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Abstract: Objective: This thesis focuses on building small-scale processing of domestic waste contained Bacillus cer-
eus biosafety static compost, and exploring the degradation efficiency of Bacillus cereus to evaluate the safety and fea-
sibility of this compost system. Method: Caw manure and straw were used as major material to build a composting 
system to dispose chicken carcasses. We examined temperature, pH value and moisture to evaluate this system. Result: 
By using domestic wastes and Bacillus cereus mixture as model, we enumerated Bacillus cereus in both samples in 
compost piles and in room temperature controls. During the forty-day composting period, the temperature reached 50˚C 
on second day after composting. It had maintained above 55 for 6 continuous days. The physical and chemical proper-
ties, moisture (59% - 69%) and pH (8.5 - 9.0) are suitable for composting. The results of enumeration and certification 
test shows that, Bacillus cereus mixed with manure in composting condition were inactive within 12 days. Even when 
the temperature of composting pile dropped below 40˚C, the existence of this pathogen was still negative. In those sam-
ples mixed without manure in compost piles, Bacillus cereus survived after 18 days. Conclusion: For Bacillus cereus 
are fully inactive rapidly, this inexpensive and relatively simple composting system shows its advantage to be a solution 
of domestic wastes contaminated by Bacillus cereus. The factors of inactivity are the whole condition pressure of com-
posting including heat, the activity of microbes and the change of the character of composting material. 
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摘  要：目的：通过建立处理含有蜡样芽孢杆菌食物垃圾的堆肥，考察堆肥发酵过程中致病芽孢杆菌的灭活情

况，评价利用堆肥技术处理含致病芽孢杆菌餐饮垃圾的安全性和可行性。方法：运用牛粪和秸秆建造静态堆肥

体系。检测堆制过程中堆体的温度、pH 值、含水量；制作混有蜡样芽孢杆菌的食物垃圾样本，在不同堆制时间

取样，检测该微生物数量。结果：建造堆体的第 2 天，温度已超过 55℃，并能持续 6 天；堆体湿度维持在 59%~69%，

pH 值范围在 8.5~9.0。平板计数与验证实验显示，堆肥温度下与堆料混合的蜡样芽孢杆菌在第 12 天被灭活，并

且在第 40 天温度下降后依然检测不到。堆肥中仅承受热压力组蜡样芽孢杆菌在第 18 日依然存在。结论：本研

究结果说明所建立的处理含有蜡样芽孢杆菌的静态堆肥系统能够有效杀灭病原微生物，热压力及堆肥内微生物

的及堆料性质共同起到灭活作用。 
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1. 引言 

在人们的日常生活中，大多数食物中毒都是由有

害细菌引起的，在细菌性食物中毒中，蜡样芽孢杆菌

食物中毒是比较常见的。据我国食品污染物和食源性

疾病监测网络统计，2003 年，蜡样芽孢杆菌引起的食

物中毒占所有食物中毒事件的 4.0%，为细菌性食物中

毒的第四位，而实际数据很可能远大于各国官方报

道，并且有增长的趋势。乳品、米、蒸煮的米饭和炒

饭、调料、干制品(面粉、奶粉等)、豆类食品、肉制

品、焙烤食品等食品都与蜡状芽孢杆菌引发的食物中

毒有关。 

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)为革兰氏阳性菌，

兼性厌氧，部分菌株具有致病性，易污染食物，引起

胃肠疾病等中毒症状[1,2]。1994~2003 年间，中国报道

的蜡样芽孢杆菌食物中毒 47 起，进食人数 2541 人，

中毒者 1758 人，发病率 69.19%，无死亡报道。致病

芽孢菌引发的食物中毒事件与人们生活息息相关，在

重视食品安全的今天，我国需要进一步加强对食品中

致病性芽孢菌的监控，有效地控制该菌在食品中的污

染。对食品及生活垃圾中可能潜在的禽流感病毒致病

芽孢菌进行无害化处理意义重大。 

生物发酵法以其安全、高效、环保、适用性广、

低成本等特点，已成为无害化处理领域的研究热点[3]。

堆肥是利用土著微生物或人工接种剂在一定温度、湿

度、pH 等条件下降解有机废物，形成类似腐殖质土

壤的发酵过程[4]。堆肥在微生物好氧发酵的过程中热

量不断积累，堆体最高温度可达 55℃~65℃，能有效

灭活大多数病原微生物[5,6]。然而由于芽孢的耐热性使

得鲜有使用堆肥方法处理蜡样芽孢的研究。本实验考

虑堆肥内部致病微生物的灭活是由于堆肥体系内综

合因素的影响，故设计实验探索使用静态堆肥方法处

理含蜡样芽孢杆菌食物垃圾的安全性。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

氯化钠(国药集团 F20090402)，亚硫酸盐–多粘

菌素–磺胺嘧啶琼脂基础(北京陆桥 100427)，甘露醇 

卵黄多粘菌素琼脂基础(北京陆桥 100324)，硫乙醇酸

盐液体培养基(北京陆桥 080707)，无水亚硫酸钠(国药

集团 F20090714)，营养琼脂(北京陆桥 100521)，磺胺

嘧啶钠(北京陆桥 091118)，多粘菌素 B(北京陆桥

100625，100706)，厌氧酶(美国 BD)。 

2.2. 仪器与设备 

实时荧光PCR仪(美国ABI公司/7500)，PCR仪(美

国伯乐公司/S1000)，PCR 工作台(美国 UVP 公司/ 

Uv3HEPA WORKSTATION)，恒温混匀仪(德国 Enper- 

dorf/ Thermomixer Comfort)，低温高速离心机(德国贺

利氏)，GDS-8000 型凝胶成像系统(美国 UVP)，培养

箱(美国/L120-2)，震荡培养箱(瑞士伊孚森/Ecotron)，

生物安全柜(美国热电/Forma ClassⅡ)，灭菌锅(日本三

洋/MLS-3780)，灭菌锅，超净工作台，低温培养箱，

显微镜，温度传感器，pH 计，冷冻干燥机，堆肥箱(尺

寸：170 cm × 140 cm × 100 cm，无底，壁厚 10 cm)。 

2.3. 方法 

2.3.1. 堆肥的建立 

收集大连市某牛场新鲜牛粪，与秸秆充分混合后

晾晒，调整碳氮比(C/N)和含水量，使成为适宜堆料。

如图 1 所示，在两个堆肥箱中建立平行的生物安全静

态堆肥体系，堆体实际长和宽为 150 cm 和 120 cm。

箱顶覆盖塑料布，遮雨保湿但不阻止堆肥与外界的气

体交换。自下而上依次铺放 10 cm 稻草，40 cm 厚堆

料，待检测样本，30 cm 厚堆料。使堆料占箱体体积

的 80%。 

2.3.2. 样本的设置 

使用蜡样芽孢杆菌(ACCC63301)的培养液与食物

垃圾物模拟待处理的含有致病芽孢杆菌的食品。含有

分别制作仅承受热压力和与堆肥物料混合的微生物

污染食品垃圾样本及其对照组，方法如下： 

取过夜生长的蜡样芽孢杆菌培养液 60 ml 与 300 

g 食物垃圾混合，放置 6 h，再与 300 g 牛粪混合，静

置 30 min，再混合。取 50 ml 离心管，装入上述牛粪:

食物垃圾:微生物混合物(5:5:1)40 g，使用纱布封住 
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Figure 1. Structure graph of composting system (a: front view, b: overhead view, unit: cm) 
图 1. 堆肥体系结构图(a：主视图，b：侧视图，单位：cm) 

 

试管口。保持与外界的气体交换。如此制作 15 个样

本。对照组制作方法相同，区别在于，使用牛粪为灭

菌牛粪。 

另取同样的 60 ml 微生物培养液，与 600 g 食物

垃圾混合，静置 1 h 后再次混合。取 50 ml 离心管，

每管装入 40 g 上述食物垃圾:微生物混合物(10:1)，拧

紧离心管口密封。 

将样本离心管放置在堆体 25 cm 深处。室温对照

组的样本放置在背光阴凉处。 

如上所述，将每次检测的样本为如下四组：放置

在堆肥中的混有堆料的食物垃圾(热–堆料–食物)组

(1 组)和室温对照(堆料–食物)组(2 组)；堆肥中未混

合堆料的食物垃圾(热–食物)组(3 组)和室温对照(食

物)组(4 组)。 

2.3.3. 堆肥过程的监测 

在堆肥发酵过程中，检测堆肥体系的温度、堆料

的含水量和 pH 值。本实验通过埋放在堆体 25 cm，

40 cm和 55 cm 深度的热电偶，每日检测 9:00和 17:00

记录堆体温度。在微生物检测的取样日(第 0，2，4，

8，12 和 20 日)以及堆肥第 40 日，采多点堆肥样本，

检测发酵堆料 pH 值。具体操作为，称取 2 g 堆肥样

本，放入 50 ml 试管中，加入 18 ml 蒸馏水，漩涡振

荡器上震荡 5 min 后静止 30 min 后用 pH 计测量上清

液的 pH 值[7]。将取得的样本冷冻干燥 72 h，计算含

水量。 

2.3.4. 蜡样芽孢杆菌数量的检测 

将 10 g 样本使用灭菌生理盐水稀释为 10–1~10–6，

取各稀释液 100 μl，接种在两个选择性培养基-甘露醇

卵黄多粘菌素琼脂培养基上，37℃培养 24 h~20 h，选

取适当菌落数的平板进行计数，蜡样芽孢杆菌在此培

养基上的菌落为粉红色(表示不发酵甘露醇)周围有粉

红色的晕(表示产生卵磷脂酶)。计数后，挑取十个此

种菌落做蜡样芽孢杆菌证实试验，根据证实的菌落数

计算出该平板上的菌落数。例如：将 100 μl 10–4样品

稀释液涂布于 MYP 平板上，其可疑菌落为 25 个，取

10 个鉴定，证实 8 个菌落为蜡样芽孢杆菌，则 1 g 检

样中所含蜡样芽孢杆菌数为 2 × 106。 

2.3.5. 翻堆及最终检测 

堆肥发酵 20 天后，微生物检测显示堆肥样本中

病原微生物全部灭活，进行翻堆：将塑料箱内物料全

部取出，更换稻草；晾晒并混合原来的堆料，使之具

备良好的好氧条件并且含水量适宜堆肥。依照之前的

方式重新填入堆肥箱，继续堆肥。再次发酵 20 天后，

对食品垃圾样本中微生物的存活进行最终检测，同时

检测堆料的含水量和 pH 值。 

3. 结果与分析 

3.1. 堆肥体系温度，含水量和 pH 值的变化 

对堆体三个深度的温度检测数据绘制图 2。三个

测量深度的温度由高至低依次为 25 cm，40 cm 和 55 

cm。堆肥在堆置 24 h 内温度迅速升高。其中埋放样

品深度处温度在第二天超过 55℃，保持 6 天，最高温

度为 58℃，出现在第 6 天，同时也是本阶段堆肥的最

高温度。25 cm 深度处温度超过 50℃，保持 5 天。堆 
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Figure 2. Temperature changes on composting waste of catering 
food 

图 2. 食品垃圾堆肥温度的变化趋势 
 

肥第 10 天开始，堆肥温度出现明显下降趋势。 

在堆肥过程中，堆料 pH 值的变化范围是 8.50~ 

8.98。并且在第一轮(20 天)的静态堆肥过程中，pH 值

逐渐降低(图 3(b))。堆料含水量的变化范围是 59%~ 

69%。呈现先升高再降低的趋势(图 3(a))。因为在静态

发酵过程的初期，微生物代谢旺盛，产生的水分大于

堆体的蒸发量，故含水量上升。在第 8 天之后，由于

微生物代谢的降低，以及为了保持好氧静态堆肥的氧

气供应量而减少塑料薄膜覆盖时间等通风措施，使得

水分生成量减少，散失量增加，从而使堆料含水量降

低。 

3.2. 蜡样芽孢杆菌的灭活 

由图 4 可知，1 组(热–堆料–食物)，2 组(堆料

–食物)，3 组(热–食物)和 4 组(食物)中微生物起始数

量均超过 7log10 CFU/g。1 组中芽孢杆菌在前 4 天中

数量迅速减少至 4log10 CFU/g 之下，之后数量出现短

暂平台期，而后又从第 6 天开始再次下降，从第 12

天开始检测不到。其它三组目标病微生物数量缓慢减

少，第 12 天均在 3log10 CFU/g 之上。在第 18 天，含

有牛粪堆料的样本中微生物灭活，3 组和 4 组中芽孢

杆菌依然存活。翻堆后，继续堆置 20 天，在第 40 天

的微生物最终检测时，堆肥样本中未见蜡样芽孢杆

菌。这一现象表明：即便温度下降至 40℃之下——适

宜其生长的范围，蜡样芽孢杆菌未生长。 

4. 讨论 

垃圾堆肥法是依靠自然界广泛分布的细菌、真菌

等微生物，有控制的促进可被生物降解的有机物向稳

定的腐殖质转化的生物化学过程[8,9]。 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 3. Changes of water content (Fig.a) and pH (Fig.b) on com-
posting waste of catering food 

图 3. 食品垃圾堆肥过程中堆料含水量(A 图)和 pH 值(B 图)的变化

趋势 
 

 
(1 为热–堆料–食物组，2 为 1 组的室温对照，3 为热–食物组，4 为 3 组

的室温对照) 

Figure 4. Inactivation regularity of bacillus cereus on composting 
waste of catering food 

图 4. 餐饮垃圾堆肥中蜡样芽孢杆菌的灭活规律 
 

温度对堆肥内病原微生物的灭活起到重要影响。

温度超过 72℃会影响原发微生物对堆料的降解，温度

低于 55℃起不到灭活病源微生物的作用[10]。本实验建

立的堆肥体系温度在此范围之内，并且超过 55℃，这

一大多数病源微生物的灭活临界温度，持续 6 天。可

以认为很大程度上使粪便中的病原微生物灭活，将其

对人和环境的威胁降至最低。 

堆肥过程中堆料的 pH 先升高再降低主要有两点

可能的原因。其一，检测样本取自食品垃圾附近，动
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物源物质中大量的脂肪和蛋白质经微生物代谢后的

产物呈酸性，使得堆料的 pH 值降低；其二，堆料本

身含有的碳源物质，如秸秆在堆肥腐熟的过程中，也

会产生如腐植酸等酸性物质，使 pH 值降低。同时，

在堆肥过程中，堆料的 pH 值始终呈碱性，且在适宜

堆肥原发微生物的范围之内变化。堆肥的碱性环境对

致病芽孢菌的生长也产生一定压力，故有助于对其灭

活。 

关于堆料的含水量，值得注意的是，堆肥过程中

产生的水分(受热蒸发[7])始终有向堆体底部移动的趋

势，堆肥箱底部含水量在堆肥过程中逐渐升高，不利

于底部的好氧发酵。故在第 20 天进行翻堆，重新混

合堆料，调整含水量。在堆肥结束时，检测堆料最终

的含水量为 63.5%，意即在翻堆之后，堆料的含水量

始终保持在适宜发酵的范围内。 

芽孢杆菌的灭活实验中，对比几组样本可以发

现，在堆肥初期，温度迅速升高阶段，1 组蜡样芽孢

杆菌受温度压力数量迅速减少。在逐渐适应高温环境

后，数量趋于稳定。当堆肥发酵开始一段时间，堆肥

原发微生物代谢产生的物质和堆肥本身的种种理化

压力再次抑制蜡样芽孢杆菌的存活。且 1 组蜡样芽孢

杆菌灭活速度显著超出 2 组，说明堆肥的热压力为致

使芽孢杆菌数量降低的原因之一。同时 1 组与 3 组的

对比说明，仅仅是热压力的存在不足以灭活耐热的芽

孢杆菌，堆料中其它微生物的活动以及堆料的理化性

质也起到了协助灭活的作用。 

5. 结论 

研究表明，芽孢杆菌耐高温，最高生长温度为 48

℃~50℃[11]。在 28~35℃适宜温度可大量繁殖[12]。本

实验研究发现，在静态堆肥发酵过程中，超过 55℃的

持续高温和这一复杂体系中微生物和环境的压力，也

使得食品垃圾中的蜡样芽孢杆菌有效灭活。而且，室

温对照组中和堆料混合的食品垃圾中，芽孢菌未有增

殖，也间接的说明除温度外，堆料的理化性质压力有

助于这类致病微生物的灭活。故合理的静态堆肥系统

不仅可以用来处理生活垃圾，也可以处理受致病芽孢

杆菌污染的餐饮垃圾。但由于不同种类的微生物对温

度和堆肥环境的响应有较大差别(如灭活所需时间及

灭活所要达到的温度)，所以针对不同待处理的目标微

生物，需要借鉴成熟的方法或者实验得到最优的堆置

方法和堆置时间，从而有效并且高效的处理受微生物

污染的餐饮垃圾。 
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