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摘 要：生物炭可作为非共生固氮菌的优良载体，提高微生物的活性和功能特性。然而，非共

生固氮菌和生物炭的耦合机制仍不清楚。【目的】探究不同生物炭对非共生固氮菌定殖分布及固

氮效率的影响。【方法】以定殖于玉米秸秆(S)和椴木枯枝(T)生物炭[粒径分级：>2.00 mm (a)、

0.25−2.00 mm (b)、<0.25 mm (c)]的非共生固氮菌为研究对象，分析其比表面积和孔隙度的差异，

并监测固氮菌数量、pH、可溶性有机碳(dissolved organic carbon, DOC)、可溶性有机氮(dissolved 

organic nitrogen, DON)、微生物生物量碳 (microbial biomass carbon, MBC)、微生物生物量氮

(microbial biomass nitrogen, MBN)及固氮酶活性随培养时间延长的动态变化。【结果】固氮菌在秸

秆炭上的定殖量分布更均匀，且能更好地发挥固氮作用，其中以 0.25−2.00 mm 粒径的秸秆炭效

果更优。相较于木质炭，0.25−2.00 mm 粒径秸秆炭负载菌株处理组的 MBC 平均含量和固氮酶活

性分别提高了 82.33%−160.55% 和 231.46%−356.08%。此外，在整个培养期间秸秆炭处理组的

DOC 和 DON 含量也显著高于木质炭处理组，为微生物生长提供了可利用的养分。相关性热图分

析表明，酸碱性对非共生固氮菌的定殖数量和固氮酶活性具有显著影响；DOC 和 MBC 与固氮酶

活性呈强烈显著正相关(P<0.001)，表明高碳生长环境是非共生固氮菌生长和发挥固氮作用的关键

因素。【结论】玉米秸秆生物炭(0.25−2.00 mm 粒径)有利于非共生固氮菌发挥固氮作用，其通过改

善微生物的微生态环境提高了微生物的固氮活性和部分功能特性。
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Abstract: Biochar serves as an excellent carrier for non-symbiotic nitrogen (N)-fixing bacteria, 
enhancing their microbial activity and functions. However, the coupling mechanism between non-
symbiotic N-fixing bacteria and biochar remains unclear. [Objective] To explore the effects of 
different biochar materials on the colonization pattern and N fixation efficiency of non-symbiotic 
N-fixing bacteria. [Methods] Non-symbiotic N-fixing bacteria were inoculated onto biochar 
samples derived from maize straw and wood chips, the particle sizes of which were >2.00 mm, 
0.25−2.00 mm, and <0.25 mm. We compared the porosity and specific surface area of different 
biochar samples. Throughout the incubation period, the dynamic changes in nitrogenase activity 
and the number of N-fixing bacteria, pH, dissolved organic carbon (DOC), dissolved organic 
nitrogen (DON), microbial biomass carbon (MBC), and microbial biomass nitrogen (MBN) were 
monitored. [Results] N-fixing bacteria exhibited more uniform colonization and higher N fixation 
activity on straw biochar than on woody biochar, especially in the 0.25−2.00 mm group. The straw 
biochar with the particle size of 0.25−2.00 mm and inoculated with strains showed increases of 
82.33%−160.55% and 231.46%−356.08% in the average MBC content and nitrogenase activity, 
respectively, compared with woody biochar. Moreover, significantly higher content of DOC and 
DON were maintained in all straw biochar groups, which provided a richer pool of available 
nutrients for microbial growth. The correlation heatmap indicated that pH significantly affected 
bacterial colonization and nitrogenase activity. Furthermore, nitrogenase activity showed strong 
positive correlations with DOC and MBC (P<0.001), which suggested that a carbon-rich 
environment was a key factor for the growth and N fixation of N-fixing bacteria. [Conclusion] 
Straw biochar with the particle size of 0.25−2.00 mm serves as an optimal carrier for non-symbiotic 
N-fixing bacteria. It provides a favorable microenvironment for the N fixation and some other 
functions of the bacteria.
Keywords: biochar; non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria; carbon and nitrogen; nitrogenase 
activity

氮是限制农业生产力的关键元素，在植物

生长过程中起着不可忽视的作用[1]。工业氮肥虽

能在短时间内提升农产品产量，但其制作工艺

复杂、肥料利用率低，大量不合理施用易引发

氮素流失、土壤酸化、面源污染等环境问题，

甚至导致农作物减产[2]。生物固氮是特定微生物

(主要是固氮菌)在固氮酶催化下将氮气还原为氨

的生物化学过程[3]，具有高效固氮、生态友好和
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促进植物生长等优点。与共生固氮微生物相比，

非共生固氮微生物(如自生固氮菌、蓝藻)能自行

固定空气中的分子态氮，产生利于植物吸收利

用的氮形式，且对植物无依存关系[4]。非共生固

氮作用条件限制少、分布广，在自然界氮素循

环中发挥着重要作用[5]。全球陆地生态系统每年

生物固氮量约 110 Tg，其中非共生固氮量约占

陆地生物固氮量的一半[6]。在温带草地和热带雨

林等生态系统中，非共生固氮作用贡献的氮素

占主导地位[7]，对全球生态系统氮素循环平衡起

着关键作用。然而，非共生固氮菌活性低、对

环境适应性差，在土壤中生存和繁殖均受到极

大限制，难以大范围推广应用[8]。

生物炭是生物质在缺氧或限氧条件下高温

热解得到的多孔材料，具有比表面积大、高碳

低氮、吸附能力强等特点，因此常被用作土壤

改良剂和环境污染修复材料。杨贵婷等[9]研究表

明，添加生物炭可优化土壤氮素时空分布，显

著减少径流与渗漏养分流失。安增莉等[10]发现，

生物炭可增加土壤表面活性吸附位点，增强土

壤对 Pb(Ⅱ)的吸附。Novak 等[11]在土壤中施用生

物炭，降低了渗滤液中 Zn 离子浓度。将生物炭

添加到土壤中可成为固氮菌良好的栖息地，有

助于提高固氮菌的活性及其环境适应性。在土

壤中施用生物炭能显著提高固氮菌数量，明显

提升生物固氮能力，增加土壤氮素[12-13]。王晓

园等[14]进一步研究表明，施用生物炭还提高了

放线菌、固氮菌等根际促生菌的相对丰度，降

低了反硝化功能菌丰度，优化了土壤微生物群

落结构，实现了植物-土壤-环境协同增效。此

外，生物炭能改善土壤通气条件和容重，提高

土壤 pH 值，有利于固氮微生物丰度的增加[15]。

Lehmann 等[16]研究发现，生物炭有利于微生物

菌株定殖、生长繁殖，一方面是因为其能为微

生物生长提供部分营养，另一方面是因为生物

炭可作为保护微生物免受其他污染物影响的庇

护所。由此可见，生物炭作为一种优良的土壤

改良剂，其对土壤微生物的影响已有广泛研究。

现有研究多聚焦于单一类型生物炭或静态培养

条件，但由于不同原料所制备生物炭的孔隙结

构与粒径分布存在显著差异，其保水保肥性能

也随之变化，进而影响固氮菌的负载效率与定

殖分布。因此，在将生物炭作为非共生固氮菌

载体的应用背景下，其理化性质与固氮微生物

之间复杂的物质循环及互作机制尚不明确，尤

其缺乏对生物炭“高碳生长环境”对固氮菌活性

与功能特性的深入认识。

本研究采用固定化微生物技术和室内培养

手段，系统比较不同原料来源(玉米秸秆和椴木

枯枝)与不同粒径级别在培养过程中对非共生固

氮菌生长与功能的动态影响，综合分析生物炭

类型、粒径梯度以及时间序列 3 个维度对非共

生固氮菌功能的交互作用机制，探明非共生固

氮菌在不同粒径生物炭上的定殖分布规律，揭

示生物炭负载对非共生固氮微生物固氮效率的

影响机制。本研究可为提高非共生生物固氮潜

力、推广生物炭应用等方面提供科学理论依据，

对促进土壤增碳固氮、减少化肥施用量、实现

农业生态绿色可持续发展具有重要意义。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

选取干燥的椴木枯枝(T)和玉米秸秆(S)生物

质原料，洗涤 3 次，风干 1 周后于 80 ℃下干燥

24 h，再在马弗炉(Yamato 公司)中以 550 ℃热解

制成生物炭，筛分制备成 3 种粒径：>2.00 mm 

(a)、0.25−2.00 mm (b)和<0.25 mm (c)。每份生物

炭经 121 ℃灭菌 30 min 后备用。

从无氮固体培养基上挑取 1 环肺炎克雷伯

氏菌 (Klebsiella pneumoniae)接入 LB 液体培养

基活化，28 ℃、180 r/min 培养至生长对数期

(OD600=1.4)。将菌液 4 000 r/min 离心 10 min 后

弃去上清液，收集菌株沉淀，用无菌磷酸盐缓

冲溶液(PBS)洗涤并重悬，调节悬浮液在 600 nm

1344



王燚 等 || 微生物学报, 2026, 66(3)

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

处的光密度为 0.7−0.8 (OD600=0.7−0.8)，得到非

共生固氮菌悬浮液。

1.2　炭-菌负载培养试验

将无菌生物炭和细菌悬浮液充分混合均匀，

使生物炭的质量分数为 10%，28 ℃、180 r/min

培养 24 h，直至细菌细胞吸附到生物炭表面和

孔隙中。随后将混合液 4 000 r/min 离心 10 min

后弃去上清液，得到生物炭负载非共生固氮菌

材料。同时，以无菌生物炭作为对照处理，置

于 25 ℃人工气候箱中培养。每个处理设置 3 个

重复，每个重复分装为 8 个离心管，分别在培

养时间为 1、7、14、21、35、49、70、91 d 时

进行破坏性采集炭-菌复合样品以减少采样干扰，

整个培养周期内无其他营养物质加入。所有样

品一式两份，1 份样品用于测定鲜样指标，置于

4 ℃或−21 ℃的冰箱保存备用；另一部分用冻干

机冻干，研磨过 100 目筛备用。生物炭材料的

基本元素分析和灰分含量见表 1。

1.3　生物炭结构及其比表面积测定

利 用 扫 描 电 子 显 微 镜 (ThermoFisher 

Scientific 公司)观察冻干样品的非共生固氮菌定

殖情况。采用 BET-N2 吸附法[17]测定样品比表面

积和孔隙度。具体操作为：称取冻干生物炭样

品置于密闭容器中，在 300 ℃真空下脱气 3−6 h，

然后在−195.85 ℃下使用 N2 于比表面孔隙分析

仪(Micromeritics 公司)进行吸附和解吸。在此过

程中，测量氮气的吸附量和脱附量，从而得出

不同粒径生物炭材料的比表面积和孔隙度。

1.4　非共生固氮菌落丰度测定

利用稀释平板计数法[18]分析非共生固氮菌

落丰度。取 1 mL 生物炭悬液稀释后均匀涂布到

无氮固体培养基上，由单个细胞生长繁殖并形

成肉眼可见的菌落，根据形成的菌落数、稀释

倍数以及取样量来计算附着在生物炭上的非共

生固氮菌数量。

1.5　生物炭 pH 值测定

称取 1.00 g 冻干样于 50 mL 离心管中，加

入 10 mL 去二氧化碳水，28 ℃、180 r/min 振荡

1 h，过滤后用 pH 计测定生物炭 pH 值。

1.6　可溶性有机碳氮和微生物生物量

测定

可溶性有机碳和氮采用总有机碳分析法[19]

测定。称取 1.00 g 冻干样于 50 mL 离心管中，

加入 20 mL 去离子水，28 ℃、180 r/min 振荡

1 h 后， 4 000 r/min 离心 10 min，上清液过

0.45 μm 滤膜后用总有机碳分析仪(Elementar 公

司)测定可溶性有机碳和氮含量。

采用氯仿熏蒸-总有机碳分析法[20]测定微生

物生物量碳和氮。称取 1.00 g 新鲜湿润生物炭

2 份，分别置于真空干燥器内，其中 1 份放置含

有氯仿的烧杯。分别用真空泵将装置抽真空，

于 25 ℃黑暗条件下培养 24 h。加入 10 mL 

0.5 mol/L 硫酸钾溶液，28 ℃、180 r/min 振荡

1 h，用定量滤纸过滤后，使用总有机碳分析仪

测定微生物量碳氮。

1.7　固氮酶活性测定

采用乙炔还原法和气相色谱仪[21]测定固氮

酶活性。取新鲜湿润生物炭 1.00 g 于 110 mL 灭

菌血清瓶中，塞上异丁基胶塞后密封。氮吹

15 s，用注射器注射 11 mL 乙炔置换瓶内气体

(使血清瓶中乙炔浓度为 10%)，于 28 ℃培养

48 h。同时制作乙烯标曲。反应结束后通过气相

色谱仪(Agilent 公司)测定乙烯峰面积，从而计算

出固氮酶活性。

表1　生物炭材料的基本元素分析和灰分含量

Table 1　Basic elemental analysis and ash content of 

biochar materials

Biochar 
materials

Straw 
biochar

Wood 
biochar

Element content (%)

C

45.39

75.32

N

0.60

0.12

H

2.33

2.40

O

19.00

11.38

Ash content
(%)

32.54

10.49

pH

8.19

8.31
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1.8　数据处理与分析

采用 Excel 2016 和 SPSS 22.0 进行试验数据

处理，采用单因素(one-way ANOVA)方差分析，

并用 LSD 和 S-N-K 差异显著性检验(α=0.05)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　非共生固氮菌定殖分布特点

2.1.1　电镜扫描

通过电镜扫描(图 1A)可以看出，Sa 和 Sb 处

理组中肺炎克雷伯氏菌的定殖数量明显高于 Sc

处理组。Sa 处理组中菌株主要分布在生物炭孔

隙中，Sb 处理组中菌株则分布于生物炭孔隙和

表面。Ta 处理组中肺炎克雷伯氏菌的定殖数量

明显高于 Tb 和 Tc 处理组(图 1B)。粗粒径生物

炭具有孔隙丰富度高、比表面积大的特点，为

菌株提供了更多附着位点。

2.1.2　固氮菌定殖分布情况

由图 2A 可知，秸秆炭负载菌株后，培养第

1 天时各粒径处理组的固氮菌数量达到整个周期

的最大值，分别为 109.00 (Sa)、 108.77 (Sb) 和

108.75 CFU/g (Sc)。培养第 7 天时，生物炭负载

固氮菌数量显著降低。至培养 35 d 后，生物炭

负载固氮菌数量趋于稳定，呈现 Sb≥Sa>Sc 的规

律。与 Sa 和 Sc 处理组相比，Sb 处理组在整个

培养期间固氮菌数量分别提高了 1.06%−15.31%

图1　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)负载固氮菌电镜扫描图。S和T分别表示秸秆生物炭和木质生物炭；

a、b和c分别表示粒径>2.00、0.25−2.00和<0.25 mm；P表示固氮菌。下同。

Figure 1　Scanning electron microscope images of nitrogen-fixing bacteria inoculated on straw biochar (A) and 

wood biochar (B). S and T represent straw biochar and wood biochar respectively; a, b and c represent sizes 

with>2.00, 0.25−2.00 and <0.25 mm respectively; P represents Klebsiella pneumoniae. The same below.
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和 0.25%−31.59%。

由图 2B 可知，培养前 7 天内，木质炭负载

处理组可保持固氮菌数量与初始值持平，分别

为 108.80 (Ta)、108.58 (Tb)和 108.84 CFU/g (Tc)。培

养 14 d 后，固氮菌数量显著降低，并于 35 d

后趋于稳定，呈现 Tb>Ta≥Tc 的规律。与 Ta

和 Tc 处理组相比，Tb 处理组在整个培养期

间 分 别 提 高 固 氮 菌 数 量 0.20%− 13.60% 和

3.51%−22.73%。综上所述，2 种生物炭均在培

养初期对固氮菌表现出较强吸附能力，随后定

殖数量迅速下降，至 35 d 左右逐渐趋于稳定；

其中，0.25−2.00 mm 粒径的生物炭在维持固氮

菌定殖方面表现较优。

2.1.3　比表面积与孔隙度

由图 3A 可知，生物炭比表面积随粒径减小

而增大，Sa、Sb 和 Sc 材料的比表面积分别为

28.69、40.85、46.11 m2/g，呈现 Sc>Sb>Sa 的规

律。由图 4A 可知，平均孔隙直径分别为 2.98 

(Sa)、2.89 (Sb)和 3.35 nm (Sc)，呈现 Sc>Sa>Sb

的规律，Sc 材料的平均孔隙直径最大，可能因

为其碎屑多，蜂窝状孔隙结构较少(图 1A)。Sb

材料的比表面积较 Sa 材料提高了 42.38%。

由图 3B 可知，Ta、Tb 和 Tc 材料的比表

面积分别为 24.77、 29.86、 40.70 m2/g，呈现

Tc>Tb>Ta 的规律。由图 4B 可知，平均孔隙直

径分别为 3.53 (Ta)、3.35 (Tb)和 3.04 nm (Tc)，

图3　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)比表面积

Figure 3　Specific surface area of straw biochar (A) and wood biochar (B).

图2　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)负载固氮菌数量

Figure 2　Number of nitrogen-fixing bacteria loaded on straw biochar (A) and wood biochar (B).
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呈现 Ta>Tb>Tc 的规律。

2.2　炭-菌体系酸碱性及碳氮变化特征

2.2.1　pH 值

由图 5A 可知，秸秆炭负载菌株的各处理组

在培养初期 (7 d 内) pH 平均值较高，分别为

8.19 (S0)、7.91 (Sa)、7.91 (Sb)和 8.31 (Sc)。培

养至第 35 天时，pH 值分别显著降低(P<0.05)至

6.42−6.92 区间。培养结束时，与培养第 1 天相

比，S0、Sa、Sb 和 Sc 处理组的 pH 值分别降低

0.88、0.59、0.29 和 0.92 个单位。

由图 5B 可知，与秸秆炭 pH 变化规律类似，

木质炭负载菌株处理组在培养前 7 d 的 pH 平均

值高于其余时间段。与培养初始值相比，Ta 处

理组的 pH 值在培养第 14 天显著降低 0.77 个单

位，Tb 处理组的 pH 值在培养第 35 天显著降低

0.96 个单位。

2.2.2　可溶性有机质含量

由图 6A 可知，秸秆炭负载菌株后 Sb 处理

组的可溶性有机碳(DOC)含量总体呈现先增加后

减少的趋势，而 Sc 处理组的 DOC 含量总体呈

现减少趋势。整个培养期内，S0、Sa 和 Sb 处理

组的 DOC 含量在培养第 7 天时显著提高，较培

养第 1 天分别显著提高了 70.59%、83.79% 和

77.56%。培养第 14 天时，各处理组的 DOC 含

量出现显著降低趋势(Sc 处理除外)，而 S0 和 Sa

处理组的 DOC 含量在培养第 14−35 天内呈现持

续增加趋势，增幅分别为 28.93% 和 46.98%。

由图 6B 可知，木质炭负载菌株后，与 T0

处理组相比，Ta、Tb 和 Tc 处理组在整个周期的

DOC 平均含量分别提高 9.17%、 15.89% 和

12.71%。Ta 和 Tb 处理组的 DOC 含量总体呈现

先增加后减少的趋势。与培养第 1 天相比，各

处理组的 DOC 含量均在培养第 7 天分别显著提

高 104.39% (S0)、56.98% (Ta)、112.36% (Tb)和

106.45% (Tc)；T0 和 Ta 处理组的 DOC 含量在培

养第 35 天较第 21 天分别显著提高 36.99% 和

13.05%。总体来看，与木质生物炭相比秸秆生

物炭负载固氮菌使整个培养周期的 DOC 平均含

量提高了 34.73%。

由图 7A 可知，秸秆炭负载菌株后，与 S0

处理相比，Sa、Sb 和 Sc 处理组在整个周期的可

溶性有机氮(DON)平均含量分别提高 32.02%、

51.73% 和 71.71%。与培养第 14 天相比，各处

理的 DON 含量均在培养第 21 天分别显著提高

36.56% (S0)、 143.49% (Sa)、 54.88% (Sb) 和

34.05% (Sc)。Sb 处理组在整个周期中的 DON

平均含量显著高于 S0 和 Sa 处理组，高出

51.73% 和 14.93%。

由图 7B 可知，木质炭负载菌株后，与 T0

处理组相比，Ta、Tb 和 Tc 处理组在整个周期

图4　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)孔隙度

Figure 4　Porosity of straw biochar (A) and wood biochar (B).
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DON 平均含量分别提高 42.12%、 43.89% 和

59.31%。Tb 和 Tc 处理组的 DON 含量总体呈现

先增加后减少的趋势。Ta、Tb 和 Tc 处理组的

DON 含量在培养第 21 天较第 14 天分别显著提

高 110.49%、80.67% 和 156.91%。Ta 和 Tb 处理

组的 DON 含量在培养第 49 天较第 35 天分别显

著提高 129.26% 和 36.04%。Tc 处理组在整个周

期的 DON 平均含量显著高于其余粒径处理组，

分别高出 59.31% (T0)、12.10% (Ta)和 10.72% 

(Tb)。总体来看，与木质生物炭相比秸秆生物炭

图5　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)的pH值。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理间差异显著，不

同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 5　pH value of straw biochar (A) and wood biochar (B). Different lowercase letters indicate significant 

differences among treatments of the same particle size at different times, and different uppercase letters indicate 

significant differences among treatments of different particle sizes at the same time (P<0.05).
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负载固氮菌使整个培养周期的 DON 平均含量提

高了 39.07%。综上所述，与木质生物炭相比，

秸秆生物炭负载固氮菌能更有效地促进可溶性

有机碳(DOC)与可溶性有机氮(DON)的积累，显

著提高了整个培养周期内 DOC 和 DON 的平均

含量。

2.2.3　微生物生物量

由图 8A 可知，秸秆炭负载菌株后 Sc 处理

图6　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)的可溶性有机碳含量。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理间

差异显著，不同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 6　Dissolved organic carbon content of straw biochar (A) and wood biochar (B). Different lowercase 

letters indicate significant differences among treatments of the same particle size at different times, and different 

uppercase letters indicate significant differences among treatments of different particle sizes at the same time 

(P<0.05).
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组的微生物生物量碳(MBC)含量总体呈现下降趋

势。与培养第 1 天相比，Sa 和 Sb 处理组的

MBC 含量在培养第 7 天时分别显著提高 47.16%

和 31.11%。Sa 处理组的 MBC 含量在第 21、49 天

相较于前一时期显著提高，分别提高 65.84%、

89.57%，Sb 处理组的 MBC 含量在第 35 天显著

提高 50.40%。

由图 8B 可知，木质炭负载菌株后，与初始

图7　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)的可溶性有机氮含量。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理间

差异显著，不同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 7　Dissolved organic nitrogen content of straw biochar (A) and wood biochar (B). Different lowercase 

letters indicate significant differences among treatments of the same particle size at different times, and different 

uppercase letters indicate significant differences among treatments of different particle sizes at the same time 

(P<0.05).
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值相比各粒径处理组的微生物量碳(MBC)含量均

在培养第 21 天时分别显著降低 980.28% (Ta)、

246.59% (Tb)和 65.46% (Tc)。至培养第 35 天时，

各处理组的 MBC 含量均显著提高，分别提高了

730.40% (Ta)、363.49% (Tb)和 299.56% (Tc)，其

中以 Tb 处理组的提升效果最佳。培养 35−91 d

内，Tb 处理较 Ta 和 Tc 处理组的 MBC 平均含

量分别显著提高 71.27% 和 64.52%。总体来看，

图8　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)的微生物量碳含量。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理间差

异显著，不同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 8　Microbial biomass carbon content of straw biochar (A) and wood biochar (B). Different lowercase 

letters indicate significant differences among treatments of the same particle size at different times, and different 

uppercase letters indicate significant differences among treatments of different particle sizes at the same time 

(P<0.05).
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与木质生物炭相比秸秆生物炭负载固氮菌使整

个培养周期的 MBC 平均含量提高了 58.50%，值

得注意的是，Sb 处理组的提高效果最优，分别提

高了 148.28% (Ta)、82.33% (Tb)和 160.55% (Tc)。

由图 9A 可知，秸秆炭负载菌株后各处理组

的微生物生物量氮(MBN)含量均在培养第 7 天较

初始值分别显著提高 752.25% (Sa)、502.99% 

(Sb)和 53.76% (Sc)。与培养第 21 天相比，Sb 和

图9　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)的微生物量氮含量。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理间差

异显著，不同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 9　Microbial biomass nitrogen content of straw biochar (A) and wood biochar (B). Different lowercase 

letters indicate significant differences among treatments of the same particle size at different times, and different 

uppercase letters indicate significant differences among treatments of different particle sizes at the same time 

(P<0.05).
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Sc 处理组的 MBN 含量在培养第 35 天时分别显

著提高 211.98% 和 110.70%。培养 49−91 d 内，

Sa 和 Sb 处理组的 MBN 含量呈现持续增加趋

势，增幅分别为 166.22% 和 106.71%。

由图 9B 可知，木质炭负载菌株后 Tc 处理

组的 MBN 含量在培养第 1 天出现峰值，随后持

续处于低水平。Ta 和 Tb 处理组的 MBN 含量在

培养第 7 天较初始值分别显著提高 13.31% 和

49.77%，随后总体呈现先减少后增加的趋势。

总体来看，与秸秆生物炭相比，木质生物炭负

载固氮菌使整个培养周期的微生物生物量氮平

均含量提高了 23.20%；而秸秆生物炭显著促进

了体系中的微生物生物量碳含量。

2.3　固氮效率变化特征

由图 10A 可知，秸秆炭负载菌株后各处理

组固氮酶活性均呈现先增加后减少的趋势，

在培养第 14 天时达到峰值。各处理组固氮

酶活性在培养第 14 天较初始值分别显著提

高 216.18% (Sa)、116.88% (Sb)和 39.91% (Sc)。

随后，固氮酶活性随着培养时间延长逐渐降

低 ， 培 养 第 91 天 分 别 较 第 14 天 降 低 了

739.62% (Sa)、593.03% (Sb)和 990.80% (Sc)。不

同粒径之间固氮酶活性也存在显著差异，总体

呈 Sb>Sa>Sc 规律，Sb 处理组整个培养期间固

氮酶平均活性较 Sa 和 Sc 处理分别提高 23.49%

和 60.83%。

由图 10B 可知，木质炭负载菌株后各处理

固氮酶活性随着培养时间延长均呈现持续减少

的趋势，在培养 21 d 后趋于稳定，且较培养第

1 天降低了 90.56%−134.50%。在培养第 1 天时，

Tb 处理组较 Ta 和 Tc 处理组分别显著提高

52.51% 和 37.79%。至培养第 91 天时，Tb 处理

组较 Ta 和 Tc 处理组分别显著提高了 27.69% 和

20.99%；Ta 和 Tc 处理之间无显著差异。2 种材

料相比，秸秆生物炭固氮酶活性较木质生物炭

提高了 277.94%，Sb 处理组的提高效果最优，

分 别 提 高 了 353.49% (Ta)、 231.46% (Tb) 和

356.08% (Tc)。

2.4　相关性分析

相关性分析表明(图 11)，固氮菌数量与 pH

值在一定范围内(6.00<pH<9.00)呈极显著正相关

(r=0.50, P<0.001)。固氮酶活性与 pH 值在一定

范围内 (6.00<pH<9.00) 呈显著正相关 (r=0.17, 

P<0.05)。固氮酶活性与可溶性有机碳(DOC)含

量呈极显著正相关 (r=0.44, P<0.001)。固氮酶

活性与微生物量碳(MBC)含量呈极显著正相关

(r=0.57, P<0.001)，固氮酶活性与微生物量氮

(MBN) 含 量 呈 显 著 正 相 关 (r=0.20, P<0.05)。

MBC 含量与 DOC 含量呈极显著正相关(r=0.23, 

P<0.01)，而 MBN 含量与可溶性有机氮(DON)含

量呈极显著负相关(r=−0.29, P<0.001)。

3　讨论　讨论

3.1　生物炭对非共生固氮菌定殖分布的

影响

非共生固氮菌的定殖分布受材料、粒径、

pH 值、培养时间等多种环境因素调控[8]。本研

究结果显示，非共生固氮菌在玉米秸秆生物炭

上定殖量更高且分布更均匀，这与 Purakayastha

等[22]对 4 种作物秸秆上生物炭-微生物效应研究

结果一致，表明玉米秸秆生物炭更适用于微生

物接种及土壤改良。这可能与生物炭原料差异

有关，玉米秸秆生物炭来自草本植物秸秆，其

纤维素、半纤维素含量较高，木质素含量则较

低且结构疏松，有利于其分解营养物质供微生

物生长活动。木质生物炭中结构稳定的木质素

含量高，热解后更易形成致密的碳骨架，不易

分解。此外，秸秆原料密度低，秸秆炭灰分含

量较高(表 1)，因此在相同热解温度下玉米秸秆

生物炭的产率高于木质生物炭。灰分中包含大

量元素和无机矿物成分[23]，这可能导致玉米秸

秆生物炭可溶性有机碳、氮含量高于木质生物

炭(图 6、图 7)，进一步说明秸秆炭可以为非共

生固氮菌提供丰富的碳源。
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培养第 1 天时，粒径<0.25 mm 木质生物炭

负载固氮菌数量(Tc)显著高于其余粒径(图 2)，

这可能是由于其比表面积最大，可为菌株提供

更多附着位点，因此在初始时吸附了大量固氮

菌。然而随着培养时间延长，Tc 处理固氮菌数

量降幅最大，这可能是由于微生物资源竞争加

剧降低了整体固氮菌丰度。Palmer 等[24]指出微

生物间互相抢夺资源，扩大自身生态位。小粒

图10　秸秆生物炭(A)和木质生物炭(B)负载固氮菌固氮酶活性。不同小写字母表示同一粒径不同时间处理

间差异显著，不同大写字母表示同一时间不同粒径处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 10　Nitrogenase activity of azotobacter loaded on straw biochar (A) and wood biochar (B). Different 

lowercase letters indicate significant differences among treatments of the same particle size at different times, and 

different uppercase letters indicate significant differences among treatments of different particle sizes at the same 

time (P<0.05).
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径生物炭保水性较差，结构稳定性较弱，易引

起细胞失水，不利于菌株生长繁殖。Liao 等[25]

的研究结果也表明，就生物炭粒径而言，并不

是简单的“越小越好”。相比之下，0.25−2.00 mm

粒径生物炭负载菌株数量(Sb 和 Tb)适中，不但

能吸附较多固氮菌数量，还能持续维持固氮

菌活性。该粒径结构稳定性好，保水性优良，

为菌株生长繁殖提供了良好的栖息条件。杨

大盛等[26]的研究证实，生物炭比表面积和孔隙

特征是影响微生物定殖与存活的关键因素，

0.25−2.00 mm 粒径平衡了菌株附着位点数量与

养分资源竞争矛盾，既避免了过大比表面积导

致的菌株过度吸附与养分争夺，又能为菌株提

供充足生长繁殖空间，菌株定殖于生物炭后会

分泌形成大量生物膜，为微生物群落构建提供

良好微环境[27]，从而维持固氮菌良好生长。郑

华楠等[28]以芦苇生物炭接种微生物 3 d 后发现，

优势菌种定殖效果随着生物炭粒径减小而增大

(从 0.60 mm 减小至 0.15 mm)。这与本研究结果

不同，可能是由不同生物炭材料导致，且随着

培养时间延长(91 d)，载体材料含水率和透气性

等因素对非共生固氮菌生长繁殖也产生了巨大

影响。秸秆炭和木质炭负载固氮菌数量均在培

养前中期(1−35 d)维持较高水平，并于 35 d 后趋

于稳定，表明生物炭能维持固氮菌生长，但是

过度营养不良胁迫可能导致固氮菌活性显著降

低。胡敏敏等[29]发现在营养不良条件下，饥饿

细胞可能会进入不可培养状态，引起菌落数量

图11　相关性分析

Figure 11　Correlation analysis. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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降低。生物炭中可溶性有机碳等易降解组分含

量在初期促进了菌株增殖，而后期因养分消耗

较快导致菌株生长受限。

酸碱性也显著影响了非共生固氮菌定殖分

布情况。在培养 35 d 后，炭-菌体系 pH 值显

著降低，同时固氮菌数量也趋于稳定，从相

关性分析可知，生物炭 pH 值在一定范围内

(6.00<pH<9.00)与固氮菌数量呈极显著正相关

(图 11)，这与 Chen 等[30]研究结果一致，生物炭

添加增加土壤 pH 值的同时也增加了固氮菌丰

度。秸秆炭 pH 值高于木质炭，这是因为秸秆中

灰分(无机矿物质)含量远高于木材(表 1)，碱性

矿物质在热解过程中会保留在生物炭中，且部

分转化为可溶性碱性成分。当秸秆生物炭与水

或土壤接触时，这些成分易溶解并释放 OH−，
显著提高环境 pH 值，这与胡青等[31]在研究不同

材料生物炭理化性质差异的结果一致，当灰分

含量提高时，pH 值也随之升高。

3.2　生物炭对非共生固氮菌固氮效率的

影响

固氮酶活性是反映固氮效率的重要指标。

本研究中秸秆炭负载固氮菌固氮酶活性显著高

于木质炭(图 10)，这可能与秸秆炭中较高的可溶

性有机碳、微生物量碳含量有关(图 6、图 8)。

从相关性分析可知，固氮酶活性、微生物量均

与可溶性有机碳呈极显著正相关(图 11)，表明高

碳生长环境有利于非共生固氮菌生长和固氮功

能发挥。作为最易直接利用的碳源，高含量可

溶性有机碳为固氮菌生物合成提供了充足的碳

骨架，促进了氨基酸、核苷酸、脂肪酸合成，

可促进非共生固氮菌生长[32]。Xu 等[33]对高有机

质土壤中微生物碳利用效率的研究也支持该观

点，高碳环境能显著促进微生物生长与繁殖。

此外，可溶性有机碳的增加还提高了非共生固

氮菌代谢活性，能够为固氮过程提供必要的还

原力和三磷酸腺苷(ATP)，进而显著影响生物固

氮作用效率[34]。然而，生物炭可溶性有机氮含

量可能抑制了微生物量氮含量的积累(图 11)，减

弱了非共生固氮菌活性与功能。这可能是因为

外源氮素提高会抑制非共生固氮菌体内含氮化

合物的合成[35]，表明高氮水平的生境对非共生

固氮菌活性有显著抑制作用，影响非共生固氮

菌丰度[36]，进而影响固氮酶活性，Reed 等[37]的

研究也支持这一结论，固氮酶活性和 nifH 基因

丰度与总氮量呈负相关。因此，秸秆炭所营造

的高碳低氮生境更有利于非共生固氮菌的生长

与固氮功能表达。

秸秆生物炭和木质生物炭固氮酶活性均以

0.25−2.00 mm 粒径处理较高，这可能是其物理

结构和化学性质共同作用、为固氮菌创造了一

个“理想微环境”的结果。0.25−2.00 mm 粒径提

供了充足但不过量的比表面积、宏孔和介孔，

保证了吸附菌株数量和养分供应，从而最大限

度地激发了固氮酶的活性。Chen 等[38]还研究表

明，具有较好孔隙结构的生物炭颗粒促进了微

生物氧化还原反应，有效地消耗了氧气，从而

形成并维持有利于固氮酶功能的缺氧微环境。

此外，相对于更小粒径(易团聚堵塞)和更大粒径

(扩散路径长)生物炭，0.25−2.00 mm 粒径生物炭

形成了较为疏松的多孔结构，有利于水分、营

养物质以及固氮产物(如铵)扩散和传输，这与

Liao 等[25]在研究不同生物炭粒径影响植物性能

的结果类似。这一特性有效缓解了外界环境波

动所带来的胁迫，从而更有利于维持固氮菌的

高效固氮功能。本研究发现，0.25−2.00 mm 粒

径生物炭促进了固氮菌吸附和生长。这与刘秉

儒等[39]研究发现土壤粉粒比例增加能提升微生

物酶活性的结论不同，这可能是由于土壤粉粒

优化了土壤团聚结构，而 0.25−2.00 mm 生物炭

比表面积和孔隙结构能更高效地调节水分、通

气。何芳兰等[40]研究也表明，当土壤细砂粒含

量增加时土壤通气性改善，进而提高了土壤微

生物数量。这表明生物炭粒径可通过调控含水

量、通气性及比表面积等多重因素综合影响微

生物定殖与生长过程。
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生物炭原料来源广泛。木质生物炭通常碳

含量较高、稳定性较强[41]，但其灰分含量较低，

所含钾、钙等矿物质养分相对有限。秸秆生物

炭则原料丰富、成本较低，灰分中富含硅、钾

等营养元素，孔隙结构较为适中，因此在土壤

改良中应用广泛[42]。在农业实践中，配施生物

炭可减少化肥用量，还能降低环境污染风险。

因此，生物炭负载固氮菌有望能够提高土壤有

机碳含量[43]，显著减少氮、磷等养分流失，改

善土壤结构，提升养分生物有效性[44]。

4　结论　结论

生物炭因其具有高孔隙度、高表面积和高

吸附能力可作为非共生固氮菌优良载体，通过

改善微生物的微生态环境，提高了微生物的固

氮活性和部分功能特性。其中，玉米秸秆生物

炭因含有较高比表面积、灰分和可溶性有机碳

含量，有利于非共生固氮菌定殖，其固氮效率

显著高于木质生物炭。0.25−2.00 mm 粒径生物

炭平衡了菌株附着位点数量与养分资源竞争间

的矛盾，较其余粒径显著提高了菌株数量、微

生物生物量碳和固氮酶活性。本研究明确了生

物炭负载对非共生固氮微生物固氮效率的影响

情况，可为提高非共生生物固氮潜力、推广生

物炭应用等方面提供理论依据。虽然非共生固

氮菌在生物炭表面能发挥固氮作用，但是长期

过度营养不良刺激可能导致细菌功能退化，关

于生物炭生境对非共生固氮菌的营养调控机制

还需进一步研究。
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