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( 中国科学院南京土城研究所 》

在土壤微生物生态研究领域中
,

微生物数量分析是一项基本的测定项目
,

也是研究工作

者用以判断土壤性状的重要生物学指标之一
。

然而现有的测定方法不能完全反映土壤微生物

的真实情况 1[,
2〕

。

长期 以来
,

不少研究工作者为此进行了大量工作
,

并提出了许多 分 析 方

法〔“ , ` 〕 。

但迄今为止
,

所拟定的方法尚不能满足生态学研究上的需要
。

作为常规分析的稀释

平板法
,

目前仍为大多数土壤微生物工作者普遍采用
。

稀释平板法能从平板上挑取纯培养的菌株
,

也能反映微生物在土壤中的相对密度
,

同时

操作比较简便
。

不足之处是某些微生物细胞易为土壤顺粒吸附
,

细胞团块不易分散
,

而且菌

体在稀释过程容易死亡
,

加之分析操作中存在许多问题
,

致使方法的精密度不高
。

本文主要

应用稀释平板法取得的大量数据
,

对该方法的精密度
,

误差来源以及试验结果的可靠性等问

题进行了讨论
。

一
、

材料和方法

.

本文所用的数据
,

系随机选 自1 9 6 0年以来大量土壤微生物分析资料 (n
= 9 59 )

* ,

包括细菌
、

真菌和放线菌
。

分析结果均四次重复
。

按照统计分析方法计算了结果的平均值 ( 牙 )
,

标准差

( S )和变异系数 ( C V % )
。

计算式分别为
:

_ % l 十 % 忍 + % 3 干

n

… + 二
n

_ `

咨
: ’ `

5 =

义 i 一

丫
( % , 一 王 ) ’

n 一 1

分— 离均差
; n

— 样本数
; n 一 1

— 自由度
, C V% 二 ( 5 /云) x 1 0 o0

为便于对平均值间进行比较
,

根据 t 检验原理 〔 ” 和微生物数量分析的适用范围
,

制作了

显著差异临界值表
,

计算式为
:

D 二 t
。

训 ( S , “
/ n : ) + ( s : 么

/
n : )

式中
, 士。 系在一定概率下的 t 表值

*
部份数据引自土城所 微生物室常规分折 记录

。
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自由度为 ( n
: 一 1 ) + ( n

: 一 l )

S
, , n ; ,

S
: , n : ,

分别为欲比较的二个样品的标准差和重复数
。

二
、

问题和讨论

1
.

稀释平板法的分析精密度及其适宜的测定范围

为了弄清在现有实验室条件下
,

稀释平板法的分析精密度
,

我们分别对真菌
、

细菌
、

放

线菌的大量分析数据
,

以样木平均值 牙为横坐标 (n 二 4)
,

变异系数 C V %为 ;纵坐标
,

对它们

的相互关系进行了研究 ( 图 1 )
。

采用变异系数这一统计参数是因为它说明了数据的相对离散

程度
。

这些数据是从 多年来积累的资料中随机选用的
,

包括不同时间
,

不同操作者进行的工

作
。

从图 1可以清楚的看 出
,

微生物数量大小与变异系数的变化幅度有明显关系
,

即菌数平

均值愈小
,

变异系数的波动范围愈大
,

但在菌数平均值超过一定数量时
,

变异系数的波动范

围明显缩小并趋于稳定
。

看来真菌以菌数平均值20 为此稳定范围的下限
,

细菌
、

放线菌以菌

数40 一 50 为此范围的下限
。

图 2 所列的直方 图
,

是用来说明菌数测定值的变异系数在这个稳定范围的分布情况
,

其

中真菌菌数测定值 (平均值 )选用了 20 一 1 00 区间所有的结果
,

细菌
、

放线菌测定值选用了 50 一

2 00 区间的全部结果
。

从直方图可 以看出
,

三种菌类的测定值
,

基本上都分布在变异系数 5%一

30 %这一范围
。

统计表明
,

在上述范围内细菌测定值的出现频数占全部测定值的8 4
.

2%
,

真

菌
、

放线菌分别占85
.

9%和 9 2
.

3%
。

过去凭经验曾对稀释平板法提出过一个适宜的测定范围
:
真菌 20 一 2 0 0

,

细菌
、

放线菌和

固氮菌 30 一 3 o 0( 菌数 /每平皿 )
* ,

显然这一幅度与图 1 所反映的规律比较接近
。

看来真菌以20 侧

为下限是可取的
,

但细菌
、

放线菌以 30 为下限似乎偏低
。

原定真菌上限为 2 00
,

细菌
、

放线菌

为 3 00 均有值得讨论之处
。

在实际工作中
,

平皿内真菌菌数超过 1 0 0
,

细菌
、

放线菌超过 200
,

由

于菌落生长过于紧密
,

已很难准确计数
。

根据以上结果
,

确定真菌上限为 80 一 1 00
,

下限为 2 0
,

细菌
、

放线菌上限为 1 50 一 2 0 0
,

下限为 40 一 50 似更为适宜
。

2
.

稀释平板法的操作误差分析

在稀释平板法的分析步骤中
,

涉及到称量
、

容量等一系列计量操作
。

由于每个测量值都

具有可测误差
,

为了计算分析结果的最大误差
,

以保证最后的结果不超出预定的误差范围
,

需

耍考虑分析过程中各个可测误差的传播
。

根据误差传递规则 〔的包括加
、

减在内的绝对可测误

差
,

按下式
:

设 R = A + B 一 C △R = △A + △B 十△C直接传递到结果 ; 包括乘除在内的相

对
·

可测误差
,

按下式
:

设 R 二 A x B / C 则
△R △A

R 一 A

△B +
一

普
直接传递到结栽

下面对稀释平板法各操作步骤与结果计算关系作一分析
。

稀释平板法的结果计算式
:

侮克干土中菌数 (个 ) =
平皿中的菌数 (个 ) x 10 x 稀释倍数 x 1 00

干 土 百 分 数

式中
:

平皿中的菌数— 为 0
.

1毫升稀释液中的菌数
。

10 — 由平皿中菌数折算成 1 毫升稀释液中菌数需乘倍数
。

1 00 — 水份换算需用系数
。

* 中国科学院土城所徽生物室
:

土城徽生物研究法 《 1 95 9资料 )
。
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频数 ! 百乡月胶
骊

,

i
、

细函

(菌扔
。一 2。。

29 L 3 0

I t ) 卜 1 `,

一

首先估算于土百分数的可测误

差
,

用感量百分之一天平
,

称约 10

克土样
,

其相对误养约在千分之一
,

但通常用差减法计算土壤水份
,

故

相对误差实际上达不到这一标准
。

其次需要估计不 同稀释度带来的可

侧误差
。

在选用稀释度为 1 : 10 时
,

由于只应用了 1 0 0毫升量筒
,

读数误

差 士 1 毫升
,

这一步骤可测误差应

为 1%
。

再选用稀释度为 1 : 1 0 0
,

在

操作步骤中
,

还需用 1 毫升吸管 (读

数误差 士 0
.

01 ) 吸取 1 毫升土壤悬

液
,

和 10 毫升刻度吸管 (读数误差为

士 。
.

1) 吸取 9毫升稀释用水
。

由于是

吸取土壤悬液
,

未按照化学分析习

惯对读数作半格估计
,

故这两步操

作的可测误差均分别为 1%
。

根据误
甲

差传递规则
,

其累计可测误差应为

三次度量的相对误差之和
,

即 1% +

1% + 1% = 3%
。

同理
,

稀释度依次

每增加 10 倍
,

则需递增可测 误 差

2 %
。

关键的误差来自平皿中的菌落

数
。

通常采用 1 毫升吸管量取。
.

1毫

升 (约二滴 )稀释液于平皿中
,

待长

出菌落后计算其中的菌数
。

由于咨
毫升吸管的读数误差为 。

.

01 毫升
.

,

用它 t 取 0
.

1 毫升
,

可测误差应为

10 %
。

不难想象
,
由此得出的菌落读

数可侧误差同样也达 10 %
。 一

习

计算式中的水份换算系 数 1 00

和乘数 10 均为常量
,

都可视作准确

值
。

根据误差传播规则
,

计算稀释

平板法最后结果
,

应将以上分析的

各操作步骤的可测误差 相 加 在 一

起
,

显然其爪计值超过 了` ” %
。

崇
此稀释平板法分析结果的有效数了
最多只能保持二位

。

为了保证稀释平板法的结果与

12
.

5 17

咒…:
”

’ `

…
“ “

1 2 卜 I U

片 ,介
、

红 ,翔

(
r

有冬芝冰 l 一 l 可,0 )

}}}}}
...

}}}}}}}
二二」」」 一匕工门

_

一 _
32 , 3 :弓乍

.

J 进2
.

;一 咬了
. J

孙数 ! 百分教

35 卜3 0

川 个放 戈凶

( !钧数 s u 一 2吸,`} )

2 3卜 Z U

1 2卜 10

匕一巨五工~
l-

-

一一2
.

5 了
.

巨 1艺
.

5 17
.

J Z:之
.

5 艺7 5 ;之二
. J 乙了

.

0 4 2
.

5 4了
.

舀

变异东数 ( C y 九 )
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其情密度相一致
,

表达的最好形式是浮点计数法
,

即数据表示为尾数和指数两部分
。

例如菌

数 123 应舍去 3
,

记为 1
.

2 x 1 0 “ 。

必须避免不顾试验误差
,

无根据的扩大有效数字的做法
。

3
.

t 检验在评价分析结果中的应用
、

稀释平板法的分析结果
,

主要用于不 aIJ 样本间的相互 比较
。

山于方法的分析精密度不高
,

变异系数大
,

必须根据统计分析方法鉴别差异的可靠性
,

才能得出相应的结论
。

我们根据 t

检验原理和稀释平板法的适宜测定范 ha
,

计算出一个显著性差异临界值表 (表 1 )
。

该表适用

表 1 显 著 差 异 临 界 值 表

( P = 0
。
0 5

, n l = n Z = 4 )

5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0 4 5 5 0 弓5 6 0

1 4 1 9 冷 * * 水 * * * * 水

1 7 2 2 2 7 3 3 3 9 朴 * * * * *

2 6 3 1 3 6 4 1 4 7 5 2 5 8 * * *

3 5 3 9 4理 4 9 5 5 6 0 6 6 7 2 亏
,

7

4 3 4 8 5 3 5 8 6 3 6 8 7 4 30

5 2 5 6 6 1 6 6 7 1 7 7 8 2

6 1 6 5 7 0 7 5 80 8 5

6 9 7 4 7 8 83 8 8

7 8 82 87 9 2

8 7 9 1 9 6

9 5 1 0 0

10 4

ùónU工匕八UlóJCóó匕0tn八目óó
ù
U

,五,JOJ行̀,口nJJ,J,亡JtanD

于三大菌类
。

只需求出欲 比较的二个平均值

(四次重复 )和标准差
,

就可在表上交叉查出

达到统计显著差异的临界值 ( p 二 0
.

05 )
。

当

供比较的两个平均数的差值大于或等于查表

值时
,

表明差异达 到了统计上显著水平 ( p (

。
.

05 )
,

反之
,

计算的差值小于查表值
,

则表

明差异不显著 (P > 0
.

0 5 )
。

例如样本 1 菌数

平均值 牙, = 60
,

标准差 S
, 二 16

,

样本 2 菌

数平均值历
2 =

88
,

标准差 5
2 = 9

.

4 ,

问两个样

本间的菌数是否确有差异 ? 已知二个平均值

声异为 88 一 60 = 2 80 在临界值表上
,

用近似

于 S : 二 1 5和 S : = 10 的二个标准差值
,

交叉求

出临界值 22
,

因计算值 28 大于查表值 22
,

表

明二个样本的菌数差异达到统计 显 著 水 平

( P < 0
。

0 5 )
。

临界值表上部份注有
*
标志的位置

,

没有列出临界值
,

是因为相对应 的二个标准差值差

异过大
,

经方差比 ( F )检验
,

二个标准差之间有显著差异
,

不宜按 t 检验方法计算差 异 临界

值
。

·

另外
,

在制表时
,

所选用的标准差值间隔为 5 ,

这 已能满足实际应用需要
。

如需更精细

的比较
,

也可 以在相邻的数依间用内插法进行估算
。

三
、

结 语

. ·

稀释平板法是目前广泛采用的土壤微生物分析方法
。

本文通过大量分析数据进行的统计

分析
,

初步认为
:

1
.

.

稀释平板法的适宜测定范围
,

真菌为每平皿 20 一 1 00
,

细菌
、

放线菌为每平 皿 50 一

2 0 0
。 ,

“
2

.

在
_

L述测定范围内
,

稀释平板法的精密度稳定在变异系数 5%一 30 %区间
。

3
.

现有方法的操作误差
,

仅滴加 0
.

1毫升土壤悬液至平皿中一项就达 10 %
,

各操作步骤

的累计 误差则超过了 10 %
。

4
.

现有稀释平板法的分析结果
,

最多只能保留二位有效数字
。

表达结果的最好形式是采

用浮点记数法
。

5
.

根据 t 检验原理和稀释平板法的最适测定范围
,

制作了在比较分析结果时便于使用的

显著差异临界值表
,

浮J 3



土壤信息

用离子色谱法测定

土壤中的交换性盐基

N
.

T
.

Bas a t等人提出用一种快速
、

准

确和精密的离子色谱法测定土坡的交换性盐

基
。

主要步骤是
,

用 I M醋酸按的中性溶液

提取土坡中的交换性盆基
,

提出液 在 4 00 ℃

灼烧 30 分钟
,

残存物溶解 在 s o M H C I 中
,

用D i o n e x
10 型离子色谱仪进行交换性盐基

盆的测定
。

离子色谱法是基于用含低容量的

H
一
型阳离子交换树脂的分离柱来分离 阳 离

子和用 O H
一
型的抑制柱来转化各种 阳 离 子

成相应的氢氧 化 物 形 态
。

`

s m M H cl 和2
.

5

m M H CI
+ 2

.

5用M间
一

苯二胺二氢氧化物 均

被用作洗提液
,

分别测定一价和二价的交换

性盐基
。

用电导法检测
。

从本法和常用方法结果比较来看
,

离子

色谱法
、

原子吸收光谱法和火焰光度计法测

得十种土壤中交换性 钾 的 平 均 值 分 别 为
o

.

4p
、

0
.

47 和。
.

4 7厘摩尔 /公斤土壤
,

交换性

钠为 0
.

09
、

0
.

09 和 0
.

08
。

交换性钙前两种方法

测得为 1 3
.

5和 1 3
.

5
,

交换性镁为 3
.

50 和 3
.

54
。

几种方法的结果是一致酌
。

离子色谱法有极高的灵敏度
,

一般可精

确地测定 p p m水平 的阳离子
,
K

、

N a 、

C
a
和

M g的检测下限分别为 0
.

1
、

0
.

0 5
、

0
.

1和 0
.

0 3

毫克 /升
。

K 和N
a
在 6分钟内同时测定

,

C
a

和 M g 在 7 分钟内同时测定
。

本法只需要少

量样品
,

如 2 毫升左右的水溶液
。

由于电导检测受温度影响
,

大多数离子

溶液每升高摄氏一度
,

电导约增加 2 %
,

故在

激烈的温度变动下
,

对峰高和基线稳定度均

有明显的影响
。

要注意交换柱
、

洗提液和电导

池房间的温度控制
,

实验表明
,

在 21 到 24 ℃范

围内 K
、

N a 、

C a
和M g的峰高没有可觉察的差

别
。

另外
,

欲分析的溶液中的盐基含量要少
。

(刘志光据 5 0 11 S e i
。

S o e .

A m
.

J
. ,

4 9 : s吐一 5 9
,

1 9 8 5 )

本文没有讨论稀释平板法所有存在的问题
。

例如
:
( 1 )同一样品在不同稀释度下培养取得

的菌数与稀释度并不成比例 ; ( 2 )对某些易引起误差 的操作步骤
,

方法中缺乏严格的规定
,

如

怎样控制稀释水在灭菌过程中所引起的损耗
; ( 3 )在结果计算中一直存在着以干基或湿基计

算二种方法
。
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