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摘  要    通过模拟高浓度CO2在农田土壤中的地下泄漏，研究了不同浓度CO2泄漏情景下土壤微生物多样性的变化。实验设置了400 g m-2 d-1、800 g m-2 d-1、1 200 g m-2 d-1和2 000 g m-2 d-1持续CO2通气60 d共计4个处理，并与对照组、恢复组（2 000 g m-2 d-1组停止通气60 d后）一起采集土壤样品，分析土壤理化性质、土壤闭蓄的气体浓度、微生物多样性指数及主要类群变化规律。结果表明，4种处理均提高了土壤中CO2浓度，分别为1.60%、4.80%、10.80%和19.60%。土壤微生物多样性Chao和Shannon指数随CO2通入量增加而减少，降幅分别达17.00~27.80%和6.10~9.50%。相反，NMDS指数显示土壤微生物β多样性在中、低浓度升高，在高、极端浓度表现为降低。拟杆菌属（Bacteroidales）相对丰度随CO2泄漏量增加从3.09%上升至21.20%，可作为高浓度CO2泄漏生态安全性评估的敏感性指标。基于高通量序列相似度OTU分类的RDA分析表明土壤环境因子的变化能够较好地解释微生物多样性演替。研究结果为评估和监测地下CO2泄漏对近地表生态系统环境风险提供科学依据。
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温室气体减排已经成为各国政府高度关注的议题和目标，CO2捕集与封存（CCS，CO2 Capture and Geological Storage）是一项重要的减排技术，因其经济与环境双赢的特点而倍受关注[1]。尽管CCS工程一直将防止CO2泄漏列为首要条件，但现有的技术体系还很难保证封存的CO2完全不发生泄漏，例如，储运、地质活动或人为操作失误等均可能导致地下封存的CO2发生泄漏风险[2]。1986年喀麦隆尼奥斯湖沉积相CO2爆发导致周边数十平方公里范围内2 000多人、数万牲畜窒息死亡[3]。目前中国已开展了16项CCS试验，其中鄂尔多斯咸水层封存和胜利油田驱油开采均为1 Mt级CO2封存项目，一旦发现泄漏极可能对近地表生态系统产生严重的负面影响[4]。现行的CCS工程建设和安全评估均侧重于封存选址和CO2地下运移[5-8]，更多关注泄漏的环境后果和评估。然而，由于CO2地下封存技术涉及的因素较多，如地质环境、封存材质和CO2含量等，很难采用统一的标准进行CCS环境风险评估，如近几年欧美国家已经多次出现CCS项目环境侵权诉讼[9]。因此，在我国开展高浓度CO2地下泄漏的生态环境影响研究，具有重要意义。
已有的研究表明，由于深部高压和浮力作用，CO2从断层、裂隙、废弃通道等逐步向上迁移，改变浅层地下水pH[10]，影响矿化物的平衡控制、迁移转化和水环境[11]，并进一步对上层土壤-植物生态系统产生直接或间接的负面影响[12]。英国ASGARD项目组、美国ZERT研究组、欧盟Geo-Net和中国农业科学院等机构已实施了多项人工控制地下CO2释放的模拟试验，探测农田土壤-植被生态系统对地下CO2泄漏的响应状况，但取得的结论并不一致[13-20]。主要原因可归于三点：一是试验平台不一，有盆栽，有小块实验田，土壤中CO2扩散方式和浓度难以精确测定；二是持续暴露的时间不一，短的约为30 d，最长的则达90 d，很难明确土壤微生物群落转变的临界点；三是种植体系不一，不同根系分泌物对土壤微生物群落影响差异巨大，不同研究之间缺乏可比性。此外，以往的大气CO2浓度升高对生态系统影响的研究很难作为CCS环境风险评估的参考。主要原因包括两点，首先是作用途径不同，大气CO2浓度倍增实验仅仅8.0‱，从地表向土壤中渗透，土壤中CO2浓度一般不高于1.00%，因此，外源CO2对土壤本身CO2气体浓度的影响较小，通常变化幅度小于10%，但地下CO2泄漏则由深层土壤向地表逃逸，其浓度可高达20.00%，导致土壤中CO2浓度增加数倍甚至数十倍；二是持续时间不同，地表CO2受空气流动影响，极容易发生扩散，因此多采用封闭栽培箱，对土壤气的影响相对小，而地下泄漏CO2在土壤保存时间很长，其对土壤性质包括微生物多样性的影响可能更加剧烈。
据此，本研究在中国矿业大学南湖校区内建立了大田实验平台，模拟高浓度CO2地下泄漏情景，研究土壤微生物群落结构对CO2地下泄漏的响应，为评估和监测地下CO2泄漏对近地表生态系统环境风险提供科学依据。
1 材料与方法

1.1  试验场地
本试验平台在中国矿业大学南湖校区内，地理位置为东径117°08′08″、北纬34°12′31″，属暖温带半湿润季风气候，年均温度14.2 ℃，年均降水量833 mm。土壤类型为潮褐土，阳离子交换量约为14.91 ± 3.27 cmol kg-1，质地为轻壤，机械组成（<0.001 mm、0.001~0.005、0.005~0.01、>0.01 mm）为15.12：22.34：9.15：53.39。2012年9月利用铲车分0~20 cm、20~90 cm二层取土并分别堆放，由下至上平铺10 cm粗砂、布设内带PVC软管的多孔钢管、10 cm细沙和1 cm多孔纳米板，最后再分别铺上50 cm下层土壤和20 cm表土，剩余土铺设田间路[21]。尽量保持原土壤构型，简单平整后放置1.5 a自然压实。实验田总面积约为1 000 m2（40 m×25 m），共建成48个2.5 m×2.5 m标准样方（图1）。
1.2  试验设计

试验平台包含自动控制系统室、地下管路、田间路、水利设施和田地。本研究针对15个样方开展，首先清除杂草和根系，种植玉米。2014年3月7日开始持续通气60 d，气源为工业级CO2，体积浓度为99.8%。设计低浓度（L-400，400 g m-2 d-1）、中浓度(M-800，800 g m-2 d-1）、高浓度(H-1 200，1 200 g m-2 d-1)、极端高浓度(E-2 000，2 000g m-2 d-1)和对照组（C-0），各设3个重复。通气后采3次土样，分别为14 d、30 d和60 d。对照组通气前（C1）和试验结束时（C2）各采1次。恢复组（R-0）为E组停止CO2通气60 d后采样1次。通入量由气体调节阀和流量控制器控制，按下列公式计算注入速率：

V=FS/(                                  （1）
式中，V为流量控制器上CO2注入速率（ml S-1）；F为设计注入浓度（400 g m-2 d-1）；S为样方面积（m-2）；(为CO2密度（g L-1）。
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图1 试验平台位置与建设方案

Fig. 1 Location and construction scheme of the experimental platform
1.3  样品采集与分析
采用五点法采集10-20 cm混合土样。一部分室内自然风干，过2 mm筛剔除石砾和植物残体等杂物，4 ℃冷藏备用。另一部分无菌袋密封，存放-20 ℃冰箱，用于微生物测试。
土壤有机质采用重铬酸钾-外加热法测定，阳离子交换量采用EDTA-铵盐快速法测定，机械分析采用比重计法测定[22]，NO3--N采用双波长分光光度法测定，土壤pH采用电位法测定（土:水＝1:2.5）[23]。

土壤中CO2气体浓度测量：每个样方内均垂直埋深20 cm气体探针（长40 cm，内径2 cm），底端密封，最下端10 cm管壁上均匀钻直径0.3 cm的小孔，外贴防水生物膜，保证气体自由扩散又不积水。气体探针顶端设密封阀门，连接到改制的带自动传输数据功能的便携式气体检测仪GT901（TES，台湾）上测量土壤中CO2体积浓度，量程0~30.00%，数据传输间隔为1 h。
DNA提取、扩增与测序：按DNA快速提取试剂盒（Felix bio-tech，美国）上操作说明从45个，每个0.5 g土样中提取总DNA，利用核酸定量仪（NanoDrop ND-1000，美国）检测提取的总DNA浓度和纯度。采用特异引物338F(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′)和806R(5′-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′)对16S rDNA基因的V4区进行PCR扩增（Pyrobest DNA Polymerase，TaKaRa，DR500A）。25 μLPCR体系包含：5 μL 5×Q5 反应缓冲剂, 5 μL 5×Q5 GC 强化剂, 2 μL 2.5 mmol L-1 dNTPs，两个特异引物各1 μL (10 μM)，0.25 μL Q5 聚合酶, 8.75 μL 超纯无菌水和2 μL 模板DNA (20 ng μL-1)。PCR扩增具体程序如下：98 ℃预变性5 min，98 ℃变性30 s，50 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共持续25个循环周期。最后72 ℃持续10 min结束程序。进行1%琼脂糖凝胶电泳检测，割胶回收目标条带（Axygen Biosciences, Union City, CA, USA），Tris-HCL洗脱。最终利用AxyPrep DNA凝胶抽取仪对PCR进行定量（Axygen Biosciences, Union City, CA, USA）。利用PCR选择性地富集两端连有接头的DNA片段，同时扩增DNA文库。利用PicoGreen和荧光分光光度计方法定量文库。此外，使用Agilent 2100对PCR富集片段进行质量控制，验证DNA文库的片段大小及分布。将所有样品DNA文库均一化至10 nM后等体积混合。再将混合好的文库（10 nM）逐步稀释定量至4~5 pM后进行上机测序。

1.4  数据处理

首先需要去除引物接头序列，再根据PE reads之间的overlap关系，将成对的reads 拼接 (merge) 成一条序列，然后按照barcode标签序列识别并区分样品得到各样本数据，最后对各样本数据的质量进行质控过滤，得到各样本有效数据。利用QIIME (Version 1.7.0，http://qiime.org/)对原始FASTQ文件进行多路复用剔除和质量筛选，调用uclust对优质序列按序列相似度97%进行聚类分析，选取每个类中最长的序列作代表序列。再将优化序列map比对回OTU代表序列，获得每个OTU代表序列的分类学信息。选取相似度在97%条件下OTU生成预期的稀释曲线，利用Chao（The Chao1 estimator，http://www.mothur.org/wiki/Chao）和Shannon（The Shannon index，http://www.mothur.org/ wiki/Shannon）指数反映单样本（一个特定区域或生态系统）群落的丰富度和均匀性，即α多样性；利用非度量多维标度指数（NMDS index）计算各样本间的进化及丰度信息的距离来反映是否具有显著的群落差异，即β多样性；利用SPSS17.0和Canoco windows for 4.5（http://www.canodraw.com/）软件进行数据统计和RDA分析。多重相关比较显著性检验采用LSD法。
2  结 果

2.1  高浓度CO2地下泄漏对土壤理化性质的影响
从表1可以看出，持续通气60 d后土壤化学特性发生显著变化。土壤pH、电导率和NO3--N随CO2泄漏量增加而下降，pH和NO3--N尤为显著。停止通气后pH则恢复明显，NO3--N略有回升，但电导率则继续下降，有机质含量却随CO2泄漏量呈上升趋势，停止通入后明确回落。统计分析发现CO2泄漏量与主要土壤因子变化存在显著性相关关系（表1）。

表1 不同处理各时期土壤理化特征变化

Table 1 Soil physicochemical properties relative to treatment and timing of sampling
	处理

Treatment
	pH

pH value
	有机质

SOM

（(g Kg-1）
	电导率

EC

（d S m-1）
	硝态氮
NO3--N
（mg Kg-1）

	C-0
	7.89±0.16 a
	15.98±1.27 a
	241±14 a
	6.07±0.51 a

	L-400
	7.68±0.13 a
	16.91±1.55 a
	174±13 b
	2.88±0.15 b

	M-800
	7.49±0.11 b
	16.34±0.98 a
	185±8 b
	1.87±0.19 b

	H-1 200
	7.23±0.08 b
	18.86±1.15 b
	177±6 b
	1.41±0.14 b

	E-2 000
	6.70±0.28 b
	19.20±1.27 b
	178±10 b
	1.12±0.10 b

	R-0
	7.34±0.17 b
	16.62±2.07 a
	156±11 b
	1.20±0.16 b


注：同列无相同字母表示差异显著（p<0.05）。C-0，L-400，M-800，H-1 200，E-2 000和R-0分别为通入CO2 0，400，800，1 200，2 000 g m-2 d-1和停止注气60 d后E组取样，下同  Note: Different letters in the same column mean significant difference (p>0.05), (p<0.05). C, L, M, H, E, and R stands for 0, 400, 800, 1 200, and 2 000 g m-2 d-1 in CO2 flux and R for Recovery group of the former Treatment E2000, 60 days after the stop of leakage. The same below
2.2 泄漏对土壤中CO2浓度的影响

根据上述公式计算，L-400、M-800、H-1 200、E-2 000对应的注入速率分别为16.64 mL s-1、29.27 mL s-1、43.91 mL s-1和73.18 mL s-1。样品主要采集10~20 cm表层土壤，因此CO2传感器探针设置监测位置为埋深10~20 cm处。从图2可以看出，E-2 000组通气6 h后土壤中CO2浓度趋向稳定，约为20.00%，H-1 200组通气8 h后趋向稳定，约为10.06%，24 h内各组CO2浓度均呈现饱和，C-0组一直保持约0.60%，组内差异不显著。其中的主要原因是，土壤中CO2浓度受通气量、气体来源、地表气候因子、通气时间、土壤孔隙度、土壤含水率和pH等多因素的影响，本模拟平台设置的CO2泄漏呈近似均匀扩散，与先前模拟试验呈同心圆点源扩散完全不同，保证土壤中CO2浓度只受土壤自身状况的影响[24]。当通气一段时间后土壤中CO2浓度达到饱和，持续通气则向地表逸散，并不能持续增加土壤中CO2浓度。
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图2 土壤中CO2浓度随通气时间的变化

Fig. 2 Variation of CO2 concentration in the soil with aeration going on
2.3 土壤微生物群落多样性和丰富度变化

全部45个样品采用Illumina Miseq测序技术共获取了2 121 986个序列，所有样品的稀释曲线均倾向于饱和平稳状态，表明测序数据量合理。图3a显示Chao和Shannon指数随CO2泄漏量和时间的变化，2个指数均随CO2泄漏量增加而减小，L-400、M-800组与C-0对照组变化小，说明中、低浓度CO2通入对土壤微生物影响较小。E-2 000组与C-0对照组相比二个指数最大分别下降了17.00%~27.80%和6.10%~9.50%，说明高、极高浓度CO2通入对微生物影响显著。CO2泄漏量800 g m-2 d-1可能是微生物的一个重要阈值，更高的浓度可能彻底改变了微生物对土壤的环境适应性。与此同时，停止CO2通入60 d，微生物群落α多样性和丰富度均呈现大幅度反弹，说明土壤微生物对CO2胁迫具备较强的耐受性。
在OTU分类基础上采用NMDS指数作β多样性分析。NMDS指数显示C-0、L-400、和R-0样品和其它样品群落区分开，第2轴又将M-800和H-1 200、E-2 000组样品分开（图3b）。NMDS指数更好地解释了H-1 200、E-2 000组高浓度下“抑制状态”与L、M组低浓度下“促进状态”下土壤微生物群落结构的变化。

2.4 土壤微生物结构与组成变化

所有样品中95%以上的序列可以明确分类至不同类群，包括酸杆菌门（Acidobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、绿弯菌门（Chloroflexi）、厚壁菌门（Firmicutes）、浮霉菌门（Planctomycetes）、变形菌门（Proteobacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）和疣微菌门（Verrucomicrobia）等9大菌门相对丰度占90%以上，其中放线菌门（Actinobacteria）最为丰富，约占35.51%（图4）。CO2泄漏造成了厌氧环境，酸杆菌门（Acidobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi）和芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）等好氧菌门相对丰度随CO2泄漏量呈下降趋势，拟杆菌门（Bacteroidetes）和厚壁菌门（Firmicutes）等厌氧菌门则呈相反的趋势。其中拟杆菌属（Bacteroidales）变化最为显著，随CO2通入从C-0处理开始时相对丰度3.09%上升至E-2 000处理60 d后相对丰度21.20%，乳酸菌属（Lactobacillus）次之，从C-0处理开始时相对丰度1.10%增加至E-2 000处理60 d后相对丰度6.95%。热微菌属（Thermomicrobia）则随CO2通入从C-0处理开始时相对丰度16.70%下降至E-2 000处理60 d后相对丰度3.20%。
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图3 不同处理微生物群落α多样性(a)与β多样性(b)分析
Fig. 3 Alpha diversity (a) and beta diversity (b) analysis of microbial community relative to treatment
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图4 不同处理的土壤微生物菌门相对丰度变化
Fig. 4 Phylum composition of the soil microbes relative to treatment
为进一步检测土壤环境因子与微生物群落变化的对应关系，引入了RDA分析。从图5可以看出：不同处理各时期土壤微生物群落与pH、EC值和NO3--N等环境因子呈现显著相关（p<0.005），在第1轴上解释了C-0、L-400组与M-800、H-1 200、E-2 000组之间的差异，pH是最长的箭头，表示它是引起群落分异的最重要因子。有机质在第2轴上较好地解释了L-400、M-800组与H-1 200、E-2 000组之间群落差异。

[image: image6.png]RDA 2 Axis 2

1.0

0.5

0.0

-1.0

AHHLTT oM

-1.0

-0.5

0.0
RDA 41 Axis 1

1.0




图5 土壤微生物群落结构与土壤因子RDA分析

Fig. 5 RDA analysis of soil microbial community with soil factors
3 讨 论

CO2浓度、根系分泌物和时间通常被认为是影响土壤微生物多样性的3个重要变量[25]，本研究在考虑上述变量基础上设计了4个通气梯度研究高浓度CO2地下泄漏对土壤微生物的胁迫，结果发现多样性、丰富度和群落结构均发生了变化，这与先前CO2浓度倍增实验取得的结论相对一致[26-29]，但变化特征却具有明显的差异。理论而言，地下CO2泄漏对土壤和农作物的影响完全不同于以往的大气CO2浓度倍增实验，前者首先影响土壤环境，土壤CO2浓度饱和后再逸散入大气，同时在近地表受气流影响很难形成高浓度的聚集[30]。因此，实际状况下地下CO2泄漏对农作物几乎不可能产生“施肥”效应，为此精准的实验模拟平台至关重要。先前模拟试验均采用点源，尤其是盆栽实验几乎不考虑泄漏与土壤中CO2浓度的关系，一般情况下点源扩散在土壤中CO2浓度呈同心圆状[16-18]，但环状条带极不稳定，易造成多重浓度反复交叉干扰。这与地下CO2泄漏以及大气CO2浓度倍增实验缓慢向上或向下均匀的影响特征完全不同，每次采样均需要重复测定土壤气浓度，耗时费力精度差。后续植被实验更难，往往一个浓度条带上只能生长一株玉米，样品难以满足实验要求。本模拟实验平台解决了泄漏与土壤中CO2浓度的关联性，获取均匀态扩散，极大地方便了研究[24]。CO2注入加大了土壤中CO2浓度，可能改变了土壤物理化学性质，导致微生物群落结构的变化。一般认为CO2等酸气对土壤pH值属性影响最为明显影响，本实验结果显示土壤pH随CO2通入浓度梯度降低而逐渐下降，这与Beaubien和Oppermann等人关于泄漏点pH值呈下降趋势的结论一致[26,31]，但McFarland等并没发现极端CO2浓度变化会引起pH值的明显变化[32]。造成这一差异的原因可能来自两个方面：一是与土壤本底pH值有关，CO2泄漏不可能造成土壤无限的酸化；二是当土壤中CO2达到饱和后，大量CO2外排并逸散如大气，换言之，大气中CO2浓度即使再高，也不可能无限扩大土壤中CO2浓度，这与地下泄漏直接作用于土壤环境的影响完全不同。此外，本实验证实了Luis等关于土壤有机质随CO2通入呈上升的趋势[33]，表明60 d高浓度CO2泄漏能改变土壤有机碳库，这可能与还原条件下有机质转化率更低密切相关。同时发现NO3--N也是随着CO2泄漏量急剧下降的，可能是CO2通入促进反硝化菌生长，利用硝态氮参加反硝化反应有关[34]，然而，已知的绝大多数反硝化菌均为异养微生物，利用有机碳而非CO2生长，因此，也有可能是其它土壤性质的变化，例如土壤酸化导致大量有机碳溶出，进而刺激了反硝化微生物生长，或者是土壤理化性质的变化，导致土壤硝态氮的快速淋溶至深层土壤。但也有相反的研究结果，如McFarland等人认为NO3--N会随CO2增加而增大，其原因可能是CO2通入可能会抑制生物的生长，减少植被和土壤微生物对氮的需求，但具体的机制仍需进一步研究，并在不同CO2封存条件下具有不同的响应规律[32]。

根系分泌物是影响微生物群落结构及多样性的重要因子[27,35]，但相互作用关系极为复杂。本实验前剔除了杂草和根系，再统一种植玉米，目的即是消除不同植物根系分泌物对微生物影响的不确定性，同一植物根系且初始土壤因子基本无差异，CO2注入则成为影响微生物的单一因子。已有报道表明高浓度CO2泄漏会降低土壤微生物多样性和丰富度，本研究也得到了类似结果[3,25,36]。不同处理各时期群落特征存在差异，说明CO2泄漏已经对土壤微生物多样性产生了重要影响。2014年5月胜利油田G89-1驱油开采区生态本底值调查时发现了数处地下CO2泄漏点，连续观察了3 a，最高一处近地表CO2浓度高达0.20%，是正常大气CO2浓度值的5倍，泄漏点周边1.5 m范围内植物均无法成活。与天然CO2通道周边观察结果极为相似[26]，影响范围小主要原因是CO2在风速大于1 m s-1时就能迅速扩散[37]，一旦发生大量泄漏则破坏力极大[3]。也支持了其外，本研究发现玉米根系下拟杆菌目（Bacteroidales）相对丰度随CO2通气量持续显著增加，但这类群的新陈代谢及功能多样性还需要更充分的信息加以分析，这是未来研究的一个重要方向。
尽管很难解释高浓度CO2泄漏条件下一些微生物的增加或减少，但高通量测序技术提供了不同类群微生物的动态变化趋势[18,38]，可在一定程度较为明确地解释与CO2通入量相关的土壤环境下微生物群落的差异性。此外，不同处理组类群中序列分布是不同的，它表明时间和CO2通入量均产生了显著的影响，R-0组群落α多样性和丰富度更为接近C-0对照组，但反映群落结构和组成的β多样性则更接近H-1 200组和E-2 000组，它显示土壤微生物尽管可以适应新的环境体系，但其功能的恢复需要更长的时间，不同于α多样性和丰富度的恢复。这些研究结果表明，高浓度CO2地下泄漏极可能土壤微生物群落及其功能产生重要影响，未来仍需对土壤微生物群落的底物利用方式，生长代谢速率及其恢复力对CO2泄漏的适应规律进一步研究。
4 结论

不同CO2泄漏情景下农田土壤微生物群落结构、多样性和丰富度存在显著性差异。Chao指数和Shannon指数随CO2泄漏量增加而减少，降幅分别达17.00%~27.80%和6.10%~9.50%。同时，微生物类群随CO2泄漏梯度增加发生了明显的异化。β多样性分析表明不同CO2泄漏情景影响了农田土壤微生物群落组成，土壤pH和CO2通入量可能是影响微生物多样性的最重要环境因子。拟杆菌属（Bacteroidales）相对丰度随CO2泄漏量增加从3.09%上升至21.20%，可作为监测和评估CO2地下泄漏生态环境风险的敏感性指标。尽管60 d恢复实验表明土壤微生物群落多样性和丰富度恢复较好，但其功能恢复力尚未可知，未来仍需重点研究高浓度CO2地下泄漏对土壤生态系统功能的潜在风险。
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Effects of underground leakage of high concentration CO2 on soil microbial community structure
Chen Fu 1, 2  Yang Baodan1  Ma Jing2†  Zhang Shaoliang2  Zhang Yuanyuan3
(1 School of Environment Science and Spatial Informatics, China University of Mining and Technology, Xuzhou, Jiangsu 221008, China)

(2 Low Carbon Energy Institute, China University of Mining and Technology, Xuzhou, Jiangsu 221008, China)

(3 Sinopec Petroleum Engineering Design Company Limited, Dongying, Shandong 257026, China)
Abstract 【Objective】 To cope with the trend of global warming, CO2 capture and storage （CCS）is one of the major technologies for reduction of CO2 emission. And then the captured CO2, nil in commercial value, is injected underground to raise the output of petroleum or coalbed methane, so as to maximize its economic profit. However, the prevailing technologies are far from being capable of guaranteeing zero leakage of the stored CO2 during the processes of CO2 storage and transportation, geological activities and human misoperation. Once the risk of potential CO2 leakage becomes real, the leakage will pose an enormous threat to the near surface ecosystem. It is, therefore, essential to explore in depth effects of underground CO2 leakage on farmland soil environment, especially tolerance and sensitivity of soil microbial communities to different concentrations of CO2. So the study was conducted. 【Method】 An experimental platform to simulate underground CO2 leakage was constructed in an idle farmland, in the South Lake Campus of the China University of Mining and Technology. The platform was used to simulate leakage of CO2 varying in intensity, i.e. 400 g m-2 d-1, 800 g m-2 d-1, 1 200 g m-2 d-1 and 2 000 g m-2 d-1 for 60 days, thus forming four treatments, i.e. L400, M800, H1200 and E2000. Besides, the experiment also had a control group and a recovery group. Soil samples were collected from the four treatments and their 3 replicates on the 14th, 30th and 60th day after the start of simulated leakage, from the control group on the day before the start of leakage (C1) and at the end of the experiment (C2), and from the recovery group, which was actually Treatment E2000, 60 days after the stop of the leakage.. The soil samples were analyzed for soil physical and chemical properties, concentration of occluded soil, structure and α and β diversities of soil microbial community with the conventional physicochemical analysis method and the Illumna second generation gene sequencing method based on the Miseq platform.【Result】 Results show that CO2 leakage decreased soil pH, electrical conductivity and nitrate nitrogen content and the effect was enhanced with rising CO2 concentration whereas it had an opposite effect on soil organic matter content. In all the four treatments. soil CO2 concentration increased till it reached saturation in 24h, whe soil CO2 gas concentration leveled off at 1.60%, 4.80%, 10.80% and 19.60%, respectively. Along with increasing CO2 flux, soil microbial community decreased in diversity, Chao index and Shannon index, by 17.00~27.80% and 6.10~9.50%, respectively. In contrast, soil microbial community increased in β diversity (NMDS index) in Treatments L400 and M800 (low CO2 concentration) but decreased in Treatments H1200 and E2000. Some bacteria, like Bacteroidales, varied extremely, either rising up or falling down in relative abundance with increasing CO2 leakage. 【Conclusion】 The structure, diversity and abundance of soil microbial community varied significantly from treatment to treatment.. Soil pH and CO2 flux were the two most important environmental factors affecting soil microbial diversity. Bacteroidales was very sensitive to CO2 stress so that it can be used as a key indicator in monitoring and evaluating ecological risk of underground CO2 leakage. The 60 d short term recovery experiment indicates that the soil microbial community recovered well in diversity and richness, but it is still unclear whether it did in function. Therefore, in future studies, focuses should be laid on impacts of underground high concentration CO2 leakage on functions of the soil ecosystem.
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