长期平衡施肥对潮土微生物活性和玉米养分吸收的影响(
王俊华1,2  胡君利1,2  林先贵1,2†  戴  珏1,2,3  王军涛1,2,3  崔向超1,2,3  钦绳武1

（1 土壤与农业可持续发展国家重点实验室（中国科学院南京土壤研究所），南京  210008）

（2 中国科学院南京土壤研究所-香港浸会大学土壤与环境联合开放实验室，南京  210008）

（3 中国科学院研究生院，北京  100049）
摘  要    利用中国科学院封丘农业生态实验站农田生态系统养分平衡长期定位试验地，研究氮磷钾平衡施肥（NPK）与缺素施肥（NK、PK、NP）对土壤微生物生物量、酶活性、呼吸强度以及玉米养分吸收的影响。结果发现，与不施肥对照（CK）相比，NPK处理玉米根系与茎叶生物量、籽粒产量以及植株氮磷钾吸收量均大幅提高，NP处理次之，PK与NK处理则无显著影响；同一处理玉米茎叶与根系养分含量接近，而籽粒的全氮和全磷含量较高、全钾含量偏低；与NPK处理相比，缺施氮、磷或钾肥均直接导致玉米植株相应养分的明显亏缺或其他养分的过量富集，但在根系、茎叶和籽粒部位的累积情况存在一定差异。与CK相比，所有施加磷肥的处理（NPK、NP、PK）土壤微生物生物量（碳、氮、磷）、脱氢酶、转化酶、脲酶与碱性磷酸酶活性以及土壤微生物代谢活性和土壤基础呼吸强度均显著升高（p < 0.05），土壤微生物代谢熵则显著下降（p < 0.05），而缺施磷肥的NK处理除显著提高脲酶活性外（p < 0.05），对其他指标均无显著影响。结果表明，氮磷钾平衡施肥在促进土壤微生物繁育和保育微生物代谢活性以及促进作物生长和保证养分吸收等方面显得非常重要，而缺素施肥中以缺施磷肥的不利影响最为突出。 
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农田生态系统是在自然基础上经人工控制形成的农业亚生态系统，提供了全世界约2/3的粮食供给，稳定而优质的土壤质量是保证其服务功能的基础。然而，土地的高强度利用往往导致土壤营养元素缺乏、肥力下降，影响作物产量、产品质量和经济效益[1]，施肥因而成为保障作物产量的重要措施，但同时也会对土壤性质产生深远的影响[2]。因此，研究长期定位施肥对土壤肥力、作物产量和生态环境的影响显得非常重要[3]。国外已有长达150多年历史的长期定位试验，在长期施肥的生态环境效应方面积累了宝贵的研究资料，并解决了许多实际问题[2]。但是，在我国自然条件下建立自己的长期定位试验点并开展研究具有特殊战略意义[4]。众所周知，氮磷钾是植物营养的三大要素，所以在诊断土壤供肥能力和植物营养水平时往往要测定土壤耕作层以及植株某些敏感部位或器官中的氮磷钾含量[5]。在长期定位施肥研究中，植物营养诊断通过对植株的组织进行分析，研究植物对各种养分的吸收、运输和代谢规律及植株体内各养分之间的相互关系，进而判断环境因素、栽培管理和施肥等对植株体内养分的累积与转化、丰缺与组成状况的影响，可以为合理施肥和农艺管理提供科学依据[5]。
土壤中碳、氮、磷等元素的循环以及矿物的分解等均与土壤微生物的活动有密切关系[6]。当前，国内外学者愈来愈将注意力从用土壤理化性质作为持续性指标来评价土壤肥力及其对作物产量的影响研究中，逐步转移到用土壤微生物参数来评估土壤的健康和质量[7]。其中，土壤微生物生物量是指土壤中个体体积小于5 000 μm3的活微生物总量，既是土壤有机质和养分转化的动力，又可作为土壤中植物有效养分的储备库，它的任何变化都会影响土壤养分的循环和有效性[8]，并能较早地指示整个农田生态系统功能的变化；土壤酶是土壤养分循环的重要推动力，在土壤发生发育与肥力形成过程中起有重要作用，土壤酶活性作为表征土壤性质的生物活性指标也被广泛应用于评价各种农业措施和肥料施用的效果[9]。此外，土壤呼吸强度一般是指土壤吸收O2和释放CO2的强度，而微生物活动是土壤呼吸的主要来源，所以呼吸强度可以用来表示土壤中微生物总的代谢能力，而它与微生物生物量的比值又被称为代谢熵，是衡量土壤生态系统演化与健康的重要指标[10,11]。本研究以河南封丘的潮土为研究对象，利用养分平衡长期试验地研究不同施肥对土壤微生物生物量、关键酶活性与基础呼吸强度以及玉米养分吸收的影响，旨在为改善土壤肥力质量与健康质量及合理制定施肥策略提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  试验区概况
中国科学院封丘农业生态实验站（35°04′ N，113°10′ E）位于河南省封丘县，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-小麦一年两熟轮作农田生态系统养分平衡长期定位施肥试验始于1989年秋季，种植当地大面积推广品种。供试土壤为轻质黄潮土，试验初始时有机碳4.5 g kg-1、全氮0.45 g kg-1、全磷0.50 g kg-1、全钾18.6 g kg-1、速效氮9.51 mg kg-1、速效磷0.83 mg kg-1、速效钾65.4 mg kg-1、pH8.65[4]。试验分4个区组，每个区组设5个施肥处理：CK（不施肥对照）、NK、PK、NP、NPK，组内随机排列。试验地施肥量居当地农户中等水平，其中N、P、K分别为尿素、过磷酸钙和硫酸钾，具体用量如下：小麦季基肥90 kg N hm-2、75 kg P2O5 hm-2、150 kg K2O hm-2，追肥60 kg N hm-2；玉米季基肥60 kg N hm-2、60 kg P2O5 hm-2、150 kg K2O hm-2，追肥90 kg N hm-2。试验地灌水视当年降水情况而定，一般小麦灌水2 ~ 3次，玉米灌水1 ~ 2次，每次900 ~ 1 200 m3 hm-2。
1.2  试验方法
2009年9月20日在各小区随机收获玉米1株，分根系、秸秆和籽粒3部分烘干并测定干重，粉碎后采用H2SO4-H2O2消煮法消化植株样品，再分别采用半微量开氏法、钼锑抗比色法和火焰光度计法测定全氮、全磷和全钾含量[5]。在收获同时采集根围土壤样品（0 ~ 15 cm），过20目筛并置4 ℃冰箱贮存，尽快分析：采用氯仿熏蒸法测定微生物生物量碳、氮、磷，采用改进后的红色甲臢（TPF）生成法、3, 5-二硝基水杨酸比色法、靛酚比色法和磷酸苯二钠比色法分别测定脱氢酶（以TPF计）、转化酶（以葡萄糖计）、脲酶（以NH4+-N计）和碱性磷酸酶（以酚计）活性，采用碱液吸收法测定基础呼吸强度（以CO2计）[12]，并分别以脱氢酶活性和基础呼吸强度除以微生物生物量碳换算微生物代谢活性（以单位微生物碳生成的TPF计）和代谢熵（以单位微生物碳产生的CO2计）；用1∶2.5水浸提液测定pH，用氯化钾浸提-分光光度计法、碳酸氢钠浸提-钼锑抗比色法和醋酸铵浸提-火焰光度计法分别测定矿质氮、速效磷和速效钾含量，风干并过100目筛后用重铬酸钾容量法、半微量凯氏法、酸溶-钼锑抗比色法和酸溶-火焰光度计法分别测定有机碳、全氮、全磷和全钾含量[5]。
1.3  数据处理
试验数据使用SPSS 13.0进行统计分析，使用最小显著差异（least significant difference，LSD）检验进行多重比较（p < 0.05，n = 4），并使用双侧检验对土壤有机碳含量与全氮含量进行相关分析（Person系数，n = 5）。
2  结果与分析
2.1  土壤pH、有机碳与N、P、K含量
如表1所示，与对照（CK）相比，所有施加氮肥的处理（NPK、NP、NK）土壤pH显著降低（p < 0.05），这可能是土壤矿质氮含量升高的缘故，而缺施氮肥的PK处理对此没有显著影响；所有施加磷肥的处理（NPK、NP、PK）土壤有机碳、全氮、全磷和速效磷含量均显著提高（p < 0.05），其中以NPK平衡施肥处理对土壤有机碳和全氮含量的影响最显著，但以缺施氮肥的PK处理对土壤全磷和速效磷含量的影响最显著，这是因为缺氮在很大程度上限制了作物的生长以及对磷素的吸收，使土壤中积累起更多的磷，而缺施磷肥的NK处理对这些土壤养分的含量则无显著影响；所有施肥处理对土壤全钾含量均没有显著影响，但其中施加钾肥的处理（NPK、 PK、NK）土壤速效钾含量显著提高（p < 0.05），其中缺施磷肥的NK处理和缺施氮肥的PK处理累积现象均较为严重，而缺施钾肥的NP处理土壤速效钾含量则显著降低（p < 0.05）。
表1 土壤pH与基础养分含量1）
Table 1  Soil pH and nutrient contents
	处理

Treatment
	pH

(H2O)
	有机碳

Organic C

(g kg-1)
	全氮

Total N

(g kg-1)
	全磷

Total P

(g kg-1)
	全钾

Total K

(g kg-1)
	矿质氮

Mineral N

(mg kg-1)
	速效磷

Available P

(mg kg-1)
	速效钾

Available K

(mg kg-1)

	CK
	9.2 ± 0.1a
	4.3 ± 0.2c
	0.45 ± 0.02)c
	0.45 ± 0.02c
	23.5 ± 0.9a
	6.5 ± 1.6b
	0.40 ± 0.28d
	98 ± 11c

	NK
	8.3 ± 0.2c
	4.2 ± 0.3c
	0.50 ± 0.03)c
	0.39 ± 0.06c
	24.3 ± 1.4a
	8.1 ± 1.4ab
	0.70 ± 0.14d
	292 ± 13a

	PK
	8.8 ± 0.0a
	4.8 ± 0.3b
	0.60 ± 0.07)b
	0.86 ± 0.09a
	24.4 ± 1.2a
	6.0 ± 1.1b
	30.44 ± 2.40a
	273 ± 24a

	NP
	8.7 ± 0.1b
	5.7 ± 0.3a
	0.64 ± 0.05)ab
	0.68 ± 0.08b
	23.8 ± 0.7a
	10.5 ± 2.9a
	10.70 ± 0.89b
	71 ± 3d

	NPK
	8.6 ± 0.1b
	6.0 ± 0.1a
	0.68 ± 0.01)a
	0.63 ± 0.09b
	24.7 ± 0.6a
	10.4 ± 1.5a
	8.45 ± 1.45c
	161 ± 19b


1）表中数据为平均值±标准偏差 Values in the table are means of four replications ± standard errors；同一列中相同字母表示p < 0.05水平无显著差异 Means in the same column followed by the same letter are not significantly different at p < 0.05. 下同the same as below.
2.2  玉米根系、茎叶、籽粒生物量与氮磷钾含量

如图1 所示，NPK平衡施肥大幅提高玉米根系与茎叶生物量以及籽粒产量，NP处理次之，PK处理略高于NK处理，但这两个处理与CK均无显著差异。玉米植株对氮磷钾等三种养分的吸收总量取决于植株生物量，其中以NPK处理吸收得最多，缺素施肥处理中仅NP处理吸收较多的氮和磷，但吸收的钾与其他处理接近。不同施肥处理玉米植株不同部位对不同养分的累积也有明显差异，总体来看茎叶与根系的养分含量比较接近，而且籽粒的全氮和全磷含量显著高于茎叶与根系部分，而全钾含量则正好相反；PK处理籽粒全磷含量显著高于CK（p < 0.05），根系和茎叶全磷含量也显著高于其他处理（p < 0.05），但因为土壤缺氮而使根系和茎叶全氮含量明显低于所有施加氮肥的处理（p < 0.05），根系部位甚至显著低于CK（p < 0.05）；NK处理玉米籽粒全氮含量显著高于其他处理（p < 0.05），全钾含量也显著高于NPK处理（p < 0.05），NP处理尽管玉米籽粒全钾含量与其他处理没有显著差异，但根系和茎叶全钾含量均显著低于包括CK在内的其他所有处理（p < 0.05）。综合而言，相较平衡施肥，缺施氮、磷或钾肥均直接导致玉米植株相应养分的明显亏缺或其他养分的过量富集。
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“T”形棒表示标准偏差 Vertical T bars indicate standard deviations；“T”形棒上方相同字母表示p < 0.05水平无显著差异 Bars not topped by the same letter indicate significant difference in values (p < 0.05). 下同 The same as below
图1 玉米植株根系、茎叶、籽粒生物量与氮磷钾含量及其吸收总量
Fig. 1 Biomass and N, P, K contents of roots, shoots, and grains and total N, P, K uptakes of maize plants
2.3  土壤微生物生物量、代谢活性与代谢熵
如表2所示，与CK相比，NPK、NP与PK等3个处理土壤微生物生物量（碳、氮、磷）、脱氢酶、转化酶、脲酶与碱性磷酸酶活性以及基础呼吸强度均显著提高（p < 0.05），NPK处理最显著，NP处理次之，PK处理再次；其中规律不一致的是，PK处理对微生物氮的影响大于NP处理，且这两个处理对微生物磷的影响同时大于NPK处理。缺施磷肥的NK处理除显著提高土壤脲酶活性外，对其他指标均无显著影响。与土壤中碳、氮、磷等三种元素的循环相对应，转化酶对驱动土壤碳循环以及增加易溶性营养物质起着重要作用，脲酶反映土壤有机态氮向有效态氮转化以及供应无机态氮的能力，磷酸酶催化有机磷酯水解成可供植物吸收的无机磷酸进而影响着土壤中磷的生物有效性[12]，而脱氢酶则反映微生物新陈代谢的整体活性，因而通常以土壤脱氢酶活性除以微生物碳换算获得微生物的平均代谢活性[13]。从图2可以发现，NPK、NP与PK等3个处理微生物代谢活性显著升高（p < 0.05），其中NPK与NP两个处理最高，PK处理次之，而NK处理与CK没有显著差异，即NPK平衡施肥和施加磷肥对于保持土壤微生物的代谢活性也显得非常重要。再从以土壤基础呼吸强度除以微生物碳换算所得的代谢熵来看，NPK、NP与PK等3个处理均显著下降（p < 0.05），表明土壤健康质量得到显著提升，而NK处理与CK没有显著差异，说明微生物代谢受到严重的缺素胁迫（尤其指磷）[14]。
表2 土壤微生物生物量、酶活性与基础呼吸强度
Table 2  Soil microbial biomass, enzymatic activities, and basal respiration
	处理

Treatment
	微生物碳

Microbial C
(mg kg-1)
	微生物氮

Microbial N
(mg kg -1)
	微生物磷

Microbial P
(mg kg-1)
	脱氢酶Dehydrogenase
(mg kg-1 24h-1)
	转化酶Invertase
(mg g-1 24h-1)
	脲酶

Urease
(mg g-1 24h-1)
	碱性磷酸酶

Alkaline phosphatase
(mg g-1 24h-1)
	基础呼吸
Basal respiration
(ml kg-1 24h-1)

	CK
	94 ± 22c
	13 ± 2d
	1.5 ± 0.1c
	28 ± 9c
	9.6 ± 1.0c
	1.2 ± 0.1c
	0.12 ± 0.01d
	38 ± 3b

	NK
	91 ± 15c
	12 ± 1d
	1.0 ± 0.8c
	33 ± 12c
	9.3 ± 0.9c
	1.6 ± 0.1b
	0.14 ± 0.01cd
	36 ± 13b

	PK
	153 ± 18b
	20 ± 1b
	10.7 ± 1.8a
	75 ± 4b
	16.2 ± 1.9b
	1.8 ± 0.1b
	0.15 ± 0.01c
	56 ± 14a

	NP
	153 ± 10b
	16 ± 1c
	9.2 ± 3.8a
	99 ± 10a
	20.4 ± 2.7a
	2.5 ± 0.3a
	0.19 ± 0.02b
	57 ± 10a

	NPK
	183 ± 16a
	23 ± 2a
	4.9 ± 0.3b
	113 ± 14a
	21.8 ± 1.4a
	2.7 ± 0.2a
	0.23 ± 0.02a
	58 ± 5a
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图2土壤微生物代谢活性与代谢熵
Fig. 2 Soil microbial metabolic activity and metabolic quotient 
3  讨论与结论
长期不同施肥显著影响玉米的生长及其植株对氮、磷、钾等养分的吸收积累。在NPK平衡施肥条件下，玉米产量达到较高水平，具有较大的增产潜力。在不平衡施肥处理中，缺施磷肥或氮肥的NK和PK处理，即使玉米植株可以偏吸更多的氮或磷，但长势和产量与不施肥对照仍非常接近，其中PK处理在玉米长势和籽粒产量上略优于NK和对照，因为缺氮或可通过生物固氮或大气沉降等途径得到一定的缓解[2]，因而缺磷成为潮土生产力的最大限制因子；而值得注意的是缺施钾肥的NP处理，玉米长势、产量和氮、磷吸收量均大幅高于对照，但又显著低于NPK平衡施肥处理，表明即使是在原先富钾的潮土中，施用钾肥对于维持土壤生产力也是不可缺少的。由于玉米植株对氮磷钾等3种养分的吸收量取决于植株生物量，所以从土壤养分残留来看，NP处理土壤速效钾含量已经亏缺，达到显著低于对照的程度；PK处理土壤残留较多的速效磷、速效钾，全磷含量累积现象较为突出；NK处理除残留较多速效钾外，矿质氮含量并没有发生明显的累积，这是因为盈余的矿质氮会沿土壤剖面向下迁移，进而引发潜在的地下水污染，但NPK处理没有该环境风险[15]。与此不同的是，土壤全氮含量与土壤有机碳含量呈线性相关（r＝0.966，p < 0.01），而土壤有机碳含量则与作物生物量和籽粒产量的变化规律一致，因为在这些仅施无机肥的土壤中，作物根系及其分泌物是土壤中有机物料的唯一来源[16]。本研究发现，NPK平衡施肥条件下潮土耕层有机碳含量相较20年前已经显著升高，增加量达33%，而NP处理的增加量也近27%，这两种施肥模式下耕层土壤充当着大气碳汇的功能；PK处理略有升高趋势，而NK处理与对照则趋于下降，表明相较氮肥而言，施用磷肥可以减轻农业土壤对大气温室效应气体源的贡献。

一些学者通过对陆地生态系统中碳循环及未来发展趋势总结分析，认为农业土壤在控制大气CO2升高和减缓温室效应方面具有很大潜力[17-18]，故土壤呼吸强度在保障粮食产量的前提下是一个不容忽视的重要环境问题。事实上，土壤呼吸作用长期以来一直是土壤碳循环和微生物活性研究的重要内容，是许多土壤过程敏感的综合指示因子[19]，在一定程度上反映了土壤养分转化及其供应能力，而且因为微生物活动是土壤呼吸作用的主要来源，故土壤呼吸强度习惯上又被视为衡量土壤微生物整体活性的重要指标[20]。在NPK平衡施肥条件下，由于大量营养物质的投入以及作物根系及其分泌物的作用，土壤微生物大量繁殖，不仅生物量大幅升高，物质代谢活性也显著增强，土壤基础呼吸强度达到对照的1.5倍。一般而言，土壤呼吸强度提高可能会打破土壤碳输入与输出之间的自然平衡，进而影响土壤作为碳汇或源的生态服务功能[4]，但此时土壤微生物平均代谢活性显著升高、代谢熵显著下降，即在更“高效低排”地为生态系统服务，不仅更好地保障了土壤养分转化以及作物养分吸收，而且土壤综合碳汇效应明显。相反，在缺素特别是缺磷施肥条件下，土壤微生物需要应对养分亏缺胁迫，不仅代谢效率低下，而且代谢过程会释放相对多的热量[14]、排放相对多的CO2，土壤质量明显下降。
综上所述，长期不同施肥导致潮土微生物生物量、代谢活性和代谢熵发生了显著改变，并影响玉米对氮、磷、钾等3大养分的吸收与积累。NPK平衡施肥大幅提高玉米根系与茎叶生物量、籽粒产量以及氮磷钾吸收量，NP处理效果次之，PK与NK均无显著效果；与NPK平衡施肥相比，缺素施肥直接导致玉米植株相应养分的明显亏缺或其他养分的过量富集。综合而言，所有施加磷肥的处理（NPK、NP、PK）土壤微生物生物量、代谢活性、关键酶活性以及基础呼吸强度均显著升高，微生物代谢熵则显著下降。结果表明，NPK平衡施肥和施加磷肥对促进土壤微生物繁育和保育微生物代谢活性以及促进作物生长和保证养分吸收均显得非常重要。
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EFFECTS OF Long-Term Balanced Fertilization On Microbial Activity and Nutrient Uptake of Maize in A luvo-aquic soil
Wang Junhua1,2  Hu Junli1,2  Lin Xiangui1,2†  Dai Jue1,2,3  Wang Juntao1,2,3  Cui Xiangchao1,2,3  Qin Shenwu1
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Abstract  A long-term stationary field experiment on nutrient balance for farming ecosystem in the Fengqiu National Agro-ecological Experiment Station was made use of to investigate effects of fertilization, balanced or unbalanced, on microbial biomass, enzymatic activities, and soil basal respiration as well as nutrient uptake of maize plants in a fluvo-aquic soil. The experiment was designed to have five treatments: fertilizer NPK, NP, PK, NK, and CK (without fertilization). The root biomass, straw biomass, grain yield, and total uptakes of N, P, K of maize plants were all greatly increased in Treatment NPK, and were also significantly increased in Treatment NP, but were not significantly affected in Treatment PK or NK. In the same treatment, straws and roots were similar in nutrient content, while grains were relatively higher in total N and total P contents of, but lower in total K. Compared to Treatment NPK (balanced fertilization), the other treatments, lacking one or other nutrient, showed significant decrease in the nutrient in question and/or significant increase in the other nutrients in maize plants, and differed betweenthe treatments in nutrient distribution among roots, straws, and grains. In addition, in all the treatments that had P (NPK, NP, PK), the soils were higher in microbial biomass C, N, P, activity of dehydrogenase, invertase, urease, and alkaline phosphatase, microbial metabolic activity, and basal respiration, but significant lower in microbial metabolic quotient. However, P-deficienct treatment (NK) fertilization did not show any significant effects on these soil biological parameters, except for a significant increase in urease activity. The findings demonstrated the role of P, as well as balanced fertilization with N, P, and K in promoting soil microbial growth and metabolic activity, as well as enhancing crop growth and nutrient uptake.
Key words  Soil microbial biomass; Soil enzymatic activity; Soil basal respiration; Soil microbial metabolic activity; Soil microbial metabolic quotient
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