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施肥对小麦、玉米和大豆连作土壤微生物
群落功能多样性的影响

严　 君ꎬ韩晓增ꎬ陈　 旭ꎬ邹文秀ꎬ陆欣春ꎬ郝翔翔
(中国科学院东北地理与农业生态研究所ꎬ黑龙江 哈尔滨 １５００８１)

摘　 要:为了明确长期施肥和不施肥条件下作物连作对土壤微生物群落功能多样性的影响ꎬ以典型黑土为研究

对象ꎬ选取长期定位实验站长期施肥和不施肥条件下的小麦、玉米和大豆连作处理ꎬ通过稀释平板法和 Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 微

平板法ꎬ测定土壤细菌、真菌、放线菌数量、碳源代谢活性等指标ꎬ为建立合理的农田管理措施提供数据支撑和理论

依据ꎮ 结果表明:长期施肥条件下大豆、小麦和玉米连作土壤细菌、真菌和放线菌数量均高于不施肥处理ꎬ且均以大

豆连作处理细菌和真菌数量最高ꎮ 不施肥条件下小麦和玉米连作土壤细菌总数较大豆连作处理分别下降了 ２４.８％
和３１.０％ꎬ真菌总数分别下降了 ６４.０％和 ５１.２％ꎻ施肥条件下小麦和玉米连作土壤细菌总数则较大豆连作处理分别下

降了 ２９.０％和 ４５.５％ꎬ真菌总数分别下降了 ２６.７％和 ３１.５％ꎮ Ｂｉｏｌｏｇ 结果表明ꎬ不施肥条件下小麦连作处理的平均颜

色变化率(ＡＷＣＤ)高于玉米和大豆连作处理ꎬ施肥条件下则是大豆连作处理的 ＡＷＣＤ 值高于小麦和玉米连作处理ꎮ
不施肥条件下大豆、玉米和小麦连作处理利用最多的碳源是碳水化合物类ꎬ施肥后不同连作处理利用最多的是碳水

化合物类和多聚物类ꎮ 大豆和小麦连作不施肥条件下土壤微生物利用率最高的碳源均是 α－Ｄ－乳糖ꎬ施肥条件下利

用率最高的碳源均是 ＤꎬＬ－α－甘油ꎬ而不论施肥与否ꎬ玉米连作条件下土壤微生物利用率最高的碳源均是 Ｄ－半乳糖

醛酸ꎻ葡萄糖－１－磷酸盐和 γ－羟基丁酸是农田黑土微生物群落特异利用的关键碳源ꎮ 主成分分析得出ꎬ施肥对土壤

微生物碳源代谢能力的影响大于作物的影响ꎮ
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　 　 土壤微生物群落功能多样性对农田土壤质量

具有灵敏的指示作用ꎮ 施用不同肥料[１－２] 或采取不

同的种植制度[３]会对土壤微生物数量、群落和功能

产生不同的影响ꎮ 张志明等[１] 研究表明ꎬ施用化肥

降低土壤细菌和放线菌数量ꎬ有机肥与化肥配施显

著提高土壤细菌和放线菌数量ꎬ与不施肥相比碳源

代谢能力和活性则均显著提升[４－５]ꎮ 王才斌等[６] 研

究表明ꎬ增施有机肥能有效增加土壤中细菌、放线

菌和真菌数量ꎬ而单施化肥的土壤微生物数量不增

加或者增加不显著ꎮ 文东新等[７] 研究表明不同植

被对土壤微生物群落功能的响应不同ꎬ乔木、灌木

和草本植被下土壤微生物碳源利用方式及代谢功

能存在显著差异ꎬ这种差异主要是植被根系通过改

变土壤理化性质从而间接影响土壤碳源代谢而产

生[８－１０]ꎮ 目前的研究大多是单独探讨施肥、植被对

土壤微生物群落结构的影响ꎬ而将两者作为影响因

素放在一起对比研究颇少ꎮ 本研究采用 Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ
微孔板ꎬ研究长期施肥对黑土区大豆、小麦和玉米

连作 １４ ａ 土壤微生物群落功能多样性的影响ꎬ旨在

探明农业生产中科学合理的施肥和种植作物对土

壤微生物的影响ꎬ为进一步建立合理的黑土施肥和

种植制度及实现土地可持续利用提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验区概况

研究区在中国科学院海伦农业生态实验站ꎬ该
实验站位于黑龙江省海伦市(４７°２６′Ｎꎬ １２６°３８′Ｅ)ꎬ
平均海拔 ２３４ ｍꎬ试验土壤为典型中厚层黑土ꎮ 气

候属温带大陆性季风气候ꎬ冬季寒冷干燥ꎬ夏季高

温多雨ꎬ雨热同季ꎬ全年降水量 ５００ ~ ６００ ｍｍꎬ８０％
以上集中在 ５—９ 月ꎻ年均气温 ２.１℃ꎬ无霜期 １２０ ~

１３０ ｄꎬ≥ １０℃有效积温 ２ ４００℃ ~２ ５００℃ꎮ
１.２　 试验设计

采用框栽试验ꎮ 土壤风干后ꎬ过 ５ ｍｍ 筛装于

塑料桶(ＰＶＣ 材料为框架的圆框ꎬ直径 ３７ ｃｍ×高 ４５
ｃｍ)ꎬ每桶装土 ２０ ｋｇꎮ 试验设 ３ 种供试作物ꎬ分别

为大豆、玉米和小麦ꎬ３ 种供试作物下设 ２ 个施肥处

理ꎬ分别为:(１)无肥(ＣＫ)ꎻ(２)ＮＰＫꎮ 所施用肥料

中ꎬ氮肥为尿素ꎬ磷肥和钾肥为磷酸二氢钾和硫酸

钾ꎬ具体肥料用量:Ｎ １２０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２、Ｐ ２Ｏ５ ５１.７５ ｋｇ􀅰
ｈｍ－２、Ｋ２Ｏ ６０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎮ ４ 次重复ꎬ随机区组排列ꎮ
播前将肥料与土壤混匀ꎬ管理同大田ꎮ
１.３　 土样采集

２０１７ 年 ８ 月 ９ 日采集土壤样品ꎬ方法是在各处

理样地内随机设 ５ 个土壤采样点ꎬ去除土壤表层的

植被ꎬ采集 ０~２０ ｃｍ 土层土壤样品ꎬ用无菌袋收集ꎻ
带回实验室去除可见的动植物残体和根系ꎬ过 ２ ｍｍ
筛后ꎬ放入 ４℃冰箱中保鲜备用ꎬ同时进行土壤含水

量测定ꎮ
１.４　 测定项目与方法

土壤微生物三大菌群数量的测定采用稀释平

板法ꎬ细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基、真菌采用马

丁氏培养基、放线菌采用高氏 Ｉ 号培养基培养 ７~１５
ｄꎬ结果以每克干土所含微生物菌落 ( ｃｆｕ􀅰 ｇ－１ )
表示ꎮ

土壤微生物群落代谢特征的测定采用 Ｂｉｏｌｏｇ
Ｅｃｏ 微孔板 ( Ｂｉｏｌｏｇ Ｃｏ.ꎬ Ｈａｙｗａｒｄꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) [１１]ꎮ
Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 微孔板有 ３１ 种碳源ꎬ根据官能团分为 ６
大类ꎬ其中碳水化合物 １２ 种、氨基酸 ６ 种、羧酸类 ５
种、多聚物 ４ 种、胺类 ２ 种、酚酸类 ２ 种ꎬ同时还有 １
个是水[１２]ꎮ Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 微孔板接种和培养:称取相

当于 ５ ｇ 干土的鲜土加入到装有 ４５ ｍＬ 灭菌生理盐
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水(０.８５％)的 １００ ｍＬ 三角瓶中ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡

３０ ｍｉｎ 混匀ꎮ 上清液用 ０.８５％的灭菌生理盐水稀释

１ ０００ 倍ꎬ然后用八通道移液器吸取 １５０ μＬ 提取液

加入 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 微孔板中ꎬ２８℃恒温避光培养 １６８
ｈꎬ每隔 ２４ ｈ 采用 Ｂｉｏｌｏｇ ＭｉｃｒｏｓｔａｔｉｏｎＴＭ酶标仪(Ｂｉｏ－
ＴＥＫ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｉｎｃ.ꎬ Ｗｉｎｏｏｓｋｉꎬ ＶＴꎬ ＵＳＡ)测定 ５９０
ｎｍ 和 ７５０ ｎｍ 处的吸光值[１３]ꎮ
１.５　 数据统计分析

按照 Ｃｌａｓｓｅｎ 等[１４]方法计算:
平均颜色变化率(ＡＷＣＤ)

ＡＷＣＤ ＝
∑(Ｃ５９０－７５０)

ｎ
式中ꎬＣ是反应孔吸光值ꎬｎ是碳源数ꎮ ｐｉ 为第 ｉ孔相

对吸光度值与整个平板相对吸光度值总和的比率ꎬ
ｎｉ 是第 ｉ 孔的相对吸光值ꎮ

试验结果的方差分析及主成分分析采用 ＳＰＳＳ
１９.０ꎮ

２　 结果分析

２.１　 根际微生物组成和数量的变化

如表 １ 所示ꎬ不同作物无论施肥与否ꎬ土壤中细

菌占绝对优势ꎬ占微生物总数的 ８４.９８％ ~ ９５.１４％ꎬ
放线菌占总量的 ４. １３％ ~ １４. ６２％ꎬ真菌占总量的

０.４１％~０.７３％ꎮ 土壤微生物总数量以种植大豆处

理显著高于种植小麦和玉米处理ꎮ 细菌数量的变

化均表现为大豆>小麦>玉米ꎬ不施肥条件下种植小

麦和玉米处理较种植大豆处理分别下降了 ２４.８％和

３１.０％ꎬ施用化肥后则较种植大豆处理分别下降了

２９.０％和 ４５. ５％ꎮ 真菌数量亦以种植大豆处理最

高ꎬ不施肥条件下种植小麦和玉米处理较种植大豆

处理分别下降了 ６４.０％和 ５１.２％ꎬ施用化肥后则分

别较种植大豆处理下降了 ２６.７％和 ３１.５％ꎮ 不施肥

条件下放线菌数量变化表现为玉米>小麦>大豆ꎬ与
种植大豆处理相比ꎬ种植玉米和小麦处理分别增加

了 １６５.８％和 ５５.２％ꎬ施用化肥后则表现为:小麦>大
豆>玉米ꎬ与种植大豆处理相比种植小麦增加了

７３.０％ꎬ而种植玉米下降了 ８.３％ꎮ
２.２　 土壤微生物群落功能多样性

２. ２. １　 土壤微生物群落平均颜色变化率的动态变

化 　 Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 微 孔 板 单 孔 平 均 颜 色 变 化 率

(ＡＷＣＤ)反映了土壤微生物对碳源代谢活性的影响

和微生物群落生理功能多样性ꎮ 从图 １ 可以看到ꎬ
不同作物与施肥处理的土壤样品随培养时间的延

长ꎬ微生物利用碳源的能力呈逐渐增加趋势ꎬ在 ２４~
１２０ ｈ 增加最快ꎬ１２０ ｈ 后逐渐缓慢ꎮ 这是由于土壤

中的微生物经过短暂的环境适应后ꎬ利用碳源的能

力由缓慢提升到快速增长ꎬ并达到顶峰ꎬ随后逐渐

趋于稳定ꎮ 整体上不施肥处理条件下小麦连作处

理的 ＡＷＣＤ 显著高于大豆和玉米连作ꎬ施化肥条件

下则以大豆连作处理显著高于小麦和玉米连作处

理ꎮ １２０ ｈ 时不施肥 ３ 种作物之间 ＡＷＣＤ 值变化表

现为小麦连作处理显著高于玉米和大豆连作处理ꎬ
而施肥后则表现为大豆连作处理显著高于小麦和

玉米连作处理ꎮ
２. ２. ２　 土壤微生物利用不同碳源的变化特征　 如

图 ２ 所示ꎬ３ 种作物连作条件下土壤微生物利用各

类碳源的能力均表现为施用 ＮＰＫ 处理高于 ＣＫ 处

理ꎬ且各组之间差异较大ꎮ 不施肥条件下大豆连作处

表 １　 不同作物和施肥对微生物数量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｑｕａｎｔｉｔｙ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ
/ (×１０７ ｃｆｕ􀅰ｇ－１)

真菌 Ｆｕｎｇｉ
/ (×１０４ｃｆｕ􀅰ｇ－１)

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ
/ (×１０５ ｃｆｕ􀅰ｇ－１)

总微生物数量 Ｔｏｔａｌ ｃｏｕｎｔｓ
/ (×１０７ ｃｆｕ􀅰ｇ－１)

大豆 Ｓｏｙｂｅａｎ
ＣＫ ９.８８±０.５８ ７５.５９±８.６１ ４２.９２±６.０３ １０.３８
ＮＰＫ ２１.６０±０.５９ １００.３３±８.２１ １５２.５７±１.８８ ２３.２２

小麦 Ｗｈｅａｔ
ＣＫ ７.４２±０.６０ ２７.１９±２.３０ ６６.６１±５.３４ ８.１２
ＮＰＫ １５.３４±７.０８ ７３.５５±１４.２４ ２６３.９３±５０.４１ １８.０６

玉米 Ｍａｉｚｅ
ＣＫ ６.８１±２.１８ ３６.８７±７.４５ １１４.０８±６１.１１ ７.９９
ＮＰＫ １１.７７±４.２４ ６８.７１±２１.０５ １３９.８８±１６.０６ １３.２３

方差分析 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

作物 Ｃｒｏｐ ∗∗ ∗∗ ∗∗ －

肥料 Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ∗∗ ∗∗ ∗∗ －

作物×肥料 Ｃｒｏｐ×Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ∗∗ ∗∗ ∗∗ －

　 　 注:∗∗代表处理间差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎻ－代表没有进行差异分析ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗∗ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｐ<０.０１)ꎻ － ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｎｏ ａｎａｌｙｚｅ.
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　 　 注:Ｓ－ＣＫꎬＷ－ＣＫ 和 Ｍ－ＣＫ 分别代表不施肥条件下大豆、小麦和玉米连作处理ꎻＳ－ＮＰＫꎬＷ－ ＮＰＫ 和 Ｍ－ ＮＰＫ 分别代表施

肥条件下大豆、小麦和玉米连作处理ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｓ－ＣＫꎬ Ｗ－ＣＫꎬ ａｎｄ Ｍ－ＣＫ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｓｏｙｂｅａｎꎬ ｗｈｅａｔꎬ ａｎｄ ｍａｉｚｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｒｅｓｐｅｔｉｖｅｌｙꎻ Ｓ－

ＮＰＫꎬ Ｗ－ ＮＰＫꎬ ａｎｄ Ｍ－ ＮＰＫ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｓｏｙｂｅａｎꎬ ｗｈｅａｔꎬ ａｎｄ ｍａｉｚｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｒｅｓｐｅｔｉｖｅｌｙ.

图 １　 不同作物与施肥处理下土壤微生物 ＡＷＣＤ 值随时间的变化

Ｆｉｇ.１　 ＡＷＣＤ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｗｉｔｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

理利用相对较多的碳水化合物和胺类ꎬ其中利用率

最高的碳源分别是 α－Ｄ－乳糖、葡萄糖－１－磷酸盐、
Ｄ－木糖和 ＤꎬＬ－α－甘油ꎻ小麦连作处理利用较多的

碳源是碳水化合物、羧酸类和胺类ꎬ利用率最高的

碳源是 α－Ｄ－乳糖、Ｄ－葡萄胺酸、Ｄ－半乳糖醛酸和

吐温 ８０ꎻ玉米连作处理则利用较多的碳水化合物和

羧酸类ꎬ其中利用率最高的碳源是 Ｄ－半乳糖醛酸、
Ｄꎬ Ｌ－α－甘油、α－Ｄ－乳糖和 Ｄ－葡萄胺酸ꎮ 施化肥

后不同作物处理发生显著变化ꎬ大豆连作处理利用

较多的碳水化合物、多聚物和羧酸类ꎬ其中利用率

最高的碳源是 Ｄꎬ Ｌ－α－甘油、α－Ｄ－乳糖、Ｄ－半乳糖

醛酸、葡萄糖－１－磷酸盐和肝糖ꎻ小麦和玉米连作处

理利用较多的碳水化合物和多聚物ꎬ其中小麦连作

施肥处理利用率最高的碳源是 Ｄꎬ Ｌ－α－甘油、吐温

８０、α－Ｄ－乳糖和肝糖ꎬ玉米连作施肥处理利用率最

高的碳源是 Ｄ－半乳糖醛酸、Ｌ－精氨酸、吐温 ８０ 和 α
－Ｄ－乳糖ꎬ其中 α－Ｄ－乳糖在不同处理中均被高效

利用ꎮ
２. ２. ３　 土壤微生物群落代谢特征的主成分分析　
Ｂｉｏｌｏｇ 的主成分分析反映不同处理下土壤微生物群

落的代谢特征ꎮ 从图 ３ 可知ꎬ对所有土样 １２０ ｈ 各

碳源 ＯＤ 值进行主成分分析ꎮ 得到特征值大于 １ 的

主成分 ８ 个ꎬ 其中第 １ 主成分方 差 贡 献 率 为

４４.２９％ꎬ第 ２ 主成分的方差贡献率为 １１.４７％ꎬ其余

主成分方差贡献率较小ꎬ本研究只取前 ２ 个主成分

进行分析ꎮ 结果表明不同作物与施肥下土壤微生

物对碳源的利用在 ＰＣ 轴上出现了明显的分布差

异ꎮ 大豆 ＣＫ、小麦 ＣＫ 和玉米 ＣＫ 聚集在一起ꎬ大豆

图 ２　 不同作物与施肥处理下土壤微生物对

各类碳源的利用情况(１２０ ｈ)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ｓｏｉｌ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐｓ ａｎｄ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (１２０ ｈ)

ＮＰＫ、小麦 ＮＰＫ 和玉米 ＮＰＫ 聚集在一起ꎬ表明化肥

施用和作物均会改变土壤微生物对碳源的利用ꎬ但
施肥的影响大于作物ꎮ

从 ３１ 种碳源在 ２ 个主成分的系数矩阵(图 ４)
可见ꎬ有 ２４ 种碳源(相关系数的绝对值>０.５０)均集

中在第 １ 主成分上ꎬ决定了主成分 １ 的变异ꎬ其中碳

水化合物占 ４１.６７％:ß－甲基 Ｄ－葡萄糖苷ꎬＤ－半乳

糖内酯ꎬＤ－木糖ꎬＩ－赤藻糖醇ꎬＤ－甘露醇ꎬＮ－乙酰基

－Ｄ－葡萄胺ꎬＤ－葡萄糖胺酸ꎬＤ－纤维二糖ꎬ葡萄糖－
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图 ３　 不同作物和施肥处理下土壤微生物

群落主成分分析(１２０ ｈ)
Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (１２０ ｈ)

１－磷酸盐和 α－Ｄ－乳糖ꎮ 羧酸类占 １６.６７％:丙酮酸

甲酯ꎬγ－羟基丁酸ꎬ衣康酸和 Ｄ－苹果酸ꎻ氨基酸类

占 １６.６７％:Ｌ－精氨酸ꎬＬ－天冬酰胺酸ꎬＬ－丝氨酸和

甘氨酰－Ｌ－谷氨酸ꎮ 多聚物类占 １６.６７％:吐温 ４０ꎬ
吐温 ８０ꎬα－环式糊精和肝糖ꎮ 酚酸类占 ８.３３％:主
要碳源有 ６ 种ꎬ其中含有 １ 种碳水化合物:葡萄糖－
１－磷酸盐ꎻ２ 种氨基酸类:Ｌ－苯基丙氨酸和 Ｌ－苏氨

酸ꎻ１ 种羧酸类:γ－羟基丁酸ꎮ 胺类 ２ 种:苯乙基胺

和腐胺ꎮ 综合第 １、２ 主成分结果ꎬ不同作物和施肥

处理下的微生物群落特异利用的碳源有葡萄糖－１－
磷酸盐和 γ－羟基丁酸ꎬ其中葡萄糖－１－磷酸盐与

ＰＣ１ 负相关ꎬ与 ＰＣ２ 正相关ꎻ而 γ－羟基丁酸与 ＰＣ１
正相关ꎬ与 ＰＣ２ 负相关ꎮ

３　 结论与讨论

土壤微生物数量、组成及群落功能多样性受地

上作物类型和施肥制度影响ꎮ 本研究中无论施肥

与否大豆连作处理的细菌和真菌数量显著高于小

麦和玉米连作处理ꎬ这可能是由于大豆根系分泌物

中脂肪酸较多能够活化土壤中难溶态的养分ꎬ为微

生物提供丰富的营养物质ꎬ有利于土壤微生物的生

长和繁殖[１５－１６]ꎻ而施肥又促进大豆生长发育ꎬ长势

旺盛的大豆根系分泌物含量增多ꎬ因此种植大豆处

理土壤中细菌和真菌数量较高ꎮ 玉米和小麦是禾

本科作物ꎬ吸收的营养物质主要来源于土壤ꎬ玉米

和小麦生长发育期间会吸收土壤中较多的 Ｎ 素ꎬ从
而引起土壤中 Ｃ / Ｎ 失调ꎬ造成土壤中微生物数量相

对较低ꎮ 放线菌各处理施肥后均增加ꎬ但是与不施

肥条件下 ３ 种作物的变化规律不一致ꎮ

　 　 注:Ｃ１:水ꎬＣ２:β－甲基－Ｄ－葡萄糖苷ꎬＣ３:Ｄ－半乳糖酸－γ－内
脂ꎬＣ４:Ｌ－精氨酸ꎬＣ５:丙酮酸甲酯ꎬＣ６:Ｄ－木糖ꎬＣ７:Ｄ－半乳糖醛

酸ꎬＣ８:Ｌ－天门冬酰胺ꎬＣ９:吐温 ４０ꎬＣ１０:ｉ－赤藓糖醇ꎬＣ１１:２－羟基

苯甲酸ꎬＣ１２:Ｌ－苯基丙氨酸ꎬＣ１３:吐温 ８０ꎬＣ１４:Ｄ－甘露醇ꎬＣ１５:４
－羟基苯甲酸ꎬＣ１６:Ｌ－丝氨酸ꎬＣ１７:α－环式糊精ꎬＣ１８:Ｎ－乙酰－Ｄ
－葡萄糖胺ꎬＣ１９:γ－羟基丁酸ꎬＣ２０:Ｌ－苏氨酸ꎬＣ２１:肝糖ꎬＣ２２:Ｄ－

葡萄糖胺酸ꎬＣ２３:衣康酸ꎬＣ２４:甘氨酰－Ｌ－谷氨酸ꎬＣ２５:Ｄ－纤维

二糖ꎬＣ２６:α－Ｄ－葡萄糖－１－磷酸ꎬＣ２７:α－丁酮酸ꎬＣ２８:苯乙胺ꎬ
Ｃ２９:α－Ｄ－乳糖ꎬＣ３０:Ｄꎬ Ｌ－α－磷酸甘油ꎬＣ３１:Ｄ－苹果酸ꎬＣ３２:
腐胺ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｃ１: Ｗａｔｅｒꎻ Ｃ２: β － ｍｅｔｈｙｌ － Ｄ － ｇｌｕｃｏｓｉｄｅꎻ Ｃ３: Ｄ －

Ｇａｌａｃｔｏｎｏ－γ－ｌａｃｔｏｎｅꎻ Ｃ４: Ｌ－Ａｒｇｉｎｉｎｅꎻ Ｃ５: Ｐｙｒｕｖｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓ￣
ｔｅｒꎻ Ｃ６: Ｄ－Ｘｙｌｏｓｅꎻ Ｃ７: Ｄ－Ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ８: Ｌ－Ａｓｐａｒａｇｉｎｅꎻ
Ｃ９: Ｔｗｅｅｎ ４０ꎻ Ｃ１０: ｉ －Ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌꎻ Ｃ１１: ２ －Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄꎻ
Ｃ１２: Ｌ－Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎻ Ｃ１３: Ｔｗｅｅｎ ８０ꎻ Ｃ１４: Ｄ－Ｍａｎｎｉｔｏｌꎻ Ｃ１５: ４
－Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１６: Ｌ－Ｓｅｒｉｎｅꎻ Ｃ１７: ２－Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎꎻ Ｃ１８:
Ｎ－Ａｃｅｔｙｌ－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅꎻ Ｃ１９: γ－Ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２０: Ｌ－

Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅꎻ Ｃ２１: Ｇｌｙｃｏｇｅｎꎻ Ｃ２２: Ｄ － ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２３:
Ｉｔａｃｏｎｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２４: Ｇｌｙｃｙｌ－Ｌ－ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２５: Ｄ－Ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅꎻ
Ｃ２６: α－Ｄ－Ｇｌｕｃｏｓｅ－１－ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ Ｃ２７: α－Ｋｅｔｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２８:
Ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅꎻ Ｃ２９: α － Ｄ － Ｌａｃｔｏｓｅꎻ Ｃ３０: Ｄꎬ Ｌ － α － Ｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ Ｃ３１: Ｄ－Ｍａｌｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ３２: Ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ.

图 ４　 各碳源主成分载荷分布(１２０ ｈ)
Ｆｉｇ.４　 Ｌｏａｄｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｃａｒｂｏｎ￣ｓｏｕｒｃｅ

研究施肥和作物对土壤微生物群落功能多样

性的影响具有重要的意义[１７－１８]ꎮ ＡＷＣＤ 能够准确

反映土壤微生物碳源代谢活性的大小ꎬ本研究结果

表明不同作物 ＡＷＣＤ 值在整个培养期均表现为:施
肥>不施肥ꎬ这与王光华等[１９]、张瑞等[１８] 和李东坡

等[２０]研究结果相似ꎮ 单施化肥农田土壤微生物对

碳源的利用能力高于不施肥处理ꎬ李秀英等[２１] 研究

表明ꎬ单施化肥土壤固氮菌、硝化细菌、纤维分解菌

数量高于不施肥处理ꎬ而氨化细菌、反硝化细菌数

量却低于不施肥处理ꎮ 李东坡等[２０] 研究也表明ꎬ黑
土长期施用化肥处理土壤微生物量磷含量高于不

施肥处理ꎮ 土壤营养元素缺乏或者施肥不均衡对

微生物群落的多样性产生负效应ꎮ 丁建莉等[２] 研
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究表明ꎬ黑土上长期施用化肥处理的 ＡＷＣＤ 值高于

不施肥处理ꎬ土壤微生物碳源利用多样性可能与碳

源种类、植物残体和根系分泌物、土壤物理性状和

化学性质等密切相关ꎮ
本研究中主成分分析散点图中不施肥和施肥

处理完全分开ꎬ即 ３ 种作物施肥处理的碳源利用能

力相似ꎬ同时也表明施肥对土壤微生物碳源利用能

力的影响大于作物对它们的影响ꎮ 施肥对微生物

的影响归结为以下 ３ 个方面:(１)施用肥料种类与

数量ꎻ(２)土壤原有的肥力ꎻ(３)施肥时间的长短ꎮ
通过这些方面实现对微生物的促进、抑制或无影

响ꎮ 施用化肥后作物及其凋落物的数量增多影响

土壤养分转化ꎬ进而影响土壤微生物的功能多样

性[２２]ꎮ 在作物生长季施肥会引起植物根系释放大

量的根系分泌物ꎬ使得土壤微生物生长旺盛、繁殖

速度加快ꎬ代谢活性增高[２３－２４]ꎮ 培养 １２０ ｈ 时不施

肥条件下 ３ 种作物的 ＡＷＣＤ 值变化表现为:小麦>
玉米>大豆ꎬ而施肥后则表现为:大豆>小麦>玉米ꎮ
大豆是豆科植物ꎬ对土壤孔隙度、容重和团聚体有

改良作用ꎬ此外大豆固氮作用可以提高土壤氮素营

养及有机质含量ꎬ从而增强土壤微生物群落代谢活

动[２５－２７]ꎮ 张旭[２８]研究表明豌豆在播前和收后土壤

微生物利用碳源的能力低于小麦土壤微生物ꎬ这可

能是由于豆科作物根际的分泌物质对土壤中的微

生物活动产生了抑制作用ꎬ豆科作物为固氮微生物

提供了适宜的生长环境ꎬ导致固氮微生物成为优势

微生物ꎬ从而降低了豆科作物土壤微生物群落的多

样性[２９]ꎮ
不同作物与施肥条件下土壤微生物对单一碳

源的利用存在差异性和相似性ꎮ 本研究中不同作

物与施肥条件下土壤微生物在对碳水化合物类的

利用上呈现明显偏好ꎬ玉米和小麦连作处理下土壤

微生物对羧酸类的利用显著高于大豆连作处理ꎻ此
外施肥后 ３ 种作物对多聚物的利用显著高于不施肥

处理ꎮ 本研究中小麦连作不施肥处理对碳水化合

物、羧酸类和胺类的利用率最高ꎬ施肥后则对碳水

化合物和多聚物利用率最高ꎮ 而刘晶鑫[３０] 在黑土

上的研究表明ꎬ种植小麦长期施用 ＮＰＫ 在 ０~２０ ｃｍ
土层中土壤微生物对羧酸类碳源的利用率最高ꎬ不
施肥处理土壤微生物对氨基酸类和聚合物类碳源

利用率最高ꎻ而在 ２０~４０ ｃｍ 处ꎬ不施肥处理土壤微

生物对羧酸类和胺类碳源的利用率最高ꎮ 虽然都

是黑土ꎬ但是取样时期不同ꎬ土壤微生物的数量和

活性不同ꎬ导致土壤微生物对不同碳源的利用率也

不同ꎮ Ｎａｕｔｉｙａｌ 等[３１] 研究表明ꎬ农田管理措施下的

土壤主要利用胺类和羧酸类ꎬ而相邻的休闲草地则

主要利用碳水化合物和多聚物ꎮ 此外 Ｎｉｖｅｌｌｅ 等[３２]

研究表明ꎬ有种植豆科植物处理下的土壤微生物功

能多样性较高ꎬ具有较高的碳水化合物利用能力及

酚酸分解能力ꎮ 采用 Ｂｉｏｌｏｇ 微孔板技术能够反映出

不同施肥和作物下土壤微生物群落的新陈代谢活

性和功能多样性的差异ꎬ但由于其不能反映生长缓

慢和平板不可培养的微生物[３３]ꎬ因此低估了土壤中

微生物的实际情况[３４]ꎮ

４　 结　 论

本文以黑土区施肥和不施肥条件下大豆、小麦

和玉米连作 １４ ａ 土壤为研究对象ꎬ采用常规平板稀

释法和 Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 微平板培养法分析了土壤微生物

功能多样性ꎬ得到如下结论:
(１)不论施肥与否ꎬ土壤微生物总数量以大豆

连作处理显著高于小麦和玉米连作处理ꎮ 细菌数

量的变化均表现为大豆>小麦>玉米ꎻ真菌数量以大

豆连作处理最高ꎻ不施肥条件下放线菌数量变化表

现为玉米>小麦>大豆ꎬ施用化肥后则表现为:小麦>
大豆>玉米ꎮ

(２)整体上不施肥处理条件下以小麦连作处理

的 ＡＷＣＤ 显著高于大豆和玉米连作处理ꎬ施化肥条

件下则以大豆连作处理的 ＡＷＣＤ 显著高于小麦和

玉米连作处理ꎮ 培养 １２０ ｈ 时不施肥 ３ 种作物之

间ꎬＡＷＣＤ 值表现为小麦连作处理显著高于玉米和

大豆连作处理ꎬ而施肥后不同作物处理则表现为大

豆连作处理显著高于小麦和玉米连作处理ꎮ
(３)３ 种作物连作条件下土壤微生物利用各类

碳源的能力均表现为施肥处理高于不施肥处理ꎬ且
各组之间差异较大ꎮ 不施肥条件下大豆、玉米和小

麦连作处理利用最多的碳源是碳水化合物类ꎬ施肥

后不同连作处理利用最多是碳水化合物类和多聚

物类ꎻ不同作物利用率最高的碳源不同ꎬ其中碳水

化合物 α－Ｄ－乳糖在不同处理中均被高效利用ꎮ
(４)Ｂｉｏｌｏｇ Ｅｃｏ 结果表明化肥施用和作物均会

改变土壤微生物对碳源的利用ꎬ但施肥的影响大于

作物的影响ꎮ
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