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　　摘要：以山西古交屯兰工矿复垦区为研究对象，从不同植物种植、不同耕作制度的视角出发，将传统分析与现代技
术分析相结合，分析比较工矿复垦区植物根际微生物的多样性，旨在为提高工矿区复垦的土壤质量提供理论依据。传

统分析结果表明，豆科植物根际微生物细菌与放线菌的数量要高于禾本科植物，毛苕子根际细菌、放线菌数量与

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数均高于其他植物，在大豆—玉米—玉米轮作制度下，大豆根际细菌、放线菌数量与Ｓｈａｎｎｏｎ多样性
指数高于玉米—大豆—大豆轮作制度下玉米根际的相应指标。用１６ＳｒＤＮＡＶ３～Ｖ４区操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，简称ＯＴＵ）进行不同植物根际细菌α多样性分析，发现自然恢复土壤的Ｃｈａｏ１丰富度高于种植植物的
土壤，与种植植物根际土壤微生物的群落结构截然不同，连种毛苕子根际与玉米—大豆—大豆轮作制度下的玉米根际

土壤具有丰度较低的相似性微生物属，大豆与苜蓿的根际微生物具有相似的亲缘性。
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　　土壤微生物是维持土壤活性的重要组成部分，参与有机
质分解、养分转化和循环等多种生化过程，其多样性是评价土

壤环境质量的重要生物学指标［１］。矿区复垦土壤具有有机

质含量低、团聚体少、微生物活性差的特点，然而提高矿区复

垦土壤质量可以缓解我国人均耕地少、质量差的现状，并保持

农业可持续发展。根际是连接植物、土壤和微生物的纽带，植

物根系通过分泌物、脱落物与植物残体等影响根际土壤微生

物群落代谢与种群结构，进而改变根际土壤环境［２］。了解不

同植被类型根际土壤的理化及微生物学特性，可以直接或间

接反映植被对土壤的改良作用及植被恢复的生态效果。当前

国内外的相关研究主要集中在根际与非根际土壤理化性质、

土壤微生物多样性、土壤酶活性等方面［３－５］，目前仅有少量学

者在工矿区开展了不同植物根际的评价研究［６－１１］，对于山西

工矿复垦区不同植物根际生物学性质的相关研究较少。因

此，将山西省古交屯兰矿区复垦地作为试验区，研究在种植不

同植物的条件下根际土壤微生物多样性特点具有重要意义，

可以为土壤质量改良提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　研究区概况
试验区位于山西省古交屯兰工矿复垦区，于２０１４年开始

复垦，试验时为复垦第４年，该区年均气温为９．５℃，平均降
水量为４６０ｍｍ，为温带大陆性气候，乡土作物为玉米、大豆。
本试验设置５个小区，分别为大豆—玉米—玉米轮作区、玉
米—大豆—大豆轮作区、连作苜蓿区、连作毛苕子区、自然恢

复区。２０１７年，在大豆—玉米—玉米轮作区种植大豆，在玉
米—大豆—大豆轮作区种植玉米。

１．２　材料与方法
土样采集。在２０１７年９月在各试验区内选择大小差不

多的大豆１５株，玉米５株；对于种植苜蓿、毛苕子与自然恢复
的小区，划定１ｍ×１ｍ区域采集样品，设３次重复。采用抖
落法［１２］抖掉大块土壤，用毛刷轻轻地将根上０～５ｍｍ的土壤
刷下作为根际土，收集在无菌塑料袋中，再放入装有冰袋的保

温箱内，带回实验室立即进行化验，不能进行及时化验的放入

－８０℃ 冰箱中保存。
试验方法。（１）采用传统微生物培养法测定土壤微生物

数量，细菌培养采用牛肉膏蛋白胨培养基，放线菌培养采用高

氏改良培养基，真菌培养采用孟加拉红培养基。微生物数量

以单位质量（ｇ）干土中的菌落数表示。（２）称取１０ｇ根际土
壤，放入灭菌的、装有９０ｍＬ０．８５％ ＮａＣｌ的带玻璃珠的三角
瓶中，在旋转式摇床上于２５０ｒ／ｍｉｎ充分振荡３０ｍｉｎ，连续２
次进行１０倍稀释后，在Ｂｉｏｌｏｇ生态微板的每个孔中加入１５０
μＬ土壤接种液，放入２８℃培养箱中培养，用Ｂｉｏｌｏｇ分析仪每
隔２４ｈ读取各孔的吸光度，连续测定７ｄ。（３）１６ＳｒＤＮＡ高
通量测序，由上海派森诺生物公司对植物根际进行微生物组

ＤＮＡ提取、目标片段ＰＣＲ扩增、产物回收纯化、荧光定量等，
用ＭｉＳｅｑ测序仪测定不同植物根际微生物Ｖ３～Ｖ４区的操作
分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，简称ＯＴＵ）。

数据分析。用 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ及 Ｒ软件进行方差分析与聚
类分析。
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２　结果与分析

２．１　传统微生物培养结果
２．１．１　细菌培养结果　从图１可以看出，豆科植物毛苕子、
苜蓿、大豆的根际细菌数量要高于禾本科植物玉米的根际细

菌数量，毛苕子根际土壤的细菌数量最多，根际土壤细菌数量

排序为毛苕子＞大豆＞自然恢复＞苜蓿＞玉米。
２．１．２　放线菌培养结果　从图２可以看出，豆科植物毛苕

子、苜蓿、大豆的根际放线菌数量要高于禾本科植物玉米的根

际放线菌数量，但是苜蓿、玉米、大豆与自然恢复的根际放线

菌数量相差不大，根际放线菌数量排序为毛苕子 ＞苜蓿 ＞大
豆＞自然恢复＞玉米。
２．１．３　真菌培养结果　从图３可以看出，豆科植物苜蓿、大豆
的根际真菌数量要高于禾本科植物玉米的根际真菌数量，也高

于自然恢复的，连种毛苕子的根际真菌数量最少，各个条件下

的真菌数量排序为大豆＞苜蓿＞自然恢复＞玉米＞毛苕子。

２．２　用Ｂｉｏｌｏｇ生态微板分析微生物代谢功能的多样性
２．２．１　不同植物根际微生物群落土壤微生物的平均颜色变
化率（ＡＷＣＤ）的动态变化　ＡＷＣＤ表示微平板孔中颜色的平
均变化率，用来描述土壤微生物的代谢活性，计算公式如下：

ＡＷＣＤ值＝［∑（Ｃ－Ｒ）］／９５［１３］。其中：Ｃ是所测９５个反应
孔的吸光度，Ｒ是对照孔的吸光度。

从图４可以看出，不同植物根际微生物群落的 ＡＷＣＤ值
随着培养时间的增加均呈现增长的趋势，土壤微生物群落利

用碳源的能力逐渐增强。从接种到培养２４ｈ，各处理样品平
均吸光度无明显变化，微生物几乎没有代谢碳源。在培养

２４ｈ后的任何时间段，毛苕子的 ＡＷＣＤ值最高，说明其碳源
利用速率高，根际土壤微生物活性较高。在培养 ２４～４８ｈ
内，自然恢复（ＮＲ）的 ＡＷＣＤ值要高于玉米、苜蓿，但是培养
４８ｈ后，其利用的碳源量虽然在逐渐增加，但是增长缓慢，在
培养７２ｈ后的任何时间段均低于种植其他植物的，且在培养
７２ｈ后的任何时间点，植物根际的 ＡＷＣＤ值均表现为毛苕
子＞大豆＞苜蓿＞玉米＞自然恢复。

２．２．２　不同植物根际微生物多样性指数的差异　微生物多
样性指数表征整个生态系统中土壤微生物群落利用碳源类型

的多少，即功能多样性。表征土壤微生物代谢功能多样性的

指标为土壤微生物香农 －维纳指数 Ｈ′、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数

Ｈ、Ｍｃｌｎｔｏｓｈ均一度指数Ｕ和 Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数 Ｄ［１４］，计算
公式见表１。

表１　土攘微生物群落功能多样性指数计算方法

多样性指数 计算公式 变量解释

香农－维纳指数
（Ｈ′）

Ｈ′＝－∑ＰｉｌｎＰｉ Ｐｉ表示第 ｉ孔的吸光度占
总吸光度的比例

多样性指数（Ｈ） Ｈ＝Ｈ′／ｌｎｓ ｓ为颜色变化的孔的数量
均一度指数（Ｕ） Ｕ＝ （∑ｎ２ｉ槡 ） ｎｉ为第ｉ孔的相对吸光度
优势度指数（Ｄ） Ｄ＝１－∑Ｐ２ｉ 同上

　　本研究采用９６ｈ的数据来分析计算土壤微生物多样性
指数，由表２可见，工矿区不同植物根际土壤微生物群落的优
势度指数（Ｄ）均无显著差异，毛苕子根际土壤微生物群落
Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｈ与均一度指数 Ｕ显著高于其他植物（Ｐ＜
００５），且根际土壤微生物群落香农 －维纳指数 Ｈ′也高于自
然恢复与禾本科植物玉米。自然恢复的均一度指数与

Ｓｈａｎｎｏｎ指数Ｈ最低，与玉米、苜蓿的香农－维纳指数Ｈ′均无
显著差异，但是显著低于轮作大豆根际土壤微生物群落的香

农－维纳指数Ｈ′（Ｐ＜０．０５），说明该矿区自然恢复的土壤微
生物利用碳源的能力较差，代谢功能差，活性较低。而毛苕子

根际土壤利用碳源的能力最强，活性最高。不同轮作制度下

大豆与玉米相比大豆根际土壤活性较强，利用碳源能力高于

玉米根际，在工矿复垦初期豆科与禾本科植物轮作与连作豆

科植物对土壤微生物群落结构的影响不同。

２．２．３　１６ＳｒＤＮＡ根际细菌α多样性分析　微生物群落α多

表２　不同植物根际微生物群落多样性指数

小区 Ｈ值 Ｄ值 Ｕ值 Ｈ′值
大豆 ０．５６±０．０１ｂ ０．９３±０．０３ａ １．８９±０．０１ｂ ２．８７±０．０９ａ
玉米 ０．４４±０．０１ｂｃ ０．９２±０．０１ａ １．４８±０．１１ｃ ２．６５±０．１７ｂ
毛苕子 １．０２±０．１２ａ ０．９３±０．０１ａ ３．４２±０．２８ａ ２．８１±０．２１ａ
苜蓿 ０．５３±０．０２ｂ ０．９０±０．０３ａ １．７５±０．１７ｂ ２．６１±０．０８ｂ
自然恢复 ０．３４±０．０３ｃ ０．９１±０．０２ａ １．１１±０．０５ｃ ２．６３±０．１５ｂ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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样性可以用多种指数来反映，本研究选用 Ｃｈａｏ１丰富度估计
指数、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数。一般而言，Ｃｈａｏ１指数越大，表明
群落的丰富度越高。Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数综合考虑了群落的
丰富度和均匀度。Ｓｈａｎｎｏｎ指数越高，表明群落的多样性越高。
从表３可以看出，自然恢复的根际土壤Ｃｈａｏ１指数最大，轮作
大豆根际土壤的Ｃｈａｏ１指数最小，苜蓿根际土壤的Ｓｈａｎｎｏｎ指
数最高，而轮作玉米根际土壤的Ｓｈａｎｎｏｎ指数最小。
　　根据样本间的相似程度对丰度排名前５０位的属进行聚
类并绘制热图，对高丰度和低丰度的分类单元加以区分，以颜

色梯度反映样本之间的群落组成相似度。从图５可以看出，
主要可以分为自然恢复与种植植物２类，其中种植植物类可

表３　不同植物根际细菌微生物多样性指数比较

小区 Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数
大豆 １９４５ ９．６０
玉米 ２１４１ ８．９９
毛苕子 ２２１７ ９．４６
苜蓿 ２８８０ ９．６２
自然恢复 ２８８４ ９．３４

以分为２类，自然恢复根际土壤中丰度较高的微生物属主要
有Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（分枝杆菌属）、Ｃｒｙｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（喜冷杆菌属）、
Ｃａｅｎｉｍｏｎａｓ、Ｒａｍｌｉｂａｃｔｅｒ（沙壤土杆菌属）、Ｇａｉｅｌｌａ（放线菌属）、
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Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ（硝化菌属）、Ｎｏｒｄｅｌｌａ（诺德氏菌属）。在轮作制度
下，大豆与连种苜蓿相似的属主要有 Ｖａｒｉｉｂａｃｔｅｒ（变杆菌属）、
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ（根瘤菌属）、Ｏｈｔａｅｋｗａｎｇｉａ、Ｌｅｎｔｚｅａ（伦茨氏菌属）与
Ｇａｉｅｌｌａ（放线菌属），但是丰度均不高；在玉米—大豆—大豆轮
作制度下，玉米与连种毛苕子根际细菌群落的相似属主要有

Ｐｓｅｕｄｏｎｃａｒｄｉａ（诺卡式菌属）、Ｍｉｃｒｏｖｉｒｇａ（微枝形杆菌属）、
Ａｅｒｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ（气微菌属）与Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ（野野村菌属），丰度
也不高。

３　结论与讨论

３．１　不同方法的优点及局限性
传统微生物培养分析法简单、快速、易操作，适用于测定

具有特殊生理功能的微生物，然而有许多微生物无法培养，难

以测定［１５－１７］；Ｂｉｏｌｏｇ分析主要通过研究对单一碳源底物利用
能力的不同来鉴定微生物群落结构，有方便快速、灵敏度高、

分辨率强等优点［１８］，可弥补其他方法无法获得微生物群体活

性信息的不足［１９］，但是培养条件的改变可能会引起微生物对

碳底物实际利用能力的改变，从而造成一定的误差，同时目前

标准数据库中菌种资料不完善，一些种类不能被准确鉴定，只

能得到相似类群［２０－２１］；１６ＳｒＤＮＡ高通量测序法主要通过提取
微生物组总ＤＮＡ并进行定量，扩增，纯化，测序，从而鉴定微生
物菌群结构［２２］，但是对于序列相同的不同细菌难以进行鉴定。

３．２　矿区不同植物根际微生物多样性差异
植物影响土壤环境，有研究表明，不同植物根系分泌物的

成分与含量不同，植物根际微生物的功能代谢有差异［２３］，因

此不同植物对土壤微生物群落的影响不同［２４］。在本研究中，

用传统培养法得到的结果表明，该工矿复垦区不同植物根际

微生物数量不同，豆科植物根际微生物细菌、放线菌数量要多

于禾本科植物，这可能与豆科植物本身具有较强的固氮能力

相关。Ｂｉｏｌｏｇ技术分析表明，不同植物根际微生物利用碳源
能力存在差异性，自然恢复可利用碳源的微生物活性最低，代

谢功能最差，可能与复垦初期自然恢复土壤有机质含量低有

关，而毛苕子根际微生物活性最高。１６ＳｒＤＮＡ分析表明，自
然恢复根际微生物与种植植物根际微生物差异大，且微生物

丰度最高，但是多样性指数低于豆科植物，高于禾本科植物。

３．３　将来的研究方向
　　本研究区处于工矿复垦初期，矿区生态环境恢复与耕地
面积的增加是当地农业可持续发展的关键，在民生福祉的建

设中意义重大，因此，需要多种方法与技术相结合并进行长期

监测以关注矿区土壤质量的变化，为矿区生态建设提供理论

依据。
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