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溶解性有机碳溶液灌溉和苜蓿间作消减黄土区苹果园深层

土壤硝酸盐的研究* 
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摘  要：近年来，黄土区苹果园由于氮肥使用不当，导致土壤中硝酸盐的大量累积，将严重威胁土壤生态安全。溶解性有机

碳（Dissolved organic carbon，DOC）输入和深根系豆科作物间作是消减苹果园深层土壤硝酸盐的潜在可行途径，但其效果

与影响因素研究目前较薄弱。为此，本研究在渭北黄土区苹果园中设置了灌溉 DOC 溶液（D）、苜蓿间作（M）、灌溉 DOC

溶液+苜蓿间作（D+M）以及对照（CK）四个处理，测定 0～600 cm 土层硝酸盐、DOC、土壤有机碳（ Soil organic carbon，

SOC）、含水率及反硝化微生物丰度等指标。研究表明：D 和 D+M 处理下，0～400 cm 土壤剖面硝酸盐消减比例达到 50%左

右，但单一的 M 处理消减效果不明显；D 处理消耗的 DOC 与硝酸盐之间的 C、N 质量消耗比例约为 5︰1，D+M 处理的 C、

N 质量消耗比例约为 4.35︰1；D 和 D+M 处理均增加了 0～600 cm 土层 nirS、nirK 和 nosZ 反硝化基因拷贝数，并提高了 DOC、

SOC 和反硝化微生物对硝酸盐消减的贡献率。总体而言，D+M 处理消减硝酸盐效果最好，可作为黄土区果园深层土壤硝酸

盐治理的可行措施。 
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Abstract: 【Objective】In recent years, due to improper use of nitrogen fertilizer, a large accumulation of nitrate in the soil has 

seriously threatened the soil ecological security of the apple orchard in the loess area. The input of dissolved organic carbon 

(Dissolved organic carbon, DOC) and intercropping with deep-rooted leguminous crops may be a potentially feasible way to 

reduce nitrate in the deep soil of the apple orchard, However, research on the feasibility of this approach its effectiveness and 

influencing factors is currently weak. 【Method】 Therefore, this study set up four treatments in the apple orchard in the northern 

loess area of Wei River: DOC solution irrigation (D), alfalfa intercropping (M), DOC solution irrigation + alfalfa intercropping 

(D+M), and control (CK). Various indicators such as nitrate nitrogen, DOC, soil organic carbon (Soil organic carbon, SOC), 

moisture content, and denitrifying microbial abundance in the 0–600 cm soil layers were measured. 【Result】The study found that 

under the D and D+M treatments, the reduction rate of nitrate nitrogen in the 0–400 cm soil profile reached around 50%, but the 

effect of the single M treatment was not significant. The carbon-to-nitrogen consumption ratio between consumed DOC and 

nitrate was about 5︰1 in the D treatment, and about 4.35︰1 in the D+M treatment. Both the D and D+M treatments increased 

the copy numbers of nirS, nirK, and nosZ denitrification genes in the 0–600 cm soil layers, and enhanced the contribution of DOC, 

SOC, and denitrifying microbes to nitrate reduction.【Conclusion】Overall, the D+M treatment showed the best nitrate reduction 

effect and can be considered a feasible measure for controlling deep soil nitrate in orchards in the loess area. 

Key words: The Loess Plateau; Dissolved organic carbon; Nitrate nitrogen; Denitrification function gene; Alfalfa 

在退耕还林工程实施二十多年里，黄土高原地

区大量农田转变为果园，苹果种植面积得到了极大

提升[1]。然而，为了提高苹果产量，大量氮肥被投

入使用，黄土高原苹果园年均施氮量从 2000 年的

350 kg·hm–2（以 N 计，下同），持续增加至 2014

年的 1 032 kg·hm–2 [2]，远高于该地区推荐的氮素施

用水平（360～480 kg·hm–2）[3]。这也导致黄土高原

苹果园土壤剖面中硝酸盐累积量达到了 7 250～

8 050 kg·hm–2 [4]。刘小勇等[5]对黄土高原甘肃陇东地

区 15、20、22 年树龄苹果园研究发现，0～120 cm

土 壤 剖 面 硝 酸 盐 累 积 量 分 别 为 448 、 563 、

770 kg hm–2。陈翠霞等[6]对新老果区代表的洛川和礼

泉进行研究发现，老果园硝态氮累积量（5 226 kg·hm–2）

几乎是新果园（2 724 kg·hm–2）的 2 倍。这将给黄

土高原土壤生态环境带来极大威胁[7]。因此，亟须

寻求合理的方式消减深层土壤硝酸盐并减弱硝酸盐

淋溶潜力，这对于保障黄土高原土壤健康与经济绿

色可持续发展具有重大意义。 

已 有 研 究 表 明 [8] ， 增 加 土 壤 溶 解 性 有 机 碳

（Dissolved organic carbon，DOC）浓度，可以提高

反硝化作用，从而减少硝酸盐的累积。常用的方法

包括秸秆还田、施肥等，这些方法可以增加土壤中

的碳源，刺激微生物消耗硝酸盐，这也进一步说明

了 DOC 是影响土壤中反硝化作用的关键因素之一[9]。

此外，研究还发现，灌溉玉米秸秆制备的 DOC 溶液，

可以有效消减 0～200 cm 土层累积的硝态氮[10]。这

主要是因为玉米秸秆分解产生的 DOC 会提高反硝

化微生物功能基因 narG、nirS 和 nosZ 的相对丰度，

确保反硝化反应的进行[11]。然而，黄土高原包气带

深，且深层土壤干燥化严重，导致大量的硝态氮储

存在 0～600 cm 的土层当中[12]。此外，DOC 易被浅

层土壤中的微生物消耗利用，很难入渗到深层土壤

并发挥作用。因此，对于包气带深厚的黄土高原而

言，灌溉 DOC 溶液能否入渗到深层土壤，并提高深

层土壤反硝化微生物活性，达到消减深层累积硝态

氮的效果，且各影响因素对硝酸盐消减的贡献如

何？还需进一步研究。 

此外，种植深根系豆科作物也可能是一种抑制

硝态氮累积的有效途径。研究发现，马铃薯间作可

以减少土壤溶解性有机氮含量，降低土壤中氨氧化

古菌（Ammonia oxidizing archaea，AOA）、氨氧化

细菌（Ammonia oxidizing bacteria，AOB）的细菌丰

度[13]。玉米花生间作系统可以促进根系间的氮素转

移，减少盈余氮素向深层累积，有利于玉米生长[14]。
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也有研究表明种植苜蓿可以降低土壤氮素损失并提

升反硝化细菌丰度[15]，尤其在果园间作苜蓿，这样

不仅可以提高浅层氮素水平促进果树生长，而且可

以显著减少深层硝态氮的累积[16]。除此之外，也有

研究发现深根系苜蓿与浅根系辣椒间作，一方面深

根系的苜蓿吸收了深层土壤中的硝酸盐，减弱了硝

酸盐的淋溶潜力，另一方面促进了经济作物的生长，

提高了产量[17]。这足以说明，深根系苜蓿对土壤中

硝态氮的消减起到了促进作用。但关于将外加碳源

与间作豆科作物两者结合起来去探讨土壤硝态氮消

减的协同机制鲜有报道。 

玉米秸秆作为一种可再生农业资源，内部蕴含

着丰富的碳源[18]，且黄土高原具有丰富的玉米秸秆

资源，如果能将玉米秸秆制备为 DOC 溶液灌入土壤

中，既可以有效减少农业资源的浪费，也可以改善

土壤环境，降低硝酸盐的累积。如果在此基础上间

作苜蓿，可能会更有效地降低土壤硝态氮的含量。

因此，本研究通过布设引流装置，将 DOC 溶液灌入

引流装置，避免其在土壤浅层被大量消耗。并通过

间作苜蓿的方式提高反硝化微生物的活性，达到消

减深层累积硝态氮的目的，以期改善黄土高原土壤

质量，保障该地区苹果产业绿色可持续发展。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

DOC 溶液制备原料为玉米秸秆，将玉米秸秆剪

成小段，烘干后放入粉碎机内粉碎，过 2 mm 网筛，

将过筛好的秸秆粉放入发酵桶内，放入微生物菌剂

（芽孢杆菌、放线菌、酵母菌、丝状真菌，有效活菌

数为 0.5 亿·g–1）与去离子水，将两者混合后不断搅

拌直至秸秆粉完全被水浸润。微生物菌剂、秸秆粉

及水的比例为 1︰12︰180，发酵桶盖为单通气阀桶

盖，以防发酵气体顶开桶盖导致发酵液溢出，密封

发酵 3～4 个月，每周搅拌一次，并采集发酵液水样，

当发酵液中 DOC 浓度达到 4 019 mg·L–1（以 C 计）

时用于试验灌溉。发酵液中硝酸盐、溶解性有机氮

和铵态氮浓度分别为 31.7、40.1 和 3.4 mg·L–1，远低

于当地土壤剖面 12 000 kg·hm–2 的硝酸盐累积量，因

此引入的硝酸盐含量可忽略不计，具体数据如表 1

所示。  

表 1  溶解性有机碳灌溉液成分 

Table 1  Irrigation fluid composition of dissolved organic carbon（DOC） 

酸碱度 pH 

硝酸盐 

Nitrate/ 

（mg·L–1，以 N 计）

溶解性有机氮 

DON/ 

（mg·L–1，以 N 计）

铵态氮 

Ammonium N/ 

（mg·L–1，以 N 计）

溶解性有机碳 

DOC/ 

（mg·L–1，以 C 计） 

碳、氮质量消耗比 

C\N 

7.6±0.4 31.7±1.6 40.1±1.8 3.4±0.2 4018.8±15.7 126.1±3.3 

 

1.2  试验设计 

本试验于 2022 年 5 月至 2023 年 7 月在陕西省

咸阳市长武县黄土高原农业生态实验站附近果园

（35°14′N，107°41′E）进行。该地区近五年来降雨主

要集中在 7—10 月份，极端降雨情况尤为突出，这

导致大量硝态氮随水分渗入深层土壤并大量累积，

故选此地作为研究区。所选果园树龄为 23 龄，试验

区域为 9 m×16 m 的长方形区域，区域内共有 12 棵

果树作为研究对象。试验设置 4 个处理 3 组重复，

分别为未处理果地（CK）、灌溉 DOC 溶液果地（D）、

苜蓿间作果地（M）、苜蓿间作并灌溉 DOC 溶液果

地（D+M）处理。苜蓿于 2022 年 5 月 22 日种植，

且采用条播种植方式，条播间距为 40 cm，9 月 3 日

在株间布设引流装置并灌溉 DOC 溶液，引流装置选

用直径 20 cm，长 1 m 规格的灌水筒，管身开 1 cm

小孔，将其竖向埋入 100 cm 土层中，引流装置示意

图见图 1。 

1.3  样品采集 

于 2022 年 9 月、11 月和 2023 年 3 月在果树株

间进行土钻取样，以 CK 处理为例，CK-9、CK-11、

CK-3 分别代表 2022 年 9 月、11 月和 2023 年 3 月

采样情况。在距引流装置同方向的 30（D30、D+M30）

和 50 cm（D50、D+M50）处土钻取样以研究径向入

渗运移情况，CK 与 M 处理的采样位置距离引流装 
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图 1  试验布置示意图（左）及引流装置示意图（右） 

Fig. 1  Experimental layout diagram（left）and drainage device diagram（right） 

置 30 cm。样品采集深度为 600 cm，间隔为 20 cm，

每个处理三次重复。 

1.4  测定项目与方法 

（1）土壤理化指标测定。 

土壤水分使用烘干法测定。SOC 含量采用重铬

酸钾氧化法测定。土壤硝态氮（NO3-N）和铵态氮

（NH4
+-N）采用 1 mol·L–1KCl 溶液按水土比 10︰1 进

行提取，震荡后用 0.45μm 滤膜过滤上清液，上清液

用连续流动分析仪（型号：AA3，德国，SEAL 公

司）测定。土壤 DOC 按水土比 5︰1 混合，震荡后

采用 0.45 μm 滤膜过滤上清液，用 TOC 分析仪（型

号：TOC-L，日本，岛津公司）测定。 

（2）土壤反硝化功能基因的测定。 

DNA 微生物的提取：称取土壤样品 0.5 g，采

用 MP Bio Fast DNA Spin Kit for Soil（美国）试剂盒，

按照说明书提取土壤总 DNA，并使用  Nanodrop 

2000 紫外-可见分光光度计（Thermo Scientific，

USA）对 DNA 的纯度和浓度进行检验，将提取的土

壤 DNA 保存在–80℃的冰箱中。 

目标片段 PCR 的扩增：95℃预变性 2 min 后，

95℃变性 20s，57℃退火 30s，72℃延伸 30s，循环

25 次；72℃最终延伸 5 min。2%琼脂糖电泳检测，

并使用 DNA 凝胶回收试剂盒（美国，Axygen 公司）

回收 PCR 产物。将 PCR 扩增回收产物进行荧光定

量，荧光试剂为 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay 

Kit ， 定 量 仪 器 为 Microplate reader （ BioTek ，

FLx800）。 

Illumina MiSeq 测序：采用 Illumina 公司的

TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit 制备测序文

库，然后利用 Illumina MiSeq 平台（上海阿趣生物

科技有限公司）对 16S 引物进行测序分析，测定

amoA、nirS、nirK、nosZ 的基因丰度。高通量序列

通过质控后获得优化序列，将剩余的优化序列在

UPARSE 平台将相似度为 97%的 OTU（运算分类单

元）进行数据分类，得到每个 OTU 对应的微生物信

息，以完成对微生物的多样性分析。 

1.5  数据处理与分析 

0～600 cm 土壤剖面中硝酸盐储存量（kg·hm–2，

以 N 计）和 DOC 的存储量（kg·hm–2，以 C 计）

计算公式如下： 

RSN
10

BD d N 


           
（1） 

 

RSC =
10

BD d C 
           （2） 

 
式中，RSN、RSC 分别代表土壤硝酸盐和 DOC 存储

量，BD 为土壤容重（g·cm–3），d 为土层厚度（cm），

N 为土壤硝酸盐含量（mg·kg–1），C 为土壤溶解性有

机碳含量（mg·kg–1），10 为转换系数。 

采用方差分解确定环境因子对硝酸盐消减的贡

献率，在使用回归之前，使用共线性诊断对变量进

行共线性检验，通过主成分分析选取主要贡献成分。

其中多元回归及解释方程如下： 
 

1 2 3i i iYi aX bX cX           （3） 
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a
η

a b c


  
          

 （4） 

 
式中，Yi 为硝酸盐消减潜势，X1i、X2i 和 X3i 为影响

因子，a、b 和 c 为回归系数， η为影响因子对硝酸

盐消减的贡献率。 

本研究对所有试验数据均采用 SPSS 26.0 统计

软件进行分析处理。所有数据均通过了正态分布检

验。采用 Excel 2023、Origin 2021 软件对试验结果

图表进行绘制。 

2  结  果 

2.1  土壤 DOC 及有机碳分布规律 

灌溉 DOC 溶液后，溶液在土壤中会进行垂向运

移和径向运移，由图 2 可知不同处理间土壤中的

DOC 含量分布存在显著差异。在 0～600 cm 土层中，

CK 和 M 处理随时间变化并无显著变化，土壤中

DOC 含量表现为浅层高，深层低，而 D 和 D+M 处

理在灌溉 DOC 溶液 1d 后 0～200 cm 土壤剖面的

DOC 含量显著提升（P<0.05），在灌溉 DOC 溶液 

 

注：图中标注 9、11、3 分别代表 2022 年 9 月、11 月及 2023 年 3 月采样。标注 30、50 分别代表距离引流装置的 30、50 cm 处

进行采样。其中 CK 为对照（不处理果园），D 为 DOC 灌溉果园，M 为苜蓿间作果园，D+M 为灌溉 DOC 溶液且苜蓿间作果园。下

同。Note：Figures labeled 9，11，and 3 represent sampling in September，November，and March 2022 and 2023，respectively. Labels 30 

and 50 represent sampling at 30 and 50 cm from the diversion device，respectively. Where CK is the control（no treated orchard），D is the 

DOC irrigated orchard，M is the alfalfa intercropping orchard，and D+M is the irrigated DOC and alfalfa intercropping orchard.The same 

below. 

 
图 2  不同处理下 0～600 cm 土壤剖面 DOC 分布情况 

Fig. 2  Distribution of dissolved organic carbon content in 0–600 cm soil profiles under different treatments 
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两个月后，300～400 cm 深层土壤 DOC 含量上升。

灌溉 DOC 溶液六个月后，400～500 cm 深层土壤

DOC 含量显著提升（P<0.05）。D 与 D+M 处理的采

样数据表明距引流装置 30 cm 处采样的 DOC 浓度大

于距引流装置 50 cm 处采样的 DOC 浓度。 

灌溉 DOC 溶液 6 个月后测定 SOC 含量（图 3），

各 处 理 土 壤 剖 面 中 SOC 含 量 由 大 到 小 分 别 为

D+M （ 121.36 g·kg–1 ） >D （ 120.51 g·kg–1 ） >M

（98.57 g·kg–1）>CK（96.88 g·kg–1），在 M、D 和

D+M 处理下的 SOC 含量较 CK 处理分别提升了

1.7%、24.4%和 25.3%。  

 

图 3  0～600 cm 土壤剖面 SOC 分布情况 

Fig. 3  Distribution of SOC in 0～600 cm soil profiles 

2.2  土壤硝酸盐分布规律及消减能力 

土壤硝酸盐含量总体上呈现浅层低，深层高的

特点。与 CK 和 M 处理相比，灌溉 DOC 溶液后两

个月内 D 与 D+M 处理小区内 0～400 cm 土层的硝

酸盐含量均显著下降，在距引流装置 30 cm 和 50 cm

处的硝酸盐消减能力并不相同，靠近引流装置的位

置消减能力较好且入渗能力更强。在 2023 年 3 月采

样发现 D 处理小区可以达到的消减深度为 400 cm，

可以消减 0～400 cm 土层中约 50%的硝酸盐累积，

D+M 处理的消减能力相对更强，但 M 处理的消减

效果却不显著，因此后续有关 M 处理各指标对硝酸

盐消减关系不做探讨。 

2.3  土壤硝化、反硝化细菌的分布规律 

对 0～600 cm 的土壤样品进行 DNA 提取，分

析样品中的 nirS、nirK、nosZ、amoA 的基因拷贝

数（表 3），随着 DOC 溶液浇入，在土壤深层也发

现了大量的反硝化基因表达。与 CK 相比，D、D+M

处理均增加了 0～600 cm 土层的 nirS、nirK、nosZ

的基因拷贝数（P<0.05）。D+M 处理的 nirK 基因和

nosZ 基因的拷贝数在 0～400 cm 土层中要明显高于

D 处理的基因拷贝数（P<0.05），D+M 处理的 nirS

基因拷贝数在 0～600 cm 均高于 D 处理基因拷贝数

（P<0.05）。amoA 基因拷贝数随土壤深度增加，其拷

贝数也明显增加，但没有明显的规律性。 

2.4  影响土壤硝态氮含量变化的因素及其消减潜力 

在 0～600 cm 土层范围，对不同处理下土壤

NO3-N、DOC、土壤水分含量（SWC）、SOC 及反

硝化功能基因拷贝数进行相关性分析（表 4），不同

处理下土壤硝态氮与土壤含水率（SWC）、土壤 DOC

含量和 SOC 含量之间均呈现显著（P<0.05）负相关

性。在 CK 处理下土壤 NO3-N、DOC、SWC、SOC

含量与反硝化功能基因拷贝数无显著相关性。在 D

与 D+M 处理下土壤硝态氮含量均与 nirS、nirK 基

因拷贝数呈现显著（P<0.05）负相关性。 

对土壤 DOC 与硝态氮含量的变化进行分析

（表 5），研究发现 DOC 含量的提升与硝酸盐的减少

存在一定的消耗比例关系。结果显示，仅灌溉 DOC

处理 C、N 质量消耗比例约为 5︰1，而 D+M 处理 C、

N 质量消耗比例较 D 处理更低，为 4.35︰1 左右。 

分析了不同处理下各影响因素对硝酸盐消减的

贡献率（图 5），结果表明与 CK 处理相比，D 和 D+M

处理的 DOC 因子解释量分别提升了 7.4%和 6.1%，

反硝化微生物活性因子解释量分别提升了 8%和

14.7%，D 处理中 SWC 对硝酸盐消减的贡献提升了

8.3%，而 D+M 处理减少了 2.9%。 

3  讨  论 

3.1  土壤硝酸盐消减效应 

土壤中过量的硝酸盐含量不仅会影响植物的生

长，污染水体，而且对人类健康造成不利影响，因

此减少土壤中硝酸盐的累积，对维护土壤生态环境 
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图 4  不同处理下 0～600 cm 土壤剖面硝酸盐分布情况 

Fig. 4  Distribution of nitrate in 0～600 cm soil profiles under different treatments 

表 2  0～400 cm 土层硝酸盐消减情况 

Table 2  Nitrate reduction in 0–400 cm soil layer 

采样时间 

Sampling time/（yyyy-mm） 
处理 

Treatment 
2022-09 2023-03 

消减比例 

Reduction ratio/%

CK 8.08±0.32b 8.25±0.01a — 

D30 8.71±0.05a 4.34±0.07b 50 

D+M30 9.02±0.02a 4.13±0.15b 54 

D50 7.54±0.01b 3.81±0.05b 49 

D+M50 8.19±0.02b 4.04±0.07b 51 

M 8.62±0.02b 8.35±0.13a — 

健康至关重要。有研究表明，提高土壤有机碳含量

可以有效减少土壤中硝酸盐的累积[19]。其次，还有

研究表明苜蓿种植可以提高 60 cm 以上土层的硝态

氮含量，显著降低深层土壤硝态氮含量，进而有效

阻滞土壤硝态氮向深层淋溶的风险[20]。本研究发现

D 与 D+M 处理均表现出了较好的硝酸盐消减能力，

消减比例达到了 50%左右。这也意味着，灌溉 DOC

溶液或灌溉 DOC 溶液且苜蓿间作，均在减少土壤

硝酸盐累积方面起到了显著作用，这也与前人研究

结果一致。灌溉 DOC 溶液可以显著提升土壤有机

碳含量，土壤有机碳含量与硝态氮含量呈显著负相

关 性 ， 因 此 硝 态 氮 含 量 会 随 着 外 源 D O C 含 量 
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表 3  0～600 cm 土层硝化、反硝化细菌基因拷贝数 

Table 3  Gene copy number of nitrifying and denitrifying bacteria in 0～600 cm soil profiles 

处理 

Treatment 

土层深度 Depth 

/m 

amoA 基因拷贝数/

（copies·g–1×104） 

nirK 基因拷贝数/

（copies·g–1×104） 

nirS 基因拷贝数/

（copies·g–1×104） 

nosZ 基因拷贝数/

（copies·g–1×104） 

0～1 4.43±0.32d 5.29±0.82a 6.42±1.22a 5.95±0.91a 

1～2 10.1±0.72b 3.34±0.35c 6.10±0.60a 5.90±0.34a 

2～3 20.32±1.43a 3.71±0.67b 6.33±1.01a 5.44±0.43a 

3～4 8.09±0.58c 4.37±0.70b 6.34±0.37a 3.94±0.62b 

4～5 20.12±1.43a 4.09±0.69b 5.78±0.61a 4.40±0.21b 

CK 

5～6 11.89±0.85b 4.10±0.64b 5.54±0.78a 5.63±0.40a 

0～1 3.43±0.25c 4.24±0.92b 12.14±0.40a 6.00±1.37c 

1～2 3.67±0.26c 4.33±0.80ab 9.54±0.67b 6.60±0.69bc 

2～3 13.27±0.94b 4.46±0.62ab 9.54±1.70b 6.22±0.19c 

3～4 11.98±0.84b 4.55±0.32ab 8.48±0.72b 5.38±0.26d 

4～5 17.88±1.27a 4.85±0.35a 7.68±0.56c 7.28±0.72b 

D 

5～6 19.46±1.37a 4.05±0.64b 11.63±0.99a 11.04±0.79a 

0～1 4.42±0.31b 7.29±0.99a 8.13±1.85a 8.61±0.61a 

1～2 4.19±0.30b 6.24±1.28b 7.81±1.39a 6.73±0.46b 

2～3 4.10±0.29b 5.99±2.08b 6.78±1.81b 8.98±1.22a 

3～4 14.03±1.00a 5.68±2.10b 6.57±0.48b 6.70±1.01b 

4～5 5.70±0.41b 5.11±0.57c 5.66±0.26c 6.12±1.19b 

D+M 

5～6 14.04±1.01a 5.87±1.18b 6.88±0.89b 6.49±0.46b 

表 4  不同处理下 NO3-N、DOC、SWC、SOC 及反硝化微生物间的相关性 

Table 4  Correlation among NO3-N，DOC，SWC，SOC and denitrification microorganisms under different treatments 

处理 

Treatment 

数据来源 

Data sources 
NO3-N SOC DOC SWC nirS nirK nosZ 

NO3-N 1       

SOC –0.653** 1      

DOC –0.448* 0.929** 1     

SWC –0.829** –0.638** –0.428* 1    

nirS 0.241 0.574 0.72 0.08 1   

nirK –0.45 0.37 0.375 –0.532 0.101 1  

CK 

nosZ –0.598 0.708 0.546 –0.412 0.432 –0.03 1 

NO3-N 1       

SOC –0.701** 1      

DOC –0.132 0.586** 1     

SWC –0.516** –0.447* 0.298 1    

D 

nirS –0.866* 0.531 –0.036 –0.302 1   
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续表 

处理 

Treatment 

数据来源 

Data sources 
NO3-N SOC DOC SWC nirS nirK nosZ 

nirK –0.906* –0.24 0.182 0.475 –0.875* 1  D 

nosZ –0.198 –0.539 –0.835* –0.517 0.387 –0.525 1 

NO3-N 1       

SOC –0.767** 1      

DOC –0.139 0.629** 1     

SWC –0.462* –0.347 –0.05 1    

nirS –0.912* 0.857* 0.227 –0.34 1   

nirK –0.867* 0.923** 0.208 –0.108 0.930** 1  

D+M 

nosZ –0.328 0.669 0.512 0.642 0.483 0.661 1 

注：**：P<0.01；*：P<0.05。Note：**P<0.01；*P<0.05。 

表 5  不同处理下 0～600 cm 土层硝酸盐储量和 DOC 储量的变化 

Table 5  Changes in nitrate storage and DOC storage in the 0-600 cm soil layer after different treatments 

采样时间 Sampling time /（yyyy-mm） 处理 

Treatment 

储量 

Stocks 2022-09 2022-11 2023-03 

碳、氮质量消耗比 

C/N 

DOC 1.47±0.09c 1.56±0.08c 1.34±0.07e CK 

硝酸盐 Nitrate 12.54±0.45a 12.76±0.31a 12.72±0.1a 

— 

DOC 23.50±0.05a 5.18±0.39a 2.28±0.04b D30 

硝酸盐 Nitrate 12.91±0.03a 9.20±0.20c 8.79±0.04b 

DOC 20.44±0.38b 3.82±0.40b 2.05±0.03c D50 

硝酸盐 Nitrate 11.85±0.02a 8.71±0.05b 8.13±0.02b 

5︰1 

DOC 23.79±0.61a 5.81±0.06a 2.62±0.08a D+M30 

硝酸盐 Nitrate 12.68±0.22a 8.51±0.18c 7.87±0.09c 

DOC 17.71±0.40b 3.58±0.26b 2.26±0.04b D+M50 

硝酸盐 Nitrate 13.27±0.31a 10.15±0.38b 9.65±0.19b 

4.35︰1 

DOC 1.61±0.04c 1.58±0.02c 1.59±0.05d M 

硝酸盐 Nitrate 13.43±0.21a 13.51±0.24a 13.46±0.37a 

— 

注：显示的数据为平均值±标准差，同列不同小写字母表示同一采样时间不同处理间的差异。C、N 消耗比例=（C1-C3）/（N1-N3），

C1，C3，N1 和 N3 分别表示消耗的 DOC 与硝态氮在 2022 年 9 月和 2023 年 3 月的储存量。Note：Data shown are mean ± standard deviation，

different lower case letters in the same column indicate differences between treatments at the same sampling time.C，N consumption ratio =

（C1-C3）/（N1-N3），with C1，C3，N1，and N3 denote the amount of DOC consumed versus the amount of nitrate nitrogen stored in 

September 2022 versus March 2023，respectively. 

 
的增加而减少。这主要是因为土壤有机碳可以有

效抑制土壤氨氧化过程及反硝化作用，延缓土壤

氮循环的周转，进而减少土壤中硝酸盐的累积 [21]。

其次，在灌溉 DOC 溶液过程中带入了大量的水分，

且土壤水分含量与硝酸盐含量呈显著（P<0.05）

负相关性，因而土壤水分的提升也使硝酸盐含量

减少。这可能是因为在灌溉 DOC 溶液过程中，大

量的水分导致土壤呈现出厌氧环境。此时，土壤

中 DOC 不仅会为反硝化过程提供更多的电子，而

且为反硝化微生物提供了充足的碳源，进一步促
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进反硝化反应发生 [22]，从而消减了硝酸盐累积。

此外，有研究表明 [10]向土壤中加入 DOC 会减少浅

层土壤硝态氮含量，但对深层土壤硝酸盐含量无

影响，这可能是因为 DOC 极易被微生物利用或者

吸附在土壤颗粒间，导致 DOC 很难运移至深层土

壤 [23]。而本试验发现在灌溉 DOC 溶液后会显著减

少深层（200～400 cm）土壤中的硝态氮含量。一

方面由于引流装置会有效避免 DOC 在浅层土壤中

被大量消耗；另一方面大量灌溉 DOC 溶液有利于

其入渗至深层土壤，进而达到消减硝酸盐的目的。

通过进一步测量土壤中反硝化基因拷贝数，发现

灌溉 DOC 溶液处理的深层土壤较 CK 处理有更多

的反硝化功能基因表达，因此本研究中反硝化微

生 物 活 性 可 能 是 影 响 硝 酸 盐 含 量 变 化 的 直 接 因

素，而入渗至深层的 DOC 溶液足以为反硝化微生

物提供底物，保障其活性。   

 

图 5  不同处理间各影响因素对硝酸盐消减的贡献率 

Fig. 5  The contribution rate of various factors to nitrate reduction in different treatments 

此外，有研究表明种植苜蓿也可以达到消减深

层土壤硝态氮的效果[24]。本研究在灌溉 DOC 溶液

的基础上，又种植了苜蓿，将两种措施有效结合后

发现，D+M 处理消减硝酸盐能力较 D 处理更强，消

减比例提升到 51%以上，同时 D+M 处理的 C、N 质

量消耗比例也要更低。这意味着 D+M 处理可以通

过消耗较少的碳源来消减硝酸盐的累积。这主要是

因为苜蓿根系较长，对于深层土壤有机质有一定的

调节作用，而 DOC 溶液的加入对苜蓿生长起到了促

进作用[25]。此外，由于 DOC 是苜蓿结瘤的主要养

分因子，当 DOC 含量提升，将导致土壤中碳、氮质

量消耗比例升高，进而显著提升总根瘤重和总根瘤

数，在显著促进苜蓿生长的同时，也会刺激苜蓿根

部产生更多的根瘤菌，为反硝化微生物发挥活性营

造良好环境[26]。 

其次，由于苜蓿根系发达，长期种植一方面会

减弱淋溶潜力，另一方面苜蓿根系可以利用深层土

壤盈余氮素[19]。总体而言，通过引流装置灌溉 DOC

溶液，可以达到消减土壤深层硝酸盐的目的，但将

灌溉 DOC 溶液和种植苜蓿有效结合以后，可以在消

耗较少碳源的基础上，更好地达到消减硝酸盐累积

的效果。 

3.2  不同影响因素对硝酸盐消减效应的贡献 

土壤硝酸盐消减是一个复杂的过程，会受到多

种因素的影响。有研究表明土壤水分、DOC、SOC

和反硝化微生物活性的提高均有助于硝酸盐的消

减 [27-28]。在本研究中，发现灌溉 DOC 溶液会显著提

升 DOC、SOC 与硝化、反硝化微生物活性对硝酸盐

消减的贡献率，解释了 66%以上的硝酸盐变化潜势，

其中反硝化微生物活性是第一解释因子（26.4%），

与硝酸盐含量变化呈显著负相关性（P<0.05）。一方

面 DOC 与 SOC 会为微生物活动提供充足的养分与

电子供体，使硝酸盐转化为 N2O 和 N2，导致氮损失。

另一方面有机碳含量增加会提高土壤肥力，减弱硝

酸盐淋溶潜力[29]。种植苜蓿以后，由于苜蓿根系的

作用，会影响土壤微生物的生存环境[30]。一般而言，

在有充足底物条件下，适宜的土壤环境也是微生物

发挥活性的关键要素[31]。本研究中，D+M 处理的硝
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化、反硝化微生物因素对消减硝酸盐的贡献较 CK

和 D 处理分别提高了 15%和 7%，解释了 33.1%的

硝酸盐变化潜势，这可能是因为灌溉大量 DOC 溶液

导致苜蓿根系释放的分泌物随水分入渗至深层，进

而改善土壤环境，促使反硝化微生物更好地发挥活

性，从而消减土层中累积的硝酸盐。这与孙鹏洲等[32]

发现苜蓿地会提高 nirS 基因拷贝数的研究一致。植

物根系生物量增加会减弱硝酸盐累积；苜蓿生长会

释放根系分泌物调节土壤环境，有利于减弱硝酸盐

潜力。一般而言，反硝化的发生需要合适的厌氧环

境，因此本研究中，单独种植苜蓿并未明显消减硝

酸盐，在充足的外部碳源和水分加入后硝酸盐才得

以消除，但值得思考的是本研究中 D+M 处理土壤

水分含量对硝酸盐消减的贡献率仅为 9.6%，而反硝

化 微 生 物 和 充 足 碳 源 对 硝 酸 盐 消 减 的 贡 献 达 到

82.2%，这主要是由于种植苜蓿以后会消耗土壤中的

水分，当土壤水分不足，碳源充足，且有一定氧气

的介入后，反硝化能力会减弱，硝酸盐的同化作用

可能占据主导位置，这时有可能发生同化作用，进

而导致土壤中硝态氮含量的降低 [33]。总体而言，

DOC 对硝酸盐消减的贡献率 D 和 D+M 处理较 CK

分别提高了 7.4%和 6.1%的，反硝化微生物活性对

硝酸盐消减的贡献率提高了 8%和 14.7%的，降低了

20%以上的未解释变量贡献率，为探究硝酸盐消减

影响因素提供了理论依据，但反硝化过程和硝酸盐

同化之间的关系还有待进一步量化。 

4  结  论 

D 和 D+M 处理可以显著增加土壤中 DOC 和

SOC 含量并消减 0～400 cm 土层中 50%以上的硝酸

盐累积；但 M 处理消减土壤硝酸盐效果不显著。研

究表明 D+M 处理较 D 处理有着更低的 C、N 质量

消耗比例。D 和 D+M 处理均提升了 nirS、nirK、nosZ

基因拷贝数，D 处理可以更好地激发深层反硝化潜

力，D+M 处理可以在消耗较少碳源的情况下，降低

更多硝酸盐的累积，这对调控深层硝酸盐含量起到

了积极作用。较 CK 处理而言，D 和 D+M 处理的

DOC 因子对硝酸盐消减贡献率分别提升了 7.4%和

6.1%，反硝化微生物活性因子对硝酸盐消减的贡献

率分别提升了 8%和 14.7%，未解释变量对硝酸盐消

减的贡献率降低了 20%以上，这为黄土高原深层土

壤硝酸盐治理提供了理论依据。 
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