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三峡库区小江流域消落区土壤微生物多样性

邱 权 陈雯莉

华中农业大学生命科学技术学院,武汉430070

摘要 采用平板稀释分离培养法和BIOLOG-ECO微平板法对三峡库区小江流域消落区的土壤微生物数

量和代谢多样性进行了研究。结果表明:可培养微生物数量随沿程变化较为明显,同时受到时间变化影响;5个

采样点微生物利用单一碳源的能力随时间的变化逐渐增大;大多数采样点微生物群落的丰富度和优势度不随时

间变化且采样点之间的丰富度和优势度差异不明显,随时间的变化个别采样点微生物群落的均匀度受到了影响

且不同采样点之间差异较明显;主成分分析结果显示5个采样点土壤微生物在利用碳源方式上有差异。
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  2009年三峡工程正式启用后,根据调度方案,
坝前水位在145~175m之间变化,形成221.5亿

m3防洪库容的同时,水库周边形成面积达302km2

的消落区。三峡水库消落区地处库区陆域和水域的

过渡带,因水库水位涨落幅度大、逆自然洪枯变化,
具有季节性淹水湿地生态系统特征。由于该消落区

湿地生态系统尚处于发育期,环境不稳定,生物组成

及群落结构简单,生态调节功能低,是三峡工程后续

工作必须解决的主要生态环境问题之一,因此消落

区的生态环境问题为国内外所关注。
小江为三峡重庆库区长江北岸的一级支流

(30°49′~31°41′N,107°56′~108°54′E),上游位于

重庆市开县境内,下游位于云阳境内,在云阳县双江

镇汇入长江,干流全长182.4km,其中库区部分长

117.5km,小江流域面积5172.5km2,其中消落区

面积为48.02km2,占库区消落区总面积的15.9%,
是三峡库区消落区面积最大的支流[1]。

本研究在三峡库区小江流域消落区设置5个采

样地(渠口、养鹿、高阳、黄石、双江),采用平板稀释

分离培养法[2]和BIOLOG-ECO微平板法[3]分析小

江流域消落区土壤中可培养微生物的数量以及微生

物代谢多样性,探讨小江流域消落区由于逆季节的

水位涨落对土壤微生物多样性的影响。

1 材料与方法

1.1 样品采集

2010年3-9月从小江上游至下游,依次设立

渠口(Ⅰ)、养鹿(Ⅱ)、高阳(Ⅲ)、黄石(Ⅳ)和双江(Ⅴ)
表1 采样站点基本情况

Table1 Basicinformationofinvestigationsites

站点Site 名称 Name 纬度Latitude 经度Longitude 坡度/(°)Slope 土壤类型Soiltype

Ⅰ
渠口(位于开县)

Qukou(LocatedinKaixianCounty)
N31°08.726′ E108°30.433′ 30 黄壤土 Yellowsoil

Ⅱ
养鹿(位于云阳县)

Yanglu(LocatedinYunyangCounty)
N31°05.764′ E108°35.059′ 22 黄壤土 Yellowsoil

Ⅲ
高阳(位于云阳县)

Gaoyang(LocatedinYunyangCounty)
N31°05.159′ E108°40.080′ 21 紫色土Purplesoil

Ⅳ
黄石(位于云阳县)

Huangshi(LocatedinYunyangCounty)
N31°00.671′ E108°42.480′ 30 紫色土Purplesoil

Ⅴ
双江(位于云阳县)

Shuangjiang(LocatedinYunyangCounty)
N30°57.155′ E108°39.140′ 27 紫色土Purplesoil
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5个站点进行取样。根据地形条件在每个站点设置

1个监测样地,宽30m,在采样地内分别选3个

1m×1m样方,间距10m左右。采集完样方内的

所有植物样品后,用取土钻取表层(0~20cm)土壤

样品,装入封口袋,低温保存。土壤样本采集及保存

按照《土壤环境监测技术规范(HJ/T166-2004)》的
要求进行。
1.2 方 法

1)平板稀释分离培养法。分别采用牛肉膏-蛋
白胨培养基、高氏I号培养基和马丁孟加拉红培养

基对土样中可培养的细菌、放线菌以及真菌进行平

板稀释分离培养。

2)BIOLOG-ECO微平板法。先将土壤样品放

置于28℃培养箱预培养12h左右,称取5g土壤加

入到装有45mL灭菌的磷酸缓冲液(PBS,称取8g
NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4、0.24 g
KH2PO4,用HCl调pH至7.4,定容至1L,115℃
下灭菌20min制得)中。28℃摇床180r/min振荡

10min,冰浴1min。然后取上清液3mL加入27
mL灭菌的磷酸缓冲液中混匀,如此重复3次,振荡

均匀即为1∶1000提取液。最后将稀释1000倍的

菌液加入BIOLOG-ECO微平板中,每孔加125μL。
将接种的BIOLOG-ECO 微平板于28℃培养,每

12h测1次数据,并在酶标仪上进行测定,波长为

595nm。

3)数据统计与分析方法。BIOLOG数据的多

样性分析采用Shannon-Wiener、Simpson、McIntosh
3个指数[4-5];另外,用 AWCD(averagewellcolor
development)反映土壤微生物的代谢活性,AWCD
是衡量微生物利用单一碳源的重要指标[6]。

计算公式分别为:
(1)Shannon-Wiener指数:H′=-∑PilnPi;
(2)Simpson指数:1/D=∑ni(ni-1)/N;

(3)McIntosh指数:U = Σ(n2i);
(4)AWCD= ∑(C-R)/31;

以上各式中,Pi代表每孔光密度除以所有孔光

密度的和;ni=Ci-R,Ci是每孔的光密度,R 是板内

控制 孔 的 光 密 度,n 是 底 物 数 量(ECO 板,n=
31)[4]。

BIOLOG数据主成分分析前要先对BIOLOG
数据标准化[5]。由于本研究采用的是 BIOLOG-
ECO微平板,当培养时间超过72h后表现为真菌

的增长,菌丝会干扰光密度的测量,故主成分分析采

用72h时的数据。
试验数据的统计与分析使用SPSS16.0for

Windows和Excel2003软件进行,绘图应用Sigma
Plot10.0软件。

2 结果与分析

2.1 平板稀释分离培养法结果

平板稀释分离培养法测定结果显示细菌的稀释

度为10-5~10-4,放线菌的稀释度为10-4~10-3,
真菌的稀释度为10-3~10-2,整体上表现出细菌数

量>放线菌数量>真菌数量,符合一般土壤微生物

三大菌群的规律。

1)微生物数量随沿程变化。2010年小江流域

消落区上游(渠口)到下游(双江)各站点土壤微生物

分布情况见图1。细菌变化范围为(4.69E+06)~
(8.05E+06)cfu/g,放 线 菌 总 数 变 化 范 围 为

(4.39E+06)~(6.32E+06)cfu/g,真菌总数变化

范围为(1.24E+05)~(3.10E+05)cfu/g。总菌数

以高阳站点最高,双江、渠口次之。细菌和放线菌总

数以渠口最高,双江次之,其他站点差别不大。真菌

数量较少,其中渠口站点最多,黄石站点最少。结果

表明:可培养微生物总量在小江中游段即高阳最高,
中下游段黄石最少,其他3个站点三类微生物总量

相差不大。

图1 小江消落区沿程各站点土壤微生物的分布

Fig.1 Thedistributionofsoilmicroorganisms

alongXiaojiangfluctuatingzone

  2)5个采样点微生物数量随时间变化。5个采

样点土壤微生物总量随着时间的变化出现逐渐升高

的趋势并达到稳定,具体表现为从3月到6月微生

物总量持续上升,6月、8月和9月微生物总量维持

稳定,8月时微生物总量达到最大。细菌数量变化

范围为(2.12E+06)~(8.59E+06)cfu/g,放线菌

数量 变 化 范 围 为(1.32E+06)~(6.85E+06)

cfu/g,真 菌 数 量 变 化 范 围 为 (1.13E+05)~
(3.44E+05)cfu/g。
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图2 小江消落区5个采样点不同月份

土壤微生物数量的分布

Fig.2 Thedistributionofthesoilmicroorganismsquantity
inXiaojiangfluctuatingzonebymonth

2.2 BIOLOG-ECO 微平板法结果

1)消落区土样微生物利用碳源动力学特征。

5个采样地样品 AWCD值随时间变化结果如图3
所示,5个采样地点样品随时间的变化的AWCD值

均是6月和8月变化基本一致,8月的AWCD值比

6月略大。4月AWCD值上升缓慢并且其值比6月

和8月要低,最终达到平台期时的值也比6月和

8月略小。5个采样点 AWCD值最终达到平台期

时均在1.71~1.75之间。结果表明5个采样点

利用单一碳源的能力均是8月略大于6月,4月最

小。表明5个采样点各自利用单一碳源的能力

相似。

2)消落区土壤微生物多样性指数。笔者所采用

的3种多样性指数反映了微生物群落功能多样性的

不同侧面。其中Shannon-Wiener指数可以表征土

壤微生物群落丰富度,Simpson指数用来评估微生

物群落优势度,McIntosh指数可以反映土壤微生物

群落均匀度[7]。
样品多样性指数方差分析结果如表2所示。

Shannon-Wiener指数除了渠口6月样品显著高于

其他样品外,其他样品之间均无显著性差异,且同一

图3 各采样点土样AWCD变化图

Fig.3 TheAWCDchangeofthe5soilsamplings

表2 样品多样性指数方差分析1)

Table2 Samplediversityindexanalysisofvariance

站点

Site
Shannon-Wiener

4月 April 6月June 8月 August
Simpson

4月 April 6月June 8月 August
McIntosh

4月 April 6月June 8月 August

Ⅰ 3.43±0.03a 3.38±0.03b 3.42±0.00a 50.95±0.61b50.38±0.34b 50.92±0.13b 12.47±0.19c10.85±0.29e12.40±0.26d

Ⅱ 3.43±0.03a 3.41±0.03a 3.42±0.02a 50.26±0.44b60.25±1.05a 50.33±0.42b 14.37±0.08a 9.78±0.06e13.42±0.09bc

Ⅲ 3.41±0.03a 3.43±0.03a 3.42±0.04a 50.37±0.35b50.35±0.48b 50.37±0.29b 8.84±0.09f 7.96±0.07f 8.58±0.08f

Ⅳ 3.43±0.03a 3.43±0.02a 3.42±0.02a 49.54±0.86b50.32±0.34b 50.30±0.43b 14.16±0.25ab13.93±0.02ab12.17±0.18d

Ⅴ 3.43±0.03a 3.41±0.03a 3.42±0.03a 50.36±0.36b50.31±0.41b 50.38±0.37b 13.52±0.10b 10.69±0.61d 13.65±0.17ab

 1)表中不同字母间表示有显著性差异(P<0.05)Thedifferentlettersindicatedsignificantdifferenceinthetable(P<0.05).
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个采样点的样品在不同月份之间也无显著性差异,
表明5个采样点大部分样品中的微生物丰富度差异

不明显,同一采样点微生物丰富度随时间的变化也

不明显。
除了养鹿6月样品Simpson指数显著高于其

他样品外,其他样品Simpson指数之间均无显著性

差异,且同一采样点样品Simpson指数之间也无显

著性差异。结果表明5个采样点大部分样品中的群

落优势度差异不明显,同一采样点中微生物的优势

群落不随时间而变化。
渠口和养鹿地区4月、6月和8月的 McIntosh

指数之间均存在显著性差异。高阳地区4月、6月

和8月之间 McIntosh指数均不存在显著性差异。
黄石地区4月和6月之间 McIntosh指数无显著性

差异,而8月与4月和6月均存在显著性差异。双

江地区4月和8月没有显著性差异,而6月与4月

和8月存在显著性差异。结果表明:5个采样点之

间微生物群落的均匀度差异明显。高阳地区微生物

群落的均匀度不随时间变化,渠口和养鹿采样点微

生物群落优势度受到时间的影响,黄石和双江2个采

样点微生物的群落优势度分别在8月和6月有变化。

3)消落区土壤微生物群落代谢主成分(PCA)分
析。选取5个采样地点4月、6月和8月土样分别

进行主成分(PCA)分析。在进行主成分分析时,提
取了2个主成分因子,即主成分1(PC1)和主成分

2(PC2)。2个主成分因子可以占到总变异的大部

分,能代表提取数据的大部分信息,是变异的主要

来源[8]。

4月土样2个主成分因子占76.7%,6月占

55.8%,8月占55.7%。5个采样点在不同月份的

土壤微生物在PC1轴和PC2轴上的得分系数有很

好的分离,即表明5个采样点的土壤微生物在利用

碳源的方式上有明显差异。利用PC1和PC2可以

将4月的土壤微生物群落划分为2个功能群类,将

6月的土壤微生物群落划分为4个功能群类,将8月

土壤微生物群落划分为3个功能群类。表明:4月

高阳和其他4个采样点在利用碳源方式上差异较

大;6月渠口和高阳一类,黄石、养鹿和双江各一

类;在8月时渠口和黄石分为一类,高阳一类,养鹿

和双江分为一类。

图4 各采样点4、6、8月主成分分析

Fig.4 PrincipalcomponentanalysisoffivesamplingpointsinApril,JuneandAugust

  BIOLOG-ECO微平板中含有31种唯一碳源,
大致可以分为6类:第一大类为碳水化合物类,约有

10种;第二大类为氨基酸类及其衍生物,约有6类;
第三大类为羧酸类,大致有7种;第四大类为胺类,
约2种;第五大类为4种多聚合物类;第六大类为2
种芳香类[9]。主成分分析中的载荷因子可反映不同

土壤碳代谢的差异,绝对值越大表明该基质的影响

越大。

4月土样经主成分载荷矩阵分析可知:第一主

成分基本反映了碳水化合物类 (除了N-乙酰-D-葡
萄糖胺和D-半乳糖酸γ-内酯)、氨基酸类(除了L-
苏氨酸)、芳香类、多聚物类、胺类和羧酸类(除了丙

酮酸甲酯、衣康酸、α-丁酮酸、D-半乳糖醛酸)六大类

碳源利用信息。第二主成分基本反映的是D-半乳

糖醛酸、衣康酸、N-乙酰-D-葡萄糖胺、L-苏氨酸4种

碳源利用信息。PC1和PC2均很少或几乎不利用

的碳源有 D-半乳糖酸γ-内酯、丙酮酸甲酯、α-丁
酮酸。

6月土样经主成分载荷矩阵分析可知:第一主

成分基本反映了碳水化合物类(除了赤藓糖醇)、氨
基酸类(除了L-苏氨酸)、多聚物类、羧酸类(除了α-
丁酮酸、衣康酸、D-半乳糖醛酸、丙酮酸甲酯)、胺类

(除腐胺)和芳香类六大碳源利用信息,第二主成分

基本反映的是碳水化合物类(除了 D-纤维二糖以

外,刚好与PC1利用的碳水化合物类碳源相反)、D-
苹果酸、丙酮酸甲酯、L-苯基丙氨酸和肝糖碳源。
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PC1和PC2均很少或几乎不利用的碳源有β-甲基-
D-葡萄糖苷、2-羟苯甲酸、D-葡萄胺酸、衣康酸、苯
乙基胺、腐胺。

8月土样经主成分载荷矩阵分析可知:第一主

成分基本反映了碳水化合物 类(除了D-纤维二糖、

D,L-α-磷 酸 甘 油 和 D-半 乳 糖 酸 γ-内 酯 等 其 余

5种)、羧酸类(除了衣康酸和D-葡萄胺酸)、多聚物

类(除了吐温-80)、氨基酸类和胺类(除了腐胺)六大

类碳源利用信息,第二主成分基本反映的是D-纤维

二糖、吐温-80、衣康酸、D,L-α-磷酸甘油和 D-半乳

糖酸γ-内酯5种碳源。PC1和PC2均很少或几乎

不利用的碳源有D-木糖/戊醛糖、2-羟苯甲酸、L-苯
基丙氨酸、N-乙酰-D-葡萄糖胺、D-葡萄胺酸和腐胺

6种碳源。
由主成分载荷矩阵分析结果可知,各采样点微

生物在利用碳源的类型上是存在差异的。

3 讨 论

3.1 平板稀释分离培养法

平板稀释分离培养法是一种传统的实验技术,
主要是用选择性培养基来培养样品中可培养的微生

物,通过形态学观察和菌落形成单位计数来统计微

生物的类型和数量。
笔者利用平板稀释分离培养法研究发现,随着

时间的变化,采样点土壤中微生物的数量呈现上升

趋势,在6月、8月和9月达到最大,分析原因可能

是由于库区水位在3月刚下降,土壤刚暴露在空气

中不久,以前长期处于被水淹没状态的土壤中微生

物数量较少,例如一些好氧菌就很难在水中存活,所
以3月土壤微生物数量最少。随着土壤暴露在空气

中的时间越长,周围环境温度的升高,加之土壤微生

物有自我修复功能,微生物在土壤中的活性逐渐升

高,导致微生物数量随时间变化逐渐上升,到6月

左右土壤微生物的数量逐渐达到稳定。本研究结果

从另一方面也证实了淹水可能导致土壤中微生物数

量的减少。但由于环境样品中的微生物一般只有

0.001%~15%是可以培养的[10],该方法有它固有

的局限性,所以要客观全面地研究土壤微生物多样

性必须结合其他方法进行。
3.2 BIOLOG-ECO 微平板法

对消落区土壤微生物利用碳源动力学特征分析

可知,5个采样点土壤微生物利用单一碳源能力随

时间的变化为:8月>6月>4月,5个采样点之间利

用单一碳源的能力相差不大。结合平板稀释分离培

养法的结果,发现随着时间的变化土壤中的微生物

数量在不断增加,导致了利用单一碳源的能力越强。

6月和8月的土壤中微生物数量达到了稳定期,所
以6月和8月微生物利用单一碳源的能力相差

不大。
多样性指数分析表明,Shannon-Wiener指数和

Simpson指数除个别地点差异较大以外,大多数采

样点的差异不明显。在有些环境差异不明显的情况

下,这些多样性指数并不能较敏感地区分样品的菌

群差异[11]。本研究中土样所处的环境差异不明显,
也导致了5个采样点微生物多样性指数的差异不

大。McIntosh指数分析表明5个采样点之间微生

物的均匀度差异明显,高阳地区微生物群落的均匀

度不随时间变化,渠口和养鹿采样点微生物群落优

势度受到时间的影响,黄石和双江两个采样点分别

在8月和6月微生物的群落优势度有变化。
通过主成分分析,5个采样点在PC1和PC2数

轴上有很好的分离,说明5个采样点在利用碳源的

方式上是存在差异的。虽然从对动力学特征和多样

性指数分析结果可以看出5个采样点的差异不大,
但是主成分研究能显示对单一碳源的差异,原因可

能在于动力学特征分析主要是着重于整体性研究,
有些碳源能被另外一些可快速利用的碳源所替代,
所以在整体动力学代谢上差别不大[12]。

本研究表明,小江流域消落区土壤中微生物的

数量由于水位涨落有所减少。微生物的群落代谢多

样性受水位涨落影响不明显。
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Microbialcommunitydiversityofwater-level-fluctuationzoneof
XiaojiangWatershedinThreeGorgesReservoir

QIUQuan CHENWen-li

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Largewater-level-fluctuationzonewasformedaftertheimpoundmentoftheThreeGor-
gesReservoir.Themicrobialdiversityofthisareacouldbegreatlyinfluencedbythewaterlevelfluctua-
tion.TheenumerationandBIOLOG-ECOmethodswereusedtoassessthemicrobialdiversityinthewa-
ter-level-fluctuationzone.Resultsshowedthatthequantityofculturedmicroorganismswashighlyde-
pendentontheposition.Thequantityofculturedmicroorganismschangedovertime.ThedataofBI-
OLOGdemonstratedclearlythatthediversityindexofmostsoilsamplesdidnotchangedsignificantly.
Thesoilmicrobesfromdifferentsoilsamplesutilizeddifferentcarbonsources,andtheirabilitytoutilize
certaincarbonsourcesincreasedwithtime.

Keywords ThreeGorgesReservoir;water-level-fluctuationzone;microbialdiversity;dilution-
plateisolationandculturemethod;BIOLOG-ECOmethod
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