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不同碳源协同施肥重构茶园土壤氮循环路径并驱动
Ｎ２ Ｏ排放差异

舒　 琪１，张旭东１，刘欣淼１，姚增旺２，吴海龙１，高升华１，∗
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摘要：氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）是重要的温室气体和臭氧层消耗物，在高投入农业生态系统中具有高排放风险。 茶园作为典型的高投入

农业生态系统，由于长期大量施氮及土壤酸性强，Ｎ２Ｏ排放系数普遍高于一般农田，已成为全球农田Ｎ２Ｏ排放的“热点”类型。
然而，不同类型碳源协同施肥对Ｎ２Ｏ排放路径的重构机制仍不明确，限制了茶园减排策略的科学设计。 为此，在安徽庐江典型

丘陵茶园设置 ４ 种施肥处理：不施肥（ＣＫ）、单施复合肥（ＦＦ）、复合肥与有机饼肥（易降解有机碳）混施（ＦＯ）以及复合肥与生物

质炭（难降解有机碳）混施（ＦＢ），采用随机区组设计进行田间试验，系统评估了碳源类型对Ｎ２Ｏ排放过程与微生物机制的调控

作用。 结果表明，ＦＯ 处理后第 ３０ 天显著的Ｎ２Ｏ通量峰值，其变化趋势与土壤微生物量碳（ＭＢＣ）高度同步，而微生物量氮

（ＭＢＮ）峰值则滞后，在 ６０ 天出现。 这反映出高活性有机碳源输入导致微生物优先利用碳源进行异化代谢，后期转向氮同化。
相比之下，ＦＢ 处理在整个试验期内显著抑制了Ｎ２Ｏ排放，较 ＦＯ 处理减排幅度达 ８８．７９％，且 ＭＢＣ 与 ＭＢＮ 无明显波动，表明微生

物代谢响应较弱。 功能基因与网络结构分析显示，ＦＯ 处理主要通过激活 ｎａｒＧ（硝酸盐还原酶 α 亚基， ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｌｐｈａ
ｓｕｂｕｎｉｔ）、ｎｏｒＢ（一氧化氮还原酶， ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）等反硝化中间阶段基因，加速硝态氮、亚硝态氮还原形成Ｎ２Ｏ，而 ＦＢ 处理

则上调 ｈａｏ（羟胺氧化还原酶， ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ）、ａｍｏＡ（氨单加氧酶 α 亚基， ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）、

ａｍｏＢ（氨单加氧酶 β 亚基， ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｂｅｔａ ｓｕｂｕｎｉｔ）、ｎｒｆＡ（氨形成细胞色素 ｃ 亚硝酸盐还原酶， ａｍｍｏｎｉａ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）表达，促进硝化和异化还原过程，同时 ｎｏｒＢ 表达受抑，有效截断Ｎ２Ｏ生成路径。 最小二乘路径模型

进一步表明，ＦＢ 处理并未显著提升Ｎ２Ｏ还原相关基因 ｎｏｓＺ（氧化亚氮还原酶， ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）表达，而是通过增强异化还

原过程和氮素同化过程，从源头减少Ｎ２Ｏ前体，体现出以“过程规避”替代“末端还原”的减排机制。 本研究明确提出 ＦＢ 处理的

Ｎ２Ｏ减排优势主要来源于功能路径的重构而非Ｎ２Ｏ还原为 Ｎ２ 的补偿机制，为理解不同碳源施用对氮循环调控路径的差异提供

了新的理论依据。 研究结果对于茶园碳氮耦合施肥优化和构建绿色低排放施肥模式具有重要的指导意义，也为其他高氮农业

生态系统提供了参考路径。
关键词：茶园；碳源类型；Ｎ２Ｏ排放；氮循环功能基因
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ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）、ａｍｏＢ（ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｂｅｔａ ｓｕｂｕｎｉｔ）， ａｎｄ ｎｒｆＡ（ａｍｍｏｎｉａ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ），
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＲＡ （ｄｉｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ａｍｍｏｎｉｕｍ）， ｗｈｉｌｅ ｎｏｒＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ，
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ２Ｏ． Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｐａｔｈ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＦＢ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅ ｎｏｓＺ （ ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｎ２Ｏ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）， ｂｕｔ ｒａｔｈｅｒ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｎ２Ｏ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｂｙ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ ＤＮＲＡ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａ ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ “ｐｒｏｃｅｓｓ
ａｖｏｉｄａｎｃｅ” ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ “ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ” ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｌｅａｒｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｏｆ ＦＢ ｌｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙ Ｎ２Ｏ⁃ｔｏ⁃Ｎ２ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｉｎｔｏ ｃａｒｂｏｎ⁃ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆｆｅｒ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｃａｒｂｏｎ⁃
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｉｎ ｔｅａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｆｏｒ ｏｔｈｅｒ ｈｉｇｈ⁃ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｔｅａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｔｙｐｅ； Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ； ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）是一种强效的温室气体，其 １００ 年尺度的全球增温潜势约为二氧化碳的 ３００ 倍［１］。 Ｎ２Ｏ
在工业前时期以来的辐射强迫增量中约占 ６％，并且已成为当前世纪最主要的破坏平流层臭氧的物质［２］。 全

球人为Ｎ２Ｏ排放量近年来快速增长，１９７０ 年至 ２０１８ 年间年排放量累积增加了约 ６４％，其中农业活动贡献了约

７８％的增量，氮肥的大量施用是这一增长的主因［３］。 茶园是一类典型的高投入农业生态系统，土壤单位面积

的Ｎ２Ｏ排放强度远高于一般农田土壤，有研究发现茶园每年产生的Ｎ２Ｏ可达 １４．４—３２．７ ｋｇ ／ ｈｍ２，约为相邻农

田的 ２．６７ 倍［４］。 因此，茶园土壤已被公认为农业领域Ｎ２Ｏ排放的“热点”来源之一［５］。 据测算，在茶园推广气

候友好型管理措施即可降低全球茶园Ｎ２Ｏ排放量的约三分之一［６］。 因此，在温室气体减排与农业可持续发展

的背景下，深入研究茶园Ｎ２Ｏ排放机理及其调控策略具有重要意义。
土壤Ｎ２Ｏ的产生主要源于微生物介导的硝化作用和反硝化作用两个过程［７］。 在好氧条件下，自养和异养

微生物通过硝化作用将铵态氮氧化为硝态氮，同时副产少量Ｎ２Ｏ；而在缺氧环境中，反硝化微生物利用有机碳

作为电子供体，将硝酸盐逐步还原为一氧化氮（ＮＯ）、Ｎ２Ｏ直至氮气（Ｎ２） ［８］。 反硝化过程产生Ｎ２Ｏ的速率受到

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４６ 卷　
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多种因素影响，其中硝酸盐浓度和可利用有机碳水平是关键限制因子［９］。 充足的可降解碳源能促进反硝化

代谢，显著提高Ｎ２Ｏ的生成速率［１０］。 然而在土壤酸性较强时，反硝化途径中的最后一步（Ｎ２Ｏ还原为 Ｎ２）会受

到抑制，导致Ｎ２Ｏ作为中间产物积累并大量逸出［１１］。 这在典型酸性土壤（如茶园土壤）中尤为突出［１２］。 长期

定位研究也表明，相比反硝化等途径，硝化作用对土壤Ｎ２Ｏ排放的相对贡献较小，在高投入农田生态系统中硝

化源的Ｎ２Ｏ占比常低于总量的 １０％［１３］。 施肥是触发土壤Ｎ２Ｏ排放瞬时高峰的主要诱因之一，施加氮肥后数日

内土壤微生物对氮源的迅速代谢可导致Ｎ２Ｏ通量陡增［１４］。 综上，茶园土壤Ｎ２Ｏ排放受微生物氮循环过程强烈

驱动，大量氮肥投入结合茶园土壤偏酸、碳供给变化等特点，使其Ｎ２Ｏ排放呈现出瞬时高峰和持续高水平并存

的特征。
调控土壤碳供给是影响Ｎ２Ｏ排放的重要途径［１５］。 外源碳输入常会引发“激发效应”，其方向和强度取决

于微生物的底物代谢偏好和养分获取策略［１６—１７］。 易降解碳源（例如有机饼肥等）与难降解碳源（例如生物质

炭）对土壤Ｎ２Ｏ的影响机制存在显著差异。 易分解的有机质可快速被微生物利用，往往显著增强反硝化作用

强度，但如果环境条件限制了反硝化的完全进行（如缺乏足够时间或适宜 ｐＨ 以将Ｎ２Ｏ还原为 Ｎ２），则会导致

Ｎ２Ｏ中间产物的大量积累［１８］。 在茶园土壤中单独施用菜籽饼肥显著提高了Ｎ２Ｏ通量，其累积排放量比单施化

学氮肥高出近一个数量级［１９］。 相比之下，难降解碳源如生物质炭相对稳定，直接被微生物利用的程度有限，
却能通过改良土壤理化环境和微生物生态来影响Ｎ２Ｏ产生与还原过程［２０］。 添加生物质炭通常可有效降低土

壤Ｎ２Ｏ排放，其机制包括提高土壤 ｐＨ、增加通气和保水空间，以及富集携带 ｎｏｓＺ 功能基因的微生物，从而促进

反硝化向 Ｎ２ 完全还原［２１］。 总的来看，易降解有机碳倾向于加速Ｎ２Ｏ的产生而难以促进其还原，反之，生物质

炭等难降解有机碳投放则更有利于Ｎ２Ｏ的后续还原和排放减控［２２］。 这种差异背后的理论基础在于二者对微

生物过程的调控侧重不同，前者主要影响反硝化速率，后者更多影响反硝化产物的去向和微生物群落功能结

构［２３］。 然而，目前关于不同类型碳源调控茶园Ｎ２Ｏ排放的机制尚缺乏系统研究，特别是缺少对易降解与难降

解碳源作用差异的深入比较［２４］。 这方面的研究缺乏限制了我们对茶园温室气体排放调控的全面认知。
基于上述背景，本研究在安徽庐江长冲试验茶园采用随机区组设计进行施肥试验，设置 ４ 种施肥处理，即

ＣＫ（不施肥）、ＦＦ（单施复合肥）、ＦＯ（复合肥和有机饼肥混施）和 ＦＢ（复合肥和生物质炭混施），以期回答以下

科学问题：（１）不同碳源混施用如何影响土壤 Ｎ２Ｏ 释放，相对单施复合肥能否减排；（２）不同碳源混施如何影

响土壤碳氮循环过程，进而调控 Ｎ２Ｏ 释放。 本研究将在茶园土壤中对比研究添加易降解有机饼肥与难降解

生物质炭后的Ｎ２Ｏ排放特征和微生物学机制，以期阐明其作用机理并为茶园温室气体减排提供科学依据。

１　 研究区概况与研究方法

１．１　 研究区概况

研究区域位于中国安徽省合肥市长冲试验茶园（１１７°８′５２″Ｅ，３１°１８′５３″Ｎ）。 试验地属于亚热带季风气

候，四季分明。 年平均气温为 １５．８℃，年平均降水量为 １１８８ ｍｍ，大部分降雨在 ５—７ 月。 土壤类型为黄棕

壤［２５］。 田间杂草主要为阿拉伯婆婆纳（Ｖｅｒｏｎｉｃａ ｐｅｒｓｉｃａ）、小蓬草（Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ）、球序卷耳（Ｃｅｒａｓｔｉｕｍ
ｇｌｏｍｅｒａｔｕｍ）、紫堇（Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｅｄｕｌｉｓ）、鸭茅（Ｄａｃｔｙｌｉｓ ｇｌｏｍｅｒａｔａ）、野胡萝卜（Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ）、狗尾巴草（ Ｓｅｔａｒｉａ
ｖｉｒｉｄｉｓ）、牛鞭草（Ｈｅｍａｒｔｈｒｉａ ｓｉｂｉｒｉｃａ）等。
１．２　 研究方法

１．２．１　 试验小区布设

在研究区域选取均匀且管理模式相同的茶园，茶树品种为“黄金芽”，茶龄为 ６ 年。 于 ２０２４ 年 ３—９ 月进

行了施肥处理。 采用 ４ 种施肥方式：ＣＫ，不施肥；ＦＦ，施用复合肥；ＦＯ，混合施用复合肥和有机饼肥；ＦＢ，混合

施用复合肥和生物质炭。 以随机区组设计，设计 ２０ 个小区，每个小区 ５ ｍ × ５ ｍ，每种施肥方式 ４ 个重复。 施

肥时间和次数综合考虑当地施肥模式和试验需求，仅 ２０２４ 年 ３ 月施肥一次，在距茶树根部约 １０ ｃｍ 挖约

１５ ｃｍ深的沟施肥，将肥料均匀施入沟中，然后覆土。 依据试验需求，以有机碳含量选取有机饼肥和生物质炭，

３　 １０ 期 　 　 　 舒琪　 等：不同碳源协同施肥重构茶园土壤氮循环路径并驱动Ｎ２Ｏ排放差异 　
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有机饼肥为菜籽饼肥，生物质炭以玉米秸秆为主要原料。 复合肥养分含量为氮∶磷∶钾 ＝ ２２∶８∶１５；有机饼肥养

分含量为有机碳 ３５．４９％，氮 ７．０２％，磷 ３．０１％，钾 １．６０％；生物质炭养分含量为有机碳 ４２．２１％，氮 ８．３４％，磷
２．３１％，钾 １６．１２％。 综合考虑每种肥料的适宜添加量和各处理养分添加量，对每个处理复合肥和其他肥料配

比进行适当调整，施肥处理以每年 ３００ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２计算（混施中复合肥为每年 ２１０ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２，其余肥料按 ９０ ｋｇ
Ｎ ／ ｈｍ２换算），则 ＦＦ 处理复合肥以每年 ３００ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２计算；ＦＯ 处理复合肥以每年 ２１０ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２计算，有机饼

肥以每年 １２８２ ｋｇ ／ ｈｍ２计算；ＦＢ 处理复合肥以每年 ２１０ ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２计算，生物质炭以每年 １０７９ ｋｇ ／ ｈｍ２计算；每
个处理中磷和钾添加量使用磷肥（Ｐ ２Ｏ５）和钾肥（Ｋ２Ｏ）配平。 各处理具体养分添加量见表 １。

表 １　 各处理养分添加量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｉｎｐｕｔｓ ｂｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

肥料类型
Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｙｐｅ

有机碳输入量
Ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ｉｎｐｕｔ ／

（ｋｇ ／ ｈｍ２）

氮输入量
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｐｕｔ ／

（ｋｇ ／ ｈｍ２）

磷输入量
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｉｎｐｕｔ ／

（ｋｇ ／ ｈｍ２）

钾输入量
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｉｎｐｕｔ ／

（ｋｇ ／ ｈｍ２）

备注
Ｎｏｔｅｓ

ＣＫ — — — １１５．０４ ３１７．１４

ＦＢ 复合肥 — ２１０ ７６．３６ １４３．１８

生物质炭 ４５５ ９０ ２４．９３ １７３．９６

ＦＦ 复合肥 — ３００ １０９．０９ ２０４．５５

ＦＯ 复合肥 — ２１０ ７６．３６ １４３．１８

有机饼肥 ４５５ ９０ ３８．５９ ２０．５１

各处理磷钾输入
量按照 ＣＫ （ 各处
理磷钾输入量最
大值） 使用 Ｐ２ Ｏ５

和 Ｋ２ Ｏ 添加至与

ＣＫ 相同

　 　 ＣＫ：不施肥 Ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ＦＦ：施用复合肥 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＦＯ：混合施用复合肥和有机饼肥 Ｍｉｘｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｎｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｃａｋｅ；ＦＢ：混合施用复合肥和生物质炭 Ｍｉｘｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｎｄ ｂｉｏｃｈａｒ

１．２．２　 土壤样品采集与理化性质测定

于施肥前一天（以第 ０ 天计）和施肥后第 ７、１５、３０、６０、９０、１２０、１５０ 天和第 １８０ 天使用土钻取 ０—２０ ｃｍ 土

层样品。 每个小区随机取样 ５ 个土芯并混合成一个复合样本。 样本经 ２ ｍｍ 土筛过滤后分为三部分：一部分

于 ４℃保存，１ 周内分析土壤酶活性；一部分于室温保存，用于土壤理化性质测定；一部分于－８０℃保存，用于

ＤＮＡ 提取，进行宏基因组分析。 采集土壤理化性质样品、土壤酶活样品和土壤微生物样品各 １８０ 个，共计

５４０ 个。
土壤有机碳（ＳＯＣ）含量通过总有机碳分析仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，ＴＯＣ⁃ＬＣＰＨ，日本）测定。 颗粒有机碳（Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ

Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ；ＰＯＣ）与矿物结合有机碳（Ｍｉｎｅｒａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ；ＭＡＯＣ）含量通过重铬酸钾加热法

测定。 铵态氮（Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）含量根据靛酚蓝比色法，硝态氮（Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）含量根

据紫外分光光度法（ＵＶ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ），亚硝态氮（Ｎｉｔｒｉｔｅ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ）含量根据重氮化⁃偶氮比色法，

通过紫外可见分光光度计（ＵＶ⁃１８００ＰＣ，上海美普达仪器有限公司）测定。 土壤微生量碳（ＭＢＣ）和氮（ＭＢＮ）
采用氯仿熏蒸法测定。 将土壤样品与去离子水按 １∶２．５（土壤：溶液，重量比）的比例混合，使用酸度计测定

ｐＨ 值。
１．２．３　 土壤 Ｎ２Ｏ 气体样品采集与测定

Ｎ２Ｏ 气体样品采集时间与土壤样品采集时间相对应。 于土壤样品采集时间的上午 ８：００—１１：００ 使用静

态气体采集箱采集温室气体样品。 每个小区随机布置 ３ 个静态气体采集箱，在静态气体采集箱关闭后 ０、１０、
２０、３０ ｍｉｎ 时采集气体样品，同时记录箱内温度。 气体样品于 ４℃保存，使用气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ，美国）在 ２４ ｈ 内检测 Ｎ２Ｏ 气体浓度，仪器检测 Ｎ２Ｏ 气体浓度范围为 １６３—９４１２ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ。 共

计气体样品 ２１６０ 个。
土壤氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）气体通量计算公式为［２６］：

Ｆ＝ ρ× Ｖ
Ａ
× Ｐ
Ｐ０

×
Ｔ０

Ｔ
×ΔＣ
Δｔ

式中，Ｆ 为气体通量（Ｎ２Ｏ，ｍｇ ｍ２ ｈ－１）；ρ 为标准状态下气体密度（Ｎ２Ｏ，１．９６ ｋｇ ／ ｍ３）；Ｖ 为静态气体采集箱气室
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体积；Ａ 为静态气体采集箱箱体覆盖底面积；Ｐ 为采集时大气压（Ｐａ）；Ｐ０为标准大气压；Ｔ 为采集时平均温度；
Ｔ０为标准状态下绝对温度；ΔＣ ／ Δｔ 为气体随时间变化率。
１．２．４　 土壤酶活性测定

测定的土壤酶包括 β⁃１，４⁃葡萄糖苷酶（β⁃１，４⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＢＧ），β⁃１，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶（β⁃ １，４⁃Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ， ＮＡＧ）和亮氨酸氨基肽酶（Ｌｅｕｃｉｎｅ Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ， ＬＡＰ），根据荧光法进行测定［２７］。 取

约 １ ｇ 鲜土，加入 ５０ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠缓冲液，涡旋振荡约 ３０ ｓ 制成土壤匀浆，然后将 ２００ μＬ 土壤匀浆和

５０ μＬ 底物分装到黑色微孔板中，ＮＡＧ 培养 ２ ｈ，ＢＧ 和 ＬＡＰ 培养 ４ ｈ。 用激发波长 ３６０ ｎｍ，发射波长 ４６０ ｎｍ
测定荧光值。
１．２．５　 土壤宏基因组分析

利用 Ｍａｇ⁃Ｂｉｎｄ􀳏 Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， 美国）试剂盒进行样品 ＤＮＡ 抽提。 完成 ＤＮＡ 抽提后，检
测 ＤＮＡ 浓度和纯度，利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性。 将 ＤＮＡ 片段化后，筛选约 ４００ｂｐ 的片段，使
用 ＮＥＸＴＦＬＥＸ􀳏 Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ⁃Ｓｅｑ（Ｂｉｏｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）建库。 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）测序平台

进行宏基因组测序（上海美吉生物医药科技有限公司）。 使用 ｆａｓｔｐ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ＯｐｅｎＧｅｎｅ ／ ｆａｓｔｐ，
ｖｅｒｓｉｏｎ ０．２０．０）对 ｒｅａｄｓ ３′端和 ５′端的 ａｄａｐｔｅｒ 序列进行质量剪切，去除剪切后长度小于 ５０ ｂｐ、平均碱基质量值

低于 ２０ 以及含 Ｎ 碱基的 ｒｅａｄｓ，保留高质量的 ｐａｉｒ⁃ｅｎｄ ｒｅａｄｓ 和 ｓｉｎｇｌｅ⁃ｅｎｄ ｒｅａｄｓ，使用软件 ＭＥＧＡＨＩＴ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｖｏｕｔｃｎ ／ ｍｅｇａｈｉｔ，ｖｅｒｓｉｏｎ １．１．２）对优化序列进行拼接组装。 在拼接结果中筛选大于等于 ３００ ｂｐ 的

ｃｏｎｔｉｇｓ 作为最终的组装结果。 使用 ＭｅｔａＧｅｎｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｔａｇｅｎｅ．ｃｂ．ｋ．ｕ⁃ｔｏｋｙｏ．ａｃ．ｊｐ）对拼接结果中的 ｃｏｎｔｉｇｓ 进

行 ＯＲＦｓ 预测。 选择核酸长度大于等于 １００ｂｐ 的基因，并将其翻译为氨基酸序列。 用 ＣＤ⁃ＨＩＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｏｒｇ ／ ｃｄ⁃ｈｉｔ，ｖｅｒｓｉｏｎ ４．６．１）对所有样品预测出来的基因序列进行聚类（参数为：９０％ ｉｄｅｎｔｉｔｙ、９０％
ｃｏｖｅｒａｇｅ），每类取最长的基因作为代表序列，构建非冗余基因集［２８］。

使用 ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ，ｖｅｒｓｉｏｎ ２．２１）分别将每个样品的高质量 ｒｅａｄｓ 与非冗

余基因集进行比对（９５％ ｉｄｅｎｔｉｔｙ），统计基因在对应样品中的丰度信息。 物种分类学注释：使用 Ｄｉａｍｏｎｄ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｉａｍｏｎｄｓｅａｒｃｈ．ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ，ｖｅｒｓｉｏｎ ０．８．３５）将非冗余基因集的氨基酸序列与 ＮＲ 数据库进行比

对（ＢＬＡＳＴＰ 比对参数设置期望值 ｅ⁃ｖａｌｕｅ 为 １ｅ⁃５），并通过 ＮＲ 库对应的分类学信息数据库获得物种注释，然
后使用物种对应的基因丰度总和计算该物种的丰度［２９］。 ＫＥＧＧ 功能注释：使用 Ｄｉａｍｏｎｄ 将非冗余基因集的

氨基酸序列与 ＫＥＧＧ 数据库进行比对（ＢＬＡＳＴＰ 比对参数设置期望值 ｅ⁃ｖａｌｕｅ 为 １ｅ⁃ ５），获得其对应的 ＫＥＧＧ
功能［３０］。
１．３　 数据分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 与 Ｒ ４．３．３ 进行数据整理与分析。 利用 ＡＮＯＶＡ（Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖａｒｉａｎｃｅ）比较土壤理化性质

与 Ｎ２ Ｏ 通量在每个时间点各处理平均值是否存在显著差异。 使用主坐标分析 （ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法，分析各处理后微生物氮循环功能差异。 基于样本的物种和功能

相对丰度，进行物种丰度与功能丰度之间的关联分析，找出特定功能的物种贡献度。 基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离算

法，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性，使用 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 网络热图土壤理化性质和微生物氮循环功能的关系。 使用网络分

析，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性，具体分析土壤理化性质与微生物氮循环功能基因关系，仅展示 ｜ ｒ ｜大于 ０．５ 且相关

关系显著的网络关系。 使用最小二乘路径模型（Ｐａｒｔｉａｌ Ｌｅａｓｔ Ｓｑｕａｒｅｓ Ｐａｔｈ Ｍｏｄｅｌｉｎｇ；ＰＬＳ⁃ＰＭ）对比易降解碳源

与难降解碳源混施对 Ｎ２Ｏ 的调控减排机制。

２　 结果与分析

２．１　 施肥对土壤理化性质和 Ｎ２Ｏ 通量的影响

由图 １ 可知，碳源添加并未引起各处理土壤碳组分组间差异。 土壤有机碳（ＳＯＣ）在四个处理中均呈先降

后升的波动曲线。 ０—３０ 天内 ＦＯ 与 ＦＢ 的 ＳＯＣ 均高于 ＣＫ 与 ＦＦ，但各时间点差异不显著，６０ ｄ 以后各处理趋

５　 １０ 期 　 　 　 舒琪　 等：不同碳源协同施肥重构茶园土壤氮循环路径并驱动Ｎ２Ｏ排放差异 　
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图 １　 土壤理化性质与 Ｎ２Ｏ 通量时间动态变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ Ｎ２Ｏ Ｆｌｕｘｅｓ

图中的误差线代表标准误差；“ｎｓ”代表组间无显著差异，“∗”代表 ０．０１＜Ｐ＜０．０５， “∗∗”代表 ０．００１＜Ｐ＜０．０１， “∗∗∗”代表 Ｐ＜０．００１；ＢＧ：β⁃

１，４⁃葡萄糖苷酶 β⁃ １，４⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ；ＮＡＧ：β⁃ １，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶 β⁃ １，４⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ；ＬＡＰ：亮氨酸氨基肽酶 Ｌｅｕｃｉｎｅ

Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＣＫ：不施肥 Ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ＦＦ：施用复合肥 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＦＯ：混合施用复合肥和有机饼肥 Ｍｉｘｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｎｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｃａｋｅ；ＦＢ：混合施用复合肥和生物质炭 Ｍｉｘｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｎｄ ｂｉｏｃｈａｒ
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于收敛。 颗粒有机碳（ＰＯＣ）对施肥响应敏感，７—３０ ｄ 时各处理迅速达到峰值，随时间推移快速回落并在 ６０
ｄ 后维持于（１．６１±０．５０） ｇ ／ ｋｇ。 矿物结合态有机碳（ＭＡＯＣ）与 ＰＯＣ 相反，在 ３０ 天时各处理均达到最低值，而
后随时间增加并趋于稳定。

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 变化剧烈。 ＦＦ 在 ３０ ｄ 出现极端高峰，显著高于其他处理，随后迅速跌回。 ＦＯ 与 ＦＢ 峰值出现在

６０ ｄ，ＣＫ 始终维持低位。 各处理 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 在 ３０ ｄ 达到峰值，之后随时间下降，６０ ｄ 以后各处理无显著差异。

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 仅 ＦＦ 于 ３０ ｄ 出现显著峰值（（２．１７±１．１７） ｍｇ ／ ｋｇ），其余时间点各处理均无差异。 综合三种酶活性可

见，不同施肥处理对三种酶活性的影响有限，表现为短期内的个别差异，而整体波动趋势大体一致，说明酶活

性主要受时间效应驱动，施肥措施仅在特定时期对酶活性产生一定调节作用。
ＭＢＣ 对碳源供给表现出双峰（３０ ｄ 与 １２０ ｄ）。 ＭＢＮ 与 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 变化类似，但峰值出现在 ６０ 天。 Ｎ２Ｏ 排放

在 ０—１５ ｄ 均处基线，３０ ｄ 出现单一强峰，ＦＯ 最高，ＦＦ 次之，ＦＢ 较低，ＣＫ 近于零，３０—９０ 天迅速降低并趋于

稳定。
以上结果表明，易降解碳源（ＦＯ）触发了“ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ⁃ＭＢＮ⁃Ｎ２Ｏ”联动高峰，３０ ｄ 时土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＭＢＮ 与Ｎ２Ｏ同

步达到极值，暗示快速矿化与微生物同化驱动的反硝化前置过程是瞬时排放主因。 复合肥单施（ＦＦ）刺激硝

化－反硝化耦合，３０ ｄ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 高峰与Ｎ２Ｏ次高峰表明硝化产物向下游形态转化滞后。 难降解碳

源（ＦＢ）在整个周期内抑制 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 积累与Ｎ２Ｏ峰值，相对 ＦＯ 降幅 ８８．７９％，表明难降解碳源通过缓释氮、调节

微生物代谢峰、增强Ｎ２Ｏ还原潜力发挥减排作用。

图 ２　 微生物氮循环功能 ＰＣｏＡ 分析

Ｆｉｇ．２　 ＰＣｏＡ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

２．２　 施肥对微生物氮循环功能基因的影响

由图 ２ 可知，基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的 ＰＣｏＡ 前两轴

累计解释 ６２． １７％的变异，其中第一主坐标（ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ １，ＰＣｏ１）、第二主坐标 （ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ
２，ＰＣｏ２）分别占 ４７．５７％和 １４．６０％。 ＣＫ 样点主要分布

在 ＰＣｏ１ 负半轴，９５％置信椭圆面积最小，表明在不施肥

条件下氮循环功能结构较为稳定且离散度低。 ＦＦ 整体

位于 ＰＣｏ１ 正向，并向 ＰＣｏ２ 负向伸展，椭圆面积最大，
显示化肥单施显著重塑了功能基因组成且组内差异度

最高。 ＦＯ 与 ＦＢ 分布于 ＰＣｏ１ 近 ０ 左右并局部重叠，二
者相较 ＣＫ 明显右移但又未达 ＦＦ 的极端，表明混施有

机饼肥或生物质炭可在一定程度上缓冲化肥对功能基

因结构的偏移。 以上结果说明，施肥方式是驱动茶园微

生物氮循环功能差异的首要因素，其中化肥单施造成的

偏移最为显著，而碳源共施具有一定“缓冲”效应。
图 ３ 以门水平的堆积柱状图展示了在四个处理

（ＣＫ、ＦＦ、ＦＯ、ＦＢ）下微生物群落对九类关键氮循环功能基因的相对贡献。 对 ａｍｏＡ（氨单加氧酶 α 亚基，
ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）和 ａｍｏＢ（氨单加氧酶 β 亚基， ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｂｅｔａ ｓｕｂｕｎｉｔ）有主

要贡献的为变形菌门和亚硝化球菌门 （ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒｏｔａ ）。 对 ｈａｏ （ 羟胺氧化还原酶， ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ） 有主要贡献的为变形菌门 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ）、酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ） 和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿
Ｌａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ。 对 ｎｒｆＡ（氨形成细胞色素 ｃ 亚硝酸盐还原酶， ａｍｍｏｎｉａ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）有
主要贡献的为变形菌门、 酸杆菌门、 粘球菌门 （ Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ ）、 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿ Ｌａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ 和浮霉菌门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｏｔａ）。 对 ｎａｒＧ（硝酸盐还原酶 α 亚基， ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）有主要贡献的为变形菌门

和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ）。 对 ｎｉｒＳ（亚硝酸盐还原酶， ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃｄ１⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）有主要贡

献的为变形菌门和硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒｏｔａ）。 对 ｎｉｒＫ（亚硝酸盐还原酶， ｃｏｐｐｅｒ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）
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有主要贡献的为变形菌门、亚硝化球菌门和放线菌门。 对 ｎｏｒＢ（一氧化氮还原酶， ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）有主

要贡献的为变形菌门和酸杆菌门。 对 ｎｏｓＺ（氧化亚氮还原酶， ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）有主要贡献的为变形菌

门、硝化螺旋菌门、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）和芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｏｔａ）。 施肥处理明显富集变形菌门在

ｎｉｒＫ、ｎｏｒＢ、ｎｏｓＺ、ｈａｏ、ａｍｏＡ 和 ａｍｏＢ 中的相对贡献，并且 ＦＦ＞ＦＯ＞ＦＢ。 以上结果说明，微生物硝化—反硝化功

能分工被碳源性质重塑。

图 ３　 微生物群落对氮循环功能基因相对贡献

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

ｎｉｒＫ：亚硝酸盐还原酶（ｃｏｐｐｅｒ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）；ｎａｒＧ：硝酸盐还原酶 α 亚基（ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）；ｎｏｒＢ：一氧化氮还原酶

（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）；ｎｏｓＺ：氧化亚氮还原酶（ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）；ｈａｏ：羟胺氧化还原酶（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ）；ａｍｏＢ：氨单加氧酶

β 亚基（ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｂｅｔａ ｓｕｂｕｎｉｔ）；ａｍｏＡ：氨单加氧酶 α 亚基（ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ）；ｎｒｆＡ：氨形成细胞色素 ｃ 亚硝

酸盐还原酶（ａｍｍｏｎｉａ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）；ｎｉｒＳ：亚硝酸盐还原酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃｄ１⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）

２．３　 微生物氮循环功能基因对土壤理化性质的影响

各处理（ＣＫ、ＦＦ、ＦＯ、ＦＢ）下微生物氮循环功能与土壤理化性质之间的相关网络，如图 ４ 所示。 ＣＫ 节点与

ｐＨ、ＳＯＣ、ＰＯＣ、ＭＡＯＣ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＢＧ、ＮＡＧ 和 ＢＧ ／ （ＮＡＧ＋ＬＡＰ）强正相关，表明在无外源投入条件下碳氮⁃酶⁃微

生物系统具有良好稳态。 ＦＯ（易降解碳源混施）节点与 ｐＨ、ＳＯＣ、ＰＯＣ、ＢＧ ／ （ＮＡＧ＋ＬＡＰ）、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 强

正相关，表明易降解碳显著激活微生物酶系并驱动氮转化。 ＦＦ（复合肥单施）节点与 ＭＡＯＣ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、
ＮＡＧ、Ｃ ／ Ｎ 和 ＢＧ ／ （ＮＡＧ＋ＬＡＰ）强正相关，表明硝化－反硝化耦合对氮酶活性有反馈抑制。 ＦＢ（难降解碳源混

施）节点与 ｐＨ、ＳＯＣ、ＰＯＣ、ＭＡＯＣ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＮＡＧ、ＬＡＰ 和 ＢＧ ／ （ＮＡＧ＋ＬＡＰ）强正相关，表明难降解碳输入

削弱了反硝化强度，进而降低 Ｎ２Ｏ 排放。
网络分析结果显示（图 ５），在自然基线下（ＣＫ），网络无负相关，呈现“ＰＯＣ ／ ＳＯＣ⁃ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ⁃ｎｏｒＢ ／ ｎｏｓＺ”单极

正向团簇，反映自然茶园以碳⁃铵耦合驱动的“完全反硝化”稳态。 复合肥单施（ＦＦ）网络中导致硝化⁃反硝化

耦合强化，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 与 ｈａｏ 双负链通向 ｎｏｓＺ，说明复合肥导致硝化活跃，却抑制Ｎ２Ｏ还原酶表达，易形成Ｎ２Ｏ积

累；Ｃ ／ Ｎ 正向驱动 ｎｏｒＢ 与 ｎｏｓＺ，说明碳 ／氮比例升高促进反硝化。 易降解有机碳混施（ＦＯ）中，通过调节 ｐＨ 影

响 ｈａｏ、ｎｒｆＡ 和 ｎｏｒＢ 表达，结合 ｎａｒＧ 影响 ＬＡＰ 活性，导致硝化⁃反硝化稳态趋向反硝化，形成Ｎ２Ｏ释放；易降解有

机碳混施（ＦＢ）中，生物质炭碱化效应提升 ｎｉｒＳ、ｈａｏ、ａｍｏＡ、ａｍｏＢ 和 ｎｒｆＡ 表达，同时抑制 ｎｏｒＢ，降低Ｎ２Ｏ形成。
２．４　 不同碳源混施对 Ｎ２Ｏ 通量的影响

结合以上结果，利用最小二乘路径模型（ＰＬＳ－ＰＭ）分析易降解碳源和难降解碳源混施对 Ｎ２Ｏ 释放的机制

（图 ６）。 有机饼肥中和短时酸抑，促进 ｎｏｒＢ ／ ｈａｏ ／ ｎｒｆＡ 表达，协同 ｎａｒＧ ／ ａｍｏＡ 增强 ＬＡＰ 活性，ＬＡＰ 活化后迅速

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４６ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ４　 施肥处理后微生物氮循环功能与土壤理化性质 Ｍａｎｔｅｌ⁃ｔｅｓｔ 分析

Ｆｉｇ．４　 Ｍａｎｔｅｌ⁃ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

“∗”代表 ０．０１＜Ｐ＜０．０５， “∗∗”代表 ０．００１＜Ｐ＜０．０１， “∗∗∗”代表 Ｐ＜０．００１；实线代表曼特尔检验正相关，虚线代表曼特尔检验负相关；

ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＰＯＣ： 颗粒有机碳 Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＭＡＯＣ： 矿物结合有机碳 Ｍｉｎｅｒａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ： 铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－

３ ⁃Ｎ： 硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－
２ ⁃Ｎ： 亚硝态氮 Ｎｉｔｒｉｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＭＢＣ： 微生物量碳 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ

ｃａｒｂｏｎ；ＭＢＮ： 微生物量氮 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃ ／ Ｎ：碳氮比 Ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｔｉｏ；ＭＢＣ ／ ＭＢＮ：微生物量碳与微生物量氮的比值；ＢＧ ／

ＮＡＧ：β⁃１，４⁃葡萄糖苷酶与 β⁃１，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶的比值；ＢＧ ／ （ＮＡＧ＋ＬＡＰ）：β⁃ １，４⁃葡萄糖苷酶与 β⁃ １，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶和

亮氨酸氨基肽酶之和的比值

消耗 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 与 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ，促进 Ｎ２Ｏ 释放。 生物质炭提升 ｐＨ 但抑制 ｎｏｒＢ，间接抑制 ＢＧ 活性；ｐＨ 提升促进 ｈａｏ ／
ｎｒｆＡ ／ ｎｉｒＳ ／ ａｍｏＡ ／ ａｍｏＢ 表达，从而抑制 ＮＡＧ 活性，同时促进 ＬＡＰ 活性，而 ｎａｒＧ 的表达抑制 ＬＡＰ 活性；这些功

能基因综合影响 ＢＧ、ＮＡＧ 和 ＬＡＰ 活性，调节 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 与 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ，进而促进 Ｎ２Ｏ 释放。

３　 讨论

３．１　 不同碳源协同施肥下茶园土壤 Ｎ２Ｏ 排放机制

本研究结果表明，不同施肥处理对土壤Ｎ２Ｏ排放产生显著差异（图 １），尤其是添加不同类型碳源的处理。
与不施肥对照（ＣＫ）相比，单施化肥处理（ＦＦ）增加了土壤Ｎ２Ｏ排放，这主要归因于施入氮肥提供了充足的

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 底物，经硝化作用产生Ｎ２Ｏ。 施入易分解碳源的处理（ＦＯ）进一步显著提高了Ｎ２Ｏ排放通量，说明外源

快速降解有机碳激发了强烈的微生物呼吸，构建缺氧环境，促进反硝化作用旺盛，产生大量Ｎ２Ｏ［３１］。 大量有

机碳的投入促进了微生物对硝态氮的利用，作为电子受体的硝酸盐被快速反硝化，这解释了施肥后初期（约
３０ ｄ）微生物量碳（ＭＢＣ）和Ｎ２Ｏ排放通量同步达到峰值（图 １） ［３２］。 在这一阶段，微生物更倾向于将氮用于能

量代谢途径而非同化进胞，因而将硝态氮还原并以Ｎ２Ｏ形式逸出，而不是立即大量吸收氮构建生物量［３３］。 与

此同时，微生物量氮（ＭＢＮ）的峰值显著滞后于ＭＢＣ，大约在施肥后 ６０ ｄ 才出现（图 １）。 初期大量可矿化氮并

未同步转化为微生物生物量中的氮，可能因为在高碳条件下微生物优先矿化土壤氮或将氮用于反硝化代谢，
导致 ＭＢＮ 一度维持较低水平［３４］。 随着有机碳资源在中后期被消耗殆尽，微生物对氮的同化需求上升，此时
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图 ５　 微生物氮循环功能基因与土壤理化性质网络分析

Ｆｉｇ．５　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

图中节点的大小与该节点相连的边的数目相对应；图中线条粗细与 ｜ ｒ ｜相对应；仅显示 ｜ ｒ ｜大于 ０．５ 且相关关系显著的网络关系

更多的无机氮被微生物固定于生物量中，使得 ＭＢＮ 在第 ６０ 天达到峰值（图 １）。 这说明 ＦＯ 处理中碳氮供给

的不平衡促使微生物在早期更偏重碳源利用和异化作用（伴随Ｎ２Ｏ释放），而氮同化作用相对滞后。 这一碳氮

资源分配策略也体现在功能途径上，高碳 ／氮比环境往往有利于硝酸盐经由反硝化支链的异化还原

（ｄｉｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ａｍｍｏｎｉｕｍ，ＤＮＲＡ）产生铵态氮（ｎｒｆＡ 基因编码的途径）而非完全反硝化［３５］。
相比之下，施入难分解碳源的处理（ＦＢ）未进一步增加Ｎ２Ｏ排放，反而有降低趋势。 这可能归因于 ＦＢ 处

理中土壤微生物区系和代谢功能发生显著重构：微生物量碳氮未出现 ＦＯ 处理中因有机物添加而产生的短时

高峰，始终维持较低水平（图 １）；这一特征表明 ＦＢ 处理下土壤中碳源受限，异养反硝化微生物活性受到抑制。
在 ＦＯ 处理中，大量易分解有机质促发了微生物活性高峰，增强了反硝化强度和Ｎ２Ｏ中间产物的累积；相反，
ＦＢ 由于缺乏快速能源供给，反硝化强度受限，Ｎ２Ｏ前体难以大量积累（图 ３ 和 ５）。 此外，ＦＢ 处理酶活性谱以

ＮＡＧ 和 ＬＡＰ 为主（图 ４），表明微生物将更多精力用于分解复杂有机氮，缓慢释放铵态氮供微生物同化或硝化

利用，而非像 ＦＯ 快速矿化大量氮素供反硝化消耗。 这种酶学途径转变进一步降低了反硝化作用产生Ｎ２Ｏ的

潜力。 结果上看，ＦＢ 土壤Ｎ２Ｏ通量远低于 ＦＯ 处理，印证了上述机制导致的减排效果。 此外，功能基因调控显

示 ＦＢ 通过改变氮转化路径来阻断Ｎ２Ｏ的生成。 相较 ＦＯ，ＦＢ 处理中 ａｍｏＡ、ａｍｏＢ 和 ｈａｏ 与氮组分显著相关

（图 ６），反映出硝化作用被激发。 硝化微生物迅速将铵态氮氧化为硝态氮，一方面减少了土壤中铵的积累，避
免了氨氧化菌在低氧条件下通过自养反硝化产生Ｎ２Ｏ［１３］；另一方面为后续反应提供了硝酸盐底物。 与此同
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图 ６　 不同碳源混施对茶园 Ｎ２Ｏ 排放机制

Ｆｉｇ．６　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｅａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

“∗”代表 ０．０１＜Ｐ＜０．０５， “∗∗”代表 ０．００１＜Ｐ＜０．０１， “∗∗∗”代表 Ｐ＜０．００１

时，ＦＢ 促进了硝酸盐异化还原为铵的途径，ｎｒｆＡ 基因高表达表明 ＤＮＲＡ 过程活跃，将部分硝酸盐还原成铵态

氮重新滞留于土壤，减少了反硝化过程中Ｎ２Ｏ的底物供给，同时土壤 ｐＨ 升高对自养反硝化起到了抑制作用，
从而整体上仍表现为Ｎ２Ｏ减排效应［３６］。 在反硝化微生物功能基因方面，ＦＢ 处理的 ｎｉｒＳ 基因表达提高但 ｎｏｒＢ
显著受抑（图 ５ 和 ６）。 这意味着即使部分亚硝酸态氮经 ｎｉｒＳ 还原生成了 ＮＯ，其向Ｎ２Ｏ转化的关键步骤被遏

制，反硝化途径被人为截短于Ｎ２Ｏ生成之前。
值得强调的是，ＦＢ 的减排并非依赖于Ｎ２Ｏ向 Ｎ２ 的末端还原途径（ｎｏｓＺ）。 一些研究报道了通过提高Ｎ２Ｏ

还原酶基因 ｎｏｓＺ 的丰度来增强Ｎ２Ｏ耗减的机制。 添加生物质炭可显著提高 ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ 基因丰度，使 Ｎ２ ／
（Ｎ２Ｏ＋Ｎ２）比值提高，促进Ｎ２Ｏ被彻底还原为 Ｎ２

［３７］；较大的比表面积生物炭也被证实可富集定殖Ｎ２Ｏ还原菌，
从而增加 ｎｏｓＺ 丰度并显著降低Ｎ２Ｏ排放［３８］。 与仅施生物质炭相比，生物质炭与复合肥配施能显著提高土壤

微生物活性，加速氮素被微生物同化和转化的速率，从而更多地将氮素导入硝化和 ＤＮＲＡ 等保留氮的路径而

非反硝化损失［３９］。 实验证据也显示，ＦＢ 处理相对于单施生物质炭显著提高了 ＤＮＲＡ 在硝酸盐还原总量中的

分配比例，将更多硝态氮还原为铵态氮滞留于土壤，ＤＮＲＡ ／ （ＤＮＲＡ＋反硝化）比值由 １．６０％升高至１３．１８％，伴
随Ｎ２Ｏ排放量减少约 ６０％－９８％［３６］。 复合肥的施用提高了土壤中氮素的有效供给，加之生物质炭改善土壤理

化性质（如提高 ｐＨ、增加孔隙度）所创造的良好环境，使微生物更倾向于通过需氧硝化途径消耗铵态氮，从而

减少经反硝化产生Ｎ２Ｏ的机会［４０］。 同时，在碳源相对充足的条件下，高硝态氮供应意味着电子受体并不匮

乏，微生物更可能选择 ＤＮＲＡ 路径将硝态氮还原为铵态氮以保留氮素，而非进行常规反硝化将硝酸盐还原为

Ｎ２Ｏ ／ Ｎ２
［４１］。 综上，ＦＢ 通过在Ｎ２Ｏ产生阶段即加以限制（而非事后依赖Ｎ２Ｏ还原），有效降低了土壤Ｎ２Ｏ排放。

这一机制不同于传统依靠 ｎｏｓＺ 促进完全反硝化的减排路径，体现了从源头控制温室气体Ｎ２Ｏ释放的生态调

控策略。 所取得的Ｎ２Ｏ通量显著降低，也证明了通过微生物代谢途径重构来减排的可行性和有效性。
尽管本研究揭示了施肥及碳源类型对Ｎ２Ｏ排放的影响规律，但仍存在一些局限性需要考虑：（１）实验周期

和气体采样频率相对有限，可能未能充分捕捉土壤Ｎ２Ｏ排放的瞬时高峰和季节变化；（２）未能明确区分硝化与

反硝化对Ｎ２Ｏ的相对贡献，可引入稳定同位素示踪等技术手段，结合宏基因组与宏转录组解析微生物群落结

构及功能，实现对土壤Ｎ２Ｏ产生与消费过程的全景式认识。 本研究结果对农业土壤温室气体减排具有指导意

义。 在施肥管理方面，应优化氮肥投入方式，减少氮素过量和同步碳源供给导致的Ｎ２Ｏ排放高峰［４２］。 在有机
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物料还田和碳源管理方面，应根据碳源的质量和降解特性采取相应措施。 对于易分解的高活性有机碳（如鲜

禽畜粪肥、未腐熟秸秆等），不宜与大量速效氮肥同期施用，以防止微生物过度活跃产生Ｎ２Ｏ高峰。 可以采用

先行腐熟堆肥或错期开释的方式，降低有机碳的降解速率和增加其稳定性，从而减少瞬时Ｎ２Ｏ排放。 总体来

说，优化“氮肥管理＋碳源调控”的耦合措施是减少农田Ｎ２Ｏ排放的有效策略，包括控制氮肥用量和施用时间以

匹配作物吸收、选择适宜的有机物料种类和施用时期，以及辅以土壤调理剂共同作用，最终实现茶园土壤氮循

环过程的高效低排放。
３．２　 生物质炭在茶园的应用效果

茶园土壤的酸化和养分失衡已成为制约茶产业可持续发展的关键问题［４３］。 长期种植茶树过程中，大量

使用酸性氮肥和茶树自身根系代谢均会导致土壤 ｐＨ 显著下降，许多茶园土壤的 ｐＨ 已降至 ４ 左右，不仅降低

茶叶产量和品质，还对环境造成负面影响［４４—４５］。 近年来，生物质炭作为一种新型土壤调理剂在茶园中的应用

受到广泛关注，但整体研究仍较为有限。
已有田间试验表明，生物炭还田可明显缓解茶园土壤酸化，提高土壤 ｐＨ 和有机碳含量，并改善养分有效

性，促进茶树对氮、钾、镁等元素的吸收利用，提升茶叶产量和品质［４６］。 同时，生物质炭作为稳定碳库具有固

碳作用，并可减少土壤氮淋失及Ｎ２Ｏ等温室气体排放，体现出显著的生态效益［４７］。 生物质炭具有发达的孔隙

结构和巨大的比表面积，是天然的吸附介质，可通过物理方式截留土壤溶液中的铵态氮［４８］。 此外，生物质炭

表面的酚羟基等官能团提供了静电吸附位点，将铵根离子紧紧吸附在生物质炭表面，进一步提高了土壤保氮

增效作用［４９］。 这说明 ＦＢ 处理后，土壤不仅碳源以稳定态为主，可供微生物利用的氮素相对较少。 微生物活

性的适度受抑不仅与 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 的平稳一致（图 １），也与生物质炭减少Ｎ２Ｏ发生的作用机制相符（图 ６）。
就本研究的减排效率（８８．７９％）而言，这一数值在现有文献中属于较高的水平。 只有少数报告如 Ｃａｓｅ 等［５０］

（９１％减排）超过本研究的减排幅度，而多数田间试验报告的减排率集中在 ２０％－６０％范围内［５１—５２］。 影响生

物炭减排效率的不一致因素包括土壤类型、生物炭原料及制备条件（秸秆炭与木炭、高温炭与低温炭等）、施
用量高低以及氮肥用量和形态等。 总体而言，在氮肥投入较高的农田土壤中，施用生物质炭大多能够减少

Ｎ２Ｏ排放，只是幅度因条件而异。 本研究在茶园土壤中通过“复合肥＋生物质炭”处理实现了 ８８．７９％的Ｎ２Ｏ减

排，显著高于常规水平，表明所采用的难降解碳源配施策略在抑制Ｎ２Ｏ排放方面极为有效。 这一结果与易降

解有机碳源处理形成鲜明对比，也暗示生物质炭通过重构土壤氮循环途径来深度削减Ｎ２Ｏ产生的潜力。
本研究施用的生物质炭剂量为 １．０８ ｔ ／ ｈｍ２，相对于文献报道的大多数施用水平偏低。 尽管剂量较小，少

量生物炭亦能对土壤环境产生积极影响，已有研究在低于 ３ ｔ ／ ｈｍ２的添加量下同样观测到土壤微生物活性增

强和养分状况改善［５３］。 适度提高施用量往往可获得更显著的效益。 例如，在酸化茶园土壤中施用约 ２．６ ｔ ／
ｈｍ２生物炭基肥显著提高了土壤养分含量和茶叶产量［５４］，在北方农田施用 ７．５ ｔ ／ ｈｍ２生物质炭处理的土壤微

生物量碳和氮较对照提高约 ５０％和 ５８％［５５］。 然而过高的生物质炭用量并不能进一步提高土壤 ｐＨ、作物产量

或Ｎ２Ｏ减排效果，反而在长期上出现效应减弱或稳定性下降的趋势［５６］。 同样地，在茶园土壤氮素动态研究中

存在施用量的“阈值效应”，即生物质炭超过 ２０—３０ ｔ ／ ｈｍ２后对土壤氮素滞留和供应能力的边际效益降低［５７］。
综上，目前使用的 １０７９ ｋｇ ／ ｈｍ２属保守剂量，在保障经济可行和环境安全的前提下，可考虑适当提高生物质炭

混施量（例如 ２—５ ｔ ／ ｈｍ２）以进一步优化其生态效益和微生物效应。

４　 结论

本研究基于茶园土壤施肥随机区组试验，系统比较了不施肥（ＣＫ）、复合肥单施（ＦＦ）、复合肥与有机饼肥

混施（ＦＯ）以及复合肥与生物质炭混施（ＦＢ）四种施肥方式对Ｎ２Ｏ排放及土壤氮循环过程的影响。 从微生物过

程和功能基因层面深入揭示了茶园Ｎ２Ｏ排放的过程机制，补充了当前茶园不同类型碳源协同施肥下Ｎ２Ｏ生成

与调控路径研究。 研究结果表明，不同碳源性质通过调节微生物资源分配和功能基因表达，塑造了不同的

Ｎ２Ｏ产生机制路径，ＦＯ 处理表现出易降解有机碳激发微生物活性并驱动反硝化中间阶段的Ｎ２Ｏ积累，ＦＢ 处理
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表现出从源头抑制反硝化强度的减排优势；相比于传统施用易分解碳源的方式，合理利用难降解碳源如生物

质炭可在不显著增加微生物代谢压力的前提下，调节氮循环途径、减缓反硝化强度，进而显著降低Ｎ２Ｏ排放。
这一发现对推动茶园施肥结构优化与碳氮管理一体化具有重要的理论价值与实践意义，为构建绿色低碳型茶

园管理模式提供了关键参考。 尽管本研究已获得阶段性结论，但仍存在一些局限性。 试验观测周期为半年，
未能覆盖完整年度季节变化，Ｎ２Ｏ排放的年际波动及长期累积效应尚需进一步跟踪验证。 未来建议结合土壤

宏转录组及稳定同位素示踪方法，深入解析关键氮转化路径的动态流向，明确各环节微生物类群的生态角色

与相互调控机制，从而为精准调控Ｎ２Ｏ排放及茶园氮素利用效率提供更加全面的理论支持。
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