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基于梯度稀释法分析细菌多样性对土壤碳代谢的影响
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摘要：为探究土壤微生物多样性对土壤碳代谢过程的影响，利用梯度稀释法（处理 Ｄ１、Ｄ３ 和 Ｄ５ 分别为稀释 １０－１、１０－３和 １０－５

倍）改变土壤样品中原始土壤微生物群落的多样性，以探究土壤微生物群落多样性减少对土壤碳代谢的影响。 进行为期 ６ 周的

预培养实验，以消除梯度稀释法对土壤样品中微生物群落丰度的影响，并通过 Ｑ⁃ＰＣＲ 和高通量测序测定预培养结束后 ３ 种土

壤样品中细菌丰度及其基因多样性指数（ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ），以验证预培养实验结果。 后加入等量葡萄糖（０．５ｇ ／ １００ｇ 干土）
继续培养，并于培养期间测定 ３ 种处理土壤的碳矿化速率，进行 ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 板实验，分析计算各土壤样品中细菌的功能多样性

指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ））及碳源代谢强度。 结果表明：（１）３ 种处理土壤样品碳矿化速率

及累积碳矿化量大小排序为：Ｄ１ ＞ Ｄ３ ＞ Ｄ５，且 Ｄ１ 与 Ｄ３、Ｄ５ 处理均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。 （２）Ｄ１ 处理下土壤样品中微生物群

落的孔平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）、功能多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ））均显著高于 Ｄ３、Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）。
（３）对 ３１ 种碳源吸光度做主成分分析（ＰＣＡ）分析，发现 ３ 种稀释处理下土壤样品的碳源利用模式存在差异，且 Ｄ１ 处理下的土

壤微生物群落对碳源的代谢功能大于 Ｄ３、Ｄ５ 处理。 因此，该研究表明土壤微生物多样性的减少会降低土壤的碳矿化速率及其

碳源代谢强度，对土壤碳代谢过程产生一定程度的不利影响。
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微生物对于许多生态系统而言是必不可少的一部分，作为土壤的重要组成部分，土壤微生物在土壤的元

素循环中发挥着重要作用［１］。 虽然生物多样性目前已被确定为推动生态系统循环过程的一个重要驱动力，
但土壤微生物群落丰富的多样性使我们对其物种多样性功能的了解甚少，并且有学者提出，不同土壤微生物

间存在着功能冗余［２］。 功能冗余观点认为，在生态系统中，微生物多样性的减少几乎不会对生态系统造成影

响，其他微生物可以承担丧失物种的功能，一个物种的丧失可以由另一物种来替代。 但 Ｐｉｅｒｒｅ 等［３］通过研究，
发现微生物群落组成的变化改变了群落在不同时空尺度上的整体功能属性，从而提出了不同观点。

土壤的碳循环是生态系统碳循环的重要组成部分，该过程中有极其丰富的微生物参与，但目前国内外学

者对影响土壤碳代谢过程因素的研究多集中于土壤的水温，土地利用方式和土壤碳氮含量等方面［４⁃８］，而关

于土壤微生物多样性在土壤碳循环过程中是否存在功能冗余尚未存在明确的结论。 因此开展土壤微生物多

样性对土壤碳代谢影响的研究对我们了解土壤固碳微生物的功能及土壤的碳循环过程具有重要意义。 本研

究采集山西省庞泉沟自然保护区阔叶混交林 ０—１０ ｃｍ 处表层土壤为土壤样品，通过浓度梯度稀释法改变土

壤中原始细菌群落的多样性，该方法与传统的人工配置方法相比，可更加真实反映自然土壤生态系统中微生

物多样性减少对土壤碳代谢的影响。 经过 ６ 周预培养后测定不同稀释处理下土壤样本中细菌的丰度及基因

多样性指数（ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ）。 于各土壤样品中加入等量葡萄糖（０．５ ｇ ／ １００ ｇ 干土）继续培养，期间采

用碱式滴定法测定土壤碳矿化速率，利用 Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 板实验分析不同稀释处理下土壤样本中细菌的功能多样

性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ））及碳源利用模式，通过以上指数综合分析土

壤微生物多样性对土壤碳代谢过程的影响。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集及稀释处理

于山西省庞泉沟自然保护区阔叶混交林（１１１°２２′—１１１°３３′Ｅ、３７°４５′—３７°５５′Ｎ），清除表面覆盖物，采集

０—１０ ｃｍ 处表层土壤。 该样品土壤类型为褐土，土壤有机碳含量为（２６．２７ ± １．８７） ｇ ／ ｋｇ，全氮含量为（１．７９ ±
０．０９） ｇ ／ ｋｇ，ｐＨ 为 ７．２６ ± ０．０４。 将所得的土壤样品分为两份放入袋中，一份于 ４ ℃冰箱保存，一份风干后过 ２
ｍｍ 孔径土壤筛。

取已过 ２ ｍｍ 土壤筛的风干土样进行高压蒸汽锅灭菌处理。 同时配置不同稀释梯度的土壤悬浊液：将
１００ ｇ 新鲜土样加入盛有 ３００ ｍＬ 无菌蒸馏水的三角瓶中，放于恒温床震荡摇匀 ２０ ｍｉｎ，使土样与水充分混合，
分散菌体，得到 １００ ｍＬ 土壤悬浮液，通过梯度稀释将土壤悬浮液稀释为 １０－１、１０－３和 １０－５倍数的土壤悬浮液

（Ｄ１、Ｄ３ 和 Ｄ５ 处理）。 将 ３ 种稀释处理的土壤悬浊液接种于灭菌的土壤样品中，共 ３ 个稀释梯度，每个梯度 ３
个重复，２０℃条件下预培养 ６ 周，为细菌群落定殖提供时间。
１．２　 ＤＮＡ 提取、定量 ＰＣＲ 及高通量测序

预培养 ６ 周结束后，测定 ３ 种处理下土壤样品中细菌群落的丰度及其基因多样性。 使用 Ｕｌｔｒａ⁃ｃｌｅａｎ ＴＭ
土壤 ＤＮＡ 分离试剂盒（ＭｏＢｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＵＳＡ）从 ０．２５ ｇ 土壤中提取各稀释条件下土壤 ＤＮＡ。 通过定量 ＰＣＲ
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测定土壤细菌丰度，定量 ＰＣＲ 的引物、反应体系和条件如下：引物为 ３３８Ｆ（５′⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＡＧＧＡＧＣＡ⁃ ３′）和
５３４Ｒ（５′⁃ＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣ⁃３′），反应体系为 ２０ μＬ：７．６ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，１０．０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ
Ⅱ，２．０ μＬ 样本 ＤＮＡ，ＰＣＲ 条件为：９５℃变性 １０ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ，５３℃退火 ４５ ｓ，７２℃延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环。

利用引物 ３４１Ｆ （５′⁃ＣＡＧＡＣＡＴ （ｂａｒｃｏｄｅ） ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ⁃ ３′）和 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧ
ＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′）对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３—Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ 扩增，并使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台对细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行

双端测序，随后在 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ 数据库（Ｒｅｌｅａｓｅ １３．８， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ．ｓｅｃｏｎｄｇｅｎｏｍｅ．ｃｏｍ ／ ）进行基因比对，获
得各稀释样品中细菌群落的基因多样性指数（ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ）。 此处的多样性指数是指基于分类学的

多样性指标（ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ），这些指标在一定程度上反映了群落或生态系统的某些特性，其中，Ｃｈａｏ１ 和

ＡＣＥ 指数反应细菌群落的丰富度，指数越大，群落的丰富度越高；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数综合反应细菌群落的丰富度和

均匀度，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大，群落的多样性越高［９］。
１．３　 碳矿化速率及土壤微生物功能多样性的测定

由于预培养期间各土壤样品碳源大量消耗，为进一步探究各细菌多样性梯度下土壤样品的碳代谢情况，
预培养结束后，于不同稀释梯度的土壤样本中加入等量碳源（本实验选用葡萄糖为碳源），葡萄糖加入量为每

１００ ｇ 干土 ０．５ ｇ。 ２０ ℃下继续培养。 期间采用碱式滴定法测定 ３ 种处理下土壤样品的碳矿化速率（每隔 ２ ｄ
测定一次），直到培养期第 ３０ ｄ 为止。

Ｂｉｏｌｏｇ 是一种通过测定微生物对不同碳源利用程度的差异来反映微生物群落的总体活性和代谢功能的

方法，该方法在研究空间及时间尺度上微生物群落变化有较好的应用［１０⁃１１］，故本研究利用该方法进一步研究

不同稀释处理下土壤样品的碳的代谢强度和代谢活性。 将接种好培养期第 １４ 天时 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 稀释处理下土

壤样品溶液的测试板加盖，并于 ２５℃下恒温培养 ７ ｄ，每隔 ２４ ｈ 在 ５９０ ｎｍ 下读取各孔的吸光度值，并根据吸

光度数值分析计算 ３ 种不同多样性梯度的土壤细菌群落的孔平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）及功能多样性指数

（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ））以研究土壤微生物多样性对土壤碳代谢的影响，具
体实验步骤和指数计算公式详见文献［１１⁃１２］。 与上文提到的基因多样性指数不同，此处的多样性指数是通过

Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 平板技术测定的孔平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）经过计算所得，Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 平板技术的是利用不同种

类的微生物或不同微生物类群对碳源的利用能力不同而产生的不同碳源利用模式来表征微生物群落差异，故
用以上 ３ 种指数表征细菌群落的功能多样性。

Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 平板技术测定的群落功能多样性指数是利用不同种类的微生物或不同微生物类群对碳源的

利用能力不同而产生的不同碳源利用模式来表征微生物群落差异［１１］。 其中，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）可反映土壤微

生物群落的种类和均匀度；Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）可以反应群落中的优势物种，评估土壤中微生物群落优势度；
ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ）可用来区分不同的碳源利用程度［１３］。
１．４　 数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件对数据进行初步统计分析；用 ＳＰＳＳ ２３．０ 软件对 ３ 种处理下土壤样品的细菌拷贝数、
基因多样性指数、累积碳矿化量、孔平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）、功能多样性指数进行单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）分析，并采用最小显著差数（Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）进行差异显著性检验；用 Ｃａｎｏｃｏ ４．５ 软

件对土壤生物群落 ３１ 种碳源的 ＡＷＣＤ 值进行主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ），并作图；用
Ｏｒｉｇｉｎ９．０ 软件制作文中所有统计图表。

２　 结果

２．１　 稀释处理对土壤细菌群落的影响

本研究为探明预培养实验对３ 种稀释处理下土壤细菌群落的影响，在预培养６ 周后，采用定量ＰＣＲ 来定量不同

稀释梯度样本土壤中细菌群落的ＤＮＡ 拷贝数，用其表征３ 种处理下土壤样品中的细菌丰度。 结果如图１ 所示，预培

养结束后，不同土壤样本中细菌的 ＤＮＡ 拷贝数相似，且没有显著性差异（Ｐ＜０．０５），这表明经预培养 ６ 周后，梯度稀
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图 １　 不同处理下土壤细菌丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 相同字母表示无显著差异（Ｐ＜０．０５）； Ｄ１：稀释倍数为 １０－１的土壤

悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ１； Ｄ３： 稀释倍数为 １０－３的土壤悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ３；

Ｄ５： 稀释倍数为 １０－５的土壤悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ５

释处理对微生物丰度的影响基本消除。
通过高通量测序分析不同稀释浓度下土壤细菌群

落的基因多样性，以探究梯度稀释处理和预培养实验对

土壤样品中细菌群落多样性的影响。 采用多种多样性

指数表示不同稀释处理中土壤细菌物种的丰富度和多

样性的变化，结果如表 １ 所示：除 ＡＣＥ 指数外，Ｄ１ 样本

中微生物群落 Ｃｈａｏ１ 指数与 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均高于 Ｄ３ 和

Ｄ５ 处理，且 Ｄ１ 处理显著高于 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）。 ３ 种

处理下的 ＡＣＥ 多样性指数之间虽无显著差异 （ Ｐ ＜
０．０５），但稀释倍数最大的 Ｄ５ 处理土壤样品中微生物

群落 ＡＣＥ 指数最低。 由此可以断定，不同稀释处理下

土壤样品中微生物多样性不同，稀释处理改变细菌群落

的多样性，且预培养实验并未消除稀释处理对各样本土

壤中细菌群落多样性的影响。 由此，得到含有有显著基

因多样性差异但无明显丰度差异细菌群落的 ３ 种土壤

样品（Ｐ＜０．０５），为后期研究提供实验基础。

表 １　 不同土壤样本基因多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ＡＣＥ 指数 Ｃｈａｏ１ 指数 香浓指数 Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｄ１ ２２５８．７３±２０．７９ａ １６４２．００±３４．２７ａ ８．９６±０．０４９ａ

Ｄ３ ２５５９．５４±３７２．９０ａ １３８９．３３±１２５．５３ｂ ７．９５±０．１３ｂ

Ｄ５ ２１３２．６７±１３２．８１ａ １２９６．３３±２４．７６ｂ ７．８１±０．１３ｂ

　 　 不同字母表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）；Ｄ１：稀释倍数为 １０－１的土壤悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ１； Ｄ３： 稀释倍数为 １０－３的土壤悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ３； Ｄ５： 稀释

倍数为 １０－５的土壤悬浮液 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ５

２．２　 微生物群落多样性对土壤碳矿化速率及碳矿化量的影响

为探究 ３ 种细菌多样性条件下土壤碳代谢情况，本研究在预培养实验结束后，于 ３ 种土壤样品加入等量

葡萄糖继续培养，期间测定并计算培养期 ０—３０ ｄ 各土壤样品的碳矿化速率（图 ２）。 由图 ２ 可知，整个测量期

间，３ 种稀释处理下土壤样品的碳矿化速率总体大小排序为：Ｄ１ ＞ Ｄ３ ＞ Ｄ５，且各处理下每个测量时间点的土

壤的碳矿化速率均不同，由此可见各土壤样品中细菌群落的多样性持续影响土壤的碳矿化速率。 ３ 种稀释处

理下土壤样品的碳矿化速率变化存在阶段性特征，即，Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤样品的碳矿化速率在培养期第 ２
—４ 天急剧增长，且出现第一个峰值（约 ０．４ ｇ ｍｇ－１ ｄ－１），之后平稳增长；培养期第 ８ —１０ 天，除 Ｄ５ 处理，Ｄ１、
Ｄ３ 处理下土壤样品的碳矿化速率开始急剧增长，并出现第二个峰值（约 ０．８ ｇ ｍｇ－１ ｄ－１）之后趋于平稳，直到培

养期第 ２６ ｄ，Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤的碳矿化速率开始下降。
测量结束后，对 Ｄ１、Ｄ３ 和 Ｄ５ 处理下土壤样本中 ３０ ｄ 的累积碳矿化量做单因素方差分析并做差异性检

验，结果如图 ２。 Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤样品累积碳矿化量较 Ｄ１ 处理分别降低了 ３．４３ ｍｇ ／ ｇ（１７．７７％）和 １．９４
ｍｇ ／ ｇ（１０．０４％），且 Ｄ１ 处理累积碳矿化量显著高于 Ｄ３ 和 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）；Ｄ５ 处理较 Ｄ３ 处理累积碳矿化

量降低了 １．４９ ｍｇ ／ ｇ（８．５９％），且 Ｄ３ 处理累积碳矿化量显著高于 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）。 综上，土壤微生物多样

性的减少会降低土壤的碳矿化速率及其累积碳矿化量。
２．３　 土壤微生物利用 ３１ 种碳源特征分析

平均颜色变化率（ＡＷＣＤ） 是表征土壤微生物活性的重要指标，其值的变化可以反映土壤微生物对某一

碳源的利用能力，ＡＷＣＤ 值越大，表明土壤中微生物活性越高，对碳源的利用能力越强［１４］。 对培养期第 １４ 天
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图 ２　 培养期间土壤碳矿化速率分析

Ｆｉｇ．２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｄｕｒｉｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ

不同字母表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）

　 图 ３ 　 各稀释处理下土壤微生物培养过程中平均颜色变化率

（ＡＷＣＤ）

Ｆｉｇ３ 　 ＡＷＣＤ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ

ｔｅｓｔｅｄ ｓｏｉｌｓ

不同字母表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）

整个测量时间段每隔 ２４ ｈ 测定计算的 ＡＷＣＤ 进行分

析，结果如图 ３。 每一个微板在接种培养期第 １４ 天的

土壤细菌悬浊液后，随着时间的延长，其平均吸光值

（ＡＷＣＤ）逐渐增加，说明随着培养时间的延长 ３ 种处理

下土壤细菌对碳源的利用强度逐渐增强。 且 Ｄ１ 处理

的 ＡＷＣＤ 值显著高于 Ｄ３、Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５），说明 Ｄ１
处理下的土壤中细菌群落的微生物活性最大，碳源利用

效率最高。 第 １４ 天测量时间段内 ３ 种稀释处理下的

ＡＷＣＤ 值在 ２４—９６ ｈ 的斜率最大，表明在该时间段，样
品中微生物生长最为迅速，碳源代谢强度迅速增强；之
后各处理的 ＡＷＣＤ 增长速率均有所降低且趋于稳定，
可见在第 １４ 天时采用 ９６ ｈ 的吸光值分析更能真实地

反映实际情况。
群落功能多样性指数可以反映土壤微生物群落对

不同类型碳源的利用差异，各稀释条件下培养期第 １４
天时土壤样品中细菌群落功能多样性指数如表 ２ 所示。
与 ＡＷＣＤ 相似，Ｄ１ 处理的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数均最大，且与Ｄ３、Ｄ５ 处理均有显著差异（Ｐ＜０．０５），表明稀

释 １０－１处理下土壤样品中细菌群落的物种多样性、分布的均匀程度及其对源利用强度较 １０－３、１０－５处理高。 Ｄ３
处理的 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均显著高于 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５），但 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下的土壤微生物 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数无显著性差异（Ｐ＜０．０５），说明 １０－１、１０－３、１０－５稀释处理对土壤样品细菌群落中的优势种影响不大。

表 ２　 土壤微生物功能多样性指数和 ＡＷＣＤ

Ｔａｂｌｅ ２　 ＡＷＣＤ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（ＡＷＣＤ）

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）
Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ （Ｄ）

ＭｃＩｎｔａｓｈ 指数（Ｕ）
ＭｃＩｎｔａｓｈ Ｉｎｄｅｘ （Ｕ）

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ（Ｈ）

Ｄ１ ０．６１±０．０１ａ ０．９４±０．０１ａ ４．４３±０．２２ａ ２．６８±０．１ａ

Ｄ３ ０．４７±０．０４ｂ ０．９８±０ａ ２．２２±０．２６ｂ ２．１４±０．１ｂ

Ｄ５ ０．４６±０．０２ｂ ０．９９±０ａ １．４２±０．２５ｃ １．１８±０．１ｃ

　 　 不同字母表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）
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２．４　 土壤微生物生理碳代谢指纹图谱分析

研究微生物对微平板上不同碳源利用能力的图被定义为 Ｂｉｏｌｏｇ 代谢指纹图谱，其有助于较为全面地了解

微生物群落代谢功能特征［１２］。 测定培养第 １４ 天，９６ ｈ ３ 种稀释处理下土壤微生物对 ３１ 种单一碳源的代谢能

力（ＡＷＣＤｉ 值），得到土壤微生物生理碳代谢指纹图谱（图 ４）。 由图 ４ 可知，Ｄ１ 处理下的土壤样品中土壤微

生物对 ３１ 种碳源的利用能力高于 Ｄ３、Ｄ５ 处理，且 ３ 种稀释处理下的土壤微生物对酯类、碳水化合物类、氨基

酸类和胺类碳源的利用能力较强。 培养期第 １４ 天，土壤代谢指纹图谱中 Ｄ１ 处理下 ＡＷＣＤｉ≥ ０．８ 的碳源有 ８
种（酯类 ３ 种，醇类 １ 种，酸类 １ 种，氨基酸类 ２ 种，胺类 １ 种），占总碳源的 ６４．４１％；Ｄ３ 处理下 ＡＷＣＤｉ≥ ０．８
的碳源有 １ 种（酯类 １ 种），占总碳源的 ９．６１％；Ｄ５ 处理下 ＡＷＣＤｉ≥ ０．８ 的碳源有 １ 种（氨基酸类 １ 种），占总

碳源的 １１．５４％。 此外，除碳水化合物类碳源，Ｄ１ 处理下的土壤微生物对其他五类碳源的利用强度远高于

Ｄ３、Ｄ５ 处理。 Ｄ３ 处理下土壤微生物碳源利用代谢功能与 Ｄ１ 相比差异显著的碳源分别有 １３ 种（Ｐ＜０．０５）；Ｄ５
处理下土壤微生物碳源利用代谢功能与 Ｄ１ 相比差异显著的碳源分别有 １４ 种（Ｐ＜０．０５）；Ｄ３ 与 Ｄ５ 处理下土

壤微生物对 ３１ 种碳源的利用代谢功能差异不十分显著（Ｐ＜０．０５），碳源利用代谢功能有显著性差异的碳源仅

有 １ 种（Ｐ＜０．０５）。 说明 １０－１稀释处理使土壤微生物对单一碳源的利用能力发生改变，而 １０－３、１０－５浓度的稀

释处理对土壤微生物对单一碳源的利用能力影响较 １０－１稀释处理小。
２．５　 土壤微生物对碳源利用多样性的主成分分析

采用第 １４ 天，９６ ｈ 的吸光值对土壤微生物群落碳源利用情况进行主成分分析，分析不同稀释处理下土壤

微生物群落功能的综合差异和相似状况，结果见表 ３。 从 ３１ 个因子中共提取了 ６ 个主成分因子，累积方差贡

献率达到了 ９５．７９％，从中选取累积方差贡献率达到 ７２．７１％ 的前两个主成分 ＰＣ１ 和 ＰＣ２（特征根分别为１５．８７
和 ６．６７） 来分析微生物群落功能多样性。

从图 ５ 可以看出，不同稀释处理在 ＰＣ 轴出现了明显的分异，整体可分为 ３ 大类，Ｄ１ 处理，Ｄ３ 处理，Ｄ５ 处

理各为一类，Ｄ１ 处理分布于Ⅲ区，Ｄ３ 处理分布于Ⅰ区，Ｄ５ 处理分分布于Ⅱ区。 可见 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 能区分不同

稀释处理土壤微生物的群落特征。

表 ３　 主成分特征根

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

主成分
Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

特征根
Ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ

方差贡献率 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

累积方差贡献率 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｎｃｅ

ＰＣ１ １５．８７ ５１．１９ ５１．１９

ＰＣ２ ６．６７ ２１．５２ ７２．７１

ＰＣ３ ２．５７ ８．３ ８１．０２

ＰＣ４ ２．２２ ７．１６ ８８．１７

ＰＣ５ １．３６ ４．３８ ９２．５６

ＰＣ６ １ ３．２３ ９５．７９

考虑到各个主成分反应的变异问题，本研究进一步计算了 ＰＣ１ 与 ＰＣ２ 的综合得分，结果见表 ４。 不同处

理在 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 上得分系数出现显著差异（Ｐ＜０．０５）。 在 ＰＣ１ 轴上，Ｄ１ 处理、Ｄ３、Ｄ５ 处理均有显著性差异

（Ｐ＜０．０５）；在 ＰＣ２ 轴上，Ｄ１ 与 Ｄ５ 处理无显著性差异，Ｄ３ 处理与 Ｄ１、Ｄ５ 处理均有显著差异（Ｐ＜０．０５）；从第一

主成分第二主成分的综合得分来看，Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。 说明这 ３ 种稀释处理下的土

壤样品中土壤细菌群落具有不同的碳源利用模式，土壤细菌群落代谢功能不同。
考察 ＰＣＡ 的相关性矩阵可知，对前 ３ 个主成分贡献的特征向量系数大于 ０．６０ 的碳源类型进行分析，结果

见表 ４。 培养时间为第 １４ 天时，对 ＰＣ１ 贡献大的碳源有 １９ 种，其中，碳水化合物类，酯类和酸类均占２１．１０％，
氨基酸类占 １５．７９％。 可见影响 ＰＣ１ 的主要为碳水化合物，酯类和酸类，其次是氨基酸类；对 ＰＣ２ 贡献最大的

碳源为碳水化合物类，占 ３７．５０％；其次是氨基酸类，占 ２５％。
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图 ４　 土壤微生物生理碳代谢指纹图谱
Ｆｉｇ．４　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｌｅｖｅｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

Ｂ１—Ａ３：酯类；Ｅ１—Ｇ２：碳水化合物类；Ｈ２—Ｄ２：醇类；Ｆ２—Ｈ３：酸类；Ａ４—Ｆ４：氨基酸类；Ｇ４—Ｅ２：胺类；ＡＷＣＤｉ 值为 Ｂｉｏｌｏｇ 板上 ３ 次重复的

平均值；∗标注显著差异性，Ｐ＜０．０５，“∗”代表与 Ｄ１ 处理显著性差异，“∗∗”代表与 Ｄ１、Ｄ３ 处理均有显著性差异

表 ４　 各时间不同处理下主成分得分

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｅｖｅｒｙ ｔｉｍｅ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
第一主成分

ＰＣ１
第二主成分

ＰＣ２
综合主成分

Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
Ｄ１ １．０２±０．０３ａ ０．２８±０．０３ａ ０．０９±０．０１ａ
Ｄ３ ０．１２±０．０３ｂ ０．４５±０．１２ｂ ０．０９±０．０３ｂ
Ｄ５ ０．５３±０．０３ｃ ０．１４±０．０１ａ ０．０４±０ｃ

　 　 不同字母表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）
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表 ５　 主成分贡献的特征向量≥０．６０ 的碳源数目

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｃ ｓｏｕｒｃｅｓ ｗｉｔｈ ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｌｏａｄｉｎｇｓ≥０．６０

主成分
Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

碳源种类
Ｃａｒｂｏｎ
ｓｏｕｒｃｅ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

主成分
Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

碳源种类
Ｃａｒｂｏｎ
ｓｏｕｒｃｅ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＰＣ１ 酯类 丙酮酸甲酯 ０．８３ ＰＣ１ 氨基酸类 Ｌ⁃精氨酸 ０．９４

吐温 ４０ ０．９７ 天冬酰胺酸 ０．９４

吐温 ８０ ０．８８ Ｌ⁃丝氨酸 ０．９５

Ｄ⁃半乳糖酸 γ 内酯 ０．７２ 胺类 Ｎ⁃乙酰基⁃Ｄ⁃葡萄胺 ０．９８

碳水化合物类 肝糖 －０．６５ 腐胺 ０．９６

葡萄糖苷 －０．７９

木糖 －０．５７ ＰＣ２ 碳水化合物类 环状糊精 ０．９２

葡萄糖⁃１⁃磷酸盐 －０．６６ 纤维二糖 ０．６６

醇类 Ｄ，Ｌ⁃ａ⁃甘油 ０．９７ 乳糖 ０．９

Ｄ⁃甘露醇 ０．９４ 醇类 Ｉ⁃赤藻糖醇 ０．７７

酸类 氨基葡萄糖酸 ０．９５ 酸类 ａ⁃丁酮酸 ０．５４

４⁃羟基苯甲酸 ０．９５ 氨基酸类 Ｌ⁃苏氨酸 ０．６９

ａ⁃丁酮酸 －０．６９ 甘氨酰⁃Ｌ⁃谷氨酸 ０．６５

Ｄ⁃苹果酸 －０．７６ 胺类 苯乙基胺 ０．８８

图 ５　 土壤微生物碳源利用特性的主成分分析（ＰＣＡ）

　 Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

Ｄ１：１—３，Ｄ３：４—５，Ｄ５：７—９

３　 讨论

３．１　 微生物群落多样性对土壤有机碳矿化速率的影响

梯度稀释的方法经常被用来做微生物分离计数和

改变微生物多样性，该方法理论上可以通过稀释来减少

微生物的丰度和多样性，移除稀有的微生物类群［１５］。
Ｄａｖｉｓ 等［１６］通过梯度稀释法获得不同浓度接种物，并且

从土壤中分离了许多新微生物种类，由此证实了梯度稀

释法的作用。 本研究为了消除因梯度稀释法接种微生

物而造成的微生物丰度差异对后来实验中土壤碳矿化

进程的影响，进行了为期 ６ 周的预培养实验，结果如图

１，培养结束后 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下的土壤样品中细菌丰

度无显著性差异（Ｐ＜０．０５），此结果与 Ｐｈｉｌｉｐｐｏｔ 等［１７］ 的

实验结果一致，由此推断，预培养实验基本消除了梯度

稀释处理造成的细菌丰度差异。 为了评估预培养实验

对 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤样品中细菌多样性的影响，对
预培养结束后 ３ 种稀释处理下土壤样品中的 ＰＣＲ 扩增

片段进行高通量测序，结果正如预期的一样，稀释处理

导致土壤样品中微生物多样性整体下降。 因此，我们基本可以确定之后实验中使土壤碳矿化速率变化的原因

是由于由梯度稀释处理造成的土壤微生物多样性改变而非丰度差异。
土壤微生物作为参与土壤碳循环过程中的至关重要的一部分，其多样性对土壤碳代谢过程的影响是一个

重要课题。 为了探究该影响，本研究以土壤碳矿化速率为指标，对土壤微生物多样性对土壤碳矿化过程的影

响进行说明。 实验结果发现，加入碳源以后，３ 种处理下土壤样品碳矿化速率大小排序为：Ｄ１ ＞ Ｄ３ ＞ Ｄ５。 且

３ 种处理下土壤样品的碳矿化速率均有其特有变化趋势，培养前期 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下的土壤碳矿化速率均会

出现一个峰值，当稳定增长一段时间之后 Ｄ１、Ｄ３ 处理再次出现矿化速率峰值，Ｄ５ 处理继续稳定增长，之后时
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间段 ３ 种处理的土壤矿化速率变化基本稳定，直至培养后期开始降低。 培养期前的峰值可能是由于，前期碳

源的加入产生了激发效应，使易降解可利用的碳迅速释放，促进了微生物的活性，从而使土壤中的矿化作用显

著增强；培养中期出现的又一峰值可能是因为：在培养中期，土壤中的有机碳得到活化且微生物对较难分解的

有机碳及代谢产物利用能力增强，因此出现另一个呼吸小高峰［１７⁃２０］。 培养后期可能是由于加入的碳源中，易
分解和较难分解的有机碳已被微生物利用，开始转向难分解部分，微生物对碳源的利用率降低，从而导致土壤

的碳矿化速率开始下降。 综上可得，土壤微生物群落多样性的减少会对土壤的碳矿化速率降低造成影响。 另

外，在测量结束后，对 ３０ ｄ Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤样品中的累积碳矿化量做差异性分析，结果发现 Ｄ１ 处理显

著高于 Ｄ３、Ｄ５ 处理，Ｄ３ 处理显著高于 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）。 因此，土壤微生物多样性的减少会降低土壤的碳

矿化强度，减少土壤的累积碳矿化量，对土壤的碳矿化作用造成不利影响。
３．２　 微生物多样性对碳源利用特征的影响

ＡＷＣＤ 值用以衡量微生物利用不同碳源的整体能力，表征的是样品中微生物整体碳源代谢利用强度，其
值越大表明样品具有较高的碳源利用能力， 往往也具有较高的微生物丰度［２１］。 在整个 Ｂｉｏｌｏｇ 实验测量过程

中，Ｄ１ 处理下土壤样品中的 ＡＷＣＤ 值与 Ｄ３、Ｄ５ 处理存在显著性差异，而 Ｄ３、Ｄ５ 处理之间并无显著差异（Ｐ＜
０．０５）。 造成该结果的原因可能是在一定限度内，微生物多样性的大小会对土壤碳矿化作用产生影响，而当多

样性低于某一程度时，其多样性的大小对土壤的碳矿化强度影响较为微弱。 ３ 种稀释处理下土壤样品 ＡＷＣＤ
值的大小排序为：Ｄ１ ＞ Ｄ３ ＞ Ｄ５，可见与微生物多样性较低的土壤样品相比，微生物多样性较大的土壤样品碳

代谢强度更大。 造成该结果的原因可能是因为在许多不同物种的存在下，土壤微生物丰富的多样性增强了生

态位互补效应并促进了微生物之间的相互作用，促使微生物对碳源的利用能力提高，最终使土壤的碳代谢强

度增强［２２］。 由此可见，微生物多样性减少会降低土壤中微生物对碳源的利用能力，进而减弱土壤的碳代谢强

度，影响土壤的碳代谢过程。
功能多样性指数是综合反映群落功能的指标，不同的功能多样性指数可以反映土壤微生物群落组成的不

同方面，故将所有的指数结合起来可以综合全面的分析土壤微生物群落的功能多样性。 从结果看（表 ２），梯
度稀释处理改变了土壤样品中微生物群落的 ＭｃＩｎｔａｓｈ 指数（Ｕ）和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ），Ｄ１ 显著大于 Ｄ３、Ｄ５ 处

理，Ｄ３ 处理显著大于 Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５），由此可得 Ｄ１ 土壤中的微生物群落功能多样性优于 Ｄ３、Ｄ５ 处理，Ｄ３
处理优于 Ｄ５ 处理。 但对于土壤样品中微生物的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ），３ 种处理之间并无显著性差异（Ｐ＜０．０５），
且 ３ 种处理的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）大小排序为：Ｄ５ ＞ Ｄ３ ＞ Ｄ１。 产生该结果的原因可能是因为多样性的减少不

仅不会影响土壤微生物群落当中的优势种，反而会降低种间竞争，使优势种因更加有竞争力而迅速增长，同时

优势物种的定殖会加剧种群中其他微生物物种的生境位置丧失，导致次要物种种群流失，这对微生物群落的

物种多样性减少也有一定的影响，且该影响产生的结果与本实验结果一致［２３］。
主成分分析的结果表明，不同梯度稀释处理下土壤样品中的微生物群落功能多样性差异显著（Ｐ＜０．０５），

ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 可以把 Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５ 处理很好地区分开来，其中与 ＰＣ１ 显著相关的碳源有 １９ 种，主要为酯类，碳水

化合物类和酸类；与 ＰＣ２ 显著相关的碳源有 ６ 种，主要为氨基酸类和碳水化合物类。 从碳代谢指纹图谱也可

发现，Ｄ１ 处理下土壤样品中的土壤微生物对 ３１ 种碳源的利用能力几乎均大于 Ｄ３、Ｄ５ 处理，其中 Ｄ１ 处理下

土壤微生物对酯类（吐温 ４０、吐温 ８０）、醇类（Ｄ⁃甘露醇）、酸类（氨基葡萄糖酸、半乳糖醛酸）、氨基酸类（Ｌ⁃精
氨酸、天冬酰胺酸、Ｌ⁃丝氨酸）和胺类（腐胺、Ｎ⁃乙酰基⁃Ｄ⁃葡萄胺）的代谢利用能力显著高于 Ｄ３、Ｄ５ 处理，而对

碳水化合物类（环状糊精、肝糖）的代谢利用能力显著低于 Ｄ３、Ｄ５ 处理（Ｐ＜０．０５）。 造成该结果的原因可能

是：稀释处理过后，Ｄ３、Ｄ５ 处理土壤样品当中利用碳水化合物类碳源的优势种群迅速定殖，使该土壤样品中

微生物群落对碳水化合物类碳源的利用强度大大增强。 由此 Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤样品中的细菌群落对碳水化

合物类碳源利用强度显著高于 Ｄ１ 处理（Ｐ＜０．０５）。 总体说来，Ｄ１ 处理下的土壤微生物群落对 ３１ 种碳源的总

体代谢功能大于 Ｄ３、Ｄ５ 处理下土壤微生物群落，土壤微生物群落的多样性减少会对土壤中微生物对碳源的

利用强度造成影响。
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综上所述，土壤微生物多样性的减少会减弱土壤碳矿化过程，降低土壤对碳源的利用强度，进而减弱土壤

的碳代谢强度，土壤的微生物多样性对土壤碳代谢过程有十分重要的影响。

４　 结论

（１）梯度稀释处理可以改变土壤微生物群落的多样性，并且预培养时间可以基本消除梯度稀释处理造成

的样本间生物量的差异而不影响其多样性。
（２）土壤微生物多样性的降低会使土壤的碳矿化速率减弱，碳源利用强度降低，进而影响土壤的碳代谢

过程。
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