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摘  要  施用有机物料能够显著影响土壤肥力和生物群落结构，然而有机物料在土壤中分布不均会加剧土壤空间异质性，进而对土壤生物群落的结构和功能产生进一步的影响。本研究选用水稻秸秆和白三叶草两类有机物料，按比例混合后装于网袋，置于预先装好土的培养容器中恒温培养，在培养的第14、35和70天分别对其中的不同微域（0~1 cm和1~5 cm）土样进行采集，分析其中的土壤原生动物和线虫群落结构的变化。整体而言，有机物料种类及培养时间对原生动物和线虫数量的影响更大，采样微域对二者的影响相对较小。水稻秸秆添加下的土壤植食性线虫、食真菌线虫和捕杂食线虫数量显著高于白三叶草添加；而白三叶草添加下的土壤变形虫、鞭毛虫和线虫总数、食细菌线虫数量显著高于水稻秸秆添加。从整个培养周期来看，鞭毛虫数量随培养时间的延长逐渐减少，而变形虫和线虫总数则随培养时间的延长逐渐增多。在同一有机物料下不同微域间土壤原生动物和线虫在培养初期会出现一定的数量差异，但这种差异会随培养时间的延长逐渐消失。
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 关键词   有机物料； 微域； 线虫；原生动物

中图分类号   S154.1  文献标识码   A 
有机物料作为提高农田土壤有机质水平的主要来源途径，是改善土壤理化性质、优化土壤生物群落结构、综合提高土壤地力和生态功能的关键调控因子[1-4]。因此加强有机物料的综合利用，是推进农业可持续发展的必要途径。在实际应用中，有机物料施入到土壤后很难以一种充分混匀的理想状态分布，而是会集中分布于某些区域，从而导致这些区域附近积累更多的有机碳等养分成为一个特殊的微环境。在这一微域内，有机物料分解区域的营养成分浓度高于整个土体数倍甚至十几倍[5-6]。许多研究将这种在土壤中分布不均、养分有效性高于周围土体的斑块称之为“营养斑（Nutrient patch）”。由于碳氮等养分资源集中，使得微生物和以微生物为食物来源的其他土壤生物大量繁殖，从而导致这一微域的生物活性极高[7-9]。目前，已有大量报道证实了高活性微域对土壤生态系统结构和功能的维持具有重要作用[10-12]。
土壤微生物在有机物料分解和养分转化过程中起着决定性作用。作为土壤微生物的主要取食者，原生动物和线虫两类微型土壤动物对有机物料的响应较其他土壤动物更为敏感[13-14]。在施入有机物料的土壤中，原生动物和自由生活线虫（主要为食细菌线虫和食真菌线虫）能够有效地调控土壤微生物群落的数量和结构，促进碳氮的转化过程[15]。Briar等 [16]研究土壤团聚体中的土壤生物群落，发现小尺度上（200~1 000 µm）土壤微生物和线虫群落均受制于资源有效性，线虫对生境空间的依赖性更明显。此外，原生动物和线虫对碳氮矿化的贡献还依赖于有机物料的质量，例如，一般低质量或高碳氮比（C：N大于30）的有机物能引起土壤生物对氮素的生物固定[17]。

为进一步了解土壤活性微域内的生物群落结构与功能，本研究选用水稻秸秆和白三叶草两类常见有机物料，动态监测两类有机物料分解过程中离有机物料较近微域（0~1 cm）及较远微域（1~5 cm）的微型土壤动物（原生动物和线虫）的数量变化，旨在为了解土壤碳氮转化过程的生物贡献机制提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试土壤采自江苏南通长江冲击物形成的潮土，土属为高沙土（Orthic aquisols），种植制度为稻麦轮作。土壤取样深度为0~20 cm，土样过2 mm筛并剔除大中型土壤动物及根茬等，室温黑暗预培养15 d。预培养后土壤的理化性质为总有机碳16.6 g kg-1，全氮0.8 g kg-1，碱解氮67.4 mg kg-1，有效磷42.8 mg kg-1，速效钾77.2 mg kg-1，pH 6.78，并将土壤含水量控制在田间持水量的65%。

试验选用水稻秸秆和白三叶草2种常见的有机物料，烘干后粉碎过0.25 mm筛备用。两种物料的基本性质如下：水稻秸秆有机碳 435.1 g kg-1，全氮 8.8 g kg-1，C/N 51，全磷 1.7 g kg-1，全钾 14.3 g kg-1；白三叶草秸秆有机碳 312.5 g kg-1，全氮 36.4 g kg-1，C/N 9，全磷 3.2 g kg-1，全钾 23.9 g kg-1。
1.2 试验设计

室内培养试验所用培养容器为高7 cm、长13 cm、宽10 cm的蜡盒（图1），将石蜡和凡士林按2∶1比例在水浴中熔化混匀后倒入模具浇铸而成[18]。在蜡盒内侧的底部和四周放置相应尺寸的PVC膜以隔绝蜡盒与土壤的接触。在蜡盒中间放置一挡板，将挡板左侧均匀装土564 g。按1 %的比例分别添加水稻和白三叶草秸秆于网袋（11 cm×7 cm，孔径1.5 mm）内，将网袋置于蜡盒中间替换挡板，再向网袋右侧装土564 g。最后将蜡盒用保鲜膜封口，以防水分散失。共设4组重复，黑暗恒温室内（25±1）℃培养，并在培养过程中第14、35、70天分别进行破坏性取样。

微域采样方法：容器边缘均去除1 cm宽的保护条带，用小刀将距离网袋1 cm的两侧土壤小心的割离下来，作为距离斑块近的微域A（0~1 cm）；然后依次将距离网袋较远的土壤割离下来，作为距离斑块较远的微域D（1~5 cm）。将采集好的土壤混匀后置于4℃冰箱进行保存。
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图1 有机物影响微域的培养装置示意图

Fig.1 Schematic diagram of the experimental system
1.3  测定方法

对采集的土壤样品分别测定土壤可溶性有机碳（DOC）、可溶性有机氮（DON）、硝态氮NO3--N、基础呼吸、微生物生物量碳（MBC）和氮（MBN）、原生动物（鞭毛虫和变形虫）和线虫群落结构。

称取相当于10 g干土（105 ℃下24 h）的土壤，超纯水浸提（土液比1:5）振荡1 h后在8 000 r min-1离心机中离心10 min，上清液过孔径0.45 µm的醋酸纤维素滤膜后利用TOC Multi N/C 3100仪测定DOC。另取上清液利用连续流动分析仪（Skalar Breda, 荷兰）测定DON。土壤无机氮经2 mol L-1KCl溶液振荡30 min提取后过滤，利用流动分析仪测定滤液中的铵态氮和硝态氮含量。由于NH4+-N含量极低，处理之间无差异，因此未在结果内列出。土壤微生物生物量采用氯仿熏蒸－硫酸钾溶液浸提法，土壤微生物生物量碳氮的转换系数分别为KC=0.38、KN=0.54），分布计算MBC和MBN的含量。土壤有机碳矿化采用气相色谱（AGILENT, 7890A, 美国）在24 h内测定每次采集的气体样品。

土壤线虫采用浅盘法分离，称取50 g鲜土置于浅盘上的线虫滤纸上，加水至浸没土壤，在22 ℃下静置48 h后用500目筛分离线虫。在光学显微镜下计数（Motic，SMZ-168），在生物显微镜下（Motic，BA310）鉴定到属，并将线虫划分为不同c-p值和四大营养类群（植食性线虫、食细菌线虫、食真菌线虫和捕杂食线虫）。线虫生态指数的计算为 [19]：（1）线虫通道指数（Nematode channel ratio, NCR）：食细菌线虫和食微（食细菌+食真菌）线虫之比。（2）Shannon-Wiener 多样性指数（H'）：= –∑Pi lnPi，其中Pi为第i个分类单元中个体占线虫总数的比例。（3）成熟度指数（Maturity Index, MI）：∑MI2-5 = Σvi×fi，其中vi为根据自由生活线虫不同生活史分别赋予的c-p值，fi为某一属(i)在自由生活线虫中所占的比例。（4）结构指数（Structure Index, SI）：SI = 100 × (s/(b + s))，b主要指食细菌和食真菌线虫中c-p值为2的类群，s为食细菌、食真菌和杂食性线虫中c-p值为3~5的类群以及捕食性线虫中c-p值为2~5的类群。

原生动物采用最大或然数法测定[20]。称取3 g鲜土加入到30 ml阿米巴缓冲液振荡20 min，吸取50 μl土壤悬液在加入100 μl 0.1 % TSB 的96孔板中依次稀释，培养定期在倒置显微镜下记录原生动物的出现频率。

1.4  数据处理

采用重复测量方差分析有机物料、取样位置及采样时间三者的交互影响。文中的数据分析和作图分别采用SPSS 13.0和Origin软件；不同处理间的差异显著性采用Duncan法检验，如不特别注明，显著水平均指p < 0.05，极显著差异指p < 0.01。

2 结 果

2.1有机物料对不同微域内土壤原生动物的影响
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有机物料质量、采样位置及培养时间对原生动物的数量产生了一定的影响（表1）。随着培养时间的延长，施加不同有机物料的土壤中不同微域内变形虫的数量随时间整体都呈现出上升趋势，但是并未形成微域间的显著差异（图2）。白三叶草对变形虫数量的增加效果较水稻秸秆明显，且在白三叶草作用下，离物料近的微域内变形虫数量比远距离微域内数量更多；而在施加水稻秸秆的土壤中，不同的微域之间未形成显著差异。鞭毛虫的变化趋势则与变形虫明显不同，施用两种有机物料施加均降低其数量，且离物料近的微域内鞭毛虫数量更多，但是这部分差异会随培养时间的延长逐渐变小。

图2 不同培养时间下有机物料质量和取样位置对土壤变形虫和鞭毛虫数量的影响(平均值 ± 标准误)

Fig.2 Influence of organic residue and sampling site on number of amoebae and flagellate relative to duration of incubation (Mean ± standard error). 

注：图中误差线为标准误。相同培养时间下不同小写字母代表处理间的差异达到显著水平(p < 0.05) 

Note: Error bar in the figure means standard deviation. Different lowercase letters in the same column of incubation time mean that significant differences were found between different treatments(p < 0.05) 
表1有机物料质量、采样位置和培养时间对土壤原生动物和线虫群落参数影响的方差分析结果

Table 1 ANOVA of effects of organic material residue, sampling site and duration of incubation and their interactions on soil protozoa and nematode community
	变异来源

Sources of variation
	自由度

df
	变形虫

Amoebae
	鞭毛虫

Flagellate
	线虫总数

Nematode
	食细菌线虫

Bacterivores
	食真菌线虫

Fungivores
	植食线虫

Herbivores
	捕杂食线虫

Predator & omnivores
	多样性指数

Shannon index
	成熟度指数

Free-living nematode 

∑MI 2-5
	结构指数
Structure index

	有机物料(Q)
	1
	8.84**
	6.28*
	82.95**
	67.3**
	6.88*
	42.36**
	15.20**
	20.05**
	7.47**
	28.49**

	位置 (P)
	1
	1.92
	11.05**
	2.43
	3.30
	0.60
	1.20
	4.45*
	2.11
	6.57*
	21.09**

	培养时间(T)
	2
	9.25**
	9.88**
	20.51**
	7.14**
	16.84**
	5.77**
	9.61**
	14.24**
	6.63**
	8.24**

	Q×P
	1
	0.30
	5.40*
	5.10*
	0.06
	2.55
	3.73
	5.39*
	3.94
	0.06
	7.86**

	Q×T
	2
	1.63
	5.61**
	2.89
	3.01
	0.25
	1.67
	2.05
	1.21
	4.77*
	10.37**

	P×T
	2
	0.13
	7.56**
	21.89**
	7.82**
	1.18
	4.04*
	5.39**
	6.69**
	1.23
	8.72**

	Q×P×T
	2
	0.92
	5.54**
	15.15**
	2.23
	3.56*
	0.43
	1.18
	5.07*
	0.69
	5.50**

	误差项 Error
	36
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


*, p < 0.05; **,p < 0.01 
2.2有机物料对不同微域内土壤线虫的影响

线虫数量的变化趋势相比原生动物更为复杂。随培养时间的延长，距水稻秸秆网袋的不同微域内的线虫数量呈上升趋势，而不同微域间线虫数量没有显著性差异（图3）。白三叶草对不同微域的影响则与水稻秸秆有很大的不同，培养14 天时，白三叶草网袋0~1 cm微域的线虫数量显著高于1~5 cm微域线虫数量；随着培养时间的延长，白三叶草网袋0~1 cm微域线虫数量逐渐减少，并显著低于1~5 cm微域。不同处理下，线虫多样性指数H′和成熟度指数∑MI2-5受有机物料质量和培养时间的影响更为显著（表1，p < 0.05，图3）。白三叶草对线虫总量的促进作用明显高于稻草秸秆，且不同微域内食细菌线虫比例显著高于水稻秸秆，但是食真菌、植食、捕杂食线虫百分比、多样性指数H，、成熟度指数和结构指数均低于水稻秸秆处理。
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图3 不同培养时间下有机物料质量和采样位置对土壤线虫的影响

Fig. 3 Influences of organic residue and sampling site on soil nematodes relative to duration of incubation
注：相同培养时间下不同小写字母代表处理间的差异达到显著水平p < 0.05 
Note: Different lowercase letters within the same column of duration of incubation indicate significant difference at p < 0.05.
2.3土壤原生动物、线虫与土壤性质的相关性
土壤DOC、DON、NO3--N以及微生物性质均受到有机物料质量、取样位置、培养时间以及三者之间交互作用的显著影响，并进一步对土壤原生动物和线虫产生影响（图4）。培养的第14天，土壤DOC、DON、NO3--N以及MBC、MBN与离网袋0~1 cm的微域均呈正相关，有利于原生动物及线虫的繁殖。在培养后期，NO3--N与各微域间的正相关性加强最为明显，并进而促使变形虫和线虫整体数量的增加。而MBC、MBN则随着培养时间的延长，与各微域的相关性减弱，并在一定程度上促使鞭毛虫数量的减少。
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图4 土壤微动物、基本性质、微生物性质三者交互作用的RDA分析
Fig.4 Redundancy analysis of the interaction between soil microfauna, basic properties, microbial properties

注：图中CA_14d~70d分别代表添加白三叶草土壤中近网袋微域在第14d、35d、70d的采样；CD_14d~70d分别代表添加白三叶草土壤中远离网袋微域在第14d、35d、70d的采样；RA_14d~70d分别代表添加水稻土壤中近网袋微域在第14d、35d、70d的采样；RD_14d~70d分别代表添加水稻土壤中远离网袋微域在第14d、35d、70d的采样

Note：CA_14d~70d stands for soil samples collected on D14, D35 and D70 in the microzone adjacent to the net of soil amended with clover ; CD_14d~70d for soil samples collected on D14, D35 and D70 in the microzone far apart from the net of soil amended with clover; RA_14d~70d for soil samples collected on D14, D35 and D70 in microzone adjacent to the net of soil amended with rice straw; RD_14d~70d for soil samples collected on D14, D35 and D70 in microzone far apart from the net of soil amended with rice straw
3讨 论

3.1不同有机物料对土壤原生动物和线虫的影响 

本研究结果可以看出，不同质量的有机物料对土壤活性碳氮和微生物性质的影响会延伸至土壤食物网内更高营养级微型动物上。然而两种原生动物（鞭毛虫和变形虫）对不同有机物料的添加响应并不强烈，其原因可能是在资源与空间有限的情况下，线虫对真菌和细菌的取食强度大于原生动物，从而抑制了原生动物的发展，这也与添加白三叶草的培养土中原生动物最终减少的结果相符。线虫对有机物料的响应趋势与原生动物不同，添加两类有机物料均能增加土壤线虫数量这与许多研究结果一致[21]。本试验中在白三叶草作用下，线虫快速繁殖，虽然不同微域和采样时间对其有一定影响，但整体上添加白三叶草的线虫总数显著高于水稻秸秆。而水稻秸秆拥有较高C: N比，更有益于土壤环境的稳定性，因此对线虫中的食真菌者、植食者、捕杂食者和群落多样性和结构复杂性的指数（H'、∑MI 2-5和SI）有着更大的促进作用。这之间的差异可能与不同有机物料在土壤中的分解速度及产生的活性物质有关。低C: N比的白三叶草能够更快分解进入土壤，活性有机物料能够迅速被附近的微生物同化，使得食细菌线虫对其迅速作出响应，成为新环境下的优势种群，继而导致了其他微生物种群相对数量的减少，造成培养初期微生物的结构及多样性更单一[22]；而高C: N比的有机物料的分解及输出则相对显得平缓，土壤微生物的响应也并不迅速剧烈，因此没有出现某一微生物种群的急剧增长，土壤中微食物网相对较平衡。需要注意的是，本试验中水稻秸秆的添加显著促进了植食线虫的数量和比例，这一结果与已有的一些研究相符[23]；也有一些研究认为有机物料施入土壤可以抑制食植物线虫[14,24]。造成这些结论不同的原因可能是由于有机物料的差异，例如，有发现表明猪粪堆肥的添加会显著增加植食性线虫的数量，而秸秆的添加却会抑制植食性线虫的繁殖[21]。水稻秸秆的分解产物可能恰好能够在不破坏土壤微食物网的前提下被食植物线虫所利用，使得食植物线虫在培养期间获得了一定的增长。

3.2 不同微域对土壤原生动物和线虫的影响

虽然随培养时间的延长，不同微域间的差异会逐渐减小，但是在培养初期，不同的微域对土壤内的原生动物和线虫仍有显著的影响。其中，不同有机物料作用下的原生动物数量相对受微域距离远近的影响较小，这可能是由于原生动物主要摄取可溶性碳等溶解态态营养物质[25]，而培养箱内土壤中溶解态营养物质能够较快混合均匀；而白三叶草作用下0~1 cm微域内的线虫则明显多于1~5 cm微域内的线虫数量，这可能是因为低C: N比的有机物料更易向土壤提供DOC和DON并且促进有机N的矿化，进而使得活性有机物料迅速被距其近的微域内的微生物快速同化，促进了线虫的繁殖。当该微域内线虫大量繁殖后，则会导致资源消耗过盛，为了获得更多的资源和空间进行更好地繁殖，线虫则需要向距网袋较远的微域进行迁移，使得较远的微域内线虫数量高于离有机物料近的微域。
4 结 论

有机物料施入到土壤造成微环境的高度异质性对土壤活性碳氮、微生物学性质以及微型动物的影响深刻。与高碳氮比的水稻相比，距网袋近的微域可溶性碳氮、NO3--N和微生物生物量更易受到低碳氮比的白三叶草的促进作用，从而进一步影响到微域内土壤微动物的变化。然而，原生动物可能由于其移动性有限，在不同微域间未出现显著性差异。线虫数量和群落结构的变化。不同微域内线虫在培养的初始阶段对不同质量的有机物料的响应不同。在培养初期，得到白三叶草释放的大量养分的距网袋近的微域内，微生物的增殖促进了线虫的发展，而随着资源的消耗和空间的有限性，线虫群落逐渐向外扩增，致使距网袋远的微域内的线虫得到进一步发展。
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EFFECTS OF ORGANIC MATERIALS ON SOIL PROTOZOA AND NEMATODES IN MICROZONES 

Cai Bingjie1  Fan Wenqing1  Wang Hui1  Liu Manqiang1  Yu Jianguang2  Liu Ting1  Li Huixin1  Chen Xiaoyun1†  
(1 College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)

(2 Institute of Agriculture Resources and Environment, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences Nanjing 210014, China)
Abstract　[Objective] Application of organic manure or material may affect soil fertility and soil microbial community structure. However, uneven distribution of the organic materials applied in the soil may aggravate spatial heterogeneity of the soil, and hence affect structure and functions of the soil biota therein. To determine how much organic materials will affect spatial heterogeneity of the soil, an in-lab soil incubation experiment was conducted for observation of how soil protozoa and nematode community structure responded to organic materials (rice straw and white clover) in different microzones (0~1 cm, 1~5 cm). [Method] Rice straw or white clover was proportionally mixed up with soil and put into net bags separately. Then the bags were put into the vessels of the tested soil, separately, for incubation under a constant temperature (25±1℃) for 70 days. Soil samples were collected from microzones adjacent to (0~1cm) and far apart (1~5cm) from the net bags, on D14, D35 and D70 for analysis of abundance, Shannon-Wiener index (H’), structure index (SI) and maturity index (∑MI2-5) of nematodes, and soil dissolved organic carbon (DOC), dissolved organic nitrogen (DON), nitrate nitrogen (NO3--N), microbial biomass carbon (MBC) and nitrogen (MBN), as well, which may be related to changes in the microfauna in the soils amended with rice straw or clove. [Result] In this experiment, it was found that on the whole kind of the organic material and duration of incubation were the two major factors affecting the numbers of protozoa and nematodes, however, it does not mean that location of the microzone for sampling had no impact on soil microbes therein. Within the initial period of incubation (0~14 days), in microzones of the soil amended with the same organic material, the numbers of soil microbes in the adjacent microzones (0~1cm) were higher than those in the far-apart microzones (1~5cm), which is more obvious in the soil added with white clover. With the incubation going on (14~70 days), relative abundances of plant-feeding and fungi-feeding nematodes were higher in the soil added with rice straw than those in the soil added with white clover, whereas relative abundances of soil amoeba, flagellates, total nematodes and bacteria-feeding nematodes went reversely. Different kind of organic material also triggered different changes in Shannon-Wiener indices, structure indices and maturity index of nematodes. Shannon-Wiener index and structure index in adjacent microzones were found higher than those in far-apart microzones in the soil added with white clover, however the disparity was not found in the soil added with rice straw. The number of flagellates decreased, while the numbers of amoeba and nematodes increased with the incubation going on. [Conclusion] Therefore, it is quite obvious that during the initial period of incubation, distance of microzones from the net bag of soil does have some influences on both the numbers of protozoa and nematodes, especially nematodes, and dthe influence fades with the incubation going on, while, the difference in type of organic material is the factor eventually affecting abundance and community structures of the nematodes. 
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