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有效碳源和氮源对黄土性土壤 N2O 逸出量的影响
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　　[摘　要 ]　用乙炔抑制原状土柱法,就不同碳、氮质量分数对黄土性土壤水稻土和旱地农田土壤反硝化作用

的影响进行了研究。结果表明,在适宜的氮质量分数和水分条件下,两种土壤的反硝化强度随碳质量分数的增大而

增加,在有效碳源最高加入量 200 m gökg时达到最大;而在一定的碳质量分数和水分条件下,供试土壤的反硝化强

度并不随土壤NO -
3 - N 质量分数的增加而增加,在水稻土和农田土壤上最大反硝化作用的氮源加入量分别为 300

和 150 m gökg;当氮源为亚硝态氮时,两种土壤反硝化强度均随加入土壤亚硝态氮质量分数的增加而增加。
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　　N 2O 的产生不仅降低了肥料利用率[1 ] ,而且更

为重要的是与全球变暖和溴氧层的破坏相关联[2 ]。

据统计, N 2O 在大气中的滞留时间约为 150 年, 即

使不再进一步增加土壤中N 2O 的排放量, 到 2040

年,大气中N 2O 的体积分数也将达到 340 ΛL öL。另
外,N 2O 的红外吸收能力大约是CO 2 的 200倍、CH 4

的 4 倍[3 ] , 因此其增温潜势较高。从长远观点看,

N 2O 产生的负效应要远远高于CH 4,大气中N 2O 的

年逸出量为 100～ 170 亿 kg N 2O 2N [4 ] , 并以每年

0. 2%～ 0. 3%的速度递增[5 ] ,农田土壤中施用氮肥

引起N 2O 的排放是大气中N 2O 的主要来源, 农业

的贡献占人类活动总贡献量的 81% [6 ]。

土壤N 2O 是受许多因子影响的土壤硝化作用

和反硝化作用的产物[7 ] ,控制这些过程的主要物理、

化学因子有土壤硝态氮、有效碳、pH、温度以及土壤

的厌氧程度等。土壤反硝化作用是土壤微生物利用

NO -
3 和NO -

2 代替O 2 作为电子供体进行呼吸代谢

的过程,对给定的农业土壤,NO -
3 通常是充足的[8 ] ,

pH 值通常取决于土壤母质和生产管理措施, 所以

土壤的厌氧程度和有效碳水平决定了土壤的反硝化

势[9 ]。当土壤水分条件和有效碳供应充足时,反硝化

作用速率则取决于土壤NO -
3 的供给[10 ]。本试验主

要讨论了不同有效碳、氮质量分数对两种黄土性土

壤反硝化产生N 2O 气态损失的影响,旨在为黄土性

土壤反硝化气态损失的研究提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　供试土壤的农化性状

　　供试土壤分别为杨陵五星乡西卫殿村的旱地农

田土和武功县大庄乡仡佬村的水稻土两种土壤,以

下分别简称为旱地农田土和水稻土。土壤经自然风

干,挑去残根、石块并过 2 mm 筛,储存于塑料袋中

备用。土壤的农化性状如表 1。

表 1　供试土壤的农化性状

T able 1　Characterist ics of test so ils

土样 So il pH

有机质ö
(g·kg- 1)
O rgan ic
m atter

速效N ö
(Λg·g- 1)
A vail. N

速效 Pö
(Λg·g- 1)
A vail. P

速效 Kö
(Λg·g- 1)
A vail. K

全N ö
(g·kg- 1)
To tal N

全 Pö
(g·kg- 1)

To tal P

全 Kö
(g·kg- 1)
To tal K

农田土 Grain field 7. 93 11. 01 58. 6 107. 5 163. 6 1. 062 3. 32 26. 53

水稻土 Paddy so il 7. 91 5. 69 41. 6 13. 2 72. 5 0. 331 1. 14 22. 82

　　土壤有机质采用重铬酸钾水合热法; pH 值用

pH 计测定 (1∶1 H 2O 浸提) ; 速效氮用 1 mo löL
KC l浸提、流动注射分析仪测定;速效磷为O lsen P;

速效钾用 1 mo löL 醋酸铵浸提,火焰光度计测定;全

氮用凯氏法测定; 全磷用钒钼磺比色法测定; 用

N aOH 熔融2火焰光度计法测全钾[11 ]。
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1. 2　试验设计

试验分 3 个小试验进行,每个试验共设 5 个处

理,重复 6次。旱地农田土壤和水稻土的田间持水量

分别按 28%和 26%计,培养期间土壤水分均调节至

田间持水量的 80% (最适宜于反硝化作用进行的水

分条件) [12 ]。有效碳源为葡萄糖, 有效氮源分为

N aNO 3 (NO -
3 - N )和N aNO 2 (NO -

2 - N )。所有培养

在实验室条件下进行,培养温度为 18～ 20 ℃。

试验 1 (C 处理)　在水分、氮素充足的条件下,

确定不同碳质量分数对反硝化作用的影响,共设 5

个有效碳处理水平, 分别加入碳源量为 0, 25, 50,

100 和 200 m gökg, 依次计为 C 0, C 25, C50, C 100和

C 200,全部处理的有效氮水平 (N 300 m gökg)。

试验 2 (NO 3- N 处理)　在一定的碳质量分数

下确定不同质量分数NO -
3 对反硝化作用的影响,

设 5个水平,分别加入N aNO 3 态氮量为 0, 50, 150,

300 和 450 m gökg, 依次计为 N 0, N 50, N 150, N 300和

N 450,所有处理的有效碳水平 (C 100 m gökg)。

试验 3 (NO 2- N 处理)　在一定的碳质量分数

下确定不同质量分数NO -
2 对反硝化作用的影响。

除了施用的有效氮源为亚硝态氮外 (N aNO 2 - N ) ,

其余处理与试验 2完全相同。

1. 3　试验方法

试验方法为乙炔抑制土柱培养法,培养罐体积

为 384 cm 3,土柱内径为 7 cm ,高度为 10 cm ,按容重

1. 30 göcm 3 计算,每罐装土 500 g,重复 3次。具体

操作步骤如下:先将土样按份称好装于塑料袋中,按

对应处理用小型喷雾器加入有效碳、有效氮营养液,

并调节水分使土壤水分含量控制在田间持水量的

80% ,将处理好的土壤均匀装入培养罐不锈钢内筒,

一边装一边压实,注意土柱表面与筒的上下边缘齐

平,将内筒置于 PV C 外筒中,然后旋紧带有橡皮塞

的罐盖。每个罐中按其体积加入 30 mL C 2H 2 气体,

在室温下培养。分别在加入乙炔 3, 6, 12, 18, 24, 30,

36, 48, 60, 72 h (试验 2、3 仅培养为 48 h)后, 用 2

mL 气密性注射器抽取气体样品, 在气相色谱仪上

分析,每个试验全过程共取样 8或 10次。试验完毕,

将每个土柱所有土样在 105 ℃烘干 48 h,并分别记

录烘干前后土壤的重量,计算水分或者N 2O 通量。

分析仪器为美国V arian 产 GC3800 气相色谱

仪, 检测器为含63N i的电子捕获器 (ECD ) , 柱子为

po rapakR 80ö100, 并为N 2O 测定专门配置一个气

阀 (以阻断 2 m in 前和 2. 8 m in 后的气体进入检测

器)。载气为高纯氮气,标准气为北京产 9. 6 mL öL
N 2O ,用瑞典产体积分数为 328. 2 ΛL öL 的标准气体
进行校正,样品稀释用 99. 999%的高纯氮气。气相

色谱测定N 2O 的变异系数为 5%。

2　结果与讨论
值得指出的是,因为试验中使用的氮源为NO 3

- N (或NO 2- N ) ,再加上乙炔抑制了N 2O 还原和

土壤硝化作用的发生[ 13 ] ,故可认为,试验过程中测

得的N 2O 量均来源于土壤反硝化作用,N 2O 的体积

分数或通量 (单位时间的逸出量)代表了土壤反硝化

作用的强度。

2. 1　不同碳质量分数对N 2O 损失量的影响

反硝化微生物利用含碳有机物作为能量的电子

供体和细胞合成物质,因此土壤反硝化量在很大程

度上取决于诸如土壤有机质、植物残渣、根系残留、

根系分泌物、绿肥以及有机肥中碳的有效性。

图 1　旱地农田土反硝化量随碳质量分数的变化
F ig. 1　D enitrificat ion changes w ith C

conten t in the dryland of grain field

- ◇- . C0; - □- . C25; - △- . C50; - ○- . C100; - 3 - . C200

图 2　水稻土反硝化量随碳质量分数的变化
F ig. 2　D enitrificat ion changes w ith C

concen tra t ion in the paddy so il

- ◇- . C0; - □- . C25; - △- . C50; - ○- . C100; - 3 - . C200

　　由图 1, 2 可以看出, 旱地农田土、水稻土N 2O 逸出量都有随有效碳质量分数增大而增加的趋势,
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即在相同的水分和硝态氮含量条件下,土壤反硝化

作用随有效碳质量分数的增加而增加; 供试的两种

土壤均以C 0 处理的反硝化量最低,在 72 h 培养时

间内变化幅度很小; 以最高有效碳质量分数C 200处

理反应最为显著。特别是水稻土,与C 100处理相比

C 200处理随培养时间延长N 2O 产生量显著增加,最

高时N 2O 质量分数可达C100处理的 22. 5倍 (因此图

2中没有给出C 200处理)。

从培养时间上看,旱地农田土壤前 36 h 变化幅

度较大,此后基本稳定, C 200处理在 72 h 时反而出现

N 2O 体积分数下降的现象, 这可能是由于C2H 2 不

足,导致对N 2O 还原为N 2 的抑制不够所致[14 ];而水

稻土在培养期间,除C200处理中的N 2O 体积分数一

直随培养时间上升至 60 h 外, 其余处理均在 48 h

接近最大值。这也是试验 2, 3中培养时间定为 48 h

的原因。

对培养过程中的N 2O 通量进行计算,结果进一

步证实了上述的结论。即两种土壤的N 2O 通量均随

加入有效碳质量分数的增加而增大,以C200处理为

最高, 亦即有效碳是影响黄土性土壤反硝化, 导致

N 2O 气态损失的一个决定因素; 培养超过 48 h 后,

N 2O 通量随培养时间的延长而下降。两种土壤对相

同有效碳质量分数反应的差异源于土壤本身的性质

差异 (见表 1)。也有研究者[15 ]发现,限制土壤反硝化

的一个重要因子是土壤可溶性有机碳的有效性,土

壤微生物群体大小在很大程度上依赖于土壤有效碳

含量,在土壤中反硝化微生物与其他异养微生物争

夺土壤中的有效碳,因此土壤反硝化量的大小与碳

含量相关[16, 17 ]; Bu rton 和Beauchamp [18 ]研究发现,

反硝化持续活动所要求的有效碳质量分数为 60～

80 m gökg,相反, van Kessel[19 ]的研究认为,碳质量

分数低于60 m gökg时仍可满足反硝化微生物对碳

源的需求,这与土壤长期形成适合于其生态环境的

微生物种群有关。本试验也证实土壤有效碳质量分

数是限制土壤反硝化作用的主要因子,水稻土和农

田土壤的反硝化强度均随有效碳质量分数的增大而

增加。

2. 2　不同NO -
3 浓度对N 2O 量的影响

反硝化作用是酶调节过程,底物质量分数是生

成量的函数[20 ]。图 3和 4是不同NO 3- N 质量分数

下反硝化作用的发生情况。

图 3　旱地农田土反硝化量随NO -
3 质量分数的变化

F ig. 3　D enitrificat ion changes w ith NO -
3

concen tra t ion in the dryland of grain field

- ◇- . N 0; - □- . N 50; - △- . N 150; - ○- . N 300; - 3 - . N 450

图 4　水稻土反硝化量随NO -
3 质量分数的变化

F ig. 4　D enitrificat ion changes w ith NO -
3

concen tra t ion in the paddy so il

- ◇- . N 0; - □- . N 50; - △- . N 150; - ○- . N 300; - 3 - . N 450

　　由图 3, 4可见,土壤N 2O 产生量并不随加入的

NO 3- N 含量的增大而持续增高,而是在一定的质

量分数范围内随质量分数的增加而上升,达到最高

量后又出现随有效氮质量分数增加而下降的趋势。

对水稻土反硝化强度影响最大的硝态氮氮源处理为

N 150,而旱地农田土壤则为N 300。这是因为当施氮量

较小时, 土壤NO 3 - N 是土壤反硝化的限制因子,

但当土壤的硝态氮含量达到一定值后,水分和碳源

将会转换成土壤反硝化的限制因子,在这种状态下

土壤氮的反硝化量与施肥量无关,这也与高质量分

数NO 3 - N 反而抑制反硝化作用发生的研究结果

相一致[21 ]。两种土壤对不同NO 3- N 质量分数反应

的差异是笔者未曾想到的,本试验本身也不能给出

解释,还需要进一步的试验验证。

已有试验表明, 在实验室条件下, 当土壤的

NO -
3 含量低于 100 m gökg 时, 反硝化速率取决于

NO -
3 的质量分数 (一级反应) [22 ]; 也有研究[23 ]报

道,当土壤NO -
3 质量分数在 40～ 600 m gökg 时,反
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硝化速率不受 NO -
3 质量分数的影响; 而 Bu rton

等[18 ]认为,土壤NO -
3 质量分数和反硝化速率间不

相关[18 ]。以上报道说明,土壤硝态氮含量通常高于

反硝化作用对有效氮临界水平的要求,当NO 3 质量

分数较高时,NO -
3 还原为NO -

2 而与生成的N 2O 争

夺电子,使得细胞质膜内NO 2
- 大量积累,对土壤的

反硝化微生物产生毒害作用,因而影响了反硝化作

用的发生[24 ]。

2. 3　不同NO 2- N 质量分数对N 2O 产生的影响

土壤反硝化微生物也可利用NO 2 - N 作为电

子供体, 从而产生反硝化作用生成N 2O 或者N 2。

图 5和 6是两种供试土壤对不同体积分数NO 2- N

的反硝化反应。

图 5　旱地农田土反硝化量随NO -
2 质量分数的变化

F ig. 5　D enitrificat ion changes w ith NO -
2

concen tra t ion in the dryland of grain field

- ◇- . N 0; - □- . N 50; - △- . N 150; - ○- . N 300; - 3 - . N 450

图 6　水稻土反硝化量随NO -
2 质量分数的变化

F ig. 6　D enitrificat ion changes w ith NO -
2

concen tra t ion in the paddy so il

- ◇- . N 0; - □- . N 50; - △- . N 150; - ○- . N 300; - 3 - . N 450

　　由图 5, 6可见,土壤N 2O 的产生量随培养筒中

加入NO 2- N 质量分数的增加而上升,并分别在培

养 24 h (旱地农田土壤)和 12 h 后 (水稻土)上升幅

度急速增加, 且NO 2 - N 的质量分数越大, 这种趋

势越明显。另外,两种土壤对不同的质量分数NO -
2

的反应不像对NO -
3 的反应那样悬殊。早在 1956年

就有试验[24 ]证实,在厌氧条件下反硝化过程首先利

用NO -
2 而不是NO -

3 作为电子供体,也就是说反硝

化作用产生的N 2O 多来源于NO -
2 而不是NO -

3。

计算不同培养阶段的 N 2O 通量, 结果列于

图 7, 8。图 7, 8的结果说明,两种土壤N 2O 通量均随

NO -
2 质量分数的增加而上升,以N 300的反硝化通量

最高。对所有处理,培养 6 h 的N 2O 逸出量最高,培

养 30 h 时累积量基本达到最大,而后累积量基本稳

定在一定水平。

图 7　旱地农田土不同NO -
2 体积

分数时N 2O 的累积量
F ig. 7　N 2O accum ulation w ith NO -

2

concen tra t ion in dryland of grain field

图 8　水稻土不同NO -
2 体积

分数时N 2O 的累积量
F ig. 8　N 2O accum ulation w ith NO -

2

concen tra t ion in peddy so il
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3　结　论

对水稻土和旱地农田土壤而言,有效碳是影响

反硝化作用或者说是N 2O 产生的重要因子, 土壤

N 2O 通量或者说土壤的反硝化作用强度随土壤中

有效碳质量分数的增加而增大。土壤硝态氮对土壤

N 2O 的影响在两种土壤上表现不一致,对旱地农田

土壤反硝化强度影响最大的NO 3- N 加入量为 300

m gökg, 而水稻土则在有效氮源加入量150 m gökg

时反硝化量达到最大值; 在达到反硝化强度的最高

值后,土壤N 2O 逸出量因受到高质量分数NO 3- N

的抑制而出现下降趋势。亚硝态氮对土壤N 2O 的影

响与硝态氮完全不同,表现为土壤中产生的N 2O 通

量随加入亚硝态氮质量分数的升高而增大。两种供

试土壤相比,水稻土壤的反硝化量小于旱地农田土

壤,这与旱地农田土壤较肥沃、不同土壤条件下特定

的微生物种群和土壤微生物长期形成的适应性有

关。
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Effects of ava ilab le carbon and n it rogen concen tra t ion

on the N 2O flux of the L oessa l so il

L IANG D ong- l i1, TONG Yan -an 1,Ove Em teryd2, FANG R i-yao1,M A L in -y ing1

(1 Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Sw ed ish U niversity of A g ricu ltu ra l S ciences,Um ea, 90183, Sw ed en)

Abstract: By u sing C2H 2 inh ib it ion so il co res, these experiem en ts studied the effects of availab le carbon

and n it rogen concen tra t ion on the den it rif ica t ion lo ss of no rm al gra in field and peddy so il f ield of loessa l

so il. T he resu lts show ed that: the den it rif ica t ion lo ss increased w ith the availab le carbon concen tra t ion
increased fo r bo th so ils under the su itab le n it ra te n it rogen concen tra t ion and mo situ re con ten t. W hereas the

den it rif ica ion lo ss decreased w ith the NO -
3 - N concen t reach ing a certa in level under the su itab le availab le

carbon and w ater con ten t, the h ighest den it rif ica t ion lo ss took p lace w hen availab le n it rogen con ten t w as
N 300 and N 150 fo r the paddy so il and the dryland of gra in field, respect ively. How ever, w hen w e u sed n it ra te

n it rogen as the n it rogen sou rces, the den it rif ica t ion lo ss ra ised w ith the NO -
2 concen tra t ion increased.

Key words: loess so il; den it rif ica t ion; N 2O flux
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PCR 2detect ion of h igh m o lecu la r w eigh t g lu ten in

subun it D x5 gene in w hea t

ZHANG X iao-ke1,W E IY i-m in 2,W ANG X in -zhong1,L I X iao- jun 1,

W E IL ing- j i3,L IU B in1, GAO Y un -cun1,L IY i4

(1 Colleg e of A g ronomy ; 2 Colleg e of F ood S cience,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina;

3 Colleg e of A g ronomy , S h ihez i U niversity , S h ihez i C ity , X inj iang 843300, Ch ina;

4 Colleg e of L if e S cience,B eij in U niversity ,B eij in 100871, Ch ina)

Abstract: A pair of D x5 gene p rim ers w ere designed on the basis of d ifference betw een the D x5 gene

and the D x2 gene. T he 22 m ateria ls w ho se HMW 2GS Glu2D x1 locu s w as know n w ere detected w ith PCR 2
based app roach in th is paper. T he resu lts show ed that the degree of accu racy w as 100% u sing the p rim ers

designed fo r D x5 gene. It is u sefu l fo r the p rim ers designed fo r the p rim ers of D x5 gene to detect D x5 gene

in w heat lines. T he D x5 genes of 40 Ch inese st ra in s w ere detected w ith PCR based on the p rim ers above.

T he resu lts show ed the D x5 gene w as found in 8 stra in s included 986025, Shaan 253, Zhengzhou 891, 972
2143,M ianyang 96171210,M ianyang 19, Zheng 181321,M ianyang 11. T he p robab ility of the D x5 gene that

is 20. 0% in Ch inese w heat lines is far low er than in N o rth Am erica w heat lines. T h is easy, qu ick PCR 2
based app roach is p ropo sed as a very eff icien t and safe alternat ive to standard p rocedu res fo r select ing
b read2w heat geno types w ith good b read2m ak ing p ropert ies.

Key words: w heat; po lym erase chain react ion (PCR ) ; D x5 gene
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