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摘 要：通过在上海崇明岛菜田设置的定位试验，采用 Biolog生态板法研究生物耕作时间对不同深度土层中土壤微生物群落多样
性及其碳代谢特征的影响。3年的结果表明：生物耕作显著提高了微生物群落活性，且随着耕作年限的延长增加值越高，生物耕作 3
年可使平均 AWCD值升高 3~7倍。生物耕作处理 Simpson指数和 Shannon指数均显著高于免耕对照，在 0~5 cm土层累积增幅分别
为 49和 6.28，5~20 cm土层累积增幅分别为 31和 2.55。蚯蚓生物耕作显著增加土壤微生物对 6类碳源的代谢能力，耕作 3年碳水
化合物代谢活性大幅增加。本研究说明蚯蚓生物耕作是增加土壤微生物代谢活性的有效途径。
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Abstract: In order to study the effect of different biological tillage time（Pheretima guillelmi）on soil microbial community metabolic functions
in different soil depths, we set a location test in vegetable field at Chongming Island in Shanghai to analyze the changes of soil microbial com原
munity and carbon utilization abilities （Average well-color development, AWCD）by using biolog eco-plate method. The three-year results
showed that: Bio-tillage significantly improved microbial community activity, and with the increase of tillage years, biological tillage could
make the average AWCD 3 to 7 times higher. The Simpson index and Shannon index of the biological tillage treatments were significantly
higher than that of the control. The cumulative increase of 0~5 cm soil layer was 49 and 6.28 respectively, and the cumulative increase of 5~
20 cm soil layer was 31 and 2.55 respectively. Earthworm bio-tillage significantly increased the soil microbial metabolic ability of 6 kinds of
carbon sources, and increased the carbohydrate metabolism activity. In this study, earthworm bio-tillage is an effective way to increase the
microbial activity of microbial soil.
Keywords: earthworm; biological farming; soil microbial metabolic; biolog eco-board; carbon metabolism characteristics

收稿日期：2015-06-01
基金项目：上海市农委成长计划项目（沪农青字（2015）第 1-23号）；上海市科委成果转化项目（133919N1400）；上海市科技兴农重点攻关项目（沪农

科攻字（2011）第 6-2号）
作者简介：郑宪清（1980—），男，硕士，主要从事土壤生态学研究。E-mail: zxqfxf@163.com
*通信作者：吕卫光 E-mail: lwei1217@sina.com.cn

596— —



2015年 12月

http://www.aed.org.cn

土壤微生物是土壤生态系统中最重要和最活跃

的组分[1-2]，因其丰富的多样性和土壤修复能力，被视
为土壤生态环境恢复的先锋者，在改善土壤养分循

环、增加系统稳定性以及土壤可持续利用方面发挥主

导作用[3-4]。近 30年随着现代农业的发展，大量农药、
化肥、饲料添加剂等进入土壤和水体，严重污染土壤微

生态环境，杀灭大量土壤动物，干扰微生物酶活性和

呼吸代谢等过程，破坏微生物多样性，导致土壤板结、

肥力下降、病原菌滋生等生态系统严重退化现象[5]，降
低土壤可持续生产力，最终威胁农业生产安全和人类

健康[6]。生物耕作是目前制衡化学品乱投入，减少土壤
物理结构人为过度扰动，增加土壤微生物多样性、平

衡土壤肥力的一种土壤质量维系、土壤功能改善和土

壤障碍修复的有效措施之一。生物耕作是指不采用任

何人为和机械的土壤扰动，仅在土壤中引入有益生

物，施用有机肥等有机物质维持其生存，并使之固定

在一定区域活动，利用蚯蚓对土壤的机械翻动、吞食

和消化等动物生理行为，可有效改善土壤的团粒结

构、提高通气性和透水性，疏松土壤、改良土壤物理结

构，调控土壤微生态环境，平衡土壤矿质元素，实现农

田生态环境保护与节能减排的一种新型农业耕作方

式[7-8]。大量研究已经证实蚯蚓在有机质的分解和土壤
物质营养循环中发挥重要的作用，是一种处理有机废

物、消除土壤污染、增加土壤肥力和植物产量等的有

效措施[9-10]，李典友等[11]研究发现在森林土壤中，蚯蚓
吞食和转化的有机质总量每年每公顷林地可达 1 t以
上，促进了有机质的腐殖质化和复合体的形成，使土

壤中的腐殖质提高 0.36耀1.50倍，土壤的保肥能力可
提高 25%耀42%。同时蚯蚓活动也可增加土壤微生物
活力、繁殖力和数量[12-14]。以往研究多基于调查，或者
是蚯蚓添加作为辅助手段，而没有将蚯蚓作为农业生

产中的主体动力和力量群，本研究拟在菜田中采用生

物耕作的方式，设立长期定位试验，探讨在此模式下，

完全的蚯蚓生物耕作时间对菜田土壤中微生物的多

样性和碳代谢特征的影响，为生物耕作模式的优化和

进一步研究提供数据支撑。

1 材料与方法

1.1 试验地点
研究地点位于上海市崇明岛西部的三星镇（31毅

41忆15义N，121毅54忆00义E），平均海拔 4 m。该区属北亚热
带季风气候，盛行东南风，温暖湿润，四季分明，光照

充足，夏季湿热，冬季干冷。台风、暴雨、干旱等是常见

的灾害性气候。年均降水量 1 004 mm，降水集中在
4—9月；年均气温 15 益，10 益以上的年均积温 2 560
益；无霜期 229 d，年日照时数 2 104 h。
1.2 试验设计

试验开始于 2009年 6月，设置无机械无蚯蚓的
免耕对照（CK），无机械而仅有威廉环毛蚓（Pheretima
guillelmi，上海富年药材有限公司提供）耕作 1 年
（BT1）、2 年（BT2）和 3 年（BT3）4 个处理，每个处理
设置 3个重复。小区面积 240 m2，蚯蚓投放密度为 25
条·m-2（每年实验开始时进行取样测数，多则移除，少
则添加，保持 25条·m-2）；不同处理小区间开挖 80 cm
深的水沟，限制蚯蚓活动范围。施用普通商品有机肥

（含有机质 413.4 g·kg-1，N 17.1 g·kg-1，P2O5 12.4 g·kg-1，
K2O 12.3 g·kg-1）作为蚯蚓的食物来源，施用量为 1 t·
667 m-2。免耕和耕作 3年处理于 2009年开始试验，耕
作 2年处理于 2010年、耕作 1年处理于 2011年开始
投放蚯蚓。种植作物为芋艿（Colocasia esculenta L.
Schoot）与花椰菜（Brassica oleracea L. var. botrytis L.）
的轮作模式，作物生长期间不施化肥，以防化学肥料

影响蚯蚓的活性。

在各种植季作物收获后采集土壤样品，用直径 2
cm的不锈钢采土器采集深度 0~5 cm和 5~20 cm土
层土壤，在样地内按“S”形线路采集数个土样，混合后
装入塑料封口袋中，并置于低温保鲜盒中带回实验

室。一部分样品风干后测定土壤基本理化性质（表

1），一部分样品在 4 益保存用于测定土壤微生物性状
指标。

1.3 测定方法
1.3.1 采用 Biolog生态微平板法分析土壤微生物功能
代谢特征

每块板包含同一处理的 3个重复。具体操作如
下：称取相当于 5.00 g干土重的新鲜土壤，加入到 45
mL灭菌 0.85%（W /V）NaCl溶液中，振荡 30 min后取
出静置 5 min，吸取土壤上悬液 2 mL稀释至 18 mL
0.85%NaCl无菌溶液三角瓶中，吸取稀释液接种到生
态板，每孔接种量 150 滋L，所有操作均在无菌条件下
进行。接种的生态板于 25 益培养，分别于 24、48、72、
96、120 h 和 144 h 在 590 nm 光波长测定吸光度值。
Biolog生态微平板和 Biolog Reader购自美国 BIOLOG
公司（BIOLOG，Hayward，USA）[15]。
1.3.2 土壤中蚯蚓数量的测定

测定方法为福尔马林法，将化学试剂加在土壤表

面引蚯蚓出来，然后收集蚯蚓并计数。具体方法是做

郑宪清，等：威廉环毛蚓耕作时间对菜田土壤微生物群落多样性及碳代谢特征影响

597— —



农业资源与环境学报·第 32卷·第 6期

http://www.aed.org.cn

表 1 不同生物耕作年限对土壤理化性状变化的影响
Table 1 Effect of different biological tillage years on soil physicochemical properties

注：同行中平均值后面的不同字母表示显著性差异（P<0.05）。下同。
Note: Means in a column followed by the different letters are significantly different at P<0.05. The same below.

耕层深度Depth of arable layer 理化性状Physicochemical properities 免耕No-tillage
生物耕作 1年Biological tillagean year

生物耕作 2年Biological tillagetwo years
生物耕作 3年Biological tillagethree years

增长率/%Growth rate
0~5 cm 有机质 Organic matter/g·kg-1 15.6依0.177c 28.7依0.065a 24.3依0.080b 15.8依0.040c 1.2~83.1

全氮 Total N/g·kg-1 1.0依0.017b 1.9依0.022a 1.7依0.004a 1.1依0.023b 6.9~92.9
全磷 Total P/g·kg-1 0.7依0.013b 1.2依0.009a 0.9依0.014ab 1.1依0.016a 19.3~58.4
全钾 Total K/g·kg-1 10.9依0.033a 10.0依0.084a 9.4依0.031a 9.4依0.118a -13.6~-8.4

速效氮 Available N/mg·kg-1 31.06依4.215a 26.67依3.078a 32.89依5.431a 28.50依4.544a -14.1~6.0
速效磷 Available P/mg·kg-1 14.27依1.829d 23.84依3.821c 48.39依7.293b 57.13依8.882a 67.1~300.5
速效钾 Available K/mg·kg-1 90.00依11.015b 110.00依0.000a 70.00依2.517c 80.00依10.000bc -22.4~21.3
含水量 Water content/% 34.40依1.630b 39.97依1.602a 41.72依2.664a 35.45依1.614b 3.0~21.3

pH值 8.9依0.030a 8.5依0.076b 8.5依0.139b 8.6依0.038b -4.2~-3.5
5~20 cm 有机质 Organic matter/g·kg-1 10.0依0.094d 20.6依0.024b 28.1依0.028a 16.0依0.021c 60.9~182.2

全氮 Total N/g·kg-1 0.7依0.017c 1.4依0.028b 1.9依0.026a 1.0依0.014bc 49.0~174.5
全磷 Total P/g·kg-1 0.6依0.008c 0.7依0.015bc 1.5依0.038a 1.3依0.031ab 15.4~133.2
全钾 Total K/g·kg-1 10.2依0.030a 9.2依0.078a 9.3依0.079a 9.1依0.097a -11.3~-9.6

速效氮 Available N/mg·kg-1 43.85依6.413b 30.33依4.002b 95.00依12.464a 98.66依3.003a 116.6~125.0
速效磷 Available P/mg·kg-1 10.11依1.989c 17.18依2.912c 105.39依53.865b 230.62依10.802a 69.7~2 177.2
速效钾 Available K/mg·kg-1 70.00依2.000c 80.00依1.732c 120.00依0.577b 300.00依11.930a 14.3~329.0
含水量 Water content/% 24.78依1.790c 29.50依4.879bc 46.58依2.386a 34.92依1.594b 19.0~87.9

pH值 8.9依0.125a 8.7依0.154a 8.3依0.192b 8.3依0.075b -6.4~-1.7

一个 1 m伊1 m的框架，把框架插入土壤，把 15 L福尔
马林（含量 0.55%V /V）施在土壤表面，在框架中收集
蚯蚓 20 min [16]。
1.4 数据处理

采用 Biolog生态测试法研究土壤微生物群落代
谢功能之间的差异。不同时刻微生物对碳源的代谢特

征用每孔颜色平均变化率（Average well-color devel原
opment，AWCD）来表示。

AWCD的计算公式为：AWCD=移（C-R）/n
式中，C为 Biolog生态微平板每个接种微生物的微孔
的光密度值，R 为空白微孔的光密度值，n 为碳源底
物种类，n=31。

采用培养 120 h 的 Biolog 生态平板孔中吸光值
来计算土壤微生物群落功能多样性指数，公式为：

Shannon-Weiner指数：H=-移Pi（lnPi）；

式中：Pi为第 i孔相对吸光值（C-R）与整个平板相对
吸光值总和的比率。

Pielou均匀度：E=H lnS，S为颜色变化孔的数目。
Simpson指数：D=1-撞Pi2。

将 Biolog微平板 31种碳源分为 6类，分别对 0~
5 cm和 5~20 cm土层中微生物培养 120 h的 AWCD
值标准化后进行主成分分析（PCA），评价生物耕作各
处理对土壤微生物群落的碳源代谢特征影响。试验数

据应用 Excel和 SPSS 13.0统计软件进行统计分析[17]。

2 结果与分析

2.1 威廉环毛蚓耕作时间对菜园土壤微生物群落活
性的影响

微平板 AWCD值是反映土壤微生物群落活性的
一个重要指标，指示了微生物对各类碳源的利用情况

和微生物群落的总体活性[18]。研究表明，耕作措施对
微生物代谢活性产生显著的影响（P<0.05），各处理
AWCD 值的大小顺序依次为 BT3>BT2>BT1>CK，表
明生物耕作显著提高了微生物群落活性；随着培养时

间的延长，基质中碳源逐渐被微生物生长代谢所消

耗，所有处理中 AWCD值均呈升高（P<0.05）趋势，在
120 h时出现拐点，既微生物对基质碳利用达最强（图
1）。各处理土壤微生物活性的高低也受到土层深度的
影响，0~5 cm 土层土壤微生物活性的高低依次为
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BT3>BT2>BT1>CK，而 5~20 cm 土层依次为 BT3>
BT1>BT2>CK。利用蚯蚓进行的生物耕作，随着实施
时间的延长，表层微生物群落功能多样性逐渐增加，

但深层微生物多样性出现无规律变化。不同土层土壤

微生物活性增加速率也不同，随培养时间的延长 0~5
cm 土层在培养前期土壤微生物活性增速较快，在
120 h时出现拐点，而 5~20 cm土层土壤微生物活性
前期升高较慢，且整个培养期间均呈现升高的趋势，

也表明土层不同而对微生物的影响不同。

同一耕作时间内土层深度也会影响土壤微生物

活性，培养 120 h时免耕和生物耕作 1年处理的上层
（0~5 cm）土壤微生物活性显著低于下层（5~20 cm），
而生物耕作 2年和 3年的土壤微生物活性则是上层
高于下层（P<0.05），这说明土层深度显著影响了蚯蚓
活动对土壤微生物的作用。

2.2 威廉环毛蚓耕作时间对菜园土壤微生物群落多
样性的影响

土壤中不同微生物功能类群对基质各类碳源具

有选择性，生物多样性指数用以指示利用不同碳源的

微生物种类的丰富程度。表 2中是微生物培养 120 h
时各处理的多样性指数，不论在 0~5 cm土层还是 5~
20 cm土层，生物耕作处理 Simpson指数和 Shannon
指数均显著高于免耕对照，在 0~5 cm土层累积增幅
分别为 49和 6.28，5~20 cm土层累积增幅分别为 31
和 2.55；不论 0~5 cm土层还是 5~20 cm土层中，不同
处理间均匀度指数差异不显著。

2.3 威廉环毛蚓耕作后菜园土壤微生物对各类碳源
的利用情况变化

研究土壤微生物对不同碳源的利用能力，有助于

更全面了解微生物群落代谢和功能群组成特征[19]。通
过对不同生物耕作年限处理土壤微生物群落代谢多

样性类型的比较，可以分析生物耕作时间长短及土层

深度对土壤微生物群落代谢多样性的影响。将 0~5
cm和 5~20 cm土层中微生物碳源代谢特征 120 h时
测定的吸光度值进行标准化处理，然后进行主成分分

析（PCA），评价不同生物耕作年限处理土壤微生物群
落在碳源利用上的整体差异。对土壤微生物群落利用

Biolog微平板中 6类碳源的情况进行主成分分析，提
取的前 4个主成分因子的贡献率与累积贡献率。从表
3可以看出，变换后前 4个主成分可以解释 90%（0~5
cm：98.4豫，5~20 cm：93.6豫）以上原变量的特征，并且
主成分的重要性逐渐降低。

应用主成分分析方法研究生物耕作对微生物群

落代谢的影响，取第一、第二主成分做双轴图表征微

生物的代谢特征（图 2）。对 0~5 cm土壤微生物的 PCA
分析中第一、第二主成分解释了总变异的 71.6%，前 4
主成分解释了 98.4%。0~5 cm土层双轴图中，生物耕
作与免耕处理的样点分布存在明显的分离，而生物耕

作 1年、2年和 3年样点互相重叠。生物耕作的样点
主要集中沿纵轴正向分布，大部分集中于第一象限，

生物耕作 2年处理样点分布较分散，沿纵轴梯度分
离，生物耕作 3年样点集中于原点周围。

5~20 cm土壤微生物 PCA分析中前 2个主成分
解释了总变异的 72.2%，前 4主成分解释了 93.6%。
生物耕作与免耕处理的样点出现明显的分离，2年与
3年处理样点间也出现分离。生物耕作 3年样点主要
分布于第一象限，生物耕作 2年样点集中于原点周
围，免耕样点分布于图左侧。5~20 cm土层各处理样

图 1 不同生物耕作年限对 0~5 cm（a）和 5~20 cm（b）土层土壤 AWCD值影响随培养时间的变化
Figure 1 Changes of soil microbial metabolic characteristics（AWCD values）with different

biological farming years in 0~5 cm（a）and 5~20 cm（b）soils
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表 2 不同生物耕作年限对 0~5 cm和 5~20 cm土层土壤微生物群落多样性指数的影响
Table 2 Effects of different biological tillage years on functional diversity index of soil microbial community in 0~5 cm and 5~20 cm soils

indexes 土层Soil depths/cm
生物耕作处理 Tillage Treatments

免耕（对照）CK 生物耕作 1年BT1 生物耕作 2年BT2 生物耕作 3年BT3
丰富度指数（R）Simpson index 0~5 2.00依2.08c 9.00依0.58b 24.00依3.61a 22.00依1.53a

5~20 7.00依3.79b 19.00依2.65a 15.00依2.31a 18.00依2.31a
Shannon指数（H）Shannon index 0~5 0.76依0.65c 2.32依0.05b 3.19依0.06a 3.05依0.07a

5~20 1.99依0.39b 2.90依0.10a 2.75依0.14a 2.86依0.19a
均匀度指数（EH）Evenness index 0~5 0.58依0.52a 1.04依0.01a 1.01依0.03a 0.99依0.004a

5~20 1.13依0.13a 0.99依0.04a 1.03依0.01a 0.10依0.02a

表 3 前 4个主成分因子的贡献率与累积贡献率（%）
Table 3 Contribution ratios and accumulated ratios of the first 4 principal components（%）

耕作层 Cultivated layer 主成分 Principal component PC1 PC2 PC3 PC4
0~5 cm 贡献率 Contribution ratios 41.7 29.8 15.4 11.4

累积贡献率 Accumulated ratios 41.7 71.6 86.9 98.4
5~20 cm 贡献率 Contribution ratios 40.1 32.1 14.3 14.3

累积贡献率 Accumulated ratios 40.1 72.2 86.5 93.6

点沿横轴出现分离。

3 讨论

土壤微生物促进土壤养分循环转化，对于土壤肥

力形成意义重大[20]。土壤微生物对周围环境较敏感，
群落多样性容易受到外界环境条件的影响[21]，传统耕
作模式对土壤生态环境干扰强度大，显著降低土壤微

生物活性。而近年来以免耕模式为代表的一种减少和

排除人为机械和外力干扰的耕作模式，为微生物生长

提供了稳定土壤环境，有助于微生物多样性增加和活

性的增强[19]，已被认可为保护土壤微生态，提高和维
持土壤质量与肥力的手段，广泛采用。在免耕基础上

投放适宜数量的大个体、高食量的土著蚯蚓种类，利

用蚯蚓活动、取食、代谢和排泄等的行为，用来进行高

强度利用下农田土壤生态维护与修复，可在较短的时

间内，使得土壤微生物代谢 AWCD值较免耕处理增
强 3~7倍，意味着蚯蚓活动显著提高了微生物群落代
谢活性，且随着耕作时间增长微生物代谢活性增高，可

能是因为生物耕作有助于耕层土壤微生物数量的增

加有关[22]。但是 0~5 cm土层和 5~20 cm土层的变化
幅度不同，本实验中 0~5 cm土层和 5~20 cm土层土
壤含水量存在较大差异，也可能对土壤微生物活性产

生一定影响。蚯蚓通过翻动土壤、取食植物碎屑和有

机残体及排泄行为，可有效改善土壤的团粒结构、提

图 2 不同耕作年限对不同土层土壤 0~5 cm（a）和 5~20 cm（b）微生物碳源利用主成分分析双轴图

Figure 2 0~5 cm（a）and 5~20 cm（b）soil layers similar microbial community carbon source utilization comparison
of different biological farming years
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高通气性和透水性，调节土壤 pH值，进而改变土壤
酶活性，改变土壤微生物的群落结构和功能特征[23-25]。
本实验投放蚯蚓种类是威廉环毛蚓（Pheretima guille原
mi），具有在土壤表层摄食、在土壤深层栖息的习性。

研究土壤微生物对不同碳源的利用能力，有助于

更全面了解微生物群落代谢和功能群组成特征[19]。生
物耕作微生物的 Simpson 指数和 Shannon 指数显著
高于免耕对照，而且随耕作年限的延长而增加，投放

蚯蚓和增加生物耕作年限显著增加微生物对6类碳
源的代谢能力，耕作 3年碳水化合物代谢活性大幅增
加。通过对土壤微生物群落代谢功能的主成分分析，

同样可以看出免耕对照与生物耕作处理间微生物代

谢功能差异很大。免耕土壤微生物对各类碳源的利用

率低，以胺类为主；而经生物耕作处理后土壤微生物

对碳源的利用范围增大，碳水化合物和氨基酸利用率

大幅增加。随时间延长蚯蚓作用强度增加后效应显

现，表层微生物代谢能力超过深层，生物耕作 2年和
3年土壤表层（0~5 cm）AWCD值高于深层（5~20 cm）。
这与张宝贵[26]和于建光等[27]在添加蚯蚓并覆盖秸秆有
助于提高稻麦轮作土壤微生物代谢活性的研究结论

一致。本实验在农田表层投撒有机肥，实验期间未进

行机械翻耕，施加的有机肥主要集中在土壤表层，吸

引蚯蚓向表层活动，因而表层微生物代谢随时间延长

的变化规律比较明显，蚯蚓耕作对表层具有更强的促

进效果。蚯蚓吞食消耗有机质对深层微生物的碳源产

生较小且不规则影响，导致下层微生物代谢多样性的

不规则波动。

4 结论

（1）在菜园土中添加蚯蚓进行生物耕作，可显著
提高了微生物群落活性，生物耕作 3年可使平均微生
物群落活性升高 3~7倍，随着耕作年限的延长生物耕
作促进土壤微生物活性增加值越高。

（2）生物耕作处理使得土壤微生物多样性指数如
Simpson指数和 Shannon指数均显著高于免耕对照，
分别累积增加 31耀49和 2.55耀6.28。同时蚯蚓进行生
物耕作，使得土壤微生物对 6类碳源的代谢能力显著
增强，生物耕作 3年后土壤微生物对碳水化合物代谢
活性大幅增加。
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