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摘 要：过量化肥施用导致茶园酸性土壤成为氧化亚氮 （N2O）排放的热点，筛选其减排管理措施意义重大。

微生物菌剂可调控氮循环微生物以减少土壤 N2O 排放，但目前关于茶园土壤 N2O 产生途径与排放强度对

微生物菌剂施用的响应尚不清楚。本研究通过室内培养实验，结合 δ18O（N2O/H2O）vs. δ15NSP 双同位素混

合模型，探究芽孢杆菌和哈茨木霉菌添加对我国不同气候区 7 个典型茶园土壤 N2O 排放的影响及其过程驱

动机制。结果表明，细菌反硝化和硝化细菌反硝化作用是茶园土壤 N2O 产生的主导途径。添加芽孢杆菌和

哈茨木霉菌分别可使茶园土壤 N2O 排放量平均降低 48.6%和 23.5%。这两种菌剂均能通过提高土壤 pH、增

加由 nosZ 基因丰度介导的N2O还原过程以及抑制真菌反硝化过程等共同机制，实现茶园土壤N2O的减排。

此外，芽孢杆菌的添加还可显著降低氨氧化细菌（AOB）基因丰度，从而抑制硝化过程引起的 N2O 排放。

综上所述，施用微生物菌剂是减少茶园土壤 N2O 排放的有效途径。研究结果可为制定我国茶园土壤 N2O 减

排的施肥管理策略提供数据支持，并为微生物菌剂在茶园土壤中的推广应用提供科学依据。 
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Abstract:  【Objective】The excessive application of chemical fertilizers has turned tea plantation soils into hotspots 

for nitrous oxide (N2O) emissions in China’s agricultural systems. Therefore, identifying and optimizing farmland 

management strategies that effectively mitigate N2O emissions from tea plantation soils is of great importance for 

greenhouse gas reduction in both China and the world. Microbial inoculants show considerable potential for reducing 

N2O emissions from agricultural soils by modulating soil microbial communities and influencing the activity of N-

cycle functional genes. However, how N2O emission pathways and intensities in tea plantation soils respond to the 

application of microbial inoculants remains poorly understood. 【Method】In this study, the effects of Bacillus and 

Trichoderma harzianum inoculants on N2O emissions and their underlying process-driven mechanisms in seven 

typical tea plantation soils collected from different climatic regions across China were investigated. The investigation 

was conducted through laboratory incubation experiments combined with a δ18O (N2O/H2O) versus δ15NSP dual-

isotope mixing model. 【Result】The results showed that bacterial denitrification and nitrifier denitrification were 

the dominant pathways for N2O production in the tea plantation soils. Addition of Bacillus and T. harzianum reduced 

N2O emissions from the tea plantation soils by an average of 48.6% and 23.5%, respectively. Both inoculants reduced 

N2O emissions through shared mechanisms, including increasing soil pH, enhancing N2O reduction via nosZ-

mediated activity, and inhibiting fungal denitrification. Moreover, Bacillus addition significantly reduced the gene 

abundance of ammonia-oxidizing bacteria (AOB), thereby suppressing N2O emissions from the nitrification process. 

【Conclusion】In conclusion, the application of microbial inoculants is an effective strategy for mitigating N2O 

emissions from tea plantation soils. The findings of this study provide data to support the development of fertilization 

management strategies aimed at reducing N2O emissions from tea plantation soils in China, and offer scientific 

guidance for promoting the application of microbial inoculants in tea plantation soil management. 
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氧化亚氮 （N2O）作为大气环境中重要的痕量气体，不仅可以直接导致温室效应，还能

通过破坏臭氧层间接导致辐射强迫增加，是备受社会关注的大气环境污染物[1-2]。 《2025 年世

界气象组织温室气体公报》中指出，2024 年全球大气中 N2O 平均浓度已达到工业化前水平

的 1.25 倍。氮肥施用引起的农业土壤 N2O 直接和间接排放是大气 N2O 的重要来源，对全球

人为 N2O 总排放的贡献率高达 52%[3]。随着 N2O 减排的国际压力剧增以及国内“双碳”目

标的深入推进，探究农业土壤 N2O 有效的减排策略已成为农业科学领域重要的研究命题。 
2024 年我国茶园种植面积为 344.9 万 hm2、茶叶产量为 373.7 万 t，均居全球首位[4]。由

于氮是促进茶叶中茶氨酸合成的主要元素，高氮肥投入已经成为茶农获取高品质茶叶的重要

途径[5]。据统计，目前我国茶园年平均施氮量为 491 kg·hm-2，且有 30%的茶园存在化肥过量

施用问题[6]。由于茶树广泛种植于热带和亚热带地区，湿热气候下长期过量施肥不仅加剧茶

园土壤酸化，还为茶园土壤 N2O 产生提供了适宜的条件和充足的氮底物，使得茶园土壤成

为农业领域 N2O 排放研究关注的热点[7-8]。因此，筛选和优化茶园土壤 N2O 有效减排的农业

管理策略对于实现我国温室气体减排具有十分重要的意义。 
在茶园土壤 N2O 减排领域，现有研究较多关注有机肥替代化肥、添加生物质炭或硝化

抑制剂等化学措施[9-11]。这些研究虽为减少茶园土壤 N2O 排放提供了重要依据，但现有措施

仍普遍存在减排潜力有限、效果差异大且持续性不足等问题[12-13]。微生物菌剂施用作为一种

环境友好型的农田管理措施，不仅能减少因化肥不当使用引发的土壤酸化、板结和水体富营

养化等问题，还可改善土壤理化性质与结构、促进养分循环、优化微生物组成，进而提升作

物产量与品质[14-16]。近年研究进一步表明，微生物菌剂在降低土壤 N2O 排放方面亦具潜力。

例如，课题组前期工作发现，添加贝莱斯芽孢杆菌 Bacillus velezensis SQR9 可以通过靶向抑
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制真菌反硝化和促进细菌完全反硝化显著降低菜地土壤 N2O 排放[17]。Xu 等[18]报道木霉添

加可通过提高 nosZ 基因丰度使茶园土壤 N2O 排放降低 67.6%。Meta 分析显示，施用微生物

菌剂后，农田土壤 N2O 排放量可平均减少 29.8%[19]。尽管微生物菌剂在减少农田土壤 N2O
排放方面已取得一定研究进展，但目前仍处于从表观验证向大规模应用过渡的关键阶段。样

本量有限、减排效果差异大和过程机制不清仍是制约微生物菌剂在农田土壤中应用的核心瓶

颈。因此，为明确微生物菌剂调控茶园土壤 N2O 排放的内在机制与减排潜力，有必要系统

开展不同区域茶园在菌剂施用条件下土壤理化性质、硝化和反硝化途径、功能微生物活性及

其与 N2O 排放关系的综合研究。 
因此，本研究采集我国不同气候区 7 个典型茶园土壤，通过室内培养实验，探究芽孢杆

菌 （细菌）和哈茨木霉菌 （真菌）等不同类型菌剂添加对 N2O 排放通量和排放强度的影响。

利用 δ18O（N2O/H2O）vs. δ15NSP 双同位素混合模型探究了不同菌剂添加对茶园土壤 N2O 产

生和还原主要微生物过程的影响，并结合土壤理化性质和功能微生活性的测定，系统评估茶

园土壤 N2O 排放对微生物菌剂添加的响应及其相关驱动机制。该研究有助于深化我们对茶

园土壤氮循环过程的认识，科学评估微生物菌剂对茶园土壤 N2O 的减排潜力，对于实现茶

产业经济绿色低碳发展具有十分重要的意义。 

1 材料与方法 

1.1 研究区概况与土壤采集 
本研究中的茶园土壤采自中国 7 个主要产茶省份 （表 1）：山东省青岛市 （SD；36°22'N，

120°40'E）、浙江省杭州市 （ZJ；29°11'N，119°21'E）、福建省福安市 （FJ；27°13'N，119°34'E）、
湖北省宜昌市 （HB；30°58'N，111°18'E）、河南省信阳市 （HeN；32°00'N，113°30'E）、安徽

省六安市 （AH；31°19'N，117°00'E）和湖南省娄底市 （HN；27°30'N，111°01'E）。所有茶园

的施肥制度均为当地传统模式，每年施氮量约为 300 kg·hm-2。每个采样点设置一个 20 m  
20 m 的样方，去除土壤表面凋落物后于 2023 年 9 月利用五点采样法采集表层土样（0~20 
cm），混匀带回实验室过 2 mm 筛备用。不同采样点土壤初始理化性质见表 1。 

表 1 采样点地理位置与土壤初始理化性质 

Table 1 Geographical locations of sampling points and initial soil physicochemical properties 

采样点 

Sampling 

site 

pH 

全碳 

TC/ 

 (g·kg-1) 

全氮 

TN/ 

 (g·kg-1) 

可溶性有机

碳 DOC/ 

(mg·kg-1) 

铵态氮 

NH4+-N/ 

 (mg·kg-1) 

硝态氮 

NO3--N/ 

 (mg·kg-1) 

黏粒

Clay/ 

% 

粉粒 

Silt/ 

% 

砂粒 

Sand/ 

% 

SD 5.21 17.15 1.76 90.28 14.01 23.78 2.10 29.09 68.81 

ZJ 5.33 25.30 2.77 113.67 21.52 26.50 13.60 73.93 12.47 

FJ 3.77 13.14 1.33 33.94 14.46 17.70 9.85 76.05 14.10 

HB 5.79 52.47 4.57 454.41 38.22 51.09 9.47 75.10 15.43 

HeN 5.41 22.00 2.49 64.29 15.10 33.12 4.14 37.70 58.16 

AH 4.32 13.08 1.58 79.55 11.60 17.46 9.88 62.28 27.84 

HN 5.48 0.36 0.16 23.46 13.26 19.72 6.16 77.48 16.36 

注：SD，ZJ，FJ，HB，HeN，AH 和 HN 分别代表山东、浙江、福建、湖北、河南、安徽和湖南。Note: SD, ZJ, FJ, HB, HeN, 

AH and HN represent Shandong, Zhejiang, Fujian, Hubei, Henan, Anhui and Hunan Province, respectively. 

1.2 试验设计 
每个地区茶园土壤设置 3 个处理：仅添加尿素溶液作为对照（CK）、添加尿素溶液+芽

孢杆菌菌剂 （BOF）、添加尿素溶液+木霉菌剂 （TOF）。每个处理设 12 个重复供气体采集与
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土壤破坏性采样。正式培养开始前，所有样品均进行预培养以活化土壤微生物。具体步骤为：

称取相当于 20 g 干土重的新鲜土样置于 250 mL 锥形瓶中，调节土壤含水量至 50%田间持

水量 （WHC），随后置于 25 ℃黑暗环境中预培养 7 d。预培养结束后进行尿素溶液与菌剂添

加。所有处理均按每千克干土 200 mg 氮的量添加尿素溶液。此外，分别称取 1.0 g 芽孢杆菌

和哈茨木霉菌原粉，加入 80 mL 无菌水，定容至 100 mL，获得 1×10⁷ CFU·mL⁻¹的浓度的 BOF
和 TOF。利用移液管精准吸取 2 mL 菌液均匀滴洒至对应处理锥形瓶的土壤表层。随后将土

壤含水量统一调节至 60% WHC，用封口膜覆盖瓶口并扎孔以维持好氧条件。将所有锥形瓶

置于 25 ℃黑暗培养箱中持续培养，期间每 2~3 天称重补水以保持水分稳定。 
1.3 N2O 通量和累积排放量的测定 

分别在正式培养的第 1、3、5、7、11、17、25、35 和 40 天收集气体样品进行 N2O 排

放通量的测定。收集气体样品前，取下锥形瓶上的封口膜通风 10 min，吹扫锥形瓶中的气

体。再利用带有三通阀的橡胶塞密封锥形瓶的瓶口，连接 20 mL 注射器，反复推拉注射器活

塞以混匀瓶中气体后，采集 20 mL 气体样品。然后关闭三通阀，密封 2 h 后，再采集一次瓶

中气体样品。采集完样品后，移除橡胶塞，令锥形瓶重新通风并用封口膜覆盖扎孔，然后放

回培养箱。 
使用气相色谱仪 （Agilent 7890A）测定N2O 浓度。N2O检测器为电子捕获检测器 （ECD），

气相色谱的柱温和检测器温度分别为 50 和 330 ℃。N2O 通量基于 0 h 和 2 h 之间的浓度差

异计算。2 h 内测得的 N2O 通量代表采样日的平均通量[20]。累积 N2O 排放量 （E）通过累加

整个培养期间所有时间间隔的 N2O 排放量计算，两个采样日之间的 N2O 排放量通过平均

N2O 通量乘以时间间隔计算[20]。 
1.4 N2O 产生途径和还原比例划分 

利用同位素异位体法中的 3DI 模型和 SP/O Map 模型，以量化微生物产生途径对 N2O 排

放的相对贡献以及 N2O 还原比例[21-22]。将 N2O 排放峰值期采集的气体样品及实验室背景空

气送往中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所利用同位素比质谱仪 （IRMS，Isopriome 
100）测定气体样品和背景空气中的 N2O 同位素特征值，包括 δ15Nbulk，δ15Nα 和 δ18O，计算

公式如下[23]： 

𝛿𝛿15N𝑖𝑖 =
515Nsample

𝑖𝑖

515Nstandard
𝑖𝑖 − 1(𝑖𝑖 = bulk，𝛼𝛼，or 𝛽𝛽) 

𝛿𝛿18O =
018Osample

018Ostandard
− 1 

𝛿𝛿15Nbulk =
𝛿𝛿15N𝛼𝛼 + 𝛿𝛿15N𝛽𝛽

2
 

𝛿𝛿15Nsp = 𝛿𝛿15N𝛼𝛼 − 𝛿𝛿15N𝛽𝛽 
式中，15Ni 和 18O 分别表示 15N/14N 和 18O/16O 的比值。δ 值表示相对于大气中的空气-氮气

（15N）和维也纳标准水 （VSMOW，18O）的相对标准偏差 （‰）。15Nα和 15Nβ分别表示 N2O
分子中的中心位点 （14N-15N-16O）和末端位点 （15N-14N-16O）的 15N/14N 比值。15Nbulk 表示两

个 N 原子上 15N/14N 比值的平均值。15Nsp 代表 N2O 分子内部两个氮原子之间 15N 同位素的

差值。 
气体样品中的 N2O 同位素特征值反映了土壤排放的 N2O 与背景空气中 N2O 的混合效

应。因此，为准确表征土壤源 N2O 的同位素特征值，应依据质量守恒原则对测得值进行校

正[24]。 
在 3DI 模型中[25]，结合同位素特征值定量解析硝化作用 （Ni）、硝化细菌反硝化 （nD）、

细菌反硝化（bD）和真菌反硝化（fD）这四种主要微生物途径对 N2O 产生的相对贡献，并

评估 N2O 还原比例[26]。本研究分别考虑了 N2O 混合与还原的两种情景假设： （1）先还原后
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混合，即由细菌反硝化产生的 N2O 先部分还原成 N2，剩余未还原的 N2O 与其他途径产生的

N2O 混合；（2）先混合后还原，即各个途径产生的 N2O 先混合，而后部分 N2O 还原为 N2。

在该模型中，利用马尔可夫链蒙特卡洛算法的稳定同位素分馏与混合评估方法来评估微生物

途径对 N2O 产生的贡献及 N2O 还原比例[27]。 
在 SP/O Map 模型中[21]，硝化作用和真菌反硝化作用，两者均具有较高的 δ15NSP 和 δ18O

值，被归为同一组（Ni/fD）；细菌反硝化作用和硝化细菌反硝化作用，两者均具有较低的

δ15NSP 和 δ18O 值，被归为另一组 （bD/nD）。该模型中，计算 N2O 产生途径贡献以及 N2O 还

原比例时也分别考虑了 N2O 混合与还原的两种情景假设，具体方法参考先前的研究[21]。 
1.5 土壤理化性质和功能基因丰度的测定 

分别在正式培养的第 1、7、21 和 35 天进行破坏性采样，收集土壤样品以测定土壤 pH、

铵态氮（NH4+-N）、硝态氮（NO3−-N）以及 DOC 含量。土壤 pH 采用复合玻璃电极（PH3-
SC mv/pH detector，中国）测定，土水比为 1﹕2.5 （w/v）。NH4+-N 和 NO3−-N 用 2 mol·L-1 的

KCl 溶液 （1﹕5，w/v）提取，采用连续流动分析仪 （SANPlus System，Skalar，荷兰）测定。

土壤可溶性有机碳（DOC）用超纯水浸提后，采用 TOC 分析仪（TOC-VCPH，Shimadzu，
kyoto，日本）测定。初始土壤理化性质中，土壤质地采用激光粒度分析仪 （Mastersizer 3000+）
测定，土壤全碳（TC）和全氮（TN）含量采用元素分析仪（multi EA 5000，德国）测定。 

每份样品称取 0.25 g 新鲜土壤，使用 DNA 提取试剂盒（Power Soil DNA Isolation kit），
严格按照试剂盒操作手册步骤提取土壤样品DNA。DNA样品采用实时荧光定量PCR （qPCR）
对氮循环有关功能基因进行定量分析。qPCR反应采用SYBR® Premix Ex Taq™试剂盒 （Takara
生物技术，中国），目标基因包括硝化过程功能基因（AOB-amoA 和 AOA-amoA），以及反

硝化过程功能基因 （Bacteria-nirK、Fungi-nirK、nirS 和 nosZ）。qPCR 标准曲线按照 MiniBEST 
Plasmid Purification Kit（Takara，日本）试剂盒说明书制备。 
1.6 统计分析 

所有测定结果均以烘干土重为基准进行标准化处理，功能基因的拷贝数采用对数转换后

计算。使用 IBM SPSS 软件通过单因素方差分析（ANOVA）检验不同地区茶园土壤各处理

间 pH、NH4+-N、NO3−-N、DOC 以及功能基因丰度的显著性差异。在 R 软件（版本 4.4.1）
中利用“ggplot2”和“dplyr”包进行 SP/O Map 同位素模型的建立，在 Origin 2021 软件中

进行 3DI 模型的建立。 

2 结 果 

2.1 土壤理化性质的动态变化 
不同培养时期土壤的 pH、NH4+-N、NO3−-N 和 DOC 含量变化见图 1 和图 2。总体而言，

微生物菌剂在培养期间显著改变了土壤的理化性质。在整个试验周期内，BOF 与 TOF 处理

的土壤 pH 整体上均高于 CK 处理 （图 1a）。至 35 d 时，两种菌剂处理均显著提高了土壤 pH，

与 CK 的差异均达到极显著水平（P < 0.001；图 2a）。随着培养时间的延长，所有处理茶园

土壤中 DOC 含量不断下降。在培养的第 7 天，TOF 处理土壤中 DOC 含量较 CK 处理显著

降低 （P < 0.01；图 1b），而在第 35 天，BOF 和 TOF 处理的 DOC 含量显著高于 CK （BOF：
P < 0.001；TOF：P < 0.05；图 2b）。BOF 和 TOF 处理培养 7 d 显著降低了茶园土壤中 NH4+-
N 含量（BOF：P < 0.01；TOF：P < 0.05；图 2c），且在 35 d 的 BOF 土壤中 NH4+-N 含量显

著高于 TOF （P < 0.01）。所有处理土壤的 NO3−-N 含量在培养期间含量均有所增加，且在 21 
d 和 35 d，BOF 和 TOF 的 NO3−-N 含量均显著低于 CK（P < 0.01）。 
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注：图中的误差线为标准差（SD，n = 21）。Note: The error bars in the figure represent the standard deviation (SD, n = 

21). 

图 1 培养期间土壤理化性质动态变化 

Fig. 1 Dynamics of soil physical and chemical properties during the cultivation period 

 

注：图中的误差线为标准误 （SE，n = 21）。*表示 P < 0.05，**表示 P < 0.01，***表示 P < 0.001。Note: The error bars 

in the figure represent the standard error (SE, n = 21). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. 

图 2 培养期间不同处理土壤 pH（a）、DOC 含量（b）、NH4+-N 含量（c）和 NO3−-N 含量（d）变化 

Fig. 2 Dynamics of soil pH (a), DOC content (b), NH4
+-N content (c), and NO3

−-N content (d) under different treatments the 

cultivation period 

2.2 土壤 N2O 排放 
培养试验期间土壤 N2O 排放通量的动态变化如图 3a，各处理的 N2O 排放通量均随时间

呈现先升高后降低的趋势，并在 10 d 左右达到峰值。其中，CK 处理的排放峰值最高，BOF
和 TOF 的峰值均显著低于 CK，且 BOF 的排放通量略低于 TOF。峰值过后，N2O 排放通量

迅速下降，期间虽有小幅度波动，但至 40 d 左右均逐渐降至接近零的水平。培养期间 N2O
累积排放量结果表明（图 3b），与 CK 相比，BOF 和 TOF 处理在不同地区的茶园土壤中均
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表现出减排效果，且在多数土壤中 BOF 的减排潜力更大（图 3b）。总体而言，相较于 CK，

BOF 和 TOF 处理分别显著降低了 48.6%和 23.5%的 N2O 累积排放量 （BOF：P < 0.001；TOF：
P < 0.01；图 3c）。 

 
注：图中误差线为标准误差 （SE，a 和 b：n = 3，c：n = 21）。*表示 P < 0.05，**表示 P < 0.01，***表示 P < 0.001。Note: 

Error bars indicate the standard error (SE, a 和 b: n = 3, c: n = 21). * P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001. 

图 3 茶园土壤 N2O 排放动态变化（a）、累积排放量（b）以及平均累积排放量（c） 

Fig. 3 Temporal dynamics of soil N2O emissions (a), cumulative emissions (b), and average cumulative emissions (c) from 

different sampling sites in various treatments 

2.3 土壤氮循环功能基因丰度 
通过 qPCR 技术分析与土壤 N2O 排放相关的氮循环功能基因，可以看出，微生物菌剂

处理显著影响了功能基因的丰度 （图 4）。与 CK 处理相比，BOF 处理显著降低了 AOB-amoA
基因的丰度（P < 0.001；图 4h），同时提高了 nosZ 基因的丰度（P < 0.001）；此外，nirS、
真菌和细菌 nirK 的基因丰度也呈下降趋势。TOF 处理虽然显著提高了 nosZ 基因的相对丰

度（P < 0.01），但同时也显著提高了 AOA-amoA 基因的相对丰度（P < 0.01）。nirS 和真菌

nirK 基因的相对丰度在 TOF 处理中也有所下降。 

 
注：图中的误差线为标准误（SE，n = 21）。*表示 P < 0.05，**表示 P < 0.01，***表示 P < 0.001。Note: The error bars 

in the figure represent the standard error (SE, n = 21). * P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001. 

图 4 各地点不同处理茶园土壤氮循环功能基因丰度 

Fig. 4 Abundance of functional genes involved in nitrogen cycling in tea plantation soils varies at different locations 
2.4 土壤 N2O 产生途径的贡献及还原比例 

采用 3DI 模型与 SP/O Map 模型定量解析茶园土壤 N2O 产生途径的相对贡献及 N2O 还
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原比例 （图 5 和图 6）。总体而言，微生物菌剂显著改变了 N2O 的产生途径贡献与还原比例，

且在情景 1（先还原后混合）与情景 2（先混合后还原）中呈现一致的变化趋势。3DI 模型

结果表明，细菌反硝化是 N2O 产生的主要来源，其次为硝化细菌反硝化、真菌反硝化与硝

化作用。与 CK 相比，BOF 和 TOF 处理均抑制了硝化作用对 N2O 排放的贡献，且提高了细

菌反硝化的贡献并降低了真菌反硝化的贡献，并显著提高了 N2O 的还原比例 （图 5）。SP/O 
Map 模型分析进一步显示 （图 6），细菌反硝化/硝化细菌反硝化作用是茶园土壤 N2O 产生的

主导途径。在该模型中，BOF 与 TOF 处理降低了硝化作用/真菌反硝化作用对 N2O 排放的

贡献，表明两种模型在评估土壤 N2O 产生途径的相对贡献与还原比例方面具有良好的一致

性。 

 

注：Ni、fD、bD 和 nD 分别表示硝化作用、真菌反硝化作用、细菌反硝化作用和硝化细菌反硝化作用。Fr 表示 N2O 还原

比例。Ni、fD、bD 和 nD 过程的 δ15Nbulk、δ15NSP和 δ18O 的端元值范围，参考先前的研究[28]，fD、bD 和 nD 过程的 δ18O 端

元范围已依据土壤水的 δ18O 进行校正。Note: Ni, fD, bD, and nD represent nitrification, fungal denitrification, bacterial 

denitrification, and nitrifier denitrification, respectively. Fr represents the N2O reduction ratio. The end-member value ranges of 

δ15Nbulk, δ15NSP and δ18O for the Ni, fD, bD and nD processes have been corrected based on the δ¹⁸O of soil water[28]. 

图 5 3DI 模型图（a）及 N2O 产生途径的贡献与还原比例（b） 

Fig. 5 3DI model (a) and the contributions of N2O production pathways and the reduction ratio of N2O (b) 

 
注：红线表示 N2O 还原线。蓝色虚线箭头表示情景 1，绿色虚线箭头表示情景 2。Note: The red line indicates the N2O 

reduction pathway. The blue dotted arrow represents Case 1, while the green dotted arrow denotes Case 2. 

图 6 SP/O Map 模型图（a）及 N2O 产生途径的贡献与还原比例（b） 

Fig. 6 SP/O Map (a) and the contributions of production pathways and the reduction ratio of N2O (b) 
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3 讨 论 

3.1 芽孢杆菌和哈茨木霉菌减少茶园土壤 N2O 排放的共同机制 
两种菌剂在培养中后期均显著提高了土壤 pH，尤其在 35 d，BOF 和 TOF 处理土壤 pH

分别提高了 15%和 13% （图 2a），这可能是菌剂代谢活性的直接体现。研究表明，芽孢杆菌

具有双向调节 pH 的能力，即在酸性条件下芽孢杆菌可大量富集碱性代谢产物 （如月桂胺），

而在碱性条件下则分泌更多的酸性代谢产物（如有机酸），以此将土壤 pH 调节至最有力的

中性范围[29]。此外，Vitale 等[30]的研究揭示，在营养丰富的条件下，哈茨木霉也表现出先酸

化后碱化的双相 pH 响应模式，即初期产酸、后期产碱，其中碱化阶段与孢子形成增强密切

相关。在本研究茶园土壤酸性条件下 （pH：3.77~5.79），芽孢杆菌和哈茨木霉菌均可通过代

谢有机酸或分泌碱性物质中和土壤 H⁺，从而缓解酸化[18, 31]。pH 的升高一方面抑制了对酸敏

感的氨氧化细菌（AOB）活性，减少硝化源 N2O 的产生[32]；另一方面优化了反硝化微生物

群落的活性，特别是提高了对 pH 敏感的细菌反硝化最后一环，即 nosZ 基因编码的 N2O 还

原酶活性，为 N2O 向 N2转化创造了必要的化学基础[33]。此外，菌剂处理后期土壤 DOC 含

量的升高，可能与菌剂自身代谢产物释放、促进土壤有机质转化或细胞衰解有关，为反硝化

过程提供了关键的电子供体，进一步驱动 N2O 还原[34]。 
BOF 和 TOF 均显著提升了 nosZ 基因的丰度 （平均提升幅度分别为 33%和 21%），与前

面讨论结果一致（pH 升高提高 nosZ 基因丰度），这可能是微生物菌剂实现茶园土壤减排的

核心机制。此外，菌剂的添加还可能通过资源竞争或分泌信号物质，刺激了具有强 N2O 还

原能力的本土微生物 （如部分芽孢杆菌属、假单胞菌属等）的生长，或直接表达了外源菌剂

的 nosZ 基因[35]。同时，BOF 和 TOF 分别减少了 12%和 15%的真菌 nirK 基因丰度，表明菌

剂处理可能通过改变碳源构成、引发微生物竞争或产生拮抗物质，特异性抑制了真菌反硝化

途径，从而削减了该途径的 N2O 产量[17]。基于 3DI 与 SP/O Map 模型的解析一致表明，两

种菌剂均系统性地改变了 N2O 的产生路径：抑制硝化作用贡献，并大幅提升 N2O 还原比例

（Fr 值） （图 5、图 6）。这说明菌剂的核心调控作用并非单纯抑制 N2O 产生，而是更倾向于

将氮流向引导至完全反硝化途径（至 N2），从而在源头上减少 N2O 的净排放。 
3.2 芽孢杆菌和哈茨木霉菌减少茶园土壤 N2O 排放的差异机制 

在硝化过程调控方面，BOF 处理显著降低了 9%的 AOB 基因丰度 （图 4）。芽孢杆菌作

为典型的 r-策略微生物，具备快速增殖、高效底物吸收和广谱抗菌产物分泌能力[36]。其可能

通过资源竞争 （快速同化 NH4⁺-N；图 2c）与干扰竞争 （分泌抗生素、细菌素等）双重机制
[37]，降低硝化作用过程产生的 N2O 排放 （图 5）。相比之下，TOF 处理虽在模型结果中显示

硝化贡献下降（图 5），但 AOA 基因丰度反而升高 11%（图 4）。这表明木霉菌对硝化过程

的抑制可能并非通过降低 AOA 丰度实现，而是可能通过以下方式： （1）木霉菌强烈的代谢

活动改变局部微氧环境，干扰 AOB 关键酶（如氨单加氧酶 AMO）的活性[38]；（2）分泌特

定代谢物（如小分子有机酸、铁载体）化学干扰 AOB 的代谢功能[39]；（3）对 NH₄⁺-N 的竞

争性吸收，减少 AOB 可利用的底物（图 2c）；（4）抑制硝化过程的后续步骤（如羟胺氧化

至亚硝酸盐）。从生态学角度，这种间接抑制硝化功能基因或酶活性策略的效率和稳定性往

往低于直接降低 AOA 或 AOB 的丰度，这可能是 TOF 对 N2O 的减排潜力低于 BOF 的关键

因素之一。 
在反硝化路径的调控方面，BOF 在处理后期（21 d 和 35 d）的 NO3⁻含量显著低于 CK

和 TOF 处理（图 2d），并降低了 nirS 与细菌 nirK 的基因丰度（图 4）。这表明 BOF 通过底

物限制 （将 NO3⁻-N 有效固定于微生物生物量或转化为其他形态，减少反硝化电子受体）与

功能基因压制 （抑制将 NO2⁻还原为 NO 的关键步骤）双重路径，减少反硝化过程中 N2O 的
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产生潜力。此外，虽然 BOF 和 TOF 均提高了土壤中 nosZ 的丰度，但 BOF 的提升幅度（P 
< 0.001）显著高于 TOF（P < 0.01）（图 4）。从群落生态学角度，BOF 可能更有效地塑造了

一个有利于完全反硝化细菌富集的微环境，这类细菌通常属于 K-策略或兼性厌氧的竞争优

先生物类群，在稳定、富含电子供体的条件下更具竞争优势[40]。同时，芽孢杆菌本身可能携

带高效 nosZ 基因拷贝，通过功能补充增强土壤整体的 N2O 消耗能力[41]。 
TOF 对反硝化上游基因（nirS）的抑制较弱，其减排更依赖于对 nosZ 的中度提升和对

硝化过程的间接抑制。整体来看，TOF 的调控链条协同性较差，强度不及 BOF。模型分析

进一步印证：BOF 在提升细菌反硝化主导地位、抑制真菌反硝化方面效果更彻底（图 6）。
这可能与两类菌株的生态位构建能力差异有关。芽孢杆菌能通过分泌胞外酶和生物膜形成，

改变局部微生境，促进以完全反硝化为主导的细菌群落组装[42]；而木霉菌对真菌反硝化群落

的调控可能不够彻底，其作用更偏向于干扰竞争而非资源竞争，导致反硝化路径中仍保留部

分由真菌反硝化途径产生或未能被完全还原的 N2O[43]。综上，BOF 通过多靶点、高强度、

协同性的调控模式实现了优于 TOF 的减排效果，而 TOF 的调控路径相对单一且间接，效果

较弱且不确定性更高。 
3.3 研究局限性 

需要指出的是，本研究采用的 SP/O Map 模型将 Ni 与 fD 合并为同一分组，这一处理虽

有利于简化数据分析，但也可能在一定程度上模糊硝化作用与真菌反硝化作用对 N2O 排放

的相对贡献及其对环境因子的差异化响应。因此，在解读分组结果时应保持审慎，未来研究

可结合稳定同位素示踪或选择性抑制剂等方法进一步区分这两条途径。此外，研究表明，异

养硝化可能是茶园酸性土壤 N2O 产生的一个关键过程，其对 N2O 排放的贡献率可达 41%[44]。

本研究中，所采用的 SP/O Map 模型在方法学上主要依据细菌反硝化、真菌反硝化、硝化细

菌反硝化和硝化的不同 SP 特征来区分 N2O 的来源。因此，该模型未能将硝化贡献进一步分

解为自养硝化和异养硝化，这在方法学上是一个需要正视的局限。鉴于异养硝化在茶园土壤

中的潜在重要性，未来的研究将致力于融合多种方法以突破当前局限。例如，可以结合 15N
示踪技术、乙炔抑制法与 SP/O Map 模型，形成一个多技术联用的综合验证体系。这不仅能

更精细地解析菌剂对异养硝化过程的调控效应，也能为揭示其内在机制提供更坚实的多重证

据链。 
本研究采用室内微宇宙培养实验，在严格控制温度、水分等环境因子的条件下明确了微

生物菌剂调控茶园土壤 N2O 排放的机制潜力。然而，室内培养与田间实际条件存在若干不

可忽视的差异，在解读研究结果时应予以充分考虑。首先，室内培养条件下土壤结构保持相

对稳定，缺乏田间自然状态下干湿交替、冻融循环等物理扰动，这些过程可显著影响微生物

活性与 N2O 排放通量。其次，培养实验通常排除了植物根系活动的影响，而茶树根系分泌

物及根际效应在调控功能微生物群落、竞争氮素养分及介导 N2O 产生与消耗过程中发挥重

要作用。此外，田间条件下气候因子 （降水、温度波动、光照等）的时空异质性、土壤动物

活动及微生物群落的复杂互作网络，均难以在室内微宇宙体系中完全复现。因此，本研究揭

示的菌剂调控机制及减排潜力，需在后续田间原位试验中进一步验证，特别是菌株在复杂田

间环境中的定殖能力、功能稳定性及长期减排效果的持续性。 

4 结 论 

芽孢杆菌菌剂和哈茨木霉菌剂均能通过调控土壤理化性质和氮循环功能微生物活性，显

著降低茶园土壤N2O排放。其中BOF的减排效果 （降幅 48.6%）显著优于TOF （降幅 23.5%）。

芽孢杆菌展现出更高减排潜力，其根本原因在于直接的、多途径的调控策略。而木霉菌则更
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偏向于间接调节策略，其对硝化和反硝化上游的调控相对间接且较弱，导致整体减排的效率

和通量低于芽孢杆菌。两种菌剂的减排机制既有共同之处，也存在关键差异，其核心在于对

土壤氮循环功能微生物活性调控方式与强度的不同。 
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