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摘要：土壤不仅能够产生、排放温室气体Ｎ２Ｏ，还具有截留、吸收、转化Ｎ２Ｏ的能力。 土壤消耗Ｎ２Ｏ已经成为很重要的一种降低大

气Ｎ２Ｏ浓度的途径，但目前关于土壤Ｎ２Ｏ消耗过程及其微生物调控机制的系统研究较为缺乏。 试验以浅表层水稻土柱（０—
５ｃｍ）为研究对象，通过外源添加Ｎ２Ｏ气体研究Ｎ２Ｏ迁移通过淹水土柱的动态过程，以及Ｎ２Ｏ消耗能力与氧化亚氮还原酶基因丰

度变化和其他土壤养分含量变化的联系，揭示浅表层水稻土Ｎ２Ｏ消纳量与Ｎ２Ｏ还原微生物之间的耦合关系。 结果显示，淹水厌

氧条件下 ５ｃｍ 土壤深度外源添加的Ｎ２Ｏ迁移通过浅表层土柱后，仅有 ７．１７—９．８０％部分逸散出土表，表明 ０—５ ｃｍ 淹水水稻土

层具有极强的Ｎ２Ｏ截留能力（９０％以上）而减少Ｎ２Ｏ净排放量。 排放出土表的Ｎ２Ｏ也可被淹水土柱继续吸收消耗，且吸收转化速

率随Ｎ２Ｏ浓度增加而大幅提高，最高可达到 ３８９６．７５μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１。 与此同时，土壤 ＤＯＣ 含量大量消耗，含 ｎｏｓＺＩ 基因的反硝化微

生物数量显著增长（Ｐ＜０．０１），而 ｎｏｓＺＩＩ 基因丰度的无显著变化。 说明高浓度Ｎ２Ｏ添加能够促进淹水土壤Ｎ２Ｏ吸收消耗能力，此
刺激作用可能主要由含 ｎｏｓＺＩ 基因的Ｎ２Ｏ还原微生物进行调控。 浅表层土壤强大的Ｎ２Ｏ吸收消耗功能可进一步深入系统研究，
为实践温室气体减排提供理论基础。
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土壤是大气氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）排放的重要来源之一，由土壤微生物介导的硝化、反硝化作用是产生Ｎ２Ｏ的

主要过程［１，２］。 然而常规静态箱法监测到的Ｎ２Ｏ排放量仅是土壤中Ｎ２Ｏ产生与消耗过程综合作用后的动态结

果［３］。 由于土壤水、土壤孔隙等非生物因素的截留作用以及土壤微生物的还原作用，土壤剖面中产生的Ｎ２Ｏ
量并不能完全迁移出土壤表面而贡献排放［４，５］。 近年来水稻土研究结果显示，无论是淹水状态还是落干过

程，Ｎ２Ｏ排放可能主要来源于距离土表更近的 ０—５ ｃｍ 深度的水稻土层［６⁃８］。 但同时 Ｗａｎｇ 等研究发现 ０—５
ｃｍ 深度土层产生的Ｎ２Ｏ气体并不能完全排放，高达 ９０％的Ｎ２Ｏ产生量以不同途径消耗损失了［９］，因此 ０—５
ｃｍ 深度土壤Ｎ２Ｏ消耗能力值得关注。 此外，越来越多的研究监测到土壤Ｎ２Ｏ负排放量，在温带和热带区域的

自然和耕作生态系统中，Ｎ２Ｏ净消纳率在＜－１．０ μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１至－２０７ μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１范围波动［１０，１１］。 全球每年通

过土壤作用消耗的Ｎ２Ｏ总量不可忽视，土壤消耗Ｎ２Ｏ已经成为很重要的一种降低大气Ｎ２Ｏ浓度的途径，值得深

入探究。
水稻土是一种长期处于淹水缺氧状态中的人工水成土，土壤环境极有利于其反硝化脱氮和Ｎ２Ｏ充分还

原［１２，１３］。 但目前关于水稻土壤消耗Ｎ２Ｏ过程及其微生物调控机制的系统研究较为缺乏。 为揭示 ０—５ ｃｍ 深

度水稻土层Ｎ２Ｏ消纳量与Ｎ２Ｏ还原微生物之间的耦合关系，本研究拟通过微宇宙培养方法对浅表层（０—５
ｃｍ）原状水稻土外源添加Ｎ２Ｏ气体，测定Ｎ２Ｏ迁移通过土柱的动态过程以及无机养分和氧化亚氮还原酶基因

（ｎｏｓＺⅠ和 ｎｏｓＺⅡ）丰度变化。 研究结果将为水稻田温室气体减排提供重要的科学参考。

１　 材料与方法

１．１　 土样采集与预处理

土样采集自湖南益阳水稻丰产节水节肥试验田（２９°０８′Ｎ， １１２°２７′Ｅ），为多年种植双季稻土壤，土壤类型

为河流冲积物母质发育的潮土（土壤质密，可有效防止气体从土壤裂缝泄漏）。 采集时间为 ２０１６ 年 ４ 月（翻耕

前 ２ 周），此时田间土壤处于休耕渍水状态。 采用随机多点采样法，尽量避免残留主根区域，用自制 ＰＶＣ 管（ｄ ＝
１７ ｃｍ，ｈ＝８ ｃｍ）采集多个深度为 ０—５ ｃｍ 的原状水稻土柱。 标注方向后用保鲜膜包裹紧实，带回实验室做后续

处理。 同时在田间分别多点随机采集 ０—５ ｃｍ 土样，混匀后带回实验室测定基础理化性质，结果见表 １。

表 １　 供试土样基础理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ

土层深度
ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）
ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＤＯＣ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

容重 Ｖｏｌｕｍｅ ｗｅｉｇｈｔ ／
（ｇ ／ ｃｍ３）

总孔隙度
Ｔｏｔａｌ ｐｏｒｏｓｉｔｙ

０—５ ｃｍ ７２．１９ ７．１９ ３８９．２９ ０．７３ ０．７１
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图 １　 培养装置模型图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｄｅｖｉｃｅ

用小 ＰＶＣ 管（ｄ＝ ５ ｃｍ，ｈ ＝ ７ ｃｍ）在取回的原状土柱上

以环刀法采集小土柱（ｄ ＝ ５ ｃｍ，ｈ ＝ ５ ｃｍ），每大土柱可

取 ２ 个小土柱。 然后在底部安装相同尺寸 ＰＶＣ 管（ｄ ＝
５ ｃｍ，ｈ＝ ３ ｃｍ）制的通气底座并密封边缘。 通气底座上

端用均匀打孔的 ＰＶＣ 板覆盖后，在 ＰＶＣ 板下再覆盖一

层透气不透水的硅胶片并密封边缘，通气底座下端直接

用 ＰＶＣ 板覆盖并密封边缘。 确保每个边缘密封完好后

将整套装置置于培养用塑料杯（ｄ＝ ９ ｃｍ，ｈ ＝ １３ ｃｍ）中，
用三通阀连接通气底座与塑料杯外壁，用于外源气体的

添加。 培养装置如图 １ 所示。
从原状土柱表面缓慢加入双水使土表水层约 １ ｃｍ

左右，放置在 ２５±１℃温室预培养 １０ ｄ 后待用，预培养

期间注意补充水分使水层厚度保持不变。 预培养结束

后将安装了三通阀的塑料杯盖盖起并完全密封，用浸水

法确定整体密封效果。 之后用注射器连接塑料杯三通

阀置换装置内气体为高纯 Ｈｅ 气，反复置换 ５ 次后保证

内外气压平衡。
２．２　 试验处理

每土层均设置 ３ 个Ｎ２Ｏ含量添加处理，分别为 １ ｍｌ（Ｎ１）、５ ｍｌ（Ｎ５）、１０ ｍｌ（Ｎ１０） ９９．９９％纯度Ｎ２Ｏ ／盆（相
当于 ８８０、４４０４、８８０８ μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ／盆），每处理 ３ 个重复。 为降低土壤异质性对后续分析的影响，每处理 ０ｈ 和

１７２ｈ 土样样品分别为同一大土柱取出的 ２ 个小土柱。 塑料杯内气体置换完成后，用注射器连接通气底座三

通阀，分别抽出 １、５、１０ ｍｌ 气体后通入设定量的Ｎ２Ｏ气体，随后将整套装置置于无氧培养装置中（真空压缩袋

制，抽真空后通入高纯 Ｈｅ 气），开始培养计时，培养时间共计 １７２ ｈ。
２．３　 样品采集

气体样品采集：用注射器分别在密闭培养的 ０、３３、８２、１２５、１７２ ｈ 采集通气底座内气体，并在 ０、５、 １０、 ２１、
２８、 ３３、４４、５７、６９、８２、９４、１０７、１２５、１４４、１７２ ｈ 采集塑料杯内气体样品 １ ｍｌ 于 １２ ｍＬ 真空血清瓶中，充入 ２９ ｍｌ
高纯 Ｈｅ 使气瓶内气体维持高压，用于Ｎ２Ｏ含量的测定。 每次采集气体样品前用注射器反复抽打空间内气体

１５—２０ 次使空间气体混匀，气体样品采集后立即补入等量高纯 Ｈｅ 保证装置内各空间气压平衡。
土壤样品采集：在Ｎ２Ｏ充入前采集土样为 ０ｈ 样品，Ｎ２Ｏ充入后培养 １７２ｈ 后采集土样为 １７２ｈ 样品。 倒掉

自由水后充分混匀土样，取出约 ２０ ｇ 土样迅速用锡箔纸包裹，经由液氮速冻，放入－８０℃ 保存用于相关分子

生物学分析。 将剩余土样装入密封袋，放入 ４℃ 保存用于 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 及 ＤＯＣ 含量分析，并在 ７２ ｈ 内完成

测定。
２．４　 氧化亚氮浓度，无机氮和 ＤＯＣ 测定

Ｎ２Ｏ浓度采用温室气体气相色谱仪（ＧＣ ７８９０Ａ）测定。 以高纯 Ｎ２作为色谱柱载气，气流速度 ２８ ｐｓｉ，检测

器温度为 ３００℃，柱箱温度为 ５０℃，检测器为微池电子捕获器６３Ｎｉ－ＥＣＤ。
无机氮及 ＤＯＣ 含量测定采用硫酸钾共提法浸提。 称取约 １０ ｇ 土样，置于 １００ ｍｌ 塑料振荡瓶中，加入 ５０

ｍｌ ０．５ ｍｏｌ Ｌ－１ Ｋ２ＳＯ４溶液浸提，在振荡机上振荡 １ ｈ 后用滤纸过滤悬浊液，澄清滤液分别采用连续流动分析仪

（Ｆｌａｓｔａｒ ５０００ Ａｎａｌｙｚｅｒ） 和 Ｃ ／ Ｎ 分析仪测定硝态氮、铵态氮含量和 ＤＯＣ 含量。
２．５　 氧化亚氮还原酶基因丰度测定

土壤样品的 ＤＮＡ 提取方法主要参考 Ｃｈｅｎ 等［１４］的方法。 提取的 ＤＮＡ 由 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃ １０００ＵＶ⁃Ｖｉｓ 分光

光度计测定 ＤＮＡ 浓度和质量系数，并通过 １％ 凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整度，满足条件后用于 ｑＰＣＲ 分析。

３　 ２０ 期 　 　 　 王玲　 等：浅表层水稻土Ｎ２Ｏ消耗能力及其与Ｎ２Ｏ还原微生物的耦合关系研究 　
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氧化亚氮还原酶基因 ＰＣＲ 分析用引物分别为 ｎｏｓＺⅠ⁃１１２６Ｆ（５′⁃ＧＧＧ ＣＴＢ ＧＧＧ ＣＣＲ ＴＴＧ ＣＡ⁃３′）和 ｎｏｓＺ
Ⅰ⁃１３８１Ｒ（５′⁃ ＧＡＡ ＧＣＧ ＲＴＣ ＣＴＴ ＳＧＡ ＲＡＡ ＣＴＴ Ｇ ⁃３′），以及 ｎｏｓＺⅡ⁃Ｆ（５′⁃ＣＴＩ ＧＧＩ ＣＣＩ ＹＴＫ ＣＡＹ ＡＣ⁃３′）和
ｎｏｓＺⅡ⁃Ｒ（５′⁃ ＧＣＩ ＧＡＲ ＣＡＲ ＡＡＩ ＴＣＢ ＧＴＲ Ｃ ⁃３′）。 实时 ＰＣＲ 扩增所用的仪器为 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７９００ （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），实现荧光检测和样品浓度测定。 标准曲线用含 ｎｏｓＺⅠ和 ｎｏｓＺⅡ基因的质粒为模板，以 １０ 倍梯度

稀释法配制 ｎｏｓＺ 基因 ＰＣＲ 扩增反应体系为（１０μＬ）：上下游引物各 ０． ２μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（ Ｔａｋａｒａ） ５μＬ，Ｒｏｘ
０．２μＬ，ＤＮＡ 模板 ５ｎｇ（１μＬ），补水至 １０μＬ。 ｎｏｓＺⅠ基因 ｑＰＣＲ 程序为：９５℃ ３０ｓ 预变性；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃ １０ｓ，４０ 个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １５ｓ，９５℃ １５ｓ 校正溶解曲线。 ｎｏｓＺⅡ基因 ｑＰＣＲ 程序为：９５℃ ３０ｓ 预变

性；９５℃ １５ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４５ 个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １５ｓ，９５℃ １５ｓ 校正溶解曲线。 所有样品重复 ３ 次

并设置阴性对照，溶解曲线分析和琼脂糖凝胶电泳鉴定产物的特异性。
２．６　 数据分析处理

数据的统计分析均采用 ＳＰＳＳ １３．０ 软件进行分析。 Ｎ２Ｏ浓度、无机养分浓度以及功能基因丰度处理间的

差异性分析采用单向方差分析（Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＥ，ＬＳＤ 检验）。 Ｎ２Ｏ浓度与消耗速率的关系采用线性回归分

析拟合。 图形制作采用 Ｏｒｇｉｎ Ｐｒｏ ９．０ 和 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件完成。

３　 结果与分析

３．１　 淹水水稻土柱Ｎ２Ｏ消纳动态

由于 Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理实际Ｎ２Ｏ充入量分别为 ７０５．４８、１０６４５．７７、２０２００．１９ μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ，与预设处理浓度稍有

误差，后续以实测量为基础进行计算和分析。

图 ２　 浅表层水稻土柱上部Ｎ２Ｏ释放动态（ａ）与土柱底部Ｎ２Ｏ消减动态（ｂ）

Ｆｉｇ．２　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｉｎｐｕｔｔｉｎｇ Ｎ２Ｏ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｄｓｐａｃｅ （ａ） ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ ｓｐａｃｅ （ｂ） ｏｆ ０—５ ｃｍ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｆｌｏｏｄｉｎｇ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

图 ２ 显示，土柱底部添加的外源Ｎ２Ｏ气体量均随培养时间延长而呈指数形式迅速降低。 在培养 １７２ｈ 后，
所有处理中的底部Ｎ２Ｏ含量值均接近于 ０，表明外源添加的Ｎ２Ｏ气体已全部扩散、迁移进了原状土柱。 三个

Ｎ２Ｏ浓度处理上部空间Ｎ２Ｏ量随时间的变化趋势基本一致，均呈现先增后降的动态变化，但高峰时间略有差

别。 Ｎ５、Ｎ１０ 处理的土柱上部空间Ｎ２Ｏ气体量在培养第 ４５ｈ 左右达到最高峰，分别占气体添加总量的 ７．１７％、
９．７６％，Ｎ１ 处理在培养第 ２２ 小时即达到峰值，Ｎ２Ｏ量占气体添加总量的 ９．８０％，说明 ５ ｃｍ 浅表层水稻土在淹

水状态下对Ｎ２Ｏ气体的截留率极高。 随后上部空间逸出的Ｎ２Ｏ量持续降低，进一步说明土体对上层空间Ｎ２Ｏ
有吸收作用，随着时间延长外源Ｎ２Ｏ几乎可被全部吸收。
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表 ２　 不同处理水稻土柱淹水培养期Ｎ２Ｏ消耗量差异

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎ２Ｏ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｏｄｉｎｇ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｃｏｒｅｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ２Ｏ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

培养 ０ｈ Ｎ２Ｏ含量

Ｎ２Ｏ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ０ｈ ／ （μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ）
培养 １７２ｈ Ｎ２Ｏ含量

Ｎ２Ｏ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ １７２ｈ ／ （μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ）
底部
Ｂｏｔｔｏｍ

上部
Ｈｅａｄｓｐａｃｅ

底部
Ｂｏｔｔｏｍ

上部
Ｈｅａｄｓｐａｃｅ

Ｎ２Ｏ消耗总量

Ｎ２Ｏ ｔｏｔａｌ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ／
（μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ）

Ｎ２Ｏ平均消耗速率

Ｎ２Ｏ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ／

（μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ ｈ－１）

Ｎ１ ７０３．０７ａ ２．４２ａ ０．２４ａ ０．９７ａ ７０４．２８ａ ０．０３ａ

Ｎ５ １０６３２．１８ｂ １３．５９ｂ １．１９ａ ３９．２９ｂ １０６０５．２９ｂ ０．４５ｂ

Ｎ１０ ２０１７０．６８ｃ ２９．５２ｃ １０．８４ｂ ２６５．４９ｃ １９９２３．８７ｃ ０．８６ｃ

　 　 不同小写字母代表Ｎ２Ｏ添加处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

　 图 ３　 浅表层水稻土柱Ｎ２Ｏ平均消耗速率与底部添加Ｎ２Ｏ量的线

性关系

Ｆｉｇ．３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ Ｎ２Ｏ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ

Ｎ２Ｏ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

培养期内Ｎ２Ｏ消耗总量通过培养起始点（０ ｈ）与结

束点（１７２ ｈ）装置内Ｎ２Ｏ量（上、下空间之和）的差值表

示（表 ２）。 结果显示尽管 Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理Ｎ２Ｏ气体添

加量在培养起始点存在显著差异（Ｐ＜０．０５），但经过 １７２
ｈ 密闭淹水培养，三处理Ｎ２Ｏ消耗总量占初始Ｎ２Ｏ添加

总量的 ９７．１１—９９．５５％，说明浅表层土壤对Ｎ２Ｏ的消耗

能力很强，且无论外源加入Ｎ２Ｏ量多少，均能够被土壤

基本消耗完全。 而 Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理Ｎ２Ｏ平均消耗速率

存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 Ｎ２Ｏ平均消耗速率随Ｎ２Ｏ外

源添加量的增加而增加，通过线性拟合分析发现（图
３），Ｎ２Ｏ平均消耗速率（Ｙ）与外源Ｎ２Ｏ添加量（Ｘ）成显

著线性关系（Ｐ＜０．０１），表明浅表层水稻土柱Ｎ２Ｏ消耗能

力会受到外源Ｎ２Ｏ添加量的刺激而显著增强。
３．３　 土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＤＯＣ 含量变化

铵态氮结果（图 ４ａ）显示，三处理培养起始点土壤

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量均高于 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ，但 Ｎ１ 处理 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量显著低于 Ｎ５、Ｎ１０ 处理（Ｐ＜０．０５），可能是由田间采集原

状土柱的异质性造成，因此后续分析采用培养期内的相对量变化更为科学。 经过 １７２ｈ 淹水密闭培养后，Ｎ１、
Ｎ５、Ｎ１０ 处理土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量均被消耗，分别消耗了 ５．２９％、１７．４５％和 ２０．０９％，表明高浓度Ｎ２Ｏ添加促进了土

壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的消耗。

硝态氮结果（图 ４ｂ）显示，培养起始点三个处理土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量也存在明显差异，但浓度均低于 １０ ｍｇ ／

ｋｇ，处于较低水平。 但淹水密闭培养 １７２ｈ 后，Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量分别降低了 ４．８９、１．３１、１．３６

ｍｇ ／ ｋｇ。 相对于培养起始点土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量，Ｎ１ 处理 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 消耗比例达到 ７２．０４％，显著高于 Ｎ５ 和 Ｎ１０ 处

理（消耗比例 １６．８７％和 １５．６０％），表明高浓度添加的Ｎ２Ｏ可能抑制了浅表层土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的消耗还原过程。

可溶性有机碳结果（图 ４ｃ）显示表层水稻土柱中 ＤＯＣ 含量在培养起始点均高于 ３５０ ｍｇ ／ ｋｇ，表明可利用

的碳含量较为丰富。 经过淹水厌氧培养 １７２ｈ 后，各处理土壤 ＤＯＣ 含量均被显著消耗，Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理 ＤＯＣ
消耗量分别为 １２６．３８、１３４．５０、２１２．３３ ｍｇ ／ ｋｇ，消耗比例分别为 ３５．６０％、２９．６８％、４８．６１％。 高浓度的Ｎ２Ｏ添加处

理（Ｎ１０）消耗了最多的 ＤＯＣ，由于 ＤＯＣ 是供给微生物活动的直接 Ｃ 源，侧面反映高浓度Ｎ２Ｏ添加刺激了较多

的微生物响应。
３．４　 氧化亚氮还原酶基因丰度变化

土壤细菌氧化亚氮还原酶基因丰度结果（图 ５）显示，培养起始点三处理土壤 ｎｏｓＺⅠ基因拷贝数量平均为

１．２０×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 干土，而 ｎｏｓＺⅡ基因丰度则为 ｎｏｓＺⅠ基因丰度的 ２ 倍以上。 此外，ｎｏｓＺⅠ和 ｎｏｓＺⅡ基因拷

贝数在淹水厌氧培养 １７２ｈ 后变化趋势明显不同。 不同浓度外源Ｎ２Ｏ添加均引起了 ｎｏｓＺⅠ基因丰度的显著增

５　 ２０ 期 　 　 　 王玲　 等：浅表层水稻土Ｎ２Ｏ消耗能力及其与Ｎ２Ｏ还原微生物的耦合关系研究 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ４　 浅表层水稻土 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量（ａ）， ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量（ｂ）和 ＤＯＣ 含量（ｃ）在培养期内的变化动态

Ｆｉｇ．４　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ ａ）， ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ），ａｎｄ ＤＯＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ ｃ） ａｔ ０ｈ ａｎｄ １７２ｈ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｐａｄｄｙ

ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

不同小写字母代表处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

加，Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理 ｎｏｓＺⅠ基因拷贝数分别增加了 ４．４６×１０８、５．９１×１０８、９．９１×１０８。 ｎｏｓＺⅠ基因拷贝数增幅基

本上随Ｎ２Ｏ添加量增加而增加，表明外源Ｎ２Ｏ的添加刺激了含 ｎｏｓＺⅠ基因微生物数量的增长。 而 ｎｏｓＺⅡ基因

数量对不同Ｎ２Ｏ添加浓度的响应存在差异，Ｎ１ 处理低浓度Ｎ２Ｏ添加促进了 ｎｏｓＺⅡ基因拷贝数的增长（增长幅

度约为 ３２．３５％），Ｎ５、Ｎ１０ 处理 ｎｏｓＺⅡ基因丰度无显著变化，表明添加的高浓度Ｎ２Ｏ对含 ｎｏｓＺⅡ基因的微生物

生长无明显激发作用。

图 ５　 浅表层水稻土细菌 ｎｏｓＺ 基因丰度在培养期内的变化动态

Ｆｉｇ．５　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ａｔ ０ｈ ａｎｄ １７２ｈ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

不同小写字母代表 ｎｏｓＺⅠ处理间差异显著（ｐ＜０．０５）， 不同大写字母代表 ｎｏｓＺⅡ处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）
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３．５　 浅表层水稻土Ｎ２Ｏ氧化亚氮消耗速率与相关土壤因子关系

相关分析结果显示，在淹水厌氧培养过程中Ｎ２Ｏ外源添加量引起了表层水稻土柱Ｎ２Ｏ平均消耗速率、无机

养分消耗量（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＤＯＣ）和氧化亚氮还原酶基因丰度增量（ｎｏｓＺⅠ和 ｎｏｓＺⅡ）的规律变化，相关性均

达到了极显著水平（Ｐ ＜ ０．０１）。 其中Ｎ２Ｏ添加量与 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 消耗量和 ｎｏｓＺⅡ基因丰度增量显著负相关，与Ｎ２Ｏ

平均消耗速率、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 消耗量、ＤＯＣ 消耗量和 ｎｏｓＺⅠ基因丰度增量显著正相关。 此外，培养过程中土壤 ＤＯＣ

消耗量与Ｎ２Ｏ平均消耗速率和土壤细菌 ｎｏｓＺⅠ基因拷贝数的增加量显著正相关（Ｐ ＜ ０．０１），但与土壤无机氮

含量（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）和 ｎｏｓＺⅡ基因丰度增量变化的关系不显著。

表 ３　 浅表层水稻土Ｎ２Ｏ消耗速率与Ｎ２Ｏ添加量及相关土壤因子相关系数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ２Ｏ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ａｎｄ Ｎ２Ｏ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｏｉｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ

ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

Ｎ２Ｏ添加量

Ｎ２Ｏ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ

Ｎ２Ｏ平均

消耗速率
Ｎ２Ｏ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅｓ

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 消耗量

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 消耗量

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ＤＯＣ 消耗量
ＤＯＣ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｎｏｓＺⅠ
基因增加量

ｎｏｓＺⅠ
ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ
ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

ｎｏｓＺⅡ
基因增加量

ｎｏｓＺⅡ
ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ
ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

Ｎ２Ｏ添加量

Ｎ２Ｏ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ １．００

Ｎ２Ｏ平均消耗速率

Ｎ２Ｏ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ０．９８∗∗ １．００

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 消耗量

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

０．８３∗∗ ０．８３∗∗ １．００

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 消耗量

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

－０．８２∗∗ －０．８６∗∗ －０．９１∗∗ １．００

ＤＯＣ 消耗量
ＤＯＣ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ０．８７∗∗ ０．７９∗ ０．５０ －０．５０ １．００

ｎｏｓＺⅠ基因增加量
ｎｏｓＺⅠ ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ ０．９３∗∗ ０．８６∗∗ ０．６８∗ －０．６２ ０．９２∗∗ １．００

ｎｏｓＺⅡ基因增加量
ｎｏｓＺⅡ ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ －０．８４∗∗ －０．８６∗∗ －０．９５∗∗ ０．８８∗∗ －０．５３ －０．６７∗ １．００

　 　 ∗∗． 相关性在 ０．０１ 水平上显著 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ｔｈｅ ０．０１ ｌｅｖｅｌ （２－ｔａｉｌｅｄ） ．∗． 相关性在 ０．０５ 水平上显著 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ

ｔｈｅ ０．０５ ｌｅｖｅｌ （２－ｔａｉｌｅｄ） ．

４　 讨论

农业土壤是大气Ｎ２Ｏ排放的重要来源之一，土壤中的Ｎ２Ｏ主要是通过一系列土壤微生物作用驱动产生的。

而后Ｎ２Ｏ气体在土壤剖面内迁移扩散，部分被土壤反硝化微生物利用进一步转化为分子氮（Ｎ２），部分被截留

在土壤水、土壤孔隙中，剩余部分才能以Ｎ２Ｏ形式排出土壤表面［３］。 土壤体截留、消耗一部分Ｎ２Ｏ后，土表Ｎ２Ｏ
排放量并不总是与土壤剖面中累积的Ｎ２Ｏ产生量直接相关。 Ｇａｏ 等通过野外监测发现频繁淹水的河岸带土

壤剖面中Ｎ２Ｏ含量升高的同时，土表Ｎ２Ｏ排放量并未显著变化，推测可能是在持续厌氧的淹水环境下土壤中累

积的Ｎ２Ｏ在迁移至土表前已被大量消耗［５］。 本研究采用从 ０—５ｃｍ 土柱底部外源添加Ｎ２Ｏ气体的方法，模拟

了累积在 ５ｃｍ 土壤深度的Ｎ２Ｏ气体迁移通过土柱后的排放动态。 结果显示底部外源添加的三个浓度的Ｎ２Ｏ
气体量均迅速降低，迁移扩散进了水稻土柱，但通过土柱后排放出的Ｎ２Ｏ量最高值也仅占添加总量的 ７．１７—９．
８０％，暗示 ０—５ ｃｍ 表层水稻土在淹水厌氧状态下可截留、消耗 ５ｃｍ 深度Ｎ２Ｏ积累量的 ９０％以上。 Ｗａｎｇ 等通

过对 ０—２０ ｃｍ 原状水稻土柱剖面Ｎ２Ｏ含量和土表Ｎ２Ｏ排放量动态耦合关系研究发现，０—５ ｃｍ 土层产生的

Ｎ２Ｏ大量损失，每天的Ｎ２Ｏ排放量仅占总损失量的 １０％左右，约 ９０％的Ｎ２Ｏ以其他途径消耗损失［９］。 这部分

Ｎ２Ｏ损失途径可能是被还原转化为 Ｎ２、溶解于土壤水中或是停留在土壤孔隙中［１５］，因此持续淹水条件下稻田

土壤Ｎ２Ｏ排放量很低，甚至会出现Ｎ２Ｏ负排放的现象［１６，１７］。
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淹水或厌氧环境也有利于土壤吸收消耗大气Ｎ２Ｏ，前人研究表明含水率较高的泥炭地、湿地、稻田等土壤

生态系统中土壤Ｎ２Ｏ吸收消耗量远远高于旱地土［１０］。 本试验结果显示在土柱上部空间Ｎ２Ｏ排出量达到高峰

后开始持续下降，表明在厌氧条件下淹水土壤逐渐吸收转化了上部空间的Ｎ２Ｏ气体。 结合试验中小土柱表面

积计算 Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ 处理Ｎ２Ｏ吸收转化速率分别为 １２０．８０、１５５６．１１、３８９６．７５μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１，远远超过已报道的最

大值记录（约 ２０７ μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１）。 土壤反硝化微生物利用Ｎ２Ｏ为电子受体，进一步将其还原为 Ｎ２的过程，被认

为是消耗Ｎ２Ｏ的唯一有效途径［３］。 尤其是在水分饱和、厌氧的环境条件下，完全反硝化作用能够被大幅激

发［３，１８］。 有效碳源是土壤微生物活动的能量来源，高浓度的可用有机碳含量促进土壤厌氧环境的进一步加

强，因此土壤 Ｎ２产量与土壤有机碳的可利用率关系密切［１９，２０］。 本研究中应试土壤基础的 ＤＯＣ 含量较充足，

为 ３５６．２０—４５２．２９ ｍｇ ｋｇ－１，能够促进反硝化微生物对Ｎ２Ｏ的吸收量。 此外 ＮＯ－
３ 获得电子的能力强于Ｎ２Ｏ，因

此在 ＮＯ－
３ 含量很低的土壤环境中（ ＜ １０ ｍｇ ｋｇ－１），Ｎ２Ｏ更容易被反硝化还原为 Ｎ２ 而成为Ｎ２Ｏ负排放区

域［１０，２１，２２］。 本研究中土壤本底 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量水平较低，均低于 １０ ｍｇ ｋｇ－１，利于土壤还原Ｎ２Ｏ。 因此，培养条件

（厌氧、淹水）及土壤本底无机养分特征（高 ＤＯＣ、低 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）使得表层水稻土壤的Ｎ２Ｏ吸收消耗能力大大

提高。
此外，本研究中Ｎ２Ｏ外源添加量与Ｎ２Ｏ总消耗量成正比，表明在实验条件下水稻土壤的Ｎ２Ｏ消耗潜力可被

Ｎ２Ｏ底物浓度大幅提高。 氧化亚氮还原酶（ｎｏｓＺ 基因编码）调控Ｎ２Ｏ向 Ｎ２转化的过程，ｎｏｓＺ 基因数量的变化

可用来反映土壤还原Ｎ２Ｏ过程的强度［２３］。 本研究结果显示高浓度Ｎ２Ｏ添加促进了 ｎｏｓＺⅠ基因丰度的增加，相
关分析结果也显示Ｎ２Ｏ添加量与 ｎｏｓＺⅠ基因增加量显著正相关（Ｐ＜０．０１）。 Ｄｅｅｐａｎｊａｎ（２０１３）指出当Ｎ２Ｏ成为

环境中唯一的电子受体时，Ｎ２Ｏ还原微生物的数量是影响Ｎ２Ｏ最终浓度的唯一因素［２４］。 本研究中与Ｎ２Ｏ竞争

电子的 ＮＯ－
３ 含量处于较低水平，因此外源添加的高浓度Ｎ２Ｏ气体对电子的竞争力提高，因此高浓度Ｎ２Ｏ添加

抑制了土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的消耗。 丰富的反应底物也激发了氧化亚氮还原微生物数量的增长，从而通过 ｎｏｓＺⅠ基

因数量调控土壤Ｎ２Ｏ消耗能力，使之显著增强。 ｎｏｓＺⅡ基因是近五年来新发现的与常规 ｎｏｓＺＩ 基因相关但具

有进化差异的氧化亚氮还原酶编码基因［２５，２６］。 虽然 ｎｏｓＺＩ 与 ｎｏｓＺＩＩ 基因都能够编码氧化亚氮还原酶，但两者

在微生物种群类别分布上存在明显区别。 ｎｏｓＺＩ 基因主要存在于古生菌、α⁃古变形菌、β⁃变形菌以及 γ⁃变形菌

中，而 ｎｏｓＺＩＩ 基因则大部分在 ε⁃变形细菌、拟杆菌、产水菌以及其他一些范围的细菌中被发现［２７］。 这类来自

包括土壤环境在内的不同环境的新型 ｎｏｓＺ ＩＩ 细菌功能类群的发现，表明一个更为广泛的微生物类群贡献了

Ｎ２Ｏ的消耗，这些微生物可能在全球Ｎ２Ｏ还原过程中发挥重要作用［２７，２８］。 但研究发现 ｎｏｓＺ ＩＩ 型氧化亚氮还原

菌在旱地土中占优势，在水稻田土壤中 ｎｏｓＺＩ 型功能更强［２５］，因为大部分 ｎｏｓＺ ＩＩ 型微生物缺乏亚硝酸还原酶

（ｎｉｒ），属于非反硝化菌［２９］。 且 ｎｏｓＺ ＩＩ 型氧化亚氮还原菌在较低的Ｎ２Ｏ浓度下能得到很好的生长，但其对Ｎ２Ｏ

的亲和系数（Ｋｓ）低于 ｎｏｓＺＩ 型微生物［３０］，暗示 ｎｏｓＺ ＩＩ 型微生物可能更高效的利用低浓度Ｎ２Ｏ，但对高浓度的

Ｎ２Ｏ竞争力不如 ｎｏｓＺＩ 型微生物。 本研究结果也显示低浓度Ｎ２Ｏ添加处理（Ｎ１）促进了 ｎｏｓＺ ＩＩ 基因数量的增

加，而高浓度Ｎ２Ｏ添加处理（Ｎ５、Ｎ１０）并未显著改变 ｎｏｓＺ ＩＩ 基因丰度。

５　 结论

淹水厌氧培养条件下，浅表层水稻土柱（０—５ ｃｍ）能够截留 ５ｃｍ 深度外源Ｎ２Ｏ添加量的 ９０％以上，表明土

壤中产生的Ｎ２Ｏ大部分已被土壤主动消耗而减少了Ｎ２Ｏ的最终排放量。 水稻土壤也具有吸收还原Ｎ２Ｏ的能

力，尤其是在培养条件（厌氧、淹水）及土壤本底无机养分特征（高 ＤＯＣ、低 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）前提下，Ｎ２Ｏ吸收转化速率

大幅提高，最高达到了 ３８９６．７５μｇ Ｎ ｍ－２ ｈ－１。 高浓度Ｎ２Ｏ添加会促进淹水土壤Ｎ２Ｏ消纳总量和消耗速率，此刺

激作用与含 ｎｏｓＺＩ 基因的Ｎ２Ｏ还原微生物数量增长关系密切，但与 ｎｏｓＺＩＩ 基因丰度的变化无显著联系。 此外，

Ｎ２Ｏ添加也显著促进了土壤中 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＤＯＣ 含量的消耗，而抑制了 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 的消耗。
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