
 

有机肥氮投入比例对土壤微生物碳源利用特征的影响
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摘要: 【目的】探讨冬小麦–夏玉米轮作系统中，冬小麦基肥中有机肥替代氮素在总氮投入中的不同比例对土壤

微生物碳源利用特征的影响，可进一步揭示土壤中微生物多样性和活性特征，为找出最佳的有机肥替代无机肥

氮素比例提供数据支持。【方法】在河北徐水试验站利用连续 5年进行的冬小麦–夏玉米田间试验，其中，对照

处理 (CK) 不施任何肥料，其他处理冬小麦和夏玉米氮素施入量均为 N 200 kg/hm2，冬小麦氮素以干牛粪作为有

机肥氮素代替不同比例的无机肥氮素，按照有机肥氮素占总氮投入的百分比，设置 4 个处理，分别为 M0
(0%)、M20 (20%)、M50 (50%) 和 M100 (100%)。采集表层 (0—20 cm) 土壤样品，采用 Biolog ECO 板方法测定

微生物对 31 种碳源的利用能力，来表征土壤微生物多样性以及活性。【结果】1) 有机肥替代无机肥氮素可以

显著提高土壤微生物对碳源的利用效率。M0 处理总碳源利用能力最低，M50 最高，M100 处理微生物对碳源的

利用速率最快。2) 所有施肥处理对 D-纤维二糖、D-乳糖、D-甘露醇、吐温 40 和苯乙胺这几种碳源的利用程度

最高，D, L-磷酸甘油和 γ-羟丁酸这两种碳源的利用率最低。整体上看，土壤微生物对碳源种类的平均利用率从

高到低依次为糖类、胺类、氨基酸类、多聚类、羧酸类和酚酸类。3) 有机氮替代处理的微生物碳源利用多样性

的香农指数、丰富度指数、优势度指数均显著高于不施肥对照处理和单施化肥处理，但是均匀度指数有了明显

的降低，且随着有机肥氮素替代比例的增大，差异越明显。4) 土壤微生物碳代谢活性主要与土壤有机质含量密

切相关，有机质含量越大，相应的香农指数、丰富度指数、优势度指数及 AWCD值越大，而土壤有机质含量越

大均匀度指数却越低。【结论】大量有机肥氮素替代无机肥氮素可以显著提高微生物对碳源的利用，说明有机

肥替代无机肥氮素能够提高土壤微生物的多样性和活性，其中秋施基肥时以有机肥替代 100% 基施无机肥氮素

(M100处理) 为最佳的施肥方式。
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Abstract: 【Objectives】The investigation on the utilization of different soil microbial carbon sources, and the
diversity and activity of soil microbial could provide theoretical basis support to refine fertilization management in
winter wheat-summer corn rotation systems.【Methods】Soil samples were collected from a field experiment
with winter wheat-summer maize cropping system, which was conducted continuously in Xushui Experimental
Station, Hebei Province. Except for CK (no N applied), the nitrogen input in both winter wheat and summer maize
were N 200 kg/hm2 in all the other four treatments with 0%, 20%, 50% and 100% of N were replaced
by dry cow manure in winter wheat, recorded as M0, M20, M50 and M100, respectively. Biolog
ECO plate method was selected to determinate the surface soil (0–20 cm) microbial diversity and activity.
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【Results】1) The replacement of partial N input by manure in the winter wheat basal fertilization significantly
increased the utilization efficiency of different fractions of soil carbon. The highest capacity of the total carbon
utilization was found in M50 treatment, and the M100 treatment had the highest microbial growth rate. 2) The soil
microorganism had the higher utilization capacity of D-cellobiose, α-D-lactose, D- mannitol, Twain 40 and
phenylethylamine than that of D, L-α-glycerol phosphate and γ-hydroxybutyric acid in all treatments. The average
utilization rate of soil microorganisms to the carbon sources was in order of carbohydrates > amines > amino acids
> multi cluster > carboxylic acids and phenolic acids. 3) The diversity index of carbon source utilization was
enhanced by different fertilization treatments. Shannon index, richness index and dominance index of M20, M50
and M100 were significantly higher than those in the treatments CK and M0, but evenness index was significantly
lower. The difference was more obvious with the increasing of organic nitrogen substitution.4) Soil microbial
carbon metabolism was closely related to soil organic matter content. The greater the content of soil organic
matter, the higher Shannon index, richness index, dominance index and AWCD value was, but the lower the
evenness index was.【Conclusions】Manure nitrogen substitution in autumn base fertilizer significantly
increases the carbon source utilization of soil microorganisms and further improves soil microbial diversity and
activity. The optimum of the base fertilizer in autumn is 100% manure nitrogen substitutions (M100).
Key words: basal dressing in autumn; manure substitution; soil microbial diversity; soil microbial activity;

carbon metabolic activity

 

土壤为微生物提供了生存的自然环境，微生物

以其所具有的各种生物化学活性参与土壤物质转化

过程中[1]。微生物是土壤中发生各种生化反应的驱动

力，是土壤各种生物化学和生理过程的动态平衡的

调节者，在农业生态系统中承担着重要的角色[2]。土

壤微生物直接或者间接地受到土壤环境的影响，其

中施肥是一个影响微生物的重要因子[3–4]。施肥可以

改变土壤中微生物群落多样性和微生物活性。施用

无机肥料对微生物的影响还存在一定的争议，有学

者认为，无机肥料氮素的施入限制土壤微生物生

长，减少土壤细菌种类，改变土壤微生物的优势种

群，降低土壤微生物多样性[5–6]。另有学者认为，化

肥氮素的施入对土壤细菌群落结构影响不大[7]。也有

学者认为，无机肥料氮磷钾配施显著增强了土壤微

生物对碳源利用的能力，提高微生物活性 [ 8 – 9 ]。同

时，研究学者一致认为有机无机肥料配施对土壤微

生物群落结构、代谢活性有正作用[4–7, 10]，但有机肥料

与无机肥料的最佳比例尚未明确。

关于土壤微生物代谢活性的研究，研究学者指

出微生物代谢某种单一物质的活性并不能代表土壤

肥力状况[4]，微生物对多种与土壤肥力相关的、分布

广泛的物质代谢活性，共同影响、表征着土壤肥力

水平[5, 11–12]。Biolog ECO 板能够准确地测定出土壤微

生物代谢活性的强弱，主要是根据微生物对 31 种碳

源利用能力来判定的，而微生物对碳源利用的能力

强弱可以依据 AWCD 值来进行判定[17–18]。而 Biolog

ECO 板中的 31 种碳源均为生态环境中常见的碳源，

如，氨基酸是土壤有机氮的重要组成部分，羧酸则

是植物根系分泌物的重要组分，D-木糖存在于玉米

芯中，是构成半纤维素的重要成分之一 [14]，Biolog
ECO 板方法能够反映不同施肥处理下土壤微生物的

特性[19]，因此，本研究选择用 Biolog ECO 板根据微

生物对 31 种碳源利用的情况来表征土壤微生物多样

性以及活性。

冬小麦–夏玉米轮作体系中，秋施基肥是有机肥

施入的最佳时期，因此，本研究重点针对秋施基肥

时进行有机肥替代无机肥试验，探讨有机无机肥料

氮素比例对土壤微生物碳源利用特征的影响，旨在

揭示土壤微生物多样性和活性对不同有机无机肥料

氮素配比的响应规律。

1    材料与方法

1.1    试验地概况

试验地位于我国的粮食主产区华北平原，河北

省徐水县，公益性行业  (农业部) 科研专项试验站

(37.8°N，114.7°E)。该试验地所属区域的气候类型为

暖温带半湿润半干旱季风气候，年平均气温

12.2℃，年平均降水量 536.8 mm。试验地耕层土壤

容重 1.27 g/cm3，pH 值 7.80，有机碳含量 17.1 g/kg，
全氮含量 1.01 g/kg，全磷含量 0.83 g/kg，全钾含量

18.11 g/kg。土壤类型为石灰性潮褐土，试验地种植
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类型为冬小麦–夏玉米轮作。

1.2    试验设计与样品采集

试验小区面积为 20 m2 (5 m × 4 m)，试验小区之

间用 40 cm 的 PVC 板隔开  (地上 20 cm，地下 20
cm)。试验共设 5 个处理： 1 )  不施肥对照处理

(CK)；2) 施用无机化肥处理 (M0)，基肥时期采用复

合肥   (N∶P∶K 为 22∶8∶10)；3)  有机肥替代

20% 基肥无机肥氮素处理  (M20)；4) 有机肥替代

50% 基肥无机肥氮素处理 (M50)；5) 有机肥替代

100% 基肥无机肥氮素处理 (M100)。追肥采用尿素。

3 个重复，共计 15 个小区，试验小区的排列方式为

随机区组。除对照不施任何肥料外，所用处理冬小

麦和夏玉米均施 N 200 kg/hm2，且冬小麦、夏玉米秸

秆均不还田。试验开始于 2010 年 6 月，土壤样品采

集时间为 2015 年 6 月，即冬小麦收获后。采用五点

取样法，原状土壤采集 (20 cm × 20 cm × 10 cm)，混

匀，筛分，放置–20℃ 冰箱冷冻，以供微生物多样性

和微生物活性测定。冬小麦每年 10 月 1 日施基肥，

翌年 3 月 12 日追肥。夏玉米每年 6 月 15 日施基

肥，8月 1日追肥。具体施肥量见表 1。

1.3    土壤微生物多样性与活性的测定与分析

采用 Biolog-ECO 板对土壤微生物多样性和活性

进行测定。Biolog ECO 板 8 行 × 12 列，共 96 孔，

每 4 列为一个重复。其中，第一个微孔为对照孔，

其余 31 个微孔每孔均含有一种不同的有机碳源和相

同含量的四唑紫染料，可以得出土壤微生物对 31 种

碳源的利用特征[13–14]。结合有机化合物化学官能团微

生物生理代谢途径和生态功能 3 个方面将 ECO 板的

31 种碳源底物分为 6 大类 [15 ]：12 种糖类及其衍生

物，6 种氨基酸，5 种羧酸，4 种多聚物，2 种酚酸

类和 2种胺类。

Biolog-ECO 板测定过程，包括浸提、接种、培

养和读数[16]。首先，称取相当于 5 g 干土的新鲜土样

于无菌锥形瓶中，加入 45  mL 无菌 NaC l 溶液

(0.85%，质量比)，封口后，在摇床上震荡 15 min
(200 r/min)，静置 15 min取上清液。然后，在超净工

作台上，采用逐步稀释的方法，用无菌 NaCl 溶液

(0.85%, 质量比) 将上清液稀释 100 倍。接着用 8 通

道加样器将稀释液接种到 Biolog-ECO 微平板，每孔

接种 150 μL。最后，将接种好的培养板置于生化培

养箱中 25℃ 培养 10 d，在培养前期每隔 12 h (后期

为 24 h) 在 590 nm 下读取 Biolog-ECO 板的吸光值。

土壤微生物碳源代谢活性用平均微孔颜色吸光

值 (average well color development, AWCD) 来描述，

计算公式如下：

AWCD =
P
(Ci ¡ C0)

31
式中：Ci 为第 i 种碳源的吸光度，C0 为对照孔的吸

光度，31为碳源的数目。

用 Shannon-Wiener 多样性指数来描述微生物群

落代谢多样性，计算公式如下：

H 0 =

nX
i=1

piln (pi)

式中：pi 为第 i 孔的相对吸光值与整个微平板的相对

吸光值总和的比值。

Shannon-Wiener均匀度指数 E，计算公式如下:
E = H 0= log S

式中：H'为多样性指数，S 为利用碳源的个数。

表 1   不同处理中不同来源氮施用量 (kg/hm2)
Table 1   N source and input amount in different treatments

处理

Treatment

冬小麦Winter wheat 夏玉米 Summer maize

基肥 Basal 追施化肥氮

Topdressing chemical N
基施化肥氮

Basal chemical N
追施化肥氮

Topdressing chemical N有机氮 Organic N 化肥氮 Chemical N

CK 0 0 0 0 0

M0 0 130 70 100 100

M20 26 104 70 100 100

M50 65 65 70 100 100

M100 130 0 70 100 100

           注（Note）：有机肥为干牛粪，其养分含量为有机质 397.5  g/kg ，N  26.42  g/kg，P  6.48  g/kg，K  16.79  g/kg;  基肥氮磷钾比例

15∶15∶15; 追肥为尿素 Organic N was from dry cattle manure, in which the nutrient content was organic matter 397.5 g/kg, N 26.42 g/kg, P 6.48
g/kg and K 16.79 g/kg; The ratio of N∶P2O5∶K2O in basal chemical fertilizers was 15∶15∶15; Topdressing N was from urea.
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丰富度指数 (R) 是指被利用的碳源的总数目，该

研究中为每孔中 (Ci-R) 的值大于 0.25的孔数.
Simpson优势度指数 (D)：D = 1–∑pi

2

1.4    计算方法与数据分析

采用 SPSS 18.0 软件对数据进行单因素方差分

析，采用 SigmaPlot、Canoco 4.5进行绘图。

2    结果与分析

2.1    不同施肥处理的土壤微生物碳源代谢整体能

力分析

土壤微生物总碳源代谢活性用平均微孔颜色吸

光值 AWCD 表示，所有施肥处理的 AWCD 值随着

培养时间的变化呈现典型的 Log i s t i c 增长曲线

(图 1)，相关参数见表 2，拟合的 Logistic 增长曲线

决定系数均大于 0.97。由图 1 和表 2 可以看出，

M0 处理中土壤微生物对碳源利用的潜伏期最长，大

于 24 h，其他处理的潜伏期较短，在 12～24 h 之

间。指数期增长速率，CK 处理的最低为 0.0452，然

后是 M0、M50、M20，在 0.0450～0.0500 之间，

M100 最高，为 0.0635。M100 处理的 AWCD 值最先

达到 0.5 K，耗时约 56 h，M20 和 M50 处理达到 0.5
K 耗时分别为 61 h、63 h，CK 处理为 69 h，M0 处

理最后达到 0.5 K，耗时长达 77 h。不同施肥处理土

壤微生物代谢活性 K 值，M0 最低，为 0.3954，
CK 处理稍高，为 0.4143，M20 为 0.4272，M50 和

M100最高，大于 0.4500。

2.2    不同施肥处理的土壤微生物碳源代谢指纹图谱

Biolog-ECO 板在接种土壤样品后，约 120 h 达

到 0.8 K，经过将近 10 天的培养，基本能够保证微

生物新陈代谢完全。从 Biology-ECO 板的代谢指纹

图谱看 (图 2)，不同施肥处理的土壤微生物对六类碳

源的利用率从高到低依次为：糖类、胺类、氨基酸

类、多聚类、羧酸类和酚酸类。不同处理的土壤微

生物对糖类的利用程度差异不大。除去糖类之外，

M0 处理对氨基酸类、羧酸类、多聚类、酚酸类和胺

类这五类碳源的利用率都显著低于其他处理。M50
和M100两个处理对六类碳源的利用程度均最高。

华北平原地区冬小麦–夏玉米轮作系统中，土壤

微生物对 G1、H1、D2、C1 和 G4 (D-纤维二糖、D-
乳糖、D-甘露醇、吐温 40 和苯乙基胺) 这几种碳源

的利用程度最高，其中，D2 (D-甘露醇) 是半纤维素

的重要单体，在所有施肥处理中土壤微生物对 D-甘
露醇的利用程度最大，居于 31 种碳源之首；对

H2 和 E3 (D, L-磷酸甘油和 γ-羟基丁酸) 的利用率最

低。CK 处理土壤微生物基本不利用 E1，F1 和 B2
(α-环式糊精、肝糖、D-木糖)，施肥处理则可以利用

这三种碳源，只是利用能力较弱。其中 α-环式糊精

具有环状结构，稳定性较强，不容易发生反应，对

α-淀粉酶和 β-淀粉酶有很大的阻抗性。糖肝在土壤

中也不常见，可在细菌和个别植物中找到。相对于

以上两种碳源，D-木糖在自然界存在较为丰富，存

在于玉米芯中，是构成半纤维素的重要成分之一。

整体上，以 AWCD > 0.6 碳源计数，CK 处理最

多有 11 种 (糖类 5 种，氨基酸 3 种，多聚类 2 种，

胺类 1 种)；其次为 M100 处理，共计 10 种  (糖类

5 种，氨基酸 2 种，多聚类 1 种，羧酸类 1 种，胺

类 1 种 )；M50 处理为 9 种   (糖类 5 种，氨基酸

2 种，多聚类 1 种，胺类 1 种)；M20 和 M0 高于

0.6 的碳源种类最少，分别为 7 种 (糖类 5 种，氨基

酸 1 种，多聚类 1 种) 和 5 种  (糖类 3 种，氨基酸

表 2   拟合“S”型增长模型参数

Table 2   Kinetic parameters of the fitted logistic
growth equations

处理

Treatment
K s p R2

CK 0.4143 69.0 0.0452 0.9785

M0 0.3954 77.3 0.0462 0.9829

M20 0.4272 61.6 0.0497 0.9866

M50 0.4853 63.7 0.0469 0.9866

M100 0.4522 56.4 0.0635 0.9834

           注（Note）：K—AWCD值渐近线 The  asymptote  of  AWCD；

s—AWCD达到 0.5  K时的时间 Time  when  y  =  0.5  K；p—AWCD
的指数增长速率 The  exponential  rate  of  AWCD  change；R2—决定

系数 Correlation coefficient.
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图 1   不同施肥处理中随着时间变化的平均吸光值

Fig. 1   Average well color development (AWCD) with
incubation time in fertilizer treatments
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图 2   不同施肥土壤微生物碳源代谢 (120 h)

Fig. 2   Soil microbial biomass carbon metabolism in the different treatments (120 h)
[注（Note）：A2—ß-甲基-D-葡萄糖苷ß-methyl-D-glucoside；A3—D-半乳糖内酯 D-galactonic acid-γ-lactone；A4—L-精氨酸 L-arginine；
B1—丙酮酸甲脂 Pyruvic acid methyl ester；B2—D-木糖 D-xylose；B3—D-半乳糖醛酸 D-galacturonic acid；B4—L-天冬酰胺酸 L-
asparagine；C1—吐温 40 Tween 40；C2—I-赤藻糖醇 I-erythritol；C3—2-羟苯甲酸 2-hydroxy benzoic acid；C4—L-苯基丙氨酸 L-
phenylalanine；D1—吐温 80 Tween 80；D2—D-甘露醇 D-mannitol；D3—4-羟基苯甲酸 4-hydroxy benzoic acid；D4—L-丝氨酸 L-serine；
E1—α-环式糊精 α-cyclodextrin；E2—N-乙酰基-D-葡萄胺 N-acetyl-D-glucosamine；E3—γ-羟基丁酸 γ-hydroxybutyric acid；E4—L-苏氨酸

L-threonine；F1—肝糖 Glycogen；F2—D-葡萄糖胺酸 D-glucosaminic acid；F3—衣康酸 Itaconic acid；F4—甘氨酰-L-谷氨酸 Glycyl-L-
glutamic acid；G1—D-纤维二糖 D-cellobiose；G2—葡萄糖-1-磷酸盐 Glucose-1-phosphate；G3—α-丁酮酸 α-ketobutyric acid；G4—苯乙基

胺 Phenylethyl-amine；H1—α-D-乳糖 α-D-lactose；H2—D, L-α-甘油 D, L-α-glycerol；H3—D-苹果酸 D-malic acid；H4—腐胺 Putrescine.]
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1 种，多聚类 1 种)。CK 处理总 AWCD 值不高，但

其高于 0.6 的种类较多，说明不施肥的对照处理可以

保持微生物多样性。

2.3    不同施肥处理的土壤微生物碳源代谢主成分

分析

采用主成分分析的方法对 0.5 K、0.8 K (微生物

生长较为关键的点)  进行数据分析。利用培养 60
h 的 AWCD 值 (0.5 K)，对不同处理下利用不同碳源

种类的特性进行主成分分析，由图 3 可知，碎石图

曲线从第二个因子开始变得比较平缓，特征根小于

等于 1。其中，第一主成分 (PC1) 特征根为 4.834，
方差贡献率为 80.6%，第二主成分 (PC2) 特征根为

0.704，方差贡献率为 11.7%，第三主成分 (PC3) 特
征根为 0.378，方差贡献率为 6.3%。选取 PC 1 和

PC2 分析进行绘图 (图 3)，不同施肥处理的碳源利用

在 PC 轴上差异显著。CK 和 M0 处理位于 PC 1 的中

端靠右的位置；M20 处理位于 PC1 的最右端；

M50 和 M100 位于 PC1 的左边部分，同时，M50 位

于 PC2 的负端，M100 位于 PC2 的正端。其中，糖

类、胺类、氨基酸类、多聚类、羧酸类和酚酸类对

PC1 的载荷值分别是 0.948、0.983、0.843、0.844、
0.967 和 0.782，载荷值越高表示对应碳源种类对主

成分的影响越大。

利用培养 120 h 的 AWCD 值 (0.8 K) 对不同处理

利用不同碳源种类的特性进行主成分分析。由

图 4 可知，碎石图曲线从第三个因子开始变得比较

平缓，特征根小于等于 1。其中，第一主成分 (PC1)
特征根为 4.358，方差贡献率为 72.6%，第二主成分

(PC2) 特征根为 1.141，方差贡献率为 19.0%。在主

成分分析图中，有且仅有 CK 处理处在 PC1 和

PC2 的负部，M0 处理处在 PC1 的负部、PC2 的正

部，M20 处理处在 PC1 的中间部位和 PC2 的正部，

M50 和 M100 两个处理所处的位置较为接近，处在

PC1 的正部。其中，糖类、胺类、氨基酸类、多聚

类、羧酸类和酚酸类对 PC1 的载荷值分别是 0.813、
0.971、0.910、0.933、0.907和 0.481；对 PC2的载荷

值分别是–0.567、0.024、–0.112、–0.083，0.222 和

0.866。从图 4 和图 5 中可以清晰地看出，无论是在

微生物快速增长的时期，还是在微生物群落达到最

大容量时，M50 和 M100 处在不同种类碳源作用密

集区，由此说明，秋施基肥有机肥替代无机肥氮素

这项施肥措施可以促进土壤微生物对糖类、胺类、

氨基酸类、多聚类、羧酸类和酚酸类等多种碳源的

利用。

2.4    土壤微生物氨基酸类、糖类、多聚类和羧酸

类代谢主成分分析

本研究对微生物氨基酸类、糖类、多聚类和羧

酸类的代谢进行进一步分析。B4 (L-天门冬酰胺)、
C1 (吐温 40)、B1 (丙酮酸甲酯) 分别是氨基酸类、多

聚类和羧酸类对 M100 处理起决定作用的碳源。对

于糖类来说，M100 处理起决定作用的碳源种类较

多，有 H2 (D, L-磷酸甘油)、H1 (α-D-乳糖)、E2 (N-
乙酰-D-葡萄糖胺)、A3 (D-半乳糖酸-γ-内酯)、B2 (D-
木糖)。在氨基酸类、糖类、多聚类和羧酸类的主成

分分析图中   (图 5 )，可以清晰地看出 M50 和

M100 处理均处在碳源作用密集区。在 M0 处理中长
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图 3   不同施肥处理土壤微生物多样性主成分分析 (60 h)

Fig. 3   Principal component analysis of soil microbial diversity in different fertilization soils (60 h)
[注（Note）：1—5分别代表 CK、M0、M20、M50和M100处理 The number 1 to 5 represent CK，M0，M20，M50 and M100, respectively.
CH—糖类 Carbohydrates；AA—氨基酸 Amino acids；CA—羧酸类 Carboxylic acids；PM—多聚类 Polymers；PA—酚酸类 Phenolic acids；
AM—胺类 Aminos.]
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期施用化肥，土壤微生物分解 B3 (D-半乳糖醛酸)、

F2 (D-葡萄糖胺酸) 的能力增强。

2.5    不同施肥处理的土壤微生物碳代谢多样性指数

从表 3 中可以看出，M0 微生物碳源代谢的香农
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图 4   不同施肥处理土壤微生物多样性主成分分析 (120 h)

Fig. 4   Principal component analysis of soil microbial diversity in different fertilization soils (120 h)
[注（Note）：1—5分别代表 CK、M0、M20、M50和M100处理 The number 1 to 5 represent CK、M0、M20、M50 and M100, respectively.
CH—糖类 Carbohydrates；AA—氨基酸 Amino acids；CA—羧酸类 Carboxylic acids；PM—多聚类 Polymers；PA—酚酸类 Phenolic acids；
AM—胺类 Aminos.]
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图 5   不同施肥处理土壤微生物不同碳源代谢主成分分析 (120 h)

Fig. 5   Principal component analysis of different carbons sources of soil microbial diversity in different fertilization soils (120 h)
[注（Note）：1—5 分别代表 CK、M0、M20、M50 和 M100 处理；左上— 氨基酸主成分分析; 右上—糖类主成分分析; 左下—多聚类主

成分分析; 右下—羧酸类主成分分析 The number 1 to 5 represent CK、M0、M20、M50 and M100, respectively; Upper left—Principal
component analysis of amino acids; Upper right—Principal component analysis of carbohydrates; Bottom left—Principal component analysis of
polymers; Bottom right—Principal component analysis of carboxylic acids.]
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指数和优势度指数略高于 CK 处理，差异没有达到

显著水平，丰度度指数显著高于 CK 处理，均匀度

指数显著降低。秋施基肥有机肥替代化肥处理的微

生物香农指数、丰富度指数、优势度指数均显著高

于 CK 和 M0，但是均匀度指数有了明显的降低，且

随着有机肥氮素替代的比例增大，差异越明显。结

果表明，有机肥替代无机肥氮素可以提升土壤微生

物种类、丰度，以及优势种群的优势度，并使得微

生物的均匀度指数下降。

2.6    土壤有机质与微生物碳代谢多样性指数的相

关性分析

为了进一步探究不同施肥处理土壤微生物对碳

源利用与土壤养分含量关系，本研究选取了不同的

土壤养分指标，土壤有机质、土壤全氮含量、土壤

碳氮比、土壤全磷含量等与微生物碳代谢等指标进

行相关研究，结果发现，土壤有机质与土壤微生物

碳代谢相关程度较高。图 6 表明，土壤有机质含量

越高，相应的香农指数、丰富度指数、优势度指数

及 AWCD 值越大，而土壤有机质含量越高均匀度指

数越低。

3    讨论

越来越多的学者对微生物多样性的研究采用了

现代分子生物学技术，从基因的水平研究土壤微生

物的多样性[17–20]，但 Biolog 方法测定土壤微生物多样

性依然具有其不可取代的优点，如，无需分离培养

微生物，测定简便等[21]。本研究发现，Biolog 方法在

表征土壤微生物多样性的同时，还可以表征土壤微

生物活性。例如，香农指数、丰富度指数、均匀度

指数等指标表征了土壤微生物多样性，这在很多文

献中都有显示[4, 5]，而 AWCD 值拟合的 Logistic 曲线

中的 K 值大小、潜伏期长短、对数增长期增长速率

等指标代表了土壤微生物对碳源的利用效率，能够

在一定程度上表征土壤微生物活性，即 K 值越大、

潜伏期越短、对数增长期增长速率越大，土壤微生

物活性越高，其报道尚不多见。其主要原因是大多

数试验对 Biolog 板的读数间隔设置为 24h[4–5, 22–23]，该

时间间隔较长，掩盖了潜伏期、对数增长期等微生

物生长的关键时期。用 Biolog 方法表征土壤微生物

活性，需要进一步对测试方法进行改进，缩短读数

间隔。本研究采用读数间隔为 12 h，也只是粗略地

看到M0处理的潜伏期大于 24 h，其他处理的潜伏期

处在 12～24 h 之间，今后研究可以在微生物生长关

键时期加大 Biolog 板的读数频率，更好地拟合微生

物生长曲线，进而更准确地表征微生物活性。

本研究发现，五年连续施用无机肥料处理降低

了 K 值、延长潜伏期、降低了对数期增长速率，进

一步说明施用无机肥料降低了微生物活性，而香农

指数、优势度指数没有显著变化，说明没有降低微

生物多样性。原因有以下两个方面：一、无机肥料

氮素和有机肥料氮素投入量相等，无机肥料氮素易

流失，造成了 M0 处理留在农田生态系统的氮含量

大大减少；二、可能是由于施用无机肥料，改变了

土壤环境，降低 pH、增加容重、降低含水量等 [25]，

抑制微生物呼吸作用[24]，直接降低微生物活性，但没

有降低微生物多样性。

很多研究者在研究中得出有机无机肥料配施可

以提高土壤微生物多样性和微生物活性[4–7]，对于有

机无机肥料配施这种施肥管理措施仍然需要进一步

研究，首先，有机肥料的施入时期，其次，有机肥

料与无机肥料的比例。本研究发现，在冬小麦–夏玉

米轮作系统中，秋施基肥有机肥替代无机肥料氮素

可以显著提高土壤微生物对碳源的利用能力，提高

K 值、缩短潜伏期、增加对数期增长速率，说明有

机肥替代无机肥料氮素提高土壤微生物多样性，并

且土壤微生物多样性随着有机肥施入量增加而呈现

增大的趋势，其中 M50 处理土壤微生物多样性最

大；而香农指数、优势度指数的增加，说明有机肥

替代化肥提高了土壤微生物活性，并且随着有机肥

氮素施入量增加而呈现增大的趋势，其中 M100 处

理土壤微生物活性最强。有机肥氮素施入增加土壤

微生物多样性的主要原因可能是有机肥中含有新类

型的有机碳，促使新的微生物种类的产生。如，

CK 和 M0 处理土壤微生物对 D-木糖的利用能力较

表 3   不同施肥处理下微生物多样性指数 (120 h)
Table 3   Diversity indexes of soil bacteria in different

treatments at 120 h

处理

Treatment
香农指数

H'
丰富度指数

R
均匀度

E
优势度指数

D

CK 3.30 c 23.67 e 1.04 a 0.9601 d

M0 3.31 c 25.67 d 1.02 b 0.9606 d

M20 3.35 b 27.33 c 1.01 b 0.9623 c

M50   3.37 ab 29.67 b 0.99 c 0.9630 b

M100 3.39 a 31.00 a 0.99 c 0.9639 a

        注（Note）：同列数值后不同小写字母表示在0.05 水平差异

显著Values followed by different lowercase letters in the same column
are significantly different at the 0.05 level.
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弱，原因可能是本试验没有进行秸秆还田，没有外

源的 D-木糖碳源投入到这两个处理中，而 M20、

M50 和 M100 处理土壤微生物对 D-木糖的利用能力

较强，其原因可能是有机肥选用了牛粪，牛粪中含

有未被完全利用的玉米芯，而玉米芯是 D-木糖存在

较多的物料。有机肥的施入增加土壤微生物活性的

主要原因有两方面：一是土壤微生物多样性的增加

为微生物活性的增加提供了基础；二是微生物的激

发效应[26]，即新鲜外源有机碳的加入，可能会激发了

土壤微生物活性，使得土壤原有有机碳分解速率发

生剧烈变化。这样一来，土壤微生物为植株提供了

大量的可利用的养分，从而提高了植株生物量，高

的植株生物量又会分泌更多的简单有机物进一步提

高微生物活性。

土壤在植物、土壤、微生物三者交互作用的影

响下达到动态平衡。在这个平衡状态，土壤有机质

与土壤微生物功能多样性密切相关，本研究结果表

明，土壤有机质与微生物碳代谢相关程度较高。土

壤有机质含量越高，相应的香农指数、丰富度指

数、优势度指数及 AWCD 值越大，而土壤有机质含
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图 6   土壤全氮、香农指数、丰富度指数、均匀度指数、优势度指数及 AWCD 与土壤有机质含量回归分析

Fig. 6   Regression of SOM with TN, shannon index, richness index, evenness index, dominance index and AWCD
[注（Note）：中间加粗直线是简单的回归线，虚线表明 95%的置信区间，外侧两条直线为预测极限 The straight line in the middle
is a simple regression line, the dotted line shows 95% confidence interval, the outer side of the two straight lines for the prediction limit.]
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量越高均匀度指数越低，原因可能是土壤有机质含

量增加，对碳源的利用增强，但只是对某些碳源利

用增强，并没有对全部的碳源都均匀地增加。
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