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BIOLOG 微平板技术检测农田土壤
微生物群落结构的方法比较

彭彩娟　黄巧云　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以采自湖北省荆州市和黄冈市的农田土壤作为供试土样,分别采用土壤样品冰浴后上清液１００倍稀

释、冰浴后悬浊液１０００倍稀释和离心去碳源３种方法,利用多功能酶标仪间隔１２h检测D 值,并计算 AWCD
(averagewellcolordevelopment,每孔平均颜色变化)值来探究分析土壤肥力高、富含有机质、可利用碳源丰富的

农田土壤微生物代谢功能的BIOLOGＧECO微平板技术适宜方法.结果表明,土样冰浴后上清液１００倍稀释的

方法不能有效去除土壤中可利用碳源,不能准确反映土壤微生物对碳源的利用程度.而冰浴后悬浊液１０００倍

稀释、离心去碳源都能准确显示土壤微生物的活性变化,但是两者 AWCD的标准差有极显著的差异,比较而言,

离心去碳源的方法能更稳定地检测土壤微生物群落的代谢能力.研究结果为利用 BIOLOGＧECO 微平板技术

检测富含有机质的农田土壤微生物代谢功能多样性提供了有价值的信息.
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　　BIOLOG微平板技术最初被用于鉴别纯化培

养后的病原微生物,Garland等[１]于１９９１年首次将

其应用于描述混合的微生物群体特征,这一应用引

起了微生物生态学研究者的广泛关注.BIOLOG
微平板主要包括ECO板(微生物群落分析)、GN 板

(革兰氏阴性好氧菌的鉴定)、GP板(革兰氏阳性

好氧菌的鉴定)等,在微生物生态研究中 ECO 板的

应用较为常见[２].BIOLOGＧECOPlate系统由９６
孔３个重复组成,各重复包括３１个含不同单一碳源

孔和１个不含碳源对照孔[３].BIOLOG 原理是基

于测定微生物对单一碳源利用程度的差异来表征其

生理特性[４],而微生物对不同碳源的利用能力很大

程度上取决于微生物的种类,该系统能同时测定微

生物对不同单一碳源的利用能力,依据这一原理可

以分析不同样品中微生物群落的结构差异[５].
土壤微生物在生态系统中扮演着生产者和分解

者双重角色,搭建了土壤环境与作物之间的桥梁,因
此,检测土壤微生物的代谢功能对解析微生物在增

加作物产量、提高土壤肥力和抑制植物病害等方面

的功能和作用机制能提供有价值的信息,并能为推

广生态农业提供有效的理论支撑.

BIOLOG微平板技术从开发至今已十分成熟,
但是针对农田土壤这种含有丰富可利用碳源的实验

样品还没有非常准确而稳定的方法,本研究比较３
种土样处理方法,旨在为建立适合农田土壤微生物

群落代谢功能的样本制备、检测和评估的技术体系

提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

供试土壤利用多点混合法采集,来源于湖北省

荆州市和黄冈市农田区０~２０cm 表层土,去掉根系

等杂物后保存于４℃备用[６].同时将土壤样品称取

１０g于１０５℃条件下烘干,测定含水率.
1.2　设备与材料

酶 标 仪、恒 温 培 养 箱、烘 箱、摇 床、冰 箱、

BIOLOGECO 平板 (BIOLOG．Inc．,CA,USA)、
离心 机、灭 菌 锅、振 荡 器、排 枪、移 液 枪 (１ mL,
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５mL)、２００μL枪头、１mL枪头、５mL枪头、三角

瓶(２５０mL,１５０mL)、１．５ mL microtube、Liquid
TransferTrough、生理盐水(０．８５％ ,m/V)、无菌水

(４５mL),无菌的磷酸缓冲液(PBS,称取８gNaCl、

０．２gKCl、１．４４gNa２HPO４和０．２４gKH２PO４,用

HCl调pH 至７．４,定容至１L,１１５℃下灭菌２０min
制得[７]).
1.3　方法与步骤

１)方法１:土样冰浴后上清１００倍稀释.先将

土壤样品放置于２８℃培养箱预培养１２h左右,称
取相当于５g烘干土的新鲜土样加入装有４５mL无

菌磷 酸 缓 冲 液 的 １５０ mL 三 角 瓶 中.２８ ℃ １８０
r/min摇床振荡１０min后,冰浴１min,如此重复

３次.静置２min,取上清液３mL加入２７mL灭菌

的磷酸缓冲液中,稍加振荡(１∶１００提取液).将

BIOLOGＧECO微平板从冰箱中取出,预热到２８℃.
将稀释１００倍的菌液加入 BIOLOGＧECO 微平板

中,每孔加１２５μL.最后将BIOLOG板于２８℃培

养,每隔１２h测定D７５０和D５９５并记录.

２)方法２:土样冰浴后悬浊液１０００倍稀释.
土壤样品在３０℃条件下活化２４h,将相当于１０g
烘干的新鲜土样加入到灭菌生理盐水(１０g/１００
mL,０．８５％ NaCl),并置于２５０mL三角瓶中,２８℃
１８０r/min摇床振荡２０min后,冰浴 ５min.取土

壤悬浊液５mL加入４５mL无菌生理盐水(１０倍稀

释),重复此步骤２次直至土壤悬浊液稀释１０００倍

为止.将BIOLOGＧECO 微平板从冰箱中取出,预
热到 ３０ ℃.将 稀 释 １０００ 倍 的 土 壤 悬 液 加 入

BIOLOGＧECO 微平板中,每孔加１５０μL.最后将

BIOLOG板于３０℃培养[８],每隔１２h测定D７５０和

D５９５并记录.

３)方法３:土样离心去碳源.土壤样品在２５℃
条件下活化２４h,将相当于５g烘干的新鲜土样加

入到无菌水中(５g∶４５ mLddH２O).２８℃ １８０
r/min摇床振荡３０min后,用移液枪取１mL土壤

悬液到１．５mL离心管中.在１００００r/min下离心

２０min,弃去上清液,加１mL生理盐水,在振荡器

上振动５min使之混匀;再于１００００r/min下离心

２０min,重复２次,除去其中的碳源,弃去上清液,加

１mL生理盐水,在振荡器上振动５min使之混匀,
于２０００r/min下离心１min.取０．５mL上清液倒

入装有２０mL的已灭菌生理盐水(０．８５％ NaCl)的

LiquidTransferTrough,并使其D５９５维持在０．１３±
０．０２.将上述稀释液加入BIOLOGECO 微平板中

(１５０μL/孔),然后在２０℃下培养,每隔１２h测定

D７５０和D５９５并记录.

４)数据处理与分析.将各方法测得的数据进行

AWCD(averagewellcolordevelopment,每孔平均

颜色变化)值分析,其中 AWCD＝∑(C－R)/３１,C
是每个孔(光密度测量)的吸光度,R 是板内控制孔

的吸 光 度.因 为 是 连 续 培 养,在 读 取 吸 光 度 时

BIOLOGＧECO板的盖子处于关闭状态,所以需要

测定D７５０再减去背景值.数据的统计与分析使用

Origin７．５和Excel２０１３软件进行.

2　结果与分析

2.1　3 种不同处理方法的准确性比较

图１为利用方法１将土样冰浴后上清液１００倍

稀释,培养７d的 BIOLOGＧECO 板显色情况,由

图１可 以 看 出,冰 浴 后 上 清 液 １００ 倍 稀 释 的

BIOLOGＧECO板显色重复性不高,同时可以看出

红色框标出的３个空白对照孔中有２个各有一定程

度的显色,因此,该方法得到的数据没有参考价值,
不能用于后续的分析处理.表明土样冰浴后稀释上

清液的处理方式不能将碳源去除干净,导致空白孔

中残存可以被利用的碳源,从而在培养过程中出现

负对照显色的情况.
图２ 则是利用方法 ２ 将土样冰浴后悬浊液

１０００倍稀释,培养７d后的BIOLOGＧECO 板显色

情况,采用方法３将土样离心去碳源的方法显色情

况与之类似(结果未显示).从图２可以看出,空白

对照都没有显色,说明方法２和３得到的数据准确,
具有一定的参考价值.具体哪一种方法更适合稻田

土样的BIOLOGＧECO板检测还需要更进一步的数

据分析.
2.2　冰浴后悬浊液 1 000 倍稀释和离心去碳源 2 种

方法的稳定性比较

　　本研究主要采用BIOLOGＧECO板分析中最常

用的参数 AWCD 来反映土壤微生物的代谢活性,
寻求更适于检测营养丰富的农田土壤中微生物的代

谢功能的方法.从图３和图４可以看出,AWCD值

在２７６h内变化只出现适应期、对数期和稳定期,主
要是由于监测时间不够长,未能监测到衰亡期.由

于刚接种不久,在前２４h土壤微生物还处于适应

８
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图１　土样冰浴后上清液１００倍稀释,培养７d的BIOLOGＧECO板显色情况

Fig．１　ThecolorofBIOOGＧECOPlatewithincubatingthe１００Ｇfoldelutedsupernatantfor７daysafterincubatingonice

图２　土样冰浴后悬浊液１０００倍稀释,培养７d的BIOLOGＧECO板显色情况

Fig．２　ThecolorofBIOOGＧECOPlatewithincubatingthe１０００Ｇfoldelutedsuspensionfor７daysafterincubatingonice

期,基本没有利用孔中的唯一碳源;随后 AWCD逐

渐增大,说明土壤微生物随着培养时间的延长活性

逐渐升高.方法３中细菌培养到第８天生长速度开

始下降,进入平台期,直到监测结束时土样 AWCD 值

达到０．８(荆州)和０．６(黄冈)以上.而方法２中,细菌

的生长速度在培养结束前都没有明显的下降,没有监

测到平台期,并且AWCD 值小于方法３中测得的值.

２种方法的 AWCD值的标准差随时间变化的

结果如表１所示,经过１１d的培养与监测,冰浴后

悬浊液１０００倍稀释方法中２份土样的标准差都是

离心去碳源方法的２倍左右,通过配对t检验也发

现这２种方法的标准差有极显著的差异.同时,也
可以看出不同土样的标准差随时间变化的趋势也不

尽相同,２种方法中荆州农田土样 AWCD的标准差

逐渐增大,可能是在培养后期 BIOLOGＧECO 板各

孔中的水分都有不同程度的挥发散失、导致标准差

变大.而黄冈土样的标准差则呈现先上升后下降的

趋势.

９
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图３　冰浴后悬浊液１０００倍稀释的荆州(A)和黄冈(B)土样AWCD变化

Fig．３　Averagewellcolordevelopment(AWCD)ofmetabolizedsubstratesinBIOLOGＧECO
PlatesofJingzhou(A)andHuanggangsoils(B)withincubatingthe１０００Ｇfoldelutedsuspensionafterincubatingonice

图４　离心去碳源后荆州(A)和黄冈(B)土样AWCD变化

Fig．４　Averagewellcolordevelopment(AWCD)ofmetabolizedsubstratesinBIOLOGＧECOPlatesofJingzhou(A)

andHuanggangsoils(B)withincubatingthesupernatantafterremovingcarbonwithcentrifuging

表１　两种方法测得的荆州和黄冈土样AWCD值的标准差比较

Table１　StandarddeviationoftheAWCDofJingzhouandHuanggangsoilsamplesmeasuredbytwomethods

培养
时间/h

Incubating
time

荆州土样Jingzhousoilsamples

冰浴后悬浊液

１０００倍稀释

１０００Ｇfoldelutedsuspension
afterincubatingonice

离心去碳源

Removingcarbon
withcentrifuging

黄冈土样 Huanggangsoilsamples

冰浴后悬浊液

１０００倍稀释

１０００Ｇfoldelutedsuspension
afterincubatingonice

离心去碳源

Removingcarbon
withcentrifuging

０ ０．０００４ ０．００１９ ０．０００６ ０．００１９
１２ ０．０００４ ０．０００５ ０．００１３ ０．０００３
２４ ０．００１７ ０．０００４ ０．００２１ ０．０００３
３６ ０．００２７ ０．００４８ ０．００４０ ０．０００６
４８ ０．００９４ ０．００６０ ０．０１３４ ０．００１８
６０ ０．０２５４ ０．００３３ ０．０２２７ ０．００６９
７２ ０．０１４８ ０．０１１３ ０．０３０６ ０．００８５
８４ ０．０１２４ ０．００２０ ０．０３０２ ０．０１４５
９６ ０．０１７１ ０．００４３ ０．０３７２ ０．０２９１
１０８ ０．０２２０ ０．００７２ ０．０４２４ ０．０３６６
１２０ ０．０３１６ ０．０１４２ ０．０４２１ ０．０３６７
１３２ ０．０４６５ ０．０１６８ ０．０４３１ ０．０３３１
１４４ ０．０５３５ ０．０２９４ ０．０４３１ ０．０３２６
１５６ ０．０６７８ ０．０３４４ ０．０３８７ ０．０３２９
１６８ ０．０７７０ ０．０３６１ ０．０３６２ ０．０２３５
１８０ ０．０７９６ ０．０３６９ ０．０３３８ ０．０１４２
１９２ ０．０８３０ ０．０４１２ ０．０３１７ ０．０１０３

０１
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续表１ContinuedTable１

培养
时间/h

Incubating
time

荆州土样Jingzhousoilsamples

冰浴后悬浊液

１０００倍稀释

１０００Ｇfoldelutedsuspension
afterincubatingonice

离心去碳源

Removingcarbon
withcentrifuging

黄冈土样 Huanggangsoilsamples

冰浴后悬浊液

１０００倍稀释

１０００Ｇfoldelutedsuspension
afterincubatingonice

离心去碳源

Removingcarbon
withcentrifuging

２０４ ０．０８３５ ０．０３８５ ０．０２９３ ０．００６９
２１６ ０．０８４２ ０．０４０８ ０．０２７１ ０．０００５
２２８ ０．０８７９ ０．０４４５ ０．０２６９ ０．００２０
２４０ ０．０８８７ ０．０３６５ ０．０２６０ ０．００６６
２５２ ０．０９０２ ０．０４２７ ０．０２５８ ０．００３９
２６４ ０．０９４４ ０．０４１３ ０．０２１９ ０．０１２７
２７６ ０．０９４６ ０．０３８４ ０．０２３２ ０．００９３

合计 Sum １．１６８６ ０．５３３３ ０．６３３４ ０．３２５６

3　讨　论

BIOLOG 微平板技术可以通过检测土壤微生

物群落的碳代谢来评估环境样品,例如堆肥的腐熟

程度等[９Ｇ１０],且鉴于其快速有效可靠的特点[１１],越来

越多地被用于评估重金属[１２]或高盐度和高 pH
值[１３]等对微生物群落结构的影响作用.AWCD值

反映土壤微生物的氧化能力在 BIOLOG 微平板中

的变 化 状 态,可 以 用 作 监 测 微 生 物 活 性 的 一 个

指标[１４].
本研究通过３种方法对比,连续培养２７６h探

索最适合富含可利用碳源农田土壤的 BIOLOG 微

平板技术分析方法.如果监测时间过短,一些具有

重要生态功能而又生长较慢的细菌种类(如自生固

氮菌、硝化细菌等)并不能保证其完全增殖,因此,
不能准确显示土壤微生物的生长状况.有研究表

明,微平板培养时间应尽量选择２４０h进行连续读

数,然后再根据需要选择合适的时间点做统计分

析[１５],为了数据的完整性本研究连续监测了２７６h.
培养２７６h后微平板孔中的水分都有不同程度的散

失,为了保证数据的准确性不宜再继续监测.
冰浴后上清液１００倍稀释的方法不能有效去除

土壤中可利用碳源,在菌体培养过程中对照孔发生

了显色反应,不能有效反映土壤微生物利用单一碳

源的能力.这可能是由于采自农田的土壤自身营养

比较丰富,含有大量可利用的碳源,故此法对于采自

贫瘠地区的土壤可能比较适用,但是对于肥沃的农

田土壤则有一定的局限性.
冰浴后悬浊液１０００倍稀释和离心去碳源这

２种方法都能较好地显示农田土壤微生物代谢活性

的变化过程,且荆州和黄冈土样的 AWCD 值的变

化趋势也表明此２种方法都具有重现性.配对t检

验结果显示２种方法的标准误差有极显著的差异,
可能是因为冰浴后稀释倍数过高导致试验误差升

高;同时,方法２中的培养温度为３０℃,悬浊液中的

微生物在此温度环境下生长速度快于方法３,且此

温度高于室温会导致土壤微生物的生长状况与实际

出入较大,这也会引起 AWCD标准差的差异.３种

方法中离心去碳源的处理方式准确且稳定性最高,
最适合用于农田土壤的BIOLOG微平板技术分析.

本研究仅初步摸索了适合富含可利用碳源的肥

沃农田土壤的BIOLOG微平板技术分析方法,后续

应更多结合单一碳源的利用能力和多样性指数的计

算等进行深入研究,为高效快速地检测土壤微生物

群落结构的代谢能力提供理论基础和技术指导.
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ComparisonofdifferentBIOLOGmicroplatetechnology
fordetectingcarbonmetabolismoffarmlandsoils

PENGCaijuan　HUANGQiaoyun　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThreemethodsofBIOLOG microplateanalysiswithBIOLOGECOPlatewereapplied
andcomparedtoexploretheoptimalwaytoanalyzethecarbonmetabolismoffarmlandsoilswithcarbon
abundance．ThesoilsampleswerecollectedfromJingzhouMunicipalityandHuanggangMunicipality,

Hubei,China．The１００Ｇfoldelutedsupernatantwasincubatedafterincubatingonice．The１０００ＧfoldeluＧ
tedsuspensionwasincubatedafterincubatingonice．Thesupernatantwascentrifugedafterremoving
carbon．Colordevelopmentofeachwellwithopticaldensityat５９５nmand７５０nmevery１２hwasrecorＧ
dedwithanELISAReader．Themicrobialactivityineachmicroplatewasexpressedasaveragewellcolor
development(AWCD)．Wefoundthatincubating１００Ｇfoldelutedsupernatantcouldnotaccuratelyreflect
themicroorganismactivitiesduetotheavailablecarboninthesupernatantwhichcausedthereactionin
thecontrolwell．Theothertwomethodscancleanupthecarbon．ThestandardofAWCDofthemethod
ofincubating１０００ＧfoldelutedsuspensionafterincubatingonicewassignificantlyhigherthanthatofinＧ
cubatingthesupernatantafterremovingcarbonwithcentrifuging,indicatingthatthelatteronewasmore
stablytodetectthecarbonmetabolismoffarmlandsoils．

Keywords　BIOLOGＧECOPlate;soilmicroorganisminfarmland;AWCD;carbonmetabolism
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