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摘  要：稻田固氮对土壤维持肥力有着重要的作用，但水稻种植与固氮菌及其活性之间的关系尚不清楚。本试验利用 15N2 直接标记

法测定了下位砂姜土发育的简育水耕人为土在种水稻和不种水稻条件下的生物固氮量，及其在土壤不同层次(0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm)

和水稻中的分配，并通过实时荧光定量 PCR 技术测定了土壤中固氮菌 nifH DNA 及 RNA 基因数量。结果表明：种水稻处理显著提

高了土壤各层固氮量，尤其提高了 1 ~ 5 cm 和 5 ~ 15 cm 土层土壤固氮量对总固氮量的贡献；种水稻处理的总固氮量是不种水稻处

理的 10.3 倍；水稻植株中生物固定的氮占总固氮量的 31.48%；在 0 ~ 1 cm 土层，种水稻处理显著提高了 nifH RNA 基因数量，而

对 nifH DNA 基因数量的增加不显著。可见，水稻种植没有增加固氮菌的数量，稻田固氮量的增加是因为水稻种植极大地促进了固

氮菌 nifH 基因的表达，提高了固氮菌的固氮活性。 
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Effects of Rice Planting on Nitrogen Fixation Amount and Activity in Paddy Field Using 15N2 
Direct Labeling Method 
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Abstract: Paddy N2 fixation plays an important role for soil fertility maintenance, however, the relationship between rice planting and 

activity of diazotrophs to fix N2 remains elusive. In this paper the amount of biological nitrogen fixation (BNF) and its distribution in 

different soil layers (0–1, 1–5, 5–15 cm) and rice were measured by 15N2 direct labeling method. The abundances of nitrogen fixing 

bacteria and active nitrogen fixing bacteria in soil were determined by real-time quantitative PCR (qPCR). The results showed that rice 

planting significantly increased nitrogen fixation amount in each soil layer, and also increased the contribution of 1–5 cm and 5–15 cm 

layers to total nitrogen fixation. Total nitrogen fixation amount in rice planting treatment was 10.3 times higher than CK. The fixed N2 

allocated to rice plants accounted for 31.48% of the total nitrogen fixation. In 0–1cm soil layer, rice planting significantly increased the  

number of nifH RNA gene, but did not significantly increase the number of nifH DNA gene. These results indicate that rice planting did 

not increase the number of nitrogen fixing bacteria. The increase of nitrogen fixation amount in rice field is because rice planting greatly 

promoted the expression of nifH gene of nitrogen fixing bacteria, thus improved nitrogen fixation activity of nitrogen fixing bacteria. 

Key words: Biological nitrogen fixation; Nitrogen fixation activity; Paddy field; 15N2 direct labeling method; nifH reverse 

transcription 
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水稻是人类所需的三大主要粮食作物之一，据估

计，水稻养活了全世界 50% 、亚洲 85% 的人口[1]。

随着全世界人口不断增长，粮食产量也需要进一步提

高。水稻产量的提升受到稻田土壤缺氮的限制，为补

充农田中的氮素，大量的化学氮肥被施入，导致了高

浪费和严重的环境污染[2]。而固氮微生物自身固定的

氮素能被植物有效利用，且不产生环境污染问题。自

身固氮也是许多生态系统氮的主要输入途径，维持着

全球植物的生产力[3]。在 Haber-Bosch 发明工业合成

氮肥以前，水稻田中的氮素来源主要是生物固氮，所

以生物固定的氮被认为是谷物生产中潜在且有吸引

力的替代氮源[4]。 

种植水稻甚至种植不同品种的水稻均会改变

稻田土壤微生物生长环境，从而改变稻田微生物群

落结构。固氮菌作为稻田中广泛存在的细菌，其群

落结构及其固氮能力也会受到种植水稻的影响[5-6]。

如 Yoshida 和 Ancajas[7]通过乙炔还原法研究发现，

无论是在雨季还是旱季，无论淹水还是干旱稻田，

整个生长季种水稻处理比不种水稻处理生物固氮

量均高出 2 倍左右。Bei 等[8]通过 15N2 直接标记法

研究发现，培养 70 d 种水稻处理 15N 固定量均高于

不种水稻处理。不同水稻品种也会影响稻田生物固

氮，研究发现杂交稻品种(IIY)比自交稻品种(W23)

对稻田生物固氮促进作用更大[9-10]。Ito 等 [11]用两种

水稻品种进行水培，发现其固氮活性相差近 1 倍。

可见，水稻种植与否及其品种对稻田固氮量有很大

影响，因此在估算稻田固氮潜力时，必须要考虑水

稻种植情况及其品种。而在 1 年时间内，撂荒和水

稻生长季稻田土壤对生物固氮量的贡献分别是多

少，目前还不清楚。 

固氮量由活跃固氮微生物的数量以及固氮活

性决定。编码固氮酶铁蛋白亚基的 nifH 基因通常

被用来研究固氮微生物和评估固氮潜力[12]。前期研

究大多数基于 nifH DNA 基因进行分析，这些研究

提供了固氮微生物潜在固氮活性的很多有价值的

信息[13-15]。但是研究发现，nifH 基因拷贝数与固氮

活性并没有显著的相关性[16-17]。固氮菌基因拷贝数

仅能代表土壤中固氮菌的数量，不能直接说明其参

与了固氮过程。而从土壤中直接提取 RNA，再反

转录成 cDNA，然后对 cDNA 的 nifH 基因进行定量

扩增，得出 nifH 转录拷贝数被认为更能代表固氮

微生物活性 [15,18]。 

研究稻田生物固氮，首先要对稻田固氮量进行测

定。目前在水稻土壤中测定固氮量常用的方法有：乙

炔还原法[19-20]、15N2 自然丰度法[21]、15N2 同位素稀释

法[20]、氮素平衡法[22]等非直接的测定方法，这些方

法由于缺少准确的转换因子，或者要考虑氮源、氮损

失等各种因素而存在很大的不确定性。测定固氮量

最直接的方法是 15N2 气体标记法，该方法不需要转

换系数，不受外来氮源干扰，从而能够准确测定固

氮量 [23-24]。该方法难点在于要长时间保持系统密闭

性，且为了反映田间水稻生长的真实环境，需要实现

标记箱内 CO2 浓度、O2 浓度、温度和光照条件等环

境与大田环境相似；另外，高纯度高丰度 15N2 气体

价格十分昂贵，这些都限制了该方法在自然环境条件

下的广泛应用[25]。 

本试验利用 15N2 标记密闭生长箱系统[8]，在田间

环境下，自插秧后进行 15N2 直接标记整个生长季，

测定下位砂姜土在种水稻和不种水稻情况下的生物

固氮量，并对土壤 DNA 和 cDNA 的 nifH 基因进行

实时荧光定量 PCR 扩增，测定固氮菌数量以及固氮

酶基因表达量，从而计算其固氮活性。 

1  材料与方法 

1.1  试验地描述和土壤理化性质 

试验地位于江苏省扬州市小纪镇马凌村良种场

(32°35′5″ N，119°42′0″ E)，该地区气候条件为典型亚

热带季风气候，年降水量 1 000 mm 左右，年蒸发量

大于 1 100 mm，年均气温 15 ℃，年日照时间大于 2 

000 h，年无霜 220 d。试验地种植模式为稻麦轮作，

土壤类型为下位砂姜土发育的简育水耕人为土[26]。

2017 年水稻季后，随机取试验地耕作层(0 ~ 15 cm)

土壤，风干过 4 mm 筛备用。土壤 pH 为 6.1，砂粒

质量占比 7.4%，粉粒质量占比 78.0%，黏粒质量占

比 14.6%。更多土壤理化性质详见 Wang 等[27]。 

1.2  田间 15N2 标记盆栽试验 

田间 15N2 标记盆栽试验时间为 2018 年 7 月 23

日至 2018 年 10 月 23 日。试验设种水稻和不种水稻、

标记和不标记 4 个处理，每个处理 3 次重复。标记的

3 个重复分别放在 3 个标记箱中，即每个箱中只放置

1 个重复。不标记处理的 3 个重复放在箱外进行(作

为自然丰度的对照处理，用于计算标记箱内样品和空

气的 15N原子百分超)。3个 15N2标记密闭生长箱(长 × 

宽 × 高 = 1 160 mm× 680 mm× 890 mm)平行放置于

田间，3个箱体间隔为 1 m。用 40 L 15N2 (99 atom% 15N)

置换箱内 40 L 空气 ，使得 3 个箱子内的 15N 丰度为

9% 左右。15N2  根据 Ohyama 和 Kumazawa[28]描述

的方法进行制备和纯化。箱内温度设定为外界温度正
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负 1℃，箱内 CO2 浓度设定为 400 μl/L ± 20 μl/L。箱

内由于植物光合作用产生的多余氧气通过除氧剂去

除，使得箱内的 O2 浓度维持在 21% 左右。更多关于
15N2 标记密闭生长箱的设计及其控制系统的信息详

见 Bei 等[8]。 

试验时，将土壤样品风干过筛(<5 mm)后称取 1.3 

kg 装入盆(长 × 宽 × 高 = 9 cm × 9 cm × 20 cm)中

15 cm 高；在盆中浇水至高于土面 1 ~ 2 cm，浸泡 1

周后，每盆施 116.37 mg 的 KH2PO4 和 32.55 mg 

KCl(相当于 P2O575 kg/hm2 和 K2O 75 kg/hm2)，不施

氮肥；然后从大田移栽两个月大的水稻苗 (Oryza 

sativa L.，品种为武运粳 23)至盆中，每盆种 1 棵。

所有盆栽均放置在户外 1 周，确保秧苗存活后，再放

入标记箱内。整个生长季保持盆内 1 cm 高水层 (烤

田期除外) 。每周采集 1 次箱内气体，用于观测箱内
15N2 变化情况。 

1.3  样品采集及 15N2 丰度测定 

经过 90 d 的 15N2 持续标记后，打开标记箱，

采集土壤和植株样品。水稻植株分两部分采集：地

上部(茎叶穗)和地下部(根)。每个盆栽的土样分三

层(0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm)采集。一部分土样作为

鲜土放入液氮后，带回实验室保存在 –80 ℃冰箱

用作后续分子实验；另一部分土样风干、磨细、过

筛 (Retsch MM 400 mixer mill ， Retsch, Haan, 

Germany)，用元素分析仪和同位素质谱联用仪测定

其全氮含量和 15N 丰度 (Thermo Finnigan Flash 

EA-Delta V IRMS 联用仪)。 

1.4  土壤 DNA 及 RNA 提取 

使用 RNeasy® PowerSoil® Total RNA Kit(Qiagen) 

试剂盒提取土壤总 RNA，用 RNeasy® MinElute® 

Cleanup(Qiagen)对总 RNA 进一步纯化，用  Prime 

Script™ RT reagent Kit with gDNA Eraser(Takara)试

剂盒对提取的总 RNA 进行 DNA 进一步去除和反转

录，反转录的 cDNA 保存到 –80 ℃冰箱备用。使用

RNeasy® PowerSoil® DNA Elution Kit(Qiagen) 试剂

盒提取土壤总 DNA，提取好的土壤 DNA 样品用超微

量紫外可见分光光度计(NanoVue Plus，USA)测定纯

度及浓度，然后保存于 –20 ℃备用。 

1.5  实时荧光定量 PCR (qPCR) 

对样品的 DNA 及 cDNA 的 nifH 基因用引物 polF 

(TGCGAYCCSAARGCBGACTC) / polR (ATSGCCAT 
CATYTCRCCGGA) 进行定量 PCR 扩增，程序为：

95 ℃，10 min；35 循环(95 ℃，30 s；58 ℃，35 s；

72℃，45 s)；72℃，10 min。  

1.6  数据处理与分析 

1) 计算公式。从空气中固定的氮素占整个水稻–

土壤系统全部氮素的比例(%N fixation)可以通过下

式计算： 
15

excess
15

excess

atom % N samples
%N fixation 100

atom % N gas
   

式中：atom% 15Nexcess samples 为标记箱内样品的 15N

原子百分超；atom%15Nexcess gas 为标记箱内空气中的
15N 原子百分超。atom% 15Nexcess samples= 15N2 标记箱

内样品的 15N 丰度(15N atom%)− 箱外对照样品的 15N

丰度(15N atom%)。atom%15Nexcess gas= 15N2 标记箱内

空气的 15N 丰度 −箱外空气的 15N 丰度。 

整个水稻–土壤系统的固氮量  = 样品总氮(N 

mg/盆)× %N fixation 

固氮活性= 固氮量(mg)/ nifH RNA 基因拷贝数 

2)数据统计分析。文中所有数据均采用 SPSS 

20.0 统计软件作单因素方差分析，用 Turkey 法进行

多重比较。 

2  结果 

2.1  15N2 标记箱田间运行情况 

3个 15N2标记密闭生长箱平行置于水稻田(间隔 1 

m)，标记时间从 2018 年 7 月 23 日至 2018 年 10 月

23 日，自水稻生长的苗期至成熟期。标记箱内气体

中 15N2 丰度最高为 9.37%，最低为 0.80%，平均为

3.73%(图 1A)。自动控制密闭标记生长箱内的温度基

本与田间温度保持一致(图 1B)。箱内 CO2 浓度在经

过一晚上水稻呼吸作用累积后，早上最高达约 2 000 

μl/L，在经过大约 1 h 的光合作用消耗后，浓度逐渐

降至设定的 400 μl/L ± 20 μl/L 范围，随后白天一直维

持在这个范围(图 1C)。箱内相对湿度在 50%  ~  

80%(图 1D)。箱内光合作用产生的 O2 通过定期测量

和利用除氧剂(铁粉)消除，浓度始终维持在 2.1×105 

μl/L (图 1E)。 

2.2  稻田土壤中含有的固氮量 

经过 90 d 15N2 标记试验，种水稻处理 0 ~ 1 cm

土层土壤的总氮量显著高于不种水稻处理；而其他土

层(1 ~ 5 、5 ~ 15 cm)以及整个盆中土壤，种水稻和

不种水稻两处理的总氮量没有显著差异(表 1)。在所

有土层(0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm)中，种水稻处理的 15N

原子百分超和固氮量均显著高于不种水稻处理。种水

稻处理的固氮量在土壤中为 4.229 mg/盆，占水稻−

土壤系统总固氮量的 68.52%；0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm

各土层的固氮量分别占土壤中总固氮量的 39.91%、 



742 土      壤 第 53 卷 

http://soils.issas.ac.cn 

 

(A：标记箱内外 15N2 丰度的动态变化，B：标记箱及箱外田间空气温度小时变化值，C：白天标记箱内 CO2 浓度小时变化值，D：白天

标记箱内相对湿度小时变化值，E：标记箱内 O2 浓度变化值) 

图 1  整个水稻生长季田间 15N 标记生长箱运行情况  
Fig. 1  Operation of 15N2-labelling growth chambers in the whole rice growing season 

表 1  15N2 标记试验 90 d 后，种水稻和不种水稻处理不同土层的总氮量、15N 原子百分超和固氮量 
Table 1  Total N, 15N atom % excess  N fixation at different soil depths in pots with or without rice in 15N2-labelled chambers after labelled for 90 days 

处理 土层(cm) 总氮量 (g/盆) 15N 原子百分超(%) 固氮量(mg/盆) 

0 ~ 1 0.170 ± 0.008 bA 0.032 ± 0.010 aA 1.688 ± 0.317 aA 

1 ~ 5 0.269 ± 0.052 bA 0.013 ± 0.001 bA 0.696 ± 0.070 bA 

5 ~ 15 1.508 ± 0.052 aA 0.003 ± 0.001 cA 1.845 ± 0.120 aA 

种水稻 

合计 1.947 ± 0.049 A  4.229 ± 0.325 A 

0 ~ 1 0.081 ± 0.010 bB 0.012 ± 0.000 aB 0.322 ± 0.076 aB 

1 ~ 5 0.190 ± 0.021 bA 0.002 ± 0.001 bB 0.034 ± 0.001 bB 

5 ~ 15 1.634 ± 0.071 aA 0.001 ± 0.000 bB 0.243 ± 0.020 aB 

不种水稻 

合计 1.905 ± 0.063 A  0.599 ± 0.069 B 

注：表中数据为平均值±标准误差(n=3)；同列不同大写字母表示同一土层种水稻和不种水稻间差异达显著水平(P<0.05)；同列不

同小写字母表示同种处理不同土壤层之间差异达显著水平(P<0.05)。 
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16.46% 和占 43.63%。不种水稻处理的总固氮量为

0.599 mg/盆，0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm 各土层的固氮

量分别占土壤总固氮量的 53.76%、5.68% 和 40.57%。 

2.3  水稻中含有的固氮量 

水稻根部的总氮量显著低于地上部，而水稻根部

的 15N 原子百分超显著高于地上部(表 2)。水稻植株

固氮量在根部和地上部则没有显著差异。生物固氮量

在整个水稻植株中的分配为 1.943 mg/盆，占种水稻

处理水稻−土壤系统总固氮量的 31.48%，其中，水稻

植株中根占 56.18%，地上部分占 43.82%。 

2.4  稻田土壤中 DNA 及 cDNA 的 nifH 基因丰度

及固氮活性 

由图 2A 可知，种水稻处理的 nifH 基因丰度为

1.25×106 拷贝数/g 干土，高于不种水稻处理的 0.73

×106 拷贝数/g 干土，但二者差异未达显著水平。而

种水稻处理的 nifH 反转录基因丰度为 3.53×104 拷

贝数/g 干土，显著高于不种水稻处理的 1.14×104

拷贝数/g 干土(图 2B)。种水稻显著提高了固氮微生

物平均固氮活性(图 3)，其固氮活性是不种水稻处理

的 2.74 倍。 

表 2  15N2 标记试验 90 d 后，种水稻处理水稻根和地上部的生物量、总氮量、15N 原子百分超和固氮量 
Table 2  Dry weight, total N, 15N atom % excess N fixation in rice roots, rice above ground parts and whole plant in 15N2-labelled chambers after 

labelled for 90 days 

处理 植物样品 干重(g/盆) 总氮量(g/盆) 15N 原子百分超 固氮量(mg/盆) 

种水稻 根 4.40 ± 0.93 b 0.037 ± 0.006 b 0.096 ± 0.005 a 1.091 ± 0.304 a 

 地上部 11.31 ± 0.79 a 0.104 ± 0.003 a 0.032 ± 0.003 b 0.851± 0.053 a 

 整株 15.70 ± 0.17 0.140 ± 0.003  1.942 ± 0.229 

注：表中数据为平均值±标准误差(n=3)，同列不同小写字母表示水稻不同部位间差异达到显著水平(P<0.05)。 

 

(图中误差线表示标准误差(n=3)，条形柱上不同小写字母表示不同处理间差异显著(P<0.05)；下同) 

图 2  种水稻和不种水稻盆栽中 0 ~ 1cm 土壤中 nifH DNA 基因(A)和 nifH RNA 基因(B)拷贝数 
Fig. 2  Copy numbers of nifH DNA gene(A) and nifH RNA gene (B) in 0−1 cm soil layers in pots with or without rice  

 

 

图 3  种水稻和不种水稻盆栽中 0 ~ 1cm 土壤中固氮菌固

氮活性 
Fig. 3   Average nitrogen fixation activities of nitrogen-fixing 

bacteria in 0−1cm soil layers in pots with or without rice 
 

3  讨论 

与不种水稻处理相比，种水稻处理在所有土层(0 

~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm)均显著增加了固氮量(表 1)，

种水稻处理的总固氮量是不种水稻处理固氮量的

10.3 倍。生物固氮是一个极耗能的过程，因而也是一

个需要碳源较多的过程[29-30]。水稻种植提高生物固氮

量，一方面可能是由于水稻根系分泌的大量有机物质

为生物固氮过程提供了能量来源[18,31-32]。虽然固氮量

因固氮微生物及植物种类的变化而差异较大，但植物

通过为细菌生长和固氮菌提供碳源而发挥决定性作

用[4]。植物固定的碳有很大一部分被分配到地下部，

平均 40% 的光合产物被转移到地下生物量中，而其
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中通常又有 12% 被转化为根分泌物及其衍生代谢物

和微生物生物量碳[33]。另一方面，水稻根系吸收了

部分氮素，从而为固氮微生物创造了一定的低氮环

境，减少氨抑制作用[34-35]。而且水稻能把大气中的

N2 转运到根部再扩散到根际，从而被根际固氮菌利

用[36]。 

不论是种水稻处理，还是不种水稻处理，0 ~ 1 cm

土层的 15N 原子百分超均显著高于 1 ~ 5 cm 和 5 ~ 15 

cm，说明距离土壤表面越近，固氮作用越明显。种

水稻处理在 0 ~ 1 cm 土层的固氮量显著高于 1 ~ 5 cm

土层，而与 5 ~ 15 cm 土层没有显著差异，说明 0 ~ 1 

cm 土层虽然固氮作用强烈，但是土壤体积有限，而

在 5 ~ 15 cm 土层，虽然固氮作用不如 0 ~ 1 cm 层强

烈，但是体量庞大，最终在总的固氮量上并不比 0 ~ 1 

cm 土层少。另外，种水稻处理的 1 ~ 5 cm 土层和 5 ~ 

15 cm 土层固氮量对土壤-水稻系统总固氮量的贡献

高于不种植水稻处理，尤其是 1 ~ 5 cm 土层。种水稻

处理 1 ~ 5 cm 土层的贡献为 16.46%，而不种水稻处

理仅为 5.68%。这可能是因为在相对较深层土壤中，

异养微生物占绝大多数，而异养微生物不能自己产生

能源，水稻分泌的能源物质则正好补充了这一点，说

明种水稻对异养固氮微生物的促进作用在深层更加

明显[8]。 

种水稻显著提高了 nifH RNA 基因数量而对 nifH

基因数量的增加不显著，说明种水稻没有显著增加固

氮微生物的数量，而是促进了固氮微生物固氮基因

nifH 的表达，显著提高了固氮微生物的活性(图 2、

图 3)。这可能与水稻种植对土壤环境的改变及水稻

根系分泌物有关。植物通过根系生长影响土壤空间结

构[37]，并通过根际分泌物为微生物生长提供基质[38]。

植物根系分泌物由糖、有机酸和黏液等低分子化合物

组成，是土壤微生物的活性碳源[39]。土壤碳源有效

性及其组成是影响土壤微生物活性的关键，充足的土

壤有效碳源，为生物固氮过程提供了能源，促进了固

氮微生物固氮基因 nifH 的表达[40]。因此，水稻种植

虽然没有增加固氮菌的数量，但是显著增加了固氮菌

固氮基因 nifH 的表达量，从而显著提高了稻田生物

固氮量。 

4  结论 

本研究利用 15N2 直接标记技术测定了稻田固氮

量，利用实时荧光定量 PCR 技术测定了固氮菌 nifH

基因及其反转录基因拷贝数，结果表明，种水稻显著

增加了稻田各层土壤(0 ~ 1、1 ~ 5、5 ~ 15 cm)的固氮

量。种水稻和不种水稻的固氮作用都是越靠近土壤表

层(0 ~ 1 cm)越强烈，但是种水稻对较深土壤(1 ~ 5 cm

和 5 ~ 15 cm)固氮作用的促进作用更加明显。水稻种

植没有增加固氮菌的数量，稻田固氮量的增加是因为

水稻种植极大地促进了固氮菌 nifH 基因的表达，提

高了固氮菌的固氮活性。 
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