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Abstract：Denitrification-dependent anaerobic methane oxidation（DAMO） is a key process linking carbon and nitrogen cycles. A 13C
stable isotope labeling microcosm incubation experiment was conducted to investigate the effects of long-term fertilization on DAMO
processes in red paddy soils. Four treatments were established：without fertilizer（CK）, chemical fertilizer（NPK：nitrogen, phosphorus,
potassium）, combined chemical fertilizer and pig manure（NKM）, and chemical fertilizer with rice straw incorporation（NPKS）. Key
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摘 要：反硝化依赖型甲烷厌氧氧化（DAMO）是联结碳氮循环的重要过程。本研究开展 13C稳定同位素标记微宇宙培养实验，针

对长期施肥对红壤水稻土DAMO过程的影响进行了分析。实验设 4个处理：不施肥（CK）、氮磷钾肥（NPK）、氮钾肥加猪粪（NKM）

和氮磷钾加稻草（NPKS）。结果表明：总DAMO速率对长期施肥有显著响应，其最大值（1 762.93 nmol·g-1·d-1，以CO2计，下同）和最

小值（25.01 nmol·g-1·d-1）分别出现在NKM的深层土壤和CK的表层土壤中，并且NKM的表层、中层及深层土壤的DAMO速率均显

著高于相应土层的NPKS土壤（P<0.05），分别高出 276%、447%和 200%。亚硝酸盐型DAMO（n-damo）速率从表层到深层土壤呈

递增趋势，NKM的中层土壤 n-damo强度显著高于NPKS（高出 755%）（P<0.05）。对于硝酸盐型DAMO（Nr-damo）速率，NKM深层

土壤（702.49 nmol·g-1·d-1）显著高于中层土壤（38.77 nmol·g-1·d-1）（P<0.05），而且随土层深度加深，Nr-damo速率在CK中呈现递

增、在 NPKS中呈现递减的趋势。各处理 N2O型 DAMO（N2O-damo）速率表现为表层最高（44.23~81.95 nmol·g-1·d-1），深层次之

（8.47~18.46 nmol·g-1·d-1），中层最低（0.63~3.27 nmol·g-1·d-1）。对于表层土壤N2O-damo速率，NKM显著高于NPKS处理（P<0.05）。

研究表明，相比于长期秸秆还田，猪粪配施化肥对红壤水稻土DAMO发生有更强的促进作用；此外，深层水稻土具有较高的 n-
damo潜力，表层水稻土则具有较高的N2O-damo潜力。
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近年来，甲烷（CH4）和氧化亚氮（N2O）等强效非

二氧化碳（CO2）温室气体浓度持续增加引起了国际

社会的广泛关注，特别是“全球甲烷承诺”倡议的提

出，反映了基于 1.5 ℃温控的国际广泛争论[1]。水稻

生产是 CH4重要的人为排放源，因此，探索稻田 CH4
减排机制不仅有助于减缓全球变暖，而且对实现

2030年联合国可持续发展目标具有重要意义[2]。

反硝化依赖型甲烷厌氧氧化（DAMO）是重要的

CH4汇过程，也是链接全球碳氮循环的重要纽带[3]。

一般认为，厌氧甲烷氧化过程（AOM）均由厌氧甲烷

营养型古菌（ANME）介导完成[4]，NO-3依赖型DAMO过

程（Nr-damo）由ANME-2d分支的念珠菌甲烷还原古

菌（M. nitroreducens）介导的反向产甲烷机制[5]完成，但

后期研究发现，当古菌数量不断减少直至消失后，

NC10门的细菌念珠菌甲基单胞菌（M. oxyfera）可单独

驱动整个DAMO过程，这种NO-2依赖型DAMO（n-da⁃
mo）的发生是内需氧型AOM过程[6-7]。Cheng等[8]在淡

水湿地土壤的厌氧培养中发现 CH4可直接与 N2O耦

合发生N2O依赖型DAMO（N2O-damo）反应，但是关于

其主导菌种和代谢途径及影响因素仍处于未知状态。

DAMO过程的发生受环境中硝酸盐和 CH4浓度的影

响[9-11]，缺氧环境中的NO-2大多来源于NO-3还原，因此

硝酸盐浓度对 DAMO 过程的发生具有重要影响[12]。

此外，氧气[5]浓度、水体盐度[13]和土壤有机碳含量[14]等

环境因子均可在调控 DAMO 发生中发挥重要作用。

不同施肥措施显著影响DAMO碳源CH4的产生、电子

受体可获得性和氮化合物的供应水平，进而主导其特

征及微生物活性和功能。不同肥料类型对DAMO有

不同的刺激效应，并且也存在对DAMO底物的竞争。

除了肥料类型，肥料用量也影响DAMO特征，实际上，

无机氮（NH+4、NO-2、NO-3）水平不仅影响DAMO微生物

丰度[15]，也是控制DAMO活性和微生物群落组成的关

键因素[16]；当前DAMO影响因素的研究多基于短期试

验，在长期施肥影响下，对于稻田土壤理化性状表现

及其对DAMO发生途径的影响机制的研究，将直接影

响稻田CH4多尺度调控途径的探索。

DAMO普遍存在于湿地[17-18]、泥炭地[19]、湖泊[20-22]

与河流[23]等各种生态环境中。研究表明，在稻田生态

系统中DAMO是最主要的AOM过程。据估算，单一

亚硝酸盐驱动型DAMO（n-damo）每年便可消耗我国

稻田 0.91 Tg CH4，相当于其年度总排放的 11.2%[24]。

长期施肥通过影响稻田土壤中CH4产生和无机氮等基

质进而影响DAMO发生特征，受长期施肥影响，稻田

DAMO首先体现在发生途径多样化。实际上，DAMO
的 3个主要发生途径在稻田中均有发现[8，25-26]，但在不

同稻田管理措施影响下，DAMO碳源和电子受体发生

变化[27]，进而引起其主导产生途径的差异。另外，稻

田DAMO还存在较强的时空异质性。DAMO微生物

虽已被证明更倾向于在稻田深处存在[28]，很多研究也

发现DAMO速率随土层深度增加而增大[18，29-30]，但这

种垂直分异规律并不一致，如在我国稻田和美国河流

湿地中就发现了相反的规律，即DAMO速率和微生物

活性随层深而降低[14，31]。微生物群落结构随土层深

度变化、深层土壤的缺氧条件、底物分布是DAMO垂

直分异的主因[14]。我国稻田类型众多，在长期施肥影

响下，DAMO速率是否都随土壤深度增加而增大，施

肥和土壤深度对DAMO的双重影响效应如何，均需深

入探讨；针对稻田DAMO的时空变异性研究的欠缺也

导致当前研究结果的巨大差异和不确定性。

稻田 CH4减排对我国温室气体清单精度提升和

findings include：total DAMO rates responded significantly to long-term fertilization. The maximum rate（1 762.93 nmol · g-1 · d-1）and
minimum rate（25.01 nmol·g-1·d-1）were observed in the deep soil layer of NKM and the surface layer of CK, respectively. Notably, DAMO
rates in the surface, middle, and deep soil layers of NKM were 276%, 447%, and 200% higher than those in corresponding NPKS layers（P<
0.05）. Nitrite-dependent DAMO（n-damo）rates increased with soil depth. The n-damo rate in the middle layer of NKM was 755% higher
than that in NPKS（P<0.05）. Nitrate-dependent DAMO（Nr-damo）rates in the deep soil layer of NKM（702.49 nmol · g-1 · d-1）were
significantly higher than those in the middle layer（38.77 nmol·g-1·d-1）（P<0.05）. Nr-damo rates increased with depth in CK but decreased
in NPKS. 4）N2O-dependent DAMO（N2O-damo）rates were highest in surface soils（44.23–81.95 nmol·g-1·d-1）, followed by deep layers
（8.47–18.46 nmol·g-1·d-1）, and lowest in middle layers（0.63–3.27 nmol·g-1·d-1）. Surface N2O-damo rates in NKM were significantly
higher than those in NPKS（P<0.05）. This study demonstrates that pig manure combined with chemical fertilization（NKM）enhances
DAMO activity more effectively than straw incorporation（NPKS）in red paddy soils. Additionally, deep soil layers exhibit higher n-damo
potential, while surface soils show greater N2O-damo potential.
Keywords：denitrifying methane anaerobic oxidation; reducing methane emissions in rice paddies; long-term fertilization; pig manure;

straw residue return
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农业低碳发展的作用毋庸置疑，鉴于DAMO的巨大潜

力，对稻田长期管理措施的响应及多尺度调控途径的

研究将有力降低我国稻田 CH4估算的不确定性。近

年来，对稻田中 DAMO 的研究引发了广泛关注[25-32]；

然而，之前研究多基于短期试验，DAMO过程对长期

不同施肥条件的响应机制还不明确。因此，本研究选

择农业农村部望城红壤水稻土生态环境重点野外科

学观测实验站土壤为研究对象，以探究DAMO发生速

率对长期不同施肥的响应，以及长期施肥下DAMO与

土壤理化性状等环境要素的关系。本研究将通过探

讨长期施肥下稻田DAMO发生特征，为我国低碳稻作

路径提供科学支撑。

1 材料与方法

1.1 研究区概况

供试土壤于 2023年 10月采自湖南省长沙市望城

区黄金乡（27°58′N，112°36′E），自 1981年起该站作

为农业农村部望城红壤水稻土生态环境重点野外科

学观测实验站开展长期土壤肥力和养分监测。试验

站位于中亚气候区，以湿润季风季节为特征，年平均

气温 17.5 ℃，>10 ℃积温为 5 450 ℃，年平均降雨量约

为 1 300~1 400 mm，其中 4—6 月降水量约占全年的

50%~60%。更详细的天气信息和实验的长期施肥量

参见相关文献[33]的描述。该地区土壤为典型的水稻

土，源自中国亚热带第四纪红黄壤，长期种植双季稻

（Oryza sativa L.），试验采用随机区组设计，共设 4个

处理：（1）不施肥（CK）；（2）施氮、磷、钾化肥（NPK）；

（3）施氮、钾化肥加猪粪（NKM）；（4）施氮、磷、钾化肥

加稻草（NPKS），每处理设 3个重复小区，每小区面积

为 66.7 m2（10 m×6.67 m），小区之间设水泥边界，并设

宽 30 cm的灌排水沟渠。各处理化肥、稻草和猪粪消

化物的具体施用量见表 1[34]，猪粪在沼气池发酵后的

新鲜物质（含水量 85.4%），以 15 t·hm-2分别在早稻和

晚稻施用。

1.2 土样采集

本研究选取上述 4 个处理表层（0~20cm）、中层

（20~40 cm）和深层（40~60 cm）3 个不同深度的稻田

土壤进行DAMO培养实验，用带有刻度的管型取土器

分别在12个小区内以S形走位采集土壤样品，并将相

同小区的土样混合均匀贴上标签，每份样品分成两

份，放入冰袋尽快送回实验室，一部分冷藏（1~4 ℃）

用于测定土壤理化性质和培养实验，另一部分冷冻

（-80 ℃）保存用于后续测定相关功能微生物。

1.3 土壤理化性状分析

根据《土壤农化分析》[35]中的方法测定土壤理化

性质；采用烘干法测定土壤含水量（SWC）。采用 pH
计法测定土壤 pH，土水比 1∶2.5（m/V）。使用非吹扫

性有机碳法（NPOC）通过 TOC-Vwp（日本岛津）测定

样品中的溶解性有机碳（DOC）。采用连续流动分析

仪（AutoAnalyzer-AA3，Seal Analytical，诺德施泰特，

德国）测定铵态氮（NH+4-N）、硝态氮（NO-3-N）含量。

1.4 DAMO速率测定

采用厌氧泥浆微宇宙培养法及 13CH4同位素示踪

技术测定 DAMO 速率[8，36]。称取约 2 g 鲜土于 12 mL
玻璃瓶（Labco，LABCO GmbH，UK）中，加入 2 mL去离

子水，盖紧盖子后摇晃1 min成均匀泥浆，抽真空充氩

气重复 3次，以确保严格厌氧状态。在 25 ℃恒温振荡

（150 r·min-1）培养箱中避光预培养3 d，再进行抽真空

充氩气操作 3次。预培养结束后，将土样进行以下 6
个处理（每个处理设3次重复），以便区分总体DAMO、

Nr - damo、n - damo 和 N2O - damo：（1）Ar；（2）N2O；

（3）13CH4；（4）13CH4+NO-3；（5）13CH4+NO-2和（6）13CH4+
N2O。实验时，先抽出相应体积的顶空气体，再根

据具体处理添加 13CH4 200 µL（相对丰度 99%）或N2O
（0.32 µmol · mol-1）800 µL ，并 使 用 高 纯 Ar 气

（>99.999%）补充差量，NO-2（0.5 mmol·L-1）和 NO-3（2

处理
Treatment

CK
NPKS
NPK
NKM

基肥Base fertilizer
N*

0
75/90
75/90
75/90

K2O
0

120
120
120

P2O5

0
45
45

猪粪Pig manure
0

15 000

稻草Straw
0

2 625

追肥Top dressing
N*

0
75/90
75/90
75/90

表1 长期施肥试验设置（kg·hm-2）

Table 1 Designs of long-term fertilization experiments（kg·hm-2）

注：N*表示氮肥施用量早晚稻不同。
Note：N* indicates that nitrogen fertilizer application rate is different in early and late rice.
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mmol·L-1）添加量均为 1 mL。对照组添加相应体积的

去离子水。所有处理在添加试剂后置于恒温振荡培

养箱内 25 ℃下充分摇晃 60 s形成均匀泥浆以及气体

达到气-液相平衡。分别在第 7天和第 14天用微量

注射器抽取 100 µL 气体，取之前先轻摇培养瓶 1~2
min，使得溶解在溶液中的气体释放到培养瓶上部气

体空间，取气之后补充相应体积的 Ar。将取得的气

体样品注入抽真空通 Ar 处理后（稀释 300 倍）的 12
mL Labco真空瓶，用气相色谱仪（Agilent 7890N，Ag⁃
ilent Co. Ltd，美国）测顶空CH4和CO2的浓度，用Picar⁃
ro 气体同位素分析仪（Picarro 2201i，Picarro Co. Ltd，
美国）测定 13C-CO2丰度，参考Zhang等[37]的方法（公式

1和公式2）计算培养瓶气相中 13CO2的含量，培养瓶中

总的 13CO2（Σ13CO2）含量，包括气相和液体中的 13CO2
含量，参考He等[38]的方法（公式 3）计算；根据玻璃瓶

中 13CO2总产生量随时间的变化计算AOM速率。
13 CO2AT% =

( δ13C−CO2 + 1 000 ) × RPDB
( δ13C−CO2 + 1 000 ) × RPDB + 1 000 × 100% （1）
13 CO2 ( g ) = CO2 × 13CO2AT%/100 （2）
Σ13CO2 = 13CO2 ( g )

é

ë
êê

ù

û
úú1 + kRT V liquid

Vgas ( )1 + KZ
[ ]H+ （3）

式中：13CO2AT%为 13C标记的CH4转化成为 13C-CO2的

平均原子百分比，%；δ13C−CO2为 13C标记的CO2丰度；

RPDB=0.011 237 2；CO2 为气相中 CO2 的浓度，μmol·
mol-1；13CO2（g）为气相中 13CO2的含量，mL；Σ13CO2为体

系中 13CO2的总量，mL；k为CO2的溶解系数，R为普适

气体常数；T为温度，K；Vliquid和 Vgas分别为液体和气相

的体积，mL；KZ为碳酸第一步离解的离解常数；[H+]为
H+的摩尔浓度。

总DAMO速率通过 13CH4+NO-3（处理 4）培养期间

的 AOM 速率减去 13CH4（处理 3）培养期间的 AOM 速

率来计算。Nr-damo、n-damo和N2O-damo的速率计

算分别为处理（4）、（5）和（6）培养期间的AOM速率分

别减去处理（5）、（3）和（3）中的AOM速率[39]。

1.5 数据处理和统计分析

所有数据通过Excel 2019进行预处理并绘制DA⁃
MO速率变化图。通过 SAS PROC MIXED混合模型[40]

进行方差分析（ANOVA），采用最小显著差异（LSD
0.05）法在 95% 的置信水平上进行均值比较。利用

SPSS 25.0对各土壤理化指标、DAMO速率进行 Pear⁃
son相关性分析；并利用独立样本 t检验分析不同处理

间各项指标的差异显著性。使用Origin 2021绘制各

变量相关矩阵图，显著性差异水平标准为P<0.05。
2 结果与分析

2.1 不同土层深度及施肥处理对DAMO速率的影响

稻田不同施肥类型对DAMO过程有重要影响，而

且在土壤深度中的表现有较大差异。本研究的DA⁃
MO、n-damo、Nr-damo 和 N2O-damo 速率如图 1a~图
1d所示。总体而言，相同处理的总 DAMO速率在深

层土壤中（505.13~1 762.93 nmol·g-1·d-1）高于表层土

壤（25.01~992.59 nmol · g-1 · d-1）和 中 层 土 壤

（186.31~1 020.63 nmol·g-1·d-1）（图 1a），总 DAMO 速

率的最大值和最小值分别出现在NKM处理的深层土

壤和CK处理的表层土壤中。NKM处理的表层、中层

和深层土壤的 DAMO 速率均显著高于相同土层

NPKS处理（P<0.05），分别高出 276%、447%和 200%。

n-damo速率与土壤深度密切相关，从表层到深层各

土壤 n-damo速率呈递增趋势（图 1b）；在 CK处理的

表层土壤中未检测出 n-damo 速率，CK 处理的中层

（226.03 nmol·g-1·d-1）和深层（283.81 nmol·g-1·d-1）土

壤的 n-damo速率均显著低于NKM处理（中层 981.86
nmol·g-1·d-1和深层 1 060.44 nmol·g-1·d-1），NKM处理

中层土壤的 n-damo 速率显著高出 NPKS 处理 755%
（P<0.05）。NKM 处理的深层土壤的 Nr-damo 速率

（702.49 nmol·g-1·d-1）显著高于中层（38.77 nmol·g-1·
d-1）土壤（P<0.05），但与其表层土壤差异并不显著（P>
0.05）；而随土层加深Nr-damo速率在CK处理中呈现

递增、在NPKS处理中呈现递减的趋势，可见Nr-damo
速率在不同处理与土层中变化不同，但这种变化未达

到显著水平（P>0.05）（图 1c）。各施肥处理土壤的

N2O-damo速率在各土层均表现为表层最高（44.23~
81.95 nmol·g-1·d-1），深层次之（8.47~18.46 nmol·g-1·
d-1），中层最低（0.63~3.27 nmol·g-1·d-1）（图1d）。

综上所述，在表层土壤中，NKM处理的DAMO速

率显著高于CK、NPK和NPKS土壤（图 1a）；NKM处理

的 N2O-damo 速率显著高于 NPKS 土壤（P<0.05）（图

1d），但各处理的 n-damo和Nr-damo速率在表层土壤

中变化不显著（P>0.05）（图 1b、图 1c）。中层土壤的

DAMO 和 n-damo速率均表现为 NKM 处理显著高于

CK 处理和 NPKS 处理（P<0.05）（图 1a、图 1b）；N2O-
damo速率表现为 NKM 处理显著高于 CK 处理，与其

他处理相比变化不显著（P>0.05）（图 1d）。深层土壤

中 NKM 处理的 DAMO 速率显著高于 CK 和 NPKS 处
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理（P<0.05）（图 1a）；NKM处理的 n-damo速率显著高

于 CK处理，但与NPK及NPKS处理没有显著性变化

（P>0.05）（图 1b）；各处理的Nr-damo和N2O-damo速
率在深层土壤中变化不显著（P>0.05）（图1c、图1d）。

2.2 土壤理化性状对DAMO过程的影响

长期施肥使土壤各项理化指标（除 pH外）均随土

层深度的增加而呈下降趋势（表 2）。对于DOC含量，

从 CK处理的深层土壤到 NPKS处理的表层土壤，其

范围为 82.76~296.33 mg·kg-1。而NO-3-N和 SOC的最

高值都出现在 NKM 处理中，NPKS 处理贡献了最低

值。不同的是NH+4-N含量，其在NPKS处理中含量较

高，而在CK处理中含量最低。相比之下，各处理土壤

样品的 pH值随着土壤深度的增加而增加；NPKS处理

的表层土壤 pH值最低（5.41），而NKM处理在深层土

壤pH值最大（6.51）。

此外，考虑众多环境因子绘制了DAMO速率与环

境要素的相关矩阵。从图 2可以看出，DAMO速率和

Nr-damo 速率均与土壤 pH 值呈现显著正相关（P<
0.05）；N2O-damo速率与土壤中 SOC和NO-3-N含量呈

现极显著正相关（P<0.000 01），并与DOC含量呈现显

著正相关（P<0.05），但与 δ13CO2和 13CO2AT%呈现显著

负相关（P<0.01）。除此之外，n-damo速率虽然与环

境因子未表现出明显的相关性，但与DAMO速率呈现

极显著正相关（P<0.000 01）。

3 讨论

3.1 DAMO速率对长期不同施肥处理的响应

本研究发现相比于其他陆地淡水生态系统，在长

期施肥下，稻田总 DAMO 速率呈现较高的水平。总

DAMO速率变化范围为 25.01~1 762.93 nmol·g-1·d-1，

最大值远高于长江口沉积物中DAMO速率（0.07~0.28
nmol·g-1·d-1）[41]和黄河三角洲中心的盐渍土中DAMO
速率（0.55~3.8 nmol·g-1·d-1）[24]；最大值也高于夏季潮

间带沼泽沉积物 DAMO 总活性的平均速率（40.5
nmol·g-1·d-1）[42]。NKM处理的各层土壤中的DAMO速

率均高于相同土层的NPKS处理（P<0.05）（图 1a），可

见NKM处理相较于NPKS处理具有更高的 CH4氧化

潜力，这与 Qin 等[33]在望城站点田间实验中发现的

大写字母表示同一土壤处理不同深度间差异显著（P<0.05），小写字母表示同一深度不同土壤处理差异显著（P<0.05）。ND：未检测到数据。
Uppercase letters indicate significant（P<0.05）differences among different depths for the same soil treatment，and lowercase letters indicate significant

（P<0.05）differences among different soil treatments at the same depth. ND：No data detected.
图1 DAMO速率变化

Figure 1 DAMO rate change characteristics
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NKM处理CH4排放量低于NPKS处理的结果相一致，

表明长期使用猪粪相较于秸秆还田更能促进稻田

CH4减排。

本 研 究 n-damo 速 率 变 化 范 围 为 0~1 060.44
nmol·g-1·d-1（图 1b），最大值高于先前稻田土壤（0.2~
8.91 nmol · g-1 · d-1）[32，43-44]、天然淡水湿地（0.2~14.5

处理Treatment
CK

NPK

NKM

NPKS

深度Depth/cm
0~20
20~40
40~60
0~20
20~40
40~60
0~20
20~40
40~60
0~20
20~40
40~60

可溶性有机碳DOC/（mg·kg-1）

241.00±7.62Ba
136.67±16.06Bb
82.76±13.94Ac
225.13±4.98Ba
141.32±9.43Bb
91.16±10.99Ac
289.67±13.17Aa
262.55±31.44Aa
84.74±23.73Ab
296.33±6.68Aa
209.41±6.67Ab
111.86±12.93Ac

NO-3-N/（mg·kg-1）

32.89±6.37Ca
19.51±4.59Bab
7.55±1.88Ab
59.84±8.42Ba

21.93±2.91ABb
5.79±0.82ABb
97.08±1.07Aa
30.50±2.35Ab
5.23±1.06ABc
92.89±2.38Aa
17.69±2.51Bb
2.14±0.26Bc

NH+4-N/（mg·kg-1）

2.07±0.23Aa
1.39±0.27Aab
0.78±0.27Ab
2.93±0.72Aa
2.56±0.61Aa
1.39±0.46Aa
2.57±0.23Aa
2.00±0.49Aab
1.13±0.25Ab
3.18±0.68Aa
2.13+0.64Aa
1.95±0.69Aa

有机碳SOC/（g·kg-1）

22.96±0.68Aa
8.73±0.99Ab
7.50±0.43Ab
17.82±2.23Ba
11.32±1.54Ab
7.76±0.15Ab
24.34±0.20Aa
10.71±0.94Ab
7.54±0.20Ac
24.03±0.45Aa
12.35±2.27Ab
6.87±0.28Ac

pH
5.60±0.25Aa
6.17±0.10ABa
6.34±0.32Aa
5.45±0.08Ac
6.05±0.08Bb
6.43±0.14Aa
5.58±0.11Ab
6.40±0.03Aa
6.51±0.06Aa
5.41±0.05Ab
5.94±0.10Ba
6.04±0.11Aa

图2 DAMO及影响因素相关矩阵

Figure 2 Correlation matrix between DAMO rate and influential factors

图中蓝色表示负相关，红色表示正相关，颜色越深相关性越强。
Blue indicates negative correlation，red indicates positive correlation，and the darker the color，the stronger the correlation.

注：数据表示为平均值±标准误；不同小写字母表示同一施肥处理不同深度土壤间差异显著（P<0.05），不同大写字母表示同一深度不同施肥处
理土壤间差异显著（P<0.05）。

Note：Data are expressed as mean±standard error; Different lowercase letters indicate significant differences（P<0.05）among soil depths within the
same fertilization treatment，whereas different uppercase letters denote significant differences（P<0.05）among fertilization treatments at the same soil depth.

表2 土壤理化性状

Table 2 Physicochemical characteristics of the soil
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nmol·g-1·d-1）[9，45]中报道的 n-damo活性范围；这是因

为化肥投入和秸秆还田引起的无机氮含量变化是影

响潜在 n-damo活性和M. oxyfera类细菌丰度的关键

因素[25]；Shen等[32]也发现在稻田种植模式中，其淹水

缺氧条件为 n-damo细菌提供了合适的栖息地，长期

施用富氮肥料会进一步促使稻田成为 n-damo细菌的

适宜栖息地。Hu 等[18]发现深层土壤潜在 n-damo 速

率远高于表层土壤，这与深层中发现的较高丰度的

M. oxyfera细菌有关，并且稻田土壤的潜在 n-damo速
率在 20~30 cm 深度处低于检测限度；本研究也在

NPKS处理的深层土壤中发现 n-damo速率显著高于

表层和中层土壤，CK处理的表层土壤 n-damo速率检

测值低于检测限度。本研究Nr-damo速率变化范围

是 25.01~702.49 nmol·g-1·d-1（图 1c），除NPKS处理的

深层土壤外，其他处理（CK、NPK、NKM）深层土壤的

Nr-damo 速率均出现高于表层或中层土壤的现象；

Wang等[46]认为由于硝酸盐具有电负性，不容易被土

壤胶体吸附，会随降雨淋溶到更深的土层中，故DA⁃
MO过程主要发生在深度缺氧的土壤中。本研究Nr-
damo的速率在NPK和NKM处理中均呈现深层最高、

表层次之、中层最低，这可能是由于深层土壤处于严

格厌氧环境，产甲烷菌活性高，促进Nr-damo反应发

生，有研究发现土壤中的古菌对长期施肥的生长响应

在深层更强[27]。表层土壤直接接触化肥，硝酸盐含量

较高，但氧气渗透抑制了产甲烷菌活性致使甲烷生成

量较低，表层土壤还易受干湿交替、温度变化和微生

物活动不稳定等因素影响，限制了 Nr-damo速率[47]。

中层土壤处于硝酸盐淋溶的过渡区，硝酸盐可能被上

层和深层的植物吸收或反硝化利用；另外，中层 CH4
可能向上扩散至表层或向下至深层，导致本土层CH4
含量不足；有实验表明土壤中硝酸盐与CH4共存时能

协同促进 DAMO 发生[48]，但本研究中层土壤可能因

CH4扩散受限或硝酸盐分布不均导致两者无法有效

结合；因此NPK和NKM处理深层土壤因底物充足和

严格厌氧环境成为Nr-damo热点区域，而中层受限于

资源匮乏和竞争速率最低。本研究Nr-damo的速率

在 CK处理中随土壤深度增加而增大，而在 NPKS处

理中变化与之相反，这可能是因为CK处理土壤虽然

没有外源氮肥的加持，但是由于植物残体、根系分泌

和有机质分解等会随降雨淋溶到深层土壤中；NPKS
处理的Nr-damo速率最高值出现在表层土壤可能与

稻草的施用有关，稻草作为外源有机碳主要堆积在表

层土壤中，表层土壤因氧气渗透性较好（如稻草覆盖

下的微氧环境）硝化速率更高[49]，形成的硝酸盐可为

Nr-damo反应提供充足的电子受体；另外，ANME-2d
古菌丰度和群落组成仅受土层影响显著，在表层土壤

丰度最高[47]，而深层土壤因 SOC渗透受限，碳源供应

不足导致 Nr-damo 速率较低。N2O 的加入有利于电

子传递和ATP的产生，这一过程很有可能是未知的甲

烷氧化菌在N2O存在下产生了内部氧气[8]；本研究的

N2O-damo速率变化范围为 0.63~81.95 nmol CO2·g-1·
d-1（图 1d），表层土壤中的N2O-damo速率高于中层和

深层土壤，这可能是因为随着土层深度加深，这种能

利用N2O的未知好氧甲烷营养型微生物活性降低所

致；针对 CH4耦合 N2O发生的甲烷厌氧氧化过程，其

反应机理和相关微生物仍需进一步探究。

从表 2 数据可以看出 CK 处理表层土壤中的

NO-3-N含量显著低于NPK、NKM和NPKS处理的表层

土壤，CK处理中层土壤的NO-3-N含量显著低于NKM
处理中层土壤。而同一土层深度各处理土壤的NH+4-N
含量没有显著性变化，其原因可能：（1）稻田土壤

NH+4-N含量较低，显著低于NO-3-N，特别是深层次土

层，大部分NH+4-N都转化为NO-3-N，因此容易产生在

统计学意义上差异不显著的情况；（2）DAMO在水平

和垂直分异上的空间差异与长期施肥效应的相互抵

消，之前单点研究的结果可能存在较大的不确定性，

基质的空间不均匀分布将直接决定DAMO速率的时

空异质性。本研究是第一次针对连续 43年长期试验

土壤的DAMO速率及其影响因素进行分析，由于全球

范围内对稻田DAMO时空异质性的研究还极为欠缺，

后续我们将继续取样并作系列分析，深入探讨其驱动

机制。

3.2 长期施肥下土壤理化性状与DAMO速率的关系

本研究的土壤各项理化指标（除 pH外）均随土层

深度的增加而呈下降趋势（表 2），植物残体和根系分

泌物主要集中在表层，经过微生物分解后形成的腐殖

质成为有机质的来源；养分（氮、磷、钾）被表层土壤中

植物根系及微生物吸收并固定在生物体内，生物死亡

后再次被分解释放；但随着土层加深微生物活动受到

抑制，致使有机质含量下降[50]，深层土壤中微生物群

落以厌氧菌（如产甲烷菌等）为主，比较单一，因此物

质循环速率较低。本研究 CK 处理表层土壤的 SOC
和DOC含量高于NPK的表层土壤，这可能是由于施

加化肥后提高了土壤养分的有效性，同时刺激了微生

物细菌的代谢活性，加速有机质分解速率，导致 SOC
矿化为CO2的效率增加、净积累量减少；而CK处理因
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养分受限对微生物活性刺激较小，SOC的分解速率较

低，从而净积累量更多。另外，长期施用化肥会加剧

土壤酸化进程[51]，破坏有机质与矿物结合、增加 SOC
的微生物可利用性；并且土壤酸化后，DOC的溶解度

可能升高，会通过地表径流等方式流失；相反CK处理

表层土壤DOC因 pH较高，与矿物表面的吸附作用更

强，保存更加稳定。本研究 NO-3-N和 SOC的最高值

都出现在NKM处理土壤中，在NPKS处理土壤中呈现

最低值，这是因为NKM处理通过有机-无机肥配施，

既增强了土壤酶活性（如硝酸还原酶）促进硝化作用，

又有猪粪这种有机肥提供碳源，优化了碳氮循环的微

生物耦合[52]，从而促进了NO-3-N和SOC的协同积累；稻

草的高碳氮比（C/N）会导致微生物分解时需从土壤中

吸收氮素[53]，暂时减少硝化作用的底物（NH+4）从而抑制

NO-3-N生成，另外，稻草分解产生的酚酸等次生代谢物

能够抑制硝化菌和腐殖化过程[54]，降低NO-3-N生成和

SOC稳定性。

DAMO发生过程受许多人为和环境因素的影响，

例如农业管理引起的土壤理化性质的变化等[44]。本

研究的相关分析结果表明（图 2），在众多环境因子

中，DAMO速率和Nr-damo速率均与土壤 pH值呈现

显著正相关（P<0.05），这是因为DAMO过程和Nr-da⁃
mo过程的发生是由M. nitroreducens古菌与M. oxyfera

细菌介导的，而土壤 pH值会影响微生物群落结构及

活性[55]，本研究NKM处理的深层土壤 pH值（6.51）最

高，并且DAMO速率和Nr-damo速率在此处达到最大

值，可见DAMO和Nr-damo相关菌群更偏好弱酸或中

性环境。本研究中DAMO和Nr-damo速率与NO-3-N
和NO-2-N没有显著相关性，这可能与土壤生物地球

化学过程的复杂性有关，长期施用化肥导致土壤中硝

酸盐含量长期处于较高水平[56]，DAMO 功能菌（如

NC10门细菌）可能已经适应高底物环境，其活性不

再受硝酸盐含量的线性驱动，而是趋于饱和状态。

NO-2-N 是硝化与反硝化过程的中间产物，其含量受

pH、氧气条件和微生物活性影响剧烈[57]，在长期施肥

土壤中，NO-2-N可能快速转化为N2或N2O，导致其含

量与 DAMO 速率无法形成稳定关联。在 NKM 或

NPKS处理中，外源有机碳（如猪粪或秸秆）的输入改

变了土壤微生物群落结构[58]，可能促进异养反硝化菌

的活性，与DAMO菌竞争NO-3-N，削弱其与DAMO速

率的相关性。长期施用化肥可能导致土壤酸化[51]，抑

制自养硝化作用（减少NO-3-N生成），同时影响DAMO
菌的酶活性（如最适 pH值为 6~8），此时，pH可能成为

比氮素含量更关键的限制因子。除此之外，n-damo
速率虽然与环境因子未表现出明显的相关性，但与

DAMO速率呈现极显著正相关（P<0.000 01），这是由

于DAMO过程的NO-3电子受体可以通过反硝化作用

还原为NO-2，然后产生的NO-2可以被M. oxyfera细菌用

于甲烷的氧化进而发生 n-damo过程，可见DAMO过

程与 n-damo过程的发生可能密切相关。虽然目前介

导N2O-damo发生的甲烷氧化菌仍然未知，但本研究

结果表明，N2O-damo过程的发生受各个施肥处理的

土壤中SOC、NO-3-N和DOC等因素控制。

除此之外，Shi等[59]发现泥炭地中 DAMO 的发生

可能受NO-3的施用量及其渗透到缺氧层的深度控制；

本研究NPK、NKM和NPKS处理中施用肥料促进作物

生长，导致更多的作物秸秆输入，进而增加土壤有机

碳含量和氮水平，为稻田CH4耦合N2O发生AOM过程

提供条件。本研究还发现，DAMO速率和Nr-damo速
率均与CH4含量呈现显著正相关（图 2）；这是因为相

比表层土壤，深层土壤中氧气含量相对较低，CH4含

量较高，这有助于维持较高的 DAMO 细菌和古菌活

性，从而更好地驱动DAMO过程发生[60]。

水稻土属于人工淡水湿地的一种，其DAMO发生

速率、类型及其对农业管理措施（施肥、水分管理及耕

作制度）[61]和气候、土壤等要素的响应机制，特别是在

长期施肥影响下的表现有其自身特征。研究表明在

稻田的可持续管理中，相比其他施肥方法应优先考虑

长期施用畜禽粪便，将有助于减少CH4的排放量并产

生较高的 AOM 速率[62]，这与本研究结果一致。我国

水稻土种植类型和管理措施多样且复杂，DAMO发生

机制及其碳氮协同减控技术的挖掘需要进一步探讨；

后续我们将开展相关分子生物学实验，用更多的微生

物数据来分析本研究中参与DAMO的微生物群落（包

括M. nitroreducens古菌与M. oxyfera细菌）及功能基

因（例如 pmoA和 mcrA），并结合土壤理化性质（pH、

Eh）、碳氮比（C/N）数据解析DAMO速率的主控因子，

更好地阐明微生物类群与各环境因子及DAMO过程

的相互作用机制。

4 结论

（1）相比于长期秸秆还田，猪粪配施化肥对红壤

水稻土DAMO的发生更有促进作用。

（2）深层水稻土具有较高的DAMO和 n-damo潜
力，表层水稻土具有较高的N2O-damo潜力。

（3）本研究中土壤 pH值为DAMO速率和Nr-da⁃
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mo速率的主控因子，N2O-damo过程的发生受各个施

肥处理的土壤中SOC、NO-3-N和DOC等因素控制。
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