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前  言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由黑龙江省农业农村厅提出。

本文件起草单位：黑龙江省农业科学院土壤肥料与环境资源研究所和哈尔滨芮煊科技有限公司。

本文件主要起草人：王爽、赵文博、孙磊、金品娇、刘凯、李伟群、陈雪丽、万书明、郝小雨。 
黑土耕地微生物肥力指标体系及评价技术规范
1  范围

本文件规定了土壤生物肥力、土壤微生物肥力及其指标的术语和定义，黑土耕地微生物肥力评价的土壤样品采集与预处理、评价指标及测定方法、评价规范。
本文件适用于黑土耕地土壤微生物肥力的评价。
2  规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 20287-2006  农用微生物菌剂
NY/T 52-1987  土壤水分测定方法
NY/T 1121.1-2006  土壤检测 第1部分:土壤样品的采集、处理和贮存
NY/T 1121.6-2006  土壤检测 第6部分:土壤有机质的测定
3  术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 

土壤生物肥力
土壤生物肥力是指生活在土壤中的微生物、动物、植物根系等有机体为植物生长发育所需营养的贡献。同时，生物过程对土壤的物理、化学特性起到良好的促进和维持作用。

3.2 

土壤微生物肥力
是指生活在土壤中的微生物提供了植物根系获得足够营养的能力，同时，微生物的活动与代谢能够对土壤的物理和化学状态产生积极作用。
3.3 

土壤微生物肥力指标
表征土壤生物肥力水平的土壤微生物群体及微生物生理生态特征的定量指标，包括土壤微生物数量、微生物生物量、土壤酶活性、微生物活性等指标。
3.4 

微生物商
微生物商是土壤微生物量碳占土壤有机碳含量的百分比。
4  黑土耕地土壤样品的采集与预处理
4.1  采样单元确定
根据所评价耕地受自然因素及人为因素对土壤微生态系统影响的需要，按地形特点、成土母质、土地利用方式、覆被变化、气候条件、耕作以及施肥方式等分为若干个采样单元。
4.2  采样时间
土壤样品采集时间为当季作物收获后、下茬作物种植前。

4.2  主要用具
铁锹、小铲、GPS定位仪，数码相机（配电池及充电器）、自封袋、塑料袋、布袋、标签纸、铅笔、记号笔、采样记录本、75%酒精、滤纸或吸水纸、乳胶手套。

4.3  采样方法
同一采样单元内按照“随机”、“等量”和“多点混合”原则。用GPS定位仪确定采样地点的地理位置（经纬度），每个样地按照“五点梅花式”采集。采集深度为0-20cm土层，挖掘时去掉地表大块沙石和其他杂物，用酒精消毒过的干净铁锹或小铲沿土壤剖面向下挖，取土样300g～500g。五点混合后为一个样地的代表样品，放入标签，写清采样编号，带回实验室处理。每个采样单元不少于10个样地，采样方法应按照NY/Y 1121.1中规定进行。
4.4  土壤样品制备与保存
将土样及时带回实验室后除去土壤中可见的动植物残体后过2mm筛后混匀，一部分混匀保藏于4℃用于可培养微生物数量、酶活性、微生物量碳和氮的测定；一部分冻存于-20℃或者-80℃用于微生物多样性和绝对数量的测定；其余部分风干后过1mm筛，于干燥处保存，用于测定土壤理化性质。
4.5  土壤含水量测定

按照NY/T 52-1987规定的方法测定土壤含水量。
4.6  土壤有机碳测定

按照NY/T 1121.6-2006 土壤检测 第6部分进行。
5  土壤微生物肥力指标选择与测定
5.1  土壤微生物肥力指标
土壤微生物肥力评价指标选择按表1执行。
表1 黑土耕地土壤微生物肥力评价指标选择、分类与测定方法
	土壤微生物肥力评价指标类别
	指标名称
	评价指标

	土壤微生物指标
	微生物数量指标
	可培养细菌数量、放线菌、真菌数量

	
	微生物生物量指标
	微生物生物量碳、氮

	
	微生物活性指标
	微生物商

	土壤酶活性指标
	
	纤维素酶、蔗糖酶、脲酶、碱性磷酸酶、过氧化氢酶


5.2  可培养微生物数量测定
土壤可培养细菌、真菌和放线菌数量采用平板计数法，按照GB 20287-2006中6.3.2的规定进行，所用培养基及其配制方法分别按照GB 20287-2006中附录A.1 A.6和A.7的规定。
5.2  微生物生物量测定
微生物生物量碳（Cmic）、微生物生物量氮（Nmic）采用氯仿熏蒸-K2SO4提取-自动分析法测定。取保存的新鲜土壤，分别在氯仿熏蒸前后用K2SO4溶液浸提土壤，提取液中的有机碳采用总有机碳分析仪测定；提取液中的氮采用半微量开氏定氮法测定。微生物量碳、氮的换算系数均为0.45。具体方法见附录A。
5.3  土壤酶活性测定
5.3.1 纤维素酶活性
纤维素酶活性测定以羧甲基纤维素钠为底物，采用 3,5-二硝基水杨酸比色法，具体方法按照GB 20287-2006中附录D的规定。
5.3.2  蔗糖酶活性
蔗糖酶酶活性测定以蔗糖为底物，采用 3,5-二硝基水杨酸比色法，具体方法见附录B1。
5.3.3 碱性磷酸酶活性
碱性磷酸酶活性测定采用磷酸苯二钠比色法，具体方法见附录B2。
5.3.4 脲酶活性
脲酶活性以尿素为底物，采取苯酚‒次氯酸钠比色法测定，具体方法见附录B3。
5.3.5 过氧化氢酶活性
过氧化氢酶采用高锰酸钾滴定法测定，具体方法见附录B4。
5.4  微生物商
微生物商计算公式如下：

微生物商（%）=微生物量碳/有机碳×100% 
6  黑土耕地微生物肥力评价方法
6.1  土壤微生物肥力指数模型
采用主成分分析法确定单向评价指标的权重值Ki。根据作用效应曲线，建立隶属度函数，计算各肥力指标的隶属度值Ci。利用模糊数学中加权和法建立土壤微生物肥力指数模型，将所选的单个指标（单因素）的评价结果转换为由各评价因子构成的土壤微生物肥力综合评价。壤微生物肥力指数模型如公式（1）：

BIF =            
式中：
BIF——土壤微生物肥力指数；
Ci——各个评价指标的隶属度值；
Ki——第i个评价指标的权重；
n——评价指标的个数。
6.2  单因素评价模型的选择
土壤可培养微生物数量、微生物生物量碳、氮、微生物商及酶活性均属于S型隶属函数，各评价因素的隶属函数可简化为公式（2）：

f (x) =

6.3  各指标的权重
    将各参评因子进行主成分分析，采用因子旋转分析各主成分所代表的肥力因素，第一主成分为微生物生物量氮、脲酶，第二主成分为蔗糖酶、过氧化氢酶，第三主成分为微生物生物量碳、微生物生物量碳氮比，第四主成分为碱性磷酸酶。通过因子载荷矩阵可求出各评价因子的公因子方差，由此计算各评价因子的权重值。
6.4  隶属函数阈值上限的确定

阈值根据康奈尔大学进行健康评价时采用的累积频率曲线进行确定，以长期监测所有指标数据累积频率为75%的指标值作为隶属函数的阈值上限。
6.5  土壤微生物肥力等级划分

根据6.4确定的阈值上限，利用公式（2）计算各个土壤样品的隶属度值。然后应用公式（1）中所建立的土壤生物肥力指数模型，计算不同轮作施肥处理的BIF值。根据BIF值的大小，利用ArcGIS软件中的Kriging插值，将土壤微生物肥力质量由高到低划分等级，其值在0-1之间，值越高，表征土壤微生物肥力越好。
附录A

（规范性）
氯仿熏蒸-K2SO4浸提法
A1  试剂处理：
1. 氯仿必须是除去乙醇的，乙醇除去方法是先加入约200l的氯仿至1L的分液漏斗中，然后用5%（v/v）K2SO4溶液20ml洗涤两次，每次手摇动2min～3min左右。之后在用蒸馏水洗涤2次-3次，然后加入5g左右的无水硫酸镁或者无水氯化钙干燥，最后使用旋转蒸发仪蒸馏。
2. 沸石处理：玻璃珠事先用丙酮洗净，然后在105℃下烘干。使用清洗烘干后的玻璃珠，否则氯仿有可能不会沸腾。
3. 检查真空干燥器的气密性，事先使用真空泵抽取真空，待一天后轻微打开干燥器的开关，听到是否有呲呲的声音。若是气密性不好，使用少些凡士林密封。
A2  操作步骤：
1. 鲜土样过2mm筛子后，在40℃冷藏室贮藏。
2. 在熏蒸提取之前，测定土壤重量含水量，之后用蒸馏水调节土壤水分含量至统一（一般是调节到土壤的最大持水量或者调节至土壤样品中含水量最高值），这是为了保证熏蒸效果一致。
3. 称取15g新鲜土样到50ml的小烧杯中（标签要用铅笔记录）。
4. 将氯仿，真空干燥器事先放入通风橱中（氯仿有毒），在真空干燥器底部放入平底100ml或者200ml烧杯，烧杯中加入用丙酮洗净烘干的玻璃珠至小半杯即可，然后加入处理完毕的氯仿至2/3左右。
5. 使用瓷板将底部放有氯仿的烧杯与样品隔开，放入土壤样品后，盖上真空干燥器的盖子然后使用泵抽取真空，氯仿应该是持续出现小气泡即可。注意：防止氯仿爆沸，最好使用可以调节吸力的泵。使用泵抽取至少10min，后面几分钟不会小气泡，为正常情况。最后在关上真空干燥器，然后放在室温下熏蒸至少一天以上。简单来说，土壤含有越高的土壤粘质，熏蒸时间越长，最好在3-4天左右。
6. 熏蒸完成后，在通风橱中取出底部的氯仿烧杯，之后再将土壤放入真空干燥器内，用泵抽取3次，每次30min，除去土壤中残留的氯仿。
7. 熏蒸完全后的前一天，提取未熏蒸的土壤微生物量碳氮，浸提步骤如下面熏蒸浸提步骤。熏蒸的土壤尽可能全部的转移到100ml的速率瓶中；或者50ml的离心管中。

附录B
（规范性）
土壤酶活性测定

B1  蔗糖酶
3,5-二硝基水杨酸比色法。以24h后1g土壤中C6H12O6的mg数表示，mg/g，37℃。

B2  脲酶
靛酚蓝比色法。以24h后1g土壤中NH4-N的mg数表示，mg/g，37℃。
B3  碱性磷酸酶
磷酸苯二钠比色法。以24h后1g土壤中P2O5的μg数表示，μg/g，37℃。
B4  过氧化氢酶
高锰酸钾滴定法。以20min后1g土壤消耗0.1N高锰酸钾的毫升数表示，ml/g，室温。
附录C

（规范性）
C1  土壤基础呼吸和诱导呼吸
采用碱液吸收滴定法测定，具体操作步骤如下：
取广口瓶8只，每瓶加入NaOH溶液20ml。称取20g新鲜土壤6份，其中三份加入0.1g葡萄糖，分别用纱布包好，悬挂于广口瓶中，塞紧瓶塞。不加土样广口瓶也加入NaOH溶液20ml，用瓶塞塞紧，作为对照。不添加葡萄糖的3只广口瓶和1个空白对照置于25℃培养24h，另外3只添加葡萄糖的广口瓶和1个空白对照置于25℃培养6h。小心取出瓶中土样后瓶中加酚酞指示剂用标准酸滴定至红色消失，记录标准酸用量，计算土壤样品单位时间内释放出的CO2量，不添加葡萄糖的为基础呼吸强度，添加葡萄糖的为诱导呼吸强度。
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