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生物炭对褐土旱地玉米季氮转化功能基因、丛枝菌根
真菌及 Ｎ２ Ｏ 释放的影响

刘　 领，马宜林，悦飞雪，乔鑫鑫，尹　 飞，王艳芳∗

河南科技大学农学院，洛阳　 ４７１０２３

摘要：以豫西旱地玉米农田为研究对象，设置不同生物炭施用量处理（Ｔ０：不施用生物炭；Ｔ１：施用生物炭 ２０ ｔ ／ ｈｍ２；Ｔ２：施用生物

炭 ４０ ｔ ／ ｈｍ２），采用密闭式静态箱法测定 Ｎ２Ｏ 排放通量和荧光定量 ＰＣＲ 法分析丛枝菌根（ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ， ＡＭ）真菌、氨
单加氧酶（ａｍｏＡ）、亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ）以及氧化亚氮还原酶（ｎｏｓＺ）的基因丰度，同时测定土壤理化性状的变化。 研究

结果表明，随着生物炭施用量的增加，土壤 ｐＨ 和含水量呈增加趋势，土壤有机碳、全氮和铵态氮含量显著提高，土壤容重和硝

态氮含量显著降低。 Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤有机碳含量分别较 Ｔ０ 显著提高 ３８．４４％和 ７１．０１％；Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤铵态氮含量分别

较 Ｔ０ 显著增加 １５．８９％和 ３０．４６％；Ｔ２ 处理土壤全氮含量较 Ｔ０ 处理显著提高 １４．８７％；Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤硝态氮含量分别较 Ｔ０
减少 １０．５７％和 ２１．４０％。 随着生物炭施用量的增加，ＡＭ 真菌侵染率显著增加，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理分别较 Ｔ０ 处理提高 ７１．８８％和

１１５．８８％；ＡＯＡ、ＡＯＢ、ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度显著降低；ｎｏｓＺ 基因丰度增加。 施加生物炭处理的 Ｎ２Ｏ 排放通量和累积排放量均低

于不施生物炭处理，具体表现为：Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２。 相关分析表明，生物炭施用量与 ＡＭ 真菌基因丰度呈显著正相关；与 ｎｏｓＺ 基因丰

度呈正相关；与 ＡＯＡ、ＡＯＢ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度呈极显著负相关。 Ｎ２Ｏ 排放通量与 ＡＯＡ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度呈极显著正相关；与
土壤含水量和土壤硝态氮含量呈显著正相关；与 ＡＭ 真菌、ｎｏｓＺ 基因丰度、易提取球囊霉素含量、铵态氮含量呈极显著负相关。
集成推进树（ＡＢＴ）分析表明，ＡＯＡ 对 Ｎ２Ｏ 排放的影响最大，其次是 ＡＭ 真菌和 ｎｉｒＳ。 总之，生物炭处理改善土壤理化性质、提高

土壤 ＡＭ 真菌侵染率、调节硝化、反硝化相关功能基因的丰度，减少 Ｎ２Ｏ 气体排放，为旱地农田合理施用生物炭减少 Ｎ２Ｏ 气体

排放提供理论依据。
关键词：生物炭；Ｎ２Ｏ；旱地玉米；ＡＭ 真菌；基因丰度
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ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ｏｎ Ｎ２ Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｌｕｘｅｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＡＭ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｎｉｒＫ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｏｉｌ ＡＭ ｆｕｎｇｉ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ， ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｎ２ Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｒａｔｉｏｎａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｉｎｆｅｄ ｍａｉｚｅ ｃｒｏｐｌａｎｄ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｂｉｏｃｈａｒ； Ｎ２Ｏ； ｒａｉｎｆｅｄ ｍａｉｚｅ； ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ； ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）是除甲烷（ＣＨ４）和二氧化碳（ＣＯ２）之外的一种重要温室气体，其增温潜势比 ＣＯ２高约

３００ 倍，Ｎ２Ｏ 可以破坏臭氧层，造成气候变暖，威胁人类健康［１］。 农田土壤由于大量施入氮肥，成为 Ｎ２Ｏ 的主

要排放源，大约占总排放量的 ８０％［２］。 Ｎ２Ｏ 的产生主要来自于土壤的硝化作用和反硝化作用。 在硝化过程

中，Ｎ２Ｏ 是羟胺氧化成 Ｎ２Ｏ⁃Ｎ 过程中产生的，主要由含有氨单加氧酶（ａｍｏＡ）基因的氨氧化古菌（Ａｍｍｏｎｉａ⁃
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，ＡＯＡ）和氨氧化细菌（Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＯＢ）参与完成，并对土壤硝化起着限速作

用［３⁃４］。 在反硝化过程中，Ｎ２Ｏ 则是由 ＮＯ－
３、ＮＯ２逐步还原成 ＮＯ、Ｎ２Ｏ、Ｎ２过程中产生的。 土壤 Ｎ２Ｏ 的产生主

要受反硝化微生物活性的影响，其中亚硝酸还原酶和氧化亚氮还原酶是土壤反硝化作用的关键酶和限速酶，
编码亚硝酸还原酶的 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 基因和编码氧化亚氮还原酶的 ｎｏｓＺ 基因代表反硝化微生物活性。 在 ｎｉｒＳ、
ｎｉｒＫ 基因编码的亚硝酸还原酶的作用下 ＮＯ－

２ 还原为 ＮＯ，并生成 Ｎ２Ｏ，同时在由 ｎｏｓＺ 基因编码的氧化亚氮还

原酶的作用下 Ｎ２Ｏ 还原为 Ｎ２。
丛枝菌根（ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ， ＡＭ）真菌是一类分布广泛（能与 ８０％以上植物根系形成共生体）且数

量丰富（占土壤总微生物生物量的 ３０％以上）的土壤有益微生物，ＡＭ 真菌对土壤 Ｎ 素循环起着重要作用，可
以显著影响 Ｎ 素的吸收与矿化、生物固 Ｎ、硝化和反硝化，以及 Ｎ 素的淋失等诸多土壤氮素循环过程［５］。 已

有研究表明，ＡＭ 真菌影响农田 Ｎ２Ｏ 排放的潜在机理主要为：ＡＭ 真菌可以通过改变作物⁃土壤系统的水分关

系、影响土壤结构和土壤通气性能来调控 Ｎ２Ｏ 排放；ＡＭ 真菌能够通过竞争吸收氮素来调控 Ｎ２Ｏ 排放；ＡＭ 真

菌可以通过改变根际沉积过程来调控 Ｎ２Ｏ 排放，接种 ＡＭ 真菌能够改变植物根系分泌物的组成及数量，从而

导致根际及菌根际微生物群落发生变化，包括硝化、反硝化细菌群落来调控 Ｎ２Ｏ 排放［６⁃８］。
生物炭是一些农作物秸秆、薪柴、杂草、粪便等生物质在缺氧或低氧条件下通过高温裂解后的富碳固体产

４０８２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４１ 卷　
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物。 近年来，国内外学者对生物炭在改良土壤、提高作物产量、碳固存、温室气体减排等方面进行了研究［９⁃１２］，
特别是农田施用生物炭对 Ｎ２Ｏ 排放的影响机制得到了广泛的关注。 一些研究表明，农田施入生物炭可以通

过影响硝化、反硝化功能基因来影响土壤 Ｎ２Ｏ 排放［７， １３］。 另外一些研究表明，生物炭对 ＡＭ 真菌具有特别的

促进作用，生物炭影响土壤 ＡＭ 真菌的机制主要表现在：生物炭改善土壤理化特性有利于 ＡＭ 真菌孢子的萌

发和生长；生物炭调节植物⁃真菌信号物质影响 ＡＭ 真菌的萌发和菌丝的分枝；生物炭可能通过影响土壤中的

解磷细菌活性，从而间接影响 ＡＭ 真菌［１４⁃１６］。
基于 Ｎ２Ｏ 排放是一系列复杂土壤生态过程的综合反映，并受到多种生物和非生物因素的交互影响。 生

物炭输入是如何调节土壤硝化、反硝化功能基因和 ＡＭ 真菌的，以及他们之间的关系需要进一步了解。 目前

多数研究主要针对生物炭对 ＡＭ 真菌的影响［１５，１７］或生物炭对 Ｎ 转化相关功能基因及 Ｎ２Ｏ 释放的影响［３，１３］，
然而对施入生物炭对土壤 ＡＭ 真菌及 Ｎ 转化相关功能基因的影响以及它们之间的关系研究较少。

河南省西部（豫西）位于黄土丘陵区，属暖温带大陆性季风气候，土壤类型为褐土，旱地农业在该地区占

据重要地位，由于农田化肥使用量大，成为 Ｎ２Ｏ 的重要排放源［９］。 本研究以豫西地区旱地玉米农田为研究对

象，探讨生物炭施入后对土壤理化性质、Ｎ 转化相关功能基因丰度、ＡＭ 真菌及 Ｎ２Ｏ 释放的影响，并探讨它们

之间的相关性，以期为旱地农田合理施用生物炭实现 Ｎ２Ｏ 减排提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验地概况

试验在河南省洛阳市河南科技大学开元校区农场（３４°４１′Ｎ，１１２°２７′Ｅ）进行。 该地区年均气温 １３．７ ℃，
年均无霜期 ２１６ ｄ，年降水量约 ６００—８００ ｍｍ，主要分布在 ６—８ 月，作物种植方式为小麦－玉米轮作，土壤类型

为褐土，土壤基本理化性质为：ｐＨ 值为 ７．４，有机质含量为 １５．１ ｇ ／ ｋｇ，总氮 １．０ ｇ ／ ｋｇ，碱解氮 ７８．６ ｍｇ ／ ｋｇ，速效

磷 ９．２ ｍｇ ／ ｋｇ，速效钾 １１６．５ ｍｇ ／ ｋｇ，粘粒、粉粒、砂粒比例分别为 ２０．３４％、３０．８７％、４８．７９％。
１．２　 试验材料

供试的玉米品种为“郑单 ９５８”，供试生物炭材料为小麦秸秆生物炭（河南商丘三利新能源有限公司，热裂

解炭化温度 ３５０—４５０℃），生物炭基本理化性质为：ｐＨ 值 １０．４，比表面积为 ８．９２ ｍ２ ／ ｇ，有机碳为 ５２．２％，全氮

为 ５．９ ｇ ／ ｋｇ，全磷为 ０．８９ ｇ ／ ｋｇ，全钾为 ２３．２ ｇ ／ ｋｇ。
１．３　 试验设计

试验于 ２０１９ 年 ６ 月 ５ 日开始，９ 月 １０ 日结束。 试验期内总降雨量为 ４２８．３ ｍｍ，与常年相比，属于平水

年。 生物炭用量共设 ３ 个处理：Ｔ０：对照，不施用生物炭；Ｔ１：施用生物炭 ２０ ｔ ／ ｈｍ２；Ｔ２：施用生物炭 ４０ ｔ ／ ｈｍ２；
每处理重复 ３ 次，共 ９ 个小区，小区面积 ３２ ｍ２（４ ｍ×８ ｍ）。 ２０１９ 年 ６ 月 ５ 日种植玉米，行距为 ６０ ｃｍ，株距为

２５ ｃｍ，种植密度为 ６７０００ 株 ／ ｈｍ２，各处理施氮量 ２２５ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２，以含氮量 ４６％的尿素为氮源，分 ２ 次施用，其
中基肥占 ６０％，大喇叭口期追肥占 ４０％。 各处理施磷肥 ４０ ｋｇ Ｐ ／ ｈｍ２，钾肥 ８０ ｋｇ Ｋ ／ ｈｍ２，分别以含 Ｐ ２Ｏ５ １２％
的过磷酸钙和含 Ｋ２Ｏ ４５％的硫酸钾作为肥源。 生物炭、基施氮肥、磷肥和钾肥均在播前撒于地表后微耕机翻

耕，与 １０ ｃｍ 左右土层混合均匀，大喇叭口期在玉米垄一侧距离植株 ５—６ ｃｍ 处采用点种器追施氮肥，穴深

６—８ ｃｍ，施入氮肥后立即覆土。 试验期间采用雨养方式，不进行灌溉，定期除草。
１．４　 测定项目与方法

１．４．１　 Ｎ２Ｏ 排放通量测定

本试验于追肥后第 ２ 天开始进行气体样品采集，每 ２ 天采样 １ 次，连续采样 ４ 次恢复为 ５—７ ｄ 采样 １ 次，
强降雨后第 ２ 天开始每 ２ 天采样 １ 次，连续采样 ３ 次恢复为 ５—７ ｄ 采样 １ 次，采气直至成熟期。 采用密闭式

静态箱法测定 Ｎ２Ｏ 排放通量，箱体由有机玻璃制作而成，包括底座和顶箱两部分。 顶箱长、宽、高均为 ５０ ｃｍ，
箱体外侧包有一层 ２．５ ｃｍ 厚的聚苯乙烯泡沫板，以减小采样时因太阳辐射所引起的箱内温度变化，箱内安装

风扇以将箱内气体混匀。 底座长、宽、高分别为 ５０ ｃｍ、５０ ｃｍ、１５ ｃｍ，底座上缘有 １．５ ｃｍ 深的凹槽，待玉米发

５０８２　 ７ 期 　 　 　 刘领　 等：生物炭对褐土旱地玉米季氮转化功能基因、丛枝菌根真菌及 Ｎ２Ｏ 释放的影响 　
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芽后将底座随机安置在不同处理的小区，插入土层 ５ ｃｍ 深处，整个生长季不再移动，不同处理小区安置 ５ 个

底座，底座内种植两棵玉米，玉米长至九叶期折断，只留 ４５ ｃｍ 高度［１７］。
采集气体时将顶箱套在底座凹型槽内，将水注入凹槽加以密封。 采样时间为 ０８：００—１０：００，分别于罩箱

后 ０、１０、２０、３０ ｍｉｎ 用 ４０ ｍＬ 注射器采集箱内气体 ４０ ｍＬ，将采集的气体注射入 ４０ ｍＬ 的已抽为真空的集气瓶

中，带回试验室检测。 采用岛津气相色谱仪（ＧＣ⁃２０１０）测定 Ｎ２Ｏ 气体浓度，电子捕获检测器（ＥＣＤ）检测 Ｎ２Ｏ
含量。

Ｎ２Ｏ 排放通量计算公式为：

Ｆ ＝ ２７３
２７３ ＋ Ｔ

× ρ × ｈ × ｄｃ
ｄｔ

× １０００ × ６０ （１）

式中，Ｆ 为 Ｎ２Ｏ 排放通量（μｇ ｍ－２ ｈ－１）；Ｔ 为采样箱内的平均温度（℃）；ρ 为标准状态下 Ｎ２Ｏ 气体密度，值为 １．

９７７ ｇ ／ Ｌ；ｈ 为采气箱高度（ｍ）；ｄｃ ／ ｄｔ 为采气箱内 Ｎ２Ｏ 浓度变化率（ｍＬ Ｌ－１ ｍｉｎ－１）。
Ｎ２Ｏ 累积排放量的计算公式如下

Ｍ ＝ ∑ （Ｆ ｉ ＋１ ＋ Ｆ ｉ）
２

× （ ｔｉ ＋１ － ｔｉ） × ２４ （２）

式中，Ｍ 为土壤 Ｎ２Ｏ 累积排放量（μｇ ／ ｍ２）；Ｆ 为 Ｎ２Ｏ 排放通量（μｇ ｍ－２ ｈ－１）；ｉ 为采样次数；ｔｉ＋ １－ｔｉ 为采样间隔

天数。
１．４．２　 土壤 ＤＮＡ 提取、土壤 ｐＨ、含水量、容重、有机碳、土壤全氮、硝态氮和铵态氮测定

玉米追肥后 １０ ｄ，处于玉米抽雄、开花期，是由营养生长转向生殖生长的关键时期，肥水需求量大，生理比

较活跃，我们取该时期土壤测定土壤理化性质和提取土壤 ＤＮＡ。 采用环刀法取 ０—２０ ｃｍ 土层测定土壤容

重，用抖根法［１８］采集玉米根际土壤，一个小区取 ３ 个土壤样品，一部分土壤样品储存在－８０℃ 冰箱用于土壤

ＤＮＡ 提取，一部分土壤用于测定土壤 ｐＨ、含水量、土壤有机碳、土壤全氮、硝态氮、铵态氮、易提取球囊霉素相

关土壤蛋白（ＥＥ⁃ＧＲＳＰ）和总球囊霉素相关土壤蛋白（Ｔ⁃ＧＲＳＰ）。 土壤硝态氮和铵态氮采用连续流动分析仪

（ＳＡＮ＋＋，Ｓｋａｌａｒ，荷兰）测定；土壤含水量采用烘干法进行测定；土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 计测定（上海精密科学仪器

有限公司，雷磁 ｐＨＳ⁃３Ｃ），水土比为 ５∶１。 土壤有机碳（ＳＯＣ）测定采用外加热、重铬酸钾（Ｋ）容量法［１９］；全氮

（ＴＮ）采用凯氏定氮法（２３００ 全自动定氮仪， Ｓｗｅｄｅｎ）测定［２０］。 每个样品重复测定 ３ 次。
采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，美国）提取土壤 ＤＮＡ，操作步骤按照试剂盒操作说明进

行。 用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的完整性，用紫外分光光度计 （ ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）测定 ＤＮＡ 浓度及质量。 检测质量合格的 ＤＮＡ 样品交由上海美吉生物医药有限公司进行荧

光定量 ＰＣＲ 分析。
１．４．３　 ＡＭ 真菌侵染率和球囊霉素相关土壤蛋白的测定

使用抖根法取好土壤样品后，仔细收集玉米根系，用清水清洗干净，用于 ＡＭ 真菌侵染率的测定。 ＡＭ 真

菌侵染率采用 Ｂｉｅｒｍａｎ ＆ Ｌｉｎｄｅｒｍａｎ（１９８１）的方法测定［２１］。 易提取球囊霉素相关土壤蛋白（ＥＥ⁃ＧＲＳＰ）、总球

囊霉素相关土壤蛋白（Ｔ⁃ＧＲＳＰ）采用李少朋等［２２］的方法测定。
１．４．４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

本试验选取土壤中 ＡＭ 真菌、氨氧化古菌（ＡＯＡ）和氨氧化细菌（ＡＯＢ）的氨单加氧酶（ａｍｏＡ）基因、亚硝

酸盐还原酶（ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ）基因和氧化亚氮还原酶（ｎｏｓＺ）基因进行定量分析，在 ＡＢＩ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪

（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， 美国）进行荧光绝对定量 ＰＣＲ 分析。 荧光定量 ＰＣＲ 的反应体系为 ２０ μＬ，其中包含 １０
μＬ 的 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ Ｃｏｌｏｒ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （２Ｘ）（南京诺唯赞生物科技有限公司），前后引物（５μｍｏｌ Ｌ－１）各
０．８ μＬ，１ μＬ ＤＮＡ 模板，７．４ μＬ 超纯水。 具体 ＰＣＲ 引物和扩增条件见表 １，每个样品重复 ３ 次。 分别以含有

ＡＭ 真菌基因、氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因、氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因、亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ）基因和一氧化二氮

还原酶（ｎｏｓＺ）基因的重组 ＰＭＤ１８⁃Ｔ 载体作为标准质粒，然后计算出标准质粒的拷贝数，１０ 倍梯度稀释构建
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好的各质粒，９０μＬ 稀释液＋１０μＬ 质粒，一般做 ４—６ 个点，通过预实验分别选取 ＡＯＡ 标准品的 １０－２—１０－６稀

释液、ＡＭ、ＡＯＢ、ｎｉｒＳ、ｎｏｓＺ 标准品的 １０－２—１０－７稀释液、ｎｉｒＫ 标准品的 １０－２—１０－５稀释液用于制备标准曲线，根
据标准曲线计算基因丰度。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物和反应条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

目的基因
Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

定量 ＰＣＲ 反应程序
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲ

扩增片段长度
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ ／ （ｂｐ）

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ／ ％

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＡＭ 真菌
ＡＭＶ４⁃５ＮＦ
ＡＭＤＧＲ

ＡＡＧＣＴＣＧＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＴＣＧ
ＣＣＣＡＡＣＴＡＴＣＣＣＴＡＴＴＡＡＴＣＡＴ

９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退
火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

２５８ ９５．８１ ［２３］

ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ
Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ

ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ
ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ

９５℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，５８℃退火
３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

６３６ １０２．９１ ［２４］

ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ＡｍｏＡ⁃ １Ｆ
ＡｍｏＡ⁃ ２Ｒ

ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ
ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，６０℃退火
３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

４９２ １００．３８ ［２５］

ｎｉｒＫ ｎｉｒＫ１Ｆ
Ｒ３Ｃｕ

ＧＧＭＡＴＧＧＴＫＣＣＳＴＧＧＣＡ
ＧＣＣＴＣＧＡＴＣＡＧＲＴＴＲＴＧＧＴＴ

９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，５５℃退火
３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

５０３ ９２．８６ ［２６］

ｎｉｒＳ ｃｄ３ＡＦ
Ｒ３ｃｄ

ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ
ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ

９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，５８℃退火
３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

４０７ １００．１８ ［２７］

ｎｏｓＺ ｎｏｓＺ⁃ｆ
ｎｏｓＺ⁃ １６２２Ｒ

ＣＧＹＴＧＴＴＣＭＴＣＧＡＣＡＧＣＣＡＧ
ＣＧＳＡＣＣＴＴＳＴＴＧＣＣＳＴＹＧＣＧ

９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，６０℃退火
３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环

４５５ ９５．０９ ［２７］

　 　 ＡＭ 真菌：丛枝菌根真菌 Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ；ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ：氨氧化古菌 Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ；ＡＯＢ⁃ａｍｏＢ：氨氧化细菌，Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

１．５　 数据处理与分析

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和 ＳＰＳＳ １７．０ 对数据进行整理和分析，采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ 法比较不同处理间的差异显著性（Ｐ＜０．０５），采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析对生物炭施用量、土壤 ｐＨ
值、含水量、容重、土壤硝态氮、铵态氮，有机碳、土壤各基因丰度与 Ｎ２Ｏ 排放通量之间相关性和显著性进行分

析，差异极显著为 Ｐ＜０．０１，差异显著为 Ｐ＜０．０５。 采用 Ｏｒｉｇｉｎ １０．０ 软件绘图。 利用 Ｒ ２．７．１ 软件里的“ｇｂｍｐｌｕｓ”
统计包，进行聚类推进树（Ａｇｇｒｅｇａｔｅｄ ｂｏｏｓｔｅｄ ｔｒｅｅ， ＡＢＴ）分析土壤因子、硝化、反硝化功能基因和 ＡＭ 真菌丰

度对 Ｎ２Ｏ 排放量的相对重要性。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质变化

由表 ２ 可知，不同生物炭处理条件下，土壤理化性质发生相应变化。 随着生物炭施用量的增加，土壤 ｐＨ
和土壤含水量呈增加趋势，但均未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。 施加生物炭显著降低土壤容重，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土

壤容重分别较 Ｔ０ 显著降低 ３．９７％和 ８．７８％（Ｐ＜０．０５）；施加生物炭显著提高土壤有机碳含量，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土

壤有机碳含量分别较 Ｔ０ 显著提高 ３８．４４％和 ７１．０１％（Ｐ＜０．０５）；与 Ｔ０ 相比，Ｔ１ 处理土壤全氮含量未达到显著

水平（Ｐ＞０．０５），Ｔ２ 处理显著提高土壤全氮含量，较 Ｔ０ 处理显著提高 １４．８７％（Ｐ＜０．０５）；添加生物炭土壤硝态

氮含量显著降低，与 Ｔ０ 相比，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤硝态氮含量分别减少 １０．５７％和 ２１．４０％（Ｐ＜０．０５），Ｔ１ 和 Ｔ２
两处理间未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。 添加生物炭后土壤铵态氮含量显著高于不添加生物炭处理，Ｔ１ 和 Ｔ２
处理土壤铵态氮含量分别较 Ｔ０ 显著增加 １５．８９％和 ３０．４６％（Ｐ＜０．０５）。
２．２　 不同生物炭处理对硝化、反硝化功能基因丰度的影响

２．２．１　 不同生物炭处理对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度的影响

由图 １ 可知，各处理土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因拷贝数显著高于 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ。 随着生物炭施用量的增加，ＡＯＡ⁃
ａｍｏＡ 基因丰度显著降低（Ｐ＜０．０５），表现为 Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２。 Ｔ０、Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理下 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度分别为７．５７×
１０９、４．９２×１０９和 ２．５０×１０９拷贝 ／ ｇ，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理分别较 Ｔ０ 处理显著降低 ３５．０７％和 ６６．９６％（Ｐ＜０．０５）。 与 Ｔ０

７０８２　 ７ 期 　 　 　 刘领　 等：生物炭对褐土旱地玉米季氮转化功能基因、丛枝菌根真菌及 Ｎ２Ｏ 释放的影响 　
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相比，ＴＩ 和 Ｔ２ 处理的 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度显著下降（Ｐ＜０．０５），但 Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。
Ｔ０、Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理下 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度分别为 ３．６０×１０６、２．０２×１０６、２．３６×１０６拷贝 ／ ｇ，Ｔ１ 和 Ｔ２ 分别较 Ｔ０ 处

理显著降低 ４３．８３％和 ３４．５８％（Ｐ＜０．０５）。 说明生物炭对旱地玉米土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 生长具有抑制作用。

表 ２　 不同生物炭处理土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

土壤含水量
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

土壤容重
Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ／
（ｇ ／ ｃｍ３）

有机碳
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ

ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

硝态氮
Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮
Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｔ０ ７．３９±０．２４ａ ２２．５３±０．９２ａｂ １．１８±０．１３ａ １１．８４±０．６１ｃ １．２１±０．０４ｂ ２７．５２±１．５３ａ １．５１±０．１５ｃ

Ｔ１ ７．４２±０１６ａ ２３．２４±０．５９ａｂ １．１３±０．０８ｂ １６．３９±０．４４ｂ １．２８±０．０２ａｂ ２４．６１±０．９０ｂｃ １．７５±０．０９ｂ

Ｔ２ ７．４８±０２５ａ ２３．９８±０．５０ａ １．０７±０．１０ｃ ２０．２４±０．３１ａ １．３９±０．０３ａ ２１．６３±０．７１ｃ １．９７±０．０９ａ

　 　 同一列中不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｔ０：不施用生物炭 Ｎｏ ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ；Ｔ１：施用生物炭 ２０ｔ ／ ｈｍ２ Ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ｏｆ ２０ ｔ ／ ｈｍ２；Ｔ２：施用生物炭 ４０ｔ ／ ｈｍ２ Ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ４０ ｔ ／ ｈｍ２

图 １　 不同生物炭处理下氨氧化细菌、氨氧化古菌基因丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｔ０：不施用生物炭 Ｎｏ ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ；Ｔ１：施用生物炭 ２０ｔ ／ ｈｍ２ Ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ２０

ｔ ／ ｈｍ２；Ｔ２：施用生物炭 ４０ｔ ／ ｈｍ２ Ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ４０ ｔ ／ ｈｍ２；ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ：氨氧化古菌 Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ；ＡＯＢ⁃ａｍｏＢ：氨氧化细

菌 Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

２．２．２　 不同生物炭处理对反硝化基因丰度的影响

由图 ２ 可知，随着生物炭施用量的增加，ｎｉｒＫ 基因丰度显著降低（Ｐ＜０．０５），表现为 Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２。 Ｔ０、Ｔ１ 和

Ｔ２ 处理下 ｎｉｒＫ 基因丰度分别为 １．０８×１０１０、７．３３×１０９、６．１６×１０９拷贝 ／ ｇ，Ｔ１ 和 Ｔ２ 分别较 Ｔ０ 处理显著降低 ３１．
９０％和 ４２．７８％（Ｐ＜０．０５），Ｔ１ 和 Ｔ２ 两处理间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 随着生物炭施用量的增加 ｎｉｒＳ 基因丰度

降低，表现为 Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２，Ｔ０、Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理下 ｎｉｒＳ 基因丰度分别为 ３．５７×１０７、３．１２×１０７、１．９０×１０７拷贝 ／ ｇ，Ｔ１ 和

Ｔ０ 两处理间无显著差异（Ｐ＞０．０５），Ｔ２ 分别较 Ｔ０ 和 Ｔ１ 处理显著降低 ４６．６９％和 ３８．９１％（Ｐ＜０．０５），说明生物

炭能够抑制反硝化反应进程。 施加生物炭 ｎｏｓＺ 基因丰度增加，表现为 Ｔ１＞Ｔ２＞Ｔ０。 Ｔ０、Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理下 ｎｏｓＺ
基因丰度分别为 ２．１１×１０７、３．７４×１０７、２．９２×１０７拷贝 ／ ｇ，以 Ｔ１ 处理 ｎｏｓＺ 基因丰度最高，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理分别较 Ｔ０
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显著提高 ７７．２８％和 ３８．３３％（Ｐ＜０．０５），说明施用生物炭能够促进 ｎｏｓＺ 基因表达，加快了 Ｎ２Ｏ 还原进程。
（ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ） ／ ｎｏｓＺ 的比值越大表明排放 Ｎ２Ｏ 的能力越强。 由图 ２ 可知，生物炭处理显著降低（ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ） ／
ｎｏｓＺ 的比值（Ｐ＜０．０５）。 与 Ｔ０ 处理相比，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理显著降低（ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ） ／ ｎｏｓＺ 的比值（Ｐ＜０．０５），但 Ｔ１ 和

Ｔ２ 处理之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

图 ２　 不同生物炭处理下反硝化基因丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．３　 生物炭对旱地玉米农田土壤 ＡＭ 真菌的影响

由表 ３ 可知，随着生物炭施用量的增加，菌根侵染率随之增加，与 Ｔ０ 相比，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理均显著增加菌根

侵染率（Ｐ＜０．０５），但 Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 随着生物炭施用量的增加 ＡＭ 真菌基因丰度显著

增加（Ｐ＜０．０５），表现为 Ｔ２＞Ｔ１＞Ｔ０。 Ｔ１ 和 Ｔ２ 分别较 Ｔ０ 处理显著提高 ７１．８８％和 １１５．８８％（Ｐ＜０．０５），说明生物

炭对 ＡＭ 真菌生长具有明显的促进作用。 施加生物炭显著提高土壤总球囊霉素相关土壤蛋白和易提取球囊

霉素相关土壤蛋白含量，Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤总球囊霉素相关土壤蛋白含量分别较 Ｔ０ 显著提高 ２０．６７％和

３４．３６％（Ｐ＜０．０５），Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理土壤易提取球囊霉素相关土壤蛋白含量分别较 Ｔ０ 显著提高 １７． ４０％和
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４３．５０％（Ｐ＜０．０５）。
２．４　 生物炭对旱地玉米生长期 Ｎ２Ｏ 排放通量的影响

玉米大喇叭口期追肥后 Ｎ２Ｏ 排放通量和累积排放量动态变化如图 ３ 所示。 在不同时期，施加生物炭处

理的 Ｎ２Ｏ 排放通量均低于不施生物炭处理，Ｎ２Ｏ 排放通量具体表现为：Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２。 追肥（７ 月 ２４ 日）后，不同

处理 Ｎ２Ｏ 排放通量的变化趋势基本一致，均表现为先升高后下降的趋势。 追肥（７ 月 ２４ 日）后第 １ 天 Ｎ２Ｏ 排

放量升高，追肥后第 ３ 天出现排放峰最高值，Ｔ０、Ｔ１、Ｔ２ 处理下 Ｎ２Ｏ 排放通量分别为 ５２２．１４、４０９．３５ 和 ３８２．３５
mｇ ｍ－２ ｈ－１，Ｔ１、Ｔ２ 处理分别较 Ｔ０ 处理降低 ２１．６０％和 ２６．７７％。 强降雨（８ 月 ６ 日）后第 ２ 天，出现第二次排放

峰，Ｔ０、Ｔ１、Ｔ２ 处理 Ｎ２Ｏ 排放通量分别为 ２１０．５９、１５８．０４、１３９．６３ mｇ ｍ－２ ｈ－１，Ｔ１、Ｔ２ 处理分别较 Ｔ０ 处理降低

２４．９５％和 ３３．７０％。 ８ 月 １４ 日和 ８ 月 ２１ 日降雨后又出现两次排放峰。 总的来说，施用生物炭降低旱地玉米土

壤 Ｎ２Ｏ 排放，且施肥和降雨后会引起 Ｎ２Ｏ 排放量增加。

表 ３　 不同生物炭处理 ＡＭ 真菌侵染率、总球囊霉素相关土壤蛋白和易提取球囊霉素相关土壤蛋白含量

Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＭ ｆｕｎｇｉ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ， ＥＥ⁃ＧＲＳＰ ａｎｄ Ｔ⁃ＧＲＳＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｃｈａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

菌根侵染率
Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ／ ％

ＡＭ 真菌拷贝数
ＡＭ ｆｕｎｇｉ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ／

（１０６拷贝 ／ ｇ）

总球囊霉素相关
土壤蛋白含量

Ｔ⁃ＧＲＳＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

易提取球囊霉素相关
土壤蛋白含量

ＥＥ⁃ＧＲＳＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

Ｔ０ ２０．３９±１．０４ｂ ４．９３±０．７５ｃ １．８６ ｃ ０．４７ｃ

Ｔ１ ２３．４２±２．０６ａ ８．４８±０．６３ｂ ２．２４ ｂ ０．５５ｂ

Ｔ２ ２４．４８±１．７５ａ １０．７１±０．９７ａ ２．４９ ａ ０．６７ａ

　 　 同一列中不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；ＡＭ 真菌：丛枝菌根真菌 Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ；ＥＥ⁃ＧＲＳＰ：易提取球囊霉素相

关土壤蛋白含量 Ｅａｓｉｌｙ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｇｌｏｍａｌｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｏｉｌ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｔ⁃ＧＲＳＰ：总球囊霉素相关土壤蛋白，Ｔｏｔａｌ ｇｌｏｍａｌｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｏｉｌ ｐｒｏｔｅｉｎ

由图 ３ 可知，随着生物炭施用量的增加 Ｎ２Ｏ 累积排放量呈减少趋势，表现为 Ｔ０＞Ｔ１＞Ｔ２。 施加生物炭显著降

低 Ｎ２Ｏ 累积排放量（Ｐ＜０．０５），Ｔ０、Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理下的 Ｎ２Ｏ 累积排放量分别为 １６２．９７、１３６．３８、１２０．５６ ｍｇ ／ ｍ２，
Ｔ１ 和 Ｔ２ 分别较 Ｔ０ 处理显著降低 １６．３１％和 ２６．０２％（Ｐ＜０．０５），说明施用生物炭对降低旱地玉米土壤 Ｎ２Ｏ 排

放具有积极作用。
２．５　 生物炭施用量与 ＡＭ 真菌及 Ｎ 转化相关功能基因丰度的相关性分析

如表 ４ 所示，为生物炭施用量与 ＡＭ 真菌及 Ｎ 转化相关功能基因丰度的相关分析，ＡＭ 真菌基因丰度与

生物炭施用量呈显著正相关关系（Ｐ＜０．０５）；ＡＯＡ、ＡＯＢ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度与生物炭施用量呈极显著负相关

关系（Ｐ＜０．０１）；ｎｏｓＺ 与生物炭施用量未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。 其中，ｎｉｒＫ 基因丰度与生物炭施用量的相

关性系数最大，为－０．７６３，说明 ｎｉｒＫ 基因丰度受生物炭施用量影响较大。

表 ４　 生物炭施用量与各功能基因丰度的相关关系分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｉｏｃｈａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

ＡＭ 真菌
ＡＭ ｆｕｎｇｉ ／

（１０６拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＡ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＢ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＫ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＳ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｏｓＺ ／
（拷贝 ／ ｇ）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０．３６８∗ －０．５８７∗∗ －０．４８０∗∗ －０．７６３∗∗ －０．６２６∗∗ ０．２８５

　 　 ∗∗表示相关性达 ０．０１ 极显著水平；∗表示相关性达 ０．０５ 显著水平

２．６　 Ｎ２Ｏ 排放通量与硝化、反硝化功能基因、ＡＭ 真菌基因丰度的相关性分析

由表 ５ 可知，ＡＭ 真菌、ｎｏｓＺ 基因丰度和 Ｎ２Ｏ 排放通量呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１），ＡＯＡ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 Ｎ２Ｏ
排放通量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），ＡＯＢ 与 Ｎ２Ｏ 排放通量未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。 说明 ＡＭ 真菌、ＡＯＡ、
ｎｏｓＺ、ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 是影响 Ｎ２Ｏ 排放的主要因子。
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图 ３　 生物炭对旱地玉米农田土壤 Ｎ２Ｏ 排放通量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｏｎ ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｌｕｘｅｓ ｏｆ ｒａｉｎｆｅｄ ｍａｉｚｅ

不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

表 ５　 Ｎ２Ｏ 排放通量与各功能基因丰度的相关关系分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｌｕｘｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

ＡＭ 真菌
ＡＭ ｆｕｎｇｉ ／

（１０６拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＡ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＢ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＫ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＳ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｏｓＺ ／
（拷贝 ／ ｇ）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ －０．８６５∗∗ ０．８１９∗∗ ０．２０７ ０．６２３∗∗ ０．７９９∗∗ －０．６２９∗∗

　 　 ∗∗表示相关性达 ０．０１ 极显著水平；∗表示相关性达 ０．０５ 显著水平

２．７　 Ｎ２Ｏ 排放通量与土壤各因子的相关性分析

Ｎ２Ｏ 排放通量与土壤各因子的相关性分析如表 ６ 所示。 由表 ６ 可知，土壤含水量与 Ｎ２Ｏ 排放通量呈显

著正相关关系（Ｐ＜０．０５），Ｎ２Ｏ 排放峰出现在降雨后，土壤水分是影响 Ｎ２Ｏ 排放的主要因子。 土壤容重、ｐＨ 和

总球囊霉素相关土壤蛋白含量与 Ｎ２Ｏ 排放通量未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）；土壤有机碳含量与 Ｎ２Ｏ 排放通量

呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）；易提取球囊霉素相关土壤蛋白含量、铵态氮含量与 Ｎ２Ｏ 排放通量呈极显著负相

关关系（Ｐ＜０．０１）；土壤硝态氮含量与 Ｎ２Ｏ 排放通量呈极显著正相关关系（Ｐ＜０．０１）。 其中，易提取球囊霉素

相关土壤蛋白、硝态氮、铵态氮含量与 Ｎ２Ｏ 排放通量的相关系数分别为－０．８８７、０．７３８、－０．９０９、，说明易提取球

囊霉素相关土壤蛋白、硝态氮、铵态氮含量是影响 Ｎ２Ｏ 排放的主要因子。

表 ６　 Ｎ２Ｏ 排放通量与土壤各因子的相关关系分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｌｕｘｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

土壤含水量
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

土壤容重
Ｂｕｌｋ

ｄｅｎｓｉｔｙ
／ （ｇ ／ ｃｍ３）

ｐＨ

有机碳
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

硝态氮
Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮
Ａｍｍｏｎｉｕｍ

Ｎ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｔ⁃ＧＲＳＰ
／ （ｍｇ ／ ｇ）

ＥＥ⁃ＧＲＳＰ
／ （ｍｇ ／ ｇ）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０．５０３∗ ０．３８７ －０．３５５ －０．５６５∗ ０．７３８∗∗ －０．９０９∗∗ ０．３１１ －０．８８７∗∗

　 　 ∗∗表示相关性达 ０．０１ 极显著水平；∗表示相关性达 ０．０５ 显著水平。 Ｔ⁃ＧＲＳＰ：总球囊霉素相关土壤蛋白；ＥＥ⁃ＧＲＳＰ：易提取球囊霉素相关

土壤蛋白
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２．８　 硝化、反硝化功能基因与 ＡＭ 真菌变化之间的相关性分析

硝化、反硝化功能基因与 ＡＭ 真菌的相关性分析如表 ７ 所示。 从表 ７ 中可得知，ＡＭ 真菌与 ＡＯＡ、ＡＯＢ、
ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１），与 ｎｏｓＺ 呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）；ＡＯＡ 与 ＡＯＢ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基

因丰度呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与 ｎｏｓＺ 呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１）；ＡＯＢ 与 ｎｉｒＫ 基因丰度呈极显著正相关

（Ｐ＜０．０１），与 ｎｏｓＺ 呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１）；ｎｉｒＫ 与 ｎｉｒＳ 基因丰度呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与 ｎｏｓＺ 呈极

显著负相关（Ｐ＜０．０１）；ｎｉｒＳ 与 ｎｏｓＺ 基因丰度呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。

表 ７　 ＡＭ 真菌与硝化、反硝化功能基因丰度的相关关系分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＭ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

ＡＭ 真菌
ＡＭ ｆｕｎｇｉ ／

（１０６拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＡ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ＡＯＢ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＫ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｉｒＳ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ｎｏｓＺ ／
（拷贝 ／ ｇ）

ＡＭ 真菌

ＡＭ ｆｕｎｇｉ ／ （１０６拷贝 ／ ｇ）
１

ＡＯＡ ／ （拷贝 ／ ｇ） －０．７１５∗∗ １

ＡＯＢ ／ （拷贝 ／ ｇ） －０．５５４∗∗ ０．６０５∗∗ １

ｎｉｒＫ ／ （拷贝 ／ ｇ） －０．７２７∗∗ ０．７０８∗∗ ０．６６７∗∗ １

ｎｉｒＳ ／ （拷贝 ／ ｇ） －０．７４３∗∗ ０．８０３∗∗ ０．３９８∗ ０．７７２∗∗ １

ｎｏｓＺ ／ （拷贝 ／ ｇ） ０．６０７∗∗ －０．５７２∗∗ －０．５０３∗∗ －０．６１６∗∗ －０． ３２３∗ １

２．９　 土壤因子、硝化、反硝化功能基因和 ＡＭ 真菌丰度对 Ｎ２Ｏ 排放的相对贡献率

　 图 ４　 土壤因子、硝化、反硝化功能基因和 ＡＭ 真菌丰度对 Ｎ２Ｏ

排放的相对影响的 ＡＢＴ 分析

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ， ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｎｄ ＡＭ ｆｕｎｇｉ ｆｏｒ Ｎ２Ｏ

ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｅｄ ｂｏｏｓｔｅｄ ｔｒｅｅ （ＡＢＴ） ｍｏｄｅｌ

将土壤因子、硝化、反硝化功能基因和 ＡＭ 真菌丰

度分别加入 ＡＢＴ 模型进行分析（图 ４），结果表明，ＡＯＡ
对 Ｎ２ Ｏ 排放的影响最大 （２１． １％），其次是 ＡＭ 真菌

（１９．２％） 和 ｎｉｒＳ （ １１． ８％），其余因子贡献率均不足

１０％；影响 Ｎ２Ｏ 排放量的相对贡献率由大到小依次为：
ＡＯＡ、ＡＭ 真菌、ｎｉｒＳ、ｎｏｓＺ、ＡＯＢ、铵态氮、土壤含水量、
有机碳、硝态氮、ｎｉｒＫ、土壤容重、ｐＨ。

３　 结论与讨论

许多研究表明，农田土壤施入生物炭后，土壤理化

性质如 ｐＨ、含水量、容重、有机碳、氮等发生相应变

化［１７，２８］。 本研究表明，施入生物炭后，土壤 ｐＨ 值和土

壤含水量呈增加趋势，但均未达到显著水平，主要是因

为生物炭自身呈碱性，施入土壤后能够提高土壤 ｐＨ
值，但本试验地土壤为弱碱性，具有一定的酸碱缓冲能

力，因此各处理间土壤 ｐＨ 值差异不显著（表 ２），另外

生物炭具有较好的亲水性和持水能力，增加了水分的渗

流模式和路径，减缓了土壤水分的蒸发损失，引起土壤

含水量增加。 这和李培培等［２８］的研究结果一致。 施入

生物炭后，土壤容重呈减少趋势，这与 Ｂａｉａｍｏｎｔｅ 等［２９］

的研究结果一致，主要是由于生物炭具有多孔疏松的结

构、大的比表面积，自身密度较小，施入土壤之后对土壤具有“稀释效应” ［３０］。 施入生物炭后土壤有机碳的增

加主要是由于以下几方面原因：首先是由生物质热解形成的生物炭中的碳主要以惰性的芳香环状结构存在，
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本身碳含量非常高，在土壤中加入生物炭可以提高土壤有机碳的含量；其次是生物炭具有较强的吸附性，能够

吸附土壤有机小分子，促进有机小分子聚合形成土壤有机质［３１］，另外生物炭的多孔结构为微生物的生长繁殖

提供附着位点，为微生物提供了良好的栖息环境，土壤微生物量增加，加速了土壤有机态养分的分解释放，从
而增加土壤有机碳含量［１７］。 本研究表明，施入生物炭后，土壤全氮、铵态氮含量增加。 这与 Ｎｇｕｙｅｎ 等［３２］ 通

过荟萃分析得出的结果不同，Ｎｇｕｙｅｎ 等研究发现生物炭的高 Ｃ ／ Ｎ 特性及带入的活性物质引起微生物对土壤

矿质氮的固定，因此降低了氮素有效性。 与宋大利等［３３］和刘遵奇等［３４］ 的研究结果相一致。 主要是由于生物

炭本身含有一定量的氮素；另外施用生物炭可降低氮素淋失和改善土壤通气状况抑制了微生物的反硝化作

用，从而减少了 Ｎ２Ｏ 的形成和排放，进而使得土壤中全氮含量增加。
生物炭孔隙由于能够贮存水分和养分，为微生物栖息生活提供了优越的天然微环境，生物炭施入土壤能

够显著增加微生物数量及活性。 本研究表明，施入生物炭能够显著提高 ＡＭ 真菌侵染率和 ＡＭ 真菌基因丰

度，与 Ｈａｍｍｅｒ 等［１７］ 的研究结果一致。 主要原因可能为：（１）生物炭改善土壤理化特性有利于 ＡＭ 真菌孢子

的萌发和生长，生物炭多孔结构为 ＡＭ 真菌提供栖息地［１５］；（２）生物炭调节植物⁃真菌信号物质影响 ＡＭ 真菌

的萌发和菌丝的分枝［３５］；（３）生物炭可能通过影响土壤中的解磷细菌活性，从而间接影响 ＡＭ 真菌［３６］。 ＡＭ
真菌在氮素吸收利用和土壤氮素循环过程中有着重要的作用，一方面 ＡＭ 真菌能够通过竞争吸收氮素来调控

Ｎ２Ｏ 排放。 ＡＭ 真菌吸收大量氮素用以自身生长需要，并改善宿主植物的氮素营养［３７］，从而减少硝化、反硝化

作用底物浓度而降低 Ｎ２Ｏ 排放速率；另一方面 ＡＭ 真菌能够改变植物根系分泌物的组成及数量，从而导致根

际微生物群落发生变化，包括一些硝化、反硝化细菌群落，从而影响 Ｎ２Ｏ 排放［３８⁃３９］。
土壤 Ｎ２Ｏ 的排放主要是微生物活动过程产生的，硝化细菌和反硝化细菌的数量是影响 Ｎ２Ｏ 排放的关键

因素［４０］。 本试验结果表明，施用生物炭改变了 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的基因丰度，且 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的基因丰度与生物

炭施用量呈极显著负相关关系，ＡＯＡ 基因丰度随生物炭施用量的增加表现出显著降低的趋势，而 Ｔ１ 和 Ｔ２ 两

处理间对 ＡＯＢ 的基因丰度无显著影响，说明增加生物炭施用量对 ＡＯＢ 基因丰度的影响较小，总的来说生物

炭抑制了 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的生长。 这可能是因为生物炭对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的吸附以及 ＡＭ 真菌对 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 的吸收固定，
减少了硝化反应的底物浓度，从而抑制了氨氧化菌的生长［５，４１］。 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ、ｎｏｓＺ 基因丰度的高低直接影响反

硝化作用的进程［４２］，本研究表明，生物炭处理降低了 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度，其中 Ｔ１ 和 Ｔ２ 处理较 Ｔ０ 处理显

著提高了 ｎｉｒＫ 基因丰度，但 Ｔ１ 和 Ｔ２ 两处理间无显著差异，而 Ｔ２ 处理较 Ｔ０ 处理显著增加了 ｎｉｒＳ 基因丰度，
Ｔ１ 处理对比 Ｔ０ 处理无显著影响，说明 ｎｉｒＫ 基因型反硝化细菌对低生物炭施用量比较敏感，而 ｎｉｒＳ 基因型反

硝化细菌对高生物炭施用量比较敏感，生物炭对 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因型反硝化细菌的繁殖有抑制作用。 这与刘

杏认等［３］的研究结果不同，可能是因为盆栽试验与大田试验土壤反硝化微生物所处的环境差异较大，从而使

土壤反硝化微生物对生物炭的反映不尽相同。 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度与生物炭施用量呈极显著负相关。 虽然

生物炭处理增加了 ｎｏｓＺ 基因丰度，ｎｏｓＺ 基因丰度与生物炭施用量呈正相关，但未达到显著水平。 生物炭增加

ｎｏｓＺ 基因丰度促使 Ｎ２Ｏ 的还原，解释了生物炭对旱地农田土壤 Ｎ２Ｏ 减排具有较大潜力。
ＡＭ 真菌与硝化、反硝化微生物的相互作用对 Ｎ２Ｏ 排放具有重要意义。 相关分析表明，ＡＭ 真菌与 ＡＯＡ、

ＡＯＢ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１），与 ｎｏｓＺ 呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）。 Ｃｈｅｎ 等［４３］通过室内

盆栽模拟试验研究发现 ＡＭ 真菌可显著降低菌根际土壤 ＡＯＡ、ＡＯＢ 基因丰度，并且还分别间接、直接影响菌

根室、菌丝室中 ＡＯＡ 的群落组成。 Ｖｅｒｅｓｏｇｌｏｕ 等［４４］ 研究发现接种 ＡＭ 真菌可能降低土壤中 ＡＯＡ、ＡＯＢ 的基

因丰度。 主要是由于 ＡＭ 真菌、氨氧化微生物（ＡＯＡ 和 ＡＯＢ）均以 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 为底物，二者在竞争土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 时，
氨氧化微生物（ＡＯＡ 和 ＡＯＢ）一般处于劣势，在土壤中 ＮＨ４＋较低时，ＡＭ 真菌优先利用 ＮＨ４＋并抑制氨氧化微

生物对 ＮＨ４＋的利用，造成 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度和土壤硝化速率的降低，进而减少了硝化过程中产生的 Ｎ２Ｏ。
Ｂｅｎｄｅｒ 等［１］研究发现野生型番茄接种 ＡＭ 真菌后土壤中 ｎｉｒＫ 基因丰度和 ＡＭ 真菌侵染率呈线性负相关，和
ｎｏｓＺ 基因丰度则呈正相关，且土壤 Ｎ２Ｏ 排放量显著下降。 表明 ＡＭ 真菌降低了土壤中硝化、反硝化微生物的

基因丰度，提高了 ｎｏｓＺ 基因的丰度，进而降低 Ｎ２Ｏ 的排放。 集成推进树（ＡＢＴ）分析表明，ＡＯＡ 对 Ｎ２Ｏ 排放的
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影响最大，其次是 ＡＭ 真菌、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ，刘杏仁等［３］研究认为盆栽小麦土壤 Ｎ２Ｏ 的排放主要受 ＡＯＡ、ｎｉｒＳ 和

ｎｏｓＺ 影响，Ｌｉｕ 等［１３］研究认为华北农田玉米季 Ｎ２Ｏ 的排放主要受 ＡＯＢ 和 ｎｏｓＺ 影响，主要由于土壤类型和所

种植的农作物种类不同，造成影响 Ｎ２Ｏ 排放的主要因子不同。
总的来说，生物炭处理提高土壤 ＡＭ 真菌侵染率、调节土壤理化性质，生物炭和 ＡＭ 真菌协同调节土壤微

生物，特别是对硝化、反硝化相关基因的调节，进而影响土壤 Ｎ 循环和 Ｎ２Ｏ 气体的排放，但生物炭和 ＡＭ 真菌

之间的协调机制需要进行更进一步研究。
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