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接种氧化亚氮（Ｎ２ Ｏ）还原细菌 ＹＳＱ０３０ 对复垦
土壤 Ｎ２ Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响

摘要
复垦土地是重要的后备土地资源，但通常土壤结

构差、有机质和养分含量低；增施有机肥是快速提升
地力的关键途径，但会造成温室气体如氧化亚氮
（Ｎ２Ｏ）的大量排放．接种具有 Ｎ２Ｏ 还原功能的植物根
际促生菌（ＰＧＰＲ）不仅能够减少温室气体排放，还能
促进作物生长．本研究以一株具有 Ｎ２Ｏ 还原功能的
ＰＧＰＲ 反硝化无色杆菌（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ）
ＹＳＱ０３０ 为供试菌株，明确接种 ＹＳＱ０３０ 对施用有机肥
的复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响．
通过设置施用有机无机复混肥和羊粪有机肥的土壤
微宇宙试验，利用气相色谱仪分析接种 ＹＳＱ０３０ 后土
壤 Ｎ２Ｏ 排放通量，进一步计算累积排放量；在试验结
束后分析土壤 ｐＨ、ＥＣ（电导率）、硝态氮和铵态氮含
量，并利用实时荧光定量 ＰＲＣ 分析土壤硝化功能基因
（ＡＯＡ ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ ａｍｏＡ）和反硝化功能基因（ｎｉｒＳ、
ｎｉｒＫ、ｎｏｓＺⅠ和 ｎｏｓＺⅡ ）的丰度．结果显示，施用有机
无机复混肥和羊粪有机肥的土壤中接种 ＹＳＱ０３０ 明显
减少复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放，Ｎ２Ｏ 排放量最大减少分别达
９０ ４％和 ３０ ６％．施用有机无机复混肥处理的 Ｎ２Ｏ 排
放量远高于施用羊粪有机肥处理，这可能是由于施用
有机无机复混肥的土壤与施用羊粪有机肥的土壤相
比，土壤中编码反硝化细菌 Ｎ２Ｏ 还原酶基因 ｎｏｓＺⅠ和
非典型反硝化细菌 Ｎ２Ｏ 还原酶基因 ｎｏｓＺⅡ基因丰度
较低．施用有机无机复混肥均显著降低土壤硝化和反
硝化功能基因丰度，而施用羊粪有机肥对土壤硝化和
反硝化功能基因丰度大多没有明显影响．本研究表明，
接种 ＹＳＱ０３０ 能够减少施用有机肥土壤的 Ｎ２Ｏ 排放，
将为复垦土壤地力提升和 Ｎ２Ｏ 减排提供科学依据，也
将为研发新型微生物肥料或生物有机肥提供核心菌
种资源．
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０　 引言

　 　 为了切实保护我国耕地资源，合理利用与开发复垦土地十分重

要．复垦土地作为我国重要后备土地资源，存在土壤结构差、抗侵蚀能

力弱、养分含量低等问题［１］，导致农作物生长发育不良、产量低下．增
施有机肥可改善复垦土壤结构，快速提升地力［２］，例如施用牛粪有机

肥可以增加复垦土壤有机质含量、提高作物存活率［３］ ．此外，施用化学

肥料也可提高复垦土壤养分含量、保证作物生长．有机肥无机肥配施

可以提高土壤肥力，同时促进作物增产［４］ ．然而，增施有机肥和施用化

学氮肥，在提升地力的同时，也造成了大量的温室气体 Ｎ２Ｏ 排放．Ｎ２Ｏ
是一种会破坏臭氧层且在大气存留时间长的温室气体［５］ ．百年尺度下

Ｎ２Ｏ 的增温潜势约为 ＣＯ２ 的 ２７３ 倍［６⁃７］ ．截至 ２０１８ 年，全球大气中

Ｎ２Ｏ 质量分数以每年 １ ８３×１０－９的速度增长，目前大气中 Ｎ２Ｏ 质量分

数约为 ３３０×１０－９ ［８］ ．农业排放的 Ｎ２Ｏ 约占全球人为排放的 ５２％［９］，其
中农业土壤源 Ｎ２Ｏ 是重要来源，因此减少农业土壤 Ｎ２Ｏ 排放十分

重要．
农田土壤 Ｎ２Ｏ 的产生包括很多复杂的微生物过程，其中硝化过

程中氨氧化微生物（ＡＯＡ 和 ＡＯＢ）和反硝化过程中含有 ｎｉｒＳ ／ Ｋ 基因

的反硝化微生物是产生 Ｎ２Ｏ 的主要微生物类群．微生物硝化作用的过

程主要是将 ＮＨ３ 氧化为 ＮＯ２
－，最终生成 ＮＯ３

－［１０⁃１２］，该过程主要是由

含有 ａｍｏＡ 基因的氨氧化古菌（ＡＯＡ）和氨氧化细菌（ＡＯＢ）进行．含有编

码氨单加氧酶的反硝化作用过程主要是将 ＮＯ３
－还原为 ＮＯ２

－、ＮＯ、Ｎ２Ｏ，
最后还原成 Ｎ２ 的过程［１３⁃１５］ ．ｎｉｒＳ ／ Ｋ 基因编码的亚硝酸还原酶（ＮＩＲ）



　 　 　 　将 ＮＯ２
－还原为 ＮＯ，是反硝化过程的关键酶和限速

酶［１４］ ．含有 ｎｏｓＺ 基因的反硝化微生物将 Ｎ２Ｏ 还原为

氮气（Ｎ２），这是目前已知的生物途径中 Ｎ２Ｏ 唯一的

汇［１６⁃１８］ ．Ｎ２Ｏ 还原细菌有两种不同的类群，分别为典

型的反硝化细菌（Ｃｌａｄｅ Ⅰ）和非典型的反硝化细菌

（Ｃｌａｄｅ Ⅱ）．因此研究硝化功能基因（ＡＯＡ ａｍｏＡ 和

ＡＯＢ ａｍｏＡ）和反硝化功能基因（ ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ、ｎｏｓＺ Ⅰ
和 ｎｏｓＺ Ⅱ ）在农田土壤中的丰度对 Ｎ２Ｏ 产生和消

耗过程至关重要．
植物根际促生菌（ＰＧＰＲ）指能够稳定存活在植

物根际周围或土壤中并产生和分泌各种抑菌物

质［１９⁃２０］，从而直接或间接促进植物生长或防治植物

病害、有效降低病原物对植物危害的一类有益微生

物的总称．利用 ＰＧＰＲ 制作而成的微生物肥料不仅

能够提高作物的存活率、增大作物产量和修复环境

污染［２１⁃２３］，还能降低温室气体 Ｎ２Ｏ 的排放［２４⁃２６］ ．最新

研究表明直接应用 Ｎ２Ｏ 还原微生物可减少农业土壤

Ｎ２Ｏ 的排放［１５，２７］ ．Ｇａｏ 等［２８］ 在温室盆栽试验条件下

向种植红花苜蓿和梯牧草的土壤接种具有植物促生

效应的 Ｎ２Ｏ 还原细菌，大部分菌株同时具有减排土

壤 Ｎ２Ｏ 和促进植物生长的双重效应．申卫收等［２５］ 将

四株根际促生菌接种到农田土壤，发现部分菌株能

有效减少农田土壤 Ｎ２Ｏ 的排放．因此，研究具有 Ｎ２Ｏ
减排效应的植物根际促生菌对 Ｎ２Ｏ 减排和土壤地力

提升具有重要意义．
在土壤微宇宙条件下以一株具有 Ｎ２Ｏ 还原功能

的植物根际促生菌 ＹＳＱ０３０ 为供试菌株，研究接种

ＹＳＱ０３０ 对施用不同用量有机无机复混肥和羊粪有

机肥的复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放的影响，并采用实时荧光

定量 ＰＣＲ 分析土壤中硝化功能基因（ＡＯＡ ａｍｏＡ 和

ＡＯＢ ａｍｏＡ）和反硝化功能基因（ ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ、ｎｏｓＺ Ⅰ
和 ｎｏｓＺ Ⅱ ）的丰度变化，探究接种 ＹＳＱ０３０ 减少土

壤 Ｎ２Ｏ 排放的微生物生态机理，为复垦土壤地力提

升和固碳减排提供科学依据．

１　 材料和方法

１ １　 供试菌株

供试用的 Ｎ２Ｏ 还原细菌 ＹＳＱ０３０ 为反硝化无色

杆菌（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ），前期研究表明其

具有还原 Ｎ２Ｏ 的能力［２９］，从江苏省南京市江北新区

某水塘芦苇根际土中分离获得．该菌株不仅对 Ｎ２Ｏ
具有减排功效，而且对农作物具有促生效应［２５］ ．开展

土壤微宇宙试验时，将菌株接种到改良的营养肉汤

培养基（牛肉浸膏 ３０ ｇ·Ｌ－１、多聚蛋白胨 ５ ０ ｇ·Ｌ－１、
硝酸钠 ０ ３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１和琥珀酸钠 ４ ４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，溶
剂为蒸馏水，简称 ＮＢＮＳ 培养基）中，置于 ２８ ℃摇床

中在 １８０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养约 ２４ ｈ，用无菌的 ＮＢＮＳ
液体培养基在 ６００ ｎｍ 紫外可见分光光度计测定下

调节菌液浓度至 ＯＤ６００ ｎｍ约为 １ ０ 备用．

１ ２　 供试土壤

土壤微宇宙试验供试土壤取自江苏省镇江市句

容市白兔镇复垦土地，土地原用于砖瓦厂的厂房地

基，于 ２０１８ 年变更为农业试验用地，土壤为黄棕壤，
土体深厚，质地黏重，核状和柱状结构发育，土壤肥

力水平较低，难以发展农业生产．土壤采集后，在自

然条件下风干，过 ２ ｍｍ 筛，室温条件下保存．

１ ３　 供试有机肥

土壤微宇宙试验所用有机肥为镇江贝思特有机

活性肥料有限公司所提供的有机无机复混肥（氮、
磷、钾质量分数分别为 ９％、５％、６％，有机质质量分

数大于等于 ２０％）和江苏丘陵地区镇江农业科学研

究所提供的羊粪有机肥（氮质量分数为 ２ ７％）．

表 １　 土壤微宇宙试验处理

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｃｏｓｍｉｃ ｔｅｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理 施用肥料
肥料用量 ／

ｇ 施用菌液
菌液用量 ／

ｍＬ

Ｃ１ ６ 有机无机复混肥 １ ６ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 １ ６

Ｃ３ ９ 有机无机复混肥 ３ ９ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 ３ ９

Ｃ７ ８ 有机无机复混肥 ７ ８ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 ７ ８

ＩＣ１ ６ 有机无机复混肥 １ ６ ＹＳＱ０３０ 菌液 １ ６

ＩＣ３ ９ 有机无机复混肥 ３ ９ ＹＳＱ０３０ 菌液 ３ ９

ＩＣ７ ８ 有机无机复混肥 ７ ８ ＹＳＱ０３０ 菌液 ７ ８

Ｓ３ ７ 羊粪有机肥 ３ ７ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 ３ ７

Ｓ１３ 羊粪有机肥 １３ ０ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 １３ ０

Ｓ２６ 羊粪有机肥 ２６ ０ 无菌 ＮＢＮＳ 液体培养基 ２６ ０

ＩＳ３ ７ 羊粪有机肥 ３ ７ ＹＳＱ０３０ 菌液 ３ ７

ＩＳ１３ 羊粪有机肥 １３ ０ ＹＳＱ０３０ 菌液 １３ ０

ＩＳ２６ 羊粪有机肥 ２６ ０ ＹＳＱ０３０ 菌液 ２６ ０

ＣＫ 无 无 无 无

１ ４　 土壤微宇宙试验设计

土壤微宇宙试验共 １３ 个处理，每个处理 ４ 个重

复，具体处理设置如表 １ 所示．Ｃ１ ６、Ｃ３ ９、Ｃ７ ８ 分

别表示施用 １ ６、３ ９ 和 ７ ８ ｇ 有机无机复混肥，同时

按照质量体积比１ ∶１ 加入无菌的 ＮＢＮＳ 液体培养基；
ＩＣ１ ６、ＩＣ３ ９、ＩＣ７ ８ 分别表示施用 １ ６、３ ９ 和 ７ ８ ｇ
有机无机复混肥，同时按照质量体积比 １ ∶ １接种

７１４
学报，２０２４，１６（３）：４１６⁃４２７
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ＹＳＱ０３０ 菌液；Ｓ３ ７、Ｓ１３、Ｓ２６ 分别表示施用 ３ ７、１３
和 ２６ ｇ 羊粪有机肥，同时按照质量体积比 １ ∶１加入

无菌的 ＮＢＮＳ 液体培养基；ＩＳ３ ７、ＩＳ１３、ＩＳ２６ 分别表

示施用 ３ ７、１３ 和 ２６ ｇ 羊粪有机肥，同时按照质量体

积比１ ∶１ 接种 ＹＳＱ０３０ 菌液；ＣＫ 表示不施肥、不接种

的对照．建立土壤微宇宙试验具体过程：先称取 １００
ｇ 供试土壤放入约 ５００ ｍＬ 的培养瓶中，加入有机肥、
混合搅拌均匀；接着加入 １００ ｇ 供试土壤，将培养瓶

中的土壤压实后，倒入 ＹＳＱ０３０ 菌液或无菌的 ＮＢＮＳ
液体培养基；最后加入蒸馏水使得培养瓶中的土壤

含水量达到最大田间持水量的 ８０％．将处理完的培

养瓶放入生化培养箱内，置于 ２６ ℃暗培养．

表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名 引物名称 引物序列 荧光定量 ＰＣＲ 反应程序

ＡＯＡ ａｍｏＡ
Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ ７２ ℃，４５ ｓ；３９×

ＡＯＢ ａｍｏＡ
ａｍｏＡ⁃１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

ａｍｏＡ⁃２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ ７２ ℃，４５ ｓ；３９×

ｎｉｒＳ
ｎｉｒＳ⁃ｃｄ３ａＦ ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

ｎｉｒＳ⁃Ｒ３ｃｄ ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ ７２ ℃，４５ ｓ；３９×

ｎｉｒＫ
ｎｉｒＫ⁃Ｆ１ａＣｕ ＧＣＣＴＣＧＡＴＣＡＧＲＴＴＲＴＧＧＴＴ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

ｎｉｒＫ⁃Ｒ３Ｃｕ ＡＴＹＧＧＣＧＧＶＣＡＹＧＧＣＧＡ ７２ ℃，１ ｍｉｎ；３９×

ｎｏｓＺ Ⅰ
ｎｏｓＺ２Ｆ ＣＧＣＲＡＣＧＧＣＡＡＳＡＡＧＧＴＳＭＳＳＧＴ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

ｎｏｓＺ２Ｒ ＣＡＫＲＴＧＣＡＫＳＧＣＲＴＧＧＣＡＧＡＡ ７２ ℃，１ ｍｉｎ；３９×

ｎｏｓＺ Ⅱ
ＮｏｓＺ９１２Ｆ ＣＧＴＣＣＣＣＧＧＣＣＴＣＧＴＧＴＡ ９５ ℃，１ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；

ＮｏｓＺ１８５３Ｒ ＧＡＧＣＡＧＡＡＧＴＴＣＧＴＧＣＡＧＴＡＧＴＡＧＧＧ ７２ ℃，８０ ｓ；３９×

１ ５　 气体采集与测定

采集气样时，每个培养瓶盖上密封盖，保持 １ ｈ
后采集气体．在接种 ＹＳＱ０３０ 菌液后的第 ２ 天开始采

气，采样频率为 ２ ｄ 一次，共 １５ 次．采集后的气体采

用气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ，ＵＳＡ）测定 Ｎ２Ｏ 浓度．
气相色谱仪分析柱为 Ｐｏｒｏｐａｋ Ｑ 填充柱，柱箱温度为

６０ ℃，载气为 ９９ ９９９％的高纯氮气；后检测器为微

池电子捕获检测器（ＥＣＤ），用于测定气体样品中

Ｎ２Ｏ 的浓度，工作温度为 ４００ ℃，尾吹气为 ５％氩甲

烷标准气（９９ ９９９％），流量为 ２ ｍＬ·ｍｉｎ－１，最低检测

下限为 ３２ μｇ·ｋｇ－１ ．

１ ６　 土壤样品采集与分析

采集培养试验结束时的土壤，每个试验样品采

集 ２ 份：一份过 ２ ｍｍ 筛并储藏于 ４ ℃冰箱，用于分

析 ｐＨ、ＥＣ（电导率），以及铵态氮、硝态氮等土壤理

化性质；另一份保存到－８０ ℃超低温冰箱用于提取

ＤＮＡ．采用玻璃电极法测定土壤样品的 ｐＨ，利用电

导率仪测定土壤样品的 ＥＣ，紫外分光光度法测定样

品的硝态氮和铵态氮含量．

１ ７　 提取土壤 ＤＮＡ 与实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

利用 ＨｉＰｕｒｅ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒（Ｍａｇｅｎ，
Ｃｈｉｎａ）提取土壤样品中的 ＤＮＡ，并使用超微量紫外

可见分光光度计（Ｌｉｆｅ Ｒｅａｌ，Ｃｈｉｎａ）测定 ＤＮＡ 浓度．
提取的土壤 ＤＮＡ 样品在实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（ｂｉｏ⁃
ｒａｄ，ＣＦＸ９６，Ｃｈｉｎａ）上完成反应，每个样品 ３ 个重复．
反应体系为 ２５ μＬ，包括 １２ ５ μＬ 的 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ、１ μＬ 的正反引物、５ ５ μＬ 双蒸水以及 ５
μＬ 的 ＤＮＡ 模板．本试验设计的氮循环功能基因种

类、引物序列以及反应程序如表 ２ 所示．所有试验结

果的扩增效率均处于 ９０ ５％～９５ ５％之间，溶解曲线

呈单峰．

１ ８　 数据统计与分析

所有数据用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 和 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行

处理和绘图，采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 软件对不同试

验处理进行方差分析、最小显著性检验（ＬＳＤ）和相

关性分析；不同处理间统计差异显著性（Ｐ＜０ ０５）用
不同的小写字母表示，相关性分析中以 Ｐ＜０ ０１ 表示

极显著相关，Ｐ＜０ ０５ 表示显著相关．

２　 结果与分析

２ １　 接种 ＹＳＱ０３０ 对施用两种有机肥土壤 Ｎ２Ｏ 排

放的影响
　 　 等氮量条件下施用有机无机复混肥后土壤 Ｎ２Ｏ
排放通量远高于施用羊粪有机肥．Ｎ２Ｏ 排放通量在

８１４
朱津宏，等．接种氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）还原细菌 ＹＳＱ０３０ 对复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响．

ＺＨＵ Ｊｉｎｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎ２Ｏ⁃ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ＹＳＱ０３０ ｏｎ ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｓｏｉｌ．



第 ２ 天达到排放峰值，２ 周后出现第 ２ 个峰值，但相

对于第 １ 次峰值大幅降低（图 １）．除了 ＩＣ１ ６ 处理相

对于 Ｃ１ ６ 处理 Ｎ２Ｏ 排放量略微上升外，其余处理

在接种 ＹＳＱ０３０ 后均能有效降低 Ｎ２Ｏ 排放量（单位

时间单位质量干土所排放的 Ｎ２Ｏ 态氮的质量）．双因

素方差分析结果显示，接种 ＹＳＱ０３０ 效应极显著，但
施用有机无机复混肥的效应不显著，两者交互作用

的效应显著． 施用较大量有机无机复混肥配施

ＹＳＱ０３０ 的效果更加明显，ＩＣ３ ９、ＩＣ７ ８ 与对应的未

接种 ＹＳＱ０３０ 菌液的处理相比 Ｎ２Ｏ 累积排放量分别

减少了 ７５ ４％和 ９１ ５％（图 ２）．接种 ＹＳＱ０３０ 的效应

不显著，但施用羊粪有机肥的效应显著，两者交互作

用的效应不显著．施用羊粪有机肥后接种 ＹＳＱ０３０，

减排效果从大到小依次为 ＩＳ３ ７ ＞ ＩＳ２６ ＞ ＩＳ１３． ＩＳ３ ７
处理与 Ｓ３ ７ 处理相比 Ｎ２Ｏ 排放量降低了近 ３０ ９％．

２ ２　 接种 ＹＳＱ０３０ 对施用两种有机肥土壤理化性

质的影响

　 　 施用有机无机复混肥相对于不施肥对照均显著

降低土壤 ｐＨ 值，而施用有机无机复混肥后接种

ＹＳＱ０３０ 能明显提高土壤 ｐＨ．施用羊粪有机肥相对

于不施肥对照显著降低土壤 ｐＨ，但随着施用量增

加，土壤 ｐＨ 值也随之上升．施用有机肥与未施肥的

对照相比均能够显著提升土壤的电导率，且电导率

的增加随施用量的增加而呈现上升趋势．在等氮量

条件下施用有机无机复混肥相对于羊粪有机肥，土
壤电导率增加更快 ．施用有机无机复混肥和羊粪有

图 １　 施用有机无机复混肥（ａ）和羊粪有机肥（ｂ）后土壤 Ｎ２Ｏ 排放通量

Ｆｉｇ １　 Ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｌｕｘｅｓ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ａ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｂ）

注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，柱状图中标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５）；双因素方差分析 ＮＳ．表示不显著，
∗表示 Ｐ＜０ ０５，∗∗表示 Ｐ＜０ ０１，∗∗∗表示 Ｐ＜０ ００１．

图 ２　 施用有机无机复混肥（ａ）和羊粪有机肥（ｂ）后土壤 Ｎ２Ｏ 累积排放量

Ｆｉｇ ２ Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ａ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｂ）

９１４
学报，２０２４，１６（３）：４１６⁃４２７

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２４，１６（３）：４１６⁃４２７



机肥对于土壤中的铵态氮和硝态氮提升显著，尤其

是施用有机无机复混肥后，土壤中的硝态氮和铵态

氮含量远远高过施羊粪有机肥．施用有机无机复混

肥后接种 ＹＳＱ０３０，除 ＩＣ１ ６ 处理外，其余处理土壤

中的硝态氮和铵态氮含量均有不同程度的降低，并
随着肥料用量的增加而下降．施用羊粪有机肥后接

种 ＹＳＱ０３０，土壤中的铵态氮含量则无明显变化，但
硝态氮含量有所提升，并随着肥料用量的增加而增

大（表 ３、表 ４）．在施用有机无机复混肥的基础上接

种 ＹＳＱ０３０ 能够调节土壤 ｐＨ、电导率，降低土壤中的

硝态氮、铵态氮含量；在施用羊粪有机肥的基础上接

种 ＹＳＱ０３０ 也能调节土壤 ｐＨ、电导率，而且还能提升

土壤中的硝态氮含量，增强土壤养分含量．

２ ３　 接种 ＹＳＱ０３０ 对施用两种有机肥土壤硝化和

反硝化功能基因丰度的影响

２ ３ １　 硝化功能基因丰度

施用有机无机复混肥后接种 ＹＳＱ０３０ 相对于不

接种对照能够增加土壤中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度（单
位质量干土中基因的拷贝数），ＩＣ１ ６ 处理相对于

Ｃ１ ６ 处理土壤中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度增长幅度

最大 （图 ３ａ）； ＩＣ１ ６ 和 ＩＣ３ ９ 处理能提升土壤中

ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度（图 ３ｃ）．除 ＩＳ３ ７ 处理外，其他

施用羊粪有机肥接种 ＹＳＱ０３０ 的处理与对应未接种

处理相比，土壤中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度无显著变

化（图 ３ｂ）；除 ＩＳ２６ 处理外，其他接种 ＹＳＱ０３０ 的处

理与对应未接种处理相比，土壤中的 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基

因丰度无显著变化（图 ３ｄ）．施用有机无机复混肥和

羊粪有机肥均降低了土壤中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度．
施用有机无机复混肥的处理土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰

度降低幅度从大到小依次为 Ｃ１ ６、Ｃ７ ８、Ｃ３ ９．施用

羊粪有机肥的处理土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度降低幅

度从大到小依次为 Ｓ２６、Ｓ１３、Ｓ３ ７．施用有机无机复

混肥后土壤中的 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度均显著降低，
但随着施肥量的增加其丰度也显著增加．除 Ｓ２６ 处

理外施用羊粪有机肥接种 ＹＳＱ０３０ 能显著增加土壤

中 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度（图 ３）．
２ ３ ２　 反硝化功能基因丰度

施用有机无机复混肥后接种 ＹＳＱ０３０ 相对于不

接种处理能增加土壤 ｎｉｒＳ 基因丰度 （图 ４ａ）． 除
ＩＣ７ ８ 处理外，施用有机无机复混肥后接种 ＹＳＱ０３０
的处理与对应未接种处理相比，土壤中的 ｎｉｒＫ 基因

丰度均有增加趋势（图 ４ｃ） ．施用羊粪有机肥后接种

表 ３　 施用有机无机复混肥后的土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

处理 ｐＨ
ＥＣ ／

（ｍｓ·ｃｍ－１）
硝态氮质量分数 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
铵态氮质量分数 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｃ１ ６ ５ ５２±０ ０９ ｂｃ ９６４ ７５±４２ ００ ｃｄ ４０ ３４±２ ５８ ｄ １１ ５０±１ １１ ｄ

Ｃ３ ９ ４ ７１±０ ０５ ｅ ２ ００１ ５０±１２１ ６５ ｂｃ ６９ ５４±９ ２０ ｃ ２９ ６８±１ ０４ ｂ

Ｃ７ ８ ５ １９±０ １３ ｄ ３ ４７７ ５０±１１８ ２８ ａ １４８ ２０±７ ８５ ａ ３６ ６２±０ ８７ ａ

ＩＣ１ ６ ５ ５２±０ １３ ｂｃ ８１６ ２５±７５ １２ ｄ ３２ ４５±４ ２６ ｄ １１ ７５±１ １５ ｄ

ＩＣ３ ９ ５ ５２±０ １０ ｂｃ １ ７３８ ００±４８ ８２ ｂｃ ５３ ０７±７ ３６ ｄ ２５ ４７±０ ６０ ｃ

ＩＣ７ ８ ５ ６３±０ ０３ ｂ ３ ３６２ ５０±１８６ ３８ ａｂ １２１ ９７±１４ ８３ ｂｃ ３４ ７４±０ ７７ ａ

ＣＫ ６ ７７±０ ０２ ａ ９７ ２５±１５ １６ ｅ ０ １３±０ １２ ｅ ０ ０２±０ ００ ｅ
　 注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，同一列标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５） ．

表 ４　 施用羊粪有机肥后的土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ

处理
ｐＨ ＥＣ ／

（ｍｓ·ｃｍ－１）
硝态氮质量分数 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
铵态氮质量分数 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｓ３ ７ ６ ５０±０ ０６ ｂ ２４５ ００±４６ ５２ ｃ ８ ４６±１ ９６ ｄ ０ ９０±０ １６ ａ

Ｓ１３ ６ ４２±０ ０８ ｂｃ ３５２ ００±１０９ ２１ ｂ １３ ６２±２ ０６ ｂｃｄ ０ ８９±０ ０５ ａ

Ｓ２６ ６ ５１±０ ０４ ｂ ５８６ ５０±４５ ２３ ａ １７ ７０±２ ６８ ａｂ ０ ８２±０ ０６ ａ

ＩＳ３ ７ ６ １１±０ ０３ ｅ ２７３ ５０±３２ ３６ ｃ １１ ３４±０ ５９ ｃｄ ０ ８１±０ ０６ ａ

ＩＳ１３ ６ ２６±０ ０４ ｄ ３８９ ５０±２６ ７１ ｂ １５ １９±３ ８０ ｂｃ ０ ７４±０ １５ ａ

ＩＳ２６ ６ ３７±０ ０４ ｃ ４９９ ７５±１１ ９８ ａ ２２ ８７±２ ３４ ａ ０ ９４±０ １４ ａ

ＣＫ ６ ７７±０ ０２ ａ ９７ ２５±１５ １６ ｄ ０ １３±０ １２ ｅ ０ ０２±０ ００ ｂ
　 注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，同一列标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５） ．

０２４
朱津宏，等．接种氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）还原细菌 ＹＳＱ０３０ 对复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响．

ＺＨＵ Ｊｉｎｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎ２Ｏ⁃ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ＹＳＱ０３０ ｏｎ ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｓｏｉｌ．



注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，柱状图中标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５） ．

图 ３　 施用有机无机复混肥（ａ）和羊粪有机肥（ｂ）后土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度以及

施用有机无机复混肥（ｃ）和羊粪有机肥（ｄ）后土壤 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度

Ｆｉｇ ３　 Ｓｏｉｌ ＡＯＡ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ａ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｂ），
ａｎｄ ｓｏｉｌ ＡＯＢ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ｃ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｄ）

ＹＳＱ０３０ 处理与对应未接种菌株的处理相比，土壤中

ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度均无明显变化（图 ４ｂ 和 ４ｄ）．施
用有机无机复混肥和羊粪有机肥与未施肥对照相

比，均显著降低了土壤 ｎｉｒＳ 基因丰度．除 ＩＣ７ ８ 和

Ｃ７ ８ 处理外，施用有机无机复混肥与未施肥对照相

比，显著降低了土壤中 ｎｉｒＫ 的基因丰度，但随着有机

无机复混肥的施用量增加，土壤中 ｎｉｒＫ 基因丰度有

增加的趋势．施用羊粪有机肥的所有处理与未施肥

对照相比，土壤中 ｎｉｒＫ 的基因丰度均无显著变化

（图 ４）．
施用有机无机复混肥后接种 ＹＳＱ０３０ 处理与对

应未接种处理相比，土壤 ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰

度均呈增加趋势．其中：ＩＣ１ ６ 和 ＩＣ３ ９ 处理均显著

提高土壤中 ｎｏｓＺ Ⅰ 基因丰度，分别增加了 ９９ ７％
和 ７５ ４％；ＩＣ７ ８ 处理的 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度显著增加

（图 ５ａ 和 ５ｃ）．施用羊粪有机肥后接种 ＹＳＱ０３０，土壤

中 ｎｏｓＺ Ⅰ 基因丰度均呈现减少趋势（图 ５ｂ）．除
ＩＳ１３ 处理能增加土壤 ５ 基因丰度外，ＩＳ３ ７ 和 ＩＳ２６
处理降低了土壤 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度（图 ５ｄ）．施用有

机无机复混肥的所有处理与未施肥对照相比，土壤

ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度均显著降低，而且 ｎｏｓＺ
Ⅱ 基因丰度降低程度更大．随着有机无机复混肥的

用量增加，土壤 ｎｏｓＺ Ⅰ 基因丰度逐渐增大；相对于

Ｃ１ ６ 处理，Ｃ３ ９ 和 Ｃ７ ８ 处理土壤 ｎｏｓＺ Ⅰ 基因丰

度增量均为 １ 倍以上（图 ５ａ 和 ５ｃ）．施用羊粪有机肥

的多数处理土壤中 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度与未施肥对照

相比均有增加趋势，其中 Ｓ３ ７ 和 Ｓ２６ 处理显著增加

了土壤中 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度（图 ５ｄ）．

１２４
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注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，柱状图中标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５） ．

图 ４　 施用有机无机复混肥（ａ）和羊粪有机肥（ｂ）后土壤 ｎｉｒＳ 基因丰度以及施用有机无机复混肥（ｃ）和
羊粪有机肥（ｄ）后土壤 ｎｉｒＫ 基因丰度

Ｆｉｇ ４　 Ｓｏｉｌ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ａ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｂ），
ａｎｄ ｓｏｉｌ ｎｉｒＫ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ｃ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｄ）

２ ４　 氮循环关键功能基因、土壤理化性质与 Ｎ２Ｏ
排放量的相关性分析

　 　 土壤氮循环关键功能基因、土壤理化性质与

Ｎ２Ｏ 排放量的相关性如表 ５ 所示．土壤 Ｎ２Ｏ 排放量

与 ｐＨ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ、ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度呈负相关关

系（Ｐ＜０ ０１），与 ＥＣ、硝态氮、铵态氮呈现正相关关

系（Ｐ＜０ ０１）．土壤 ｐＨ 与土壤中 ＥＣ、硝态氮、铵态氮

呈负相关关系（Ｐ＜０ ０１），与 ＡＯＡ ａｍｏＡ、ＡＯＢ ａｍｏＡ、
ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ、ｎｏｓＺ Ⅰ、ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度呈正相关关系

（Ｐ＜０ ０１）．ＥＣ 与土壤中硝态氮和铵态氮呈正相关

关系（Ｐ＜０ ０１），与 ＡＯＢ ａｍｏＡ、ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度呈

负相关关系（Ｐ＜０ ０１），与 ＡＯＡ ａｍｏＡ、ｎｉｒＳ、ｎｏｓＺ Ⅰ
基因丰度呈负相关关系（Ｐ＜０ ０５）．硝态氮与铵态氮

呈正相关关系（Ｐ＜０ ０１），与土壤中 ＡＯＢ ａｍｏＡ、ｎｏｓＺ
Ⅱ 基因丰度呈负相关关系（Ｐ＜０ ０１），与 ＡＯＡ ａｍｏＡ
基因丰度呈负相关关系（Ｐ＜０ ０５）．铵态氮与 ＡＯＢ

ａｍｏＡ、ｎｏｓＺ Ⅰ、ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度呈负相关关系（Ｐ＜
０ ０１），与 ＡＯＡ ａｍｏＡ、ｎｉｒＳ 基因丰度呈负相关关系

（Ｐ＜０ ０５）．ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度与 ＡＯＢ ａｍｏＡ 、ｎｉｒＳ、
ｎｉｒＫ、ｎｏｓＺ Ⅰ、ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度呈正相关关系（Ｐ＜
０ ０１）．其余反硝化功能基因丰度之间呈正相关关系

（Ｐ＜０ ０１）．

３　 讨论

复垦土壤因其地力水平低、养分含量少，往往需

要施用有机肥来改善土壤结构、提升肥力水平．有研

究表明：将木本泥炭制作成的有机肥施到黄河三角

洲地区复垦土壤，能够增加土壤有机质含量［３０］；将
腐殖酸施用到由黄绵土组成的复垦土壤中，使得土

壤孔隙度提升，从而有利于地力快速提升和农业发

展［３１］；将改良的有机肥施用到露天煤矿区复垦土壤

中，能够提升土壤肥力［３２］ ．但是施用有机肥会增加土

２２４
朱津宏，等．接种氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）还原细菌 ＹＳＱ０３０ 对复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响．

ＺＨＵ Ｊｉｎｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎ２Ｏ⁃ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ＹＳＱ０３０ ｏｎ ｓｏｉｌ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｓｏｉｌ．



注：运用 ＬＳＤ 显著性检验，柱状图中标注不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０ ０５） ．

图 ５　 施用有机无机复混肥（ａ）和羊粪有机肥（ｂ）后土壤 ｎｏｓＺ Ⅰ 基因丰度以及施用有机无机复混肥（ｃ）和
羊粪有机肥（ｄ）后土壤 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度

Ｆｉｇ ５　 Ｓｏｉｌ ｎｏｓＺ Ⅰ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ａ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｂ），
ａｎｄ ｓｏｉｌ ｎｏｓＺ Ⅱ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ （ｃ） ｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ （ｄ）

表 ５　 土壤理化性质、各功能基因丰度与 Ｎ２Ｏ 排放量相关性

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ

Ｎ２Ｏ
排放量

ｐＨ ＥＣ 硝态氮
质量分数

铵态氮
质量分数

ＡＯＡ ａｍｏＡ ＡＯＢ ａｍｏＡ ｎｉｒＳ ｎｉｒＫ ｎｏｓＺ Ⅰ

ｐＨ －０ ６５３∗∗

ＥＣ ０ ５４３∗∗ －０ ６９９∗∗

硝态氮质量分数 ０ ５８６∗∗ －０ ６６０∗∗ ０ ９５０∗∗

铵态氮质量分数 ０ ６１２∗∗ －０ ８１５∗∗ ０ ９５６∗∗ ０ ９０９∗∗

ＡＯＡ ａｍｏＡ －０ １８１ ０ ４０５∗∗ －０ ２８０∗ －０ ２７４∗ －０ ２８４∗

ＡＯＢ ａｍｏＡ －０ ４１３∗∗ ０ ６５４∗∗ －０ ５３５∗∗ －０ ４７６∗∗ －０ ６２４∗∗ ０ ４５２∗∗

ｎｉｒＳ －０ ２４３ ０ ５２８∗∗ －０ ２８１∗ －０ ２６９ －０ ３３９∗ ０ ５９３∗∗ ０ ３８４∗∗

ｎｉｒＫ －０ １１３ ０ ４０４∗∗ －０ ０７１ －０ ０１６ －０ １７８ ０ ６４２∗∗ ０ ５４７∗∗ ０ ６６０∗∗

ｎｏｓＺ Ⅰ －０ ２４７ ０ ５５９∗∗ －０ ２７９∗ －０ ２５２ －０ ３５８∗∗ ０ ６５１∗∗ ０ ５２３∗∗ ０ ８７９∗∗ ０ ８６７∗∗

ｎｏｓＺ Ⅱ －０ ４２３∗∗ ０ ７４１∗∗ －０ ５４０∗∗ －０ ５０４∗∗ －０ ６３８∗∗ ０ ４８１∗∗ ０ ６３０∗∗ ０ ５２１∗∗ ０ ６３８∗∗ ０ ６９４∗∗

　 注：∗表示 Ｐ＜０ ０５ 水平显著相关，∗∗表示 Ｐ＜０ ０１ 水平显著相关．
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壤 Ｎ２Ｏ 的排放，而且施用有机肥对于土壤 Ｎ２Ｏ 的排

放比施用化肥更多［３３］，所以在土地复垦的过程中很

难兼顾地力提升和固碳减排．
ＰＧＰＲ 作为绝大多数微生物肥料的重要菌种来

源，不仅能够影响土壤中氮素养分转化和供应，减少

农田土壤 Ｎ２Ｏ 的排放，而且还能够调节土壤理化性

质，保持和提高土壤肥力．ＰＧＰＲ 的减排能力也成为

国内外许多学者的研究热点．Ｇａｏ 等［２６］ 将 Ｎ２Ｏ 还原

菌接种至添加畜禽粪便有机肥的土壤中，发现能够

减排 Ｎ２Ｏ；Ｉｔａｋｕｒａ 等［２７］ 在田间原位条件和蛭石盆栽

试验体系中将含 ｎｏｓＺ 基因的大豆根瘤菌接种至大

豆根部能够有效减少 Ｎ２Ｏ 的排放；接种具有 Ｎ２Ｏ 还

原功能的 ＰＧＰＲ 到牧草地土壤，不仅可以减少土壤

Ｎ２Ｏ 的排放，而且能够促进牧草生长［２８］ ．反硝化无色

杆菌 ＹＳＱ０３０ 在纯培养条件下表现出非常强的 Ｎ２Ｏ
还原能力，减排效率达 ６６ ３％；在田间原位条件下将

该菌剂接种到施用尿素的设施栽培蔬菜地，显著减

少了土壤 Ｎ２Ｏ 累积排放量，同时显著增加了作物的

干重、叶面积以及叶片叶绿素含量［２５］ ．
本研究在土壤微宇宙条件下，通过接种含有

ｎｏｓＺ 基因的 ＹＳＱ０３０ 到施用有机无机复混肥和羊粪

有机肥的丘陵地区复垦土壤，发现在施用有机无机

复混肥和羊粪有机肥的土壤中接种 ＹＳＱ０３０ 具有减

少 Ｎ２Ｏ 排放的能力，最大减排效率分别达 ９１ ５％和

３０ ９％．本试验中接种 ＹＳＱ０３０ 后表现出很明显的

Ｎ２Ｏ 减排效应，可能是接种的微生物本身能合成有

活性的氧化亚氮还原酶（Ｎ２ＯＲ） 或通过改变土著

Ｎ２Ｏ 还原细菌群落的组成和丰度以及代谢活性，从
而实现农业土壤 Ｎ２Ｏ 的减排．但接种微生物在环境

中存活和定殖等情况尚不明确，监测其在土壤中的

存活和定殖情况至关重要．Ｇａｏ 等［３４］ 基于菌株的全

基因组序列设计菌株特异性引物，定量分析菌株在

培养过程中的动态变化．本试验中接种 ＹＳＱ０３０ 菌剂

后菌株的存活和定殖情况以及其他土著微生物群落

组成和丰度变化，对揭示减少 Ｎ２Ｏ 排放的微生物机

理十分必要．后续将设计菌株特异性引物，并结合功

能基因的高通量测序更加深入地探讨相应的土壤微

生物机理．
土壤中 Ｎ２Ｏ 的排放主要是由微生物的硝化和反

硝化作用主导的，Ｎ２Ｏ 的减排则要通过产生 Ｎ２ＯＲ
的反硝化微生物将 Ｎ２Ｏ 还原为 Ｎ２，微生物产生

Ｎ２ＯＲ 主要是由 ｎｏｓＺ 基因编码，因此土壤微生物种

群的 Ｎ２Ｏ 还原能力将土壤中 ｎｏｓＺ 基因丰度作为评

价指标［３５⁃３７］ ．这与本研究得出的结果相似，施用有机

无机复混肥后接种 ＹＳＱ０３０ 的土壤中 Ｎ２Ｏ 排放量下

降，这得益于土壤中 ｎｏｓＺ 基因丰度的增加．在减排效

果较好的 ＩＣ３ ９、 ＩＣ７ ８ 处理的土壤中，功能基因

ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度都有不同程度的提升．
施用有机无机复混肥后土壤中 Ｎ２Ｏ 排放量显著增

加，这可能是因为土壤中功能基因 ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ
Ⅱ 基因丰度下降．在等氮量条件下施用有机无机复

混肥处理的 Ｎ２Ｏ 排放量远高于施用羊粪有机肥处

理，这可能是由于施用有机无机复混肥的土壤中

ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度均低于施用羊粪有机肥

的土壤，尤其是 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度降低更加明显．本
研究通过相关性分析发现 Ｎ２Ｏ 排放量与 ｎｏｓＺ Ⅰ 和

ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度均呈负相关，尤其是与 ｎｏｓＺ Ⅱ 基

因丰度呈极显著负相关（Ｐ＜０ ０１），表明 ｎｏｓＺ Ⅱ 基

因在减排农田土壤 Ｎ２Ｏ 排放中具有更加重要的作

用．这也是因为非典型的反硝化细菌大多仅含有

ｎｏｓＺ 基因，不含其他反硝化基因［３８⁃３９］ ．
Ｎ２Ｏ 还原为 Ｎ２ 的生物过程受诸多环境因子的

影响，其中 ｐＨ 是最为关键的影响因素［４０］ ．本研究中

ｐＨ 与 Ｎ２Ｏ 排放量、其他环境因子以及硝化和反硝化

功能基因均呈现极显著相关．施用有机无机复混肥

对土壤硝化和反硝化功能基因丰度均有明显影响，
而施用羊粪有机肥对土壤硝化和反硝化功能基因大

多没有显著影响，这也意味着不同类型有机肥对氮

循环关键功能基因丰度的影响各不相同．此外，施用

不同类型有机肥后接种 ＹＳＱ０３０，其减少土壤 Ｎ２Ｏ 排

放的效应也各不相同，相应的土壤微生物机理值得

进一步研究．

４　 结论

无论施用有机无机复混肥还是羊粪有机肥都能

提高土壤矿物氮含量，但也增加了土壤 Ｎ２Ｏ 排放量．
等氮量条件下，施用有机无机复混肥处理的 Ｎ２Ｏ 排

放量远高于施用羊粪有机肥，这可能是由于施用有

机无机复混肥的土壤中 ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰

度均低于施用羊粪有机肥的土壤，尤其是 ｎｏｓＺ Ⅱ基

因丰度降低更为明显．施用含氮量较高的有机无机

复混肥并接种 ＹＳＱ０３０ 能够显著降低土壤 Ｎ２Ｏ 的排

放量，最高减少 ９１ ５％，而且与未接种的对照相比土

壤中 ｎｏｓＺ Ⅰ 和 ｎｏｓＺ Ⅱ 基因丰度均明显增加．施用

含氮量较低的羊粪有机肥并接种 ＹＳＱ０３０ 能有效降

低土壤 Ｎ２Ｏ 的排放量，最高减少 ３０ ９％．研究结果将

４２４
朱津宏，等．接种氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）还原细菌 ＹＳＱ０３０ 对复垦土壤 Ｎ２Ｏ 排放和氮循环关键功能基因的影响．
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为研发具有地力提升和固碳减排协同的新型微生物

肥料、生物有机肥提供核心菌种，也将为减少复垦土

壤 Ｎ２Ｏ 排放提供科学依据．
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