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摘 要：生物固氮可将惰性氮气转化为植物可利用态氮，是维持土壤氮素循环和支撑农业生态系统生产力的核心环节。

本研究旨在阐明大气 CO2 浓度升高影响稻田土壤生物固氮过程的微生物驱动机制，为气候变化背景下稻田氮循环优

化和农业可持续氮管理提供科学依据。利用基于开顶式气室的 CO2 浓度自动调控平台，设置 CK（环境 CO2 浓度）

和 EC（环境 CO2 浓度升高 200 μmol·mol−1）2 个处理，通过微宇宙培养、实时荧光定量 PCR、高通量测序等技术分

析稻田土壤理化性质、固氮潜势（NFP）、固氮菌（nifH 基因）的丰度及群落组成等指标，探讨大气 CO2 浓度升高影

响稻田生物固氮的微生物驱动机制。结果表明，就全生育期而言，与 CK 相比，EC 处理使稻田土壤微生物生物量氮

（MBN）含量显著升高 3.3%，使土壤 NH4+−N 含量显著下降 11.6%。同时，EC 处理使稻田土壤的 NFP 和 nifH 基因

丰度均显著增加。在水稻成熟期，EC 处理的 nifH 基因群落结构较 CK 处理发生了显著变化。此外，稻田土壤 TN 含

量与土壤 NFP 呈显著正相关，而土壤 NFP 由土壤 MBN 含量、土壤有机碳含量和 nifH 基因丰度综合调控。综上，大

气 CO2 浓度升高通过增加土壤 MBN 含量和固氮菌的数量，从而使 NFP 增强并增加稻田土壤氮含量。 
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Abstract:  【Objective】 Biological nitrogen fixation, which converts inert nitrogen into plant-available nitrogen, is a critical 

process for maintaining the soil nitrogen cycle and supporting the productivity of agroecosystems. However, the effect of 

atmospheric CO2 on biological nitrogen fixation in paddy fields remains poorly understood. Thus, this study aims to elucidate 
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the microbial-driven mechanism of biological nitrogen fixation in paddy soils affected by elevated atmospheric CO2. The 

findings of this study will provide a scientific basis for the optimization of nitrogen cycling in paddy fields and sustainable 

nitrogen management in agriculture under climate change scenarios. 【Method】In this study, the microbial-driven mechanism 

of biological nitrogen fixation in paddy fields were investigated by elevated atmospheric CO2 concentration. Two treatments, 

CK (ambient CO2 concentration) and EC (elevated ambient CO2 concentration by 200 μmol·mol−1) were set up by using an 

open-top chamber (OTC)-based platform for the automated control of CO2 concentration. Soil physicochemical properties, 

nitrogen fixation potential (NFP), and the abundance and community composition of nitrogen-fixing bacteria (nifH gene) of 

paddy soils were analyzed by microcosmic cultivation, real-time quantitative PCR, and high-throughput 

sequencing. 【Result】The results showed that across the whole rice plant growth period and compared with CK, EC treatment 

significantly increased the microbial biomass nitrogen (MBN) content by 3.3% and significantly decreased the NH4+−N 

content by 11.6%. Also, the NFP and nifH gene abundance were significantly increased by EC treatment. At the maturity 

stage, the community structure of the nifH gene in the EC treatment changed significantly compared with CK. In addition, the 

TN content was positively correlated with NFP, which was regulated by soil MBN content, SOC content, and nifH gene 

abundance. 【Conclusion】This study reveals that elevated atmospheric CO2 concentration increased soil MBN content and 

nifH gene abundance, enhanced NFP and increased the nitrogen content of paddy soils.  

Key words: Elevated atmospheric CO2 concentration; Biological nitrogen fixation; nifH gene; Soil nitrogen content; Climate 

change 

众所周知，二氧化碳（CO2）是对全球变暖影响最大的温室气体，在过去 10 年中，其浓度以每

年 2.46 μmol·mol−1 的惊人速度增长[1]，截止目前已达到 423 μmol·mol−1[2]。全球气候变化导致近年极

端天气及自然灾害频发，严重影响了农业和自然生态系统的和谐与稳定，愈加威胁到人类的生存和

发展。若不采取一系列的减排措施，预计在 2030—2052 年间，全球平均气温将较工业化前水平上升

1.5 ℃[3]。 
氮（N）是农田生态系统生产力的限制因素，其在大气中含量虽占空气总体积的 78%，但并不

能被农作物直接吸收利用[4]。生物固氮（BNF）可将大气中的氮气（N2）催化还原成农作物可利用

的形式，可为农业生态系统提供氮输入 51~130 Tg·a−1[5]。水稻是世界三大粮食作物之一，目前全球

种植面积约为 1.7×106 km2[6]。稻田生态系统能进行 BNF 而不断为水稻生长提供氮素，同时受气候变

化的影响很大[7]。在稻田土壤氮循环中，BNF 作为减少大气 N2 的主要途径，可有效增加农田生态系

统可利用氮。此外，氮肥的使用在一定程度上提高了稻谷产量，但易造成氮素利用率大幅下降、植

株抗逆性差等生产问题，还易引发土壤 N 淋溶量增加、周边水体富营养化等环境问题[8]。而 BNF 在

保证水稻产量的同时亦可降低化学氮肥对环境的污染[4]。 
nifH 基因是编码固氮还原酶亚基蛋白的关键基因，已成为分析各种环境微生物群落中 N2固定的

有效标记物之一，被广泛用于重氮营养群落的研究[9]。然而，关于大气 CO2 浓度升高对稻田土壤固

氮潜势（NFP）及固氮微生物群落特征的影响研究却较为匮乏[9-10]。Bhattacharyya 等[9]表明，大气

CO2 浓度升高会增加稻田土壤固氮细菌 nifH 基因群落的功能活性和结构多样性，从而促进稻田土壤

BNF 作用，这可能由于大气 CO2浓度升高增加了土壤中较容易利用的碳输入，刺激了固氮菌 nifH 基

因的增殖，从而增强了 N2在热带水稻土中的固定。Yu 等[10]研究表明，大气 CO2 浓度升高对固氮菌

nifH 基因群落和优势菌群的结构影响不大。 
由于大多数固氮菌难以培养，大气 CO2浓度升高条件下固氮微生物的群落特征很难确定。大气

CO2 浓度升高如何通过影响土壤性质间接影响土壤固氮微生物群落，并影响稻田土壤 NFP 亦需进一

步探索。本研究利用开顶式气室（OTCs）进行大气 CO2 浓度升高模拟实验，结合 15N 同位素示踪及

分子生物学技术，研究大气 CO2浓度升高对稻田土壤理化性质、NFP、固氮菌 nifH 基因的丰度和群

落特征的影响，系统探索大气 CO2 浓度升高影响稻田土壤固氮菌群落及 NFP 的潜在机制，旨在探索
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未来气候变化条件下稻田土壤固氮菌群落发挥最大 NFP 的管理措施，为维持我国农田生态系统的氮

素平衡及提高农业生产力提供数据支撑。 

1 材料与方法  

1.1 试验地概况 
试验地点位于南京信息工程大学农业气象与生态试验站（32°21′N，118°71′E）。水稻试验于 2023

年进行，试验季节平均气温 25.85 ℃，降雨量 403.10 mm。试验地土壤为潴育型水稻土，黏粒含量为

26.1%，土壤有机碳（SOC）和全氮（TN）含量分别为 11.95 g·kg–1 和 1.45 g·kg–1，pH 为 6.3。 
1.2 试验设计 

利用模拟 CO2 浓度升高自动调控平台，于 2023 年水稻季（6~10 月）开展水稻控制性试验。采

用完全随机设计，设置对照（CK）和 CO2 浓度升高（EC，CO2 浓度升高 200 μmol·mol−1）2 个处理，

每种处理有 3 个重复。 
田间试验平台由 12 个正八边形棱柱体开顶式气室组成，单个气室采用铝合金框架与高透光玻

璃，顶部设计 45°内倾导流结构以优化气体滞留，内置 CO2 传感器及自动调控系统，通过计算机程

序实时监测并控制电磁阀和加压模块，当浓度低于阈值时自动释放杜瓦罐 CO2气体维持目标浓度。

整个水稻季环境 CO2浓度和升高 CO2浓度为（438.9±10.8）μmol·mol−1 和（635.2±11.5）μmol·mol−1。 
供试水稻品种为南粳 9108。田间水分管理方式为前期淹水–中期烤田–后期干湿灌溉。肥料运筹

包括基肥、蘖肥和穗肥，基肥使用复合肥（N∶P∶K=15∶15∶15），蘖肥和穗肥使用尿素（N 质量分数为

46.6%），基肥、蘖肥和穗肥分别占 60%、20%和 20%。 
1.3 样品采集与测定 

在水稻分蘖期、拔节期、扬花期和成熟期，使用 50 mm 不锈钢土钻于根际 50~100 mm 土层采集

土壤样品，用于观测理化性质、NFP 及固氮菌丰度与群落组成等指标。 
土壤理化性质分析参照鲁如坤[11]的方法。土壤铵态氮（NH4+−N）含量使用 2 mol·L–1 KCl 浸提–

靛酚蓝比色法测定；土壤硝态氮（NO3−−N）含量使用酚二磺酸比色法进行测定；微生物生物量氮

（MBN）含量使用氯仿熏蒸–K2SO4 浸提法进行测定；以 1∶2.5 的水土比悬浮液振荡摇匀 0.5 h，测定

土壤 pH。利用重铬酸钾氧化–外加热法测定 SOC 含量，利用 H2SO4–H2O2消煮法和 AA3 型连续流动

分析仪（Seal Analytical GmbH，德国）测定 TN 含量。 
土壤 NFP 采用 15N 同位素示踪测定[12]。将过 2 mm 筛的 2 g 新鲜土壤样本和水制成泥浆并冲氦

气 30 min，避光培养 24 h。添加 0.5 mL 丰度为 99%15N−N2，同时利用针头排出等体积泥浆，避光培

养 36 h。分别向培养前、后泥浆样品加入 0.2 mL 次溴酸钠碘溶液并震荡摇匀，以 1 500 r·min-1 转速

离心 5 min 后利用膜进样质谱仪测定 N2 同位素信号强度。计算公式如下： 

                          （1） 

式中，f 为生物 NFP（N nmol·g−1·h−1）；15NFinal、15NInitial分别为培养前后体系中 15NH4+−N 的浓度，

μmol·L−1；V 为泥浆体积，mL；W 为干土质量，g；T 为培养时间，h。 
土壤固氮菌丰度及群落组成采用 E.Z.N.A.®土壤试剂盒测定。利用土壤试剂盒提取 0.5 g 新鲜土

壤总 DNA，使用引物 nifHF/nifHR 通过实时荧光定量 PCR（ABI PRISM 7500，美国）测定土壤固氮

菌 nifH 基因拷贝数[13]，扩增体系含 2X Taq Master Mix 和模板 DNA，程序为 95 ℃预变性 5 min 后进

行 35 个循环扩增。基于重组质粒构建标准曲线换算获得单位干土基因拷贝数（copies·g⁻¹），并通过

Illumina Miseq PE300 平台测序分析 nifH 基因群落多样性，原始数据已提交 NCBI 数据库（编号

PRJNA1080318）。 
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1.4 数据分析 
采用单因素方差分析研究不同 CO2 浓度下土壤理化性质、NFP、nifH 基因丰度及群落的差异。

通过非度量多维尺度分析（NMDS）和距离矩阵非参数多变量方差分析（Adonis）检验 EC 处理与

CK 处理的固氮菌群落结构差异显著性。利用皮尔逊（Pearson）相关分析揭示固氮菌群落组成及 NFP
与土壤指标的相关性，冗余分析（RDA）解析群落组成与理化性质的关系，并基于逐步回归筛选 NFP
的关键调控因子。 

2 结 果  

2.1 CO2浓度升高对稻田土壤理化性质的影响 
CO2 浓度升高条件下稻田土壤理化性质如表 1 所示。与 CK 相比，EC 处理使分蘖期 NH4+−N 含

量显著降低 22.6%，使拔节期土壤 MBN 含量显著增加 4.5%（P < 0.05），但对各生育期土壤 SOC、
TN、C/N、NO3−−N、pH 的影响并不显著（P > 0.05）。就全生育期而言，与 CK 相比，EC 处理使稻

田土壤 NH4+−N 含量显著下降 11.6%（P < 0.05），使 MBN 含量显著升高 3.3%（P < 0.05）（表 1）。 
表 1 大气 CO2浓度升高条件下稻田土壤理化性质 

Table 1 Physiochemical properties of paddy soils under elevated atmospheric CO2 concentration 

生育期 

Growth 

stage 

处理 

Treatment 

土壤有机碳 

SOC/（g·kg−1） 

全氮 

TN/

（g·kg−1） 

碳氮比 

C/N 

NH4
+−N/

（mg·kg−1） 

NO3
–−N/

（mg·kg−1） 

微生物生物量氮 

MBN/（mg·kg−1） 
pH 

分蘖期 CK 12.62±0.08 1.42±0.01 8.88±0.05 57.07±1.12 15.30±0.34 29.40±0.36 6.96±0.08 

Tillering EC 12.58±0.08 1.43±0.01 8.82±0.06 44.16±1.52** 14.74±1.78 30.52±0.48 6.81±0.07 

拔节期 CK 12.46±0.08 1.44±0.02 8.62±0.04 45.63±1.77 16.98±0.75 28.69±0.25 6.88±0.10 

Elongation EC 12.67±0.06 1.45±0.02 8.72±0.13 40.00±1.55 15.40±0.76 29.98±0.25* 6.79±0.08 

扬花期 CK 12.23±0.04 1.42±0.01 8.64±0.01 34.65±1.25 14.37±1.06 27.84±0.28 6.87±0.06 

Flowering  EC 12.18±0.07 1.43±0.01 8.51±0.08 34.93±2.84 13.99±1.46 28.77±0.32 6.96±0.07 

成熟期 CK 12.16±0.02 1.43±0.01 8.52±0.09 27.18±2.99 12.31±1.15 26.56±0.28 6.89±0.09 

Maturity EC 12.19±0.07 1.44±0.01 8.48±0.02 26.44±1.58 11.57±0.58 26.96±0.29 6.89±0.09 

平均 

Average 

CK 12.37±0.03 1.43±0.01 8.67±0.03 41.13±1.64 14.74±0.14 28.12±0.34 6.98±0.04 

EC 12.40±0.06 1.44±0.01 8.63±0.04 36.38±0.62* 13.92±0.44 29.06±0.44* 6.86±0.04 

注：CK，环境 CO2浓度；EC，CO2浓度升高 200 μmol·mol−1。表中数据为平均值±标准误（n = 3）；*和**分别表示不同处理在 0.05 和

0.01 水平上存在差异显著。下同。Note: CK, Ambient CO2 concentration; EC, Elevated ambient CO2 concentration by 200 μmol·mol−1. Data are the 

mean values ± SE (n = 3); * and ** indicate significant differences between different treatments at the 0.05 and 0.01 levels, respectively. The same 

below. 

2.2 CO2浓度升高对稻田土壤 NFP 的影响 
CO2 浓度升高条件下稻田土壤 NFP 如图 1 所示。与 CK 相比，EC 处理分别使扬花期和成熟期的

NFP 显著提高了 12.1%和 20.8%（P < 0.05），但对拔节期和成熟期 NFP 的促进作用并不显著（P > 0.05）
（图 1a）。就全生育期而言，EC 处理的 NFP 较 CK 显著提高了 13.7%（P < 0.05）（图 1b）。 
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注：a) 各生育期，b) 全生育期。*和**分别表示处理在 P < 0.05 和 P < 0.01 水平上存在显著差异。下同。Note: a) Nitrogen fixation potential 

at different growth stages of rice; b) Average nitrogen fixation potential across the total growth period of rice; * and ** indicate significant 

differences between different treatments at the P < 0.05 and P < 0.01 levels, respectively. The same below. 

图 1 大气 CO2 浓度升高对稻田土壤固氮潜势的影响 

Fig. 1 Effects of elevated atmospheric CO2 concentration on nitrogen fixation potential in paddy soils 

2.3 CO2浓度升高对稻田土壤固氮菌丰度的影响 
CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮菌 nifH 基因拷贝数如图 2 所示。与 CK 相比，EC 处理分别使

分蘖期和扬花期稻田土壤的 nifH 基因丰度显著提高了 12.4%和 28.1%（P < 0.05），但拔节期和成熟

期土壤 nifH 基因丰度的促进作用并不显著（P > 0.05）（图 2a）。就全生育期而言，与 CK 相比，EC
处理的 nifH 基因丰度较 CK 显著提高了 13.2%（P < 0.05）（图 2b）。 

 

图 2 大气 CO2 浓度升高对稻田土壤 nifH 基因拷贝数的影响 

Fig. 2 Effects of elevated atmospheric CO2 concentration on nifH gene copy number in paddy soils 

2.4 CO2浓度升高对稻田土壤固氮菌群落的影响 
固氮菌 nifH 基因的测序样本在归一化处理后，各文库包含 18 759 条基因序列，单个样品 OTU

数量为 2 320~2 878。利用 Shannon 指数和 Chao1 指数评估了土壤 nifH 基因的丰富度和多样性（表 2）。
结果表明，在各生育期，EC 处理的固氮菌群落的 Shannon 指数和 Chao1 指数较 CK 处理均无显著差

异（P > 0.05），表明 CO2浓度升高并未改变的固氮菌群落丰富度和多样性（表 2）。 
表 2 大气 CO2浓度升高条件下稻田土壤固氮菌群落多样性 

Table 2 Community diversity of nitrogen-fixing bacteria in paddy soils under elevated atmospheric CO2 concentration 
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生育期 

Growth stage 

处理 

Treatment 

OTU 数 

No. of OTUs 

Shannon 指数 

Shannon index 

Chao1 指数 

Chao1 index  

分蘖期 

Tillering 

CK 2 320±119 6.14±0.30 2 945.8±140.3 

EC 2 376±260 6.18±0.46 3 095.2±325.4 

拔节期 

Elongation 

CK 2 357±276 6.28±0.33 3 108.9±334.5 

EC 2 711±94 6.67±0.04 3 495.6±116.6 

扬花期 

Flowering 

CK 2 588±268 6.38±0.24 3 389.1±389.5 

EC 2 687±44 6.70±0.06 3 525.8±73.2 

成熟期 

Maturity 

CK 2 789±146 6.52±0.15 3 772.1±219.9 

EC 2 878±310 6.82±0.26 3 683.5±376.6 

CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮菌群落组成如如图 3 所示（相对丰度平均比例> 1%）。在目水

平上，Rhizobiales、Desulfuromonadales 和 Myxococcales 三个已知目分别占 3.07%~6.96%、

4.76%~10.60% 和 0.94%~2.70% （图 3a ）；在科水平上， Geobacteraceae 、 Myxococcaceae 和

Bradyrhizobiaceae 三个已知科分别占 4.17%~9.94%、0.94%~2.70%和 1.01%~2.60%（图 3b）；在属水

平上，Geobacter 和 Anaeromyxobacter 两个已知属，分别占 4.14%~9.91%和 0.94%~2.70%（图 3c）。
在目、科和属水平上，各生育期 EC 和 CK 的土壤固氮菌群落组成均没有显著差异（P > 0.05），EC
没有显著改变稻田土壤固氮菌的群落组成（图 3a，b，c）。 

 
注：a)目水平，b)科水平，c)属水平。Note: a) Order level; b) Family level; c) Genus level.  

图 3 大气 CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮菌群落相对丰度 

Fig. 3 Relative abundance of nitrogen-fixing bacteria community in paddy soils under elevated atmospheric CO2 concentration 

利用 NMDS 分析了 CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮菌在属水平上群落结构的变化（图 4）。
在分蘖期、拔节期与扬花期时，EC 和 CK 的固氮菌群落相交，表明 EC 对固氮菌群落结构的影响不

大（图 4a，b，c）；而在成熟期，EC 处理与 CK 处理的固氮菌群落明显分离，说明 EC 处理明显改

变了稻田土壤固氮菌的群落结构（图 4d）。 



土 壤 学 报 
Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 
注：a)分蘖期，b)拔节期，c)扬花期，d)成熟期。Note: a) Tillering, b) Elongation, c) Flowering, and d) Maturity stages. 

图 4 大气 CO2 浓度升高对稻田土壤固氮菌群落结构的影响 

Fig. 4 The effect of elevated atmospheric CO2 concentration on nitrogen-fixing bacterial community structure in paddy soils

2.5 影响稻田土壤固氮菌群落及 NFP 的因素 
Pearson 分析结果表明，固氮菌 Geobacter 相对丰度与 NFP、SOC 含量呈显著正相关（图 5a）。

unclassified_Deltaproteobacteria 与 NFP、nifH 基因丰度、SOC 含量、C/N 呈显著正相关（图 5a）。此

外，NFP 与 nifH 基因丰度以及土壤 SOC、TN、NH4+−N、MBN 浓度呈显著正相关，但与土壤 pH 呈

显著负相关（图 5b）。同时，nifH 基因丰度与 TN 呈显著正相关（图 5b）。 

 
注：a) nifH 基因群落相对丰度与土壤指标的相关性，b)稻田 NFP 与土壤指标的相关性。蓝色表示正相关，红色表示负相关，正方形或圆形

宽度越大表示相关系数越大。*，**，***分别表示在 P < 0.05、P < 0.01、P ˂ 0.001 水平上显著。Note: a) the correlation between the relative 

abundance of nifH gene community and soil indicators, b) the correlation between nitrogen fixation potential in paddy fields and soil 

indicators. Blue indicates a positive correlation, and red indicates a negative correlation. The larger the width of a square or circle, the greater 

the correlation coefficient. *, **, and *** denote significance at P ˂ 0.05, P ˂ 0.01, and P ˂ 0.001, respectively. 

图 5 大气 CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮微生物群落及 NFP 与土壤指标的相关性热图 

Fig. 5 Heat map of the correlation between nitrogen-fixing microbial community and nitrogen-fixing potential of paddy soil and soil 

indicators under elevated atmospheric CO2 concentration 

RDA 分析结果表明，土壤 SOC、C/N、MBN、pH 浓度对固氮菌群落结构有显著影响（P < 0.05），
但土壤 NO3−−N、TN、NH4+−N 对稻田土壤固氮菌群落结构的影响不显著（P > 0.05）（图 6）。逐步

回归分析显示，基于土壤 MBN 含量、SOC 含量和 nifH 基因丰度的线性模型可解释 75.2%的稻田土

壤 NFP 变异（P < 0.05）（图 7）。稻田 NFP 受土壤固氮菌丰度、土壤 MBN 含量以及土壤碳含量的综

合控制。 
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图 6 大气 CO2 浓度升高条件下稻田土壤固氮菌群落结构与土壤性质的冗余分析 

Fig. 6 The Redundancy Analyses (RDA) of the correlations between soil properties and nitrogen-fixing bacterial communities under elevated 

atmospheric CO2 concentration 

 

注：数据代表 4 个生育期各处理的 3 个重复值（n = 24）。Note: The data represent three duplicate values for each treatment in the four growth 

stages (n = 24).  

图 7 大气 CO2 浓度升高条件下稻田土壤 NFP 与土壤性质的多元回归分析 

Fig. 7 Multiple regression analysis fitting nitrogen fixation potential with soil properties in paddy soils under elevated atmospheric CO2 

concentration 

3 讨 论  

土壤氮库中 95%以上为有机氮，其中 MBN 是气候响应下氮循环的关键活性组分。本研究表明，

就全生育期而言，CO2浓度升高使稻田土壤 MBN 含量显著增加（表 1），与以往研究结果一致[14-15]。

这主要是由于土壤 MBN 与有效氮的正相关关系[14]。EC 通过促进植物的光合作用，提高根系沉积，

进一步加速水稻土氮循环，从而导致 MBN 含量的变化。此外，土壤矿质氮（NH4+−N、NO3−−N）作

为作物根际吸收的主要氮形态，对气候变化的响应也较为强烈[16]。本研究发现，就全生育期而言，
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CO2 浓度升高使稻田土壤矿质氮含量显著降低（表 1），这可能是由于大气 CO2 浓度升高促进了水稻

干物质积累和氮吸收而使土壤矿质氮降低[16]。此外，CO2 浓度升高条件下土壤 MBN 的大量增长亦

可能导致土壤矿物氮的降低[17]。 
有研究表明，EC 可增强稻田土壤 nifH 基因群落的功能活性和结构多样性，从而促进稻田土壤

BNF 作用[9]。与此类似，本研究表明 EC 显著提高了稻田土壤全生育期 NFP（图 1）。这可能是由于

EC 增加了稻田土壤 MBN 含量，激活固氮微生物活性并促进氮固持（图 7）[17]。同时，EC 加剧的

微生物-植物氮竞争进一步刺激固氮菌增殖[17-18]。已有研究已经证实，CO2 浓度升高会促进土壤固氮

菌的生长[7，19-20]。与此类似，本研究发现，EC 对各生育期土壤 nifH 基因丰度均存在促进作用，虽然

仅在分蘖期和扬花期达到显著。nifH 基因丰度与 NFP 对 EC 的响应呈同步性（图 1，图 2），二者显

著正相关（图 5）[5，21]。然而，EC 对拔节期水稻土 NFP 和 nifH 基因丰度的提升均不显著，可能因

烤田期土壤水分骤降抑制了固氮菌活性[22]。而成熟期 NFP 未显著增加则与 EC 加剧氮竞争导致土壤

的土壤 pH 和 NH4+−N 含量降低有关（图 5）。NH4+−N 通过“氮阻遏效应”调控固氮活性，其过度消耗

引发碳源不足或微生物失衡间接抑制固氮[20，23]。此外，固氮菌最适 pH 为 7.5~8.0，酸性环境（成熟

期 pH 降低）抑制其代谢[24]，且土壤微生物可能已适应高 CO2环境，导致氮输入难以持续激活固氮

活性。 
本研究水稻土固氮菌目以 Rhizobiales、Desulfuromonadales 和 Myxococcales 为主（图 3a）[19，25]。

科水平优势类群为 Geobacteraceae、Myxococcaceae 和 Bradyrhizobiaceae（图 3b）。Geobacteraceae 和

Bradyrhizobiaceae均隶属于变形菌门Proteobacteria[26]。Geobacteraceae是稻田中一种重要的异化Fe(III)
还原微生物，可填补厌氧微生物食物链中的关键生态位[27]，Bradyrhizobiaceae 的菌株已被分离出来

作为水稻根系的内生菌[26，28]，Myxococcaceae 多以复杂的碳化合物为食[29]。在属水平上，检测到了

Geobacter 和 Anaeromyxobacter 优势固氮菌属。Liu 等[20]发现 CO2 浓度升高使 Geobacter 相对丰度增

加，但本研究未观测到类似现象，可能与土壤氧化还原状态、测序深度及实验条件差异有关。尽管

Geobacter 相对丰度未显著变化，但其与土壤碳含量及 NFP 的正相关性（图 5）揭示其可能通过驱动

碳库积累促进 nifH 基因表达及生物固氮[30]。Anaeromyxobacter 作为典型兼性厌氧菌[31]，可还原 Fe
等金属，将 NO3−−N 还原为 NO2−−N 和 NH4+−N[32]，其固氮酶基因在水稻土中广泛检出，证实其对生

物固氮的贡献[33]。但不同 CO2 处理下固氮菌优势属丰度及多样性指数无显著差异，可能与供试水稻

品种的低响应特性及 C/N 输入不足以驱动种群扩增有关，暗示 CO2升高可能优先增强固氮速率而非

改变群落结构。 
CO2 浓度升高下稻田土壤固氮作用受温度、降水及土壤理化性质等多因素驱动，在本研究中，

稻田固氮菌群落结构主要受 SOC、C/N、MBN 和 pH 的协同调控，其驱动机制源于碳氮能量代谢与

土壤微环境因子的互作效应。EC 引起 SOC 微增、C/N 与 pH 微降及 MBN 显著提升（表 1），促使成

熟期固氮菌群落结构发生显著变化（图 4、图 6）。这可能是由于水稻后期对 NH4+−N 的竞争性吸收

导致 MBN 再矿化，同时根系泌氢加剧土壤酸化，驱动固氮菌群向耐酸功能群演替[34]。逐步回归分

析进一步揭示，土壤固氮菌丰度、MBN 含量以及 SOC 含量对固氮过程的调控占据主导地位（图 7）。
SOC 作为电子供体强化固氮酶活性并优化微生物生境[35]，MBN 通过促进氮固定酶表达间接增强

NFP，nifH 基因与 NFP 协同提升直接驱动固氮势能[5，21]。同时，土壤 NFP 的增强亦会增加稻田土壤

中的 TN 含量（图 5），可能形成正向反馈，通过改善稻田土壤肥力进一步促进初级生产力。 
CO2 持续升高可能诱导固氮菌群落的代际适应性进化，通过改变氮转化酶活性影响氮滞留效率

[36]。此外，固氮菌 nifH 基因拷贝数的种属差异可能导致菌群组成与基因拷贝数定量出现偏差[37]，而

硝化/反硝化微生物对氮循环亦具关键作用。未来需构建多时间尺度观测体系，整合宏基因组学、代

谢组学与 15N 同位素示踪技术，解析气候变化条件下氮循环功能基因（nirK、amoA、nifH 等）表达

与种群动态，追踪微生物群落演变规律，结合作物氮素利用效率与土壤氮形态转化速率，阐明气候

驱动下作物-土壤氮循环的微生物调控机制，为实现固氮潜能最大化与氮素可持续平衡提供科学支
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撑。 

4 结 论   

稻田土壤 NFP 和固氮菌 nifH 基因丰度对大气 CO2浓度升高的响应具有一致性，就全生育期而

言，两者均随 CO2浓度升高的升高而显著增加。大气 CO2 浓度升高可引起稻田土壤 MBN 含量的显

著增加，在此影响下，水稻成熟期土壤的固氮菌群落结构亦发生了显著变化。此外，大气 CO2浓度

升高条件下，土壤 pH 是稻田土壤 NFP 的限制因素，但并未显著影响土壤 MBN 含量和固氮菌数量

的增加对 NFP 增强的贡献。 
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