杨静等：不同施肥水稻土SON组分差异及影响因素
土 壤 学 报
Acta Pedologica Sinica
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: _Toc450413005]DOI:10.11766/trxb201712180415
不同施肥水稻土可溶性有机氮组分差异及影响因素[footnoteRef:1] [1: 国家自然基金项目 (41671490) 和福建农林大学国际合作项目 (KXB16016A) 资助Supported by the National Natural Science Foundation of China (41671490)and the International Cooperative Research Program at Fujian Agriculture and Forestry University (No.KXB16016A)] 

[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK17]杨 静[footnoteRef:2] 聂三安2,3  杨文浩1,2  陈成榕4  张黎明1,2  周碧青1,2  邢世和1,2[footnoteRef:3]† [2: †通讯作者Corresponding author， E-mail：fafuxsh@126.com
作者简介：杨 静（1992-），女，福建南平人，硕士研究生，主要从事植物营养与环境生态研究。E-mail:yangjing_0305@163.com
2017-12-18；2018-02-11；优先数字出版日期（www.cnki.net）：2018-03-]  [3: ] 

 (1 福建农林大学资源与环境学院，福州 350002)
（2 土壤生态系统健康与调控福建省高校重点实验室，福州 350002）
（3 福建农林大学生命与科学学院，福州 350002）
（4 School of Environment and Natural Science, Griffith University, Nathan 4111, Australia）

  可溶性有机氮（Soluble Organic Nitrogen, SON)在研究土壤供氮能力方面至关重要，而目前关于水田生态系统SON组成及其影响因素尚不清楚。运用红外光谱和氨基酸自动分析仪研究了长期 (33年) 不同施肥处理对水稻土SON含量、组分的影响及其主控因子。结果表明：单施化肥、化肥+牛粪、化肥+稻草处理土壤SON较不施肥处理提高23.49%、58.70%和106.30%，游离氨基酸氮提高32.27%、84.42%和95.21%，可溶性蛋白氮提高20.83%、70.00%和95.83%；不同施肥处理土壤游离氨基酸组成均以中性氨基酸占优势；土壤可溶性氮官能团组成均具有酰胺类化合物的红外特征吸收峰；RDA结果表明，土壤SON含量和组成差异明显，CK和NPK处理主要受土壤容重影响，而NPKM和NPKS则主要受有机质、全氮、微生物量氮、蛋白酶和谷氨酰胺酶影响。因此，SON含量和组分变化与施肥处理密切相关，长期添加有机肥能够显著增加土壤SON及其组分的含量，提高土壤供氮潜力。
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土壤可溶性有机氮 (SON, Soluble Organic Nitrogen) 是土壤氮库中最为活跃的组分[1]。一方面SON能够直接被植物根系吸收或在微生物作用下矿化为无机氮而被植物吸收[2]，另一方面SON的流动性强，易随降水和流水进入水体从而影响水质，是土壤氮素流失的主要形态之一[3]。土壤SON的存在形态及其含量是影响土壤氮素有效性的重要因子[4]，也是导致流域水体富营养化的重要成分[5]。农田土壤SON的组成较为复杂，以小分子游离氨基酸为主[6-7]。然而，Murphy等[1]认为农田土壤游离氨基酸含量很低，仅占SON的3%，氨基糖和杂环氮化合物占SON的15%，其余为含氨基化合物。可见，目前国内外有关土壤SON组成的研究不多，结论也不尽相同，且由于分析手段的限制，主要集中于小分子氨基酸组分的研究，而对SON其他成分 (尤其是大分子SON) 的研究则少见报道。
在农业生产中，施肥既是提高土壤肥力的重要措施，也是土壤SON的重要来源[8]，故施肥必然对土壤SON含量和组成产生不同程度的影响。然而不同种类肥料的成分及理化性质差异显著，故对不同形态有机氮的影响也各异。研究表明长期施用化肥对黑土有机氮组分含量无明显影响，而有机肥配施化肥耕层土壤各形态酸解有机氮含量均有一定提高，以氨基酸态氮增加最为明显[9]，对河西灌漠土[4]，潮土[10]的研究也得出了相似的结果。综上所述，施肥对旱地土壤SON组成具有显著影响，但因土壤类型、利用方式、气候条件等因素的不同呈现出显著差异。由于频繁淹水耕作、干湿交替的环境条件，致使水稻土明显有别于旱地土壤，然而国内外至今对不同施肥处理下水稻土有机氮含量及其组分的研究鲜见报道，有关长期不同施肥处理对水稻土SON及其组分的影响机理尚不清楚。因此，本研究以亚热带地区33年定位试验区为研究对象，分析长期不同施肥处理下黄泥田SON含量和组成变化特征及其差异，探讨产生差异的影响因素，为阐明水田生态系统SON的化学本质和生态功能提供科学依据。
1材料与方法
1.1试验区概况
长期定位试验区位于福建省闽侯县白沙镇 (119°04'10"E，26°13'31"N)，属中亚热带与南亚热带过渡区，夏季高温多雨，年均气温19.5 ℃，年日照时数1 812 h，无霜期约311 d，年均降水量1 350 mm。试验地土壤类型为黄泥田，成土母质为低丘红壤坡积物，定位试验于1983年建立，至今已有33年历史，试验开始时耕层土壤基本性质为：pH 4.9，有机质21.6 g kg-1，碱解氮141.0 mg kg-1，速效磷12.0 mg kg-1，速效钾41.0 mg kg-1。1983—2004年试验地采用双季稻轮作，2005年开始采用单季稻种植，水稻品种每3～4年更换一次，均为当地主栽品种。
1.2试验设计
试验设置不施肥 (CK)、单施化肥 (NPK)、化肥+牛粪 (NPKM)、化肥+稻草 (NPKS) 共4个处理，每个处理重复3次，小区面积为12 m2 (3 m×4 m)，采用随机排列，小区间用水泥埂隔开。3种施肥处理每茬氮、磷和钾施用量均相同，分别为N 103.5 kg hm -2、P2O5 27.0 kg hm -2 和K2O 135.0 kg hm -2。单施化肥处理为施用尿素、过磷酸钙和氯化钾，其中尿素和氯化钾50%作基肥施用、50%作分蘖肥施用，过磷酸钙全部作基肥施用。配施牛粪的有机质、N、P2O5和K2O含量分别为394.2 g kg-1、15.8 g kg -1、8.8 g kg -1和11.7 g kg -1，每茬牛粪施用量 (干基) 为3 750 kg hm -2；配施稻草的有机质、N、P2O5和K2O含量分别为647.4 g kg-1、11.0 g kg -1、3.8 g kg -1和20.4 g kg -1，每茬施用量为上茬稻草全部回田 (多年平均为干重4 500 kg hm -2)；牛粪和稻草全部作基肥施用。
1.3样品采集与分析
2016年7月水稻种植前采用对角线多点采样法采集各处理小区耕层土壤 (0～20 cm) 混合样品，一部分鲜样直接用于SON、相关酶活性和微生物生物量氮 (Microbial Biomass Nitrogen，MBN) 分析，未能及时测定的鲜样置于4℃  (短期) 和-20℃  (长期) 冰箱中恒温保存，另一部分样品在室内风干过筛后用于土壤相关理化性质的测定。土壤理化性质采用土壤农化常规分析方法[11]、土壤蛋白酶活性和谷氨酰胺酶分别采用福林比色法和奈氏比色法[12]、MBN采用液氯熏蒸浸提—水浴法[13]测定；土壤SON采用70℃热水浸提、可溶性总氮 (Total Soluble Nitrogen，TSN) 与可溶性无机氮 (NH4+、NO3-和NO2-，Soluble Inorganic Nitrogen, SIN ) 差减法[14]获得，其中TSN和SIN分别采用带有氮检测器的总有机碳分析仪 (日本，Shimadzu CN200) 和连续流动注射分析仪 (意大利，Systea) 测定；土壤游离氨基酸含量和组成均采用茚三酮显色-氨基酸自动分析仪 (英国，Biochrom) 测定[15]，具体分析步骤为：取 5 g新鲜土样于50 ml 具塞三角瓶中，加 25 ml 蒸馏水 (土水比为1:5) 置于 70℃恒温水浴中加热浸提18 h后置于振荡机上振荡 5 min，然后用 0.45 μm微孔滤膜过滤。取10 ml的滤液与0.25 g磺基水杨酸去蛋白，以每5 000 r min-1离心5 min，微调节pH至2.2后用0.45 µm滤膜过滤。吸取1 ml滤液于氨基酸自动分析仪测定；土壤可溶性蛋白质采用考马斯亮蓝法测定[16]；土壤SON未知组分采用傅里叶红外光谱法测定[17]。
1.4数据分析
所有分析数据均利用Excel 2013和SPSS 18.0软件处理，SigmaPlot 12.5和Origin 8.0软件作图，不同处理间差异显著性分析采用单因素方差分析 (One-way analysis of variance, ANOVA)，并采用CANOCO 4.5统计软件中的冗余分析方法 (RDA) 探讨不同施肥处理SON含量和组成差异的影响因素。
2结 果
2.1不同施肥处理下土壤SON含量差异
图1结果表明，长期不同施肥处理下供试土壤TSN以SON为主，SON介于23.14～49.80 mg kg-1之间，占土壤TSN的46.16%～62.45%。不同施肥处理耕层土壤SON含量变化趋势为NPKS > NPKM > NPK > CK，与CK相比，施肥处理显著提高耕层土壤SON含量 (p<0.05)，NPK、NPKM和NPKS处理分别较CK提高23.49%、58.70%和106.30%；与单施化肥相比，有机无机配施可显著提高土壤SON含量 (p<0.05)，NPKS和NPKM处理SON含量分别较NPK处理增加67.06%和28.51%；且以配施稻草对供试土壤SON含量影响更为显著，较配施牛粪高29.99%。可见，在施用等量化肥的前提下，长期化肥配施稻草更有利于土壤SON含量的积累。


注：CK为不施肥处理，NPK为单施化肥，NPKM为化肥+牛粪，NPKS为化肥+全部稻草还田，不同小写字母代表处理间差异显著 (p< 0.05, Duncan检验)。下同Note: CK stands for control or no fertilizer, NPK for chemical fertilizer NPK, NPKM for chemical fertilizer + cattle manure and NPKS for chemical fertilizer + straw. The different lowercase letters in the figure mean significant difference between different treatments (p< 0.05，Duncan test).The same below
图1 长期不同施肥处理土壤SON含量
Fig.1 Soil SON content in paddy soil under long-term fertilization relative to treatment

2.2不同施肥处理下土壤游离氨基酸氮含量差异  
表1可见，长期不同施肥处理下耕层土壤游离氨基酸氮含量差异显著，其含量变化顺序为NPKS > NPKM > NPK > CK。与CK相比，NPK处理游离氨基酸氮增加2.63 mg kg-1 (32.27%)，但差异未达显著水平，NPKS和NPKM处理游离氨基酸氮分别较CK处理增加7.76 mg kg-1 (95.21%) 和6.88 mg kg-1 (84.42%)，分别较NPK处理增加5.13 mg kg-1 (47.59%) 和4.25 mg kg-1 (39.42%)，且差异均达到显著水平。可见，长期不同施肥处理下耕层土壤中游离氨基酸氮在SON组分中的比例各异，NPKM处理所占比例最高，占SON的39.23%，NPK与CK处理次之，分别为占SON的36.16%和33.76%，而NPKS处理的比例最低，仅占SON的31.94%。









	表1 长期不同施肥处理土壤游离氨基酸氮含量
Table 1 Soil free amino acids content under long-term different fertilization models






	Table 1 Soil free amino acid nitrogen content in the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment (mg kg-1)



	氨基酸
Amino acids
	CK

	NPK

	NPKM

	NPKS


	中性氨基酸
Neutral amino acids












	肌氨酸Creatine
	0.69±0.052
	1.57±0.057
	1.09±0.109
	1.20±0.012

	
	磷酸丝氨酸 Serine phosphate
	0.01±0.006
	0.10±0.029
	1.04±0.058
	1.28±0.122

	
	苏氨酸Threonine
	0.69±0.040
	0.80±0.046
	1.05±0.064
	1.11±0.064

	
	丝氨酸Serine
	0.62±0.040
	0.55±0.029
	1.16±0.092
	1.34±0.112

	
	甘氨酸Glycine
	0.66±0.075
	0.69±0.052
	2.45±0.017
	2.50±0.173

	
	丙氨酸Alanine
	1.03±0.064
	1.26±0.092
	1.23±0.013
	1.37±0.116

	
	缬氨酸Valine
	0.78±0.058
	1.14±0.075
	0.05±0.017
	0.09±0.023

	
	胱氨酸Cystine
	0.07±0.035
	0.02±0.006
	0.31±0.046
	0.32±0.040

	
	蛋氨酸Methionine
	0.13±0.008
	0.20±0.046
	0.71±0.075
	0.73±0.058

	
	异亮氨酸Isoleucine
	0.35±0.072
	0.55±0.058
	1.93±0.144
	1.87±0.012

	
	亮氨酸Leucine
	1.00±0.058
	1.29±0.121
	0.65±0.087
	0.59±0.058

	
	酪氨酸Tyrosine
	0.28±0.046
	0.36±0.046
	0.94±0.081
	0.95±0.104

	
	苯丙氨酸Phenylalanine
	0.52±0.058
	0.67±0.058
	0.14±0.029
	0.11±0.012

	
	羟脯氨酸Hydroxyproline
	0.18±0.046
	0.23±0.046
	0.57±0.052
	0.53±0.064

	
	脯氨酸Proline
	0.37±0.040
	0.41±0.012
	0.15±0.029
	0.17±0.017

	酸性氨基酸
Acidic amino acids
	天冬酰胺Asparagine
	0.51±0.075
	0.64±0.052
	0.67±0.075
	0.69±0.064

	
	谷氨酸Glutamate
	0.26±0.046
	0.30±0.052
	0.55±0.098
	0.68±0.058

	碱性氨基酸
Basic amino acids

	鸟氨酸Ornithine
	/
	/
	0.02±0.006
	0.14±0.012

	
	赖氨酸Lysine
	/
	/
	0.14±0.023
	0.12±0.017

	
	精氨酸Arginine
	/
	/
	0.18±0.046
	0.12±0.012

	氨基酸总量Total amino acids
	8.15
	10.78
	15.03
	15.91

	SON
	24.14
	29.81
	38.31
	49.80

	FAA:SON
	33.76%
	36.16%
	39.23%
	31.94%


注：表中数值为平均值±标准差Note: The date in the table are Mean ± SD
    从土壤游离氨基酸组成分析来看 (图2)，不同施肥处理下中性氨基酸占游离氨基酸总量的89.00%～91.28%，酸性氨基酸和碱性氨基酸仅分别占游离氨基酸总量的8.12%～9.45%和0～2.39%。各施肥处理土壤游离氨基酸均以苏氨酸、丝氨酸、肌氨酸、甘氨酸、丙氨酸和异亮氨酸为主，与CK相比，除缬氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸和脯氨酸外，长期施肥均在一定程度上提高土壤其他游离氨基酸的含量。可见，长期不同施肥处理下供试土壤游离氨基酸组成均以中性氨基酸占优势，但有机无机配施处理可显著提高土壤酸性和碱性游离氨基酸氮的含量。


图2 长期不同施肥处理土壤游离氨基酸组成
Fig.2 Composition of soil free amino acid in the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment
2.3不同施肥处理下土壤可溶性蛋白氮含量差异  
图3结果表明，长期不同施肥处理下土壤可溶性蛋白质含量变化介于7.49～14.69 mg kg-1，可溶性蛋白氮含量介于1.20～2.35 mg kg-1，占土壤SON的4.72%～5.32%。不同施肥处理下土壤可溶性蛋白氮含量具体表现为NPKS > NPKM > NPK > CK，NPKS和NPKM处理土壤可溶性蛋白氮均显著高于CK及NPK处理，增幅分别为95.83%和70.00%及60.07%和40.69%，与CK处理相比，NPK 处理土壤可溶性蛋白氮含量增加了0.25 mg kg-1 (20.83%)，但差异未达到显著水平。可见，有机无机配施可显著提高土壤可溶性蛋白氮含量，尤其是NPKS处理。


图3 长期不同施肥处理土壤可溶性蛋白氮含量
Fig.3 Soil soluble protein nitrogen content in the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment

2.4不同施肥处理下土壤SON其他组分含量差异  
图4可见，长期不同施肥处理下耕层土壤SON提取液的红外光谱基本相似，均在3 400 cm-1 (碳水化合物、羧酸、酚类、醇类等的-OH伸缩振动，以及酰胺类官能团的N-H伸缩振动)、1 630～1 650 cm-1 (木质素中与芳香环相连的C=O伸缩振动及酰胺类化合物C=O伸缩振动，即酰胺I吸收带)、1 400～1 460 cm-1 (木质素、脂肪族化合物及C-N伸缩振动，即酰胺III吸收带)、1 310 cm-1 (含有NH4+成分的复合物、C2N伸缩振动)、1 000～1 100 cm-1 (Si-O伸缩振动，C-O伸缩振动，碳水化合物或多糖)[17] 等附近出现明显的吸收峰，但不同施肥处理下在某些特征吸收峰和强度上存在一定差异，表明长期不同施肥处理下土壤中SON的组成和含量具有一定的差别。就特征吸收峰而言，NPK、NPKM和NPKS处理在2 925～2 975 cm-1 出现显著的肩峰 (脂肪族和脂环族中-CH3、-CH2-的伸缩振动)，且在1 587 cm-1附近出现一个较弱的特征峰 (-NH弯曲振动，即酰胺II吸收带)，而CK处理则在1 380 cm-1 (COO-伸展、酚的-OH变形和C-O伸缩振动) 出现显著的特征峰。通过重点比较3 400 cm-1，1 640 cm-1，1 460 cm-1，1 310 cm-1附近吸收峰的强度变化发现 (图4和表2)，与CK处理相比，NPK、NPKM和NPKS处理上述吸收峰的相对强度均有一定提高，说明施肥能够提高土壤中氨基酸、蛋白质、NH4+及C2N等含氮化合物的含量。不同处理的3 400 cm-1、1 640 cm-1、1 460 cm-1吸收峰相对强度均呈现出NPKS > NPKM > NPK > CK，而1 310 cm-1吸收峰则表现为NPKM > NPKS > NPK > CK。可见，不同施肥处理土壤SON库主要以酰胺类化合物存在，且NPKM处理所增加的氮主要为小分子易矿化氮，而NPKS处理所增加氮主要为大分子未知氮。


图4 长期不同施肥处理土壤可溶性氮库红外光谱图
Fig.4 FTIR of soil soluble nitrogen pool in the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment

	表2 不同施肥处理土壤氮组分红外光谱特征峰相对强度
Table 2 Relative intensity of the major FTIR absorption peaks of the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment

	处理Treatment
	3 400 cm-1
	1 640 cm-1
	1 460 cm-1
	1 310 cm-1

	CK
	34.57
	3.93
	0.53
	0.05

	NPK
	43.30
	5.81
	2.59
	0.09

	NPKM
	46.27
	12.01
	2.66
	0.13

	NPKS
	51.15
	15.93
	3.56
	0.10



2.5不同施肥处理下耕层土壤SON差异的影响因子
利用不同施肥处理耕层土壤SON含量及其可能影响因子的分析数据 (表3) 进行冗余排序分析，结果表明 (图5)，在RDA1 (图5a) 中第一排序轴和第二排序轴分别解释了SON含量变异的94.2%和2.8%，累积解释信息量达97.0%，说明前两轴能够很好地反映土壤SON含量与影响因子的关系，并主要由第一排序轴决定。在9个土壤影响因子中，全氮与第一排序轴呈最大正相关 (r=0.948)，其次为谷氨酰胺酶 (r=0.917)、蛋白酶 (r=0.899)、MBN (r=0.871) 和有机质 (r=0.840)。容重与第一排序轴呈最大负相关，相关系数为-0.806，说明不同施肥处理土壤SON含量主要受土壤全氮、谷氨酰胺酶、蛋白酶、MBN、有机质和容重的影响。在RDA2 (图5b) 中第一排序轴和第二排序轴分别解释了所有信息的92.1%和4.2%，所选的环境变量累计解释了96.3%的土壤SON组成变异。不同施肥处理下土壤SON组成的土壤影响因子与SON含量类似，但影响程度具有一定的差异。其中全氮与第一轴的关系最为密切 (相关系数为0.935)，其次为蛋白酶、有机质、谷氨酰胺酶和MBN，相关系数分别为0.805、0.800、0.769和0.719。容重与第一排序轴呈最大负相关，相关系数为-0.815，说明不同施肥处理下SON各组分的含量变化与有机质、全氮、MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶呈正相关，与容重呈负相关。根据样本与理化因子垂直交点到箭头的距离可知容重对不同施肥处理土壤SON含量和组成的影响大小排序为CK > NPK > NPKM > NPKS,而有机质、全氮、MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶对不同施肥处理土壤SON含量和组成的影响大小排序则表现为NPKS > NPKM > NPK > CK。因此，不同施肥处理间土壤SON含量和组分差异明显，CK和NPK处理主要受土壤容重的影响，而NPKM和NPKS主要受有机质、全氮、MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶的影响。

表3 长期不同施肥处理土壤理化性质
Table 3 Soil physical and chemical properties of the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment
	处理Treatments

	容重
Bulk density (g cm-3)
	比重Proportion
	通气孔隙Aeration
pore (%)
	pH
	有机质Organic matter
(g kg-1)

	CK
	1.18a
	2.49a
	9.0%a
	5.30a
	25.90c

	NPK
	1.09b
	2.51a
	11.0%a
	5.28a
	30.23bc

	NPKM
	1.02b
	2.48a
	12.0%a
	5.22a
	37.13a

	NPKS
	1.02b
	2.48a
	11.0%a
	5.40a
	34.90ab 

	处理Treatments

	全氮
Total nitrogen (g kg-1)
	碳氮比C/N
	微生物生物量氮Microbial biomass nitrogen( mg kg-1)
	蛋白酶Protease
(ug g-1 h-1)
	谷氨酰胺酶Glutaminase
(mg g-1 d-1)

	CK
	0.74d
	11.91a
	47.81c
	10.72c
	49.16c

	NPK
	0.82c
	11.65bc
	56.61b
	12.36bc
	52.42bc

	NPKM
	0.96b
	11.06c
	57.57b
	15.43ab
	53.86b

	NPKS
	1.01a
	10.86c
	67.07a
	18.71a
	60.90a


注：不同小写字母代表不同处理间的差异显著 (p< 0.05, Duncan检验) Note: the different lowercase letters on the maximum line mean significant different between different treatment (p< 0.05, Duncan test)
 (
b
a
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注：圆圈：不同施肥处理土壤SON含量 (a)和SON各组分含量 (b)；实线箭头：土壤理化因子；圆圈与实线箭头的夹角：不同处理SON含量及其组分与土壤理化因子的相关性；圆圈与实线的垂直交点到箭头的距离代表相关程度。Note: Circle: SON content (a) and contents of SON components (b) relative to fertilization treatment. Solid arrow: soil physicochemical factors; The angle between circle and solid arrow: correlation between the content of SON or contents of its components and the soil physicochemical factors; The distance from the vertical intersection between the circle and the solid line to the arrow indicates the significance level of the correlation
图5 长期不同施肥处理土壤理化性质与SON含量(a)及组分(b)的RDA排序图
Fig.5 RDA ordination of soil physicochemical properties and SON content (a) and components (b) in the paddy soil under long-term fertilization relative to treatment
3讨 论
3.1长期不同施肥处理对土壤SON含量的影响
土壤SON是土壤氮库中最活跃的组分之一，其含量的变化对土壤氮素的转化、供应和迁移具有显著影响。本研究表明四种长期不同施肥处理下耕层土壤SON含量占土壤TSN的46.16%～62.45%，是土壤可溶性氮库的重要组成成分。长期施肥显著地提高土壤SON含量，单施化肥处理 (NPK) 土壤SON含量提高了23.49%，这是因为化肥施入土壤后在生物因素 (土壤微生物量、酶活性等) 的作用下从无机氮素向有机氮素转化的结果[18]，然而无机氮施入土壤后易被水稻所吸收，且常通过硝化和反硝化等各种途径损失，导致单施化肥处理对SON的贡献率低于配施有机肥处理。与不施肥处理 (CK) 和单施化肥处理 (NPK) 相比，有机无机肥配施处理 (NPKM、NPKS) 土壤SON含量显著提高，NPKM处理SON含量提高了58.70%和28.51%，NPKS处理SON含量提高了106.30%和67.06%，究其原因一方面是由于长期配施牛粪、秸秆等有机肥，为供试土壤持续提供外源有机质 (33年来每年均分别输入1 478kg hm-2和2 913 kg hm-2的外源有机质)，提高了土壤微生物的生物量、蛋白酶和谷氨酰胺酶活性，化肥配施牛粪以及秸秆处理的土壤MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶活性分别比单施化肥处理提高1.70%和18.48%、24.84%和51.38%及2.65%和11.91% (表3)，从而促进大分子有机质的分解与无机氮向SON的转化[19]；另一方面是由于有机肥自身含有小分子有机物，施入土壤后不仅快速地增加土壤SON含量，还有利于水稻的生长，促进根系分泌物的增加，从而刺激微生物的生长[20]。此外，长期施用有机肥可使土壤疏松多孔，容重降低，通透性提高 (表3)，进而提高有机氮的矿化率，有利于SON的形成[21]。本研究结果亦显示，不同有机物料配施对土壤SON含量的影响不同，表现为NPKS>NPKM，其原因一方面是由于NPKS处理的年有机质输入量是NPKM的1.97倍，较高的有机质输入促进了土壤全氮、蛋白酶、谷氨酰胺酶及MBN的提高 (表3)，从而有利于SON的形成 (图5)；另一方面是由于施用的有机物料组成成分及其分解速率不同所致，研究表明牛粪中含有大量氨基酸、脂肪酸、多糖等易矿化小分子化合物[22]，而水稻秸秆的组成主要为纤维素、半纤维素和木质素，含量分别为34.62%～41.50%、18.00%～21.39%和9.27%～17.70%[23-24]，这些成分相对较难矿化，分解速率较慢[25]，回田120 d时水稻秸秆的腐解量仅为26.76%～54.58%[26]，故NPKS处理中还有相当数量上年输入的有机物料滞留于土壤，导致该处理次年的外源有机质数量相对提高，从而增加SON的形成。因此，外源无机氮以及牛粪和稻草等有机肥的输入，较显著地提高供试土壤的SON含量和氮素的供给能力，促进水稻的生长发育和产量的提高，致使长期单施化肥、化肥+牛粪和化肥+稻草处理的水稻产量分别较对照处理提高21.58%、39.11%和36.66%，化肥+牛粪和化肥+稻草处理的水稻产量分别较单施化肥处理提高14.42%和12.40% (表4)，但由于水稻对SON的直接吸收能力高低及其机理至今尚不清楚，故不同施肥处理土壤SON含量的提高对水稻产量的直接贡献及其差异尚有待于进一步深入研究。
	表4 长期不同施肥处理水稻产量
Table 4 Rice yield under long-term fertilization relative to treatment

	处理Treatments
	I 
 （kg hm-2）
	II 
（kg hm-2）
	III 
（kg hm-2）
	稻谷平均产量Average yield of rice
（kg hm-2）

	CK
	5 599
	5 629
	5 244
	5 491Cc

	NPK
	6 976
	6 471
	6 583
	6 677Bb

	NPKM
	7 897
	7 464
	7 555
	7 639Aa

	NPKS
	7 518
	7 572
	7 423
	7 504Aa


注：表中罗马数字 （I,II,III）代表同一处理的3个重复，不同小写字母代表不同处理间的差异显著 (p< 0.05, Duncan检验) Note: The Roman numerical figures (I, II and III) in the table represent three replicates of the same treatment, and the different lowercase letters on the maximum line mean significant difference between different treatment (p< 0.05, Duncan test)

3.2长期不同施肥处理对土壤SON组分的影响
长期不同施肥对土壤SON的组分含量影响深刻，影响程度因施肥处理而异。本研究结果表明，游离氨基酸氮和可溶性蛋白氮共占SON的36.66%～44.55%，是SON中重要的组成成分。不同施肥处理间土壤游离氨基酸氮和可溶性蛋白氮含量差异表现为NPKS > NPKM > NPK > CK，与SON含量差异一致，说明氮肥的施入 (包括化肥和有机肥) 导致土壤SON、游离氨基酸和可溶性蛋白氮含量同步增加。主要与微生物对有机质进行分解过程中的代谢有关，即氮肥的施入提供丰富的能源物质，从而增加微生物的活性，土壤微生物分解有机物质与合成土壤腐殖质过程中，导致土壤SON总量和易矿化有机态氮的增加[27]。土壤SON是土壤有机质在微生物作用下的产物，因此土壤SON组分必然受土壤有机质含量、微生物量、相关酶活性及土壤本身理化性质的影响，本研究结果表明水田土壤中各类游离氨基酸和可溶性蛋白含量变化与土壤有机质、全氮、MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶呈正相关，与容重呈负相关 (图5a，图5b)。土壤有机质含量越高，微生物底物和酶促基质含量越高，使得MBN、蛋白酶和谷氨酰胺酶酶活性也越高，从而促进有机氮分解成易矿化小分子游离氨基酸氮和可溶性蛋白氮，因此施肥尤其是施用有机肥对增加水田土壤中易矿化有机氮库具有重要作用。
长期不同施肥处理土壤SON中的游离氨基酸总含量及其各组分的差异显著 (图3)。本研究表明不同施肥处理土壤游离氨基酸含量具有较大的差异，对SON的贡献率也不同，NPKM处理的贡献最高 (39.23%)，NPK (36.16%) 与CK (33.76%) 处理次之，NPKS处理最低 (31.94%)，这是因为不同施肥处理下土壤氨基酸生产速率不同，秸秆中含有大量的单宁、多酚等分解及其矿化率非常缓慢的大分子化合物，且进入土壤的多酚和单宁也极易与蛋白质结合，从而使蛋白质的分解速率降低[28]。长期不同施肥处理下各处理耕层土壤中均呈现出中性氨基酸 > 酸性氨基酸 > 碱性氨基酸，这与林地、茶园土壤游离氨基酸的研究结果一致[6,15]，主要是因为中性氨基酸种类多，所以其含量高于另外两类氨基酸，而碱性氨基酸的化学稳定性较低，容易发生降解，因此在氨基酸组成中占的比例较低[29]。
长期不同施肥处理土壤氮库组成相似，但各组分间含量具有一定的差异，NPKM处理所增加的氮主要为小分子易矿化氮，而NPKS处理所增加氮主要为大分子的未知氮 (图4)。不同有机肥配施化肥对土壤有机氮组分差异特征的影响机制可能有以下途径：(1)有机物料自身所含的养分差异直接导致土壤SON组分差异。牛粪中含有大量的水溶性小分子有机化合物(氨基酸、脂肪酸、多糖等)[22]，施入土壤后通过微生物的固定直接影响土壤中SON的组分，因此NPKM处理显著地提高了土壤氨基酸、多肽、蛋白质含量，但对土壤大分子含氮化合物没有明显影响。而水稻秸秆中木质素、纤维素、半纤维素等难矿化大分子化合物含量高[30]，施入土壤后主要提高大分子有机质含量。（2）有机物料的C/N差异，通过影响土壤微生物的矿化固定作用从而改变土壤SON组分。水稻秸秆C/N较高，微生物的生长受氮限制，矿化出的氮被微生物迅速固定，因此MBN含量较高，而C/N较低的牛粪，施入土壤后微生物生长主要受碳限制，无机氮同化量较少，因此1 310 cm-1的特征峰相对强度较大 (表2)。
4结 论
    长期不同施肥处理下水田土壤SON含量占土壤TSN的46.16%～62.45%，是水田土壤可溶性氮库的重要组成成分，不同施肥处理耕层土壤SON含量的变化趋势表现为NPKS > NPKM > NPK > CK。施肥显著提高土壤SON各组分含量（包括游离氨基酸氮、可溶性蛋白氮和酰胺类氮），SON中酰胺类未知有机氮组成有待于进一步研究确定。不同有机肥配施化肥对SON组分的贡献率不同，牛粪与化肥配施增加的有机氮以小分子SON为主，而水稻秸秆与化肥配施增加的有机氮则以大分子SON为主。长期不同施肥处理下水田土壤SON含量及其组分与土壤全氮、谷氨酰胺酶、蛋白酶、MBN、有机质呈正相关，而与容重呈负相关。
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 Effects of Various Influencing Factors of Soil Soluble Organic Nitrogen
Components  under Different Long-term Fertilization Treatments in Paddy Soil
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(2 Fujian Provincial Key Laboratory of Soil Ecosystem Health and Regulation, Fuzhou 350002, China)
（3 College of Life Science, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China）
（4 School of Environment and Natural Science, Griffith University, Nathan 4111, Australia）
Abstract   【Objective】 This paper was oriented to study changes in content and composition of soil soluble organic nitrogen (SON) and their influencing factors in paddy field under long-term fertilization varying in scheme, in an attempt to provide certain scientific bases for revealing chemical essence and ecological functions of SON in paddy soil and rationalizing fertilization schemes. 【Method】A 33-year long-term fertilization experiment, designed to have four treatments: CK (no fertilizer), NPK (chemical fertilizer), NPKM (chemical fertilizer + cattle manure) and NPKS (chemical fertilizer + straw) was selected as object of the study. With the aid of automatic amino acid analysis and Fourier infrared spectrum analyzer coupled with redundancy analysis (RDA) method, effects of the long-term fertilization treatments on content and composition of SON and main influencing factors in the paddy soil were explored. Soil SON was extracted with hot water. Portions of soil samples from the treatments, 5.0 g each, were put into flasks with stopper, separately, with 25 ml of deionized water each, incubated at 70 oC for 18 h, shaken for 5 min on a shaker, and filtered through a 0.45 um filter membrane. The extracts were analyzed for total soluble N (TSN) with the high-temperature catalytic oxidation method and a TOC analyzer (Shimadzu, Japan) and for concentrations of soil inorganic nitrogen (SIN) (NH4+–N, NO3-–N and NO2-–N) with a continuous-flow analyzer (Systea, Italy). The concentration of SON was calculated as the difference between TSN and the sum of SIN in the extracts. 【Result】Long-term fertilization significantly affected content and composition of the SON in the paddy soil relative to treatment. SON in the treatments accounted for 46.16%～62.45% of the TSN in the paddy soil under the long-term fertilization , making up an important component of the soil soluble nitrogen storage in the paddy field. The content of soil SON in Treatment NPK, NPKM and NPKS was 23.49%, 58.70% and 106.30% respectively higher than that in CK, which indicates that Treatment NPKS, long-term application of chemical fertilizer plus straw is more conducive to accumulation of SON in the paddy soil under the premise that the same amount of NPK is applied. The content of free amino acid nitrogen in Treatment NPK, NPKM and NPKS was 32.27%, 84.42% and 95.21% respectively higher than that in CK, accounting for 31.94%～39.23% of that of the total SON, separately. The free amino acids in the treatment exhibited a decreasing order of neutral amino acids > acidic amino acids > basic amino acids in content, and were dominantly composed of threonine, serine, sarcosine, glycine, alanine and isoleucine. The contents of acidic and basic free amino acid nitrogen were significantly increased in Treatments NPKM and NPKS. The content of soluble protein nitrogen in Treatment NPK, NPKM and NPKS was 20.83%, 70.00% and 95.83% respectively higher than that in CK, accounting for 4.72%～5.32% of that of the total SON, separately, which indicates that application of chemical fertilizer in combination with organic manure or straw, especially Treatment NPKS, can significantly increase the content of soil soluble protein nitrogen. Functional groups of the soil soluble nitrogen in Treatments NPKM and NPKS, especially in the latter, are reflected as amide compound featured infrared absorption peak at 3 400, 1 630～1 650, 1 400～1 460 and 1 310 cm-1 along the spectrum. RDA results show that SON varied significantly with treatment in content and composition. SON in Treatments CK and NPK was mainly affected by soil bulk density, while that in Treatments NPKM and NPKS was by organic matter, total nitrogen, microbial biomass nitrogen, protease and glutaminase.【Conclusion】 SON is closely related to fertilization treatment in content and composition, and addition of organic manure can significantly increase the contents of soil SON, acid and alkaline free amino acids and soluble protein nitrogen. The increased SON in Treatments NPKM and NPKS is mainly small molecule easily mineralized nitrogen and large molecule nitrogen of unknown forms. Free amino acids, amides and soluble proteins are the main components of SON in paddy soil. Bulk density, organic matter, total nitrogen, microbial biomass nitrogen, protease and glutaminase are the main factors affecting content and composition of SON in paddy field, but vary in degree with treatment.

 Long-term fertilization; Paddy soil; Soluble organic nitrogen; Composition; Influencing factors
（责任编辑：檀满枝）
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