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摘  要    采用13CO(NH2)2为底物进行黑土培养实验，利用气相色谱/质谱技术测定土壤中三种氨基糖

含量以及同位素富集比例，根据其微生物标识物作用探讨土壤中不同微生物群落对于尿素碳的同化利用特

征及黑土氨基糖库对于尿素添加的响应。研究结果表明，尿素碳可以被土壤微生物同化利用，但是可利用

性显著低于葡萄糖。氨基葡萄糖中13C富集比例显著高于胞壁酸，表明真菌对尿素碳的同化能力高于细菌。

尿素添加使土壤有机碳含量有所下降，同时土壤氨基糖总量及其与有机碳的相对比例也显著降低，说明在

碳源严重受限条件下，氨基糖可被优先分解利用以补充碳源供给。胞壁酸含量虽低，但其调节并平衡碳氮

元素的供给与需求的能力较强；氨基葡萄糖稳定性高于胞壁酸，但在碳源缺乏时也可部分分解。土壤氨基

糖的动态与土壤碳氮的可利用性及其耦合作用密切相关，在平衡土壤碳氮需求方面具有一定的调节作用。 
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陆地生态系统中土壤微生物通常处于养分受限状态，其活性受到能源和养分的强烈影响[1-2]。外

源物质加入土壤后，会或多或少地改变原有的物质、能量循环特征和微生物代谢活性[3]，从而影响

微生物残留物在土壤中的动态[4-5]。作为微生物细胞壁的组成物质，氨基葡萄糖(GluN)主要来源于真

菌，大部分作为几丁质的单体，同时和胞壁酸(MurN)及部分 D-氨基酸形成细菌细胞壁的肽聚糖；胞

壁酸唯一来源于细菌；氨基半乳糖(GalN)的来源并不十分明确，一般认为主要来自细菌的贡献[6-8]。

由于氨基糖一方面作为微生物新陈代谢的副产物在土壤中积累[9]，另一方面又可进一步参与土壤碳

氮循环[5]，底物活性对土壤氨基糖库动态有着显著的影响。而且，不同来源氨基糖可作为微生物标

识物以研究来源于真菌和细菌的残留碳、氮的去向[10-11]以及不同微生物群落在土壤有机质循环中的

相对贡献[11-12]。 

尿素是农业生产中最重要的一种固体氮素肥料，其中碳氮含量分别为20%和50%。多年及大面积

尿素施用对农业土壤生态，尤其是土壤碳氮循环具有重要的影响[13-15]。国内外关于尿素氮的去向的

研究很多[16-18]，然而对于尿素碳的转化及去向及其对土壤碳库的影响却少有报道。相关研究表明：
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向黑土中添加尿素进行室内培养，土壤微生物生物量碳氮有较大幅度增加[19]，说明对微生物的生长

具有一定的刺激作用。利用同位素示踪技术进一步发现：尿素碳氮均参与土壤微生物转化利用，并

且在磷脂脂肪酸、土壤盐酸水解产物以及氨基酸中有所积累[18, 20,-21]。然而，不同群落土壤微生物对

于尿素碳的同化利用特征仍然不得而知，尿素添加对土壤微生物残留物的动态的影响尚不清楚。 

本研究利用13
CO(NH2)2进行黑土样品培养，采用气相色谱/质谱(GC/MS)测定土壤氨基糖含量以

及同位素富集程度，根据其微生物标识物作用探讨土壤中不同微生物群落对于尿素碳的同化利用特

征及黑土氨基糖库对于尿素添加的响应。该研究不仅有助于揭示尿素碳在土壤中的截获机制，而且

有助于认识尿素施用对于农田土壤有机碳库的影响。 

1 材料与方法 

1.1 供试土壤 

培养实验所用土壤为黑土(0~20 cm)，系统分类名称简育湿润均腐土（Hap-udic Isohumisols）[22]，

采自吉林省公主岭市国家黑土监测基地（北纬43°36′，东经124°40′），为低产旱田土壤，按照“Z”形

采集5~7点混合样。土壤样品在室温下风干，过2 mm筛后备用。其基本理化性质为：有机碳16.15 gkg
-1，

全氮1.51 gkg
-1，C/N为10.7，pH为6.1（土:水 = 1:2.5），碱解氮111.29 mg kg

-1，速效磷5.04 mgkg
-1，

速效钾127.06 mgkg
-1。土壤质地为：砂粒（>53 µm）27.7%，粉粒（2～53 µm）50.1%，黏粒（<2 µm）

22.2%
[23]。 

1.2 样品培养 

称取10g风干土样，调整土壤水分至风干土重的20%，进行1~2周预培养，然后加入底物并置于

恒温培养箱，恒温控湿培养(25±1℃)。实验设置两个处理：1）土壤+
13

CO(NH2)2 (
13

C 99%, 上海化学

研究院)；2）土壤+U-
13

C-Glucose (
13

C 99%, Cambridge Isotope Laboratories, Inc. USA) +(NH4)2SO4。底

物以溶液形式在培养初始（计为0周）均匀加入，加入量均为C 1.0 mgg
-1、N 2.33 mgg

-1土。实验设3

次重复，培养期间利用称重法每周定期补水，使水分保持在风干土重的20%。处理1取样时间为培养

开始后1、2、4、6周；处理2在培养1周后取样。采集后的土样风干后，过60目筛，用于土壤总有机

碳、全氮和氨基糖的含量及同位素比值测定。 

1.3 样品测定 

1.3.1  土壤有机碳、全氮含量以及同位素比值测定   风干土样过100目筛后，采用TruSpec CN元素

分析仪(Leco. Co. Ltd., USA)测定土壤总碳及全氮含量。因为所用黑土样品pH＜7.0，无碳酸反应，所

以土壤全碳可视作有机碳。 

土壤样品中同位素比值（AT%）采用元素分析仪-同位素比例质谱（Thermo Electron Finnigan Co. 

Ltd., USA）测定。 

1.3.2  氨基糖测定   土壤样品（＜0.25 mm）经水解、纯化、衍生后利用气相色谱-质谱联用仪(GC/MS, 
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Finnigan Trace, Thermo Electron Finnigan Co. Ltd., USA) 进行氨基糖测定。 

土壤样品前处理采用文献[24]报道的方法，简述如下：土壤样品用 6 molL
-1

 HCl 水解 8h 后过滤。

滤液调节 pH6.6~6.8 后离心。上清液用冷冻干燥机冻干，然后用无水甲醇溶解残留物中的氨基糖。

纯化后的氨基糖经衍生转化成挥发性衍生物醛糖腈乙酸酯后利用二氯甲烷进行萃取。用 N2吹扫去除

二氯甲烷后，将残留物溶于乙酸乙酯-正己烷混合溶剂（体积比 1:1）并转移至气相色谱测定瓶中便

可上机测定。肌醇（内标 1）在水解前加入以进行各种氨基糖定量计算，N-甲基氨基葡萄糖（内标 2）

在衍生前加入用来计算纯化过程的回收率。 

氨基糖的 GC/MS 测定采用文献[25]报道的方法，具体如下：氨基糖衍生物的分离使用 DB-5MS

气相色谱毛细管柱(30 m × 0.25 mm × 0.25 μm)。以高纯度的氦气(He)作为载气，流量为 0.8 mlmin
-1。

进样口温度 250℃，分流比 40:1，进样量为 1.0μl。色谱升温程序如下：初始温度 120℃，保持 4min；

以 10℃min
-1的速率升温至 230℃，保持 4min；再以 5℃min

-1升至 250℃；最后以 40℃min
-1升至 300℃，

保持 5min。质谱利用化学电离源(CI)在负模式下检测。气相色谱和质谱接口温度为 250℃，CI 温度

设为 180℃，电子能量为 70eV，反应气 CH4流速 1.5mlmin
-1。以质量扫描方式(全扫描模式)检测主要

碎片离子(F)及相应同位素峰所对应的峰面积，扫描范围 40~500 质量数。 

土壤中甘露糖胺含量极低且来源不明确。另外，甘露糖胺同位素富集特征较为杂乱，可信度低。

因此，对于甘露糖胺的动态在本文中不作讨论。 

1.4 相关指标计算 

1.4.1  土壤尿素碳残留量   尿素碳残留量CL (mgkg
-1

) =TOC × (ATsa% - ATst%) ×1000，式中，TOC: 

总碳含量, g kg
-1

; ATsa%: 土样同位素比值; ATst%: 对照土样同位素比值。 

1.4.2  氨基糖同位素比例   由于所添加的底物的碳原子数不同，培养中氨基糖碳同位素比例计算方

法也有所不同，具体如下： 

(1)根据文献[25]，对于U-
13

C-Glucose培养样品，13
C掺入氨基糖的比例利用F+6与F强度的比值变

化计算（F为氨基糖的质谱碎片）。以各原土为空白，培养样品中同位素比例变化可以用原子百分超

(Atom percentage excess，APE)表示如下： 

APE =   100)(1)(  cece RRRR                                       (1) 

式中， eR 为培养样品同位素富集比例， eR = [A(F+6)/AF] （A代表所选离子的峰面积）； cR 为同一次

测量中原土的同位素比例，计算方法同 eR 。 

(2)当以13
CO(NH2)2为底物时，以原土为空白，培养样品中氨基糖的同位素比例计算如下： 

APE = ∑APEi                                                                 (2) 

APEi =   100)(1)(  cieiciei RRRR  

式中，i={1,2…,x}；x≤6，x代表掺入氨基糖衍生物碎片碳骨架的13
C个数； eiR 为培养样品在同位素

峰[F+i]的13
C同位素富集比例， eiR = [A(F+i)/AF]）； ciR 为原土中相应同位素峰的同位素比例。 
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1.4.3  利用尿素碳合成的氨基糖数量   由式(1)和式(2)可知，APE表示同位素标记的氨基糖数量占

土壤氨基糖总量的比例(%)。因此，利用尿素碳合成的氨基糖数量参照文献[26]可以用以下公式计算： 

C13C = Ctotal × APE/100，式中：C13C为
13

C 标记的氨基糖的数量，mg kg
-1；Ctotal为每种氨基糖的

浓度，mg kg
-1。 

1.5 统计分析方法 

不同培养时间土样有机碳、全氮含量、尿素碳残留量以及氨基糖含量之间的显著性检验采用

SPSS 13.0软件进行单因素方差分析(p<0.05)。 

2 结果与讨论 

2.1 尿素碳在土壤中残留以及土壤有机碳、全氮含量变化 

当加入尿素培养后，土壤有机碳含量在第 1 周有所增加而后不断下降。至第 6 周培养结束时，

土壤有机碳含量为 15.84 gkg
-1，较原土减少大约 2%，但差异未达到显著水平（图 1A，p>0.05）。但

是，土壤全氮含量在培养过程中显著增加，增幅在第 1 周最高，约比原土增加 116%。而后，土壤氮

含量基本保持不变，其数量约为原土氮含量与尿素氮之和的 71%（图 1B）。可见，尿素的添加增加

了土壤氮素含量，但是，由于所加底物 C/N 比较低（C:N = 1:2.33），氮素的固持导致了土壤中有机

碳的矿化，从而造成土壤有机碳含量下降[27]。 

 

 

图 1 培养过程中土壤有机碳和全氮变化（A: 有机碳，B: 全氮） 

Fig. 1 Dynamics of soil organic carbon and total nitrogen in the soil samples under incubation with urea (A: Soil organic 

carbon, B: Total nitrogen) 

 

培养初始土壤中尿素碳（13
C）含量为 1000 mgkg

-1，1 周后下降为 400 mgkg
-1。而后，尿素碳在

土壤中的残留量继续显著下降，最终残留不足 1%（图 2）。根据土壤氮含量变化和尿素碳动态可以

看出，尿素加入土壤后其碳氮元素的去向显著不同，绝大部分尿素碳从土壤中损失，但部分尿素氮

A B 
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则在土壤中积累下来，因而尿素的加入改变了土壤中原有的碳氮循环特征。 

 

 

图 2 培养过程中尿素碳残留量变化 

Fig. 2 Dynamics of urea-derived carbon in the soil samples under incubation 

 

2.2 尿素碳向土壤氨基糖转化特征 

土壤氨基糖作为微生物新陈代谢的副产物在土壤中积累，因而利用氨基糖中同位素富集比例的

变化可以反映土壤微生物利用尿素碳合成氨基糖的速率与容量。向土壤中加入尿素后，GluN 的 APE

随培养时间的增加而增大，并在第 4 周达到最高值，而后变化不大；GalN 的 APE 显著低于 GluN，

到培养第 6 周时 13
C 的富集也仅有 0.55%。培养后第一周即可检测到 13

C 在胞壁酸中的富集，但是数

值显著低于 GluN。随着培养的进行，MurN 中 13
C 富集程度无明显变化。对比不同底物培养（1 周）

发现，尽管向土壤中加入的外源碳、氮数量相同，但是利用尿素培养后各土壤氨基糖的 APE 明显低

于葡萄糖培养（表 1）。因而，尿素来源碳可以参与土壤微生物生物量的形成，并转化为土壤氨基糖

积累下来[19]。但是，和高活性的葡萄糖相比，尿素碳的微生物可利用性较低，因而进入微生物代谢

循环的程度较低。 

尿素碳向土壤不同氨基糖的转化速率不同，表明土壤不同种类微生物对于尿素碳的转化利用存

在明显差异。在土壤中，氨基葡萄糖主要来源于真菌；胞壁酸唯一来源于细菌，氨基半乳糖主要由

细菌合成。施入尿素后，氨基葡萄糖中的 13
C 富集程度明显高于氨基半乳糖和胞壁酸（表 1），表明

黑土中真菌对尿素碳的利用能力显著强于细菌。Hamer 等[27]通过对土壤中磷脂脂肪酸组成变化的分

析也发现，尿素施入土壤后，革兰氏阴性菌和真菌数量相对增加，革兰氏阳性菌数量则相对下降。 

土壤中微生物残留物对尿素添加的动态响应不同主要归功于土壤中不同微生物群落对底物的不

同利用策略。细菌对活性高、可利用性强的 C 底物（如葡萄糖）的竞争能力显著高于真菌[28-29]，因

此，来源于葡萄糖的 C 在胞壁酸中的富集程度显著高于氨基葡萄糖。但是，真菌能够分泌更多的胞
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外酶，对于低活性的有机碳（如尿素来源碳）具有较强的矿化利用能力[30-32]。另外，过多外源氮素

添加可能导致渗透胁迫以及土壤 pH 下降，对于细菌生长产生相对较强的抑制作用[32]，但对真菌的

生长并不会产生显著影响[33]。 

表 1 不同底物添加条件下不同氨基糖 APE 变化 

Table 1 Variation of APE of amino sugars in soil samples under incubation with 13CO(NH2)2 or U-13C-Glucose+NH4
+  

注：Urea: 土壤+13CO(NH2)2; Glu: 土壤+U-13C-Glucose+(NH4)2SO4; “-”表示无法计算。  Note: Urea: Soil + 

13CO(NH2)2; Glu: Soil + U-13C-Glucose + (NH4)2SO4; “-” represents negligible  

 

2.3 尿素施入对于黑土氨基糖库动态的影响 

和原土相比，尿素加入后增加了土壤中胞壁酸的含量，但在第 2 周时即达到最大值 84.96 mgkg
-1，

增幅达 70%。而后随着培养的进行其数量持续下降，至培养结束时，胞壁酸含量为 60.91 mgkg
-1，比

原土含量高 22%，比最高值低 28%。（表 2）。土壤氨基葡萄糖含量也呈现先增加后下降的趋势，但

其含量在第 1 周达到最高值，较原土增加 18%；在培养末期下降至 706.2 mgkg
-1，仅为原土含量的

92%，较最高值低 22%。与胞壁酸和氨基葡萄糖不同，尿素加入后，氨基半乳糖含量持续下降。 至

培养结束时，氨基半乳糖含量为 430.6 mgkg
-1，降幅达 22%（表 2）。由此可见，尿素施入对土壤氨

基糖库的动态有着强烈的影响，但由于自身稳定性和微生物来源不同，各氨基糖的动态特征不尽相

同。细菌的 C/N 一般为 3~5:1，充足的氮素供给有利于细菌对养分的同化，从而以胞壁酸为代表的

细菌细胞壁残留物在培养前期的积累显著高于真菌来源的氨基葡萄糖。但是，胞壁酸中低的 13
C 富

集比例表明，尿素碳的可利用性很低，在细菌对氮素利用过程中，其碳源和能源供给主要依赖于对

土壤原有活性有机质的利用。 

一般认为，细菌来源的胞壁酸自身循环较快，稳定性较低，因而不易在土壤中积累[8,10]，但是其

调节并平衡碳氮元素供给与需求的能力较强。利用尿素为底物进行培养时，碳源供给不足是微生物

生长的限制因子。培养后期 MurN 含量显著下降表明胞壁酸具有补偿土壤中碳素供给的能力，可作

为碳源维持土壤微生物的机体代谢[34]。Solomon 等研究也发现在碳源和能源含量下降的情况下，细

取样时间 

Sampling time 

(周) 

氨基葡萄糖 

GluN 

氨基半乳糖 

GalN 

胞壁酸 

MurN 

Urea Glu Urea Glu Urea Glu 

1 0.35 3.19 – 1.17 0.35 11.20 

2 2.49  –  0.10  

4 3.42  0.20  0.06  

6 2.76  0.55  –  
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菌残留物更容易被矿化分解[35]。土壤中 GluN 主要以抗分解的真菌细胞壁几丁质形态存在，并且由

于黑色素的保护使其稳定性高于胞壁酸聚合物[9-10]。但是，在尿素添加条件下，GluN 含量也有所下

降，表明 GluN 可部分发生分解以补充碳源供给。在本研究中，GalN 的动态表明该化合物在平衡碳

源供给过程中也具有重要作用，但是，由于其动态变化特征与 MurN 和 GluN 均不尽相同，GalN 的

功能与其微生物来源的关系仍具有一定的不确定性。 

表2 尿素培养期间氨基糖含量及相对比例变化 

Table 2 Variation of amino sugar contents and relative percentages in soil samples under incubation for 6 weeks 

 

培养期间氨基糖含量 Amino sugar contents  

0 周 1 周 2 周 4 周 6 周 

氨基葡萄糖 

GluN (mgkg-1) 
769.16±37.48a 910.94±14.04b 828.09±66.09a 784.02±52.76a 706.16±43.57a 

氨基半乳糖 

GalN (mgkg-1) 
552.96±14.71a 540.67±22.16ab 484.95±73.90abc 470.95±28.89bc 430.64±22.00c 

胞壁酸 

MurN (mgkg-1) 
50.58±1.14a 74.46±12.94bc 84.96±13.78c 76.37±1.41bc 60.91±10.36ab 

总量 

Total (mg kg-1) 
1372.70±45.88ab 1526.07±26.40a 1397.99±140.86ab 1331.34±89.52bc 1197.71±50.51c 

氨基糖与有机碳相对比例 

AS/SOC (mg g-1) 
88.41±2.84b 99.23±1.67a 90.08±8.77b 86.33±6.37b 76.02±1.84c 

注：表中数据均为平均数±标准差；同一行中不同字母代表的是在p<0.05的水平上同组数据间存在显著性差异，

n=3; Note: The data are mean values ± standard errors. Different letters meant significant difference at 5% level between  

different treatments of the same soil type (p<0.05), n=3 

 

总体来说，土壤氨基糖总量在培养过程中先上升而后不断下降。同时，氨基糖占土壤有机碳的

比例也呈同样趋势。培养前期氨基糖相对土壤有机碳的积累以及培养后期的相对耗竭表明氨基糖不

仅能够在土壤微生物同化利用营养物质的同时被快速合成[25,36]并在土壤中积累[9]，而且在土壤腐殖

化过程仍具有相对较高的可利用性，可被降解矿化进一步参与土壤碳氮循环[5]，以满足微生物碳氮

需求或者形成更加稳定的有机质[37]。作为含氮化合物，过去研究常认为氨基糖的分解主要在氮素缺

乏条件下发生[38]。然而，利用尿素培养后发现，氨基糖也可作为碳源部分满足微生物代谢需求。因

而，土壤氨基糖的动态与土壤碳氮的可利用性与耦合作用密切相关，在平衡土壤碳氮需求方面具有

一定的调节作用。 
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3 结 论 

尿素碳可以被土壤微生物同化利用，但是可利用性远低于葡萄糖。不同种类微生物对于尿素碳

的同化利用能力不同，真菌强于细菌。在以尿素为底物培养过程中，微生物处于碳源受限状态，氮

素的积累导致了土壤原有有机碳的矿化，使土壤有机碳含量有所下降。作为微生物细胞壁残留物，

土壤氨基糖具有一定的可利用性，在碳源受限条件下能被微生物优先分解利用。胞壁酸含量虽低，

但其含量变化对碳氮供给最为敏感，调节并平衡碳氮元素的供给与需求的能力较强；氨基葡萄糖稳

定性高于胞壁酸，但在碳源缺乏条件下也可发生分解。因而，土壤氨基糖的动态与土壤碳氮的可利

用性与耦合作用密切相关，在平衡土壤碳氮需求方面具有一定的调节作用。 
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Abstract  Mollisol samples were incubated indoors with 
13

CO(NH2)2 as substrate to investigate 

transformation of urea-carbon into soil amino sugar and its effect on dynamics of amino sugar pool. Contents of 

the three types of amino sugars (glucosamine, galactosamine and muramic acid) and their enrichments of 
13

C 

were measured with gas chromatography/mass spectrometry. On such a basis, specific utilization of urea-carbon 

by different microbial communities was evaluated. Results show that urea-carbon might be assimilated by soil 

microorganisms, but was significantly lower in availability than glucose-carbon. A higher amount of 
13

C was 

found in glucosamine than in muramic acid, suggesting that fungi are more capable of assimilating urea-carbon 

than bacteria. Application of urea decreased soil organic carbon content to some extent and at the same time 

significantly lowered the total amino sugar and its relative proportion in soil organic carbon, indicating that in 

severe shortage of carbon sources, amino sugars would be the priority carbon source to be decomposed to make 

up the carbon supply. Although muramic acid was very low in concentration, it was highly capable of regulating 

and balancing carbon budget. Glucosamine was more stable than muramic acid, but decomposition of some of it 

was found in shortage of other carbon sources. As a whole, the dynamics of amino sugars is closely associated 
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with the availability of soil carbon sources and their coupling effect, thus playing an important role in regulating 

supply and requirement of carbon and nitrogen in soil.  

Key words  Urea-carbon ; Amino sugars ; Transformation; Microorganism utilization; Mollisol  

 

 

 

 


