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摘   要：【背景】我国生猪病死率较高，建立高效的病死猪尸体无害化处理方式尤为重要。【目的】

提高病死猪尸体堆肥无害化处理效率。【方法】筛选具有蛋白质和脂肪降解功能的菌株，并构建复合

菌剂，利用单因素和响应面方法对其菌种配比及降解条件进行优化，对其接种于病死猪和锯末堆肥

进行应用效果评价。【结果】经鉴定，菌株 DB1 为粘质沙雷氏菌，所产蛋白酶活力为 36.76 U/mL，

猪肉降解率为 72.17%。菌株 ZF2 为贝莱斯芽孢杆菌，所产脂肪酶活力为 12.33 U/mL，猪肉降解率

为 70.83%。复合菌剂中 DB1 与 ZF2 最佳菌种配比为 2.55:1，响应面优化其最佳降解条件为温度

31.65 °C、接种量 3.11%、pH 6.0、盐度 0.75%、Mn2+浓度 1 mmol/L。在此条件下进行猪肉降解实

验，7 d 后降解率达 90.61%。堆肥实验显示对照组和低、中、高接种量组堆肥峰值温度分别可达

60、64、69 和 62 °C。其中 3%接种量的处理效果最佳，高温期可维持 19 d，病死猪降解率达 98.06%，

各指标均极显著优于对照组(P<0.01)。【结论】首次根据生猪中肥瘦比设计猪肉降解实验来评价功

能菌的作用效果，较前人方法有所改进。以猪肉降解率作为评价指标，优化了功能菌的菌种配比，

与前人研究相比具有更好地加速堆肥升温和加快病死猪尸体降解的能力。 

关键词：病死猪降解菌；复合菌剂；菌种配比；堆肥  



 
翟伟等: 病死猪尸体降解复合菌的筛选、鉴定、优化及应用效果评价 925 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Screening, identification, optimization, and application 
evaluation of compound bacteria for degradation of diseased 
pig carcasses 

ZHAI Wei1, ZHANG Xiqing1, LIU Jijun2, LIANG Xiaojun3, GAO Yunhang*1 
1 College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, Jilin, China 
2 College of Animal Science and Technology, China Agricultural University, Beijing 100191, China 
3 Ningxia Academy of Agricultural and Forestry Sciences, Yinchuan 750002, Ningxia, China 

Abstract: [Background] In view of the high mortality of live pigs due to diseases in China, it is 

particularly important to establish an efficient harmless method for treating diseased pig carcasses. 

[Objective] In order to improve the harmless treatment efficiency of compost on diseased pig 

carcasses. [Methods] We screened out the strains with protein and fat degradation functions and 

formulated the compound bacterial agents. Single factor experiments and response surface method were 

employed to optimize the strain ratio and degradation conditions. The degradation performance of 

compound bacterial agents on diseased pig carcasses and sawdust compost were evaluated. [Results] 

Strain DB1 was identified as Serratia marcescens with a protease activity of 36.76 U/mL and a 

degradation rate of 72.17% for pig carcass. Strain ZF2 was Bacillus velezensis, with a lipase activity of 

12.33 U/mL and a degradation rate of 70.83% for pig carcass. The optimal ratio of DB1 to ZF2 in 

compound bacterial agent was 2.55:1, and the optimal degradation conditions obtained by response 

surface optimization were as follows: temperature at 31.65 °C, inoculation amount of 3.11%, pH 6.0, 

salinity of 0.75%, and Mn2+ concentration of 1 mmol/L. A degradation test was carried out under the 

optimum conditions, which showed a degradation rate of 90.61% after 7 days. The composting test 

showed that the peak temperature of compost in the control group and the low-, medium-, and 

high-amount inoculation groups could reach 60, 64, 69, and 62 °C, respectively. The group with an 

inoculation amount of 3% had the best treatment performance, with the high temperature period lasting 

for 19 days and the carcass degradation rate of 98.06%. All the indicators of this group were superior to 

those of the control group (P<0.01). [Conclusion] In this study, we designed the degradation test 

according to the fat/lean ratio of pig carcass for the first time to evaluate the performance of functional 

bacteria, which was superior to the previous methods. Taking the degradation rate as the evaluation 

index, we optimized the strain ratio of functional bacteria. Compared with those in previous studies, the 

compound bacterial agent designed in this study can well accelerate the temperature rise of composting 

and the degradation of pig carcass. 

Keywords: diseased pig carcass-degrading bacteria; compound bacterial agent; strain ratio; compost 

近年来，我国养殖业发展迅速，呈现出规

模化、集约发展趋势。截至 2019 年末，我国生

猪出栏 5.4 亿头，肉鸡出栏 122 亿羽，牛出栏  

4 534 万头，养殖规模均位于世界前列。然而由

于我国动物疫病种类较多，每年由疫病导致的

畜禽死亡造成了巨大的经济损失 [1]。其中生猪
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病死率较高，每年高达 8%−12%[2]。若大量病

死猪尸体未能及时处理，可能会导致疫病的进

一步传播。据统计约 75%的人类新发传染病都

源于动物 [3]，并且大部分可通过动物尸体或毛

发进行二次传播 [4]。因此，病死猪尸体的堆积

不仅会造成经济损失，还会造成安全隐患。如

何快速高效地处理病死猪尸体，已成为养殖业

亟待解决的问题。传统的病死猪无害化处理方

法中深埋法处理速度极慢、焚烧法容易造成二

次污染、化制法设备成本偏高且对人员和操作

要求较高。然而堆肥法仅需要将动物尸体和木

屑、秸秆等基质合理摆放即可进行无害化处   

理[5]。相较而言，堆肥法虽然耗时较长，但因

其具有操作方便、成本低廉的优点而被广泛应

用[6-7]。堆肥处理病原的效果也较好，堆肥后鸡

源病毒于 10−20 d 灭活[8]，牛源新城疫病毒需   

7 d[9]，猪源口蹄疫病毒于 10 d 失活[10]，20−25 d

后寄生虫及虫卵均失活[11]。  

堆肥法处理病死猪尸体的原理是微生物发

酵产酶对高分子有机物进行酶解[12]，然而传统

的自然堆肥中微生物匮乏且产酶能力较差，这

会导致有机物降解率偏低[13]。研究证明，在病

死畜禽尸体堆肥中接种外源微生物可以加快堆

肥进程并提高有机物降解率[14-15]。其中，复合

菌的堆肥应用效果一般要优于单菌，其原因有

以下 3 点：(1) 有机物的分解需要依靠生化反应

完成，而绝大多数生化反应的进行需要多种微

生物共同作用 [16]；(2) 复合菌耐受性更强，可

以在复杂的生态环境中维持较强的功能； (3) 

堆肥中有机物成分较多而单菌产酶种类不全且

比例不协调，而复合菌所产酶系更有利于有机

物的完全分解。 

研究发现，大部分芽孢杆菌属、厚壁菌

门、变形菌门和放线菌属等具有产酶能力，是

病死猪尸体堆肥过程中的主导菌 [6]，同时也是

进行病死猪无害化处理的常用菌种 [7]。目前相

关的研究多集中于功能微生物的筛选和组合。

根据有机物组成对复合菌的菌种配比进行优化

可显著提高复合菌的作用效果[17-18]。鉴于此，

本研究从堆肥样品中分别筛选了一株蛋白质降

解菌和脂肪降解菌并构建了复合菌剂，通过单

因素和响应面方法根据复合菌降解猪肉的效果

优化其菌种配比及降解条件，接种于病死猪尸

体堆肥进行效果评价，以期为病死猪尸体无害

化处理提供菌种资源和理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
菌株分离样品来源于病死猪尸体和锯末堆

肥堆体，堆肥试验所用病死猪尸体取自长春市

周边某养殖场，锯末为市场。 

1.2  培养基 
富集培养基：胰酪蛋白胨 10.0 g/L，橄榄油

10.0 mL，(NH4)2SO4 1.0 g/L，NaH2PO4 2.0 g/L，

K2HP04 1.0 g/L，MgS04 1.0 g/L；酪蛋白培养 

基[19]；三丁酸甘油酯培养基[20]；LB液体培养基

(g/L)：NaCl 10.0，蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0 

(固体培养基需添加 2%琼脂粉)。 

上述培养基均在 1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.3  菌株筛选 
1.3.1  初筛 

使用无菌称量勺称取 10 g 病死猪尸体和锯

末堆肥样品加入 100 mL 含玻璃珠的无菌生理盐

水中，37 °C、120 r/min 振荡培养 1 h 后静置   

0.5 h。吸取 2 mL 上清液加入富集培养基中，

37 °C、120 r/min 振荡培养 48 h。将菌液稀释涂

布于固体培养基上，挑取不同形态菌落进行划

线分离。将纯化的菌株点种于酪蛋白培养基和

三丁酸甘油酯培养基中，选择透明圈与菌落直

径比值较大的菌株保存并进行复筛。 
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1.3.2  复筛 

酶活力实验：将初筛所得菌株接种于 LB液

体培养基，37 °C、120 r/min 振荡培养 24 h 作为

种子液。吸取种子液 1 mL 加入 100 mL 的 LB

液体培养基，37 °C、120 r/min 培养 48 h。将菌

液于 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，上清液即

为粗酶液。根据福林法[21]和橄榄油浮化法[22]测

定粗酶液的蛋白酶和脂肪酶酶活力。 

猪肉降解实验：按照生猪中瘦肉与肥肉的

比例[23-24]称取 10.5 g 猪肉，使用无菌生理盐水

反复冲洗数次后置于无菌尼龙袋(80目)中，放

入 100 mL 的 LB 液体培养基中备用。培养菌株

至对数生长期 OD600 为 1.0，并利用稀释涂布法

调节菌浓度为 1×108 CFU/mL。实验组接种   

1 mL 菌液，对照组接种 1 mL 无菌 LB 液体培

养基，均置于 37 °C、120 r/min 培养 7 d。将尼

龙袋中剩余猪肉烘干称重，计算猪肉降解率。 

0 1
1

o

100%
m m

Q
m


   

式中：Q1：猪肉降解率(%)；m0：尼龙袋中原始

猪肉干重(g)；m1：尼龙袋中剩余猪肉干重(g)。 

1.4  菌株鉴定 
将筛选出的菌株进行菌落形态学观察和革

兰氏染色。并使用细菌基因组提取试剂盒进行

DNA 提取，使用 16S rRNA 基因通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1429R 

(5′-GG TTACCTTGTTACGACTT-3′)进行PCR扩

增。产物经纯化后连接至 PMD18-T 载体并转化

至大肠杆菌 DH5α 中，阳性克隆子送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行序列测定。测

序结果在 GenBank数据库中进行 BLAST比对，

并利用 MEGA 7.0 软件进行多重序列比对分

析，并以 neighbor-joining 法构建系统发育树确

定菌株的分类学地位。 

1.5  复合菌剂的构建 
1.5.1  拮抗实验 

将 100 µL 菌液均匀涂布于固体培养基，然后

将牛津杯放于培养基上并按压紧实。向杯中加入

100 µL 另一待试菌液，对照组加入 100 µL 的 LB

液体培养基，37 °C 正置培养 24 h 后通过有无抑

菌圈产生来确定菌株之间是否存在拮抗作用。 

1.5.2  最佳复合菌的确定 

按照蛋白质降解菌和脂肪降解菌复配原

则，并结合拮抗作用进行随机组合构建复合

菌。将处于对数生长期的各菌浓度调节至

1×108 CFU/mL，根据复配结果等体积比混合构

建复合菌，并按照 1.3.2 的方法对各组复合菌的

猪肉降解率进行测定。 

1.5.3  粗酶酶活温度稳定性 

按照 1.3.2 中方法制备粗酶液，将酶反应温

度分别设为30、40、50、60、70、80 °C后测定

酶活力。最高酶活定义为 100%，其余换算为相

对酶活。同时，将粗酶液分别于 30、40、50、

60、70 和 80 °C 水浴保温 2 h 后测定酶活性，

测试酶的温度稳定性。 

1.6  复合菌降解条件优化 
1.6.1  单因素试验 

按照 1.3.2 中方法进行猪肉降解实验，考察

菌种配比(7:1、5:1、3:1、1:1、1:3、1:5、1:7)、

初始 pH (3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0)、

温度(20、25、30、35、40 °C)、接种量(1%、

3%、5%、7%、9%)、盐度 (0.50%、0.75%、

1.00% 、 1.25% 、 1.50% 、 1.75%) 、金属离子

(Fe2+、Cu2+、Mn2+、Mg2+、Zn2+、K+)、Mn2+浓

度(0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mmol/L)，以及培养

时间(1、3、5、7、9 d)对降解率的影响。 

1.6.2  响应面试验 

为了进一步确定菌剂的最佳菌种配比和接

种量，同时排除单因素之间的交互作用。结合

单因素试验结果，利用响应面 Box-Behnken 法
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对菌株配比、温度、接种量进行三因素三水平响

应面试验方案设计。采用 Design Expert 8.0 软件

进行响应面分析，试验因素水平及编码见表 1。 

1.6.3  验证实验 

在优化后条件下进行试验，通过比较预测

值和实验值以验证模型的有效性。 

1.7  堆肥实验 
1.7.1  堆肥原料 

以病死猪尸体(粉碎)和锯末进行堆肥，原

料理化性质如表 2 所示。堆肥装置为泡沫箱(内

径 390 mm×280 mm×540 mm，厚度 6 mm)，为

保证好氧发酵在侧壁设有通风孔。菌剂为本研

究构建的复合菌剂，按照优化后条件进行培养

备用。 

1.7.2  堆肥方案 

堆肥方案如表 3 所示。堆肥物料总重设置为

10 kg，包括 5 kg 猪尸体和 5 kg 锯末。此外，用

蒸馏水和尿素将水分调节为 65%，碳氮比调节

为 30:1。本实验设置空白对照组、低、中和高

接种量组这 4 个处理，依据优化结果复合菌的 

表 1  Box-Behnken 试验因素水平及编码 
Table 1  Box-Behnken test factor level and coding 
水平 

Level 

A 温度 

A Temperature  
(°C) 

B 菌株配比 

B Strain ratio 

C 接种量 

C Inoculation 
amount (%) 

−1 25 1:1 1 

0 30 3:1 3 

1 35 5:1 5 

 
低、中、高接种量分别为物料湿重的 1%、3%、

5%，每组设置 3 个重复(每组需称取 300 g 碎肉

装入尼龙袋(80 目)中，每个堆肥箱中设置 3 个重

复)。每天对堆肥中心和环境温度进行监测并记

录，每5 d进行1次翻堆，翻堆同时测量尼龙袋中

剩余猪肉的重量并适当补充水分。 

病死猪尸体降解率计算公式如下： 

2 3
2

2

100%
m m

Q
m


    

式中：Q2：病死猪尸体降解率(%)；m2：尼龙袋

中原始猪尸体重量(g)；m3：尼龙袋中剩余猪尸

体重量(g)。 

 

表 2  堆肥材料的基本理化性质 
Table 2  Basic physical and chemical properties of composting materials 
原料 

Raw material 

全碳 

Total carbon (g/kg) 

总氮 

Total nitrogen (g/kg) 

含水率 

Moisture content (%) 

碳氮比 

C/N 

猪尸体 

Swine corpse 

194.03 15.09 70.00 12.86 

锯末 

Sawdust 

486.69 1.54 0.01 316.03 

 

表 3  堆肥方案 
Table 3  Composting scheme 
Item 猪尸体 

Swine corpse (kg) 

锯末 

Sawdust (kg) 

菌剂 

Bactericide (g) 

水 

Water (kg) 

尿素 

Urea (g) 

对照组 

Control group 

5.00 5.00 0.00 8.57 65.86 

低接种量组 

1% group 

5.00 5.00 185.71 8.38 65.86 

中接种量组 

3% group 

5.00 5.00 557.14 8.01 65.86 

高接种量组 

5% group 

5.00 5.00 928.57 7.64 65.86 
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1.8  统计分析 
采用 SPSS 22.0 和 GraphPad Prism 8.0 进行

统计分析，采用 GraphPad Prism 8.0 作图，并采

用 Design Expert 12.0 软件进行响应面分析。 

2  结果与分析 

2.1  降解菌株的筛选 
筛选共获得 6 株具有蛋白质或脂肪降解能

力的菌株，对这 6 株菌进行酶活力测定和猪肉

降解实验。其中 DB1、DB2、ZF1、ZF2 这 4 株

菌降解猪肉能力较强且具有一定产酶能力，  

而 FL1D 和 DQ2 能力较差，不进行研究(表 4、

图 1)。 

2.2  菌株鉴定 
菌株 DB1 的形态学鉴定结果如图 2A、2B

所示，LB 培养基上呈圆形乳白色，表面光滑，

湿润不透明。革兰氏染色阴性，菌体呈短杆状。

菌株 ZF2 的形态学鉴定结果如图 2C、2D 所示，

LB 培养基上边缘粗糙不规则，中心白色，边缘

淡黄色有芽孢。革兰氏染色阳性，菌体呈杆状。 

将测序结果与 NCBI 上已知菌种的 16S rRNA

基因序列进行BLAST 比对，并使用MEGA 7.0 进

行 neighbor-joining 系统发育树的构建，结果如图

3 及图 4 所示。DB1 与 Serratia marcescens strain 

AA380 相似性达到 98.00%，由此确定菌株 DB1

为粘质沙雷氏菌。将菌株 16S rRNA 基因序列上

传 GenBank，获得登录号为 MZ683274。ZF2 与

Bacillus velezensis strain LZH-Z23 相似性达到

98.00%，确定菌株 ZF2 为贝莱斯芽孢杆菌。将菌

株 16S rRNA 基因序列上传 GenBank，获得登录

号为 MZ683385。 

2.3  复合菌的构建 
2.3.1  拮抗实验 

对筛选得到的 4 株菌进行牛津杯对峙实

验，观察抑菌圈产生情况以判断菌株间有无拮

抗作用。结果如图 5 所示，各菌株间均不存在

拮抗性。结合脂肪与蛋白质降解菌复配的原

则，构建了 5 组复合菌：A 组(DB1、ZF1、

ZF2)、B 组(DB1、DB2、ZF1)、C 组(DB1、

ZF1)、D 组(DB1、ZF2)和 E 组(DB2、ZF1)。 

2.3.2  最佳复合菌的确定 

分别测定 5 组复合菌降解猪肉的能力，结

果如图 6 所示。各组复合菌对猪肉的降解率分

别为 A 组 57.63%、B 组 63.68%、C 组 69.93%、

D 组 75.33%、E 组 65.00%。复合菌 D 与单一菌

株相比具有更强的猪肉降解能力，并且在所构 

 
表 4  菌株筛选结果 
Table 4  Screening results of strains 
菌株编号 

Strain No. 

蛋白酶活 

Protease activity (U/mL) 

脂肪酶活 

Lipase activity (U/mL) 

猪肉降解率 

Pork degradation rate (%) 
DB1 36.76±2.20a 3.33±0.42a 72.17±2.50a 

DB2 33.77±1.50b 6.32±0.66b 68.88±3.30a 

ZF1 7.57±1.10c 11.33±0.33a 54.64±2.60b 

ZF2 3.83±0.80d 12.33±0.33a 70.83±3.10a 

FL1D 7.56±0.75c 5.62±0.66b 43.36±4.40c 

DQ2 6.80±1.23c 6.32±0.42b 42.26±3.20c 

注：不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)，以下图表相同 

Note: Different lowercase letters represent significant differences between treatments (P<0.05), the following figures and charts 
are the same. 
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建的 5 组复合菌中效果最强。因此选择 D 组作

为优选复合菌进行后续优化实验。 

如图 7A 所示，构成复合菌的蛋白酶产生菌

DB1 和脂肪酶产生菌 ZF2 所产酶的最适反应温

度均为 50 °C，并且可在 40−60 °C 的范围内保

持 70%以上的相对活性。从图 7B 可知，两菌所

产粗酶在温度低于50 °C的情况下均保持稳定，

60 °C时DB1和ZF2所产粗酶仍可分别保持40.58%± 

5.92%和 50.36%±4.34%的相对酶活力。由此可

见，该复合菌具有病死猪尸体堆肥应用的潜力。 

2.4  复合菌降解条件优化 
2.4.1  单因素试验 

研究不同菌株配比、pH、温度、接种量、

盐度、金属离子及浓度和发酵时间对复合菌降

解猪肉的影响，结果分别如图 8 所示。 

由图 8 可知，复合菌中 DB1 与 ZF2 的最佳菌

 
 

图 1  各菌的猪肉降解率 
Figure 1  Pork degradation rate of each bacterium. 
 
种配比为 3:1，此时猪肉降解率达到 84.42%，较

优化前提高 9.09%。单因素结果显示，复合菌降

解猪肉的最适条件为温度 30 °C，接种量 3%、pH 

6.0、盐度 0.75%、Mn2+浓度 1.0 mmol/L，至 7 d

时猪肉降解率趋于稳定。 
 
 

 

 

 
 

图 2  菌株菌落及菌体形态   A、B：DB1 的菌落及菌体形态；C、D：ZF2 的菌落及菌体形态 

Figure 2  Strain morphology and Gram staining phenotype. A, B: Colony and cell morphology of DB1; C, D: 
Colony and cell morphology of ZF2. 
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图 3  DB1 的系统发育树   括号中序号表示对应菌株的 GenBank 登录号；分支点上的数字表示不同支

在进化学上的亲缘关系；距离标尺表示序列间差异数值的单位长度 

Figure 3  Phylogenetic tree of DB1. The serial number in parentheses represents the GenBank accession 
number of the corresponding strains; The number on the branch point represents the phylogenetic relationship 
of different branches; The distance scale represents the unit length of the difference between sequences. 

 
 

 
 
 

图 4  ZF2 的系统发育树   括号中序号表示对应菌株的 GenBank 登录号；分支点上的数字表示不

同支在进化学上的亲缘关系；距离标尺表示序列间差异数值的单位长度 

Figure 4  Phylogenetic tree of ZF2. The serial number in parentheses represents the GenBank accession 
number of the corresponding strains; The number on the branch point represents the phylogenetic 
relationship of different branches; The distance scale represents the unit length of the difference between 
sequences. 
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此外，复合菌接种量高于 3%时，猪肉降解

率呈现降低趋势，原因可能是菌液浓度过高而

培养基中营养物质不足[25]。然而 Mn2+、Mg2+和

Zn2+对猪肉降解率均有促进作用，Fe2+、Cu2+和

K+则存在不同程度的抑制作用。这是因为金属

离子可以改变酶的空间结构影响酶活性，从而

促进或者抑制复合菌降解猪肉[26-27]。 

2.4.2  响应面试验 

为了进一步确定菌剂的最佳菌株配比和接种

量，同时分析各因素间是否存在交互作用。在单

因素试验基础上(图 8、表 5)，根据 Box-Behnken

中心复合设计原理，以温度(A)、菌种配比(B)和

接种量(C)为 3 个自变量，以猪肉降解率为因变量

设计了三因素三水平的响应面分析试验，具体结

果如表 6 所示。 

对表 6 中的数据进行多元回归拟合，获得

猪肉降解率对温度、菌种配比、接种量的二元

多次回归方程为：猪肉降解率=90.77+7.17A 

1.88B+1.70C+1.45AB3.56AC+0.59BC10.10A2
3.07B23.61C2。 

试验模型的回归分析结果如表 7 所示，所

选模型 P<0.01，说明建立的模型有意义。失拟值

检测为 4.96 (P>0.05)，差异不显著，说明方程

拟合情况较好。模型校正决定系数R2为0.938 9， 

 
 

图 5  菌株拮抗实验 
Figure 5  Strain antagonism test. 
 

 
 

图 6  复合菌的猪肉降解率 
Figure 6  Pork degradation rate of compound bacteria. 

 
 
 

图 7  温度对酶活性(A)及酶活稳定性(B)的影响 
Figure 7  Effect of temperature on enzyme activity (A) and stability (B). 
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图 8  单因素对复合菌降解猪肉效果的影响   A：菌株配比；B：初始 pH；C：温度；D：接种量；E：

盐度；F：金属离子；G：金属离子浓度；H：发酵时间 

Figure 8  Effect of single factor on the degradation of pork by composite bacteria. A: Strain ratio; B: Initial pH; 
C: Temperature; D: Inoculation amount; E: Salinity; F: Metal ions; G: Metal ion concentration; H: Fermentation time. 
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说明此模型能解释 93.89%的响应值变化，即模

型与数据拟合度良好。因此，该模型对复合菌

降解猪肉条件的优化合理而有效。 

根据回归方程绘制响应面和等高线图，结果

如图 9 所示。由图 9 和表 7 可知温度对降解效果

有极显著影响，3 种因素对猪肉降解率影响表现

为温度>菌种配比>接种量。响应面优化最佳条 

表 5  三因素的三水平数据 
Table 5  Three level data of three factors 
水平 

Level 

A 温度 

A Temperature  
(°C) 

B 菌种配比 

B Strain ratio 

C 接种量 

C Inoculation 
amount (%) 

−1 65.89±1.21 78.58±1.91 73.41±1.28 

0 86.50±1.89 84.42±1.66 77.33±1.13 

1 76.75±1.09 75.33±0.29 74.31±1.60 

 
 

表 6  响应面法设计的 17 组试验方案及结果 
Table 6  The response surface method was used to design 17 experimental schemes and results  
编号 
No. 

A 温度 
A Temperature (°C) 

B 菌种配比 
B Strain ratio 

C 接种量 
C Inoculation amount (%) 

降解率 
Degradation rate (%) 

1 0 −1 1 85.55 
2 −1 0 −1 61.65 
3 0 0 0 91.85 
4 1 0 −1 87.90 
5 −1 −1 0 77.10 
6 0 −1 −1 84.50 
7 0 1 1 84.85 
8 1 0 1 85.35 
9 0 0 0 89.45 
10 0 0 0 91.45 
11 0 0 0 92.95 
12 1 1 0 81.00 
13 1 −1 0 83.75 
14 0 1 −1 81.45 
15 −1 1 0 68.55 
16 −1 0 1 73.35 
17 0 0 0 88.15 

 

表 7  模型回归分析 
Table 7  Model regression analysis 
方差来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

Model 1 087.10 9 120.79 11.96 0.001 8 
A 411.13 1 411.13 40.70 0.000 4 
B 28.31 1 28.31 2.80 0.138 0 
C 23.12 1 23.12 2.29 0.174 1 
AB 8.41 1 8.41 0.83 0.391 9 
AC 50.77 1 50.77 5.03 0.059 9 
BC 1.38 1 1.38 0.14 0.722 5 
A2 429.30 1 429.30 42.50 0.000 3 
B2 39.75 1 39.75 3.93 0.087 7 
C2 54.87 1 54.87 5.43 0.052 6 

残差 Residual 70.71 7 10.10   

失拟 Lack of fit 55.73 3 18.58 4.96 0.078 0 

纯误差 Pure error 14.99 4 3.75   

总和 Cor total 1 157.81 16    
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图 9  响应面图和等高线图 
Figure 9  Response surface plot and the corresponding contour plot. 
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件：温度 31.65 °C，菌种配比 2.55，接种量 3.11%，

猪肉降解率为 92.21%。在此条件下进行 3 次平

行降解实验，所得猪肉实际降解率为 90.61%，

与理论值拟合度达到 98.26%。表明通过响应面

法对复合菌降解猪肉条件的优化合理有效，并具

有实际意义。 

2.5  堆肥实验结果 
2.5.1  温度 

本实验静态耗氧堆肥持续了 25 d，环境及

各组堆体温度随时间变化如图 10 所示，各组堆

肥温度均经历升温、维持然后下降的过程。与

对照组相比，1%、3%和 5%接种量组进入高温

期(大于 55 °C)的时间分别提前了 1、2、2 d，并

且 高 温 期 分 别 显 著 延 长 了 8 、 1 3 、 8  d 

(P<0.05)。微生物矿化和代谢有机物时积累的

热量是堆肥升温的原因[28]，结果表明接种复合

菌可以显著促进堆肥升温。此外，堆肥过程中

1%、3%和 5%接种量组峰值温度分别为 64.0、

69.0 和 62.0 °C，均显著高于对照组的峰值温度

60 °C (P<0.05)。在所有处理中 3%接种量组的

高温期持续时间最长且峰值温度也最高，因此

在本研究中 3%的接种量更有利于堆肥升温。随 

 

 
 

图 10  堆肥过程中外环境及堆体的温度变化 
Figure 10  Temperature changes of external 
environment and pile during composting. 

 
 

图 11  堆肥过程中降解率的变化 
Figure 11  Change of degradation rate during 
composting. 
 

着有机物不断分解，微生物活性变低，堆肥后期

各组温度逐渐降低，此时堆肥已经完全腐熟。 

2.5.2  降解率 

堆肥过程中各组病死猪尸体降解率变化如

图 11 所示，均随时间延长逐渐增加。与对照组

相比，接菌各组在堆肥初期降解速率均较高， 

这是因为复合菌快速繁殖产生大量脂肪酶和蛋

白酶促进了尸体分解[29]。堆肥结束时，对照组

和 1%、 3%、 5%接种量组的降解率分别为

78.44%和 92.89%、98.06%、94.22%，接菌各组

降解率均显著高于对照组(P<0.05)。经计算，

1%、3%和 5%接种量组降解率分别比对照组提

高了 13.86%、19.06%和 15.22%。与实验室规模

的降解实验相比堆肥中猪肉降解速率较低，这

是因为堆肥环境的发酵条件较差。结果表明，

接种复合菌可以提高病死猪降解率，加快堆肥

进程。所有处理中 3%接种量组病死猪降解率最

高，更适合于短期小规模的病死猪尸体堆肥处

理。可见接种量过大会影响菌剂发挥作用，这

与 Duan 等的研究结果相同[30]。 

3  讨论 

病死猪尸体堆肥是微生物以猪尸体为主要
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氮源，以堆体基质(秸秆、锯末、稻壳等)为主

要碳源进行发酵，从而对有机物进行分解。同

时，微生物发酵过程中积累的高温还可以杀灭

病原，从而达到病原无害化的目的[31]。堆肥用

外源微生物菌株根据其作用条件，可以分为低

温、中温和高温降解菌三类。其中，低温菌主

要负责在低温环境中快速启动堆肥[32]。中温菌

一般都具有较高的产酶能力，其适宜生长条件

在堆肥前期[33]，接种后可提高堆肥中降解酶的

活性，在快速酶解有机物时产热延长高温期[34-36]。

高温菌的作用一般是促进难分解有机物进一步

分解[37]，并提高堆肥的峰值温度。此外，不同

类型菌剂的接种方式也不同。低温和中温菌剂

多于堆肥初期添加以促进升温，加快堆肥进

程。分段多次接种的方式适用于高温或腐熟菌

剂，可以提高菌剂的存活能力[36]。然而病死猪

尸体中存在病原，分段多次接种会反复暴露尸

体易造成病原泄露。综合考虑，本研究构建了

具有高效猪肉分解能力的中温菌剂，于堆肥初

期进行接种加速堆肥进程。 

堆肥中有机物种类复杂，单一菌产酶种类

较少导致应用堆肥后有机物降解率仍偏低[38]。

相较而言，复合菌产酶种类丰富，是进行堆肥

研究的重点[39]。本研究构建的复合菌最适发酵

条件为 31.65 °C，说明其可在堆肥前期高效产

酶。复合菌所产的降解酶为耐热酶类，均在

50 °C 时具有最大活性，这与分离菌株的样品环

境有关[40]。在≤50 °C 范围内酶活性随着温度升高

而提高，且在 30−50 °C 的范围内酶活性均保持

稳定。堆肥实验中，在高温期前所有实验组堆

肥升温速度及病死猪降解速率均高于对照组。

由此可见，复合菌具有加快堆肥进程，提高病死

猪降解率的能力。 

目前在研究病死猪降解复合菌时，多以多

种降解酶的活力作为评价指标，将高产酶菌种

进行组合以追求复合菌的高酶活性[41-43]。该方

法中测定酶活力所用底物并非猪肉，酶与底物

亲和性可能不同，易导致结果偏差。本研究首

次根据生猪的肥瘦比进行模拟降解实验，并以

猪肉降解率评价复合菌的作用效果。相较而

言，该方法所得结果直观可靠，具有一定借鉴

意义。研究表明，优化菌种配比可显著提高复

合菌的作用效果[44-45]。前人工作中，需要以多

个酶活力来进行效果评价，考虑指标较多导致

不便展开优化工作[41-43]。鉴于此，本研究以猪

肉降解率作为单一评价指标，对蛋白质和脂肪

降解菌的配比进行了优化。与优化前相比，猪

肉降解率显著提高 9.09%，可见对菌种配比的

优化合理且有效。 

病死畜禽无害化处理的效果，最直观体现

在两个方面：(1) 堆肥能否持续维持高温以杀

灭病原 [46]；(2) 病死动物是否充分降解 [41]。李

海龙使用多株耐热芽孢杆菌构建了复合菌剂，

接种堆肥后高温期维持 9 d，堆肥结束时病死猪

降解率为 97.10%[41]。嵇少泽等使用脂肪酶和蛋白

酶产生菌构建复合菌系，高温期持续了 7 d，40 d

后病死猪降解率达 98.00%[42]。本研究中接种

3%的复合菌可使堆肥高温期达 19 d，仅 25 d 病

死猪即可降解 98.06%。相较而言，本研究构建

的复合菌更有利于堆肥升温，高温期持续时间

更长且相同时间内病死猪降解率更高，可见其

更适合用于病死猪的无害化处理。 

结果表明，添加适量本研究构建的复合菌

可在提高堆肥温度的同时促进尸体的降解。在

实际应用中，固态菌剂的环境耐受性更强，方

便保存和运输[43]，而将化学、物理处理与微生

物菌剂结合也可以提高菌剂的作用效果[47]。因

此在后续实验中可尝试将复合菌进行固定化，

并将其与物理或化学处理联用以建立安全快速

的病死猪尸体无害化处理方案。 
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4  结论 

本研究筛选获得了高效猪肉降解菌 DB1 和

ZF2。经鉴定，DB1 为粘质沙雷氏菌，所产蛋

白酶活力为 36.76 U/mL，ZF2 为贝莱斯芽孢杆

菌，所产脂肪酶活力为 12.33 U/mL，猪肉降解

率分别为 72.17%和 70.83%。 

复合菌中 DB1 与 ZF2 最佳菌数比为

2.55:1，最适降解条件为温度 31.65 °C，接种量

3.11%、pH 6.0、盐度 0.75%，发酵时间 7 d，猪

肉降解率可达 90.61%，较 DB1 及 ZF2 的单菌株

作用分别提高 18.44%和 19.78%。 

堆肥实验表明，在病死猪尸体堆肥中接种复

合菌可以加速堆肥升温、延长高温期并提高病死

猪尸体的降解率。就本实验而言，3%的接种量

更适合于短期小规模的病死猪尸体堆肥处理。 
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