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样品保存条件对土壤与植物全碳全氮含量的影响 

陈雅涵  谢宗强* 
中国科学院植物研究所植被与环境变化国家重点实验室, 北京 100093 

摘  要  土壤与植物的保存样品对生态学研究有重要意义, 但目前未得到广泛应用。该研究的目的是比较样品保存前后全

碳、全氮含量的变化, 探讨保存样品应用于长时间序列的生态学研究的可行性。研究选取2011年生长季采集的土壤与植物样

品, 保存4年之后测试碳、氮质量分数, 与保存前的测试数据通过成对t检验与线性回归进行比较。氮质量分数在不同保存条

件下, 保存前后的测试数据之间均为1:1的线性关系, 除低温保存、粒径<2 mm的土壤样品相关系数为0.91外, 其余保存条件

下相关系数均大于0.98。碳质量分数保存后的变化与保存条件有关, 粒径<0.15 mm的土壤与植物样品, 两次测试数据之间为

1:1的线性关系, 相关系数均大于0.98; 粒径<2 mm的土壤与植物样品两次测试数据的线性关系斜率分别为1.26与1.04, 即

2016年测试数据显著高于2012年。结果表明不同保存温度与样品粒径下, 样品保存后的氮含量没有变化; 而碳含量的稳定与

样品粒径有关, 常温保存与<20 ℃低温下保存则无明显区别。建议用于碳氮元素分析的样品应充分干燥、研磨成<0.15 mm粒

径后在常温环境下密封保存。 
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Effects of storage conditions on total carbon and nitrogen contents of soil and plant samples 
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Abstract 

Aims  The storage of soil and plant samples has important significance for ecological studies, but has not been 
widely used. This study aims to compare total carbon/nitrogen content of soil and plant samples before and after 
long term storage, and further to investigate the feasibility of archiving samples for time series ecological studies 
at large temporal scales. 
Methods  Soil and plant samples were collected in the growing season in 2011. Carbon/nitrogen mass fraction 
were analyzed after four years of storage, and were compared with the data obtained before storage using pairwise 
t-test and linear regression. 
Important findings  Nitrogen mass fractions of stored samples were linearly correlated to the data before storage 
along the 1:1 line under different storage conditions, and the correlation coefficient r was greater than 0.98 (except 
for soil samples stored at temperature lower than 20 °C and with particle size <2 mm, r = 0.91). The carbon mass 
fraction after storage was changed by the storage conditions. Carbon mass fractions of stored samples with parti-

cle size <0.15 mm were linearly correlated to the data before storage along the 1:1 line (r > 0.98). Carbon mass 

fractions of samples with particle size <2 mm increased after storage, and the slope of the linear relationship was 
1.26 and 1.04 for soil and plant samples respectively. These results indicated that, nitrogen content of stored 
samples was stable under different storage conditions, while the stability of carbon content was affected by sample 
particle size but by storage temperature. Archived samples used for carbon/nitrogen analysis were suggested to be 
ground to particle size <0.15 mm under fully dry and completely sealed conditions. 
Key words  carbon mass fraction; nitrogen mass fraction; sample particle size; storage time; long time series 
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生态系统结构与功能对环境变化的响应是一

个长期的、在较大的空间尺度发生的动态过程, 相

关研究常在大的时空尺度上进行(Tilman et al., 2001; 

Worm et al., 2005; Keenan et al., 2013)。其中建立在

长时间序列上的研究, 需要面对历史数据不完整, 

早期实验数据使用实验仪器和方法与现在不一致, 

样品灭失无法核查数据等困难。使用土壤与植物的

保存样品进行研究, 其优势是保证测试方法的一致, 

且测试指标完善; 但样品保存之后理化指标是否会

发生改变, 是需要关注的问题(Blake et al., 2000)。例

如保存的风干土壤样品pH值会下降, 且碱性土壤

pH值下降显著(Prodromou & Pavlatou-Ve, 1998), 可

交换性阳离子有微量增加(Blake et al., 2000); 植物

样品的砷价态比例(As(III)/As(V))在一年之内无显

著变化, 而不同的前处理方式和保存温度之间有显

著差异(Amaral et al., 2014)。尽管土壤与植物样品在

保存之后理化指标可能会有不同程度的变化, 但也

有多项研究表明使用保存样品的研究结果与新鲜样

品一致。例如室温条件下保存的风干土样, 尽管微

生物群落结构会发生改变, 但并不影响分析环境变

量对微生物群落的效应(Tzeneva et al., 2009); 室温

保存3年以上的植物干燥粉末样品与–18 ℃冷冻干

燥并4 ℃保存两个月以内测试的样品比较, 植物样

品总酚与丹宁酸含量受保存时间的影响远小于物种

类群之间的差异, 对覆盖物种类群广泛的系统进化

研究 , 保存时间的影响可忽略(Eichenberg et al., 

2014)。 

土壤与植物的保存样品对生态学的研究有重

要意义, 但目前未得到广泛的应用。已有的研究也

多关注各类化学组分、土壤微生物群落、酶活性等

在样品保存之后的变化(Cernohlavkova et al., 2009; 

Dadenko et al., 2009; Eichenberg et al., 2014; Pence, 

2014), 鲜有分析土壤与植物样品经过一定时间储

存后, 元素含量的变化。土壤与植物样品的碳、氮

元素是生物地球化学循环中的重要组成部分, 常用

于长时间序列的生态学研究(Niu et al., 2010; Yu et 

al., 2011; Ali et al., 2015), 分析保存样品碳、氮元素

含量的变化有助于探讨保存样品应用于相关研究的

可行性与应用范围。本研究的目的是对比不同保存

温度和样品粒径下, 土壤与植物样品的碳、氮元素

含量在保存之后的变化, 探讨保存样品的应用范围

以及合理的样品保存方法。 

1  材料和方法 

1.1  研究材料 

土壤与植物样品来自中国科学院战略性先导

科技专项“应对气候变化的碳收支认证及相关问题”

的“生态系统固碳现状、速率、机制和潜力”项目。

样品均于2011年植物生长季采集, 土壤样品经风

干、过筛, 植物样品经烘干、粉碎等前处理后, 保存

于中国科学院植物研究所自然生态系统样品库。于

2012年2–6月对样品进行了全碳全氮含量分析, 2016

年4–6月, 从样品库中选取340个土壤样品与100个

植物样品, 再次进行全碳全氮含量分析, 与2012年

的测试结果进行比较。 

选取的土壤样品采自内蒙古、青海、河北、江

西、上海、四川、云南, 选取的植物样品采自青海、

福建、安徽、河北、山西。样品采集地点是结合植

被群落、土壤类型、地形地势和人为扰动等因素设

置的具有典型代表性的野外调查地点(生态系统固

碳项目技术规范编写组, 2015)。 

1.2  样品保存方法 

土壤样品保存于棕色玻璃瓶中, 瓶口用Parafilm

封口膜密封, 室温控制在20 ℃以下, 其中内蒙古、

江西、青海、四川的土壤保存样品已研磨, 粒径

<0.15 mm, 可直接上机测试; 河北、上海、云南的

土壤保存样品已过2 mm筛, 再次测试前需挑除毛

细根, 研磨处理。此外内蒙古、江西的土壤样品另

有一份已研磨样品(粒径<0.15 mm)用塑料自封袋密

封保存于常温环境中。 

植物样品于65 ℃烘干并经过粉碎机粉碎后, 

用牛皮纸信封保存, 室温控制在20 ℃以下, 再次测

试前需进行研磨处理; 每个样品另有一份备份, 研

磨后用塑料自封袋密封保存于常温环境中, 可直接

上机测试。 

1.3  实验仪器与分析方法 

土壤与植物样品的全碳、全氮含量均使用vario 

MACRO cube元素分析仪(Elementar, Hanau, Ger-

many)测定。vario MACRO cube元素分析仪实验原

理为样品在氦气气氛内通氧燃烧, 生成氧化产物选

择性分离、纯化后通过热导检测器检测, 从而得到

样品中碳、氮元素的质量分数。样品保存前后的测

试条件一致, 包括实验室、实验人员、实验仪器均

相同, 实验耗材均来自同一家试剂供应商。 
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2012年与2016年的测试数据应用成对t检验与

线性回归进行比较。成对t检验根据同一样品前后两

次测试的数据进行配对, 判断前后两次测试数据的

平均值是否有显著差异。线性回归分析中2012年测

试数据作为自变量, 2016年测试数据作为因变量, 

通过计算线性回归的斜率及截距的置信区间, 比较

斜率及截距与特定数值(1和0)之间是否存在显著差

异, 分析2012年与2016年两次测试数据之间的差

异。数据分析使用R软件完成(R3.1.0, R Development 

Core Team, 2014), 其中斜率及截距的置信区间的计

算应用smatr包完成(Warton, 2007)。 

2  结果 

2.1  土壤样品碳氮含量的均值差异 

2012年测试土壤样品碳质量分数的平均值与

标准偏差为1.29% ± 1.63%; 2016年测试结果平均值

与标准偏差为1.30% ± 1.56%。成对t检验的结果显示

2012年与2016年两次测试的碳质量分数无显著差异

(p > 0.05)。 

2012年测试土壤样品氮质量分数的平均值与

标准偏差为0.109% ± 0.115%; 2016年测试结果平均

值与标准偏差为0.111% ± 0.118%。单尾成对t检验的

结果显示2016年测试的氮质量分数显著高于2012年

的测试结果(p < 0.01), 质量分数平均增加了0.003%。 

比较不同的保存方式下土壤样品碳氮含量的

变化, 其中低温保存、粒径<0.15 mm的土壤样品氮

质量分数前后两次测试数据无显著差异, 碳质量分

数2016年测试数据显著低于2012年; 常温保存、粒

径<0.15 mm与低温保存、粒径<2 mm的土壤样品, 

其碳、氮质量分数2016年测试数据均显著高于2012

年(表1)。 

2.2  土壤样品两次测试数据的线性回归 

不同保存条件下的土壤样品两次测试数据的线

性回归结果如图1所示, 低温(<20 ℃)保存、粒径 

<0.15 mm的土壤样品, 碳质量分数两次测试数据的

相关系数为0.998, 线性回归的斜率为0.934, 显著小

于1, 线性回归的截距为0.066, 显著大于0; 若限制

回归线通过原点(截距为0), 则线性回归的斜率为

0.948, 显著小于1 (图1A)。若将样品按碳含量高低

分为两组, 其中碳含量低于2.5%的样品(与常温保

存、粒径<0.15 mm的土壤样品碳含量范围一致), 两

次测试数据之间为1:1的线性关系; 而碳含量高于

2.5%的样品 , 两次测试数据线性回归的斜率为

0.940 (限制截距为0), 显著小于1。 

常温保存, 粒径<0.15 mm的土壤样品, 碳质量

分数两次测试数据的相关系数为0.999, 线性回归的

斜率为0.997, 与1没有显著差异, 线性回归的截距为

0.022, 显著大于0; 若限制回归线通过原点(截距为

0), 则线性回归的斜率为1.014, 显著大于1 (图1C)。 

低温(<20 ℃)保存, 粒径<2 mm的土壤样品, 

碳质量分数两次测试数据的相关系数为0.940, 线性

回归的斜率为1.28, 显著大于1, 线性回归的截距为

–0.287, 显著小于0; 若限制回归线通过原点(截距为

0), 则线性回归的斜率为1.26, 显著大于1 (图1E)。 

三种保存条件下的土壤样品, 氮质量分数的两

次测试数据的线性回归的斜率均与1没有显著差异, 

截距与0没有显著差异, 即两次测试数据的拟合线

与1:1线没有显著差异。而低温(<20 ℃)保存、粒径

<0.15 mm的土壤样品线性回归的相关系数最高, 为

0.996; 常温保存, 粒径<0.15 mm的土壤样品其次, 

 
表1  2012和2016年测定的土壤样品碳氮质量分数(平均值±标准偏差) 
Table 1  Carbon and nitrogen mass fractions of soil samples analyzed in 2012 and 2016 (mean ± SD) 

粒径<0.15 mm Particle size <0.15 mm 
 

低温 Low temperature 常温 Room temperature 

粒径<2 mm Particle size <2 mm
低温 Low temperature 

碳质量分数 Carbon mass fraction (%) 

2012 1.56 ± 2.23 0.806 ± 0.634 1.54 ± 0.65 

2016 1.53 ± 2.09 0.826 ± 0.633 1.69 ± 0.88 

两次测试差异 Difference between the two times  –0.04* 0.02* 0.15* 

氮质量分数 Nitrogen mass fraction (%) 

2012 0.129 ± 0.154 0.072 ± 0.036 0.128 ± 0.076 

2016 0.129 ± 0.157 0.075 ± 0.037 0.138 ± 0.087 

两次测试差异 Difference between the two times ns 0.003* 0.01* 

*, p < 0.05; ns, p > 0.05。 
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图1  2012和2016年测定的土壤样品碳氮质量分数的线性回

归。A, B, 低温保存(<20 ℃), 粒径<0.15 mm。C, D, 常温

保存, 粒径<0.15 mm。E, F, 低温保存(<20 ℃), 粒径<2 
mm。C%, 碳质量分数; N%, 氮质量分数; r, 相关系数; s, 线
性回归的斜率; 实线, 回归线; 虚线, 1:1线。 
Fig. 1  Linear regression relationship between carbon/nitrogen 
mass fractions of soil samples analyzed in 2012 and 2016 under 
different storage conditions. A, B, low temperature (<20 °C), 
particle size <0.15 mm. C, D, room temperature, particle size 
<0.15 mm. E, F, low temperature (<20 °C), particle size <2 mm. 
C%, carbon mass fraction; N%, nitrogen mass fraction; r, cor-
relation coefficient; s, slope of linear regression; solid line, 
regression line; dashed line, 1:1 line. 
 

为0.989; 低温(<20 ℃)保存, 粒径<2 mm的土壤样

品相关系数最低, 为0.911 (图1B、1D、1F)。 

2.3  植物样品碳氮含量的均值差异 

2012年测试植物样品碳质量分数的平均值与

标准偏差为44.30% ± 4.40%; 氮质量分数的平均值

与标准偏差为0.789% ± 0.620%。成对t检验的结果显

示, 碳质量分数无论保存方式如何, 2016年测试结

果均较2012年显著增加(p < 0.001); 而氮质量分数

在低温保存样品中, 2016年测试结果与2012年无显

著差异 , 在常温保存样品中, 2016年测试数据较

2012年平均降低了0.01% (p < 0.05)。 

2.4  植物样品两次测试数据的线性回归 

两种保存条件下的植物样品两次测试数据的

线性回归结果如图2所示, 低温(<20 ℃)保存、粒径

<2 mm的植物样品, 碳质量分数两次测试数据的相

关系数为0.914, 线性回归的斜率为0.876, 显著小于

1, 线性回归的截距为7.28, 显著大于0; 若限制回 

表2  2012和2016年测定的植物样品碳氮质量分数(平均值±标准偏差) 
Table 2  Carbon and nitrogen mass fractions of plant samples analyzed in 
2012 and 2016 (mean ± SD) 

 

低温  
Low temperature 

粒径<2 mm  
Particle size  
<2 mm 

常温  
Room temperature
粒径<0.15 mm  
Particle size  
<0.15 mm 

碳质量分数 Carbon mass fraction (%) 

2012 44.30 ± 4.40 44.30 ± 4.40 

2016 46.09 ± 4.21 44.89 ± 4.42 

两次测试差异  
Difference between the two times

1.79* 0.58* 

氮质量分数 Nitrogen mass fraction (%) 

2012 0.789 ± 0.620 0.789 ± 0.620 

2016 0.796 ± 0.622 0.774 ± 0.619 

两次测试差异  
Difference between the two times

ns –0.01* 

*, p < 0.05; ns, p > 0.05。 

 
归线通过原点 (截距为0), 则线性回归的斜率为

1.039, 显著大于1 (图2A)。 

常温保存, 粒径<0.15 mm的植物样品, 碳质量

分数两次测试数据的相关系数为0.984, 线性回归的

斜率和截距分别为0.989和1.082, 拟合线与1:1线没

有显著差异(图2C)。 

两种保存条件下的植物样品, 氮质量分数的两

次测试数据的线性拟合线均与1:1线没有显著差

异。常温保存, 粒径<0.15 mm与低温保存、粒径  

<2 mm的植物样品线性回归的相关系数分别为

0.996和0.987 (图2B、2D)。 

3  讨论和结论 

3.1  样品粒径和保存温度对保存样品的影响 

土壤样品的不同保存方式中 , 大粒径 (粒径  

<2 mm)样品的碳含量在保存后增加, 而小粒径(粒径

<0.15 mm)样品的碳氮含量均无变化。大粒径样品保

存后碳含量的增加, 可能有以下两方面原因：(1)大

粒径样品在风干、过2 mm筛后即入库保存, 其中有

残留的植物根系, 提供了更多的碳源供微生物分解

(Fang et al., 2015; Lange et al., 2015), 再次测试时尽

管挑除了残留根系, 但已分解的植物残体仍提高了

保存样品的碳含量; 小粒径样品则在挑除植物根系

后研磨保存, 减少了微生物的碳源供应。(2)大粒径

样品在土壤颗粒之间有更多空气, 促进了需氧微生

物活动(Alef & Nannipieri, 1995)。 

土壤的小粒径样品在常温与<20 ℃低温下保 
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图2  2012和2016年测定的植物样品碳氮质量分数的线性回

归。A, B, 低温保存(<20 ℃), 粒径<2 mm。C, D, 常温保存, 
粒径<0.15 mm。C%, 碳质量分数; N%, 氮质量分数; r, 相关

系数; s, 线性回归的斜率; 实线, 回归线; 虚线, 1:1线。 
Fig. 2  Linear regression relationship between carbon/nitrogen 
mass fraction of plant samples analyzed in 2012 and 2016 under 
different storage conditions. A, B, low temperature (<20 °C), 
particle size <2 mm. C, D, room temperature, particle size 
<0.15 mm. C%, carbon mass fraction; N%, nitrogen mass frac-
tion; r, correlation coefficient; s, slope of linear regression; 
solid line, regression line; dashed line, 1:1 line. 

 
存则无明显区别, 碳氮含量均无变化。在土壤保存

条件对其他测试指标的影响的研究中, 也有类似结

果：例如, 保存4个月后的土壤微生物对碳源的利用

能力大大降低, 但4 ℃风干保存和–20 ℃低温冻存

对微生物的碳源利用的影响没有显著差异(周杨等, 

2015); 在不同温度下保存3个月后的土壤酶活性也

没有显著差异(Dadenko et al., 2009)。此外, 保存温

度通常对土壤速效成分、元素价态转换有较大影响, 

对元素总量则无显著影响(陕红等, 2013; 阎秀兰等, 

2005)。 

植物样品的两种保存方式相比较, 小粒径样品

的保存效果优于大粒径样品, 这一结果与土壤样品

一致。植物样品保存条件对砷价态的影响的研究, 

也表明冷冻干燥研磨后的小粒径样品保存效果优于

未研磨的样品, 这可能与大粒径样品的异质性较高

有关(Amaral et al., 2014)。 

土壤和植物的大粒径样品在保存后碳含量均

增加, 但植物样品的碳含量变化程度远低于土壤样

品, 这可能与植物样品保存前于60–80 ℃杀青灭活

有关, 而土壤样品经过常温风干, 保留了其中的微

生物及土壤酶的活性(de Nobili et al., 2006; Dadenko  

et al., 2009), 土壤中微生物的活动及酶的催化导致

土壤样品保存后的碳含量变化远大于植物样品。 

3.2  碳氮在样品保存前后的变化 

Blake等(2000)的研究表明, 保存长达32年的土

壤样品全碳全氮含量均无显著变化 , 但Blake等

(2000)使用的是研磨后粒径<0.1 mm的样品, 我们

的研究表明, 未研磨的大粒径土壤样品保存后碳含

量显著增加。除样品粒径对土壤碳含量的影响外, 

土壤碳含量的高低也与保存后碳含量的变化有关, 

高碳含量的土壤在保存后碳含量降低, 可能有两方

面原因: (1)高碳含量的土壤呼吸作用更强烈, CO2排

放相对较高(Zhou et al., 2013), 导致样品保存后碳

含量下降; (2)高碳含量的土壤经过保存后脱氢酶活

性的变化更小(赵炳梓等, 2011), 故有更强烈的氧化

反应, 导致样品保存后碳含量下降。 

与碳含量在不同保存条件下的变化不同, 氮含

量在不同保存条件下都没有显著变化。全氮含量的

稳定并非意味着含氮的化学组分在保存过程中没有

改变, 而是可能含氮的化学组分分解后仍以氨基

酸、核苷酸、硝酸盐、铵盐等形式存在, 未以气态

形式逸失(Vlassak, 1970), 而含碳的化学组分则易

通过呼吸作用转化为CO2逸失。 

3.3  样品保存方式的建议 

保存样品除应用于碳氮元素分析之外, 也可用

于其他的测试指标, 例如土壤样品保存有微生物群

落的信息(Dolfing et al., 2004; Moon-van der Staay 

et al., 2006), 植物样品可用于提取遗传物质(Staats 

et al., 2011; Weiss et al., 2016)。不同的测试指标通常

要求不同的前处理与保存方式, 实际应用中应综合

考虑计划测试的各项测试指标, 选取合适的保存方

法。例如, 用于土壤微生物、酶活性、无机砷价态

分析的土壤样品, 要求用新鲜土壤或低温冷冻保存

不超过一定时间段的土壤(Wallenius et al., 2010; 

Rubin et al., 2013; Amaral et al., 2014; Cui et al., 

2014); 用于测试三价铁还原的土壤, 风干过筛后   

22 ℃保存的效果则优于4 ℃冷藏保存(Ginn et al., 

2014)。 

本文结果表明保存4年的样品应用于碳氮元素

分析是可行的, 但需要采用合适的保存条件, 其中

样品粒径对样品保存后的碳含量有显著影响, 而常

温保存与<20 ℃低温下保存无明显区别。用于碳氮

元素分析的样品, 建议充分干燥、研磨成<0.15 mm

粒径后在常温环境下密封保存, 其中土壤样品应挑

除残留的植物根系再研磨。 
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若计划长期保存样品备用于未知的测试, 应采

用严格的保存方式以保存尽可能多的样品理化指标, 

同时考虑到保存样品的长期管理与成本投入, 建议

长期保存的样品应满足以下保存条件：(1)避光、完

全密封; (2)常温环境; (3)土壤样品应风干、过筛、挑

除其中的植物根系; (4)植物样品应充分干燥、粉碎

后保存。 
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