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长期施肥对新疆灰漠土土壤微生物群落结构与功能多
样性的影响
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新疆农业科学院 土壤肥料与农业节水研究所 / 绿洲养分与水土资源高效利用重点实验室,乌鲁木齐摇 830091

摘要:以 20a 新疆国家灰漠土土壤肥力与肥料效益长期定位试验为平台,采用常规培养法,结合 Biolog 技术对可培养微生物、生
理菌群数量和碳源利用进行测定分析,研究撂荒(CK0)、耕作不施肥(CK)、不同化肥(N、NK、NP、PK、NPK)、化肥配施低量高量

有机肥(NPKM1 和 NPKM2)和秸秆还田(NPKS)等 10 种处理土壤微生物特征,揭示长期施肥对土壤微生物群落结构与功能多

样性的影响。 结果表明:(1)可培养微生物:与 CK 处理相比,CK0 处理显著提高了细菌、放线菌和真菌的数量(P<0.05),NPKS
处理微生物数量则显著降低(P<0.05);不同化肥处理的细菌(除 PK 处理外)、放线菌(除 PK 和 N 处理外)数量也有所增加,增
幅在 8.14%—135.70%和 15.30%—44.78%之间;真菌数量(除 NK 处理外)则有一定幅度的降低;NPKM1 和 NPKM2 处理,微生

物数量最高,细菌分别增加了 162.20%和 173.75%,放线菌增加了 34.39%和 39.37%,真菌增加了 63.33%和 488.33%;(2)生理菌

群:与 CK0 相比,CK 处理显著提高了自生固氮菌和亚硝化细菌数量(P<0.05),显著降低了氨化细菌和纤维素分解菌数量(P<
0郾 05);与 CK 相比,NPKM1 和 NPKM2 处理显著提高土壤中与氮素转化有关的生理菌群数量(P<0.05),不同化肥处理和 NPKS
处理的影响不相同,NPK 处理显著高于其余处理(P<0.05);(3)微生物碳源利用:微生物活性表现为 NK、NPKM1、NPKM2>N、
NPK、CK>PK、NPKS>CK0、NP;CK0 处理 3 个多样性指数以及 NPKM1、NPKM2 和 NK 处理 Shannon(H)指数最高,其余施肥处理

差异不显著;糖类、氨基酸类、羧酸类和胺类是微生物利用的主要碳源。 (4)聚类分析表明,除 NP 处理外,施氮处理土壤有较为

相似的碳源利用,细菌和真菌与养分之间有较好的相关性,可培养微生物和生理菌群与微生物碳源利用的相关性较差。 因此,
长期不同施肥对新疆灰漠土土壤微生物群落结构和功能多样性产生了显著的影响,长期耕作不施肥降低了土壤微生物群落结

构和功能多样性,不同化肥配合施用对微生物群落的影响不同,NPK 及 NPK 配施有机肥可提高土壤微生物多样性。
关键词:长期施肥;灰漠土;微生物多样性; Biolog;新疆

Effects of long鄄term fertilization on diversities of soil microbial community
structure and function in grey desert soil of Xinjiang
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Abstract: A long鄄term (20 years) stationary experiment was carried out in a grey desert soil field of Xinjiang to study the
effects of fertilization on soil microbial community characteristics and functional diversity. Traditional microbial cultivation
method and Biolog technique were used to analyze soil microbial community, the number of bacterial physiological groups
and microbial carbon utilization. Ten fertilization treatments were studied, i.e., abandonment (CK0), cultivated without
fertilization (CK), different chemical fertilizer treatments ( N, NK, NP, PK, and NPK), NPK and organic materials
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(NPKM1), NPK and double organic materials (NPKM2), as well as NPK and straw (NPKS). Results showed that, (1)
compared with CK treatment, data on the cultivable microorganisms illustrated that the numbers of bacteria, actinomycetes
and fungi in CK0 treatment all increased significantly (P< 0.05). Effects of different chemical fertilizer treatments were
different. The numbers of bacteria (except PK treatment), and actinomycetes (except PK and N treatments) increased by
8.14—135.70% and 15.30—44.78%, respectively. The numbers of fungi ( except NK treatment) decreased by 10.00—
38郾 33%. The numbers of microorganisms were the highest in NPKM1 and NPKM2 treatments. The bacteria numbers of
NPKM1 and NPKM2 treatments increased by 162.20% and 173.75%, when comparing with CK treatment. The numbers of
actinomycetes increased by 34.39% and 39.37%, while the numbers of actinomycetes increased by 63.33% and 488.33%.
However, the numbers of microorganisms decreased obviously (P< 0.05), the numbers of bacteria, actinomycetes and
fungi decreased by 14.17%, 21.27% and 63.33%. (2) Studies of soil bacterial physiological groups showed that, the
amounts of Azotobacter and Nitrifier in CK treatment were higher than those of CK0 treatment (P< 0.05), but the amounts
of Ammoniation and Cytophaga in CK treatment were lower (P< 0.05). Effects of different chemical fertilizer treatments and
NPKS treatment were very different. Effect of NPK treatment was obviously the best (P< 0.05). However, NPKM1 and
NPKM2 treatments could obviously improve the amount of soil bacterial physiological groups related with N transformation.
(3) Carbon utilizations of soil microbial community showed that, the order of soil microbial activities was, NK, NPKM1,
NPKM2>N, NPK, CK > PK, NPKS > CK0, NP. Soil microbial diversity indices of CK0 treatment were the highest.
Compared with CK treatment, all fertilization treatments were not significantly different in Simpson index and McIntosh
index. Shannon index in NPKM1, NPKM2 and NK treatments were the highest, other fertilizer treatments were not
significantly different from, or significantly lower than CK. Carbohydrates, Amino acids, Carboxylic acids and Amines /
amides were the main carbon resources for microbial utilization. (4) Cluster analysis indicated that carbon utilizations by
soil microbial community for different N treatments were similar (except NP treatment) . Correlation between bacteria, fungi
and soil nutrient contents were significant, but no significant correlation relationships existed among the cultivable
microorganisms, soil bacterial physiological groups and carbon utilizations of soil microbial community. To sum up, the
effects of long鄄term fertilization on diversities of soil microbial community structure and function in grey desert soil of
Xinjiang were remarkable. Long鄄term cultivation without fertilization decreased the diversities of soil microbial community
structure and function. Different chemical fertilizer treatments had varied effects. NPK and NPKM treatments could improve
the diversities of soil microbial community structure and function.
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施肥是农业生产的主要措施之一,长期施肥将明显改变作物产量[1]、土壤理化性质[2] 和生物活性[3鄄4],对
土壤质量和可持续利用具有深远影响。 微生物是土壤生物中最重要的组成部分,在土壤营养元素循环、土壤

肥力形成和发展、生态环境改善、植物生长和土传病害防治等许多方面起着极其重要的作用。 研究表明,施肥

使土壤微生物群落结构发生显著变化[5鄄6],长期平衡施肥使土壤微生物量碳氮和微生物功能活性增强[7鄄8],有
机肥与化肥长期配施条件下氨氧化细菌的多样性高于化肥处理[9];长期施用有机肥的土壤反硝化细菌多样

性高于不施肥和施用化肥的土壤[10];长期施用氮钾肥和秸秆还田对稻田甲烷氧化菌多样性有重要的影响,其
中氮肥甲烷氧化菌的数量有抑制作用[11];长期施用有机肥和秸秆还田有利于黄土高原土壤有机碳的积累,从
而增加了丛枝菌根的多样性[12]。 在研究方法上,由于土壤中微生物数量庞大,种类繁多,且存在大量无法培

养的微生物类群,采用传统的培养方法,无法全面了解土壤微生物信息,因此近年来采用磷脂脂肪酸法、碳源

代谢利用(Biolog 法)和分子生物学等的方法来研究土壤微生物多样性已成为热点[13鄄18,8]。
灰漠土是典型的干旱荒漠地带土壤,是新疆主要的农业耕作土壤之一。 但目前新疆灰漠土上长期施肥对

土壤微生物群落和功能多样性的研究很少[19],采用 Biolog 法来揭示长期施肥对灰漠土土壤微生物碳源利用
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的影响还未见报道。 为此,本文采用传统微生物培养和 Biolog 测定相结合的方法,研究长期定位施肥对灰漠

土土壤微生物学特性的影响,为揭示新疆灰漠土质量演变规律、土壤肥力保持、土壤微生态系统健康发展和作

物产量提高等方面提供科学的理论依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 供试土壤

供试土壤来自新疆乌鲁木齐市国家灰漠土肥力与肥料效益重点野外科学观测试验站(N:43毅95忆26义,E:
87毅46忆45义)。 该试验站位于新疆乌鲁木齐市以北 22 km 的新疆农业科学院安宁区综合试验场内。 国家灰漠

土肥力与肥料效益重点野外科学观测试验站海拔高度 680—920 m,年均气温 5—7益,年降水量 180—250
mm,年蒸发量 1600—2200 mm,年均日照时数 2594 h,无霜期 156 d,属干旱半干旱荒漠气候。 试验土壤为第

四纪黄土状沉积物,属灰漠土土类中度熟化灰漠土,在北疆农耕区具有典型性和代表性。 试验地的土壤基本

养分含量见表 1。

表 1摇 灰漠土长期施肥土壤养分含量

Table 1摇 Nutrient contents of grey desert soil under the Long鄄term fertilization

处理
Treatments

有机质
OM /

(g / kg)

全氮
Total N /
(g / kg)

全磷
Total P /
(g / kg)

有效氮
Avail. N /
(mg / kg)

有效磷
Avail. P /
(mg / kg)

有效钾
Avail. K /
(mg / kg)

CK0 14.57 0.86 0.85 66.81 12.19 370.76

CK 13.21 0.62 0.57 11.46 1.12 190.99

N 13.36 0.57 0.60 42.00 1.29 176.34

NK 15.47 0.54 0.68 45.82 2.52 294.90

NP 15.11 0.69 0.76 49.64 9.67 115.79

PK 14.71 0.60 0.81 26.73 19.02 179.12

NPK 15.26 0.81 0.85 34.37 13.44 494.81

NPKM1 27.29 1.66 0.84 91.64 37.00 641.28

NPKM2 38.50 1.39 1.11 133.65 97.64 1021.29

NPKS 13.34 0.39 0.64 45.82 8.51 179.12

摇 摇 CK0:不耕作施肥 abandonment;CK:耕作不施肥 cultivated without fertilization;N:单施氮肥 only nitrogen fertilizer;NK:施氮钾肥 nitrogen and

potassium fertilizer;NP:施氮磷肥 nitrogen and phosphate fertilizer; PK:施磷钾肥 phosphate and potassium fertilizer;NPK:施氮磷钾肥 nitrogen,

phosphate and potassium fertilizer;NPKM1:施氮磷钾+常量有机肥 NPK and organic materials;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥 NPK and double organic

materials;NPKS:施氮磷钾+秸秆还田 NPK and straw

1.2摇 试验设计

本试验从长期肥料肥效试验(20a)中选择以下 10 个处理:(1)不耕作,不施肥(撂荒,CK0);(2)耕作,不
施肥(CK);(3)单施氮肥(N);(4)施氮钾肥(NK);(5)施氮磷肥(NP);(6)施磷钾肥(PK);(7)施氮磷钾肥

(NPK);(8)施氮磷钾+常量有机肥(NPKM1);(9)施氮磷钾+增量有机肥(NPKM2),即氮、磷、钾和有机肥施

用量均是常量处理的 1.5 倍;(10)施氮磷钾+秸秆还田(NPKS)。 每年施 N 242 kg / hm2、P 2O5 138 kg / hm2、K2O

60 kg / hm2,施肥时 60%的化学氮肥及 100%化学磷、钾肥和有机肥作基肥,在播种前均匀撒施地表,深翻后播

种,剩余 40%的化学氮肥作追肥。 所有施氮处理的施氮总量相同;有机肥为羊粪,常量有机肥施用量为 30000
kg / hm2,每年秋季一次施入翻地。 秸秆还田为当季作物全部秸秆粉碎还田。 试验种植方式为玉米鄄冬小麦鄄棉
花轮作。
1.3摇 样品采集及测定方法

1.3.1摇 样品采集

2010 年 9 月采集以上 10 组处理土样。 采用 5 点法随机采集耕层 0—20 cm 土壤样品,每个土样 3 次重
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复。 将土壤样品混合均匀后 4益保存,进行微生物计数和 Biolog 碳源利用测定。
1.3.2摇 土壤微生物数量测定[20]

采用稀释平板涂抹培养计数法分析。 细菌采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基,放线菌采用改良的高氏一号培

养基(每 300 mL 培养基中加 3%重铬酸钾 1 mL),真菌采用 PDA 培养基(每 100 mL 培养基加 1%链霉素溶液

0.3 mL)。 微生物生理菌群数量,采用稀释液体培养法(MPN 法)计数。 好氧性自生固氮菌采用阿须贝无氮培

养基,纤维素分解菌采用赫奇逊氏培养基,氨化细菌用蛋白胨液体培养基,亚硝化细菌用铵盐培养液(由于土

壤中很少有亚硝酸盐的长期累积,所以测定亚硝化细菌的数量就可以反映硝化细菌的数量[21])。
1.3.3摇 土壤微生物群落碳源代谢利用测定

采用 Biolog ECO 微平板法进行[20]。 称取 10 g 鲜土加入 l00 mL 灭菌的生理盐水(0.85%)中,摇匀,静止

片刻,然后将土壤样品稀释至 10-3。 取 150 滋L 菌悬液接种到生态板的每一个孔中,25益恒温培养,每隔 24 h
分别在 590 nm 波长下读数,连续培养 7 d。 取 120 h 的平均光密度值进行主成分分析。
1.3.4摇 数据处理与分析

微平板孔中溶液吸光值平均颜色变化率(AWCD)用于描述土壤微生物代谢活性,计算公式如下:

AWCD= 移 (C i-R i) / n

式中,C i为每个有培养基孔的吸光值,R i为对照孔的吸光值,n 为培养基孔数,Biolog Eco 板 n 值为 31。 采用

Simpson、Shannon鄄Wiener 和 McIntosh 3 个指数来表征土壤微生物群落功能多样性。 其中 Simpson 指数(D)用
于评估某些最常见种的优势度,Shannon鄄Wiener 指数(H)用于评估物种的丰富度,McIntosh 指数(U)用于评估

群落物种均匀度:

Simpson 指数(D) D= 1- 移 pi
2

Shannon鄄Wiener 指数(H) H= - 移 pi(lnpi)

McIntosh 指数(U) U = 移n2
i

式中,pi 为第 i 孔的相对吸光值与所有整个微平板的相对吸光值总和的比值(C i-R i) / 移 (C i-R i);ni为第 i

孔的相对吸光值(C i-R i)。
数据采用 DPS v9.50 版软件进行平均吸光值(AWCD)、多样性指数、主成分分析(PCA)和相关的方差分

析等工作。

2摇 结果与分析

2.1摇 长期施肥对灰漠土土壤微生物群落结构多样性的影响

微生物是土壤生态系统重要组成部分,其变化能敏感地反映土壤质量和肥力的变化[22]。 从表 2 可以看

出,与 CK 处理相比,CK0 处理细菌数量有所增加,不同化肥处理(PK 除外)、NPKM1 和 NPKM2 处理可增加土

壤细菌的数量,不同化肥处理增幅在 8. 14%—135. 70%之间,NPKM1 和 NPKM2 分别增加了 162. 20%和

173郾 75%;PK 和 NPKS 处理,土壤中细菌数量则分别减少了 15.22%和 14.17%。 从表中还可以看出,CK0 处理

土壤放线菌数量最高,耕作施肥减少了放线菌数量;不同施肥处理间,长期施化肥(除 PK 和 N 处理外)处理相

比 CK 处理增加了土壤中放线菌数量,其增幅在 15.30%—44.78%之间; NPKM1 和 NPKM2 处理放线菌数量分

别增加了 34.39%和 39.37%; NPKS 处理土壤放线菌数量则减少了 21.27%。 真菌数量 CK0 处理相对较高,耕
作和施肥后(除 NPKM2 外)则大幅降低;与 CK 相比,不同化肥处理(除 NK 处理外)真菌数量均有一定幅度的

降低,其降幅在 10.00%—38.33%之间; NPKM1 和 NPKM2 处理土壤真菌明显增加,分别增加了 63.33%和

488郾 33%,但 NPKS 处理的土壤真菌数量却明显降低,减少了 63.33%。
细菌生理菌群受土壤特性和环境影响而在土壤中呈现不同的数量分布,各生理菌群的分布在一定程度上

反映出土壤养分的利用状况和健康程度[23]。 从研究结果(表 2)可以看出长期定位不同施肥处理造成土壤环
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境的不同,可引起土壤中生理菌群数量发生显著变化。 CK 处理自生固氮菌和亚硝化细菌数量高于 CK0 处

理,氨化细菌和纤维素分解菌数量则低于 CK0 处理;长期施用化肥的土壤中,与 CK 相比, NPK 处理氨化细

菌、亚硝化细菌和纤维素分解菌的数量较好,分别增加了 395.33%、141.25%和 184.09%;NPKM1 和 NPKM2 处

理可提高土壤中与氮素转化有关的生理菌群数量,自生固氮菌分别增加了 40%和 10.71%,氨化细菌分别增加

了 552.34%和 1014.02%,亚硝化细菌分别增加了 437.50%和 105.00%,但与碳素转化相关的纤维素分解菌数

量,NPKM1 增加了 342.61%,而 NPKM2 处理纤维素分解菌数量反而降低了 13.92%;NPKS 处理氨化细菌和亚

硝化细菌数量增加了 198.13%和 70.00%,自生固氮菌和纤维素分解菌数量降低了 94.29%和 53.41%。

表 2摇 长期施肥对灰漠土土壤微生物群落结构多样性的影响

Table 2摇 Effect of the Long鄄term fertilization on microbial community diversity of grey desert soil

处理
Treatments

细菌
Bacteria /

(伊106cfu / g)

放线菌
Actinomycete /
(伊105cfu / g)

真菌
Fungi /

(伊104cfu / g)

自生固氮菌
Azotobacter /
(伊106cfu / g)

氨化细菌
Ammoniation /
(伊106cfu / g)

亚硝化细菌
Nitrifier /

(伊102 cfu / g)

纤维素分解菌
Cytophaga /
(伊103 cfu / g)

CK0 4.75依0.40d 11.05依0.76a 3.08依0.12b 0.32依0.06e 7.65依0.49b 0.42依0.03g 16.07依0.15b
CK 3.81依0.62de 5.36依0.36d 0.60依0.21cde 1.40依0.91c 1.07依0.10f 0.80依0.03f 3.52依0.05d
N 4.12依0.20de 3.94依0.55e 0.42依0.03de 0.07依0.02f 1.72依0.07ef 2.34依0.08b 1.55依0.08e
NK 6.98依0.30c 6.18依0.38cd 0.80依0.15cd 1.52依0.07c 7.39依0.42b 0.71依0.05f 27.07依1.03a
NP 8.98依0.39b 7.76依0.53b 0.37依0.05e 0.26依0.07ef 7.31依0.17b 0.88依0.04f 1.31依0.06e
PK 3.23依0.56e 5.32依0.92d 0.54依0.37de 2.77依0.75a 2.11依0.12e 0.82依0.07f 1.24依0.08e
NPK 6.41依0.80c 7.43依0.07b 0.54依0.29de 0.76依0.16d 5.30依0.41c 1.93依0.08c 10.00依0.10c
NPKM1 9.99依0.21ab 7.20依0.62bc 0.98依0.30c 1.96依0.54b 6.98依0.53b 4.30依0.10a 15.58依0.36b
NPKM2 10.43依0.65a 7.47依0.61b 3.53依0.89a 1.55依0.05c 11.92依0.32a 1.64依0.06d 3.03依0.08d
NPKS 3.27依0.74e 4.22依0.55e 0.22依0.08e 0.08依0.01f 3.19依0.06d 1.36依0.02e 1.64依0.05e

摇 摇 每组同列的不同字母表示差异显著性水平; 小写字母为 5%显著水平; CK0:不耕作施肥;CK:耕作不施肥;N:单施氮肥;NK:施氮钾肥;NP:

施氮磷肥;PK:施磷钾肥;NPK:施氮磷钾肥;NPKM1:施氮磷钾+常量有机肥;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥;NPKS:施氮磷钾+秸秆还田

2.2摇 长期施肥对灰漠土土壤微生物群落功能多样性的影响

图 1摇 长期施肥土壤平均颜色变化率

Fig.1摇 AWCD of the Long鄄term fertilization soil
CK0:不耕作施肥 abandonment;CK:耕作不施肥 cultivated without fertilization;N:单施氮肥 only nitrogen fertilizer;NK:施氮钾肥 nitrogen and
potassium fertilizer;NP:施氮磷肥 nitrogen and phosphate fertilizer;PK:施磷钾肥 phosphate and potassium fertilizer;NPK:施氮磷钾肥 nitrogen,
phosphate and potassium fertilizer;NPKM1:施氮磷钾+常量有机肥 NPK and organic materials;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥 NPK and double
organic materials;NPKS:施氮磷钾+秸秆还田 NPK and straw

2.2.1摇 平均颜色变化率

平均颜色变化率(AWCD)是表征土壤微生物群落对底物碳源利用强度的指标,AWCD 值越大,表明对碳

源利用强度越强,微生物代谢活性越高[24]。 从图 1 可以看出,不同施肥处理土壤的 AWCD 值随培养时间的延

长而提高。 在培养的 0—24 h 内不同处理土壤 AWCD 值变化不明显,24—72 h 内则表现出快速增长的趋势,
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微生物活性进入对数增长期;在培养的 72 h 后,在培养时间内,AWCD 值随培养时间的延长增长趋于缓慢。
从培养处于稳定期的 96 h 来看,AWCD 值在 0.69—1.14 之间,AWCD 值表现为 NK> NPKM1、NPKM2>N>CK>
NPK>NPKS>PK>CK0>NP,NK 处理最高,活性最强,NP 处理最低。
2.2.2摇 多样性指数分析

根据不同处理碳源利用情况,综合考虑其变化趋势,选取光密度趋于稳定,且不同处理之间有较好分形的

96 h 的 AWCD 值进行土壤微生物群落代谢多样性的分析(表 3)。 从表中可以看出,Simpson 优势度指数除撂

荒地较高外,其余处理差异均不明显,Shannon 丰富度指数各处理间有一定的差异。 其中 NK、NPKM1 和

NPKM2 处理的 Shannon 指数高于 CK0;其余处理均低于 CK0,但 CK、N 和 NPK 处理与 CK0 差异不显著; NP、
PK 和 NPKS 处理 Shannon 指数较低。 从表中还可以看出, McIntosh 均匀度指数表现为 CK0 >NP >NK、
NPKM1、NPKM2、NPK、NPKS、PK>N>CK,CK0 处理与其他处理间差异显著(P<0郾 05)。

表 3摇 长期施肥灰漠土土壤微生物群落功能多样性指数

Table 3摇 Diversity indices of grey desert soil microbial communities for Long鄄term fertilization

处理
Treatments

平均颜色变化率
AWCD

优势度指数
Simpson(D)

丰富度指数
Shannon(H)

均匀度指数
McIntosh(U)

CK0 0.69依0.23de 0.99依0.02a 3.02依0.04ab 0.98依0.05a

CK 0.99依0.05ab 0.97依0.00b 2.99依0.05ab 0.92依0.00b

N 1.01依0.09ab 0.97依0.00b 2.98依0.02ab 0.92依0.00b

NK 1.14依0.06a 0.98依0.00b 3.08依0.09a 0.93依0.01b

NP 0.52依0.05e 0.98依0.01b 2.73依0.14d 0.95依0.03ab

PK 0.73依0.28cde 0.97依0.00b 2.84依0.13cd 0.93依0.02b

NPK 0.94依0.18abc 0.98依0.00b 3.00依0.07ab 0.93依0.01b

NPKM1 1.06依0.06a 0.98依0.00b 3.07依0.04a 0.93依0.01b

NPKM2 1.06依0.01a 0.98依0.00b 3.09依0.04a 0.93依0.01b

NPKS 0.80依0.15bcd 0.97依0.01b 2.91依0.04bc 0.93依0.02b

摇 摇 每组同列的不同字母表示差异显著性水平; 小写字母为 5%显著水平; CK0:不耕作施肥;CK:耕作不施肥;N:单施氮肥;NK:施氮钾肥;NP:

施氮磷肥;PK:施磷钾肥;NPK:施氮磷钾肥;NPKM1:施氮磷钾+常量有机肥;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥;NPKS:施氮磷钾+秸秆还田

图 2摇 长期施肥土壤微生物群落主成分分析

摇 Fig.2摇 Principal component analysis of soil microbial
community摇
CK0:不耕作施肥;CK:耕作不施肥;N:单施氮肥;NK:施氮钾肥;
NP:施氮磷肥;PK:施磷钾肥;NPK:施氮磷钾肥;NPKM1:施氮磷

钾+常量有机肥;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥;NPKS:施氮磷

钾+秸秆还田

2.2.3摇 主成分分析

利用培养 96h 的 AWCD 值,对长期施肥土壤微生物利用单一碳源特性进行主成分分析,同时提取特征值

大于 1 的主成分的特征根及方差贡献率。 本研究共提

取出 7 个主成分,累计贡献率达 95.82%。 其中第一主

成分(PC1)的特征根为 13.09,方差贡献率为 42.24%;
第二主成分 ( PC2) 的特征根为 4. 56,方差贡献率为

14郾 69%;第三主成分(PC3)的特征根为 3.82,方差贡献

率为 12.34%。 其余 4—7 主成分贡献率均小于 10%。
选取方差贡献率最高的前两个主成分 PC1 和 PC2

进行微生物群落功能多样性分析。 主成分分析表明

(图 2),不同施肥处理碳源利用在 PC 轴上差异显著,
在 PC1 轴上, CK、N、NK、NPK、NPKM1 和 NPKM2 处理

分布在正方向上, CK0、NP、PK 和 NPKS 处理分布在负

方向上;在 PC2 轴上, CK0、CK、N、NK 和 NP 处理分布

在正方向上,NPKM1、NPKM2、NPK、NPKS 和 PK 处理

分布在负方向上。
初始载荷因子反映主成分与碳源利用的相关系数,
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载荷因子越高,表示该碳源对主成分的影响越大[25]。 从表 4 中可以看出,对第一主成分(PC1)贡献较大的碳

源有 18 种,主要包括糖类(5 种)、氨基酸类(3 种)、羧酸类(5 种)、聚合物类(1 种)、胺类(2 种)和其他类(2
种);对第二主成分(PC2)贡献较大的碳源有 5 种,主要包括氨基酸类(2 种)、羧酸类(2 种)和胺类(1 种)。
糖类、氨基酸类、羧酸类和胺类是微生物利用的主要碳源。

从图 2 和表 4 综合分析可以看出,说明长期不同施肥处理的土壤微生物碳源利用能力存在差异,且不同

处理在主成分轴上的差异,是和聚集在该轴上微生物利用碳底物的利用能力相关联的。 在 PC1 上, CK、N、
NK、NPK、NPKM1 和 NPKM2 处理对糖类(N鄄乙酰基鄄D鄄葡萄胺、D鄄纤维二糖、D鄄木糖、D鄄甘露醇和 茁鄄甲基 D鄄葡
萄糖苷)、氨基酸(L鄄苯基丙氨酸、L鄄苏氨酸和 L鄄丝氨酸)、羧酸类(衣康酸、2鄄羟基苯甲酸、D鄄苹果酸、y鄄羟基丁

酸和 D鄄半乳糖内酯)和胺类(苯乙基胺和腐胺)等碳源的利用能力高于 CK0、NP、PK 和 NPKS 处理。 在 PC2
上, CK0、CK、N、NK 和 NP 处理对 L鄄天冬酰胺酸、L鄄精氨酸、4鄄羟基苯甲酸和苯乙基胺的利用能力较强,而
NPKM1、NPKM2、NPK、NPKS 和 PK 处理对 D鄄苹果酸的利用能力较强。 因此施肥对灰漠土中微生物群落在碳

源的利用能力的影响是导致其活性差异的主要原因。

表 4摇 长期施肥 Biolog鄄Eco 板碳源在 PC1 和 PC2 上的载荷值(昨r昨﹥ 0.6)

Table 4摇 Correlation analysis of different carbon source utilization with PC1 and PC2 (昨r昨﹥ 0.6)

碳源类型 Carbon source 第一主成分 PC1 第二主成分 PC2

糖类 Carbohydrates N鄄乙酰基鄄D鄄葡萄胺 N鄄Acetyl鄄D鄄Glucosamine 0.93 -0.01
D鄄纤维二糖 D鄄Cellobiose 0.91 0.07
D鄄木糖 D鄄Xylose 0.87 -0.24
D鄄甘露醇 D鄄Mannitol 0.87 -0.18
茁鄄甲基 D鄄葡萄糖苷 茁鄄Methyl鄄D鄄Glucoside 0.81 -0.01

氨基酸 Amino acids L鄄苯基丙氨酸 L鄄Phenylalanine 0.73 -0.01
L鄄天冬酰胺酸 L鄄Asparagine 0.19 0.86
L鄄精氨酸 L鄄Arginine 0.48 0.65
L鄄苏氨酸 L鄄Threonine 0.61 0.45
L鄄丝氨酸 L鄄Serine 0.73 0.19

羧酸类 Carboxylic acids 衣康酸 Itaconic Acid 0.88 -0.08
2鄄羟基苯甲酸 2鄄Hydroxy Benzoic Acid 0.68 0.12
4鄄羟基苯甲酸 4鄄Hydroxy Benzoic Acid 0.42 0.67
D鄄苹果酸 D鄄Malic Acid 0.65 -0.60
y鄄羟基丁酸 y鄄Hydroxybutyric Acid 0.76 -0.22
D鄄半乳糖内酯 D鄄Galactonic Acid y鄄Lactone 0.82 0.07

聚合物类 Polymers 吐温 80 Tween 80 0.65 0.49
胺类 Amines / amides 苯乙基胺 Phenylethyl鄄amine 0.63 0.66

腐胺 Putrescine 0.81 -0.43
其他类 Miscellaneous 葡萄糖-1鄄磷酸盐 0.65 -0.37

D,L鄄a鄄甘油 D,L鄄a鄄Glycerol 0.77 0.04

应用各种碳源光密度值(96 h)作统计变量进行聚类分析,可以清晰直观的反映各施肥处理间的远近关

系[26]。 本研究采用欧式距离中的最短距离法。 由图 3 可以看出,含有氮肥的各种处理(除 NP 处理外)具有

较相似的碳源利用模式;其中 NPK、NPKM1、NPKM2、N、NPKS 和 NK 处理间距离接近,具有相似的碳源利用,
但与 CK0 和 CK 处理距离较远,土壤微生物群落的碳源利用差异显著; PK 处理与施氮处理在碳源利用上有

一些差异,但与 CK0 和 CK 处理较为相似;NP 处理与其余处理差异均比较显著。 聚类分析表明,施氮处理

(除 NP 外)有着较为相似的碳源利用,其中 NPKM1、NPKM2、 N 和 NK 处理具有较高的 AWCD 值。 辜运富认

为施 N 能够促进作物的发育,从而得到更多的根系分泌物,进而提高土壤中微生物的数量[27]。

3摇 结论与讨论

在土壤生态系统中,微生物是土壤物质循环和能量流动的主要参与者,是土壤养分的储备库和周转

474 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 35 卷摇



http: / / www.ecologica.cn

摇 图 3摇 长期施肥土壤微生物群落碳源代谢的聚类分析树状图

Fig.3摇 Cluster analysis dendrogram of microbial communities忆C
sources utilization under Long鄄term fertilization
CK0:不耕作施肥;CK:耕作不施肥;N:单施氮肥;NK:施氮钾肥;
NP:施氮磷肥;PK:施磷钾肥;NPK:施氮磷钾肥;NPKM1:施氮磷

钾+常量有机肥;NPKM2:施氮磷钾+增量有机肥;NPKS:施氮磷钾

+秸秆还田

库[21]。 影响土壤微生物的因素很多,如土壤和作物类

型、耕作制度和施肥措施等。 长期施肥由于改变了土壤

的理化性质,进而改变了土壤中微生物群落构成,其数

量、生理类群和生态功能都会产生一定变化[28鄄29]。
已有的研究表明长期施肥条件下细菌、固氮菌数量

与有机质、全氮、碱解氮、全磷、速效磷含量呈显著正相

关,真菌、放线菌数量与土壤养分因子之间没有明显的

相关性[30],本研究表明不同施肥处理对土壤微生物多

样性产生了显著的影响,与土壤养分含量的关系较为密

切,但长期施肥对土壤的影响较为复杂,长期形成的养

分限制因子、养分丰缺程度以及物理环境不同的土壤,
在养分含量与微生物之间出现较大差异。 本研究显示,
土壤细菌和真菌与土壤养分含量关系密切,而放线菌关

系较差。 由于土壤中不同生理功能微生物生长、繁殖和

代谢所需要的环境条件不同,和长期施肥土壤养分的相关性因菌群不同而有所差异。 同时,李秀英的研究显

示长期施肥土壤中固氮细菌和氨化细菌数量与土壤养分相关性较强[22],则本研究表明仅氨化细菌与有机质、
全 N、全 P、有效 N、有效 P 和有效 K 的关系密切,亚硝化细菌和全 N 的关系较为紧密,其余几类菌群与土壤养

分的相关程度均较低,Biolog 碳源利用 AWCD 值与土壤养分的相关程度均较差。
影响土壤微生物碳源利用多样性的主要因素可能与碳源种类,植物残体和根系分泌物、土壤物理性状和

化学性质等有密切关系[31]。 将长期施肥土壤 Biolog 数据中 AWCD 值、微生物多样性指数与可培养微生物类

群进行相关性分析后发现,AWCD 值与各种土壤微生物类群之间未达到显著相关水平;从趋势上看,AWCD
值除与放线菌之间呈负相关,与其余类群呈正相关关系。 其原因可能是可培养微生物的培养基使用的碳源较

为单一,与 Biolog鄄Eco 板上的碳源不一致造成。 但多样性指数与微生物类群之间有相关性,其中微生物碳源

利用 Simpson(D)指数与放线菌、真菌、氨化细菌和纤维素分解菌之间呈显著相关关系,说明微生物种群的优

势物种受这些类群的微生物的影响比较大;Shannon(H)指数与纤维素分解菌之间显著正相关性,微生物种群

的丰富度与纤维素分解菌关系密切;McIntosh(U)指数与放线菌、氨化细菌呈显著相关,放线菌和氨化细菌决

定了微生物种群的均匀性。
研究表明长期不同施肥处理微生物多样性存在一定的差异。 撂荒地由于对土壤的扰动少,土壤结构良

好,自然回归土壤的有机物质较多,土壤微生物数量高于长期不施肥和部分单施化肥处理,这与李秀英和梁斌

的研究结果一致[22,32];但养分的不均衡性又表现出具特殊功能的生理类群数量与长期施肥相比并没有明显

的提高;由于 Biolog 微平板上的碳源与根系分泌物有关,受地上部植物和根系分泌物种类多样的影响,撂荒地

土壤中利用这些碳源的微生物活性较弱,AWCD 值较低,但微生物多样性指数较高,但这一结果与时鹏的研

究结果不同[25]。 这可能是因为长期不施肥和秸秆不还田处理土壤中养分含量低,微生物数量也相对较低,同
时耕作改变了土壤环境[33],耕种的作物种类较为单一,根系分泌物有一定的累积,利用这些根系分泌物的微

生物增多,Biolog 碳源利用活性(AWCD 值)高于撂荒地,但多样性指数较低。
长期采用不同的施肥模式,土壤有机质含量、组成会有较大的变化,土壤微生物多样性也呈现较大的差

异。 本研究表明除个别缺素施肥处理微生物活性低于不施肥处理外,其余处理对土壤微生物多样性有一定程

度的提升;由于土壤中某些营养元素的缺失,提升效果没有 NPKM 和 NPK 处理显著。 秸秆还田处理对土壤微

生物多样性的影响还存在一些争议,较多文献报道旱地红壤秸秆还田细菌数量较其余处理低,而放线菌和真

菌数量较高[34];化肥有机肥配施使红壤微生物碳源利用率增强而秸秆还田对其有不利影响[35鄄36],本研究表明

NPKS 处理对微生物多样性并没有提升作用,分析原因可能与不同土壤类型和气候条件有关[35],且因为秸秆
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还田后无机 N、P 相对缺乏且 C / N 比高,而养分多是缓效的,微生物分解慢,同时改变了土壤微生物优势种

群,引起微生物多样性低下[36]。
由于可培养的微生物数量只占土壤微生物数量的极小一部分,而 Biolog 生态板使用的碳源多与植株产生

的根系分泌物关系密切,具有一定的局限性,如结合先进的分子生物学方法,可以使结果更为全面、合理。
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