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黑土微生物活力对不同养分的响应
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摘要：土壤呼吸是土壤有机碳分解的主要生物化学过程，可反映土壤有机质的分解程度及有效养分供给水平，可用于评价土壤微生物活力状况。通过设置8个养分处理，对黑土进行41 d的室内好气培养，考查了黑土微生物活力对不同养分响应的规律。结果表明，单加N或P以及NP组合均不能提高黑土微生物活力；单加葡萄糖能够使土壤呼吸释放的CO2累积量达到对照的10倍以上，使黑土微生物活力显著提高。在可利用碳底物充足的条件下，N的加入能够显著提高黑土微生物活力，土壤呼吸释放出的CO2累积量达到对照的13倍以上，显著促进土壤有机质中无机养分的释放，CN交互作用显著；在C和N养分都充足的条件下，P的加入才能够对黑土微生物产生激发效应。不同养分状况下，黑土微生物活力达到峰值的时间不同，表现为，CNP（C + N + P）处理土壤呼吸强度在第3 d达到最高值，CN (C + N)处理在第5天达到最高值，单加C和CP (C + P)处理，在15 d左右达到最高值。
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土壤微生物参与生态系统中营养元素的循环、有机物质的合成与分解，是土壤C、N等养分的源和库[1]，是土壤肥力质量最为灵敏指标之一。土壤呼吸是指未受扰动的土壤中产生CO2的所有代谢作用[2]，包括土壤生物和非生物两个方面的来源，而土壤微生物的呼吸是主要的来源[3]。土壤呼吸是土壤有机C分解的主要生物化学过程，通过土壤呼吸作用，土壤有机质分解，释放出无机养分供作物吸收利用。土壤呼吸强度用CO2释放量表示，可以广泛地评估土壤微生物活力，土壤呼吸强度能够反映土壤中有机质的分解程度，以及土壤有效养分状况，因此，可以作为土壤微生物总的活力指标或作为评价土壤肥力的尺度。

尽管土壤微生物的生长及活力受养分限制[4]，但有关土壤微生物对外源养分响应规律的研究结果并不一致。C、N等养分不足通常会抑制农田土壤微生物的生长和活力[5-6]，例如，Kowalenko等[7]室内模拟结果表明，N输入可以抑制休闲农田土壤呼吸强度、降低微生物活力。然而，Pautian和Andren[8]发现，施N与未施N处理麦田土壤具有相似的呼吸强度；Galicia等[9]研究表明，在干旱季节，C、N、P的加入对土壤微生物活力没有影响。Amador[10]等认为，土壤总P质量分数处于较低(231 mg·kg-1)或中等水平(385 mg·kg-1)时，P的施用能够刺激土壤呼吸，铵态N的加入会抑制土壤呼吸；而在总P质量分数较高(1.473 g·kg-1)的土壤中，P的加入对土壤呼吸没有影响，铵态N的加入刺激土壤呼吸。显然，土壤微生物对外源氮磷养分响应规律受土壤磷素本底值影响。

农田黑土是我国主要耕作土壤之一，土质肥沃，自然肥力高，是我国粮食作物的主要产区。近年来，由于过度开垦和农业经营方式的弊端，致使黑土有机质质量分数大幅下降，影响了土壤微生物活力和养分的供应状况[11]。因此，如何合理培肥黑土是一个亟待解决的关键问题。而关于黑土微生物活力对不同养分的响应研究较少，如诸葛玉平 [12]研究了长期施肥对黑土呼吸过程的影响。本研究设置8个不同养分配施处理，通过对土壤呼吸过程进行室内模拟，揭示土壤微生物活力对不同养分及养分组合的响应，以期为合理培肥农田黑土提供科学依据。

1  材料与方法

1.1  供试土壤

供试土壤为黑土，2006年采自吉林省公主岭市吉林省农业科学院土壤肥料研究所“国家黑土肥力与肥料效益长期定位监测基地”试验地（海拔206 m，北纬43°26′、东经124°40′），土壤质地为粘壤土，土壤基本理化性质见表1。
1.2  土壤呼吸过程模拟

原土风干，捡出杂物，过2 mm筛。设置以下8个处理：CK（对照）、C（单加C）、N（单加N）、P（单加P）、NP (N + P)、CN (C + N)、CP (C + P)、CNP (C +N+ P)；每个处理设置3个重复。其中，C为10 mg·g-1干土，N为1 mg·g-1干土，P为0.5 mg·g-1干土。养分分别以葡萄糖(C6H12O6)，硫酸铵[(NH4)2SO4 ]，磷酸二氢钾(KH2PO4)溶液的形式在土壤预培养一周后一次性加入，养分加入前高温灭菌（温度115 ℃，时间20 min）。称取30 g土，放入1 000 mL棕色磨口广口瓶中，放入盛有10 mL 0.3 mol·L-1 NaOH溶液的小烧杯用于吸收CO2，瓶口密封，于25 ℃进行41 d的室内好气培养。用碱液吸收法[11]测定土壤呼吸释放的CO2量。用于滴定的盐酸浓度为0.05 mol·L-1，用硼砂标定。最初每隔6 h更换小烧杯进行滴定，随着呼吸强度的变化，调节取样频率。培养期间水分损失很小，忽略不计。

表1  供试土壤基本理化性质
Table 1  Properties of experimental original soil
	土壤
	w(有机C)/(g ·kg-1)
	w(全N)/(g·kg-1)
	w(有机C)/w(全N)
	pH
	w(碱解N)/(mg·kg-1)
	w(速效P)/(mg·kg-1)

	黑土
	16.02
	1.24
	12.66
	6.15
	122.70
	10.923


1.3  数据分析

    利用SPSS 13.0对数据进行统计分析，单尾方差分析LSD法对数据进行显著性检验，显著性水平为P<0.05。

2  结果与讨论

2.1  土壤呼吸对单加葡萄糖-C的响应
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图1  单加碳源（C6H12O6）时，土壤呼吸释放CO2
累积量随时间的变化 

Fig. 1  The cumulative amount of CO2 after the addition of glucose only

土壤微生物活力受易降解有机底物可利用性的影响[12-13]。葡萄糖是一种易降解的底物，将其加入土壤中通常会提高微生物活力并在数小时内刺激微生物的生长[14]。图1为单加葡萄糖条件下，土壤呼吸释放出的CO2累积量随时间的变化。由图可知，在41 d的培养过程中，土壤呼吸释放的CO2累积量显著高于对照（P<0.01）。在培养的第41天，加入葡萄糖的处理土壤呼吸释放出的CO2累积量为28 132.1 mL·g-1，达到对照处理（2 704.6 mL·g-1）的10倍以上。显然，活性C底物（葡萄糖）的加入能够显著地刺激黑土微生物生长，提高黑土微生物活力。这说明，黑土微生物活力在很大程度上受活性碳底物的限制。也有学者认为活性碳底物葡萄糖的加入能够促进微生物对土壤原有碳的利用[15]。
2.2  不添加碳源时，土壤呼吸对养分N、P以及NP的响应

[image: image2.png]CO R E/(mlgh)

Saulu

3000

2500

2000

1500

1000

500

0 10 20 30 40
2t ia /a

50




图2  不添加碳源，N, P和NP处理土壤呼吸释放出的CO2
累积量随时间的变化 

Fig. 2  The cumulative amount of CO2 after the addition of nitrogen only, 
phosphorus only and nitrogen plus phosphorus
图2为未添加碳源时，土壤单施N、P或NP配施条件下，土壤呼吸释放出的CO2累积量时间变化曲线。结果表明，在41 d的培养过程中，单施N以及NP配施土壤呼吸释放出的CO2累积量显著低于对照（P<0.05; P<0.05）。在培养的第41天，单施N的处理土壤呼吸释放的CO2累积量为2 064.5 mL·g-1土，显著低于对照的2 704.6 mL·g-1土。上述结果，与Yoshitake [16]的研究结果一致。这表明，在可利用碳底物短缺的情况下，单施N或NP配施对黑土微生物群落总体活力有一定的抑制作用。原因可能是土壤中原有C与N的亲和性能够降低碳素可利用性，进而会对微生物的代谢活动产生阻碍，减缓了CO2的排放[17]。单施P的处理，土壤呼吸释放出的CO2累积量与对照无显著差异（P>0.05）。这说明，在可利用碳底物短缺的情况下，P的加入也不能使黑土微生物产生激发效应。这是由于限制微生物生长和活力的首要养分是碳[15]，因此，在可利用碳底物较少的情况下，即使施入养分N和P也不能使黑土微生物产生激发效应。
2.3  添加碳源条件下，土壤呼吸对不同CNP养分组合的响应

通过图1和图2结果的对比，我们可以看出，黑土微生物活力在很大程度上受可利用碳底物的限制。只有在碳源充足的条件下，才能使黑土微生物活力得到激发，因此，我们重点研究了在添加碳底物的条件下，N，P的加入对黑土微生物活力的影响（图3和图4）。
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图3  添加碳源的条件下，CO2累积量随时间的变化

Fig. 3  The cumulative amount of CO2 under different treatments 
when glucose is added
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图4  添加碳源条件下，土壤呼吸强度随时间的变化

Fig. 4  The soil respiration rate under different treatments 
when glucose is added

图3为不同养分组合，土壤呼吸释放CO2累积量随时间的变化曲线。显然，CO2累积量随时间的加长而逐渐升高。图4为不同养分组合，土壤呼吸速率随时间的变化曲线。由图4可以看出，各处理土壤呼吸速率的变化均为随着培养时间的加长呈现先上升后下降的趋势，并逐渐趋于稳定。这是由于在培养的最初阶段，土壤中含有较多活性有机碳为微生物提供能量，呼吸作用加强，随着培养时间的增加，土壤中活性有机碳逐渐被土壤微生物所利用且含量逐渐降低，土壤呼吸速率随之下降，释放CO2的速率逐渐降低[18]。从图3可以看出，在41 d的培养过程中，对照处理土壤呼吸释放CO2总量无显著变化；而其它处理CO2累积量均显著高于对照，从高到低依次为CN > CNP > CP > CK（P<0.01）。CN组合土壤呼吸释放的CO2累积量显著高于单加葡萄糖处理（P<0.05）。CN处理，在第41天土壤呼吸释放CO2累积量达35 121.2 mL·g-1，约为对照（2 704.6 mL·g-1）的13倍（图3）；在第5天土壤呼吸速率即达到最高值（5 781.87 mL·g-1·d-1），并且远远高于单加葡萄糖处理在14 d达到的最高值（1 764.49 mL·g-1·d-1）（图4）。显然，在可利用C底物充足的条件下，N的施入能更好的提高黑土微生物活力，C和N的交互作用非常显著（P<0.05）。该结果表明，黑土微生物生长和活力既受可利用C底物限制又受可利用N的限制。Smith[19]也报道了亚南极生态系统中可利用C和N对土壤微生物活力的这种影响。CNP处理土壤呼吸释放出的CO2累积量在第3天前与CN处理基本一致，3 d后显著低于CN处理（P<0.01）；而土壤呼吸速率则在很短时间内（3 d）即达到峰值（8 125.64 mL·g-1·d-1），并且显著高于CN处理在第5天的峰值（5 781.87 mL·g-1·d-1）；CP处理，无论是CO2累积量还是土壤呼吸速率均与单加葡萄糖的处理基本一致。这个结果说明，C、N、P配施能更有效地刺激黑土微生物群落，充分利用土壤中各种养分快速生长，从而在极短时间内是微生物活力水平达到峰值。但是，由于CNP处理初期供给微生物利用的养分非常充足，促使微生物代谢活性迅速增强，分解有机物质的速度极快，消耗掉了大部分可利用养分，从而使得后期可利用C和N短缺，微生物活力迅速下降，表现出“后劲不足”。这也是该处理在后期土壤呼吸释放的CO2累积量低于CN处理的原因。这一方面表明，黑土微生物的生长和活力确实受可利用C、N、P等养分的限制；另一方面也表明，外源养分C、N、P不同配比是影响土壤微生物能否稳定增长的重要因素。不同养分条件下土壤微生物活力呈现显著差异，其原因可能与微生物群落结构及生理特性改变有关，其机理有待进一步研究。
3  结论

（1） 黑土微生物活力首先受到可利用C底物的限制。不添加碳源，仅向土壤中施入N，P或NP同时加入，均不能提高黑土微生物活力；而向土壤中单独加入可利用C底物（葡萄糖）能够显著提高黑土呼吸强度，增强黑土微生物活力；这些现象证明了该结论。

（2）单独加入N，对黑土微生物活力有一定的抑制作用，但这种抑制作用是短暂的，表现在碳限制的状况被缓解后，黑土微生物第二种缺乏的养分便是氮；在添加碳源（葡萄糖）的条件下，N的施入能够显著提高土壤呼吸强度，增加黑土微生物活力，养分C和N的交互作用非常显著。

（3）单独P的施入亦不能显著提高黑土呼吸强度，对黑土微生物活力无显著影响。而在碳氮养分都充足的条件下，P的施入能更好地刺激微生物生长，提高黑土微生物活力。
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The response of soil microbial activity to different nutrition conditions
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2. National Research Station of Shenyang Agroecology, Shenyang 110016, China;
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4. Biology College of Liaoning University, Shenyang 110036, China.

Abstract: Soil respiration is a main biochemistry process for the decomposition of the soil organic carbon. It can reflect the extent of the decomposition of soil organic matter and the level of nutrition supplying. It also can be used as an index for the evaluation for the total activity of the microorganisms . We set eight treatments and incubated the soil for 41 days in the laboratory. The response of soil respiration to different nutrient status is studied. The results showed that the addition of nitrogen (N) or phosphorus (P) only cannot raise the soil respiration rate, so is the NP treatment; the cumulative amount of CO2 under the C (glucose) treatment was almost 10 times that of the control. The addition of nitrogen (N) can raise soil respiration rate significantly when the labile carbon substrate is sufficient; the carbon and nitrogen interaction is significant; the addition of phosphorus raise the soil microorganisms’ activity when the carbon and nitrogen are both plentiful. In addition, under different nutrient status, the soil respiration rate reached the highest value at different time; the CNP (C + N + P) treatment at 3 d, and then the CN (C+N) treatment at 5 d; the C and CP (C+P) treatments reached the peak value at about 15 d. 
Key words: mollisol; microorganisms; nutrition; soil respiration  
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