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[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: _Hlk179768255][bookmark: _Hlk210664201][bookmark: _Hlk210043374]摘 要：稻田土壤碳循环是固碳增汇与地力提升的关键。水稻根区作为碳循环最活跃的区域，其碳周转过程与土壤氧化还原状态及铁相变化密切相关。但目前氧化还原梯度下铁介导的有机碳矿化过程尚不明确，碳-铁耦合机制仍有待系统揭示。采用土柱和人工根系建立简化的根际微生态系统，通过水分调节（60%土壤饱和含水量、80%土壤饱和含水量、100%土壤饱和含水量、3 cm淹水）构建4个氧化还原电位梯度，以13C葡萄糖作为模拟根系分泌物，用以探究不同氧化还原状态下铁相转变对水稻根区总有机碳矿化过程及激发效应的影响。结果表明：（1）土壤氧化还原电位（Eh）降低和外源葡萄糖输入均显著提高了甲烷（CH4）和二氧化碳（CO2）的排放总量；饱和含水条件下，输入葡萄糖处理的CH4的排放增量显著高于CO2，非饱和含水条件下则反之。（2）有无葡萄糖输入处理中，土壤可溶性有机碳（DOC）含量较培养前整体降低，但饱和含水条件下的DOC芳香度增加。Eh降低和葡萄糖输入促进了亚铁（Fe2+）还原和铁结合态有机碳（Fe-OC）释放，且Fe-OC含量变化与土壤中铁形态及CO2释放速率显著相关。（3）碳循环水解酶和氧化酶活性均受到氧化还原梯度和葡萄糖输入的显著影响。其中，纤维二糖水解酶活性随Eh降低而降低，并与CH4和CO2排放速率之和负相关；饱和含水处理中的酚氧化酶活性高于非饱和含水处理，其活性与温室气体排放速率正相关；葡萄糖输入显著提高了氧化还原相关的酚氧化酶和过氧化氢酶活性。“铁门”和“酶闩”机制协同调控了CH4和CO2的排放过程。该研究结果可为预测亚热带富铁水稻土中根际碳的积累潜力、优化水分管理以实现稻田固碳减排提供必要参数和科学依据。
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Abstract: 【Objective】Carbon cycling in paddy soils is crucial for carbon sequestration and soil fertility enhancement. The rice root zone, being the most active site of this cycle, exhibits carbon turnover processes that are closely linked to soil redox conditions and iron phase transformations. However, the iron-mediated organic carbon mineralization process under redox gradients remains unclear, and the carbon-iron coupling mechanism requires systematic elucidation.【Method】In this study, it is established a simplified rhizosphere microcosm system by using soil columns equipped with artificial roots. Four redox potential gradients of the soil column were constructed by adjusting water conditions (60%, 80%, and 100% of soil water saturation capacity, plus 3 cm flooding), and 13C-labeled glucose was used as a model root exudate, for investigating the effects of iron phase transformation on total organic carbon mineralization and priming effect in the root zone under different redox states.【Result】The results showed that: (1) Both soil Eh reduction and exogenous glucose input significantly increased the cumulative emissions of CH4 and CO2. Under water-saturated conditions, the incremental emission of CH4 was significantly higher than that of CO2 in the glucose-amended treatments, and vice versa in the unsaturated water content. (2) In both glucose-amended and non-amended treatments, soil dissolved organic carbon (DOC) content generally decreased compared to pre-incubation levels, but the aromaticity of DOC increased under saturated conditions. Eh reduction and glucose input stimulated ferrous iron (Fe2+) reduction and iron-associated organic carbon (Fe-OC) release, with Fe-OC content variations showing significant correlations with iron speciation and CO2 emission rates. (3) The activities of carbon cycle hydrolase and oxidase were significantly affected by the redox gradient and glucose input. Cellobiohydrolase (CBH) activity decreased with decreasing Eh and showed a negative correlation with CH4+CO2 emission rates. Moreover, phenol oxidase activity was higher in the saturated water treatments than in the unsaturated water treatments and was positively correlated with the rate of gas emission. Glucose addition significantly increased the activities of phenol oxidase and catalase oxidase. 【Conclusion】Both the “iron gate” and “enzyme latch” mechanisms synergistically regulated CH4 and CO2 emissions. The findings provide critical parameters and a scientific basis for predicting rhizodeposited carbon sequestration potential in subtropical iron-rich paddy soil, and optimizing water management strategies to enhance carbon storage and mitigate greenhouse gas emissions in rice cultivation systems.
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[bookmark: _Hlk210595015][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK42][bookmark: _Hlk210595987]有机碳（Organic carbon, OC）对改善土壤结构和保障养分供应具有积极影响，在维持生态系统功能和农业生产力方面至关重要[1]。作为农田生态系统碳循环的重要组成部分，稻田土壤整体呈现较大的固碳潜力[2]。但因其湿地属性和频繁的氧化-还原交替，稻田土壤，特别是水稻根区易呈现不同的氧化还原梯度，使得土壤有机碳（Soil organic carbon, SOC）周转过程的复杂度增加，也是目前认识和理解稻田土壤有机碳循环的重要知识缺口。已有研究表明土壤水分（氧化还原状态）的改变会显著影响稻田土壤有机碳的矿化速率及甲烷和二氧化碳等温室气体的累积排放量[3]。以往普遍认为，在淹水缺氧条件下土壤微生物活性低，SOC矿化分解作用受到抑制，SOC能够得到更好的保存[4-5]。但近年研究表明，短期缺氧条件下的甲烷和二氧化碳排放量可能增加，相较于非饱和含水的好氧环境，饱和含水土壤中SOC的损失量可能更高[6-7]。植稻过程中，土壤会经历非饱和含水与饱和含水的不同氧化-还原状态，其中的有机碳矿化过程及相关作用机制仍存在较大的不确定性。如何通过优化田间水分管理，提高土壤的碳积累效率，是实现稻田土壤固碳减排的重要议题。                                                                               
[bookmark: _Hlk210597550][bookmark: _Hlk216961548][bookmark: _Hlk210044265]水稻根系分泌物是水稻土有机碳的重要来源之一。一方面，根系释放的葡萄糖等小分子碳源易被微生物代谢利用，在土壤中周转速度快，并可通过激发效应，加速土壤中原有有机质（即“老碳”）的丢失[8]；另一方面，小分子碳源进入土壤后可通过配体交换、范德华力、离子间桥等作用与矿物吸附/共沉淀，从而降低微生物对碳源的可利用度，使其在土壤中长期保存[9-10]。其中，活性铁氧化物结合的有机碳约占土壤总有机碳的21%[11]。铁作为土壤中重要的变价元素，其价态和赋存形态的变化与有机质的稳定和封存密切相关。最新研究指出，土壤中的铁氧化物除作为吸附载体外，当外部环境条件改变（如水分和养分变化）时，还可作为化学反应物和催化剂，驱动有机物质（Organic matter, OM）的分解矿化[9， 12]。这也表明以往关于土壤活性矿物对有机碳起保护作用的认知可能过于单一。我国亚热带区域作为水稻的主产区，土壤铁氧化物含量丰富，明确不同氧化还原状态和根系分泌物输入条件下水稻土有机碳的矿化过程及机理对我国区域碳平衡意义重大。 
[bookmark: OLE_LINK65][bookmark: OLE_LINK67][bookmark: _Hlk210044490]此外，土壤微生物也可通过分泌胞外酶影响OC的周转过程，且该过程受土壤水分的调控[13]。当水分含量减少时，土壤孔隙中的氧气含量增加，酚氧化酶活性升高，促进了土壤中对水解酶具有毒性的酚类化合物降解，进而可提升土壤中的水解酶活性[5]。基于酚氧化酶活性对有机碳保存的“门闩”效应，前人提出了“酶闩”机制[5]。需指出的是，近年多项研究发现，土壤含水量/水位下降对SOC矿化的影响可能存在正效应、中性效应和负效应[14-15]，这表明水分含量减少过程中可能存在其他竞争性或混杂性的机制来调控SOC周转。与“酶闩”理论相对，研究人员提出了以亚铁氧化为核心的“铁门”机制，该机制指出Fe2+氧化（向Fe3+转化）可抑制酚氧化酶活性、促进芳香族化合物的积累及Fe-OC络合，从而抑制了水解酶的活性和有机碳矿化[14， 16]。但是“铁门”与“酶闩”机制的环境适应性及两者之间的关系尚未明确，不同土壤中两者可能存在协同、竞争等不同的相互作用方式[17]。亚热带典型富铁的水稻土中，不同氧化还原梯度下“铁门”与“酶闩”如何调控根区土壤的矿化过程，有待进一步明确。
[bookmark: _Hlk210044000]基于此，本研究从水稻土氧化还原状态的异质性出发，通过土柱和人工根系构建简化的土壤-植物-微生物根际微生态系统，结合温室气体排放监测、土壤理化及酶活性测定，以期探明：（1）氧化还原梯度和根系分泌物输入对土壤有机碳矿化及激发效应的影响；（2）氧化还原梯度下土壤有机碳、铁形态及酶活性的响应特征；（3）“铁门”和“酶闩”机制在有机碳矿化过程中的贡献。以期为准确评估和预测亚热带富铁水稻土中根际碳的积累潜力、优化水分管理以实现稻田固碳减排提供必要参数和科学依据。
[bookmark: _Toc31812][bookmark: _Toc8536]1 材料与方法
1.1	供试土壤
供试土壤采自湖南省长沙县开慧镇（28°31′48″N，113°18′36″E），海拔92.2 m，为花岗岩母质发育的典型红壤性富铁水稻土。该地区属中亚热带湿润季风气候，年平均气温17.5 ℃，年均降水量约1 300 mm。于2023年4月初采集休闲季耕层土壤（0~20 cm），除去植物残体、石块等可见杂质，留取部分土样用于土壤基本理化性质测定，其余土壤于室内自然风干后研磨过2 mm筛备用。供试土壤的基本理化性质如下：pH5.46，SOC18.86 gkg-1，全氮1.86 gkg-1，全磷0.41 gkg-1，土壤全铁31.92 gkg-1；黏粒、粉粒、砂粒的含量分别为27.8、581.5、390.7 gkg-1。
[bookmark: _Toc8459][bookmark: _Toc25737]1.2 培养装置
[bookmark: OLE_LINK37]本研究通过土柱和人工根系构建了简化的植物-土壤-微生物根际微生态系统，具体装置如图1所示。主体结构由一个长30 cm、内径宽8 cm的聚氯乙烯（PVC）管组成，上下各配有一个PVC盖子。于上盖的正中央打孔，用于插入微型半透膜管（长10 cm、外径2.5mm，购于Soilmoisture Equipment Corp，美国）作为模拟根系，模拟根系顶端与土面齐平，上用连接头连接塑料导管，末端接过滤器（0.22 µm）和注射器，用以向土壤中注射模拟根系分泌物。上盖另设有一个采气孔和一个氧化还原电位（Eh）计插入孔；下盖中央设有排水孔。柱中填土深20 cm，用硅胶密封所有漏气处。
[image: ]
图1 人造根系培养系统装置
Fig. 1 Schematic diagram of the artificial root culture system device
   
1.3 试验设计
[bookmark: OLE_LINK57][bookmark: OLE_LINK39]本研究设置根系分泌物和氧化还原梯度（水分条件）的双因素正交试验。采用13C标记的葡萄糖（13C 99% atom）作为模拟根系分泌物，并设置通入等体积纯水的处理作为对照（CK）；氧化还原梯度通过调节土壤含水量实现，设置4个水分梯度：（1）土壤饱和含水量的60%，60%SWC；（2）饱和含水量的80%，80%SWC；（3）饱和含水量的100%，100%SWC；（4）3 cm淹水，3 F。
根据田间实测容重将干土填入培养装置，并按比例加入纯水，混合均匀，以获得不同水分含量梯度的土柱。所有土柱在调节到对应含水量后，均进行预培养，并实时监测其Eh变化。预培养40 d后，各含水率土柱中的Eh基本达到稳定，并形成明显的Eh梯度（计此时为0时刻，见图2）。随后用注射器以83 μmol·mL-1·d-1（以C计）的速率向模拟根系中通入13C标记的葡萄糖溶液，连续输入20 d，共计通入1 660 μmol C，以模拟水稻生育季中根际分泌最旺盛时期的根际沉积碳输入量[18-19]。
各处理均设置12个重复，分别用于矿化和转化试验，各重复置于25℃的黑暗、恒温条件下进行培养。其中，于矿化试验培养的第1、3、7、14、20、23、27、34、46、60、80 天采集顶空气体。每次采气前先用橡胶塞将所有气孔密封，用一次性针管注射器每隔15 min采集顶空气体30 mL，共采3管气体，用于计算CH4和CO2的排放速率和累计排放量。采气结束后，拔除橡胶塞，将装置放回培养箱中继续培养。转化试验则分别于培养的第1、20和80天进行破坏性采样，以测定土壤理化性质及酶活性等指标。
1.4 指标测定
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK7]土壤Eh采用Eh计（DKK-TOA DM-32P，日本）原位实时监测。CH4和CO2气体浓度用气相色谱仪（Agilent GC 7890 A，美国）测定；13C-CO2和13C-CH4丰度使用稳定性同位素质谱仪（Thermo Scientific MAT 253，美国）进行测定。土壤本底碳和外源葡萄糖的CH4-C或CO2-C矿化量计算公式[20]如下：
CSOM = CT×(atom%13CT − atom%13CS) / (atom%13CSOM  − atom%13CS)   （1）
                          CS = CT − CSOM                      （2）
式中，CSOM为土壤本底有机碳的矿化量，mg·kg-1；CT为各处理上机测定的总有机碳矿化量，mg·kg-1；CS为外源碳（13C-葡萄糖）的矿化量，mg·kg-1；atom%13CT为各处理中CH4或CO2的总atom%13C值；atom%13CS为13C-葡萄糖的atom%13C值；atom%13CSOM为土壤原有机碳矿化的atom%13C值。
土壤激发效应（PE）的计算公式：
                 PE = CSOM，s − CSOM，c                       （3）
式中，CSOM, S表示添加模拟根系分泌物处理中来自土壤原有有机碳的CO2-C矿化量，mg·kg-1；CSOM, c表示纯水对照处理中来自土壤原有有机碳的CO2-C矿化量，mg·kg-1。CH4的激发效应的计算方法同上。
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: _Hlk210674596]鲜土经0.05 mol·L-1 K2SO4溶液提取后，采用有机碳分析仪（岛津Vwp，日本）测定DOC浓度，并用紫外可见分光光度计（shimadzu UV2600,日本）测定DOC在254 nm处的吸光值用以计算SUVA254。SUVA254的计算公式[21]如下：
SUVA254 = (A254 / CDOC) × 100                            （4）
式中，A254为波长254 nm处的紫外吸收值；CDOC为DOC浓度，mg·L-¹。SUVA254可用于指示DOC中芳香性化合物和疏水组分的相对含量，其数值越高表示有机质芳香度越高。
[bookmark: _Hlk210750222][bookmark: OLE_LINK13]土壤Fe2+、Fe3+采用邻菲啰啉显色法测定。铁结合态有机碳（Fe-OC）的含量根据Lalonde等[11]的方法计算，具体公式如下：
Fe-OC =SOCNaClSOCDCB                                    （5）
式中，SOCNaCl和SOMDCB分别为采用与DCB（连二亚硫酸钠-柠檬酸钠-碳酸氢钠）溶液等离子强度的NaCl溶液提取后和采用DCB溶液提取后的土壤残留物中SOC的浓度，mg·kg-1。SOC使用碳氮分析仪（Elementar Various MAX cube，德国）进行测定。
[bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK33]土壤碳循环相关的水解酶β-1， 4-葡萄糖苷酶 (BG)和纤维二糖水解酶（CBH），氧化还原相关的酚氧化酶（PO）活性和过氧化氢酶（CAT）活性均采用微孔酶标板荧光法测定[22-23]。水解酶测定步骤为：称取0.5 g鲜土至1 L烧杯中，加入60 mL乙酸钠缓冲液后搅拌混匀备用，随后用排枪向黑色96微孔板中依次加入200 μL配置好的土壤悬液和50 μL 200 μmolL-1酶底物（4-MUB-β-D-吡喃葡萄糖苷、4-MUB-β-D-纤维二糖苷）。同时设置对应酶标线板。待加样结束后，置于25 ℃恒温培养箱遮光培养3 h。培养结束后立刻加入10 μL 1 moLL-1NaOH终止反应，再用多功能酶标仪（TECAN Infinite M200PRO，德国）在激发波长365 nm和发射波长450 nm条件下测定荧光值。酚氧化酶和过氧化氢酶活性测定中土壤悬浊液制备方法同前，后使用八通道移液枪分别向白色透明96微孔酶标板中加入200 μL的土壤悬液和50 μL的酶底物（L-DOPA），同一样品加两份酶标板，其中一份制版中额外添加10 μL 0.088 moL·L-1的H2O2溶液。两份制版均于25 ℃恒温培养箱黑暗条件培养24 h，于波长460 nm条件下测定吸光值。其中，酚氧化酶活性根据未添加H2O2溶液的制版结果计算，主要反映氧化酚类物质的酶活性；CAT活性根据两个制版的差值结果计算。本文酶活性测定结果仅反映特定实验条件下的粗略潜力，并非完全代表原位氧化还原状态下的实际活性。
1.5 数据分析
[bookmark: OLE_LINK10]分别利用Excel 2018、SAS 9.4和Origin 2016进行数据处理、统计分析和图表制作。使用单因素和双因素方差分析（ANOVA）结合最小显著差异性检验（LSD）进行数据多重比较（P<0.05）。通过皮尔逊（Pearson）相关性分析建立CH4和CO2排放与土壤理化性质及酶活性之间的关联性。采用R 4.4.3“Random Forest”进行随机森林模型计算。
2 结 果
[bookmark: _Toc28641][bookmark: _Toc15434]2.1 土壤氧化还原梯度构建及其变化
不同水分条件下，通入纯水和模拟根系分泌物处理的土壤Eh变化如图2所示。0时刻（预培养结束）时，不同水分含量土柱的Eh呈现明显梯度分异，Eh呈现以下趋势：60%SWC＞80%SWC＞100%SWC＞3F。
[bookmark: OLE_LINK36]0~80 d，土壤Eh随含水率的增加而递减。纯水对照处理中，土壤含水率从低到高的平均Eh分别为337.44、245.10、-42.02、-94.08 mV；通入葡萄糖处理的Eh则分别为221.45、148.31、-101.41、-138.78 mV，较之对应含水量的对照处理皆有不同程度下降。通入葡萄糖的处理中，随着培养时间增加，土壤Eh呈现先下降后上升的趋势，且在60%SWC、80%SWC含水量下更为明显；纯水对照处理的Eh则基本趋于平稳。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK23]注：CK 60%SWC、CK 80%SWC、CK 100%SWC、CK 3F分别表示水分含量为60%土壤饱和含水量、80%土壤饱和含水量、100%土壤饱和含水量、3 cm淹水的对照（纯水）处理；60%SWC、80%SWC、100%SWC、3F分别表示水分含量为60%土壤饱和含水量、80%土壤饱和含水量、100%土壤饱和含水量、3 cm淹水的通入葡萄糖处理；C，葡萄糖输入；W，含水量；C×W，葡萄糖输入与含水量的交互作用；*、**和***分别代表显著性水平P＜0.05、P＜0.01和P＜0.001，ns表示不显著（P＞0.05）。下同。横坐标的0表示预培养结束的时间；横坐标的负数表示预培养的时间。Note: CK 60%SWC, CK 80%SWC, CK 100%SWC, CK 3F represent control treatment (water) with soil water content maintained at 60% of soil water holding capacity, 80% of soil water holding capacity,100% of soil water holding capacity, 3 cm flooding, respectively; 60%SWC, 80%SWC, 100%SWC, 3F, glucose addition treatment with soil water content maintained at 60% of soil water holding capacity, 80% of soil water holding capacity,100% of soil water holding capacityand 3 cm flooding, respectively. C, glucose input; W, water content; C×W, interaction between glucose input and water content；*, ** and *** represent significance levels of P < 0.05, P < 0.01 and P < 0.001, respectively; ns indicates no significance (P > 0.05). The same below. The 0 on the horizontal axis indicates the end of the pre-incubation period; negative values on the horizontal axis represent the duration of the pre-incubation.
图2 土壤氧化还原电位变化趋势
[bookmark: OLE_LINK38]Fig. 2 Changes in soil redox potential 
2.2 氧化还原梯度下甲烷和二氧化碳的排放特征
[bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK19]土壤含水量（Eh梯度）和葡萄糖添加及其交互作用对总CH4和CO2的累计矿化量均有极显著影响（P＜0.001）（图3）。在0~80 d的培养周期内，各处理中CH4和CO2的累计矿化量均随培养时间延长而增加，且CH4累计排放量受土壤氧化还原梯度的影响较大（图3）。纯水对照处理中，非饱和含水量条件下（60%SWC、80%SWC）CH4在培养第80 天时的累计排放量仅为1.44和1.16 mg·kg-1（以C计，下同），二者的CH₄排放量极低，累计排放曲线几乎重合（图3a）；而饱和含水量条件下CH4累计排放量迅速增加，在100%SWC和3F处理中排放量可达1 138和1 685 mg·kg-1。CO2的累计排放量也呈现饱和含水处理高于非饱和含水处理的趋势；非饱和含水量条件下的CO2累计矿化量相近，不同培养时期的矿化速率均较低。
外源葡萄糖输入可显著改变各Eh梯度土柱的总CH4和CO2矿化速率及累计矿化量（图3）。0~20 d通入葡萄糖时，各处理的矿化速率较之纯水对照有小幅度提升；停止通入葡萄糖后（20~80 d），饱和含水量处理（100% SWC、3 F）的CH4和CO2矿化速率迅速增加，在约第34 天后逐渐放缓。相较于纯水对照，通入模拟根系分泌物使100% SWC和3 F处理中的CH4累计矿化量分别增加83%和37%；但非饱和含水量土柱中产生的CH4量极低，且随培养时间无显著变化，外源碳输入对该含水量处理下的CH4排放量影响显著小于饱和含水量处理（图3a和图3e）。不同Eh梯度土柱中，通入葡萄糖处理的CO2累计矿化量均高于同含水率下的纯水对照处理。饱和含水量条件下，葡萄糖输入后CO2的累计矿化增加量低于CH4，但非饱和条件下反之。
[bookmark: _Hlk211012544]通入外源碳处理中，葡萄糖来源碳（13C）的矿化量远小于土壤本底碳的矿化量（图3c和图3d）。进一步计算激发效应发现，非饱和含水量处理中外源葡萄糖输入对CH4基本未产生激发效应；而100%SWC和3 F处理的CH4累计激发效应均呈先缓慢增加、20 d后迅速抬升、而后逐渐平稳的趋势。CO2在80 d时的累计激发效应大小表现为：80%SWC＜60%SWC＜3F＜100%SWC，其中，60%SWC和80%SWC在整个培养周期内均为正激发效应，100%SWC和3F处理则在20 d时达到激发效应的最低点，而后逐渐上升，并随着培养时间的增加逐渐平缓（图3f）。
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注：同种气体不同小写字母表示处理间差异显著（P＜0.05）。Note: For the same gas type, different lowercase letters indicate significant differences among treatments (P < 0.05).
[bookmark: _Hlk217037135][bookmark: OLE_LINK28]图3 土壤氧化还原梯度下CH4、CO2和13CH4、13CO2的累计排放量（a～d）、葡萄糖输入引起的CH4和CO2排放量（e）和激发效应（f）
[bookmark: _Hlk217037290][bookmark: _Hlk216961720]Fig. 3 Total fluxes of CH4, CO2, 13CH4, and 13CO2 under soil redox gradients (a-d) and CH4, CO2 emmissions induced by glucose input (e) and priming effect (f)
2.3 氧化还原梯度下土壤可溶性碳及铁形态的变化特征
土壤DOC含量受土壤水分的显著影响（P＜0.05）（图4）。在试验初期（1 d），有无外源葡萄糖输入处理中，饱和含水量（100%SWC和3 F）下的DOC含量低于非饱和含水处理（60%SWC和80%SWC）。培养结束时（80 d），纯水对照处理各水分条件下DOC含量无显著差异，葡萄糖输入处理中则呈现饱和含水量处理低于非饱和含水处理的趋势（图4a和图4b）。此外，对照处理中，所有水分处理DOC含量均随着培养时间的增加而递减（图4a），相较于初始值， 80 d时四个氧化还原梯度处理的DOC平均含量降低了30.56%。而输入葡萄糖作为外源碳的处理中，氧化还原梯度处理的DOC平均含量呈现先下降后略微上升的趋势。
[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK21]SUVA254可用于指示DOC的芳香化程度，SUVA254值越大，DOC芳香化程度越高。培养第1天时，有无碳源输入处理的SUVA254值均随Eh的降低而降低；第20天时对照处理呈现饱和含水量处理高于非饱和含水处理的趋势；第80天时，对照处理中各含水量间无显著差异，而葡萄糖处理中100%SWC和3 F的DOC芳香度显著高于60%SWC和80%SWC（图 4c，图4d）。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK53]注：不同小写字母表示相同时间不同处理间差异显著（P<0.05）。下同。Note: Different lowercase letters indicate statistically significant differences between treatments at the same time point (P < 0.05). The same below.
[bookmark: OLE_LINK34]图4 土壤可溶性有机碳（DOC）含量及芳香度（SUVA254）的变化（a、c为不加葡萄糖的对照处理，b、d为添加葡萄糖处理）
Fig. 4 Changes in soil dissolved organic carbon (DOC) content and organic carbon aromaticity (SUVA254) (a, c correspond to control treatments without glucose addition, b, d correspond to treatments with glucose addition)
[bookmark: OLE_LINK52]葡萄糖添加、土壤水分和二者交互均对Fe2+有显著影响（图5）。纯水对照和葡萄糖处理中，各培养时期土壤中的Fe2+含量总体上均随Eh的降低而增加；除第1 天外，3 F处理在各个培养时期均显著高于其他含水量处理（图5a和图5b）。葡萄糖输入总体上增加了各水分处理的Fe2+含量，在80 d时3 F处理的Fe2+增量最大。不同培养时期各处理的Fe3+含量波动较大，但在通入葡萄糖处理中，培养前期（0~20 d）Fe3+的平均值高于对应纯水对照处理，80 d时则相反。100%SWC处理的Fe3+含量随培养周期的变化均较小。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK54]图5 土壤二三价铁及铁结合态碳的变化趋势（a、c、e为不加葡萄糖的对照处理，b、d、f为添加葡萄糖处理）
[bookmark: OLE_LINK58]Fig. 5 Changes of soil iron(II), iron(III) and iron-bound organic carbon content (a, c, e, correspond to control treatments without glucose addition, b, d, f, correspond to treatments with glucose addition.)
[bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: _Hlk211036730]有、无模拟根系分泌物处理中，各时期非饱和含水量条件下的平均铁结合态有机碳（Fe-OC）含量小于100%SWC和3F处理的均值（图5e，图5f）。其中培养初期（1 d），不同氧化还原梯度处理的土壤Fe-OC含量在对照和葡萄糖处理中变化趋势一致；培养至 20 d 时，各含水量土壤间的Fe-OC含量差异不显著；第80 天时，对照处理下100 %SWC处理的Fe-OC含量显著高于其他三个含水量处理。
2.4 氧化还原梯度下的土壤酶活性
[bookmark: _Hlk192377326]对于碳循环相关的水解酶而言，CBH和BG活性均与土壤含水量（氧化还原状态）呈极显著相关（图6）。在有、无葡萄糖输入条件下，CBH活性整体（对照处理100%SWC含水量除外）随含水量增加呈下降趋势，且在葡萄糖输入处理中该趋势更为明显。80 d时，通入葡萄糖后不同含水量处理的CBH活性较第1 天均有不同程度的下降（图6a，图6b）。BG活性随氧化还原梯度变化的趋势不明显，但在通入外源葡萄糖处理中，BG活性在20 d和80 d时均整体高于相应的纯水对照处理。
分析氧化酶活性可知，PO和CAT均受氧化还原梯度和外源碳输入的影响显著（图6）。其中，PO活性在对照处理的培养后期和葡萄糖输入处理的整个培养周期中均呈现饱和含水处理高于非饱和含水处理的趋势（图6e和图6f）；20 d时葡萄糖输入处理中的PO活性较之初始培养阶段明显升高，80 d时有所下降。CAT活性则在各培养时期中整体呈现出葡萄糖处理高于纯水对照处理的趋势，且在第20 天和80天时增幅更为明显。
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[bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK29]图6 土壤中纤维二糖水解酶（CBH）、β-1, 4-葡萄糖苷酶（BG）、酚氧化酶（PO）及过氧化氢酶（CAT）活性（a、c、e、g为不加葡萄糖的对照处理，b、d、f、h为添加葡萄糖处理）
Fig. 6 The activities of cellobiohydrolase (CBH), β‑1,4‑glucosidase (BG), phenol oxidase (PO), and catalase (CAT) (a, c, e, g correspond to control treatments without glucose addition, b, d, f, h correspond to treatments with glucose addition)
[bookmark: _Toc13433][bookmark: _Toc21651][bookmark: _Toc19085][bookmark: _Toc9235]3 讨 论
[bookmark: _Hlk198685843]3.1 CH4和CO2的排放速率与土壤理化性质及酶活性的关系
[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: _Hlk210938931][bookmark: _Hlk211038292][bookmark: _Hlk211061419]土壤水分可通过改变土壤氧化还原状态影响稻田温室气体排放。本研究中，CH4和CO2的排放速率之和与土壤Eh显著负相关，与Fe2⁺含量显著正相关（图7a，图7b），表明缺氧条件下（如饱和淹水处理）铁还原过程可能驱动有机碳的分解，并加速其矿化过程。这与Liu等[7]的发现类似，即周期性缺氧条件下，铁还原作用使得土壤有机碳分解加强，且贡献了高达90%的CO2产气量。由于水分条件变化引起的氧化还原波动与铁（氢）氧化物形态转化密切相关，以往研究中关于碳-铁耦合过程对氧化还原状态的响应，存在一定矛盾性的结论。一方面，淹水厌氧环境可能使得铁氧化物还原溶解，部分铁结合态有机碳释放至溶液中，提高了微生物的底物可用性，进而促进CO2生成[7，14]。另一方面，厌氧条件下部分晶型铁向弱晶型铁转化，使得铁氢氧化物的比表面积和吸附位点增加，其对有机碳的吸附固定作用加强，且该条件下微生物活性较弱，有机碳的矿化速率减慢[24]。本研究中，除100%SWC处理外，其他氧化还原条件下，Fe-OC含量整体随培养时间延长而降低（图5），且其含量变化与CO2释放速率显著相关（图7e，图7f），这指示了铁作为维持微生物呼吸的末端电子受体作用[6-7]，也表明稻田碳-铁耦合是一个复杂且随时空变化的过程。尽管铁矿物结合态有机质常被视为稳定有机碳组分[9，25]，其损失充分证明了在富铁水稻土中，饱和淹水的缺氧环境可在一定程度上破坏铁结合态有机碳的稳定性。但铁结合态有机碳的释放，并不一定引起土壤中DOC的增加。本研究中，在培养初期（1 d），DOC浓度主要受到土壤含水量的影响，表现出“稀释”效应，即随含水量升高而降低，但随着培养进行，DOC浓度与含水量之间的负相关关系减弱（图4a）。相关性热图结果（图7e，图7f）显示DOC与酶活性、Fe-OC、亚铁含量等指标显著相关，表明培养期间微生物代谢利用、有机碳矿化、矿物吸附-解吸等过程的影响显著增强。其中，淹水还原条件促进Fe²⁺生成和OC释放（图5），这部分释放的DOC可能迅速被微生物利用，使得DOC含量持续下降和有机碳矿化量增加（图3a，图3b，图4a，图4b）。此外，碳循环水解酶和氧化酶活性均受到土壤水分的显著影响（图6），其中CBH酶活性整体随Eh降低而降低，并与温室气体排放速率呈负相关关系；酚氧化酶活  性则呈现饱和含水条件下的酶活性高于非饱和含水条件的趋势，且与气体排放速率正相关（图6，图8）。这表明淹水缺氧条件下，尽管水解酶活性受到抑制，氧化酶活性的升高有助于提高CH4和CO2的排放速率。
[bookmark: _Hlk211064759][bookmark: _Hlk211065452]根系分泌物中，葡萄糖等单糖类物质也可影响土壤的理化性质和酶活性，进而改变CH4和CO2的排放速率。较之纯水对照，葡萄糖输入降低了土壤Eh，促进Fe2+的产生，并提高温室气体的排放速率(图2，图5和图7)。这可能是由于小分子碳源可作为电子穿梭体，加速了电子转移和铁还原过程，在一定程度上抵消了铁对有机碳的保护作用，使得土壤有机碳矿化速率增加[26]。Yin等[27]发现外源碳的投入促进了亚热带稻田土壤中Fe3⁺向Fe2⁺转化，且土壤Fe²⁺浓度与CH4、CO2排放呈正相关，这与本研究中观察到的结果（图7b）一致。此外，本文中外源碳的输入在短期内补充了微生物可利用碳源，但由于输入量相对较小，对DOC浓度的直接影响有限（图4a，图4b），更多的是通过影响微生物对碳源的利用偏好来影响有机碳矿化。激发效应计算的结果（图3f）表明，葡萄糖输入引起的温室气体总矿化量的增加主要来源于本底碳的矿化释放，且饱和含水处理中总激发效应更为显著。但不同处理中，各时期的激发效应存在差异。培养20 d时，100%饱和含水处理中观察到了负激发效应，表明外源葡萄糖的输入可能迅速激活微生物，由于部分微生物种群对模拟根系分泌物存在显著的利用偏好，这种“首选碳源”的可得性，暂时降低了微生物对本底有机碳的分解强度，从而引发了负激发效应[28]；20 d后，随着外源碳停止输入，易利用碳源被耗尽后，微生物群落为维持其代谢需求，转而加速分解土壤中固有的、更为复杂的有机碳[29]，负激发效应随之转变为正激发效应。
就酶活性而言，CBH的核心功能为催化结构复杂的多糖水解[30]，对比有无葡萄糖输入处理，CBH活性均与CH4和CO2的排放速率之和呈负相关，且斜率基本一致（图7c），表明小分子单糖输入对CBH活性和温室气体排放速率的协同效应影响较小。葡萄糖的添加显著提升了PO活性和CAT活性，且饱和含水处理中PO活性高于非饱和含水处理（图6h）；通入葡萄糖处理中PO活性与CH4和CO2排放速率之和的相关性斜率高于对照处理（图7d）；上述结果均表明小分子碳源和氧化还原状态可通过影响酶活性，进而改变温室气体排放速率，且酚氧化酶活性与CH4和CO2排放速率之和正相关（图6，图8）。
[image: ]
[bookmark: _Hlk217037846]注:图a~图d为CH4+CO2排放速率与土壤理化性质及酶活性的相关分析。图中直线为线性回归拟合线。皮尔逊相关系数(r)量化了线性关系的强度与方向，P值用于检验该关系的统计显著性。图e~图f 为CH4、CO2排放速率与土壤理化性质及酶活性的相关性热图，其中*表示P≤0.05、**表示P≤0.01、***表示P≤0.001。Note: Fig. a–Fig. d show the correlation analysis between CH4+CO2 emission rates and soil physicochemical properties as well as enzyme activities. The lines in the figures represent the linear regression fits. The Pearson correlation coefficient (r) quantifies the strength and direction of the linear relationship, and the P-value is used to test the statistical significance of the relationship. Fig. e-Fig. f are heatmaps illustrating the correlations between CH4 and CO2 emission rates with soil physicochemical properties and enzyme activities, where * indicates P≤0.05, ** indicates P≤0.01, and *** indicates P≤0.001.
[bookmark: _Hlk217035137]图7 CH4、CO2排放速率与Eh（a）、Fe2+（b）、CBH（c）和PO（d）的相关分析,及未添加葡萄糖处理（e）和添加葡萄糖处理（f）的相关性热图
Fig. 7 Correlation analysis of CH4 and CO2 emission rates with Eh(a), Fe2+ (b), CBH(c), and PO (d), and correlation heatmaps for the treatment without (e) and with(f) glucose addition
3.2 “铁门”及“酶闩”作用对有机碳矿化的影响
[bookmark: _Hlk211091595][bookmark: _Hlk211087679][bookmark: _Hlk210941734][bookmark: _Hlk211086307]通常认为铁（氢）氧化物作为高效的“铁锈汇”，能促进根系分泌物向土壤有机碳的稳定转化。但在稻田特殊的水分管理模式下，水稻根际频繁的氧化-还原波动引起的铁相转变会显著影响稻田土壤，特别是根区有机碳的生物有效性和矿化过程[31-32]。对比培养前后各处理的CH4和CO2累计矿化量，发现饱和含水处理的温室气体排放总量远高于非饱和含水处理（图8a），且土壤Eh和亚铁作为调控CH₄和CO₂矿化过程的主要环境因子，贡献占比最高可达16.2%（图7，图8a~图8c）。这均说明“铁门”效应存在，即土壤含水量上升，使得根区还原状态加强，促进了亚铁还原和OC释放（图7a，图7b），刺激了微生物对碳源的周转代谢过程，使得有机碳矿化总量增加。相较于纯水对照，外源葡萄糖输入进一步促进了有机碳矿化（图8a），其中的矿化增量主要来源于土壤本底碳的激发效应，且饱和含水条件下的激发效应大于非饱和含水条件（图3f），这可能与葡萄糖作为电子供体促进了铁还原过程和二氧化碳排放有关[33]。结合图8d中葡萄糖处理培养前后的ΔFe2+和ΔFe-OC变化量，进一步表明淹水还原条件下外源碳输入时，“铁门”效应最为明显。
[bookmark: _Hlk210941638]“酶闩”机制也可影响土壤有机碳的矿化过程。由图6和图8f、图8g可知，CBH水解酶和酚氧化酶活性随土壤氧化还原电位降低呈相反的变化趋势，其中酚氧化酶活性总体上随Eh降低而升高，CBH酶则呈降低趋势；葡萄糖输入显著提高了酚氧化酶活性和CAT酶活性。由于氧化酶活性增加可加速酚类等高芳香度碳源的分解，缓解其对水解酶的毒性，增加水解酶的碳分解速率[34-35]，饱和含水且外源碳输入处理中，较高的氧化酶活性可在一定程度上促进有机碳的矿化，这也与该处理下温室气体的高排放量（图3）一致。图7d中显示酚氧化酶活性与CH4+CO2的排放速率呈正相关关系，且葡萄糖输入处理中酚氧化酶活性增量高于对照处理，这些均表明“酶闩”机制存在，并在外源碳输入条件下作用效应更大。需指出的是，“铁门”和“酶闩”作用并非单一存在，如缺氧条件下Fe2+的升高也可刺激土壤氧化酶活性，使得有机碳矿化速率出现明显提升[34]，不同环境条件下两者可协同调控SOC的矿化分解过程，并最终影响土壤碳的持久性。不同水分管理模式下的农田土壤碳库稳定和归趋问题亟待更深入研究。
[image: ]
注：图b和c中*表示基于置换检验的P≤0.05的统计显著性水平；特征重要性通过均方误差增加率(%IncMSE)衡量。其余图中*表示对照和葡萄糖处理差异显著(P≤0.05)。Note: In Fig. b and Fig.c, the asterisk * indicates statistical significance at P≤0.05 based on permutation tests; feature importance is measured by the percentage increase in mean squared error (%IncMSE). In other figures, the asterisk * indicates a significant difference (P≤0.05) between the control and glucose treatment groups.
图8 培养前后有机碳累计矿化量（a）、Fe2+（d）、Fe-OC（e）、CBH（f）和PO（g）的变化值及CH4+CO2排放速率的随机森林模型分析（b和c）
[bookmark: OLE_LINK30]Fig. 8 Changes in ΔCumulative CO2+CH4(a), Fe2+(d), Fe-OC(e), CBH activity (f), and PO activity(g) before and after incubation, and CH4 + CO2 emission rate random forest model analysis (b and c)
4	结 论		
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: _Hlk210941766][bookmark: _Hlk211098169][bookmark: _Hlk210942179]不同氧化还原梯度（Eh）和模拟根系分泌物输入均对水稻土有机碳矿化过程影响显著。随着土壤Eh降低，CH4和CO2的累积排放总量整体呈上升趋势。外源碳的输入促进了CH4和CO2的排放，且排放增量主要来源于土壤本底碳的激发效应，饱和含水条件下CH4的排放增量显著高于CO2，非饱和含水条件下则主要刺激了CO2排放。土壤Eh降低和葡萄糖输入均促进了亚铁还原过程，且Fe-OC含量在培养前后均有不同程度的降低，两者均与温室气体排放显著相关。CBH和PO活性则随Eh梯度呈相反的变化趋势，且分别与CH4和CO2的排放速率之和呈负相关、正相关关系；葡萄糖输入可显著提高PO活性活性和CAT氧化酶活性。随机森林模拟表明Eh、Fe2+是影响温室气体排放的主控因子，“铁门”和“酶闩”机制协同调控了有机碳的矿化分解过程。
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