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摘  要：【背景】好氧堆肥是处理农业固体废弃物常用的资源化利用方式，但在此过程中会产生恶

臭气体(NH3 和 H2S)，对人类和畜禽的健康造成威胁。微生物除臭技术成本低、效果好，但单菌株

的环境适应性差、作用单一。【目的】开发高效微生物除臭菌株组合，优化微生物除臭技术，解决堆

肥恶臭问题。【方法】通过筛选除臭微生物、控温模拟堆肥研究微生物除臭菌株组合对堆肥过程中细

菌群落结构变化的影响，并对相关功能基因进行分析和注释。【结果】添加微生物除臭菌株组合 E
的堆肥中，NH3 和 H2S 的最高释放量仅有添加商用菌剂 X 组的 40%左右。物种分类结果表明，堆肥

过程中相对丰度较高的门包括变形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinomycetota)、厚壁菌门

(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidota)等，相较于 X 组和 CK 组，变形菌门(Proteobacteria)、放线菌

门(Actinomycetota)在 E 组的样本中具有更高的相对丰度；优势菌属包括假单胞菌属(Pseudomonas)、
棒杆菌属(Corynebacterium)、假纤细芽孢杆菌属(Pseudogracilibacillus)等，其中棒杆菌属在 E 组样本

中一直占据优势。KEGG 数据库注释结果表明，微生物除臭菌株组合 E 的添加促进了堆肥中微生物

群落的氨基酸代谢水平；功能基因注释结果也表明氨同化相关基因(gs, gdh, asn, gln)和含硫氨基酸

合成相关基因(cysC)的丰度较高，因此，组合 E 减少 NH3 和 H2S 排放的主要机制是促进了氮和硫

元素转化为氨基酸等有机物。【结论】微生物除臭菌株组合 E 能够在粪污堆肥过程中有效抑制 NH3

和 H2S 的释放，为粪污资源化利用过程中产生的臭气处理提供了微生物资源基础。 
关键词：除臭菌株组合；好氧堆肥；氨气；硫化氢；细菌群落 
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Abstract: [Background] Aerobic composting is a common resource utilization method to treat 
agricultural solid waste, while odorous gases (NH3 and H2S) generated during the composting 
process pose a threat to the health of humans and animals. Microbial deodorization has low 
costs and good effects, while single strains have poor environmental adaptability and limited 
effects. [Objective] To develop a combination of efficient deodorizing strains and optimize 
microbial deodorization conditions to address the foul odor in composting. [Methods] The 
effects of the deodorizing strain combination on the changes of bacterial community structure 
during composting were studied by screening of deodorizing microbial strains and 
temperature-controlled simulated composting. Furthermore, the relevant functional genes were 
analyzed and annotated. [Results] The maximum release of NH3 and H2S from the compost 
supplemented with the deodorizing strain combination E was only about 40% of that from the 
compost treated with the commercial microbial agent X. The species classification results show 
that the phyla with relatively high abundance during composting include Proteobacteria, 
Actinomycetota, Firmicutes and Bacteroidota. Group E showed higher relative abundance of 
Proteobacteria and Actinomycetota than groups X and CK. The dominant genera included 
Pseudomonas, Corynebacterium, and Pseudogracilibacillus, among which Corynebacterium 
kept being dominant in group E. The annotation results from the KEGG database indicated that 
the addition of the deodorizing strain combination E promoted the amino acid metabolism in the 
microbial community during composting. Similarly, functional gene annotation results revealed 
higher abundance of ammonia assimilation-related genes (gs, gdh, asn, and gln) and the 
sulfur-containing amino acid synthesis-related gene (cysC), suggesting that the combination E 
reduced NH3 and H2S emissions by facilitating the conversion of nitrogen and sulfur into amino 
acids and other organic compounds. [Conclusion] The deodorizing strain combination E can 
effectively inhibit the release of NH3 and H2S in the manure composting process, providing 
microbial resources for the treatment of waste gases generated in the manure resource utilization 
process. 
Keywords: deodorizing strain combination; aerobic composting; NH3; H2S; bacterial 
community 
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近年来，我国生猪养殖业发展迅速，2021 年

生猪出栏 67 128 万头，较 2020 年增长 10.5%[1]。

随着畜禽养殖的规模化、集约化发展，畜禽粪

便作为养殖的副产物也在不断增加，处理不当

不仅会滋生大量有害的细菌，还会对生态环境

可持续发展造成严重威胁。目前，畜禽粪便资

源化利用的处理方式主要有好氧堆肥、厌氧发

酵和生产固体生物燃料等[2]。相较于其他处理

方式，好氧堆肥法操作简单、工艺要求少、经

济实惠，不仅可以去除堆肥中的有害物质，还

可以将堆肥产品用于农业[3]，提供腐殖质或作为

土壤改良剂，以此达到提高土壤肥力的目的[4]。

然而，畜禽粪便好氧堆肥过程中会排放大量成

分复杂恶臭气体，已成为堆肥发展的主要挑战[5]。

氨气(NH3)、硫化氢(H2S)和挥发性有机物(volatile 
organic compound, VOC)是主要的恶臭气体成

分[6]。空气中的颗粒物质作为载体会将这些恶

臭气体带到数公里以外，影响农业社区的生活

环境。堆肥过程中氮素通过 NH4
+、NO3

−的形式

浸出或通过 NH3、N2O、N2 等气体的形式逸出，

造成的氮损失达到 13%−70%[7]。H2S 的形成主

要是在堆肥的初期阶段，由于微生物的活动消

耗了大量的氧气，堆肥内部出现缺氧或厌氧的

微环境[8]，在这种情况下硫酸盐还原菌将硫酸

盐还原为 H2S[9]，同时其他含硫有机物发生去甲

基化反应也会产生 H2S[10]。H2S 的嗅阈值很低，

即使在低浓度下，也会对恶臭气体排放产生重

大影响[11]。H2S 的排放对生态环境质量和养殖

场工作人员的健康构成了威胁[12]。 
目前，恶臭气体的处理方式可以分为物理、

化学和生物三大类[13]。相较于物理、化学除臭

技术，添加微生物菌剂可以在中低温和大气压

下进行[14]，并且在成本和环境友好性方面具有

优势[15]。向粪便堆肥中添加高效除臭微生物在

定殖后能够发挥“领头羊效应”[16]，减少致病微

生物的数量[17]，在加快形成稳定腐殖质的同时，

从源头抑制恶臭气体的产生[18]。目前已有许多

关于利用除臭微生物菌剂的研究，Zhao 等[19]从堆

肥样品中分离到耐热硝化细菌并将其作为微生

物菌剂接种到堆肥中减少了 29.7%的氨排放；牛

永艳等[20]利用从沼渣和铁硫矿场土壤中分离到

的微生物复配成微生物除臭菌剂应用到粪便堆

肥中，NH3 和 H2S 的释放量分别减少了 62.84%
和 53.12%；Zhu 等[21]的研究发现，接种微生物

菌剂可以减少 NH4
+-N 产生，降低堆肥过程 NH3

挥发量，同时起到保氮除臭的作用，是控制含

氮类恶臭气体产生的理想方法。 
微生物在畜禽粪便堆肥过程中起着重要的

作用，微生物群落结构的动态变化影响着有机物

的降解和恶臭气体的产生，所以研究畜禽粪便堆

肥过程中的微生物群落结构及多样性变化具有

重要意义。传统的微生物研究方法，如末端限制

性片段长度多态性(terminal-restriction fragment 
length polymorphism, T-RFLP)、PCR-变性梯度

凝胶电泳 (polymerase chain reaction-denaturing 
gradient gel electrophoresis, PCR-DGGE)、16S 
rRNA基因克隆文库等方法检测环境中的微生物

具有一些局限性。近年来，宏基因组测序技术在

这方面取得了很大的进展，可以通过对样品中微

生物基因序列的分析，快速确定微生物的种类和

丰度[22]，成为研究环境微生物的重要工具。本

文旨在探讨在实验室模拟堆肥的条件下，以某商

用菌剂作对比，添加微生物除臭菌株组合对堆肥

过程中 NH3 和 H2S 释放量的影响，并采用组学

技术分析添加外源微生物对猪粪秸秆堆肥过程

中优势细菌群落的组成和动态变化的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

新鲜猪粪取自四川省成都市某养猪场；辅料
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玉米秸秆取自四川省简阳市，机械粉碎至 3−5 cm
的小段。堆肥取自四川省成都市双流实验基地，

污泥来自四川省成都市彭州污水处理厂。 
库德毕赤酵母(Pichia kudriavzevii) 1-J-3，

保存于实验室。商用菌剂 X，有效微生物包含

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis) 、 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌

(Bacillus amyloliquefaciens)，河南洛阳某生物科

技有限公司。 

1.2  培养基 
脱氮菌富集培养基(g/L)：(NH4)2SO4 1.0，

CH3COONa 10.0，维氏盐溶液 50 mL，121 ℃灭

菌 15 min；维氏盐溶液(g/L)：NaCl 2.5，K2HPO4 
5.0，MgSO4·7H2O 2.5，FeSO4·7H2O 0.05，MnSO4 
0.05。脱硫菌富集培养基(g/L)：Na2S·9H2O 0.8，
CH3COONa 10.0，K2HPO4 0.5，MgCl2 0.2，
NaHCO3 5.0，(NH4)2SO4 0.6，121 ℃灭菌 15 min。
富集培养基添加琼脂(1.5 g/100 mL)，121 ℃灭菌

15 min 即作为筛选培养基。牛肉膏蛋白胨培养基

(g/L)：NaCl 5.0，牛肉膏 3.0，蛋白胨 10.0，121 ℃
灭菌 15 min。猪粪浸提液培养基：新鲜猪粪与水

按照 1:5 的比例混合，于 30 ℃、180 r/min 振荡

1 h，使之充分混匀，静置 30 min，用纱布过滤，丢

弃底部残渣，滤液中添加琼脂(1.5−2.0 g/100 mL)，
pH 自然，121 ℃灭菌 15 min。 

1.3  主要试剂和仪器 
(NH4)2SO4、CH3COONa、NaCl、K2HPO4、

MgSO4·7H2O、FeSO4·7H2O、MnSO4、Na2S·9H2O、

MgCl2、NaHCO3、(NH4)2SO4，分析纯，上海麦

克林生化科技有限公司；牛肉膏、蛋白胨、琼

脂，西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司。 
pH 计，梅特勒-托利多仪器有限公司；高

压灭菌锅，三洋公司；恒温静置培养箱，上海

一恒科学仪器有限公司；垂直层流洁净工作台，

青岛海尔特种电器有限公司；梯度 PCR 仪，贝

克曼库尔特国际贸易(上海)有限公司；紫外分光

光度计，贝克曼库尔特国际贸易(上海)有限公

司；荧光分光光度计，普洛麦格(北京)生物技术

有限公司；安捷伦 2100 生物分析仪，安捷伦科

技(中国)有限公司；便携式复合气体检测仪，深

圳市科尔诺电子科技有限公司。 

1.4  除臭菌株的分离与鉴定 
取堆肥和污泥混合样品 5.0 g 加入灭菌的

三角瓶中，内含有灭菌的玻璃珠和 45 mL 无菌

水，于 30 ℃、150 r/min 振荡 30 min，使样品

充分混合均匀，取出后静置 20 min，吸取 10 mL
上清液分别接种到装有 40 mL 脱氮菌富集培养

基和脱硫菌富集培养基的三角瓶中，于 30 ℃、

180 r/min 富集培养，每隔 3 d 更换新鲜的富集

培养基进行传代，连续传代 5 次。 
吸取 1 mL 最后一次的富集菌液，用无菌生

理盐水进行梯度稀释至 10−6，取 100 μL 各个梯

度的稀释液分别均匀涂布于脱氮菌和脱硫菌的

固体筛选平板上，置于 30 ℃恒温培养箱倒置培

养 2−3 d，长势良好的单菌落在相应的固体筛选

平板上划线纯化，重复纯化 2−3 次，直至得到

形态、颜色相同的单菌落。纯化后的单菌落在

牛肉膏蛋白胨固体斜面上划线培养，4 ℃冷藏

保存，备用。 
为了使构建的微生物除臭菌株组合能够在

实际的猪粪环境中正常生长，用无菌接种环从

斜面上挑取纯化后的单菌落在猪粪浸提液固体

培养基上划线，置于 30 ℃恒温培养箱培养 3 d，
每隔 12 h 观察并记录平板上菌落的生长情况。

以菌株的生长状态和生长速度为评价指标，挑

选长势较好、生长较快的菌株进行后续试验。 
使 用 细 菌 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒

(TIANamp Bacteria DNA Kit, Tiangen)提取用作

后续实验的细菌菌株的基因组 DNA，按照说明

书进行实验操作。采用细菌 16S rRNA 基因通
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用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAC 
AG-3′)和 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACG 
ACT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(20 μL)：
DNA 模板 80 ng，2×Taq PCR Master Mix 10.0 μL，
正、反向引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，ddH2O 8.0 μL。
PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 25 s，58 ℃ 
25 s，72 ℃ 45 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。PCR
产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳成像，使用凝胶成

像系统观察条带。选择大小正确的条带所对

应的 PCR 产物送至北京擎科生物科技有限公司

测序。将获得的序列上传至 EzBioCloud 网站

(www.ezbiocloud.net)进行同源序列比对，找到

同源序列，确定其科属，最后运用 MEGA 7.0
软件构建系统发育树并通过 bootstrap 检验法验

证系统发育树的稳定性。 

1.5  除臭强化菌群的筛选 
将复筛得到的 4 株菌株(脱氮菌 N-43、N-48，

脱硫菌 S-3、S-10)以及菌株 1-J-3 接种至牛肉膏

蛋白胨液体培养基中，于 30 ℃、180 r/min 振荡

培养至对数期(OD600 约 0.8)，备用。以菌株为不

同因素，接种或不接种作为 2 水平，设计正交试

验如表 1 所示，将上述菌液按照 1:1 的比例混合，

制成不同的微生物除臭菌株组合的种子液，分别

命名为 A−H。将新鲜的猪粪搅拌均匀，每份 1.0 kg
置于 4 L 的一次性饭盒中，按照 5%的接种量依

次向准备好的新鲜猪粪中接入A−H组的微生物

除臭菌株组合种子液，置于 30 ℃进行发酵培

养。为了排除由于种子液中牛肉膏蛋白胨培养

基的加入对猪粪中的土著微生物群落及 NH3 和

H2S 的排放产生影响，空白组接入等量灭菌的

牛肉膏蛋白胨液体培养基，每组设置 3 个重复。

在规定的时间内使用便携式复合气体检测仪检

测氨气和硫化氢的释放量，发酵周期为 52 h。 

1.6  菌株组合强化猪粪、秸秆模拟堆沤 
为进一步探究微生物除臭菌株组合 E 在猪 

表 1  微生物除臭菌株组合构建正交试验设计表 
Table 1  Combination of microbial deodorizing 
strains to construct orthogonal test factor level table 
Treatments  N-43 N-48 S-3 S-10 1-J-3 

A + + + + + 
B + + + – – 
C + – – + + 
D + – – – – 
E – + – + – 
F – + – – + 
G – – + + – 
H – – + – + 

+：接种；–：不接种。 
+: Inoculation; –: Not. 
 
粪秸秆堆沤过程中的效果，购买市售商用菌剂 X
作为对照。以玉米秸秆为辅料，与新鲜猪粪按照

1:6 的比例混合均匀，使堆肥的 C/N 在 25−30 之

间，含水率为 60%左右。取混合均匀的材料 700 g
分装到 3 L 的玻璃烧杯中，分别接入 5%商用菌

剂 X 和微生物除臭菌株组合 E，记为 X 组和 E 组；

空白组接入等量灭菌的牛肉膏蛋白胨液体培养

基，记为 CK，每组设置 3 个重复，充分搅拌，

混合均匀后用保鲜膜封口置于培养箱中，通过调

节培养箱的温度模拟堆肥过程，第 1−2 天为室

温，第 3−4 天为 30 ℃，第 5−9 天为 55 ℃，

第 10−15 天置于室温。中低温期每天翻堆 1 次，

高温期每天翻堆 2 次，发酵周期为 15 d。 
每天下午 14:00 使用复合气体检测仪检测

NH3 和 H2S 的释放量。 
采样方法：完成气体检测后，打开覆盖在烧

杯上的保鲜膜进行翻堆，翻堆后随机选取 5 个点

共取样 50 g，采集的样品置于 4 ℃保存，备用。 

1.7  文库的构建和宏基因组测序 
将采集的样品送至上海派森诺生物科技股

份有限公司，基于 Illumina NovaSeq/HiSeq 平台

进行高通量测序和分析。采用标准的 Illumina 
TruSeq DNA 文库制备实验流程构建所需的基因
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组上机文库。将质检合格的 DNA 样品随机打断，

使其片段化，通过 End Repair Mix 中 3′-5′核酸外

切酶和聚合酶修复末端，并在 3′端引入“A”碱基，

在连接酶的作用下，3′末端含有单碱基“T”的接头

与之相连，接头产物经过纯化，利用 PCR 选择性

地富集两端连有接头的 DNA 片段，同时扩增

DNA 文库。利用 PicoGreen 荧光核酸染料和荧光

分光光度计方法定量文库；并使用安捷伦 2100
生物分析仪对 PCR 富集片段进行质量控制，验证

DNA 文库的片段大小及分布。上机测序。 

1.8  数据分析和处理 
采用 Origin 2021 软件进行数据分析并作

图。细菌群落分析数据由上海派森诺生物科技

股份有限公司提供的基因云平台(https://www. 
genescloud.cn/home)完成。 

2  结果与分析 
2.1  菌株形态特征和分子生物学鉴定

结果 
将富集后的菌液稀释涂布，分别在脱氮、脱

硫固体筛选培养基上分离纯化后，得到 51 株脱

氮菌株、18 株脱硫菌株，分别编号为 N-1−N-51、
S-1−S-18。纯化得到的菌株在猪粪浸提液固体

培养基上划线，通过观察 72 h 内的生长情况进

行筛选，经过复筛总共得到 2 株高效脱氮菌株

(N-43, N-48)和 2 株高效脱硫菌株(S-3, S-10)，

对 4 株菌进行初步的形态特征鉴定，菌落形态

如图 1 所示。 
对 4 株菌的 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增，

PCR 产物经送至北京擎科生物科技有限公司测

序。将获得的序列上传至 EzBioCloud 网站进行

比对，并构建系统发育树如图 2 所示；所获     
4 株菌与模 式 菌 株 的 基 因 序 列 相 似 性 在

97.37%−99.81%，结合形态特征比较，确定菌

株 N-43 为柠檬酸杆菌属 (Citrobacter)，菌株

N-48 为假单胞菌属(Pseudomonas)，菌株 S-10 为

棒杆菌属(Corynebacterium)。而菌株 S-3 与模式

菌株坦氏不动杆菌(Acinetobacter tandoii) DSM 
14970T 的最高相似度只有 97.37%，小于 98.7%的

种间差异[23]，可能是未被定义的新物种。 

2.2  除臭菌群效果评价 
将 A−H 组的微生物除臭菌株组合接种到

猪粪中，置于 30 ℃发酵，猪粪中氨气和硫化氢

的释放量如图 3 所示。组合 A、B、C、D、G、

H 的 NH3 和 H2S 的释放量都在第 8 h 达到峰值，

NH3 释放量分别为 2.28、3.18、3.41、2.06、3.30、
2.54 mg/m3，H2S 释放量分别为 6.60、6.81、9.96、
6.12、11.05、7.16 mg/m3。组合 E 的 NH3 和 H2S
释放量在前 8 h 出现小幅度的上升，8−12 h 出现

下降，之后一直保持平缓趋势，没有出现大幅度

上升趋势，NH3 在 36 h 达到峰值 0.28 mg/m3，远

低于 CK 组和其他 7 个组合。 
 

 
 
图 1  除臭菌株的菌落形态图    
Figure 1  Colony morphology of deodorizing strains. A: Strain N-43; B: Strain N-48; C: Strain S-3; D: 
Strain S-10. 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的高效除臭菌株的系统发育树   A：菌株 N-43；B：菌株 N-48；
C：菌株 S-3；D：菌株 S-10。括号内的序号为 GenBank 登录号；分支点的数值代表 bootstrap 支持率；

刻度标尺表示每个核苷酸位点的置换率。 
Figure 2  Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequence of highly effective deodorizing bacteria. 
A: Strain N-43; B: Strain N-48; C: Strain S-3; D: Strain S-10. The number in parentheses is GenBank 
accession number; Number on the branch points represent the support percentages of bootstrap; Bar indicates 
substitution per nucleotide position.  
 

组合 E 在整个发酵过程中 NH3 和 H2S 的释

放量最低，达到峰值时分别仅有 0.28 mg/m3、

0.71 mg/m3，在下降后也未出现大幅度的波动，说

明组合E能够较好地抑制猪粪中 NH3和H2S的释

放，并且能够保持稳定，因此后续研究中选择由

菌株 N-48 和菌株 S-10 组成的微生物除臭菌株组

合 E 作为后续应用的微生物除臭菌株组合。 

2.3  除臭菌株组合对猪粪模拟堆沤过

程中 NH3 和 H2S 释放的影响 
2.3.1  除臭菌株组合对堆沤过程中 NH3 释

放的影响 
为了探究构建的微生物除臭菌株组合 E 

(菌株 N-48 和 S-10)对猪粪模拟堆沤过程中 NH3

和 H2S 释放的影响，将组合 E 种子液、商用菌

剂 X 和等量灭菌的牛肉膏蛋白胨培养基添加到

猪粪、秸秆混合物料中进行堆沤。堆沤过程中

NH3 的释放如图 4A 所示，前 3 天空白组 CK 和

商用菌剂组 X、微生物除臭菌株组合 E 的 NH3

释放量都有上升趋势，在这一阶段 CK 组 NH3

的释放量最多，约为 12.32 mg/m3，这可能是堆

肥原料中土著微生物分解有机物产生 NH3，造

成堆肥初期 NH3 释放量增加，添加了商用菌剂

X 和微生物除臭菌株组合 E 的实验组 NH3 释放

量都低于空白组。在第 3−4 天 3 组的 NH3 释放

量都出现下降趋势，由于温度升高，在第 4−5 天

接着出现回升趋势，CK 组的 NH3 释放量一直上

升到第 6 天达到最大值 69.39 mg/m3，第 6−9 天

开始缓慢下降，第 9−10 天出现明显的下降趋势 
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图 3  不同除臭菌株组合对猪粪发酵过程中 NH3 (A、C)和 H2S (B、D)释放的影响   A–H：本实验构

建的不同除臭菌株组合，如表 1 所示。 
Figure 3  Effects of different deodorizing strains on the release of NH3 (A, C) and H2S (B, D) during pig 
manure fermentation. A–H: Different deodorizing strain combinations constructed in this experiment, as 
shown in Table 1. 
 

 
 
图 4  堆肥过程 NH3 (A)和 H2S (B)的释放   X：商用菌剂；E：构建的除臭菌株组合。 
Figure 4  Release of NH3 (A) and H2S (B) during composting. X: Commercial bactericide; E: Deodorizing 
strain combinations constructed in this experiment. 
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后保持稳定；由于添加菌剂的作用，菌剂组 X 和

除臭菌株组合 E 的 NH3 释放量第 5 天就开始下

降，不同的是菌剂组 X 第 6 天再次出现快速回

升趋势，第 7 天释放量达到最高值 56.34 mg/m3，

之后开始下降，第 10 天开始基本稳定，而除臭

菌株组合 E 的下降趋势一直持续到第 8 天，之

后出现小幅度的上升，第 9 天 NH3 释放量达到整

个发酵过程的最高值 25.33 mg/m3，之后开始下

降且一直趋于稳定。在整个模拟堆肥过程中，

NH3 的释放量在整体上呈现先上升后下降，再

上升然后下降至稳定阶段的趋势，中间过程出

现小幅度的波动。综上所述，整个堆肥过程中，

CK 组、商用菌剂 X 组、微生物除臭菌株组合 E
的 NH3 释放量的最大值分别为 69.39、56.34、
25.33 mg/m3，组合 E 的 NH3 释放量远低于商用

菌剂 X 组和 CK 组，而且整个发酵过程中上升

幅度不明显，波动较小，说明添加微生物除臭菌

株组合能够极大程度地抑制堆肥中 NH3的释放，

并且添加微生物除臭菌株组合 E 比商用菌剂 X
对 NH3 的抑制效果更显著。 

2.3.2  除臭菌株组合对堆肥过程中 H2S 释

放的影响 
堆肥过程中 H2S 的释放量如图 4B 所示，

在整个发酵过程中，空白组 CK 和商用菌剂组 X、

微生物除臭菌株组合 E 中 H2S 的释放趋势大致

相同。在前 2 天 H2S 的释放量较低，第 2−3 天

开始增加，其中 E 组缓慢匀速上升，而 CK 组

和商用菌剂 X 组急剧上升，并且第 3 天就达到整

个发酵过程中 H2S 释放量的最高值，分别为

43.30 mg/m3 和 20.51 mg/m3，此阶段 E 组的 H2S
释放量只有 8.20 mg/m3。第 3−4 天 3 个组的 H2S
释放量都迅速下降，可能是翻堆增加了氧气的含

量，致使大部分 H2S 被氧化；第 4−5 天，由于温

度的升高，细菌的活性下降，H2S 的抑制作用

减弱，3 组的 H2S 释放量再次升高，组合 E 和

商用菌剂 X 组的上升速度几乎相同，CK 组相

对较缓，推测可能是上一阶段 CK 组中大部分

有机物被分解产生 H2S 且已经被氧化，而此时

堆体中的也没有足够有机物供微生物分解产生

新的 H2S，所以增加较缓慢。在第 5 天之后 3 组

中 H2S 都开始下降，并且在最低点保持不变，

直至发酵过程结束。整个堆肥周期，组合 E 中

H2S 的释放量最高值为 12.76 mg/m3，明显低于

CK 组和商用菌剂 X 组的最高释放量，说明本

实验筛选的微生物除臭菌株组合 E 对 H2S 的释

放有很好的抑制效果。 

2.4  好氧堆肥过程中细菌群落结构组

成分析 
细菌群落主成分分析(principal component 

analysis, PCA)如图 5A 所示，PC1 对总变异的

贡献率为 52.5%，PC2 为 14.7%。不同取样时间

的细菌群落结构在 PC1 轴上明显分离，表明随

着发酵的进行，堆肥中的细菌群落组成发生了

改变。 
为探究添加微生物除臭菌株组合对堆肥过

程中细菌群落结构的影响，选取了相对丰度前

10 的门水平的细菌进行分析，结果如图 5B 所示。

3 组不同处理主要的优势菌门包括：放线菌门

(Actinomycetota)、厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌

门(Bacteroidota)、变形菌门(Proteobacteria)、螺旋

体门(Spirochaetota)和疣微菌门(Verrucomicrobiota)
等，这些优势菌门的整体相对丰度在全部菌门

中占 90%以上，说明这些微生物在堆肥过程

中发挥了重要作用。厚壁菌门能够产生耐高温

的芽孢并有效降解大分子有机物[24]，Cao 等[25]

利用宏基因组分析了厨余垃圾堆肥过程中的微

生物群落变化，结果表明放线菌门的耐热性更

强，能在高温期存活下来，因此表现出最高的

相对丰度，成为堆体中的主要细菌类群，这与

本文的研究结果一致。Wright 等[26]报道了放线
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菌门、变形菌门、厚壁菌门、疣微菌门可以利

用硝酸盐、亚硝酸盐和氨。Wang 等[27]的研究

结果也表明了变形菌门、厚壁菌门、放线菌

门、拟杆菌门是参与硝化和反硝化作用的常见

微生物，在脱氮过程中发挥了至关重要的作用，

并且具有很强的降解有机物和维持微生物群

落稳定的能力。 
在上述主要门类中，升温阶段结束后，添

加除臭微生物的 E 组中放线菌门的相对丰度高

于商用菌剂 X 组，拟杆菌门、变形菌门的相对

丰度同时高于 CK 组和商用菌剂 X 组。经过降

温阶段后，E 组中放线菌门和拟杆菌门的相对

丰度仍高于 CK 组和商用菌剂 X 组，分别为

29.96%和 7.19%。整体变化趋势表明，厚壁菌

门和放线菌门的相对丰度随着时间的变化出现

先降低后增加的趋势，在堆肥的初始阶段和腐

熟阶段的硝化过程中具有重要作用。螺旋体门、

变形菌门、拟杆菌门的相对丰度出现先升高后

降低的趋势，其中，螺旋体门能够降解堆肥中的

难降解有机物[28]；变形菌门主要参与堆肥过程中

的碳氮代谢，可以加速有机物的降解[29]；拟杆菌

门主要参与堆肥过程中的反硝化作用，其相对

丰度与温度呈负相关，可能是温度的变化和堆

肥中有机物的降解导致了其相对丰度的变化。

微生物除臭菌株组合 E 中含有的 S-10 和 N-48
则分别是放线菌门和变形菌门的细菌，推测菌

株 S-10 和 N-48 通过调节体系中放线菌门及变

形菌门实现堆肥的氮素转化和有机物降解。 
图 5C 反映了堆肥过程中细菌菌群在属水平

的变化。在这个过程中的优势菌属包括短杆菌属

(Brevibacterium)、小短杆菌属(Brachybacterium)、
假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 微 杆 菌 属

(Microbacterium)、拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)、
假纤细芽孢杆菌属(Pseudogracilibacillus)、棒杆

菌属(Corynebacterium)等，与 Chen 等[30]对猪粪

好氧堆肥中细菌群落变化的研究结果基本相似。

小短杆菌属的细菌具有硝化作用，能促进

NH4
+-N 转化，使秸秆中的 N 主要以 NO3

–-N 的

形式保留在堆体中，减少氮素损失，降低 NH3

的产生[31]。假单胞菌属能够参与纤维的降解，

具有固氮能力，为堆肥增加氮源，减少了氮素

损失[32]。尹思倩等[33]的研究表明假单胞菌属、

棒杆菌属与氮损失呈显著负相关，说明增加这

些菌属的丰度能够降低氮损失。 
在堆肥升温阶段的第 1−4 天，X 组、E 组

及 CK 组的优势菌属均为棒杆菌属，其中 E 组

中棒杆菌属的细菌的相对丰度最高(12.2%)。
第 6−8 天处于高温阶段，细菌的群落结构随之

发生变化，假单胞菌属的细菌的相对丰度逐渐

下降，在这一阶段 3 组不同处理的优势菌属仍

是棒杆菌属。第 12 天处于控温的冷却阶段，堆

体逐渐向腐熟化进行，在这一阶段，CK 组和 E
组的优势菌属为棒杆菌属，棒杆菌属能够将

NO2
−氧化为 NO3

−，防止 NO2
−还原为 N2O 或

NOX，E 组样本中棒杆菌属的相对丰度(12.86%)> 
CK 组(10.51%)，表明添加除臭组合 E 可以减少

含氮气体的产生[34]。而 X 组的优势菌属则是假

纤细芽孢杆菌属(12.04%)。微生物除臭菌株组

合 E 中的有效微生物菌株 S-10 属于棒杆菌属，

菌剂 X 中的有效微生物多为芽孢杆菌，本研究

的结果表明添加的微生物菌剂有助于堆肥过程

中棒杆菌属和假纤细芽孢杆菌属的繁殖。棒杆

菌属于放线菌门，放线菌门是堆肥过程中参与

N 转化的主要门，研究表明放线菌门能够参与

氮代谢并将堆肥中难降解有机物分解为小分子

有机酸，降低堆体的 pH，减少 NH3 的挥发[35]。

王瑞飞等[36]的研究表明，添加菌剂提高了具有

有机物降解和同化作用的假纤细芽孢杆菌的相

对丰度，使堆体中的有机质含量降低，全氮含

量增加。 
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图 5  猪粪秸秆堆肥中细菌群落的组成   A：细菌群落 PCA 分析；B：细菌群落门水平相对丰度；C：

细菌群落属水平相对丰度。 
Figure 5  Composition of bacterial community in pig manure straw compost. A: PCA analysis of bacterial 
community; B: Relative abundance of bacterial community at the phylum level; C: Relative abundance of 
bacterial community at the genus level. 
 
2.5  细菌群落功能注释 

将非冗余基因集序列与 KEGG 数据库中收

录的数据进行比对，并根据比对结果进行基因功

能注释。如图 6A 所示，在 Level 1 水平上主要参

与或涉及的六大途径包括：新陈代谢(metabolism)、
遗传信息处理(genetic information processing)、

细胞进程(cellular processes)、人类疾病(human 
diseases)、环境信息处理(environmental information 
processing)和生物体系统(organismal systems)。
如图 6B 所示，在 KEGG level 2 水平上，猪粪

秸秆堆沤体系的微生物主要含有丰富的碳水化

合物代谢(carbohydrate metabolism)、氨基酸代 
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图 6  KEGG 代谢通路相关功能基因统计图 
Figure 6  KEGG metabolic pathway related functional gene statistics. A: Level 1; B: Level 2. 
 
谢(amino acid metabolism)、辅因子和维生素代

谢(metabolism of cofactors and vitamins)、多糖

的生物 合 成和代 谢 (glycan biosynthesis and 
metabolism) 、复制 损 伤修复 (replication and 
repair)、能量代谢(energy metabolism)、其他氨

基酸代谢(metabolism of other amino acids)、脂

质代谢(lipid metabolism)、异种生物降解和代谢

(xenobiotics biodegradation and metabolism)及
翻译(translation)等功能基因占比较高。 

微生物除臭菌株组合 E 的样本中氨基酸代

谢和碳水化合物代谢的基因是数量最多的功能

基因，其中氨基酸代谢功能基因在整个堆肥过

程中占到 13.98%−15.41%。在生物体中，氮和

硫的代谢都与氨基酸代谢密切相关，氨基酸通

常是氮代谢和硫代谢的主要源头。微生物可以

将氨基酸转化为酰胺、游离氨基和蛋白质等其

他有机氮化合物；此外，氨基酸还可以参与到

硫循环过程中，提供硫原子，从而促进硫元素的
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利用。在第 4 天的样本中，相较于对照组(CK 组)
和菌剂 X 组，添加微生物除臭菌株组合 E 显著

提高了氨基酸代谢相关功能基因的丰度。这可

以归因于组合 E 的添加导致了棒杆菌属相对丰

度的增加(图 5C)。氨基酸代谢是谷氨酸棒杆菌

(Corynebacterium glutamicum)重要的代谢途径，

它能够参与 L-谷氨酸和 L-赖氨酸等氨基酸的合

成[37]，通过这一代谢途径，堆肥中的氮素被转

化为氨基酸，并固定在微生物体内，而不是转

化为游离氨被释放，这与第 4 天 NH3 的释放降低

的结果一致(图 4A)。碳水化合物代谢相关基因的

相对丰度在整个堆肥过程中占 14.52%−15.67%，

碳水化合物的代谢能够为氮和硫的循环提供

ATP 等能量物质，同时代谢产物也可以作为氨

基酸合成中间体。因此，碳水化合物代谢、氨

基酸代谢与氮和硫元素的循环之间是相互协

调、相互影响的，这一发现进一步解释了添加

微生物除臭菌株组合 E 通过提高氨基酸代谢，

减少了 NH3 释放的结果。 

2.5.1  氮代谢 
将 KEGG 氮代谢通路与功能基因信息库进

行比对，结果如图 7 所示。猪粪秸秆堆肥样本

中检测到的氮循环功能基因包括亚硝酸盐还原

酶基因 nirB、硝酸盐还原酶基因 NR、氨同化过

程相关的基因(gs, gdh, asn, gln)、谷氨酰胺酶基

因 glsA 以及 2-萘酸单加氧酶基因 nmo 等。nirB

和 NR 是氮循环过程中的重要基因，也是研究

堆肥过程中硝化和反硝化微生物的标记基因之

一，在氮循环过程中分别参与了将硝酸还原成

亚硝酸和亚硝酸还原成氮气的过程。微生物除臭

菌株组合 E 的样本中预测到的 nirB 和 NR 的丰

度分别在 2.13%−2.34%和 1.91%−2.96%之间，其

中，第 4 天组合 E 的样本中 nirB 和 NR 的相对

丰度都高于 CK 组和菌剂 X 组，并且 NR 相对丰

度之间的差异更显著。这一结果表明，添加微

生物除臭菌株组合 E 能够促进硝酸盐和亚硝

酸盐的还原，产生 N2 或 NH4
+，减少了亚硝酸

盐的积累。而氨同化相关基因可以利用上述过

程中产生的 NH4
+合成氨基酸，从而减少 NH3

的产生。谷氨酰胺合成途径在氨同化中起着至

关重要的作用，第 4 天时组合 E 样本中编码谷

氨酰胺合成酶相关基因的丰度较高也证实了这

一结论。这与 Xiao 等[38]的研究结果一致，NH3

排放的减少可能与氨同化基因的丰度增加有

关，该基因可能是参与氨排放调节的关键基因。 

2.5.2  硫代谢 
硫循环相关功能基因如图 8 所示，包括胱

硫醚 β-裂解酶基因 metC、硫酸盐通道蛋白相关

基因 cysU、硫代硫酸盐转移酶基因 glpE、磷酸

乙酰转移酶 pta、苹果酸脱氢酶基因 mdh、胱硫

醚 β-合成酶基因 cysK、半胱氨酸合成酶基因

cysC，以及与磺酸盐利用相关的 ssuB 和 ssuC

等。mdh 与微生物中的硫代谢处于同一个调控网

络中，mdh 可以通过将 NADH 的还原能转移给

硫代谢产物，从而维持硫代谢通路的活性；cysC

能够催化半胱氨酸的形成，促进细菌对环境中

硫元素的利用，由图 8 可知，第 4 天、第 8 天、

第 12 天时组合 E 样本中的 cysC 相对丰度高于

空白对照 CK 组和菌剂 X 组，尤其高于菌剂 X
组，这可能是导致在这三阶段 H2S 的释放量

极少的原因(图 4B)。由于其高反应活性，半

胱氨酸硫醇可以与活性氧反应生成磺酸和亚磺

酸[39]，而 ssuB 和 ssuC 编码的蛋白能够参与脂

肪族和/或芳香族磺酸盐的利用 [40]。因此，堆

肥中的硫可能在添加的微生物除臭菌株组合

E 的影响下更多地参与到含硫氨基酸和其他

含硫有机物的合成中，从而使得 H2S 的释放

量降低。 
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图 7  氮循环功能基因热图 
Figure 7  Heat map of nitrogen cycle function genes. 

 

 
 
图 8  硫循环功能基因热图 
Figure 8  Heat map of sulfur cycling functional genes. 
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3  讨论 
本研究筛选到的除臭菌株 N-48 和 S-10 分

别属于假单胞菌属和棒杆菌属。现有的研究证

明假单胞菌可以通过异养硝化和好氧反硝化途

径直接实现脱氮，具有去除氨氮的潜力[41]。Qing
等[42]从活性污泥中分离出一株假单胞菌，鉴定

为施氏假单胞菌(Pseudomonas stutzeri) AD-1，
该菌株能够同时高效利用不同形式的氮源，通

过同化作用去除大量的氮，对高氨氮环境中的

生物修复具有突出潜力。Chen 等[43]在猪粪堆肥

中同样分离到 1 株施氏假单胞菌(P. stutzeri) 
SDU10，对猪舍废水中 NH4

+-N 去除率最高达到

97.6%。此外，假单胞菌还可将堆肥中的含硫物

质和 H2S 转化为硫酸盐，减少堆肥中 H2S 的排

放[44]。恶臭假单胞菌(Pseudomonas pudita)常被

接种于生物过滤器中，去除 H2S[45-46]。Geng
等[47]从污泥中分离到 1 株能够代谢 H2S 的假单

胞菌，对于生物除臭过程具有潜在的促进作用。

谷氨酸棒杆菌中存在与氨同化作用相关的 3 种

酶：谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)、
谷氨酸合成酶(glutamate synthase, GOGAT)和谷

氨酸脱氢酶(glutamate dehydrogenase, GDH)[48]，

被广泛用于氨基酸的商业生产，而氨基酸的生

产与氮代谢存在直接联系。堆肥体系中氨氮的

含量对于 NH3 的挥发具有决定性作用，微生物

的氨同化作用可以将氨氮转化为有机氮，直接

用于其自身的细胞合成，通过强化氨同化作用，

减少或缓解氨氮的积累，对控制 NH3 的挥发具

有一定的可行性[49]。本研究分离到的 2 株菌对

于减少堆肥中 NH3 和 H2S 的排放具有较大潜力。 
各种微生物的功能不同，单一菌株难以达

到理想的除臭效果。赵晓锋等[50]分离到一株假

单胞菌能够使鸡粪堆肥的 H2S 减少 76.28%，将

该菌与小单孢菌属(Micromonospora)复配成后

使用，H2S 去除率提高到了 78.69%。刘艳薇等[51]

利用假单胞菌(Pseudomonas sp.) A21、芽孢杆菌

(Bacillus sp.) A38、施氏假单胞菌(Pseudomonas 
stutzeri) S33、解糖假苍白杆菌(Pseudochrobactrum 
saccharolyticum) S61 复配除臭菌株组合，以解

决单一菌株对堆肥除氨效果不佳的问题，结果

表明，假单胞菌和施氏假单胞菌能够加快物料

腐熟，减少碳氮损失。本研究利用分离到的除臭

菌株 N-48和 S-10构建了一组微生物除臭菌株组

合 E，接种于模拟堆肥体系中评估了微生物除臭

菌株组合 E 和商用除臭菌剂 X 的除臭效果。结

果显示，CK 组及商用菌剂 X、微生物除臭菌株

组合 E 的 NH3 释放量都在高温阶段达到最高值，

分别为 69.34、56.34、25.33 mg/m3；H2S 释放量

在升温阶段达到峰值，CK 组 43.30 mg/m3、X 组

20.51 mg/m3、E 组 12.76 mg/m3，说明添加的微

生物除臭菌株组合能够有效抑制 NH3 和 H2S 的

释放。相较于商用菌剂 X，微生物除臭菌株组

合 E 能够更好地抑制 NH3 和 H2S 的释放，该组

NH3 和 H2S 的最高释放量仅有商用菌剂 X 组的

40%左右。唐建等[52]利用假单胞菌、毕氏酵母

(Pichia pastoris)、根霉菌(Rhizopus sp.)组成了微

生物复合菌剂喷洒于垃圾好氧反应器表面，对硫

化氢总去除率为 35.50%，氨气总去除率为 31.30%，

抑制了填埋场的臭气产生。张国言等[53]利用谷氨

酸棒杆菌、里氏木霉(Trichoderma reesei)、灰绿

曲霉(Aspergillus glaucus)等制备了复合菌剂 CR，

接种于兔粪和香油渣堆肥中，结果表明，菌剂

CR 降低了 NH3 的挥发，增加了堆肥中的有机氮

含量。 
Ding 等 [54]建立了一种机器学习模型对堆

肥系统中的关键微生物进行探索，结果显示芽

孢杆菌属、不动杆菌属(Acinetobacter)、热杆菌

属 (Rhabdothermus)、假单胞菌属、冷杆菌属

(Cryobacterium)和嗜热菌属 (Thermophagus)是
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主要的菌属，在堆肥中起关键作用。本研究采用

组学技术检测堆肥过程中细菌菌群的组成和物

种的多样性，同一堆肥时期，添加不同的菌剂物

种多样性和丰富度也不相同，微生物除臭菌株组

合 E 的添加在一定程度上提高了物种的多样性

和群落的丰富度。整个堆肥过程中的优势菌门包

括疣微菌门、厚壁菌门、螺旋体门、变形菌门、

拟杆菌门、放线菌门等，优势菌属包括短杆菌属、

小短杆菌属、假单胞菌属、微杆菌属、拟诺卡氏

菌属、假纤细芽孢杆菌属、棒杆菌属等。微生物

除臭菌株组合 E 中的菌株 N-48 和菌株 S-10 分别

属于变形菌门假单胞菌属和放线菌门棒杆菌属，

说明微生物除臭菌株组合 E 在门水平和属水平

都占据了优势地位，促进了堆肥过程中有机物的

降解，有效抑制了 NH3 和 H2S 的释放。 

4  结论 
菌株 N-48 和 S-10 经过初步鉴定属于假单

胞菌属和棒杆菌属，菌株组合添加到猪粪堆沤的

过程中可以有效地抑制 NH3 和 H2S 的释放，NH3

和 H2S 的最高释放量仅有添加商用菌剂组的

40%左右。通过改变猪粪堆沤过程中的微生物群

落结构，提高了变形菌门、放线菌门的相对丰度

且促进了氮和硫元素转化为氨基酸过程，抑制了

堆肥过程中氨和硫化氢的释放。菌株组合可以为

农业废弃物处理提供菌种资源与技术支撑。 
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