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摘  要：为阐明绿肥还田提高土壤有效磷含量的机制，针对贵州植烟土壤，选取光叶苕子、油菜和黑麦草 3 种绿肥为供试材料，通

过微宇宙试验，研究了添加 3 种绿肥恒温培养 30 d 后土壤中有机酸含量、土壤微生物群落功能以及磷酸酶活性的变化。结果表明：

3 种绿肥腐解均显著提升了植烟土壤有效磷含量、微生物代谢活性强度(AWCD)和磷酸酶活性，特别是光叶苕子处理对上述指标的

提升最为显著。同时，光叶苕子处理中有机酸总量，特别是柠檬酸的含量显著高于其他处理。随机森林分析和结构方程模型结果显

示，AWCD、磷酸酶活性以及有机酸含量是影响土壤有效磷含量的关键因子，其中 AWCD 的提高可以直接促进土壤中有效磷含量

的提升；此外，AWCD 还可以通过影响磷酸酶的活性和有机酸的含量影响土壤中有效磷的含量，其中微生物代谢活性通过促进磷

酸酶活性从而提高土壤有效磷含量是土壤磷素有效性提升的首要途径。 
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Deciphering Microbial Mechanism Underlying Changes of Available Phosphorus Content in 
Tobacco-planting Soils During Different Green Manure Decomposition 
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Abstract: An incubation experiment was conducted using soils taken from tobacco-planting filed in Liupanshui City of Guizhou 

to explore the effects of green manure incorporation on soil phosphorus availability and its underlying microbial mechanism. 

Three types of green manure, vetch, rape and ryegrass were selected as exogenous organic materials and incorporated into tested 

soils. After 30 days of incubation, soil samples were taken to analyze organic acid content, microbial community function and 

phosphatase activity. The results showed significant increases in available phosphorus content, average well color development 

(AWCD) and phosphatase activity under green manure treatments compared with the control treatment, among which vetch had 

the highest enhancements. In addition, the total amount of organic acids, especially citric acid content was significantly higher 

under vetch treatment than under other treatments. Random forest analysis and structural equation model results indicated that 

AWCD, phosphatase activity and organic acids concentrations were the key factors regulating available phosphorus content, 

among these factors AWCD showed direct effect, and moreover, AWCD also indirectly affected available phosphorus content via 

influencing soil phosphatase activity and organic acids concentrations of which promoting phosphatase activity by microbial 

activity was the primary pathway to improve soil phosphorus availability. 

Key words: Soil available phosphorus; Green manure decomposition; Organic acids; Phosphatase activity; Microbial carbon 

metabolism 
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贵州高海拔冷凉地区植烟土壤大部分属于黄壤，其

磷素容易被铝、铁等金属离子螯合[1]，或被铁铝氧化物及

黏土矿物吸附，导致其磷素有效性较低。此外，低温、贫

瘠和连作障碍等问题也导致土壤生物功能退化，限制微生

物对土壤磷素的活化[2-3]。绿肥是增辟绿色有机肥源、提

高土壤磷素有效性和提升土壤生物功能的有效方法。 

绿肥腐解过程中，土壤磷素有效性的提升主要通

过两种途径。一方面，绿肥残体在土壤微生物的作用

下分解，产生的小分子有机酸可以通过溶解、解吸和

螯合等作用活化土壤中的无机磷，降低钙、铁、铝等

金属元素对磷的固持，提高土壤中有效磷的含量[4-5]。

但不同绿肥腐解液中小分子有机酸的组成和含量存

在显著差异[6]。关于不同绿肥还田如何通过影响小分

子有机酸，进而影响土壤中有效磷含量及其机制的研

究有待进一步加强。另一方面，绿肥腐解通过为土壤

微生物提供新鲜的碳源和氮源[7]，提高微生物活性[8]，

或通过改变微生物群落组成，提升微生物群落的功

能，从而促进微生物分泌磷酸酶，提高磷酸酶活性[9]，

使更多的有机磷矿化形成无机磷[10]。研究表明，不

同绿肥还田对土壤微生物功能以及磷酸酶活性的影

响存在显著差异[11-12]。然而豆科和非豆科绿肥分解后

对土壤磷酸酶活性的影响是否存在显著差异尚无定

论[13-14]。目前在植烟土壤中，对绿肥分解过程中这两

种提高磷素有效性途径的相对贡献鲜有报道。 

基于以上研究背景与现状，本研究针对贵州植

烟黄壤，选取豆科、十字花科和禾本科 3 种绿肥秸

秆为供试材料，通过微宇宙模拟试验，研究绿肥腐

解 30 d 后土壤有效磷含量的变化，以及不同绿肥

分解过程中产生的小分子有机酸的组成和含量，分

析不同绿肥处理土壤微生物群落功能以及酸性磷

酸酶活性的差异。并在此基础上，利用统计学方法

解析影响土壤有效磷含量的关键因子，量化有机酸

活化和磷酸酶矿化两种提高磷素有效性的途径对

土壤有效磷提升的相对重要性。本研究结果可为促

进植烟土壤的化肥减施和提高磷素有效性提供科

学依据和技术指导。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试土壤采集于贵州省六盘水市典型烟田的 0 ~ 

20 cm 耕层，土壤类型为黄壤，其基本性质为：pH 

6.29，有机质 25.14 g/kg，全氮 1.52 g/kg，全磷 0.80 g/kg，

全钾 35.04 g/kg，有效磷 19.05 mg/kg。采集的混合土

壤样品带回实验后，剔除砂石和动植物残体等杂质，

经自然风干和过 2 mm 筛用于室内培养试验。供试绿

肥为光叶苕子、油菜和黑麦草茎叶残体，为盆栽试验

种植的绿肥鲜样经杀青烘干后用粉碎机粉碎过 2 mm

筛备用，其养分含量见表 1。 

表 1  不同绿肥秸秆养分含量 
Table 1  Nutrient contents of different green manures 

秸秆类型 全碳 (g/kg) 全氮 (g/kg) 全磷(g/kg) 全钾(g/kg) C/N 

光叶苕子 370.56 37.13 4.15 33.13 9.98 

油菜 344.83 16.14 3.89 17.83 21.37 

黑麦草 386.95 20.15 3.42 32.17 19.22 

 
1.2  试验设计 

本试验共设 4 个处理，分别为不添加绿肥的对照

(CK)、添加光叶苕子、油菜和黑麦草处理，每个处理

3 个重复。试验时，首先称取 100 g 风干土与 3 g 剪

至 2 mm 大小的绿肥秸秆充分混合均匀，置于 300 mL

组培瓶中，调节含水量至其田间持水量的 60%，用含

透气孔的配套瓶盖封口；然后称重并记录样品瓶重

量，将样品瓶放入 25 ℃ 恒温培养箱避光培养 30 d。

培养期间每周通过称重法补充土壤水分。在培养 7、

30 d 时进行破坏性采样，一部分样品风干后用于测定

土壤基本理化性质，另一部分样品保存在 4℃冰箱用

于测定土壤小分子有机酸、酶活性和土壤微生物碳源

代谢特征。 

1.3  样品测定 

土壤 pH(土水质量比 1∶5)测定采用玻璃电极法

测定，有机碳采用重铬酸钾氧化–外加热法测定，全

氮采用全自动凯氏定氮法测定，全磷采用 NaOH 碱

熔–钼锑抗比色法测定，全钾采用 NaOH 碱熔–火焰

光度计法测定，有效磷采用 NaHCO3 浸提–钼锑抗比

色法测定[15]。土壤小分子有机酸的测定：称取 5 g 新

鲜土样于 50 mL 离心管中，加入 25 mL 超纯水，振

荡 30 min 后离心 10 min，浸提液经 0.22 µm 微孔滤

膜过滤，滤液中的小分子有机酸利用高效液相色谱仪

进行测定[16]。 

土壤 β-葡萄糖苷酶活性的测定：采用索莱宝生

物科技公司活性检测试剂盒提取，利用多功能酶标仪
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于 400 nm 处测定其 OD 值，通过标准物的浓度与 OD

值绘制标准曲线并得到其线性回归方程，将样品的

OD 值代入方程式，计算样品浓度[17]。酶活性以 37 ℃

下培养 24 h后 1 g土壤中生成的对硝基苯酚的微摩尔

质量表示。土壤酸性磷酸酶活性的测定方法与土壤 β-

葡萄糖苷酶类似，其活性以 37 ℃ 下培养 24 h 后 1 g

土壤中生成的苯酚的纳摩尔质量表示。 

土壤微生物碳源代谢特征及其多样性的测定：采

用 Biolog-ECO 微平板法[18]。称取相当于 5 g 干土的

新鲜土样，加入 45 mL 0.85% 灭菌生理盐水(NaCl)

溶液，振荡 30 min 后静置 5 min，用 NaCl 溶液将土

壤悬浊液稀释 20 倍接种于 ECO 微平板的每个孔中，

接种量为 150 µL。接种后的平板置于 25  ℃ 的恒温

培养箱中避光培养，持续培养 7 d，每隔 24 h 在酶标

仪上于 590 nm 处测定每孔的吸光值。 

1.4  数据处理与分析 

平均颜色变化率(AWCD)反映了土壤微生物整

体代谢活性及其功能多样性，其计算公式为：AWCD=

∑(Ci–R)/n，式中 Ci 为第 i 孔的吸光度值，R 为对照

孔的吸光度值，n 为培养基碳源总种类数。本研究中

土壤有效磷、小分子有机酸、酶活性、土壤微生物的

代谢活性及碳源代谢强度等指标均采用 SPSS 22.0 进

行统计分析，采用 GraphPad Prism 9.0 作图。土壤微

生物功能多样性计算和主成分分析采用 R 软件

“vegan”软件包完成。采用 R 软件“corrplot”软件

包进行 Pearson 相关性分析，“randomforest”软件包

进行随机森林分析，筛选土壤有效磷的重要影响因

子。通过 AMOS 21 软件构建结构方程模型，揭示土

壤有效磷的影响路径。 

2  结果与分析 

2.1  不同绿肥腐解对土壤中有效磷的影响 

与 CK 处理相比，不同绿肥在腐解 30 d 后均显著

提高了土壤有效磷的含量(图 1，P<0.05)。其中，光叶

苕子处理有效磷的含量最高，分别是 CK、油菜和黑

麦草处理的 1.85 倍、1.24 倍和 1.10 倍。油菜处理对有

效磷含量的提升最少，仅是 CK 处理的 1.49 倍。 

2.2  不同绿肥腐解对土壤中小分子有机酸的影响 

在 CK 处理中，仅检测到柠檬酸，其他小分子有

机酸的含量均低于仪器检测限。与 CK 处理相比，不

同绿肥在腐解 30 d 后均显著提高了土壤中小分子有

机酸的含量(P<0.05)。甲酸含量在油菜处理中最高，

分别是黑麦草和光叶苕子处理的 1.90 倍和 3.80 倍(图

2A)。苹果酸含量在不同处理间的变化表现出与甲酸

相似的趋势，即油菜>光叶苕子和黑麦草>CK。其中，

油菜处理的苹果酸含量分别是黑麦草和光叶苕子处

理的 2.50 倍和 1.80 倍(图 2B)。柠檬酸含量在光叶苕

子处理中最高，其次为油菜处理，而黑麦草处理中柠

檬酸含量与 CK 处理没有显著差异(图 2C)。乳酸含量

表现为在黑麦草处理中最高，分别是油菜和光叶苕子

处理的 1.47 倍和 4.52 倍(图 2D)。 

 
(图柱上方不同小写字母表示不同处理间差异在 

P<0.05 水平显著，下同) 

图 1  不同处理土壤有效磷含量 
Fig. 1  Soil available phosphorus contents under different treatments 

 

2.3  不同绿肥腐解对土壤中酶活性的影响 

与 CK 处理相比，不同绿肥在腐解 30 d 后均显

著提高了土壤酸性磷酸酶的活性(P<0.05)，其中光叶

苕子处理的酸性磷酸酶活性最高，是 CK 处理的 1.29

倍。油菜处理对土壤酸性磷酸酶活性的提升最少，是

CK 处理的 1.18 倍(图 3A)。而 β-葡萄糖苷酶在油菜

和黑麦草处理的土壤中最高，分别是 CK 处理的 2.00

倍和 2.32 倍(P<0.05)，而光叶苕子处理中土壤 β-葡萄

糖苷酶的活性与 CK 处理没有显著差异(图 3B)。 

2.4  不同绿肥腐解对土壤中微生物功能及其多样

性的影响 

与 CK 处理相比，不同绿肥在腐解 30 d 后均显

著提高了土壤微生物代谢活性(AWCD，P<0.05)。其

中，光叶苕子处理土壤微生物代谢活性最高，分别是

CK、油菜和黑麦草处理的 1.95 倍，1.26 倍和 1.28 倍

(图 4A)。黑麦草处理对土壤微生物代谢活性的提升

最少，仅是 CK 处理的 1.50 倍。将 31 种碳源分为碳

水化合物、羧酸、多聚物、酚酸、胺类和氨基酸 6

类碳源，进一步分析不同处理土壤微生物对各类碳源

的代谢能力差异(图 4B)，结果表明，相对于其他处

理，光叶苕子处理提高了土壤微生物对羧酸和胺类的

代谢能力。与 CK 处理相比，3 种绿肥还田均显著提

升了土壤微生物对碳水化合、羧酸和多聚物的代谢能

力，不同绿肥处理之间没有显著差异。 
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图 2  不同处理各小分子有机酸含量 
Fig. 2  Low molecular organic acids contents under different treatments 

  

图 3  不同处理土壤酸性磷酸酶(A)和 β-葡萄糖苷酶(B)活性 
Fig. 3  Acid phosphatase (A) and β-glucosaccharase (B) activities under different treatments 

 

图 4  不同处理土壤微生物的代谢活性(A)及其对 6 大类碳源的代谢强度(B) 
Fig. 4  Microbial carbon metabolic activities reflected by average well color development (AWCD) (A) and carbon source utilization rates based 

on six specific carbon classes (B) under different treatments 
 

虽然不同处理下反映微生物群落功能 α 多样

性的 Shannon 指数没有显著差异(P>0.05，图 5A)，

但主坐标分析结果表明，不同绿肥处理下微生物

群落的碳源利用模式差异显著 (图 5B)。其中，

PCoA1 轴和 PCoA2 轴分别解释了微生物群落碳源

利用模式的 28.8% 和 21.7%；与 CK 处理相比，
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不同绿肥处理均改变了微生物群落的碳源利用模

式(P<0.05)，其中光叶苕子处理与 CK 处理的差异

最大，而油菜和黑麦草处理下微生物碳源利用模

式相似。上述结果与不同处理下微生物对 6 大类

碳源的利用规律相似，即光叶苕子处理对微生物

碳源利用模式的改变最大。  

 

图 5  不同处理土壤微生物功能多样性的 Shannon 指数(A)以及土壤微生物碳源利用模式(B) 
Fig. 5  Shannon indexes and microbial carbon utilization reflected by principal coordinate analysis under different treatments 

 

2.5  不同绿肥腐解影响土壤有效磷的关键因素及

其相对贡献 

为分析绿肥腐解过程中影响土壤有效磷的关键

影响因素，首先利用 Pearson 相关分析研究有效磷与

土壤微生物和化学性质之间的相关关系，结果表明，

不同处理土壤有效磷含量的变化与 AWCD 值、酸性

磷酸酶活性以及土壤中小分子有机酸的总量显著相

关(P<0.05，图 6A)。为了进一步探究绿肥腐解过程中

影响土壤有效磷的各因素的相对贡献率，本研究开展

了随机森林分析以揭示土壤有效磷的重要预测因子。

结果表明，AWCD 值的贡献最大(7.69%，P<0.05)，

其次为酸性磷酸酶活性(5.86%，P<0.05)，以及小分

子有机酸中的甲酸(5.60%，P<0.05)、苹果酸(5.54%，

P<0.05)和乳酸(5.44%，P<0.05)的含量(图 6B)。利用

相关分析和随机森林分析结果，筛选出 AWCD、酸

性磷酸酶活性和 3 种小分子有机酸的含量进行结构

方程模型构建(图 6C)，结果表明，微生物的碳源代

谢活性(AWCD)可以直接促进土壤中有效磷含量的 

 
(图 A、B 中*表示相关性或影响在 P<0.05 水平显著) 

图 6  绿肥腐解过程与土壤有效磷含量的关系 
Fig. 6  Relations between green manure decomposition and soil available phosphorus content 
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提升，此外，还可以通过影响酸性磷酸酶的活性和

小分子有机酸的含量间接影响土壤中有效磷的含

量。通过对结构方程模型中各影响因素进行影响系

数的标准化(图 6D)，结果表明微生物的碳源代谢活

性的直接作用对土壤有效磷含量的标准化影响系

数为 0.52，间接影响为 0.30，酸性磷酸酶活性和小

分子有机酸的直接作用标准化影响系数分别为

0.28 和 0.17。 

3  讨论 

本研究表明，不同绿肥腐解后均提高了土壤有效

磷含量，其中光叶苕子处理土壤有效磷含量最高(图 

1)。微生物的碳源利用率、酸性磷酸酶活性以及各小

分子有机酸的含量均是影响土壤有效磷含量的重要

因素(图 6A 和图 6B)。 

首先，绿肥腐解通过为微生物提供新鲜易分解的

碳源，促进微生物生长，改变微生物群落的功能[19]。

本研究中，与 CK 处理相比，不同绿肥腐解均显著提

高了土壤微生物碳源利用能力(图 4A)，这与前人的

研究结果一致[20]。其中，豆科绿肥光叶苕子对土壤

微生物碳源利用能力的提升高于其他绿肥，特别是禾

本科绿肥黑麦草(图 4A)。这可能是由于豆科绿肥碳

氮比(C/N)低，在为微生物提供充分碳源的同时，也

提供了充分的有机氮源[21]。本研究还发现，光叶苕

子处理中微生物对含氮化合物胺类的利用效率显著

高于其他绿肥处理(图 4B)。此外，光叶苕子处理中

微生物对羧酸类化合物的利用效率也显著高于其他

绿肥处理。这可能与光叶苕子分解过程中产生了更多

有机酸(特别是柠檬酸)有关(图 2)，并且相关分析也

表明小分子有机酸含量与碳源利用效率显著正相关

(图 6A)。 

其次，由于不同绿肥腐解后土壤中微生物群落组

成和碳源代谢功能不同[21-23]，因此导致不同绿肥残体

腐解后产生的有机酸的组成和含量存在差异，这与前

人研究结果一致[6]。本研究中，结构方程模型分析表

明微生物代谢活性与绿肥腐解过程中有机酸组成有

显著相关性(图 6C)。油菜处理中产生的有机酸主要

为甲酸和乳酸，柠檬酸和苹果酸的含量相对较低；光

叶苕子处理中产生的柠檬酸含量远高于其他有机酸。

这可能是由于豆科绿肥不仅在生长的过程中可以通

过根际分泌大量柠檬酸[24]，而且在腐解的过程中也

可以释放大量柠檬酸[6]。黑麦草处理中产生的有机酸

主要是乳酸和甲酸，而柠檬酸和苹果酸含量较低。前

期研究表明，柠檬酸对磷的活化能力高于其他有机

酸 [25]，这是光叶苕子处理有效磷含量高于其他处理

的原因之一。 

除小分子有机酸外，绿肥腐解通过提高土壤微生

物生物量和改变土壤微生物群落结构和功能，提高土

壤微生物胞外酶的分泌和活性[19]。其中，酸性磷酸

酶是土壤中有机磷转化为无机磷的关键酶[26]。本研

究表明，绿肥腐解提高了酸性磷酸酶的活性，并且微

生物群落功能是影响酸性磷酸酶的重要因素 (图 

6C)；这与前人研究结果一致[11]。同时，酸性磷酸酶

活性表现出光叶苕子处理大于油菜和黑麦草处理的

趋势(图 3A)。这主要是由于光叶苕子残体中磷含量

(7.4 ~ 8.7 g/kg)显著高于油菜(5.1 ~ 8.1 g/kg)和黑麦草

残体(4.8 ~ 5.6 g/kg)[27]。此外，葡萄糖苷酶活性与绿

肥中易分解碳的含量显著相关[23]。与非豆科绿肥相

比，光叶苕子处理由于腐解速率快[28]，残留的易分

解碳含量低，因此葡萄糖苷酶活性低于非豆科绿肥处

理(图 3)。这也从侧面说明，光叶苕子处理的绿肥残

留量低，释放的磷等养分多，因此进一步提高了土壤

中有效磷含量。 

综合比较不同因素对土壤磷有效性的相对贡献，

本研究表明，在绿肥还田 30 d 后，微生物通过分泌

酸性磷酸酶从而矿化有机磷的途径是植烟土壤绿肥

还田下有效磷提升的首要途径，其贡献率高于有机酸

活化途径(图 6C 和图 6D)。这可能是由于土壤中小分

子有机酸的含量随绿肥的分解而增加，但在短期内

(通常<15 d)达到峰值，然后下降[29]。在绿肥还田 30 d

后，绿肥残体的腐解率可达 50% ~ 70%[30]，因此土壤

中有机酸含量与腐解初期(15 d 以内)相比有所下降，

因此通过有机酸活化土壤中固态磷提高土壤磷素有

效性的途径的贡献率相对较低。而随着绿肥的分解，

植物源大分子有机碳分解为小分子有机碳，同时伴随

氮磷钾等元素的释放，微生物生长及其群落活性在绿

肥还田 30 d 后显著提升[31]，从而进一步提高微生物

通过分泌酸性磷酸酶矿化有机磷途径对土壤有效磷

的贡献。未来需要进一步研究绿肥还田对解磷微生物

群落的影响，明确主导酸性磷酸酶分泌的关键微生

物，为通过绿肥还田措施，促进植烟土壤的化肥减施

和提高磷素有效性提供科学依据。 

4  结论 

不同绿肥还田显著提升植烟土壤中磷素的有效

性，其中光叶苕子还田的提升效果最佳。不同绿肥还

田通过提高微生物代谢功能，从而提高绿肥分解过程

中小分子有机酸含量，同时提高微生物分泌的胞外酶



第 4 期 王仕海等：不同绿肥腐解对烟田土壤有效磷含量影响的微生物机制 775 

 

http://soils.issas.ac.cn 

酸性磷酸酶的活性，促使土壤中有效磷含量增加。其

中，微生物通过分泌酸性磷酸酶矿化有机磷途径是土

壤磷有效性提升的首要途径，而微生物通过分解绿肥

产生有机酸从而活化固态磷的途径贡献率较低。 
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