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BIOLOG在土壤微生物群落功能多样性

研究中的应用*

郑 华 欧阳志云 方治国 赵同谦
(中国科学院生态环境研究中心系统生态重点实验室,北京 100085)

摘 要 微生物功能多样性信息对于明确不同环境中微生物群落的作用具有重要意义 ,而微生物群

落的定量描述一直是微生物学家面临的最艰巨的任务之一。目前, 以群落水平碳源利用类型为基础的

BIOLOG氧化还原技术为研究土壤微生物群落功能多样性提供了一种简单、快速的方法, 并得以广泛应用。但

它仍然是一种以培养为基础的方法, 显示的代谢多样性类型也不一定反映整个土壤微生物群落的功能多样

性。因此,这种方法优点明显, 缺陷也存在, 并且在应用过程中还有很多关键的操作要点与技巧。本文综述了

BIOLOG研究土壤微生物群落功能多样性的原理、BIOLOG 研究土壤微生物群落功能多样性的方法与技巧、应

用过程中容易产生的问题及可能克服的办法, 同时还提出了值得进一步研究的问题。旨在促进对 BIOLOG测

定土壤微生物群落功能多样性的了解, 为正确运用这种方法开展土壤微生物群落功能多样性研究提供科学

依据和理论指导。
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微生物功能多样性信息对于明确不同环境中微

生物群落的作用具有重要意义
[ 1]
。而平板上肉眼计

数的分类技术只检测到环境样品中的一小部分微生

物使得微生物群落的定量描述成为微生物学家面临

的最艰巨的任务之一[ 2]。目前,有两种方法在此研

究领域中得到认可: 利用微生物 rRNA( rDNA)和环

境样品中磷酸脂肪酸分析微生物群落功能多样

性[ 3]。但是这两种方法要求的劳动强度大、时间长、

技术含量较高, 难以在较短的时间内分析较多的样

品,以 BIOLOG微孔板碳源利用为基础的定量分析

为描述微生物群落功能多样性提供了一种更为简

单、更为快速的方法
[ 1, 4~ 8]

, 并广泛应用于评价土壤

微生物群落的功能多样性:不同土壤类型[ 9]、不同植

物物种下的土壤[ 10]、不同管理策略下的农业土

壤[ 11, 12]和不同植被的根际土壤[ 13]。但这种方法存

在选择培养问题, 只有能够利用 BIOLOG微孔板上

碳源的微生物才能反映出来, 也只代表了整个微生

物群落的一部分, 这种代谢多样性类型也就不一定

反映整个土壤微生物群落的功能多样性[ 6, 14~ 17] , 因

此许多研究者对此方法的利与弊及其准确性、重现

性开展了广泛研究,本文对这种方法应用于土壤微

生物研究的进展和应用技巧作一综述,旨在促进对

BIOLOG测定土壤微生物群落功能多样性的了解,为

正确运用这种方法开展土壤微生物群落功能多样性

研究提供科学依据和理论指导。

1 BIOLOG研究土壤微生物群落功能

多样性的原理

BIOLOG 研究微生物的载体是微孔板 ( Mi

croPlate) ,每板包含 96个孔, 其中 95个孔中加入了

95种单一碳源和四唑染料, 另外一个未加碳源的孔

中加水作为对照。微生物接种到微孔板上的孔中

后, 孔中的微生物就可能利用其中的碳源而发生氧
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表 1 BIOLOG研究土壤微生物群落功能多样性的载体

Table 1 The carrier for study on soil microbial community funct ion diversity

类 型

Type

组 成

Composit ion

特 点

Characteristic

革兰氏阴性板 适合于该类微生物的 95种碳源,组成主要

为:氨基酸( 20种)、醣类 (28种)和羧酸( 24

种)。该类板碳源的选择偏向于简单的碳

水化合物[10]

( 1) 加入的抗生素使革兰氏阳性细菌和真菌对该板上颜色剖面的作用

极小[10, 41]。( 2) 实际上其中仅有少数碳源对土壤样品中的群落分离有

作用[ 4]。( 3) 土壤研究中应用最为广泛的一种微孔板[ 19] ,板中的许多有

机酸、醣类和氨基酸是根系分泌物的组成成分[ 4]或其结构与自然界的物

质结构相似[20]

生态板 生态板利用更多的与生态有关的化合物,

具有 31种培养基,其组成主要为: 氨基酸

( 6种)、醣类(10种)和羧酸 (7种)

( 1) 其中的 6种培养基在革兰氏阴性板中没有[ 19] ; ( 2) 至少有 9中是根

系分泌液的组分[4] ,这些培养基更适合于土壤微生物群落功能多样性研

究

MT 板 研究者根据研究需要利用自然物质作培养

基,如植物根系分泌液[4]。

MT 板包含有氧化还原作用的化学药品,但没有培养基,允许研究者根据

具体的研究需要生产专用型板

真菌板 包含能够被真菌转变的四唑染料和抑制细

菌但不影响真菌生长[3, 21] 的抗生素 (如:

100 g ml- 1利福平; 50 g ml- 1链霉素)

专门用作真菌实验 BIOLOG真菌板(FF)

SF N和 SF P板 共有两种类型: ( 1) 一种包含有 GN 和 GP

同样的相应碳源,但缺乏四唑染料; ( 2) 另

一种有四唑染料二甲基臭硫 联苯四唑溴

化物(MTT)

( 1) 真菌不能还原微孔板中四唑染料[ 3, 7]使得其不能对革兰氏阴性[ 10]、

革兰氏阳性、MT 和生态板的内颜色反应剖面起作用。能够通过孔中的

浊度变化来评价真菌的活动[21]。( 2) MTT 能与真菌待测液一起加入到

没有染料的 BIOLOG板中,将其中的颜色变化用作评价真菌活动性的一

个指标[ 3]

化还原作用,而孔中一旦有电子转移这种四唑染料

就会变为紫色, 同时也表明这种碳源被接种到其中

的微生物所利用[ 18]。Biolog 板最初就是根据其中具

体类型的代谢指纹来鉴定已分离纯化的微生物物

种。BIOLOG数据库包含有鉴定 1 449 种细菌和酵

母的信息。1991年, Garland和Mills首次将 Biolog 微

孔板用来描述微生物的群落特征,该项工作引起了

许多微生物生态学研究者的广泛关注[ 9]。

将 Biolog 微孔板用来研究土壤微生物群落功能

多样性的原理与其鉴定单一物种的反应原理相似,

不同的是: 前者利用以群落水平(而不是单一物种)

碳源利用类型为基础的 Biolog氧化还原技术来表述

土壤样品微生物群落特征[ 9] , 运用主成分分析

(PCA)或相似类型的多变量统计分析方法展示不同

微生物群落产生的不同代谢多样性类型。其理论依

据是: BIOLOG代谢多样性类型的变化与群落组成的

变化相关
[ 14]
。

根据测定对象的不同, 还研制出了除革兰氏阴

性板之外的不同类型的 Biolog板用于研究土壤微生

物群落的功能多样性, 如生态板( EcoPlates)、MT 板

(MT plates)、真菌板、SF N和 SF P板等(表 1)。

2 BIOLOG研究土壤微生物群落功能

多样性的方法与技巧

应用 BIOLOG研究土壤微生物群落功能多样性

的方法较为简单, 但由于对结果产生影响的因素很

多,在具体的操作过程中也存在许多排除干扰因素

的技巧, 具体说明如表 2所示。

3 BIOLOG研究土壤微生物群落功能

多样性中的问题及其克服方法

3 1 BIOLOG研究土壤微生物群落功能多样性中

易产生的问题

在不同地点和同一地点的不同时间微生物群落

的物种组成、利用不同 BIOLOG孔中培养基的呼吸

活跃细胞(还原 BIOLOG染料的潜在能力)的相对丰

富度很不相同。而 BIOLOG微孔板的颜色反应既依

赖于细胞数量/生物量, 又依赖于其生理活性(氧气
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表 2 应用 BIOLOG研究土壤微生物群落功能多样性的操作流程与关键技术

Table 2 Operat ional flow and skills for study on soil microbial community functional diversity

操作流程

Operation flow

操作要点

Operat ion point

关键技术

Key technology

土壤样品采集

与接种

通过多设重复的办法来考虑群落内的变

异。每一处理中尽量多布点取样, 然后将

取得的样品放到一块混匀以减少地点异质

性,单个子样品再从放在一块的样品中抽

取, 用灭菌 的磷酸缓冲液[ 1] 或 0 145

mol L- 1 NaCl[ 23]制成悬浮液,将 3个子样品

的悬浮液分别接种到 3个板中作为3次重

复。用有土壤颗粒的土壤悬浮液接种要比

用静置或离心后的上清液接种好。样品的

背景颜色可以通过减去零时间点孔的初始

读数予以纠正[21, 24]

( 1) 从取样到接种微孔板的时间应缩短到最小。因为土壤样品的采

集[ 25]、冷藏或冷冻保存[26]、接种前的预处理等[1] 均可能使微生物群落发

生变化。( 2) 比较不同生境或不同微生物群落时应保持样品体积或重

量基本一致。这要求先进行水分测定以缩短样品采集与接种之间的时

间差[ 1]。( 3)在较高的接种密度下,微孔板反映的结果更客观,但预先要

确定合适的浓度以便减少由样品中可溶解的碳源产生的额外的颜色反

应[ 1]。( 4) 用土壤悬浮液液体部分接种培养产生的微生物物种要比用

泥沙或直接用土壤接种培养产生的微生物物种要少得多[27, 28] , 静置或

离心后的上清液接种会导致沾附在土壤颗粒上的细菌和真菌菌丝的

损失

微孔板的培养 大多数 BIOLOG细菌板是利用 15~ 28 之

间的某一固定温度进行培养[21, 29]

( 1) 温度是影响微孔板培养的一个关键因素。将多个板分别放在不同

的温度下培养,既可获得一个地点的微生物群落功能多样性信息,又可

获得一个群落对于季节温度波动所作出功能反应的信息[19]。( 2) 氧气

浓度是影响微孔板培养的另一因素。培养过程中应保持孔中的氧气分

布均匀。在厌氧的条件下没有糖产生[16]。细胞的氧气消耗速率能够影

响颜色反应速率[30]

微孔板读数 在 590 nm波长下监测微孔板[ 31] 。其数据

通过单孔光密度或平均孔颜色反应 (Aver

age well color development, AWCD= ( C-

R) / n, C与R分别是培养基孔和对照孔的

光密度, n是碳源数目)来表达

读数前培养时间的长短能显著影响读数结果[9, 14, 30]。单孔的反应随时

间而变化,读数前的培养时间太短,一些孔的颜色反应可能看不到;培养

时间太长,一些孔将达到饱和水平。并且孔与孔之间颜色反应 时间关

系不同,不存在单个最优读数时间,在最短和最长两个极限时间内必须

重复读数

数据分析 研究较多、用得较为广泛的数据分析方法

是主成分分析和聚类分析[1, 32, 33]

( 1) 运用协方差矩阵比相关矩阵的主成分分析的解释更为简单[ 29]。

( 2) 培养基利用的丰富度、多样性和均匀度指数能按照计算物种指数同

样的方法计算出来[10, 19]。聚类分析可进一步帮助了解哪种类型的培养

基被利用

消耗速率) [ 30] ,另外, 多种微生物在微孔板的孔中一

起培养后, 所导致的颜色并不一定是各物种单独产

生颜色的简单加和[ 14] ,这些协同效应或拮抗效应也

依赖细胞密度。并且细胞的绝对和相对数量/生物

量以及它们的相互效应随时间发生变化, 这些变化

在孔与孔/培养基与培养基之间又会不同。因此接

种密度和培养时间是直接影响土壤微生物群落功能

多样性测定结果的两个关键问题。

如果在单个固定的时间内比较 BIOLOG板上群

落类型,这在很大程度上反映的是由微生物总数带

来的差异, 而不是反映培养基利用差异以及是否所

有成员或只有这一群落的一部分成员利用碳

源[ 9, 14]。这是因为在产糖启动之前要求有一临界细

胞密度( 10
5
ml

- 1
或 10

8
ml
- 1
)
[ 16, 23, 34~ 36]

, 在一个固定

的时间读数可能对某些孔的颜色改变来说还为时过

早。因此,在通过排序分析(如主成分分析)分开样

品/样地,并解释隐含的存在于群落间的功能差异

时, 这些可能只是样品中微生物丰富度变化的结果,

即较大的丰富度导致较快的颜色扩展速率
[ 9, 14]
。一

旦密度效应不是群落差异的重要方面,接种密度就

成为影响结果的主导因子。例如: 单一时间点读数

(第 5天)的典型变量分析表明接种密度差异(通过

测量整板的光密度, AWCD)比由于土壤和植物类型

导致的不同碳源利用差异占优势[ 37]。当接种差异

通过在同一AWCD(此种情况为 0 5)对板读数(不考

虑接种时间)予以补偿, 植物和土壤类型分成不同的

团体,通过聚类,植物类型比土壤发挥更大的影响。

此时调整培养时间又成为正确解释结果的关键。

相反,在堆肥研究中,密度效应是群落差异的重

要方面。当运用单一时间点读数时,由于明显不同

458 土 壤 学 报 41卷



的整板光密度, 两个不同时期的堆肥就能区分开来。

不过, 当调整时间, 通过在同一 AWCD( 0 5)对整板

读数时,区分的情况明显减弱, 这表明: 在碳源利用

类型相似的情况下[ 37] , 不同的接种密度(也为群落

密度)促使了整个光密度的不同。

3 2 克服接种密度和培养时间问题的可能办法

( 1) 将每孔原始差异(培养基孔值减去对照孔

值) 除以整板的 AWCD 来进行数据转换 ( ( C R ) /

AWCD) , 更能显示出样品间单一碳源利用类型的差

异
[ 9, 38]
。这样可以减小由于接种密度带来的不同颜

色扩展速率对样品分类的影响。

( 2) 利用固定水平的 AWCD去决定读数时间用

作板的比较[ 5, 30]。即在延长的培养时期内进行重复

读数, 然后选取最接近于参考 AWCD 的读数来比

较[ 30, 34, 38, 39] ,以补偿接种密度差异, 但应注意防止

因孔中液体蒸发而导致 OD值提高
[ 31]
。不过, 如果

群落由不同生理活性的物种组成, 同样的 AWCD不

一定是起源于相同的接种密度。

(3) 接种前将接种浓度调节到相似的水平[ 5, 10, 30]

以排除不同起始密度带来差异。不过,比较野外地点

时,这不是一种切实可行的办法。因为这要求在接种

BIOLOG板之前进行细胞数量记数或估计微生物碳,

耽误实验进程,致使这段时间内群落结构产生变化。

另外,稀释可能导致稀有物种的丧失[ 40]。

( 4) 通过连续几天重复测定每孔的颜色变化,

建立颜色变化动态方程(如: y = OD595nm= K / ( 1+

e
- r( t- s)

) ,式中 y 为波长为 595nm处的光密度值; K

为光密度曲线的渐进线; 参数 r 决定光密度变化的

潜在速率; t 为时间; s 为光密度值达到K / 2时的时

间[ 31] )来克服接种密度和培养时间对结果的影响。

方程中参数间的相关性较弱, 有助于结果的分析, 而

这些参数又是建立在有关碳源利用的不同信息的基

础上, 当给它们排序时, 每个参数可产生不同的分

类
[ 34]
。

在利用上述方法之前,必须先了解研究的对象,

即是否密度效应是微生物群落差异的一个重要方

面,盲目转换数据去抑制接种密度的影响是不合适

的。进行群落比较时,接种密度不仅在分析光密度,

而且在分析随密度来区分培养基利用类型方面具有

重要意义。如果没有考虑密度效应进行数据转换或

将接种调节到相同的密度, 在群落比较中许多信息

可能丧失。需要强调的是:无论采用哪种方法,采取

多时间点读数, 以允许有足够数据做全面分析是至

关重要的。另外,如果所研究的问题纯粹集中在比

较不同地点的实际微生物群落功能,那么只要用于

接种板的取样大小(如土壤体积或平均干重)基本一

致,接种密度不应该是一个问题。但如果测定功能

多样性, 即与实际功能相对的潜在的功能多样性时,

考虑接种密度是很重要的。

4 结 语

只要数据分析正确、培养时间合适, BIOLOG作

为一种快速、简单的研究微生物群落功能多样性的

方法是很有意义的[ 23, 38] ,目前也得到广泛应用。但

也还存在许多尚待检验的问题。为了令结果解释更

为有效、更为科学,下列问题还有待进一步研究。

1) 如何充分反映出群落所有成员的功能。反

映群落的偏差来源于: 从环境样品中提取所有微

生物接种到板上的技术问题; 对 BIOLOG 板碳源

利用类型作贡献的种群所反映的不一定是最初接种

的那些种群的相对比例[ 20]。

目前的方法并没有从环境样品中获得有代表性

的微生物样品。因为微生物位于土壤颗粒、凋落物

组分等上面或里面,用缓冲液简单的振荡土壤或凋

落物,让其静置并以上清液接种导致相当数量的群

落(数量或物种)留在沉淀物中。另一问题是接种前

样品存放的时间对不同群落有不同的影响, 对此有

待进一步了解。

BIOLOG碳源利用类型难以真实反映群落分解

代谢能力, 其主要原因为: 缺乏培养能力或 BIOLOG

环境中不适合的碳源,使得一些接种的种群不能对

颜色剖面作贡献。由于不同的生长和竞争的结果,

种群的变化导致了孔中物种间相互作用引起的分解

代谢和产糖的变化。因此, 进一步了解 BIOLOG 环

境内物种间的相互作用也是很重要的,而这种作用

又是复杂的并非加和性的 两个物种混在一起培

养后,所导致的颜色并不一定是单一物种导致的颜

色的简单加和[ 14]。通过在接种前对样品分离, 结合

现代分子鉴定技术, 然后经过一段时间的培养,

BIOLOG板内微生物群落如何变化以及那些不可培

养、对剖面没有贡献的种群均能明确。

2) 进一步探索更为合理的数据分析方法。

BIOLOG的数据分析方法很多, 但是在具体的研究中

到底哪种分析方法能最有效的、最合理的解释结果

还不完全清楚。

3) 开发适应性更广、针对性更强的产品。微孔

板培养基范围应该更为广泛,而在具体的研究中又应
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该专一。在陆地系统中,起源于植物组织分解不同阶

段的物质,如:纤维素、半纤维素和木质素或植物根系

分泌液可能是合适的、也是重要的培养基结合物。
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APPLICATION OF BIOLOG TO STUDY ON SOIL MICROBIAL COMMUNITY

FUNCTIONAL DIVERSITY

Zheng Hua Ouyang Zhiyun Fang Zhiguo Zhao Tongqian

(K ey Laboratory of Systems Ecology , Research Center f or Eco Environmental Sciences , Beijing 100085, China)

Abstract In order to understand the role of microbial communities in different environments it is essential to have knowl

edge of functions and functional diversity of microbial communities. However, the quant itative description of microbial communi

ties is one of the most difficult tasks facing microbial ecologists. Now the BIOLOG redox technique proposes a simple and quick

method for studying soil microbial community function diversity, based on the community level carbon source utilization patterns.

But BIOLOG is also a culture based method, and the presentation of metabolic diversity patterns doesn t necessarily reflect the

functional diversity of the soil microbial communities. Consequently, there are many problems as well as benefits using the ap

proach, and a series of skills are needed for the application. The application of BIOLOG to the study on soilmicrobial community

functional diversity is summarized in this paper, including theories, procedures, problems, and countermeasures during the ap

plication. The problems worthy of further research are also put forward. The objective of the study is to accelerate understanding

how to apply BIOLOG properly to the study on soil microbial community functional diversity and provide a scientific foundation

and theoretical guide for further research of the subject correctly.

Key words BIOLOG; Soil microbial community; Functional diversity
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