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不同施肥条件下微生物对棕壤团聚体和碳分布的影响
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　　【摘要】　以北京市延庆县绿富隆有机肥蔬菜研究基地长期定位肥料试验地为试验平台，利用湿筛法获得不同

粒级的团聚体，通过 １６ＳｒＤＮＡＰＣＲＤＧＧＥ技术进行测序分析，研究不同施肥条件下微生物群落对棕壤土团聚体和

碳分布的影响。结果表明，有机肥（ＯＦ）处理的 ０２５～２ｍｍ水稳性团聚体增加，增加幅度为 １０９０％；００５３～

０２５ｍｍ和小于 ００５３ｍｍ粒级团聚体的含量均下降，与 ＣＫ（不施肥）相比分别下降了３１９％和１４２１％。ＯＦ处理

对土壤各粒级团聚体中碳含量均有显著提高，与 ＣＫ相比，提高 １５２％ ～４６９％，其中大于 ２ｍｍ团聚体中碳含量

提高了 ４６９％。棕壤碳含量与大于 ２ｍｍ粒级团聚体含量呈正相关；与 ０２５～２ｍｍ粒级团聚体呈极显著正相关；

与 ００５３～０２５ｍｍ粒级团聚体含量呈极显著负相关；与小于 ００５３ｍｍ粒级团聚体呈显著负相关。
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　　引言

提高我国土壤碳储量，对于农业的可持续发展

和应对全球气候变暖趋势意义重大
［１～５］

。土壤碳对

土壤团聚体的分布和数量具有十分重要的影响，而

团聚体的形成作用是土壤碳蓄积的重要机制，特别



是土壤团聚体对碳的物理保护。施肥是影响土壤团

聚体形成的重要因素，尤其是有机肥中含有的各种

微生物不仅是土壤的重要组成部分，也是土壤物质

循环和能量流动的主要推动者。施用有机肥不仅可

以减缓大团聚体的转化，有利于微团聚体产生，也可

以提高团聚体和土壤碳固定
［６］
。

土壤碳库的积累受植被退化、土壤侵蚀和流失

等诸多因素的影响
［７］
。２０世纪 ８０年代以来，我国

华北地区的碳储量一直缓慢上升。施肥对土壤碳累

积有重要作用
［８］
，但是对不同施肥条件下，微生物

群落变化影响团聚体的形成和全碳含量相关关系

的研究较少。本文以该地区长期定位试验为基

础，利用分子生物学方法（１６ＳｒＤＮＡ序列分析技
术）分析不同施肥条件下土壤微生物群落的变化

及微生物群落的变化对土壤团聚体和土壤全碳分

布的影响，试图揭开华北棕壤土固碳的机制，也为

改善土壤结构、提高土壤生产力、减缓温室效应等

提供科学依据。

１　材料和方法

１１　供试土壤
供试土壤于２０１１年 ８月采自北京市延庆县绿

福隆有机肥蔬菜研究基地（Ｎ４０４°，Ｅ１１５９°）的长
期定位肥料试验地。当地年平均气温 １２６℃，年降
水量 ４８９ｍｍ，气候干燥度 ０６～０７。试验开始于
２００９年，小区面积 ４００ｍ２，供试土壤类型属典型棕
壤土。土壤成分含量为：有机碳 ２０９０ｇ／ｋｇ、全氮
２０１ｇ／ｋｇ、全磷１５４ｇ／ｋｇ、速效钾 ２２５３ｍｇ／ｋｇ，ｐＨ
值６４。种植方式为玉米 大豆轮作，每年一季。本

文选择施用玉米种植区不施肥（ＣＫ）、化肥（Ｆ）、复
混肥（ＣＦ，５０％化肥 ＋５０％有机肥）和有机肥（ＯＦ）
４个处理，供试肥料中化肥为尿素、过磷酸钙、硫酸
钾的混合肥，有机肥为发酵腐熟牛粪。施肥量为尿

素３３２８ｋｇ／ｈｍ２，过磷酸钙 ８２４７ｋｇ／ｈｍ２，硫酸钾
１１９２ｋｇ／ｈｍ２，有机肥施用量 ２００００ｋｇ／ｈｍ２。每个
处理设３个重复小区，每个小区采样 １次，深度 ０～
２０ｃｍ，采样时４个处理土壤有机碳含量为 ２１２０～
２６８１ｇ／ｋｇ，全氮含量为１１１～１５２ｇ／ｋｇ。
１２　分析方法
１２１　土壤 ＤＮＡ提取

在裴雪霞
［９］
土壤微生物基因组 ＤＮＡ提取方法

基础上，略作改进：

（１）提取。称取８ｇ在 －２０℃下取出完全解冻
的土壤样品置于５０ｍＬ离心管中，加入少量玻璃珠、
１３５ｍＬ ＤＮＡ 提 取 液 （１％ ＣＴＡＢ，ｐＨ 值 ８０；
０１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８０；０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ

值８０；１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液，ｐＨ
值８０）、１５０μＬ蛋白酶 Ｋ（１０ｍｇ／ｍＬ）和 ５０μＬ溶
菌酶（２０ｍｇ／ｍＬ），２２５ｒ／ｍｉｎ振动 ３０ｍｉｎ（３７℃）。
向离心管中加入１５ｍＬ２０％ＳＤＳ，６５℃水浴３０ｍｉｎ，
其间每隔１０ｍｉｎ轻轻颠倒几下，－８０℃冷冻４０ｍｉｎ，
反复冻融３次，６５℃保温 ３０ｍｉｎ。室温 ６０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液，转移到另一干净的 ５０ｍＬ
离心管中。沉淀中再加入 ４５ｍＬＤＮＡ提取液和
０５ｍＬ２０％ＳＤＳ，用力震动，沉淀全部摇起来后
６５℃水浴１０～２０ｍｉｎ，室温６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
收集上清液，两次的上清液合并。

（２）抽提。加入与上清液等体积的氯仿与异戊
醇（体积比 ２４∶１）混合液，６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，
吸取上清液转移至另一 ５０ｍＬ离心管中。

（３）沉淀。以０６倍体积的异丙醇在室温下沉
淀１ｈ，室温下１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集核酸沉
淀。

（４）洗涤。用预冷的 ７０％乙醇洗涤 ３次，通风
橱中吹干，得到粗提的 ＤＮＡ，４℃保存。

（５）纯化。用 １００μＬ灭菌的去离子水溶解粗
提 ＤＮＡ，用 ０７％的琼脂糖凝胶电泳 ８０Ｖ处理
１５０ｍｉｎ，将大约２３ｋｂ的 ＤＮＡ条带用灭菌手术刀切
下，按照上海申能博采生物科技有限公司的胶回收

试剂盒（型号 Ｋ１３２ＤＮＡ）操作说明进行纯化，用
０８％的琼脂糖凝胶电泳１２０Ｖ处理４０ｍｉｎ检测。
１２２　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增条件

（１）引物
３３８Ｆ：５′—ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣ

ＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧ
ＡＧＧＣＡＧＣＡＧ—３′；

５１８Ｒ：５′—ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ—３′。
（２）扩增体系
２５ｕＬ体系含 ２５ｕＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，２ｕＬｄＮＴＰ，

０５ｕＬＴａｇＤＮＡ聚合酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＵＳＡ），引物
各０５ｕＬ，ＤＮＡ模板１５ｕＬ。

（３）ＰＣＲ反应条件
９５℃（１５ｍｉｎ）—［９５℃（３０ｓ）—退火温度（如

下 ３０ ｓ）—７２℃ （１ ｍｉｎ）］（２５ｃｙｃｌｅｓ）—７２℃
（１０ｍｉｎ）—６０℃（１０ｍｉｎ）—４℃，保存。退火温度依
次 是 ６０℃ （５ｃｙｃｌｅｓ），５５℃ （５ｃｙｃｌｅｓ），５０℃
（１５ｃｙｓｌｅｓ）。ＥＺ １０ＰＣＲ纯化试剂盒（ＢＢＩ公司，
Ｃａｎａｄａ）纯化 ＰＣＲ产物。
１２３　ＰＣＲＤＧＧＥ分析、测序和同源性分析

采用 Ｂｉｏ ＲＡＤ公司 Ｄｅｃｏｄｅ基因突变检测系
统，对扩增的 ＰＣＲ反应产物进行变性梯度凝胶电泳
（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＤＧＧＥ）
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分离，产物按 １２２节中的 ＰＣＲ处理后在线 ＮＣＢＩ
测序，利用 ＤＮＡｍａｎ进行同源性分析。
１２４　团聚体分析

湿筛法采用 Ｃａｍｂａｒｄｅｌｌａ和 Ｅｌｌｉｏｔｔ［１０］略作修改，
利用自动振荡筛（套筛直径为２、０２５、００５３ｍｍ）对
土壤团聚体进行分级。具体操作为：称取风干土样

１００ｇ，置于２ｍｍ的筛子上，在室温条件下用蒸馏水
浸润５ｍｉｎ，然后以３０次／ｍｉｎ的速度在蒸馏水中振
荡２ｍｉｎ，上下振幅为 ３ｃｍ，将筛上的团聚体冲洗至
烧杯中，小于 ００５３ｍｍ水稳性团聚体则需在筒内
沉降４８ｈ，弃去上清液后，将团聚体转移至烧杯中。
将盛有团聚体的烧杯置于 ５０℃条件下干燥，称量，
计算各粒级团聚体的组成，同时将干燥的团聚体磨

细过０２５ｍｍ筛备用。

１３　数据处理
数据经 Ｅｘｃｅｌ２００３整理后，采用 ＳＰＳＳ１２０统

计软件进行相关性分析和 Ｄｕｎｃａｎ极差 ５％水平的
差异显著性分析。

２　结果与讨论

２１　土壤微生物变化
２１１　土壤总 ＤＮＡ提取

由图１可知，ＣＫ、Ｆ、ＣＦ和 ＯＦ处理的各粒级总
ＤＮＡ提取都在 ２３ｋｂ以上，说明土壤微生物提取完
全，为图２的 ＰＣＲＤＧＧＥ电泳微生物多态性分离和
表１的微生物数量测定提供了充足的依据。（图 ２
左侧数字 Ａ－Ｂ：Ｃ模式中，Ａ和 Ｂ表示从第 Ａ个土
样到第 Ｂ个土样，Ｃ表示同一微生物出现的次数。）

图 １　不同施肥处理土壤总 ＤＮＡ提取

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｏｉｌｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

图 ２　不同施肥处理下土壤各粒级团聚体 ＰＣＲＤＧＧＥ

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲＤＧＧＥｏｆｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｆｓｏｉｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

２１２　ＰＣＲＤＧＧＥ分析
由图２和表 １可知，经 ＣＫ、Ｆ、ＣＦ和 ＯＦ处理后

土壤各粒级团聚体的生物多样性分布，粒级 ００５３～
０２５ｍｍ和０２５～２ｍｍＰＣＲＤＧＧＥ条带数最多，故
微生物种类居多。且 ＯＦ处理的土壤各粒级团聚体
中微生物数量最高，０～００５３ｍｍ、００５３～０２５ｍｍ
和０２５～２ｍｍ的生物多样性也处于最高。大于
２ｍｍ的土壤虽生物多样性较少，但微生物数量同比

仍然最高。

从表２得出，ＣＫ、Ｆ、ＣＦ和 ＯＦ处理土壤各粒级
团聚 体 均 有 的 １－１６微 生 物 为 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ
ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ（溶纤维丁酸弧菌）和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ（假
单胞菌属），两种微生物都具有降解木质素低分子

量部分和木质素降解产物的能力且后者数量较大，

对土壤中全碳含量提高和团聚体分布有一定的影

响 。１－４∶３为Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ（棒状杆菌），该菌
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表 １　不同施肥处理微生物数量变化

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

样品 粒级／ｍｍ 微生物数量／个·ｇ－１ 条带数

大于２ ３８×１０５ ８

ＣＫ
０２５～２ ６８×１０８ ９

００５３～０２５ １５×１０６ ９

小于００５３ ２５×１０６ ９

大于２ ４０×１０５ ３

Ｆ
０２５～２ ７３×１０８ ９

００５３～０２５ １４×１０６ ８

小于００５３ ２６×１０６ ８

大于２ ５２×１０６ ８

ＣＦ
０２５～２ ７４×１０９ ９

００５３～０２５ １６×１０６ ９

小于００５３ ２７×１０６ ６

大于２ ２２×１０７ ４

ＯＦ
０２５～２ ９９×１０１０ １０

００５３～０２５ １８×１０６ １１

小于００５３ ２９×１０６ ９

图 ３　土壤各粒级团聚体含量柱图

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｓｏｉｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
　

种具有较强胞外酶活性，可以分解蛋白类物质，在

ＯＦ处理中大量出现证明长期施用有机肥对微生物
种群提供相应的营养物质，为微生物繁殖提供能量

保障。１－９∶６为 Ｇｕｎｎｅｒａ（根乃拉草菌），该菌种具
有一定的固氮能量，在００５３～０２５ｍｍ粒级的土壤
中均出现，说明土壤中固氮的微生物菌群出现在该

粒级较多。在土壤粒级为 ００５３～０２５ｍｍ和
０２５～２ ｍｍ 中 大 量 出 现 的 ５ －１５∶１０ 为
Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ（高温单胞菌）、８－１４∶７（１）为
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｕｓ（丙酸杆菌）、８－１４∶７（２）为
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ（链孢囊菌），其具有固氮和部分抗
细菌、真菌繁殖的功能，这解释了在大于 ２ｍｍ的土
壤团聚体中 ＯＦ处理中微生物种类少但数量不少的
原因。

表 ２　ＰＣＲＤＧＧＥ后测序结果

Ｔａｂ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲＤＧＧＥ

条带分布 ＮＣＢＩ测序结果（登录号） 相似度／％

１－１６∶１６ Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ（ＡＭ０３９８２２１） ９９

１－４∶３ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ（ＧＵ３０４６３３１） １００

１－９∶６ Ｇｕｎｎｅｒａ（ＧＱ９９８３５７１） １００

１－４∶３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ（ＡＢ２４１６８０１） ９７

１－１２∶８ Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｓｐ（ＤＱ３４３７６３１） ９２

１－１６∶１６ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ（ＧＵ５７０６４５１） ９９

１－１６∶１４ Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ（ＪＮ００１３１２１） １００

１４－１６∶３ Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ（ＨＭ４６８１１４１） １００

１－５∶１ Ｆｉｎｅｇｏｌｄｉａｍａｇｎａ（ＡＢ６４０６９１１） １００

３－７∶５ Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ（ＡＢ５８８６３１１） ９７

３－１５∶１２ Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａｓｐ（ＡＢ５６２４８７１） ９９

３－１５∶１２ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ（ＡＢ４５３３０８１） １００

５－１５∶１０ Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ（ＡＦ３４５８６１１） ９８

８－１４∶７（１） Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｕｓ（ＣＰ００２４０３１） ９２

８－１４∶７（２） Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ（ＨＱ９１７６７０１） ９７

２２　不同施肥处理的土壤全碳量分析
２２１　团聚体的组成

从图３可见，在 ＣＫ、Ｆ、ＣＦ和 ＯＦ处理中，随着
粒级的减少团聚体呈现先增加后减少的趋势。与

Ｍａｎｎａ等［１１］
和李凯等

［１２］
研究一致，该 ４个粒级团

聚体中，０２５～２ｍｍ为优势粒级团聚体，范围在
２７５％ ～５７６％之间。说明 ０２５～２ｍｍ粒级是大
团聚体的重要组成部分。

施用有机肥后大团聚体含量增加，微团聚体含

量减少（图３）。说明施用有机肥更能促进大团聚体
的形成，与 ＣＫ相比，Ｆ、ＣＦ和 ＯＦ处理中，施用 ＯＦ
的０２５～２ｍｍ粒级团聚体的含量显著增加，增加
了１０９０％；００５３～０２５ｍｍ和小于００５３ｍｍ粒级
团聚体的含量均下降，与 ＣＫ 相比分别下降了
３１９％和１４２１％。另外从表 １可知，在长期施用
有机肥（ＯＦ）后，微生物数量（９９×１０９个／ｇ）和生物

多样性（１０条带）都显著提高。
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由此推出，０２５～２ｍｍ粒级团聚体的形成与微
生物多样性和数量呈正相关，所以长期施用有机肥

可以显著提高土壤水稳性大团聚体的形成。

２２２　团聚体的全碳含量
图４显示了团聚体的全碳含量，除 ＣＦ和 ＯＦ处

理中的大于２ｍｍ土壤团聚体有差异外（虽然 ＯＦ处
理中微生物多样性减少为 ４条带，但数量仍为最高

２２×１０７个／ｇ，证明外来微生物群体已经成为粒径
大于２ｍｍ土壤中的微生物主体，因有机肥中含有
大量分解纤维素的菌种，全碳含量有明显增加），Ｆ
处理各粒级团聚体间没有明显差异。随着粒级的减

少团聚体全碳含量逐渐下降，ＯＦ和 ＣＦ处理的表现
尤为明显，与 ＣＫ相比，大于 ２ｍｍ粒级团聚体增长
幅度为４６９％和１３０％。

图 ４　土壤各粒级团聚体全碳含量柱图

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃａｒｂｏｎｉｎｖａｒｉｏｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｓｏｉｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
　
２２３　团聚体全碳含量与各粒级含量的相关性

表 ３表明，团聚体全碳含量与大团聚体含量呈
正相关，与微团聚体含量呈显著负相关。大于 ２ｍｍ
粒级团聚体的含量与团聚体的碳含量呈正相关。

０２５～２ｍｍ粒级团聚体的含量与团聚体碳量间呈
极显著正相关，００５３～０２５ｍｍ粒级团聚体的含量
与 该 粒 级 的 碳 量 间 呈 极 显 著 负 相 关。小 于

００５３ｍｍ粒级团聚体含量与该粒级的碳量间呈显
著负相关。

表 ３　土壤团聚体含量与团聚体碳含量的相关关系

Ｔａｂ．３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｏｉｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓ

ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｃａｒｂｏｎｃｏｎｔｅｎｔ

粒径／ｍｍ 线性方程 相关系数

大于２ Ｙ＝０３４３８ｘ－０６７７７ Ｒ２＝０３８５０（ｎ＝８，ｐ＜００５）

０２５～２ Ｙ＝２２８２ｘ－２９０１８ Ｒ２＝０７０７７（ｎ＝７，ｐ＜００１）

００５３～０２５ Ｙ＝－１９７０ｘ＋８３５２７ Ｒ２＝０７２７４（ｎ＝８，ｐ＜００１）

小于００５３ Ｙ＝－２１２９ｘ＋８２０４ Ｒ２＝０６２６４（ｎ＝８，ｐ＜００５）

３　结论

（１）施肥处理主要增加了棕壤中大粒级水稳性
团聚体含量，其中 ０２５～２ｍｍ水稳性团聚体大量
增加，而 ＯＦ处理因微生物数量和种类的特异性而
增加最多，ＣＦ处理次之。

（２）施肥的４个处理中，只有大于 ２ｍｍ的 ＣＦ
和 ＯＦ处理碳增加较为明显（有机肥中纤维素和木
质素分解菌群对固碳帮助尤为明显），其他均无明

显变化。证明有机肥的施用可以促进棕壤水稳性大

团聚体形成和碳量的增加。

（３）棕壤团聚体全碳含量与大团聚体含量呈正
相关，与微团聚体含量呈显著负相关。大于 ２ｍｍ
粒级团聚体的含量与团聚体的碳含量呈正相关。

０２５～２ｍｍ粒级团聚体的含量与团聚体碳量间呈
极显著正相关，００５３～０２５ｍｍ粒级团聚体的含量
与该粒级的碳量间呈极显著负相关。小于００５３ｍｍ
粒级团聚体含量与该粒级的碳量间呈显著负相关。
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