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摘 要：设施菜地与露天菜地在环境条件上的差异，可能导致硝化作用强度及 N2O 产生水平不同。然而，目前对不同

管理模式下硝化微生物活性、N2O 产生的季节性动态及硝化微生物群落响应机制仍不清楚。基于此，采用静态箱法、

多抑制剂法和高通量测序等方法，系统研究了设施菜地与露天菜地的 N2O 通量，以及完全氨氧化菌（Comammox）、

氨氧化古菌（AOA）和氨氧化细菌（AOB）的丰度、硝化活性及 N2O 产生潜势的季节变化特征与生态位差异；并解

析了环境因子对群落结构和硝化功能的影响。结果表明，设施菜地原位 N2O 排放通量显著大于露天菜地，在 3 月和

5 月具有“热时效应”，贡献全年总通量的 71.23%±25.50%。总体而言，菜地土壤的硝化活性在 7 月和 9 月出现“热

时效应”，主要受夏季高温驱动，占全年总硝化活性的 52.41%±1.59%。此时期亦为 N2O 产生潜势的高峰期（61.35%

±9.24%）。其中，设施菜地的硝化作用及 N2O 产生主要由 AOB 驱动，而露天菜地则以 AOA 为主导。设施管理增加

了 Comammox 的丰度，但抑制了其硝化功能，而 AOB 的丰度与功能均被显著增强。相关性分析显示，土壤温度、

溶解性有机碳（DOC）和 pH 是驱动菜地硝化功能变化的重要环境因素，硝态氮和 DOC 是影响硝化微生物群落结构

的关键环境因子。本研究揭示了菜地的差异化管理对硝化微生物硝化过程的影响，表明露天菜地向设施菜地的转变

可能增加由 AOB 所驱动的 N2O 产生，为优化菜地氮素管理与 N2O 减排策略提供科学依据。 
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Abstract：【Objective】Greenhouse vegetable systems, characterized by greenhouse covering, intensive fertilization, and 

frequent irrigation, create a semi-closed, warm, and humid microenvironment that more readily intensifies nitrification-driven 

nitrogen losses and greenhouse gas emissions compared with open-field vegetable systems. Greenhouse and open-field 

vegetable systems differ markedly in their environmental conditions, which may lead to variations in the intensity of 

nitrification and the level of nitrous oxide (N2O) production. However, the seasonal dynamics of nitrification activity and N2O 

production, as well as the underlying community response mechanisms under different management practices, remain poorly 

understood. 【Method】Soil samples were collected bimonthly (January to November) from representative greenhouse and 

open-field vegetable systems in Changshu, Jiangsu Province, China. Meanwhile, in situ N2O was collected from the vegetable 

field using the static chamber method. A microcosm experiment with combined inhibitors was employed to quantitatively 

assess the annual dynamics of nitrification activity and N2O production driven by complete ammonia-oxidizing bacteria 

(Comammox) and conventional ammonia-oxidizing microorganisms (Ammonia-oxidizing bacteria, AOB and Ammonia-

oxidizing archaea, AOA). The absolute abundances of these microbial groups were determined using quantitative real-time 

PCR (qPCR) targeting the amoA gene. Additionally, high-throughput sequencing of the amoA gene was conducted to 

characterize the seasonal shifts in community structure and their responses to different management regimes. 【Result】Results 

showed that in situ N2O flux in greenhouse vegetable soils was significantly higher than that in open-field vegetable soils, with 

a pronounced “hot-moment effect” in March and May, contributing 71.23%±25.50% of the annual total flux. Soil nitrification 

activity exhibited a pronounced “hot-moment” effect in July and September, accounting for 52.41%±1.59% of the annual total, 

which coincided with the highest N2O production potential (61.35%±9.24% of the annual release). Functionally, the 

nitrification process and N2O production were predominantly mediated by AOB in greenhouse vegetable soils, whereas AOA 

dominated in open-field vegetable soils. The greenhouse vegetable system promoted the accumulation of Comammox 

abundance but suppressed its nitrification function, whereas both the abundance and activity of AOB were significantly 

enhanced. Correlation analysis revealed that soil temperature, dissolved organic carbon (DOC) and soil pH were the primary 

drivers of nitrification, while nitrate and DOC were the main factors shaping microbial community composition. 【Conclusion】

This study elucidates the influence of differentiated management practices on the nitrification processes of soil nitrifying 

microorganisms, and demonstrates that the shift from open-field to greenhouse vegetable systems may increase AOB-driven 

N2O production. These findings provide a scientific foundation for optimizing nitrogen management and developing N2O 

mitigation strategies in vegetable cultivation systems. 

Key words: Greenhouse vegetable soil; Open-field vegetable soil; Nitrifying microorganisms; Nitrous oxide; Hot moment 

effect; Comammox 

中国的设施蔬菜种植面积已超过 400 万 hm2，占全球设施蔬菜生产系统的 80%以上，并且还有

不断扩大的趋势。随之增加的氮肥施用和频繁灌溉，将加剧菜地土壤中氮的积累和氧化亚氮（N2O）

的排放[1]。设施菜地通常依赖塑料大棚或日光温室营造出相对稳定而独特的微环境，更为频繁的水肥

管理与高强度耕作导致菜地土壤氮素及有机质的累积[2]。这种高度干预的管理方式还会引起土壤酸

化[3]、温室气体排放[4]和土壤质量下降[5]等问题。相比之下，露天菜地受自然降水和季节、气候调控，

施肥与灌溉强度较低[6]，土壤氮素累积程度和理化性质波动特征均显著不同。由于长期管理模式的差

异，设施与露天菜地的土壤理化性质呈现显著不同，尤其是 pH、铵态氮（NH4
+-N）、土壤含水率和

溶解性有机碳（DOC）。这种差异化的土壤环境，为参与氮素转化微生物群落的构建与功能表达提供

了不同的生态选择背景。 

硝化作用直接影响农业生态系统中氮素的有效性和环境损失，尤其是 N2O 的排放，其贡献率可

达农业生态系统 N2O 排放总量的 20%~40%[7]。硝化微生物作为硝化作用的主要驱动者，其群落结构

和功能受土壤 pH、底物供给水平、水分条件及碳源可利用性等土壤理化性质的调控。传统硝化微生

物——氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA）与氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria，

AOB），在不同环境条件下的生态位分化和功能特征已被广泛报道。近年来发现，完全氨氧化菌
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（Complete ammonia-oxidizing bacteria，Comammox）具备独立将氨氧化为硝酸盐的能力[8]。它们不

仅广泛分布于森林[9]、草地和海洋[10]等低氮环境，对高氮环境也有强烈响应[11]。设施菜地作为一种

典型高氮系统，长期设施管理已被证实会显著改变 AOA 和 AOB 的群落结构[12]及其在硝化过程和

N2O 排放中的功能[13]。然而，目前关于设施菜地中 Comammox 的研究仍相对匮乏[14]。鉴于其在氮素
[15]和水分[16]等条件差异下可能采取不同的生存策略，Comammox 在不同管理模式中的作用亟待深入

探究。土壤硝化作用及 N2O 的产生受底物供给和灌溉条件的共同调控，对温度变化也具有较为敏感

的响应[17]。升高温度会刺激硝化作用及 N2O 的排放，短时间内高强度的硝化作用或温室气体排放对

全年具有不成比例的巨大贡献可概括为热时（Hot moment）[18]，已有研究利用“热时”效应来评估

一年中菜地氮转化速率的高峰期[19]。季节变化引起的环境差异会影响硝化微生物丰度和转录活性[20]，

可能直接影响露天菜地的硝化微生物群落结构及硝化过程。然而，设施菜地的大棚条件抵御一定程

度的季节气候变化，可能赋予其有别于露天菜地的硝化微生物生态特征。目前，Comammox 与传统

硝化微生物的硝化作用在两种管理模式下的季节性变化和生态位差异尚不清楚。 

因此，本研究聚焦于长江中下游典型的设施菜地与露天菜地，通过全年多时点采样，结合多抑

制剂微宇宙培养实验与分子生物学手段，以期探明 Comammox 和传统硝化微生物的丰度、活性及其

N2O 产生潜势在两种管理模式下的年际变化规律，以及驱动群落结构与功能特征的关键土壤环境因

子。研究结果将深化对设施农业背景下硝化过程的微生物机制的理解，为优化设施农业系统硝化过

程与 N2O 减排策略提供微生物生态学理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 研究区域与样品采集 

本研究依托中国科学院常熟农业生态实验站（31°33′N，120°42′E），选择江苏省常熟市辛庄镇种

植 5 年以上的两类典型菜地（设施菜地与露天菜地）作为样本采集点。该地区属于典型的亚热带季

风气候，年均温 15.5 ℃，年均降水量为 1 033 mm。菜地均实行以十字花科芸薹属蔬菜为核心的轮

作模式，作物类型有上海青、鸡毛菜、黄心菜等。设施菜地采用大棚覆盖的半封闭式管理模式，棚

内配备洒水装置以控制土壤水分，平均每年种植 4~5 茬，年施氮量为 600 kghm-2（以 N 计，下同），

分四次施肥。露天菜地则完全暴露于自然环境，主要依赖于自然降水，并辅以少量灌溉，平均每年

种植 2~3 茬，年均施氮量为 350 kghm-2。 

于 2023 年 9 月至 2024 年 7 月期间的 1、3、5、7、9、11 月份对以上两类典型菜地进行土壤（0

~20 cm）样品采集；同时使用静态箱法，在 50 min 内于 0、5、15、30 和 50 min 采集原位气体样

品。土壤温度通过地温计测量，气体温度通过静态箱顶部的内置温度显示器获取。后续使用气相色

谱仪（Agilent 7890A，美国）测定原位 N2O 浓度，采用线性拟合计算原位 N2O 排放通量（式（1）），

各设置三个重复样本。土壤样品合并后置于无菌塑封袋中，4 °C 运回实验室，过 10 目筛去除砂石和

根系，并充分均质化。土壤分为三份：一份用于理化指标测定，其余风干和冻干备用于功能分析及

DNA 提取。 

新鲜土壤按水土质量比为 1：4 振荡 2 h，经 0.45 μm 微孔滤膜过滤得到浸提液。使用 pH 计（S

artorius，德国）测定 pH；使用总碳分析仪（Multi N/C 3000，Analytik Jena，德国）测定土壤 DO

C。采用烘干称重法，经 105 ℃，12 h，期间称量三次确定恒重后测定含水量。使用 2 molL-1 KCl

（1：5，m/v）提取土壤中 NH4
+-N 和 NO3

--N，提取液经 0.45 μm 滤膜过滤后，用流动分析仪（Sma

rtchem 200S/N1104238，WESTCO，法国）测定其浓度。基本土壤理化性质见表 1。 

F=
ρ×h×∆C

∆t
(1) 

式中，F 为气体通量，mgm-2
h-1；ρ 为气体密度，molm-3；h 为筒体高度，m；∆C⁄∆t 为测量周期内
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气体浓度与时间线性拟合方程斜率。 

1.2 多抑制剂耦合联用技术 

采用多抑制剂-微宇宙耦合技术，通过添加硫酸铵（50 mgkg-1）并联合使用硝化抑制剂 1-辛炔

（C8H14，0.03%（v/v），抑制 AOB）、3，4-二甲基吡唑磷酸盐（DMPP，0.5 mgkg-1，抑制 AOB+Co

mammox）和乙炔（C2H2，0.01%（v/v），抑制 Comammox+AOA+AOB），区分测定一年两种管理模

式的菜地土壤中 Comammox、AOA 和 AOB 的硝化速率、N2O 产生潜势及其相对贡献率。 

具体而言，称取 5 g 土样并置于 60 mL 洁净血清瓶中，用丁基橡胶塞及 φ20 mm 铝盖密封。使

用含 20%（v/v）氧气的氮氧混合气体置换瓶内气体后，立即加入 50 mgkg-1 的硫酸铵（(NH4)2SO4）

及相应抑制剂。培养温度对应采样时原位土壤温度，分别于 0、1、3、6、10 d 取样。在每个时间点，

用配有三通阀的注射器从瓶内上部空间抽取 25 mL 顶空气体，转移至 20 mL 真空瓶中保存，用于后

续 N2O 浓度测定（气相色谱仪分析）。培养结束后，用 2  molL-1 KCl（1：5，m/v）提取土壤中 NH

4
+-N 和 NO3

-N，提取液经 0.45 μm 滤膜过滤后，用流动分析仪（Smartchem 200S/N1104238，WES

TCO，法国）测定其浓度。参考前人[21]研究方法，通过拟合不同时间点 NH₄ ⁺ -N 减少量与 N2O 积

累量的线性变化，计算土壤硝化速率和 N2O 产生潜势，经过不同抑制组之间的速率差减来区分各硝

化微生物的硝化速率和 N2O 产生潜势（表 1）。为了方便计算，本研究以氨氧化速率代表硝化速率，

下同。 

表 1 硝化微生物硝化速率和 N2O 产生潜势的计算公式 

Table 1 The calculation formula for nitrification rate and N2O production potential of nitrifying microorganisms 

微生物类型 

Microbial types 

速率计算公式 

Formula for rate 

贡献计算公式 

Formula for contribution 

AOA KAOA=KDMPP-KC2H2 CAOA=KAOA/(KAOA+ KAOB+ KComammox) ×100% 

AOB KAOB=KCK-KC8H14 CAOB=KAOB/(KAOA+ KAOB+ KComammox)×100% 

Comammox KComammox=KC8H14-KDMPP CComammox=KComammox/(KAOA+ KAOB+ KComammox) ×100% 

注：AOA，氨氧化古菌；AOB，氨氧化细菌；Comammox，完全氨氧化菌；KAOA、KAOB、KComammox分别为 AOA、AOB 和 Comammox

的硝化速率或 N2O 产生速率。CAOA、CAOB、CComammox 分别为 AOA、AOB 和 Comammox 的硝化速率或 N2O 产生的贡献。KCK、KC8H14
、KD

MPP 和 KC2H2
代表四个处理组的硝化速率和 N2O 产生潜势。下同。Note: AOA, ammonia-oxidizing archaea; AOB, ammonia-oxidizing bacteri

a; Comammox, complete ammonia oxidizers. KAOA, KAOB, and KComammox represent the nitrification rates or N2O production rates of AOA, 

AOB, and Comammox, respectively. CAOA, CAOB, and CComammox represent the contributions of AOA, AOB, and Comammox to nitrification

 or N2O production, respectively. KCK, KC8H14
, KDMPP, and KC₂ H₂

 denote the nitrification rates and N2O production potentials under the fo

ur treatment groups. The same below. 

1.3 DNA 提取、qPCR 扩增和高通量分析 

按月份采集的土壤样品经冷冻干燥，研磨均匀并过 100 目筛后，利用 Fast DNA™ SPIN Kit for 

Soil（MP，美国）提取总 DNA，最后通过 Nanodrop 分光光度计（Thermo Scientific，美国）评估其

质量与纯度。本研究以氨单加氧酶（Ammonia monooxygenase，AMO）α 亚基的编码基因 amoA 作为

目标功能基因，采用实时荧光定量 PCR（qPCR）技术定量分析硝化微生物的丰度特征。所用引物为

CA377f （ GTGGTGGTGGTCBAAYTA ） /C576r （ GAAGCCCATRTARTCNGCC ）、 Arch-amoAF

（ STAATGGTCTGGCTTAGACG ） /Arch-amoAR （ GCGGCCATCCATCTGTATGT ）和 amoA1F9

（GGGGTTTCTACTGGTGGT）/amoA-2R5（CCCTCKGSAAAGCCTTCTTC），分别用于 Comammox、

AOA 和 AOB 的扩增。qPCR 反应体系包括：10 μL TB Green Premix Ex Taq（2×）、0.8 μL 正反向引

物（各 20 μmolL-1）、0.4 μL ROX Reference Dye II、2 μL 模板 DNA（5~20 ngμL-1）及 6.0 μL 无菌

水，总体系体积为 20 μL。设置无 DNA 模板为阴性对照，通过标准质粒构建标准曲线，并计算样品

中 amoA 基因拷贝数，扩增效率均在 90%~110%，决定系数 R²均大于 0.98。 

土壤样品送至上海美吉生物医药科技有限公司的 Illumina 平台对 Comammox、AOB 和 AOA 的
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amoA 进行高通量测序。所得原始测序数据经 fastq 工具进行质量控制与过滤，双端拼接后，使用 vs

earch 软件进行引物切除、序列去冗余与聚类，并去除嵌合体序列。有效序列以 97%的相似性聚类为

操作分类单元（Operational taxonomic units，OTUs），并通过 blastx 比对至自建的 amoA 蛋白数据库

进行功能注释与分类鉴定，获取各类硝化微生物的代表 OTU 信息。原始数据已提交至美国国家生物

技术信息中心（National Center for Biotechnology Information，NCBI）（登录号：PRJNA1321486）。 

1.4 数据分析 

统计分析和图形绘制使用 SPSS 27.0.1、R 4.3.2 软件与 Origin 2024b 完成。采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）检验不同月份土壤理化性质、硝化速率和 N2O 产生速率的差异，以及三种硝化

微生物贡献差异；配对 t 检验分析两种管理模式下土壤理化性质及硝化功能的差异；斯皮尔曼

（Spearman）相关性分析、冗余分析（RDA）探讨土壤理化因子与硝化微生物丰度、硝化速率和 N2O

产生速率，以及群落结构之间的关系；综合使用随机森林（Random forest）、偏最小二乘判别分析

（Partial least squares discriminant analysis，PLS-DA）和威尔科克森符号秩检验（Wilcoxon signed rank 

test）筛选关键硝化微生物 OTUs，并使用标准分数标准化（Z-Score）显示关键 OTUs 在两种管理模

式下不同月份之间的相对丰度变异。所有数据分析均以 P < 0.05 为显著水平。 

2 结 果 

2.1 设施和露天菜地土壤的基本理化性质 

如表 2 所示，两种不同管理模式下，设施菜地土壤温度和含水量均显著大于露天菜地（P < 0.05），

其中，除 5 月份外的其他月份设施菜地土壤温度均高于露天菜地，差值范围为 4.14~9.93 ℃。设施

和露天菜地的 pH 处于 4.5~6.6，呈现弱酸性，两者之间无显著差异。设施菜地 DOC 和 NO3
--N 显著

高于露天菜地（P < 0.05），两者的 NH4
+-N 无显著差异。 

表 2 设施和露天菜地土壤的基本理化性质 

Table 2 Basic physical and chemical properties of soil in greenhouse and open-field vegetable soils 

管理模式 

Management 

practice 

月份 

Mouth 

Te/ 

℃ 
pH 

SWC/ 

(g·kg-1) 

NH4
+-N/ 

(mg·kg-1) 

NO3
--N/ 

(mg·kg-1) 

DOC/ 

(mg·kg-1) 

设 施 菜 地

Greenhouse 

vegetable soils 

1 9.97±0.12f 5.46 ± 0.06b 210.80 ± 4.10d 0.83 ± 0.00e 76.12 ± 2.43b 52.80 ± 2.89c 

3 20.00±0.16d 4.94 ± 0.32c 303.80 ± 5.60a 24.49 ± 1.39b 154.80 ± 9.11a 53.11 ± 1.19c 

5 25.00±0.14c 5.02 ± 0.03c 284.70 ± 0.00b 0.65 ± 0.06e 63.00 ± 1.96b 53.51 ± 2.67c 

7 34.97±0.17b 6.61 ± 0.40c 258.80 ± 3.50c 5.55 ± 0.66d 47.00 ± 11.77c 103.49 ± 1.48a 

9 36.67±0.78a 5.55 ± 0.04b 285.00 ± 1.20b 9.44 ± 0.09c 165.86 ± 2.20a 108.22 ± 19.30a 

11 15.00±0.28e 6.06 ± 0.05a 316.10 ± 3.30a 61.79 ± 17.31a 177.97 ± 7.15a 67.43 ± 2.38b 

露天菜地

Open-field 

vegetable soils 

1 5.07±0.05e 5.10 ± 0.02b 214.30 ± 0.70b 26.14 ± 0.12a 9.24 ± 0.49c 27.24 ± 2.27d 

3 10.07±0.12d 4.79 ± 0.07c 273.80 ± 3.40a 2.95 ± 0.31d 2.30 ± 0.04f 32.44 ± 0.79c 

5 25.00±0.08c 4.46 ± 0.01d 165.40 ± 0.10c 7.79 ± 0.54c 47.17 ± 1.72b 25.06 ± 0.09d 

7 30.03±0.05b 5.09 ± 0.05b 79.10 ± 3.20d 1.23 ± 0.18e 4.54 ± 0.14e 62.72 ± 0.77a 

9 32.53±0.09a 5.98 ± 0.02a 282.50 ± 3.80a 1.91 ± 0.97e 5.12 ± 0.59d 48.63 ± 1.94b 

11 10.13±0.17d 4.69 ± 0.03c 168.40 ± 6.90c 17.18 ± 0.32b 143.13 ± 2.09a 20.57 ± 1.40e 

注：Te，土壤温度；SWC，土壤含水量；NH4
+-N，铵态氮；NO3

--N，硝态氮；DOC，溶解性有机碳。表中不同小写字母表示设施菜地

或露天菜地的不同月份间理化性质的差异显著（P < 0.05）。表中时间点已按照自然月顺序排列，以展示年度动态。实际采样时间详见“材料



土 壤 学 报 

Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

与方法”。以下相关图表的呈现均采用此方法。Note: Te, soil temperature; SWC, soil water content; NH4
+-N, ammonium nitrogen; NO3

--N, nitrate 

nitrogen; DOC, dissolved organic carbon. Different lowercase letters in the table indicate significant differences (P < 0.05) in physicochemical properties 

between different months for greenhouse vegetable soils or open-field vegetable soils. The time points in the table are arranged in natural month order 

to illustrate annual dynamics. The actual sampling times are as detailed in the "Materials and Methods" section. The same method is applied to the 

presentation of the relevant figures that follow. 

2.2 设施和露天菜地原位 N2O 通量年际变化 

两种不同管理模式下，设施菜地原位 N2O 的排放通量显著大于露天菜地（P < 0.05），其中 3、5

月份极为明显，分别高达露天菜地的 29 倍和 13 倍。设施菜地原位 N2O 的排放通量年际变化为

0.35~10.29 mgm-2·d-1（以 N 计，下同），在全年的 3 月和 5 月具有明显最高峰期，贡献全年总通量

的 71.23%±25.50%；露天菜地原位 N2O 的排放通量年际变化为 0.06~1.12 mgm-2·d-1，在 7 月份具有

最高排放通量（图 1）。 

 

注：由于采样条件限制，未能采集到 9 月份露天菜地的原位气体； Note: In situ gas measurements for the open-field vegetable plot in 

September were not available due to sampling constraints. 

图 1 设施菜地和露天菜地土壤原位氧化亚氮排放通量的时间变化特征 

Fig. 1 Temporal variation of in situ soil N2O emission flux in greenhouse and open-field vegetable soils 

2.3 设施和露天菜地硝化微生物的丰度和硝化速率的年际变化特征 

两种管理模式差异对硝化微生物丰度具有显著影响，设施菜地中的 AOB 和 Comammox（尤其

在 1、3、5 月份）显著高于露天菜地（P < 0.05）。总体而言，AOA 年际丰度范围为 1.86 × 106~2.75 × 1010 

copies·g-1，与 AOB 和 Comammox 无显著差异。两种管理模式下三类硝化微生物的丰度在不同月份

具有显著差异（P < 0.05），其中 Comammox 在 9 月份具有最高丰度（图 2a）。 

两种管理模式下，设施菜地的总硝化活性与露天菜地无显著差异。AOB 在设施菜地中的硝化活

性显著大于露天菜地（P < 0.05），而 Comammox 在露天菜地的硝化活性显著大于设施菜地（P < 0.05），

特别是在 9 月份。在设施管理模式下，硝化作用以 AOB 为主导（67%±0.33%），AOA 次之，Comammox

贡献最小；而在露天菜地中，AOA 为主要主导类群（38%±15.68%），其次为 Comammox，AOB 的

功能贡献最低（图 2b）。整体上，AOB 的总年际硝化活性范围为 0~5.14 mgkg-1·d-1，略高于 AOA，

Comammox 硝化活性最小。总硝化活性在全年的 7 和 9 月份显著高于其他月份（P < 0.05），具有明

显“热时”效应。 



土 壤 学 报 

Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

注：GV 为设施菜地，OV 为露天菜地，下同；T 所指的柱状图表示对应管理模式下三类硝化微生物全年硝化活性贡献的总占比；四边

形、六边形和五角星分别代表氨氧化古菌、氨氧化细菌和完全氨氧化菌的硝化速率。Note：GV denotes greenhouse vegetable soils, while 

OV represents open-field vegetable soils, the same below. T in the bar plots indicates the annual cumulative contribution of the three types of 

nitrifying microorganisms to nitrification under each management system. Squares, hexagons, and pentagrams represent the nitrification rates 

of AOA, AOB, and Comammox, respectively. 

图 2 设施菜地和露天菜地土壤硝化微生物丰度、硝化速率（a）及其相对贡献（b）的时间变化特征 

Fig. 2 Temporal variation in the abundance, nitrification rate (a), and relative contribution of nitrifying microorganisms (b) from 

greenhouse and open-field vegetable soils 

 

2.4 设施和露天菜地硝化微生物的 N2O 产生潜势的年际变化特征 

由图 3 可知，设施菜地土壤中，AOB 的 N2O 产生速率为 1.56~5.15 ngg-1·d-1（均值为 2.88 ngg-

1·d-1），显著高于 AOA 和 Comammox（P < 0.001），尤其是在 9 月份。而在露天菜地中 AOA 占主导

地位（P < 0.05），N2O 产生速率为 0.01~6.70 ngg-1·d-1（均值为 2.30 ngg-1·d-1），在 7、9 月份具有峰

值。总体而言，硝化微生物 N2O 的产生随季节波动，具有显著时间异质性（P < 0.05），全年总 N2O

产生在 7 月和 9 月出现峰值，具有“热时”效应。两种管理模式下，在 N2O 产生方面的主导者由设

施管理的 AOB（77.70%±6.97%）转变为露天菜地的 AOA（69.48%±23.47%）；Comammox 始终为

N2O 产生最小贡献类群，分别在设施菜地和露天菜地中贡献 10.88%±5.13%、10.26%±0.81%。 

 

注：ns， P > 0.05； *， P < 0.05； **， P < 0.01； ***， P < 0.001。下同。 Note：ns, P > 0.05; *, P < 0.05; **, P < 0.01; 
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***, P < 0.001. The same below. 

图 3 设施菜地和露天菜地土壤硝化微生物 N2O 产生速率的年际变化特征 

Fig. 3 Interannual variations of N2O production rates of nitrifying microorganisms from greenhouse and open-field vegetable soils 

2.5 设施和露天菜地管理模式的差异对硝化微生物群落结构的影响 

设施菜地的管理模式显著提升 AOA 的物种多样性（香农 Shannon 指数，P < 0.05），AOB 的物

种多样性在两种管理模式下差异接近显著水平，而 Comammox 群落的多样性在统计上无显著差异

（P > 0.05，图 4a）。β 多样性分析结果（图 4b~图 4d）表明，三类硝化微生物的群落结构在管理模

式间存在显著差异，但时间因素对其结构变异影响不显著。值得注意的是，在 Comammox 群落中，

不仅由管理模式引起群落结构的明显分化，在时间上，9 月份也表现出强烈的群落结构异质性特征

（图 4b）。两种管理模式的差异导致AOA和AOB在物种多样性提升及群落结构上表现出显著差异，

从而维持群落稳定性以应对环境变化；相比之下，Comammox 的物种多样性并未出现明显提升，具

备对环境扰动的更强适应能力和功能冗余水平。 

 

图 4 设施菜地和露天菜地土壤硝化微生物群落结构的α多样性分析（a），Comammox（b）、AOA（c）和 AOB

（d）群落结构的主坐标轴分析（PCoA） 

Fig. 4 Alpha diversity analysis of nitrifying microbial community structure in greenhouse and open-field vegetable soils (a), and 

principal coordinates analysis (PCoA) of community structure for Comammox (b), AOA (c), and AOB (d) 

基于随机森林（Random forest）与偏最小二乘判别分析（PLS-DA），结合 Wilcoxon 检验筛选到

12 个涵盖 Comammox、AOA 和 AOB 的关键 OTUs。PLS-DA 模型投影（VIP）值和 Z-score 热图（图

5a）显示，在设施菜地与露天菜地土壤中均呈现出关键 OTUs 的显著时序差异分布特征。在设施菜

地，共有 63%的关键 OTUs 在 7 月份表现出极高（Z-score > 1.0）或极低丰度，数量在全年最高；而

在露天菜地，相似的分布特征主要集中在 9 月份，且部分 OTU 的 Z-score 接近 2.0，占比亦为 63%。 

冗余分析（RDA）进一步揭示了土壤理化因子对关键硝化微生物群落结构的驱动机制（图 5b）。

置换多元方差分析（PERMANOVA）分析显示，设施菜地与露天菜地土壤中硝化微生物群落结构存

在显著差异；关键 OTUs 明确分化指向两种管理模式 (R² = 0.757， P < 0.001)。NO3
-N、DOC 和 pH

是驱动关键 OTU 群落结构变化的重要理化因子。其中，NO3
-N 和 DOC 的方向性最为明确，且与

部分核心 OTUs 呈强相关关系，包括注释为 Nitrospira sp. LK265（Comammox）、Uncultured 

Nitrososphaera（AOA）及 Nitrosospira sp. clone Plot2_D09（AOB）。  
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注：冗余分析（RDA）排序图的蓝色箭头代表理化因子，黑色箭头代表关键硝化微生物操作分类单元 OTUs，红色箭头代表注释到的

物种信息的关键 OTUs。Note: In the redundancy analysis (RDA) ordination, blue arrows correspond to physicochemical variables, black 

arrows indicate key operational taxonomic units (OTUs) and red arrows highlight key OTUs with taxonomic annotations. 

图 5 关键 OUTs 时序分布和影响因素（a. 基于 PLS-DA 模型投影（VIP）值和标准化得分（Z-score）热图分

析；b. RDA） 

Fig. 5 Temporal distribution and influencing factors of key OTUs (a. Variable importance in projection (VIP) scores derived from the 

partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) model and Z-score heatmap analysis; b. RDA) 

2.6 设施和露天菜地硝化活性及 N2O 产生潜势的影响因素 

斯皮尔曼相关性分析显示，土壤硝化活性与温度、pH、含水量、NO3
-N 和 DOC 呈显著正相关

（P < 0.05），与 C/N 比则呈显著负相关（图 6a）。N2O 产生潜势亦与温度、pH 和 DOC 显著正相关，

而与 NH4
+-N 呈负相关关系。三类硝化微生物（AOA、AOB 和 Comammox）的丰度均与 pH、NH4

+-

N 和 NO3
-N 呈显著正相关（P < 0.05）。其中，Comammox 的硝化活性和 N2O 产生潜势与含水量和

NH4
+-N 显著负相关，AOA 表现出相似的相关性趋势。尽管 AOA 的硝化活性与 N2O 产生潜势在统

计上未达到显著水平，但与土壤含水量及 DOC 之间存在正向关系。冗余分析（RDA）进一步揭示了

土壤理化因子对功能指标的解释效应，总体解释率 68.6%（图 6b）。其中，pH 和 DOC 为最主要的驱

动因子（P = 0.028），其次为 TC（P < 0.05）、含水量。综上所述，pH、土壤温度和 DOC 是调控菜地

土壤中 Comammox 及传统硝化微生物硝化活性及 N2O 释放的关键因子，含水量与 NH4
+-N 也可能在

其中发挥重要作用。 

 
注：SOC，土壤有机碳；TC，全碳；TN，全氮；C/N，碳氮比；Cla，黏粒；Sil，粉粒；San，沙粒；Nitri，总硝化活性；Nitri-AOA，
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AOA 的硝化活性；Nitri-AOB，AOB 的硝化活性；Nitri-Comammox，Comammox 的硝化活性；N2O-AOA，AOA 的 N2O 产生潜势；N2O-AOB，

AOB 的 N2O 产生潜势；N2O-Comammox，Comammox 的 N2O 产生潜势；斯皮尔曼相关系数用不同颜色表示红色代表正相关，绿色代表负

相关；冗余分析排序图的红色箭头代表理化因子，绿色代表 N2O 产生速率，蓝色代表硝化活性。Note：SOC, soil organic carbon; TC, total 

carbon; TN, total nitrogen; C/N, carbon-to-nitrogen ratio; Cla, clay fraction; Sil, silt fraction; San, sand fraction. Nitri, total nitrification activity; 

Nitri-AOA, nitrification activity of AOA; Nitri-AOB, nitrification activity of AOB; Nitri-Comammox, nitrification activity of Comammox; 

N2O-AOA, N2O production potential of AOA; N2O-AOB, N2O production potential of AOB; N2O-Comammox, N2O production potential of 

Comammox. Spearman correlation coefficients are visualized using a color scale, with red representing positive correlations and green 

representing negative correlations；In the RDA ordination, red arrows denote physicochemical factors, green arrows indicate N2O production 

activity, and blue arrows represent ammonia oxidation activity. 

图 6 硝化速率及 N2O 产生潜势的驱动因素（a. 斯皮尔曼相关性分析； b. RDA） 

Fig. 6 Drivers of nitrification rate and N2O production potential (a. Spearman correlation analysis; b. RDA) 

3 讨 论 

3.1 设施和露天菜地土壤基本理化性质的季节变化 

菜地土壤温度随季节温度的变化而变化，在 1 月份达到最低，在 7、9 月份达到最高（表 2）。设

施菜地特殊的半封闭管理模式，营造了显著高于露天菜地的土壤温度。土壤 DOC 含量与土壤温度具

有相似的动态变化特征，在一年中的 7、9 月份达到最高（表 2），可能是土壤温度的升高促进了土壤

微生物代谢活性，加速植物残体和复杂有机质的分解，导致土壤可利用性碳源 DOC 含量的升高[22]。

菜地土壤的含水量、铵态氮和硝态氮的含量无显著季节动态变化特征（表 2），其波动主要受施肥、

灌溉等人为管理措施的影响。此外，氮肥的大量投入和作物残体的分解归还会提升土壤活性有机碳

的含量[23]，使设施菜地的 DOC 含量显著高于露天菜地。由于种植茬次的提升，更高的施氮量和灌溉

频率，使设施菜地的硝化作用终产物硝态氮的累积和土壤含水量显著高于露天菜地。 

3.2 设施和露天菜地硝化活性和 N2O 产生潜势的季节变化特征 

本研究中，野外原位观测结果显示，设施菜地中 3、5 月份是 N2O 的排放“热时”，而在露天菜

地中 7 月份是田间原位 N2O 的排放“热时”（图 1）。对于室内培养方面，设施菜地和露天菜地的硝

化作用及其伴随排放的 N2O 的“热时”均在 7、9 月份（图 2a）。上述结果表明，温度升高提高了微

生物代谢酶活性，由土壤微生物介导的氮循环过程从同化作用为主转变为分解代谢反应过程为主，

如提升硝化速率，大幅促进 N2O 的排放[24]。设施菜地由于大棚的保温作用，其 3 月和 5 月的春季温

度大幅度的升高，刺激土壤自养硝化、反硝化、异养硝化等过程，使得原位 N2O 排放达到高峰期。

进一步分析证实，硝化活性和 N2O 排放潜势与土壤培养温度呈极显著正相关关系（图 6a）。也有研

究表明，水稻生态系统中升温措施显著促进 N2O 的排放[25]；其他生态系统也有类似的规律，Zhang

等[26]发现森林土壤自养硝化过程产生的 N2O 与温度极显著正相关；Welti 等[27]也发现滨海湿地中夏

季的 N2O 气体通量明显高于其他季节。值得注意的是，Comammox 群落结构在 9 月份明显有别于其

他月份（图 3b）。在设施菜地的 7 月和露天菜地的 9 月，关键硝化 OTUs 具有时间序列上的丰度极端

分异（图 4a），这部分关键物种可能扮演着调控整体硝化功能的角色。与此同时，本研究中在室外温

度较低的 1、3 和 11 月，设施菜地的大棚半封闭管理模式塑造了显著高于露天菜地的温度，其硝化

活性和 N2O 排放显著高于露天菜地（P < 0.05）。Comammox 硝化活性的“热时”效应在两种管理模

式下存在差异：露天菜地中活性高峰出现在 9 月，而在设施菜地中则提前至 5 月和 7 月（图 2a），这

种“热时前移”现象也与温度差异有关。 

3.3 不同管理模式下硝化微生物群落结构及功能的差异 

菜地两种管理模式的差异引起硝化微生物群落结构与功能的变化。与露天菜地相比，设施菜地

中 AOA 的物种多样性显著提高（P < 0.05，图 4a），以适应设施管理下高氮水平或来自 AOB 的竞
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争压力所带来的环境胁迫；Comammox 物种多样性无显著变化（图 4a），表明其具有更强的适应性。

各硝化微生物群落结构均在两种管理模式下显著分异（图 4b~图 4d）。冗余分析显示，关键 OTUs 显

著分化为两个集群（图 5b），且它们与理化因子的相关关系呈现出明显的相反趋势。值得注意的是，

这两个相对分异的集群均包含 Comammox、AOA 和 AOB。该结果表明，即便同属一类硝化微生物，

不同物种之间仍可能因固有特性而表现出对环境因子的差异化适应性，这种差异进一步反映在其代

谢功能的多样性[28]。 

本研究发现，设施菜地中 Comammox 丰度为露天菜地的 181.10%，但硝化活性仅为其 33.55%

（图 2a）。这表明 Comammox 在两种管理模式下表现出不同的生存策略。设施菜地长期氮素添加和

环境稳定使其偏向 K-型策略，长期稳定生长积累较高丰度，但活性较低；而在露天菜地中，氮素波

动较大，更倾向通过高活性而快速响应环境变化。已有研究显示，弱酸性土壤中 Comammox 采用 K

-型策略适应稳定环境[29]，而在低氮条件下，突发氮输入可引发丰度与活性的短期爆发。AOB 在设施

菜地氮循环中具有更强的适应性和主导作用，丰度和活性均显著增强（图 2a）。此外，全年菜地总土

壤硝化活性和 N2O 排放由 AOB 主导，其次为 AOA，Comammox 发挥最小的作用（图 2b），这与以

往研究结果[30]一致。然而，设施菜地以 AOB 为功能主导者，而露天菜地则以 AOA 占优势。研究表

明，酸性菜地中硝化速率由 AOA 主导，其次是 AOB，最后是 Comammox[15]，这与本研究的露天菜

地结果（图 2a）相一致。设施菜地的特殊管理改变了三种硝化微生物的生态位角色，转变为 AOB 主

导（图 2b）。这说明土壤中的硝化微生物群落结构发生重构，以适应新的环境变化，最终也导致土壤

中硝化微生物所行使功能的主次关系发生变化。以往多项研究证明，AOA 更适应于酸性土壤[31-32]，

AOA 具有较高的温度适应性[33]，较 AOB 具有更低的温度敏感性和较高热容量，但在设施菜地中并

非主导硝化功能。相对于 AOA，AOB 对设施大棚所营造的高 CO2 更具积极响应，并且基因丰度并

不反映实际活性。菜地硝化作用主导者差异受菜地体系硝化过程中多种环境因素的综合影响。 

3.4 菜地硝化微生物群落结构与功能的影响因素 

基于 Spearman 相关性分析和冗余分析（RDA），温度、pH 和 DOC 是菜地土壤硝化活性和 N2O

排放潜势的关键影响因子（图 6）。pH 控制 NH4
+与 NH3 的电离平衡，显著影响硝化微生物的群落组

成和相互作用网络结构[34]。硝态氮（NO3
-N）和 DOC 对菜地硝化微生物群落结构具有显著影响（P

 < 0.05，图 5b），与 Yang 等[35]发现温室长期蔬菜种植体系下累积 NO3
-N 和 DOC，对硝化微生物

群落结构有显著影响的研究结果一致。DOC 作为可循环有机碳库，能够为周遭环境微生物食物网提

供基础能量，促进土壤微生物的代谢活动及相互作用，增加土壤呼吸，产生的 CO2 则可作为自养硝

化微生物的无机碳源或引起缺氧胁迫，抑制某些特殊硝化微生物的生长[36]。也有研究表明，DOC 直

接影响土壤碳-硫循环，是微生物群落结构演变的最重要影响因素[37]。各理化因子之间常表现出协同

作用。例如，pH 不仅直接影响硝化微生物的生长与代谢，也可调节其最适代谢温度[38]。土壤环境因

子的综合作用构建了一个复杂的生态网络，驱动微生物代谢状态的动态变化，进而塑造关键酶的结

构与功能适应性[39]。 

在设施农业体系中，要同时实现土壤硝化作用的抑制和 N2O 的减排，需依赖多重土壤环境因素

的协同调节。土壤含水量的提升可能会促进旱地 N2O 的排放[40]。化学硝化抑制剂[41]（如 2-氯-6-三氯

甲基吡啶）或生物硝化抑制剂（辣木籽提取物）[42]的施用，可通过抑制 AOB 或 AOA 的活性来抑制

设施菜地土壤的硝化活性及 N2O 的排放。然而，土壤 N2O 的来源途径较为复杂，除自养硝化作用

外，还涉及异养硝化、反硝化作用等过程。因此，在未来设施农业系统中制定氮素管理与 N2O 减排

策略时，需进一步考虑多重途径的影响。 

4 结 论 

本研究显示，设施和露天菜地管理模式的差异显著改变了硝化微生物群落结构及功能：露天菜
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地中，AOA 主导硝化过程及 N2O 产生，设施菜地中则由 AOB 占据优势，并表现出更高的原位 N2O

通量水平。与此同时，设施管理增加了 Comammox 的丰度，但抑制了其硝化功能。环境因子分析进

一步揭示，温度、DOC 和 pH 是影响菜地硝化作用变化的主要因素，NO3
-N 和 DOC 是影响硝化微

生物群落结构的关键因子。两种管理模式的土壤硝化活性及 N2O 产生在时间尺度上呈现出由温度升

高所驱动的“热时效应”。研究结果将深化对设施农业背景下氮素转化过程的微生物机制的理解，可

为优化设施农业系统氮素管理与 N2O 减排策略提供微生物生态学理论依据。 
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