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[bookmark: _Hlk167099320][bookmark: OLE_LINK57][bookmark: OLE_LINK58][bookmark: _Hlk178362053][bookmark: _Hlk178532918][bookmark: _Hlk178362084]摘要：微塑料（Microplastic, MP）体积小、可降解性低，被认为是陆地生态系统中潜在的持久性有机污染物，引起了全球广泛关注。微塑料进入陆地生态系统中，通过改变土壤物理、化学和生物学性质影响土壤氮素循环过程，进而影响土壤氧化亚氮（N2O）排放，但其影响过程和机制尚不清楚。为探究不同温度下微塑料污染对农田土壤N2O排放的影响机制，采集华南地区农田土壤进行室内培养试验，在三个温度（10℃、20℃和30℃）下设置五个处理，分别为（1）不添加微塑料（CK）；（2）添加质量浓度为0.1%、粒径为74 μm的微塑料（Nlp-0.1%）；（3）添加质量浓度为0.5%、粒径为74 μm的微塑料（Nlp-0.5%）；（4）添加质量浓度为0.1%、粒径为25 μm的微塑料（Nsp-0.1%）；（5）添加质量浓度为0.5%、粒径为25 μm的微塑料（Nsp-0.5%），测定土壤N2O浓度以及无机氮和微生物功能基因。结果表明：温度升高显著增加了农田土壤N2O排放量（P＜0.001），30℃下土壤N2O的累积排放量分别为10℃和20℃下的43.3倍和6.3倍；此外，随着温度升高，土壤硝态氮（NO– 3-N）含量逐渐增加，氨氧化细菌调控基因（AOB amoA）、全程氨氧化菌调控基因（Comammox，com2）、亚硝酸盐还原酶调控基因(nirS和nirK)、N2O 还原酶调控基因（nosZ）丰度在20℃最高、30℃最低。不同粒径的微塑料添加对土壤N2O排放量和相关氮循环功能基因的影响差异较大。与CK处理相比，Nlp处理在10℃、20℃下显著增加了土壤N2O排放量的37.5%、838.7%（P＜0.001）。Nsp处理显著降低土壤中com2和nirK功能基因丰度、显著提高nirS功能基因丰度（P＜0.001）。相关性分析与随机森林分析结果表明，土壤N2O排放与温度和NO– 3-N含量存在显著正相关关系，与氨氧化古菌调控基因（AOA amoA）、nirK、nirS和nosZ功能基因丰度存在显著负相关关系（P＜0.05），且nosZ功能基因和温度是影响土壤N2O排放的主要因素。本研究结果可为微塑料富集对农田土壤N2O的排放机理探究以及风险评估提供科学依据。
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Effects of Microplastics with Different Concentrations and Particle Sizes on N2O Emissions from Agricultural Soils Under Different Temperature Conditions
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Abstract:【Objective】Microplastic (MP), with its small size and low degradability, is recognized as a potential persistent organic pollutant in terrestrial ecosystems. MP enters terrestrial ecosystems and affects the soil nitrogen cycling process by changing the soil’s physical, chemical, and biological properties. These changes affect soil N2O emission. Despite having gained global attention, the key factors and mechanism of MP influence on soil N2O remain unclear. Therefore, this study aimed to investigate the effects of MP size and concentrations on N2O emission from agricultural soils at different temperatures and thus explore their potential mechanism. 【Method】Agricultural soils were collected from plots in South China for indoor culture experiments, and five different treatment sets were selected under three temperature gradients (10 ℃, 20 ℃ and 30 ℃): (1) no microplastics (CK); (2) addition of microplastics with a mass concentration of 0.1% and a particle size of 74 μm (Nlp-0.1%); (3) addition of microplastics with a mass concentration of 0.5% and a particle size of 74 μm (Nlp-0.5%); (4) addition of microplastics with a mass concentration of 0.1% and a particle size of 25 μm (Nsp-0.1%); and  (5) addition of microplastic with 0.5% mass concentration and a particle size of  25 μm (Nsp-0.5%). Afterward, soil N2O concentration as well as inorganic nitrogen and microbial functional genes were determined. 【Result】Elevated temperature significantly increased soil N2O emissions from agricultural soils (P < 0.001), and the cumulative soil N2O emissions at 30 ℃ were 43.3 and 6.3 times higher than those at 10 ℃ and 20 ℃, respectively. In addition, soil NO– 3-N content gradually increased with increasing temperature. The abundance of AOB amoA, Comammox (com2), nirS, nirK, and nosZ functional genes was the highest at 20℃ and lowest at 30℃. The effects of MP of different sizes on soil N2O emissions and related nitrogen cycle functional genes varied widely. Compared with the CK treatment, the Nlp treatment significantly increased soil N2O emission by 37.5% and 838.7% at 10 ℃ and 20 ℃ (P＜0.001). The Nsp treatment significantly decreased the abundance of com2 and nirK functional genes but significantly increased the abundance of nirS functional genes in soil (P＜0.001). The correlation and random forest analyses showed that soil N2O emission was significantly and positively correlated with temperature and the concentration of NO– 3-N, but significantly and negatively correlated with the abundance of AOA amoA, nirK, nirS, and nosZ functional genes (P＜0.05). Furthermore, it was observed that the nosZ functional genes and temperature were the main factors affecting soil N2O emission. 【Conclusion】Elevated temperatures significantly increased N2O emissions from agricultural soils, and different particle sizes and concentrations of MPs had different effects on soil N2O emissions, and there was an interaction effect between microplastics and temperature. The results of this study can provide a scientific basis for investigating the mechanism of MP on N2O emissions from agricultural soils under global warming conditions and for risk assessment.
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[bookmark: _Hlk178362112]氧化亚氮（N2O）的产生和转化是自然界氮循环的重要组成部分，具有很高的全球变暖潜力和平流层臭氧消耗潜力[1]。在百年尺度上，N2O的全球变暖潜力为CO2的298倍[2]。农业生产过程中氮肥施入量大，导致全球农田土壤N2O排放激增[3]。根据粮农组织发布的统计数据库(FAOSTAT)，全球无机氮肥诱导的N2O排放从1961年的0.2 Tg增加至2021年的2.3 Tg[4]。而我国集约化蔬菜生产土壤N2O的排放系数高达2%～5%，远高于其他旱地农业生态系统[5]。土壤N2O排放主要受硝化和反硝化过程调控，硝化过程中氨氧化细菌（AOB）、氨氧化古菌（AOA）和全程氨氧化菌（Comammox，com2）调控氨氧化过程中间产物的化学分解。反硝化过程中nirK型和nirS型反硝化细菌调控亚硝酸盐的还原过程，产生N2O，而 nosZ型反硝化细菌将N2O还原为 N2，即消耗N2O[6]。此外，温度升高已被广泛报道为刺激土壤N2O排放的关键变量。大量研究表明，温度可改变硝化菌和反硝化菌群落，从而调节N2O的排放[7-8]。在21世纪，全球表面温度可能上升近5℃[9]，会导致N2O排放量增加150%[10]，而N2O排放量增加会引发全球变暖的正反馈效应[11]。因此，探究陆地温室气体排放和持续气候变化之间的反馈对于预测陆地生态系统中的氮循环变化至关重要。
微塑料（Microplastic，MP）指的是直径小于5 mm的塑料颗粒[12]，被视为新兴的全球污染物。农田土壤中微塑料主要来源包括塑料大棚与地膜残留物、有机肥料施用、灌溉水和大气沉降等[13]。我国集约化蔬菜种植具有氮肥施用量大、农事操作频繁和复种指数高的特点[14]，同时由于地膜具有保温保墒、减少水分蒸发的作用，在蔬菜种植过程中应用比较普遍[15]，这极大地增加了微塑料在菜地土壤内富集的可能性。一般地，由于微塑料中的氮含量可忽略不计，其对氮循环的直接影响可能很小[16]。然而，作为外源性物质，微塑料在土壤中的存在能够影响参与土壤氮循环的微生物群落及其功能基因，不可避免地干扰土壤氮的转化和生物利用度[17]。国内外研究表明，由于微塑料特性（特别是大小和含量）、土壤类型和气候等条件差异，微塑料对N2O排放的影响也有很大不同。当塑料在土壤中积累时，由于紫外线辐射、高温、生物降解和耕作的机械力，塑料可破碎为较小的碎片[18]，由此产生的微塑料浓度增加和尺寸减小可能对土壤碳氮循环构成长期挑战。较小尺寸的微塑料可能更易缠绕土壤颗粒形成土块或破坏土壤结构的完整性[19]。此外，有研究发现，高浓度的微塑料大大提高了溶解有机物（DOM）溶液的养分含量，DOM是微生物的底物和最重要的碳源[20]。还有研究表明，微塑料的添加会导致土壤C/N比值升高，而较高的C/N会限制微生物所需的养分[21]，上述因素均有可能影响不同氮素转化过程的速率和方向，对气候变化条件下土壤元素的生物地球化学循环产生深远影响。
我国华南地区高温多雨，土壤保肥性差，水旱轮作系统土壤经常处于干湿交替状态，是我国重要的N2O排放源。目前，微塑料的富集对土壤氮素循环以及土壤N2O排放的研究非常有限，且其对温度升高的响应仍未确定。因此，本文以华南地区集约化菜地土壤为研究对象，通过室内培养试验，探究N2O对温度变化和不同尺寸、浓度微塑料添加的响应及其微生物机制。本研究假设（1）微塑料在耕作土壤中的富集能够影响氮素循环过程，进而造成土壤N2O排放规律和关键驱动因素的变化。（2）不同温度下，微塑料富集对耕作土壤N2O排放规律存在不同影响。研究结果以期为气候变化条件下微塑料对农田土壤N2O的排放机理探究以及风险评估提供科学依据。
1	材料与方法
1.1	供试土壤以及微塑料
试验土壤采自广东省广州市花都区京塘荷塘路狮前村集约化模式蔬菜地（23°04′ N，113°04′ E），该地种植蔬菜年限大于20年。该地区位于亚热带季风气候区，平均相对湿度为68%～77%，年均降水量1 689 mm～1 876 mm，年均温21.4℃～21.9℃。采用“S”型五点混合法采集表层土壤（0～20 cm）[22]，同时去除可见的砾石和植物残体，过2 mm筛后将新鲜土壤混匀，一部分储存于4℃冰箱以供后续实验，另一部分自然风干用于测定土壤基础理化性质。土壤的初始性质为：pH 5.35，土壤有机碳0.339 g·kg-1，全氮1.79 g·kg-1，有效磷6.29 g·kg-1，阳离子交换量24.37 cmol·kg-1，微生物生物量碳0.217 g·kg-1。供试微塑料为74 μm和25 μm聚苯乙烯微球，购自上海麦克林生化有限公司（http://www.macklin.cn/）。
1.2	研究方法
[bookmark: _Hlk172733236][bookmark: _Hlk178190762]通过室内培养试验，设置五个不同处理：（1）不添加微塑料（CK）；（2）添加质量浓度为0.1%、粒径为74 μm的微塑料（Nlp-0.1%）；（3）添加质量浓度为0.5%、粒径为74 μm的微塑料（Nlp-0.5%）；（4）添加质量浓度为0.1%、粒径为25 μm的微塑料（Nsp-0.1%）；（5）添加质量浓度为0.5%、粒径为25 μm的微塑料（Nsp-0.5%），每个样品设置三个重复。
[bookmark: _Hlk178362366]首先将聚苯乙烯微球用去离子水清洗，紫外线灭菌后备用。然后将每份干物质量20 g土壤样品放入血清瓶（120 mL）中，各处理按照实验设计加入相应的微塑料并均匀混合。培养期间通过称重法向玻璃瓶中加入适量去离子水，调节土壤水分至保持在最大田间持水量（WHC）的60%，用橡胶和铝盖密封瓶子。将所有土壤样品分别放置在10、20和30 ℃三个温度的恒温培养箱中，在黑暗条件下进行8 d的预培养，以消除干湿效应并激活微生物。预培养结束后在三个温度下开始正式培养128 h。每份样品中加入相当于田间施肥量240 kg·hm-2（以N计）的氮肥，在开始培养的第0、6、18、48和128小时采集气体样品测定。使用注射器从瓶内采集20 mL气体样品进行测定，同时补充20 mL空气。培养结束后，取出各血清瓶中的土壤样品并混匀，用于测定不同处理的土壤微生物基因丰度、铵态氮（NH+ 4-N）、硝态氮（NO– 3-N）和亚硝态氮（NO– 2-N）含量。
1.3	土壤N2O排放量及化学性质测定
1.3.1 土壤N2O排放量测定   采集的气体由气相色谱仪(Agilent 7890A, Agilent Ltd, 上海)分析，N2O检测器为电子捕获检测器（ECD），载气为氩甲烷，检测器温度300℃。计算累积排放量公式如下：
                                                                   （1）
式中，为N2O的累积排放量，mg·kg-1（以N计，下同）；为N2O排放通量，μg·kg-1·h-1；n为采样总次数；为采样次数，为两次采样的间隔时间，h；1 000为单位换算常数。
1.3.2土壤无机氮的测定    破坏性采样完成后，过2 mm筛，称取2.0 g土壤样品于聚乙烯瓶中，加入50 mL 2 mol·L-1的氯化钾溶液浸提，滤液中NH+ 4含量采用靛酚蓝比色法测定，NO– 3-N含量和NO– 2-N含量采用紫外分光光度法测定。具体操作参考《土壤农化分析》[23]。
1.3.3土壤微生物总DNA提取    按照Fast DNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals，美国)试剂盒操作手册，从每个土壤样本中提取DNA。通过qPCR分析目标微生物基因丰度，使用TaqMan系统对累积的荧光实时检测(BioRad, Laboratories Inc., Hercules, CA，美国)。定量PCR扩增反应体系为20.0 μL，包括：2×qPCR mix 10.0 μL，DNA模板1.5 μL，上下游引物各0.4 μL，灭菌双蒸水7.7 μL。每种基因对应的引物分别为Arch-amoA-26F/Arch-amoA-417R(AOA)、1F/2R(AOB)、nirK876C/nirK1040(nirK)、cd3af/R3cd(nirS)、nosZ2F/nosZ2R (nosZ)及COM-F2/COM-R2 (com2)。每次试验均设置严格的阴性对照，采用灭菌双蒸水代替DNA作为反应模板。
1.4	数据处理与分析
[bookmark: _Hlk178362174][bookmark: _Hlk178362198]使用EXCEL 2019进行数据整理，使用SPSS 21.0进行单因素方差分析和多因素方差分析，显著水平为α=0.05。采用Origin 2021软件进行图件的绘制，并使用Origin中的“Correlation Plot”插件绘制相关性热图， “Principal Component Analysis”插件绘制主成分分析（PCoA）图。用R 4.2.3的“randomForest”包进行随机森林分析。随机森林分析即计算每棵树的精度重要性，并在森林（500棵树）上取平均值。变量的均方误差（MSE）增加百分比用于估计这些预测变量的重要性，MSE越高表示预测变量越重要。所有的数据在分析之前进行正态分布和齐性检验，所有试验数据均为平均值±标准差（n=3）。
2	结  果
2.1	不同温度下微塑料对土壤N2O排放的影响
[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: _Hlk139119577][bookmark: _Hlk138852400]如图1所示，不同温度条件下，培养期间N2O累积排放量范围为70.3～3 046.3 mg·kg-1，所有微塑料处理土壤N2O排放量均随温度升高而显著增加（P＜0.001）。与10℃条件相比，培养温度升高至30℃，土壤N2O累积排放量增加了42.3倍，且排放峰大都集中在培养18 h之后。此外，温度与微塑料存在交互效应，在不同培养温度下各微塑料处理的土壤N2O排放量存在显著差异（P＜0.001）。与CK处理相比，大尺寸微塑料的添加在低温（10℃和20℃）下显著增加了土壤N2O排放量。其中在10℃下，Nlp-0.1%处理和Nlp-0.5%处理的N2O排放量相比CK显著提高了29.9%和45.2%，而小尺寸微塑料添加在0.1%浓度处理（Nsp-0.1%）相比CK显著降低了45.9%（P＜0.05）。在20℃下仅有大尺寸微塑料的添加显著影响了土壤N2O排放量。具体而言，20℃下Nlp-0.1%处理和Nlp-0.5%处理的N2O排放量相比CK分别显著提高了8.5倍和8.3倍，而小尺寸微塑料（Nsp）处理与CK处理的排放量无显著差异。此外，在30℃下各微塑料处理的N2O排放量均无显著差异。

[bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22]注： CK—不添加微塑料；Nlp-0.1%—添加质量浓度为0.1%、粒径为74 μm的微塑料；Nlp-0.5%—添加质量浓度为0.5%、粒径为74 μm的微塑料；Nsp-0.1%—添加质量浓度为0.1%、粒径为25 μm的微塑料；Nsp-0.5%—添加质量浓度为0.5%、粒径为25 μm的微塑料。方柱上不同大写字母代表同一微塑料处理不同温度之间显著性差异（P<0.05），不同小写字母代表同一温度下不同微塑料处理之间显著性差异（P<0.05）。*、**和***分别代表0.05、0.01和0.001水平效应显著，n.s. 代表无显著效应。双重因素分析中，T 、MP 分别表示温度效应和微塑料效应， MP×T表示微塑料与温度交互效用，下同。Note: CK—no microplastics; Nlp-0.1%—addition of microplastics with a mass concentration of 0.1% and a particle size of 74 μm; Nlp-0.5%—added microplastics with a mass concentration of 0.5% and a particle size of 74 μm; Nsp-0.1%—addition of microplastics with a mass concentration of 0.1%, microplastic with 25 μm particle size; Nsp-0.5%—addition of microplastic with 0.5% mass concentration and 25 μm particle size. Different capital letters on the square columns represent significant differences between different temperatures for the same microplastic treatment (P<0.05), and different lowercase letters represent significant differences between different microplastic treatments at the same temperature (P<0.05). *, **, and *** represent significant effects at 0.05, 0.01, and 0.001 levels, respectively, and n.s. represents no significant effect. In the two-way factor analysis, T and MP denote the temperature effect and microplastic effect, respectively, and MP×T denotes the interaction effect of microplastic and temperature. The same as below.
[bookmark: _Hlk136379001]图1 不同温度条件下各微塑料处理N2O累积排放量
Fig. 1 Cumulative N2O emissions under different temperatures for different microplastics (MP) treatments
2.2	不同温度下微塑料对土壤无机氮含量的影响
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK26]培养期间，土壤NO– 2-N含量范围为8.8～15.4 mg·kg-1，土壤NH+ 4-N含量范围为13.0～85.8 mg·kg-1，而土壤NO– 3-N含量相对较高，其范围为344.5～592.1 mg·kg-1（表1）。温度显著改变了NO– 3-N含量和NH+ 4-N含量（P＜0.001），土壤NO– 3-N含量随着培养温度的升高逐渐增加，CK处理、Nlp-0.1%处理和Nsp-0.5%处理的土壤NH+ 4-N含量随着培养温度的升高逐渐降低，而Nlp-0.5%处理和Nsp-0.1%处理的土壤NH+ 4-N含量随着培养温度的升高先减少再增加。在30℃下的土壤NO– 3-N含量分别是10℃和20℃下的1.3倍和1.1倍。微塑料显著改变了土壤NO– 3-N、NO– 2-N和NH+ 4-N含量（P＜0.001）。与CK处理相比，Nlp-0.5%处理和Nsp-0.5%处理的NO– 3-N含量显著降低了19.8%和21.7%，Nsp-0.1%处理和Nsp-0.5%处理的NH+ 4-N含量显著降低了45.1%和43.7%，Nlp-0.1%处理的NO– 2-N含量显著提高了33.1%。此外，温度与微塑料对NO– 3-N含量和NH+ 4-N含量均存在显著的交互作用（P＜0.001）。在20℃和30℃时，Nsp-0.1%处理的NO– 3-N含量显著低于CK处理。在低温（10℃）下，微塑料的添加均显著降低土壤NH+ 4-N含量，而在高温（30℃）下微塑料处理使土壤NH+ 4-N含量增加（Nsp-0.5%处理除外）。





表1 不同温度条件下各微塑料处理的土壤无机氮含量
Table 1 Soil mineral N content under different temperature conditions for different MP treatments
	处理
Treatments
	硝态氮NO– 3-N(mg·kg-1）
	
	亚硝态氮NO– 2-N /(mg·kg-1）
	
	铵态氮NH+ 4-N /(mg·kg-1）

	
	10 ℃
	20 ℃
	30 ℃
	
	10 ℃
	20 ℃
	30 ℃
	
	10 ℃
	20 ℃
	30 ℃

	CK
	433.4±53.7Ba
	500.1±35.1ABa
	571.5±13.1Aa
	
	12.9±0.4Aab
	8.8±1.7Bc
	11.3±0.6Aa
	
	85.8±1.0Aa
	52.6±0.8Ba
	48.4±3.8Bb

	Nlp-0.1%
	361.9±11.0Cb
	529.8±6.6Ba
	592.1±17.1Aa
	
	13.9±1.9Aa
	15.4±1.9Aa
	14.4±3.3Aa
	
	68.0±1.3 Ab
	52.1±1.3Bab
	50.0±1.8Bb

	Nlp-0.5%
	344.5±43.9Bb
	400.7±20.5Bc
	460.6 ±17.5Ac
	
	9.2±1.9Ac
	9.8±2.2Abc
	9.6±4.4Aa
	
	53.0±2.9 Bc
	47.3±1.3Cab
	69.9±2.1Aa

	Nsp-0.1%
	399.6±20.9Bab
	459.8±9.1Ab
	489.5±12.6Ab
	
	8.3±1.0Bc
	10.2±0.7ABbc
	11.7±2.2Aa
	
	17.5±0.2 Be
	13.0±0.6Cc
	72.0±2.4Aa

	Nsp-0.5%
	366.3±7.2Bb
	364.1±2.5Bd
	448.5±0.8Ac
	
	10.6±1.7Abc
	12.1±1.0Ab
	11.9±1.7Aa
	
	45.4±5.4 Ad
	42.9±10.9Ab
	16.9±0.8Bc

	MP
	***
	
	***
	
	***

	T
	***
	
	n.s.
	
	***

	MP×T
	***
	
	n.s.
	
	***


[bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK37]注：不同大字母代表同一微塑料处理不同温度之间显著性差异（P<0.05），不同小写字母代表同一温度下不同微塑料处理之间显著性差异(P<0.05)。Note: Different large letters represent significant differences between different temperatures for the same microplastic treatment (P<0.05), and different lowercase letters represent significant differences between different microplastic treatments at the same temperature (P<0.05).
2.3	不同温度下微塑料对土壤氮循环相关功能基因丰度的影响
[bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK30][bookmark: _Hlk178362555]温度显著影响除nirS外的土壤氮循环相关功能基因丰度（图2）。AOA amoA、AOB amoA、nirS、nirK、nosZ和Comammox（com2）功能基因均在20℃时丰度最高，30℃时丰度最低，表明硝化反硝化微生物群落在此温度变化范围内有较高的敏感性，在20℃下适应性最高。相关性分析表明温度与AOA amoA、nirK和nosZ功能基因丰度存在负相关关系（图3）。添加微塑料对nirK、nirS和com2功能基因丰度存在显著影响（P＜0.001），且主要是微塑料不同粒径间差异较大。与CK相比，nirK功能基因丰度在Nsp处理下显著降低，nirS功能基因丰度在Nsp处理下显著升高，com2功能基因丰度在Nlp和Nsp处理下均显著降低。此外，温度与微塑料存在交互作用（P＜0.001），不同温度处理下氮循环相关功能基因丰度存在显著差异。在20℃和30℃时，添加MP处理的AOA amoA功能基因丰度显著高于CK处理，而nosZ功能基因丰度在30℃时显著降低。主成分分析PCoA1和PCoA2的贡献率分别为47.1%和34.5%，累积贡献率为81.6%（图4）。在不同温度下，不同浓度和粒径的微塑料添加对土壤氮循环相关功能基因丰度可明显区分开来。随机森林分析进一步确定了土壤氮循环功能基因对N2O排放的影响强度（图5），分析结果表明nosZ功能基因是影响土壤N2O排放的主要因素，其均方误差（MSE）的增加达到了16.86%，其次是温度，其MSE的增加为15.44%。NO– 3-N、AOA amoA功能基因、nirK基因、AOB amoA基因、nirS功能基因的MSE的增加分别为8.51%、8.06%、7.73%、7.64%和6.12%。

[bookmark: _Hlk167821800]注： AOA amoA—氨氧化古菌调控基因，AOB amoA—氨氧化细菌调控基因、com2—全程氨氧化菌调控基因，nirS—亚硝酸盐还原酶调控基因， nirK—亚硝酸盐还原酶调控基因，nosZ—N2O 还原酶调控基因，方柱上不同大写字母代表同一微塑料处理不同温度之间显著性差异（P<0.05），不同小写字母代表同一温度下不同微塑料处理之间的显著性差异（P<0.05）。Note: AOA amoA—ammonia-oxidizing archaea regulatory gene, AOB amoA—ammonia-oxidizing bacteria regulatory gene, com2—complete ammonia oxidization regulatory gene, nirS—nitrite reductase regulatory gene, nirK—nitrite reductase regulatory gene, nosZ—N2O reductase regulatory gene. Different capital letters on the square columns represent significant differences between different temperatures for the same microplastic treatment  (P<0.05), and different lowercase letters represent significant differences between different microplastic treatments at the same temperature (P<0.05). 
图2 不同温度下各微塑料处理土壤中相关氮循环功能基因丰度
 Fig. 2 Abundance of N cycling functional genes under different temperature conditions for different Mp treatments

注：N2O flux—N2O排放通量。Note: N2O flux—N2O emission rate.
图3 N2O排放速率相关影响因子相关性分析
Fig. 3 Correlation analysis between N2O rate and related parameters 



[bookmark: OLE_LINK42][bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK41]图4 不同温度下（a. 总体上，b. 10℃，c. 20℃，d. 30℃）微塑料处理对土壤氮循环相关功能基因丰度的主成分分析（PCoA）
Fig.4 Principal componentanalysis (PCoA)  of MP treatments on the abundance of N cycling functional genes under different temperatures (a. In total, b. 10℃, c. 20℃, d. 30℃) 

图5 影响土壤N2O排放因素的随机森林分析
Fig. 5 Random forest analysis of factors affecting soil N2O emission rate
3	讨  论
3.1	不同温度对土壤N2O排放的影响
本研究表明，温度升高显著增加了土壤N2O排放（图1，P＜0.001），这与诸多现有报告研究结果[9,10, 24]一致。在土壤氮素循环过程中，N2O主要通过硝化作用和反硝化作用过程产生。随着温度的上升，会催化出更多的硝酸盐矿物和可利用氮量，从而让更多的“好氧”硝化和 “厌氧”反硝化过程得以进行，最终导致 N2O 的排放量增加[6]。本研究中从10℃至30℃，土壤NO– 3-N含量随着培养温度的升高逐渐增加，且相关性分析表明土壤NO– 3-N含量与温度和N2O排放速率显著正相关（表1和图3），进一步表明温度升高为硝化和反硝化作用增加底物。Wang等[25]也发现短期培养条件下增温显著增加了硝态氮和铵态氮的含量。由于硝化和反硝化通常是微生物过程，因此探索相关微生物对温度的反应对于解释N2O排放量的变化至关重要[26]。此外，本研究中氮素循环功能基因AOA amoA、AOB amoA、nirK、nosZ和com2均受温度影响显著（图2）。随机森林分析表明，nosZ功能基因的平均预测重要性最高，即含nosZ的反硝化菌与土壤N2O排放量相关性较强（图5）。当温度从20℃升至30℃时，nosZ功能基因丰度显著降低（图2），nosZ反硝化细菌可通过N2O还原酶将N2O还原为N2，在N2O消耗中发挥着重要作用[6]。而此温度区间nosZ功能基因丰度的降低，导致N2O难以向N2的转化，可能是致使高温下N2O排放量增加的主要原因。此外，温度与AOA amoA和nirK功能基因存在显著负相关关系（图3），这与之前研究结果[27]并不一致。本研究中温度对nirS功能基因无显著影响（图2），而Xing等[10]的水稻田土壤升温实验发现，含nirS的反硝化细菌对温度变化很敏感，从而增加了土壤中N2O的排放，这进一步佐证在本实验中，微塑料主要是通过介导nosZ调控反硝化作用来影响土壤N2O排放。然而，不同土壤类型和试验条件设置的不同导致结果有很大差异，在今后的研究中，尚需进一步探究全球范围内微生物氮循环过程和基因丰度对温度升高的响应，以明确温度升高条件下微塑料在农田土壤中不断富集对氮素排放的潜在影响。
3.2	微塑料添加对土壤N2O排放的影响
虽然本研究中微塑料的添加对土壤N2O的排放总体上无显著影响，但在不同温度条件下，微塑料的添加对土壤N2O排放的影响并不一致（图1）。在10 ℃和20 ℃下，Nlp处理与CK和Nsp处理相比显著增加了土壤N2O排放量（图1），表明微塑料的粒径对N2O排放存在影响。Yu等[28]研究发现添加MP（1%质量比，粒径小于187.5 µm）使土壤中nirS功能基因丰度增加，从而使N2O排放量增加了3.7倍；Chen等[29]的研究也表明微塑料添加导致N2O排放量增加，但由于高浓度的微塑料添加会增加嗜热菌的丰度，降低氮的可用性，在0.25%MP处理下N2O排放量达到峰值，然后随着MP浓度的增加而降低[29-30]。此外，本研究中10 ℃下小粒径低浓度的微塑料（Nsp-0.1%）添加与CK相比显著降低了土壤N2O排放量（图1）。10 ℃时，N2O排放与nirK、com2、NH+ 4-N呈正相关，与nirS、NO– 3-N呈负相关（表2）。同样也有研究指出MP的添加使N2O排放量减少或无显著影响[31-32]，这可能是由于不同的土壤类型、微塑料和实验条件的控制对N2O产生或还原途径的影响不同。nirK和nirS功能基因控制NO– 2-N向NO的转化，且相关性分析表明其与N2O排放量均存在显著相关关系（图3）。本研究中添加小粒径微塑料（Nsp）并未使土壤N2O排放增加，可能是由于Nsp处理使nirK功能基因丰度显著降低（图2），抵消了部分由于nirS功能基因丰度显著增加导致的N2O排放量增加。Gao等[31]发现，添加MP可通过提高氮的矿化度来增加硝化所需的底物，但会通过减少编码硝化（AOB amoA）和反硝化（nirS）相关酶的微生物功能基因的数量来抑制N2O的产生，因此添加MP后N2O排放量无显著变化。
本研究中，微塑料对土壤无机氮含量有显著影响，且随浓度和粒径的不同而改变。高浓度微塑料处理显著降低了NO– 3-N含量，小粒径微塑料处理显著降低了NH+ 4-N含量，大粒径低浓度微塑料处理显著提高了NO– 2-N含量（表1）。Zhang 等[33]发现，聚乙烯MP浓度从 0.01%增加至1.0%，可持续减少土壤中的NO– 3-N含量。Su等[34]通过荟萃分析发现在微塑料的添加下，NH+ 4-N和NO– 3-N含量分别降低了6.7%和22.4%，NO– 2-N增加了38.8%。NH+ 4-N浓度降低可能是由于微塑料增加了几种可消耗NH+ 4-N的微生物丰度，NH+ 4-N的减少又在一定程度上限制了硝化细菌的生长以及硝化速率。添加微塑料处理使com2功能基因丰度显著降低（图2），表明硝化速率降低，这可能是NO– 3-N含量降低的原因。 土壤团聚体是土壤全氮的固存库[35]。有研究表明加入粒径较小的MP颗粒（35 μm）会使土壤团聚体破裂，但粒径较大的MP颗粒（125 μm和 500 μm）颗粒则未影响土壤团聚体[36]。可能是由于MP加入引入了断裂点，使团聚体破裂。随着MP粒径的减小，单位质量的MP数量也随之增加，更多的断裂点可能被引入团聚体中，从而导致团聚体强度下降，减少土壤全氮的存储量，对土壤氮循环产生影响。然而，也有一些研究报道MP对土壤矿质氮含量无显著影响[37-38]，可能不会通过调节氮底物的供应而影响N2O的产生。
[bookmark: _Hlk178363072][bookmark: _Hlk178363109]温度与微塑料添加对土壤N2O存在显著的交互效应（P＜0.001），在30 ℃下微塑料的添加对N2O排放量无显著影响，而在10 ℃和20 ℃时，74 μm粒径的微塑料的添加使N2O排放显著增加（图1，P＜0.001）。Iqbal等[21]的研究表明温度升高使添加MP的土壤pH下降幅度更高，而较低的pH（≤ 5.8）会抑制N2O还原酶的活性并导致更高的N2O排放[39]。Shi等[40]的研究表明在 15 ℃下，微塑料的存在对土壤氮转化和生物利用率的影响很小，但在25 ℃下，微塑料显著降低了NO– 3-N、矿物氮（MN）、总溶解氮（TDN）、净累积氮硝化（Nn）和净累积氮矿化（Nm），表明微塑料降低了高温下土壤的氮生物利用率。因此，温度与微塑料相互作用影响了氮循环相关功能基因的丰度和微生物活性，从而影响了土壤N2O排放。
表2 不同温度条件下N2O排放速率与各因素的相关关系
Table 2 Correlation analysis of N2O rate and various factors under different temperature conditions
	温度
Temperature
	AOA amoA
	AOB amoA
	nirK
	nirS
	nosZ
	com2
	NO– 3-N
	NO– 2-N
	NH+ 4-N

	总体上
In total
	-0.640**
	-0.229
	-0.420**
	-0.307*
	-0.715**
	-0.140
	0.647**
	0.212
	0.099

	10 ℃
	-0.068
	0.231
	0.525*
	-0.684**
	-0.290
	0.684**
	-0.563*
	0.260
	0.530*

	20 ℃
	-0.003
	0.149
	0.330
	-0.431
	0.248
	-0.286
	0.037
	0.462
	0.290

	30 ℃
	-0.189
	0.154
	0.445
	-0.219
	0.167
	0.398
	0.373
	0.420
	0.183


4	结  论
温度升高显著增加了菜地土壤的N2O排放量，提高了土壤NO– 3-N含量。AOB amoA、com2、nirS、nirK和nosZ功能基因丰度在20℃最高，30℃最低。不同粒径微塑料添加对土壤N2O排放量和相关氮循环功能基因的影响差异较大。微塑料的添加对土壤N2O的排放总体上无显著影响，但是Nlp处理在10 ℃和20 ℃时使菜地土壤N2O排放量显著增加了37.5%、838.7%，表明在不同温度下微塑料对N2O排放影响存在差异。此外，Nsp处理显著降低com2和nirK功能基因丰度、显著提高nirS功能基因丰度。在微塑料添加情况下，土壤N2O排放与温度和NO– 3-N含量存在显著正相关关系，与AOA amoA、nirK、nirS和nosZ功能基因丰度存在显著负相关关系（P＜0.05），且nosZ功能基因和温度是影响土壤N2O排放的主要因素。研究结果表明微塑料添加对土壤氮过程有深远影响并与气候变暖存在正反馈效应，采取切实可行的措施降低微塑料污染是减缓全球增温条件下氮素损失的重要举措。
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