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不同类型稻田亚硝酸型 ＣＨ４ 厌氧氧化潜力的比较研究

摘要
甲烷（ＣＨ４）厌氧氧化是稻田土壤中

消减温室气体排放的重要过程．本试验
选择内陆性南京稻田和滨海性上海崇明
岛围垦稻田，比较研究稻田耕层（０ ～ １０
ｃｍ）和深层（５０～６０ ｃｍ）土壤中亚硝酸盐
型 ＣＨ４ 厌氧氧化（ｎ⁃ＤＡＭＯ）潜力的差异
及其微生物驱动机制．结果表明，南京稻
田耕 层 土 壤 的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速 率 为 ３ ５１
ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｄ－１（以１３ ＣＯ２ 计），显著高于围

垦稻田耕层土壤（１ ４３ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｄ－１）．两
种类型稻田耕层土壤的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率均
显著高于深层土壤．南京稻田和围垦稻
田 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因
拷贝 数 分 别 为 （ ２ ３１ ～ ４ ８２） × １０７ 和
（０ ８９～２ １２）×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１，与亚硝酸
盐型 ＣＨ４ 厌氧氧化速率显著正相关．相
关性分析发现，土壤有机碳、总氮、无机
态氮是稻田 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率分异的重要原
因．综上所述，内陆性稻田土壤 ｎ⁃ＤＡＭＯ
氧化潜力较高，其主要由较高的土壤本
底碳、氮水平和功能微生物丰度所致．
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０　 引言

　 　 甲烷（ＣＨ４）是一种重要的温室气体，具有很强的红外吸收带，其
百年时间尺度上的增温潜力是二氧化碳（ＣＯ２）的 ２８ ～ ３４ 倍［１］，占全

球变暖贡献率的 ２０％［２］ ．稻田是主要的 ＣＨ４ 排放源，每年向大气释放

２５～３００ Ｔｇ［３］，占全球甲烷排放量的 １０％ ～ ２０％［４⁃５］ ．氮肥的施加导致

稻田产生高浓度的 ＮＯ－
ｘ ，为反硝化型甲烷厌氧氧化细菌和古菌提供了

理想的生境［６］ ．目前认为，亚硝酸型甲烷厌氧氧化（ ｎｉｔｒｉｔｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ Ａｎａｅｒｏｂｉｃ Ｍｅｔｈａｎｅ Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ｎ⁃ＤＡＭＯ）过程由 ＮＣ１０ 门的

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｒａｂｉｌｉｓ ｏｘｙｆｅｒａ 细菌介导，该微生物具有内产氧功

能，可单独将 ＮＯ－
２ 还原，同时将 ＣＨ４ 氧化为 ＣＯ２ ．ｎ⁃ＤＡＭＯ 过程多发生

于淡水湿地［７］、湖泊生态系统［８］等，近期在海洋生态系统中也检测到

了 ｎ⁃ＤＡＭＯ 过程的存在［９］ ． Ｗａｎｇ 等［１０］ 报道滨海潮间带生态系统

ＤＡＭＯ 细菌与古菌可以共存，从而使潮间带生态系统成为重要的 ＣＨ４

汇．进一步发现 ｎ⁃ＤＡＭＯ 过程在 ＣＨ４ 循环过程中起着更重要的作用．
湿地生态系统中 ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌介导的 ＣＨ４ 厌氧过程受到土壤母

质、氮（Ｎ）水平、施肥、盐分以及湿地剖面深度等因素的影响，其在稻

田土壤中氧化作用表现强烈．Ｗａｎｇ 等［１０］ 发现在原位稻田湿地中，ｎ⁃
ＤＡＭＯ 细菌的数量与 ＮＯ－

３ 浓度呈显著正相关．施入稻田的氮肥反硝

化会产生 ＮＯ－
２，可以作为电子受体促进土壤厌氧微域的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 反

应［６］ ．研究还发现：湿地系统不同深度土壤中 ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌的群落组

成和活性存在明显差异［１１］ ．一般认为，相较于表层土壤，湿地深层土

壤更有利于 ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌的分布和 ｎ⁃ＤＡＭＯ 反应的发生［１２］，可能是

由深层土壤长期处于较稳定的缺氧状态所致．ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌群落在滨

海生态系统中的分布存在较强的空间异质性，其在杭州湾和长江口

滨海区中 ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌的数量和活性均与土壤盐度呈显著负相

关［１３⁃１４］，其机理尚不清楚．
滨海湿地处于海陆交错带，具有海洋性和陆地性双重特征，当前

受人类活动的影响日益严重．随着经济的发展和人口的增长，人类对

土地的需求日趋迫切，滨海滩涂围垦造田成为解决土地问题的有效

途径．围垦后的湿地自然条件相对稳定，不再受海水潮汐的影响，形成

与自然滩涂湿地明显不同的独特生境．在此基础上，人工灌溉、耕作、
施肥、水稻种植等农业措施加速了围垦稻田的熟土化进程，即由海洋



　 　 　 　性滩涂逐渐向陆地性农田演替，土壤的物理、化学和

生物特征发生了显著改变，但与内陆性稻田存在着

明显差别．这种围垦植稻驱动的熟土化作用对土壤

甲烷氧化过程可能会产生重要影响．那么，处于熟土

化进程中的围垦稻田，其甲烷厌氧氧化潜力有何特

征？ 与典型内陆性稻田相比，其甲烷厌氧氧化速率

变化的主控因素是什么？ 是否与功能微生物群落结

构及数量特征之间存在内在关系？
鉴于此，本试验选取两个不同类型的稻田：微碱

性 Ｎ 贫瘠的长江口崇明围垦稻田和微酸性 Ｎ 丰富

的南京稻田，研究其表层和深层土壤的 ＣＨ４ 厌氧氧

化速率及 ｎＤＡＭＯ 细菌的丰度，探明在土壤母质、ｐＨ
值、Ｎ 水平以及盐分等差异较大的稻田土壤环境中，
ｎ⁃ＤＡＭＯ 反应速率及其微生物学机理，进一步阐明

其分异规律，为稻田 ＣＨ４ 减排提供参考依据．

１　 材料与方法

１ １　 土壤样品采集

本研究选取上海市崇明岛东滩湿地（１２１ ９２°Ｅ，
３１ ５０°Ｎ）围垦 １６ 年稻田（ＷＫ）与南京信息工程大

学农业气象试验站（１１８ ８６°Ｅ，３２ １６°Ｎ）荒地改种

稻 １５ 年稻田（ＮＪ）．在每个稻田内以 Ｓ 形设置 ６ 个采

样点，各采样点间距 １５ ｍ．用土钻取 ０～６０ ｃｍ 深度的

土柱，取出 ０～１０ ｃｍ 和 ５０～６０ ｃｍ 的土层样品，并将

相同深度的土样充分混合，放入冰盒中带回实验室

冷冻保存备用．

１ ２　 土壤理化性质测定

土壤全氮（ＴＮ） 含量采用半微量凯氏定量法测

定．土壤总有机碳（ＴＯＣ） 含量采用浓硫酸⁃重铬酸钾

消煮⁃硫酸亚铁滴定法测定．土壤铵态氮和硝态氮含

量用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液浸提后，采用 ＡＡ３ 流动分析

仪测定．土壤 ｐＨ 值和 ＥＣ 值分别采用数字酸度计和

电导仪测定．

１ ３　 厌氧 ＣＨ４ 氧化速率测定

将 ５ ｇ 土壤样品放入 ４０ ｍＬ 的培养瓶后加入 １０
ｍＬ 的超纯水，胶塞密封后抽真空⁃充氩气重复进行 ３
次，以达到严格厌氧状态．室温 ２５ ℃避光条件下 １２０
ｒ ／ ｍｉｎ 转速预培养 ２ ｄ，以尽可能去除残余 Ｏ２ 的影

响．预培养结束后，再次抽真空⁃充氩气 ２ 次，然后将

每个土样分成 ３ 组，分别进行底物添加处理：１） 添

加 Ａｒ；２） 添加１３ＣＨ４；３） 添加１３ＣＨ４＋ＮＯ
－
２ ．每个处理 ３

次重复．添加的１３ＣＨ４ 相对丰度为 ９９％，瓶内顶空剩

余体积以氩气补充，使得培养瓶顶空１３ＣＨ４ 最终质量

分数为 １０％．添加的 ＮＯ－
２ 最终浓度分别为 ０ ５ ｍｍｏｌ．

全部培养瓶在室温 ２５ ℃避光条件下 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 转速

正式培养 ７ ｄ．
培养结束后，用气相色谱仪⁃质谱仪连用法测定

瓶中１３ＣＯ２ 的产生量．处理 １）为对照组，如果瓶中
１３ＣＯ２的相对丰度处于自然丰度水平（１ １％），说明

试验结果可信度高；用处理 ３） 减去处理 ２）中１３ＣＯ２

产生 量， 进 一 步 计 算 亚 硝 酸 型 厌 氧 甲 烷 氧 化

（ｎ⁃ＤＡＭＯ）速率．

１ ４　 荧光定量 ＰＣＲ 分析

用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 提取试剂盒 （ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＵＳＡ） 提取土壤样品中的总 ＤＮＡ．取部

分 ＤＮＡ 提取液用分光光度计 （ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃１０００
ＵＶ⁃Ｖｉｓ）测定 ＤＮＡ 浓度和纯度．土壤 ＤＮＡ 保存于

－８０ ℃ 冰箱待用．
在 ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）扩增仪上进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增．测定土壤样

品中总细菌和Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数．
总细菌基因扩增所用引物为细菌 Ｖ４＋Ｖ５ 高变区通

用引物 ５１５Ｆ ／ ９０７Ｒ；Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ 菌扩增所用引物为

ｑＰ１Ｆ ／ ｑＰ１Ｒ．反应体系为 ２０ ０ μＬ，包括 ＤＮＡ 样品

１ ０ μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ１０ μＬ，前后引物各 １ ０ μＬ，超
纯无菌水 ７ ０ μＬ．扩增条件为：预变性 ９５ ℃，１０ ｍｉｎ；
变性 ９５ ℃，３０ ｓ；退火 ５５ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２ ℃，３０ ｓ；
４０ 个循环．根据质粒梯度浓度制成的标准曲线计算

目的基因的拷贝数．

１ ５　 数据统计与分析

用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行统计分析，通过单因素

方差分析及多重比较、相关性分析（Ｐｅａｒｓｏｎ）进行土

壤理化性质、氧化速率、微生物丰度的差异性以及相

关性检验，显著水平 α＝ ０ ０５．

２　 结果与分析

２ １　 不同类型稻田土壤的理化性质

南京稻田和崇明围垦稻田土壤理化性质如表 １
所示．南京稻田表层土壤中总有机碳（ ＴＯＣ）、总氮

（ＴＮ）、ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３ 的含量均显著高于深层土壤，表明

农业施肥、农作物生长等对耕层土壤有机质和 Ｎ 水

平影响很大．崇明围垦稻田中表层土壤 ＴＯＣ 显著高

于深层土壤，而 ＴＮ、ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３ 的含量在表层和深层

之间无明显差异，且围垦稻田这些指标均显著低于

南京稻田对应土层，说明围垦稻田受土壤母质、成土

化进程等影响，其土壤肥力普遍低于内陆稻田．相

１２１
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反，围垦稻田中表层和深层土壤的 ＳＯ２－
４ 含量、ＥＣ 值

和 ｐＨ 值均显著高于南京稻田，表明围垦区稻田仍具

有明显的海洋性特征．

２ ２　 稻田土壤的１３ＣＯ２ 丰度变化和 ＣＨ４ 厌氧速率

本试验中，培养瓶密闭气体中１３ＣＨ４ 的起始质量

分数约为 １０％，随着厌氧培养的进行将转化为
１３ＣＯ２，根据其质量分数和丰度变化与培养时间进行

计算，可得出培养时间内的平均 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率．图 １
结果显示，两种类型土壤在只供应 Ａｒ 气体条件下厌

氧培养后，其土壤１３ ＣＯ２ 丰度保持在自然丰度水平

（１ ０８％）；在供应１３ ＣＨ４ 和１３ ＣＨ４ ＋ＮＯ－
２ 条件下，土

壤１３ＣＯ２ 丰度均有不同程度的升高，表明所试两种土

壤均发生了甲烷厌氧氧化反应．其中，只供应１３ＣＨ４

条件下１３ＣＯ２ 丰度显著高于 Ａｒ 处理，表明土壤中存

在本底性电子受体可促进甲烷厌氧氧化过程．在供

应１３ＣＨ４＋ＮＯ
－
２ 条件下，１３ＣＯ２ 丰度显著高于１３ＣＨ４ 处

理，表明两种所试土壤均发生了以 ＮＯ－
２ 为电子受体

的厌氧 ＣＨ４ 氧化作用．在此底物供应条件下，南京稻

田土壤１３ＣＯ２ 丰度达 ４ ５７％ ～ ５ ８７％，明显高于围垦

稻田的对应土层（４ １２％～４ ６９％），暗示了南京稻田

土壤可能具有较大的 ＮＯ－
２ 型厌氧 ＣＨ４ 氧化潜力．图

２ 结果显示，南京稻田表层（ＮＪ１０）和深层（ＮＪ６０）土
壤的 ＣＨ４ 厌氧氧化速率分别为 ３ ５１ 和 ２ ４５ ｎｍｏｌ·
ｇ－１·ｄ－１（以１３ＣＯ２ 计），围垦稻田表层（ＷＫ１０）和深层

（ＷＫ６０）土壤的 ＣＨ４ 厌氧氧化速率则分别为 １ ４３
和 １ ３６ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｄ－１ ．可以看出，围垦稻田表层土壤

的 ＣＨ４ 氧化速率比南京稻田低 ５９％，而深层土壤则

低 ４４％，表明滨海围垦稻田的亚硝酸盐型 ＣＨ４ 厌氧

速率均显著低于内陆南京稻田．

２ ３ 　 稻田土壤中 Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ 菌和总细菌的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因丰度

　 　 目前认为，以 ＮＯ－
２ 为电子受体的 ＣＨ４ 厌氧氧化

过程由 ＮＣ１０ 门中的 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌催化进行．南京

稻田表层中 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数

为 ４ ８２×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１，比深层土壤的基因拷贝数高

出 １ １ 倍（图 ３）．围垦稻田表层中 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数为 ２ １２×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１，比深

层土壤的基因拷贝数高出 １ ４ 倍．可以看出，南京稻

田 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数显著高于

围垦稻田土壤．

表 １　 不同类型稻田土壤的理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

采样点
采样深度 ／

ｃｍ
ＴＯＣ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ＴＮ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ＮＨ＋

４ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＮＯ－
３ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＳＯ２－

４ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＥＣ ／
（ｍＳ·ｃｍ－１） ｐＨ

南京
０～１０ ２０ ６３ａ １ ８４ａ ９ ６１ａ １６ ４１ａ ５６ｃ ０ ３５ｃ ６ ２８ｂ

５０～６０ １２ ３４ｂ １ ２４ｂ ６ ３８ｂ １０ ２６ｂ ６８ｃ ０ ３８ｃ ６ ２５ｂ

崇明
０～１０ ９ ５４ｃ ０ ７７ｃ ５ ４６ｃ ８ ８６ｃ ３２８ｂ １ ８４ｃ ７ ４４ａ

５０～６０ ５ ６８ｄ ０ ５６ｃ ４ ２５ｃ ７ ５８ｃ ５８６ａ ２ ３６ａ ７ ５９ａ
　 注：同一列不同字母表示在 Ｐ＜０ ０５ 水平差异显著．

图 １　 南京稻田和围垦稻田土壤厌氧培养后的１３ＣＯ２ 丰度变化

Ｆｉｇ １　 １３ＣＯ２ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ ｐａｄｄｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｐａｄｄｙ

２２１
薛梦琪，等．不同类型稻田亚硝酸型 ＣＨ４ 厌氧氧化潜力的比较研究．

ＸＵＥ Ｍｅｎｇｑｉ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｎｉｔｒｉｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄ．



图 ２　 不同类型稻田土壤的亚硝酸盐型厌氧 ＣＨ４ 氧化速率

Ｆｉｇ ２　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎ⁃ＤＡＭＯ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

　 　 对稻田土壤总细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数进

行了测定．其变化范围为（２ １２ ～ ３ １３） ×１０８ ｃｏｐｉｅｓ·
ｇ－１，比 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数高出

１ 个数量级．其中，南京稻田耕层土壤的总细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因拷贝数显著高于其他三个土样． 将 Ｍ．
ｏｘｙｆｅｒａ 细菌与总细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数相比，
可得出 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的相对丰度，发现南京稻田耕

层和深层土壤 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌相对丰度分别为 １ ５％
和 ０ ９％，围垦稻田则分别为 ０ ９％和 ０ ４％．

图 ３　 南京稻田和围垦稻田中 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 菌和总细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数

Ｆｉｇ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
Ｎａｎｊｉｎｇ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ

２ ４　 厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与基因丰度和理化性质的

相关性分析
　 　 对厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因拷贝数进行相关分析，结果表明，亚硝酸

型厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因丰度呈显著正相关（图 ４），说明功能微生物的

数量很大程度上决定了土壤 ＣＨ４ 厌氧氧化能力．
对厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与土壤理化性质进行回归

分析，结果表明，土壤 ＣＨ４ 厌氧氧化速率与土壤

ＴＯＣ、ＴＮ、ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３ 的含量的回归方程均达到了显

著水平（表 ２），说明土壤 Ｃ、Ｎ 水平是影响 ＣＨ４ 厌氧

氧化潜力非常重要的环境要素．相反，土壤 ＳＯ２－
４ 含

量、ＥＣ 值与厌氧 ＣＨ４ 氧化速率呈负相关，但未达到

显著水平．值得注意的是，土壤 ｐＨ 值与厌氧 ＣＨ４ 氧

化速率呈负相关，且回归方程达到了显著水平．这些

结果说明围垦稻田土壤的海洋性特征仍较明显，对
厌氧 ＣＨ４ 氧化潜力具有一定的抑制作用．

图 ４　 厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与功能微生物丰度的关系

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎ⁃ＤＡＭＯ ｒａｔｅ ａｎｄ
１６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ

表 ２　 厌氧 ＣＨ４ 氧化速率与土壤理化性质的回归方程

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎ⁃ＤＡＭＯ ｒａｔｅ （ｙ）
ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ （ｘ）

土壤性质 回归方程 决定系数 Ｒ２ Ｐ 值

ＴＯＣ ｙ＝ ６ ０４ｘ－１ １７ ０ ９３ ＜０ ０５

ＴＮ ｙ＝ ０ ５６ｘ－０ １２ ０ ９８ ＜０ ０１

ＮＨ＋
４ ｙ＝ ２ １８ｘ＋１ ６４ ０ ９３ ＜０ ０５

ＮＯ－
３ ｙ＝ ３ ７１ｘ＋２ ６６ ０ ９２ ＜０ ０５

ＳＯ２－
４ ｙ＝－２０８ｘ＋７１６ ０ ７１ ０ １３

ＥＣ ｙ＝－０ ９１ｘ＋３ ２１ ０ ８０ ０ ０７

ｐＨ ｙ＝－０ ６４ｘ＋８ ２９ ０ ８４ ＜０ ０５

３２１
学报（自然科学版），２０２２，１４（１）：１２０⁃１２６

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｅｄｉｔｉｏｎ），２０２２，１４（１）：１２０⁃１２６



３　 讨论

本试验采用１３ＣＨ４ 同位素标记法证实了在滨海

围垦稻田和内陆南京稻田均发生了亚硝酸盐型厌氧

ＣＨ４ 氧化作用．本研究使用的１３ＣＨ４ 的丰度为 ９９％，
而且起始质量分数高达 １０％，这样可以最大程度地

降低厌氧培养过程中 ＣＨ４ 产生过程对试验结果的影

响，具有较高的可信度．而且，本厌氧培养试验设置

了只加 Ａｒ 的对照处理，既可测试试验过程是否保持

严格厌氧状态，又可测定厌氧过程 ＣＨ４ 产生过程特

征．结果显示，所试两个土样在培养过程中 ＣＨ４ 产生

量极低，可以忽略不计．因此，本研究采用１３ＣＨ４ 同位

素标记法测出的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率能客观真实地反映出

土壤的厌氧 ＣＨ４ 氧化潜势．其中，围垦稻田土壤的

ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率高于杭州湾滨海自然湿地的氧化速率

（０ ２～１ ３ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｄ－１） ［１４］，表明围垦植稻熟土化

过程会促进亚硝酸盐型厌氧 ＣＨ４ 氧化作用．南京稻

田土壤的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率与内陆淡水湿地的氧化速率

基本一致（１ ８～３ ６ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｄ－１） ［７］，表明内陆稻田

与淡水湿地均表现出较高的 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率．
不同土壤母质、不同环境条件下发育形成的稻

田，受理化性质、母质类型、农田管理等因素影响，可
能对土壤 ＣＨ４ 氧化潜力产生重要影响．本研究发现，
内陆性南京稻田的亚硝酸盐型厌氧 ＣＨ４ 氧化速率显

著高于滨海围垦稻田．南京稻田的成土母质为河流

沉积物，黏粒比例较高，同时也形成了较为稳定的土

壤团聚体，有利于提高土壤肥力［１５］ ．在种植水稻过程

中施 Ｎ 量和有机肥量较高，使得该所试土壤的有机

碳、全氮含量较高．相反，围垦稻田的成土母质是长

江口泥沙沉积物，砂粒较粗，蓄水保肥能力差［１６］，且
在水稻生长过程中，地上部生物量小，根系生物量及

分泌物量低，土壤的有机碳和 Ｎ 水平较低．本试验表

明，土壤 ＴＯＣ 和总 Ｎ 水平与厌氧 ＣＨ４ 氧化速率显著

正相关，可见土壤本底 Ｃ、Ｎ 水平反映了土壤的 Ｃ、Ｎ
转化过程的基本特征，对土壤厌氧 ＣＨ４ 氧化潜力有

着极其重要的影响．这与 Ｓｈｅｎ 等［１４］ 的研究结果一

致，他们认为湿地土壤硝化和反硝化作用强烈，其中

间产物 ＮＯ－
２ 可以为 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 菌提供底物促进 ＣＨ４

氧化过程．而且南京稻田中 ＴＯＣ 含量高，可为反硝化

微生物提供较多碳源，促进反硝化作用，有利于为

Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ 菌 提 供 底 物 ＮＯ－
２ ． 相 关 性 分 析 发 现，

ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率与土壤 ＥＣ 值、ＳＯ２－
４ 含量均呈负相关，

这与 Ｗａｎｇ 等［１０］ 的结果一致．围垦稻田土壤中 ＳＯ２－
４

含量比南京稻田高出一个数量级，ＥＣ 值也显著高于

南京稻田，这些海洋性特征参数可能也是造成围垦

稻田厌氧 ＣＨ４ 氧化速率低的重要原因．这与 Ｌｉ 等［１３］

的研究结果一致，他们认为，较高的盐度会导致 ｎ⁃
ＤＡＭＯ 细菌细胞内较高的渗透压，不利于细胞新陈

代谢；而且盐度高会直接抑制亚硝酸还原酶、一氧化

氮歧化酶的活性［１７］ ．不仅如此，较高的 ＳＯ２－
４ 含量本

身可以作为电子供体，介导硫酸盐型厌氧 ＣＨ４ 氧化

作用，对亚硝酸盐型厌氧 ＣＨ４ 氧化过程具有抑制

效应［１８］ ．
本试验中，围垦稻田土壤 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数为（０ ８９ ～ ２ １２） ×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·
ｇ－１，其变化范围与杭州湾滨海和长江口滩涂湿地的

数量级一致［１０，１４］，且显著低于南京稻田．不仅如此，
Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的相对丰度也表现为围垦稻田明

显低于南京稻田．相关性分析发现，Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细

菌的基因拷贝数与 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率、土壤总氮和矿质

态氮均呈显著正相关，说明 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的数

量及其活性等生物学特性是导致 ｎ⁃ＤＡＭＯ 速率产生

空间变异的主控因素．然而，有报道发现，内陆湖泊

沉积物中，Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的基因拷贝数与土壤

ＴＯＣ、总氮和矿质态氮均呈显著负相关，暗示除了土

壤理化性质之外，可能还受到其他因素的重要影响，
如厌氧氨氧化菌的竞争性生长等．说明 Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ⁃
ｌｉｋｅ 细菌在不同类型土壤中分布规律不尽相同，受
控因素较多，有待深入研究．

本试验发现，两种类型的稻田中耕层土壤的厌

氧 ＣＨ４ 氧化速率均显著高于深层土壤．此前在旱地

农田和西溪湿地的研究中也有类似的报道．而且，本
研究还发现 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的丰度表现为表层远

高于深层土壤．在之前的稻田土壤中也有报道 Ｍ．
ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌仅分布在深层土壤中而在表层土壤

中未能检测到［１２］ ．现已证实，Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌是严

格厌氧类型，其自身可以内产氧方式满足 ＣＨ４ 氧化

过程［１９］，而环境氧分压对其会有强烈抑制作用，体
积分数为 ２％的氧气可促使 ｎ⁃ＤＡＭＯ 细菌失去活性．
照此推测，分布在湿地深处的土层其厌氧 ＣＨ４ 氧化

潜力应高于表层土壤．例如，白洋淀湖泊沉积物中 Ｍ．
ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌丰度随着深度增加有明显的增加趋

势［２０］ ．在杭州稻田的研究也有类似报道［７］ ．然而，对
嘉兴稻田 Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌的研究显示，其表层

（０～４０ ｃｍ）丰度远高于深层（４０ ～ １００ ｃｍ）丰度［１２］ ．
除了氧分压之外，亚硝酸型厌氧 ＣＨ４ 氧化作用还受

４２１
薛梦琪，等．不同类型稻田亚硝酸型 ＣＨ４ 厌氧氧化潜力的比较研究．

ＸＵＥ Ｍｅｎｇｑｉ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｎｉｔｒｉｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄ．



到许多其他因素的影响，如 ＣＨ４ 底物浓度、ＮＯ－
２ 底物

浓度、反硝化速率等．稻田耕层根系分布密度大，根
际分泌物多，是稻田 ＣＨ４ 产生的主要生境［２１］ ．这种

高分压 ＣＨ４ 浓度是 ＣＨ４ 氧化微生物的重要底物，对
亚硝酸型厌氧 ＣＨ４ 氧化过程可能具有重要的促进作

用．不仅如此，施加的 Ｎ 肥大部分进入稻田耕层，进
行强烈的硝化和反硝化作用，在耕层会产生较多的

ＮＯ－
ｘ 等中间产物，有利于 Ｍ． ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌获取

ＮＯ－
２ 底物．研究发现，从热力学角度来看，Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃

ｌｉｋｅ 细菌介导的甲烷厌氧化反应的标准自由能释放

量远远低于反硝化菌介导的反硝化过程，在 ＮＯ－
ｘ 等

比较丰富而耕层稻田中其反硝化菌对 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ
细菌的抑制作用较小，有利于亚硝酸型厌氧 ＣＨ４ 氧

化作用的进行，相反，在深层土壤中 ＮＯ－
ｘ 等相对贫

乏，Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ⁃ｌｉｋｅ 细菌会受到反硝化微生物的强烈

抑制，从而使得 ＮＯ－
２ 为底物的甲烷厌氧氧化速率减

小．因此，本试验中，土壤 ＴＯＣ、Ｎ 水平对亚硝酸型厌

氧 ＣＨ４ 氧化作用起着主导作用，从而导致其耕层土

壤的氧化速率显著高于深层土壤．
ｐＨ 值是影响土壤厌氧 ＣＨ４ 氧化作用的重要因

素［２２］ ．本试验发现两者之间存在负相关关系． Ｈｅ
等［２３］考察了不同 ｐＨ 条件下 Ｍ．ｏｘｙｆｅｒａ 细菌的甲烷

氧化活性，发现其最适 ｐＨ 值是 ７ ６，暗示了该菌偏

好弱碱性环境．本试验中围垦稻田土壤 ｐＨ 值尽管呈

弱碱性，但是厌氧 ＣＨ４ 速率远低于南京稻田，可能的

原因是土壤中高浓度的 ＳＯ２－
４ 离子也可作为电子受

体参与甲烷厌氧氧化，具有底物竞争效应［１８］ ．而且土

壤本底 Ｎ 水平低，Ｎ 转化产生的 ＮＯ－
２ 较少，在一定

程度上也抑制了亚硝酸型厌氧 ＣＨ４ 氧化过程．
需要指出的是，稻田土壤 ＣＨ４ 转化过程及功能

微生物群落结构会受到诸多因素的影响，如水稻生

育期、施肥量、农田管理等．本研究选取了两种不同

类型的典型稻田进行比较，仅能代表所试稻田土壤

的厌氧 ＣＨ４ 氧化潜势．在此基础上，需要从不同气候

带采集更多不同类型的稻田土壤，深入研究典型稻

田厌氧 ＣＨ４ 氧化作用的本质特征，为探索我国稻田

温室气体减排措施提供科学依据．

４　 结论

１）内陆性稻田土壤厌氧 ＣＨ４ 氧化速率显著高

于滨海围垦稻田，其土壤 Ｃ、Ｎ 水平和功能微生物丰

度是造成两种类型稻田产生差异的主要原因．
２）两种类型稻田中，耕层土壤的厌氧 ＣＨ４ 氧化

速率显著高于深层土壤，其耕层土壤中功能微生物

丰度高、活性氮丰富是 ＣＨ４ 氧化潜力较高的重要

原因．
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