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未干扰黑土土壤微生物群落特征的季节变化
① 

范瑞英，杨小燕，王恩姮，邹  莉，陈祥伟* 
(东北林业大学林学院，哈尔滨  150040) 

摘  要：采用稀释平板法和 Biolog-ECO微平板检测法，以山杨天然次生林土壤为对象，研究了典型黑土区未经

开垦干扰黑土表层土壤(0 ~ 10 cm)微生物群落的季节变化特征。结果表明：①土壤微生物数量表现为夏季最多，春季次

之，秋季最少，且总菌数、细菌、真菌和放线菌数量的变化范围分别为 (4.76 ~ 16.44)×106、(4.68 ~ 16.19)×106、(4.29 ~ 

10.07)×104和 (3.97 ~ 14.96)×104 cfu/g干土。②在培养 168 h时，土壤微生物碳源平均颜色变化率(AWCD)的变化范围

为 0.81 ~ 1.21，并表现为夏季最高，春季次之，秋季最低。③土壤微生物群落功能多样性指数则表现为夏季显著高于

秋季和春季(P<0.05)，而春、秋两季间无显著性差异，且夏季丰富度指数、Shannon-Wiener指数、Simpson指数和McIntosh

指数分别为 27、3.18、0.95和 8.19。④初步确定氨基酸类、多聚物类和羧酸类碳源是未经开垦干扰黑土土壤微生物利

用率较高的碳源类型。研究结果为科学评价典型黑土区土壤生境质量退化与恢复过程中微生物特征的变化提供了本底

值参考。 
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土壤微生物群落是土壤生物区系中最重要的功

能组分[1–2]，其群落的结构组成及活性的变化能敏感

地反映出土壤质量和健康状况[3]，是土壤环境质量评

价不可缺少的重要生物学指标。可培养微生物数量是

反映微生物群落大小的一个重要指标[4]；而土壤微生

物群落功能多样性(Biolog)反映了微生物群落总体活
性与代谢功能的信息[5–6]，是表征土壤微生物群落状

态与功能的敏感指标[7–8]。土壤微生物群落结构与底

物利用能力的变化主要受自然环境温度、湿度、植物

残体及作物生长等周而复始的季节波动的影响[9–12]。

已有研究表明，土壤微生物群落结构与活力因季节更

替引起的变化，要比因养分施用和土壤利用方式引起

的变化大得多[9,13–14]。 
东北黑土区是我国重要的粮食生产基地，但开垦

耕作和植被破坏使得黑土土壤质量严重衰退。为了防

止黑土土壤退化，实现黑土资源的持续利用，学者们

围绕土壤生境质量开展了大量的研究，但在结果分析

时均采用撂荒地或休闲地作为对照[9,15–16]。正是由于

撂荒地或休闲地都经历了不同程度的人为干扰，致使

研究结果的对比分析针对性不强，不能客观或准确地

反映黑土质量的变化。为此，本文以东北典型黑土区

山杨天然次生林土壤为研究对象，采用稀释平板法和 
Biolog-ECO微平板检测法，通过可培养微生物数量、
平均颜色变化率、丰富度指数、Shannon-Wiener指数、
Simpson 指数和 McIntosh 指数等指标的测定、计算
与分析，研究了未经干扰黑土土壤微生物群落的季节

性变化特征，以期为科学评价典型黑土土壤生境质量

退化与恢复过程中微生物特征的变化提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品的采集与制备 
研究地点位于黑龙江省西北部的克山县境内的

克山农场(48°12′ ~ 48°23′N，125°8′ ~ 125°37′E)，区
域内土壤类型以黏化湿润均腐土为主，属典型黑土

区。于 2012年 4月 23日、8月 2日、10月 17日，
分别代表春季、夏季和秋季，在 26 连队的山杨天然
次生林内设置 20 m × 20 m的临时标准地 1块，样地
海拔为 298 m，坡度为 10°，坡向为W，黑土层厚度
为 100 cm，腐殖质层厚度为 15 cm，主要下层植被有
毛榛子(Corylus mandshurica)、野梨(Pyrus ussuriensis)
等树种组成，盖度为 65%。采用“Z”型五点取样法，
分别选取 3个试验点，采集表层(0 ~ 10 cm)新鲜土样，
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将样品分两份，一份放入 4  ℃ 冰箱保存，用于可培

养微生物的分离、计数及土壤微生物群落功能多样性

的测定；另一份风干过筛测定土壤理化性质。试验地

的林分特征与理化性质见表 1。 

表 1  试验地的林分特征与理化性质 
Table 1  Stand characteristics and soil physical and chemical properties of the sampling plots 

季节 有机碳
(g/kg) 

全氮 
(g/kg) 

全磷 
(g/kg) 

速效氮
(mg/kg) 

速效磷
(mg/kg) 

速效钾
(mg/kg) 

含水量 
(%) 

pH 

春 34.2 3.32 0.84 604.39 2.24 281.35 25.39 6.07 

夏 54.6 5.32 0.91 982.80 23.64 597.54 31.57 6.10 

秋 30.9 2.87 0.77 514.44 2.76 406.79 26.84 6.03 

 
1.2  分析方法 

采用半微量凯氏法测定全氮，碱解扩散法测定

速效氮，钼锑钪比色法测定全磷和有效磷，火焰光

度计法测定速效钾，酸度计法测定 pH，烘干法测定
含水量[17]。用德国产的 muti EA400型元素分析仪测
定有机碳。 

采用稀释涂抹平板计数法测定和计算可培养微

生物的数量[18]。采用 Biolog-ECO板技术分析微生物
群落代谢特征，即功能多样性[19]。利用 Excel 2007
和 SPSS 16.0软件对 Biolog微平板培养 168 h的数据
进行统计分析。微生物整体活性指标采用微平板每孔

颜色平均变化率(AWCD)来描述[7, 20]。土壤微生物群

落多样性采用丰富度指数、Shannon-Wiener 指数、
Simpson指数和 McIntosh指数来表征[21–22]。 

2  结果与分析 

2.1  可培养微生物类群及数量的变化 
土壤微生物数量直接影响土壤的生物化学活性

及土壤养分的组成与转化，是林地土壤肥力的重要指

标之一[23]。研究发现，未干扰黑土土壤微生物的数

量随季节变化表现为夏季最多，春季次之，秋季最少

(表 2)。其中，土壤微生物总数的变化范围为(4.76 ~ 
16.44)×106 cfu/g 干土，细菌的变化范围为(4.68 ~ 

16.19)×106 cfu/g干土，春季与秋季之间、夏季与秋季
之间达显著差异水平(P<0.05)；真菌的变化范围为 
(4.29 ~ 10.07)×104 cfu/g干土，春季与夏季之间、夏
季与秋季之间达显著差异水平(P<0.05)；对放线菌而
言，各季节之间差异均达显著水平(P<0.05)，变化范
围为 (3.97 ~ 14.96) ×104 cfu/g干土之间。土壤微生物
数量随季节的变化与有机物的供应、植物生长状况以

及温湿等环境因素有关[24]，夏季温度高、降雨量多、

植物生长旺盛、土壤的有机物质含量高，所以夏季土

壤微生物数量高于春季和秋季。 
从表 2还可以看出，未干扰黑土土壤微生物以细

菌为主，数量级可达 106 cfu/g干土，占微生物总数量
的 98.3% ~ 98.6%；真菌和放线菌的数量相对较少，
数量级只达 104 cfu/g干土。不同季节之间土壤微生物
组成类群上存在一定差异，在春季土壤中，放线菌的

数量多于真菌，分别占微生物总数量的 0.97% 和
0.40%；在夏季土壤中，放线菌的数量也多于真菌，
分别占微生物总数量的 0.91% 和 0.61%；而在秋季
土壤中，真菌的数量则多于放线菌，分别占微生物总

数量的 0.90% 和 0.84%。这表明未干扰黑土土壤微
生物中，细菌数量相对最多，为微生物的绝对优势类

群，这是由于细菌是土壤微生物中数量最多的类群，

与顾峰雪等[25]的研究结果一致。  

表 2  不同季节土壤微生物的数量与组成(cfu/g 干土) 
Table 2  Quantity and composition of soil microorganisms in different seasons 

细菌 真菌 放线菌 季节 总菌数 
(×106) 数量 

(×106) 
百分比 

(%) 
数量 

(×104) 
百分比

(%) 
数量 

(×104) 
百分比

(%) 
春 11.22 ± 1.87 a 11.07 ± 1.87 a 98.6 4.51 ± 0.33 b 0.40 10.90 ± 0.55 b 0.97 

夏 16.44 ± 2.80 a 16.19 ± 2.81 a 98.5 10.07 ± 0.74 a 0.61 14.96 ± 0.62 a 0.91 

秋 4.76 ± 0.43 b 4.68 ± 0.44 b 98.3 4.29 ± 0.67 b 0.90 3.97 ± 0.95 c 0.84 

注：同一列中，小写字母不同表示季节间差异显著(P<0.05)，下同。 

 

2.2  土壤微生物群落碳源平均颜色变化率(AWCD) 
平均颜色变化率(AWCD)可作为微生物整体活

性的有效指标，与土壤微生物群落中能利用单一碳源

的微生物的数目和种类有关，反映微生物群落对碳源

利用的总体能力[26–27]。测定结果表明，未干扰黑土

在不同季节土壤微生物 AWCD 的总体变化规律一
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致，均表现出随着培养时间的延长而逐渐增加的趋

势；但不同培养时段内的变化幅度有所不同，从接种

至培养 24 h，AWCD 无明显变化，表明该阶段微生
物几乎没有代谢碳源；培养 24 ~ 168 h期间，AWCD
快速增加，表明微生物生长处于对数生长期，碳源被

大量利用；培养 168 h之后，AWCD升高幅度平缓直至
试验结束，表明微生物生长减缓并步入稳定期(图 1)。
据此确定培养时间 168 h是所研究土壤的微生物生长
对数期和稳定期的临界值，亦可称之为“拐点”[7,19]，

采用此时的光密度值进行微生物代谢整体活性的比

较和功能多样性指标的计算。 

 

图 1  不同季节微生物群落平均颜色变化率(AWCD)随培

养时间的变化 
Fig. 1  Soil average well color development (AWCD) in different 

seasons with culture time 

从图 1 中可以看出，不同季节之间土壤 AWCD
随培养时间延长而增加的幅度存在一定差异。其中夏

季的 AWCD 在整个培养过程中均保持较高水平，且
增加幅度最大，增长斜率可达 0.149 1；春季次之，
斜率为 0.102 7；而秋季土壤 AWCD则始终维持较低
水平，且增加幅度最小，斜率仅为 0.089 9。鉴于培 

养 l68 h时，春季、夏季和秋季土壤的 AWCD分别为
0.82、1.21和 0.81，可以认为未干扰黑土土壤微生物
对相同碳量碳源的利用，以夏季碳源消耗量最大、速

率最高，春季次之，秋季消耗量最小且速率最低，表

现为夏季土壤微生物较春季和秋季代谢快、活性强。

这主要是因为夏季温度高、降雨量多、植物生长旺盛，

使进入土壤的植物残体和根系分泌物数量多，进而导

致土壤的有机物质含量高，可为微生物提供更多的碳

源和养分，促进了土壤微生物的生长和繁殖，最终提

高了土壤微生物的代谢活性[28]。 

2.3  土壤微生物群落功能多样性指数的变化 
不同的多样性指数反映土壤微生物群落组成的

不同方面，把它们结合起来可以分析土壤微生物群

落的功能多样性。丰富度指数指被利用的碳源的总

数目[19]，Shannon-Wiener 指数是反映群落物种及其
个体数和分布均匀程度的综合指标，受群落物种丰富

度影响较大，Simpson指数较多地反映群落中最常见
物种的优势度，而 McIntosh 指数被用来衡量群落中
物种的均一性[27]。 

从表 3可以看出，未干扰黑土土壤微生物群落的
丰富度指数、Shannon-Wiener指数、Simpson指数和
McIntosh 指数均表现为夏季高于春季和秋季。其中
夏季丰富度指数为 27，是春季和秋季的 1.24和 1.17
倍；Shannon-Wiener指数为 3.18，是春季和秋季的 1.04
倍；Simpson指数为 0.95，是春季和秋季的 1.01倍；
McIntosh指数为 8.19，是春季和秋季的 1.39倍。方差
分析表明，春季与夏季之间、夏季与秋季之间差异达

显著水平(P<0.05)，而春季和秋季之间无显著差异。这
说明夏季土壤微生物群落的物种丰富度和均一性，以

及群落中常见物种的优势度均显著高于春季和秋季。  

表 3  不同季节土壤微生物群落多样性指数动态变化 
Table 3  Changes of the microbial functional diversity indices in different seasons 

季节 丰富度 Shannon-Wiener指数 Simpson指数 McIntosh指数 

春 22 ± 1 b 3.04 ± 0.02 b 0.94 ± 0.00 b 5.89 ± 0.27 b 

夏 27 ± 0 a 3.18 ± 0.01 a 0.95 ± 0.00 a 8.19 ± 0.18 a 

秋 23 ± 0 b 3.06 ± 0.00 b 0.94 ± 0.00 b 5.90 ± 0.34 b 
 

2.4  土壤微生物群落对碳源利用率的变化 
Biolog ECO 微平板的碳源包括碳水类 10种，羧

酸类 7种，氨基酸类 6种，多聚物类 4种，芳香类 2
种和胺类 2 种[19]。研究结果表明，未干扰黑土土壤

微生物对碳水类、羧酸类、多聚物类和胺类碳源的利

用率均表现出夏季最高，春季次之，秋季最低的一致

性规律；而对氨基酸类和芳香类碳源的利用率则表现

为夏季最高，秋季次之，春季最低(图 2)。从不同季

节土壤微生物对各类碳源利用情况来看，碳水类的变

化范围为 0.663 ~ 1.146、羧酸类的变化范围为 0.772 ~ 
1.208，且春季与夏季之间、夏季与秋季之间达显著
差异水平(P<0.05)；氨基酸类的变化范围为 0.963 ~ 
1.407，多聚物类的变化范围为 0.909 ~ 1.329，胺类的
变化范围为 0.633 ~ 1.171，各季节之间差异均未达显
著水平；对芳香类而言，春季与夏季之间、春季与秋

季之间达显著差异水平(P<0.05)，变化范围为 0.350 ~ 
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0.800 之间。这充分说明夏季土壤微生物群落对碳源
的利用能力高于春季和秋季。鉴于土壤微生物对氨基

酸类、多聚物类和羧酸类碳源的利用率在不同季节中

均维持相对较高水平，可以初步确定未干扰黑土土壤

微生物比较偏好且利用率较高的碳源类型为氨基酸

类、羧酸类和多聚物类。 

 

(图中不同小写字母表示不同季节下土壤微生物对同一类型碳源
的利用程度差异显著(P<0.05)；Ⅰ：碳水类；Ⅱ：羧酸类；Ⅲ：

氨基酸类；Ⅳ：多聚物类；Ⅴ：芳香类；Ⅵ：胺类) 
图 2  微生物群落对不同碳源的利用率 

Fig. 2  Use efficiency of carbon sources by soil microbial 
communities 

 
Biolog-ECO微平板每组 31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，因此应用主成分分析(PCA)来比较不同季节土
壤微生物群落对微平板上 31 种碳源的总体利用情
况，其中第 1 主成分(PC1)聚集了 35.8% 的数据变
异，第 2主成分(PC2)为 16.6%。研究结果表明，不
同季节土壤在主成分分析图中可以集聚成两大集

团：第一集团为夏季，第二集团为春季和秋季(图 3)。
该结果表明，不同季节未干扰黑土土壤微生物群落的

碳源利用情况可以分为两类：夏季为一类，春季和秋

季为一类。 

 

图 3  不同季节土壤微生物碳源利用特性的主成分分析

(PCA) 
Fig. 3  Principal component analyses (PCA) of carbon utilization by 

soil microbial community in different seasons 

3  结论 

(1) 未经开垦干扰黑土土壤微生物数量随季节
变化表现为夏季最多，春季次之，秋季最少。其中，

土壤微生物总数、细菌、真菌和放线菌数量的变化范

围分别为 (4.76 ~ 16.44)×106、(4.68 ~ 16.19)×106、

(4.29 ~ 10.07)×104和 (3.97 ~ 14.96)×104 cfu/g干土。 
(2) 土壤微生物活性的变化范围为 0.82 ~ 1.21，

且随季节变化表现出夏季最高，春季次之，秋季最低

的规律。 
(3) 土壤微生物功能多样性表现为夏季高于春

季和秋季。夏季土壤微生物群落丰富度指数为 27，
Shannon-Wiener指数为 3.18，Simpson指数为 0.95，
McIntosh指数为 8.19。 

(4) 土壤微生物群落对各类碳源的利用率均表
现为夏季高于春季和秋季，且氨基酸类、多聚物类和

羧酸类碳源属东北黑土区未经干扰土壤微生物比较

偏好、利用率较高的碳源类型。 
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Seasonal Variations of Soil Microbial Communities of Undisturbed 
Typical Black Soil, Northeastern China 

FAN Rui-ying, YANG Xiao-yan, WANG En-heng, ZOU Li, CHEN Xiang-wei* 
(School of Forestry, Northeast Forestry University, Harbin  150040, China) 

 

Abstract: Seasonal variations of soil microbial communities in surface soil (0–10 cm) of undisturbed typical black soil 

(the Populus davidiana natural secondary forest in Keshan farm, Heilongjiang Province of northeastern China) was studied by 

using the method of dilution-plate method and Biolog ECO-microplate culture. Results showed that soil microbial population was 

the maximum in summer, fewer in spring, and the minimum in autumn. The quantity of soil microorganism, bacteria, fungi and 

actinomycetes was (4.76–16.44)×106, (4.68–16.19)×106, (4.29–10.07)×104 and (3.97–14.96)×104 cfu/g dry soil, respectively. The 

peak value of the average well color development (AWCD) was found in summer followed by spring and autumn in consequence, 

varying from 0.81 to 1.21 (168 h). The microbial functional diversity was significantly higher in summer than in spring and 

autumn (P<0.05) and showed no significant difference in spring and autumn. For summer, Richness index was 27, 

Shannon-Wiener index was 3.18, Simpson index was 0.95 and McIntosh index was 8.19. The carbon sources with higher 

utilization efficiency or utilization intensity by soil microbes were amino acids, polymers and carboxylic acids. Above all, this 

result would provide more important primitive characteristics of microbial features in the degradation and restoration process of 

the quality of the soil habitat scientifically. 

Key words: Undisturbed black soil, Soil microbial community, Carbon source utilization, Community diversity, Seasonal variations 
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