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　　摘要：以宁夏中部干旱带引进的适生牧草品种（７１０、７０８、３７６、８５９）和蒙古冰草根际微生物为研究对象，采用
Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ方法研究了５种牧草的根际微生物群落功能的多样性。结果表明：５种不同牧草根际土壤微生物活性存
在差异；利用羧酸类、碳水化合物最多的是牧草３７６，利用聚合物类、酚类化合物、氨基酸类最多的是７０８，利用胺类最
多的是蒙古冰草；５个品种主要利用碳源类型为碳水化合物、羧酸类和氨基酸类。丰富度指数与优势度指数结果相
似，为８５９≥蒙古冰草≥７１０＞７０８＞３７６；多样性和均匀度指数结果一致，为蒙古冰草＞８５９＞７０８＞３７６＞７１０；主成分分
析将５种品种分为３个功能类群，３７６和７０８为一类，８５９和蒙古冰草为同一类，７１０为一类；载荷矩阵表明５中牧草品
种在羧酸和氨基酸利用上差异最大。
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　　根际是指植物根周围数毫米的区域［１］，此区域中根分泌

物为微生物提供重要的营养和能量物质并影响着根际微生物

的种类和繁殖，而根际微生物的代谢作用又直接促进或抑制

根的营养吸收和生长，从而影响根际土壤中的物质转化［２］。

Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ法是在微生物利用３１种碳底物时发生氧化还原
反应，通过颜色变化情况来反映微生物碳源利活性的方

法［３－４］。该技术广泛应用在评价和比较不同土壤类型［５］、相

同土壤不同植物物种［６］、不同植被的根际土壤微生物群落功

能多样性［７］。本研究以４种美国引进牧草和蒙古冰草的根际
微生物为研究对象，应用 Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ方法，对不同牧草品种
根际土壤微生物代谢功能多样性进行比较研究，旨在探讨不

同牧草品种根际微生物代谢功能多样性之间的差异，研究结

果可为深入探讨植物多样性和土壤微生物多样性之间的关系

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
试验地设在宁夏吴忠市盐池县高沙窝的天然草场。草地

类型为荒漠草原，植被稀疏且草层低矮，主要植被类型为蒙古

冰草（ＡｇｒｏｐｙｒｏｎｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍＫｅｎｇ．）、糙隐子草（Ｃｌｅｉｓｔａｇｅｎｅｓ
ｓｑｕａｒｒｏｓａ）、胡枝子（ＬｅｓｐｅｄｅｚａｂｉｃｏｌｏｒＴｕｒｃｚ．）、老瓜头（Ｃｙｎａｎ
ｃｈｕｍｋｏｍａｒｏｖｉｉＡｌ．）、甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ）、细叶骆驼篷（Ｐｅｇａ
ｎｕｍｎｉｇｅｌｌａｓｔｒｕｍ）、银灰旋花（ＣｏｎｖｏｌｖｕｌｕｓａｍｍａｎｎｉｉＤｅｓｒ．）。
盖度为１７％～３０％，种类组成贫乏。该区属于典型的大陆性

气候，春季干旱多风，夏季炎热，年均降水量２６０．７５ｍｍ，主要
集中在７—９月，月平均温度最高月为 ６月（２３．５℃）、７月
（２４℃）和 ８月（２０．５℃），土壤为风沙土，土壤有机质
１．４％～７．５％，ｐＨ值９．０８～９．２２。
１．２　牧草品种

本试验选取４个引进美国品种（７１０、７０８、３７６、８５９）和本
地优势品种蒙古冰草开展研究。７１０品种耐寒性、耐旱、耐高
温能力强；７０８粗蛋白质含量高、干草产量高；３７６青绿期长、
适口性好；８５９株高大、鲜草产量高；蒙古冰草植株高大，生长
速度快。

１．３　播种
将美国引进的牧草品种，随机排列，小区面积为２５ｍ２，

行距２５ｃｍ，对试验地隔带深翻后，于２０１１年４月２８日至５
月１日播种，深翻比例介于 ３０％ ～８０％，每品种重复 ３次。
取样时引进牧草品种生长年限为４年。
１．４　土壤采集

６月下旬在盐池县高沙窝天然草场对５种牧草品种按五
点取样法选取牧草植株，每点每品种取３～５株，重复３次。
将根系区域土样用铁铲挖出，抖落根系外围土，取紧贴于根表

周围的土样。将土样装入无菌纸袋，标记，立即带回实验室，

研磨过１ｍｍ筛后于４℃冰箱保存。
１．５　牧草根际土壤微生物群落功能多样性研究

Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ分析：本研究采用有３１种碳源的生态板（规
格为ＥｃｏＰｌａｔｅ，由Ｂｉｏｌｏｇ公司生产，华粤企业集团有限公司提
供）分析微生物群落的代谢特征。每品种土样均匀混合后按

照四分法称取１０ｇ，加入９０ｍＬ无菌生理盐水稀释，在摇床里
振摇３０ｍｉｎ，静止沉淀３～５ｍｉｎ，然后进行１００倍稀释，以每
孔１５０μＬ稀释液加入微孔板中，将制备好的菌悬液倒入无菌
移液槽中，使用八孔移液器将其接种于微平板的９６孔中。接
种好的微平板放到铺有６层纱布的塑料饭盒中，为防止微平
板鉴定孔中的菌悬液挥发，纱布保持一定的湿度。塑料饭盒

用保鲜膜包裹，保鲜膜上用注射针头扎若干个小眼，以保证微
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生物的培养所需要的氧气，将微平板避光培养。ＥＣＯ生态板
放到３０℃恒温培养。分别于２４、４８、７２、９６、１２０、１６８ｈ时读
数，测定波长为５９０ｎｍ。
１．６　牧草根际土壤微生物群落功能多样性数据分析

平均颜色变化率（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＡＷＣＤ）
是反映土壤微生物利用单一碳源能力的一个重要指标［８－９］，

在一定程度上可反映土壤微生物种群的结构特征和数量。

ＡＷＣＤ值变化范围越大，活性越高，其利用碳源的能力就越
强，微生物丰富度也较高［１０］。其计算公式为：

ＡＷＣＤ＝∑（Ｃ－Ｒ）／ｎ。 （１）
式中：Ｃ为每个碳源孔的两波段光密度差值；Ｒ为对照孔的光
密度值；ｎ为培养基碳源种类数，在本研究中为３１。

丰富度指数是被利用的碳源的孔数，即（Ｃｉ－Ｒ）的值大
于０．２５的孔个数。

Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数，又称多样性指数，反映微生物群
落物种的变化度和差异度。其计算公式为：

Ｈ′＝－∑（Ｐｉ×ｌｏｇＰｉ）。 （２）
式中：Ｐｉ为有碳源的孔和对照孔的光密度值之差与整板总差
的比值，即Ｐｉ＝（Ｃｉ－Ｒ）／∑（Ｃｉ－Ｒ）。

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，又称优势度指数，是针对多样性方面的集
中性度量。其计算公式：

Ｄ＝１－∑Ｐ２ｉ。 （３）
Ｐｉｅｌｏｕ指数，即均匀度指数是群落实测多样性和最大多

样性的比率。其计算公式：

Ｅ＝Ｈ′／ｌｎＳ。 （４）
式中：Ｓ为被利用的碳源总数。

利用ＤＰＳ软件进行土壤微生物群落功能多样性指数［１１］

计算、主成分分析［１２］、因子分析及主成分作图。

２　结果与分析

２．１　不同牧草品种ＡＷＣＤ变化及利用碳源分析
从图１可知，５种牧草品种根际微生物群落利用碳源量

随培养时间的延长逐渐增加。每种牧草根际土壤的 ＡＷＣＤ
值在２４ｈ内变化不明显，表明该时期根际微生物活性较低，
碳源利用很少；在 ２４ｈ之后显著增加，碳源利用明显。在整
个培养过程中，各品种根际微生物 ＡＷＣＤ值存在差异，培养
１６８ｈ时，总碳源 ＡＷＣＤ值为７０８＞７１０＞３７６＞蒙古冰草 ＞
８５９。羧酸类 ＡＷＣＤ值为３７６＞７１０＞７０８＞８５９＞蒙古冰草，
聚合物类ＡＷＣＤ值为７０８＞７１０＞３７６＞８５９＞蒙古冰草，碳水
化合物 ＡＷＣＤ值为３７６＞７０８＞７１０＞蒙古冰草 ＞８５９，酚类
ＡＷＣＤ值为７０８＞３７６＞７１０＞８５９＞蒙古冰草，胺类ＡＷＣＤ值
为蒙古冰草 ＞３７６＞７０８＞７１０＞８５９，氨基酸类 ＡＷＣＤ值为
７０８＞７１０＞３７６＞蒙古冰草 ＞８５９，５种牧草主要利用碳源为
碳水化合物、氨基酸和羧酸类。

２．２　牧草品种根际微生物群落功能多样性分析
本研究采用丰富度、优势度、多样性指数和均匀度来比较

５个牧草品种的土壤根际微生物群落利用３１种碳源的多样
性。丰富度指数表示被利用的碳源种类多少，优势度指数可

反映出土壤群落中最常见的物种，多样性指数反映微生物群

落物种的变化度和差异度，均匀度为群落物种丰富度与均一

性的度量。由表１可知，丰富度与优势度指数为８５９≥蒙古

冰草≥７１０＞７０８＞３７６；多样性指数与均匀度分析结果一致，
蒙古冰草＞８５９＞７０８＞３７６＞７１０，说明８５９、蒙古冰草根际微
生物群落中某些优势菌生长旺盛。以上研究结果表明蒙古冰

草根际微生物群落种类最多且较均匀。

２．３　不同牧草品种根际微生物群落功能多样性主成分分析
采用主成分分析比较５个品种根际微生物群落功能多样

性（表２）。总变异的１００％为前４个主成分，即包含全部变异
信息。总变异的４８．３６％、２１．７３％分别来自第 １、第 ２主成
分，故第１、第２主成分为变异主要来源。利用这２个主成分
将微生物群落代谢功能划分成３个功能类群（图２），３７６和
７０８土壤根际微生物群落为同一类，７１０品种土壤根际微生物
群落为同一类，８５９和蒙古冰草土壤根际微生物群落为同一
类，空间差异较大。

因子载荷矩阵表明（表３），因子１主要由ｘ（３０）、ｘ（１５）、
ｘ（２５）起分异作用，对应的碳源为 Ｄ－苹果酸、Ｌ－丝氨酸、
Ｌ－磷酸葡萄糖；因子２主要由 ｘ（１９）、ｘ（１８）、ｘ（２７）起分异
作用，对应的碳源为Ｌ－苏氨酸、γ－羟丁酸、苯乙胺。５种牧
草根际微生物群落在以上６种碳源利用上差异最大，主要为
羧酸类和氨基酸类。

３　结论与讨论

本试验通过Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ微平板方法证实了５种不同牧
草的根际土壤微生物在代谢活性、不同碳源利用、微生物多样

性指数等方面均有自身特征并存在差异，说明不同牧草品种

在退化土壤生态环境的修复中提供不同作用，导致这种差异

的主要因素是牧草品种、植物残体、根系分泌物等方面［１１］。

毕江涛等研究表明，荒漠草原５种植被类型土壤微生物群落
代谢活性和利用碳源种类都存在差异［１２］；安韶山等对宁南山

区９种典型植物根际微生物研究表明微生物活性（ＡＷＣＤ）、
微生物多样性指数和均匀度指数均存在明显差异［８］。利用

Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ［９－１０］、１６ＳｒＲＮＡ分析［１３］、ＰＣＲ－ＤＧＧＥ［１４］等方法
开展的研究均显示不同植被类型、同一植物不同品种或不同

基因型间以及同一基因型不同发育时期的根际土壤微生物多

样性都有所不同。

本试验结果表明，不同牧草根际土壤的ＡＷＣＤ在２４ｈ内
变化不大，随培养时间增加，其利用碳源量也不断增加，与诸

多文献结果［８，１５－１６］一致，７０８、３７６、７１０的根际土壤微生物代
谢活性较强，蒙古冰草和８５９根际土壤微生物代谢活性较弱。
各品种在各类碳源利用上存在差异，利用羧酸类、碳水化合物

最多的是３７６，利用聚合物类、酚类化合物、氨基酸类最多的
是７０８，利用胺类最多的是蒙古冰草，５个牧草品种主要利用
碳源类型为碳水化合物、羧酸类和氨基酸类，与吴则焰等研究

的武夷山各植被类型土壤微生物利用主要碳源类型［７］一致。

另外，郑华等研究表明４种森林类型土壤微生物群落比较偏
好、利用率较高的３类碳源是糖类、羧酸类和氨基酸类［５］。根

际微生物群落功能多样性分析表明，５种牧草的丰富度和优
势度指数结果相似，多样性和均匀度指数结果一致，向泽宇等

研究表明，土壤微生物群落多样性与均匀度指数也表现出相

似规律［１７］。蒙古冰草根际微生物群落种类最多且较均匀，原

因可能是蒙古冰草与其他牧草品种生长年限不同［１８－１９］，且蒙

古冰草为原生植被，而其他４个品种为人工种植的牧草品
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表１　不同牧草品种根际微生物群落功能多样性指数

品种 丰富度 优势度 多样性指数 均匀度

７１０ ３１ ０．９８４４ ４．３８５５ ０．８８５２
３７６ ２８ ０．９７７８ ４．４４８２ ０．９２５３
８５９ ３１ １．０１６３ ４．６７３４ ０．９４３３
７０８ ２９ ０．９７８５ ４．５４１１ ０．９３４８

蒙古冰草 ３１ １．００２８ ４．６９５５ ０．９４７８

种［２０］；８５９和蒙古冰草根际微生物群落中某些优势菌生长旺
盛，利用碳源类型较其他３个品种多。
５个品种根际微生物主成分分析将５个品种土壤根际微

生物群落碳代谢功能分为３类，３７６和７０８为同一类，７１０品
种为一类，８５９和蒙古冰草为同一类，与各品种碳源代谢活性

表２　５种牧草根际土壤微生物利用碳源主成分特征值和累计贡献率

主成分 特征值
贡献率

（％）
累计贡献率

（％）

１ １４．９９２ ４８．３６０ ４８．３６３
２ ６．７３９ ２１．７３２ ７０．１００
３ ５．６３８ １８．１８７ ８８．２８６
４ ３．６３１ １１．７１４ １００．０００

和根际微生物群落功能多样性分析结果一致。林青等研究发

现新疆富蕴地震断裂带６种次生植物根际土壤微生物碳源利
用差异主要体现在糖类、氨基酸类、羧酸类［１６］。因子载荷矩

阵表明，５种牧草根际微生物群落主要在羧酸和氨基酸的利
用上差异最大。
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单爱琴，肖　洁，杨秀婧．四氯化碳与四氯乙烯复合污染对土壤呼吸率的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：３６４－３６７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０２．１０６

四氯化碳与四氯乙烯复合污染对土壤呼吸率的影响

单爱琴１，２，肖　洁１，２，杨秀婧２

（１．江苏省资源环境信息工程重点实验室，江苏徐州２２１００８；２．中国矿业大学环境与测绘学院，江苏徐州 ２２１００８）

　　摘要：通过室内模拟试验对土壤进行四氯化碳与四氯乙烯复合染毒，采用直接吸收法（密闭静置培养测二氧化碳
法）研究四氯化碳与四氯乙烯复合污染对土壤呼吸率的影响。结果表明，四氯化碳对土壤呼吸作用的影响随时间呈

先抑制、后恢复的过程，且四氯化碳体积分数越高，抑制作用越强；四氯化碳与四氯乙烯复合污染增强了对土壤呼吸作

用的抑制，四氯乙烯高体积分数组（０．４０～１．６０ｍｇ／ｋｇ）与四氯化碳各质量分数复合处理的抑制作用均强于对照；四氯
化碳与四氯乙烯的交互作用对土壤呼吸的影响主要表现为协同作用。
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　　氯代脂肪烃被广泛应用于工农业生产中，如四氯乙烯可
作为织物的干洗剂、金属的脱脂洗涤剂、干燥剂、驱虫剂、有机

合成中间体等［１－３］，四氯化碳常作为重要的化工原料和有机

溶剂。但由于其性质稳定、不易降解，进入环境中的氯代脂肪

烃会改变该环境的生态功能及组成，如进入土壤环境后将改

变微生物群落结构及土壤酶活性，使土壤呼吸作用降低。氯

代脂肪烃是威胁生态系统最普遍的一类持久性有机污

染物［４－５］。

氯代脂肪烃复合污染土壤及地下水的事件在国内外均有

发生，如我国北方某城市浅层地下水氯代烃污染已被证

实［１，６－９］，其中三氯甲烷、四氯化碳、三氯乙烯、四氯乙烯是污

染区的主要污染物，且四氯化碳（ＣＴ）与四氯乙烯（ＰＣＥ）常共
存于污染场地。１９９９年至今１０余年的连续监测发现，某农

药厂排放的四氯化碳对其所在岩溶水源地补给区的土壤造成

污染，并从中检测出四氯化碳的各种同系物［７］。

目前，国内外学者已对土壤、地下水环境中的氯代脂肪烃

污染进行了大量研究［９－１２］。毒理学研究多集中于其动物医

学毒性特征［１３－１４］，大多仅考虑单一污染物水平的环境行为，

对土壤中复合污染的研究极少，而实际情况中复合污染更为

常见。

在土壤环境中，土壤呼吸作用强度是土壤肥力、微生物代

谢旺盛程度、氮循环的重要指标之一［１５］，不仅关系到土壤中

有机物的分解，且土壤呼吸所释放的二氧化碳是植物同化二

氧化碳的重要来源，与植物生长密切相关［１６－１７］。通过模拟试

验研究ＣＴ与ＰＣＥ复合污染对土壤呼吸率的影响，探讨复合
污染对土壤微生态毒理效应、保障生态安全、提高土壤质量具

有重要指示性意义。

１　材料与方法

１．１　供试土壤
取江苏省校内一处未经污染的土壤，将其风干后研磨，过

２ｍｍ筛备用。土壤的基本性质见表１。

—４６３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第２期


