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摘要：【目的】X射线断层扫描技术(X-ray micro-Computed Tomography，micro-CT)能够原位、无损伤的

解析土壤物理结构，有望与土壤微生物研究结合，以有助于更好的了解土壤生态系统。由于土壤的高度

异质性，X射线扫描和土壤微生物分析应为同一样品，但是关于X射线扫描后的土壤样品是否兼容土壤

微生物分析却鲜有报道，即X射线扫描是否影响土壤微生物的活性及群落尚未明确。【方法】本研究采

集我国华北地区潮土和亚热带红壤，利用平板计数、微量热技术和高通量测序技术研究了X射线扫描对

可培养微生物数量、土壤微生物的代谢热和群落结构的影响。【结果】X射线辐射显著降低了2种土壤中

活体细菌的数量，同时微生物的代谢活性也发生改变；在分子水平上，基于细菌16S rRNA基因的高通量

数据显示2种土壤的细菌多样性指数发生了变化，而其群落结构均无改变。【结论】X射线断层扫描技术

并不兼容土壤微生物功能的研究；但可兼容基于分子生物学的微生物群落结构分析。
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土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部

分，对外界干扰敏感，甚至可以反映土壤生态系

统健康情况。大量研究显示，外界干扰会改变土壤

物理结构进而影响土壤微生物功能及多样性[1]。

土壤物理结构对土壤微生物影响较大，例如在土

壤物理结构的保护下，土壤微生物可利用的水、

热、气[2]及有机质会发生变化[3]。对于耕地土壤，

我们之前的研究表明长期施用化肥加有机肥

(OM+NPK)与单施化肥(NPK)和对照(不施肥)相比

能显著降低土壤空隙数量以及孔隙和相邻节点的

毛细通道[4]，提高红壤团聚体稳定性(土壤物理结

构的重要指标[5])。潮土中也发现有类似现象[6]。

与此同时，潮土[7–9]和红壤[10]中的微生物对长期不

同施肥的响应也进行了相关报道。

由于土壤物理结构对土壤微生物有着较大的

影响，两者之间的关联吸引了国内外众多科学家

的关注[11]。土壤化学性质对土壤微生物群落结构[7–8]

以及功能[9]影响的报道已多见报告。与之相比，

微生物学报
Acta Microbiologica Sinica
2016, 56(1): 101-109
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20150208

Research Paper 研究报告

 
 

基金项目：中国科学院战略研究计划(XDB15020103，XDB15010103)；国家自然科学基金(41271256)；国家“973”计划

(2014CB954500)；土壤与农业可持续发展国家重点实验室优秀青年基金(212000009)

*通信作者。E-mail：yzfeng@issas.ac.cn

收稿日期：2015-05-04；修回日期：2015-06-25；网络出版日期：2015-06-29

http://dx.doi.org/10.13343/j.cnki.wsxb.20150208


土壤物理结构对微生物影响的报道却相对较少。

传统方法将土壤样品嵌入树脂研究土壤物理结

构，与荧光原位杂交技术结合可以定位和识别土

壤中微生物特征[12]。但是，此方法的缺点是耗费

大量的劳动和时间，破坏样品，获得的是2D图

片，且信息量有限[4]，而且会影响土壤微生物特

性。近年来X射线断层扫描技术已广泛应用于非

损伤并快速的探测土壤物理结构，并获得大量的

3D图片信息[4,13–14]。

X射线断层扫描技术的优点预示着其能与土

壤微生物相关实验相结合。但是，由于土壤具有

高度的异质性，在进行土壤物理结构及土壤微生

物的相关研究时，研究对象应尽量为同一样品，

即在理想状态下，进行X射线断层扫描和土壤微

生物研究应为同一样品。因此，X射线扫描对土

壤微生物功能和多样性是否产生影响，即X射线

扫描是否兼容土壤微生物的研究？这是一个很重

要的科学问题。目前仅有几篇相关报告，却有着

不同的结论：Bouckaert等[15]通过测定土壤有机碳

的矿化、土壤酶活和基于磷脂脂肪酸(Phospholipid

Fatty Acids，PLFA)的微生物结构，表明X射线扫

描对土壤微生物的功能和群落结构无明显影响；

与此相反，Fischer等[16]研究发现X射线扫描对土

壤微生物多种胞外酶和群落结构的指纹图谱有明

显影响。正是由于这些相反的结论，使我们更需

要深入的研究X射线扫描对土壤微生物群落的影

响，并揭示其机理。基于此，在本研究中我们选

取华北平原的潮土和亚热带的红壤为研究对象，

利用平板计数、微量热和高通量测序等技术，探

究X射线扫描对土壤微生物功能和群落结构的

影响。

1    材料和方法

1.1    供试土壤信息

采集2种土壤：沙壤土(潮土，Fluvo-aquic soil)

和粘性土(红壤，Ultisol soil)。潮土来自于河北省

中科院栾城农业生态试验站(37°53′N，114°41′E)，
土壤类型为始成土 [ 1 7 ]。耕作方式为小麦玉米轮

作。土壤有机质含量10.73 g/kg，全氮1.17 g/kg，
全磷1.20 g/kg，全钾18.6 g/kg，pH 8.65。红壤来

自于湖南省祁阳县红壤试验站(26°45′12′ ′N，

111°52′12′′E)。土壤类型为铁铝始成土[18]。耕作方

式为小麦-玉米轮作。土壤含有有机质15.95 g/kg，
全氮1.38 g/kg，全磷1.71 g/kg，全钾14.1 g/kg，
pH 5.8。

采集耕作层土壤(0 – 10 cm)非根际土壤，过

2 mm筛后，回填入聚氯乙烯管(PVC)中(内径为

3 cm，高3 cm，厚0.1 cm)容重为1.3 g/cm3。保存

于4 °C。

1.2    X射线扫描

环刀样利用中国科学院南京土壤研究所的纳

米工业显微CT (Phenix  Nanotom S，GE,USA)扫

描。设置3种处理：CK (不扫描)、LE (低能量扫

描，80 Kv，80 μA，58 min)、HE (高能量扫描，

120 kV，120 μA，97 min)，每种处理3个重复，

共18个样品。扫描参数均相同，分别为：扫描模

式(Mode)选择0，分辨率(Resolution)为30 μm，曝

光时间(Timing)为1250 ms，平均采集幅数(Average)

为2，采集弃置幅数(Skip)为1，像素组合(Binning)

为1×1，虚拟探测器(VSensor)为2，样品台水平方

向从0到360°匀速旋转。扫描时，将低能量的6个

样品同时置于样品台上进行扫描，保证条件一

致，高能量也一样。扫描后样品过2 mm筛备用，

用于分子实验的样品存放于-40 °C备用。

1.3    土壤中可培养细菌的数量

采用稀释平板法测定土壤中可培养的细菌

数[19]。每个处理各取10 g土壤样品，放入90 mL无

菌水中，在旋转式摇床上200  r/min上充分震荡

30 min后取1 mL菌悬液注入9 mL无菌水中，连续

稀释6次，取0.1 mL菌悬液分别涂布用于计数细菌
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的牛肉膏蛋白胨培养基。于28 °C培养2 – 3 d后，

细菌选取30 – 300个菌落的平板进行计数测定CFU。

1.4    微量热测定

将待测样品于28 °C下预培养1 d，称取1.2 g土
壤样品放入4  mL安瓿瓶中，添加0.2 mL含有5.0
mg葡萄糖和5.0 mg硫酸铵溶液，以刺激和保证微

生物生长；安瓿瓶用聚四氟乙烯封口，防止水分

挥发和热量丢失；安瓿瓶置于微量热仪中28  °C培

养，土壤微生物代谢活性以热功率值被计算机实

时监控、记录，待信号终止即停止试验[9]。

1.5    土壤总DNA提取

土壤总DNA采用FastDNA SPIN Kit  for  Soil
(MP Biomedicals，Santa Ana，CA)试剂盒和Fast
Prep  TM  FP120核酸提取仪提取。步骤简述如下，

称取0 .5  g土壤样品，按照试剂盒说明书提取

DNA，将提取到的DNA溶解于75 μL的ddH2O，保

存于-20  °C。

1.6    高通量测序

1.6.1  PCR扩增土壤微生物16S rRNA基因和焦磷

酸测序：针对土壤样品，利用通用引物扩增约

400 bp的细菌16S  rRNA基因，引物为：519F

(CAGCMGCCGCGGTAATWC) 和907R (CCGTCA

ATTCMTTTRAGTTT)  [20]。519F的3'端包括一个

5 bp的前端barcode以区分各个样品。PCR反应体

系为50 μL，反应条件为35个循环的95 °C 45 s，

56 °C 45 s，72 °C 60 s，最后72 °C 7 min。PCR产

物纯化利用QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN)

试剂盒，浓度测定利用NanoDrop ND-1000 (Thermo

Scientific，USA)。将PCR纯化产物等摩尔数混

合，利用中国科学院南京土壤研究所分析测试中

心Illumina Miseq测序仪上机分析。

1.6.2  高通量数据分析：细菌16S rRNA基因序列

利用Quantitative  Insights  Into  Microbial  Ecology
(QIIME) 1.7.0-dev pipeline [21] (http://www.qiime.org)
进行分析；使用默认参数，保留高质量的序列(序

列质量>25，长度为300 bp)，利用5 bp的barcode进
行分析。测序共获得290898条基因序列，其中潮

土146738条序列，红壤有144160条序列，并且潮

土每个样品的序列数在13122和18989之间，红壤

每个样品的序列数在11594和19441之间。进一步

利用qiime (http://www.arb-silva.de/download/archive/
qiime/)进行分析，在97%的置信度下将每个样品

中的16S rRNA基因序列进行分类，获得各类水平

下的分类单元。在计算多样性指数时，我们以最

少序列数/样品为标准[22]，即潮土12010条序列/样
品，红壤11510条序列/样品。利用QIIME加权分

析其群落结构变化[23]，利用PRIMER v6进行主成

分分析(principal component analysis，PCA) [24]。

1.7    统计分析

运用SPSS 13.0进行统计分析，并使用Tukey
检验进行多重比较(P<0.05)。根据Segata [25]的方法

进行最小判别效应分析(LDA)。

2    结果和分析

2.1    平板计数

平板计数结果如表1所示，2种土壤的变化趋

势相似：对于潮土，高剂量的X射线显著降低了

土壤中可培养细菌的数量，从147.7×105  CFU/g
(FCtrl)下降到93.7×105 CFU/g (FH)，低剂量的X射

线有降低潮土中细菌数量的趋势，从147.7×105

CFU/g (FCtrl)下降到109.0×105 CFU/g (FL)；对于

红壤，X射线扫描显著降低了可培养细菌的数

量，从154.0×105 CFU/g(RUtrl)分别下降到101.3×
105 CFU/g (UL)和77.3×105 CFU/g (UH)。
2.2    土壤微生物的代谢变化

利用微量热仪测定土壤微生物代谢热的变

化，结果如表1和图1所示。X射线扫描对潮土和

红壤的影响不同，对于潮土，Pmax (μW)(产热峰值)
从880.7 μW (FCtrl)分别上升到1058.2 μW (FL)和
1099.7 μW (FH)，tmax (h)(产热达到峰值的时间)从
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5.3 h (FCtrl)均上升到7.2 h (FL，FH)，k (h–1)(微生

物生长率常数)0.320 h–1(FCtrl)分别上升到0.425 h–1

(FL)和0.438 h–1(FH)，Q (J/g)(总产热量)从16.9 J/g
(FCtrl)分别上升到17.7 J/g (FL)和18.1 J/g (FH)在
X射线扫描后均显著升高；对于红壤，只有tmax

(h)显著升高，从8.9  h  (UCtrl)均上升到11.2  h
(UL，UH)。

2.3    基于高通量测序的细菌群落结构

高通量测序共获得潮土146738条序列，红壤

144160条序列。在微生物分类门的水平上，潮土

(FCtr l )中细菌群落主要包括：Proteobacter ia

(30.3%)，Actinobacte-ria (17.5%)，Acidobacteria

(9.1%)，Bacteroidetes  (7.9%)，Chloroflexi

(6.2%)，Planctomycetes  (5.3%)，Firmicutes

(5.3%)，Gemmatimonadetes  (1.8%)和Nitrospirae

(1 .2%)；红壤 (UCtr l )中细菌群落主要包括：

Actinobacteria (25.2%)，Proteobacteria (24.6%)，

Firmicutes  (10.9%)，Acidobacteria  (9.3%)，

Chloroflexi  (7.3%)，Planctomycetes  (5.2%)，

Gemmatimonadete (2.2%)，Cyanobacteria (1.4%)，

Bacteroidetes (1.0%)和Nitrospirae (0.6%)(图2)。

2.4    土壤中细菌的多样性指数分析

潮土和红壤中细菌多样性指数Chao1和PD如

表2所示。高剂量的X射线显著降低潮土Chao1和

PD多样性指数，Chao1指数从26897.6下降到

21221.4，PD指数从409.3下降到369.0，低剂量的

X射线扫描后，潮土多样性指数Chao1和PD也有

下降的趋势，分别下降到23442.5和388.6。而红壤

的变化趋势相反，经过高剂量X射线扫描后

Chao1和PD多样性指数均上升，从14272.3上升到

18224.6以及从240.2上升到266.0；低剂量X射线扫

描后Chao1和PD多样性指数也有上升的趋势，分

别上升到16608.9和258.0。

表1.  平板计数和微量热特征值

Table 1.  Viable bacterial numbers and thermogenic profiles

Treatment Bacteria/(105 CFU/g) Pmax/(µW) tmax/h k/(h–1) QT/(J/g)

FCtrl 147.7(22.6)a 880.7(5.5)b 5.3(0.15)b 0.320(0.027)b 16.9(0.29)b

FL 109.0(12.5)ab 1058.2(52.7)a 7.2(0.10)a 0.425(0.007)a 17.7(0.23)a

FH 93.7(20.4)b 1099.7(24.5)a 7.2(0.06)a 0.438(0.005)a 18.1(0.23)a

UCtrl 154.0(22.1)A 490.6(44.2)A 8.9(0.36)B 0.314(0.029)A 16.0(0.21)AB

UL 101.3(16.3)B 500.3(33.9)A 11.2(0.01)A 0.341(0.013)A 15.7(0.23)B

UH 77.3(12.0)B 446.4(21.1)A 11.2(0.32)A 0.350(0.016)A 16.2(0.17)A

The significant differences among Fluvo-aquic and Ultisol soil are indicated by lower and upper cases, respectively. FCtrl, no X-ray
scanning on Fluvo-aquic soil; FL, X-ray scanning with the low energy on Fluvo-aquic soil; FH, X-ray scanning with the high energy on
Fluvo-aquic soil; UCtrl, no X-ray scanning on Ultisol soil; UL, X-ray scanning with the low energy on Ultisol soil; UH, X-ray scanning
with the high energy on Ultisol soil.

图 1.  微量热图

Figure  1 .   Power- t ime  curves  recorded  soi l
microcalorimetrically  amended  with  glucose  and
ammonium  sulphate.  Abbreviations  see  footnote  to
Table 2.
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2.5    主成分分析

利用主成分分析(PCA)(图3)分析潮土和红壤

样品中细菌群落结构的差异。从图中可以看出，

潮土和红壤不同处理的样品都聚在一起，说明不

同剂量的X射线对两种土壤中细菌的群落结构没

有明显的影响。

2.6    最小判别法分析

利用高通量结果的OTU数据进行最小判别法

分析(图4)，从图4中可以看出，某些物种的丰度

发生了变化。潮土在高剂量X射线(FH)扫描后与

对照(FCtrl)相比Cyclobacteriaceae和Rhizobiaceae
的丰度显著增加了(图4-A)，而无论X射线剂量的

高低Actinosynnemataceae都显著下降了。对于红

壤而言，X射线扫描后Gammaproteob-acteria,
Cyanobacteria, Chloroflexi和Planctomycetes的物种

丰度均显著降低。

3    讨论
目前，关于X射线对土壤微生物群落结构影

图 2.   细菌群落高通量测序累积图

Figure 2.  A 100% stacked column chart of the relative abundances of the dominant bacterial phyla derived from 16S
rRNA genes in each soil sample of Fluvo-aquic or Ultisol soils. The value of each phylum percentage is the mean of
triplicates.

表2.  潮土和红壤多样性指数

Table 2.  Bacterial phylogenetic diversity indices in Fluvo-aquic and Ultisol soils

Treatment Chao1 PD

FCtrl% 26897.6(1911.0)a 409.3(6.6)a

FL 23442.5(485.5)ab 388.6(13.9)ab

FH 21221.4(1065.5)b 369.0(8.1)b

UCtrl# 14272.3(1153.2)B 240.2(8.7)B

UL 16608.9(1597.5)AB 258.0(7.5)AB

UH 18224.6(927.2)A 266.0(9.7)A

The significant differences among Fluvo-aquic and Ultisol soils are indicated by lower and upper cases, respectively. %: The index was
calculated using the subset of 12010 sequences per soil sample. #: The index was calculated using the subset of 11510 sequences per soil
sample.
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响的研究很少。我们选择了2篇具有代表性文章[15–16]

与本研究中X射线的剂量、参数及微生物研究方

法进行对比：他们实验中Micro-CT  X射线的电

压、电流、功率和时间分别在80  –  160  kV,  80  –
1000 μA, 6.4 – 160 W和45 – 120 min的范围内，本

研究的值处于平均水平：CK (不扫描)、LE (低能

图 3.   潮土(A)和红壤(B)PCA分析

Figure 3.  The bacterial community compositional structure in the Fluvo-aquic (A) and Ultisol (B) soils as indicated
by a principal component analysis scaling plot of the weighted pairwise UniFrac community distances between
different soil samples based on 12010 and 11510 sequences per soil sample, respectively.

图 4.   潮土(A)和红壤(B)LDA分析

Figure 4.  Least discriminant analysis (LDA) effect size taxonomic cladogram comparing all Fluvo-aquic (A) and
Ultisol (B) soils. Significantly discriminant taxon nodes are colored and branch areas are shaded according to the
highest-ranked variety for that taxon. For each taxon detected, the corresponding node in the taxonomic cladogram is
colored according to the highest-ranked group for that taxon. If the taxon is not significantly differentially represented
between sample groups, the corresponding node is colored yellow. For the complete list of discriminate taxa and ranks
used to generate this cladogram, see supplementary information.
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量扫描，80 kV,  80  μA,  58  min)、HE (高能量扫

描，120 kV, 120 μA, 97 min)。低剂量X射线适用

于植物研究，高剂量X射线适用于土壤研究。对

于微生物功能和多样性，Bouckaert等[15]研究了土

壤酶活和PLFA，Fischer等[16]研究了胞外酶潜在活

性(Potential  Extracellular  Enzymatic  Activities，
PEEA)和末端限制性长度多态性(Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism，T-RFLP)，本研

究则通过高敏感的微量热和高分辨率的高通量测

序技术结合平板计数法进行表征。我们的研究结

果和前者存在差异，其根本原因正如Fischer等[16]

所说，源于研究方法的不同，因为灵敏度和分辨

率在微生物研究中十分重要。

研究结果显示，土壤微生物代谢活性不兼容

于X射线micro-CT技术。如表1和图1所示，潮土

中微生物代谢热值Pmax、tmax、k和Q在X射线扫描

后均显著变化。众所周知，X射线辐射能够杀死

微生物，所以与对照相比，经过X射线扫描后，

潮土中可培养细菌的数量显著下降。Barros等[26]

研究显示，微生物数量的降低，伴随着tmax的升

高，可能是因为数量降低的微生物对葡萄糖和硫

酸铵刺激的响应会延迟。因此在本研究中我们发

现经X射线辐射后，tmax值升高。同时，Pmax和

Q上升可能是由于被X射线杀死的微生物残体有机

质的释放所致，这与Fischer等 [16]的研究结果一

致，即在X射线辐射后7  d，微生物的生物量C和

N上升。与潮土相一致，红壤在经过X射线扫描后

tmax显著上升，也是活体微生物数量下降所致。微

生物微量热的结果与Bouckaert等[15]和Fischer等[16]

酶活的研究结果相反，他们发现X射线对土壤微

生物酶活没有影响。两者之间的矛盾可能是由于

微量热与酶活表征的土壤微生物特性不同所致，

微量热描述的是土壤全部微生物在代谢过程中热

量的耗散，而土壤酶活不仅由微生物决定还与其

他方面相关，例如植物根系。因此，经过X射线

扫描后短期内，土壤微生物酶活变化不明显。

基于DNA水平，本研究发现X射线扫描降低

了潮土α多样性指数(PD，Chao1)(表2)，这与可培

养细菌数量下降是一致的。经过X射线扫描不仅

会降低微生物活性，而且利用高通量测序技术发

现短期内对土壤微生物DNA也有影响，这与之前

的认知有所不同，可能源自高通量测序技术的高

灵敏性。更有甚者，红壤微生物多样性指数在

X射线扫描后还增加。红壤中富含纳米级的铁氧

化物[27]，我们推测这些氧化物在经过X射线扫描

后可能会增加土壤微生物的变异速率。我们在以

前的研究就发现E.  coli在富含纳米级氧化铁的环

境中有基因突变的现象[28]；此外，纳米粒子对高

通量测序中PCR效率也存在影响[29]。这些推论还

需要进一步的认证。

虽然土壤微生物α多样性指数受到X射线扫描

的影响，但是基于高通量测序数据的PCA结果显

示，X射线对土壤微生物群落结构没有影响(图

3)。该结果与Bouckaert等[15]的研究结论一致。值

得注意的是虽然整体细菌群落结构没有差异，但

是部分物种的相对丰度还是存在变化。LDA的结

果显示X射线扫描改变一些物种的相对丰度(图

4)。因此利用某些技术研究特定微生物群对X射线

扫描的响应时需要谨慎。例如指纹图谱只能靶标

部分微生物，因此Fischer等[16]利用指纹图谱分析

时就得出发现部分微生物群落结构发生分异，因

此得出X射线辐射影响土壤微生物群落结构的

结论。

此外，土壤特性可能会影响土壤微生物研究

和X射线扫描技术的兼容性。在本研究中，2种类

型土壤中可培养细菌的数量在X射线扫描后均下

降，但是其代谢热和多样性指数变化不同(表2、

3)。造成上述差异的原因是由于2种土壤本身具有

不同的化学特性。因此，在耦合X射线扫描技术

和土壤微生物研究时，还要特别注意土壤样品的

本身特性。
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Effect of X-ray micro-computed tomography on the metabolic
activity and diversity of soil microbial communities in two
Chinese soils
Qianhui Zu1, 2, Huan Fang1, 2, Hu Zhou1, Jianwei Zhang1, 2, Xinhua Peng1, Xiangui Lin1,
Youzhi Feng1 *

1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing
210008, Jiangsu Province, China
2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: [Objective] X-ray micro-computed tomography (micro-CT) technology, as used in the in situ and nondestructive
analysis of soil physical structure, provides the opportunity of associating soil physical and biological assays. Due to the
high heterogeneity of the soil matrix, X-ray micro-CT scanning and soil microbial assays should be conducted on the same
soil sample. This raises the question whether X-ray micro-CT influences microbial function and diversity of the sample soil
to be analyzed.  [Methods]  To address this  question,  we used plate counting,  microcalorimetry and pyrosequencing
approaches to evaluate the effect of X-ray – at doses typically used in micro-CT – on soil microorganisms in a typical soil of
North China Plain, Fluvo-aquic soil and in a typical soil of subtropical China, Ultisol soil, respectively. [Results] In both
soils radiation decreased the number of viable soil  bacteria and disturbed their thermogenic profiles.  At DNA level,
pyrosequencing revealed that alpha diversities of two soils biota were influenced in opposite ways, while beta diversity was
not affected although the relative abundances of some guilds were changed. [Conclusion] These findings indicate that the
metabolically active aspects of soil biota are not compatible with X-ray micro-CT; while the beta molecular diversity based
on pyrosequencing could be compatible.

Keywords: X-ray micro-computed tomography, soil microorganisms, microcalorimetry, pyrosequencing
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