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环境微生物群落研究具有非常重要的理论和应用价值。本文介绍了一种测定微生物代谢的 A:’(’=
微平板法，以及这种新方法在环境微生物群落研究方面的应用成果。

9 环境微生物群落研究的意义与手段

9:9 环境微生物群落的研究内容
环境微生物是由多个种群（D’D.(/E:’<）组成的微生物群落（F’GG.<:E0），不同种群之间存在着共生、互

利、共存、竞争等各种复杂的关系，在物质循环和能量转化过程中发挥着重要作用。对环境微生物群落

的研究可以从微生物的量，代谢活性，群落结构及代谢功能等几个不同层面上进行。其中，微生物群落

结构、代谢功能以及两者的关系是环境微生物群落研究的核心内容。

9:; 环境微生物群落的研究意义
研究微生物群落结构及其代谢功能，可以揭示环境中污染物迁移转化的生物学基础，提供评价和预

测环境质量和安全性的基本信息；并且可以从群落水平上了解和评价生物修复和生物处理技术的机理

与效果，同时为控制和优化微生物群落结构，强化其代谢功能提供理论指导。

9:< 环境微生物群落的研究手段
传统的研究方法主要通过分离培养纯的微生物菌种，对分离出来的纯菌种分别研究。这种方法存

在着一定局限性，如可分离培养的微生物种类有限［#］，分离培养后微生物的生理特性易发生改变等。

近年来，各种基于生物标志物（,:’G/-H+-）的测定方法（微生物醌法，脂肪酸法等）和分子生物学方
法［$］（*IJ>，K44L，M44L等）相继得到了广泛应用。这些方法无须分离培养就可反映微生物的群落结构
信息，但却无法获得有关微生物群落总体活性与代谢功能的信息，A:’(’=方法则弥补了这一不足。

; A:’(’=方法的原理、操作与数据分析

;:9 !"#$#%方法的原理与特点

A:’(’=方法的测定原理：微生物在利用碳源过程中产生的自由电子，与四唑盐染料发生还原显色反



应，颜色的深浅可以反映微生物对碳源的利用程度。由于微生物对不同碳源的利用能力很大程度上取

决于微生物的种类和固有性质，因此在一块微平板上同时测定微生物对不同单一碳源的利用能力（!"#$
%&’(") !"*’%$ *+,#,-&+,")，./.0），就可以鉴定纯种微生物或比较分析不同的微生物群落。
该方法由美国的 123435公司于 6787年开发成功［9］，最初应用于纯种微生物鉴定［:］，至今已经能够

鉴定包括细菌，酵母菌和霉菌在内的 ;<<<多种病原微生物和环境微生物。6776年，5&’#&)=和 >,##开始
将这种方法应用于土壤微生物群落的研究［:］。1,"#"?方法用于环境微生物群落研究，具有以下特点：6@
灵敏度高，分辨力强。对多种 ./.0的测定可以得到被测微生物群落的代谢特征指纹（A$+&("#,% B,)?$’C
D’,)+），分辩微生物群落的微小变化。;@ 无需分离培养纯种微生物，可最大限度地保留微生物群落原有
的代谢特征。9@ 测定简便，数据的读取与记录可以由计算机辅助完成。微生物对不同碳源代谢能力的
测定在一块微平板上一次完成，效率大大提高。

!"! #$%&%’系统的组成与操作方法

1,"#"?系统主要包括 1,"#"?微平板，微平板读数器和一套微机系统［9］。具体说明如表 6所示。

表 ( #$%&%’系统组成与说明

系统组成 说 明

1,"#"?微平板
共 7E孔，孔中含有营养盐和四唑盐染料 FF/；其中 6孔不含碳源为对照孔，其它 7G孔

含有不同单一碳源

读数器 测定一定波长下每个小孔内的吸光度及变化

微机系统 与读数器相连，自动完成数据采集、传输、存储与分析

1,"#"?方法操作的主要流程［G，E］如表 ;所示：

表 ! #$%&%’方法操作主要流程

序 号 步 骤 说 明

6 平板选择 针对 5H和 5I细菌选择不同平板（1,"#"? 5J，5K），各孔内碳源也可调控

; 样品制备 将微生物从环境介质中提取出来，控制到适宜浓度（浊度表示）

9 加样 取一定体积菌液（一般 6G<!4L孔），平行加入各孔

: 培育与读数 恒温培育，用微平板读数器记录各孔吸光度值变化

!") 数据分析
对于纯菌株鉴定［G］，将 7G种基质的测定结果与菌种库中的数据进行对比可判断菌种的归属。
对于微生物群落分析，一般要记录每孔的吸光度值及其时间变化［E］。7G个孔吸光度的平均值（&M$’C

&?$ N$## %"#"’ =$M$#"DA$)+，OP/Q）的计算公式为：
OP/QR［!（/, I S）］L7G
其中，/,是除对照孔外各孔吸光度值，S是对照孔吸光度值。
OP/Q及其时间变化可以用来表示微生物的平均活性，如图 6所示［T］。
7G种碳源的测定结果形成了描述微生物群落代谢特征的多元向量，不易直观比较［8］。通过主成分

分析（D’,)%,D&# %"AD")$)+ &)&#U!,!，J/O）可以将不同样本的多元向量变换为互不相关的主元向量（J/6和
J/;是主元向量的分量），在降维后的主元向量空间中可以用点的位置直观地反映出不同微生物群落的
代谢特征，如图 ;所示［8］。另外，各种多样性指数［E］还可以反映微生物群落代谢功能的多样性。
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图 ! 六种水体微生物群落 "#$%值的时间变化

波长 !"#$%，&’、(&、)(为三种不同海水样；

*+、)+、,’为三种不同淡水样 -

图 & 六种水体微生物群落 ’$"分析结果

图标含义同图 ! (

) &./0/1方法在环境微生物群落研究中的应用

)(! 环境微生物群落的比较研究
土壤微生物群落：西弗吉尼亚大学的 23 4353等［"，6#］用 &./0/1方法对农田与森林中的土壤微生物群

落进行了测定。研究结果表明，对微生物提取液进行稀释会使优势种群富集，劣势种群缺失。研究中还

发现不同深度农田土壤中的微生物群落的代谢特征非常接近，这可能是农田土壤经常翻耕的结果。

水体微生物群落：美国的 (7/.等［8］利用 &./0/1 ,9和 &./0/1 :(*平板对 ;种不同水样（<种淡水水

样，<种海水水样）中的微生物群落进行了比较。结果表明，来自于不同水体中的好氧异养微生物群落

的代谢特征具有明显差别，研究中还发现，微量营养元素不同会引起微生物对同种碳源的代谢差异。

活性污泥中的微生物群落：美国的 =>.?3@等［66］用 &./0/1方法对比了实验装置中的活性污泥与污水

厂的活性污泥。实验装置包括连续运行的 (AB系统和半连续运行的 B(AB系统。&./0/1测定表明，进水

使用生活污水原水时，(AB系统与 B(AB系统中活性污泥的代谢特征均和污水厂污泥非常相似；并且

(AB系统中微生物群落的代谢特征非常稳定，在 6;个月的实验周期内没有发生明显变化。进水使用葡

萄糖蛋白胨废水时，B(AB系统中的污泥代谢特征则发生了明显变化。

)(& 污染物对环境微生物群落的影响评价
通过 &./0/1方法可以评价污染物对微生物群落及其代谢功能的影响［6C］。
德国的 :$1303$ 等［6<］研究了除草剂对土壤中微生物群落及其代谢特性的影响。&./0/1测定结果表

明，使用除草剂降低了土壤中微生物的代谢活性，这与微生物的基质诱导呼吸速率（BDE，?FG?H@>H3 .$5FI35

@3?J.@>H./$）和脱氢酶活性测定结果相符，并且 &./0/1测定结果还能定量显示微生物群落对不同碳源的利

用能力及代谢功能多样性的变化。

杨永华等［;］用 &./0/1方法对农药污染土壤中的微生物群落进行了研究。测定结果显示，污染土壤

的 B7>$$/$指数和均度、B.%J?/$指数、KI0$H/?7指数和均度均明显低于无污染土壤。这说明农药污染导

致了土壤中微生物代谢功能多样性的下降，同时也导致了微生物种类的减少。

)() 环境修复效果与处理效果的评价
美国的 4>$1等［6L］研究了利用植物根际微生物降解土壤当中阿特拉津（>H@>M.$3）和菲的效果。为了

进一步了解植物对农药降解的促进作用，在实验过程中用 &./0/1方法对不同草本植物的根际微生物群

落进行了研究。&./0/1 测定结果显示出不同根际微生物的代谢差异，但是没有找到代谢特征指纹和降解

效果之间的相关关系。
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! 不足与改进建议

!"# 微平板具有选择性
!"#$#%方法中所使用的微平板具有一定的选择性，比如 !"#$#% &’微平板适用于革兰氏阴性菌，而

!"#$#% &(微平板适用于革兰氏阳性菌。今后可以通过增加新碳源和改变碳源的数量与组合，开发出适
用性更广或针对性更强的产品。

!"$ 影响显色的因素较多
影响平板微孔显色的因素较多，除了培养液中微生物的种群组成、数量与活性外，样品的预处理，培

养时间和温度，培养液含有干扰物质等因素都会影响平板显色结果。因此，操作过程中的条件控制非常

重要，针对不同要求应该确定相应的标准方法。

!"% 获取微生物群落结构信息较难
虽然由 !"#$#%实验得到的数据量很大，但从微生物代谢功能信息中得到的群落结构信息还很有限。

使用 )"#$#%分析更多的是对环境微生物群落进行比较和识别，以及进行群落活性与功能的分析。目前还
不能直接通过 !"#$#%代谢指纹分析微生物群落结构信息。今后应该结合其它群落结构分析方法，通过
对代谢特征指纹的解析研究组成环境微生物群落的功能类群，通过不同类型微生物的代谢特征分析它

们在群落中的组成及动态变化。更深入地研究环境微生物群落结构与功能及其相互关系。
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