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氮肥对旱地土壤甲烷氧化能力的影响

胡荣桂
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摘要：甲烷是重要的温室气体之一，对全球变暖的贡献率是20%。大气中甲烷浓度的迅速增加与甲烷的源和汇的不平衡有关。土壤中存在甲烷氧化菌，在一定条件下可以氧化大气中的甲烷。不过土壤对甲烷的氧化能力受一些农业生产活动的影响。氮肥的施用对土壤甲烷氧化有一定的影响。长期定位施肥实验的结果表明氮肥对土壤甲烷氧化的影响主要来源于铵态氮而不是硝态氮，因为氨对甲烷氧化有着竞争性抑制作用。此外，长期施用氮肥还改变了土壤微生物的区系及其活性，从而降低甲烷的氧化速率。氮肥施用的短期效应则与土壤的耕作管理历史、土壤性质、氮肥施用量等因素有关。有机肥对土壤甲烷氧化的影响比化肥要低得多，其物理化学性质及施用方法的不同都会影响到土壤对甲烷的氧化。
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地球变暖是近年来全球广泛关注的热点，而导致变暖的根源是大气中温室气体浓度的持续升高。尽管主要温室气体是二氧化碳（对全球变暖的贡献率是50%），甲烷对变暖的贡献率仍达20%[1]，因此，对甲烷的源汇及甲烷的全球循环特征的研究一直是环境科学关注的课题之一。大气中甲烷的质量浓度仅为1.7 (l/L，但甲烷吸收长波辐射的能力是等摩尔量二氧化碳的32倍。甲烷在大气中参与一些化学反应，并导致对流层中臭氧浓度增加，甲烷的温室效应作用中有近70%是由臭氧的形成所造成的[2]。与工业革命前的质量浓度0.6~0.7 (l/L相比，大气中甲烷的浓度在不到150年的时间内增加了两倍多。这表明，大气中甲烷浓度的升高及全球甲烷的平衡与世界人口的增长及人类活动密切相关[3]。人类活动对大气甲烷的影响主要表现在两方面，一是甲烷排放数量或源在增加，另一是甲烷的氧化能力或汇在降低。农业生产活动强烈地影响着甲烷的源和汇。如土地利用类型的改变和土地管理，特别是自然条件下未被扰动的土壤在开垦后其氧化甲烷的能力就显著降低。欧洲的研究结果表明耕地土壤为0~1.03 mg/(m2·d)，草地为0.03~1.16 mg/(m2·d)，森林土壤为0-6.9 mg/(m2·d)。一般来说，其顺序为：耕地<草地<森林土壤，其平均氧化速率能力分别为0.28 mg/(m2·d)，0.52 mg/(m2·d)，1.51 mg/(m2·d) [4~7]。这一结果说明不同土壤对甲烷的氧化能力是不一样的，而平均氧化速率与最大氧化速率之间的差别实际上表明土壤对大气甲烷的氧化还是有很大潜力的，且土壤对甲烷的氧化作用仅有一小部分被利用或大部分能力被抑制。所以，了解土壤甲烷氧化的主要影响因素，尽可能地降低或减少抑制效应是很有必要的。在农业生产中氮肥的使用会对土壤氧化甲烷能力产生影响。Mosier等[8]第一个报道在草地上施用氮肥会抑制甲烷的氧化，年施用氮肥（NH4N03）22 kg/hm2与未施肥的草地相比甲烷氧化速率平均减少41%；不过，同一研究也指出施用氮肥对经常施氮肥的小麦地甲烷氧化没有影响。随着研究实例的增加，氮肥对土壤氧化甲烷影响相互矛盾的报道也增多。为此，本文就氮肥的施用对土壤甲烷氧化能力的影响作一简单的介绍。

1  甲烷的源和汇

包括稻田在内的湿地是大气甲烷的主要源，甲烷的其它源包括海洋、白蚁等。甲烷的人为源是与农业活动相关的稻田。此外，反刍类动物消化系统中的发酵作用也是甲烷的源。

    大气甲烷最主要的汇是在对流层与OH的氧化反应。OH是臭氧和水蒸气在紫外光作用下产生的[9]。对流层中少量的甲烷（占其总量的5%~15%）也可进入平流层，并在那里被氧化[10]。在对流层和平流层中，每年约有470 Tg的甲烷被氧化。大气甲烷的另一重要的汇是好气性的旱作土壤，这也是目前唯一已知的由生物氧化甲烷的汇。在土壤中，甲烷被氧化成二氧化碳。因为二氧化碳吸收辐射能的能力比甲烷低32倍，所以这个氧化过程是有利于环境的。每年大约有30 Tg的甲烷在土壤中氧化，占总甲烷氧化量的6%。尽管相对于对流层来说土壤作为甲烷汇小到可以忽略不记，但是如果缺少土壤这个汇将会使大气中甲烷浓度以目前增长速率的1.5倍的速度增加[11]。

2  土壤的甲烷氧化过程

土壤对甲烷的氧化是由甲烷氧化菌来完成的，甲烷氧化菌在好氧条件下利用甲烷作为唯一的碳源和能源，经过一系列的过程将甲烷氧化为二氧化碳和水。参与甲烷氧化的关键酶是甲烷单氧化酶（MMO），它是一种对底物选择性很低的酶，容易与很多化合物发生偶然的代谢作用。此外，甲烷氧化细菌氧化甲烷的过程与化能自养的硝化菌氧化氨（氨单氧化酶AMO）时的路径极为相似，且在两个过程中起催化作用的是极为相似的两个单氧化酶。其反应路径如下：

CH4 + O2 + NADH + H = CH3-OH +H2O + NAD

NH3 + O2 + XH2 = NH2-OH + H2O + X

由于氨和甲烷都能竟争MMO上的活性结合点，高浓度的氨可以把甲烷从结合点上驱赶下来，此外，甲烷氧化菌是以甲烷为唯一的碳源，且氧化甲烷比氧化氨能获的更多的能量，所以，氨的竞争导致甲烷氧化菌的生长受到抑制，使甲烷的氧化量降低。

目前已知的所有甲烷氧化菌（Methylobacter albus，Methylosinus trihosporium）都能将NH3氧化成NO2-，不过甲烷氧化菌氧化氨的速率比化能自养硝化菌低两个数量级[12]。
3  长期定位施肥对甲烷氧化的影响

利用英国洛桑实验站1843年开始的“Broadbalk小麦试验”，Hutsch等 [7]测定了无机氮肥的长期效应。结果表明甲烷氧化速率最高值出现在无氮肥处理的小区，并且当无机氮施用量由48 kg/hm2增加至每年144 kg/hm2时，土壤的甲烷氧化速率明显降低。在德国Halle的沙质黄土上一个自1878年进行的“黑麦草试验”中也获得相似的结果[4]，即无机氮N 60 kg/(hm2·a)的施用显著降低土壤甲烷氧化速率。此外，在德国Bad Lauvstädt自1902年进行的“Static施肥试验”上，也证明无机氮肥的施用对甲烷的氧化起着抑制作用[4]。

在以上这些试验和一些相关的实验中，所用的氮肥都是NH4+ 和NO3-混合物[4, 7, 8, 13~15]。为弄清铵态氮和硝太氮的不同影响，Hutsch[7]和Willison等[15]利用洛桑进行的“PARK草地试验”对这一问题进行了研究。“PARK草地试验”的不同处理自1858年以来仅施用(NH4)2SO4或NaNO3，结果表明在12个NH4+处理小区，甲烷氧化活性接近于零，而在NO3-处理区其活性很高并与未施氮肥的处理相当。例如，当施肥量均为96 kg/hm2的氮时，铵态氮和硝态氮处理小区的甲烷氧化速率分别为CH4 0.008 mg/(m2·d)和1.46 mg/(m2·d)，所以，氮肥对土壤甲烷氧化能力的影响的关键因素是NH4+而不是NO3-。与NH4+相比，NO3-对土壤甲烷的氧化不仅没有影响，可能还有一点刺激作用[16]。不过，如果为了减少对甲烷氧化的抑制而在农业生产上只用NO3-不用NH4+也会带来其它环境问题。比如，NO3-的淋溶作用增加，反硝化作用则会增加土壤N2O的排放。

土壤在长期使用NH4+后，通常改变了甲烷氧化细菌的活性。King[17]指出土壤对甲烷氧化的阈值低于大气甲烷浓度。长期使用NH4+使阈值变得很高，虽然经过在高体积分数（例如1×10-3）下几天的培养可重新建立起甲烷的氧化活性。但在田间条件下，土壤是暴露于大气甲烷环境中，所以以高浓度甲烷来处理土壤当然就没有实际意义了。长期反复施用氮肥产生的长期效应也可能是由于引起微生物区系的改变，并可能是引起微生物数量的改变而造成的[18]。

4  氮肥施用对甲烷氧化的短期影响及其机理

虽然Hutsch[7]和Willison等[15]的研究表明氮肥对土壤氧化甲烷的影响与长期施肥有关，而与土壤中的无机氮含量或近期施入氮肥的残留量无关，大量的研究仍表明铵态氮对土壤氧化甲烷有直接的影响。如Adamsen[18]，Bronson[19]，Tlustos[20]，Crill[21]，以及Boeckx等[22]对森林、草地、泥炭土、垃圾场土壤、湿地沉积物等在室内进行了培养实验，都发现NH4+对甲烷氧化有强抑制作用。在施肥的耕地上进行的研究同样显示NH4+对甲烷氧化有很强的抑制作用[23~25]。

不同肥料如NH4Cl、(NH4)2SO4和尿素等对甲烷氧化的影响是类似的，施肥后即对甲烷氧化产生80%~96%的抑制作用，而当土壤中铵离子浓度几乎为零时，其对土壤甲烷氧化速率抑制仍达20%左右[5]。Nesbit等[26]观察到在施用的NH4Cl被完全硝化后，对甲烷氧化仍有抑制作用。因此，NH4+是甲烷氧化细菌的抑制剂，且其效应是不可逆的。进一步的研究表明甲烷的氧化和氨的氧化是互相排斥的，且甲烷氧化率与硝化作用之间还存在显著的负相关[6]。通常甲烷的代谢是在NH4+的硝化作用完成后才开始进行。因为MMOs对底物的选择性很低[27]，当NH3进入土壤就被甲烷氧化菌所氧化，接下来才氧化甲烷。

以上的研究结果与Dunfield等[28]在一个有机土上的研究结果是相矛盾的，在他们的研究中，甲烷氧化细菌从抑制作用中恢复的能力依赖于NH4+浓度和足够的反应时间。在类似如他们研究所用的有机土上，自然硝化速率很高，甲烷氧化菌可能被NH4+所屏蔽。而在种植条件下，硝化作用活性可能受到抑制，尤其是在春季使用氮肥期间，由于有适宜的温度和较高的土壤湿度，从而对甲烷氧化产生了比实验室理想条件下更强的残余抑制效应。Castro等[29]报道在一个湿地松林，施用尿素[N 180 kg/(hm2·a)]的土壤对大气中甲烷的氧化速率比未施肥的控制小5~20倍。但是，也有野外研究表明施用NH4+或尿素后，对土壤甲烷氧化没有影响[19, 30, 31]。在Mosier等[8]的研究中，尿素施用深度为8或15 cm，在这种实验条件下，甲烷氧化和硝化作用可能因空间上的差异而使两过程互不影响。
土壤的阳离子交换量是影响NH4+对甲烷氧化的一个重要参数。De Visscher等[32]报道，在阳离子交换量很高的土壤上，大量施用NH4+对甲烷的氧化仅有很小的影响；而在阳离子交换量小的土壤上，施用少量的NH4+即可对甲烷氧化菌有强抑制作用。所以，阳离子交换量的差异可能是文献报道中有关NH4+对甲烷氧化影响的观察结果相互矛盾的主要原因。严格地说，只有在土壤阳离子交换量相同的条件下，NH4+对土壤甲烷氧化的影响才有可比性。

    一般来说，NO2-对所有的生物有机体都是有毒的。King等[33, 34]的研究证实，NO2-是甲烷氧化细菌的抑制剂。在对Methylobacter albus BG8和Methylosinus trichosporium OB3b的纯培养中，两者都使NH4+ 产生NO2-，甲烷氧化明显受NH4Cl 和NaNO2 的抑制。Schell等[35]对酸性森林土壤的研究中发现，NO2-比NH4+对甲烷吸收的抑制作用更强（分别为59%和42%）。这一结果与耕作土壤（pH=8.0）的培养试验是一致的：NO2-引起的对甲烷氧化的直接抑制作用是84%，当加入的氮素完全降解后会降至41%。NO2-比NH4+对甲烷有更持久而强烈的抑制效应是因为施入土壤的NH4+大约有65%的被土壤颗粒吸附，而NO2-则存在于土壤溶液中，并且对微生物产生直接的影响[5]。
虽然NO2-也是NH3在甲烷氧化细菌作用下氧化的产物，但是NO2-积累和毒害作用只有在特定条件下才会发生。即在环境中没有亚硝酸氧化菌存在下或亚硝酸盐氧化活性受到强烈抑制的酸性土壤条件下[35]。一般来说，在硝化作用能进行的土壤条件下，因NH4+或尿素的施用而产生NO2-的积累和毒害是不可能的。因为NO2-在形成后会立即被氧化且积累量很小[5]。所以，在通气性好并且pH值接近中性的土壤中，对甲烷氧化起竞争性抑制作用的是NH4+而不是NO2-。

    一些研究证明NO3-的使用不影响甲烷氧化[5, 20, 22]。但是也有例子说明NO3-对土壤甲烷氧化能力有负面影响[18, 19]。这一矛盾结果的主要原因是氮肥的不同施用量。如果NO3-的使用量与在农业生产中相当（如40 mg/kg硝态氮，相当于N 120 kg/hm2），那么施肥处理就与控制没有什么不同。但是，施用高量的化肥会改变甲烷氧化菌的渗透势。这样一来，对甲烷抑制不是来自于NO3-本身，而是来自于大量盐类的影响[28]。

    Schnell等[36]研究认为甲烷氧化菌对渗透势非常敏感，因为盐类的施用使水势力降低。有趣的是在经常施肥的土壤中，微生物表现出对渗透势的适应性调整。例如，NaCl对经常施肥的土壤甲烷氧化速率没有影响，而在相同地点未曾施过肥的土壤上对甲烷氧化抑制作用是47%[6]。在其它从未施肥的生态系统（如许多森林和草地）相信也会有相同的反应。在研究NO3-对土壤甲烷氧化的影响时，NO3-的用量是不能不考虑的因子。此外，对NO3-（和NH4+）以外的陪伴离子影响也要注意。例如，使用KNO3时就应考虑K离子的影响。因为K+能快速地从粘土矿物表面或层间交换NH4+，并使甲烷的氧化受抑制[34]。
干、湿沉降的氮素输入也影响土壤对甲烷的氧化能力。在1996年英国洛桑一个冬季谷类作物上，年总氮沉降量是43 kg/hm2，使土壤甲烷氧化率减少15%[37]。不过，在这个试验中，还原态氮和氧化态氮并未区分出来，而后者可能占总氮的80%，且不对甲烷氧化菌起抑制作用。对荷兰和芬兰针叶林的研究表明在氮沉降中，铵的量很高(占65%~93%)，且年间氮输入量约为N 50~92 kg/hm2 [35]。较高的氮沉降量常引起甲烷氧化率降低。Macdonald等[38]注意到在森林地区，年氮沉降为46 kg/hm2时，导致土壤对甲烷的氧化速率下降50%。在德国Bad Lauchstädt 地区，不同耕地氮沉淀量在1998年的平均为65 kg/hm2，最高为玉米，最低值为冬裸麦[39]。所以在自然生态系统和未施肥的处理田间实验中并非没受到氮素的影响，大气沉降而带入的氮至少在40~60 kg/(hm2·a)，这部分氮的影响必须加以考虑。

5  有机肥使用对甲烷氧化的影响
耕地土壤上长期使用农家肥料也会引起对甲烷氧化的抑制作用，但是，其影响要比使用等量的无机肥料所产生的影响要小得多[7]。在有机肥中氮存在于不同的有机化合物中，且其中一部分被限制在化合物的结构中，因此仅有一小部分可被微生物和植物所吸收。即使是添加一定数量氮素的农家肥，也只有一部分有机物中的氮易被铵化，从而不利于甲烷氧化菌。另外，在长期使用农家肥料后，微生物生物量氮是仅使用无机氮的两倍多。随着微生物生物量的增加，甲烷氧化菌的数量也能增加。
Sommer等[40]研究表明，有机肥施用后，最初是被溶解在溶液中的甲烷挥发；紧接着是短链挥发性脂肪酸被细菌降解而释放甲烷。Chadwick等[41]在草地上使用猪粪和牛粪的研究表明，甲烷释放主要源于粪便本身而非土壤。将牛粪注入耕地土壤内部所释放出的甲烷比在表土使用所释放的量要高[42]。因为在粪便注入土壤后若通气状况受到限制则会形成缺氧环境，从而缩短粪便的分解过程，增加甲烷的释放。因此，采用将粪便注入土壤来减少NH3的挥发作用时，要仔细考虑其可能带来的其它环境效应。
在放牧草地上，甲烷氧化率是未施氮肥草地的25%，这种抑制作用可能是由于动物的排泄物，其中包含NH4+或产生NH4+的化合物如尿素[16]。Flessa等[24]报道牧场土壤的甲烷排放受放牧的影响，并且观测到牛排出的大便释放甲烷，而牛小便则没有。受牛尿影响的土壤甲烷氧化速率比对照稍高，但是其氮素含量也很高（在一个放牧期相当于N 1270 kg/hm2），这与许多试验得出铵态氮肥对甲烷氧化起强抑制作用的结论相矛盾。也许其它因素如含水量或土壤pH值对尿的影响起主要控制作用。
作物残留物对甲烷氧化有不同的影响。新鲜的甜菜叶与一种质地为壤土的土壤混合即抑制甲烷氧化作用的20%，而小麦杆则对土壤甲烷氧化没有影响[5]。有机物残留物对甲烷氧化的不同影响与其w(C)/w(N)比值有关。在w(C)/w(N)比值大时（如小麦杆），氮的移动性减小而对甲烷的氧化作用没有影响，当w(C)/w(N)比值小时（如甜菜或土豆叶），氮素的矿化作用提高了，从而对甲烷氧化有强抑制作用，有时抑制可高达100%[22]。

综上所述，氮肥的施用对旱地土壤甲烷的氧化有很重要的影响作用。长期施用氮肥改变了土壤微生物区系，从而对甲烷的氧化产生影响；而短期的效果则与肥料的用量、肥料的施用对土壤其它性质的影响程度等有关；有机肥的使用则与其物理性状、氮素含量和肥料所带入的有机物有关。以上的分析还暗示，通过改变农业活动的影响方式可以增加土壤对大气甲烷的氧化能力，这对环境的持续发展和农业相关政策的制定有着重要的参考和指导意义。
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Effects of fertilization on the potential of methane oxidation in upland soil
HU Rong-gui
College of Resources and Environment, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China
Abstract: Methane is an important greenhouse gas second only to carbon dioxide and it accounts for 20% of the global warming. Methane concentration in the atmosphere increases rapidly due to the unbalance of methane sources and sinks. Soils can oxidize atmospheric methane under particular condition due to methanotroph exist in soils. However, agricultural activities impact soil methane oxidation potential. Nitrogen fertilization is one of the important factors that inhibit methane oxidation in soils. Long-term fertilization experiments showed that it was ammonium not nitrate that inhibited methane oxidation in soil. Because ammonium and methane molecule bear a similar size that leads a competing inhibition between methane and ammonium oxidation. In addition, repeated ammonium application causes a shift of soil microbes’ population and their activities. Short-term effect of nitrogen fertilization on methane oxidation may be dependent on the soil management practice, soil physical and chemical properties, and the amount of fertilizer used. Organic manure also has an impact on soil methane oxidation; however, it is dependent on the property of the organic matter and the method of the application.
Key words: methane oxidation; nitrogen fertilizer; upland soil
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