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不同施肥处理与地膜覆盖对土壤

微生物群落功能多样性的影响

侯晓杰7，汪景宽7，!，李世朋!

（71沈阳农业大学，沈阳V 77#7;7；!1中国科学院南京土壤研究所，南京V !7###8）

摘要：微生物多样性是表征土壤质量变化的敏感指标。应用 W?/0/L技术探讨了不同施肥处理与地膜覆盖对土壤微生物功能多

样性的影响，从微生物功能多样性的角度评价施肥与地膜覆盖对土壤质量的影响。试验结果表明：裸地条件下，肥料合理配施

可以增强微生物对碳源的利用程度（$X%Y），显著增加微生物功能多样性（,B>GG/G 指数）。地膜覆盖和施肥的交互作用降低

了微生物对碳源的利用率，降低微生物的丰富度，改变其均匀度。土壤微生物碳源利用的聚类和主成分分析表明，各施肥处理

在碳源的利用上存在较大差异，覆膜加剧了各处理之间的分异程度。糖类和氨基酸类碳源是微生物利用的主要碳源。土壤微

生物对碳源利用受到土壤 JQ、速效钾的显著影响。此外，有机碳、速效氮含量和土壤碳氮比与土壤微生物群落功能多样性密切

相关。
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地膜覆盖栽培是中国推广最快、增产效果最大的农业工程项目之一，6777 年全国地膜覆盖栽培玉米超过
889 万 32:，占当年地膜覆盖栽培总面积 6966 万 32: 的 89;以上，大大提高了粮食产量［6，:］。然而，地膜覆盖
增产是以消耗地力为代价的［8，< ］，该措施降低了有机物料在土壤中的腐解残留率，使土壤地力、酶活性下降的

同时［=］，不可避免地影响到土壤微生物，从而影响土壤肥力和土壤生态系统功能［>］。如果管理不当，长期连

续或全程覆膜将恶化土壤生态条件，使土壤肥力下降［?］。目前，施肥对土壤微生物功能影响的研究主要集中

于有机肥［@ A 69］，而关于地膜覆盖对其的影响，国内外报道较少。本文依托沈阳农业大学土壤肥力长期定位试

验站，展开长期地膜覆盖以及不同施肥对土壤微生物功能影响的研究，以期合理培肥覆膜土壤并为农业可持

续发展提供理论依据。

)* 材料与方法
)0 )* 供试土壤
土壤采自沈阳农业大学土壤肥力长期定位试验站（北纬 <6B<7C，东经 6:8B8<C），试验从 67@? 年开始设置，

连作玉米。土壤为发育在黄土性母质上的壤质棕壤。试验设地膜覆盖和裸地栽培 : 组，取其中的 6: 个处理，
包括对照（DE）、单施氮肥（F<）、氮肥磷肥配施（F<G:）、单施有机肥（H<）、有机肥配施氮肥（H:F:）、有机肥
氮肥磷肥配施（H:F:G6）以及相应的覆膜处理（除对照外，所有处理的施用的氮量相同）。具体试验处理见表
6。氮肥为尿素，磷肥为磷酸二铵，有机肥为猪厩粪。有机肥历年来的含氮量为 69 A 6= 4 I4 J6，有机碳含量为

6:9 A 6=9 4 I4 J6。每年 < 月 := 日左右播种、覆膜。:99< 年 @ 月 6= 日采集样品，装入无菌塑料袋带回实验室，
过 :22筛后置于冰箱内 <K保存，于 ?*内测定微生物功能多样性。

表 )* 供试土壤处理

+,-." )* /"(0&1231%4( %5 36" 3&",37"43(

处理

L-,(%2,#%

化肥氮用量

M#’-4(#&$ F
（I4 32 J:）

化肥磷用量

M#’-4(#&$ G
（I4 32 J:）

有机氮用量

N-4(#&$ F
（I4 32 J:）

总施氮量

L’%() F
（I4 32 J:）

DE 9 9

DEOD! 9 9

F< :?9 :?9

F<OD :?9 :?9

F<G: :?9 68= :?9

F<G:OD :?9 68= :?9

H< 9 :?9 :?9

H<OD 9 :?9 :?9

H:F: 68= 68= :?9

H:F:OD 68= 68= :?9

H:F:G6 :?9 :?9

H:F:G6OD :?9 :?9

P P ! D为地膜覆盖处理 D’+,-,* Q&%3 R)(.%&$ !&)2

)0 8* 实验方法
)0 80 )* 土壤基本理化性质
实验各处理土壤基本理化性质详见表 :。土壤

RS（土T水 U 6T:0 =）、有机碳、全氮、速效氮（碱解法）、
全磷、N).,# 磷、全钾、速效钾（乙酸铵提取）、土壤砂
粒、粘粒含量的具体测定方法参见《土壤农化分

析》［66］。

)0 80 8* 微生物群落功能多样性的测定（VMNWNX 法）
称取 694 鲜土置于 699 2) 灭菌 90 6H 磷酸缓冲

液中，振荡 :92&#。静置 :=2&#左右，在超净台上稀释
到 69 J8稀释度。用 @ 通道加样器向 VMNWNX XF 盘的
7> 孔板各孔中分别添加 6=9 !) 稀释后的悬液（使用
加样枪的 R-’46）。:=K恒温培养，在 :<、8>、<@、>9、
?:、@<、7>、69@、6:9、68:、6<<、6=>、6>@3 后使用
VMNWNX YHZ[读板仪读取各孔在 =79 #2 波长下的
光吸收。每个土壤样品做 8 个重复（以上操作在无菌
室中进行）。

)0 80 9* 实验数据分析方法
采用培养 <@3的数据计算土壤微生物群落多样性指数。选择的多样性指数有 \3(##’#指数（!）、\3(##’#

均匀度指数（"）、\&2R.’#指数（6 J #），分别评价土壤微生物丰富度、均匀度以及某些最常见物种的优势度。
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公式参考杨永华 ［!"］，数据用 #$##!!% & 和 ’()*+进行统计分析。

表 !" 供试土壤的基本理化性质

#$%&’ !" #(’ )(*+,-.-(’/,-$& )0.)’01,’+ .2 +.,& +$/)&’+ 1’+1’3

处理

,-*./0*1/
23
全碳

,45
（6 7 86）

全氮

,9/.+ :
（6 7 86）

有效氮

;<.=+.>+* :
（06 7 86）

全磷

,9/.+ $
（6 7 86）

速效磷

4+?*1@?A$
（06 7 86）

全钾

,9/.+ B
（6 7 86）

速效钾

;<.=+.>+* B
（06 7 86）

碳氮比

C) 7 1!

砂粒

#.1D
（6 7 86）

粘粒

5+.E
（6 7 86）

砂粘比

C?)

5B F% !G H% "I !% JF KH% &F L% &! !H% J! "L% &F HL% "K F% KG !KL% HG "GI% !G L% IJ

5BA5! F% GH H% &H !% JG HI% LL L% &I "K% J! "L% H" IG% JL I% !F !IL% J& ""J% LJ L% IF

:G &% L& K% &L !% GJ !&K% LF L% &" !G% "J !K% GJ &I% IH &% HG !&K% &! "F!% LG L% F!

:GA5 &% GG H% FH "% "L !HH% LL L% IL GH% !" "L% I! K"% !K G% G! !JK% KL "G!% J& L% &K

:G$" &% "& H% !! !% JF !!J% IF L% &G "G% !K !H% I" F!% K" F% FH !JK% !" "F"% IF L% &J

:G$"A5 &% !F H% FJ "% F& JIG% J! L% FH &&% HF !H% &G KF% "I J% F" !&&% !H "GF% IF L% FJ

MG F% JH !F% KF "% JL !KH% LJ "% "G "G&% LL !H% LF G&&% IH I% J& !I&% &G "GI% H! L% I!

MGA5 &% HG !L% J" !% HJ !JG% GH L% K& !LH% FF !K% "F !KJ% K" &% JG !&K% &L ""F% KH L% IL

M":" F% !G !F% !F "% J& "!J% L& !% H" "J!% KH "L% HL &LK% IG F% KH "!I% KG "!&% IH !% L!

M":"A5 &% KL H% IL !% II !LI% "K L% KL KK% FI "L% L& !!G% F! &% GK !J"% &! "GF% &J L% &G

M":"$! F% "G !F% "K "% JJ !H&% HF "% "J "F&% HK !H% &I GJJ% GJ I% LL !IG% !G "JK% !F L% IJ

M":"$!A5 &% FF !!% "J "% L" !"I% L" !% !F !&&% GH "L% HG "!L% !J &% &G !KF% FH "&I% G! L% IJ

N N ! 5为地膜覆盖处理 59<*-*D O=/P 2+.?/=) Q=+0

!" 结果
!% 4" 不同施肥处理和地膜覆盖对土壤微生物平均吸光值（;R5S）和多样性指数的影响
裸地以及覆膜条件下各不同施肥处理的平均吸光值（;R5S）和多样性指数如表 J 所示，裸地条件下，施

猪厩肥的处理（MG，M":"，M":"$!），;R5S值都较高，与其余 J 个处理达到差异显著水平。;R5S值较低的
是 :G、:G$" 处理。值得注意的是，除了 :G$" 外，各处理 ;R5S值的大小与其土壤有机碳含量高低的顺序相
同，覆膜条件下，;R5S值大小顺序是 5BA5 T MGA5 T M":"A5 T M":"$!A5 T :GA5 T :G$"A5，这与覆膜土壤
23的高低顺序相同。裸地与覆膜条件下的相应处理对比显示，除对照处理，所有施肥处理覆膜条件下 ;R5S
都低于裸地相应处理。

表 5" 不同施肥处理与地膜覆盖土壤微生物平均吸光值 6789与土壤微生物多样性指数

#$%&’ 5" 6789，3,:’0+,1* $;3 ’:’;;’++ ,;3,-’+ 2.0 +.,& /,-0.%,$& -.//<;,1,’+ ,; 3,22’0’;1 10’$1/’;1+ .2 )&$+1,- /<&-(,;= $;3 2’01,&,>$1,.;

处理

,-*./0*1/

平均吸光值

;R5S

裸地

U1)9<*-*D
覆膜

59<*-*D

#P.1191 指数（!）
#P.1191 =1D*(

裸地

U1)9<*-*D
覆膜

59<*-*D

#P.1191均匀度（"）
#P.1191 *<*11*??

裸地

U1)9<*-*D
覆膜

59<*-*D

#=02?91指数（! V #）
#=02?91 =1D*(

裸地

U1)9<*-*D
覆膜

59<*-*D

5B L% G"> L% &J. J% K&* G% "&. L% H"D L% HG. L% HK> L% HK.

:G L% GL> L% !!D G% !LD J% !") L% H"D L% I"* L% HK> L% KKD

:G$" L% GI> L% L"D G% "L) J% "&) L% H&> L% H!> L% HK> L% H&)

MG L% IK. L% J&> G% JL.> J% IJ> L% H&> L% K&) L% HK> L% HI.>

M":" L% FH. L% "H> G% "F> J% IG> L% HG) L% K"D L% HK> L% HI.>

M":"$! L% I!. L% !K) G% J&. J% FG> L% HF. L% KH> L% HH. L% HI.>

N N SW1).1统计法，同一列中具有相同字母的结果差异不显著（$ X L% L&）,*?/*D >E SW1).1 0*/P9D，/P* ?.0* +*//*-? =1 ?.0* )9+W01 0*.1? 19

?=61=Q=).1/ D=QQ*-*1)* ./ $ X L% L&

目前常用的表征生物多样性指标的参数较多［!"］，本文采用 #P.1191指数、#P.1191 均匀度、#=02?91 指数，
分别表征土壤微生物的丰富度、均匀度以及某些最常见种的优势度。裸地栽培，#P.1191 指数各施肥处理较
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对照都显著增加，尤其是有机无机肥配施（!"#"$%）。覆膜后，&’())*) 指数对照处理最高，单施无机肥的处
理 &’())*)指数较低。覆膜与裸地相应处理相比，对照处理覆膜以后 &’())*) 指数提高，其余各施肥处理都
显著低于相应的裸地处理。&’())*)均匀度和优势度指标 &+,-.*) 指数在裸地条件下虽有差异，但在数值上
的表现不很突出。而覆膜以后这两个指标的数值差异增大了。进一步对覆膜和裸地进行了 ! 检验，结果表
明，/012 值，&’())*) 指数、&’())*) 均匀度覆膜与裸地间达到了显著水平，" 值分别为 34 3%5、34 355、
36 353。&+,-.*)指数覆膜与裸地不同条件差异不显著。
!4 !" 不同施肥处理和地膜覆盖土壤的聚类分析与主成分分析

78)9+): 等［%;］用 7+*<*:碳源的利用模式研究土壤管理措施对微生物的影响，土壤微生物多样性对管理措
施包括轮作、连作、作物种类敏感，在有机质、轻有机质组分、易发生变化的有机氮、或水溶性糖还没有明显变

化时，微生物利用碳源的种类已经发生了变化。应用各种碳源的光密度值（5=’）作统计变量进行聚类分析和
主成分分析，可以清晰直观的反映各施肥处理之间的关系。聚类分析结果可以更直观地显示各研究对象之间

的远近关系。聚类分析结果如图 % 所示。首先，#5>1、#5$">1、!"#"$%>1具有与其它处理明显不同的碳源利
用模式。其余 ? 种处理，施入有机肥的处理 !5、!"#"、!"#"$% 具有更为相似的碳源利用模式。#5、#5$"、
1@裸地条件下，土壤相对来说比较贫瘠，微生物群落利用碳源较为相似。其余的，如 1@>1、!"#">1、!5>1 在
碳源的利用差异较大，覆膜后各处理微生物在碳源的利用上分异性增大。

图 %A 裸地与地膜覆盖各处理的聚类分析与主成分分析

B+:4 %A 1<C.D8E ()(<F.+. ()9 -E+)G+-<8 G*,-*)8)D. ()(<F.+. *) .*+< ,+GE*H+(< G*,,C)+DF +) 9+II8E8)D DE8(D,8)D. *I -<(.D+G ,C<G’+): ()9 I8ED+<+J(D+*)

%：1@，"：1@>1，;：!"#"$%，5：!"#"$%>1，K：#5，L：#5>1，M：!5，=：!5>1，?：#5$"，%3：#5$">1，%%：!"#"，%"：!"#">1；培养 5=’

N)GCH(D+*) I*E 5=’

为了探讨地膜覆盖和不同施肥处理土壤微生物群落结构变化，选择 5=’数据标准化后，进行主成分分析。
两个主因子的分析结果见图 %。其中第 % 主成分（$1%）聚集了 K54 5O 的数据变异，第 " 主成分（$1"）为 ?4
"O 。在 $1% 轴上低肥裸地（1@、#5、#5$"）主要分布在负方向，高肥裸地（!5、!"#"）主要分布在 $1% 轴正
方向。裸地不同施肥处理在 $1% 轴上出现了明显的分异。$1" 轴上，裸地各施肥处理主要集中于 3 P % 之间。
覆膜后，各处理分布更加分散。在 $1" 方向上，裸地处理较为集中，覆膜后分异较大，增加了微生物群落的不
稳定性。按照每个碳源在区分能力方面的贡献大小进行排序，选取每个主成分的前十个碳源进行了分析。分

析结果表明氨基酸类碳源在 $1% 的权重比较大，可以得出氨基酸类碳源是区分各处理的主要碳源。与 $1"
相关性较大的碳源主要是糖类和氨基酸类碳源，他们是覆膜和裸地处理的主要区分碳源。

!4 #" 微生物碳源利用主因子、多样性指标与理化性质之间的统计关系
逐步回归分析可以揭示直观上不太容易发现的规律，因此建立了多样性指标和主成分分析的结果与表 %

所列土壤理化性质之间的多元逐步回归分析（表 5）。
表 5 显示，微生物对碳源的利用主要与速效钾、土壤 -Q相关，达到显著水平。土壤微生物活性以及多样

性主要受碳氮比、速效氮、有机碳的影响。总的来说，土壤有机碳、土壤 1 R #对土壤微生物的代谢活性和生物
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多样性影响最大。速效氮作为微生物较易利用的能源，对微生物的生物活性和多样性指数影响最为深刻。土

壤微生物利用碳源的种类和利用强度与土壤速效钾、土壤 !"值关系最为密切。

! ! 表 "! 微生物碳源利用主因子、多样性指标与理化性质间统计关系

#$%&’ " ! #(’ )’*)’++,-. $.$&/+,+ -0 1),.2,1$& 0$23-) $.4 5($..-.

6.4’7 8,3( +-,& 1(/+,2-2(’9,2$& 1)-1’)3,’+

因子或

多样性指标

#$%&’( ’(
)*$++’+ ,+-./

理化性质及系数

0*123%’4%*.53%$6
!(’!.(&3.2 $+-
%’.773%3.+&

统计指标

)&$&32&3% 3+-./

!8 "# $

09: ; <= >?>（@A$36 B） <= C? :: <= <:

098 ; := 8C:（!"） <= DE :: <= <C

@F9G
; <= 8CH（9 I J）
; <= ?K?（@A$36 J）

<= ?D :: <= <:?

% ; <= D:E（9 I J） <= KD :: L <= <<:

&
; := :K8（@A$36 J）
M <= <:E（NO9）

<= E> :: <= <<8

:4’ M <= <:K（9 I J） <= C? :: <= <::

:! 讨论
P3’6’Q4RJ8 盘中每孔的平均吸光值（@F9G）反

映了土壤微生物利用碳源的整体能力及微生物活性，

可作为土壤微生物活性的有效指标［:C，:H］，对土壤环境

胁迫的反映比较敏感 ［:>］。裸地条件下，施猪厩肥的

处理（SC，S8J8，S8J80:），微生物对碳源的利用率
（@F9G）较高，许多研究表明，施厩肥、绿肥等有机肥
有利于维持土壤微生物的多样性及活性［:E，:K］。单施

氮肥，氮肥磷肥配施，微生物对碳源的利用率较低。

已有研究表明，短期施用无机氮肥对土壤酶活性和微

生物生物量只产生有限的影响，但长期施用无机氮肥

可降低土壤微生物的活性［:?，8<］。大部分处理 @F9G
值与其土壤有机碳含量高低的顺序相同，这可能是因

为，裸地条件下，有机碳含量高的土壤能提供的生物

有效碳源较多，维持了较高的土壤微生物活性。覆膜条件下，@F9G值大小顺序与土壤 !"的高低顺序相同，
这表示，覆膜以后，!"值在影响土壤微生物利用碳源能力方面的作用增大。)&$--’+ 等对加拿大西部不同气
候带的土壤微生物多样性和结构进行了研究，土壤微生物功能多样性随纬度增加而降低，与环境的温度、土壤

!"呈正相关［8:］。@+&*’+1等研究也发现，!"是影响土壤微生物多样性的重要因子［K］。对照处理，裸地与覆
膜条件下 @F9G值相对比，覆膜高于裸地，与其余各施肥处理规律相反，其原因有待于进一步研究。
裸地栽培，)*$++’+指数在施肥的处理中都显著增加，这与施用有机无机肥料为微生物提供营养物质有

关。覆膜后，各施肥处理 )*$++’+指数显著降低，并且，微生物对碳源的利用程度以及多样性指数，覆膜与裸
地达到显著差异水平。)35!2’+指数覆膜与裸地不同条件差异不显著，这可能是因为微生物区系中优势种群
抗外界干扰能力较强。覆膜与裸地相比，施用有机物料的处理 )*$++’+ 指数、)*$++’+ 均匀度有所降低，但下
降的幅度较小，这可能是因为本实验施用的有机物料为猪粪，猪粪的 9 I J 比较利于微生物的利用，而且长期
施用猪粪可以改善土壤的物理特性，更有利于土壤微生物的生命活动。施入无机物料尤其是长期高量氮肥，

在地膜覆盖条件下可防止土壤氮素的挥发，太多的氮素可能对微生物的活性起到极大的抑制作用，减少微生

物多样性。总之，覆膜条件下施入有机肥料有利于维持土壤微生物的多样性，而施入无机肥料料对土壤微生

物有明显的抑制作用。

应用各种碳源的光密度值进行聚类分析，结果显示，低肥覆膜处理、高肥裸地、低肥裸地在碳源的利用上

较为相似。覆膜对微生物群落功能多样性的影响更为深刻，这可能是因为覆膜在很大程度上改变了土壤微环

境，并相应改变了土壤养分的转化。

R$(6$+-等［:C］认为各样本在空间上位置的不同是和碳底物的利用能力相关联的。具体而言，各样本在
09空间不同 09轴坐标的差异是与对聚集在该 09轴上碳源的利用能力相联系的。本试验中，裸地不同施肥
处理在 09: 轴上出现了明显的分异。覆膜后各处理在碳源的利用上发生了明显的改变，表明覆膜后由于土
壤环境的改变迫使微生物在碳源的利用上发生了改变，各处理分异较大，覆膜增加了微生物群落的不稳定性。

糖类和氨基酸类碳源与各主成分具有显著的相关性，是微生物利用的主要碳源，并且是各施肥处理、覆膜和裸

地的主要区分碳源。微生物利用的主要碳源是氨基酸类、糖类碳源，这可能是因为猪粪培肥的原因。张旭东

等研究表明，土壤施用猪粪培肥后显著提高氨基酸和单糖的数量，而且与猪粪的施入量有关［E］。

影响到碳源利用差异的土壤理化性质只有速效钾和土壤 !"，多样性指标与土壤碳氮比，速效氮，有机碳，
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都达到显著或极显著水平。微生物功能指标与土壤理化性质密切相关、相互影响。由此可见，微生物功能多

样性能够反映土壤质量指标信息，也可看作是评价土壤质量变化的敏感参数。总之，土壤微生物的活性和多

样性受土壤养分影响较大，施肥和地膜覆盖后，一方面由于土壤环境的改变，本身会影响微生物的群落结构和

功能，另一方面长期管理措施必然使土壤中养分的转化发生了明显的改变，从而影响微生物的代谢活性。从

另一个角度则表明，微生物不同的群落结构和代谢功能，以及与之相适应的碳源利用方式必然会影响土壤中

各种养分的循环转化过程，从而影响土壤养分的数量及形态。

!" 小结
（!）裸地条件下，除了单施氮肥的处理以外，其它处理土壤微生物对碳源的利用程度（"#$%）都有所升

高；覆膜以后，"#$%都显著降低（对照除外）。
（&）裸地条件下，所有施肥处理的土壤微生物群落功能多样性（香农指数）与空白比较都显著增加，猪厩

肥与氮磷肥配合的处理增加最大；与裸地相应处理相比，覆膜以后，所有施肥处理的香农指数都显著降低，而

不施肥处理的香农指数都显著升高。

（’）土壤微生物碳源利用的聚类分析和主成分表明，裸地各施肥处理在碳源的利用上存在着较大的差
异，覆膜明显加剧了各处理之间的变异程度，增加了微生物群落的不稳定性。

（(）碳源利用主成分、碳源利用多样性指数与理化性质的逐步回归分析表明，土壤微生物碳源利用的差
异显著受到土壤 )*、速效钾含量的影响；有机碳、速效氮含量和土壤碳氮比对土壤微生物群落功能多样性有
决定性影响。
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