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摘要：为探寻玉米大豆轮作模式对东北地区土壤微生物多样性的影响，本文以玉米与大豆轮作体系为研究对

象，设置玉米连作（ＣＫ１）、大豆连作（ＣＫ２）、玉米大豆玉米（ＭＳＭ）和玉米大豆大豆（ＭＳＳ）轮作共４个种植

模式，测定分析各处理收获期土壤β葡糖苷酶、纤维素酶、脲酶和硝酸还原酶活性，及根系微生物群落多样性

关系。结果表明：轮作模式显著提高了土壤中β葡糖苷酶、纤维素酶和脲酶的活性，硝酸还原酶活性较玉米连

作提高了４２．１１％；前茬种植作物类型不同导致土壤β葡糖苷酶活性差异显著；ＭＳＳ轮作模式提高了土壤微

生物群落的香农多样性指数、辛普森指数、均匀度指数和 ＭｃＩｎｔｏｃｈ指数，说明此模式改善了根系土壤微生物

群落结构组成；利用Ｂｉｏｌｏｇ技术和主成分分析结果表明，轮作和连作模式下土壤微生物的碳源利用模式出现

分异，主要利用碳源为糖类和羧酸类物质。轮作种植体系增强了土壤酶活性，提高了土壤微生物群落的多样

性，改变了根际土壤微生物群落功能利用能力和碳源的利用种类。
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　　作为玉米和大豆的全国主产区，玉米大豆轮

作体系已成为东北地区重要的耕作措施，持续稳

定轮作体系生产力对保障我国粮食安全具有至关

重要的作用［１］。与传统农耕连作模式相比，轮作

耕作措施具有提高作物产量、维持土壤养分、降低

作物病虫害、保护土壤结构、增加土壤中微生物数

量及多样性丰度的作用［２５］。土壤微生物群落对

土壤呼吸、有机质合成分解和养分循环等过程起

着重要作用，被认为是评价土壤质量的关键生物

指标之一［６］。而土壤类型、作物种类、生存环境和

农田管理措施直接影响土壤微生物的数量和丰

度［７１１］。同时由于耕作种植模式的不同，会导致

土壤属性变化以及土壤微生物利用碳源过程中呈

现群落结构的差异［１２１３］。土壤微生物群落结构

和多样性可以影响地上生态系统，因为不同的微

生物可以为作物提供不同的限制资源，进而影响

作物的生产力［１４］。

近年来采用ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ微平板检测土壤微

生物对不同碳源类型利用能力研究技术已被广泛

应用，通过对单一碳源利用的测定来反映微生物

群体水平的生理轮廓，以此产生不同的代谢图谱

来表征微生物群落的功能多样性［１５１６］。本研究

采用Ｂｉｏｌｏｇ微平板检测技术，从土壤酶活性和作

物根际土壤微生物群落碳源利用的角度，探寻玉

米大豆轮作模式对东北地区土壤微生物多样性

的影响和耕作制度的优越性，以期为农业生产实

践提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验地概况

试验于２０１７－２０１９年分别在黑龙江省农业

科学院国家现代农业科技示范展示基地和哈尔滨

学院黑龙江省寒区湿地生态与环境研究重点实验

室进行。国家现代农业科技示范展示基地环境属

于温带大陆性季风气候区，夏季高温多雨，冬季寒

冷干燥，平均温度为２２．７℃，相对湿度为６０％。

供试土壤为典型黑土类型，土壤基本理化性质：

ｐＨ６．５２，全氮含量 １．６ｇ·ｋｇ
１，碱解氮含量

１５９ｍｇ·ｋｇ
１，有效磷含量２９．３ｇ·ｋｇ

１，速效钾含

量２１９ｇ·ｋｇ
１，有机质含量２１．２ｇ·ｋｇ

１。
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１．２　材料

供试大豆品种为绥农３５，玉米品种为嫩单

２３，分别由黑龙江省农业科学院耕作与栽培研究

所和作物资源研究所提供。

１．３　方法

１．３．１　试验设计　试验采用大田小区设置，每小

区１２行，小区面积共４０ｍ２，行长约５ｍ，实行玉

米连作（ＣＫ１）、大豆连作（ＣＫ２）、玉米大豆玉

米（ＭＳＭ）和玉米大豆大豆（ＭＳＳ）轮作共４个

设置，随机区组设计，３次重复。玉米和大豆每年

在５月种植，采用人工点播，出苗后人工间苗，定

期浇水，病虫害管理按常规进行，玉米施肥量为尿

素１６０ｋｇ·ｈｍ
２、磷酸二铵５７５ｋｇ·ｈｍ

２、氯化钾

７５ｋｇ·ｈｍ
２，大豆施肥量为尿素３００ｋｇ·ｈｍ

２、磷

酸二铵２２５ｋｇ·ｈｍ
２、氯化钾１５０ｋｇ·ｈｍ

２；１０月

收获。试验执行３年，自设置试验后，作物种类、

种植密度、化肥施用量、田间和作物秸秆管理均保

持一致。

于２０１９年的玉米成熟期和大豆收获期对试

验各小区土壤采样，采用“Ｓ”形取样法选取植株，

先去掉０～５ｃｍ表土，抖落植株根系周围土壤后，

用毛刷轻轻刷下粘附在根表面的土壤为根际土，

每个土壤样品重量约２．０ｋｇ。采集的土样分为

两份，一份风干过筛用于测定土壤酶活性；另一份

用无菌封口袋包扎密封，置于冰盒中带回实验室，

研磨过２ｍｍ筛后，进行ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ试验测定。

１．３．２　测定项目及方法　土壤酶活性测定：采用

苯酚次氯酸钠比色法
［１７］测定土样的脲酶活性。

参考改进的格力斯氏比色法［１８］测定土样中的硝

酸还原酶。采用羧甲基纤维素钠盐酶活性测定方

法［１９］测定土样的纤维素酶活性。采用对硝基苯

βＤ葡萄糖苷（ＰＮＰＧ）培养比色法
［２０］测定土样的

β葡萄糖苷酶活性，活性以１ｇ土壤对硝基酚的

毫克数表示。

ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ试验测定：参考Ｃｌａｓｓｅｎ等
［２１］和李

鑫等［２２］的方法。土壤样品于２５℃下活化２４ｈ，

称取１０ｇ烘干质量的新鲜土壤置于２５０ｍＬ三角

瓶中，加入９０ｍＬ的０．８５ｍｏｌ·Ｌ１ＮａＣｌ溶液，将

三角瓶在旋涡振荡器上震荡１ｍｉｎ，然后冰水浴

１ｍｉｎ，反 复 ３ 次。静 置 ２ ｍｉｎ 后 用 灭 菌 的

０．８５ｍｏｌ·Ｌ１ＮａＣｌ溶液配置成１．０×１０３土壤悬

浮液。用八通道移液器向 ＥＣＯ 板每孔中加入

１５０μＬ土壤悬浮液，将接种好的微孔板在２５℃

恒温培养，分别于培养０，２４，４８，７２，９６，１２０，１４４，

１６８和１９２ｈ时用酶标仪（ＳｕｎｒｉｓｅＲｅｍｏｔｅ，ＴＥ

ＣＡＮ）测定５９０ｎｍ处光密度值。

采用Ｂｉｏｌｏｇ微平板培养根系土壤微生物

９６ｈ的吸光值数据进行统计分析，以采用平均颜

色变化率 （Ａｖｅｒａｇｅ ＷｅｌｌＣｏｌｏｒＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，

ＡＷＣＤ）描述微生物代谢强度，采用香农多样性

指数（犎′）、辛普森优势度指数（犇）、均匀度（犈）和

ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数（犝）表征根系土壤微生物群落多

样性，计算公式如下：

香农多样性指数公式：犎′＝－∑
犛

犻＝１

狆犻ｌｎ狆犻；

辛普森优势度指数：犆＝∑
犛

犻＝１

（狆犻）；

均匀度指数：犈＝犎／ｌｎ犛，群落丰富度指

数（犛）用碳源代谢孔的数目表示；

ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数：犝 ＝ （ ∑槡
１

２
）

１．３．３　数据分析　采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件对数据

进行统计分析，采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行单因素

方差分析、相关性分析和主成分分析。

２　结果与分析
２．１　轮作模式对根际土壤酶活性的影响

由表１可知，各处理组间β葡糖苷酶活性变

化为 ＭＳＳ＞ＣＫ２＞ＭＳＭ＞ＣＫ１，其中处理组

ＭＳＳ和ＣＫ２的β葡糖苷酶活性显著高于 ＭＳＭ

和ＣＫ１处理组；纤维素酶活性各处理间差异不显

著，以轮作处理组 ＭＳＳ的酶活性最高；硝酸还原

酶活性处理组 ＭＭＳ、ＭＳＭ 和 ＣＫ２显著高于

ＣＫ１，其中轮作处理组ＭＳＳ酶活性较处理组ＣＫ１

提高了４２．１１％；轮作条件下脲酶活性显著高于

ＣＫ１和ＣＫ２处理组。

表１　根际土壤酶活性

处理 β葡糖苷酶／（ｍｇ·ｇ
１） 纤维素酶／（ｍｇ·ｇ１） 硝酸还原酶／（ｍｇ·ｇ１） 脲酶／（ｍｇ·ｍＬ１）

ＣＫ１ １１．３６±２．４６ｃ ０．０９±０．００ａｂ ０．１９±０．０１ｂ ０．０３±０．００ｂ

ＣＫ２ ３４．２３±１．９５ａ ０．１１±０．０１ａ ０．２５±０．０１ａ ０．０４±０．００ｂ

ＭＳＭ ２１．０６±３．５０ｂ ０．１３±０．０１ａ ０．２５±０．０２ａ ０．１１±０．０１ａ

ＭＳＳ ３８．０１±２．９２ａ ０．１７±０．０１ａ ０．２７±０．０１ａ ０．１３±０．０１ａ

　　注：同列不同小写字母表示处理间在０．０５水平差异显著。下同。
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２．２　土壤微生物对总碳源利用的动力学特征

碳源平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）是反映土壤

微生物群落活性的重要指标，通过孔的颜色变化

来反映微生物对单一碳源的利用程度。ＡＷＣＤ

值增加得越快，表明微生物群落的代谢活性越

强［２３］。由图１可知，各处理间 ＡＷＣＤ值随培养

时间的变化总体呈现先快速增长后平缓的趋势，

０～２４ｈ培养初期，由于土壤微生物对碳源的利用

的较少致使ＡＷＣＤ值无明显变化；２４ｈ后Ｂｉｏｌｏ

ｇｙ
ＭＴ板孔中土壤微生物代谢活性旺盛，ＡＷＣＤ值

呈现快速增长的趋势，１４４～１９２ｈ各处理ＡＷＣＤ

值变化趋于平缓。土壤微生物培养１９２ｈ时

ＡＷＣＤ值为 ＭＳＳ＞ＭＳＭ＞ＣＫ２＞ＣＫ１，在培养

期内轮作模式 ＭＳＳ和 ＭＳＭ处理ＡＷＣＤ值均高

于各ＣＫ处理，且ＣＫ２的ＡＷＣＤ值高于ＣＫ１。

２．３　根际土壤微生物群落多样性指数分析

Ｂｉｏｌｏｇｙ
ＭＴ板培养９６ｈ时根际土壤生物群落

多样性指数变化如表２所示，ＭＳＳ处理组各生物

多样性指数均高于其他组，ＣＫ２处理组生物多样

性指数除辛普森指数外，其他各项生物多样性指

数均高于 ＭＳＭ 和ＣＫ１处理组。各处理间香农

指数（犎＇）、辛普森指数（犛）和均匀度指数（犈）差异

不显著，ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数（犝）中 ＭＳＳ和ＣＫ２处理

组与ＣＫ１之间差异显著。

图１　土壤微生物群落ＡＷＣＤ随培养时间的变化

表２　根际土壤微生物群落底物代谢多样性指数

处理 香农指数（犎′） 辛普森指数（犛） 均匀度指数（犈） ＭｃＩｎｔｏｃｈ指数（犝）

ＣＫ１ １．３１±０．０７ａ ０．９５±０．０１ａ １．００±０．００ａ ４．２１±０．２７ｂ

ＣＫ２ １．３６±０．０２ａ ０．９５±０．０１ａ １．０４±０．００ａ ５．０３±０．３６ａ

ＭＳＭ １．３３±０．０３ａ ０．９５±０．０１ａ １．０１±０．００ａ ４．８６±０．３１ａｂ

ＭＳＳ １．３６±０．０３ａ ０．９６±０．０１ａ １．０６±０．０１ａ ５．３２±０．３５ａ

２．４　碳源对根系土壤微生物代谢的影响

由图２可知，ＭＳＭ 和 ＭＳＳ轮作模式下根际

土壤微生物对糖类和羧酸类碳源具有较高代谢强

度，且与ＣＫ１和ＣＫ２差异显著。轮作与连作模

式处理下根际土壤微生物对聚合物和其他化合利

用强度差异不显著；轮作ＭＳＳ处理根际土壤微生

物对糖类碳源代谢强度分别较连作ＣＫ１和ＣＫ２

处理显著增加了６２．４６％和６６．６３％；连作ＣＫ１

处理根际土壤微生物的氨／胺类和氨基酸类代谢

强度显著低于其他处理组。

２．５　根系土壤微生物群落碳源利用的主成分

分析

　　采用主成分分析作图可直观辨析不同处理组

的微生物代谢特征，由图３可知，主元向量的主成

分１和主成分２分别解释变量方差的５６．４％和

３３．８％，累积方差贡献率达９０．２％，说明主成分

ＰＣ１和ＰＣ２是变异的主要来源，可以解释变量的

绝大部分信息。单一碳源的 ＡＷＣＤ值与主成分

ＰＣ１和ＰＣ２的因子得分的相关性分析表明，与主

成分１显著正相关的碳源有糖类（Ｄ木糖／戊醛

糖、Ｄ甘露醇和β甲基Ｄ葡萄糖苷），与主成分２
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显著正相关的碳源有γ烃丁酸和衣康酸，在主成

分分离中起主要作用的碳源是糖类和羧酸。主成

分分析结果表明，轮作和连作模式下根系土壤微

生物群落对不同碳源类型的利用强度有所差异。

图２　根系土壤微生物对碳源的利用强度

图３　根系土壤微生物碳源利用类型主成分分析

３　结论与讨论
轮作被普遍认为是有效保持土壤肥力和防止

土壤退化的重要农耕措施，可改善土壤养分循环

和肥力，提高土壤有机碳含量。我国东北部地区

农耕普遍采取禾本科和豆科作物轮作的种植制

度，合理的轮作制度能降低传统连作障碍，提高作

物的生产力和品质［２４２５］；丰富土壤微生物的多样

性，改善土壤生态微环境［２６］。相关研究表明，玉

米大豆轮作等合理的耕作制度能有效提高土壤

酶活性［２７］。土壤酶是土壤代谢活动重要的生物

催化剂，以稳定蛋白质形态存在于土壤中，既能够

直接影响土壤的生产力，又是作物营养元素的活

性库，其活性是植物营养元素供应的主要驱动因

素，因此研究土壤酶活性有助于了解采样地土壤

微生物活性、肥力状况和演替特征［２８２９］。本研究

表明，脲酶是催化土壤中尿素水解的酶，且专一性

较强，是土壤氮循环过程中一种重要的水解酶，并

且在一定程度上能反映土壤的供氮能力［３０］。轮

作模式总体上土壤酶活性均高于连作，且脲酶活

性与 连 作 呈 显 著 差 异；处 理 组 玉 米大 豆大

豆（ＭＳＳ）轮作措施对提高土壤酶活性有积极作

用；王树起等［３１］研究表明大豆小麦大豆轮作模

式下土壤脲酶活性高于连作大豆，土壤脲酶活性

变化与有机质转化有密切关系，且由于连作大豆

改变了土壤生物化学和微生态环境，从而导致连

作障碍大豆产量降低。玉米轮作可有效增加土壤

有机质和全氮含量，起到蓄水保墒、降低土壤容重

和增加总孔隙度的作用，使土壤养分得到了充分

利用，减少了养分流失［５］。

ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ微平板包括２种胺类、４种多聚

物、５种羧酸类、６种氨基酸和１２种糖类，共３１种

类型碳源［３２］。Ｂｉｏｌｏｇ微平板检测法目前已被广

泛应用于微生物群落多样性的研究，是基于微生

物对不同碳源类型利用强度的差异，产生不同吸

光值（ＡＷＣＤ）代谢图谱来表征微生物群落的多

样性，吸光值ＡＷＣＤ变化幅度越大，微生物群落

代谢碳源能力越强［３３］。本研究结果表明轮作模

式可提高根系土壤微生物群落对碳源的利用强

度，且根际土壤微生物群落对糖类、氨／胺类、羧

酸、聚合物和其他化合物利用较高。刘航［３４］研究

结果显示，玉米大豆小麦轮作模式下较大豆和

玉米连作可显著提高作物土壤微生物的代谢强
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度，有效改善土壤微生态环境，轮作模式可提高土

壤微生物群落对糖类、多聚体和胺类物质的利用

率；其结论与本文相差异原因可能为轮作模式采

用的前茬作物不同所致，且根际土与非根际土的

土壤微生物群落对碳源利用存在较大差异。由于

种植作物种类不同导致凋落物和根系分泌物的差

异，致使土壤中微生物群落功能利用能力和碳源

的利用种类对碳源利用的强度、土壤微生物的数

量和多样性有所差异［３５］。本文分别采用香农、辛

普森、均匀度和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数来表征根系土壤

微生物多样性群落种类和功能的差异性，结果表

明轮作各生物多样性指数变化趋势与ＡＷＣＤ相

一致，均为轮作种植模式高于连作，说明轮作种植

模式能增强根系土壤微生物的多样性和稳定性。

另以前茬豆科种植方式（ＭＳＳ和ＣＫ２）生物多样

性指数较禾本科植物有所提高，原因可能是大豆

的固氮作用维持了氮素水平，从而改善土壤养分

及调节微生物的营养代谢平衡，促进土壤微生物

群落的稳定［３６］。通过ＰＣＡ主成分分析结果表明

了不同耕作模式下根系土壤微生物群落对碳源的

代谢特征产生明显变异，促进土壤微生物群落代

谢功能特征变化的主要碳源类型是糖类和羧酸类

物质，此与前人的研究结果相一致［３７］。

综上所述，以玉米大豆大豆为典型代表的

轮作种植体系可有效增强土壤中β葡糖苷酶、纤

维素酶、硝酸还原酶和脲酶活性，提高了土壤微生

物群落的多样性。不同耕作模式改变了根际土壤

微生物群落功能利用能力和碳源的利用种类。
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