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摘  要：【目的】评估土壤长期保存(4 个月)对土壤微生物群落代谢活性的影响。【方法】采用

Biolog® EcoPlateTM生态板研究 4 °C 风干保存和−20 °C 低温冻存的农田土壤和森林土壤中微生物

群落的碳源利用模式。【结果】与新鲜土壤样品相比，长期保存的土壤样品的微生物群落对碳源

的利用能力大大降低，其多样性、均匀度和 Simpson 指数均降低；风干保存和低温冻存两者对

土壤微生物的碳源利用的影响没有显著差异；除风干保存的土壤样品中利用多聚物类的微生物

类群的代谢活性外，两种保存方法显著降低微生物群落的代谢活性，降低幅度为 54.5%–99.8%。

【结论】长期保存土壤可能会导致对微生物群落信息的低估，土壤微生物代谢活性研究的最佳样

品为新鲜土壤。 
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to assess the effects of long-term (4 months) soil storage 
on the metabolic activity of soil microbial community. [Methods] Biolog® EcoPlateTM was used to test 
carbon source utilization patterns of the microbial communities in the arable and forest soils stored at 
4 °C after air drying or at −20 °C with field moisture, respectively. [Results] Compared with the fresh 
soil samples, the abilities of carbon source utilization of microbial communities in the stored soils were 
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greatly reduced, with the microbial diversity index, evenness and Simpson index decreased as well. 
There was no significant difference in the influence on the abilities of carbon source utilization of 
microbial community between air dried samples and frozen samples. Two storage methods significantly 
decreased the metabolic activity of microbial community except for the metabolic activity of 
polymer-utilizing microbial group in air dried soil samples, with the reduction of 54.5%-99.8%. 
[Conclusion] Long-term storage of soil samples may lead to underestimation of the information about 
soil microbial community, and fresh soils are the best samples for exploring soil microbial metabolic 
activity. 

Keywords: Soil microbes, Air drying storage, Freezing storage, Biolog® EcoPlateTM, Metabolic 
activity 

土壤是最重要的生态系统之一，在地球生物化

学循环中扮演重要角色，其中土壤微生物的多样性

和代谢活性直接影响土壤养分循环过程[1-2]。到目前

为止已经发展了许多研究土壤微生物多样性的方

法[3-4]，例如以生物化学为基础的磷脂脂肪酸(PLFA)

分析法[5]、呼吸醌指纹图谱法[6]、群落水平生理图

谱 法 (CLPP)[7] 等 ， 以 现 代 分 子 生 物 学 为 基 础 的

PCR-DGGE[1]、Microarray 等[8]方法。 

新鲜土壤样品能最好地反映土壤微生物群落

的本来状态[9]，然而对土壤微生物生态的研究者来

说，野外采样和大量土壤样品的运输是不可避免

的。此外，由于样品数量和测定指标众多、实验过

程复杂等原因，土壤样品的保存也是不可避免的。

因此，许多研究采用不同方法探讨了土壤保存对微

生物活性的影响。Martí 等[9]通过测定土壤呼吸强度

和 PCR-DGGE 研究土壤保存方法对微生物代谢活

性及群落组成的影响，结果表明保存后的土壤呼吸

代谢活性降低，不同保存方法对微生物群落组成影

响不同；Liu 等[10]采用 PLFA 分析法研究土壤风干

及低温保存对稻田土壤微生物生物量和群落结构

的影响，表明对于水稻田土壤的 PLFA 分析，冷冻

干燥后超低温冷冻比风干保存要好；Dadenko 等[11]

则评估了保存土壤酶活性的变化，在保存的前 12

周(约 3 个月)，过氧化氢酶活性显著降低，随后保

持稳定。实际上，尽管许多研究者用 PCR-DGGE、

PLFA、土壤酶活性的变化等方法来探究土壤样品的

保存方法对微生物群落和代谢活性的影响，然而，

用 Biolog 方法进行此类研究的报道比较少见。  

CLPP 方法是表征土壤微生物群落快速、简便

的方法，该方法最早由 Garland 和 Mills[12]提出，后

来经 Biolog 公司商业化后被广泛应用。Biolog 生态

微平板含有 31 种微生物常用碳源，微生物在利用

碳源的过程中产生的自由电子与染料发生显色反

应，其颜色的深浅反映微生物对碳源利用的多少。

与 PCR-DGGE、PLFA 等研究技术相比，Biolog 方

法通过对 31 种碳源的利用不仅能反应微生物的群

落结构，还能反应微生物的代谢活性与功能，有助

于加深对微生物群落结构和功能的理解。Govaerts

等[13]用 Biolog® EcoPlateTM 微平板研究了免耕、轮

作和作物秸秆还田对土壤微生物分解代谢多样性

的影响，发现这些措施增强了微生物群落的代谢活

性和多样性。杨永华等[14]用 Biolog GN 微平板法研

究了农药污染对土壤微生物群落功能多样性的影

响，发现农药污染导致土壤微生物群落功能多样性

的降低，减少了微生物对微平板上碳源的利用数

量，微生物对碳源的利用能力降低。 

低温冻存是土壤微生物研究中最常用的土壤

保存方法之一，而风干保存则不适于此类研究，但

是风干保存的土壤中哪些微生物类群产生显著变

化，目前未见报道。农田土壤和森林土壤是农林业

中两个重要的土壤生态系统，其中的微生物群落参

与养分的生物地球化学循环，进而影响农林生态系

统的生产力。基于此，本研究以农田土壤和森林土

壤为研究对象，进行−20 °C 低温冻存或者风干保存

4 个月，采用 Biolog 微平板技术评估了长期低温冻

存对土壤微生物群落功能多样性的影响，以及风干
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保存土壤中不同微生物类群的代谢活性变化，以期

为土壤微生物代谢活性及多样性的研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品采集和保存 

供试土壤样品采自广东鹤山森林生态系统国

家野外科学观测研究站(112°54′E，22°41′N)。农田

土壤采自该研究站的菜地，从菜地中随机选择 4 个

相距 6 m 的垄，每条垄用土钻从 0-20 cm 深的土层

取 6 个相隔 1 m 的土柱，混合后过 2 mm 筛；森林

土壤采自该研究站的自然林，在同一等高线随机选

择 4 个相距 30 m 的采样点，每个采样点用土钻从

0-20 cm 深的土层取 6 个相隔 1 m 的土柱，混合后

过 2 mm 筛。两种土壤各取 4 个土样，装袋后置于

冰上带回实验室。化学分析显示两种土壤的基本理

化性状差异较大(表 1)。 

将每份土壤样品等分 3 份，分别进行以下处理：

第 1 份土壤样品放置在−20 °C 保存 4 个月(即低温冻

存)；第 2 份土壤样品在室内风干(约 10 d)，然后放

置在 4 °C 保存 4 个月(即风干保存)；第 3 份土壤样

品直接用 Biolog 生态板进行 CLPP 分析(即土壤鲜

样)。低温冻存样品和风干保存样品在保存 4 个月后

也用 Biolog 生态板进行 CLPP 分析。 

1.2  土壤样品微生物群落生理图谱分析 

土壤微生物群落水平生理图谱的分析采用

Garland 和 Mills[12]的方法，稍作修改。称取相当于 

 
表 1   两种供试土壤的化学性状 

Table 1  Chemical properties of two tested soils 

化学性状 

Chemical properties 

森林土壤 

Forest soil 

农田土壤 

Arable soil

pH 4.68±0.15 5.60±0.03

土壤有机质  

SOM content (g/kg) 

31.00±2.70 15.20±0.50

总氮 Total N (g/kg) 1.11±0.09 0.60±0.02

总磷 Total P (g/kg) 0.19±0.01 0.78±0.05

总钾 Total K (g/kg) 13.40±1.24 8.97±0.09

有效氮 Available N (mg/kg) 68.45±5.92 40.03±1.49

10 g 干重的土壤置于 250 mL 三角瓶中，加入 100 mL 

0.85%的灭菌生理盐水，180 r/min 振荡 20 min，然

后在冰上静置 5 min。用 0.85%的灭菌生理盐水将上

述土壤溶液稀释 1 000 倍。取 150 μL 稀释的土壤溶

液加到 Biolog 微平板中，微平板放在 30 °C 恒温培

养箱中培养 7 d。每 24 h 用酶标仪(Tecan Infinite 

M200)测定 590 nm 处的吸光值。 

微生物对碳源的利用能力用每孔颜色平均变

化率 AWCD (Average well-color development)表示，

计算方法如下：AWCD=∑ODi/31，ODi 是第 i 孔的

吸光值。Shannon-Weaver 多样性指数(H′)的计算方

法如下：H′=-∑Pi(lnPi)，其中 Pi 为第 i 个孔的吸光

值；均匀度(E)的计算方法如下：E=H′/lnS，S 为被

利用的碳源总数。用 Simpson 指数(S)评估群落中常

见 种 的 优 势 度 指 数 ， 计 算 方 法 如 下 ：

S=∑(ni(ni1)/N(N1))，ni 是第 i 孔的相对吸光值，N
是各孔相对吸光值的总和[15-16]。Simpson 指数用 1/S
值表示，为避免计算时出现负值，所有数据扩大   

1 000 倍[14]。用这些指标来表征土壤样品微生物群

落对 31 种碳源的总体利用情况。 

土壤保存对微生物群落代谢活性的影响幅度

按如下公式计算：影响幅度=100%(保存土样的

AWCD鲜样的 AWCD)/保存土样的 AWCD 

1.3  数据处理 

数据处理用 Microsoft Excel 2007和 SPSS 软件，

进行方差分析，多重比较采用 Duncan 法，方差分

析的显著性水平为 P<0.05。主成分分析(PCA)采用

Canoco 4.5 软件。微生物对六大类碳源的利用情况、

Shannon-Weaver 多样性指数、均匀度的计算均用培

养 72 h 的吸光值。 

2  结果与分析 

2.1  微生物群落代谢活性的变化趋势 

不同保存条件下土壤样品中微生物对 31 种碳

源的利用能力和模式用每孔颜色平均变化率 AWCD
值表示，图 1 展示了生态板在 30 °C 条件下培养 7 d

的 AWCD 值变化趋势。保存的土壤样品，无论是风
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干保存，还是低温冻存 4 个月后，其微生物群落对

碳源利用的总体水平大大降低，微生物群落的代谢

活性显著降低(P=0)。特别是在培养的前 3 天，土壤

鲜样的 AWCD 值快速升高，而保存土壤的 AWCD
值的升高并没有一个快速增加的阶段，并且在培养

的 7 d 始终保持缓慢增长(图 1)。对不同的土壤保存

方法而言，土壤微生物对碳源利用的整体变化趋势

比较相似(图 1)。 

2.2  不同土壤保存方法对微生物群落代谢活性

的影响 

用培养 3 d 后的 AWCD 值分析土壤保存方法

对微生物群落代谢活性的影响。结果如表 2 所示，

鲜样、风干保存和低温冻存的 3 种土壤样品中，

微 生 物 群 落 的 Shannon-Weaver 多 样 性 指 数 

 
 

 
 
 

图 1  Biolog® EcoPlateTM在 30 °C条件下培养 7 d的AWCD
值 
Figure 1  AWCD values of microbial community at 30 °C 
for 7 d using Biolog® EcoPlateTM 
注：A：农田土壤；B：森林土壤. —Δ—、—○—和—□—分别表

示鲜样、风干保存和低温冻存. 

Note: A: Arable soils; B: Forest soils. —Δ—, —○— and —□— 

indicate fresh, airdry and freeze. 

(P=0.000) 、 均 匀 度 (P=0.000) 和 Simpson 指 数

(P=0.000)都存在显著差异；土壤保存方法和土壤

类型之间没有互作。 

多重比较的结果表明(表 2)，两种土壤的所有指

标都因土壤保存而显著降低；森林土壤的低温冻存

使得微生物群落的物种均匀度显著低于风干保存，

除此之外的其他指数在风干保存和低温冻存之间

没有显著差异。 

为了更好地评估微生物对各种碳源的利用情

况，将 Biolog 生态板上的 31 种碳源分为六大类：

多聚物类、碳水化合物类、羧酸类、氨基酸类、胺

类和酚类化合物。如表 3 所示，土壤保存 4 个月后，

除了风干保存的两种土壤中微生物对多聚物的利

用能力与鲜样之间没有显著差异外，微生物对其他

碳源的利用能力显著降低；土壤类型也显著影响微

生物对多聚物(P=0.002)和碳水化合物(P=0.000)的

利用能力，表现为森林土壤中微生物对多聚物和碳

水化合物的利用能力显著低于农田土壤。 

土壤保存使微生物对 6 类底物代谢能力降低的

幅度顺序如下：酚类碳水化合物≥酰胺氨基酸≥

羧酸多聚物(表 4)。而且微生物群落对六大类碳源

利用能力的降低幅度因保存方法的不同而有差异：

风干保存使得微生物对多聚物的代谢能力降低

19.1%-34.5%，而低温冻存使其降低 54.5%-68.4%；

风 干 保 存 使 得 微 生 物 对 酚 类 的 代 谢 能 力 降 低

96.3%-99.8%，而低温冻存使其降低 80.6%-82.3%；

两种保存方法使微生物对其他 4 类底物的代谢能力

的降低幅度差别不大(表 4)。 

如图 2 所示，利用培养 3 d 的 AWCD 值计算相

似性矩阵并进行主成分分析，可以发现农田土壤和

森林土壤表现出相似的结果，即风干保存的土壤样

品与低温冻存的土壤样品聚在一起，位于纵轴的左

边，而鲜样则位于纵轴的右边。对农田土壤而言，

氨基酸、碳水化合物和胺类化合物与第一排序轴的

相关性较大；而在森林土壤中，羧酸、酚类和碳水

化合物与第一排序轴的相关性较大。  
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表 2  不同保存条件下土壤微生物群落多样性指数 

Table 2  Diversity indexes of soil microbial community associated with different storage methods 

土壤类型 

Soil type 

保存方法 

Storage method 
H′ E S 

农田土壤 

Arable soils 

鲜样 Fresh 3.133±0.018 a 0.917±0.003 a 19.204±0.509 a 

风干保存 Airdry 2.755±0.051 b 0.872±0.015 a 13.042±0.804 b 

低温冻存 Freeze 2.785±0.025 b 0.876±0.017 a 13.934±0.304 b 

森林土壤 

Forest soils 

鲜样 Fresh 3.103±0.017 a 0.912±0.003 a 18.767±0.442 a 

风干保存 Airdry 2.711±0.074 b 0.877±0.011 b 12.525±0.807 b 

低温冻存 Freeze 2.676±0.123 b 0.837±0.010 c 12.069±1.571 b 

两因子方差分析(P 值) Two-way ANOVA (P value) 

土壤类型 Soil type (ST) 0.257 0.182 0.191 

保存方法 Storage method (SM) 0.000 0.000 0.000 

ST×SM 0.802 0.157 0.646 

注：同一列不同字母表示差异达到显著水平(Duncan’s 多重比较，P=0.05). 

Note: Different letters in each column indicate significant difference (Duncan’s multiple range test, P=0.05). 
 

 
 

 
 

图 2  不同保存条件下土壤微生物群落的主成分分析(PCA)的双标图 
Figure 2  Biplot of principal component analysis (PCA) of soil microbial community associated with different 

storage methods 
注：A：农田土壤；B：森林土壤. 

Note: A: Arable soil; B: Forest soil. 
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3  讨论 

土壤相关酶活性、微生物生物量、特定生化过

程(例如，呼吸作用、硝化作用、氨化作用)等常用

来作为评估保存土壤微生物代谢活性及多样性变

化的指标[11,17-19]。本试验中，我们应用 Biolog 生态

板评估不同的土壤保存方法对微生物群落代谢活

性的影响，结果表明，与土壤鲜样相比，风干保存

和低温冻存的土壤样品的微生物代谢活性显著降

低(表 2、3，图 1)，这与 Lee 等[20]和 Deforest[21]用

土壤酶活性表征微生物代谢活性的结果一致。在本

试验中的两种保存方法，可能是由于保存过程中温

度和水分的变化引起了微生物代谢活性的大大降

低，甚至是死亡。Wu 等[22]认为土壤冻干后冷冻保

存使土壤总 PLFA 降低了 28%，最好在采样后立即

进行 PLFA 分析。磷脂脂肪酸是活细胞细胞膜的组

成成分，细胞死亡后，就会快速降解[23]。基于此，

我们推测，本试验中土壤保存导致微生物群落代谢

活性的降低是由于土壤保存过程中部分活性微生

物细胞的死亡造成的。 

对比本试验中的两种保存方法(即不同温度、水

分条件)可以发现微生物对碳源的总体利用没有显

著差异(图 1)。Deforest[21]采用土壤酶活性表征保存

土壤的活性，结果表明 4 °C 保存和低温冻存对土壤

活性的影响没有显著差异。另一方面，本试验中低

温冻存的林地土壤的物种均匀度显著低于风干保

存样品，可能森林土壤经低温冻存 4 个月后，某些

种群的活性受到较大抑制。土壤风干过程中，水分

含量快速降低，细胞失水死亡。土壤样品冻存时，

细胞自由水结冰使胞内离子浓度大大升高，渗透压

升高导致细胞失水，甚至死亡；并且胞内的冰晶会

破坏细胞结构，引起细胞死亡[17]。土壤保存过程中，

水分和温度胁迫可能导致土壤微生物细胞死亡，而

且不同类群的抗性不同，这应该是本试验中基于

CLPP 的微生物 活性和多样 性指数降低 的原因   

(表 2)。 

本试验中的两种保存方法对微生物群落的影

响差异不大，但是森林土壤中利用多聚物和碳水化

合物的微生物的代谢活性低于农田土壤(表 3)。

Cernohlavkova 等[17]认为在土壤样品保存过程中，

农田土壤对环境变化的敏感性高于森林土壤，与我

们的结果存在差异。这样不一致的结果可能是由于

在 Cernohlavkova 等[17]的试验中，森林土壤有机质

含量是农田的近 8 倍，而本试验中两者的有机质含

量差异较小(约 2 倍)。有机质含量高的土壤有助于

微生物抵抗环境条件的变化而保持活性[24]。此外，

两者在多样性指数、4 类碳源利用等方面均没有显

著差异(表 2、3)，这不仅是两者的有机质含量差异

小，更重要的原因可能在于多样性指数和碳源利用

等测定指标反应的是群落功能，而不是群落构成。

推测如果对样品进行 PCR-DGGE 并切胶回收测序，

或者进行宏基因组测序，可能发现两者在微生物群

落构成上存在明显差异。这有待于进一步证实。当

根据碳源特性把土壤微生物分成 6 个类群后，本试

验结果表明利用酚类的微生物对土壤保存最为敏

感，而利用多聚物的微生物最不敏感(表 3)。那么，

这些微生物类群在分类上是否具有特殊性？这是

一个值得深入研究的问题。 

总之，不论哪种土壤保存方法(风干保存 4 个月

和低温冻存 4 个月)都大大降低了土壤微生物群落

的多样性和对特定碳源的利用能力，并且两种保存

方法之间没有显著差异。由于土壤微生物对环境的

敏感性，研究土壤生理特性，即微生物的相关代谢

指标时，最好采用土壤鲜样，否则会导致大量信息

的丢失。 
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