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Abstract：This study aims to explore the mechanism of influence of these measures on the humification of grape branch compost from the
perspective of microbial nutrient limitation. Extracellular enzyme activity and its stoichiometric changes can reflect the type of nutrient
limitation of microorganisms. Conditioner addition or hyperthermophilic temperature pre-treatment can promote an aerobic compost
humification effect. In order to study the nutrient limitation of grape branch composting and its regulation mechanisms, this study used
grape branch and chicken manure（CK）as raw material for compost, added 15%（m /m）mushroom substrate（M）and hyperthermophilic
pre-treatment（H）and performed a composting experiment for 45 days in a 60 L forced aerobic fermentation tank. Physicochemical
indicators, functional enzyme activities, and stoichiometric ratios involved in C, N, and P conversion in compost at different stages were all
determined. The results showed that the addition of mushroom residue and hyperthermophilic pre-treatment changed the characteristics of
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摘 要：胞外酶活性及其化学计量变化可以反映微生物的养分限制类型，调理剂添加或超高温预处理可促进好氧堆肥腐殖化效

果，为研究其对葡萄枝堆肥养分限制及其调节机制，本研究以葡萄枝+鸡粪（CK）为基本堆肥原料，另设置添加 15%（m/m）菇渣组

（M）和进行高温预处理组（H）两个处理，在 60 L强制曝气好氧发酵罐中进行 45 d的堆肥化试验，测定不同阶段堆肥理化指标及参

与C、N、P转化的功能酶活性和化学计量比，旨在从微生物养分限制的角度探讨这两种措施对葡萄枝高温堆肥腐殖化的影响机

理。结果表明：添加菇渣和高温预处理改变了堆肥基质的特性，加速有机质降解，提升养分含量，并促进了腐殖化。CK、M、H的高

温期（>50 ℃）分别保持了19、15、19 d，均能满足种子发芽指数≥70%，pH值在5.5~8.5之间等腐熟标准指标。堆肥结束时，M和H相

比CK分别提升了 9.81%、12.44%的TN含量和9.84%、9.04%的TP含量。M和H使堆肥中胡敏酸碳含量在第14~44天分别较CK提

升 7.64%~37.62%和 9.26%~36.96%；第 0~7天，M的碱性磷酸酶（AP）、β-1，4-葡萄糖苷酶（BG）、β-1，4-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

（NAG）的酶活性显著高于CK（P<0.05），第 14~21天，H的AP、BG、NAG的酶活性显著高于其他两组（P<0.05）。M和H中的微生物

受到N和P养分的限制，结构方程模型显示，这两个处理的微生物群落会分泌较多的N和P获取酶来对有机氮和有机磷进行矿化

以应对养分限制，提升TN、TP的含量，促进胡敏酸的生成。研究表明，在葡萄枝鸡粪堆肥中添加菇渣以及使用高温预处理可以增

强胞外酶活性、提升养分含量，促进胡敏酸的形成。

关键词：好氧堆肥；葡萄枝；菇渣；超高温预处理；胞外酶；化学计量
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我国的葡萄种植面积已达 8.7 亿 hm2，每年冬季

修剪下的枝条可达 604万 t[1]，这些枝条含有丰富的生

物质能源、常量元素和微量元素[2]，其经过堆肥化处

理可转化为含腐殖质的有机肥料或土壤调理剂，用于

提高土壤肥力[3]。但葡萄枝含有大量难以降解的木

质素和纤维素，致使堆肥时间长、质量低[4]。高温预

处理可以破坏物料中木质纤维素的结构，增加堆肥中

挥发性脂肪酸、氨基酸、多糖等营养物质的含量[5-6]，

促进放线菌富集以及醌类再生和缩合，增强胡敏酸聚

合[7]；菇渣具有相对较高的比表面积、发达的微孔结

构，含有丰富的腐殖质前体物质和胞外酶，添加至堆

肥中有利于有机物的降解和腐殖质的形成[8]，Meng
等[9]的研究表明，添加 15%菇渣处理使污泥堆肥中胡

敏酸含量增幅显著高于未添加菇渣处理。

好氧堆肥实质上是一个由微生物主导的有机物

分解并生成稳定腐殖物质的过程[10]，微生物分泌的多

种胞外酶可以分解复杂底物中最具限制性的养分，将

高分子量有机化合物降解成可同化的分子从而促进

系统中微生物养分循环和能量流动[11]。最常见的参

与C、N、P循环的相关胞外酶包括β-1，4-葡萄糖苷酶

（BG）、β-1，4-N-乙酰基氨基葡萄糖苷酶（NAG）、亮

氨酸氨基多肽酶（LAP）和碱性磷酸酶（AP）[12]。胞外

酶化学计量比，即与 C、N、P等营养物质获取相关的

胞外酶比率，可以反映微生物的营养需求和对有限资

源的可用性[11]。Wang等[12]发现添加沼渣和生物炭的

稻草堆肥中参与 C、N和 P转化的 4种胞外酶的活性

都显著提高，有机质分解加快，BG∶AP和（NAG+LAP）∶
AP比值相比对照显著降低，微生物对P的需求增加，

受到P的限制，微生物会分泌更多的碱性磷酸酶来维

持内稳态。然而，从胞外酶活性及其化学计量变化的

微生物养分限制的角度探讨堆肥过程中影响腐植酸

形成的机理研究还较少，葡萄枝中添加菇渣和使用高

温预处理之后的堆肥腐殖化效果及其微生物养分限

制机理尚不清楚。

因此，本研究以葡萄冬剪枝条为试材，鸡粪为调

理剂，探讨添加菇渣以及高温预处理对堆肥过程中理

化参数、腐植酸含量、胞外酶活性及其化学计量变化

的影响，揭示堆肥过程中微生物胞外酶活性及其化学

计量与腐植酸形成之间的关系，为丰富堆肥腐殖化机

理和促进葡萄枝的高效肥料化利用提供理论依据和

数据支撑。

1 材料与方法

1.1 堆肥材料及其基本性质

新鲜鸡粪取自杨凌永顺养鸡场；葡萄枝和香菇菇

渣分别来自西北农林科技大学葡萄酒学院葡萄教学

标本圃和陕西省杨凌知君菌业科技公司，使用前将其

粉碎至2~3 cm。物料基本理化性质见表1。
1.2 堆肥方法及样品采集

试验共设 3个处理：对照组（CK），葡萄枝与新鲜

鸡粪按鲜质量比约 1∶1混合后添加适量水，调节堆肥

初始含水率为 50%~60%，C/N 为 30∶1~35∶1，总质量

18 kg；添加菇渣组（M），在CK基础上添加 15%（湿质

量）的菇渣；高温预处理组（H），按照CK的比例，将原

料混合加热至 90 ℃且持续 4 h后，转入堆肥反应器堆

肥。3组物料混合均匀后置于 3个 60 L密闭强制通风

好氧发酵装置中堆肥 45 d，装置外使用保温棉进行保

温以减少热量损失。采用机械强制间歇曝气，每 1 h
曝气 5 min，曝气速率为 73 L·min-1。堆制期间不补充

水分。每日 9：00和 17：00用电子温度计于堆体上、

the compost substrate, accelerated organic matter degradation, enhanced nutrient content, and promoted humification. CK, M and H were
maintained for 19, 15, and 19 days, respectively, during the high temperature period（>50 ℃）. All three met the decomposition standards,
namely seed germination index≥70% and pH value between 5.5 and 8.5, etc. At the end of composting, M and H enhanced the total nitrogen
（TN）and total phosphorus（TP）contents by 9.81%, 12.44%, and 9.84%, 9.04%, respectively, compared with CK. M and H elevated the
humic acid content of the compost by 7.64%-37.62% and 9.26%-36.96% on days 14–44, respectively, compared to CK. On days 0-7, the
alkaline phosphatase（AP）, β-1, 4-glucurosidase（BG）, and β-1, 4-N-acetylglucosidase（NAG）activities of M were significantly higher
than that of CK（P<0.05）, and on days 14-21, the AP, BG, and NAG enzyme activities of H were significantly higher than those of the other
two groups（P<0.05）; Microorganisms in M and H were limited by N and P nutrients. The structural equation model showed that the
microbial communities secreted more N and P acquisition enzymes to mineralize organic nitrogen and organophosphorus to cope with
nutrient restrictions, increased the content of TN and TP, and promoted the production of humic acid. The addition of mushroom residue
and the use of hyperthermophilic pre-treatment in the compost of grape branch-chicken manure can enhance extracellular enzyme activity,
increase nutrient content, and promote the formation of humic acid.
Keywords：aerobic composting; grape branch; mushroom residue; hyperthermophilic pretreatment; extracellular enzyme; stoichiometry
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中、下部测定温度（T），取其平均值作为当日的堆温，

同时测定环境温度。根据温度变化分别在第 0、7、
14、21、28、35、44天取样，取样后手动翻堆，分别于堆

肥物料上、中、下部采集样品，每份样品约 200 g，样品

混匀之后分为两份：一份于-20 ℃储存用于测定含水

率、pH、电导率（EC）、种子发芽指数、溶解性有机碳

（DOC）、NH+4-N、NO-3-N以及胞外酶活性；另一份风干

后用球磨仪研磨，过 1 mm 筛，用于测定总有机碳

（TOC）、总氮（TN）、总磷（TP）、腐植酸碳及其组分。

1.3 测定指标及其方法

称取新鲜样品 2 g，将样品含水率折算后，按照干

物质质量与液体体积比 1∶10加入相应体积的去离子

水，180 r·min-1振荡 1 h，过滤得浸提液。使用配有

pH Intelli CAL电极和EC Intelli CAL电极的HQ11d电

位仪测定浸提液的 pH和EC。将 10颗萝卜种子均匀

散布在垫有滤纸的 9 cm培养皿中，吸取 5 mL浸提液

浸润，在 25 ℃避光条件下培养 72 h后测定发芽率和

根长，计算种子发芽指数，种子发芽指数=（试验样种

子发芽数×试验样种子平均根长）/（对照样种子发芽

数×对照样种子平均根长）×100%。

含水率采用烘干法测定；TN采用凯氏定氮法测

定；TP采用钒钼黄比色法测定。DOC用TOC 仪（日本

岛津 TOC-L）测定。样品经KCl（2 mol·L-1）浸提稀释

后采用流动分析仪测定NH+4-N与NO-3-N[13]。有机质

采用马弗炉灼烧减重法测定（550 ℃，6 h），测定值除

以系数 1.724 得 TOC 含量[14]。腐植酸碳、胡敏酸碳

（HA-C）及富里酸碳（FA-C）采用科诺诺娃法测定[15]。

腐殖化率=腐植酸碳含量/总有机碳含量×100；腐殖化

指数=胡敏酸碳含量/总有机碳含量×100。
胞外酶活性使用多功能酶标仪（瑞士 Tecan Infi⁃

nite M200 PRO型）通过 96微孔板荧光法测定[16]。测

定指标包括 1种参与C循环的酶：β-1，4-葡萄糖苷酶

（BG），通过 4-MUB-β-D-葡萄糖苷的释放量来表示；

2种参与N循环的酶：β-1，4-N-乙酰基氨基葡萄糖苷

酶（NAG）和亮氨酸氨基多肽酶（LAP），分别通过 4-

MUB-N-乙酰基-β-D-葡萄糖苷和 L-亮氨酸-7-氨
基-4-甲基香豆素盐酸盐的释放量来表示；1种参与P
循环的酶：碱性磷酸酶（AP），通过 4-MUB-磷酸的释

放量来表示。

1.4 数据处理与分析

试验数据采用Excel 2019进行统计与分析；采用

SPSS 22.0中的单因素方差分析（One-way ANOVA）进

行组间的显著性检验；采用OriginPro 2021制图。冗

余分析采用 Canoco 5完成；采用Amos 24.0构建结构

方程模型，并使用Powerpoint 2019绘制转化关系图。

2 结果与分析

2.1 堆肥温度、含水率、EC、pH、种子发芽指数的变化

堆肥过程中高温期维持时间长有助于杀灭寄生

虫和病原体[17]，提高堆肥效率。如图 1所示，CK、M、H
分别于第3、8、4天达到高温期（>50 ℃），且高温期分别

保持了 19、15、19 d，符合《粪便无害化卫生要求》（GB
7959—2012）。添加菇渣推迟了堆体进入高温期的时

间，其原因可能是菇渣中存留的菌丝以及某些致病菌

或污染物影响了堆体土著微生物的生长[18]。

含水率变化如图 2a所示，H的含水率降低，略低

于其他两组。各组进入高温期后由于有机物降解产

水，含水率稍有提升，随后逐渐下降。如图 2b所示，

第 7~14天，M和H的EC值显著高于CK（P<0.05），可

能是相比CK，M和H中有机物分解产生的NH+4、挥发

性脂肪酸、NO-3-N和NO-2-N较多所致。14 d之后，3组

的EC值逐渐升高，可能是由于堆体水分降低引发了

盐离子的富集浓缩[19]。堆肥结束时，CK、M、H 的 EC
值分别为 3.46、3.12、3.42 mS·cm-1，差异不显著。如

图 2c所示，堆肥过程中 3组 pH呈现先升后降的趋势，

这主要是由于微生物在分解有机氮过程中产生了碱

性氨，14 d之后，NH+4-N以气体的形式挥发导致 pH下

降，堆肥结束时，CK、M、H 的 pH 分别为 8.53、8.45、
8.59，差异不显著。CK、M、H的种子发芽指数分别为

103.15%、100.02%和 91.00%（图 2d），差异不显著，均

堆肥原料
Raw material

鸡粪Chicken manure
葡萄枝Grape branch

菇渣Mushroom residue

pH①

8.45±0.01
6.24±0.12
4.21±0.02

电导率①

Electrical conductivity/（mS·cm-1）

6.65±0.24
1.29±0.04
2.03±0.01

含水率①

Moisture content/%
80.85±0.00
8.91±0.02
41.39±0.02

总有机碳②

Total organic carbon/（g·kg-1）

403.62±0.00
507.09±5.61
488.99±0.00

总氮②

Total nitrogen/（g·kg-1）

46.30±1.72
9.21±0.05
6.55±0.11

表1 堆肥原料的理化性质

Table 1 Physicochemical properties of compost raw materials

注：①湿基测定；②干基测定。
Note：① Wet basis determination；② Dry basis determination.
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达到 70%以上，符合《有机肥料》（NY/T 525—2021）的

要求。

2.2 堆肥中腐植酸碳、HA-C、FA-C含量的变化

如图 3a所示，第 0天，H的腐植酸碳含量较CK高

7.99%。第 0~14天，有机物降解剧烈，各组腐植酸碳

含量迅速下降，之后逐渐上升。第 14天和第 28天，M
和 H 的腐植酸碳含量显著高于 CK（P<0.05）。最终

CK、M、H 的腐植酸碳含量分别为 93.03、100.81、
100.90 g·kg-1，M和H显著高于CK（P<0.05）。如图 3b
所示，第 14 天，M 和 H 的 HA-C 含量开始同时高于

CK，直至堆肥结束。总体来说，M和H在第 14~44天

分别较CK提高了 7.64%~37.62%和 9.26%~36.96%的

HA-C含量。其中M和H在第 21~28天的HA-C含量

较 CK 增加了 7.64%~37.62% 和 9.47%~36.96%，增速

较快，这反映了M和H在降温阶段促进了HA-C的形

成。最终CK、M、H的HA-C含量分别为 42.71、51.70、
49.29 g·kg-1，M和H显著高于CK（P<0.05）。FA-C的

变化趋势与腐植酸碳的相似，至堆肥结束，CK、M、H
的 FA-C 含量分别为 50.32、49.11、51.61 g·kg-1，差异

不显著，与初期相比分别降低了 35.77%、34.81% 和

40.74%。当腐殖化率≥7.0、腐殖化指数≥3.5时堆体达

到腐熟[17]。堆肥过程中腐殖化指标变化情况如表 2
所示，最终CK、M、H的腐殖化率和腐殖化指数分别为

21.87、23.91、23.96 和 10.04、12.26、11.71，均达到腐

熟。相比 CK，H的腐殖化率提升了 9.56%，M的腐殖

化指数提高了22.11%。

2.3 堆肥中养分及化学计量的变化

如图 4a至图 4c所示，3组的 TOC 含量呈下降趋

势，TN和TP含量呈上升趋势。堆肥第 14~21天，H的

TOC 含量下降速率最快，为 4.35%，而 CK 和 M 只有

1.39%和 1.14%。堆肥结束时，CK、M、H的 TOC含量

分别较初始下降了 8.06%、10.00%、9.19%，M 和 H 的

图1 堆肥过程中温度的变化

Figure 1 Changes of temperature during composting

图2 堆肥过程中含水率、pH、EC、种子发芽指数的变化

Figure 2 Changes of moisture content，pH，EC and seed germination index during composting
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TOC降解率相比CK分别提高了 1.94个和 1.13个百分

点。CK、M、H初始 TN含量分别为 15.31、13.50、13.21
g·kg-1，M和H显著低于CK（P<0.05），7 d后，M和H的

TN 含量开始高于 CK。堆肥结束时，CK、M、H 的 TN
含量较初始分别提升了 66.44%、107.28%、116.85%，

M和 H的 TN提升率比 CK分别高出 40.84个和 50.41
个 百 分 点 ，TN 含 量 较 CK 分 别 提 高 了 9.81% 和

12.44%。CK、M、H 的 TP 含量较初始分别提升了

54.09%、95.47%、125.49%，M和H的提升速率明显高

于CK（P<0.05），分别高出 41.38个和 70.40个百分点，

最终TP含量较CK分别提高了9.84%和9.04%。

DOC是堆肥中微生物合成自身生命体最直接的

碳源，因此容易发生微生物降解[3]。各组DOC含量在

0~14 d内快速下降（图 4d），其原因是微生物对易利

用碳的快速分解利用，第 14~28天，M和H的DOC含

量显著高于 CK（P<0.05），可能与M和H中难降解有

机物被降解为小分子可溶性有机物有关。堆肥结束

时，各组DOC稳定在 11 g·kg-1左右，差异不显著。由

于有机氮的降解，各组NH+4-N在第 7天稍有提升，之

后随着堆肥的进行逐渐降低，最终稳定在 0.15 g·kg-1

左右（图 4e），且各组间差异不显著。各组的 NO-3-N
含量呈降低趋势（图 4f），主要是堆肥中反硝化作用使

NO-3-N 转化为 N2O 挥发所致，35 d 之后硝化作用增

强，M 和 H 的 NO-3-N 含量上升，且显著高于 CK（P<
0.05）。

如图 5a 所示，第 0 天，CK、M、H 的 C∶N 分别为

30.22、34.71、35.10，M和 H显著高于 CK（P<0.05），原

因是菇渣本身C∶N较高以及高温预处理期间会使一

部分氮素以气体形式损失。随着堆肥进行，有机碳的

降解速率高于有机氮的降解速率，C∶N逐渐降低。第

14 天，CK、M、H 的 C∶N 分别是 29.33、27.63、25.25，H
下降最快，较第 0天下降了 28.06%。堆肥结束时各组

C∶N 稳定在 15 左右，M 和 H 显著低于 CK（P<0.05）。

如图 5b所示，第 0天，M和H的C∶P显著高于CK（P<
0.05），第 21~35 天，M 的 C∶P 高于其他两组。最终 3
组的C∶P稳定在 50左右，且差异不显著。如图 5c所
示，3组的N∶P比值从堆肥开始到结束变化较小，都

在3左右，M和H的N∶P在整个堆肥期间都高于CK。

2.4 堆肥中胞外酶活性及其化学计量的变化

BG可将寡糖水解成单糖，为微生物提供可利用

的底物和能源[20]；NAG可以催化细胞壁主要成分几丁

质和肽聚糖的水解[21]，主要用于获取微生物容易利用

的N[22]。LAP能切割蛋白质中的肽键，在蛋白水解中

起重要作用[12]。AP是堆肥过程中参与 P循环的主要

时间
Time/d

0
7
14
21
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35
44

腐殖化率Humification rate
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23.14
20.43
13.39
17.60
18.68
21.52
21.87

M
22.94
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17.67
19.01
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23.73
23.91

H
24.93
19.30
17.13
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24.06
23.96

腐殖化指数Humification index
CK
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5.75
5.83
7.55
7.63
9.32
10.04

M
6.86
5.84
7.71
8.02
10.44
11.43
12.26

H
6.15
5.64
6.29
8.42
10.76
11.20
11.71

图3 堆肥过程中腐植酸碳及其组分的变化
Figure 3 Changes of humus acid carbon and its components

during composting

表2 堆肥过程中腐殖化指标变化情况

Table 2 Changes of humification indicators during composting
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磷酸酶，可将有机磷水解成可被植物吸收和代谢的不

同形式的磷酸盐[23]。

从图6可以看出，第0~7天，高温预处理导致H的

各种酶活性较CK显著降低（P<0.05），而添加菇渣可

显著提升各种酶的活性（P<0.05）。第 14天，CK和M
中的AP活性受高温影响较前期略微下降，而H中的

不降反升，并从此时到堆肥结束H的AP活性一直高

于CK。第14天直至堆肥结束，H的BG活性显著高于

其他两组（P<0.05），且在高温期时也有较大的活性

（1 540.15 nmol·h-1·g-1），比 CK 和 M 分别高 8.97%~
13.07% 和 9.82%~44.87%。 第 14 天 温 度 达 到 56~
58 ℃，各组的NAG活性急剧下降，而LAP活性同时升

高 ，CK、M、H 的 LAP 活 性 较 第 0 天 分 别 提 升 了

176.33%、128.48%、368.76%，M和H的 LAP活性显著

高于 CK（P<0.05）。第 21 天直至堆肥结束，3 组的

NAG活性都较高，除第 28天外，其他时间下H的NAG
活性显著高于 CK（P<0.05）。第 28~44 天，M 的 LAP
活性高于另外两组。

如 图 7 所 示 ，堆 肥 第 0 天 ，CK、M、H 的 BG∶
（NAG＋LAP）比率分别为 1.00、0.74、0.55，BG∶AP 比

率分别为 8.63、6.83、4.40，（NAG＋LAP）∶AP比率分别

为 8.69、9.15、7.96，相比CK，M和H中的微生物受到N
和 P养分的限制。第 14天，M的 BG∶（NAG+LAP）显

著低于 CK，（NAG＋LAP）∶AP显著高于 CK，与 CK相

比 M 中的微生物受到 N 的限制；H 的 BG∶AP 和

（NAG+LAP）∶AP 显著低于 CK，与 CK 相比 H 中的微

图4 堆肥过程中TOC、TN、TP、DOC、NH+4-N、NO-3-N的变化

Figure 4 Changes of TOC，TN，TP，DOC，NH+4-N，NO-3-N during composting
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生物受到P的限制。从第 21天开始到堆肥结束，3组

的BG∶（NAG＋LAP）、BG∶AP、（NAG＋LAP）∶AP比值

变化无较大起伏，第 44天，CK、M、H的酶促C∶N∶P活

性比为 1.00∶3.22∶0.45、1.00∶3.22∶0.47、1.00∶2.78∶
0.40，各组间无显著差异。

2.5 腐植酸组分与理化性质、胞外酶活性之间的关系

堆肥理化性质、化学计量、胞外酶活性（蓝色箭

头）和腐植酸组分（红色箭头）的冗余分析（RDA）结果

如图8所示：HA-C与AP、NAG、LAP呈正相关，与TN、

TP、N∶P、pH呈正相关，与FA-C、BG、DOC、TOC、C∶N、

C∶P、T、EC、NH+4-N、NO-3-N呈负相关。

根据RDA相关性分析结果构建的结构方程模型

（SEMs）如图 9所示，可以看出 3组化学计量影响相关

胞外酶活性进而影响HA-C的形成，3个模型的拟合

指数已经满足完美拟合指标的标准（X2/df<2，P>0.05，
GFI>0.950，CFI>0.900 以及 RMSEA<0.05）[24]。3 组影

图5 堆肥过程中化学计量的变化

Figure 5 Changes of stoichiometry during composting

图6 堆肥过程中酶活性的变化
Figure 6 Changes of enzyme activity during composting
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响HA-C形成的关键胞外酶不同：在CK中，C∶N调节

BG和AP的活性，从而影响HA-C的生成，C∶N、BG和

AP都与HA-C的生成呈负相关；在M中，随着堆肥的

进行，C∶N逐渐降低，LAP活性增强，促进HA-C的生

成；同理，在H中，随C∶N的降低，AP活性增强，进而

促进了HA-C的生成。

3 讨论

3.1 添加菇渣和高温预处理对葡萄枝堆肥腐殖化的

影响

本研究 3个处理的堆肥在堆制 45 d后都达到了

无害化卫生标准要求，且添加菇渣和高温预处理促进

了葡萄枝堆肥胡敏酸的生成。在堆肥过程中，糖类和

氨基酸等腐殖质前体可被微生物降解和转化成腐植

酸，当可利用的有机物不足时，不稳定的腐植酸会被

微生物降解，以提供微生物所需的能量[25]。本研究堆

肥化的第 7~14天，温度较高，CK的腐植酸碳含量陡

降，下降速率为35.26%，而M和H只下降了14.89%和

11.57%，且腐植酸中较稳定的组分胡敏酸开始升高，

上升速率较CK快，说明在M和H中一些有机碳更多

地是转化为胡敏酸而不是被降解，从而提高了堆肥的

腐植酸含量。高温预处理可促进堆体中多糖与类蛋

白反应产生类腐殖质物质，羧基、羟基和芳核等腐殖

质物质也会增多[26]，因此，高温预处理初始和最终的

腐植酸含量都较高。菇渣为芳构化和氧化反应提供

了丰富的底物，底物中含有大量的纤维结构成分，而

且菇渣本身含有较多的腐植酸[27]，因此添加菇渣的堆

肥中最终HA-C含量最多。堆肥化第 7天，M和H的

TN就已经高于CK，说明添加菇渣和高温预处理可以

减少堆肥中的N损失，加速 TN的浓缩效应。菇渣中

的易降解有机物较多，其快速分解导致较多短链脂肪

酸累积[28]，从而可中和一部分NH+4-N，减少N素损失，

这与Meng等[9]在污泥堆肥中添加菇渣的研究结果一

致。高温预处理会抑制反硝化细菌生长以及产生有

机酸降低物料 pH而起到保N作用[29]。研究表明，部

分腐植酸的形成是通过含N和含 P化合物与其他腐

殖质前体的缩合实现的[30-31]。本试验中，TN、TP 与

HA-C的含量都是随着堆肥的进行逐渐增加，三者之

间存在正相关关系（图 8），说明一些有机物分解产生

的N、P离子以与其他前体螯合的形式被回收，并存在

于HA-C中。TN、TP和HA-C的含量同时有效提升，

与 Jia等[25]在菇渣堆肥中添加园林废弃物的研究结果

一致。这也是添加菇渣和高温预处理可促进胡敏酸

图7 酶化学计量在不同时期的变化
Figure 7 Enzyme stoichiometry in different periods

图8 堆肥过程中基本理化性质与腐植酸碳组分的冗余分析
Figure 8 Redundancy analysis of basic physicochemical

properties and carbon components of humic acid in
composting process
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生成的原因之一。

3.2 添加菇渣和高温预处理对胞外酶活性的影响

胞外酶是微生物释放的可以降解复杂大分子的

蛋白质，参与养分循环并具有重要作用，其活性强弱

可以表示养分转化能力的大小[32]。添加菇渣在堆肥

初期可显著提升 4种胞外酶的活性。香菇菇渣富含

降解纤维素及木质素的真菌[4]，可增加堆肥中有机物

的含量，为真菌、细菌等微生物的生长提供了更多更

易利用的碳源和氮源，从而使堆肥初期酶活性较高。

M的NAG酶活性在堆肥初始达到峰值，可能是由于

菇渣中富含真菌菌丝，微生物残余积累的肽聚糖丰

富，死亡的真菌菌丝体通过微生物演替而分解[33]。由

于 90 ℃的高温预处理，H的AP、BG、LAP活性在堆肥

初期显著低于其他两组（P<0.05），可能是因为超高温

堆肥衍生出的芳烃比例较高，且酚基碳的强度更

高[34]，而酚类物质的浓度增加会导致和养分循环相关

的微生物活性的降低[12]。有机物的分解速率可以用

胞外酶活力来表征[32]，各组高温时期只有 BG和 LAP
的活性没有因为高温而明显下降，可能由于此时微生

物大量繁殖，纤维素、蛋白质等碳源、氮源快速分解，

微生物的同化吸收更需要这两种酶参与，H的 4种胞

外酶活性在高温期和腐熟期都显著高于 CK（P<
0.05），表明高温预处理有助于大分子有机物的降解。

各组 4种酶的活性都是在第 28天开始下降并逐渐稳

定，原因是在升温和高温阶段，易代谢底物较多，微生

物大量繁殖，大分子有机物迅速分解；而在后期，大部

分容易利用的有机物已被降解完全，堆体稳定，微生

物活性减弱，酶活性降低。此外，酶和腐殖质之间形

成的复合物也破坏了酶与底物的相互作用，导致在堆

肥后期胞外酶活性降低[12]。

3.3 堆肥养分和胞外酶活性的化学计量与HA-C生

成的关系

化学计量能够有效说明养分限制类型，是反映

C、N、P循环以及养分平衡的重要参数[35]。堆肥 C∶N
是体现堆肥有机物分解速率的指标，比值越高表明有

机物的矿化分解速率越慢[16]。本研究中，从第 7天开

始到堆肥结束，H的C∶N比其他两组都低，尤其在高

温期迅速下降，下降速率相比CK高 247.41%，也是在

同一时期，H的HA-C含量较CK显著上升，表明高温

预处理有利于有机物降解矿化和胡敏酸的快速形成。

C∶P也能在一定程度上反映有机质的矿化速率，通常

C∶P越低，越利于微生物对有机物的分解，同时提高

堆肥全 P的含量[36]。与C∶N相同，H的C∶P下降速率

快，也显示出高温预处理有利于有机物矿化。第 14
天之前，M和H的C∶P高于CK，第 14天之后，H的C∶
P开始低于CK，第44天，M和H的C∶P都低于CK。整

个堆肥期间，M和H的N∶P一直高于CK，M在第 7天

到第 14天的 C∶P 显著高于其他两组（P<0.05），结合

相应时期M的 BG∶AP较小以及N∶P较大，说明M组

微生物受环境影响需要分泌更多的AP来满足生长需

求，在此期间M中的微生物受到P养分的限制。研究

证明，微生物会最大限度地优化自己的储备资源，易

利用的底物是提升微生物生物量和分泌胞外酶的基

础[37]。堆肥过程中，当可用的能量和营养物质变得有

图9 化学计量和胞外酶对HA-C形成的影响
Figure 9 Effects of stoichiometry and extracellular enzymes on

the formation of HA-C

图中的红色和蓝色箭头分别代表正相关和负相关的途径（*P<0.05，
**P<0.01），箭头上的数字是标准化的路径系数，数字大小表示对因果

关系的影响大小。箭头的粗细与标准化路径系数大小成比例。
The red and blue arrows in the figure represent positively correlated and
negatively correlated pathways（*P<0.05，**P<0.01），respectively，and
the numbers on the arrows are standardized path coefficients，and the
number size indicates the magnitude of the effect on causation. The

thickness of the arrows is proportional to the size of the
normalized path coefficients.
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限时，微生物就会释放该元素的获取酶，以应对养分

供应的变化，从而改变生态酶的化学计量特征[37]。

SEMs显示（图 9），在整个过程中，各组的HA-C含量

受不同胞外酶的影响：CK的 HA-C含量与 BG和 AP
都呈显著负相关（P<0.01）。当BG酶分泌较多时，纤

维素和木质素逐渐被分解，而它们的类衍生物是构成

腐植酸的核心骨架和主要成分[17]，因此不利于胡敏酸

聚合。M 的 HA-C 含量与 LAP 呈显著正相关（P<
0.05），在 H 中 HA-C 含量和 AP 呈显著正相关（P<
0.01）。即在M和H中产生的微生物N和 P限制会提

高蛋白质、有机磷降解酶的活性，导致N和 P矿化增

加，以应对N、P限制，矿化后的物质有利于合成胡敏

酸：如NH+4-N可通过非生物途径作为前体直接参与

胡敏酸的形成[38]；P和腐植酸、胡敏酸之间可以螯合，

螯合产物还能促进 P的溶解度和生物利用率[31]。从

图 7 可以看出，BG∶（NAG＋LAP）、BG∶AP、（NAG＋

LAP）∶AP的值都是在第 21天之前变化较大，与CK相

比此时 M 和 H 中的微生物受到的养分限制较大，第

21天之后比值减小并稳定，也是因为前期有机质降

解，组分变化快，难以降解的大分子有机物需要微生

物分泌相应的胞外酶来降解。

4 结论

（1）葡萄枝鸡粪好氧堆肥高温期（>50 ℃）持续 10
d以上，种子发芽指数均达到 70%以上，满足堆肥无

害化和腐熟标准。添加菇渣（M）和高温预处理（H）改

变了堆肥基质的特性，加速了有机质降解，提升了养

分含量，促进了腐殖化。堆肥第 44天，M 和 H 的 TN
提升率相比CK提高了 40.84个和 50.41个百分点，TP
含量提升率相比 CK 提高了 41.38 个和 71.40 个百分

点、TOC 含量的降解率分别比 CK 提高了 1.94 个和

1.13个百分点；相比CK，H的腐殖化率提升了 9.56%，

M的腐殖化指数提升了22.11%。

（2）添加菇渣和高温预处理影响了参与 C、N、P
循环功能的酶的活性和化学计量，显著提升了 4种胞

外酶的活性：M组在第 0~7天胞外酶活性较高，H组

在第 14~44天胞外酶活性较高，以应对N和 P养分的

限制，降解更多的大分子有机物，提升N和P的含量，

有利于胡敏酸的生成，进而提升了胡敏酸的含量。
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