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Abstract 
The aim was to study the influence of different tillage methods on functional diversity of soil mi-
crobial community in the North China farming areas. Using the method of Biolog-Eco, a compara-
tive study was made on the utilization level of single carbon source by the soil microbes of four 
tillage methods (abandoned LF, conventional FT, rotary RT, no-tillage NT). The results showed 
that: 1) the Average Well Color Development (AWCD) value of abandoned tillage, no-tillage, rotary 
tillage were significantly higher than conventional tillage (P < 0.05); 2) the Shannon index (H) and 
Simpson’s Dominance (D) of the soil microbial community of abandoned tillage, no-tillage, rotary 
tillage were significantly higher than conventional tillage (P < 0.05), whereas the Shannon index 
(H), Simpson’s Dominance and Substrate evenness (E) had no significant difference among aban-
doned tillage, no-tillage and rotary tillage (P > 0.05); 3) principal component analysis indicated 
that the carbon source utilization of soil microbial community was similar among the rotary til-
lage and no-tillage treatment. In conclusion, rotary tillage with straw return and abandoned til-
lage were helpful to improve the soil metabolic activity of microorganism and the functional di-
versity of soil microbial communities. 
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摘  要 

为揭示耕作方式对华北农田土壤微生物群落功能多样性的影响，采用Biolog-Eco技术，研究了4种耕作处

理(撂荒LF、翻耕FT、旋耕RT、免耕NT)土壤微生物群落功能多样性的变化。结果表明：1) 不同耕作方

式下土壤微生物群落平均颜色变化率(Average well color development) AWCD值从高到低依次为LF > 
NT > RT > FT，LF、NT、RT的AWCD显著高于FT (P < 0.05)。2) LF、NT和RT处理土壤微生物群落丰富

度指数H、优势度指数D均显著高于FT处理(P < 0.05)。LF、NT和RT的丰富度指数H、优势度指数D和均

匀度指数E在观测期无显著差异(P > 0.05)。3) 主成分分析表明，RT与LF土壤微生物群落碳源利用类型

相似。旋耕秸秆还田和撂荒有利于提高土壤微生物活性和土壤微生物群落功能多样性。 
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1. 引言 

土壤微生物是陆地生态系统的重要组成部分，是土壤有机质及养分转化、循环的主要动力，在推动

地球生物化学元素循环过程中起着重要作用。土壤微生物组成的质与量的变化是土壤健康状况的重要敏

感指示[1]-[3]。土壤微生物多样性可以定义为生命的丰富度，代表着微生物群落的稳定性，也反映土壤生

态机制及土壤胁迫对微生物群落的影响，因此对土壤微生物群落结构和功能的研究一直是土壤与植物营

养学的研究热点[4] [5]。土壤的细微变化会引起土壤微生物多样性的变化，并与土壤的生态稳定性密切相

关。 
耕作能改变土壤物理、化学、生物属性，进而影响土壤微生物的结构及其多样性。目前关于耕作对

微生物群落结构和多样性方面研究较多，但并未形成一致结论。一些研究结果表明，在免耕系统中，土

壤微生物的活性和数量都显著高于翻耕土壤，表层土壤的微生物土壤质量参数与耕作频度反相关[6]-[8]。
减少土壤耕作结合秸秆覆盖可提高表层土壤细菌总量，增加土壤微生物的多样性[9]-[12]。Drijber 等(2000)
利用 PlFA 方法研究小麦地在长期免耕条件下微生物群落结构变化时发现，免耕能使土壤碳量和微生物量

倾向于地表分布[13]。而另一些研究显示，单独的耕作措施对土壤微生物的影响很小[14]。Diosma 等(2003)
研究了耕作对阿根廷萨拉多河典型的粘化湿软土土壤微生物区系的影响，发现在少耕情况下，尽管土壤

有机残余物量显高于传统耕作，但土壤微生物区系结构和活性没有发生改变[15]。但 Meriles 等(2009)发
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现，免耕情况下土壤中真菌和放线菌没有显著性变化[16]。为此，本试验采用 Biolog 微平板法对不同耕

作处理方式下土壤微生物群落功能多样性进行比较分析，探讨耕作方式对土壤微生物的影响，以期为采

取选择适宜的耕作方式和维持农田可持续利用提供科学依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验区概况 

试验于 2008 年 6 月开始设置，在中国农业科学院武清农业生态环境野外科学观测试验站内进行，该

试验站位于天津市武清区(北纬 39˚21'，东经 117˚12')，海拔 6.3 m，属于暖温带半湿润大陆性气候。年平

均气温在 11.4℃~12.9℃，7 月气温最高，平均在 26℃~27℃以上，1 月气温最低，平均在 3℃~5℃，年平

均无霜期为 196~246 d，年均降水量 520~660 mm。该地区土壤类型和初期养分指标在作者已发表的文献

中有详细描述，具体见参考文献[17]。 

2.2. 试验设计 

轮作方式为冬小麦–夏玉米，连续处理 6 年。试验采用随机区组设计，设撂荒(LF)、翻耕(FT)、免耕

(NT)、旋耕(RT) 4 个处理，撂荒不耕不种，翻耕耕深 25 cm，旋耕耕深 10 cm，免耕不耕。玉米秸秆还田

量为 4000 kg/hm2，施氮量为 180 kg/hm2；小麦秸秆全量还田，施氮量为 150 kg/hm2；秸秆粉碎长度为 8~10 
cm。小区面积为 400 m2 (40 m × 10 m)，所有处理三次重复，小区间由 50 cm 走道间隔。田间管理同一般

大田生产。 

2.3. 样品采集及预处理 

在 2008 年玉米播种前进行土壤本底样品采集，在 2014 年玉米收获后采集土壤样品。在各个处理小

区按“S”型取样法选取 6 点，用土钻法取 0~20 cm 土层土样，混合均匀带回实验室，去除植物根系和砾

石，采取四分法，将不少于 1 kg 土壤装入无菌封口袋，放入冰盒冷藏，运至实验室。将土壤样品分成两

部分：一部分放入−20℃冰箱保存，供微生物实验用；另一部分在室内风干，将风干土过 0.25 mm 和 1.00 
mm 筛，用于测定土壤基本理化性质。 

2.4. 研究方法 

土壤有机质含量采用重铬酸钾–氧化外加热法；全氮采用半微量凯氏法；全磷采用钼锑抗比色法；

硝态氮采用紫外分光光度法；铵态氮采用靛酚蓝比色法；速效磷采用钼锑抗比色法，具体见参考文献[18]。 
Biolog 试验：先测定土壤含水量，称取相当于 10 g 烘干土壤的新鲜土壤样品于已灭菌的三角瓶中，

在超净工作台中在三角瓶中加入 90 ml 灭菌 NaCl 溶液(0.85%)，用封口膜将瓶口封好放入振荡器，设置转

速为 250 r/min，震荡 30 min。取出后，在超净工作台中静置 10 min，吸取上清液 5 ml 于新三角瓶中，用

0.85%的无菌 NaCl 溶液将土样稀释至 10−2，重复稀释至 10−3。将稀释液倒入已灭菌的点样槽内，将上述

稀释液加入到 Biolog-Eco 微平板孔中，每孔加样量 150 μl。将接种好的 Biolog-Eco 微平板置于培养箱中，

于 28℃恒温条件下培养，每隔 24 h 在 Biolog 微孔板读数仪(BIOLOG Inc., USA)上读数，共进行 7 d。 

2.5. 数据分析 

微生物整体活性指标采用微平板每孔颜色平均变化率(Average well color development, AWCD )来表

示，单孔平均颜色变化率( AWCD )计算方法如下： 

( )AWCD C R n= −∑  
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式中：C 为每个有培养基的孔在 590 nm 下光密度值，R 为每个有培养基的孔在 750 nm 下的光密度值，n
为 Biolog-Eco 微平板上供试碳源的种类数，n 值为 31。 

采用 Biolog-Eco 平板孔中培养 96 h 的数据计算土壤微生物群落功能多样性指数，计算公式如下： 
Shannon-Wiener 物种丰富度指数 H： lnH pi pi= −Σ  
Simpson 优势度指数 D： 21D Pi= −Σ ， 
Shannon-Wiener 均匀度指数 E： max lnE H H H S= =  
式中 Pi 为第 i 孔相对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比值。H 是 Shannon 指数，S 是有颜色变

化的孔的数目。 
试验结果采用 SPSS 16.0 软件进行分析，单因素方差分析(one-way ANOVA)检验各项特征指标的差异，

用 Duncan 新复极差法分析其差异显著性(α = 0.05)。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同耕作方式下土壤微生物的平均颜色变化率(AWCD) 

不同耕作方式下土壤微生物利用碳源能力和代谢活性用 AWCD 值表示。培养开始后，每隔 24 h 测定

各处理的 AWCD 值，共培养 168 h，得到 AWCD 随时间的动态变化图见图 1。培养 24 h 之前 AWCD 值均

很小，几乎为零，24 h 之后随着培养时间的延长 AWCD 值快速增长，说明在 24 h 之后碳源被迅速利用。

随着培养时间的延长，4 种不同耕作方式土壤中微生物群落的 AWCD 值均呈增长趋势，其中，LF 处理土

壤微生物群落 AWCD 值升高最快，NT 与 RT 处理土壤微生物群落 AWCD 值趋势相近，FT 处理 AWCD
值升高最慢。不同利用方式下土壤微生物群落利用单一碳源能力的顺序为 LF > NT > RT > FT。在培养的

168 h 之内，LF、NT、RT 土壤微生物对总体碳源利用率平均值分别比 FT 高 67.73%、45.88%、36.24%。

说明 FT 处理土壤微生物群落代谢慢，活性弱，LF 处理土壤微生物群落代谢最快，活性最强。 

3.2. 不同耕作方式下土壤微生物群落功能多样性指数 

华北典型农田不同耕作方式下，土壤微生物群落物种丰富度指数 H、均匀度指数 E 和优势度指数 D
如表 1 所示。不同耕作处理方式下，土壤微生物群落功能多样性指数不同，表明土壤微生物功能多样性

发生了变化。LF 处理的物种丰富度指数 H、和优势度指数 D 均最高，NT 次之，FT 最低，RT 处理均匀

度 E 指数最高。方差分析结果表明，4 种不同耕作方式下土壤微生物群落丰富度指数和优势度指数差异

显著，均匀度指数无显著差异。LF、RT 与 NT 处理的土壤微生物群落丰富度指数均显著高于 FT 处理；

LF、NT 与 RT3 种耕作处理的土壤微生物群落丰富度指数 H、均匀度指数 E 和优势度指数 D 均无显著差异。 

3.3. 主成分分析 

3.3.1. 不同碳源在主成分上的载荷值 
根据官能团将 Biolog-Eco 板上的碳源分为 4 大类：糖类及其衍生物 12 种、氨基酸及其衍生物 6 种、

脂肪酸和脂类 5 种、代谢中产物和次生代谢物 8 种。Biolog-ECO 板上 31 种碳源在前 2 个主成分上的载

荷值见表 2，以主成分 PC1 的载荷值降序排列。载荷值越高，表示该种碳源对主成分的影响越大。由表

2 可见，与第 1 主成分 PC1 具有较高相关性的碳源有 11 种，其中糖类 2 种，氨基酸类 4 种，脂类 2 种，

代谢中产物及次生代谢物 3 种，表明影响第 1 主成分的碳源主要是氨基酸类和代谢中间产物及次生代谢

物。与第 2 主成分 PC2 具有较高相关性的碳源有 9 种，其中糖类 4 种，氨基酸类 1 种，脂类 2 种，代谢

中产物和次生代谢物 2 种，表明影响第 2 主成分的碳源主要是糖类。表明在不同耕作处理条件下华北农

田土壤微生物利用的主要碳源是糖类、氨基酸类和代谢中间产物及次生代谢物。 
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3.3.2. 不同处理主成分分析 
主成分个数的提取原则是相对应特征值大于 1 的前 m 个主成分，一般要求累计方差贡献率达到 85%

以上。根据此原则，共提取了 7 个主成分，累计贡献率达到 94.78%。其中第 1 主成分 PC1 的贡献率为

39.56%，权重最大；第 2 主成分 PC2 的贡献率为 24.12%，第 3-7 主成分的贡献率分别为：12.33%、6.85%、

4.92%、3.55%和 3.45%。因第 3-7 主成分贡献率较小，选取前两个主成分进行分析。以 PC1 为横轴，PC2
为纵轴，以不同处理在两个主成分上的得分值为坐标作图，得到不同处理土壤微生物碳源利用的主成分

分析图(图 2)。 
 

 
Figure 1. Dynamic changes of soil microbial community AWCD with time of 
different tillage treatments 
图 1. 不同耕作处理土壤微生物群落 AWCD 随时间的动态变化 

 

 
Figure 2. Principal components analysis for carbon utilization of soil micro-
bial communities in different treatments 
图 2. 不同处理土壤微生物碳源利用主成分分析 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

平
均

颜
色

变
化

率
A

W
C

D

培养时间culture time

LF

FT

NT

RT

PC1
-2.00000       -1.00000         0.00000         1.00000          2.00000

2.00000

1.00000

0.00000

-1.00000

LF
FT
NT
RT

PC
2



刘红梅 等 
 

 
6 

Table 1. Diversity indices for soil microbial communities in different tillage treatments 
表 1. 不同耕作方式下土壤微生物群落功能多样性指数 

处理 
Treatments 

丰富度指数 H 
Shannon index 

均匀度指数 E 
Substrate evenness 

优势度指数 D 
Simpson’s Dominance 

LF 2.830 ± 0.025b 0.713 ± 0.006a 0.953 ± 0.032b 

FT 2.397 ± 0.136a 0.669 ± 0.038a 0.878 ± 0.021a 

NT 2.740 ± 0.089b 0.678 ± 0.022a 0.917 ± 0.008ab 

RT 2.724 ± 0.059b 0.720 ± 0.016a 0.922 ± 0.006ab 

注：同一列中不同字母表示差异达到显著水平(P < 0.05) 
 
Table 2. Loading factors of principle components of 31 sole-carbon sources 
表 2. 31 种碳源的主成分载荷因子 

序号 Plate number 碳源类型 Carbon source 主成分 PC1 主成分 PC2 

F2 D-葡糖胺酸(糖类) D-Glucosaminic Acid 0.983 0.069 

D4 L-丝氨酸(氨基酸类) L-Serine 0.96 −0.109 

D3 4-羟基苯甲酸(其他) 4-Hydroxy Benzoic Acid 0.95 0.218 

A4 L-精氨酸(氨基酸类) L-Arginine 0.903 0.366 

H2 D，L-α-磷酸甘油(其他) D，L-α-Glycerol Phosphate 0.876 −0.158 

C4 L-苯丙氨酸(氨基酸类) L-Phenylalanine 0.857 −0.27 

C1 吐温 40 (脂类) Tween40 0.844 0.448 

C3 2-羟基苯甲酸(其他) 2-Hydroxy Benzoic Acid 0.744 0.61 

B1 丙酮酸甲酯(脂类) Pyruvic Acid Methyl Ester 0.744 0.608 

H1 α-D-乳糖(糖类) α-D-Lactose 0.705 0.168 

B4 L-天门冬酰胺(氨基酸类) L-Asparagine 0.665 0.175 

D1 吐温 80(脂类) Tween 80 0.584 0.769 

E2 N-乙酰-D 葡萄糖氨(糖类) N-Acetyl-D-Glucosamine 0.466 −0.037 

E4 L-苏氨酸(氨基酸类) L-Threonine 0.413 0.517 

A3 D-半乳糖酸 γ-内酯(糖类) D-Galactonic Acid γ-Lactone 0.381 −0.166 

G2 1-磷酸葡萄糖(其他) Glucose-1-Phosphate 0.314 0.918 

H4 腐胺(其他) Putrescine 0.23 0.065 

E1 α-环式糊精(糖类) α-Cyclodextrin 0.187 0.909 

F3 衣康酸(脂类) Itaconic Acid 0.1 0.508 

G1 D-纤维二糖(糖类) D-Cellobiose 0.067 0.851 

E3 γ-羟丁酸(脂类) γ-Hydroxybutyric Acid 0.037 0.372 

B2 D-木糖(糖类) D-Xylose −0.01 0.391 

B3 D-半乳糖醛酸(糖类) D-Galacturonic Acid −0.075 0.896 

F1 肝糖(糖类) Glycogen −0.101 0.705 

H3 D-苹果酸(其他) D-Malic Acid −0.225 −0.133 

F4 甘氨酰-L-谷氨酸(氨基酸类) Glycyl-L-Glutamic Acid −0.29 0.889 

D2 D-甘露醇(糖类) D-Mannitol −0.499 −0.187 

A2 β-甲基-D-葡萄糖苷(糖类) β-Methyl-D-Glucoside −0.711 −0.664 

G3 α-丁酮酸(其他) α-Ketobutyric Acid −0.818 0.218 

G4 苯乙胺(其他) Phenylethylamine −0.823 0.053 

C2 i-赤藓糖醇(糖类) i-Erythritol −0.948 −0.227 
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主成分分析解释了不同处理土壤微生物碳源利用是否存在差异。样本在主成分轴上分布和微生物对

碳源底物的利用能力相关。由图 2 可见，不同处理在 PC 轴上出现了明显的分布差异。不同耕作方式的

土壤微生物群落的碳利用模式分成了 3 类。RT 与 LF 分布在 PC1 轴正方向和 PC2 轴的负方向上；NT 分

在 PC2 轴正方向和 PC1 的负方向上，FT 分布在 PC1 和 PC2 的负方向上。分析表明 RT 与 LF 土壤微生

物群落碳源利用类型相似。 

4. 讨论 

Biolog 技术，是以微孔板碳源利用为基础的定量分析方法，基于微生物群落对碳源利用度来描述微

生物功能的动态变化[19] [20]，已广泛应用于评价土壤微生物群落的功能多样性。土壤微生物群落平均颜

色变化率(AWCD)值越高，表明土壤微生物利用碳源能力和代谢活性也就越高。本研究结果得出不同耕

作处理的土微生物 AWCD 值不同，表明对碳源利用能力和代谢活性不同。土壤微生物 AWCD 值顺序为

撂荒 > 免耕 > 旋耕 > 翻耕。翻耕处理的土壤微生物 AWCD 值最小，撂荒处理土壤 AWCD 值最高。

这与时鹏等[21]和 Zabinski 等[22]研究结果一致。可能是因为耕作增加了对土壤的搅动，破坏土壤结构，

不利于维持土壤团聚体结构，未受干扰和干扰较少的土壤微生物的碳源活性高于受干扰较多的土壤。传

统耕作破坏了土壤土壤团聚体结构，加速了有机物的损失，土壤微生物活性降低。 
对土壤微生物多样性指数分析表明，不同耕作方式下土壤微生物群落的功能多样性指数不同。翻耕

处理物种丰富度指数和优势度指数最低，撂荒处理均最高；撂荒、旋耕秸秆还田和免耕秸秆还田处理 3
种不同耕作方式下土壤微生物群落功能多样性指数无显著差异。董立国等[10]研究表明，免耕秸秆覆盖土

壤微生物丰富度指数和多样性指数显著高于常规耕作。这与本试验研究结果一致。姬艳艳等[23]研究表明，

撂荒和免耕处理土壤微生物多样性指数显著高于翻耕和旋耕处理。与本试验研究不一致。这可能是本试

验进行了秸秆还田，秸秆还田可为土壤微生物提供充足的有效养分，有利于提高土壤微生物多样性和活

性[11] [24] [25]。 
主成分分析表明，华北农田在不同耕作方式下对第 1 和第 2 主成分相关碳源利用模式和利用能力不

同。不同耕作处理土壤微生物碳源利用能力存在显著差异，土壤微生物群落代谢特征也不同，说明耕作

方式对土壤微生物产生了较大影响。第 1 主成分解释了大部分变异，撂荒与旋耕秸秆还田分布在 PC1 轴

的正方向上，免耕和翻耕秸秆还田分布在 PC1 轴的负方向上。这与时鹏等[21]和吕春莎等[24]研究结果一

致。姬艳艳等[23]研究表明，撂荒和免耕处理下土壤微生物利用碳源类型具有相似性。萨如拉等[26]研究

表明，玉米秸秆深翻还田可以提高显著提高土壤有益微生物活性，这与本试验研究结果不一致。本研究

表明撂荒和旋耕秸秆还田处理下土壤微生物功能多样性具有相似活性。 
为了促进农业的可持续发展，应采取合理的耕作措施，保护土壤微生物。目前，关于耕作和秸秆还

田对微生物群落结构和多样性影响较为一致的结论是免耕，少耕和秸秆还田能改善微生物群落结构，有

利于维持土壤微生物多样性[9] [10] [27]。Bending 等[25]研究了作物残茬、土壤有机质质量和土壤微生物

多样性之间的相互作用，秸秆或根茬还田都能够提高土壤微生物的多样性。Adl 等[28]研究发现长期免耕

可以增加棉田土壤微生物多样性。董立国等[10]和李景等[9]研究发现免耕秸秆覆盖促进了土壤微生物活

性，增加了土壤微生物数量。在本研究介绍的不同耕作方式中，撂荒、免耕秸秆还田与旋耕秸秆还田比

翻耕秸秆还田有利于维持土壤微生物的多样性及活性。这与大多数研究结果一致。 
本研究利用 Biolog 微平板法只初步阐明了不同耕作方式与秸秆还田对土壤微生物群落功能多样性的

影响，对其具体影响机制尚不明确。因此要综合评价耕作方式对土壤微生物的影响，需结合磷脂脂肪酸

(PLFA)和变性梯度凝胶电泳(DGGE)等方法，进一步研究耕作与秸秆还田对土壤微生物群落的影响，并通

过分析微生物群落与土壤有机碳库的关系，探讨微生物群落变化的原因。 
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5. 结论 

本研究通过对 4 种耕作处理土壤微生物碳源利用能力以及功能多样性分析，初步得出以下结论： 
1) 不同耕作处理平均颜色变化率(AWCD)呈现出以下变化规律：撂荒(LF) > 免耕(NT) > 旋耕(RT) > 

翻耕(FT)。表明翻耕处理土壤微生物群落代谢最慢，活性最弱。 
2) 撂荒、旋耕与免耕处理的土壤微生物群落丰富度指数 H、优势度指数 D 均显著高于翻耕处理；撂

荒、免耕与旋耕 3 种耕作处理的土壤微生物群落丰富度指数 H、均匀度指数 E 和优势度指数 D 均无显著

差异。 
3) 主成分分析结果表明，不同耕作处理条件下华北农田土壤微生物利用的主要碳源是糖类、氨基酸

类、代谢物类及次生代谢物类；撂荒和旋耕秸秆还田对微生物碳源利用类型相似，免耕和翻耕各为一组。 
4) 旋耕秸秆还田和撂荒有利于提高土壤微生物代谢活性和土壤微生物群落功能多样性，翻耕不利于

提高土壤微生物功能多样性。 
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