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摘  要    通过田间试验，利用15N自然丰度法，研究了太湖地区水稻土冬季绿肥的固氮量，以及绿肥还田后配施氮肥对水稻产量、稻田土壤供氮能力及土壤氮素淋失特征的影响。试验结果表明，紫云英和蚕豆当季分别能固定氮约32.8和68.8 kg km-2进入稻田生态系统以培肥土壤和供下季水稻利用。蚕豆秸秆还田后基本能满足水稻生长所需的氮，紫云英和蚕豆还田施氮120 kg km-2 时，既可保证水稻较高产量，又节约当季化学氮肥45%~55%。紫云英和蚕豆还田不施氮肥处理，整个生长期耕层土壤溶液NH4+-N、NO3--N和TN浓度均低于配施氮肥的处理；蚕豆还田处理土壤溶液TN浓度高于紫云英还田处理。随氮肥用量增加，NH4+-N、NO3--N和TN浓度有增加趋势，不同施氮量间差异不显著。绿肥-水稻轮作，紫云英和蚕豆还田土壤氮素淋溶显著降低。配施氮肥增加了土壤氮的淋失量，尤其施氮300 kg km-2处理，土壤淋溶液NH4+-N、TN浓度显著高于施氮0~240 kg km-2的处理。
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太湖地区是我国农业最发达的地区之一，也是我国农田化肥用量高、地表水富营养化严重的地区[1-2]。施肥是提高作物产量的重要措施，但片面追求高产、过量施用氮肥，造成氮肥利用率低，同时也引起了一系列环境问题[3-6]。太湖地区经济发达，劳动力紧缺，种植小麦经济效益不高，冬季农田闲置已成为该地区常见的现象，而且稻麦轮作中，麦季氮素淋洗损失高于稻季[7-8]。因此，在经济发达地区提倡冬季种植绿肥，植稻前耕作还田，具有广泛而又良好的应用前景。绿肥还田具有改善土壤物理化学及生物学性状、提高作物产量、控制农田杂草等功能，这方面的研究报道较多[9-12]。而对集约化稻田，冬季种绿肥固定多少空气中氮素进入土壤-水稻生态系统，且绿肥还田后土壤氮素动力学特征、稻田氮肥优化用量及淋失特征等方面研究报道较少。本文通过田间小区试验，利用15N自然丰度法估算了太湖地区绿肥-水稻轮作的农田生态系统氮素输入量，研究了绿肥还田后水稻优化氮肥施用量与氮素淋失特征。研究结果对建立合理的轮作方式、减少稻田氮肥用量、保持稻田土壤肥力和生产力、降低农田面源污染、实现可持续农业具有重要的理论和实践意义[13]。
1 材料与方法
1.1 试验设计

田间小区试验位于中国科学院常熟农业生态国家实验站（120°42′ E，31°33′ N）。供试水稻土为湖相沉积物发育的乌栅土。试验小区耕层土壤（0~15 cm）的基本理化性状为：pH（H2O）7.6，有机质38.2 g kg-1，全氮2.17 g kg-1，全磷0.82 g kg-1，速效磷13.1 mg kg-1，速效钾174 mg kg-1，阳离子代换量22.6 cmol kg-1，砂粒（2~0.02 mm）含量402 g kg-1，黏粒（<0.002 mm）含量385 g kg-1。
试验设置紫云英-水稻、蚕豆-水稻两种轮作方式，稻季设5个施氮水平，绿肥不施肥。稻季施氮水平：0、120、180、240 和300 kg km-2，施20 kg km-2磷肥（P），60 kg km-2钾肥(K)。施用的氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，钾肥为氯化钾。紫云英、蚕豆、黑麦草分别于2007年10月30日播种。2008年4月24日紫云英和蚕豆盛花期作为绿肥还田。水稻品种为武运粳2394号，2008年6月24日移栽，10月25日收获。氮肥在6月24日、7月6日和8月7日按基肥、分蘖肥和穗肥以4:2:4的比例施入。试验小区面积为25.76 m2，3次重复，随机区组排列。
应用15N自然丰度法探究固氮绿肥通过非大气途径吸收15N的值，必须选择与固氮植物吸收非大气氮的15N相同的非固氮参比植物，研究表明黑麦草可以作为越冬草本固氮植物（蚕豆和紫云英）固氮百分率计算良好的参比植物[14]。因此，冬季在绿肥处理小区留0.25 m2种黑麦草。 
在中国科学院常熟农业生态国家实验站与田间试验同步进行无氮砂培试验。砂培试验蚕豆和紫云英种子播于装有洗净石英砂的营养钵中，生长期间，定期加入大泽无氮营养液。
1.2 15N自然丰度法理论

在大气中，15N作为一种较稳定的同位素，其丰度是稳定而均匀的。由于氮元素的同位素在参与生物、化学和物理过程中产生同位素歧视效应，即轻同位素优先参与反应过程，使反应生成物相对富集轻同位素（14N），反应的起始物相对富集重同位素（15N），这一同位素分馏效应，将使计算结果偏高，为此，必须进行以空气为唯一氮源的砂培试验。

在植物固氮过程中虽然存在15N与14N之间的歧视效应，但分馏数值较小，植物体中来自固氮作用的氮素，其丰度与大气的15N丰度接近，而土壤通常有较高的δ15N值，以土壤氮为主要氮源的非固氮植物有较高的δ15N值，利用空气氮和土壤氮15N自然丰度的差异，追踪两种氮源在植物中的分配，根据测得的固氮植物的δ15N值（δ15Nf），非固氮植物，即试验中设置的参比植物黑麦草的δ15N值（δ15Ns）和以空气氮为唯一氮源的固氮植物，即试验中设置的砂培无氮培养试验两种固氮绿肥的δ15N值（δ15Na），按照下列公式计算固氮植物的固氮率（%Ndfa）[15-16]。
%Ndfa=（ δ15Ns－ δ15Nf）/（ δ15Ns－ δ15Na）×100

结合固氮植物生物量数据，可以计算固氮植物一个生长季内的总固氮量：
固氮量=%Ndfa×固氮植物干重×固氮植物全氮含量
1.3 样品采集与分析

绿肥盛花期，采集紫云英和蚕豆样品，在绿肥还田前，随机选择3个蚕豆小区各留1 m2蚕豆为测青蚕豆产量之用。样品分为地上部和根系两部分，1 m2一个样，3次重复。同时，采黑麦草、砂培蚕豆和紫云英的地上部和根系样品。所采的植物样品105℃杀青0.5 h后在65°C下烘干，冷却称干重。磨碎后，测其全氮、全碳和δ15N含量。

每个小区分别在15 cm、100 cm深处埋设土壤溶液采样管以采集土壤溶液和淋溶水样。15 cm土壤溶液用自制的采样管采集，将管径为3 cm的PVC管底部封死，在管底部的侧壁上均匀地打一些小孔（孔径为5 mm），外壁包裹两层细尼龙网，以防止泥沙渗入，管口塞有具孔塞，将一细软管经孔塞插入PVC管底部以抽取土壤淋溶液。100 cm淋溶液采集管为带陶土头的PVC管，同样经孔塞插入细软管，真空泵抽取淋溶液。水稻生长期间，施肥后每2 天采一次样，连续采样1周，随后每10 天采一次样。
植株全氮测定采用凯氏半微量法，有机碳采用重铬酸钾-硫酸氧化法，δ15N值采用MAT-251精密同位素质谱仪测定。所采水样样品经普通滤纸过滤后，用靛酚蓝比色法测定NH4+-N含量，用紫外分光光度法测定NO3--N和TN含量。
1.4水稻产量测定

水稻收获时，每个小区全部收割测产，同时测风干含水量，换算为每公顷产量。用Excel 2003和Spss13.0软件作统计分析。
2 结果与讨论

2.1 绿肥的固氮特性

紫云英和蚕豆的生物量、固氮率、固氮量等见表1。还田时（盛花期）蚕豆地上部固氮量显著高于紫云英的，其值分别为68.8和32.8 kg km-2，此时测得参比植物黑麦草δ15N为2.57‰，砂培紫云英和蚕豆δ15N分别为-0.20‰和-1.19‰。盛花期20 d后，青蚕豆收获时，蚕豆地上部秸秆的固氮量为70.8 kg km-2，另收获固氮量为38.1 kg km-2的青蚕豆，固氮量仍然较高。因此，在确保绿肥还田后有充分的腐解时间下，农业生产中，可尽量推迟作绿肥的蚕豆秸秆还田翻压时间，以便能收获一定量的青蚕豆，获得经济和生态效益的双赢。
表1 两种绿肥的生物固氮特性

Table 1 Biological nitrogen fixation of two kinds of green manure crops

	处理
Treatment
	δ15N
(‰)
	固氮率
N

fixation rate (%)
	生物量

Biomass

 (kg km-2)
	含氮量
N

concentration (g kg-1)
	固氮量
Biological

N fixation rate
(kg km-2)

	紫云英
Chinese milk vetch
	0.49
	75.8
	1 794
	24.1
	32.8

	蚕豆
Faba bean
	0.59
	88.3
	2 854
	27.3
	68.8


2.2绿肥还田后不同施氮处理对水稻产量影响

绿肥还田后，不同氮肥处理对水稻产量的影响见表2。紫云英还田后，不施氮肥水稻产量最低，表明仅依靠紫云英还田的氮素不能获得水稻高产。施氮120 kg km-2，水稻产量显著增加，进一步施氮达180 kg km-2，水稻产量有所增加，但与施氮120 kg km-2相比，未达到显著性差异，施氮240和300 kg km-2的水稻产量也有增加趋势，但与180 kg km-1相比没有显著差异。反而施氮300 kg km-2处理，水稻产量有下降的趋势。蚕豆还田后，施氮从0增至120、180、240 kg km-2，水稻产量有增加趋势，增至300 kg km-2后水稻产量又有所下降，但处理间差异未达显著性。因此从水稻产量结果可知，绿肥还田配施氮120 kg km-2，既可保证稻田较高的产量，与当地水稻高产适宜氮肥用量225~270 kg km-2相比[7]，又能减少45%~55%用量。

比较表1可以看出，蚕豆生物量较大，固氮率较高，还田后能够输入较紫云英更多的氮进入稻田土壤，因此，蚕豆还田不施肥处理获得较高的水稻产量。绿肥-水稻轮作系统中，不但通过绿肥还田能不断补充大量氮进入农田生态系统，以培肥土壤，而且减少了稻季氮肥用量，并获得较高的水稻产量。尤其以蚕豆-水稻轮作系统，能收获经济价值较好的青蚕豆，具有良好的应用前景。
表2 不同处理水稻产量

Table 2 Rice yields in different treatments (kg hm-2)
	处理
Treatment
	施氮量 Nitrogen fertilizer application rate

	
	0
	120
	180
	240
	300

	紫云英
Chinese milk vetch
	5 864±283 b
	6 553±324 a
	7 024±425 a
	7 207±212 a
	6 942±477 a

	蚕豆
Faba bean
	6 606±247 a
	6 724±235 a
	7 101±350 a
	6 942±475 a
	6 253±232 a


注：同一行中不同英文字母表示有显著差异 (p<0.05)  Note: No significant difference between the mean values affixed with the same letter in the same row (p <0.05)


[image: image1]图1 紫云英还田后不同氮肥处理土壤溶液NH4+-N、NO3--N和TN变化

Fig.1 Dynamics of NH4+-N, NO3--N and TN in soil solution in treatments of nitrogen fertilizer applied at different rates after plow-down of Chinese milk vetch 
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图2 蚕豆还田后不同氮肥处理土壤溶液NH4+-N、NO3--N和TN变化

Fig.2 Dynamics of NH4+-N, NO3--N and TN in soil solution in treatments of nitrogen fertilizer applied at different rates after plow-down of faba bean 

2.3绿肥还田后不同氮肥处理土壤溶液氮素变化特征

2.3.1 绿肥还田后不同氮肥处理对土壤溶液NH4+-N的影响  为探明绿肥还田后氮素供给能力及对水稻生长的影响，监测了水稻生长季耕层土壤溶液NH4+-N、NO3--N和TN含量的变化（图1，图2）。绿肥还田后，施氮肥1~5 d 内，土壤溶液NH4+-N浓度迅速增加，后又降低。不施氮肥处理，整个生长期土壤溶液NH4+-N浓度均低于施氮肥的处理，蚕豆还田处理，基肥后的4次采样土壤溶液NH4+-N浓度显著高于紫云英还田处理的，前者浓度分别为1.66、1.80、0.44和0.57 mg L-1，后者浓度分别为0.70、0.57、0.38和0.39 mg L-1，4次采样后两种绿肥处理间没有显著差异。而基蘖肥期土壤充足供氮是形成水稻高产的基础[17-18]。随施氮量增加，土壤溶液NH4+-N浓度增加，但不同施氮量土壤溶液NH4+-N浓度差异不显著。适量施用无机氮肥，能引起土壤氮的“激发效应”[19-20]，而绿肥有机物料施用对土壤氮具有固定效应[21]，因此绿肥还田并配施适量无机氮肥，有利于稻株吸收利用较多的氮素，保障水稻高产形成。但施氮量高增加了NH4+-N挥发及流失的风险，降低了其利用率。
2.3.2 绿肥还田后不同氮肥处理对土壤溶液NO3--N的影响    绿肥还田后，不同氮肥处理土壤溶液NO3--N浓度均显著低于对应处理NH4+-N浓度，这与稻田土壤处于淹水不利于硝化作用发生有关[10]。NO3--N浓度前期不高，随后逐渐增加，在穗肥后又有一明显的高峰。不施氮肥处理，整个生长期土壤溶液NO3--N浓度均低于其他施氮肥处理。施氮120、180、240和300 kg km-2，土壤溶液NO3--N浓度范围为1.06~4.76 mg L-1，处理间没有显著差异，这同样可能因为水稻生长期处于淹水还原状态，硝化作用弱，因此施入较多的铵氮并不能产生较多的硝酸盐。

2.3.3绿肥还田后不同氮肥处理对土壤溶液TN的影响    绿肥还田后，不施氮肥处理，整个水稻生长期土壤溶液TN浓度较低，尤其紫云英还田不施氮肥处理，不能满足水稻生长的需求，水稻植株有效穗数和穗长均显著减小（数据未列出），因而水稻产量较低。而施氮120 kg km-2处理，生长前期土壤溶液TN浓度就已较高，与施用较高氮肥处理没有明显差异。这可能因为施肥量高，引起的氮素挥发及其他途径的损失量也高，并没有显著增加土壤溶液TN浓度。生长后期，由于绿肥中氮素分解释放，与前期比较，不施氮肥处理TN逐渐降低，施氮肥处理，由于后期施用了穗肥，土壤溶液中TN浓度达到又一高峰后下降。孕穗期适当施用穗肥，可促进水稻的生长发育和产量形成[18]。
2.4绿肥还田后不同施氮处理氮素淋洗特征
2.4.1绿肥还田后不同氮肥处理土壤淋溶液NH4+-N的变化   为探明绿肥还田的氮和不同量氮肥对稻田氮素淋洗的影响，采集并监测了稻季土壤剖面100 cm深处淋溶液氮素的变化特征（表3）。绿肥还田后，不施氮肥处理土壤淋溶液NH4+-N浓度低于其他施氮肥处理，浓度变化幅度较小，尤其紫云英处理在穗肥后，NH4+-N浓度均低于0.10 mg L-1。绿肥还田后，施氮300 kg km-2处理，土壤淋溶液NH4+-N浓度显著高于施氮0~240 kg km-2的处理。蚕豆还田后，施氮300 kg km-2处理土壤淋溶液NH4+-N浓度显著高于紫云英的相同处理，可能与蚕豆生物量大，输入的氮较多有关。

氮肥用量较高（300 kg km-2），可引起土壤NH4+-N淋失的显著增加。不施氮肥，仅有绿肥还田，土壤NH4+-N淋溶量极少，表明土壤NH4+-N淋失大多是来源于施用的氮肥，绿肥还田量增大，也有增加淋失的风险。总之，绿肥还田可减少氮肥施用，减少氮淋失。

2.4.2绿肥还田后不同氮肥处理土壤淋溶液NO3--N的变化    绿肥还田后，不同氮肥处理土壤淋溶液NO3--N浓度均较低，且未随施氮量增加而增加。闫德智等[22]研究表明，随施氮量增加，土壤淋溶液中NO3--N浓度有所升高，尤其施氮300 kg km-2处理，有升高的趋势，但差异不显著。田玉华等[5]认为稻田土壤基本处于水分饱和还原状态，硝化作用远不如旱地，90 cm土壤淋溶液中的NO3--N浓度低于1 mg L-1，NO3--N浓度基本不受施肥影响，而与土壤条件有关，本研究也得到类似结果。

绿肥还田，不施氮肥处理土壤溶液NO3—N浓度一般低于其他处理。结果进一步说明，土壤NO3--N的淋失主要因施氮肥引起。

施氮300 kg km-2处理，土壤淋溶液NO3--N浓度仅有4次采样高于其他处理。不同于土壤淋溶液NH4+-N浓度显著高于其他处理。这可能因为下层土壤存在反硝化作用，降低了硝酸盐的含量[23]。
2.4.3 绿肥还田后不同氮肥处理土壤淋溶液TN的变化    水稻施氮300 kg km-2，紫云英和蚕豆还田处理土壤淋溶液TN浓度范围分别为0.75~5.33和0.88~4.94 mg L-1，平均浓度分别为2.60和2.14 mg L-1，显著高于施氮0~240 kg km-2的其他处理。说明施高量氮肥，氮素淋溶大大增加。
表3 不同处理土壤淋溶液NH4+-N、NO3--N和TN的变化

Table 3 Change in NH4+-N, NO3--N and TN concentrations in soil solution in different treatments（mg L-1）
	处理
Treatment
	铵态氮NH4+-N
	硝态氮NO3--N
	总氮TN

	
	范围
Range
	平均值
Average
	范围
Range
	平均值
Average
	范围
Range
	平均值
Average

	M1R0
	0.04~1.10
	0.23 
	0.56~2.46
	1.14 
	0.19~2.53
	1.37 

	M1R120
	0.07~0.63
	0.28 
	0.61~1.76
	0.92 
	0.26~5.05
	2.10 

	M1R180
	0.05~0.41
	0.21 
	0.65~1.65
	1.07 
	0.10~2.69
	1.59 

	M1R240
	0.08~1.15
	0.33 
	0.65~1.68
	1.05 
	0.28~2.65
	1.67 

	M1R300
	0.14~1.04
	0.50 
	0.79~1.88
	1.26 
	0.75~5.33
	2.56 

	M2R0
	0.04~0.41
	0.14 
	0.73~1.36
	1.17 
	0.18~1.99
	1.29 

	M2R120
	0.07~0.49
	0.15 
	0.68~1.52
	0.90 
	0.38~3.62
	1.45 

	M2R180
	0.02~0.53
	0.15 
	0.46~1.12
	0.82 
	0.18~2.01
	1.23 

	M2R240
	0.05~0.35
	0.18 
	0.47~1.51
	0.81 
	0.13~4.87
	1.57 

	M2R300
	0.06~2.99
	0.80 
	0.77~1.21
	1.18 
	0.88~4.94
	2.13 


3 小 结

利用15N自然丰度法估算出乌栅土冬季种植紫云英和蚕豆还田，分别固定氮约32.8和68.8 kg km-2进入稻田生态系统以培肥土壤和供下季水稻利用。
紫云英-水稻轮作，紫云英还田后，不补充氮肥，水稻产量较低，而施氮120 kg km-2，水稻能获得较高的产量，进一步施氮至180和240 kg km-2时水稻产量有增加趋势，但未达显著水平。蚕豆-水稻轮作，蚕豆秸秆还田后，补充氮肥对水稻产量有增加趋势，但差异不显著。与当地水稻高产适宜氮肥用量225~270 kg km-2相比，绿肥还田能减少氮肥施用45%~55%，减少氮素农田施用的环境风险。

绿肥还田不施氮肥处理耕层土壤溶液NH4+-N、NO3--N和TN浓度均低于施氮肥处理。随施氮量增加，NH4+-N、NO3--N和TN浓度有增加趋势，但差异不显著。

绿肥-水稻轮作，紫云英和蚕豆还田对稻田100 cm深处土壤淋溶液氮素没有明显影响。不施氮肥处理，土壤淋溶液NH4+-N、NO3--N和TN浓度均较低，且稻季变化幅度较小，显著低于其他施氮处理，表明绿肥还田替代化学氮肥能减少稻田氮素的淋失。绿肥还田后，施氮300 kg km-2处理，土壤淋溶液NH4+-N、TN浓度显著高于施氮0~240 kg km-2的处理，而土壤溶液NO3--N浓度一般较低，增加施氮肥量，土壤淋溶液NO3--N浓度没有明显变化。绿肥还田后施用高量氮肥，大大增大氮素的淋失风险。
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EFFECTS OF BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION AND PLOW-DOWN OF GREEN MANURE CROP ON RICE YIELD AND SOIL NITROGEN IN PADDY FIELD
Yuan Manman 1, 2  Liu Qin1†  Zhang Shaolei1  Chen Wurong1  Yu Hongshuang1
(1 Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China)
(2 Institute of Soil and Fertilizer, Anhui Academy of Agricultural Sciences, Hefei 230031, China)
Abstract    A study was conducted on biological nitrogen fixation and plow-down of green manure crops on rice yield and nitrogen dynamics in paddy field in the Taihu Lake Region, using the 15N natural abundance method. Results show that Chinese milk vetch and faba bean biologically fixed about N 32.8 and 66.8 kg km-2, respectively, in their growth season. Plow-down of green manures as a nitrogen source basically satisfied N requirements of the subsequent rice crop. The application of N 120 kg km-2 in addition to the plow-down could not only ensure higher rice grain yield, but also reduce the application of chemical fertilizer N by 45% to 55% compared to the common dosage in this region. The treatment of plow-down alone was significantly lower than the treatment of plow-down plus N fertilizer in concentrations of NH4+-N, NO3--N and TN of the soil solution in the plowed layers during the whole growth season. The treatment of plow-down of faba bean was higher than the treatment of plow-down of Chinese milk vetch in TN concentration in the soil solution. Additional application of chemical nitrogen rendered the concentrations of NH4+-N, NO3--N and TN in soil solution a rising tendency, but the effects were not much different between treatments of different application rates. Nitrogen leaching in paddy fields using green manures as the only nitrogen source for rice crop was much lower. With the application of chemical nitrogen, nitrogen leaching increased. The leaching of NH4+-N, NO3--N and TN into deep soil water was especially higher in the treatment of N 300 kg km-2 than in the treatment of N 0~240 kg km-2.

 Key words    Green manure; Biological fixation nitrogen; Rice yield; NH4+-N; NO3--N
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