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阶段培养法测定稻田氮素矿化量的效果评价(
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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 摘　要  　传统原位培养法测定的氮素矿化量与无氮区水稻吸氮相关性不高。为此对传统培养方法进行改进，以期为准确测定土壤供氮提供方法。传统培养方法是在插秧前取土，按水土比约1:1装入自封袋中于田间原位连续培养，每隔约30 d取样测定土壤无机氮含量。改进培养方法则采取阶段培养的方法，在插秧前取土，同上法装入自封袋，再将自封袋放入装满水的离心管中于田间培养，在下次取土样（约30 d后）的同时取出上次培养的土袋，并测定土壤无机氮含量。2013―2015年的试验结果表明，随着培养时间的延长，传统培养方法测定的矿化氮先增加后降低，与最高值相比，矿化氮下降了6.7%～28.6%；而改进的阶段原位培养法测定矿化氮未出现下降情况，因此传统方法测定的矿化氮较改进方法降低了30.0%～67.7%（p<0.05）。培养时间对矿化氮量影响显著，土样在田间连续培养约40 d就有抑制氮素矿化的风险，因此，每次培养时间不宜过长。改进培养方法测定的矿化氮量与田间无氮区水稻吸氮量之间具有正相关关系，决定系数R2为0.621（p<0.01）。在测定稻田土壤矿化氮时，应采用阶段培养法，每次培养时间不宜超过40 d。该方法测定矿化氮量可以作为评价土壤供氮能力的指标。
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 关键词  　土壤供氮；原位培养法；稻田；矿化氮；吸氮量
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 中图分类号    S131+.1; S158.2        MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 文献标识码    A       
水稻吸收的氮50%以上源于土壤，土壤供氮在稻田氮素供应中发挥着重要作用。稻田土壤供氮包括水稻种植前已经存在的矿质氮和水稻生长期间矿化出的氮。通常土壤起始矿质氮含量不高，且其含量与水稻收获时矿质氮含量基本相当1[]
。因此，稻田土壤供氮主要取决于有机氮的矿化。
    淹水培养法是测定土壤氮素矿化的基本方法2[]
，采用该方法测定的矿化氮量与盆栽试验无氮区作物吸氮量之间有很高的相关性3[]
。虽然测定的矿化氮与田间无氮区水稻吸氮的相关也达到显著水平，但是决定系数R2较低4[-5]
。这是因为该方法的培养条件与田间实际条件差异较大，不仅忽视了水稻生长、铵的固定和损失对氮素矿化的影响，还未考虑土壤结构和耕作措施等因素的影响
 ADDIN EN.CITE 
[6-7]
。因此，室内淹水培养法很难准确确定土壤实际的氮素矿化量。在此基础上，朱兆良8[]
提出了原位培养法，是目前稻田淹水期间测定土壤氮素矿化量较好的方法。但稻田中期需排水晒田，水稻抽穗后采用间歇灌溉方式，稻田并未一直处于淹水状态，因而限制了该方法的广泛应用。
许多研究者发现，长时间的连续培养后，铵态氮大量积累会抑制矿化过程，造成测定的矿化氮量较低9-11
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，这可能是测定的矿化氮与无氮区水稻吸氮相关性差的原因之一，也是传统原位培养法的主要缺点。室内培养试验采用间隔不同时间淋洗的方法11[]
，或采用间隔不同时间离心的方法分离土壤与培养液12[]
，均可移去累积的矿化氮，避免长时间培养对氮素矿化的抑制。但是在田间条件下，无论是间隔淋洗还是间隔离心的方式均难以应用。针对上述问题，本研究对传统的田间原位培养法进行了两点改进:（1）将过去1次取样―连续长时间培养改为多次间隔取样短期培养，通过采集种植过水稻的鲜土来培养，一方面可以降低培养过程中铵态氮积累的影响，还可以减少水稻生长的影响并使培养的土样更符合实际；（2）在排水晒田或者间歇灌溉条件下，稻田处于无水层状态，无法保持淹水培养条件。为此，在培养过程中将土袋放入装满水的离心管中，以保持淹水培养条件并防止土袋损坏。本研究比较了阶段培养法和连续培养法测定的矿化量，并分析改进方法测定的矿化氮和无氮区水稻吸氮的相关性，以期改进稻田原位培养方法，为准确测定土壤供氮提供方法。
1 材料与方法
1.1 供试土壤
2013年，在黑龙江省五常市（S1）和哈尔滨市阿城区（S2）进行试验，五常该地块（S1）的试验重复3年（2013―2015年）；2014年，在五常市另一地点（S3）、阿城区另一地点（S4）和黑龙江农垦建三江分局两地点（S5，S6）新增四个试验地点；2015年在黑龙江农垦建三江分局另一地点（S7）进行试验。供试土壤基本理化性状见下表。
表1 供试土壤基本理化性质

Table 1 Physico-chemical properties of tested soil
	地点
Site
	土壤类型
Soil type
	有机质

Organic matter

(g kg-1)
	全氮
Total N

(g kg-1)
	有效磷

Available P

(g kg-1)
	速效钾

Available K

(g kg-1)
	pH

	S1
	草甸土型水稻土
Meadow paddy soil
	35.5
	1.44
	51.8
	111
	6.30

	S2
	黑土型水稻土
Black paddy soil
	36.1
	1.34
	25.7
	113
	6.60

	S3
	草甸土型水稻土
Meadow paddy soil
	39.9
	2.03
	33.0
	151
	5.70

	S4
	黑土型水稻土
Black paddy soil
	42.8
	1.55
	33.9
	191
	6.08

	S5
	白浆土型水稻土

Albic paddy soil
	38.5
	1.68
	33.9
	178
	6.47

	S6
	白浆土型水稻土

Albic paddy soil
	53.0
	2.14
	66.2
	247
	6.59


	S7
	白浆土型水稻土

Albic paddy soil
	40.6
	1.73
	32.6
	129
	6.01


注：S1代表五常的试验点（2013―2015年）；S2代表阿城的试验地点（2013年）；S3代表五常的另一地点（2014年）；S4代表阿城的另一地点（2014年）；S5、S6分别代表建三江分局两试验点（2014年）；S7代表建三江分局另一地点（2015年），下同 Note: S1 stands for the experiment site in Wuchang (2013―2015); S2 for the one in Acheng (2013); S3 for the one in Wuchang (2014); S4 for the one in Acheng (2014); S5 for the one in Jiansanjiang (2014); S6 for the one in Jiansanjiang (2014); and S7 for the one in Jiansanjiang (2015). The same below
1.2 无氮肥区试验设计

每个试验地点均设不施氮肥只施磷钾肥处理。磷肥均为重过磷酸钙（含P2O5 44%），钾肥均为氯化钾（含K2O 60%），全部磷肥和50%钾肥在整地前撒施，然后旋耕土壤，剩余50%钾肥在拔节期人工撒施。详细施肥量见表2。五常和阿城试验点（S1、S2、S3和S4）均为河水灌溉，建三江试验点（S5、S6和S7）均为井水灌溉。无氮肥区面积均在100 m2以上，3次重复。供试品种均是当地主栽品种，具体品种及插秧时间、密度等见表2。
表2各试验地点基本情况
Table 2 Basic situation of each site
	年份

Year
	地点

Site
	品种
Variety
	育秧时间
Seedling nursing
date
	插秧时间
Transplant

-ing date
	株行距
Spacing

(cm×cm)
	磷肥
P fertilizer

(P2O5 kg hm-2)
	钾肥
K fertilizer

(K2O kg hm-2)

	2013
	S1
	五优稻4号

Wuyoudao 4
	4月15日

April 15th
	5月23日

May 23th
	30×15
	46
	60

	
	S2
	龙稻5

Longdao 5
	4月25日

April 25th
	5月31日

May 31th
	30×13.2
	35
	60

	2014
	S1
	五优稻4号

Wuyoudao 4
	4月12日

April 12th
	5月13日

May 13th
	30×15
	46
	60

	
	S3
	五优稻4号

Wuyoudao 4
	4月12日

April 12th
	5月13日

May 13th
	30×15
	46
	60

	
	S4
	五优稻4号

Wuyoudao 4
	4月11日

April 11th
	5月17日

May 17th
	30×13.2
	46
	60

	
	S5
	空育131

Kongyu 131
	4月15日

April 15th
	5月15日

May 15th
	30×13.2
	30
	60

	
	S6
	松粳10

Songjing 10
	4月15日

April 15th
	5月15日

May 15th
	30×13.2
	40
	60

	2015
	S1
	五优稻4号

Wuyoudao 4
	4月15日

April 15th
	5月20日

May 20th
	30×15
	46
	60

	
	S7
	空育131

Kongyu 131
	4月15日

April 15th
	5月15日

May 15th
	30×13.2
	40
	75


1.3 原位培养试验  
2013年S1、S2点，以及2014年S3点分别采用连续和阶段培养方法测定矿化氮量；2014―2015年，除S3点外其他试验点采用阶段培养方法测定土壤氮素矿化量。
连续培养方法8[]
：在水稻插秧前取0～20 cm土层新鲜土样，去除杂物混匀。称取约12 g鲜土放入自封袋，加10 ml蒸馏水，混匀后封口，将土袋放入另一个自封袋埋入土壤（深约5 cm）培养。每个点埋3个位置，每处埋12个土袋。分别于埋后约30（分蘖期）、60（拔节前后）、90（抽穗期）和115（抽穗后25 d）d取出每个位置的3个土袋，测定无机氮含量。

阶段培养方法：改插秧前1次取样连续培养为多次取样分段培养。分别在水稻插秧前、分蘖期（插秧后约30 d）、拔节期前后（插秧后约60 d）和抽穗期（插秧后约90 d）取样，称取约12 g鲜土，放入自封袋中，加10 ml蒸馏水，混匀后封口。为防止土袋损坏以及保持淹水状态，将土袋放入100 ml具塞塑料离心管内，并向管内注满水。同连续培养法埋入3个位置培养，并在每次培养约30 d后取出每个位置的3个土袋，测定土壤中无机氮。
因抽穗后30 d即停止灌溉，稻田很长时间处于非淹水状态。在抽穗后25 d取样后（2013年），挑出根茬混合均匀，称取约12 g放入直径为2 cm、高10 cm的有机玻璃柱中，参照旱田的方法进行培养12[]
。2014―2015年，在抽穗后25 d取样后仍按照阶段培养法进行培养，并测定无机氮含量。
原位培养法的条件试验：2015年，在五常（S1）和建三江（S7）两地，在插秧前和拔节期分别取0～20 cm土层新鲜土样，同上述改进培养方法进行处理，每地埋入12个土袋进行原位培养。分别在培养后约30、40、50、60 d时取出，每次取3个土袋作为重复，测定无机氮含量。
1.4 样品采集与测试
将每次插秧前采集的鲜土混匀后，一部分放入田间原位培养，另一部分放入便携式冰箱，带回实验室。取约10 g土样2份，1份用于测定土壤含水量；另一份加入100 ml 2.0 mol L-1的KCl溶液, 震荡30 min，过滤后收集上清液，用德国Bran Luebbe AA3流动分析仪测定NH4+-N和NO3--N含量。
2013年和2014年，于分蘖期、拔节期、抽穗期、抽穗后25 d和成熟期，按平均分蘖取水稻植株，将茎叶和穗分开，于105℃杀青，80℃烘干，称重。用靛酚蓝比色法测定植株全氮含量，并计算氮素积累量。2015年未分析该指标。
1.5 数据处理
氮素矿化量=培养后土壤无机氮－培养前土壤无机氮
累积矿化氮量=各阶段氮素矿化量之和

土壤供氮量=（成熟期水稻无机氮－插秧期土壤无机氮）+累积矿化氮量
数据间方差分析均采用SAS 9.0软件，图表制作以及数据间相关分析均用Excel 2010软件进行。
2 结 果
2.1 不同培养方法测定的矿化氮量

随着培养时间延长，阶段培养法测定的土壤矿化氮一直增加，在培养后期连续培养法测定的矿化氮则表现出了下降趋势（图1）。在S1、S2和S3分别培养至76、64和84 d时，阶段培养法测定的矿化氮分别占总矿化氮量的74.7%（S1）、87.7%（S2）和48.3%（S3），而连续培养法测定矿化氮量均已达到最大值。与矿化最高点相比，连续培养法测定的矿化氮量下降了6.7%～28.6%；与阶段培养法比，连续培养法测定的总矿化氮量降低了30.0%～67.7%（p<0.05）。这说明，连续培养会抑制氮素矿化，而改进的阶段培养法则能减轻或者避免这种氮素矿化受抑制的问题。
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注：数值为3个重复的平均值±标准差，下同 Note: Values in the figure are means ± standard errors of three replicates. The same below
图1连续和阶段培养法测得的土壤累积矿化氮量
Fig.1 Cumulative mineralized N in the soil relative to measuring method
2.2 培养时间对矿化氮的影响

因长时间培养会抑制氮素矿化，试验分析了培养时间与氮素矿化的关系（图2）。在插秧时取样培养，随着培养时间延长矿化氮含量增加（图2A）；在拔节期取样培养，随着培养时间的延长矿化氮有明显降低的趋势（图2B），两个地点分别在培养后35 d和42 d达到最高值。与矿化量最高值相比，培养约60 d时的矿化氮下降了4.5%～8.7%。
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图2插秧期（A）和拔节期（B）培养时间对土壤氮素矿化的影响
Fig.2 Effects of duration of the incubation on N mineralization at the transplanting (A) and jointing stages (B)
2.3 无氮区水稻吸氮与矿化氮量的关系

2015年没有无氮区水稻吸氮数据，因此只对S1～S6点的数据进行了相关分析。同一地点，无氮区水稻吸氮曲线与土壤矿化氮曲线变化趋势相似，不同地点间水稻吸氮量和矿化量存在较大差异（图3）。水稻吸氮量和土壤矿化氮量均呈现出前期较慢，中间较快，后期又变慢的特点。2年7个点次（S1点试验进行了2年）无氮区水稻吸氮总量为52.83～95.92 kg hm-2，平均值75.10 kg hm-2；土壤矿化氮量39.00～111.7 kg hm-2，平均值81.43 kg hm-2。各地点的土壤矿化氮量和水稻吸氮有较高的相关性（R2=0.796～0.997，p<0.05）（图3）；所有地点数据放在一起分析，土壤矿化氮和水稻吸氮也为显著正相关关系（R2=0.621，p<0.01）（图3）。即土壤氮素矿化可以解释水稻吸氮变异的60%以上。
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注：S1~S6为全部试验点数据；*和**分别代表5%和1%显著水平，下同 Note: S1~S6 stands for data collected at 6 experiment sites; * and** for significant difference at 5% and 1% levels, respectively. Treatment N0: No N fertilizer applied. The same below
图3土壤累积矿化氮与无氮区水稻吸氮的关系
Fig.3 Relationships between cumulative mineralized N and rice N uptake in Treatment N0
2.4 插秧期和成熟期土壤无机氮含量

不同年份、地点间的土壤起始无机氮（插秧期）和成熟期无机氮含量差异较大（图4）。连续三年（图4A），S1点土壤起始无机氮和收获时无机氮含量互有高低，差异不显著。其他5个地点（图4B）的土壤起始无机氮和收获时无机氮含量也互有高低，绝大多数差异不显著（S6点除外）。如果仅分析成熟期水稻吸氮量与土壤供氮量或者与土壤矿化氮的相关性，二者均呈显著正相关关系（图5），决定系数R2分别为0.857和0.827（p<0.01），前者稍高于后者。
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图4插秧期和成熟期土壤无机氮含量
Fig.4 Soil inorganic N content at the transplanting and mature stages 
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图5成熟期无氮区水稻吸氮与累积矿化氮量和土壤供氮量的关系
Fig.5 Relationships of rice N uptake with cumulative mineralized N and soil N supply in Treatment N0 at the maturing stage
3 讨 论

本研究表明，连续培养约60 d后，累积矿化氮量会出现不同程度的下降。张玉玲等11[]
也发现，水田土壤培养一段时间后其累积矿化量会下降。其主要原因是：连续培养法未能及时移去矿化氮，使矿化氮不断累积，过高的矿化氮会抑制矿化过程。氮素矿化过程主要由微生物驱动13[]
，当矿化氮累积到一定程度就会抑制氨化微生物繁殖，导致其他微生物大量繁殖，这些微生物以未矿化的有机物为碳源，消耗矿化出来的铵态氮14[]
，当铵态氮的消耗量大于矿化量时，土壤表观矿化氮量则开始降低。本试验分析了培养时间与氮素矿化的关系，在插秧后即使培养接近60 d，矿化氮也不会降低（图2A），而拔节后培养约40 d就会有矿化氮降低的风险。插秧后培养约40 d，矿化氮只有约10 mg kg-1（图2A），而拔节后对应值则高于20 mg kg-1（图2B）。插秧后40 d矿化量低，因此无明显的抑制作用，拔节后40 d矿化氮量高是其抑制氮素矿化的原因。此外，长时间培养是否抑制氮素矿化可能也与气温变化有关：水稻插秧后气温一直升高，而拔节后气温先升高后降低，温度一直增加矿化氮量随之提高；但是，温度由高变低可能会抑制氮素矿化10[]
，这可能是拔节后40 d矿化氮降低的原因之一。同样道理，抽穗后25 d以后气温开始降低，随着培养时间增加，矿化氮含量也表现出降低或者增加不明显的趋势（图3）。虽然生育前期连续培养60 d矿化氮未降低，但是其矿化量却低于阶段培养法测定的矿化氮量（图1），这说明长时间培养仍抑制了氮素矿化过程。由此可见，每次培养时间不宜超过40 d。
以往的研究中，无论是培养法测定的矿化氮量，还是各种氮素有效性的化学指标，仅与盆栽试验无氮区水稻吸氮具有较好的相关性，上述指标与田间无氮区水稻吸氮间即使达到显著相关，其决定系数也只有0.3左右4[-5]
。本研究中，改进的原位培养法测定的矿化氮与无氮区水稻吸氮显著相关，且决定系数R2超过0.6（图3）。相关性明显提高的原因有：（1）培养温度与田间水稻生长温度一致。温度是影响氮素矿化最重要的因子，温度不同，氮素矿化量和矿化过程将明显不同
 ADDIN EN.CITE 
[15-17]
。室内培养法的培养温度一般是30～40℃，这与田间温度并不一致。因此，室内培养法测定的是土壤供氮潜力18[]
，而不是土壤实际供应的氮量
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。而改进的培养方法培养温度与无氮区水稻生长的温度一致，测定的是土壤实际的矿化量，这部分氮是水稻实际吸收的主要氮源，因此，相关性较高。（2）减少了较高铵态氮对氮素矿化的抑制作用。长时间连续培养形成的铵态氮会抑制氮素矿化过程，造成矿化氮含量降低（图1）。其他研究者也发现了类似的现象9-11


[ ADDIN EN.CITE ]
。为了减少这种影响，试验改连续培养为阶段培养。无氮区水稻生长过程中吸收了大部分矿化氮，当采集无氮区鲜土进行培养时，土壤铵态氮含量并不高，从而能有效减轻过高铵态氮对矿化的抑制作用。（3）稻田根层变浅，养分供应主要集中在0～20 cm土层。过去研究3[]
显示，20 cm以下土层供氮占较大比例，这是测定的土壤氮和无氮区水稻吸氮相关性差的原因之一。小农户经营模式下，稻田耕作一直以旋耕为主，长时间旋耕后形成了障碍性层次，土壤20 cm以下土层质地坚硬，阻碍了水稻根系的下扎。因此，20 cm以下土层供氮比例变小，在无氮区水稻吸氮中所占比例降低。因此，试验测定0～20 cm土层供氮与无氮区水稻相关性较高。本研究中决定系数R2也只达到0.62，这可能与非土壤来源氮较高有关。田间条件下非土壤来源氮（包括水稻的联合固氮、降雨、灌溉水及秧苗带入的氮）占稻田自然供氮量的28%～42%3[]
。如能定量非土壤来源的氮并加上矿化氮，可能会进一步提高测定指标与无氮区水稻吸氮的相关性。
4 结 论

本研究所提出的阶段原位培养方法，克服了连续培养过程中矿化氮下降的情况。测定的氮素矿化进程与无氮区水稻吸氮进程基本一致，通过本方法测定的矿化氮量与田间无氮区水稻吸氮量之间具有很好的相关性，决定系数R2超过了0.6。该方法测定的矿化氮量可以作为评价稻田土壤供氮能力的指标。
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Effectiveness Evaluation of the Use of Phase Incubation Method to Determine N Mineralization in Paddy Soil
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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Abstract   As not much correlation was observed between rice N uptake in Treatment N0 (No N fertilizer applied) and N mineralization rate measured with the traditional in situ incubation method, modification was made of this method in an attempt to improve its accuracy in measuring soil N supplying capacity. The traditional one is a continuous incubation method, which goes like this: collect some soil from a paddy field before seedling transplanting, mix it with water at 1:1 in volume, pack the mixture in ziplock bags, put the bags back into the field for in situ incubation, and then sample the soil in the bag once every 30 days for measurement of inorganic N. The modified one adopts phase incubation and goes almost the same as the traditional one in preparation for incubation, and then put the bags in centrifuge tubes full of water and the tubes back into the field for incubation in situ and sample the soil in the bag for analysis of inorganic N once every 30 days, while removing the ziglock bags of the last phase of incubation. Results of the 2013-2015 experiment show that with the incubation going on, mineralized N content rose first and fell as was measured with the traditional method. Compared with the maximum value, cumulative mineralized N dropped by 6.7%~28.6%. However, the modified one did not see any decline. So the measurement using the traditional method was 30.0%~67.7%（p<0.05）lower than that using the modified one. Duration of the incubation is a major factor affecting the content of mineralized N. When incubation went on continuously over 40 days, it might pose a risk of inhibiting N mineralization. So, each incubation should not last too long or over 40 days. The content of mineralized N measured with the modified method was found to be closely and positively related to rice N uptake measured in Treatment N0, with R2 being 0.621 (p<0.01). Therefore, it is suggested that when measuring soil mineralized N in paddy field, measurements using the modified one be cited as an indicator to evaluate soil N supplying capacity.
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