
摘 要：为初步探究某些根系分泌物对土壤N2O排放的影响，采用室内培养的方法，以甲酸盐和葡萄糖为外加碳源（0、0.5、1 μmol
C·g-1），测定了其对菜地和稻田土壤N2O排放的影响。结果表明，无外加有机碳源情况下，菜地土壤的N2O-N（2.65~2.69 μg·kg-1）排

放量显著小于稻田土壤（6.19~11.79 μg·kg-1）（P<0.01）；添加葡萄糖的情况下，菜地土壤的N2O-N（2.47~3.44 μg·kg-1）排放量也显著

小于稻田土壤（9.55~13.34 μg·kg-1）（P<0.01）；但在甲酸盐（1 μmol C·g-1）的刺激下菜地土壤N2O-N排放量（54.86 μg·kg-1）显著高于

稻田土壤（42.40 μg·kg-1）（P<0.01）；增加施氮量并没有显著增加土壤中N2O排放。荧光定量PCR结果表明，稻田土壤微生物拷贝数

（包括真菌、细菌、反硝化细菌）是菜地的 3~8倍。进一步通过高通量测序分析发现，反硝化真菌在菜地中的相对丰度（53.8%），远远

高于其在稻田土壤中的丰度（6.6%）。有报道指出，反硝化真菌能够有效地利用甲酸盐产生N2O，我们的研究也发现小分子有机物

质的微量添加可以显著刺激土壤N2O排放；微生物群落结构可以显著地影响土壤N2O排放对不同有机碳源添加响应；甲酸盐添加

下的菜地土壤中，大量反硝化真菌很可能是N2O的主要贡献者。
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表1 菜地和稻田土壤的理化性质

Table 1 The chemical properties of soils from the vegetable field and paddy soils

N2O是一种重要的温室气体，大气中的N2O浓度

已由工业革命前的~270 ppbv增加到~320 ppbv，其增

加量主要来自于人类的农业和工业生产活动，其中农

田土壤中氮肥施用产生的 N2O 约占人为源的 40%~
60%[1]。进入到大气中的 N2O非常稳定，其存留时间

可以长达 120 a，其主要去向在大气平流层光解而消

耗臭氧，这也使得 N2O 成为了臭氧层的主要破坏

者[2-3]。全面深入地理解N2O产生过程是我们准确估

算其产生量和制定减排措施的基础。

微生物的反硝化过程是N2O的最重要来源，反硝

化过程产生的 N2O约占全球农业的 60%[4]。微生物反

硝化是指在缺氧或厌氧条件下异养微生物将硝酸盐

或者亚硝酸盐逐步还原为N2O和N2的过程。这是一

个异养过程，有机碳源分解中产生电子被NO-3或NO-2

接受而发生还原反应。但以往的研究中主要关注的

影响因素包括土壤含水量、土壤通气性、土壤温度、土

壤 pH和氮肥的种类等[5-9]。对于有机碳的研究，研究

人员通常在土壤中添加大量的有机物料[10-12]，往往忽

视了在实际野外条件下植物根系分泌物的影响。根

系分泌物一些特点也增加了研究的困难：例如种类繁

多，包括各种氨基酸、有机酸、糖类等各种小分子物

质，以及脂肪、蛋白质等结构复杂的大分子物质[13-14]；

此外土壤中单一种类的有机碳含量非常少（<1 μmol
C·g-1）[15]。尽管如此，有研究表明，根系分泌物可以显

著地影响到土壤中N2O的排放。Henry等向土壤中添

加了不同组分的有机小分子（150 μg C·g-1），土壤产

N2O潜势是对照组的 8~11倍，而土壤中的微生物的丰

度和群落结构并没有发生明显的变化[16]。也有学者

发现，有机碳源的种类也会影响土壤 N2O 的还原过

程[17-18]。最近，Guyonnet等发现土壤 N2O 的产生量与

根际土壤中丁酸和琥珀酸的相对含量呈正相关而与

木糖的含量呈负相关[19]。

以上的研究都说明，根系分泌物可以显著地影响

土壤N2O的排放。然而这些研究中，单一有机碳源的

添加量都比较大（>5 μmol C·g-1）[16-18]。实际上这些小

分子物质在根系土壤中的含量是非常低的，某一种有

机小分子通常不到 1 μmol C·g-1[15，20]，实验中高量的添

加外源有机物不能反映土壤中真实情况。另外，土壤

中添加的有机碳源形态主要是含碳原子数 2~6的有

机酸，葡萄糖和其他含氮氨基酸，这些小分子多数都

是可以参加到微生物体内广泛存在的三羧酸循环

（TCA循环），并具有相似的电子传递体系[21]。因此选

择这一类小分子缺乏一定的代表性。针对这两个问

题，本实验选择低剂量（≤1 μmol C·g-1）添加有机碳源

进行室内培养实验来探究有机小分子对土壤N2O的

影响。有机碳选择了葡萄糖和甲酸盐。葡萄糖代表

以往实验中的一般碳源，可以被大多数微生物利用；

甲酸盐是一种特殊的碳源，只能被特定的微生物利

用，并且可以直接参加某些真菌反硝化的过程[22-23]。

1 材料与方法

1.1 土壤采集保存与理化性质测定

土样采自江苏常熟市辛庄镇（N31°32′ ，E120°
41′），根据 S点法布点，采集 0~15 cm深度土壤。采样

后的鲜土过 2 mm筛，置于 4 ℃条件下保存备用。其

中水稻土采自常熟生态系统国家野外科学观测研究

站的育秧土壤，施肥量为每年 300 kg N·hm-2；菜地土

壤采自当地的大棚蔬菜地，施肥量约每年 1044 kg N·
hm-2，大棚蔬菜地由水稻田改制而来，种植年限已有 6
年。我们的取样时间是 2017年 2月 17号。采样的时

候稻田处于休闲期，设施菜地处于作物生长期。菜地

种植的是上海青，并且即将收获上市。

培养实验之前测定土壤理化性质。土壤NH+4和

NO-3含量测定使用全自动化学分析仪（AMS，荷兰），测

样时，鲜土用 2 mol·L-1 KCl浸提，土壤和浸提液的比

率是 1∶5。土壤全 C和全N的测定使用Vario碳氮元

素分析仪（Elementar，德国），测定样品之前，鲜土需风

干后再过 100目筛。土壤粒径的测定使用激光粒度

仪（LS 13320，美国），测定样品之前，鲜土需风干后再

过 2 mm筛。土壤 pH是在土壤和蒸馏水混合液中测

定，土水比为 1∶2.5，测定仪器是 pH 计（Sartorius，美
国）。主要的理化性质见表1。

注：同一列不同字母表示差异显著（P<0.01）。

Note：Different letters of the same column denote the significant（P<0.01）.

土壤

菜地

稻田

pH
6.16b
6.69a

全氮/%
0.28a
0.27a

全碳/%
2.20a
2.19a

NO-3-N/mg·kg-1

23.9b
65.9a

NH+4-N/mg·kg-1

3.56a
2.71b

砂粒/%
13.6
22.6

粉粒/%
53.2
42.3

黏粒/%
33.2
35.1
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1.2 土壤培养与气体N2O含量测定

土壤预培养：从 4 ℃冰箱中取出适量土样置于

250 mL 烧杯中，用封口膜（parafilm）密封，在 25 ℃培

养箱中预先培养3 d。
土壤培养：称取干质量为 5 g的鲜土于 120 mL的

血清瓶中，另保存 4~5 g鲜土于-80 ℃的冰箱中用于

DNA提取。以溶液形式向土壤中添加不同浓度的无

机氮源和有机碳源，并调节含水量至 75%WHC（最大

可持水量）。实验分为两个施氮水平（以KNO3-N计）

50、250 mg·kg-1。每个施氮水平下，根据外加有机碳

的含量和种类不同分为 5 个处理：（1）不外加碳源，

（2）添加 0.5 μmol甲酸钠-C·g-1干土，（3）添加 1 μmol
甲酸钠-C·g-1干土，（4）0.5 μmol葡萄糖-C·g-1干土，

（5）1 μmol葡萄糖-C·g-1干土。完成溶液添加后，用

钳口铝盖密封血清瓶。真空泵抽真空 5 min后，放入

新鲜空气，置于 25 ℃培养箱，每个实验处理有 3个重

复。每 24 h用注射器采集气样，并置换血清瓶内空

气，损失的水分通过称重法补齐。培养时间为4 d。
气体样品的测定在采样后 24 h内完成。使用仪

器为 Agilent 7890A 气相色谱仪。高纯氮气作为载

气，流速 25 mL·min-1，使用不锈钢分离柱（内径为 2
mm，长度 3 m），由 Porapak Q材料（80~100目）填充分

离柱，分离柱工作温度为 55 ℃。检测器是电子俘获

检测器（ECD），检测器工作温度为330 ℃。

气体排放速率计算公式如下：

F=dc
dt ×

M
Vm

×V× 273
273 + T× 1

m
（1）

式中：F是单位质量干土的N2O排放速率，μg N·kg-1·
h-1；dc/dt为24 h内N2O的浓度平均变化率，μL·L-1·h-1；M

为N2O-N的摩尔质量，28 g·mol-1；Vm是标准状态下气

体的摩尔体积，22.4 L·mol-1；V是血清瓶的有效空间

体积，L；T是培养时的温度，25 ℃；m为血清瓶中的实

际干土质量，5 g。
1.3 微生物丰度和群落结构

称取 0.5 g菜地和稻田鲜土，使用 Fast DNA SPIN
试剂盒（MP Biomedical，美国），根据说明书步骤提取

土壤DNA。每种土壤有 3个重复。提取完成后，DNA
样品分装成 3份，置于-80 ℃冰箱中保存，用于荧光定

量PCR和高通量测序。

真菌（18S rRNA genes）、细菌（16S rRNA genes）
以及反硝化细菌（nirS，nirK）的丰度由荧光定量 PCR
测定，所用仪器为 Applied Biosystems QuantStudio 3
Real-Time PCR系统。真菌和细菌的引物序列和PCR

反应条件参照 Wang 等[24]；nirS，nirK的引物序列和

PCR 的反应条件参照 Rousk 等[25]。具体的反应体系

（20 μL）如下：10 μL SYBR GreenⅠ荧光染料（Takara，
日本），1 μL 上下游引物（5 μmol·L-1），0.08 μL ROX
参比染料，2 μL DNA样品。加样前，DNA样品稀释了

20倍，以消除腐植酸等杂质的影响。

高通量测序用于分析细菌和真菌的群落结构，测

序平台是北京诺禾致源公司的 IlluminaHiSeq2500。
细菌和真菌的测序区域分别是 16S V4和 18S ITS 1，
所选的扩增引物分别为带有识别码的 515F-806R和

1373F-2043R[26-27]。PCR扩增中高保真反应体系选用

纽英伦生物公司（New England Biolabs）的 Phusion R

High-Fidelity PCR Master Mix。PCR所获的扩增子经

过切胶纯化后上机测序。

1.4 数据分析

对高通量测序获得的优质序列利用Uparse 软件

（V7.0.1001，http：//drive5.com/uparse/）进行聚类分析，

相似度为 97%的序列划归到一个可操作分类单元中

（OTUs）。使用 QIIME（V1.7.0,http：//qiime.org/scripts/
assign_taxonomy. html）计 算 得 到 的 Coverage 指 数

（http：//www.mothur.org/wiki/Coverage）表明测序深度

满足后续分析。利用RDP分类器（V2.2，http：//source⁃
forge.net/projects/rdp-classifier/）与 GreenGene数据库

（http：//greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi）比对

获得每个细菌OTU的分类学信息。利用QIIME软件

（V1.7.0）中的Blast算法与Unite 数据库（https：//unite.
ut.ee/）比对获得每个真菌OTU的分类学信息。反硝

化细菌和反硝化真菌的种类参考已发表文献 [28-
29]。

使用 SPSS 16.0对实验处理间进行方差分析和多

重比较。Origin 2015用于实验作图。

2 结果与分析

2.1 土壤N2O排放速率

外源有机质的添加可以显著地刺激土壤中 N2O
的排放（图 1）。其他剂量的有机碳和无机氮添加下

土壤中的N2O的排放趋势与此类似，N2O的排放速率

在 24 h很快达到平稳。从最大N2O排放速率来看，甲

酸盐的刺激效应远大于葡萄糖，这种差异在菜地土壤

中更加明显。在添加甲酸盐处理中，菜地最大N2O排

放速率（2.16 μg N·kg-1·h-1）几乎是稻田（1.36 μg N·
kg-1·h-1）的 1.6倍。然而当添加的有机碳源变为葡萄

糖后，菜地的最大排放速率（0.06 μg N·kg-1·h-1）却远
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远小于稻田（0.33 μg N·kg-1·h-1）。当外源有机碳消耗完

毕，N2O排放趋于平稳，菜地释放N2O速率（0.02~0.03
μg N·kg-1·h-1）也显著小于稻田（0.04 μg N·kg-1·h-1）。

2.2 土壤N2O累计排放量

由图 2A 和 2B 可以看出土壤 N2O 的累计排放量

随着甲酸盐浓度的提高而增加；相比于稻田土壤，菜

施氮量为50 mg NO3-N·kg-1，有机碳源添加量为0或者1 μmol C·g-1

The dosage of nitrogen is 50 mg NO3-N·kg-1 and the dosage of organic carbon is 0 or 1 μmol C·g-1

图1 添加甲酸盐（A）和葡萄糖（B）土壤N2O平均排放速率

Figure 1 The average N2O emission rate from soils following the addition of formate（A）or glucose（B）
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图A和图C的施氮量为50 mg NO3-N·kg-1，图B和图D的施氮量为250 mg NO3-N·kg-1；误差棒长短代表标准差大小（n=3）；

不同字母表示两种土壤N2O排放差异显著，P<0.01
The dosage of nitrogen is 50 mg NO3-N·kg-1（A&C）and 250 mg NO3-N·kg-1（B&D）. Error bars represent the standard errors（n=3）.

Columns with different letters denote significant differences（P<0.01）between two soils
图2 添加不同浓度甲酸盐和葡萄糖后土壤N2O累计排放量

Figure 2 The cumulative emissions of N2O from soils amended with different dosage of formate or glucose
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地土壤的 N2O 增长幅度更快，当甲酸盐浓度达到 1
μmol C·g-1时，菜地土壤的N2O累计排放量超过了稻

田土壤。而葡萄糖对N2O排放的激发程度远远小于

甲酸盐（图 2C和 2D），在葡萄糖的添加下，菜地土壤

的N2O累计排放量也显著低于稻田土壤。

由图 2A与图 2B对比可以发现，施氮量由 50 mg
NO3-N·kg-1增加到 250 mg NO3-N·kg-1，土壤中N2O的

累计排放量并没有明显增加，甚至在甲酸盐浓度为 1
μmol C·g-1时，施氮量的增加导致了土壤中N2O的排

放量减少，其中菜地土壤由 54.86 μg N·kg-1减少至

44.66 μg N · kg-1，稻田土壤由 42.4 μg N · kg-1 降为

33.61μg N·kg-1。当添加的葡萄糖浓度为1 μmol C·g-1

时，施氮的增加也没有显著增加土壤N2O的排放（图

2C和图2D）。

2.3 土壤微生物数量

表 2是荧光定量 PCR的结果，可以看出，菜地土

壤的微生物拷贝数都显著低于稻田土壤（P<0.01）。

稻田土壤中总的细菌拷贝数（16S rRNA）是菜地土壤

的 4.8倍，其中反硝化细菌 nirK 和 nirS基因是菜地土

壤的 6.6 倍和 8.2 倍。相对于细菌的拷贝数，真菌

（18S rRNA）在两种土壤中数量差异相对较少，稻田

土壤的真菌拷贝数是菜地土壤的3倍左右。

2.4 土壤反硝化细菌属和反硝化真菌属

目前在环境中发现的反硝化细菌有 50多属，高

通量的测序结果显示，本研究中的土壤含有其中的

20属（表 3）。总体来说，菜地土壤中的反硝化细菌属

的相对丰度显著高于稻田土壤（P<0.01）。土壤中的

反硝化细菌属的相对丰度基本都在 1% 以下。若以

相对丰度占 0.5%的菌属为优势属，菜地土壤中的优

势属是芽孢杆菌属（Bacillus，1.031%）和链霉菌属

（Streptomyces，0.896%），稻田土壤中的优势属是短根

瘤菌属（Bradyrhizobium，0.803%）和链霉菌属（Strepto⁃

myces，0.568%）。

目前在环境中发现的反硝化真菌有 60属，在本

研究中的土壤我们发现了 29属（表 4）。总体来说，菜

地土壤的反硝化真菌相对丰度显著高于稻田土壤（P

<0.01），尤其是菜地土壤中画线壳属（Monographella，

35.4%）和镰刀属（Fusarium，9.5%），分别是稻田土壤

的 81倍和 13倍，这两种真菌也是常见的植物致病菌。

若以相对丰度占 0.5%的菌属为优势属，稻田土壤中

只有芽枝霉属（Cladosporium）的相对丰度（1.316%）大

于菜地土壤。

3 讨论

3.1 有机碳对土壤N2O排放的刺激作用

微生物体内的反硝化过程实际上是包括有机质

的氧化过程和NO-3 的还原过程，即有机质的氧化过程

产生的电子被NO-3 等无机氮接受。不同反硝化微生

表2 土壤细菌（16S rRNA）、真菌（18S rRNA）和
反硝化细菌（nirK & nirS）拷贝数

Table 2 The copies of bacteria（16S rRNA genes），fungi（18S
rRNA genes）and denitrifying bacteria（nirK & nirS genes）in soils

注：同一列不同字母表示差异显著（P<0.01）。
Note：Different letters of the same column denote the significant（P<

0.01）.

土壤

菜地

稻田

16S rRNA
基因（×1011拷
贝数·g-1）

2.23b
10.76a

18S rRNA
基因（×109拷贝

数·g-1）

6.61b
20.0a

nirS基因
（×109拷贝

数·g-1）

2.64b
21.7a

nirK基因
（×108拷贝

数·g-1）

6.69b
44.3a

表3 土壤典型反硝化细菌属相对丰度

Table 3 The relative abundance ratios of denitrifying bacteria
genus in soils

注：同一行不同字母表示差异显著（P<0.01）。
Note：Different letters of the same row denote the significant（P<0.01）.

反硝化细菌属

Bacillus

Paenibacillus

Streptomyces

Flavobacterium

Azospirillum

Bradyrhizobium

Hyphomicrobium

Mesorhizobium

Rhodobacter

Rhodopseudomonas

Achromobacter

Azoarcus

Comamonas

Cupriavidus

Dechloromonas

Denitratisoma

Nitrosomonas

Pseudomonas

Pseudoxanthomonas

Stenotrophomonas

总和

相对丰度/%
菜地

1.031±0.077a
0.166±0.049a
0.896±0.012a
0.291±0.083a
0.002±0.01
0.466±0.05b
0.108±0.017a
0.050±0.013a

NO
0.112±0.032a
0.025±0.009a
0.009±0.003a
0.020±0.001b
0.016±0.005a
0.001±0.001b

NO
0.010±0.003a
0.069±0.027a
0.001±0.001b
0.003±0.003b
3.276±0.153a

稻田

0.197±0.009b
0.053±0.007b
0.568±0.052b
0.132±0.006b

NO
0.803±0.01a
0.140±0.018a
0.044±0.013a
0.065±0.005
0.032±0.015b
0.002±0.001b
0.01±0.001a
0.047±0.009a
0.012±0.007a
0.003±0.000a
0.001±0.001
0.007±0.003a
0.071±0.019a
0.026±0.015a
0.081±0.004a
2.296±0.091b
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表4 土壤典型反硝化真菌属相对丰度

Table 4 The relative abundance ratios of denitrifying fungi genus
in soils

注：同一行不同字母表示差异显著（P<0.01）。
Note：Different letters of the same row denote the significant（P<0.01）.

反硝化真菌属

Acremonium

Alternaria

Aspergillus

Botrytis

Candida

Chaetomium

Cladosporium

Clonostachys

Fusarium

Gibberella

Humicola

Hypocrea

Metarhizium

Monographella

Mortierella

Mucor

Oidiodendron

Penicillium

Phoma

Pichia

Pseudallescheria

Rhodosporidium

Rhodotorula

Talaromyces

Trichoderma

总和

相对丰度/%
菜地

0.02±0.007a
0.391±0.081a
0.042±0.013b
0.039±0.013a
0.008±0.001b
3.306±0.793a
0.182±0.023b
0.009±0.002b
9.546±1.686a
2.975±0.634a
0.047±0.015
0.001±0.001a
0.031±0.004a
35.375±0.056a
1.404±0.357a
0.02±0.019a
0.018±0.016
0.311±0.022a
0.005±0.005a
0.026±0.014a
0.001±0.001a

NO
NO

0.032±0.007b
0.045±0.09a

53.833±5.487a

稻田

0.132±0.041a
0.381±0.035a
0.094±0.027a
0.003±0.004b
0.089±0.007a
0.282±0.154b
1.316±0.616a
0.047±0.009a
0.733±0.118b
2.425±0.653a

NO
0.006±0.004a
0.004±0.004b
0.432±0.014b
0.047±0.006b
0.04±0.013a

NO
0.03±0.005b
0.01±0.006a
0.003±0.002b
0.138±0.160a
0.018±0.005
0.016±0.005
0.241±0.021a
0.068±0.01a
6.556±1.041b

物会有不同的电子传递体系[29]，即使同一种反硝化微

生物也会因为有机碳源的不同，电子会沿着不同的路

径传递[22]。因此有机碳的添加可以显著地刺激土壤

N2O的排放，刺激程度也会因为有机碳的种类不同而

不同（图1，图2）。

本研究中我们向土壤中添加了少量的葡萄糖和

甲酸盐。与葡萄糖相比，甲酸盐对N2O的刺激作用是

葡萄糖的 1.7~3.38倍，这一现象主要与碳源的种类和

土壤微生物群落有关。葡萄糖作为一种广谱碳源可以

被多种微生物利用。除了土壤中少量的反硝化微生物

利用葡萄糖外，其他异养微生物也会与反硝化微生物

竞争有限的碳源。而甲酸盐只能被特定的微生物利

用，其中包括某些反硝化真菌。通过高通量测序发现，

本研究中的两种土壤中都存在反硝化真菌（表 3）。
有研究结果表明反硝化真菌中，NO -3 还原酶

（narG）与甲酸盐脱氢酶（UQFdh）耦合的电子传递体

系中，NO-3 可以高效接受电子而还原成N2O[30-31]，而目

前在反硝化细菌中并没有发现这种耦合关系[32]。另

外，值得注意的是，反硝化真菌缺少N2O还原酶，这一

特点增加了土壤中N2O积累的可能性。通过高通量

测序发现，在菜地土壤中反硝化真菌相对丰度是稻田

土壤的 8.2倍（表 4），这也解释了虽然菜地微生物数

量显著低于稻田土壤，但在甲酸盐（1 μmol C·g-1）的

添加下，菜地土壤N2O排放量显著高于稻田土壤（图

2A，图2B）。

在自然界中，植物根系分泌物是土壤有机质的重

要来源，有研究报道植物光合作用产物的 20% 都可

以进入根系分泌物中[33]。因此野外条件下土壤微生

物有着持续的有机质供应，而室内研究一般都忽略了

根系分泌物的作用，或者在研究中加入了过量单一的

有机碳如葡萄糖[10-11，34]。本研究中，我们添加的外源

有机碳含量接近野外条件土壤根系分泌物。虽然有

机质的添加量是微量的，但却显著地刺激土壤中的

N2O排放，并且其排放的强度受有机碳源的种类和微

生物群落结构的影响。这些结果说明，在土壤培养实

验中，我们应当考虑根系分泌物对N2O排放的影响，

例如，氮肥的使用是否会通过刺激植株生长进而间接

地影响土壤中N2O的排放。另外，外源有机质的添加

对 N2O排放的影响也是不能忽视的。例如，Xia等[35]

通过数据整合分析表明，有机肥等量替代化肥后，

N2O排放既可能增加也可能减少，因而有机肥施用没

有显著的减排潜力，我们认为这可能与土壤中有机肥

的成分以及土壤微生物的群落结构有关。对这些问

题的探究有助于制定N2O减排策略。未来需要结合

盆栽以及田间实验来开展相关研究。

3.2 土壤中反硝化微生物群落大小及其对 N2O排放

的贡献

利用底物诱导法研究土壤微生物量的结果表明

土壤中真菌和细菌的生物量相当[36]。然而在真菌和

细菌各自的微生物群落中，反硝化微生物的相对含量

却不一样。本研究中通过荧光定量 PCR 发现，反硝

化细菌拷贝数只占到细菌总数的 1.48%~2.05%（表

2），而高通量测序也表明反硝化细菌在细菌群落中的

相对丰度是 2.3%~3.3%（表 3）。在真菌群落中，反硝

化真菌的相对丰度是 6.6%~53.8%（表 4）；也有研究结

果 表 明 产 N2O 的 真 菌 达 到 可 培 养 真 菌 的 33%~
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45%[37-38]。这些结果表明环境中反硝化真菌的生物量

可能高于反硝化细菌，在酸性土壤中尤其如此，因为

真菌有着更强的耐酸能力[25]，例如本研究中的设施菜

地土壤。另外在设施菜地中，往往由于连作障碍会导

致有害真菌的增加[39]；本研究中，菜地土壤中画线壳属

（Monographella）和镰刀属（Fusarium）的相对丰度显著

高于稻田土壤，这两种真菌也是常见的植物致病菌

（表4）。
微生物的纯培养实验表明反硝化细菌产N2O能

力约是反硝化真菌的10~100 000倍，而土壤培养实验

表明，反硝化真菌对N2O贡献率与反硝化细菌相当甚

至超过了后者[29]。对于这一矛盾的结果，Mothapo等
认为虽然土壤培养实验中使用的抑制剂法可能会高

估真菌的贡献率，但土壤真菌反硝化还是不能忽视

的，因为纯培养实验的条件不能真实反映土壤的环

境，而且可供培养的微生物只占到总微生物量很少

的一部分[29]。本研究中我们发现了土壤中反硝化真

菌的广泛存在，其生物量在某些条件下可能大于反硝

化细菌；另外，环境中不同的有机碳源可能高效地促

进反硝化真菌的活动。鉴于此，未来的研究中我们还

需要完善一些新的N2O溯源方法[40]，用来研究土壤中

反硝化真菌对土壤N2O的贡献及其影响因素。

4 结论

（1）有机小分子物质的微量添加（≤1μmol C·g-1）

可以显著刺激土壤N2O排放，不同种类的有机碳刺激

结果也不一样；与葡萄糖相比，甲酸盐对N2O的刺激

作用是葡萄糖的1.7~3.38倍。

（2）菜地土壤的反硝化细菌数量只有稻田土壤的

12%~15%，但在甲酸盐的刺激下，菜地土壤最大的

N2O的排放速率可以达到稻田土壤的 1.6倍。菜地土

壤中存在的大量反硝化真菌，其高效耦合甲酸盐氧化

和NO-3 还原过程很可能是菜地土壤排放大量N2O的

主要原因。
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