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蚯蚓堆制花生壳的微生物群落结构特征研究
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摘要：针对花生壳因木质素含量高而限制其利用的问题，选择添加赤子爱胜蚓堆制花生壳。试验处理分为接种蚯蚓

组和未接种蚯蚓的对照组，堆制处理４８ｄ。初始混合底物的碳氮比约为 ３７００，第 ４８天时，蚯蚓处理组物料的碳氮比

低于１５００，而对照组则为２３１７，表明蚯蚓加速了花生壳的分解。试验结束时，赤子爱胜蚓的死亡率为１９％。在蚯蚓

堆制过程中，观察到蚓茧和幼蚓，表明蚯蚓能够逐步适应高木质素含量的花生壳。初始底物中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｗｉｅｎｅｒ指数为１３３，堆制结束时，蚯蚓处理组和对照组的 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数分别为２５９和１６６，表明蚯蚓的存在

增加了真菌的多样性。蚯蚓处理组中 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ、
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０　引言

世界各地广泛种植花生，年产量约为４６００万ｔ［１］。
中国是世界上最大的花生生产国，每年生产大约

１３００万 ｔ花生，占世界总产量的２８３％。花生产量
的增加导致生产地区积累了大量花生壳。据统计，

每生产１ｋｇ花生可产生２３０～３００ｇ花生壳［２］
，全世

界每年生产大约１３７０万 ｔ花生壳［１］
。目前，研究者

正努力寻求回收利用这种农业残余物的有效途径。

例如，用花生壳制作发酵产氢的辅助底物
［３］
、生物

活性低聚糖
［４］
、土壤改良剂

［５］
。花生壳粉末可用于

增强环氧复合材料的机械性能和热性能
［６］
，花生壳

也用作固体燃料
［７］
或者饲料

［４］
。但只有少部分花

生壳用于燃料等用途，其余几乎全部作为废弃物处

理
［８］
。丢弃的花生壳易发生微生物腐败，造成严重

环境污染。因此，合理利用花生壳不仅有利于保护

环境，还可以开发农业废弃物资源化的新途径。

花生壳主要由多糖和木质素组成，与其他农业

残余物不同，花生壳中木质素质量分数通常高于

４０％［４］
，增大了降解难度，严重限制了其应用。作

为分解和利用有机废弃物的环境友好方式，堆肥受

到越来越多的关注
［９］
。与无机肥相比，堆肥具有促

进腐殖质（土壤有机质的主体部分）形成、改善植物

生长并有效抑制植物病原体等优点
［１０－１１］

。由于花

生壳具有高木质素含量，难于被降解，通过传统堆肥

方式降解稳定花生壳不容易实现。蚯蚓堆制是一种

广泛使用的降解稳定有机废弃物的方法，得到的堆

制物氮、磷和腐殖酸含量适合用于土壤改良剂
［１２］
。

堆制过程涉及到微生物和蚯蚓的共同作用。微生物

在有机废弃物的分解和稳定中起主要作用，蚯蚓具

有促进作用。蚯蚓堆制成功用于各种木质纤维素类

废弃物，如甘蔗渣
［１３］
、落叶

［１４］
和中药渣

［１５］
等。迄今

为止，关于蚯蚓堆制花生壳的研究很少。据报道，大

多数蚯蚓不喜食富含木质素的有机废弃物，在无其

他食物情况下，蚯蚓被迫取食富含木质素的物质，严

重时会导致蚯蚓体重下降甚至死亡
［１６］
。

本文探索蚯蚓堆制花生壳的可行性，揭示蚯蚓

堆制花生壳过程中的微生物群落结构特征。

１　材料和方法

１１　底物和蚯蚓物种
花生壳收集自山东省菏泽市某农场，并经 ４００Ｙ

型多功能粉碎机粉碎处理。牛粪从吉林大学农学部

养殖场收集。将物料风干至含水率为 １５％，然后储
存在干燥的塑料容器中。物料的化学特征如表１所
示。供试蚯蚓为赤子爱胜蚓（Ｅｉｓｅｎｉａｆｅｔｉｄａ），购自当

地市场。选择成年蚯蚓进行试验研究。将蚯蚓置于

含有牛粪、粉碎的花生壳混合底物中，２５℃，１５ｄ，使
其适应底物。

表 １　初始底物的化学特征
Ｔａｂ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｉｎｉｔｉａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

　　特征参数 花生壳 牛粪

ｐＨ值 ６５１±００２ ６３７±００２

总有机碳质量比／（ｇ·ｋｇ－１） ５７００８±０２４ ３６７２８±１０９

总有机氮质量比／（ｇ·ｋｇ－１） １０８３±００８ １１２０±０１１

碳氮比 ５２６６±０３８ ３２７９±０３７

纤维素质量分数／％ １６９２±０１１

半纤维素质量分数／％ １１８４±００９

木质素质量分数／％ ２７４２±００４

　　注：数据为平均值 ±标准差，试验次数为３次。

１２　蚯蚓堆制体系和取样方法
在开始堆制时向花生壳中添加牛粪，以降低花

生壳的碳氮比，使其适于蚯蚓堆制。将粉碎的花生

壳与牛粪以 ６０∶４０的比例混合（基于干质量）。蚯
蚓堆制在塑料花盆（上口内径为 １８ｃｍ，下口内径为
１０ｃｍ，盆高为 ２２ｃｍ）中进行。每个花盆中放入
１０００ｇ混合物料。分为两种处理：对照组（ＣＫ），为
不接种蚯蚓的混合底物；接种蚯蚓处理组（Ｔ），每个
花盆接种 １２０条赤子爱胜蚓成蚓（平均体质量为
０３ｇ），每个处理３个重复。在接种蚯蚓之前，将盛
有底物的塑料花盆室温（２５℃）下放置 １５ｄ，隔天喷
水以进行预堆制。初始混合底物标记为 Ｔ０。所有
花盆都用纱网覆盖并放置实验室中，室温保持约

２５℃。通过定期喷洒足量的无菌水，使基质含水率
保持在５５％ ～６５％［１５］

。试验持续时间为 ４８ｄ。将
蚯蚓接种于底物后，每隔 １２ｄ取样一次（保证取样
前后各花盆中蚯蚓接种率不变）。ＣＫ１、ＣＫ２、ＣＫ３、
ＣＫ４和 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４均分别表示在第 １２、２４、３６、４８
天取样。在每个采样日，对成年蚯蚓（成蚓）、幼蚯

蚓（幼蚓）和蚓茧进行人工分选并记录数量。将堆

制底物样品在 －７０℃下冷冻保存，以进行化学成分
和微生物群落结构分析。

１３　化学成分分析
采用重铬酸钾和浓硫酸氧化法测定总有机碳

（ＴＯＣ）含量［１７］
。总氮（ＴＮ）含量采用半微量凯氏定

氮法测定
［１８］
。用对应的 ＴＯＣ和 ＴＮ计算各采样日

期的碳氮比。使用数字 ｐＨ计测定 ｐＨ值。将堆制
物以 １∶１０（质量比）的比例置于双蒸水中，振荡
２０ｍｉｎ，定性滤纸过滤，收集滤液用于测定 ｐＨ
值

［１９］
。纤维素、半纤维素和木质素的含量通过 Ｖａｎ

Ｓｏｅｓｔ方法测定［２０］
。

１４　微生物群落结构分析
采用 ＥＺＮＡＤＮＡ提取试剂盒 （ＯＭＥＧＡ
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Ｂｉｏｔｅｋ，美国），按照说明书步骤，分离提取 ＤＮＡ。
从０２ｇ样品中提取基因组 ＤＮＡ，设置 ３个平行试
验，采用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＤＮＡ纯度，用于
后续微生物群落分析。细菌引物序列为 Ｖ３３８Ｆ
（５′ＡＣＴＣＣＴＡ ＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３′） 和 Ｖ８０６Ｒ
（５′ＡＴＧＣＡＧＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′），扩
增细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ３～Ｖ４区［２１］

。真菌引物

序列为 ＩＴＳ１Ｆ（５′ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ
３′）和 ＩＴＳ２Ｒ（５′ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ３′），
扩增真菌１８ＳｒＲＮＡ基因的 ＩＴＳ序列［２２］

。所有 ＰＣＲ
反应均按文献［２３］进行。纯化的 ＰＣＲ产物用于高
通量测序，由上海美吉生物医药科技有限公司完成。

采用微生物生态学定量分析方法
［２４］
进行序列分析。

使用 ＳＩＬＶＡ数据库进行物种注释，按照序列一致性
为９７％将序列聚类成操作分类单元（ＯＴＵｓ）［２５］，计
算丰度和多样性指数（ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１和 Ｓｈａｎｎｏｎ
Ｗｉｅｎｅｒ）。
１５　统计分析

使用 ＳＰＳＳ１６０进行数据分析。两因素方差分
析用于确定采样日期和蚯蚓接种对底物碳氮比变化

的影响。单因素方差分析用于分析采样日期对成年

蚯蚓、幼蚯蚓和蚓茧数量的影响。采用 Ｔ检验比较
细菌和真菌组成在属水平上的差异。所有结果表示

为平均值 ±标准差。当 ｐ＜００５时，认为结果具有
统计学意义。

２　结果与分析

２１　蚯蚓堆制过程中ＴＯＣ、ＴＮ含量和碳氮比的变化
蚯蚓堆制过程中 ＴＯＣ、ＴＮ含量的变化如表２所

示。初始物料 ＴＯＣ质量比为 ４１２６９ｇ／ｋｇ。在蚯蚓
堆制结束时，蚯蚓处理组和对照组的 ＴＯＣ质量比分
别为３２８６３、３５９８１ｇ／ｋｇ。在整个蚯蚓堆制过程中
ＴＯＣ含量呈下降趋势，同一处理组不同时间的样品
间有显著性差异（ｐ＜００５）。蚯蚓处理组与对照组

之间也存在显著差异（ｐ＜００５）。蚯蚓处理组 ＴＯＣ
含量下降速度明显快于对照组。许多研究也报道了

堆制过程中 ＴＯＣ含量的减少情况［２６－２７］
，这主要是

由于有机碳在分解过程中以 ＣＯ２的形式释放，一方
面是蚯蚓以及微生物呼吸作用；另一方面是因为

ＴＯＣ的矿化作用。ＴＮ含量在蚯蚓堆制过程中呈上
升趋势。最初底物的 ＴＮ质量比为 １０９２ｇ／ｋｇ。堆
制结束时，蚯蚓堆制组和对照组的 ＴＮ质量比分别
为 ２４７７、１５５４ｇ／ｋｇ。在初始阶段，蚯蚓处理组与
对照组之间的 ＴＮ含量没有显著差异。从第 ３６天
开始，蚯蚓处理组与对照组的 ＴＮ含量存在显著差
异（ｐ＜００５）。ＡＲＵＭＵＧＡＭ等［２６］

报道，ＴＮ含量的
增加可能与蚯蚓分泌粘液、含氮排泄物质、促生长激

素和酶有关。在蚯蚓处理组观察到更高的 ＴＮ含
量，这与 ＡＲＵＭＵＧＡＭ等观点一致。在整个堆制过
程中碳氮比呈下降趋势（图１）。初始底物的碳氮比
约为３７００。第１２天 ＣＫ和 Ｔ处理的碳氮比分别为
３４１２和３１９１。第３６天，ＣＫ和 Ｔ处理的碳氮比分
别为 ２５０１和 １９７７。第 ４８天，相应的值分别为
２３１７和 １３２８。碳氮比降低是由于在蚯蚓堆制过
程中 ＴＯＣ含量的降低和 ＴＮ含量的增加［２６］

，碳氮比

降低也归因于有机氮的矿化速率低于有机碳的矿化

速率
［２８］
。接种蚯蚓显著降低碳氮比 （Ｆ（１，２０） ＝

４０９７９５，ｐ＜０００１）。此外，蚯蚓的作用与采样时间
有关（Ｆ（４，２０）＝１２７１×１０

３
，ｐ＜０００１），蚯蚓处理与

采样时间之间存在显著的交互作用 （Ｆ（４，２０） ＝
８５２１０，ｐ＜０００１）。可以用碳氮比表征堆制物料
的成熟度。对于堆制物，碳氮比低于 ２０是可接受
的

［２９］
。第 ３６天时，蚯蚓堆制物料的碳氮比低于

２０００。然而在对照组中该比率大于 ２０００，表明堆
制物料不稳定。第４８天，蚯蚓处理组的碳氮比小于
１５００，而对照组中则为２３１７。堆制物碳氮比为 １５
或更低，则适合于农业生产

［３０］
。本结果表明，蚯蚓

对花生壳的降解稳定具有促进作用。

表 ２　堆制过程中 ＴＯＣ、ＴＮ含量的变化

Ｔａｂ．２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＴＯＣａｎｄＴＮｄｕｒｉｎｇｖｅｒｍｉｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ ｇ／ｋｇ

堆制时间／ｄ
Ｔ处理 ＣＫ处理

ＴＯＣ ＴＮ ＴＯＣ ＴＮ

０ （４１２６９±０７０）ａ （１０９２±００８）ｃ （４１２４７±０９６）ａ （１１１９±０１４）ｄ

１２ （３７１５８±０７１）ｂ （１１６５±０２４）ｃ （３９３５８±０７６）ｂ （１１５４±００５）ｄ

２４ （３５１６０±０７４）ｃ （１２９５±０１２）ｃ （３８６３９±０６０）ｃ （１２６８±０１５）ｃ

３６ （３４３９３±０４８）ｄ （１７４４±０９６）ｂ （３７１４６±０６７）ｄ （１４５８±０１６）ｂ

４８ （３２８６３±０４９）ｅ （２４７７±１１１）ａ （３５９８１±０３９）ｅ （１５５４±０４０）ａ

　　注：同一列不同小字字母表示差异显著（ｐ＜００５），下同。

２２　蚯蚓堆制过程中蚯蚓数量的变化
在堆制期间每次取样时，将蚓茧和幼蚓取出并

置于另外的容器中培养。在每个采样日记录成蚓、

幼蚓和蚓茧的数量（表 ３）。在堆制过程中，发现有
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图 １　蚯蚓堆制过程中底物的碳氮比变化曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃ／Ｎｒａｔｉｏｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｄｕｒｉｎｇｖｅｒｍｉｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ
　
蚯蚓死亡，到蚯蚓堆制结束时，死亡率为 １９％。一
般来说，堆制系统中，蚯蚓的存活主要取决于其所能

获得底物化学成分
［３１］
。此外，有机物的分解产物如

氨、氮氧化物、二氧化碳、有机酸和其他中间化合物

也可能导致蚯蚓死亡
［３２］
。除了上述原因外，花生壳

中高含量木质素也可能导致蚯蚓死亡。木质素含量

对蚯蚓存活的不利影响已被报道
［１６］
。尽管有少量

蚯蚓死亡，蚯蚓处理组中花生壳的分解速率仍比对

照组快得多。在蚯蚓堆制过程中，蚓茧和幼蚓的出

现表明该蚯蚓品种对花生壳类底物具有一定适应

性，可以采用蚯蚓堆制降解稳定花生壳。

表 ３　蚯蚓堆制期间成蚓、幼蚓和蚓茧的数量

Ｔａｂ．３　Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｄｕｌｔｅａｒｔｈｗｏｒｍｓ，ｊｕｖｅｎｉｌｅｅａｒｔｈｗｏｒｍｓ

ａｎｄｃｏｃｏｏｎｓｄｕｒｉｎｇｖｅｒｍｉｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

堆制时间／ｄ 成蚓 幼蚓 蚓茧

０ （１２０±００１）ａ

１２ （１１７±１００）ａ （１９±１１５）ｃ （７１±３７９）ａ

２４ （１１１±２８９）ｂ （２６±１５３）ｂ （４９±２６５）ｂ

３６ （１０６±１５３）ｃ （３７±２３１）ａ （３５±０５８）ｃ

４８ （９７±２６５）ｄ （２０±０５８）ｃ （２６±１５３）ｄ

２３　微生物群落的丰富性和多样性
每个处理组的细菌和真菌稀释曲线表明，样本

量足以表征两种处理方式下微生物多样性的差异

（图２）。为分析样品微生物群落的丰富性和多样
性，设置９７％相似度水平下，每种处理的 ＯＴＵｓ数量
如表 ４所示。在初始混合底物中，细菌和真菌的
ＯＴＵｓ数量分别为 １１５４和 １１１。在第 １２天采集的
样本中，对照组和蚯蚓堆制组中细菌的 ＯＴＵｓ数量
分别为１３５４和１３８２，真菌的 ＯＴＵｓ数量分别为 １０４
和１６５。这表明与对照组相比，蚯蚓处理组的 ＯＴＵｓ
数量增加。在第 ２次采集样品中，蚯蚓处理组真菌
的 ＯＴＵｓ数量远高于对照组。然而，蚯蚓处理组中
细菌的 ＯＴＵｓ数量略低于对照组。这与 ＭＯＯＤＹ
等

［３３］
的观点不同：ＭＯＯＤＹ等认为，蚯蚓可以选择性

地以某些真菌为食，从而导致堆制物中真菌多样性

有一定下降。在蚯蚓堆制过程中，ＡＣＥ指数和Ｃｈａｏ１
指数的变化 趋势与 ＯＴＵｓ数量变化趋势一 致

（表４）。对于细菌，Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数在堆制期
间随时间没有显著变化，该值约为 ５。然而对于真
菌，蚯蚓处理组的 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数远高于相
应对照组。初始底物中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指
数为１３３，在第１次采样时，蚯蚓处理组的 Ｓｈａｎｎｏｎ
Ｗｉｅｎｅｒ指数为２５６，对照组中为１４２。在堆制结束
时，蚯蚓处理组和对照组的 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数
分别为 ２５９和 １６６。这表明蚯蚓的存在增加了真
菌的多样性。本研究结果与中药渣蚯蚓堆制获得的

结果不同
［３４］
，文献［３４］中蚯蚓堆制物料的细菌

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数高于 ６。然而，在本研究中，
观察到细菌活性受到些许抑制，这可能是由于所使

用的底物不同。

图 ２　细菌 １６ＳｒＲＮＡ和真菌 １８ＳｒＲＮＡ序列的稀释曲线

Ｆｉｇ．２　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ１６ＳｒＲＮＡ

ａｎｄｆｕｎｇａｌ１８ＳｒＲＮＡｄｅｐｉｃｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆ３％ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆＯＴＵｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｓａｍｐｌｉｎｇｓ
　

２４　微生物群落的相似性

采用聚类分析可更好地了解每种处理组微生物

群落结构的相似性（图３）。在树状图中分离出 ２个
分支，第１个分支代表蚯蚓处理组的细菌或真菌群
落，第２个分支是对照组和初始混合底物中的细菌
或真菌群落。蚯蚓处理的细菌相似度为 ８２％
（图３ａ），初始底物的细菌组成更接近于对照组。对
于真菌（图 ３ｂ），初始底物与对照组相似度达到
８８％，蚯蚓处理组为 ８７％。该结果表明初始底物的
微生物组成与对照组的微生物组成更为相似，蚯蚓

在改变微生物的组成中起重要作用。

非度量多维尺度（ＮＭＤＳ）分析表明，蚯蚓堆制
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　　 表 ４　９７％相似水平下 １６ＳｒＲＮＡ和 １８ＳｒＲＮＡ基因文库的操作分类单元数及群落丰富度和多样性指数的比较

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ（ＯＴＵｓ）ｒｉｃｈｎｅｓｓａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡａｎｄ１８ＳｒＲＮＡ

ｇｅｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｔ９７％ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

处理
细菌 真菌

ＯＴＵｓ数量 ＡＣＥ指数 Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数 ＯＴＵｓ数量 ＡＣＥ指数 Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ指数

Ｔ０ １１５４

１３００１３

（１２６４４０，

１３４７４１）

１３４６０８

（１２８８５４，

１４２８２３）

５７２

（５７０，５７３）
１１１

１４４２０

（１３００３，

１７５０３）

１５２３６

（１３１３９，

２０６１６）

１３３

（１３１，１３４）

ＣＫ１ １３５４

１４８７６１

（１４５５５９，

１５２９７３）

１５１８６３

（１４７０７２，

１５８６２１）

５８７

（５８５，５８８）
１０４

１３４０９

（１２１１５，

１６２０５）

１３３２１

（１１８９１，

１７０４７）

１４２

（１４１，１４３）

Ｔ１ １３８２

１５０５２３

（１４７５３１，

１５４４７３）

１５０５２９

（１４６８６８，

１５５７３６）

５７１

（５７０，５７３）
１６５

２０８４９

（１９０６２，

２４１８６）

２１３１６

（１８９７２，

２６４４３）

２５６

（２５５，２５７）

ＣＫ２ １３７７

１５３８４９

（１５０１５８，

１５８６３３）

１５４６９０

（１４９９１４，

１６１３３２）

５８３

（５８２，５８５）
１０５

１３６２０

（１１９９１，

１７０３０）

１４０７７

（１１９６０，

１９２６１）

１４５

（１４４，１４６）

Ｔ２ １３１６

１４８５４２

（１４４７４５，

１５３４３５）

１４８９８８

（１４４２００，

１５５５９６）

５３５

（５３３，５３７）
１６５

２０５５１

（１９１７３，

２３２２０）

２００８０

（１８７３４，

２３１７６）

２４８

（２４７，２４９）

ＣＫ３ １３１７

１４７９２６

（１４４２０４，

１５２７５５）

１４９５８７

（１４４５６７，

１５６５６６）

５７２

（５７１，５７４）
１０７

１５６７６

（１３８３３，

１９３７２）

１５７４０

（１３５８９，

２０８０４）

１３０

（１２９，１３１）

Ｔ３ １２６９

１４３０００

（１３９３２０，

１４７７６９）

１４２９２９

（１３８４０７，

１４９２２８）

５１８

（５１６，５２０）
１８３

２１５５０

（２０４８２，

２３６７１）

２０９００

（２００１４，

２３０６７）

２４６

（２４５，２４７）

ＣＫ４ １３７３

１５０９７５

（１４７７３１，

１５５２２９）

１５１３０６

（１４７２３４，

１５７０４６）

５７９

（５７７，５８１）
９６

１１７６５

（１０６３３，

１４２７３）

１０８５５

（１０１０９，

１２９６５）

１６６

（１６５，１６８）

Ｔ４ １２８０

１４４４１３

（１４０６３１，

１４９３２７）

１４８２２４

（１４２５５６，

１５６０９９）

５４７

（５４５，５４９）
１８８

２２９７０

（２１５２６，

２５６９７）

２２７９６

（２１１８６，

２６４２２）

２５９

（２５７，２６０）

　　注：括号中的数据表示置信区间。

组的微生物群落结构与初始底物、对照组不同

（图４）。细菌（图４ａ）和真菌（图 ４ｂ）均分为两组，一
个是蚯蚓处理组，另一个是对照组与初始底物。

ＮＭＤＳ１显示蚯蚓处理组微生物群落与对照组和初
始底物的不同。此外，对照组中的 ＮＭＤＳ２比蚯蚓
处理组的变异性更大。图 ４ａ中，蚯蚓堆制组中的
Ｔ１远离 Ｔ２、Ｔ３和 Ｔ４，这一现象表明，蚯蚓堆制初期
与后期的细菌组成有差异，这也说明了蚯蚓对花生

壳分解的促进作用与时间有关。这些发现进一步证

实了树状图所显示的结果。

２５　微生物群落的组成
表５显示了门分类水平的微生物组成。对于细

菌，在两种处理组优势微生物门类是 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ，
占细菌总量的 ８８％ ～９５％。其中以 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ最
多，其次为 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ。在其他堆制体系中，
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ也 经 常 作 为 优 势 微 生 物 出 现［３５－３６］
。

ＰＡＲＴＡＮＥＮ等［３７］
认为在堆制过程中占主导地位的

细菌通常是 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ。Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ是成熟堆制
物的一类代表性细菌

［３８］
，并且被认为是重要的木质

纤维 素 降 解 物
［３９］
。在 本 研 究 蚯 蚓 处 理 组 中，

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ的相对丰度随着时间的推进而增加，
蚯蚓处理组底物的降解速度快于对照组，并且在堆

制过程结束时达到峰值，这表明堆制物成熟。

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ能够降解包括纤维素和几丁质在内的
大分子

［４０］
。在许多研究中证明了 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ在有机物的降解，硫、
氮和碳循环中也起到了重要作用

［４１］
。但是 ＰＥＮＧ

等
［４２］
证实，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ不利于好氧堆肥，因为它可

以将木质纤维素转化为小分子脂肪酸链，从而降低

堆肥的 ｐＨ值。与对照组相比，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ的丰度在
蚯蚓处理组呈现增加趋势。据报道，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ可产
生纤维素酶、脂肪酶、蛋白酶和其他胞外酶，并代谢
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图 ３　细菌和真菌测序结果的聚类分析

Ｆｉｇ．３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔａｘｏｎｏｍｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｆｕｎｇｉ
　
多种底物，包括蛋白质、脂质、木质素、纤维素、糖和

氨基酸
［４３］
。值得注意的是，与对照组相比，堆制初

期蚯蚓处理组 Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ的相对丰度迅速增
加。ＡＷＡＳＴＨＩ等［４４］

在堆制明胶工业污泥过程中添

加高剂量生物炭发现 Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ的存在，认为
　　

图 ４　细菌和真菌测序结果的 ＮＭＤＳ维度分析

Ｆｉｇ．４　ＮＭＤＳｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔａｘｏｎｏｍｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｆｕｎｇｉ
　
生物炭与初始堆制底物混合，可以确保有效的孔隙

率和通风状况，提高微生物活性。在本研究中，蚯蚓

在堆制物料内的爬行改善了氧的通透性，其作用类

似 于 生 物 炭 的 添 加。 因 此，蚯 蚓 处 理 组

Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ的相对丰度迅速增加。对于真菌，
在蚯蚓处理组和对照组中，Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ和ｕｎｃｌａｓｓｆｉｅｄ＿
ｋ＿Ｆｕｎｇｉ是 主 要 的 微 生 物 门 类。这 些 结 果 与
ＡＷＡＳＴＨＩ等［４４］

研究结果一致。据报道，Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ
在好氧堆制过程中普遍存在

［４５］
。Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ的丰

度随着时间的推进而减少，而 ｕｎｃｌａｓｓｆｉｅｄ＿ｋ＿Ｆｕｎｇｉ
呈现出增加的趋势。

表 ５　门分类水平微生物相对丰度

Ｔａｂ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓａｔｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ ％

门 Ｔ０ ＣＫ１ Ｔ１ ＣＫ２ Ｔ２ ＣＫ３ Ｔ３ ＣＫ４ Ｔ４

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ４８１７ ３７９７ ３２４８ ３７３２ ２７８３ ３１９６ ２１２１ ２５７９ ２４５５

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １５６４ ２０５７ ３１７６ ２２０７ ３７４４ ２６７９ ４４８５ ２７９８ ３６０４

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ １３７０ １０９０ ７２１ １２１２ ８４１ １２８２ ６９４ ８６９ １０８１

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ １０００ １２４５ １４０１ １６２９ １８３３ １７５８ １７５８ １８６９ １６４８

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ６１５ ９６５ ６７１ ５２６ ３３３ ４１７ ３７７ ６８６ ４４１

细菌 Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ １６５ １９３ ２１９ １９６ ２４０ ２７８ ２５８ ３９１ ３３５

Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ １３２ １０７ １２６

Ａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ １８５ １３２ ２２６ １７３

Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ １０２ １０５ １７４

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ １１２ １０９

Ｏｔｈｅｒｓ ３３７ ３６１ ３０６ ２８４ ２８５ ３０７ ３５２ ４３６

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ ９７１１ ９８３９ ９５０２ ９８７２ ８５９４ ８９４１ ９１９５ ８１４２ ８５４４

真菌
ｕｎｃｌａｓｓｆｉｅｄ＿ｋ＿Ｆｕｎｇｉ ２４３ １４７ ４１３ １１８ １２５２ １０４７ ７１５ １８４６ １３６６

Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ １３２

Ｏｔｈｅｒｓ ０４６ ０１４ ０８５ ０１０ ０２１ ０１２ ０９０ ０１２ ０９０
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　　图５显示了属分类水平的微生物组成。在初始
混合底物中，优势细菌是 Ｄｅｖｏｓｉａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿
Ｐｈｙ１１ｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ、
ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ＢＩｒｉｉ４１、Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，其相对丰
度分别为 ７５０％、３９４％、３５６％、３０８％、３０１％

图 ５　细菌和真菌属的组成

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ

和２５２％。Ｄｅｖｏｓｉａ被认为是有机废弃物堆肥过程
中早期阶段的可能生物标志物

［４６］
。优势真菌为

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ和ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ，相对丰度分别为 ６８０６％、１６６７％
和３２６％。接种蚯蚓改变了细菌的组成。在蚯蚓
堆制 组 第 １２天 采 集 的 样 品 中，优 势 菌 属 是
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ、Ｄｅｖｏｓｉａ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ、
Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ和 ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ，这些属的相对丰度分别为 ９０３％、
３６７％、３１７％、２４４％、２３３％、２３０％和 ２１７％。
对 照 组 中，优 势 菌 属 是 Ｄｅｖｏｓｉａ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿
Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ、Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，其相对丰
度分别为 ５０７％、４７９％、４７０％和 ３３４％。堆肥
过程中，Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ可以加速有机物的降解，接种
蚯蚓增加了堆肥早期 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ的相对丰度。在
对照组未观察到 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ。在蚯蚓堆制组初期
阶段，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ的相对丰度呈增加趋势，在后期
开始出现减少现象，在第２４、３６、４８天时相对丰度分
别为 １５１３％、１７７６％和 １３４２％。蚯蚓堆制组第

２４天采集的样品中，优势细菌是 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｂａｃｉｌｌｕｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ和 ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ。对照组中，优势细菌是 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａ、Ｄｅｖｏｓｉａ和 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ＢＩｒｉｉ４１。Ｂａｃｉｌｌｕｓ的
相对丰度在堆制初期增加，证明 Ｂａｃｉｌｌｕｓ具有较强
的分解复杂有机物作用。使用 Ｔ检验进行蚯蚓处理
组和对照组中微生物组成的比较。图 ６ａ（图中、
、分别表示处理间在 ０００１、００１、００５水平上
差异显著）显示了两种处理之间细菌组成的差异。

在蚯蚓处理组中观察到 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ的相对丰度显
著增加 （ｐ＜０００１），Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿
Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ和 Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ的相对丰度也
显著增加。微生物的组成与分解速率直接相关。结

果表明，接种蚯蚓可能促进堆肥过程中有机物的分

解和 改 变 细 菌 群 落 的 组 成。据 报 道，一 些

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ属的微生物有转化某些木质纤维素或
芳香烃的潜力

［４７］
。Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ在蚯蚓处理组显著

增加可能是花生壳分解更快的一个原因。在蚯蚓堆

制橄 榄 油 加 工 废 弃 物 的 过 程 中 也 观 察 到 了

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ［３８］。该属在蚯蚓堆制过程中并不常见，
其存在可能与底物的化学组成有关。一些种类的

Ｂａｃｉｌｌｕｓ和 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ因其分解纤维素和半纤维素
活性而众所周知

［４８］
。据报道，节杆菌可降解单环芳

香族化合物，其在降解由真菌产生的小分子量中间
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产物中起重要作用
［３９］
。对于真菌，蚯蚓处理组第

１２天 采 集 的 样 本 中，优 势 属 是 Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ、
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿
Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ和
Ｐｒｅｕｓｓｉａ，其 相 对 丰 度 分 别 为 ２４９４％、２１５０％、
１２５８％、１０９４％和 １０４５％。在对照组，优势属是
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ和 Ｐｏｄｏｓｐｏｒａ，相 对 丰 度 分 别 为
５８３１％、１７３２％、１０８１％和 ７３２％。这表明蚯蚓
的存在影响了真菌的组成。在对照组未观察到

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｃ ＿ Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ。 据 报 道，

Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ和 Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ具有分解木质纤
维素的能力

［４９］
。Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ的大多数种类也是木质

纤维素分解者，能够产生各种木质纤维素分解

酶
［５０］
。Ｐｒｅｕｓｓｉａ一些种类可以在植物残枝或牛粪上

生长
［５１］
。在蚯蚓处理组第 ２４天采集的样品中，优

势 真 菌 属 是 Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｃ＿
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｋ＿Ｆｕｎｇｉ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿
Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 和
Ｐｒｅｕｓｓｉａ，其 相 对 丰 度 分 别 为 ２１８５％、２１４５％、
１２５４％、１２４８％、１０５２％和 ９６４％。同期对照组
的优势属为 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ和 Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ，相 对 丰 度 分 别 为
４７７１％、２７５２％和 １６０４％。这表明在堆制过程
中蚯蚓的存在增加了真菌多样性。在第 ３６天和第
４８天采集的样品的优势属和第 ２４天的优势属相
似。在堆制后期，对照组的优势菌属相对丰度减小，

认为是底物逐渐耗尽导致。与对照组相比，蚯蚓堆

制组的优势真菌相对丰度在堆制后期变化较小，可

能是由于蚯蚓的分泌粘液和排泄物以及死亡的蚯蚓

提供了养分维持微生物生长。图 ６ｂ显示了蚯蚓处
理组和对照组之间的真菌组成的差异。在蚯蚓处理

组，Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ、
Ｐｒｅｕｓｓｉａ和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ相对丰度
显著增加。结果表明，蚯蚓的存在和堆制时间均对

堆制底物的群落组成有一定的影响。

３　结束语

将花生壳与牛粪混合后，利用接种赤子爱胜蚓

图 ６　细菌和真菌组成的 Ｔ检验

Ｆｉｇ．６　Ｔｔｅｓｔｆｏｒｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ
　

　　

进行堆制。在蚯蚓堆制过程中观察到蚓茧和幼蚓，

在堆制结束时，赤子爱胜蚓的死亡率为 １９％，表明

蚯蚓在一定程度上适应了高木质素含量的花生壳类

底物。堆制结束时，蚯蚓处理组的碳氮比小于

１５００，表明蚯蚓降低了有机碳含量，提高了全氮含

量，从而降低了碳氮比，促进了花生壳的稳定降解。

蚯蚓处理组中 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿

ｆ＿Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ、Ｃｅｒｃｏｐｈｏｒａ、

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ ｃ＿ Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ、 Ｐｒｅｕｓｓｉａ 和

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ的相对丰度显著增

加，表明蚯蚓能够改变堆制底物微生物群落结构，加

快矿化、腐殖化过程和有机质的分解。蚯蚓堆制可

以作为一种利用花生壳的生物学方法，且能够提高

堆制终产物的真菌多样性。
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