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　　摘要：为全面了解滨海不同类型湿地土壤微生物群落多样性的变化特征，由陆地向海洋，分别选取滨海芦苇湿地、
碱蓬滩湿地、互花米草湿地这３个不同类型湿地为研究对象，采用 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ微平板法，分析土壤微生物功能多样
性在不同类型湿地的变化规律和特点。结果表明，从 Ｓｈａｎｎｏｎ指数来看，芦苇湿地与碱蓬湿地的差异显著，而与互花
米草湿地差异不显著。３种湿地的平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）均随培养时间延长而增加。其中，芦苇湿地土壤微生物代
谢活性最强，碱蓬湿地次之，互花米草湿地湿地最弱；Ｓｈａｎｎｏｎ和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数变化也呈现出与 ＡＷＣＤ一致的
规律，说明随着湿地从陆地到海洋的演替，土壤微生物活性及多样性呈现下降趋势。土壤微生物对六大类碳源利用强

度存在差异，各湿地间土壤微生物对碳水化合物类碳源利用率最高，为优势碳源；主成分分析表明，不同湿地类型的土

壤微生物在碳源利用上有明显的空间分异。土壤微生物功能多样性在不同湿地类型间的差异主要体现在对碳水化合

物类、氨基酸类和酚酸类碳源的利用上，其中碳水化合物类尤为突出。总体而言，湿地植被组成与土壤养分的变化是

影响滨海湿地土壤微生物组成和功能活性的重要因素。
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　　土壤微生物是生态系统中的重要组成部分之一［１］，是土

壤元素循环与转化的主要动力之一［２－３］，在生态系统功能以

及全球生态系统地球化学循环中发挥着重要的作用［４－５］。土

壤微生物群落多样性反映了土壤微生物群落组成和结构的变

化［６］，而通过对土壤微生物群落组成和结构变化进行分析，

能够为解决生态系统功能的变化，制定保护和合理利用湿地

资源的措施提供理论基础［７－９］。因此，研究土壤微生物群落

结构及其功能多样性，对评价土壤质量、生态系统功能和土壤

元素循环具有重要意义［１０－１１］。

滨海湿地是我国重要的湿地之一，具有显著的区域特性。

本试验选择３个典型的湿地类型－芦苇湿地、碱蓬湿地、互花
米草湿地分别设立样地，采集表层 ０～２０ｃｍ的土壤，采用
Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ微平板检测法分析土壤微生物群落功能多样性
的变化规律，探讨其差异的形成机制，以期全面了解和评价滨

海湿地土壤微生物的分布特点。研究结果将为进一步阐明滨

海不同类型湿地土壤微生物分布特征提供理论基础，为滨海

湿地生态系统保护与管理提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验样地位于江苏省盐城国家级自然保护区内。总面

积约为２４７２６０ｈｍ２，其中核心区面积２２５９６ｈｍ２，缓冲区面

积５６７４２ｈｍ２，试验区面积１６７９２２ｈｍ２。保护区位于江苏省
盐城市境内，范围在１１９°５３′４５″～１２１°１８′１２″Ｅ，３２°４８′４７″～
３４°２９′２８″Ｎ之间。保护区地处暖温带与北亚热带过渡地带，
主要受海洋与大陆性气候影响，年平均气温为 １３．７～
１４．６℃，年平均降水量１０００ｍｍ，雨量集中在夏季，冬天多干
旱。夏季（３月至８月份）凉爽，冬季（９月至次年２月）温暖。
１．２　试验设计

在实验站内选择３个２０ｍ×２０ｍ代表样地，分别为芦苇
湿地（ＬＷ）、碱蓬湿地（ＪＰ）以及互花米草湿地（ＭＣ）。于２０１４
年８月采集土壤样品，用直径为４ｃｍ的土钻按混合采样法采
集０～２０ｃｍ土层，每个土样由５个采集点的土壤混合，混匀
后用四分法取适量于封口袋中，用冰盒带回实验室。采集的

土样一部分保存在４℃条件下，用于分析土壤微生物群落功
能多样性；另一部分风干、磨细，过１００目筛用于测定土壤理
化性质（表１）。
１．３　试验方法

本试验采用Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ微平板法对不同类型滨海湿地
土壤微生物功能多样性进行分析。具体方法参照 Ｃｌａｓｓｅｎ等
的方法［１１］。首先土壤样品在２５℃活化２４ｈ，称取约１０ｇ烘
干土的新鲜土样加入内有９０ｍＬ灭菌生理盐水的三角瓶中，
加无菌棉花塞后，将三角瓶在旋涡振荡器上震荡１ｍｉｎ，然后
置于冰水浴中１ｍｉｎ，反复３次。静置２ｍｉｎ后按逐步稀释
法，依次稀释为１０－２和１０－３的土壤悬浮液。用八通道移液器
向ＥＣＯ板每孔中加入１０－３的土壤悬浮液，接种量为１５０μＬ，
将接种好的微孔板放在（２５±１）℃下连续培养 １３ｄ，每隔
２４ｈ用酶标仪测定５９０ｎｍ处的吸光度。

土壤ｐＨ值测定时水土比为２．５ｍＬ∶１ｇ；土壤含水率采
用烘干法测定；土壤有机碳利用碳氮分析仪测定（耶拿 －
２１００Ｓ，德国耶拿分析仪器股份公司）；土壤中全氮采用半微
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表１　不同湿地类型下的土壤理化性质

样地类型 ｐＨ值 有机碳含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
铵态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
硝态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
土壤含水量

（％）

ＬＷ ５．７１±０．０２ｂ ４８．５１±０．１０ｃ ２．４３±０．０１ｃ ２１．２７±０．１６ｂ ５．２３±０．０３ｂ ７３±０．１１ａ
ＪＰ ５．５４±０．０１ｃ ４４．２３±０．１４ｂ ２．６２±０．０１ｂ １９．３１±０．３６ｃ ４．８３±０．０５ｃ ８４±０．０５ａ
ＭＣ ５．４３±０．０１ａ ４３．４２±０．１２ａ ２．３７±０．０２ａ １８．２７±０．５２ａ ４．６５±０．０２ａ ９８±０．０７ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。ＬＷ、ＪＰ、ＭＣ分别代表芦苇湿地、碱蓬湿地、互花米草湿地。表２同。

量凯氏定氮法测定；硝态氮采用酚二磺酸比色法测定；铵态氮

采用氯化钾浸提－靛酚蓝比色法测定。
１．４　数据处理

微生物代谢强度采用平均颜色变化率（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，简称ＡＷＣＤ）来描述，是利用单一碳源能力的重
要指标。采用 Ｂｉｏｌｏｇ微平板培养 １６８ｈ的数据进行数据统
计，此时即使生长较慢的微生物也已参与碳源的代谢过程，因

此能较全面地反映微生物群落的信息。采用Ｓｈａｎｎｏｎ多样性
指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数来表征土
壤微生物群落代谢功能多样性。

平均颜色变化率［１２－１４］：ＡＷＣＤ＝∑（Ｃｉ－Ｒ）／３１；
Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数［１５－１６］：Ｈ＝ＰｉｌｎＰｉ；
Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指数［１６］：Ｄ＝１－∑（Ｐｉ）

２；

ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数［１７］：Ｕ＝ ∑ｎｉ槡
２。

式中：Ｃｉ为第 ｉ个碳源孔吸光度；Ｒ为对照孔吸光度，若 Ｃｉ－
Ｒ≤０，计为０；ｎｉ是第ｉ孔的相对吸光度；Ｐｉ为 ｎｉ与整个平板
相对吸光度总和的比率。

采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行主成分分析（ＰＣＡ）和单因素方
差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），用Ｓ－Ｎ－Ｋ法进行差异显著性检
验，显著性水平设为α＝０．０５；绘图采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１２．５软件。

２　结果与分析

２．１　土壤微生物对碳源利用的动力学特征
从图１可以看出，培养期间 ＡＷＣＤ随着培养时间的延长

而升高，其中，２４～１６８ｈ期间ＡＷＣＤ值快速增加，说明微生物
不断适应ＥＣＯ板各孔的环境，处于对数生长期，大量碳源被
利用，此时微生物代谢活性旺盛；随着培养时间的进一步延

长，１６８ｈ以后土壤微生物缓慢步入稳定期。比较不同湿地类
型土壤微生物群落ＡＷＣＤ发现，芦苇湿地 ＞碱蓬湿地 ＞互花
米草湿地，说明随着陆－海湿地类型的改变土壤微生物碳代
谢活性逐渐降低。

２．２　土壤微生物群落多样性指数分析
土壤微生物群落对不同碳源的利用情况可以用多样性指

数表示。表 ２中显示了土壤微生物在培养 １６８ｈ时的
Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ和ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数，可在数量特征上相
对反映土壤微生物群落物种组成和个体数量分布的情况。结

果显示，在３个类型的湿地中，随着由陆 －海湿地类型的转
变，土壤微生物Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数
均表现为下降趋势。其中，芦苇湿地的土壤微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数均最高，碱蓬湿地次之，互花米草湿地
最低，从Ｓｈａｎｎｏｎ指数来看，芦苇湿地仅与碱蓬湿地差异显
著，而与互花米草湿地差异不显著；从 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数来看，芦
苇湿地仅与互花米草湿地差异显著，与碱蓬湿地差异不显著。

而不同类型湿地的Ｓｉｍｐｓｏｎ指数间差异不显著。
表２　土壤微生物群落多样性指数

类型
Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指

Ｓｉｍｐｓｏｎ
多样性指数

ＭｃＩｎｔｏｓｈ
多样性指数

ＬＷ ３．０６±０．０４ａ ０．９６±０．００ａ ６０．５３±２．９４ｂ
ＪＰ ３．０１±０．０７ｂ ０．９５±０．００ａ ５８．２３±４．６６ａｂ
ＭＣ ２．８９±０．０４ａｂ ０．９５±０．００ａ ５４．２４±３．５７ａ

２．３　土壤微生物群落对不同类型碳源的利用强度
Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ板中含有 ３１种碳源，包括碳水化合物类

（１０种）、氨基酸类（６种）、羧酸类（７种）、多聚物（４种）、酚
酸类（２种）和胺类（２种）。由图２可知，不同类型湿地土壤
微生物群落对不同类型碳源的利用强度明显不同，植被类型

是影响不同碳源利用强度的重要因素。随着湿地植被类型的

变化，滨海湿地对不同类型碳源的利用强度呈现出不同的趋

势。其中，芦苇湿地对于碳水化合物类、氨基酸类、多聚物的

利用率最大；碱蓬湿地对碳水类利用率最大；互花米草湿地对

多聚物类利用强度最大。整体来看，土壤微生物对碳水化合

物类利用最多，其次是氨基酸类和多聚物，对羧酸类、酚酸类、

胺类的利用则相对较少，可见滨海湿地土壤微生物比较偏好

的碳源类型为碳水化合物类、氨基酸类和多聚物。

２．４　不同类型湿地土壤微生物群落功能主成分分析
对培养１６８ｈ的ＡＷＣＤ值进行微生物群落功能主成分分
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析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，简称 ＰＣＡ），其中第一主成分
（ＰＣ１）和第二主成分（ＰＣ２）的方差贡献率分别为８２．１８％和
１０．８２％，累积方差贡献率为９３．００％，说明 ＰＣ１和 ＰＣ２是微
生物群落碳源利用变异的主要来源，可以解释变异的绝大部

分信息。从图３可以看出，不同类型湿地土壤微生物群落在
碳源利用上有明显的空间分异，而且在 ＰＣ１和 ＰＣ２上的得分
系数均有明显差异，可见土壤微生物群落碳代谢特征受到不

同湿地类型的明显影响。在 ＰＣ２轴上，各样地土壤微生物碳
源利用的主成分分析得分排序为互花米草湿地＞碱蓬湿地＞
芦苇湿地，与 ＡＷＣＤ值和多样性指数的分析结果一致，总体
呈现随不同湿地类型的改变碳源利用活性呈现下降的趋势。

不同类型湿地土壤微生物群落明显分为３簇。

　　按照相关性系数绝对值大于０．８５的标准对ＰＣ１和ＰＣ２进
行分析，从表３可以看出，与ＰＣ１具有较高相关性的碳源有１３
种，其中碳水化合物类６种、氨基酸类１种、羧酸类３种、多聚
物１种、酚酸类２种；与ＰＣ２具有较高相关性的碳源有６种，包
括碳水类１种、氨基酸类２种、羧酸类２种、胺类１种。综合
ＰＣ１和ＰＣ２结果可知，不同类型湿地中对土壤微生物群落代谢
功能起作用的主要碳源类型为碳水化合物类、氨基酸类和羧酸

类，不同类型湿地的差异主要体现在对碳水化合物类、氨基酸

类和羧酸类碳源的利用上，其中碳水化合物类最为突出。

２．５　土壤微生物代谢特性与土壤理化性质相关性分析
将土壤有机碳含量、全氮含量、硝态氮含量、铵态氮含量、

含水率和ｐＨ值与土壤微生物群落多样性指数进行相关性分
析。由表４可知，Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数与 ｐＨ值呈正相关关
系，而与有机碳含量呈负相关关系；Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指数与有
机碳含量呈负相关关系；Ｍｃｌｎｔｏｓｈ多样性指数与全氮含量正
相关；微生物的代谢活性（用ＡＷＣＤ表示）与ｐＨ值、有机碳含
量和全氮含量正相关。

３　讨论

土壤微生物群落多样性是反映土壤肥力、土壤环境变化

过程的重要指标之一，可以很好地揭示不同生态系统在微生

物上的功能差异，在生态系统功能中具有重要的意义。在本

研究中，随着培养时间的延长，ＡＷＣＤ值逐渐上升，且随着芦
苇湿地－碱蓬湿地－互花米草湿地的变化，ＡＷＣＤ值呈现下降
趋势，这与郑华等研究不同森林土壤微生物群落多样性变化

的结果一致［１８］。说明土壤养分的差异是影响土壤微生物功

能活性的主要因素之一。

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指数和ＭｃＩｎｔｏｓｈ多

表３　３１种碳源与ＰＣ１、ＰＣ２的相关系数

类别 碳源类型
载荷值

ＰＣ１ ＰＣ２
碳水化合物类 β－甲基－Ｄ－葡萄糖苷 ０．８１０ －０．３４２

Ｄ－半乳糖酸－γ－内脂 ０．８００ －０．４７３
Ｄ－木糖 ０．９７８ ０．０５９
ｉ－赤藓糖醇 －０．９４２ －０．３０５
Ｄ－甘露醇 －０．８６３ ０．２６９
Ｎ－乙酰－Ｄ－葡萄糖胺 ０．８２８ ０．３７３
Ｄ－纤维二糖 ０．８６６ ０．２４８
α－Ｄ－葡萄糖－１－磷酸 －０．５６７ ０．９１７
α－Ｄ－乳糖 ０．９１３ ０．４３９
Ｄ，Ｌ－α－磷酸甘油 －０．９０３ －０．３２９

氨基酸类 Ｌ－精氨酸 ０．８９７ ０．５７４
Ｌ－天门冬酰胺 －０．７９８ ０．５９８
Ｌ－苯基丙氨酸 ０．２５５ ０．９７５
Ｌ－丝氨酸 ０．５４３ －０．８４７
Ｌ－苏氨酸 －０．８２９ ０．３８４
甘氨酰－Ｌ－谷氨酸 ０．１０１ ０．９８４

羧酸类 丙酮酸甲酯 ０．３２５ ０．９２２
Ｄ－半乳糖醛酸 －０．９２３ ０．４５９
γ－羟丁酸 －０．７９１ －０．６４１
Ｄ－葡萄糖胺酸 －０．１５７ ０．９５６
衣康酸 ０．８７９ ０．３５４
α－丁酮酸 ０．９１２ ０．４２３
Ｄ－苹果酸 －０．５３２ ０．８２３

多聚物类 吐温４０ －０．９２１ ０．２５２
吐温８０ ０．８３２ ０．５１５
α－环式糊精 ０．６０９ ０．７６５
肝糖 －０．６７８ ０．７４５

酚酸类 ２－羟基苯甲酸 －０．９６８ －０．１２５
４－羟基苯甲酸 ０．９２３ ０．２８９

胺类 苯乙胺 －０．４２１ ０．９４３
腐胺 －０．７８１ ０．６５２

表４　土壤微生物多样性指数与理化性质的相关性

理化性质
Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
多样性指数

ＭｃＩｎｔｏｓｈ
多样性指数

ＡＷＣＤ

ｐＨ值 ０．７９３ －０．３２７ ０．３４９ ０．８１２

有机碳 －０．７７５ －０．７２１ ０．２６１ ０．８６３

全氮 －０．４８１ －０．０１４ ０．８９３ ０．７５４

铵态氮 －０．６０８ ０．３１７ ０．４５０ ０．４７６
硝态氮 －０．５３３ －０．５３９ ０．２２４ ０．３１１
含水率 ０．２９７ ０．０４５ ０．５５１ ０．５５７

　　注：表示在０．０５水平上相关性显著。

样性指数分别表征土壤中微生物群落的丰富度、优势度以及

均匀度［６］。在３个不同湿地类型中，芦苇湿地与碱蓬湿地
Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数差异显著；芦苇湿地与互花米草湿地
ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指数差异显著。这说明土壤理化性质影响了
微生物的群落结构组成，这与很多研究的结果［１９－２０］一致。也

就是说，土壤理化性质对土壤微生物的活性以及结构都具有

重要的影响。

土壤微生物群落对不同类型碳源的利用强度存在一定的

差异，３个不同湿地类型中，土壤微生物对碳水化合物类的利
用率最高，为优势碳源，主要包括 β－甲基 －Ｄ－葡萄糖苷、
Ｄ－半乳糖酸－γ－内脂、Ｄ－木糖、Ｎ－乙酰 －Ｄ－葡萄糖
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胺、Ｄ－纤维二糖、α－Ｄ－乳糖；３个不同湿地类型微生物功
能多样性的差异主要体现在对碳水化合物类、氨基酸类和羧

酸类碳源的利用上，这与左平等的研究结论［２１］，即不同生境

条件下土壤微生物对碳源的利用率有所不同，不同湿地土壤

微生物功能上的差别是由各微生物群落对碳源的总体利用率

产生的差别［２１］。本研究发现，互花米草湿地胺类的利用效率

也占到了２０％以上，且对碳源的利用率具有很强的选择性，
这都说明在淹水环境中土壤微生物的多样性比较低，对碳源

的利用具有选择性；而芦苇湿地和碱蓬湿地土壤微生物对碳

源的利用率比较均衡。这说明土壤微生物所表现出的对碳源

利用的不一致性是受到植物多样性和土壤性质的影响，受到

多因素控制。

由土壤微生物对３１种碳源的利用主成分分析得知，３个
不同湿地类型的土壤微生物对碳源的利用特征差异比较明

显，这一点可能和样地的生境特征有一定的关系。随着湿地

类型的变化，湿地的物种多样性发生了变化，因此作为主要输

入碳源的凋落物的组成和含量发生了比较明显的变化，进而

使土壤微生物代谢特征发生一定的改变，使其对碳源利用的

种类和强度均发生变化。左平等指出，地上植物的多样性会

通过凋落物的差异对土壤微生物功能代谢产生重要影

响［２１－２２］。此外，通过对土壤微生物的多样性指数和ＡＷＣＤ值
进行主成分分析，３个不同湿地类型明显出现分化，更有力地
证明了湿地条件下物种多样性的组成会对土壤微生物的组成

和功能活性产生重要的影响。

综上所述，不同类型湿地土壤微生物群落代谢特征具有

较为明显的地带性差异。不同类型湿地由于其生境的差异，

导致土壤理化以及植物群落组成发生了变化，这些是影响土

壤微生物代谢活性的主要因素。由于 Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ微平板技
术的局限性，仅采用此技术很难完整地反映不同滨海湿地土

壤微生物群落功能多样性的变化规律。目前随着其他技术手

段的快速发展，结合多种微生物学研究方法，如磷酸脂肪酸

（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，简称 ＰＬＦＡ）谱图分析法和分子生物
学技术（如宏基因组技术），将为完整了解盐城滨海湿地微生

物群落结构和功能等信息提供很好的方法。
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