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特征碳源简化土壤微生物 Biolog 测定的方法及应用 
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摘要：【目的】从发生番茄青枯病的土壤微生物群落 Biolog 测定结果中，在 ECO 微平板 10 种特征碳源基础

上，减为 9 种特征碳源，利用 MT 板进行试验，以简化其测定手续。【方法】选用盆栽番茄土样进行了特征碳源的

浓度试验，并应用所确定的浓度分别针对施肥处理不同但均未发病的大田辣椒土样、发病程度不同的大田番茄土

样和盆栽辣椒土样进行了 3 次验证试验。【结果】浓度试验结果表明，各碳源不同浓度的 OD 值普遍存在差异，将

其与 ECO 板结果相关联后确定了各特征碳源的应用浓度。3 次验证试验结果表明，选用的试验浓度能明显地区分

作物发病差异。【结论】特征碳源能反映出茄科作物病土与健康土以及发病轻与重的区别，可以简化土壤微生物

Biolog 测定。 
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Method for Simplification of Characteristic Carbon Sources for 
Biolog Analysis of Soil Microbial Community and Its Application 
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Abstract: 【Objective】 In order to simplify the Biolog analysis, 9 kinds of characteristic carbon sources selected from the 
carbon resources in Biolog ECO microplate containing 10 carbon resources and added in Biolog MT microplate to analyse soil 
microbial cummunity where bacterial wilt of tomato occurred. 【Method】 The optimal concentration of characteristic carbon 
resources added in Biolog MT microplates was studied with the soil of potted tomato and three tests of verifying the carbon resource 
concentrations were carried out by using the soils of potted pepper without soil-borne diseases occurrence treated with different 
fertilization rates and the soils of field tomato and potted pepper with varied incidences of bacterial wilt. 【Result】 The result of 
carbon resource concentration experiment showed that the OD values of different concentrations of characteristic carbon resources 
were obviously different. Compared with the OD in ECO microplate, the optimal concentrations in MT microplate were determined. 
The results of verifying tests indicated that the soil microbial community functional diversity (Shannon index) with different 
incidences of crop were differentiated by characteristic carbon resources. 【Conclusion】 Therefore, the characteristic carbon 
resources could be used to differentiate the health soil and disease soil, and the soils with varied incidences of soil-borne diseases. 
The Biolog analysis can be simplified by using 9 kinds of characteristic carbon resources. 
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0  引言 

【研究意义】1991 年，Garland 等[1]首次将 Biolog
微孔板用来描述微生物的群落特征。Biolog 法通过测

试微生物对单一能源碳利用程度，来反映微生物群体

水平的群落结构，用于测定微生物群落的功能多样性。

这种方法简便、快速，灵敏度高，分辨力强，现被广

泛应用于土壤、水体以及活性污泥等微生态系统的研
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究中[2-11]。Biolog 微平板种类较多，其中应用较为广

泛的微孔板主要有 GN 板和 ECO 板，分别有 95 种和

31 种碳源。但这种方法在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从而降低数据分析的效率

和准确性，并且造成资源和资金的浪费。事实上，有

些碳源几乎不被利用，而且目前 Biolog 微孔板的价格

昂贵，难以普遍应用。用少量的特征碳源代替繁多的

碳源来反映土壤微生物群落的变化，可以减少不必要

的误差和麻烦，还可以节省成本。【前人研究进展】

应用特征碳源于土壤微生物群落方面的研究在国内外

仅有少量报道[12-13]，将特征碳源应用于指示作物土传

病害的发生，目前国内外还鲜见研究。谭兆赞等[14]利

用 Biolog ECO 微孔板分析施入堆肥所引起土壤微生

物群落功能变化的碳源，结合数学分析方法对 3 次取

样的结果经主成分分析和聚类分析检验后共选出 10
种能较好地反映发病情况、更敏感地反映土壤微生物

群落特征变化的特征碳源。【本研究切入点】而特征

碳源简化土壤微生物Biolog测定的实施则需确定特征

碳源的适宜浓度以及合适的载体，对这两点的研究国内

尚属空白。【拟解决的关键问题】因此，本文拟采用

MT 板为载体，将所选出的特征碳源加入其中进行浓度

试验，确定各特征碳源的最适应用浓度，并与盆栽试验

和大田试验进行对比，验证其效果，为进一步简化用于

表征土壤微生物群落特征的 Biolog 测定法提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试碳源   
9 种供试特征碳源为吐温 80、D-木糖、α-D 乳糖、

α-丁酮酸、L-苯基丙氨酸、苯乙胺、腐胺、L-苏氨酸

和 β-D-葡萄糖苷，均为分析纯，分别用 c1—c9 表示。

葡萄糖用作检验碳源。 
1.2  试验设计 
1.2.1  浓度试验  浓度试验的土样取自华南农业大

学农场连作番茄菜园土的盆栽土壤。 
1.2.2  特征碳源验证 

（1）验证试验一  土样为海南罗牛山辣椒试验地

土壤，共 2 个土样。2 个取样点施用肥料不同，取样

时辣椒均无病害发生。 
（2）验证试验二  土样为华南农业大学农场番茄

试验地土壤，取样后冰箱冷藏 2 个月。共 3 个土样，

分别为不同处理 3 个小区的土样，取样前已施肥 2 次，

番茄青枯病发生情况如下： 

土样Ⅰ为对照土样，取样时番茄发病率达 62.5%； 
土样Ⅱ为处理一土样，取样时番茄发病率 37.5%； 
土样Ⅲ为处理二土样，取样前番茄没有发病。 
（3）验证试验三   土样为盆栽辣椒土壤，取样后

同时进行ECO板测定和特征碳源的测定。共4个土样，

均为不同施肥处理土样，详细情况如下： 
土样一为 CK，取样时辣椒发病率达 61.1%； 
土样二为 T1，取样时辣椒发病率 22.2%； 
土样三为 T2，取样时辣椒发病率 11.1%； 
土样四为 T3，取样时辣椒发病率 5.6%。 
供试 Biolog 板：ECO 微孔板和 MT 板，均购自美

国 BIOLOG 公司。ECO 共有 96 个小孔，容积 150 µL，
每 32 个孔为 1 次重复，除 1 个孔为未加碳源、只有显

色剂的对照外，其余 31 个均加有显色剂和不同的碳源

物质。MT 板共有 96 个孔，每个孔中均只加有显色剂。 
1.3  试验方法 

1.3.1  浓度试验  Campbell 等[13]将碳源浓度配置为

0.3 mg 后加于 Biolog MT 板微孔中。本试验设 4 个浓

度：0.1、0.3、0.45 和 0.6 mg，每个浓度设 4 次重复。

每孔加 100 µL 土壤接种液，加碳源后体积不足部分用

0.85%的灭菌生理盐水补足至总体积 150 µL。除灭菌

外，其它操作均在超净工作台上进行。 
1.3.2  验证试验  各碳源均配置浓度为 2%的母液，

0.1、0.3、0.45 和 0.6 mg 等 4 个不同浓度对应吸取 2%
的母液体积分别为 5、15、22.5 和 30 µL。每孔加 100 
µL 土壤接种液和所需碳源（浓度由浓度试验得出）后，

用 0.85%的灭菌生理盐水补足至每孔总体积 150 µL。
每个碳源设 4 次重复，仍用葡萄糖进行验证，其浓度

为 0.30 mg。将加有碳源和土壤接种液的 MT 板置于

28℃恒温箱中温育，每 24 h 在酶标仪 590 nm 下比色

读取 OD 值，同时对各土壤样本进行 ECO 板试验，与

之进行对比。3 次验证试验，除土样不同外，其它操

作均相同。 
1.3.3  土壤接种液的制备  称取相当于 10.0 g 风干

土的新鲜土样至盛有 100 mL 0.85%灭菌盐水的 250 
mL 三角瓶中，将三角瓶在旋涡振荡器上震荡 1 min，
然后置于冰水浴中 1 min，反复 3 次。静置 2 min 后吸

取上清液 5 mL 置于盛有 45 mL 0.85%灭菌盐水的 150 
mL 三角瓶中即制得供试土壤接种液[15]。 
1.4  测定项目和数据分析 

Biolog ECO 和 MT 测定结果用 Shannon 指标表

示，采用 Excel 软件和 SAS9.0 软件进行数据分析处理

和差异显著性分析以及相关性分析，通过比较二者的 
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结果进行验证。 

2  结果 

2.1  特征碳源浓度与 OD 值的关系 
2.1.1  特征碳源 OD 值  ECO 板温育 72—96 h 时，微

生物对碳源的利用基本稳定，即 OD 值的变化趋于稳

定，因此对特征碳源亦选取温育 72 h 和 96 h 的 OD 值

进行研究，结果如图所示，除 L-苯基丙氨酸温育 96 h
的 OD 值明显高于 72 h 外，其它碳源的 OD 值在 72 h
和 96 h 时基本保持稳定，这与 ECO 板情况一致。9

种特征碳源中，大部分碳源不同浓度的 OD 值能达到

1.0 以上。α-丁酮酸、苯乙胺和 L-苏氨酸的显色情况

不理想，前二者在温育 72 h 和 96 h 时的值几乎没有变

化，且均有低浓度的 OD 值高于高浓度的结果。而 L-
苏氨酸则为温育 96 h 的值比 72 h 有所提高，且浓度越

高 OD 值越大。 
2.1.2  特征碳源浓度的确定  将温育 72 h 和 96 h 的

MT 板结果与 ECO 板结果进行差异性比较，由不同浓

度 OD 值与 ECO 板OD 值的显著差异性可以帮助人们

找出各特征碳源的合适供试浓度。由表 1 可知，温育 
 

 
 
c1—c9 分别为吐温 80、D-木糖、α-D 乳糖、α-丁酮酸、L-苯基丙氨酸、苯乙胺、腐胺、L-苏氨酸和 β-D-葡萄糖苷，EC 为葡萄糖。下同 
c1-c9 are the Tween 80, D-cellobiose, α-D-lactose, α-ketobutyric acid, L-phenylalanine, Phenylethylamine, Putrescine, L-threonine and β-methyl-D-glucoside. 
EC is the glucose. The same as follows 

 

图  特征碳源温育 72 h（a）和 96 h（b）的 OD 值 

Fig.  The OD value of characteristic carbon sources cultured at 72 h (a) and 96 h (b) 

 
表 1  各碳源温育 72 h 和 96 h OD 值和 ECO 板对应值以及差异显著性 

Table 1  The OD value and the diversity in MT and ECO in each characteristic carbon source cultured at 72 h and 96 h 

特征碳源物质 Characteristic carbon sources 温育时间 
Culturing time  

浓度 
Concentration (mg) c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 

0.10 0.682c 1.634b 0.515c 0.185b 0.860b 0.121b 0.915d 0.075c 1.051b 

0.30 1.337b 2.096a 1.256b 0.000c 0.784b 0.064bc 1.894b 0.101c 1.614a 

0.45 1.665ab 2.011a 1.778a 0.000c 0.739b 0.000c 2.276a 0.239bc 1.901a 

0.60 1.861a 2.093a 1.707a 0.106b 0.786b 0.011bc 2.329a 0.378b 1.967a 

72 h 
 

ECO 1.623ab 1.911a 1.65a 0.613a 1.813a 2.051a 1.405c 0.673a 1.493a 

0.10 0.718b 1.645b 0.788b 0.280b 1.447b 0.121b 0.879d 0.285c 1.160b 

0.30 1.515a 2.069a 1.774a 0.000c 1.617ab 0.056b 1.899b 0.275c 1.738a 

0.45 1.692a 2.028a 1.964a 0.012c 1.915ab 0.009b 2.314a 0.484bc 1.949a 

0.60 1.893a 2.117a 1.881a 0.089c 1.729ab 0.016b 2.331a 0.630ab 2.059a 

96 h 
 

ECO 1.705a 1.970ab 1.888a 0.938a 2.204a 2.352a 1.364c 0.997a 2.109a 

同一列数据不同字母表示处理之间差异达 5%显著水平, 下同 
Different letters in the same line every treatment means significant at 5% level. The same as follows 
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相同时间时，各特征碳源不同浓度的 OD 值均有一定

差异，且与 ECO 板 OD 值亦有一定差异，因而可以对

其进行分析来确定各碳源浓度。 
特征碳源浓度选取原则：特征碳源各浓度 OD 值

与 ECO 板 OD 值进行差异显著性比较，当特征碳源

OD 值与 ECO 板值无显著差异时，选取其最低浓度作

为待试浓度；当特征碳源 OD 值均与 ECO 板 OD 值差

异显著时，选取差异最小中的最低浓度作为待试浓度。

根据此原则，对表 1 数据进行分析后得出各特征碳源

及葡萄糖的适用浓度，结果列于表 2。 
 

表 2  各特征碳源适用浓度 

Table 2  The optimal concentration of each characteristic 
carbon source 

编号 
Code 

碳源名称 
Name of carbon 

适用浓度 
Optimal concentration (mg)

c1 吐温 80 Tween 80 0.30 

c2 D-木糖 D-cellobiose 0.30 

c3 α-D 乳糖 α-D-lactose 0.30 

c4 α-丁酮酸 α-ketobutyric acid 0.10 

c5 L-苯基丙氨酸 L-phenylalanine 0.30 

c6 苯乙基胺 Phenylethylamine 0.10 

c7 腐胺 Putrescine 0.30 

c8 L-苏氨酸 L-threonine 0.60 

c9 β-D-葡萄糖苷 β-methyl-D-glucoside 0.30 

 
2.2  特征碳源待用浓度的验证 

2.2.1  验证试验一  在应用 Biolog 进行微生物群落

多样性分析时一般应用温育 72 h 的 Shannon index 来

进行评价和说明问题，验证试验一温育 72 h 的

Shannon index，结果见表 3。由表 3 可知，特征碳源

试验温育 72 h 的 Shannon index 与 ECO 板温育相同时

间的值有一致性：土样Ⅰ和土样Ⅱ之间的 ECO 板结果

和特征碳源 MT 板结果均无显著差异。对 ECO 板结果

与 MT 板结果进行相关性分析发现，二者存在极显著 
 
表 3  大田辣椒土样温育 72 h 的 MT 板试验结果与 ECO 板结

果对比 

Table 3  The results of MT and ECO cultured at 72 h in the 
soil samples of hot pepper in field 

香农指数 Shannon index 土样 
Soil sample ECO MT 

土样Ⅰ Soil sample Ⅰ 3.238a 1.750a 

土样Ⅱ Soil sample Ⅱ 3.331a 1.810a 

正相关性（r=0.9999，P＜0.0001）。 
2.2.2  验证试验二  验证试验二温育 72 h ECO 板和

MT 板特征碳源的 Shannon index，结果列于表 4。由

表 4 可知，温育 72 h 时，各土样 MT 的结果与 ECO
的结果均与发病情况有一致性，即发病越少 Shannon 
index 越高。将 ECO 板结果与 MT 板结果进行相关性

分析，结果显示，ECO 板 Shannon index 与特征碳源

Shannon index 之间存在显著正相关性（r=0.9991，
P=0.0274）。由此说明应用特征碳源可以与 ECO 板媲

美，且能应用特征碳源表征作物发病情况。 
 

表 4  大田番茄土样温育 72 h 的 MT 板试验结果与 ECO 板结

果对比 

Table 4  The results of MT and ECO cultured at 72 h in the 
soil sample of tomato in field 

香农指数 Shannon index土 样 
Soil sample 

发病率 
Morbidity (%) ECO MT 

土样  Soil sample Ⅰ Ⅰ 62.5a 3.195c 1.791c 

土样  Soil sample Ⅱ Ⅱ 37.5b 3.275b 1.892b 

土样  Soil sample Ⅲ Ⅲ 0c 3.321a 1.941a 

 
2.2.3  验证试验三  验证试验三测定结果（表 5）显

示，辣椒枯萎病发病率越低，则其土壤微生物 Shannon 
index 越高。温育 72 h 时，ECO 板测定数据和 MT 板

数据虽然相差很大，但二者测定结果均能显著区分不

同发病程度的土样。将温育 72 h 的 ECO 板结果和 MT
板结果进行相关性分析，结果显示，ECO 板 Shannon 
index 与特征碳源 Shannon index 之间存在极显著正相

关性（r=0.9995，P=0.0189）。结合验证试验一和二，

此结果进一步证明特征碳源在土壤微生物多样性和作

物土传病害发生方面具有良好的反应结果，可以将其

应用于以土壤微生物群落多样性指示作物土传病害发

生的研究中。因特征碳源 γ-羟基丁酸为限制类药品， 
 
表 5  盆栽辣椒土样温育 72 h 的 MT 板试验结果与 ECO 板结

果对比 

Table 5  The results of MT and ECO cultured at 72 h in the 
soil sample of hot pepper in greenhouse 

香农指数 Shannon index 土样 
Soil sample 

发病率 
Morbidity (%) ECO MT 

CK 61.1a 3.014d 1.604d 

T1 22.2b 3.112c 1.708c 

T2 11.1c 3.223b 1.829b 

T3 5.6d 3.357a 1.957a 
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一直未能买到，且从谭兆赞等[14]的文中能看出，将  
其甚至更多碳源舍去以进一步减少碳源数量是可能

的。 

3  讨论 

采用少数几种特征碳源应用于土壤微生物尤其是

施肥防病方面的研究，国内外尚无相关报道。应用此

方法可以减少多余的碳源，腾出更多的空间用于重复，

优化了 Biolog 在土壤微生物分析方面的应用，并能大

幅降低生产成本和使用成本。而且在分析过程中由于

有目标地选择碳源分析土壤微生物群落功能，免去了

对冗余数据的提取和计算，可以较大程度地减少工作

量。 
本试验是在谭兆赞等[14]研究的基础上进行的，但

本研究在其原有 10 种碳源基础上进行了简化，只采用

了其中 9 种碳源用于研究。碳源 γ-羟基丁酸为管制类

药品，市面无售，必需简化。同时，从谭兆赞等[14]文

中看出进一步减少碳源数量用于研究也是可能的，因

此，本文重点对 γ-羟基丁酸进行简化研究。本研究结

果表明，用 9 种特征碳源分析土壤微生物群落功能并

将其与作物发病情况结合分析时，其规律与 ECO 板结

果基本一致，二者的测定结果具有显著正相关性，说

明对碳源数量进行简化研究Biolog测定指标与作物土

传病害关系既有必要，也是可行的。 
碳源的浓度是否合适影响着特征碳源能否简化土

壤微生物Biolog的测定以及能否应用于施肥防病方面

的研究。本研究对各特征碳源设置 4 个浓度进行试验，

在将各浓度的值与 ECO 板结果进行差异性分析后确

定了各特征碳源的适用浓度。 
Biolog ECO 板为美国专利产品，虽然应用简单、

方便，但价格昂贵，且为一次性产品，一般一块板只

能用于一个处理（每板共 96 孔，每 32 孔相同，共 3
次重复），药品消耗大，不利于其在相关领域的推广

应用。MT 板也为美国专利产品，但利用其进行特征

碳源试验且条件成熟后可以自制类似的板，然后自行

添加合适浓度的碳源和显色物质，有可能最终形成产

品。当采用 9 种或 10 种碳源时，可节省 60 个孔，一

块板将至少可以设置 2 个处理，一块板承载量由 1 个

处理增加到 2 个，成倍增加，而且每处理可以重复 4
次，若再简化碳源的数量至 7 种，则每块板可以设置

4 个处理（3 次重复）。此时，不但板本身的成本大幅

降低，由于承载处理的数目增多也将使研究成本大为

降低，操作程序简化，并缩短操作时间。本文在这方

面的研究，如碳源浓度和温育时间的确定已获得了进

展，在土壤微生物多样性的 Biolog 指标与作物土传病

害的相关研究领域值得进一步深入研究。 
特征碳源是在防治番茄青枯病试验的土壤 Biolog

测定基础上提出的，本研究不仅对健康土壤进行了验

证，同时对不同作物不同发病程度的病土进行了验证

试验。应用 MT 板的特征碳源结果显示，其 Shannon 
index 值与 ECO 结果有显著相关性，均能反映不同发

病程度的显著区别。以上结果表明，特征碳源在茄科

作物不同土传病害的研究中均反映出病土与健康土以

及发病轻与重的 Biolog 指标的区别，说明特征碳源应

用于茄科作物 2 种土传病害方面的研究显示出普适

性。至于应用于其它作物的土传病害研究是否有效、

是否会因土壤及季节而发生变化尚需进一步研究。 
在现有基础上，今后将进一步探索在其它科如十

字花科和瓜果类作物方面的应用效果和不同土壤类型

以及取样时间等方面的影响，并研究在已有基础上继

续减少特征碳源数，以进一步降低成本，充分利用

MT 板空间，扩大承载量。这方面的探索有可能进一

步扩大特征碳源应用范围并完善相关应用技术，有利

于推动土壤微生物多样性的Biolog测定指标与作物土

传病害关系的深入研究。 

4  结论 

采用9种特征碳源取代31种碳源进行土壤微生物

Biolog 测定，不仅能降低成本、简化程序、缩短操作

时间，而且所选用试验浓度的测定结果能够反映健康

土与发病土以及不同发病程度土壤微生物群落的差

异，表明采用 9 种特征碳源及其选用的浓度可以简化

土壤微生物 Biolog 测定，能应用于土壤微生物多样性

的 Biolog 测定指标与作物土传病害关系的研究，而茄

科 2 种作物、2 种土传病害的试验结果则表明特征碳

源应用于土传病害方面的研究具有普适性。 
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