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双氰胺对冬闲稻田和油菜地 N2O 排放的影响
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摘要: 冬季的温室气体排放往往被忽视，而最新的研究结果表明，冬闲稻田和冬季油菜地 N2O 排放仍较大，研究相应的减排

措施及减排机制对于减少农田土壤 N2O 排放有重要意义． 在中国科学院桃源农业生态试验站选择冬闲稻田和油菜地两种不

同土地利用方式，并设置添加和不添加双氰胺( DCD) 处理，采用静态箱采集和气相色谱法结合监测 N2O 排放动态，利用分子

生物学手段分析氨氧化古菌( AOA) 和氨氧化细菌( AOB) 的群落结构和丰度变化． 结果表明，添加 DCD 后明显抑制了冬闲稻

田和油菜地 N2O 排放，分别减少了 36. 7% 和 23. 6% ． DCD 施入抑制了冬闲稻田 AOA 和 AOB 的丰度但只改变 AOA 的群落结

构，DCD 使 AOA 和 AOB 丰度分别减少了 59. 3% 和 73. 7% ． 与此相反，添加 DCD 只改变油菜地 AOB 的群落结构同时只抑制

了 AOB 的丰度． 本研究表明，施加 DCD 能有效减少冬闲稻田和冬季油菜地 N2O 排放，但减排机制不一致．
关键词: 冬闲稻田; 油菜地; 双氰胺( DCD) ; 氨氧化古菌( AOA) ; 氨氧化细菌( AOB) ; 氧化亚氮排放

中图分类号: X144 文献标识码: A 文章编号: 0250-3301( 2017) 05-2084-09 DOI: 10． 13227 / j． hjkx． 201611116

收稿日期: 2016-11-15; 修订日期: 2016-12-16
基金项目: 国 家 重 点 基 础 研 究 发 展 规 划 ( 973 ) 项 目

( 2012CB417105) ; 国家自然科学基金项目( 41171200)
作者简介: 伍延正( 1987 ～ ) ，男，博士研究生，主要研究方向为土壤

微生物生态，E-mail: wyz198712@ 163． com
* 通信作者，E-mail: yli@ isa． ac． cn

Effect of Dicyandiamide on N2O Emission in Fallow Paddy Field and Ｒape
Cropping
WU Yan-zheng1，3，ZHANG Miao-miao1，QIN Hong-ling2，CHEN Chun-lan2，WANG Juan1，WEI Wen-xue2，LI
Yong1*

( 1． Changsha Ｒesearch Station for Agricultural ＆ Environmental Monitoring，Institute of Subtropical Agriculture，Chinese Academy of
Sciences，Changsha 410125，China; 2． Key Laboratory of Agro-ecological Processes in Subtropical Ｒegions，Taoyuan Station of Agro-
ecology Ｒesearch，Institute of Subtropical Agriculture，Chinese Academy of Sciences，Changsha 410125，China; 3． University of
Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)

Abstract: The emissions of greenhouse gas in winter are often neglected，and the latest research results showed that N2O emissions in
fallow paddy field and winter oilseed rape are still large，research on mitigating the N2O flux and the mechanism behind them is of
significance for mitigating N2O emissions from agricultural soil． By using static chamber techniques and molecular biology techniques，
the N2O emission as well as the community composition and abundance of ammonia oxidizing archaea ( AOA) and ammonia oxidizing
bacteria ( AOB) from fallow paddy field，rape cropping with and without DCD treatment in Taoyuan agricultural ecological experiment
station of the Chinese Academy of sciences were measured． The results showed that the addition of DCD significantly inhibited N2O
emissions in fallow paddy field and rape cropping by 36. 7% and 23. 6% ，respectively． The application of DCD in fallow paddy field
inhibited the abundance of AOA and AOB by 59. 3% and 73. 7% ，respectively，but only changed the community structure of AOA．
The addition of DCD in rape cropping only changed the community structure and inhibited the abundance of AOB． This research showed
that DCD application could effectively mitigate the N2O emissions in fallow paddy field and winter rape cropping under different
mitigation mechanisms．
Key words: fallow paddy field; rape cropping; dicyandiamide( DCD) ; ammonia oxidzing archaea ( AOA) ; ammonia oxidzing bacteria
( AOB) ; N2O emission

N2O 被联合国气候变化框架公约列为仅次于

CO2 和 CH4 的 管 制 温 室 气 体，其 全 球 增 温 潜 势

( GWP) 是 CO2 的 298 ～ 310 倍，其中农业是 N2O 排

放源之一，约占全球每年地球表面总 N2O 排放的

20% ～ 30%，而占人为活动中排放 N2O 的 60%，且

仍在继续增加［1］． 而农业土壤 N2O 的产生主要是

硝化作用与反硝化作用的结果．
影响农田土壤 N2O 排放的主要因素包括土壤

温度、土壤水分、土壤质地、土壤 pH 及施肥与耕作

制度等［2］，目前有许多关于 N2O 排放的研究，但大

多数研究都集中在生长季节，而冬季 N2O 排放容易

被忽略，主要是因为冬季温度较低同时降雨量较少，

但据徐文彬等［3］的估计，北半球热带-亚热带地区冬
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闲农田是一个重要的尚未确定的 N2O 排放源，粗略

估计 N2O( 以 N2O-N 计) 年释放量为 0. 75Tg; 而旱地

土壤冬季往往种植农作物，例如，油菜、小麦等作

物，伴随有施肥过程的产生，都会导致有高 N2O 排

放的可能． 另外，冬季的温度虽然较低，但 Holtan-
Hartwig 等［4］研究却表明，即使在低温下也可能存在

高 N2O 排放． 伍延正等［5］在湖南桃源已有的研究

表明，冬闲稻田和油菜地在冬季 N2O 排放占全年的

贡献较大，因此有必要采取合理的措施减少冬闲稻

田和冬季油菜地 N2O 排放．

图 1 采样期间气温和降水量变化

Fig． 1 Dynamics of precipitation and air temperature during the sampling period

间、施用有机肥、推广长效缓释肥料、施用硝

化抑制剂及精准农业等方式都能减少 N2O 排放［6］．
施用硝化抑制剂被认为是最有效的 N2O 减排措施

之一． 已报道的硝化抑制剂有双氰胺( DCD) 、2-氯-
6- ( 三氯甲基) 吡啶( nitrapyrin) 、3，4 二甲基吡唑磷

酸盐( DMPP) 、脒基硫脲( ASU) 、2-胺-4-氯-6 甲基

嘧啶( AM) 、2-巯基苯并噻唑( MBT) 和乙炔等． 其

中 DCD 是较为常用的一类硝化抑制剂． 主要作用

机制是抑制硝化反应的第一步，抑制 NH +
4 氧化为

NO －
3 ，而 N2O 可由这一步产生，在减少 NO －

3 产生的

同时也能抑制反硝化过程中 N2O 的产生［7］，所以能

够减少 N2O 的排放． 关于 DCD 减少 N2O 排放已有

诸多报道． 周礼恺等［8］的研究表明硝化抑制剂 DCD
和脲酶抑制剂 HQ 联合施用能有效减少 N2O 在水稻

生长期的排放，与对照组相比，在施加 DCD 和 HQ
后，总 N2O 的排放减少了 1 /3． Ma 等［9］在水稻田中

的研 究 表 明，施 加 DCD 后，年 总 排 放 量 减 少 了

29. 5% ～31. 3% ． Di 等［10］的研究表明，在新西兰高

氮草地土壤中施加 DCD 能够有效减少 N2O 排放．
但是关于 DCD 对冬闲稻田和冬季作物的影响则鲜

见报道，冬季温差变化较大，可能存在冻融交替过程

等因素也会促进其他过程产生 N2O，同时 DCD 的抑

制作用受温度和水分影响较大［11］． 有研究表明，

DCD 在高含水量下没有抑制效果［12］． 与此同时，也

有诸多报道关于 DCD 抑制 N2O 排放机制的 研究，

例如 Di 等［10］在碱性草地土壤中研究表明，DCD 抑

制了 N2O 排放主要是抑制了氨氧化细菌( AOB) 的

数量和土壤硝化活性，而对氨氧化古菌( AOA) 无明

显影响; Zhang 等［13］在 5 个强酸性土壤( pH ＜ 4. 5 )

中施加 DCD 后明显抑制了 AOA 的生长和土壤硝化

活性，而对 AOB 无显著影响． 但上述关于酸性土壤

的研究主要集中于室内培养实验，且未添加外源氮

肥． 有研究表明，在高氮施肥条件下，酸性蔬菜土壤

的氨氧化过程中，AOB 比 AOA 作用更大［14］． 因此

研究 DCD 在冬闲稻田和冬季油菜地 N2O 排放的影

响能够为更全面评估 DCD 的抑制效果及抑制机制

提供理论支持．
本研究于中科院桃源农业试验站，设置冬闲稻

田和油菜地这 2 个实验小区，分别设置施加 DCD 处

理，检测 DCD 对冬闲稻田和油菜地 N2O 排放的影

响以 及 相 应 的 AOA 和 AOB 群 落 组 成 和 丰 度 的

响应．

1 材料与方法

1. 1 实验区概况

土壤样品采自中国科学院桃源农业生态试验站．
该实验场地处湖南省桃源县漳江镇宝洞峪村( 111°
26'E，28°55'N) ，位于武陵山区向洞庭湖平原过渡的

丘岗地带． 年均气温 16. 5℃，年降雨量1 440 mm( 图

1) ，日照1 520 h，土壤类型为第四纪红土发育的红壤．
本实验设在 2 个不同土地利用类型实验区: 冬闲稻

田、油菜地． 冬闲稻田土壤常年种植的是双季稻，油

5802



环 境 科 学 38 卷

菜地土壤夏季种植玉米，冬季则种植油菜．
1. 2 样品采集

气体的采集采用静态箱法，采样箱有箱盖和底

座两个部分，箱盖是由 PVC 材料做成为圆柱体，尺

寸为直径 50 cm，高度为 15 cm． 根据作物生长可适

时增加底座 ( 底座和箱盖都是圆形，箱盖的高度一

定，通过在底座上再扣一个底座，在底座外延加水密

封，达到增加整体高度的目的) ，箱盖外包有保温

层，采样时箱内温度保持与箱外温度大体一致． 箱

顶上端安装有 1 个空气搅拌风扇和气体样品采集

口． 在冬闲稻田和油菜地每个处理摆放有 4 个采气

的箱子． 采样时，油菜地的采样箱罩住油菜，每个采

样箱 3 株．
箱上安装有橡胶塞，用注射器抽取气体． 每隔

10 min 采集一次，总共收集 5 次． 用 12. 5 mL 的真

空瓶收集气体，N2O 利用气相色谱分析． 采样的时

间一般在上午 09: 00 ～ 11: 00 进行，这一时段的排放

通量与日平均通量相当并且操作性强． 采样时将箱

盖放在底座边缘四周的凹槽中，加水密封，扣箱后用

50 mL 塑料注射器于 0、10、20、30、40 min 抽取箱

内气体． 同时利用水分温度测量仪观测 0 ～ 15 cm
深度的体积含水量和 15 cm 深度的土壤温度． 采样

频率为: 平常采样为 1 周一次，遇到强降雨或者下雪

天气，一般选择雨雪后第二天加采一次，因为这样的

天气后 N2O 往往有脉冲式排放． 其他时间依据季节

变化适当调整取样频率． 观测期为 2010 年 10 月 29
日 ～ 2011 年 3 月 19 日，这段时间为晚稻收割后至

春季翻耕前的一段时间，定义为冬闲期． 采样期间

的气温和降水量变化见图 1． 实验开始的前两天在

冬闲稻田和油菜地分别施入 DCD，DCD 的施入量为

10 kg·hm －2，将一定量的 DCD 溶入水中，喷洒于相

应土地利用类型表面．
采完气样后再在每个小区相应地采集 3 份土

壤，每份土壤都是用“S”型法取样． 带回实验室分析

其NH +
4 -N和NO －

3 -N． 同时在实验开始前和 1 月 1 日

采集( 实验中期) 2 次土样混匀后分装，分子实验样

品用液氮速冻置于 － 80℃ 冰箱保存，理化分析样品

置于 4℃保存． 将 1 月 1 日定为实验中期采样主要

是因为以前的报道 DCD 的半衰期是 30 ～ 49 d 左

右［15］，考虑到冬闲期温度 较 低，所 以 往 后 推 迟 了

10 d．
1. 3 土壤基本理化性质

土壤基本理化测定方法如下．
有机质测定: 重铬酸钾容量法［16］．
硝、铵态氮测定: 称取 10 g 鲜土，加入 50 mL 2

mol·L －1 KCl 振荡浸提 1 h，过滤，采用连续流动分

析仪测定( Flastar 5000 Analyzer) ［16］．
速效磷测定: 0. 5 mol·L －1 NaHCO3 浸提、钼锑

抗比色法测定［16］．
速效钾测定: 火焰光度法［16］．
全钾测定: NaOH 熔融，火焰光度法［16］．
pH 测定: 将土壤经风干过筛处理后，称取 20 g

风干土样于 50 mL 烧杯内，加入 20 mL 试剂水盖上

表玻璃，并且持续搅拌悬浮液 5 min． 若含有吸水性

的土壤或盐类等其它复杂基质，可额外加入更多试

剂水，并记录加入水量． 静置悬浮约 1 h，使悬浮液

的大部分固体沉淀，必要时利用过滤或离心取得水

相层，以 pH 仪电极测定其 pH 值［16］．
全氮测定: 半微量开氏法［16］． 土壤容重测定:

环刀法［16］． 土壤基本理化性质如表 1．
表 1 土壤基本理化性质

Table 1 Physico-chemical properties of the soil

土地类型 pH 全氮
/ g·kg －1

全钾
/ g·kg －1

速效磷
/mg·kg －1

速效钾
/mg·kg －1

土壤容重
/ g·cm －3

有机质
/ g·kg －1

冬闲稻田 4. 65 1. 52 12. 59 26. 22 39. 9 0. 95 15. 63
油菜地 4. 31 1. 15 12. 81 21. 92 101. 83 1. 23 9. 09

1. 4 气体样品测定与计算

用气相色谱仪分析 N2O 的浓度; N2O 检测器为

ECD( 电子捕获检测器) ，分离柱内填充料为 80 ～
100 目 porpakQ，载气为 N2，流量为 30 mL·min －1，检

测器温度为 300℃，分离柱温度为 55℃ ; 通过测定 5
个气样浓度进行线性回归，得出气体排放速率，进而

求出气体的排放通量［17］．
N2O 的排放通量计算:

F = ρ V
A
Δc
Δt

273
273 + T

式 中， F 为 N2O 排 放 通 量 ( 以 N 计 )

［μg·( m2·h) － 1］; ρ 为 标 准 状 态 下 N2O 的 密 度

( 1. 98 kg·m －3 ) ; V 为 密 闭 箱 内 有 效 的 空 间 体 积

( m3 ) ; A 为密闭箱覆盖的水面面积 ( m2 ) ; Δc 为

N2O 气体浓度差( 表示为占空气的体积分数) ; Δt 为

采样的时间间隔 ( h ) ; T 为采样时密闭箱的温度
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( ℃ ) ．
N2O 累计排放量计算:

Ec = Σ
n

i = 1

Fi + Fi+1( )2
× ( ti+1 － ti ) × 24

式中，Ec 为 N2O 累计排放量 ( kg·hm －2 ) ; F 为 N2O
排放通量［μg·( m2·h) － 1］; ti + 1 － ti 为第 i 和 i + 1 次

采样的时间间隔( d) ; n 为观测期间总测定次数．
1. 5 土壤总 DNA 提取

土壤总 DNA 提取采用 SDS-GITC-PEG 方法［18］．
从 0. 3 g 冷冻干燥土壤中提取 DNA 后，用 30 μL 灭

菌水溶解 DNA，然后用 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳检测

所提取的 DNA 片段大小，并用 NanoDrop 核酸蛋白

测定仪( ND-1000) 测定 DNA 的浓度和质量．
采用表 2 所示的引物 PCＲ 扩增 AOA 和 AOB 的

amoA 基 因，反 应 体 系 为: 2 × power Taq PCＲ
MasterMix ( 天 根，中 国 ) 25μL; 上 下 游 引 物 ( 10
μmol·L －1 ) 各 1μL; DNA 模板约 60 ng; 加灭菌双蒸

水至 50μL． PCＲ 反应条件为: 95℃ 预变性 5 min;

95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，35 个循环，最后在

72℃下延伸 10 min．
1. 6 土壤细菌丰度和群落结构分析

构建 amoA 基因的标准曲线． 首先构建克隆文

库，然后选择阳性克隆子，从中吸取 10 μL 菌液于 1
mL 含氨苄青霉素的 LB 培养基中，37℃摇床培养 10
h，提取重组质粒并测定浓度，进一步换算成单位体

积的拷贝数 . 10 倍梯度稀释作为标准曲线的模板，

标准曲线的范围在 102 ～ 108 ． 拷贝数通过下列公式

计算:

拷贝 数 ( μL ) = 6. 02 × 1023 × 质 粒 浓 度

( ng·μL －1 ) × 10 －9 / ( DNA 长度 × 660)

应用实时荧光定量技术测定 amoA 基因，每个

样品 3 个重复，所用引物见表 2． 反应体系包括: 5
ng DNA 模板，10 μmol·L －1的上下游引物各 0. 4μL，

5μL 2 × SYBＲ Premix Ex TaqTM ( TaKaＲa，日本) ，最

后用双蒸水补足至 10 μL． 采用三步法进行 Q-PCＲ
扩增． 具体步骤下: 95℃ 30 s; 40 个循环包括 95℃
5 s，68℃ 15 s，72℃ 25 s，40 个循环; 最后加上熔

解曲线过程( 95℃ 15 s，60℃ 15 s，95℃ 15 s) ．
末端限制性片段多态性( T-ＲFLP) 按上述同样

条件扩增每个 DNA 样品，每个样品重复 3 次，经

1. 0%琼脂糖凝胶电泳后，切取目的条带，并用琼脂

糖凝胶电泳柱式回收纯化试剂盒( 天根，中国) 进行

纯化回收． 产物回收后，对 AOA 和 AOB 的 amoA 基

因扩增产物分别用内切酶 MSPI ( TaKaＲa，日本) 进

行酶切反应． 反应体系和条件按各内切酶说明书进

行． 酶切产物送至 Sangni 公司( 上海，中国) 进行 T-
ＲFLP 分析．

表 2 amoA 基因扩增引物

Table 2 Primers used for amoA amplification

引物1) 引物序列2) ( 5'-3') 文献

amoA-1F GGGG TTT CTA CTG GTG GT
［19］

amoA-2Ｒ CCCC TCK GSA AAGCCTTCTTC

arch-amoA-23F ATG GTC TGG CTW AGACG
［20］

arch-amoA-616Ｒ GCC ATC CAT CTG TAT GTCCA

1) F 和 Ｒ 分别代表上游引物和下游引物; 2) S = C or G; Y = C or T;

Ｒ = A or G; D = A，G or T; V = A，C or G; B = C，G or T; N = A，C，

T or G; M = A or C

1. 7 数据分析处理

应用 SPSS 17. 0 统计软件对数据进行方差分析

( ANOVA) ，差异显著性水平通过最小显著差异法

( LSD) 进行检验，用 CANOCO 软件对 AOA 和 AOB
amoA 基因 T-ＲFLP 结果进行 CA 分析．

2 结果与分析

2. 1 DCD 对土壤基本理化性质的影响

DCD 对土壤理化性质的影响见图 2． DCD 对两

种土地利用类型的土壤含水量和土壤温度影响较

小，冬 闲 稻 田 含 水 量 在 整 个 观 测 期 变 化 较 大

( 60. 0% ～ 90. 2% ) 而 油 菜 地 的 含 水 量 基 本 低 于

60%土壤孔隙含水量 ( WFPS) ( 45. 1% ～ 60. 4% ) ，

在 1 月 1 日 ～ 1 月 8 日之间两个土地利用类型之间

的含水量较接近． 土壤温度在不同土地利用类型之

间变化较小，同时也较小受 DCD 影响． 从图 2 可以

看出，在整个观测期，DCD 的施入对NH +
4 -N累计有

一定效果，相比不施加 DCD 处理，施加 DCD 使冬闲

稻田NH +
4 -N含量增加了 29. 1%，而使油菜地NH +

4 -N
含量增加了 25. 6% ． 由于 DCD 主要是抑制硝化过

程，DCD 的施入对油菜地NO －
3 -N有一定的抑制效

果，施加 DCD 后，总体NO －
3 -N浓度下降了 23. 8% ;

冬闲稻田由于本身NO －
3 -N含量较低，DCD 的抑制作

用不明显．
2. 2 DCD 对土壤 N2O 排放的影响

从图 3 中可以看出，冬闲稻田和油菜地 N2O 排

放主要集中在 1 月 15 日之前． DCD 对不同土地利

用类型 N2O 排放的抑制也主要集中在这段时期，在

整个观测期都能减少不同土地类型 N2O 的排放，从

图 3 中可以看出冬闲稻田施加 DCD 后，除了刚开始

出现一个排放峰值外，其他时期排放量都较低，抑制
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图 2 DCD 对不同土地类型环境因子的影响

Fig． 2 Impact of DCD on environmental factors in different land uses

效果主要是在前期，冬季不同土地利用方式及施肥

处理: 冬闲稻田、冬闲稻田 + DCD、油菜地、油菜地

+ DCD 的 N2O 累计排放量分别为 0. 392、0. 223、
0. 502、0. 394 kg·hm －2 ． 整个观测期冬闲稻田和油

菜地的 N2O 排放分别降低了 36. 7% 和 23. 6% ． 对

于油菜地来讲，DCD 的施入也减少了 N2O 排放，但

是在 12 月 29 日，油菜地 + DCD 处理有一个突然增

高，总体减排效果要差于冬闲稻田．

图 3 DCD 对不同土地类型 N2O 排放的影响

Fig． 3 Impact of DCD on N2O emission in different land uses

2. 3 DCD 对冬闲稻田和油菜地 AOA 和 AOB 结构

和丰度影响

从图 4 中可以看出，施加 DCD 对 AOA 和 AOB

的群落组成都有影响，但是不同土地利用类型影响

不一． 图 4( a) 表明施加 DCD 后，冬闲稻田 AOA 群

落组成发生了较大变化而油菜地 AOA 群落组成变

化不大． 施加 DCD 后两种土地类型的优势片段 T-
ＲF282bp( 功能基因片段被酶切后的长度为 282bp)

都有所下降，而 T-ＲF166bp( 功能基因片段被酶切后

的长度为 166bp) 在冬闲稻田中增加却在油菜地减

少． 在油菜地添加 DCD 处理中，相比如 H1( 油菜地

刚开始时期) 和 H2 ( 油菜地中间采样时期 ) ，HD2
( 油菜地施加 DCD 处理中间采样时期) 中的 126bp
和 134bp 有显著增加． 对于 AOB 来说，施加 DCD
后，冬闲稻田群落组成变化较小而油菜地的群落组

成却发生了较大变化． 在冬闲稻田中，优势片段 T-
ＲF140bp( 功能基因片段被酶切后的长度为 140bp)

在 S2( 冬闲水田中间采样时期) 和 SD2( 冬闲水田施

加 DCD 处理中间采样时期) 中都有所增加，但 SD2
中的含量要小于 S2． 在油菜地中，DCD 的添加主要

抑制了 T-ＲF166bp 片段． 从图 4 ( b) 也能更进一步

看出施加 DCD 后对 AOA 和 AOB 群落结构的不同

影响．
施加 DCD 后，对两种土地类型的 AOA 和 AOB

丰度都有影响，从图 5 中可以看出，AOB 丰度在冬

闲水 田 和 油 菜 地 中 都 受 到 了 抑 制，分 别 减 少 了

73. 7%和 67. 0%，在冬闲水田中，施加 DCD 后基本
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( a) AOA 和 AOB 群落组成变化; ( b) AOA 和 AOB T-ＲFLP CA 分析; S1、S2、SD2 分别代表冬闲水田刚开始、中间采样时期和施加

DCD 处理的中间采样时期; H1、H2、HD2 分别代表油菜地刚开始、中间采样时期和施加 DCD 处理的中间采样时期

图 4 DCD 对不同土地类型 amoA 基因结构的影响

Fig． 4 Impact of DCD on AOA and AOB amoA gene structure in different land uses

1、2、D2 分别代表刚开始采样时期、不施 DCD 处理的中间采样

时期、施 DCD 处 理 的 中 间 采 样 时 期; SAOA、HAOA、SAOB、

HAOB 分别代表冬闲水田 AOA、油菜地 AOA、冬闲水田 AOB、

油菜地 AOB; 基因丰度是每克干土的拷贝数

图 5 DCD 对不同土地类型 AOA 和 AOB amoA 基因丰度的影响

Fig． 5 Impact of DCD on AOA and AOB amoA gene

abundance in different land uses

完全抑制了 AOB 的生长，相比如实验初期，添加

DCD 后，冬闲稻田的 AOB 丰度基本没有增加． AOA
的丰度只是在冬闲稻田中减少了 59. 3%，在油菜地

中反而有所上升． 除了油菜地添加 DCD 处理之外，

其他处理相比实验初期，AOA 丰度都有所下降．

3 讨论

DCD 的作用机制是抑制亚硝化单细菌属的活

性，使施入氮源能够较长时间以NH +
4 -N形态存在，

减少NO －
2 -N的 积 累，进 而 控 制NO －

3 -N的 形 成［21］．
DCD 的施入能够减少不同土地利用类型 N2O 的排

放，对冬闲稻田和油菜地 N2O 累计排放量分别减少

了 36. 7%和 23. 6%，故本研究说明施用硝化抑制剂

DCD 是减少冬闲稻田和冬季油菜地 N2O 排放的一

项有效措施． 其他研究者也有类似报导，例如 Ma
等［9］在水稻田中的研究表明，施加 DCD 后年总排放

量减少了 29. 5% ～ 31. 3%，Boeckx 等［22］通过室内

盆栽小麦和水稻后发现，相对于仅施尿素处理，添加

DCD 可减少小麦旱作土壤 22% 的 N2O 总排放量，

还可减少水稻土壤 47% 的 N2O 总排放量． Smith
等［23］研究表明牧草地施用 DCD 后 N2O 年排放总量
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减少 30% ～45%，Qiu 等［24］研究表明夏季施用 DCD
后牧草地 N2O 排放总量减少了 40%，冬季则减少了

69% ． Ｒuser 等［25］综合以前的研究表明，硝化抑制剂

的综合减排效率是 35%，本研究的结果与这个结果

较接近． 但也有研究表明 DCD 在高含水量下无抑

制效果［12］，虽然冬闲稻田含水量较高，但整个监测

期硝态氮含量很低，N2O 产生主要来源于硝化过程，

所以本研究施入 DCD 能有效抑制 N2O 排放． 虽说

冬闲水田的含水量较高，能加快 DCD 的降解，但是

其抑制 N2O 排放的时间较长，主要是由于冬闲期温

度较低． 本研究中油菜地 N2O 减排效果要小于冬闲

稻田添加 DCD 处理，一个重要的原因是在观测期

内，12 月 29 日有一个添加 DCD 比不添加 DCD 排

放量要高的点． 油菜是一个喜硝性作物［26］，12 月

29 日温度突然降低到接近零度，减少了油菜对硝态

氮的吸收，从而有利于反硝化菌产生 N2O，而 DCD
对反硝化菌无抑制作用［27］． 与此同时，这期间的降

雨也会减弱表层土壤 DCD 含量从而减弱抑制效果，

不添加 DCD 处理的油菜地铵态氮的含量也相对较

高有利于表层土壤硝化过程产生 N2O． 总的来说，

DCD 对 N2O 的抑制作用比较一致，都能减少冬闲稻

田和冬季油菜地 N2O 的排放，但是其抑制效果随着

不同土 地 利 用 类 型 以 及 环 境 因 素 的 变 化 而 有 所

不同．
土壤中 N2O 的产生，主要是由于硝化过程和反

硝化过程共同作用的结果，而硝化过程和反硝化的

产生依赖于土壤水分含量以及底物含量． 不同的研

究结果表明，DCD 的施入能够抑制 N2O 的排放，主

要是抑制了硝化过程NH +
4 -N向NO －

3 -N转化，从而抑

制了相应的 AOA 或者 AOB 生长［25］． 但关于 DCD
施入对 AOA 和 AOB 的 抑 制 作 用 报 道 并 不 一 致．
Zhang 等［13］发现，中国酸性土壤中氨氧化过程主要

由 AOA 介导，并首次指出 DCD 可有效降低 AOA 的

数量，而且完全抑制其氧化 NH3 和固定 CO2 的活

性，对 AOB 则没有显著影响． 杨扬等指出［27］，DCD
处理可显著减少两种菜地土壤 AOB 的丰度，而对细

菌16S rＲNA和反硝化基因 nirK 的丰度没有显著影

响． 也有其他的报道表明，施用 DCD 7 a 的土壤中

细菌和古菌16S rＲNA基因丰度也与未施用土壤无

显著差异［28］． 从图 4 可以看出，水稻田和旱地油菜

的 AOA 和 AOB 的群落呈现不同的变化趋势，且

DCD 对他们的抑制作用不一． 这个一方面原因是冬

闲稻田和油菜地的 AOA 和 AOB 的群落结构组成有

显著地不同; 另外一方面也跟 AOA 和 AOB 利用不

同来源的NH +
4 -N有关． AOA 利用的NH +

4 -N主要来

源于从有机物矿化出来的氮［29］，而 AOB 主要来源

于施加无机肥中的氮［10，30］． 在冬闲稻田中，土壤中

的无机氮含量较低，主要来源于土壤矿化产生的氮，

DCD 的施入抑制了NH +
4 -N向NO －

3 -N转化，由于冬闲

稻田较高的含水量以及存在的冻融交替过程，影响

土壤的矿化过程，从而对 AOA 的群落结构造成较大

影响［31］，而冬闲稻田在整个观测期没有施入外源的

无机氮，因而对 AOB 的影响较小． DCD 的施入同时

都抑制了 AOA 和 AOB 的丰度，张慧等［32］在桃源的

实验同时也表明，AOA 和 AOB 积极参与了土壤的

硝化过程，说明 AOA 和 AOB 都参与了冬闲稻田的

硝化过程．
在旱地油菜中，DCD 的施入显著改变了 AOB

的群落结构和丰度，而对 AOA 的群落结构和丰度影

响较小． Zhong 等［14］在酸性蔬菜土壤中施入不同含

量的氮肥，AOB 的群落结构变化比 AOA 要大，AOB
在这些酸性蔬菜土壤的氨氧化过程中起着更为重要

的作用． 由于在观测期伴随的施肥过程，同时温度

和水分的变化以及不同生长阶段对氮的需求的差异

也影响油菜对无机氮的吸收［33］，导致土壤无机氮变

化较大，而土壤矿化氮变化较少，基于 AOA 和 AOB
利用不同来源的氮肥，所以导致 AOB 的群落结构变

化比 AOA 要大，也使 AOB 丰度更易受 DCD 的抑

制． 本研究中油菜地的 AOA 功能基因丰度在施加

DCD 一段时间后有所上升． 相比于常规施肥处理，

添加 DCD 能够提高油菜的产量［34］，AOA 丰度的增

加可能更多受根际分泌物影响［35］．
另外，有研究表明，当土壤的 WFPS 低于 60%

时，产生的 N2O 以硝化作用为主，而反硝化作用产

生的 N2O 随着土壤水分增加而上升; WFPS 在 60%
～80% 范围内时，N2O 排放作用最强［36］． 本研究

中，冬闲水田的 WFPS 为 60% ～ 90%，较有利于反

硝化过程产生 N2O． 由于冬闲水田本身的NO －
3 -N底

物较低，需要硝化过程提供底物，DCD 的施入抑制

了硝化过程，从以上分析来看，对 AOA 和 AOB 都有

抑制，但对 AOA 的抑制效果更强，从而间接抑制了

反硝化过程产生 N2O
［37］． 油菜地的 WFPS 为 45%

～60%左右，N2O 产生主要来源于硝化过程，从以上

分析来看，DCD 的施入主要是抑制了硝化过程中的

AOB 活性，从而达到减少 N2O 排放的目的．

4 结论

( 1) DCD 对两种土地类型冬季 N2O 排放都有
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一定的抑制作用，对冬闲稻田的抑制效果要大于油

菜地．
( 2) DCD 的施入显著改变了冬闲稻田 AOA 的

群落结构而对 AOB 的群落结构影响较小． 但 对

AOA 和 AOB 的丰度都有明显的抑制效果，间接抑

制了 N2O 排放．
( 3) DCD 的施入显著改变了油菜地 AOB 的群

落结构同时明显抑制了 AOB 的丰度，对 N2O 的抑

制效果主要是抑制了 AOB 的活性．
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