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薄层黑土土壤剖面微生物对外源碳氮添加的响应特征

研究* 
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（1. 土壤与农业可持续发展国家重点实验室（中国科学院南京土壤研究所），南京 211135；2. 中国科学院大学，北京 100049） 

摘  要：剖面是研究土壤发生发育的模式体系，然而，剖面微生物的群落生理代谢及其碳固持潜力尚不清楚。针对典型黑土

表层（0～10 cm）、中层（30～40 cm）和深层（90～100 cm），利用 13C 标记葡萄糖与硝酸铵培养土壤，研究微生物生长繁

殖合成的难溶解性有机碳（13C-SOC）、异化代谢产生的 13C-CO2、激发效应、13C-碳利用效率及其氮素约束特征。结果表明：

与对照水处理相比，外源 13C-葡萄糖添加后，表层和中层土壤微生物数量增幅约为 85.0%，深层增幅为 184.9%；土壤呼吸

强度增幅由低到高依次为表层（3.2 倍）、中层（11.3 倍）、深层（14.5 倍）；相对激发效应分别为 43.5%、150.5%、267.0%；

碳利用效率分别为 34.9%、37.3%和 32.9%，大约 44%～50%的葡萄糖被异化代谢为 13CO2。同时，微生物利用葡萄糖合成的

难溶解性细胞生物质 13C-SOC 分别为（111.6±11.7）mg·kg–1（表层）、（119.5±13.4）mg·kg–1（中层）、（105.2±21.6）mg·kg–1

（深层），但其占土壤有机碳总量的比例为：0.98%（表层）、1.70%（中层）、4.76%（深层）。氮素添加后 13C-SOC 呈增加趋

势但未有统计差异性，且显著抑制了土壤相对激发效应。高通量测序发现，无论何种碳氮处理，表层、中层和深层土壤微生

物群落分别独立聚类；葡萄糖添加条件下，表层土壤微球菌科显著增加，可能是难溶解性微生物源有机碳的主要贡献者，而

类诺卡氏菌属则是中层和深层土壤微生物源有机碳的主要贡献者。尽管深层土壤微生物多样性和数量均较低，但可利用外源

易利用碳快速繁殖并产生难溶解新碳，其输入总量与表层土壤几乎一致。黑土剖面土壤微生物群落差异显著但功能可塑性较

强，维系了土壤生态系统稳定性。 

关键词：微生物源有机碳合成；有机碳转化；碳氮输入；微生物群落变化 
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Abstract: 【Objective】Soil profile is a model system for deciphering the formation and maturation of organic matter-centric 

fertility. However, the physiological metabolic potential of the soil profile microbial community and the mechanism of its 

transformation of labile carbon are not clear.【Method】The metabolic mechanisms of soil microbial communities under exogenous 

carbon and nitrogen input scenarios were investigated by using 13C-labeled glucose and ammonium nitrate to cultivate soils in the 

surface(0-10 cm), middle(30-40 cm), and deep(90-100 cm)layers of a typical thin-layered black soil. The insoluble organic 

carbon(13C-SOC)synthesized by microbial growth and reproduction, 13CO2 produced by heterogeneous metabolism, the priming 

effect, the efficiency of 13C-carbon utilization, and their nitrogen limitation features were determined.【Result】The increase in soil 

respiration intensity after exogenous 13C-glucose addition was in the order of surface(3.2-fold), middle(11.3-fold), and deep 

soil(14.5-fold)compared to the control water treatment; the relative priming effect was 43.5%, 150.5%, and 267.0%; carbon 

utilization efficiency was 34.9%, 37.3%, and 32.9%, respectively. Approximately 45%-50% of glucose was isomerized and 

metabolized to 13CO2. Also, the number of soil microorganisms increased by about 85.0% in the surface and middle layers and 1.9 

times in the deep layer while the 13C-SOC of insoluble cellular biomass synthesized by microorganisms using glucose was(111.6

±11.7)mg·kg–1(surface soil), (119.5±3.4)mg·kg–1(middle soil), and(105.2±21.6)mg·kg–1(deep soil). However, the proportion of 

the total soil organic carbon, in descending order was 0.98%(surface layer), 1.70%(middle layer), 4.76%(deep layer). Interestingly, 

the 13C-SOC tended to increase after nitrogen addition although it was not statistically differentiated, however, it significantly 

suppressed the relative priming effect. High-throughput sequencing revealed that surface, middle, and deep soil microbial 

communities clustered independently regardless of carbon and nitrogen treatments under glucose addition conditions. 

Micrococcaceae were significantly increased in the surface soil and were probably the main contributor of organic carbon from 

insoluble microbial sources whereas Nocardioides were the main contributors of organic carbon from microbial sources in the 

middle and deep soil.【Conclusion】These results suggest that the deep soil, despite its lower diversity and abundance, can utilize 

exogenous and readily decomposable organic carbon to rapidly colonize and produce insoluble organic carbon of microbial origin 

and its total new carbon inputs were almost identical to those of the surface soil. Soil microbial communities in black soil profiles 

developed strong functional plasticity during long-term adaptation to geo-climatic variability, which provides an important basis 

for the stability of soil ecosystem structures and functions. 

Key words: Organic carbon synthesis from microbial sources; Organic carbon conversion; Carbon and nitrogen input; Microbial 

community changes 

近 30 年来，高强度农业生产和化肥农药大量施

用等不合理的管理措施，导致黑土层下降，中厚层

黑土向薄层黑土转变，平均厚度由 50～60 cm 下降

至 30 cm 左右[1-2]。一般认为，以秸秆还田为核心的

保护性耕作可以通过增加外源碳输入保护及提高土

壤有机质含量。但随着外源碳的不断输入，氮胁迫

导致的土壤有机碳固持能力变弱、土壤有机质加速

退化等问题亟需关注[3]。研究黑土有机碳的周转机

制及其氮素约束特征具有重要意义。 

土壤呼吸是土壤碳库向大气碳库转化的主要途

径，也是土壤碳循环中重要过程。外源碳的输入能

够增强土壤呼吸及速率[4]，并且引发激发效应，强

烈影响土壤原有有机碳的矿化[5-6]。大量研究表明，

添加葡萄糖等简单化合物所引发的激发效应最为强

烈，但其持续时间较短[7-8]。同时，不同类型土壤对

外源碳的响应不同，甚至同一土壤不同剖面深度对

外源碳的响应也不相同[9-10]。值得注意的是，已知

表层土壤本身矿化程度已经远高于底层土壤，但全

球碳循环研究中，大多忽视了底层土对外源碳的响

应导致全球碳储量和稳定性估算的不确定性[11]。 

有机碳固持也是土壤碳循环的关键过程，外源

碳输入影响原有土壤有机碳（SOC）的矿化的同时，

也会影响土壤 SOC 的积累，其净效应则反映在土壤

有机碳含量变化。有研究表明，外源碳添加导致 SOC

含量显著下降[12-13]，其可能原因是碳添加导致 SOC

的矿化量大于土壤碳固持。但是，也有研究发现碳

输入可能导致 SOC 急剧增加，尤其以表层 SOC 的

增加最为明显[14-15]。这些不同的结论可归结于不同

的机理过程，包括土壤类型差异、碳源有效性，环

境变化及微生物群落组成等。研究土壤矿化与固持
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的平衡点是目前农业固碳减排研究的重要内容[16]。 

已有研究认为，氮素添加对土壤碳周转具有重

要影响，其可能机制是外源氮素可改变土壤性质、

微生物活性与群落组成，进而影响土壤碳周转。事

实上，氮素添加对激发效应及土壤有机碳矿化的影

响机制极为复杂[17-19]。例如，N 矿化理论认为，高

碳氮比有利于有机碳矿化，低碳氮比抑制有机碳矿

化，这是因为土壤中氮缺乏可能诱导微生物通过矿

化有机质来获得无机氮生长的同时促进有机碳矿化
[20]。然而，化学计量分解理论认为 N 添加使土壤碳

和氮的输入更符合微生物需求，在适宜化学计量比

条件下，微生物活性最高，土壤呼吸增强[21-22]。此

外，氮素添加在一定程度上可以促进碳的封存[23]，

但可能会降低土壤碳库的养分密度、周转时间和抗

干扰能力[24]。值得注意的是，也有研究表明，氮含

量升高可能降低土壤碳储量[25]。这些相互矛盾的结

果很大程度上归因于土壤特性、实验条件、环境因

素等差异。 

土壤剖面代表了在相当长时间内较为稳定的土

壤发生发育过程。微生物的同化（微生物生物量增

加）和分解代谢（CO2 排放）被认为是土壤有机碳

周转的发动机引擎，但随着土壤剖面深度增加有机

碳通常显著下降，氮素胁迫下剖面土壤微生物碳代

谢过程机制尚不清楚。本研究利用 13C 标记葡萄糖

与硝酸铵培养实验，通过分析土壤呼吸 13CO2 通量

（异化分解）和土壤 13C-有机碳（微生物合成代谢）

的变化，结合土壤微生物丰度和群落组成的变化，

研究典型黑土不同土层微生物碳代谢的氮素限制机

制，为微生物碳泵介导的土壤有机碳固持和转化提

供科学依据。 

1  材料与方法  

1.1  样点描述和土壤样本采集 

土壤样品于 2021 年 7 月采自中国科学院梨树试

验站保护性耕作研发基地，位于吉林省梨树县大房

身乡高家村（43°19’N，124°14’E）。采样点经历多

年传统耕作，黑土层下降为薄层黑土（<30 cm），种

植作物以玉米连坐为主。气候属于温带半湿润大陆

性 季 风 气 候 ， 年 平 均 气 温  5.8 ℃ ， 年 降 水 量 为 

577 mm，且主要集中在 6—8 月。 

在该地典型的薄层黑土，选择 3 个采样点，挖

掘深 1.2 m 的土壤剖面，观察土壤剖面，按土壤发

生层自下而上每隔 10 cm 采取每层土层中央的土壤

样品。所有采集的样品装袋并在袋内外各备一张标

签，注明采样地点、采样深度、编号等信息。采集

的 样 品 保 存 于 4 ℃ 冷 藏 室 备 用 。 从 采 集 的 0～

100 cm 剖面的新鲜土壤样品中选择了 0～10 cm（表

层，SL）、30～40 cm（中层，ML）、90～100 cm（深

层，DL）深度的土壤用于本次实验研究。具体处理

如下：收集三个不同层次的新鲜土壤，除去植物根

系，石块等杂质，将 3 个重复样点的土壤等量混合

均匀形成一个样品，研磨过 2 mm 筛后保存于 4 ℃

冷藏室供土壤培养使用。土壤基本理化性质如表 1

所示。 

1.2  13C-稳定性同位素示踪培养 

对所采集的三层土壤进行微宇宙培养[26-28]，称

取 8 g 土壤于 120 mL 血清瓶中，设置 4 个处理：①只

添加水（CK）；②只添加硝酸铵（N）；③只添加葡

萄糖（Glu）；④添加葡萄糖和硝酸铵（Glu+N）。每

个处理设置 3 个重复，其中葡萄糖为 13C6H12O6（
13C 

表 1  不同深度土壤理化性质 

Table 1  Characteristics of soil from different layers 

土层 

Soil layer 
pH 

土壤有机碳 

SOC/（g·kg–1） 

全氮 

TN/（g·kg–1） 

碳氮比 

C/N 

SL 5.18±0.03c 13.97±0.50a 1.27±0.04a 11.01±0.68b 

ML 5.41±0.07b 8.81±0.70b 0.77±0.04b 11.46±0.38b 

DL 6.16±0.05a 3.90±0.51c 0.28±0.03c 14.78±0.22a 

注：表中数据为平均值±标准差。SL：表层；ML：中层；DL：深层。同列字母不同表示差异显著（ P＜0.05）。下同。Note：

Data in the table are mean±SD. SL：Surface layer；ML：Middle layer；DL：Deep layer. Different letters in the same column indicated 

significant differences at 0.05 level. The same below． 
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全标：99%丰度），添加量 0.8 mg·g–1；NH4NO3 添加

量为 0.1 mg·g–1。 

用蒸馏水配置葡萄糖（0.36 mol·L–1）和硝酸铵

（0.1 mol·L–1）溶液，每个样品中加入 100 μL 对应溶

液，使土壤样品保持湿润松散但不结块的状态。添

加完成后，瓶口使用橡胶塞和铝盖密封，抽真空 3

次后充入人工合成空气（79% N2 和 21% O2），28 ℃

培养 14 d。分别在 3、5、7、14 d 监测瓶中 CO2 浓

度变化。需要说明的是，第 7 天测定 CO2 浓度后，

抽真空以去除瓶中积累的 CO2，然后充入人工合成

空气。第 7 天与第 14 天的气体样本同时用于测定

CO2 中的 13C 相对丰度。培养结束后进行破坏性采

样，收集土壤样品用于下游分析。 

1.3  土壤理化性质测定 

土壤的 pH 用水溶液浸提（土︰水=1︰5），pH

计测定。CO2 含量使用气相色谱测定。土壤样品冷

冻干燥，研磨过 100 目筛，使用 CNS 元素分析仪

（Thermo Fisher Scientific，德国）测定土壤有机碳，

使 用 元 素分析 –同 位 素质 谱 分 析联用 仪 （ Thermo 

Fisher Scientific，德国）测定土壤有机碳 13C 原子丰

度 （ 13C-atom% ）， 使 用 稳 定 同 位 素 比 值 质 谱 仪

（Thermo Fisher Scientific，德国）测定 13CO2 的 13C

原子丰度。 

1.4  土壤 DNA 提取与实时荧光定量 

采用 FastDNA® Spin Kit for Soil 试剂盒提取土

壤微生物总 DNA，详细操作步骤参考试剂盒说明

书。通过微量紫外分光光度计（NanoDrop ND-1000）

测定 DNA 浓度和纯度，DNA 保存于-20 ℃待下游

分析。 

采用 Bio-Rad CFX96 实时荧光定量 PCR 仪进

行 16S rRNA 基 因 定 量 。 定 量 反 应 体 系 为 ：

10 μLSYBR Premix Ex Taq（Takara），正反向引物各

0.5 μL，1 μL DNA 模板，8 μL 无菌水。定量 PCR

引物为 515F：GTGCCAGCMGCCGCGG；907R：

CCGTCAATTCMTTTRAGTTT。反应条件为：95 ℃ 

3 min；40×（95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s）；

72 ℃，5 min[29]。 

1.5  高通量测序与测序数据分析 

将提取的 DNA 样本进行 PCR 扩增，得到扩增

子用于高通量测序。针对细菌 16S rRNA 基因，通

用引物为 515F/907R。PCR 反应体系为：2 μL DNA

模板，正反向引物各 1 μL，25 μL Premix Ex TaqTM

（Takara，大连），21 μL 灭菌的去离子水。PCR 反应

程序为：95℃ 3 min，30×（95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 30 s），72 ℃ 10 min。扩增产物使用 Cycle 

Pure Kit 试剂盒（Omega，USA）纯化，并用 1.2 %

的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，利用 Illumina 

NovaSeq 测序平台对 16S rRNA 基因进行高通量测

序。测序数据上传至 NCBI Sequence Read Archive 

中，可通过序列号“PRJNA1085218”获取。 

下机数据首先使用 QIIME（version 1.9.1）软件

将得到的原始测序数据进行拼接、过滤，去除干扰

数据，得到有效数据；使用 QIIME2（version 2021.4）

软件对有效数据通过 DADA2 流程进行降噪分析，

构 建 特 征 表  feature-table ， 并 统 计 代 表 序 列 

rep-sequences，使用 Silva138.1 数据库进行朴素贝叶

斯（Naive Bayes）分类训练，在 99%置信度水平下

聚类，最终将得到的特征表和代表序列分类和注释

分析，得到不同水平下的物种分类信息 OTU 表。对

微生物多样性分析的主要是进行 Shannon 指数计算

与 PCoA 分析，探究不同样本或组别间群落结构的

差异。为进一步挖掘分组样本间的群落结构差异，

选用 T-test 统计分析方法对分组样本的物种组成和

群落结构进行差异显著性检验，以火山图形式展示。 

1.6  数据处理 

绝对激发效应（Primed C，mg·kg–1）：葡萄糖

添加处理中土壤有机碳分解产生的 12CO2-C（Cs）

与对照处理土壤有机碳分解产生的 12CO2-C（Cc）

差值：      

 
Primed C= Cs–Cc          （1） 

 
相对激发效应（PE，%）：绝对激发效应与对照

处理土壤有机碳分解产生的 12CO2-C（Cc）的比值： 

 
PE= primed C/Cc×100%     （2） 

 
利 用 Microsoft Excel 2019 和 IBM SPSS 

Statistics 24 完成基础数据处理，处理之间的差异采

用单因素方差分析（one-way ANOVA），P＜0.05 表

示差异显著，平均值采用“平均值±标准差”的形

式表示。图表通过 Origin 软件（OriginPro 2021，美

国）进行绘制。 
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2  结  果  

2.1  外源碳氮输入对典型黑土剖面土壤有机碳周

转的影响 

土壤有机碳周转主要来自于微生物分解代谢和

合成代谢，主要体现在剖面深度和葡萄糖添加是影

响黑土微生物呼吸的主要因素。室内培养两周后，

微生物呼吸 CO2 累积排放量（图 1）由高到低分别

为表层土壤（192.1 mg·kg–1）、中层土壤（57.8 mg·kg–1）、

深层土壤（42.1 mg·kg–1）；无机氮添加对黑土剖面

微生物呼吸几乎未有任何影响，表层、中层、深层

分别为 204.5、61.3、43.9 mg·kg–1。与 CK 对照相比，

葡萄糖添加后土壤呼吸显著增加，表层、中层、深

层增幅分别为 3.2 倍、11.3 倍、14.5 倍；进一步添

加无机氮后，表层、中层、深层土壤呼吸分别为

839.1、650.0、645.6 mg·kg–1，增幅为 3.4 倍、10.2

倍、14.3 倍。 

值得注意的是，葡萄糖添加条件下，土壤微生

物呼吸的氮限制具有明显的剖面分异特征。针对表

层土壤，室内两周培养期间均未观测到氮素对土壤

呼吸的显著影响；针对中层土壤，无机氮添加似乎

抑制了土壤呼吸，降幅范围为 7.6%～10.2%（第 3

天～第 14 天），但无统计显著差异。深层土壤则出

现相反规律，与单一添加葡萄糖相比，氮素添加培

养 3、5、7 d 后，微生物呼吸量显著增加，增幅分

别为 109.9%、46.0%、25.3%；但是培养 14 d 的微

生物呼吸 CO2 累积排放量未有显著差异。 

进一步计算土壤有机碳矿化速率也得到类似结

果。0～3、3～5、5～7、7～14 d 的矿化速率如图 1。

单一氮素添加对不同深度土壤的有机碳矿化速率均

未有显著影响，有机碳矿化速率随培养时间的变化

趋势均为 0～7 d 内降低，7～14 d 内略有上升。例

如 ， 针 对 表 层 土 壤 ， 其 矿 化 速 率 变 化 为 ：

22.3 mg·kg–1·d–1（0～3 d）、16.8 mg·kg–1·d–1（3～5 d）、

8.0 mg·kg–1·d–1（5～7 d）、11.7 mg·kg–1·d–1（7～14 d）。

葡萄糖添加后，矿化速率显著增加，氮素添加对表

层土壤有机碳矿化速率未有显著影响；抑制了中层

土壤有机碳矿化速率（无统计显著性）；但对深层土

壤规律明显不同，0～3 d 内，氮素添加显著促进了

有机碳矿化速率，但在随后培养过程中，均呈显著

降低趋势。 

 

图 1  不同土层 CO2 累积排放量与排放速率 

Fig. 1  Cumulative CO2 emissions and emission rates in different soil layers 
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氮素添加对土壤微生物分解 13C-葡萄糖未产生

显著影响。如图 2a 所示，单一添加葡萄糖培养表层、

中层、深层土壤 0～7 d 内累积 CO2 的 13C 百分数别

为 75.3%、87.3%、88.7%；培养 7～14 d 则显著下

降为 28.9%、65.5%、74.7%；结合 CO2 浓度计算得

到 13CO2 的净排放量（图 2b）分别为 530.4、584.3、

544.8 mg·kg–1，其中 0～7 d 排放量分别占 0～14 d

总排放量的 92.3%、86.8%和 75.5%。然而，氮素添

加对三个土壤剖面的 13C-CO2 原子百分超均未产生

显著影响；并且仅在深层土壤发现，氮素添加显著

抑制 13CO2 净排放量，降幅为 44.3%。 

氮素添加对土壤微生物利用 13C-葡萄糖合成难

溶解性有机物 13C-SOC 也未产生显著影响。13C-SOC

特指微生物通过合成代谢繁殖生长并产生的新 13C- 

 

图 2  外源碳氮输入下土壤外源有机碳的矿化和固定规律 

Fig. 2  Mineralization and fixation of exogenous organic carbon in soil under exogenous carbon and nitrogen input 
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细胞（13C-有机碳）。如图 2c 所示，针对表层土壤，

与对照 CK 相比，葡萄糖 Glu 和葡萄糖与无机氮

Glu+N 添加处理，均显著增加了土壤有机碳。但是，

无论中层土壤还是深层土壤，所有处理均未对土壤

有机碳产生显著影响。单一添加葡萄糖培养 14 d 后，

表层、中层、深层土壤难溶解性 13C-SOC 原子百分

数（图 2d）分别为 1.9%、 2.6%、 5.0%；类似地，

氮素添加并未显著影响 13C-SOC 原子百分数，进一

步结合土壤有机碳含量（图 2e），发现单一添加葡

萄糖后表层、中层、深层土壤 13C-SOC 净产生量分

别 为 111.6、 119.5、 105.2 mg·kg–1 ， 氮 素 添 加 后
13C-SOC 尽管呈上升趋势，但未有统计显著差异。 

13C-葡萄糖添加条件下微生物剧烈生长，同时

也会利用本底有机碳并产生激发效应。如图 2f 所示，

随着土壤深度增加，激发效应显著增强。培养 0～7 d

内，单一添加葡萄糖条件下，土壤相对激发效应由

低到高分别为表层土壤 48.5%、中层土壤 233.0%、

深层土壤 295.0%。氮素添加则显著抑制了激发效

应，降为表层土壤 15.0%、中层土壤 135.5%、深层

土壤 238.5%。随着培养时间延长至 14 d，相对激发

效应显著降低，但仍随土壤深度增加而增加。例如，

单一添加葡萄糖的 7～14 d 相对激发效应分别为表

层土壤 44.0%、中层土壤 74.5%、深层土壤 168.0%，

氮素添加仅在深层土壤表现出明显的抑制效应，降

为表层土壤 40.0%、中层土壤 76.0%、深层土壤

70.0%。 

进一步计算土壤微生物将 13C-葡萄糖转化为难

溶性有机碳 13C-SOC 和无机 13C-CO2 的效率（百分

比），图 2g 结果表明，氮素添加提高了土壤微生物

合成代谢，提升了土壤对外源碳的固持能力。例如，

与单一添加葡萄糖相比，氮素添加后土壤 13C-SOC

显著增加，表层土壤从 34.9%提升至 41.6%；中层

土壤从 37.3%至 52.7%；深层土壤则从 32.9%至

37.4%。然而，值得注意的是，剖面三种土壤的分解

代谢效率（CO2 产生）整体略高于合成代谢（13C-SOC

合成）。例如，33%～42%的葡萄糖被微生物固持并

以 13C-SOC 的形式存在于土壤，而 44%～50%左右

的葡萄糖被微生物异化代谢为 13CO2。 

2.2  外源碳氮输入对典型黑土剖面土壤微生物群

落的影响 

剖面深度和葡萄糖添加是影响黑土微生物群落

的主要因素（图 3a）。采用土壤 16S rRNA 基因数量

评价土壤微生物数量，发现表层高于中层高于深层，

分别为 4.43×108、2.13×108、0.72×108 copies·g–1

干土；仅添加氮素时对三层土壤的细菌数量无显著

性影响；添加葡萄糖显著刺激了微生物数量，表层

和中层土壤增幅约为 85.0%，深层土壤增幅高达

184.9%。然而，进一步添加氮素后，表层和中层土

壤的细菌数量降低，深层土壤的细菌数量增加，但

不显著。 

高通量测序 16S rRNA 基因的物种分类（图 3b，

图 3c）表明，仅添加外源无机氮土壤细菌群落组成

变化不显著；而仅添加葡萄糖改变了土壤细菌群落

组成，且对中层和底层较为显著，表层改变不明显。

进一步添加氮素对对底层土壤微生物类群影响较

大。在微生物分类门水平（图 3b），添加葡萄糖后

表层土壤放线菌门（Actinobacteria）相对丰度从

42.4%增至 45.5%，变形菌门（Proteobacteria）则

从 20.1%增至 24.1%，酸杆菌门（Acidobacteria）

和绿弯菌门（Chloroflexi）相对丰度降低，但这些

微生物门变幅均较小。葡萄糖和无机氮同时添加

后，物种群落组成几乎不受影响，仅变形菌门显著

增至 30.9%。针对中层土壤，添加葡萄糖后，仅放

线菌门从 54.7%显著增至 63.7%；葡萄糖和无机氮

同时添加对物种群落组成无显著影响。针对深层土

壤，添加葡萄糖后放线菌门相对丰度从 57.3%增至

62.7%，变形菌门、酸杆菌门、绿弯菌门略微降低；

葡萄糖和无机氮同时添加后，放线菌门显著增至

77.1%，变形菌门、酸杆菌门、绿弯菌门进一步降

低。进一步如图 3c 所示，在微生物属水平的分析

表明，针对表层土壤，葡萄糖添加仅导致放线菌门

微球菌科（Unclassified_f_Micrococcaceae）显著增

加，相对丰度从 0.7%剧增至 10.6%，增幅高达 14.1

倍，但葡萄糖和无机氮同时添加，其丰度显著降低

至 4.9%。针对中层土壤，无论葡萄糖或葡萄糖+无

机氮添加，均未对微生物群落组成产生显著影响。

针对深层土壤，葡萄糖添加后放线菌门的类诺卡氏

菌属（Nocardioides）相对丰度从 12.1%显著增至

19.7% ， 葡 萄 糖 和 无 机 氮 添 加 后 则 进 一 步 增 至

30.1% ， 同 时 微 球 菌 科 （ Unclassified_f_ 

Micrococcaceae）和糖霉菌属（Glycomyces）也发

生显著增加。 



1144 土    壤    学    报 62 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

图 3  外源碳氮输入下微生物数量与群落组成变化 

Fig. 3  Changes in microbial quantity and community composition under external carbon and nitrogen input 

葡萄糖和无机氮添加显著影响黑土剖面微生物

群落结构。如图 4a 所示，Alpha 多样性香农指数表

层 9.35、中层 8.68、深层 8.10，随土壤深度增加显

著降低。氮素添加对香农指数未有一致性的影响规

律。与 CK 对照相比，葡萄糖添加后，土壤多样性

显著下降，分别为 8.35、8.34、7.97。同时添加葡萄

糖和无机氮后，表层土壤香农指数略有增加，变为

8.78，但深层土壤香农指数显著降至 6.85。而进一

步通过加权 Unifrac 分析黑土微生物系统发育 Beta

多样性指数，如图 4b 所示，PCoA 分析表明，表层、

中层和深层土壤微生物群落分别独立成簇。这些结

果暗示了剖面是决定土壤微生物系统发育多样性的

第一因素，而外源碳氮添加则是次要因素。 

物种差异分析则得到类似结果，如图 4c 所示，

葡萄糖添加后，不同深度土壤显著增加的物种数分

别为表层土壤 27 种、 中层土壤 10 种、深层土壤 4

种，占 CK 土壤中微生物物种数量的比例分别为

6.03%、2.80%、1.08%。其中，表层土壤特异增加

TOP 物种为 Candidatus_Udaeobacter、Phyllobacterium、

Norde l la 等 ， 中 层 土 壤 特 异 增 加 TOP 物 种 为

Limnobacter、C0119、G12-WMSP1 等，深层土壤特

异增加 TOP 物种为 Limnobacter、C0119、R7C24 等。

相反，与葡萄糖处理相比，同时添加葡萄糖和无机

氮后不同深度土壤显著增加的物种数分别为表层土

壤 2 种、 中层土壤 5 种、深层土壤 33 种，占葡萄

糖 处 理 土 壤 中 微 生 物 物 种 数 量 的 比 例 分 别 为

0.51%、1.52%、9.02%。表层土壤特异增加 TOP 物

种为 Microlunatus、Ammoniphilus，中层土壤特异增 
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图 4  外源碳氮输入下微生物多样性及物种差异分析 

Fig. 4  Analysis of microbial diversity and species differences under external carbon and nitrogen input 

加 TOP 物 种 为 Roseisolibacter 、 Candidatus_ 

Alysiosphaera 等，深层土壤特异增加 TOP 物种为

Subgroup_7、Iamia 等。 

3  讨  论   

土壤有机碳矿化受到多种因素影响，如土壤理

化性质，外源养分添加，土壤微生物活性与群落组

成，环境效应等因素影响[11]。本研究发现表层黑土

的矿化量与矿化速率显著高于底层黑土，而中层和

深层土之间无显著差异；葡萄糖添加能够增加土壤

SOC 的矿化量及矿化速率，主要原因是葡萄糖显著

刺激了土壤呼吸；但是不同深度土壤利用外源葡萄

糖合成微生物源难溶性有机碳的潜力基本一致。 



1146 土    壤    学    报 62 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

已有研究表明氮素添加对土壤有机碳矿化的影

响具有不确定性，其正反馈或负反馈效应取决于多

种因素。本研究发现，与表层土相比，葡萄糖输入

后加剧了深层土壤 N 限制，进而影响深层土壤碳矿

化。氮添加对表层和中层土 SOC 的矿化量和矿化速

率无显著影响，即在 C/N 较低的情况下，氮素添加

对土壤 SOC 矿化无显著影响，这与已有研究结果基

本一致[30]；但是，氮素添加提高了深层土壤 SOC 的

矿化速率，其主要原因是：深层土壤长期处于氮匮

乏状态，氮素添加可能缓解微生物氮胁迫，激发微

生物活性并促进土壤有机碳矿化。 

葡萄糖添加导致黑土产生正激发效应，并且深

层土的激发效应显著高于表层土。总体而言，两周

内深层土壤的激发效应强度（267.0%）显著高于中

层土壤（150.5%）和表层土壤（43.5%），这与已有

研究结果一致[9，31-32]。其可能机理是：新鲜有机碳

输入是深层有机碳稳定性的主要控制因素，缺乏生

物有效性碳供应可能阻止深层土壤有机碳库分解[33]。也

有研究证明，表层土壤有机碳的稳定性要低于底土[34]，

并且与不稳定碳库相比，稳定碳库在外源碳输入时

更容易被激发[11]。外源氮输入也会对激发效应强度

产生影响。高强度人为干扰情景下，全球氮循环发

生显著变化，并极有可能影响土壤微生物激发效应。

然而，值得关注的是，长期氮沉降对激发作用影响

尚无定论。例如，Janssens 等[17]研究发现施 N 抑制

激发效应，但也有报道认为 N 添加对激发效应无显

著影响[22]。本研究则发现无机氮添加对黑土激发效

应与土壤剖面紧密相关，深层土壤 0～3 d 表现出强

烈的激发效应，随后则表现为抑制效应。其原因可

能是当表层和中层土外源输入氮被大量消耗之后，

氮素对激发效应刺激效应消失，而抑制作用增强，

并随着培养时间抑制效应逐渐减弱直至消失。但总

体 而 言 ， 两 周 内 表 层 土 壤 激 发 效 应 强 度 降 低 为

24.7%，中层土壤降低为 107.5%，深层土壤降低为

155.0%，所以氮素添加表现为抑制东北黑土的正激

发效应，且对深层土的抑制作用更加强烈（图 2f）。 

土壤微生物对有机碳的固持能力，在一定程度

代表了土壤有机碳的稳定性，即不易通过矿化和淋

溶等途径释放。有研究也认为 SOC 稳定性是一种生

态系统属性，并可从两个角度进行分析：包括阻力

（抵抗扰动的能力）和弹性（从扰动中恢复的能力）
[35]。土壤稳定性碳大部分来源于土壤难溶性有机碳，

而微生物合成代谢产生的疏水性细胞生物质难降

解，被认为是土壤有机碳稳定性的重要组成。本研

究发现，外源碳氮加入后显著刺激微生物繁殖生长，

产生的土壤难溶性有机碳可能影响土壤有机碳的稳

定性。这些结果与已有报道基本一致，外源碳氮加

入后，表层土壤净固持了难溶性有机碳，表明在富

含有机碳的土壤中添加外源不稳定性有机质比在贫

有机碳土壤中更能促进碳固存[36]。值得注意的是，

尽管不同剖面黑土对外源碳的固持特征具有显著差

异[37-38]，但其碳固持总量基本一致。无机氮添加可

提升微生物固持外源有机碳能力。 

土壤碳氮周转归根结底依赖于微生物生理活

动，外源营养物质影响微生物之间的种间合作与竞

争，进而决定了土壤微生物群落的演替方向[39]。微

生物的生存竞争受到土壤类型、外界环境等众多因

素的影响，不同土壤中微生物碳氮循环过程由不同

微生物所主导[40]。研究发现，表层黑土中微球菌科

对外源碳的响应中占主要优势，而深层土壤中则是

由类诺卡氏菌属主导。外源营养物质通过定向刺激

特定微生物繁殖生长，加速土壤有机碳氮周转速率，

但同时也可能在一定程度降低微生物群落多样性
[41]。本研究则发现外源碳氮输入均导致表层黑土微

生物多样性降低，但值得注意的是，无机氮单一添

加条件下深层土壤微生物多样性增加，而碳氮同时

输入时，深层微生物多样性降低，这也侧面证明了

深层土壤在微生物生长中受到氮限制，例如，深层

土壤碳氮比高达 14.8，显著高于表层土壤 11.0。此

外，一般认为微生物碳利用效率（CUE）与生物多

样性呈正相关[42]，微生物多样性高则可能促进土壤

有机碳分解，而在有机碳分解过程中伴随着有机氮

的矿化分解，从而解除氮素胁迫。然而，未来仍需

开展更多试验，综合采用稳定性同位素示踪技术与

微生物组学手段，准确解析功能微生物群落对复杂

土壤环境的适应机制及其对土壤关键元素生物地球

化学循环的影响规律。 

4  结  论   

葡萄糖添加产生正激发效应，而深层土的激发

效应最强；外源氮添加对正激发效应产生抑制作用，

深层土壤抑制作用最强。然而，氮素添加有利于提
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高微生物源有机碳固持，但对微生物利用外源碳呼

吸无显著性影响。外源碳输入能够显著增加细菌数

量，不同深度土壤碳代谢主导微生物类群不同，表

层土壤为微球菌科，深层土壤为类诺卡氏菌属。这

些结果表明，微生物长期适应黑土剖面环境分异过

程中，逐渐形成了不同类群，表层土壤 C/N 低，其

氮素胁迫适应能力更强，深层土壤尽管微生物数量

和多样性较低，但也能利用外源易分解碳快速生长

并合成微生物源难溶解性有机碳，典型剖面微生物

固碳潜力基本一致，表明土壤微生物群落具有极强

的功能可塑性。 
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