
收稿日期:2010-01-23

基金项目:财政部中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金项目
作者简介:崔金香(1983-),女 ,山东青岛人 ,在读硕士研究生 , 研究方向:生化工程。
＊通讯作者:王　帅(1985-),男 ,山东淄博人 ,在读硕士研究生 , 研究方向:生化工程。 E-mail:w ang.sh.7@163.com

土壤微生物多样性研究进展
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摘要:阐述了土壤微生物多样性的概念 、主要影响因素以及国内外土壤微生物多样性的研究方法

等 ,展望了未来土壤微生物多样性的研究方向。
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　　土壤是微生物的大本营 ,微生物在土壤养分转

化与腐殖质形成过程中有着重要的作用。土壤中微

生物多样性受耕作方式 、地理位置 、土壤层次 、植被 、

土壤肥力 、气候变化及土壤类型等诸多因素的影响 ,

反之 ,土壤微生物的多样性又影响土壤生态系统的

结构 、功能及过程 ,它是维持土壤生产力的重要组

分
[ 1]
。土壤微生物多样性是一门近来在土壤学 、微

生物学及生物多样性领域均给予较多关注的新兴交

叉学科 。研究土壤微生物多样性对于探索自然生命

机制 、应对全球气候变化 、治理各类环境污染 、维持

生态服务功能及促进土壤持续利用等方面具有重要

意义
[ 2]
。保持微生物的多样性对于人类农业生产亦

具有重要意义
[ 3]
。

1　土壤微生物多样性概念

土壤微生物是土壤中一切肉眼看不见或看不清

楚的微小生物的总称 ,通常意义上应当包括古菌 、细

菌 、放线菌 、真菌 、病毒 、原生动物和显微藻类等 。土

壤是微生物生长和繁殖的天然培养基 。土壤微生物

多样性是指土壤生态系统中所有的微生物种类 、它

们拥有的基因以及这些微生物与环境之间相互作用

的多样化程度及生命体在遗传 、种类和生态系统层

次上的变化[ 4] 。土壤微生物多样性包括在栖息地中

微生物分类群的多样性和微生物分类群内的遗传多

样性 ,以及包括群落结构的变异 、相互作用的复杂

性 、营养水平和共位群数量在内的生态多样性。目

前土壤微生物多样性研究主要从物种 、功能和遗传

多样性 3个层面展开[ 5] 。土壤微生物多样性存在于

基因 、物种 、种群以及群落 4个层面 ,是土壤生态系

统的一个基本生命特征 ,也是时间和空间的函数
[ 6]
。

2　影响土壤微生物多样性的主要因素

影响土壤微生物群落的结构组成和多样性 ,尤

其是其功能多样性的因素有很多种 ,可大体分成自

然因素和人为因素两大类 。自然因素包括农业植被

类型 、土壤类型 、温度 、水分以及 pH 值等;人为因素

包括农药 、施肥以及土壤耕作方式等人类对土壤的

管理方式 ,现分述如下。

2.1　植被类型

植被通过影响土壤含水量 、温度 、通气性 、pH

值及有机碳和氮的水平而影响土壤生物多样性[ 7] 。

毕江涛等[ 8] 研究指出 ,植被的类型 、种类 、植被不同

生长发育阶段等均会对土壤微生物多样性产生影

响。植被是土壤微生物赖以生存的有机营养物和能

量的重要来源 ,影响着土壤微生物定居的物理环境 。

杨喜田等
[ 9]
对太行山针阔混交林等 6种不同植被群

落中的微生物区系 、微生物生物量和土壤呼吸强度

变化测定表明 ,微生物群落特征存在较大差异 ,微生

物数量顺序依次为落叶阔叶纯林>针阔混交林>针

叶纯林>针叶混交林>裸地。Han等[ 10] 研究发现 ,

豆科植物能够明显增加可培养微生物数量 、微生物

生物量和群落代谢多样性;也证实较多的植被种类 、

豆科植被和天然植被类型能够增强土壤微生物群落

的功能。Merci ris等[ 11] 在砂壤土上利用小区试验 ,
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开展植物多样性对土壤微生物群落的快速影响效果

试验 ,结果显示:种植 4种植物处理的土壤培养的微

生物群落活性和多样性均高于种植 3种 、2种和 1

种植物处理的土壤 。孟庆杰等[ 12] 在中国科学院海

伦生态试验站进行长期定位试验 ,结果表明:在春季

和夏季 ,土壤微生物两季平均颜色变化率和多样性

指数均表现为草地最高 ,农田次之 ,裸地最低。有研

究证明[ 13] ,根系分泌物不仅为根际微生物提供能

量 ,而且不同根系分泌物直接影响着根际微生物的

数量和种群结构 。严君等
[ 14]
研究了不同植被覆盖

下所形成的不同的土壤属性对微生物类群(细菌 、真

菌和放线菌)组成 、数量的影响 ,结果表明:不同植被

覆盖下的土壤 ,在长期没有肥料投入的情况下 ,土壤

微生物总数量的变化情况为:草地>作物覆盖>裸

地 。同时外来植物取代本土植物后会改变根系对土

壤的营养物质输入 ,从而影响土壤微生物的结构与

功能;外来植物扩散到新栖息地并形成稳定种群 ,会

影响侵入地植物群落结构 ,进而引起土壤生物多样

性和生态系统过程发生改变[ 15] 。

2.2　土壤类型

近年来的大量试验都证明了土壤类型是土壤微

生物群落结构和密度的主要影响因素之一[ 16] 。徐

晶等
[ 17]
对 3 类不同类型的土壤(红壤 、黑土 、灰漠

土)研究发现 ,随着耕作年代的增加 ,土壤细菌 、真

菌 、放线菌 、固氮菌以及氨化细菌在 3类不同土壤中

都呈现明显差异。杨超等
[ 18]
研究了皖南烟区 4种

不同植烟土壤类型 ,结果表明:不同生态环境下 ,根

际及非根际土壤中各类微生物数量及多样性指数各

不相同 ,多种微生物数量与土壤养分含量呈正相关

关系。刘文娜等
[ 19]
研究了山东桓台县 3 种土壤类

型(潮土 、褐土和砂姜黑土)与农业用地方式(林地 、

菜地和粮田)对土壤表层(0 ～ 10 cm)微生物量碳的

影响。结果表明 ,土壤类型不同 ,土壤微生物量碳含

量不同 ,碳含量依次为:粮田>菜地>林地 。土壤酸

碱度亦对微生物数量影响显著 ,酸性土壤中真菌多 ,

中性或碱性土壤中细菌和放线菌数量较多 。

2.3　土地利用及管理方式

土地利用方式 ,农药使用和施肥及土地耕作方

式等这些人为因素通过改变土壤的理化性质而影响

土壤微生物多样性 。姚槐应等[ 20] 使用碳素和磷酸

酯脂肪酸法研究了 8种供试红壤微生物群落的功能

多样性和结构多样性 , 2种方法均表明 ,土地利用方

式能显著影响微生物的多样性。农药等杀虫剂作为

一种外施入土壤生态系统的物质 ,它和土壤中其他

物质一样能被土壤中的微生物降解 ,从而刺激或抑

制土壤中微生物的活性 ,引起土壤微生物群落结构

的改变。研究发现 ,含有 HCl的部分有机磷杀虫剂

能够使土壤中细菌迅速增加 ,而对放线菌 、真菌作用

则不显著[ 21] 。施肥对土壤微生物多样性的影响可

能与肥料种类 、施用方式(施用量 、长期或短期施用)

等因素有关。林新坚等[ 22] 通过盆栽试验研究表明 ,

施用各品种有机肥较不施肥与施用化肥促进了土壤

某些微生物量的提高 ,而施用不同有机肥品种促使

不同种类微生物量的提高 。同时 ,施用肥料还能改

变土壤的物理性状 ,影响植被生长 ,从而间接影响土

壤微生物群落结构。此外 ,不同耕作方式会对土壤

微生物多样性造成不同的影响。有报道认为 ,免耕

土壤中微生物多样性和生物量均高于传统耕作后土

壤 ,连作后土壤微生物区系发生变化 ,各类微生物数

量上升 ,真菌 、硝化 、反硝化细菌数量明显增加[ 23] ;

轮作不仅影响土壤微生物 ,使有益微生物增加 ,有害

微生物减少 ,而且使土壤微生物活性增强。

2.4　温度 、水分 、气候

微生物数量不仅与土壤养分因素有关 ,而且与

温度 、水分 、气候等有关。温度和水分对土壤微生物

多样性的影响存在交互性 ,具有协同效应[ 24] 。Pa-

patheodorou等[ 25] 研究指出 ,也可以用季节来说明

不同温度和水分对微生物多样性的影响。张乃莉

等[ 26]指出 ,气候变暖和大气 N 沉降引起土壤温度 、

湿度 、pH 等土壤环境因素变化 ,引起凋落物的质量

和数量的变化 ,改变土壤微生物与植物之间的养分

分配 ,直接或间接地影响微生物的生长 、活动和群落

组成 。任岩岩等[ 27] 应用自控 、独立 、封闭的生长室

系统研究证明了岷江冷杉根际和非根际土壤细菌 、

放线菌和真菌数量对环境 CO 2 浓度和环境温度升

高及其交互作用的响应。CO 2 浓度和温度升高对

根际放线菌和根际真菌不产生影响 ,而交互作用却

对它们的数量产生显著影响。土壤孔隙中的水分通

过影响空隙中的氧气进而影响了相关土壤中微生物

的活性。土壤中细菌在高的水势下活性高 ,而真菌 、

放线菌在相对低的水势下活性高。当土壤含水量降

低到一定程度时 ,微生物数量就会大幅度下降 。

3　土壤微生物多样性的研究方法

目前研究土壤微生物多样性的方法可以分为 2

类:基于生物或化学的方法和基于现代分子生物学

技术的方法。

3.1　以生化技术为基础的微生物多样性的经典研
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究方法

3.1.1　平板计数和形态学分析　在传统的土壤生

态系统中 ,微生物群落多样性及结构分析大多是将

微生物进行分离培养(表 1),用显微镜观察所分离

的微生物 ,通过形态特征来确定微生物的种类 ,直接

评估多样性。此方法快速 、廉价 ,可提供活的 、异养

类型的种群信息 ,特别是在水环境样品中 ,确实可以

鉴定出许多种类 。但是 ,有些种类形态相似的微生

物 ,仅凭显微镜无法准确判断。因此 ,采用培养和形

态鉴别的方法进行微生物多样性的研究 ,不可避免

地会低估多样性的丰富度。

表 1　土壤微生物三大类菌的分离培养方法

分离对象 培养基名称 培养温度/ ℃ 培养时间/ d

细菌 牛肉膏蛋白胨 37 2～ 3

放线菌 高氏 1号 28～ 30 5～ 7

真菌 马丁氏 28～ 30 5～ 7

　注:样品为土样;分离方法为稀释分离;稀释度为 10-5 ～ 10-7

3.1.2　群落水平单碳源利用模式(CLPP)　Gar-

land等
[ 28]
首次利用 96孔微量板 ,通过单一碳源利

用能力来评价细菌群落的功能多样性 。目前该方法

已经广泛应用于评价污染物对微生物群落及其代谢

功能影响的研究中 。由于这种方法只选择了在试验

条件下可培养的 、快速生长的微生物 ,所以从严格意

义上来说 ,只反映了潜在的而不是原位的代谢多样

性 。

3.1.3　脂肪酸甲酯(FAM E)/磷脂脂肪酸甲酯法

(PLFA)分析法 　生物在形态上有区别 ,在结构上

亦有不同。采用生物标记分子作为鉴定微生物种群

的指示因子 ,可减少使用显微镜等形态观察方法带

来的人为误差 ,同时也给定量研究种群开辟了新的

方法。脂肪酸甲酯分析法就是在此基础之上 ,且不

依赖微生物培养技术 ,并能提供微生物种群脂肪酸

组成的一种分析法 。脂肪酸图谱的改变就代表着微

生物种群的改变 , FAM E法已经广泛应用到化学物

质污染和农业生产活动引起的微生物种群组成和结

构改变的研究中。其局限性主要是检测设备昂贵。

3.2　基于分子技术的微生物多样性的研究方法

分子生物学技术的应用克服了传统方法的限

制 ,使研究者可以从基因水平上估算种的丰度 、均

度 ,查明种的变异情况等 ,从而可以更客观地认识环

境中微生物天然的生态状况 。目前用于微生物生态

研究的分子技术主要有 rRNA -rDNA 序列分析 、

T -RFLP 、RAPD 、核酸探针检测技术 、TGGE 、

DGGE等 。其中 DGGE 是近几年在国外应用比较

广泛的分子生物学技术之一。几种方法分述如下 。

3.2.1　随机引物扩增多态性 DNA 方法　由 Wil-

liams等建立的 RAPD(randomly amplified po ly-

morphic DNA)技术 ,因具有操作简便 、快速和经济

等优点而得到了广泛应用[ 29] 。该技术以随机寡核

苷酸(5 ～ 10 ng)作为引物 ,扩增得到的多态性片段

较短 ,方便检测 2个同源或异源等位基因的有无 ,适

用于种内和亚种更为细致的分类。张峦等[ 30] 采用

RAPD分子标记技术研究了重金属镉和多环芳烃菲

复合污染对土壤中微生物群落 DNA 序列多样性的

影响 。结果表明 ,镉菲单一和复合污染均导致土壤

微生物群落 DNA 序列的丰度 、均度和多样性指数

增加 。重复性不好是该技术存在的主要问题 , 而

DNA 模板的质量与数量 、MgCl2和引物浓度的变化

都有可能导致得到不同的图谱。另外 ,该方法无法

得到任何微生物系统发育信息 。

3.2.2　T -RFLP 技术研究方法　T -RFLP 技术

是从细菌群落中提取 DNA ,以其为模板在合适的引

物下进行 PCR 扩增目的基因 。扩增的 DNA 由限

制性酶进行酶切 ,用产物所产生的末端片段大小来

对土壤中细菌群落的结构进行评价 ,而不需要对末

端片断测序[ 31] 。Pet t等[ 32] 利用 T -RFLP 技术研

究氧化还原电位对土壤菌群的影响 ,发现经过 4 d

的好氧/厌氧处理与未处理的土壤样品菌群结构相

似 ,而经过持续 12h 的厌氧或好氧处理的土壤样品

得到的分子条带则明显不同 。Osborne 等[ 33] 对 T

-RFLP 方法进行了完善 ,采用多个限制性酶来代

替单一限制性酶排除选择酶的干扰 ,通过叠加靶基

因酶切位点 ,使待定鉴定种属在数据库中匹配度提

高。但目前该技术费用较高 ,此外这项方法并不适

合用来评价群落成员的系统学地位 。

3.2.3　变性梯度凝胶电泳和温度梯度凝胶电泳　

1993 年 , M uyzer 等[ 34] 将变性 梯度凝 胶电 泳

(DGG E)技术引入到环境微生物学多样性的研究

中。 DGGE 和 TGGE (temperature gradient gel

elect ropho resis)的原理是根据含有不同序列的

DNA 片段(16S rRNA 基因扩增产物)在具有变性

剂梯度或温度梯度的凝胶上 ,由于其解链行为的不

同而导致迁移率的不同 , 从而使不同碱基序列的

DNA 片段得到有效分离 ,结合 PCR扩增标记基因

或其转录物(rRNA 和 mRNA)。DGGE 方法能直

接显示微生物群落中优势组成成分 。由于可同时对

多个样品进行分析 ,使之非常适合研究微生物群落

的时空变化 ,而且可以通过对切下条带进行序列分
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析或与独特的探针杂交鉴定群落组成 ,可以方便地

了解环境被干扰后的微生物群落变化或某种指示微

生物的命运。但是 ,DGGE/TGGE技术也存在一定

的局限性。其缺陷之一是只能分离约 500 bp 大小

的 DNA 片段 ,有些种类细菌 16S rDNA 在 DGGE

上不只显示 1条带 ,而不同种细菌的 16S rDNA 序

列在 DGGE 上也可能因为具有相同的解链行为而

不能被分开。即便存在以上的局限性 , DGGE/

TGGE仍是分析微生物群落多样性有效方法之一。

3.2.4　核酸探针方法　核酸探针是指带有标记物

的已知序列的核酸片断 ,它能够与其互补核酸序列

杂交形成双链 ,可用于待测核酸样品中特定基因序

列的检测。用核糖体 RNA 探针来研究微生物群落

的生物多样性 ,所得到的结果就是微生物群落中存

在种群的一幅系统进化图。简单地说 ,该法就是大

量提取整个微生物群落中代表种群的 DN A 或

RN A ,然后用特异性核酸探针获得一系列 rRNA 克

隆 。对核糖体 RNA 基因测序后 ,就可以构建出组

成微生物群落种群的系统进化树(图 1)
[ 35]
。

微生物群落

　↙ ↘　

群落总 DNA 群落总 RNA

↑ ↑

PCR 16S rRNA基因 PC R 16S rRNA 基因

　↘ ↙　

核糖体 DNA 克隆

↑

测序 ,购建系统发育树

图 1　微生物群落种群的系统进化树构建流程

以上介绍了几种研究土壤微生物多样性的方

法 ,在实际工作中 ,常常是几种方法结合使用 ,这样

能更准确 、深入地阐明多样性的实质 。

传统的方法主要是以物种的组成为基础进行微

生物群落结构的分析 ,而现代分子生物学技术则是

在基因水平上进行群落结构的分析 ,特别是通过研

究特定的基因在自然环境中的表达调节 ,以弄清微

生物在环境中的真实的状态 。各种新技术的不断完

善与发展 ,特别是分子生物学技术的发展 ,将会使人

们能够不断深入地研究土壤微生物的多样性 ,了解

自然生态环境中微生物多样性及实际的生存状态 ,

探索土壤中的未知微生物 ,从而可以通过施肥等各

种农业措施调整土壤微生物的种类及数量 。

4　土壤微生物多样性研究趋势与展望

随着人们对土壤微生物多样性研究的不断深

入 ,今后的研究工作将集中在如下 4个方面:①缓解

人类在粮食 、能源 、资源和环境等方面危机;②促进

土壤微生物生态学发展;③以全新的视角审视微生

物系统发育和功能多样性间的联系;④设计和探索

更加准确 、简单 、可视或可读性强的研究方法 ,并加

强分子生物学不同方法之间的联系及其与传统研究

方法的有机结合 。

总之 ,今后的土壤微生物多样性研究应紧紧围

绕土壤生物过程 、生态服务功能以及二者之间的联

系 ,着重建立和完善土壤微生物多样性的研究指标

和方法体系 ,进而阐明人类生产活动影响土壤微生

物多样性及其生态服务功能的土壤生物过程[ 36] 。

也可以人为引入一些有益微生物抑制有害病原菌的

发展 ,提高土壤生态肥力 ,增强土壤生态系统对废物

的吸收净化能力 ,促进整个陆生生态系统的良性循

环 ,改善人类的生存环境 ,实现人与自然的和谐与可

持续发展 。
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