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摘  要    利用中国科学院封丘农业生态国家实验站玉米－小麦轮作免耕定位试验平台，研究不同耕作方式对潮土不同粒级团聚体的分布、有机碳含量及微生物群落碳代谢活性的影响。结果表明，与传统翻耕处理相比，免耕潮土中> 250 µm粒级团聚体显著增加（p < 0.05），50 ~ 2 µm粒级团聚体显著减少（p < 0.05），250 ~ 50 µm和< 2 µm两个粒级团聚体没有明显变化；> 250 µm和250 ~ 50 µm两个粒级团聚体有机碳含量显著升高（p < 0.05），50 ~ 2 µm和< 2 µm两个粒级团聚体有机碳含量没有明显变化，250 ~ 50 µm粒级取代50 ~ 2 µm粒级成为对土壤有机碳总量贡献最大的团聚体。BIOLOG测试结果表明，免耕和翻耕两种措施下不同粒级团聚体微生物群落碳代谢特征存在明显差异，且免耕处理250 ~ 50 µm和< 2 µm两个粒级团聚体微生物群落碳代谢活性显著低于翻耕处理（p < 0.05）。结果显示，免耕有利于小粒级团聚体向大粒级团聚体方向聚合，> 50 µm粒级团聚体固持的有机碳增多，其中持碳最多的250 ~ 50 µm粒级团聚体的微生物碳代谢活性下降，故土壤有机碳稳定性升高。
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我国人口众多，农业保持长期高产稳产的目标十分强烈。近年来，国家粮食安全面临两大危机：一是耕地面积大幅减少，二是部分地区土壤肥力呈现下降趋势。据我国耕地肥力监测网的长期观测资料来看，造成粮食作物单产下滑的主要原因之一是受到土壤有机质水平的制约。土壤有机质泛指土壤中各类来源于生命的物质混合体，在保持土壤结构和促进养分循环方面发挥着巨大的贡献，被视为土壤质量和功能的核心，是维持土壤可持续生产力和粮食高产稳产的重要保障，其积累和稳定在满足不断增长的粮食生产和日益严格的环境保护方面均具有重要意义[1,2]。因此，优良的有机质管理措施在现代可持续农业中不可忽视。
目前，土壤有机质含量下降导致土壤生产力下降已经成为世界各国共同关注的焦点问题。Johnson等[3]曾提出了土壤有机碳损失和累积模型，认为土壤受到外界干扰后，有机碳有较大的损失，但经过合理的土壤管理措施，有机碳得到积累，达到新的稳定状态。土壤团聚体作为土壤结构的物质基础[4]，是由矿物颗粒和有机物在土壤成分的参与下，形成的不同尺度大小的多孔结构单元[5]。团聚体的形成不仅是自然过程，而且受人类活动的严重影响，如耕作干扰、有机肥施用以及种植制度和轮作方式等[6]。研究发现，免耕条件下土壤结构受到保护，土壤有机碳含量增加，土壤颗粒胶结作用增强，促进土壤的团聚作用，大粒级团聚体含量与稳定性也相应增强[7,8]。因此，免耕已经成为一种广泛推广的保护性耕作模式，比如在我国华北平原玉米－小麦两熟制农田中，90%以上的玉米已经采用免耕种植技术[9]。
土壤微生物参与农田生态系统的物质循环和能量流动[10,11]，一方面分解有机物质形成腐殖质并释放养分，另一方面又同化土壤碳素和固定无机营养形成其生物量，对土壤团聚体的形成和稳定起着重要作用[12]。微生物生活在一个由土壤颗粒空间几何分布决定的环境中，土壤结构中孔隙的分布特点影响着水分及空气的分布，从而影响着微生物群落在土壤结构中的空间分布[13]。不同的土地管理方式会创造不同的土壤环境，免耕种植为土壤微生物的生理代谢和生命活动提供了相对稳定的生境，进而也会影响到土壤有机碳的稳定性[14]。当前，节约资源和保护环境成为影响经济发展、社会进步的重要课题，这也使免耕技术有了新的发展空间，但关于免耕条件下土壤的碳汇过程和稳定机制尚不明确。本文以河南封丘的潮土为研究对象，利用玉米－小麦轮作免耕定位试验平台研究免耕对土壤不同粒级团聚体的分布、有机碳含量及微生物碳代谢活性的影响，以期为免耕技术的推广提供科学依据。
1 材料与方法

1.1  试验地概况及样品采集
中国科学院封丘农业生态实验站位于河南省封丘县（35°04'N，113°10'E），属半干旱半湿润的暖温带季风气候，年均降水量605 mm，主要集中于7 ~ 9月。玉米－小麦轮作免耕定位试验平台始于2006年6月，设翻耕（CT）、玉米单季免耕（C-NT）以及免耕（NT）等3种耕作方式，每种耕作方式3个重复。试验于2008年9月20日玉米收获时采集0 ~ 15 cm原状土壤样品，置于硬制塑料盒中带回实验室，4℃保存。供试土壤的基本化学性质如表1所示。
表1 供试土壤的pH和养分含量
Table 1 Soil pH and nutrient contents in the tested soils
	耕作方式

Tillage methods
	pH

(H2O)
	有机碳

Organic C
(g kg-1)
	全N

Total N
(g kg-1)
	全P

Total P
(g kg-1)
	全 K
Total K
(g kg-1)
	速效 P
Available P
(mg kg-1)
	速效 K
Available K
(mg kg-1)

	翻耕 CT
	8.58 ± 0.03
	6.60 ± 0.31
	0.78 ± 0.03
	0.85 ± 0.07
	20.7 ± 0.3
	7.37 ± 3.62
	89.9 ± 9.2

	玉米单季免耕

C-NT
	8.58 ± 0.03
	6.65 ± 0.51
	0.76 ± 0.02
	0.81 ± 0.15
	21.0 ± 0.3
	7.07 ± 1.56
	89.9 ± 10.3

	免耕 NT
	8.61 ± 0.04
	7.07 ± 0.32
	0.77 ± 0.02
	0.95 ± 0.07
	20.5 ± 0.4
	6.00 ± 1.97
	83.6 ± 6.9


1.2  团聚体分级方法及有机碳含量测定
土壤团聚体分级采用湿筛法[15]。称取100 g新鲜土样，在蒸馏水中浸泡5 min，然后将土样依次通过250 µm和50 µm筛子，分别得到> 250 µm和250 ~ 50 µm粒级团聚体；将滤出的悬浊液在4℃下离心（150×g，5 min），反复3次，即得到50 ~ 2 µm粒级团聚体；剩余悬浊液在4℃下离心（3 900×g，10 min），即得到< 2 µm粒级团聚体。不同粒级团聚体称重并测定水分含量，后置于4℃冰箱保存。团聚体有机碳含量采用重铬酸钾容量法测定[16]。
1.3  团聚体微生物碳代谢活性，
团聚体微生物碳代谢活性应用BIOLOG ECO微平板，每块微平板含3组各32孔，其中1孔为不含任何C源的对照，其余31孔各含有1种C源和氧化还原染料四氮唑蓝，底物利用后产生氧化还原电势的变化可导致染料颜色发生变化。称取5 g分级后的团聚体置于50 ml无菌生理盐水中，180 r min-1振荡30 min，然后用无菌生理盐水稀释至10-3，通过排孔加样器接种至BIOLOG微平板上，每孔150 µl，3个重复接在同一微平板上。25℃恒温培养7 d，每隔12 h用BIOLOG自动读板仪在590 nm下读数。 
1.4  数据处理
试验数据由EXCEL 2003作图，运用SPSS 13.0进行统计分析，并使用Ducan检验进行多重比较（p < 0.05）。团聚体对土壤有机碳总量的贡献率＝该粒级团聚体有机碳含量×该粒级团聚体含量／全土有机碳含量×100%。微生物碳代谢活性采用微平板每孔颜色平均变化率（Average Well Color Development，AWCD）来描述[17]。
2 结果与分析
2.1  土壤团聚体分布和团聚体中有机碳含量
不同耕作方式下土壤团聚体分布和团聚体有机碳含量如图1所示。从图1a中可以看出，潮土团聚体主要集中在250 ~ 50 µm粒级，达65% ~ 70%；其次为50 ~ 2 µm粒级，在20%左右；再次为> 250 µm粒级，占10%左右；< 2 µm粒级团聚体最少，小于3%。与翻耕相比，免耕潮土> 250 µm粒级团聚体显著增加（p < 0.05），50 ~ 2 µm团聚体显著减少（p < 0.05），而250 ~ 50 µm和< 2 µm粒级团聚体没有显著变化。这说明免耕增强了土壤团聚体的稳定性，大团聚体的比例增加，小团聚体的比例减少，土壤结构朝着良好的方向发展。从图1b中可以看出，各耕作方式下不同团聚体中有机碳的含量均呈“V”型分布[18]。与翻耕相比，免耕潮土50 ~ 2 µm和< 2 µm粒级团聚体有机碳含量没有明显变化，> 250 µm和250 ~ 50 µm粒级团聚体中有机碳含量显著增加（p < 0.05），且> 250 µm粒级团聚体中有机碳的增加更为明显。这可能是由于免耕对大粒级团聚体的保护使得有机碳的周转速度相较翻耕要慢，而且有利于有机碳在大粒级团聚体中的积累，而翻耕使得大粒级团聚体中的部分有机碳转变为游离态的有机颗粒，有机碳的周转速度因而加快，所以不利于有机碳在大粒级团聚体中的积累。此外，免耕2年后全土有机碳含量与翻耕相比趋于升高，但尚未达到显著差异，而土壤团聚体中有机碳含量已存在差异，说明团聚体有机碳含量的变化对于耕作方式的改变更为敏感。
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图1  不同耕作方式下土壤各粒级团聚体的分布及其有机碳含量的变化
Fig. 1  Particle size distribution of soil aggregates and variation of organic carbon therein in soils under different tillage methods
从表2可以看出，不同耕作方式下不同粒级土壤团聚体有机碳固持量对土壤有机碳总量的贡献也不相同。其中，翻耕以50 ~ 2 µm粒级团聚体对土壤有机碳总量的贡献率最大，达43%左右；玉米单季免耕250 ~ 50 µm和50 ~ 2 µm粒级团聚体贡献率相仿，均为37%左右；免耕则以250 ~ 50 µm粒级团聚体贡献率最大，约38%，而且> 50 µm粒级团聚体对土壤总有机碳的贡献率超过63%，而翻耕为53%左右。由此可见，翻耕改为免耕后，不同粒级团聚体对土壤有机碳总量的贡献发生了变化，250 ~ 50 µm 粒级取代50 ~ 2 µm粒级成为对土壤有机碳总量贡献最大的团聚体粒组。
表2  不同耕作方式下不同粒级团聚体有机碳固持量对土壤总有机碳含量的贡献率（%）
Table 2  Contribution rates of organic carbon among aggregates in different particle sizes to soil organic carbon（%）
	耕作方式

Tillage methods
	团聚体粒级Particle sizes of aggregates

	
	> 250 µm
	250 ~ 50 µm
	50 ~ 2 µm
	< 2 µm

	翻耕 CT
	20.07 ± 0.75 a
	32.85 ± 1.62 a
	43.09 ± 1.28 b
	3.99 ± 1.24 a

	玉米单季免耕C-NT
	20.90 ± 3.84 a
	37.69 ± 1.47 b
	36.77 ± 2.92 b
	4.62 ± 0.31 a

	免耕 NT
	25.45 ± 2.80 b
	37.90 ± 1.83 b
	32.51 ± 2.72 a
	4.13 ± 0.29 a


表中数据为测定样品的平均值±标准偏差 Values in the table are means of three replicates ± standard errors； 同一列中不同字母表示p < 0.05水平差异显著 Means in a column followed by different letters are significantly different at p < 0.05；下同 The same below
2.2  不同粒级土壤团聚体微生物碳代谢活性和碳源利用谱的主成分分析
BIOLOG ECO微平板每组31个孔（即除去对照孔）相对吸光度的平均值，即平均吸光值（Average Well Color Development，AWCD），其随培养时间的变化可以评判土壤中微生物群落的碳代谢活性[19]。从图2可以看出，不同耕作方式> 250 µm和50 ~ 2 µm粒级团聚体微生物群落AWCD之间没有显著差异；而免耕处理250 ~ 50 µm和< 2 µm粒级团聚体微生物群落AWCD在整个培养过程中一直低于翻耕和玉米单季免耕处理，说明免耕这两个粒级团聚体微生物碳代谢活性低于其他两种耕作方式。免耕土壤由于对土壤扰动较小，通气性相比翻耕土壤略差一些，因此微生物代谢活性有所降低，对碳源的利用能力也相应减弱。
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图2  不同耕作方式下土壤团聚体微生物培养过程中AWCD的变化
Fig. 2  AWCD variation of microbial communities during incubation in soil aggregates under different tillage methods
由于AWCD随时间变化的过程不易进行直观比较，故采用培养96 h数据进行统计分析，结果如表3所示。从表3中可以看出，不同耕作方式> 250 µm和50 ~ 2 µm粒级团聚体微生物群落碳代谢活性没有明显差异，而免耕250 ~ 50 µm和< 2 µm粒级团聚体微生物群落碳代谢活性显著低于翻耕和玉米单季免耕处理（p < 0.05）。
表3  不同耕作方式下不同粒级土壤团聚体微生物AWCD（96h）
Table 3  AWCD of microbial communities in soil aggregates of different particle sizes under different tillage methods（96h）
	耕作方式

Tillage methods
	团聚体粒级Particle sizes of aggregates

	
	> 250 µm
	250 ~ 50 µm
	50 ~ 2 µm
	< 2 µm

	翻耕 CT
	0.686 ± 0.051 a
	0.550 ± 0.038 b
	0.634 ± 0.196 a
	0.683 ± 0.065 b

	玉米单季免耕C-NT
	0.703 ± 0.154 a
	0.578 ± 0.145 b
	0.448 ± 0.103 a
	0.661 ± 0.030 b

	免耕 NT
	0.516 ± 0.078 a
	0.176 ± 0.057 a
	0.469 ± 0.040 a
	0.469 ± 0.077 a


BIOLOG ECO微平板每组31种碳源的测定结果形成了描述微生物群落碳底物代谢特征的多元向量，不易直观比较，因此应用主成分分析（Principal Component Analysis，PCA）来比较不同耕作方式下不同粒级土壤团聚体微生物群落对微平板上31种碳源的利用情况[20]。采用96 h的数据进行分析，结果如图3所示。从图3中可以看出，翻耕和免耕> 250 µm粒级团聚体微生物群落碳源利用谱在主成分1（Principal component1，PC1）上可以区分开来， 250 ~ 50 µm粒级团聚体在主成分2（Principal component2，PC2）上可以区分开来，50 ~ 2 µm粒级团聚体在主成分1和2上均没有实现分离，而< 2 µm粒级团聚体在主成分2上实现很好的分离。由此可见，不同耕作方式下土壤团聚体中微生物对碳源的利用特性存在明显的差异，这最终也影响了微生物群落碳代谢的整体活性。免耕相比翻耕250 ~ 50 µm和< 2 µm粒级团聚体微生物群落碳代谢活性显著降低，并且这两个粒级团聚体中微生物对碳源的利用情况也存在较大差异，说明免耕后团聚体中微生物群落活性和代谢特征均产生很大的变化。
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图3  不同耕作方式下不同粒级团聚体微生物群落碳源利用谱的主成分分析
Fig. 3  Principal component analysis of carbon utilization of microbial communities in soil aggregates of different particle size fractions under different tillage methods

3  讨　论
常规耕作下，土壤结构的破坏以及频繁的干/湿交替，使原本受到团聚体保护的土壤有机碳得以暴露，导致土壤中碳矿化速率提高，加速了土壤碳的释放，不利于有机碳的积累。耕作强度的增加导致土壤中富含碳的大团聚体破坏加剧，形成大量游离有机质颗粒，而游离的有机质颗粒稳定性差，极易降解，从而引起土壤有机碳的损失[21]。Six等[22]认为耕作是土壤有机质下降和结构变差的主要因素；熊毅等[23]发现土地耕作后> 250 µm粒级团聚体下降较为明显；Wright等[24]也发现耕作使土壤团聚体的稳定性降低，小粒级团聚体增加。免耕由于减少了因耕作而带来的土壤翻动，因而土壤原有有机质的氧化和矿化作用减弱，有机碳的周转速度较慢[25]，土壤水分蒸发也减少，而且残留于田间或覆盖于土壤之上的秸秆等有机物料的降解也使归还回土壤的有机碳数量增多，有利于有机碳的积累[26, 27]。采用保护性耕作后，土壤各粒级水稳性团聚体增加，其中大团聚体数量增加显著，团聚体中的有机碳含量也相应增加[28]。Unger[29]对旱地土壤团聚体和有机碳的研究也表明，旱地土壤中有机碳积累特别是免耕条件下的有机碳积累主要是因为团聚体形成、稳定和更新的保护，从而降低土壤的侵蚀破坏及由此导致的有机碳损失。本研究结果也表明，农田土壤实行免耕有利于大粒级团聚体的增多及大粒级团聚体中有机碳含量的提高，大粒级逐渐取代小粒级成为对土壤有机碳贡献最大的团聚体粒组。
土壤微生物是土壤结构形成及稳定的重要生物因素，微生物在土壤团聚体中的活性对于预测土壤生物化学过程具有重要意义。免耕土壤微生物由于受到外界的干扰较小，并且一个处于相对厌氧的状态，微生物的代谢较不活跃。高云超等[30]研究表明，翻耕土壤活跃微生物生物量高于免耕，并且翻耕土壤活跃微生物生物量占总微生物生物量的比值较高。翻耕土壤由于微生物代谢活跃，因此有机质的周转速度加快，不利于有机质的积累；而免耕土壤微生物代谢较为稳定，代谢速度慢，更有利于有机质的积累。Doran[31]也认为，免耕由于减少机械扰动，导致免耕土壤微生物数量与活性相对稳定。本研究借助BIOLOG系统对不同粒级团聚体微生物碳代谢活性进行了分析，BIOLOG测试系统基于微生物群落中微生物的存活、生长以及竞争需要不同的碳源，从而根据微生物对碳源利用模式的差异来表征其代谢活性的差异，由于不需要分离培养纯种微生物，可最大限度地保留微生物群落原有的代谢特征，已被广泛应用于土壤微生物代谢活性的分析[32, 33]。结果发现，免耕团聚体中微生物的碳代谢活性下降，对碳底物的分解速率降低，这在一定程度上促进了免耕土壤团聚体有机碳稳定性的提高。因此进一步加强免耕土壤团聚体、有机碳和微生物之间关系的研究，无论是对于农田土壤固碳减排还是提高土壤肥力以及维持农业可持续发展都具有重要意义。
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effects of noN-tillage on content of Organic carbon and microbial Carbolic Metabolism of soil aggregates in a Fluvo-aquic soil
Dai Jue1,2,3 Hu Junli1,2 Lin Xiangui1,2† Zhu Anning1 Yin Rui1,2 Zhang Huayong1,2 Wang Junhua1,2
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing  210008, China )
(2 Joint Open Laboratory of Soil and the Environment, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences and Hong Kong Baptist University, Nanjing  210008, China )
(3 Graduate University of Chinese Academy of Sciences , Beijing  100049, China )
Abstract    A field experiment is carried out to evaluate effects of non-tillage on distribution, content of organic carbon, and microbial carbolic metabolism of soil aggregates in a fluvo-aquic soil under a cropping system of corn-wheat rotation in the Fengqiu National Agro-Ecological Experiment Station, China. The > 250 µm fraction of aggregates in the soil was significantly higher (p< 0.05) under non-tillage than under conventional tillage, while the 250 ~ 50 µm fraction did not vary much between different tillage methods, and the contents of organic carbon in these two fractions were higher under no-tillage. The 50 ~ 2 µm fraction was significantly lower (p < 0.05) under no-tillage than under conventional tillage, while the < 2 µm fraction showed no much difference between tillage methods, and the organic carbon in these two fractions did not either. The increase in the 250 ~ 50 µm fraction and the resultant decrease in the 50 ~ 2 µm fraction made the former ranking first in contribution to the total organic carbon in the soil. BIOLOG analysis indicates that the two treatments, non-tillage and conventional tillage, differed significantly in carbolic metabolism of soil microbial communities in various particle size fractions, with the former being obviously lower than the latter in the 250 ~ 50 µm and < 2 µm fractions. All demonstrate that non-tillage favors congregation of small particles into macroaggregates and increases the content of organic carbon in the > 50 µm fraction, while microbial carbolic metabolism in the 250 ~ 50 µm fraction weakens thus leading to higher stability of organic carbon in the soil.
Key words    No-tillage; Fluvo-aquic soil; Aggregates; Organic carbon; Microbial carbolic metabolism
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