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摘要：【目的】研究可降解成年泌乳奶牛粪中主要酸臭物的微生物群落的组成及动态变化。【方法】利用

牛粪堆肥环境中的微生物进行了发酵优化、菌种驯化以及酸臭有机物降解规律的研究，结合 rDNA 高通

量测序技术对有益微生物的组成及相对生物量进行了分析。【结果】实验发现，奶牛排泄物中的臭味来

源主要为短链有机酸，堆肥自然环境中的微生物可以有效地对有机酸等污染物进行去除，经从低到高浓

度的有机酸臭物(W/V，0.1%–0.2%)驯化发酵后，培养物中原核微生物以芽孢杆菌居多，而真核微生物

主要由红曲霉及粉状毕赤酵母组成。【结论】进一步推测这几种微生物是耐受并降解有机酸臭物的优势

微生物，可以应用于奶牛养殖过程中酸臭排泄物的生物控制。 
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随着我国畜牧养殖业的蓬勃发展，动物饲养

逐渐形成规模化、集约化的生产方式[1]，其中，奶

牛养殖场的规模越来越大，随之而来的环境污染

问题也越来越严峻。1 头成年奶牛平均每日粪尿排

泄量为 45–65 kg，以此可估算 1000 头牛的养牛场

平均每日粪尿排泄量约为 45–65 t[2]。这些粪便如

不及时处理，会对空气、水源、土壤都造成污染[3]；

粪便中的病原微生物会增加奶牛的致病率，影响

产奶量及其品质[4]；粪便产生的臭味也会严重影响

周围居民的生活[5]。因此，奶牛粪便的处理问题逐

渐受到人们的重视。 

奶牛粪便中富含大量碳水化合物，这类有机

物分解后会产生大量酸性、恶臭性的有害气体，

如挥发性的低级脂肪酸(乙酸、丙酸、丁酸、3-甲

基丁酸、戊酸)、二氧化碳、吲哚、粪臭素(3-甲基

吲哚)等，它们是导致牛粪臭气污染的主要因素之

一[6–7]。传统的奶牛粪便处理方法包括物理化学法

和生物技术法[6]，其中以生物技术法最为经济高

效，操作简便，且不会产生二次污染，也是目前

应用最为广泛的方法。生物技术法又分为厌氧发
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酵法、好氧堆肥法和生物发酵床法[8]，受环境、技

术等因素的影响，我国普遍应用的是好氧堆肥法，

但这种方法无法降解粪便堆积过程中产生的气体。 

宏基因组学(Metagenomics)又叫微生物环境

基因组学，它将环境中全部微生物的遗传信息看

作一个整体，利用基因组学的策略研究微生物与

自然环境或生物体之间的关系[9]。宏基因组学不仅

克服了环境微生物难以培养的困难，而且还可以

从群落结构水平上全面认识微生物的遗传组成、

生态特征和功能，为微生物学的发展开辟了新的

途径[10]。高通量测序技术是宏基因组学的关键技

术，随着其快速发展，基因测序的全面性、准确

性以及信息的深入程度都大幅提高，使宏基因组

测序所用的时间和成本不断降低[11]。目前，宏基

因组学已经广泛应用于气候变化、极端环境、生

物冶金、人体肠道、工业水处理等领域[12–13]，并

取得了一系列引人瞩目的成果，逐渐成为微生物

研究的前沿和热点。 

本研究从堆肥处理过的奶牛粪中取样，对适

应牛粪环境的群体微生物进行富集培养，并分别

研究其对成年牛粪中所含乙酸、丙酸、正丁酸、

异丁酸、正戊酸、异戊酸、吲哚、粪臭素等有机

酸臭成分的降解能力，进一步利用宏基因组测序

的方法，分析了驯化培养前后样品中微生物群落

的变化情况。 

1  材料和方法 

1.1  样品来源及 16S/18S 高通量分析 

新鲜成年奶牛粪以及经过堆肥处理的奶牛粪

样品，采集自安徽黄山光明乳业集团练江牧场。

经堆肥处理的粪样品，取 5–10 g，提取总基因组

DNA，提交至生工生物工程(上海)股份有限公司

进行 16S、18S 宏基因组测序及生物信息学比较分

析，其中用于扩增 16S 的引物对分别为 341F：

5′-CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCCTAC

GGGNGGCWGCAG-3′及 805R：5′-GACTGGAGT 

TCCTTGGCACCCGAGAATTCCAGACTACHVGG

GTATCTAATCC-3′[14]；而用于扩增 18S 的引物对

为 NS1：5′-CCTACACGACGCTCTTCCGATCTNGT 

AGTCATATGCTTGTCTC-3′及 Fung：5′-GACTGGA 

GTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCAATTCCCCG

TTACCCGTTG-3′[15]。 

1.2  有机物的生化特性及液相色谱分析 

首先进行有机酸等物质的标准曲线绘制：准

确量取 1 mL 色谱纯级乙酸、丙酸、正丁酸、异丁

酸、正戊酸、异戊酸溶于水中，加水定容至 25 mL，

混匀，浓度为 4.00% (V/V)，依次稀释至浓度为

2.00%、0.40%、0.20%、0.04%，摇匀；吲哚及粪

臭素分别准确称量 0.625 g，溶解于 50%乙醇中，

并定容至 25 mL，获得浓度为 0.025 g/mL 的标准

样品，依次稀释至浓度为 0.01250、0.00250、

0.00125、0.00025 g/mL；针对以上的标准样品依

次进行高效液相色谱分析，并绘制标准曲线。 

新鲜牛粪成分的分析：准确称取 1.0 g 新鲜牛

粪，溶于 10 mL 生理盐水中，漩涡振荡 2 min，测量

其 pH 值，然后进行 14000 r/min 高速离心 10 min，

收取上清液用于高效液相色谱分析。 

高效液相色谱(HPLC)的方法和参数：分析过

程所用的色谱柱为 A minex HPX-87H 柱，柱温设

定为 65 °C，流动相为 0.005 mol/L 的 H2SO4 溶液，

流动相的流速为 0.8 mL/min，进样量为 20 μL；检

测器为岛津公司的 SPD-M20A 型光电二极管阵列

检测器和 RID-10A 型折光示差检测器[16]。 

1.3  群落微生物的获取和发酵培养 

牛粪堆肥自然环境中的微生物群落先经基本
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培养基扩大培养，基本培养基(100 mL，W/V)含

1.0%米糠、1.0%菜粕、2.0%鱼粉、0.5%稻草及 1.0%

牛粪[17]，pH 调整至 6.0。向灭菌后的培养基(100 mL)

中接种 0.1 g 堆肥发酵混合样品(含自然环境微生

物)，30 °C、200 r/min 摇床培养 5–7 d，每 24 h 取样

1 次，1000 r/min 离心 5 min，上清用于检测 OD600；

以生理盐水稀释上清 5–20 倍后测量溶液的 pH 值。 

1.4  单一有机酸和混合酸的驯化培养及降解研究 

向基本培养基(100 mL)中分别加入 100 μL 乙

酸、丙酸、正丁酸、异丁酸、正戊酸、异戊酸、

吲哚、粪臭素，或在培养基中加入上述全部的有

机化学品制成混合酸的筛选培养基，然后各接种

0.1 g 经过堆肥处理的奶牛粪培养物(含自然环境

微生物)，30 °C、200 r/min 摇床培养。24 h 取样 1

次，1000 r/min 离心 5 min，测 OD600；其余样品

以 14000 r/min 离心 10 min，所得上清用于高效液

相色谱分析。 

待含有 0.1%的各类有机酸被完全降解后，取

1.0% (V/V)发酵液接种到各含有 0.15%、0.18%及

0.2%的富集培养基中，30 °C、200 r/min 摇床培养。

24 h 取样 1 次，每次 1.5 mL，1000 r/min 离心 5 min，

测 OD600；其余样品以 14000 r/min 离心 10 min，

所得上清用于高效液相色谱分析。 

2  结果和分析 

2.1  新鲜牛粪成分分析 

新鲜牛粪经生理盐水稀释后测其 pH 为 8.25，

偏碱性，经检测，其中含有大量的铵盐[18]，氨氮

含量达到 0.1% (W/W)。将新鲜牛粪浸出液进行液

相色谱分析，结果对比各类标准化学品的出峰时

间，可知新鲜牛粪中的主要成分为乙酸、丙酸、

正丁酸、异丁酸、正戊酸、异戊酸，如表 1 所示。 

表 1.  新鲜牛粪中主要成分的浓度(%，V/V) 

Table 1.  Concentration of main ingredients in fresh 
cow dung (%, V/V) 

Ingredient Concentration (%, V/V) 

Acetic acid 0.6900 

Propionic acid 0.2500 

Butyric acid 0.2200 

Isobutyric acid 0.0480 

Pentanoic acid 0.0012 

Isovaleric acid 0.0360 

 

其中，乙酸的含量最多，高达 0.69%，正戊酸的

含量最少，浓度大约为 0.0012%，异味较大的正

丁酸、异丁酸的浓度也不低，分别达到 0.22%及

0.048%。 

2.2  牛粪堆肥微生物的培养及其对单一酸的降解 

新鲜牛粪的 pH 呈碱性，在自然状态下的堆肥

处理明显改变了牛粪中微生物的组分，因为堆肥

处理后测得的样本 pH 为 6.34，呈弱酸性。为了富

集培养堆肥发酵中能够处理有机酸的微生物，向

基本培养基中分别添加了乙酸、丙酸、正丁酸、

异丁酸、正戊酸、异戊酸、吲哚、粪臭素等不同

成分，其中有机酸含量为 0.1%，吲哚、粪臭素为

0.01%，由图 1-A 可看出，虽然这类有机酸物质可

以抑制菌群的生长[19]，但微生物从第 2 天起繁殖

加速。而这些成分在微生物的作用下很快便被降

解，且各成分被完全降解所需的时间差异不大(3 d

以内)，其中丙酸的降解最快，48 h 内完全消失。 

2.3  微生物对加有不同浓度混合酸的降解分析 

当 培 养 基 中 添 加 的 混 合 成 分 含 量 按 每 种

0.10%、0.15%、0.18%及 0.20% (吲哚、粪臭素分

别递增为 0.010%、0.015%、0.018%、0.020%)依

次增加时，菌群生长的滞后期也随浓度的增加显

著延长，但菌群在不同浓度环境中被不断驯化后，

其适应性明显变强，在经过长达 2 个多月的驯化培 
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图 1.  培养基中只添加单一成分(0.1%)时菌群生长(A)和各成分的降解(B)情况 

Figure 1.  Flora growth (A) and degradation of each component (B) when only a single sour odor component 
(0.1%) was added to the culture medium. 

 

养后，生长滞后期基本消失，而且，这些驯化后的

微生物对有机污染物的降解能力也得以很大提升。 

当有机酸的添加量为 0.1% (吲哚、粪臭素为

0.01%)时，由图 2-A 可看出，菌群生长的滞后期

约为 5 d，之后菌群生长加快，各成分的含量迅速

减少，至第 8 天被降解完全，且各成分所需的时

间差异不大。其中，异丁酸的降解速度最快，在

第 6 天时已基本被降解完全，这和单一酸降解研

究中发现丙酸最早被完全降解利用的情况不太一

致，反映出微生物在单一酸及混合酸中的优势菌

群不一样。其他有机物降解速率由高到低分别为

乙酸、吲哚和粪臭素(基本同步)、正丁酸、正戊酸、

丙酸、异戊酸及异丁酸。 

当培养基中添加的混合成分含量按 0.15%、

0.18%及 0.20% (吲哚、粪臭素分别为 0.015%、

0.018%、0.020%)依次增加时，分别如图 2-B、2-C

及 2-D 所示，微生物培养过程降解粪臭素、吲哚

及乙酸的速度最快，第 3 到 4 天基本降解完全，

之后依次为正丁酸、正戊酸、丙酸，异戊酸、异

丁酸降解较慢，但也在第 8 或第 9 天完全降解，

说明这些高浓度的酸臭化合物可由驯化后的微生

物进行完全的生物降解。 

2.4  堆肥处理及酸臭物实验室培养过程中微生物

种群及其变化 

为了探明微生物在堆肥处理及有机酸降解培

养中的种群变化及其机理，我们对含有微生物的

发酵样品进行了基因组 DNA 的提取，通过对 16S、

18S rDNA 宏基因组的扩增提取及序列分析，获得

了样品中各种微生物的种类及其在总微生物群落

中的含量。图 3-A 为堆肥微生物及 0.1%有机酸培

养物样品的 16S rDNA 分析结果示意图，对比发

现，这 2 种样品中，原核微生物主要由各种产芽

孢微生物组成，总含量在 80%以上。经酸臭有机

物驯化培养后堆肥环境中的微生物经历了明显的

种群分化，主要表现在乳酸杆菌(Lactobacillus)几

乎完全消失，说明其不太适应高浓度的有机酸类

物质，另外，乳酸杆菌喜好厌氧环境，而实验室

进行的酸臭物降解培养为摇瓶式好氧方式进行

的 ； 一 些 原 本 不 多 的 微 生 物 ， 如 类 芽 孢 菌

(Paenibacillus)的生物量显著上升，推测这些微生

物与几种主要的微生物一起参与了有机酸臭物的

降解，从而形成酸臭降解条件下的优势菌群。 
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图 2.  培养基中添加不同浓度酸臭成分(0.10%、0.15%、0.18%、0.20%)时各成分的降解情况 

Figure 2.  Analysis of degradation of supplemented sour odor components in the media (0.10%、0.15%、0.18%、

0.20%). In the figure, the solid symbol indicates concentration and the hollow symbol indicates OD600.  

 

 
 

图 3.  牛粪堆肥及酸臭物培养样品 16S (A)和 18S (B)宏基因组的测序分析 

Figure 3.  16S (A) and 18S rDNA (B) megagenomic analysis from composting and acid-fouling culture. 
 

图 3-B 为堆肥微生物及 0.1%的有机酸培养物

样品的 18S 分析结果，对比发现，在堆肥环境中

的真核微生物主要为酵母或曲霉菌，如红曲霉

(Monascus fuliginosus) 、 粉 状 毕 赤 酵 母 (Pichia 

farinose)、假丝酵母(Candida Rugosa)及克鲁维酵

母(Kluyveromyces dobzhanskii)等，而这些微生物经

过有机酸臭物的驯化培养后，微生物的种群数大

为减少，上述 3 种微生物红曲霉、粉状毕赤酵母

及克鲁维酵母的生物量占全部真核微生物的 99%

以上，红曲霉和粉状毕赤酵母的含量大幅度增加，
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分别为 64.17%和 33.46%，成为主要的优势菌株，

提示这 3 种微生物有可能利用这些物质作为碳源

并将其分解。而其他真核微生物，如假丝酵母

(Zygosaccharomyces rouxii)等明显减少。 

3  讨论 

新鲜牛粪中的主要成分为乙酸、丙酸、正丁

酸、异丁酸、正戊酸、异戊酸。这些易挥发的短

链脂肪酸是牛粪发酸发臭的主要因素，如不及时

处理，不仅污染环境，而且还会影响奶牛的健康，

危及牛奶品质。但是在新鲜牛粪的浸出液中并没

有检测出吲哚和粪臭素这 2 种臭味物质，说明其含

量不高，也可能是这 2 种物质的致臭浓度低，低于

实验所用的液相色谱技术的最低浓度检测值。 

对单一酸的快速降解说明微生物能够适应高

浓度的单一酸，几乎不需要有适应期即可进行分

解或利用，且各成分被降解完全所需的时间差异

不大。此外，尽管新鲜牛粪中的吲哚和粪臭素含

量很低，但是堆肥微生物仍能很快地降解人为添

加的这两种物质。混合酸对微生物的生长有抑制

效应，其滞后期明显延长，且各酸臭有机成分的

降解或利用存在差异性，降解速率由高到低分别

为乙酸、吲哚和粪臭素(基本同步)、正丁酸、正戊

酸、丙酸、异戊酸及异丁酸。加大浓度的驯化过

程，微生物菌群的适应性变强，生长滞后期逐渐

消失，各组分的分解或利用的差异性更加显著，

粪臭素、吲哚及乙酸的降解最快，之后依次为正

丁酸、正戊酸、丙酸，异戊酸、异丁酸降解较慢。 

rDNA 宏基因组数据表明，芽孢杆菌(Bacillus)、

类 芽 孢 杆 菌 (Paenibacillus) 、 红 曲 霉 (Monascus 

fuliginosus)和粉状毕赤酵母(Pichia farinose)等微

生物更适应添加乙酸、丙酸、正丁酸、异丁酸、

正戊酸、异戊酸、吲哚和粪臭素等成分的环境，

且能正常繁殖，提示这些微生物可能是酸臭有机

物降解并利用的主要功能菌，分离鉴定并进行进

一步的生化功能验证将是解开这些污染物降解机

理的关键，也是专用污染物高效微生物菌剂研制

的实验基础。 

4  结论 

(1) 新鲜奶牛粪中含大量乙酸、丙酸、正丁酸、

异丁酸、正戊酸、异戊酸等短链脂肪酸，其中，

乙酸的含量最多，高达 0.69%，正戊酸的含量最少，

只有 0.0012%。这些有机酸是使牛粪发臭的主要因

素之一。 

(2) 培养基中添加乙酸、丙酸、正丁酸、异丁

酸、正戊酸、异戊酸、吲哚和粪臭素等成分后，

牛粪菌群生长滞后，适应期的长短和添加成分的

浓度呈正比，生长延滞期过后，有机污染物的降

解速率随微生物生物量的增长而快速提升；经过

不断驯化的牛粪菌群适应能力增强，生长繁殖加

快，降解速度增加，基本的降解顺序为乙酸、吲

哚和粪臭素(二者同步)、正丁酸、正戊酸、丙酸、

异戊酸、异丁酸。 

(3) 添加乙酸、丙酸、正丁酸、异丁酸、正戊

酸、异戊酸、吲哚和粪臭素等成分的发酵培养物

中的芽孢杆菌、类芽孢杆菌、红曲霉和粉状毕赤

酵母等优势菌种可能是参与奶牛粪便有机酸臭物

降解的主要功能菌。 
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Microbial removal of acidic components in cow manure 
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Abstract: [Objective] Composition and concentration of organic pollutants in cow dung were determined, which 

were then supplemented in the media for growth and decomposing studies using microbial community in native 

cow dung fermenting environment. [Methods] Fermentation optimization, strain acclimation, organic acid foulants 

degradation and rDNA high-throughput sequencing technology were applied to analyze the microbial diversity and 

relative biomass of beneficial microorganisms in samples and cultures. [Results] The odor in dairy waste was 

mainly due to short-chain organic acids, and the microbe in cow dung fermenting environment could biodegrade 

pollutants after experiencing an adaptive lagging phase. The microbial diversity of enrichment culture grown in 

high concentration of organic acid foulants (W/V, 0.1% to 0.2%) was also investigated. Prokaryotic species 

predominantly belong to Bacillus or Paenibacillus, and the preponderant fungi are Monascus fuliginosus and Pichia 

farinose. [Conclusion] These isolated microorganisms can be further exploited for odors removing treatment in 

cow breeding industry. 

Keywords: manure treatment, microbial degradation, high-throughput sequencing, organic acid foulants, 

domestication of strain 
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