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$$摘$要$$利用
#!

)同位素标记方法!研究在两种水分条件即 I"a和 ;"a QZ-下!添加硝酸盐")Z

=

)2

+

!

)+"" BM_M

O#

#和亚硝酸盐")8)2

*

!)# BM_M

O#

#对中亚热带天然森林土壤 )

*

2和 )2产生过程及途径的影

响' 结果表明!在含水量为 I"a QZ-的情况下!高氮输入显著抑制了 )

*

2和 )2的产生".b"("##(但当含

水量增为 ;"a QZ-后!实验 ;K 内抑制 )

*

2产生!之后转为促进' 所有未灭菌处理在添加 )2

O

*

后高氮抑制

均立即解除并大量产生 )

*

2和 )2!与对照成显著差异".b"("##!在 I"a QZ-条件下!这种情况维持时间

较短"*# K#!但如果含水量高";"a QZ-#这种情况会持续很长时间"* 周以上#!说明水分有效性的提高和外

源 )2

O

*

在高氮抑制解除中起到重要作用' 本实验中 )

*

2主要来源于土壤反硝化过程!而且加入未标记 )2

O

*

后导致杂合的 )

*

2"

#=

)

#!

)2#分子在实验 *# K 内迅速增加!表明这种森林土壤的反硝化过程可能主要是通过

真菌的+共脱氮,来实现!其贡献率可多达 ?"a以上' 6YS8TB89 秩相关分析表明未灭菌土壤 )2的产生速率

与 )

*

2产生速率成显著正相关性".b"("!#!土壤含水量越低二者相关性越高' 灭菌土壤添加 )2

O

*

能较未

灭菌土壤产生更多的 )2!但却几乎不产生 )

*

2!表明酸性土壤的化学反硝化对 )2的贡献要大于 )

*

2'

关键词$$ )

*

2()2(

#!

)(氮沉降(真菌(共脱氮

中图分类号$$6#!=(#$$$$文献标识码$$,

$$很多年以来!土壤中的一些专性原核细菌的硝

化和反硝化过程被认为是大气氧化亚氮")

*

2#和一

氧化氮 ")2# 的主要来源
)#A**

' 反硝化细菌 "如

L@2>*090'6@FY(#能在厌氧或兼性厌氧的条件下还

原 )2

O

*

或 )2

O

+

为 )

*

!)2和 )

*

2是该过程的中间产

物
)+*

(硝化细菌"如 K(:-0@090'6@FY(#能在好氧的条

件下氧化羟胺 ")Z

*

2Z#为 )2

O

*

!该反应生成的中

间产物 Z)2很不稳定!能继续分解产生 )2和 )

*

2

)=*

' 然而最近的研究表明!实际过程远比想像中

的复杂!除了原核微生物外还发现真核微生物 "如

真菌# 和古菌均能参与土壤的硝化和反硝化过

程
)!*

' 此外很多新奇的氮循环比如硝化细菌反硝

化
)I*

&厌氧氨氧化
)<*

&异养硝化
)?*

&好氧细菌反硝

化
);*

&真菌共脱氮
)#"*

&氨发酵
)##*

等都陆续被证实!

而且这些微生物氮循环能利用的底物除了熟知的

无机氮外还可能是一些有机氮化合物!比如小分子

氨基酸&苯胺&水杨酰异羟肟酸等
)#**

' 许多典型的

菌类和催化酶已经被成功分离&提纯出来!表明这

些微生物过程并不是特例!分布也比想象中要广得

多
)!! #+*

' 这些新的发现可能导致原来通过研究原

核细菌的硝化和反硝化过程得出的 )

*

2和 )2产生

的机理&模型&源汇估算出现很大问题!采取的减缓

)

*

2和 )2产生的措施的效果可能需要重新评估'

因为真核微生物和古菌的代谢过程与原核微生物

是很不同的!外部的影响因素"比如温度&2

*

分压&

含水量&YZ#也非常不同
)#=*

'

亚热带森林土壤往往高度风化&脱硅&富铁铝!

呈现出很强的酸性
)#!A#I*

' 目前这种特殊条件下的

土壤微生物过程及其影响的土壤 )

*

2和 )2产生的

研究很少
)#<*

' 日益增加的大气氮沉降使这个地区

的土壤趋于+氮饱和,

)#?*

!但是高氮输入对土壤 )

*

2

和 )2产生的影响是很复杂的' >TCST'SD等
)#;*

的实

验表明!在酸性土壤中添加过量 )Z

e

=

会抑制土壤微

生物活性!进而减少 )

*

2的产生!但添加醋酸盐可
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以使抑制作用消失' 李英臣等
)*"*

认为高氮输入会

对 )

*

2的产生速率和反硝化损失速率产生抑制作

用!且随着氮输入梯度增大而加强' P8UF&9 等
)*#*

提

出氮输入将导致氮饱和的热带雨林土壤 )

*

2产生

量升高' >TSB9ST等
)***

认为高氮输入导致土壤 YZ

降低!使得化学还原作用增强!有利于 )2的生成!

而 )

*

2的产生受到限制' 此外!高氮输入还有可能

导致土壤中 )2

O

*

的短时间累积
)*+*

!但因为森林土

壤 )2

O

*

含量很低且代谢非常快
)*=*

!其在土壤 )

*

2

和 )2产生过程中的作用仍缺乏足够的报道' -K&

等
)*!*

认为当 )2

O

*

大量累积时氨氧化细菌",2>#为

了保护自身细胞免受毒害!通过硝化细菌反硝化过

程将之还原为 )

*

!)

*

2是这个过程的中间产物'

P}T_NS] 等
)*I*

的研究表明即使添加少量的 )2

O

*

也

会显著诱导好氧条件下的微生物反硝化过程!进而

产生大量 )

*

2和 )2!比 )2

O

*

化学反硝化释放量多

几个数量级' 而 QT8MS等
)*+*

则认为氮输入导致的

高浓度 )2

O

*

会通过化学分解和硝化细菌反硝化产

生大量 )

*

2' 鉴于土壤氮循环的复杂性!在高氮输

入&)2

O

*

累积共同作用下酸性亚热带森林土壤 )

*

2

和 )2的产生规律是什么0 可能参与的主要氮循环

过程有哪些呢0 为此本研究设计两种水分条件"分别

是 I"aQZ-和 ;"aQZ-#分别代表好氧和厌氧两种

土壤环境!结合
#!

)示踪实验来研究这种条件下土壤

)

*

2和 )2的产生规律并探讨可能的产生途径'

!"材料与方法

!#!"供试土壤

供试土壤采自福建省建瓯市万木林自然保护

区"*<V"+W)!##?V";W0#浙江桂天然林!属花岗岩上

发育的普通山地红壤' 所在区域属典型中亚热带

季风气候(海拔 *+= R!!I B(年均温为 #?(?X!< 月

均温 *?(IX(无霜期 *<< ](年降水量 # I<+ BB!=

月至 I 月降水占全年的 !"a' 样地坡向 ++"V!坡度

*"V!海拔 +;" B!郁闭度为 "(?' 乔木层中浙江桂

"/(''6909>9=;2J(6'32'@2#占绝对优势!假蚊母树

"!(@:<1(0.@(@*>''((# 次之' 再次有少叶黄杞 "7'E

321;6-*:(6 42'N21((#&桂北木姜子" 5(:@26 @>D=0-(6=2#及

猴欢喜"$106'26 @('2'@(@#等' 灌木层较稀疏!主要有

薄叶山矾 " $<9.10=0@6'09616#&杜茎山 ""62@6 R6E

.0'(=6#&野含笑 ""(=;21(6 @J(''2-(6'6#&沿海紫金牛

"%-*(@(6 .>'=:6:6#&黄瑞木"%*('6'*-6 9(112::((#等种

类' 草本层不发达!有狗脊蕨 "#00*)6-*(6 R6.0'(E

=6#&草珊瑚 " $6-=6'*-6 316D-6#&飞扬草 "7>.0-D(6

;(-:6#等' 实验地附近 # _B内没有农业活动!没有

人为的氮输入' 多点选取表层"" R#!JB#土壤!使用

聚乙烯塑料袋封装带回实验室!彻底混匀!手工挑除

肉眼可见的碎石&凋落物&根系等杂物!过 * BB的尼

龙筛!然后保存在 =X冰箱中直至实验开始' 土壤基

本性质为$YZ=(<; s"(#?!全氮 *(" s"(! "M_M

O#

#!

氨氮 =* s#(! "BM_M

O#

#!硝氮 #I s#(* "BM_M

O#

#!

亚 硝 氮 "(*# s"(# " BM _M

O#

#! 全 碳 *<(* s

<(< "M_M

O#

#!-r)#+(!'

!#$"实验处理

8组!设计 I 个处理!分别为对照"-l#&高温灭

菌加 )8)2

*

"Ph#&加
#!

)Z

=

)2

+

",#&加 )Z

=

#!

)2

+

"i#&加
#!

)Z

=

)2

+

和 )8)2

*

",h#&加 )Z

=

#!

)2

+

和

)8)2

*

"ih#!其中
#!

)Z

=

)2

+

和 )Z

=

#!

)2

+

的
#!

)8UA

&Ba均为 *"a!加入量为 )+"" BM_M

O#

()8)2

*

的

加入量为 )# BM_M

O#

' 具体步骤为$首先取下一次

性注射器"最大刻度为 I" B'!实际容积 ?" B'左右#

的活塞!置入相当于风干土重 ! M的鲜土' 然后塞

入活塞并倒置针管"针头端向上#!调节活塞位置使

得土壤的顶部空间为 I" B'' 将不同处理的溶液从

针头端逐滴加入土壤!对照组也加入等量去离子

水!调节土壤含水量为 I"a QZ-' 滴加溶液时不

断旋转针管使液滴均匀分布!再用医用三通阀密封

针头端!横置于 +"X恒温摇床"*"" TBC9

O#

#中避光

培养 !< K' f 组!设计 = 个处理!只标记硝态氮!处

理如下$ 对照 "-l#&高温灭菌加 )8)2

*

"Ph#&加

)Z

=

#!

)2

+

"i#&加 )Z

=

#!

)2

+

和 )8)2

*

"ih#!其他操

作步骤和参数与 8组实验相同!土壤含水量控制在

;"a QZ-' 8组和 f 组每个处理均做三个重复'

实验 8组和 f 组!分别于加入溶液后的 * K&

! K&; K&*# K&++ K&!< K 随机选取各个处理的三个

针管!把土壤顶部空间的 I" B'气体推入铝膜气袋

"#"" B'!大连德霖#中保存' 每次取样前 * K 先推

动活塞排出针管中的原有气体!然后吸入 I" B'新

鲜空气!继续放置于恒温摇床培养 * K' 分别于实验

刚开始"" K#和每次气体取样后立即用 * B&'3

O#

l-'"土水质量比为 #\#"#溶液浸提土壤!用于可溶

性氮的分析'

!#*"测定分析

土壤 YZ通过玻璃电极 YZ计测定!土水比 #\*(!

"NrN#' 土 壤 有 机 碳 " 62-# 通 过 使 用 Z

*

62

=

A

l

*

-T

*

2

<

湿法消解测定' 总氮通过半微量凯氏定氮

测定' 土壤中的 )Z

e

=

A)和 )2

O

+

A)使用 * B&'3

O#



# 期 $$陈仕东等$ 高氮和 )2

O

*

对中亚热带森林土壤 )

*

2和 )2产生的影响
#*!$$

l-'溶液"土水比 #\I NrN#浸提!使用连续流动分析

仪" 6l,3,j6,)

ee

! 荷兰#测定' 气体样品中的

)

*

2通过气相色谱仪" 6KCB8]EG 4-N*"#=! 日本#测

定!作为载气为 ;!a ,TA-Z

=

!流速 +" B'BC9

O#

!检

测器为 0-1!检测器温度 +*"X!使用 +B长的 /&A

T8Y8_ p"?"r#"" 目#分离柱!柱温 <"X' 气样中的

)2使用化学发光 )2

`

检测器".KSTB&=*C! 美国#

测定!分析时抽取出 =" B'气样!使用高纯氮气稀释

至 * 3进行测定' )

*

2中的
#!

)同位素比值通过带

全自动预 4-浓缩接口 "/TS-&9# 的同位素质谱计

".KSTB&cC99CM89 P,.*!+! 德国#测定'

!#+"计算方法及数据处理

)

*

2的
#!

)

-

值通过 P8TC&UUC

)*<*

提供的方法

计算$

"

#!

)[)"C

@69.12,

C

@U89 *6-*

# O#* x# """!式中!C

为 )

*

2中
#!

)r

#=

)的比值'

)

*

2和 )2产生速率的计算方法为$O[J/

S

9

/

(

=

(

:

/

*<+

*<+ eB

!

式中!O表示气体产生速率"

"

M_M

O#

K

O#

#(J为常数!

)

*

2取值 #(;I=" _MB

O+

#!)2取值 #(+= "_MB

O+

#(

(

=r

(

:为气体在观测时间内浓度随时间变化的直线

斜率"

"

MK

O#

#(S为培养容器体积"B

+

#(9为土重

"_M#(B为培养温度"X#'

)

*

2和 )2的累积产生量采用相邻两次产生速

率的平均值乘以间隔的时间而得' 每个样品测定

值的三个重复求平均值!并计算标准差' 采用 6/66

#<(" 的 ,)2%,检验各处理间的显著性差异!

6YS8TB89 秩相关来分析相同条件下土壤产生 )

*

2

和 )2之间的相关性!0̀JS'*""+ 拟合 )

*

2和 )2产

生速率的线性回归方程'

$"结果与分析

$#!"高氮和 51

S

$

对土壤 5

$

1和 51产生的影响

$#!#!$对 )

*

2产生的影响$$由图 # 可见!土壤

含水量为 I"aQZ-时!在实验开始 ; K 之内!,h和

ih处理迅速大量产生 )

*

2!产生速率显著大于其

他处理".b"("##!在 * K 处 ,h的 )

*

2产生速率为

#?(<;

"

M_M

O#

K

O#

!为 -l处理的 *= 倍!Ph处理的

#I 倍!i和 ,处理的 =? 倍' ! K 时 ih的 )

*

2产生

速率为 #I(?#

"

M_M

O#

K

O#

!为 -l处理的 ## 倍!Ph

处理的 *? 倍!i处理的 =? 倍!,处理的 =# 倍!但随

时间增加这种趋势迅速降低' 在实验开始 ; K 时

,h和 ih处理 )

*

2产生速率降为与 -l无显著性

差异' *# K 后 -l的 )

*

2产生速率极显著 ".b

"(""##大于其他各处理' 此外!整个实验过程 i和

,处理产生的 )

*

2量非常少!与 Ph处理无显著差

别' 实验开始 ; K 以后 i和 ,处理与 -l存在显著

性差异".b"("##'

图 #$不同水分条件下高氮和 )2

O

*

处理土壤的 )

*

2产生速率"8!I"a QZ-(f!;"a QZ-#

cCM(#$)

*

2MS9ST8UC&9 T8USC9 F&C'FKCMK C9 9CUT&MS9 89] 9CUTCUSJ&9US9U8F8̂̂SJUS] fDF&C'B&CFUGTSJ&9US9U(
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$$当土壤含水量增至 ;"a QZ-时!未灭菌各处

理产生的 )

*

2较含水量 I"a QZ-时均有大量增

加' 在实验开始 * K 时!ih处理迅速大量产生

)

*

2!与其他处理差异显著".b"("!#' 但实验开始

; K 内!ih处理的 )

*

2产生速率迅速降低!*# K 后

又迅速升高并保持在高位!!< K 内累积 )

*

2产生量

达 #*(?= BM_M

O#

!为 I"aQZ-情况下 ih累积产

生量的 ;? 倍' i和 -l处理的 )

*

2产生速率开始

很低!;K 后开始升高!在 *# K 处 i处理超过 -l!并

持续至实验结束!表明土壤含水量提高以后!高氮

处理在实验后期"*#K 后#不会抑制土壤 )

*

2的产

生' ih处理较 i处理增加了 )# BM_M

O#

的 )2

O

*

能迅速激活土壤微生物大量产生 )

*

2!在实验开始

* K!ih的 )

*

2产生速率为 i的 +I+ 倍(! K 时为 i

的 *!? 倍' 但整个实验过程Ph处理的)

*

2产生速

率非常低!表明在没有微生物活动的情况下即使添

加 )2

O

*

也不能大量产生 )

*

2'

$#!#$$对 )2产生的影响$$如图 * 所示!土壤含

水量为 I"a QZ-条件下!实验刚开始 * K!添加

)2

O

*

的处理"Ph&,h&ih#与未加 )2

O

*

处理"i&,&

-l#的 )2产生速率呈显著差异".b"("!#!Ph处

理的 )2产生速率值为 #<#(*=

"

M_M

O#

K

O#

!为 ,处

理的 **(!+ 倍!i处理的 #!(I= 倍!-l处理的 ##(;=

倍' ! K 时!Ph处理的 )2产生速率为 ,h的 *(+;

倍!ih的 *("! 倍!与 ,h和 ih处理有显著性差异

".b"("!#' ; K 后 -l处理的 )2产生速率开始超

过其他处理!并一直延续至实验结束' *# K 时 -l

处理与未灭菌处理",&i&,h&ih#的 )2产生速率

有显著性差异".b"("!#(++ K 后 -l与其他处理的

)2产生速率有极显著差异 ".b"(""# #' 此外!i

和 ,处理在 ! K&*# K&++ K 和 !< K 处与 -l呈极显

著差异".b"(""##'

当土壤含水量增为 ;"a QZ-时!土壤产生

)2的规律与 I"a QZ-时的大有不同!各处理

)2产生速率与 I"a QZ-时的比较减小了 * R+

个数量级!处理间的差异也不明显' !< K 培养结

束后!-l&Ph&i&ih处理的 )2累积产生量分别

只有 I"a QZ-时累积量的 *a&=a&#?a&#"a'

表明随着含水量的增加!土壤释放的 )2大量

减少'

图 *$不同水分条件下高氮和 )2

O

*

处理土壤的 )2产生速率"8!I"a QZ-(f!;"a QZ-#

cCM(*$)2MS9ST8UC&9 T8USC9 F&C'FKCMK C9 9CUT&MS9 89] 9CUTCUSJ&9US9U8F8̂̂SJUS] fDF&C'B&CFUGTSJ&9US9U

$#$"5

$

1来源分析

从图 + 可以看出!含水量为 I"aQZ-时!i和

ih处理的 )

*

2的
#!

)

-

值在实验的整个过程都显

著大于 ,和 ,h处理".b"("!#!其中 ih处理释放

的 )

*

2的
#!

)

-

值最高达 #+?I<!为 ,h处理最高值

的 <# 倍' ih处理在实验开始的 ++K 内 )

*

2的
#!

)

-

值均极显著高于 i处理 ".b"("##!但最高值出

现的时间较 i延后一点!直至实验 !<K 才与 i没有

显著性差异' 表明在这种水分条件下!产生的 )

*

2

绝大部分来源于 )2

O

+

库!加入未标记的 )2

O

*

能极大



# 期 $$陈仕东等$ 高氮和 )2

O

*

对中亚热带森林土壤 )

*

2和 )2产生的影响
#*<$$

地促进带
#!

)标记的 )

*

2产生'

当含水量为 ;"aQZ-时!有更多来自 )2

O

+

库

的 )

*

2产生!加入未标记的 )2

O

*

也极大地促进带
#!

)标记的 )

*

2产生' 在实验开始 * K 时!ih处理的

)

*

2的
#!

)

-

值为 i处理的 #! 倍(! K 时为 *+! 倍(

*# K 后 )2

O

*

的这种影响消失!这与 I"a QZ-时的

情况类似' 不同之处在于 ;"a QZ-时 )

*

2的
#!

)

-

值在培养过程中不断增加!而 I"a QZ-时的在

培养过程中降低'

另外!从表 # 可以看出这种主要来源于 )2

O

+

库

的 )

*

2由两种类型的分子组成!即纯合的"

=I

))

*

2*#

和杂合的"

=!

))

*

2*#' 在加入未标记的 )2

O

*

!杂合

图 +$不同水分条件下高氮和 )2

O

*

处理土壤的 )

*

2

#!

)

-

值"8!I"a Q Z-(f!;"a QZ-#

cCM(+$

#!

)

-

N8'GS&̂)

*

2SBCUUS] T̂&BF&C'FKCMK C9 9CUT&MS9 89] 9CUTCUSJ&9US9U8F8̂̂SJUS] fDF&C'B&CFUGTSJ&9US9U

表 !"不同土壤含水量下两种类型 5

$

1分子比率

%&'()!"j8UC&&̂UL&UDYSF&̂)

*

2B&'SJG'SF8F8̂̂SJUS] fDF&C'B&CFUGTSJ&9US9U

培养

时间 .CBS" K#

处理

.TS8UBS9UF

I"a土壤饱和含水量 "I"a QZ-#

I"a F&C'B&CFUGTSJ&9US9U"I"a QZ-#

;"a土壤饱和含水量 ";"a QZ-#

;"a F&C'B&CFUGTSJ&9US9U";"a QZ-#

=I

))

*

2* r

==

))

*

2*

=!

))

*

2* r

==

))

*

2*

=I

))

*

2* r

==

))

*

2*

=!

))

*

2* r

==

))

*

2*

*

i #(!= s"(=# +(!" s#(** "(?# s"("* #(+! s"(#?

ih #(?" s"("? ?(<= s"(!I #(<I s"("= ;(#! s"(#;

!

i "(;" s"("= #(?< s"(#; "(<= s"("# "(?= s"("+

ih *(!= s"(#I ##("I s"(?+ +(!? s"(+= #!(+I s#(##

;

i #("+ s"(+! #(+I s"(#I +(#< s*(?= ?(#+ s<(;=

ih #(*" s"("? +(+; s"(+= =("! s*(;= #+(#< s#"(;<

*#

i "(?* s"("= #(+= s"(#? #+(!= s"(=+ +<(;= s"(;=

ih "(?? s"("= #(I= s"(*" #+(I+ s"(#= +?(I? s"(+"

++

i "(?+ s"("* #(=! s"("= #+(;+ s"(!! +;(*! s#(+!

ih "(?< s"("" #(I! s"("* #=("; s"(#" +;(<# s"(*#

!<

i "(?; s"("" #(<! s"("! #+(I! s"(I? +<(?; s#(?=

ih "(;" s"("* #(<! s"("I #=(+? s"(*; ="("; s"(!*

$$注$i!加入 )Z

=

#!

)2

+

处理( ih!加入 )Z

=

#!

)2

+

和 )8)2

*

处理(所有的值均是平均值 s标准偏差" ' [+#

)&US$i$)Z

=

#!

)2

+

8YY'CJ8UC&9$ih$)Z

=

#!

)2

+

89] )8)2

*

8YY'CJ8UC&9($,''N8'GSF8TSBS89 s61" ' [+#
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的 )

*

2分子比重均迅速增加!而且含水量越高比重

越大!最多可占到带
#!

)标记 )

*

2总数的 ?=a

";"a QZ-!ih处理!*K 处#' 在实验开始时杂合

分子比例高!随着实验的进行这个比例逐渐降低!

最后维持在一定水平!这是一个值得关注的现象'

$#*"土壤 51

S

$

含量的变化

如图 = 所示!由于 ih&,h和 Ph处理加了

)# BM_M

O#

的 )2

O

*

!使其开始时的 )2

O

*

初始浓度高

于 -l&i&,处理!但这种差异从实验开始即有波动减

小的趋势' 实验开始""K#!土壤含水量为 I"a QZ-

时!ih处理土壤的 )2

O

*

较 Ph的降低 !<(<Ia ".b

"("##!,h的较 Ph的降低 !!(+*a ".b"("##' 但

在 ;"aQZ-时!ih的只较Ph的降低 +#(<=a ".d

"("!#!说明在刚开始实验时土壤中的 )2

O

*

降解已经

迅速进行!未灭菌土壤 )2

O

*

降低的幅度更大!且因含

水量不同降解规律存在很大的差异'

当含水量为 I"a QZ-时!在实验开始 ! K 后!

ih和 ,h处理土壤中的 )2

O

*

浓度下降至几乎与

-l处理相当(而当含水量升高为 ;"a QZ-时!这

种情况延迟至实验开始 ; K' 在 I"a QZ-时!Ph

处理土壤的 )2

O

*

浓度在实验开始 ; K 后与其他处理

没有显著性差异!而在 ;"a QZ-时!实验开始 ! K

至 ++ K!Ph处理土壤的 )2

O

*

浓度均与其他处理存

在极显著性差异 ".b"(""##' 表明高含水量会导

致土壤 )2

O

*

降解的速率更慢!并可能对土壤微生物

过程起到更大的影响'

图 =$不同水分条件下高氮和外源 )2

O

*

处理土壤的 )2

O

*

含量"8!I"a QZ-(f!;"a QZ-#

cCM(=$)2

O

*

J&9US9UFC9 F&C'FKCMK C9 9CUT&MS9 8YY'CS] LCUK S̀UT89S&GF9CUTCUS8F8̂̂SJUS] fDF&C'B&CFUGTSJ&9US9U

*"讨"论

*#!"高氮和 51

S

$

对土壤 5

$

1和 51产生的影响

本研究表明高氮")Z

=

)2

+

!)+""BM_M

O#

#处理

在 I"a QZ-时显著抑制了中亚热带森林土壤 )

*

2

的产生!但当含水量提高到 ;"a QZ-!实验开始 ;

K 内表现为抑制!至 *# K 这种抑制效应消失!并大量

产生 )

*

2"图 ##' 李香兰等
)*?*

认为当土壤含水量

处于饱和含水量以下时 )

*

2排放量与水分含量是

呈正相关!与本研究结论一致' ;"a QZ-时发生

的从抑制转为促进的原因可能与底物浓度和水的

有效性有关' 因为从
#!

)示踪实验可知!这种酸性

森林土壤的 )

*

2产生绝大多数来自反硝化过程!而

反硝化是个酶促反应
)*;*

!由米门公式可知$酶促反

应速度受酶浓度和底物浓度的影响!当酶浓度足够

高!随底物浓度的升高!酶促反应速度并没有因此

增加!甚至受到抑制' 因为高浓度底物降低了水的

有效浓度!降低了分子扩散性!从而降低了酶促反

应速度
)+"*

' 随着水分含量的增加!水的有效性提

高!避免了过量的底物聚集在酶分子上!释放了酶

分子!才能提高反应速度'

此外!未灭菌土壤添加少量的)2

O

*

")# BM_M

O#

#!

在两种土壤含水量条件下均能立即解除高氮抑制!



# 期 $$陈仕东等$ 高氮和 )2

O

*

对中亚热带森林土壤 )

*

2和 )2产生的影响
#*;$$

并大量产生 )

*

2!且在高含水量条件下!这种情况甚

至一直持续至实验结束"图 ##' 可能的机制为高浓

度的 )2

O

*

或者其分解产物")2#对土壤微生物是有

毒性的
)+#A+**

' 黄灿等
)++*

认为反硝化菌胞内的一氧

化氮还原酶"9&T#很可能通过使用),1Z和),1/Z

作为直接的电子供体!把 )2还原成 )

*

2脱毒
)+*

!

继而产生大量的 )

*

2' 从土壤的 )2

O

*

浓度来看!土

壤微生物似乎倾向于维持一个恒定的 )2

O

*

浓度!新

增加的 )2

O

*

很快便被降解!直至与对照没有显著性

差异!但在高含水量情况下!)

*

2的大量产生并未因

)2

O

*

浓度的恢复而停止!事实上在实验结束 * 周

后!这种产生依然继续 "数据未给出# ' 虽然后来

)2

O

*

的浓度降为正常值!但其触发的生物机制并

不会立即消失!微生物产生的胞内和胞外酶可能

继续存在活性!从而使 )

*

2的大量产生持续一段

时间' 值得注意的是在低含水量 " I"a QZ-#条

件下 )2

O

*

诱导的 )

*

2大量产生持续时间很短!大

约在实验开始 ;K 后就开始减少!由于微生物的反

硝化酶的活性和相关基因的表达会受到 2

*

的严格

抑制
)+=*

!好氧的土壤条件可能抑制了微生物反硝

化的活性'

在本实验中!未灭菌土壤的 )2与 )

*

2的产生

速率有很强的线性关系!在低含水量 "I"a QZ-#

条件下二者的线性回归 C

*

达 "(<;"图 !#' 两种含

水量条件下未灭菌土壤的 )

*

2和 )2产生速率的

6YS8TB89 等级相关均达显著性水平 ".b"("!#!这

与 qK89M等
)+!*

的研究结果相一致' 表明微生物存

在的情况下!高氮和外源 )2

O

*

同样对土壤 )2产生

造成显著影响' 不同的是在低含水量条件下 )2产

生量比 )

*

2产生量大!而高含水量条件下却比 )

*

2

产生量少两个数量级!这种情况也与已有的研究类

似
)+IA+<*

!表明土壤含水量对未灭菌土壤 )

*

2和 )2

的产生影响很大' 土壤经高温灭菌处理后再加入

)2

O

*

"Ph#虽然产生大量的 )2!但产生的 )

*

2量却

很低!说明在没有微生物参与的情况下土壤依然可

以大量产生 )2!即化学反硝化更倾向于产生 )2!

但把 )2继续还原成 )

*

2可能需要更复杂的微生物

过程和酶的参与'

图 !$未灭菌土壤 )

*

2与 )2产生速率之间的线性回归"8!I"a QZ-(f!;"a QZ-' 数值为平均值 s标准偏差!' [+#

cCM(!$3C9S8TTSMTSFFC&9 &̂UKSMS9ST8UC&9 T8US&̂)

*

2LCUK UK8U&̂)2 T̂&B89 G9FUSTC'CES] F&C'"8! I"a QZ-( f! ;"a QZ-(,''N8'GSF

$$$$ TSYTSFS9UBS89 s61!9 [+#

*#$"5

$

1和 51产生途径

Q&'̂89] >TGBBS

)+?*

研究表明酸性森林土壤

"YZ+(?#主要通过反硝化过程产生 )

*

2!低 YZ的

土壤 )2

O

+

反硝化的最终产物是 )

*

2!而高 YZ土壤

的最终产物可能是 )

*

' ,BfGF等
)+;*

认为 )2

O

+

是

)

*

2产生的主要基质!贡献率在 !"aRI*a之间!虽

然 )

*

2主要产生于反硝化过程!但受到硝化过程活

性的驱动' 直至目前为止!仍然只有很少的研究有

涉及酸性森林土壤 )

*

2的具体产生途径
)="*

' 本研

究利用
#!

)示踪表明!这种酸性森林土壤产生的绝

大多数的 )

*

2来源于
#!

)2

O

+

库即反硝化过程!实验

还发现土壤产生的带
#!

)标记的 )

*

2中混有大量杂

合 )

*

2分子即
=!

))

*

2*!而且这种杂合的 )

*

2分子

占
#!

)标记 )

*

2分子比重最多可达 ?=a!随含水量
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的增加其所占的比例也增高' 此外!实验加入少量

的未标记 )2

O

*

能显著激发源于
#!

)2

O

+

库的杂合 )

*

2

分子产生' 如果说这种杂合的 )

*

2是因为土壤微

生物对
#=

)和
#!

)的利用没有分馏作用形成的!那添

加未标记的 )2

O

*

应该增加
==

))

*

2*分子的比重!但

从表 # 可以看出添加未标记的 )2

O

*

后
= I

))

*

2*和

=!

))

*

2*分子比重都迅速增加!

=!

))

*

2*增幅更大!

直至实验开始的 *#K 这个差异才减少!土壤含水量

越高增幅也越大' 6G 等
)+=*

认为这种杂合的 )

*

2分

子可能是反硝化过程形成的!其中一个 )原子来自

)2

O

*

或 )2

O

+

而另外一个 )原子是来自 +共基质,

"氨基酸&苯胺&叠氮化物&水杨基羟肟酸和氨等#'

在反硝化过程中利用有机物作为共基质"术语是共

脱氮# 在最近十年内才引起人们的注意
)!! #**

'

>8MMF

)#**

认为共脱氮将导致一个巨大的以往未知的

)

*

2估算!因为传统的反硝化两个 )2

O

+

只能产生一

个)

*

2!共脱氮两个 )2

O

+

可以产生两个 )

*

2' 一般

认为真菌是产生这种杂合 )

*

2的主要微生物!这种

反应受 )2

O

*

或 )2

O

+

的诱导
)=#*

' 真菌和原核细菌共

脱氮的区别在于!细菌的终产物为 )2

*

!而真菌的产

物为 )

*

2或 )

*

!其中 )

*

2中的两个 )原子则是

#=

)

#=

)2和
#!

)

#=

)2的混合物!可以通过
#!

)标记实

验来区分
)=**

' 位于真菌线粒体中的 /=!"9&T起主

要作用!该酶催化 )2为 )

*

2! 同时偶联线粒体中

,./的合成
)=+*

' 本实验中!当含水量提高到 ;"a

时!土壤产生了更多比率的杂合 )

*

2!这也符合真菌

+共脱氮,的特征!因为真菌的反硝化只需要少量的

2

*

!2

*

含量过高或过低都会抑制其活性
)#+*

' 有趣的

是加入少量的 )2

O

*

")# BM_M

O#

#!似乎能同时激活

硝化和反硝化过程"图 +#!其中最明显的就是这种

杂合 )

*

2在好氧条件下大量增加!也就是说真菌似

乎在氧气含量高的胁迫状态下也能短期内被激活'

Z8D8UFG 等
)#+*

认为真菌可以通过三个能量产生途径

进行代谢!即氧气呼吸 "高 2

*

浓度#!)2

O

+

呼吸 "低

2

*

浓度#!氨发酵"完全厌氧#从而能在各种 2

*

供应

条件下生存' 好氧条件下!真菌反硝化和好氧呼吸

使用相同的线粒体呼吸链!能较细菌的反硝化作用

产生更多的跨膜质子势(低氧条件下! 过多的电子

也能分流给 )2!被 )2还原酶催化脱毒还原成

)

*

2

)++A==*

' 由于亚热带森林土壤的真菌群落发

达
)=!*

!真菌参与亚热带酸性森林土壤产生 )

*

2可

能是一个独特的过程'

一般认为土壤中的 )2

O

+

的反硝化是土壤 )

*

2

和 )2的主要来源
)#*

!但 jGFF&L等
)=I*

认为 )

*

2只

有在严格厌氧"" R"(*a2

*

#的条件下才绝大多数

来源于 )2' 奇怪的是本研究中在 ;"a QZ-下的

)2与 )

*

2产生速率的相关性更低!鉴于 jGFF&L

等
)=I*

的实验是在扩散良好 "低温 #!X培养&薄土

层&加强对流#的情况下进行!可能+扩散限制,是造

成这种差异的原因' 低含水量的土壤生成的 )2能

迅速扩散到空气中!避免被进一步还原!而高含水

量限制 )2从反硝化菌胞内扩散到土壤空气中!并

限制了其在土壤中的扩散' 此外!)2还可能来源

于非生物过程即 )2

O

*

的化学分解!有研究表明 )2

O

*

的化学分解可以发生在 YZb!(! 的情况!在这么低

的 YZ下!)2

O

*

和 Z)2

*

会处于一种平衡中!而 Z)2

*

不稳定!特别是在 cS

* e

和适合的有机物存在下容易

会分解为 )2&Z)2

+

和 Z

*

2

)=<*

' 所以高温灭菌处理

"Ph#的 )2累积产生量是最高的!但其 )

*

2的产

生量却是最少的!因为 )

*

2需要 )2通过一氧化氮

还原酶")&T#继续还原才能形成
)=?*

' 还有许多实验

室和野外的实验表明土壤释放 )2可能主要通过

)Z

e

=

的硝化过程
)=;A!"*

' 目前对亚热带森林土壤 )2

释放的认识还非常有限
)#<*

' 所以在以后的研究中

应该参考 jGFF&L等
)=I*

使用的防止+扩散限制,的方

法来继续深入探讨 )2的产生途径'
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>C&JKSB! #;;I! *?$I";%I#I

)*!*$-K&-P! h89 .! 3CG i! SU8':.T89FJTCYU&BS&̂8)CUT&F&B&98F

SGT&Y8S8BGU89ULCUK 8]CFTGYUS] 9CUTCUSTS]GJU8FSMS9S" 9CTl#:

,YY'09NCT&9 PCJT&f! *""I! <*$= =!"%= =!=

)*I*$P}T_NS] /.! 1&TFJK /!>8__S9 3j! SU8':.KS)

*

2YT&]GJU
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