生物质炭对水稻土中脱氢酶活性和铁还原过程的影响
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摘要：为探究添加生物质炭对淹水稻田体系脱氢酶活性及土水界面铁还原过程的影响，选择2种不同地区水稻土，采用土壤泥浆厌氧培养试验方法，分析了添加不同粒径生物质炭后泥浆培养体系中脱氢酶活性、pH以及Fe(Ⅱ)浓度的变化。结果表明：生物质炭能够提高水稻土厌氧培养体系的脱氢酶活性、促进微生物铁还原进程。脱氢酶活性和铁还原能力随着生物质炭粒径的减小而增大。未添加生物质炭的处理中，两种水稻土脱氢酶活性最大为3.13、2.60 µg/(ml·g·min)，Fe(Ⅱ)累积量最高为8.07、7.44 mg/g；通过添加生物质炭，培养体系脱氢酶活性最大达4.35、4.18 µg/(ml·g·min)、Fe(Ⅱ)累积量最高为9.01、8.18 mg/g。典范对应分析显示水稻土初始pH与最大铁还原潜势及达到最大铁还原速率对应的时间极显著相关，表明生物质炭对铁还原过程的影响因土壤性质不同而存在差异；脱氢酶活性（DHA）、Fe(Ⅱ)累积量之间呈现极显著的相关关系，两者在培养过程中相互促进。
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Abstract：To investigate the effect of biochar on dehydrogenase activity and iron reduction in paddy soil，two kinds of paddy soil in different areas were anaerobically incubated under the addition of biochar with different partical sizes. Changes of dehydrogenase activity，Fe(Ⅱ) concentration and pH were determined during incubation. Results showed that biochar promoted dehydrogenase activity and microbial Fe(Ⅲ) reduction. Dehydrogenase activity and iron reduction potential in paddy soils increased with the decrease of the biochar practical sizes. Dehydrogenase activity was 3.13 and 2.60 µg/(ml·g·min)，and Fe(Ⅱ) concentration was 8.07 and 7.44 mg/g without adding biochar in two paddy soils，respectively. With adding biochar，dehydrogenase activity arrived at 4.35 and 4.18 µg/(ml·g·min)，and Fe(Ⅱ) concentration was 9.01 and 8.18 mg/g. CCA showed a significant correlation between initial pH of paddy soils and iron reduction potential，which indicated that the effect of biochar on iron reduction was different due to the disparity of soil property. Dehydrogenase activity and Fe(Ⅱ) concentration showed a significant correlation，and both of them promoted each other during incubation.
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生物质炭作为我国目前农林废弃物再生利用途径之一，受到很多学者关注，它在土壤修复、大气环境改善以及农作物生产等方面都具有显著的作用[1-6]。土壤微生物作为土壤碳库中最活跃的部分，它对生物质炭施用的响应也更为敏感[7]。已有研究发现，生物质炭具有比表面积大、孔隙多、稳定性强、碳含量高、灰分含量高等特点，不仅可以改变土壤中的离子平衡、调节盐基离子的浓度和pH值，还能够对土壤微生物的生长、发育和代谢活动产生一定的影响[8, 9]，进而改变土壤中微生物的群落结构、影响细菌和真菌的丰度[10]。
脱氢酶活性与土壤中微生物的活性及种群信息密切相关。脱氢酶作为催化有机质分解的关键酶，其活性在生态学上的意义主要表现在两方面：首先，它能基本反映出微生物的数量和活性，可以作为反映森林土壤和贫瘠土壤有机质含量与微生物活性差异的敏感指标；其次，脱氢酶活性的变化可以反映有机质的状态，是表征有机物转化稳定性的最佳参数之一[11]。在稻田的干湿交替变化中，脱氢酶活性也是表征环境氧化还原状态的一个重要参数。由微生物介导的异化铁还原过程在稻田土壤厌氧环境中占据重要地位，添加生物质炭后，能够在一定程度上促进水稻土中氧化铁还原的进程[12]。当Fe(Ⅱ)浓度在91~345 mg/L时，脱氢酶表现出较高活性[13]。脱氢酶参与微生物代谢有机质的过程，使有机质脱氢，通过氢酶的重氧化作用下产生H2[14]，而H2可以为Fe(Ⅲ)还原过程提供电子并供微生物生长和还原Fe(Ⅲ)[15]。
本文选取两种典型水稻土，采用厌氧泥浆培养的方法，添加不同粒径的生物质炭，通过对培养过程中脱氢酶活性和铁还原能力变化的分析，探究生物质炭对水稻土中微生物过程的影响，为阐述生物质炭在水稻土中的作用机理提供必要的理论依据。
1 材料与方法
1.1供试土壤
供试水稻土分别于2011年9月采自吉林省永吉县万昌镇朱家村二队（用JL表示）和2011年10月采自天津市宝坻区大钟庄镇（用TJ表示）。采集0～20 cm的耕层土样，自然风干，磨细，过1 mm土壤筛。供试水稻土的基本性质分别为：有机质含量37.99、33.48 g/kg，全氮含量2.35、2.95 g/kg，无定形氧化铁含量4.11、3.55 g/kg，游离铁含量为9.85、14.49 g/kg，水稻土pH（1:5）为6.21、8.09。
1.2 供试生物质炭
试验所用的生物质炭为林果木枝条生物炭，购于陕西亿鑫能源科技有限公司。生产工艺流程为干燥除水，挤压成形，装釜加热（550 ℃，6～8 h）和停火冷却。生物炭基本组成中C、H、N和灰分含量分别占81.13%、2.36%、0.69%、2.67%。
1.3 试验处理设置及培养体系
淹水培养试验于2015年7月开始进行。在土壤泥浆厌氧培养试验中，称取过筛风干土样3.000 g若干份，置于容积为10ml的血清瓶内。向两种水稻土土中分别添加粒度为<0.25 mm、0.25～0.5 mm、0.5～1.0 mm、1.0～2.0 mm、2.0～3.0 mm和3.0～5.0 mm 的生物质炭，添加量均为土样质量的4%，并设空白对照。按液土比为1:1加入去离子水，充氮除氧，加盖密封，于30 ℃下恒温培养，定期采集样品。
1.4采样及检测方法
脱氢酶活性（DHA）测定采用TTC（2，3，5-氯化三苯基四氮唑）分光光度法[16]。将取出的样品充分涡旋混匀后取1 ml样品溶液置于含有2 ml Tris-HCl缓冲液（pH =8.4）、0.5 ml 3.6 mg/ml Na2SO3溶液及0.5 ml 1% TTC溶液的离心管中，重复3组，充分摇匀，于37 ℃恒温水浴反应15 min后加入0.4 ml甲醛终止反应。再加4 ml无水乙醇作为萃取剂，37 ℃恒温避光200 r/min振荡10 min。离心取上清液（3500 r/min，5 min），于480 nm下测定TTC接受H+后被还原为TF（三苯基甲臜）的吸光度。为消除生物质炭吸附作用对显色结果的影响，通过计算生物质炭对TF的吸附率进行DHA测定值的校正。按照标准溶液的制备方法配置一定量的TF溶液，分别称取0.014 g不同粒径的生物质炭于离心管中，加入8 ml TF溶液，以不添加生物质炭作为对照，震荡吸附30 min，取滤液于480 nm处测定吸光度。分别计算不同粒径生物质炭对TF的吸附率，以样品的测定值除以对应粒径生物质炭的吸附率进行校正。
Fe(Ⅱ)浓度测定采用邻菲罗啉分光光度法[17]。采样前将样品用涡旋仪充分混匀，吸取1 ml样品溶液置于含4 ml 0.5 mol/L盐酸溶液的带盖聚乙烯管中，30 ℃浸提24 h。测定时，于3500 r/min离心15 min，取1 ml上清液至50 ml容量瓶，用5 ml 1 mol/L NaAc调控pH，加1 ml 1mg/ml邻菲罗啉溶液显色，定容后于510 nm测定吸光度，计算Fe(Ⅱ)浓度。pH值测定采用玻璃电极电位法。
1.5数据处理
微生物Fe(Ⅲ)还原过程和脱氢酶活性可用描述微生物生长动力学的Logistic方程[18]进行拟合。Logistic方程的表达式为：Ct=a/(1+be-ct)，其中，t为培养时间；Ct表示培养时间t时体系中的Fe(Ⅱ)含量或脱氢酶活性；a为体系中Fe(Ⅲ)还原的最大潜势，即Fe(Ⅱ)的最大累积量，或脱氢酶的最大活性；b为模型参数；c为反应的速率常数。最大反应速率（Vmax），数值上等于0.25ac；最大反应速率对应的时间（TVmax）用ln b/c计算。试验数据经Excel整理后用Origin 8.0作图，并用CurveExpert 1.3对试验所得结果进行拟合；用SPSS16.0进行方差分析，采用最小显著差数法（LSD）检验试验数据的差异显著性。
2 结果与分析
2.1添加生物质炭对水稻土中脱氢酶活性的影响
添加不同粒径生物炭，脱氢酶活性的变化如图1所示。两种水稻土的脱氢酶活性对不同粒径生物炭的响应基本一致。脱氢酶活性较CK均有增加，生物炭粒度越小对脱氢酶活性的影响越大，随着生物炭粒度增加，对脱氢酶活性影响能力逐渐减弱，表现为<0.25 mm处理>0.25～0.5 mm处理>0.5～1.0 mm处理>1.0～2.0 mm处理>2.0～3.0 mm处理>3.0～5.0 mm处理>CK。脱氢酶活性在培养前7 d保持稳定，之后迅速上升，于25 d开始增长缓慢并趋于稳定。
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图1添加不同粒径生物质炭时水稻土厌氧培养过程中脱氢酶活性的变化
表1添加不同粒径生物质炭时水稻土中脱氢酶活性动力学拟合参数
	土壤
	处理
	Logistic方程参数
	r

	
	
	a / μg·ml-1
	Vmax/μg·ml-1·d-1
	TVmax /d
	

	JL
	CK
	3.046±0.106d
	0.203±0.047c
	16.761±0.863a
	0.990 

	
	<0.25 mm
	4.184±0.115a
	0.402±0.056a
	15.278±0.401ab
	0.995 

	
	0.25～0.5mm
	4.193±0.046a
	0.343±0.052ab
	15.181±0.327b
	0.994 

	
	0.5～1.0 mm
	3.890±0.152b
	0.341±0.075ab
	15.380±0.075ab
	0.996 

	
	1.0～2.0 mm
	3.402±0.142c
	0.311±0.036ab
	14.401±0.035b
	0.993 

	
	2.0～3.0 mm
	3.215±0.106cd
	0.296±0.033b
	14.158±0.822b
	0.992 

	
	3.0～5.0 mm
	3.178±0.114d
	0.291±0.037b
	14.034±1.483b
	0.992 

	TJ
	CK
	2.544±0.142d
	0.332±0.060a
	16.282±0.161ab
	0.997 

	
	<0.25 mm
	3.992±0.228a
	0.321±0.013a
	15.792±1.012ab
	0.996 

	
	0.25～0.5 mm
	3.922±0.095a
	0.314±0.033a
	16.043±0.741ab
	0.993 

	
	0.5～1.0 mm
	3.712±0.099ab
	0.296±0.038ab
	16.061±0.727ab
	0.994 

	
	1.0～2.0 mm
	3.484±0.192b
	0.283±0.043ab
	15.052±0.981b
	0.994 

	
	2.0～3.0 mm
	3.024±0.426c
	0.288±0.040ab
	16.885±0.920a
	0.995 

	
	3.0～5.0 mm
	2.739±0.086cd
	0.229±0.034b
	15.037±0.499b
	0.988 


注：小写字母表示多重比较差异显著（p<0.05）。
采用Logistic方程对添加不同粒径生物质炭的两种水稻土在厌氧培养过程中脱氢酶活性变化进行动力学拟合，所得结果如表1所示，其相关系数达到0.988～0.997，说明Logistic方程能较好的描述两种水稻土在添加不同粒径生物质炭后脱氢酶活性的变化特征。添加生物质炭的处理，脱氢酶最大活性与CK差异显著，增幅分别为0.132～1.147、0.195～1.448个单位。添加<0.25 mm、0.25～0.5 mm两种粒径生物质炭的处理，脱氢酶最大活性较其他处理差异显著，而该两种粒径之间无显著差异。脱氢酶最大生成速率（Vmax）和脱氢酶最大生成速率对应的时间（TVmax）均有相应的增加和缩短，对JL水稻土来说，添加不同粒径生物质炭后，脱氢酶最大生成速率（Vmax）与CK差异显著，各处理之间无明显差异。
2.2添加生物质炭对水稻土中pH的影响
不同粒径生物质炭对水稻土培养过程中pH的影响如图2所示。土壤中加入生物质炭后，体系初始pH值均有升高，两种水稻土初始pH值分别为5.90、7.51，加入生物质炭后，pH值为6.02～6.36、7.69～7.78，生物质炭粒度越小的处理其对体系初始pH值的影响也越大，表明生物质炭的表面特性是影响初始pH值的主要因素。酸性JL水稻土pH值在培养前10 d快速升高，随后增长缓慢，并于pH为6.95左右时趋于稳定，且各处理之间的差异不明显，表明随着厌氧过程的进行，由生物质炭带入阳离子而导致pH值升高的现象已经基本消除。弱碱性TJ水稻土的pH值在厌氧培养前5 d迅速降低，第5 d时达到7.10左右并保持不变，且各处理之间无明显差异。
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图2添加不同粒径生物质炭时水稻土厌氧培养过程中pH值的变化
2.3添加生物质炭对水稻土中微生物铁还原特征的影响
添加不同粒径的生物质炭后，水稻土厌氧培养体系中微生物Fe(Ⅲ)还原能力变化如图3所示。添加生物炭后，水稻土Fe(Ⅱ)积累量较CK均有增加。Fe(Ⅲ)还原能力前期迅速增加，并分别在25 d和15 d达到稳定。随着生物质炭粒度的增大，对体系中铁还原量的影响逐渐降低。在培养过程中，JL水稻土的Fe(Ⅱ)浓度增加约8 mg/g，TJ水稻土的Fe(Ⅱ)浓度增加约6 mg/g，表现出生物质炭对酸性水稻土Fe(Ⅱ)积累量的影响高于碱性水稻土。
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图3添加不同粒径生物质炭的水稻土厌氧培养过程中Fe(Ⅱ)浓度变化
添加不同粒径生物质炭的水稻土在厌氧培养过程中微生物的Fe(Ⅲ)还原特征动力学拟合参数如表2所示。各处理的相关系数均在0.97以上，说明Logistic方程能很好的描述两种水稻土在添加不同粒径生物质炭后微生物还原Fe(Ⅲ)的特征。添加生物质炭的处理，铁还原潜势（a）增加，较CK有显著的差异。生物质炭粒径<0.25 mm的处理与1.0～2.0 mm、2.0～3.0 mm、3.0～5.0 mm的铁还原潜势差异显著，而与0.25～0.5 mm和0.5～1.0 mm两处理无显著差异，两种水稻土铁还原潜势分别增加了0.266～1.022、0.134～0.825 μg/ml，小粒径处理的最大铁还原速率（Vmax）较CK均有增加，达到最大铁还原速率的时间（TVmax）分别缩短了1.093～1.856、0.583～1.605 d。生物质炭粒径越小，对铁还原的促进作用越大。
表2添加不同粒径生物质炭的水稻土中Fe(Ⅲ)还原过程动力学拟合参数
	土壤
	处理
	Logistic方程参数
	Vmax
	TVmax

	
	
	a / μg·ml-1
	b
	c / d-1
	r
	μg·ml-1·d-1
	d

	JL
	CK
	7.996±0.049d
	13.694±0.434
	0.281±0.004
	0.997
	0.561±0.010ab
	9.324±0.055a

	
	<0.25 mm
	9.018±0.155a
	6.899±0.902
	0.259±0.023
	0.994
	0.583±0046ab
	7.468±0.598b

	
	0.25～0.5 mm
	8.771±0.149ab
	5.991±0.321
	0.236±0.007
	0.993
	0.518±0.015bc
	7.576±0.007b

	
	0.5～1.0 mm
	8.792±0.228ab
	7.012±1.597
	0.255±0.048
	0.994
	0.559±0.093ab
	7.636±0.571b

	
	1.0～2.0 mm
	8.646±0.009b
	9.198±0.840
	0.294±0.020
	0.995
	0.634±0.042a
	7.559±0.193b

	
	2.0～3.0 mm
	8.562±0.169b
	5.277±0.895
	0.212±0.005
	0.986
	0.454±0.019c
	7.792±0.562b

	
	3.0～5.0 mm
	8.262±0.086c
	8.384±1.352
	0.258±0.022
	0.994
	0.532±0.043bc
	8.231±268b

	TJ
	CK
	7.196±0.109d
	3.963±0.555
	0.294±0.027
	0.993
	0.529±0.041a
	4.679±0.592a

	
	<0.25 mm
	8.021±0.260a
	2.492±0.401
	0.298±0.075
	0.992
	0.594±0.131a
	3.074±0.241c

	
	0.25～0.5 mm
	7.985±0.226a
	2.956±0297
	0.315±0.028
	0.990
	0.627±0.049a
	3.450±0.413bc

	
	0.5～1.0 mm
	7.836±0.037ab
	2.651±0.164
	0.312±0.025
	0.989
	0.611±0.048a
	3.129±0.221c

	
	1.0～2.0 mm
	7.602±0.112bc
	3.308±0.542
	0.289±0.013
	0.987
	0.550±0.019a
	4.096±0.404ab

	
	2.0～3.0 mm
	7.460±0.079cd
	2.364±0.385
	0.271±0.023
	0.973
	0.506±0.545a
	3.125±0.349c

	
	3.0～5.0 mm
	7.330±0.153cd
	2.704±0.941
	0.277±0.069
	0.981
	0.508±0.127a
	3.323±0.925bc


注：小写字母表示多重比较差异显著（p<0.05）。
3 讨论
脱氢酶作为土壤中最重要的一种酶，其活性能够很好地反应微生物的动态变化。何莉莉等[19]发现，生物质炭处理的施肥方式细菌丰度指数以及香农指数最高，约是未施肥处理的两倍。生物质炭表面的功能基团可以通过专性吸附作用有效吸附易矿化的有机碳和NH4+，这为微生物提供了丰富的营养物质[20]。另外，生物质炭的高芳香烃结构也为微生物提供了良好的生存环境[21]。本试验中，添加生物质炭对培养体系中脱氢酶活性和Fe(Ⅱ)浓度影响显著，是由于生物质炭吸附的多种元素、自身带有的灰分能为微生物的生长提供营养物质；生物质炭的孔隙较多，能为微生物提供良好的栖息地，进而增加脱氢酶活性并促进Fe(Ⅲ)还原进程。生物质炭粒径对两者的影响表现为粒径越小，脱氢酶活性和Fe(Ⅱ)浓度越高，原因在于生物质炭的粒径大小决定着其表面积的大小，粒径越小，表面积和孔隙度越大，使得更多的营养物质、微生物以及体系中的Fe(Ⅲ)吸附于生物质炭表面，各部分充分接触，进而加快反应进程。
脱氢酶属于氧化还原酶，能够酶促有机质脱氢，而由脱氢酶主导的脱氢反应是微生物发酵产H2的限速反应，因此脱氢酶活性是影响水稻土中Fe(Ⅲ)还原的重要因素。贾蓉等[22]通过微生物混合培养试验发现，少量的Fe(Ⅱ)可以诱导脱氢酶的产生。本试验中，两种水稻土在不同粒径生物质炭处理下Fe(Ⅱ)浓度与脱氢酶活性呈现极显著的正相关关系（p<0.01，Person相关系数分别达到0.913和0.757以上）。在厌氧培养初期，培养体系微生物需要时间适应厌氧的环境，因此在淹水前期脱氢酶活性变化不明显，5 d后体系中的微生物群落稳定，脱氢酶大量产生，大多数脱氢酶的受体是NAD+，发酵底物经脱氢酶的催化使NAD+还原生成NADH。Fe(Ⅱ)是一种还原剂，也是构成氢酶的活性中心，可以协助脱氢酶加快NAD+的还原速度，进而提高了脱氢酶的活性。脱氢酶活性的提高又可以促进脱氢反应向铁还原蛋白提供更多的电子，H+在氢化酶的作用下产生H2，H2作为电子供体进一步将Fe(Ⅲ)还原为Fe(Ⅱ)[23]。
在泥浆培养试验中，添加生物质炭使得两种水稻土的初始pH值升高，是由于生物质炭中含有的碱性物质如-COO-(-COOH)和-O-(-OH)[24]在土壤中释放；另外，生物质炭灰分中含有的K+、Na+、Ca2+、Mg2+等盐基离子，施入土壤后能够降低土壤中交换性H+和Al3+水平[25]，使得体系pH值升高。在培养过程中，酸性水稻土pH升高至中性，原因在于有机质分解产生大量的还原性物质，与Fe、Mn等氧化物强烈作用并消耗溶液中的质子；碱性水稻土在培养过程中，其pH值出现了一定的降低，且体系中Fe(Ⅱ)累计量与pH值呈现极显著的负相关关系（p<0.01，Person相关系数达到0.933以上），表明体系在培养过程中pH降低是由微生物发酵有机物的产氢过程导致。生物质炭粒径对酸性水稻土初始pH的影响表现为粒径越小，土壤初始pH值越大，对碱性水稻土而言，各处理之间差异不明显。在培养后期生物质炭对水稻土pH的影响基本消失。
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图4 两种水稻土不同粒度生物炭处理与相关参数的二维排序图
采用典范对应分析（CCA）对所JL、TJ两种水稻土不同粒径生物炭处理和10个环境因子进行关联分析，如图4所示。排序中的环境因子包括：a、Vmax、TVmax、△pH、DHAmax、V- DHAmax、T- DHAmax、培养体系初始pH值（pH-0）、游离铁（F-Fe）及无定型铁（A-Fe）含量。1~7所代表处理分别是CK、<0.25 mm、0.25～0.5 mm、0.5～1.0 mm、1.0～2.0 mm、2.0～3.0 mm、3.0～5.0 mm。箭头表示环境因子，箭头连线的长短表示不同环境因子与研究对象相关性大小，箭头连线与排序轴夹角的大小表示环境因子与排序轴相关性的大小，夹角越小说明关系越密切，箭头所处的象限表示环境与排序轴之间的正负相关性。前两个排序轴的特征值分别为0.007和0.001，共同解释了不同处理分布特征的94.3%，其中第一排序轴即解释了86.3%，两个环境排序轴的相关系数为0，表明排序结果可靠，能够较好地反映不同处理分布与环境因子的关系。从图4看出，两种水稻土彼此独立，分布于第二排序轴两侧。与第一排序轴相关系数较高的是铁还原反应最大速率对应的时间（TVmax，r=0.9956）、初始pH（pH-0，r=-0.9950）、游离铁（F-Fe，r=-0.9835）、无定型铁（A-Fe，r=0.9835）、铁还原最大潜势（a，r=0.7489）、pH变化量（△pH，r=0.7125），说明第一排序轴从左至右表示铁还原过程强度增加。与第二排序轴相关性较高的只有脱氢酶最大活性（DHAmax，r=-0.9288）和脱氢酶最大生成速率（V- DHAmax，r=-0.8021），说明第二排序轴从上至下表示脱氢酶活性增强。对比两种不同水稻土可以看出，JL水稻土在培养过程中铁还原能力和脱氢酶活性都明显高于TJ水稻土，表明水稻土初始pH对微生物反应具有一定的影响。从添加不同粒径生物质炭的处理来看，CK与添加了生物质炭的处理明显偏离，特别是在JL水稻土中，表明生物质炭的添加能够显著影响微生物活动。JL水稻土中，<0.25 mm处理和0.25～0.5 mm处理聚为一簇，2.0～3.0 mm处理和3.0～5.0 mm处理聚为一簇；TJ水稻土中<0.25 mm、0.25～0.5 mm和0.5～1.0 mm三个处理聚为一簇，2.0～3.0 mm处理和3.0～5.0 mm处理聚为一簇。两种水稻土均明显表现出随着生物质炭粒径的减小，铁还原能力和脱氢酶活性明显增加。图中初始pH值（pH-0）与铁还原最大潜势（a）、达到最大铁还原速率对应的时间（TVmax）极显著相关（r分别为-0.7500、-0.9879），说明铁还原能力与土壤初始pH存在密切的关系。铁还原最大潜势（a）与脱氢酶最大活性（DHAmax）极显著相关（r=0.6887），证明了铁还原过程与脱氢酶活性在厌氧培养过程中能够相互促进。
4 结论
（1）生物质炭能够提高吉林（JL）和天津（TJ）两种水稻土中脱氢酶活性和铁还原能力，不同生物质炭粒径处理之间差异显著。不同粒径生物质炭对脱氢酶活性和铁还原能力的影响表现为随着生物质炭粒径的减小脱氢酶活性和铁还原能力增大。
（2）脱氢酶活性的增加加速了脱氢产氢过程，H2作为电子供体促进微生物铁还原过程；Fe(Ⅱ)含量的增加能够协助脱氢酶加快NAD+的还原速度，提高脱氢酶活性。培养过程中脱氢酶活性和铁还原过程相互促进，两者呈现显著的正相关关系。
（3）土壤初始pH影响微生物反应，生物质炭对脱氢酶活性和铁还原过程的影响因两种水稻土初始pH不同而存在差异。
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