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保存过程对土壤生化指标的影响及保存土样的应用*

陈雅涵　谢宗强†

（中国科学院植物研究所植被与环境变化国家重点实验室，北京　100093）

摘　要　　土壤样品的生化指标反映了样品采集时期的生态与环境信息，具有极为重要的科学研

究价值。样品的生化指标在保存过程中是否发生变化，是保存样品应用中应关注的重点问题。本文总

结了各类土壤生化指标在不同保存条件、保存时间下的变化，表明长期保存的土壤样品适用于全量元

素含量测定、土壤微生物群落结构分析、DNA/RNA序列分析、土壤污染物分析和土壤酶活性的比较

研究，而土壤速效成分以及呼吸、硝化等代谢过程相关指标则不宜采用保存土样。土样长期保存应采

用风干、磨口玻璃瓶密封、常温保存的方式。保存土样应用过程中应注意避免取样、分析时的环境污

染，采用合适的分析测试技术，并考虑不同类型土壤保存效应的差异。随着分析技术的发展，保存土

样中更多的历史环境信息将得以发掘，发挥出更大的科研价值。
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土壤是地球生物圈的重要组成部分，与有机生

命和无机环境均有密切联系，是物质循环和能量转

化的活跃场所。土壤的生化指标定量反映了土壤系

统的各项功能，例如营养物质与水分的含量、土壤

生物与酶的活性、污染物的吸附与转化等，反映了

土壤的肥力、物质循环与能量流通的水平、净化能

力等。土壤生化指标对生态系统结构与功能、生物

地球化学循环的理论研究以及农业、林业生产实践

均有重要的意义［1-2］。

针对不同的研究目的和测试指标，土壤样品

需要经过不同的前处理和一段时间的保存后进行测 

试 ［ 3 ］。 土 壤 样 品 保 存 的 时 间 从 数 天 至 上 百 年 不

等。样品需要进行短期保存的原因通常是由于采集

样品的野外缺乏实验条件，或由于土壤具有异质

性，需要经过风干、混匀、过筛等处理再进行测

试，因此样品需短期保存与处理再进行测试，保存

时间通常为数天至数月。针对特定的研究需求，土

壤样品也需要经过长时间的保存，长达数年甚至上

百年，例如：土壤类标准样品需要进行长期稳定的

保存，保证元素价态和形态分析、持久性有机污染

物等指标的稳定性［4］；土壤普查样品需要长期保

存，保障数据复查与保存土壤环境资源信息［5］；

生态学与环境科学长时间序列的比较研究［6-10］也

促进了土壤样品长期保存的需求。

目前世界各地建有多个大规模的土壤样品库，

例如英国洛桑实验站保存了1843年以来多个定位

实验的超过30万份土壤和植物样品［11］，荷兰瓦格

宁根大学和研究中心保存了1879年以来多个研究
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项目的土壤、作物和肥料，其中土壤样品约25万 
份［12-13］。国内也有多个覆盖全国各土壤类型的大

规模土壤样品库，例如中国科学院南京土壤研究所

土壤标本馆建立于1953年，收藏有研究用瓶装标

本约5万件［14］；中国环境监测总站的国家临时土

壤样品库建于2010年，保存了全国“七五”土壤

普查背景值样品约1.5万份，土壤调查样品超过5万 
份［5］；中国科学院植物研究所自然生态系统样品

库建于2011年，保存了全国典型生态系统土壤与植

物样品超过10万份，其中土壤样品约5万份［15］。

样品库中土壤样品的生化指标反映了样品采集

时期的生态与环境信息，具有极为重要的科学研究

价值，但样品保存过程中生化指标是否发生变化是

保存样品应用中应关注的重点问题［16］。目前对保

存样品的应用存在争议，有研究认为土壤保存对土

壤生化指标有影响，不适用于长时间序列的比较研

究［17-18］，也有研究认为尽管土壤保存后生化指标

会发生显著变化，但不同环境因素下采集的土壤之

间仍存在差异，保存土壤仍可应用于研究环境因素

对土壤功能的影响［12，19］。

由于各组织建设土壤样品库的目的不同，保

存方法和保存时间也有所差别，必须了解样品在不

同保存过程中生化指标发生的变化，以指导土壤保

存样品在科学研究中的应用。土壤样品有多种保存

方法，包括保存温度、土壤状态等方面。常见的样

品保存温度包括-85℃冷冻、-20℃冷冻、4℃冷藏

以及20~25℃常温保存。土壤状态包括样品是否风

干、样品过筛粒径等。本文总结了各类土壤生化指

标在不同保存方法、保存时间下的变化，并据此提

出土壤保存样品适用的研究范围以及应用保存样品

需要注意的问题。

1　土壤生化指标保存后的变化

1.1　土壤碳、氮、磷元素

土壤碳、氮、磷元素与土壤肥力密切相关，是

碳、氮、磷循环的重要组成部分。碳、氮、磷的全

量元素含量在风干土壤长期保存过程中保持稳定。

例如风干土壤的全碳、全氮含量在保存4年、16
年、32年后无显著变化［16，20-21］，风干土壤的全氮

含量在保存37年后无显著变化［22］，风干土壤的全

磷含量在保存41年后无显著变化［17］（表1）。

土 壤 有 机 碳 含 量 也 比 较 稳 定 。 研 究 表 明 保

存 2 年 以 上 的 风 干 土 壤 ， 无 论 常 温 避 光 、 4  ℃ 冷

藏 或 － 2 0  ℃ 冷 冻 保 存 ， 土 壤 有 机 质 均 无 显 著 变 
化［23-24］。土壤有机碳根据在酸、碱溶液中溶解度

的差异，分为富里酸、胡敏酸等组分，富里酸和胡

敏酸的化学稳定性高，分解速率非常缓慢，较老的

胡敏酸的平均停留时间可达780~3 000年，富里酸

的平均停留时间为200~630年［1］；核磁共振碳谱

（13C-NMR）的研究结果显示，风干保存103年的

土壤，富里酸和胡敏酸的分布与新鲜采集并风干的

土壤无显著差异［25］。

土壤氮的两个重要组分铵态氮与硝态氮保存后

变化较大，一般采用新鲜土壤测试。鲜土若需要保

存一段时间后再测试，冷冻较冷藏保存的测试结果

稳定，且保存时间不宜超过45天［26-29］。

与土壤碳、氮的转化相关的土壤呼吸作用、硝

化作用、反硝化作用等土壤代谢过程也宜用新鲜土

壤测试。即使是短期（<8个月）冷藏或冷冻保存

的土样，其土壤呼吸作用、硝化作用、反硝化作用

以及反映代谢活性的三磷酸腺苷(ATP)含量均有显

著变化且无一定规律［30-34］。

1.2　土壤金属元素与pH
土壤金属元素离子以可溶态、交换态、结合

态等多种形态存在，其赋存状态和化学转化过程与

土壤发生过程、微生物活性、植物根际化学等均有

关，与土壤pH也密切相关。

多 项 研 究 均 发 现 风 干 土 壤 长 期 （ 1 6 年 、 2 0
年、37年、41年、69年）保存后pH有显著下降，

但 不 同 类 型 的 土 壤 p H 下 降 程 度 不 一 致 。 有 研 究

认 为 酸 性 土 壤 、 有 机 质 丰 富 的 土 壤 p H 下 降 更 显 
著 ［16-17,  20］，也有研究认为碱性土壤pH下降更显 
著［35］（表1）。

土壤可交换金属离子在保存过程中的变化没

有一定规律，故不适宜使用保存土样测定金属离

子浓度。Blake等［20］研究发现风干土壤保存16年

后钙、镁、钠离子浓度无显著变化，锰离子浓度则

是保存前的两倍。Berndt［36］发现风干处理和保存

过程均使锰离子浓度显著增加。随着保存时间的延

长，风干土壤保存32年后，钙、镁离子仍无显著

变化，钠、钾离子显著变化，锰离子浓度仍是保存

前的两倍［16］。土壤金属离子的不同价态、不同形

态之间也会发生相互转化，即使是短期（<28天）
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保存过程中金属离子的价态、形态变化也无一定规 
律［37］。

金属元素总量则相对稳定。保存30个月（常温

或-20℃）的风干土壤汞、锌、铜含量与初值无显

著差异［24］，烘干、灭菌、密封保存12个月的土壤

标准样品砷、铝、钡、铜、钴、铁、锰、镍、铅、

钛、钒等21种重金属含量均保持稳定［38］。

1.3　土壤酶

土壤中的酶来自土壤微生物、土壤动物、植物

根系与植物残体等，包括水解酶、裂解酶、氧化还

原酶、转移酶等多种类型［1］。

不同种类的酶经过土壤保存过程后，酶活性通

常有所下降。有研究认为土壤样品风干导致多数酶

活性显著下降［32，39］，随着风干土壤保存时间的延

长，酶活性继续降低［40-41］（表1）。

但也有研究认为酶活性在风干保存过程中损

失较小，即使酶活性有所下降，不同类型土壤酶活

性的差异仍得以保留，可应用于对比研究。赵颖 
等［42］认为风干土壤的脲酶、蔗糖酶、多酚氧化酶

活性与新鲜土壤无显著差异，即使长期保存，酶活

性损失通常较小；Dadenko等［40］的研究表明，风

干土壤和新鲜土壤在不同的保存条件下，经过7年

的保存，过氧化氢酶、蔗糖酶、脱氢酶活性均降到

较低水平，但酶活性的降低主要发生在保存初期，

3个月后趋于稳定，且下降程度与保存条件无关，

不同类型土壤酶活性的差异得以保留，保存土壤仍

可应用于大范围的对比研究。

1.4　土壤微生物

土壤微生物是土壤中活跃的生物组分，其数量

巨大、种类繁多，对土壤微生物的研究包括从整体

角度考虑的土壤微生物量，从生物活性角度考虑的

微生物代谢活性，以及从系统发生角度考虑的微生

物群落结构等。有研究拟合了土壤微生物呼吸速率

与样品保存时间（14年至103年）的线性关系，推

导出土壤样品风干保存240年后土壤微生物仍具有

活性［25］，但长期保存的风干土壤能否用于微生物

的定量研究目前仍存在不同结论。

首先干燥处理过程对土壤微生物的影响有不

同结论。有研究表明样品干燥后重新加水培养微生

物量与微生物群落结构均会发生显著改变［18，43］，

也有研究表明微生物量显著变化而微生物群落结

构无变化［44］，或总磷脂脂肪酸（PLFA，土壤微

生物量的指标）无显著变化而微生物群落结构改 
变［33，45］（表1）。

土壤保存过程对微生物的影响也存在不同结

论。有研究认为与新鲜土壤比较，保存4个月的风

干土壤和低温冻存土壤微生物代谢能力降低、多样

性降低、群落结构改变［46］。基于分子技术提取土

壤RNA/DNA分析微生物群落结构则发现在不同温

度下保存14天以内的土壤微生物群落结构无显著改

变［47-48］，保存50年以上的风干土壤与新鲜土壤比

较即使微生物量和微生物群落结构会发生变化，分

子生物学方法也可以提取足够的信息，进行长时间

序列的土壤微生物研究［12, 19, 49-50］。

尽管风干保存过程对土壤微生物的影响存在

不同研究结论，采用合适的土壤类型和分析方法，

保存土样仍可应用于土壤微生物的研究。首先土壤

微生物对干燥具有适应性，尤其是干旱地区的土

壤，微生物受干燥处理影响较小。因为自然条件下

土壤都会经历长时间的干燥或反复的干燥、湿润过

程，土壤微生物活动在土壤干燥时中断，重新湿

润时可迅速恢复［25］。研究表明干旱土壤中的微生

物活性和微生物群落结构对土壤干燥处理更不敏 
感［51-52］。其次由于土壤中核酸物质的稳定性，采

用分子生物学技术可充分提取土壤微生物群落结构

信息。研究表明土壤在4℃、湿润和黑暗条件下储

存4年，DNA仍有转化活性［53］；自然条件下固定

在土壤黏粒表面的DNA可抗核酸酶的降解而在环

境中持久存在［1］。土壤中核酸分子的稳定性使利

用分子技术分析保存土样中的微生物信息成为可

能。

1.5　土壤有机污染物

土壤中的有机污染物来自工业废水排放、大气

沉降、农药肥料施用、生活污水排放与生化垃圾堆

放等多种途径，部分有机污染物可通过生物吸收、

降解等净化，部分则被土壤颗粒吸附而不断累积，

在环境中滞留时间长，极难降解，这部分污染物称

为持久性有机污染物 (Persistent organic pollutants, 
POPs)。《关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公

约》（简称《POPs公约》）列出了26种持久性有

机污染物［54］，随着化工技术与分析鉴定技术的发

展，许多新型有机污染物不断从各种环境介质中被

发现，POPs的种类还在不断增加中［55］。

POPs在土壤中的稳定性已得到实验证实。灭
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菌密封保存的干燥土壤标准物质在12个月有效期内

有机氯农药含量稳定［56］；-85℃冷冻保存的土壤

样品有机氯农药和有机磷农药含量保存5年以上无

显著改变［57］；英国洛桑实验站1881年采集的风干

土壤样品密封保存至1996年分析，检出了多氯代二

苯并二噁英(PCDDs)/ 多氯代二苯并呋喃(PCDFs)
的含量，且排除了空气污染、容器污染的可能［58］

（表1）。

目前对土壤污染物的研究多关注于城郊、工

矿、农田等人类活动密集的地区，但由于污染物可

通过大气、水远距离乃至全球性传播（“蚱蜢跳”

效应）［59-60］，远离人类活动的自然生态系统土壤

也受到POPs污染。保存的自然生态系统土壤保留

了样品采集时环境污染物的信息，是POPs迁移、

扩散、蓄积的重要研究对象。

表1　土壤生化指标在保存过程中的变化

Table 1　Changes in soil biochemical properties during storage

生化指标

Biochemical 

properties

保存条件

Storage 

condition

保存时间

Storage 

history

指标变化

Changes in biochemical properties

全碳、全氮、

全磷

风干 4～32年 风干土壤保存前后全碳、全氮无显著变化［16, 20-21］

风干 37年 风干土壤保存前后全氮无显著变化［22］

风干 41年 风干土壤保存前后全磷无显著变化［17］

有机碳/有机质 风干保存后重新

加水培养
103年 水溶性有机碳约为鲜土的两倍，其他组分的分布与鲜土无显著差异［25］

常温/4℃ 2年 风干土壤保存前后有机质无显著变化［23］

常温/-20℃ 2.5年 风干土壤保存前后有机质无显著变化［24］

鲜土4℃ 14月 鲜土保存前后可溶性碳(0.5mol L-1 K2SO4提取)无显著变化［61］

20℃风干/4℃冷藏

/-20℃冷冻
40天

三种保存方法水溶性有机碳变化趋势一致，前20天有所下降，其后渐趋

稳定［62］

铵态氮、硝态氮 4℃/-20℃/风干 30天 保存对铵态氮、硝态氮、硝化势影响不一［33］

风干/-19℃ 10天 硝态氮较鲜土增加，铵态氮变化不规律［29］

4℃/18℃ 60天
鲜土冷冻保存45天内硝态氮无显著变化，冷藏保存7天内硝态氮无显著变

化；随保存时间延长，硝态氮显著增加［26］

风干后4℃保存 8月 强烈风干后保存土壤反硝化作用较稍微风干土壤显著增加［34］

pH
风干 8～69年

与风干土壤比较，保存后pH变化范围+0.23～-0.43，多数样品pH下降，

酸性样品下降更多［16］

风干 16年
与风干土壤比较，保存后pH最多下降0.2，尤其是原始pH<4.5的酸性土 

壤［20］

风干 37年
与风干土壤比较，保存后pH下降0.5，但测试方法不一致，保存前用水浸

提，保存后用CaCl2溶液浸提［22］

风干 20～41年 与风干土壤比较，保存后pH下降［17］

风干、过2 mm筛、

密封室温保存
20年

与风干土壤比较，保存后酸性至中性土壤pH下降0.3，但不显著；碱性土

壤pH下降0.63，差异显著［35］

鲜土4℃ 14月 与鲜土比较，保存后pH下降［61］

可交换金属离子
风干 16～32年

与风干土壤比较，保存后Ca2+、Mg2+无显著变化；K+增加10%~15%，但

分析方法改变；Mn2+增加100%［16，20］

风干 20～41年
与风干土壤比较，保存后可交换阳离子显著增加，尤其是有机质丰富的土

壤［17］
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生化指标

Biochemical 

properties

保存条件

Storage 

condition

保存时间

Storage 

history

指标变化

Changes in biochemical properties

金属元素总量 常温/-20℃ 30月 风干土壤汞（牛皮纸袋装红壤除外）、锌、铜含量与初值无显著差异［24］

80℃烘干，60Co辐

照灭菌
12月

土壤标准样品砷、铝、钡、铜、钴、铁、锰、镍、铅、钛、钒等21种重

金属含量稳定［38］

酶活性

风干 210天

与鲜土比较，风干保存土壤二乙酸荧光素（FDA）酶活性显著降低，脱

氢酶活性变化较小；风干土保存210天后与保存30天后比较，转化酶活性

显著降低，脲酶活性变化较小［41］

风干 -
与鲜土比较，风干土壤脲酶、蔗糖酶、多酚氧化酶活性无显著差异；风干

后即使延长存放时间，酶活性损失通常很小［42］

4℃/-20℃/-80℃ 28天 与鲜土比较，保存土壤多数酶活性均显著下降［32］

风干室温/风干4℃/

鲜土4℃/鲜土-5℃
24周～50年

与鲜土比较，保存土壤酶活性显著下降。不同保存方式下，酶活性均在前

2~3个月有显著变化，12周后趋于稳定［40］

风干/冷冻 16周
与鲜土比较，冷冻保存土壤酶活性下降<30%，风干保存土壤酶活性下降

>50%［39］

风干室温 6～9月
与鲜土比较，保存6个月酸性磷酸酯酶、脲酶、葡糖苷酶活性无显著变

化；保存9个月，仅采自降雨量大地区的土壤有变化［63］

微生物量/微生

物代谢活性

风干保存后重新加

水培养
2～83年

重新加水培养2天后，ATP仅恢复至鲜土的14%~57%；风干土在保存12年

之后，微生物呼吸改变很小，说明微生物的减少仅在保存的早期发生［25］

40℃干燥研磨，室

温保存
50年 干燥和研磨会导致土壤微生物量和微生物碳的大幅下降［13］

风干 3年
风干土壤加水恢复培养后，与培养前比较，氨氧化古菌与细菌数量增 

加［44］

鲜土4℃/-18℃/

-140℃；风干21℃
20月

与鲜土比较，保存土壤ATP、产热量大幅下降；FDA无变化；风干使上述

指标显著下降，不同保存温度下的保存效果差异不显著［64］

鲜土过2 mm筛后

4℃保存
14月 鲜土保存前后微生物碳（熏蒸提取方法）无显著变化［61］

2°C /-20°C 13月
与鲜土比较，冷冻保存土壤微生物碳（基质诱导呼吸方法）无显著变 

化［65］

-70℃冷冻干燥 1年 与鲜土比较，冷冻保存土壤PLFA下降超过28%［66］

风干室温 6~9月

与鲜土比较，风干土壤保存6个月微生物生物量碳、基础呼吸、代谢熵无

显著变化；保存9个月，仅采自降雨量大地区的土壤基础呼吸、代谢熵有

变化［63］

鲜土4℃/鲜

土-20℃/风干4℃
32周

保 存 条 件 对 不 同 类 型 土 壤 的 测 试 结 果 影 响 不 一 致 。 4 ℃ 的 保 存 效 果 较 

好［31］

4℃风干/-20℃ 4月
与鲜土比较，保存土壤微生物群落对碳源的利用能力大大降低，风干保存

和低温冻存对微生物碳源利用能力的影响没有显著差异［46］

4℃/-18℃ 2月
鲜 土 4 ℃ 保 存 2 个 月 内 AT P 无 变 化 ， - 1 8 ℃ 保 存 2 个 月 AT P 下 降 至 7 4 % ~ 

80%［30］

风干4℃/鲜土

-20℃
2月 与鲜土比较，保存土壤微生物代谢活性均大幅下降［43］

续表　　
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生化指标

Biochemical 

properties

保存条件

Storage 

condition

保存时间

Storage 

history

指标变化

Changes in biochemical properties

微生物量/微生

物代谢活性
20℃风干14天后重

新加水湿润
48天

与40%含水率的湿润土壤比较，干燥处理后的土壤DNA无显著变化；细

胞数下降56%；基质诱导呼吸与荧光分析方法测量微生物量增加，但加水

恢复后降至与参比土样无显著差异［18］

风干/4℃/-20℃ 30天 除个别情况外，保存对总PLFA无显著影响［67］

4℃/-20℃/风干 30天 除个别情况外，保存对总PLFA无显著影响［33］

风干/4℃/-20℃/

-80℃
28天 与鲜土比较，保存土壤FAMEs、总DNA、微生物量均显著下降［32］

风干/风干后冷冻/

冷藏
15天 与鲜土比较，保存土壤PLFA无显著变化［45］

微生物多样性/

群落结构

40℃干燥然后研

磨，室温保存
50年

通 过 提 取 土 壤 r R N A ， 发 现 不 同 施 肥 条 件 下 微 生 物 群 落 结 构 的 系 统 差 

异［12，49］

风干 3年 风干土壤与加水恢复培养土壤微生物物种组成无显著差异［44］

42℃干燥后

20℃/15℃保存
120天

干燥与保存影响微生物群落结构，但不影响分析各个因素对群落结构的效

应［19］

风干/冷冻 16周 与鲜土比较，冷冻保存土壤微生物群落结构无变化［39］

风干4℃/-20℃ 4月 与鲜土比较，保存土壤多样性、均匀度和Simpson指数均降低［46］

风干4℃/鲜土

-20℃
2月 与鲜土比较，保存土壤微生物群落结构改变［43］

直接保存/

LifeGuard/DESS保

存液中4℃/30℃保

存

30天
直接保存和DESS保存液中保存的土壤DNA片段数量和微生物群落结构与

鲜土无显著差异［68］

4℃/-20℃/风干 30天
与鲜土比较，保存土壤微生物多样性指数增加，各类群微生物相对丰度有

变化［33］

风干/4℃/-20℃ 30天 与鲜土比较，保存土壤微生物群落结构基本无变化［67］

风干/风干后冷冻/

冷藏
15天

与鲜土比较，保存土壤微生物群落结构显著改变，风干比冷冻对群落结构

的改变更显著［45］

20℃/4℃/-20℃/

-80℃
14天

与鲜土比较，保存土壤微生物群落结构与多样性无显著变化，各类群相对

丰度无影响［48］

室温/4℃/-22℃/

-80℃
11天 与鲜土比较，保存土壤微生物群落无显著变化［47］

污染物 -85℃ 5年 冷冻土壤保存前后有机氯农药和有机磷农药无显著变化［57］

60Co辐照灭菌，密

封避光
12月 干燥土壤保存前后有机氯农药稳定［56］

20℃风干14天后重

新加水湿润
48天

与40%含水率的湿润土壤比较，干燥处理后的土壤甲霜灵和氯芬奴隆半衰

期延长（降解变慢）［18］

续表　　
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2　土壤样品保存方法 

土壤样品根据预计保存时间、分析测试目的

的不同，应适用不同的保存方法。保存方法包括样

品的处理状态，如过筛粒径、是否风干、是否研磨

等，以及保存条件，如样品容器的选择、环境温

度、湿度等。

样品的处理状态与土壤生化指标的稳定性有

密切联系。其中土壤过筛的粒径会对土壤微生物活

性有影响。小粒径样品中微生物活动更活跃［31］，

从而影响保存效果；而大粒径样品影响取样的均匀

性。按照土壤的定义以及土壤样品生化分析的需 
求［3］，通常土壤样品库以保存过2 mm筛的土壤样

品为主。土壤样品风干后保存或湿润状态下保存，

土壤速效成分、微生物代谢活性均会发生改变，因

此这些指标应使用新鲜土壤测定，或新鲜土壤低温

状态保存后尽快测定［43，69-70］。长期存档的样品适

宜风干后保存，以减少土壤中微生物活动，延缓土

壤中化学物质分解速率［18，64］，保存尽可能多的土

壤生化指标。

样品保存条件中环境温度的选择尤为重要，

应根据保存时间和分析目的的不同选择合适的保存

温度。短期（<8个月）保存的土壤样品，各类生

化指标在不同保存温度下的保存效果并不一致，因

此短期保存且有明确测试目的的样品应根据测试

指标选择保存温度。例如测定铵态氮、硝态氮、

可交换离子的样品，冷冻保存效果优于冷藏、常

温保存［26-28，36］；测定微生物生物量碳、呼吸的样

品，冷藏保存效果则优于冷冻保存［31］；测定三价

铁还原性的土壤，22℃常温保存效果则优于冷藏保 
存［71］；测定酶活性的样品，针对不同的酶、不同

类型的土壤，均有不同的最适保存温度使酶活性变

化最小［40］。随着保存时间的延长，长期保存的样

品在不同保存温度下生化指标的变化趋于一致，保

存温度对保存效应的影响不明显［21，40，64］。考虑

到样品长期保存的成本与管理因素，长期存档的样

品适合常温保存。

3　保存土样的应用

3.1　保存土样的应用范围

保存土样生化指标在保存过程中的变化如表1

所示，保存土样中碳、氮、磷及金属元素的全量元

素含量保持稳定，土壤微生物可应用分子技术提取

DNA/RNA序列分析微生物群落结构，土壤POPs难

以降解可在土壤样品中长期存在，因此长期保存的

土壤样品可适用于这几方面的研究。土壤酶活性尽

管在保存过程中会下降，但Dadenko等［40］的研究

表明，酶活性下降仅发生在保存初期，其后保持稳

定，不同种类酶的活性差异得以保留，保存土样仍

可应用于大范围的对比研究。

土壤速效成分以及呼吸、硝化等代谢过程相关

指标在短期保存过程中有显著变化且无一定规律，

建议若条件允许使用新鲜土壤测试。土壤pH在多

数保存土样中均下降，不同种类的土壤下降程度不

一致，因此土壤pH的长时间序列的比较研究应选

用同一类型的土壤。

除应用保存土样进行各类生化指标的定量分析

外，保存土样也可用于定性分析。随着化学分析技

术手段的发展，保存土样中各类化学物质、微生物

群落留存的历史环境信息将得到进一步的揭示。

3.2　保存土样的应用实例

英国洛桑实验站，拥有最早且规模最大的土

壤样品库，其保存土样应用于多项长时间序列的

研究。例如1949/1950年采集的保存土样与同一地

点重新采集土样的pH、可交换阳离子、有机碳含

量、氮含量进行比较，发现了采样地区土壤化学性

质的长期变化，且土壤酸化主要与地上植被类型有

关，土壤碳库与氮库的增加主要与O层的厚度增加

有关［22，72-74］。Blake和Goulding［75］分析了自1876
年开始多次采集存档的保存土样，揭示了土壤重金

属累积的过程和主要影响因素。Blake等［76］分析

了自1843年开始6个长期实验样地的保存土样，揭

示了长期的磷添加（通过施肥）或磷减少（通过移

除地上农作物）对土壤磷元素不同组分的影响。

荷兰瓦格宁根大学和研究中心的土壤样品库

（TAGA）也拥有保存上百年的土壤样品。Knapp
等［77］提取TAGA保存土样中的微生物DNA/RNA
并分析抗生素抗性基因的丰度，发现自20世纪40年

代开始，随着医学与农业领域抗生素的大规模生产

和使用，土壤中抗生素抗性基因丰度大幅度增加，

部分抗生素抗性基因丰度增加超过15倍。

保存土样也用于研究环境中污染物的来源分

布与变化趋势。例如短链氯化石蜡(SCCPs)于2017
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年增列入《POPs公约》附件A中，中链氯化石蜡

(MCCPs)迄今受到的关注较少，此前由于技术分

析手段的限制，没有早期的历史数据可供比较。

Bogdal等［78］利用保存的瑞士土壤，分析1989—

2014年间土壤中SCCPs、MCCPs的变化趋势，发

现SCCPs浓度自1994年开始下降，反映了欧洲控

制SCCPs生产使用以来的正面效应，但MCCPs浓

度仍在持续增加中，需要引起更多的重视。Covaci
等［79］对大气-水-土壤系统的保存样品进行α-HCH
（六六六）的对映体分析，研究阐述了α-HCH的

来源分布。由于手性农药的对映异构体往往具有不

同的生物活性、毒性、环境行为及残留风险性，对

映体分析提供了污染物来源、扩散途径、分布等更

进一步的信息。

3.3　保存土样应用的注意事项

保存土样应用时应注意以下几方面的问题：避

免样品污染，选用合适的分析方法以及考虑不同类

型土壤的保存效应。

首先应注意避免样品受到污染。样品污染有以

下几种可能途径：（1）样品保存时未完全密封，

受到外界空气或灰尘污染；（2）储存容器的材料

化学性质不稳定或含有杂质，污染样品；（3）样

品取出分析时暴露在空气中受到污染［58，80］。为避

免样品污染应使用合适的储存容器并保证完全密

封，使用磨口玻璃瓶并用石蜡封口是合适的保存方

式；样品取出时应在无尘无菌环境中操作；取出样

品尽快完成分析测试以减少样品暴露在当前环境中

的时间。

选用合适的分析方法是获得稳定可靠的土壤生

化指标的保证。应用保存土样进行比较分析的重要

优势是保证分析测试方法的一致性。由于分析技术

手段的限制，有些土壤生化指标的历史数据可能采

用和现代不一样的技术方法得到，因而不能直接和

现阶段的分析数据相比较［20，22］。针对保存过程中

保持稳定的生化指标，将保存土样与新鲜采集土样

采用同样的方法测试，可以有效避免分析技术、仪

器设备前后不一致的问题，减少系统误差。但应注

意的是，即使是样品保存过程中保持稳定的生化指

标，如果采用的分析方法不恰当，也无法得到稳定

的测试结果，保存后的测试数据无法反映保存前的

土壤状态。例如土壤中的有机污染物，在保存过程

中难以降解，性质稳定，但随着时间的推移，会与

土壤腐殖质紧密结合形成结合态残留，解析率与可

提取态残留物明显减少，若采用传统的溶液浸提方

式无法充分提取土壤中的污染物［1，81］。又例如土

壤微生物碳有多种检测方法，如熏蒸培养、基质诱

导呼吸、ATP分析、PLFA分析等，采用不同的方

法可能对土壤微生物碳做出不同的估计，保存土样

中微生物经过休眠，即使重新培养也难以恢复保存

前的代谢活性，ATP分析等基于微生物代谢过程的

方法结果不稳定，PLFA分析则是较为稳定的分析

方法［18，25，30，33，65，68，70］。

此外应考虑不同类型土壤的保存效应，针对

某一指标的比较研究，应选用其他指标一致的同类

型的土壤样品。由于土壤形成因素与形成过程的不

同，采自不同地点或同一地点采集的不同深度的土

壤具有不同的组成、结构与生化性质。不同类型的

土壤在同样的保存过程中，生化指标可能发生不同

程度的变化。例如土壤中腐殖质和黏粒含量影响

污染物的降解速率和存在状态［1，81］；土壤pH和矿

物组成影响土壤有机质的稳定性、重金属的赋存

状态、土壤对重金属的吸附能力等［1，82-83］；土壤

有机碳含量影响土壤微生物在保存土壤中的存活 
率［25］。

4　展　望 

除本文总结的几大类常见生化指标外，利用

现有的技术手段，土壤样品还可以进行多方面的分

析。例如土壤矿物质的晶体结构与化学成分、腐殖

酸的化学结构与吸附解析特性、各类生物大分子如

木质素、纤维素、蛋白质的含量等，均为土壤的发

生、形成过程、功能提供更多研究信息。土壤样品

库在做好样品保存的同时，应充分利用已有分析技

术，跟踪检测各类生化指标的变化，为保存土样的

应用提供更多依据。

随着未来技术的发展，土壤科学也面临快速的

发展，新技术将促进土壤观测与认识的飞跃，保存

土样将发掘出更多的利用价值。例如近红外光谱分

析技术可以对样品进行无损分析，最大限度地利用

保存土样测定各类化学组分［84］；宏蛋白质组学技

术可应用于考察土壤微生物的生态功能［85］；同位

素分析技术、胶体化学方法、NMR电子显微镜、X
射线衍射、质谱等技术，与计算化学模拟相结合，
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为土壤微观结构、化学组成与转化的研究提供了更

多可能［86］。
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Effects of Storage on Soil Biochemical Properties and Application of 
Stored Soil

CHEN Yahan　XIE Zongqiang†

（State Key Laboratory of Vegetation and Environmental Change，Institute of Botany，the Chinese Academy of Sciences，Beijing 

100093，China）

Abstract　Biochemical properties of a soil sample may reflect the ecology and environment of the 
sampling area at the time when it was collected. So soil samples are of ultra-important scientific research 
value. For various research purposes, soil samples, before use, need certain pretreatment and storage for 
a certain period of time, which may last for several days or even over a hundred years. Quite a number of 
large-scale soil sample banks have been established the world over, storing various types of soil samples, 
which  are of significant application value. It is essential for usage of the long-stored soil samples to ensure 
whether their biochemical properties change during their storage process. In this research, changes in 
soil biochemical properties relative to storage conditions were summarized, including soil elements, soil 
nutrients, soil metabolic activities, pH, soil microbes, soil enzymes and soil pollutants. The research found 
that the contents of soil carbon, nitrogen, phosphorus and metal elements remained almost unchanged in 
the soil samples during their storage; that information about soil microbial community structure and DNA/
RNA sequences could still be extracted from the soil samples; that persistent organic pollutants, hardly 
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degraded, could exist in the samples for long; and that although soil enzyme activities decreased with the 
storage going on, the differences between the enzymes in activity were preserved. Therefore, long-stored 
soil samples are still valid for analysis of element contents, microbial communities, DNA/RNA sequence, 
soil organic pollutants and soil enzyme activities for comparison study. However, contents of readily 
available nutrients and soil metabolism-related indices varied irregularly during the storage, which indicates 
that only fresh soil samples can be used for analysis of these indices like nitrate nitrogen, ammonium 
nitrogen, exchangeable cation and soil respiration rate. Soil samples for long-term storage should be air-
dried and then kept in sealed glass bottles at room temperature. There are several issues that matter in the 
use of long-stored soil samples: 1) Avoiding environmental contamination when soil samples are collected 
and analyzed; 2) Adopting suitable biochemical analysis methods to guarantee stability and reliability of 
the measurements; and 3) Considering the differences existing in effect of storage on soil samples relative 
to soil type. With analytical technology developing on and on, more and more historical environmental 
information will be excavated from the long-stored soil samples, which will yield higher scientific values.

 Key words　Soil sample bank; Storage condition; Soil chemistry; Soil microbes; Soil enzyme

	 （责任编辑：卢　萍）


