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摘 要：近地层臭氧（O3）浓度升高可以降低稻田甲烷（CH4）排放，但其对稻田土壤 CH4 产生过程的影响

机制尚不明晰。本研究以长三角地区主栽水稻品种“南粳 9108”为试验材料，利用开顶气室（Open Top 

Chamber，OTC），设置环境大气（NF）和环境大气+40 nmol·mol-1 O3（NF40）处理。通过采集水稻典型生

育期（灌浆期和成熟期）根际土壤，开展微宇宙培养试验，并同步测定水稻根系形态特征、土壤碳组分、

微生物丰度及产甲烷菌群落结构，系统分析 O3 浓度升高对稻田土壤 CH4 产生过程的调控机制。结果表明，

与 NF 处理相比，O3 浓度升高抑制水稻灌浆期根系的比根长和比根面积，提高水稻成熟期根际土壤有机碳

稳定性；同时改变根际土壤产甲烷菌群落结构，降低乙酸营养型产甲烷菌相对丰度，增加氢营养型产甲烷

菌相对丰度。O3 浓度升高降低稻田根际土壤 CH4 产生速率 38.1%~46.8%，其中，乙酸型途径 CH4 产生速率

降低 66.6%~68.1%，而氢型途径 CH4 产生速率增加 6.1%~24.7%。本研究从水稻根系性状—土壤碳稳定性—

产甲烷菌群落结构的耦合角度，系统阐明了 O3 浓度升高对稻田根际土壤 CH4 产生过程的调控机制，为预测

未来 O3 污染背景下农业生态系统 CH4 排放响应提供重要的过程依据。 
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Abstract: 【Objective】Elevated near-surface ozone (O3) concentrations have been shown to reduce methane (CH4) 

emissions from rice paddies. However, the underlying mechanisms regulating soil CH4 production remain poorly 

understood. Thus, this study aimed to decipher the mechanisms regulating soil CH4 production at different rice 

growth stages and identify the main controlling factors.【Method】In this study, a widely cultivated rice cultivar 

(Nanjing 9108) in the Yangtze River Delta was used to investigate the effects of elevated O3 on methane production 

processes. An open-top chamber (OTC) system was employed to simulate elevated ozone conditions, including 

ambient air (NF) and ambient air supplemented with O3 (NF40 + 40 nmol·mol-1 O3). Rhizosphere soils were 

collected at the typical growth stages of rice (the filling stage and the maturity stage) and subjected to microcosm 

incubation experiments. Root morphological traits, soil carbon components, microbial abundance, and methanogenic 

archaeal community composition were simultaneously analyzed to elucidate the regulatory mechanisms of O3 on 

CH4 production. 【Results】The results showed that elevated O3 reduced specific root length (SRL) and specific 

root area (SRA) during the filling stage of rice, while enhancing soil organic carbon stability during the maturity 

stage of rice. This simultaneously altered the community composition of methanogens, characterized by an increase 

in the relative abundance of hydrogenotrophic methanogens and a decrease in the relative abundance of acetoclastic 

methanogens. O3 elevation reduced CH4 production rates in paddy soils by 38.1%–46.8%, with decreased 

acetoclastic methanogenesis rates by 66.6%–68.1%. Conversely, CH4 production rates via hydrogenotrophic 

methanogenesis increased by 6.1%–24.7%.【Conclusion】This study provides a process-based understanding of 

how elevated O3 regulates methane production in rice soils through coupled changes in plant root traits, soil carbon 

stabilization, and methanogenic community structure, offering critical insights for predicting CH4 emissions from 

agricultural ecosystems under future O3 pollution scenarios. 
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近地臭氧（O3）又称“地面臭氧”或“对流层臭氧”，是存在于距离地面 0~25 km 对流

层中的 O3，主要是由人为活动而排放的氮氧化合物（NOx）、挥发性有机物（VOCs）等前体

物在夏季高温和强日照的条件下产生光化学反应而生成的二次污染物[1]。我国近地表 O3 浓

度高值主要集中在夏季，O3 浓度分布表现出“连片化”特征，其中华北及京津冀、长三角等

地 O3 浓度相对较高[2]，这些地区夏季 O3 浓度远超过对植物生长造成危害的阈值（40.0 
nmol·mol-1）[3]；同时，我国作为水稻种植大国，O3 浓度高值集中时期几乎与水稻关键生长

时期相重合，有研究表明，O3浓度升高对长三角地区水稻的平均产量损失为 2 479 Mt，约占

实际产量的 9.2%，平均经济损失约为 10.1 亿美元[4]。同时，随着近地层 O3 浓度的升高，其

温室效应将进一步加剧全球变暖[5]。 
甲烷（CH4）是大气中仅次于 CO2的第二大温室气体，《温室气体公报》中显示 2024 年

全球年均浓度达 1 942 nmol·mol-1，中国区域 CH4年均浓度为 2 003 nmol·mol-1，略高于全球

均值[6]。水稻作为世界第二大粮食作物，在所有粮食作物中其单位面积 CH4 排放强度和单位

产量排放强度均为最高[7]。稻田 CH4 净排放量主要是由稻田 CH4 产生与氧化的差值决定[8]。

稻田 CH4 产生过程作为 CH4排放的关键因子，其产生过程已有较多研究[9-11]，乙酸发酵型途

径与氢营养型途径主导 CH4 产生，其中乙酸发酵型途径约占 CH4产生总量的 70%~90%，氢

营养型途径约占 CH4产生总量的 10%~30%[12-13] 。 
尽管 O3可以直接从大气扩散到土壤中，但当 O3与土壤表面接触后，使其作用扩散范围

仅限于表层土壤的毫米级范围[14]。然而，已有研究表明，O3 浓度升高会显著抑制稻田 CH4

排放 38.3%~50.6%[15]，这可能是由于 O3 通过加速水稻叶片衰老和脱落，引发光合作用能力
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减弱，生物量减少[16]；改变凋落物碳氮含量，分解速率以及根系代谢分泌物含量[17-19]等连锁

反应，使土壤可溶性有机碳（DOC）与微生物生物量碳（MBC）含量下降[20]。O3浓度升高

还可以间接改变土壤微生物的群落组成和多样性。例如，Feng 等[21]在一项稻田 O3 熏蒸试验

中发现，O3 浓度升高显著降低乙酸发酵型产甲烷菌（Methanosaeta）的群落丰度。此外，还

有研究表明，O3 浓度升高会降低土壤不稳定有机碳储量[17]，并且促使微生物分泌胞外酶从

底物（如纤维素和木质素）中获取碳[22]，导致土壤中的有机碳稳定性增加。目前关于 O3浓

度升高对稻田 CH4 排放和土壤微生物的影响已有诸多研究[18, 23-24]，但其对稻田土壤 CH4 产

生过程的影响及其机制尚不明晰，例如，O3 浓度升高通过降低产甲烷菌可用底物进而降低

29.7%~40.4%的 CH4 排放通量[25]；与之相反，O3 浓度升高也可以通过降低植物残体与凋落

的分解速率，使之持续提供微生物可利用碳源，导致受根系影响较小的非根际土壤 CH4 排

放通量增加[26]。 
为探究 O3 浓度升高对稻田土壤 CH4 产生过程的影响，本研究以长三角地区主栽水稻为

试验材料，采用开顶气室（Open Top Chamber，OTC）模拟 O3浓度升高情景，设置环境大

气（NF）和环境大气 + 40 nmol·mol-1 O3（NF40）处理。在水稻典型生育期采集根际土壤样

品，开展微宇宙培养试验监测 CH4 产生速率和不同产生途径相对贡献，并同步测定水稻根

系形态特征、根际土壤碳组分、微生物基因丰度及产甲烷菌群落结构，系统解析 O3 浓度升

高对稻田根际土壤 CH4 产生过程的调控机制。鉴于 O3浓度升高对稻田土壤 CH4产生过程的

调控机制尚不明确，本研究提出如下研究假设：（1）O3 浓度升高通过增加土壤有机碳稳定

性，降低稻田根际土壤产甲烷菌丰度；（2）O3浓度升高通过改变不同代谢途径产甲烷菌的相

对丰度及其功能贡献，进而抑制稻田土壤 CH4 产生过程。本研究旨在从植物根系性状—土

壤碳稳定性—产甲烷菌群落结构的耦合角度，系统阐明 O3浓度升高对稻田根际土壤 CH4产

生过程的调控机制，为预测未来 O3 污染背景下农业生态系统 CH4 排放响应提供了重要的过

程依据。 

1 材料与方法 

1.1 试验地概况 
试验区位于江苏省扬州市江都区南京信息工程大学扬州绿色农业研究与示范基地

（32º25′N，119º43′E），属亚热带季风气候，年均气温 16.1 ℃，年均降水量 1 777 mm，年日

照时间 2 140 h，全年无霜期>290 d，当地长期实行稻麦轮作，是典型的农田生态系统[27]。试

验土壤质地为砂质壤土，土壤 pH 7.7、全碳 12.9 g·kg−1、全氮 1.7 g·kg−1、有效磷 6.9 mg·kg−1、

速效钾 67.8 mg·kg−1[28]。 
供试水稻品种为“南粳 9108”。2023 年 5 月 23 日育苗，6 月 20 日选择长势一致的幼苗

进行移栽。盆钵直径 35 cm、高度 30 cm，每盆装土量为 10 kg，种植 1 穴 2 株。盆栽水稻生

长季水肥管理措施与张涵等[28]一致，同时密切监视控制病虫害发生。水稻生长季期间总降水

量为 1 260 mm，主要集中于水稻抽穗期和灌浆期。水稻生长季平均气温为 25.8 ℃，空气湿

度为 85.0%，最高气温出现在拔节期，达到 38.0 ℃[28]。 
1.2 试验设计与样品采集 

通过 OTC 设施设置 2 个 O3 浓度梯度处理，包括 NF（环境大气）、NF40（环境大气+40 
nmol·mol-1 O3），每个处理 3 座 OTC 重复，共设置 6 座 OTC。其中 OTC 为高 2.3 m、直径

4.8 m 的正八面柱体，顶部留有直径约 3.0 m 的开口。O3以高纯氧（O2）作为气源，用 O3发

生器（HY003，济南创成科技有限公司）产生 O3，通过鼓风机（CX-125，上海全风实业有

限公司）将混合空气送入每个 OTC 内，最终使 OTC 内 O3均匀分布。使用 49i O3分析仪（美
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国 Thermo Scientific 公司）对 OTC 内中心位置 O3浓度进行实时监测与记录，根据 OTC 内

O3 浓度与设定目标 O3 浓度的差异，通过质量流量计控制供应的 O2 流量，来控制气室内 O3

的浓度。水稻生长期间 NF、NF40 处理的 O3 M10（8∶00—18∶00）平均浓度分别为 39.5、75.9 
nmol·mol-1 O3[27]。在水稻生长季（7 月 3 日至 10 月 20 日）于每天 8∶00—18∶00 进行 O3 熏

蒸，遇到雨天则关闭仪器停止通气，详情见张浩然等[29]描述。 
分别在水稻灌浆期（8 月 28 日）和成熟期（10 月 20 日）采集水稻根际土壤样品。将整

株水稻从盆栽取出，收集附着在水稻根系上的土壤样品，将其进行混合作为根际土后装入做

好标记的无菌密封袋中，每个处理 3 个生物重复。部分土壤样品保存在-20 ℃冰箱用于土壤

碳组分测定及甲烷产生培养，部分土壤样品保存在-80 ℃冰箱用于土壤微生物基因丰度与群

落结构的测定。 
采用浸提法后利用 TOC 仪（multiN/C3100, 德国）测定根际土壤可溶性有机碳（Dissolved 

organic carbon，DOC）含量。采用氯仿熏蒸法与浸提法，利用 TOC 仪（multiN/C3100, Germany）
测定根际土壤微生物生物量碳（Microbial biomass carbon，MBC）含量。采用溴化钾（KBr）
压片法，利用傅里叶变换红外光谱仪（Thermo Scientific Nicolet iS5）测定根际土壤有机质官

能团组成，每份称量 10.0 g 样品经晾干、研磨过 200 目筛于 60 ℃烘干，测定时称取 2.0 mg
样品与 200.0 mg KBr 充分混合研磨，压片成厚度约 1.0 mm 的透明片, 放入红外光谱仪测

定。采用影像扫描仪（Epson Perfection V850 Pro）测定水稻根系的比根长（Specific root length，
SRL）及比根面积（Specific root area，SRA）。 
1.3 土壤微宇宙培养试验 

采用 Shen 等[30]的厌氧培养方法测定根际土壤 CH4 产生速率。简而言之，称取 20.0 g 新

鲜土放入 120 mL 培养瓶中，根据土壤含水率加入去离子无菌水，使土水质量比为 1∶1。培

养瓶用丁基橡胶瓶塞密封后用高纯氮气反复抽真空和冲洗 3 次，使培养瓶中达到完全厌氧

状态。培养实验设置两种处理：对照处理（不添加 CH3F）与抑制处理（在培养瓶顶部气相

中注入体积分数为 2%的 CH3F），后者用于抑制氢型甲烷产生途径，以量化不同 CH4产生途

径的 CH4 产生速率及其相对贡献[31-32]。将培养瓶置于 25 ℃培养箱中进行培养，正式培养前

先进行 7 d 预培养，每隔 2~3 d 从每个培养瓶的顶部空间采集 2.0 mL 气体样品，并立即补充

2.0 mL 高纯氮气以维持气压平衡。预培养结束后进行正式培养，每隔 5~7 d 以相同方式采集

气体样品，CH4浓度由安捷伦气相色谱仪（Agilent 8860, 美国）测定。 
1.4 土壤微生物丰度与产甲烷菌群落组成分析 

称取 0.5 g 原位根际土壤样品，按照 FastDNA® SPIN Kit for Soil（MP Biomedicals, 美
国）说明书提取土壤总 DNA 利用 OneDrop 超微量分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，并

将合格 DNA 样品用于后续荧光定量 PCR 和扩增子测序分析。 
采用 SYBR Green 荧光染料法对样品中细菌 16S rRNA 基因和 mcrA 基因进行荧光定量

分析。提取的土壤总 DNA 作为扩增模板。所用引物分别为：细菌 16S rRNA 基因引物 515f
和 907r[33]；mcrA 基因引物 ml-F 和 ml-R[34]。qPCR 反应体系总体积为 30 μL，包括 15 μL 
qPCR Mix、0.5 μL 正反向引物（10 μmol·L-1）、2 μL 模板 DNA，其余体积以 ddH2O 补足至

30 μL。各反应在八联排管中进行，每个样品设置 3 个技术重复，同时设置无模板对照以排

除外源污染的影响。扩增程序为：95 ℃预变性 3 min；随后进行 40 个循环：95 ℃变性 15 s，
57 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s；扩增结束后进行熔解曲线分析，以验证扩增特异性。 

采用 PCR 对 mcrA 功能基因进行扩增。PCR 扩增在采用 ABI GenAmp 9700（ABI，美

国）进行。PCR 反应采用 TransStart FastPfu DNA Polymerase 进行扩增，总反应体系为 20 
μL，包括 5×FastPfu Buffer 4 μL、2.5 mmol·L-1 dNTPs 2 μL、正向引物（5 μmol·L-1）0.8 μL、
反向引物（5 μmol·L-1）0.8 μL、FastPfu DNA Polymerase 0.4 μL、模板 DNA 加入量为 10 ng，
并以 ddH2O 补足至 20 μL。其中，扩增引物为 mcrAF-mcrAR[35]，反应程序为：95.0 ℃预



土 壤 学 报 
Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

变性 5.0 min，随后 35 个循环：95.0 ℃变性 30.0 s，55.0 ℃退火 30.0 s，72.0 ℃延伸 60.0 s，
最后 72 ℃延伸 5 min。PCR 扩增产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳检测后，使用 AxyPrep DNA 
Gel Extraction Kit（Axygen Biosciences, 美国）试剂盒参照说明书操作流程进行纯化。纯化

后的 PCR 产物进行定量，并按等摩尔量混合后构建测序文库，在上海凌恩生物科技有限公

司 Illumina MiSeq 平台双端测序。原始测序序列经拆样、去引物、质量控制及嵌合体去除后，

获得各样本高质量有效序列用于后续分析。 
对于 mcrA 功能基因数据，高质量序列经聚类获得 OTU 后，选取代表序列使用

DIAMOND blastx 与 NCBI NR 蛋白数据库进行比对，根据最优同源匹配结果对功能基因相

关 OTU 进行功能确认及分类归属判定，并据此构建 OTU 丰度表用于后续群落组成、多样

性及差异分析[36-37]。 
1.5 数据处理 

根际土壤 CH4 产生潜势计算公式： 
P=dc/dt×VH/（mS×R×T） 

式中，P 为 CH4产生速率（nmol·h-1·g-1dw），dt/dc 表示单位时间内培养瓶内气体浓度变化量

（μL·L-1·h-1），VH 为培养瓶顶空体积（mL），mS 为培养瓶内干土质量（g），R 为气体常数

0.08206（L·atm·K-1·mol-1），T 为培养箱温度（K）。其中氢营养型 CH4 产生速率以加入抑制

剂 CH3F 处理速率计，乙酸发酵型 CH4产生速率则通过总速率与抑制剂处理速率之差计算得

出。 
采用混合线性模型分析对数据进行方差分析（ANOVA），事后检验采用图基分析法

（Tukey-Kramer HSD），比较 NF 与 NF40 处理间各指标的差异（根际土壤 CH4 产生速率、

水稻根系形态、根际土壤碳组分、细菌/古菌 16S rRNA 及产甲烷菌 mcrA 基因丰度）。土壤

有机碳化学稳定性及产甲烷菌群落组成差异采用 student’s t-test 检验，显著性水平采用 
P<0.05。所有数据均以 3 个重复的“平均值±标准差”表示。统计分析在 JMP 10 软件（SAS 
Institute, 美国）中进行。采用 R 包“vegan”进行主坐标分析（Principal coordinates analysis, 
PCoA）可视化，分析微生物群落组成差异。采用 R 包“linkET”进行 Mantel test 可视化，

进行植物根系形态及土壤碳组分与微生物群落的相关性分析。以上分析使用 R Studio 软件

（version 3.6.0）。使用 Origin 2024 软件绘制趋势图、柱状图以及箱型图。 

2 结 果 

2.1 根际土壤 CH4 产生累积浓度及不同途径产生速率 
培养 26 d 后，相较于 NF 处理，NF40 处理均降低灌浆期和成熟期根际土壤 CH4 产生累

积浓度（图 1a，图 1b）。O3浓度对根际土壤 CH4产生速率存在显著影响，与 NF 相比，NF40
处理降低两个生育时期 CH4 产生速率 38.1%~46.8%（P < 0.001）。成熟期根际土壤 CH4产生

速率较灌浆期显著降低 2.5%~16.1%（P < 0.05）（图 1c）。抑制剂 CH3F 添加后，两个生育期

根际土壤 CH4 产生累积浓度均降低（图 1a，图 1b）。O3 浓度对根际土壤乙酸型途径和氢型

途径 CH4 产生速率均存在显著影响（P < 0.001），与 NF 相比，NF40 处理提高氢型途径 CH4

产生速率 6.1%~24.7%（图 1d），降低乙酸型途径 CH4 产生速率 66.6%~68.1%（图 1e）。同

时，不同生育时期之间氢型途径 CH4产生速率存在显著差异（P < 0.001），成熟期氢型途径

CH4 产生速率较灌浆期降低 7.6%~14.8%（图 1d），而乙酸型途径 CH4 产生速率无显著差异

（P > 0.05）（图 1e）。O3浓度未显著改变两种 CH4 产生途径相对贡献率（P > 0.05）（图 1f）。 
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注：NF，环境大气；NF40，环境大气+40 nmol·mol-1 O3；CH3F，乙酸发酵型甲烷产生途径抑制剂。下同。不同小写字母

表示同一时期不同处理存在显著差异，P<0.05。ns 表示不同时期之间无显著差异，P>0.05；*表示不同时期之间存在显著差异，

P<0.05。下同。Note: NF, ambient atmosphere; NF40, ambient atmosphere + 40 nmol·mol-1 O3; CH3F, inhibitor of the acetate-to- 

CH4 pathway. The same applies below. Different lowercase letters denote significant differences between treatments at the same 

time point, P < 0.05. ns indicates no significant difference between time points, P > 0.05; * denotes significant differences between 

time points, P < 0.05. The same below. 

图 1 灌浆期（a）与成熟期（b）水稻根际土壤 CH4 产生积累浓度，CH4 产生速率（c），氢型 CH4 产生

速率（d），乙酸型 CH4 产生速率（e）及不同 CH4 产生途径相对贡献率（f） 

Fig. 1 Cumulative CH4 production concentrations in rice rhizosphere soil during the filling stage (a) and maturity stage (b), 

CH4 production rates (c), hydrogenotrophic CH4 production rates (d), acetoclastic CH4 production rates (e), and relative 

contributions of different CH4 production pathways (f)  

2.2 根际土壤碳组分及水稻根系形态 
尽管 O3浓度对水稻根际土壤 DOC 和 MBC 含量无显著影响（P > 0.05，图 2 a，图 2 b），

但是相较于 NF 处理，NF40 处理下水稻土壤 DOC 含量存在上升趋势（增幅 2.3%~9.3%）。

O3浓度升高对土壤 MBC 含量的影响存在时期差异（P<0.05，图 2b），相较于 NF 处理，NF40
处理下成熟期土壤 MBC 下降 8.4%（P>0.05）。尽管 O3 浓度对水稻根系 SRL、SRA 无显著

影响（P > 0.05），但是 SRL、SRA 对 O3 的响应存在时期差异，相较于 NF 处理，NF40 处理

下灌浆期水稻根系 SRL、SRA 分别降低 7.5%、5.7%，成熟期水稻根系 SRL、SRA 分别增加

13.2%、12.9%（P > 0.05，图 2c）。同时，不同生育期对根际土壤 DOC 含量、根系 SRL 和

SRA 均无显著影响（P > 0.05，图 2a，图 2 c，图 2 d），仅对根际土壤 MBC 含量有显著影响

（P < 0.05），成熟期土壤 MBC 含量较灌浆期升高 9.2%~20.6%（图 2b）。 
在土壤有机碳化学稳定性以红外光谱中特征峰比值表述，即波长 1 600 cm-1 附近酰胺芳

香族（C=C）伸缩振动峰与 2 940~2 800 cm-1 之间脂肪族（C-H）伸缩振动峰的比值（图 2e，
图 2f），该比值越高表明稳定性组分有机碳含量越高，有机碳越稳定；反之则活性组分有机

碳含量越高，有机碳越不稳定[36]。相较于 NF 处理，NF40 处理下成熟期根际土壤有机碳稳

定性有所升高，但未达显著水平（P > 0.05，图 2g）。 

a） b） c）

d） e） f）
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注：NF-1，2，3：环境大气处理的 3 个重复；NF40-1，2，3：环境大气+40 nmol·mol-1 O3处理的 3 个重复。 Note：NF-1, 2, 3: three replicates under ambient atmospheric conditions；NF40-1, 2, 3: Three 

replicates under ambient atmospheric conditions with +40 nmol·mol⁻¹ O3 

图 2 根际土壤 DOC（a）和 MBC（b）含量，水稻根系比根长（c）与比根面积（d）, 灌浆期不同处理土壤有机碳的 FTIR 光谱（e，f），灌浆期芳香族（C=C）与脂肪族

（C-H）吸收峰的比值（g） 

Fig. 2 Rhizosphere soil DOC (a) and MBC (b) contents, specific root length (SRL) (c) and specific root area (d) of rice roots, FTIR spectra of soil organic carbon (SOC) under different treatments during the filling 

stage (e, f), and the ratio of aromatic (C=C) to aliphatic (C-H) absorption peaks during the filling stage (g) 

a） b） c） d）

e） f） g）
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2.3 根际土壤微生物丰度及产甲烷菌群落结构 
O3 浓度升高对水稻根际土壤细菌、古菌和产甲烷菌丰度均无显著影响（P > 0.05）（图

3a，b，c）。不同生育期对土壤细菌丰度无显著影响（P > 0.05）（图 3a），而对土壤古菌和产

甲烷菌丰度有显著影响（P < 0.05）（图 3b，图 3c），其中成熟期土壤古菌丰度较灌浆期降低

21.8%~47.4%（图 3b），mcrA 丰度降低 21.1%~22.6%（图 3b）。O3浓度和生育期的交互效应

对细菌丰度有显著影响（P < 0.05）（图 3a），与 NF 处理相比，NF40 处理增加根际土壤细菌

丰度 3.8%~27.0%。 
O3 浓度升高对于产甲烷菌群落α多样性无显著影响(图 3d)。与 NF 处理相比，NF40 处

理显著提高了 Methanocorpusculum、Methanospirillum、Methanoculleus、Methanofollis 相对

丰度（图 3e，P < 0.05），降低了 Methanobacterium，Methanosarcina，Methanoregula 和

Candidatus Methanogranum 相对丰度（P > 0.05）。按照代谢类型对成功注释到属水平的产甲

烷菌进行分类发现，与 NF 处理相比，NF40 处理降低了乙酸发酵型产甲烷菌相对占比（图

3f，P > 0.05），增加了氢营养型产甲烷菌相对占比，但均无显著性差异（图 3f，P > 0.05）。
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图 3 根际土壤细菌 16S rRNA（a），古菌 16S rRNA（b），mcrA（c）基因拷贝数，产甲烷菌 Chao1 指数（d）及群落组成（e）及不同类型产甲烷菌相对丰度（f） 

Fig. 3 Gene copy numbers of bacterial 16S rRNA (a), archaeal 16S rRNA (b), and mcrA (c) genes, Chao1 index (d) and community composition (e) of methanogens, and relative abundance of different types of 

methanogens (f) in the rhizosphere soil 

a） b） c） d）

e） f）
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2.4 根际土壤产甲烷菌群落结构与环境因素的相关性 
由图 4a 可知，不同 O3 浓度处理下，根际土壤产甲烷菌群落分布有较为明显的离散性

（R2= 0.5137）。其中，群落组成在 PCo1（52.6%）的分布上存在显著差异（P < 0.05），而

群落组成在 PCo2（29.6%）的分布上无显著差异（P > 0.05）。图 4b 相关性分析结果显示，

根际土壤 CH4 产生速率与 O3浓度呈极显著负相关（P < 0.001）；与根际土壤细菌丰度呈显

著负相关（P < 0.05）；与 mcrA 基因数量呈极显著正相关（P < 0.01），与乙酸型 CH4产生

速率呈显著正相关（P < 0.05）。根际土壤乙酸发酵型 CH4 产生速率与 O3浓度呈极显著负相

关（P < 0.01）；与氢型 CH4产生速率呈显著负相关（P<0.05）。根际土壤氢营养型 CH4产

生速率与 O3浓度呈极显著正相关（P < 0.01）；与细菌丰度呈显著正相关（P < 0.05）；与

mcrA 基因数量呈显著负相关（P < 0.05）。根际土壤 mcrA 丰度与 O3浓度、土壤有机碳稳定

性以及细菌丰度呈显著负相关（P < 0.05），与土壤 DOC 含量呈显著正相关（P < 0.05）。

土壤有机碳稳定性与水稻根系 SRL、SRA 呈极显著负相关（P < 0.01）；与土壤 DOC 呈极

显著负相关（P < 0.01）。水稻土壤 DOC 与水稻根系 SRL、SRA 呈显著正相关（P < 0.05）。

水稻土壤 MBC 含量与水稻根系 SRA 呈显著正相关（P<0.05）；与古菌 16S rRNA 基因数量

呈极显著正相关（P < 0.01）。 
Mantel 检验分析显示氢营养型 CH4 产生速率与氢营养型产甲烷菌 Methanoculleus 相对

丰度呈显著正相关（P < 0.05）；与氢营养型产甲烷菌 Methanospirillum 相对丰度呈极显著正

相关（P < 0.01）。氢营养型产甲烷菌 Methanocella 与土壤 MBC 含量呈显著正相关（P < 
0.05）。乙酸发酵型 CH4产生途径与乙酸发酵型产甲烷菌 Methanosarcina 呈显著正相关（P 
< 0.05）。 
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注：曼特尔检验中的线条颜色与粗细分别代表微生物群落结构与环境变量之间的相关性 r 和 P 值，皮尔逊相关分析中正方

形大小和颜色深浅代表环境变量之间的相关性 r，正方形中*表示 0.01<P≤ 0.05，**表示 0.001<P≤0.01，***表示 P≤0.001；

MPP:CH4 产生速率；Hyd-MPP:氢营养型 CH4 产生速率；Ace-MPP：乙酸发酵型 CH4 产生速率；B16S：细菌 16Sr RNA 基因

拷贝数；A16S：古菌 16S rRNA 基因拷贝数。Note: In the Mantel test, line colour and thickness represent the correlation coefficient 

r and P-value, respectively, between microbial community structure and environmental variables. In the Pearson correlation 

analysis, square size and colour intensity denote the correlation coefficient r between environmental variables. An asterisk (*) 

within squares indicates 0.01 < P ≤ 0.05, double asterisks (**) denote 0.001 < P ≤ 0.01, and triple asterisks (***) signify P ≤ 0.001. 

MPP: CH4 production rate; Hyd-MPP: hydrogenotrophic methanogens CH4 production rate; Ace-MPP: acetoclastic methanogens 

CH4 production rate; B16S: bacterial 16S rRNA gene copy numbers; A16S: archaeal 16S rRNA gene copy numbers. 

图 4 根际土壤产甲烷菌群落主坐标分析（a）及曼特尔检验和皮尔逊相关性分析（b） 

Fig. 4 Principal coordinates analysis of the methanogenic community (a) and Mantel test and Pearson correlation analysis 

(b) in the rhizosphere soil 

3 讨 论 

a)

b)
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3.1 O3 浓度升高对水稻根系及根际土壤碳组分的影响 
O3 浓度升高通过抑制水稻叶片光合效率，减少光合产物向根系的分配，同时引发根系

细胞氧化应激[38]，抑制细根伸长与分化，最终导致灌浆期水稻根系 SRL 和 SRA 的降低（图

2c，d），进而改变土壤碳输入。本研究发现 O3 浓度升高下两个生育时期土壤 DOC 含量与

灌浆期土壤 MBC 含量有上升趋势（P > 0.05，图 2a，图 2b），这与 Changey 等[39]在麦田土

壤与 Mörsky 等[40]在泥炭地生态系统中研究结果相似。本团队近期研究也发现，O3 浓度升高

处理显著增加了稻田表层非根际土壤中 DOC 与 MBC 含量[41]。这可能是由于 O3 加速根系

DOC 的释放[42]以及 O3 浓度升高加速叶片早衰，使凋落物输入量增多[43]，从而可能促使土壤

DOC 与 MBC 含量升高。本研究中，成熟期土壤 MBC 含量呈现下降趋势（P > 0.05，图 2b），
这与 Bhatia 等[25]在稻田土壤中的研究一致，O3 浓度升高显著降低土壤 DOC 与 MBC 含量，

这可能是由于臭氧浓度升高降低了植物向地下分配碳源[16]，导致根际 DOC 含量下降，由于

微生物生长通常受碳源限制，因此 MBC 含量随之减少[20]。 
本研究发现，臭氧浓度升高降低灌浆期水稻根系 SRL 和 SRA，增加成熟期水稻根系 SRL

和 SRA（图 2c，图 2d）。Kou 等[44]研究发现，臭氧浓度升高降低水稻比根长与比根面积，

由于根系 SRL 和 SRA 的降低，使水稻根系与土壤接触面减少，根际碳输入的空间分布更集

中[45]，促进局部有机碳的累积与稳定化，从而促使灌浆期土壤有机碳稳定性增强（图 2g）。

与之相反，Qiu 等[46]研究发现 O3 浓度升高促使大豆增加比根长，促使根系快速周转并改变

共生真菌群落结构，从而促使原有有机碳及新输入有机碳的快速分解，从而降低土壤有机碳

稳定性。同时，水稻根系 SRL 和 SRA 降低虽然减少根系分泌物的总输入量，但是 O3 胁迫

诱导的根系分泌物组分中难降解大分子碳占比升高[18]，由此可能导致土壤有机碳稳定性增

强（图 2g），因此灌浆期水稻土壤有机碳稳定性与水稻根系 SRL 和 SRA 均呈显著负相关

（图 4b，P < 0.05）。 
3.2 O3 浓度升高对根际土壤产甲烷菌群落结构的影响 

针对本研究假设（1）O3浓度升高通过增加土壤有机碳稳定性来抑制稻田土壤产甲烷菌

相对丰度，试验结果显示 O3 浓度升高降低了乙酸发酵型产甲烷菌相对丰度，增加了氢营养

型产甲烷菌相对丰度（图 3f），这与 Feng 等[21]在稻田土壤中的研究结果一致，这种差异可

能与两类产甲烷菌底物供应的响应机制不同有关[12-13]。乙酸发酵型产甲烷菌的响应模式可能

为：植物在响应 O3 胁迫时会增加难分解有机物质分泌[20]，导致根际土壤有机碳稳定性升高

（图 3f，P > 0.05），从而降低土壤中易分解碳组分的比例，减少了乙酸型产甲烷菌的底物

供应，进而导致其相对丰度降低（图 3f，P > 0.05）。氢营养型产甲烷菌的响应模式可能为：

在 O3 胁迫下，水稻根系分泌物组分发生改变和外源有机碳输入增加，进而增加土壤中难降

解碳源含量，由于这些难降解碳源优先被土壤细菌分解利用[47]，从而驱动土壤细菌大量增殖

（图 3a），而土壤细菌作为 MBC 的主要贡献类群，占比可达 60%~70%[48]，其通过水解和

发酵作用，将大分子有机碳分解为小分子产物，同时释放大量 H2 和 CO2[49]，为氢营养型产

甲烷菌提供了充足的底物[9]，从而在功能类群水平上提高了氢营养型产甲烷菌的整体相对占

比（图 3f）。然而，在该类群内部，不同菌属对底物的波动响应存在差异，在氢营养型产甲

烷菌底物大量增加时，Methanobacterium 的表达活性增长较慢[48]，因此其相对丰度降低，同

时为其他氢营养型产甲烷菌提供更多生长位点 [49] 。因此，O3 浓度升高条件下

Methanobacterium 相对丰度降低，而 Methanocorpusculum，Methanospirillum，Methanofollis，
Methanoculleus 相对丰度显著升高（图 3e，P < 0.05），最终表现为氢营养型产甲烷菌相对

丰度增加（图 3f，P > 0.05）。 
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3.3 O3 浓度升高对根际土壤 CH4产生过程的影响 
本研究假设（2）O3 浓度升高通过降低不同途径产甲烷菌相对丰度来抑制根际土壤 CH4

产生过程，试验结果显示 O3浓度升高抑制乙酸发酵型途径 CH4产生速率及产甲烷菌相对丰

度，促进氢营养型 CH4产生速率及产甲烷菌相对丰度，这与 Mörsky 等[40]在泥炭地生态系统

中的研究一致。这种产生速率的途径分化，可能是地下部微生物群落对 O3 胁迫诱导的碳源

有效性变化的直接功能响应。在 O3 浓度升高条件下，由于氢营养型产甲烷菌相对丰度

（Methanoculleus，Methanofollis，Methanospirillum，Methanocorpusculum）的显著增加（图

3e，P < 0.05），这直接促进了根际土壤氢营养型 CH4 产生，最终增加了氢营养型 CH4产生

速率（图 1d）。如上所述，这主要得益于发酵型细菌对难降解有机碳的分解，为氢营养型产

甲烷菌提供了持续的 H2和 CO2底物[47, 49]。 
同时，O3 浓度升高降低乙酸发酵型产甲烷菌相对丰度（Methanosarcina），最终抑制了

乙酸发酵型 CH4产生速率（图 1e）。如上所述，这可能是因为 O3 降低了灌浆期水稻根系的

SRL 和 SRA（图 2c，图 2d），导致易降解的根系分泌物输入减少[18]。乙酸底物的匮乏直接

成为限制乙酸发酵型 CH4 产生速率的关键因素[12-13]。此外，O3 浓度升高导致的根系受损也

可能改变了根际的氧化还原电位（Eh）或泌氧（ROL）能力[50]，这种微环境的改变可能进一

步抑制了对环境极其敏感的乙酸型产甲烷菌的活性[12-13]。 
值得注意的是，尽管 O3 胁迫促使氢营养型产甲烷途径表现出补偿效应，间接升高了其

相对贡献率（图 1f），但这种补偿作用并不足以弥补乙酸发酵型产甲烷途径相对贡献率的降

低，乙酸发酵型甲烷产生途径与氢营养型甲烷产生途径以 2：1 的比例主导 CH4 产生[12-13]，

由于氢营养型甲烷产生过程的能量转化效率和反应速率均低于乙酸发酵型产甲烷过程[12-13]。

因此，乙酸发酵型 CH4 产生速率的剧烈下降，最终主导了水稻土壤整体 CH4 产生速率的显

著降低（图 1c），最终导致 O3 浓度升高使稻田 CH4排放通量显著降低[18]。O3浓度升高虽然

在客观上表现出缓解稻田 CH4 排放的效应，但并非建立在良性生态循环的基础上，而是源

于植物光合碳分配受阻[16]、根系发育不良[44]以及土壤碳库有效性下降[43]的应激反应。这揭

示了未来大气 O3污染加剧背景下，农田生态系统碳循环功能受损的潜在风险。 

4 结 论 

O3浓度升高下水稻根系 SRL和 SRA及根际土壤有机碳稳定性是影响水稻根际土壤CH4

产生的主要因素。相较于 NF 处理，NF40 处理通过抑制水稻根系 SRL 和 SRA，促进根际土

壤有机碳稳定性，进而改变根际土壤产甲烷菌的功能和群落结构，乙酸发酵型产甲烷菌相对

丰度降低，氢营养型产甲烷菌相对丰度增加，最终导致根际土壤 CH4 产生速率降低

38.1%~46.8%，其中乙酸发酵型 CH4 产生速率降低 66.6%~68.1%，氢营养型 CH4产生速率增

加 6.1%~24.7%。以上结果揭示了水稻根际土壤 CH4 产生过程对 O3 浓度升高的复杂响应机

制，然而水稻根系分泌物作为 O3浓度升高间接影响稻田 CH4 排放的关键因子，其组分变化

尚不明晰。未来研究应进一步探讨 O3 浓度升高条件下根系分泌物的组分变化及其对稻田

CH4 排放过程的调控机制。 
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