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间隙灌溉和控释肥施用对稻田土壤产甲烷微生物的影响
① 

纪  洋 1,2，于海洋 2，CONRAD Ralf 3，徐  华 2* 

(1 南京信息工程大学应用气象学院，南京  210044；2 土壤与农业可持续发展国家重点实验室(中国科学院南京土壤研究所)， 

南京  210008；3 Max Planck Institute for Terrestrial Microbiology, Marburg  35043) 

摘  要：间隙灌溉和控释肥施用影响稻田 CH4的产生和排放，然而其微生物机理尚不清楚。本研究通过采集稻

季田间原位试验新鲜土样，采用核酸定量技术(qPCR)和末端限制性片段长度多态性(T-RFLP)技术，研究间隙灌溉和控

释肥施用对稻田土壤产甲烷微生物群落丰度和结构的影响。结果表明，稻季 CH4排放量与古菌、产甲烷菌(mcrA基因)

和甲烷氧化菌(pmoA基因)数量均呈极显著正相关关系(P<0.01)，而与细菌数量无显著相关性。间隙灌溉显著影响产甲

烷菌和甲烷氧化菌数量的季节变化，其中烤田抑制产甲烷菌生长，而对甲烷氧化菌数量没有显著影响。与尿素相比，

施用控释肥增加了稻田土壤细菌、古菌和产甲烷菌数量，降低了甲烷氧化菌数量。土壤古菌群落的优势 T-RFs片段为

184bp和 391bp，其中 184bp片段的相对丰度随着间隙灌溉的进行由 45% ~ 55% 降低到 23% ~ 30%；而 391bp片段则

相反，其相对丰度由 12% ~ 18% 增加到 23% ~ 26%。典型相关性分析(CCA)表明间隙灌溉显著影响土壤古菌群落结构

(P<0.001)，而控释肥施用对土壤古菌群落结构没有明显影响。 
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稻田是大气 CH4排放的重要来源，其 CH4排放

量达 25.6 Tg/a[1]。我国水稻种植面积占世界总种植面

积的 20%，其水稻产量占世界总量的 32% ~ 35% [2]。

稻田 CH4排放包括 CH4产生、再氧化和传输 3 个过

程[3]，其中前两个过程与土壤中产甲烷菌和甲烷氧化

菌的数量及活性密切相关。产甲烷菌功能基因 mcrA

控制甲烷化的最后一步反应，将辅酶 M 连接的甲基

催化还原为 CH4
[4]，甲烷氧化菌功能基因 pmoA编码

利用甲烷的第一个关键酶，将甲烷氧化为甲醇[5]。因

而稻田土壤中含有上述基因的功能微生物种群丰度

结构及其演变规律受到广泛关注。 

以前期淹水、中期烤田和后期干湿交替为特征的

间隙灌溉是我国稻田主要的水分管理措施[1]。大量研

究表明，相对于持续淹水，稻田烤田可显著抑制水稻

生长期 CH4 排放。水稻生长季持续淹水造成稻田极

端厌氧，有利于 CH4 的产生排放；相反，间隙灌溉

模式下烤田增加土壤通透性，土壤中原有的还原状态

被破坏，土壤 Eh迅速增加，土壤 CH4的生成受到限

制[6]；烤田期间土壤氧化 CH4能力的提高是导致 CH4

排放减少的另一个原因[7-8]。然而有关间隙灌溉抑制

稻田 CH4 排放的微生物机理尚不清楚。控释肥是既

适应作物全生长季不同生育阶段氮素营养的需求，而

又不使土壤中剩余无机氮浓度过高的一种可控释放

氮肥。目前有关控释肥对稻田 CH4 排放影响的研究

结果不一致。李方敏等[9]大田试验研究表明，稻季控

释肥处理 CH4排放量是尿素处理的 2 ~ 3倍；林匡飞

等[10]两季稻试验表明控释肥施用均显著降低 50% 左

右的早、晚稻 CH4排放量；笔者前期研究发现稻季

尿素处理和控释肥处理 CH4 排放量之间无显著差

异 [11]。然而有关控释肥施用对稻田土壤微生物种群

的影响，尤其是对与 CH4 排放相关的功能微生物种

群的了解很少。罗兰芳等[12]研究表明，短期施用控

释氮肥的稻田土壤中细菌、真菌和放线菌数量明显高

于不施氮处理；土壤氨化细菌、反硝化细菌的数量比

尿素处理低；但控释氮肥处理的周年土壤细菌、放线

菌数量明显高于尿素处理，真菌数量略低于尿素处
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理，说明控释肥能明显增加土壤微生物的数量。刘蕊

等[13]发现控释尿素提高了小麦近根区土壤微生物的

功能多样性和活性，促进了小麦近根区养分的转化和

循环。张怡等[14]研究发现控释肥增加了覆膜栽培稻

田土壤细菌数量，提高了土壤微生物生物量氮。以上

研究均采用传统的平板培养法，对土壤微生物的认识

十分有限。近年来，随着分子生物学技术的迅猛发展，

基于 16S rDNA基因及其他功能基因的非培养技术，

包括聚合酶链式反应(PCR)，克隆文库技术(Clone)和

核酸定量技术(real-time PCR)的出现为揭示自然环境

中微生物群落结构多样性的分子生态学研究开辟了

一个全新的研究平台[15]。 

本研究通过采集稻季田间原位试验新鲜土样，

采用核酸定量技术(qPCR)和末端限制性片段长度多

态性技术(T-RFLP)，研究间隙灌溉和控释肥施用对

与 CH4排放相关的土壤微生物群落丰度和结构的影

响，探讨不同水肥管理条件下稻田 CH4排放的微生

物机理，从而为农田系统温室气体减排提供理论和

实践依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验方案及样品采集 

供试土壤是采自于 2011年江苏省句容市行香镇

(31°58′N, 119°18′E)水稻生长季田间原位新鲜土。试

验地属北亚热带季风气候区，年平均气温 15.1℃，年

平均降雨量为 1 100 ~ 1 200 mm。试验土壤为发育于

下蜀黄土的爽水性水稻土，其基本理化性质为：pH 

6.91，有机碳含量为 18.9 g/kg，全 N含量为 1.2 g/kg，

砂粒(2 ~ 0.02 mm)14%，粉粒(0.02 ~ 0.002 mm)69%，

黏粒(<0.002 mm)17%，土壤WHC为 55%。 

试验共设 3个处理：①对照处理(CK)：不施氮肥；

②尿素处理(U)：稻季尿素施用量为 N 240 kg/hm2，麦

季尿素施用量为 N 200 kg/hm2；③控释肥处理(C)：

与尿素处理相同施氮量。本试验所施用的控释肥为山

东金正大生态工程股份有限公司生产的可降解树脂

包膜尿素肥料，含氮量为 42%。小区面积均为 3 m × 

5 m，每个处理 3次重复，随机区组排列。 

田间管理措施与当地农民的大田管理相同。稻季

尿素按基肥︰分蘖肥︰穗肥为 50%︰25%︰25% 施

用(施用时间分别为 2011年 7月 2日、7月 22日和 8

月 20日)；控释肥作为基肥一次性施入。所有处理均

施用 450 kg/hm2的过磷酸钙和 225 kg/hm2的氯化钾，

作为基肥一次性施入。水稻品种为华粳 3号， 

于 7 月 2 日移栽(水稻移栽密度为 24 穴/m)，11

月 6日收割。水分管理参照当地稻田常规管理方式，

采用传统的前期淹水(7 月 1 日—8 月 1 日)、中期烤

田(8月 2日—8月 13日)、后期干湿交替(8月 14日—10

月 7日)和末期排水落干(10月 8日—11月 6日)的管

理模式。 

稻季土壤样品分别在淹水期(7月 23日)、烤田初

期(8 月 3 日)、烤田末期(8 月 11 日)和水稻成熟前排

水落干期(11 月 4 日)采集。各小区按“S”形多点采

样法取表层(0 ~ 15 cm)土壤混合。取 200 g新鲜土壤

用液氮冷冻后–80 ℃ 保存，供分子生物学研究。 

1.2  土壤 DNA提取 

称取 0.5 g 土壤用 Fast DNA SPIN KIT 试剂盒

(MP Biomedicals, Eschwege, Germany)提取总 DNA，

操作按说明书进行。所提 DNA 质量与长度通过 1% 

凝胶电泳检测。所得 DNA 均稀释 10 倍后再进行

下游实验。 

1.3  定量 PCR 

细菌 16S rRNA基因、古菌 16S rRNA基因、产

甲烷菌功能基因 mcrA 和甲烷氧化菌功能基因 pmoA

的定量 PCR分析均采用 SYBR Green 染色法。各基

因定量 PCR所用的引物和参考文献如表 1所示。 

表 1  各目标基因定量 PCR 所用引物及参考文献 
Table 1  Primers and references used in qPCR 

目标基因 前引物 后引物 参考文献 

Archaeal 16S rRNA 364f 934b [16, 18] 

Bacterial 16S rRNA 519f 907r [19] 

mcrA mlas-mod mcrA-rev [20-21] 

pmoA A189F mb661R [22] 

 

1.4  古菌的 T-RFLP分析 

根据不同处理下古菌 T-RFLP 图谱的差异研究

间隙灌溉和控释肥施用对稻田土壤古菌群落结构的

影响。采用正向引物为 109f，反向引物为 915r [16]，

其中反向引物 5′ 端用 6-羧基二乙酸荧光素(FAM)

标记的古菌通用引物扩增古菌 16S rRNA 片段[17]。

扩增后的产物用 TaqI 进行消化酶切，酶切产物用
ABI 3130 DNA sequencer(Applied Biosystems, Darm-
stadt, Germany)进行自动测序分析。T-RFLP图谱中每

一个限制性片段 (T-RF)作为一个 OTU(operational 

taxonomic unit)，T-RFs 片段大小 ±1 bp 是同一个

OTU。 

1.5  数据分析 

采用 SPSS 13.0 for Windows(SPSS Inc., USA)软

件对不同处理的功能基因数目进行显著性差异分析

(One-way ANOVA)。采用 R3.0.0软件对不同处理古
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菌 T-RFs 片段结构进行典型相关性分析(canonical 

correspondence analysis，CCA)。 

2  结果与分析 

2.1  稻季土壤微生物的群落丰度 

图 1 表示稻季不同水分管理时期土壤细菌、古

菌、产甲烷菌(mcrA)和甲烷氧化菌(pmoA)群落丰度

变化。土壤中检测到的细菌数量多于古菌，介于 2.1× 

109 ~ 6.0×109 copies/g干土之间。随着水稻生长，各

处理细菌数量逐渐降低。与不施氮肥的对照处理相

比，在水稻生长前期的淹水期、烤田期和烤田末期，

施用尿素和控释肥均促进细菌数量增加，其中尿素处

理细菌数量高于控释肥处理；而在水稻收获前的落干

期，施用尿素降低细菌数量，施用控释肥对细菌数量

没有明显影响。检测到的古菌数量在 1.3×108 ~ 

3.8×108 copies/g干土之间，随着水稻生长，各处理古

菌数量逐渐增加。与不施氮肥的对照处理相比，施用

尿素和控释肥均降低稻季古菌数量；与尿素相比，施

用控释肥增加土壤中古菌数量。 

产甲烷菌(mcrA)数量分别介于 5.0×106 ~ 2.1×107 

copies/g干土之间。烤田初期和烤田末期的产甲烷菌数

量均小于淹水期和收获前的落干期。在淹水期，水稻正

处于幼苗期，施用尿素和控释肥均促进产甲烷菌数量增

加，随着水稻生长，氮肥施用逐渐抑制产甲烷菌生长。

在水稻收获前的落干期期，尿素和控释肥均显著抑制产

甲烷菌生长，其中控释肥处理产甲烷菌数量高于尿素处

理。甲烷氧化菌(pmoA)数量介于 1.2× 107 ~ 4.2×107 

copies/g干土之间，且随着水稻的生长而增加。在水稻

生长前期的淹水期、烤田初期和末期，尿素施用抑制甲烷

氧化菌生长，随着水稻的生长，在水稻收获前的落干期，

尿素施用促进甲烷氧化菌生长；在整个稻季，控释肥施用

抑制甲烷氧化菌生长，但其抑制作用小于尿素处理。 

 

图 1  稻季土壤微生物的群落丰度 
Fig. 1  Abundances of soil microorganisms during the rice growing season 

 

2.2  稻季古菌群落的 T-RFLP对比分析 

根据毛细管凝胶电泳分离后所得到的有效 T-RF

数目来确定样品中古菌种群数，每个 T-RF所对应峰

的面积反映了该种群的丰度，而每个不同长度 T-RF

的峰面积在所有 T-RF的峰面积总和中的比例可以反

映这个片断在酶切产物中的相对丰度，从而间接反映

出这个片断所代表的物种在微生物群落中的相对丰

度。图 2表示水稻不同生长时期古菌群落组成的T-RF

相对丰度变化。 

由图 2可知，整个水稻生长季，土壤古菌群落结
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构相似性较高，优势 T-RFs长度为 184 bp和 391 bp，

相对丰度分别是 23% ~ 55% 和 11% ~ 26%。184 bp

片段在处于水稻生长前期的淹水期和烤田初期相对

丰度较高(45% ~ 55%)，但随着烤田的进行逐渐下降，

在烤田末期和水稻收获前的落干期仅占 23% ~ 30%；

而391bp片段逐渐增加，其相对丰度由12% ~ 18% 增

至 23% ~ 26%，说明在水稻生长季，随着间隙灌溉的

进行，古菌群落结构处于动态变化中。图 3所示为利

用典型相关性分析(CCA)研究间隙灌溉和氮肥施用

对土壤古菌群落结构的影响。CCA 分析表明间隙灌

溉显著影响土壤古菌群落结构(P<0.001)，其中淹水

期和烤田前期、烤田末期、收获前落干期的土壤古菌

群落聚集于 3 个不同区域。而控释肥和尿素施用对

土壤古菌群落结构没有明显影响，不施氮处理、尿

素处理和控释肥处理土壤古菌群落聚集区域没有明

显规律。 

 

图 2  稻季土壤古菌的群落组成 
Fig. 2  Archaeal community composition in the soils during the rice growing season 

 

 

图 3  稻季土壤古菌群落结构的典型性对应分析(CCA) 
Fig. 3  Canonical correspondence analysis (CCA) of archaeal 

community composition in the soils during the rice growing season 

 

3  讨论 

3.1  稻季 CH4排放与土壤微生物丰度的关系 

土壤微生物在稻田 CH4 的产生和排放中发挥着

重要作用。稻田 CH4排放包括 CH4产生、再氧化和

传输 3个过程[3]，其中前两个过程都与产甲烷菌和甲

烷氧化菌数量及活性密切相关[5]。陈中云等[23]研究发

现水稻田土壤的甲烷排放量受到甲烷氧化菌、产甲烷

菌种群数量及其活性及土壤理化性状的影响。结合笔

者 2011年在本原位试验地所测得的稻季 CH4排放数

据(表 2)[11]，我们发现稻田 CH4排放量与土壤微生物

丰度之间存在显著相关性(表 3)。稻季不同生长季

CH4 排放量与相应阶段的古菌和产甲烷菌数量之间

均存在极显著的正相关关系(P<0.01)，这与以往研究

结果一致[23-25]。因此，控制农田产甲烷菌可以有效减

少 CH4排放量。 

表 2  稻季 CH4 排放量 
Table 2  CH4 emission during the rice growing season 

CH4 排放量(g/m) 水分管理时期

CK U C 

整个生长季 4.02 ± 1.11 2.30 ± 0.37 2.18 ± 0.54

淹水期 0.33 ± 0.18 0.19 ± 0.03 0.24 ± 0.18

烤田期 1.30 ± 0.36 0.58 ± 0.20 0.33 ± 0.18

干湿交替期 2.69 ± 0.42 1.54 ± 0.11 1.61 ± 0.15

注：此表数据摘自笔者前有研究[11]。 
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甲烷氧化菌生长在“通气-厌气”界面，可氧化

CH4，消耗大量 CH4 
[26-27]。本研究中稻季 CH4排放量

与甲烷氧化菌数量呈显著正相关关系(表 3)。以往研

究表明，土壤高浓度 CH4 会促进甲烷氧化菌的生长

和活性[28-29]。Zhang等[6]在本试验地的研究表明，CH4

产生潜势对稻田 CH4排放量的影响较大，而 CH4氧

化潜势对其影响较小。本研究中，由于产甲烷菌数量

的增加促进 CH4产生，而高浓度的 CH4含量同时又

促进甲烷氧化菌的生长，产甲烷菌数量增加对 CH4

产生的促进作用强于甲烷氧化菌数量增加对 CH4 氧

化的促进作用，因此产甲烷菌与甲烷氧化菌的数量同

时与 CH4排放呈正相关关系。 

表 3  稻季 CH4 排放量与土壤微生物丰度的相关性 
Table 3  Correlation analysis of CH4 emissions and the abundance of 

soil microbial communities 

 细菌 古菌 mcrA pmoA 

CH4 排放量 0.048 0.710** 0.719** 0.684* 

注：* 和**分别表示在 P<0.05和 P<0.01水平上相关性显著。 

 
3.2  间隙灌溉对稻季土壤产甲烷微生物丰度和结

构的影响 

随着人们节水意识的提高，各种水稻节水灌溉技

术，如“间隙灌溉”、“控制灌溉”“薄浅湿晒”等

灌溉模式得到了大面积的推广应用。前期淹水、中期

烤田(通常烤田 7 ~ 10 d)、后期干湿交替(约每周灌溉 

1 次、期间出现土面落干状态)至水稻收获的间隙灌

溉模式是一项广泛推广的农业措施。大量研究表明，

相对于持续淹水，稻田烤田可显著抑制水稻生长期

CH4 排放
[6-8]，然而有关间隙灌溉模式对稻田土壤产

甲烷微生物群落结构和功能影响的研究较少。本研究

中土壤细菌、古菌、产甲烷菌和甲烷氧化菌的群落丰

度均随着间隙灌溉的进行和水稻的生长而处于动态

变化中。Asakawa和 Hayano[30]采用 MPN法发现产甲

烷菌的数量在整个稻麦生长季保持恒定；李大明等[25]

研究发现在水稻生长旺盛期(分蘖期)产甲烷菌的数

量显著高于其他时期；而 Ma 等[31]通过研究不同水

分管理方式对稻田产甲烷菌数量和结构发现，根际土

壤中古菌的数量在水稻生长后期有明显的增加，与持

续淹水相比，干湿交替水分管理方式显著降低稻田产

甲烷菌数量，增加稻田甲烷氧化菌数量。本研究中稻

季的水分管理参照当地稻田常规管理方式，采用前期

淹水、中期烤田、后期干湿交替和末期排水落干的管

理模式，为了有效控制水稻分蘖，烤田在水稻生长的

旺期分蘖期进行。在淹水期，水稻正处于幼苗期，厌

氧环境有利于产甲烷菌的生长；在烤田期，虽然水稻

生长旺盛，但烤田增加了土壤通气性，破坏了产甲烷

菌的生存条件，产甲烷菌数量下降，达到最低值；随

着后期干湿交替的进行，产甲烷菌所需厌氧环境逐渐

恢复，根系分泌物的大量产生又为产甲烷菌的增加提

供了充足的反应底物，产甲烷菌数量逐渐增加，在水

稻收获前的落干期达到最大值。甲烷氧化菌数量随着

水稻生长而逐渐增加，在收获前的落干期达到最大

值，烤田对甲烷氧化菌的数量没有显著影响，这可能

是由于烤田期土壤铵态氮大部分转化为硝态氮，尽管

烤田有利于甲烷氧化菌的生长，但硝态氮对甲烷氧化

菌有一定的胁迫作用[32]。    

水稻土中的产甲烷古菌群落主要由甲烷微菌科

(Methanomicrobiaceae)，甲烷八叠球菌科 (Metha-

nosarcinaceae)，甲烷鬃菌科(Methanosaetaceae)，甲烷

杆菌科(Methanobacteriaceae)和 RC-I，以及相当一部

分在系统发育树上没有确定分类的种群[4]。本研究通

过 T-RFLP研究稻季土壤古菌群落组成和季节变化，

结果表明，水稻生长季古菌群落优势片段是 184bp

和 391bp。Ma 等[31]研究发现，水稻生长季内，水稻

土产甲烷古菌群落结构非常稳定，且不受间歇性排水

的影响。Watanabe 等[33]发现无论是在淹水状况下的

水稻种植期，还是干旱的小麦种植期，产甲烷古菌群

落结构非常稳定。而本研究 CCA分析表明间隙灌溉

显著影响整个水稻生长季古菌群落结构，其中处于水

稻生长前期的淹水期和烤田前期群落结构相似，但随

着烤田的进行和水稻的生长，古菌 184bp 的 T-RF 相

对丰度逐渐下降，391bp的 T-RF相对丰度逐渐上升。

根据已有研究中古菌 16S rRNA 基因系统发育树[4]，

184bp的 T-RF通常代表乙酸发酵型产甲烷菌(Metha-

nosarcinaceae)，391bp 的 T-RF 通常代表氢营养型产

甲烷菌(RC-I)，表明水稻生长季内，乙酸型产甲烷菌

相对丰度最高，随着间隙灌溉的进行和水稻的生长，

乙酸发酵型产甲烷菌相对丰度逐渐增加，而氢营养型

产甲烷菌相对丰度逐渐下降。Penning等[34]培养实验

结果表明，随着土壤有机质逐渐分解产生丰富的乙

酸，则 CH4 产生主要由乙酸发酵而来，随着土壤中

乙酸被大量消耗，乙酸发酵产甲烷途径逐渐减弱，而

H2/CO2还原产甲烷途径逐渐增强。Zhang等[8]在本试

验地研究间隙灌溉下稻田 CH4产生途径的季节变化，

结果表明，随着间隙灌溉的进行，乙酸发酵产甲烷途

径由 70% 以上下降到 50% 左右。因此我们可以得

到结论，水稻生长季内，乙酸发酵型产甲烷菌和氢营

养型产甲烷菌相对丰度的变化决定了 CH4 产生途径

的变化。 
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3.3  控释肥施用对稻季土壤产甲烷微生物丰度和

结构的影响 

控释肥作为一种新型肥料，不仅可以提高肥料利

用率，有效防止环境污染，而且具有提高土壤酶活性、

增加土壤微生物数量、降低环境污染等优点[35]。孟

庆英等[36]研究结果表明，施用肥料的各个处理土壤

微生物数量均高于不施肥处理，其中控释肥施用有利

于增加土壤细菌、土壤氮素含量及玉米产量；罗兰芳

等[13]研究发现，短期施用控释氮肥稻田土壤的细菌

数量明显高于不施氮处理，周年土壤细菌明显高于尿

素处理，土壤中大多数微生物数量与土壤氮素养分含

量呈正相关。氮肥养分释放特性不同，其对土壤中微

生物数量及土壤中氮素产生影响不同[37]。本研究表

明，与不施氮处理相比，施用尿素降低稻季收获期细

菌数量，而施用控释肥增加其数量，这可能是由于尿

素施用量过多会导致高浓度氮的胁迫作用和改变土

壤 pH，从而影响细菌的数量和活性，而控释肥可调

节养分释放模式，满足作物全生育期对氮的生理需

求，更利于提高土壤氮素含量为微生物创造良好的生

存环境，刺激微生物的生长和活性。 

氮肥施用对土壤产甲烷菌和甲烷氧化菌的影响

较为复杂。Schimel[38]研究表明氮促进植株生长，为

CH4产生提供前体基质，从而促进产甲烷菌的生长和

活性；而许静等[39]研究表明高氮肥施用在一定程度

上会抑制产甲烷菌的生长，降低其数量。本研究中，

施用氮肥降低稻季古菌和产甲烷菌丰度，控释肥的抑

制作用小于尿素，这可能是由于尿素施用后通过硝化

作用产生硝态氮，提升了土壤氧化还原电位，间接抑

制产甲烷古菌的生长。铵态氮肥对土壤甲烷氧化菌的

影响随 NH4
+和 CH4浓度的不同而变化

[40]，本研究中，

稻季生长前期，氮肥施用降低甲烷氧化菌数量，但稻

季收获期，氮肥施用增加其数量，这是由于在稻田高

内源 CH4浓度的条件下，施用铵态氮肥对稻田 CH4

氧化菌开始表现为抑制作用，随着时间的延长和铵态

氮的逐渐消失，高浓度 CH4 和铵态氮的存在促进了

甲烷氧化菌的生长[41]。以上分析表明稻季施氮处理

降低 CH4排放量(表 2)主要是由于氮肥对产甲烷菌生

长的抑制作用及其对水稻生长前期甲烷氧化菌生长

的促进作用。水稻生长前期，与尿素相比，施用控释

肥对产甲烷菌和甲烷氧化菌数量没有明显影响，表 3

显示尿素处理和控释肥处理 CH4 排放量之间无显著

差异，这进一步说明稻田 CH4 排放量与产甲烷菌和

甲烷氧化菌数量的显著相关性。 

研究表明，农业管理措施如施肥等会对土壤微生

物产生重要的胁迫作用。长期以来，囿于培养方法，

人们对土壤微生物多样性特别是古菌和细菌多样性

所知甚少。近年来，国内外学者们结合DGGE和RFLP

等分子标记技术研究了长期定位施肥对土壤产甲烷

古菌和氨氧化古菌群落结构的影响[42]，但尚无关于

控释肥施用对稻季古菌群落结构影响的报道。

Watanabe 等[33]研究发现土壤中的产甲烷古菌主要受

土壤类型的影响，而受土壤施肥制度与作物种植方式

的影响相对较小，原因可能与产甲烷古菌主要介导了

淹水土壤中丙酸盐的厌氧氧化有关。本研究通过采用

T-RFLP 手段研究氮肥施用对水稻生长季土壤古菌群

落结构的影响，得到与上述研究相似的结果，虽然在

水稻生长季，古菌群落结构处于动态变化中，但控释

肥和尿素施用对土壤古菌群落结构没有明显影响。辜

运富等[43]研究表明石灰性紫色土上种植水稻和小麦

会对土壤中的古菌群落结构造成明显影响，不同施肥

制度对土壤古菌群落结构相似性具有明显影响。目前

有关施用无机肥对土壤微生物多样性的影响报道存

在矛盾之处，可能与无机肥的种类、施用量和施用时

间长短、土壤类型和利用方式等因素有关。以往研究

表明，控释肥养分采用缓慢释放的形式，改变了普通

速溶肥料养分供应集中的特点，提高养分利用率的同

时可减少施肥量，能减轻施肥对环境的污染[44]。本

研究中控释肥施用量与尿素施用量相同，在保证作物

产量的前提下减少控释肥施用量会对土壤微生物群

落，尤其是功能微生物，产生不同的影响吗？因此，

有关控释肥施用对土壤微生物群落结构和功能的影

响仍需进一步研究。 

4  结论 

本研究通过采集水稻生长季田间原位试验新鲜

土样，采用核酸定量技术和末端限制性片段长度多态

性技术，研究间隙灌溉和控释肥施用对稻田土壤产甲

烷微生物群落丰度和结构的影响，以探讨间隙灌溉和

控释肥施用影响稻田 CH4 排放的微生物机理。结果

表明，稻季 CH4排放量与古菌、产甲烷菌(mcrA基因)

和甲烷氧化菌(pmoA 基因)数量均呈极显著正相关关

系，而与细菌数量无显著相关性。在间隙灌溉水分管

理方式下，稻田土壤产甲烷菌和甲烷氧化菌数量呈现

明显的季节变化，其中烤田抑制产甲烷菌生长，而对

甲烷氧化菌数量没有显著影响。与尿素相比，施用控

释肥增加了稻田土壤细菌、古菌和产甲烷菌数量，降

低了甲烷氧化菌数量。土壤古菌群落的优势 T-RFs

长度为 184bp和 391bp，其中 184bp片段的相对丰度

随着间隙灌溉的进行逐渐降低为主，而 391bp片段逐

渐增加。CCA 分析表明间隙灌溉显著影响土壤古菌
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群落结构，而控释肥施用对土壤古菌群落结构没有明

显影响。 
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Methanogenic Microbial Communities in Paddy Soil 
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Abstract: Intermittent irrigation and controlled-release fertilizer (CRF) application affect CH4 production and emission in paddy 

soil, but the underlying microbial mechanism remains poorly understood. Fresh soils were sampled through the rice growing season in a 

field experiment to elucidate the effect of intermittent irrigation and CRF application on the methanogenic microbial communities using 

the methods Quantitative Real-time PCR (qPCR) and Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP). CH4 emission was 

positively correlated with the abundances of archaea, methanogens (mcrA gene) and methanotrophs (pmoA gene) (P<0.01), while no 

significant relationship was found with the abundances of bacteria. Intermittent irrigation significantly influenced the seasonal variation 

of abundances of methanogens and methanotrophs. Mid-season aeration (MSA) strongly decreased the abundances of methanogens, 

while no significant effect was detected on abundances of methanotrophs. Compared with urea, CRF addition increased the abundances 

of bacteria, archaea and methanogens, while decreased the abundances of methanotrophs. The archaeal community was dominated by 

T-RFs of 184bp and 391bp. Along the intermittent irrigation, the relative abundance of 184bp decreased from 45% - 55% to 23% - 30%, 

while that of 391bp increased from 12%-18% to 23%-26%. The canonical correspondence analysis (CCA) showed that intermittent 

irrigation significantly affected the archaeal communities (P<0.001) rather than the different fertilization. 

Key words: Intermittent irrigation; Controlled-release fertilizer; CH4 emissions; Methanogenic microbial communities; 

Paddy soil 

 


