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摘要: 用氯仿熏蒸- 015mol/ L 的 K2SO4 直接浸提, 280nm紫外比色法和熏蒸- 淹水培养法测定了 20 种有机质、全氮

和速效氮差异较大的土样的土壤微生物量N。研究结果表明,两种方法测得 20 种土样的土壤微生物量N 数值呈极

显著正相关; 280nm紫外比色法操作步骤简单、产生误差的环节少、测定所需时间短、且测定数据比熏蒸 - 淹水培

养法有更好的重现性。初步认为, 280nm紫外比色法来反映土壤微生物量的大小。结果还表明, 两种方法的测定结

果都与土壤的全氮含量呈极显著正相关关系,与有机碳含量有一定的正相关关系,与速效氮无明显的相关关系; 但

在不同的土壤类型上,与全氮、有机碳和速效氮的相关性有所不同。用 280nm紫外比色法测定两种土壤的新鲜和

风干样的微生物生物量的结果说明,可用风干土经预培养后测定土壤微生物生物量。风干土样的预培养时间初步

确定为 10天。
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Comparison between two methods of determination

soil microbial biomass nitrogen

HUANGYi2mei1 , AN Shao2shan2, QU Dong1 , LI Meng2jun1

( 1 Dept . of Resource and Environmental Sscience , Northwest Agric. and For . Univ. , Yangling, Shaanxi 712100 , China ;

2 Inst. of Soil and Water Conservation, CAS & MWR, Yangling, Shaanxi , 712100, China )

Abstract : Two techniques were compared that uses the UV absorbance at 280nm of 015mol/ L K2SO4 extracts of fumigat2

ed and unfumigated soils and fumigation- waterlogged incubation to estimate the concentrations of nitrogen in the SMB.

Using 20Ningxia and Shaanxi soils, with a wide range of organic carbon( 5116~ 2416g/ kg) , total nitrogen ( 0175~
2166 g/ kg) and available nitrogen ( 2517~ 11910 mg/ kg) , it was demonstrated that the increase in UV absorbance at

280nm after soil fumigation was strongly correlated with the soil microbial biomass N (SMBN, r= 0179) , as determined

by fumigat ion- waterlogged incubation method. The 280nm UV absorbance technique has the advantages as followed,

simple steps, less error, less t ime needed and better repeatability than fumigation/waterlogged incubation method. The

SMBN determined by two methods all have remarkably positive correlations with total nitrogen, have positive correlation

with organic carbon and no obviously relat ion with available nitrogen. In different soil types, it showed different correla2

tion with total nitrogen, organic carbon and available nitrogen. In addition, the microbial biomass in fresh and dry soil

were measured by 280nm UV absorbance technique, the results also showed that dry soil can be used to measure the

microbial biomass after pre2cultivate, and the cultivating period is 10 days.

Key words: soil microbial biomass; fumigation- waterlogged incubation; fumigation- 280nm ultraviolet absorbance;

soil respiration
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  正确评价土壤微生物量碳( SMBC)、氮( SMBN)、

磷( SMBP)对于研究土壤中养分循环和有机物降解

转化等土壤过程,监测和了解土壤质量变化等非常

重要[ 1]。70年代以前,多采用平板计数法测定土壤

微生物体数量, 再根据其数量计算土壤微生物量碳,

该方法繁琐且不便于常规分析。而后, Anderson 和

Bomsch提出了基质诱导法
[2]
, 通过给土壤加入易矿

化碳源,以诱导产生的微生物呼吸作用的大小估测

土壤微生物量。这一方法操作虽简单, 但受土壤

pH、水分等状况的影响大。1976 年 Jenkinson 和

Powlson[3- 4]提出了氯仿熏蒸培养法( FI) , 即根据熏蒸

与未熏蒸土壤培养期间释放CO2之差及杀死微生物

体碳的矿化率( Kc )估计土壤生物量碳。并随之提

出根据熏蒸及未熏蒸土壤培养结束后浸提的矿质氮

之差 ( FN ) 及生物体氮的矿化率(KN) 来计算土壤微

生物量氮的方法。一些学者还用熏蒸培养法研究土

壤微生物量氮的矿化率, 提出了不同条件下土壤的

KN值
[1, 4- 6]。Brookes 等[ 7]发现, 熏蒸培养期间释放

的矿质氮既可被微生物利用, 又可发生反硝化和

NH3的挥发,引起氮素损失, 而影响测定结果, 因此

提出了氯仿熏蒸直接提取法 ( FE)。后来,不少学者

对此法测定时的影响因子(土壤湿度、预培养、灭菌

时间及温度等)进行了研究[8] ,使氯仿熏蒸- 直接浸

提法测定微生物量氮日趋完善。Jenkinson 对土壤微

生物量的测定方法进行了总结, 提出了熏蒸提取法

( FE) 中的 KEC 为 0145、KEN 为 0145、KEP 为 0140[ 9]。

李世清等[11]认为, Inubushi 等提出熏蒸淹水培养

法[ 10]水分条件易控制, 又无 NH3 的挥发损失, 比通

气培养法更加优越。土壤易分解有机物质少或微生

物量氮含量低时, 选用熏蒸淹水培养法测定误差小。

  1989年, Ladd and Amato提出用260nm紫外光下

测定的吸光度的增量来反映土壤微生物量( SMB)的

大小,在 1998年 Nunman等对此方法进行了改进,改

为测定 280nm紫外光下的吸光度的增量 ) 即用熏蒸

和未熏蒸土壤浸提液的紫外吸光度的差值来衡量微

生物量碳、氮、磷。该方法操作简便、快速,具有可重

复性,测定结果与传统方法相关性较高[ 12] , 但国内

还未见用此方法的报道。为此,本试验采用熏蒸- 淹

水培养法和熏蒸- 280nm紫外比色法测定 20种植被

与肥力不同的土样中的土壤微生物量 N。探讨熏蒸

- 280nm紫外比色法在植被、有机质、全氮和速效氮差

异比较大的土壤上的适应性及精确度; 并初步探讨

了新鲜土和风干土样在测定土壤微生物量上的差异

性。

1  材料与方法

111  供试土壤

本试验采用原采自陕西杨凌、宁夏固原和云雾

山的土样20种, 土壤的风干土样有机质、全氮、速效

氮和 C/N比等有较大差异(风干时间为半年, 含水

量为 1132%~ 2185% , 表 1) ;采自杨凌相应地点的

麦田、草地和果园 3种不同利用方式的土样,新鲜土

壤过 3mm筛后, 分成两份, 一份鲜样在 4 e 冰箱保

存,一份风干(风干时间为一周, 含水量为 2180%~
3133%)供测定用。

表 1  供试土壤耕层( 0) 20cm)的养分含量

Table 1 Nutrients contents in 0 ) 20cm layer of selected soil

采样地点

Site
样本数

No.
土壤类型

Soil types
有机碳 ( g/ kg)
Organic C

全氮 ( g/ kg)
Total N

速效氮 (mg/ kg)
Avail. N

C/ N

宁夏云雾山

YuwuMountain
7

灰褐土

Ustic Isohumosols
18100 ? 51 41

(8196~ 24159)

2110 ? 0160

(11 05~ 2177)

1201 07? 37176

( 53177~ 170125)

8157? 0139

( 8113~ 91 25)

宁夏固原

Guyuan Ningxia
6

黄绵土

Orthic Primosols
9156 ? 2189

(5116~ 12130)

1123 ? 0136

(01 75~ 1165)

411 97? 21115

( 25174~ 72113)

7173? 0160

( 6188~ 81 52)

陕西杨凌

Yangling Shaanxi
7

土

Orthic Anthrosols
11117 ? 21 01

(9108~ 14155)

1191 ? 0149

(01 99~ 2139)

481 28? 12189

( 32166~ 65113)

6114? 1161

( 4172~ 91 20)

112  土壤呼吸的测定

选用改进的室内密闭培养法[ 13]。称取 50g 土

样于 500mL有盖的可密封的塑料瓶中, 并将土壤均

匀地平铺于瓶底部,根据土壤含水量调节土壤含水

量为田间持水量的 50% ; 将盛有 5mL 011mol/ L

NaOH 溶液的吸收小瓶悬挂在土壤的上方。培养瓶

密封后于25 ? 1 e 恒温培养 24h,用煮沸除去 CO2 的

蒸馏水冲洗 4 次 NaOH 于 100mL 三角瓶中, 加入

2mL 1mol/L BaCl2 和酚酞指示剂 2 滴, 用标准盐酸

0105mol/L滴定至红色消失。同时, 以 20mL蒸馏水
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代替土壤的空白为对照。每个处理 3次重复。

113  土壤微生物量N的测定

11311  预培养  调节各供试土壤的含水量为田间

持水量的 50% , 并在 25 ? 1 e 下通气培养 10d[ 14]。

预培养的目的是为了减少熏蒸后培养期间有机氮矿

化的干扰,减少采样时土壤水分和温度的差异,使各

土壤测定结果有可比性。

11312  土壤样品熏蒸  每个土样各称取 61000g(相

当于烘干土重 51000g) 12 份, 分别置入 25mL小瓶

中, 6份熏蒸, 6份不熏蒸。采用 Jenkinson和 Powlson

法[3, 11] ,将欲熏蒸土样置于内径 29cm可抽气的干燥

器内隔板上, 干燥器底部放置装有 30mL无乙醇氯

仿的 100mL烧杯,并另外放置 1 个装有蒸馏水的小

烧杯,使熏蒸时土壤含水量不变。随之抽气, 直到氯

仿出现气泡沸腾后持续 5min, 停止抽气, 紧接着密

闭干燥器, 并将其置于室温 ( 14~ 16 e )与黑暗处。

24h后取出土样, 在通气良好的地方放置 2~ 3h, 使

残留土壤中的氯仿尽可能挥发。不熏蒸的土样置于

另一干燥器中, 用蒸馏水代替氯仿,与用氯仿熏蒸一

样处理,作为不熏蒸对照。

11313  熏蒸- 淹水培养法  土样熏蒸后,对 3份熏

蒸和 3份未熏蒸的土样分别加 01024g同一鲜土(接

种)和 1215mL蒸馏水后,拧紧盖子, 在( 40 ? 1) e 下

培养 7d[11, 15]。培养结束后, 将其转入 100mL三角瓶

中,加 01625 mol/ L K2SO4 50mL(使浸提液中K2SO4浓

度为 015mol/ L ) , 振荡 30 min后过滤[ 4] ,用靛酚兰比

色法测定滤液中铵态氮。熏蒸和未熏蒸的铵态氮之

差,即为熏蒸所造成的氮增量 ( FN )
[4, 11]。微生物

体氮的矿化系数( KN )为 0125,表示矿化出来的微

生物量氮(即氮增量 FN )是微生物体总氮 ( BN) 的

0125倍。即: FN = 0125BN ; BN = 4FN。

11314  熏蒸- 280nm紫外比色法  另取 3份熏蒸和

3份未熏蒸的土样, 转入 100mL三角瓶中, 加 50mL

015mol/ L K2SO4,振荡30 min后,过滤,立即在 280nm

紫外光下测定吸光度。熏蒸和未熏蒸作相同处

理
[11]
。用单位土中的吸光度增量表示, 即: v / g,

烘干土= ( abs熏/ G熏) - ( abs未 /G未) , 其中: abs代表

280nm紫外光下的吸光度, G代表称的土重相当的

烘干土重。

11315  土壤理化性质测定的方法  土壤水分用烘

干法; 土壤呼吸用酸碱中和滴定法[ 13, 16] ; 土壤有机

质用重铬酸钾- 外加热法容量法; 全氮用凯氏消解-

蒸馏滴定法; 速效氮用碱解扩散法
[17]
。各项指标均

重复 3次,结果以烘干土重表示。

2  结果分析

211  土壤预培养时间的确定

土壤呼吸强度能反映土壤中有机物的分解和土

壤有效养分状况。土壤微生物呼吸是土壤呼吸的最

主要来源[18]。测定土壤呼吸随时间变化的强弱可

以反映土壤有机物质的矿化速率, 判断微生物活性

的大小。当呼吸强度趋于恒定时, 可以认为微生物

的活性趋于稳定。

  对采自宁夏、陕西的 3种风干土样的培养结果

(图 1)看出, 呼吸强度都随着培养时间的延长而降

低,尤其是培养前 3d, 呈直线下降。随后有些波动,

基本上在 10d后趋于稳定。土壤不同,变化过程也

略有不同,但基本趋势一致。

图 1 风干土不同培养时间呼吸强度的变化

Fig. 1  The respir ation intensity of air- dry soil

with differ ent incubation days

(UI: 山地灰褐土 Ustic Isohumosols;

OP: 黄棉土 Orthic Primosols;

UA: 土 Orthic Anthrosols)

麦田、草地和果园新鲜土和风干土培养结果(图

2)显示,新鲜土的呼吸强度始终高于风干土。说明

新鲜土样中微生物的活性高于风干土样, 因而有机

物质矿化速率始终比风干土高。新鲜土样在培养第

2d, 麦田、草地和果园土样分别下降了 5119%、

6417%和 7218%。至第 5d 降至最低, 随后又有波

动,直到第 10d仍未达到稳定。另外,植被对新鲜土

样的呼吸强度影响较大, 果园土壤的呼吸强度始终

高于麦田和草地。风干土样培养后降低幅度较平

缓,基本上在第 5d后稳定, 而且植被的影响不大。

因此,初步确定用风干土测定土壤微生物量的预培

养天数为10d。
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图 2  不同植被风干与新鲜土不同

培养时间呼吸强度的变化

Fig. 2 The respir ation intensity of air- dry and fr esh soil

in different crop patterns during incuba tion per iod

(WF、GF、OF: 表示采自麦田、草地、果园新鲜土 Fresh soil sampled from

wheat, grassland and orchard field; WD、GD、OD表示采自麦田、草地、果

园风干土 Air- dry soil sampled from wheat, grassland and orchard field)

  风干和再次湿润处理常被认为会引起培养过程

中CO2产生量的快速增加。而且认为风干土再次湿

润时产生 CO2 的量与风干土壤的风干程度有关, 风

干程度越大, 产生量越高[19- 20]。在预培养试验中,

三种风干时间较长、风干程度较大的风干土在培养

的头几天产生 CO2的量较高, 而风干时间较短、程度

较低的风干土产生 CO2 的量较低,与他们的研究结

果一致。

212  风干与新鲜土样对土壤微生物量氮的影响

用280nm紫外比色法测定同一土壤的风干和新

鲜土样的微生物量,结果看出,麦田、草地两种不同

植被的土样单位土的吸光度增量新鲜土分别为

(24178 ? 7116) @10- 3/ g、( 30146 ? 7134) @10- 3/ g,

烘干土, 略高于风干土的吸光度增量 [ ( 21187 ?

3132) @10- 3/ g、( 25133 ? 1194) @10- 3/ g,烘干土) ]。

初步说明用风干土也可以在一定程度上反映土壤中

的微生物量的变化。

213  土壤微生物量氮测定方法的比较

对两种方法在 20种土壤中所测得的 SMBN 值

(表 3)进行相关分析,结果(图 3)表明, 两种方法的

相关系数 r= 017885( r0101(20)= 01537) ,两种方法的测

定结果呈极显著正相关关系, 说明两种方法在反映

土壤微生物量的大小方面基本一致。

  不同类型土壤用两种测定方法所测得的土壤微

生物量 N结果进行相关分析看出, 在山地灰褐土中

( n= 7)相关系数为 015838,虽有一定的相关关系, 但

不显著; 在黄绵土中( n= 6)相关系数为 018069, 呈

显著正相关关系; 在 土中 ( n = 7) 相关系数为

019459,呈极显著正相关关系。可见,不同的土壤类

型对两种测定方法有一定影响, 但两种测定方法在

反映土壤微生物量方面还是具有一定的一致性, 初

步说明可以用操作简便的280nm紫外比色法替代操

作繁琐的熏蒸淹水培养法来测定黄绵土和 土的微

生物量。

  两种方法精密度进行分析 (表 3)显示, 熏蒸-

280nm紫外比色法所测数据的变异系数 CV(%)为

1104~ 12177; 熏蒸- 淹水培养法所测数据的变异系

数 CV( %)为 4174~ 93199。可能是熏蒸- 280nm紫外

比色法的操作步骤简单,产生误差的环节较熏蒸- 淹

水培养法少。另外,熏蒸- 280nm紫外比色法所需的

测定时间也较短, 更有利于大量样品的分析。

  紫外比色法尽管操作简便、重现性较好,但在有

机碳变化范围较广的土壤中的适应性、与土壤中微

生物的相关性等仍然有待于进一步系统地研究。

图 3 两种测定方法的相关性

Fig. 3 The cor relation of two techniques

214  土壤微生物量与土壤有机质、全氮和速效氮的

关系

对不同土壤类型用两种测定方法所得的土壤微

生物量(N)与有机质、全氮和速效氮进行相关分析,

结果如表 4所示。在所测的 20 个土样中, 熏蒸-

280nm紫外比色法测得的吸光度增量, 与土壤有机

碳含量有一定正相关关系、与全氮含量有极显著的

正相关关系、与速效氮含量无相关关系; 在山地灰

褐土中,与有机碳、全氮和速效氮含量都呈显著正相

关关系; 在黄绵土和 土中,都与有机碳有一定(显

著)正相关关系、与全氮成显著正相关关系、与速效

氮无明显相关关系。
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表 3 两种测定方法的结果比较

Table 3 The result compar ison of two techniques

编号

Code

熏蒸- 280nm紫外比色
Fumigation- 280nm ultraviolet absorbance

熏蒸- 淹水培养
Fumigation- waterlogged incubation

( v @10- 3/ g, dry soil) CV ( % ) (Lg/ g, dry soil) CV(% )

YW- 5 1410 2149 1714 4174

YW- 3 2013 5118 2613 29156

YW- 8 2616 7194 8016 6155

YW- 2 2811 4161 5013 22130

YW- 6 2118 5156 13215 37102

YW- 4 2911 1104 17410 43143

YW- 7 1814 5184 7210 50130

GY- 7 1511 12137 4218 32108

GY- 6 1415 7174 4210 7143

GY- 2 1510 5184 4819 53126

GY- 4 2910 7188 8118 22139

GY- 1 2018 3180 5017 15152

GY- 5 3119 6105 22613 61151

YL- 1 1319 12177 7210 34123

YL- 14 2217 6134 6416 17116

YL- 12 2516 3194 13213 93199

YL- 10 2816 2167 17814 13164

YL- 13 3215 1123 22318 44117

YL- 16 3012 4178 17410 23170

YL- 19 2915 1105 21619 75133

表 4  两种方法测定结果与不同土壤的有机质、全氮和速效氮含量的相关性

Table 4 The corr elation of determined results by two techniques to organic matter , total N and available N contents of soils

项目

Item
测定方法

Method

总体土样

Total samples
(n= 20)

灰褐土

Ustic Isohumosols
(n= 6)

黄绵土

Orthic Primosols
( n= 6)

土

Orthic Anthrosols
(n= 7)

有机碳Organic C 熏蒸- 280nm紫外比色 013108 018124* 016807 017104*

全氮Total N fumigation- 280nm 016484 017987* 018289* 019427* *

速效氮Available N ultraviolet absorbance 010360 016771 012681 012095

有机碳Organic C 熏蒸- 淹水培养法 012147 018770* * 015495 018285*

全氮Total N fumigation- 015587 018372* * 016761 017850*

速效氮Available N waterlogged incubation 010916 017728* 013655 010894

  * 、* * 分别表示达到显著和极显著相关 Means significant and very significant correlation.

  淹水培养法在所测的 20个土样中测得的 SMBN

含量,与土壤有机碳含量无明显正相关关系、与全氮

含量有极显著的正相关关系、与速效氮含量无相关

关系; 在山地灰褐土中, 与有机碳和全氮含量都呈

极显著正相关关系、与速效氮含量有显著正相关关

系; 在黄绵土中, 与有机碳和全氮有一定正相关关

系、与速效氮无明显相关关系; 在 土中, 与有机碳

和全氮含量有极显著正相关关系、与速效氮无明显

相关关系。可见,土壤微生物量与土壤有机碳和全

氮的含量有正相关关系,只是不同的土壤,相关性不

同。

3  结论

1)土壤预培养试验的结果表明, 风干土培养至

第 10d时,土壤微生物的活性基本稳定。初步确定

用风干土测定土壤微生物量时, 预培养时间为 10d。

  2)用熏蒸- 280nm紫外法对两种土壤的风干和

新鲜样的土壤微生物量测定结果表明, 新鲜样的结
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果略高于风干土。初步认为, 风干土样在一定程度

上也可以反映土壤微生物量。

  3)熏蒸- 280nm 紫外法与淹水培养法所测的

SMBN 量呈极显著正相关关系, 说明两种方法在反

映土壤微生物量的大小方面基本一致。在测定的精

确度方面, 280nm紫外比色法的重复性较好,且操作

简便,误差的产生环节较少。因此,可以用操作简便

的280nm紫外比色法来测定土壤的微生物量N。

  4)两种方法测得的土壤微生物量氮都与土壤的

全氮含量呈极显著正相关关系; 与有机碳含量有一

定的正相关关系; 与速效氮无明显的正相关关系。

且在不同的土壤类型上, 与全氮、有机碳和速效氮的

相关性不同。
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