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摘  要：枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）Czk1 是一株具广谱拮抗、促生和诱导植株产生抗病性的根际益生菌。为了

全面资源化利用农业废弃物中的有机养分和促进对植物土传病害的生物防治，本研究以 Czk1 为研究对象，以鸡粪为底

肥，分别利用玉米秸秆、菌糠、椰糠堆肥为原料，采用液固两相发酵工艺，以稀释平板菌落计数法测定活菌总数和芽

孢数，经过单因素和正交试验方法，明确 Czk1 固体发酵物料的配方、工艺参数和培养条件。得出 Czk1 固体发酵的最

优条件：最佳原料为菌糠鸡粪堆肥，Czk1 接种重量为 10%，黄豆粉添加量为 10%，含水量为 40%，发酵温度为 37 ℃，

翻抛 1 次/72 h，在此条件下，Czk1 菌株中的芽孢活菌数量总量可以达到 8.63×108 CFU/g，芽孢数为 8.37×108 CFU/g。

其次，发酵效果较佳的原料为秸秆鸡粪堆肥，Czk1 接种量为 10%，添加 5%黄豆粉，40%含水量，发酵温度为 37 ℃，

翻抛 1 次/72 h，此条件下，Czk1 接种菌株中的活菌数量总量可达到 6.53×108 CFU/g，芽孢数为 5.97×108 CFU/g；另外，

在此配方条件下再添加 30%菌糠，Czk1 菌株的活菌数量总量及芽孢数分别可达到 8.70×108 CFU/g 和 6.90×108 CFU/g。

4 种发酵生物肥原料的理化性质测定表明，其有机质含量、碳氮比均有较大差异，其中以鸡粪为原料其 pH、全磷和全

钾含量均最高，碳氮比最低，氮、磷、钾总含量均高于秸秆、椰糠和菌糠；秸秆为原料其电导率、有机质含量最高；

椰糠为原料其全氮含量最高，菌糠为原料碳氮比最高。不同鸡粪与菌糠、秸秆及椰糠组合的生物有机肥的种子发芽指

数均大于 80%。因此，枯草芽孢杆菌 Czk1 具有良好的开发利用价值，选择合适的发酵生产条件可将农业废弃物制备出

高质量的生物有机肥。 
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Abstract: Bacillus subtilis Czk1 is a rhizosphere antagonist with a very broad-spectrum antagonistic, growth promotion 

and induction of plant resistance. In order to fully utilize organic nutrients in agricultural wastes and promote biological 
control of soil-borne plant diseases, Czk1 was used as the research object in this study, chicken manure as the base fer-

tilizer, corn straw, mushroom bran and coconut bran compost were used as the raw materials, and the liquid-solid 
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two-phase fermentation process was adopted. The total number of viable bacteria and the number of spores were deter-

mined by the dilution plate colony counting method. The formula, process parameters and culture conditions of Czk1 
solid fermentation materials were determined by the single factor and orthogonal experiment method. The results 

showed that the optimal conditions for solid fermentation of Czk1 are raw material was mushroom bran and chicken 
manure compost with the inoculated weight of Czk1 at 10%, the added amount of soybean powder at 10%, the water 

content at 40%, the fermentation temperature at 37 ℃ and the turning once every 72 h. Under the conditions, the total 

number of viable bacteria in Czk1 strain could reach 8.63108 CFU/g. The number of spores was 8.37108 CFU/g. The 

best fermentation material was corn straw and chicken manure compost, Czk1 inoculation amount of 10%, adding 5% 

soybean powder, 40% water content, fermentation temperature of 37 ℃, turning once every 72 h, the total number of vi-

able bacteria in Czk1 inoculation strain could reach 6.53108 CFU/g. The number of spores was 5.97108 CFU/g. The total 

number of viable bacteria and the number of spores of Czk1 strain could reach 8.70108 CFU/g and 6.90108 CFU/g, re-

spectively, when 30% mushroom bran was added. The physical and chemical properties of four fermentation biological 

fertilizer raw materials were determined, and significant differences were observed in their organic matter content and 
carbon to nitrogen ratio. Among them, chicken manure had the highest pH, total phosphorus, and total potassium content, 

while the carbon to nitrogen ratio was the lowest. The total content of nitrogen, phosphorus, and potassium was higher 
than that of corn straw, coconut bran, and mushroom bran; Corn straw has the highest electrical conductivity and or-

ganic matter content as the raw material; Coconut bran has the highest total nitrogen content, while mushroom bran has 
the highest carbon to nitrogen ratio. The seed germination index of bio-organic fertilizer with different combinations of 

chicken manure, mushroom bran, corn straw, and coconut bran is greater than 80%. Therefore, high quality bioorganic 
fertilizer can be prepared from agricultural waste by selecting suitable fermentation production conditions. B. subtilis 

Czk1 has good development and utilization value. 

Keywords: Bacillus subtilis; solid-state fermentation; fermentation condition optimization; bio-organic fertilizer; spore 
production 
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橡胶树根病广泛分布于世界各植胶区，其中

以热带地区东南亚国家发生较为严重，在我国以

海南和云南主要植胶区发生较为普遍，该病害是

限制我国天然橡胶产量提高的重要生物因子[1]。

目前，国内发现的 7 种类型根病中，以红根病发

病率最高（10%~40%）和分布最为广泛，若未及

时防治，病株死亡率可达 100%[2]。由土传病害病

原橡胶树灵芝菌（Ganoderma pseudoferreum）引

起的红根病可侵染橡胶树根颈部，能引起根部腐

烂，发生严重时植株枯萎死亡。一直以来，生产

上防治橡胶树红根病多数以化学药剂十三吗啉灌

根为主，但长期单一施用此杀菌剂存在药剂成本

高、病原菌耐药性、防效下降及对胶林生态不安

全等一系列问题[3]。利用生防技术治理土传病害

因具有高效、安全、环保等诸多优势日益受到人

们的重视，利用有益微生物制备生物有机肥在防

治植物土传病害研究中取得了许多研究成果[4-9]。

因此，筛选高效、安全的植物根际促生菌及拮抗

微生物，开发具良好防效、环保的微生物肥料具

有重要的现实意义。 

利用已腐熟有机肥添加有益微生物二次发酵

制备生物有机肥，其中应用最为广泛的微生物菌

株为芽孢杆菌属（Bacillus），因其具有拮抗病原

菌、促生、抗逆及产生芽孢的功能而广受各大生

物有机肥生产企业的青睐。但受制于肥料中功能

菌活菌数的限制，肥料的质量良莠不齐，因此迫

切需要提升肥料中的活菌数来提升肥料质量。有

研究表明，在鸡粪堆肥过程中添加菌剂[10-11]、玉

米秸秆[10, 12-13]、菌糠（蘑菇渣）[12, 14-16]、椰糠[17]、

木屑[18]、香蕉茎叶[19]、菠萝茎叶[20]等均可改善堆

肥质量。资源化利用多种农业废弃物而腐熟有机

肥，我国每年可产生秸秆、中药渣、牛粪、猪粪

等废弃物约 6000 万 t，充分利用这些有机养分资

源，可以减少化肥的投入和对环境的污染，大幅

度地提高土壤的有机质含量，并且可以改善土壤

的生物活性[21]。 

枯草芽孢杆菌（B. subtilis）Czk1 分离自橡胶

树根际，其具有促生、拮抗和增强植株抗病性的

特性，对根病、炭疽病、白粉病等多种橡胶树病

害均有较强的拮抗作用[22-24]，该菌株能分泌多种

脂肽类抗菌物质[25]和产生 33 种挥发性物质[26]，

并可与化学杀菌剂协同抑制橡胶树根病病原[3]，

应用潜力大。本课题组前期通过研究 Czk1 菌株的

液体发酵条件获得优化培养基组分和最佳培养参
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数，使 Czk1 菌株的生长量得到了显著提高[27]，

但菌液难以大规模保存和实现产业化，而研究固

体菌剂不仅能提供相同的菌量，还具有货架期长、

可长期发挥生防功能等优势。为了实现 Czk1 菌株

的产业化，本研究对枯草芽孢杆菌 Czk1 的固体发

酵条件进行优化，探究各发酵条件下活菌量及芽

孢数量的变化情况，为后期生产制备生物肥料提

供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试原料：腐熟鸡粪购于丰润农资超市，金

针菇菌糠购于连云港贝森生物科技有限公司，椰

糠购于中国热带农业科学院农资公司，玉米秸秆

粉购于联丰农产品深加工公司。 

供试培养基[28]：LB 液体培养基、LA 培养基。 

供试生防菌株：枯草芽孢杆菌 Czk1，由笔者

所在实验室分离、鉴定和保藏。 

1.2  方法 

1.2.1  生防菌株接种液的制备  将冷冻保存的生

防菌株 Czk1 转接于 LA 培养基平板，然后置于

37 ℃培养箱中培养 48~72 h；挑取 Czk1 菌株单

个菌落于 LB 液体培养基中，于 37 ℃、180 r/min

条件下培养 12~16 h，制成 Czk1 菌液，终浓度约

108 CFU/mL。 

1.2.2  固体发酵载体的筛选  分别选取菌糠、秸

秆和椰糠为发酵载体，采用 250 mL 三角瓶固体

发酵培养[28]，以腐熟鸡粪为底肥，将菌糠、秸秆

和椰糠添加量分别设为 0、33%、38%、41%和

100%。原料均粉碎过 20 目筛，三角瓶内装 40 g

不同配比的鸡粪堆肥，置于 121 ℃、30 min 条件

下间歇性灭菌 2 次，于鸡粪堆肥中接入 5% Czk1

种子液，使用无菌水调节含水量至 40%，置于

30 ℃培养箱中静置发酵 7 d，每隔 24 h 翻抛 1 次，

每处理重复 3 次。统计 Czk1 活菌数及芽孢数。 

1.2.3  固体发酵条件优化  根据 1.2.2 的试验结

果，以最优固体发酵载体为基础，进一步优化

Czk1 菌株的固体发酵条件。 

优化 Czk1 菌株接种量：于鸡粪堆肥中分别接

入为 5%、10%、15%（m/m）的 Czk1 菌株发酵液，

含水量调节至 40%，每 24 h 翻抛 1 次，于 30 ℃

培养箱中静置发酵 7 d，每处理重复 3 次。统计

Czk1 活菌数及芽孢数。 

优化黄豆粉添加量：于鸡粪堆肥中分别添加

为 0、5%、10%（m/m）的黄豆粉，调节含水量为

40%，每 24 h 翻抛 1 次，于 30 ℃培养箱中静置发

酵 7 d，每个处理重复 3 次。统计 Czk1 活菌数及

芽孢数。 

固体发酵条件正交试验：于鸡粪堆肥中接入

10% Czk1 菌株接种量，添加 10%黄豆粉，检测不

同含水量（30%、40%、50%）、培养温度（20、

30、37 ℃）和翻抛时间（24、48、72 h 各 1 次）

对 Czk1 菌体总量和芽孢的影响。每处理重复 3

次，置于相应条件下静置 7 d。统计 Czk1 活菌数

及芽孢数。 

堆肥辅料配方优化：于筛选出的最佳比例秸

秆鸡粪堆肥中分别添加 0、10%、20%、30%、40%

（m/m）菌糠，于 37 ℃培养箱中静置发酵 7 d，

每隔 72 h 翻抛 1 次；于筛选出的最佳比例菌糠鸡

粪堆肥中分别添加 0、10%、20%、30%、40%（m/m）

秸秆，于 37 ℃培养箱静置发酵 7 d，每隔 72 h 翻

抛 1 次。每处理重复 3 次。统计 Czk1 活菌数和芽

孢数。 

采用无菌水系列稀释平板涂布计数法统计

Czk1 活菌数和芽孢数，三角瓶中加入 90 mL 无菌

水，放入 10 颗玻璃珠，取 10 g 生物有机肥加至

三角瓶中，置于 180 r/min条件下震荡培养 30 min，

系列稀释，取 100 μL 稀释液涂布于平板，置于

37 ℃培养箱过夜培养并进行菌落计数。将悬浮液

放于 80 ℃温度下水浴处理 20 min，再依照稀释平

板菌落计数法计算芽孢数量[29]。 

1.2.4  原料及生物有机肥理化性质检测  pH 及

电导率（EC）测定：样品与去离子水按 1∶10（m/V）

混合均匀，置于水平摇床上震荡 2 h，静置 30 min

后用 pH 计（FE28-Standard，瑞士）和电导率仪

（FE30K，瑞士）分别测定 pH 及 EC。样品经浓

硫酸-过氧化氢消煮，采用凯氏定氮仪（海能

K9840，山东）测定全氮含量；采用火焰光度计

（M410，英国）测定全钾含量；采用钒钼黄比色

法测定全磷含量；采用元素分析仪（EA2400-Ⅱ，

英国）测定有机质含量。 

1.2.5  发芽指数测定  取单因素试验有机肥样品

测定种子发芽指数，以表明其物料腐熟度及有机

肥毒性。具体方法：黄瓜种子（博优青瓜王 308F1）

置于 60 ℃热水中烫种 10 min，用 2%次氯酸钠消

毒 3 min，用蒸馏水冲洗 3~4 次。在培养皿中均匀

放入 20 颗种子，种子下垫 2 张灭菌滤纸。将已测

定 pH 与 EC 的有机肥过滤，在放有种子的培养皿



第 2 期 贺春萍等：生防枯草芽孢杆菌 Czk1 固体发酵工艺条件优化 397 

中加入 5 mL 滤液，置于 28 ℃培养箱中黑暗培养

48 h，统计发芽种子数，测定根长，计算发芽率

和发芽指数，每个处理重复 3 次。用蒸馏水培养

作对照。发芽率=(发芽种子数/供试种子总数)×

100%；发芽指数（GI）=(样品发芽率×平均根

长)/(对照发芽率×平均根长)×100%。 

1.3  数据处理 

利用 Excel 2016 和 SPSS 25.0 软件进行数据

统计与分析，采用 Duncan’s 新复极差法检验处理

间的差异显著水平（P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  4 种原料的理化特性 

4 种原料的理化性质测定结果表明（表 1），4

种原料中腐熟鸡粪的 pH 最高，椰糠的 pH 最低；

电导率、全氮含量相差不大，电导率最高和最低

的原料分别为秸秆和椰糠，全氮含量的最高为椰

糠，其他 3 种原料的全氮含量相差不大；鸡粪的

全磷含量、全钾含量均最高，而椰糠的全磷含量、

全钾含量均较低；秸秆的有机质含量最高，有机

质含量最低的原料为鸡粪；菌糠的碳氮比最高，

最低为腐熟鸡粪。腐熟鸡粪中氮、磷、钾总含量

高于其他 3 种原料。 

2.2  载体种类及配比对 Czk1 液体发酵的影响 

通过研究菌糠、秸秆、椰糠与鸡粪不同配比

对 Czk1 液体发酵的影响，结果表明，添加量＜

41%时，随着菌糠、秸秆添加量的增加，Czk1 的

活菌数及芽孢数均逐渐增加，但当菌糠、秸秆的

添加量≥41%时，发酵后 Czk1 的活菌数、芽孢数

均逐渐减少（图 1A、图 1B）。因此，菌糠和秸秆

添加的最适合比例均为 38%，在此添加量下 Czk1

活菌量及芽孢数达最大值。而椰糠的适宜添加量

为 33%，在此添加量下 Czk1 活菌量及芽孢数达

最大值（图 1C）。与菌糠、秸秆相比，添加椰糠

并未显著促进活菌量及芽孢量的增加，因此，不

适宜添加椰糠进行 Czk1 菌株生物有机肥的发酵。 
 

表 1  4 种原料的理化性质 
Tab. 1  Physical and chemical properties of four raw materials 

原料 
Raw material 

pH 
电导率 

EC/(s·m‒1) 
全氮 

Total N/% 
全磷 

Total P/% 
全钾 

Total K/% 
有机质 

Organic matter/% 
碳氮比 

C/N 

鸡粪 7.01±0.29a 2.92±0.00c 1.55±0.05b 3.10±0.00a 2.70±0.20a 43.10±0.83d 16.13±0.32d 

秸秆 5.40±0.23b 3.80±0.01a 1.47±0.06bc 0.37±0.06c 1.90±0.08b 95.88±0.19a 37.83±0.07b 

菌糠 5.45±0.04b 3.03±0.00b 1.40±0.00c 1.43±0.06b 1.27±0.06c 93.70±0.17b 38.82±0.07a 

椰糠 4.42±0.05c 2.86±0.05c 1.99±0.05a 0.20±0.03d 1.51±0.03d 84.70±0.17c 24.69±0.05c 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 

 
 

A：菌糠；B：秸秆；C：椰糠。不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
A: Mushroom residue; B: Corn straw; C: Coconut resdue. Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 1  载体种类及配比对 Czk1 发酵的影响 
Fig. 1  Effects of carrier types and ratios on Czk1 fermentation 

 
2.3  Czk1 生物有机肥对种子发芽的影响 

利用不同堆肥原料制备的 Czk1 生物有机肥

浸出液测定黄瓜种子的发芽指数，结果表明，48 h

后，除秸秆添加 100%的处理外，其余生物有机肥

浸出液的发芽指数均达 80%以上（图 2）。秸秆添

加比例为 100%处理的发芽指数仅 60%左右，不

利于种子的萌发。 

2.4  Czk1 固体发酵条件优化 

2.4.1  菌糠鸡粪堆肥最佳发酵参数筛选  （1）

Czk1 接种量和黄豆粉添加量的优化。结果如图 3 
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图 2  不同生物有机肥浸提液下的种子发芽指数 
Fig. 2  Seed germination index under different  

bio-organic fertilizer extracts 
 

所示，接种量＜15%时，随着 Czk1 接种量的逐渐

增大，Czk1 活菌数及芽孢数均逐渐增加，但当

Czk1 接种量为 15%时，Czk1 活菌数及芽孢数均

所下降（图 3A），因此，在菌糠鸡粪生物肥发酵

中 Czk1 接种量以 10%较适宜。随着黄豆粉添加

量的增加，Czk1 活菌数及芽孢数均逐渐增加（图

3B），表明在菌糠鸡粪堆肥中最适宜的黄豆粉添

加量为 10%。 

（2）培养温度、含水量和翻抛时间的正交组

合优化。由表 2、表 3 极差分析结果发现，对 Czk1

总菌数和芽孢数量影响最大的因素为培养温度，

极差分别为 3.90 和 4.32，含水量和翻抛时间的影

响较小。在试验设置的发酵温度范围内，当温度

逐渐上升，发酵的菌量和芽孢数量逐渐增高。不

同含水量对发酵后 Czk1 的总菌量和芽孢数均有

影响，当温度在 20 ℃和 30 ℃时，低、中含水量

间的差异大于中、高含水量间的差异。在翻抛时

间上，每 24 h 翻抛 1 次的 Czk1 总菌数和芽孢数

均低于其余处理。 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 3  Czk1 接种量（A）和黄豆粉添加量 

（B）对菌糠鸡粪堆肥发酵的影响 
Fig. 3  Effects of inoculum dose of Czk1 (A) and supple-
mentation of soybean powder (B) on the fermentation of 

chicken manure and mushroom residue compost 
 

由表 2、表 3 可以看出，菌糠鸡粪堆肥中最

佳发酵条件组合为：培养温度为 37 ℃，物料含水

量为 40%，每 72 h 翻抛 1 次，发酵后的总菌数为

8.63×108 CFU/g，芽孢数为 8.37×108 CFU/g。 

2.4.2  秸秆鸡粪堆肥最佳发酵参数筛选  （1）

Czk1 接种量和黄豆粉添加量的优化。从图 4 可看

出，接种量＜15%时，随着 Czk1 接种量的逐渐增

大，活菌数及芽孢数均逐渐增加，但当接种量为

15%时，Czk1 活菌数及芽孢数均有所下降（图 
 

表 2  菌糠鸡粪堆肥中 Czk1 发酵条件正交优化试验结果 
Tab. 2  Orthogonal experimental statistical results for Czk1 strain fermentation condition in compost of  

chicken manure and mushroom residue 

序号 
No. 

温度 

Temperature/℃ 
含水量 

Water content/% 
翻抛时间 

Time of turning over/h 

总菌数 
Total bacterial count 

/(×108 CFU·g‒1) 

芽孢数 
Number of spore 
/(×108 CFU·g‒1) 

1 20 30 24 0.97±0.15 0.80±0.10 

2 20 40 48 4.60±0.10 3.60±0.36 

3 20 50 72 4.37±0.15 3.13±0.25 

4 30 30 72 6.10±0.00 5.33±0.86 

5 30 40 24 7.00±0.70 5.83±0.23 

6 30 50 48 5.77±0.55 5.57±0.67 

7 37 30 48 7.00±0.20 6.77±0.23 

8 37 40 72 8.63±0.32 8.37±0.32 

9 37 50 24 6.00±0.46 5.37±0.15 
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表 3  菌糠鸡粪堆肥中 Czk1 发酵条件优化的 

正交结果评价 
Tab. 3  Evaluate of orthogonal experimental for Czk1 

strain culture conditions in compost of chicken  
manure and mushroom residue 

指标 
Index 

项目 
Item 

温度 
Tempera-

ture 

含水量 
Water 

content 

翻抛时间 
Time of  

turning over

B1 3.31 4.69 4.66 

B2 6.29 6.74 5.79 

B3 7.21 5.38 6.37 

总菌数 
/(×108 CFU·g‒1) 

 

极差 R 3.90 2.05 1.71 

B1 2.51 4.30 4.00 

B2 5.58 5.93 5.31 

B3 6.83 4.69 5.61 

芽孢数 
/(×108 CFU·g‒1) 

 

极差 R 4.32 1.63 1.61 

注：B1、B2、B3 分别代表在培养温度、含水量和翻抛时间

发酵后 Czk1 活菌数的平均值。 
Note: B1, B2 and B3 represent the average of bacterial number 

of Czk1 after fermentation under culture temperature, water content 
and time of turning over, respectively. 

 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 4  Czk1 接种量（A）和黄豆粉添加量 

（B）对秸秆鸡粪堆肥发酵的影响 
Fig. 4  Effects of dose of Czk1 (A) and supplementation  

of soybean powder (B) on the fermentation of  
chicken manure and corn straw compost 

4A），因此，在秸秆鸡粪生物肥发酵中 Czk1 菌株

的接种量以 10%较适宜。随着黄豆粉添加量的增

加，Czk1 活菌数及芽孢数均逐渐增加，5%与 10%

添加量之间差异不显著（图 4B），为节约成本，

在秸秆鸡粪堆肥中选择最适宜的黄豆粉添加量为

5%。 

（2）培养温度、含水量和翻抛时间的正交组

合优化。由表 4、表 5 的极差分析结果发现，影

响 Czk1 总菌数和芽孢数的主要因素为培养温度，

极差分别为 2.81 和 3.57，含水量和翻抛时间的影

响较小。在试验设置的温度范围内，随着温度的

升高，Czk1 活菌数和芽孢数逐渐增大。不同含水

量对 Czk1 总菌数和芽孢数均有一定的影响，除

37 ℃，温度在 20 ℃和 30 ℃时，低、中含水量间

的差异大于中、高含水量间的差异。在翻抛时间

因素方面，每 72 h 翻抛 1 次发酵后的 Czk1 总菌

数大于其余处理，每 48、72 h 翻抛 1 次发酵后的

Czk1 芽孢数高于每 24 h 翻抛 1 次处理。 

由表 4、表 5 可知，秸秆鸡粪堆肥中最佳发

酵条件为：培养温度为 37 ℃，物料含水量为

40%，每 72 h 翻抛 1 次，发酵后的活菌数为 6.53× 

108 CFU/g，芽孢数为 5.97×108 CFU/g。 

2.4.3  堆肥辅料配方的优化  （1）添加秸秆对菌

糠鸡粪肥 Czk1 发酵的影响。在菌糠鸡粪中分别添

加 0、10%、20%、30%、40%秸秆，于 37 ℃培养

箱中静置发酵 7 d，每 72 h 翻抛 1 次。结果表明，

随着秸秆添加量的增加，发酵后的 Czk1 活菌数及

芽孢数均逐渐减少，表明菌糠鸡粪发酵中不适宜

添加秸秆（图 5A）。 

（2）添加菌糠对秸秆鸡粪肥 Czk1 发酵的影

响。于秸秆鸡粪堆肥中分别添加 0、10%、20%、

30%、40%菌糠，于 37 ℃培养箱中静置发酵 7 d，

每 72 h 翻抛 1 次。结果表明，随着菌糠添加量的

增加，发酵后的 Czk1 活菌数及芽孢数也随之增

加，但当菌糠添加量超过 30%时，发酵后的 Czk1

活菌数及芽孢数有所减少（图 5B）。因此，添加

菌糠比例为 30%时，活菌数及芽孢数均达最大。 

2.5  Czk1 发酵生物有机肥的理化性质 

通过测定 Czk1 发酵生物有机肥的理化性质

（表 6），结果表明，3 种生物有机肥中鸡粪菌糠

肥的全氮、全磷、全钾、有机质含量均最高，而

鸡粪秸秆肥的全氮、全磷、全钾、有机质含量均

最低；鸡粪秸秆肥的碳氮比最高，鸡粪菌糠肥的

碳氮比最低。总体而言，3 种生物有机肥的理化 
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表 4  秸秆鸡粪堆肥中 Czk1 发酵条件优化正交试验结果 
Tab. 4  Orthogonal experimental statistical results for Czk1 strain fermentation condition in compost of  

chicken manure and corn straw 

序号 
No. 

温度 

Temperature/℃ 
含水量 

Water content/% 
翻抛时间 

Time of turning over/h 

总菌数 
Total bacterial count 

/(×108 CFU·g‒1) 

芽孢数 
Number of spore 
/(×108 CFU·g–1) 

1 20 30 24 2.70±0.26 0.40±0.20 

2 20 40 48 2.93±0.21 2.13±0.25 

3 20 50 72 2.50±0.30 2.03±0.15 

4 30 30 72 4.80±0.10 3.37±0.35 

5 30 40 24 5.80±0.61 4.97±0.80 

6 30 50 48 4.23±0.25 4.20±0.26 

7 37 30 48 5.43±0.71 4.97±0.15 

8 37 40 72 6.53±0.45 5.97±0.38 

9 37 50 24 4.60±0.52 4.33±0.47 

 
表 5  秸秆鸡粪堆肥中 Czk1 发酵条件优化正交试验结果评价 

Tab. 5  Evaluate of orthogonal experimental for Czk1 strain culture conditions in compost of chicken manure and corn straw 

指标 
Index 

项目 
Item 

温度 
Temperature 

含水量 
Water content 

翻抛时间 
Times of turning over 

B1 2.71 4.31 4.37 

B2 4.94 5.09 4.20 

B3 5.52 3.78 4.61 

总菌数/(×108 CFU·g‒1) 

 

 

极差 R 2.81 1.31 0.41 

B1 1.52 2.91 3.23 

B2 4.18 4.36 3.77 

B3 5.09 3.52 3.79 

芽孢数/(×108 CFU·g‒1) 

 

 

极差 R 3.57 1.45 0.56 

注：B1、B2、B3 分别代表在培养温度、含水量和翻抛时间发酵后 Czk1 活菌数的平均值。 
Note: B1, B2 and B3 represent the average of bacterial number of Czk1 after fermentation under culture temperature, water content and 

time of turning over, respectively. 

 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 5  秸秆（A）和菌糠（B）添加量对鸡粪堆肥发酵的影响 
Fig. 5  Effects of supplementation of corn straw (A) and mushroom residue (B) on the fermentation of  

chicken manure compost 
 

性质有一定差异，并且 3 种生物有机肥总养分均

在 6%以上，均符合生物有机肥的要求。 

3  讨论 

近年来，作为生防产品的枯草芽孢杆菌受到

广泛应用，而随着使用量和生产量的增大，如何

有效提高产品质量、降低生产成本显得尤为重要。 

通过优化培养基配方和培养条件来提高枯草芽孢

杆菌的芽孢产量是降低生产成本的重要手段。目

前，枯草芽孢杆菌大多采用液体深层发酵来生产 
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表 6  3 种生物有机肥的理化性质 
Tab. 6  Physical and chemical properties of three bio-organic fertilizers 

生物有机肥 
Bio-organic fertilizer 

全氮 
Total N/% 

全磷 
Total P/% 

全钾 
Total K/% 

有机质 
Organic matter/% 

碳氮比 
C/N 

鸡粪秸秆肥 1.60±0.03c 2.41±0.10b 2.12±0.07c 54.12±0.11c 19.62a 

鸡粪菌糠肥 2.12±0.11a 2.83±0.00a 2.60±0.01a 60.31±0.79a 16.50c 

鸡粪秸秆菌糠肥 1.76±0.01b 2.51±0.00b 2.43±0.03b 56.27±0.86b 18.54b 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05).  

 
液体菌剂，但菌液较难保存，且防效不稳定[30]，

而固体菌剂在提供相同菌体数量的同时，还具有

运输方便、货架期长等特点，微生物在生长过程

中产生的代谢物（抑菌物质）也均保存于发酵培

养基中，因而固体菌剂的使用效果明显优于液体

菌剂。 

固体培养基的配方成分和发酵条件（如发酵

温度、时间、接种量、料水比、碳氮比等）都是

影响生物菌量和芽孢形成的重要因素，且不同因

素间相互影响。接种量大，菌体的繁殖速度快，

亦会增加物料的含水量，从而影响菌体的透气性，

而接种量小，菌体发酵时间较长，会加大污染的

风险。物料含水量过高将会影响物料溶氧能力、

松散性和散失发酵热量，但含水量过低会降低溶

解能力、影响传递和微生物对基质的利用[31-32]。

培养温度过高对微生物会产生有害影响，温度过

低会延长发酵时间。C/N 比过高，菌株会因生长

缓慢而易被杂菌污染；C/N 比过低，微生物会大

量生长产生过量的氨，将抑制菌株生长[33]。因此，

保证发酵效果的关键是摸索出适宜的接种量、发

酵温度和物料含水量等。 

本研究中采用以鸡粪为底肥的 3 种肥料原

料，其有机质含量、碳氮比均有较大差异，以致

Czk1 在 3 种有机肥中的液体发酵效果不同。椰糠

有机肥的碳氮比最低，为 24.69，其作为发酵基质

时，Czk1 的活菌数和芽孢数也最低。通过添加辅

料可调节物料的碳氮比、含水量和孔隙度[34-35]。

因此，本研究通过添加黄豆粉来调节碳氮比，不

同用量的黄豆粉会对发酵有明显影响，研究得出

黄豆粉最佳添加量为 10%。另外，为了调节发酵

原料的碳氮比和有机质，还进行了 3 种有机肥不

同原料配比的优化试验，研究表明，未添加黄豆

粉，混合较单一的有机肥更利于 Czk1 菌株的生长

繁殖，生产获得高质量微生物有机肥。 

种子发芽指数（GI）是通过测定植物毒性来

判断堆肥腐熟度的指标。通常 GI>60%，基本腐

熟；GI>80%，完全腐熟[34]。在本研究中，通过检

测不同配比的 Czk1 生物有机肥浸提液对黄瓜种

子发芽的影响结果显示，48 h 后，除添加 100%秸

秆处理的种子发芽率仅 60%毒性相对较大外，其

余生物有机肥发酵后浸出液的种子发芽率均达到

80%以上。综上表明，农业废弃物通过选择适宜的

工艺条件制备高质量的生物有机肥是完全可行的。 

本研究表明，Czk1 固体发酵的最佳条件：以

菌糠鸡粪堆肥为发酵原料，添加 10%黄豆粉，Czk1

接种量 10%，含水量为 40%，发酵温度为 37 ℃，

每 72 h 翻抛 1 次，发酵后 Czk1 活菌数为 8.63×108 

CFU/g，芽孢数为 8.37×108 CFU/g；以秸秆鸡粪堆

肥为发酵原料，添加 5%黄豆粉，Czk1 接种量 10%，

含水量为 40%，发酵温度为 37 ℃，每 72 h 翻抛 1

次，发酵后 Czk1 活菌数为 6.53×108 CFU/g，芽孢

数为 5.97×108 CFU/g；在以上配方下添加 30%菌

糠，发酵后 Czk1 活菌数及芽孢数分别可达到 8.70× 

108、6.90×108 CFU/g。这一研究结果与柳芳[36]利用

枯草芽孢杆菌 SQR9 发酵菜粕堆肥的培养条件基

本一致，但柳芳在猪粪堆肥、牛粪堆肥和中药渣堆

肥发酵中的含水量和翻抛时间与本研究有较大差

异，究其原因可能是不同的畜禽粪便特性不同，以

致研制生物有机肥的条件有可能存在差异[29, 36]。

目前，本研究仅在小瓶量培养水平上开展枯草芽

孢杆菌 Czk1 的固体发酵工艺研究，要实现产业化

开发应用，还有待开展该菌剂的田间应用及固体

反应器条件的放大试验。 
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