
 2021年7月 重庆师范大学学报(自然科学版) Jul.2021
第38卷 第4期 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) Vol.38 No.4

 DOI:10.11721/cqnuj20210405

冻融交替下高山土壤微生物和矿质氮库对外源氮输入的响应
*
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摘要:【目的】研究外源氮输入和冻融交替对高山土壤生态的影响。【方法】采集青藏高原东缘高山土壤,在室内模拟不同

水平外源氮输入(CK:不添加外源氮,N1:添加0.1mg·g-1外源氮,N2:添加0.4mg·g-1外源氮)和不同变温幅度冻融

(剧烈冻融:温度变化范围为-20~2℃,温和冻融:温度变化范围为-2~2℃,持续冻结:温度保持为-2℃)处理,分析

它们对土壤微生物和矿质氮库的影响。【结果】外源氮输入水平对土壤真菌数量无明显的影响,但明显增加了细菌数量

和提高了过氧化氢酶和纤维素酶的活性。N2处理下过氧化氢酶和纤维素酶活性最高,分别为20,4mg·kg-1·h-1。

不同变温幅度的冻融处理也对过氧化氢酶和纤维素酶的活性有明显的影响:剧烈冻融处理下两种酶活性分别高达21,

4.3mg·kg-1·h-1,持续冻结处理下两种酶活性分别低至16,3.1mg·kg-1·h-1。随着冻融的加剧和外源氮输入水平

的提高,土壤中微生物生物量碳无明显的变化,微生物生物量氮则明显增加。剧烈冻融和 N2处理组合下土壤微生物生

物量氮质量分数最高,达516.69mg·kg-1。【结论】未来氮沉降和气候变化带来的冻融交替的改变均会对青藏高原东缘

高山土壤微生物群落和活性以及矿质氮库产生影响,由此对当地植物生长和布局带来实质性改变。
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在季节性雪被形成和融化期间,冻融交替是高海拔地区土壤必然经历的过程[1]。例如在青藏高原中部那曲

地区,表层土壤真正冻结的时间仅30d左右,而冻融交替过程存在的时间则可以长达180d左右,土壤冻融状态

的变化相当频繁[2]。冻融事件发生频率、冻结速率、冻融变温幅度等诸多因素都会改变土壤结构、团聚体状况、
水分分布等理化性质和土壤微生物状况,进而对土壤矿质氮库产生影响。魏丽红等人[3]认为,冻融使微生物组

成和种类发生了较大变化,并间接影响了土壤酶的活性。土壤酶活性随着冻融的强度和频率上升而升高。

Ivarson等人[4]发现,冻融明显影响了高含量有机质土壤中的酶活性,这可能受冻融交替过程中土壤有效养分含

量增加的影响。Björk等人[5]发现,冻融决定了土壤微生物菌群的转化节奏,控制着微生物中可溶性碳氮的释放

进程,从而对土壤中可利用碳氮含量产生影响。
作为世界“第三极”的青藏高原和喜马拉雅地区,是除极地区域外拥有世界上面积最大的终年积雪和季节性

雪被的地区[6],是对气候变化极为敏感的区域。已有研究表明,全球气候变化背景下高山地区积雪厚度增加,积
雪周期会缩短,导致冻融强度和发生次数明显改变,这必然将会对土壤微生物和土壤可利用碳氮等产生实质性

的影响[7]。当前,青藏高原地区在气候变化背景下冻融改变对土壤生态的研究报道极为少见。同样地,由于人

类活动加剧,氮沉降等外源氮输入问题日趋严重,已明显改变了高山地区土壤养分水平和微生物活动,影响了土

壤矿质循环和生态系统的生产力[8-10]。已有的氮沉降对土壤生态影响的研究结果差异较大。有研究者发现氮沉

降增加了土壤铵态氮含量并抑制了土壤酶活性[11]。陈红等人[12]在长白山苔原地区的研究却发现:氮输入增加

了土壤微生物活性,对土壤氮矿化有明显地促进作用,提高了土壤无机氮含量。此外,这些研究的时间多集中在

生长季[12-14],较少有研究涉及非生长季冻融过程中氮输入对土壤微生物和氮库的影响。
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基于上述研究背景,本研究选择青藏高原东部的高山土壤为研究对象,考察了模拟不同水平外源氮输入和

不同变温幅度冻融处理对土壤微生物和矿质氮的影响,期望为预测未来氮沉降和气候变化在青藏高原东缘高山

生态系统的影响提供一定的参考资料。

1材料与方法

1.1研究地概况

研究地位于四川省松潘县章腊乡卡卡山中国科学研究院成都生物研究所生态站,经纬度为北纬32°59′43″、
东经103°40′37″,海拔3520m。研究地年平均气温为2.8℃,1月平均气温为-7.6℃,7月平均气温为9.7℃,
无绝对无霜期,年平均太阳辐射时数为1827.5h,10℃以上的年平均积温为428.6℃,年平均降雨量达到

718mm,每年11月底或12月初出现持续的积雪覆盖。研究地氮沉降明显,达7.55~12.84kg·hm-2·a-1,且
呈逐渐增加趋势[15];土壤为棕色草毡土(pH为5.4~5.8,土壤有机质质量分数为44.2~62.0g·kg-1,总氮质

量分数为3.5~5.1g·kg-1),平均土层厚度约为63cm,植物根系主要分布于2~20cm深的土层。研究地原始

植被为岷江冷杉(Abiesfaxoniana)、窄叶鲜卑花(Sibiraeaangustata)、鹧鸪杜鹃(Rhododendronzheguense)、黑
褐穗苔草(Carexatrofusca)、斑唇马先蒿(Pedicularislongifloravar.tubiformis)等。

1.2实验设计

在研究地随机选择3个5m×10m的样方,移去土壤表面的杂质和凋落物后,用直径和长度分别为7.5,23cm
的PVC管在样方内采用对角线法采集原位土,8管形成1个混合土样,上述操作重复3次。把混合土样放入大

塑料盆中将土壤含水量调节为70%,在25℃恒温下稳定7d后将混合土样分别装入27个17.2cm×11.8cm×
6.2cm的培养盒中(干土质量为250g)。将27份土样平均分为3组,进行以下外源氮输入处理:1)CK:不添加

外源氮;2)N1:添加0.1mg·g-1外源氮(每份土样中加入0.47g硫酸铵);3)N2:添加0.4mg·g-1外源氮(每
份土样中加入1.89g硫酸铵)。然后再将上述3组土样每组随机平均划分为3个亚组,进行以下不同变温幅度

的冻融处理:1)剧烈冻融:温度变化范围为-20~2℃;2)温和冻融:温度变化范围为-2~2℃;3)持续冻结:
温度保持为-2℃),按照Sulkava等人[16]的方法用超低温冰箱和培养箱进行土壤培养。

1.3指标测定

培养结束后,测定土壤中铵态氮、硝态氮、微生物生物量碳(MBC)和微生物生物量氮(MBN)的质量分数,细
菌和真菌的数量,以及蔗糖酶、过氧化氢酶和纤维素酶的活性。根据文献[17],用靛酚蓝比色法测定铵态氮质量

分数;用紫外比色法测定硝态氮质量分数;用氯仿熏蒸-浸提法(用0.5mol·L-1硫酸钾溶液浸提)测定 MBC和

MBN;用稀释平板计数法统计细菌和真菌的数量;用3,5-二硝基水杨酸比色法测定蔗糖酶和纤维素酶活性;用高

锰酸钾滴定法测定过氧化氢酶活性。

1.4数据处理和分析

实验数据均以“平均值±标准误”表示。分别以外源氮输入水平和冻融变温幅度作为影响因素,对各指标数

据进行双因素方差分析,并采用LSD法进行多重比较,当p<0.05时,统计结果具有统计学意义。所有数据的

统计分析均使用SPSS16.0软件完成。

2结果和分析

2.1对土壤 MBC和 MBN的影响

冻融变温幅度和外源氮输入水平对土壤MBC质量分数的影响未表现出较有规律的变化趋势(图1),双因素

方差分析结果显示两个影响因素及它们的交互作用对土壤 MBC质量分数的影响均无统计学意义。但在CK处

理下,温和冻融及剧烈冻融处理后的土壤 MBC质量分数明显大于持续冻结处理后的土壤 MBC质量分数,且差

异具有统计学意义(p<0.05)。
随着冻融变温幅度的增大和外源氮输入水平的提高,土壤 MBN质量分数均呈现增加的趋势(图2)。在剧

烈冻融和N2处理组合下土壤 MBN质量分数最高,达516.69mg·kg-1;在持续冻结和CK处理组合下该指标

最低,为101.29mg·kg-1。双因素方差分析结果表明:外源氮输入水平对土壤 MBN质量分数有统计学意义上

的影响(p<0.01),冻融变温幅度以及两个影响因素的交互作用对土壤 MBN质量分数的影响不具有统计学
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  注:CK 为 不 添 加 外 源 氮 处 理,N1 和 N2 分 别 为 添 加 0.1 和

0.4mg·g-1外源氮处理;剧烈冻融处理的温度变化范围为-20~2℃,温

和冻融处理的温度变化范围为-2~2℃,持续冻结的温度保持为-2℃;

不同大写字母代表同一水平外源氮添加处理下不同变温幅度的冻融处理

的数据间差异具有统计学意义(p<0.05);不同小写字母代表同一变温幅

度冻融处理下不同水平外源氮添加处理的数据间差异具有统计学意义

(p<0.05);下同

图1 冻融和外源氮输入对土壤 MBC质量分数的影响

Fig.1 Effectsoffreeze-thawandexternalnitrogeninputon

soilMBCmassfraction

意义。
从图3可以看出,随着外源氮输入水平的提

高,不 同 变 温 幅 度 冻 融 处 理 下 土 壤 MBC 与

MBN的质量分数比值(MBC∶MBN)均逐渐降

低,双因素方差分析结果显示外源氮输入水平

对土壤 MBC∶MBN 有统计学意义上的影响

(p<0.05)。随着冻融变温幅度的增加,同一外

源氮输入水平下的土壤 MBC∶MBN整体上呈

降低的趋势,然而双因素方差分析结果则显示

冻融变温幅度以及两个影响因素的交互作用对

土壤 MBC∶MBN的影响不具有统计学意义。
此外,在温和冻融和CK两种处理共同作用下,
土壤 MBC∶MBN最大,达15.24;在剧烈冻融

和N2处理组合下,土壤 MBC∶MBN最小,仅
为2.63。

图2 冻融和外源氮输入对土壤 MBN质量分数的影响

Fig.2 Effectsoffreeze-thawand

externalnitrogeninputonsoilMBNmassfraction

图3 冻融和外源氮输入对土壤 MBC∶MBN的影响

Fig.3 Effectsoffreeze-thawand

externalnitrogeninputonsoilMBC∶MBN

2.2对土壤酶活性的影响

表1显示:随着外源氮输入水平的提高,土壤中过氧化氢酶和纤维素酶的活性总体上呈现上升趋势,在N2
处理下两者的活性最高,分别为20,4mg·kg-1·h-1;过氧化氢酶和纤维素酶活性在N2处理下均大于在CK
处理下,且差异均具有统计学意义(p<0.05)。冻融变温幅度对过氧化氢酶和纤维素酶活性有明显的影响:剧烈

冻融处理下两种酶的活性最高,分别为21,4.3mg·kg-1·h-1;持续冻结处理下两者的活性最低,分别为

16,3.1mg·kg-1·h-1。双因素方差分析结果显示,冻融变温幅度、外源氮输入水平以及两者的交互作用对过

氧化氢酶和纤维素酶活性影响在p<0.01水平上有统计学意义,特别是在持续冻结和CK处理组合下,过氧化

氢酶和纤维素酶的活性要远低于在其他处理组合下,且差异具有统计学意义(p<0.05)。

表1 冻融和外源氮输入对土壤酶活性的影响

Tab.1 Effectsoffreeze-thawandexternalnitrogeninputonsoilenzymeactivities mg·kg-1·h-1

土壤酶
CK N1 N2

持续冻结 温和冻融 剧烈冻融 持续冻结 温和冻融 剧烈冻融 持续冻结 温和冻融 剧烈冻融

过氧化氢酶 16±1BCb 19±3ABb 21±1Aa 20±4Aa 19±1Bb 21±3Aa 19±2Ba 21±4Aa 21±5Aa 

纤维素酶 1.8±0.2Bb 3.8±0.8Aa 4.4±0.3Aa 3.8±0.7Aa 3.6±0.4Aa 3.8±0.2Ab 3.8±0.4ABa3.6±0.3BCa 4.7±0.2Aa

蔗糖酶 36±5Bb 39±10Aa 8.9±0.6Cb 23±4Ba 27±2Ab 15±2Ca 21±1Ba 29±1Ab 14±1Ca 

冻融变温幅度对土壤中蔗糖酶活性的影响与对过氧化氢酶、纤维素酶活性的影响有所差异。从表1可知:
剧烈冻融处理下蔗糖酶活性最低,与温和冻融和持续冻结处理下的蔗糖酶活性的差异具有统计学意义(p<
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0.05)。随着外源氮输入水平的提高,蔗糖酶活性也逐渐降低。双因素方差分析结果显示,冻融变温幅度、外源

氮输入水平以及两者的交互作用对蔗糖酶活性影响在p<0.05水平上有统计学意义,特别是在剧烈冻融和CK
处理组合下,蔗糖酶活性低于在温和冻融和CK处理组合下,且差异具有统计学意义(p<0.05)。

2.3对土壤微生物数量的影响

本研究中,土壤细菌和真菌的数量对冻融变温幅度和外源氮输入水平的响应变化均未表现出明显规律性

(图4和图5)。CK处理下细菌数量最少,1g土壤中平均有5.03×106个菌落,与添加外源氮的处理下的细菌数

量相比差异有统计学意义(p<0.05)。同时,在无外源氮输入时,3种不同冻融变温幅度处理下的细菌数量无统

计学意义上的差异。然而在N1处理下,温和冻融和剧烈冻融这两种处理比持续冻结处理更能提升细菌数量,且
两两间比较差异均有统计学意义(p<0.05)。在剧烈冻融和N1处理组合下,细菌数量最多,1g土壤中平均有

5.05×107个菌落。双因素方差分析结果显示:外源氮输入水平对细菌数量的影响在p<0.01水平上有统计学

意义,冻融变温幅度则对细菌数量的影响无统计学意义,但这两个因素的交互作用对细菌数量的影响仍有统计

学意义(p<0.01)。此外,在温和冻融处理下,真菌数量随着外源氮输入水平的的提高而增加,差异具有统计学

意义(p<0.05)。所有处理组合中,温和冻融和CK处理组合下真菌数量最少,1g土壤中平均仅有7.03×103个
菌落。双因素方差分析结果显示,冻融变温幅度、外源氮输入水平以及两者的交互作用对真菌数量的影响均无

统计学意义。

图4 冻融和外源氮输入对土壤细菌数量的影响

Fig.4 Effectsoffreeze-thawand

externalnitrogeninputonthenumberofsoil

图5 冻融和外源氮输入对土壤真菌数量的影响

Fig.5 Effectsoffreeze-thawandexternalnitrogeninputon

bacteriathenumberofsoilfungi

2.4对土壤矿质氮库的影响

图6显示:在同一冻融变温幅度下,随着外源氮输入水平的提高,土壤铵态氮质量分数逐渐上升,且在N2处

理下达到最高(3个冻融变温幅度与N2处理组合下的铵态氮质量分数平均值为160.95mg·kg-1),与CK和

N1处理下铵态氮质量分数相比差异具有统计学意义(p<0.05)。此外,在CK或N1处理下,和持续冻结处理相

比,剧烈冻融处理明显提高了铵态氮质量分数,且差异具有统计学意义(p<0.05)。双因素方差分析结果显示,
外源氮输入水平和冻融变温幅度对铵态氮质量分数的影响均有统计学意义(p<0.01),但两者的交互作用则对

该指标没有统计学意义上的影响。
外源氮输入水平对不同冻融变温幅度处理下土壤硝态氮质量分数的影响没有明显的规律性(图7)。双因素

方差分析结果显示,外源氮输入水平、冻融变温幅度和两者的交互作用对硝态氮质量分数的影响均无统计学意义。

图6 冻融和外源氮输入对土壤铵态氮质量分数的影响

Fig.6 Effectsoffreeze-thawandexternalnitrogeninputon

soilammonia-nitrogenmassfraction

图7 冻融和外源氮输入对土壤硝态氮质量分数的影响

Fig.7 Effectsoffreeze-thawandexternalnitrogeninputon

soilnitratemassfraction
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3讨论和结论

在高山地区,氮元素是植被生长和土壤养分循环的主要限制因子[10]。外源氮的输入缓解或消除了氮元素对

生态系统的限制,对植被、土壤和土壤微生物产生了不同程度的影响[18-19]。已有的关于氮输入对微生物的生物

量影响的研究结果并不一致[20-22]。本研究中,外源氮输入水平变化对土壤 MBC质量分数无统计学意义上的影

响,但可让土壤 MBN质量分数有统计学意义上的提升(p<0.05),这与刘金山等人[23]的研究结果相同。土壤

MBC∶MBN可以反映土壤中氮元素的供应能力,MBC∶MBN较小时土壤氮元素有较高的生物有效性,氮元素

利用率更高[24]。与之前的研究一致[25],本研究中外源氮输入水平的提高使土壤 MBC∶MBN出现了统计学意

义上的下降(p<0.05),说明在氮供应水平充足的时候土壤微生物的丰度及活性明显较高[10]。本研究中关于土

壤微生物数量和土壤酶活性的研究结果也正好证明了这一现象:外源氮输入水平的提高使土壤细菌数量明显上

升,土壤过氧化氢酶和纤维素酶活性也有明显提高。这些指标的提升可以进一步改变矿化底物的组成、数量以

及微生物的种类、活性,对土壤矿质氮库具有明显的促进作用[26-29]。因此,外源氮的输入减弱甚至消除了高山土

壤的营养限制,提高了分解过程中氮的释放速度,从而促进了土壤的氮矿化作用[29-31]。然而,也有研究表明,外
源氮输入导致了土壤微生物生物量和微生物活性的下降[32-33]。出现上述差异的原因可能是因为研究地土壤类

型和土壤本底值存在差别:在土壤碳缺乏的地区,氮输入增加反而加剧了碳限制,导致土壤微生物数量和活性的

降低;而在土壤碳丰富的地区,氮限制是养分循环和植物生长的关键因子,此时外源氮输入就成了微生物生长的

驱动因子。
冻融事件发生频率、冻结速率冻融变温幅度等诸多因素都会对土壤微生物的状况发生强烈影响。一般认

为,快速冻结和消融对微生物细胞活性的影响较小。但是冻结和消融速率的影响还必须结合土壤冻结的最终温

度来加以考察:如果冻结后的最终温度依然高于细胞可耐受的临界温度,则融化时的升温速率不会明显影响细

胞存活;如果最终温度低于细胞临界值,融化时的升温速率将成为决定细胞存活程度的主要因素[34]。土壤微生

物数量对变温幅度较小的温和冻融(-3~4℃)不甚敏感,温度维持在0℃左右对微生物数量的影响也很小,但
是冻融变温幅度稍大时则可明显降低微生物数量[35]。有研究证明,从冻土中分离出来的天然菌株经受48次快

速的冻融交替后,活菌数量是模拟环境温度恒温培养下的几万分之一,且物种多样性明显降低[36]。在本研究中,
无外源氮输入时,不同变温幅度冻融处理下细菌的数量无统计学意义上的差异;然而当外源氮输入水平提高后,
不论是温和冻融还是剧烈冻融处理都使细菌数量比在持续冻结下有统计学意义上的增加。这说明在青藏高原

东部高山地区,温度的变化已经不是微生物生长和繁殖的第一限制因子,而土壤营养因子特别是氮元素的亏缺

已经严重影响了菌群的数量和群落结构。当提高外源氮输入水平后,上述限制便有所减弱或者消失,这时温度

就成为了影响细菌生长的主要因素。土壤在经历冻融交替时,冻结过程中被固定的有效底物及破碎的土壤团

粒、凋落物和植物根系等所释放的大量养分又为细菌快速繁殖提供有利条件,所以导致细菌数量明显增加,这与

前人的研究结果也是一致的[37-38]。
过去关于冻融交替对土壤酶活性的影响有着不同的研究结论。一部分研究认为变温幅度比较大的冻融过

程会明显减低土壤酶的活性[39-40],一部分研究则发现冻融过程使土壤中过氧化氢酶活性明显升高[38],也有少部

分研究发现土壤酶活性对冻融交替的响应不明显[41]。本研究发现剧烈冻融处理明显提高了土壤中过氧化氢酶

和纤维素酶的活性,这可能是因为随着土壤冻结温度的降低,使大团聚体更容易被破坏,从而向中级团聚体转

化,因此大量的养分物质被释放到土壤中,使得植物细根死亡和微生物体内的养分得以释放,提升了土壤铵态氮

含质量分数,并促进了土壤微生物的活动[42]。
总之,本研究结果显示:青藏高原东缘高山地区外源氮输入增加了土壤微生物数量和提升了土壤酶活性,降

低了 MBC∶MBN,使土壤矿质氮库明显增加,说明外源氮输入减弱或消除了高山土壤的氮限制作用,提高了土

壤微生物的丰度和活性。总体上看,较大变温幅度的冻融交替明显增加了土壤铵态氮质量分数,提高了土壤中

过氧化氢酶和纤维素酶活性,说明冻融交替可以通过影响微生物活性从而对土壤矿化过程产生影响,为植物生

长提供更多的氮源。因此,未来氮沉降和气候变化带来的冻融交替的改变均会影响青藏高原东缘高山土壤微生

物群落和活性以及矿质氮库,这可能对当地植物生长和布局带来实质性改变。
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ResponseofMineralNitrogenPoolandMicroorganismto
ExternalNitrogenInputinAlpineSoilunderFreeze-ThawAlternation

HUXia1,2,YINPeng1,PENGYanjie1,HUANGJiao1

(1.CollegeofLifeScience,LeshanNormalUniversity,LeshanSichuan,614004;

2.EcologicalRestorationandBiodiversityConservationKeyLaboratoryofSichuanProvince,

CASKeyLaboratoryofMountainEcologicalRestorationandBioresourceUtilization,

ChengduInstituteofBiology,ChineseAcademyofSciences,Chengdu610041,China)

Abstract:[Purposes]Theeffectsofexternalnitrogeninputandfreeze-thawalternationonalpinesoilecologywerestudied.[Methods]

AlpinesoilsampleswerecollectedfromtheeasternedgeofQinghaiTibetplateau.Andthentheeffectsofsimulatedexternal

nitrogeninput(CK:noexogenousnitrogenwasadded,N1:added0.1mg·g-1externalnitrogen,N2:added0.4mg·g-1external

nitrogen)andfreeze-thawalternation(severefreeze-thaw:temperaturerange-20~2℃,mildfreeze-thaw:temperaturerange

-2~2℃,continuousfreezing:keepthetemperatureat-2℃)onsoilmicrobesandmineralnitrogenpoolswereinvestigated.
[Findings]Theapplyingofexogenousnitrogeninputdidnotaffectthequantityofsoilfungisignificantly,butsignificantlyincreased

thepopulationofbacteria,aswellascatalaseandcellulaseactivities.Thetwoenzymesweremostactive(20and4mg·kg-1·h-1,

respectively)underN2treatment.Freeze-thawalternationalsohadsignificantinfluenceoncatalaseandcellulaseactivities.Andthey
weremostactive(21and4.3mg·kg-1·h-1,respectively)underseverefreeze-thawtreatment.whileundercontinuousfreezing
treatment,thelowestactivities(16and3.1mg·kg-1·h-1,respectively)ofthesetwoenzymeswereobserved.Asthedegreeof

freeze-thawaggravatedandamountofexogenousnitrogenincreased,MBCdidnotchangesignificantly,whileMBNgreatlyincreased.

ThecontentofMBNwas516.69mg·kg-1underseverefreeze-thawandN2treatment,whichwasthehighestamongalltreatment.
[Conclusions]Thechangesofsoilmicrobialcommunityandactivity,aswellasmineralnitrogenpoolwillbeinfluencedbynitrogen

depositionandfreeze-thawcycle,whichwillcausesubstantialchangestoplantgrowthanddistribution.

Keywords:externalnitrogeninput;freeze-thawalternation;soilmineralnitrogenpool;microbialquantityandactivity
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