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摘 要：选取第四纪红土发育水稻土，在 0%(厌氧)、10%(兼性厌氧)和 21%(好氧)等 3 个 O2体积分数及 40%和

60% 2 种土壤含水量条件下进行室内培养，探讨 O2含量对土壤 N2O 排放及 narG 型反硝化微生物种群丰度和群

落组成的影响。结果表明：40%和 60% 2 种土壤含水量条件下，厌氧处理的 N2O 排放通量均最高，且 60%土壤

含水量处理下的 N2O 排放通量略高于 40%土壤含水量处理的；方差分析表明，相比于土壤含水量，O2含量是制

约土壤中 N2O 排放更关键的因子；微生物 narG 基因丰度与 O2含量呈极显著(P<0.01)负相关，与 N2O 排放通量

和土壤 NO3
––N 消耗质量分数呈极显著(P<0.01)正相关，与土壤含水量呈正相关，但不显著；O2含量和含水量均

会造成土壤 narG 型反硝化微生物群落组成差异，40%土壤含水量处理，OTU1882(Pseudolabrys)、OTU1510(分

枝杆菌属)的占比较大，60%土壤含水量处理，OTU1593(地杆菌属)的占比较大，当土壤含水量一定时，同一培

养时间厌氧处理的优势 OTU1882 和 OTU1510 相对丰度偏低，且变化幅度较大，其相对丰度与 N2O 排放通量呈

负相关，其中 OTU1882 的影响显著(P<0.05)。可见，土壤 O2含量通过调控土壤微生物的 narG 基因丰度和群落

组成而调控 N2O 的排放。 
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Abstract: To investigate the effect of soil O2 concentration on soil N2O emission and the abundance and composition of 
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narG type denitrifying microbes in paddy soils, the quaternary red clay was incubated under three O2 concentrations of 

0%(anaerobic), 10%, and 21%, and two soil water contents of 40% and 60%. The results showed that under both 40% 

and 60% soil moisture conditions, anaerobic treatment had the highest N2O emission flux, and the N2O emission flux 

under 60% soil moisture treatment was slightly higher than that under 40% soil moisture treatment. The analysis of 

variance indicated compared with soil water content, O2 was more important factor restricting N2O emissions in the 

soil. The abundance of narG gene of soil microbes was negatively correlated with O2 content(P<0.01), positively 

correlated with N2O emission flux and soil NO3
–-N consumption mass fraction(P<0.01), and positively correlated with 

soil moisture content, but not significantly. Both O2 content and soil moisture content could cause the difference in 

composition of narG type denitrifying microbial community. In the 40% soil moisture treatment, OTU1882(Pseudolabs) 

and OTU1510(Mycobacterium) accounted for a larger proportion, while in the 60% soil moisture treatment, 

OTU1593(Geobacter) accounted for a larger proportion. When the soil moisture content was constant, the relative 

abundances of advantages OTU1882 and OTU1510 in anaerobic treatment at the same time were relatively low, and the 

variation amplitude were large, which were negatively correlated with N2O emission flux with a significant(P<0.05) 

effect for OTU1882. In summary, soil O2 content could regulate N2O emissions by regulating the abundance of narG 

gene and community composition of soil microbe.  

Keywords: paddy soil; narG type denitrifying microbe; oxygen; soil water content; N2O emission 

 

氧化亚氮(N2O)是三大温室气体之一[1]，在百年

时间尺度上，N2O 的全球增温潜势是二氧化碳(CO2)

的 298 倍[2–3]。农田土壤的 N2O 排放量约占人类活

动 N2O 排放总量的 50%以上[4]。中国水稻种植面积

占世界水稻种植总面积的 27%[5]，研究中国稻田的

N2O 排放具有重要的科学意义。 

水稻土的N2O排放受到土壤理化性质[6]和环境

条件[7]的影响。氧气(O2)浓度是水稻土 N2O 排放的

核心调控因子之一[8]，控制着N2O 排放量[9]。研究[8]

表明，水稻土在 60%最大持水量条件下，当 O2 体

积分数从 200 mL/L 降低到 20 mL/L 时，N2O 排放

量显著增加。在恒定的土壤含水量条件下，完全厌

氧状态下 N2O 的排放量最高[10]。 

水稻土的 N2O 排放主要由微生物通过反硝化

作用驱动[11]。水稻土反硝化作用仅在低氧或厌氧环

境下发生，O2主要通过影响反硝化微生物相关酶的

活性来影响反硝化速率，从而影响 N2O 排放[12]。研

究[13]表明，当土壤中的氧气体积分数降低到 5 mL/L

以下时，反硝化微生物的活性增强。但也有研究[14]

表明，反硝化微生物可在完全厌氧至好氧的 O2 含

量范围内产生 N2O。narG 基因编码的硝酸还原酶在

NO3
– 转化为 NO2

– 的过程中起着关键作用，narG

基因丰度与 N2O 排放通量之间存在显著相关性[15]。

研究[16]表明，narG 型反硝化微生物对氧气比较敏

感，主要在厌氧条件下驱动 NO3
–的转化，但反硝化

微生物也能够适应不同的土壤 O2含量。 

间歇灌溉是水稻生长期主要的水分管理模式，

引起稻田土壤 O2 含量在空间和时间上存在很大差

异。大田试验结果表明，稻田 N2O 排放的季节性变

化取决于土壤水分的改变[17]。当土壤含水量小于

105%时，N2O 排放量随土壤含水量的增加呈指数增

加[18]。 

为探讨不同土壤水分条件下 O2 含量对稻田土

壤 N2O 排放及 narG 型反硝化微生物的短期影响，

笔者通过设置控氧土壤培养试验，选择稻田土壤淹

水落干过程中 2 个典型的土壤含水量状态，在 3 个

不同的 O2含量下，采用实时定量 PCR 与高通量测

序等技术，系统监测土壤 N2O 排放特征，分析土壤

微生物 narG 基因丰度和群落组成的演替规律，以

期为减少稻田 N2O 排放提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

以湖南省长沙县黄兴镇(28°08′N、113°06′E)第

四纪红土发育水稻土作为供试土壤。随机多点采集

0~20 cm 土层土壤，风干处理后过孔径 2.0 mm 筛，

去除植物残留物和石块，充分混匀，备用。测得土

壤的基本理化性质：有机质、全氮质量分数为 27.0、

1.7 g/kg，NH4
+–N、NO3

––N 质量分数为 5.98、5.20 

mg/kg，pH 5.34。土样培养盒为自制装置，材料为

高强度透明塑料板，长、宽、高均为 15 cm，上端

开口处设置三通阀，各接口处均使用南大 704 硅橡

胶密封。 
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1.2 试验设计 

在土壤含水量为 40%、60%水平下，各设定 0%、

10%和 21%等 3 个氧气含量水平，分别表示厌氧、

兼性厌氧和好氧条件，共 6 个试验处理。40%土壤

含水量的厌氧、兼性厌氧和好氧处理分别记为 T1、

T2、T3，60%土壤含水量的分别记为 T4、T5、T6。

每个处理设 3 组平行试验。每个处理各有 21 个土

样培养盒，用于 7 个时间点的样品采集，共计 126

个土样培养盒。取 200 g 土样装入培养盒中，所有

培养盒随机排列，于 25 ℃恒温室内预培养 10 d(活

化土壤微生物)；随后，于土样中加入 10 mg KNO3

并充分混匀，再分别将土壤含水量调节至 40%和

60%，同时密封培养盒；对培养盒反复 3 次快速抽

真空处理后，迅速充入 O2 体积分数分别为 0%、

10%、21%的混合气体(3 组混合气体中除 O2外，均

含有 3%的 CO2，其余为 He)，于 25 ℃恒温室内培

养 14 d。 

1.3 样品采集 

在培养 2，4，6，8，10，12，14 d 时采集气体

样品和土壤样品(破坏性采样)。分别于 0、60 min

时采集气体样品，每次 5 mL，用于测定 N2O 排放

通量。培养 2、8、14 d 时采集的土壤样品(编号在

处理编号后分别加“–2”“–8”“–14”，如 T1 处理的分

别记为 T1–2、T1–8、T1–14)迅速混匀后分成 2 部分：

一半用自封袋封装，于 4 ℃冰箱保存，用于硝态氮

含量测定；另一半用锡箔纸包裹，液氮速冻后保存

于–80 ℃冰箱，用于分子生物学试验分析。其他时

间采集的土壤样品用自封袋封装，于 4 ℃冰箱保存，

只用于硝态氮含量测定。 

1.4 测定方法 

参照卢静等[19]的方法，测定土壤 N2O 排放通量

和硝态氮含量。 

采用 MP 试剂盒(MagBeads FastDNA Kit for 

Soil，USA)提取土壤 DNA，用 1%琼脂糖凝胶电泳

和 UV–Vis 分光光度计(ND–1000，NanoDrop，GER)

检测提取的土壤 DNA 质量和浓度。采用罗氏荧光定

量 PCR 仪(Roche LightCycler480，GER)进行实时荧

光定量 PCR，其反应体系为 5 μL SYBR GREEN 

(Takara)，1 μL正/反向引物，1 μL质量浓度为 5 ng/μL

的 DNA 模板，加水补至 10 μL。每样 3 重复。narG

基因引物对为 narG–571F(CCGATYCCGGCVATGTC 

SAT)和 narG–773R(GGNACGTTNGADCCCCA)[20]。

反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 15 s，60 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 10 s，共 40 个循环。 

运用 Illumina 测序分析含有目的基因的微生物

群落结构多样性。扩增 narG 基因片段的引物对为

narG–145F(ACSCAYGGSGTDAACTGYAC)和 narG– 

773R[20]，由上海美吉生物医药科技有限公司合成。

扩增条件：95 ℃预变性 4 min；95 ℃变性 45 s，60 ℃

退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；最后 72 ℃

延伸 5 min。将扩增得到的 PCR 产物进行 Illumina

测序，每个样品至少获得 3 万条有效序列，并运用

美吉生信云分析工具进行数据分析聚类。将优势可

操作分类单元(OTU)(丰度>2%)序列在NCBI比对后

上传 GenBank，登录号为 ON159441 至 ON159474。 

1.5 数据处理与统计分析 

运用 Excel 2010 对试验原始数据进行记录整

理；运用 SPSS 25.0 对 N2O 排放通量与 O2含量和

土壤含水量进行双因素方差(two–way ANOVA)分

析，对 narG 丰度进行单因素方差分析(one–way 

ANOVA，LSD)和对 narG 种群丰度变化与 N2O 排

放通量、NO3
––N 含量等因素进行皮尔森相关性分

析。运用 Rstudio(v4.1.2)中 Function 函数命令筛选

优势 OTUs(丰度>2%)。分别运用 OriginPro 2022 和

MEGA–X 绘制图形和系统发育树。 

2 结果与分析 

2.1 不同处理土壤 N2O 排放的动态变化 

表 1 显示，在 40%土壤含水量条件下，厌氧处

理中 N2O 的排放通量从 2 d 时的 7.8 mmol/(m2·h)逐

渐上升至 8 d 时的 182.2 mmol/(m2·h)，达到峰值，

随后逐渐下降，在 24 d 时排放通量降至约 63.8 

mmol/(m2·h)；兼性厌氧和好氧处理中 N2O 的排放

通量在 0~10 d 呈上升趋势，峰值时间较厌氧处理的

延后了 2 d，且峰值大小也比厌氧处理的低 100 

mmol/(m2·h)以上，随后 10~12 d 又下降，好氧和兼

性厌氧处理的最终 N2O 排放通量下降至 11.0、17.1 

mmol/(m2·h)。在 60%土壤含水量条件下，3 种不同

氧气含量处理中 N2O 排放速率与 40%土壤含水量

条件下对应处理的变化趋势基本类似，但有 2 个主

要不同点：厌氧和兼性厌氧处理中 N2O 的排放通量
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峰值出现的时间相比好氧处理条件下的提前了 2 d；

厌氧处理中 N2O 排放通量的高峰值相比兼性厌氧

和好氧处理的高 200 mmol/(m2·h)以上。将 N2O 排

放通量与 O2 体积分数、土壤含水量进行双因素方

差分析(表 2)发现，O2 体积分数和土壤含水量因素

的交互作用与土壤含水量对 N2O 排放通量没有显

著影响，而 O2体积分数对 N2O 排放通量有极显著

(P=0.001)影响。 

表 1 不同含水量和 O2含量处理的土壤 N2O 排放通量 

Table 1 The N2O emission flux from soil treated with different water contents and O2 contents 

处理 
N2O 排放通量/(mmol·m–2·h–1) 

2 d 4 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d 

T1 (7.8±1.0)Be (62.9±6.8)Bd (160.3±13.3)Bb (182.2±17.7)Ba (146.7±22.5)Bb (93.7±14.6)Bc (63.7±21.8)Bd 

T2 (1.3±0.2)De (9.4±0.7)Cd (25.1±4.6)Dc (49.6±5.1)Db (81.6±14.4)Ca (44.7±3.3)Db (17.1±3.3)Dc 

T3 (3.8±1.9)Ce (7.2±0.9)Cd (19.5±1.6)Dc (38.6±3.1)Eb (55.4±10.2)Da (50.0±8.9)Da (11.0±3.4)Ed 

T4 (40.6±1.0)Ae (108.1±17.7)Ad (203.5±25.5)Ac (311.4±18.0)Aa (239.1±19.1)Ab (209.7±17.9)Ac (108.9±16.7)Ad 

T5 (2.7±0.6)Ce (9.2±0.3)Cd (65.8±10.2)Cc (99.7±11.3)Ca (75.2±2.4)Cb (66.9±5.9)Cc (16.6±4.9)Dd 

T6 (3.4±0.5)Cd (6.2±0.5)Cd (24.1±6.1)Dc (45.5±2.8)Db (82.8±9.6)Ca (42.3±3.4)Db (25.8±2.2)Cc 

同列不同大写字母示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)；同行不同小写字母示同一处理不同时间点的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

表 2 N2O 排放通量与 O2 含量和土壤含水量的双因

素方差分析结果 

Table 2 The two-way ANOVA of soil N2O emission rate and O2 

concentration and soil water content 

变量 F 显著性 

O2体积分数 13.263 0.001 

土壤含水量 1.934 0.190 

O2体积分数×土壤含水量 0.623 0.553 

2.2 不同处理土壤 NO3
––N 质量分数的动态变化 

从表 3 可知，在土壤含水量为 40%的处理中，

厌氧处理中的 NO3
––N 迅速被消耗，前 8 d 急剧下

降至 2.33 mg/kg，8 d 后开始保持稳定；兼性厌氧处

理中的 NO3
––N 在 6 d 后才被快速消耗，10 d 后基

本趋于动态稳定；好氧处理中的 NO3
––N 被消耗的

最慢，4~14 d 时，好氧处理中的 NO3
––N 质量分数

比厌氧和兼性厌氧处理约高 1.1~4.2 mg/kg。相比

40%土壤含水量，在土壤含水量为 60%的同一氧气

含量条件下 NO3
––N 质量分数的变化趋势基本类

似，但在培养过程中 NO3
––N 的消耗速度更快，厌

氧、兼性厌氧和好氧处理中 NO3
––N 质量分数分别

在 6、8、10 d 时趋于动态稳定。 

表 3 不同含水量和 O2含量处理的土壤 NO3
––N 质量分数 

Table 3 The NO3
–-N mass fraction of soil treated with different water contents and O2 contents 

处理 
NO3

––N 质量分数/(g·kg–1) 

2 d 4 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d 

T1 (5.56±0.10)Ca (4.45±1.18)Db (3.02±0.99)Dc (2.33±0.51)Dd (2.66±0.43)Dd (2.72±0.53)Dd (2.51±0.53)Cd 

T2 (6.53±0.28)Aa (6.27±0.12)Ba (6.41±0.64)Ba (4.86±0.11)Bb (3.65±0.34)Bc (3.74±0.29)Bc (3.66±0.45)Bc 

T3 (6.37±0.21)Ab (7.91±0.75)Aa (7.25±0.68)Aa (6.16±0.28)Ab (5.89±0.55)Ab (4.61±0.68)Ac (4.60±0.26)Ac 

T4 (5.47±0.07)Ca (3.84±0.29)Eb (1.84±0.13)Ec (1.97±0.14)Ec (1.98±0.12)Ec (2.10±0.25)Ec (1.93±0.16)Dc 

T5 (6.44±0.14)Aa (4.56±0.30)Db (3.73±0.68)Dc (2.37±0.23)Dd (2.43±0.10)Dd (2.40±0.17)Dd (2.41±0.10)Cd 

T6 (5.96±0.26)Ba (5.53±0.17)Ca (4.89±0.4)Cb (3.38±0.58)Cc (3.07±0.82)Cd (3.41±0.32)Cc (3.40±0.51)Bc 

同列不同大写字母示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)；同行不同小写字母示同一处理不同时间点的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

2.3 不同处理土壤 narG 基因丰度的动态变化 

从表 4 可知，各处理中 narG 基因丰度均随培

养时间的增加而增加。8、14 d 时的土壤含水量 40%

的厌氧处理中的 lg(narG 基因拷贝数)比 2 d 时的显

著(P<0.05)增加 0.7%、0.8%；8、14 d 时的土壤含

水量 60%的厌氧处理中的 lg(narG 基因拷贝数)比 2 

d 时的显著(P<0.05)增加 1.0%和 1.2%；同一氧气处

理和时间点，土壤含水量 60%处理中的 lg(narG 基

因拷贝数)等于或高于土壤含水量 40%处理的；在 2

种土壤含水量条件下，厌氧处理中的 lg(narG 基因

拷贝数)均等于或高于兼性厌氧和好氧处理的。对
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narG 基因丰度与 N2O 排放通量、土壤 NO3
– –N 被

消耗量、含水量和 O2含量进行皮尔森相关性分析，

发现narG基因丰度与N2O排放通量和土壤NO3
––N

消耗质量分数呈极显著(P<0.01)正相关关系，相关

系数分别为 0.916、0.693；与 O2 含量呈极显著

(P<0.01)负相关关系，相关系数为–0.518；与土壤含

水量呈正相关关系，相关系数为 0.211，但相关性

不显著。 

表 4 不同含水量和 O2含量处理的土壤微生物 narG

基因丰度 

Table 4 The narG gene abundance of microbes in soil treated 

with different water contents and O2 contents  

处理 
lg(narG 基因拷贝数)/(g–1) 

2 d 8 d 14 d 

T1 (8.93±0.03)b (8.99±0.04)a (9.00±0.01)Ba 

T2 8.93±0.02 8.95±0.05 (8.96±0.04)B 

T3 8.93±0.01 8.95±0.01 (8.96±0.01)B 

T4 (8.93±0.05)b (9.02±0.06)a (9.04±0.06)Aa 

T5 8.93±0.02 8.97±0.02 (8.97±0.03)B 

T6 8.93±0.02 8.95±0.02 (8.96±0.03)B 

同列不同大写字母示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)；

同行不同小写字母示同一处理不同时间点的差异有统计学意义

(P<0.05)。 

2.4 不同处理土壤 narG 群落组成的动态变化 

从图 1 可知，各处理的优势 OTU 组成有差异，

其中变化较大的优势 OTU 有 OTU1882、OTU1510、

OTU1593、OTU1596。结合 narG 基因系统发育树(图

2)分析发现，OTU1882 与 Pseudolabrys 相近，

OTU1510 与分枝杆菌属(Mycobacterium)相近，

OTU1596 与慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)相近，

OTU1593 与地杆菌属(Geobacter)的距离较近，此

外，还有一些优势 O T U 与固氮根瘤菌属

(Azorhizobium)、红游动菌属(Rhodoplanes)相近。在

40%土壤含水量条件下，与 2 d 时相比，14 d 时各

处理中的 OTU1882、OTU1510 和 OTU1596 相对丰

度均降低，但厌氧处理的变化较其他处理更明显，

且厌氧处理的OTU1593相对丰度增加较多；在 60%

土壤含水量条件下，从 2 d 到 14 d，同氧气体积分

数处理的 OTU1882、OTU1510 相对丰度都呈现下

降的趋势，特别是 14 d 时厌氧处理中的 OTU1510

接近消失。此外，在此 2 种土壤含水量条件下的

OTU 组成的差异较大，变化最明显的是 OTU1593

的相对丰度，在 60%土壤含水量条件下其占比最  

 

处理 

图 1 不同含水量和 O2含量处理的土壤 narG 群落组成 

Fig.1 The composition of narG type microbes in soil treated with different water contents and O2 contents 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

相
对
丰
度

/%
 

OTU617 

OTU1594 

OTU604 

OTU1612 

OTU1580 

OTU625 

OTU1728 

OTU1225 

OTU1930 

OTU605 

OTU601 

OTU1590 

OTU619 

OTU608 

OTU1197 

OTU53 

OTU159 

OTU189 

OTU1681 

OTU187 

OTU1593 

OTU171 

OTU177 

OTU1592 

OTU1285 

OTU185 

OTU167 

OTU180 

OTU1462 

OTU1945 

OTU186 

OTU1596 

OTU1510 

OTU1882 

T1–2  T1–8  T1–14  T2–2  T2–8  T2–14  T3–2  T3–8  T3–14 T4–2  T4–8  T4–14  T5–2  T5–8  T5–14  T6–2  T6–8  T6–14 



   

   

340 湖南农业大学学报(自然科学版)  http://xb.hunau.edu.cn 2023 年 6 月 
 

 

 

图 2 narG 基因的系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree of narG gene 
 
 
 

大，而在 40%土壤含水量条件下，OTU1882 和

OTU1510 的占比较大，除 14 d 时的厌氧处理外，

均未检测到 OTU1593。厌氧处理中的 OTU1596 的

相对丰度在 40%土壤含水量条件下随培养时间增

加呈现降低的趋势，而当土壤含水量增加至 60%

时，OTU1596 的相对丰度反而随培养时间增加呈增

加的趋势。将相对丰度前 5 种优势 OTU 的组成丰

度与 N2O 排放通量进行皮尔森相关性分析，发现

OTU1882 的相对丰度与 N2O 排放通量呈显著

(P<0.05)负相关，相关系数为–0.487；OTU1510 和

OTU1596的相对丰度也与N2O排放通量呈负相关，

相关系数分别为–0.324 和–0.004，但相关性不显著。 

66 

66 

63 

66 

66 
64 

64 

66 

59 

66 

64 

62 

66 67 
66 

63 

56 

64 

64 
63 

64 

65 

64 

64 

55 

58 

64 

64 

63 64 65 

64 

65 

64 

59 

64 

58 

53 

58 

64 

59 

54 

14 0.1 

OTU177(ON159452) 

OTU53(ON159459) 

OTU1225(ON159467) 

OTU1612(ON159471) 

OTU1930(ON159466) 

OTU187(ON159455) 

OTU625(ON159469) 

OTU1580(ON159470) 

OTU1590(ON159463) 

OTU604(ON159472) 

OTU171(ON159453) 

OTU608(ON159461) 

OTU159(ON159458) 

OTU1594(ON159473) 

OTU617(ON159474) 

Geobacter lovleyi SZ(CP001089) 

OTU601(ON159464) 

OTU1197(ON159460) 

OTU1592(ON159451) 

Mycobacterium spongiae strain FSD4b–SM(CP046600) 

OTU1510(ON159442) 

OTU1593(ON159454) 

Azorhizobium caulinodans ORS 571(AP009384 ) 

OTU605(ON159465) 

OTU619(ON159462) 

Bradyrhizobium elkanii USDA 61(AP013103 ) 

OTU186(ON159444) 

OTU1285(ON159450) 

OTU1596(ON159443) 

Rhodoplanes sp. Z2–YC6860(CP007440) 

OTU1728(ON159468) 

Pseudolabrys taiwanensis strain CC–BB4( CP031417) 

OTU1882(ON159441) 

OTU1945(ON159445) 

Burkholderia multivorans strain FDAARGOS 719(CP046338) 

OTU185(ON159449) 

Halomonas sp. BC–M4–5(CP035042 ) 

Alcaligenes defragrans strain DSM 12141(AM419043) 

OTU1681(ON159456) 

OTU180(ON159447) 

Variovorax sp. WDL1(LR594689) 

OTU167(ON159448) 

OTU189(ON159457) 

Kibdelosporangium phytohabitans strain KLBMP1111(CP012752) 

OTU1462(ON159446) 



   

   

第 49 卷第 3 期 姚东良等 氧气对水稻土 N2O 排放和 narG 型反硝化微生物的短期影响 341  

 

3 结论与讨论 

本研究中，当土壤含水量一定时，厌氧处理中

的 N2O 排放通量最高，排放峰值出现最早；当 O2

含量一定时，60%水分处理下的 N2O 排放通量比

40%水分处理的高；但 O2含量和土壤含水量对 N2O

排放通量的交互作用不显著，仅 O2含量对 N2O 排

放通量有显著影响，说明 O2 含量是影响和制约土

壤中 N2O 排放更关键的因子。有研究[10]指出，在恒

定的土壤含水量条件下，在完全厌氧的状态下主要

发生反硝化作用，此时 N2O 的排放量最高。而关于

土壤水分含量高低对 N2O 排放多少的影响说法不

一。有研究[21]表明，土壤水分含量低时，较好的土

壤通气性有利于 N2O 气体在土壤中快速传输，而土

壤含水量高时容易阻止 N2O 由土壤向大气中扩散。

但也有研究[22–23]指出，N2O 排放与土壤含水量呈正

相关关系，当土壤田间持水量达到 95%左右、充水

孔隙度为 78%~85.1%时，稻田 N2O 排放通量达到

最大，这可能是由于土壤含水率上升造成 O2 含量

下降[24]，形成更为厌氧的环境，并且土壤水分含量

影响土壤中的氧化还原电位(Eh)[25]，在水分含量较

高的土壤，Eh 值会随着时间的延长显著增加，促进

反硝化作用，增加 N2O 排放通量[26]。本研究中，较

高土壤含水量未能延缓 N2O 往大气中传输，其原因

还有可能为培养时间较短，N2O 在土壤滞留过程中

未能被nosZ基因型反硝化微生物进一步转化为N2，

另外受培养装置中土柱厚度及采气口位置的影响，

N2O 易扩散抽取。 

本研究对不同处理土壤的 NO3
––N 质量分数监

测发现，当土壤含水量一定时，厌氧处理中的

NO3
––N 消耗速度最快；当 O2含量一定时，60%水

分处理下的 NO3
––N 消耗速度比 40%水分处理的

快。谢婉玉等 [27]研究指出，N2O 排放量与土壤

NO3
––N 含量呈显著负相关。本研究的结果也是如

此，NO3
––N 消耗快的处理，N2O 排放量也高，且

速率快，这可能是由于土壤在缺氧环境下，NO3
–

还原酶可以迅速合成，而 N2O 还原酶的合成明显滞

后于 NO3
–还原酶[28]，使得 N2O 向 N2转化过程被抑

制，从而导致 60%含水量条件下厌氧处理中的

NO3
––N 消耗速度最快，N2O 排放通量最高，且排

放峰值出现最早。 

narG 基因编码的硝酸还原酶催化硝酸根还原

为亚硝酸根是反硝化作用的第一步[29]。本研究中，

narG 基因丰度随时间增加逐渐增多，且与 N2O 排

放通量的变化趋势一致，说明 narG 基因丰度的变

化在短期内对 N2O 的排放具有重要的驱动作用。

WANG 等[30]在稻田淹水–落干过程试验中也指出，

在水稻根系 narG基因数量增多，导致根际区域N2O

排放速率显著增强。同时，本研究发现，在水分条

件相同情况下，厌氧处理中的 narG 基因丰度等于

或高于兼性厌氧和好氧处理的，说明氧气含量影响

narG 基因丰度，厌氧环境有利于 narG 基因型反硝

化微生物的生长和繁殖，这个结果与 RICHARDSON

等[31]得出的 narG 在厌氧条件下更容易富集的结论

一致。另外，在 60%土壤含水量处理中 narG 基因

丰度要比 40%含水量相对应处理中的高或相近，说

明土壤水分也是影响其丰度变化的重要因子。许多

稻田淹水–落干过程试验[15,19,30]结果表明，土壤水分

对 narG 基因丰度具有显著影响，在稻田落干过程

中，narG 基因丰度显著增加，土壤水分与之呈现负

相关关系。出现这一差异的原因可能是由于本研究

一开始就固定了土壤含水量、氧气含量和底物

NO3
––N 含量，而稻田淹水–落干过程试验是从淹水

状态下开始，尽管是落干状态，但不可能处于完全

干燥状态，土壤水分含量甚至会高于红壤水稻土的

田间持水量[32]，并且在这个过程稻田孔隙中氧含量

增加可能导致硝化作用增强，其过程产生的

NO3
––N为含 narG基因的反硝化微生物生长提供能

量[33–34]，从而导致 narG 基因丰度最高值出现在

NO3
––N 消耗速率最快时期。 

本研究中，将优势 OTU 序列在 NCBI 比对后

发现多与 Pseudolabrys、分枝杆菌属、慢生根瘤菌

属、地杆菌属等属相近。在 40%含水量条件下，以

Pseudolabrys 和分枝杆菌属的优势 OTUs 为主，其

相对丰度与 N2O 排放通量呈负相关；厌氧处理的

Pseudolabrys、分枝杆菌属的优势 OTUs 相对丰度随

时间的变化幅度均较兼性厌氧和好氧处理的要明

显，说明不同氧气含量对 narG 基因型反硝化微生

物的群落组成的影响程度不同。氧气含量越低，对

narG 基因型反硝化微生物的群落组成影响越大。当

氧气含量一定时，60%土壤含水量处理 narG 基因

型反硝化微生物的群落组成与 40%土壤含水量处
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理的有较大差异，最明显的变化是 60%土壤含水量

处理的 Pseudolabrys 和分枝杆菌属的 OTUs 减少，

慢生根瘤菌属和地杆菌属的优势 OTUs 增多，说明

narG 功能种群类型较多[35]，土壤含水量对 narG 基

因型反硝化微生物的群落组成也有影响，这与 LIU

等[15]的研究结果一致。 

SZUKICS 等[36]发现，反硝化细菌群落结构受

水分含量的影响很大，在潮湿的环境中反硝化细菌

丰度快速上升，直至 NO3
––N 限制的出现，说明反

硝化细菌群落结构还受 NO3
––N 含量的影响。刘杰

云等[37]研究发现，NO3
––N 是影响休闲季反硝化微

生物群落结构的主要因子，通过改变 NO3
––N 来增

加休闲季稻田 narG 基因丰度，并改变 narG 基因型

反硝化微生物的群落组成，会导致 N2O 排放增多。

本研究中，在 narG 基因型反硝化微生物的群落组

成变化大的处理中，NO3
––N 消耗速率最快，此结

果与 SZUKICS 等[36]和刘杰云等[37]的一致，同时，

该处理下 narG 基因丰度最高，N2O 排放通量最高。 
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