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摘  要： H2/CO2 还原和乙酸（CH3COOH）发酵是稻田 CH4 产生的主要途径。C 同位素示踪技术、添加 CH4 产生途径抑

制剂和稳定性 C 同位素方法是稻田 CH4 产生途径的主要研究方法。本文综述了这 3 种研究方法及研究结果，并指出了今后的

研究重点：加强我国有关稻田 CH4 产生途径的研究；对比分析 3 种研究方法，查明研究结果存在差异的原因；加强同位素分

馏系数 (CO 2 /CH 4 ) 和 (ac/CH 4 ) 以及 C 同位素组成 δ13CH4 和 δ13CH4 (CO 2 /H 2 ) 的研究。  
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IPCC 第 4 次评估报告指出，甲烷（CH4）是大气

中仅次于 CO2 的最重要温室气体，稻田是大气 CH4 

的重要排放源，其排放的 CH4 约占全球总排放的 5% ~ 

19%[1]。CH4 的产生是严格厌氧条件下产 CH4 细菌作用

于产CH4 底物的结果。在稻田生态系统中，土壤中除

了內源有机质以及外源有机物之外，水稻根系分泌物、

植株凋落物等也是产 CH4 的前体物质。此外，部分死

亡根系在长期淹水条件下被分解为低 C 有机物，也是

产 CH4 的良好中间体。土壤中各种较复杂的产 CH4 

基质，在微生物作用下，逐步分解为简单的有机物（简

单糖类、有机酸醇等），再由这些简单的有机物生成产
 CH4 的直接前体物质，如 CO2 和

 H2、酯类、有机酸盐

等小分子化合物，产 CH4 细菌在严格厌氧条件下作用

于这些产 CH4 前体，产生 CH4
[2-3]。 

稻田 CH4 排放是土壤中 CH4 的产生、再氧化和向

大气传输这 3 个过程共同作用的结果。CH4 产生是 

CH4 排放的基础。稻田 CH4 排放通量受土壤 CH4 产

生能力的强烈影响[4]。系统地研究稻田 CH4 产生过程

不仅会对 CH4 排放机理有更清晰的认识，还可为制定

稻田 CH4 排放减排措施提供更有价值的科学依据。本

文综述了稻田 CH4 产生途径的研究方法及其研究结

果，并提出了今后需要加强研究的内容，旨在为相关

研究工作者提供有价值的文献参考及研究思路。 

1  产生途径 

稻田土壤中 CH 4 主要通过 H 2 /CO 2 还原和乙酸 

 

CH3COOH → CH4 + CO2           

（1）

       

（3）

 CH4 

量 ×

实际研究结果与理论值往往会

有所差异（表 1）。 

 

CO2 + 4H2→CH4 + 2H2O                  （2） 

根据公式（1）和（2），可推出： 

4H2 + CH3COOH → 2CH4 + 2H2O    

 

Conrad[6]研究表明，理论上，由乙酸产生的 CH4

（CH4(ac)）占总  CH4 产生量的  67%，而由  CO2/H2 还

原产生的 CH4（CH4(CO2/H2)）占总 CH4 产生量的 33%。

也就是说，若只考虑 H2/CO2 及
 CH3COOH 对稻田产 

CH4 贡献（产生的总 CH4 量
 = H2/CO2 还原产生的 CH4 

量 + 乙酸发酵产生的 CH4 量），根据反应式（3），假设
 H2/CO2 对稻田产 CH4 贡献率为 a，则 CH3COOH 对稻

田产 CH4 贡献率为（1-a），于是有：4a +（1-a) = 2, 解

得：a = 1/3。即理论上 H2/CO2 对稻田产 CH4 贡献率 

fH2/CO2（f H2/CO2 = H2/CO2 还原产生的 CH4 量/产生的总 

CH4 量 × 100%）为 33%，CH3COOH 对稻田产 CH4 

贡献率 fac（fac = 乙酸发酵产生的 CH4 量/产生的总
 100%）为 67%。 

然而不同的稻田土壤中，CO2/H2 和
 CH3COOH 这

两种产甲烷前体对 CH4 产生的贡献率并不是固定不变

的，主要取决于土壤中微生物种群的差异：有些产甲

烷菌“喜欢”乙酸或乙酸盐，而有些则不然。分解复

杂有机物质的菌族的不同以及不同土壤中有机物种类

不同也会引起 CH4 由
 CO2/H2 以及乙酸或乙酸盐来源

及含量差异[7]。因此，

（ ）发酵产生，反应式为[5]CH3COOH ： 
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able 1  uction in 

供试土样地点 乙酸对产 CH 献率（%） 参考文献 

表 1  稻田土壤中乙酸对产
 CH4 的贡献率（fac） 

T Contribution of acetate to CH4  prod paddy soils 

研究方法 示踪剂/抑制剂/同位素分馏系数 4 的贡

日本 14CH3C 2
14CO3OONa、CH3

14COONa、Na 约 70 [5] 

日本 Na2
13CO3、

13CH3COONa 5 ~ 79 [9] 

意  NaH14C COOH 

70 0 

[11] 

NaH14C COOH 

C 同位素示踪技术 

 

N 3 

意大利 CH3F [18] 

意大利 CH3F 

30 ) 

[19] 

CH4 产生抑制剂方法 

 

中国 CH3F 

65 ( ice) 

[20] 

1

意大利 [18] 

美国 [22] 

美国 [23] 

稳定性 C 法 

 

意大利 

1.073 几乎为 0 

[25] 

大利 O3、
14CH3

14 30 ~ 50 [10] 

中国 NaH14CO3 65 ~ 81 

菲律宾 NaH14CO3  ~ 8

意大利 NaH14CO3 79 

意大利 O3、
14CH3

14 ＞70 [12] 

意大利 aH14CO 70 ~ 90 [17] 

意大利 CHCl3 79 ~ 83 [16] 

意大利 CH3F 70 ~ 90 [17] 

0 ~ 68 (top soil) 

44 ~ 93 (bulk soil) 

30 ~ 70 (加秸秆) 

 ~ 50 (不加秸秆

73 (wild rice) 

cultivated r

日本 1.049 2 ~ 100 [9] 

1.045 7 ~ 51 

1.060 27 ~ 67 

泰国 1.071 45 ~ 108 [21] 

1.045 24 ~ 67 

1.060 51 ~ 80 

1.045 41 ~ 70 

1.060 62 ~ 81 

意大利 1.070 30 ~ 80 [24] 

1.045 40 ~ 85 

 同位素

 

2  研究方法 

2 /CH4) 和(ac/CH4) 选择以及

4(CO2/H2) 测定 [12,18,21-25]，有

待今

研究CH4产生途径对CH4生成量相对贡献的主要

方法有C同位素示踪技术、甲烷产生途径抑制剂方法以

及稳定性C同位素法。其中，C同位素示踪技术和添加

甲烷产生途径抑制剂方法在早期研究中应用比较普

遍，且测定及操作相对简单[8]，但放射性示踪剂可能

对产CH4 细菌存在一定的辐射作用，而添加的乙酸产

CH4途径抑制剂氟甲烷有可能抑制H2/CO2 还原产

CH4
[17,24]，严格意义上讲，这两种方法所得结果并不能

很好地代表田间实际状况。稳定性C同位素方法是对C

自然丰度的不扰动、非破坏性测定[9]，它既无任何辐

射作用，也不需对环境中的样品添加任何物质，避免

了这种处理可能带来的偏差[24]。然而应用稳定性C同

位素方法研究稻田CH4产生途径，尚存在一些不确定

因素，如同位素分馏系数(CO

C同位素组成δ13CH4和δ13CH

后进一步详细研究。 

2.1  碳同位素示踪技术  

质子数相同而中子数不同的原子称为同位素

（ isotope）。同位素分为两大类：放射性同位素

（radioactive isotope）和稳定性同位素（stable isotope）。

自然界中C的同位素有 7 种 (10C、11C、12C、13C、14C、
15C、16C)，其中12C、13C为稳定性同位素。C同位素示

踪技术是指采用13C或14C标记化合物为示踪剂的示踪

测试技术。以采用放射性14C作为示踪元素的研究较为
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普遍[5,10-12]，而以稳定性同位素13C作为标记元素的研

究则相对较少[9]。CH4 产生途径研究中常用的放射性

示踪剂有NaH14CO3 、
14CH3COOH、CH3

14COOH和
14CH3

14COOH（2-14C乙酸）等。将放射性同位素14C标

记在含C化合物如NaHCO3 上，使其形成NaH14CO3 示

踪剂。将这种物质作为产CH4 底物加入到土壤或培养

基中，产CH4 细菌利用这一底物产生CH4。这样所产

生的CH4其碳原子是被标记了的14C，即14CH4。根据
14CH4占所产生的CH4总量的百分比，就可以计算出

H2/CO2还原对产CH4的贡献率（f H2/CO2）。具体可表示

为：Na2
14CO3 →

14CO2→
14CH4，f H2/CO2 = 14CH4/CH4

总量 × 100%。该技术能对研究对象进行非接触式、在

线实时测量，具有灵敏度高、可靠性强等优点。将14C

标记在乙酸的甲基上，则通过乙酸途径生成14CH4。同

径生成的CH4占CH4 总生成量的

比例

白对照比较，可以计算出

乙酸

度与轻原子丰度之比，如R = 13C/12C = 

1.11

常采用美国南卡罗来纳

州白

设产 CH4 总量等于 CH4(ac)
 与 

CH4

分率

CH4 途径生成的 CH4，其
 13C 

也可

有[22]

2  

种途径获得：根据乙酸的甲

基碳

CO2 +
 1 000) /(CO2/CH4)-1 000 （8） 

式中
 (CO2/CH4) 

= 5[25]。 

4 δ13CH4(ac) 和
 δ13CH4(CO2/CH4) 代入（8）

式即

3  果 

果（表
 1）。

理，可以计算乙酸途

。  

2.2  抑制剂方法  

添加CH4 产生途径抑制剂方法是指在厌氧培养实

验过程中，通过添加选择性的CH4 产生途径抑制剂来

研究CH4 两种产生途径的相对贡献率。20 世纪八、九

十年代较多地采用添加CH4产生抑制剂研究CH4产生

途径。许多化学物质如氯仿（CHCl3）、氯甲烷（CH3Cl）、

氟甲烷（CH3F）、H2、乙炔、BES（2-bromoethane-sulfonic 

acid）、DDT（dichloro-diphenyl-trichloroethane）、氯啶

（nitrapyrin）、双氢胺（dicyanidamide）等都具有抑制

CH4产生的作用[13-14]。添加氯仿作为抑制剂，能导致

产CH4 前体乙酸和H2以及产生乙酸和H2的有机前体

的积累。加H2作为抑制剂可以识别中间代谢产物[15]。

通过与不加抑制剂的对照比较，采用质量平衡方法，

可以计算出乙酸途径和H2/CO2途径产生的CH4
[16]。抑

制乙酸途径产CH4的氟甲烷浓度远低于抑制H2/CO2途

径产CH4的氟甲烷浓度，所以，可以通过添加氟甲烷

并控制添加浓度选择性地抑制乙酸途径产CH4过程，

通过与不加氟甲烷抑制的空

和H2/CO2途径对CH4产生率的相对贡献[17]。 

2.3  稳定性碳同位素法  
12C和13C均为稳定性同位素，它们的自然丰度分别

为 98.89% 和 1.11%。通常用R来表示某一元素的重同

位素原子丰

/98.89，用δ13C (‰) 来表示物质的同位素组成，定

义为[26]： 

δ13C (‰) = 1 000 × (RSa-RSt)/ RSt            （4） 

式中，RSa为待测样品中C元素的重轻同位素丰度之比
13CSa/

12CSa；RSt为国际通用C同位素分析标准物的重轻

同位素丰度之比13CSt/
12CSt，通

垩纪皮狄组拟箭石化石（Peedee Belemnite, 简称

PDB）中13C与12C的比值。 

应用稳定性  C 同位素方法测定稻田土壤  

CO2/H2 和  CH3COOH 对产 CH4 的相对贡献率始于 20 

世纪 90 年代[9]，它假

(CO2/H2) 之和，用 fac 来表示 CH4(ac)
 占总 CH4 量的百

，可得[9,22,27]： 

fac= CH4(ac)/(CH4(CO2/H2) + CH4(ac))×100%      （5） 

通过乙酸途径和 H2/CO2 途径的 C 分馏程度不同，

因此，由乙酸产生的 CH4 的
 δ13C（δ13CH4(ac)）值不同

于由 H2/CO2 产生的 CH4 的δ13C（δ13CH4(CO2/H2)）值。

Sugimoto和Wada[9]估计 δ13CH4(ac) 值为 -43‰ ~ -30‰，

而δ13CH4(CO2/H2) 值估计为 -77‰ ~ -60‰。但是在不同环

境和土壤条件下，同一产 

能有较大的变化范围。根据同位素质量守恒规律，

： 

δ13CH =4 
 δ13CH ×4(ac) 

 f +ac  
 δ13CH (CO /H ) ×4 2

 (1- f ) 

（6） 

ac

以往研究结果表明，δ13CH4 可以通过 3 种途径获

得：土壤厌氧培养产生的 δ13CH4
[9,18, 22-25]；孔隙水的

δ13CH4
[22]；土壤经扰动、搅拌后气泡释放的 δ13CH4

[21]。 

δ13CH4(ac) 可以通过两

产 CH4，假定 δ13CH4(ac) 为一固定值[21-23]或变化

在一定范围内[9]；由土壤溶液中乙酸的 δ13C(acetate) 推算

出来[18, 24-25]： 

δ13CH4(ac) =
 δ13C(acetate) + (ac/CH4)             （7） 

式中，(ac/CH4) 为乙酸生成 CH4 过程中的同位素分馏系

数，一般取 (ac/CH4) =
 -21‰[28]。 

δ13CH4(CO2/H2) 可由土壤厌氧培养产生的 δ13CO2
[9, 

18, 24-25]、孔隙水的 δ13CO2
[23]或土壤经扰动、搅拌后气

泡释放的 δ13CO2
[21]等推算出来： 

δ13CH (CO /H ) =4 2 2
 (δ13

，(CO2/CH4) 为
 CO2/H2 还原产生 CH4 过程中的同位

素分馏系数，一般为 1.025 ~ 1.083，通常采用

1.04

将 δ13CH 、

可求出乙酸对 CH4 产生的贡献率 fac。 

研究结

近几十年来，国外已将这 3 种方法成功运用到稻

田 CH4 产生途径研究中，取得了一系列的观测结

由于稻田土壤中 CH4 的产生受诸多因素影响，因

此，不同时期、不同方法以及不同条件下所得 CH4 产
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生途径相对贡献率差异较大（表 1）。 

Takai 等 [5] 利用 14CH3COONa 、 CH3
14COONa 和

Na2
14CO3 3 种放射性示踪剂分大田和实验室研究日本

稻田淹水土壤，结果表明大约 30% 的CH4由H2/CO2

还原产生，大约 70% 的CH4由乙酸发酵产生，与理论

值几乎一致。Huang和Conrad[11]利用NaH14CO3作为放

射性示踪剂，对比研究了中国、菲律宾和意大利 3 处

稻田土壤的CH4产生途径，结果发现 fac值比较接近，

都在 70% 左右。已有 结果表明，采用的

CH3COONa两种

稳定

则逐渐减小。Conrad

等[20]

e

）土壤的fac值变幅比较大，分别为 7% ~ 

51%

势

很相似，在培养前 10 天 fac 值逐渐增大，10 天后开始

减

表 2  稳定 的 fac
 [9] 

f fac meas e stable carbon cer 

ique and stable ca n isotope measureme

培养时间（周） fac ) 

14C方法测定的

H2/CO2和乙酸途径对CH4生成量的相对贡献率因土壤

类型、水稻生长阶段、淹水时间而有较大的变化[11-12]。

Sugimoto和Wada[9]利用Na2
13CO3和

13

性示踪剂，室内培养日本稻田土壤 11 周。结果表

明，培养 1 ~ 5 周，fac值平均都小于 30%，而 6 ~ 11 周

则大于 70%。 

Chin和Conrad[16]用氯仿作抑制剂，分别在 15℃ 和

30℃ 条件下培养意大利水稻土泥浆，结果表明fac值为

79% ~ 83%。Conrad和Klose[17]采用氟甲烷抑制法，研

究发现培养初期 fac值总大于 90%，30 天后减小到 70% 

~ 75%，随后保持相对稳定直到培养末期。Krüger[18]采

用氟甲烷抑制方法，研究在整个水稻生长期间表层（0 

~ 4 cm）和亚表层（4 ~ 10 cm）土壤H2/CO2和乙酸途

径对CH4产生量的相对贡献，得出表层土壤所产生的

CH4主要由H2/CO2还原而来，而亚表层土壤主要由乙

酸途径产生。Penning等[19]研究意大利稻田土壤的CH4

产生途径，结果表明，加秸秆的fac值在培养初期为 30% 

~ 40%，随后逐渐增大到 60% ~ 70%；而不加秸秆的fac

值在培养初期为 45% ~ 50%，随后逐渐减小至 30% 左

右。可能的原因是：培养初期CH4的产生主要源于土

壤有机质的分解，此时有机质分解形成的乙酸量少，

使得CH4主要以H2/CO2 还原产生为主，fac 值相对偏

小。若加入秸秆，随着其逐渐分解形成丰富的产CH4

前体：乙酸，则CH4逐渐以乙酸发酵产生为主，fac值

逐渐增大；反之，随着土壤有机质的逐渐消耗，导致

土壤中乙酸含量逐渐降低，fac值

用氟甲烷作为抑制剂，研究了中国海南两种稻田

土壤的CH 产生途径，结果发现它们的f 值比较接近，

均在 70%

4 ac

 左右。 

Sugimoto和Wada[9]通过培养日本稻田土壤 11 周，

应用稳定性C同位素法测定其CH 产生途径。培养 1 周

后，f 值小于 12%，2 ~ 3周时突然增大为 65% ~ 100%，

4 ~ 11 周则减小为 16% ~ 40%。这可能是由于：培养 1

周后土壤有机质形成的乙酸量较少，此时CH 主要以

H /CO 还原产生为主，f 值相对较小。随着土壤有机

质逐渐分解产生丰富的乙酸，则CH 产生逐渐由乙酸

发酵而来，f 值逐渐增大。随着土壤中乙酸被大量消

耗，f 值又逐渐减小。Tyler等

4

ac 

4 

2 2 ac

4 

ac 

ac 
[22]研究了美国稻田土壤

的CH 产生途径，取同位素分馏系数(CO /CH ) 为4 2 4
 1.045

和 1.060，计算乙酸对产CH 的贡献率f ，结果分别为

24% ~ 67%

4 ac

 和 51% ~ 80%。Bilek等[23]通过田间试验观

测了两种水稻品种（Mars和Lemont）的CH 产生途径，

取同位素分馏系数(CO /CH )为 1.045 和 1.060 时，Mars

的f 值分别为 48%

4

2 4

ac
 ~ 70%和 67% ~ 81%，L mont的f

值分别为 41%

ac

 ~ 62% 和 62% ~ 76%。Krüger等[18]通过室

内培养意大利稻田土壤测定其CH 产生途径，结果发

现，取同位素分馏系数(CO /CH )为 1.045 和 1.060 时，

表层（0

4 

2 4

 ~ 4 cm

 和 27% ~ 67%，而亚表层（4 ~ 10 cm）土壤的fac

值相对比较稳定，分别在 20% 和 50% 左右。 

采用不同的方法测定乙酸途径和H2/CO2途径对

CH4生成量的相对贡献及随时间的变化有一定的差

异。Sugimoto和Wada[9]利用稳定性C同位素示踪技术和

稳定性C同位素法，对比研究了日本稻田土壤的CH4

产生途径，结果发现这两种方法所得fac值的大小和变

化趋势存在较大差异（表 2）。Conrad等[24]比较研究了

添加CH4产生抑制剂氟甲烷、放射性示踪剂NaH14CO3、

稳定性C同位素法测定的fac值随时间的变化关系。结果

发现，根据这 3 种方法得到的fac值随时间的变化趋

小，但是在绝对数值上相差较大。 
 

性同位素示踪技术和稳定性 C 同位素法测定

Table 2  Results o ured by th isotope tra

techn rbo nt 

① (% fac
②(%) 

0 ~ 1 (1) 5 ＜12 

1 ~ 2 (2) 67 65 ~ 100 

2 ~ 3 (3) 18 92 ~ 100 

3 ~ 4 (4) 25 20 ~ 28 

4 ~ 5 (5) 32 16 ~ 20 

5 ~ 10 (6 ~ 11) 70 ~ 79 35 ~ 40 

注：①为稳定性

法测定的 

同位素示踪技术测定的 fac；②为稳定性 C 同位素

fac。 

这些研究很少涉及CH4 排放的过程机理，

4  研究展望 

我国是稻米生产大国，稻田CH4 排放量较大。近

20 年来我国科学家对稻田CH4 排放通量[29-31]、影响因

素[32-34]、总量估算[35-38]及减控措施[39-40]等方面进行了

大量研究，但
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如C

原因，深入探

讨采

何

δ13CH4和δ13CH4(CO2/H2) 最能代表田间实际

情况还不是很明确，有待今后进一步详细研究。

stem and biogeochemistry[R/OL]. [2009-3-12]. http:// 

r

社, 2001: 

聪, 八木一行. 水稻土甲烷产生、氧化和排放过程

gy, 1999, 28(3): 193-202 

enic pathways using stable

soil incubation experiment: Contributions of acetate 

iler W, Conrad R. Processes involved in formation

ing steady-state production 

renzel P, Conrad R. Microbial processes influencing 

ethanogenic 

iary metabolism in methanogenic 

ion by methyl 

ation in rice fields 

mmunity in soil vegetated with wild 

  

sitions of 

ld deduced from 

rs 

 

H4的产生途径等。因此，今后很有必要加强这方

面的研究。 

采用不同研究方法获得的CH4 产生途径相对贡献

率及其变化规律存在较大差异[9, 18, 24]，但导致差异的原

因尚不清楚，目前尚不能判断哪一种方法测定的结果

更能反映实际情况。因此，有必要进一步对比分析 3

种研究方法，查明研究结果存在差异的

用哪一种方法测定稻田CH4 产生途径更能反映实

际情况，保证研究结果的准确性。 

在应用稳定性C 同位素方法研究稻田CH4 产生

途径时，同位素分馏系数(CO2/CH4) 和(ac/CH4) 常取一固

定值，没有考虑到它们可能会受环境因素的影响，这

势必会影响研究结果的准确性[18-24]；此外，δ13CH4 和

δ13CH4(CO2/H2)均可通过 3 种途径获得[12, 18, 21-25]，选用

种途径获得

 padd
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Abstract:  H2/CO2 reduction and CH3COOH fermentation are the two major pathways of methanogenesis in rice fields. Carbon isotope tracer 

technique, the use of specific inhibitors to block methanogenesis and stable carbon isotope ratio measurement has been used to quantify the 

partitioning of methanogenic pathways. The paper summarized the three approaches and the corresponding results. The research emphases in the 

future are to investigate the methanogenic pathways in rice fields in China, to comparatively analyze the three approaches and find out the cause of 

the difference in the results, and t

δ13CH4 and δ13CH4(CO 2 /H 2 )). 
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