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摘 要：稻田是重要的人为甲烷排放源，厌氧甲烷氧化（Anaerobic oxidation of methane, AOM）是减少稻田甲烷

排放的重要途径。氮肥施用使得亚硝酸盐成为稻田 AOM 过程的主要电子受体，然而有关根际土亚硝酸盐型 AOM

活性大小和功能微生物群落特征尚不清楚。本研究通过室内泥浆培养结合 13CH4 稳定性同位素示踪技术、定量

PCR 和高通量测序技术，系统探究不同施肥处理下（CF：无机肥，OF：有机肥配施无机肥，SF：秸秆还田配施

无机肥）稻田根际土和不同深度非根际土（0~10、10~20 和 20~30 cm）亚硝酸盐型 AOM 活性、NC10 细菌基因

丰度及群落结构特征。结果表明，根际土亚硝酸盐型 AOM 活性为 1.03~2.42 nmol·g-1·d-1，显著高于 0~10、10~20

和 20~30 cm 非根际土 AOM 活性，pH、有机碳和亚硝态氮含量是影响 AOM 活性的主要环境因子。并且，根际

土和 0~10 cm 非根际土 NC10 细菌基因丰度（4.49×106~2.37×107 copies·g-1）显著高于 10~20 和 20~30 cm 非根

际土（1.31×106~1.25×107 copies·g-1）。此外，高通量测序发现 NC10 细菌群落结构在根际土和非根际土之间表现

出显著差异，土壤含水量、pH 以及硝态氮含量是影响 NC10 细菌群落结构的主要环境因子。研究结果揭示了不

同施肥处理下稻田根际土和非根际土亚硝酸盐型 AOM 活性及微生物群落结构差异，表明根际是亚硝酸盐型

AOM 的活性热区，该发现有助于深入理解稻田 AOM 过程，为稻田甲烷减排提供理论依据。 
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Abstract: 【Objective】Paddy fields are significant anthropogenic sources of methane emissions, and anaerobic oxidation of 

methane (AOM) is an important pathway for mitigating methane emissions from paddy fields. The application of nitrogen 
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fertilizers in paddy fields makes nitrite a primary electron acceptor for AOM. However, existing studies have focused on nitrite-

dependent AOM in bulk soils of paddy fields, leaving the activity and functional microbial community characteristics of nitrite-

dependent AOM in rhizosphere soils poorly understood. 【Method】Through indoor slurry incubation experiments combined 

with 13CH4 stable isotope tracing, quantitative PCR, and high-throughput sequencing, this study systematically investigated the 

nitrite-dependent AOM activity, NC10 bacterial gene abundance, and community structure in rhizosphere soils and bulk soils 

at different depths (0-10, 10-20 and 20-30 cm) under different fertilization treatments (CF: chemical fertilizer; OF: organic 

fertilizer combined with chemical fertilizer; SF: straw return combined with chemical fertilizer). 【Result】The results showed 

that the nitrite-dependent AOM activity in rhizosphere soils ranged from 1.03 to 2.42 nmol·g-1·d-1, which was significantly 

higher than that in 0-10 cm, 10-20 cm, and 20-30 cm bulk soils, respectively. The pH, soil organic carbon (SOC), and nitrite 

contents were identified as the main environmental factors influencing nitrite-dependent AOM activity. The NC10 bacterial 

gene abundance in 0-10 cm bulk soils ranged from 7.44×106 to 2.39×107 copies·g-1, which was significantly higher than that 

in rhizosphere soils, 10-20 cm, and 20-30 cm bulk soils, respectively. Correlation analysis revealed that SOC was the primary 

factor affecting NC10 bacterial abundance. Additionally, high-throughput sequencing revealed significant differences in NC10 

bacterial community structure between rhizosphere and bulk soils. PCoA analysis indicated that soil water content, pH, and 

nitrate content were the main environmental factors influencing NC10 bacterial community structure.【Conclusion】These 

findings demonstrate significant differences in nitrite-dependent AOM activity, NC10 bacterial abundance and community 

structure between rhizosphere and bulk soils under different fertilization treatments. The findings demonstrate that the 

rhizosphere serves as an active hotspot for nitrite-driven AOM, providing a deeper understanding of the AOM process and 

offering theoretical basis for mitigating methane emission from paddy fields. 

Key words: Paddy fields; Rhizosphere and bulk soils; Nitrite-dependent AOM; Activity; Community structure 

自 1750 年以来，大气中的甲烷（CH4）浓度持续增加，目前已达到 1 940 nmol·mol-1，其对全球

变暖的贡献率高达 30%[1]。稻田是重要的 CH4 排放源，占人为 CH4 排放量的 38%[2]。厌氧甲烷氧化

（Anaerobic oxidation of methane, AOM）是控制稻田甲烷排放的重要过程。AOM 可与多种电子受体

的还原相耦合[3]，其中以亚硝酸盐作为电子受体的 AOM 途径每年能消耗 0.91Tg CH4，相当于年 CH4

排放量的 11.2%[4]。因此，亚硝酸盐型 AOM 被认为是稻田 CH4减排的关键途径。 
根际作为植物根系与土壤互作的微域界面[5]，在淹水稻田生态系统中，水稻通过通气组织向根际

释放氧气，根际微区呈现相对富氧状态，而其外围的非根际土则是厌氧环境[6]。研究表明，根系分泌

物显著提高了根际土中碳源可利用性和养分有效性，促进了微生物的生长繁殖，使得根际微生物数

量明显高于非根际土[7]。值得注意的是，尽管传统上认为产甲烷古菌严格局限于厌氧环境，但有研究

发现部分氧气耐受型产甲烷古菌在水稻根际保持较高活性，使得水稻根际的 CH4 排放通量及产甲烷

菌数量均显著高于非根际土[8-9]。此外，根际区域还具有更高的 NOx-含量[10]。上述特征表明，特殊的

根际微环境可能为亚硝酸盐型 AOM 的发生提供充足的底物。然而，现有关于稻田亚硝酸盐型 AOM
的研究主要集中于非根际土[11-13]，对于根际土中亚硝酸盐型 AOM 活性及其功能微生物群落特征仍

缺乏系统认识。 
施肥是重要的农田管理措施，同时其对 AOM 过程的影响已引起广泛关注[14-16]。氮肥通过促进

硝化作用，导致氧气消耗和 NO2-的可利用性增加[17]，从而有利于提高亚硝酸盐型 AOM 活性[14]。最

近有研究表明，有机粪肥施用通过提高土壤硝态氮含量显著促进了稻田 AOM 活性[15]。Yang 等[16]进

一步研究发现长期秸秆还田能够通过增加土壤有机碳和无机氮含量显著提高稻田亚硝酸盐型 AOM
活性和功能微生物丰度。然而，虽然已有多项研究证实施肥能够调控亚硝酸盐型 AOM 活性，但多

局限于稻田非根际土，缺乏不同施肥处理下根际土亚硝酸盐型 AOM 过程研究。 
基于上述研究背景，本研究提出以下科学假设：根际微环境和微生物群落显著区别于非根际，

而亚硝酸盐型 AOM 活性受土壤理化性质和微生物共同调控，推测其在根际和非根际土之间存在显
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著差异。根据以上假设，拟以不同施肥处理下的稻田根际和非根际土作为研究对象，通过室内泥浆

培养实验结合 13CH4稳定性同位素示踪技术、高通量测序和定量 PCR 等分子生物学技术，对比研究

不同施肥处理下稻田根际土与非根际土亚硝酸盐型 AOM 活性、功能微生物群落结构和丰度特征，

研究结果有助于深入理解稻田 AOM 过程，为稻田甲烷减排提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 试验设计 
研究区位于中国江苏省扬州市江都区（32°25′ N，119°43′ E），属于亚热带季风气候，年平均降

水量 1 596 mm，年平均气温 17.0 ℃。试验区实行稻麦轮作，设置 3 种施肥处理：无机肥（CF）、有

机肥配施无机肥（OF）和秸秆还田配施无机肥（SF）。各处理 3 个小区重复，共计 9 个试验小区。

CF 组施肥量为 N 270 kg·hm2、P2O5 108 kg·hm2、K2O 108 kg·hm2；OF 组用鸡粪代替 30%无机氮肥；

SF 组除与 CF 组保持相同无机肥施用量外，额外施加小麦秸秆 2 400 kg·hm2。 
1.2 样品采集与分析 

于 2023 年 10 月水稻成熟期采集土壤样品。每个小区随机挑选 3 株水稻，收集附着在水稻根系

上的土壤样品，并将其进行混合作为根际土。对于非根际土，使用直径 5 cm 的土钻以五点取样法采

集 0~10、10~20、20~30 cm 深度土壤样品，同小区同深度样品混合均匀，分装存放在无菌密封袋中。

其中一部分用于测定 AOM 活性，一部分 4 ℃冷藏用于测定土壤理化性质，一部分-20 ℃低温冷冻用

于分子生物学实验。 
土壤含水量（SWC）通过将新鲜土壤在 105 ℃烘箱中烘干至恒重后测得。土壤 pH 由风干土和

去离子水按 1∶2.5（m/v）比例混合后，用 pH 计（Carlsbad，美国）测定。土壤有机碳（SOC）含量

用 K2Cr2O7 氧化法测定。土壤溶解性有机碳（DOC）用新鲜土壤与去离子水 1∶5（m/v）混合震荡 1 h
提取，提取液过滤膜后用 TOC 仪（multi N/C 3100）测定。土壤 NH4+-N、NO2--N 和 NO3--N 用 2 
mol·L-1 的 KCl 溶液浸提，分光光度法测定浸提液中各形态无机氮含量。每个样品各指标测定均进行

3 次重复。 
1.3 亚硝酸盐型 AOM 活性测定 

采用 13CH4稳定性同位素示踪法测定亚硝酸盐型厌氧甲烷氧化活性。将 3 g 新鲜土壤与 5 mL 去

离子水放置于 12 mL 玻璃瓶中（Labco，英国），用橡胶塞密封摇匀形成泥浆。为保证厌氧环境，用

高纯氩气进行脱氧处理（真空泵抽空气（5 min）、复氩气 2 次）。将脱氧处理后的玻璃瓶置于摇床

中预培养 3 d（30 ℃，120 r·min-1），以进一步释放和消耗土样中残留的氧气和相关电子受体。预培

养结束后取出 0.6 mL 玻璃瓶顶空气体，加入等量 13CH4置换。泥浆培养实验设置分为两组，每组 3
个重复：（a）13CH4（作为对照组），（b）13CH4 + NO2-（实验组）。在 b 组加入 0.05 mL NO2- 浓
缩液，使玻璃瓶中 NO2-初始浓度保持在 0.5 mmol·L-1。将添加底物后的玻璃瓶置于摇床进行正式培

养（30 ℃，120 r·min-1），培养周期为 30 d。在培养 0 d 和 30 d 分别加入 0.5 mL 50% ZnCl2 终止实

验。首先使用气相色谱仪（安捷伦 7890B 型，美国）测定顶空气相中 CO2（包括 13CO2 和 12CO2）

的浓度，然后利用稳定同位素比率质谱仪（Isoprime100 IRMS 型，德国）分析顶空中 13CO2与 12CO2

的比值，进一步结合亨利定律根据 He 等[18]报道的公式计算气相和液相中 13CO2 的总生成量。最后，

通过实验组减去对照组 13CO2 值得到亚硝酸作为电子受体驱动厌氧甲烷氧化产生的 13CO2 总量，然

后根据培养时间（30 d）计算亚硝酸盐型厌氧甲烷氧化活性。 
1.4 DNA 提取及 Illumina 测序 

使用 FastDNA® Spin Kit for 178 Soil （MP Biomedicals，美国）试剂盒提取原位土壤样品 DNA，

使用超微量分光光度计 NanoDrop2000（Thermo Scientific，美国）对 DNA 浓度和纯度进行检测。利
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用 PCR 仪（ABI GeneAmp&reg，9700 型），选取特异性引物 202F-1545R & qp1f-qp1r 对 NC10 细菌

16S rRNA 基因进行巢式 PCR 扩增，反应体系和反应条件按照 Shen 等[19]报道的方法执行。 
使用 AxyPrepDNA 试剂盒（AXYGEN 公司）纯化扩增产物，以确保其纯度和质量。随后利用

QuantiFluor™ -ST 系统对纯化后的 PCR 产物进行精确的定量和均一化处理。将纯化后的扩增片段上

传 Illumina Mi Seq 平台进行测序，构建 PE 2×300 文库。使用 UPARSE 软件，基于 97%序列相似度

对 NC10 细菌 16S rRNA 基因进行 OTU 聚类。利用 RDP Classifier 工具对 OTU 序列进行分类注释。

为验证 OTU 序列的可靠性，将其与 NCBI 数据库中的已知序列进行比对，仅保留与已知序列相似度

大于 80%的 OTU 序列，以确保结果的准确性和可靠性。 
1.5 定量 PCR 

利用 ABI7300 型荧光定量 PCR 仪（Applied Biosystems，美国），使用特异性引物 qp1f-qp1r（5'-
GGGCTTGACATC-CCACGAACCTG-3'/5'-CTCAGCGACTTCGAGTACAG-3'）对 NC10 细菌 16S 
rRNA 基因进行扩增。基于质粒标准曲线，准确计算出土壤样品中 NC10 细菌 16S rRNA 基因的拷贝

数。qPCR 反应体系为 20 μL：10 μL Premix，0.8 μL 正向引物，0.8 μL 反向引物，1 μL DNA 模板，

7.4 μL ddH2O。qPCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，35 个循环；

72 ℃延伸 1 min。 
1.6 数据处理 

采用单因素和双因素方差分析不同施肥处理下土壤理化性质、根际土和非根际土亚硝酸盐型

AOM 活性、NC10 细菌基因丰度和群落组成的差异。通过 R 语言构建微生物群落共现网络，并保留

显著相关的 OTUs，通过 Gephi 0.9 对共现网络进行可视化。采用皮尔逊相关性分析揭示亚硝酸盐厌

氧甲烷氧化活性和 NC10 细菌丰度与环境因子之间的关系。采用典范对应分析（CCA 分析）探究根

际土和不同深度非根际土 NC10 细菌群落组成与环境因子间的关系，揭示影响 NC10 细菌群落组成

的主要环境因子。最后通过偏最小二乘路径模型（PLS-PM）分析施肥处理如何通过影响土壤理化和

NC10 细菌群落，进而对根际和非根际土亚硝酸盐型 AOM 活性产生影响。 

2 结 果 

2.1 根际土与不同深度非根际土的理化性质 
不同施肥处理根际土及非根际土的理化性质见表 1。3 种施肥处理根际土 SWC 与 0~10 cm 非根

际土相当，且显著高于 10~20 cm 和 20~30 cm 非根际土，根际土和 0~10 cm 非根际土的 pH 则显著

低于 10~20 cm 和 20~30 cm 非根际土。CF 处理根际土 SOC 含量显著高于 3 个深度的非根际土，OF
处理根际土 SOC 含量与 0~10 cm 非根际土无显著差异，但显著高于 10~20 cm 和 20~30 cm 非根际

土，而 SF 处理 0~10 cm 非根际土 SOC 含量显著高于根际土。CF 处理根际土 DOC 含量显著高于 3
个深度非根际土，另两种施肥则没有显著差异。CF 和 SF 处理根际土硝态氮含量显著高于 10~20 cm
和 20~30 cm 非根际土，OF 处理根际土硝态氮含量仅显著高于 20~30 cm 非根际土。 

表 1 不同施肥处理根际土和不同深度非根际土的理化性质 

Table 1 Physicochemical properties of rhizosphere soil and different depths of bulk soil under different fertilization treatments 

处理 

Treatment 

根际/非根际 

Rhizosphere/  

Bulk soil 

土壤含水量 

SWC/% 
pH 

有机碳 

SOC/ 

(g·kg-1) 

可溶性有机碳 

DOC/ 

(mg·kg-1) 

铵态氮 

NH4
+-N/ 

(mg·kg-1) 

亚硝态氮 

NO2
--N/ 

(mg·kg-1) 

硝态氮 

NO3
--N/ 

(mg·kg-1) 

CF 根际 23.64±0.01a 6.03±0.04c 8.9±1.4a 25.6±4.6a 6.7±2.7a 0.05±0.01b 15.1±0.9a 

非根际 0~10 cm 23.23±0.01a 6.10±0.08c 5.7±0.2b 14.4±2.2b 8.5±1.7a 0.06±0.00a 12.7±0.6a 



土 壤 学 报 
Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

处理 

Treatment 

根际/非根际 

Rhizosphere/  

Bulk soil 

土壤含水量 

SWC/% 
pH 

有机碳 

SOC/ 

(g·kg-1) 

可溶性有机碳 

DOC/ 

(mg·kg-1) 

铵态氮 

NH4
+-N/ 

(mg·kg-1) 

亚硝态氮 

NO2
--N/ 

(mg·kg-1) 

硝态氮 

NO3
--N/ 

(mg·kg-1) 

非根际 10~20 cm 

非根际 20~30 cm 

17.41±0.01b 

17.77±0.01b 

7.24±0.22b 

7.90±0.10a 

4.5±0.4b 

5.1±0.3b 

7.9±2.4b 

10.6±1.2b 

5.9±1.8a 

6.5±1.8a 

0.05±0.00ab 

0.04±0.00b 

5.8±0.9b 

5.1±0.7b 

OF 根际 25.40±0.02a 6.61±0.09b 20.6±1.4a 21.9±7.0a 8.9±1.6a 0.05±0.00bc 7.9±0.8a 

非根际 0~10 cm 25.21±0.01a 6.60±0.13b 19.5±1.1a 16.8±4.2a 9.6±2.0a 0.07±0.01a 7.3±0.9a 

非根际 10~20 cm 

非根际 20~30 cm 

18.97±0.01b 

17.20±0.01b 

7.11±0.27ab 

7.75±0.15a 

8.3±1.0b 

9.0±0.9b 

13.9±5.2a 

14.8±1.5a 

8.4±2.2a 

6.8±2.4a 

0.06±0.01ab 

0.04±0.01c 

6.6±1.1ab 

4.2±0.8b 

SF 根际 25.02±0.02a 5.65±0.07b 16.0±0.3b 23.8±5.4a 8.9±1.6a 0.06±0.01a 12.3±1.8a 

非根际 0~10 cm 25.05±0.02a 5.66±0.10b 20.2±0.9a 12.4±1.7a 10.8±1.9a 0.05±0.01a 12.7±2.2a 

非根际 10~20 cm 

非根际 20~30 cm 

19.00±0.01b 

18.08±0.01b 

7.01±0.40a 

7.72±0.13a 

19.1±0.8a 

17.5±0.6ab 

22.4±6.2a 

11.5±1.2a 

8.7±2.1a 

5.1±2.1a 

0.06±0.01a 

0.06±0.00a 

6.1±1.1b 

3.9±0.7b 

注：1）CF：无机肥处理，OF：有机肥处理，SF：秸秆还田处理。2）表中数据为平均值±标准误。不同字母表示同一施肥处理下根际土

和不同深度非根际土间差异显著（P<0.05）。Note:1) CF: Chemical fertilizer treatment; OF: Organic fertilizer treatment; SF: Straw returning treatment. 

2) Data are presented as mean ± SE. Different lowercase letters indicate significant differences between rhizosphere and different depths of bulk soil 

under the same fertilization treatment (P < 0.05).  

2.2 根际土与不同深度非根际土的亚硝酸盐型 AOM 活性 
3 种施肥处理根际土的亚硝酸盐型 AOM 活性范围为 1.03~2.42 nmol·g-1·d-1，均显著高于非根际

土（0.18~1.01 nmol·g-1·d-1）（图 1a）。CF 处理非根际土的亚硝酸盐型 AOM 活性在 0~10 cm 显著高

于 20~30 cm；OF 和 SF 处理 10~20 cm 显著高于 20~30 cm（图 1a）。根际土的亚硝酸盐型 AOM 平

均活性（1.92 nmol·g-1·d-1）显著高于非根际土；非根际土 0~10 cm（0.77 nmol·g-1·d-1）和 10~20 cm
（0.64 nmol·g-1·d-1）显著高于 20~30 cm（0.31 nmol·g-1·d-1）（图 1b）。SF 处理根际土亚硝酸盐型

AOM 平均活性较 CF 和 OF 显著降低 125%~135%（图 1c）；OF 处理非根际土亚硝酸盐型 AOM 平

均活性显著较 CF 和 SF 增加 59%（图 1d）。 
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注：图中误差线为标准误；不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。Note: Error bars in the figures mean standard errors. Different letters 

indicate significant difference at 0.05 level. 

图 1 土壤亚硝酸盐型 AOM 活性（a）以及平均 AOM 活性（b, c 和 d） 

Fig. 1 The nitrite-AOM activity (a) and the average nitrite-AOM activity (b, c, and d) 

2.3 根际土与不同深度非根际土的 NC10 细菌 16S rRNA 基因丰度 
NC10 细菌 16S rRNA 基因丰度在根际土与不同深度非根际土中存在显著差异。在 CF 处理，根

际土和 0~10 cm 非根际土 NC10 细菌基因丰度（1.24×107~1.40×107 copies·g-1）显著高于 10~20 cm 和

20~30 cm 非根际土，而在 OF 和 SF 处理，0~10 cm 非根际土的 NC10 细菌基因丰度显著高于根际土

以及 10~20、20~30 cm 非根际土（图 2a）。0~10 cm 非根际土的 NC10 细菌平均基因丰度（1.54×107 

copies·g-1）最高，其次为根际土（1.21×107 copies·g-1）、10~20 cm（7.64×106 copies·g-1）和 20~30 cm
（2.95×106 copies·g-1）非根际土（图 2b）。CF 处理（1.40×107 copies·g-1）根际土的 NC10 细菌平均

基因丰度高于 OF 处理（1.12×107 copies·g-1）和 SF 处理（1.12×107 copies·g-1），在非根际土（7.10×106 
copies·g-1）则低于 OF 处理（9.51×106 copies·g-1）和 SF 处理（9.35×106 copies·g-1），但差异均未达

显著水平（图 2c、图 2d）。 
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图 2 土壤 NC10 细菌 16S rRNA 基因丰度（a）以及平均丰度（b, c 和 d） 

Fig. 2 The gene abundances of NC10 bacterial 16S rRNA (a) and the average gene abundances of NC10 bacteria (b, c, and d) 

2.4 根际土与不同深度非根际土中 NC10 细菌的群落组成与多样性 
将NC10细菌 16S rRNA基因的高通量测序结果进行抽平除杂后，单个样本中的序列数为 29 504，

共获得 48 个 OTUs。NC10 细菌在土壤中的微生物群落组成如图 3a 所示。在 3 种施肥处理下，OTU54
和 OTU221 在根际土和 0~10 cm 非根际土中占优势，OTU41 在 10~20 cm 非根际土中占优势，OTU41
和 OTU43 在 20~30 cm 非根际土中占优势（图 3a）。其中，OTU54 在根际土和 0~10 cm 非根际土中

平均相对丰度分别为 37%和 44%，而 OTU41 在 10~20 cm 和 20~30 cm 非根际中的平均相对丰度分

别为 31%和 39%（图 3b）。此外，3 种施肥处理 OTU54 的平均相对丰度最高，范围为 24%~26%，

其次是 OTU41 和 OTU221，范围分别为 16%~21%和 13%~19%（图 3b）。 
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图 3 土壤 NC10 细菌 11 个优势 OTUs 的相对丰度（a）及平均相对丰度（b） 

Fig. 3 Relative abundance (a) and average relative abundance (b) of the top 11 OTUs of NC10 bacteria in soil 

PCoA 结果表明，3 种施肥处理 NC10 细菌的群落组成无显著差异（图 4a），但根际土和不同深

度非根际土中的 NC10 细菌群落结构存在显著差异（图 4b）。共现网络分析将 NC10 细菌的 OTUs
划分为四个模块（图 4c）。在模块 0 中，57.1%的 OTUs 来自 20~30 cm 非根际土，在模块 1 中，64.4%
的 OTUs 来自 10~20 cm 非根际土，而在模块 2 和 3 中，大部分 OTUs 来自根际土（39.5%~45.0%）

和 0~10 cm 非根际土（34.0%~38.0%）（图 4d）。模块组分在不同施肥处理间无显著差异（图 4d）。 

 

 
图 4 土壤 NC10 细菌群落组成的主坐标分析（a, b）、共现网络分析（c）及优势模块分布（d） 
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Fig. 4 Principal coordinate analysis (a, b), co-occurrence network analysis (c), and abundance of the dominant modules (d) of soil NC10 

bacterial community composition 

在 3 种施肥处理下，OTU 数、Shannon 指数和 Chao1 指数的范围分别为 13~44、0.41~2.16 和

17~60，无显著差异（图 5a）。10~20 cm 非根际土的 OTU 数、Shannon 指数和 Chao1 指数均显著高

于根际土，然而，根际土的 OTU 数显著高于 20~30 cm 非根际土（图 5b）。 

 
图 5 土壤 NC10 细菌的 OTU 数量、Shannon 指数和 Chao1 指数 

Fig. 5 Number of OTUs, Shannon index, Chao 1 index of NC10 bacteria  

2.5 亚硝酸盐型 AOM 活性、丰度、组成与环境因子间的相关性 
CCA 分析结果表明，SWC、DOC、pH、铵态氮含量和硝态氮含量是影响 NC10 细菌群落结构的

主要环境因子（P < 0.05）（图 6a）。皮尔逊相关分析表明，在根际土中，pH 与亚硝酸盐型 AOM 活

性和 NC10 细菌丰度均呈显著正相关，DOC 含量与亚硝酸盐型 AOM 活性呈显著负相关。在 0~10 cm
非根际土中，pH 和 SOC 含量与亚硝酸盐型 AOM 活性呈显著正相关，SOC 含量与 NC10 细菌丰度

也呈显著正相关。10~20 cm 非根际土中，pH 与亚硝酸盐型 AOM 活性呈显著负相关，SOC 含量亚

硝酸盐型 AOM 活性呈显著正相关。20~30 cm 非根际土中，pH 和 SWC 与亚硝酸盐型 AOM 活性呈

显著负相关，DOC 和 SOC 含量与亚硝酸盐型 AOM 活性呈显著正相关（图 6b）。 
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注：b 图中白色为正相关，黑色为负相关；*和**分别表示在 P＜0.05 和 P＜0.01 水平上差异显著。Note: The white represents positive 

correlation while the black represents negative correlation.; * and ** indicate significant difference at 0.05 and 0.01 level, respectively. 

图 6 土壤 NC10 细菌群落组成与环境因子关系分析（a，CCA 分析；b，相关性热图） 

Fig. 6 Analysis of the relationship between soil NC10 bacterial community composition and environmental factors (a, CCA analysis; b, 

correlation heatmap) 

偏最小二乘路径模型（PLS-PM）分析表明，在根际土中，施肥处理对亚硝酸盐型 AOM 活性有

直接影响，同时也通过影响 NC10 细菌 α 多样性而间接影响亚硝酸盐型 AOM 活性，土壤理化性质

通过影响 NC10 细菌群落组成和 α 多样性而间接影响亚硝酸盐型 AOM 活性。在根际土中，引起土

壤理化性质变化的主要指标是 SWC，其次是硝态氮和 SOC 含量，群落组成变化主要由 PC1 引起（图

7a）。在 0~10 cm 非根际土中，施肥处理通过影响土壤理化性质和 NC10 细菌 α 多样性而间接影响

亚硝酸盐 AOM 活性，同时，土壤理化性质和 NC10 细菌群落组成对亚硝酸盐型 AOM 活性有直接影

响，此外，在 0~10 cm，引起土壤理化性质变化的主要指标是铵态氮含量，其次是 pH 和 SOC， 群
落组成变化主要由 PC1 引起（图 7b）。在 10~20 cm 非根际土中，施肥处理对亚硝酸盐型 AOM 活

性有直接影响，同时施肥处理也通过影响土壤理化性质和 NC10 细菌群落组成而间接影响亚硝酸盐

型 AOM 活性，NC10 细菌丰度对亚硝酸盐型 AOM 活性也有直接影响。此外，在 10~20 cm 非根际

土中，引起土壤理化性质变化的主要指标是亚硝态氮含量，其次是铵态氮和 DOC 含量， 群落组成

变化主要由 PC1 引起（图 7c）。在 20~30 cm 非根际土中，施肥处理和土壤理化性质均对亚硝酸盐

型 AOM 活性有直接影响，引起土壤理化性质变化的主要指标是 DOC，其次是 pH 和 SWC，群落组

成变化主要由 PC2 引起（图 7d）。 
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注：* 和 ** 分别表示在 P < 0.05 和 P < 0.01 水平上差异显著。Note: * and ** indicate significant difference at 0.05 and 0.01 level, 

respectively. 

图 7 土壤亚硝酸盐型 AOM 活性相关因素的偏最小二乘路径模型分析 

Fig. 7 The partial least squares path model of factors associated with nitrite-AOM activity in soil 

3 讨 论 

本研究发现 3 种施肥处理下根际土的亚硝酸盐型 AOM 活性均显著高于非根际土。其中，根际

土中亚硝酸盐型 AOM 活性范围为 1.03~2.42 nmol·g-1·d-1（图 1c），非根际土中亚硝酸盐型 AOM 活

性范围为 0.18~1.01 nmol·g-1·d-1（图 1d）。本研究根际土亚硝酸盐 AOM 活性也高于报道的稻田非根

际土（0.69~1.45 nmol·g-1·d-1）[13，20]。值得注意的是，尽管相关报道指出根际土呈现相对富氧状态[6]，

但本研究发现其 AOM 活性反而更高，这可能与根际土中充足的底物供应密切相关。已有研究表明，

根际土的 CH4 产量显著高于非根际土[8-9]，为亚硝酸盐型 AOM 提供了充足底物。事实上，亚硝酸盐

型 AOM 过程的活性受多因素协同调控。已有研究证实，有机碳、无机氮及溶解性有机碳含量对该

过程具有显著促进作用[21-22]。本研究中，根际土检测到较高的有机碳含量和亚硝态氮含量（表 1），

这可能是其 AOM 活性较高的重要原因：一方面，根际土中根系分泌物为微生物提供了丰富的有机

碳源，可刺激产甲烷微生物的生长与代谢活动，通过增加 CH4 底物供应间接刺激亚硝酸盐型 AOM
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活性[7]；另一方面，根际土中更高的 NOₓ⁻含量[10]，直接为亚硝酸盐型 AOM 过程提供充足的电子受

体 NO₂⁻。上述结果表明先前基于稻田非根际土的大量研究可能低估了亚硝酸盐型 AOM 过程的作用。 
在根际土中，SF 处理下的亚硝酸盐型 AOM 活性显著低于 CF 和 OF 处理（图 1c）。这可能与

秸秆还田导致的土壤酸化有关[23]，因为先前研究表明亚硝酸盐型 AOM 活性适宜中性 pH[24]。此外，

相关性分析结果也表明根际土中 pH 与亚硝酸盐型 AOM 活性呈显著正相关（图 6b）。相比之下，

在非根际土中，OF 处理下的亚硝酸盐型 AOM 活性显著高于 CF 和 SF 处理（图 1d）。这可能是由

于有机肥的施用还增加了有机碳含量（表 1），刺激甲烷生成，为亚硝酸盐型 AOM 提供更多的底物，

从而提高亚硝酸盐型 AOM 活性[25]。此外，PLS-PM 分析表明，在根际土、10~20 cm 和 20~30 cm 非

根际土中，施肥处理对亚硝酸盐型 AOM 活性有直接影响（图 7a）。而在 0~10 cm 非根际土中，施

肥处理则主要通过影响土壤理化和 NC10 细菌的 α 多样性，间接影响亚硝酸盐型 AOM 活性(图 7b)。
这可能是由于一方面，施肥处理通过促进植物生长和根系分泌物的释放，导致根际土中的微生物活

性较高，碳氮转化速率较快[26]。另一方面，施肥对表层非根际土的 pH、有机质含量影响较大（表 1），
从而通过改变土壤理化影响其活性[27]。而深层非根际土的厌氧环境为 NC10 细菌的生长和代谢提供

了更适宜的条件，进一步促进了 NC10 细菌的活性[28]。 
本研究中 NC10 细菌的 16S rRNA 基因丰度范围为 1.30×106~4.05×107 copies·g-1（图 2），与先前

报道结果一致（1.7×105 ~5.5×107 copies·g-1）[12，21，29]。NC10 细菌丰度在根际土和不同深度非根际土

间存在显著差异。其中，0~10 cm 非根际土 NC10 细菌丰度显著高于根际土，这可能是由于非根际

0~10 cm 土层 SOC 含量高于根际土(表 1)，SOC 含量的增加可以为产甲烷菌提供额外的底物来源，

并促进 CH4 的产生[8-9]，为亚硝酸盐型 AOM 过程提供充足底物，从而刺激 NC10 细菌丰度。此外，

相关性分析也表明在非根际 0~10 cm 土层 SOC 含量与 NC10 细菌丰度呈显著正相关(图 7b)，与 Yang
等[13]的相关性分析结果一致。 

本研究还发现 NC10 群落组成和多样性在根际和不同深度非根际土间存在显著差异（图 4b 和图

5b）。这可能是因为稻田根际选择效应的存在，即植物根系可以选择性吸引和招募非根际土中的微

生物[30]，导致根际土的微生物群落多样性普遍低于非根际土[31]。本研究结果也证实了这一点（图 5b），
根际土的 OTU 数均低于不同深度非根际土且均为非根际土共有 OTU（图 3b），这表明根际土的群

落结构是不同深度非根际土的一个子集。共线网络分析结果显示根际土和非根际 0~10 cm 土层群落

结构较相似，而非根际 10~20 cm 和 20~30 cm 群落结构较相似（图 4d）。这可能是因为根际土和非

根际 0~10 cm 土 SWC、pH 以及硝态氮含量显著高于非根际 10~20 cm 和 20 ~30 cm（表 1），且 CCA
分析结果表明 SWC、pH 以及硝态氮含量对 NC10 细菌群落均有显著影响（图 7a），与本课题组[21,32]

之前的分析结果一致。 
本研究结果表明不同施肥处理下稻田根际土亚硝酸盐 AOM 活性显著高于非根际土，表明先前

针对于非根际土亚硝酸盐型 AOM 过程的研究低估了亚硝酸盐型 AOM 在稻田甲烷减排中的贡献。

此外，根际土和非根际土 NC10 细菌丰度和群落结构也存在显著差异。然而，本研究是基于小范围

区域土壤进行的，有关 AOM 过程对全球甲烷减排的贡献仍然需要扩大研究尺度，以准确评估其在

甲烷减排中的贡献。 

4 结 论 

不同施肥处理下稻田根际土亚硝酸盐 AOM 活性显著高于非根际土，pH、有机碳和亚硝态氮含

量是影响 AOM 活性的主要因素。NC10 细菌丰度和群落结构在根际土和不同深度非根际土间均存在

显著差异。其中，0~10 cm 非根际土的 NC10 细菌基因丰度显著高于根际土，有机碳含量是影响 NC10
细菌丰度的主要因素。此外，SWC、pH 和硝态氮含量是影响 NC10 细菌群落结构的主要因素。 
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