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土壤微生物生物量碳的表观周转时间测定方法*

吴金水 肖和艾
(中国科学院亚热带区域农业研究所,长沙 410125)

摘 要 土壤微生物生物量碳周转对土壤有机质和养分循环起着决定作用。本研究建立了土壤微生

物生物量碳周转时间的测定方法。培养条件下( 25 、100%湿度) , 加入14C 标记葡萄糖标记土壤微生物生物

量碳,在 100 d培养期内, 每隔 20 d 测定一次14C 标记微生物生物量碳( 14C-BC) ,采用一级热力学方程拟合测定

期内( 20~ 100 d) 14C-BC 的周转速率常数( k) , 由此计算土壤微生物生物量碳的表观周转时间。测定的 5 个土

壤在培养条件下微生物生物量碳的周转时间为 93~ 400 d, 根据培养温度和实际田间年平均温度推算得到田

间条件下土壤微生物生物量碳的周转时间为 1 0~ 4 1 a。其主要影响因子为土壤质地,土壤利用方式的影响

较小。土壤微生物生物量碳的周转时间能较好地反映土壤微生物生物量的周转状况及其与土壤有机质的周

转和积累的关系。
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尽管微生物生物量碳通常仅占土壤有机碳的

1% ~ 4%, 但微生物是土壤有机质转化和分解的直

接作用者, 并且在土壤主要养分(如 N、P、S)的转化

过程中起主导作用[ 1~ 3]。测定土壤微生物生物量碳

的周转动力学特性(周转速率或时间)是进一步了解

土壤有机质和重要养分元素的转化与积累的重要手

段[ 1]。

已有研究表明土壤微生物生物量碳可以作为土

壤有机质变化的早期预测指示[ 1~ 4]。但由于在自然

条件下大部分土壤微生物处于休眠状态, 因此土壤

微生物的总体生物量并不能直接反映微生物分解有

机质的实际活性。Jenkinson等[ 5]采用土壤有机碳模

型预测土壤微生物生物量碳、氮周转时间。McGill

等[ 6]根据土壤微生物生物量的季节变化估计土壤微

生物生物量碳周转时间, 并讨论了在田间条件下温

度、湿度和管理方式对土壤微生物生物量碳周转的

影响。这两种方法都仅能提供土壤微生物生物量碳

的周转速率的间接信息。

Chaussod等[ 7]提出一种直接测定在培养条件下

土壤微生物生物量碳周转时间的方法。他们用添加
14C标记葡萄糖或黑麦草标记土壤微生物生物量碳

( 14C-BC) ,再根据土壤微生物生物量碳的
14C放射强

度的相对变化(或者14C与12C的比例)估计其周转时

间。这种方法的缺陷在于不能排除土壤微生物生物

量碳总量变化的影响,因为微生物生物量碳的14C放

射强度的相对变化是由
14
C 标记部分的土壤微生物

生物量碳的周转(即实际测定对象)和微生物生物量

碳总量变化所决定( 1)。Wu( 1)研究了添加14C标记葡

萄糖或黑麦草后土壤微生物生物量碳的周转状况,

提出以添加14C 标记葡萄糖在培养 20~ 100 d 中所

测定14C标记微生物生物量碳( 14C-BC )的周转速率

指示土壤微生物生物量碳的周转速率(即本文的方

法)。Kouno 等
[ 8]
采用

14
C 和

32
P 双标记黑麦草标记

土壤微生物生物量碳、磷,测定培养期间( 10~ 60 d)
14C 和32P 标记土壤微生物生物量碳、磷的变化计算

土壤微生物生物量碳、磷的周转时间。

本文以 Wu( 1)的研究为基础, 阐述了测定土壤

微生物生物量碳周转时间的原理, 进一步讨论了14C

标记土壤微生物生物量碳及其周转速率的测定方法

和技术,分析了培养条件下所测定的土壤微生物生

物量碳周转时间与田间条件下的周转时间的关系以

及与土壤有机质周转和积累的关系。
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1 基本原理

土壤微生物生物量不断发生着生物代谢过程。

一方面不断地同化土壤中的有机物质合成微生物生

物量(生物量碳的输入过程) ; 另一方面其自身不断

地发生新陈代谢过程, 使部分生物量经降解转化为

代谢产物或矿化为 CO2(生物量碳的输出过程) ,构

成土壤微生物生物量碳的周转。这里 周转 的定义

不包括死亡的微生物被再利用而重新转化到新生长

的微生物中的碳,因为参与这一过程的碳并没有离

开微生物生物量碳库。土壤微生物生物量碳的周转

速率是整个土壤微生物生物量碳库的更新速度,即

指单位时间通过(进入或输出)的碳量。土壤微生物

生物量碳的周转时间是指更新与土壤微生物生物量

碳库等量碳理论上所需要的时间。

通常认为土壤微生物生物量碳的降解遵循一级

热力学方程[ 1]。假设 t= 0时,土壤微生物生物量碳

为 Y0,那么,经过一段时期( t )代谢后土壤微生物生

物量碳( Yt )为:

Yt = Y0 e
- kt

(1)

式中, k 为土壤微生物生物量碳周转速率常数。

单位时间内土壤微生物生物量碳的周转量( R t )

为:

- R t = -
dYt

dt
= - k Yt (2)

在稳定状态下土壤微生物生物量碳分解和合成

速率相等,因此其周转时间( T )可表示为:

T =
Yt

R t
(3)

根据方程( 2)和( 3) ,周转时间可表示为:

T =
1
k

(4)

由于自然状态下土壤微生物生物量库的输入或

输出碳量不能直接测定, 因此需要对土壤微生物生

物量碳库进行标记, 通常采用14C 标记技术。假定
14C标记微生物生物量碳的降解速率与其碳库中原

有的碳(包括未标记部分)的降解速率一致, 就可以

用14C标记微生物生物量碳的降解速率反映土壤微

生物生物量碳的周转速率。

2 材料与方法

2 1 土壤

选择英国洛桑试验站长期定位试验( Highfield、

Broadbalk、Hoosf ield、Woburn、Northfield)典型处理的土

壤,其利用管理和基本性质列于表 1。该地年平均

温度为 9 3 [ 16] , 属北温带湿润气候。其中 High-

field、Broadbalk、Hoosfield 为相同土壤母质发育的轻

壤土, 属于 Batcombe 土系 ( 英国土壤分类方法 ) ;

Woburn和Northfield分别为砂壤土( Cottenham 土系)

和轻粘土( Lawford土系)。土样采自耕作层( 0~ 23

cm) ,过筛(孔径2 mm) , 调节土壤含水量至田间饱和

持水量 40%,在 25 、100%湿度和黑暗条件下预培

养 10 d。

表 1 土壤来源、利用管理状况和基本特性

Table 1 Site, management and basic properties of the soils used

土壤编号

Soil No

来源

Sample site

利用方式1)

Management 1)

粘粒含量

Clay content

( % )

pH

( H2O)

有机碳

Organic C

( g kg- 1)

全氮

Total N

(g kg- 1)

1 Highf ield 草地( N) 24 5 3 34 0 3 09

2 Broadbalk 小麦连作( NPK) 24 7 2 10 5 1 28

3 Hoosf ield 休闲 24 7 4 12 3 1 09

4 Woburn 耕地(NPK) 15 6 5 11 2 1 06

5 Northf ield 大麦连作( NPK) 39 7 2 34 8 3 38

1) 括号内为肥料处理, N、P和K 的年施入量分别为 96、35和 90 kg hm- 2 Letters in parentheses indicate treatments with fert il izers as N, P, K at

annual rates of 96, 35 and 90 kg hm- 2, respectively

2 2
14
C标记土壤微生物生物量碳

按需要量配制放射强度为 1 075 Bq mg- 1 C、含

量为 C 10 mg ml
- 1
的

14
C 标记葡萄糖溶液, 并用

(NH4) 2SO4将其C N比调节为 30 1。从每个预培养

土壤中分称相当于烘干基重为 40 g 的样品 36份于

125 mL 广口玻璃瓶中, 每份加入上述葡萄糖溶液

4 mL (葡萄糖的添加量为C 1 000 g g- 1土) ,轻轻地

彻底混匀(防止结块)。将有样品的广口玻璃瓶放置
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于1 1 L 培养瓶中, 同时将盛有 10 mL 浓度为 1 mol

L- 1 NaOH 的烧杯一只放置其中。培养瓶中加少量

水,以保持 100%湿度。密封后在 25 黑暗条件下

培养。培养前和培养期内 3、20、40、60、80、100 d,每

个土壤分别取 6份样品, 用于测定微生物生物量碳

(总生物量碳)和
14
C-BC。

2 3 测定方法

土壤微生物生物量碳(总生物量碳)测定采用熏

蒸提取- 碳自动分析仪器法( Wu 等[ 9] )。取上述土

壤6份(每份相当于烘干基重为 40 g) ,其中 3 份土

壤用去乙醇氯仿熏蒸 24 h, 除去土壤中氯仿, 加入

0 5 mol L- 1K2SO4 浸提剂(土液比 1 4, W/ V ) , 振荡

浸提 30 min( 300 r min- 1 ) , 用中速定量滤纸过滤。

另3份土壤不熏蒸, 浸提方法同上。浸提液中有机

碳含量采用碳分析仪( Dohrman DC80)测定。总生物

量碳= 2 22 (熏蒸土壤浸提的有机碳- 不熏蒸土

壤浸提的有机碳)。
14
C-BC测定采用Wu 等

[ 10]
的方

法,取上述 1 00 ml 土壤 K2SO4 浸提液加入 15 ml

RIA闪烁剂和 2 ml蒸馏水,混合液14C放射强度采用

自动液体闪烁仪( Beta Mat ic)测定计数 5 00 min,测

得的每分钟计数( CPM)通过14C 计数曲线转换为每

分钟裂变量( DPM) , 采用14C 含量为 130 103 DPM
14
C标准甲苯制备

14
C 计数曲线。浸提液中

14
C标记

有机碳= (待测液
14
C每分钟裂变量 浸提液体积) /

(土壤烘干基重 添加14C 葡萄糖放射强度)。14C-

BC= 2 22 (熏蒸土壤浸提的14C标记有机碳) - 不

熏蒸土壤浸提的14C标记有机碳)。

土壤 pH (H2O)测定采用风干土壤加入蒸馏水

(土水比 1 2, W/ V )浸提。土壤有机碳测定采用重

铬酸盐氧化法[ 11]。土壤全氮采用 Kjeldahl 法消

化[ 12]、氮分析仪( Technicon)测定。

3 结果与讨论

3 1 土壤微生物生物量碳标记

培养 3 d 后, 所有土壤(不熏蒸) K2SO4 浸提的
14C标记有机碳( C 4 0~ 8 7 g g- 1,表 2)占添加葡萄

糖碳( C 1000 g g
- 1

)都不到 1% ( 0 40% ~ 0 87% )。

表明在 3 d 内添加的葡萄糖已完全分解, 转化为

CO2-C、微生物生物量碳和相对稳定的代谢产物碳。

这与以前的研究一致[ 10, 13 , 14]。培养 20~ 100 d, 所

有土壤(不熏蒸)的 K2SO4浸提
14
C 标记有机碳(主要

为代谢物碳 ) 占浸提的总有机碳比例也较小

( 1 8%~ 7 0% ) (表 2)。因此可以忽略这一时期内
14C标记葡萄糖代谢产物对微生物生物量碳周转时

间测定的影响。

表 2 不熏蒸土壤 0 5 mol L
- 1

K2SO4浸提的总有机碳和
14C标记有机碳

Table 2 Total and labelled organic C extracted in 0 5 mol L- 1K2SO4 from unfumigated soils

土壤编号

Soil No

浸提有机碳

Extractable organic C

( C g g- 1)

14C标记有机碳

Labelled organic C

( C g g- 1)

14C标记有机碳/总有机碳

Labelled/Total

( % )

0 d 3 d 20~ 100 d1) 3 d 20~ 100 d1) 3 d 20~ 100 d

1 142 135 132 23 4 0 0 4 2 4 0 4 2 96 1 82

2 60 66 50 6 7 3 1 3 3 5 1 5 11 06 7 00

3 60 64 40 2 8 7 1 6 2 7 0 3 13 59 6 75

4 58 64 48 2 8 5 1 3 1 8 0 5 13 28 3 75

5 97 82 67 7 7 2 0 2 2 2 0 5 8 78 3 28

1) 培养 20~ 100 d期间 5次测定的平均值和标准差 Mean of five measurements at 20, 40, 60, 80, 100 days, followed by standard deviat ion

添加14C标记葡萄糖培养 3 d后, 实验土壤中的
14C标记微生物生物量碳 ( 14C-BC )达到 210~ 450

g g
- 1

(图 1)。在 3~ 20 d内, 全部土壤的
14
C-BC与

其总量( BC)同步大幅度下降, 说明14C-BC 周转动力

学与土壤的 BC一致。同时也说明添加葡萄糖对土

壤微生物生物量碳的周转影响仍未结束, 因此这一

阶段内14C-BC 的变化不能客观地反映土壤微生物生

物量碳的周转速度。培养 20~ 100 d,所有土壤中总

生物量碳和14C-BC 的周转恢复正常状态, 即 BC 和
14C-BC的变化速率基本保持恒定 (图 1)。证明培养

20~ 100 d测定的14C-BC 降解速率可用于指示土壤

微生物生物量碳周转速率。综上所述,对于测定土

壤微生物生物量碳的周转时间,采用14C标记葡萄糖

(添加量 C 1 000 g g- 1)标记土壤微生物生物量碳

是合适的,添加葡萄糖后培养 20 d再进行测定可避

免底物对土壤微生物活性的影响。
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图 1 添加14C标记葡萄糖的土壤中微生物生物 量碳

变化(误差为平均数的标准差, n= 3)

Fig 1 The changes in soil microbial biomass-C in the 14C- labelled glu-

cose amended soils(The bars represent the standard devia-

tions of means, n= 3)

3 2 土壤微生物生物量碳的周转速率常数和周转

时间

表 3为培养期内
14
C-BC的周转速率常数和周转

时间。结果表明,所有土壤在培养 20~ 100 d 测得

的 5次14C-BC值可用一级热力学方程表示, 相关性

都达到极显著水平 ( r = 0 96 ~ 0 99)。据此得到
14C-BC的表观周转速率常数( 2 66 10- 3~ 10 8

10- 3 d- 1)的标准差很小( 0 08 10- 3~ 0 54 10- 3

d- 1)。由于熏蒸提取法测定土壤微生物生物量碳的

允许误差至少为 10%
[ 15]

,采用 2次测定值计算土壤

微生物生物量碳周转速率常数会产生较大误差, 特

别是当测定值相差不大的情况下。通过 5次测定,

可降低速率常数的误差, 使估计的微生物生物量碳

的周转时间更可靠。根据培养 20~ 100 d 测得的
14
C-BC的速率常数,按方程( 4)即可计算得到土壤微

生物生物量碳的表观周转时间。本研究采用的 5个

土壤, 在培养条件下( 25 , 100%湿度)土壤微生物

生物量碳的周转时间为 93~ 396 d(表 3)。

计算结果表明,土壤微生物生物量碳的周转时

间与土壤质地和利用方式有密切关系(表 1, 表 3)。

土壤粘粒含量由 15% ( 4号土)分别增加到 24%和

39%,土壤微生物生物量碳周转时间由 96 d增加到

145~ 186 d( 1~ 3号土)和 396 d( 5号土)。在粘粒含

量相同但利用方式不同的 3个土壤( 1~ 3号土)中,

微生物生物量碳的周转时间亦有明显差异, 依次为

休闲地( 3号土, 145 d) < 草地( 1号土, 158 d) < 小麦

连作( 2号土, 186 d)。但土壤利用方式的影响远小

于土壤质地。这与 Chaussod等[ 7]的研究结果是一致

的。本研究测定的 Highf ield 草地和 Broadbalk 小麦

连作土壤的微生物生物量碳周转时间( 158~ 186 d)

比由 Kouno等[ 8]报道的结果要大得多( 95 d)。其原

因可能是 Kouno 等
[ 8]
的前期培养时间短 ( 10 d) , 而

黑麦草的分解速率又远比葡萄糖慢[ 10] ,因而土壤微

生物生物量碳的周转仍处于加入底物的活跃阶段。

3 3 田间条件下土壤微生物生物量碳的周转时间

的推算

上述土壤微生物生物量碳周转时间是在 25

和 100%湿度培养条件下获得的结果, 并不代表在

田间条件下土壤微生物生物量碳的实际周转时间。

Jenkinson等[ 16]在模拟洛桑试验站长期定位试验(包

括本研究选择 的 Highfield、Broadbalk、Hoosfield、

Woburn)土壤有机碳周转时,估计有机碳分解速率在

标准条件下 ( 25 和 100% )与在田间条件下相差

3 8倍。采用3 8作为转换系数,计算得到本研究采

用的土壤在田间条件下微生物生物量碳的周转时间

为 0 97~ 4 12 a(表 4)。
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表 3 土壤中14C-BC 的周转速率常数和周转时间

Table 3 The turnover rate constant and turnover t ime of 14C- labelled biomass C in soils

土壤编号

Soil No

20~ 100 d

表观速率常数 Gross rate constant k( 10- 3 d- 1) 相关系数 Correlation coeff icient r 周转时间Turnover t ime( d)

1 6 33 0 08 - 0 99 158 2

2 5 38 0 35 - 0 99 186 11

3 6 91 0 08 - 0 99 145 2

4 10 8 0 54 - 0 96 93 5

5 2 66 0 44 - 0 99 396 73

在 Highfield、Broadbalk、Hoosfield 的 3 个土壤

(1 5~ 1 9 a)与 Jenkinson等
[ 5]
采用模型预测的土壤

微生物生物量碳周转时间( 1 5~ 1 7 a)基本一致。

本研究结果不仅更能反映利用方式对土壤微生物生

物量碳周转的影响,而且充分反映了土壤质地的影

响。例如, 砂壤土( 4号土)的微生物生物量碳周转

时间不到 1年, 而轻粘土( 5号土)则达 4年以上。

表 4 田间条件下土壤微生物生物量碳的周转时间和速率及其与年输入新鲜有机碳量和土壤有机质的关系

Table 4 The turnover time and the rate of biomass C under the f ield condit ions and their relat ionship with the amounts of annual fresh C

inputs and organic matter in the soils

土壤 有机碳1) 年输入 生物量碳 年输入新鲜碳量 田间条件下生物 生物量碳

编号 Orgnic C 新鲜碳量2) Biomass C 与生物量碳比率 量碳周转时间3) 年周转速率4)

Soil No

Annual fresh C

inputs

(C t hm- 2) ( C t hm- 2) ( C t hm- 2)

Ratios of annual fresh C

inputs and biaomass C

Field turnover time

of biomass C

( a)

Annual turnover rate

of biomass C

( % )

1 81 5 4 0 2 09 1 9 1 64 61 0

2 27 5 1 9 0 78 2 4 1 90 52 6

3 35 7 0 0 0 28 0 0 1 51 66 2

4 30 8 1 3 0 50 2 6 0 97 103 0

5 100 9 1 5 1 82 0 82 4 12 24 3

1) 0~ 23 cm土层有机碳含量Content of orgnic C at 0~ 23cm soil depth; 2) 数据来源于 Jenkinson等[ 16] Data from Jenkinson et al [16] ; 3) 计算方法:

1/ ( k 3 8/ 365) ,式中: k 为土壤微生物生物量碳表观速率常数( d- 1) (表 3) , 3 8为转换系数 Calculated as: 1/ ( k 3 8/ 365 ) ,where k is the gross

rate constants of biomass C( d- 1) (Table 3) and 3 8 is the converting factor; 4) 计算方法: (生物量碳/田间周转时间) / ( 生物量碳) ,或 1 / ( 田间周转时

间) Calculated as: ( Biomass C/ Field turnover t ime) / ( Biomass C) , or 1 / (Field turnover time)

土壤微生物生物量碳的周转时间反映了微生物

的活性,将周转时间换算为土壤微生物生物碳的年

周转速率更清楚地说明这一点。例如, 本研究采用

的砂壤土( 4号土)和轻粘土( 5号土)的新鲜有机碳

的年输入量基本接近( C 1 3和 1 5 t hm- 2) ,但轻粘

土的微生物生物量碳保有量是砂壤土的 3 6倍。两

者之间在土壤微生物生物量碳周转时间的差别( 4

倍以上)对于解释这一现象提供充分依据。砂壤土

的微生物生物量碳的年周转率达 103% ,因此需要

消耗 2 6倍于微生物生物量碳保有量的新鲜有机碳

的年输入。相反,轻粘土的微生物生物量碳的年周

转速率仅为24% ,从而仅需 0 82倍于的新鲜有机碳

年输入来维持高的微生物生物量碳保有量。草地和

小麦连作的轻壤土的微生物生物量碳的年周转速率

相当比较接近,因而新鲜有机碳年输入量与微生物

生物量碳保有量的比例亦差异不大。休闲土壤没有

新鲜有机碳年输入,其微生物生物量碳的周转仅靠

消耗原有的土壤有机质,因此其保有量很小( C 0 28

t hm- 2)。

土壤微生物生物量碳的周转时间也能够反映土

壤之间在有机碳周转和积累机理上的差异。草地和

小麦连作的轻壤土的微生物生物量碳的周转速率比

较接近,因而其有机质积累主要取决于新鲜有机碳

的年输入量。由于轻粘土( 5号土)中微生物生物量
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碳的年周转速率低( 24%) ,使土壤积累大量的有机

质(约 C 100 t hm- 2) (表4)。尽管砂壤土( 4号土)的

新鲜有机碳的年输入量比轻粘土仅少 15%, 但由于

前者的微生物生物量的年周转速率很高( 103% ) ,其

有机质积累量( C 30 8 t hm- 2)仅为轻粘土的 30%左

右。

4 结 论

本研究建立方法( 14C标记葡萄糖标记土壤微生

物生物量碳, 在培养 100 d期间每 20 d间隔测定
14
C-

BC)能较精确地测定土壤微生物生物量碳的表观周

转时间。土壤微生物生物量碳的周转时间很好地反

映了土壤微生物生物量周转状况及其与土壤有机质

周转与积累的关系。
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MEASURING THE GROSS TURNOVER TIME OF SOIL MICROBIAL BIOMASS

CUNDER INCUBATION

Wu Jinshui Xiao Heai

( The Institute of Subtropical Agriculture , ChineseAcademy of Sciences, Changsha 410125, China)

Abstract The turnover of the microbial biomass plays key roles in the cycling of organicmatter and nutrients in soil. A-l

though the microbial biomass-C is generally accounted for only 1%~ 4% of total soil organic, the balance between the rate of

microbial processes determines the turnover and consequently the accumulation of soil organic matter and nutrients ( e g. N, P

and S) . In this study, the procedure for measuring the turnover time of soil microbial biomass-C has been developed. 14C-

labelled glucose was used to label the biomass-C by incubating soils at 25 and 100% humidity. The labelled biomass-C, total

biomass-C, and extractable-C were measured by every 20 days during a 100- day incubation period, using the fumigation-extrac-

tion method. Data obtained were then used to calculate the turnover rate constant of biomass-C, and hence its turnover time

Under the incubation condit ions, the turnover t ime of biomass-C, calculated from the gross turnover rate constant of labelled

biomass-C, varied between 93 and 400 days. This is equivalent, by extrapolation, to 1 0~ 4 1 years under the field conditions

where soils were from. It was demonstrated that the turnover time of soil biomass-C was largely affected by soil texture but little

by management. Measuring the turnover times of soil biomass-C provides a good indication of microbial activities in relating to the

turnover and accumulation of soil organic matter.

Key words Soil microbial biomass C; Gross turnover time; 14C-label
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