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不同类型氮对温带森林土壤惰性有机碳库的影响
① 

左  甜，赵  涵，苗梦雨，刁静文，张晓慧，高  哲，郭  鹏* 

(河北科技大学食品与生物学院，石家庄  050018) 

摘  要：土壤惰性有机碳(ROC)高度稳定且占比较高，是土壤有机碳库的重要组成部分，其含量变化指示土壤碳库动态。外源氮输

入是影响 ROC 的一个关键因素，然而，不同氮类型如何影响 ROC 尚不明晰。基于此，本研究通过向温带森林土壤分别施加等氮量

(N 10.0 g/(m2·a))的硝态氮(KNO3、NaNO3)、铵态氮(NH4Cl、(NH4)2SO4)、铵硝混合氮(NH4NO3)和酰胺态氮(Urea)，研究了不同类型

氮源对温带森林土壤 ROC 的影响。结果表明：不同类型氮添加均显著提高了土壤 ROC 的含量和惰性碳指数(RI)，增幅分别为

73.4%~161.9% 和52.3%~137.4%。其中，铵态氮处理后ROC含量增幅最大，NH4Cl和(NH4)2SO4处理后增幅分别为133.7% 和161.9%，

原因是铵态氮对木质素过氧化物酶、漆酶、多酚氧化酶活性的抑制和对 pH 的降低作用最强，其分别下降了 35.7%~38.7%、

24.9%~25.3%、38.1%~56.9% 和 10.8%~11.4%。酰胺态氮处理对上述酶活性的抑制作用最弱，降幅分别为 13.8%、14.6% 和 24.6%，

对 ROC 含量的增加也相对最低(73.4%)。硝态氮施加导致锰过氧化物酶活性降幅最大，KNO3 和 NaNO3 处理的降幅分别为 10.5% 和

24.0%，进而导致 ROC 含量增加 109.6%~111.0%。综上，在准确预测和评估 ROC 对氮沉降的响应时，应考虑氮源类型的影响。 

关键词：铵态氮；硝态氮；酰胺态氮；惰性有机碳；氧化还原酶；惰性碳指数 
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Effects of Different Nitrogen Types on Soil Recalcitrant Organic Carbon Pool in Temperate Forests 
ZUO Tian, ZHAO Han, MIAO Mengyu, DIAO Jingwen, ZHANG Xiaohui, GAO Zhe, GUO Peng* 
(College of Food Science and Biology, Hebei University of Science and Technology, Shijiazhuang  050018, China) 

Abstract: Soil recalcitrant organic carbon (ROC) is a highly stable component of soil organic carbon. It accounts for a relatively 

high proportion of the soil organic carbon pool, and the change in its content indicates the dynamics of the soil organic carbon 

pool. Exogenous nitrogen (N) input is a key factor affecting soil ROC. However, how different types of N components affect ROC 

is still unclear. Based on this, nitrate N (KNO3 and NaNO3), ammonium N (NH4Cl and (NH4)2SO4), mixed N (NH4NO3), and 

amide N (Urea) were fertilized with equal amounts (N 10.0 g/(m2·a)) to temperate forest soils to investigate the effects of different 

N fertilizers on temperate forest soil ROC. The results showed that different types of N addition significantly increased soil ROC 

content and recalcitrant carbon index (RI) by 73.4%–161.9% and 52.3%–137.4%, respectively. Among them, the increase of ROC 

content after ammonium N treatment was the largest, and the increase of ROC content after NH4Cl and (NH4)2SO4 treatment was 

133.7% and 161.9%, respectively. It was because ammonium N showed the strongest inhibition effect on the activities of lignin 

peroxidase, laccase, polyphenol oxidase, and the greatest reductuion effect on pH, which decreased by 35.7%–38.7%, 

24.9%–25.3%, 38.1%–56.9%, and 10.8%–11.4%, respectively. Amide N showed the weakest inhibition on the activities of these 

enzymes (declined by 13.8%, 14.6%, and 24.6%, respectively), and the increase in ROC content was correspondingly lower 

(73.4%). Nitrate N addition declined most the activity of manganese peroxidase, and the decreases of KNO3 and NaNO3 

treatments were 10.5%, and 24.0%, respectively, which led to an increase of ROC content by 109.6%–111.0%. In conclusion, the 

impacts of N types should be considered when accurately predicting and evaluating the response of ROC to N deposition. 

Key words: Ammonium nitrogen; Nitrate nitrogen; Amide nitrogen; Recalcitrant organic carbon; Oxidoreductase; Recalcitrant 

carbon index 
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森林土壤有机碳库在全球碳循环中占据关键地

位，其含量的微小变化便可能对陆地生态系统产生深

远影响[1]。据估计，北方森林拥有全球陆地碳储量的

30%，大部分以有机碳的形式储存在土壤中[2]。其中，

惰性有机碳(Recalcitrant organic carbon，ROC)占土壤

有机碳的 60%~70%，难以被微生物降解，具有高度

稳定性，在全球碳循环中起着重要的储碳作用[3]。因

此，研究全球变化背景下 ROC 含量变化及其影响因

素，对于理解和预测土壤碳动态至关重要。 

随着全球经济发展，活性氮水平持续上升并显

著高于自然本底值，其对全球碳循环的影响正日益

凸显[4]。近几十年来，众多国内外学者研究了外源氮

添加对土壤碳库和酶活性的影响并取得了显著进展。

吴建波和王小丹[5]研究发现，氮添加会抑制木质素过

氧化物酶、锰过氧化物酶、漆酶及多酚氧化酶等氧化

还原酶活性，显著降低木质素及难降解有机碳的分解

速率，进而促进 ROC 的积累[6]。冯继广等[7]和 Xing

等[8]的研究表明，氮添加会引发土壤酸化和养分失

衡；可通过抑制微生物代谢活性来调控有机碳周转过

程[9]。此外，Luo 等[10]研究发现，氮沉降还可通过影

响磷酸酶活性对土壤有机碳储量产生级联影响。 

在氮沉降模拟试验中，NH4NO3 常被用作外加氮

源，其次是酰胺态氮(Urea)、铵态氮和硝态氮[11]。现

有研究表明，不同氮源对土壤有机碳稳定性和相关过

程的影响存在差异。Neff 等[12]研究表明，施加 Urea

会显著增加 ROC 的含量，促进土壤有机碳储存。而

简俊楠等[1]研究发现，Urea 处理后，ROC 含量呈现

增加趋势，但不显著。Min 等[13]试验发现，铵态氮添

加通过抑制氧化酶活性，促进土壤有机碳的积累，而

硝态氮施加对土壤有机碳的影响相对较弱。这些结果

的差异可能源于硝态氮、铵态氮和 Urea 的化学性质

不同：铵态氮在土壤中的转化会导致明显的土壤酸化

现象，影响土壤微生物群落结构和功能；硝态氮在土

壤中相对稳定，施加后土壤酸化程度较小；Urea 在

土壤中水解后才会被植物和微生物利用，通常不会导

致明显的土壤酸化[14]。Meta 分析发现，硝态氮比铵

态氮更易淋失[11]，这意味着硝态氮对生态系统的影

响可能显著小于同等剂量的铵态氮。可见，在氮沉降

模拟试验中，选择不同形态的外加氮源可能会导致不

同的试验结果。然而，目前多数研究聚焦于单一氮源

不同浓度梯度施加对土壤有机碳的影响，关于不同氮

源类型对土壤有机碳库稳定性的差异化影响研究较

少，且存在诸多不确定性。在全球氮沉降不断增加的

背景下，深入了解外源氮添加对土壤有机碳库的影响

及其机制至关重要，特别是探讨不同类型氮添加对

ROC 及相关酶活性的影响具有重要的科学意义。 

我国华北地区作为重要的农业与经济核心区域

之一，受人类活动影响大，是我国氮沉降较严重的区

域之一。其不仅承载着密集的人口，还面临着森林生

态空间相对不足的问题[15]。目前，该地区针对不同

施氮类型对土壤 ROC 影响的研究较少，难以满足全

面深入了解森林生态系统状况和应对相关问题的需

求。基于此，本研究选取华北地区典型温带森林土壤

为研究对象，通过施加不同种类的氮源，分析其对土

壤 ROC 含量、其他理化性质以及酶活性的影响，以

揭示不同类型外源氮添加对温带森林土壤 ROC 的潜

在影响及其生态学机制，为精准预测氮沉降对土壤有

机碳库的影响提供理论依据，为森林生态系统的长期

可持续发展提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

试验样地位于河北省灵寿县五岳寨国家森林公

园(38°42′ N，113°48′ E)。该地区年均温 14.3 ℃，年

降水量约为 800 mm，具有华北地区典型的温带森林

生态系统，包括阔叶林 (白桦 Betula platyphylla 

Sukaczev、山杨 Populus davidiana Dode、椴树 Tilia 

tuan Szyszyl、槭树 Acer miyabei Maxim，等)、针叶

林(油松 Pinus tabuliformis Carrière、侧柏 Platycladus 

orientalis (L.) Franco、华北落叶松 Larix gmelinii var. 

principis-rupprechtii (Mayr) Pilger，等)、针阔混交林、

灌丛、草甸等植被类型。试验样地大气氮沉降量约为

N 2.8 g/(m2·a)[16]，土壤以棕壤为主，土层较厚。 

1.2  试验设计 

野外试验于 2019 年 1 月开始，在研究区内选取

立地条件相同的白桦林为试验样地。试验采用随机完

全区组设计，设置铵态氮(NH4Cl 和(NH4)2SO4)、硝态

氮(KNO3 和 NaNO3)、铵硝混合氮(NH4NO3)和酰胺态

氮(Urea)为外加氮源处理，并以不施氮处理为空白对

照(CK)，共 7 个处理，每个处理 3 次重复。各样方

(10.0 m×10.0 m)随机分布于试验样地。施氮处理时，

首先将各类型氮肥溶解在 2 000 mL 无菌水中，再均

匀地喷洒在样方土壤表面，而对于空白样地施用等量

的无菌水。参考多数研究采用的施氮周期 2~4 个月，

施氮量 N 5~15 g/(m2·a) [17-18]，本试验选取中等施氮方

案，即每 3 个月施氮量为 N 2.5 g/m2，年累计施氮量

为 N 10.0 g/(m2·a)。 

土壤样品于 2023 年 3 月采集，为了避免各采样
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点之间的干扰，每个采样点在样地内间距 50 m 以上

且随机分布。采样时，使用环刀以五点采样法采集深

度不超过 15 cm 的土壤，每个样方随机采样 5 次，获

得共约 1 000 g 土样。新鲜土样去除杂质，过 2 mm

筛，装入塑料自封袋运回实验室。一部分放置在避光

通风处风干，用于测定土壤碳、氮、磷和 pH 等理化

性质；另一部分在 4 ℃下进行低温保存，用于测定土

壤酶活性。 

1.3  土壤指标测定 

土壤 pH 采用水浸提–电位法测定(土水质量比

1∶2.5)；全氮 (TN)采用凯氏定氮法测定 (KDN-08 

A(04 A)，上海力辰邦西仪器科技有限公司)；铵态氮

(AN)和硝态氮(NN)采用 AMS Alliance FUTURA 3 连

续流动分析仪测定；有效磷(AP)采用碳酸氢钠提取–

钼锑抗比色法测定[19]。 

土壤木质素过氧化物酶(LiP)活性采用藜芦醇氧

化速率法测定，其活性以 1 g 土壤每分钟氧化藜芦醇

生成藜芦醛的量表示[20]。锰过氧化物酶(MnP)活性采

用锰离子氧化法测定，其活性以 1 g 土壤每分钟氧化

Mn2+ 生成 Mn3+ 的量表示 [20]。漆酶(Lac)活性采用

ABTS 法测定，其活性以 1 g 土壤每分钟氧化 2,2′-联

氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸(ABTS)生成 ABTS

自由基的量表示[21]。多酚氧化酶(PPO)活性通过邻苯

三酚比色法测定，其活性以 1 g 土壤每小时催化邻苯

三酚生成紫色没食子素的量表示[22]。磷酸酶(Pase)活

性采用对硝基苯磷酸钠法测定，其活性以 1 g 土壤每

小时释放 1 mg 对硝基苯酚的量表示[23]。 

ROC 采用酸水解法测定[24]：称取 2 g 风干土，

用 6 mol/L HCl 在 115 ℃下消煮 16 h，待样品冷却后

用蒸馏水洗至中性，风干，后续使用重铬酸钾氧化–

分光光度法测定的有机碳含量即为 ROC 含量。总有

机碳(TOC)使用重铬酸钾氧化–分光光度法测定[25]。

此外，将 ROC 与 TOC 的比值定义为惰性碳指数

(RI)[26]，用于评估土壤有机碳的稳定性。 

1.4  数据处理与分析 

使用 R 语言(R 4.2.3)对数据进行统计分析。利用

单因素方差分析(One-way ANOVA)和最小显著差异

法(LSD)比较不同处理间各指标的差异，显著性水平

设置为 P<0.05。使用 Mantel 检验分析各土壤指标之

间的关系，同时，构建随机森林模型分析各因子对

ROC 变化的影响并进行排序。使用的主要软件包包

括 lme4、AICcmodavg、reshape2、ggpubr、ggsignif、

dplyr、 agricolae、 linkET、 tidyverse、 rfPermute、

randomForest、ggplot2 等。 

2  结果与分析 

2.1  土壤基本理化性质 

由表 1 可知，不同施氮处理对土壤理化性质产生

了显著影响(P<0.05)。施氮后，土壤 pH 显著下降了

8.4%~11.4%，其中铵态氮处理 pH 降幅最大，尤其是

(NH4)2SO4 处理，降幅为 11.4%。施加硝态氮后，AP

含量下降幅度最大，其中 KNO3 处理降幅为 60.3%，

NaNO3 处理降幅为 57.7%；同时 N/P 增幅最高，KNO3

和 NaNO3 处理增幅分别为 198.1% 和 164.1%。 

表 1  不同氮类型对土壤理化性质的影响 
 Table 1  Effects of different nitrogen types on soil physicochemical properties 

硝态氮 铵硝混合氮 铵态氮 酰胺态氮 指标 空白对照
(CK) KNO3 NaNO3 NH4NO3 NH4Cl (NH4)2SO4 Urea 

TN (g/kg) 1.50±0.04e 1.87±0.10b 2.01±0.03a 1.73±0.03cd 1.79±0.01bc 1.64±0.04d 1.73±0.01cd

AP (mg/kg) 3.08±0.64a 1.22±0.02c 1.68±0.15bc 1.31±0.11bc 2.02±0.28c 1.98±0.40b 1.88±0.42b 

NN (mg/kg) 0.03±0.00f 0.06±0.00e 0.08±0.00d 0.16±0.01a 0.09±0.00c 0.08±0.00d 0.10±0.00b 

AN (mg/kg) 0.25±0.00c 0.26±0.01c 0.27±0.00bc 0.25±0.01c 0.29±0.01ab 0.29±0.01a 0.29±0.02a 

AN+NN(mg/kg) 0.28±0.00e 0.32±0.01d 0.34±0.00c 0.42±0.00a 0.37±0.01b 0.37±0.01b 0.39±0.02b 

N/P (10–3) 0.55±0.13d 1.53±0.10c 1.20±0.09b 1.33±0.10ab 0.90±0.13a 0.46±0.11d 0.52±0.13d 

C/P (10–3) 15.71±3.74a 46.42±2.95c 32.29±3.48bc 37.49±3.27bc 26.29±4.66b 26.93±6.18b 29.77±8.40bc

C/N 31.00±0.70a 30.37±0.53a 26.86±1.55c 28.11±1.29bc 28.96±1.02ab 30.66±0.61a 30.37±0.66a

pH 7.43±0.01a 6.76±0.02bc 6.80±0.01b 6.72±0.01c 6.63±0.01d 6.58±0.05e 6.77±0.01bc

注：TN，全氮；AP，有效磷；NN，硝态氮；AN，铵态氮；AN+NN，有效氮；N/P，土壤 TN 与 AP 比值；C/P，土壤 TOC 与 AP

比值；C/N，土壤 TOC 与 TN 比值。表中同行不同小写字母表示不同氮肥处理间差异显著(P<0.05)。下同。 

 

2.2  土壤惰性有机碳库及其稳定性 

施氮后，土壤 ROC 含量及 RI 分别显著上升了

73.4%~161.9% 和 52.3%~137.4%(P<0.05，图 1)，不同施

氮处理表现出差异化的效果。其中，ROC 含量在铵态氮
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处理后增幅最大，NH4Cl 和(NH4)2SO4 处理增幅分别为

133.7% 和 161.9%，而 Urea 处理增幅最小，为 73.4%。 

2.3  土壤酶活性 

施氮后，LiP、MnP、Lac 及 PPO 的活性分别显

著降低了 13.8%~38.7%、4.2%~24%、14.6%~25.3% 和

24.6%~56.9%(P<0.05，图 2A~2D)。其中，铵态氮处

理下 LiP、Lac 及 PPO 的活性降幅最大，特别是 NH4Cl

处理，降幅分别为 38.7%、25.3%、56.9%。硝态氮 

 

(图中不同小写字母表示同一指标不同氮肥处理间差异显著(P<0.05)，下同) 

图 1  不同氮类型对土壤惰性有机碳库的影响 
Fig. 1  Effects of different nitrogen types on soil recalcitrant organic carbon pool 

 

图 2  不同氮类型对土壤酶活性的影响 
Fig. 2  Effect of different nitrogen types on soil enzyme activities 
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施加后 MnP 活性显著下降，KNO3 和 NaNO3 处理分

别下降了 10.5% 和 24%。Urea 处理后，LiP、MnP、

Lac 和 PPO 活性分别显著下降了 13.8%、4.2%、14.6% 

和 24.6%。而 Pase 活性在硝态氮处理后增幅最大，

KNO3 和 NaNO3 处理增幅分别为 246.9% 和 224.1% 

(P<0.05，图 2E)。 

2.4  土壤各因子间相互关系 

Mantel 检验(图 3)表明，土壤酶之间呈现显著的

相关性，Pase 与氧化还原酶(LiP、Lac、MnP 和 PPO)

之间呈显著负相关；氧化还原酶与 ROC 呈显著负相

关；ROC 与 TOC 呈显著正相关；AP 与 Pase 呈显著

负相关；pH 与 Pase 呈显著负相关，与氧化还原酶呈

正相关。此外，硝态氮处理下，Pase、AP 与 ROC 存

在极显著相关性(图 3A)。进一步的随机森林模型分

析发现，施氮后土壤 pH 和氧化还原酶是影响 ROC

含量变化的主要驱动因素(图 4)。 

 

(A：硝态氮处理；B：铵硝混合氮处理；C：铵态氮处理；D：酰胺态氮处理) 

图 3  不同氮类型下 ROC 含量与土壤理化性质和酶活性相关性的 Mantel 检验  
Fig. 3  Mantel test of correlation between ROC content and soil physicochemical properties and enzyme activities under different N types 

 
 

3  讨论 

本研究发现，施氮显著促进 ROC 的积累。Mantel

检验表明，ROC 与 TOC 之间存在紧密关联，说明

ROC 含量在氮沉降驱动下的变化可作为土壤有机碳

储量及组分变化的重要指示因子，这与裴志福等[27]

的研究结果相符。进一步分析表明，氮添加通过影响

土壤理化性质、氧化还原酶活性(LiP、Lac、MnP 和

PPO)以及养分平衡来调控 ROC 含量，且不同氮源类

型调控效应存在显著差异。 

首先，氮输入显著提高了土壤有效氮含量，促进

了 ROC 积累，这与左超等[24]研究结论一致。土壤有

效氮含量的增加会促进其与凋落物中的有机质发生

缩合反应，生成难降解的杂环化合物和酚类物质，进

而增加木质素等难降解有机碳含量[28]，使 ROC 得到

积累。其次，氮沉降导致的土壤酸化也会显著抑制氧 
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(*、**分别表示达 P<0.05、P<0.01 显著水平) 

图 4  随机森林模型筛选的影响 ROC 的因子 
Fig. 4  Factors affecting ROC screened by random forest model 

 
化还原酶的活性，降低有机碳的分解速率，为 ROC

的储存创造条件，这与吴建波和王小丹[5]的研究结果

一致。 

本研究发现，LiP、Lac、MnP 和 PPO 4 种氧化

还原酶活性的变化是 ROC 积累的关键因素之一。氮

添加显著抑制了上述酶的活性，从而限制了土壤中难

降解有机碳的分解，加速了 ROC 的积累过程。其中，

铵态氮对 LiP、Lac、PPO 活性的抑制尤为显著，这

与 Min 等[13]的研究结果一致。这主要是由于 NH4
+ 在

转化过程中会显著降低土壤 pH[29]，土壤的进一步

酸化打破了这些酶的适宜环境，从而抑制了酶的活

性 [30]。此外，NH4Cl 对酶活性的抑制作用要强于

(NH4)2SO4，这与 King 等[31]的研究结果一致。这是由

于 Cl– 自身的离子毒性要强于 SO4
2–，会进一步破坏

酶的蛋白质结构，影响其催化效率，加剧对土壤酶活

性的抑制 [32]。正是由于铵态氮处理下土壤酸化和

LiP、Lac、PPO 活性的大幅降低，抑制了土壤有机碳

的分解过程，最终使 ROC 含量大幅增加。 

硝态氮处理后 MnP 活性降幅最大，这是由于硝

态氮施加导致土壤中 Mn2+ 流失，使 MnP 的活性降

低，最终导致 ROC 积累[33]，这一结果与 Zhang 等[34]

的研究结果相符。同时，硝态氮处理后 N/P 增幅最

高，表明其更易诱导生态系统由氮限制向磷限制转

变[35]。面对磷素供应不足，微生物会通过上调 Pase

活性以增强对磷的获取能力[5]。本研究中，硝态氮处

理下 Pase、AP 与 ROC 存在极显著相关性，进一步

表明土壤碳、磷循环之间存在相互影响机制[10]。在

未来硝态氮持续增加的背景下，土壤磷的变化可能成

为影响 ROC 含量的关键因素之一。 

相比其他氮源，Urea 对氧化还原酶活性的影响

最小，这与 Shi 等[36]的研究结果相符。Urea 在转化

过程中对土壤酸化具有一定的缓冲作用，降低了对土

壤酶活性的影响[37]，因此有机碳分解过程受影响的

程度较小，导致 ROC 的积累量相对较低。然而，自

然条件下大气沉降到地面的氮素以无机氮为主，因

此，仅施用 Urea 进行氮沉降模拟试验，可能会系统

性低估氮沉降对生态系统的实际影响。 

4  结论 

施氮显著促进了温带森林土壤 ROC 的积累，提

高了 RI，这主要是由于土壤酸化和氧化还原酶活性

显著下降导致。不同施氮类型对 ROC 调控程度存在

差异。铵态氮处理下 ROC 积累最多，Urea 处理下

ROC积累相对较少，硝态氮处理下 ROC积累量居中。

土壤 pH 和氧化还原酶是调控 ROC 含量变化的主导

因子。本研究结果可为氮沉降对土壤有机碳库影响的

精准预测提供参考。 
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