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基于碳代谢指纹解析重庆彭水烟田土壤
可培微生物群落演替研究
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摘　 要：烟草青枯病为土传病害，病原菌可在土壤中存活较长时间。 本文采用含有 ｉ⁃赤藓糖醇、α⁃环式糊精等 １５ 种碳源的培

养板，培养青枯病长期高发病烟田土壤样品与不发病烟田土壤样品，寻找青枯病发生土壤碳源代谢特点，研究代谢结构差异。
结果表明：重庆彭水白果坪常发病烟田与樱桃井未发病烟田土壤中微生物均具有较强 Ｌ⁃苏氨酸，Ｌ⁃苯丙氨酸，Ｄ⁃纤维二糖利

用能力。 土壤微生物群落在指数培养期数据适合应用于做聚类分析，以指数生长期 ７２ ｈ 数据做聚类分析时，２０１５ 年的样品聚

类在一个大类中，不同时间的样品首先分离，相同时间不同地点的样品后分离，这些样品均为同一年的烟草根系土壤，聚为一

大类，２０１４ 年试验聚类结果规律不明显，采用已有碳源数据均不能将两类土壤区分开来，实验数据表明重庆彭水白果坪常发

病烟田与樱桃井未发病烟田土壤中微生物碳源代谢能力差别不显著，受时间影响因素更大。 重庆彭水樱桃井烟田中某些微

生物替代了白果坪常发病烟田土壤青枯菌的碳源代谢生态位，进而具有竞争抑制青枯菌繁殖的潜力，本结论的科学性需要进

一步研究。
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　 　 微生物种类复杂，较多是不可培养的，土壤微生

物的生长繁殖需要物质、能量的输入，其能量来源主

要为作物脱落的枝叶，根系残留物及分泌物，他们会

随着季节的更替残留在土壤中［１］，发生一系列生物

物理化学变化，一部分降解成复杂的有机物成为土

壤的难降解碳而固定，另一部分有机物会作为土壤

微生物的能量来源与碳素来源，重新进入生物圈进

行碳循环。
目前关于土壤根系微生物的碳代谢研究主要为

解释土壤碳循环的途径及对不同影响因子的响

应［１－２］。 环境微生物方向主要研究在特定根系分泌

物存在下，土壤不同区域微生物量，微生物种类的响

应现象与机制（如采用高通量测序法表征微生物种

群演替），根系微生物群落内部微生态的调控机理

（如微生物群落内部），微生物与植物的生态依存关

系等［３］。 这些方面的深入研究将加深未来对农业

作物各种植物病理、生理现象的理解，虽然目前这些

研究信息还有些零散，缺乏系统性，但会逐步缩小对

局部微生态预测，判断，调控的误差，使各种微生物

生态调控更加精细，准确。
对微生物区系研究所选取的方法，目前有很多，

主要分为对 ＤＮＡ 遗传物质解析，ＲＮＡ 表达蛋白解

析，代谢功能解析（如各种酶的活性）。 通过提取总

ＤＮＡ，ＲＮＡ，高通量测序后检索数据库得到微生物群

落的遗传结构，定性与定量蛋白表达［４］，成为一种

广泛采用的方法。 作为一种先进的方法，高通量测

序具有很多优点，但在 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增过程

中由于会出现偏好性［５－６］，在结果中会出现类似放

大镜的扭曲效应，产生高估或低估某些种群数量的

现象，对功能基因表达量也会产生误判。 作为对微

生物群落代谢功能解析的一种方法，碳代谢指纹图

谱描绘微生物种群的碳源偏好性，是对微生物群落

宏基因组碳代谢能力的一种评估［７－８］，也是一种数

学映射，并且在环境因子确定的条件下，这种映射是

双射，即微生物群落的碳代谢指纹图谱是受微生物

群落宏基因组决定的，这正是碳代谢指纹图谱对微

生物群落遗传结构聚类分析的理论依据，而为了真

实反映微生物群落的异同，足够的有意义的碳源选

择将是微生物群落聚类分析准确性的关键因素，目
前，在这方面的应用研究较少。 同时， 基因库

（ＤＮＡ），基因表达与环境行为中存在一种时滞效

应，从而将基因表达与环境行为建立因果关系有一

定难度，较难建立模型。 碳代谢指纹图谱可以视为

多元函数式的联立，在初值相同情况下，群落碳代谢

能力相差较大，映射产生的向量差异较大，但群落碳

代谢能力相似时，能映射出相似的向量，这时微生物

群落可以种群结构差异较大，但却具有相似的碳代

谢能力。
本文以实际大田烟株根系土壤微生物为研究对

象，实验室条件下对其施以不同的碳源营养，研究群

落生物量对碳源种类的响应，通过选取同一地点不

同年份，相同生长时期的根系微生物样品，通过碳代

谢指纹图谱研究不同年代根系微生物结构的演替现

象，研究其深层次的生物、物理学原因。 本文采用的

１５ 种碳源基于 Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板中碳源种类设立，
Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板采用了 ３１ 种碳源，这 ３１ 种化合物在土

壤中分布较广泛，但 Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板作为一种商业产

品，在使用中并未标明各种碳源物质量，实验细节不

明晰，在我们基于 Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板机理，在实验室定量

制作时发现，某些碳源常温下溶解度低或需要高

（低）ｐＨ，或表面活性剂方可正常溶解，这必然引入

外源物质，或由于物理化学条件苛刻不能代表土壤

中微生物真实活性，为了对碳源物质的量进行标准

化，不引入更多的外源物质，故将部分碳源舍去，实
验中采用 １５ 种碳源。 在前期的实验基础上，已在白

果坪烟株茎部分离出三株病原菌，其表现为对 Ｌ⁃丝
氨酸，Ｌ⁃苏氨酸利用率较高，对其他 １３ 种碳源利用

与水对照相比无显著差异。

１　 材料与方法

１．１　 实验土样和药品

　 　 实验土样来自于中国重庆市彭水县润溪乡。 取

样位置分别为润溪乡白果坪烟草实验站区块，经度

１０７°５７′３６″，纬度 ２９°０８′２１″，海拔１ ３５４ ｍ。该试验田

常年烟草青枯病、黑胫病高发，根据试验站记录，
２０１１～２０１３ 年 ８ 月中旬青枯病三级以上（含三级）
发病率均接近 １００％，另一取样地点为润溪乡樱桃

井农户田，经度 １０８°２９′５５．９１″，纬度 ２９°２２′３１．８５″，
海拔１ ３７９ ｍ，该田块常年种植烟草，但烟草青枯病、
黑胫病未曾发生，采样时间如表 １，土样来源为根系

土和垄间土。 烟株种植方式，两个地点均为烟垄南

北朝向，北高南低，起垄栽培，垄间距 １ ｍ，垄高

３０ ｃｍ，施肥与用药方式与当地烟农栽培方式一致，７
月烟株发病较少，所取烟株根系土均为正常健康烟

株，８ 月 ７ 日烟株发病明显，取青枯病发病三级根系
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土研究（烟株根部 ５～７ 个叶片出现青枯症状判读为

青枯三级）。 采样方式：采根系土时，拔取烟草植

株，晃动直至除去根系外层黏附不紧的土壤，留下距

离根系较近的土壤，适度抖动使土壤脱落，采样袋保

存；对于垄间土，取表面无植物生长，垂直取表面以

下 １５ ｃｍ 左右的土壤，混匀。 试验田土壤物理化学

性质如表 ２，土壤样品采样于 ２０１４ 年 ４ 月，采样地

点为白果坪烟田，樱桃井烟田，采样方法为试验田块

对角五点采样，取土壤表层 ０～２０ ｃｍ 圆柱形土壤样

品，所取土壤样品混合均匀后测定理化性质。

表 １　 取样时间位置表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ

采样时间 采样部位 样品编号 发病情况 重复数

２０１４ ／ ７ ／ １８ 白果坪烟草根系土 １４－７ＢＧ 未发病 ３

２０１４ ／ ７ ／ １８ 白果坪垄间土 １４－７ＢＬ 未发病 ３

２０１４ ／ ７ ／ １８ 樱桃井烟草根系土 １４－７ＹＧ 未发病 ３

２０１４ ／ ８ ／ ８ 白果坪烟草根系土 １４－８ＢＧＤ 发病（三级） ３

２０１４ ／ ８ ／ ８ 白果坪垄间土 １４－８ＢＬ 未发病 ３

２０１４ ／ ８ ／ ８ 樱桃井烟草根系土 １４－８ＹＧ 未发病 ３

２０１５ ／ ７ ／ １８ 白果坪烟草根系土 １５－７ＢＧ 未发病 ５

２０１５ ／ ７ ／ １８ 白果坪垄间土 １５－７ＢＬ 未发病 ３

２０１５ ／ ７ ／ １８ 樱桃井烟草根系土 １５－７ＹＧ 未发病 ５

２０１５ ／ ７ ／ １８ 樱桃井垄间土 １５－７ＹＬ 未发病 ３

２０１５ ／ ８ ／ ８ 白果坪烟草根系土 １５－８ＢＧＤ 发病（三级） ５

２０１５ ／ ８ ／ ８ 白果坪垄间土 １５－８ＢＬ 未发病 ３

２０１５ ／ ８ ／ ７ 樱桃井根系土 １５－８ＹＧ 未发病 ５

２０１５ ／ ７ ／ ７ 樱桃井垄间土 １５－８ＹＬ 未发病 ３

表 ２ 　 彭水烟田土壤理化性质测定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｆｉｅｌｄ ｓｏｉｌｓ ｉｎ Ｐｅｎｇｓｈｕｉ

检测项目 ｐＨ
有机质

（ｇ·ｋｇ－１）

全氮

（ｇ·ｋｇ－１）

全磷

（ｇ·ｋｇ－１）

全钾

（ｇ·ｋｇ－１）

容重

（ ｇ·ｃｍ－３）

持水量

（％）

样品 １ 白果坪（发病田） ４．９７ １７．９７ ０．３０８ ０．５１５ １３．６１ １．１２６ ４２．３６

样品 ２ 樱桃井（不发病田） ４．９３ ３５．２１ １．６３５ １．３６２ １５．３ １．１２８ ４４．０７

１．２　 养基配置与仪器设备

　 　 实验使用的 １５ 种碳源：ｉ⁃赤藓糖醇（Ｃ４Ｈ１０Ｏ４）、
α⁃环式糊精（Ｃ３６Ｈ６０Ｏ３０）、Ｌ⁃精氨酸（Ｃ６Ｈ１４Ｎ４Ｏ２）、吐
温 ４０（Ｃ２２Ｈ４２Ｏ６）、乳糖（Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１·Ｈ２Ｏ）、Ｌ⁃苹果酸

（ Ｃ４ Ｈ６ Ｏ５ ）、 Ｌ⁃苏 氨 酸 （ Ｃ４ Ｈ９ ＮＯ３ ）、 甘 露 醇

（Ｃ６Ｈ１４Ｏ６）、Ｄ⁃木糖（Ｃ５ Ｈ１０ Ｏ５）、衣康酸（Ｃ５ Ｈ６ Ｏ４）、
Ｄ⁃纤维二糖（Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１）、葡萄糖（Ｃ６Ｈ１２Ｏ６）、Ｌ⁃丝氨

酸 （Ｃ３Ｈ７ＮＯ３）、 腐 胺 （ Ｃ４ Ｈ１２ Ｎ２ ）、 Ｌ⁃苯 丙 氨 酸

（Ｃ９Ｈ１１ＮＯ２）。１５ 种碳源配置浓度是根据培养微生物

所添加碳原子的摩尔数计算的，碳原子的摩尔浓度

为 ０．６６７ ｍｏｌ ／ Ｌ。
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 全波长酶标仪，ＦＡ２００４Ｎ 电子天

平，ＧＺＨ⁃２８０Ｂ 型培养箱，恒温培养摇床，高压蒸汽灭

菌锅，超净工作台，多孔移液器，分装板，９６ 孔培养

板等。

１．３　 样品的测定

　 　 称取 ２ ｇ 土壤样品原样（未处理）于已灭过菌的

装有 ５０ ｍＬ 超纯水的锥形瓶中，并贴上相应土样的

编号，置于摇床振荡３０ ｍｉｎ，取出静置１０ ｍｉｎ，吸取上

清液 ２ ｍＬ 于已灭菌的培养皿中，再向其中添加 ８ ｍＬ
无菌超纯水稀释，１ ｍｉｎ 内分装入 ９６ 孔微孔培养板，
每孔每个处理三个重复。

将分装好的微孔板放入酶标仪，测定并保存

５９０ ｎｍ的光吸收初值。 微孔板放入恒温培养箱内培

养温度设定为２８ ℃，培养箱内空气含水量饱和，每
１２ ｈ测一次光吸收值。
１．４　 数据处理

　 　 同一重复土样对不同碳源测得的 ＯＤ５９０值分别

取平均值，不同碳源培养的微生物量在 ７ ｄ内的

ＯＤ５９０值集中起来，以时间为横坐标，以 ＯＤ５９０值为纵

坐标，做出了 １４ 种土样对 １５ 种碳源因子吸收利用
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的生长曲线。 聚类分析，主成分分析选用软件为

ＳＰＳＳ １９．０，选择 １５ 种碳源７２ ｈ的 ＯＤ５９０为变量，各变

量值保存两位有效数字，变量无标准化，聚类方法为

组间连接法，度量标准为 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ 距离法，进行聚

类分析。 主成分分析采用相关性矩阵，抽取特征值

大于 １，最大收敛性迭代次数 ２５，得出成分矩阵图。

２　 结果与分析

２．１　 样品生长曲线分析

图 １　 ２０１４ 年各土壤样品不同碳源微生物生长曲线 ＯＤ５９０值的变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯＤ５９０ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ２０１４

　 　 从图 １ 可以观察到，样品 １４⁃７ＢＧ，１４⁃７ＢＬ，１４⁃
７ＹＧ 主要碳源利用为 Ｌ⁃苏氨酸，Ｌ⁃苯丙氨酸，腐胺，
Ｄ⁃纤维二糖，吐温 ４０。 样品 １４⁃８ＢＧ， １４⁃８ＢＬ， １４⁃
８ＹＧ 主要碳源利用为吐温 ４０，Ｌ⁃苏氨酸，腐胺，乳
糖，Ｌ⁃苯丙氨酸。
　 　 从图 ２ 可以观察到，样品 １５⁃７ＢＧ，１５⁃７ＢＬ，１５⁃
７ＹＧ，１５⁃７ＹＬ 主要碳源来源为吐温 ４０，Ｄ －纤维二

糖，Ｌ⁃苏氨酸，Ｄ⁃木糖，Ｌ⁃苯丙氨酸，腐胺。 样品 １５⁃
８ＢＧＤ，１５⁃８ＢＬ，１５⁃８ＹＧ，１５⁃８ＹＬ 主要碳源来源为吐

温 ４０，Ｄ⁃纤维二糖，Ｌ⁃苹果酸。

从所作的 １４ 个生长曲线得到，生长曲线的延迟

期多集中在 ０～２４ ｈ，对不同的碳源培养基，２４～７２ ｈ
为指数生长期，７２ ～ １４４ ｈ 为稳定期，１４４ ｈ 后少量

样品 ＯＤ５９０值的快速下降，但大多数样品仍停留在稳

定期。 空白对照 ＯＤ５９０值最低，随着培养时间增加无

明显升高，从碳源利用情况来看，在所有样品中，吐
温 ４０ 均可以得到广泛利用，Ｌ⁃苏氨酸，Ｄ⁃纤维二糖，
Ｌ⁃苯丙氨酸，腐胺四种碳源的利用情况比较较好。
Ｌ⁃苹果酸，乳糖只在少数样品中得到明显利用，其生

长曲线呈现出很明显的上升趋势。
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图 ２　 ２０１５ 年各土壤样品不同碳源微生物生长曲线 ＯＤ５９０值的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯＤ５９０ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ２０１５

２．２　 样品生物群落碳源代谢相似性分析

ＳＰＳＳ 软件根据 ７２ ｈ 碳源代谢特征图谱聚类分

析得出五个最近聚类（见图 ３），分别为：１）１５⁃８ＢＧＤ
与１５⁃８ＹＧ，２）１５⁃７ＢＧ与１５⁃７ＹＧ，３）１５⁃７ＢＬ，１５⁃８ＢＬ
与１５⁃８ＹＬ；４）１４⁃７ＢＬ，１４⁃７ＹＧ与１５⁃７ＹＬ，５）１４⁃７ＢＧ
与１４⁃８ＢＧ。１４⁃８ＢＬ与１４⁃８ＹＧ与其他土样聚类较远。
青枯病常发生烟田根系土壤碳源代谢聚类分析并

未聚到一类。 烟草根系土较易聚在一类，垄间土

较易聚在一类，２０１４，４０１５ 年相似样品未能聚在一

类，表明不同年份间烟田微生物群落碳代谢能力

差异较明显。
　 　 对 １５ 种碳源进行主成分分析：Ｌ⁃苏氨酸，Ｌ⁃苯
丙氨酸与第二主成分成正相关，甘露醇主成分 １
与主成分二系数相当，其他碳源与第一主成分正

相关。

表 ３　 成分得分系数矩阵

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｓｃｏｒｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ
碳源类型 主成分 １ 主成分 ２

α－环式糊精 ０．９８０ ８０９ －０．０８７ ４１
衣康酸 ０．９７６ ９４ －０．１６４ ３

Ｌ－精氨酸 ０．９７４ ３３３ ０．０３７ ５２４
乳糖 ０．９６８ ５６２ －０．１７０ ５８

Ｌ－苹果酸 ０．９５２ ２４２ ０．１９０ ９９５
Ｄ－木糖 ０．９４９ ７９ －０．００４ ８８

Ｄ－纤维二塘 ０．９４７ ８５４ －０．２１８ １
葡萄糖 ０．９４６ ８７２ ０．０５７ ２１４

ｉ－赤藓糖醇 ０．９３４ ３９８ ０．０５２ ９２４
Ｌ－丝氨酸 ０．９０２ ８０５ ０．２９７ ７０９

腐胺 ０．８８３ ２６３ －０．００９
吐温 ４０ ０．８４６ ２２７ －０．３５６ ３７

Ｌ－苏氨酸 －０．０６７ ８５ ０．９４１ ２５９
Ｌ－苯丙氨酸 －０．０４１ ９４ ０．９４０ ３４２

甘露醇 ０．６１３ ７５８ ０．６７５ ０６８
空白对照 ０．０４３ ９４２ ０．６９３ ８７７
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图 ３　 不同土壤样品微生物群落聚类分析图

Ｆｉｇ．３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨　 论

　 　 在碳代谢测定过程中，培养周期７ ｄ，培养板上

盖反复打开后，空气微生物可能会对样品产生感染，
培养过程的空白对照在培养过程中 ＯＤ５９０均无明显

上升，表明实验中受空气微生物污染可忽略，各培养

板中的水对照也均无 ＯＤ５９０的明显上升，表明样品来

源的碳素营养较少，可忽略。 相似的微生物群落指

的是微生物的种类构成相似，各种类的丰富度相似，
微生物在细胞周期的分布相似，具有相似的生理代

谢功能，在不同物质混溶的稀溶液中，由于光的量子

性，其光吸收是可加的，故微生物群落结构可以用连

续光谱的光吸收来表征，本实验数据仅采用了

ＯＤ５９０ 数值进行分析，进行聚类分析时选择未对数

据进行标准化，即在聚类结果中考虑了生物量的原

因，如果聚类分析中采用经过标准化的数据，则聚类

分析时将不考虑生物量的因素，或加大生物种类及

其丰富度的权重，同时标准化的方法又有很多，如单

个样品不同指标的标准化，还是所有样品所有指标

的共同标准化，均会带来不同的聚类结果。
实验中共采用了 １５ 种碳源来表征土壤微生物

群落碳代谢指纹图谱，碳源可分为 ５ 类：１）氨基酸

类：Ｌ⁃精氨酸，Ｌ⁃苏氨酸，Ｌ⁃丝氨酸，Ｌ⁃苯丙氨酸；２）
单糖类：乳糖，Ｄ⁃木糖，葡萄糖，ｉ⁃赤藓糖醇，甘露醇；
３）羧酸类：Ｌ⁃苹果酸，衣康酸；４）多聚物类：α⁃环式

糊精，吐温 ４０， Ｄ⁃纤维二糖；５）胺类：腐胺。 实验中

选取的碳源与 Ｂｉｏｌｏｇ 公司推出的 ＢＩＯＬＯＧ⁃Ｅｃｏ 培养

板中碳源具有一定重复。 目前研究已知，２０ 种氨基

酸可通过分解代谢形成 ５ 种产物进入柠檬酸循环，
释放能量，或用于合成菌体物质，实验中选择的 ４ 种

氨基酸代表了三种氨基酸代谢途径，其中 Ｌ⁃苏氨

酸，Ｌ⁃苯丙氨酸，在 １０ 个土壤样品中 ＯＤ５９０较高，表
现出较高的同化作用，Ｌ⁃丝氨酸，精氨酸未能形成强

的同化作用。 Ｌ⁃苏氨酸，Ｌ⁃丝氨酸分解后形成乙酰⁃
ＣｏＡ 进入柠檬酸循环，Ｌ⁃苏氨酸较 Ｌ⁃丝氨酸多一个

甲基，分子量更大，被动扩散跨膜阻力较大，在实验

中却表现出较高的同化能力；在细胞中 Ｌ⁃苯丙氨酸

碳骨架分解中先形成酪氨酸，可通过两种途径进行

分解，一种是经乙酰乙酰⁃ＣｏＡ 形成乙酰⁃ＣｏＡ，或进

入延胡索酸途径，两种途径的产物最后均可进入柠

檬酸循环；精氨酸是通过 ａ⁃酮戊二酸途径进入柠檬

酸循环，在实验中 Ｌ⁃苯丙氨酸，精氨酸表现出的同

化能力较低，影响氨基酸同化的原因非常复杂的，它
包括氨基酸跨膜转运，降解，合成中涉及到的相关蛋
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白质的酶活［９］，是群落基因组表达的一种宏观映

射，实验结果表明相关蛋白可能缺失或功能活力较

低。 吐温 ４０ 是聚氧乙烯山梨醇酐单棕榈酸酯，实验

中添加吐温 ４０ 的培养孔随着培养时间增加，ＯＤ５９０

增加明显，环境中关于吐温 ４０ 被同化的研究较少，
机理尚不明晰，赵磊等分离出耐高吐温 ８０ 浓度的假

单胞菌，实验中吐温 ４０ 的质量百分比为 １．２２％，张
甲耀分离得到的假单胞菌对质量百分比为 ５．０％的

吐温 ８０ 仍具有较好的降解能［１０］，Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板中碳

源种类同时包括吐温 ８０，吐温 ４０ 为聚氧乙烯山梨

醇酐单棕榈酸酯，聚氧乙烯山梨醇酐单油酸酯，二者

的脂肪酸组成不同，在实验中用来作为多聚物的代

表。 Ｄ⁃纤维二糖，在自然界不单独存在，水解后形成

葡萄糖，其糖苷键为 β 糖苷键，部分土壤样品在添

加 Ｄ⁃纤维二糖的微孔中得到较高的光吸收，而在添

加同摩尔葡萄糖碳原子的微孔中光吸收反而较小，
需要通过进一步实验进行解释，大多数微生物均有

葡萄糖偏好性，本实验中添加葡萄糖的微孔光吸收

有增加，但相对其他碳源增加较少，Ｂｉｏｌｏｇ⁃Ｅｃｏ 板中

添加的是 １⁃磷酸葡萄糖，试验中关于葡萄糖的设置

可再进行优化，在今后的试验中可同时添加 １⁃磷酸

葡萄糖与葡萄糖，进行对比试验。 在采用 Ｂｉｏｌｏｇ⁃
Ｅｃｏ 板分析微生物群落的碳源偏好性，实验技术人

员仅了解碳源种类，对于碳源浓度，培养基中其他物

质种类均不了解，缺乏对其碳代谢深入分析的依据，
本研究在培养基的成分方面具有准确的认知，在这

个方向仍需要做更多工作。
不同时间点各个样品特定波长的光吸收均可测

定得出，实验中我们共测定了六个波长的光吸收，本
文分析采用的数据为 ５９０ ｎｍ 的光吸收数据，这些数

据构成了各个样品微生物群落增长的光吸收指纹图

谱，单个微孔板中微生物群落的培养属于分批培养，
经历适应期，指数期，稳定期，衰亡期，微孔板各微孔

中适应期微生物组成较少，并未起到选择作用，由于

指数期生长的微生物是对该碳源适应的微生物，起
到了选择与信号放大作用，故采用指数期或稳定期

微生物群落的光吸收指纹图谱，本实验中，大多数样

品在 ７２ ｈ 的时间均为指数期生长，故采用培养 ７２ ｈ
的 ＯＤ５９０数据进行聚类分析。 ２０１５ 年设立了 ４ 个对

照样品１５⁃７ＢＬ，１５⁃７ＹＬ，１５⁃８ＢＬ，１５⁃８ＹＬ，均是烟田垄

间土 （无植物覆盖） 作为对照，其中 １５⁃７ＢＬ， １５⁃
８ＢＬ，１５⁃８ＹＬ 聚为一类且聚类距离相同，而１５⁃７ＹＬ聚
类距离较远。 ２０１５ 年样品 １５⁃７ＢＧ，１５⁃７ＹＧ聚为一

类，１５⁃８ＢＧＤ，１５⁃８ＹＧ 聚为一类，以上两类又聚为一

大类，这四个样品均为根系土，１５⁃７ＢＧ，１５⁃７ＹＧ 是 ７
月 １８ 采集的样品，１５⁃８ＢＧＤ，１５⁃８ＹＧ 是 ８ 月 ７ 日采

集的样品，在这个聚类中，不同时间的样品首先聚

类，相同时间不同地点的样品后聚类，这些样品均为

同一年的烟草根系土壤，聚为一大类，在这个聚类分

析中，青枯病原菌的存在并未对聚类结果产生决定

作用，即含有青枯病病原菌的土壤并未聚类在一起。
１５⁃７ＢＧ，１５⁃８ＢＧＤ，１４⁃７ＢＧ，１４⁃８ＢＧＤ由于其常年发

生青枯病害，青枯病原菌在土壤中应较广泛存

在［１１］，而 １５⁃７ＹＧ，１５⁃８ＹＧ 土壤在已知年限中从未

发生青枯病害，则其土壤中不应含有青枯病原菌，即
常发病烟田与不发病烟田应有较大可能具有较大的

微生物结构差异［１２］，但代谢结构差异的数据在聚类

分析中体现的结果并未反映出这种微生物群落结构

的结构差异，１５⁃７ＢＧ，１５⁃８ＢＧＤ，１４⁃７ＢＧ，１４⁃８ＢＧＤ 并

未聚成一大类，表明培养板中的 １５ 种碳源对烟株根

系的青枯菌无特殊选择性，需要进行其他碳源培养

实验，从而把受青枯菌污染的土壤与未受青枯菌污

染的土壤分类开，青枯菌作为一种广泛传播的病原

菌种［１３］，可以广泛侵染茄科作物，造成青枯菌在植

物茎部大量繁殖，其他微生物无此功能，原因应该是

该菌种在侵染烟草植株后，在某些环境因子压力下

能利用某类或某些类营养因子快速繁殖菌［１４］，本实

验在培养板设计碳源及选择压力时未充分考虑这些

要素，在将来的试验中，应收集更多的青枯菌生理代

谢数据，进一步有针对性的设计碳源与选择压

力［１５］，在聚类原理的思考中，ＯＤ５９０吸收值是由培养

孔中培养物不同蛋白，多糖成分的光吸收共同贡献

的［１６］，本实验的结果同时也表明重庆彭水白果坪常

发病烟田与樱桃井未发病烟田土壤中微生物碳源代

谢能力差别不显著，重庆彭水樱桃井烟田中某些微

生物替代了白果坪常发病烟田土壤青枯菌的碳源代

谢生态位，进而具有竞争抑制青枯菌繁殖的潜力。
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４－６．ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００３－６５０４．２００６．０１．００２．
　 　 ＺＨＡＯ Ｌｅｉ， ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｙａｏ， ＸＵ Ｚｈｅｎｗｅｎ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｂａｃｔｅ⁃

ｒｉｕｍ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｎｏｎｉｏｎｉｃ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｔｗｅｅｎ ８０： ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００６，２９ （ １）： ４ － ６． ＤＯＩ： １０．
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ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ
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ｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ２０１４， １４０（１）： ８３－９５．
ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ１０６５８－０１４－０４４５－２．

［１２］ＬＩ Ｊ Ｇ， ＲＥＮ Ｇ Ｄ， ＪＩＡ Ｚ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ
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ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｔｏｍａｔｏｅｓ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔ ａｎｄ
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ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４， ６９ （ ２）： １２７ － １３４． ＤＯＩ： １０． １００７ ／
ｓ００２８４－０１４－０５６６－ｚ．
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ｐｈｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｕｔｅ ｏｆ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｒｏｏｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ａ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ：
ｆｏｃｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔａ， ２０１２， ２３６（５）：
１４１９－１４３１． ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ００４２５－０１２－１６９４－ｙ．
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ｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ［Ｊ］． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００３， ７２（１）： １２－
１７．

［１６］张世芝，张明锦，吴启勋． 基于信息理论的分光光度法

用于药材秦艽的指纹识别［ Ｊ］． 计算机与应用化学，
２００８， ２５（２）： １５１－１５４．ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．１００１－４１６０．
２００８．０２．００７．
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