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绿肥与化肥配施对植烟土壤微生物群落的影响
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摘  要：土壤微生物群落被认为是土壤生态系统变化的预警及敏感指标，指示着土壤质量的变化。本研究利用 3 

年定位试验，通过测定磷脂脂肪酸(PLFAs)的含量，分析了连年绿肥和化肥配施对植烟土壤微生物群落结构的影响。

研究结果表明：施肥明显地提高了土壤中 PLFAs 的种类和总量；在绿肥和化肥配施处理中，当翻压 15 000 kg/hm2 绿

肥的基础上施用大于 85% 常规化肥时，明显提高了土壤中细菌、AM 真菌及微生物总的 PLFAs 含量；而当化肥的

施用量减至常规施肥 70% 时，对土壤细菌、真菌及微生物总 PLFAs 含量的积累产生不利影响。从不同处理的主成

分分析和聚类分析的结果可知，不同绿肥和化肥配施比例对土壤微生物群落结构变化有明显影响。经相关性分析表明，

PLFA 分析方法和氯仿熏蒸法之间具有很好的一致性，且土壤速效钾和速效磷含量与革兰氏阴性菌的 PLFAs 含量呈

显著相关，而与土壤真菌 PLFAs 含量则无明显的相关性。 
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土壤微生物群落是土壤生物区系中最重要的功

能组分，土壤微生物群落组成、结构、数量、生理生

化活性等对土壤环境条件变化反应敏感，常被作为评

价指标用于土壤质量和土壤生态系统健康状况的研

究[1]。由于土壤微生物的数量巨大，组成极为复杂，

用传统的土壤微生物研究方法往往会过低估价土壤

微生物的真实状况，无法得到它们在土壤生态系统中

的重要信息。磷脂是构成生物细胞膜的主要成分，约

占细胞干重的 5%，只存在于所有活细胞膜中，一旦
生物细胞死亡，其中的磷酯类化合物马上消失[2]。不

同种类微生物体内磷脂脂肪酸 (phospholipid fatty 
acids，PLFAs)组成及含量显示出极大的差异，通过
提取分析 PLFAs，可以比较准确地反映样品中微生
物群落的组成和结构的变化。 

施肥是农业中最为重要和普遍的增产手段，不同

种类肥料的施入可影响甚至改变土壤养分的循环，从

而影响土壤微生物的群落结构及多样性。于树等[3]

研究表明，长期施肥能提高玉米地土壤中真菌、细菌

及微生物总生物量，而且有机肥和有机无机配施对微

生物总生物量的增加作用更明显。Dick 研究[4]表明，

施厩肥、绿肥等有机肥有利于维持土壤微生物的多样

性及活性。白震等[5]通过对长期施用氮、磷及有机肥

对农田黑土 PLFAs 的影响研究表明，有机肥及单施
磷处理显著促进真菌、细菌生长，提高真菌/细菌比
值，单施氮对细菌生长有抑制作用，但对真菌无显著

影响。 
绿肥作为一种重要的有机肥料，在改善土壤结

构、培肥土壤地力及提高作物产量等方面起到积极的

作用。近年来，涉及绿肥及植烟土壤方面的研究主要

集中在土壤微生物生物量碳、土壤酶及土壤理化性质

方面，而对土壤生态功能尤其是对土壤微生物群落结

构的研究报道较少。本文采用 PLFA 法研究了连年
绿肥化肥配施对土壤微生物群落结构的影响，为连年

绿肥化肥配施对改变植烟土壤生态功能的研究提供

重要的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验地点及材料 
供试烤烟品种为云烟 87，绿肥品种为光叶紫花

苕子。试验区位于湖北恩施清江源现代烟草农业科 
技园区(30°20′14″ N，109°26′13″E)，土壤类型为山地
黄棕壤(铁质湿润淋溶土)。绿肥鲜草的养分状况为：
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全氮 5.0 g/kg，全磷 1.2 g/kg，全钾 4.7 g/kg。 
1.2  试验设计 
试验从 2009—2011年进行了 3年的定位试验，采

用烤烟-绿肥轮作的方法，于每年 4月 20日翻压绿肥，
5月 15日移栽烟苗。常规施肥的施氮量为 105 kg/hm2，

施肥配比为 N︰P2O5︰K2O = 1︰1.2︰3，减施化肥处
理的化肥用量按照相应的比例进行减少，但氮、磷、

钾施用的比例不变。试验设以下 5个处理：①不翻压
绿肥，不施化肥(CK)；②化肥施用量为常规施肥的
100% (F1)；③翻压绿肥 15 000 kg/hm2，化肥施用量为

常规施肥的 70%(GMF1)；④翻压绿肥 15 000 kg/hm2，

化肥施用量为常规施肥的 85%(GMF2)；⑤翻压绿肥
15 000 kg/hm2，化肥施用量为常规施肥的 100% 
(GMF3)。试验区组随机排列，3次重复，试验小区的
面积为 27 m2。于烟叶采烤后期，采集 0 ~ 20 cm混
合土样。 
1.3  分析方法 
1.3.1  PLFAs测定    采用改正的White等[6]的方法

进行脂类提取和 PLFAs 分析，土壤用柠檬酸缓冲液
(0.1 mol/L，pH 7.0)、甲醇和氯仿混合液(v/v = 0.8︰2︰1)
进行提取，提取液用硅酸键合固相萃取柱层析，分别

用氯仿、丙酮和甲醇洗脱，将含磷脂的部分在氮气流

下吹干，然后用碱性甲醇水解和皂化得到磷脂脂肪酸

甲酯 (FAME)。用气相色谱和质谱联用仪 (安捷伦
6890N GC-5973N MS)测定提取的 FAME。色谱条件：
30.0 m ×0.25 mm ×0.25 μm，进样量 1 μl，载气(氦气)
流速为 0.9 ml/min。升温程序为：初始温度 70℃保持
5 min后，以 20℃/min升至 190℃，再以 5℃/min升至
200℃后以 10℃/min 升至 280℃。以甲酯化的 C19:0
为内标物质，其含量用 nmol/g 表示。PLFAs 采用
Frostegård等[7]的方法命名，分子式以“X:YωZ(c/t)”
表示，其中“X”代表脂肪酸分子的碳原子总数，“Y”

代表不饱和烯键的数目，“ω” 代表烯键距离羧基的位
置，“Z” 为烯键或环丙烷链的位置。前缀“i”(iso) 代
表异构甲基支链(距甲基端的第二个碳原子)，“a”
(anteiso)代表前异构甲基支链(距甲基端的第三个碳
原子)，“cyc”代表环丙基支链，“br”表示甲基支链
的位置未知。后缀“c”和“t”分别代表顺式和反式
同分异构体，“OH”前的数字表示羟基的位置(从羧
基端计数，第二个碳为 α、第三个碳为 β)。 
1.3.2  土壤微生物生物量碳与土壤理化性质分析    采
用氯仿熏蒸-K2SO4 提取方法测定土壤微生物生物

量碳，碱解扩散法测定土壤碱解氮，碳酸氢钠−钼

锑抗比色法测定土壤速效磷，中性  NH4OAC 浸 
提−火焰光度法测定土壤速效钾，pH 计法(水土比
为 1︰2.5)测定土壤 pH，重铬酸钾容量法测定土壤
有机质[8]。 

试验数据采用 Excel 2003 和 SAS V9.1 统计
分析软件进行相关性和主成分分析。  

2  结果与分析 

2.1  绿肥化肥配施对土壤养分的影响 
从烟叶采烤后期不同处理的土壤养分(表 1)可

知，施肥后土壤的有机质、碱解氮、速效磷、速效

钾和土壤微生物生物量碳的含量均有所增加；在翻

压绿肥的基础上，随着施用化肥量的增加，土壤中

速效磷、速效钾和微生物生物量碳的含量均呈增加

趋势；GMF3处理和 GMF2处理的有机质、碱解氮、
速效磷、速效钾和土壤微生物生物量碳的含量均高

于 F1处理，其中速效磷含量处理间差异达到了显著
性水平；GMF3 处理的速效磷、速效钾和微生物生
物量碳的含量较 F1 处理分别提高了 30.0%、22.4% 
和 18.1%。GMF1处理和 F1处理的有机质、碱解氮、
速效磷、速效钾和全氮的含量差异不显著。 

 
表 1  不同施肥处理的土壤养分含量 

Table 1  Soil nutrient contents under different fertilization 

处理 pH 有机质 
(g/kg) 

碱解氮 
(mg/kg) 

速效磷 
(mg/kg) 

速效钾 
(mg/kg) 

全氮 
(g/kg) 

微生物生物量碳
(mg/kg) 

CK 5.9 a 23.9 a 120.8 a 13.3 c 104.2 c 1.7 a 225.3 c 

F1 6.1 a 24.7 a 124.0 a 15.2 c 138.3 b 1.6 a 964.9 ab 

GMF1 6.1 a 24.8 a 123.0 a 16.2 bc 137.1 b 1.7 a 654.6 b 

GMF2 6.0 a 25.5 a 135.0 a 21.1 ab 141.7 b 1.6 a 1 054.2 a 

GMF3 5.9 a 25.1 a 127.8 a 21.9 a 178.3 a 1.7 a 1 178.4 a 

注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05水平显著。 

 
2.2  绿肥化肥配施对特征微生物 PLFAs的影响 

Bardgett等[9]认为土壤中 PLFAs的组成可以表示
土壤微生物群落的生物量和结构。目前，越来越多的

PLFAs 被用作特定微生物标记，如将 18:2ω6, 9、
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18:1ω9、16:1ω5作为真菌的标记，其中 16:1ω5作为
土壤中孢囊从枝菌(AM真菌)的标记；将 l0Mel8:0作
为放线菌的标记；将 C16:1ω7、C17:1ω7c、cyC17:0、
C18:1ω7作为革兰氏阴性菌(G−)，将 iC15:0、aC15:0、
iC16:0、iC17:0、aC17:0作为革兰氏阳性菌(G+)，将
iC13:0、iC14:0、C12:0、C14:0、C15:0、C16:0 作为
细菌的标记等[10–12]。在供试的土样中共检测到包括

饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸、多不饱和脂肪酸、环

丙烷脂肪酸和甲基脂肪酸在内的 19种 PLFAs。其中
17种 PLFAs (C12:0、iC14:0、C14:0、iC15:0、aC15:0、
C15:0、iC16:0、C16:1ω5、C16:1ω7、C16:0、iC17:0、
C17:1ω7c、aC17:0、cyC17:0、C18:2ω6、C18:1ω9、
C18:1ω7)在所有土样中均被检出，10MeC18:0仅在处
理 GMF3中检出，iC13:0在 CK处理中未检出。 

从供试土样的土壤特征微生物 PLFAs结果(表 2)
来看，与不施肥处理相比，施肥明显地提高了土壤中

PLFAs 的种类和含量；在翻压等量绿肥的条件下，
细菌、真菌和微生物总 PLFAs含量随着施用化肥量
的增加而增加。GMF1 处理的细菌、真菌和微生物
总 PLFAs 含量均小于 F1 处理，其中细菌和真菌
PLFAs 含量的差异达到了显著水平；GMF2 处理和
GMF3处理的细菌和微生物总 PLFAs含量均高于 F1
处理，但差异不显著，在各处理中，以 GMF3 处理
的细菌和微生物总 PLFAs 含量最高，其细菌和微生
物总 PLFAs 含量分别比 F1 处理提高了 9.2% 和
12.4%，比 CK处理分别提高了 29.5% 和 31.0%。这
表明在翻压绿肥 15 000 kg/hm2的基础上，当施用大

于 85% 的常规化肥用量时，对土壤中细菌、AM 菌

及微生物总的 PLFAs 含量的积累具有明显的促进作
用，而当施用化肥量减至常规施肥的 70% 时，则不
利于土壤细菌、真菌及微生物总 PLFAs含量的积累。 

GMF3 处理的真菌 PLFAs 含量高于其他处理，
其中比 F1 处理和 CK 处理分别提高了 14.2% 和
24.1%，但是 GMF2 处理的真菌 PLFAs 含量却低于
F1处理，其真菌 PLFAs含量比 F1处理降低了 7.7%，
这表明在翻压绿肥 15 000 kg/hm2的基础上，当施用

化肥量减至常规施肥的 85% 时，不利于土壤中的真
菌生物量的积累。放线菌只有在 GMF3处理中检出，
而在其他处理中均未检出。 

真菌/细菌的 PLFAs 比值可反映真菌和细菌相
对含量的变化范围[7]和两个种群的相对丰富程度[13]。

不同处理中以 CK 处理的真菌/细菌 PLFAs 比值最
高，其次为 F1 处理和 GMF3 处理，GMF1 处理和 
GMF2 处理的真菌/细菌 PLFAs 比值最低。G+/G− 
的 PLFAs 比值以 CK 处理的最高，其次为 GMF2 处
理和 F1 处理，以 GMF3 处理和 GMF1 处理最低。 

AM 真菌有促进植物生长和增强植物抗逆性 
的能力，16:1ω5 可用于估算土壤中 AM 真菌生物
量[14]。不同处理中 AM 真菌 PLFAs 含量的趋势为 
GMF3>GMF2>F1>CK>GMF1；在翻压等量绿肥的条
件下，随着使用化肥量的减少，土壤中的 AM 真菌
相对含量呈逐渐降低；当化肥施用量减至常规施肥

的 70% 时，明显地影响了土壤中的 AM 真菌 PLFAs 
量，GMF3 处理的 AM 真菌的 PLFAs 量比常规施肥
处理  F1 和不施肥处理  CK 分别提高了  7.4% 和 
12.3%。 

 
表 2  不同处理土壤特征微生物 PLFAs 类型和含量(nmol/g) 

Table 2  Types and concentrations of soil characteristic microbial PLFAs under different fertilization  

PLFA种类 GMF3 GMF2 GMF1 F1 CK 

细菌 44.42 a 42.1 a 34.21 b 40.33 a 31.3 b 

革兰氏阳性菌 G+ 17.32 a 17.16 a 12.53 b 15.5 ab 12.18 b 

革兰氏阴性菌 G− 13.67 a 12.6 ab 9.83 b 11.89 ab 8.90 c 

G+/G− 1.27 a 1.36 a 1.27 a 1.30 a 1.37 a 

真菌 5.48 a 4.34 a 3.50 b 4.70 a 4.16 a 

真菌/细菌 0.12 a 0.10 a 0.10 a 0.12 a 0.13 a 

AM真菌 0.81 a 0.8 a 0.61 b 0.75 a 0.71 a 

微生物总 PLFAs 51.38 a 46.43 ab 37.71 b 45.02 ab 35.46 c 

注：同行数据后不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05水平显著。 

 
2.3  绿肥化肥配施对土壤微生物群落结构的影响  

对不同施肥处理下土壤微生物群落 PLFAs 进行
主成分分析(图 1)，结果表明主成分一的方差贡献率
为 74.5%，主成分二的方差贡献率为 11.2%，两者之

和达到 85.7%，可代表系统内的变异状况，基本可以
把经过不同施肥处理的土壤区分开。GMF3处理在主
成分一上表现出高度正相关，在主成分二上表现出负

相关；F1 处理和 GMF2 处理在主成分一和主成分二
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上均表现出正相关，这表明这两种施肥处理的土壤具

有相似的微生物群落结构；GMF1处理和 CK处理与主
成分一均表现出负相关，但 GMF1 在主成分二上表现
出正相关，而 CK处理则表现出负相关，这表明这两种
施肥处理的土壤微生物群落结构存在一定的差异。 

 

图 1  不同施肥处理下土壤微生物 PLFAs 的主成分分析 
Fig. 1  Principal component analysis of soil microbial PLFAs under 

different fertilization 
 

2.4  绿肥化肥配施对土壤微生物群落结构的聚类
分析 
对不同处理的土壤 PLFAs 的相对含量进行聚类

分析(图 2)。结果表明 GMF1处理与 CK处理，GMF2
处理与 F1处理在较短的距离处聚为一类，这表明它
们的土壤微生物群落结构的 PLFAs 剖面有一定的相
似性。而 GMF3 处理在较长的距离处与其他处理聚
为一类，这表明 GMF3 处理的土壤微生物群落结构
的 PLFAs 剖面与其他处理存在较大的差异，可见不
同比例的绿肥和化肥配施对植烟土壤的微生物群落 

结构具有较大的影响。 

 

图 2  不同施肥处理土壤微生物 PLFAs 的聚类分析 
Fig. 2  Cluster analysis of soil microbial PLFAs under  

different fertilization 

2.5  土壤养分与微生物群落的相关性分析 
土壤养分与特征微生物群落的相关性分析结果

(表 3)表明，土壤微生物生物量碳与细菌和 G−菌的
PLFAs含量达到极显著正相关，与 G+ 菌和微生物总
PLFAs含量达到显著正相关。这表明 PLFA分析方法
测定的土壤 PLFAs 与氯仿熏蒸法测定的微生物生物
量碳之间具有很好的一致性。 

细菌、G−菌和微生物总 PLFAs含量与速效钾含
量达到了显著正相关；速效磷含量与 G−菌的 PLFAs
含量达到了显著性正相关，与细菌和微生物总 PLFAs
含量未达到显著相关，但均具有较高的相关系数。各

菌群的 PLFAs与 pH、有机质、碱解氮和全氮间无显
著相关，且相关系数较低。由此可知，土壤速效钾和

速效磷与土壤的微生物群落结构具有密切的联系。 
 

表 3  土壤养分与特征微生物 PLFAs 的相关性分析 
Table 3  Correlation analysis between soil nutrients and characteristic microbial PLFAs 

 pH 有机质 碱解氮 速效磷 速效钾 全氮 微生物生物量碳 

细菌 −0.181 0.814 0.732 0.849 0.878* 0.101 0.975 ** 

革兰氏阳性菌 G+ −0.298 0.811 0.816 0.849 0.784 0.070 0.926 * 

革兰氏阴性菌 G− −0.226 0.802 0.722 0.870* 0.879* 0.043 0.965 ** 

G +/ G− −0.466 −0.246 0.190    −0.281    −0.680 −0.114 −0.447 

真菌 −0.590 0.284 0.296 0.598 0.543 −0.481 0.636 

真菌/细菌 −0.575 −0.714 −0.559    −0.363    −0.432 −0.749 −0.364 

AM真菌 −0.661 0.481 0.665 0.657 0.429 −0.270 0.643 

微生物总 PLFAs −0.270 0.749 0.668 0.856 0.866* −0.031 0.947 * 

注：* 表示在 P< 0.05水平显著相关；** 表示在 P< 0.01水平极显著相关。 

 

3  结论与讨论 

3 年绿肥和化肥配施增加了植烟土壤中 PLFAs 
的种类和数量，但施肥对土壤中 PLFAs 的影响与施
肥量、肥料配比等有关[15]。绿肥作为一种重要的有

机肥料，在与化肥配施时，不同配施比例对土壤微生

物群落结构的影响具有明显的差异。在常规施肥的基

础上配施绿肥，明显提高了土壤细菌、真菌、放线菌

以及微生物总 PLFAs 含量，这是由于配施绿肥后增
加了输入系统的碳量，而碳量经常是微生物繁殖的限

制因子[16]；随着化肥施用量的减少，土壤的微生物群

落结构出现了较大的变化，在翻压绿肥 15 000 kg/hm2 
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的基础上，当施用化肥量大于常规施肥的 85% 时，
对植烟土壤的细菌、AM 真菌和微生物总 PLFAs 含
量具有明显的提升作用；但当配施的化肥量减至常规

施肥的 70% 时，土壤中的细菌、真菌及微生物总 
PLFAs 含量均小于常规施肥处理。可见在绿肥和化
肥配施时，限制化肥用量会对土壤微生物量的增加产

生抑制作用，这与李正等人[15]的研究结果一致。 
Kieft 等[17]认为，节杆菌等 G+ 菌对饥饿条件适

应能力极强，而假单胞菌等 G− 菌对环境胁迫的适应
力较差，受底物供应水平影响显著，豆科绿肥是一种

C/N 值比较低的有机肥料，极易腐解，为土壤微生物
提供了大量可利用的有机碳源，因此不施肥的 CK 处
理的 G+/G− 比值明显高于施肥处理，而翻压绿肥的
GMF3处理和GMF1处理的G+/G− 比值明显低于 F1
处理。不同处理中以 CK处理的真菌/细菌比值最高，
这表明不施肥处理的土壤真菌丰富程度有所提高，而施

肥处理却降低了真菌/细菌比值，其结果与 Bardgett 等
人[18]的研究结果一致，这可能与施肥后有利于细菌的

生长，而真菌较细菌更能适应养分贫瘠的土壤有关[19]。 

土壤微生物生物量碳是反映土壤微生物活性的

直接指标[20]，而 PLFAs 作为微生物细胞膜的重要组
成成分，其总量已经成为表征现时活体微生物量的指

标[21]。在本试验中，土壤细菌和 G− 菌的 PLFAs 含
量与土壤微生物生物量碳含量呈极显著正相关，与

G+ 菌和微生物总 PLFAs含量呈显著正相关，可以推
断，土壤微生物生物量碳的变化主要源于土壤中细菌

尤其是 G− 菌的变化，这与毕明丽等人[22]的研究不

一致，其原因可能是不同肥料种类导致土壤微生物群

落结构短期变化所致。有机质、全氮和碱解氮对土壤

微生物无显著影响，其原因可能是由于本试验中大量

含有较高氮素的豆科绿肥的施入，提高了土壤中的碳

量和氮量，因此土壤微生物的生长未受到碳素和氮素

的胁迫，其对土壤微生物无显著影响。随着化肥施用

量的减少，土壤中的磷素和钾素均相应地减少，且随

着种植年限的增长，土壤中微生物受磷素和钾素养分

匮缺的影响增加，致使微生物表现出对磷、钾养分的

依赖，其中速效钾含量与土壤细菌和微生物总量的相

关性达到了显著水平，土壤速效磷含量虽与土壤的微

生物总量虽未达到显著相关，但具有较高的相关系

数。因此速效钾和速效磷可能是本研究中土壤微生物

生长的主要影响因素。 
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Effects of Green Manure Application Combined with Chemical 
Fertilizers on Soil Microbial Community Structure of 

Tobacco-planting Soil 

SI Guo-han1, WANG Rui2, YUAN Jia-fu1, TAN Jun2, XIONG You-sheng1, XU Da-bing1, ZHAO Shu-jun1* 
(1 Plant Protection and Soil Fertilizer Institute, Hubei Academy of Agricultural Sciences, Wuhan  430064, China;  

2 Enshi Branch of Hubei Tobacco Company, Enshi, Hubei  445000, China) 

 

Abstract: Soil microbial community can indicate soil quality change and is regarded as the early warning and the sensitive 

indicator. In order to study the effects of green manure application combined with chemical fertilizers on soil microbial 

community structure of tobacco-planting soils, the phospholipid fatty acids (PLFAs) were determined in 3a located experiment. 

The results showed that fertilization increased the kinds and amounts of soil PLFAs. The bacterial PLFAs, arbuscular mycorrhizal   

fungi PLFAs and total soil microbial PLFAs were enhanced distinctly when the amount of chemical fertilizers used more than 

85% of conventional dosage with burying 15 000 kg/hm2 green manure. The negative effect on soil microbial community 

structure was appeared when the amount of chemical fertilizers was used less than 70% of conventional dosage with burying 

15 000 kg/hm2 green manure. Principal component analysis and cluster analysis indicated that soil microbial community structure 

changed due to the ratio of green manure and chemical fertilizers. Correlation analysis showed the high agreement between 

chloroform−fumigation extraction and PLFA methods, available potassium and phosphorus were significantly positively 

correlated with the G-PLFAs, but not correlated with fungi PLFAs. 

Key words: Green manure, Tobacco-planting soils, Phospholipid fatty acids, Microbial community structure 
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