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摘   要：【背景】在高浓度葡萄糖引起的碳代谢抑制效应下，产 β-葡聚糖苷酶(β-glucosidase)功能微

生物群落为适应碳代谢压力的变化，会差异化表达糖耐受和非糖耐受的功能基因。在堆肥中添加生

物炭可以改变微生物生存的环境，进而影响微生物群落的组成与功能。【目的】分析在不同碳代谢压

力下添加生物炭对产 β-葡聚糖苷酶功能微生物群落的结构组成与功能的影响。【方法】在生物炭牛

粪-稻草堆肥中添加葡萄糖、纤维二糖及 β-葡聚糖苷酶抑制剂，构建不同的碳代谢压力。以细菌来源

GH1 家族的 β-葡聚糖苷酶基因为分子标记基因构建基因克隆文库。同时测定羧甲基纤维素酶酶活和

β-葡聚糖苷酶酶活。【结果】放线菌、变形菌和拟杆菌是功能微生物群落中的优势菌群。其中，CL

处理组变形菌数量有所下降，在添加了抑制剂的处理组中，拟杆菌的数量明显上升。高浓度葡萄糖

显著抑制了羟甲基纤维素酶酶活，但对 β-葡聚糖苷酶酶活影响不大，其中低浓度纤维二糖的处理可

以显著诱导 β-葡聚糖苷酶活性。GHCH处理组中 β-葡聚糖苷酶表现出高浓度葡萄糖激活特性。【结论】

添加生物炭未明显影响参与纤维素降解的功能微生物群落对碳代谢抑制效应的应答。与自然堆肥相

比，在添加了生物炭的堆肥中，产 β-葡聚糖苷酶的微生物群落对添加了高浓度葡萄糖引起的碳代谢

抑制效应或添加了低浓度纤维二糖的诱导效应更敏感。 

关键词：生物炭牛粪-稻草堆肥；纤维素分解；微生物群落；β-葡萄糖苷酶；碳代谢抑制效应 
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Abstract: [Background] High concentration of glucose will cause carbon catabolite repression, and 

the functional microbial community producing β-glucosidase adapts to such pressure by differentially 

regulating the expression of glucose-tolerant and non-glucose tolerant β-glucosidases. Adding biochar in 

compost can change the environment where microorganisms live and affect the composition and 

function of the microbial community. [Objective] The effects of biochar addition on the structure and 

function of β-glucosidase-producing microbial community were analyzed under different carbon 

metabolism pressures. [Methods] Different carbon metabolism pressures were constructed by adding 

glucose, cellobiose, and β-glucosidase inhibitor into the biochar-cattle manure-maize straw compost. We 

used the β-glucosidase gene of the GH1 family derived from bacteria as a molecular marker to construct 

a gene clone library and measured the activities of carboxymethylc ellulase (CMCase) and 

β-glucosidase. [Results] Actinobacteria, Proteobacteria, and Bacteroidetes were dominant in the 

functional microbial community. The relative abundance of Proteobacteria was lower in the 

low-concentration cellobiose group, and that of Bacteroidetes was significantly higher in the groups 

with the addition of inhibitor. High glucose significantly inhibited CMCase activity while had little 

effect on β-glucosidase activity, and low cellobiose markedly induced β-glucosidase activity. The 

β-glucosidase was activated by high glucose in the high-concentration glucose+high-concentration 

cellobiose group. [Conclusion] The addition of biochar did not significantly affect the response of the 

functional microbial community involved in cellulose degradation to carbon catabolite repression. 

Compared with the natural compost, the addition of biochar in the compost increased the sensitivity of 

β-glucosidase-producing microbial community to the carbon catabolite repression induced by high 

concentrations of glucose and to the inductive effect of low-concentration cellobiose. 

Keywords: biochar-cattle manure-maize straw composting; cellulose degradation; microbial community; 
β-glucosidase; carbon catabolite repression 

堆肥是有机固体废弃物及畜禽粪便资源

化、无害化处理的常用技术手段之一[1]。堆肥

是一个复杂的生态系统过程，其中，纤维素主

要是由肥堆中微生物产生的纤维素酶所分解。纤

维素酶可按照其催化作用特点主要分成 3 种：

内切葡聚糖苷酶、外切葡聚糖苷酶和 β-葡萄糖

苷水解酶[2-4]。β-葡聚糖苷酶(β-glucosidase)是纤

维素降解过程中的重要限速酶[5]。同其他纤维

素酶一样，高浓度产物引起的负反馈抑制效应

也会影响 β-葡聚糖苷酶基因的表达。在自然堆

肥中，外源添加高浓度葡萄糖和纤维二糖对产

β-葡聚糖苷酶功能微生物的群落组成和功能影

响较大[5]。在非碳代谢抑制效应(carbon catabolite 

repression，CCR)下，对酶活贡献更大的非葡萄
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糖耐受 β-葡聚糖苷酶基因的表达水平要显著高

于糖耐受 β-葡聚糖苷酶[5]。但在 CCR 效应下，

功能微生物群落上调了糖耐受 β-葡聚糖苷酶基

因的表达，而非糖耐受 β-葡聚糖苷酶基因的表

达受到抑制 [6]。在耐糖/非耐糖 β-葡聚糖苷酶基

因差异化表达调控过程中，上调/下调的 β-葡聚

糖苷酶基因在系统发育的分类水平上表现出一

定的种属特征[7]。 

生物炭是指农林废弃物等生物质材料在缺

氧条件下热裂解形成的富含芳香烃和单质碳或

具有类石墨结构的碳产物，具有理化性质稳定、

抗分解能力强等特点 [8]。添加生物炭可以改善

生态系统的物理组成结构，并对其中的微生物

生态组成和功能产生影响[9-10]。已有相当的研究

表明，将生物炭添加至好氧堆肥中能够增强有

益微生物的生命活动并加快腐熟[11-12]。在施加

生物炭的背景下，环境的改变对参与碳循环过

程中纤维素降解的功能微生物群落的结构组成

与功能的影响尚缺乏系统性的研究。特别是对

产 β-葡聚糖苷酶 (纤维素降解的限速酶)功能微

生物群落组成及功能的研究可以更好地帮助解

析生物炭添加系统中纤维素的高效降解。 

本研究在生物炭牛粪-稻草堆肥中的纤维

素主要降解时期即高温后期，通过添加不同浓

度的葡萄糖、纤维二糖及 β-葡聚糖苷酶抑制剂

[D-(+)-glucono-1,5-lactone]共设置 7 个处理，并

测定羟甲基纤维素酶(CMCase)和 β-葡聚糖苷酶

酶活及构建基因克隆文库的方法，探究生物炭

牛粪-稻草堆肥中功能微生物群落相较于自然

堆肥，在不同碳代谢压力下功能微生物群落结

构组成与功能的变化及其内在机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验采取牛粪-玉米秸秆堆肥，堆肥场地及

堆肥材料奶牛粪便、玉米秸秆、生物炭全部来

自东北农业大学阿城实验基地。将干燥粉碎后

的秸秆、牛粪、生物炭充分混合后添加水分，

干重比为 6:4:1 (添加占牛粪秸秆总重的生物

炭)，控制混合物的含水量在 60%左右。混合物

将被分为 3 份，分别建成 2.5 m1.5 m1 m 的堆

垛式肥堆。在持续 46 d 的堆肥过程中对肥堆进

行定时添加水分，以保证肥堆的含水率控制在

40%−60%之间。为保证肥堆的氧气充足，在堆

肥过程的 11、20 和 29 d 对每个堆垛进行翻堆，

共 3 次。原料基本参数见表 1。 

Soli DNA Kit 和 Gel Extraction Kit，Omega

公司；2×Taq Master Mix，苏州近岸蛋白质科技

股份有限公司；上、下游引物由吉林库美生物

有限公司合成；pMD18-T 载体、Escherichia coli 

DH5α 感受态细胞，宝日医生物技术(北京)有限

公司。其余试剂均为分析纯，北京索莱宝生物

科技有限公司。 

1.2  样品采集 
在堆肥的第 23 天进行堆肥样品采集工作，

在取样时分别在堆垛 15、50、90 cm 深处等量

取出约 2 000 g 样品，3 个堆垛总计 6 000 g 样品。

将样品经过充分混合后平均分为 7 等份，每份约

为 800 g，并向样品中分别喷洒 40 mL 不同的溶

液。按照不同的处理对样品进行标记，并将 
 

表 1  堆肥原料基本参数 
Table 1  Characteristics of the raw material used 
for the composting 

原料 

Material 

pH 含水量 

Moisture 

content 

(%) 

总有机碳 

Total 

organic 

carbon (%) 

总氮 

Total 

nitrogen 

(%) 

碳氮比
C/N 

牛粪 

Cattle manure

9.05 70.57 39.24 1.78 22.05 

玉米秸秆 

Maize straw 

6.23 9.30 39.59 0.80 50.11 

生物炭
Biochar 

6.40 0.06 47.46 0.60 79.10 
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其放回到肥堆 50 cm 深处继续进行孵育 6 h 后

取出。取出后立刻用液氮冷冻样品并运回实验

室储存于−80 °C 冰箱中。 

上述 7 种不同的溶液成分分别为：(1) 高浓

度葡萄糖+低浓度纤维二糖(GHCL)；(2) 高浓度

葡萄糖+高浓度纤维二糖(GHCH)；(3) 高浓度葡

萄糖+高浓度纤维二糖+抑制剂(GHCHD)；(4) 低

浓度纤维二糖(CL)；(5) 高浓度纤维二糖(CH)；   

(6) 高浓度纤维二糖+抑制剂(CHD)；(7) 去离子

水(CK)。样品处理液浓度见表 2。 

1.3  酶活性测定 
1.3.1  CMCase 酶活测定 

葡萄糖标准曲线的绘制：用葡萄糖标准样

品配制成 1 mg/mL 的葡萄糖标准液，分别吸取   

1 mg/mL 葡萄糖标准液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2、1.4、1.6、1.8 mL 于试管中，每管加

入醋酸缓冲液(0.1 mol/L，pH 5.0)至 2 mL，每

个试管中加入 1.5 mL 的 DNS 显色剂，配制成

不同葡萄糖含量的反应原液，各试管摇匀后沸

水浴 5 min。将每个试管定容到 25 mL 并摇匀，

在 540 nm 波长处测定各试管中溶液的吸光值，

绘制成葡萄糖标准曲线[13]。 

称取 1 g 堆肥样品至 10 mL 的离心管中，

加入 8 mL 的无菌水，充分振荡 1 h，6 000 r/min

离心 10 min 后，吸取 2 mL 上清液到带塞的试管 

 
表 2  样品处理液浓度 
Table 2  The formulation of sample solution 

处理液 

Treatments 

葡萄糖 

Glucose 

(mmol/L) 

纤维二糖 

Cellobiose 

(mmol/L) 

D-葡萄糖酸-1,5-内酯 

D-gluconate-1,5-lactone 

(mmol/L) 

GHCL 200 0.8 0 

GHCH 200 8.0 0 

GHCHD 200 8.0 2 

CL 0 0.8 0 

CH 0 8.0 0 

CHD 0 8.0 2 

CK 0 0.0 0 

中，在空试管中加入 2 mL 无菌水作为对照组。

在各试管中加入 1.5 mL 醋酸缓冲液(0.1 mol/L，

pH 5.0)，并分别加入 4 mL 已预热的羧甲基纤维

素钠(CMC-Na)底物溶液(4 mmol/L)，对照组不

加底物，以无菌水代替。55 °C 水浴使底物与酶

充分反应 1 h 后取出，立即加入 1.5 mL DNS 显

色液以中止酶促反应。充分摇匀后沸水浴     

5 min，取出后用水定容至 25 mL，在 540 nm

波长下测定酶液的吸光值。利用标准曲线得到

葡萄糖浓度和吸光度的关系，根据关系式计算

各样品 CMCase 的活性[13]。 

1.3.2  β-葡聚糖苷酶活性测定 

对硝基苯酚标准曲线的绘制：用对硝基苯

酚配制成 1 mmol/L 的对硝基苯酚标准液，分别

吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、

1.8 mL 于 10 mL 的离心管中，每管加入醋酸缓

冲液(0.1 mol/L，pH 5.0)至 2 mL，每个试管加

入 1 mL无菌水和 2 mL的碳酸钠溶液(1 mol/L)，

摇匀后在 400 nm 波长处测定各离心管中溶液

的吸光值，绘制成对硝基苯酚标准曲线[13]。 

称取 1 g 堆肥样品至 10 mL 离心管中，加

入 8 mL 的无菌水，55 °C、180 r/min 充分振荡

1 h 后 6 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液即

粗酶液 0.5 mL 到新的 10 mL 离心管中，再吸取

0.5 mL 上清液到另一个新的 10 mL 离心管中

作为对照组，用以消除堆肥样品本身颜色对吸

光度结果的影响，各离心管中加入 1.5 mL 的

醋酸缓冲液(0.1 mol/L，pH 5.0)，实验组加入    

1 mL 已预热的对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷

(4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside，pNPG)底物

溶液(4 mmol/L)。充分混匀后 55 °C 水浴使底物

与酶充分反应 30 min 后取出，立即加入 2 mL

的碳酸钠溶液(1 mol/L)以终止酶促反应。对照

组不加入底物与碳酸钠溶液且不需要酶促反

应。在 400 nm 波长处用对照组调零测定实验组
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酶液的吸光值。利用标准曲线得到对硝基苯酚

浓度和吸光度的关系，根据关系式计算各样品

β-葡聚糖苷酶的活性[13]。 

1.4  来自GH1细菌家族 β-葡聚糖苷酶基因

文库的构建 
1.4.1  堆肥中 DNA 的提取和纯化 

根据说明书的步骤使用 Soil DNA Kit 提取

基因组 DNA，−20 °C 储存备用。 

1.4.2  目的基因片段的扩增 

对添加了生物炭的 7 个堆肥样品进行目的片

段扩增。实验采用的引物由 Primer 软件设计，用

于扩增 GH1 家族细菌来源的 β-葡聚糖苷酶基因。

上游引物为 GH1BF300 (5′-KCVTAYCARATIG 

ARGG-3′)，下游引物为 GH1BR1600 (5′-GCCCA 

YTCRAARTTRTCIA-3′)。通过调整退火温度的

梯度温度 PCR 探索 适反应条件。PCR 反应体

系(25 μL)：2×Taq Master Mix 12.5 μL，DNA 模

板 1 μL，上、下游引物(0.8 μmol/L)各 1 μL，无

菌水 9.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

60 s，50 °C 30 s，72 °C 90 s，共 30 个循环；72 °C 

10 min。 

1.4.3  重组子的连接、转化 

PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳分离，并

使用 Gel Extraction Kit 纯化凝胶，然后将纯化

后的 DNA 和载体 pMD18-T 进行连接。 

将连接产物共计 10 μL 加入 100 μL 大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞中，轻弹混匀后放入冰盒

中进行冰浴 30 min。冰浴后将离心管转移至

42 °C 水浴锅中热激 60 s，再立即放回冰盒中

冷却 2 min，再向离心管内加入 800 μL 液体  

LB 培养基摇匀。将离心管封好放入 37 °C、  

200 r/min 摇床中振荡培养 1 h。 后将含有感受

态细胞的培养液涂在含有 50 μg/mL氨苄青霉素

的 LB 固体培养基上。平板倒置于 37 °C 培养箱

中培养过夜。 

1.5  重组子的鉴定 
固体 LB 培养基上生长出大量白色菌落，

挑取大小适中的单菌落进行 PCR 检测，通过

PCR 检测转化子是否为阳性。将检出与目的片

段大小相同条带的菌落挑至含有氨苄青霉素的

LB 液体培养基中，在 37 °C 下 180 r/min 进行

扩大培养过夜。然后将部分菌液送至北京华大

基因公司对目的片段进行常规测序。将测序获

得的序列在 NCBI 数据库中进行序列比对分析。 

1.6  统计分析 
采用 SPSS 26.0 计算标准差，采用 GraphPad 

Prism 进行显著性分析，采用 Excel 2007 和 Origin 

2018 软件对数据进行处理分析汇总并绘图。 

2  结果与分析 

2.1  堆肥样品的理化性质 
2.1.1  CMCase 与 β-葡聚糖苷酶酶活 

CMCase 活性如图 1 所示，所有添加了葡

萄糖的处理组的酶活均低于未添加葡萄糖的处

理组，这充分证明了高浓度葡萄糖对 CMCase

酶活的抑制作用，与刘佳文[6]和 Nitta 等[14]得到

的结果一致。β-葡聚糖苷酶活如图 2 所示，与

CMCase 不同的是，外源添加葡萄糖并没有明

显地抑制 β-葡聚糖苷酶的酶活性，而在 CL 处理

组中，β-葡聚糖苷酶活性显著高于其他处理组，

表现出诱导-激活的效应。 

2.1.2  葡萄糖抑制下 β-葡聚糖苷酶的相对酶活 

葡萄糖抑制下的 β-葡聚糖苷酶相对活性如

图 3 所示，分别设置 50、100、200 mmol/L 这

3 个不同浓度的葡萄糖作为反应环境，所测得

的相对酶活具有相对下降的趋势，即随着外源

添加葡萄糖浓度的升高，葡萄糖抑制下的 β-葡

聚糖苷酶相对活性也随之降低。高浓度葡萄糖

处理组、非高浓度葡萄糖处理及对照组在葡萄

糖抑制下的 β-葡聚糖苷酶相对酶活变化表现出 
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图 1  各处理组样品的羟甲基纤维素酶酶活性    
Figure 1  The CMCase activities. **: P<0.01. 

 

 
 
图 2  各处理组样品的 β-葡聚糖苷酶酶活性 
Figure 2  The β-glucosidase activities. **: P<0.01. 

 
一定的差异性。在 GHCL 处理组中，50 mmol/L

和 100 mmol/L 葡萄糖浓度下，β-葡聚糖苷酶相

对活性显著高于其他处理组；而在 GHCH 处理

组中，200 mmol/L 葡萄糖浓度下 β-葡聚糖苷酶

相对活性不降反升，甚至大于 100 mmol/L 葡萄糖

浓度下的相对活性。 

2.2  β-葡聚糖苷酶基因文库的构建与分析 
2.2.1  目的 DNA 片段的扩增及纯化 

对 7 个堆肥样品进行 DNA 提取后，利用通

用引物 F300 和 R1600 进行 PCR 扩增，获得了

长度约为 1 200 bp 的 DNA 分子片段，反应的特

异性良好，利用纯化试剂盒对 PCR 产物进行回

收纯化，以用于后续连接载体的实验。图 4 为

部分 PCR 样品的凝胶电泳图。 

 

 
 

图 3  各处理组在不同葡萄糖浓度抑制下的 β-葡

聚糖苷酶相对活性   不同小写字母表示各列平

均值之间存在显著差异(P<0.05) 

Figure 3  Relative β-glucosidase activity of the 
treatments under different glucose concentrations. 
Different lowercase letters indicate significant 
differences among mean values in columns 
(P<0.05). 

 

 
 
图 4  PCR 扩增结果   1：DLT2000 Marker；2：

PCR 检测阳性结果 

Figure 4  The results of PCR amplification of 
β-glucosidase gene. 1: DLT2000 Marker; 2: PCR 
amplification of positive. 
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2.2.2  目的 DNA 片段的连接、转化与鉴定 

将连接目的基因的载体(pMD18-T)转化到

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，在含有 Amp+

的 LB 固体培养基中培养 12–16 h，待菌落大小

合适时挑取菌落转移至 LB 液体培养基中继续

培养过夜。将培养后的菌液作为模板，进行 PCR

扩增以检测重组质粒是否转入大肠杆菌 DH5α

感受态细胞中，转化成功的转化子 PCR 检测为

阳性，扩增出目的基因大小的条带。将阳性菌

液送至北京华大基因公司测序。 

2.2.3  基因克隆文库的测序 

对 7 个样本成功测序的转化子共计 249 个。

其中显示有 242 条是 β-葡聚糖苷酶基因。根据

葡萄糖耐受 β-葡聚糖苷酶氨基酸序列中特异性

识别位点 W168/L173 的保守性[15]，对后续基因

测序所得到的 β-葡聚糖苷酶基因进行糖耐受 

型/非糖耐受型判定，各处理组葡萄糖耐受基因

所占比例如表 3 所示。相较于自然堆肥中葡萄糖

耐受 β-葡聚糖苷酶基因比例(9.09%−37.5%)[6]，

生物炭牛粪-稻草堆肥中葡萄糖耐受 β-葡聚糖苷

酶基因比例明显升高(36.4%−69.4%)。 

2.2.4  DNA 文库中产 β-葡聚糖苷酶基因组成 

将测序获得的所有 β-葡聚糖苷酶编码基因

序列在 NCBI 数据库中进行比对，确定其微生

物来源的种属分类，在门水平上进行分类，这

些微生物主要分为 5 个门，分别是拟杆菌门

(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、放线菌

门 (Actinobacteria)、变形菌门 (Proteobacteria)

和绿弯菌门(Chloroflexi)。详细的门水平分类见

图 5。在门水平分类中，放线菌门占主导地位，

在 CL 处理组其占比 高，达 72%；在 GHCHD

处理组其占比 低，为 36%。在添加了抑制

剂的处理组中，拟杆菌门的微生物数量相较

未添加抑制剂的处理组有明显的上升。在目

水平进行种属分类，其来源主要可分为 13 个

目，分别是鞘脂杆菌目(Sphingobacteriales)、根

瘤菌目(Rhizobiales)、黏球菌目(Myxococcales)、

小单胞菌目(Micromonosporales)、尤泽比氏菌目

(Euzebyales)、芽孢杆菌目(Bacillales)、生丝微菌

目(Hyphomicrobiales)、酸微菌目(Acidimicrobiales)、

弯曲杆菌目(Kallotenuales)、红螺菌目(Rhodospirillales)、

肠杆菌目(Enterobacterales)、微球菌目(Micrococcales)

和姜氏菌目(Jiangellales)。详细的目水平分类见 

图 6，通过目水平的分析可知，鞘脂杆菌目是

拟杆菌门中的主要功能性群落组成；芽孢杆菌

目是厚壁菌门中的主要功能性群落组成。 

 
表 3  各处理组葡萄糖耐受 β-葡聚糖苷酶基因比例 
Table 3  The ratio of glucose-tolerant β-glucosidase genes of treatments 

处理组 

Treatments 

糖耐受酶基因数目 

Number of glucose-tolerant 

β-glucosidase genes 

β-葡聚糖苷酶总数目 

Number of total β-glucosidase 

genes 

糖耐受酶基因所占比例 

The ratio of glucose-tolerant β-glucosidase 

genes to total β-glucosidase genes (%) 

GHCL 8 22 36.4 

GHCH 24 40 60.0 

GHCHD 19 38 50.0 

CL 20 33 60.6 

CH 22 35 62.9 

CHD 18 38 47.4 

CK 25 36 69.4 
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图 5  各处理组产 β-葡聚糖苷酶细菌门水平的分类 
Figure 5  Taxonomic assignment of β-glucosidase genes of bacterial at the level of phylum. 

 

 
 
图 6  各处理组产 β-葡聚糖苷酶细菌目水平的分类 
Figure 6  Taxonomic assignment of β-glucosidase genes of bacterial at the level of order. 
 

3  讨论 
相关的研究表明，在自然堆肥的条件下，

功能性微生物群体通过差异化上调葡萄糖耐受

型 β-葡聚糖苷酶表达，同时下调非葡萄糖耐受

型 β-葡聚糖苷酶的表达以应对高浓度葡萄糖引

起的碳代谢抑制环境下纤维素水解受限，并通过

提高 β-葡聚糖苷酶转糖基活性这一途径来补偿

因水解活性下降而受影响的碳代谢速率[6]。在差

异化表达的过程中，上调/下调 β-葡聚糖苷酶基

因的来源微生物，在系统发育的分类水平上表 

现出一定的种属特征 [7]。添加生物炭对堆肥中

功能微生物群落结构的影响，以及对功能基因

差异化表达的影响尚未可知。 

依据酶活变化可知，与自然堆肥相似[6]，

生物炭牛粪-稻草堆肥中添加高浓度葡萄糖的处

理组中 CMCase 酶活均明显受到了抑制，β-葡聚

糖苷酶酶活受到 CCR 效应的影响不大。相较于

自然堆肥[6]，生物炭牛粪-稻草堆肥中 β-葡聚糖

苷酶的酶活普遍较低，这一结果与文献[16-18] 

一致。当前对产生这一现象的原因有不同的见
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解。Lehmann 等[19]认为这是由于微生物和碳在

生物炭表面共存，在提高效率的同时减少了酶

的产出；而 Liao 等[20]认为，由于生物炭改变了

微环境，从而影响了微生物群落结构。也有可

能是由于生物炭对于 β-葡聚糖苷酶的吸附作用

导致了测定酶活结果低于正常值[21]。在后续的

实验中，通过对 β-葡聚糖苷酶基因转录表达水

平的研究分析，或许可以提供更好的解释。本

研究中，在生物炭牛粪-稻草堆肥的高温后期，

通过分析糖耐受和非糖耐受功能基因的比例可

以得出，生物炭牛粪-稻草堆肥中糖耐受功能基

因占比明显高于自然堆肥。考虑到一般条件下

非糖耐受 β-葡聚糖苷酶转录水平代表了 β-葡聚

糖苷酶水解活性[7]，这在一定程度上也解释了在

添加生物炭后 β-葡聚糖苷酶的水解活性普遍降

低的原因。糖耐受 β-葡聚糖苷酶基因的比例增

加，说明功能微生物群落会差异化表达 β-葡聚

糖苷酶。在水解活性受到抑制时，β-葡聚糖苷

酶通过提高转糖基活性来弥补水解活性的降低

以维持碳代谢过程的继续。同时，在生物炭牛

粪-稻草堆肥中 CK 组检出了微球菌目，在自然

堆肥的碳代谢抑制效应下，微球菌目来源的微

生物在功能群落差异化表达 β-葡聚糖苷酶的调

控中扮演着重要的角色[7]。这些证据表明，不

同于自然堆肥，在堆肥的高温后期，生物炭牛

粪-稻草堆肥处在碳代谢抑制效应下。生物炭

的碱性和多孔性为微生物生长提供了合适的

微环境，在这种微环境中，微生物接触物质将

会更容易，从而使得外源物质对微生物局部的

抑制效应和诱导效应均变得更强，这在本研究

中得到了进一步的证实。自然堆肥中，在 β-葡聚

糖苷酶的酶活水平变化上，抑制剂的添加并未

表现出明显的抑制效应，而在生物炭牛粪-稻草堆

肥中表现出明显的抑制效应。β-葡聚糖苷酶的

酶活在 CL 处理组达到 高点，说明在该处理组

中，低浓度的纤维二糖对于 β-葡聚糖苷酶的诱

导作用十分显著。 

相较于自然堆肥各处理在葡萄糖抑制下 

β-葡聚糖苷酶相对酶活的变化趋势[6]，生物炭牛 

粪-稻草堆肥的实验结果表明，在高浓度葡萄糖

处理下，功能微生物群落同样会差异化上调表

达葡萄糖耐受型 β-葡聚糖苷酶，其中在 GHCL  

50 mmol/L 和 100 mmol/L 及 GHCH 200 mmol/L 处

理组中，β-葡聚糖苷酶相对酶活显著高于未添加

高浓度葡萄糖的处理组。值得注意的是，在生物

炭牛粪-稻草堆肥的 GHCH 处理组中，200 mmol/L

葡萄糖抑制下的 β-葡聚糖苷酶相对活性显著高

于相同处理组在 100 mmol/L 葡萄糖抑制下的 

β-葡聚糖苷酶相对活性。这一结果显示，在高

浓度葡萄糖的处理下，功能微生物群落差异化

表达 β-葡聚糖苷酶不仅体现在糖耐受型 β-葡聚

糖苷酶和非糖耐受型 β-葡聚糖苷酶，在一定的

条件下也可以差异化表达糖激活型 β-葡聚糖苷

酶。糖激活型 β-葡聚糖苷酶是指在葡萄糖存在

时催化活性大于无葡萄糖存在时催化活性的一

类 β-葡聚糖苷酶[22-25]。在高浓度葡萄糖抑制下，

功能微生物上调葡萄糖耐受型 β-葡聚糖苷酶和

葡萄糖激活型 β-葡聚糖苷酶。这种功能基因的

差异化表达是功能微生物为了响应外界环境变

化而具备的一种普遍的调控机制[26-28]。这种机

制对微生物 /功能微生物在复杂环境中的生存

与竞争起到了积极的作用。 

为了揭示生物炭对堆肥中产 β-葡聚糖苷酶

微生物的群落组成是否产生影响，利用 DNA 克

隆文库技术对功能基因的多样性组成进行分

析。不同于自然堆肥的高温后期的优势菌群为

Bacteroidetes[6]，生物炭牛粪-稻草堆肥中的优势

菌群为 Actinobacteria。可能是由于生物炭对微

生物群落的选择作用引起了这种优势菌群的差

异。有研究表明，在土壤中添加生物炭能促进
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土壤中 Actinobacteria 的生长[29-30]，而同时期的

Proteobacteria 成为所有处理组的次优势菌群[30]。

结合测序结果可知，绝大多数 Proteobacteria 来

源的功能基因序列中含有糖耐受特征性保守位

点 W168 和 L173。值得注意的是，在 CL 处理

组中，Proteobacteria 来源的功能基因相对占比

明显偏低。这进一步说明功能微生物在诱导表

达 β-葡聚糖苷酶的情况下，具有糖耐受特征的

功能基因明显受到抑制。对比添加抑制剂的处

理组(CHD 和 GHCHD)和未添加抑制剂的处理组

(CH 和 GHCH)，拟杆菌的数量有了明显的增加。

这可能由于抑制剂 D-葡萄糖酸-1.5-内酯在堆肥

过程中对拟杆菌起到了选择作用。 

上述研究结果表明，生物炭对功能微生物群

落结构组成及功能产生了一定的影响。这为生物

炭作为堆肥过程中的添加剂，以及纤维素的高效

降解和堆肥工艺的优化提供了可借鉴的资料。 

4  结论 

(1) 相较于自然堆肥，添加生物炭堆肥中的

微生物群落结构组成产生了明显的变化，放线

菌是所有处理组的优势菌群，CL 处理组的变形

菌数量有所下降，在添加了抑制剂的处理组中

拟杆菌明显增多。 

(2) 相较于自然堆肥，在添加了生物炭的堆

肥中，产 β-葡聚糖苷酶微生物群落对添加了高

浓度葡萄糖的碳代谢抑制效应或添加低浓度纤

维二糖的诱导效应更敏感。 
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