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封面图说: 爬升樟木沟的暖湿气流———樟木沟是中国境内横切喜马拉雅山脉南坡的几条著名大沟之一,它位于我国西藏聂拉
木县境内的希夏邦马峰东南侧,延绵 5400km 的 318 国道在此沟中到达其最西头。 从聂拉木县城到樟木口岸短短的
30km 中,海拔从 4000m 急降至 2000m。 在大气环流作用下,来自印度洋的暖湿气流沿樟木沟不断费力地往上爬升,
给该沟谷留下了大量的降水。 尤其是在雨季到来时,山间到处是流水及悬垂崖头的瀑布,翠峰直插云霄,森林茂密
苍郁,溪流碧澄清澈,奇花异葩繁多,风景美如画卷,气势壮丽非凡。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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施氮对水稻土 N2 O 释放及反硝化功能
基因(narG / nosZ)丰度的影响

郑摇 燕1,2,侯海军1,2,秦红灵1,朱亦君1,魏文学1,*

(1. 中国科学院亚热带农业生态研究所亚热带农业生态过程重点实验室及桃源农业生态试验站,长沙摇 410125;

2. 中国科学院研究生院,北京摇 100049)

摘要:以紫潮泥和红黄泥两种不同质地的水稻土壤作为研究对象,通过室内培养试验,分析施用硝态氮肥对 N2O 释放和反硝化

基因(narG / nosZ)丰度的影响,并探讨反硝化基因丰度与 N2O 释放之间的关系。 结果表明,施用硝态氮显著增加两种水稻土的

N2O 释放量。 在 72h 培养过程中,施氮改变了紫潮泥反硝化基因( narG / nosZ)的丰度,但并未明显影响红黄泥反硝化基因

(narG / nosZ)丰度。 通过双变量相关分析发现,除了紫潮泥 narG 基因外,其它的反硝化基因丰度和 N2O 释放之间并没有显著相

关性。
关键词:水稻土;施氮;N2O 释放;反硝化基因丰度

Effect of N application on the abundance of denitrifying genes (narG / nosZ) and
N2O emission in paddy soil
ZHENG Yan1,2, HOU Haijun1,2, QIN Hongling1, ZHU Yijun1, WEI Wenxue1,*

1 Key Laboratory of Agro鄄Ecological Processes in Subtropical Region and Taoyuan Agro鄄Ecological Experiment Station, Institute of Subtropical Agriculture,

Chinese Academy of Sciences, Changsha 410125, China

2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: Nitrous oxide (N2O) is a powerful greenhouse gas with a global warming potential 296 times higher than carbon
dioxide over a 100鄄year time period. Most of N2O is emitted from agricultural soils through microbial processes of
nitrification and denitrification. In order to explore the relationship between N2O emission and denitrifying processes in
paddy soil, incubation experiment was performed with purple calcareous clayey soil (P) and reddish yellow loamy soil (R)
with CK and N treatments. According to N2O emission rate, soil samples were taken at 24, 48 and 72 hours which
represented the growing, top and dropping periods, respectively. The abundances of narG and nosZ were analyzed using
real鄄time PCR. The results showed that N2O emission in N treatment was significantly higher than that in CK treatment in
the two paddy soils, indicating that application of NO-

3 greatly contributed to N2O emission. Compared the two soils treated
with nitrogen, N2O flux behaved differently, in the purple calcareous soil N2O emission rates were significantly lower in

24 thh in comparison with the incubation time at the 48 th and 72 thh which possessed similar flux rates. However, the reddish
yellow loamy soil showed that the emission rate was the highest at 48 thh, afterwars it dropped till 72 thh the rate was
significantly lower than that at 48 thh. Compared to purple calcareous soil, the N2O emission in N treatment was higher in

reddish yellow loamy soil, which increased 26. 9% , 38. 7% and 17. 0% in 24 thh, 48 thh and 72 thh, respectively. After
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72 h incubation, the content of NO-
3 鄄N decreased 18% and 40% in purple calcareous soil and reddish yellow loamy,

indicating more NO-
3 鄄N was tansformed in reddish yellow loamy than that in purple calcareous soil. The real鄄time PCR

revealed that N application affected the abundance of the denitrifying genes in the purple calcareous clayey soil, but didn忆t
obviously affect them in the reddish yellow loamy soil. For purple calcareous clayey soil, narG gene abundance in N
treatment were significantly higher than that in its CK treatment at all the three incubation time points (24 thh, 48 thh,
72 thh), while there was no significantly difference for reddish yellow loamy soil except for in 48 thh with higher narG gene
abundance in N treatment. Meanwhile, application of nitrogen induced a higher abundance of nosZ gene than that in the CK
treatment only at 48 thh for purple calcareous clayey soil and no significantly difference was detected for reddish yellow loamy
soil. Bivariate correlation analysis showed that no significant correlations were found between abundance of denitrifying
genes (narG / nosZ) and N2O emission, except narG gene in purple calcareous clayey soil. The results suggested that
studying correlationship between gene abundance and N2O emission from DNA level might have some limitations, because
not all of DNA quantified in real鄄time PCR was expressed and the denetrifying DNA gene just represented the denetryfying
bacterial potential physiological function. So it is more accurate to study correlation from RNA level as RNA translated
denitryfing oxide鄄reductase is realtime correlation of N2O emission.

Key Words: paddy soil; N application; N2O emission; abundance of denitrifying genes

氧化亚氮(N2O)是仅次于 CO2 和 CH4 的温室气体,全球人为释放的 N2O 中有一半来自农田土壤,研究表

明农田土壤对 N2O 释放的贡献率可高达 70% [1]。 农业土壤中 N2O 主要来源于微生物活动引起的硝化和反

硝化过程,当土壤中土壤充水孔隙度 (Water filling pore space,WFPS)较高时,氧气受限,N2O 主要来自于反硝

化作用[2]。 反硝化作用会导致农田中施入的氮肥流失[3],造成氮肥利用率下降,因此研究和掌握土壤反硝化

作用的内在机理将有助于减排 N2O 和降低环境污染。
稻田在世界上分布很广,其中 90%在亚洲地区,中国是世界上主要的水稻生产国,水稻田面积占世界的

28% [4]。 稻田土壤以厌氧环境为主,因此反硝化作用是稻田氮素转化的主要途径[5]。 近年来,国内外在稻田

土壤氮肥反硝化损失方面开展了大量研究,但是大多数研究都集中在土壤理化性质如氮源,碳源,水分,pH 值

等对反硝化作用的影响[6鄄7],对微生物驱动机理了解很少。 然而反硝化作用都是由土壤中的微生物所参与的

生物化学过程,是由微生物机体所含的氧化还原酶催化的一系列反应,土壤理化性质只是间接的影响了微生

物的生存环境,从而改变了这些微生物的作用[8],因此了解微生物对反硝化过程的作用机理是研究氮素损失

的关键。
反硝化过程中主要有 4 种酶主导:硝酸还原酶,亚硝酸还原酶,一氧化氮还原酶,氧化亚氮还原酶。 硝酸

还原酶将硝酸还原成亚硝酸,是反硝化作用第一步反应的酶,此酶在微生物分为两类:膜结合硝酸还原酶

(Nar)和周质硝酸还原酶(Nap),研究最多的是膜结合硝酸还原酶(Nar) [9],Nar 的催化亚基由 narG 基因编

码。 氧化亚氮还原酶(Nos)是将氧化亚氮还原成氮气,是反硝化作用最后一步反应的酶,编码此酶的基因只

有 nosZ 一种,nosZ 也被广泛用作功能标志基因来研究环境样品中反硝化细菌[10鄄11]。
土壤中的大部分微生物是不可培养的,因此以传统微生物分离培养方法研究微生物会有一定的局限

性[12]。 随着分子生物学技术的发展,使人们从分子水平更全面地认识土壤微生物成为可能。 本研究以 narG,
nosZ 基因作为反硝化功能靶标基因,通过室内培养试验研究施氮(NO-

3 鄄N)后水稻土反硝化功能基因丰度的

变化,探讨施氮对 N2O 释放和反硝化功能基因的影响,分析 N2O 释放与反硝化基因丰度之间的关系,从而揭

示反硝化过程中功能微生物与氮素损失的耦合机制。 研究结果对控制和减少 N2O 释放,提高稻田氮素利用

率等方面具有重要的理论意义。
1摇 材料与方法

1. 1摇 土壤样品采集

摇 摇 两个供试土样分别采自湖南省益阳市草尾镇(29毅08忆N, 112毅27忆E)和湖南省长沙县干杉乡(28毅53忆N,

7833摇 11 期 摇 摇 摇 郑燕摇 等:施氮对水稻土 N2O 释放及反硝化功能基因(narG / nosZ)丰度的影响 摇
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113毅14忆E),均为多年种植双季稻土壤,土壤分别为紫潮泥(P)和红黄泥(R),母质为湖积物和第四世纪红壤。
紫潮泥的粘粒(<0. 01 mm)含量约为 90% ,质地为壤粘土;红黄泥的粘粒(<0. 01 mm)含量约为 55% ,质地为

壤土。 土样采集时间为 2008 年 11 月,此时土壤处于晚稻收割后的落干状态。 按照 S 取样法取表层 0—15 cm
土壤并混匀,风干后过 2 mm 筛,放于 4 益保存。 土壤样品的理化性状见表 1。

表 1摇 土壤的理化性质

Table 1摇 Physical and chemical properties of the soil samples

样品
Samples

pH
(H2O)

速效钾
Available K
/ (mg / kg)

速效磷
Available P
/ (mg / kg)

有机质
Organic matter

/ (g / kg)

全碳
Total C
/ (g / kg)

全氮
Total N
/ (g / kg)

NO-
3 鄄N

/ (mg / kg)
NH+

4 鄄N
/ (mg / kg)

容重
Bulk density
/ (g / cm3)

紫潮泥(P) 7. 74 98. 02 10. 72 55. 70 32. 90 3. 20 33. 23 44. 82 1. 02

红黄泥(R) 5. 22 136. 04 48. 15 31. 30 16. 30 1. 90 1. 68 19. 72 1. 18

摇 摇 紫潮泥 Purple calcareous clayey soil; 红黄泥 Reddish yellow loamy soil

1. 2摇 试验设计

供试土壤均设 2 个处理,即不施氮对照(CK)和施氮处理(N),氮源为 KNO3,NO
-
3 鄄N 用量为 200 mg / kg 干

土[13]。 取 4kg 风干后土放入塑料桶中,加去离子水调至 40%WFPS,25 益预培养 5d,激活土壤微生物。 预培

养后的土壤均分为两份,一份只用去离子水调至 80%WFPS,另一份用含 KNO3 溶液调至 80%WFPS,使施入

氮量为 200 mg NO-
3 鄄N kg-1 干土。 将处理好的土样分装到 250 mL 的广口瓶中,每瓶土样 200 g,每个处理 9

瓶,根据监测 N2O 释放规律试验结果,设置 3 个采气采样时间点(代表 N2O 释放的上升区、高峰区和下降区),
分别为 24,48,72 h,重复 3 次,25 益条件下培养。 培养过程中瓶口盖上多孔锡箔纸,可以透气并能够减少水

分蒸发[14]。 采气时瓶口用橡胶塞封口并在 25 益条件下培养 2h[15],用 20 mL 注射器抽推瓶中气体 3 次,使其

充分混匀,采集瓶中气体 10 mL 于集气瓶中。 同时收集瓶中土壤样品,20 g 土用于无机氮分析,30 g 土冷冻干

燥后保存在-70 益用于 DNA 提取,剩余存放于-70 益备用。
1. 3摇 N2O 浓度,硝态氮和铵态氮测定

采用气相色谱(Hewlett 5890;Packard Series域)测定 N2O 浓度,色谱柱为 Porsplot Q(3 m伊2 mm)。
称取 10 g 土样,置于 100 mL 塑料振荡瓶中,加入 50 mL 2 mol / L 氯化钾,拧紧盖子,在振荡机上振荡 1 h。

用滤纸过滤悬浊液,将澄清滤液放入干净的试管中,采用连续流动分析仪测定(Flastar 5000 Analyzer)硝态氮

和铵态氮浓度。
1. 4摇 DNA 的提取及浓度测定

DNA 提取方法参考 Hurt 等[16]。 土壤样品从-70 益冰箱取出后,冷冻干燥。 取 2 g 冷冻干燥土和 2 g 烘

干的无菌砂(粒径约为 0. 25 mm)放于预冷的研钵中。 倒入液氮,研磨约 5 min,将研磨后的样品放入 50 mL 离

心管中,加入 15 mL 提取液(100 mmol / L 磷酸钠缓冲液 pH 值 7. 0, 100 mmol / L Tris鄄Hcl pH 值 7. 0, 100 mmol /
L EDTA pH 值 8. 0, 1. 5 mmol / L NaCl,1%CTAB pH 值 8. 0, 2% SDS pH 值 7. 2),65 益水浴 30 min,每隔 10
min 摇动 1 次。 2000 r / min,4 益,离心 10 min。 将上清转移至 50 mL 新离心管中,加入 20 mL 预冷的氯仿 /异
戊醇(24颐1)。 原管中剩余上清与土样混匀后,65 益水浴 5 min,离心后第 2 次将上清移至 50 mL 离心管中。
上清与氯仿 /异戊醇轻柔混匀,2000 r / min,4 益,离心 20 min。 水相移至 50 mL 新离心管中,加入 0. 6 倍体积

的异丙醇,室温沉淀 30 min。 10800 r / min,室温离心 20 min。 沉淀在无菌台干燥,100 滋L 灭菌水溶解。
本方法是 DNA 和 RNA 共提取,需要用无 DNA 酶的 RNA 酶(Fermentas)去除 RNA,然后用紫外分光光度

计(Nanodrop ND1000)测定 DNA 的浓度。
1. 5摇 实时 PCR

DNA 样品进一步利用“总 DNA 纯化回收试剂盒冶(天根)纯化后用于实时 PCR 扩增。 本研究采用的实时

PCR 引物见表 2。
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表 2摇 反硝化基因引物信息

Table 2摇 Primer sequences of denitrifying genes used for real time PCR

引物a

Primer
引物序列b(5忆鄄3忆)
Primer sequence

扩增片段长度
The length of amplified fragment / bp

参考文献
References

narG鄄 1960m2F TAY GTS GGG CAG GAR AAA CTG 110 [17]

narG鄄 2050m2R CGT AGA AGA AGC TGG TGC TGTT

nosZ1126F GGGCTBGGGCCRTTGCA 256 [18]

nosZ1381R GAAGCGRTCCTTSGARAACTTG

摇 摇 a: 上下游引物分别标注为 F 和 R; b: W=AT, S=GC, Y=CT, M=AC, R=AG, K=GT, V=AGC

实时 PCR 扩增所用的仪器为 ABI PRISM 7900(Applied Biosystems),所用反应体系及反应条件如下:narG
基因 10 滋L 反应体系含有 0. 2 滋L(10 滋mol / L)上游引物,0. 2 滋L(10 滋mol / L)下游引物,5 滋L SYBR Premix Ex
Taq (Takara), 0. 2 滋L ROX Reference Dye (Takara),1 滋L(5 ng / 滋L)DNA 模板。 扩增程序为:95 益变性 30 s;
95 益 5 s,60 益 30 s,72 益 20 s,40 个循环。 nosZ 基因 10 滋L 反应体系含有 0. 35 滋L(10 滋mol / L)上游引物,
0. 35 滋L(10 滋mol / L)下游引物,5 滋L SYBR Premix Ex Taq (Takara),0. 2 滋L ROX Reference Dye (Takara),1
滋L(5 ng / 滋L) DNA 模板。 降落 PCR 扩增程序为:95 益变性 30 s;95 益 5 s, 65—61 益 30 s(每个循环下降 1
益);95 益 5 s,60 益30 s,30 个循环。 标准曲线分别用含 narG 和 nosZ 基因的质粒为模板。
1. 6摇 数据分析

数据均使用 SPSS13. 0 分析,各处理 N2O 释放量的差异和反硝化基因丰度的差异用单向方差分析(One鄄

Way ANOVE,LSD 检验),反硝化基因丰度与 N2O 释放量间之间的关系用双变量相关分析(Bivariate)。
2摇 结果与分析

2. 1摇 N2O 释放规律

图 1摇 N2O 释放量动态变化过程

摇 Fig. 1摇 The change of N2O emission in soils over incubation

紫潮泥不施氮对照(P鄄CK),紫潮泥施氮处理(P鄄N),红黄泥不施

氮对照(R鄄CK),红黄泥施氮处理(R鄄N);数值代表平均值( n = 3)

依标准误

施氮后两种供试土壤的 N2O 释放量短期内显著提

高(图 1)。 紫潮泥不施氮对照(P鄄CK)和红黄泥不施氮

(R鄄CK)的 N2O 释放量随时间没有发生明显变化,平均

值分别为 0. 04 mg N2O h- 1kg-1 干土和 0. 02 mg N2O
h-1kg-1 干土。 紫潮泥施氮处理(P鄄N)的 N2O 释放量呈

显著上升趋势,48 h(1. 19 mg N2O h- 1kg-1 干土)和 72
h(1. 18 N2O h- 1kg-1 干土) 的 N2O 释放量显著高于 24
h(0. 69 mg N2O h- 1kg-1 干土), 48 h 和 72 h 两个时期

的释放量没有显著差别;红黄泥施氮处理(R鄄N)释放在

48 h(1. 65 mg N2O h- 1kg-1 干土)上升到最高峰,显著

高于 24 h(0. 87 mg N2O h-1 kg-1 干土)和 72 h(1. 38 mg
N2O h- 1kg-1 干土)。 红黄泥施氮处理的 N2O 释放量高

于紫潮泥施氮处理,3 个时期分别高出 26. 9% (24 h),

38. 7% (48 h)和 17. 0% (72 h)。
2. 2摇 硝态氮,铵态氮测定

预培养结束后,红黄泥 NO-
3 鄄N 浓度为 1. 31 mg / kg 干土,紫潮泥 NO-

3 鄄N 浓度为 33. 23mg / kg 干土(表 1)。

进一步不施氮培养 72 h 后,红黄泥 NO-
3 鄄N 浓度降到了<2 mg / kg 干土,随着时间并未发生显著变化,平均值为

0. 76 mg / kg 干土。 紫潮泥不施氮对照的 NO-
3 鄄N 浓度在 24h 时降低至 8. 46 mg / kg 干土,24h 后未发生显著变

化。 红黄泥施氮处理 NO-
3 鄄N 浓度从 145. 47 mg / kg 干土(24h)下降到 86. 71 mg / kg 干土(72 h),降低了 40% ;

紫潮泥施氮处理的 NO-
3 鄄N 浓度从 195. 78 mg / kg 干土(24h)下降到 160. 62 mg / kg 干土(72 h),降低了 18% 。
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红黄泥施氮处理 72h 内消耗的 NO-
3 鄄N 多于紫潮泥施氮处理。

土壤的 NH+
4 的浓度随时间没有发生明显变化(表 3),平均值分别为:紫潮泥不施氮对照 43. 98 mg / kg 干

土,紫潮泥施氮处理 57. 00 mg / kg 干土,红黄泥不施氮对照 22. 10 mg / kg 干土,红黄泥施氮处理 24. 35 mg / kg
干土,两种土壤施氮处理的平均 NH+

4 浓度稍高于不施氮对照。

表 3摇 硝态氮,铵态氮浓度测定

Table 3摇 NO-
3 鄄N concentration and NH+

4 鄄N concentration
紫潮泥 Purple calcareous clayey soil

CK N

红黄泥 Reddish yellow loamy soil

CK N

硝态氮 24h 8. 46依1. 14 195. 78依1. 44 1. 78依0. 47 145. 47依4. 40

NO-
3 鄄N concentration 48h 6. 24依0. 68 180. 92依4. 10 0. 23依0. 08 107. 55依6. 21

(mg NO-
3 鄄N kg-1 干土) 72h 8. 68依1. 24 160. 62依4. 93 0. 27依0. 07 86. 71依4. 06

铵态氮 24h 45. 45依1. 58 57. 18依5. 86 19. 80依1. 44 23. 38依1. 29

NH+
4 鄄N concentration 48h 46. 09依7. 25 54. 18依8. 56 20. 14依0. 68 23. 14依2. 95

(mg NH+
4 鄄N kg-1 干土) 72h 40. 40依3. 43 59. 66依3. 55 25. 36依0. 69 26. 74依1. 36

2. 3摇 反硝化功能基因(narG / nosZ)丰度

2. 3. 1摇 narG 基因丰度

施氮使紫潮泥 narG 基因丰度发生了显著变化(图 2),紫潮泥施氮处理 3 个时期的 narG 基因丰度显著高

于同时期的未施氮对照。 紫潮泥未施氮对照的 narG 基因丰度未随时间发生显著变化,平均值为 1. 26伊108 拷

贝 / g 干土;施氮处理的基因丰度随时间有显著上升趋势,72 h 的 narG 基因丰度(1. 94伊108 拷贝 / g 干土)显著

高于 24 h(1. 55伊108 拷贝 / g 干土)。 施氮未使红黄泥 narG 基因丰度发生显著变化(图 2),红黄泥不施氮对照

与同时期的施氮处理相比,narG 基因丰度无显著差异。 红黄泥不施氮对照和施氮处理的基因丰度均随时间

有所上升,但并未达到显著差异,平均值分别为 2. 05伊107拷贝 / g 干土和 2. 18伊107拷贝 / g 干土。

图 2摇 narG 基因的丰度在 72 h 培养过程中的变化

Fig. 2摇 The change of narG gene over 72 h incubation

紫潮泥不施氮对照(P鄄CK),紫潮泥施氮处理(P鄄N),红黄泥不施氮对照(R鄄CK),红黄泥施氮处理(R鄄N);数值代表平均值(n = 3) 依标准误;

标准曲线的描述为:R2 =0. 989,y=-3. 31x+42. 89,E=100. 50%

2. 3. 2摇 nosZ 基因丰度

施氮使紫潮泥 nosZ 基因在 48 h 时发生显著升高(图 3)。 施氮处理 48 h 的 nosZ 基因丰度(8. 29伊106 拷

贝 / g 干土)显著高于不施氮对照,24 h 和 72 h 两个处理的基因丰度没有显著差别。 不施氮对照的 3 个时期基

因丰度没有发生显著变化,施氮处理的基因丰度随时间发生了明显变化,48 h 的基因丰度显著高于 24 h 和 72
h 两个时期。 施氮未使红黄泥 nosZ 基因丰度发生显著变化(图 3),不施氮对照和施氮处理的基因丰度在 3 个
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时期均无显著差别,但是两个处理的基因丰度均随时间提高,72 h 的基因丰度显著高于其他两个时期。

图 3摇 nos Z 的丰度在 72 h 培养过程中的变化

Fig. 3摇 The change of nosZ gene over a 72 h incubation

紫潮泥不施氮对照(P鄄CK),紫潮泥施氮处理(P鄄N),红黄泥不施氮对照(R鄄CK),红黄泥施氮处理(R鄄N);数值代表平均值(n = 3) 依标准误;

标准曲线的描述为:R2 =0. 999,y=-3. 32x+34. 59,E=100. 08%

2. 3. 3摇 narG, nosZ 的基因丰度与 N2O 释放之间的关系

通过双变量相关分析发现,除了紫潮泥的 narG 基因丰度与 N2O 的释放存在显著相关性(R2 = 0. 81,P =
0郾 00)外,其它反硝化基因丰度与 N2O 的释放均不存在显著相关性。 反硝化基因丰度(narG / nosZ)与 N2O 释

放之间的关系见表 4。

表 4摇 反硝化基因丰度与 N2O 释放之间的相关性

Table 4摇 The Correlationship Between Denitrification Gene Abundance And N2O Emission
紫潮泥 Purple calcareous clayey soil

narG nos Z

红黄泥 Reddish yellow loamy soil

narG nos Z

P 0. 00 0. 92 0. 16 0. 62

R2 0. 81 -0. 24 0. 11 -1. 27

3摇 讨论

3. 1摇 施氮对 N2O 释放的影响

本研究结果表明,NO-
3 鄄N 的施入显著提高 N2O 释放量(图 1)。 Bateman[2]和 Miller[19]等研究发现,当土壤

WFPS>70%时,土壤释放的 N2O 基本上全部来自于反硝化作用。 前人的研究[8, 20鄄21] 证明 NO-
3 鄄N 的浓度是影

响反硝化速率和 N2O 释放的重要因素,提高 NO-
3 鄄N 浓度会显著提高 N2O 释放量。 当 NO-

3 鄄N 的浓度<10 mg /
kg 干土,NO-

3 鄄N 浓度会成为限制 N2O 释放的因素[19, 22]。 红黄泥预培养结束后 NO-
3 鄄N 浓度很低(<2 mg / kg 干

土),因此红黄泥不施氮对照的 N2O 排放量也一直很低;紫潮泥不施氮对照的 NO-
3 鄄N 浓度 24h 后一直小于 10

mg / kg 干土, NO-
3 鄄N 浓度成为限制 N2O 排放的因素,N2O 浓度在 24 h 后就一直维持在很低水平。 在施氮处

理中,红黄泥施氮处理的 N2O 释放在 48 h 达到最大值,72 h 显著降低;而紫潮泥施氮处理在 48 h 和 72h N2O
释放水平没有显著差别,原因可能是其中高 NO-

3 鄄N 的浓度抑制了 N2O 还原酶(nosZ)的活性,使 N2O 还原成

N2 的速率过慢[23],从而使 N2O 释放量在 72 h 没有显著下降。 图 1 结果表明,红黄泥施氮处理 3 个时期 N2O
释放量均高于紫潮泥施氮处理,这和红黄泥施氮处理 NO-

3 鄄N 消耗量较多有关(表 3),此结果可能与土壤质地

有关。 前人研究发现,土壤质地会影响土壤通透性,因而影响反硝化作用的相对强弱及 N2O 在土壤中的扩散

速率,土壤质地还影响土壤有机碳的分解速率,进而影响产 N2O 微生物的基质供应[24]。 徐华等[25 的试验表

明,壤质土壤释放的 N2O 高于砂质和粘质土壤。
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3. 2摇 施氮对 narG, nosZ 的基因丰度的影响

已有研究结果表明,施氮(NO-
3 鄄N)没有对红黄泥(R)的 nosZ 基因和 narG 基因丰度产生显著影响(图 2,

图 3),这与[8, 21, 26]相似。 Dandie 等[21] 在利用实时 PCR 技术研究不同季节土豆地反硝化基因( nirK,nosZ,
cnorB)丰度变化的试验中发现,NO-

3 鄄N 是影响 N2O 释放和反硝化速率的重要因素,但是却对反硝化基因丰度

影响很小;Mergel 等[26]也通过基因探针试验证明土壤反硝化基因丰度并不受 NO-
3 鄄N 浓度的影响;Wallenstein

等[8]指出 NO-
3 鄄N 的浓度并不是影响反硝化基因丰度的主要因素,基因丰度会受到 NO-

3 鄄N 以外的其它环境因

素如水分、碳含量、pH 值等的影响。 在本试验中,施氮显著改变了紫潮泥(P)的反硝化基因 narG 和 nosZ 的丰

度,原因可能与紫潮泥(P)中较高的碳含量(表 1)有关。 Miller 等[19]在研究短期内(72 h)碳源对小麦地反硝

化基因丰度影响的试验发现,施入 250 mg 葡萄糖鄄C / kg 土后,如果同时施入 50mg NO-
3 鄄N / kg 土,其反硝化基

因 cnorB 丰度显著高于只施碳不施氮的处理,说明在碳含量较高的情况下,充足的氮施入可以提高反硝化微

生物丰度。 由此推测,在较高碳含量条件下,氮的施入增加了反硝化活性[27],刺激紫潮泥中含有反硝化功能

基因(narG / nosZ)菌群生长,使其基因丰度得到显著提高。
3. 3摇 narG, nosZ 的基因丰度与 N2O 释放之间的关系

本试验中,除了紫潮泥的 narG 基因外,反硝化功能基因丰度与 N2O 的释放量不相关。 众多的试验结果

表明,反硝化基因丰度和 N2O 释放之间无明显相关性。 Dandie 等[21]利用实时 PCR 研究不同季节土豆地反硝

化基因(nirK,nosZ,cnorB)丰度变化的试验中发现,反硝化基因的丰度与 N2O 释放量无关;Henderson 等[28] 利

用实时 PCR 技术研究短期内(72 h)农田土壤反硝化基因(nosZ,nirS)丰度变化的结果表明,反硝化基因丰度

和 N2O 释放量之间没有相关性;Ma 等[29] 在研究湿地反硝化基因丰度与 N2O 释放之间的关系发现, 70%
WFPS 条件下,nosZ 基因丰度与 N2O 释放之间并没有明确的相关性。 本研究中紫潮泥(P)的 narG 基因与

N2O 释放之间的显著相关性,可能与紫潮泥(P)本身有较高的碳含量(表 1)有关。 从 DNA 水平研究反硝化

基因与 N2O 释放之间的关系有一定的局限性[8],因为靶标基因可能并不全部参与表达,反硝化基因丰度仅仅

代表了反硝化微生物的潜在生理功能,与 N2O 释放实时相关的表达能力需要通过 RNA 水平,对其深入研究。
4摇 结论

本研究表明施氮(NO-
3 鄄N)显著增加了两种水稻土 N2O 的释放量,但是施氮只提高了紫潮泥反硝化基因

的丰度。 紫潮泥基因丰度变化可能和本身较高的碳含量有关,表明土壤有机碳含量可能是影响反硝化微生物

的重要因素,未来进一步研究土壤有机质对反硝化过程的影响具有重要意义。 除了紫潮泥的 narG 基因外,
N2O 的释放量和其它反硝化基因丰度间没有统计相关性,表明在 DNA 水平研究稻田土壤 N2O 排放的微生物

调控机制具有一定的局限性,进一步在 mRNA 水平系统研究 N2O 释放量与水稻土反硝化基因的之间的关系,
将能为制定合理的农田管理措施减少稻田氧化亚氮释放量,有效应对全球气候变化提供一定的科学依据。
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