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研究报告

生物炭对猪粪堆肥过程中细菌群落结构的影响 
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摘  要：【背景】细菌群落多样性影响堆肥过程，生物炭影响细菌的生长，但生物炭对猪粪堆肥细菌

群落结构的影响尚未见报道。【目的】根据细菌群落结构和堆肥温度的变化规律，添加适量的生物炭

到猪粪堆肥，以提高堆肥主要细菌的占比和堆肥效率，为推广生物炭和猪粪堆肥的联合应用提供参

考。【方法】设计 0%、3%、6%和 9%的生物炭添加量，在堆肥的高温期和温度稳定期分别取样，总

共 8 个样品。根据 Illumina MiSeq 对细菌 16S rRNA 基因的高通量测序结果，分析生物炭添加量和

堆肥温度对猪粪堆肥细菌群落结构的影响。【结果】在细菌门水平上，猪粪堆肥主要的细菌有

Proteobacteria、Actinobacteria、Bacteroidetes、Chloroflexi、Gemmatimonadetes、Firmicutes、Acidobacteria

和 Deinococcus-Thermus；在细菌属水平上，猪粪堆肥主要的细菌有 Chryseolinea、Subgroup_6_norank、

Steroidobacter、Anaerolineaceae、Nonomuraea、Longispora、Bacillus、Sporacetigenium、Luteimonas、

Phyllobacteriaceae、Truepera、Rhodothermacea 和 Aquamicrobium。生物炭添加量对猪粪堆肥主要细

菌的生长既有促进作用，也有抑制作用。随着生物炭添加量的增加，Bacillus、Streptomyces、

Rhodothermaceae 和 Firmicutes 的丰度随之增加，而 Chryseolinea、Longispora 和 Steroidobacter 的丰

度却随之减少。Firmicutes、Bacillus 和 Streptomyces 的丰度在堆肥高温期要大于堆肥温度稳定期，

而 Chloroflexi、Anaerolineaceae 和 Longispora 则相反。猪粪堆肥高温期的细菌多样性要明显大于堆

肥温度稳定期。堆肥高温期的细菌群落达到 70 个，远多于堆肥温度稳定期的 15 个；其中对猪粪堆

肥起主要作用的细菌，堆肥高温期时达到 7 个 (Rhizobiales、 Incertae_Sedis、Proteobacteria、

Alphaproteobacteria、Xanthomonadales、Gammaproteobacteria 和 Steroidobacter)，而堆肥温度稳定期

只有 3 个(Micromonosporales、Longispora 和 Micromonosporaceae)。猪粪堆肥添加生物碳后，环境

因子(电导率、含水量、温度和 pH)对堆肥主要的细菌不能产生显著的影响。β-Proteobacteria、

Rhodothermaceae、Phyllobacteriaceae 和 Bacterium 是含水量、温度和 pH 影响最大的细菌。【结论】

生物碳添加量和堆肥温度能改变猪粪堆肥的细菌群落结构，在猪粪堆肥高温期能显著增加细菌的数

量和多样性。猪粪堆肥的电导率、含水率、温度和 pH 能影响堆肥细菌的生长，但对堆肥主要细菌

的影响不显著。 
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Abstract: [Background] The bacterial community diversity affected the composting process and biochar 
affected the growth of bacteria, but the effect of biochar on the bacterial community structure of pig manure 
composting has not been reported yet. [Objective] According to the variation of bacterial community 
structure and composting temperature, adequate content of biochar was added to pig manure composting to 
improve the proportion of major bacteria and composting efficiency of pig manure composting, so as to 
provide reference for the joint application of biochar and pig manure composting. [Methods] The biochar 
content of 0%, 3%, 6% and 9% was set, and four levels of biochar were selected in the high-temperature 
period and the stable-temperature period of composting process, respectively. According to the Illumina 
MiSeq’s high-throughput sequencing results of bacterial 16S rRNA gene, the effects of biochar content and 
composting temperature on bacterial community structure of pig manure composting were analyzed. 
[Results] At the phylum level, the major bacteria with the highest abundance in pig manure composting were 
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Acidobacteria 
and Deinococcus-Thermus. At the genus level, the major bacteria with the highest abundance in pig manure 
composting were Chryseolinea, Subgroup_6_norank, Steroidobacter, Anaerolineaceae, Nonomuraea, 
Longispora, Bacillus, Sporacetigenium, Luteimonas, Phyllobacteriaceae, Truepera, Rhodothermaceae and 
Aquamicrobium. The change of biochar content could promote or inhibit the growth of major bacteria in pig 
manure composting. As the content of biochar increased, the abundance of Bacillus, Streptomyces, 
Rhodothermaceae and Firmicutes increased, whereas the abundance of Chryseolinea, Longispora and 
Steroidobacter decreased. At the high-temperature composting period, the abundance of Firmicutes, Bacillus 
and Streptomyces was greater than that of the stable-temperature composting period; while Chloroflexi, 
Anaerolineaceae and Longispora were opposite. The number of bacterial community in high-temperature 
composting period was up to seventy, significantly greater than stable-temperature composting period of 
fifteen. Among them, the number of bacteria played a major role in pig manure composting was up to seven 
(Rhizobiales, Incertae_Sedis, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Xanthomonadales, 
Gammaproteobacteria and Steroidobacter) in the high-temperature period, while only three 
(Micromonosporales, Longispora and Micromonosporaceae) were found in the stable-temperature period. 
The bacterial diversity of pig manure composting in high-temperature period was significantly higher than 
that of stable-temperature period. After adding biochar to pig manure composting, environmental factors 
(electrical conductivity, water content, temperature and pH) had no significant effect on the major bacteria of 
pig manure composting. β-Proteobacteria, Rhodothermaceae, Phyllobacteriaceae and Bacterium were 
significantly affected by the water content, temperature and pH. [Conclusion] The content of biochar and 
composting temperature could change the bacterial community structure of pig manure composting, and 
significantly increase the number and diversity of bacteria in pig manure composting at the high-temperature 
period. The electrical conductivity, water content, temperature and pH of pig manure composting could affect 
the growth of composting bacteria, but the effect on the major bacteria with the highest abundance in pig 
manure composting was not significant. 

Keywords: Biochar, Pig manure composting, Bacterial community diversity, High-throughput sequencing, 
Environmental factors 
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堆肥化处理能有效利用农业有机废弃物，广泛

应用在禽畜粪便的处理，通过高温好氧发酵将有机

废弃物降解成可以利用的有机肥，实现畜禽粪便无

害化处理[1-3]。堆肥化生产的有机肥应用于种植业，

不仅提高土壤肥力和节约化肥，还能促进养种结

合，实现循环农业的持续发展[4]。作为养猪大国，

如何经济有效地处理猪粪便制约着养猪业的发展。

由于猪粪便含大量的有机质和微量元素，这为堆肥

化处理猪粪便提供了坚实的基础[5-7]。 

堆肥化处理主要依靠细菌、真菌、放线菌等自

然微生物对有机物进行降解，最终形成腐殖质[8]。

堆肥化过程中微生物的代谢活动非常活跃，累积的

产热能够迅速持久地升高堆体温度，来源不同的堆

肥及其不同的时期，微生物数量、种群结构和代谢

强度有很大的差别，从而影响堆肥转化效率[9-14]。

堆肥化过程中降解有机质的主体是微生物，细菌数

量所占比例最大，放线菌次之，真菌的数量最少；

随着堆体温度的升高，最高温度能达到 60−70 °C

并持续 1−2 d，随后进入堆肥高温期(50−60 °C)并

持续大约 15 d，不耐热的微生物被抑制甚至被杀

灭，大量嗜热和耐热的微生物持续得到壮大[15-20]，

微生物数量和群落结构就会发生显著改变。在堆肥

的中后期，堆体温度会下降到稍高于室温并保持相

对稳定，在开放的环境和空气对流的情况下，空气

原有的微生物和堆肥扩散到空气中的微生物就会

重新进入堆肥中，此时微生物的数量和群落结构会

再一次发生显著改变。研究堆肥过程中微生物数量

和群落的动态变化规律，对调控堆肥化过程和提高

腐熟程度显得尤为重要[21-22]。 

生物炭(biochar，BC)是指生物质在完全无氧或

缺氧条件下，经高温裂解产生的一种富含碳、高度

芳香化和高稳定性的多孔固体颗粒物质，其含有大

量的碳和营养元素，可溶性极低，有丰富的孔隙结

构和表面含氧活性基团、极高的比表面积、较强的

阳离子交换能力和稳定的化学性质，是一种具备很

强吸附能力的多功能材料，广泛应用于农业、工业

和环境领域[21-28]。添加生物炭的禽畜粪便能够加速

有机物的降解[29]。生物炭和猪粪混合能产生更好

的营养成分，可作为土壤改良剂使用[30]。一定范

围内，随着生物炭添加量的增加，微生物的数量和

活性都显著提高[31]。添加 2%生物炭到农田土壤，

细菌和真菌的丰度均呈现增加趋势[32]。当生物炭

含量为 10%时，生物膜上硝化细菌和反硝化细菌

数量最大[33]。已经完成的早期实验发现，堆肥的

温度和生物炭添加量有一定的关系[20]。测定猪粪

堆肥温度变化的过程中发现，在堆肥的高温期

(4−20 d)，3%生物炭添加量的堆体温度波动较大，

而 6%生物炭添加量的堆体温度波动较小；在堆肥

的温度稳定期(21−40 d)，3%生物炭添加量的堆体

温度是最高的，其次是 6%生物炭添加量的堆体温

度[20]。在堆肥的温度稳定期，堆体温度越高说明

堆肥细菌的活力和代谢活动保持得越强。基于本研

究所长期的实际农业操作，收集到批次不同的新鲜

猪粪和来源不同的生物炭按一定比例进行混合，以

3%−6%质量比的生物炭添加猪粪中能加速堆肥化

进程，提高堆肥的肥力，尤其将堆肥化后得到的有

机肥施放到茶园、盐碱化的果园和番薯种植地，对

改良土壤能取得较好的效果。由于这些添加生物炭

的猪粪堆肥作为有机肥连续多年施入菜园土壤和

茶园土壤，生物炭含量逐年累积，过高的生物炭含

量并不利于土壤细菌等微生物和植物的生长[31-33]。

目前，生物炭对猪粪堆肥细菌群落结构的影响尚未

见相关报道。本研究根据实验的分析需要并结合实

际情况，通过在猪粪堆肥中混合不同比例的生物炭

(以 3%递增，即 0%、3%、6%、9%)，利用 Illumina 

MiSeq 高通量测序技术研究堆肥高温期和温度稳

定期细菌群落结构的动态变化规律，同时分析堆肥

细菌与环境因子的关系，为生物炭和猪粪堆肥的应

用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

生猪新鲜粪便和菌渣采自福建省福清市某猪

场，花生壳生物炭购自河南商丘三利新能源有限公
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司。猪粪便、菌渣和生物炭的基本性质：碳氮比(C/N)

为 28.39；含水率为 50%−55%[20]。 

1.2  主要试剂和仪器 

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase，

南京诺唯赞生物科技有限公司；细菌基因组 DNA

提取试剂盒、土壤基因组 DNA 提取试剂盒、

Universal DNA 纯化回收试剂盒，天根生化科技(北

京)有限公司。超净工作台，苏州净化设备有限公

司；电泳仪，北京六一仪器厂；凝胶成像系统，

Siemon 公司；台式冷冻离心机，Eppendorf 公司；

−80 °C 超低温冰箱、超微量紫外分光光度计，

Thermo 公司；PCR 仪，Applied Biosystems 公司；

超纯水系统、电子天平，Sartorius 公司。 

1.3  试验设计 

试验共设 4 个处理(T1、T2、T3 和 T4)，生物

炭添加量(按质量百分比)分别是 0%、3%、6%和

9%。猪粪便、菌渣和生物炭混合后的碳氮比(C/N)

均为 28.39，初始含水率为 50%−55%。为保证 4 个

处理在堆肥化前基本性质的一致性，需要对猪粪

便、菌渣和生物炭的混合物分别进行 3 个重复，

共准备 12 个混合物。当 12 个混合物的碳氮比和

含水率分别是 28.3 和 50%−55%时，说明猪粪便、

菌渣和生物炭已经充分混合，消除了可能由操作

引起的错误，此时在 3 个重复中随机选一个混合

物进入下一步的堆肥化处理，一共选取 4 个混合

样。堆肥采用自制的强制通风静态反应箱对各处

理进行好氧发酵，总体积 1 200 L。通风采用时间

控制法。堆肥前 1−7 d，鼓风机每 30 min 鼓风    

30 min，第 8−25 天，鼓风机每隔 1 h 鼓风 30 min，

第 26−40 天，鼓风机每隔 75 min 鼓风 30 min。利

用数显温度计测量和记录空气环境和堆体的温度，

每天测定 3 次取平均值，堆肥共持续 40 d。整个堆

肥过程中温度的变化如图 1 所示[20]。分别在堆肥的

高温期(4−20 d)和温度稳定期(21−40 d)采集堆肥样

品用于细菌群落结构变化的测定，一共收集 8 个样

品，样品编号分别是堆肥高温期的 T1-1、T2-1、T3-1、

T4-1 和堆肥温度稳定期的 T1-2、T2-2、T3-2、T4-2。 

1.4  样品细菌总 DNA 的提取 

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒的说明书提

取细菌的总 DNA，通过 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定所

提取基因组 DNA 的完整性，用 NanoDrop 超微量

紫外分光光度计选取 DNA 纯度和浓度较高的样品

作为模板，采用引物 338F (5′-ACTCCTACGGGA 

GGCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHVGGGT 

 

 
 

图 1  不同堆肥处理温度的变化 
Figure 1  Changes of temperature in different composting treatments 
注：CK：堆肥期间的气温；T1、T2、T3、T4：生物炭添加量为 0%、3%、6%和 9%的堆肥温度. 下同. 

Note: CK: The environmental temperature during the composting; T1, T2, T3 and T4: The composting temperatures with biochar content 
of 0%, 3%, 6% and 9% respectively. The same below. 
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WTCTAAT-3′) PCR 扩增细菌 16S rRNA 基因。PCR

反应条件：95 °C 3 min；95 °C 15 s，55 °C 15 s，

72 °C 1 min 30 s，35 个循环；72 °C 10 min；16 °C

保温。PCR 反应体系：2×Phanta Max Buffer 25 μL，     

dNTPs (10 mmol/L) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 2 μL ， Phanta Max Super-Fidelity DNA 

Polymerase (1 U/μL) 1 μL，细菌 DNA 模板 1 μL 

(<50 ng)，补足 ddH2O 至 50 μL。扩增后得到的 PCR 

产物利用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，并使用

Universal DNA 纯化回收试剂盒回收，将 PCR 产物

送至上海美吉生物医药科技有限公司进行 Illumina 

PE 文库的构建和基于 Illumina MiSeq 平台进行高

通量测序和分析。 

1.5  数据分析与处理 

本文进行的数据分析均基于上海美吉生物医

药 科 技有 限公 司 所提 供的 云 服务 (https://www.i- 

sanger.com)进行。基于 Illumina 分析平台对 Fasta

等相关文件进行原始数据的过滤处理、提取非重复

序列来降低冗余的计算量、去除没有重复的单序

列、优化得到的序列和去除嵌合体序列。根据不同

的 相 似 度 水 平 对 所 有 序 列 进 行 操 作 分 类 单 元

(operational taxonomicunit，OTU)划分，用 97%相

似水平的 OTU 进行统计分析。序列比对后按照

97%相似性水平进行 OTU 聚类，得到 OTU 的代表

序列，所用软件 Usearch (version 7.1)。将所有优化

序列 Map 至 OTU 代表序列，选出与 OTU 代表序

列相似性在 97%以上的序列，生成 OTU 表格。采

用 R 语言进行数据整理，差异显著性检验(Duncan 

法)和相关性分析(Pearson 相关检验)，并绘制相关图

表。利用 Mothur (version 1.30.1)软件做 Rarefaction

分析，抽平计算多样性指数(Chao1、Ace、Shannon、

Simpson 和 Coverage)和绘制 Shannon-Wiener 曲线。

利用 QIIME 软件绘制稀释曲线(rarefaction curve)、

主成分分析(principal component analysis，PCA)，

绘制相关性热图(heatmap)。根据 UniFrac 算法，利

用 Fast UniFrac 计算样本间距离矩阵绘制热图等。

其他的数据分析软件和算法参考上海美吉生物医

药科技有限公司官方网站的说明。所有样品的原始

序列已经提交至 NCBI SRA (https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/sra/)，登录号为 PRJNA589225。 

2  结果与分析 

2.1  稀释性曲线 

稀释曲线反映样品的测序深度和比较样品中

细菌的丰富度，可以用来评价测序量是否足以覆盖

所有类群。从图 2 可以看出，8 条样品的 OTU 稀

释曲线基本趋于平缓，并已经达到平台期；文库的

覆盖率达到 99% (表 1)，绝大多数细菌类群已包括

在本文库中。说明样本的 OTU 覆盖度已经饱和，

实际测序量足以覆盖样品中所有的细菌类型，能够

真实地反映细菌之间的相对比例关系和细菌群落

的多样性。 

2.2  细菌群落组成的 Venn 图 

利用 Venn 图可以直观表现各样品间 OTU 重

叠情况，并反映出不同处理样品间共有和特有的

OTU 数目(图 3)。结合 OTU 所代表的细菌，可以

找到不同处理的核心细菌。对 4 个堆肥处理进行细

菌类群分析(OTU 分析)，如图 3 所示：T1、T2、

T3 和 T4 处理分别得到了 748、779、732 和 751 个 

 

 
 
图 2  相似度为 0.97 条件下堆肥处理的 OTU 稀释曲线 
Figure 2  The OTUs rarefaction curves of the composting 
treatments at cut off level of 3% 
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表 1  各处理微生物的 α-多样性指数 
Table 1  The alpha diversity indices of microbial in each treatment 
样品编号 

Treatment No. 

序列数 

Reads 

操作分类单元 

OTUs 

ACE 指数 

ACE index 

Chao1 指数 

Chao1 index 

Shannon 指数 

Shannon index 

Simpson 指数 

Simpson index 

覆盖率 

Coverage (%)
T1_1 30 482 629 715 735 4.04 0.057 0 99.60 
T1_2 30 482 627 709 732 4.32 0.032 4 99.60 
T2_1 30 482 692 755 754 4.62 0.026 7 99.65 
T2_2 30 482 653 724 714 4.05 0.059 9 99.64 
T3_1 30 482 654 717 715 4.42 0.034 1 99.67 
T3_2 30 482 520 615 607 4.07 0.038 4 99.63 
T4_1 30 482 680 733 748 4.73 0.020 3 99.68 
T4_2 30 482 643 725 723 4.47 0.029 9 99.61 

注：T1_1、T2_1、T3_1、T4_1 分别代表 4 个堆肥处理的高温期；T1_2、T2_2、T3_2、T4_2 分别代表 4 个堆肥处理的稳定期. 

Note: T1_1, T2_1, T3_1 and T4_1 represent the high-temperature period of four composting treatments, respectively. T1_2, T2_2, T3_2 
and T4_2 represent the stable-temperature period of four composting treatments, respectively. 
 

 
 
图 3  不同处理中共有和独有 OTU 数目的 Venn 图 
Figure 3  The venn diagram based on common or unique 
OTUs number in the different treatments 
注：序列按相似度高于 0.97 进行 OTU 聚类，图中数字为各处

理中的 OTU 数量. 

Note: The sequences are clustered according to the similarity 
above 0.97, the number in the figures is the OTUs amount. 

 
OTU。有 638 个 OTU 为 4 个处理共有，共有菌群

所占 T1、T2、T3 和 T4 的比例分别为 85.29%、

81.90%、87.16%和 84.95%，这表明 4 个处理的整

体细菌类群比较一致，但是各个处理之间也有所差

异。T1、T2、T3 和 T4 各自独有的 OTU 分别只有

10、3、4 和 2，说明 4 个处理独有细菌的比例很低。

T1 与 T2、T3、T4 分别共有的 OTU 有 12、4、7 个；

T2 与 T3、T4 分别共有的 OTU 有 7、18 个；T3

和 T4 相互之间共有的 OTU 有 2 个；T1、T2 和 T3

相互之间共有的 OTU 有 30 ；T1、T2 和 T4 相互

之间共有的 OTU 有 37 个；T1、T3 和 T4 相互之

间共有的 OTU 有 13 个；T2、T3 和 T4 相互之间

共有的 OTU 有 37 个，这表明 4 个处理相互之间

共有的细菌比例也很低。猪粪堆肥添加生物炭后仍

能保持堆肥细菌结构的稳定性，但也因生物炭添加

量的不同，4 个处理相互之间产生了细菌结构的差

异，这就需要研究生物炭添加量和堆肥细菌变化的

关系，有助于了解不同处理中所含的主要细菌类型

及其生态功能。 

2.3  细菌群落 α-多样性指数分析 

用 ACE 和 Chao1 指数表示细菌群落的丰富度，

用 Shannon 和 Simpson 指数表示细菌群落的多样性。

如表 1 所示，ACE、Chao1 和 Shannon 指数在堆肥

高温期的值比温度稳定期高。在堆肥高温期，随着

生物炭添加量的增加，ACE、Chao1 和 Shannon 指

数出现升高的趋势；但在堆肥温度稳定期，随着生

物炭添加量的增加，ACE、Chao1 和 Shannon 指数

呈下降的趋势。说明生物炭对猪粪堆肥细菌群落的

丰富度和多样性均产生影响，堆肥高温期的细菌丰

富度和多样性要大于温度稳定期，并且随着生物炭

的添加量增加，细菌的丰富度和多样性也要增加。 

2.4  细菌群落 β-多样性分析 

根据 Bray-curtis 距离算法，对细菌进行非度量

多维尺度 (non-metric multidi-mensional scaling，
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NMDS)分析(图 4)。生物炭添加量和堆肥温度在维

度 NMDS1 和维度 NMDS2 能够很好地被区分开，

几乎平均分布在 4 个象限。其中 Stress 值为 0.077，

很好地证明了数据的可靠性，实验样本能真实地反

映不同堆肥处理的细菌群落组成。 

主坐标分析(principal co-ordinates analysis，

PCoA)是一种非约束性的数据降维分析方法，通过

分析不同样品群落组成，从而显示样品间的差异和

距离，将多组数据的差异反映在二维坐标图上，坐

标轴取能够最大反映样品间差异的 2 个特征值，样

品物种组成越相似，反映在 PCoA 图中的距离越

近。通过对生物炭添加量和堆肥温度的细菌群落进

行 PCoA 分析(图 5)，将多维的细菌变量降维成    

2 个 变 量 ， 其 中 第 一 主 坐 标 (PC1) 的 贡 献 率 为

49.67%，第二主坐标(PC2)的贡献率为 25.96%，  

二者累积贡献率为 75.63%。从图 5 中可以看出，

堆肥温度不同，4 个处理的细菌相距较远，尤其是

T1-1 和 T1-2、T3-1 和 T3-2 相距最远，2 个堆肥温

度相互之间的细菌群落差异很大；生物炭添加量不

同，4 个处理的细菌相距也较远，但 T1-1 和 T3-1、

T1-2 和 T3-2 有聚合的趋向，并且分布在同一个象

限内，生物炭添加量使堆肥细菌群落结构既有相似

性又有差异性。 

 

 
 
图 4  基于相似性>97%的 OTU 水平上非度量多维度  

分析 
Figure 4  NMDS plot on OTUs level (similarity over 
97%) 

 
 
图 5  不同样品微生物菌群基于门水平丰度的 PCoA 

分析 
Figure 5  Principal co-ordinates analysis (PCoA) of 
microbial community based on phylum abundance among 
different samples 
 

2.5  细菌群落的 Heatmap 图和聚类树分析 

Heatmap 图以颜色深浅直观显示数据值的大

小，颜色越红代表相对丰度越高，并将数据进行样

本间丰度相似性分块聚类，对高丰度和低丰度的细

菌进行分别聚合，通过颜色变化和聚合程度反映细

菌种群结构的相似性和差异性。 

根据颜色变化可知(图 6)，细菌种群在属水平

上的丰度受到生物炭添加量和堆肥温度的影响。根

据红色的深浅变化，可以看出 Anaerolineaceae、

Chryseolinea 、 Nonomuraea 、 Steroidobacter 、

Bacillus、Longispora 和 Rhodothermaceae 是猪粪堆

肥丰度最高的细菌类群，并且相互聚合在一起，但

其丰度在生物炭添加量和堆肥温度不同时有明显

的变化；生物炭添加量不同时，Streptomyces、

Ruminofilibacter 和 Sporacetigenium 的丰度出现明

显的增减变化，并且聚合在一起。堆肥温度不同时，

Luteimonas、Luteivirga、Streptomyces 和 Silanimona

的丰度出现明显的增减变化，并且聚合在一起。从

总体看，生物炭添加量和堆肥温度对猪粪堆肥细菌

的丰度均产生明显的影响。 

从细菌的多样性上看，所得到的细菌中高丰度

(深红色)的细菌只有 9 个，极低丰度(深蓝色)的细

菌只有 2 个，大部分细菌的丰度在 0.001%−1%。 
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图 6  细菌群落在属水平上的群落 Heatmap 图和聚类树分析 
Figure 6  The community heatmap of bacteria at the genus level and clustering tree analysis 
注：图中显示细菌在属分类(y 轴)在每个样品(x 轴)中的相对丰度；颜色条代表相对丰度大小，热图下侧和右侧分别为样品名称和

物种名称，左侧和上侧分别为物种聚类树和样本聚类树. 热图中颜色的深浅分别代表物种丰度的高低, 正下面颜色的梯度变化表

示不同的细菌相对丰度. 

Note: The relative percentage of genus classification of bacteria (y axis) within each sample (x axis clustering) was shown. Colour bars 
represent the relative percentage, the bottom and the right side of the heat map are the sample name and species name respectively, the left 
and the upper side are the species clustering tree and the sample clustering tree respectively. The shade of color represents the abundance of 
species. The relative values for bacterial family are indicated by color intensity with the legend indicated at the top left corner. 
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说明对猪粪堆肥起主要作用的优势细菌只有少数

几个，其他细菌对猪粪堆肥则没有产生显著的影

响，猪粪的堆肥化过程中应该对高丰度的细菌加以

研究。 

2.6  细菌在门和属水平上的群落结构分布 

在门水平上可将猪粪堆肥的细菌划分成 10 大

类 群 ( 图 7) ， 主 要 的 细 菌 有 ( 相 对 丰 度 >1%) 

Proteobacteria (OTU38，23.620%)、Actinobacteria 

(OTU15，23.502%)、Bacteroidetes (OTU48，23.037%)、  

Chloroflexi (OTU32，10.915%)、Gemmatimonadetes 

(OTU69，7.355%)、Firmicutes (OTU31，7.322%)、

Acidobacteria (OTU152，1.447%)和 Deinococcus- 

Thermus (OTU286，1.306%)，共 8 个菌，合计占

比达到 98.504%，其他细菌占比均低于 1%。生物

炭添加量和堆肥温度对占比最大的 Actinobacteria

影响不明显；Firmicutes 的占比随着生物炭添加量

的增加而增加，在堆肥高温期的占比明显高于堆肥

温度稳定期；Chloroflexi 在堆肥温度稳定期的占比

明显高于堆肥高温期；生物炭添加量和堆肥温度不

同时，Chloroflexi、Bacteroidetes、Proteobacteria、

Gemmatimonadetes、Acidobacteria 和 Deinococcus- 

Thermurn 所占的比例出现无规律的增减波动。可

见，在门水平上生物炭添加量和堆肥温度对堆肥细

菌群落结构有明显的影响。 

 
 

图 7  各处理在门分类水平上细菌群落组成及其相对丰度 
Figure 7  Composition and relative abundance of bacteria 
groups among different treatments at phylum level 
 

在属水平上可将猪粪堆肥的细菌划分成 9 大

类 群 ( 图 8) ， 主 要 的 细 菌 有 ( 相 对 丰 度 >1%) 

Chryseolinea (OTU11，17.371%)、Subgroup_6_norank 

(OTU662 ， 13.122%) 、 Steroidobacter (OTU484 ，

10.281%)、Anaerolineaceae (OTU383，8.624%)、

Nonomuraea (OTU407，8.448%)、Longispora (OTU205，

6.804%)、Bacillus (OTU489，3.900 7%)、Sporacetigenium 

(OTU726，1.722%)、Luteimonas (OTU159，1.591%)、

Phyllobacteriaceae (OTU599，1.421%)、Truepera 

(OTU139，1.306%)、Rhodothermaceae (OTU508，

1.181%)和 Aquamicrobium (OTU103，1.076%)共  

13 个菌，合计占比达到 76.487 7%，其他细菌占比

 

 
 
图 8  各处理在属分类水平上细菌群落组成及其相对丰度 
Figure 8  Composition and relative abundance of bacteria groups among different treatments at genus level 
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均低于 1%。Anaerolineaceae 和 Longispora 在堆肥

温度稳定期的占比明显高于堆肥高温期；Bacillus

在堆肥高温期的占比明显高于堆肥温度稳定期，并

且 随 着 生 物 炭 添 加 量 的 增 加 而 明 显 增 加 。

Nonomuraea 的占比随着生物炭添加量的增加而急

剧减少。总的来看，生物炭添加量和堆肥温度不同，

堆肥细菌的占比有明显的增减变化。 

另外，细菌群落结构分布图显示丰度最高的细

菌也是群落 Heatmap 图丰度最高的细菌，两者到

得的结果基本一致，从而得到猪粪堆肥丰度最高的

细菌。 

2.7  LEfSe 分析有差异的细菌种群 

LEfSe (linear discriminant analysis effect size)
分析用非参数因子克鲁斯卡尔-沃利斯秩和验检

[non-parametric factorial Kruskal-Wallis (KW) 
sum-rank test]找到与丰度有显著差异的细菌种

群，并按照不同的分组进行线性判别分析(linear 

discriminant analysis，LDA)，找出对样本产生显著

影响的细菌，从而估算每个组分丰度对差异效果影

响的大小。结果显示，猪粪堆肥高温期和温度稳定

期的细菌群落结构有很大的差异，有差异的细菌达

到 85 个。使用缺省对数值将猪粪堆肥的 804 个细

菌种群分成堆肥高温期和堆肥温度稳定期，进化分

支图清晰显示 LDA 值高于 3.5 的分类单元(图 9)。

堆肥高温期含有 70 种细菌，其中有 7 个 LDA 值

接近 4，分别是 Rhizobiales、Incertae_Sedis、

Proteobacteria、Alphaproteobacteria、Xanthomonadales、

Gammaproteobacteria 和 Steroidobacter。堆肥温

度稳定期含有 15 种细菌，其中有 3 个 LDA 值接

近 4，分别是 Micromonosporales、Longispora 和

Micromonosporaceae。LEfSe 结果也显示(图 10)，

在堆肥高温期起主要作用的细菌是 Parcubacteria、

Caulobacterales、Caulobacteraceae、Rhizobiales、

Phyllobacteriacea、Saccharibacteria、Candidate、

Ardenticatenia 和 Clostridia，其中 Rhizobiales、

Phyllobacteriaceae 和 Clostridia 的 LDA 值大   

于 3.5。在堆肥温度稳定期起主要作用的细菌是 

 
 

图 9  基于两种堆肥温度的微生物类群分析 
Figure 9  Indicator microbial groups within the two types 
of compost temperature with LDA values higher than 4 
注：统计两个分组中有显著差别的细菌类群，通过 LDA 分析

(线性回归分析)获得相应的 LDA 值. 

Note: The bacterial groups with significant differences between the 
two groups were statistically analyzed, and the corresponding LDA 
values were obtained by LDA analysis (linear regression analysis). 
 

Micromonosporales 和 Micromonosporaceae ， 这   

2 个细菌的 LDA 值均大于 3.5。说明猪粪堆肥的

细菌种群在堆肥高温期参与堆肥转化的过程，而

且堆肥高温期的细菌多样性要显著高于堆肥温度

稳定期。 

2.8  细菌种群与环境因子之间的关系 

选 取 OTU 水 平 上 丰 度 靠 前 的 细 菌 进 行

Heatmap 相关性分析，通过计算环境因子与所选

OTU 之间的相关性(Pearson 系数)，将获得的数值

直观地显示在 Heatmap 图中，并对环境因子和细

菌类群进行聚类分析，展现不同细菌类群对堆肥环 
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图 10  基于细菌种类组成的 LEfSe 分析 
Figure 10  LEfSe analysis based on bacterial species 
composition 
注：聚类树中 2 个分组以红色和绿色表示，红色和绿色节点分

别表示起到重要作用的细菌类群，黄色节点则表示没有起到重

要作用的细菌类群；细菌名称显示在右侧图中，丰度最高的细

菌种群以颜色代表差异(红色表示堆肥高温期，绿色表示堆肥稳

定期)；每个圆的直径与分类单元的丰度成正比，圆圈代表从域

到属的系统发育水平，标签显示细菌门和属的水平. 

Note: The clustering tree, the two groups are shown in red and 
green, red and green nodes representing that play an important role 
in the bacterial groups respectively, and yellow nodes representing 
the bacterial groups that do not play an important role in the two 
groups. The names of the bacteria are shown in the right diagram. 
Differences are represented in the color of the most abundant class 
(Red indicates the maximum temperature of the compost, and 
green indicates the stable temperature of the compost). Each 
circle’s diameter is proportional to the taxon’s abundance. Circles 
represent phylogenetic levels from domain to genus inside out. 
Labels are shown of the phylum and genus levels. 

 
境 的 适 应 性 ( 图 11 ) 。 结 果 显 示 ， 堆 肥 电 导 率

(electrical conductivity，EC)、含水量(water content，

WC)、温度(temperature，TE)、酸碱度(power       

of hydrogen，pH)与部分细菌有显著的相关关系

(P<0.05)。仅与 pH 负相关的有 Gemmatimonadetes 

(OTU625)和 Longispora (OTU679)。仅与 EC 负相

关的有 Sporacetigenium (OTU726)、Luteimona  

 

 
 
图 11  Heatmap 相关性分析 
Figure 11  The heatmap correlationship analysis 
注：R 值在图中以不同颜色展示；*：P<0.05. 

Note: R values are shown with different colors in the figure;    
*: P<0.05.  
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(OTU47)和 Aquamicrobium (OTU103)；正相关的有

Filomicrobium (OTU717) 和 Gemmatimonadetes 

(OTU604)。Thermomicrobia (OTU763)与 TE 负相

关却与 EC 正相关。Longispora (OTU697)与 WC 和

pH 均负相关，β-Proteobacteria (OTU488)与 WC 和

pH 均 正 相 关 。 Phyllobacteriaceae (OTU395) 和

Bacterium (OTU84) 与 TE 和 pH 均 正 相 关 。

Rhodothermaceae (OTU633)与 TE、WC 和 pH 正相

关。β-Proteobacteria (OTU488)、Rhodothermaceae 

(OTU633)、Phyllobacteriaceae (OTU395)和 Bacterium 

(OTU84)在分布上聚合在一起，是与 WC、TE 和 pH

相关性最高的细菌。高丰度的细菌 Anaerolineaceae 

(OTU383 ， 8.624%) 、 Chryseolinea (OTU11 ，

17.371%) 、 Longispora (OTU205 ， 6.804%) 、

Nonomuraea (OTU407，8.448%)、Rhodothermaceae 

(OTU508，1.181%)、Subgroup_6_norank (OTU662，

13.122%)、Aquamicrobium (OTU103，1.076%)和

Sporacetigenium (OTU726，1.722%)也与 TE、EC、

WC 和 pH 有相关性，但相关性均未达到显著水平

(P<0.05)。此结果说明，含水率、电导率、温度和

pH 能对猪粪堆肥的细菌产生影响，但对堆肥高丰

度的细菌则无显著影响。 

3  讨论与结论 

由 Venn 图 得 知 T1−T4 细 菌 的 占 比 为  

81.90%−87.16%，细菌类群基本保持一致，但从   

4 个处理交叉和独有的细菌数目以及 PCoA 分析和

细菌群落组成分析发现，各个处理之间已经产生了

差异。这就需要分析生物炭添加量和堆肥温度对猪

粪堆肥细菌群落的影响。随着生物炭用量的增加，

堆肥高温期的细菌多样性和丰度随之增加，但堆肥

温度稳定期的细菌多样性和丰度却出现下降。 

堆肥的种类对细菌的种群和代谢强度有很大

的影响，从而影响堆肥的转化效率[9-14]。除了研究

堆体温度对细菌的影响外，也要考虑猪粪堆肥外加

生物炭后对堆肥转化效果的影响。生物炭具有吸附

能力并含有大量营养元素[23-28]，广泛应用于改善堆

肥条件和提高堆肥效率[34]。猪粪堆肥的主要细菌

受生物炭添加量和堆肥温度的影响，Streptomyces、

Ruminofilibacter 和 Sporacetigenium 受生物炭添加

量的影响最大，Luteimonas、Luteivirga、Streptomyces

和 Silanimonas 受 堆 肥 温 度 的 影 响 最 大 。

Actinobacteria 受生物炭添加量和堆肥温度的影响

不明显。随着生物炭添加量和堆肥温度的增加，

Firmicutes 和 Bacillus 的占比增加；随着堆肥温度

的下降，Anaerolineaceae 和 Longispora 的占比增

加；随着生物炭添加量的增加，Nonomuraea 占比

急剧下降。从 Heatmap 图和细菌群落组成分析得

知，生物炭添加比例是 3%和 6%时，Actinobacteria、

Proteobacteria、Chloroflexi 和 Firmicutes 在各处理

间的差异最大。 

猪粪堆肥的高温阶段是有机质腐化最快的时

期，对堆肥转化起作用的细菌数量和种类迅速增

加，细菌、真菌和放线菌等微生物的代谢活动使堆

体的温度持续上升并维持很长时间[8,35-38]。堆体最

高温度(60−70 °C)持续 1−2 d 后，便进入持续 15 d

的堆肥高温期(50−60 °C)，不耐热的微生物被抑制

或 杀 灭 ， 耐 热 或 嗜 热 的 微 生 物 则 迅 速 壮 大 起     

来[15-20]。虽然在空气对流和鼓风机的作用下，空气

的细菌源源不断地进入猪粪堆肥，但由于堆体的温

度维持在 50−60 °C 长达 15 d[20]，不耐热的细菌会

被长时间抑制。此时细菌的数量和群落结构必然发

生显著改变，对猪粪堆肥转化起作用的细菌就会大

量产生。猪粪堆肥在第 21 天时进入堆肥温度稳定

期并持续 20 d，此时堆体的温度下降到稍高于室

温。在鼓风机和空气对流的作用下，空气原有的细

菌和猪粪扩散到空气中的细菌就会重新进入猪粪

堆肥中。不耐热的细菌重新得到生长，嗜热的细菌

受抑制，已经大量增殖的细菌要和重新得到生长的

细菌竞争生长资源，会出现相互抑制的现象[21-22]。

此时细菌的数量和群落结构又会发生显著改变。添

加生物炭的猪粪堆肥在堆肥高温期和堆肥温度稳

定期细菌群落结构的差异显得十分重要。堆肥高温

期有 70 个细菌，高丰度的细菌有 7 个；而堆肥温度
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稳定期仅有 15 个细菌，高丰度的细菌也仅有 3 个。

对猪粪堆肥转化起显著作用的细菌，堆肥高温期有

9 个，其中有 3 个是高丰度细菌，Proteobacteria

的占比高达 23.620%，而堆肥温度稳定期仅有 2 个

细菌。可见，猪粪堆肥高温期的细菌群落多样性要

明显高于堆肥温度稳定期，部分高丰度的细菌在猪

粪堆肥高温阶段参与了堆肥转化过程。 

猪粪堆肥高温期和温度稳定期的电导率、含

水率、温度和 pH 的变化能影响猪粪堆肥细菌的

生长，但不能显著影响堆肥高丰度细菌的生长。

这说明猪粪堆肥添加生物炭添后，堆肥物料的理

化性质发生了改变，生物炭为堆肥细菌提供了合

适的生长环境，从而降低了环境因子对堆肥细菌

的不利影响。 
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