
中国科学: 生命科学                                      2025 年 第 55 卷 第 9 期: 1929 ~ 1942 

SCIENTIA SINICA Vitae                                                                lifecn.scichina.com 

论 文  

高寒草甸土壤微生物与酶活性及有机碳库对氮添加 
和降水改变的关联响应 
张法伟1*, 李红琴2, 宋成刚3, 祝景斌4, 独威5, 梁乃申6, 司梦可1, 樊博1, 周华坤1,  
李英年1 

1. 中国科学院西北高原生物研究所高原生物适应与进化重点实验室, 西宁 810008 
2. 洛阳师范学院生命科学学院, 洛阳 471934 
3. 青海省工程咨询中心, 西宁 810001 
4. 枣庄学院旅游与资源环境学院, 枣庄 277160 
5. 生态环境部环境发展中心, 北京 100029 
6. 日本国立环境研究所, 筑波 3058506 
* 联系人, E-mail: mywing963@126.com 

收稿日期: 2025-01-16; 接受日期: 2025-04-17; 网络版发表日期: 2025-08-22 
青海省重点研发与转化计划科技国际合作专项(批准号: 2024-HZ-801)、青海省寒区恢复生态学重点实验室开放课题(批准号: 2023-KF-03)、 

河南省自然科学基金(批准号: 242300420170)、国家自然科学基金(批准号: 32471752)和青海省2021昆仑英才-拔尖人才项目资助  

摘要 阐明土壤微生物与酶活性对氮沉降及降水格局改变的响应机制, 是预测全球变化背景下高寒草甸碳循环 

过程的重要科学基础. 本研究依托2017年在青藏高原东北缘建立的高寒草甸氮、水改变模拟实验平台(氮添加 

10g/(m 2 a), 降水±50%), 分析2024年表层(0~10 cm)与深层(30~40 cm)土壤微生物生物量碳、氮含量(MBC, 
MBN)、微生物磷脂脂肪酸(PLFA)、酶活性及有机碳(SOC)化学组分的响应规律. 结果表明, 氮添加提高地上生 

产力及表层SOC和全氮含量, 同时导致表层土壤酸化, 但对地下生物量(BGB)及土壤磷、钾含量无显著影响. 
MBC, MBN和PLFA在表层稳定但深层下降. 氮添加促进表层脲酶活性, 但抑制水解酶和深层氧化酶活性. 表层 

缓效SOC提升, 深层活性和惰性SOC下降. pH和BGB通过调控微生物和酶活性影响SOC. 因此, 氮、水改变通过 

“环境过滤-代谢底物”双重路径调控土壤碳稳定性. 
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草地生态系统地处半湿润和半干旱区, 受氮、水 

资源可利用性的强烈影响, 因此对全球变化十分敏感, 
在区域碳循环及社会可持续发展中扮演着重要角 

色 [1~3]. 大气氮沉降增加和降水格局改变是全球变化的 

两个重要内容, 深刻影响草地生态系统过程和功能, 驱 

动生态系统演变 [4~6]. 地下生态过程和功能是草地生态 

系统稳定的关键, 却也是系统演变中最难量化的因 

素 [7~9]. 土壤微生物和胞外酶是土壤碳氮循环的引擎 

和催化剂 [10,11], 也是土壤质量及其恢复潜力的重要评 

估指标, 与生态系统稳定及演化联系密切 [12~14]. 高寒 
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草甸是青藏高原的主体植被类型, 其碳储功能十分重 

要且绝大部分集中在地下, 0~100 cm土壤有机碳密度 

达11.7 kg/m2, 虽然以相对稳定有机碳组分占优 [15~17], 
但受植被-微生物-土壤相互作用驱动而对外源扰动较 

为敏感, 明晰其土壤有机碳稳定性对全球变化响应至 

关重要 [18~20]. 由于气候变化和人类活动加剧, 青藏高 

原的降水和大气氮沉降呈现出增加趋势, 改变了高寒 

草甸碳氮循环及生态功能, 但其驱动效应受试验年 

限、站点背景和气候因子调控, 存在较大的不确定 

性 [21~23]. 因此, 系统研究氮富集和降水变化对高寒草 

甸土壤微生物、酶活性及有机碳库的驱动机制, 有利 

于准确预测全球变化背景下高寒草甸生态系统碳循环 

和碳储功能的演变. 
氮添加通常能够提高草地植被地上生产力 [1,6,24], 

但根系生产力和土壤有机碳库等地下碳过程的变化表 

现出增加 [25,26]、不变 [23,27,28]和降低 [3,16,29]的多元响应, 
与群落结构、水热状况及本底土壤理化性状密切相 

关 [3,9,30]. 水分不仅直接参与生理生化反应, 还通过调 

控土壤氧化还原的状态和底物的溶解及迁移影响草地 

碳循环及其对氮添加响应 [31,32], 但也有降水变化无显 

著影响的研究报道 [6,23,33]. 土壤微生物数量、丰度和 

酶活性驱动土壤有机质转化及养分循环等代谢过 

程 [34,35], 明晰其对氮、水改变的响应机制是理解地下 

碳过程多元变化及内在植被-土壤-微生物联动调控的 

关键. 基于资源分配理论, 养分和水分变化会通过影响 

植物和微生物的生长策略或土壤理化性状作用于土壤 

微生物性状及酶活性 [7], 进而调控土壤碳循环速度及 

碳储功能 [36], 但具有很大变异 [3]. 例如, 有研究发现, 
氮添加引起的土壤酸化会降低细菌丰度和多样性, 但 

对耐受性较强的真菌影响较小, 进而抑制土壤酶活 

性 [35], 有利于土壤有机碳的积累 [37]. 也有研究表明, 氮 

添加能够缓解植物和微生物之间的氮素竞争, 增加细 

菌丰度和微生物生物量氮含量 [7], 加快土壤有机质的 

矿化 [16]. 抑或二者正负效应相互抵消, 导致土壤有机 

碳不变 [23,28]. 水分增加可以提高根系生产力和土壤微 

生物生物量 [32], 减缓氮富集对土壤酶活性的抑制作 

用 [38], 增加有机碳的稳定性 [31]; 而水分减少对高寒草 

甸碳交换和土壤有机碳的影响较为有限 [6,19]. 全球变 

化通常涉及多因子交互作用, 可能产生协同、加和或 

拮抗等非线性效应 [9,39], 而且综合效应会掩盖单一因 

子作用, 但目前相关研究多来自单因子试验 [27]或时 

间 [19]、空间 [7]梯度调查, 加之土壤采样多集中在表层, 
而草地地下碳过程的响应具有显著的层次特异 

性 [40,41], 增加了研究结论的不确定性. 因此, 多因子交 

互试验及深层土壤响应的研究匮乏, 限制了对高寒草 

甸土壤有机碳库演变机制的全面认知, 亟需采用氮、 

水交互的长期野外试验探讨表层和深层土壤微生物及 

酶活性的生态响应, 以期揭示高寒草甸植被-微生物- 
土壤对有机碳库的协同调控. 

因此, 本研究依托2017年建立于青藏高原东北缘 

的高寒草甸氮添加和降水变化的全因子随机区组试验 

平台 ,  以植物根系和微生物的土壤集中分布层 

( 0 ~ 4 0  c m )为对象 ,  研究表层 ( 0 ~ 1 0  c m )和深层 

(30~40 cm)微生物生物量碳氮含量、微生物磷脂脂肪 

酸含量和10种主要酶活性及土壤有机碳化学组分的变 

化特征及环境调控, 以期进一步揭示植被-微生物(酶 

活性)-土壤有机碳库对大气氮沉降增加和降水格局变 

化的联动响应机制. 根据前期研究结果发现, 植物根 

系、土壤养分及微生物集中在表层导致其稳定性相关 

较高 [6,23], 本文假设氮、水改变主要通过影响深层微 

生物和酶活性进而驱动土壤碳库. 研究结果可为高寒 

草甸生态系统碳储功能的评估和区域“双碳行动”提供 

理论依据和政策建议. 

1 材料和方法 

1.1 样地概况 

试验平台地处青藏高原东北缘, 位于青海海北高 

寒草地生态系统国家野外科学观测研究站(37.62ºN, 
101.32ºE, 海拔3200 m)附近的高寒草甸冬季牧场. 区域 

气候为典型的高原大陆性气候, 雨热同季, 年均气温和 

降水量分别为−1.7℃和580.0 mm. 土壤类型为高山草 

甸土, 质地为砂壤土. 植被类型为高寒禾草-嵩草草甸, 
优势种包括垂穗披碱草(Elymus nutans)、异针茅(Stipa 
aliena)、矮生嵩草(Kobresia humilis)、麻花艽(Genti
ana straminea)和黄花棘豆(Oxytropis ochrocephala)等, 
地上净初级生产力约为8月底的400.0 g/m2. 有关研究 

区域气候、土壤和植被的详细信息可参阅相关文 

献 [42,43]. 

1.2 试验设计 

试验采用随机区组全因子设计, 共3个区组, 18个 
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小区, 每个区组包括6个处理, 分别为对照(CK)、氮添 

加(N)、增雨(CK+50%)、减雨(CK−50%)、氮添加增 

雨(N+50%)和氮添加减雨(N−50%). 每个小区面积为 

6 m×6 m, 四周设置1 m宽的缓冲带以减少边际效应干 

扰. 氮添加水平为10 g/(m2 a), 材料为树脂薄膜缓释尿 

素(氮含量46.4%), 在每年4月底至5月初雨天来临之前 

一次性人工均匀撒施. CK−50%处理采用拱形钢构遮 

雨棚(6 m×6 m×4 m)加凹形树脂透光槽(3 m×0.3 m, 透 

光率大于99%)实现 [44]. 透光槽投影面积为小区面积的 

一半, 均匀纵向分布在遮雨棚上. 透光槽尾端安装集水 

槽自动汇集截留的降水于桶中, 并在每次有效降水后 

将桶内水分均匀喷洒至毗邻增雨相关处理小区. 该平 

台于2017年正式运行, 四周架设围栏以防止家畜干扰, 
小区每年冬季进行轻度放牧. 详细试验设计可参阅相 

关文献 [6,23]. 

1.3 植被和土壤理化性状 

2024年9月采集植被和土壤样品. 在每个小区随机 

选取1个0.5 m×0.5 m的样方, 齐地面剪取植被活体部 

分获取地上样品. 利用内径7 cm的根钻在收获植被地 

上样品的样方内, 按照0~10和30~40 cm采集土柱, 并 

装入2 mm网袋内清洗后获取现存根系样品. 同时, 将 

2023年10月底埋入的用无根土壤填充的生长袋(网眼 

2 mm的尼龙网缝制成外径7.0 cm, 长100 cm的圆柱形 

袋子)取出, 分层剪开清洗后, 获取0~10 cm和30~40 cm 
的新生根系样品. 植被地上样品和现存、新生根系样 

品放置在65℃的烘箱中分别烘干24和48 h后称重, 以 

表征地上生物量(AGB, g/m 2)、地下生物量(BGB, 
g/m 2)和地下净初级生产力(BNPP, g/m 2). 再利用同样 

根钻按照根系的采样深度获取土壤样品. 随机采集3 
份土壤混合成1份样品, 一部分−20℃冷冻保存用于测 

定微生物性状及部分酶活性, 一部分经室内风干、过 

筛等处理后, 测定土壤理化性状. 土壤有机碳(SOC)采 

用重铬酸钾-硫酸外加热法测定, 全氮(TN)通过凯氏定 

氮法分析, 全磷(TP)和全钾(TK)分别采用硫酸-高氯酸- 
钼锑抗比色法和电感耦合等离子体发射光谱仪法测 

定. 土壤pH采用水浸法加pH计测定, 土水比1:2.5. 土壤 

质地用激光衍射粒度分析仪(Mastersizer 2000, 英国) 
测定土壤粒径百分比, 粒径划分为3个组分: 黏粒(clay: 
<2 μm)、粉粒(sil t :  2~20 μm)和砂粒(sand: 20~ 
2000 μm). 

1.4 土壤有机碳化学组分、微生物生物量、磷脂 
脂肪酸含量和酶活性 

土壤有机碳化学组分采用酸水解法将土壤有机碳 

库分为两个活性程度不同的组分(活性有机碳: LCP1; 
缓效有机碳: LCP2)和惰性有机碳组分(RCP) [45]. 土壤 

微生物生物量用氯仿熏蒸提取后, 用TOC和流动分析 

仪分别测定其碳含量(MBC)和氮含量(MBN).  
微生物磷脂脂肪酸(PLFA)含量用气相色谱-质谱 

联用法分析. 新鲜冷冻土壤样品经过提取、分离、酯 

化后, 利用气质联用色谱仪(7890B-5977A, 美国安捷 

伦)测定微生物PLFA组分及含量. 根据高寒草地已有 

的研究结果 [46], 利用PLFA结构标记指示放线菌(Acti
nomycetes)、真菌(fungi)、丛植菌根真菌(AMF)、细 

菌(革兰氏阳性菌(Gram positive)和革兰氏阴性菌 

(Gram negative)), 并根据色谱峰的面积计算各自含量, 
进而表征微生物的群落结构. 

蔗糖酶(INV)、纤维素酶(CEL)、脲酶(URE)利用 

分光光度计测定, 纤维素二糖水解酶(CBH)、α-1,4葡 

萄糖苷酶(αG)、β-1,4葡萄糖苷酶(βG)、β-1,4木糖苷酶 

(βX)和β-1,4-N-乙酰基葡萄糖苷酶(NAG)采用微孔板 

荧光法测定, 过氧化物酶(PER)和多酚氧化酶(PPO)微 

孔板比色测定. 

1.5 数据分析 

首先, 采用单因素方差分析和最小显著性差异法 

(LSD)进行植被生产力、土壤理化、微生物、酶活性 

及有机碳组分的差异比较; 其次, 基于混合效应线性模 

型探讨氮、水改变对上述响应因子的驱动特征, 其中, 
试验处理为固定效应, 区组为随机效应. 由于土壤层次 

具有显著效应, 因此分别探讨表层和深层响应特征, 以 

期明晰土壤微生物、酶活性及有机碳的层次分异响 

应. 响应因子均进行自然对数转换以满足数据正态分 

布要求. 混合效应线性模型利用“nlme”软件包的“lme” 
函数完成. 

基于响应比(RR)量化氮、水改变对响应因子的驱 

动强度. RR能够降低由于小样本容量所导致的方差异 

质性影响 [47], 适宜表示响应因子的变化量 [48]. RR及其 

方差(ν)的计算公式如下:  

( ) ( ) ( )X X X XRR = ln / = ln ln , (1)T C T C
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其中 ,  XT和 XC分别是试验组和对照组的平均值 ,  

ST
2和SC

2分别为试验组和对照组的标准差, N T和N C分别 

是试验组和对照组的样本量. RR及其95%的置信区间 

基于随机效应模型利用“metafor”软件包中的“rma”函 

数计算 [49]. 
采用“Vegan”软件包“rda”函数, 基于冗余分析探讨 

地下生产力和土壤理化等因子对土壤微生物PLFA含 

量和酶活性变化的驱动特征 ,  并利用层次分割法 

(“rdacca.hp”函数)量化因子的相对贡献. 采用“pair
wise.adonis”函数, 依据土壤微生物PLFA含量和酶活 

性的Bray-Curtis距离矩阵, 利用置换多元方差分析评 

估氮、水改变对二者变化的整体影响. 最后基于观测 

因子的RR(因样本量限制通过RR弱化层次差异), 构建 

植被生产力(AGB, BGB, BNPP)、土壤理化(TN, TP, 
TK, pH, 土壤质地)、土壤微生物(MBC, MBN, PLFA)、 

土壤酶(10种酶活性)和土壤有机碳库(LCP1, LCP2, 
RCP)等潜变量, 采用“plspm”函数, 拟合偏最小二乘法 

的结构方程模型(SEM)探讨氮、水改变对土壤有机碳 

库的变化的驱动强度和潜在路径. 基于潜变量的Cron
bach’s alpha(>0.7, 以保障测量模型的信度和内部一致 

性)、观测因子对潜变量的载荷(loading)及拟合度 

(goodness of fit)对SEM进行优化. 所有统计分析在 

R 4.3.2平台完成. 显著性水平依据P值定义为显著 

(P<0.05)和临界显著(0.05≤P<0.10). 

2 结果 

2.1 植被生产力和土壤理化性状的响应 

氮、水改变对BGB, BNPP, TP, TK和土壤质地没 

有显著影响(表1). AGB和表层SOC受N处理的显著影 

响, 其中CK−50%处理的AGB((292.4±65.7) g/m2, 平均 

值±标准差, 下同)和表层SOC((58.0±0.6) g/kg)相对最 

小, AGB和SOC在N和N+50%处理下相对最大(AGB和 

SOC在此2种处理下均无显著差异), 分别比最小值高 

约1.1倍和27.6%. 相对CK, N处理临界显著(P=0.06)降 

低深层BGB约28.7%. 表层TN受氮、水交互效应的显 

著影响, 在N和CK+50%处理下相对最大(~5.0 g/kg). 
表层pH在N和N+50%处理下相对最小(~6.3). 相对CK, 

N处理的AGB、表层SOC和TN分别升高38.3%, 7.9% 
(图1)和21.8%, pH降低7.8%. 

2.2 土壤微生物生物量碳氮含量和有机碳组分的 
响应 

CK表层MBC和MBN分别为 (530 .6±88 .6)和 

(100.6±2.8) mg/kg, 分别为深层的4.6和7.8倍; CK表层 

LCP1, LCP2和RCP分别(9.7±0.8),  (7.9±1.2)和 

(49.5±7.7) g/kg, 约为深层的2倍. 氮、水改变没有显著 

影响MBC和MBN及有机碳组分(表2), 除氮相关(N, N 
+50%和N−50%)处理的表层LCP2比CK显著高约22% 
外. 另外, 相对CK, N+50%处理的表层MBN临界显著 

(P=0.07)下降45.5%, 而表层LCP1临界显著(P=0.07)升 

高42.8%. 响应比的分析表明, MBC和MBN均表现为 

负响应(图1), 其中, N+50%, N−50%和CK+50%处理 

的表层MBN显著下降约41.0%, N处理的表层MBN临 

界显著(P=0.06)下降31.4%; N−50%处理显著降低深 

层MBN(14.2%)和深层LCP1(4.9%), 但显著提高表层 

LCP2(22.6%). 因此, 氮、水改变降低MBC和MBN及 

深层LCP1、LCP2和RCP(除CK−50%外), 氮相关处理 

提高表层LCP1和LCP2. 

2.3 土壤微生物磷脂脂肪酸含量的响应 

CK表层放线菌、AMF、真菌、革兰氏阴性细菌 

和革兰氏阳性细菌的PLFA含量分别约为(12.8±5.8), 
(4.6±2.9), (5.2±3.7), (36.1±22.3)和(32.9±15.0) nmol/g, 
约为深层的2倍 .  N处理显著影响深层土壤微生物 

PLFA含量, 除革兰氏阳性细菌外(表3). 响应比的分析 

表明, 深层土壤微生物PLFA含量对氮、水改变均表 

现为负响应(图2). 相对CK, N+50%处理的深层土壤 

放线菌、AMF、真菌、革兰氏阴性细菌和革兰氏阳 

性细菌的PLFA含量分别显著降低57.6%, 62.1%, 
72.6%, 65.1%和64.5%, N−50%处理的深层土壤真菌、 

革兰氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌的PLFA含量分别 

显著降低78.8%, 70.4%和70.3%. 因此, 氮、水改变, 尤 

其N+50%和N−50%处理, 降低深层土壤微生物PLFA 
含量. 

2.4 土壤酶活性的响应 

CK的表层INV, CEL, URE, CBH, αG, βG, βX, 
NAG, PER和PPO分别为(3069.2±208.7), (30.7±5.7)和 
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(16.3±2.3) μg/(g h), (126.7±16.9), (419.7±40.5), (165.4 
±12.2), (86.8±19.4), (125.4±21.1), (0.78±0.51)和 

(0.37±0.2) μmol/(g h), 表层水解酶活性远大于深层 

(2.0~31.4倍), 表层氧化酶则相反(0.12倍). 除INV和 

βG, 氮、水改变对其他8种酶活性均有显著影响(表4). 
几乎所有深层水解酶均表现为负响应(图3). N−50%处 

理的表层URE和N处理的表层PPO及CK−50%处理的 

深层PER表现出正响应, 相对CK三者分别显著升高约 

73.4%和90.1%及62.2%(图3). 因此, 氮、水改变降低深 

层土壤水解酶活性, 提高表层URE和PPO活性; 氮相关 

处理降低深层氧化酶活性, 但增雨和减雨处理则对其 

表现出正效应. 

图 1 表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤微生物生物量碳含量(MBC)、氮含量(MBN)及土壤活性有机碳(LCP1)、缓效有机 
碳(LCP2)、惰性有机碳(RCP)及总有机碳(SOC)对氮、水改变(CK+50%: 增雨50%; CK−50%: 减雨50%; N: 氮添加; N+50%: 氮 
添加且增雨; N−50%: 氮添加且减雨)的响应比. 误差棒为标准差. “***”, “**”和“*”差异显著性水平P<0.001, P<0.01和P<0.05 
Figure 1 Response ratios of the soil microbial biomass carbon (MBC) and nitrogen content (MBN), labile carbon pool (LCP1), slow labile carbon 
pool (LCP2), recalcitrant carbon pool (RCP), and total organic carbon pool (SOC) of topsoil (0–10 cm) and subsoil (30–40 cm) to the changes in 
nitrogen and precipitation (CK+50%: increased precipitation; CK−50%: decreased precipitation; N: nitrogen addition; N+50%: nitrogen addition with 
increased precipitation; N−50%: nitrogen addition with decreased precipitation). Error bars are standard deviations. “***”, “**”, and “*” are P<0.001, 
P<0.01, and P<0.05, respectively  

表 1 氮添加和降水改变对高寒草甸地上-地下生产力及土壤理化特性影响的混合效应模型F值 a) 

Table 1 F values from linear mixed-effects models examining the effects of nitrogen addition and precipitation changes on above- and below-ground 
productivity and soil physicochemical properties in an alpine meadow a) 

土壤深度 因子 
地上 

生物量 
地下 

生物量 
地下净初级 
生产力 

土壤 
有机碳 

土壤全氮 土壤全磷 土壤全钾 土壤 土壤黏粒 土壤粉粒 土壤砂粒 

表层 

氮  10.23 ** 0.03 1.47 5.55 * 1.69 0.09 2.18 22.14 *** 0.09 1.92 0.87 

降水 3.27 0.66 1.39 1.34 0.13 0.19 0.13 2.64 0.06 0.50 0.51 

氮×降水 0.03 0.35 0.44 0.21 5.04 * 0.58 0.84 1.27 0.22 0.25 0.40 

深层 

氮 – 4.38 0.06 0.71 1.67 1.15 0.65 1.06 0.05 0.48 0.24 

降水 – 0.94 1.25 1.27 0.68 2.18 2.17 0.70 0.76 3.36 1.11 

氮×降水 – 1.01 0.64 1.95 0.14 1.13 0.07 0.54 0.05 1.53 0.86  

a) “***”, “**”和“*”差异显著性水平P<0.001, P<0.01和P<0.05  
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2.5 土壤微生物磷脂脂肪酸含量和酶活性响应的 
环境调控 

冗余分析(RDA)的结果表明, 土壤微生物PLFA含 

量和酶活性对氮、水改变表现出显著的土壤层次特异 

性(图4). 环境因子对土壤微生物PLFA含量和酶活性的 

总解释度分别为49.4%和82.8%, RDA第一轴的贡献率 

分别为74.9%和88.2%. 环境因子与RDA的拟合分析表 

明, 除了TK(P>0.40), 其余因子对土壤微生物PLFA含 

量和酶活性排序结果的影响均达到显著水平. 基于层 

次分割的结果表明, pH和BGB对土壤微生物PLFA含 

量排序结果的贡献率相对最大, 分别为11.0%和10.9%; 

表 2 氮添加和降水改变对高寒草甸表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤微生物生物量碳氮及有机碳化学组分影响的混合 

效应模型F值 a) 

Table 2 F values from linear mixed-effects models examining the effects of nitrogen addition and precipitation changes on microbial biomass 
carbon, microbial biomass nitrogen, and soil organic carbon chemical composition in topsoil (0–10 cm) and subsoil (30–40 cm) of an alpine meadow a) 

土壤深度 因子 微生物生物量碳 微生物生物量氮 活性有机碳 缓效有机碳 惰性有机碳 

表层 

氮 0.67 4.11 3.99 16.45 ** 2.42 

降水 1.31 2.82 0.60 1.72 1.24 

氮×降水 0.01 0.48 0.06 0.38 0.41 

深层 

氮  0.09 0.76 3.28 0.08 0.08 

降水 0.12 0.41 1.07 0.19 0.19 

氮×降水 1.63 0.35 1.61 1.13 1.13   

a) “**”差异显著性水平P<0.01  

图 2 表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤放线菌(Actinonmycetes)、丛植菌根真菌(AMF)、真菌(Fungi)、革兰氏阴性细菌 
(G−)和革兰氏阳性细菌(G+)的磷脂脂肪酸含量对氮、水改变(CK+50%: 增雨50%; CK−50%: 减雨50%; N: 氮添加; N+50%: 氮 
添加且增雨; N−50%: 氮添加且减雨)的响应比. 误差棒为标准差. “**”和“*”差异显著性水平P<0.01和P<0.05 
Figure 2 Response ratio of the phospholipid fatty contents of actinonmycetes, AMF, fungi, and Gram negative (G−) and Gram positive (G+) 
bacteria of topsoil (0–10 cm) and subsoil (30–40 cm) to the changes in nitrogen and precipitation (CK+50%: increased precipitation; CK−50%: 
decreased precipitation; N: nitrogen addition; N+50%: nitrogen addition with increased precipitation; N−50%: nitrogen addition with decreased 
precipitation). Error bars are standard deviations. “**” and “*” are P<0.01 and P<0.05, respectively  
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pH和TP对酶活性排序结果的贡献率居前2位, 分别为 

11.8%和11.6%. 基于距离矩阵的置换多元方差分析表 

明, 土壤微生物PLFA含量和酶活性在不同处理间差异 

不显著(P>0.60). 因此, 氮、水改变对土壤微生物PLFA 
含量和酶活性的影响呈现层次特异性, pH是首要的驱 

动因子. 

2.6 植被、土壤微生物、酶活性与土壤有机碳库 
变化的关联过程 

由于植被生产力响应比潜变量的Cronbach’s alpha 
极小(<0.001), 即AGB, BGB和BNPP无法有效组合为 

植被生产力, 因此构建了土壤+植被的潜变量, 以检验 

植被生产力的作用. 优化的偏最小二乘法的结构方程 

表 3 氮添加和降水改变对高寒草甸表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤微生物磷脂脂肪酸含量影响的混合效应模型F值 a) 

Table 3 F values from linear mixed-effect models examining the effects of nitrogen addition and precipitation changes on soil microbial 
phospholipid fatty acid contents in topsoil (0–10 cm) and subsoil (30–40 cm) of an alpine meadow a) 

土壤深度 因子 放线菌 丛枝菌根真菌 真菌 革兰氏阴性细菌 革兰氏阳性细菌 

表层 

氮 0.05 <0.01 0.23 0.22 0.14 

降水 3.98 1.50 0.55 1.29 0.46 

氮×降水 0.30 0.73 0.72 0.68 0.94 

深层 

氮 4.90 * 4.85 * 5.56 * 4.55 * 2.88 

降水 0.41 1.30 1.27 1.71 1.85 

氮×降水 0.43 0.14 0.90 0.23 0.36   

a) “*”差异显著性水平P<0.05  

图 3 表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤蔗糖酶(INV)、纤维素酶(CEL)、纤维素二糖水解酶(CBH)、α-1,4葡萄糖苷酶 
(αG)、β-1,4葡萄糖苷酶(βG)、β-1,4木糖苷酶(βX)、β-1,4-N-乙酰基葡萄糖苷酶(NAG)、脲酶(URE)、过氧化物酶(PER)和多酚 
氧化酶(PPO)活性对氮、水改变(CK+50%: 增雨50%; CK−50%: 减雨50%; N: 氮添加; N+50%: 氮添加且增雨; N−50%: 氮添加 
且减雨)的响应比. 误差棒为标准差. “**”和“*”差异显著性水平P<0.01和P<0.05 
Figure 3 Response ratio of the activities of invertase (INV), cellulose (CEL), cellobiohydrolase (CBH), α-1,4 glucosidase (αG), β-1,4 glucosidase 
(βG), β-1,4 xylosidase (βX), β-1,4-N-acetylglucosidase (NAG), urease (URE), peroxidase (PER), and polyphenol oxidase (PPO) of topsoil (0-10 cm) 
and subsoil (30-40 cm) to the changes in nitrogen and precipitation (CK+50%: increased precipitation; CK−50%: decreased precipitation; N: nitrogen 
addition; N+50%: nitrogen addition with increased precipitation; N−50%: nitrogen addition with decreased precipitation). Error bars are standard 
deviations. “**” and “*” are P<0.01 and P<0.05, respectively  
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模型中, 土壤+植被、微生物、酶活性和有机碳库的 

Cronbach’s alpha分别为0.72, 0.93, 0.82和0.86, 且第 

一、第二主成分的特征值分别大于1和小于1, 模型的 

拟合优度(GOF)为0.83(图5), 表明该模型结果具有良 

好信度. 土壤+植被的潜变量对土壤有机碳库及微生 

物的直接效应分别为0.68和0.90, 对土壤酶活性的间 

接效应为0.90, 对土壤有机碳库的总效应高达0.87, 其 

中, BGB效应为正, pH的效应为负且其驱动强度略大 

于BGB. 酶活性对土壤有机碳库的直接效应为0.80. 因 

此, 氮、水改变直接通过影响环境过滤(pH)和代谢底 

物(BGB), 并间接通过调控土壤微生物影响土壤酶活 

性, 驱动土壤有机碳库. 

3 讨论 

3.1 土壤微生物、酶活性和有机碳响应的层次特 
异性 

由于不同生境下的微生物资源获取策略的差 

异 [34,35], 高寒草甸土壤微生物、酶活性和有机碳组分 

对氮、水改变的响应表现出明显的土壤层次特异性 

(图4), 和研究假设相对一致. 高寒植物根系多集中在 

表层土壤 [1,23], 加之表层水分、资源丰富, 为微生物的 

生长和繁殖提供良好的能量和营养基质, 有利于土壤 

酶 (尤其水解酶 )活性的增强及有机碳的形成与转 

化 [1,23], 加之微生物群落内的功能互补效应较强, 导致 

表层土壤微生物和酶活性对氮、水改变响应较弱(图 

1~3). 而深层代谢底物和O 2相对不足, 微生物数量较 

少, 对外界变化更为敏感 [40,41]. 同时, 深层土壤新鲜植 

物源碳供应缺乏, 加之土壤C/N(9.7±1.8)低于仅为表层 

(13.0±2.8)的3/4, 深层微生物因碳源限制加剧 [14,34], 致 

使微生物依靠分泌氧化酶来分解C/N比高的稳定态有 

机碳(如木质素)以维持体内化学计量平衡, 这也可能 

是深层氧化酶活性较高而水解酶活性较低的原因. 另 

外, 革兰氏阳性细菌/革兰氏阴性细菌(G+/G−)可以一 

定程度上反映微生物的饥饿状态 [27], 深层G+/G−(1.0 
±0.4)相对表层(1.1±0.2)略低, 也部分暗示深层微生物 

存在碳源限制. 

3.2 土壤微生物生物量及群落的响应 

土壤微生物生物量碳氮含量表征土壤活性养分储 

存库, 对土壤碳氮循环及转化有着重要的调节功能 [7]. 
研究区MBC和MBN对氮、水改变均表现出负响应(图 

1), 与基于空间调查所得出的氮、水有效性正相关与 

高寒草甸MBC和MBN的结论不一致 [7], 暗示空间代时 

间的研究方法可能存在一定局限性 [42]. 土壤pH是影响 

土壤微生物群落性状的重要环境因子 [35], 表层MBC和 

MBN的负反馈与氮、水改变导致土壤pH下降密切相 

关(图4和5). 土壤酸化一方面直接抑制微生物生理活 

性, 另一方面容易造成离子析出导致微生物的离子毒 

害, 直接降低微生物生物量 [1,10]. N处理的表层MBN降 

低幅度(38.9%)大于MBC(12.6%, 图1), 可能是氮添加 

直接提高土壤氮素的可利用性(表1), 并间接刺激植被 

生产力提高表层植物源碳输入 [6,24], 进而有利于土壤 

微生物中C/N较低的细菌繁殖 [17], 而N处理下表层细 

菌/真菌相对CK高约8%也表明细菌相对增加, 表明氮 

添加细菌具有一定程度的正效应, 能够缓解pH下降通 

过膜通透性抑制细菌ATP合成而引发的负响应(图2), 
因此相对真菌的负响应强度较小(图2), 导致了群落 

表 4 氮添加和降水改变对高寒草甸表层(0~10 cm)和深层(30~40 cm)土壤酶活性影响的混合效应模型F值 a) 

Table 4 F values from linear mixed-effects models examining the effects of nitrogen addition and precipitation changes on enzyme activities in 
topsoil (0–10 cm) and subsoil (30–40 cm) of an alpine meadow a) 

土壤深度 因子 蔗糖酶 纤维素酶 
纤维素二 
糖水解酶 

α-1,4葡萄 
糖苷酶 

β-1,4葡萄 
糖苷酶 

β-1,4木糖 
苷酶 

β-1,4-N-乙酰基 
葡萄糖苷酶 

脲酶 
过氧 

化物酶 
多酚 

氧化酶 

表层 

氮 0.16 0.00 5.34 * 14.61 ** 0.07 1.88 18.95 ** 7.73 * 0.05 4.64 * 

降水 0.17 0.17 3.76 4.69 * 0.04 1.44 4.02 0.45 2.16 0.02 

氮×降水 1.03 2.47 4.13 * 2.75 1.13 7.80 ** 18.52 *** 1.03 1.49 2.96 

深层 

氮 0.18 0.05 0.12 1.07 1.57 0.10 0.04 0.48 23.29 *** 11.22 ** 

降水 0.71 13.62 ** 2.47 0.27 1.09 2.22 1.07 1.07 0.38 1.48 

氮×降水 0.62 3.73 0.39 0.51 2.05 2.30 0.37 2.03 2.08 5.11 *  

a) “***”, “**”和“*”差异显著性水平P<0.001, P<0.01 和P<0.05.  
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MBN比MBC下降幅度大, 暗示群落结构向低C/N微生 

物偏移. 深层MBC和MBN下降的原因(图2)则可能是 

减少的BNPP(17.7%)和BGB(13.7%)加剧了深层微生 

物生长的碳源限制 [34]. 另外, 相对MBC, MBN变化更 

为显著(图1), 是高寒草甸土壤微生物对氮、水改变响 

应的适宜评估指标. 以表层MBN响应比为例(图1), N 
+50%(N−50%)处理下的响应比小于(接近)N处理和 

CK+50%(CK−50%)处理的响应比, 表明氮添加和降水 

增加(减少)对MBN具有拮抗(加和)效应, 二者的分异 

响应可能与降水增多易引发土壤营养渗漏减少氮素积 

累有关, 凸显了高寒草甸生态系统对氮、水交互响应 

的复杂性 [6,23]. 
相对于表层的微弱变化, 深层土壤微生物PLFA含 

量对氮、水改变表现出负响应(表3; 图2). 表层pH显著 

下降, 而深层pH几乎没有变化(表1), 暗示土壤微生物 

PLFA含量的负响应无关乎pH变化. 由于深层土壤微 

生物数量相对较少, 且土壤C/N比小, 微生物活动更易 

受到碳源限制 [34]. 氮相关处理导致植被光合产物更多 

地被分配至地上部分以竞争地上光或CO 2资源 [1,6], 根 

系来源的碳输入下降, 更加剧底层微生物生长的碳源 

图 4 土壤微生物磷脂脂肪酸含量(PLFA: A)和酶活性(Enzyme: B)与环境因子的冗余分析. BGB: 地下生物量; BNPP: 地下净 
初级生产力; MBC: 土壤微生物生物量碳含量; MBN: 土壤微生物生物量氮含量; pH: 土壤pH; SOC: 土壤有机碳含量; TK: 土 
壤全钾含量; TN: 土壤全氮含量; TP: 土壤全磷含量; Clay: 土壤黏粒含量; Silt: 土壤粉粒含量; Sand: 土壤砂粒含量; Depth: 土 
壤层次 
Figure 4 Redundancy analysis of soil microbial phospholipid fatty acid contents (PLFA: A) and enzyme activity (Enzyme: B) and environmental 
factors. BGB: belowground biomass; BNPP: belowground net primary production; MBC: soil microbial biomass carbon content; MBN: microbial 
biomass nitrogen content; pH: soil pH; SOC: soil organic carbon content; TK: soil total potassium content; TN: soil total nitrogen content; TP: soil 
total phosphorus content; Clay: soil clay content; Silt: soil silt content; Sand: soil sand content. Depth: soil layer  
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限制, 从而导致微生物PLFA的负响应. 另外, 微生物群 

落PLFA含量的响应比之间存在显著的正相关(r>0.70, 
P<0.05), 暗示高寒草甸土壤微生物群落对氮、水改变 

的趋同负响应. 

3.3 土壤酶活性的响应 

微生物生产酶遵循投入-产出经济学原则 [50]. 高寒 

草甸表层有机质丰富, 土壤水解酶活性远大于氧化酶 

活性, 有利于稳定态有机碳的形成 [10,15], 导致RCP占比 

高达~75.0%, 即高寒系统稳定态有机碳在土壤碳库中 

占优 [27]. 由于INV主要由细菌分泌, 而细菌PLFA含量 

最高导致INV活性最大. 氮、水改变通过影响植物根 

系及微生物生长或土壤理化性状进而调控土壤酶活 

性 [3,10]. INV和βG分别参于土壤中蔗糖和纤维素的水 

解, 二者活性对氮、水改变几乎没有显著变化(表4; 图 

3), 暗示其不适宜表征高寒草甸土壤酶活性的响应. N 
处理的表层βX和NAG活性显著下降, 这可能由于pH 

下降导致酶活性中心失活 [38]. 增雨处理和减雨处理均 

导致表层CBH和NAG活性下降, 这可能是因为增雨导 

致土壤中O 2供应不足形成厌氧环境, 抑制酶活性; 减 

雨则由于水分不足, 直接降低微生物和根系的生化反 

应及生理代谢强度, 降低酶活性, 暗示CBH和NAG对 

水分要求较为苛刻. URE能酶促有机氮化物水解成氨, 
其活性表征土壤微生物及植物所利用的有效氮供应水 

平 [10]. 氮、水改变下, 尤其是N处理的表层URE活性增 

加, 表明外源尿素及引发的低C/N比植物源碳的输入 

加速了表层有机氮化物的矿化. 但仅有N−50%达到显 

著水平(图3), 这可能由于降雨减少导致其淋溶作用减 

弱, 外源氮素被集中在表层土壤. 几乎所有深层土壤水 

解酶活性对氮、水改变表现出下降的趋势(图3), 这可 

能因为根系来源的碳水化合物输入的降低, 抑制了微 

生物水解酶活性及碳循环强度 [10]. 
氧化酶主要用于降解有机质中难以分解的高分子 

化合物(木质素等), 其活性与土壤真菌数量存在显著 

图 5 氮、水改变下的土壤理化＋植被、微生物、酶活性及有机碳库响应比的结构方程模型. 实线、短线和虚线分别表示正 
效应、负效应和无显著效应. 线段上的数字为标准作用系数, 线段的粗细为标准作用系数的10倍. R 2表示模型对响应变量的解 
释度. “**”, “*”和“ns”表示P<0.01, P<0.05和P>0.05. pH: 土壤pH; Microbe: 土壤微生物; Enzyme: 酶活性; Carbon: 土壤有机碳 
库; INV: 土壤蔗糖酶; URE:脲酶; G+: 革兰氏阳性细菌; Fungi: 真菌; MBN: 微生物生物量氮含量; LCP1: 活性有机碳; LCP2: 缓 
效有机碳; RCP: 惰性有机碳 
Figure 5 Structural equation model of the response ratios of soil physiochemistry+plant (Soil+Plant), microbe (Microbe), enzyme activity 
(Enzyme), and soil organic carbon pool (Carbon) to the changes in nitrogen addition and precipitation. Solid, dashed, and dotted lines represent 
positive, negative, and insignificant relationships. The numbers above the arrows were the standardized path coefficients. The weight for each line was 
ten times the standardized coefficient. R 2, explanatory power of the models to response variables. “**”, “*”, and “ns” indicate P<0.001, P<0.05, and 
P>0.05, respectively. pH: soil pH; Microbe: soil microbes; Enzyme: enzyme activities; Carbon: soil organic carbon pool; INV: invertase; URE: urease; 
G+: Gram-positive bacteria; Fungi: Fungi content; MBN: microbial biomass nitrogen content; LCP1: liable carbon pool; LCP2: slow liable carbon 
pool; RCP: recalcitrant carbon pool  
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正相关 [15,50]. 氮添加降低与氧化酶合成和分泌有关的 

真菌的活性和生物量, 抑制氧化酶活性, 因此N+50% 
和N−50%深层PPO和PER活性的显著下降可能(图3) 
由于真菌PLFA的减少所致(图2). 尽管真菌PLFA下降, 
但CK−50%深层PER活性增加的原因有待进一步研 

究, 有可能是根际微生物通过分泌氧化酶以抵抗干旱 

逆境, 从而间接提高其活性. N处理表层PPO的显著正 

响应(图3), 这与氮添加PPO活性下降的研究结果相 

反 [27], 且N处理真菌PLFA的负响应(图2), 暗示PPO活 

性的升高可能来源于表层复杂结构碳输入(如植物残 

体通过氮键直接形成成稳定酚聚合物 [15])的增加, 刺激 

了PPO的分泌. 大部分土壤酶活性对氮、水改变表现 

出负响应, 加之土壤微生物的下降(图1和2), 暗示土壤 

有效养分的供给和元素周转减弱, 土壤团聚体及系统 

稳定性的发生了一定程度的退化 [38], 氮、水改变通过 

“自下而上”效应, 增加植被生产力、生物多样性及系 

统稳定性下降乃至丧失的风险 [4,44]. 

3.4 土壤有机碳库的响应 

土壤有机碳库取决于植被源碳输入和微生物矿 

化的平衡 [1,10]. 氮相关处理表层SOC呈现增加趋势, 这 

主要由于N相关处理能够刺激植被生产力, 尤其是地 

上生产力而非根系生产力(表1), 进而增加凋落物输入 

所致 [17]. 表层LCP1和LCP2的提高印证了上述解释, 
因为LCP1和LCP2分别由来非纤维素多糖和植物源纤 

维素, 而且, 降低的表层土壤微生物生物量、PLFA和 

水解酶活性(图2和3)有利于LCP1和LCP2积累 [12,45]. 
但增雨和减雨处理的表层SOC呈现下降趋势, 可能与 

LCP1和RCP的降低有关(图1). 减雨处理下LCP1的减 

少应该与植被生产力的下降相关, 而RCP的减少可能 

来源于真菌PLFA(图2)及PPO活性(图3)的增加. 氮、 

水改变下深层SOC组分含量 (除CK−50%处理的 

LCP1)几乎均表现为负响应. 但微生物生物量、丰度 

和酶活性的下降(图2和3), 暗示SOC的减少可能主要 

因为植被光合产物分配至深层土壤的比例减少, 导致 

根系生产力及植物源碳输入降低. 深层RCP的负响应 

可能源于两方面作用: 稳定态SOC的形成受阻 [1], 以 

及微生物碳源限制加剧引发的分解增强 [17]. 例如, 微 

生物残体碳是稳定态SOC的重要组分, 微生物生物量 

的降低(图1)不利于微生物残体碳的形成, 而碳源限制 

下微生物残体碳经常被二次分解以满足微生物的生 

理需求 [17,34]. 
氮、水改变影响环境过滤(土壤pH)和代谢底物 

(BGB)驱动土壤微生物、酶活性及有机碳库(图5). 土 

壤微生物对有机碳库的直接效应不显著, 暗示氮、水 

改变下通过土壤微生物体内周转的碳泵效应对土壤有 

机碳库变化的作用微弱, 这可能由于高寒系统中植物 

残体直接与矿物吸附、结合形成的稳定复合体 [30]是 

土壤有机碳库的主要贡献者 [15], 同时微生物生物量(图 

1)和丰度(图2)及酶活性(图3)的减弱也暗示微生物碳 

泵作用的降低. pH的负效应主要来自表层土壤酸化改 

变矿物表面电荷及吸附位点进而减弱矿物对SOC的保 

护作用 [33]. 由于BGB是深层土壤有机质的主要直接来 

源, 而深层土壤微生物生理活动及酶活性更易受到碳 

源限制 [34], 所以其变化密切关联于BGB(图5). 尽管氮、 

水增加提高地上生产力及表层SOC的不稳定组分含量 

(图1), 但深层SOC的负响应导致土壤有机碳库的整体 

弱响应, 这与高寒草甸 [17]和美国温性草原 [28]的研究结 

果一致. 以N处理为例, 表层的SOC增加绝对量约为 

4.8 g/kg, 且多为LCP1(2.8 g/kg)和LCP2(1.8 g/kg), 而深 

层SOC的绝对减少量为5.2 g/kg, 却多为RCP(4.4 g/kg), 
表明氮添加虽然增加了表层SOC却以不稳定组分为 

主, 但是深层减少的SOC却多是稳定组分, 因此氮添加 

虽然对土壤整体SOC含量的影响微弱, 但降低了SOC 
的稳定性 [16], 以氮促碳 [2,11]在高寒草甸生态系统的效 

果需要进一步评估. 值得注意的是, 试验中氮添加没 

有设计不同水平的梯度, 添加强度为单一10 g/(m2 a), 
尽管与全球温性草原 [4,24]和其他高寒草地 [29,32]的强度 

一致 ,  但相关的研究暗示草地生态系统对氮添加 

存在饱和 [32]或阈值响应 [37], 会增加结论的不确定性, 
未来需结合多水平设计以验证结论普适性. 另外, 尽 

管40 cm以下的根系和微生物活动微弱, 但由于高寒 

草甸土粗骨性强, 降水增多易引发土壤有机碳和营养 

向深层渗漏, 是否会影响深层土壤碳库也有待后续 

研究. 

4 结论 

高寒草甸生态系统氮添加和降水改变试验的结果 

表明, 长期氮、水改变没有显著影响根系生产力, TP, 
TK与土壤机械组成. 氮添加相关处理提高表层SOC和 

TN, 降低pH. 氮、水改变降低表层及深层土壤的MBC, 
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MBN和水解酶活性与深层LCP1, LCP2, RCP和氧化酶 

活性. 氮、水改变对表层土壤微生物PLFA无显著影 

响, 但氮相关处理显著降低深层土壤微生物PLFA含 

量. 氮、水改变主要通过环境过滤(土壤酸化)和代谢 

底物(根系碳输入)的双重路径, 驱动表层和深层土壤 

微生物、酶活性及有机碳库的分异响应. 表层LCP1和 

LCP2的增加被深层RCP的减少抵消, 暗示氮添加可能 

会削弱高寒草甸土壤有机碳库稳定性.   
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Elucidating the response mechanisms of soil microorganisms and enzyme activities to nitrogen (N) deposition and altered 
precipitation regimes is crucial for understanding carbon cycle processes in alpine meadows under global change. Based on a 
manipulative platform involving N addition (10 g/(m 2 a)) and precipitation alteration (±50%) established in 2017 on the northeastern 
Tibetan Plateau, we analyzed the responses of soil microbial biomass carbon and nitrogen (MBC, MBN), phospholipid fatty acids 
(PLFAs), enzyme activities, and soil organic carbon (SOC) chemical fractions in surface (0–10 cm) and deep (30–40 cm) soil layers in 
2024. Results showed that N addition enhanced aboveground biomass, surface SOC, and total nitrogen while inducing surface soil 
acidification, with no significant effects on belowground biomass (BGB) and soil phosphorus/potassium content. MBC, MBN, and 
PLFAs remained stable in surface layers but declined in deep layers. N addition increased surface urease activity but suppressed 
hydrolytic enzymes and deep-layer oxidative enzymes. Surface slow labile SOC increased whereas deep-layer labile and recalcitrant 
SOC decreased. pH and BGB jointly regulated SOC dynamics by mediating microbes and enzyme activities. These findings highlight 
that nitrogen and precipitation alteration drive soil carbon stability through dual pathways of environmental filtering and metabolic 
substrate availability. 

nitrogen addition, precipitation alteration, soil microbial biomass, microbial phospholipid fatty acid content, soil hydrolase 
and oxidase 
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