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摘要：应用化学分析和变性梯度凝胶电泳（O++( ）技术分离 Q&\扩增的 7;- 5O.%的方法，研究了不同施肥制度对土壤微生物

量碳、氮变化及微生物多样性的影响。结果表明，连续 7]4长期试验下，土壤微生物量碳（-39<&）和微生物量氮（-39<.）的含

量大小均为长期撂荒（&X$）土壤高于农田土壤，而在农田土壤中，长期施肥的处理（.QX、.QX3、.QX-J和 .QXV）高于长期不施

肥处理（&X），不同的种植制度中，长期复种轮作（.QXV）高于长期复种连作（.QX）；各处理的 -39<& ^ -)&（土壤有机碳）和

-39<. ^ ’.（全氮）的比值的变化趋势与 -39<&和 -39<.变化一致；从 Q&\<O++( 分析，长期氮磷钾化肥配施有机肥（.QX3）

处理的微生物量碳、氮的含量最高，微生物丰度最高，细菌物种最多，其次为长期撂荒（&X$），&X 处理细菌物种最少。WQ+3&

聚类分析表明 .QX和 .QXV处理细菌的群落结构相似，&X和 &X$ 处理细菌的群落结构相似，而 .QX3和 .QX-J处理细菌的群

落结构相似。
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施肥是影响土壤微生物数量及其多样性的重要农业措施。自从科学家发明了土壤微生物量的测定方法

以来［> T R］，人们对土壤微生物量的影响进行了大量的研究［E，?］。许多研究结果表明，施用有机肥料或实行秸

秆或绿肥还田，可以显著的提高土壤微生物量碳的含量，并且随着有机肥施用量的增大，效果越明显［U，D］。施

用化学肥料也有提高土壤微生物量的效应，但过量的施用 !"#化肥，降低了土壤微生物量碳的含量［V］。
传统实验室培养鉴定的微生物种类数量不到其总数的 >S，因此，运用传统的微生物分离培养方法研究

土壤微生物种群构成会导致严重的微生物多样性信息的丢失。近年来，随着生物技术的发展，运用 K!W分析
技术，分析和研究施肥对土壤微生物多样性的影响，逐渐受到重视［X］。利用这种方法，3-+760( 3+(::’6) 等研
究了［X］不同的耕作措施对土壤微生物多样性的影响，J)..6) 等［>4］研究了不同的土地利用方式对土壤微生物
多样性的影响。

长期肥料试验在研究施肥与土壤肥力和环境演化、作物产量品质变迁等方面具有十分重要的意义，深受

国内外重视［>>，>B］。前人对长期不同施肥制度的研究多集中在对土壤的基本理化性质影响方面，而对土壤生

物量变化影响的研究相对薄弱［>R T >?］，利用 K!W分析技术研究长期施肥条件下土壤微生物多样性的变化，则
报道更少［>U，>D］。本研究是以北京昌平国家褐潮土土壤肥力与肥料效益长期监测基地的长期肥料定位试验平

台，研究了长期不同施肥制度对土壤的微生物量碳、氮以及土壤微生物多样性的影响，以期为建立合理施肥制

度，保护土壤生物，提高土壤质量和实现土壤可持续利用提供理论依据。

)* 材料与方法
)% )* 试验点基本情况
试验在“国家褐潮土土壤肥力与肥料效益长期监测基地”的大田长期肥料定位试验中进行。监测基地位

于北京市昌平区，北纬 E4Y>RZ，东经 >>UY>EZ，海拔高度 ER% ? 7 ，年平均温度 >>[，">4[积温 E?44[，年降雨
量 U44 77，年蒸发量 >4U? 77 ，无霜期 B>4 1，灾害性天气主要是春旱和夏季暴雨。试验始于 >XX4 年，土壤母
质为黄土性物质，属褐潮土，试验开始时耕层土壤理化性质为：有机质 >B% R>4 5·@5 A>、全氮 4% V4? 5·@5 A>、全

磷 4% UVD 5·@5 A>、全钾 >E% ?VB 5·@5 A>、速效磷 E% UB 75·@5 A>、速效钾 U?% BD 75·@5 A>、缓效钾 E4D% U4 75·@5 A>、

<P V% BB。
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!! "# 试验设计
本研究选择了 " 个长期肥料试验处理：（#）对照（$%，不施肥种植作物）；（&）氮磷钾（’(%）；（)）氮磷钾 *

有机肥（’(%+）；（,）氮磷钾 *秸秆（’(%-.）；（/）氮磷钾肥 *种植方式!（’(%0）；（"）撂荒（$%1）。
其中，氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，钾肥为氯化钾，施用量分别为 ’ #/1 23·45 6&、(&7/8/ 23·45 6&、%&7

,/ 23·45 6&；+为猪厩肥，用量 &&! / .·45 6&；-.为玉米秸秆，用量 &! &/ .·45 6&。化肥于小麦和玉米（大豆）播

种前一次性施入，厩肥和秸秆在施入化肥的基础上每年施用 # 次，于小麦播种前做基肥。种植制度"为冬小
麦9夏玉米复种连作。种植方式!为小麦9玉米#小麦9大豆复种轮作。小区处理面积 &115&，不设重复。田间

管理按大田丰产要求进行。

!! $# 测试方法
试验于 &11/ 年 #1 月 & 日夏玉米收获后在田间取样，每个处理又分为 ) 个取样小区，在距离地表 1 :

&1;5处取样，) 个取样小区再分别取 / 个点的土壤混匀后作为该取样小区的样品。
新鲜土样通过 &55筛后，, <保存供分析微生物生物量碳、氮。
每个处理的 ) 个取样小区混合后取 #113土在 , <条件下保存，一周后提取土壤 =’>，测定土壤微生物多

样性。" 个样品依次标记为：#（$%）、&（’(%）、)（’(%+）、,（’(%-.）、/（’(%0）和 "（$%1）
!! $! !# 微生物量碳氮测定

土样微生物量碳氮采用 ?@AB3ACDAC等［)］和 EFC;A等［&］的氯仿熏蒸9%&-7,浸提法，浸提液中的微生物量碳

采用 %&$B&78加热氧化，0A-7,滴定法；微生物量氮采用开氏定氮法。每个土样重复 ) 次测定。
!! $! "# 土壤 =’> 提取、聚合酶链反应（($G）和变性梯度凝胶电泳
（#）主要仪器和试剂
=HHI 所用仪器为 J4A =;@KAJ+ LCMNABDFO +P.F.M@C =A.A;.M@C -QD.A5 （RM@9GFK $@!），引物扩增 #"-B=’> E)

高变区，引物为带有 H$ 夹子的 )/8S9H$ 和 /#8G，其中 E)/8S9H$（/T9$H$$$H$$H$H$H$HH$HHH$HHHH$H
HHHH$>$HHHHHH$$J>$HHH>HH$>H$>H9)T），E/#8G（/T9>JJ>$$H$HH$JH$JHH9)T）由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成。

（&）抽提土壤总 =’>
=’>的提取U 参照 +MOOAB［#V］的方法，用酚W氯仿抽提法代替基因组 =’>纯化试剂盒对总 =’> 进行初步

纯化。然后用 1! VX的琼脂糖凝胶电泳检测。
=’>的定量测定U 用紫外分光光度仪（日本岛津 LE9#"11）测量样品在 &"1C5 和 )#1C5 的吸光值，然后

根据公式计算 =’>的浓度，计算公式为：
［=’>］Y /1 Z（7=&"1 6 7=)#1）［C3 [ #O］

（)）($G扩增
/1#O($G体系U #1 Z ($G \PSSAB（含 +3& *）/#O；脱氧核苷酸（K’J(）##O ，上游引物 /11C5@O [ ]，下游引物

/11C5@O [ ] ；!"#=’>聚合酶 &L；模版 #1C3；最后加灭菌双蒸馏水至 /1#O。
($G 反应条件如下：^/< ，预变性 )5MC，然后加入 !"# 酶，&/ 个循环为 ^)< #5MC，,V< #5MC，8&<

#5MC #1D，最后在 8&<下延伸 /5MC；扩增后的 ($G 产物用 #! &X 琼脂糖凝胶电泳检测质量。
（,）变形梯度凝胶电泳（=HHI）
对于变性梯度从上到下是 &1X 到 "1X ，聚丙烯酰胺凝胶浓度是 VX；在 &11E 的电压下，上样量为 #)#O。

其运行条件是：1! / Z J>I 电泳缓冲液，"1<电泳条件下，&&1E，/4，电泳完毕后，用 1! V#3 [ 5O 的 -_RG
HGII’ ‘染色 &1 5MC，再用去离子水漂洗。将染色后的凝胶用 RM@9G>= 的 HAO=@;9&111 凝胶影像分析系统拍
照；用 aPFC.M.Q 7CA 分析软件（RM@9GFK）分析样品电泳条带。
在图像处理过程中，对于在 =HHI电泳图上是肉眼可见、但被软件忽略掉的一些小条带进行了手动处理，

条带的密度由该软件自动算出。
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!" 结果与分析
!! #" 不同施肥制度对土壤微生物量碳与氮的影响
" " 不同施肥处理下的土壤微生物量碳、氮的分析结果列于表 #。供试土壤微生物量碳的变化介于 #$$! %& ’
%&%! () *+·,+ -#，而微生物量氮的变化介于 #.! /( ’ (0! #( *+·,+ -#。长期撂荒（120）土壤微生物量碳、氮显
著高于其它各农田土壤处理，这与前人报道的撂荒下表土层微生物生物量和微生物过程总是显著地高于耕翻

土壤的结果相似［#/］。产生这种差异的原因是由于土壤微生物以异养型种群为主，其生命活动过程需要消耗

一定的能量，撂荒不扰动土层，植物残体主要积累在表土层中，相对来说，可供微生物维持生命活动的能量充

足；同时，长期撂荒使植物根系多集中分布于表土层，根系分泌的大量低分子量的根系分泌物也加剧了土壤微

生物的繁衍，使其生命活动旺盛。从而导致该土层中土壤微生物生物量 1、3 含量比农田土壤的高。对于不
同的农田土壤来说，4 种施肥处理小区（3526、3527、35289 和 352）的微生物量碳、氮都显著高于长期不施
肥处理（12）。说明施肥有利于提高土壤微生物量碳、氮的含量。其中长期化肥配施厩肥（3526）明显提高
了土壤微生物量碳、氮的含量，这是由于化肥与有机肥配合施用，既补充输入了有机碳源，提高了养分的有效

性和保水能力，又改善土壤物理性状，这大大刺激了土壤微生物群落和活性［%0，%#］。不同的种植方式，长期复

种轮作（3527）处理的微生物量碳、氮显著高于长期复种连作（352），产生这种差异的原因一是种植大豆不
仅可以降低氮素的损失，还可以增加有机碳源，降低有机碳损失［%%］。二是不同作物的根系可以改善土壤物理

结构，促进微生物生长。

微生物商（86:;1 < 8=1）变化反映了土壤中输入的有机质向微生物量碳的转化效率、土壤中碳损失和土
壤矿物对有机质的固定。微生物商的变化比土壤有机碳和微生物量碳更稳定，表现出更平滑的变化趋势［%$］。

长期撂荒（120）处理，土壤微生物商显著高于农田土壤，这与 8>++>? 等研究是一致的。8>++>? 等［%4］在研究耕
作对土壤生物性质和有机碳动态的影响时发现，随着农业耕作，微生物量碳和土壤全碳含量减少（土壤有机

碳减少 .0@，微生物量碳减少 &$@），微生物商变小。而 8A>?BCD+［%)］研究认为土壤被开发利用，土壤微生物量
碳库下降速率比土壤有机质的下降速率快，微生物商也随之降低。长期各施肥处理微生物商显著高于长期不

施肥（12）处理，主要是因为施肥可以增加生物产量，改善土壤环境有利于土壤有机质的降解和微生物量碳的
增加。长期不同施肥各个处理的微生物商并没有显著的变化，说明经过 #)> 的不同施肥，农田土壤的碳库系
统趋于稳定。

微生物量氮与土壤全氮的比值（86:;3 < E3）变化趋势与土壤微生物量氮的变化趋势基本相似，均为长期
撂荒高于长期施肥，长期施肥高于长期不施肥的处理。其中各施肥处理中，长期 352 与有机肥配施的 86:;
3 < E3值最高。这是由于长期撂荒和施肥后，促进了土壤微生物大量繁殖，从而被微生物固持了一部分氮素。
这些微生物固持氮素中的一部分在作物生长期间可逐渐矿化释放出来，供作物吸收；而另一部分则转化为性

质稳定的有机氮，最终使土壤氮素含量增加。

土壤微生物量 1 < 3 比可反映微生物群落结构信息，其显著变化喻示着微生物群落结构变化可能是微生
物量较高的首要原因［%.］。从表 # 中可见，长期化肥与有机肥配施（3526）86:;1 < 86:;3 的比值最低，其比
值显著低于其它各处理，其次为长期撂荒处理，长期不施肥（12）处理比值最高。

表 #" 不同施肥制度对土壤微生物量碳、氮含量的影响

$%&’( #" $)( (**(+, -* ’-./0,(12 34**(1(., *(1,4’45%,4-. 676,(26 -. 84+1-&4%’ 94-2%66 : %.3 ; -* 6-4’ （0 ’ %0F*）

处理 E?G>9*GD9H 86:;1（*+·,+ -#） 86:;3（*+·,+ -#） 86:;1 < 8=1（@） 86:;3 < E3（@） 86:;1 < 86:;3

12 #$$! %& I J #.! /( K G %! %% F %! &. J (! &. >
352 #.(! /4 1I FJ $%! )$ I J %! $# L 4! ($ F )! #. L
3526 %%.! /) : L )/! )$ : L %! $$ L )! %& L $! &# J
35289 #&#! &% :1I F $/! 0/ 1I FJ %! %/ LF 4! /# F 4! .) F
3527 #/4! 0% :1 F 4$! /. 1 F %! $( L )! #. L 4! 4# F
120 %&%! )( M > (0! #( M > %! )& > )! /& > 4! 0$ FJ

" " 表中不同的大（小）写字母表示#@（)@）水平的差异显著性，下同" 3N9G：7C+O?GH PC9Q 9QG H>*G F>AC9>B N? H*>BB BG99G? >?G DN9 HC+DCRCF>D9 >9 #@ N?

)@ BGSGB ?GHAGF9CSGBT，9QG H>*G LGBNP
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!! !" 不同施肥制度对土壤细菌多样性的影响
!! !! #" 不同施肥制度微生物群落 "##$图谱分析
% % 应用 "##$ 技术分离 &’( )"*+ ,- 片段 ./0 产物，可以看到分离为若干条带（图 &），但不同土壤样品的
&’()"*+ ,- 片段 ./0 产物出现的带型有一定差别，从 &’()"*+ ,- 片段 ./0 产物的 "##$图谱进行初步统
计发现：’ 种土壤在 "##$图谱中电泳条带数目、强度和迁移率均存在一定程度的差异，充分显示了微生物的
多样性。不同土壤间具有许多共同的条带，说明这些供试土壤之间可能存在一些共有的细菌类型，然而这些

公共条带的亮度也不相同，表明土壤微生物在 "*+水平上有明显的改变。长期化肥与厩肥配施的土壤条带
数量相对其它土壤明显多，有 12 条可见带，说明其微生物丰度最高，而长期不施肥而种植作物（/3）的土壤可
见带数量相对其它土壤较少，只有 &4 条，说明其微生物丰度较低。

图 &% &’( ) "*+ ,- 片段 ./0产物的 "##$图谱以及泳道比较图

567! &% "##$ 8)9:6;< 9: =>8;6:6<? &’( )"*+ :)=7><@AB :)9> B96; B=>8;<B =@? ;=@? C9>8=)<

&! /3；1! *.3；-! *.3D；E! *.3(A；F *.35；’! /3G

!! !! !" 不同施肥制度微生物群落相似性分析
所得图像用 H69 0=? IJ=@A6AK L@< E! F! 1 软件进行处理，有关泳道和条带的技术处理都用该软件进行。

"##$条带图案相似性的系统树图，由系统依据戴斯系数 /B（"6C< C9<::6C6<@A）按照有关方法（如 C9>8;<A<
;6@M=7<算法，N.#D+算法等）计算绘出。!" O 1# $（% P &），# 是样品 + 和 H 共有的条带，% 和 & 分别是样品 +
和 H中各自的条带数。戴斯系数的范围是从 G（没有共同带）到 &（所有的条带相同）。用戴斯系数计算出的
各泳道样品相似性矩阵，用它可以对 ,- "##$图谱中各泳道样品间的相似性进行比较。
聚类分析（N.#D+）表明（图 1），’ 种土壤样品共分为两大族群，*.3D 与 *.3(A 为一种族群，/3、*.3、

*.35和 /3G 为另一种族群。说明施入外源有机物质（猪粪、秸秆）可能改变土壤的细菌群落结构，而长期施
入化肥对土壤的细菌群落结构影响不大。从相似性指数来看（表 1 ），各土壤间的相似性比较大，各土壤之间
的相似性都高于 EQ! 1R，其中，/3（长期不施肥）与 *.3 处理之间的相似性最高，可达到 4G! 2R。这与
+@AS9@K # L "9@@<;;等［1Q］和 D=M9A9 36@J)= 等［12］报道相同。+@A9@A69 #<;B9>6@9［14］对两种粉沙壤土和 &F 种其
它土壤的研究表明了相同的土壤具有同样的微生物种群。本试验田都是属于褐潮土，不同的长期施肥措施

-2G&% - 期 % % 刘恩科% 等：不同施肥制度土壤微生物量碳氮变化及细菌群落 &’( )"*+ ,- 片段 ./0产物的 "##$分析



图 !" #$$% &’$()分析

" *+,- ! " #$$% ./01234 565/71+1（&’$()）89 :;< 4#=) >489+/31 89

?5@234+5/ @8AA06+2+31 +6 18+/ 15A>/31

:- .B；!- =’B；C- =’B(；D- =’B<2；E- =’B*；;- .BF

并未影响土壤质地的变化，但显然导致了有机碳含量

变化和其它理化性质的改变。’3245 (541@G634 等［:;］认
为土壤有机碳的含量和 . H =比能够显著影响土壤细菌
群落结构的变化。不同处理间土壤微生物群落结构的

相似性或多样性变化主要是由于不同施肥下土壤的微

域生境的改变所致，这种改变影响了土壤生境对多种

微生物的适宜性。

!" 讨论
!- #" 长期撂荒（不破坏土壤）的土壤，微生物量碳、氮
的含量显著高于农田土壤，并明显地提高 <(IJ. H <K.
和 <(IJ= H L=的比值，说明人为的改变土壤能降低微
生物量的含量；而对于农田土壤来讲，不同施肥管理和

轮作措施对土壤微生物生物量也具有明显的影响，与长

期不施肥（.B）的土壤相比，施肥可以显著的提高土壤的微生物量碳、氮的含量，其中长期 =’B肥与厩肥配施
的效果最为明显。小麦J玉米$小麦J大豆复种轮作方式（=’B*）土壤的微生物量碳、氮的含量高于玉米J小麦
复种连作方式（=’B）。长期施 =’B肥与秸秆配施（=’B<2）处理与长期单施化肥（=’B）相比，并没有显著提
高土壤微生物量碳、氮的含量。

表 $" 不同施肥制度微生物群落相似性指数

" " %&’() $" *+,+(&-+./ 01)22+0+)3. 12 ,+0-1’+&( 4145(&.+136 537)- (138 9

.)-, 7+22)-)3. .-)&.,)3.6

处理

L4352A3621
.B =’B =’B( =’B<2 =’B* .BF

.B :- FFF

=’B F- MFN :- FFF

=’B( F- DO! F- E!E :- FFF

=’B<2 F- EFO F- ECC F- OEC :- FFF

=’B* F- OMD F- ND: F- ECF F- E;! :- FFF

.BF F- N:; F- NE; F- E!D F- EOO F- NDE :- FFF

!- $" ’.PJ#$$% 技术是一种免培养的方法，从土壤
微生物基因组的角度研究其多样性。:E5长期不同施
肥措施、轮作和撂荒下，对土壤微生物多样性有明显

的影响。从 #$$% 图谱中我们发现，长期 =’B 肥配
施外源有机物质（猪粪、秸秆）可以改变土壤细菌的群

落结构，而长期单施化肥（=’B、=’B*）或不施肥
（.B）与长期撂荒（.BF）的细菌的群落结构相似。但
由于供试土壤均为北京的褐潮土，土壤的质地在长期

试验中并没有改变，所以供试土壤间共有的条带相对

较多，各泳道条带的相似性也比较高，说明各土壤间

的微生物群落具有较高的相似性。

从 #$$%带谱的差异上，可以进一步初步比较土壤样品细菌多样性的差异，结果表明各个土壤具有丰富
的细菌多样性组成，不同样品之间具有一定的差异性，长期 =’B 配施厩肥（=’B(）处理的微生物丰度最高，
细菌物种最多，其次为长期小麦J玉米$小麦J大豆复种轮作（=’B*）处理和长期撂荒（.BF）处理，而长期不施
肥种植作物的（.B）处理微生物丰度最低，细菌物种最低。说明长期的不同施肥措施改变了土壤微域生境条
件，从而引起土壤微生物群落结构的变化。这对于研究不同环境中的土壤微生物多样性具有重要的指导

意义。

总之，作为最有潜力和最敏感的生态学指标，通过分析土壤微生物量碳、氮的变化以及微生物群落组成和

结构变化，可作为科学评价农田土壤健康质量和可持续发展的潜力预测，为寻求作物稳产、高产的土壤生态化

学环境，更好地培肥土壤提供科学依据。

:)2)-)30)6：

［: ］" Q36R+6186 # <，’8S/186 # <- LG3 3993@21 89 ?+8@+T5/ 24352A3621 86 A325?8/+1A +6 18+/：) A32G8T 984 A35104+6, 18+/ ?+8A511- <8+/ I+8/8,7 U
I+8@G3A+1247，:MO;，N（C）：!FM !:C-

［! ］" V56@3 % #，I488R31 ’ .，Q36R+6186 # <- )6 3W245@2+86 A32G8T 984 A35104+6, 18+/ A+@48?+5/ ?+8A511 .- <8+/ I+8/8,7 U I+8@G3A+1247，:MNO，:M
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（!）："#$ "#"%
［$ ］& ’()*+),-), . / 0,1 23)44)* 5% 56) 7389+0:9(,;)<:*0=:9(, 8):6(1 :( )-:980:) -(94 89=*(>904 >9(80--：=049>*0:9(, (7 :6) ?@A B043)% C(94 D9(4(+E F

D9(=6)89-:*E，GHH!，IJ（G）：$ $"%
［K ］& L),,10E M A，N0O),19=? . P% 29=*(>904 =60*0=:)*9-:9=- (7 -(94 Q3049:E% ’ C(94 R0:)* A(,B，GHHS，S#（$）：IK$ IKJ%
［S ］& D3,)80,,0 @ L，D(--9(> T M，C89:6-(,> N A，!" #$% 29=*(>904 =(883,9:E =(8O(-9:9(, 0,1 -3>-:*0:) 3-) 9, 0 69+64E U)0:6)*)1 -(94 0- 077)=:)1 >E

=*(O *(:0:9(, 0,1 N 7)*:949V0:9(,% C(94 D9(4(+E F D9(=6)89-:*E，I##K，$!（!）：JJH H#G%
［! ］& N40V0 A，W)*,X,1)V T，/0*=Y0;/94 ’ A，N(4( M% 29=*(>904 0=:9B9:E 9, O9+ -43**E;08),1)1 -(94- 3,1)* -)890*91 =(,19:9(,-% C(94 D9(4(+E F

D9(=6)89-:*E ，I##K，$!（G#）：GS"" GSJS%
［" ］& 598( L03:V，C:)O60, R9*:6，Z*0,? @448)*% 29=*(>904 0=:9B9:E 9, 0 -0,1E 0*0>4) -(94 9- +(B)*,)1 >E :6) 7)*:949V0:9(, *)+98)% @3*(O)0, ’(3*,04 (7 C(94

D9(4(+E，I##K，K#（I）：J" HK%
［J ］& @>69, 20-:( .，A66(,?0* N L，T6E0, C9,+6，!" #$% A60,+)- 9, -(94 >9(4(+9=04 0,1 >9(=6)89=04 =60*0=:)*9-:9=- 9, 0 4(,+;:)*8 79)41 :*904 (, 0 -3>;

:*(O9=04 9,=)O:9-(4% C(94 D9(4(+E F D9(=6)89-:*E，I##!，$J（"）：GS"" GSJI%
［H ］& A0*89,) A*)==69(，M,:(,9( /)4-(89,(，.(>)*:( M8>*(-(49，!" #$% Z3,=:9(,04 0,1 8(4)=340* *)-O(,-)- (7 -(94 89=*(>904 =(883,9:9)- 3,1)* 1977)*9,+

-(94 80,0+)8),: O*0=:9=)-% C(94 D9(4(+E F D9(=6)89-:*E，I##K，$!（GG）：GJ"$ GJJ$%
［G#］& D(--9( T M，/9*B0, 2 C，[)*=6(: \，D34498(*) ’% C(94 29=*(>904 A(883,9:E .)-O(,-) :( \0,1 ]-) A60,+) 9, 0, M+*9=34:3*04 \0,1-=0O) (7

R)-:)*, L),E0% 29=*(>904 @=(4(+E，I##S，KH（G）：S# !I%
［GG］& ^60( D _ ，^60,+ Z T% \(,+;:)*8 7)*:949V)* )<O)*98),: 9, A69,0% N40,: ‘3:*9:9(, 0,1 Z)*:949V)* C=9),=)，I##I，J（C3OO4)8),:）：$ J%
［GI］& A08O>)44 A M，\07(,1 / N，W0*0O90? ’ 5，!" #$% .)40:9B) =(-: :( -(94 7)*:949:E (7 4(,+;:)*8 =*(O O*(13=:9(, U9:6(3: 7)*:949V0:9(,% A0,0190, ’(3*,04

(7 N40,: C=9),=)，GHH!，"!（$），K#G K#!%
［G$］& D)40E M，A400--),- M C，R)6,)* Z A% @77)=: (7 19*)=: ,9:*(+), 0,1 O(:0--938 0,1 *)-91304 O6(-O6(*3- 7)*:949V)*- (, -(94 =6)89=04 O*(O)*:9)-，

89=*(>904 =(8O(,),:- 0,1 809V) E9)41 3,1)* 4(,+;:)*8 =*(O *(:0:9(,% D9(4(+E 0,1 Z)*:949:E (7 C(94-，I##I，$S （!）：KI# KI"%
［GK］& @4=9( \% D04(:0 ，M*,041( A(4(VV9 Z946( ，T9B0 C% M,1*01)，!" #$% \(,+;:)*8 :9440+) 0,1 =*(O *(:0:9(, )77)=:- (, 89=*(>904 >9(80--0,1 A 0,1 ‘

89,)*049V0:9(, 9, 0 D*0V9490, a<9-(4% C(94 F 59440+) .)-)0*=6，I##K，""（I）：G$" GKS%
［GS］& b3 c A，C6), _ .，.0, R% @77)=:- (7 V)*(;:9440+) 0,1 0OO49=0:9(, (7 80,3*) (, -(94 89=*(>904 >9(80-- A，‘ 0,1 N 07:)* -9<:)), E)0*- (7 =*(OO9,+%

M=:0 N)1(4(+9=0 C9,9=0，I##I，$H（G）：JH H!%
［G!］& N):*0 20*-=6,)*0，@44), L0,1)4)*，D)*,1 20*-=6,)*，C:*3=:3*) 0,1 73,=:9(, (7 :6) -(94 89=*(>904 =(883,9:E 9, 0 4(,+;:)*8 7)*:949V)* )<O)*98),:%

C(94 D9(4(+E F D9(=6)89-:*E，I##$，$S（$）：KS$ K!G%
［G"］& ^60,+ N ’，\9 \ _，N0,+ / b，!" #$% P,743),=) (7 4(,+; :)*8 7)*:949V)* 80,0+)8),: (, :(O -(94 89=*(>904 >9(80-- 0,1 +),):9= 19B)*-9:E (7 0 O011E

-(94 7*(8 :6) 509 \0?) *)+9(,，A69,0% M=:0 @=(4(+9=0 C9,9=0，I##K，IK（GI）：IJGJ IJIK%
［GJ］& 2944)* ‘，D*E0,: ’ @，201-), @ \，!" #$% @B0430:9(, 0,1 aO:989V0:9(, (7 T‘M @<:*0=:9(, 0,1 N3*979=0:9(, N*(=)13*)- 7(* C(94 0,1 C)198),:

C08O4)-% MOOG @,B9* 29=*(>9(G，GHHH，!S（GG）：K"GS K"IK%
［GH］& C0d1(3 ‘(3*(3 C044，T(89,9Q3) 20--)，‘1eE) c0=9,) D0190,) ‘1(3*，!" #$% T()- =*(OO9,+ 8(197E :6) 1)=(8O(-9:9(, 73,=:9(, 0,1 :6) 19B)*-9:E (7

:6) -(94 89=*(>904 =(883,9:E (7 :*(O9=04 7044(U -(94？MOO49)1 C(94 @=(4(+E，I##!，$G（$）：IGG IGH%
［I#］& T)>(-V L，.0-83--), N W，N)1)*-), M .% 5)8O(*04 B0*90:9(,- 9, 89=*(>904 >9(80-- A 0,1 =)4434(4E:9= ),VE8) 0=:9B9:E 9, 0*0>4) -(94-：)77)=: (7

(*+0,9= 80::)* 9,O3:% MOO49)1 C(94 @=(4(+E，GHHH，G$（$）：I#H IGJ%
［IG］& ’0=?-(, \ @，A041)*(, Z ’，C:)),U)*:6 L \，!" #$% .)-O(,-)- (7 -(94 89=*(>904 O*(=)--)- 0,1 =(883,9:E -:*3=:3*) :( :9440+) )B),:- 0,1 98O49=0:9(,-

7(* -(94 Q3049:E% /)(1)*80，I##$，GGK（$;K）：$#S $G"%
［II］& T*9,?U0:)* \ @，R0+(,)* N，C0**0,:(,9( 2% \)+38);>0-)1 =*(OO9,+ -E-:)8- 60B) *)13=)1 =0*>(, 0,1 ,9:*(+), 4(--)-% ‘0:3*)，GHHJ，$H!（!"#J），

I!I I!S%
［I$］& CO0*49,+ / N% .0:9( (7 89=*(>904 >9(80-- =0*>(, :( -(94 (*+0,9= =0*>(, 0- 0 -),-9:9B) 9,19=0:(* (7 =60,+)- 9, -(94 (*+0,9= 80::)*% M3-:*0490, ’(3*,04

(7 C(94 .)-)0*=6 ，GHHI，$#（I）：GHS I#"%
［IK］& C0++0* C，c)0:)- / R，C6)O6)*1 5 /% A34:9B0:9(, )77)=:- (, -(94 >9(4(+9=04 O*(O)*:9)-，89=*(703,0 0,1 (*+0,9= 80::)* 1E,089=- 9, @3:*9= /4)E-(4

0,1 /4)E9= \3B9-(4 -(94- 9, ‘)U ^)040,1% C(94 59440+) .)-，I##G，SJ（G;I）：SS !J%
［IS］& CO0*49,+ / N% C(94 29=*(>904 D9(80--，M=:9B9:E 0,1 ‘3:*9),: AE=49,+ 0- P,19=0:(*- (7 C(94 W)04:6，9,：A% N0,?63*-:，D% 2% T(3>)，[% [% C% .%

/3O:0 )1-% D9(4(+9=04 P,19=0:(*- (7 C(94 W)04:6，AMDP N3>49-69,+，R0449,+7(*1，a<(,，]L，GHH"% H" GI#%
［I!］& \(B)44 . T，’0*B9- C A ，D0*1+):: . T% C(94 89=*(>904 >9(80-- 0,1 0=:9B9:E 9, 4(,+;:)*8 +*0--40,1 ：)77)=:- (7 80,0+)8),: =60,+)-% C(94 D9(4(+E F

D9(=6)89-:*E，GHHS，I"（"）：H!H H"S%
［I"］& M,:6(,E / afT(,,)44，2)40,9) C)0-80,，M,1*)U 20=*0)，!" #$% N40,:- 0,1 7)*:949V)*- 0- 1*9B)*- (7 =60,+) 9, 89=*(>904 =(883,9:E -:*3=:3*) 0,1

73,=:9(, 9, -(94-% N40,: 0,1 C(94，I##G，I$I：G$S GKS%
［IJ］& 20?(:( L9,3*0，50?):( -69 C69>0+0?9，c0-3,(*9 ‘0?0g9,0，!" #$% A(883,9:E -:*3=:3*) (7 :6) 89=*(>9(:0 9, :6) 74((1U0:)* (7 0 ’0O0,)-) O011E 79)41

)-:980:)1 >E *)-:*9=:9(, 7*0+8),: 4),+:6 O(4E8(*O69-8 0,1 1),0:3*9,+ +*019),: +)4 )4)=:*(O6(*)-9- O0::)*, 0,04E-)-% D9(4 Z)*:94 C(94-，I##I，$!（K）：
$#! $GI%

［IH］& M,:(,:9( /)4-(89,(，M,,)?) A L)g)*;R(4:)*-，/9(B0,,9 A0=((% M--)--8),: (7 >0=:)*904 =(883,9:E -:*3=:3*) 9, -(94 >E O(4E8)*0-) =609, *)0=:9(,
0,1 1),0:3*9,+ +*019),: +)4 )4)=:*(O6(*)-9-% ’(3*,04 (7 29=*(>9(4(+9=04 2):6(1-，GHHH，$J（G;I）：G GS%
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