
摘 要：采用磷脂脂肪酸（Phospholipid Fatty Acids，PLFA）生物标记法分析发酵床大栏养猪微生物群落结构的空间分布特点。从发
酵床的 5个区域（A、B、C、D、E）和 3个层次（表层、中间层和底层）采集垫料样品，利用 Sherlock MIS 4.5系统分析各样品的 PLFA。结
果表明，15：00、17：00、a15：0等 7种 PLFA在各样品中均有分布，为完全分布型，而 a12：0和 17：1 w6分别只在 A区和 B区分布，为
不完全分布型。指示细菌、真菌、放线菌、革兰氏阳性细菌（G+）、革兰氏阴性细菌（G-）的 PLFA及总 PLFA在 D区表层分布量最大。在
各垫料中，PLFA分布量均表现为细菌跃真菌跃放线菌。A区各层次的真菌/细菌比值显著高于其他区域（P约0.05），而 G+/G-比值则显著
低于其他区域（P约0.05）。多样性分析表明，不同区域和层次的垫料 Simpson指数、Shannon指数和 Pielou指数值均呈现显著差异
（P约0.05）。聚类分析表明，当兰氏距离为 117.1时，可将各样品聚为两个类群：类群玉包含 A区的垫料，其特征是指示不同微生物的
PLFA种类少和含量低；类群域包含其他 4个区域的垫料。当兰氏距离为 23.4时，B区和 D区各层次样本聚在同一亚类群中，其
PLFA种类多、含量高，而 C区和 E区各层次样本聚在另一亚类群中，其 PLFA含量中等。主成分分析表明，主成分 1和主成分 2基
本能将发酵床不同空间垫料样本区分出来，其中 A区单独归在一类群，D区和 B区归在一类群，C区和 E区归在一类群，与聚类分
析结果一致。综上，发酵床大栏养猪不同空间的微生物种群结构不同，A区微生物种类少、含量低，而 B区和 D区微生物种类多、含
量高。
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Spatial distribution of microbial communities in a fermentation bed based on phospholipid fatty acid biomark原
ers
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Abstract：The spatial distribution of microbial flora in a fermentation bed was analyzed using phospholipid fatty acid（PLFA）biomarkers.
Padding samples were collected from five areas（A, B, C, D, and E）and three depths（surface, middle, and bottom）of the fermentation bed.
PLFAs in each sample were determined using the Sherlock MIS 4.5 system. The results showed that seven PLFA biomarkers, including 15：
00, 17：00, and a15：0 were distributed in all areas and at all depths of the fermentation bed, conforming to a complete distribution type.
Meanwhile, a12：0 and 17：1 w6 were distributed only in areas A and B, respectively, conforming to incomplete distribution types. The high原
est PLFA contents representing bacteria, fungi, actinomycete, G+, G-, and total PLFA were all in the surface layer samples of area D, reach原
ing up to 994.24 nmol·g-1, 286.83 nmol·g-1, 33.65 nmol·g-1, 357.75 nmol·g-1, 69.38 nmol·g-1, and 1 315.70 nmol·g-1, respectively. The
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PLFA biomarkers displayed the same distribution features in all samples：Bacteria > fungi > actinomycetes. Area A had the highest fungi/
bacteria ratio and the lowest G+/G- ratio. Diversity analyses indicated that the Simpson and Shannon indexes in area A were lower than those
in other areas, while the Pielou index in area A was higher than that in other areas. Cluster analysis revealed that all the samples were clus原
tered into two groups at a Lance-distance of 117.1. Group 玉 contained only the samples from area A, which had minimum PLFA content
and components; Group域 included the samples from areas B, C, D, and E. Moreover, at a Lance-distance of 23.4, group 域 was divided in原
to two subgroups：Samples from areas B and D with the highest PLFA contents and components were clustered into one subgroup; and sam原
ples from areas C and E with mid-range PLFA contents were clustered into a second subgroup. Principal components analyses showed that
the first and second principal components distinguished samples from different areas of the fermentation bed：The samples from area A be原
longed to one group, while those from areas B and D, and C and E were clustered into two other groups. Taken together, these results show
that the fermentation bed has a different microbial community in different areas：The microbial species and contents were low in area A, but
high in both areas B and D.
Keywords：fermentation bed; pig rearing; microbial community structure; phospholipid fatty acids（PLFA）

我国是养猪大国，每年猪粪的产生量突破 50亿
t，粪污已成为当今社会三大污染源之一[1]。微生物发
酵床养猪是一种新型环保养猪模式，利用农业副产品

如谷壳、秸杆、锯糠、椰糠等制作发酵床垫料层，添加

微生物菌剂，经发酵铺垫到猪舍，生猪生活在发酵床

上，通过发酵床形成的有益微生物群落分解猪粪，消

除恶臭，实现猪场的零排放[2-3]。
微生物发酵床养猪的核心技术是利用其形成的

有益功能微生物种群，长期和持续稳定地将猪粪尿

进行降解。因此，研究发酵床的微生物群落结构对于

揭示发酵床对猪粪尿的降解、转化规律等具有重要意

义[4-5]。赵国华等[6]研究发酵床养猪模式下不同使用年
限微生物群落的变化，利用微生物分离结合 16S
rRNA分子生物学鉴定对发酵床微生物群落进行分
析；张学峰等[7]利用微生物分离结合 16S rRNA 研究
了不同深度垫料对养猪土著微生物发酵床稳定期

微生物菌群的影响；李娟等[8]进行了鸡发酵床不同垫
料理化性质及微生物菌群变化规律研究。作者前期研

究 [9]中利用磷脂脂肪酸（Phospholipid Fatty Acid，
PLFA）生物标记分析了不同使用时间发酵床微生物
群落结构的动态变化规律，Yin等[10]采用传统培养结
合分子生物学技术研究发酵床养猪模式下细菌的种

群结构。然而，目前关于发酵床微生物群落结构的空

间分布研究鲜见报道。

微生物群落的研究通常采用传统分离培养法，但

是许多功能微生物都处于存活不可培养状态 [11-13]。
PLFA图谱分析是近几年来发展的研究微生物群落结
构的一种新方法，它可定量分析微生物群落的生物

量和群落结构[14-15]。本研究利用 PLFA法研究大栏养
猪发酵床微生物群落的空间分布特性，寻找出其变化

规律，为微生物发酵床大栏养殖提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验选址和饲养环境
实验地点位于福清市渔溪现代设施农业样本工

程示范基地的微生物发酵床大栏养猪舍，猪舍长 93
m、宽 33 m，占地总面积为 3069 m2，其中发酵床面积
1617 m2，深度为 75 cm，使用时间为 1年，发酵床垫料
由谷壳 30%、椰糠 70%构成。猪舍装配自动喂料和饮
水系统、微喷雾化空气消毒系统、喷雾垫料加湿系统、

环境（光、温、湿、NH3、通风）监控系统。猪舍温度控制
在 28~32益，湿度控制在 60%~70%。定期对垫料进行
翻堆（每周 2~3次将表层垫料进行翻耙，2个月深翻一
次，每批猪出栏后，用新垫料替换表层腐熟程度高的

垫料），猪只 1500头，为“杜伊长伊大”三元杂交商品猪，
采用大栏养殖模式，饲养密度为 1头·m-2，常规管理。
1.2 取样方法

将整个发酵床划分为 5个不同的区域：A、B、C、D
和 E。每个区域再划分为 3个层次：表层（0~25 cm）、
中间层（25~50 cm）、底层（50~75 cm）。A区靠近风机，
E区靠近水帘，B、C、D区为仔猪活动和排便密集区域
（图 1）。每个区域的每层取样方法为五点取样，每层
的样本充分混合后取出小样（10 g），进行 PLEA测定，
每个小样设 3个重复。
1.3 PLFA分析方法

PLFA的提取方法参考文献[16-17]并略作修改。
具体操作如下：称取 10 g样本至 50 mL离心管中，加
入 20 mL 0.2 mol·L-1的 KOH甲醇溶液，充分混匀，37
益水浴 员 h（每 10 min涡旋 1次）；加入 3 mL 1.0 mol·
L-1的醋酸溶液，充分摇匀；加入 10 mL正已烷，充分
摇匀，在 6000 r·min-1条件下离心 10 min；将上层溶液
转入干净玻璃瓶中，在 N2气流下挥发掉溶剂；加入 1
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图 1 微生物发酵床样本采集示意图
Figure 1 Schematic of sample collection in microbial

fermentation bed
mL体积比为 1颐1的甲基叔丁基醚颐正已烷溶液，充分
溶解，转入 GC小瓶，用于脂肪酸测定。

PLFA 成分采用美国 Agilent 6890N 型气相色谱
仪测定。色谱柱 HP-ULTRA2（25 m伊0.2 mm伊0.33 滋m），
采用分流进样，分流比为 100颐1，进样量为 1 滋L。二阶
程序升高柱温：柱温先以 5 益·min-1由 170 益升至
260益，再以 40益·min-1由 260 益升温至 310益，保持
90 s。汽化室温度为 250益，检测器温度为 300益，柱前
压 10.00 psi（1 psi=6.895 kPa）。载气（H2）流速为 2
mL·min-1，尾吹气（N2）流速为 30 mL·min-1。PLFA的鉴
定利用 Sherlock MIS 4.5系统（MIDI，Newark，Delaware，
美国）。

1.4 数据统计与分析
（1）PLFA生物标记的识别：不同PLFA指示不同

类群的微生物，一些饱和或单不饱和脂肪酸代表细

菌生物量，其中支链磷脂脂肪酸常见于革兰氏阳性

细菌（G+）如 i11：0、a12：0、i12：0 等 [18]；环化脂肪酸和
单烯不饱和脂肪酸在革兰氏阴性细菌（G-）中占比高，
如cy17：0、cy19：0 w8c、10：0 3OH 等 [19 -21]；18：1w9c、
18：3w6，9，12 等多烯脂肪酸为真核生物所独有，其
总和可指示真菌生物量 [ 22 ]；指示放线菌脂肪酸的
有10Me16：0、10Me17：0和 10Me18：0[23]。
（2）微生物群落多样性指数分析：引入群落生态

学丰富度指数 Shannon、多样性指数 Simpson和均匀
度指数 Pielou，分析发酵床不同空间垫料微生物群落
的多样性。按照计算物种指数方法[24]计算各指数值。

Shannon指数：H=-移Pi lnPi

Simpson指数：C=1-移（ni /N）2

Pielou指数：e=H/lnS
式中：S为群落中的脂肪酸总种类数；Pi =ni /N；ni为 i
类脂肪酸个数；N为该试验中总脂肪酸个数。

（3）聚类分析采用 DPS软件，以供试样品的PLFA
为样本，进行单因子方差分析，构建矩阵，以兰氏距离

为聚类尺度，用类平均法进行系统聚类，分析发酵床

不同空间微生物种群动态。

（4）采用 DPS软件中多元统计分析中的主成分
分析（Principal Component Analysis，PCA）方法，主要
包括数据求协方差矩阵，计算特征方程中所有特征

值，并根据特征值累积比例确定主成分的数量，计算

主成分载荷值和主成分得分，进行一级主成分评分

等。主成分分析过程采用 DPS软件的相关模块进行
处理，具体步骤参见文献[25]。
2 结果与分析

2.1 发酵床不同空间垫料微生物 PLFA测定
微生物发酵床不同空间垫料共检测到 57个脂肪

酸生物标记，不同的生物标记代表不同类型的微生物

（表 1）。脂肪酸生物标记 15：0、17：0、a15：0、16：1 w9c、
10Me18：0、18：1 w9c和 20：1 w9c在各样本中均有分
布，属完全分布类型，说明这类脂肪酸指示的微生物

适应性强，在各空间小生境均能生长；10：0、11：0、20：
4 w6，9，12，15c等其余 50种脂肪酸生物标记只在发
酵床特定空间分布，为不完全分布，说明大部分微生

物只在特定环境下生长；a12：0、i17：1 w10c、18：3 w6，
9，12 和 20：1 w7c 只在发酵床的 A 区分布，17：1 w6
只在发酵床的 B区分布，16：0 3OH只在发酵床的 B
区表层分布，15：0 3OH和 16：0 2OH只在发酵床的E
区表层分布。A区分布量最大的前 3种 PLFA为 18：1
w9c、i17：1 w10c和 16：1 w9c；B区和 D区分布量最大
的前 3种 PLFA为 16：0、18：1 w9c和 i15：0；C区和 E
区分布量最大的前 3 种 PLFA 为 16：0、18：1 w9c 和
a15：0；A区 PLFA种类最少，其表层、中间层和底层
分别为 17、12种和 16种，B区 PLFA种类最多，其表
层、中间层和底层分别为 45、45种和 44种。
2.2 发酵床不同空间垫料微生物生物量特征

由表 2可以看出，微生物发酵床不同空间垫料细
菌、真菌、放线菌、革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌

和总 PLFA含量差异显著（P约0.05）。D区表层最大，分
布量分别为 994.24、286.83、33.65、357.75、69.38 nmol·
g -1 和 1 315.70 nmol·g-1，均显著高于其他空间（P约
0.05）；这些特征微生物 PLFA含量在各个区域表层
（A区表层的 G+、B区表层的真菌和放线菌含量除外）
垫料分布量均高于中间层和底层；A区各层次垫料细
菌、真菌、革兰氏阳性细菌和总 PLFA含量均显著低
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表 1 发酵床不同空间垫料 PLFA生物标记类型及含量（3个重复数据的平均值）

Table 1 Types and contents of PLFA biomarkers of litter system from microbial fermentation bed in different spatial（Mean）
PLFA生物标记 微生物类型

A区 B区 C区 D区 E区
表层中间层 底层 表层 中间层 底层 表层 中间层底层 表层 中间层 底层 表层 中间层 底层

10：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 1.77 1.69 1.99 1.17 0.90 1.01 2.82 2.07 1.79 1.58 1.20 1.12
11：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 1.21 0.77 0.67 0.48 0.29 0.28 1.45 0.73 1.01 0.65 0.42 0.30
12：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 9.12 8.59 10.12 8.74 4.85 4.46 14.29 15.71 8.06 7.85 6.62 7.77
13：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 2.40 2.07 2.23 1.52 0.91 0.63 3.63 2.38 1.95 1.51 1.24 1.10
14：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 38.33 32.58 34.77 22.11 15.53 9.11 55.50 36.64 25.41 21.91 19.27 18.41
15：0 普通细菌 0.80 0.30 0.15 29.53 25.04 27.98 18.95 12.89 7.76 39.69 26.61 23.58 19.68 17.20 16.61
16：0 普通细菌 0.83 0.00 0.00 271.53 237.91 273.12 201.59 136.13 87.02 373.58 222.58 200.77 224.94 184.16 177.57
17：0 普通细菌 4.52 1.45 1.33 9.59 8.21 10.45 11.24 8.48 5.45 15.79 11.20 9.82 15.31 10.76 11.93
18：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 39.07 35.09 41.91 55.62 34.72 25.73 54.97 35.94 41.16 60.46 48.64 55.52
19：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 0.61 0.43 0.58 1.00 0.55 0.44 2.56 0.76 0.68 1.99 0.77 1.05
20：0 普通细菌 0.00 0.00 0.00 2.17 1.87 2.38 2.94 1.65 2.95 2.83 2.08 2.09 4.95 3.57 3.96

10：0 3OH 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.19 0.23 0.00 0.24 0.53 0.00 0.86 0.42 0.17 0.55 0.00 0.49
11：0 3OH 革兰氏阴性细菌 0.33 0.00 0.00 0.36 0.41 0.36 0.64 0.62 0.33 0.39 0.66 0.24 0.96 0.53 1.08

i11：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 0.48 0.47 0.61 0.37 0.30 0.46 0.69 0.54 0.69 0.55 0.41 0.53
i11：0 3OH 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.20 0.15 0.19 0.48 0.89 0.43 0.12 0.12 0.00 1.79 0.51 1.08
12：0 3OH 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.93 0.92 0.58 0.33 0.47 0.00 1.36 1.05 0.82 1.13 0.47 0.53

a12：0 革兰氏阳性细菌 0.35 0.00 0.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
i12：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 0.78 0.74 0.85 0.62 0.56 0.36 1.35 0.87 0.73 0.81 0.66 0.76
a13：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 2.05 2.27 2.12 1.43 1.00 0.82 3.17 2.81 1.42 2.16 1.45 0.00
i13：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 2.87 2.57 2.87 1.85 1.46 0.93 4.77 3.04 2.31 2.48 1.87 1.72
a14：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.52 0.72 0.87 1.42 0.86 0.37 0.76 1.46 2.54 2.97 0.82 0.00 1.08 3.41
i14：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 18.69 16.34 18.63 11.48 11.11 7.65 29.28 18.07 15.58 14.83 10.51 13.00

14：1 w5c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.67 0.98 0.75 0.00 0.36 0.40 0.78 1.51 0.86 0.57 0.46 1.54
15：0 3OH 需氧细菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.05 0.00 0.00

a15：0 革兰氏阳性细菌 0.26 0.50 0.58 89.06 75.92 88.11 69.65 52.00 32.14 125.40 85.44 69.15 77.40 62.94 69.62
i15：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 98.19 84.02 94.24 62.14 43.80 25.80 136.22 84.79 70.10 74.42 55.03 62.80

i15：0 3OH 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.35 0.00 0.32 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00 1.19 0.00 0.71
15：1 w6c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 1.36 1.15 1.37 1.68 0.73 0.00 0.00 0.00 1.23 0.00 0.00 0.00
16：0 2OH 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.02 0.00 0.00
16：0 3OH 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 6.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

a16：0 革兰氏阳性细菌 2.22 3.02 2.97 0.00 1.76 1.62 1.88 1.01 2.68 0.00 0.00 0.00 5.63 1.51 4.41
i16：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 46.05 38.66 43.39 34.26 24.00 18.40 0.00 0.00 0.00 35.88 30.51 30.94

16：1 w5c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 6.72 6.67 8.49 4.79 2.48 2.04 10.86 5.55 5.27 4.57 3.25 3.47
16：1 w9c 革兰氏阴性细菌 27.64 17.81 12.26 6.93 7.36 7.54 4.93 2.18 1.17 7.59 5.51 4.58 4.31 3.85 2.45

10 Me17：0 放线菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.78 4.51 1.51 2.34 0.00 2.32 2.88 8.53 4.18 3.94
a17：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 15.54 12.16 14.70 14.37 11.92 11.68 21.71 15.39 12.77 25.86 16.30 19.49
cy17：0 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 5.38 4.62 11.73 11.16 8.42 6.07 7.56 7.52 12.21 13.86 10.79 9.94
i17：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 15.59 11.38 13.34 11.03 9.13 6.92 21.72 17.13 12.92 17.45 13.13 16.26

17：1 w9c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 4.71 1.76 2.48 1.06 0.77 0.53 6.58 5.17 2.79 0.00 1.24 1.36
i17：1 w10c 革兰氏阴性细菌 31.50 12.35 10.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
i17：1 w5c 硫酸盐还原菌 2.93 0.00 1.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17：1 w5 硫酸盐还原菌 0.67 0.00 0.00 5.75 4.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17：1 w6 硫酸盐还原菌 0.00 0.00 0.00 7.11 6.29 7.85 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17：1 w8c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.00 5.58 2.23 8.83 6.59 0.00 10.10 6.83 7.96
17：1 w9c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 15.59 11.38 13.34 0.00 0.00 0.00 8.84 8.19 6.15 0.00 0.00 0.00
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表 2 微生物发酵床不同空间垫料特征微生物 PLFA含量（平均值依标准差，nmol·g-1）
Tabel 2 Content of special microbial PLFA for microbial fermentation bed in different spatial（Mean依SD，nmol·g-1）

PLFA生物标记 微生物类型
A区 B区 C区 D区 E区

表层中间层 底层 表层 中间层 底层 表层 中间层底层 表层 中间层 底层 表层 中间层 底层

10Me18：0 放线菌 5.14 3.19 6.00 7.44 3.66 5.62 4.22 3.13 3.01 33.65 9.51 5.95 8.45 4.73 6.18
i18：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.90 1.35 1.19 0.00 0.00 0.00 9.18 8.90 5.95

18：1 w5c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 1.18 0.95 1.16 0.00 0.00 0.00 2.46 0.52 1.35 0.00 0.00 0.00
11Me 18：1 w7c 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.40 0.21 0.33 0.62 0.21 0.65 1.32 0.00 0.00 0.00 2.24 0.28 1.48

18：1 w9c 真菌 33.35 21.08 21.40 196.06 175.05 205.29 167.88 109.72 59.97 286.83 169.27 157.30 187.87 147.60 148.33
18：3 w6，9，12 真菌 11.35 10.90 5.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

cy19：0 w8c 革兰氏阴性细菌 0.00 0.00 0.00 6.34 5.49 7.74 8.77 6.34 6.97 8.24 5.15 7.84 14.13 9.05 8.89
i19：0 革兰氏阳性细菌 0.00 0.00 0.00 1.05 1.60 1.84 1.55 1.04 0.86 10.90 1.17 2.58 3.70 1.86 2.31

20：1 w7c 革兰氏阴性细菌 1.15 1.15 0.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
20：1 w9c 革兰氏阴性细菌 2.67 2.62 1.73 3.32 3.70 3.93 2.46 2.26 1.58 4.91 4.61 4.10 0.00 2.23 2.68

20：2 w6，9c 原生动物 3.35 0.00 1.56 1.49 0.00 1.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
20：4 w6，9，12，15c 原生动物 0.00 0.00 0.00 0.88 0.83 1.57 2.02 0.74 0.60 0.97 0.79 0.95 2.03 2.48 1.18
于其他区域（P约0.05）；细菌、真菌和放线菌在各个空
间垫料分布量均为细菌跃真菌跃放线菌。

由图 2可见，A区各层次真菌/细菌值极显著高
于其他区域（P约0.01），而 G+/G-值则极显著低于其他
区域（P约0.01）。B、C、D、E各区域和各层次之间的真
菌/细菌值和 G+/G-值无显著差异。
2.3 发酵床不同空间微生物群落多样性分析

如表 3所示，发酵床不同空间垫料的 Simpson指
数、Shannon指数和 Pielou 指数均呈现显著差异（P约
0.05）。Simpson指数和 Shannon指数最大值均出现在

C区底层，分别是 0.881 3和 3.777 9，C区底层的Pielou
指数较大，为 0.709 9，仅次于 A区中间层（0.759 8）和
A区底层（0.751 1）。A区 3个层次的 Simpson指数和
Shannon指数小于其他区域，Pielou指数大于其他区
域，其中 A区表层和中间层的 Simpson指数最小，为
0.821 4，A区中间层的 Shannon指数最小，为 2.723 7，
A区中间层的 Pielou指数最大，为 0.759 8。
2.4 基于 PLFA发酵床不同空间垫料群落结构的聚类
分析

发酵床不同空间垫料聚类结果如图 3所示。当兰

续表 1 发酵床不同空间垫料 PLFA生物标记类型及含量（3个重复数据的平均值）
Continued table 1 Types and contents of PLFA biomarkers of litter system from microbial fermentation bed in different spatial（Mean）

注：同列数值后不同小写字母表示差异显著（P约0.05）。下同。
Note：Data within the same column followed by different lowercase letters were significant difference（P约0.05）. The same below.

细菌 真菌 放线菌 革兰氏阳性细菌 革兰氏阴性细菌 总 PLFA
A区 表层 75.87依3.45i 44.70依2.98i 5.14依0.22gh 2.83依0.09j 63.29依1.90ab 129.08依10.08j

中间层 39.72依3.44j 31.98依9.38j 3.19依0.23j 4.04依0.16j 33.93依2.59hi 74.90依1.45k
底层 33.31依4.23j 26.43依1.09j 6.00依0.18g 5.24依0.32j 24.98依4.50j 67.32依3.66k

B区 表层 769.60依9.28b 196.06依5.74bc 7.44依0.30f 291.43依8.25b 59.98依5.39bc 975.51依7.81b
中间层 660.41依8.41cd 175.05依1.80d 3.66依0.54ij 249.99依11.31d 45.77依3.30f 839.91依11.09d
底层 757.51依17.31b 205.29依4.86b 8.40依0.32ef 283.80依14.83bc 59.66依3.54bc 974.37依13.02b

C区 表层 589.33依7.20e 167.88依10.50de 8.73依0.39e 221.43依7.05e 42.55依5.80fg 767.94依25.02e
中间层 409.13依19.02g 109.72依9.12g 4.64依0.54hi 160.60依4.48h 31.63依1.13i 524.22依3.90h
底层 279.26依10.06h 59.97依4.54h 5.35依0.25gh 112.67依6.53i 21.75依3.61j 345.19依16.00i

D区 表层 994.24依8.36a 286.83依12.11a 33.65依1.56a 357.75依10.86a 69.38依2.27a 1 315.7依13.26a
中间层 641.49依2.37d 169.27依9.61de 11.83依1.66c 232.22依1.94e 52.57依4.23de 823.34依11.85d
底层 553.00依10.40f 157.30依6.10ef 8.83依0.70e 189.07依2.78g 47.61依1.56ef 720.08依9.61fg

E区 表层 689.65依21.87c 187.87依8.95c 16.98依1.01b 273.78依4.97c 53.99依2.84cd 896.54依21.72c
中间层 539.50依10.98f 147.60依5.22f 8.91依0.72de 206.44依4.54f 39.21依6.91gh 698.48依19.89g
底层 570.20依8.18ef 148.33依5.15f 10.12依0.80d 233.39依14.47e 41.47依1.76fg 729.84依19.96f

区域 层次
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氏距离为 117.1时，可将不同空间垫料聚为两个类
群，A区 3个层次的垫料聚在一个类群（类群玉），其
他区域各层次聚在另一类群中（类群域）；当兰氏距离
为 23.4时，可将类群域细分为 2个亚类群，B区和 D
区在一个亚类群，C区和 E区聚在同一亚类群中，相
同区域不同层次样本均在同一类群中。由此可见，发

酵床垫料 PLFA分布与区域性关系更为密切。
2.5 基于 PLFA发酵床不同空间垫料群落结构的主成
分分析

基于 PLFA发酵床不同空间垫料经主成分分析
得出，主成分 1（PC1）贡献率为 52.08%，主成分 2
（PC2）贡献率为 72.26%，PC1和 PC2基本能将发酵床
不同空间垫料样本区分出来（图 4）。A区 3个不同层

次垫料样本归在一类群；D区和 B区的 3个不同层次
垫料样本归在一类群；C区和 E区的 3个不同层次垫
料样本归在一类群；A区的 3个不同层次垫料微生物
种群与 PC1和 PC2 均呈负相关；E 区 3 个不同层次
垫料微生物种群与 PC1和 PC2均呈正相关；D区和 B
区的 3 个不同层次垫料微生物种群与 PC1 呈正相
关，与 PC2均呈负相关；C区垫料表层微生物与 PC1
和 PC2呈正相关，中间层和底层与 PC1呈负相关，与
PC2均呈正相关。
3 讨论

微生物发酵床是通过基质垫层微生物群落来完

成对猪粪尿的降解[26]。然而，目前关于发酵床与微生

L1、L2、L3分别为表层、中间层和底层。下同
L1，L2 and L3 were referred to surface layer，middle layer and bottom layer，respectively. The same below

表 3 发酵床不同空间微生物群落多样性指数（平均值依标准差）
Table 3 Microbial community diversity index of microbial fermentation bed in different spatial（Mean依SD）

Simpson指数 Shannon指数 Pielou指数
A区 表层 0.821 4依0.000 2f 2.873 0依0.002 0k 0.702 9依0.000 7d

中间层 0.821 4依0.000 4f 2.723 7依0.000 5l 0.759 8依0.000 8a
底层 0.837 1依0.000 9e 3.004 2依0.000 3j 0.751 1依0.000 3b

B区 表层 0.856 5依0.000 9c 3.559 7依0.000 4f 0.648 2依0.000 8h
中间层 0.851 4依0.000 7d 3.508 1依0.000 6h 0.638 8依0.000 4i
底层 0.852 7依0.001 0d 3.529 4依0.000 5g 0.646 5依0.000 5h

C区 表层 0.859 1依0.000 2c 3.562 2依0.000 4f 0.656 5依0.000 7g
中间层 0.863 3依0.000 3c 3.587 3依0.000 2e 0.657 1依0.000 3g
底层 0.881 3依0.000 6a 3.777 9依0.000 7a 0.709 9依0.000 3c

D区 表层 0.845 9依0.000 9d 3.431 1依0.000 1k 0.649 2依0.000 6h
中间层 0.856 9依0.000 4c 3.528 6依0.000 4g 0.663 0依0.000 8g
底层 0.849 3依0.000 6d 3.457 8依0.000 1i 0.654 2依0.000 2h

底层 0.872 7依0.000 7b 3.694 0依0.000 4c 0.685 0依0.000 6e

E区 表层

中间层

0.869 6依0.000 4b
0.862 3依0.000 5c

3.701 7依0.000 2b
3.601 3依0.000 3d

0.686 5依0.000 5e
0.672 2依0.000 3f

区域 层次
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0.8
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0.4
0.2

0 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
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7
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3
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1
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图 2 微生物发酵床不同空间垫料真菌/细菌和 G+/G-值
Figure 2 Fungi/bacteria and G+/G- for microbial fermentation bed in different spatial
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物群落的密切相关性知之甚少。Bardgett等[27]认为土
壤中 PLFA的组成可以表示土壤微生物群落的组成
和结构。Klamer等[28]和 Stegera等[29]的研究指出，脂肪
酸量的增减能很好地反映微生物种群的兴衰。本研究

利用 PLFA生物标记技术研究发酵床微生物群落空
间分布特性，以期探明发酵床对猪粪的降解机理。发

酵床不同空间垫料共检测出 C10~C20共 57 个脂肪酸
生物标记，表明发酵床存在丰富的微生物种类，研究

结果与刘波等[30]对发酵床宏基组分析结果相吻合。研
究发现发酵床不同空间垫料 PLFA的种类和含量都
不同，A区各层垫料检测的 PLFA种类最少，B区各层
垫料中 PLFA种类最多。D区表层垫料细菌、真菌、放
线菌、革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌和总 PLFA
含量明显高于其他区域。此外，各个区域表层 PLFA种
类和数量高于中间层和底层，说明发酵床表层微生物

种类最多、分布数量最大，可能是因为：淤表层直接触
新鲜猪粪尿，粪尿输入提供营养，促进微生物的生长；

于中间层和底层温度高，可达 60~70 益[5，31-32]，高温杀
死了一部分微生物，从而导致中间层和底层微生物种

类和数量低于表层。张学峰等[7]研究表明，发酵床从
30 cm至 70 cm垫料中微生物数量依次降低，认为其
是不同深度垫料的温度、含氧量、微生物分解原材料

等综合作用的结果。

G+细菌和 G-细菌是生态系统中细菌的重要组成
部分[33]。Meril覿等[34]认为 G+细菌能够适应条件较差的
环境，且在资源有限的情况下更擅长竞争资源，而 G-

细菌的生存更依赖环境提供新鲜的有机物。Saetre
等 [35]同样认为较高比例的 G+细菌是环境从富营养到
寡营养的转变。作者前期对不同使用时间垫料微生物

群落结构的研究中发现，使用时间为 1个月的垫料，
主要以 G-细菌为优势菌，形成的群落结构为初始群
落；使用时间为 6个月垫料中 G-和 G+细菌含量相当，
为过渡型群落；而使用时间为 24个月垫料则以 G+细
菌为优势菌，为稳定型群落[9]。本研究发现，A区垫料
的 G+/G-小于 1，G-细菌为优势菌，为初始群落；而发酵
床 B、C、D、E区垫料的 G+/G-大于 1，说明这些区域 G+

细菌分布量大于 G-细菌，发酵床已形成稳定的群落
结构，此外也预示着这些区域垫料的营养条件下降，

可以考虑补充新鲜的垫料。

多样性指数对于评价微生物群落多样性是非常

有效的方法，高的多样性指数代表高的微生物群落多

样性 [36]。Simpson 指数反映群落中常见物种数量 [37]，
Shannon指数反映群落中物种的丰富度 [38]，Pielou 指
数反映群落中各物种分布的均匀度[39]。本研究显示，
Simpson 指数、Shannon 指数和 Pielou 指数在发酵床
不同区域，甚至同一区域不同层次均存在显著差异，

表明随着发酵床微生态系统的确立，不同空间区域小

图 3 微生物发酵床群落结构空间分布的聚类分析
Figure 3 Cluster analysis of microbial community for microbial

fermentation bed in different spatial

图 4 微生物发酵床群落结构空间分布的主成分分析
Figure 4 PCA analysis of microbial community for microbial fermentation bed in different spatial
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环境不同会造成微生物群落结构的空间异质性，如一

些微生物种类适应在垫料表层环境生存，而另一些微

生物种类则能适应或忍耐垫料深层次高温环境而存

在于这个生态系统中。发酵床 A区的 Pielou指数大
于其他区域，而 Simpson指数和 Shannon指数小于其
他区域，说明该区域垫料中微生物种类少、分布量低，

但分布均匀，与 PLFA测定结果相吻合，即 A区 PLFA
种类最少，其表层、中间层和底层分别为 17、12种和
16种，远低于其他区域（一般超过 40种）。

微生物组成及群落结构与外界环境（温度、湿度、

通风性等）密切相关，是环境变化的早期响应指标[40]。
本研究为大栏养猪，发酵床面积大，每个区域面积约

为 325 m2，由于通风和水帘等设备分布位置不同，造
成不同区域局部小气候差异，从而形成不同群落结

构。聚类分析和主成分分析均显示发酵床 A区 3个
层次垫料样本单独归一类群，B区和 D区样本划分为
一类，C区和 E区样本归为另一类群中，说明 B区和
D区垫料形成相似微生物群落结构，而 C区和 E区
的微生物群落结构相似。A区垫料与 B、C、D、E区形
成不同的微生物群落，这可能是因为 A区靠近风机，
风力大，基质垫料较干燥，影响发酵床的发酵进程，该

区域微生物种类和数量均明显低于其他区域。B、C、D
区为中间区域，通风和湿度最适宜，为仔猪集中活动

和排便的主要场所，发酵床发酵速度快，形成微生物

种类多、数量大，因此，这些区域基质垫料熟化快，要

注意新垫料的添加。当然，发酵床的微生物发酵是一

个复杂的生物化学过程，而此过程是通过基质垫层微

生物群落的演替来完成的，在该过程中，每一个微生

物群落在一定的时间有适合自身生长繁殖的条件，对

某一种或某一类特定物质的降解起作用[26]，在后续研
究中，还需结合其他技术如宏基因组技术对发酵床的

不同使用时间、不同空间、不同材质垫料的群落结构

进行进一步的研究，以期为发酵床科学管理和利用提

供更完整的依据。

4 结论

大栏养猪发酵床微生物群落结构在不同区域和

层次均存在明显差异：（1）细菌、真菌、放线菌、革兰氏
阳性细菌、革兰氏阴性细菌和总 PLFA含量在各个区
域表层分布量高于中间层和底层，D区表层分布量最
大；A区各层次真菌/细菌值显著高于其他区域，而 G+/
G-值则显著低于其他区域；（2）不同区域和层次的垫
料 Simpson指数、Shannon指数和 Pielou 指数值均呈

现显著差异；（3）A区垫料形成的微生物群落结构不
同于其他区域，B区和 D区垫料的微生物群落结构相
似，C区和 E区垫料的微生物群落结构相似。
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