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摘  要：反硝化过程受碳源数量和质量特征共同影响。为揭示不同质量有机碳源对农田土壤反硝化N2O和N2排放及N2O/(N2O+N2)比值的影响机制，本研究以太湖地区的稻-麦轮作农田（稻田）、设施蔬菜地（菜地）土壤为对象，施用不同碳氮比的小麦（WS）、水稻（RS）和玉米秸秆（MS）及其对应生物质炭（WSB、RSB和MSB）；并设置相应的秸秆和生物质炭淋洗液处理（LWS、LRS、LMS、LWSB、LRSB和LMSB），利用Robot自动气体分析系统、qPCR以及傅里叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR MS）分别解析土壤气态氮排放及N2O/(N2O+N2)比值、反硝化功能基因丰度及淋洗液溶解性有机质（DOM）分子组成特征。结果表明，在稻田土壤中，秸秆和生物质炭施用提高了nirS和nirK基因丰度，显著增加N2O排放及N2O/(N2O+N2)比值。秸秆和生物质炭的淋洗液同样促进N2O排放，其中LMS处理增幅最高，达242.4%；秸秆及其淋洗液施用后(nirS+nirK)/nosZ比值显著高于生物质炭处理，导致更高的N2O/(N2O+N2)比值。在菜地土壤中，秸秆和生物质炭施用显著增强N2O排放，该效应在淋洗液处理下更为显著。其中LWS处理的N2O累积排放量最高，达268.57 mg·kg1，N2O/(N2O+N2)比值为0.87，这主要是由于高NO3-N背景下nosZ基因丰度降低，削弱了N2O还原潜力。FT-ICR MS分析表明，秸秆淋洗液DOM以木质素类和稠环芳烃类等难降解组分为主，在LWS、LRS和LMS中的相对丰度之和分别为88.43%、86.90%和85.03%；难降解组分丰度和芳香性指数（AImod）的升高显著（P < 0.05）提高了N2O排放和N2O/(N2O+N2)比值。生物质炭淋洗液DOM中脂类和蛋白质/氨基糖类等易降解组分占主导，其中蛋白质/氨基糖类化合物的相对丰度与N2累积排放量呈显著正相关（P < 0.05）。综上，有机碳源的质量特征是调控农田土壤反硝化气态产物分配的关键因素。农田有机物料管理应关注碳源化学组成优化，并协同调控pH与NO3-N水平，在实现高NO3-N去除率的同时降低N2O/(N2O+N2)比值，促进反硝化产物向N2转化，从而推动农田活性氮减排与氮素良性循环。
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Abstract:【Objective】Denitrification in agricultural soils is jointly regulated by the quantity and quality of organic carbon materials. This study aimed to reveal how organic materials of different quality affect denitrification-derived gaseous nitrogen (N) emissions and the N2O/(N2O+N2) product ratio in typical agricultural soils, and to elucidate the underlying mechanisms. 【Method】Paddy soil from a rice–wheat rotation field and greenhouse vegetable soil in the Taihu Lake region were collected as test soils, to which six types of exogenous organic carbon with contrasting C/N ratios were applied. The treatments include wheat (WS), rice (RS) and maize straw (MS) and their corresponding biochars (WSB, RSB, and MSB). In parallel, the respective straw- and biochar-derived leachates (LWS, LRS, LMS, LWSB, LRSB, and LMSB) were added, and a Robot automatic gas analysis system, qPCR and Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR MS) were employed to quantify gaseous N emissions and the N2O/(N2O+N2) product ratio, denitrification functional genes, and the molecular composition of dissolved organic matter (DOM) in the leachates.【Result】The results showed that, in paddy soil, both straw and biochar increased the abundances of nirS and nirK, leading to significantly higher cumulative N2O emissions and N2O/(N2O+N2) ratios. Their leachates similarly enhanced N2O production, with LMS showing the greatest increase of 242.4%. Straw and its leachates exhibited substantially higher (nirS+nirK)/nosZ ratios than biochar and its leachates, corresponding to higher N2O/(N2O+N2) ratios. In vegetable soil, straw and biochar also increased N2O emissions, and this effect was further pronounced when their leachates were applied. The LWS treatment showed the greatest cumulative N2O emission (268.57 mg kg1) and an N2O/(N2O+N2) ratio of 0.87, attributable to high background NO3-N, which suppressed nosZ abundance and N2O reduction. FT-ICR MS revealed that straw-leached dissolved organic matter (DOM) was dominated by recalcitrant lignin-like and condensed aromatic compounds, which accounted for 88.43%, 86.90% and 85.03% of the DOM molecular abundance in LWS, LRS and LMS, respectively. The increase in relative abundance of condensed aromatics and the aromaticity index (AImod) significantly (P < 0.05) increased both N2O emissions and the N2O/(N2O+N2) ratio. In contrast, biochar-leached DOM contained more labile lipid-like and protein/amino sugar-like compounds, and the relative abundance of protein/amino sugar molecules was positively associated with cumulative N2 emission (P < 0.05). 【Conclusion】In summary, the qualitative properties of organic carbon inputs are a key determinant of denitrification rates and the partitioning of gaseous N products in agricultural soils. Therefore, optimizing organic material inputs to regulate the chemical composition of soil organic carbon, together with coordinated control of pH and NO3-N levels, is critical for achieving high NO3-N removal efficiency while minimizing the N2O/(N2O+N2) ratio. This, in turn, promotes the conversion of denitrification end-products toward N2, thereby facilitating reactive N mitigation and sustainable N cycling in agroecosystems.
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农田土壤是N2O的全球第一大排放源，占人为排放总量的50%左右[1-2]。N2O作为一种强效温室气体，其增温潜势约为CO2的273倍[3]，同时N2O也被公认为是消耗臭氧最具破坏力的化学物质。农业生产过程中，化学氮肥的施用、有机物料的投入等管理措施是N2O排放的重要驱动因素，对区域乃至全球气候变化产生显著影响。因此，深入理解农田土壤N2O的产生机制并制定有效的减排策略，对于保障国家粮食安全和实现“碳中和”目标具有重要意义。
农田土壤中N2O的产生涉及多种生物和非生物过程，其中主要包括硝化和反硝化过程。近期一项荟萃分析研究表明，除了传统认为的硝化作用贡献外，农田土壤中近50%的N2O排放源自反硝化过程[4]。在农田生态系统中，反硝化过程主要受到土壤pH、水分含量、养分状况、温度、NO3-N浓度、有机碳含量及碳源可利用性等多种因素的共同影响。研究表明，土壤反硝化速率与NO3-N浓度符合米氏动力学关系[5]，即反硝化速率随着NO3-N浓度上升而增加，但当NO3-N浓度达到一定浓度后，进一步提高NO3-N浓度不会显著提升反硝化速率。高浓度的NO3-N还会抑制N2O还原酶的合成，导致反硝化过程中N2O/(N2O+N2)比值的升高[6]。土壤溶解性有机碳（DOC）不仅影响反硝化速率，也对N2O/(N2O+N2)比值起着重要的调控作用。DOC含量的提高可以促进完全反硝化作用，降低反硝化产物中N2O的比例[7]；但也有研究表明，过高的DOC含量会显著增加N2O的排放比例[8]。近年来，越来越多的研究发现，土壤中碳氮源的相对可利用性，即DOC/NO3-N比值与土壤反硝化N2O/(N2O+N2)比值呈显著负相关关系[9-10]。此外，Xu等[11]还发现高碳氮（C/N）比的有机物料施用会促进N2O的还原，而低C/N比的有机物料则会促进N2O排放。由此可见，碳氮底物的生物有效性是影响N2O排放的关键影响因素。由此可见，N2O关键影响因素不仅在于碳源的数量（浓度），其质量特征同样至关重要。
[bookmark: _Hlk227167497]秸秆还田是农田土壤最主要的碳输入源之一，作为一项被广泛推广的农田管理措施，秸秆还田可有效提升土壤有机碳储量并改善土壤结构和肥力[12-13]。然而，这一措施对N2O排放的影响具有双重性。已有研究表明，有机物料的施用既可能促进也可能抑制土壤N2O排放[14-16]。秸秆富含易分解碳，可为土壤微生物提供丰富的电子供体，从而显著增强异养反硝化作用[17]。多项研究发现，秸秆还田普遍导致农田N2O排放增加，增幅可达40%甚至更高[18]；在我国的高氮肥投入农业体系中，这一效应尤为显著，这凸显了农田秸秆还田与温室气体减排之间的矛盾。作为秸秆资源化利用的替代方案，生物质炭的施用日益受到关注。生物质炭是生物质在缺氧或限氧条件下热解碳化形成的富碳稳定产物。与施用秸秆不同，已有研究表明施用生物质炭通常可有效削减土壤N2O排放[19]，其机制主要包括：（1）生物质炭呈碱性，可提高酸性土壤的pH，从而增强N2O还原酶活性[20-22]；（2）生物质炭具有较大的比表面积与发达的孔隙结构，能够吸附NH4+-N、NO3-N以及溶解性有机质降低了硝化和反硝化过程的底物有效性[23-24]。此外，生物质炭的表面官能团还可能参与电子传递过程，促进N2O向N₂的还原，进一步发挥减排效应。由此可见，秸秆与生物质炭在调控N2O排放方面存在显著差异，其根本原因可能源于两者所提供碳源的数量与质量特征不同。
溶解性有机质（DOM）作为最活跃、最易被微生物利用的组分，是反硝化微生物的重要碳源和电子供体[25]。有机物料施用过程中通常伴随大量DOM的浸出和释放，其中秸秆与生物质炭浸出液中的DOM在化学组成及活性特征方面存在显著差异[26]。这种差异反映出有机物料作为微生物代谢碳源在生物可利用性方面的不同，进而可能在微生物代谢层面对反硝化过程的各个阶段产生影响。以往研究多集中于外源有机物料施用量对N2O排放的影响[27]，而对其质量特征，特别是化合物的分子组成和生物活性在反硝化过程中的作用缺乏系统认知。因此，从DOM的分子水平解析秸秆和生物质炭调控N2O排放差异，对于深入理解碳源质量对反硝化过程的影响机制，阐明秸秆资源化管理对温室气体排放的影响，具有重要的理论价值和实践意义。
基于此，本研究旨在通过室内厌氧培养实验，结合高分辨率傅立叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR-MS）技术和荧光定量PCR，系统解析秸秆及其生物质炭释放的DOM的分子组成与化学特征，从分子水平探讨不同质量有机碳源对土壤反硝化过程气态氮（N2O、N2）排放及产物比的调控机制，为优化秸秆资源管理、促进农田温室气体减排提供理论支撑与科学依据。
材料与方法
1.1 土壤样品采集及实验设计
供试土壤样品采自江苏省常熟市（31°32’ N，120°41’ E）的稻-麦轮作农田（稻田）和设施蔬菜地（菜地），依据全国第二次土壤普查汇总成果《中国土种志》，该区土壤类型为乌栅土[28]。采样前首先移除土壤表面的作物残茬和石砾，然后分别在稻田和菜地的表层（0~20 cm）随机采集5个样点混合成1个样品，共获得2个土壤样品。采样后，土样在通风处晾干，4 mm筛混匀，剔除根系及石砾后，于4℃下保存备用。试验前，将供试土壤调整至45%含水量（WFPS）并预培养5天，以稳定微生物活性并消除激发效应的干扰。试验共设13个处理（n = 3）：①对照（CK）；②小麦秸秆（WS）；③水稻秸秆（RS）；④玉米秸秆（MS）；⑤小麦秸秆生物质炭（WSB）；⑥水稻秸秆生物质炭（RSB）；⑦玉米秸秆生物质炭（MSB）。各有机物料的碳氮含量及碳氮比如表1所示。为进一步探讨不同有机碳源输入特征及其对反硝化过程的影响，设有淋洗液施用处理：⑧小麦秸秆淋洗液（LWS）；⑨水稻秸秆淋洗液（LRS）；⑩玉米秸秆淋洗液（LMS）；⑪小麦秸秆生物质炭淋洗液（LWSB）；⑫水稻秸秆生物质炭淋洗液（LRSB）；⑬玉米秸秆生物质炭淋洗液（LMSB）。由于生物质炭制备过程中大部分碳转化为惰性组分，其淋洗液中DOC浓度显著低于秸秆淋洗液。为模拟秸秆与生物质炭在田间施用后淋洗液的浸出情景，本研究将生物质炭淋洗液（LWSB、LRSB和LMSB）碳施用量为0.06 mg·g1干土，其余处理碳施用量均为0.60 mg·g1干土。
预培养结束后，称取20 g（按干土计）土壤于120 mL血清瓶中，加入相应有机物料，并以超纯水或淋洗液调节至75% WFPS。随后密封瓶体，进行5次循环的抽真空–充氦操作（抽真空240 s，充入99.99% He 20 s）。最后一次充氦后，将瓶内压力调至标准大气压（101.3 kPa）[29]，随后将所有样品置于25℃连续培养204 h，期间使用Robot系统[30]定期测定顶空气体中N2、N2O和CO2的浓度。
表1 不同有机物料的碳氮含量及碳氮比
Table 1 Carbon and nitrogen content and carbon-to-nitrogen ratio of different organic materials
	有机物料
Organic materials
	全碳TC/(mg·kg1)
	全氮TN/(mg·kg1)
	碳氮比C/N

	WS
	361.03±10.66c
	6.23±0.23c
	58.09±2.16b

	RS
	310.27±7.50c
	7.72±0.09bc
	40.16±0.50c

	MS
	357.68±5.66c
	6.68±0.33c
	53.88±3.27b

	WSB
	606.17±9.24ab
	17.88±0.55a
	33.93±0.53cd

	RSB
	550.89±16.06b
	17.35±0.13a
	31.77±1.08d

	MSB
	672.18±32.90a
	9.15±0.41b
	73.46±0.32a


注：表中数据为平均值±标准误差。表中同列数据不同小写字母表示不同碳氮含量及碳氮比均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Data are presented as means ± standard error. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments within the same planting pattern (P < 0.05)
1.2 淋洗液的制备及傅立叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR MS）分析
淋洗液的制备通过分别称取400 g小麦、水稻和玉米秸秆及生物质炭，置于5 L塑料容器中，加入4 g腐熟剂，在室温条件下（25℃）腐熟30天。向腐熟的秸秆及生物质炭中添加无菌水3 L，室内条件下密闭提取一周左右，以模拟有机物料在田间施用后的腐熟及DOM淋出过程。提取结束后，经0.45 μm滤膜过滤以获取富含碳源的有机物料淋洗液，于−20℃下保存备用。
为表征不同有机物料淋洗液的DOM分子组成与化学特征，采用傅立叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR MS）进行分析。样品前处理流程如下：将用于分析的部分淋洗液pH调至2.0，采用PPL固相萃取柱进行DOM富集。PPL柱在使用前以甲醇和酸化超纯水（pH = 2.0）预活化过夜。样品溶液全部通过PPL柱后，用酸化超纯水（pH = 2.0）冲洗，再以氮气吹干，并用5 mL甲醇洗脱[31]。所得洗脱液经FT-ICR-MS（Bruker, Billerica, MA, 美国）测定，以解析不同秸秆及生物质炭淋洗液中DOM的化合物分子组成与结构特征。
1.3 土壤理化性质的测定和实时荧光定量（qPCR）
土壤pH采用电位法测定，按水土质量比2.5:1加入去离子水，用pH计（Sartorius，德国）测定。土壤无机氮含量通过称取8 g鲜土，按液土质量比5:1加入2 mol·L⁻¹ KCl溶液振荡提取2 h，经0.45 μm聚醚砜滤头（0.45-µm pore space，Fisher，美国）过滤后获得浸提液。滤液中铵态氮（NH4⁺-N）和硝态氮（NO3⁻-N）含量用全自动化学分析仪（SmartChem 200，WESTCO，法国）测定。
培养结束时取0.5 g冻干土壤样品，使用DNA提取试剂盒（MP Biomedicals，美国）按照说明提取总DNA。提取DNA的浓度使用NanoDrop 2000分光光度计（Thermo Fisher Scientific，美国）测定。为测定细菌16S rRNA基因及氮转化相关基因nirK、nirS及nosZ（nosZ CladeⅠ）的丰度[32]，采用提取的DNA通过ABI7300型荧光定量PCR仪（Applied Biosystems，美国）进行实时qPCR。标准曲线采用标准质粒DNA的10倍稀释梯度构建。所有qPCR反应均对每个样本进行三重复，扩增效率为90.6%~106.9%。
1.4 数据处理
各处理间N2O、N2和CO2累积排放量，N2O/(N2O+N2)比值及土壤无机氮含量在方差分析前均进行正态性与方差齐性检验。符合正态分布的数据采用单因素方差分析（ANOVA）及Tukey事后多重比较（P < 0.05）进行显著性检验；相关图表在Origin 2025软件中绘制。培养过程中，气体排放通量与累积排放量由以下公式计算：


[bookmark: _Hlk227163699]式中，F表示排放通量，mg·kg1·h1；dc/dt表示顶空中气体浓度的变化速率，µL·L1·h1；Vh表示培养瓶中的顶空体积（L）；M表示相应气体中氮或碳的摩尔质量（对于N2O和N2为28 g·mol1，CO2为12 g·mol1）；1/20表示气体质量单位换算与20 g干土质量换算后的系数；E表示累积排放量；Fi表示在时间点ti的通量；n表示总测定次数。
结 果
2.1 有机物料添加下土壤无机氮的变化规律
稻田与菜地土壤在培养过程中表现出显著不同的无机氮转化特征。总体上，稻田土壤的NO3⁻-N去除率（96.9%）显著高于菜地土壤（34.8%）。在稻田土壤中（表2），培养结束时除MS处理外，其余各处理均增加了NH4+-N的含量。与对照CK相比，WSB和MSB处理显著增加了土壤NH4+-N的含量，分别增加至42.67和30.10 mg·kg1，其中WSB处理最高；其余处理间NH₄⁺-N含量差异不显著。所有处理的NO3-N含量均显著下降，去除率均超过90.0%。MSB处理残留量最低（0.04 ± 0.00 mg·kg−1），去除率接近100.0%。


表2 实验培养始末各处理铵态氮与硝态氮变化
Table 2 Changes in NH4+-N and NO3-N concentrations before and after incubation under different treatments
	土壤样品
Soil samples
	处理
Treatment
	培养前
Before incubation
	培养后
After incubation
	

	
	
	铵态氮
	硝态氮
	铵态氮
	硝态氮
	硝态氮去除率
Nitrate removal rate/%

	
	
	[bookmark: _Hlk208931417]NH4+-N/
	NO3-N/
	NH4+-N/
	NO3-N/
	

	
	
	[bookmark: _Hlk208932374](mg·kg1)
	(mg·kg1)
	(mg·kg1)
	(mg·kg1)
	

	稻田
Paddy soil
	CK
	8.4±0.86
	100.0±0.23
	9.86±0.24b
	8.02±0.64a
	92.0

	
	WS
	
	
	10.95±1.73b
	0.90±0.48ab
	99.1

	
	RS
	
	
	12.16±2.53b
	0.51±0.05ab
	99.5

	
	MS
	
	
	6.73±0.52b
	6.24±0.56a
	93.8

	
	WSB
	
	
	42.67±32.71a
	0.43±0.07ab
	99.6

	
	RSB
	
	
	12.30±2.37b
	0.22±0.06c
	99.8

	
	MSB
	
	
	30.10±11.53ab
	0.04±0.00c
	100.0

	菜地
Vegetable soil
	CK
	7.92±0.22
	211.27±3.62
	12.80±0.09b
	164.24±9.32a
	22.3

	
	WS
	
	
	38.26±7.19a
	157.55±3.13ab
	25.4

	
	RS
	
	
	31.93±14.05a
	148.16±12.88b
	29.9

	
	MS
	
	
	18.53±2.51ab
	150.63±4.45b
	28.7

	
	WSB
	
	
	14.27±0.10b
	168.66±6.56a
	20.2

	
	RSB
	
	
	13.92±0.23b
	157.47±8.59ab
	25.5

	
	MSB
	
	
	14.66±0.78b
	171.24±0.54a
	19.0


[bookmark: _Hlk215235336]注：表中数据为各处理的平均值±标准误差。表中同列数据不同小写字母表示同一土壤不同处理均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Data are presented as means ± standard error. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments within the same planting pattern (P < 0.05).
在菜地土壤中（表2），培养结束后各处理NH4+-N含量均显著高于培养前。WS、RS和MS处理的NH4+-N含量分别为38.26、31.93和18.53 mg·kg−1，显著高于其他处理。相应地，WS、RS和MS处理以及RSB处理的NO3-N残留量显著低于CK。与稻田土壤不同，菜地土壤中施用秸秆或生物质炭的NO3-N去除率相对较低（19.0%~29.9%）。
淋洗液施用对无机氮转化的影响与直接施用固体有机物料表现出不同特征，且在两种土壤中差异显著。在稻田土壤中，与对照CK相比，LWS、LRS、LMS、LRSB和LMSB处理显著提高了NH4+-N的含量（P < 0.05），其中LWS最高，达35.71 mg·kg1。生物质炭淋洗液处理（LWSB、LRSB和LMSB）的NO3-N残留量显著高于其他处理，而LWS、LRS和LMS与CK差异不显著。所有处理的NO3-N去除率均高于90.9%，其中LRS处理最高（97.2%），LWS次之，LWSB最低。
在菜地土壤中，淋洗液处理对无机氮的影响更为显著。三种秸秆淋洗液处理（LWS、LRS、LMS）均显著提高NH4+-N含量（P < 0.05），分别为34.07、32.41和29.61 mg·kg1。对应的NO3-N残留量也显著降低，其中LWS和LMS处理NO3-N仅为0.15和0.04 mg·kg1，NO3-N的去除率分别高达99.9%和100.0%。LRS处理同样促进了NO3-N的去除（50.2%），但其残留量显著高于LWS和LMS处理。生物质炭淋洗液处理中，仅LMSB处理显著影响NH4+-N和NO3-N含量，其NO3-N去除率为38.3%，显著高于CK但显著低于秸秆淋洗液处理。

表3 实验培养始末各处理铵态氮与硝态氮变化
Table 3 Changes in NH4+-N and NO3-N concentrations before and after incubation under different treatments
	土壤样品
Soil samples
	处理Treatment
	培养前
Before incubation
	培养后
After incubation
	

	
	
	铵态氮
	硝态氮
	铵态氮
	硝态氮
	硝态氮去除率
Nitrate removal rate/%

	
	
	NH4+-N/
	[bookmark: _Hlk209179345]NO3-N/
	NH4+-N/
	NO3-N/
	

	
	
	(mg·kg1)
	(mg·kg1)
	(mg·kg1)
	(mg·kg1)
	

	稻田
Paddy soil
	CK
	8.42±0.86
	100.00±0.23
	13.68±0.15c
	4.20±1.29b
	95.8

	
	LWS
	
	
	35.71±0.68a
	2.94±0.35b
	97.1

	
	LRS
	
	
	32.16±2.65a
	2.78±1.03b
	97.2

	
	LMS
	
	
	25.53±0.98ab
	4.91±0.72b
	95.1

	
	LWSB
	
	
	12.01±2.52c
	9.14±0.20a
	90.9

	
	LRSB
	
	
	19.23±7.31ab
	8.30±0.79a
	91.7

	
	LMSB
	
	
	33.69±0.08a
	5.78±0.09a
	94.2

	菜地
Vegetable soil
	CK
	7.92±0.22
	211.27±3.62
	18.59±0.80c
	176.64±1.33a
	16.4

	
	LWS
	
	
	34.07±2.06a
	0.15±0.09c
	99.9

	
	LRS
	
	
	32.41±1.13a
	105.28±1.30ab
	50.2

	
	LMS
	
	
	29.61±4.20a
	0.04±0.01c
	100.0

	
	LWSB
	
	
	12.25±0.43c
	179.55±1.20a
	15.0

	
	LRSB
	
	
	12.81±0.57c
	173.92±4.60a
	17.7

	
	LMSB
	
	
	27.66±0.81ab
	130.31±2.20ab
	38.3


注：表中数据为各处理的平均值±标准误差。同列数据不同小写字母表示同一种植模式下不同处理均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Data are presented as means ± standard error. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments within the same planting pattern (P < 0.05).
2.2 气态氮排放及其N2O/(N2O+N2)比值特征
[bookmark: _Hlk209447787]不同质量的有机碳源的施用显著影响了土壤N2O和N2的累积排放量以及N2O/(N2O+N2)比值（图1）。在稻田土壤中，与对照（CK）相比，有机物料直接施用处理（WS、RS、MS、WSB、RSB和MSB）均显著提高了N2O累积排放量和N2O/(N2O+N2)比值。其中，MS处理N2O的累积排放量最高，达27.00 ± 1.00 mg·kg1，其次为WS（24.12 ± 0.31 mg·kg1）、MSB（23.56 ± 0.63 mg·kg1）、RS（22.51 ± 0.51 mg·kg1）、RSB（22.25 ± 0.38 mg·kg1）和WSB（22.51 ± 0.78 mg·kg1）。对于N2的累积排放量，MSB（40.81± 0.41 mg·kg1）处理显著高于其他处理，而MS（33.51 ± 2.22 mg·kg1）处理显著低于其他处理（图1a）。N2O/(N2O+N2)比值呈现与N2O排放相似规律：MS>WS>RS>WSB>RSB>MSB，值分别为：0.24、0.22、0.21、0.20、0.20和0.20（图1a）。在CO2累积排放方面（图1b），秸秆施用显著促进CO2释放，尤其是MS处理（144.5 ± 2.4 mg kg1），而生物质炭处理（WSB、RSB、MSB）差异不显著。在菜地土壤中，气态氮的排放主要以N2O的形式为主，其N2O/(N2O+N2)比值远高于稻田，范围在0.86~0.94（图1c）。MS处理的N2O累积排放量最高（95.23 ± 12.81 mg·kg1），显著高于CK处理（44.21 ± 4.81 mg·kg1）。各处理的N2排放量普遍较低（5.36~9.59 mg·kg1）。菜地CO2排放规律与稻田相似，秸秆处理的CO2排放量显著高于CK和生物质炭处理，以MS处理最高（67.81 ± 3.21 mg·kg1）（图1d）。
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注：图中不同大小写字母表示同一种植模式下不同处理均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Different case letters in the figure indicate significant differences (P < 0.05) between the means of different treatment groups under the same planting pattern.
图 1 培养期间有机物料施用下稻田（a, b）和菜地土壤（c, d）N2O、N2、CO2累积排放量及其N2O/(N2O+N2)比值 （彩图）
Fig. 1 N2O, N2 cumulative emissions and associated N2O/(N2O+N2) product ratio, and CO2 cumulative emission in paddy (a, b) and vegetable soils (c, d) received with various organic materials during incubation
[bookmark: _Hlk227164484]与有机物料直接施用相似，施用相应的淋洗液亦显著影响了反硝化过程气态氮排放及其产物N2O/(N2O+N2)比值（图2）。在稻田土壤中（图2a），与对照（CK）相比，秸秆淋洗液处理（LWS，LRS，LMS）显著提高N2O累积排放量，范围为46.43~63.16 mg·kg1，其中LWS处理最高。相较之下，生物质炭淋洗液处理（LWSB，LRSB，LMSB）的N2O累积排放量明显较低（18.45~37.50 mg·kg1），其中LWSB与CK差异不显著，而LRSB和LMSB分别显著高于或低于CK。N2O/(N2O+N2)比值与N2O排放趋势一致，LWS处理的N2O/(N2O+N2)比值最高，秸秆淋洗液处理的N2O/(N2O+N2)比值（0.35~0.46）均显著高于CK和生物质炭淋洗液处理（0.16~0.27）（图2a）。在CO2累积排放量方面（图2b），秸秆淋洗液处理显著提高CO2排放，以LMS处理最高（276.79 ± 4.23 mg·kg1）。在菜地土壤中，LWS、LRS和LMS处理的N2O累积排放量（195.86~268.57 mg·kg1）显著高于LWSB、LRSB、LMSB和CK（35.56~76.97 mg·kg1），其中LWS最高，LWSB则最低（图2c）。菜地土壤中各处理N2排放量与稻田土壤相当，但N2O排放量显著更高，导致其N2O/(N2O+N2)比值普遍较高（0.51~0.87），明显高于稻田土壤（0.16~0.46）。此外，秸秆与生物质炭淋洗液的N2O/(N2O+N2)比值显著低于CK。CO2排放趋势与稻田类似（图2d），其中LMSB处理最高，其余秸秆淋洗液处理亦显著高于CK与生物质炭淋洗液处理。
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注：图中不同大小写字母表示同一种植模式下不同处理均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Different case letters in the figure indicate significant differences (P < 0.05) between the means of different treatment groups under the same planting pattern.
图 2 培养期间有机物料淋洗液施用下稻田（a, b）和菜地土壤（c, d）N2O、N2、CO2累积排放量及其N2O/(N2O+N2)比值 （彩图）
Fig. 2 N2O, N2 cumulative emissions and associated N2O/(N2O+N2) product ratio, and CO2 cumulative emission in paddy (a, b) and vegetable soils (c, d) received with various organic matter leachates during incubation
2.3 功能基因丰度
在稻田土壤中（图3a-图3d），与CK相比，所有处理均显著提高了16S rRNA基因丰度。LRS、LRSB和LMSB处理的nirS+nirK基因丰度总和显著低于CK，而LWS、LMS和LWSB与CK无显著差异。秸秆淋洗液处理（LWS，LRS，LMS）的nosZ基因丰度显著低于生物质炭淋洗液处理（LWSB，LRSB，LMSB）。各处理间(nirS+nirK)/nosZ的比值范围为10.05~32.82，其中秸秆淋洗液处理（LWS，LRS，LMS）显著高于生物质炭淋洗液处理（LWSB，LRSB，LMSB）。在菜地土壤中（图3e-图3h），所有处理均提高了16S rRNA基因丰度，其中LWS、LRS、LMS和LMSB分别较CK显著增加了136.7%、108.2%、126.9%和214.1%。LMSB处理的nirS和nirK基因丰度总和最高，为8.34 × 107 copies·g−1，显著高于其他处理，而其他处理间差异不显著。LWS、LRS、LMS和LMSB处理显著提高了nosZ基因丰度，显著高于CK、LWSB和LRSB，其中以LMS处理最高（6.35 × 106 copies g−1）。各处理中(nirS+nirK)/nosZ的比值范围为4.25~20.10，其中LRSB和LMSB显著高于CK，而LMS显著低于CK。
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注：图中不同大小写字母表示不同处理均值间的差异显著（P < 0.05）。Note: Different case letters in the figure indicate significant differences (P < 0.05) between the means of different treatment groups.
图 3 培养期间稻田（a, b, c, d）和菜地土壤（e, f, g, h）中各淋洗液添加处理细菌（16S rRNA）、反硝化功能基因（nirS，nirK和nosZ）丰度及(nirS+nirK)/nosZ比值
Fig. 3 Abundances of bacterial (16S rRNA) and denitrification functional genes (nirS, nirK, and nosZ), and the (nirS+nirK)/nosZ abundance ratio in paddy (a, b, c, d) and vegetable soils (e, f, g, h) received with various organic matter leachates during incubation
2.4 溶解性有机质的化学多样性及其与反硝化产物的关联
利用傅立叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR MS）对不同淋洗液中DOM的化合物分子组成进行分析，以表征不同质量有机物料的质量特征并探讨其与气态氮排放的关系。结果表明，各处理中检测到的分子式数量无显著差异，范围为4 676~6 308。秸秆淋洗液（LWS、LRS、LMS）中，芳香度指数（AImod）均值分别为0.48、0.54和0.50，高于生物质炭淋洗液（LWSB、LRSB和LMSB）的0.23、0.15和0.21。秸秆处理淋洗液（LWS、LRS和LMS）的DOM的平均氧化态（NOSC）分别为0.14、0.36、0.21，而在生物质炭处理（LWSB、LRSB和LMSB）中分别为-0.27、-0.85和-0.26。这表明秸秆淋洗液DOM整体处于氧化态，而生物质炭淋洗液DOM以还原性组分为主。
由Van Krevelen图可见，秸秆淋洗液的DOM化合物分子主要分布于H/C<1.5的木质素类和稠环芳烃类化合物区域，表明其以难降解组分为主（图4a-图4c）；相比之下，生物质炭淋洗液中蛋白质/氨基糖类和脂类等易降解化合物分布增加，难降解组分占比降低（图4d-图4f）。
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注：图中叠加的虚线框表示DOM化合物组分；不同颜色数据点表示不同元素组成；a-c分别表示小麦、水稻和玉米秸秆淋洗液处理（LWS，LRS，LMS），d-f分别表示小麦、水稻和玉米生物质炭淋洗液处理（LWSB，LRSB，LMSB）。Note: The dashed overlay in the figure indicates DOM compound groups; data points of different colors represent different elemental compositions; a-c denotes straw leachate treatments (LWS, LRS, LMS), d-f denotes biochar leachate treatments (LWSB, LRSB, LMSB).
图 4 不同有机物料淋洗液溶解性有机质（DOM）组成：分子水平的范克里夫伦图 （彩图）
Fig. 4 Composition of dissolved organic matter (DOM) in leachates from different organic materials: Van Krevelen diagram of molecular-level
从元素组成来看（图5a），所有有机物料淋洗液中CHO化合物占比最高，其次是CHON类。其中，LWS的CHO占比最高，达64.7%，LMSB最低。此外，不同秸秆淋洗液和生物质炭淋洗液在DOM化学组成上存在显著差异。化合物分类结果显示（图5b），LWS的DOM由木质素类（63.4%）和稠环芳烃类（25.0%）等难降解组分主导。然而，在LWSB中，稠环芳烃类化合物的比例降低至2.5%，易降解的蛋白质/氨基糖类组分从2.6%增加至17.9%，脂类也从0.7%提升至7.4%。LRS与LRSB之间也表现出相似趋势：木质素类（50.7%）和稠环芳烃类（36.2%）在LRS中占比高，但在LRSB中显著下降，脂类升至41.7%，蛋白质/氨基糖类也升至18.3%。同样，与LMS相比，LMSB也表现出相似的规律，稠环芳烃类化合物的占比从34.0%降至1.7%，而蛋白质/氨基糖类的比例从4.0%升至20.5%，脂类和碳水化合物的含量也均有增加。
相关性分析结果显示，有机物料淋洗液DOM的化学组成与反硝化产物之间存在显著关系。在稻田土壤中（图5c），N2O累积排放量和N2O/(N2O+N2)比值与木质素类和稠环芳烃类难降解组分的相对丰度呈显著正相关，表明这些难降解组分可能导致反硝化不完全并促进N2O积累。相反，N2累积排放量与芳香指数（AImod）、碳氧化态（NOSC）和稠环芳烃类组分呈负相关。在菜地土壤中（图5d），N2累积排放量与芳香指数（AImod）、稠环芳烃类和不饱和碳氢化合物等难降解组分的相对丰度呈显著正相关，表明在高NO3⁻-N残留的菜地土壤中，反硝化过程可能主要受高芳香性与低饱和度化合物的DOM驱动。
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注：图中rNO3-N表示硝态氮去除率；Richness表示分子式数量；NOSC表示碳氧化态；AImod表示芳香指数；“*”表示N2O/(N2O+N2)、N2O、N2及r NO3-N与DOM化学多样性之间差异显著（P < 0.05）。Note: r NO3-N denotes the nitrate consumption rate; Richness denotes the number of molecular formulas; NOSC denotes the nominal oxidation state of carbon; AImod indicates the aromaticity index; “*”denotes a significant correlation (P < 0.05) between N2O/(N2O+N2) ratio, N2O, N2, and r NO3-N and DOM chemical diversity.
图 5 不同有机物料来源淋洗液溶解性有机质（DOM）的化学多样性及其与反硝化产物和硝态氮去除率的Pearson相关性 （彩图）
Fig. 5 Pearson correlation between the chemical composition of dissolved organic matter (DOM) in leachates from different organic materials, denitrification products and nitrate removal rates
讨  论
3.1 有机物料质量对农田土壤反硝化气态氮排放的影响
[bookmark: _Hlk227167016]本研究结果表明，有机物料的质量特征，如C/N比及炭化处理与否，是调控农田土壤反硝化过程产物分配的关键因素。与生物质炭处理相比，施用秸秆呈现出促进N2O累积排放并提高N2O/(N2O+N2)比值的趋势（图1a），这一结果与前人研究一致[33-35]。本研究中，秸秆的碳含量较低而C/N比普遍高于生物质炭。传统观点认为，高C/N比的有机物料可为反硝化过程提供更多电子供体，促进完全反硝化过程进行，从而降低N2O的排放比例[36]。然而，本研究发现，与CK相比，高C/N比的秸秆反而提供了更丰富的可利用碳源，显著增强反硝化作用，从而导致更高的N2O排放及其占比（图1a）。功能基因定量的结果进一步支持了这一发现：尤其是在菜地土壤中，秸秆处理（LWS，LRS）的16S rRNA基因丰度显著高于生物质炭处理（LWSB，LRSB），且在低C/N比条件下（LRS和LRSB）其基因丰度整体处于较低水平（图3）。鉴于细菌反硝化过程是土壤N2O排放的主要来源[37]，且多数细菌均具备执行反硝化过程的能力，细菌丰度和活性（即CO2呼吸强度，图1b）的变化将直接影响N2O排放强度。稻田土壤中，进一步分析发现，(nirS+nirK)/nosZ比值也表现为秸秆处理（LWS，LRS，LMS）显著高于生物质炭处理（LWSB，LRSB，LMSB）。此外，小麦和玉米秸秆及其生物质炭的C/N比均高于水稻秸秆（表1）。在秸秆处理中，高C/N比的LWS和LMS处理16S rRNA及(nirS+nirK)基因丰度明显高于RS；在生物质炭处理中，高C/N比的LMSB同样表现出更高的16S rRNA及(nirS+nirK)基因丰度（图3e-图3f）。由此可推断，高C/N比有机物料通过提供更多可利用碳源、刺激反硝化微生物活性并提高(nirS+nirK)/nosZ比值，从而导致更高的N2O排放。
[bookmark: _Hlk227167655]在以往的研究中，秸秆的施用通常会增加N2O的排放，提高N2O/(N2O+N2)比值[18]，这与本研究结果一致（图1）。其主要原因是秸秆可能通过提高反硝化过程所需的碳源和氮源[38]，进而增加N2O排放。此外，已有研究表明，施用秸秆还会导致N2O还原能力的变化[39]，而影响N2O的排放。本研究中，施用秸秆后nosZ的基因丰度显著增加，同时(nirS+nirK)/nosZ比值也显著更高。由此可判断，本研究中(nirS+nirK)基因丰度的增加是导致秸秆处理中N2O排放更高的重要原因。相较于秸秆，生物质炭的施用通常具有减排效果[40]，其机制被归因于N2O还原酶活性的提升以及通过吸附底物、促进电子传递而增强N2O向N2转化[41-42]。本研究在LWSB、LMSB及LRSB处理中观察到nosZ基因丰度显著高于秸秆处理。有研究指出，生物质炭表面活性氧自由基可能抑制反硝化基因表达[43]，这可能是造成本研究中稻田WSB、RSB和MSB处理中nirS、nirK被抑制、N2O排放降低的重要原因。
此外，土壤理化性质对反硝化过程也具有关键影响。在高硝酸盐胁迫下，NO3-N比N2O更易被微生物作为电子受体[44]；即在高NO3-N浓度下，微生物会优先利用NO3-N而非N2O，从而导致反硝化产物以N2O为主。土壤中的酸性环境也会抑制N2O的还原过程，大量研究表明低pH环境会通过抑制N2O还原酶的表达从而抑制其还原N2O为N2的功能，致使反硝化过程释放更多的N2O[45]。本研究发现，两种土壤对于有机物料施用的响应模式差异显著。无论施用何种有机物料，菜地土壤的N2O排放（50.60~95.21 mg·kg1）远高于稻田（22.12~26.97 mg·kg1），且N2O/(N2O+N2)比值始终维持在接近1.0的水平（0.86~0.94），表明N2O还原为N2的过程几乎被完全抑制。这一强烈的抑制效应主要归因于菜地土壤中高NO3-N（211.27 mg·kg1）残留和低pH（5.61）的背景条件。
3.2 有机物料源DOM的化学多样性对反硝化产物的影响机制
[bookmark: _Hlk227167535]近年来，有研究表明除了碳源数量外，其质量特征也会显著影响反硝化速率[46]。本研究中，稻田土壤的N2O累积排放量和N2O/(N2O+N2)比值与有机物料DOM中的稠环芳烃类化合物及芳香指数AImod呈显著正相关，而N2排放量与其显著负相关并与蛋白质/氨基糖组分呈正相关（图5c）。这表明有机物料DOM的化学组成直接决定电子供体有效性与反硝化完整性。已有研究指出，与直接施用秸秆相比，经过微生物预降解的秸秆因易降解组分增加，可显著降低土壤N2O排放[47]。这主要是由于更高的碳可利用性强化了反硝化电子传递，从而促进携带nosZ基因的微生物生长，进而加速了反硝化最后阶段N2O向N2的还原[48]。本研究的结果与此类似，生物质炭淋洗液（LWSB、LRSB和LMSB）中脂类、蛋白质/氨基糖类等易降解组分的占比高于秸秆淋洗液，施用后土壤nosZ丰度显著高于秸秆淋洗液处理（LWS、LRS和LMS），从而呈现出较低的N2O/(N2O+N2)比值（图2a）。相反，木质素和稠环芳烃等结构复杂、难以被微生物直接利用的组分需要更长时间降解，电子供体供给受限[49]，更易导致反硝化不完全并促使N2O积累。本研究的功能基因定量结果也印证了这一点，富含难降解组分的秸秆淋洗液通过显著降低nosZ的丰度使N2O的排放增加。由此可见，有机物料施用下其浸出DOM中的难降解组分是导致不完全反硝化的重要内因。
值得注意的是，在菜地土壤中，N2排放反而与难降解组分呈正相关（图5d）。这可能反映出在酸性和高硝酸盐条件下，DOM的生物可利用性作用被削弱，而环境因素（如低pH和高硝酸盐残留对N2O还原酶的抑制）成为控制反硝化最终产物的主导因素。因此，讨论N2O排放机理时需综合考虑碳源化学特征与土壤本底性质的交互作用。
3.3 有机物料的施用方式对农田土壤NO3-N去除的影响
[bookmark: _Hlk227166862]有机物料的施用显著促进土壤NO3-N去除，但其反硝化速率和最终产物分配受有机物料质量、形态及土壤性质共同影响。在稻田土壤中，pH为6.65且NO3-N含量较低，秸秆和生物质炭均实现高NO3-N去除率（93.8%~100.0%）。秸秆淋洗液处理的NO3-N去除率（95.1%~97.2%）略高于生物质炭淋洗液（90.9%~94.2%），这可能是由于秸秆淋洗液处理更高的碳施用量所致，表明溶解态有机碳的直接输入更有利于为反硝化提供电子供体。然而，在酸性（pH=5.61）且高NO3-N残留的菜地土壤中，有机物料的形态对NO3-N去除率的效果显著不同。其中，秸秆和生物质炭对NO3-N的去除率均低于30%，但秸秆淋洗液（LWS和LMS）可实现近乎完全的NO3-N去除，这说明DOM快速释放对高NO3⁻-N残留土壤中反硝化效率的关键作用[7]。此外，菜地土壤因长期有机肥施用而富含有机质，在淋洗液输入大量活性可利用碳后，可能显著促进土壤有机氮矿化，释放出大量无机氮，并经后续硝化与反硝化过程转化为N2O和N2，从而导致反硝化气态氮排放量显著高于土壤无机氮表观变化量，类似现象在前人的研究中也有报道[7]。
反硝化是环境中NO3-N转化和去除的关键生物过程[50]。在农田生态系统中生物驱动的反硝化难以避免的情况下，尽可能促进NO3-N经过完全反硝化转化为N2，才能有效降低硝酸盐淋溶和温室气体排放风险，从而减轻残留硝酸盐的环境危害。有研究表明，不同有机质组分对反硝化速率与产物分配的影响不一[51]。本研究在稻田土壤中观察到，施用秸秆与生物质炭的处理NO3-N去除率相近，但生物质炭及其淋洗液的N2O/(N2O+N2)比值显著低于秸秆处理，说明生物质炭来源DOM中更易被微生物利用的组分（如脂类、蛋白质）可为N2O还原酶提供电子，促进完全反硝化。相较之下，菜地土壤即使在秸秆淋洗液处理（LWS、LRS、LMS）下NO3-N去除率最高，N2O/(N2O+N2)比值仍维持较高水平（0.69~0.87），揭示酸性与高NO3⁻-N背景共同抑制了N2O还原过程[52]，使反硝化停留于中间产物阶段。此外，几乎所有处理中土壤NH4+-N含量均有所升高，表明在高C/N与厌氧条件下异化硝酸盐还原为铵（DNRA）也可能发生[53-54]，其与反硝化过程竞争硝酸盐，导致部分氮素以NH4+-N的形式滞留在土壤中。因此，本研究中观测到的NO3⁻-N去除率可能包含DNRA过程的贡献。该过程在稻田生态系统中具有重要意义，一方面可降低硝酸盐淋失风险，另一方面有助于提高土壤保氮能力，从而促进氮素的循环利用与保持。
综上，在长期高氮投入的土壤中，可以施用生物质炭以提高pH，减弱低pH对N2O还原酶的抑制；同时增加生物可利用性碳的输入（如腐熟秸秆），以增强电子供体的直接供给，促进N2O向N2的转化并降低N2O/(N2O+N2)比值。该策略既有利于实现更完全的反硝化，也能增强DNRA对硝酸盐的竞争，从而提高土壤保氮与氮素循环利用效率。
结  论
本研究显示，外源有机碳的质量特征能够显著调节反硝化过程气态氮排放及产物分配，且在稻田与菜地中呈现不同响应。总体上，稻田的NO3-N去除率高于菜地，秸秆与生物质炭处理均显著提高了N2O排放和N2O/(N2O+N2)比值；但由于(nirS+nirK)/nosZ比值较高，秸秆及其淋洗液处理导致的N2O/(N2O+N2)比值增幅更大，而生物质炭在两类土壤中的增幅整体小于秸秆。机制上，秸秆淋洗液富含木质素和稠环芳烃等难降解组分，电子供体供给受限，更易导致反硝化不完全，从而提高N2O占比；生物质炭淋洗液中蛋白质/氨基糖与脂类等易降解组分比例更高，可为N2O还原提供电子，从而降低N2O/(N2O+N2)比值。土壤性质对上述过程具有决定性影响，在pH与NO3-N相对适中的稻田中，有机物料源DOM的质量特征是主要限制因素；而在酸性与高NO3⁻-N背景的菜地土壤中，N2O还原受抑制，掩盖了DOM作为电子供体的促进作用。综合来看，为缓解农田硝酸盐淋溶风险及温室气体排放，应合理优化有机物料类型与输入形态，增加生物可利用性碳并协同调控pH与NO3⁻-N水平，以此保障较高NO3-N去除率同时降低N2O/(N2O+N2)比值，促进终端产物向N2转化，推动农田活性氮减排与氮素良性循环。
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