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摘要 :土壤微生物在促进土壤质量和植物健康方面发挥着重要的作用 ,土壤微生物群落结构和组成的多样性及其变化在一定程

度上反映了土壤质量。为了更好地了解土壤健康状况 ,非常有必要发展有效的方法来研究污染土壤微生物的多样性、分布以及

行为等。回顾了近年来国内外污染土壤微生物群落结构多样性及功能多样性的测定方法 ,包括生物化学技术和分子生物学技

术 ,现将它们的原理、优缺点、实用性及其发展动态作一阐述 ,同时指出结合这两种技术可为微生物群落分析提供一个更全面

的、精确的方法。
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Methods to measure the microbial community structure and functional diversity in

polluted soils
CHEN Cheng2Li , LIAO Min

3
, ZENG Lu2Sheng 　( MOE Key Laboratory , Environmental Remediation and Ecosystem Health , College of

Environmental and Resources Sciences , Zhejiang University , Hangzhou , 310029 , China) . Acta Ecologica Sinica ,2006 ,26( 10) :3404～3412.

Abstract :Soil microorganisms , such as bacteria and fungi , play important roles in promoting soil quality and improving plant

health and nutrition , thus influencing terrestrial ecosystems. Increasing anthropogenic activities , such as sprawling urbanization ,

agricultural development , pesticides utilization , and pollutions from all sources , can potentially affect soil microbial community

composition and diversity , leading to deterioration of soil quality and fertility. However , it is yet to be determined how these

changes in microbial diversity can influence surface and ground ecosystems. To that end , there is an acute need for reliable and

accurate methods to study the community structure and taxonomy of soil microorganisms. Without the development of effective

methods for studying the microbial diversity , distribution , and behavior in polluted soil , a thorough understanding of microbial

diversity , as well as its impact on soil health , cannot be achieved.

The determination of species diversity depends on several factors including the intensity of each species , the total number of

species present , species evenness , and the spatial distribution of species. Methods to measure microbial community structure and

functional diversity in polluted soils can be classified into two groups , i . e. , biochemical2based techniques and molecular

biological2based techniques. Typically , diversity studies include the relative comparisons of communities across a gradient of stress

and disturbance. With current techniques , it is difficult to study true diversity due to lack of knowledge on composition and the

techniques to determine the accuracy of the extraction or detection methods. Traditionally , the analysis of soil microbial
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communities has always depended on culturing techniques using a variety of culture media designed to maximize the recovery of

diverse microbial populations. However , only a small fraction ( < 1 %) of the soil microbial community has been accessed with

this approach. To overcome these problems , other methods such as the community2level physiological profiling and analysis of

phospholipid fatty acids have been used in an attempt to measure a greater proportion of the soil microbial community. In recent

years , molecular2based approaches for assessing soil microbial community have provided a new understanding of the phylogenetic

diversity of microbial communities in polluted soils. Among all the available techniques , the PCR2based methods are most useful

including denaturingΠtemperature gradient gel electrophoresis ( DGGEΠTGGE) , amplified ribosomal DNA restriction analysis

(ARDRA) , ribosomal intergenic spacer analysis (RISA) , automated ribosomal intergenic spacer analysis (ARISA) , etc. The use

of these techniques might provide new ways of measuring soil microbial diversity , ultimately leading to a more complete

understanding of the potential impacts of pollution on soil microorganisms. Information obtained from such studies will also provide

insight on the role of microbial processes in soil health. However , although the PCR2based molecular techniques have been used to

overcome the limitations of culture2based methods , they have their own limitations such as the lysis efficiency of cells or fungal

structures variation between and within microbial groups. Since each group of methods ( biochemical2based versus molecular

biological2based) can only provide a partial picture of one aspect of soil microbial diversity , a combined use of techniques from the

two groups will certainly help to develop a broader , more complete profile of soil microbial diversity in polluted soils , which will

eventually enhance our knowledge on the changes in microbial community function caused by the changes in microbial community

structure.
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　　在陆地生态系统中 ,生活在土壤中数量庞大的微生物种群 ,与植物和动物有着明确的分工 ,主要扮演“分

解者”的角色 ,几乎参与土壤中一切生物和生物化学反应 ,担负着地球 C、N、P、S 等物质循环的“调节器”[1 ] 、土

壤养分植物有效性的“转化器”和污染环境的“净化器”等多方面生态功能[2 ] 。土壤微生物是气候和土壤环境

条件变化的敏感指标 ,土壤微生物群落结构和多样性及其变化在一定程度上反映了土壤的质量。然而 ,随着

近代工农业的发展 ,大面积土壤受到严重污染 ,导致了土壤微生物群落结构和多样性的变化 ,而这种变化会如

何影响地上部分和地下部分生态系统的变化尚不清楚。目前 ,对污染土壤微生物多样性的研究已引起国内外

学者的极大重视。

土壤微生物多样性一般包括微生物分类群的多样性、遗传 (基因) 多样性、生态特征多样性和功能多样

性[3 ] 。目前 ,对污染土壤微生物多样性方面的研究仍较薄弱。一方面是由于测定微生物种类的方法和技术还

不是很成熟 ,不能全面地、准确地研究土壤微生物多样性状况。另一方面是由于环境的高度异质性 ,时间和空

间上的小环境随时发生变化[4 ] 。另外 ,栖息在土壤中的微生物种类繁多 ,生存状况复杂 ,而且个体微小 ,结构

简单 ,缺乏可以区分的明显特征 ,尤其它们的组成和活动及其引起的许多生化过程 ,互相交替、互相影响 ,给土

壤微生物数量、组成和生态分布的鉴定带来了许多困难。本文回顾了近年来国内外污染土壤微生物群落结构

多样性及功能多样性的测定方法 ,包括生物化学技术和分子生物学技术[5 ] ,将它们的原理、优缺点、实用性及

其发展动态作一阐述 ,以利于今后的研究。

1 　污染土壤微生物群落结构多样性的测定方法

111 　传统微生物平板培养方法

传统的微生物平板培养法就是根据目标微生物选择相应的专性固体培养基进行分离培养 ,然后通过各种

微生物的生理生化特征、外观形态及其菌落数来计测微生物的数量及其类型[6 ] 。平板计数法仍然是一个评价

污染效应的有效方法[7 ,8 ] 。Busse 等[9 ]用平板计数法研究了草甘膦除草剂对造林土壤中微生物群落结构及其

代谢特性的影响 ,测定结果表明 ,草甘膦除草剂对细菌和真菌有毒害作用 ,提高除草剂含量 ,降低了培养基中

存活细菌的生长速率和代谢多样性。

该方法也存在许多不足之处[6 ,10 ] 。首先 ,微生物对培养基具有选择性 ,不可能用有限的几种培养基培养
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获得土壤中所有的不同生理类群的微生物 ,同时培养基的成分也影响微生物的生长状况[11 ] 。其次 ,实验室的

培养条件不可能用同一种方法同时满足所有微生物对温度、pH以及通气状况等条件的要求 ,从而用某一种特

定条件不能培养出来那些不适应条件的微生物[12 ] 。而且 ,许多微生物在环境变化过程中表现出一种“存活但

不能培养”(Viable but nonculturable , VBNC)的状态 ,在这种状态下 ,细胞不能在传统的培养基上生长 ,但仍然处

于存活状态 ,并在一定条件下可以恢复代谢活性并转入可培养的状态[3 ] 。因而 ,利用平板培养法不可能全面

地获得土壤中所有微生物的全部信息 ,只能获得一小部分土壤微生物群落。迄今为止 ,只有不到 1 %的土壤

微生物能够被培养[13 ]
,而大多数只能存在而无法被培养。因此 ,这种传统的平板培养方法只能作为一种辅助

工具 ,需要结合现代生物技术方法才能更客观而全面地反映微生物群落结构的真实信息[7 ] 。

112 　磷脂脂肪酸 (PLFA)谱图分析法

磷脂脂肪酸 (Phospholipid Fatty Acid ,PLFA)是构成活体细胞膜的重要组成部分 ,其含量在自然条件下是相

对恒定的。不同类群的微生物能通过不同生化途径形成不同的 PLFA ,部分 PLFA 总是出现在同一类群的微生

物中 ,而在其它类群的微生物中很少出现 ,细胞死亡后数分钟到数小时内细胞膜水解和释放磷脂 ,PLFA 被降

解 ,可以代表微生物群落中“存活”的那部分群体。不同菌群的微生物生物量和群落组成各不相同 ,每种样品

具有独特的 PLFA 谱图 (包括 PLFA 总量、组成) ,即具有专一性 ;不同样品的谱图之间差别很大 ,具有多样性。

PLFA 谱图的变化能够说明环境样品中微生物群落结构的变化。因此 ,磷脂脂肪酸分析十分适合于土壤微生

物群落的动态监测。PLFA 分析法是用氯仿2甲醇2柠檬酸缓冲液 (1∶2∶018) 提取土样的脂类 ,用柱层析法分离

得到磷酸酯脂肪酸 ,然后经甲酯化后用气相色谱分析各种脂肪酸 (C52C20)的含量。

该方法在污染土壤的微生物群落组成和种群变化方面研究得到越来越广泛的应用[14 ] 。Pennanen 等[15 ] 模

拟酸雨和重金属条件 ,用 PLFA 方法研究它们对林地土壤微生物群落结构各自作用和协同作用的影响。

Frostegard 等[16 ]用不同浓度的重金属污染林地的腐殖质土壤和农业耕地 ,然后检测其 PLFA 组成 ,对这两种土

壤微生物群落的磷脂脂肪酸成分、生物量和活性进行了研究。表明微生物群落结构逐渐发生改变 ,但比生物

量和活性的变化要小。Kelly 等[17 ]用 PLFA 方法发现 Zn 污染土壤中指示菌根真菌和放线菌的 PLFA 相对含量

下降 ,微生物群落结构发生了变化。Suhadolc 等[18 ]用 PLFA 分析了在重金属污染土壤中改变重金属有效性对

土壤微生物群落结构的影响 ,发现用磷灰石处理降低重金属有效性和补充重金属来提高其有效性两种方式均

改变了土壤微生物群落结构。

该方法不需要对土壤微生物进行培养 ,可以直接提取原位土壤微生物群落的脂肪酸。但其分析结果的准

确性与微生物体内的磷脂脂肪酸是否提取完全、稳定以及实验过程是否造成污染等有很大关系。概括起来有

以下几个 : (1)温度波动 ,温度的增加会带来磷脂双分子层流动性的增加 ,这会导致形成磷脂非双分子层相 ,进

而影响细胞膜的渗透性[19 ] 。PLFA 成分发生适应性变化以改变膜的流动性变化是生物体内消除这些影响的

机制之一。(2)饥饿 ,营养状况的变化也有可能改变磷脂的含量 ,有学者对此进行了相关研究[62 ] 。(3) 标记性

PLFA 的非专一性 ,其变动会导致误差的产生[20 ] 。而且该方法只能鉴定到微生物属 ,不能在种和菌株的水平

上区分微生物。

213 　基于 PCR 的分子生物学技术

21311 　扩增核糖体 DNA 限制性分析法 (ARDRA) 　扩增核糖体 DNA 限制性分析法 (Amplified ribosomal DNA

restriction analysis , ARDRA) ,是一种 DNA 指纹技术 ,其原理是基于将保守区序列作为引物 ,用 PCR 扩增 16S

rRNA 基因 ,所得片段用限制性内切酶消化 ,并用琼脂糖凝胶电泳分离。此方法无需进行纯培养 ,具备特异性

强 ,效率高的特点 ,因此广泛应用于污染土壤微生物群落结构及其多样性的研究[21 ] 。Smit 等[22 ] 用扩增的核糖

体 DNA 限制性分析法研究了铜污染对土壤微生物群落的影响 ,发现微生物群落结构发生了明显的变化 ,与无

污染土壤相比 ,受铜污染土壤的微生物多样性减少 ;还证明可培养部分的细菌只代表了总的细菌种群的一小

部分 ;同时表明扩增的核糖体 DNA 限制性分析法是一种非常理想的研究土壤微生物群落的方法 ,能为微生物

生态研究提供有价值的信息。Wenderoth 等[23 ]用扩增的核糖体 DNA 限制性分析法研究了重金属 Zn 对自养型
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细菌的影响 ,结果显示随着 Zn 浓度的增加 ,各土样中细菌的代谢多样性随之减少。Moffett 等[24 ]用扩增核糖体

DNA 限制性分析法比较了 Zn 污染土壤与非污染土壤的微生物多样性 ,经限制性片段长度多态性分析 ,结果

表明 ,Zn 毒害胁迫明显降低了细菌群落的多样性。该方法的不足之处是一组 (分类群) 微生物在分析中可得

到几个片段 ,造成分辨率较低[25 ] 。

21312 　限制性片段长度多态性 ( RFLP) 　PCR 限制性片段长度多态性分析法 ( PCR2restriction fragment length

polymorphisms , PCR2RFLP) ,是将 PCR 引物中的一条加以荧光标记 ,反应后用合适的限制酶切、电泳分析 ,再根

据片段的大小不同以及标记片段种类和数量的不同分析群落的结构及组成多样性[26 ] 。该技术可以用来监测

因环境改变 ,如污染等而引起的微生物种群的变化。Sandaa 等[27 ]用 PCR2RFLP 方法评价了重金属污染对土壤

中可培养细菌和总细菌群落结构的影响 ,结果发现增加重金属浓度会降低细菌群落的多样性 ,同时证明了可

培养细菌种群只代表了土壤细菌群落的一部分。

21313 　末端限制性片段长度多态性分析法 (T2RFLP) 　末端限制性片段长度多态性分析法 ( Terminal restriction

fragment length polymorphism , T2RFLP) ,是对 ARDRA 技术的改进。土壤细菌的 16S 核糖体 DNA 和真菌核糖体

DNA 的 ITS区域都是研究土壤微生物多样性非常重要的目标区域。T2RFLP 就是根据样品中的这些目标区域

DNA 序列的不同或变化 ,进行 PCR 扩增后得到目标 DNA 片段 ,酶切后将会产生不同长度的限制性片段。根

据这些特异片段的数量可以判断微生物区系的多样性 ,还可根据已知序列鉴定到种。通过比较不同样品间的

异同 ,该方法能为评估土壤微生物多样性提供更敏感的数量化基础[28 ] 。Turpeinen 等[29 ]用 T2RFLP 方法研究了

As、Cr、Cu 污染土壤的微生物群落结构 ,结果揭示了微生物能对土壤重金属污染产生响应作用 ,并通过改变微

生物群落结构和产生耐性的方式来维持其代谢活性。

该方法也存在一些缺陷 : (1)在 T2RFLP 的峰值图上 ,一个峰代表的有可能不只是一个种[30 ]
; (2) 样品中的

总 DNA 的提取和限制性内切酶的选择是影响到分析结果的关键因素[21 ]
; (3) 随着片段长度的增加 ,测序仪检

测分辨率降低等[31 ] 。

21314 　核糖体基因间隔区分析法 (RISA) 　核糖体基因间隔区分析 (ribosomal intergenic spacer analysis ,RISA)方

法是利用细菌群落概览图谱间的相似度对生态系统的空间异质程度进行定量分析。RISA 以细菌 16S 和 23S

rDNA 间隔片段 ( ITS)为研究对象 , ITS片段的 PCR 扩增混合物用普通电泳即可分离并获得特异性的长度多态

性图谱 ,这就是利用 RISA 概览图谱描述细菌群落的基本原理[32 ] 。Ranjard 等[33 ]用 PCR2RISA 分析法研究了 Hg

对细菌群落结构的影响 ,发现在 Hg 污染胁迫下 ,优势细菌种群的组成发生了变化 ,耐 Hg 细菌变多 ,细菌群落

多样性减少。该方法的一些不足之处也是不能忽视的。如普通 PAGE只能分离大小相差十几个 bp 的DNA 片

段 ,对于差别小到几个甚至一个 bp 的 DNA 片段则很难分辨。因此该方法在精度上受到一定限制[34 ] 。

21315 　变性Π温度梯度凝胶电泳技术 (DGGE 或 TGGE) 　同样大小的 DNA 序列由于含有的碱基不同 ,各片段

的 Tm 也就不同 ,甚至一个碱基对的不同 ,都会引起 Tm 很大的差异。变性梯度凝胶电泳 (DGGE) 技术是通过

不同序列的 DNA 片段在各自相应的变性剂浓度下变性 ,发生空间构型的变化 ,导致电泳速度的急剧下降 ,最

后在其相应的变性剂梯度位置停滞 ,经过染色后可以在凝胶上呈现为分散的条带[35 ] 。该技术可以分辨具有

相同或相近分子量的目的片段序列差异 ,可以用于检测单一碱基的变化和遗传多样性以及 PCR 扩增 DNA 片

段的多态性。温度梯度凝胶电泳 (TGGE) 技术的基本原理与 DGGE 技术相似 ,含有高浓度甲醛和尿素的凝胶

温度梯度呈线性增加 ,这样的温度梯度凝胶可以有效分离 PCR 产物及目的片段。根据电泳条带的多寡和条

带的位置可以初步辨别出样品中微生物的种类多少 ,可以分析土壤样品中微生物的多样性[35 ] 。

该技术最先由 Muyzer[36 ]等人引入研究土壤微生物基因多样性 ,现已被证实能够精确地反映出土壤微生

物多样性 ,并广泛地应用于污染土壤微生物多样性的研究[37 ] 。Kozdroj 等[38 ] 用 PCR2DGGE 结合传统培养方法

研究了根系分泌物对受不同程度重金属污染土壤的细菌群落结构多样性的影响 ,结果显示根系分泌物对重金

属污染土壤的细菌种群发展具有显著的刺激作用 ;同时发现 ,淹水会促进优势种细菌的快速生长 ,降低群落结

构的多样性。Renella 等[39 ]用 PCR2DGGE方法研究了 Cd 污染对土壤微生物群落结构的影响 ,在高浓度 Cd 污
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染下 ,细菌群落也只发生了微小的变化 ,是由于有效 Cd 浓度过低 ,表明高浓度但低有效态 Cd 污染主要诱导微

生物生理上的适应 ,而非群落结构的变化 ,一些生化指标对胁迫更加敏感。滕应等[40 ] 用 PCR2DGGE 技术分析

了重金属污染农田土壤细菌群落的多样性 ,其电泳图谱表明 ,PCR 产物经 DGGE 检测后得到的电泳条带清晰

且分离效果好 ,可以明显反映出重金属复合污染导致了农田土壤微生物在基因上的损伤 ,影响到农田土壤生

态系统的细菌丰富度 ,改变了土壤环境的优势菌群 ,从而使农田土壤微生物群落结构多样性发生变化。Brim

等[41 ]用 PCR2TGGE方法研究了 Zn 污染土壤的细菌群落 ,指出 TGGE 方法所显示的细菌群落多样性要高于用

培养方法所获得的多样性。

该方法也有一些不足之处 ,如易受腐殖酸、不同 DNA 萃取效率的干扰[42 ]
,而且花费时间较多、费用昂贵 ,

还有代表性不强[43 ]等。

3 　污染土壤微生物功能多样性的测定方法

由于微生物群落在污染土壤的有机质分解、N、C物质循环以及生物修复等方面扮演着非常重要的角色 ,

微生物功能多样性因此成为与分类学、基因多样性一样重要的研究因素。目前 ,对土壤微生物多样性的研究

主要集中于微生物群落结构多样性的研究 ,而对微生物功能多样性的研究则相对偏少 ,绝大多数对微生物功

能多样性的研究主要采用基于碳素利用的 BIOLOG微平板分析方法。

BIOLOG微平板分析方法是由美国 BIOLOG公司于 1989 年发展起来的 ,最初应用于纯种微生物鉴定。

1991 年 ,Garland 和 Mills 开始将这种方法应用于土壤微生物群落的研究 ,并认为 BIOLOG碳素利用法是一种较

为先进的研究不同环境下的土壤微生物群落结构和多样性的方法[44 ] 。该方法是根据土壤微生物对 95 种碳

源的利用能力及其代谢差异情况来对化能异养细菌进行鉴定的系统。BIOLOG微平板是一种多底物的酶联反

应平板 ,由一个对照孔 (仅有指示剂)和 95 个反应孔组成 ,每个反应孔装有不同的单一碳源底物和氧化还原染

料四氮唑蓝作为指示剂 ,将土壤溶液接种到每一个微平板孔中 ,各孔中微生物利用碳源底物 ,呼吸作用产生还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 ,引起四氮唑蓝发生氧化还原变色反应 ,根据反应孔中颜色变化的吸光值来指示

微生物对 95 种不同碳源的利用方式差别 ,从而来判定微生物群落的功能代谢能力差异情况。

从国内外近几年研究来看 ,该方法在研究污染土壤的微生物群落结构及其多样性方面发挥了越来越重要

的作用[45 ,46 ] 。德国的 Engelen 等[47 ]用 BIOLOG研究了除草剂对土壤中微生物群落及其代谢特性的影响 ,测定

结果表明 ,使用除草剂降低了土壤中微生物的代谢活性 ,还定量显示了微生物群落对不同碳源的利用能力及

代谢功能多样性的变化。Banerjee 等[48 ]用 BIOLOG分析了灌溉污水污泥对土壤微生物群落结构和功能多样性

的影响 ,发现高浓度污水污泥降低了土壤微生物多样性 ,但总的土壤微生物量和 N 的矿化速率并没有变化或

增加。杨永华等[49 ]利用 BIOLOG方法对农药污染土壤中的微生物群落进行了研究 ,测定结果显示 ,农药污染

导致了土壤中微生物代谢功能多样性的下降 ,同时也导致了微生物种类的减少。姚斌等[50 ]利用 BIOLOG方法

研究了甲磺隆除草剂对土壤微生物多样性的影响 ,发现甲磺隆除草剂在使用浓度较高时 (10 mg kg - 1 ) 明显降

低土壤微生物多样性 ,并且这种抑制效果随时间而变化 ,培养初期影响不显著 ,随培养时间的推移甲磺隆对土

壤微生物多样性的影响加剧。滕应等[51 ]利用 BIOLOG方法研究了铅锌银尾矿区土壤微生物活性及其群落功

能多样性 ,BIOLOG测试结果显示 ,随着重金属污染程度的加剧其土壤微生物群落结构发生了相应变化 ,尾矿

区土壤微生物群落代谢剖面 (AWCD) 及群落丰富度、多样性指数均显著低于非矿区土壤 ,表明尾矿区重金属

污染引起了土壤微生物群落功能多样性的下降。

BIOLOG方法不仅灵敏度高 ,分辨力强 ,测定简便 ,而且无需分离培养纯种微生物 ,是监测污染土壤微生物

群落结构的快速、可靠方法[52 ,53 ] 。但是该方法也有一些不足之处 ,首先 ,BIOLOG方法中所使用的微平板具有

一定的选择性 ,比如 BIOLOG GN 微平板只适用于革兰氏阴性菌 ,而 BIOLOG GP 微平板只适用于革兰氏阳性

菌[54 ] 。其次 ,影响平板微孔显色的因素较多 ,除了培养液中微生物的种群组成、数量与活性外 ,样品的预处

理 ,培养时间和温度 ,培养液含有干扰物质等因素都会影响平板显色结果[54 ] 。因此 ,今后要结合其他方法 ,更

深入地研究环境微生物群落结构与功能及其相互关系 ,从而获得更全面的结果。
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4 　结合方法

生物化学技术和分子生物学技术都能很好地描述污染土壤微生物群落结构多样性及功能多样性的变化

情况。各种方法的综合使用可起到互补作用 ,避免由于方法原理本身所带来的不可避免的偏差 ,将提供更加

全面的群落组成、变化方面的信息 ,必将成为今后研究的有力工具。

Muller 等[55 ]用琼脂培养基平板计法、PCR2DGGE以及 BIOLOG方法研究了 Hg 污染对土壤微生物群落 ,特

别是细菌群落结构的影响。平板计数法发现 ,在高浓度 Hg 重污染土壤的细菌以及原生动物种群数量明显降

低 ,但真菌数量并没有明显变化。经 PCR2DGGE方法分析 ,也反映出 Hg 污染改变了细菌群落结构以及降低了

其多样性 ,同时耐 Hg 速生细菌明显变多。结果证明了多样性的减少会降低生态系统稳定性 ,甚至导致生态

系统机能的衰退。然而 ,BIOLOG板并没有显示细菌群落结构有任何变化。在所有描述细菌群落的不同方法

中 ,PCR2DGGE分析方法能提供最明显的结果。为了获得更为详细的微生物群落蓝图 ,需要结合使用各种方

法。Widmer 等[56 ]用 DNA2 ,PLFA2 ,BIOLOG2法分析杀虫剂降解土壤的微生物性质变化 ,发现 3 种方法都有很好

的重复性 ,能分辨出不同处理土壤 ,但通过聚类分析 ,3 种方法对同个处理土壤微生物性质测定结果相似性不

太一致。因此 ,在选用测试方法时要谨慎。Ellis 等[57 ]用平板计数 ,BIOLOG2 , FAME等方法分析了长期重金属

污染对土壤微生物群落的影响 ,结果显示各方法表现出一定程度的一致性 ,即可培养细菌的数量在重金属污

染土壤受到了显著的抑制 ,重金属浓度越高其数量就越少 ;并得出 BIOLOG与平板计数法在测定重金属对微

生物群落的影响上是有效的方法。Lawlor 等[58 ] 用平板计数 ,BIOLOG2 , FAME2法比较分析了长期灌溉污泥土

壤的微生物群落结构 ,3 种方法结果均显示土壤微生物群落结构发生了变化。Kelly 等[59 ] 用 PLFA 和 BIOLOG

方法研究了施用污水污泥对土壤微生物群落结构的影响 ,结果表明 ,施用污泥使得 BIOLOG板中的吸光值速

率变慢 ,指示菌根真菌和放线菌的 PLFA 相对含量下降 ,均说明了污泥影响了土壤微生物群落结构的变化。

Baath 等[60 ]用 PLFA 分析法发现长期重金属污染 ( Zn、Cu、Ni) 改变了土壤微生物群落结构 ,但在同一实验 ,用

BIOLOG法分析并没有发现群落结构有明显的变化。Torsvik 等[61 ] 用 DNA 重组技术和 PCR2DGGE 分析方法研

究了重金属污染土壤的微生物群落结构和多样性 ,结果表明 ,重金属污染导致土壤微生物群落结构发生明显

的变化、细菌多样性的降低以及一些细菌种群成为优势种 ,同时证明了 DNA 重组技术结合 PCR2DGGE 分析方

法能提供整个多样性以及群落结构变化的信息。因此 ,在选用测定方法时要谨慎 ,有条件的话最好结合使用

各种方法。

5 　展望

土壤微生物“黑箱”已经打开 ,问题是有多少新的土壤微生物分析方法可以揭示微生物种群结构和活性。

我们现在仅仅才刚开始知道土壤微生物多样性远比仅用培养方法所了解的要复杂得多。污染物进入土壤后 ,

对污染物有耐性响应的物种变多 ,微生物多样性降低 ,并促使群落结构发生实质性变化 ,这些都能够通过生化

和分子技术方法分析而清晰地显示出来。而这些方法应该互相补充、结合使用 ,因为只有这样才能获得完整

的微生物群落信息。然而 ,在分析污染土壤微生物群落结构多样性的同时 ,也应该关注它们的生理学多样性

以及代谢活性的差异。同时 ,也应该注意到一个区域内微生物群落多样性的改变并不意味着其受到毒害作

用 ,因此有必要对微生物群落结构的变化是如何影响微生物群落多样性进行研究[5 ] 。

总之 ,现代微生物群落分析技术 ,尽管都有它们各自的局限性和偏差 ,但还是能很好地测定群落结构因污

染影响而发生的真实变化。目前 ,对微生物群落遗传和功能多样性的认识过程中产生了越来越多的问题 ,而

这些问题又促进我们对新方法的探索。从而 ,对“Who is there”、“What are they doing”等的无知也会逐渐减

少[22 ]
,并对多样性和功能之间关系的认识也会逐渐清晰起来。
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