土 壤 学 报

Acta Pedologica Sinica

DOI: 10.11766/trxb202507010318
CSTR: 32215.14.trxb202507010318

杨丕珍, 纪程, 董彩霞, 李诗锦, 丁子豪, 徐聪, 宁运旺, 梁栋, 张永春, 汪吉东. 生物质炭和有机肥对土壤N2O排放的遗留效应[J]. 土壤学报, 2026,
YANG Pizhen, JI Cheng, DONG Caixia, LI Shijin, DING Zihao, XU Cong, NING Yunwang, LIANG Dong, ZHANG Yongchun, WANG Jidong. Legacy Effects of Biochar and Organic Fertilizer Application on Soil N2O Emissions[J]. Acta Pedologica Sinica, 2026,
生物质炭和有机肥对土壤N2O排放的遗留效应(
杨丕珍
，2，纪 程1，2，董彩霞1，李诗锦2，3，丁子豪2，徐 聪1，2，3，宁运旺2，梁 栋2，张永春1，2，3，汪吉东1，2，3† 

（1. 南京农业大学资源与环境科学学院，南京  211800；2. 江苏省农业科学院农业资源与环境研究所，南京  210014；3. 江苏大学环境与安全工程学院，江苏镇江  212013）
摘 要：氧化亚氮（N2O）作为一种温室气体，其增温潜势是二氧化碳（CO2）的296倍，微生物驱动的硝化和反硝化作用是产生N2O的重要过程。目前已有大量有关生物质炭和有机肥混施的研究，但相关效应的监测和研究年限较短，尤其是生物质炭对土壤N2O排放的遗留效应尚不明晰，其与有机肥的混施效应仍需进一步研究。本研究以长期（7年）施用生物质炭和有机肥的土壤样品为对象，包含四个处理：（1）对照（施用尿素，F）；（2）一次性基施生物质炭（FB）；（3）常年施用有机肥（OF）；（4）常年施用有机肥+一次性基施生物质炭（OFB）。施用有机肥的处理为有机肥氮替代尿素的25%。开展培养试验分析不同处理土壤N2O排放规律和氮循环功能基因丰度以及不同微生物过程对N2O排放的相对贡献。结果表明，与F相比，FB、OF及OFB分别显著降低了土壤N2O累积排放量的49.4%、38.4%和59.3%。生物质炭显著降低了真菌对N2O排放相对贡献率（Fungal denitrification contribution, FDC）的11.4%，提高了细菌贡献率（Bacterial denitrification contribution, BDC）的5.8%。有机肥降低了氨氧化细菌相对贡献率的15.3%而增加了BDC的12.1%，二者配施能够显著降低FDC的9.7%而增加BDC的15.7%。结构方程模型结果表明：生物质炭通过降低FDC，提高BDC，以及降低亚硝酸盐还原基因与N2O还原基因丰度的比值（nirS+nirK）/nosZ来减少土壤N2O排放；有机肥通过显著提高BDC以及降低（nirS+nirK）/nosZ比值减少N2O排放。上述结果表明，施用生物质炭和有机肥在减少农业土壤N2O排放方面具有持续潜力。本文揭示了二者调控N2O排放相关的微生物过程，为深入分析生物质炭和有机肥施用对土壤微生物过程的遗留效应提供了科学依据，为优化以减少农田土壤N2O排放为目标的施肥措施提供了科学指导。
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Abstract: 【Objective】Nitrous oxide (N2O) is a potent greenhouse gas with a global warming potential 296 times that of carbon dioxide (CO2). Microbial-driven nitrification and denitrification are major processes contributing to N2O production. While numerous studies have explored the combined effects of biochar and organic fertilizer, most have been short-term, and the legacy effects of aged biochar on soil N2O emissions remain poorly understood. The interactive effects of its combined application with organic fertilizers necessitate further investigation. 【Method】Soil samples were obtained from a seven-year field experiment comprising four distinct treatments: (1) control (urea application, F); (2) one-time basal application of biochar (FB); (3) annual application of organic fertilizer (OF); and (4) combined annual application of organic fertilizer and one-time basal biochar (OFB). In the organic fertilizer treatments, 25% of the urea nitrogen was substituted with organic fertilizer nitrogen. A laboratory incubation experiment was conducted to measure cumulative N2O emissions, quantify the abundances of key functional genes (including nirS, nirK, and nosZ), and partition the relative contributions of fungal and bacterial pathways to N2O emissions. 【Result】The result showed that compared to the control, cumulative N2O emissions were significantly reduced by 49.4% in the biochar treatment (FB), 38.4% in the organic fertilizer treatment (OF), and 59.3% in the combined treatment (OFB). Biochar significantly decreased the fungal contribution to N2O emissions (FDC) by 11.4% and increased the bacterial contribution (BDC) by 5.8%. Organic fertilizer reduced the contribution of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) by 15.3% but increased the bacterial contribution by 12.1%. The combined application of biochar and organic fertilizer decreased the fungal contribution by 9.7% and increased the bacterial contribution by 15.7%. Structural equation modeling (SEM) indicated that biochar directly reduced FDC and enhanced BDC, organic fertilizers significantly enhance BDC and reduce (nirS+nirK)/nosZ, thereby decreasing N2O emissions. 【Conclusion】These results demonstrate the sustained potential of biochar and organic fertilizer amendments in reducing greenhouse gas emissions from agricultural soils and provide mechanistic insights into how these amendments regulate microbial processes governing N2O production. This research outcome provides scientific support for in-depth analysis of the legacy effects of biochar and organic fertilizer application on soil and their microbiological mechanisms offering scientific guidance for optimizing fertilization practices to achieve the goal of reducing N2O emissions from farmland soils.
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氧化亚氮（N2O）作为温室气体，其增温潜势是二氧化碳（CO2）的296倍[1]，农田生态系统是重要的N2O排放源，占全球人为N2O排放的52%[2]，由微生物介导的土壤硝化与反硝化作用是N2O的重要来源。

自养硝化过程包括两步：第一步氨氧化过程是自养硝化过程的限速步骤，在氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA）两种微生物的参与下由amoA基因编码的氨单加氧酶催化NH3转化为NO2-，并释放副产物N2O和NO；第二步由亚硝酸盐氧化细菌释放亚硝酸盐氧化酶将NO2-氧化为NO3-。反硝化作用中，第一步由narG或napA基因编码的硝酸盐还原酶催化生成NO2-；第二步由nirK或nirS基因编码的两种完全不同的亚硝酸盐还原酶催化生成NO；第三步由cnorB或qnorB基因编码的NO还原酶催化生成N2O；最后一步由nosZ基因编码的N2O还原酶催化N2O还原为N2[3]。细菌携带亚硝酸盐还原基因（如nirK和nirS），长期以来被视为反硝化作用的主导者，但真菌在土壤反硝化和N2O排放过程中的重要性也不容忽视。由于多数真菌缺乏编码N2O还原酶的nosZ基因，其异养反硝化过程的终产物通常停留在N2O[4]，因此，适宜条件下真菌的富集会导致N2O增排[5]。上述相关微生物数量或基因丰度的改变显著影响土壤N2O排放。

生物质炭作为一种碳含量丰富、比表面积大、疏松多孔、吸附能力强的土壤改良剂[6]，因其可通过改变土壤pH影响氨氧化微生物的群落动态，以及吸附土壤无机氮而减少N2O排放的底物供应，具有N2O减排潜力[7]。目前的研究多聚焦生物质炭施用下氮循环功能微生物数量的改变，但功能微生物的生态位分化及其功能表达对生物质炭的响应较少被关注[8]。研究表明，与AOB相比，AOA更适应低pH环境，通常能够主导酸性土壤的氨氧化过程。生物质炭施用后AOB基因丰度显著增加，而AOA基因丰度显著降低，可能的原因是施用生物质炭提高了土壤pH[9]。但在此条件下，AOA和AOB对土壤原位硝化活性的相对贡献及其是否会随生物质炭施用时间改变尚不清楚。
生物质炭施用后经历物理、化学和生物作用会发生老化，改变其原有带电基团、含氧官能团以及酸碱性等理化性质，进而影响微生物群落和N2O排放[10]。生物质炭老化过程也可能改变其对氨氧化微生物群落的影响。研究表明，新鲜生物质炭可显著降低稻季土壤AOB基因丰度而抑制N2O排放[11]。然而，田间老化五年的生物质炭会显著提高稻季土壤AOA基因丰度和（nirS+nirK）/nosZ比值，对N2O的减排效果次于新鲜生物质炭[12]。与之相反，也有研究指出，老化一年的生物质炭反而能够增强其对N2O的减排效果，生物质炭施用后可与土壤矿物质形成有机-矿物复合物，并吸附氮肥中的养分抑制微生物的利用，因而老化生物质炭可进一步提高减排效应[13]。上述研究结果表明，生物质炭施用所产生的遗留效应可能随生物质炭的老化进程而动态改变。已有短期与中期老化的研究成果存在一定差异，其减排效应可能出现反转，有必要探究生物质炭的长期遗留效应。因此，本研究以生物质炭施用后7年的田间土壤为研究对象，探究生物质炭对土壤N2O排放的遗留效应。
生物质炭与适宜的有机物料配施是提高土壤肥力的有效措施[14]。生物质炭是惰性碳材料，有利于土壤有机碳固定和封存[15]。有机肥富含养分，但易分解造成流失[16]。生物质炭与有机肥混合施用可能有益于养分保留，缓慢释放，提高利用率。此外，二者混施可能影响土壤碳库稳定性及氮素转化过程，从而改变N2O排放。施用有机肥可能是减少农田土壤N2O排放的潜在措施，但目前有机肥对土壤N2O排放影响的结果（增排或减排）尚存在争议[17]，二者混施对N2O排放的影响可能呈现协同或拮抗效应。Zheng等[18]的研究指出，生物质炭与有机肥联合施用能够促进植物氮吸收并提高土壤pH、促进N2O还原，从而降低N2O排放，表现为协同效应。陈晨等[19]的研究表明，生物质炭通过提高nosZ基因丰度减排N2O，而与有机肥联合施用后nosZ基因丰度显著降低，导致减排效应减弱，呈现拮抗效应。由此可知，生物质炭与有机肥混施的作用机制尚不明确，需进一步探究二者混施对土壤N2O排放的遗留效应。本文依托长期施用生物质炭和有机肥的田间试验（7年），通过开展培养试验，探究：（1）不同处理土壤的N2O排放规律；（2）硝化和反硝化过程对N2O排放的相对贡献；（3）硝化和反硝化过程功能基因丰度。

1 材料与方法
1.1 研究区概况与土壤样品采集
试验地位于江苏省溧阳市南渡镇（31°29′17″N，119°19′57″E）。该地区年平均气温和降水量分别为16.1 ℃和1 096 mm。土壤类型为水耕铁渗人为土，土壤基本理化性质为：pH 5.7，有机碳19.5 g·kg-1，全氮1.36 g·kg-1，有效磷18.6 mg·kg-1，速效钾124 mg·kg-1。试验始于2016年5月，设置4个处理，分别为：（1）对照，F；（2）一次性基施生物质炭，FB；（3）常年施用有机肥，OF；（4）常年施用有机肥+一次性基施生物质炭，OFB。具体的肥料施用量见表1。每个小区面积为5 m×6 m=30 m2，每个处理3个重复，共计12个小区。供试生物质炭由樟树厌氧高温（450 ℃~550 ℃）热解所得，由巩义市北斗机械科技有限公司生产，基本理化性质为：pH 9.43，总碳685 g·kg-1，总氮4.61 g·kg-1，总磷13.2 g·kg-1和总钾24.1 g·kg-1。生物质炭仅在2016年5月一次性施入土壤，先覆盖于土壤表面再混匀，施用量为30 t·hm-2。

表1 各处理施肥信息

Table 1 Fertilization details for each treatment

	处理Treatment
	施肥用量
Fertilizer application rate

	F
	尿素（总施氮量为270 kg(hm-2）

	FB
	尿素（总施氮量为270 kg(hm-2）+生物质炭（30 t·hm-2）

	OF
	75%尿素+25%有机肥（总施氮量为270 kg(hm-2）

	OFB
	75%尿素+25%有机肥（总施氮量为270 kg(hm-2）+生物质炭（30 t·hm-2）


注：F：施用尿素；FB：一次性基施生物质炭；OF：常年施用有机肥；OFB：常年施用有机肥+一次性基施生物质炭。下同。Note: F: urea application; FB: one-time basal application of biochar; OF: annual application of organic fertilizer; OFB: annual application of organic fertilizer in combination with a single basal biochar. The same below.
本试验所用有机肥为猪粪与秸秆堆肥产品，N、P2O5和K2O含量分别为20.3、42.1和23.4 g(kg-1，有机质大于350 g(kg-1。从2016年开始，每年以基肥的形式施用一次。试验期间每年5—11月种植一季水稻，其余时间休耕。水稻移栽后保持5~10 cm水层，分蘖末期排水晒田。幼穗分化初期复水，并保持3~5 cm浅水层至抽穗灌浆期。灌浆后期停止灌水，田间自然落干直至成熟收获，秸秆离田处理。杂草处理为人工除草并少量喷施封闭除草剂，其他田间管理措施与当地常规管理一致。
供试土样采集于2023年5月，即生物质炭施用后第7年。耕层土壤（0~20 cm）按照“S”布点法采集（每个小区5份），按照处理分别混匀后风干，土样过2 mm筛，除去可见根系及有机残留物后用于测定土壤理化性质以及开展培养试验。

1.2 培养试验方案
将80 g四种处理风干后的土样分别装入250 mL培养瓶，用去离子水调节土壤水分至50%最大持水量（WHC），并于25 ℃下培养一周（黑暗条件）。正式培养时，每个处理设置三次重复，统一施用尿素200 mg(kg-1（以N计，下同）。用去离子水调节土壤水分至80%WHC。所有培养瓶采用完全随机区组排列，于25 ℃恒温黑暗环境培养21 d。每隔两天通过称重法补充损失水分。

1.3 气体采集与计算
气体采集频率为：正式培养前5天每天一次，第6天至第21天每隔3~5天一次。每次采样前通空气5 min，之后密封培养瓶，采集密封前后0~2 h瓶内气体。利用气相色谱仪（Agilent 7890A，安捷伦，美国）测定气体中N2O浓度。N2O排放通量公式为：

F = (ρ×V/W) × (ΔC/Δt) × [273/(273+T)]     （1）

式中，F为N2O排放通量，μg(kg-1(h-1；ρ为标准状态下N2O的密度，kg(m-3；V为锥形瓶的容积，m3；W为土壤干物质量，kg；ΔC/Δt为密封两小时前后N2O浓度的变化，10-9 h-1；T为温度，℃。计算结果代表采样当日N2O平均排放量。培养期内N2O排放总量通过相邻采样日的排放通量按顺序累积计算。
1.4 土壤理化性质分析
土壤pH测定时的土水质量比为1：5，使用复合玻璃电极仪（PHS-3C mv/pH detector，上海）测定。使用硫酸-重铬酸钾氧化法测定土壤有机碳（SOC）。使用TOC分析仪（TOC Vcph，Shimadzu，Kyoto，日本）测定土壤可溶性有机碳（DOC）含量。使用双波长紫外分光光度法测定土壤硝态氮（NO3--N）含量，使用靛酚蓝方法测定铵态氮（NH4+-N）含量。使用凯氏定氮法测定土壤全氮（TN）含量；使用氢氧化钠熔融—钼锑抗比色法测定土壤全磷（TP）含量。使用钼锑抗比色法测定有效磷（AP）含量，使用火焰光度计法测定速效钾（AK）含量。

1.5 氨氧化细菌和氨氧化古菌产N2O相对贡献测定
利用特异性抑制剂区分氨氧化古菌（AOA）和氨氧化细菌（AOB）对N2O排放的相对贡献。0.1%（v/v）的乙炔（Acetylene）和0.03%（v/v）的1-辛炔（1-Octyne）分别能特异性抑制AOB和AOA驱动的总氨氧化过程和AOB主导的氨氧化过程[20]。以2023年5月采集的四种处理大田土壤为对象，开展抑制剂试验：（1）无抑制剂添加（空气组）；（2）乙炔（乙炔组）；（3）1-辛炔（辛炔组）。称取10 g土壤样品（按风干土计）于120 mL玻璃瓶中，加入硫酸铵（(NH4)2SO4，120 mg(kg -1）溶液2 mL，添加去离子水调节土壤水分至60% WHC。用橡胶塞密封后，立即用注射器将乙炔或1-辛炔注入土壤样品。25 ℃恒温黑暗条件下培养22 h后，采集瓶中气体，测定N2O浓度。AOB和AOA驱动N2O排放过程可按下面的公式计算：
AOB驱动的N2O排放量=N2O排放量（空气组）-N2O排放量（辛炔组）（2）
AOA驱动的N2O排放量=N2O排放量（辛炔组）-N2O排放量（乙炔组）（3）
其他N2O排放量=N2O排放量（乙炔组）                           （4）
理想条件下，根据AOB和AOA驱动的N2O产生与未添加抑制剂组N2O产生的比值，计算AOB和AOA对N2O产生的相对贡献。

1.6 真菌和细菌产N2O相对贡献测定
结合选择性抑制剂与底物诱导呼吸法，量化真菌和细菌对大田土壤样品N2O排放的相对贡献率。加入不同浓度的放线菌酮和链霉素分别抑制真菌和细菌呼吸，为避免高浓度的抑制剂对真菌或细菌造成非靶向抑制，通过预试验确定供试土壤中抑制剂的最低浓度分别为10.0 mg(g-1和6.0 mg(g-1。预试验处理为：（1）不添加抑制剂；（2）系列浓度的放线菌酮；（3）系列浓度的链霉素；（4）不同浓度组合的两种抑制剂。在培养时间4、12、20和32 h利用气相色谱仪测定瓶中CO2浓度，计算抑制剂添加比值（Inhibitor additivity ratio，IAR），当抑制剂添加比值接近1时，该方法有效。

IAR= [(A-B)+(A-C)]/(A-D)    (5)

式中，A为未添加任何抑制剂的CO2浓度，mg(kg-1；B为添加放线菌酮后CO2浓度，mg(kg-1；C为添加链霉素后CO2浓度，mg(kg-1；D为添加放线菌酮和链霉素后CO2浓度，mg(kg-1[21]。
正式试验时，称取5 g土壤样品置于20 mL玻璃瓶，加入2 mL抑制剂或超纯水，处理为：（1）无抑制剂；（2）6.0 mg(g-1的链霉素；（3）10.0 mg(g-1的放线菌酮；（4）6.0 mg(g-1的链霉素和10.0 mg(g-1的放线菌酮。于25 ℃黑暗条件中预培养24 h。随后加入2 mL包含5 mg(g-1 葡萄糖（C6H12O6）和0.1 mg(g-1硝酸钾（KNO3）的混合溶液，密封培养瓶后注入高浓度乙炔（10%，v/v），于25 ℃下培养3 h（黑暗条件），采集瓶内气体测定N2O浓度。真菌和细菌的N2O排放量分别通过对照和放线菌酮处理培养瓶之间的N2O产量差值以及对照与链霉素处理培养瓶之间的N2O产量差值计算。二者对N2O排放的相对贡献为各微生物源N2O产生速率与无抑制剂处理产生速率之比。

1.7 功能基因定量分析
以大田试验土壤作为供试样品，首先按照土壤DNA提取试剂盒说明书进行土壤样品中DNA的提取（DNeasy PowerSoil Kit，德国），每个处理土壤重复三次。利用微量分光光度计（Thermo Scientific，美国）测定DNA样品的浓度和纯度。利用ABI StepOne Plus Real-Time PCR System扩增仪（Applied BIO systems，美国），针对与N2O排放相关的功能基因，对DNA样品进行定量分析，包括AOA-amoA、AOB-amoA、nirK、nirS和nosZ。扩增反应采用ABI StepOne Plus Real-Time PCR系统(Applied Biosystems，美国)进行，每个qPCR反应体系包含以下组分：10 μLTB Green®Premix Ex Taq、0.4 μL参比染料（ROX）、0.4 μL正向引物、0.4 μL反向引物、6.8 μL无菌水和2 μL模板DNA，总体积为20 μL。同时，设置无模板DNA的阴性对照及熔解曲线分析确认扩增的特异性。

1.8 数据分析
相关数据依据烘干土质量计算，并以平均值加减标准误差（Mean ± SE）表示，重复数n = 3。使用SPSS 20.0软件处理与分析。所有图表制作使用Excel 2007和Origin 2021。结构方程模型（SEM）分析使用AMOS Graphics 24软件。在构建结构方程模型之前，所有变量经标准化处理，并进行正态分布检验。首先，采用JMP 10.0软件中的偏最小二乘法筛选出具有较高相对重要性、可解释N2O排放的自变量。通过设定变量重要性指数（VIP）的截断值为1.0来区分显著与非显著变量。显著变量用于下一步结构方程模型的构建。最后，采用最大似然估计法对SEM模型的拟合度进行验证。SEM的拟合优度指数参考范围为：卡方与自由度之比（χ2/DF）和赤池信息量准则（AIC）越小越好，比较拟合指数（CFI）大于0.9，近似误差均方根（RMSEA）小于0.05。
2 结 果
2.1 土壤基本理化性状 

不同处理显著改变了土壤理化性质（表2）。与对照相比，生物质炭或有机肥均显著提高土壤pH、有机碳（SOC）、硝态氮（NO3-）、有效磷（AP）及全磷（TP）含量。生物质炭处理显著降低土壤铵态氮（NH4+）含量，而有机肥处理显著提高土壤铵态氮（NH4+）含量。生物质炭配施有机肥（OFB）处理土壤pH为5.66，显著高于其他处理；同时其有机碳含量为最高，相比对照提升33.8%。不同处理土壤全氮（TN）含量表现为：OFB > OF > FB > F。生物质炭或（和）有机肥施用可提高土壤有效磷（AP）含量，增幅为66.9%~81.9%。速效钾（AK）在OF处理下最高，FB最低（P < 0.05）。
表2 土壤理化性质

Table 2 Soil physicochemical properties

	处理Treatment
	pH
	SOC/

(g(kg-1)
	DOC/

(mg(kg-1)
	NH4+/

(mg(kg-1)
	NO3-/（mg(kg-1）
	TN/（g(kg-1）
	AP/（mg(kg-1）
	TP/（mg(kg-1）
	AK/（mg(kg-1）

	F
	5.35c
	16.13d
	81.06a
	2.83b
	21.77b
	1.54c
	8.46c
	0.36b
	94.50c

	FB
	5.44b
	16.64c
	75.58b
	1.06c
	23.99a
	1.46d
	15.39a
	0.47a
	93.00d

	OF
	5.45b
	17.39b
	71.60b
	3.41a
	23.64a
	1.62b
	14.11b
	0.47a
	127.0a

	OFB
	5.66a
	21.58a
	74.50b
	1.03c
	26.96a
	1.74a
	15.06ab
	0.46a
	112.5b


注：SOC，土壤有机碳；DOC，可溶性有机碳；NH4+，铵态氮；NO3-，硝态氮；TN，全氮；AP，有效磷；TP，全磷；AK，速效钾。同列不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）。下同。Note: SOC, soil organic carbon; DOC, dissolved organic carbon; NH₄⁺-N, ammonium nitrogen; NO₃⁻-N, nitrate nitrogen; TN, total nitrogen; AP, available phosphorus; TP, total phosphorus; AK, available potassium. Different lowercase letters in the column indicate significant differences among treatments (P < 0.05). The same below.

2.2 土壤N2O排放量

第一周内，所有处理土壤的N2O排放速率均达到峰值，后逐渐下降，最后趋于平稳（图1）。对照处理土壤N2O排放峰值最高（14.99 ng(g-1(h-1），生物质炭与有机肥配施处理的N2O排放量最低（6.44 ng(g-1(h-1）。整个培养期内，相比对照，生物质炭、有机肥及二者配施分别显著降低了土壤N2O累积排放量的49.4%、38.4%和59.3%（P < 0.05）。
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注：不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）。Note: Different lowercase letters in the column indicate significant differences (P < 0.05) among treatments.
图1 不同处理土壤的N2O排放速率（a）和累积排放量（b）

Fig. 1 Dynamic variations of N2O emissions rate (a) and cumulative N2O emissions (b) from the field soils under different treatments

2.3 氨氧化细菌和氨氧化古菌对N2O产生的相对贡献
对于所有处理土壤，添加辛炔或乙炔均能显著降低土壤N2O排放量（P < 0.05，图2）。四种处理土壤中AOB对N2O产生的贡献率为50.0%~62.1%，而AOA的贡献率为14.4%~19.0%。与F相比， FB提高了AOB对N2O产生贡献的5.1%，OF降低了AOB相对贡献率的15.3%。同时，FB和OF均显著降低AOA的相对贡献率（P < 0.05）。

[image: image2]
注：图2a中不同小写字母表示相同处理不同抑制剂添加下N2O排放量差异显著（P < 0.05），图2b中不同小写字母表示AOB和AOA不同处理间对N2O排放的相对贡献差异显著（P < 0.05）。Note: The different lowercase letters in Figure 2a indicate significant differences in N2O emissions under the application of different inhibitors of the same treatment (P < 0.05), while those in Figure 2b indicate significant differences in the relative contributions of AOB and AOA to N2O emissions among different treatments (P < 0.05).
图2 不同抑制剂添加下土壤N2O排放量（a）和氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA）对N2O排放相对贡献率（b）
Fig. 2 Effects of different inhibitor applications on soil N2O emissions (a) and relative contribution of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and ammonia-oxidizing archaea (AOA) to N2O emissions under different treatments (b)
2.4 真菌和细菌对N2O产生的相对贡献

对于所有处理土壤，添加真菌抑制剂——放线菌酮和细菌抑制剂——链霉素均能降低土壤N2O排放速率（P < 0.05，图3）。真菌对不同处理土壤N2O排放的相对贡献率为43.2%~54.6%，细菌对不同处理土壤N2O排放的相对贡献率为16.1%~31.8%。施用生物质炭能够显著降低真菌的相对贡献率，而提高细菌的贡献率。同时，施用有机肥能够显著增加细菌贡献率，施用生物质炭和有机肥能够显著降低真菌贡献率但显著增加细菌贡献率（P < 0.05）。
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注：FDC，真菌相对贡献率；BDC，细菌相对贡献率。图3a中不同小写字母表示不同抑制剂添加下N2O排放速率差异显著（P < 0.05），图3b中不同小写字母表示不同处理间差异显著。Note: FDC, Fungal denitrification contribution; BDC, Bacterial denitrification contribution. Different lowercase letters in Figure 3a denote significant differences (P < 0.05) in the N2O emissions rate with different inhibitors, and in Figure 3b, they represent significant differences among treatments.
图3 不同抑制剂添加下土壤N2O排放速率（a）和真菌和细菌对不同处理土壤N2O排放相对贡献（b）
Fig. 3 Effects of different inhibitor applications on soil N2O emissions rate (a) and relative contribution of soil fungi and bacteria to N2O emissions under different treatments (b)
2.5 功能基因丰度

所有处理土壤中AOA-amoA和AOB-amoA基因拷贝数的变化范围分别为2.05 × 105~2.90 × 105和4.75 × 104~7.94 × 104，nirK、nirS和nosZ基因拷贝数的变化范围分别为5.72 × 106~1.25 × 107、9.80 × 103~1.51 × 104，2.78 × 106~6.86 × 106。施用有机肥显著降低了AOA-amoA丰度，而显著增加了AOB-amoA、nirK和nosZ的基因丰度（P < 0.05）。同时，施加生物质炭显著增加了AOB-amoA和nosZ基因丰度（P < 0.05，图4）。
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注：不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）。Note: Different lowercase letters in the column indicate significant differences (P < 0.05) among treatments.
图4 不同处理对土壤功能基因丰度的影响
Fig. 4 Effects of different treatments on the abundance of soil functional genes

2.6 土壤N2O排放与化学性质、功能微生物相对贡献及基因丰度的相互关系
土壤N2O排放量与DOC、真菌相对贡献率（FDC）、AOA-amoA基因丰度及其相对贡献率及AOA-amoA/AOB-amoA丰度比呈显著的正相关关系（P < 0.05，图5），与AP、TP、pH、SOC、AOB-amoA、nirK和nosZ的基因丰度以及细菌相对贡献率呈显著的负相关关系（P < 0.05）。真菌相对贡献率、AOA-amoA丰度及其相对贡献率均与土壤pH呈显著的负相关关系。nosZ的基因丰度与pH、DON、TN和SOC呈显著的正相关关系。
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注：CAOA，AOA相对贡献率；CAOB，AOB相对贡献率。“*”表示差异显著（P < 0.05）。Note: CAOA, relative contribution of AOA; CAOB, relative contribution of AOB. “*” indicates a significant difference (P < 0.05).

图5 土壤N2O排放量与化学性质、功能微生物相对贡献及其基因丰度的相关性
Fig.5 Correlation between soil N2O emissions and chemical properties, relative contribution of functional microorganisms and gene abundances

2.7 生物质炭和有机肥对土壤N2O排放影响的结构方程模型

结构方程模型（SEM）分析（图6）显示，生物质炭显著降低FDC，显著提高BDC，并通过提高pH降低（nirS+nirK）/nosZ比值，从而降低土壤N2O排放。有机肥处理显著提高BDC，并通过提高土壤pH降低（nirS+nirK）/nosZ比值减少N2O排放。
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注：图6a中蓝色线条表示正相关，红色线条表示负相关；实线表示显著，虚线表示不显著；“*”表示相关性显著（P < 0.05），“**”表示相关性极显著（P < 0.01），“***”表示相关性高度显著（P < 0.001）。SEM的拟合优度指数参考范围为：卡方与自由度之比（χ2/DF）和赤池信息量准则（AIC）越小越好，比较拟合指数（CFI）大于0.9，近似误差均方根（RMSEA）小于0.05。Note：In Figure 6a, blue and red lines denote positive and negative correlations, respectively. Solid and dashed lines indicate statistically significant and non-significant relationships, respectively. “*” indicates significant correlation (P<0.05), “**” indicates highly significant correlation (P<0.01), and “***” indicates extremely significant correlation (P<0.001). The model fit is evaluated against the following standards: chi-square/degree of freedom (χ²/DF) and akaike information criterion (AIC) should be as low as possible; a high comparative fit index (CFI) should exceed 0.9; and a low root mean square error of approximation (RMSEA) should be below 0.05. 
图6 生物质炭和有机肥对土壤N2O排放影响的结构方程模型（a）及各因素对土壤N2O排放的直接和间接效应（b）
Fig. 6 Structural equation model describing how biochar and organic fertilizer affect soil N2O emissions (a) and the direct and indirect effects of various factors on soil N2O emissions (b)

3 讨 论 

3.1 土壤N2O排放对老化生物质炭遗留效应的响应
结构方程模型（SEM）表明，AOB、真菌对N2O排放的贡献率（FDC）、细菌对N2O排放的贡献率（BDC）和（nirS+nirK）/nosZ比值是影响土壤N2O排放的直接影响因素（图6）。由于多数真菌缺乏编码N2O还原酶的nosZ基因，适宜条件下真菌产N2O量较高[4]。土壤pH显著影响硝化和反硝化功能微生物群落多样性与丰度[22]。本研究中，相对于细菌，真菌在土壤N2O产生过程占主导地位。施用生物质炭显著降低了真菌的贡献率（图3）。以往研究表明，真菌较适应于低pH条件下生存，生物质炭可能通过提高土壤pH而抑制真菌活性[23]。本研究中，碱性生物质炭（pH = 9.43）施用显著提高了土壤pH（表2），并且真菌对N2O排放的贡献率与pH呈现显著的负相关关系（图5）。另一方面，生物质炭通过提高pH显著增加了nosZ基因丰度，同时降低了（nirS+nirK）/nosZ比值。此外，生物质炭对土壤中的NH4+具有较强吸附能力，根据表2，生物质炭处理的NH4+含量显著低于对照处理，表明其可能通过吸附大量NH4+，减少底物而抑制硝化作用，从而降低N2O排放[24]。综上，施用生物质炭通过降低FDC与（nirS+nirK）/nosZ比值而减少N2O产生，并通过提高nosZ基因丰度促进N2O还原，最终实现减排。
3.2 土壤N2O排放对长期施用有机肥的响应

本研究中，AOB是土壤氨氧化过程产生N2O的主要贡献者。这与前人[25]研究中酸性环境下AOA通常占主导作用的发现有所不同。这种差异可能与铵态氮供应率有关，高铵态氮供应率利于AOB的活性，本研究中AOB成为主要贡献者的原因可能是长期尿素的施用[26]。有机肥处理下土壤NH4+含量显著增加，但AOA和AOB对N2O排放的相对贡献率均显著降低（图2），表明有机肥可能通过抑制硝化反应活性而降低N2O排放[27]。另一方面，有机肥处理下真菌对N2O排放的相对贡献率无明显变化，而细菌对N2O排放的相对贡献率显著提高（图3）。田伟等[28]的研究指出，细菌贡献率的提高可能归因于有机肥显著提高了土壤pH。此外，有机肥能够显著提高nosZ基因丰度，导致（nirS+nirK）/nosZ比值下降，促使N2O转化为N2，这可能是有机肥减排N2O的关键。

3.3 土壤N2O排放对生物质炭和有机肥混施的响应
研究表明，当年施用生物质炭对N2O排放常表现为减排作用[9]，但其减排效应可能随时间推移增强或减弱。朱爽阁等[12]的研究发现，随着老化年限的增加，AOA、AOB的基因丰度及（nirS+nirK）/nosZ比值逐渐增加，生物质炭对N2O的减排能力下降。而Wang等[13]指出，老化一年的生物质炭能够与土壤矿物形成有机-矿物复合体，同时吸附氮肥减少N2O排放所需的底物供应，因而增强了对N2O的减排效果。本研究中，生物质炭的遗留效应表现为减排作用，其通过降低真菌对N2O排放的贡献率以及促进N2O还原过程而降低N2O排放。综上，未来还需开展长期定位试验，监测不同老化阶段生物质炭理化性质和N2O排放动态，以明确生物质炭施用对N2O排放的时间尺度效应及机制。
本研究中，生物质炭与有机肥联合施用对N2O排放存在协同效应。不同处理下土壤N2O排放量为：F > OF > FB > OFB（图1）。施用生物质炭和有机肥均通过提高pH、降低（nirS+nirK）/nosZ比值，最终减少N2O排放（图6）。综合以往施用生物质炭与/或有机肥的研究发现（表3），生物质炭或有机肥降低土壤N2O排放的作用机制主要体现在以下三个方面：生物质炭通过吸附作用固定铵态氮或硝态氮，配合有机肥的缓效氮矿化，共同调控土壤有效氮水平，降低N2O的排放[29]；二者可提高SOC，通过调节土壤C/N比限制硝化和反硝化作用的底物供应[30]；联合施用生物质炭和有机肥能够提高nosZ基因丰度，进一步强化N2O还原过程（图4）。此外，生物质炭或有机肥对N2O排放的影响的不确定性可能与以下因素有关：（1）土壤本底理化性质（如pH、有机碳含量等）；（2）生物质炭或有机肥的性质差异，如碳氮比（C/N）等；（3）施用量及二者配比；（4）二者对土壤的遗留效应。未来研究需进一步揭示不同生产原料/制备工艺的生物质炭和有机肥混施对土壤N2O排放的影响，有助于提高二者混施在土壤固碳减排方面的可行性。
表3 生物质炭和有机肥对土壤N2O排放的调控作用及主要机制
Table 3 Regulatory effects of biochar and organic fertilizer on soil N2O emissions and underlying mechanisms
	施肥类型
Fertilization type
	作物类型

Crop type
	N2O排放

N2O emissions
	原因

Explanation
	参考文献
Reference

	生物质炭

Biochar
	蔬菜; 小麦
	降低
	提高pH，提高N2O还原酶活性
	[19]

	
	茶树; 辣椒; 蔬菜
	降低
	提高nosZ和固氮基因丰度，降低（nirK+nirS）/nosZ比值
	[31]

 REF _Ref16416 \r \h 
[32]

	
	玉米; 蔬菜
	降低
	高C/N比的生物质炭抑制土壤硝化和反硝化作用
	[27]

 REF _Ref17715 \r \h 
[33]

 REF _Ref18512 \r \h 
[34]

	
	/
	降低
	生物质炭大量吸附NO3−，使得N2O产生底物减少
	

	
	蔬菜
	增加
	与生物质炭对土壤碳氮矿化过程产生的影响有关
	[32]

	
	茶树
	增加
	pH降低，增加真菌nirK基因丰度，提高含水量促进硝化和反硝化作用
	[9]

	有机肥

Organic fertilizer
	玉米; 蔬菜
	降低
	高C/N比，导致有机肥的可分解性较低，抑制硝化作用
	[35]

	
	茶树
	降低
	有机肥施用的土壤pH提升，提高N2O还原酶活性
	[36]

	
	橘树; 玉米; 茶树
	增加
	有机氮矿化过程产生大量的无机氮，刺激了硝化与反硝化作用
	[37]

	
	茶树
	增加
	有机肥显著提高了AOB/16S的比值
	[38]

	
	蔬菜
	无影响
	nirK、nirS及nosZ型反硝化微生物丰度均增加
	[19]

	生物质炭和有机肥Biochar and organic fertilizer
	蔬菜
	降低
	显著增加nosZ基因丰度，促进N2O还原为N2
	[19]

 REF _Ref18512 \r \h 
[34]

	
	蔬菜
	降低
	显著降低土壤矿质氮含量和电导率
	[35]


3.4 研究局限性
本文通过培养试验，揭示了生物质炭与有机肥协同减排的微生物机制。但文中培养试验水分条件为80% WHC的静态培养，无法模拟田间土壤干湿交替对N2O排放的激发效应。稻田干湿交替显著增加N2O排放[39]，而干湿交替和生物质炭施用存在交互效应，可能会减弱干湿交替对N2O增排影响[40]。研究表明，老化两年的生物质炭可显著降低稻田N2O排放，且相比两年前减排效果增强[41]。但其他研究发现施用生物质炭对土壤N2O排放无显著影响，甚至会增加N2O排放[42]

 REF _Ref21706 \r \h 
[43]。这可能与水稻品种、田间管理措施、生物质炭种类及施用量等因素有关。因此，未来需开展原位干湿交替控制试验，以验证遗留效应的田间效果。同时，生物质炭处理下氮肥施用显著影响N2O排放，未来也应加入不施氮肥的处理，能够更好地评价生物质炭对土壤N2O排放的遗留效应。

4 结 论

生物质炭显著降低真菌对N2O排放的相对贡献率，有机肥则显著提升细菌对N2O排放的相对贡献率，二者均通过提高土壤pH而降低（nirS+nirK）/nosZ比值。生物质炭和有机肥混合施用所产生的遗留效应表现在：协同调控土壤pH而影响氨氧化微生物的硝化活性，并改变反硝化功能基因的丰度，最终减少土壤N2O排放。本研究成果为深入剖析施用生物质炭与有机肥对土壤的遗留效应及其微生物学机制提供了科学支撑，对优化施肥模式以达成农田土壤N2O减排目标具有重要指导价值。
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