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[bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]摘 要  外源新碳加入土壤后，传统技术尚无法区分其与原土壤有机碳的不同。利用13C稳定同位素方法，通过室内培养实验，探讨玉米秸秆和根茬添加到不同肥力水平土壤后外源新碳在土壤中分配与固定的差异。结果表明：（1）低肥土壤添加叶28 d后土壤有机碳（SOC）含量高于添加根和茎的；高肥土壤添加叶在整个培养期间（1~180 d）SOC含量都高于添加根和茎；两种肥力水平土壤在添加玉米根、茎、叶180 d后SOC含量均接近相等。（2）玉米根、茎、叶的添加对SOC中外源新碳含量以及残体残留率的影响不同，28 d前低肥土壤外源新碳含量高于高肥土壤，28 d后结果与之相反；低肥土壤在培养28 d后添加根的残留率比添加茎和叶的低，高肥土壤在培养7 d后添加叶的残留率比添加根和茎的低。以上结果表明，外源新碳在土壤中的固定受其来源和土壤肥力水平的影响与制约。
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碳是土壤有机质的主要组成部分，作物残体是土壤有机碳的主要来源[1]。我国秸秆资源丰富，但作为秸秆还田的比例很小，绝大部分作为燃料或在田间直接燃烧，浪费了大量的有机碳资源[2-3]。不少研究结果表明，秸秆还田有利于提高土壤有机质含量，且随着秸秆不断分解，土壤中有机碳不断得到补充[4-6]。Puget和Drinkwater[7]研究发现，虽然秸秆施入土壤后能迅速分解，但根茬可能更有利于短期土壤结构的改善及长期土壤有机质的累积。残体组成成分中各类型化合物所占的相对比例影响其降解速率[8]。植物根、茎、叶所含的物质各不相同，其中叶中含有的几乎均是易分解的非木质化物质，例如糖类和氨基酸等；茎是相对容易降解的器官，主要由纤维素和半纤维素组成；根为难降解的物质，含有较多的角质和木质素类物质[9-10]。然而关于秸秆和根茬添加到不同肥力水平土壤后有机碳分配与固定的差异以及外源新碳（本研究将秸秆来源碳和根茬来源碳统称为“外源新碳”）对土壤有机碳的相对贡献不是很清楚。
[bookmark: OLE_LINK38][bookmark: OLE_LINK39]传统方法不能区分外源新碳与原土壤来源的有机碳[11]，而同位素方法可以解决此问题。本研究通过室内培养，结合13C同位素分析技术，分别将玉米秸秆和根茬加入不同肥力水平的土壤，旨在探讨秸秆和根茬的加入对土壤有机碳含量的影响以及不同肥力水平土壤外源新碳分配的差异，以期为土壤有机碳的固定和肥力的提高提供理论依据和技术支持[12]。
1 材料与方法
1.1 供试材料
[bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK41]供试土壤采自沈阳农业大学棕壤长期定位试验站（N41°49'，E123°34'）。该站处于大陆季风区，年均温为8.0℃，年均降水量为705 mm，海拔为75 m，土壤属中厚层棕壤（简育淋溶土）。该长期定位试验开始于1987 年春天，当时土壤有机质含量为15.6 g kg-1，全氮为1.0 g kg-1，全磷为0.5 g kg-1，碱解氮为67.4 mg kg-1，有效磷为8.4 mg kg-1。连作作物为玉米（当地常用品种）。本试验共选用2个肥力水平土壤，即低肥（连续27年未加任何肥料的土壤，LF）和高肥（年施有机肥折合N 270 kg hm-2，HF）土壤。施用的有机肥为猪厩肥，其有机质含量为150 g kg-1左右，全氮为10 g kg-1左右。2014年11月采集表层0~20 cm土壤，轻轻掰碎，过2 mm筛，风干后做培养实验。
所用材料为标记有13C的玉米植株。2014年5月在沈阳农业大学棕壤长期定位试验站种植玉米（玉米品种为丹玉606），用13CO2进行标记。具体标记过程见安婷婷等[11]。2014年10月收获后，在105℃杀青30 min，然后60℃烘干8 h。玉米根、茎、叶分别被剪成2 cm小段，磨碎，过40目筛，保存在密闭干燥的容器中备用。试验所用土壤及标记材料理化性质见表1。
表1 各肥力土壤及13C标记玉米植株基本理化性质（2014年）
Table 1 Basic physico-chemical properties of soils different in fertility and 13C labeled maize plant samples (in 2014)
	
	有机碳
Soil organic carbon
(g kg-1)
	全氮
Total nitrogen
(g kg-1)
	碳氮比
C/N
	δ13 C值
δ13C value
(‰)

	低肥土壤（LF）
Low fertility soil
	10.10
	1.10
	8.78
	-17.88

	高肥土壤（LF）
High fertility soil
	17.80
	2.20
	8.08
	-19.45

	根 Root
	       400.8
	       12.55
	        31.94
	       393.9

	茎 Shoot
	       440.1
	       14.45
	        30.46
	       696.4

	叶 Leaf
	       420.8
	       12.70
	        33.14
	       662.4



1.2 培养实验
本研究采用恒温培养法分析外源新碳加入后土壤有机碳的变化过程。首先称取相当于120 g烘干土重的风干土样，并将含水量调节到7%左右，预培养7 d。培养期间用帕拉膜封口并在膜上扎几个小孔，既能减缓水分散失又能防止帕拉膜对空气流通产生阻碍[13-14]。将粉碎的根、茎和叶（按烘干土质量的1%计算）分别与预培养土壤充分混匀。然后调节土壤含水量至田间持水量的60%[15]，25℃下恒温恒湿培养180 d[16]。同时设不加秸秆和根茬的土样作为对照，每个处理设3次重复。分别在培养的第1、7、28、56和180 天破坏性取样，然后将土样风干，用研钵研磨（过100目筛），供测土壤有机碳（SOC）含量及其δ13C值。
1.3 测定分析方法
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]土壤有机碳含量及其δ13C值利用元素分析-稳定同位素比例质谱联用仪（EA-IRMS，Element analysis-Stable100 Isotope Ratio Mass Spectrometer，德国）测定。其基本原理和测定过程为: 样品经高温燃烧后（燃烧管温度为920℃，还原管温度为600℃），通过TCD（Thermal conductivity detector）检测器测定有机碳、氮含量，剩余气体经CO2 /N2排出口（Vent）通过稀释器进入质谱仪，在质谱仪上测定δ13C值[11]。
1.4 数据处理
土壤有机碳中外源新碳在SOC中所占比例（Fmaize）的计算公式[17]：
Fmaize=(δ13Csample-δ13Ccontrol0)/(δ13Cmaize0-δ13Ccontrol0)                 （1）
式中δ13Csample代表添加玉米根、茎、叶处理土壤有机碳的δ13C值，δ13Ccontrol0代表培养之前不添加秸秆和根茬土壤样品δ13C值，本研究发现在整个培养时期不加秸秆的对照处理土壤同位素值（数据未列出）与培养之前土壤同位素值的误差范围在±0.2~0.6‰之间，所以用培养之前土壤同位素值代替每一个时期对照处理土壤同位素值，δ13Cmaize0代表培养之前添加秸秆和根茬的δ13C值。
土壤有机碳中外源新碳（Cmaize,g）含量的计算公式如下[18]：
Cmaize=Csample×Fmaize                                       （2）
式中Csample（g）代表土壤总有机碳含量。
秸秆和根茬来源的有机碳残留率（Rmaize，%）公式：
Rmaize=Fmaize×Csample×100/Cmaize0                                   (3）
式中Cmaize0（g）代表玉米秸秆和根茬的含碳量。
所有数据采用Microsoft Office Excel 2010和Origin9.1进行处理和绘图，SPSS19.0统计分析软件对数据进行差异显著性检验（邓肯法）。
2 结 果
2.1 土壤有机碳含量变化
整个培养期间LF和HF未添加玉米秸秆和根茬的处理SOC含量平均值分别为10.07±0.2 g kg-1和17.80±0.5 g kg-1。秸秆和根茬的添加使SOC含量提高1.10倍~1.29倍（图1）。培养7 d后添加叶处理SOC含量均大于添加根和茎的处理（p<0.05），且SOC含量均随时间的延长而降低，HF处理高于LF处理。LF添加茎和叶后SOC含量在培养第1~7 天下降了0.6 g kg-1，与培养7 d后相比变化较快；添加根的处理在7~28 d下降了0.2 g kg-1，与其他时间段相比下降较快（图1）。HF添加茎和叶后在1~7 d SOC含量变化与LF一致；加根处理在第7 天和第28天无显著性差异（p>0.05），28 d后三种处理均下降缓慢（图1）。
[image: ][image: ]
注：不同大写字母表示不同时间相同处理土壤有机碳含量差异显著（p<0.05），不同小写字母表示同一时间不同处理土壤有机碳含量差异显著（p<0.05）。下同Note: Different uppercase letters mean significant differences (p<0.05) in organic carbon content between soils in different incubation duration and the same in treatment; and different lowercase letters mean significant differences (p<0.05) in organic carbon content between soils different in treatments and the same in incubation duration. HF means high fertility soil. LF means low fertility soil. The same below
图1 不同肥力水平添加13C标记玉米根、茎、叶后土壤有机碳变化
Fig.1 Change in total soil organic carbon in the soils different in fertility added with 13C-labeled maize root, shoot and leaf
2.2 土壤有机碳δ13C值的变化
在整个培养期间LF和HF未添加玉米根茎叶SOC的δ13C值分别为-18.49‰±0.31‰和-19.45‰±0.15‰，变化幅度不大。由图2可以看出，添加秸秆和根茬的两种肥力土壤有机碳δ13C值明显增加。整个培养期间，LF添加根、茎和叶处理SOC的δ13C平均值分别较HF高19.22‰、41.61‰和49.87‰；180 d时，LF和HF添加根的处理SOC的δ13C值接近相等。两种肥力土壤添加玉米植株根、茎、叶的土壤有机碳δ13C值在培养7 d之后为茎>叶>根，且δ13C值均在1~7 d下降速度最快。 
[image: ][image: ]
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]图2不同肥力水平添加标记玉米根、茎、叶后土壤有机碳δ13C值变化
Fig. 2 Changes in δ13C value of total soil organic carbon in soils different in fertility added with 13C-labeled maize root, shoot and leaf, respectively

2.3 土壤有机碳中外源新碳含量
随着时间的延长，两种肥力土壤SOC中外源新碳的含量与土壤总有机碳含量变化趋势一致（图3）。在整个培养期间，LF添加根处理外源新碳含量低于添加茎和叶的处理，而HF添加叶处理外源新碳含量低于添加根和茎的处理。LF添加根、茎、叶后外源新碳含量从第1 天d至第180 天下降了12%±1%，而HF下降了7%±1%。在1~7 d时两种肥力外源新碳含量均下降较快，LF添加根、茎和叶的外源新碳含量第7 天d较第1 天分别减少了4%、3%和6%，HF第7 天较第1 天分别减少了3%、2%和6%。培养结束时（第180 d），两种肥力土壤外源新碳含量接近，LF外源新碳含量为1.8±0.1 g kg-1，HF外源新碳含量为1.5±0.1 g kg-1。
[image: ][image: ]
图3不同肥力水平土壤添加标记玉米根、茎、叶后外源新碳的变化
Fig.3 Change in extraneous carbon in soils different in fertility added with 13C-labeled maize root, shoot and leaf, respectively

2.4 玉米秸秆和根茬残留率
随着时间的延长，两种肥力土壤添加玉米根、茎和叶后秸秆和根茬残留率逐渐降低。培养第1天时，LF处理添加根、茎和叶的残留率分别为81.49%、80.76%和92.17%；HF处理分别为80.49%、76.38%和92.45%。培养180 d时，LF处理添加根、茎和叶的残留率分别为37.20%、37.03%和40.51%；HF处理分别为47.89%、45.00%和40.35%。两种肥力添加根、茎和叶的残留率仍然在1~7 d下降最快；7 d后残留率下降趋于缓慢（图4）。
[image: ][image: ]                    
图4 不同肥力水平土壤13C标记玉米秸秆和根茬残留率变化
Fig. 4 Change in residue rate of 13C-labbeled maize root , shoot and leaf in soils different in fertility 

3 讨 论
添加玉米秸秆和根茬后，两种肥力水平土壤有机碳及其δ13C值随时间变化不断降低，这与Gerzabek等[19]以及窦森和张晋京[20]的结果一致。窦森和张晋京[15]添加12%标记秸秆进行室内培养研究有机质数量动态变化，发现土壤有机碳及其δ13C值在1 h~15 d下降较快，15 d后下降缓慢。而本研究培养试验仅添加1%的秸秆和根茬，并且在添加玉米秸秆和根茬之前将土壤预培养了一星期，这可能是导致土壤有机碳及其δ13C值在1~7 d下降较快的原因。本研究在7~15 d期间没有进行取样，此阶段土壤有机碳及其δ13C值的变化趋势不清楚。试验培养初期（7 d之前）添加玉米茎和叶的两种肥力水平土壤有机碳及其δ13C值下降较快，而添加根处理在培养初期变化相对较缓慢，这是因为茎和叶中含有易分解的可溶性物质，例如纤维素、半纤维素和糖类等物质，而根中含有更多的角质和木质素[21-22]，较难分解。培养期间两种肥力水平土壤添加叶的SOC含量比添加根和茎的高，可能是因为叶中可溶性物质较多，分解较快[23]，微生物可能优先固定。培养结束（180 d）时添加根、茎和叶的SOC含量已经接近相等。尹云峰和蔡祖聪[24]研究表明所添加秸秆的量影响有机碳的分解快慢，且Hallam和Bartholomew[25]研究得到14C标记玉米和大豆秸秆加入量越多，其在土壤中的残留亦越大。而本试验所添加秸秆和根茬的用量较少，随着培养时间的延长，茎和叶中可溶性组分分解释放，但是秸秆中仍有一部分物质残留在土壤中，虽然根中含有更多的木质素较难分解，但是随着培养时间的延长也逐渐被微生物分解，所以培养180 d时根、茎和叶贡献给土壤后SOC含量接近相等。Samul等[22]研究表明，从长远来看，根茬碳对土壤的贡献应该较植物其他部位对土壤的贡献更为重要。
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]培养7 d后，土壤添加茎处理有机碳的δ13C值最高，茎中可溶性组分在初期迅速分解，纤维素和半纤维素含量相对增加[26]；随着培养时间的延长，纤维素和半纤维素也开始分解，但是其里面一部分化合物选择性保持下来[15]。低肥土壤添加秸秆和根茬处理土壤有机碳的δ13C值高于高肥土壤处理（在180 d低肥土壤添加根处理除外），这与吕元春等[27]结果一致。低肥土壤中有机碳含量较低，新加入的秸秆和根茬进入土壤，含有13C的物质增多，使13C比例增大。高肥土壤中有机碳的δ13C值较低是因为高肥土壤中SOC含量较高，微生物种类较多，活性较高，促进了秸秆和根茬的分解。
土壤由于秸秆和根茬的添加，总有机碳的含量发生变化，其中SOC中来源于秸秆和根茬的碳即为外源新碳。残茬残留率是秸秆和根茬添加到土壤后，经过一段时间的分解，SOC中来源于秸秆和根茬的碳量占初始加入土壤的秸秆和根茬碳量的比例。这两个指标都可以用来表征秸秆碳和根茬碳。吕元春等[27]研究不同土壤类型外源新碳在土壤中的分配，发现土壤初始有机碳含量越低，进入土壤中的外源新碳就越多，而且外源新碳进入的多少与土壤初始有机碳含量有关。这与本研究培养56 d前的结果相似，低肥力水平土壤初始有机碳含量低于高肥力水平土壤，而土壤中外源新碳含量却高于高肥。56 d后高肥土壤外源新碳含量高于低肥土壤，这可能与土壤分解过程中氮的供应情况有关[24]。高肥土壤添加根的处理外源新碳含量高于添加茎和叶的处理，这与王旭东等[26]研究不同肥力条件下玉米秸秆腐解变化结果相一致，腐解一段时间后，在高肥力土壤中半纤维素、纤维素矿化分解的多，而木质素分解的较少，所以根在土壤中残留率高于茎和叶。低肥土壤添加根处理外源新碳含量低于茎和叶的，这与王旭东等[26]的研究结果不一致。其中李世朋等[28]和汪景宽等[29]研究表明不同肥力土壤微生物种群和生物多样性存在较大的差异，这可能是导致不同肥力土壤茎、叶和根分解的差异，其原因有待进一步研究。180 d时，低肥土壤添加根、茎和叶的秸秆和残茬的残留率接近相等，所添加的秸秆和残茬进入土壤量趋于稳定，被微生物固定，从而提高有机碳含量，而高肥土壤添加秸秆和根茬的残留率之间还存在一定差异，需要通过更长时间的培养进一步探讨。
4 结 论
秸秆还田是农业土壤有机碳增加的主要措施。整个培养时期（180 d）不同肥力土壤添加根后外源新碳的含量下降了1.33~1.78 g kg-1，添加叶的外源新碳含量下降了2.19 g kg-1，添加根的外源新碳含量变化较添加茎和叶的缓慢。培养一个月内（28 d），与高肥土壤相比，低肥土壤外源新碳的含量增加了0.12~0.63 g kg-1。外源新碳在土壤中的固定受其来源和土壤肥力水平的影响和制约。本研究仅对短期（180 d）外源新碳在不同肥力水平土壤固定的差异进行了研究，而关于不同肥力水平土壤对外源新碳的长期影响仍需要进一步研究。
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Distribution and Sequestration of Exogenous New Carbon in Soils Different in Fertility
XIE Ninghui  AN Tingting  LI Shuangyi  SUN Liangjie  PEI Jiubo  DING Fan  XU Yingde
FU Shifeng  GAO Xiaodan  WANG Jingkuan* 
(Ｒesearch Laboratory of Soil Fertility，College of Land and Environment，Shenyang Agricultural University，Shenyang 110866，China)

[bookmark: _GoBack]Abstract  Carbon (C) is a major component of soil organic matter, and crop residues are the main source of soil organic C (SOC). A large volume of studies have demonstrated that straw incorporation into the field is conducive to accumulation of soil organic matter and build-up of soil fertility. However, it is still not yet very clear how incorporation of corn stalk and stubble affects distribution and fixation of SOC in soils different in fertility, and how much extraneous new C contribute relatively to SOC. Once extraneous new carbon is amended into soil, it is very hard for researchers to distinguish new carbon from native organic carbon in the soil with traditional techniques. Therefore the stable isotope labeling technique is applied to an in-lab incubation experiment to explore for differences between soils different in fertility in distribution and fixation of extraneous new carbon after incorporation of corn stalk and stubble. 
[bookmark: OLE_LINK72][bookmark: OLE_LINK73]Soil samples were collected from the topsoil layers (0~20 cm) of two fields different in soil fertility, LF and HF in the long-term experimental station of the Shenyang Agricultural University, Liaoning Province, China, in November 2014. The field LF had never been applied with any fertilizer for 27 years, while the field HF had been applied annually with fertilizer equaling to N 270 kg hm-2. The soil samples were crushed gently into bits to pass through a 2 mm sieve and then air-dried to get ready for the incubation experiment. The 13C labeled maize leaf, stalk and root were cut into 2cm sections, crushed to pass a 40 mesh sieve and mixed at a rate of 1% of the dried soil sample in weight separately with the prepared soil samples that had already been incubated for 7 days as pre-treatment. The mixtures were regulated in moisture content till 60% of field water holding capacity and then put into an incubator for incubation under a constant temperature (25℃) for 180 days. Each treatment had three replicates. During the period of incubation, the mixtures were sampled destructively on D1, D7, D28, D56 and D180 for analysis.
Results show that (1) SOC content was found higher in the LF soils amended with maize leaf than in those amended with maize root and stalk after 28 days of incubation, while it was found higher too in the HF soils amended with maize throughout the whole incubation period; and after 180 days of incubation, the two groups of soils were quite similar in SOC content regardless of type of amendment; (2) the effects of the amendments of maize root, stalk and leaf on content of extraneous new C and residual rate of the substances varied sharply. The content of extraneous new C was found higher during the initial period of the incubation (before D28) in the low fertility soil than in the high fertility soil, while during the later half, an opposite trend was found. The residual rate of root residue was found lower than that of stalk or leaf residue in the low fertility soil during the later half period, while the residual rate of leaf was found lower than that of root or stalk residue in the high fertility soil. All the above-described findings indicate that the sequestration of extraneous new C was governed by its source and soil fertility level.
Key words  Fertility; Corn stalk and stubble; δ13C value; Extraneous new carbon 
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