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摘要：在邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）污染的不同类型土壤（有机质含量低的新垦红壤、有机质含量高的熟化红壤）中添加不同种类（稻草炭、毛竹

炭）以及不同用量（０％、０．５％和 ２％）的生物质炭，温室种植上海青并在 ５６ ｄ 后采集土样，采用磷脂脂肪酸法（ＰＬＦＡ）考察了土壤类型、生物质

炭种类以及用量对土壤微生物群落结构多样性的影响．结果表明：对细菌、真菌及微生物总 ＰＬＦＡ 这三者的含量而言，熟化红壤显著（ ｐ＜０．０５）
高于新垦红壤，熟化红壤中添加 ２％稻草炭使其显著（ｐ＜０．０５）增加，新垦红壤中添加毛竹炭使其显著（ｐ＜０．０５）降低．新垦红壤中添加 ２％稻草炭

对革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌比值的增加效果最显著（ ｐ＜ ０．０５），添加 ２％毛竹炭对土壤微生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的降低效果最显著（ ｐ＜
０．０５） ．添加 ２％稻草炭对 ＤＢＰ 污染土壤中微生物压力指数降低效果最显著（ｐ＜０．０５） ．生物质炭对熟化红壤中真菌 ／ 细菌、革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏

阳性菌及微生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均无显著影响．ＰＣＡ 分析表明，土壤有机质含量以及生物质炭的种类和用量均会对土壤微生物群落结构产

生一定影响，且生物质炭的影响与土壤有机质含量密切相关．
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５ 期 樊诗亮等：生物质炭对邻苯二甲酸二丁酯污染土壤微生物群落结构多样性的影响

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｉｏｃｈａｒ； ｄｉｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ； ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

邻苯二甲酸酯（ Ｐｈｔｈａｌｉｃ Ａｃｉｄ Ｅｓｔｅｒｓ， ＰＡＥｓ）也

称为酞酸酯，是目前使用量最大、范围最广的一类

增塑剂，被广泛应用于农田地膜、温室大棚及农药

等生产中 （ Ｈｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）． 邻苯二甲酸二丁酯

（Ｄｉｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＢＰ）作为其中一种最常见的塑

化剂，可通过淋溶、迁移等方式进入土壤中被土壤

颗粒吸附，如鸡西的蔬菜设施栽培基地土壤中的

ＤＢＰ 含量达到 １６．１２ ｍｇ·ｋｇ－１（杨影州， ２０１０），山东

寿光设施蔬菜地土壤中 ＤＢＰ 含量在 ２． ２７ ～ ２０． ５４
ｍｇ·ｋｇ－１之间（王丽霞， ２００７），已远远超过美国土壤

ＤＢＰ 化合物控制标准（ＤＢＰ ０．０８ ｍｇ·ｋｇ－１ ） （刘玲玲

等， ２０１０）．土壤中高浓度的 ＤＢＰ 会抑制土壤过氧化

氢酶的活性，减少土壤微生物量，降低土壤微生物

群落结构多样性，威胁土壤微生物生态系统的稳定

性（高军等， ２００８）．土壤微生物作为土壤圈极为重

要的组成部分，在促进能量流动、推动生物地球化

学循环方面发挥着重要作用（李晶等， ２０１３）．此外，
土壤微生物能敏锐地反映出土壤环境条件的变化，
是土壤污染最有潜力的敏感指标（ Ｍａｎｉｃｋａｍ ｅｔ ａｌ．，
２０１０；黄昌勇等， ２００７）．因此，如何降低 ＤＢＰ 对土壤

微生物的危害成为研究的重点．
生物质炭（ｂｉｏｃｈａｒ）是由生物质如农林废弃物、

动物残体等在无氧或厌氧的条件下，经过高温热裂

解炭化而形成的一种富含碳素的、稳定的、高度芳

香化的黑色固体物质（李力等， ２０１１；Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）．生物质炭作为一种绿色能源产物，其化学性

质稳定，具有较大的比表面积和微孔结构以及丰富

的官能团，能吸附土壤中的有机污染物，降低有机

污染物的生物有效性和环境风险 （ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１３），是理想的土壤改良剂和修复剂．生物质炭本

身含有的多种矿质营养元素，不仅可以提高土壤肥

力（Ｚｗｉｅｔｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１０），增加土壤有机质含量，还
可为土壤微生物提供新的碳源、繁衍栖息场所以及

营养元素， 对特定微生物的发育具有促进作用

（Ｓｔｅｉｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２００７；王晓辉等， ２０１３）．近几年已有

许多研究指出，生物质炭可改善土壤微生物群落结

构多样性 （ Ｇｒｏｓｓｍａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｌｅｈｍａｎｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１１）．然而，生物质炭对有机污染土壤，尤其是 ＤＢＰ
污染土壤中微生物群落结构多样性的影响目前尚

未见报道．
本实验采用磷脂脂肪酸 （ Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ Ｆａｔｔｙ

Ａｃｉｄｓ， ＰＬＦＡ）分析技术，从微生物学的角度研究生

物质炭种类、用量以及土壤有机质含量对 ＤＢＰ 污染

土壤微生物群落结构多样性的影响，以期为利用生

物质炭改善土壤微生物学特性和修复 ＤＢＰ 污染土

壤提供理论依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 供试土壤样品

土壤样品采集自浙江省临安市胡塘下村两块

相邻蔬菜种植基地上，地块一是经过长期种植的菜

园土（熟化红壤），地块二是新垦空置土壤（新垦红

壤），两种土壤成土过程相同，但有机质含量差异大

（表 １）．采集表层土（０ ～ ２０ ｃｍ），剔除土壤样品中的

杂质物，风干过 ２ ｍｍ 筛后备培养实验所用，参考

《土壤农业化学分析方法》测定供试土壤的基本理

化性质（鲁如坤， ２０００），详见表 １．其中，土壤有机质

含量采用重铬酸钾容量法测定；土壤 ｐＨ 值是在水

土比为 ５∶１ 时，利用 ＦＥ２０ 型酸度计（梅特勒⁃托利多

仪器有限公司） 测定； 土壤阳离子交换量采用

１ ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵提取法测定；土壤全氮采用半微量

凯氏法测定．

表 １　 供试土壤的基本理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

土壤类型
有机质碳 ／
（ｇ·ｋｇ－１ ）

ｐＨ（Ｈ２ Ｏ） 阳离子交换量 ／
（ｃｍｏｌ·ｋｇ－１ ）

全氮 矿物类型 粘粒 粉粒 沙粒

熟化红壤 ６５．５１ ６．０４ ５．０９ ０．２０％ 高岭石 １６．９％ ４４．４％ ３８．７％

新垦红壤 １０．３４ ５．８３ ４．１３ ０．０３％ 高岭石 １６．４％ ４５．０％ ３８．６％

２．２　 供试生物质炭

通过高温热解炉在 ５００ ℃的无氧条件下将稻草

和毛竹热解 ３ ｈ 后得到本实验所需的稻草炭和毛竹

炭，将两种生物质炭研磨后过 ４０ 目筛并测定其基本

理化性质，结果如表 ２ 所示．生物质炭的比表面积利

用表面分析仪（ＡＳＰＡ ２０２０Ｍ， 美国美克公司）测定；
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ｐＨ 值根据 ＧＢＴ１２４９６．７—１９９９ 方法测定；碳（Ｃ）、氢
（Ｈ）和氮（Ｎ）含量采用元素分析仪（ Ｆｌａｓｈ ＥＡ１１１２，
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｎｎｉｇａｎ， Ｉｔａｌｙ ） 测 定； 灰 分 含 量 根 据

ＧＢＴ１２４９６．３—１９９９ 方法测定；有机碳含量测定采用

ＩＢＩ（２０１３）标准方法，即用全碳含量减去无机碳含量

计算．

表 ２　 供试生物质炭的基本理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｂｉｏｃｈａｒ

生物质炭类型
比表面积 ／
（ｍ２·ｇ－１ ）

ｐＨ Ｃ Ｈ Ｎ Ｈ ／ Ｃ 灰分含量 有机碳含量

稻草炭（Ｓ） ２．８９ １０．０５ ５６．９４％ １．９３％ １．０２％ ０．４１ ２７．７１％ ５１．８１％

毛竹炭（Ｂ） ０．００１８ ９．３８ ８５．２０％ ２．６９％ ０．８２％ ０．３９ ２．９１％ ８２．３７％

２．３　 试验设置

将 ８ ｇ ＤＢＰ 溶于甲醇溶液中，得到浓度为 ４０
ｍｇ·ｍＬ－１的 ＤＢＰ 溶液．以熟化红壤（ Ｈ）和新垦红壤

（Ｌ）为供试土壤，取 ８５０ ｍＬ 的上述溶液喷施到 ８５０
ｇ 过 ２ ｍｍ 筛的供试土壤中混合均匀，制备浓度为

１００ ｍｇ·ｋｇ－１的污染土壤，多次翻动以使甲醇完全挥

发．每种土壤类型设置如下处理：①对照（ＣＫ）：不添

加生物质炭的 ＤＢＰ 污染土壤处理；②在 ＤＢＰ 污染

的土壤中分别添加 ０． ５％、 ２％ 稻草炭 （ Ｓ ０． ５％、
Ｓ ２％）以及添加 ０．５％、２％毛竹炭（ Ｂ ０．５％、Ｂ ２％）．
共计 １０ 个处理，每个处理设置 ３ 个重复．取 ３．５ ｋｇ

配制好的土样放入白瓷盆中，并按照 Ｎ ０．２５ ｇ·ｋｇ－１、
Ｐ ２Ｏ５ ０．３２ ｇ·ｋｇ－１、Ｋ２ Ｏ ０．２ ｇ·ｋｇ－１的比例添加肥料，
从盆底部吸水至表面湿润后种植上海青，每周 ２ ～ ３
次浇水，保持土壤湿度为田间最大持水量 ６０％左右．
所有盆钵随机摆放在玻璃温室中，培养 ５６ ｄ 后收

获，采集新鲜土样，去除植物根系后过 ２ ｍｍ 筛，冷
冻干燥，将土壤样品保存于－７０ ℃冰箱中待测．
２．４　 土壤微生物磷脂脂肪酸分析

ＰＬＦＡ 提取及分析参照 Ｑｉｎ 等（２０１４）方法．根据

已有文献对土壤微生物 ＰＬＦＡ 进行分类，详见表 ３．

表 ３　 主要表征微生物的特征磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍａｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ（ＰＬＦＡ） ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

微生物类型 特征 ＰＬＦＡ 标记 参考文献

细菌
ｉ１４：０、１５：０、ｉ１５：０、ａ１５：０、ｉ１６：０、１７：０、ｉ１７：０、ａ１７：０、
ｉ１９：０、ｃｙ１７：０、ｃｙ１９：０、 １６：１ω７ｃ、１８：１ω７ｃ

Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９６； Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９３；
Ｓｍｉｔｈｗｉｃｋ ｅｔ ａｌ．， ２００５

真菌 １８：３ω６ｃ（６，９，１２）、１８：１ω９ｃ Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９６； Ｚｅｌｌｅｓ， ｅｔ ａｌ．， １９９５

革兰氏阴性菌 ｃｙ１７：０、ｃｙ１９：０、１６：１ω７ｃ 汪润池等， ２０１２

革兰氏阳性菌 ｉ１４：０、ｉ１５：０、ａ１５：０、ｉ１６：０ 、ａ１７：０、ｉ１７：０ Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９３； Ｓｍｉｔｈｗｉｃｋ ｅｔ ａｌ．， ２００５

放线菌 １７：０ １０Ｍｅ、１８：０ １０Ｍｅ Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９６； 张秋芳等， ２００９

　 　 注：ｉ、ａ、ｃｙ、Ｍｅ 分别代表异、反异、环状和甲基分枝脂肪酸，１０Ｍｅ 表示第 １０ 个碳原子上有一个甲基团（从羟基端算起），ω 代表脂肪端，ｃ 表

示顺式空间构造的脂肪酸．

２．５　 数据分析

实验数据分析采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７．采用

ＳＰＳＳ １７．０ 对同一类型土壤样品处理进行单因素方

差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ， ＡＮＯＶＡ ），
Ｄｕｎｃａｎ 分析法计算不同处理差异显著性（ｐ＜０．０５）；
对同一处理的两种类型土壤样品进行配对 ｔ 检验以

分析显著性； 利用一般线性模型 （ ｇｅｎｅｒａｌ ｌｉｎｅａｒ
ｍｏｄｅｌ， ＧＬＭ）进行多因素方差分析，综合评估土壤

有机质、生物质炭类型及用量对土壤微生物 ＰＬＦＡ
含量、多样性指数和压力指数的影响．利用 Ｃａｎｏｃｏ
软件对各处理中微生物脂肪酸进行主成分分析

（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ）．土壤微生物

群落状态采用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ）和微生物压力指数

（Ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌ） （ Ｈａｍｍｅｓｆａｈｒ ｅｔ ａｌ．， ２００８）来表示，计
算公式如下：

Ｈ ＝－ ∑ｐｉ ｌｎｐｉ （１）

微生物压力指数＝ ｃｙ１７：０
１６：１ω７ｃ

（２）

其中，ｐｉ 表示第 ｉ 种特征 ＰＬＦＡ 与总 ＰＬＦＡ 含量的

比值．

３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３．１　 土壤及生物质炭的基本性状

熟化红壤的 ｐＨ 值大于新垦红壤，二者均为酸
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性土壤（ｐＨ＜７）（表 １）．两种土壤的理化性质基本相

同，且熟化红壤中有机质碳和全氮含量分别新垦红

壤的 ６．３４ 倍和 ６．６７ 倍．添加生物质炭后，土壤的 ｐＨ
值增加，且随生物质炭含量的升高而增加（表 ４）．其
中稻草炭对土壤 ｐＨ 值的增加幅度高于毛竹炭，当

添加 ２％稻草炭时，熟化红壤和新垦红壤的 ｐＨ 分别

增加了 ０．６３ 和 １．３４ 个单位（表 ４），这是由于稻草炭

的 ｐＨ 值高于毛竹炭；且与毛竹炭相比，稻草炭的比

表面积更大，是毛竹炭的 １６０５ 倍（表 ２）．

表 ４　 生物质炭对土壤 ｐＨ 值的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｏｎ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐＨ

处理
名称

熟化红壤（Ｈ） 新垦红壤（Ｌ）

ＣＫ Ｓ ０．５％ Ｓ ２％ Ｂ ０．５％ Ｂ ２％ ＣＫ Ｓ ０．５％ Ｓ ２％ Ｂ ０．５％ Ｂ ２％

ｐＨ ６．０６ ６．２９ ６．６９ ６．０８ ６．１０ ５．４３ ５．７０ ６．７７ ５．４６ ５．４９

３．２　 生物质炭对 ＤＢＰ 污染土壤中细菌、真菌及微

生物 ＰＬＦＡ 总量的影响

图 １　 不同处理中细菌 ＰＬＦＡ、真菌 ＰＬＦＡ 及微生物总 ＰＬＦＡ 的

含量（注：相同系列字母不同表示不同处理间数据差异达

到显著性水平（ｐ＜０．０５））
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ， ｆｕｎｇａｌ

ＰＬＦＡ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡ ｉｎ ｓｏｉｌ

土壤中细菌 ＰＬＦＡ、 真菌 ＰＬＦＡ 及微生物总

ＰＬＦＡ 这三者的含量变化如图 １ 所示．对同一处理中

新垦红壤、熟化红壤样品进行配对 ｔ 检验得出 ｐ 值

均小于 ０．０１，表明熟化红壤各处理中的细菌、真菌及

微生物总 ＰＬＦＡ 的含量均极显著（ｐ＜０．０５）高于新垦

红壤处理．与对照相比，熟化红壤中添加 ０．５％稻草

炭对细菌、真菌及微生物总 ＰＬＦＡ 的含量无影响，而
添加 ２％稻草炭显著（ｐ＜０．０５）提高细菌、真菌及微

生物总 ＰＬＦＡ 的含量，分别增加了 ４８．６％、４５．２％及

４９．７％．添加 ０．５％毛竹炭显著（ｐ＜０．０５）提高了微生

物总 ＰＬＦＡ 量，但是对细菌及真菌没有显著影响，而
２％毛竹炭添加量下，细菌及微生物总 ＰＬＦＡ 的含量

分别降低了 ２５．０％和 ２３．６％，显著（ｐ＜０．０５）低于对

照．与对照相比，新垦红壤添加稻草炭对细菌、真菌

及微生物总 ＰＬＦＡ 的含量无显著影响，添加毛竹炭

显著（ｐ＜０．０５）降低了三者 ＰＬＦＡ 的含量，但不同毛

竹炭添加量对其 ＰＬＦＡ 的含量无影响．
３．３　 生物质炭对 ＤＢＰ 污染土壤中真菌 ＰＬＦＡ ／ 细菌

ＰＬＦＡ 比值的影响

图 ２　 不同处理样品中真菌 ＰＬＦＡ ／细菌 ＰＬＦＡ 的比值

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ＰＬＦＡ ｔｏ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ

对照及 Ｂ ０．５％处理中，新垦红壤的真菌 ／ 细菌

比值均显著（ｐ＜０．０５）高于熟化红壤， Ｓ ０．５％、Ｓ ２％
及 Ｂ ２％处理中，新垦红壤的真菌 ／ 细菌比值与熟化

红壤之间无显著差异（图 ２）．与对照相比，熟化红壤
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中添加生物质炭对细菌 ＰＬＦＡ ／ 真菌 ＰＬＦＡ 的比值无

显著性影响．在新垦红壤中，添加 ０．５％或 ２％稻草炭

较对照均显著（ｐ＜０．０５）降低了土壤中真菌 ／ 细菌的

比值，分别下降了 ４１．６１％或 ２９．２６％．而添加 ０．５％毛

竹炭对土壤真菌 ／ 细菌的比值没有显著影响，仅在

２％的毛竹添加量下，土壤中真菌 ／ 细菌比值较对照

显著（ｐ＜０．０５）降低了 ３１．８１％．
３．４　 生物质炭对 ＤＢＰ 污染土壤中革兰氏阴性菌 ／

革兰氏阳性菌比值的影响

从图 ３ 可以看出，熟化红壤中革兰氏阴性菌 ／ 革
兰氏阳性菌的比值均显著（ｐ＜０．０５）小于新垦红壤．
熟化红壤中添加不同种类和用量的生物质炭对革

兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌的比值无显著影响．与对

照相比，在新垦红壤中添加 ０．５％和 ２％的稻草炭显

著（ｐ＜０．０５）增加了革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌的

比值，分别为对照的 １．４１ 倍和 １．５６ 倍，添加不同量

的毛竹炭对革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌的比值无

显著性影响．

图 ３　 不同处理样品中革兰氏阴性菌 ／革兰氏阳性菌的值

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ ＰＬＦＡ ｔｏ Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ＰＬＦＡ

３．５　 生物质炭对 ＤＢＰ 污染土壤中微生物群落多样

性指数的影响

根据公式（１）计算不同处理下土壤样品的微生

物群落多样性指数（Ｈ 值），如图 ４ 所示，同样的生

物质 炭 添 加 条 件 下， 熟 化 红 壤 中 微 生 物 群 落

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均显著（ｐ＜０．０５）大于新垦红壤，表明

熟化红壤中微生物群落多样性比新垦红壤更为丰

富．熟化红壤中，添加不同种类、不同用量的生物质

炭对土壤微生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数无显著性影响．
新垦红壤中添加 ２％稻草炭处理中土壤微生物群落

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均显著（ｐ＜０．０５）高于添加毛竹炭的处

理．与对照相比，添加毛竹炭会显著（ｐ＜０．０５）降低微

生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数，添加 ２％毛竹炭处理中土壤

微生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数最低达到 ２．５９，比对照显

著（ｐ＜０．０５）降低了 ０．２５ 个单位．

图 ４　 不同处理样品的微生物群落（Ｓｈａｎｎｏｎ）多样性指数（Ｈ）
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ′ ｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｈ） ｉｎ ｓｏｉｌ

３．６　 生物质炭对 ＤＢＰ 污染土壤中微生物压力指数

的影响

在 ＤＢＰ 污染土壤中添加生物质炭，由公式（２）
计算出各土壤处理中微生物压力指数（图 ５）．同一

生物质炭相同添加量条件下，熟化红壤中 Ｓ ０．５％、
Ｓ ２％和 Ｂ ２％处理的微生物压力指数均显著（ ｐ ＜
０．０５）大于新垦红壤，对照与 Ｂ ０．５％处理则无显著

影响．与对照相比，熟化红壤中添加 ２％稻草炭显著

（ｐ＜０．０５）降低了土壤微生物压力指数．与对照相比，
熟化红壤中添加 ０．５％毛竹炭显著（ｐ＜０．０５）降低了

土壤微生物压力指数，而添加 ２％毛竹炭时无显著

影响．在新垦红壤中，随稻草炭添加量的增加，土壤

微生物压力指数均显著（ｐ＜０．０５）降低，且添加 ２％
稻草炭时微生物压力指数显著（ ｐ＜０．０５）低于添加

０．５％稻草炭的处理，较对照显著（ ｐ＜ ０．０５） 降低了

３９．７２％．新垦红壤中随毛竹炭添加量的增加，土壤微

生物压力指数较对照显著下降．

图 ５　 不同处理中微生物压力指数

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌ
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３．７　 土壤有机质、生物质炭类型及用量对土壤微生

物 ＰＬＦＡ 含量、多样性指数和压力指数的影响

多因素方差分析结果表明，土壤有机质含量对

土壤微生物总 ＰＬＦＡ、细菌、真菌、革兰氏菌、革兰氏

阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数有显著（ ｐ＜
０．０５）影响，而对真菌 ／ 细菌、微生物压力指数无显著

影响（表 ４）．生物质炭用量仅对革兰氏阴性菌 ／ 革兰

氏阳性菌的值有显著（ｐ＜０．０５）影响．土壤有机质和

生物质炭类型对细菌和革兰氏阳性菌具有显著（ｐ＜
０．０５）的交互作用，而土壤有机质和生物质炭用量对

土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量无显著影响．生物质炭种类

和用量对土壤微生物总 ＰＬＦＡ、细菌、真菌和革兰氏

菌有显著（ｐ＜０．０５）的交互作用；生物质炭类型、用
量以及土壤有机质对土壤微生物总 ＰＬＦＡ、细菌、革
兰氏菌具有显著（ｐ＜０．０５）的交互作用．

表 ４　 土壤有机质、生物质炭类型及用量对土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量、多样性指数和压力指数影响的多因素方差分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆａｃｔｏｒｉａｌ ＡＮＯＶＡ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ｂｉｏｃｈａｒ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡ， Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ
ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌ

方差来源
Ｐ

（总 ＰＬＦＡ）
Ｐ

（细菌）
Ｐ

（真菌）

Ｐ
（真菌 ／
细菌）

Ｐ
（革兰氏
阳性菌）

Ｐ
（革兰氏
阴性菌）

Ｐ
（革兰氏阴

性菌 ／ 革兰氏
阳性菌）

Ｐ
（Ｓｈａｎｎｏｎ
指数）

Ｐ
（压力指数）

ＯＭ ０．００４ ０．００４ ０．００９ ０．１５１ ０．００４ ０．００４ ０．０１０ ０．００１ ０．０８９

Ｔ ０．０４２ ０．０３５ ０．１０２ ０．２６１ ０．０３２ ０．０３９ ０．３３３ ０．３１８ ０．４９９

Ｄ ０．８６４ ０．８６８ ０．９５７ ０．７５６ ０．８５８ ０．６５３ ０．００５ ０．５４６ ０．４００

ＯＭ×Ｔ ０．０９１ ０．０７３ ０．１１２ ０．３１０ ０．０３５ ０．１５３ ０．２９９ ０．３４８ ０．６９６

ＯＭ×Ｄ ０．７１５ ０．９５９ ０．３８５ ０．７６３ ０．９０２ ０．７７６ ０．１３９ ０．３４６ ０．１２１

Ｔ×Ｄ ０．０１５ ０．００８ ０．０４２ ０．４７４ ０．０１１ ０．００２ ０．５３０ ０．４３４ ０．２４９

ＯＭ×Ｔ×Ｄ ０．０３８ ０．０２２ ０．１１０ ０．４６４ ０．０２２ ０．０１１ ０．９９１ ０．１７３ ０．０５８

　 　 注：ＯＭ 表示土壤有机质；Ｔ、Ｄ 分别表示生物质炭的类型、用量．

图 ６　 不同处理土壤中微生物群落 ＰＬＦＡ 的主成分分析

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＬＦＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３．８　 土壤微生物群落结构的主成分分析

对土壤微生物 ＰＬＦＡ 的主成分分析表明，土壤

有机质及新垦红壤中添加毛竹炭对微生物群落结

构差异的影响较大（图 ６）．所有处理提取得出两个

主成 分， 它 们 共 同 解 释 了 土 壤 样 品 总 变 异 的

９３．３０％，表明所列各指标的提取信息丢失量小．其
中，ＰＣ１ 解释了土壤样品 ７８．０６％的模式变异系数，
权重最大．与熟化红壤相比，新垦红壤不同处理在

ＰＣ１ 轴上有较好的分离度，生物质炭对土壤微生物

群落结构的影响较大，尤其是添加 ０．５％毛竹炭的处

理，与对照及其他处理明显分离．熟化红壤在 ＰＣ１ 轴

上的值较为集中，生物质炭的种类和用量对土壤微

生物群落结构的影响不明显．ＰＣ２ 解释了土壤样品

１７．２５％的模式变异系数，从图 ６ 中可以明显看出，
熟化红壤和新垦红壤处理之间具有较大的离散度，
表明不同类型土壤的微生物群落结构差异较大．

各特征 ＰＬＦＡ 在主成分上的载荷因子贡献率分

析结果如图 ７ 所示，ＰＣ１ 对土壤微生物总 ＰＬＦＡ 数

据变异的载荷因子贡献率为 ７８．０６％，特征磷脂脂肪

酸 １６：１ω７ｃ、ｃｙ１９：０、１８：１ω９ｃ、１８：１ω７ｃ、ｉ１５：０ 等在

ＰＣ１ 上具有较高的载荷贡献值（均大于 １），可将

ＰＣ１ 作为它们的代表因子；其中 ｉ１５：０、１８：１ω７ｃ、
ｃｙ１９：０ 表征细菌 ＰＬＦＡ，１８：１ω９ｃ 表征真菌 ＰＬＦＡ，
表明新垦红壤和熟化红壤中细菌、真菌的含量较多．
ＰＣ２ 对土壤微生物总 ＰＬＦＡ 数据变异的载荷因子贡

献率为 １７． ２５％， １６： １ω７ｃ、 １８： ３ω６ｃ （ ６， ９， １２ ）、
ｃｙ１７：０、１８：１ω７ｃ 等细菌和真菌的特征脂肪酸在

ＰＣ２ 的载荷因子贡献率较高，且 ｃｙ１７：０、１６：１ω７ｃ 是

革兰氏阴性菌的特征脂肪酸．将 ＰＣ２ 作为它们的代

表因子，表明在 ＤＢＰ 污染的新垦红壤中添加生物质
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炭使革兰氏阴性菌和真菌的 ＰＬＦＡ 含量增加． ｉ１５：０、
ｃｙ１９：０、ａ１５：０、ｉ１７：０、ｉ１４：０、１０Ｍｅ１７：０ 及 １０Ｍｅ１８：０
与 ＰＣ２ 呈较强的负相关，其中 ｉ１５：０、ａ１５：０ 和 ｉ１７：０
是革兰氏阳性菌的特征脂肪酸， １０Ｍｅ１７： ０ 和

１０Ｍｅ１８：０ 是放线菌的特征脂肪酸，表明在 ＤＢＰ 污

染的熟化红壤中添加生物质炭使革兰氏阳性菌和

放线菌的 ＰＬＦＡ 含量增加．

图 ７　 不同处理土壤样品中单体微生物群落 ＰＬＦＡ 的载荷因子

贡献率

Ｆｉｇ．７　 Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ＰＬＦＡｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｓｏｉｌ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

在 ＤＢＰ 污染土壤中添加生物质炭可影响土壤

微生物区系组成和微生物群落结构多样性及活性

的变化（Ａｎｄｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１１；Ｄｕｃｅｙ ｅｔ ａｌ．， ２０１３），
也可促进土壤中细菌和真菌的丰度（ Ｇｒａｂｅｒ ｅｔ ａｌ．，
２０１０），主要是由于生物质炭本身具有巨大的比表

面积、丰富的多孔性、弱碱性以及能够保持空气、水
分和养分等特性，且能为土壤微生物提供新的碳源

和良好的“温床” （ Ｍａｌｃｏｌｍ， ２００７）． 本研究结果表

明，在熟化红壤中添加 ２％稻草炭对土壤细菌、真菌

及微生物总 ＰＬＦＡ 含量的增加效果比毛竹炭更为明

显，这一方面可能是由于本实验采用的稻草炭的比

表面积是毛竹炭的 １６００ 多倍，能更好地为土壤微生

物提供较多的吸附点位和较大的生存空间，丰富了

土壤微生物多样性（许涛，２０１２）；另一方面由于比

表面积的稻草炭对 ＤＢＰ 具有较强的吸附能力，从而

降低 ＤＢＰ 对土壤微生物的毒害作用，因此稻草炭更

有利于细菌和真菌的生长（余向阳等， ２００７）．同时，
比表面积较大的稻草炭可通过包封作用与吸附保

护作用来抑制其吸附的土壤有机质的消解（ Ｋａｉｓｅｒ

ｅｔ ａｌ．， ２０００），提高土壤的保肥能力；且生物质炭本

身含有较丰富的矿质养分元素，施入土壤后可增加

土壤中养分含量，从而有利于土壤微生物的生长、
发育和代谢（ Ｍａｌｃｏｌｍ， ２００７；卜晓莉等， ２０１４；王冬

冬等， ２０１３）．生物炭对土壤微生物活性和群落结构

组成的改变，也受到土壤本身性质的影响（吴萌等，
２０１５）．熟化土壤中细菌、真菌及微生物总 ＰＬＦＡ 含

量高于新垦土壤，表明土壤有机碳含量越高，土壤

微生物生物量越大．这是由于有机碳控制着土壤中

能量和营养物质的循环，制约着土壤微生物的活性

（Ｌｉｕ， ２０１０）．
真菌 ＰＬＦＡ ／ 细菌 ＰＬＦＡ 比值的大小可反映出土

壤中真菌和细菌这两个菌群的相对丰富程度以及

相对含量的变化（ Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ ｅｔ ａｌ．， １９９３），且真菌

ＰＬＦＡ ／ 细菌 ＰＬＦＡ 的比值越大，农田土壤生态系统

越稳定（Ｄｅ ｖｒｉｅｓ ｅｔ ａｌ．， ２００６）．从图 １ 可以看出，熟
化红壤真菌 ＰＬＦＡ ／ 细菌 ＰＬＦＡ 的比值显著低于新垦

红壤．研究表明，土壤真菌 ／ 细菌的比值与土壤的全

氮呈负相关（张地等， ２０１２）．不管是在熟化红壤还

是在新垦红壤中，添加稻草炭都会增加土壤中细菌

ＰＬＦＡ 含量，这可能是由于稻草炭对土壤 ｐＨ 值的增

加幅度大于毛竹炭，而细菌 ＰＬＦＡ 的含量会随着土

壤 ｐＨ 值的增大而增大，真菌 ＰＬＦＡ 的含量会随着土

壤 ｐＨ 值的增大而减少（ Ｗｉｌｌｉａｍ ｅｔ ａｌ．， １９９８），所以

稻草炭处理中细菌 ＰＬＦＡ 的含量会较毛竹炭高，而
真菌 ＰＬＦＡ 的含量则会较毛竹炭低，由此会造成稻

草炭处理中真菌 ＰＬＦＡ ／ 细菌 ＰＬＦＡ 的比值变化不大

甚至降低，而毛竹炭处理中真菌 ＰＬＦＡ ／ 细菌 ＰＬＦＡ
的比值显著升高．另外，毛竹炭表面不易沉积可溶性

有机物，如富里酸腐殖酸脂类物质及其他有机物

等，对毛竹炭微孔的阻塞作用小于稻草炭，造成稻

草炭对 ＤＢＰ 的吸附能力明显下降（Ｌｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１２；
何丽芝等，２０１５）．因此，在全氮含量低的新垦红壤中

添加 ０．５％ 的毛竹炭更有利于农田生态系统的稳

定性．
本研究表明土壤有机质因素对革兰氏菌以及

革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌的比值均有显著影

响，生物质炭的类型对 ＤＢＰ 污染土壤中革兰氏菌有

显著影响，但是对其比值无显著影响，这可能是与

稻草炭、毛竹炭的组分及结构差异性、供试土壤特

性、试验条件等因素有密切的联系 （ Ｋｏｌｂ ｅｔ ａｌ，．
２００６）．研究表明，革兰氏阴性菌更易生长在营养丰

富的土壤中，而革兰氏阳性菌则在资源受限的土壤
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中占优势（Ｍａｒｇｅｓｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２００９）．在稻草炭处理中，
革兰氏阴性菌的数量显著高于革兰氏阳性菌，一方

面是由于稻草炭高比表面积和多孔性对水肥具有

较强的吸附作用，为革兰氏阴性菌提供生长所需营

养，从而增加革兰氏阴性菌的数量及活性 （ Ｄｏａｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１４）；另一方面是由于革兰氏阴性菌能够更

好地将稻草炭作为新的碳源而使其含量增加（ Ｂｙｓｓ
ｅｔ ａｌ．， ２００８），这与 Ｓｔｅｉｎｂｅｉｓｓ 等（２００９）的研究结果

一致．而革兰氏阳性菌能形成孢子且本身具有较厚

的细胞壁，对外源有机污染物的胁迫不敏感（ Ｈｕａｎｇ
ｅｔ ａｌ．， ２００９），因此不同处理中生物质炭种类及添加

量的变化对革兰氏阳性菌数量的影响不大．由此导

致革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌的比值主要受革兰

氏阴性菌的数量决定（图 ３）．
熟化红壤中添加生物质炭对土壤微生物群落

结构多样性指数并无显著影响（图 ４），但是在新垦

红壤中添加毛竹炭则显著降低土壤的微生物群落

结构多样性，这可能是由于毛竹炭可能含有的某些

有害物质会抑制某种微生物的生长，从而降低其多

样性，因此毛竹炭的添加对其影响并不显著．从图 ５
中可以看出，新垦红壤中添加毛竹炭会降低微生物

的压力指数，这是由于毛竹炭虽然会抑制微生物群

落的结构多样性，但是也会吸附有机污染物阻止其

对微生物的毒害作用，促进其他种类微生物的生长．
稻草炭则由于其比毛竹炭更大的比表面积而更有

效地吸附有机污染物，降低土壤微生物的压力指

数，减缓了 ＤＢＰ 对土壤微生物的毒害作用．
主成分分析法可用来比较土壤微生物群落结

构多样性差异的大小，处理之间分离度越大，则土

壤微生物群落结构的差异性越强．主成分分析结果

表明，熟化红壤和新垦红壤两者之间的微生物群落

结构差异较大，而熟化红壤、新垦红壤内部处理之

间的微生物群落结构差异较小，这说明了土壤的有

机质含量影响了微生物多样性的变异程度，是影响

土壤微生物代谢的主要因素， 与土壤微生物总

ＰＬＦＡ 含量之间具有极显著的相关关系（向泽宇等，
２０１４）．在新垦红壤中添加不同含量的毛竹炭比稻草

炭对土壤微生物 ＰＬＦＡ 群落结构的差异性影响也不

尽相同，这与生物质炭的微孔结构及其对土壤结构

疏松度的改变等因素有关（ Ｈｏｓｈｉ， ２００１）．因此，土
壤有机质含量、生物质炭的种类及用量是影响土壤

微生物群落结构差异的主要因素（图 ６）．真菌和细

菌是土壤微生物群落的两大优势种群，本研究结果

表明，ＤＢＰ 污染土壤中放线菌 ＰＬＦＡ （ １７：０ １０Ｍｅ、
１８：０ １０Ｍｅ）含量较少，细菌 ＰＬＦＡ 中以 １６：１ω７ｃ 、
ｃｙ１９：０、ｉ１５：０、１８：１ω９ｃ、１８：１ω７ｃ 和 １８：３ω６ｃ（６，９，
１２）的含量较多（图 ７），这可能与土壤中不同种类微

生物对污染物 ＤＢＰ 的降解或适应能力差异有关．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）土壤有机质含量的高、低对土壤微生物群落

结构多样性的影响存在明显差异，且在有机质含量

不同的土壤中添加不同种类、不同用量的生物质炭

对土壤微生物群落结构多样性的影响不一致．
２）在熟化红壤中添加稻草炭会提高土壤中细

菌、真菌及微生物总 ＰＬＦＡ 的量；而在新垦红壤中添

加毛竹炭会降低三者 ＰＬＦＡ 的量，添加稻草炭则无

显著影响．
３）与毛竹炭相比，稻草炭更能降低 ＤＢＰ 污染土

壤的微生物压力指数，有利于土壤微生物的生长；
但在新垦红壤中添加毛竹炭对土壤微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数具有更好地降低效果．

４）添加毛竹炭增大了土壤微生物群落结构的

差异性；添加生物质炭可以提高新垦红壤中革兰氏

阴性菌和真菌的含量以及熟化红壤中革兰氏阳性

菌和放线菌的含量．
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