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  目前, 利用有机固体废弃物生产生物有机肥料

已成为一门产业[ 1]。生物有机肥料具有的优越性是

任何一种化肥都不能代替的。因为生物有机肥中的

有机质不但可以作为 N、P、K 等作物营养元素的主

要来源,而且还能促使土壤团粒结构形成,提高土壤

保水、保肥的能力,进而提高作物的产量
[ 2]
。同时有

机堆肥过程中形成的腐殖酸以及一些低分子量有机

物质具有重要的生理功能[ 3]。目前阻碍有机固体废

弃物堆肥进展的一个重要原因就是至今还没有一个

权威的评论方法或统一的指标对堆肥腐熟进行评

价
[ 4]
,从分子微生态学角度对有机堆肥的微生物多

样性和堆肥中腐熟微生物研究鲜见报道。

经典的平板培养分离方法研究自然环境中(如

堆肥环境和土壤环境)的微生物多样性有很大的缺

陷,如自然环境中可分离培养的微生物种类只占该

环境下微生物种类总数的 011% ~ 10%
[ 5]
, 不能很

好地反映自然环境中微生物多样性的原始状态[ 6]。

而微生物分子生物学方法,如聚合酶链式反应 ) 变

性梯度凝胶电泳法( Polymerase chain reaction and de-

naturing gradient gel electrophoresis, PCR-DGGE)自1993

年被应用于微生物生态学研究以来
[ 5]
, 许多微生物

实验室都将它作为分析自然环境微生物种群的多样

性和种群动态监测的工具。

1  材料与方法

111  材料
堆肥试验于 2003年8月21日至 2004年7月10

日在江苏南京山田奶牛场生态堆肥厂进行。堆肥原

料有:锯木屑(A)、稻糠( B) , A和 B购自山田奶牛场

附近的家具加工厂和碾米厂;新鲜奶牛粪便( C) , 收

集自山田奶牛场奶牛养殖棚; 成品有机肥( D) , 由南

京山田奶牛场生态堆肥厂生产。其中 A、B、D用于

调整 C起始时的水分,使开始的堆肥原料湿度保持

在65% ? 5% [ 7]。堆肥腐熟后(堆肥腐熟由 Dou 推

荐的方法判定
[ 8]
) ,从堆体的不同位置点( > 10)各平

行取样 3次,每次 250 g, 并分批次充分混匀,然后再

从中平行取样 3次,每次 250 g,取样后将样品于 0~

5 e 冰箱冷藏贮存以供分析。土壤样品取自江苏南
京山田奶牛场蔬菜地, 取样范围约为 660 m2。取样

方法参见文献[ 10] , 取样时间为 2004年 6月 28 日。

根据堆肥起始混合原料组成 AC、BC、ABC、ACD、

BCD、ABCD、CD对照( CK)的不同, 样品分别标记为

1、2、3、4、5、6、7、8。其中 CK为不添加任何外来原料

的纯鲜牛粪,自然风干至湿度为 65% ? 5% ,然后再

进行堆肥。
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112  方法
堆肥样品 DNA 的提取与纯化方法按照Michael

的方法进行
[ 9]
。土壤样品总 DNA 提取方法按照本

实验室常用方法进行,并参见文献[ 11]。提取后微生

物16 S rDNA的扩增及变性梯度凝胶电泳方法参见

文献
[ 12]
。变性梯度凝胶电泳图谱的泳道编号所代

表的样品与上述编号所代表的样品相同, 第 9 号泳

道为商品有机肥样品的微生物 16 S rDNA 的 DGGE

图谱, 土壤样品微生物 16 S rDNA 的 DGGE 图谱在

DGGE图上以/ S0直接标识。

2  结果与讨论

各个堆肥样品、商品有机肥和土壤样品的变性

梯度凝胶电泳图谱如图 1所示。由图 1 可知, 每个

堆肥样品经过 PCR-DGGE均可以分离出数目不等的

电泳条带, 且各条带强度和迁移率互不相同。9种

堆肥样品以及土壤样品的 PCR产物中含有的数目

不等的 DNA 片段是一些不同种类微生物的 16 S

rDNA/ RNA基因V6 ) V8区的DNA片段, 这些片段代

表着微生物的不同种类[ 13]。通过这些片段的测序

以及测序后的 DNA序列和国际标准核酸库的已知

序列相比对,就可以得出这些在 DGGE 中被分离的

DNA片段所代表的微生物,从而确定不同堆肥中所

含有的微生物类群并推断其在高温堆肥中物质转化

时所起的作用。同时, 也可以根据它们起作用时的

环境条件来开发新的微生物资源用于生产实践,并

能为有机肥施用后土壤微生物区系的改善提供分子

微生态学方面的证据。

图 1 不同堆肥样品的变性梯度

凝胶电泳( DGGE)分离图谱

由图 1可知, U、T、R、O、Q、P、E、X、W 等共有条

带说明在 9种堆肥样品中存在着这几种电泳条带所

代表的基本微生物类型, 这就为用分子微生态学指

标作为堆肥腐熟度判断标准提供了分子生物学依

据; 而 1、2、7和 9等堆肥样品与其他几种堆肥样品

相比分别缺少了某些电泳条带, 如 A、B、C、D、I、J

等, 但它们缺失的电泳条带却又不完全相同,这从另

一个方面说明了堆肥微生物的多样性,这正是我们

从高温堆肥中利用分子生物学方法寻找新的微生物

资源的关键性所在; 4、5、6 条带比较丰富,说明在这

几种堆肥中可能存在着数目较多的微生物;而 9的

电泳条带相对较少,可能暗示此种堆肥中微生物的

种类相对较少,但在此种情况下有机堆肥腐熟程度

如何, 有必要深入研究。对 8 泳道所代表的 CK 来

讲, 虽然其成熟样品DGGE电泳条带也较为丰富, 但

从堆肥工艺方面来看,劳动强度大、堆肥时间长, 因

此不宜采取这种堆肥措施。就DGGE图谱中的电泳

条带和土壤的电泳条带比较而言,从整体上来说,有

机堆肥样品的微生物电泳条带要比土壤样品的微生

物电泳条带丰富得多,这从分子微生态学角度说明

在农田中施用有机堆肥可以改善土壤的微生物

区系。

总之, PCR-DGGE这些条带的存在说明,在不同

堆肥样品中存在着特异的微生物, 如果对这些特异

性条带做进一步研究可得出其所代表的微生物种

类, 再结合这些堆肥产品施用后对作物的影响, 就可

以开发利用对作物有益的微生物, 消除对作物或环

境有害的微生物。这一点通过堆肥样品中诸条带和

土壤各条带的对比就更加明显, 这也同时说明堆肥

中和土壤中存在着相同的微生物区系。所有这些现

象均可以说明各种堆肥样品中有共同的微生物种

群, 但也有着自己特有的微生物种类, 这可能与不同

堆肥原料的化学组成不同有关。而在腐熟堆肥中出

现的某些特殊种类的微生物, 如 U、T、R、O、Q、P、E、

X、W等共有条带所代表的微生物种群, 可以作为堆

肥腐熟度评价的指示性微生物, Ishii[ 14]也曾提出过

以出现特征微生物作为堆肥腐熟标志的设想。
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