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外加生物质炭对不同利用方式紫色土反硝化过程的影响
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摘  要：以成土环境一致不同土地利用方式茶园、果园、林地、耕地 4 种紫色土为研究对象，采用厌氧培养–15N 标记法，研究了生

物质炭添加下 4 种土地利用方式土壤的气态产物 N2O、N2 的排放速率和反硝化速率特征及其与土壤 pH、有机质含量的关系。结果

表明：4 种土地利用方式下紫色土 N2O、N2 排放速率和反硝化速率均为茶园>耕地>果园>林地；N2O、N2 排放速率和反硝化速率均

随土壤 pH 的增加而降低(P<0.01)，而与土壤有机质含量显著正相关(P<0.05)。添加生物质炭后，土壤 N2 排放速率和反硝化速率均

有所提高；N2O 排放速率的改变因土地利用方式不同而有所差异，其中，茶园 N2O 排放速率变化不显著，而果园和耕地显著降低

(P<0.05)，林地显著增加(P<0.05)。综上可见，不同利用方式紫色土反硝化过程与土壤 pH 和有机质含量显著相关且受生物质炭添加

的影响。 
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Effects of Biochar on Denitrification of Purple Soils Under Different Land Use Types 
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Abstract: The emission rates of N2O and N2 and denitrification rates of purple soils under four land use types (tea garden, orchard, 

woodland, and cropland), as well as their relations with soil pH and organic matter content were examined by using the anaerobic 

culture-15N labeling method. The results showed that the emission rates of N2O and N2 and denitrification rates were tea garden > 

cropland > orchard > woodland. The emission rates of N2O and N2 and denitrification rate were reduced as soil pH increased 

(P<0.01) and had the significant positive correlation with soil organic matter content (P<0.05). With the addition of biochar, the 

emission rate of N2 and denitrification rate were both increased, while the changes in N2O emission rate were affected by land use 

type, which changed insignificantly in tea garden, significantly decreased in orchard and cropland (P<0.05), and significantly 

increased in woodland (P<0.05). In conclusion, the denitrification process of purple soil under different land use types is mainly 

influenced by soil pH and organic matter content, and can be regulated by the addition of biochar. 
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反硝化作用是指生态系统固定的氮和人为投入

生态系统的氮在还原条件下由兼性厌氧的硝酸盐还

原菌最终转化为 N2 的形态返回到大气中的过程[1]。

一方面，反硝化过程是农田氮素损失的主要途径。相

关研究表明，通过反硝化作用进入再循环的氮素占全

球总输入量的 52% ~ 100%，反硝化作用造成的氮肥

损失占施入氮肥量的 12% ~ 30%[2]。另一方面，反硝

化是农田温室气体 N2O 排放的主要过程之一[3]。土壤

反硝化过程受多种因素影响，其中最主要的两个因素

是土壤理化性质(如土壤 pH、有机质含量)和参与反

硝化过程的微生物的种类及数量[4]。同一母质发育的

土壤，经长期不同利用，如不同的种植制度及管理措

施(如耕作、施肥、灌溉等)，土壤的理化性质、酶活

性、微生物生物量和群落结构等会发生明显改变[5]，

进而很可能造成土壤反硝化过程的差异。 

有机质含量是影响土壤反硝化过程的主要因子
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之一。有研究表明，土壤反硝化作用与土壤有机质含

量呈极显著性正相关(P<0.01)[6]，施用有机物料可以

显著增加反硝化作用关键基因 nirK、nirS 和 nosZ 的

丰度[7]。生物质炭是木屑、作物秸秆、动物粪便、城

市固体垃圾等有机物在缺氧、相对低温(≤700℃)的

条件下，通过高温分解炭化得到的一种富含碳、性质

稳定、芳香化程度高的物质[8-9]。生物质炭具有多微

孔结构、大比表面积、高 pH 等特征，能有效地改善

农田土壤 pH、容重、孔隙度和持水性等理化性状，

吸附固定 NH4
+ 和 NH3

[10-11]，从而降低土壤氮素的损

失。添加生物质炭被认为是土壤改良、作物增产和固

碳减排的重要措施[12]。不少研究发现生物质炭添加

会减少农田土壤 N2O 排放[13-14]。然而，也有研究表

明生物质炭矿化可以为土壤反硝化微生物提供充足

的碳源和能源，是反硝化过程的主要驱动因素，土壤

N2O 排放的风险可能会因生物质炭施用有所增加。由

此可见，生物质炭添加对于农田 N2O 排放的影响尚

未明确。 

综上，同一类型土壤在长期的不同利用方式下其

理化及生物学性质会出现差异，而这些差异又与反硝

化过程存在密切联系，然而，不同利用方式紫色土反

硝化过程的具体差异是什么？这些差异受生物质炭

添加有何影响？尚不清楚。为此，本试验以四川雅安

雨城区海拔、母质等成土环境一致的林地、耕地、果

园、茶园 4 种利用方式的紫色土为研究对象，采用厌

氧培养–15N 标记法，探究并对比不同利用方式紫色

土反硝化过程的差异以及外加生物质炭对土壤反硝

化过程的影响，以期为合理调节紫色土的利用方式，

减少土壤的氮素损失以及 N2O 等温室气体的排放提

供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

试验土壤采集于雅安市雨城区老板山。该山位于

濆江之南，地处成都平原和川西高原的交界处，是一

片地势较低的山地，属亚热带湿润季风气候，年均气

温 14.1 ~ 17.9 ℃，年降水量超过 1 000 mm。土壤类

型为白垩纪灌口组紫色砂页岩发育而成的紫色土。取

样时，选取海拔(600 m 左右)、母质等成土环境一致

土地利用方式不同的茶园(11 a)、果园(8 a)、林地(人

工林，3 a)、耕地(>10 a)4 种类型的地块，各随机设

置 3 块 2 m × 2 m 的样地，用钻头在每一样地取 5 点

土样，混合均匀后，采用四分法留取 1 kg 左右。所

采集的土样带回实验室后立即放在 4℃冰箱中进行

保存[15]。各土地利用方式土壤采样点描述见表 1。 

表 1  采样地点 
Table 1  Locations of sampling sites 

采样地点 土地利用方式 海拔 北纬 东经 

雅安市雨城区 林地 622 m 29°58′42″ 102°59′18″

雅安市雨城区 果园 612 m 29°58′39″ 102°59′9″

雅安市雨城区 茶园 595 m 29°58′52″ 102°59′8″

雅安市雨城区 耕地 589 m 29°58′47″ 102°59′15″
 

1.2  厌氧培养试验 

采用厌氧培养–15N 标记法进行试验[16]。具体为：

每个土壤称取相当于干土重 50 g 的新鲜土壤至 430 mL

的塑料瓶中，分别加入占干土质量 1% 的生物质炭[17-20]，

并设置对照；在 25 ℃环境中恒温预培养 3 d 后，均

匀加入 50 mg/kg 的硝酸钾(15N 丰度为 10 atom%)氮肥

溶液，随后加入 50 mL 蒸馏水，营造淹水厌氧环境；

用带三通阀的瓶盖密封塑料瓶，然后用真空泵抽空瓶

内气体，形成真空环境，再注入高纯氮气(99.99%)，

如此反复 3 次，使瓶中的气体全部变为氮气后送入培

养箱，25℃恒温避光培养。在培养 2、24、72、144、

240 h 时，分别抽取 2 个 10 mL 的气体，一瓶气样用

于测定 N2O 含量，另一瓶用于测定 15N2 丰度。气体

取样完毕后，使用 2.5 mol/L 的 KCl 溶液浸提土壤(水

土比=5∶1，V∶m)，在 25 ℃、250 r/min 的条件下振

荡 1 h，然后过滤，测定滤液中 NO– 
3 -N、NH4

+-N 含量。

采用微扩散法[21]富集样品中的 15NO– 
3 -N，具体方法

为：在密闭培养瓶中加入 MgO，通过扩散培养将样

品中的 NH4
+-N 转化为 NH3，并去除瓶内的 NH3，然

后利用戴氏合金将 NO– 
3 -N 还原为 NH4

+-N，再扩散后

培养收集 15NO– 
3 -N。 

1.3  样品分析方法 

土壤 pH 用 METTLER-S220-KpH 计测定，水土

比为 5∶1(V∶m)；土壤有机质(SOM)采用重铬酸钾容

量法测定[16]；NO– 
3 -N、NH4

+-N 浓度通过紫外分光光

度计进行测定；土壤全氮(TN)采用半微量凯氏法测

定[16]；N2O 浓度由安捷伦气相色谱仪测定；15N 丰度

使用同位素比质谱分析仪(EA-IRMS，Isoprime 100)

进行测定，通过测定荷质比(m/z)29 与 28 及 30 与 28

的离子流强度的比值及计算获得[22]。 

1.4  数据处理与统计分析 

土壤 N2O 产生速率： 

273

273

V C
F ρ

A t T


   

   
(1) 

式中：F 为 N2O 产生速率(N，µg/(kg·h))；ρ 为标准

状态下 N2O 的密度(1.25 kg/m3)；V 为塑料瓶内有效
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空间体积(m3)；A 为塑料瓶覆盖的土壤面积(m2)；ΔC 

为塑料瓶内 N2O 浓度差(µg/kg)；Δt 为时间间隔(h)；

T 为培养时瓶内温度( )℃ 。 

培养瓶中 N2 含量的计算参照 Zhang 等[20]的计

算方法： 

    6
11.13 1.13 10 /C V V α m         (2) 

式中：C 表示培养瓶中 N2 的含量(N，µg/kg)；V 表

示培养瓶中气体有效空间的体积(m3)；V1 表示培养

瓶中水的体积(m3)；α表示 Bunsen 矫正系数；m 表示

培养瓶内的干土质量(kg)。 

假设土壤中所剩的 NO– 
3 -15N 丰度与反硝化所产

生的 N2-
15N 丰度相等，则： 

 
   
15

2

15 15
3 2

N 0.366%

NO N

C
D



 



 (3) 

式中：D 表示反硝化 N2 产生量(µg/kg)；15N2 表示

N2-
15N 的丰度；0.366% 为大气中 N2-

15N 的自然丰度; 

C 表示培养瓶中 N2 的含量(µg/kg)；15NO– 
3

 表示土壤

NO– 
3 -15N 的原子百分超。 

反硝化潜力：  

2 2DP N O N   (4) 

式中：DP 表示土壤的反硝化作用潜力(N，µg/(kg·h))；

N2O 表示每小时 N2O 的产生量(N，µg/(kg·h))；N2 表

示每小时 N2 的产生量(N，µg/(kg·h))。 

利用 SPSS 26.0 中的 Pearson’s rank 方法和逐步

回归方法对 N2 和 N2O 排放速率及其比值(N2/N2O)、

反硝化速率与土壤性质的关系进行研究，并通过单因

素方差分析，对比不同利用方式下各指标的差异显著

性。图表采用 Origin 2023 进行绘制。 

2  结果与分析 

2.1  不同利用方式紫色土基础理化性质 

4 种供试土壤中，茶园、果园、耕地土壤均为

酸性，其中，茶园土壤 pH 最低(4.50)，林地土壤呈

中偏微碱性(表2)；土壤有机质含量为35.83 ~ 47.69 g/kg，

以茶园土壤最为丰富，林地土壤含量最低。林地有

机质含量低于其他 3 种土壤，可能是由于林地为人

工林，土壤表层枯枝落叶覆盖量不多，而茶园由于

特殊的种植方式，茶农会将茶树枝叶覆盖于茶树根

表，以防寒和增加土壤有机质含量。4 种土壤的全

氮含量为 2.06 ~ 2.35 g/kg，耕地含量最高，林地含

量最低，但各利用方式土壤间不存在显著差异；土

壤 C/N 为 10.08 ~ 12.56，果园土壤最高，林地土壤

最低。 

表 2  供试土壤理化性质 
Table 2  Soil physicochemical properties under different land use 

types 

指标 茶园 果园 耕地 林地 

pH 4.50 ± 0.01 c 5.21 ± 0.21 b 5.19 ± 0.12 b 7.78 ± 0.85 a

SOM(g/kg) 47.69 ± 0.68 a 46.44 ± 0.59 a 42.00 ± 1.04 b 35.83 ± 0.53 c

TN(g/kg) 2.24 ± 0.02 a 2.14 ± 0.03 a 2.35 ± 0.06 a 2.06 ± 0.04 a

C/N 12.34 ± 0.15 a 12.56 ± 0.14 a 10.78 ± 0.21 b 10.08 ± 0.30 b

注：同行数据后不同小写字母表示不同土地利用方式间差异

在 P<0.05 显著水平。 

 
2.2  外加生物质炭后不同利用方式紫色土 NH+ 

4 -N

和 NO– 
3 -N 含量变化 

培养期间不同利用方式土壤 NO– 
3 -N、NH+ 

4 -N 含

量变化如图 1 所示。土壤中 NO– 
3 -N 含量为林地最高，

茶园最低，从开始培养到 144 h，4 种土壤中 NO– 
3 -N

含量均呈现急剧下降趋势，144 h 后下降速率开始变

缓，部分处理甚至保持稳定。而土壤中 NH+ 
4 -N 含量

与 NO– 
3 -N 含量相反，为果园>茶园>耕地>林地，培养

期内其含量呈非显著性缓慢上升趋势。添加生物质炭

后，与对照相比，土壤中 NO– 
3 -N、NH+ 

4 -N 含量有所

降低，但不显著，变化趋势也基本和对照一致。 

2.3  外加生物质炭后不同利用方式紫色土 N2O 和

N2 排放速率变化 

不同利用方式紫色土 N2O 平均排放速率差异明

显(图 2A)，表现为茶园>果园>耕地>林地。未添加

生物质炭时，茶园、果园、耕地、林地土壤培养期

间 N2O 平均排放速率分别为 32.84、30.50、21.34、

2.59 μg/(kg·h)；添加生物质炭后，分别为 32.85、

18.59、16.99、4.56 μg/(kg·h)。可见，果园、耕地土

壤在添加生物质炭后，N2O 平均排放速率显著降低

(P<0.05)。比较 4 种不同利用方式土壤 N2O 平均排放

速率，在未添加生物质炭时，茶园与耕地土壤之间差

异性不显著(P>0.05)，林地土壤明显低于茶园土壤；

添加生物质炭后，果园与耕地土壤之间差异性不显著

(P>0.05)。N2O 平均排放速率与土壤 pH 呈明显的指

数递减趋势(P<0.01)，而与土壤的有机质含量呈明显

的正相关关系(P<0.05)(图 3A)。 

未添加生物质炭时，茶园、果园、耕地、林地土

壤培养期间的 N2平均排放速率分别为 144.20、135.05、

108.83、67.76 μg/(kg·h)；添加生物质炭后，分别为

166.5、158.7、118.8、77.8 μg/(kg·h)(图 2B)。可见，添

加生物质炭后，4 种利用方式土壤的 N2 平均排放速率

均有所提高。总体上，林地土壤的 N2 平均排放速率明

显低于茶园、耕地和果园。N2 平均排放速率随土壤 pH 
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图 1  不同利用方式紫色土 NO– 
3 -N、NH+ 

4 -N 含量变化  
Fig. 1  Changes of soil NO– 

3 -N and NH+ 
4 -N contents under different land use types 

 

(图中不同大写字母表示同一利用方式下生物质炭和对照处理之间差异显著(P<0.05)，不同小写字母表示生物质炭或对照 

处理下不同利用方式间差异显著(P<0.05)；图 4 同) 

图 2  不同利用方式土壤 N2O（A）和 N2（B）平均排放速率及其比值（C） 
Fig. 2  Soil N2O (A) and N2 (B) average emission rates and N2/N2O (C) under different land use types 
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的升高呈明显的指数递减变化趋势(P<0.01)，与土壤

有机质含量呈明显的正相关关系(P<0.05)(图 3B)。 

N2、N2O 排放速率比值(N2/N2O)与 N2、N2O 排

放速率呈现相反规律，林地最高，而茶园最低，且茶

园、果园、耕地三者不存在显著性差异(图 2C)。与

CK 相比，添加生物质炭后，土壤的 N2/N2O 在林地、

果园与耕地中存在显著性差异(P<0.05)，而在茶园中

不存在显著性差异(P<0.05)。N2/N2O 与土壤 pH 呈显

著性正相关关系(P<0.01)，而与土壤有机质含量呈显

著性负相关关系(P<0.05)(图 3C)。 

 

图 3  土壤 N2O（A）和 N2（B）平均排放速率及其比值（C）与 pH、有机质含量的关系 
Fig. 3  Relationship between soil N2O (A) and N2 (B) average emission rates and N2/N2O (C) with pH and organic matter contents 
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2.4  外加生物质炭后不同利用方式紫色土反硝化

速率变化 

本研究的反硝化速率用气体产物的产生量，即

N2O 和 N2 排放速率之和来表征。茶园、耕地、果园、

林地 4 种利用方式土壤的反硝化速率存在较大的差异

(图 4)。未添加生物质炭处理，四者的反硝化速率分别

为 176.84、165.50、130.14、70.29 μg/(kg·h)；添加生

物质炭后，四者的反硝化速率分别为 199.35、177.29、

135.79、82.36 μg/(kg·h)。可见，添加生物质炭后，土

壤的反硝化速率有所提升，但除茶园土壤外差异均不

显著(P>0.05)。无论是 CK 还是添加生物质炭处理，茶

园土壤的反硝化速率明显高于果园和林地，但与耕地

土壤差异性不显著，而耕地土壤和林地土壤反硝化速

率也存在显著差异(P<0.05)。土壤的反硝化速率随土

壤 pH 增加显著性降低(P<0.01)，而土壤的有机质含 

量与土壤反硝化速率显著正相关(P<0.05)(图 5)。 

 

图 4  不同利用方式土壤反硝化速率 
Fig. 4  Soil denitrification rates under different land use types 

 

图 5  反硝化速率与土壤 pH、有机质含量的关系 
Fig. 5  Relationship between soil denitrification rate with pH and organic matter content 

 

3  讨论 

从本试验结果可以看出，不同利用方式会导致紫

色土的理化性质出现显著性差异，尤其是土壤 pH 及

有机质含量。同时，不同利用方式紫色土 N2O、N2

排放速率以及反硝化速率也存在显著性差异。将土壤

pH、有机质含量分别与试验所得的土壤 N2O、N2 排

放速率以及反硝化速率进行相关性分析，发现其具有

较高的相关性。此外，通过对比 CK 与添加生物质炭

土壤的 N2O、N2 排放速率以及反硝化速率，初步了

解了添加生物质炭对土壤反硝化过程的影响。 

3.1  土壤 pH 对紫色土 N2O、N2排放速率以及反

硝化速率的影响 

通过本试验结果可知，不同利用方式紫色土的

N2O 排放速率随土壤 pH 的升高显著降低(P<0.01)。

供试 4 种土壤中，茶园土壤 pH 低至 4.50，N2O 排放

速率为四者中最高，而林地土壤由于缺乏人为干扰，

如未对土地大量施肥和耕作，没有农作物对盐基阳离

子的吸收而导致的土壤酸化过程等[23-24]，使得林地的

pH 较高，而 N2O 排放速率最低。目前已有研究显示，

土壤 pH主要通过改变 N2O还原酶的活性对反硝化作

用产生影响，通常认为 N2O 还原酶对酸性条件比较

敏感，因此酸性土壤有利于 N2O 产生[25-28]。不同利

用方式紫色土的 N2 排放速率随土壤 pH 的升高也显

著降低。van Cleemput[29]在监测土壤气体产物中 N2

的释放时，发现 N2 排放速率随 pH 的降低而增大，

但 N2 排放速率降低程度不及 N2O 排放速率，所以

N2/N2O 与土壤 pH 呈显著性正相关(P<0.01)[30]。在本
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试验厌氧培养和外加 NO– 
3 底物的条件下，4 种利用方

式紫色土的 N2 排放速率均高于 N2O 排放速率，特别

是在 pH 较高、相较于其他 3 种酸性土壤呈现微碱性

的林地土壤中，N2 排放速率远高于 N2O 排放速率。

Koskinen 和 Keeney[31]研究发现，在土壤 pH 接近于

中性条件下(pH 6.9)，N2 是主要产物，而酸性土壤条

件(pH 4.6)则有利于 N2O 的排放。本试验条件下，林

地土壤的 pH 接近于中性，其 N2O 产生速率很低，反

硝化过程的主要产物是 N2，而茶园土壤的 pH 最低，

N2O 释放速率在 4 种土壤中最高。反硝化速率随 pH

的增加呈现显著性负相关，这与 Nanang 等[22]的研究

结果保持一致。综上可知，土壤 pH 的提高并不会增

加紫色土的反硝化损失风险和 N2O 排放速率。 

3.2  土壤有机质含量对紫色土 N2O、N2排放速率

以及反硝化速率的影响 

土壤中的有机物质对土壤的反硝化过程起着重

要的促进作用，在本试验中，N2O、N2 的释放速率和

反硝化速率均与土壤中的有机质含量呈显著的正相

关(P<0.05)。试验所测 4 种土壤中，林地有机质含量

最低，其 N2O、N2 的排放速率和反硝化速率均为最

低，而茶园土壤有机质含量最高，N2O、N2 的排放速

率和反硝化速率也为最高。不少研究也表明，增加土

壤有机质含量，如秸秆还田以及生物质炭与秸秆配施

等，会增加土壤反硝化功能基因丰度及促进土壤 N2O

的排放[15,32]。土壤有机质矿化能为反硝化作用提供绝

大部分电子[33]，同时还能为反硝化微生物供给碳源

和能量，因此，有机质的矿化是反硝化反应的主要驱

动力[27]，其中有机质的含量对反硝化反应起着决定

性的作用。土壤中有机碳的含量越高，对反硝化反应

的影响越大，对脱氮过程中的微生物也越有利，越能

促进反硝化过程的进行。 

3.3  外加生物质炭对不同利用方式紫色土 N2O、

N2 排放速率以及反硝化速率的影响 

本试验结果表明，向土壤中添加生物质炭，会提

高土壤的 N2 排放速率和反硝化速率，N2O 排放速率

因土壤性质不同而有所差异。土壤的 N2 排放速率和

反硝化速率的增加可能是由于生物质炭的加入为反

硝化细菌提供了能源与碳源，使反硝化过程进行得更

加完全。贺超卉等[34]研究发现添加少量生物质炭可

以促进 N2O 向 N2 转化。N2O 排放速率在不同土壤中

呈现出不同的状况，在茶园土壤中，加入生物质炭对

N2O 排放速率没有明显的影响，但在果园和耕地土壤

中，N2O 排放速率随着生物质炭的加入而下降，而在

林地土壤中则表现为促进 N2O 的释放。陈诗轩等[35]

通过向石灰性农田土壤添加玉米秸秆生物质炭，发现

其会显著促进石灰性农田土壤的 N2O 排放，而吴璜[36]

却发现紫色土土壤 N2O 累积排放量会因秸秆生物质

炭的添加而显著降低，这可能是土壤类型不同而导致

的差异。添加生物质炭，一方面有利于维持较高的微

生物活性，增加土壤微生物生物量碳和氮含量，促进

N2O 排放 [37]，另一方面，生物质炭可以通过吸附

NO– 
3 离子的方式来影响氮素转化过程，从而减少

N2O 排放[4]。添加生物质炭后 N2O 排放速率最终是

增加还是降低，可能是多个过程相互抵消后所呈现

出的最终结果。 

4  结论 

不同利用方式紫色土 N2O、N2 排放速率和反硝

化速率均为茶园>耕地>果园>林地，其中，茶园和林

地存在显著性差异。不同利用方式紫色土的 N2O、

N2 排放速率和反硝化速率随土壤 pH 升高而显著下

降，但与土壤有机质含量呈显著正相关关系。添加生

物质炭对 4 种土壤的 N2 排放速率和反硝化速率有一

定的促进作用，而 N2O 排放速率对生物质炭添加的

响应因土壤性质而异，其中，生物质炭显著降低了果

园和耕地土壤 N2O 排放速率，对林地土壤表现显著

促进作用，但对茶园土壤无显著影响。 
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