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摘  要  为了防止土壤退化,实现资源的持续利用,必须对土壤质量进行评估. 传统的理化指标已难满足需要, 寻找能

够全面反映土壤质量动态变化和判别胁迫环境或人为干扰下土壤质量变化的灵敏指标, 已成为土壤生态学的研究热

点.土壤微生物是土壤生态系统的重要组分, 在生物地球化学循环过程中有重要的作用, 对土壤环境变化和胁迫的反

应十分灵敏.但由于土壤微生物种类繁多且难以培养,限制了其在土壤质量评价中的应用. 近年来围绕土壤微生物总

量、活性和组成的测定发展出了很多新的技术, 如微生物生物量测定、土壤酶活性测定、土壤诱导呼吸强度测定、B io log

微量分析、纯培养、磷脂脂肪酸谱图分析和分子生物学技术等, 极大地促进了微生物指标在土壤质量评价中的应用. 本

文就这 3个方面的土壤微生物研究技术及其在土壤质量评价中的应用进行评述. 表 1参 70
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Abstract It is necessary to eva luate so il qua lity in o rder to prevent so il deg radation and rea lize susta inab le use o f resources.

The trad itiona l phys icochem ical measures can not mea t th is need. The re fo re, the study on so il eco logy has becom e a hot re-

search that aim s to find out sensitive ind ices that can com prehensiv ely re flect the dynam ic changes in so il quality under different

situa tions. So ilm icrobes are the important components o f soil ecosystem, exhibiting the im portant ro le in b iogeochem ical cy cle.

They are ve ry sensitive to the changes o f so il env ironm ents. H ow ever, their app lications in the evalua tion of so il quality a re lim-

ited by the facts tha t so il m icrobes com prise various species and most of them a re difficu lt to be cu ltivated. In recent yea rs,

m any new techniques have been developed for this purpose and they can greatly prom ote the use of soilm icrobes in the eva lua-

tion of so il quality. These techn iques inc lude the m easurem ents o fm icrobia l b iom ass, enzyme ac tiv ity, biodiv ers ity o f so il m -i

crobes, substrate- induced respiration o f so i,l B io log ana lysis, pure cultiva tion, phospho lip id fatty ac id analysis and mo lecu la r

m ethods. In this paper, these techniques and the ir app lications in the evalua tion o f so il qua lity a re rev iew ed. Tab 1, Re f 70
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  人口的不断增长和土地开发利用强度的不断加大引发了

诸如地下水污染、土壤侵蚀及荒漠化、保水能力下降、肥力下

降、污染物增多等土地退化问题 [ 1]. 大规模的生态系统结构和

功能的恢复重建已提上议事日程 [ 2~ 4] , 土壤作为生态系统中重

要的组成部分, 吸引了众多的国际组织和研究机构的关

注 [ 1, 5, 6] .为了防止土壤质量退化, 实现土壤资源的持续利用,

对土壤质量的评估和预测显得越来越重要,传统的理化指标已

难满足需要. 因而寻找能够全面反映土壤肥力动态变化和判别

胁迫环境或人为扰动下土壤生态系统质量的早期预警指标,已

经成为现代土壤生态学的一个迫切任务 [ 7] .

土壤微生物是土壤生态系统的基本组分,由于土壤微生物

的比表面积远远大于动物和植物, 可与环境因子充分作用, 因

此与植物或动物群落相比,土壤微生物对环境改变和胁迫的反

应更敏感 [ 1, 8, 9] .但是土壤微生物种类繁多且难以培养, 考察其

种类和数量一直是个极其艰巨的任务 [ 10~ 12]. 为克服 /培养 0这
个难点, 近年来基于生理学、生物化学和分子生物学发展出了

多种新的研究方法,极大地促进了微生物指标在评价土壤质量

中的应用. 目前,土壤微生物研究主要有 3个方面的内容:一是

微生物总量, 通常以微生物库 (如微生物生物量 )和流 ( C和 N

循环 )表示;二是微生物活性, 即对输入养分的代谢反应, 常用

技术包括土壤酶活性和土壤诱导呼吸 ( SIR )强度测定、B io log

微量分析等; 三是微生物组成, 即各种微生物或功能群的丰度,

常用技术包括微生物纯培养、微生物生物标记物、微生物分子



生物学技术等 [ 13~ 15] . 本文就这三方面的微生物研究方法及其

在土壤质量评估中的应用进行评述.

1 土壤微生物量
在生物地球化学循环中,物质在生态系统中的滞留被称为

/库0 ( Poo l),而 C、N等有机物的循环被称为 /流 0 ( F lux ). 土
壤微生物是土壤生态系统中库和流变化的巨大原动力 [ 14], 其

变化必然导致土壤生态系统中库和流的变化.土壤微生物生物

量和呼吸是表示土壤微生物群落总代谢水平的较好指标.测定

土壤微生物生物量的方法很多,传统方法是直接镜检观察单位

土壤中微生物的数目、大小, 再根据假定的密度及干物质含碳

量换算成微生物生物量. 这种方法费时且不准确, 不适于大量

样品的分析. 近年来相继出现的一些方便迅速的测定方法, 按

其测试原理可分为成分分析法和熏蒸法两种.成分分析法是根

据微生物中某种特定成分的含量来确定微生物生物量;而熏蒸

法又分为氯仿熏蒸培养法和氯仿熏蒸提取法,均可测定微生物

生物量碳或者生物量氮.

Insam和 H aselwandte r ( 1989)对冰河消退时土壤微生物碳

含量的研究表明, 微生物生物量与冰河峰面消退程度和植被盖

度均呈正相关 [ 16]. Ohtonen等 ( 1999)对美国华盛顿州 Lym an

冰河的研究也得到类似结果 [ 17] . 在其它一些受自然干扰的地

区, 也发现土壤微生物生物量随自然生态恢复进程而增

加 [ 18~ 21] .在人为干扰环境下, Insam和 Dom sch ( 1988)对两个

露天采煤废弃地进行生态恢复, 也发现随恢复时间推移, 农田

和林地中土壤微生物生物量均在增加,而呼吸熵降低 [22]. 这些

结果与 Odum ( 1969)提出的生态系统演替过程中能量最优化

理论相符, 即随生态系统成熟度的增加, CO2放总量与生物量

的比值降低 [ 23] . 1997年, Odum再一次证实呼吸熵随演替而

降低, 随干扰而升高 [ 24]. 尽管有众多的研究认为土壤微生物总

量可表征土壤质量, 但 Ze ller等 ( 2001)通过研究欧洲阿尔卑斯

山废弃的亚高山草地 ,发现土壤微生物中细菌生物量降低, 而

真菌生物量升高, 并认为这种由细菌向真菌的转变比总生物量

更能说明生态恢复的效应 [25]. 微生物总量作为生态恢复的指

示物可能存在敏感性差和不全面的缺陷.

2 土壤微生物活性
2. 1 土壤酶
通常认为土壤酶起源于土壤微生物,是催化土壤中生物和

生物化学过程持续进行的重要因素. 由美国国家环保局 ( US

Env ironm ental Protection Agency)资助、Dick 主持的 / So il en-

zym e stab ility as an eco system ind ica tor0项目 ( 1998~ 2000)探讨

了土壤酶活性作为土壤质量和生态系统功能指标的可行性以

及土壤酶活性对农业管理措施的响应,建立了土壤酶活性与其

它土壤理化因子间的概念模型 [ 26, 27]. Badiane等 ( 2001)也提

出可以用土壤酶活性监测半干旱地区受干扰生境的土壤质量,

并证实了土壤酶活性与生态恢复年限之间有显著的相关

性 [ 28] . H arris和 B irch ( 1989)曾经用土壤酶活性和氮硝化能

力反映露天采矿后土壤质量变化,发现两者均随自然恢复时间

延长而增加, 生态恢复能明显增强氮的矿化速率 [ 29] . V ance和

En try ( 2000)在研究美国俄勒冈州山间荒地和红杉林的演替

过程时, 发现土壤酶活性比土壤微生物生物量能更好地反映土

壤有机质的累积 [ 30] .但在土壤微生物研究中,土壤酶测定的一

个最大弱点是不能直接反映土壤中实际的微生物状况.

2. 2 土壤诱导呼吸
Anderson和 Dom sch ( 1978)首先发现, 当向土壤中加入足

够量的葡萄糖使土壤酶催化的反应充分进行时, 土壤 CO2释

放速率与微生物生物量呈线性相关 [ 31] .在前人的研究基础上,

Degens和 H arris ( 1997)提出底物诱导呼吸 ( Substra te- induced

resp ira tion)的微生物分析方法,即通过土壤微生物对添加的碳

源底物的代谢强度, 来反映土壤中微生物种类和生物量 [ 32] .

Sch ippe r等 ( 2001)运用这种方法研究了泥石流、火山喷发、冰

川退却等自然干扰后植物演替过程中土壤的代谢反应,发现一

旦输入有机质, 干扰地的异养代谢反应就开始增强 ,而在此之

前代谢缓慢 [ 33] . 这个结果与 Gr im e的驼峰模型 ( Humpback

m ode l)相符合,即缓慢 ) 增多 ) 缓慢的趋势 [34]. 底物诱导呼吸

法适用的土壤范围较宽, 但受土壤 pH 值及含水量的影响较

大, 特别是碱性土壤, 由于 CO2溶解于土壤液相中, 导致测试

结果偏低.

2. 3 B io log微量分析
Y in等 ( 2000)将不同的单一碳源底物 (如 L-丝氨酸, L-苏

氨酸, 柠檬酸钠, A-乳糖等 )和溴脱氧尿苷 ( B romodeoxyuridine,

BrdU )加入到土样中, 碳源底物的存在使一定量的 BrdU与细

菌 DNA结合,得到一个功能冗余指数, 从而能够确定参加反应

的细菌生物量. 细菌的冗余指数从干扰地到非干扰地有显著增

加, 且与植物种类增多有关 [35]. 依据与这一方法相似的原理,

G a rland和 M ills ( 1991)提出了 B iolog微量分析法, 该法是通过

测定土壤微生物对 95种不同的碳源底物的利用速率和程度来

确定微生物群落结构,目前这种方法已开发出商业系统, 称为

B io log sy stem, 被广泛地应用于土壤微生物群落分析 [ 36] . 例

如, 随着重金属污染程度的加剧, 尾矿区土壤微生物群落 B-i

o log测试的平均吸光值、群落丰富度及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 ,减少了可利用碳源底物的种类, 降低了微生

物对单一碳源底物的利用能力 [ 37] . 尽管 B io log微量分析法快

速、简便,但由于这种方法只能检验微生物群落中快速生长的

那部分细菌 (主要是革兰氏阴性菌 )的信息, 所以有很大的局

限性.

3 土壤微生物组成
3. 1 培养法
早期常用不同的固相和液相培养基分离和培养不同微生

物的技术, 研究土壤微生物群落结构. 在土壤质量研究中,应用

这种方法已经揭示了不同的微生物与不同的土壤质量参数

(抑制疾病流行、有机质降解等 )有关.刘世贵等 ( 1994)应用这

种方法对川西北 3种不同退化程度的草地土壤微生物数量和

区系进行了研究 ,发现退化程度高的草地微生物种类少, 数量

也少, 不同退化草地中起主导作用的微生物种类不同, 主要生

理类群在数量上差异较大 [38] .但这种方法的缺点是会低估土

壤微生物生物量和组成物种, Brock( 1987)证明通过传统的分

离方法鉴定出的微生物只占环境微生物总数的 011% ~

10% [39].
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3. 2 生物标记物
在生物化学基础上发展起来的非培养方法,在一定程度上

可以克服培养法的缺点. 通过测定土壤中特异生物标记物 ( B-i

om arkers)的含量, 可以间接估测土壤中总的或者某类甚至某

种微生物的生物量. 这种生物标记物应具有以下特点: 存在于

土壤中所有个体或者某类、某种微生物内, 其浓度确定,并且不

随微生物的生长而改变; 仅存在于活细胞内,细胞死后迅速被

分解; 能被定量提取;能被准确测定 [ 40] . W est等 ( 1987)曾经报

道了土壤中麦角固醇含量可以作为真菌生物量的标记物 [ 41] ,

但目前应用较多的土壤微生物的标记物是磷脂脂肪酸 ( Phos-

pho lipid fatty acid, PLFA ) [ 42, 43] . 与其它微生物标记物相比,

PLFA有下列优点: 存在于所有生物细胞膜中,细胞一旦死亡很

快消失; 容易从土壤微生物细胞中抽提; 能获取更多的微生物

信息. 不同的土壤微生物类群有不同的 PLFA组成 (表 1), 土

壤中特异 PLFA的有无和丰度能说明某类微生物的存在与否

和丰度. PLFA谱图分析或脂肪酸甲酯 ( Fa tty ac id m ethyl esters,

FAME )谱图分析是土壤微生物群落研究的常用方法.

表 1 磷脂脂肪酸与土壤微生物的对应关系 [13, 44, 45]

Table 1 Phospholip id fa tty ac ids assoc iated w ith d ifferent so il m icrobes[ 13, 44, 45]

类群 Category 生物标记物 B iomarkers

革兰氏阴性细菌 Gram negative bacteria
3OH 10: 0; 12: 0; 2OH 12: 0; 3OH 12: 0; 14: 0; 14: 1X5c; 15: 0; i3OH 15: 0; 3OH 15: 0; 15:

1X6 c; 16: 1X5 c; 16: 1X7 c; 16: 1X7t; 2OH 16: 1; cy17: 0; 17: 0; 18: 1X5c; 18: 1X7c; 18:

1X7 t; 11M e18: 1X7c; cy19: 0
革兰氏阳性细菌 Gram positive bacteria i12: 0; a12: 0; i13: 0; a13: 0; i14: 0; a14: 0; i15: 0; a15: 0; i16: 0; a16: 0; i17: 0; a17: 0; 18:

1X9

厌氧细菌 Anaerob es cy17: 0; cy19: 0

好氧细菌 Aerobes 16: 1X7 c; 16: 1X7 t; 18: 1X7 t;

甲烷氧化细菌 M ethan e-oxid izing bacteria 16: 1X5 c; 16: 1X8 c; 16: 1X8 t; 18: 1X8 c; 18: 1X8 t; 18: 1X6 c;

硫酸盐还原菌 SO-
4 -redu cers 10M e16: 0; i17: 1X7; 17: 1X6

放线菌 Actin omycetes 10M e16: 0; 10M e17: 0; 10M e18: 0

真菌 Fungi 16: 1X5; 18: 1X9; 18: 1X9 c; 18: 2X6, 9; 18: 2X6, 9c; 18: 3X3, 6, 9; 18: 3X6, 9, 12c

VAM真菌 V es icu lar arbuscu lar mycorrh izal fungi 16: 1X5 c

原生生物 Protozoa 20: 4X6, 9, 12, 15 c; 20: 2X6, 9 c; 20: 3X6, 9, 12 c

PLFA一般以主链总的碳原子数:双键 ( X )数和双键距脂肪酸分子末端羟基的碳原子数来命名,前缀M e和 OH分别表示甲基和羟基基团,前面的数

字表示它们距末端羟基的碳原子数, a和 i分别表示脂肪酸支链的反异构和异构, br表示分支位置未知, cy表示环丙烷脂肪酸,后缀 c和 t表示顺

式和反式

The abbreviated nam es for th e fatty acids refer to th e num ber of carbon atom s in the chain: the number of doub le bonds follow ed by pos it ion from th em ethy l

end and conform at ion. The p refix-M e. refers to m ethyl group, -OH . refers to hyd roxy group, th e num ber before -M e. or -OH. refers to the locat ion of
m ethyl or hyd roxy group relative to th e carboxyl end of th e mo lecu le, - a. ind icates an teiso b ranch ing, - i. ind icates iso bran ch ing, - br. indicates an un-

know n b ran ching pos ition and - cy. stands for cyclopropane ring. The Su ffix - c. and - t. ind icate the cis and tran s conf igu ration, resp ectively

  H ack等 ( 1994)利用 FAM E谱图分析法对土壤微生物群落

进行了研究, 并与生物量测定和纯培养实验结果进行了对比,

发现该法能检测到土壤微生物群落的细微变化 [ 46] , 证实了该

法的可行性. Y ao等 ( 2000)用 FAME谱图分析法研究了红壤

地区土壤微生物群落结构的变化, 发现土地利用历史、植被覆

盖类型和作物栽培方式均对土壤微生物群落结构有明显的影

响, 认为 FAME谱图分析法是评价土壤微生物群落差异的较

好方法 [ 47] .受污染土壤的监测是目前生态学的研究热点之一,

F rostegard等 ( 1993)用 FAME谱图分析方法比较研究了重金属

污染的森林和耕地土壤中 PLFA 的变化, 发现森林土壤中

10M e 16: 0、10M e 17: 0和 10M e 18: 0增加 ,耕地中 10M e 16: 0

和 10M e 18: 0下降, 15: 0和 17: 0增加,表明森林土壤放线菌增

加, 耕地放线菌下降, 细菌增加 [ 48] . P eacock等 ( 2001)在研究

军事行动对土壤的干扰时发现, 干扰区、恢复区与对照区土壤

微生物群落有显著的差异性,重度干扰区土壤微生物总生物量

最小; 干扰增加导致 FAME谱图分析结果中的革兰氏阴性菌

和真菌比例减少, 而革兰氏阳性菌和放线菌比例增多 [49]. M c-

K in ley等 ( 2005)运用 FAME谱图分析方法评价草原生态恢复

的效果, 认为生态恢复可提高表层土壤质量,但要恢复到原始

状态需要花费几十年的时间 [ 50] .

FAME谱图分析法也有局限性.首先,土壤微生物与 PLFA

之间并不存在绝对的一一对应关系,一般来讲这种方法也不能

将微生物鉴定到种;其次, 生长时期和环境条件也会影响微生

物 PLFA的含量; 第三,这种方法依赖 PLFA来表征微生物群落

结构, 因此任何导致 PLFA变化的因素都会加大群落估计的误

差, 超作要特别小心.而且 ,目前使用的土壤微生物标记物主要

集中于土壤样品中提取出的极性酯部分,对中性酯和已二醇酯

研究不够, 可能不能全面反映土壤微生物群落的多样性 [ 44, 51] .

3. 3 分子生物学技术
在土壤微生物群落结构研究中,基于 DNA或 RNA信息的

分子生物学方法显示出了极大的应用前景 [ 52~ 55] . 从土壤中提

取 DNA, 通过 DNA /DNA杂交技术发现, 1 g土壤中有 4 000多

种细菌, 在能被显微镜观察到的微生物中, 有 90%能被提取出

rDNA并进行分析, 要比能被纯培养的比例 ( 011% )高得

多 [ 56, 57] . 一般来说,每个物种的 DNA中 ( G+ C )摩尔百分比含

量是相对恒定的 ,因此常把它作为分类鉴定的一种指标, 但这

种方法的分辨率较低,只能初步确定土壤微生物群落的差异.

荧光原位杂交 ( F luorescence in situ hybrid ization, F ISH )是通过

荧光标记的寡核苷酸探针与特异的互补核苷酸序列杂交,通过

激发杂交探针的荧光来检测信号,利用荧光显微镜直接观察和

探测特定微生物的分布与数量.

上述两种方法不需对 DNA进行 PCR扩增, 但更多的分子
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生物学方法均需首先从土壤中提取总 DNA,然后选择合适的

引物进行 PCR扩增. 随机扩增多态性 DNA ( Random am plified

po lymo rph ic DNA, RAPD )技术利用短的任意序列引物在非严

格条件下进行 PCR,使得基因组的许多位点同时得以扩增, 然

后通过凝胶电泳分析 PCR产物, 检测基因多个位点的多态性.

一些表型上不能反应出的遗传物质的细微变化都可以通过

RAPD技术显示出来. 对于样品中数量少的微生物来说, 原核

生物的 16S rDNA是常被扩增、分析的区域,因为它兼具保守性

序列和高变异性序列. 变性梯度凝胶电泳 ( Dena tur ing gradient

ge l e lectrophoresis, DGGE)法可根据 PCR扩增产物中 rDNA的

( G+ C)含量不同把 rDNA在凝胶中区分开,直接反映 rDNA多

态性 [ 58] .限制性片断长度多态性 ( Restr iction fragm en t leng th

po lymo rph ism, RFLP )分析法是用限制性内切酶切割 PCR扩增

产物并进行电泳, 然后用标记探针杂交来揭示微生物 RFLP的

多样性 [ 14]. 单链构象多态性分析 ( Sing le strand conform a tion

po lymo rph ism, SSCP )方法可研究 ( G + C)含量相同但序列不同

的 DNA [59] .土壤中 DNA提取、纯化技术的滞后, 以及 PCR的

扩增偏差等是目前限制分子生物学技术在土壤微生物群落研

究中应用的主要因素 [ 13, 14, 44] .

目前分子生物学技术在土壤恢复研究中应用较少,罗海峰

等 ( 2003)利用 PCR- DGGE技术对河北省盐碱地上的玉米田、

棉花田、未耕作农田和吉林省的玉米田土壤进行了比较研究,

认为土壤样品中 16S rRNA基因的 V3区的 DNA扩增片断能够

反映不同类型土壤中微生物的差异 [ 60] .相比之下,分子生物学

技术在重金属和农药污染对土壤微生物群落影响的研究中应

用较多 [ 52~ 55] .通常情况下, 环境污染对微生物有两个明显效

应: 一是不适应的微生物数量的减少或消失;二是适应性微生

物数量的增大与积累 . G r iffiths等 ( 1997)通过测定 DNA中 ( G

+ C)摩尔百分比含量的方法研究了被重金属 Cd、Cu、N i、Pb、

Zn污染的土壤中微生物群落结构的变化, 发现被 Cd污染的土

壤中微生物群落组成与被其它重金属污染的土壤有明显不

同 [ 61] . Sandaa等 ( 1999)用原位杂交法分析了重金属污染的土

壤中微生物群落结构的变化, 发现用探针 ALF1b检测的细胞

数量显著增加, 表明变形菌 (Pro teobacter ia ) A-亚群在重金属污

染的土壤中具有选择性优势 [ 62] . 杨永华等 ( 2000)应用 RAPD

法研究发现农药污染导致土壤微生物功能和结构多样性的下

降, 群落多样性指数和均匀度指数均下降 [ 63] . W illiam 和

Ronald( 2002)采用 DGGE法研究发现,杀真菌剂百菌清处理的

各种土壤细菌和真菌群落结构与对照土壤存在显著差异,而且

不同处理浓度对土壤细菌和真菌多样性的影响也不同 [ 64] .

4 结 语
土壤微生物与土壤生态系统结构和功能的关系值得深入

研究, 尤其在生态恢复过程中,养分供应的改变及某些关键种

生长所必需的共生真菌的变化可能是生态系统功能恢复与否

的关键 [ 65, 66] . 丰富多样的微生物种类不仅是维持土壤健康的

重要因素, 其多样性变化也是监测土壤质量变化的敏感指

标 [ 13] ,作为生物指示物, 土壤微生物用于评价生态恢复状况是

可行的 [ 67] .土壤微生物群落定性和定量变化, 如微生物生物

量、活性、种类组成、分布、功能、种间的相互作用等的变化, 可

作为监测土壤质量短期和长期变化的敏感指标,也能用于鉴别

特定的生态恢复或管理方式的优劣 [ 3] . 综合运用多种土壤微

生物研究方法测定多项指标能更好地反映土壤退化和生态恢

复过程中土壤质量的变化 [ 22, 68, 69] ,有时微生物测定结果也要

结合生态因子进行综合分析才能获得准确的信息 [ 70] .

随着研究技术的发展, 特别是分子生物学技术的引进, 土

壤微生物研究变得更加简便、快捷, 结果也更加可信.新技术与

传统方法相结合 ,必将大大促进土壤微生物学的发展, 加深人

们对土壤微生物群落结构与功能的认识,这对自然和人工生态

系统管理以及退化生态系统恢复具有重要的意义.
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