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稳定同位素13C技术已被广泛用于研究土壤有机碳的周转[1~3]。13C技术可分为自然标记和人工标记两种[4,5]。13C自然标记方法研究土壤碳周转一般用于田间原位试验，要求有C3和C4植物的更替，且要有准确的更替时间。而室内培育实验利用这一方法则需加入较高的外源碳才能使δ13C值有较明显的变化，用量高达5% ~ 12%（烘干土质量百分数），这与田间实际情况不符[6,7]。另外，高量的外源碳将会加速或减缓土壤原有机碳的分解，从而影响了有机碳分解速率的估算。人工标记可分为连续标记和脉冲标记两种，前者成本高，所以多数研究采用脉冲标记[8~10]。脉冲标记在一个生长季内可使植物的δ13C值达到+100.0‰PDB左右，利用这种标记材料采用较低的用量即可满足田间或室内实验的要求[11]。目前国外已有大量利用脉冲标记富集的13C植物材料研究土壤有机碳周转的报道[8~12]，但国内仅见利用13C脉冲标记技术研究杉木幼苗和玉米光合作用及其产物分配规律的报道[5,13]。本研究尝试对富集13C水稻的标记方法进行探索，为深入研究土壤碳组分的周转提供科学材料。

1 材料与方法
1.1  供试材料    

试验所用土壤采自福建师范大学新区校园内，已连续种植甘蔗10年以上，采样深度0 ~ 15 cm，时间为07年7月。土样取回后进行自然风干处理，去除植物残体，磨碎过4 mm筛备用。供试土壤有机碳含量为5.28 g kg-1，δ13C值为-16.72‰，全氮含量为1.10 g kg-1，pH 4.46。供试植物为水稻，品种为D奇宝优527，由福建金山种子有限公司提供。
1.2  盆栽试验    

试验采用直径20 cm、高15 cm的塑料盆，每盆装过4 mm筛的风干土 6 kg，每盆施用尿素 3.00 g，磷酸二氢钾 1.50 g，硫酸钾 0.60 g，其中磷肥和钾肥作为底肥一次性施入，而氮肥作为底肥和追肥分三次施用，施肥量比例为1:1:1。选取优质水稻种子用1% NaClO 浸泡表面消毒30 min后直接播到塑料盆中，每盆6粒，在土壤中加入适量的自来水，超出土壤表面2 cm，将塑料盆放在实验室外，用特制的纱网罩上以防蚊虫进入，定期补充水分，保持土壤水层高度。播种时间为07年8月15日。待出苗15 d后，间苗，每盆留苗4株。水稻生长期间，定期去除杂草和喷洒农药。16盆水稻分成2组，其中8盆作为对照（不进行标记，编号为CK），另外8盆水稻进行脉冲标记（编号为LR），两组水稻摆放距离间隔10 m以上，以避免未标记水稻受到污染。
1.3  脉冲标记   

在水稻出苗45 d后开始标记，标记方法参照文献[11]。标记在特制的有机玻璃箱（长×宽×高，1.5×0.9×1.2 m）内进行（图1），每隔10 d左右通入13CO2 气体（NaH13CO3 + HCl = NaCl + H2O + 13CO2, 99 atom% 13C, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.）一次，每次NaH13CO3用量为10 g，整个试验共标记5次。标记时间为8:00 ~ 12:00，在标记过程中为防止玻璃箱内温度过高，在箱内底部加入适量冷冻的冰块来控制箱内温度在28.5 ~ 37.6°C范围内。另外，在箱内顶部安装2个小型风扇，这样可使箱内气体混合均匀。每次标记步骤简单如下：（1）标记前将栽植水稻的塑料盆放入标记箱的底座上，然后在底座里加入适量冰块，并放置4个250 ml的烧杯，其中2个放置NaH13CO3各5 g，2个放置NaH12CO3各5 g；（2）将有机玻璃箱放在底座槽内，向底座槽内注冷水密封，启动风扇。让水稻在有机玻璃箱内先光合15 min，这样能够提高13CO2的吸收；（3）标记时先用黑布遮住整个有机玻璃箱，迅速通过医用塑料滴管向装有NaH13CO3的1个烧杯中注入2 mol L-1的盐酸溶液250 ml，待反应5 min后，将黑布打开，让水稻在有机玻璃箱内进行光合作用；（4）待标记45 min后，重复步骤（3），继续向装有NaH13CO3的另1烧杯中注入盐酸以产生13CO2，最后2次向NaH12CO3的烧杯中注入盐酸溶液以产生12CO2，这样可以达到较好的标记效果；（5）标记结束后，取下有机玻璃箱，通风15 min后将水稻放回原位。
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图1 水稻标记实验

1.4  样品采集

在每次标记后的第9 d随机选择未标记和标记的水稻各2盆，从中取样1株，先用自来水冲洗，再用蒸馏水洗净，将根、茎和叶分开，放入60°C烘箱内烘干，然后磨碎过0.25 mm筛备用。待水稻生长120 d，随机选择未标记和标记的水稻各3盆，从中取样1株，收获整株水稻，用水洗净，将茎叶混合，根单独分开，放入60°C 烘箱内烘干，样品过0.25 mm筛备用。而水稻收获后的土壤挑出根系后自然风干，过2 mm筛，用四分法取约100 g土样，用玻璃棒摩擦绸布产生静电吸附除净植物残体，将土样磨细过0.150 mm筛后备用。

1.5  分析方法    

水稻根、茎和叶的全碳含量以及土壤有机碳和土壤全氮含量采用元素分析仪测定（Vario Macro CHN，Elementar）；土壤、水稻根、茎和叶的δ13C值用同位素质谱仪（Finnigan MAT253，Thermo Electron）测定；pH用pH计（奥立龙868，Thermo Orion）测定，水土比为2.5:1。
1.6  数据计算    

一般情况下，自然土壤或植物（未标记）的自然丰度用δ13C值来表示，其计算公式如下：

δ13C (‰) = (R样品/RPDB - 1) × 1000                          （1）

式中R样品 = 13C/12C样品，RPDB = 13C/12CPDB，为0.0112372。
而标记植物一般采用Atom（%）来表示，Atom（%）和δ13C（‰）转换公式如下：

Atom% 13C = [(δ13C + 1000) × RPDB] / [(δ13C + 1000) × RPDB + 1000] × 100   （2）
2 结果与分析

2.1  水稻不同器官13C丰度的动态变化

图2为未标记和标记水稻不同器官13C丰度的动态变化。对于未标记的水稻根、茎和叶，其atom% 13C的差异并不明显，且随时间呈下降升高下降的波动。通过5次脉冲标记，水稻的根、茎和叶的atom% 13C分别提高了1.6倍、1.5倍和1.5倍。在标记过程中，水稻根、茎和叶的atom% 13C随时间并没有呈现明显的变化规律（图2）。
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图2  水稻不同器官13C丰度动态变化
2.2  水稻13C标记效率和根际沉积碳的比例

水稻生长120 d时收获，测得水稻根和茎叶的δ13C值分别为1413‰（2.640 atom% 13C）和1377‰（2.602 atom% 13C），呈现根 > 茎叶的趋势，并且标记水稻的土壤δ13C值也明显富集，高达78.44‰（表1）。根据土壤、水稻根和茎叶（未标记和标记的）atom%和有机碳量以及加入的标记物13C量，估算了13C的标记效率，结果表明，收获时13C进入水稻（根和茎叶）和土壤中的比例分别为34.6%和0.5%，即水稻13C的标记效率为35%。本试验中，收获时未标记水稻的土壤atom% 13C为1.092，而标记水稻的土壤atom% 13C为1.197，假定根际沉积碳的丰度与水稻根的丰度（2.640）相同，那么水稻根际沉积碳占土壤有机碳的比例为7%。另外，本研究也利用13C自然丰度方法估算了土壤有机碳中来源于水稻根际沉积的比例。甘蔗土种植1季水稻后δ13C值由-16.72‰下降到-17.69‰，而水稻根的δ13C值为-25.18‰，因此，利用自然丰度方法估算根际沉积碳占土壤有机碳的比例为11%。

表1 收获时土壤和水稻的13C和C含量

	处理
	土壤
	水稻

	
	
	根                         茎叶

	
	(13C

(‰)
	Atom

(%)
	C

(g kg-1)
	(13C

(‰)
	Atom

(%)
	C

(g kg-1)
	(13C

(‰)
	Atom

(%)
	C

(g kg-1)

	CK
	-17.69
	1.092
	5.81
	-25.18
	1.084
	398.3
	-25.79
	1.083
	368.6

	LR
	78.44
	1.197
	5.52
	1413
	2.640
	393.3
	1377
	2.602
	363.1


3 讨  论

13C脉冲标记的植物材料已被广泛应用在土壤碳循环研究中，标记材料有小麦、玉米和水稻等[8~11]。本试验通过5次脉冲标记可使水稻根与茎叶的δ13C值达到1000‰PDB以上，并且根和茎叶的δ13C值差异很小，这说明采用本试验标记方法可以获得比较满意的富集13C的植物材料。本研究中，水稻13C的标记效率为35%，这与文献报道的基本一致[10,14]。如Simard等[10]利用13C脉冲技术研究光合产物碳分配和转移规律，结果发现1年生纸皮桦和花旗松幼苗13C的标记效率分别为57%和25%。根际沉积物包括根系分泌物和进入土壤的根毛、根细胞脱落物等，是土壤有机碳的重要来源[5,14]。Bromand等[8]利用脉冲标记技术制备富集13C的小麦，发现小麦根际沉积碳占土壤有机碳的比例为6%。Li和Yagi利用盆栽试验研究CO2浓度升高条件下根际沉积碳的输入及对土壤原有机碳分解的影响，结果发现水稻种植1季后其根际沉积碳占土壤有机碳的比例为2.1% ~ 4.1%[9]。本试验中，利用脉冲标记方法获取的水稻根际沉积碳占土壤有机碳的比例为7%，这与上述研究结果吻合。杨兰芳和蔡祖聪利用盆栽试验结合13C自然丰度方法研究了玉米植株生长和施氮水平对土壤有机碳更新的影响，结果发现种植1季玉米后玉米根际沉积对土壤有机碳贡献率为25%[15]。Liang等[16]利用盆栽试验结合13C自然丰度方法研究玉米不同生长阶段新形成的碳在土壤有机碳、微生物碳和水溶性碳中的分配规律，结果表明玉米出苗后28 d，来自于玉米根际沉积的土壤有机碳达到3%，110 d后可达12%。而本盆栽试验采用自然丰度方法估算水稻根际沉积对土壤有机碳的贡献率为11%。从本试验获取的结果来看，采用脉冲标记方法获取的比例低于自然丰度方法的，表明短期试验利用13C自然丰度方法可能会高估根际沉积对土壤有机碳的贡献。
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