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不同粒径土壤活性有机碳测定方法的探讨
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摘要：选择不同肥力的沙质栗钙土、潮褐土和草甸栗钙土三种土壤，采用干筛法对其进行处理，获得四种不同粒级的土壤，分别为：＜0.15 mm、0.15~0.25 mm、0.25~0.50 mm和0.5~1.0 mm，用目前最常用的两种化学方法分别对不同粒级土壤活性有机碳进行了测定。结果表明：不同粒级土壤活性有机碳含量差异显著（P＜0.05），并且土壤活性有机碳含量随粒级增大而降低，其大小顺次为：小于0.15 mm土壤＞0.15~0.25 mm土壤＞0.25~0.5 mm土壤＞0. 5~1.0 mm土壤；与KMnO4氧化法相比，0.2 mol·L-1（1/6K2Cr2O7—1∶3H2SO4）氧化，130~140 ℃油浴煮沸5 min测定土壤活性有机碳的方法结果稳定，重现性好，变异系数小，且时间短，适宜大批土壤样品活性有机碳的测定。
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土壤活性有机碳指在一定时空条件下，受植物、微生物影响强烈、具有一定溶解性、在土壤中移动比较快、不稳定、易氧化、分解、易矿化，其形态，空间位置对植物、微生物来说活性比较高的那一部分土壤碳素[1]。近年来随着陆地碳循环与全球气候变化研究的深入，对土壤活性有机碳的研究已成为土壤、环境和生态学领域的热点之一。国内外有关活性土壤有机碳库的测定方法很多，概括起来可分为三大类：一类是物理分组法，一类是化学法，再一类是微生物学方法[2]。国内如袁可能提出的K2Cr2O7氧化法[3]，李酉开提出的稀释热法（水合热法）[4]。国外如Logninow等[5]提出KMnO4氧化法，他们根据有机质被三种不同浓度的KMnO4(33 mmol·L-1、167 mmol·L-1、333 mmol·L-1)氧化的数量，把易氧化有机质分成3个程度不同的级别。这种方法假设KMnO4在中性条件下对土壤碳的氧化作用与土壤微生物和土壤酶的作用类似；氧化中KMnO4下降的浓度越低，说明土壤有机成份活性越大。Lefroy和Blair等[6-7]研究发现这3个级别活性有机质中，能被333 mmol·L-1 KMnO4氧化的有机质在种植作物时变化最大，因此将能被333 mmol·L-1 KMnO4氧化的有机质称作活性有机质(Labile organic matter，LOM)，不能被氧化的称作非活性有机质(Non—labile OM，NLOM)。

国内外高级刊物中最常用的是化学氧化法，且以袁可能法和333 mmol·L-1 KMnO4氧化法出现最多。但用于测定的土壤粒级不一样，例如袁可能法建议土壤风干过0.15 mm筛，李酉开法和333 mmol·L-1 KMnO4氧化法则用过0.5 mm筛的风干土，粒径选择的差异对不同研究结果的比较造成了一定的困难。目前，针对不同粒径土壤采用不同方法测定活性有机碳的研究报道较少[8]。为此，本研究以这两种最常用的化学方法为基础，选取肥力不同的土壤，针对不同粒级，探讨活性有机质测定方法的稳定性，以期为活性有机质测定方法的选取提供准确、可靠的依据。

1  材料与方法

1.1  供试土壤  

沙质栗钙土和草甸栗钙土均采自河北坝上地区张北县小二台乡，潮褐土采自河北保定。沙质栗钙土分别采自莜麦（免耕、少耕、翻耕）、杨树林、苜蓿和南瓜植被地；草甸栗钙土分别采自洋白菜、萝卜、土豆、莜麦、亚麻、蚕豆、甜菜和杂草植被地；潮褐土则采自能够代表中肥力的大田作物小麦—玉米轮作地。

1.2  土壤样品的处理  

以上采集的16个样点土壤风干后挑去肉眼可见的根、茎、叶等动植物残体和石块等杂物，粉碎过1 mm筛备用。取约20 g土壤研磨全部通过0.15 mm筛，用于测定土壤有机质含量[9]，其各自有机质含量如表1所示。剩余土样则依据各自所属土壤亚类分别进行等量混合，得到三个土壤样品。由于广大研究者更习惯于用风干土进行实验，因此本研究用干筛法[10]得到1.0~0.5 mm，0.5~0.25 mm，0.25~0.15 mm和＜0.15 mm 的各级土粒，装密封袋备用。对每一粒级土壤的测定均设7次重复。
表1  供试土壤有机质含量

Table 1  Organic matter contents of tested soil

	土壤亚类
	有机质含量/(g·kg-1)
	平均
/(g·kg-1)
	土壤
肥力*

	沙质栗钙土
	8.08(莜麦,免耕)
	9.22(莜麦,少耕)
	7.40(莜麦,翻耕)
	8.65(南瓜)
	9.83(苜蓿)
	10.87(杨树)
	
	
	9.01
	低

	草甸栗钙土
	21.05(土豆)
	11.24(洋白菜)
	16.22(甜菜)
	19.25(莜麦)
	14.29(蚕豆)
	11.81(萝卜)
	16.23(草地)
	12.75(亚麻)
	15.35
	高

	潮褐土
	13.24(玉米)
	12.35(小麦)
	
	
	
	
	
	
	12.80
	中


注：*资料依据来自《土壤农化分析》. 3版，鲍士旦. 面向21世纪课程教材. 中国农业出版社, 2005: 25.
1.3  活性有机碳的测定方法

    （1）方法1[3]：用0.2 mol·L-1（1/6K2Cr2O7—1∶3H2SO4，水∶酸=3∶1）混合液氧化土壤，在130~140 ℃油浴中煮沸5 min。具体操作：准确称取处理过的风干土0.5×××g（有机质高的可适当减少称样量）于硬质试管中，加入10 mL0.2 mol·L-1（1/6K2Cr2O7—1∶3H2SO4，水∶酸=3∶1）混合液，盖上小漏斗，在130~140 ℃油浴中共煮5 min，冷却后将试管内容物洗入250 mL三角瓶中，用水洗净试管内部及小漏斗，使三角瓶内溶液总体积为60~70 mL左右。加入几滴定碳指示剂用标准0.2 mol·L-1FeSO4滴至砖红色，即为终点。计算公式在查阅资料[3-4,9-10]后稍作调整：
活性有机碳(g/kg)＝｛(c×10/V0)×[(V0－V) ×
10-3×3.0]/(m×k)｝×1000
其中：c氧化剂的浓度（0.2 mol·L-1）；10氧化剂用量（mL）；V0和V分别为空白和样品滴定用去的FeSO4体积（mL）；10-3将mL换算成L的系数；3.0为1/4 C原子的摩尔质量（g·mol-1）；m风干土质量（g）；k风干土换算成烘干土的系数。
表2  不同方法不同粒级土壤活性有机碳统计结果

Table 2  The results of LOC on each sized soil particles determined by different methods

	方法
	粒径/mm
	沙质栗钙土
	草甸栗钙土
	潮褐土

	
	
	＜0.15
	0.15~0.25
	0.25~0.5
	0.5~1.0
	＜0.15
	0.15~0.25
	0.25~0.5
	0.5~1.0
	＜0.15
	0.15~0.25
	0.25~0.5
	0.5~1.0

	方法1
	X
	5.54a
	4.67c
	4.92b
	4.36d
	7.42a
	7.33a
	7.31a
	7.17a
	5.59a
	5.36ab
	5.23b
	4.89c

	
	S
	0.133
	0.228
	0.138
	0.230
	0.295
	0.150
	0.189
	0.296
	0.279
	0.318
	0.295
	0.240

	
	CV%
	2.40
	4.88
	2.81
	5.28
	3.98
	2.04
	2.58
	4.12
	4.98
	5.93
	5.64
	4.91

	方法2
	X
	3.98a
	3.53ab
	2.93b
	1.28c
	4.02a
	3.32b
	2.92bc
	2.67c
	3.07a
	2.63a
	2.47a
	1.82b

	
	S
	0.666
	0.786
	0.993
	0.418
	0.336
	0.705
	0.436
	0.485
	0.523
	0.687
	0.729
	0.174

	
	CV%
	16.75
	22.28
	33.93
	32.63
	8.36
	21.26
	14.96
	18.19
	17.03
	26.09
	29.54
	9.58


注：X为7次测定结果的平均值,S为标准差,CV%为变异系数。同一土壤类型不同粒径之间以LSD进行多重比较（a=0.05）标相同字母表示差异不显著。

（2）方法2[7]：称取约含15 mg碳的土壤样品于50 mL塑料旋盖离心管中，以不加土样作为空白；加入25 mL浓度为333 mmol·L-1 KMnO4，25 ℃下常规振荡1 h，然后在转速为2000 r/min下离心5 min，将上清液用去离子水以1∶250稀释至250 mL容量瓶中，用分光光度计565 nm下测定稀释样品的吸光值A。由不加土壤的空白与土壤样品的吸光值之差，在KMnO4浓度（mmol·L-1）对吸光值A的标准曲线上计算出KMnO4浓度的变化，并进而计算出被氧化的碳量。根据假设，氧化过程中高锰酸钾浓度变化1 mmol·L-1消耗0.75 mM或9 mg碳。其中能被333 mmol·L-1高锰酸钾氧化的碳是活性有机碳，不能被氧化的碳为非活性有机碳。计算公式如下：
活性有机碳(mg/g)＝（V×25×250×9）/（m×1000）
其中：V为KMnO4浓度变化值（mmol·L-1）；25和250分别为KMnO4用量（ml）和稀释倍数；9为KMnO4浓度变化1 mmol·L-1相当于消耗碳量（mg）；m烘干土质量（g）。
1.4  数据处理  
试验数据采用Excel 2003和SPSS 11.5软件进行处理及显著性检验，多重比较用LSD法。

2  结果与分析
2.1  不同粒级土壤活性有机碳测定结果的变异性分析
    两种方法测定不同肥力不同粒级土壤活性有机碳的数理统计结果如表2所示。由表2可知两种方法测定不同粒级土壤活性有机碳结果均有差异。方法1测定的不同肥力土壤各粒级之间，沙质栗钙土、潮褐土表现出显著差异（P＜0.05），草甸栗钙土则无显著差异，三种土壤各粒级活性有机碳均以＜0.15 mm最高，0.15~0.25 mm次之，0.5~1.0 mm最低。方法2测定的不同肥力土壤各粒级之间，沙质栗钙土、草甸栗钙土表现出显著差异（P＜0.05），潮褐土则无显著差异，三种土壤各粒级活性有机碳同样以＜0.15 mm最高，0.25 ~0.5 mm次之，0.5~1 mm最低。

比较不同方法测定的活性有机碳结果，表明方法1测定结果明显高于方法2，这与于荣等[11]的研究结果一致，而不同粒级土壤的变异系数（CV%）平均值，方法1分别为3.79%，4.28%，3.68%和4.77%；方法2分别为14.05%，23.21%，26.14%，20.13%，方法1比方法2要小得多。说明在有效控制好反应时间和温度的情况下，K2Cr2O7氧化法重现性好，结果稳定，能满足分析精度的要求。

表3  沙质栗钙土不同粒级活性有机碳相关系数

Table 3  Coefficients of each sized soil particles in Sandy Chestnut soil

	粒径/mm
	＜0.15(1)
	0.15~0.25(1)
	0.25~0.5(1)
	0.5~1.0(1)
	＜0.15(2)
	0.15~0.25(2)
	0.25~0.5(2)
	0.5~1.0(2)

	＜0.15(1)
	1.000
	
	
	
	
	
	
	

	0.15~0.25(1)
	-0.053
	1.000
	
	
	
	
	
	

	0.25~0.5(1)
	-0.302
	-0.190
	1.000
	
	
	
	
	

	0.5~1.0(1)
	0.351
	0.429
	0.130
	1.000
	
	
	
	

	＜0.15(2)
	0.448
	0.102
	0.125
	0.575
	1.000
	
	
	

	0.15~0.25(2)
	0.416
	-0.210
	0.373
	0.052
	-0.293
	1.000
	
	

	0.25~0.5(2)
	-0.092
	-0.131
	0.546
	0.225
	-0.449
	0.757*
	1.000
	

	0.5~1.0(2)
	-0.216
	0.403
	-0.237
	-0.093
	0.468
	-0.818*
	-0.876**
	1.000


注：*表示在p=0.05水平显著相关；**表示在p=0.01水平显著相关，(n=7)。（1）—方法1；（2）—方法2。下同
表4  草甸栗钙土不同粒级活性有机碳相关系数

Table 4  Coefficients of each sized soil particles in Meadow Chestnut soil

	粒径/mm
	＜0.15(1)
	0.15~0.25(1)
	0.25~0.5(1)
	0.5~1.0(1)
	＜0.15(2)
	0.15~0.25(2)
	0.25~0.5(2)
	0.5~1.0(2)

	＜0.15(1)
	1.000
	
	
	
	
	
	
	

	0.15~0.25(1)
	-0.327
	1.000
	
	
	
	
	
	

	0.25~0.5(1)
	-0.277
	0.341
	1.000
	
	
	
	
	

	0.5~1.0(1)
	-0.400
	-0.321
	0.484
	1.000
	
	
	
	

	＜0.15(2)
	0.416
	-0.088
	-0.357
	-0.021
	1.000
	
	
	

	0.15~0.25(2)
	-0.378
	-0.410
	0.371
	0.858**
	-0.069
	1.000
	
	

	0.25~0.5(2)
	-0.909**
	0.368
	0.563
	0.647
	-0.306
	0.541
	1.000
	

	0.5~1.0(2)
	0.743*
	-0.005
	-0.239
	-0.165
	0.541
	-0.212
	-0.546
	1.000


表5  潮褐土不同粒级活性有机碳相关系数

Table 5  Coefficients of each sized soil particles in Cinnamon soil

	粒径/mm
	＜0.15(1)
	0.15~0.25(1)
	0.25~0.5(1)
	0.5~1.0(1)
	＜0.15(2)
	0.15~0.25(2)
	0.25~0.5(2)
	0.5~1.0(2)

	＜0.15(1)
	1.000
	
	
	
	
	
	
	

	0.15~0.25(1)
	0.024
	1.000
	
	
	
	
	
	

	0.25~0.5(1)
	0.250
	0.541
	1.000
	
	
	
	
	

	0.5~1.0(1)
	0.127
	-0.288
	-0.551
	1.000
	
	
	
	

	＜0.15(2)
	0.332
	-0.035
	-0.168
	0.783*
	1.000
	
	
	

	0.15~0.25(2)
	0.051
	0.801*
	0.460
	-0.394
	-0.060
	1.000
	
	

	0.25~0.5(2)
	0.488
	0.087
	0.145
	-0.238
	-0.138
	-0.266
	1.000
	

	0.5~1.0(2)
	0.814*
	-0.367
	-0.230
	0.537
	0.634
	-0.202
	0.172
	1.000


两种方法得到的结果均表现出随粒级增大活性有机碳含量降低的趋势。在氧化条件相同的情况下，土粒越细（不研磨），容易被氧化的有机碳数量越多，也更能真实反映土壤活性有机碳含量的高低。
2.2  不同粒级土壤活性有机碳相关性分析
    两种不同方法测得沙质栗钙土、草甸栗钙土及潮褐土不同粒级土壤活性有机碳，大多不具有相关性（表3、表4、表5），只有用方法2测定沙质栗钙土不同粒级土壤活性有机碳含量时(表3)，粒径在0.15~0.25 mm之间与0.25~0.5 mm之间表现为显著相关，0.15~0.25 mm及0.25~0.5 mm分别与0.5~1.0 mm粒径之间表现显著或极显著负相关。一方面，说明使用同一方法测定同一土壤不同粒级活性有机碳其结果具有很大差异，活性有机
碳在不同粒级上的分布差异显著，这可能成为质地不同的土壤呼吸强度产生差异的一个重要因素；另一方面，说明对同一土壤用不同的方法测定活性有机碳，得到的结果不一样，用于说明问题的角度也应该有所侧重，但二者均能不同程度的反映土壤有机碳的活性。因此，建议依据研究的侧重点选择土壤活性有机碳的测定方法。
3  结论与讨论
（1）不同粒级土壤活性有机碳含量差异显著（P＜0.05），顺次为小于0.15 mm＞0.15~0.25 mm＞0.25~0.5 mm＞0. 5~1.0 mm，随粒级增大活性有机碳含量降低。以小于0.15 mm的测定结果变异系数最小，结果稳定，适宜进行活性有机碳和氧化稳定系数的测定。

（2）333 mmol·L-1KMnO4常温振荡1 h是目前最常用的方法，其测定结果比K2Cr2O7氧化法偏低，得到的氧化稳定系数比后者高很多，若用于评价土壤肥力则应慎重考虑此法。KMnO4浓度相对K2Cr2O7不稳定，易变。此外，在上机进行比色时容易受比色杯及其外壁物质的干扰，且时间一长容易在比色杯内壁附着一层带色物质，会严重影响前后及平行间的测定结果。再者，KMnO4在实验中仅用来氧化活性有机碳，实验结束仍有相当高的浓度，若进行二次使用和处理相对比较困难，对一些研究者来说很容易造成不必要的浪费。0.2 mol·L-1（1/6K2Cr2O7—1∶3H2SO4）氧化，130~140 ℃油浴煮沸5 min测定土壤活性有机碳，主要影响因素是反应温度和时间，但只要熟练操作都容易很好的控制。由于其结果较前者稳定，重现性好，变异系数小，且时间短(5±0.5) min，方法简便，尤其对大批样品的测定更能体现其优越性，适宜用来测定土壤活性有机碳。
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Methods for determining labile orange matter in 
different sized soil particles of different soils

Liu Heming, Yang Zhixin, Liu Shuqing*
College of Resources and Environmental Science, Agricultural University of Hebei, Baoding 071000, China
Abstract: Sandy Chestnut Soil, Cinnamon Soil and Meadow Chestnut Soil, of which the fertility are low, medium, and high, respectively, were divided into four sized soil particles based on dry sieve analysis (＜0.15 mm、0.15~0.25 mm、0.25~0.50 mm,0.5~1.0 mm) . Labile organic matter (LOM), on each sized particle was determined using two most commonly used chemical oxidation methods. The results showed that LOM contents on each sized particle had significant differences, with the increase of soil size, LOM contents are decreasing. Method using 0.2 mol·L-1（1/6K2Cr2O7—1∶3H2SO4）to oxidative and boiled in oil bath for 5 minutes could be used as the basic method to determine soil LOM ,because it had some advantages such as stable results, good repeatable, smaller variance coefficient, shorter time( only as short as 5 min), and it was especially suitable for determining large quantities of soil samples.
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