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[bookmark: OLE_LINK12]摘 要  土壤微生物是土壤中重要的活性组成部分，研究土壤微生物代谢活性对于理解农业措施对农业生态系统的影响至关重要。已有研究表明，将BIOLOG与微量热耦合可揭示中性及碱性土壤中影响代谢活性的碳源因子，但对于酸性土壤鲜有报道。选取一种典型的酸性土壤——红壤为研究对象，采用BIOLOG及微量热技术研究施肥后红壤微生物的碳源底物利用能力及热动力学变化情况，进一步耦合两种技术探讨提高红壤微生物活性的碳源因子。结果表明，有机无机肥配施能显著提高红壤微生物的碳源底物利用能力，改变对碳源的偏好，增强其热代谢活性；但某些引起有机无机肥配施处理分异的碳源未对红壤微生物的热代谢活性产生促进作用，相反产生抑制效果，说明BIOLOG具有一定局限性；L-精氨酸和糖原提高红壤微生物的热代谢活性，其原因在于这两种碳源可能提高红壤中氮、磷循环相关的微生物活性。因此，在红壤中施用富含该类碳源的有机肥对提高红壤微生物活性、提升红壤地力具有积极意义。
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土壤微生物是土壤的重要活性组成部分，它与土壤中营养元素循环、有机物质分解等密切相关。同时，土壤微生物是土壤的敏感指标，可用来表征土壤质量的变化。周围环境、农业管理措施（如施肥、灌溉等）均会对土壤微生物群落活性、结构多样性等产生影响[1-2]。其中，测定土壤微生物活性有很多方法，传统的方法如底物诱导呼吸[3]、酶活性[4]、BIOLOG微平板等[5]。这些方法具有一定的相关性，可从不同角度解释、评价土壤肥力、利用方式和管理措施等对土壤微生物活性的影响。
BIOLOG是20世纪90年代发展起来的一种微平板技术。采用该技术可简单、快速地获知土壤微生物对多种碳源利用能力的差异。例如，采用BIOLOG技术发现添加菇渣肥料可提高土壤微生物对糖类物质的利用能力[6]；长期施用有机肥改变了潮土对糖类、氨基酸和羧酸类碳源的利用特征[7]。但BIOLOG方法是一种可培养技术，在实验操作过程中，稀释倍数、培养环境等因素均使样品与原位土壤存在较大差异，进而增加了结果的不确定性[8]。同时有资料[5, 8]表明，BIOLOG技术仅能表征土壤中比例较少且代谢较快的微生物活性，无法表征生长缓慢微生物的代谢特征。尽管该技术具有自身的缺点，但不可否认，它对于评价样品对碳源底物利用能力具有优势，借助一些统计分析手段可提供微生物的碳源偏好信息。
恒温微量热技术采用微量热仪灵敏、精确地监控样品的热效应，目前已广泛应用于医药和生化领域[9]。由于热散逸情况与微生物生长代谢过程吻合，因此，近年来它在土壤微生物领域逐渐受到关注[10]。目前，已有很多研究[11-12]采用微量热技术评价了不同重金属、利用方式和管理方式等对土壤微生物热代谢的影响，结果表明，通过微量热法获得的热动力学参数与传统的土壤基质诱导呼吸、土壤微生物生物量、微生物数量、脱氢酶活性等指标密切相关[11, 13]，可作为微生物活性的重要指标。但需要注意的是，微量热方法主要表征样品的整体活性，其热散逸包含了系统中所有的反应及过程的热量变化，缺乏特异性[14]，因此，需要结合一些特异性手段以提供更多生物活性方面的信息。
目前，大部分研究孤立地采用BIOLOG或微量热方法对土壤微生物代谢特征进行研究，鲜有报道涉及两种方法耦合以探索引起土壤微生物代谢变化的原因。由于微量热技术主要通过额外添加碳源及氮源刺激微生物代谢，这与BIOLOG技术具有共性，因此，本文推测，将两种方法耦合可以比较不同碳源的代谢差异，判断样品对不同碳源偏好特征。事实上，本研究的前期工作将这两种方法耦合，研究了潮土（碱性土）及中性偏碱土壤中引起微生物活性变化的关键碳源因子，获得较好的结果[15]。但该方法在酸性土壤中是否适合目前鲜有报道。因此，本研究选取一种典型的酸性土壤——红壤为研究对象，将两种方法耦合研究红壤微生物对碳源的偏好信息。红壤广泛分布我国南方15省（区），总面积218万km2，占我国国土面积1/5，是一种重要的农田土壤[16]。研究影响红壤微生物活性的关键碳源因子，对于该地区的农田管理、政策制定均具有重要的科学意义。
[bookmark: _Toc2702]1	材料与方法
[bookmark: _Toc15562]1.1	试验区概况
[bookmark: OLE_LINK1]旱地红壤采自于中国科学院鹰潭红壤生态试验站定位试验地（28°15′N，116°55′E）。该地区处于亚热带季风气候区，年平均气温为17.8℃，年均降水量为1 788 mm，年蒸发量1 318 mm，无霜期258 d，成土母质主要为第四纪红黏土，土壤类型为红壤（富铁土），种植的作物为花生（Arachis hypogaea）。定位试验始于2010年，设置三种不同施肥处理：不施肥处理（CK），单施无机肥处理（NPK），有机无机肥配施处理（OM），每处理三个重复。在NPK处理中，氮肥为尿素，磷肥为钙镁磷肥，钾肥为氯化钾，施用量分别为120 kg hm-2（以N计）、170 kg hm-2（以P2O5计）、180 kg hm-2（以K2O计）。在OM处理中，腐熟的稻秆堆肥施用量为3 000 kg hm-2，并将N、P、K的施用量调整到与NPK处理一致的水平。所有的磷、钾肥及有机肥均作为基肥一次性施入，氮肥则分成两次施用：基肥40%，追肥60%。
[bookmark: _Toc4255]1.2	土壤样品采集
花生收获后，在每个试验小区按S型采集5份表层土壤（0~20 cm）样品，混匀后按四分法取部分土壤装在塑料袋里运至实验室，过2 mm筛置于4℃冷藏。
[bookmark: _Toc2677]1.3	土壤理化性质测定
土壤pH用pH计测定（水土比为2.5：1）。土壤总有机碳和全氮分别采用重铬酸钾氧化法和凯氏定氮法测定，土壤有效磷采用碳酸氢钠浸提—钼蓝比色法测定，速效钾采用乙酸铵浸提提取—火焰光度法测定，具体步骤参照《土壤农业化学分析方法》[17]。测定结果见表1。
表1 供试土壤基本性质
Table 1 Basic properties of the tested soil
	土壤类型
Soil type
	pH
	有机碳
Soil organic carbon (g kg-1)
	全氮
Total N (g kg-1)
	C/N
	有效磷
Available P (mg kg-1)
	速效钾
Available K (mg kg-1)

	[bookmark: OLE_LINK11]红壤（富铁土）① 
	5.44±0.19
	6.25±0.83
	0.79±0.12
	4.59
	14.13±2.24
	186.7±24.59


注：数据为3次重复的平均值±标准误Note: Data are represented as mean ± standard deviation of triplicate samples. ①Red soil (Ferrisol)

[bookmark: _Toc24095]1.4	BIOLOG实验
采用BIOLOG ECO微平板测定红壤的微生物代谢活性，具体方法[18]如下：称取10 g土壤置于90 ml灭菌生理盐水中（0.85% NaCl溶液），以200 r min-1震荡30 min，然后用生理盐水稀释至10-3，采用排孔加样器接种至BIOLOG ECO微平板上，每孔加样150 μl，每板三个重复。在25℃培养箱中培养7 d，每隔12 h在读板仪590 nm下读数。微生物的代谢活性采用每孔颜色平均变化率（Average well color development，AWCD）表示。
AWCD=∑ODi/31                          （1）
式中，ODi为每个孔的吸光值与空白对照孔吸光值之差。
选取微生物对数生长期阶段的AWCD值进行主成分分析（PCA），并选出与主成分相关系数r大于0.5的碳源，该类碳源作为微量热实验中备选碳源。
[bookmark: _Toc31757]1.5	微量热实验
采用多通道微量热仪TAM（TA Instrument，Delaware，美国）对土壤样品中微生物热代谢活性进行测定。具体的实验步骤参照文献[9]，并略作修改：先将待测样品置于28℃下预培养一天，活化微生物以及恒定样品温度；预培养结束后，取1.2 g土壤样品放入灭菌4 ml玻璃安瓿瓶中，添加0.2 ml含有5.0 mg葡萄糖和5.0 mg硫酸铵的溶液，以刺激和保证微生物生长；安瓿瓶用聚四氟乙烯封口，防止水分挥发和热量丢失，然后将安瓿瓶置于微量热仪中在28℃下培养，土壤微生物代谢活性采用计算机实时监控、记录，待热功率信号平缓后实验停止，获得该样品的功率—时间曲线。
从功率—时间曲线上，可以获得以下参数：功率峰值为最大热功率Pmax，μW；达到最大热功率的时间Tmax，h；整个代谢过程中产生的总热量Q，J g-1；对数生长期的微生物生长速率常数k，h-1。其中，生长速率常数k的计算公式如下：
lnPt=lnP0+kt                   （2）
式中，t为时间；Pt为在时间t时的热功率值，μW；P0为对数生长期时初始的热功率值，μW。
为测定BIOLOG实验中与主成分相关的不同碳源对热代谢的影响，将额外的5.0 mg的碳源加入含有5.0 mg葡萄糖和5.0 mg硫酸铵的溶液中，其余步骤同上。
[bookmark: _Toc561]1.6	数据统计分析
采用Excel 2010和SPSS 18.0软件对数据进行统计分析。采用单因素（one-way ANOVA）和邓肯（Duncan）法进行方差分析和多重比较（p=0.05），利用Origin 8.5软件作图。
[bookmark: _Toc4071]2	结 果 
[bookmark: _Toc1679]2.1	不同施肥处理土壤微生物群落水平生理代谢活性
[bookmark: OLE_LINK3]BIOLOG ECO微平板结果（图1）表明，随着培养时间的延长，AWCD先逐渐上升，而后趋于平缓，整体上呈现与微生物生长相似的特征，即延滞期、对数生长期。施肥引起红壤微生物碳源利用能力变化，其中，OM与其余处理差异达显著水平（p<0.05）。例如，培养84 h时，OM处理AWCD为0.31，显著高于CK、NPK处理的0.19、0.18（p<0.05）。这说明有机无机肥混施能提高红壤微生物的碳源代谢能力，但单施无机肥对AWCD影响不显著。



注：CK、NPK、OM分别表示不施肥处理、单施无机肥处理，有机无机肥配施处理，下同Note: CK, NPK, and OM represent unfertilized treatment, inorganic fertilizer treatment, and inorganic fertilizer-organic manure treatment, respectively. The same below
图1 BIOLOG实验中AWCD变化曲线
Fig 1 AWCD curves in BIOLOG assay

选取对数生长期84 h的AWCD值进行主成分分析（PCA），结果（图2）表明，主成分1（PC1）、主成分2（PC2）分别解释AWCD的24.6%、19.1%的变异。在PC1、PC2上，不同处理产生明显分异，其中，OM处理处于PC1轴的正端，与CK、NPK处理区分开，说明OM处理中土壤微生物的碳源能力发生改变。在主成分分析中，与PC1密切相关且相关系数r>0.5的碳源列于表2中，碳源包括L-精氨酸、L-苏氨酸、D-甘露醇、糖原和D-纤维二糖，由于这些碳源与PC1相关性较高，推测这些碳源可能是引起土壤微生物群落代谢功能差异的原因。


图2 BIOLOG实验中主成分分析图
Fig 2 Plot of principle component analysis (PCA) of carbon source utilization in BIOLOG assay

表2 与主成分1相关的碳源及相关系数（r>0.5）
Table 2 Carbon substrates high in Pearson’s correlation coefficient with PC1 (r>0.5)
	碳源底物
Carbon substrate
	相关系数r
Correlation coefficient r

	L-精氨酸L-Arginine
	0.94

	L-苏氨酸L-Threonine
	0.78

	D-甘露醇D-Mannitol
	0.77

	糖原Glycogen
	0.61

	D-纤维二糖D-Cellobiose
	0.53



[bookmark: _Toc684]2.2	不同施肥处理红壤热代谢活性
采用微量热法对不同施肥处理中红壤微生物热代谢活性进行研究，获得热功率曲线（图3），并拟合其热动力学参数（表3）。结果表明，热功率曲线存在停滞期、指数生长期及衰亡期。OM处理未显著改变峰值Pmax、生长速率常数k、热量释放量Q（p>0.05），但显著改变了出峰时间Tmax，例如OM处理Tmax为26.07 h，显著低于CK处理的28.78 h及NPK处理的28.04 h（p<0.05），说明OM处理能显著提高红壤热代谢活性。


图3 不同施肥处理土壤热功率曲线
Fig 3 Power-time curve of the soil relative to treatment

表3 不同施肥处理土壤热动力学参数
Table 3 Thermal dynamic parameters of the soil relative to treatment
	处理
Treatment
	Pmax (μW)
	Tmax (h)
	k (h-1)
	Q (J g-1)

	CK
	524.6a
	28.78a
	0.17a
	14.85a

	NPK
	488.7a
	28.04a
	0.15a
	14.84a

	OM
	523.2a
	26.07b
	0.16a
	14.87a


[bookmark: _Toc28614]注：Pmax表示最大热功率，Tmax表示达到最大热功率的时间，k表示对数生长期的微生物生长速率常数，Q表示整个代谢过程中产生的总热量。同一列不同字母表示差异达到显著水平（p<0.05），下同Note: Pmax represents the maximum thermal power, Tmax represents the time to show the maximum power, k represents the growth rate constant at the exponential phase, Q represents the total heat dissipated. Different letters in the same column mean significant differences at 0.05 level. The same below
2.3	添加不同碳源后红壤微生物热代谢活性变化
为探明不同碳源底物对微生物热代谢活性的影响，将BIOLOG实验中与PC1相关性较高的碳源分别加入CK及OM处理的红壤中，测定其对热动力学特征的影响，并甄别BIOLOG结果中的碳源信息。结果（图4和表4）表明，红壤微生物的热功率曲线及热动力学参数因碳源底物而异。从曲线上看，在CK土壤中，添加糖原及L-精氨酸后，热功率曲线变化较大：添加L-精氨酸后，出峰时间Tmax显著缩短，但最大热功率Pmax却降低；添加糖原后，出峰时间Tmax较CK处理短，但较L-精氨酸长；对于最大热功率Pmax，添加糖原后无显著变化。而另外一些碳源底物（如D-纤维二糖、D-甘露醇等）对功率—时间曲线的峰型影响较小，表现为最大热功率Pmax、出峰时间Tmax等参数均与CK处理相近。而对于L-苏氨酸，其对最大热功率Pmax影响较小，与CK差异不显著，但显著延长了出峰时间Tmax，说明它们对微生物热代谢活性可能存在抑制作用。在OM土壤中，添加糖原提高了最大热功率Pmax并降低出峰时间Tmax；尽管添加L-精氨酸降低了最大热功率Pmax，但缩短了出峰时间Tmax；D-纤维二糖、D-甘露醇和L-苏氨酸对最大热功率Pmax无显著影响，但延长了出峰时间Tmax。由此可见，供试红壤对L-精氨酸及糖原响应较为明显，说明该类型红壤偏好此类碳源；而其他与PC1相关性较高的碳源（如D-纤维二糖、D-甘露醇、L-苏氨酸等）未能促进CK及OM处理的热代谢活性，相反，还可能产生抑制效果。



图4添加不同碳源后土壤热功率曲线
Fig 4 Power-time curves of the soils amended with different C substrates

表4添加不同碳源后土壤热动力学参数
Table 4 Thermal dynamic parameters of soils amended with different C substrates
	底物处理
Substrate amendment
	Pmax
(μW)
	Tmax
(h)
	k
(h-1)
	Q
(J g-1)

	
	CK
CK+L-精氨酸CK+L-Arginine
CK+糖原CK+Glycogen
CK+D-甘露醇CK+D-Mannitol
[bookmark: OLE_LINK2]CK+D-纤维二糖CK+D-Cellobiose
CK+L-苏氨酸CK+L-Threonine
OM
OM+L-精氨酸OM+L-Arginine
OM+糖原OM+Glycogen
OM+D-甘露醇OM+D-Mannitol
OM+D-纤维二糖OM+D-Cellobiose
OM+L-苏氨酸OM+L-Threonine
	524.6b
	28.78ab
	0.17a
	14.85a

	
	
	415.9cd
	21.55d
	0.16a
	14.49a

	
	
	560.8a
	26.40b
	0.18a
	15.02a

	
	
	526.3b
	28.05ab
	0.16a
	14.87a

	
	
	510.1b
	28.94ab
	0.17a
	14.56a

	
	
	523.2b
	29.92a
	0.17a
	14.64a

	
	
	523.2b
	26.27b
	0.16a
	14.87a

	
	
	362.8d
	21.50d
	0.15a
	15.75a

	
	
	559.1a
	25.28c
	0.18a
	16.14a

	
	
	513.1b
	27.94b
	0.16a
	15.87a

	
	
	507.3b
	27.67b
	0.17a
	15.86a

	
	
	519.3b
	29.74a
	0.17a
	14.64a


[bookmark: _Toc16147]3	讨 论 
施肥是提高作物产量、提升土壤地力的重要途径之一。研究施肥对土壤生态系统的影响，对于探明施肥作用机理、推动农业可持续发展具有积极意义。在土壤生态系统中，微生物是土壤重要组成部分，其代谢活性可用于表征土壤肥力状况[5]。因而，本研究基于长期施肥处理平台，探讨提高土壤微生物代谢活性的碳源因子，可为合理施肥提供理论依据。
[bookmark: OLE_LINK5]施用有机肥（或有机无机肥配施）是提高土壤养分[19]、增强土壤微生物代谢活性的有效途径之一。有机肥中含有丰富的有机物质，可作为微生物活动的碳源及能源，提高微生物代谢活动。已有研究表明，施用有机肥（或有机无机肥配施）后，土壤呼吸强度、脱氢酶活性[7, 20]及土壤碳源底物利用能力[21]显著增强，这与本研究中OM处理显著提高红壤微生物AWCD的结果是一致的。此外，由于微生物活动过程中会产生大量热量，其变化趋势与微生物生长特征类似，因此，可用热动力学特征曲线来表示微生物代谢特征。文献[22]表明，较短的出峰时间Tmax、较高的最大热功率Pmax及较快的生长速率常数k表明土壤的代谢活性较高。由于土壤类型、肥料种类、耕作年限等因素的影响，不同研究中施肥处理对热动力学参数影响存在差异，即会引起Tmax、Pmax及k部分或全部变化，但这些变化均表征了土壤热代谢活性的变化。中国科学院封丘农业生态试验站的长期定位实验研究[15, 22]表明，潮土中有机无机肥配施显著降低出峰时间Tmax，提高最大热功率Pmax及生长速率常数k。本研究的红壤中，尽管Pmax及k变化不显著，但Tmax在OM处理中显著降低，说明OM提高红壤微生物代谢活性效果显著。
BIOLOG方法通过测定土壤微生物对不同碳源利用情况表征微生物群落差异，而微量热主要测定土壤微生物的整体活性，因而两种方法在内容涵盖、信息解读上存有差异[15]。与微量热相比，BIOLOG微平板提供的碳源较多，可揭示较多的微生物群落偏好信息；但BIOLOG方法测定的是土壤稀释液中微生物引起的吸光值变化率，这与原位土壤中情况差异较大。相较之下，微量热法对土壤微生物干扰较小，其结果更接近原位土壤环境，它不仅可用于比较不同处理中土壤微生物代谢活性，还可用来甄别碳源偏好信息，但前提是需要以特异性方法（如BIOLOG方法）为先导。以本研究为例，有机无机肥配施提高了红壤碳源代谢能力，使红壤对某些碳源产生偏好（表2），但该结果与实际情况可能存在偏差。事实上，在添加相应碳源的微量热实验中已证实这一点（图4和表4）。例如，D-纤维二糖和D-甘露醇是引起BIOLOG中OM与其余处理分异的碳源因子（表2），但它们却抑制了OM处理中热代谢活性（较长的出峰时间Tmax），这部分说明了BIOLOG的局限性及耦合微量热技术的必要性。
通过微量热技术对BIOLOG中碳源偏好信息进行甄别时发现，无论是CK处理还是OM处理，添加L-精氨酸及糖原均显著改变了红壤的微生物热代谢图谱（图4）。具体而言，添加L-精氨酸在降低CK及OM土壤的峰值Pmax的同时，缩短出峰时间Tmax。这与两方面因素有关：一方面，L-精氨酸中碳（41%）和氮（32%）含量较高，可迅速被微生物利用，促进土壤（尤其酸性土壤）中氮素循环相关的生物化学过程[23-24]，提高微生物代谢活性，表现为出峰时间Tmax缩短；另一方面，由于L-精氨酸pH较高（碱性），微量热实验中过量的L-精氨酸可能会改变红壤的性质，对土著微生物产生不利影响，进而表现为添加L-精氨酸后红壤微生物的热代谢图谱峰值Pmax降低。据此，本文推测L-精氨酸可在合适浓度下提高红壤微生物的代谢活性。此外，糖原亦显著缩短了出峰时间Tmax，但对Pmax无显著影响，说明糖原亦能提高红壤代谢活性，其原因可能在于糖原与土壤中磷素循环微生物有关。研究表明，糖原是磷素富集微生物（PAO）好氧合成的细胞内能量贮存物质[25]，在缺磷条件下，糖原可作为PAO的碳源及能源物质，提高磷素的供给量[26-27]。在另一种缺磷土壤（潮土）中，也发现添加糖原后，潮土的热代谢图谱与直接添加磷肥的图谱相近[15, 22]，这从另一个角度说明，糖原可能与提高土壤中磷素周转有关。本研究中，供试红壤属于典型的缺磷土壤[28]，因而，糖原可通过促进磷素循环微生物活性而提高热代谢活性。综上，本研究中有机无机肥处理中可能通过有机肥引入一些关键碳源因子（如L-精氨酸及糖原等），促进红壤中氮、磷循环，进而提高红壤代谢活性，但目前其微生物学作用机理尚不明了，需在以后的工作中加强探索。
[bookmark: _Toc7311]4	结 论
有机无机肥配施提高了红壤的碳源代谢及热代谢活性。由于BIOLOG的局限性，引起有机无机肥配施处理分异的碳源未对红壤微生物的热代谢活性产生一致的促进作用，某些碳源甚至产生抑制效果。红壤对L-精氨酸及糖原的热代谢响应较为明显，说明这些碳源可能是提高红壤微生物活性的关键碳源因子，施用富含L-精氨酸及糖原的有机肥对提高红壤地力具有积极意义。
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Use of BIOLOG and Microcalorimetry in Combination to Study Factors of Carbon Sources Stimulating Metabolic Activity of Soil Microbe in Red Soil
[bookmark: OLE_LINK4]XU Jiangbing1, 2  WANG Yanling1  LIU Ming2  CHEN Meijun1  LIN Xiangui2
[bookmark: OLE_LINK13](1 International Center for Ecology, Meteorology and Environment (IceMe), School of Applied Meteorology, Nanjing University of Information Science and Technology, Nanjing 210044, China)
(2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China)
[bookmark: _Toc23242][bookmark: OLE_LINK17]Abstract   【Objective】 Soil microorganisms are important active components in the soil. To understand impacts of farming practices on agro-ecosystems, it is of utmost importance to unfold researches on soil microbial metabolic activity in the farmland. The technique of BIOLOG Eco micro-plate assay is a conventional tool to evaluate soil microorganisms’ ability of utilizing carbon of one sole source, and though having some limitations, could provide clues to source of the carbon utilized by soil microbes relative to farming practice, while microcalorimetric technique is another means to characterize soil microbial activity by measuring heat dissipation and one of high precision. However, being a non-specific technique, it could, only with the support of specific techniques like BIOLOG, provide more explicit information about functions of soil microbe. Previous studies done by this group of researchers reported that BIOLOG could be used in couple with microcalorimetry to detect the factors of carbon source influencing metabolic activity of the soil microbes in the acid and neutral soils. However, little information has so far been reported about this issue in acidic soils. 【Method】 In this study, samples of red soil, a typical type of acid soil, were collected for exploration of ability of the soil microbes to utilize carbon substrates and microcalorimetric dynamics with the technique of BIOLOG coupled with microcalorimetric means in soils applied with chemical fertilizers and organic manure in combination (Treatment OM). Based on the information of carbon source preference of the soil microbes in the red soil obtained via principle component analysis (PCA) of the BIOLOG assay, evaluation was further performed of effects of those carbon substrates on thermometabolism of the soil microbes in Treatment OM and Treatment CK (no fertilization). 【Result】 Results show that Treatment OM significantly increased AWCD (average well color development) on the BIOLOG microplate as compared to Treatment CK. PCA indicates that Treatment OM sat far apart from the other treatments along the first principle component axis. Carbon substrates, like L-arginine, L-threonine, D-mannitol, glycogen and D-cellobiose, were positively related to the first principle component with high correlation coefficient (r>0.5). Microcalorimetric analysis demonstrates that soil microbes in Treatment OM were quite high in thermometabolic activity, which peaked pretty soon, suggesting that Treatment OM stimulated the soil microbes in activity in the red soil. When the carbon substrates found significant in correlation in Treatment OM were spiked into other corresponding Treatments OM and CK, some of them, like D-cellobiose and D-mannitol, did not show any of the effect and instead possibly delayed the appearance of peaks and suppressed metabolic activity of the soil microbes. All these findings suggest that the technique of BIOLOG has its own limitations. However, it was also found that some other carbon substrates, like L-arginine and glycogen did promote metabolism of the soil microbe in Treatments, which might be explained as that these substrates play important roles in stimulating N and P recycling in the soil. 【Conclusion】 Although both the BIOLOG technique and the microcalorimetric technique have their own limitations, coupling of the two makes it feasible to determine key carbon substrates responsible for stimulating the soil microbes in activity in acid soil. This study also demonstrates that L-arginine and glycogen might be the carbon sources of preference to microorganisms in red soil, which further implies that the application of organic manure rich in such kinds of carbon substrates is of great significance to building up soil fertility in the red soil regions.

Key words   Fertilization; Combined application of chemical fertilizer and organic manure; Glycogen; Arginine
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