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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 摘　要    运用元素和红外光谱分析研究了暗棕壤长期施用马粪（每3年施肥1次）、施低量化肥和马粪配施高量化肥对水稳性大团聚体（>2 mm和2~0.25 mm）、微团聚体（0.25~0.053 mm）和粉/黏粒粒级（<0.053 mm）中腐殖物质－胡敏酸（HA）的分布及其结构特征的影响，探讨施肥对农田土壤肥力的贡献及其团聚体的固碳机制。施用马粪和马粪配施高量化肥分别提高（49.06%）和降低（31.04%）了2~0.25 mm 大团聚体比例，3种施肥措施均提高了土壤有机碳（SOC）数量，但对土壤HA数量影响不显著。不同施肥措施对不同粒级团聚体中HA的分子结构特征影响不同，3种施肥措施均降低了2~0.25 mm大团聚体HA的缩合度，芳香性增加；微团聚体HA缩合度降低，脂族性增强；施用马粪提高了粉/黏粒HA的缩合度和脂族性，马粪配施高量化肥提高了粉/黏粒HA的缩合度和芳香性，施用低量化肥，粉/黏粒HA缩合度下降，芳香性提高。因此，长施马粪提高了土壤SOC数量，促进2~0.25 mm大团聚体的形成，大团聚体中HA的稳定性提高，利于土壤固碳，而0.25~0.053 mm微团聚体和<0.053 mm 粉/黏粒HA的活性增强，利于土壤肥力供给，这些团聚体是评估长施马粪对腐殖质质量产生影响的重要粒级。
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土壤有机碳（SOC）的数量和化学组成受管理与施肥措施影响，传统土壤耕作下密集的种植引起SOC的矿化和退化，而减少耕作、施有机肥和植物残体还田会提高SOC的数量和质量。施入土壤的有机物料大部分被微生物分解，部分未被彻底分解成CO2的输入C通过腐殖化过程被转化成腐殖物质[1]。SOC大约占全球土壤C的62%，其中至少有50%的SOC是腐殖物质，由难分解的化学成分构成，根据可提取腐殖物质在不同pH条件下的溶解度不同常被分组为富里酸和胡敏酸（HA）[2]。与富里酸相比，HA分子结构复杂，分子量较大，芳化度较高，富含脂肪族与芳香族的结构，能抗微生物分解[1]，在SOC固定、养分贮蓄和土壤结构的保持方面具有重要作用。
SOC被保护而免于分解是通过4个机制：(1) 吸附在黏土上(化学保护)，(2) 进入团聚体内(物理保护)，(3) 转移和储存在地下，尤其是B层，(4) 经过生物化学的转化产物（如：腐殖物质）能够抗微生物分解 (生物化学保护)[3]。土壤团聚体是土壤的基本结构单位，有机质是团聚体形成的重要有机胶结物质[4]，由于具有不同孔隙数量和大小的团聚体微观结构的复杂性，减少了微生物可利用的基质、胞外酶和氧气，通过物理性保护有利于SOC的稳定与积累[5]。除了有机质被闭蓄在团聚体内得到物理保护外，有机质通过化学吸附到黏粒矿物表面以及有机质与矿物之间的多价阳离子桥的连接而使SOC稳定[6]。此外，土壤团聚体也是SOC通过生物化学转化机制形成腐殖物质的场所，腐殖物质富含各种官能团并与矿物表面相互作用，能抗微生物分解，是主要的固碳物质[7]。腐殖物质只有被禁锢在团聚体中，才能保持其持久性；反过来，由腐殖物质参与形成的团聚体会变得更加稳定，这可能是土壤固碳的最重要机制[8]。
土壤施用猪、牛等粪肥在增加SOC数量、养分有效性等方面的优越性已是众所周知[9-11]，猪粪有机质和N含量较高，碳氮比较小，易分解，牛粪有机质含量与猪粪相近，但低于马粪，其他养分含量接近马粪[12]，属迟效性肥料。而马粪的有机质和N、P、K养分含量均较高，施用马粪能增加养分有效性，养分淋滤相对减少[12-14]，腐殖物质的芳香性增强[15]。从植物营养角度出发，马粪是很有价值的资源，可作为肥料和土壤改良剂应用在农业土壤中[12]。结合土壤固碳机制，Brunetti[16]和Mao[17]等研究了施用猪、牛粪土壤腐殖物质的化学组成变化，发现HA分子结构的芳香-C减少，甲氧基-C增加，富含非极性烷基化合物；朱姝[18]和崔婷婷[19]等曾对施入玉米秸秆土壤及其团聚体中SOC以及腐殖质的数量及其结构特征展开了研究，但关于施用粪肥对土壤团聚体中SOC及其腐殖物质的数量和质量影响研究较少。
土壤施用有机肥后，测定腐殖物质的数量和性质常被认为是评价土壤有机质质量、熟化度和稳定性的良好指标[15]，而SOC的稳定机制是与其化学结构组成以及团聚体的保护机制密切相关的[1]。本文通过元素组成和红外光谱分析研究了长期施用马粪、马粪配施高量化肥对暗棕壤团聚体中腐殖物质－HA的数量及其结构特征的影响，探讨暗棕壤施用马粪后不同粒径团聚体的固碳机制及其对农田土壤肥力的贡献。
1  MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 材料与方法 
1.1  研究区概况
长期定位试验于黑龙江省黑河市农业科学院土壤肥料基地进行。研究区处于北纬47°42′至51°03′ ，东经124°45′ 至129°18′ 之间，属高纬寒地。作物生育5—9月期间气温较高，昼夜温差大，降雨集中，降雨量为350~450 mm，占全年降雨总量的75%，日照时数2 562~2 677 h，日照时间充足，有效积温可达1 950~2 300 ℃，可以满足春小麦和大豆生长发育的要求。土壤类型为暗棕壤，相当于美国土壤系统分类的暗沃冷凉湿润雏形土（Humiccryepts）。1979年试验开始时0~20 cm土壤有机质42.2 g kg-1，全氮2.23 g kg-1，全磷1.66 g kg-1，水解氮55.9 mg kg-1，速效磷8.10 mg kg-1，速效钾55.5 mg kg-1，pH 6.12，土壤质地为黏壤土[20]。2011年10月采样时，0~20 cm未施肥对照土壤有机质34.5 g kg-1，全氮2.20 g kg-1，全磷0.42 g kg-1，pH 5.70。
1.2  试验设计
试验设4个处理，分别为对照（CK）、马粪(M)、低量化肥(N1P1)和马粪配施高量化肥(M+N2P2)。供试肥料：氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，有机肥为马粪(含有机质175 g kg-1，全氮5.80 g kg-1，全磷3.00 g kg-1，全钾2.40g kg-1)。施肥量为，CK：不施肥；M：每3年于秋季施用1次，施入耕层0~20 cm，用量为15 000 kg hm-2；N1P1：纯N 37.5 kg hm-2+P2O5 37.5 kg hm-2；M+N2P2：马粪15 000 kg hm-2+纯N 150 kg hm-2+ P2O5 150 kg hm-2。小区面积212 m2，每区8垄，垄长30 m，垄距70 cm，随机排列，3次重复。1979年起小麦-小麦-大豆轮作，1990年改为小麦-大豆轮作，小麦品种为“克旱9”，大豆品种为“黑河系列”（采样时为“黑河43号”）。2011年10月采集土壤样品，每个小区5点采样，混合，采样深度为耕层0~20 cm。
1.3  团聚体分级
团聚体分级采用湿筛法[21]，称取风干土样50 g，置于孔径分别为2、0.25和0.053 mm 组成的机械自动振荡套筛的最上层（筛子直径：18 cm），于室温下蒸馏水浸润5 min，以30 次 min-1 速度在蒸馏水中振荡2 min，上下振幅为3 cm，将筛上的团聚体冲洗到烧杯中，获得> 2 和 2~0.25 mm大团聚体，0.25~0.053 mm微团聚体。<0.053 mm粉/黏粒粒级需在桶内沉降72 h，虹吸弃去上清液后，将团聚体转移至烧杯中。所获各级团聚体，于50℃条件下烘干，称重。

1.4  胡敏酸提取与纯化

HA提取（用于定量）：称取某一粒级团聚体土壤，加入蒸馏水（土:水=1:10）70 ℃恒温振荡、离心、过滤，除去水浮物，再加入0.1 mol L-1 NaOH + Na4P2O7（土:液=1:10），70 ℃恒温振荡1 h，离心、过滤，得到可提取腐殖物质（上清液），用0.5 mol L-1 H2SO4调节pH为1.0~1.5，70℃下保温1~2 h，静置24 h，过滤，沉淀为HA，用温热的0.05 mol L-1 NaOH溶解HA后，液体HA含碳量采用TOC-V CPH测定。

HA提取与纯化（用于定性）：称取某一粒级团聚体土壤，加入蒸馏水振荡过滤除去水浮物，加入0.1 mol L-1NaOH+Na4P2O7（土:液=1:10），常温下振荡1 h，静置24 h，将提取液用虹吸法吸出。用2.5 mol L-1的HCl调节提取液至pH=1.5，70℃下保温1~2 h，静置24 h，离心，离心管中的残渣用0.1 mol L-1 NaOH溶解，得到溶液即HA。将HA高速离心去除黏粒，转入电渗析仪纯化，然后通过旋转蒸发（50~60 ℃）浓缩后，用ALPHA 1-4/2-4冷冻干燥机冻干，制得HA纯样品，用于HA的红外光谱及元素分析。

1.5  样品分析与测定
全土及团聚体内HA纯样品的C、H、N含量采用德国VARIO EL-Ⅲ型元素分析仪测定，应用CHN模式，O含量采用差减法计算。
傅里叶变换红外光谱（FTIR）采用KBr压片法测定（美国NICOLET EZ360红外光谱仪）。将待测HA纯化样品经红外灯干燥后，粉碎研磨<2 µm，与KBr粉末以1:200的比例，在玛瑙研钵中混磨后压片。扫描范围4 000~400 cm-1，分辨率4 cm-1，32次扫描重复，扫描间隔为2 cm-1。峰面积计算使用Omnic Version 8.0 软件包。
1.6  数据处理

数据采用Excel 2003和SPSS 17.0软件进行数据分析处理，团聚体比例、SOC和HAC含量差异显著性分析采用单因素方差分析LSD方法进行5 %水平的差异显著性分析。

2   MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 结 果 
2.1  暗棕壤团聚体组成和有机质数量
根据图 1，各处理土壤团聚体组成中，均以0.25~0.053 mm微团聚体为主（44.21%~57.88%），为优势粒级。>2 mm 团聚体所占比例极少（0.12%~2.11%）。与CK相比，马粪处理（M）2~0.25 mm大团聚体含量较CK高49.06%，0.25~0.053 mm微团聚体和<0.053 mm粉/黏粒含量分别较CK低 13.55%和28.95%。马粪配施高量化肥处理（M+N2P2）2~0.25 mm大团聚体含量较CK低31.04%，0.25~0.053 mm微团聚体较CK高 13.18%。施用低量化肥（N1P1）对暗棕壤团聚体组成无影响。
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图 1 土壤团聚体组成
Fig. 1 Soil aggregates composition
由图 2可知，与CK相比，M、N1P1和M+N2P2处理全土SOC较CK分别高出18.51%、18.66%和8.64%，差异显著（p<0.05），施肥（无论是有机肥还是化肥）增加了土壤SOC数量，但对于土壤HA数量没有产生影响。不同粒级团聚体相比，各处理均表现为：SOC和HA含量在>2 mm大团聚体中最高，在0.25~0.053 mm微团聚体中最少（图 2）。不同处理之间相比，M+N2P2处理>2 mm大团聚体中SOC和HA含量高于其他处理，M、N1P1和M+N2P2处理中0.25~0.053和<0.053 mm粒级中HA含量分别低于CK，表明不同处理之间相比，马粪配施高量化肥有利于>2 mm 大团聚体中HA的形成，而施用马粪、低量化肥及马粪配施高量化肥则促进<0.25 mm微团聚体（0.25~0.053和<0.053 mm）中HA的分解。

2.2  暗棕壤团聚体中胡敏酸元素组成
鉴于图 1中>2 mm团聚体含量仅为0.12%~2.11%，含量微小，以下研究仅针对2~0.25 mm大团聚体、0.25~0.053 mm微团聚体和<0.053 mm粉/黏粒进行研究。

在元素分析中，H/C、O/C的摩尔比值是表征腐殖物质缩合程度和氧化程度的指标，H/C和O/C的摩尔比值分别与缩合程度成反比和与氧化程度呈正比[22]。
根据表 1，对于CK，<0.053 mm粉/黏粒HA的H/C摩尔比值最大，分别较2~0.25和0.25~0.053 mm团聚体高5.51%和7.83%。O/C摩尔比值随着团聚体粒级减小而减少， 2~0.25 mm大团聚体O/C摩尔比值分别较0.25~0.053 和 <0.053 mm高26.32%和36.36%（表 1）。表明未施肥暗棕壤的各级团聚体之间相比，<0.053 mm粉/黏粒组分 HA的缩合度和氧化度最低，HA活性强；2~0.25 mm大团聚体HA的缩合度和氧化度较高，0.25~0.053 mm微团聚体HA缩合度最高，HA最稳定。
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图 2 土壤团聚体中有机碳和胡敏酸碳含量

Fig. 2 Contens of soil organic carbon and humic acid carbon in soil aggregates
不同施肥处理与CK相比，M和M+N2P2处理 <0.053 mm粉/黏粒HA的H/C摩尔比值分别较CK低4.48%和4.82%，2~0.25 和0.25~0.053 mm高于CK 6.05%~10.11%（表 1），表明暗棕壤添加马粪和马粪配施高量化肥提高了<0.053 mm粉/黏粒HA的缩合度，2~0.25 和0.25~0.053 mm团聚体HA的缩合度降低，活性增强；N1P1处理3个粒级HA的H/C和N/C摩尔比值分别高于CK 7.20%~11.19%和3.19%~12.98%，表明低量化肥的施用使2~0.25、0.25~0.053和<0.053 mm团聚体HA分子的缩合度下降，含氮基团增加，活性增强。
表 1 土壤团聚体中胡敏酸的元素组成（不含水分与灰分）

Table 1 Elemental composition of humic acid in soil aggregates (oven-dry and ash free basis)
	处理

Treatment                
	团聚体粒级

Aggregates size           fraction (mm)
	C                                        (g kg-1)
	H                                                      (g kg-1)
	N                                             (g kg-1)
	O                   (g kg-1))
	摩尔比 Mole ratio

	
	
	
	
	
	
	H/C
	N/C
	O/C

	CK
	2~0.25
	544.7
	75.84
	49.43
	330.1
	1.671
	0.0778
	0.4545

	
	0.25~0.053
	586.5
	79.92
	52.26
	281.3
	1.635
	0.0764
	0.3598

	
	<0.053
	593.0
	87.13
	56.37
	263.5
	1.763
	0.0815
	0.3333

	M
	2~0.25
	555.8
	85.22
	55.00
	303.9
	1.840
	0.0848
	0.4101

	
	0.25~0.053
	568.6
	82.18
	58.87
	290.3
	1.734
	0.0887
	0.3829

	
	<0.053
	556.8
	78.14
	52.33
	312.7
	1.684
	0.0806
	0.4212

	N1P1
	2~0.25
	579.7
	88.73
	59.42
	272.1
	1.837
	0.0879
	0.3520

	
	0.25~0.053
	582.5
	88.26
	58.01
	271.2
	1.818
	0.0854
	0.3492

	
	<0.053
	577.1
	90.88
	56.65
	275.3
	1.890
	0.0841
	0.3578


	M+N2P2
	2~0.25
	607.7
	85.40
	50.38
	256.6
	1.686
	0.0711
	0.3167

	
	0.25~0.053
	563.4
	83.55
	54.39
	298.7
	1.780
	0.0827
	0.3977

	
	<0.053
	575.1
	80.44
	55.82
	288.6
	1.678
	0.0832
	0.3763


2.3  暗棕壤团聚体中胡敏酸的红外光谱
腐殖物质红外光谱主要吸收峰的峰位及其归属为[22]：3 400 cm-1为H2O分子的-OH伸缩振动或氢键缔结，2 920 与2 850 cm-1为不对称与对称脂族C—H伸缩振动，1 720 cm-1为羧基的C=O 伸缩振动，1 620 cm-1为芳香C=C伸缩振动，1 400 cm-1为脂族C—H变形振动，1 230 cm-1为酰胺、羧基中—OH的变形振动和C—O伸缩振动，1 034 cm-1为多糖或类多糖物质的C—O 伸缩与硅氧化合物的Si—O伸缩振动。采用Omnic Version 8.0分析软件计算腐殖物质主要官能团的吸收峰峰面积，用某一峰的面积占特征峰面积的百分比(相对强度)来相对地反映该峰所对应的官能团的比例，并用2 920/1 720和2 920/1 620 特征比值来反映腐殖质分子的脂族链烃碳/羧基碳和脂族链烃碳/芳香碳的比值。
就CK处理团聚体的HA红外光谱而言，不同粒级团聚体之间相比，2~0.25 mm大团聚体中HA的吸收峰在2 920、2 850和1 720 cm-1 处伸缩振动较为强烈（图 3），吸收峰的相对强度较高（表 2），但在1 620 cm-1处吸收峰振动最弱（图 3），峰强最低（表 2），其2 920/1 620特征比值最高（表 2），分别较0.25~0.053和<0.053 mm粒级高4.79倍和1.52倍。<0.053 mm粉/黏粒在2 920、2 850和1 620 cm-1 处振动最强烈（图 3），吸收峰相对强度最高（表 2），0.25~0.053 mm微团聚体在2 920、2 850 cm-1处峰强最低，1 620 cm-1处峰强较高（表 2），2 920/1 620特征比值最小（表 2）。表明未施肥暗棕壤中大团聚体（2~0.25 mm）HA的脂族链烃碳/芳香碳比值高于微团聚体（0.25~0.053 mm）和粉/黏粒（<0.053 mm），脂族性最高，微团聚体HA的脂族链烃碳/芳香碳比值最小，芳香性最强。 

与CK相比，对于2~0.25 mm大团聚体而言，各施肥处理HA的吸收峰在2 920、2 850和1 620 cm-1处，峰形尖锐且伸缩振动均较CK强烈（图 3），2 920/1 620特征比值较CK减少了23.35%~70.56%（表 2），尽管施肥处理同时增加了2~0.25 mm团聚体HA的脂族链烃碳和芳香碳含量，但2 920/1 620特征比值结果表明施肥降低了脂族链烃碳/芳香碳的比值，2~0.25 mm团聚体HA的芳香性增强。在1 034 cm-1处，N1P1与M+N2P2处理较CK伸缩振动加强（图 3），HA多糖增加。因此，对于大团聚体（2~0.25 mm）而言，3种施肥处理均增强了HA的芳香性，低量化肥与高量化肥配施马粪增加了HA的多糖含量。
表 2 土壤团聚体中胡敏酸红外光谱主要吸收峰的相对强度

Table 2 Relative intensity of the main absorption peaks in FTIR spectra of humic acid in soil aggregates
	处理Treatment
	团聚体粒级

Aggregates size           fraction (mm)
	相对强度 Relative intensity (%)
	
	比值 Ratio

	
	
	2 920 cm-1
	2 850 cm-1
	1 720 cm-1
	1 620 cm-1
	1 034 cm-1
	
	2 920/

1 720
	2 920/

1 620

	CK
	2~0.25
	15.64
	3.93
	7.86
	7.95
	64.62
	
	1.99 
	1.97 

	
	0.25~0.053
	3.88
	0.59
	3.23
	11.47
	80.83
	
	1.20 
	0.34 

	
	<0.053
	16.49
	4.09
	2.33
	21.14
	55.95
	
	7.08 
	0.78 

	M
	2~0.25
	29.40
	7.23
	8.48
	19.51
	35.38
	
	3.47 
	1.51 

	
	0.25~0.053
	6.36
	1.30
	2.01
	17.53
	72.82
	
	3.16 
	0.36 

	
	<0.053
	43.59
	11.49
	9.38
	14.66
	20.87
	
	4.65 
	2.97 

	N1P1
	2~0.25
	21.47
	5.42
	4.60
	22.7
	45.81
	
	4.67 
	0.95 

	
	0.25~0.053
	11.27
	2.57
	3.01
	19.91
	63.25
	
	3.74 
	0.57 

	
	<0.053
	7.87
	1.74
	2.32
	19.02
	69.05
	
	3.39 
	0.41 

	M+N2P2
	2~0.25
	14.16
	3.20
	2.82
	21.21
	58.62
	
	5.02 
	0.67 

	
	0.25~0.053
	10.53
	2.37
	3.22
	18.21
	65.68
	
	3.27 
	0.58 

	
	<0.053
	18.47
	3.68
	1.67
	44.51
	31.67
	
	11.06 
	0.41 



对于0.25~0.053 mm微团聚体，CK处理中，HA吸收峰在2 920、2 850、1 720和1 620 cm-1处伸缩振动极弱（图 3），峰强极低（表 2）。与CK相比，3种施肥处理均显著加强了2 920、2 850 cm-1和1 620cm-1处吸收峰的伸缩振动（图 3），峰强均增加（表 2）；在1 034 cm-1处吸收峰振动强于CK，尤以M处理显著。2 920/1 720和2 920/1 620特征比值均较CK分别增加了1.63倍~2.12倍和5.88%~70.59%（表 2）。3种施肥措施使微团聚体（0.25~0.053 mm）中HA的脂族性增强，多糖含量增加。
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图 3 土壤团聚体中胡敏酸的傅里叶变换红外光谱
Fig. 3 FTIR spectra of humic acid in soil aggregates 
对于<0.053 mm粉/黏粒而言，M处理在2 920、2 850和1 720 cm-1处吸收峰伸缩振动较CK加强（图 3），峰强分别增加了1.64倍、1.81倍和3.02倍（表 2），1 620cm-1处吸收峰较CK振动减弱（图 3）峰强减少了30.65%（表 2），2 920/1 620特征比值较CK增加了2.81倍（表 2），而N1P1与M+N2P2处理在1 620、1 034 cm-1处吸收峰强振动加强（图 3），2 920/1 620特征比值较CK下降了47.44%（表 2）。表明马粪的施用增加了粉/黏粒（<0.053 mm）中HA的脂族性，而施用低量化肥及马粪配施高量化肥处理则显著提高了该粒级HA的芳香性和多糖含量。
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3.1  施肥对暗棕壤团聚体组成和有机质数量的影响
本研究表明，暗棕壤团聚体组成以0.25~0.053 mm微团聚体为主（图 1），这应归因于耕作的结果[23]。暗棕壤长施马粪显著提高了2~0.25 mm大团聚体的比例（图 1），大量研究[24-26]已经表明，施用有机肥能够促进>0.25 mm大团聚体的形成。关于长期施用化肥对土壤结构的影响研究结果不尽一致[25-26]，本研究表明，施低量化肥对暗棕壤团聚体组成无影响，但马粪配施高量化肥使2~0.25 mm 大团聚体减少，0.25~0.053 mm 微团聚体增加，与贾伟[27]的研究一致，或许归因于高量施用化肥对大团聚体结构具有破坏作用。由于田间试验受土壤类型、气候、作物种类、化肥施肥量和耕作等多种因素的影响，施用化肥对土壤结构影响如何，还有待于进一步研究验证。
无论施用马粪还是化肥均提高了SOC数量（图 2），施有机肥能提高SOC数量[1,24-26]，苗淑杰等[24]的研究结果也表明施用NPK化肥能提高SOC数量，与本研究一致。这或许是施化肥能促进作物产量增加，相应的提高进入土壤的生物量，从而增加SOC。>2 mm大团聚体中SOC与HA含量分别较其他团聚体高16.98%~103.6%和12%~100%，在微团聚体中含量最低（图 2），按照Tisdall和Oades[4]关于土壤团聚体结构的多级形成理论，微团聚体和粉/黏粒在不同来源的有机胶结物质（也包括来源于作物残体的粗颗粒有机质）的作用下胶结形成大团聚体，随着团聚体粒级增加，SOC增加。在农田耕作系统中，进入土壤的凋落物或植物根系分泌物等有机物质更多的是被团聚进入到大团聚体中，新鲜有机物能频繁地参与到大团聚体形成过程中[28]。因此，通常大团聚体比微团聚体包含较高的土壤有机质，在生物化学转化作用下，>2 mm 大团聚体更有利于HA的形成。有研究表明，在>2 mm大团聚体中，来自于14C麦秸转化形成的HA-14C高于其他粒级团聚体[29]。需要提及的是，<0.053 mm粒级由粉粒与黏粒组成，具有较大的比表面积和较高的永久表面电荷，能够吸附和稳定有机碳[30]，因此，<0.053 mm粉/黏粒中SOC和HA含量高于0.25~0.053 mm微团聚体。
有研究[15]认为，马粪及其堆肥成分是以腐殖化化合物为特征，但本研究中，长期施用马粪对暗棕壤HA数量没有产生显著影响（图 2），或许归因于，一是施用马粪数量（15 000 kg hm−2）和低频率（3年施肥1次）；二是不排除“激发效应”的产生。Tian等[28]室内培养研究表明，在土壤团聚体中加入14C标记葡萄糖，随着葡萄糖数量增加，“激发效应”增加，一方面，马粪分解转化形成“新的”HA，另一方面，马粪的添加“刺激”了土壤原有“老的”HA分解，分解损耗的HA能被新形成的HA弥补。也有相似的研究发现，施用液体猪粪3~4年（每年1次），尽管持续施肥，但因长期矿化，腐殖物质总体减少[17]；而秸秆深还土壤HA含量虽有高于对照土壤的趋势，但差异也不显著[19]。
3.2 施肥对暗棕壤团聚体胡敏酸结构的影响
对于未施肥（CK）暗棕壤而言，不同粒级团聚体间相比，大团聚体（2~0.25 mm）HA的缩合度较低，氧化度最高（表 1），脂族性最强，羧基含量最高（表 2），微团聚体（0.25~0.053 mm）HA的缩合度最高（表 1），芳香性最强（表 2）。反映了未施肥暗棕壤中微团聚体HA最“老”，稳定。

添加粪肥除了提高土壤肥力外，能显著引起土壤物理、化学和生物学性质的变化，尤其是反复添加[12]。暗棕壤施用马粪后，与CK相比，大团聚体HA的缩合度下降（表 1），脂族链烃碳、芳香碳和羧基碳含量增加，脂族链烃碳/芳香碳特征比值较CK减少（表 2），芳香性提高；微团聚体HA的缩合度下降，脂族链烃碳和芳香碳含量增加，羧基碳减少，脂族链烃碳/芳香碳特征比值提高，微团聚体HA的脂族性较CK有所发展，HA活性增加；施用马粪对粉/黏粒（<0.053 mm）粒级HA的脂族链烃碳和羧基碳含量的增加、芳香碳含量的减少以及脂族性发展的影响更为显著。Simonetti等[1]研究了施用44年粪肥土壤大团聚体HA分子结构中，烷基碳和芳香碳含量增加，烷氧碳减少；微团聚体中，烷基碳和烷氧碳减少，芳香碳增加；粉/黏粒中，烷基碳减少，烷氧碳和芳香碳增加，关于大团聚体和微团聚体的HA分子结构特征研究与本研究结果相似，但关于对粉/黏粒粒级HA结构产生的影响与本研究结果相反。而Chen和Chiu[31]报道在土壤有机质中烷基碳的含量随着粒径的减小而增加，Lützow等[32]认为粉/黏粒有机质以富含脂族化合物为特征，与本研究相似。
暗棕壤施用低量化肥和马粪配施高量化肥增加了大团聚体和粉/黏粒HA的芳香性，羧基碳减少（表 2），但微团聚体HA的脂族性和多糖含量增加，同时，化肥的施用有利于HA分子结构中多糖的形成。Simonetti等[1]研究表明，黏质土壤长期施用化肥，大团聚体和粉/黏粒中烷基碳和烷氧碳减少，芳香碳增加；微团聚体中烷基碳和烷氧碳增加，芳香碳减少，与本研究相似。
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暗棕壤长期施用马粪显著提高了2~0.25 mm大团聚体的比例，马粪配施高量化肥使2~0.25 mm 大团聚体减少，0.25~0.053 mm微团聚体增加。施用马粪提高了SOC数量，但对土壤HA数量影响不显著。长施马粪对土壤团聚体中HA分子结构产生影响，未施肥暗棕壤2~0.25 mm大团聚体HA的缩合度较低，脂族性最强，0.25~0.053 mm微团聚体HA的缩合度和芳香性最高，HA最“老”，稳定性最强。施用马粪，2~0.25 mm大团聚体HA的芳香性增强，HA更稳定，对于土壤固碳有重要作用，0.25~0.053 mm微团聚体和粉/黏粒粒级HA的缩合度分别表现为下降和提高，但脂族性均增加，活性提高，有利于土壤肥力供给。从土壤固碳角度，土壤团聚体对SOC能提供物理保护，团聚体中腐殖物质的形成也有助于SOC的生物化学保护机制，鉴于本研究施用马粪对HA数量影响不显著，在现有研究基础上，今后研究应考虑粪肥施用的合适数量和施用频率，以及对腐殖物质其他组分如富里酸和胡敏素展开研究。
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Effects of Long-term Application of Horse Manure on Quantity and Quanlity of Humic Substance in Aggregates of Dark Brown Soil
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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Abstract   【Objective】Contributions of long-term fertilization to soil fertility and carbon sequestration mechanism of aggregates in dark brown soil were explored. 【Method】A long-term field experiment was established to study effects of fertilization on contents and composition of humic substabce—humic acid (HA) in aggregates of dark brown soil, using element analysis and Fourier transformed infrared (FTIR) spectroscopy. The experiment was designed to have four treatments in fertilization regime, i.e. no fertilizer (CK); horse manure (M) (once 3 year−1); low-level chemical nitrogen and phosphorus fertilizers (N1P1); and horse manure combined with high-level chemical nitrogen and phosphorus fertilizer (M+N2P2). Soil samples collected from the treatments were wet-sieved for macroaggregates (>2 mm and 2~0.25 mm), microaggregates (0.25~0.053 mm) and silt/clay fraction (<0.053 mm). 【Result】The soil aggregates in the dark brown soil were composed mainly of microaggregates, which were the lowest in content of soil organic carbon (SOC) and HA, while macroaggregates (>2 mm) the highest. Long-term application of horse manure significantly increased the proportion of macroaggregates (2~0.25 mm) or by 49.06% in Treatment M, but decreased by 31.04% in Treatment M+N2P2. Treatment N1P1 did not have much effect on aggregates composition. Application of either horse manure or chemical fertilizers increased SOC content, but did not have much impact on content of HA. In Treatment CK, HA in macroaggregates (2~0.25 mm) was quite lower in condensation degree, but the highest in oxidation degree and aliphaticity, while HA in microaggregates the highest in condensation degree, aromaticity, “age” and stability. Compared with Treatment CK, all the other treatments (i.e., M, N1P1, M+N2P2) reduced the condensation degree, increased the contents of aliphatic hydrocarbon carbon (C) and aromatic-C and enhanced aromaticity as the result of decreased ratio of aliphatic hydrocarbon-C to aromatic-C (aliphatic hydrocarbon-C/aromatic-C ratio) in the HA in macroaggregates, while reducing the condensation degree and increasing the contents of aliphatic hydrocarbon-C, and aromatic-C, and the ratio of aliphatic hydrocarbon-C/aromatic-C , and hence aliphaticity of the HA in microaggregates. In the experiment field, molecular structure of HA of silt/clay fractions varied with the treatment. Compared with CK, Treatment M increased aliphatic hydrocarbon-C and reduced aromatic-C in content and as a result, increased aliphatic hydrocarbon-C/aromatic-C ratio, condensation degree and aliphaticity of the HA. In Treatment M+N2P2, the HA in aggregates of silt/clay fractions increased in condensation degree and aromaticity as the result of increased content of aromatic-C and decreased aliphatic hydrocarbon-C/aromatic-C ratio. Moreover in Treatment N1P1, the HA in aggregates of silt/clay fractions decreased in condensation degree, aliphatic hydrocarbon-C and aromatic-C contents and aliphatic hydrocarbon-C/aromatic-C ratio, and as a result, increased in aromaticity. 【Conclusion】 Long-term application of horse manure increases the content of SOC, promotes formation of 2~0.25 mm macroaggregates, contributes favorably to stabilization of the HA in macroaggregates, thus helping carbon sequestration. In addition, it also enhances activity of the HA in microaggregates (0.25~0.053 mm) and aggregates of silt/clay fractions (<0.053 mm), which contributes to soil fertility supply. These aggregates can be used as important indicators for evaluating effects of long-term application of horse manure on quality of humic substance in the soil.
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Key words   Horse manure; Humic acid; Aggregates; Fourier transformed infrared spectroscopy; Element analysis

（责任编辑：卢 萍）[image: image5.png]



( 国家自然科学基金项目（41571231）、吉林省科技发展计划项目（20170101162JC）和吉林省教育厅科学技术项目（JJKH20170313KJ）资助 Supported by the National Natural Science Foundation of China (No. 41571231) ，the Science and Technology Development Project of Jilin Province (No. 20170101162JC) and the Science and Technology Project of the Education Department of Jilin Province (No. JJKH20170313KJ)


† 通讯作者Corresponding author，E-mail: dousen1959@126.com


作者简介：� AUTHOR  姓名（出生年-），性别，籍贯，职称，最后学位或在读学历，主要研究领域。邮箱和电话  \* MERGEFORMAT �关 松（1969—），女，辽宁抚顺人，博士，副教授，主要从事土壤环境与生物化学研究。E-mail:� guansong8888@163.com


� MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 收稿日期： �2016-12-27；� MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 收到修改稿日期： �2017-05-01；优先数字出版日期（www.cnki.net）：2017-05-11





http://pedologica.issas.ac.cn

