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封面图说: 亭亭玉立的白桦树———白桦为落叶乔木,可高达 25m,胸径 50cm。 其树冠呈卵圆形,树皮白色,纸状分层剥离;叶三

角状、卵形或菱状卵形;花单性,雌雄同株。 白桦树喜光,耐严寒,对土壤适应性强,喜酸性土,沼泽地、干燥阳坡及湿

润阴坡都能生长。 常与红松、落叶松、山杨、蒙古栎混生。 白桦的天然更新好,生长较快,萌芽强,在人为的采伐迹地

或火灾、风灾等自然损毁的迹地里,往往由白桦首先进入,为先锋树种,而形成白桦次生林。 白桦分布甚广,我国大、

小兴安岭及长白山均有成片纯林,在华北平原和黄土高原山区、西南山地亦为阔叶落叶林及针叶阔叶混交林中的常

见树种。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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大气 CO2 浓度升高对稻田根际土壤
甲烷氧化细菌丰度的影响

严摇 陈1,2, 许摇 静3, 钟文辉1,*, 林摇 毅3, 林先贵2, 朱建国2, 贾仲君2

(1. 南京师范大学地理科学学院,南京摇 210046 ;2. 中国科学院南京土壤研究所,南京摇 210008;

3. 安徽农业大学生命科学学院,合肥摇 230036)

摘要:甲烷氧化细菌是目前已知的稻田甲烷氧化唯一生物,在减少稻田甲烷排放、降低大气甲烷浓度方面发挥着重要作用。 利

用中国稻 /麦轮作 FACE(Free Air Carbon鄄dioxide Enrichment)试验平台,采用实时荧光定量 PCR 技术,研究了大气 CO2 浓度升高

下,典型水稻生长期根际土壤甲烷氧化细菌数量的变化规律,及其对不同施肥处理(高氮 HN 和常氮 LN)的响应。 2009 和 2010
连续 2a 的观测结果表明,大气 CO2 浓度升高促进了 2009 年秧苗期和分蘖期,2010 年秧苗期、拔节期和灌浆期甲烷氧化细菌的

生长;并可能对 2010 年常氮条件下成熟期甲烷氧化细菌产生了较显著(P<0. 1)抑制; 进一步针对甲烷氧化细菌主要类群的分

析表明,高氮条件下大气 CO2 浓度升高提高了稻田根际土壤中玉型甲烷氧化细菌的丰度。
关键词:大气 CO2 浓度升高,稻田,根际,甲烷氧化细菌

Effect of elevated CO2 on methanotrophs in the rhizosphere of rice plant
YAN Chen1,2, XU Jing3,ZHONG Wenhui1,*,LIN Yi3, LIN Xiangui2, ZHU Jianguo2, JIA Zhongjun2

1 School of Geography Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210046, China

2 Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China

3 Life Science School, Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China

Abstract: Methane ( CH4 ) is the second most important greenhouse gas. Flooded rice fields are a major source of
atmospheric CH4, accounting for 5%—19% of total global emissions. Methanotrophs are the only known microorganisms
that catalyze the oxidation of CH4 produced in the rice fields and thus play an important role in attenuating the emissions of
CH4 into the atmosphere. Atmospheric CO2 concentration has increased drastically and is predicted to double by the end of
this century. This dramatic change in atmospheric CO2 may have profound ecological consequence on biogeochemical cycles
of key elements such as methane oxidation in rice fields. Free air CO2 enrichment (FACE) is an ideal technique to assess
ecosystem responses to the projected atmospheric CO2 elevation by 2100 because it provides undisturbed field conditions and
more reliable measurements than closed chambers with elevated CO2 . The effect of elevated atmospheric CO2 on microbial
methane oxidation has been investigated mostly by traditional techniques such as most probable number (MPN), which may
underestimate the changes in methanotrophic changes under elevated CO2 . China鄄FACE was established in 2004 to
investigate agricultural ecosystem response to simulated global change of rising atmospheric CO2, and could approach the in
situ conditions as much as possible for investigating the microbial mechanisms underlying methane oxidation changes under
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elevated CO2 . The rhizospheric soils at different rice growing seasons were collected to quantify the changes in
methanotrophic populations using real鄄time quantitative PCR of pmoA genes of type Ia, type Ib and total methanotrophs.
Pairwise comparison demonstrated positive responses of methanotrophic population size to elevated CO2 at most stages of rice
growing seasons. Total methanotrophs abundance were stimulated at the seedling and tillering stages in 2009, and seedling,
jointing and grain filling stages in 2010 regardless of the application rates of nitrogenous fertilizer. In 2009, the total
methanotrophs abundance was elevated at the ripening stage and declined at the flowering stage under high application rate
of nitrogenous fertilizer, while the reverse trend was observed with regard to the low application rate of nitrogenous fertilizer.
This implies that the availability of nitrogenous fertilizers might have intensified the response of methanotrophic populations
to elevated CO2 in rice field. A significant decline (P<0. 1) in total methanotrophic population was observed at the ripening
stage in 2010,suggesting that the elevated CO2 inhibits the growth of methanotrophs under certain conditions. The consistent
response to elevated CO2 was observed for both type Ia and total methanotrophic population during rice growing seasons
except for the tillering stage under low application rate of nitrogenous fertilizer in 2009. Type 玉 b methanotrophic
abundance was increased at most rice growing stages except for the grain filling stage under high application rate of
nitrogenous fertilizer and the ripening stage under low application rate of nitrogenous fertilizer in 2010. Furthermore, high
application rate of nitrogenous fertilizer further stimulated the abundance of type 玉 methanotrophs under elevated CO2 . This
result implies that intensive fertilization appeared to favor the growth of type 玉 rather than type 域 methanotrophs under
elevated CO2 condition. The results of this study suggested that the rising CO2 concentration in the atmosphere may affect
the community structure of methanotrophs, which could ultimately alter the biogeochemical methane cycling in rice fields.

Key Words: elevated CO2, rice field, rhizosphere of rice plant, methanotrophs

甲烷是一种重要温室气体,虽然大气甲烷浓度远低于 CO2,但是其增温效能是 CO2 的 21 倍,增温贡献率

达 17%之多。 稻田是大气甲烷的重要源,对大气甲烷的贡献率约为 5. 3%—19. 2% [1]。 稻田产生的甲烷在进

入大气之前,可能高达 90%的甲烷被甲烷氧化细菌所氧化[2鄄4]。 因此,甲烷氧化细菌在减少稻田甲烷排放、减
缓全球变暖过程中发挥着重要作用[5鄄6]。 甲烷氧化细菌(Methanotrophs)是一类以甲烷为主要碳源和能源的微

生物[7],根据其形态、膜结构、代谢途径等可将甲烷氧化细菌分为玉型(type 玉)和域型(type 域)两大类群,玉
型甲烷氧化细菌又可分为玉a 型(type 玉a)和玉b 型(type 玉b)两个类群[8鄄9]。 这两类甲烷氧化细菌广泛分布

于水稻根际环境[10鄄12]。 目前已知的甲烷氧化细菌几乎都含有甲烷单加氧酶 pmoA 基因[13],基于 pmoA 基因的

甲烷氧化细菌分类与经典的 16S rRNA 基因系统发育进化关系基本一致,因此,pmoA 作为靶标基因,被广泛应

用于甲烷氧化细菌的分子生态学研究[14鄄16]。
工业化进程使大气 CO2 浓度自工业革命以来增加了近 100 滋L / L,到本世纪中期可能会从现在的 380 滋L /

L 左右增长到 450—550 滋L / L[1]。 研究表明大气 CO2 浓度升高可能导致稻田甲烷排放量升高,进而放大温室

效应[17鄄19],而甲烷氧化是稻田甲烷排放过程中至关重要的一环,研究大气 CO2 浓度升高对稻田甲烷氧化细菌

的影响具有重要意义。 一般认为土壤中 CO2 浓度是大气中 CO2 浓度的 10—50 倍,最高可达 50000 滋L / L,理
论上大气 CO2 浓度升高 200滋L / L 很难直接改变土壤微生物群落结构[20鄄21],但已有证据清楚表明大气 CO2 浓

度升高促进植物光合作用,增加的植物根系生物量,根系分泌物代谢及土壤理化性质等因素的变化极可能间

接影响稻田根际土壤微生物。 根际环境是稻田甲烷氧化的主要微域,大气 CO2 浓度升高下可能对根际土壤

中甲烷氧化细菌的丰度产生一定的影响,进而改变稻田土壤的甲烷氧化过程及稻田甲烷排放量。 然而,目前

针对大气 CO2 浓度升高对稻田甲烷氧化细菌影响的研究报道较少[22鄄23],稻田根际土壤甲烷氧化细菌数量及

其主要类群对大气 CO2 浓度升高的响应与适应规律仍不清楚。 本文依托中国稻 /麦轮作 FACE 试验平台,以
甲烷氧化细菌的甲烷单加氧酶编码基因 pmoA 为靶标,通过实时荧光定量 PCR 技术,研究了大气 CO2 浓度升

高下,2009 年和 2010 年典型水稻生长期根际土壤甲烷氧化细菌数量的变化规律及其对不同施氮水平(高氮
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HN 和常氮 LN)的响应。
1摇 材料与方法

1. 1摇 FACE 试验站概况

中国 FACE 试验平台位于中国江苏扬州宗村良种场(119毅42忆0义E, 32毅35忆5义N)。 该试验站为当地典型的

单季稻鄄麦轮作方式。 具体的土壤性质,气候条件以及田间管理方式已有详细报道[22]。 扬州的中国 FACE 试

验平台建于 2004 年,FACE 系统的田间试验区由 6 个对边距为 12. 5 m 的八角形试验圈构成,其中 3 个 FACE
处理圈内 CO2 浓度比另 3 个 Ambient 对照处理圈内 CO2 浓度高 200 滋L / L。 FACE 和 Ambient 圈随机分布且

在相邻两圈之间设有缓冲区[24]。
1. 2摇 试验设计及采样情况

每个圈内包括高氮(HN,250 kg / hm2)和常氮(LN,150 kg / hm2)两种试验处理小区。 供试水稻为五香粳

14,移栽密度为 24 穴 / m2,3 株 /穴。 本试验为期 2a,如表 1 所示,采集 2009 和 2010 年典型水稻生长期(2a 间

部分采样时期略有差别)根际土壤。 2009 年采用根袋法取样,即将水稻移栽至特制尼龙网中(孔径 75 滋m,深
30 cm,直径 12 cm,营养物质、水可以正常通过而根系无法穿透),在不同水稻生长期连同植株一起取出根袋,
抖落非根际土壤后,尽量采集靠近水稻根系的土壤作为根际土壤。 2010 年采样方法类似,但因 FACE 试验平

台空间有限,根袋体积较小,可能限制水稻植株生长,未采用根袋。 秧苗期使用土钻(直径 4 cm)采取 0—10
cm 土壤,其余生长期从各处理中取出 2 穴水稻收集根际土壤,所有土样采集后立即混匀保存于 4益运回实验

室。 具体采样信息见表 1。

表 1摇 2009 年及 2010 年水稻季采样信息

Table 1摇 Sampling at typical rice growing season in 2009 and 2010
2009 年

采样日期
Sampling date

移栽天数
Days after

transplanting

所处生长期
Growth Stage

水分管理
Water regime

2010 年

采样日期
Sampling date

移栽天数
Days after

transplanting

所处生长期
Growth Stage

水分管理
Water regime

6 月 23 日 6 秧苗期 淹水 6 月 20 日 0 秧苗期 淹水

7 月 15 日 28 分蘖期 搁田 8 月 4 日 45 拔节期 搁田

9 月 2 日 77 扬花期 淹水 9 月 16 日 88 灌浆期 淹水

10 月 17 日 122 成熟期 搁田 10 月 26 日 128 成熟期 搁田

1. 3摇 DNA 提取及甲烷氧化细菌 pmoA 基因定量

准确称取 0. 5 g 新鲜土样,根据 FastDNA spin Kit for soil(MP Biomedicals,USA)试剂盒操作步骤提取总土

壤微生物基因组总 DNA, 并采用 50 滋L TE buffer 洗脱 DNA 两次。 取 5 滋L 通过琼脂糖凝胶电泳检验提取效

果,并将所有 DNA 样品用 TE buffer 稀释 10 倍后通过 Nanodrop ND鄄1000 测定浓度。 如表 2 所示,利用甲烷氧

化细菌 pmoA 标靶基因的特异引物[14, 25],实时荧光定量 PCR 分析(CFX96 Optical Real鄄Time Detection System,
Bio鄄Rad)稻田根际土壤中总甲烷氧化细菌(Total)、玉a 型甲烷氧化细菌及玉b 型甲烷氧化细菌的数量。

表 2摇 甲烷氧化细菌实时荧光定量分析引物信息

Table 2摇 Primers for real鄄time quantitative PCR of methanotrophic pmoA genes

引物 Primer 序列 5忆鄄3忆 Sequence (5忆鄄3忆) 片段长度
Fragment length

检测目标
Targeted microbe

A189 F / Mb661 R GGNGACTGGGACTTCTGG / GGTAARGACGTTGCNCCGG 491 Total

A189 F / Mb601 R GGNGACTGGGACTTCTGG / ACRTAGTGGTAACCTTGYAA 432 Type 玉a

A189 F / Mc468 R GGNGACTGGGACTTCTGG / GCSGTGAACAGGTAGCTGCC 299 Type 玉b

为有效降低土壤 DNA 中腐殖酸等因素对实时荧光定量 PCR 的可能影响,随机选择 5 个样品 DNA 进行

梯度稀释并定量其 pmoA 基因拷贝数,确定没有扩增抑制的最小稀释倍数(50 倍)开展后续定量分析。 标准曲
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线通过如下方式制备:以土壤 DNA 为模板,利用表 2 中的特异引物获得 PCR 产物并制备含有目标 pmoA 基因

的克隆,进一步提取含有相应克隆子的质粒 DNA 并作 10 倍梯度稀释。 定量 PCR 体系依据 SYBR Premix Ex
TaqTM Kit (TaKaRa)试剂盒说明配制,每个 25 滋L 反应体系中含 2 滋L 土壤微生物 DNA 模板,阴性对照为灭菌

重蒸水。 PCR 产物经熔解曲线(Melting curve analysis)和琼脂糖电泳验证其专一性和有效性。
1. 4摇 统计分析

所有数据均采用 Excel 2003 和 SPSS 16. 0 进行处理分析,FACE 处理与 Ambient 处理之间平均值的差异

采用 one鄄way ANOVA 单因素方差分析,P<0. 05 表示显著差异,P<0. 1 表示较显著差异。
2摇 结果与分析

2. 1摇 大气 CO2 浓度升高对稻田根际土壤甲烷氧化细菌数量的影响

2009 年及 2010 年典型水稻生长期的稻田根际土壤甲烷氧化细菌 pmoA 基因定量结果表明,2009 年 4 种

处理中 Total、玉a 型、玉b 型甲烷氧化细菌的丰度通常在扬花期达到最大值,2010 年在灌浆期达到最大值(图
1)。 统计分析表明:2009 年高氮(HN)条件下,除扬花期外,大气 CO2 浓度升高促进了甲烷氧化细菌丰度

(Total)的增加(图 2),且在秧苗期和分蘖期达到显著水平(P<0. 05),增幅分别为 41%和 48% 。 玉a 型甲烷

氧化细菌数量的响应趋势与甲烷氧化细菌总量的响应趋势一致。 玉b 型甲烷氧化细菌的数量在每个时期均

有所增加。

图 1摇 2009 年、2010 年典型水稻生长期稻田根际土壤甲烷氧化细菌 pmoA 基因拷贝数

Fig. 1摇 PmoA gene copy number of rhizospheric soil in typical paddy growth stages

2009 年常氮(LN)条件下,除成熟期外,大气 CO2 浓度升高促进了甲烷氧化细菌总量的增加,且在扬花期

达到显著水平(P<0. 1),增幅达 50% 。 其中 玉a 型甲烷氧化细菌数量在秧苗期和扬花期受大气 CO2 浓度升

高影响而增加,而在分蘖期和成熟期略有减少(<1. 0% ); 玉b 型甲烷氧化细菌数量在大气 CO2 浓度升高条件
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图 2摇 大气 CO2 浓度升高对稻田根际土壤甲烷氧化细菌 pmoA 基因拷贝数的影响

Fig. 2摇 Effect of elevated CO2 on pmoA genes copy number in rhizospheric soil

绎绎表示 P<0. 05, 绎表示 P<0. 1

均有所增加。 对比分析两种施氮条件下结果发现:(1)甲烷氧化细菌总量在扬花期和成熟期对 CO2 浓度升高

的响应趋势在不同施氮条件下相反,在秧苗期及分蘖期趋势一致;(2)除秧苗期外,各生长期玉a 型甲烷氧化

细菌数量对 CO2 浓度升高的响应趋势在不同施氮条件下相反;(3)在两种施氮条件下 CO2 浓度升高均促进了

玉b 型甲烷氧化细菌的生长。
2010 年高氮(HN)条件下,除成熟期外,大气 CO2 浓度升高促进了甲烷氧化细菌总量的增加。 玉a 型甲

烷氧化细菌数量的响应趋势与甲烷氧化细菌总量的趋一致,玉b 型甲烷氧化细菌数量除灌浆期以外的各时期

均受大气 CO2 浓度升高影响有所增加。
统计分析表明:2010 年常氮(LN)条件下,除成熟期显著减小(-24% ,P<0. 1)外,大气 CO2 浓度升高促进

了甲烷氧化细菌总量的增加。 玉a 型、玉b 型甲烷氧化细菌数量的响应趋势与甲烷氧化细菌总量的趋势一致。
通过对比分析两种施氮条件下大气 CO2 浓度升高对稻田根际甲烷氧化细菌数量的影响发现:(1)两种施氮条

件下,大气 CO2 浓度升高对各水稻生长期根际土壤甲烷氧化细菌总量及玉a 型甲烷氧化细菌数量的影响趋势

一致;(2)玉b 型甲烷氧化细菌在秧苗期和拔节期对大气 CO2 浓度升高的响应趋势在两种施氮条件下一致,
在灌浆期和成熟期相反。
2. 2摇 大气 CO2 浓度升高对稻田根际土壤甲烷氧化细菌主要类群的影响

一般认为,甲烷氧化细菌主要由 玉型和 域型两类群组成,本文通过分析玉型甲烷氧化细菌数量的变化

规律初步推测大气 CO2 浓度升高对稻田根际土壤甲烷氧化细菌主要类群的影响。
2009 年所采集样品中,高氮(HN)条件下,大气 CO2 浓度升高提高了玉型甲烷氧化细菌的丰度(图 3),

FACE 处理条件下各时期增幅分别为 6. 8% ,8. 4% ,4. 3% 和 3. 3% ,其中秧苗期差异显著(P<0. 05)。 常氮

(LN)条件下,大气 CO2 浓度升高提高了秧苗期及成熟期玉型甲烷氧化细菌丰度,增幅分别为 6. 9%和 3. 8% ,
而在分蘖期和扬花期 FACE 及 Ambient 之间的差异较小(分别为 0. 5% 和 0. 1% )。 在两种施氮条件下,大气

CO2 浓度升高均未改变玉型甲烷氧化细菌丰度随水稻生长期的变化趋势,在 FACE 及 Ambient 两种处理中,
均为秧苗期最低,在分蘖期达到最高后下降。
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图 3摇 稻田根际土壤玉型甲烷氧化细菌相对丰度

Fig. 3摇 Relative abundance of type 玉 methanotrophs in rhizopheric soil

2010 年所采集样品中,高氮(HN)条件下,大气 CO2 浓度升高使得各时期玉型甲烷氧化细菌的丰度略有

提高,依次为 0. 7% ,2. 0% ,1. 7%和 0. 7% 。 高氮条件下 FACE 及 Ambient 两种处理中玉型甲烷氧化细菌丰度

随水稻生长期的变化趋势一致。
常氮(LN)条件下,玉型甲烷氧化细菌的丰度在成熟期降低了 1. 3% ,在秧苗期和拔节期分别增加了

0郾 8% ,3. 2% ,而灌浆期 FACE 及 Ambient 之间差异较小(0. 1% )。 常氮条件下,玉型甲烷氧化细菌的丰度在

FACE 及对照两种处理中均为秧苗期丰度最低,而 FACE 处理在拔节期最高,Ambient 处理为灌浆期最高。
3摇 讨论与结论

已有的研究表明,大气 CO2 浓度升高可能导致稻田甲烷排放量增加[17鄄19],稻田甲烷的排放是甲烷产生、

氧化和运输的综合结果[2, 26],而稻田甲烷的产生和氧化是微生物驱动的过程[27],大气 CO2 浓度升高下甲烷

氧化微生物数量变化规律是研究稻田甲烷减排机制的重要内容。 稻田甲烷氧化细菌的数量及群落结构受到

甲烷浓度、氧气水平及土壤氮素等因素的调控[27],而大气 CO2 浓度升高会可能显著影响稻田土壤产甲烷前体

数量和质量、水稻根系泌氧能力以及根际土壤氮素供应能力等[28鄄30]。 大气 CO2 浓度升高对稻田根际甲烷氧

化细菌的影响是多个过程共同作用的结果。
研究表明大气 CO2 浓度升高会导致植物根系分泌物增多[29, 31],从而为稻田土壤中的产甲烷微生物提供

更多的代谢底物,促进甲烷的产生[32]。 已有研究表明,大气 CO2 浓度升高显著促进了稻田甲烷的产生[17, 28],
更多的甲烷可能促进甲烷氧化细菌的生长,改变甲烷氧化细菌的群落结构。 同时,大气 CO2 浓度升高促进了

水稻的生长发育,增加了通气组织的容积和根系的生物量[18, 29],导致根系分泌更多的氧气,促进根际好氧微

域中甲烷氧化细菌的生长[33]。 本试验结果表明,大气 CO2 浓度升高促进了某些生长期(2009 年秧苗期和分

蘖期,2010 年秧苗期、拔节期和灌浆期)稻田根际甲烷氧化细菌的丰度(图 2),这一结果很可能是水稻根际微

域甲烷和氧气供应量增加所导致的。 田间的水分管理也是调控稻田甲烷氧化的重要因子,淹水时土壤中氧化

还原电位比搁田时低,厌氧古菌产生更多的甲烷,从而为甲烷氧化细菌提供更多的生长底物,促进其的生长;
然而淹水时土壤中氧气含量则比搁田时小,氧气的供给水平会限制甲烷氧化细菌的生长[32,34鄄35],这两个矛盾
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因素的共同作用很有可能正是 2009 年与 2010 年成熟期所观测趋势不一致的原因(2009 年采样时刚开始烤

田,而 2010 年采样时已烤田 10d 左右)。 数据同时表明在 2010 年成熟期常氮(LN)条件下 FACE 处理中甲烷

氧化细菌的数量有较显著的减少,已有的研究表明搁田能够有效减少稻田甲烷的排放[34鄄37],而排放减少的原

因之一是搁田增加了甲烷氧化菌的数量[11, 38],因此通过我们在 2010 年成熟期观测到的趋势可以推论:大气

CO2 浓度升高可能会减弱搁田对稻田甲烷减排的效果,然而这一推测还需要更多的研究去加以证实。
氮肥施用量是影响稻田甲烷氧化的重要因子,然而,迄今关于氮肥施用对稻田甲烷氧化细菌的影响研究

仍没有一致的结论,这可能是由于不同试验相关的地理位置、气候条件以及耕作方式等方面差异所导

致[39鄄40]。 已有的甲烷排放通量结果显示,高氮施用可能放大大气 CO2 浓度升高对稻田甲烷排放的增加效应,
然而对甲烷氧化过程的影响仍缺乏相应的数据支撑[28]。 结果表明:2009 年除扬花期外,高氮条件下甲烷氧

化细菌总量受大气 CO2 浓度升高影响而增加的幅度均显著大于常氮(P<0. 05);2010 年高氮条件下也均高于

常氮,且在拔节期和灌浆期差异显著。 该结果能够为施氮水平对大气 CO2 浓度升高下稻田甲烷排放影响的

机理研究提供一定参考。
2009 和 2010 连续两年的观测结果表明,大气 CO2 浓度升高促进了 2009 年秧苗期和分蘖期,2010 年秧苗

期、拔节期和灌浆期甲烷氧化细菌的生长;对 2010 年常氮条件下成熟期甲烷氧化细菌产生了较显著(P<0. 1)
抑制; 对甲烷氧化细菌主要类型的分析表明,高氮条件下大气 CO2 浓度升高提高了稻田根际土壤中 type 玉类

甲烷氧化细菌的丰度。
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