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Effects of fertilization regimes on the metabolic diversity of microbial carbon sources in a maize field of fluvo-
aquic soil in North China
LIU Hong-mei, AN Ke-rui, WANG Hui, ZHANG Si-yu, ZHAO Jian-ning, YANG Dian-lin, ZHANG Gui-long
（Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Tianjin 300191, China）
Abstract：To reveal the effects of long-term fertilization regimes on the metabolic diversity of the soil microbial community of a maize field
in North China in order to provide a theoretical basis and data support for sustainable fertilization management in North China. This study
was conducted in the Wuqing Experimental Station of the Agro-Environmental Protection Institute of the Ministry of Agriculture and Rural
Affairs. The field experiment included six treatments, no fertilizer（A0）, organic fertilizer（A1）, reduced nitrogen fertilizer plus organic
fertilizer（A2）, normal chemical fertilizer plus organic fertilizer（A3）, increased nitrogen fertilizer plus organic fertilizer（A4）, and chemical
fertilizer（A5）. Soil samples were separately collected from the 0~20 cm soil layer. A Biolog EcoPlate was applied to test the changes in the
soil microbial diversity under different fertilization treatments. The results showed that compared with the A0 treatment, the A1, A2, A3,
A4, and A5 treatments significantly increased the contents of total nitrogen and nitrate nitrogen and significantly decreased the soil carbon/
nitrogen ratio and pH. The application of organic fertilizer treatments（A1, A2, A3, and A4）significantly increased the organic carbon and
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摘 要：探讨长期不同施肥措施下华北潮土区玉米田土壤微生物碳源代谢多样性特征，为华北地区可持续性施肥管理提供理论

依据和数据支持。以农业农村部环境保护科研监测所建立的武清长期定位试验站为平台，采用Biolog生态板技术，研究 6种不同

施肥处理[不施肥对照（A0）、单施有机肥（A1）、氮肥减量配施有机肥（A2）、常量化肥配施有机肥（A3）、氮肥增量配施有机肥（A4）
和单施化肥（A5）]对华北潮土区土壤微生物碳源代谢多样性的影响。结果表明，与不施肥对照相比，A1、A2、A3、A4和A5处理显

著提高了土壤全氮和硝态氮含量，显著降低了土壤碳氮比和 pH；施用有机肥处理（A1、A2、A3和A4）显著增加了有机碳和微生物

量氮含量。培养 96 h时，反映土壤微生物活性的平均颜色变化率（AWCD）变化顺序为：A2>A3>A4>A5>A1>A0。A2的土壤微生物

Shannon指数H显著高于其他施肥处理。主成分分析表明，不同施肥处理显著影响土壤微生物的碳源利用特征，A2和A3集中在

第 1主成分正方向，得分系数在 1.125~1.473，土壤微生物碳源利用特征相似；A0、A1、A4和A5位于第 1主成分负方向，得分系数

在-1.157~-0.167。土壤微生物利用的碳源主要为碳水类、羧酸类、氨基酸和聚合物类。相关分析表明，土壤碳氮比、铵态氮、硝态

氮、pH和微生物量氮是影响土壤微生物碳源代谢多样性的主要因素。氮肥减量配施有机肥有利于提高土壤微生物代谢活性和碳

源代谢多样性。
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施肥是农业生产提高产量的主要措施之一，施肥

量和施肥方式对土壤质量和农业可持续发展具有重

要的影响。氮肥施用是土壤氮素的主要来源，是提高

农作物产量的重要保障。为了确保粮食作物自给自

足，我国现阶段作物生产以高化肥投入的集约化种植

模式为主。大量化学氮肥投入不能被作物吸收利用，

以NH3、N2O和硝态氮等形式进入大气、土壤和水体，

导致温室效应、水体富营养化等生态环境问题[1]。施

用有机肥替代部分化肥，减少氮肥投入，提高氮肥利

用效率，降低农业生产对土壤和环境的负面影响，是

实现农业可持续发展的重要出路。土壤微生物是农

田生态系统中极为重要的组成部分，对植物生长、物

质循环和生态系统中能量流动等都起着十分重要的

作用。研究土壤微生物对不同施肥管理的响应，对评

价土壤肥力和质量变化具有重要意义。

Biolog 生态板技术基于微生物对不同种类碳源

底物的利用情况分析，来表达微生物代谢特征[2]，是

近年来用于研究微生物功能多样性的一种快速简便

的方法[3]。前人研究表明，长期施肥可改变土壤微生

物群落结构[4-6]，长期施用无机氮肥可降低土壤微生

物活性[7]。路花等[8]采用 Biolog生态板法研究了氮肥

减半配施有机肥对燕麦田土壤微生物群落功能多

样性的影响，结果表明，氮肥减半后随配施有机肥量

增加，燕麦田土壤微生物群落的丰富度和均匀度显

著提高。郭莹等[9]研究表明，长期施用粪肥有助于提

高水稻土土壤微生物对碳源的利用能力和群落多样

性。虽然已有大量研究表明无机肥和有机肥配施有

利于提高土壤微生物活性和微生物功能多样性，但由

于肥料类型、施肥量、施肥方式、施肥年限和作物类型

等的差异，不同研究者得出的研究结论不尽相同。

因此有必要针对不同区域、土壤类型和作物类型等

情况，开展不同施肥措施对土壤微生物群落的影响

研究。

华北平原是我国主要的粮食主产区，其耕地面积

约占全国耕地面积的 21%，在保障我国粮食生产中起

着重要作用。但是该区域农业生产中存在化肥施用

量过高、肥料利用效率低等问题，农业可持续发展面

临严峻挑战[10]。面对这一现状，农业农村部积极倡导

发展循环农业，提倡有机肥与无机肥配合施用，逐步

实现化肥使用量零增长，促进农业可持续发展。目

前，长期不同施肥措施对华北农田土壤微生物碳源代

谢多样性的影响还不明确。为此，本研究以农业农村

部环境保护科研监测所武清野外科学试验站长期定

位试验中不同施肥处理的表土（0~20 cm 土层）为研

究对象，运用 Biolog生态板技术，研究不同施肥处理

下华北平原典型小麦-玉米轮作农田土壤微生物碳

源代谢特征与多样性的变化规律，同时分析探讨微生

物碳源代谢多样性与土壤环境因子之间的相关关系，

以期为提高华北地区农田土壤肥力、促进农业可持续

发展和合理施肥管理提供理论依据和数据支持。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验在农业农村部环境保护科研监测所武清野

外科学试验站内开展，位于武清区梅厂镇（39°21′N，

117°12′E）。研究区属温带半湿润大陆性季风气候，

四季分明。年平均气温 11.6 ℃，年均降水量 520~660
mm，年平均无霜期为 196~246 d。土壤类型为潮土。

试验开始前土壤基本理化性质为：土壤全氮 1.18 g·
kg-1，全磷 0.72 g·kg-1，有机碳 10.83 g·kg-1，硝态氮

19.95 mg·kg-1，铵态氮 5.06 mg·kg-1，速效磷 18.6 mg·
kg-1，pH 7.58。

microbial biomass nitrogen content. The average well color development values of the soil microbial communities in culture for 96 h were as
follows: A2>A3>A4>A5>A1>A0. The Shannon index of the A2 treatment was significantly higher than that of the other fertilization
treatments. The results of the principal component analysis showed that there were significant differences in the microbial utilization of
carbon in the different fertilization treatments. The A2 and A3 treatments were concentrated in the positive direction of the first principal
component with score coefficients ranging from 1.125 to 1.473, and had similar carbon utilization. Conversely, the A0, A1, A4, and A5
treatments were concentrated in the negative direction of the first principal component, and the score coefficients ranged from -1.157 to
-0.167. The carbon sources mostly used by soil microbes were carbohydrates, carboxylic acids, amino acids, and polymers. The correlation
analysis showed that the soil carbon/nitrogen ratio, ammonium nitrogen, nitrate nitrogen, pH, and microbial biomass nitrogen were the main
factors affecting the metabolic diversity of the soil microbial carbon sources. The A2 treatment improved the activity and functional
diversity of the soil microbial community.
Keywords：fertilization regimes; soil microbial community; functional diversity; Biolog EcoPlate; maize field
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1.2 试验设计及样品采集

自 2010年开始长期试验，试验设 6个施肥处理：

对照 A0（不施肥）、单施有机肥 A1（有机肥 15 t ·
hm-2）、氮肥减量配施有机肥A2（有机肥 15 t·hm-2，氮

基肥 55.2 kg·hm-2、追肥 36.8 kg·hm-2，P2O5 81.0 kg·
hm-2，K2O 75.0 kg·hm-2）、常量化肥配施有机肥A3（有

机肥 15 t·hm-2，氮基肥 117.3 kg·hm-2、追肥 78.2 kg·
hm-2，P2O5 81.0 kg·hm-2，K2O 75.0 kg·hm-2）、氮肥增量

配施有机肥 A4（有机肥 15 t·hm-2，氮基肥 172.5 kg·
hm-2、追肥 115.0 kg·hm-2，P2O5 81.0 kg·hm-2，K2O 75.0
kg·hm-2）、单施化肥 A5（氮基肥 117.3 kg·hm-2、追肥

78.2 kg·hm-2，P2O5 81.0 kg·hm-2，K2O 75.0 kg·hm-2）。

小区面积为 400 m2，各小区间隔 50 cm，每个处理 3次

重复。有机肥由牛粪和鸡粪混合堆腐而成，氮含量为

0.69%，P2O5含量为0.65%，K2O为0.38%。氮肥为尿素

（N，46.4%），磷肥为过磷酸钙（P2O5，12%），钾肥为硫

酸钾（K2O，50%）。有机肥和磷钾肥全部作基肥，氮肥

60%作基肥，40%在玉米小喇叭口期作追肥施入。其

他田间管理同一般大田生产。种植制度为典型的冬

小麦-夏玉米轮作。

2019 年 9 月底在玉米收获期采样。用直径为 5
cm土钻，在每个小区内按照 S形取样法选取 5个点，

采集 0~20 cm土壤样品，用冰盒带回实验室。去除植

物根系、凋落物和其他杂质，将土壤样品分成两份，一

份放入 4 ℃冰箱中保存，用于测定土壤速效养分、微

生物量碳氮含量和微生物碳源代谢多样性；另一份土

样放在室内自然风干，用于其他土壤化学指标测定。

1.3 测定方法

土壤 pH采用玻璃电极法（水土比 2.5∶1），土壤有

机碳采用重铬酸钾外加热法测定，土壤全磷采用钼锑

抗比色法测定，土壤全氮、硝态氮和铵态氮含量采用

流动分析仪（AA3，德国）测定，土壤速效磷采用碳酸

氢钠提取-钼锑抗比色法测定[11]。土壤微生物量碳

（Microbial biomass carbon，MBC）和微生物量氮（Mi⁃
crobial biomass nitrogen，MBN）采用氯仿熏蒸-硫酸钾

提取，总有机碳分析仪（Multi N/C 3000）测定[12]。

土壤微生物碳源代谢多样性测定：应用Biolog生
态板测定土壤微生物对碳源的利用情况[13]。称取相

当于 10 g烘干土质量的新鲜土壤样品放入事先灭过

菌的三角瓶中，在三角瓶中加入 90 mL 灭菌的

0.85%NaCl溶液中，以转速 250 r·min-1在摇床上振荡

30 min，摇匀，静置 10 min后，吸取上清液依次稀释至

10-3。向Biolog生态板的每个孔中加入 150 μL 10-3的

土壤悬浮液。将 Biolog生态板放在遮光的生化培养

箱中，在 27 ℃下连续培养 7 d，用 Biolog 自动分析仪

（BIOLOGInc，USA）每24 h读数一次。

1.4 数据计算

土壤微生物对碳源的利用率采用平均颜色变化

率（Average well color development，AWCD）来表示[14]。

对培养 96 h时的 Biolog生态板孔中吸光值进行统计

分析，采用 Shannon指数H、Simpson优势度指数D和

Shannon-Wiener均匀度指数 E来表征土壤微生物群

落代谢功能多样性。计算公式如下：

AWCD=Σ（Ci-R）/n
Shannon指数：H=-ΣPi×lnPi

Simpson优势度指数：D=1-ΣP 2
i

Shannon-Wiener均匀度指数：E=H/lnS
式中：Ci为每个有培养基孔的光密度值，为各反应孔在

590 nm与750 nm的吸光值差；R为碳源空白对照孔的

光密度值；n为碳源数量，n=31；Pi为第 i孔吸光值与整

个平板吸光值总和的比率；S为发生颜色变化的孔的

数目。

1.5 数据分析

采用 Excel 2010软件对数据进行统计分析和作

图。应用 SPSS 16.0 软件对土壤化学性质、MBC、
MBN、培养 96 h吸光值和多样性指数进行单因素方

差分析（One-way ANOVA）和Duncan多重比较；对培

养 96 h的 31种碳源进行主成分分析（Principle compo⁃
nent analysis，PCA）；利用 Pearson 相关分析比较土壤

化学性质、MBC和MBN与多样性指数和 AWCD之间

的相关性。

2 结果与分析

2.1 不同施肥措施对土壤化学性质、MBC和MBN的

影响

由表 1可知，A1、A2、A3和A4的有机碳含量显著

高于对照A0，A5的有机碳含量显著低于对照A0。5
种施肥处理的土壤全氮和硝态氮含量均显著高于对

照。5种施肥处理的土壤碳氮比和 pH值均显著低于

对照 A0。A2、A3 和 A4 的 MBC 含量显著高于对照

A0，A1 和 A5 的 MBC 含量与对照 A0 无显著差异。

A1、A2、A3和A4的MBN含量显著高于对照A0，A5的

MBN含量与对照A0无显著差异。

2.2 不同施肥措施下土壤微生物群落代谢活性变化

特征

连续 10 a不同施肥处理下，土壤AWCD值变化见
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图 1。随着培养时间的延长，不同施肥处理的土壤微

生物活性随时间延长而提高。培养 24 h 各处理的

AWCD变化不明显，24~96 h AWCD快速增长，96 h后

缓慢增长，直至趋于稳定。培养期间，A2 处理的

AWCD 最高，对照 A0 处理 AWCD 最低，A3 处理的

AWCD高于 A4、A2 和 A5。培养第 96 h 时，各处理的

AWCD在 0.227~0.584，土壤 AWCD值顺序为：A2>A3>
A4>A5>A1>A0。 方 差 分 析 表 明 ，各 施 肥 处 理 间

AWCD值差异显著（表 2），施肥处理（A1、A2、A3、A4

和A5）均显著高于不施肥对照A0（P<0.05）；A2、A3和

A4 的 AWCD值显著高于 A1 和 A5，且以 A2 处理的

AWCD值最高。说明A2处理土壤微生物群落具有最

强的代谢能力。

2.3 土壤微生物群落碳源代谢多样性指数

土壤微生物群落碳源代谢多样性指数变化见表

2。A2 的 Shannon 指数显著高于对照和其他施肥处

理；A3、A4和A5处理的Shannon指数均显著低于对照

A0。各施肥处理间的优势度指数无显著差异。A1、
A2的均匀度指数与对照A0无显著差异，A3、A4和A5
的均匀度指数显著低于对照。

2.4 土壤微生物群落碳源利用的主成分分析

利用培养 96 h的AWCD值，对不同施肥措施下土

壤微生物利用碳源底物情况进行主成分分析。在 31
种碳源因子中共提取了 5个主成分，累计贡献因子是

94.98%。其中第 1主成分 PC1贡献率是 52.71%，第 2
主成分贡献率是 20.08%，第 3 主成分贡献率为

11.48%，第 4主成分贡献率为 5.92%，第 5主成分贡献

率为 4.79%。选取累计贡献率为 72.79%的第 1主成

分和第 2主成分进行分析（图 2）。在主成分分析中，

样本之间距离越近，表明样本间微生物群落代谢功能

差异越小[15]。结果表明，不同施肥处理碳源利用在

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different letters within the same column indicate significant differences among treatments（P<0.05）. The same below.

表1 不同施肥措施下土壤化学性质、MBC和MBN变化

Table 1 Soil chemical properties，MBC，and MBN in different fertilization treatments
处理

Treatments
A0
A1
A2
A3
A4
A5

有机碳
Total organic C/（g·kg-1）

8.97±0.11d
11.03±0.19b
9.94±0.30c
11.37±0.25b
12.28±0.29a
8.08±0.14e

全氮
Total N/（g·kg-1）

1.23±0.18e
2.08±0.04bc
1.96±0.01c
2.21±0.07b
2.43±0.09a
1.64±0.21d

碳氮比
C/N

7.39±0.93a
5.32±0.03b
5.08±0.18b
5.15±0.20b
5.07±0.30b
4.97±0.68b

铵态氮
NH+4-N/（mg·kg-1）

1.17±0.08c
1.22±0.08c
1.70±0.22a
1.62±0.22ab
1.37±0.13bc
1.70±0.13a

硝态氮
NO-3-N/（mg·kg-1）

6.39±0.10e
8.34±0.28d
10.29±0.23c
11.00±0.07bc
12.77±0.32a
11.39±0.97b

pH
8.71±0.03a
8.47±0.09bc
8.52±0.04b
8.29±0.10de
8.19±0.07e
8.39±0.03cd

微生物量碳
MBC/（mg·kg-1）

365.97±32.76d
433.49±57.76cd
530.46±25.20ab
466.44±30.10bc
557.25±53.33a
389.52±10.71d

微生物量氮
MBN/（mg·kg-1）

69.12±6.04b
86.62±11.14a
97.88±12.30a
94.79±0.37a
89.06±6.33a
68.89±4.94b

表2 土壤微生物群落多样性指数和培养96 h时AWCD值

Table 2 Diversity index of soil microbial communities and AWCD at 96 h in different fertilization treatments
处理

Treatments
A0
A1
A2
A3
A4
A5

Shannon指数
Shannon index（H）

4.653±0.109c
4.831±0.025b
5.151±0.036a
4.443±0.051d
4.234±0.042e
3.589±0.021f

优势度指数
Dominance index（D）

0.974±0.011a
0.968±0.021a
0.963±0.010a
0.984±0.012a
0.978±0.011a
0.977±0.015a

均匀度指数
Evenness index（E）

1.222±0.031a
1.223±0.019a
1.189±0.031a
1.032±0.027b
1.066±0.033b
0.937±0.032c

96 h平均颜色变化率
AWCD

0.227±0.013f
0.260±0.014e
0.584±0.018a
0.562±0.009b
0.509±0.010c
0.291±0.005d

图1 不同施肥措施下土壤微生物群落的平均颜色变化率

Figure 1 Average well color development of soil microbe
community in different fertilization treatments
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PC轴上差异显著（图 2），A2和A3相对聚集，A4和A5
相对聚集，A0和A1相对聚集。A2和A3位于 PC1轴

和 PC2轴正方向上，土壤微生物碳源利用功能相似。

在 PC1轴上，A2和 A3处理分布在轴的正方向上，得

分系数在 1.125~1.473；A0、A1、A4 和 A5 分布在轴的

负方向上，得分系数在-1.157~-0.167。在PC2轴上，A0
和A1处理分布在轴的负方向上，得分系数在-1.312~
-1.246，A2、A3、A4和A5处理分布在轴的正方向上，

得分系数在 0.085~1.281。不同施肥处理在 PC1 和

PC2轴上得分系数有显著差异（表 3），说明不同施肥

措施改变了土壤微生物群落代谢功能。

主成分分析中的载荷因子反映碳源利用的差异，

载荷因子绝对值越大，表明该碳源基质影响越大[16]，

起主要分异作用[14]。由表 4可见，第 1主成分 PC1载

荷绝对值>0.5的有 18种碳源，其中碳水类 6种，氨基

酸类 3种，羧酸类 4种，多聚物类 2种，酚酸类 1种，胺

类 2种。第 2主成分PC2载荷因子绝对值>0.5的有 15

种碳源，其中碳水类 2种，氨基酸类 3种，羧酸类 4种，

多聚物类3种，酚酸类2种，胺类1种。由表5可知，影

响第 1主成分的碳源主要有碳水类、羧酸类、氨基酸

类、多聚物类，影响第 2主成分的碳源主要有碳水类、

氨基酸类、羧酸类、多聚物类。分析表明，碳水类、羧

酸类、氨基酸类和多聚物类是研究区微生物利用的主

要碳源（表 5）。碳水类的D-半乳糖酸 γ-内酯、氨基

酸类的甘氨酰-L-谷氨酸、羧酸类的D-葡糖胺酸、多

聚物类的肝糖、酚酸类的 2-羟基苯甲酸、胺类的腐

胺，在PC1和PC2载荷因子绝对值均达到 0.5以上，以

上6种为研究区31种碳源中的最敏感类型。

2.5 土壤化学性质、MBC和MBN与微生物碳源代谢

多样性相关分析

相关分析表明，土壤有机碳与 96 h平均颜色变化

率呈显著正相关（表 6）。土壤全氮和微生物量碳与

96 h平均颜色变化率呈极显著正相关。土壤碳氮比

与均匀度指数E呈显著正相关，与 96 h平均颜色变化

率呈显著负相关。土壤铵态氮与均匀度指数E呈显

著负相关，与96 h平均颜色变化率呈显著正相关。土

壤硝态氮与 Shannon指数H呈显著负相关，与均匀度

指数E呈极显著负相关，与 96 h平均颜色变化率呈极

显著正相关。土壤 pH与均匀度指数E呈极显著正相

关，与96 h平均颜色变化率呈显著负相关。土壤微生

物量氮与 Shannon指数H呈显著正相关，与 96 h平均

颜色变化率呈极显著正相关。土壤碳氮比、铵态氮、

硝态氮、pH和微生物量氮是影响土壤微生物群落碳

源代谢多样性的重要环境因子。分析结果说明，连续

10 a不同施肥处理下土壤化学性质和微生物学性状

发生了变化，从而影响了微生物碳源代谢多样性。

3 讨论

土壤微生物群落碳源代谢特征可以反映微生物

活性和微生物群落对碳源的利用能力[17-18]。本研究

发现施肥措施显著影响了土壤微生物对不同碳源的

利用能力。反映微生物群落代谢活性的 AWCD值表

现为随着培养时间的延长，利用碳源量逐渐增加，有

机无机配施处理的AWCD值均显著高于不施肥处理，

这与武晓森等[19]在山东省德州市典型小麦-玉米轮作

农田得出的有机肥与无机肥配施能够促进土壤微生

物对碳源的代谢活性结果一致。本研究结果表明施

肥处理的碳源利用能力均显著高于不施肥处理（表

2），这与严君等[20]研究结果相似。本研究中连续 10 a
不同施肥措施导致土壤养分含量发生变化，影响了土

处理Treatments
A0
A1
A2
A3
A4
A5

主成分1 PC1
-0.167±0.019c
-0.513±0.029d
1.473±0.147a
1.125±0.090b
-0.760±0.066e
-1.157±0.038f

主成分2 PC2
-1.246±0.078d
-1.312±0.101d
0.529±0.092b
0.085±0.058c
1.281±0.073a
0.663±0.076b

表3 不同施肥措施主成分得分系数

Table 3 PC scores in different fertilization treatments

图2 土壤微生物碳源利用的主成分分析

Figure 2 Principal components analysis for carbon utilization of
soil microbial communities
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壤微生物对碳源的利用情况。肥料的施用提高了土

壤硝态氮、铵态氮和MBC含量（表 1），为微生物的生

长繁殖提供了养分和碳源底物，从而提高了微生物活

性，这与张瑞等[21]和刁婵等[3]对不同施肥措施土壤微

生物代谢功能研究得出的单施化肥降低了土壤微生

物碳源利用能力不一致，可能是肥料施用年限、作物

类型不同造成的。

多样性指数通常与微生物群落的碳源利用效率

呈正相关关系[22]，是评价土壤微生物群落利用碳源程

度的重要指标，可反映土壤微生物群落功能多样性。

碳源化学类别Chemical guild
碳水类Carbohydrate

氨基酸类Amino acids

羧酸类Carboxylic acids

多聚物类Polymer

酚酸类 Phenolic acids

胺类 Amine

碳源类型Carbon source
i-赤藓糖醇 i-Erythritol（C2）

D-纤维二糖 D-Cellobiose（G1）
α-D-乳糖 α-D-Lactose（H1）

α-D-葡萄糖-1-磷酸 α-D-Glucose-1-Phosphate（G2）
D-半乳糖酸γ-内酯 D-Galactonic acid γ-Lactone（A3）

D，L-α-磷酸甘油 D，L-α-Glycerol phosphate（H2）
D-甘露醇 D-Mannitol（D2）

β-甲基-D-葡萄糖苷 β-Methyl-D-Glucoside（A2）
D-木糖 D-Xylose（B2）

N-乙酰-D 葡萄糖氨 N-Acetyl-D-Glucosamine（E2）
甘氨酰-L-谷氨酸 Glycyl-L-Glutamic acid（F4）

L-苏氨酸 L-Threonine（E4）
L-丝氨酸 L-Serine（D4）

L-苯丙氨酸 L-Phenylalanine（C4）
L-精氨酸 L-Arginine（A4）

L-天门冬酰胺 L-Asparagine（B4）
α-丁酮酸 α-Ketobutyric acid（G3）

衣康酸 Itaconic acid（F3）
丙酮酸甲酯 Pyruvic acid methyl ester（B1）
D-葡糖胺酸 D-Glucosaminic acid（F2）

D-半乳糖醛酸 D-Galacturonic acid（B3）
D-苹果酸 D-Malic acid（H3）

γ-羟丁酸 γ-Hydroxybutyric acid（E3）
肝糖 Glycogen（F1）

吐温40 Tween 40（C1）
α-环式糊精 α-Cyclodextrin（E1）

吐温80 Tween 80（D1）
2-羟基苯甲酸 2-Hydroxy benzoic acid（C3）
4-羟基苯甲酸 4-Hydroxy benzoic acid（D3）

苯乙胺 Phenylethyl-amine（G4）
腐胺 Putrescine（H4）

主成分1 PC1
0.965
0.831
0.773
0.683
0.536
0.815
0.147
-0.077
0.005
-0.034
0.785
0.877
0.548
0.014
0.136
0.195
0.920
0.942
0.911
0.625
0.441
0.316
0.316
0.803
0.889
0.289
-0.278
0.731
0.129
0.926
0.591

主成分2 PC2
-0.036
0.406
0.432
-0.040
0.594
0.487
0.207
0.258
0.192
0.979
-0.537
0.381
0.404
0.222
0.772
0.968
0.178
0.135
0.086
0.633
0.817
0.832
0.581
0.511
0.438
0.737
0.789
0.607
0.844
-0.291
0.725

表4 31种碳源的主成分载荷因子

Table 4 Loading factors of principle components of 31 sole-carbon sources

表5 影响PC1、PC2主要变量得分

Table 5 Score coefficient of variables affecting PC1 and PC2
主成分

Principal components
PC1
PC2

碳水类
Carbohydrate

4.866
3.631

氨基酸类
Amino acids

2.555
3.284

羧酸类
Carboxylic acids

4.471
3.262

多聚物类
Polymer
2.259
2.475

酚酸类
Phenolic acids

0.860
1.451

胺类
Amine
1.517
1.016
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Shannon多样性指数表示生态系统土壤微生物群落利

用碳源类型多少，其值越高，表明土壤微生物群落功

能多样性越高[19]。本研究单施有机肥和氮肥减量配

施有机肥处理显著提高了土壤微生物 Shannon多样

性指数，但常量化肥配施有机肥和氮肥增量配施有机

肥处理显著降低了土壤微生物的 Shannon多样性指

数。李猛等[23]研究发现，氮肥减半配施有机肥处理提

高土壤微生物群落物种丰富度，且显著高于常规施氮

处理；过量施用化学氮肥降低土壤微生物功能多样

性，与本研究结果一致。本研究单施化肥处理显著降

低了土壤微生物 Shannon多样性指数。夏昕等[7]研究

发现，长期单施化肥使红壤性水稻土土壤微生物多样

性降低，与本研究结果相似。相关性分析表明，Shan⁃
non指数H与硝态氮、MBN有显著相关性，均匀度指

数E与碳氮比、氨态氮、硝态氮、pH均有显著相关性，

AWCD与有机碳、全氮、碳氮比、铵态氮、硝态氮、pH、

MBC、MBN均有显著相关性，说明长期不同施肥措施

引起土壤理化因子和微生物学性状发生改变是导致

土壤微生物功能多样性产生差异的重要原因，这与已

有研究相互印证[23-24]。土壤 pH是影响土壤微生物碳

源代谢多样性的主要影响因子，长期施用肥料导致了

土壤pH下降[25]，进而影响了土壤微生物功能多样性。

Biolog 主成分分析显示土壤微生物群落在不同

施肥处理下对碳源的响应，是反映土壤微生物群落结

构特征的有效手段[26]。31种碳源的因子载荷值分析

结果显示，研究区土壤微生物利用的碳源主要为碳水

类、羧酸类、氨基酸类和多聚物类。Garland等[2]认为

样本空间位置上的不同与微生物利用碳源底物的能

力相关联。图 2显示，不同施肥措施对第 1主成分和

第 2主成分相关碳源利用能力不同，各处理在 PC轴

上出现了明显的分异，说明施肥显著改变土壤微生物

对碳源的利用特征。单施化肥和氮肥增量配施有机

肥处理相对聚集，位于PC1轴的负方向和PC2轴的正

方向上，土壤微生物碳源利用功能相似。武晓森等[19]

在山东德州的小麦-玉米轮作试验也得到类似结论。

本研究表明不同施肥处理对碳源的利用情况存在明

显差异，说明连续 10 a不同施肥处理对某些特定的土

壤微生物进行了富集和驯化[4，23]，促进了喜氮种群代

谢活性[25]，抑制了某些种群的正常代谢，从而导致对

不同碳源的代谢活性产生影响。综合分析可知，有机

肥无机肥配施有利于提高土壤微生物碳代谢活性，在

本研究中以氮肥减量配施有机肥处理的微生物活性

最高。

本研究比较了长期连续不同施肥措施下华北典

型轮作农田土壤微生物群落代谢特征和微生物代

谢功能多样性变化，分析探讨了微生物碳源代谢多样

性与土壤环境因子之间的相关关系。研究结果可为

华北农田施肥管理提供理论依据和数据支持。由于

Biolog技术局限性，研究结果具有一定片面性，在未

来研究中应结合土壤酶活性变化，并利用高通量测序

等分子生物学方法，进一步揭示不同施肥措施对土壤

微生物群落结构和多样性的影响。

4 结论

（1）施肥处理的土壤全氮和硝态氮含量显著高于

不施肥处理，土壤碳氮比和 pH值均显著低于不施肥

处理。与不施肥和单施化肥相比，施用有机肥处理显

著增加了有机碳和MBN含量。

（2）连续 10年有机肥与无机肥配合施用显著提

高了土壤微生物碳源代谢活性，改变了土壤微生物对

表6 土壤化学性质、MBC和MBN与微生物群落多样性和AWCD之间的相关性分析

Table 6 Correlation analysis between soil chemical properties，and soil microbial communities diversity indices

注：*表示显著相关（P<0.05），**表示极显著相关（P<0.01）。
Note：* indicates significant correlation（P<0.05），** indicates highly significant correlation（P<0.01）.

项目
Items

有机碳Total organic C
全氮Total N
碳氮比C/N

铵态氮NH+4-N
硝态氮NO-3-N

pH
微生物量碳MBC
微生物量氮MBN

Shannon指数
Shannon index（H）

0.285
0.050
0.223
-0.228
-0.471*
0.418
0.264
0.484*

优势度指数
Dominance index（D）

0.077
0.056
0.051
0.004
0.138
-0.214
0.001
0.100

均匀度指数
Evenness index（E）

0.115
-0.209
0.491*
-0.556*
-0.727**
0.619**
-0.006
0.120

96 h平均颜色变化率
AWCD

0.531*
0.651**
-0.496*
0.513*
0.638**
-0.524*
0.768**
0.727**
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碳源的利用模式，从而引起土壤微生物碳源代谢多样

性的相应改变。氮肥减量配施有机肥处理有利于提

高土壤微生物碳源利用能力和功能多样性。

（3）土壤微生物群落代谢特征因施肥措施不同而

产生差异，其中氮肥减量配施有机肥与常量化肥配施

有机肥土壤微生物群落代谢特征较为相似，与其他施

肥处理的土壤微生物代谢特征显著不同。土壤碳氮

比、铵态氮、硝态氮、pH和MBN是影响土壤微生物碳

源代谢多样性的重要环境因子。
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