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　　土壤团聚体是由单个土粒与有机物质胶结而

成的复杂结构 ,是构成土壤结构的基本单位 ,在很

大程度上决定土壤的质量特征 [ 1 ]。其形状、大小和

稳定性直接影响土壤中水和空气的含量 ,决定土壤

孔隙的大小分布 ,并由此影响土壤的其他属性以及

作物生长 [ 2 ]。目前对各种不同土壤团聚体的研究

已受到专家们的普遍重视。

土壤微生物是土壤有机组分和生态系统中最

活跃的部分 ,被认为是最敏感的土壤质量生物学指

标 [ 3 ]。Bearden等 [ 4 ]和 Degens等 [ 5 ]发现土壤团聚体

中菌丝将砂粒联结在一起 ,证实真菌菌丝可有效提

高土壤结构和土壤团聚体的稳定性 ;同时 ,在土壤

团聚体形成过程中 ,许多菌丝体还通过分泌胶结物

质 (多糖类物质 )使微团聚体粘结在一起 [ 6 ]。对真

菌生物量及其群落结构的定量分析 ,比较不同利用

方式下土壤真菌的生长量、组成、活性的差异和变

化特点 ,能全面地了解微生物在土壤质量变化中的

作用。故有效、快速、准确地测定真菌生物量具有

重要意义。

研究表明 ,麦角固醇是真菌细胞膜的重要组成

成分 ,而在许多高等生物中含量极少甚至没有。麦

角固醇的结构稳定 ,其浓度在整个细胞生长过程中

保持恒定 ,不受培养条件的影响 ,并且与真菌生物

量有明确的比例关系 ,可作为真菌生长的指示物

质 [ 7, 8 ]。国外一些研究表明 ,通过测定麦角固醇来

估计土壤中真菌的生物量是有效的。通过仪器分

离 ,能为低菌体含量的测定提供一个灵敏方法 ,且

麦角固醇的测定便捷 ,是目前表征真菌生物量最为

可行可靠的方法 [ 9, 10 ]。目前国内利用麦角固醇对

土壤中真菌生物量的测定还未见报道 ,只见用于酵

母菌 [ 11 ]、土曲霉 [ 12 ]等极少数某种真菌纯菌丝体生

物量的测定的报道。平板计数法是一个比较传统

的方法 ,尽管操作非常繁杂费时 ,但仍然被广泛应

用于土壤中细菌和真菌生物量的测定 [ 13 ]。本项研

究将通过麦角固醇的含量来测定三种不同处理土

壤中不同粒级团聚体中真菌生物量 ,并与平板计数

法所得到的真菌数进行比较 ,从而对利用麦角固醇

估计真菌生物量的可行性进行全面地评价 ,以此来

探讨真菌与不同团聚体的作用关系 ,进而说明真菌

与土壤团聚体相关性。

1　材料与方法

111　试验材料

试验地点设在重庆市北碚区西南大学试验农

场 , 1990年开始建立的紫色水稻土不同耕作制的长
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期定位试验点。供试土样来自三个小区 : ( 1)冬水

稻田 (中稻 2冬水田 ) ,按传统方法耕种 ,冬季休闲 ;

(2)垄作免耕 (中稻 2油菜 ) ; ( 3)水旱轮作 (中稻 2油
菜 ) ,按传统方法耕种 ,冬季种油菜。每个处理小区

4次重复 ,随机区组排列 [ 14 ]。分析样品于 2006年

11月 6日采集 ,每个小区按“S”形选取 4或 5个

点 [ 15 ]
,采集 (0～10 cm)表层土壤 ,尽量避免挤压 ,以

保持原状土壤结构 ,其中垄作免耕只取垄埂土壤 ,

采回样品保存于 4℃的冰箱中。

112　土样处理

将采回的湿土及时进行处理 ,在室内沿自然结

构将土块小心掰成约 1 cm的小土块 ,除去植物残

体、小石块以及蚯蚓等动物。接着以湿筛法 [ 16 ]和离

心法 [ 17 ]对土样进行处理 :将分成小块的土样置于

210 mm分样筛中 ,去离子水浸泡 5 m in。然后小心

地上下移动浸在水中的筛子 ,移动幅度 3 cm,移动

速度约每分钟 25次 ,保持 2 m in,通过 210 mm筛的

水土的混合物再以同样操作依次通过 0125、01053

mm的分样筛 ,将保留在筛中的土收集起来 ,即为相

应粒径土样。孔径 < 01053 mm的土样采用离心法

(3 000 r m in - 1 , 离心 5 m in)获得。最后得到粒径

> 210 mm、210 ～ 0125 mm、0125 ～ 01053 mm、

< 01053 mm 的土壤微粒和未经湿筛处理的土样 5

种 ,各土样充分混匀 ,装袋于 4℃冰箱中保存。

(1) 文倩. 半干旱荒漠化地区不同土地利用方式下土壤团聚体微生物量与群落功能特性分析. 中国农业大学博士学位论文 , 2004

113　土壤含水量的测定

105℃烘干至恒重称重 ,计算含水量及水分

系数 [ 18 ]。

114　有机质的测定

重铬酸钾外加热法 ( K2 Cr2 O7 - H2 SO4法 )进行

测定 [ 15 ]。

115　真菌数的测定

取 10 - 3、10 - 4、10 - 5三个梯度的土壤稀释液 ,以

酵母膏培养基进行平板计数 [ 18 ]。

116　麦角固醇的测定

仪器 :高效液相色谱仪 SSI单元等度系统 ,Mod2
el 500紫外 /可见可变波长检测器 , 7725 i进样阀。

试剂 :甲醇 (色谱级 ) ,三蒸水 (自制 ) ,乙醇和正

己烷为分析纯 ,麦角固醇对照品。

色谱条件 :色谱柱 C18柱 (5μm ) ,流动相甲醇 2
水 (97∶3) ,流速 1 m l m in

- 1
,检测波长 282 nm,用外

标法按峰面积进行定量 [ 19 ]。

11611　土壤中真菌麦角固醇的测定 　　分别称取

10 g经处理的新鲜土样进行超声波萃取 ,接着依次

加入 20 m l甲醇、5 m l乙醇和 2 g氢氧化钾 , 70℃水

浴处理 30 m in后过滤于烧杯中 ,加入 30 m l正己烷 ,

取上层液体于 40℃下蒸馏至干燥 ,而后加入 2 m l甲

醇 ,过 0145 μm 滤膜 , 最后高效液相色谱仪测

定 [ 20, 21 ]。每个土样重复 3次。

11612　标准曲线的绘制 　　精确称取 100 mg麦角

固醇 ,用甲醇定容于 100 m l容量瓶中 ,作标准储备

液。用标准储备液分别配制标准液 0101 mg m l
- 1、

01005 mg m l- 1、01002 mg m l- 1、01001 mg m l- 1、

01000 8 mg m l
- 1、01000 5 mg m l

- 1、01000 1 mg

m l
- 1。各浓度标准液进样 3次 ,与上述样品一起于

高效液相色谱仪下测定。以峰面积的均值为纵坐

标 y、样品溶液 x为横坐标作标准曲线 ,得出麦角固

醇在 01000 1～0101 mg m l
- 1范围内的线性回归方

程 : y = 110 ×10
7

x + 1 289, (R
2

= 01994 8)。

11613　真菌生物量的计算 　　真菌生物量通过麦

角固醇计算。它们之间的关系为 :真菌生物量 /麦

角固醇的含量 = 250∶1
[ 10 ]。计算公式如下 :

　　真菌生物量 (μg g
- 1 ) = C ×V ×250 ×

水分系数 ×1 000

式中 , C为根据样品吸收值 ,从标准曲线方程计算麦

角固醇浓度 , C (mg m l- 1 ) = (峰面积 - 1 289 ) /

10 000 000。V 为萃取液的体积 (m l)。

2　结果与分析

211　不同土壤团聚体中真菌生物量

表 1 数据表明 , 4种不同粒径的土壤团聚体中

真菌生物量呈两极分化现象 , < 01053 mm粒径的团

聚体中真菌生物量最大 ,其他粒径的团聚体中土壤

真菌生物量随土壤团聚体粒径的减小而减小。方

差分析表明 , < 01053 mm粒径的团聚体中真菌生物

量均显著 ( p < 0105)高于其他三种粒径的团聚体。

粒径 > 210 mm、210～0125 mm、0125～01053 mm团

聚体的土样中真菌生物量除了冬水稻田土样有显

著差异 ,其他两种的差异都不明显。

真菌菌丝参与团聚体的形成过程。大团聚体由

于结构疏松、通气良好 ,有利于微生物的生长 ,故团聚

体中真菌生物量是与团聚体粒径成正比的
(1)
。同时

Denef又指出 ,大团聚体是由小团粒通过真菌菌丝、有

机物质等逐级联结而成 ,每一级复合和团聚均产生相
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应孔隙 ,因此在土样用湿筛法制备过程中 ,有小部分

大孔隙中微生物可能进入到小颗粒团聚体 [ 22 ]。可能

由此造成了 < 01053 mm粒级的团聚体中真菌生物量

最大 ,这也很好地解释了本次实验的结果。

表 1还显示 3个土样中各级粒径团聚体的真菌

生物量高低存在差异 : < 01053 mm粒径的土壤团聚

体中 ,垄作免耕的最高 ; 0125 ～01053 mm、210 ～

0125 mm中 ,水旱轮作的最高 ; > 210 mm团粒中 ,冬

水稻田的最高。未经湿筛法处理原样的生物量 (表

1)结果表明 ,垄作免耕中真菌生物量要高于冬水稻

田和水旱轮作中的真菌生物量。造成垄作免耕稻

田土壤真菌生物量较高的原因可能与垄作免耕稻

田土壤微生态环境有关 ,高明等认为垄作免耕因表

层长期出露在水面 ,长期以毛管水浸润 ,通气良好 ,

水热状况稳定 ,为微生物的生长创造了良好的条

件 [ 23 ]
;也可能是因为在垄作免耕条件下土壤团聚体

的构成更有利于真菌的繁殖且较少受到机械扰动

的原因 [ 24 ]。

表 1　各土样中不同粒径团聚体内真菌的生物量

( ×103μg g- 1 )

团聚体粒径 (mm) 冬水稻田 垄作免耕 水旱轮作

原样 5132b 5147b 6122b

> 210 7102b 2105c 4157bc

210～0125 1174c 1165c 3169c

0125～01053 0182c 1143c 3145c

< 01053 10109a 13164a 12126a

　　注 :表中数字均为 3次测定的平均值 ;数字同列右侧小写字母相

同 ,表示之间无显著差异 ;标有不同小写字母表示达到 95%的显著

差异

212　不同土壤团聚体中真菌数量分布

真菌属真核微生物 ,土壤真菌主要包括丝状体

的霉菌和单细胞的酵母菌。丝状真菌的主要活性

表现在降解复杂分子 ,如木质素、纤维素等。通过

对动、植物残体的降解 ,真菌在腐殖质的形成中起

重要作用。图 1为通过平板计数法所得的各样品真

菌、霉菌、酵母菌数量及分布。

图 1　各土壤团聚体中真菌数量 (误差线表示标准差 )

　　不同粒径的团聚体中真菌个数的从大到小的

顺序为 :粒径 < 01053 mm、> 210 mm、0125 ～210

mm、01053～0125 mm。 < 01053 mm粒径团聚体的

真菌个数明显高于其他粒径的团聚体 ,这种变化趋

势与用麦角固醇测得的真菌生物量随团聚体粒径

的变化趋势一致。其中酵母菌含量占真菌总量的

大部分 ;冬水稻田、水旱轮作中丝状真菌的比例要

高于垄作免耕的。

213　真菌生物量与真菌数的比较

为探讨用麦角固醇测得的真菌生物量与用平

板记数法测得的真菌数之间的关系 ,对此进行了相

关性分析 (图 2)。结果表明二者之间具有较好的相关

性 ,其中冬水稻田土样中两者之间的相关性系数达到

了01978 5。平板计数法是测定微生物量的经典方法 ,

目前仍被用于测定微生物量的常规方法 [13 ]
,通过相关

性系数说明可以利用麦角固醇含量作为估计土壤真菌

生物量指标。

图 2　平板计数法真菌个数与麦角固醇真菌生物量的相关分析
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214　土壤团聚体含量

真菌在团聚体的形成和稳定性等方面起重要

作用 ,菌丝体在大团聚体中起绊缠物理作用 ,同时

还通过分泌胶结物质使微团聚体粘结在一起。土

样的机械组成 (图 3)中 , > 210 mm粒径的团聚体含

量最多 ,接近总量的 50%。其他粒径的团聚体含量

相对较低 , 含量从高到低依次为 : < 01053 mm、

01053～0125 mm、0125～210 mm。垄作免耕、冬水

稻田、水旱轮作的各粒径团聚体的百分含量有所不

同 ,垄作免耕与冬水稻田和水旱轮作相比 ,垄作免

耕 > 210 mm粒径团聚体的百分含量要高 ,达到了

52% ,分别较冬水稻田、水旱轮作的高 7116%和

3% ;同时垄作免耕 < 01053 mm粒径团聚体的百分

含量较小 ,冬水稻田最大 ,二者相差达到 910%。

图 3　土壤中不同团聚体的含量

　　根据前述结果 , 3种耕作的土样 ,垄作免耕中真

菌生物量及生物数量最高 ,冬水稻田的最小。可见

当真菌量较高时 ,土壤大团聚体百分含量亦较高 ,

而小团聚体含量较低 ;反之亦然。说明真菌对土壤

大团聚体的形成具有重要作用。

215　土壤有机质含量

土壤有机质是指存在于土壤中的所有有机物

质 ,包括土壤中新鲜有机物质 (未分解的生物残

体 )、土壤微生物、微生物代谢产物和腐殖质。真菌

等微生物对土壤有机质的循环起着重要作用 ,同时

有机物质可提高土壤结构的稳定性 [ 25, 26 ]。

图 4显示不同粒径土壤团聚体的有机质含量呈

单峰分布 ,含量最高的为 0125～210 mm粒径团聚

体。除水旱轮作 ,其他两个处理的 > 210 mm粒径团

聚体的有机质含量均仅次于最高含量。由于 0125

mm是大团聚体和微团聚体的分界线 ,因此大团聚

体中有机质含量较高 ,说明有机物质可促使大团聚

体的形成。

图 4　土壤中不同团聚体的有机质含量 (误差线表示标准差 )

　　比较 3种耕作方式土样 ,试验中有机质含量较

高的垄作免耕土样中真菌生物量也较高 ,垄作免耕

土样中有机质、真菌生物量较冬水稻田、水旱轮作

中高 ,这一现象与张磊等历年在此实验点调查的有

机质、真菌数的大小趋势相一致 (2)
,但有机质与真

菌间的相关性还有待进一步的研究分析。

(2) 张磊. 稻田自然免耕体系土壤微生物及有机质周转研究. 西南农业大学博士学位论文 , 2002

3　结　语

平板计数法是目前公认的测定微生物量的常

规和传统方法 ,但操作繁杂费时。本实验结果显

示 ,利用麦角固醇含量测定土壤中真菌生物量与平
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板计数法所得结果相关性较高 (图 2) ,同时由于麦

角固醇是真菌细胞膜上特有的组成成分、含量稳

定 ,通过高效液相色谱法进行测定 ,能精确测得麦

角固醇量 ,且测定迅速、便捷。所以通过测定麦角固

醇的含量能够在一定程度上反映真菌生物量 ,为研究

真菌与土壤之间的关系提供了良好保障。但在其测

定过程中需要注意一些事项 ,如测定过程须迅速 ,采

回的新鲜土样应立即进行处理 ,测定过程须避光进

行 ,以免麦角固醇损失 ;同时麦角固醇与真菌的关系

还受到真菌种类、生长介质、pH及温度等因素的影

响 ,故对此方法的应用还需要做进一步的研究 ,找出

合适条件 ,以便更好地应用于科学研究。

土壤团聚体是由小团聚体复合而成 ,产生相应

的孔隙空间 ,故大团聚体土壤具备更好的通气条

件 ,有利于微生物生长的环境 ;同时微生物量的增

加也可促使大团聚体的形成。试验中 , 大粒级

( > 210 mm )土壤团聚体中真菌生物量相对于小粒

径团聚体高 ;而真菌生物量较高的垄作免耕土样 ,

其土壤大团聚体含量也较其他两个处理高。由此 ,

说明真菌与土壤团聚体之间存在相关性 ,真菌有助

于大团聚体的形成。
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