秸秆深还及配施化肥对土壤腐殖质组成和胡敏酸结构的影响
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　中国每年农作物秸秆总量巨大，大部分农民选择焚烧，焚烧秸秆会减少表层土壤有机质，损害土壤墒情，引起环境污染，进而危害人类健康。将玉米秸秆施入土壤亚表层（20~40cm之间），即“秸秆深还”(Corn stover deep incorporation，CSDI)，可以有效解决秸秆利用问题，以及由于焚烧秸秆造成的诸多问题，继而达到固碳、蓄水、培肥、稳产的目的。本试验以吉林农业大学试验站玉米连作耕地0~20cm和20~40cm土层土壤为研究对象，设CK（未施用秸秆）、CS（秸秆深还）、NPK（单施化肥）、CS+NPK（秸秆深还配施化肥）4种处理，主要研究秸秆深还及配施化肥对土壤腐殖质组成和胡敏酸结构的影响。腐殖质组成采用腐殖质组成修改法测定，胡敏酸样品采用IHSS方法提取纯化，其结构经元素组成、红外光谱进行研究。研究结果表明：秸秆深还及秸秆配施化肥对不同土层土壤有机碳（SOC）含量以及腐殖质各组分含碳量均有显著积累作用，PQ值（胡敏酸在腐殖酸中所占的比例）无显著变化。秸秆深还及秸秆配施化肥均能使HA分子的芳香结构比例增加，但CS处理还能同时增加脂族链烃的比例；而CS+NPK处理则使HA的缩合度提高，氧化度下降。说明CS和CS+NPK使HA变稳定的机制有所不同，除了分子结构芳香性提高的作用以外，前者还体现在疏水性的提高上；而后者则体现在分子结构变复杂上。
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[footnoteRef:2]农作物秸秆是籽实收获后剩下的农作物残留物，是物质、能量和养分的载体，是一种多用途、可再生的宝贵生物资源[1-2]。我国每年农作物秸秆总量巨大，但利用率较低。大部分农民选择焚烧，但是焚烧秸秆会减少表层土壤有机质，损害土壤墒情，并且引起环境污染，进而危害人类健康[3-4]。秸秆还田可以大批量处理剩余秸秆，是秸秆利用的主要方式之一。前人对秸秆还田做了大量研究，相关研究表明秸秆还田可以改善土壤理化性状，提高土壤有机质、水稳性团聚体、土壤养分的含量，增强土壤保水性能和微生物活性，提高农作物的产量和品质等[5-9]。但目前秸秆覆盖或浅还存在一定问题，比如增加病虫害的发生，整地质量差，地温低等[10]。 [2: 吉林省重点科技攻关项目（2011CB100503NY）资助、国家自然科学基金（41571231）资助。Supported by Jilin Province Key Science and Technology Projects (NO.2011CB100503NY) and the National Natural Science Foundation of China (NO.41571231)
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[footnoteRef:3]    为了解决上述问题，将玉米秸秆施入土壤亚表层（20~40cm之间），即“秸秆深还”， 这样既解决了目前土壤耕层变浅，缺少有机肥，土壤蓄水能力下降等问题，又减少了由于焚烧秸秆造成的环境污染，达到保碳、蓄水、培肥、稳产的目的。崔婷婷等[11]关于秸秆深还对土壤腐殖质组成及胡敏酸结构特征影响的研究表明：秸秆深还可促使土壤表层中胡敏酸（HA）、富里酸（FA）和胡敏素（HM）的含碳量增加，同时使HA分子的缩合度、氧化度和热稳定性提高，分子结构变复杂。王胜楠等[12]认为秸秆深还促使土壤水分利用效率提高，并且有利于土壤有机碳的固定。殷世伟等[13]研究表明麦秸深埋可以提高水稻产量，改善稻米品质。朱姝等[14]的研究表明秸秆深还有利于优势粒级团聚体的形成，同时促使优势粒级团聚体中有机碳增多，土壤表层和亚表层各粒级团聚体中HA的缩合度、氧化度和热稳定性下降，结构简单化、年轻化。相比秸秆浅施，秸秆深还不仅明显降低土壤容重，提高土壤有机碳含量，而且能显著增加土壤有益微生物数量、耕层土壤酶活性和作物产量[15-16]。同时秸秆深层还田对土壤中HA、FA和HM的积累作用也比秸秆浅施明显[17]。 [3: 收稿日期：2015-09-16；收到修改稿日期：2015-12-14] 

目前，关于秸秆深还的研究主要集中在秸秆深还后土壤蓄水能力、微生物活性、作物生长、土壤固碳能力、土壤团聚体组成、腐殖质结构变化等方面，而关于秸秆深还配施化肥对土壤腐殖质影响研究较少。因此，本文主要研究秸秆深还及配施化肥对土壤腐殖质组成和胡敏酸结构特征的影响。以期为如何合理利用秸秆深还提高土壤固碳能力以及构建合理耕层提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 研究区概况
试验地点位于吉林省长春市净月区吉林农业大学试验站玉米连作耕地（N43°48′43.57″，E125°23′38.50″），供试土壤类型为半湿温半淋溶土亚纲黑土类，相当于美国土壤系统分类的粘淀湿润软土（Argiudolls）。具体见参考文献[14]。
1.2 田间试验设计
试验设CK、CS、NPK、CS+NPK 4种不同处理，分别代表未施用秸秆、秸秆深还、单施化肥、秸秆深还配施化肥。各处理设3次重复，随机排列。秸秆深还试验于2012年11月进行。深还方法参照朱姝2011年的试验[14]。具体操作为：于收获后人工开挖深还沟，其横截面为倒置等腰梯形，上底宽60 cm，下底宽40 cm，深40 cm，下底中央位置对应两垄玉米之间垄沟处。在挖沟的同时，将0~20 cm和20~40 cm挖出的土壤分开放置。将玉米收获后的秸秆粉碎至长度为3~5 cm，均匀平铺至深还沟中，还田量12 000 kg hm-2，一次性全量还田，在秸秆施于沟中后，按20~40 cm、0~20 cm顺序还土至沟中，形成大垄并自然沉降。于2014年10月采集各处理表层（0~20 cm）和亚表层（20~40 cm）的土壤进行测定。
各处理中，涉及施用化肥处理的每年化肥施用量为N：200 kg hm-2，P2O5：50 kg hm-2，K2O：50 kg hm-2。
供试土壤基本理化性质见表1。
表1供试土壤的基本性质
Table1 Basic properties of the soil for experiment
	采集深度 
Depth 
(cm)
	有机质
 Organic matter
 (g kg-1)
	碱解氮
Alkalytic N
 (mg kg-1)
	有效磷
Available P
 (mg kg-1)
	速效钾
Available K
(mg kg-1)
	pH

	0~20
	18.57
	82.44
	24.02
	86.02
	6.54

	20~40
	15.34
	74.09
	17.46
	75.93
	6.39


1.3 分析方法 
土壤有机碳含量采用重铬酸钾容量法，碱解氮采用碱解扩散法，有效磷采用碳酸氢钠浸提-钼锑抗比色法，速效钾采用火焰光度计法，pH采用电位法[18]测定。
腐殖质组成采用腐殖质组成修改法[19]提取。提取剂为0.1 molL-1焦磷酸钠和0.1molL-1氢氧化钠混合液（pH=13）。腐殖物质（HE）含碳量、HA含碳量采用重铬酸钾氧化法测定，FA含碳量采用差减法得到，即FA含碳量=HE含碳量-HA含碳量。PQ值=HA含碳量/HE含碳量。
HA样品采用IHSS方法提取纯化，风干土样经0.1 molL-1 NaOH溶液提取，提取液经HCl酸化至pH=1.5得到粗HA，后经离心、电渗析、旋转蒸发、冻干等过程后得到HA干样，具体步骤见文献[20]。
HA的元素组成采用德国产VARIO EL III型元素分析仪测定型元素分析仪在C\H\N模式下进行测定,其中HA的C、H、N元素含量为实测值，O和S元素含量的总和采用差减法计算获得；HA的红外光谱在AVATAR 360傅立叶变换红外光谱仪上测定。采用KBr压片法（HA和KBr的重量比例约为1:250），测试范围为4 000~500 cm-1，扫描次数128次，分辨率8 cm-1。
1.4 数据处理
采用Microsoft Office Excel 2007软件进行数据分析处理，采用SPSS Statistics17.0统计分析并进行差异显著性检验。
红外光谱图通过OMNIC软件对谱线选取特征峰，采用Origin7.5的分峰拟合功能，对不同波数的特征吸收峰进行峰面积计算，用某一峰面积占各峰总面积的百分比表示其峰强度。
2 结果
2.1 秸秆深还及配施化肥对土壤有机碳的影响
从图1中可以看出秸秆深还及配施化肥对土壤有机碳的影响，各处理表层与亚表层土壤有机碳含量变化规律相似：CS+NPK>CS>NPK>CK。单施秸秆与单施化肥相比，前者对土壤有机碳的积累效果优于后者, 但不如秸秆与化肥配施效果显著。就表层土壤而言，与CK相比，NPK、CS、CS+NPK处理有机碳含量分别增加了0.70、0.47和2.57 g kg-1，可以看出CS+NPK处理对土壤有机碳的积累效果较其他处理显著。对亚表层土壤来说，NPK、CS、CS+NPK有机碳含量较CK分别增加了1.02、0.43、2.75 g kg-1，变化规律与表层类似。相比表层与亚表层SOC含量变化可以得出：秸秆深还可以显著提高土壤有机碳含量，配施化肥效果更加显著。其中对亚表层SOC的积累作用较表层明显。

注：CK为未施用秸秆，CS为秸秆深还，NPK为单施化肥，CS+NPK为秸秆深还配施化肥。小写字母代表不同土层不同处理间SOC含量的显著性差异，显著水平p<0.05。下同Note：CK represents no-corn stover incorporated, CS represents CSDI, NPK represents fertilizers applied only, CS + NPK represents CSDI plus fertilizers application. The lower-case letters in the same column mean significant difference at level p<0.05. The same below.
图1 秸秆深还及配施化肥对土壤有机碳的影响
Fig.1 Effect of CSDI and fertilizers application on soil organic carbon
2.2 秸秆深还及配施化肥对土壤腐殖质组成的影响
土壤腐殖质组分有机碳含量如表2所示，不同土层各处理土壤腐殖质组分间含碳量均表现为HM＞HA＞FA，不同土层各处理表层土壤腐殖质组分含碳量均高于亚表层。0~20cm土层CS、NPK和CS+NPK处理的HA含碳量较CK分别增加了16.6、6.8和24.6 %；FA含碳量的表现为：NPK处理降低，CS和CS+NPK分别比CK增加了0.13和0.50 g kg-1，差异均较显著；与CK相比，其他3个处理HM含碳量均增加，CS增加最少，为10.5 %，CS+NPK最大，达到32.1 %。对亚表层（20~40cm）土壤来说，CS、NPK和CS+NPK处理HA含碳量较CK均有所增加，分别增加了11.0、6.2和29.0 %；FA和HM含碳量的变化趋势相同，均表现为CS+NPK>NPK>CS>CK。 
[bookmark: _GoBack]PQ值是指胡敏酸在腐殖酸中所占的比例，用来反映土壤的腐殖化程度，两者呈正相关。从表2可以看出虽然土壤表层和亚表层秸秆深还及配施化肥处理HA和FA含碳量都有增加，但PQ值变化均不显著，相比于CK，表层中，CS、NPK和CS+NPK处理均使腐殖质PQ值略升高，从56.58 %分别增加至59.13、60.37和57.87 %，亚表层中，CS、NPK和CS+NPK的变化幅度分别为3.35、9.60和3.73 %。
表2秸秆深还及配施化肥对土壤腐殖质组成和PQ值的影响
Table 2Effects of CSDI and fertilizers application on composition and PQ value of soil humus                                          
	处理
Treatment
	深度
Depth (cm)
	胡明酸 HA                                      ( g kg-1)
	富里酸 FA                                                      ( g kg-1)
	胡敏素 HM                                             ( g kg-1)
	PQ值(%)

	CK
	0~20
	3.25±0.37cde
	2.49±0.19ab
	4.67±0.29bc
	56.58±2.42a

	CS
	
	3.79±0.28ab
	2.62±0.22ab
	5.16±0.66ab
	59.13±1.10a

	NPK
	
	3.47±0.16bcd
	2.30±0.52ab
	6.04±0.49a
	60.37±5.94a

	CS+NPK
	
	4.05±0.11a
	2.99±0.66a
	6.17±1.07a
	57.87±4.55a

	CK
	20~40
	2.90±0.39e
	2.36±0.23ab
	3.84±0.56c
	54.98±2.25a

	CS
	
	3.22±0.37de
	2.44±0.19ab
	4.59 ±0.82bc
	56.82±1.98a

	NPK
	
	3.08±0.06de
	2.04±0.33b
	5.01±0.77abc
	60.26±3.66a

	CS+NPK
	
	3.74±0.21abc
	2.86±0.64ab
	5.11±0.22ab
	57.03±4.04a


注：CK为未施用秸秆，CS为秸秆深还，NPK为单施化肥，CS+NPK为秸秆深还配施化肥。小写字母代表不同土层不同处理间各组分含量的显著性差异，显著水平p<0.05。下同Note：CK represents no-corn stover incorporated, CS represents CSDI, NPK represents fertilizers applied only, CS + NPK represents CSDI plus fertilizers application. The lower-case letters in the same column mean significant difference at level p<0.05. The same below.
2.3 秸秆深还及配施化肥对土壤HA元素组成的影响
土壤腐殖质的主体是由羧基-COOH和羟基-OH取代的芳香结构，烷烃、脂肪酸、碳水化合物和含氮化合物结合于芳香结构上[21]。H/C和(O+S)/ C（摩尔比）用来表征HA分子缩合度和氧化度的强弱，H/C与缩合度呈反相关，(O+S)/C与氧化度呈正相关[22]。有机质中H/C 比值越小则腐殖质的芳香性越强，反之含有较多脂肪族化合物[18]。而 O/C 比值越大表示有机物中含有的羧基酚基官能团或者碳水化合物就越多[23]。
表3 秸秆深还及配施化肥对土壤HA的元素组成的影响
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]Table 3Effects of CSDI and fertilizers application on elemental composition of HA
	处理                Treatment
	采集深度
Depth (cm)
	C                                        ( g kg-1)
	H                                                      (g kg-1)
	N                                             (g kg-1)
	O+S                   ( g kg-1)
	C/N
	(O+S)/C
	H/C

	CK
	0~20
	531.1
	44.64
	32.12
	392.2
	19.287
	0.554
	1.009

	CS
	
	518.0
	43.72
	32.17
	406.1
	18.784
	0.588
	1.013

	NPK
	
	532.0
	43.91
	32.09
	392.0
	19.343
	0.553
	0.990

	CS+NPK
	
	535.1
	44.00
	36.70
	388.2
	17.010
	0.537
	0.961 

	CK
	20~40
	531.1
	44.83
	32.55
	391.5
	19.037
	0.553
	1.013

	CS
	
	501.6
	43.97
	28.47
	429.0
	20.553
	0.641
	1.052 

	NPK
	
	532.8
	44.47
	32.33
	390.4
	19.229
	0.549
	1.002

	CS+NPK
	
	549.5
	45.01
	33.18
	373.3
	19.320
	0.508
	0.983


对HA元素组成研究表明（如表3所示）：HA的C含量范围在501.6~549.5g kg-1之间，O+S含量为373.3~429.0 g kg-1，H和N含量范围分别为43.72~45.01g kg-1和28.47~36.70 g kg-1，说明HA的元素组成以C和O+S为主。就不同处理而言，2个土层HA的C含量均依次为：CS+NPK>NPK>CK>CS。说明秸秆深还配施化肥使土壤HA中C含量增加，秸秆深还与之相反；CS的2个土层H/C和(O+S)/C都高于CK，CS+NPK与之相反。表明秸秆深还使HA分子缩合度降低，氧化度增加，而秸秆深还配施化肥使HA分子缩合度增加，氧化度降低。
2.4 秸秆深还及配施化肥对土壤HA红外光谱的影响
土壤HA的红外光谱（FTIR）如图2所示。HA 的主要征峰出现在2 920、2 850、1 720、1 620、1 400、1 230和1 034cm-1处。分别代表：2920 cm-1（不对称脂族C-H伸缩振动），2850 cm-1（-CH2-对称脂族C-H伸缩振动），1720 cm-1（羧基的 C=O伸缩振动），1620 cm-1（芳香C=C伸缩振动），1400 cm-1（脂族C-H变形振动），1230 cm-1（羧基中-OH的变形振动和C-O伸缩振动）和1034 cm-1（碳水化合物或多糖结构中C-O伸缩振动及无机物的Si-O伸缩振动）。图谱形状基本相似，但不同处理土壤HA在一些特征峰的吸收强度上存在着明显差异。



图2 秸秆深还及配施化肥对HA的FTIR谱图的影响
Fig. 2 Effects of deep incorporation of corn stover and fertilizers application on FTIR spectra of soil HA 
HA 的FTIR光谱主要吸收峰相对强度（见表4），不同土层间比较，4种处理表层HA的2920/1720都低于亚表层，表明表层HA的脂族碳/羧基碳低于亚表层；除NPK外其他处理表层HA的2920/1620都低于亚表层，表明表层HA的脂族碳/芳香碳低于亚表层。
不同处理间比较，HA在1720cm-1的相对强度其他处理表层都高于CK；HA在1620 cm-1的相对强度其他处理表层和亚表层都高于CK。说明秸秆深还及配施化肥促使HA羧基碳和芳香碳增加。
表4 秸秆深还及配施化肥对土壤HA FTIR光谱主要吸收峰相对强度的影响
Table 4 Effects of CSDI and fertilizers application on relative intensity of the main absorption peaks 
in FTIR spectra of soil HA
	处理
Treatment
	采样深度
Depth(cm) 
	相对强度  Relative intensity(%)
	比值 Ratio(mol)

	
	
	2 920cm-1
	2 850cm-1
	1 720cm-1
	1 620cm-1
	2 920/1 720
	2 920/1 620

	CK
	0~20
	12.749 
	2.893 
	13.146 
	43.725 
	0.970 
	0.292 

	CS
	
	17.279 
	3.673 
	15.578 
	51.882 
	1.109 
	0.333 

	NPK
	
	12.558 
	2.636 
	14.470 
	45.426 
	0.868 
	0.276 

	CS+NPK
	
	7.482 
	1.445 
	17.544 
	48.545 
	0.426 
	0.154 

	CK
	20~40
	13.957 
	3.221 
	5.164 
	45.061 
	2.703 
	0.310 

	CS
	
	18.079 
	4.155 
	5.720 
	46.249 
	3.161 
	0.391 

	NPK
	
	13.992 
	2.998 
	4.997 
	53.026 
	2.800 
	0.264 

	CS+NPK
	
	9.497 
	1.986 
	4.655 
	55.804 
	2.040 
	0.170 


综上，CS和CS+NPK处理均使HA分子的芳香碳含量增加，而CS处理同时能使脂族链烃比例增加，说明秸秆深还及配施化肥均能使HA分子结构趋于稳定。
3 讨论
3.1 秸秆深还及配施化肥对土壤有机碳和腐殖质组成的影响
本研究表明：秸秆深还配施化肥对有机碳积累作用优于秸秆深还，更优于单施化肥。说明秸秆深还配施适量化肥是提高土壤有机碳含量的有效措施，与劳秀荣[24]和孙卫民[25]的研究结果一致。说明秸秆与化肥对土壤有机碳的增加具有协同效应。这可能是由于施入化肥后，作物产量提高的同时，土壤中的凋落物增加，生物量碳也增加，从而使土壤有机碳含量增加。Bhattacharyya等[26]的研究表明，水稻秸秆+无机氮肥的处理可显著增加表层土壤有机碳和碳储量。
于锐等[27]研究表明，与化肥单施相比，有机肥化肥混施明显提高了黑土HA、FA、HS含量，也提高了腐殖质活性。孙星等[28]关于长期秸秆还田对剖面土壤肥力质量影响的研究表明供试的两种土壤的养分与腐殖酸组分碳均呈极显著或显著正相关，秸秆与化肥配合施用增加了土壤腐殖质含量, 改善了土壤腐殖质品质。本文得出类似结果：秸秆深还及配施化肥能够促使HA、FA和HM含碳量显著增加，而PQ值略有增加，但变化不显著，说明秸秆深还后土壤的熟化程度及肥力状态向适宜的方向转化。
3.2 秸秆深还及配施化肥对土壤HA结构特征的影响
CS处理使HA分子的脂族链烃和芳香碳比例均增加，CS+NPK处理使HA分子芳香碳增强，但脂族性链烃结构减少。说明秸秆深还及配施化肥均能促使HA分子结构变得更加复杂、稳定，这更有利于作物的生长及土壤结构的改善[29]。从元素组成和红外光谱可以看出CS和CS+NPK处理使HA变稳定的机制有所不同，除了分子结构芳香性提高的作用以外，前者还体现在疏水性的提高上；而后者则体现在分子结构变复杂上。Ingo[30]研究得出易氧化性碳和非氧化性碳的含量都随着培养时间而下降。Ferrari[31]通过漫反射傅里叶变换红外光谱和核磁共振分析了从施用农家肥40多年种植玉米的土壤中提取的腐殖质的结构特征，认为其含有相对较高含量的木质素，氨基酸，多肽和蛋白质。Ghaffar[32]认为木质素是一种天然聚合物和芳香族高度交联的物质，与苯酚-甲醛树脂的网络结构类似。本试验中可能是因为秸秆与化肥配施后，土壤摄入大量有效养分，加快微生物代谢活动，促进了秸秆的分解，秸秆分解残留的木质素与土壤腐殖质结合，进而使HA芳香性增加，结构变稳定。
4 结论
秸秆深还配施化肥对有机碳的积累作用优于秸秆深还，更优于单施化肥；秸秆深还及配施化肥后表层和亚表层腐殖质各组分有机碳含量均显著提高，但PQ值没有显著变化。从元素分析和红外光谱来看，秸秆深还及秸秆配施化肥均能使HA的芳香结构比例增加，但CS处理还能同时增加脂族链烃的比例；而CS+NPK处理则使HA的缩合度提高，氧化度下降。说明CS和CS+NPK使HA稳定的机制有所不同，除了分子结构芳香性提高的作用以外，前者还体现在疏水性的提高上；而后者则体现在分子结构变复杂上。
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EFFECT OF DEEP INCORPORATION OF CORN STOVER IN ADDITION TO CHEMICAL FERTILIZATION ON COMPOSITION OF SOIL HUMUS AND STRUCTURE OF HUMIC ACID IN SOIL 
Zhang Yanhong  Dou Sen† Dong Shanshan  Tan Cen  Li Libo  Lin Chenming
( College of Resource and Environmental Science, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China )
 Every year China produces huge volumes of crop straw, most of which, however, is burnt by the farmers in the fields. Burning of straw in open fields will not only reduce the contents of soil organic matter and soil moisture in the surface soil layer, but also bring about environment pollution and damage human health. To apply corn stover deep into the subsoil layer (20~40 cm), namely “Corn stover deep incorporation” (CSDI), is believed to be able to effectively solve the problem of how to utilize crop residue as resource and a number of other problems caused by burning of crop straw and further on help sequestrate carbon, raise water holding capacity, improve soil fertility and stabilize crop yield. A field experiment was conducted in a mono-cropping corn field at the Experiment Station of the Jilin Agricultural University, with four treatments, that is, CK(no-corn stover incorporated),CS(CSDI),NPK(fertilizers applied only)CS+NPK(CSDI plus fertilizers application) designed to explore effects of corn stover deeply incorporated in addition to fertilizers application on composition of soil humus and structure of humic acid (HA)in the soil. Soil samples were collected from the four treatments for analysis of humus composition with the modified humus component extraction method and for structure of HA with the IHSS method for purification and the infrared spectroscopy for element composition. Results show that treatments CS and CS+NPK were conducive to accumulation of SOC and various humus fractions in all soil layers, but did not affect PQ (percentage of humic acid in humus) much. The two treatments increased the proportion of aromatic-C in HA, and Treatment CS also increased the proportion of aliphatic chain hydrocarbon in HA, while treatment CS+NPK raised the condensation degree and lowered the oxidation degree of HA, which means the two treatments differed in mechanism of making HA stable. Besides their effects of improving the aromaticity of HA in molecular structure, Treatment CS also enhanced hydrophobicity of HA, and Treatment CS+NPK made the structure of HA more complicated.
Corn stover deep incorporation; Soil humus; Humic acid; Element composition; Infrared spectroscopy
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