 孢 杆 菌 属，３２％）、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ（乳酸菌属，２７％）、Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ（野野
村菌属，２０％）。牛粪处理中占优势的细菌菌属分
别为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（假 单 胞 杆 菌 属，４７８％）、
Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（肉食杆菌属，３６％）、Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ（无
中文名称，３０％）、Ｍａｒｉｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ（海螺菌属，２２％）。

图 ２　两种粗制肥料中细菌在门和属分类水平的 ＴＯＰ１０群落结构

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｔｐｈｙｌｕｍａｎｄｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｉｎｔｗｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

２３　两种粗制肥料中真核微生物群落组成
两个样品真核微生物群落在门和属分类水平上

的相对丰度结果如图 ３所示。在门的分类水平上，
两个处理中真核生物群落主要隶属于 ７个门，其中
真 菌 均 占 据 优 势 地 位 （图 ３ａ）。子 囊 菌 门
（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，７００％）在尿素处理中占主要优势，随
后是 绿 藻 门 （Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ，６６％）、接 合 菌 门
（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ， ３８％）、 虫 霉 菌 亚 门

（Ｅｎｔｏｍｏｐｈｔｈｏｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ， ２３％）、 球 囊 菌 门

（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ，１４％）。而在牛粪处理中，子囊菌
门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，４２５％）仍占据优势，随后是接合菌
门 （Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ，２０５％）、绿 藻 门 （Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ，
２７％）、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ，２１％）、褐藻菌门
（ Ｏｃｈｒｏｐｈｙｔａ， １３％）、 虫 霉 菌 亚 门

（Ｅｎｔｏｍｏｐｈｔｈｏｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ， １３％）、 球 囊 菌 门

（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ，１０％）。
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图 ３　两种粗制肥料中真核微生物在门和属分类水平的群落结构

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｔｐｈｙｌｕｍａｎｄｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｉｎｔｗｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

在属的分类水平上，如图 ３ｂ所示，两个样品中
真核微生物群落结构组成较为相似，均以真菌菌属

为绝对优势，但主要优势属所占比例均有较大差异。

其中尿素处理中占优势的真核微生物属分别为

Ｐｉｃｈｉａ（毕赤酵母属，４６１％）、Ｓｃｏｐｕｌａｒｉｏｐｓｉｓ（帚霉
属，３１％）、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ（被孢霉属，３１％）、Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ
（杜氏藻属，２９％）、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ（曲霉菌属，２５％ ）、
Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ（耳霉属，２３％）、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ（嗜热真
菌属，１１％）。牛粪处理中占优势的真核微生物属
分别为 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ（曲霉菌属，２３９％ ）、Ｍｕｃｏｒ（毛
霉属，９４％）、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ（嗜热真菌属，７４％）、
Ｐｉｃｈｉａ（毕赤酵母属，５６％）、Ａｂｓｉｄｉａ（犁头霉属，
５４％）、Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ（杜氏藻属，１７％）、Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ
（耳霉属，１３％）。
２４　不同处理微生物群落相似性分析

通过维恩图可以直观地表现两种堆肥处理的细

菌和真核微生物群落的 ＯＴＵ数目组成相似性、重叠
情况以及特异性（图４）。添加尿素和牛粪制得的两
种粗制肥料之间共有的细菌 ＯＴＵ 数量为 ６８９
（图４ａ）。其中，添加牛粪制得的粗制肥料中特异性
细菌 ＯＴＵ数量为 ２１９，是添加尿素制得肥料中的
１７倍。同时，两种粗制肥料之间共有的真核微生
物 ＯＴＵ为４１６（图４ｂ）。其中，添加牛粪制得的粗制
肥料中特异性真核微生物 ＯＴＵ数量为 １５５，同样是
添加尿素制得肥料中的 １７倍。因此，添加牛粪制
得的粗制肥料较添加尿素制得的肥料具有更多的特

异性细菌和真核微生物生物类群。

３　讨论

本文较已有关于水稻秸秆堆肥粗制肥料的相关

研究获得了更多关于粗制肥料中微生物群落结构的

信息。ＲＡＴＲＩ等［２０］
应 用 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

（ＤＧＧＥ）检测方法，研究了水稻秸秆堆肥处理中微
生物群落的结构，并确定了 １２个属的细菌优势类
群。ＦＵＥＮＴＥＳ等［２１］

应用焦磷酸测序方法，研究了

图 ４　两种粗制肥料中细菌和真核微生物群落 ＯＴＵ

的维恩图

Ｆｉｇ．４　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ＯＴＵｓａｍｏｎｇｔｗｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

堆肥不同时期的真菌群落结构，并获得了２０个属的
真菌类群信息。而本文应用基于 Ｉｌｌｍｉｎａ平台的高
通量测序方法，通过微生物物种注释共获得细菌

２９２个属、真菌６７个属、原生动物５５个属和藻类 ３５
个属，为水稻秸秆堆肥制得的粗制肥料中微生物群

落结构的解析提供了更加全面的数据。

添加尿素的水稻秸秆经堆肥发酵后，其粗制肥

料中细菌群落分布在１９个门、４９个纲、９９个目、１７９
个科、２５７个属。添加牛粪制得的粗制肥料中，细菌
群落分布在 ２２个门、５３个纲、１０４个目、１８７个科、
２７６个属。然而，两种粗制肥料中细菌群落中的优
势菌群构成并不同，具有明显的差异。在细菌的属

分类水平上，所占比例大于 １％的类群中，添加尿素
制得的粗制肥料中有 ６个细菌属，占总细菌群落
７５％， 包 括 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、
Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ、 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 和

Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ。而添加牛粪制得的粗制肥料中也有 ６
个细菌属所占比例大于１％，占总细菌群落的 ６０％，
包 括 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、 Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ｍｏｂｉｌｉｔａｌｅａ、
Ｍａｒｉｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ、Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ和 Ａｄｖｅｎｅｌｌａ。由此可
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见，两种粗制肥料中并不存在共有的、所占比例大于

１％的细菌类群。该结果说明水稻秸秆堆肥发酵过
程中，无机氮素和有机氮素的添加虽然可以使水稻

秸秆堆肥达到相似的腐熟效果，但是不同的氮源彻

底地改变了水稻秸秆堆肥制得肥料中细菌群落的构

成。尿 素 可 以 促 使 细 菌 群 落 放 线 菌 门 中 的

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ和 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ两个属绝对优势的
生长，占总细菌群落的 ６２％。而牛粪可以促使细菌
群落变形菌门中的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属绝对优势的生
长，占总细菌群落的４７％。

已有研究指出，在秸秆堆肥腐熟初期细菌放线

菌门已经存在，但它们的数量和种类相对较少。而

随着堆肥腐熟的进行，特别进入高温期后堆肥腐熟

料中的放线菌门细菌种类和数量均明显增多，是主

要的纤维素和木质素降解者
［２２－２３］

。本文中，添加尿

素样品中所占比例大于 １％的 ６个细菌属中，有 ３
个 细 菌 属 属 于 放 线 菌 门 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ），且占总细菌群落的
６４％。这说明尿素添加的秸秆堆肥在高温发酵期可
能促进细菌放线菌门的发酵，从而更好地降解木质

素，因此添加尿素的秸秆腐熟后木质素含量较低。

而假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ是经常被分离到的具有高
效纤维素分解能力的细菌，但是其最适生长温度低

于４０℃［２４］
。因此，堆肥物料在腐熟的初期和后期，

经常可以分离该细菌属菌株。本文中，添加牛粪样

品中假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ的比例高达 ４７８％，这
很可能表明添加牛粪处理在腐熟的初期和后期是其

进行纤维素分解的主要时期。

添加尿素的水稻秸秆经堆肥发酵后，其粗制肥

料中真核微生物类群分布在２８个门、６１个纲、９９个
目、１０５个科、１４３个属。添加牛粪的样品中真核微
生物类群分布在 ２６个门、６６纲、１０４目、１１５科、１５２
个属。两种粗制肥料真核微生物中的优势类群并不

同。在真核微生物的属分类水平上，所占比例大于

１％的类群中，添加尿素制得的粗制肥料样品中有 ７
个属，占总的真核微生物类群的 ６１％，包括 Ｐｉｃｈｉａ、
Ｓｃｏｐｕｌａｒｉｏｐｓｉｓ、 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、 Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ、 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、
Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ和 Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ。而添加牛粪制得的粗
制肥料中也有 ７个属所占比例大于 １％，占真核微
生 物 类 群 的 ５５％，包 括 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｍｕｃｏｒ、
Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ、 Ｐｉｃｈｉａ、 Ａｂｓｉｄｉａ、 Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ 和

Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ。在大于 １％比例上，两种粗制肥料样
品中共有的真核微生物类群包括 Ｐｉｃｈｉａ、Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ、
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ和 Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ５个属，占真
核微生物类群总数的 ４７４％。该结果说明水稻秸
秆发酵过程中，无机氮素和有机氮素的添加不会改

变粗制肥料中优势真核微生物的群落结构，因此两

种不同的堆肥处理中真核微生物可能发挥着相同且

固定的作用。

ＲＡＴＲＩ等［２０］
研究了水稻稻秆堆肥过程中不同

阶段的真菌类群，结果表明，堆肥初期、高温期以及

腐熟期均以真菌子囊菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ为主，而高温
期发 现 了 担 子 菌 门 Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ、接 合 菌 门
Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ和藻类。本研究中添加尿素和牛粪两种
氮素制得的粗制肥料中真核微生物类群以真菌子囊

菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ为主，分别占 ５６３％和 ４０２％；其
次是接合菌门 Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ，分别占 ３８％和 ２０３％；
藻类在两处理中分别占 ５４％和 ２３％；担子菌门
Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ含量较低，在两处理中分别占 ０３％
和１５％。而原生动物在两种处理中仅占 ０３％和
０４％。由此可见，真菌子囊菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ是两
种粗制肥料中真核微生物的主要类群，而牛粪处理

中出现了占较大比例的接合菌门 Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ。同
时，藻类、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）真菌和原生动物
在稻麦秸秆发酵堆肥中并不占优势，且不同氮源的

摄入对这些真核微生物类群的影响也并不大。

已有研究结果表明，堆肥过程中真菌群落变化

随时间的变化规律明显
［２５］
。与细菌群落相比，真菌

耐受温度较低
［２６］
。因此，真菌群落在堆肥经历了高

温腐熟期后才会变得更为丰富。在堆肥发酵过程

中，丝状真菌菌丝的机械穿插作用可以对物料施加

一定的物理破坏作用，促进进一步的物质分解
［２６］
。

比如在添加牛粪制得的粗制肥料中较为优势的

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｍｕｃｏｒ、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ和 Ａｂｓｉｄｉａ属真菌，均
具有发达的菌丝。同时，真菌分泌胞外酶，加快有机

物水解，在物理化学作用下，难降解有机物的分解效

率提高
［２７］
。比如在添加牛粪制得的粗制肥料中较

为优势的 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ，具有非常强的细胞胞外酶分解
能力

［２７－２８］
。其大量的存在很可能会促进添加牛粪

制得的粗制肥料中水解纤维素酶、木质素酶、蛋白质

酶、脂酶等胞外酶的产生，进而促进水稻秸秆的腐熟

发酵。

４　结束语

添加不同的氮源均可以使水稻秸秆充分地腐熟

发酵，但也导致粗制肥料中发挥作用的微生物群落

构成的差异。无机氮形式的尿素可以促进秸秆堆肥

中的链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ细菌大量的繁殖，进而促
进该堆肥在高温期的腐熟发酵，使纤维素和木质素

充分发酵。有机氮源形式的牛粪添加促使假单胞菌

属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ细菌的大量繁殖，进而会促进该堆
肥在堆置初期和发酵后期进行腐熟；同时牛粪造成
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的真核微生物多样性 分化，使真菌 子 囊 菌 门

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ和接合菌门 Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ中的丝状真菌大
量繁殖，其菌丝的物理作用以及各种胞外酶均会促

进堆肥的发酵。
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