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Abstract：This study aimed to use 16S rDNA and Biolog-ECO technologies to explore the levels of microbial genera and species and char⁃
acteristics of metabolic functions under different plantations in the mining area in order to provide a theoretical basis for soil quality im⁃
provement and targeted cultivation. The results showed that the genera Pseudarthrobacter, Blastococcus, Aeromicrobium, Sphinggomonas,
and Nocardioides had higher abundances in reclaimed soil in the mining area. There was little difference in genus levels between soybean
and corn, but there was great difference among hairy-vetch, alfalfa, and natural restoration. The microbial metabolic function was mainly
concentrated on amino acid metabolism and carbohydrate metabolism. The difference was quite great in the Shannon–Wiener index of soil
microbial diversity, and was in the order of hairy-vetch>alfalfa>maize>soybean>natural restoration. The main carbon sources that affected
the metabolic function in the mining area were D-xylose, β-methyl D-glucoside, glucose-1-phosphate, and D-fiber diose in sugars; L-ser⁃
ine and L-arginine in amino acids; Methyl pyruvate and D-galactone in esters; D-mannitol in alcohols; N-acetyl-D-grapevine in amines;
and 4-hydroxybenzoic acid and D-galacturonic acid in acids. Planting hairy-vetch enhanced the carbon metabolism function of soil micro⁃
organisms in the mining area, while natural restoration performed poorly in this regard. In conclusion, planting hairy-vetch in reclaimed
soil could increase the microbial species diversity, microbial activity, microbial metabolic function diversity, and overall soil quality.
Keywords：plant cultivation；soil microbial diversity；mining reclamation area
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摘 要：利用 16S rDNA及Biolog-ECO技术研究不同植物种植下矿区复垦土壤中微生物种属及代谢功能多样性特征，旨在为矿区

复垦土壤质量提升与定向培育提供理论基础。结果表明：矿区复垦土壤中微生物多样性在属水平上丰度值较高的为假节杆菌

属、芽球菌属、气微菌属、鞘氨醇单胞菌属、类诺卡式属；种植大豆与玉米后，复垦土壤微生物属水平上丰度差异不大，而种植毛苕

子、苜蓿与自然恢复下土壤微生物属水平上丰度差异较大；复垦土壤微生物代谢功能主要集中于氨基酸代谢与碳水化合物代谢，

土壤中香农-维纳指数差异较大，顺序为毛苕子>苜蓿>玉米>大豆>自然恢复；影响矿区复垦土壤代谢功能的碳源主要有糖类中的

D-木糖、β-甲基D-葡萄糖苷、葡萄糖-1-磷酸盐、D-纤维二糖，氨基酸类中的L-丝氨酸、L-精氨酸，酯类中的丙酮酸甲酯、D-半乳

糖酸γ内酯，醇类中的D-甘露醇，胺类中的N-乙酰基-D-葡萄胺，酸类中的 4-羟基苯甲酸、D-半乳糖醛酸。种植毛苕子有利于矿

区复垦土壤微生物的碳代谢功能增强，而自然恢复下土壤碳代谢功能较差。总体来看，矿区复垦土壤中种植豆科作物毛苕子可

以增加矿区复垦土壤微生物的物种多样性，提高微生物活性，增强微生物代谢功能多样性，使土壤向健康方向发展。
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矿区新复垦土壤具有有机质含量低、微生物活性

差的特点，豆科植物可以作为先锋植物来提高土壤的

肥力[1-4]。土壤微生物是维持土壤活性的重要组成部

分，参与有机质分解、养分转化和循环等多种生化过

程，其多样性是评价土壤质量的重要生物学指标[5]。

因此，从植物种植的角度出发，比较不同植物种植下

土壤微生物多样性的变化特点，对于揭示矿区土壤质

量演变的机制和定向培育具有重要意义。

目前已有众多研究者研究了植物种植对土壤微

生物的影响。孟庆杰等[6]发现东北黑土区自然恢复

土壤微生物平均颜色变化率（AWCD）和 Shannon多样

性指数高于农田无肥处理；梁素钰等[7]发现开垦荒地

种植橡胶树后土壤中的微生物多样性丰富度与种植

前后差距不大；于镇华等[8]发现东北黑土区垦殖处理

较自然恢复降低了土壤微生物群落对碳源的代谢能

力。张轩[9]研究发现矿区种植大豆后，土壤中细菌、

真菌、放线菌数量、Shannon多样性指数与碳利用丰富

度指数均高于自然恢复区。综上所述，不同研究者在

不同区域研究发现种植植物对土壤中微生物多样性

的影响不尽相同。对于煤矿复垦区，不同植物种植下

矿区复垦微生物多样性特点还不明确。因此，本研究

以山西省农业科学院古交屯兰矿复垦试验基地为研

究平台，研究种植植物后矿区复垦土壤微生物多样性

特征，寻找影响矿区复垦土壤微生物代谢功能的关键

碳源，以揭示植物种植对矿区复垦土壤微生物多样性

的影响机制，旨在为研究区及类似地区复垦工作提供

理论依据和指导。

1 材料与方法

1.1 试验设计

试验区位于山西省古交屯兰矿区，该区年平均气

温为 9.5 ℃，平均降水量 460 mm，降水量集中在 7、8
月份，无霜期约 105 d，为温带大陆性季风气候。2013
年停止排矸后在矸石山填埋区进行了覆土，土壤以周

围黄土丘陵区的马兰黄土为主，经一年时间的自然沉

降后，测定发现复垦土壤中Cd、Pb、As等重金属含量

（表 1）均低于国家土壤环境质量标准（GB 15618—
2018）二级限值（pH值>7.5），说明该复垦土壤可以种

植农作物。2014年5月下旬开始在矸石山覆土区进行

植物种植，设置玉米（Maize，M）、大豆（Soybean，S）、毛苕

子（Hair-vetch，H）、苜蓿（Alfalfa，A）及自然恢复（Natu⁃
ral-restoration，N）5种种植处理，每亩（667 m2）施肥量

均为商品有机肥250 kg、缓控释复合肥20 kg。

1.2 试验方法

1.2.1 样品采集

在研究区降水量大、气温最高的 7月份，即植物

生长旺季，按照对角线法采集不同植物种植下的 0~
20 cm的土壤样品，每个处理三次重复，将采集的土样

混合均匀，放入灭菌袋，密封后（4 ℃保温箱）带回室

内，未能及时做微生物培养实验的土样放在-80 ℃冰

箱冷冻保存。

1.2.2 实验方法

（1）Biolog-ECO：称取 10 g矿区土壤，放入已灭菌

的装有 90 mL浓度为 0.85% NaCl的带玻璃珠的三角

瓶中，在旋转式摇床上以 250 r·min-1 充分振荡 30
min，连续两次 10 倍稀释后，在Biolog-ECO板的 96 个

孔中加入 150 μL土壤接种液，利用 96 个孔中的 31种

不同碳源，在 28 ℃恒温培养箱中进行培养，每隔 24 h
利用Biolog分析仪读取各孔的AWCD吸光值，连续测

一周，观测土壤微生物对不同碳源的动态利用变化。

（2）16S rDNA高通量测序：由上海派森诺生物公

司对矿区复垦土壤进行微生物组DNA提取、目标片

段PCR扩增、产物回收纯化、荧光定量等，利用MiSeq
测序仪对不同植物种植下矿区复垦土壤微生物

V3~V4区OTU序列单元进行测定。

1.2.3 数据处理

采用培养 96 h的数据计算微生物群落的多样性

指数，利用香农-维纳指数、优势度指数、均一度指数

描述微生物群落多样性，计算方法参照杨永华等[10]的

研究。利用Excel、SPSS和R软件等对所测数据进行

整理、方差分析、主成分分析等。

2 结果与分析

2.1 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物分类组成

从表 2 可知，不同植物种植下矿区复垦土壤微

生物丰度在门水平上表现为大豆种植最高，苜蓿种

植最少；纲、目、科水平上均为大豆最高，毛苕子最

少；而在属、种水平上均表现为毛苕子种植最高，自

然恢复最少。

表1 试验区实际值与土壤环境质量标准比较（mg·kg-1）

Table 1 Actual values in the test area and soil environmental
quality standards（level Ⅱ）（mg·kg-1）

项目 Items
土壤环境质量二级标准

National standards（level Ⅱ）

实际值Actual values

Zn
300

58

Cu
100

17

Cd
0.60

0.07

As
25

6

Pb
170

33
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从图 1可以看出，不同植物种植下矿区复垦土壤

微生物在门水平上丰度值较高的为放线菌门（Actino⁃
bacteria）、球形菌门（Protebacteria）、绿弯菌门（Chloro⁃
flexi）、酸杆菌门（Acidobacteria）和伽马菌门（Gemma⁃
timonadetes）。从图 2可以看出，在属水平上丰度值较

高的为假节杆菌属（Pseudarthrobacter）、芽球菌属

（Blastococcus）、气微菌属（Aeromicrobium）、鞘氨醇单

胞菌属（Sphingomonas）、类诺卡式属（Nocardioides）、

Lamia 属、分枝杆菌属（Mycobacterium）、链霉菌属

（Streptomyces）。

2.2 矿区复垦土壤微生物多样性的Beta分析

从图 3可以得知，第一、二主成分分别可以解释

37.23%、23.57%，共解释 60.80%。自然恢复、苜蓿分

别位于第二、三象限，第一主成分将其与大豆、玉米、

毛苕子分开，且大豆、玉米距离较近，位于第一、二主

成分轴附近，说明种植大豆与玉米土壤微生物属水平

上丰度差异不大，而种植毛苕子、苜蓿和自然恢复下

土壤微生物属水平差异较大（P<0.05），分别位于第

一、三、二象限内。毛苕子位于第一象限，说明其与第

一、二主成分均呈正相关。

2.3 矿区复垦土壤微生物多样性功能预测

生物代谢通路分为 6类，即代谢、遗传信息处理、

环境信息处理、细胞进程、生物体系统和人类疾病，每

一类代谢通路又可划分为多个等级。从图 4可以得

知，利用基因测序结果，根据PICRUSt预测，获得不同

植物种植下矿区复垦土壤的代谢功能，发现不同植物

种植下土壤微生物代谢功能主要集中于氨基酸代谢

与碳水化合物代谢，均占到 10%以上，其他次生代谢

产物的生物合成最低，只有 1%，说明在矿区复垦土壤

中的微生物碳代谢功能较强。

2.4 矿区复垦土壤微生物碳代谢功能多样性的Biolog
分析

2.4.1 植物种植对土壤微生物碳源利用率的影响

从图 5可以看出，不同植物种植下土壤微生物碳

源利用率不同，在 0~24 h玉米、毛苕子、苜蓿 AWCD
值变化大，而大豆和自然恢复基本未变，24 h后，土壤

表2 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物分类数量比较

Table 2 Microbial classification comparison in reclaimed soil
under different plant cultivation

植物
Plants
玉米M
大豆S
苜蓿A

毛苕子H
自然恢复N

门
Phylum

24
25
20
23
23

纲
Class
72
73
70
63
71

目
Order
99
100
93
89
94

科
Family
173
173
170
167
171

属
Genus
257
252
240
271
235

种
Species

120
112
117
129
111

图1 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物门分类

Figure 1 Microbial phylum classification in reclaimed soil under
different plant cultivation
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图2 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物属分类

Figure 2 Microbial genus classification in reclaimed soil under
different plant cultivation
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Pseudarthrobacter
Blastococcus
Aeromicrobium
Sphingomonas
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Mycobacterium
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Paenarthrobacter
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图3 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物主成分分析

Figure 3 Principal components analysis of soil microorganism in
reclaimed soil under different plant cultivation
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微生物碳源利用率均迅速增长，96 h后均呈缓慢增长

趋势。种植玉米、毛苕子、苜蓿的土壤微生物碳源利

用率在任意时刻均高于大豆与自然恢复，自然恢复的

碳源利用率最差。

2.4.2 植物种植对矿区复垦土壤微生物多样性的影响

从表 3可以看出，不同植物种植下矿区土壤微生

物多样性的香农-维纳指数差异较大，顺序为毛苕

子>苜蓿>玉米>大豆>自然恢复；矿区土壤微生物优势

度指数在种植玉米、毛苕子、苜蓿后差异不显著，自然

恢复优势度指数最低，自然恢复与种植植物间的差异

显著；而对于均一度指数，种植玉米、毛苕子、苜蓿间差

异不显著，且毛苕子均一度指数最低，自然恢复最高

（P<0.05）。说明种植植物可以明显提高矿区复垦土壤

微生物的香农-维纳指数与优势度指数，降低均一度

指数。

2.4.3 植物种植下影响矿区复垦土壤微生物多样性的

关键碳源

采用 96 h时刻不同植物种植下矿区复垦土壤微

生物对碳源利用的吸光值，并利用 SPSS软件进行主

成分分析，计算不同植物种植下的得分值。土壤中的

图4 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物的代谢功能

Figure 4 Metabolism function of microorganism in reclaimed soil under different plant cultivation
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图5 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物平均

碳利用率的动态变化

Figure 5 Dynamic changes of average carbon utilization rate of
microorganism in reclaimed soil under different plants cultivation
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表3 不同植物种植下矿区复垦土壤微生物多样性指数

Table 3 The microbial diversity index in reclaimed soil under
different plant cultivation

注：同列不同小写字母表示在0.05水平差异显著。
Note：Different lowercase letters in the same column indicate

significant difference at 5% level.

植物
Plant
玉米M
大豆S

毛苕子H
苜蓿A

自然恢复N

香农-维纳指数
Shannon-wiener

2.76±0.04b
2.37±0.06c
3.11±0.02a
2.82±0.12b
1.88±0.06d

均一度指数
Eveness

0.27±0.00c
0.34±0.02b
0.25±0.02c
0.26±0.01c
0.44±0.02a

优势度指数
Simpson

0.93±0.00a
0.88±0.01b
0.94±0.01a
0.93±0.01a
0.81±0.02c
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碳源主要分为糖类、氨基酸类、酯类、醇类、胺类与酸

类。从图 6 可以看出，不同植物种植下对矿区复垦

土壤微生物代谢功能在第一、二主成分中贡献率大

于 80% 的碳源：糖类中的 B2（D-木糖）、A2（β-甲基

D-葡萄糖苷）、G2（葡萄糖-1-磷酸盐）、G1（D-纤维

二糖）；氨基酸类中的 D4（L-丝氨酸）、A4（L-精氨

酸）；酯类中的 B1（丙酮酸甲酯）、A3（D-半乳糖酸 γ
内酯）；醇类中的D2（D-甘露醇）；胺类中的E2（N-乙
酰基-D-葡萄胺）；酸类中的D3（4-羟基苯甲酸）、B3
（D-半乳糖醛酸）。从不同植物的得分值（图 7）可以

看出，毛苕子的得分值最大，与第一、二主成分正相

关，而自然恢复位于第三象限，与第一、二主成分负

相关。说明种植毛苕子有利于矿区复垦土壤微生物

的碳代谢功能增强，而自然恢复下土壤碳代谢功能

较差。

3 讨论

16S rDNA技术通过提取微生物组总DNA进行定

量、测序，从而鉴定微生物菌群结构[11]，但是对于序列

相同的不同细菌难以鉴定。Biolog-ECO通过研究单

一碳源底物利用能力不同来鉴定微生物群落结

构[12-14]，可弥补其他方法无法获得微生物群体活性信

息的不足[15]，但培养条件改变可能会引起微生物对碳

底物实际利用能力的改变，从而造成一定的误差，同

时目前标准数据库中菌种资料不完善，一些种类还不

能被准确鉴定，只能得到相似类群[16-17]。通过两种方

法的结合使用，可以较好地验证实验结果。

种植不同植物对土壤微生物群落的影响不

同[18-19]。在本研究中，16S rDNA分析表明种植植物后

土壤微生物种属数量高于自然恢复，且种植毛苕子后

微生物属、种的分类数量最多，微生物多样性的丰度

最高，自然恢复下多样性最低；Biolog-ECO分析表明

不同植物种植下土壤微生物利用碳源能力存在差异

性，种植毛苕子后土壤微生物活性最高，而自然恢复

下土壤中可利用碳源的微生物活性最低，代谢功能最

差，可能与复垦初期自然恢复土壤有机质含量低有

关，这一结果与于镇华等[8]、孟庆杰等[6]对东北黑土区

垦殖处理的研究结果不同，可能与研究区土壤环境因

素（气温、降水等）的差异有关。

4 结论

（1）种植豆科植物毛苕子后土壤中微生物的种、

属数量高于其他处理，且对土壤中碳源利用的综合能

力增强，微生物活性最强，与自然恢复差异较大，说明

种植毛苕子利于矿区复垦土壤中微生物多样性指数

增加，利于矿区复垦土壤向健康方向发展。

（2）在实际复垦工作中，可以通过种植毛苕子来

增加复垦土壤微生物多样性，促进土壤的培育。
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