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一种测定淹水土壤中微生物生物量碳的方法 :
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摘　要　　针对氯仿熏蒸浸提法测定淹水土壤微生物生物量碳时存在的问题 ,进行了测定方法的研究 ,

建立了适合淹水土壤微生物生物量碳测定的新方法 :液氯熏蒸浸提—水浴法 ,即在淹水土壤加入一定量的液

态氯仿后 ,直接置于常压下熏蒸 ,然后用 015mol L - 1 K2SO4溶液浸提 ,随后将浸提液放置于 100℃水浴中以排除

其中的残余氯仿 ,最后采用 TOC分析仪测定浸提液中的有机碳含量。本方法既符合氯仿熏蒸法的原理 ,在操

作上又简便可行 ,是一种测定淹水土壤微生物生物量碳的理想方法。
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　　自从 Vance和 Tate 等[1 ,2 ]提出用氯仿熏蒸浸提

法 (CFE)测定土壤微生物生物量碳以来 ,该方法已

被广泛应用 ,并被公认为测定土壤微生物生物量碳

的标准方法之一。其原理是 ,对装有土样和氯仿的

干燥器 ,通过真空抽气 ,使气态氯仿在土壤孔隙中扩

散 ,充分地与土壤接触 ,从而破坏土壤微生物的细胞

膜结构 ,促进微生物细胞活性组分的释放 ,再用

K2SO4溶液浸提土壤中的有机碳
[3～5 ]。通常所指的

氯仿熏蒸浸提法 ,实际上包括气态氯仿熏蒸和K2SO4

溶液浸提两个主要步骤。测得的土壤微生物生物量

碳是依据熏蒸土样和对照 (未熏蒸土样)在 K2SO4提

取液中的含量差值确定的[1 ,2 ,5 ,6 ]。有不少研究报

道 ,氯仿熏蒸浸提法的应用受到土壤含水量的限

制[7～10 ] ,一旦含水量超过田间持水量的 70 %～

80 % ,氯仿熏蒸效率则明显下降。由于旱地土壤的

含水量一般在田间持水量的 30 %～70 % ,所以该方

法在旱地土壤上被广泛应用。但对于淹水生境条件

下的土壤、沉积物等 ,由于淹水层或土壤水处于饱和

状态 ,氯仿气体的扩散会受到土壤水的阻滞 ,这使得

氯仿熏蒸法在淹水土壤上的应用可能引起偏

差[11～13 ]。为了建立适合淹水土壤的测定方法 ,有

人曾尝试将淹水水稻土先放置在室温条件下晾干 ,

然后再熏蒸提取 ,但淹水土样晾干可能需 30～48 h ,

过长的晾干时间 ,难免会改变微生物的群落结构。

作者曾尝试用快速吹干、离心脱水等方法来缩短土

样处理的时间 ,但均未获得满意的结果。Inubushi

等[13 ]曾提出在淹水土样中直接加液态氯仿 ,再进行

真空熏蒸 ,然后用重铬酸钾氧化法测定 K2 SO4提取

液中的可溶性碳 ,并指出获得了较满意的结果。但

他们的研究报告中并没有对直接加入氯仿可能产生

的问题进行研究。对淹育环境下的水稻土、沉积物

等而言 ,至今仍未建立起一个满意的方法 ,能准确测

定土壤微生物生物量碳。鉴于此 ,本研究针对淹水

水稻土壤的物理化学特征 ,对传统氯仿熏蒸浸提法

进行了改进。

1　材料与方法

111　材料

11111　土壤样品 　　土壤样品为浙江嘉兴的黄斑

田水稻土和青紫泥田水稻土以及杭州的黄松田水稻

土 ,均为 0～15 cm耕层土。土样的分类和基本理化

性质见表 1。试验前将土风干 ,去除动、植物残体和

石块等 ,磨细过 2 mm筛备用。
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表 1　供试土壤的理化性质

Table 1　Some physical and chemical properties of tested soil samples

土样编号

Soil No1

土壤类型

Soil type

中国土壤系统分类

CSTC④
采样地点

Site

pH

(H2O)

粘粒

Clay

(g kg - 1)

有机碳

Organic C

(g kg - 1)

总氮

Total N

(g kg - 1)

1 黄斑田水稻土① 普通铁聚水人耕为土⑤
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
5136 334 2312 2161

2 黄斑田水稻土① 普通铁聚水人耕为土⑤
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
7131 236 2910 3132

3 黄斑田水稻土① 普通铁聚水人耕为土⑤
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
6123 293 2718 3115

4 青紫泥田水稻土②底潜铁渗水耕人为土⑥
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
6114 314 3017 3148

5 青紫泥田水稻土②底潜铁渗水耕人为土⑥
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
6167 314 2210 2153

6 青紫泥田水稻土②底潜铁渗水耕人为土⑥
浙江嘉兴

ZHJ JX⑧
5132 377 2617 3140

7 黄松田水稻土③ 普通简育水耕人为土⑦
浙江杭州

ZHJ HZH⑨
5176 154 1110 1109

　　①Silt2clayey yellow mottled paddy soil ; ②Blue clayey paddy soil ; ③Marine2fluvigenic yellow loamy paddy soil ; ④Chinese soil taxonomic classification ;

⑤Fe—accumulic Stagnic Anthrosols ;⑥Fe—leached Stagnic Anthrosols ;⑦Hapli—Stagnic Anthrosols ;⑧Zhejiang Jiaxing ;⑨Zhejiang Hangzhou

11112　土壤样品前处理 　　设置好气和淹水两个

处理。称取表 1中 7个风干土样 800 g各两份 ,再分

别装于两个 1 000 mL塑料烧杯中 ,一个杯加去离子

水至田间持水量的 50 % ,不加盖 ,作为好气培养处

理 ;另一杯土样按水土比 1∶1加入去离子水 ,此时土

面水层约 1 cm ,然后用带透气孔的塑料薄膜和橡皮

筋将杯口扎紧 ,作为淹水培养处理。好气和淹水培

养处理均放在 25 ( ±1) ℃的恒温箱中培养 ,每隔 2～

3 d ,通过称重补充土样水分。好气培养时间为 15

d ,淹水培养时间为 60 d。

11113　测定方法 　　土壤微生物生物量碳的测定

采用经典氯仿熏蒸浸提法[1 ]和本研究改进的液氯熏

蒸浸提—水浴法 ,后者测定步骤及结果计算见文章

中的讨论和建议部分。K2 SO4浸提液中有机碳含量

的测定采用 TOC—500 自动分析仪 ( Shimadzu) 。土

壤基本理化性质的测定均参照文献[14 ]。

11114　数据分析 　　数据的统计分析采用 Excel

2000 ,SPSS 1210和 SigmaPlot910软件。

112　实验方案

11211　设置实验方案的依据 　　氯仿熏蒸浸提法

已被公认为测定土壤微生物生物量碳的标准方法之

一。从理论上讲 ,无论是气态氯仿熏蒸还是土样中

直接加液态氯仿熏蒸 ,只要氯仿能与土壤样品充分

的混合接触 ,氯仿就能有效地破坏土壤微生物细胞

膜结构 ,促进微生物活性组分 (包括微生物碳、氮、

磷、硫等)的释放 ,从而达到熏蒸测定的目的。然而 ,

正如前言中所述 ,经典氯仿熏蒸法 (气态氯仿熏蒸)

不适合在淹水水稻土样中应用。而在淹水水稻土样

中直接加液态氯仿 ,由于液态氯仿能与淹水土样充

分混合接触 ,因此有可能解决淹水土样氯仿熏蒸效

率低的问题 ,但同时又产生了一些必须克服的问题。

其中包括 : (1)氯仿在水中有一定的溶解性 ,20℃时

在水中的溶解度高达 8g L - 1 ,直接将液态氯仿加入

淹水土样 ,无疑会产生残余氯仿对有机碳测定的干

扰。(2)根据 Inubushi和Witt等[13 ,15 ]的工作 ,单位土

样液态氯仿的用量差异很大 ,从 10～57μl g - 1干土

不等 ,那么液态氯仿的最适用量是多少 ? (3)排除氯

仿过程中 ,是否会对浸提液中的 K2 SO4可提取碳产

生影响 ? (4)液态氯仿常压熏蒸的效率如何 ,与气态

氯仿真空熏蒸比较 ,是否能满足熏蒸要求 ? 为了解

决上述问题 ,我们设计了以下实验方案。

11212　实验方案 　　实验 1 ,氯仿在水中有一定的

溶解性 ,20℃时它在水中的溶解度为 8g L - 1。因此 ,

排除残余氯仿是液态氯仿熏蒸的前提条件。基于氯

仿的沸点是 6112℃,设计了通过水浴法排除残余氯仿

的实验 ,即在含 40 ml 015 mol L - 1 K2SO4溶液的系列消

煮管中 , 分别加入 50、100、200、400、600μl 去乙醇氯

仿 ,然后置于 100℃水浴锅中 ,分别放置 30、45及 60

min后 ,用 TOC仪测定其中的有机碳含量。以确定

100℃水浴排除残余氯仿的可能性及完全排除所需时

间。重复 4次。

实验 2 ,分别取烘干土重约 10 g的 6 个好气培
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养的土样 ,装入 100 mL 系列塑料离心管中 ,加入约

3～5 ml去离子水至土壤出现薄薄的表水 ,然后立即

按 10、20、30、40、50、60μl g - 1干土的比例加入去乙

醇氯仿 ,混合均匀之后 ,直接置于常压下熏蒸 24 h ,

然后用 40 ml 015 mol L - 1 K2SO4溶液浸提 ,之后将熏

蒸浸提液在 100℃水浴中放置 60 min ,最后用 TOC

分析仪测定浸提液中的有机碳含量。以确定适合淹

水土壤的液态氯仿用量。重复 4次。

实验 3 ,分别取烘干土重约 10g的 7个好气培养

土样 (编号 1～7) ,装入 100 mL系列塑料离心管中 ,首

先均按照经典的氯仿熏蒸浸提法[1]进行熏蒸和浸提。

然后将每个土样的 K2SO4浸提液分成两部分 ,其中一

部分 K2SO4浸提液 (包括熏蒸和未熏蒸对照)直接用

TOC分析仪进行测定 ,另一部分 K2SO4浸提液 (包括熏

蒸和未熏蒸对照)在 100℃水浴中放置 60 min后 ,再用

TOC分析仪测定。以验证 100℃水浴是否会对浸提液

中的 K2SO4可提取碳造成影响。重复 4次。

实验 4 ,分别取烘干土重约 10 g的 7个好气培养

的土样各两分 ,装入 100 ml系列塑料离心管。其中一

分 ,每管先加去离子水 3～5 ml 至土壤出现薄薄的表

水 ,然后立即按 60μl g - 1干土的比例加入无乙醇氯

仿 ,充分混匀后 ,直接置于常压下熏蒸 24h ,然后用 40

ml 015 mol L - 1 K2SO4溶液浸提 ,随后将浸提液放置在

100℃水浴中 60 min ;另一分用经典的氯仿熏蒸浸提

法[1]进行熏蒸浸提。最后对两部分均采用 TOC分析

仪测定浸提液中的可溶性碳含量。以确定在常压下

直接在淹水土壤中加液氯熏蒸的效率。重复 4次。

实验 5 ,用吸管弃掉淹水培养土样的表层水后 ,

用玻璃棒将土样充分搅匀 ,然后分别称取烘干土重

约 10 g的土样 ,装入 100 mL系列塑料离心管 ,按 60

μl g - 1干土加入无乙醇氯仿 ,混合均匀后 ,在常压下

进行液态氯仿熏蒸 ,熏蒸 24 h 后用 40 ml 015 mol

L - 1 K2 SO4溶液浸提 ,然后将浸提液放置在 100℃水

浴中 60 min ,最后用 TOC分析仪测定浸提液中的可

溶性碳含量。以验证液氯熏蒸浸提—水浴法在实际

淹水土壤中的适用性 ,及长期淹水对土壤微生物生

物量碳的影响。重复 4次。

2　结　果

211　100℃水浴排除溶解在 K2SO4溶液中氯仿的效果

　　由于氯仿在水中有一定的溶解性 ,一旦浸提液

中有残余氯仿的存在 ,这部分氯仿所含的碳无疑会

使 TOC测定结果偏高 ,因此 ,排除溶解在 K2SO4浸提

液中的残余氯仿是采用 TOC测定淹水土壤微生物

量碳的前提条件。K2 SO4溶液中加不同量去乙醇氯

仿 ,放置在 100℃水浴中 30、45、60 min 后测定的有

机碳结果表明 (表 2) ,100℃水浴 30 min后仍能检测

到一定量的有机碳。但 45 min以后 ,就检测不到有

机碳的存在。此结果说明了 100℃水浴 45～60 min

后 ,能够排除本实验中在 K2 SO4溶液中加入的不同

量的氯仿。
表 2　100℃水浴排除溶解在 K2SO4溶液中氯仿的效果

Table 2　Effect of 100℃water bathing on chloroform removal from K2SO4 solution

氯仿用量

Amounts of CHCl3 (μl)

有机碳 Organic C (mg L - 1)

30 min 45 min 60 min

　50

100

200

400

600

2

2

3

4

7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

212　采用液态氯仿熏蒸法所需的氯仿用量

从图 1可见 ,供试的 6个土样 (编号 1～6) ,除 1

号土样外 ,其余 5个土样熏蒸提取碳的含量均随着

氯仿用量的增加而提高 ,随后保持相对稳定 ,达到最

大熏蒸效率时的氯仿用量一般为 20～40μlg - 1 ,低

于这个用量时提取量明显减少 ,表明熏蒸不完全 ;高

于这个用量时提取量仍保持恒定 ,表明已熏蒸完全。

但不同土样达到完全熏蒸时对应的氯仿用量是不同

的 ,如 1号土样 只需 10μl g - 1即够 ,而 2 号土样则

需 40μl g - 1 ,这说明对采用液态氯仿熏蒸 ,不同土样

达到最大熏蒸效率时所要求的氯仿用量并不完全一

致 ,这可能是因为氯仿熏蒸效率与土壤的理化性质

和微生物群落结构等有关[16～19 ]。Inubushi 和 Witt

等[13 ,15 ]在各自的实验中 ,分别采用了 25 g土 ,10μl

g - 1干土的氯仿和 35 g土 ,2 ml 的氯仿 (大约相当于

57μl g - 1干土的氯仿) ,都取得了较满意的结果。根

据本实验的结果 ,10 g土 (干重)和 40～60μl g - 1干

土的氯仿用量对所有测试土样均能得到最大熏蒸提

取量 ,并且随着氯仿用量的增加 ,提取量保持相对稳

定。本试验供试土壤的粘粒和有机质含量等差异较

悬殊 ,因此 ,10 g土 (干重)和 40～60μl g - 1干土的氯

仿用量能适用于大多数土壤。

213　100℃水浴对 K2SO4可提取碳的影响

表 2 的实验结果表明 ,在 K2 SO4溶液中加入的

不同量氯仿 ,在 100℃水浴中放置 60 min后 ,能被完

全排除掉。然而 K2 SO4可提取碳 (包括非生物可溶
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性碳和微生物生物量碳)在 100℃水浴过程中 ,是否

会造成损失。由表 3结果表明 ,对同一种土样的浸

提液 ,经过和未经过水浴的熏蒸提取量之间的差异

很小 ,非熏蒸对照之间差异也很小 ,经 LSD检验后 ,

在 p < 0105 水平上差异不显著 ,这说明 100℃水浴

60 min不会造成浸提液中 K2SO4可提取碳的损失。

图 1　不同氯仿用量下土壤熏蒸提取碳的变化

Fig11　Effect of utilization rate of CHCl3 on extractable2C in

fumigated soils

214　液态氯仿熏蒸法的熏蒸效率

基于上述方案的研究结果 ,同时采用液氯熏蒸

浸提—水浴法和经典的氯仿熏蒸浸提法测定了 7个

好气培养土壤的微生物生物量碳。为了使两种方法

有可比性 ,在使用液氯熏蒸浸提—水浴法前 ,对土壤

样品进行瞬时淹水后 ,立即加液态氯仿熏蒸 (实验

4) ,使土样既具备淹水环境又不至于改变好气培养

土壤的微生物性质。结果表明 (表 4) ,对供试的 7

个土样 ,以经典氯仿熏蒸法为参照 ,采用液氯熏蒸浸

提—水浴法的熏蒸浸提效率在 9614 %～10416 %之

间 ,平均为 9911 %。由液氯熏蒸浸提—水浴法测得

的微生物量碳与由经典氯仿熏蒸浸提法测得的微生

物量碳的相对误差在 5 %以内 ,平均为 2157 % ,熏蒸

提取碳各重复间的重现性也较好 (SE < 7) , 这表明

液氯熏蒸浸提—水浴法在淹水土壤中的熏蒸效率与

经典氯仿熏蒸浸提法在旱地土壤中的熏蒸效率基本

相同 ,说明液氯熏蒸浸提—水浴法既能适用于淹水

土壤中微生物生物量碳的测定 ,也可以替代氯仿熏

蒸浸提法 ,测定旱地土壤的微生物生物量碳。

表 3　100℃水浴对熏蒸和非熏蒸提取碳的影响

Table 3　Effect of 100℃water bathing on extractable2C in fumigated and non2fumigated soils

土样编号

Soil No1

处理

Treatment

可提取碳 Extractable2C (Cμg g - 1)

熏蒸

Fum1①
非熏蒸

Non2fum1②
微生物量碳③

MBC④

1　　　

2　　　

3　　　

4　　　

5　　　

6　　　

7　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

未水浴 No bathing　　　

水浴 Bathing　　　

273±119⑤　　

234±515　　　

658±416　　　

650±313　　　

426±317　　　

431±319　　　

476±516　　　

480±119　　　

265±210　　　

266±517　　　

303±410　　　

296±319　　　

84±313　　　

87±119　　　

74±010　　　　

72±213　　　　

143±313　　　　

138±212　　　　

49±213　　　　

49±213　　　　

98±010　　　　

94±016　　　　

68±219　　　　

68±117　　　　

91±211　　　　

87±211　　　　

19±213　　　　

18±319　　　　

163　　　　　

162　　　　　

515　　　　　

512　　　　　

377　　　　　

382　　　　　

378　　　　　

386　　　　　

197　　　　　

198　　　　　

212　　　　　

209　　　　　

65　　　　　

69　　　　　

1　　①Fumigated ;②Non2fumigated ;③微生物量碳 =熏蒸提取碳2非熏蒸提取碳 (转换系数 KEC未代入计算) Microbial biomass C(MBC) was calculated

as the difference in Extractable2C between fumigated and non2fumigated soil samples ;④Microbial biomass carbon ;⑤平均值±标准误差 Means±SE
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表 4　氯仿熏蒸浸提法和液氯熏蒸浸提—水浴法的熏蒸效率比较

Table 4　Comparison between CFE and CFEB methods in fumigation efficiency

土样编号

可提取碳 Extractable2C (Cμg g - 1)

氯仿熏蒸浸提法 CFE

熏蒸 非熏蒸 微生物

液氯熏蒸浸提—水浴法 CFEB

熏蒸 非熏蒸 微生物

效率比 相对误差

Soil No. Fum. ① Non - fum. ② 量碳MBC③ Fum. ① Non - fum. ② 量碳MBC③1) ER④2) RE⑤

1 237±119 74±010 163 233±215 76±010 158 9619 % 3107 %

2 658±416 143±313 515 660±215 147±215 513 9916 % 0139 %

3 426±317 49±213 377 418±215 51±215 367 9713 % 2165 %

4 476±516 98±010 378 479±612 96±213 383 10113 % 1132 %

5 265±210 68±219 197 259±212 69±319 190 9614 % 3155 %

6 303±410 91±211 212 299±414 92±214 207 9716 % 2136 %

7 84±313 19±213 65 86±517 18±010 68 10416 % 4162 %

　　①Fumigated ;②Nonfumigated ;③Microbial biomass carbon ;④Effect ratio ;⑤Relative error ;1)微生物量碳 =熏蒸提取碳2非熏蒸提取碳 (转换系数

KEC未代入计算) Microbial biomass C(MBC) was calculated as the difference in Extractable2C between fumigated and non2fumigated soil samples ;2)效率比 =

微生物量碳 (CFEB) /微生物量碳 (CFE) X100 %

215　液氯熏蒸浸提—水浴法在长期淹水土壤上的

应用

应用液氯熏蒸浸提—水浴法测定了长期淹水培

养土壤的微生物生物量碳 (表 5) ,结果表明 ,首先 ,

从熏蒸和非熏蒸对照多次重复的测定结果看 ,各处

理重复间的重现性都较好 (SE < 9) ,表明该方法在

淹水土壤中测定是合适的。其次 ,与好气培养土壤

相比 (表 4) ,长期淹水培养土壤 K2SO4可提取碳总量

(非生物可溶性碳 +微生物生物量碳) ,对不同土壤

虽有增有减 ,但二者的总趋势是一致的 ,好气培养高

的淹水培养也高 ,反之亦然。但长期淹水培养土壤

的微生物生物量碳明显下降 ,7 个供试土样的土壤

微生物量碳降低了 1911 %～5919 % ,平均下降了

3411 %(图 2) 。这可能是因为经过长期淹育培养

后 ,生物可利用碳的耗竭造成了微生物生物量碳的

减少[20 ]。土壤中的非生物可溶性有机碳的含量却

明显增加 ,提高幅度为 10113 %～39810 % ,平均增加

了 19411 %(图 3) 。这可能是由于在淹水培养过程

中 ,淹水提高了土壤有机碳的溶出和导致团聚体的

分散进而增加了可溶性有机碳量[21 ] ,而对不同土样

淹水造成可溶性碳增加幅度的差异如此之大 ,除了

受供试土壤本身可溶性有机碳量水平影响外 ,还可

能与土壤其它理化性质如质地、养分等因素有

关[22 ]。

表 5　液氯熏蒸浸提—水浴法测定长期淹水培养

土壤微生物量碳的效果

Table 5　Effectiveness of CFEB measuring microbial biomass C in

long2term waterlogged soils

土样编号

Soil No1

可提取碳 Extractable2C (Cμg g - 1)

熏蒸

Fum1①
非熏蒸

Non2fum1②
微生物量碳③1)

MBC1)

1 236±016　　 153±217　　 83　　

2 782±415　　 367±413　　 415　　

3 538±810　　 254±410　　 284　　

4 450±314　　 252±011　　 198　　

5 416±312　　 292±012　　 124　　

6 359±412　　 276±610　　 83　　

7 76±311　　 21±211　　 55　　

　　①Fumigated ;②Nonfumigated ;③Microbial biomass carbon ;1)微生物

量碳 =熏蒸提取碳2非熏蒸提取碳 (转换系数 KEC未代入计算) Micro2

bial biomass C(MBC) was calculated as the difference in Extractable2C be2

tween fumigated and non2fumigated soil samples

图 2　长期淹水培养下土壤微生物生物量碳与好气

培养土壤微生物生物量碳的比较

Fig12　Comparison between waterlogged soil and aerobic

soil in microbial biomass C
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图 3　长期淹水培养下土壤非熏蒸提取碳与好气培养土壤

非熏蒸提取碳的比较

Fig13　Comparison between waterlogged soil and aerobic soil in

non2fumigation extractable2C

3　讨论与建议

311　讨论

　　土壤微生物生物量是表征土壤生物与生物化

学、土壤生态学特性的重要指标。与土壤理化性质

指标不同 ,土壤生物学性质受环境影响大 ,对环境变

化的灵敏性高 ,只要土壤条件稍有变化 ,土壤微生物

生物种群、结构就可能产生明显的改变。因此 ,对处

于淹育生境的水稻土、沉积物等 ,不能简单照搬旱地

土壤的测定土壤微生物量的方法 ,更不能像其他理

化性质那样 ,采用风干水稻土测定微生物生物量。

本研究针对淹水土壤的特殊生境 ,提出了适合测定

淹水土壤微生物生物量的方法 :液氯熏蒸浸提—水

浴法 ,弥补了这方面的不足。

与被广泛应用于旱地土壤上的氯仿熏蒸浸提法

(真空抽气)相比 ,本方法的明显区别有二 :其一是熏

蒸方式的不同。本方法以液态氯仿常压熏蒸代替了

氯仿熏蒸浸提法中的真空抽气熏蒸。针对“淹育”这

一特殊生境 ,直接将液态氯仿加入含水量处于饱和

或过饱和的土壤中 ,有利于使氯仿与土壤充分的混

合接触 ,从而有效地杀灭土壤微生物 ,提高熏蒸效

率。从方法原理上 ,本方法与氯仿熏蒸浸提法没有

实质上的区别 ,都是利用氯仿具有极强的杀灭微生

物的特性。土样经过氯仿熏蒸 ,能有效地破坏土壤

微生物的细胞膜结构 ,促进其中的活性组分 (C、N、

P、S)等的释放。其二 ,是排除残余氯仿的方式不

同。本方法因直接加液态氯仿到土样 ,并与土样充

分的搅拌混合 ,因此排除浸提液中的残余氯仿、消除

氯仿干扰是本方法能否采用液氯直接熏蒸的前提条

件。依据氯仿的沸点只有 6112℃,本方法设计在

100℃水浴中放置 45～60 min ,实验结果表明能完全

排除残留氯仿 ,表明本设计是合理可行的。Inubushi

和Witt等 [13 ,15 ]在各自的实验中 ,曾对淹水水稻土样

直接加液态氯仿又同时采用氯仿熏蒸 (真空抽气)相

结合来熏蒸土样 ,然后用重铬酸钾氧化法测定浸提

液中的有机碳含量 ,并指出获得了满意的结果。但

他们并没有讨论加入的残余氯仿的去向 ,本方法的

结果解决了这一问题。

本方法是针对淹水土壤设计的土壤微生物生物

量碳的测定方法。从瞬时淹水处理 (不破坏好气培

养土壤的微生物种群结构)结果 (表 4)可见 ,相对误

差在 5 %以内 ,平均为 2157 % ,同一土样 4次重复间

的重现性也很理想 (SE < 7) ,对长期淹水培养土样

的测定结果的重现性也很好 (SE < 9) ,表明本方法

能有效测定淹水土壤的微生物生物量碳。值得说明

的是该方法不受土壤含水量的限制 ,还可以替代氯

仿熏蒸浸提法测定旱地土壤的微生物生物量 ,拓展

了氯仿熏蒸的适用范围。此外 ,本方法还具备以下

优点 : (1)以液态氯仿常压熏蒸替代氯仿真空抽气熏

蒸 ,简化了测定条件 ,方便操作。(2)采用 100℃水

浴排除残余氯仿 ,温度便于控制 ,操作容易规范 ,有

利于减少偶然误差。(3)采用 TOC分析仪测定样品

浸提液中的碳 ,简便快速。可见 ,本方法操作简便、

快速、容易规范 ,并适合批量样品的分析测定。

312　测定方法建议

本方法的测定步骤建议如下 :

(1)熏蒸———用吸管弃掉淹水土壤的淹水层 (保

留微薄水层) ,将去除淹水层的土样充分混匀后用土

壤抽样器取约相当于 10 g烘干土重的新鲜土样 3

份 ,放入 100 mL 的离心管中 ,然后按约 60μl g - 1干

土的比例加入氯仿 ,拧紧盖子 ,用涡旋振荡器混匀。

混匀后将离心管在室内黑暗条件下放置 24 h。在熏

蒸处理的同时 ,另设 3个非熏蒸对照。

(2)浸提———在上述各离心管中 ,加入 40 ml (土

水比 1∶4) 015 mol L - 1的 K2SO4溶液 ,在振荡机上振

荡 30 min ,然后将浸提液过滤 (过滤前可低速离心) ,

之后转入消煮管。非熏蒸对照的浸提液直接过滤到

带盖的容器中。
(3)水浴———将含熏蒸浸提液的消煮管称重后 ,

放入 100℃水浴锅中。待水沸腾时开始计时 ,45～60

min后 ,取出试管 ,待冷却后称重 ,加去离子水补足

损失的水分。混匀后转入带盖的容器中。
(4)测定———用 TOC自动分析仪测定 K2 SO4提
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取液中的有机碳含量。

(5)结果计算 :

微生物生物量碳(μg g - 1) = { (A - B) ×V/ M}/ KEC

A———熏蒸提取碳的 TOC测定值 (μg ml - 1) ;

B———非熏蒸对照的 TOC测定值 (μg ml - 1) ;

V———K2SO4浸提液体积 (ml) +土样所含水体积

(ml) ———由于淹水土壤或沉积物的含水量比较高 ,

因此这部分水分不能忽略不计 ;

M———烘干土重 (g) ;

KEC———转换系数 ,基于本研究结果和其他人员

的相关研究[13 ,15 ,23 ,24 ] ,本计算公式中的 KEC建议取

值为 0145。
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A METHOD FOR MEASURING MICROBIAL BIOMASS C IN WATERLOGGED SOIL :

CHLOROFORM FUMIGATION EXTRACTION—WATER BATH METHOD

Chen Guo　Liu Yueyan　Yao Huaiying　Huang Changyong­

( College of Environment and Resource Science , Zhejiang University , Hangzhou 310029 , China)

Abstract　A chloroform2fumigation extraction—water bath method(CFEB) was developed for measuring microbial biomass

C in waterlogged soils.Liquid chloroform was directly added to the waterlogged soil to be tested , which was fumigated for 24 h at

25 ℃under normal atmospheric pressure and in darkness , and then were extracted with 0. 5mol L - 1 K2SO4 solution. The extrac2
tions were carried out in 100℃water bath for 45～60 min to remove chloroform residue before measuring TOC. Non2fumigation

controls were extracted directly with 0. 5 mol L - 1 K2SO4 solution. The method was tested on seven paddy soils which were incu2
bated aerobically or anaerobically and compared with the standard chloroformfumigation extraction (CFE) . The results of the tests

were reliable and reproducible , suggesting that the CFEB is a rapid and effective method for measuring microbial biomass C in

waterlogged soils.

Key words　Waterlogged soil ;Microbial biomass C;Chloroformfumigation extraction method ;Chloroformfumigation extrac2
tion—water bath method
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