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摘 要：【目的】秸秆覆盖免耕与有机无机肥配施均能有效提升土壤肥力，但二者对微生物碳氮

周转的影响机制尚待明确。【方法】以常规耕作(CK)土壤为对照，有机无机肥配施(CM)和秸秆覆

盖免耕(CT)土壤为处理组，采用 13C 标记葡萄糖结合稳定同位素核酸探针(DNA-SIP)技术的室内

微宇宙培养实验，探究了外源葡萄糖与尿素添加条件下黑土微生物活动中的呼吸、矿化、异化分

解(以 13C-CO2 衡量)、同化形成稳定有机碳(以 13C-SOC 衡量)、激发效应、N2O 排放、碳中和及活

性微生物特征。【结果】对照(+水)处理中，土壤微生物呼吸与矿化强度依次为 CK<CM<CT，CO2

最大排放速率分别为 0.413、0.589、0.615 µmol/(g·d)。外源有机碳氮添加引发正激发效应，且效

应强度为碳氮同时添加(Glu+N)>单加碳(Glu)>单加氮(N)，但激发效应未随外源有机质总量增加而

持续增强。异化分解作用随外源添加量增加而增强， 13C-CO2 累积量表现为 CK (97.0 nmol/g)> 

CM (90.4 nmol/g)>CT (81.9 nmol/g)。然而，微生物同化作用产生的稳定 13C-SOC 含量在 CT 土壤

中为 296.4 nmol/g，高于 CM 土壤中的 263.5 nmol/g。3 种土壤的碳利用效率均约为 80%，同时约

30% 的 N2O 排放被 13C-SOC 的形成所抵消。碳中和分析显示，CK 与 CT 土壤的 CO2 净排放量较

CM 土壤高出 50%。此外，外源碳氮添加下微生物繁殖中活性氨氧化微生物主要为氨氧化细菌中

的亚硝化螺菌属(Nitrosospira)。【结论】相较于长期有机无机肥配施，秸秆覆盖免耕在提升土壤肥

力方面展现出更高的呼吸、矿化与固碳能力，且其异化分解能力也相对较低，但导致了较高的

CO2 净排放量。
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Abstract: [Objective] Both no-tillage with straw mulching and combined application of organic 
and inorganic fertilizers can effectively enhance soil fertility. However, the mechanisms by which 
they influence microbial carbon and nitrogen turnover remain unclear. [Methods] Soil samples 
included conventional tillage (CK) as the control, along with two management treatments: soils 
under combined application of organic and inorganic fertilizers (CM) and no-tillage with straw 
mulching (CT). By employing DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) with 13C-glucose in a 
laboratory microcosm incubation experiment, we investigated the responses of microbial activities 
in black soil to exogenous glucose and urea addition. Key processes examined included respiration, 
mineralization, dissimilatory decomposition (measured by 13C-CO2), assimilatory formation of 
stable organic carbon (measured by 13C-SOC), priming effects, N2O emissions, carbon neutrality, 
and active microorganisms. [Results] In the control treatment with water addition, soil microbial 
respiration and mineralization intensity followed the order of CK<CM<CT, which showed the 
maximum CO2 emission rates of 0.413, 0.589, and 0.615 µmol/(g ⋅ d), respectively. Exogenous 
carbon and nitrogen addition induced positive priming effect, with the intensity ranking as 
simultaneous carbon and nitrogen addition (Glu+N) >carbon-only addition (Glu) >nitrogen-only 
addition (N). However, the priming effect did not continuously enhance with the increase in the 
total amount of exogenous organic matter. Dissimilatory decomposition enhanced as the amount of 
exogenous addition increased, with cumulative 13C-CO2 emissions following the trend of CK 
(97.0 nmol/g)>CM (90.4 nmol/g)>CT (81.9 nmol/g). The content of stable 13C-SOC produced by 
microbial assimilation in CT was 296.4 nmol/g, higher than that in CM (263.5 nmol/g). The carbon 
use efficiency of soil in the three groups was approximately 80%, and about 30% of N2O emissions 
were offset by the formation of 13C-SOC. Carbon neutrality analysis revealed that the net CO2 
emissions from CK and CT soil samples were 50% higher than those from the CM soil sample. 
Additionally, under the addition of exogenous carbon and nitrogen, the active ammonia-oxidizing 
microorganisms during microbial proliferation were primarily ammonia-oxidizing bacteria, 
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specifically Nitrosospira. [Conclusion] CT demonstrates higher respiration, mineralization, and 
carbon sequestration capabilities and lower dissimilatory decomposition capability in enhancing 
soil fertility than CM, while it results in higher net CO2 emissions.
Keywords: DNA-SIP; organic carbon turnover; active microorganisms; greenhouse gas; carbon 
neutrality

东北黑土区是全球范围内极为珍稀且最为

适宜农耕的黑土地带之一，是我国重要的粮食

生产基地，素有“耕地中的大熊猫”之美誉。然

而，自 20 世纪 80 年代以来，该地区长期面临

重用轻养、水土流失等外部不利因素的严峻挑

战，导致土壤肥力急剧下降，并伴随土壤板结

现象的出现。鉴于此严峻形势，国家高度重视

东北黑土地的保育与肥力提升工作，明确提出

需通过增加外源有机物质投入以维持并提高土

壤有机质含量，进而优化土壤结构。这一战略

举措已获得了学术界的广泛认可[1-2]。当前研究

揭示，相较于单施化肥或有机肥，外源有机肥

与化肥的配施能更有效地增强土壤有机碳的固

存能力[3]。同时，在近年来广泛推广的保护性耕

作模式中，秸秆覆盖免耕技术即便在不额外施

肥的条件下也显著提升了土壤有机碳的固持效

率[4]。因此，在实施黑土地保育与肥力提升策略

时，外源有机无机肥配施以及秸秆覆盖免耕模

式常被作为主要农田管理措施纳入黑土地保护

方案之中。这 2 种方式不仅显著提高了作物产

量，更为我国粮食安全生产提供了坚实的保障。

秸秆免耕还田与有机无机配施对土壤的改良效

果相似，因此常被放在一起比较。例如，胡星[5]

通过 3 年田间定位试验，探讨了秸秆全量还田

与有机无机肥配施对水稻产量的影响；陆强等[6]

则在稻麦轮作体系中研究了秸秆还田结合有机

无机肥配施对籽粒产量及氮素利用率的效应；

杨娜[7]基于长期定位试验分析了秸秆还田与不同

施肥策略下土壤肥力、酶活性变化及其对作物

产量的作用。尽管如此，关于有机无机肥配施

与秸秆覆盖免耕条件下黑土微生物对土壤有机

碳氮周转的内在作用机制，目前仍缺乏清晰的

认识。因此，深入追踪并揭示这 2 种耕作方式

下土壤有机碳氮周转过程中微生物响应的差异，

以及探讨该差异对土壤有机质提升和土壤结构

改善的潜在影响机制显得尤为重要。这不仅有

助于深化对黑土地保育与肥力提升机制的理解，

为制定更为有效的农田管理措施提供了科学

依据。

从内因角度分析，土壤碳氮周转过程中原

有有机无机碳氮转化以及相关微生物在土壤有

机碳固持及无机碳排放之间的平衡关系是控制

有机碳固持的关键因素。一方面，在土壤碳素

周转过程中，由生物非生物过程产生的呼吸、

矿化和异化代谢起着至关重要的作用，它是将

土壤碳库[即土壤有机碳(soil organic carbon, SOC)]

转化为大气碳库[即二氧化碳(carbon dioxide, CO2)]

的关键步骤，决定了土壤有机碳固持和温室效

应强度。另一方面，硝化微生物主导的硝化作

用将土壤中的 NH3 转化为 NO3
−，这一过程连接

着土壤中各种形态氮素的循环，是调控一系列

氮素污染如温室气体 N2O 排放、富营养化及土

壤酸化等的关键。然而，值得注意的是，农业

土壤中的硝化微生物主要为化能自养型微生物，

它们具有将大气中的 CO2 同化为自身生物量的

能力[8]，其死亡残体是土壤有机碳的主要组

成[9]。因此，硝化过程对 CO2 的固定有助于提升

土壤中的有机碳含量。例如，在针对 3 种提取自

海洋中的氨氧化细菌(ammonia-oxidizing bacteria, 

AOB)的培养实验中，氨氧化作用调控的有机

碳产生量达到了 0.04−1.35 fmol·C/(cell·h) [10]。此

外，海洋中的氨氧化古菌 (ammonia-oxidizing 

archaea, AOA)每年向深海释放的新产生的溶解

性有机碳(dissolved organic carbon, DOC)达到了
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20−90 Tg[11]。新产生的 SOC 在一定程度上抵消

了这些生物产生的 N2O 所带来的温室效应。据

估计，由于氨氧化微生物的繁殖而新固定的

CO2，在草地土壤中能够抵消 21% 的由 N2O 排

放引发的温室效应[12]。因此，研究土壤呼吸与

硝化作用产生的有机碳固持的平衡是当前农业

固碳减排研究中的重要内容。

从外部环境因素来看，外源性有机物料的

添加所触发的土壤原有有机与无机碳氮的激发

效应，以及这一效应所引发的土壤有机碳氮平

衡状态的变动，构成了控制有机碳固定过程的

关键因素。首先，外源碳的输入能够显著增强

土壤呼吸的活力及其速率[13]，并触发激发效应，

深刻影响土壤原有有机碳的矿化过程[14-15]。大

量研究表明，添加葡萄糖等简单化合物可产生

显著的激发效应，但其持续时间较短[16-17]。同

时，外源氮源的引入同样能显著加强土壤呼吸，

并触发激发效应，对土壤有机碳矿化产生深远

影响[13-15]。其次，不同类型的土壤对于外源碳

的响应存在差异。值得注意的是，外源碳的添

加已被证实能有效激发异养微生物的呼吸矿化

作用，然而在全球碳循环的研究中，土壤对外

源氮的响应往往被忽视。实际上，外源碳氮的

补充不仅显著提升了土壤中微生物的种群数量，

还可能通过调整土壤的碳氮比来影响微生物的

活跃程度[15-16,18-19]。这一变化促使土壤中甲烷氧

化菌、氨氧化细菌及反硝化细菌的丰度大幅提

升[20]，进而可能对微生物的代谢活动产生影响。

此外，植物多样性的增加通过提升根系向土壤

的碳输入，以及一系列尚未明确的其他机制，

借助微生物的代谢活动来调节土壤中碳的储存

状态[21]。这表明外源碳氮输入与植物多样性之

间存在复杂的相互作用，共同影响土壤碳的

固存。

外源有机物料输入后引发的激发效应以及

硝化固碳能力对土壤有机碳氮平衡关系的影响

是控制有机碳固存的关键因素。鉴于此，本研

究采用了 13C 标记的葡萄糖和尿素进行培养实

验，通过分析土壤呼吸产生的 13CO2 通量(代表

异化分解过程)、土壤激发效应、硝化强度以及

土壤 13C-有机碳(反应微生物合成代谢)的变化，

并结合土壤微生物数量及活性的变化情况，深

入研究了在有机无机肥配施与秸秆覆盖免耕条

件下微生物的响应机制。本研究旨在为微生物

介导的碳氮周转过程中的土壤有机碳固持和转

化提供科学依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　样点描述和土样采集

土壤样品于 2022 年 10 月采自辽宁省铁岭

市昌图县亮中桥镇永丰村 (123°32′−124°26′E，

42°33′−43°29′N)。该地区具有温带湿润季风大陆

性气候特征，年平均气温为 7.0 ℃，年降水量约

为 655 mm。年平均生长期为 135 d，无霜期年

平均时间为 146 d。该地是典型的北方平原旱作

农业地区，具有四季分明、日照丰富、年降水量

适中的特点。采样点经历了多年传统耕作、化肥

与有机肥配施耕作、秸秆覆盖免耕处理，作物和

种植方式为玉米连作，土壤类型为黑土。本研究

以常规耕作(CK)土壤为对照，选择长期有机无机

肥配施 (CM)和秸秆覆盖免耕 (CT)土壤为处理

组。采样时，CT 土壤持续种植 13 年，CM 土壤

持续种植 20 年以上。有机无机肥施肥量为无机

肥 NPK：urea-N 165 kg/hm2，P2O5 2.5 kg/hm2 和

K2O 82.5 kg/hm2；有机肥(猪厩肥)：3 000 kg/hm2。

采集作物收获后 0−20 cm 土样，将其置于冰盒

内运至实验室处理。土样被均分为 3 份：20 g

鲜土样本存放于−80 ℃冰箱，用于后续分子生物

学分析；大约 500 g 鲜土样本，在剔除草根、石

子等杂质后，过 2 mm 筛，于 4 ℃冰箱保存，用

于室内培养实验(2 周内完成)；剩余土样风干后

保存，用于土壤化学性质检测。

1.2　13C 稳定同位素核酸探针(13C-DNA-

SIP)的微宇宙培养
13C-DNA-SIP 的微宇宙培养设置 6 种处理：
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(1) 只添加水 (water)； (2) 只添加 12C 葡萄糖

(C6H12O6, 
12C-Glu)； (3) 只添加尿素 (urea, N)；

(4) 添加 12C 葡萄糖和尿素(12C-Glu+N)；(5) 只添

加 13C 葡萄糖 (13C6H12O6, 
13C-Glu)； (6) 添加 13C

葡萄糖和尿素(13C-Glu+N)。每次处理 3 个重复，

其中 13C 葡萄糖 (13C6H12O6, 
13C 全标)的丰度为

5%，是由 99% 丰度的 13C 葡萄糖(13C 全标)与 12C

葡萄糖按 1:25 比例稀释而成。13C 葡萄糖购自武

汉纽瑞德特种气体有限公司，未标记的葡萄糖

购自国药集团化学试剂沈阳有限公司。

称取新鲜土样(相当于 12 g 干土重)于培养瓶

中，调节土壤含水量至田间持水量(water holding 

capacity, WHC)的 40%，用黑色丁基塞密封，置

于培养箱中预培养 2 周。其间通过称重法定期

校正土壤含水量。预培养旨在降低本底土壤

CO2 排放量，减少土壤呼吸对 13CO2 标记底物的

稀释效应。正式培养时，加铝盖进一步密封，

每周向瓶中加入 0.05 mg/g 的葡萄糖-C 和尿素-N

(以干土计)，以研究外源碳氮添加下的微生物响

应机制。添加后调节土壤含水量至 60% WHC。

密封培养瓶，用合成空气(20% O2 和 80% N2)进

行 3 次抽真空-曝气循环，以消除瓶中残留 CO2

对外源碳添加量的干扰。将培养瓶置于 25 ℃培

养箱中、黑暗培养 28 d。分别于第 7、14、21、

28 天抽取培养瓶顶部 15 mL 气体保存于集气瓶，

用于测定 CO2、N2O 浓度及 13C-CO2 原子百分

比。集气完成后，开盖用合成空气冲洗培养瓶

以排出累积 CO2。再次补充外源碳氮，重复

3 次抽真空-曝气操作后继续培养。培养结束时

(第 28 天)，完成最终气体采集后对土壤进行破

坏性取样：每个重复取 1 g 土样于−20 ℃冰箱保

存，用于分子生物学分析；另取 6 g 土样经真空

冷冻干燥后过 1 mm 筛，取 1 g 测定土壤有机碳

含量及 13C-SOC 原子百分比；剩余约 4 g 土样按

1:5 的土水比用 2 mol/L KCl 浸提，测定土壤无

机氮含量。以培养前土样(零时刻)作为背景对

照，用于土壤化学性质、核酸提取及分子生物

学分析。

1.3　土壤化学性质测定

土壤 pH 值采用 pH 计(土水比 1:2.5)测定；

土壤有机碳(soil organic C, SOC)和全氮(total N, 

TN)含量使用元素分析仪(Elementar 公司)测定；

土壤铵态氮(NH4
+-N)和硝态氮(NO3

−-N)含量通过

流动分析仪(SEAL Analytical 公司)测定。土壤有

机碳中 13C 原子丰度(13C-SOC)和 13CO2 中
13C 原

子丰度(13C-CO2)采用元素分析仪-稳定同位素比

例质谱联用仪(Elementar 公司)测定。

土壤化学性质的分析结果如表 1 所示。

1.4　土壤 DNA 提取及超高速密度梯度

离心分层

分别取培养前 (0 d)和培养后 (28 d)的土样

各 0.5 g， 用 FastDNA® Spin Kit for Soil (MP 

Biomedicals 公司)提取基因组总 DNA。提取步

骤包括：通过冷冻粉碎和 SDS 法提取高分子量

DNA，使用苯酚提取的低熔点琼脂糖凝胶进行纯

化。采用微量紫外分光光度计(Thermo Scientific

表1　土壤化学性质

Table 1　Soil chemical properties

处理
Treatments

CK

CM

CT

pH

5.31±0.04c

6.00±0.11a

5.52±0.02b

土壤有机碳
Soil organic C (g/kg)

8.04±0.11c

14.00±0.35a

12.70±0.30b

全氮
Total N (g/kg)

0.88±0.02c

1.33±0.05a

1.21±0.01b

碳氮比
C/N ratio

9.07±0.38b

10.60±0.05a

11.00±0.10a

铵态氮
Ammonium-N (mg/kg)

9.16±0.04a

9.00±0.37a

9.72±0.36a

硝态氮
Nitrate-N (mg/kg)

0.123±0.003b

0.069±0.004c

0.165±0.014a

CK：常规耕作；CM：化肥与有机肥配施；CT：秸秆覆盖免耕。不同小写字母表示各处理间存在统计学上的显著差异。

CK: Conventional tillage; CM: Combined application of chemical and organic fertilizers; CT: No-till with straw mulching. Different 

lowercase letters indicate statistically significant differences among treatments (mean±SE).
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公司)测定纯化后 DNA 样品的浓度和纯度。所

有 DNA 样品均保存于−20 ℃冰箱备用。

采用超高速密度梯度离心法对培养 28 d 后

的土壤 DNA 样品进行分层，以获取微生物

的 13C-DNA。具体操作步骤参照贾仲君的方

法[22]，其原理是基于不同分子质量的 DNA 的浮

力密度不同，进而将 13C-DNA 和 12C-DNA 分开。

主要操作流程包括：将提取的总 DNA 样品溶于

氯化铯(CsCl)溶液中，进行超高速等密度梯度离

心；离心完成后，对形成密度梯度的 CsCl 溶液

进行等体积分层收集；回收各层 DNA，并使用

PEG 6000 沉淀不同浮力密度区的 DNA 样品。

1.5　实时荧光定量 PCR (qPCR)

对经过超高速密度梯度离心分层获得

的 13CO2 标记和 12CO2 对照 DNA 样品，采用

SYBR Premix Ex TaqTM (TaKaRa 公司)试剂盒在

实时荧光定量 PCR 扩增仪(Bio-Rad 公司)上进行扩

增分析。选用 2 对特异性引物：515F (5′-GTGC 

CAGCMGCCGCGG-3′ )/907R (5′-CCGTCAATTC 

MTTTRAGTTT-3′ )扩增总微生物 16S rRNA 基 

因；amoA-1F (5′-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′)/ 

amoA-2R (5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′)

扩增氨氧化细菌(AOB)的 amoA 功能基因。qPCR

的标准曲线釆用向载体质粒中导入功能基因的

克隆子进行制备。对原始质粒进行 10 倍梯度稀

释，得到 6−8 个数量级的标准曲线。PCR 反应体系

(20 μL)：TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH 

Plus) [宝生物工程(大连)有限公司] 10 µL，上、下

游引物 (10 μmol/μL)各 0.8 µL，ROX Reference 

Dye II 0.4 µL，DNA 模板 2 µL，灭菌水 6 µL。

16S rRNA 基因的 PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；

94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30 个循环；

72 ℃ 10 min；4 ℃保存。AOB amoA 功能基因

的 PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，

55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，39 个循环；72 ℃ 10 min；

4 ℃保存。阴性对照采用灭菌水代替 DNA 样品

作为反应模板。根据 16S rRNA 基因和 amoA 基

因丰度确定总微生物丰度和 AOB 的 13C-DNA 所

在浮力密度梯度区间以及标记程度。

1.6　Illumina 高通量测序

分别对培养前(0 d)和培养后(28 d)获得的土

壤 DNA 样品，采用通用引物 515F/907R 对微生

物 16S rRNA 基因的 V4−V5 区进行 PCR 扩增。

所有引物均按照 Illumina MiSeq 测序平台要求进

行修饰，在前引物 5′端添加测序接头及 10 bp 特

异性 barcode 序列。PCR 产物使用 Wizard SV 

Gel and PCR Clean-Up Kit (Promega 公司)进行凝

胶回收纯化。纯化后的产物委托北京百迈客生

物科技有限公司进行高通量测序。测序平台为

Illumina NovaSeq。所有测序原始数据已保存于

NCBI Sequence Read Archive 数据库，可通过序

列号 PRJNA1228262 获取。

获取测序数据后，使用 QIIME 2 软件(2020.6

版)进行生物信息学分析[23]。采用 dada2 方法进

行数据处理[24]，包括：序列去噪、双端序列

拼接以及嵌合体序列剔除，最终获得高质量

非嵌合体序列(有效数据)。进一步对有效数据

进行操作分类单元 (OTUs)聚类分析。通过计

算以下 5 个主要菌门的相对丰度之和，分析

参与土壤有机碳激发效应的微生物群落组成

变化：假单胞菌门(Pseudomonadota)、酸杆菌门

(Acidobacteriota)、放线菌门 (Actinobacteriota)、

蓝 细 菌 (Cyanobacteriota) 和 芽 孢 杆 菌 门

(Gemmatimonadota)[25-27]。

1.7　数据处理与统计分析

CO2 排放速率根据单位时间内 CO2 的累积

排放量计算；13C-CO2 净产生量由 CO2 的
13C 原

子百分比及其排放量计算得到；13C-SOC 净产生

量由 SOC 的 13C 原子百分比及其含量计算得到。

碳利用效率(carbon use efficiency, CUE)按公

式(1)计算。

CUE=13C-SOC净产生量/(13C-SOC净产生量+
13C-CO2净产生量)×100% (1)

相对激发效应通过外源有机物添加处理与

对照处理(+Water)的 CO2 排放量比值计算。
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N2O 的 CO2 当量排放量基于 N2O 的全球增

温潜能(GWP，100 年尺度)计算，其中 N2O 的

GWP 值比 CO2 高 273 倍(IPCC 2021 标准)。13C-

SOC 净产生量的当量净 CO2 固定量基于 SOC 与

CO2 的碳摩尔数 1:1 换算得到。CO2 固定与 N2O

排放的抵消率按公式(2)计算。

抵消率=净CO2固定量/(N2O排放量×273)×100%(2)

温室气体 CO2净排放量用于评估微生物活

动对土壤碳中和的贡献，按公式(3)计算。

温室气体CO2净排放量=N2O的CO2当量排放量−
净CO2固定量 (3)

采 用 Microsoft Excel 2019 和 IBM SPSS 

Statistics 24 软件进行数据处理与统计分析。组

间差异通过单因素方差分析(one-way ANOVA)进

行检验，显著性水平设为 P<0.05 表示差异显著，

数据以均值±标准差(mean±SD)形式表示。所有

图均使用 OriginPro 2021 软件绘制。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　外源碳氮添加对土壤有机碳周转的

影响

土壤微生物呼吸和矿化过程通过生物和非

生物作用将有机碳转化为无机碳(CO2) (图 1)，

是土壤碳周转的重要环节。微宇宙培养 28 d 后，

土壤呼吸强度由培养过程中产生的 CO2 累积排

放量表征，该量是由每培养 7 d 后检测的 CO2 排

放量累积计算得到的。如图 1A−1C 所示，随着

培养时间的延长，CO2 排放量逐渐增加。在未添

加碳氮的对照(water)处理中，CT 土壤产生的

CO2 累积排放量最高，达到 12.2 µmol/g，其次
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图1　外源碳氮添加下不同土壤中的有机碳累积矿化量(A−C)与矿化速率(D−F)。误差线表示3次重复实验

的标准差。

Figure 1　Cumulative mineralization (A−C) and mineralization rate (D−F) of organic carbon in different soils 

under exogenous carbon and nitrogen addition. Error bars indicate the standard deviations from three replicate 

experiments.
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是 CM 土 壤 (11.0 µmol/g)， 而 CK 土 壤 最 低

(9.35 µmol/g)。这表明长期秸秆覆盖免耕处理较

有机无机肥配施和常规耕作处理产生了更高的

土壤微生物呼吸强度。当外源有机碳氮加入后，

3 种土壤中的 CO2 累积排放量均表现出以下趋

势：单加有机氮(N)<单加有机碳(Glu)<有机碳和

有机氮同时添加(N+Glu)，说明外源有机物的加

入显著提升了土壤的呼吸作用。有机氮(尿素)

添加后与对照处理相比，3 种土壤产生的 CO2

累积排放量增加了约 1.5 倍，28 d 的累积排放速

率分别为 CK 土壤 0.482 µmol/(g·d)、CM 土壤

0.562 µmol/(g·d) 和 CT 土壤 0.633 µmol/(g·d)。

这说明 3 种土壤的呼吸作用都存在显著的氮限

制特征。单加有机碳(葡萄糖)后，CO2 累积排放

量显著高于单加有机氮处理，是对照处理的约

2 倍。当外源有机碳氮同时输入后，CO2 累积排

放量进一步增加，分别达到 CK 土壤 21.3 µmol/g、

CM 土壤 26.0 µmol/g 和 CT 土壤 29.0 µmol/g，

分别是对照处理的 2.28 倍、2.36 倍和 2.38 倍。

土壤矿化作用强度由每 7 d 培养时间内计算

得到的 CO2 排放速率表征，如图 1D−1F 所示。

在对照处理中，CK 土壤的 CO2排放速率在 0−7 d

时最高[0.413 µmol/(g·d)]，随后显著降低；而 CM

和 CT 土壤均在 7−14 d 时产生最大的 CO2排放速

率，分别为 0.589 µmol/(g·d)和 0.615 µmol/(g·d)。

本研究为每周新加入与培养初期加入的同等含

量的外源碳氮，因此随着培养时间增加，外源

有机碳氮输入量随之增加。在有机碳氮单加或

同时添加的处理中，CO2 排放速率均在 7−14 d

时最高，14−21 d 时降至最低，随后保持一致或

有略微上升。这表明当外源碳氮输入产生的土壤

矿化速率达到一定强度时，不再随外源碳氮的增

加而增加。土壤矿化作用与呼吸作用在各处理中

表现出相同趋势：有机碳氮同时添加>单施有机

碳>单施有机氮>对照。矿化速率在各土壤中同样表

现出与呼吸作用相同趋势：CT 土壤>CM 土壤>

CK 土壤。以 7−14 d 产生的 CO2 排放速率为例，

单施有机氮处理中 CK、CM 和 CT 土壤的矿化作

用分别为 0.644、0.709 和 0.861 µmol/(g·d)。

外源碳氮添加促使土壤微生物剧烈繁殖，

对本底有机碳产生激发效应。本研究将每 7 d 外

源碳氮处理与对照(water)处理间 CO2 排放量的

净增加倍数用来量化这种激发效应，并将其表

征为相对激发效应(图 2)。这个指标能够直观地

反映出外源碳氮添加后土壤微生物活动增强所

导致的 CO2 排放量相对于未添加外源碳氮的对

照组的增加程度。结果显示，3 种土壤在各处

理中的相对激发效应表现出相同趋势：有机碳
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图2　外源碳氮添加下不同土壤中的相对激发效应(n=3)。A：单加有机氮(N)；B：单加有机碳(Glu)；C：

有机碳氮同时添加(Glu+N)。

Figure 2　The relative priming effect in different soils under exogenous carbon and nitrogen addition (n=3). A: 

Nitrogen-only addition (N); B: Carbon-only addition (Glu); C: Simultaneous carbon and nitrogen addition (Glu+N).

3355



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

REN Taoyi et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(8)

氮同时添加(Glu+N)>单加有机碳(Glu)>单加有

机氮 (N)，其最大值分别为 257.9% (Glu+N)、

153.3% (Glu)和 41.2% (N)。在培养的 0−7 d，3 个

处理的相对激发效应均表现出 CM (271.6%)>CT 

(234.5%)>CK (205.3%)的趋势；7 d 后，各处理

土壤的相对激发效应随培养时间(即碳氮添加量

增加)的增加而增强，但 3 种土壤的相对激发效

应表现为 CK>CM>CT 的变化趋势。这说明随着

外源有机碳氮添加量的增加显著提升了 CK 土壤

的有机碳激发效应；而 CM 和 CT 土壤在培养初

期少量有机碳氮加入后促进了激发效应，但随

着有机碳氮添加量的增加却抑制了 CM 和 CT 土

壤的激发效应。尤其是在有机碳氮同时加入时，

这种效果更为明显，使得培养末期 21−28 d 的相

对激发效应在 CK 土壤中最高，为 257.9%，接

着是 CM 土壤 (225.3%)，最低的是 CT 土壤

(200.8%)。这表明相较于有机无机肥配施，外源

有机碳氮加入量增加抑制了秸秆覆盖免耕处理

的土壤激发效应。

进一步地，通过 13C 标记处理产生的 CO2

浓度及其 13C 丰度可以计算得到微宇宙培养中产

生的 13C-CO2 净产生量，从而揭示土壤微生物分

解 13C-葡萄糖产生的异化分解强度(图 3A−3C)。

结果显示，相比单独添加有机碳，同时加入有
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图3　外源碳氮添加下不同土壤中的13C-CO2净产生量(A−C)、13C-SOC净产生量(D−F)和碳利用效率(G−I)。

误差线表示3次重复实验的标准差，不同字母表示处理间存在显著差异(P<0.05)。

Figure 3　The net production of 13C-CO2 (A−C) , net production of 13C-SOC (D−F), and carbon utilization 

efficiency (G−I) in different soils under exogenous carbon and nitrogen addition. Error bars indicate the standard 

deviations from three replicate experiments. Significant differences between treatments are denoted by different 

letters (P<0.05).

3356



任陶怡 等 || 微生物学报, 2025, 65(8)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

机氮后 CK 土壤异化产生的总 13C-CO2 净产生量

显著增加，从 71.3 nmol/g 增加到 97.0 nmol/g，

增加了 1.36 倍；CM 土壤异化产生的总 13C-CO2

净产生量(90.4 nmol/g)略有增加，但差异不显

著；而 CT 土壤(81.9 nmol/g)则略有降低，差异

不显著。这表明氮素添加显著增加了 CK 土壤微

生物异化分解有机碳的能力，而对 CM 和 CT 土

壤的分解作用影响不显著。在有机碳氮同时添

加处理中，3 种土壤累积产生的 13C-CO2 净产生

量表现出 CK (97.0 nmol/g)>CM (90.4 nmol/g)>

CT (81.9 nmol/g)的趋势，说明秸秆覆盖免耕相

较于有机无机肥配施能降低微生物异化分解造

成的有机碳损失。此外，不同时间段内微生物

异化分解有机碳的作用表现出随时间增加而增

加的趋势，表明随着外源有机碳氮添加量的累

积，土壤微生物异化分解的作用随之增强。

微宇宙培养 28 d 后，通过检测经 13C 标记

处理的土壤有机碳(SOC)含量及其 13C 丰度，可

以计算出土壤 13C-SOC 的净产生量，用来表征

土壤微生物同化作用强度(图 3D−3F)。相较于

单独添加有机碳，有机碳氮同时添加显著增强

了 CK 和 CT 土壤的同化作用强度，而在 CM

土壤中虽有所增加，但差异不显著。值得注意

的是，CM 和 CT 土壤产生的最大 13C-SOC 净

产生量呈现出与土壤异化作用相反的趋势：CT 

(296.4 nmol/g)>CM (263.5 nmol/g)，表明相较于

有机无机肥配施，秸秆覆盖免耕能够固定更多

的有机碳。进一步计算发现，3 种土壤中的碳利

用效率均达到了约 80% (图 3G−3I)，然而，有机

碳氮同时添加与单独添加有机碳之间的碳利用

效率差异并不显著。

2.2　外源碳氮输入对土壤氮素硝化作用

及 N2O 抵消能力的影响

外源碳氮添加增加了微生物可利用底物，

对土壤氮素转化过程产生影响。微宇宙培养

28 d 后，外源氮素添加显著增加了土壤中的硝

化活性(图 4A)。结果显示单加有机氮(N)和有

机碳氮同时添加(Glu+N)均显著增加了土壤的

硝化活性。其中，CM 和 CT 土壤的硝化活性

差异不显著，但都(平均 61.1 mg N/kg)显著高于

CK 土壤(52.3 mg N/kg) (图 4A)。相反，单加有

机碳(Glu)与对照(+water)间差异不显著，但表现
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图4　DNA-SIP微宇宙培养28 d后外源碳氮添加下不同土壤中的硝化活性(A)和N2O排放量(B)。误差线表

示3次重复实验的标准差，不同字母表示处理间存在显著差异(p<0.05)。

Figure 4　Nitrification activity (A) and N2O emission fluxion (B) in different soils under exogenous carbon and 

nitrogen addition after 28 days of DNA-SIP microcosm incubation. Error bars represent the standard deviation of 

the data from three replicates. Significant differences between treatments are denoted by different letters (P<0.05).
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出 CT 土壤>CM 土壤>CK 土壤的趋势。这表明

有机氮的加入显著增加了土壤的硝化强度，但

有机无机肥配施和秸秆覆盖免耕土壤的硝化强

度都显著高于常规耕作土壤。相应地，硝化过

程产生了一定量的 N2O 气体(图 4B)。结果显示

N 和 Glu+N 处理中的 N2O 排放量最高，在 CK

和 CT 土壤中差异不显著(平均 3.99 nmol/g)，但

都显著高于 CM 土壤(2.51 nmol/g)。相反，Glu

与+water 处理中的 N2O 排放量最低，各处理间

差异不显著，但数值表现出 CK 和 CT 土壤(平

均 0.874 nmol/g)高于 CM 土壤(0.579 nmol/g)的

趋势。这表明有机氮的加入显著增加了土壤

N2O 排放通量，但相较于有机无机肥配施，秸

秆覆盖免耕土壤的 N2O 排放更高。

根据培养结束后土壤 13C-SOC 净产生量

(图 3D−3F)计算得到相应的净 CO2 固定量，如

图 5A 所示。在 13C-Glu 和 13C-Glu+N 处理中，该

指标均表现出 CK 土壤>CT 土壤>CM 土壤的趋势。

在 13C-Glu 处理中，净 CO2 固定量在 CK、CT 和

CM 土壤中分别为 292.6、259.3 和 241.4 nmol/g；

在 13C-Glu+N处理中，净CO2固定量在CK、CT和

CM 土壤中分别为 325.2、296.4 和 263.5 nmol/g。

这表明外源有机碳氮的输入有效地弥补了 CK 土

壤因碳氮限制而引起的有机碳损失，并显著提

升了有机无机肥和秸秆覆盖免耕土壤的有机碳

固持能力，且相较于有机无机肥配施土壤，秸

秆覆盖免耕的有机碳固持量更高。基于 N2O 的

增温潜能是 CO2 的 273 倍，可计算得到 N2O 排

放量的 CO2 当量排放量。在 13C-Glu 处理中，

CO2 的当量排放量在 CT、CK 和 CM 土壤中分

别为 286.2、236.0 和 185.6 nmol/g；在 13C-Glu+

N 处理中，该值在 CT、CK 和 CM 土壤中分别

为 1 110、1 080 和 741.6 nmol/g。CO2 固定与

N2O 排放之比可以表征外源有机碳氮添加产生

的碳固定对温室气体 N2O 的抵消率。结果显示，

单施有机碳(Glu)处理的抵消率显著大于有机碳

氮同时添加(Glu+N)处理。在 Glu 处理中，抵消

率表现出 CM 土壤(146.5%)>CK 土壤(124.1%)>

CT 土壤(97.4%)的趋势；在 Glu+N 处理中，3 种

土壤中的抵消率差异不显著，平均为 31.1% 

(图 5B)。虽然 Glu 处理产生的抵消率最高，但

主要原因在于单加有机碳处理并未导致 N2O 排

放量的增加，反而提升了土壤 CO2 的固定量。

因此，这可以证明外源有机碳的加入能够增强
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图5　DNA-SIP微宇宙培养28 d后外源碳氮添加下不同土壤中的净CO2固定量(A)、CO2固定与N2O排放的

抵消率(B)和温室气体CO2净排放量(C)。误差线表示3次重复实验的标准差，不同字母表示处理间存在显

著差异(P<0.05)。

Figure 5　Net CO2 fixation (A), offset ratio between CO2 fixation and N2O emissions (B), and net greenhouse 

gas CO2 emissions (C) in different soils under exogenous carbon and nitrogen addition after 28 days of DNA-SIP 

microcosm incubation. Error bars represent the standard deviation of the data from three replicates. Significant 

differences between treatments are denoted by different letters (P<0.05).
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土壤有机碳的固持作用，并且不会引发温室气

体 N2O 排放量的增加。相反，当有机碳氮同时

添加时，秸秆覆盖免耕和有机无机肥配施展现

出相同的有机碳固持抵消 N2O 排放的能力。然

而，N2O 的 CO2 当量排放量减去净 CO2 固定量

可以得到温室气体 CO2 净排放量，用于表征外

源有机碳氮同时添加处理下微生物繁殖中的土

壤碳中和(图 5C)。结果显示，CK 和 CT 土壤的

温室气体 CO2 净排放量 (平均 785.3 nmol/g)是

CM 土壤(479.3 nmol/g)的 1.64 倍。

2.3　土壤微生物对外源碳氮输入的响应

高通量测序分析表明，相较于培养前(0 d)，

外源有机碳氮添加培养 28 d 后土壤微生物群落

组成中与激发效应相关的门水平微生物相对丰

度均呈现显著增加(图 6A)。各土壤间与激发效

应相关的门水平微生物数量表现为：CM 与 CT

土壤间差异不显著，但显著高于 CK 土壤。在单

施有机氮 (N)和有机碳氮同时添加 (N+Glu)处

理中仅发现氨氧化细菌(AOB)的亚硝化螺菌属

(Nitrosospira)的相对丰度显著增加(图 6B)。进一

步采用 DNA-SIP 技术对 SIP 离心得到的分层

DNA 进行 16S rRNA 基因和 AOB amoA 基因拷

贝数的定量分析。结果如图 6 所示， 13C-Glu

和 13C-Glu+N 两种处理中的 13C-标记结果相同，

均表现出 16S rRNA 基因相对占比集中在浮力密

度较低的轻层(1.72 g/mL) (图 6C−6E)，说明 16S 

rRNA 基因并未被 13C 标记。然而，AOB 的

amoA 基因相对占比集中在浮力密度较高的重层

(1.74 g/mL 或 1.75 g/mL) (图 6F−6H)，说明该基

因被 13C 标记，硝化作用的主导微生物为 AOB。

由土壤 DNA 中仅发现 AOB 的亚硝化螺菌属

(Nitrosospira)的结果(图 6B)，可说明亚硝化螺菌

属(Nitrosospira)为 AOB 的主导微生物种群。

3　讨论　讨论

土壤呼吸、矿化和异化过程通过生物和非

生物作用，直接或间接地将土壤有机碳转化为

无机 CO2 并释放到大气中，进而加剧温室效应。

这些过程的强弱受到多种因素的影响，包括土

壤碳氮含量、pH 等理化性质，以及土壤类型、

植被覆盖和土地利用方式等[28-29]。本研究发现，

相较于常规耕作土壤，秸秆覆盖免耕土壤和有

机无机肥配施土壤中拥有更高的呼吸和矿化强

度。这主要源于后两者的有机碳和氮含量显著

高于前者(表 1)，证实了秸秆覆盖免耕的保护性

耕作技术和有机无机肥配施都能够有效提升土

壤肥力。有机无机肥配施能够通过调节碳、氮、

磷等营养元素的含量，激活相关的微生物胞外

酶活性，进而加速土壤有机质的累积[30]。秸秆

覆盖免耕技术则通过减少机械扰动和对作物根

系的破坏，以及大量有机物的输入，形成了较

高的胶结物质和良好的团聚结构，从而促进了

土壤中的水、肥、气、热交换[31-32]。值得注意

的是，秸秆覆盖免耕土壤的呼吸和矿化强度甚

至高于有机无机肥配施土壤(图 1)，表明其在提

升土壤肥力方面的作用甚至可能超越了有机无

机肥配施的效果。

外源有机碳氮添加导致土壤产生正激发效

应，但外源有机质总量的增加并不会持续导致

激发效应增强。本研究发现，当外源有机碳氮

输入量逐渐增加，秸秆覆盖免耕和有机无机肥

配施土壤中的相对激发效应只在前期达到最高，

但随着时间延长，两者的激发效应都呈现出先

降低后逐渐增加的趋势(图 2)。这说明外源有机

质总量的增加，虽然能够为土壤微生物带来更

多可利用的碳源和氮源，但这并不会简单地导

致激发效应增强[33]。例如， Paterson 等[34] 和

Wang 等[35]均发现，激发效应随碳输入量增加呈

非线性增长趋势，并认为这种非线性响应可能

是由于碳输入量超过了土壤微生物的饱和利用

能力。Guenet 等[36]发现，0.5 mg C/g 和 5 mg C/g

输入秸秆所产生的激发效应的差异不显著。de 

Graaff 等[37]研究发现，随着外源碳输入量增加

(0.7−21.7 mg C/g)，微生物对底物的选择性利用

增强，表现为低碳诱导正激发效应，中等碳输
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Figure 6　Relative abundance of soil microorganisms, and relative distribution of 16S rRNA gene and AOB 

amoA in each buoyant density layer. A: Relative abundance of priming effect-associated microorganisms; B: 

Relative abundance of Nitrosospira; C‒E: Relative distribution of 16S rRNA genes in each buoyant density layer; 

F‒H: Relative distribution of amoA genes in each buoyant density layer for AOB. Error bars represent standard 

deviations from three replicates. Significant differences between treatments are indicated by different lowercase 

letters (P<0.05).
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入无效应，而高碳输入则转为负向。相应地，

激发效应的变化也导致土壤矿化作用产生相同

的变化。例如，在有机碳氮单加或同时添加的

处理中，矿化作用产生的 CO2 排放速率都表现

为 7−14 d 时最高，14−21 d 时降为最低，随后保

持一致或有略微上升(图 1)。值得注意的是，对

于常规耕作而言，无论是单独添加还是混合添

加，随着外源有机碳氮含量的增加，土壤的相

对激发效应均显著提升(图 2)，表明外源有机碳

氮的添加缓解了常规耕作土壤长期存在的微生

物碳氮限制问题，激发了微生物活性并促进土

壤有机碳矿化(图 1)。

外源有机碳氮的添加激活了微生物活性，

显著增强了土壤微生物的异化降解能力。本研

究显示，微生物异化降解所产生的 13C-CO2 排放

量随有机碳氮含量的增加而上升(图 3)，这一趋

势与激发效应相反。这暗示了有机碳氮的含量

是决定微生物异化降解强度的关键因素。常规

耕作土壤中，有机碳氮同时施入所产生的 13C-

CO2 排放量明显高于单施有机碳的处理，表明该

土壤中的异化降解能力的限制因子是有机氮含

量，这与该土壤较低的 C/N (表 1)相一致。然

而，在秸秆免耕和有机无机肥配施土壤中，有

机碳氮同时施入和单施有机碳处理在异化降解

能力上并未展现出显著差异，表明 2 种土壤的

异化降解能力主要由外源有机碳氮的输入量所

控制。这一发现与先前的研究结果相吻合，Tian

等[38]发现，在有机碳氮含量较高的表层土壤中，

微生物分解土壤有机质即可满足其对氮元素的

需求，此时碳氮共同输入会削弱氮矿化，从而

抑制激发效应。与有机无机肥配施相比，秸秆

覆盖免耕能够减少由微生物异化分解产生的 13C-

CO2 排放(图 3)，进而降低土壤有机碳的损失。

这进一步证实了秸秆覆盖免耕在提升有机碳固

持方面相较于有机无机肥配施的优势。

土壤微生物通过生长繁殖将有机或无机碳

同化为自身生物量，其残体构成了土壤有机碳

(SOC)的重要组成部分，贡献率超过 50%[9]。利

用外源 13C 标记的葡萄糖来追踪土壤有机碳的周

转情况，发现外源有机碳氮的添加显著增加了

土壤 13C-SOC 的固定，碳利用效率高达约 80%。

这一发现与前人的研究结果相一致，即碳输入

导致 SOC 急剧增加，尤其是表层 SOC 的增加最

为显著[39-40]。与有机碳单独添加相比，有机碳

氮同时添加显著提升了土壤的有机碳固定能力，

固定了大量有机和无机碳。这一结果表明，相

较于有机碳单独添加，外源有机碳氮同时添加

更能激发土壤微生物的繁殖。这与微生物群落

组成中与激发效应相关的门水平微生物相对丰

度显著增加的结果相符合(图 6A)。此外，相较

于有机无机肥配施，秸秆覆盖免耕能够导致更

高水平的 13C-SOC 固定(图 3)，这再次有力地证

明了在提升土壤有机碳固持能力方面，秸秆覆

盖免耕相较于有机无机肥配施具有更为明显的

优势。

外源有机氮的添加导致了土壤硝化活性的

增加(图 4A)，并显著增加了温室气体 N2O 的排

放(图 4B)。然而，值得注意的是，尽管外源有

机氮的添加使得秸秆覆盖免耕土壤和有机无机

肥配施土壤的硝化活性达到相同水平，但相较

于有机无机肥配施，秸秆覆盖免耕土壤中产生

的 N2O 排放量却更高。以往研究中也有相同结

果，主要原因在于免耕措施产生较强的硝化作

用，导致大量 N2O 的排放[41-42]。相反，有机无

机肥配施降低了土壤 N2O 的排放量，其可能

原因在于有机碳氮同施降低了净氮矿化速率，

减少了土壤无机氮的含量，并促进了氮素的固

定[43]。然而，在 13C-SOC 净增加量方面，秸秆

覆盖免耕土壤和有机无机肥配施土壤的结果却

相反(图 5A)，但 2 个土壤中 13C-SOC 净增加量

对 N2O 排放的抵消率却相同，都达到了约 30%。

Xia 等[12]研究也发现，草地土壤中的氨氧化微生

物繁殖中新固定的 CO2 与其排放的 N2O 间的抵

消量为 21%。这表明外源有机碳氮同时输入激

发了氨氧化微生物的繁殖，且该过程中新生成

的 13C-SOC 能够抵消掉一部分 N2O 的排放。
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DNA-SIP 的结果也进一步证实了外源有机碳氮

激发的硝化作用中的活性氨氧化微生物是 AOB

的亚硝化螺菌属(Nitrosospira)(图 6)。值得注意

的是，在扣除微生物繁殖抵消掉的这部分 N2O

排放后，外源有机碳氮同施下微生物繁殖产生

的温室气体 CO2 净产生量(即土壤碳中和)表现出

秸秆覆盖免耕土壤显著高于有机无机肥配施土

壤。由此可见，对于秸秆覆盖免耕土壤，在管

理措施上应该注重土壤微生物对外源氮素的固

定，以降低温室气体的排放[44]。

4　结论　结论

与常规耕作土壤相比，秸秆覆盖免耕土壤

和有机无机肥配施土壤展现出更高的呼吸和矿

化强度。长期采用秸秆覆盖免耕的土壤，其呼

吸和矿化强度甚至高于有机无机肥配施土壤。

外源有机碳氮的添加促使土壤产生正激发效应，

但外源有机质总量的增加并不会持续增强这一

激发效应。对于常规耕作土壤而言，外源有机

碳氮的添加缓解了其长期存在的微生物碳氮限

制问题，从而激发了微生物活性。随着外源有

机碳氮添加量的增加，秸秆覆盖免耕土壤相较

于有机无机肥配施土壤，展现出更高的 13C-SOC

固碳能力和更低的异化分解能力。然而，这

2 种土壤中的碳利用效率均达到了约 80%，且微

生物繁殖过程中产生的 13C-SOC 对 N2O 排放的

抵消率也均约为 31.2%。然而，秸秆覆盖免耕

土壤的温室气体 CO2 净排放量(土壤碳中和)是

有机无机肥配施土壤的 1.70 倍。此外，外源有

机碳氮的添加引起的微生物繁殖中活性氨氧化

微生物是氨氧化细菌(AOB)中的亚硝化螺菌属

(Nitrosospira)。这些结果表明，秸秆覆盖免耕土

壤在提升土壤肥力方面相较于有机无机肥配施

土壤具有优势，但同时也会释放更多的温室气

体 CO2。因此，在农田管理中，采用秸秆覆盖

免耕时需要综合考虑其固氮能力和温室气体

CO2 排放的问题，以寻求最佳的平衡策略。
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