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　　摘要：依托中国科学院环江喀斯特农业生态试验站玉米—大豆轮作长期施肥定位试验，研究长期不同施肥策略下
作物根际和非根际土壤氮形态及酶活性特征，为提高喀斯特地区农田氮肥利用效率和改善农田生态环境等提供科学

依据。试验包括不施肥（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、单施化肥（ＮＰＫ）、７０％ＮＰＫ＋３０％秸秆（ＬＳＮＰＫ）、７０％ＮＰＫ＋３０％牛粪（ＬＭＮＰＫ）、
４０％ ＮＰＫ＋６０％秸秆（ＨＳＮＰＫ）、４０％ ＮＰＫ＋６０％牛粪（ＨＭＮＰＫ）６个处理。结果表明，施肥对土壤氮形态和酶活性的
影响因农田作物类型而异。与不施肥处理相比，施肥处理提高了玉米季非根际土壤和大豆季根际土壤硝态氮含量。

根际土壤硝态氮含量整体低于非根际。施肥处理除增加大豆根际土铵态氮含量外，对玉米季根际和非根际土壤铵态

氮含量无显著影响。土壤微生物生物量氮（ＭＢＮ）含量对施肥响应不显著，大豆季土壤 ＭＢＮ含量整体要低于玉米季
土壤。与不施肥处理相比，施肥处理未对玉米季土壤乙酰氨基葡糖苷酶（ＮＡＧ）活性产生显著影响，而显著提高了大
豆季非根际土壤ＮＡＧ活性。亮氨酸氨基肽酶 （ＬＡＰ）活性变化对施肥响应不敏感。相关性分析结果表明，土壤含水
量是影响硝态氮含量的关键因子。ＮＡＧ和ＬＡＰ活性与有机碳和全氮含量间相关性不显著，说明喀斯特农田土壤氮转
化酶活性不受底物限制。可见，西南喀斯特地区农田土壤氮形态及酶活性对长期施肥的响应特征有别于其他地区，有

必要结合区域气候条件、地质背景以及耕作习惯制定科学合理的施肥策略。
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　　氮素是作物生长需求最大的养分元素，在农业
生产实践中也常施用化学氮肥来维持和提高作物

产量。然而，过量的氮肥投入不仅大大提高农业生

产成本，同时也对生态环境造成严重威胁，如引起

土壤酸化［１］、地下水污染［２］等。氮素在土壤中的转

化主要由微生物驱动，微生物通过分泌不同的酶来

参与催化土壤中的各类生化反应，在土壤有机质矿

化、养分元素循环与转化等方面起着关键作用，因

而微生物生物量及酶活性也被认为是反映土壤肥

力的重要生化指标［３－４］。可见，了解土壤微生物和

酶活性特征对于提高调控土壤氮素循环能力、减少

氮素流失、保障农业生产以及维护生态环境健康等

方面都具有重要的意义。

施肥作为维持和提高作物产量的重要农艺措

施，可以通过改变底物有效性和土壤化学性质，如

改变土壤ｐＨ值、氧化还原电位（Ｅｈ）等，进而影响土
壤微生物活性与养分循环过程，但不同的施肥措施

报道效果不一［５］。通常而言，施肥能有效提高土壤

有机碳含量、微生物种类与生物量、土壤酶活性。

以往关于农田施肥对土壤氮转化相关酶影响的研

究主要集中在脲酶和硝酸还原酶等方面［６－９］，而对

直接参与氮转化的乙酰氨基葡萄糖苷酶 （ＮＡＧ）和
亮氨酸氨基肽酶 （ＬＡＰ）等研究较少。

根系是植物吸收养分的主要途径，其直接与土

壤接触而进行频繁的物质和能量交换。根际微域

内生化过程活跃，其养分的分布和转化往往与植物

养分吸收密切相关。大量研究表明，植物根际与非

根际土壤在化学性质如有机质含量、ｐＨ值、养分含
量和形态［１０］以及微生物活性和多样性［１１－１２］等方面
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都存在很大差异，即根际效应。一般认为，根际土

壤微生物生物量和酶活性高于非根际土壤。此外，

研究也发现根际效应受植物类型和土壤环境等多

种因素的影响［１３］。在荒漠生态系统的研究结果表

明，灌木的根际效应优于草本植物［１４］，豆科植物的

根际效应要大于禾本科植物［１５］。

我国西南喀斯特地区位于长江和珠江两大水

系上游，是我国重要的生态屏障区。该地区人口密

度较大且贫困人口多，面临着极大的生存发展压

力，加之地质背景特殊，生态环境脆弱，在人为活动

干扰下极易发生水土流失，甚至导致石漠化［１６］。目

前，喀斯特针对植物根际效应的研究主要集中于自

然或近自然生态系统［１７－２０］，而对农田生态系统关注

较少。梁月明等发现，喀斯特优势灌木根际养分富

集效应要弱于其他非喀斯特地区［２１］。为更好地保

护农田土壤资源，维护区域生态安全，亟需探索适

宜于喀斯特地区农田可持续利用的施肥管理模式。

鉴于此，本研究以位于典型喀斯特地区广西环江的

长期施肥定位试验小区为基础，研究长期不同施肥

策略对玉米—大豆轮作体系根际和非根际土壤氮

形态和氮转化相关酶活性的影响，以期为制定合理

施肥策略，促进喀斯特地区农田生态系统养分良性

循环和提高土壤可持续利用能力提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验小区
试验依托于中国科学院环江喀斯特农业生态

试验站长期施肥定位试验小区，它于２００６年建立，
土壤类型为棕色石灰土，种植制度为玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓ）—大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）轮作，大豆播种时间为
２０１８年６月１２日，玉米播种时间为２０１９年３月１６
日。设置６个处理，每个处理４次重复，共２４个小
区。处理包括不施肥（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、单施化肥（ＮＰＫ）、
７０％ＮＰＫ＋３０％秸秆（ＬＳＮＰＫ）、７０％ＮＰＫ＋３０％牛
粪（ＬＭＮＰＫ）、４０％ ＮＰＫ＋６０％秸秆（ＨＳＮＰＫ）和
４０％ ＮＰＫ＋６０％牛粪（ＨＭＮＰＫ）。除不施肥处理

外，各施肥处理按照氮磷钾施用量一致原则，玉米

种植期施肥量为 Ｎ含量 ２００ｋｇ／ｈｍ２、Ｐ２Ｏ５含量
９０ｋｇ／ｈｍ２、Ｋ２Ｏ含量 １２０ｋｇ／ｈｍ

２，大豆种植期施肥

量为Ｎ含量 ２２．５ｋｇ／ｈｍ２、Ｐ２Ｏ５含量 ６０．０ｋｇ／ｈｍ
２、

Ｋ２Ｏ含量 ６７．５ｋｇ／ｈｍ
２。还田秸秆来源于广西当

地，种植大豆时用玉米秸秆，种植玉米时用大豆秸

秆，牛粪来源于环江县周边菜牛养殖厂，经堆沤腐

熟后施用。作物日常管理参照当地农户习惯

进行。

１．２　土壤采集
分别于 ２０１８年 １０月 １８日（大豆成熟期）和

２０１９年６月２５日（玉米成熟期）采集大豆和玉米季
耕作层（０～１０ｃｍ）土壤样品。非根际土壤样品按
照随机多点取样法在植株间用土钻采集１０～１５个
土柱混合形成１个混合样。根际土壤样品采用抖落
法采集：在小区内选取长势相近的玉米或大豆植株

８～１０株，拔起后轻轻抖动，然后将附着在根系周围
（１～５ｍｍ）的土壤用软毛刷轻轻刷下，每个小区的
根际土壤组成１个混合土样。所有土壤采集后立即
过 ２ｍｍ筛，一部分保存在４℃冰箱用于无机氮形
态、微生物生物量和酶活性分析；一部分自然风干

后，过１００目筛进行全量养分测定。
１．３　理化分析

土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 计 测 定 （土 水 比 为
１ｇ∶２．５ｍＬ）。土壤有机碳含量采用重铬酸钾容量
法－外加热法测定。土壤微生物量碳氮含量采用
三氯甲烷熏蒸提取法测定，其中浸提液中的微生物

碳含量采用总有机碳分析仪（品牌：日本岛津；型

号：ＴＯＣ－ＶＷＰ）测定，微生物量氮含量采用流动注
射仪（品牌：瑞典福斯；型号：ＦＩＡｓｔａｒ５０００）测定。铵
态氮和硝态氮含量采用０．５ｍｏｌ／ＬＫ２ＳＯ４提取，用
流动注射仪（型号：ＡＡ３）测定。２种氮转化相关酶
活性［乙酰氨基葡糖苷酶和亮氨酸氨基肽酶］采用

９６微孔酶标板荧光分析法进行测定［２２］。酶分析所

用底物见表 １。底物试剂均购自西格玛奥德里奇
（上海）贸易有限公司。

表１　酶分析所用底物

酶 简写 底物

乙酰氨基葡萄糖苷酶 ＮＡＧ ４－甲基伞形酮－Ｎ－乙酰基－β－Ｄ－氨基葡糖苷

亮氨酸氨基肽酶　　 ＬＡＰ Ｌ－亮氨酸－７－氨基－４－甲基香豆素

１．４　数据统计分析
采用ＳＰＳＳ１６０软件进行差异显著性和Ｐｅａｒｓｏｎ

相关分析。不同施肥处理间采用单因素方差分析

（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行差异显著性检验，同一施
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肥处理下根际土与非根际土之间采用配对 ｔ检验。
采用Ｏｒｉｇｉｎ８１软件进行绘图。

２　结果与分析

２．１　长期不同施肥对根际和非根际土壤氮含量的
影响

２．１．１　无机氮含量　与不施肥处理相比，玉米季各
施肥处理非根际土中硝态氮含量均显著增加，而根

际土中各施肥处理硝态氮含量虽有增加，但差异不

显著。此外，ＬＳＮＰＫ、ＨＳＮＰＫ和ＨＭＮＰＫ处理中非根
际土中的硝态氮含量显著高于根际土（图１－Ａ）。
大豆季各施肥处理非根际土硝态氮含量相较于不

施肥处理没有显著变化；而高量秸秆和牛粪配施化

肥处理（ＨＳＮＰＫ和 ＨＭＮＰＫ），根际土硝态氮含量要
显著高于不施肥和单施化肥处理。其中不施肥、

ＮＰＫ和ＬＭＮＰＫ处理非根际土硝态氮含量要显著高

于根际土（图１－Ｂ）。
　　与硝态氮含量相比，土壤中的铵态氮含量水平
整体都较低，平均含量为１～３ｍｇ／ｋｇ。玉米季不同
施肥处理之间根际土和非根际土以及各处理根际

和非根际土之间铵态氮含量的差异均不明显

（图１－Ｃ）。大豆季不同施肥处理非根际土铵态氮
含量无显著差异，而根际土中铵态氮含量则是施肥

处理整体上要高于不施肥处理（图１－Ｄ）。
２．１．２　土壤全氮与微生物生物量氮　由图２可知，
玉米季和大豆季各处理之间根际与非根际土壤微

生物生物量氮含量均没有显著差异（图２－Ａ和图
２－Ｂ）。长期不同施肥措施之间玉米季非根际土壤
全氮含量没有显著差异，而根际土壤全氮含量则是

ＨＭＮＰＫ处理最高，不施肥处理最低。不同施肥处
理对大豆季根际和非根际土壤全氮含量均未产生

显著影响（图２－Ｃ和图２－Ｄ）。

２．２　长期不同施肥对根际和非根际土壤氮转化酶
活性的影响

２．２．１　ＮＡＧ　由图３－Ａ和图３－Ｂ可知，不同施
肥处理对玉米季非根际土壤 ＮＡＧ活性没有显著影
响；但根际土中 ＬＳＮＰＫ处理 ＮＡＧ活性要显著高于

ＬＭＮＰＫ处理。而在大豆季，不同施肥处理对非根际
土壤ＮＡＧ活性有显著影响，而对根际土壤没有显著
影响。大豆季非根际土壤 ＮＡＧ活性以 ＬＭＮＰＫ处
理最高，不施肥处理最低。另外在 ＬＭＮＰＫ处理下，
根际与非根际土壤之间ＮＡＧ活性差异显著。
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２．２．２　ＬＡＰ　长期不同施肥处理对玉米—大豆体
系根际和非根际土壤 ＬＡＰ活性没有产生显著影响
（图３－Ｃ和图３－Ｄ）。ＨＳＮＰＫ处理下玉米根际土
ＬＡＰ活性显著高于非根际土，而在 ＨＭＮＰＫ处理下
玉米根际土ＬＡＰ活性显著低于非根际土，说明高量

施用有机肥处理对玉米根际ＬＡＰ活性有显著影响。
２．３　土壤氮形态、酶活性与土壤基本指标的相关性

由表２可知，土壤总氮（ＴＮ）累积与土壤有机碳
（ＳＯＣ）输入紧密相关。玉米季土壤硝态氮含量与
ＳＯＣ含量、ＴＮ含量、ｐＨ值、含水量及ＭＢＮ含量呈显
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表２　土壤氮形态、转化酶活性与土壤基本指标的相关性

作物 指标
相关系数

ＳＯＣ含量 ＴＮ含量 ｐＨ值 含水量 硝态氮含量 铵态氮含量 ＭＢＮ含量 ＮＡＧ活性

玉米 ＴＮ含量 ０．８９８ １．０００

ｐＨ值 ０．１１６ ０．１１１ １．０００

含水量 －０．０４１ ０．０３０ ０．３６０ １．０００

硝态氮含量 ０．５９６ ０．５０９ ０．２９１ ０．２９７ １．０００

铵态氮含量 －０．１０１ －０．０６６ －０．２３２ －０．０２８ －０．１８６ １．０００

ＭＢＮ含量 ０．４８８ ０．５５２ ０．２４０ ０．０９４ ０．４５９ －０．１３２ １．０００

ＮＡＧ活性 ０．１５７ ０．１０２ －０．０１７ ０．１４１ ０．１９３ ０．２００ －０．０３４ １．０００

ＬＡＰ活性 －０．２１７ －０．２４４ －０．３７９ －０．１６９ －０．２８９ ０．１１５ －０．２９９ ０．０１７

大豆 ＴＮ含量 ０．６７５ １．０００

ｐＨ值 ０．１６６ －０．０５０ １．０００

含水量 ０．２７６ ０．１２２ ０．６０５ １．０００

硝态氮含量 ０．１９４ ０．２４７ ０．２３８ ０．６０７ １．０００

铵态氮含量 －０．１２６ ０．１６０ －０．３０５ －０．２０３ ０．１１８ １．０００

ＭＢＮ含量 ０．２５９ ０．０５４ ０．０５６ ０．０４０ ０．１６３ ０．０６０ １．０００

ＮＡＧ活性 －０．０８２ －０．０６４ ０．０２０ ０．１９３ ０．２１７ ０．０９１ ０．０３０ １．０００

ＬＡＰ活性 －０．２５７ －０．１６２ －０．１７０ ０．１０２ ０．４９２ ０．３２３ ０．１２９ ０．２０８

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平上显著相关。

著正相关关系，和ＬＡＰ活性呈显著负相关关系。大
豆季土壤硝氮含量则只与含水量和 ＬＡＰ活性呈显
著正相关关系。玉米季铵态氮含量与所测土壤指

标均无显著相关关系，大豆季土壤铵氮含量与 ｐＨ
值和ＬＡＰ活性分别呈显著负相关和正相关关系。
玉米季土壤微生物生物量氮含量与 ＳＯＣ含量、ＴＮ
含量、硝态氮含量呈显著正相关关系而与 ＬＡＰ活性
呈显著负相关关系，大豆季土壤微生物生物量氮含

量与各指标关系均不密切。土壤 ＮＡＧ活性在玉米
和大豆两季与土壤各指标的相关性均不明显。玉

米季土壤ＬＡＰ活性与ｐＨ值、硝态氮含量及ＭＢＮ含
量呈显著负相关，大豆季土壤ＬＡＰ活性与硝态氮和
铵态氮含量呈显著正相关关系。

３　结论与讨论

３．１　施肥对土壤氮形态和相关转化酶活性的影响
作物在生长过程中需要从土壤中汲取大量养

分，而施肥是补充土壤被消耗养分最直接有效的手

段。本研究发现，施肥提高了玉米季土壤尤其是非

根际土的硝态氮含量，这与前人的研究结果［２３］一

致。以往研究认为，施肥尤其是施用有机肥能够改

善土壤养分状况，并为微生物提供丰富碳源和氮源

等能量和营养物质，从而促进微生物增殖，提高土

壤微生物生物量碳氮含量［２４－２５］。半干旱地区红油

土２０年的肥料定位试验结果表明，相比不施肥处

理，仅施化肥并不能显著提高土壤微生物生物量氮

含量，而化肥配施有机物料提升效果明显［２６］。黄土

高原觩土［２７］和褐潮土［２８］长期定位施肥试验结果表

明，土壤微生物生物量氮含量呈现不施肥 ＜ＮＰＫ、
ＳＮＰＫ＜ＭＮＰＫ的明显趋势。本研究发现，与不施肥
处理相比，各施肥处理土壤微生物生物量氮含量并没

有显著增加，这可能与喀斯特农田土壤氮背景水平高

有关，微生物处于氮饱和状态，因此对外源施氮响应

不敏感。此外，由于不同类型作物其养分需求规律不

同，使得根系活化养分能力及对土壤微生物活性的影

响也存在差异。本研究表明玉米季土壤微生物生物

量氮含量整体上要高于大豆季，这与周东兴等在东北

玉米—大豆轮作体系下得到的结果［２９］相反。

氮素是作物生长和微生物增殖都必需的养分

元素，在土壤－作物系统中作物与微生物对氮素需
求存在竞争关系，同时微生物也能够通过分泌相应

的胞外酶来分解土壤有机质以获取其中的氮素。

本研究中与不施肥处理相比，玉米季各施肥处理无

论是根际还是非根际土ＮＡＧ活性均没有显著差异；
大豆季ＬＭＮＰＫ和ＨＳＮＰＫ处理非根际土 ＮＡＧ活性
显著高于不施肥处理，而不同施肥处理根际土中

ＮＡＧ活性没有显著差异。玉米季和大豆季无论是
根际土还是非根际土，不同施肥处理之间 ＬＡＰ活性
均无显著差异。这表明喀斯特农田不管是单施化

肥还是有机肥与无机肥配施对土壤氮转化酶（ＮＡＧ
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和ＬＡＰ）活性的影响程度均有限。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析
结果表明，土壤 ＮＡＧ和 ＬＡＰ活性与主要理化因子
如ＳＯＣ含量、ＴＮ含量等均未表现出显著相关性。
红壤长期定位施肥试验结果表明，土壤ＮＡＧ活性与
硝态氮含量呈显著正相关［３０］。这说明喀斯特农田

土壤中ＮＡＧ活性可能受除上述因子之外的其他生
物和非生物因素影响。

３．２　根际对土壤氮形态和相关转化酶活性的影响
铵态氮和硝态氮是作物吸收利用氮的主要形

态。作物根系吸收往往会造成根际与非根际土壤

硝态氮和铵态氮含量出现差异。本研究表明，玉米

季和大豆季根际土壤硝态氮含量整体上均要低于

非根际土壤，这与梁国鹏等的研究结果［２３］相似，而

与吴杨潇影等的研究结果［９］相反，其通过盆栽试验

发现玉米—水稻轮作中玉米根际土壤硝态氮含量

要高于非根际。不同长期施肥措施下不同作物的

根际效应特征不一，如玉米季 ＬＳＮＰＫ、ＨＳＮＰＫ、
ＨＭＮＰＫ等３个处理根际效应显著，而大豆季则是
不施肥、ＮＰＫ、ＬＭＮＰＫ等 ３个处理根际效应显著。
Ｐｅａｓｏｎ相关分析结果表明，土壤硝态氮含量在玉米
和大豆季均与土壤含水量呈显著正相关关系，这说

明旱作农业土壤适度湿润有利于硝化作用发生，导

致硝态氮积累。不同施肥处理下玉米季和大豆季

土壤铵态氮含量未发现有显著的根际效应。这可

能是因为喀斯特土壤 ｐＨ值偏中性，利于硝化作用
发生，土壤铵态氮水平极低所致。相关性分析结果

表明，土壤ｐＨ值与铵态氮含量呈负相关关系。
本研究中仅少数处理对作物根际土 ＮＡＧ和

ＬＡＰ活性产生显著影响，如大豆季 ＬＭＮＰＫ处理和
玉米季的 ＨＳＮＰＫ、ＨＭＮＰＫ处理。梁国鹏等关于华
北平原潮土的研究表明，不同施肥处理下玉米根际

土壤ＮＡＧ活性都显著高于非根际土壤［２３］。喀斯特

地区农田根际效应不明显可能与肥力本底水平较

高有关。

此外，许多研究也表明土壤微生物和酶活性与

作物生长密切相关，表现为一个动态的过程，本研

究仅采集一个时期的样品，可能并不足以反映出整

个作物生长季的动态特征，有必要在以后的研究中

开展动态监测以获得更为精准的农田氮素养分循

环信息。总的来说，本研究结果表明西南喀斯特地

区农田土壤氮形态及酶活性对长期施肥的响应特

征有别于其他地区，有必要结合区域气候条件、地

质背景以及耕作习惯制定科学合理的施肥策略。
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秸秆还田配施生物菌肥对土壤微生物群落的影响

张伟彬

（商丘职业技术学院，河南商丘４７６０００）

　　摘要：为揭示秸秆还田与生物菌肥配施条件下土壤微生物群落与环境因子间的相互作用机制，进行２年玉米－马
铃薯轮作定位试验，设置对照不施肥（ＣＫ）、常规施肥（ＣＦ）、秸秆还田＋常规施肥（ＳＣＦ）、秸秆还田 ＋常规施肥 ＋生物
菌肥（ＳＣＢＦ）４个处理，利用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）和ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ板技术，研究秸秆还田配施生物菌肥对马铃薯根际土壤
理化性质、土壤微生物群落结构与功能的影响，探明影响土壤微生物群落的主要驱动因子。结果表明：秸秆还田处理

较常规施肥处理显著降低了土壤ｐＨ值（Ｐ＜０．０５）；与ＣＦ处理相比，ＳＣＦ处理土壤全氮、碱解氮、速效钾含量分别显著
增加１６．６７％、１９．７５％、９．５６％，革兰氏阳性菌ＰＬＦＡ含量显著增加２９．６０％，ＳＣＢＦ处理土壤有机质、碱解氮、速效磷含
量分别显著增加２９．７４％、１１．０３％、１８．０７％，土壤细菌、总菌、革兰氏阳性菌ＰＬＦＡ含量及细菌ＰＬＦＡ含量／真菌 ＰＬＦＡ
含量、Ｇ＋ＰＬＦＡ含量／Ｇ－ＰＬＦＡ含量分别显著增加３１．７０％、１５．７６％、６７．６０％、４０．８８％和４７．２７％；与ＳＣＦ处理相比，
土壤有机质含量显著增加２５．９７％，革兰氏阳性菌显著提高２９．３３％，ＳＣＢＦ处理土壤微生物对芳香化合物的利用能力
提高了１．４４倍；ＡＷＣＤ值表现为ＳＣＢＦ处理＞ＳＣＦ处理＞ＣＦ处理＞ＣＫ处理；冗余分析（ＲＤＡ）表明，土壤微生物群落
结构及碳源利用能力受多种环境因子共同制约，其中土壤ｐＨ值为主要驱动因子。综上，秸秆还田配施生物菌肥能够
提高土壤养分含量，改善土壤微生物群落结构与功能的多样性。
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　　土壤微生物是土壤生态系统中的重要组成部
分［１］，直接参与土壤养分循环和能量流动，承担着

碳、氮循环等多种生态服务功能［２］。土壤微生物对

作物根系养分吸收与转化、作物生长发育及其生产

能力均有较大的影响，有研究表明土壤微生物群落

结构与功能的改变是导致土壤肥力下降，作物减产

的主要原因［３－４］。

马铃薯是我国重要的农作物，近年来，随着马

铃薯主粮化政策的推进，马铃薯种植面积及需求逐

年加大［５］。而为提高马铃薯产量，化肥滥施乱施已成

为普遍现象，使得肥料利用率降低，据相关研究表明，
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