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摘要：采集闽江河口淡水芦苇(Phragmites australis)沼泽湿地土壤,添加人造海水稳定 3个月后“构造”盐度分别为 0‰、2.5‰、11‰和 22‰的湿地土壤,

以上盐度值分别位于河口区淡水、寡咸水、中咸水和多咸水沼泽湿地的盐度分区范围.室内运用微宇宙(microcosm)厌氧培养实验,并分别添加铵态氮和

硝酸盐氮,以期揭示盐度在不同形态氮输入对河口感潮沼泽湿地土壤 CH4 和 CO2 产生速率的影响的角色.盐度、施氮形态对河口沼泽湿地土壤 BG、

CBH、NAG、PHO、PEO 和 mcrA 的活性具有显著的影响,添加铵态氮和硝酸盐氮显著增加沼泽湿地不同盐度土壤的 CBH、NAG 和 mcrA 的活性.与

对照组相比,添加铵态氮显著增加淡水、寡咸水和中咸水沼泽湿地土壤 CH4 产生速率,分别增加 21.9%、23.6% 和 40.4%,但对多咸水土壤无显著影响;

添加硝酸盐氮后淡水、寡咸水、中咸水土壤 CH4产生速率分别降低 16.56%、15.56% 和 19.28%,添加硝酸盐氮显著降低多咸水湿地 CH4产生速率 19.7%.

铵态氮和硝酸盐氮输入显著增加寡咸水和中咸水土壤 CO2 产生速率,而对淡水和多咸水土壤 CO2 产生速率无影响. 施氮情景下,沼泽土壤 CH4 和 CO2

产生速率与 pH 值、土壤胞外酶活性和 mcrA 丰度呈显著正相关,与盐度、SOC、Cl−和 SO4

2−呈显著负相关.随机森林模型结果显示,施氮情景下,盐度、

NAG、SO4

2−和 pH值对 CH4和 CO2 产生速率贡献率最大.研究结果说明:氮负荷增加对于河口区不同盐度沼泽湿地土壤 CH4和 CO2产生速率的影响不

同,今后在制定减缓河口区富营养化对河口沼泽湿地温室气体排放影响的对策和措施时,应考虑到盐度梯度的影响. 
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Effects of nitrogen addition on soils production rates of CH4 and CO2 of estuarine Phragmites  australis marsh under different 
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Fujian Normal University, Fuzhou 350117, China；3.Wetland Ecosystem Research Station of Minjiang Estuary, National Forestry and 
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Abstract: In this study, we collected soil samples from the freshwater Phragmites australis marsh at the Minjiang River estuary and 

constructed wetland soils with different salinities of 0‰, 2.5‰, 11‰, and 22‰ by adding artificial seawater and stabilizing for three 

months. These salinity values correspond to the ranges of fresh, oligohaline, mesohaline, and polyhaline water zones in estuarine 

tidal wetlands, respectively. We conducted indoor microcosm anaerobic incubation experiments and meanwhile added ammonium 

and nitrate to determine role of salinity in the impact of nitrogen additions on CH4 and CO2 production in estuarine tidal marsh soils. 

The results showed that the salinity and nitrogen form had significant effects on the activities of BG, CBH, NAG, PHO, PEO, and 

mcrA, the addition of ammonium and nitrate significantly increased activities of CBH, NAG, and mcrA in the soils with different 

salinities. Ammonium addition significantly increased CH4 production rates in the fresh, oligohaline, and mesohaline water marsh 

soils by 21.9%, 23.6%, and 40.4%, respectively, but had no significant effect on polyhaline soil. Nitrate addition decreased 

CH4production rates in the fresh, oligohaline, and mesohaline soils by 16.56%、15.56% and 19.28%, respectively, although the drop 

were not significant (P>0.05), nitrate addition significantly reduced CH4production rates in polyhaline soil by 19.7%. Both 

ammonium and nitrate addition significantly increased CO2 production rates in oligohaline and mesohaline soil, while did not 

significantly change the CO2 production rates in the fresh and polyhaline soil. Under the nitrogen addition, the production rates of 

CH4 and CO2 were significantly positively correlated with soil pH, extracellular enzyme activities, and mcrA abundance, and 

significantly negatively correlated with salinity, SOC, Cl−, and SO4
2−. The results of random forest model prediction showed that  
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under nitrogen addition scenarios, salinity, NAG, SO4
2−, and pH had the greatest contribution rates to the production rates of CH4and 

CO2.Our results indicate that the impact of nitrogen input on CH4 and CO2 production rates of estuarine marsh soils varies with 

salinity. In future, we should consider the influence of salinity gradients when making the strategies and measures to mitigate impact 

of eutrophication on greenhouse gas emission. 

Key words：CH4 production rates；CO2 production rates；nitrogen addition；salinity；marsh；estuary 

 

甲烷(CH4)和二氧化碳(CO2)是导致全球气候变

暖的两个关键温室气体
[1]

.湿地贡献了全球人为和

自然源 CH4排放总量的 41%~53%,河口和沿海湿地

占全球 CH4年排放量的 7%~30%,成为大气 CH4的

重要来源
[2]

,滨海湿地年均碳积累速率高达 250~ 

500gC/m
2[3]

.河口感潮湿地是一个非稳定的“转换

器”,受环境的影响其功能在碳汇与碳源之间发生转

变
[4]

,揭示湿地土壤CH4和CO2产生速率的机制对于

科学认识湿地 CH4和 CO2排放至关重要,对于缓解

气候变化具有重要意义. 

氮输入增加是全球滨海/河口湿地面临的一个

主要的环境问题.近年来,随着人类活动的加剧,氮输

入(如农业施肥、工业废水排放等)不断增加,对湿地

生态系统的结构和功能产生深远影响
[5]

.氮输入通

过改变土壤 pH值等指标,使土壤电子受体等理化条

件发生变化,影响微生物活性,改变 CH4和 CO2的产

生和排放
[6]

.酶化学计量假设认为,氮限制决定了微

生物对氮分解酶的分配
[7-8]

,充足的氮为微生物生产

更多碳捕获酶提供了条件
[9]

.相关研究指出,氮添加

增加了湿地土壤的mcrA丰度
[10]

.氮输入是否提高湿

地 CH4与 CO2排放,增加全球气候变暖的风险,一直

受到科学界的高度关注
[11-14]

,是全球变化以及湿地

碳循环研究中亟需解决的重要科学问题之一  

[15-16]
.

目前已有的 2 个 meta 分析研究表明:氮添加后会促

进 CH4和 CO2的排放
[17-18]

,但是,较多文献研究结果

是氮输入抑制或不影响湿地 CH4 排放通量 

[19-21]
.氮

输入对 CH4和 CO2的影响不是协同的,Vivanco等
[6]

研究发现尿素和 NH4Cl 对土壤底物呼吸作用无明

显影响,但 CH4通量显著增加,CH4对氮的响应具有

复杂性和不确定性
[22]

. 

盐度作为影响河口湿地环境的一个常见胁迫

因子,可通过改变湿地的理化性质和生物群落结构

和功能,从而影响河口湿地的碳源汇功能
[23]

,调控河

口沼泽湿地的碳排放
[24]

.研究表明盐胁迫对酶活性

具有抑制作用,高盐度影响分子稳定性和蛋白质状

态
[25-27]

,直接抑制胞外酶活性
[28]

.目前,河口区湿地盐

度增加降低 CH4 产生速率这一观点基本达成共

识 

[29-31]
,但是盐度变化对 CO2 产生速率的影响结果

却存在差异
[28-32]

.然而,目前河口区盐度梯度是否会

调控氮输入对于河口沼泽湿地土壤CH4和CO2速率

的影响却未见报道.为了揭示氮输入增加对不同盐

度河口沼泽湿地土壤 CH4与 CO2产生速率的影响,

本研究采集闽江河口淡水芦苇沼泽湿地土壤,添加

不同盐度的人造海水构造出盐度不同的土壤,室内

运用微宇宙(microcosm)厌氧培养实验,并结合不同

形态氮素(铵态氮和硝酸盐氮)施加,以期揭示盐度在

氮输入增加对河口感潮沼泽湿地土壤 CH4 与 CO2

产生速率的影响中的角色.研究结果有助于明晰氮

输入对河口不同盐度沼泽湿地温室气体排放的影

响,为河口沼泽湿地生态系统的保护和管理提供科

学依据. 

1  材料与方法 

1.1  芦苇沼泽湿地不同盐度土壤的构建 

在闽江河口塔礁洲淡水芦苇沼泽湿地随机选

择 4 个距离较近的样地,2022 年夏季在每个样地用

土钻(直径 5cm,长度 30cm)随机采集 4 个土芯(0~ 

10cm).实验室剔除细根等杂物并过筛,16 个土芯充

分混合形成 1个土样,然后均分为 4份,4 份土样的理

化指标如表 1 所示.各份土样放入 4 个玻璃培养瓶

(150mL)中,分别添加用热带海水礁盐(Cnsic Marine 

Biotechnology Co., Ltd.,中国)配置的盐度分别为

0‰,5‰,18‰和 30‰的人造海水 25mL,以期构建以

下 4 个盐度范围的河口湿地土壤:淡水(<0.5‰)、寡

咸水(0.5‰~5‰)、中咸水(5‰~18‰)和多咸水(18~ 

30‰)
[33]

.加入人造海水后稳定 3个月,期间数次使用

便携式 Salt6+盐度计(Thermo Fisher Scientific,美国)

测定瓶内土样的盐度直至盐度无变化,最终形成 4

个盐度分别为 0‰、2.5‰、11‰和 22‰的土样,分

别记为 S1、S2、S3和 S4. 
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表 1  构建前 4份淡水芦苇沼泽湿地土壤理化特征 

Table 1  pH值 ysico-chemical properties of the freshwater Phragmites australis marsh soils before construction 

盐度 含水率 容重 TN TC SOC 
土样 

(‰) (%) (g/cm
3
) 

pH值 
(g/kg) (g/kg) 

C:N 
(g/kg) 

第 1份 0.00±0.00 0.71±0.13 0.89±0.04 6.48±0.08 2.14±0.09 26.4±0.81 12.34±0.36 18.49±0.72 

第 2份 0.00±0.00 0.74±0.26 0.79±0.11 6.50±0.19 1.81±0.23 22.83±2.21 12.68±0.41 17.69±1.20 

第 3分 0.00±0.00 0.74±0.04 0.83±0.04 6.37±0.21 1.85±0.07 23.29±0.22 12.61±0.48 16.01±0.61 

第 4份 0.00±0.00 0.61±0.08 0.84±0.05 6.44±0.28 2.07±0.07 25.08±1.00 12.14±0.13 17.18±1.15 

 

1.2  氮添加的微宇宙厌氧培养实验及 CH4和 CO2

产生速率的测定 

实验室微宇宙厌氧培养是目前最为常用的湿

地 CH4和 CO2产生速率的测定方法.厌氧环境主要

通过氮气置换实现,土壤样品多用鲜土
[34]
配置为泥

浆. 本研究利用实验室微宇宙厌氧培养,并结合氮

添加揭示氮负荷增加对河口沼泽湿地土壤 CH4 和

CO2产生速率的影响.称取 S1、S2、S3和 S4 四个盐

度下的鲜土(25g),分别放入 150mL 玻璃培养瓶内,并

按照水土体积比 1:1 比例分别加入 25mL 的去离子

水、NH4Cl和 KNO3溶液,设置对照处理、铵态氮输

入处理、硝酸盐氮输入处理 3个处理.每个处理设置

4个重复(总计48个培养样品).氮输入参照Mou等
[35]

和 Kim 等
[36]
设置为输入 100mg N/kg drysoil 的

KNO3和 NH4Cl.震荡 30min充分混合均匀后密封瓶

口,使用两根注射针注入高纯氮气(N2)排出瓶内气

体,洗气过程持续 6~10min 使瓶内形成厌氧状态
[32]

,

并立即测定瓶内 CO2和 CH4 浓度作为初始浓度.培

养箱温度设置为 25℃ ,连续培养 15d,分别在第

1,3,7,15d 测定 CO2和 CH4浓度.每次抽气前将培养

瓶放入震荡器 200r 震荡 30min,使瓶内 CO2和 CH4

浓度均衡 ,抽取瓶内 5mL 气体 ,使用气相色谱仪

(Shimadzu,GC-2010,Japan)测定 CO2和 CH4浓度,在

气体采集后立即补充等量氮气保持瓶内气压平衡,

根据公式(1)计算 CO2和 CH4产生速率
[37]

: 

 
d 273

d 273

H

s

VM c
P

v t W T
= ⋅ ⋅ ⋅

+

 (1) 

式中:P为 CO2或 CH4产生速率,CO2:mg/(g·d); CH4: 

μg/(g·d); M为 CO2或 CH4的摩尔质量,CO2:44g/mol, 

CH4:16g/mol; V 是大气标准状态气体摩尔体积 , 

22.4L/mol; dc/dt 是单位时间内气体浓度的变化

率 ,CO2:μL/(Ld);CH4:mL/(Ld),且只有在回归系数

R
2
>0.9 时视为有效数据;VH 为培养瓶上部空间气体

体积,L;WS 为培养瓶内干土重[鲜土重×(1−土壤含水

率)],g; T为培养温度,ºC. 

1.3  氮添加处理后土壤理化指标的测定 

氮添加培养实验结束后(第 15d),采集不同氮添

加处理培养瓶内的土壤样品,测定 pH 值、盐度、

NO3
–
、NH4

+
、SO4

2−
、Cl

−
、TC、TN 和 SOC 含量

等指标 .运用 pH 值 400 便携式土壤 pH 值计

(Spectrum Technologies Inc,美国)测定土壤 pH值;运

用失重法在 105℃烘干至恒重测定土壤含水率
[38]

;

使用便携式 Salt6+盐度计(Thermo Fisher Scientific,

美国)测定土壤盐度.土壤 NO3
–
和 NH4

+
浓度测定:土

样用 2mol/L KCl 浸提,运用 SAN
++
连续流动注射分

析仪测定(Skalar Analytical SAN
++

,荷兰);土壤 SO4
2−

和 Cl
−
浓度测定:水土比 1:10,170r/min 转速震荡 4h, 

3400r/min 的速度离心 6min 提取上清液用 0.45μm

孔径的聚醚砜水相滤头过滤, 运用 ICS-2100 型离

子色谱仪(赛默飞世尔科技公司,美国)测定.全碳(TC)

和全氮(TN)采用碳氮元素分析仪(Elementar Vario 

MAX CN,德国)测定;土壤有机碳(SOC)使用碳氮元

素分析仪器(Elementar Vario MAX,德国,碳素检测限

为 0.01mg)测定,测定前先用浓度为 0.5mol/L
 
HCl 去

除土壤/沉积物中的无机碳,后用蒸馏水洗至中性并

风干研磨,过 0.15mm 筛. 

1.4  氮添加处理后土壤酶活性的测定 

氮添加培养实验结束后(第 15d),收集培养瓶内

土样,测定相关的土壤胞外酶活性.土壤胞外酶活性

测定参考 Saiya-Cork 等
[39]
的实验方法.3 种水解酶

活性:β-葡萄糖苷酶(BG)、纤维素水解酶(CBH)、

β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶(NAG)用伞形酮(MUB)

作为标示底物来测定.2 种氧化酶活性:酚氧化酶(PH

值 O)、过氧化物酶(PEO)用 L-羟苯丙氨酸(DOPA)

作为标示底物来测定,最后水解酶与氧化酶分别通

过荧光度进行测定.具体操作步骤:取 3g 过 0.25mm

筛的鲜土,加入125mL浓度为50mmol/L的醋酸盐缓

冲液(pH 值 5.0),用磁力搅拌器搅拌 5min 使其均质
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化,随后静置.移液枪吸取200μL层清液,移入96孔微

孔板(Perkin Elmer, Inc 美国),按要求加完样后,测定

水解酶,将微孔板置于黑暗中 20℃孵育 4h 后,加入

10μL/mol L NaOH,待停止反应,使用美国 Synergy 

H4多功能酶标仪(设置为 365nm 激发光谱和 450nm

荧光扫描滤片)检测荧光度,单位为 nmol/(g·h).测定

氧化酶将微孔板置于黑暗中 20℃孵育 18h,使用配

置 450nm吸光度的美国 Synergy H4多功能酶标仪

来测定胞外酶活性,单位为 μmol/(g·h). 

1.5  氮添加处理后土壤 mcrA丰度的测定 

氮添加培养实验结束后(第 15d),收集培养瓶内

土壤样品,使用土壤 DNA 提取试剂盒(天根生化科

技,北京)对土壤样品进行 DNA 提取,选取产甲烷菌

的mcrA功能基因进行实时荧光定量PCR分析,反应

在定量 PCR 仪(iCycler iQ5BioRad,美国)上进行.实

时 PCR 检测的前后引物分别为:F-mcrA(5′-GGTG- 

GTGTMGGDTTCACMCARTA-3′) 和 R-mcrA(5′- 

CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT-3′)
[40]

.反应体

系为 18μL,包括前后引物(10(μL)各 0.5μL, 2×Taq 

MasterMix 10μL,水 7μL.将质粒标准品从 10
1
~10

5
进

行 10 倍梯度稀释,每个梯度取 2uL 模板建立标准曲

线,标准曲线方程R
2
=0.99.测试过程委托北京奥维森

基因科技有限公司完成. 

1.6  数据分析 

文中 Pearson 相关分析、方差分析和线性回归

分析等统计分析均采用 SPSS 26.0软件完成.首先检

验数据的正态分布和方差齐次性,不符合正态分布的

数据需进行置换而后再分析.运用 Origin 8.0、R语言

对数据进行作图和计算.土壤理化性质、碳氮含量、

酶活性、微生物丰度和土壤 CH4与 CO2产生速率指

标的图和表中数值均以平均值 (Mean)±标准差

(Standard deviation)表示. 

2  结果与分析 

2.1  氮添加对淡水—多咸水沼泽湿地土壤胞外酶

活性、mcrA丰度的影响 

 

图 1  氮输入对淡水—多咸水沼泽湿地土壤胞外酶活性、mcrA丰度的影响 

Fig.1  Effects of nitrogen addition on extracellular enzyme activities and abundance of mcrA of the estuarine freshwater-polysaline 

marsh soils. Different lowercase letters above the columns indicate significant differences between treatments within the same 

salinity (P<0.05) 

不同的小写英文字母表示同一盐度下的不同处理之间显著性差异,P<0.05,下图相同 

添加铵态氮、硝酸盐氮对各盐度土壤 BG活性

影响均不显著.添加铵态氮显著增加淡水、寡咸水和

中咸水土壤 CBH 活性,淡水、寡咸水、中咸水的对

照 组 CBH 活 性 分 别 为 (5.48±0.02),(4.6±0.46), 

(3.63±1.11)nmol/(g·h),添加铵态氮 CBH 活性分别增

加 41.9%、45.8%、55.9%,然而对多咸水湿地土壤无

影响.添加硝酸盐氮显著增加淡水土壤CBH的活性,

淡水的对照组 CBH 活性为(7.17±2.00),添加硝酸盐
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氮 CBH 活性增加 60.9%,对寡咸水、中咸水和多咸

水均无影响.添加铵态氮显著增加淡水到多咸水土

壤 NAG的活性,淡水到多咸水的对照组活性分别为

(7.28±0.06),(5.8±0.64),(3.8±0.64) 和 (1.2±0.39)nmol/ 

(g·h),添加铵态氮后分别增加 24.5%、44.4%、57.7%、

94.3%.添加硝酸盐氮增加淡水、寡咸水 NAG 的活

性 ,淡水、寡咸水的对照组 NAG 活性分别为

(7.28±0.06)和(5.8±0.64) nmol/(g·h),添加硝酸盐氮增

加 7.8%、6.5%,对多咸水无影响.添加铵态氮分别增

加和降低了寡咸水和中咸水土壤 PHO 活性,寡咸水

和中咸水的对照组 PHO 活性分别为(0.67±0.09), 

(0.13±0.02)nmol/(g·h),添加铵态氮分别降低和增加

49.3%和 17.1%.添加硝酸盐氮分别降低和增加淡水

和多咸水土壤 PHO 活性,淡水和多咸水的对照组

PHO活性分别为(1.14±0.16)和(0.3±0.02) nmol/(g·h),

添加硝酸盐氮 PHO 活性分别降低 26.1%和增加

133.8%.铵态氮和硝酸盐氮输入均显著降低淡水至

多咸水土壤 PEO 活性,淡水至多咸水的对照组 PEO

活性分别为 (2.86±0.17),(2.26±0.22),(2.13±0.62)和

(1.86±0.19) nmol/(g·h),添加铵态氮分别降低 32.5%、

44.1%、37.4%、25.6%;添加硝酸盐氮分别降低

50.2%、58.3%、197.9%、125.9%(图 1). 

淡水、中咸水和多咸水土壤对照组 mcrA 活性

分 别 为 (3.05±0.66),(2.19±0.39),(0.96±0.3)copis* 

10
4
/g,添加铵态氮分别显著增加 57.8%、117.3%和

50.6%;硝酸盐氮的输入对土壤 mcrA 丰度无显著影

响.土壤盐度、施氮形态及其交互作用对河口芦苇沼

泽湿地土壤胞外酶活性和甲烷产生功能基因 mcrA

丰度影响的双因子方差分析结果表明:盐度、施氮形

态对河口沼泽湿地土壤 BG、CBH、NAG、PHO、

PEO 和 mcrA 的活性具有显著的影响;淡水土壤

CBH、PHO和 PEO活性最高(表 2). 

表 2  盐度、施氮形态及其交互作用对土壤胞外酶活性、mcrA丰度影响的双因素方差分析 

Table 2  Two-way ANOVA on the effects of salinity, nitrogen addition forms, and their interaction on soil extracellular enzyme 

activity and mcrA abundance 

BG [nmol/(g·h)] CBH [nmol/(g·h)] NAG [nmol/(g·h)] 
因素 

F P F P F P 

盐度 32.52 <0.001 52.17 <0.001 226.95 <0.001 

氮形态 5.45 <0.01 14.93 <0.001 44.02 <0.001 

盐度*氮形态 0.39 0.88 2.70 <0.05 2.34 0.052 

PHO [nmol/(g·h)] PEO [nmol/(g·h)] mcrA [copis×104/g] 
因素 

F P F P F P 

盐度 362.89 <0.001 73.27 <0.001 14.05 <0.001 

氮形态 5.44 <0.01 85.86 <0.001 11.95 <0.001 

盐度*氮形态 7.90 <0.001 2.39 <0.05 0.99 0.45 

 

2.2  氮添加对淡水—多咸水沼泽湿地土壤 CH4 与

CO2产生速率的影响 

添加铵态氮显著增加淡水、寡咸水和中咸水土

壤 CH4产生速率,淡水、寡咸水和中咸水的对照组土

壤 CH4 产生速率分别为 (4.2±0.36), (3.59±0.30), 

(2.74±0.35)ng/(g·d),添加铵态氮 CH4 产生速率分别

增加 21.9%、23.6%、40.4%,多咸水对照组土壤 CH4

产生速率为(2.55±0.26)ng/(g·d),添加铵态氮对多咸

水土壤 CH4产生速率无影响.添加硝酸盐氮后淡水、

寡咸水和中咸水土壤 CH4 产生速率分别下降

16.56%、15.56%和 19.28%,但变化不显著(P>0.05);

添加硝酸盐氮处理显著降低多咸水土壤CH4产生速

率 19.7%(图 2). 

添加铵态氮显著增加寡咸水和中咸水土壤 CO2

产生速率,寡咸水和中咸水的对照组土壤 CO2 产生

速率分别为 (15.18±2.87),(14.65±2.38)μg/(g·d),添加

铵态氮 CO2产生速率分别增加 19.4%和 13.1%,淡水

和多咸水对照组土壤 CO2 产生速率分别为(17.65± 

1.92)和(12.33±1.59)μg/(g·d),添加铵态氮对淡水和多

咸水土壤 CO2 产生速率无影响;添加硝酸盐氮显著

增加寡咸水和中咸水土壤 CO2 产生速率,分别增加

37.3%和 19.9%,然而对淡水和多咸土壤 CO2产生速

率无影响.(图 2). 

土壤盐度、施氮形态及其交互作用对河口芦苇

沼泽湿地土壤CH4和CO2产生速率影响的双因子方

差分析结果表明:土壤盐度、施氮形态以及两者的交

互作用均对土壤CH4和CO2产生速率产生显著的影

响;添加氮对 CO2产生速率具有显著影响,然而土壤
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盐度以及盐度和施氮形态的其交互作用对于土壤 CO2产生速率无显著的影响(表 3). 

 

图 2  氮输入对淡水-多咸水梯度沼泽湿地土壤 CH4和 CO2产生速率的影响 

Fig.2  Effects of additions of nitrate and ammonium on production rates of soil CH4 and CO2 of the estuarine freshwater-polysaline 

marsh soils. Different lowercase letters above the columns indicate significant differences between treatments within the same 

salinity (p < 0.05) 

表 3  盐度、施氮形态及其交互作用对 CH4与 CO2产生速率

影响的双因素方差分析 

Table 3  Two-way ANOVA on the effects of salinity, 

nitrogen addition forms, and their interaction on CH4  

and CO2 production rates 

因素 CH4[ng/(g·d)] CO2[µg/(g·d)] 

Factors F P F P 

盐度 92.66 <0.001 15.68 <0.001 

氮形态 70.55 <0.001 8.02 <0.001 

盐度*氮形态 3.00 <0.05 0.62 0.71 

 

2.3  氮添加情景下 CH4与 CO2产生速率与土壤因

子的相关关系 

氮输入增加情景下芦苇沼泽湿地土壤 SO4
2−
、

NH4
+
含量对土壤 CH4产生潜力的贡献度最高,分别解

释 16.60%、15.00%的土壤CH4产生速率的变化,其次

是Cl
−1
、pH值、PHO及PEO分别解释13.20%、13.10%、

11.00%和 9.90%的土壤 CH4产生速率的变化.NAG、

盐度对沼泽湿地土壤 CO2产生潜力的贡献度最高,分

别解释 14.00%、13.80%和 10.70%的土壤CH4产生速

率的变化,其次是 PHO、BG和 TN,分别解释 10.70%、

8.80%和 7.10%的土壤 CH4产生速率的变化(图 3). 

 

图 3  氮添加情景下河口沼泽土壤 CH4和 CO2产生潜力影响因子的相对重要性的随机森林分析结果 

Fig.3  Results of random forest analysis of the relative importance of factors influencing CH4 and CO2 production rates in estuarine 

marsh soils under nitrogen inputs 

*表示 P<0.05, **表示 P<0.01 
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土壤 CH4和 CO2产生速率与环境因子和生物

因子之间的相关关系如图 4所示.施加铵态氮组(图

4(a)),CO2产生速率与 PH值、BG、CBH、NAG和

PHO呈显著正相关,与 EC、SOC、Cl
−
和 SO4

2−
呈负

相关;CH4产生速率与 pH 值、BG、CBH、NAG、

PHO和 mcrA呈显著正相关,与 EC、TC、Cl
−
、SO4

2−

呈显著负相关. 施加硝酸盐氮组(图 4(b)),CO2产生

速率与 pH 值、NO3

−
、BG、CBH、NAG 和 PHO

呈显著正相关 ,与 Cl
−
、EC 和 SO4

2-
呈显著负相

关;CH4产生速率与 pH值、NO3

−
、BG、NAG、PHO

和 mcrA 呈显著正相关,与 EC、Cl
−
、SO4

2−
呈显著

负相关. 

 

图 4  施氮情景下河口沼泽土壤 CH4和 CO2产生速率与影响因子的相关性 

Fig.4  Correlation of between CH4 and CO2 production rates and impact factors of estuarine marsh soils under nitrogen application scenarios 

氮添加情景下沼泽湿地土壤甲烷产生速率与

土壤理化指标以及微生物因子的线性拟合关系见

图 5和图 6.土壤 CH4产生速率与 NO3

−
、Cl

−
、BG、

CBH、NAG、PHO、PEO、mcrA、pH 值及 TN 呈

显著正相关关系;与 NH4

+
、SO4

2−
、EC 和盐度呈显

著负相关关系.土壤 CO2产生速率与 NO3

−
、NAG、

PHO、mcrA呈显著正相关关系;与 NH4

+
、Cl

−
、SO4

2−
、

EC及盐度呈现显著负相关关系. 
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图 5  氮输入情景土壤 CH4产生速率与主要影响因子的相关线性回归拟合图 

Fig.5  Linear regression of soil CH4 production rates with major impact factors for the nitrogen addition 

 

图 6  氮输入情景下土壤 CO2产生速率与主要影响因子的相关线性回归拟合图 

Fig.6  Linear regression of soil CO2 production rates with major impact factors for the nitrogen addition 
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3  讨论 

3.1  氮负荷增加对不同盐度沼泽湿地土壤胞外酶

活性和 mcrA丰度的影响 

土壤胞外酶活性在湿地生态系统物质循环中

扮演着重要角色
[41]

,受土壤物理、化学和生物性质的

调控,对全球变化的响应显著
[42]

.土壤胞外酶活性受

可利用态碳氮计量比调控,微生物为维持自身元素

比的稳定性,会根据土壤可利用态底物化学计量比

分配代谢过程中的养分和能量,从而改变土壤酶的

计量关系
[43-44]

.本研究发现,施加铵态氮与硝酸盐氮

后,土壤中 BG、CBH 与 NAG 活性均上升,PHO 和

PEO 活性下降,说明氮输入后,充足的氮输入能够增

强微生物对碳资源的利用率,提高碳获取酶土壤胞

外酶的合成和分泌与土壤的养分状态
[45]

,同时也降

低了微生物获取营养的总能量消耗.Jian 等
[46]

利用

65 篇研究氮添加对酶活性的影响的文章进行 meta

分析,结果表明氮添加通常会促进水解酶活性,尤其

是 BG 与 CBH 在施氮后显著增加,这与本研究的结

果一致.并且,由于微生物生产氧化酶所需能量高于

水解酶,氮添加后促进水解酶分泌的同时也会抑制

氧化酶的产生
[47]

,导致 PHO 和 PEO 活性下降.本研

究发现,氮添加后,土壤酶活性与 TC 和 SOC 均呈负

相关关系(图 4),说明土壤碳底物含量与酶活性之间

的相互影响关系,碳可利用性高通常会促进微生物

生物量的增加,通常碳分解酶会随着微生物可利用

碳底物的减少而降低[28]
.土壤 pH值是控制微生物主

要影响因素之一
[48]

,本研究中土壤酶活性与土壤 pH

值呈现正相关关系(图 4),说明氮添加导致土壤 pH

值发生变化,造成微生物丰度与群落结构会发生显

著变化.同时,本研究发现,铵态氮对 BG、CBH 活性

的促进作用均高于硝酸盐氮,可能是因为铵态氮更

易被微生物直接利用,减少氮获取的能量成本,氮添

加后减少微生物对有机氮降解的依赖,使其更多分

泌水解酶用于碳降解.此外,本研究中土壤酶活性与

土壤盐度呈现负相关关系(图 4),土壤 5 种胞外酶活

性在寡、中及多咸水中活性均下降,说明在不受其他

环境因子调控时 ,盐度是影响酶活性的主导因

素.Dang等
[26]
的研究也表明,盐胁迫对酶活性具有抑

制作用,高盐度可以通过影响分子稳定性和蛋白质

状态,直接抑制胞外酶活性
[48]

. 

本研究发现 ,施加铵态氮后各盐度湿地土壤

mcrA 丰度显著增加,本研究结果与 Yin
[10]
研究结果

一致.氮添加增加了湿地土壤 mcrA 丰度,碳/氮含量

是影响产甲烷菌的关键因素.本研究中 mcrA丰度与

TN、TC 呈现出相关关系(图 4),说明底物对于微生

物起关键作用,底物的消耗直接反应产甲烷菌活性;

本研究中 mcrA 丰度与土壤 pH 值呈现正相关关系

(图 4),可推测是由于施加铵态氮后导致土壤 pH 值

增加至产甲烷菌适宜生长范围.一般认为硝酸盐氮

作为微生物代谢过程中的电子受体,硝酸盐氧化分

解有机质发生在甲烷产生之前,因此通过降低底物

可利用性,以及中间产物(如亚硝酸盐)毒害甲烷产生

菌
[49-50]

,可能降低产甲烷菌丰度.研究中施加硝酸盐

氮未显著影响湿地土壤 mcrA丰度,这一结果的原因

尚不清晰.本研究发现,随着盐度增加,不同氮处理下

的mcrA丰度均降低,这与其他研究结果一致,湿地土

壤产甲烷菌受到盐度的直接影响
[51]

.Vallcro 等
[43]
认

为,盐度的增大可能影响厌氧发酵过程中电子受体

的供应,导致产甲烷菌可利用底物发生变化从而影

响其群落结构.根据本研究结果(图 4), mcrA 丰度与

EC 呈现出显著的相关性,表明湿地土壤盐度仍然是

一个影响湿地产甲烷菌群落结构和数量的重要环

境因子. 

3.2  氮负荷增加对河口沼泽湿地土壤 CH4和 CO2

产生的影响 

不同形态氮输入对湿地土壤CH4速率产生的影

响不同
[22]

.本研究发现,添加铵态氮显著增加淡水、

寡咸水和中咸水土壤 CH4 产生速率,以及寡咸水和

中咸水土壤 CO2 产生速率;而添加硝酸盐氮降低淡

水至多咸水土壤 CH4 产生速率,增加寡咸水和中咸

水土壤 CO2 产生速率.氮添加可以通过影响土壤理

化性质,如土壤 pH值和 TN 含量,以及微生物多样性

和微生物功能基因的丰度等
[32]

,因而对土壤 CH4 和

CO2 速率产生影响.铵态氮输入增加氮的可利用性,

改变植被的构成和提高其生产力,促进有机质的输

入
[52]

,激发效应促进微生物活性,进而加速土壤有机

碳的分解过程
[53]

,刺激整个碳循环过程以及促进

CH4与 CO2产生.Zhao等
[54]
研究发现:滨海沼泽湿地

CH4和CO2的排放通量分别受到土壤碳水分解酶活

性以及产甲烷菌的主要影响,Tollefson 等
[55]也研究

证明了微生物对湿地 CH4排放量的贡献率达 85%.
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在本研究中添加铵态氮增加 CBH、NAG 和 mcrA

活性,且 CH4和 CO2产生速率与 CBH、NAG和mcrA

丰度呈正相关关系,说明碳循环相关胞外酶活性的

增加促进碳的分解
[56]

,增加土壤 CH4和 CO2产生速

率.Yuan 等
[57]
研究外来植物入侵滨海湿地后 CH4产

生速率的增加与 mcrA 基因的增加同步;以及 Kim

等 

[37]
研究表明氮输入后 mcrA 丰度的增长是导致裸

滩(45%)和碱蓬沼泽(3500%)的CH4排放量显著增加

的主要原因之一,说明氮限制条件下,氮输入可以促

进 mcrA的活性与 CH4产生速率. 

一般认为:硝酸盐氮输入对湿地土壤 CH4 产生

速率具有抑制作用
[19-21]

.本研究中,添加硝酸盐氮后

淡水、寡咸水、中咸水土壤 CH4产生速率分别降低

16.56%、15.56% 和 19.28%,添加硝酸盐氮后多咸水

湿地 CH4产生速率显著降低 19.7%.在本研究中,氮

输入后土壤 CH4 与土壤 pH 值呈显著正相关,说明

pH 值可能影响湿地植物对于氮素的吸收、甲烷产

生底物的供给[58]
以及土壤微生物群落结构

[59-60]
,进

而调控土壤 CH4产生速率.本研究中,添加硝酸盐氮

土壤 NO3
-

与 CO2的产生速率呈显著性正相关,说明

硝酸盐氮添加后 NO3
-

浓度增加,反硝化和硝酸盐还

原过程增强,促进了有机质厌氧分解并产生 CO2. 

盐度是调控滨海湿地生态系统土壤氮循环过

程的关键因素,土壤盐碱化可以通过影响氮循环微

生物的群落结构和功能
[61]

,或改变非生物因素
[62]

,从

而影响土壤氮循环过程.本研究发现,添加硝酸盐氮

降低淡水、寡咸水和中咸水土壤 CH4产生速率,但不

显著,而在多咸水情景下显著降低土壤 CH4 产生速

率.仝川等[22]
认为氮输入可以通过多种影响机制,如

微生物氮素供给、离子毒害和胁迫等来影响 CH4代

谢微生物.因此,在淡水、寡咸水和中咸水情景下,硝

酸盐氮的添加可能对微生物群落结构影响较小,或

微生物群落具有一定的适应性,使得 CH4 产生菌的

活性未受到显著抑制,而在多咸水土壤,硝酸盐氮输

入则更能减少甲烷产生底物的可利用性
[63]

;并且在

多咸水土壤中,高盐环境可能导致土壤氧化还原条

件更加复杂,硝酸盐氮的添加可能通过改变氧化还

原电位,抑制 CH4的产生
[64]

.Neubauer等
[28]
研究得出

高盐度可以通过影响分子稳定性和蛋白质状态,硝

酸盐氮输入则直接抑制 PHO和 PEO活性,从而导致

土壤 CO2产生速率降低. 

4  结论 

4.1  氮添加对多咸水沼泽湿地土壤 CH4 产生速率

的影响与对淡水、寡咸水和中咸水沼泽湿地的影响

不同.铵态氮添加显著增加淡水、寡咸水和中咸水沼

泽湿地土壤 CH4 产生速率,然而对多咸水沼泽湿地

土壤 CH4产生速率无影响.硝酸盐氮添加后淡水、寡

咸水和中咸水湿地土壤 CH4 产生速率有所下降,但

变化不显著,硝酸盐氮添加显著降低多咸水湿地土

壤 CH4 产生速率.铵态氮和硝酸盐氮添加均显著增

加寡咸水和中咸水沼泽湿地土壤 CO2 产生速率,而

对淡水和多咸水沼泽湿地无显著影响. 

4.2  铵态氮和硝酸盐氮添加显著增加不同盐度沼

泽湿地土壤的 BG、CBH和 NAG的活性. 

4.3  氮添加情景下, SO4
2−
、NH4

+
含量对土壤 CH4

产生速率的贡献度最高, NAG、盐度对沼泽湿地土

壤 CO2 产生速率的贡献度最高.添加铵态氮情景

下,CO2产生速率与 pH值、BG、CBH、NAG和 PH

值 O呈显著正相关,与 EC、SOC、Cl
−
和 SO4

2−呈负

相关; CH4产生速率与 pH值、BG、CBH、NAG、

PHO和 mcrA呈显著正相关,与 EC、TC、Cl
−
、SO4

2-

呈显著负相关. 添加硝酸盐氮情景下, CO2 产生速

率与 pH值、NO3
−
、BG、CBH、NAG和 PHO呈显

著正相关,与 Cl
−
、EC 和 SO4

2-呈显著负相关; CH4

产生速率与 pH值、NO3
−
、BG、NAG、PHO和 mcrA

呈显著正相关,与 EC、Cl
−
、SO4

2−呈显著负相关. 
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