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土壤微生物 BIOLOG 分析中特征碳源的判别

谭兆赞，刘可星，廖宗文
(华南农业大学资源环境学院，广东广州 51侃42)

摘要:利用 BIOLOG ECO 微孔板分析施人不同堆肥后，引起土壤微生物群落防治土传病害功能变化的碳源，结合 3

种数学分析方法对移栽后 13 、33 、55 d 的土壤进行分析，共选出 10 种特征碳源，分别是吐温 80 、D- 木糖、苯乙基

胶、腐腊、α -D- 乳糖、f3- 甲基 -D- 葡萄糖营、γ- 是基丁酸、α- 丁酣酸、L- 苯基丙氨酸和 L- 苏氨酸利用 31

种特征碳源作主成分分析图，结果表明 :PCA 图中各处理点的分布情况较相似，能较好地反映发病情况，且特征碳

源能更敏感地反映土壤微生物群落特征的变化-聚类分析结果表明，与 31 种碳源相比，利用特征碳源的聚类固能

更合理地将各处理按发病情况归类-
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The Discrimination of Characteristic Carbon Sources on Soil Microbial 
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Abstract: Characteristic carbon sources callsed from the changes of the soiI ecological regulation for soil­

bome disease control were stlldied by BIOLOG ECO microplates. Principal components analysis (PCA) 

was llsed ωidentify contriblltion rate of 31 kinds of carbon sllbstrates in the different soil samples coIIect­

ed in 13 , 33 and 55 d after transplanting. Ten characteristic carbon sources (Tween 80 , D-cellobiose , 

phenylethylamine , plltrescine ， α-D-lactose ， β-methyl-D-glllcoside ， γ七ydroxyblltyriC acid ， α-ketoblltyric 

acid , L-phenylalanine , and L-threonine) were selected to pe由rm PCA ，出e characteristic carbons results 

were similar to that of 31-kind carbons , and more sensitive to indicate the changes of soil commllnÏty 

fllnctional structure. 咀le resllIt of clllster analysis showed 由此， clllstering analysis of ten characteristic 

carbon sources was more reasonable to classi肯出e compost treatments according to the development of to­

mato bacterial wiIt than 由at of 31 carbon SOllrces. 
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BIOLOG 微孔板的碳源最初是为鉴定已分离纯

化的微生物物种而设计的， 1991 年， Garland 等 [1] 首

次将 BIOLOG 微孔板用来描述微生物的群落特征，

现已广泛应用于评价环境微生物群落的功能多样

性[叫.然而将其用于分析复杂的环境微生物群落

时，并非所有碳源都是同等重要的，过多的碳源可能

会带来冗余的信息而降低数据分析的效率和准确
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性.目前已有部分学者初步研究了引起微生物群落

代谢特征变化的碳源.席劲瑛等[2] 定义一个 BI­

OLOG 代谢谱图，通过采用与 BIOLOG 微孔板相对应

的网格图，用颜色深浅来定性表示微生物对不同碳

源的利用能力，直观地反映微生物群落的代谢特征

和代谢功能.运用主成分分析，可解释隐含的存在于

群落间的功能差异，对主成分 1 (PCl )和主成分
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2(PC2) 的贡献率高的碳源进一步分析，可揭示引起

这些差异的主要碳源[叫. Yu 等问]利用方差分析和

Fisher's LSD 作多重比较，分析出处理与未处理土壤

间差异明显的碳源，并通过逐步粟类分析将土壤微

生物群落较相似的处理归类.这些多为利用代谢指

纹图、主成分分析或多重比较等单一方法分析，结果

得到的碳源总数往往较多，且不完全一致，有必要综

合各种方法，筛选出几种能敏感反映土壤微生物群

落特征变化的碳源.本文利用包含 31 种碳源的

BIOLOG ECO 微孔板，结合上述各种数学方法，以期

找出同时为各种方法所确定的特征碳源，并对这些

特征碳源进行验证，以了解其可靠性，探讨自制

BIOLOG 微孔板几种特征碳源应用于土壤微生物群

落功能研究的可能性.

1 材料与方法

1.1 材料

盆栽试验设 7 个处理.每处理设 5 个重复每

盆装 5 kg 土.每盆种 2 株番茄，共 10 株番茄.移栽

后 15 、33 和 55 d 采土样分析，并在移栽后 15 、 33 d 

分别追肥. 2∞5 年 4 月 4 日育苗，4 月 21 日移栽，7

月 6 日收获.生长期为 75 d，期间统计发病情况处

理及发病结果见表1.

表 1 试验处理与发病情况

Tab. 1 Experimeot treatmeots aod developmeot of tomato 

bacterial wiJt 00 differeot tz四tmeots

编号 处理1) 初发病时间 first 发病株数

no. treatment time of ∞currence c\is田sed plants 

CK 无机肥(CK1 ) 移栽 35 d 8 

2010 20 d 的堆肥(CK2 ) 移栽到 d 3 

2011 接种 1 次 20 d 的堆肥 移栽 43 d 3 

20J2 接种 2 次 20 d 的堆肥 移栽 55 d 

30JO 30 d 的堆肥 移栽 39 d 3 

3011 接种 1 次 30 d 的堆肥 移栽 48 d 

30J2 接种 2 次 30 d 的堆肥 移栽 55 d 2 

1 )堆肥前第 1 次接种，堆月巳 14 d 时第 2 次接种

种方法所确定的碳源.

2 结果与分析

2.1 特征碳源的判别结果

前期(15 d) ，利用 31 种碳源作主成分分析(方

法 1) ，对 PC1 或 PC2 的贡献率大于 0.2 或小于

-0.2 的碳源有 23 种;利用 4 大类碳源作主成分分

析(方法 2) ，对 PCl 或 PC2 的贡献率大于 0.4 或小

于 -0.4 的碳源有 18 种，其中有 15 种与方法 1 选择

的碳源相同;利用 Fisher's LSD (方法 3) 分析各处理

(表 1 )与 CKI可差异显著性，有 16 种为 4 个处理以

上都差异极显著的碳源，其中有 10 种与方法 1 和方

法 2 选出的碳源相同.同样，中期 (33 d) 利用方法

1 、方法 2 和方法 3 分别选出 23 、 12 和 13 种碳源，其

中前 2 种方法共同选出 11 种， 3 种方法共同选出 10

种.后期 (55 d)利用方法 1 、方法 2 和方法 3 分别选

出 22 、 15 和 13 种碳源，其中前 2 种方法共同选出 11

种碳源，3 种方法共同选出 11 种碳源.

在前、中、后期均被选出的碳源(表 2) 有:吐温

80、苯乙基股和腐服;其中，2 个时期均被选出的碳源

有:α -D- 乳糖、卢-甲基 -D- 葡萄糖昔、D- 木糖、

γ- 是基丁酸、α- 丁酣酸、L- 苯基丙氨酸和 L- 苏

氨酸，以上 10 种碳源可能对土壤微生物群落特征有

重要影响，可以认为是特征碳源.这些特征碳源中，

糖类有 3 种，接酸类有 2 种，氨基酸类有2 种，肢类有

2 种，聚合物类有 1 种.这 10 种特征碳源，前期出现

8 种，中期出现 9 种，后期出现 7 种;故认为前、中期

是研究特征碳源的较好时期.

2.2 特征碳源的检验

2.2.1 主成分分析 中期，利用 31 种碳源和特征

碳源作的主成分分析图中，各处理点的分布与发病

动态基本一致(图 1). 31 种碳源 PCA 图中(图 1的，

发病情况较轻的 2012 和 3012 分布于 PCl 轴的正轴

方向，发病情况中等的 2010 、 2011 和 3010 分布于

PCl 轴负轴接近原点附近，但发病较轻的 3011 也分

1. 2 BIOLOG 测定及数据处理方法 布其中，发病严重的 CK 则分布在 PCl 轴负轴的另

按 Garland 等川的方法，分别对番茄移栽后 15(前 一侧.而在特征碳源 PCA 图中(图 1B) ，也有相似规

期) ，，33( 中期)和 55 d(后期)的土壤进行 BIOLOG 测 律，发病情况较轻的 3012 和 3011 集中分布在一起，
定.采用培养72h 的数据进行分析.碳源分6 类[ 4] 但 2012 距离较远;发病情况中等的 2010 、 2011 和

由于肢类和酣类混合物的碳源数目较少，各为 2 种 3010 分布于原点附近， CK 居于 PCl 负轴侧.图 lA

故分别与氨基酸类和聚合物类合并成 4 大类.对 31 与图 1B 相比，图 lB 中各处理的点分布得更集中
种碳源和分成 4 大类的碳源分别进行主成分分析， 而到后期，特征碳源分析图(图1D)与 31 种碳源分

选择对 PCl 和 PC2 有较高贡献率的碳源;用 Fisher's 析图(图 1C) 各处理的点的分布位置较相似，可知所

LSD 分析各处理与 CK 问碳源的差异显著'性，选择有 选的特征碳源能反映 31 种碳源的大部分信息，且能

4 个处理以上差异极显著的碳源.选出同时为以上 3 更敏感地反映土壤微生物群落功能特征的变化.
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表 2 特征碳潭、分析结果1)

Analysis results of cbaracteristic carbon sourα骂

报学""" 亏~大业农南华12 

Tab.2 

碳源

carbon sources 
sources 
++++ 

+ 
+ 

++++ 

是否特征碳源

characteristic carbon 
碳源归类

group 

聚合物
糖类
糖类
糖类
糖类
竣酸类
糖类
糖类
盼类混合物
酷类混合物
竣酸类

毅酸类
竣酸类

氨基酸类
氨基酸类
氨基酸类
胶类
胶类

F'-1G-J叫
二
旦
有
有
元
有
有
无
有
有
无
有
无
元
无
有
有
无
有
有
叫

也
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n
y
-
-

天

m
-
d一

械
旦
旦
有
有
有
无
无
有
无
无
元
元
有
有
无
无
有
有
有
有
呻

-
d

一
一

"'-d-
冒
出
一
归
一
有
无
有
有
无
无
无
无
有
无
有
有
有
无
无
有
有
有
呻

对应孔号

well no. 

m
M
E
E
E
E
M
口
m
B
臼
m
M
U
H
ω
旧
m

吐温 80 Tween 80 

α -D-乳糖 α-D-I邵阳se

β- 甲基 -D- 葡萄糖昔 β-me由.yl-D-glucoside
D- 木糖 D叮lose
N- 乙酷基 -D-葡萄腊 N-acet.yl-D-glucos皿me
D-葡萄胶酸 D-glucos皿inic acid 

D ， L- α-甘油 D ,L-a-glycerol 

D-半乳糖内醋 D-galactonic acidy也cto耐

2-是苯甲酸 2-hydroxy benzoic acid 

4-短基苯甲酸 4-h.y击。叼 benzoic acid 

γ-捏基丁酸 γ-hydro哑ybut.yric IIcid 

α- 丁酣酸 α-ketobutyric acid 

D-苹果酸 D-malic acid 

L-精氨酸 L-ar回rune
L- 苯基丙氨酸 L-phenylalanine
L- 苏氨酸 ιtbreonine
苯乙基胶 phenyletb.yl-amine
腐腊 putrescine

合计 total

1) u + "表示为特征破源表示为非特征破源

5 

-5 
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图 1 各处理土壤微生物群落功能主成分分析图

Principal component analysis for soil microbial communities of different 甘eatments

C:55 d 31种碳源， 55 d 31 c缸bon sources 

.CK ..2010 e20Jl )1( 2012 

Fig.1 
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2.2.2 聚类分析 中期，利用 31 种碳源的聚类图

(图 2A)还不能把 CK 区分，在第 3 步就被归为组 3

(C口) .由以上分析结果可知， CK 的群落功能结构

与堆肥处理的有较大区别.故作聚类分析时， CK 跟

其他处理的聚类距离应该是最大的，即 CK 应在最后

才跟其他处理归为一类.所以，中期利用 31 种碳源

的聚类较不合理.

而利用特征碳源的聚类图则能把群落功能结构

差异较大的 CK 最后归类，且归类情况与发病情况有

较好的一致性(图 2B). 防病较好的 3011 和 30J2 的

CK 

20J J 

3010 

)011 

2OJ2 

3012 

CK 

2010 

2011 

)010 

3011 

3012 

… 

聚类距离最小，说明其群落功能结构较相似，故先归

为 CL1，防病一般的 2011 和 3010 归为 C口， C口再与

2010 归为 C口， CL1和 C口再归为 CIA ， CIA 再与

2012 归为 C臼， C口与 CK 的最小距离较大，说明其

群落结构差异较大.施人堆肥后，土壤微生态在中期

发生本质变化，利用特征碳源能合理将相似的土壤

微生物群落功能结构归类.

后期，CK 与堆肥处理诱导的土壤微生态趋于稳

定，且二者间已有较大差别，利用 31 种碳源和特征

碳源均能区分各堆肥处理和 CK( 图 2C 、2D).

CK 

2010 

2011 

3011 

3012 

3010 

CK 

2010 

2011 

3012 

3010 

3011 

2012 ; 2OJO;2012 , 
0.0 o. J 0.2 03 0.4 050.60.70.80.9 10 0.0 咀 10.20.30.4 0.50.60.70.80.910 0.0010.2旺30.4 0.5 0.60.7 0.8 0.910 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 

A: 33 d31种碳摞， 33 d 3 J carbon 四川rces B: 33 d 特征碳潭， 33 d characlfrisuc ca归n国皿es C: 55d3J种碳源， 55 d 31 四rbonso町由 D: 55 d 特征碳源， 55 d characteriSLic carbon sou瞄

组间最小距离 minimum distance between clusters 

图 2 各处理土壤微生物群落聚类分析图

Fig. 2 Cluster analysis for soil rnicrobial cornrnunities of different treatrnents 

3 讨论与结论 参考文献:

BIOLOG 微平板用于分析土壤微生物的功能多

样性，能较快捷、敏感地反映土壤微生物群落特征的

变化，且能得到丰富的信息[7] 但由于土壤微生物

群落的复杂性，及 BIOLOG 微平板中碳源是为鉴定

已分离纯化的微生物物种而设计，这大大限制了其

信息的全面性和有效性.主成分分析，贡献率的定量

是关键.本研究发现，对 PCl 和 PC2 的贡献率在

:1: 0.2- :1: 0.4 的碳源，能反映其中的大部分信息，最

优的范围还有待进一步研究.通过主成分分析图可

以在阵维后的主元向量空间中，用点的位置直观地

反映出不同土壤微生物群落功能多样性变化[8] 利

用主成分分析图对特征碳源作检验，也证明了这一

点.用 Fisher's LSD 分析结果发现， 6 个处理中，若与

CK 差异极显著的处理达 4 个以上时选出的碳源数

量较为合适，与上述主成分分析选出的碳源数目较

一致，故选择有 4 个处理以上差异极显著的碳源作

进一步分析，结果表明，移栽后 33 d 时，利用特征碳

源作栗类分析能较好地区分堆肥处理和 CK 的士壤

微生物群落，且与发病情况有较好的一致性.本文尝

试综合运用以上 3 种数学方法处理数据，从 31 种碳

源中，筛选出能敏感地反映土壤微生物群落功能特征

变化的 10 种特征碳源，提高了数学分析方法的有效性

和准确性，优化了 BIOLOG 微平板的碳源设计，阵低研

究成本，对进一步了解碳源与微生物群落功能的关系，

有重要的意义.
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