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摘　要　　不同粒径团聚体的物理化学和生物学特性差异可能影响N2O的产生与释放，但目前有

关团聚体N2O释放的微生物学机制少有研究。本研究从菜地土壤中分筛出粒径为<1 mm、2～4 mm和

4～8 mm的团聚体并开展培养试验，通过实时荧光定量PCR（Quantitative Polymerase Chain Reaction，

qPCR）与末端限制性片段长度多态性分析（Terminal-Restricted Fragment Length Polymorphism，

T-RFLP）技术的结合，研究了不同粒径团聚体反硝化微生物群落数量与组成的变化规律及其与N2O释

放的相互关系。结果表明，不同粒径团聚体N2O释放速率表现为 ：粒径小于1 mm团聚体>2～4 mm团

聚体 > 4～8 mm团聚体；硝酸还原酶基因（narG）和氧化亚氮还原酶基因（nosZ）的丰度也表现为小

粒径团聚体最高，随团聚体粒径增加而显著下降。然而，不同粒径团聚体间含narG和nosZ基因的群落

组成并没表现出显著差异。因此，不同粒径团聚体N2O释放速率差异与反硝化功能微生物丰度密切相

关，而与它们的组成没有显著相关性。
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氧化亚氮（N2O）是《京都议定书》规定的三

种重要温室气体之一，因其较高的增温潜势和对平

流层臭氧层的破坏力而受到越来越广泛的关注［1］。

土壤是N2O的重要来源之一，据IPCC统计，农业土

壤排放的N2O约占总来源的13.5%［2］。其中旱地分

布广，面积大，并具有土壤结构复杂、施肥和灌

溉频繁等特点，导致旱地土壤具有较高的N2O释放 

潜力［3］。

旱地土壤N2O的释放主要来自硝化过程与反硝

化过程［4］。Bateman和Baggs［5］通过土壤水分梯

度培养试验发现，反硝化作用释放的N2O占主要比

重，当土壤孔隙充水度（Water-Filled Pore Space，

WFPS）上升至70% 以上时N2O的释放完全来自反

硝化作用。 Wang和Cai［6］也报道了当土壤持水量

（Water Holding Capacity，WHC）达到100%时土

壤N2O主要来自于反硝化作用。反硝化作用主要发

生在厌氧环境中，土壤物理结构影响水分在土壤

中的分布进而影响厌氧微域的形成和分布，从而

与土壤N2O的释放密切相关［7］。然而，有关旱地

土壤中N2O产生微域的微生物学作用机制研究鲜见 

报道。

土壤团聚体是土壤物理结构的重要单元，团聚

体的分布和组合对土壤性质具有重要影响，而不同

粒径团聚体间也存在物理化学性质和生物学特性差

异。如Jastrow［8］发现大团聚体有机质更能耐受微

生物的分解，而小团聚体内有机质结构简单，易被

微生物快速利用而被消耗。不仅如此，不同粒径团

聚体除C、N、P物质总含量不同外，有机物种类与

分布状态以及三种元素的比例均存在差异［9］。除

养分差异外，不同粒径团聚体的水分分布、透气性

和厌氧状况也存在差异，大团聚体更容易保持较高

的水分含量并降低O2的通透性从而形成厌氧内核，

而小团聚体只有当水分趋近饱和状态才可能形成厌

氧内核［10］。在微生物方面，Gupta和Germida［11］
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的研究表明，大团聚体和小团聚体的生物丰度与组

成明显不同，但耕作会减弱团聚体之间微生物丰度

的差异，这种差异可能来自于耕作管理对土壤团聚

体结构的影响［12］。因此，不同粒径团聚体的物理

化学性质和生物学特性差异可能导致反硝化微生物

群落组成与丰度和功能上的差异。

然 而 ， 近 年 来 关 于 团 聚 体 N 2O 释 放 与 团 聚 体

粒径的关系并不十分清楚。Diba等 ［13］认为施用

粪肥后的火山灰土大团聚体N2O释放显著高于小团

聚体。Khalil等［14］也提出大团聚体通气性低于小

团聚体，因而产生更多的N2O。与之相反，Uchida

等 ［15］的研究表明，在没有受到应力挤压的情况

下施用尿素的小团聚体N2O释放速率远高于大团聚

体。但是，Robinson等［16］用黏土进行培养试验得

出N2O的累积释放量不受土壤团聚体大小影响的结

论。尽管不同研究的结论存在一定的分歧，不同

粒径团聚体N 2O的产生与释放却均存在明显的差

异，而对于这一现象的微生物作用机制仍有待深入 

了解。

本研究选取南方典型河流冲积物发育的菜地

土，分离不同粒径的土壤团聚体并进行培养试验，

以narG和nosZ基因为对象研究不同粒径团聚体反硝

化微生物群落的组成和丰度与N2O释放的耦合机制。

1　材料与方法

1.1　供试材料

供试土壤采集自湖南农业大学实验基地的蔬

菜地（0～15 cm），为冲积母质发育的土壤（美

国制土壤质地分类，砂粒23.88%、粉粒48.24%、

黏粒27.88%），采集时间为2013年8月，当季作物

为草莓。参照Drury等［17］的方法筛分团聚体，筛 

分出的团聚体中4～8 mm、2～4 mm和<1 mm分别占

土重的16.69%、7.52%和6.11%。供试土壤有机质含

量21.11 g kg-1，全氮 1.95 g kg-1，全磷1.46 g kg-1，

全钾 5.96 g kg-1，pH 5.34，土壤容重1.32 g cm-3。

1.2　培养试验与样品采集

供 试 各 粒 径 团 聚 体 通 过 喷 施 0 . 1 2 5  m o l  L - 1 

NH4NO3溶液，使土壤质量含水量达到35%的同时

施入N 700 µg g-1 干土，其中铵态氮和硝态氮各

350 µg g-1 干土。称取67.5 g处理好的团聚体装入

500 ml 的广口瓶中，每个粒径团聚体分别分装至

20个广口瓶中，其中5个用于气体样品的采集，15

个用于土壤样品采集。每个瓶口用具有若干小孔的

保鲜膜封盖，减缓培养过程中水分的散失。将装有

团聚体的广口瓶置于30 ℃ 下培养。

分 别 在 培 养 过 程 的 1 2 、 2 4 、 3 6 、 4 8 、 6 0 、

72、84和96 h采集气体。每次采气前使瓶内外气体

充分交换后，用连接有三通阀的橡胶塞密封瓶口，

将三通阀调至密闭状态，继续培养2 h后用注射器

采集30 ml瓶内气样，同时采集5个培养室空气作

为本底样品。采用气相色谱仪（Agilent 7890A，

USA）检测N2O浓度。分别在培养0、24、48、72

和96 h采集土壤团聚体样品，每个时间点随机取3

瓶作为重复。取样前将广口瓶盖好，混匀，开盖后

用无菌取样器取约5 g团聚体样品用锡箔纸包好后

迅速用液氮速冻，-80 ℃保存。瓶内剩余团聚体装

入密封袋，4 ℃保存用于NH4
+-N和NO3

--N含量的测

定（连续流动分析仪 Flastar 5000 Analyze）。

1.3　反硝化群落结构分析与功能基因丰度测定

土壤团聚体DNA提取方法参考陈哲 ［18］的研

究，使用Nanodrop ND-1000核酸分析仪测定DNA

浓度和纯度，置于-20 ℃保存。

n a r G 基 因 P C R 程 序 为 ： 9 5  ℃ 5  m i n 变 性 ；

95 ℃30 s、63 ℃45 s、72 ℃1 min，2个循环；

95 ℃30 s、60 ℃45 s、72 ℃1 min，2个循环；95 

℃30 s、58 ℃45 s、72 ℃1 min，30个循环；72 ℃

延伸7 min。上下游引物分别为narG-145F和narG-

773R，扩增片段长度为629bp［18］。nosZ基因PCR

程序为：95 ℃3 min变性；95 ℃30 s、60 ℃30 s、

72 ℃40 s，40个循环；72 ℃延伸7 min。上下游引

物分别为nosZ-2002F和nosZ-2002R，扩增片段长

度为707bp［19］。其中narG-145F和nosZ-2002F的

5’端被羧基荧光素FAM标记。narG与nosZ的PCR

反应体系为：上下游引物各0.5 µl，PCRmix 25 

µl，DNA模板100 ng，用ddH2O补至50 µl；PCR

仪为Eppendorf-6321。经1.0%的琼脂糖凝胶电泳

分离PCR产物后，通过DNA凝胶纯化试剂盒（天

根）回收纯化目的片段，narG和nosZ基因分别选

用HhaI和CfoI进行酶切，酶切产物由上海桑尼生物

科技有限公司进行T-RFLP分析，测序仪器为ABI 

Prism3100 Genetic Analyzer。

narG基因qPCR程序为：95 ℃30 s预变性； 

95 ℃15 s、63 ℃20 s、72 ℃20 s，2个循环；95 ℃15 s、

60 ℃20 s、72 ℃20 s，2个循环；95 ℃15 s、

58 ℃20 s、72 ℃20 s，30个循环。上下游引物分
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别为narG-571F和narG-773R，扩增片段长度为 

256bp［18］。nosZ基因qPCR程序为：95 ℃30 s预

变性；95 ℃15 s 、60 ℃20 s 、72 ℃20 s，40个

循 环 。 上 下 游 引 物 分 别 为 n o s Z - 1 1 2 6 F 和 n o s Z -

1 3 8 1 R ， 扩 增 片 段 长 度 为 2 0 3 b p ［ 1 9 ］。 n a r G 与

nosZ的qPCR反应体系为：上下游引物各0.2 µl，

SYBR-Green（Takara）5 µl，Rox 0.2 µl，DNA

模板5 ng，用ddH2O补至10 µl。采用的仪器为ABI 

7900TH。

1.4　数据处理析

采用SAS 8.0统计软件对数据进行单因素方差分

析（ANOVA），差异显著性通过最小显著差数法

（LSD）进行检验，相关关系采用偏相关法分析。

2　结　果

2.1　不同粒径团聚体铵态氮与硝态氮含量变化

培养初始（0 h）时<1 mm、2～4 mm和4～8 

m m 的 团 聚 体 铵 态 氮 含 量 分 别 为 4 4 4 . 2 、 4 2 8 . 2 和

442.2 µg g-1，彼此间不存在显著差异（图1）。培

养开始后各粒径团聚体的铵态氮含量均逐渐下降并

在48 h降至最低，<1mm、2～4 mm和4～8 mm团聚

体分别较0 h 降低了42.45%、29.70%和20.45%，

呈现出与粒径正相关的趋势。培养48 h后各粒径团

聚体铵态氮含量开始回升，可能与矿化作用有关。

培养过程中硝态氮含量变化趋势与铵态氮含

量基本一致。培养初始各粒径团聚体的硝态氮含量

平均为643.8 µg g-1，团聚体间没有较大差异。培

养开始后，各粒径团聚体硝态氮含量均迅速下降，

其中<1 mm团聚体下降幅度最大，48 h时其硝态氮

含量较初始时降低47.40 %，其次为2～4 mm团聚

体，而4～8 mm团聚体的硝态氮含量相对稳定，降

低幅度为29.86 %。在48 h后不同粒径团聚体硝态

氮含量有所回升，其中<1 mm团聚体的回升幅度相

对较大，96 h较48 h增加了47.66 %，而4～8 mm团

聚体仅增加13.09 %。

图1　不同粒径团聚体铵态氮、硝态氮含量变化

Fig.1　Ammonia and nitrate contents in soil aggregates relative to particle size

2.2　不同粒径团聚体N2O释放速率

由图2可见，培养12 h时，各粒径团聚体的N2O

释放速率均已达到高峰，但不同粒径团聚体间存

在显著差异，其中<1 mm团聚体的释放速率最高

（7.637 µg g-1 h-1），较2～4 mm团聚体的排放

速率（5.607 µg g-1 h-1）高36.19 %；4～8 mm团

聚体的N2O排放速率最低（1.965 µg g-1 h-1），较

<1 mm团聚体和2～4 mm团聚体分别低288.6 %和

185.4 %；培养24 h时各粒径团聚体N2O释放速率与

12 h相似，只有4～8 mm团聚体约下降14.68 %。

随着培养时间的延长，各团聚体的N2O释放速率均

缓慢下降，<1 mm团聚体每12 h N2O释放速率约减

小0.7651µg g-1 h-1，分别是2～4 mm团聚体和4～8 

图2　不同粒径团聚体N2O释放速率

Fig.2　Emission rate of N2O of soil aggregates relative to particle size
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mm团聚体单位时间N2O释放速率减小量的1.4倍和

6.3倍；N2O排放速率与团聚体粒径大小呈负相关关

系的趋势在整个培养过程中保持不变，但各粒径

团聚体间的差异明显缩小，培养84 h后其排放速率 

达到最低水平，且各粒径团聚体间N2O排放速率差异

分别为：2～4 mm团聚体较<1 mm团聚体低13.88 %，

4～8 mm团聚体较2～4 mm团聚体低 60.16 %。

2.3　反硝化功能基因丰度变化

硝酸还原酶基因（narG）的丰度在不同粒径

团聚体中的分布特征表明（图3），不同培养时间

点narG基因丰度均在<1 mm团聚体中最高，显著

高于其他团聚体，且在培养48 h时达到最高值，

为3.799×109 g-1，分别为2～4 mm和4～8 mm团

聚体的3.4倍和5.5倍。在培养过程中narG基因的

拷贝数在2～4 mm团聚体中保持相对稳定，维持在

1.118×109 g-1至8.826×108 g-1间。在4～8 mm团

聚体中，narG丰度在24 h 和48 h维持较低水平，

分别为6.287×108 g-1和6.860×108 g-1，形成了从 

<1 mm团聚体到4～8 mm团聚体间的明显丰度梯

度，与N2O排放速率呈显著正相关；在培养72 h和

96 h时，4～8 mm团聚体中narG基因拷贝数的增

加至与2～4 mm团聚体相接近，4～8 mm团聚体与

2～4 mm团聚体之间差异性逐渐消失，但<1 mm团

聚体narG基因拷贝数仍显著高于4～8 mm团聚体与

2～4 mm团聚体，在72 h和96 h时分别高出约0.5倍

和1.0倍。

图3　不同粒径团聚体narG基因与nosZ基因丰度

Fig.3　Abundance of narG and nosZ in soil aggregates relative to particle size

各团聚体中氧化亚氮还原酶基因（nosZ）丰

度的分布趋势在24 h以外的时间点均和团聚体粒

径呈负相关。在24 h时，2～4 mm团聚体的丰度

为2.365×108 g-1，较4～8 mm团聚体高出约39.96 

%，但与 <1 mm团聚体并不存在显著差异。在48 h

时 <1 mm团聚体的nosZ基因拷贝数增长将近1倍， 

但2～4 mm和4～8 mm团聚体的丰度却在24 h～96 h  

间保持相对恒定，这使得 <1 mm团聚体在96 h丰度是

2～4 mm团聚体的近2倍、 4～8 mm团聚体的3倍。

团聚体的N2O释放速率在整个培养过程中始终

随团聚粒径增大而减小，并与narG和nosZ基因丰度

均呈现出极显著正相关，相关系数分别为0.520** 

和0.676**。

nosZ/narG值是与反硝化作用终产物形态密切

相关的一个指标，基因组丰度nosZ/narG值与土壤

图4　不同粒径团聚体nosZ/narG丰度比值

Fig.4　Abundance rate of nosZ/narG in soil aggregates relative to 

particle size

反硝化N2O释放速率以及N2/N2O生成比之间均存在

相关性［20］。由图4可见，在48 h前，nosZ/narG值
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均为<1 mm团聚体中数量最少，随团聚体粒径增大

nosZ/narG值显著增加。24 h是不同团聚体间nosZ/
narG值差异最大时期，2～4 mm团聚体较<1 mm团

聚体高96.72%，而4～8 mm团聚体较2～4 mm团聚

体高24.13%。在培养后期由于4～8 mm团聚体中

nosZ/narG值大幅减少，使得72 h时<1 mm团聚体

和4～8 mm团聚体的nosZ/narG值相当，而2～4 mm

团聚体含反硝化微生物群落nosZ/narG值最高。而

96 h时4～8 mm 粒径团聚体的nosZ/narG值显著低

于<1 mm团聚体。在培养过程中不同粒径团聚体

nosZ/narG值的变化各有特点，其中<1 mm团聚体

nosZ/narG值48 h前维持在较低水平，约0.12，随

后呈增加趋势，到96 h时达最大值，为0.20；与之

不同的是，4～8 mm团聚体中nosZ/narG丰度在24 

h即达到最大值0.26，随培养时间的推移呈递减趋

势；然而，nosZ/narG值在2～4 mm团聚体中保持

相对稳定。

2.4　反硝化功能基因组成变化

不同粒径团聚体中的反硝化基因narG和nosZ
的T-RFs（Terminal-Restricted Fragments）相对丰

度并无显著差异，表明其组成结构明显差异（图

5），虽然<1 mm团聚体中的narG和nosZ的组成结

构与2～4 mm和4～8 mm团聚体有一定差别，但总

体上不同粒径团聚体间具有相似的优势种群结构。

而且经培养后在N2O释放高峰期（24 h），三种粒

径团聚体中的narG和nosZ基因的组成结构趋于一

致，没有明显的差异，这种现象在其他培养时间的

样品中表现一致（结果省略）。

图5　narG和nosZ基因T-RFs相对丰度

Fig.5　T-RFs relative abundance of narG and nosZ

3　讨　论

本研究发现N2O的释放速率随团聚体粒径增大

而减小，Uchida等［15］也获得类似的结果，然而将

不同粒径团聚体培养物压实至统一容重后培养则

大团聚体N2O释放速率更高。说明团聚体的结构与

N2O的产生和释放存在密切关系，小团聚体相比大

团聚体保有更低的团粒间孔隙度与透气性，更利于

形成整体的厌氧环境［21］，从而更有利于N2O生成

和排放。

在土壤团聚体培养的前24 h中，各粒径团聚体

中硝态氮含量下降幅度明显大于铵态氮，而且小粒

径团聚体的硝态氮含量的降幅又明显大于大粒径团

聚体，表明反硝化作用更为强烈，其中<1 mm团聚

体表现尤为突出。而这一期间是N2O释放高峰期，

说明反硝化微生物可能是N2O排放的主要贡献者。

随着培养时间延长，N2O释放速率递减，而铵态氮

和硝态氮含量反而回升，一方面可能与小分子有机

物矿化作用有关，另一方面可能与培养过程中水分

损失导致硝化作用增强有关。

不同大小团聚体所表现出的N2O排放速率的差

异可能意味着相关功能微生物种群也存在明显差

异，但目前该方面缺乏相关研究。本项研究表明，

反硝化过程的硝酸还原酶基因（narG）和氧化亚

氮还原酶基因（nosZ）丰度均随着团聚体粒径减小

而增大，<1 mm团聚体的反硝化微生物数量显著高

于4～8 mm粒径团聚体，如在48 h时<1 mm团聚体

narG和nosZ丰度分别是4～8 mm团聚体的近5倍和

3倍；而在团聚体中微生物大部分分布在团聚体表

面［8］，小团聚体比表面积更大，可能是反硝化微
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生物数量更多的重要原因。此外，不同大小团聚体

的有机物质组成、数量和空间分布差异也可能是导

致微生物数量不同的重要因素；虽然小团聚体的有

机质相比大团聚体更加稳定，但大团聚体的有机质

与微生物之间存在一定的空间隔离使其短时间内更

难被反硝化微生物利用，这是导致短期培养试验小

团聚体反硝化微生物丰度高于大团聚体的又一重要

原因［22-23］。此外，团聚体粒径也是硝态氮等反硝

化底物向反硝化“热点”扩散的重要限制因素，本

研究中0～48 h 内反硝化底物硝态氮的减少量随团

聚体粒径的增加而下降，表明小团聚体对硝态氮的

利用量高于大团聚体，这可能是因为大团聚体中底

物需要更长时间才能扩散抵达至微生物可利用的区

域进而导致其利用率低于小团聚体，也使得大团聚

体反硝化微生物群落的丰度低于小团聚体［24］。由

此可见，团聚体的粒径对反硝化微生物丰度具有多

方面的影响，使得反硝化微生物丰度与粒径呈负相

关。值得注意的是，0～48 h内铵态氮的减少量也

与粒径呈负相关，这表明粒径对硝化微生物也可能

存在类似的影响。虽然功能微生物数量大小并不能

完全反映其活性，但功能微生物丰度与活性间存在

显著正相关关系［25-26］。本试验结果显示，不同粒

径团聚体中narG和nosZ基因丰度均与N2O释放速率

成显著正相关关系，说明团聚体中反硝化微生物丰

度可能直接影响N2O的释放。

与此同时，不同粒径团聚体内部的O2浓度也可

能是影响N2O释放的另一个重要因素。由于含nosZ
微生物受O2的抑制高于含narG微生物［27］，本研究

释放高峰的24 h nosZ/narG丰度比值与团聚体粒径

呈反相关，意味着有厌氧内核的大团聚体可能更

利于含nosZ基因微生物繁殖。由于含narG基因微

生物将硝酸盐还原为亚硝酸盐，进而控制N2O的生

成；含nosZ基因微生物则将N2O还原成N2，同时具

有消耗N2O的能力，nosZ/narG丰度比值可成为反

映N2O产生与消耗平衡关系的指标［20］。大粒径团

聚体中具有更高的nosZ/narG丰度比值，可能意味

着有更多的N2O被转化成N2，而小粒径团聚体中的

nosZ/narG丰度比值显著低于大团聚体，可能预示

着其产生N2O能力强而消耗N2O能力弱，导致更多

的N2O释放。因此这也是<1 mm 团聚体较4～8 mm

团聚体N2O释放速率更高的原因之一。

除了微生物的丰度外，微生物的群落组成差

异也是影响群落活性的重要参数。本研究发现，

narG基因和nosZ基因的群落组成结构在不同团聚

体间没有显著差异，说明在不同粒径团聚体间的

N2O释放速率差异与反硝化功能微生物的组成没有

明显关联，其主要原因可能是因为连年耕作，表层

土壤经反复干扰，土壤团聚体也不断更新［28］，从

而导致含narG和nosZ微生物组成在不同粒径团聚

体间无显著差异。

4　结　论

菜地土壤团聚体N2O释放速率随着粒径的增加

而减小。团聚体粒径大小会直接影响有机碳、硝态

氮、O2等环境因子与反硝化微生物的接触，使得小

粒径团聚体具有更高的反硝化微生物丰度和更低的

nosZ/narG比值；从而导致小团聚体的反硝化速率

不仅更高，其反硝化气体终产物中N2O的比例也越

高，进而使得N2O的释放速率呈现随粒径增大而减

小的关系。然而不同粒径团聚体间反硝化微生物群

落组成不存在显著差异，表明反硝化微生物的组成

并不是影响团聚体N2O释放速率差异的因素。
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RELATIONSHIPS OF N2O EMISSION WITH ABUNDANCE AND COMPOSITION OF 
DENITRIFYING MICROORGANISMS IN SOIL AGGREGATES

Zhou Hanchang1，2　Zhang Wenzhao1　Liu Yi1　Sheng Rong1　Qin Hongling1　Wei Wenxue1†

（1 Institution of Subtropical Agriculture，Chinese Academy of Sciences，Changsha 410125，China）

（2 University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China）

Abstract　Nitrous oxide（N2O）is a major greenhouse gas，which is not only an important contributor to 

global warming，but also a damager of the stratospheric ozone layer. Upland is an important source of N2O，

of which the emission activity has been widely reported to be related to soil structure，and denitrification is a 

major pathway of N2O production in upland soil. Soil aggregates are an important component in soil structure 

and a factor affecting soil N2O emission. However，little has been reported on mechanisms of soil microbes 

explaining differences in N2O emission rate between different fractions of soil aggregate. In this study，soil 

aggregates，<1 mm，2～4 mm，and 4～8 mm in diameter，separated from the soil of a vegetable field，over 

15 years in cultivation history，were sprayed with NH4NO3 solution to add N 700 µg g-1 soil and regulate soil 

water content up to 35%. Afterwards，50 g of aggregates on a dry weight basis was taken from each fraction 

and transferred into a 500 ml jar for soil incubation under 30 ℃ for a 96 h，and each had 3 replicates. Gas 

samples were collected once every 12 h after during the incubation and N2O concentrations in the samples were 

determined with a Gas-chromatograph. Soil samples for molecular analysis were collected once every 24 h and 

quick-frozen in liquid nitrogen，and stored at -80 ℃. Quantitative Polymerase Chain Reaction（qPCR）and 

Terminal-Restricted Fragment Length Polymorphism（T-RFLP）were used to determine changes in abundance 

and composition of denitrifying genes，narG and nosZ. Results show that N2O emission rate was closely 

related to abundance of narG- and nosZ-containing soil microbes，while the fraction of <1 mm aggregates 

was significantly higher in N2O emission rate than the fractions of 2～4 mm and 4～8 mm，and the fraction 

of 4～8 mm was the lowest. N2O emission peaked at 12 h and 24 h of incubation. At 12 h，N2O emission rate 

of <1mm aggregates reached 7.637 µg g-1 h-1，about 36% higher than that of 2～4 mm aggregates，while 

the N2O emission rate of 2～4 mm aggregates was about 2 times higher than that of 4～8 mm aggregates，

reaching 1.965 µg g-1 h-1. The differences between the fractions of aggregates were gradually narrowed with 

the incubation going on，and to the least after 96 h of incubation. Interestingly，the relationships between 

abundances of narG and particle size of soil aggregates were very similar to those between N2O emission rates 

and particle size of soil aggregates. The fraction of <1 mm aggregates was the highest in abundance of narG-
containing bacteria，much higher than the fraction of 2～4 mm aggregates，while the latter was much higher 

than the fraction of 4～8 mm aggregates in all the soil samples. The abundance of nosZ in soil aggregates 

demonstrated a similar trend that the fraction smallest in particle size was the highest in copy numbers of 

nosZ after 48 h of incubation，while the fraction the largest in particle size the lowest. The 2～4 mm and 

4～8 mm fractions of aggregates were relatively stable in nosZ abundance，lingering around 2.5×108 g-1 and 

1.6×108 g-1 during the whole incubation process，while the <1 mm fraction of aggregates leveled off around 

3.6×108 g-1 after 48 h of incubation. N2O emission rates of the three fractions of aggregates were significantly 

and positively related to narG gene abundance and to nosZ gene abundance as well at 48 h，72 h and 96 h of 

the incubation. However，T-RFLP shows that at most of the time points during the incubation，the fractions 
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differed in number of strips low in content of narG and nosZ，but did not in number of major strips containing 

narG and nosZ. When narG and nosZ were used as biomarkers characterizing  structure and composition of 

the soil microbial community，no difference was found in structure of soil microbial community between the 

fractions of soil aggregates，and moreover，the main tendency won’t change with the incubation going on. 

To sum up，soil aggregates different in diameter vary in N2O emission rate，displaying a negative relationship 

between N2O emission rate and particle size of the aggregates，and the difference in N2O emission rate is 

attributed mainly to the difference in abundance of denitrifying microorganisms，rather than in composition of 

their community. 

Key words　Soil aggregate；narG；nosZ；N2O；Water content
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