
 

近地层臭氧浓度升高对稻田土壤微生物群落功能多样性的影响
 

余永昌
1,2

 林先贵
1† 冯有智

1
 张  晶

1
 李全胜

1,3
 朱建国

1 

（1 土壤与农业可持续发展国家重点实验室（中国科学院南京土壤研究所），南京土壤研究所-香港浸会大学土壤与环境联合开放实验室，南京 210008） 

（2 中国科学院研究生院, 北京 100049） 

（3 南京农业大学生命科学学院，农业部农业环境微生物工程重点开放实验室，南京  210095） 

 

摘 要 利用中国臭氧 FACE（Free-Air O3 Concentration Enrichment，开放式空气臭氧浓度增高）试验平台，研究了近地层

臭氧浓度升高条件下，2009 年和 2010 年的稻田土壤微生物功能多样性的响应规律。结果发现，1.5 倍当前臭氧浓度下稻田

土壤水溶性有机碳含量从 100.0 ~ 110.9 μg g-1 降低至 81.3 ~ 94.5 μg g-1。臭氧浓度升高下 BIOLOG 平均吸光值（AWCD）有

低于对照的趋势。多样性指数结果表明，臭氧浓度升高 50%对稻田土壤微生物丰富度、优势度及均一度无显著影响。2010

年碳源底物利用的主成分分析显示，1.5 倍当前臭氧浓度下稻田土壤微生物对碳源底物的利用方式发生变化。本研究揭示近

地层臭氧浓度升高可能对稻田土壤微生物产生积累效应，并通过微生物碳源底物有效性的改变最终影响土壤微生物的功能多

样性。 
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臭氧是由 3 个氧原子组成的无色有刺激性气味的气体，是一种强氧化剂。近地层中臭氧由氮氧化物和

挥发性有机物在光热条件下反应产生，是温室气体和光化学烟雾的主要成分。近年来由于化石燃料和含氮

化肥的大量使用，大气中氮氧化物和挥发性有机物剧增，导致近地层平均臭氧浓度从工业革命前的不到 10 

nmol mol
-1[1]迅速上升到目前的 50 nmol mol

-1[2]。全球近 1/4 的国家和地区面临臭氧浓度 60 nmol mol
-1 以上

的威胁[3-4]，其中又以西欧、美国东部和中西部以及中国东部等地区的背景臭氧浓度最高[5-6]，大气臭氧浓

度约以每年 0.5% ~ 2.5%的速率持续增长，预计到 2100 年将增加 1 倍[7]。 

有研究表明，臭氧浓度的不断增加已对农作物生长发育和产量等造成很大影响[8-10]。高浓度臭氧可以

抑制植物生长，降低叶片气孔导度、光合速率、叶面积和株高，加速植物老化，改变碳代谢并引起作物减

产，影响输入土壤中凋落物的数量和质量以及植物根系分泌物的数量和成分，对陆地生态系统产生严重威

胁[11-18]
。臭氧对陆地生态系统地下部分的影响研究非常重要[19]，因为地下部分直接关系到植物的养分吸收，

而且臭氧对地下部分的影响具有积累效应[20]。 

水稻是亚洲最重要的粮食作物之一，近地层臭氧浓度升高已经引起稻田生态系统的改变[21]，但是对该

生态系统中土壤微生物影响的研究报道较少[22]。土壤微生物群落功能多样性是指土壤微生物群落对碳源底

物的利用能力，是反映了土壤状况的重要信息。因此，研究土壤微生物群落功能多样性的变化情况，对于
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正确认识近地层臭氧浓度升高对农田生态系统的影响有重要作用。本研究利用中国唯一的稻麦轮作臭氧

FACE（Free-Air O3 Concentration Enrichment，开放式空气臭氧浓度增高）技术平台，对稻田土壤微生物功

能多样性进行研究，以期为臭氧浓度升高下农田生态系统相应的调控措施提供理论依据。 

 

1 材料与方法 

1.1 试验区概况及平台设计 

试验区位于江苏省江都市小纪镇良种场（32°35′5〞N，119°42′0〞E），土壤类型为下位砂姜土，耕作

方式为水稻/小麦轮作。试验地气候条件：年降水量 918 ~ 978 mm，年均蒸发量＞1100 mm，年均气温 14 ~ 

16 ℃，年日照时间＞2000 h，年无霜天数 220 d 左右。试验区土壤的基本理化性质：有机质含量 18.39 g kg
-1，

全氮含量 1.51 g kg
-1，全磷含量 0.63 g kg

-1，全钾含量 14.02 g kg
-1，pH7.9，小于 0.002 mm 黏粒含量 13.6%，

容重 1.16 g cm
-3。 

臭氧 FACE 平台于 2007 年 3 月开始运行，设 FACE 和 Ambient（当前空气对照）2 个臭氧浓度处理，

每个处理 3 个重复圈（直径 12.5 m 的正八边形），各圈随机排列，间隔大于 90 m，以减少臭氧释放对其他

圈的影响。FACE 圈采用反映近地层臭氧浓度实情的日变化熏蒸方式，置于作物灌层上方 50 ~ 60 cm 处的

8 根放气管道于每天 09:00 ~ 18:00 向圈内释放臭氧，使圈内臭氧浓度（平均约 70 nmol mol
-1）始终较 Ambient

圈（平均约 45 nmol mol
-1）高 50%，85%的时间内臭氧浓度误差控制在目标值的 10%以内。Ambient 圈无

排气管，环境条件与自然状态完全一致。阴雨天气或者环境臭氧浓度低于 20 nmol mol
-1 时，FACE 圈不释

放臭氧。目标臭氧浓度高于 250 nmol mol
-1 时，将浓度设定在 250 nmol mol

-1 以避免植株受到超高浓度臭氧

的直接伤害。供试水稻（Oryza sativa L.）为长江下游稻区推广品种武运粳 21。 

1.2 样品采集及处理 

分别在 2009 年 7 月 8 日（分蘖期）、8 月 20 日（开花期）、9 月 28 日（成熟期）和 2010 年 07 月 05

日（分蘖期）、08 月 22 日（开花期）、09 月 29 日（成熟期）采集土壤样品。每次每个试验圈用直径 2 cm

的土钻 5 点以上 S 形采集 0 ~ 15 cm 土层的土壤样品，混合装入自封袋后带回实验室，经自然风干后过 20

目（0.90 mm 孔径）分样筛，用于测定土壤水溶性有机碳含量，成熟期一部分鲜土用于 BIOLOG 测试。 

1.3 测定方法及数据处理 

土壤水溶性有机碳测定方法：称取相当于 20 g 干土的过筛土，灭菌蒸馏水浸提（水土比 2:1），室温下

震荡 30 min，高速离心机中（8000 r min
-1）离心 15min 后，过 0.45μm 滤膜[23]。滤液直接在耶拿公司 TOC-

总有机碳分析仪（Mutli N/C 3100）测定。 

采用 BIOLOG ECO 微平板测定土壤微生物功能多样性。采用 Classen 方法[24]进行 ECO 板的接种。称

取相当于 5 g 干土的鲜土，加入装有 45 ml 灭菌的 0.05 mol L
 -1

 磷酸缓冲液（pH7.0）三角瓶中，摇床连续

振荡30 min (180 rmin
-1

)，再用上述磷酸缓冲液将悬液稀释至10
-3。静置10 min，用8通道加样器加入BIOLOG 

ECO 板，各孔分别添加 150 µl。接种的 ECO 板 25℃培养， 24 h 后每隔 12h 使用 Biolog Emax
TM 读板仪利

用 Microlog Rel.4.2 软件读取各孔在 750 nm 和 590 nm 波长下的光吸收值。 

所有结果均以烘干土为基础（105℃，24 h），计算平均值和标准差，运用 SPSS 13.0 进行统计分析，

并使用 Duncan 检验进行多重比较（p < 0.05），EXCEL 2003 作图。 

2 结果与分析 



 

2.1 臭氧浓度升高对稻田土壤水溶性有机碳含量的影响 

土壤水溶性有机碳是陆地生态系统中最活跃的碳组分之一，可被土壤微生物迅速代谢并转化成其他组

分[25-26]。本实验结果显示，随着水稻的生长发育，土壤水溶性有机碳含量逐渐降低（图 1），2009 年稻季

从 100.0 ~ 106.9 μg g
-1 降低至 91.8 ~ 94.5 μg g

-1，2010 年稻季从 104.5 ~ 110.9 μg g
-1 降低至 81.3 ~ 94.5 μg g

-1。

这是因为在整个生长期里稻田土壤微生物消耗碳源底物所致。与对照相比，臭氧浓度升高有降低稻田土壤

水溶性有机碳的含量的趋势，2009 年稻季从 94.5 ~ 106.9 μg g
-1 降低至 91.8 ~ 100.0 μg g

-1，2010 年稻季从

94.5 ~ 111.0 μg g
-1降低至 104.5 ~ 81.3 μg g

-1。在 2010 年成熟期，臭氧浓度升高下较对照降低了 13.4%，达

到了显著性差异（p < 0.05）。 
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注: 同一年中不同字母表示 p< 0.05 水平差异显著 Note: Means in same year followed by different letters are significantly 

different at p< 0.05 

图 1 臭氧浓度升高对水稻土水溶性有机碳含量的影响(A, 2009 年  B,2010 年) 

Fig. 1 Effects of elevated ozone concentration on contents of water-soluble organic carbon in paddy soil (A, In 2009  B, In 2010) 

 

2.2 臭氧浓度升高对稻田土壤微生物功能多样性的影响 

2.2.1 平均吸光值（AWCD）变化   平均吸光值（Average Well Color Development，AWCD）反映了土壤

微生物对总体碳源的利用能力 [27]，与土壤微生物群落功能组成和大小有关[28]。从图 2 的结果来看，2009

年臭氧浓度升高下 AWCD 于培养 156 h 达到平台期，而对照下平台期出现在 144 h；2010 年臭氧浓度升高

下 AWCD 平台期出现在 144 h，而对照下平台期出现于 168 h。近地层臭氧浓度升高 3 a 和 4 a 的条件下，

稻田土壤微生物群落 AWCD 有低于对照的趋势，但是差异未达到显著性水平。结果表明，近地层臭氧浓

度升高有降低稻田土壤微生物碳源底物利用能力的趋势，这可能是因为臭氧浓度升高减少土壤水溶性有机

碳含量进而降低土壤微生物碳源底物有效性所致。 
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图 2 土壤微生物群落温育过程中平均吸光值的变化(A, 2009 年  B,2010 年) 

Fig. 2 Variation of AWCD with the incubation of soil microbial community (A, In 2009  B, In 2010) 

 

2.2.2 多样性指数的变化   Shannon 指数用于评估丰富度，Simpson 指数用于评估优势度的指数，McIntosh

指数量度一致性 [29-30]。取 96h 的平均吸光值计算土壤微生物多样性指数，所得结果如表 1。2009 年和 2010

年臭氧浓度升高对稻田土壤微生物丰富度（Shannon Index）、优势度（Simpson Index）和均一度（McIntosh 

Index）的影响均未达到显著性水平。 

表 1 土壤微生物群落功能多样性指数 

Table 1 Functional diversity indices of soil microbial community 

年份 

Year 

处理方法 

Treatment 

Shannon 指数 

Shannon Index 

Simpson 指数 

Simpson Index 

McIntosh 指数 

McIntosh Index 

2009 
FACE 2.99±0.12 a 0.94±0.01 a 4.30±0.31 a 

对照 CK 2.99±0.15 a 0.94±0.01 a 4.70±0.25 a 

2010 
FACE 3.24±0.01 a 0.96±0.00 a 5.27±0.17 a 

对照 CK 3.14±0.09 a 0.95±0.01 a 5.26±0.25 a 

注: 表中数据为测定样品的平均值±标准偏差; 同一年中不同字母表示 p< 0.05 水平差异显著 Note: Values in the table are 

means of three replicates standard errors Means in same year followed by different letters are significantly different at p<0.05 

2.2.3 主成分分析   主成分分析（Principal Component Analysis, PCA）采取降维的方法，使用少数相互无

关的综合指数反映原始数据中所包含的绝大多数信息[31]。采用 96 h 的数据进行分析，结果如图 3 所示。2009

年臭氧浓度升高和对照条件下稻田土壤微生物群落碳源利用谱在主成分 1（Principal Component 1, PC1）和

主成分 2（Principal Component 2, PC2）上未能实现分离，说明臭氧浓度升高 3 a 对稻田土壤微生物总体碳

源利用方式没有显著影响；2010 年臭氧浓度升高和对照条件下稻田土壤微生物群落碳源利用谱在 PC1 和

PC2 上实现了分离，说明臭氧浓度升高 4 a 对稻田土壤微生物碳源底物利用方式的影响达到显著性水平。

臭氧浓度升高 3 a，PC1 和 PC2 之和等于 54%；而臭氧浓度升高 4 a，PC1 和 PC2 之和达到 68%，较熏蒸 3 

a 的值高出 14%。结果表明，1.5 倍当年臭氧浓度熏蒸 4 a 对稻田土壤微生物碳源底物利用功能多样性的影

响大于熏蒸 3 a 的影响。 



 

 

图 3 土壤微生物碳源利用特性的主成分分析( PCA) (A, 2009 年  B,2010 年) 

Fig. 3 Principal components analysis ( PCA) of carbon utilization of soil microbial community (A, In 2009  B, In 2010) 

2010 年稻季，与主成分 1 和主成分 2 具有较高相关系数的碳源见表 2。对 PC1 贡献较高的 15 个碳源

中有 6 个属于糖类物质，4 个属于氨基酸底物及其衍生物， 3 个属于代谢中间产物和次生代谢物，2 个属

于脂肪酸和脂类。贡献率最大碳源的是 L-丝氨酸，属于氨基酸底物及其衍生物，是根系分泌物的一种[32]。

对 PC2 贡献较高的 9 个碳源中有 4 个属于代谢中间产物和次生代谢物， 3 个属于糖类物质，1 个属于氨基

酸底物及其衍生物，还有 1 个属于脂肪酸和脂类。贡献率最大碳源的是 i-赤藻糖醇，属于糖类物质，广泛

分布于植物中[33]。因此，臭氧浓度升高条件下，对主成分分异的主要碳源涉及的类型比较多，占到 5 大类

碳源的 4 类，进一步说明臭氧浓度升高对稻田土壤微生物碳源底物利用能力的影响深远。 

表 2 水稻土中与 PCA1 和 PCA2 相关的微生物主要利用碳源(2010 年) 

Table 2 Main carbon resources of microbial utilization related to PCA1 and PCA2 in paddy soil (In 2010) 

 

主要碳源 

Main carbon resources 

相关系数 

Correlation 

coefficients 

 

主要碳源 

Main carbon resources 

相关系数 

Correlation 

coefficients 

PC1 糖类物质及

其衍生物 

Carbohydrates 

and their 

derivants 

 PC1 脂肪酸和脂类 

Fat acid and lipid 

 

  D-葡萄胺酸 

D-Glucosaminic Acid 

0.935   吐温 80 

Tween 80 

0.884   

  D-甘露醇 

D-Mannitol 

0.902   丙酮酸甲酯 

Pyruvic Acid Methyl Ester 

0.647   

  D-半乳糖醛酸 

D-Galacturonic Acid 

0.888 PC2 代谢中间产物

和次生代谢物 

Metabolic 

mediates and 

secondary 

 



 

metabolites 

  β-甲基-D-葡萄糖

苷 

β-Methyl-D-Glucoside 

0.674   2-羟基苯甲酸 

2-Hydroxy Benzoic Acid 

0.884 

  肝糖 

Glycogen 

0.670   苯乙胺 

Phenylethylamine 

0.878  

  D-半乳糖酸-γ-内

酯 

D-Galactonic Acid 

γ-Lactone 

0.649   D, L-α-甘油磷酸盐 

D,L-α-Glycerol 

Phosphate 

0.864 

 氨基酸底物

及其衍生物 

Amino acid 

substrates and 

their derivants 

   腐胺 

Putrescine 

0.846  

  L-丝氨酸 

L-Serine 

0.943  糖类物质及其

衍生物 

Carbohydrates 

and their 

derivants 

 

  L-天冬酰胺 

L-Asparagine 

0.862   i-赤藻糖醇 

i-Erythritol 

0.935 

  L-苏氨酸 

L-Threonine 

0.751   α-D-乳糖 

α-D-Lactose 

0.774 

  L-精氨酸 

L-Arginine 

0.711   D-半乳糖酸-γ-内酯 

D-Galactonic Acid 

γ-Lactone 

0.635 

 代谢中间产

物和次生代

谢物 

Metabolic 

mediates and 

secondary 

metabolites 

  氨基酸底物及

其衍生物 

Amino acid 

substrates and 

their derivants 

 

  α-丁酮酸 

α-Ketobutyric Acid 

0.858   L-苯丙氨酸 

L-Phenylalanine 

0.628 

  4-羟基苯甲酸 

4-Hydroxy Benzoic 

Acid 

0.637  脂肪酸和脂类 

Fat acid and lipid 

 

  D-苹果酸 

D-Malic Acid 

0.633   丙酮酸甲酯 

Pyruvic Acid Methyl Ester 

0.604  

 

3 讨 论 



 

近地层臭氧浓度的持续升高对农田生态系统影响深远。臭氧浓度升高对该生态系统地上部分影响的工

作目前已经全面开展，但是对其地下部分特别是土壤微生物群落功能方面影响的研究还鲜见报道。本试验

揭示，近地层臭氧浓度升高下稻田土壤水溶性有机碳含量下降，从而影响了土壤微生物对部分碳源的利用

能力。植物的碳源输入不仅是土壤碳库的一个重要组成部分[34]，也是土壤微生物重要的碳源和能源之一[35]。

大气臭氧浓度升高影响了植物的生长发育，导致了其对土壤的碳源输入发生变化[12-19]。研究表明，臭氧浓

度升高下植物会降低向根系的碳输入、改变根系分泌物组成，从而影响土壤微生物的活性[36]。 

近地层臭氧浓度升高也改变了稻田土壤微生物群落碳源利用能力的多样性。BIOLOG 结果表明，臭氧

浓度升高下稻田土壤微生物碳源底物利用能力改变，AWCD 值有底于对照的趋势。多样性指数分析结果显

示，熏蒸 3 a 和 4 a 对稻田土壤微生物的丰富度、优势度、均一度均无显著影响。有研究表明，臭氧浓度升

高对土壤细菌群落结构多样性的的影响非常小[37]。主成分分析结果显示，3 a 的臭氧浓度升高对稻田土壤

微生物部分碳源底物利用的无显著性影响，但是升高 4 a 后有了显著性影响，即在 PC1 和 PC2 上实现分离，

这可能因为近地层臭氧浓度升高对农田生态系统地下部分的影响有累积效应[21]，熏蒸 4 a 的影响超过熏蒸

3 a。臭氧浓度升高会导致植物向土壤有机质输入减少，从而减少了土壤微生物数量[38]，最终可能导致土壤

生态系统过程的功能变化[39]。结合多样性指数结果分析，可以认为，熏蒸 4 a 后的稻田土壤优势微生物对

碳源底物的利用能力发生显著变化。在对 PC1 贡献较高的 15 个碳源中，贡献率最大的是 L-丝氨酸，属于

氨基酸底物及其衍生物。此外，臭氧浓度升高下稻田土壤微生物对部分根系分泌物，如 L-丝氨酸、L-天冬

酰胺、L-苏氨酸、L-精氨酸、D-苹果酸和 4-羟基苯甲酸利用能力影响较大。这一现象可能源于臭氧浓度的

升高会影响植株根系分泌物释放到根系周围的土壤溶液中的量[36]，有研究者普遍认为受胁迫的植物根系分

泌物的种类和数量均有改变[40-42]。其中，D-苹果酸含量的变化可能会影响到作物根系对营养元素 P 和 K 的

吸收[43]，因此臭氧浓度升高可能会通过间接影响土壤微生物活性的变化而反馈于作物的生长发育。此外，

糖类物质占 40%，贡献率较高的糖类物质中，D-甘露醇，β -甲基-D-葡萄糖苷都是纤维素或半纤维素的水

解产物。臭氧浓度可能影响纤维素的降解，从而影响了该 2 种糖类物质的含量[44]，进而影响稻田土壤微生

物群落对这 2 种糖类底物的利用能力。 

从本实验结果可以看出，熏蒸 4 a 对土壤微生物碳源底物利用功能多样性的影响比熏蒸 3 a 的影响大。

尽管熏蒸 3 ~ 4 a 对稻田土壤微生物的多样性指数暂时没有显著影响，但是作者认为，随着熏蒸时间的延长，

量的积累必将引起质变，对稻田土壤微生物功能多样性的影响可能会更加深远。因此，需跟踪研究大气臭

氧浓度对作物碳源循环和土壤微生物不同碳源利用的影响，以期更准确地揭示全球气候变化对农田生态系

统的影响，为应对未来全球气候变化负面效应打下理论基础和提供实践指导。 
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Abstract  Effect of elevated surface O3 concentration（~70 nmol mol
-1） on functional diversity of soil 

microbial communities in paddy field under the rice/wheat rotation system was investigated in 2009 and 2010 

through determination of water-soluble organic carbon (WSOC) content and BIOLOG index, by making use of 

the O3-FACE ( Free-Air ozone Concentration Enrichment) platform of China . Results show that with O3 

concentration elevated, both WSOC content, and AWCD (Average Well Colour Development ) tended to decrease. 

Diversity indexes determined in the two years indicate that elevated O3 concentration did not have much effect on , 

Shannon, Simpson and McIntosh indices. PCA results in 2010 show that elevation of O3 concentration affected the 

edaphon’s ability of utilizing substrates of some specific carbon sources. The findings of the experiment suggest 

that under elevated O3 concentration (~70 nmol mol
-1

),functional diversity of soil microbes was significantly 

increased in rice field.  

Key words  Elevated O3 concentration; Rice field; Water-soluble organic carbon； Soil microbial functional 

diversity 

 


