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封面图说: 自然奇观红海滩·辽宁省盘锦市———在辽河入海口生长着大片的潮间带植物碱蓬草,举目望去,如霞似火,蔚为壮

观,人们习惯地称之为红海滩。 粗壮的根系加快着海滩土壤的脱盐过程,掉下的茎叶腐质后肥化了土壤,它是大海

的生态屏障。
彩图提供: 段文科先生摇 中国鸟网 http: / / www. birdnet. cn摇 E鄄mail:dwk9911@ 126. com



生 态 学 报 2011,31(12):3308—3314
Acta Ecologica Sinica

http: / / www. ecologica. cn

基金项目:国家自然科学基金项目(40971134);国家杰出青年基金项目(40725003);中国科学院知识创新工程重要方向项目(KZCX2鄄YW鄄439);

江苏省自然科学基金项目(BK2008057,K2009338)

收稿日期:2010鄄05鄄19; 摇 摇 修订日期:2010鄄08鄄30

*通讯作者 Corresponding author. E鄄mail: E鄄mail:wxding@ issas. ac. cn

长期施用有机无机肥对潮土微生物群落的影响

张焕军1,2,郁红艳1, 丁维新1,*

(1. 土壤与农业可持续发展国家重点实验室,中国科学院南京土壤研究所, 南京摇 210008;2. 中国科学院研究生院,北京摇 100049)

摘要:微生物群落结构是土壤生态系统变化的预警及敏感指标,可用于表征土壤质量及其生态功能变化。 用磷脂脂肪酸法研究

了有机肥和 NPK 肥料长期施用对华北平原潮土微生物群落结构的影响及其变化特征。 结果表明:长期施用有机和无机肥不仅

提高了土壤有机碳、全氮、速效磷和速效钾等含量,改善了土壤酸碱度,而且显著增加了土壤微生物生物量,其中以有机肥的效

果最为明显,增幅达到 15. 4% 。 长期施用肥料有机肥也改变了土壤微生物的群落结构,提高了细菌数量,降低了放线菌含量,
而对真菌数量没有明显影响,导致真菌与细菌的比值下降。 主成分分析表明,长期施用有机肥的土壤,细菌以含 a19 颐0、br14 颐0、
16 颐1棕5c 和 17 颐1棕9 而真菌以含 18 颐1棕10c 的微生物为优势种群,NPK 处理土壤中细菌以含 18 颐1棕7、i19 颐0、br18 颐0、16 颐1棕7t和
a15 颐0的微生物为优势种群,CK 处理中没有明显的优势种群。
关键词:潮土;长期不同施肥处理;磷脂脂肪酸;微生物群落结构

The influence of the long鄄term application of organic manure and mineral
fertilizer on microbial community in calcareous fluvo鄄aquic soil
ZHANG Huanjun1,2, YU Hongyan1, DING Weixin1,*

1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China

2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: Soil microbial community reflecting soil quality affects the soil ecosystem functions and has been suggested as the
sensitive indicator for predicting change of soil ecosystems. To understand the influence of organic manure and chemical
fertilizers on the microbial biomass and community in soils of the North China Plain, soil samples were collected from the 0

20 cm tilled layer in a long鄄term experimental field at the Fengqiu state key agroecological experimental station, Fengqiu
County, Henan Province, China, and used to measure the phospholipid fatty acid profiles of microorganisms. The study
included three treatments with four replicates: control (CK, without fertilization), organic manure (OM) and chemical
fertilizer NPK (NPK). The long鄄term application of fertilizer NPK and particularly organic manure significantly increased
the concentrations of soil organic C, total N, available P and available K, and reduced soil pH compared to treatment CK.
This finding indicates that organic manure application or balanced fertilization of N, P and K could efficiently improve the
soil fertility, and the growing conditions were more suitable for crops and soil microorganisms.

The long鄄term application of organic manure significantly increased the amount of total microbial PLFAs by 15. 4%
compared to the value in the CK treatment, but the addition of fertilizer NPK had no significant effect. Manuring
significantly increased the amount of bacterial PLFAs from 41. 03 nmol / g soil in the CK treatment to 48. 03 nmol / g soil in
the OM treatment, but did not change the amount of fungal PLFAs, which resulted in the significant reduction of the ratio of
fungi to bacteria. Fertilization slightly, but not significantly, increased the amount of bacterial PLFAs and reduced the
amount of fungal PLFAs, resulting in the slight decrease of the ratio of fungi to bacteria. However, manuring and
fertilization dramatically reduced the magnitude of actinomycetal PLFAs, indicating that organic manure and chemical
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fertilizers both inhibited the growth of actinomycete in arable soils.
After the 21鄄year (1989 2009) application of organic manure and chemical fertilizers, only 52% of total PLFAs

showed similarity among the three treatments. Principle component analysis (PCA) of PLFA was used to describe changes
in microbial community,and the result showed that change in microbial community among three treatments was mainly
driven by the application of fertilizers and could be attributed to the first and second principal components, which accounted
for 43. 1% and 30. 9% of the total variation, respectively. Three treatments were located in different quadrant: the OM
treatment distributed in the fourth quadrant, whereas the NPK treatment in the third quadrant and the CK treatment in the
second quadrant. In the OM treatment, bacteria containing a19 颐0, br14 颐0, 16 颐1棕5c and 17 颐1棕9, and fungi containing
18 颐1棕10c were dominant microorganisms, while bacteria with 18 颐1棕7, i19 颐0, br18 颐0, 16 颐1棕7t and a15 颐0 for treatment
NPK. In contrast, no dominant microorganisms could be identified in the CK treatment.

Key Words: fluvo鄄aquic soil;long鄄term fertilization;PLFA;microbial community

土壤微生物群落是土壤生物区系中最重要的功能组分,土壤微生物不仅是土壤养分重要的源和汇,也是

土壤养分转化的重要调控者。 它对微环境变化非常敏感,对土壤生态系统变化和环境胁迫反应强烈,其最显

著的特点是群落结构发生改变[1鄄3]。 因此,土壤微生物群落被认为是土壤生态系统变化的预警及敏感指标,
可以用来反映土壤质量变化。 由于土壤微生物数量庞大、组成复杂,用传统土壤微生物研究法常低估土壤微

生物的实际情况,无法清晰地获得它们在土壤生态系统中的重要信息。 磷脂是生物细胞膜的主要组成成分,
约占细胞干重的 5% ,它只存在于活细胞膜中,生物细胞一旦死亡,其中的磷脂类化合物马上就会消失[1,4鄄5]。
不同种类微生物体内磷脂类化合物中的脂肪酸(PLFA)组成和含量存在着极大差异,可用来直接评估微生物

生物量和群落结构[6鄄7],是一种相对较为准确、有效的研究方法。
近年来,施肥处理对土壤养分的影响研究较多,对土壤生态功能的影响也有一些研究,但对不同肥料长期

施用土壤的研究大多局限在土壤微生物生物量、呼吸强度、酶活性等方面,而对典型土壤微生物群落的研究相

对较弱。
黄淮海平原土壤以轻质潮土为主,是集约化小麦鄄玉米一年两熟轮作种植区[8],也是我国重要的粮食主产

区,粮食播种面积占全国总面积的 20%左右,粮食产量约占全国总量的 23% [9]。 本文以中国科学院封丘农业

生态实验站有机无机肥长期定位试验田土壤样品为研究对象,采用 PLFA 定性和定量分析方法,探讨了不同

肥料长期施用对土壤微生物多样性及其群落结构的影响,期望为合理施肥提供科学依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验地概况

试验地设在中国科学院封丘农业生态试验站(35毅04忆N,113毅10忆E)。 该地区属于半干旱、半湿润暖温带季风

气候,年平均降水量 655 mm,年蒸发量 1875 mm,年平均气温为 13. 9益,无霜期 220d 左右。 供试土壤为轻壤质黄

潮土,发育于黄河冲积物。 长期田间试验起始于 1989 年秋,采用小麦鄄玉米一年两熟轮作方式。 试验开始前耕层

(0—20 cm)土壤的理化性质为:有机碳 5. 83 g C / kg、全氮 0. 445 g N / kg、全磷 9. 50 g P2 O5 / kg、全钾 18. 6
g K2O / kg、速效氮 9. 51 mg N / kg、速效磷 1. 93 mg P2O5 / kg、速效钾 78. 8 mg K2O / kg 和 pH 8. 65,土壤总体呈缺

氮磷而富钾。
1. 2摇 试验设计与样品采集

试验共涉及 3 个处理:(1)不施肥(CK),(2)有机肥(OM),(3)化学肥料 NPK(NPK)。 每个处理重复 4
次。 随机区组排列,小区面积为 47. 5 m2。 小麦和玉米每季 N 肥 (尿素)和 K 肥 (硫酸钾) 用量分别为 150
kg N / hm2 和 150 kg K2O / hm2,小麦和玉米 P 肥 (过磷酸钙)用量分别为 75 和 60 kg P2O5 / hm2。 试验用有机

肥以粉碎的麦秆为主,加入适量粉碎后的大豆饼和棉仁饼,以提高有机肥的 N 含量,每季用量约 4500 kg / hm2

(以干重计)。 有机肥经堆腐、发酵后施用,施用前先分析 NPK 养分含量,以等 N 量为标准,有机肥中 PK 不足
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部分用化肥 PK 补足到等量。
土壤样品采集于小麦收获后的 2009 年 6 月 7 日。 在各小区按蛇形取样法采集耕层土壤 10 个,每个小区

样品混合均匀、形成一个混合样品,装入自封袋带回实验室,用于测定各项指标。
1. 3摇 土壤样品分析

4PLFA 分析采用修正的 Bligh 和 Dyer 方法进行脂类提取和磷脂脂肪酸分析[1,10]。 土壤用磷酸盐缓冲液

(0. 1 mol / L,pH 7. 0)、氯仿和甲醇以 0. 8 颐1 颐2(体积分数)提取,提取液用硅酸键合固相抽提柱(silicic acid
bonded solid鄄phase鄄extraction column,SPE鄄SI)层析,分别用氯仿、丙酮和无水甲醇洗脱,将含磷脂的部分用氮气

吹干,然后用碱性甲醇水解和皂化(甲基化)得到磷脂脂肪酸甲酯(FAME)。 用气相色谱和质谱联用仪(岛津

GC鄄MS QP 2010 PLUS)测定提取的 FAME。 色谱条件:30. 0 m伊0. 25 mm伊0. 25 mm,进样量 1 滋L,载气(氦气)
流速为 50 mL / min。 升温程序为初始温度 50益,维持 4 min,然后以 4益 / min 的速度升温至 260益。 以甲酯化

的 C19颐0 为内标物质。
土壤全碳和全氮分别用重铬酸钾容量法和半微量凯氏法测定,速效磷采用碳酸氢钠浸提、钼锑抗比色法

测定,速效钾用醋酸铵浸提、火焰光度法测定,pH 用玻璃电极测定(水土比为 1颐1) [11]。
1. 4摇 数据分析

采用 Excel 2003 和 SPSS 11. 5 对数据进行方差分析、相关分析和主成分分析。
2摇 结果与分析

2. 1摇 不同施肥处理对土壤养分的影响

由表 1 可见,经过 21a 的不同肥料长期施用,土壤 pH 和主要养分含量发生了明显变化。 OM 和 NPK 处理

土壤 pH 条件显著改善,分别比 CK 处理降低了 3. 6%和 4. 8% ,土壤的碱性降低;主要养分含量 OM 和 NPK 处

理显著高于 CK 处理,其中以 OM 处理的养分增加最为显著,有机碳、全氮、速效磷和速效钾分别比 CK 处理提

高了 271% 、252% 、1394%和 241% ;NPK 处理则分别比 CK 处理增加 156% 、138% 、794%和 228% ,而 NPK 与

OM 处理之间土壤 pH 和速效钾含量差异不明显。

表 1摇 不同施肥处理的土壤养分含量

Table 1摇 Nutrient contents in soil under different fertilizations

处理
Treatment pH 有机碳 Organic C

/ (g C / kg)
全氮 Total N
/ (g N / kg)

速效磷 Available P
/ (mg P2O5 / kg)

速效钾 Available K
/ (mg K2O / kg)

CK 8. 4b 4. 5a 0. 42a 1. 8a 64a

OM 8. 1a 12. 2c 1. 06c 25. 1c 154b

NPK 8. 0a 7. 0b 0. 58b 14. 3b 146b
摇 摇 同一列不同字母表示差异达到显著水平(P < 0. 05)

2. 2摇 不同施肥处理对土壤微生物 PLFA 含量的影响

Bardgett[12]等认为土壤中磷脂脂肪酸的组成可以反映土壤微生物群落的生物量和结构,并且很多学者也

发现土壤中可提取磷脂类化合物的数量可以准确地表达土壤中各种微生物的生物量(表 2)。
本试验中,3 种不同施肥处理土壤中共检出 29 种 PLFA,包括 18 种细菌 PLFA、5 种真菌 PLFA 和 3 种放线

菌 PLFA(表 3)。 从 PLFA 总量来看,施肥均促进了土壤微生物生物量的积累,OM 处理中 PLFA 总量显著高于

NPK 和 CK 处理,NPK 处理也呈增加的趋势,但与 CK 处理差异不显著。 不同肥料长期施用后,不同类型微生

物的变化趋势不尽相同,OM 处理中细菌数量显著高于 CK 和 NPK 处理,而 NPK 与 CK 处理之间差异不显著;
OM 和 NPK 处理中革兰氏阳性菌大幅度增加,显著高于 CK 处理,但是革兰氏阴性菌含量不同处理之间差异

不明显。 有机肥施用显著降低了好氧细菌含量,而 NPK 施用与 CK 处理相比没有明显改变好氧细菌数量。 3
种不同施肥处理之间真菌含量无显著差异,但是 CK 处理中真菌 /细菌的比值却显著高于 OM 处理,表明有机

肥长期施用处理后明显降低了真菌比例,而 NPK 施用也降低了真菌比例,但与 CK 处理相比没有达到显著水

平。 放线菌含量的变化趋势与细菌相反,CK 处理最大,分别比 OM 和 NPK 处理高出 148% 和 149% ,差异达
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到显著水平,而 OM 与 NPK 处理之间差异不显著。

表 2摇 估算微生物生物量的脂肪酸

Table 2摇 PLFA for calculating soil microbial biomass

微生物类型
Microbial group

磷脂脂肪酸标记
Phospholipids fatty acids signatures

文献
Reference

细菌 Bacteria 14 颐0, 15颐0, 16颐0, 17颐0, i15颐0, a15颐0, i17颐0, a17颐0,
i19颐0, 16颐1棕7, cy17颐0, cy19颐0 [13鄄14]

革兰氏阳性菌 Gram+ bacteria i15颐0, a15颐0, i17颐0, a17颐0 [15鄄17]

革兰氏阴性菌 Gram- bacteria 16 颐1棕7, cy17颐0, cy19颐0 [15,18]

放线菌 Actinomycete 10Me16颐0, 10Me17颐0, 10Me18颐0, 10Me20颐0 [13,16]

真菌 Fungi 18 颐1棕9c, 18颐1棕9t, 18颐2棕6, 18颐3棕6, 18颐3棕3 [17]

原生动物 Protozoa 21 颐0, 22颐0, 23颐0 [19]

表 3摇 不同施肥处理对土壤微生物 PLFA 含量的影响

Table 3摇 Concentrations of PLFAs in different treatments / (nmol / g)

处理 Treatment CK OM NPK

细菌 Bacteria 41. 03a 48. 03b 42. 54a

其中:G+ (i15颐0, a15颐0, i17颐0, a17颐0) 7. 23a 17. 18c 12. 66b

G- (cy17颐0, cy19颐0) 11. 11a 10. 39a 10. 34a

好氧细菌(16颐1棕7c, 18颐1棕7) Aerobic bacteria 7. 89b 1. 24a 9. 24b

其他细菌 Other bacteria 14. 80 19. 22 10. 29

真菌(18颐2棕6, 18颐1棕9c) Fungi 10. 24a 10. 27a 9. 89a

真菌 / 细菌比 Ratio of fungi to bacteria 0. 25a 0. 21b 0. 23ab

放线菌(10Me16颐0, 10Me18颐0, 10Me20颐0) Actinomycete 14. 51b 9. 78a 9. 82a

总微生物 PLFA 量 Total microbial PLFA 63. 05a 72. 79b 63. 25a
摇 摇 同一行不同字母表示差异达到显著水平(P < 0. 05)

2. 3摇 不同施肥处理对土壤微生物群落结构的影响

主成分分析表明,主成分一的方差贡献率为 43. 1% ,主成分二的方差贡献率为 30. 9% ,两者之和达到

74% (图 1),可代表系统内的变异状况,基本可以把经过不同肥料长期施用处理的土壤区分开。 由图 1 可见,
CK 处理与主成分二表现出高度的正相关关系,而与主成分一相关性不大;OM 处理与主成分一呈高度正相关

关系,同时与主成分二表现出一定程度的负相关;NPK 处理与主成分一和二均表现出负相关关系。 主成分分

析中 3 个处理相距比较远,彼此之间没有重叠,说明不同肥料长期施用后土壤中的微生物群落结构发生了显

著变化。
通过对主成分的因子载荷分析(图 2),cy19 颐0、i17 颐0、a19 颐0、br14 颐0、9Me18 颐0、16 颐1棕5c、17 颐1棕9、i19 颐0、

br18 颐0和 18颐1棕7 在主成分一中的载荷值较高,是主成分一的主控因子。 17 颐1棕5c、cy17 颐0、16 颐1棕7c、i16 颐0、
br15 颐0、19颐1棕9、16颐1棕5t、18颐1棕9 和 18颐1棕10c 在主成分二上的载荷值较高,是主成分二的主控因子。 结果表

明,相对于 CK 处理,NPK 处理中的 18颐1棕7、i19颐0、br18颐0、16颐1棕7t、a15颐0 和 br22颐0 等 PLFA 类型含量显著增

加,除 br22颐0 代表土壤原生动物 PLFA 外,其余 PLFA 基本上都是细菌,其中 a15颐0 表征革兰氏阳性菌,18 颐1棕7
和 i19颐0 表征革兰氏阴性菌。 OM 处理中 a19颐0、br14颐0、16颐1棕5c、17颐1棕9、18颐1棕10c 和 br21颐0 含量增加显著,其
中18 颐1棕10c 代表真菌,br21颐0 代表土壤原生动物,其余的代表细菌。 CK 处理与 OM 和 NPK 处理相比,代表

放线菌的 10Me20颐0 的 PLFA 含量显著增加。 由此可知,有机和无机肥长期施用显著提高了细菌数量,其中

NPK 对革兰氏细菌的增加尤为明显,但是显著降低了放线菌数量。
2. 4摇 土壤微生物 PLFA 总量与土壤性质的关系

相关分析表明,土壤微生物 PLFA 量与有机碳、全氮、速效磷和速效钾含量呈显著正相关,而与 pH 呈显著

负相关(表 4)。 由此可见,土壤是微生物生长和功能发挥所需能源和养分的来源。 土壤 pH 值降低,碱性变
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弱,促进了微生物生长,但是 pH 对微生物的影响机制,是直接作用于微生物还是通过改变土壤其它性质间接

起作用,有待深入研究。

图 1摇 不同施肥处理土壤微生物群落 PLFA 的主成分分析

摇 Fig. 1 摇 Principle components analysis of PLFA profiles of soil

microbial communities in different treatments

图 2摇 不同施肥处理土壤微生物群落 PLFA 载荷因子贡献

摇 Fig. 2 摇 PCA ordination of PLFA profiles of soil samples in

different treatments

表 4摇 土壤微生物 PLFA 量与土壤性质的关系

Table 4摇 Relationship between the amount of PLFA and soil properties

土壤性质
Soil properties pH 有机碳

Organic C
全氮

Total N
速效磷

Available P

速效钾
Available K

PLFA 量 Total PLFA -0. 786* 0. 955** 0. 963** 0. 914** 0. 738*

摇 摇 *显著相关(P<0. 05), **极显著相关(P<0. 01)

3摇 结论与讨论

有机肥和无机肥长期施用一定程度提高了土壤养分含量,尤以 OM 处理效果最为显著。 土壤 pH 则显著

降低,以 NPK 处理降幅为最大,可能是由于土壤施入氮肥后,作物吸收铵态氮后在土壤中残留 H+[20]或者土壤

强烈的硝化作用产生大量的 H+[21],从而使土壤 pH 降低。
不同肥料长期施用促使土壤养分含量和微环境发生变化,从而诱导土壤微生物群落结构和生物量发生改

变。 目前,关于长期施肥对微生物群落影响研究不多,报道的结果也不尽一致。 Lovell 等[22] 和 Bardgett 等[23]

发现,施用氮肥有利于细菌生长,可能通过改变养分有效性来影响微生物群落。 相反,王曙光和侯彦林[24] 的

研究则指出,无机氮肥施用不利于细菌生长。 我们则发现,施肥增加了土壤微生物 PLFA 种类和数量,但是不

同种类肥料对土壤微生物 PLFA 的影响是不同的。 有机肥最有利于土壤细菌生长,因为有机肥的施用提高了

土壤中有机质的含量,而有机质既含有相当数量的碳、氮、磷、钾等营养元素,又具有改善土壤理化性状、提高

土壤肥力的作用,为微生物生长提供了良好的环境[25],这与褚海燕等[26]和于树等[4]的研究结果一致;另一方

面,施用有机肥一定程度抑制了放线菌生长,这与颜慧等[27] 的结果不尽一致,他们在研究长期施肥对红壤性

水稻土 PLFA 影响时发现,施用有机肥同样增加了放线菌数量,这可能与土壤类型和种植方法不同,使得微生

物对施肥的响应不同有关,其原因有待深入研究。 NPK 肥料平衡施用对细菌同样具有促进作用,但没有有机

肥强烈;放线菌含量也比 OM 处理要高,但未达到显著水平。 CK 处理中土壤真菌 PLFA /细菌 PLFA 高于施肥

处理土壤,表明施肥有利于细菌生长,而真菌较细菌更能适应养分贫瘠的土壤[23]。 同类微生物(如细菌)的
不同 PLFA 类型对肥料的响应不同,有机无机肥施用提高了土壤细菌数量,尤其是革兰氏阳性菌,但对革兰氏

阴性菌无明显影响;有机肥施用也显著降低了好氧细菌量,但是这一现象没有发生在 NPK 肥料平衡施用的处

理,这与钟文辉[28]等的研究结果不尽相同,他们发现在红壤上施肥对革兰氏细菌和好氧细菌的生长均具有明

显的促进作用,可能与施肥改善了粘质红壤结构和通气性有关。 因此,评估肥料对土壤微生物影响时,需要综
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合考虑土壤性质。
有关长期施肥条件下土壤中 PLFA 类型变化趋势的研究并不多,土壤 PLFA 含量与 pH 呈显著负相关(表

4),这与 Baath 和 Anderson[19]的结果一致,他们证实微生物尤其是真菌 PLFA 数量与土壤 pH 呈显著负相关,
但是明显不同于 Clegg[29]的结果,即真菌 PLFA 数量不受土壤 pH 的影响。 于树等[4]发现,有机肥单施或者与

无机肥配施的玉米地土壤均以含 a15颐0、i15颐0、cy17颐0、i16颐0、16颐1棕7t 和 10Me18颐0 的微生物为优势种群。 有机

肥和无机肥处理中土壤微生物优势种群是不同的。 在 OM 处理中,细菌以含 a19颐0、br14颐0、16颐1棕5c 和 17颐1棕9
而真菌以含 18颐1棕10c 等 PLFA 类型的微生物为优势种群,NPK 处理中细菌以含18 颐1棕7、i19颐0、br18颐0、16颐1棕7t
和 a15颐0 等 PLFA 类型的微生物为优势种群;CK 处理中没有明显的优势种群。
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