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摘  要：设施菜田土壤氧化亚氮（N2O）脉冲式排放期间通常伴随着亚硝酸盐（ 2NO ）的大量积累，为揭示 2NO 对设施菜

田土壤 N2O 排放的影响机制，以两种典型蔬菜种植区土壤（碱性土壤/酸性土壤）为研究对象，通过室内培养试验，对比厌

氧和好氧培养条件下添加 2NO 后两种土壤无机氮转化与 N2O、氮气（N2）和二氧化碳（CO2）等气体排放，以及氨氧化单加

氧酶 α 亚基调控基因（amoA）、亚硝酸盐还原酶调控基因（nirK 和 nirS，统称 nir）和 N2O 还原酶调控基因（nosZ）的丰

度和转录情况。结果显示：受 pH 等环境因素影响，土壤中 2NO 含量并不一定与 N2O 排放之间存在相关性，但添加 2NO 的

处理显著增加了两种土壤的 N2O 排放量和 N2O/（N2O+N2）指数（IN2O）（P<0.05）。碱性土壤中，60 mg·kg–1 外源 2NO 对土

壤 CO2 排放无明显抑制作用，厌氧培养条件下 nirK 基因、好氧培养条件下 amoA 和 nirS 基因均出现了添加 2NO 后转录拷贝

数显著高于空白处理的现象，而 nosZ 基因无此现象。酸性土壤中，amoA 转录活性整体较低，好氧空白处理时 nirS 基因转

录拷贝数随培养时间的延长而增加（P<0.05）；60 mg·kg–1 外源 2NO 明显降低了酸性土壤的 CO2 排放量、相关基因的丰度及

转录拷贝数。上述结果显示，土壤中积累的 2NO 会通过诱导 nir 基因转录与 N2O 还原酶竞争电子和抑制 N2O 还原酶活性等

途径，增加土壤的 IN2O，影响有氧条件下 N2O 的排放途径，研究结果将为探索设施菜田土壤氮素高效利用和 N2O 减排提供

科学依据。 

关键词： 2NO ；N2O；N2O/（N2O+N2）指数；硝化和反硝化功能基因转录；pH；异养反硝化 
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Abstract: 【Objective】Studies relating soil N availability to N2O emissions commonly focus on 3NO  and in some cases 4NH . 

Thus, less effort has been devoted to measuring soil 2NO  despite its role as a central substrate in N2O production. 【Method】In 

this study, two typical greenhouse vegetable soils (alkaline vs. acid soil) were selected to explore the influencing mechanism of 

2NO on N2O emission. Also, its association with the inorganic nitrogen transformation processes, gaseous emission (N2O, N2, 

CO2), and the abundances and transcription copies of functional genes (amoA, nirK, nirS and nosZ) under anaerobic (0% O2) and 

aerobic (21% O2) conditions through in-lab incubation and real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR).【Result】The 

natural accumulation and tolerance of 2NO  were higher in alkaline soil than in acidic soil. With respect to pH, the relative 

concentration of 2NO  in soil did not correlate with N2O emissions. However, the addition of 2NO  significantly increased the 

N2O emission and N2O/(N2O+N2) index (IN2O) of the two soils (P<0.05), and decreased the N2 emission in both soils under 

anaerobic conditions (50.9% and 94.2% in alkaline and acidic soils, respectively). In the alkaline soil, exogenous 2NO at 60 

mg·kg–1 had no significant inhibition effect on soil CO2 emission, and the transcription copies of nirK gene at 16 h under 

anaerobic incubation, amoA gene at 16 h and nirS gene at 84 h under aerobic incubation were significantly higher than that of 

control check (N0), but nosZ gene had no such phenomenon. In acid soil, the overall gene and transcription activity of amoA was 

low, and the transcription copies of the nirS gene increased with the increase of incubation time in aerobic N0 treatment (P<0.05). 

Exogenous 2NO at 60 mg·kg–1 significantly reduced the CO2 emission, and the abundance and transcription copies of related genes 

in the acid soil. Oxygen significantly reduced the transcription copies of denitrification functional genes in both soils, and nirK 

was more sensitive. Compared with the N0 treatment under anaerobic incubation, the transcription copies of nirK, nirS and nosZ 

in alkaline soil were reduced by 97.3%, 74.5% and 89.0%, respectively, at 16 h under aerobic incubation. The variation trend of 

the denitrification genes transcription copies in both soils under aerobic conditions was different. In the alkaline soil, the 

transcription copies of denitrification functional genes were significantly decreased with the increase in incubation time (P<0.05). 

In the acidic soil, only nirK transcription copies decreased significantly with the increase of incubation time (P<0.05) in N0 

treatment under aerobic conditions, while nirS and nosZ transcription copies increased, or decreased first and then increased, 

respectively. 【Conclusion】The accumulation of 2NO  in soils will increase soil IN2O and affect the N2O emission pathway by 

inducing nir gene transcription to compete for electrons with N2O reductase and inhibiting N2O reductase activity. These results 

provide a scientific basis for exploring the efficient utilization of soil nitrogen and N2O reduction in greenhouse vegetable soils. 

Key words: Nitrite ( 2NO ); Nitrous oxide (N2O); N2O/(N2O+N2)index (IN2O); Nitrification and denitrification genes transcription; 

pH; Heterotrophic denitrification (HD) 

N2O 是重要的温室气体，由于其极强的温室效

应和臭氧层破坏潜势，以及长达 120 年的生命周期，

一直是全球关注和研究的热点 [1-2]。农业是重要的

N2O 排放源，农田土壤 N2O 排放量占人为排放源的

66%，且主要发生在施肥和灌水后的脉冲式排放[3]，

而 N2O 脉冲式排放期间通常伴随着 2NO 的大量积

累[4]。Maharjan 和 Venterea[5]研究结果显示， 2NO 解

释了大约 44%的全年 N2O 排放，Ma 等[6]研究结果

显示，由于添加的 NH4
+或尿素抑制了 2NO 向 3NO

的转化，导致土壤出现 2NO 积累，进而导致施肥后

土壤 N2O 出现排放峰值。因此，了解 2NO 对土壤

N2O 脉冲式排放的影响机制，可为土壤 N2O 减排措

施的制定提供理论依据。 

2NO 引起的 N2O 积累，一方面来自 2NO 还原

酶（NIR）与 N2O 还原酶（N2OR）对电子的竞争，

电子竞争的加剧会导致 NIR 的电子通量高于 N2OR

的电子通量，造成 N2O 积累[7]；另一方面则来自 2NO

对 N2OR 活性的抑制[8-9]。此外， 2NO 会通过诱导相

关基因的表达改变 N2O 的排放途径，部分研究认为，

出于解毒机制， 2NO 会诱导含有 nirK 基因的氨氧化

细菌（ammonia-oxidizing bacteria，AOB）[10]，利用

氨氧化产生的电子还原 2NO ，并最终以 N2O 作为终

产 物 ， 发 生 硝 化 细 菌 的 反 硝 化 （ nitrifier 

denitrification，ND）作用，该途径被认为是有氧条
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件下土壤氮素的主要损失途径[1-2，11]；也有研究认为

2NO 积累会促进土壤 NO 排放，高浓度的 NO 会通

过激活转录因子（NNR）蛋白的活性而促进 nirS 基

因的表达 [12]，进而发生异养反硝化（heterotrophic 

denitrification，HD）作用。但是，以上研究主要是

基于水体或单菌株的研究成果，很少有研究从转录

层面系统地分析土壤中 2NO 积累与功能基因转录、

N2O 排放间的关系。 

本研究选取两种典型蔬菜种植区土壤，模拟菜

田土壤灌溉（厌氧培养）和正常持水条件下（有氧

培养）出现 2NO 积累后无机氮转化、气体排放（N2O、

N2 和 CO2）和功能基因（amoA，nirK，nirS 和 nosZ）

的丰度和转录情况，分析不同氧分压下菜田土壤中

2NO 的转化规律、 2NO 添加与功能基因转录、N2O

和 N2 排放间的关系，以期揭示 2NO 对设施菜田土

壤 N2O 排放的影响机制，为识别土壤 N2O 排放途径、

制定有效的 N2O 减排措施提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  采样地点及土壤样品采集 

本试验所用的土壤样品采自于华北平原东部两

个定位试验。一份取自山东省寿光市中国农业大学

蔬菜研究院示范基地日光温室长期定位试验点（简

称 VRS，36°85′N，118°87′E），温室建于 2007 年，

试验设置 4 个处理，分别为传统漫灌+过度施肥

（CFF）、传统漫灌+过度施肥+小麦秸秆（CFF+S）、

滴灌+优化施肥（DIF）、滴灌+优化施肥+小麦秸秆

（DIF+S），试验点的更多细节可参考 Fan 等[13]的研

究。另一份供试土壤采集于山东省寿光市古城镇罗 

家村日光温室长期定位试验点（简称 LJ，36°85′N， 

118°45′E），温室修建于 1999 年，试验设置了 4 个

处理，分别为对照（CK）、有机肥处理（MN）、优

化氮肥处理（RN）和传统氮素处理（CN），试验点

的更多细节可参考 Ren 等[14]的研究。 

本次试验选取的 VRS 和 LJ 两个长期定位试验

点土壤样品均为农户习惯施肥处理，分别为 CFF 和

CN 处理，种植系统为一年两季番茄。VRS 的施肥

措施为在冬春季和秋冬季番茄移栽前，每季施用风

干鸡粪 8 t·hm–2（146 kg·hm–2 氮）作为基肥，追肥时

间根据作物的生长发育情况由农户决定，尿素作为

追肥随灌溉水施用，化学氮肥平均投入量为每季 895 

kg·hm–2（以 N 计，下同）。LJ 施肥措施与 VRS 相同，

但其施肥量普遍高于 VRS 土壤，其中风干鸡粪投入

量为每季 10 t·hm–2（211 kg·hm–2 氮），化学氮肥平均

氮投入量为每季 1 049 kg·hm–2。两个长期定位试验

点土壤样品均在冬春季拉秧期（2014 年 07 月）采

样，采集土层为 0～20 cm 的耕层土壤，选 15 个采

样点土壤混合为一个样品，土样过 2 mm 筛后风干

备用。 

两个长期试验点土壤的基础理化性质差异明

显（表 1）。VRS 土壤 pH 为 8.02（碱性土壤），显

著高于 LJ 土壤（pH 为 6.59，酸性土壤），但酸性

土壤中有机碳、全氮、NH4
+和 3NO 含量均显著高

于碱性土壤。 

1.2  试验设计与方法 

前期研究结果显示，不同氮肥投入量下碱性土

壤中 2NO -N 的最高累积量为 60 mg·kg–1 左右，为了

保证两种土壤外源底物投入量一致，培养开始时对

碱性和酸性土壤同时添加 60 mg·kg–1 的 2NO -N 作为 

表 1  表层土壤基础理化性质 

Table 1  Soil physical and chemical properties 

地点 

Location 
土壤类型 Soil type pH 

有机碳 

Organic carbon/ 

（g·kg–1） 

全氮 

Total N/ 

（g·kg–1） 

铵态氮 

4NH -N/ 

（mg·kg–1） 

硝态氮 

3NO -N/ 

（mg·kg–1）

VRS 黏壤土
① 8.02a 11.7b 1.20b 3.37b 94.2b 

LJ 砂土
② 6.59b 15.2a 1.75a 21.6a 168a 

注：VRS 表示蔬菜研究院示范基地日光温室长期定位试验点土壤；LJ 表示罗家村日光温室长期定位试验点土壤。同列不同小

写字母表示差异显著（P<0.05），pH 测定的水土比为 2.5：1。Note：VRS is the soil from the solar greenhouse in the demonstration base of 

the vegetable research station. LJ is the soil from the long-term location test site of Luojia village solar greenhouse. Different lowercase 
letters indicate significant differences in each row（P<0.05）；pH at 2.5：1 of water：soil（v/w）. ①Clay loam；②Sandy soil. 
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底物。称取相当于 10.0 g 烘干土的预培养土样于

120 mL 血清瓶，设置四个处理，分别为：（1）厌氧

不添加底物（N0（0%））；（2）厌氧 + 60 mg·kg–1 

NaNO2（N60（0%））；（3）21% O2 不添加底物（N0

（21%））；（4）21% O2 + 60 mg·kg–1 NaNO2（N60

（21%））。模拟分析菜田土壤灌溉（厌氧培养）和田

间正常持水条件下（有氧培养）施肥后出现 2NO -N

积累时土壤氮素转化、气体排放和功能基因转录情

况，下文中 N0 和 N60 分别代表不添加底物和添加

60 mg·kg–1 NaNO2 的处理。 

具体的试验操作为：将灭菌水或含有亚硝酸盐

的混合液依次用注射器均匀喷洒在血清瓶内的土壤

中，并用灭菌水调节土壤的含水量为 250 g·kg–1。所

有血清瓶用铝盖密封后，根据试验设置利用抽真空-

洗气系统（北京帅恩科技有限公司）直接用 0%或

21%的 O2/He 混合气体洗气 3 次后，充气 3min 并平

衡血清瓶内气压，随后将所有血清瓶置于 20℃恒温

水浴槽中培养，利用 Robot 系统每间隔 4 h 测定一

次培养瓶顶空气体（O2、N2O、N2、CO2）的动态变

化，具体操作可见曹文超[4]的描述。根据气体监测

结果，分别于 0、16、84 h 对相同培养条件下的静

态培养试验进行破坏性采样，用于土壤 RNA 样品的

提取，土壤 DNA 的提取频率与无机氮相同，仅在培

养开始（0 h）和培养结束（84 h）时进行，总培养

时间为 84 h，每处理 3 个重复。 

1.3  气体动态监测及土壤化学分析 

恒温培养槽内的样品连接 Robot 自动培养系

统，实时在线监测 O2、N2O、N2、CO2 的动态变化。

该系统由恒温培养系统、自动进样系统和气体分析

模块三部分组成，实现了培养、采样、分析过程的

全部自动化操作，系统的运行和采样详见 Molstad

等[15]。 

土壤理化性质分析方法参考《土壤农化分析》[16] 。

破坏性采样完成后，立即称取 10.0 g 土壤样品于

200 mL 的聚乙烯瓶中，加入 50 mL 的氯化钾溶液

（1 mol·L–1），20±2℃ 恒温振荡提取 20 min 后，转

移大约 40 mL 提取液于 50 mL 聚乙烯离心管中，

在 3 000 r·min–1 条件下离心分离 5 min，取 10 mL

上 清 液 –20 ℃ 保 存 ， 随 后 用 连 续 流 动 分 析 仪

（TRACCS2000，德国）测定 4NH 和 3NO 的含量；

同时取一定量上清液于 25 mL 比色管中，按要求逐

步加入乙二胺四乙酸溶液、对氨基苯磺酰胺、盐酸

萘乙二胺，稀释定容至比色管刻度线后立即混匀，

放置 20 min 后通过紫外可见分光光度法进行比色，

测定土样 2NO 含量。土壤 pH 采用酸度计测定，水

土比为 2.5︰1；土壤全氮含量利用碳氮分析仪测定

（Thermo Scientific Flash 2000 NC Analyzer，美国）；

有 机 碳 含 量 采 用 重 铬 酸 钾 -硫 酸 溶 液 氧 化 滴 定 法

测定。 

1.4  土壤核酸提取 

土壤细菌 DNA 使用试剂盒 MP FastPrep1-24

（MP Biomedicals，美国）进行提取，根据制造商要

求进行操作。土壤 RNA 提取参考 Ma 等[17]的方法

并根据提取土样的实际理化性质进行优化，粗提的

RNA 使用 RNAse-Free DNAse 试剂盒（Promega，

美国）去除其中 DNA 后，取 2 µL 消化后产物以

27f/907r 为引物进行 16S rRNA 扩增，验证粗提 RNA

中 DNA 是否被消化完全；使用 RNeasy® Mini 试剂

盒（Qiagen，德国）进行 RNA 纯化。使用 NanoDrop

分光光度计（ND 1000，Thermo Scientific，美国）

测量试剂盒提取的 DNA 以及纯化后的 RNA 样本的

纯度及浓度。纯化后的 RNA 样品采用随机引物以及

Prime Script Reverse Transcriptase 试剂盒（Promega，

美国）进行反转录，DNA 及合成的 cDNA 样品置于

–20℃冰箱保存备用。 

1.5  定量 PCR 

使 用 Bio-Rad iQ5 （ Bio-Rad Laboratories ，

Mississauga，加拿大）对硝化（amoA）和反硝化（nirK、 

nirS 和 nosZ）功能基因丰度及其转录拷贝数进行定

量 PCR 扩增。20 µL 反应体系包括：10 mL 的荧光

定 量 PCR 预 混 液 （ Promega ， 美 国 ）， 引 物 各

0.5 µmol·L–1，2 µL 的 cDNA 模板或经过 10 倍稀释

的 DNA 模板，用灭菌高纯水补足 20 µL。定量 PCR 标

线采用含有 amoA、nirK、nirS 和 nosZ 基因的克隆进行

制备，首先进行目的基因扩增，扩增条件如表 2 所示，

将含有目的基因的克隆在 Luria-Bertani 培养液中过夜

培养，提取质粒纯化并测定质粒浓度，根据摩尔常数计

算目标基因的拷贝数，按照 10 倍浓度梯度进行稀释制

作标准曲线（10–1～10–8）。每个 96 孔板中包含标准物

质、样品和阴性对照，每个样品、标准物质和阴性对照

3 个重复，将得到的结果以标准质粒拷贝数的对数值为

横坐标，以对应的循环阈值为纵坐标建立标准曲线，根
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据标准曲线计算样品基因丰度，循环结束后进行溶解曲

线分析以检测 PCR 扩增的特异性。本研究中，扩增效

率大于等于 80%，溶解曲线为单峰且阴性对照无产物

被认为是有效的 PCR 扩增。 

表 2  定量 PCR 的引物及扩增条件 

Table 2  Primers and conditions used in the real-time qPCR analysis 

目的基因 

Target gene 

引物名称 

Primer name 

引物序列（5´-3´） 

Primer sequence（5´-3´） 

扩增条件 

Thermal conditions 

参考文献 

References

amoA amoA1F 

amoA2R 

5´-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3´ 

5´-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3´ 

95℃ 5 min，1 个循环；95℃ 30 s，56℃ 

30 s，72℃ 60 s，40 个循环 

[18] 

nirK FlaCu 

R3Cu 

5´-ATCATGGTSCTGCCGCG-3´ 

5´-GCCTCGATCAGRTTGTGGTT-3´ 

94℃ 3 min，1 个循环；94℃ 30 s，63℃ 

30 s，72℃ 60 s，40 个循环 

[19] 

nirS cd3aF 

R3cd 

5´-GTSAACGTSAAGGARACSGG-3´ 

5´-GASTTCGGRTGSGTCTTGA-3´ 

94℃ 3 min，1 个循环；94℃ 30 s，58℃ 

45 s，72℃ 60 s，40 个循环 

[20] 

nosZ 2F 

2R 

5´-CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT-3´ 

5´-CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA-3´ 

95℃ 3 min，1 个循环；95℃ 30 s，62℃ 

30 s，72℃ 60 s，40 个循环 

[21] 

 

1.6  数据处理 

根据在线监测的血清瓶中气体数值和标气浓

度，计算气体产生量和产生速率[22]。不同处理条件

下 N2O/（N2O+N2）指数（IN2O）计算公式如下[22]： 

 

 
2N O 2 2 20 0

N O( )d / N O( ) N ( ) d
T T

I t t t t t     （1） 

 
式中，N2O（t）、N2（t）为培养时间 t 下气体的累

积产生量，T 为培养时间。 

数据利用 SPSS 20.0 进行相关性和显著性分析，

采用 SigmaPlot 12.5 作图，文中涉及的 4NH 、 2NO 、

3NO 、N2O、N2、无机氮投入等，均以 N 计。 

2  结  果 

2.1  培养前后土壤无机氮含量的变化 

由表 3 可见，培养结束时 N0（0%）处理的碱

性土壤和酸性土壤 3NO 的减少量分别为 37.6 和

21.6 mg·kg–1，且碱性土壤中观察到少量 2NO 积累现

象；N60（0%）处理时碱性土壤 3NO 和 2NO 的含量

同时降低，分别减少了 27.8 和 10.2 mg·kg–1，而酸

性土壤仅 2NO 含量降低了 25.5 mg·kg–1。培养前后

N60（21%）处理的碱性土壤中 2NO 的减少量与 3NO

的增加量基本持平，分别为 26.3 和 25.3 mg·kg–1，

但是整个培养过程中酸性土壤 3NO 和 2NO 的含量

无明显变化。 

2.2  土壤 N2O、N2 和 CO2 的排放 

图 1 为 84 h 的培养过程中土壤 N2O、N2 和 CO2 

的动态变化。培养结束时碱性土壤 N0（0%）和

N60（ 0%） 处 理 的 N2O 排 放 量 分 别 为 11.6 和

12.5 mg·kg–1，N2 排放量分别为 7.88 和 3.88 mg·kg–1；

酸性土壤 N0（0%）和 N60（0%）处理的 N2O 排

放量分别为 9.15 和 11.8 mg·kg–1，N2 排放量分别为

13.2 和 0.78 mg·kg–1。厌氧条件下添加 2NO 后碱性

土壤和酸性土壤 N2 排放量分别减少了 50.9% 和 

94.2%， 2NO 的添加显著降低了两种土壤的 N2O 还

原率（P<0.01）。 

好氧条件下土壤 N2O 和 N2 排放量较低，N0 处

理时碱性土壤和酸性土壤 N2O+N2 排放量分别仅为

厌氧培养的 1.59%和 1.97%，该条件下 N60 处理时

两种土壤 N2O 和 N2 排放量同时增加，培养结束时

碱性土壤 N0（21%）和 N60（21%）处理的 N2O+N2

排放量分别为 0.31 和 0.46 mg·kg–1，酸性土壤 N0

（21%）和 N60（21%）处理的 N2O+N2 排放量分别

为 0.44 和 2.02 mg·kg–1。 

对于碱性土壤，N60（0%）处理 CO2 排放量与

N0（0%）处理无显著差异，但 N60（21%）处理

CO2 排放量显著高于 N0（21%）处理。对于酸性土

壤，N60（0%）和 N60（21%）处理显著降低了土

壤 CO2 排放量（P<0.05）。 
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表 3  0 和 21%氧分压下培养前后土壤无机氮含量 

Table 3  Soil mineral N content before and after the incubation at 0 and 21% of O2 levels 

4NH -N/（mg·kg–1） 2NO -N/（mg·kg–1） 3NO -N /（mg·kg–1） 培养条件

Culture 

conditions 

施氮量 

N input/

（mg·kg–1）

培养时间

Incubation 

time /h 

碱性土壤 

Alkaline soil 

酸性土壤 

Acid soil 

碱性土壤

Alkaline soil

酸性土壤 

Acid soil 

 碱性土壤 

Alkaline soil 

酸性土壤 

Acid soil 

0 4.32（0.37）b 36.9（0.38）b 1.16（0.00）b 0.23（0.08）a  80.0（4.73）a 148（2.40）a0 

84 10.3（0.22）a 39.9（0.81）a 3.40（0.22）a 0.20（0.00）a  42.4（0.56）b 127（8.96）a

0 4.92（0.30）b 36.1（0.46）b 59.0（0.29）a 60.8（0.96）a  102（7.43）a 147（5.92）a

厌氧（0 O2） 

Anaerobic 

60 

84 10.5（0.05）a 41.3（0.37）a 48.1（1.65）b 35.4（0.54）b  74.5（1.67）b 159（1.27）a

0 3.94（0.78）a 36.8（2.22）a 0.99（0.02） 0.45（0.06）  75.3（3.01）a 141（10.9）a0 

84 6.27（0.10）a 40.8（0.33）a NT NT  73.2（0.32）a 154（4.69）a

0 3.05（0.07）b 35.6（0.16）b 45.1（0.19）a 50.2（0.56）a  95.2（8.10）a 165（6.17）a

好氧（21% O2） 

Aerobic 

60 

84 5.63（0.23）a 40.9（0.69）a 18.8（1.21）b 50.2（0.26）a  120（1.15）a 168（4.70）a

注：括号中的数据表示标准误差。同列不同小写字母表示培养前后无机氮（ 4NH 、 2NO 、 3NO ）含量差异显著（P<0.05）。

NT 表示未检出。Note：Data in the blanket stand for standard errors. Lowercase letters indicate a significant difference in inorganic nitrogen 

content（P<0.05）between 0 h and 84 h. NT means not detected. 

 

注：N0（0%）和 N60（0%）分别表示厌氧培养条件下，不添加底物和添加 60 mg·kg–1 NaNO2 的处理；N0（21%）和 N60（21%）

分别表示好氧培养条件下，不添加底物和添加 60 mg·kg–1 NaNO2 的处理，下同。Note：N0（0%）and N60（0%）represent the treatment 

without or with 2NO （60 mg·kg–1）addition under anaerobic culture conditions，respectively. N0（21%）and N60（21%）represent the 

treatments without or with 2NO （60 mg·kg–1）addition under aerobic culture conditions，respectively. The same as below. 

 

图 1  0%和 21%氧分压下两种土壤 N2O、N2 和 CO2 的动态变化 

Fig. 1  Dynamics of N2O，N2 and CO2 production following the application of 2NO -N in alkaline soil and acid soil at 0% and 21% of O2 levels 

不同处理条件下两种土壤的 N2O/（N2O+N2）

指数（IN2O）见表 4。N0 处理条件下酸性土壤 IN2O 低

于碱性土壤，添加 2NO 的处理则相反，N60 处理显

著增加了两种土壤的 IN2O（P<0.01）。 
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表 4  不同处理条件下两种土壤的 N2O/（N2O+N2）指数（IN2O） 

Table 4  The N2O/（N2O+N2）ratio following the application of 2NO -N in both soil at 0 and 21% of O2 levels 

0 O2 21% O2 施氮量 

N input/ 

（mg·kg–1） 

碱性土壤 

Alkaline soil 

酸性土壤 

Acid soil 

碱性土壤 

Alkaline soil 

酸性土壤 

Acid soil 

0 0.59（0.00）b 0.41（0.00）b 0.015（0.00）b 0.005 9（0.00）b 

60 0.76（0.00）a 0.94（0.00）a 0.12（0.03）a 0.20（0.018）a 

注：同列不同的小写字母表示 N0 和 N60 处理 IN2O 差异显著（P<0.01）。Note：Lowercase letters indicate a significant difference in 

IN2O without or with 2NO （60 mg·kg–1）addition in each column（P<0.01）.  

 

2.3  土壤硝化、反硝化功能基因的转录拷贝数动

态变化  

如图 2 所示，对于硝化功能基因，厌氧条件下

两种土壤 amoA 转录拷贝数整体呈降低的趋势；有 

氧条件下，N60（21%）处理显著增加了碱性土壤转

录峰值（16 h）时 amoA 的转录拷贝数（P<0.01），

但酸性土壤无此现象。 

对于反硝化功能基因，与 N0（0）相比，碱 

 

注：不同的小写字母表示 N0 处理培养前后差异显著（P<0.05），不同的大写字母表示 N60 的处理培养前后差异显著（P<0.05），
*_*和 * 表示 N0 和 N60 处理在 P<0.01 和 P<0.05 水平上差异显著。下同。Note：Different lowercase letters indicate a significant difference 

in N0 treatment，and uppercase letters indicate a significant difference in N60 treatment. Values are the mean of three replicates，and bars 

represent the mean standard error. *_*，P<0.01； * ，P<0.05. The same as below. 

 
图 2  0 和 21%氧分压下培养过程中硝化（amoA）和反硝化（nirS、nirK 和 nosZ）功能基因转录拷贝数 

Fig. 2  Quantitatively analyses the transcription copies of nitrification（amoA）and denitrification（nirS，nirK and nosZ）genes during 

incubation at 0 and 21% of O2 levels 
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性土壤 N60（0）处理降低了 16 h 时 nirS 和 nosZ 的

转 录 拷 贝 数 ， 尤 其 是 nirS ， 表 现 出 极 显 著 差 异

（P<0.01），但显著增加了 nirK 基因的转录拷贝数

（P<0.05）。与 N0（21%）相比，N60（21%）处理

对碱性土壤反硝化功能基因的转录整体无显著影

响，仅 nirS 基因在培养结束时转录拷贝数显著高于

N0（21%）处理（P<0.01）。酸性土壤中 2NO 的添

加对硝化和反硝化功能基因的转录表现出明显的抑

制作用。 

氧气显著降低了反硝化功能基因的转录拷贝数

（图 2），与 N0（0）处理相比，转录峰值时（16 h）

碱性土壤 N0（21%）处理 nirK、nirS 和 nosZ 转录

拷贝数分别降低了 97.3%、74.5% 和 89.0%。有氧

条件下 84 h 的培养过程中，碱性土壤反硝化功能基

因的转录拷贝数呈显著降低的趋势（P<0.05）；酸性

土壤中不同反硝化功能基因的转录对氧气的响应不

同，与 N0（0）处理相比，酸性土壤 N0（21%） 

处 理 培 养 过 程 中 仅 nirK 转 录 拷 贝 数 显 著 降 低

（P<0.05），nirS 和 nosZ 转录拷贝数则分别表现出升

高或先降低后升高的趋势。 

 

2.4  培养前后土壤硝化、反硝化功能基因拷贝数

的变化 

如图 3 所示，碱性土壤中 AOB 的 amoA 基因拷

贝数高出酸性土壤 1～2 个数量级。对于碱性土壤，

除 N0（21%）处理的 amoA 基因拷贝数培养结束时

显著降低（P<0.05）外，其余硝化、反硝化功能基

因培养结束时拷贝数与培养初期无显著差异。 

对于酸性土壤，培养结束时不同处理条件下

amoA 基因拷贝数均无显著变化；N0（0）处理培养

结束时 nir 基因拷贝数显著增加（P<0.05），N0（21%）

处理培养结束时 nir 和 nosZ 均呈显著增加的趋势

（P<0.05）。添加 2NO 的处理整体降低了酸性土壤反

硝化微生物的增殖速度。 

 

图 3  0 和 21%氧分压下培养前后硝化（amoA）和反硝化（nirS、nirK 和 nosZ）功能基因丰度 

Fig. 3  The abundances of nitrification（amoA）and denitrification（nirS，nirK and nosZ）genes before and after the incubation at 0 and 21% of 

O2 levels 
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3  讨  论 

3.1  土壤中 2NO 的累积规律 

本次研究中两种土壤 2NO 积累规律及对 2NO

耐受性明显不同，碱性土壤中 2NO 的自然积累量及

对 2NO 的耐受性更高（表 3 和图 1），pH 的差异可

能是造成两种供试土壤 2NO 积累规律明显不同的

原因。土壤中 2NO 的积累量随着 pH 的升高而升高，

高 pH 环境下 2NO 相对稳定，而低 pH 条件下土壤中

2NO 与 H+结合形成的 HNO2 可穿透细胞膜，导致其

毒性随着 pH 降低显著增加[23]。同时，与 Hu 等[24]

研究结果一致，文中碱性土壤 amoA 基因丰度及转

录活性显著高于酸性土壤（P<0.05），pH 可能会通

过改变土壤菌群结构影响土壤中氮素转化过程[25]。 

3.2  2NO 积累对土壤 N2O 排放和 IN2O 的影响 

添加 2NO 的处理显著增加了两种土壤的 IN2O

（表 4）。在 N2O 大量排放的厌氧条件下，N60 处理

时两种土壤 N2O 排放量增加、N2 排放量显著降低

（P<0.01）；好氧条件下 N60 处理时两种土壤 N2O 和

N2 排放量同时增加，且 N2O 排放量增加比例高于

N2。 

碱性土壤中， 2NO 在厌氧培养条件下诱导土壤

nirK 转录，在好养条件下诱导土壤 nirS 转录，而对

nosZ 基因无明显诱导效应（图 2），推测在此类土壤

中， 2NO 主要是通过诱导 nir 转录促进 NIR 的合成，

与 N2OR 竞争电子，降低 N2O 还原效率、增加土壤

的 IN2O
[7，9]。酸性土壤中 N0 处理几乎未检测到 2NO

的自然积累，但其 N2O+N2 排放量高于碱性土壤，

表明土壤中 2NO 相对含量并不一定与 N2O 或 N2 排

放之间存在相关性。由图 2 可见，酸性土壤 N60（0%）

的处理与 N0（0%）处理相比 nosZ 转录拷贝数降低，

但仍存在一定量的 nosZ 转录，然而与后者相比，前

者 N2 排放量减少 94.2%，土壤几乎未发生 N2O 还

原，这与 Liu 等[26]研究结果一致，其认为在低 pH

土壤中，酶活性而不是基因转录活性降低，是导致

低 pH 土壤中 IN2O 增加的主要原因。低 pH 会干扰细

胞质中的翻译或细胞周质内蛋白的转运和合成过

程 [27-28]，尽管 N2OR 不是组装和功能依赖于周质条

件的唯一还原酶，然而，它可能是受低 pH 影响最

严重的一种，反硝化的其他功能酶也位于细胞周质[28]，

这也解释了酸性土壤添加 2NO 后基因转录与气体

排放之间无明显对应关系的原因。此外， 2NO 对

N2OR 活性的抑制也可能是引起 N2O 积累的重要因

素[8-9]，本次研究中外源 2NO 的添加量为 60 mg·kg–1

（17.1 mmol·L–1），满足 Baumann 等[8]提出的 2NO

（17 和 35 mmol·L–1）大量累积进而对反硝化产生抑

制作用的浓度水平。 

值得注意的是，好氧条件下观察到的 N2 排放量

增加现象或许不能简单归结为 N2OR 活性的增加，

受试验条件的限制，试验期间洗气、采样过程中不

可避免地存在空气中 N2 入渗，导致 N2 测量值可能

存在较大的误差，该现象在 N2 排放量极低的好氧条

件下尤为明显。但是，N2O 测量值是准确的，因此

认为有氧条件下产物比计算结果仍有一定的参考

价值。 

3.3  土壤 2NO 积累对 N2O 产生途径的影响 

除厌氧处理外、HD 可能同样是本次研究中碱

性土壤好氧条件下 N2O 排放的重要途径。文中碱性

土壤在 N60（21%）处理时，外源 2NO 诱导了 nirS

基因表达（图 2），且与 Liu 等[29]研究结果一致，与

nirS 基因相比，nirK 基因转录对氧气更敏感。前人

研究[12]认为，外源 2NO 的添加为 NO 的产生创造了

条件，而后者会通过激活转录因子 NNR 的活性而促

进 nirS 基因的表达，进而发生了 HD 过程，结合碱

性土壤在有氧条件下快速发生的 2NO 氧化过程（表

3），推测 2NO 氧化形成的厌氧“热点”为碱性土壤有

氧条件下 HD 过程的发生创造了条件下。尽管试验

过程中未观察到符合 ND 途径的、添加 2NO 后 amoA

和 nirK 基因转录拷贝数同时增加的现象，但添加

2NO 后有氧条件下 amoA 基因转录拷贝数显著增加

（P<0.01，图 2），这可能由于外源 2NO 的添加诱导

了含有 nirK 基因的 AOB 的 amoA 基因转录，然而

由于本次研究中碱性土壤的 4NH 始终维持在较低

水平， 4NH 氧化产生的电子不足以进行 2NO 的还

原、进而发生 ND 过程，后续可通过分析有氧条件

下不同来源 2NO 与 nirS 和 nirK 基因转录的响应关

系，进一步揭示有氧条件下 N2O 的产生机制。 

HD 过程是酸性土壤中 N2O 排放的主要途径[1]。

与碱性土壤不同，酸性土壤中 2NO 的自然积累量、

amoA 转录活性整体较低，且其在 N0（21%）处理

时 nirS 基因转录拷贝数随着培养时间的延长而增加

（P<0.05），培养结束时 nirS 转录量高于 nirK，推测
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nirS 型反硝化菌是酸性土壤 2NO 还原的主导菌，其

也被认为是 HD 过程 2NO 还原的主导菌[30]。相对较

高的有机碳含量可能是酸性土壤有氧条件下 nirS 转

录拷贝数增加的主要原因，Guo 等[31]研究结果显示

有机质与 nirS-型反硝化菌而不是 nirK-型反硝化菌

的丰度显著正相关。真菌反硝化[1]、非生物途径的

2NO 化学分解[23]等可能同样对酸性土壤的 N2O 或

N2 排放有一定贡献，但 Chen 等[32]发现，真菌在 pH

为 4.0 时较其他 pH 更丰富，Lim 等[23]认为，在研究

pH≤5 的土壤中生物氮氧化还原转化时，需要考虑

非生物亚硝酸盐动力学，而本次研究中酸性土壤的

pH 为 6.59，因此真菌反硝化、非生物途径的 2NO 化

学分解对土壤 N2O 或 N2 的贡献量可能有限。 

此外，本次研究中 RNA 和 DNA 层面功能基因

拷贝数的变化情况也表明，仅从 DNA 水平出发研究

功能基因丰度与 N2O 排放之间的关系有一定局限性[33]。

大多数反硝化细菌为兼性好氧有机营养生物且偏好

好氧生长条件，Nanang 等[34]研究结果显示，反硝化

功能基因（nirS、nirK 和 nosZ）丰度与土壤 CO2 累

积排放量（表征易矿化碳）显著正相关。本次研究

亦观察到 CO2 累积排放量偏高的酸性土壤中 N0

（21%）处理培养结束时反硝化功能基因拷贝数均显

著增加（P<0.05）、而 CO2 累计排放量较低的碱性土

壤中无此现象（图 3）。因此，仅根据 DNA 层面功

能基因拷贝数的变化情况显然不能有效解释本次研

究中土壤 N2O 的排放机制，RNA 和 DNA 层面的研

究结果相结合可信度更高。 

4  结  论 

土壤中 2NO 相对含量并不一定与氮氧化物排

放之间存在相关性，但过多的 2NO 积累会显著增加

土壤的 IN2O。除 2NO 对 N2OR 活性的抑制外，在碱

性土壤中，土壤微生物对 2NO 的耐性较高， 2NO 主

要是通过诱导 nir 转录与 N2OR 竞争电子，降低 N2O

还原效率，增加土壤的 IN2O；酸性土壤中微生物对

2NO 的耐性较低，尽管外源 2NO 添加后土壤中仍存

在一定量的 nosZ 转录，但几乎不会发生 N2O 还原，

此类土壤中 H+通过干扰 N2OR 的合成等途径，增加

土壤的 IN2O。本次研究中 HD 过程是酸性土中 N2O

排放的主要途径，nir 的转录情况显示碱性土壤中除

厌氧处理外，HD 可能同样是其好氧条件下 N2O 排

放的重要途径。综上所述，在保证作物产量的前提

下，精准施肥避免土壤中 2NO 积累、降低 NIR 和

N2OR 对电子的竞争，适当提高土壤 pH、降低其对

N2OR 酶合成的影响等，对降低菜田土壤 N2O 排放

有重要意义。 
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