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不同施肥处理对长期不施肥区稻田土壤微生物

生态特性的影响

张奇春，王雪芹，时亚南，王光火!

（浙江大学环境与资源学院，浙江省亚热带土壤与植物营养重点实验室，浙江杭州 (%""!#）

摘要：采用室内恒温培养方法，研究了不同施肥处理对水稻长期肥料试验中不施肥区（AB）和全肥区（CDB）土壤酶

活性及微生物群落结构的变化。结果表明，施肥处理（单施化肥、施猪粪和施秸杆）可以显著提高土壤的微生物量

碳以及脲酶、酸性磷酸酶的活性，施用有机肥的效果明显大于单施化肥；有机肥在无肥区（AB）的施用效果与在全

肥区（CDB）的效果接近。DEFG 分析表明，施肥使无肥区（AB）土壤微生物群落结构发生了显著的变化，施用有机肥

显著增加了土壤微生物群落结构的多样性。与不施肥和单施化肥相比，施有机肥主要增加了细菌和真菌的特征脂

肪酸如不饱和脂肪酸、环状脂肪酸 6H%#I" 等的相对含量，而降低了放线菌标记性脂肪酸 %"J.%*I" 的相对含量。
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水稻施肥以氮素化肥为主，已成为增产的重要

措施之一，有机肥的投入量很低［%］。长期施用化肥

对土壤结构产生负面效应，从而影响土壤的物理化

学性质。土壤中存在多种酶（脲酶、磷酸酶、转化酶

等），直接参与土壤的各种生物化学过程，其活性可

以间接地反映氮、磷等养分的转化与供给状况［!］。

土壤微生物是土壤的重要组成部分，土壤微生物群

落多样性即土壤微生物群落的种类和种间差异，包

括生理功能多样性、细胞组成多样性及遗传多样性

等，对土壤化学特性的变化非常敏感，微生物多样性

指数可以作为衡量土壤质量的生物学指标［(］。不同

施肥处理会对土壤微生物活性及土壤生态环境产生
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明显的影响［!"#］。一般情况下，在不施有机肥的条

件下，长期不施肥或养分不平衡供应，使稻田土壤微

生物多样性、微生物氮量下降和微生物量 $ % & 比增

加，微生物生态环境受到严重影响；重新对缺肥区

施肥后，土壤的微生物生态环境将得到恢复，但有关

这方面的研究报道还较少见。为此，本研究对长期

肥料试验田中不施肥区土壤恢复施肥，分别施用化

肥、秸秆和厩肥后，探讨不同肥料种类对土壤微生物

生态环境的恢复效果，为培肥稻田土壤提供科学依

据。

! 材料与方法

!"! 试验设计

供试土壤采自浙江省金华市石门农场的试验

田。该试验田从 ’(() 年开始进行长期肥料定位试

验，设有 $*（不施肥）和施 &、+、* 等 , 个施肥处理，

每个处理 - 次重复。经过 . 年连续双季稻种植，各

处理土壤的 &、+、* 养分供应能力出现了明显差异：

长期不施肥区的稻谷产量只相当于 &+* 全肥区的

##/，土壤微生物活性显著下降［,］。

本试验于 011! 年晚稻收获后采集 $* 区（- 个

重复）和 &+* 区（- 个重复）1—01 23 耕层土样，混合

后，进行培养试验。供试的 $* 区和 &+* 区土壤的

45 分别为 !6). 和 !6.#，交换性 * 为 -’6) 和 #06,
37 % 87，9:;<= + 为 !6# 和 ’!6( 37 % 87。

施肥处理土壤微生物试验称取 $* 区和 &+* 区

土壤 #11 7，分别设：不施肥（ " >）、&+* 化肥（$>）、

秸秆（?@）和猪粪（+A）! 个处理，进行培养试验，重

复 - 次。氮、磷、钾化肥用量分别为 & )( 37 % 87（尿

素），+ 00 37 % 87（磷酸二 氢 钙），* ,. 37 % 87（氯 化

钾），相当于施 & 011，+ #1，* ’#1 87 % B30（按土重约

为 00#1 C % B30 计）；秸秆为粉碎的水稻秸秆，用量为

’1 7 % 87；猪粪用量 !6- 7 % 87。各处理为等养分量，

秸秆和厩肥处理 &、+、* 不足部分别用化肥补足。

肥料与土壤充分混匀后，置于塑料烧杯中在 0#D下

淹水培养 ( 周。定期用特制的注射器多点采样，制

成混合土样用于土壤酶活性、微生物量碳和微生物

多样性分析。

!"# 测定项目与方法

’606’ 土壤酶活性测定 分别于培养后第 0、#、(
周采集土样，调节土壤含水量为 01/!0#/。用苯

酚钠比色法测定土壤脲酶，磷酸苯二钠比色法测定

酸性磷酸酶活性［.］。

’6060 土壤微生物生物量和可培养微生物种群数

量测定 在预定培养期采取土壤，土壤微生物量碳

（$3E2）采用氯仿熏蒸浸提法［)］，提取液中碳采用总

有机碳自动分析仪（F=G:HCE8 I<=G AJ:CE & % $ -111，德

国耶拿）测定。土壤可培养微生物数量测定采用稀

释平板法分离计数，细菌用牛肉膏"蛋白胨培养基，

真菌用马丁氏培养基，放线菌用改良高氏 ’ 号培养

基［(］。

’606- 土壤微生物群落结构多样性 采用磷脂脂

肪酸分析法（+K>F）测定土壤微生物群落结构多样

性［’1］。将采集的新鲜土样在 " 01D下冷冻干燥后

过 16’# 33 筛，称取 061 7 于试管内，用氯仿"甲醇"
柠檬酸缓冲液（体积比 ’ L0 L16)）振荡提取脂类，通过

硅胶柱层析分离得到磷酸酯脂肪酸，碱性甲酯化后

用气相色谱分析各种脂肪酸的含量。其中，’) L -!,2
作为真菌的特征脂肪酸［’’］，E’# L 1，G’# L 1，’# L 1，E’, L
1，’. L 1，2H’. L 1 和 2H’( L 1 作为细菌的标记性脂肪

酸［’1］，’1A<’)L1 作为放线菌的标记性脂肪酸［’0］。

# 结果与讨论

#"! 不同施肥处理对土壤酶活性的影响

脲酶是一种酰胺酶，存在于大多数细菌、真菌和

高等植物里。它能促使有机物分子中的酞键水解，

水解的最终产物为氨和二氧化碳。因此，脲酶的活

性可反映土壤有机氮向有效态氮的转化能力和土壤

无机氮的供应能力［’-］。土壤脲酶活性对不同施肥

处理的反应（表 ’）看出，在培养 # 周时不施肥处理

（ " >）的脲酶活性，&+* 土壤比 $* 土高，这可能与

&+* 土供 & 能力高有关，但这要淹水培养 # 周才能

明显表现出来。施肥可以使 $* 土的脲酶活性达到

甚至超过 &+* 土不施肥处理的水平，其中施有机肥

要比单施化肥效果好。事实上，施肥都会使土壤的

酶活性得到不同程度的提高，其中有机肥处理（+A、

?@）土壤的脲酶活性要明显高于无机肥处理（$>）。

与猪粪相比，水稻秸秆能在培养中后期使土壤酶维

持在较高水平，可能与水稻秸秆有机碳总量高于猪

粪有关。在培养前期猪粪处理土壤的脲酶活性较高

可能与猪粪中含有较高的脲酶有关［’!］。

土壤磷酸酶是催化土壤中磷酸单酯和磷酸二酯

水解的酶，它能将有机磷酯水解为无机磷酸，其活性

的高低直接影响着土壤中有机磷的分解转化和生物

有效性［’#］。土壤有机磷的矿化动态取决于磷酸酶

的作用和活性，而土壤有机磷又能通过诱导作用提

高土壤磷酸酶活性。表 ’ 表明，不施肥处理，&+* 土

的酸性磷酸酶活性比 $* 土高。与脲酶相似，施肥
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使土壤磷酸酶活性得到了不同程度的提高，其中有

机肥处理大于无机肥处理。以培养第 ! 周 "# 土为

例，与不施肥处理相比，"$ 处理的酸性磷酸酶活性

上升了 %&’%()，*+ 处理上升了 &,’-,)，./ 处理上

升了 01’!2)；与秸秆相比，猪粪对酸性磷酸酶的影

响略大，但未达到统计显著性。施肥处理也使 "#

土的酸性磷酸酶活性与 3*# 土接近。在本试验中，

脲酶和酸性磷酸酶之间存在着极显著的相关性（ ! 4
(’!!&!!），表明土壤脲酶和酸性磷酸酶活性可能与

土壤养分状况，特别是易矿化态有机养分紧密相关，

值得深入研究。

表 ! 不同施肥处理下土壤脲酶活性

"#$%& ! "’& ()&#*& #+,-.-,/ -0 1-22&)&0, 2&),-%-3&) ,)&#,4&0,*

土壤

/567
处理

89:;<=:><

土壤脲酶活性（=? @ ?）
A9:;B: ;C<6D6<E

土壤酸性磷酸酶活性（=? @ ?）
FC6G HI5HI;<;B: ;C<6D6<E

第 2 周

2>G J::K
第 ! 周

!<I J::K
第 L 周

L<I J::K
第 2 周

2>G J::K
第 ! 周

!<I J::K
第 L 周

L<I J::K
"# M $ %’-, G 0’1& C %’2( G &’L, C !’2! N &’-- N

"$ 2’%0 C 0’L0 N %’0, C !’,0 N !’LL N !’21 N
*+ 2’!1 ; &’(! N %’1L N ,’&! ; 1’1% ; 1’(- ;
./ 2’(2 N &’&- ; %’L% ; ,’%& ; 1’22 ; ,’LL ;

3*# M $ %’11 G 0’L% G %’,( G !’%- C !’!& C !’(- G
"$ 2’%% C &’!1 C %’-- C !’-! N ,’01 N !’,0 C
*+ 2’10 ; &’-, N 2’%% N ,’!( ; -’(( ; ,’!1 N
./ 2’%0 N !’(0 ; 2’&% ; 1’(2 ; -’%- ; 1’(1 ;
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565 不同施肥处理对土壤微生物量的影响

土壤微生物量可用微生物生物量碳或氮表征，

土壤微生物量碳是土壤有机碳中活性最高的成分，

常用来指示土壤肥力状况［%,］。图 % 看出，施肥处理

使土壤的微生物量碳显著增加，*+ 和 ./ 处理的效

果明显高于 "$ 处理。从培养期间微生物量碳的变

化趋势看，表现出先升高后降低，而后达到平衡。不

施肥处理，土壤微生物量碳在培养期间变化很小，在

第 2 周达到一个很低的峰值。"$ 处理峰值在第 &
周出现，而 *+ 与 ./ 处理的峰值在第 , 周才出现。

相对于无机肥，有机肥不仅效果较好，而且比较持

久。这与 +CS677 等［%1］报道的施有机肥的土壤中有

机碳的生物有效性较高，而且有机物料为微生物提

供了充足的碳源、氮源、无机盐等营养物质，促使土

壤微生物大量生长和繁殖的结论一致。在不施肥处

理（ M $），3*# 土的微生物量碳要明显高于 "# 土，

说明长期不平衡施肥使 "# 土微生物生物量碳明显

减少。施肥虽然显著提高了 "# 土的微生物量碳，

但效果仍然不如 3*# 土相应处理的效果好。

图 ! 不同施肥处理下土壤微生物量碳变化

7-89! :;-% 4-+);$-#% $-;4#** +#)$;0 -0 *;-%* (01&) 1-22&)&0, 2&),-%-3&) ,)&#,4&0,*
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!"# 不同施肥处理对土壤微生物群落结构的影响

土壤微生物群落结构是土壤微生物生态环境的

重要特性。采用传统的微生物平板培养法进行土壤

微生物分离，结果（表 !）看出，不同施肥处理对土壤

中微生物的数量有很大的影响，但 "# 土和 $%# 土

之间 检 测 到 的 微 生 物 数 量 没 有 明 显 差 异（ ! &
’(’)）。其中，*+ 和 %, 处理中细菌、真菌数量要明

显高于 - . 和 ". 处理；而放线菌数量却要略低于

- . 和 ". 处理，原因有待进一步研究。通过观察不

同施肥处理细菌、真菌的菌落形态，发现，*+ 和 %,
处理不但在数量上占优势，而且种类相对丰富。可

见，施用有机肥可以迅速提高土壤环境细菌和真菌

的种类和数量，从而改善土壤的生态环境。

表 ! 培养期间 $% 土中微生物数量变化（&’( ) *+, - .）

/0123 ! /43 567138 ’9 :’;2 7;<8’’8.05;:7 ;5 =43 938=;2;>0=;’5 =830=735=: ?68;5. =43 ;5<610=;’5

培养时间

/012345670 5689
处理

:;9458905
细菌

<4159;64
真菌

.20=6
放线菌

>156078?1959@
总计

:754A
第 ! 周 - . B)(’’ 1 ’(!C 1 !(C’ 4 BC(DC 1
!0E F99G ". !B(’’ 1 ’(HI 1 !(I’ 4 !H(CI 1

%, D!(’’ 3 I(B’ 4 B(D’ 3 DJ(’’ 3
*+ B!D(’’ 4 !(K’ 3 B()’ 3 BHH(B’ 4

第 ) 周 - . BK(’’ 3 ’(!I 3 !(J’ 4 BD(’I 3
)5L F99G ". !)(’’ 3 ’(IJ 3 !(D’ 4 !J(HJ 3

%, BHB(’’ 4 I()’ 4 !(I’ 4 BHC(D’ 4
*+ B)I(’’ 4 H(J’ 4 B(D’ 3 B)D(C’ 4

第 D 周 - . BH(’’ 3 ’(!’ 1 !(I’ 4 B)(K’ 3
D5L F99G ". BJ(’’ 3 ’(!C 1 !()’ 4 !’(CC 3

%, JC(’’ 3 H(H’ 4 B(C’ 3 D!(’’ 4
*+ B’H(’’ 4 !(C’ 3 B()’ 3 B’C(!’ 4

注（$759）：同列数据不同字母表示差异达到 )M显著水平 N4A29@ O7AA7F9E 3? E6OO9;905 A9559;@ 60 5L9 @489 17A280 8940 @6=06O61405 45 )M A9P9A Q

由于平板培养法自身选择性作用的限制，分离

的微生物大约只占环境微生物总数的 ’(BM!B’M。

近年来，国内外广泛运用磷脂脂肪酸（%R.>）法来对

微生物群落组成进行定量描述［BJ-!’］。为了表征施

肥前后土壤微生物群落结构的变化，我们对 "# 土

进行了 %R.> 的测定。图 ! 表明，%R.> 法检测出了

从 "B! 到 "!’ 共 H’ 种脂肪酸，各个单体磷脂脂肪酸

的相对含量在不同的施肥处理中有明显的差别。与

对照（ - .）相比，".、%,、*+ 处理土壤的磷脂脂肪酸

BK S B!C1 的 相 对 百 分 含 量 分 别 增 长 了 I(’JM、

B)(BM和 H!(HM；BJ S !!K，D1 的相对百分含量分别

增长了 HD()M、!)C(KM 和 CIM；B) S B!K1 和 BC S ’
HTU 两种脂肪酸仅出现在施有机肥的处理中。可

见，施用有机肥为这两种脂肪酸表征的微生物提供

了适宜的条件，促进了这些微生物的生长。在各处

理中，表征细菌的磷脂脂肪酸的相对百分含量大小

呈现出 *+ & %, & ". & - . 的规律，这与微生物量碳

变化规律相同；表征真菌的特征磷脂脂肪酸的相对

百分含量大小为 %, & *+ & ". & - .。放线菌的特

征磷脂脂肪酸的相对百分含量在不施肥处理 - . 中

最高，在 *+ 处理中最低，这与微生物生物量碳变化

趋势正好相反（图 H）。

为了进一步分析不同施肥处理对 "# 土微生物

群落结构的影响，对各个脂肪酸的相对含量进行了

主成分分析（%">）。图 I 表明，第一主成分 %"B 对

总 %R.> 数据变异的贡献率是 HD(KM，第二主成分

%"! 对总 %R.> 数据变异的贡献率是 !D(DM。%, 和

*+ 处理分布在主成分分析图的左侧，与 %"B 成反

比；- . 和 ". 处理在图的右侧，与 %"B 成正比。I
种不同施肥处理分别位于图中 I 个不同的象限，表

明经过不同施肥处理后土壤微生物群落结构出现了

明显的差异。这种差异不仅表现在施肥与不施肥处

理之间，也表现在施有机肥与施化肥及施不同有机

肥处理之间。图 I 还可看出，- . 和 ". 处理之间的

距离比较近，说明单施化肥对微生物群落结构的影响

较小。图 ) 表明，绝大多数不饱和脂肪酸如 BJSB!D1、
BJSB!C1、BK S B!C1、BK S B!D1、B) S B!K1、BJ S !!K，D1，环

状脂肪酸 1?BD S’，以及反异式支链脂肪酸及异式支

链脂肪酸如 6BI S’、6B) S ’、4B) S ’，基本上都分布在载

荷图的左侧；大多数饱和直链脂肪酸如 BI S’、BC S’、
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图 ! 不同施肥处理下 "# 土的 $%&’( 摩尔百分比

&)*+! ,-./ 0/12/345*/ -6 $%&’( -6 47/ "# (-). 839/1 9)66/1/34 6/14).):54)-3 41/54;/34(

图 < 不同施肥处理土壤微生物 $%&’( 摩尔百分比

&)*+< ,-./ 0/12/345*/ -6 $%&’( )3 471// ;)21--1*53)(;( )3 (-).
839/1 9)66/1/34 6/14).):54)-3 41/54;/34(

!"#$、!% #$、&$ #$ 都分布在主成分载荷图的右侧。结

合图 ’ 和图 ( 进一步分析可知，不饱和、环状等磷脂

脂肪酸在 )* 和 +, 处理土壤中含量丰富，而在 - .
和 /. 处理土壤中，构成微物细胞膜的磷脂大多是

饱和直链脂肪酸［!%，&!］，放线菌特征脂肪酸出现在主

成分载荷图的右侧（图 (），表明放线菌数量在 - . 和

/. 中比较高。这些都说明不同的施肥处理对 /0 土

微生物群落结构影响极为明显，施有机肥可以明显

促进微生物群落结构的多样性。

图 = 不同施肥处理下土壤磷脂脂肪酸图谱主成分分析

&)*+= $"’ (7->)3* ?51)54)-3( )3 $%&’ 0544/13 )3 (-).
839/1 9)66/1/34 6/14).):/1 41/54;/34(

< 结论

!）对水稻长期肥料试验中不施肥区恢复施肥，

可以显著提高土壤的微生物量碳以及脲酶、酸性磷

酸酶的活性，施用有机肥的效果明显大于单施化肥。

在本试验的较短培养期内，对长期无肥区施用有机

肥的效果似乎与 1+0 全肥区的效果接近，说明施用

有机肥对于快速改善贫瘠土壤的生态环境有重要作

用。
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图 ! 单个磷脂脂肪酸主成分载荷值

"#$%! &’( )*+,#-$ .+/0#-$ 1/.23) 4+5 #-0#1#02/. &6"()

!）施用有机肥可以显著增加长期不施肥区土壤

微生物群落结构的多样性。与不施肥和单施化肥相

比，施有机肥主要增加了细菌和真菌的特征脂肪酸如

不饱和脂肪酸、环状脂肪酸 "#$% &’ 等的相对含量，降

低了放线菌标记性脂肪酸 $’()$*&’ 的相对含量。

+）本文结果为短期培养试验的结果，可能与田

间的实际情况有较大差距，有必要在温室盆栽和田

间条件下开展更加深入的研究。
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