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　　摘要：通过对江西省抚州市南丰县市山镇郊橘园土壤、莱溪水田边橘园土壤、军峰山石桥橘园下层土壤、禖江边橘
园上层土壤的微生物进行培养，再通过菌落观察、测量、计数及细胞形态、大小的观测，计算出各土壤培养组中固氮菌

群落的Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数（ｄｍａ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数（Ｄ）、Ｓｈａｎｎｏｍ－Ｗｉｎｅｎｅｒ多样性指数（Ｈ′）、Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数
（Ｊｓｗ）、每皿平均种类数和平均个体数，再进行种群间的相似性分析，以期能体现南丰蜜橘的独特性和南丰蜜橘橘园
土壤微生物的多样性状况。试验结果表明，南丰蜜橘不同耕作方式对土壤有一定影响，合理的种植措施可以改善土壤

微生物多样性，从而使南丰蜜橘高产、优质。初步得出结论：除保证品系、苗木质量、合理施肥外，保护产地的生态条件

是目前情形下保护南丰蜜橘优良品质最有效的措施。
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　　南丰蜜橘（Ｃｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａ）香甜可口，核小，果实色泽金
黄，皮薄肉嫩，食不存渣，风味浓郁，芳香扑鼻，以其滋味浓醇

而著称于世，是江西省甚至是全国的著名良种。南丰蜜橘的

品质是南丰蜜橘研究的核心问题，但随着种植面积大幅度增

加以及产量的提高，人们普遍反映南丰蜜橘的质量和风味下

降，值得研究者和种植者关注。品质是蜜橘产业化的核心，南

丰蜜橘发展的关键点应当放在提高品质上，应加大南丰蜜橘

产业产前、产中、产后的投入力度。南丰蜜橘整体品质自

１９９１年大冻后有所下降，在不同程度上出现皮厚、不化渣、味
不浓、籽多、偏酸等现象。据江西省南丰蜜橘普查工作小组

１９９９年对南丰县３６个典型橘园３６个果样的调查分析，符合
江西省标准 ＤＢ３６／Ｔ１２７—１９９３《南丰蜜橘》的仅有 １３个果
样，占总样的３６％，１９％的果样可溶性固形物含量低于标准，
６４％的果样含酸量不符合标准［１－６］。方治军等研究发现，南

丰蜜橘在果实的色泽、肉质、风味、可溶性固形物含量、维生素

Ｃ含量等方面存在较大的差异，并与产地气候、土壤等主要生
态因子有一定的相关性［７］，其中土壤养分是影响土壤性质的

重要因子，对南丰蜜橘产量和品质有显著的影响。土壤中的

氮素损失一直是土壤微生物学家重视的问题，目前正在研究

以抑制硝化细菌活动的方式减少土壤中的硝化、反硝化作用，

从而防止氮肥的损失和避免因形成亚硝酸而污染水域。固氮

菌除能固氮之外，还能形成维生素和异生长素，不仅能刺激农

作物生长发育、提高产量，也能加强其他根际微生物的生命活

动，促进土壤有机物质的矿化作用，从而改良土壤结构、改善

农作物品质［８－１３］。许多对植物或动物有害的物质如农药、重

金属等超过一定限度同样会影响或危及土壤微生物种类，而

土壤具有分解有毒化合物的作用，这种作用是靠土壤中的微

生物（主要是细菌）来完成的［１４－１６］，这也是橘园土壤固氮菌

研究的重要性在另一个方面的体现。陈晶等研究表明，不同

农药及其不同浓度对自生固氮菌生长及固氮量的影响有所不

同，从而为添加固氮菌以提高农作物产量、监测固氮菌含量来

评估作物产量，以及田间正确使用农药提供了理论依据。另

外，目前利用固氮菌开发的生物型肥料也日益应用在绿色农

业生产中［１５－１７］。

本研究通过对江西省抚州市南丰县市山镇郊橘园土壤、莱

溪水田边橘园土壤、军峰山石桥橘园下层土壤、禖江边橘园上

层土壤的微生物进行培养、观察、计算，分析土壤微生物的多样

性指标，以期为保持南丰蜜橘生长所需的土壤条件提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
１．１．１　材料来源　所用土样分别采自江西省南丰县莱溪田
边橘园土壤、市山镇郊平地橘园土壤、禖江边平地橘园土壤、

军峰山脚下橘园土壤。

１．１．２　试验试剂　主要试剂有：５０ｍｇ／Ｌ重铬酸钾抑制剂溶
液、１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液、复红染剂、改良的 Ａｓｈｂｙ培养基、革
兰氏染色剂、９５％乙醇溶液、０．８５％生理盐水、番红溶液、碘
液、结晶紫染液、无菌水等。

１．１．３　仪器与耗材　主要仪器与耗材有：ＤＨＧ－９００３ＢＳ－
Ⅲ型电热恒温鼓风干燥箱、ＤＮＰ－９００２ＢＣ－Ⅲ型电热恒温培
养箱、ＢＤ－１５６ＣＴ型超低温冰柜、ＳＷ－ＣＪ－２Ｆ型双人双面净
化工作台、Ｂ－１０３单目显微镜、ＢＣＤ－１９３Ａ冰箱、ＢＳ２２３Ｓ电
子天平、ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台、Ｂ２０３ＬＥＤ生物显微镜、
ＹＸ２８０Ａ手提式不锈钢蒸气消毒器、锥形瓶、电炉、无菌试管、
无菌培养皿、无菌烧杯、玻璃棒、接种环、无菌吸管、无菌棉、吸

水纸、擦镜纸、量筒、试管架、刷子、载玻片、显微镜、滴管、无菌

锥形瓶、石棉网、手套、无菌袋、移液枪、涂棒、锡纸、盖玻片、精

确ｐＨ试纸等。
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１．２　试验方法与步骤
１．２．１　配制改良后的 Ａｓｈｂｙ培养基　分别在加有一定蒸馏
水的烧杯中加入 １００ｇ甘露醇、５ｇＣａＣＯ３、０．２ｇＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．１ｇＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ、０．２ｇＫＨ２ＰＯ４、０．１ｇＣａＳＯ４·
２Ｈ２Ｏ、０．２ｇＮａＣｌ、２０ｇ琼脂，加热使琼脂融化后加蒸馏水定
容至１０００ｍＬ。
１．２．２　南丰蜜橘土壤中固氮菌的分离培养　制备土壤稀释
液，用移液枪吸取０．１ｍＬ土壤稀释液涂布在改良的Ａｓｈｂｙ培
养基中，将平板倒置于３０℃恒温培养箱中培养４ｄ［１８］。之后
每过１ｄ对每个培养皿中产生的固氮菌分别进行计数并描述
各种固氮菌的形态、生化生理特征［１９－２１］。

１．２．３　革兰氏染色及个体形态观察与计数　取固氮菌常规
涂片、干燥、固定。滴加结晶紫（刚好将菌膜覆盖即可）染色

１～２ｍｉｎ，之后水洗。残水用碘液冲去，并用碘液覆盖约
１ｍｉｎ，再水洗。用滤纸吸去玻片上的残水，将玻片倾斜，置于
白色背景下，用滴管流加９５％的乙醇脱色，直至流出的乙醇
不出现紫色时，立即水洗。用番红液复染约２ｍｉｎ，水洗。干
燥后，用油镜观察菌种的形态，结合细菌计数板计数。

１．３　计算公式：
总个体数：Ｎ＝∑ＮｉＳｉ；
总种数：Ｓ＝∑Ｓｉ；

Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数：ｄｍａ＝（Ｓ－１）／ｌｎＮ；
Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数：Ｄ＝１－∑Ｐ２ｉ；

Ｓｈａｎｎｏｍ－Ｗｉｎｅｎｅｒ多样性指数：Ｈ′＝－∑ＰｉｌｎＰｉ；
Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数：Ｊｓｗ＝Ｈ′／Ｈ′ｍａｘ。

２　结果与分析

２．１　南丰蜜橘土壤固氮菌多样性指数统计分析结果
通过对市山镇郊橘园土壤（１号土样）、莱溪水田边橘园

上层土壤（２号土样）、莱溪水田边橘园中层土壤（３号土样）、
军峰山石桥橘园下层土壤（４号土样）、禖江边橘园上层土壤
（５号土样）、莱溪水田边橘土下层土壤（６号土样）的土壤固
氮菌种数和个体数对应关系计算出Ｎｉ、Ｓｉ，再运用“１．３”节各
公式计算出各土壤培养组固氮菌群落的Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数
（ｄｍａ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数（Ｄ）、Ｓｈａｎｎｏｍ－ｗｉｎｅｎｅｒ多样性
指数（Ｈ′）、Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数（Ｊｓｗ）、每皿平均种数和平均个
体数，结果见表１、图１、图２。
２．２　根据固氮菌进行样点间聚类分析

本试验中，采用最短距离法进行聚类分析，以２个样方间
距离系数ＢＣ为指标，各样方用Ｓａｍｐｌｅｉ表示（Ｓａｍｐｌｅ１代表
市山镇郊橘园土壤、Ｓａｍｐｌｅ２代表莱溪水田边橘园上层土壤、
Ｓａｍｐｌｅ３代表莱溪水田边橘园中层土壤、Ｓａｍｐｌｅ４代表军峰

表１　各采样点橘园土壤固氮菌个体数目与种数对应关系

土样

编号

固氮菌数（个）和种数（种）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天 第９天 总计 每皿平均
ｄｍａ Ｄ Ｈ′ Ｊｓｗ

１号 １（１） ４（２） １２（１） ２１（１）５１７（１） ５５６（６） ５５．５（０．６）０．７９１２０．１３６９０．３２２５０．１７９９
２号 ５（１） １２（１） １９（１）１１５（１）７８２（１） ９３３（５） ９３．３（０．５）０．５８４９０．２８１６０．４８９９０．３０４４
３号 １（１） ３（１） ７（１） ８（１） １６１（１） １８０（５） １８．０（０．５）１．２５２７０．１９６５０．４６０６０．２８６３
４号 １（２） ４（１） ５（１） １５９（１）２６７（１） ４３７（６） ４３．７（０．６）０．８２２３０．４９４３０．７７６９０．４３３６
５号 １（４） ２（１） ３（１） ５（２） ７（１） １４（１） １７（１） ２９（１） ３５（１） １２１（１３） １２．１（１．３）２．５３８６０．８２１８１．６８３９０．６５６５
６号 １（１） ２（２） ６（１） ２７（１）２８３（１） ３２１（６） ３２．１（０．６）０．８６６４０．２１５２０．３８２９０．２１３７

　　注：括号外为固氮菌数，括号内为种数。

山石桥橘园下层土壤、Ｓａｍｐｌｅ５代表禖江边橘园上层土壤、
Ｓａｍｐｌｅ６代表莱溪水田边橘园下层土壤），ｄｉｊ表示 ｘｉ与 ｘｊ之
间的距离，Ｄｐｑ表示样方 Ｓａｍｐｌｅｐ与样方 Ｓａｍｐｌｅｑ之间的距
离。则２个样方间的最短距离表示为：Ｄｓ（ｐ，ｑ）＝ｍｉｎ｛ｄｊｋ︱
ｊ∈Ｇｐ，ｋ∈Ｇｑ｝。采用最短距离法对本试验中的６个样方进行
分类，得各样方间距离，Ｄ（０）矩阵见表２。

表２　不同样方间距离Ｄ（０）矩阵

类别
相似率（％）

Ｓａｍｐｌｅ１Ｓａｍｐｌｅ２Ｓａｍｐｌｅ３Ｓａｍｐｌｅ４Ｓａｍｐｌｅ５ Ｓａｍｐｌｅ６
Ｓａｍｐｌｅ１ １００ ６９．８３９１ ０．００００ ０．２００８ ６．１７６５ ０．２２７３
Ｓａｍｐｌｅ２ １００ ２０．６６４９ １９．７０８０ ６．８３１１ ２１．３７１６
Ｓａｍｐｌｅ３ １００ ５１．８６３９ ２７．９０７０ ６７．４６５１
Ｓａｍｐｌｅ４ １００ １２．５４４８ ４９．０７６５
Ｓａｍｐｌｅ５ １００ １６．２８９６
Ｓａｍｐｌｅ６ １００

表３　样点之间的相似度

步骤 簇 距离（％） 相似度（％） Ｊｏｉｎｅｄ１Ｊｏｉｎｅｄ２
１ ５ ３０．１６０８５８１５ ６９．８３９１４１８５ １ ２
２ ４ ３２．５３４９３１１８ ６７．４６５０６８８２ ３ ６
３ ３ ４８．１３６１４２７３ ５１．８６３８５７２７ ３ ４
４ ２ ７２．０９３０２５２１ ２７．９０６９７４７９ ３ ５
５ １ ７８．６２８３８７４５ ２１．３７１６１２５５ １ ３
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由表２、表３可画聚类图来表示，详见图３。

从图３可以通过距离的大小看出聚类的密切程度，距离
越大，样本间的差异也越大；反之，样本间的差异越小。

Ｓａｍｐｌｅ１和Ｓａｍｐｌｅ２的距离最小，故二者间的相似度也就最
高；其次是 Ｓａｍｐｌｅ３与 Ｓａｍｐｌｅ６之间的距离，也很近。将
Ｓａｍｐｌｅ３与Ｓａｍｐｌｅ６的交点记为 Ａ，则 Ａ与 Ｓａｍｐｌｅ４的距离
最短，若将Ａ与Ｓａｍｐｌｅ４的距离记为 Ｂ，则 Ｂ与 Ｓａｍｐｌｅ５越
近。相似度最远的是 Ｓａｍｐｌｅ１与 Ｓａｍｐｌｅ５。也就是说，从固
氮菌丰富性来讲，市山镇郊橘园土壤与莱溪水田边橘园上层

土壤间的相似度最高，莱溪水田边橘园中层土壤与莱溪水田

边橘园下层土壤相似度次之，而市山镇郊橘园土壤与莱溪水

田边橘园下层土壤间的相似度最低。

值得注意的是，利用最短距离法进行聚类分析有很多优

点，其分类简单、应用广泛，当两类合并后与其他类的距离是

所有距离中最小者，从而缩小了新合并类与其他类的距离，产

生空间收缩，因而其灵敏度相对较低。

３　讨论与结论

３．１　讨论
微生物参与土壤物质转化过程，在土壤形成、肥力演变、

植物养分有效化和土壤结构的形成与改良、有毒物质降解及

净化等方面起着重要作用，数量庞大、种类繁多的土壤微生物

是丰富的生物资源库。由于人类对自然环境、自然资源的过

度开发和干预，使得地球上数以万计的物种消失或濒临灭绝，

生境被严重破坏，生物多样性丧失，生态系统稳定性变弱，资

源日益枯竭。植物根际微生态环境中，土壤微生物数量多、密

度大，能在植物根系周围形成一个物理屏障，由于在根际周围

的分泌物很多，最后在根冠周围形成黏质层，进而构成一个相

对稳定的微生态环境，这对保护植物根系、提供营养物质、减

少病原菌和害虫入侵具有相当重要的作用。不同污染程度的

土壤微生物群落序列在其均匀度指数、丰富度指数等方面均

存在差异。通过对南丰蜜橘园土壤细菌 Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指
数、Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数、Ｓｈａｎｎｏｍ－Ｗｉｎｅｎｅｒ多样性指数、
Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数、每皿平均固氮菌种数和平均固氮菌个体
数的测算，侧面反映了南丰蜜橘不同橘园土壤微生物种群在

均匀度指数、丰富度指数等方面存在的差异。

３．２　结论
通过对６种橘园土样挂果期土壤固氮菌的培养、菌落计

数及统计计算，根据公式计算土样中固氮菌群落的 Ｍａｒｇａｌｅｆ

丰富度指数（ｄｍａ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数（Ｄ）、Ｓｈａｎｎｏｍ－
Ｗｉｎｅｎｅｒ多样性指数（Ｈ’）、Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数（Ｊｓｗ）、每皿平
均固氮菌种数、平均固氮菌个体数。可以得出以下结论：（１）
Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数（ｄｍａ）大小为：５号土样 ＞３号土样 ＞６
号土样＞４号土样＞１号土样＞２号土样；（２）Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度
（Ｄ）大小为：５号土样＞４号土样 ＞２号土样 ＞６号土样 ＞３
号土样＞１号土样；（３）Ｓｈａｎｎｏｍ－Ｗｉｎｅｎｅｒ多样性指数（Ｈ′）
大小为：５号土样＞４号土样 ＞２号土样 ＞３号土样 ＞６号土
样＞１号土样；（４）Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数（Ｊｓｗ）大小为：５号土
样＞４号土样 ＞２号土样 ＞３号土样 ＞６号土样 ＞１号土样；
（５）平均种类数大小为：５号土样 ＞１号土样 ＝６号土样 ＝４
号土样＞２号土样＝３号土样；（６）平均个体数大小为：２号土
样＞１号土样＞４号土样＞６号土样＞３号土样＞５号土样。

莱溪水田边橘园上层土壤的平均固氮菌个体数最多，说

明其相对稳定的环境比其他样点的土壤更有利于固氮菌的生

长；禖江边橘园上层土壤拥有的物种丰富度指数和多样性指

数要远高于其他土壤。说明禖江边橘园上层土壤更有利于固

氮菌物种多样性的发展。

不同样地的南丰蜜橘挂果期土壤固氮菌的数量、种类以

及多样性差异的出现，是由于它们所处的地理位置不同，另外

人为干扰也占绝大一部分因素。南丰蜜橘品质的好坏原因

中，其地理环境是最重要的，因为一方面它直接影响到微生物

的生长情况，不同的地域可能由于气候和土壤条件的不同会

使微生物的种类、个体数、多样性产生明显的差异。而另一方

面人为干扰也会造成蜜橘品质不同，适当的施肥很重要，但过

度施肥有可能导致南丰蜜橘品质下降，以致失去原味，变得更

酸。同时，耕作方式和农药喷洒等因素都会造成生物群落的

改变，从而对南丰蜜橘的品质造成一定的影响。由于禖江边

橘园上层土壤微生物群落除受水质以及外围杂草侵入等少量

因素影响外，基本保持原始状态；而其他的样地耕作方式、化

肥和农药施用等人为环境的干扰较严重，土壤微生物群落变

化较大。可以适当地进行人为的呵护，从而让其保持原有生

态布局。本研究表明，土壤微生物的多样性反映出南丰蜜橘

各个橘园的土质情况，应结合当地实际情况，通过各种途径进

行土壤改良。所以为了保护好南丰蜜橘的优良品质，应尽量

让其在原产地生长。
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包膜氮肥、保水剂和生物炭

在控制农田土壤氮素损失方面的应用综述

邱　月，张　辉
（上海交通大学环境科学与工程学院，上海２００２４０）

　　摘要：氮肥中的氮素损失是限制农业生产中肥料利用率的最主要因素，损失的氮素威胁着大气、水、土壤环境安全
和人体健康。选取包膜氮肥、保水剂和生物炭３种用于控制土壤氮素损失的材料，分析了各自的作用机理、应用情况
和存在的问题。结果表明：包膜氮肥利用膜材料阻隔肥料与土壤接触，从而控制养分释放，被应用到包膜上的材料有

无机材料、有机聚合物和易降解的生物质材料；保水剂是一种吸水力极强的树脂，通过吸附土壤水分和养分、改变土壤

理化性质影响氮的迁移转化，在与肥料结合制成凝胶、混合聚合物和包膜氮肥后能有效减少氮素损失；生物炭富含独

特的微孔结构和多种养分，能有效吸附氮素并影响微生物对氮素的转化，其作用机理和效果目前还存在争议。由于这

３种材料在控制氮素损失方面潜力巨大，文章最后给出了未来发展需要注意的问题。
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　　自然条件下植物能够吸收和固定的氮素非常有限，氮肥
的使用有效提高了作物品质和产量。第２次世界大战以后，
随着全球人口的快速增长，氮肥施用量也迅速增加。至２００９
年，中国氮肥生产量已达到３６０８万ｔ，占全球的３４％，而施用
量也达到３３６０万ｔ，占全球的３３％［１］。施入土壤中的氮一般

只能被植物吸收３０％～４０％，一半以上的氮素通过多种途径
损失到环境中。过多的氮素滞留在土壤中造成土壤酸化，或

随地表径流、淋溶水流失引起地下水硝酸盐超标［２］、地表水

体富营养化［３］；气态的氨、一氧化氮、氧化亚氮进入大气，引

起氮素沉降［４］、酸雨、温室效应和臭氧层破坏［５］。因此，寻求

减少土壤氮素损失的有效方法、提高氮素利用率，对于节约农

业成本、控制氮素引起的环境污染有着重要的现实意义。

为控制土壤氮素损失，国内外学者研究了多种材料和方

法。其中包膜氮肥由于含氮量高、控释效果好受到广泛关注

和应用；保水剂具有良好的保水能力，常添加到干旱土壤中用

于保持水分，对土壤性质的改变也影响了氮素的迁移转化；生

物炭是一种富含微孔和多种养分的生物质材料，近年来被用

作土壤改良剂以改善土壤状况，而在控制土壤氮素损失方面

还处于起步阶段。通过探讨这几种材料与氮素的作用机理，

分析它们各自的研究和应用情况，有利于挖掘它们在氮素损

失控制方面的价值，可为减少氮素污染提供有效的方法。
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