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土壤可溶性无机磷对微生物生物量磷测定的
干扰

林启美
‘中国农业大学土城和水科学系，北京 100094)

摘典:对于可溶性无机脚含it高于50.g/kg十的土坡 熏燕处理前必须去除这部分礴，否刚将严重干扰徽生物t研的侧

定。讨论了去除土坟中可溶性无机碑的方法。
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Ab0lraet:When the content of the soil soluble inorganic P is higher than 50 mg/kg,this part of phosphorus

must be removed before fumigation treatment. Otherwise, the measurement of soil microbial biomass P

would be severely interfered by the presence of a large amount of inorganic P in soil extract. This paper dis-

cusses the methods to remove soil soluble inorganic P.
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    徽生物生物，礴是植物磷素营养的重要来源〔卜+1，其侧试方法格外令人关注。Birch('] 发现，用抓仿熏

蒸处理土魏时，释放出来的礴来自徽生物.由此Hedley & Stewart('7用NaHCO,漫提被抓仿熏燕和不熏熬

的土旗，来估算土集徽生物2决.Brooke,等Ct1改进该方法，将浸提时间从16h缩短到30min，并免去了用阴

离子交换树脂预先除掉土典中可溶性无机磷的步.，并且在浸提时，加人一定t的无机碑，来校正土坡粘

粒对徽生物It碑的吸附固定，从而提高了工作效率.He等C,1报道:对酸性土城用NH;F-HCl浸提剂，比用

NaHCO,浸提剂更能有效地提取徽生物生物量碑.

    徽生物生物It碑的侧定方法还存在两个问题:①土典对徽生物生物量磷的固定作用。Brooke.等(+1提

出向未燕蒸的土集加人一定量的无机碑酸盐，来校正土坡对徽生物生物t碑的固定，但也有人对此提出异

议Cal②土坡可溶性无机碑对分析的干扰。Hedley & Stewart"]曾普告:当土续可溶性无机碑含量高时，必

须在熏燕处理前除这掉部分确，否则将干扰微生物生物t碑的洲定.

    北京郊区菜园土集可溶性无机碑含It每公斤高达几百毫克[Ce7预备试脸显示徽生物生物量决的分析

受到严重干扰.目前所用的去除土壤无机碑的方法1.1，不仅时间长(16 h),而且在24℃下操作，所侧定的结

果并不是原始土城的徽生物生物t碑，为此，试图寻找一个简单的办法，除掉土坡中的可溶性无机碑，以避

免对徽生物生物t碑浦定的于扰。
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l. 1 土坡

    供试土坡采自北京效区菜园地，其理化性质见表l。用土钻采集。一20cm的表层土坡，采取的湿土迅

速过2-m筛，去掉植物残体和可见的土城动物，将土壤湿度调节至50%的田间持水量。称取200g 1号土

坡5份于塑料袋中，每份每克上分别均匀地加入无机磷(P)37.5,75,150,375,750pg(K,HPO,)，与未加无

机磷的土壤及2号土一起放入封闭的铁捅内，桶内盛约500-1水和200-1稀碱(lmol NaOH/L)。室温下培

养7d,经预培养的土城应迅速测定，或放在5℃下保存。
                                              衰 t 供试土妞性质

                                                  Tgble 1  3011 Drop.dlea

有机质 全氮 枯粒<2p.

土典 PH Organic matter Total N Clay

            微生物生物量碳

                  Bioma- C

(g/kg) (mg/kg)

{.: ;:.: {.:: ::: 4:。9。 :::_:

1.2 土城可溶性无机碑的除去方法

    方法1称取100g湿土于2L的容器中，加入pH8. 5的0. 5m.]八NaHCO，水溶液100.1,25℃下振荡

30min (1 BOrev/min)，离心5min (3000rpm)上清液用纤维质膜(Millipore孔径<0. 2p.)过滤.并用膜过滤

的去离子水洗涤3次，弃去滤液。将膜研细，并加人适量水，一起倒人土坡中，制成土壤悬浮液，总体积约

200m1,摇匀备用。
    方法2 称取10娘湿土于21,的容器中，加入10个各装有3g阴离子交换树脂(717号，上海)的尼龙布

袋，再加1000-1膜过滤的去离子水，25'C下振荡16h 0 00-/-in)，取出树脂，并用少量水洗涤.离心5min

( 3000rpm )。上清液用纤维质膜(Millipore孔径<0. 2pm)过浊，并用膜过滤的去离子水洗涤3次，弃去滤

液。将膜研细，并加人适I水，一起倒人土城中，制成土坡悬浮液，总体积约200-1,摇匀备用。

1.3 土壤徽生物生物A磷的测定

    称取相当于烘干土重log湿土(或上述土续悬浮液)9份，3份放人100-1烧杯中，与盛有无酒精抓仿

的烧杯一起放人真空干澡器中(土壤悬浮液需加人Iml无酒精抓仿)，真空干澡器底部放有湿润的纸和盛

有20-1的lmol/L NaOH溶液的烧杯。用真空泵抽成真空，使抓仿沸腾，并持续2min，关闭真空干操器的

阀门，将A空干燥器放入25℃的培养箱中，保持24h。取出抓仿(倒回瓶中可重复使用)，再用真空泵反复抽

气，直到土坡闻不到抓仿气味为止。加人pH8.5 0. 5mol/L NaHCO,溶液(1:20土水比)，振荡30min

(25'C .200rev/min)后迅速用中速无磷滤纸过滤，滤液立即侧定或放人一15℃下保存.

    另3份同上加人等量pH8. 5 0. 5mol/L NaHCO,溶液，同上述方法浸提土城中的磷.其余3份加入

1.0.1 250pg P/ml的K,HPO,溶液(相当于每kg土加人250.g P)和等量pH8. 5 0. 5mol/L NaHCO,溶

液，用于校正土坡对徽生物生物量碑的吸附固定作用

    所有浸提液中的决都用相锑抗比色法侧定。微生物生物量决(Bp)按照下面公式计算:

                                  Bp=(F一UF)/(Kp·R)

F为熏蒸土坡NaHCO,所浸提的磷量(mg/kg),UF为不熏蒸土澳NaHC03所浸提的确量(mg/kg),心 为

NaHCO。所浸提的徽生物生物量确占总徽生物生物盘磷的比例，此处用。.40['],R为加人的无机磷的回收

率(%)

                      R(0/a)!   ((测定值一土壤可溶性无机磷)/25) X 100写

此处测定值是指上坡加人K,HPO,溶液后，再用NaHC0,浸提所得到的磷11 (mg/kg土).土壤可溶性无机

碑是指用N.HCO。直接浸提的碑量，也就是未熏燕土集所侧定的琪量(mg/kg土).25为浸提前所加人的

磷童(mg/kg土)。

2 结果与计论
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    1号土奥可溶性无机磷含量较低(表1)，仅S. 9mg/kg土，可直接用Brookes等[s)的方法测定土坡微生

物生物量磷(表2)但在预培养时向该土坡加入无机磷酸盐时.微生物生物量磷的测定受到严重干扰。每克

土加人37-5.g P时，熏蒸与不熏燕土坡N.HCO，可浸提磷的差值为4. 6，与原土壤的测定值((4. 7)几乎相

同。但加入的磷量超过75.g/kg土时，熏蒸与不熏蒸土奥NaHCO可浸提确的差值为负数，且随着碑加人

t的增加，负值增大。

    2号土城可溶性无机确含量高达459.93mg/kg,黑燕与不熏蒸土壤N.HCO浸提的磷量之间的差值

为一34. Otng/kg,

    熏蒸前去除土壤中的可溶性无机磷后(表31.1号土壤无论加人磷傲高低，熏蒸与不熏燕上堪NaHCO,

浸提礴量之间的差值都为正值，用第1个方法处理的差值为4.95-5.63,第2个方法为4.26-5. 27，与未

经预处理的原土壤的值4.7之间没有显著性的差异(P<0.05),

    可溶性碑含量很高的2号土坡，如果熏燕前也去除土坟中的这部分无机碑，也得到相似的结果，两种

方法的照燕与不燕蒸土壤NaHCO:可浸提碑的差值分别为6. 30和5.70，二者之间也没有显著性的差异

(P<O.05).由此可见，对于可溶性无机决含量高的土壤，熏熬前必须去除这部分无机碑，否则无法侧定徽

生物生物2%, Smokes 141"1所用的土城可溶性无机磷最高为“. Brng/kg,没有发现其对徽生物生物量确

侧定的干扰。此处的结果表明，如果土城Olsen-P超过50mg/kg,熏燕前必须去除这部分礴.
                                衰2 加入无机砚对橄生钧生物，确洲定的形晌

                Table 2  Interfe- of added In- 1, P to the - mrement of microbial blomm P(Bb)

土旗

m il

碑加入3

Added P

未燕热OF

Unfamigated

  燕燕F

Fumigated

熏燕一未燕熟

    OF-F.

徽生物生物t碑

      Bp

(mg/kg)

  回收率

Recovery

  (%)

  0.0

  37.5

  75. 0

150.0

375.0

750.0

  0.0

    5. 30

  28.10

  59.50

135.40

334. 10

757.70

437. 75

  10.00

  32. 70

  58.60

131.80

311.70

686. 50

403. 75

}{.;;

二::-

223. 6

239. 7

269. 9

256. 3

234. 3

152. 3

248.2
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0

0

0

0

0

0
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    在测定徽生物生物f碑时，一般在熏燕的同时，另取等量的3份土坡，并加人一定量的无机磷，以校正

土城枯较对照燕处理所释放出来的徽生物生物A碑的吸附固定效(y, Brookes等[a"」发现，加人的无机礴的

回收率为70%左右，He等1-1报道，加人的无机磷的回收率随土城pH值而变化，pH值为4.5-5.5时，回收

率稳定在76%土7%,i pH<C5时 回收率降低到20%,指出加人的砚的回收率与土坡徽生物生物A碑

之间没有简单的的线性关系。因为微生物生物量碑和加入的无机礴被土坡吸附的特征是不一样的，所以可

以不用加入的无机碑的回收率来校正微生物生物量碑。NcLaughlin等[[no〕也指出，用回收率来校正徽生物
生物It碑的作用不大。Hedley & Stewart[0〕也发现没有土壤时，细菌生物量礴的回收率为46%̂-68%，真

菌为64 % -84 %;有土城时，回收率则降到37%,显然,Kp值包含徽生物生物量确被土坡吸附的因素，没

有必要再通过加人无机磷来校正徽生物生物量确。本文所有的侧定.磷的回收率都在150纬以上(表2和表

3)，这与Brook-等人，门的结果完全不同，与其他人的结果差异也很大。供试的两种土坡为石灰性湘土，

粘粒含盆都低于200g/kg，有机质和全氮的含量都不高，只有pH较高，并且含有一定量的碳酸钙.粘较和

有机质不可能大幅度地提高磷的回收率，而碳酸钙的溶解导致土坡pH下降，从而引起土壤中不可溶性无

机碑释放，即出现稀释效应，也不能解释这一现象。加人的无机碑不可能使土坡中不可溶性无机碑释放。到

底是何原因导致确回收率如此高，还没有合理的解释，有待进一步研究

    鉴于前人和此处的研究结果，在计算微生物生物量碑时，没有考虑确的回收率 1号和2号上艘徽生物

生物里确分别为12.42士1. 022和15.00士I. 061-g P/kg,微生物生物量碳与微生物生物量碑之间的比值

分别为22.20和14.05，与Brook-等人[DI的结果极为接近。这说明，在计算徽生物生物量决时，可以不考
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虑土壤对其吸附固定作用。

                              衰3 确先除去土粗可溶性礴对徽生物.砚洲定的影晌

              Table 3  Effect of pre-rotnov目of solubler佣 ‘悦 tneasuretcent of microbial biortuus P

可溶性砚除去方法Methods for pre-removing soluble soil P

+坟

So il

碑加人且

Added P

方法1    Method 1

OF F OF-F    Bp 77F

方法2 Method 2

    UF-F    B户

(.a/kg) (mg/kg)

  0.0

  37. 5

  75.0

150.0

375.0

750.0

    O 0

    2.08

  13. 70

  24. 10

  41. 71

  71. 75

1112.35

  125. 92

  7. 03

  19. 09

  29. 22

  47. 34

  77. 20

117.54

132. 22

5.12

6.30

12.38

13.48

12.80

14.08

13.63

12.98

15.75

回收率

  (%)

223. 8

212. 8

186.5

198.2

235. 4

203. 5

215. 6

  1. 71

  10.30

20. 10

  35. 42

  63. 83

  95. 45

135.10

  5. 97

  15.10

25.23

  40.69

68.45

99.90

140. 80

4.26

4.80

5. 13

5. 27

4. 62

4.45

5.70

10. 65

12.00

12.83

13. 18

11. 55

11. 13

14.25

回收率

  (%)

213. 5

208. 7

202. 5

224. 1

215. 3

203. 7

278.4

    OF未燕熟处理,F:燕燕处理。

3 幼论

    如果土壤Olsen-P含2高于50mg/kg土，熏燕前必须去除这部分碑，否则徽生物生物t碑的侧定将受

到严重的干扰。用徽孔膜过滤法去除碑，比用交换树脂法要简便快速，适合大t样品分析.
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