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[bookmark: _Hlk199779328][bookmark: _Hlk199779343][bookmark: _Hlk199779398][bookmark: _Hlk199779360]摘  要：土壤微生物碳利用效率（Carbon Use Efficiency, CUE）是量化微生物将吸收碳转化为自身生物量比例的关键指标，对理解微生物代谢和土壤碳周转过程具有重要意义。本研究依托典型红壤长期定位试验平台，选取不同施肥模式下形成的具有肥力梯度的土壤为研究对象，同时运用13C示踪法（13C-葡萄糖）、18O示踪法（18O-H2O）和化学计量模型法表征CUE，系统比较了各方法表征CUE大小及影响因素的异同。结果显示，13C示踪法测定的CUE（0.63~0.81）显著高于18O示踪法（0.26~0.52）和化学计量模型法（0.35~0.55）（P < 0.05），13C示踪法测定的微生物生长速率和呼吸速率均显著高于18O示踪法（P < 0.05）。土壤pH、可溶性有机质（Dissolved Organic Matter, DOM）结构（紫外吸光度Specific UV Absorbance at 254 nm, SUVA254；腐殖化指数Humification Index, HIX）以及微生物资源限制强度（基于酶化学计量学的向量长度和向量角度）是影响CUE的主要因素。三种方法表征的CUE均与pH和SUVA254呈显著正相关（P < 0.05），仅化学计量模型法表征的CUE与HIX呈显著正相关（P < 0.05）。13C示踪法和18O示踪法测定的微生物生长速率均随土壤pH的升高显著增加（P < 0.05），18O示踪法测定的微生物呼吸速率随土壤pH的升高显著增加（P < 0.05），而13C示踪法测定的微生物呼吸速率与土壤pH的相关性不显著（P > 0.05）。13C示踪法和化学计量模型法表征的CUE随酶化学计量的向量长度的增加而降低（P < 0.05），而18O示踪法与微生物资源限制强度无显著相关性（P > 0.05）。因此，生物地球化学模型应充分考虑不同表征方法下CUE及其驱动因素的差异，以准确预测微生物对碳源的响应。
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Differences in Microbial Carbon Use Efficiency Characterized by Isotope Tracing and Stoichiometric Modeling Methods and Its Influencing Factors
WANG Xinran1, XIAO Qiong1, ZHANG Wenju1†, HUANG Yaping1, LI Dongchu1,2
(1. Institute of Agricultural Resources and Regional Planning, Chinese Academy of Agricultural Sciences / State Key Laboratory of Efficient Utilization of Arid and Semi-arid Arable Land in Northern China / Key Laboratory of Arable Land Quality Monitoring and Evaluation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Beijing 100081, China; 2. Hengyang Red Soil Experimental Research Station, Chinese Academy of Agricultural Science / Hunan Qiyang National Field Scientific Observation and Research Station of Farmland Ecosystem, Qiyang, Hunan 426182, China)
Abstract:【Objective】Microbial carbon use efficiency (CUE) is a key metric for quantifying the proportion of absorbed carbon converted into microbial biomass, and plays a critical role in understanding microbial metabolism and soil carbon turnover processes. However, the different methods used for determining CUE present dissimilarities, which affects the reconciliation of global data. Therefore, this study aimed to evaluate the differences and connections among diverse approaches for characterizing CUE.【Method】This study focused on typical red soils with fertility gradients from a long-term fertilization experiment station, employing three methods—13C tracing (13C-glucose), 18O tracing (18O-H2O), and stoichiometric modeling, to characterize CUE, and compare the factors influencing these methods.【Result】The results showed that the CUE measured by the 13C tracing method (0.63-0.81) was significantly higher than those obtained by the 18O tracing method (0.26-0.52) and the stoichiometric modeling approach (0.35-0.55) (P < 0.05). Both the microbial growth rate and respiration rate measured by the ¹³C tracing method were significantly higher than those by the ¹⁸O tracing method (P < 0.05). Soil pH, the structure of dissolved organic matter (DOM) (Specific UV Absorbance at 254 nm, SUVA254; Humification Index, HIX), and the intensity of microbial resource limitation (vector length and vector angle of enzyme stoichiometry) were identified as the main factors influencing CUE. The CUE characterized by all three methods showed a significant positive correlation with pH and SUVA254 (P < 0.05). However, only the CUE characterized by the stoichiometric method showed a significant positive correlation with HIX (P < 0.05). The microbial growth rates measured by the ¹³C and ¹⁸O tracing methods both increased significantly with soil pH (P < 0.05). Moreover, microbial respiration rates measured by the ¹⁸O tracing method showed a significant positive correlation with soil pH (P < 0.05), whereas those measured by the ¹³C tracing method did not correlate significantly with soil pH (P > 0.05). The CUE characterized by the 13C tracing method and stoichiometric modeling decreased significantly with increasing microbial carbon limitation intensity (P < 0.05), whereas the CUE measured by the 18O tracing method showed no significant correlation with microbial resource limitation intensity (P > 0.05).【Conclusion】Therefore, it is recommended that biogeochemical models should account for the differences in CUE and its driving factors under diverse characterization methods. This will permit the accurate prediction of the responses of microorganisms to carbon sources.
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土壤微生物碳利用效率（Carbon Use Efficiency, CUE）是指微生物将吸收的碳转化为自身生物量的比例，是评估微生物固碳潜力的关键指标之一[1]。作为连接微生物代谢与土壤碳动态的核心参数，CUE不仅直接影响土壤有机碳的分解与积累，还决定了土壤碳库的稳定性和土壤碳汇潜力[2]。在全球气候变化背景下，土壤碳循环的响应机制备受关注，准确测定和科学解读CUE对于预测土壤碳库变化、优化土壤管理策略具有重要意义。
[bookmark: _Hlk199341993][bookmark: _Hlk199342343][bookmark: _Hlk199342354]常见的表征CUE的方法主要包括13C示踪法、18O示踪法和化学计量模型法[3]。这三种表征方法依赖于不同的假设，并反映微生物代谢的不同方面[3]。13C示踪法通过向土壤中添加13C标记的有机底物，追踪13C在微生物生物量和呼吸CO2中的分配来计算CUE。该方法假设微生物生物量的增加仅来源于外源添加的底物碳，排除了微生物生物量碳的内源循环，反映了微生物对特定底物的利用效率，测定结果受底物类型和添加量的影响[4]。18O示踪法通过添加18O标记的水，利用微生物在生长过程中将18O掺入DNA的特性，结合CO2释放量计算CUE。该方法假设水是微生物生长所需氧原子的主要来源，强调有机分子的短期胞内代谢以及它们在分解代谢（CO2释放）和合成代谢（微生物生物量合成）过程之间的分配，主要评估微生物对土壤本底资源的利用效率，不受外源底物的干扰[5]。化学计量模型法基于胞外酶活性、微生物生物量以及生物可利用碳氮比计算满足微生物生长营养需求的CUE[6]。该方法假设：微生物根据自身较为稳定的元素计量比，结合底物的计量比差异，以合适的元素比例分配碳，进而获取所需资源，即默认当微生物受到资源限制时，会减少外源碳向生物量的转化[7]。该方法强调了微生物与底物之间元素化学计量不匹配对酶分配的影响，对模型假设的依赖性较强[8]。基于各表征方法的假设与原理差异，测定的CUE值大小往往有一定区别。例如，Geyer等[4]使用这三种方法在相同条件下测定了CUE，发现底物特异性的13C示踪法测定的CUE显著高于底物非特异性的18O示踪法和化学计量模型法。因此，在交叉比较不同方法获得的CUE时，这些方法间的特异性差异可能会给结果带来较高的不确定性[3]。系统比较不同方法的适用性和局限性，对于提高CUE测定的准确性和可比性具有重要意义。
[bookmark: _Hlk199429982][bookmark: _Hlk199429242][bookmark: _Hlk199429484]微生物CUE受气候、土壤和微生物等非生物和生物因素的共同调控，其中有机底物质量、养分有效性和计量比以及微生物群落结构是影响CUE的关键[9-11]。Takriti等[12]研究指出，土壤底物质量的差异是导致CUE空间变异性的主要原因。结构复杂的低质量碳底物分解需要经历多个酶促反应过程，增加了微生物的呼吸代谢，从而导致CUE降低。相比之下，高质量的底物更容易掺入微生物生物质中，可能产生更高的CUE[9]。微生物在不同资源限制状态下采取不同的应对策略，将能量用于细胞生长、养分获取或者胁迫应对上，从而造成CUE的差异。微生物主要通过分泌胞外酶获取资源，因此胞外酶的化学计量比常用以判断微生物的资源限制特征。Cui等[13]通过模型证明了酶的化学计量特征对微生物资源分配有显著影响，并发现微生物碳限制越高，CUE越低。当微生物资源限制增强时，微生物需要消耗更多能量获取营养以保证其生物量计量的平衡[11]，那么转化为生物量的比率就越低。此外，不同微生物对养分的需求以及获取能力相异，造成不同的CUE水平[4]。一般而言，细菌作为r-策略者，倾向于底物充足的环境，生长速率较快，但对碳的利用效率较低；而真菌作为K-策略者，生长相对缓慢，但对碳的利用效率较高[8]。当环境养分的有效性和微生物资源限制发生改变时，微生物群落结构（如真菌与细菌比例）随之改变，进而引起CUE的升高或降低。
土壤pH、质地和干旱指数等性质可通过影响土壤微生物群落，进而对CUE产生影响，且影响效果可能依赖于所采用的表征方法[14]。例如，18O示踪法反映微生物整体代谢，酸化直接破坏细胞结构与功能，导致CUE降低[14]；而13C示踪法反映外源底物利用，pH的升高加速有机质分解，释放的有机酸使微生物转向利用本底碳，反而降低对外源葡萄糖的利用效率[15]。干旱指数较低的土壤有利于外源碳分解，维持微生物呼吸，降低依赖外源底物法测定的CUE[16]。相反，当干旱指数高于0.65时，微生物胞外酶活性增强，水解或氧化作用促进土壤本底碳的分解，进一步降低底物非特异性18O示踪法测定的CUE[17]。因此，不同表征方法获得的CUE与这些因素的相关性表现不一，这使得CUE的表征和解释更具挑战性。
本研究依托典型红壤长期定位试验平台，选取长期不同施肥模式下土壤理化性质（如pH、SOC、TN等）差异显著的处理，同时采用13C示踪法（13C-葡萄糖）、18O示踪法（18O-H2O）和化学计量模型法测定CUE，比较三种表征方法下CUE的大小，并分析各表征方法下CUE的主要控制因素。研究旨在探究不同表征方法得到的CUE是否具有可比性，为提高CUE预测的准确性以及完善生态系统碳循环模型提供科学依据。
1 材料与方法 
1.1 研究区概况与样品采集
研究区位于湖南祁阳中国农业科学院红壤长期定位试验站（26°45′12″N，111°52′32″E）。该区域为典型亚热带湿润季风气候，年均气温18.0 ℃，≥10 ℃积温5 600 ℃，年均降水量1 255 mm，蒸发量1 470 mm，无霜期约300 d。供试土壤为红壤，成土母质为第四纪红土。试验起始于1990年，初始土壤理化性质分别为：pH为5.70，有机碳含量为7.89 g·kg-1，全氮含量为1.07 g·kg-1，全磷含量为0.45 g·kg-1。种植制度为冬小麦−夏玉米轮作。
本研究选取长期定位施肥试验中具有肥力梯度的5个处理：不施肥（CK）、施磷钾化肥（PK）、施氮磷钾化肥（NPK）、施用有机肥（M）和有机无机肥配施（NPKM）。于2018年11月作物收获后，每个试验小区按照S形取样法，利用土钻采集10个点位后充分混匀成1个样本。新鲜土壤样品放置冰盒内带回实验室，在人工除去作物根茬和肉眼可见的石头后，过2 mm筛备用。土壤样品共分为两部分：一部分保存在4 ℃用于后续测定土壤微生物生物量碳（Microbial Biomass Carbon, MBC）、微生物生物量氮（Microbial Biomass Nitrogen, MBN）、土壤酶活性和CUE；另一部分自然风干，研磨后用于测定土壤pH、有机碳（Soil Organic Carbon, SOC）、可溶性有机质（Dissolved Organic Matter, DOM）结构、可溶性有机碳（Dissolved Organic Carbon, DOC）、可溶性氮（Total Dissolved Nitrogen, TDN）、全氮（Total Nitrogen, TN）、全磷（Total Phosphorus, TP）、有效磷（Available Phosphorus, AP）。
1.2 土壤性质测定
土壤化学性质参考《土壤农化分析》[18]进行相关指标测定。土壤pH采用电位法测定，水土质量比为2.5∶1；SOC和TN分别采用重铬酸钾氧化外加热法和凯式定氮法测定；TP和AP分别采用碱熔—钼锑抗比色法和NaHCO3浸提—钼锑抗比色法测定。MBC和MBN采用氯仿熏蒸-硫酸钾浸提法测定，DOC和TDN采用超纯水浸提后经总有机碳分析仪测定[19]。采用多光谱技术分析DOM的化学组成和结构，其中比紫外吸光度（Specific UV Absorbance at 254 nm，SUVA254）与DOM芳香性有关[20]；腐殖化指数（Humification Index，HIX）表征DOM的结构复杂性和腐殖化程度[21]。具体结果见表1。
表1 土壤基本性质
[bookmark: _Hlk199778266]Table 1 Soil basic properties
	[bookmark: _Hlk194934901]土壤性质
Soil properties
	处理
Treatment

	
	CK
	PK
	NPK
	M
	NPKM

	pH
	5.33±0.11b
	5.09±0.08c
	4.41±0.02d
	6.26±0.03a
	6.12±0.12a

	有机碳SOC (g·kg-1)
	6.77±0.43d
	8.63±0.25c
	9.99±0.68b
	14.07±0.58a
	13.55±0.35a

	全氮TN (g·kg-1)
	1.21±0.04d
	1.39±0.04c
	1.50±0.03c
	2.01±0.13a
	1.77±0.03b

	全磷TP (g·kg-1)
	0.57±0.07d
	1.17±0.02c
	1.28±0.05c
	2.13±0.11a
	1.62±0.01b

	可溶性有机碳DOC (mg·kg-1)
	126.52±8.12b
	208.63±9.42a
	205.63±5.59a
	108.82±5.54c
	95.72±3.07d

	可溶性氮TDN (mg·kg-1)
	27.59±2.08d
	35.74±1.76c
	37.53±3.53c
	76.26±4.89a
	60.76±5.40b

	有效磷AP (mg·kg-1)
	10.87±0.31d
	27.93±1.70c
	30.47±0.42c
	126.67±2.52a
	97.60±1.06b

	微生物生物量碳MBC (mg·kg-1)
	101.67±18.14d
	148.98±3.68c
	86.52±17.88d
	296.62±18.59a
	255.59±4.34b

	微生物生物量氮MBN (mg·kg-1)
	16.40±5.48a
	22.82±3.03a
	7.75±1.88b
	20.64±2.43a
	21.13±4.98a

	有机碳/全氮SOC/TN
	5.62±0.46c
	6.21±0.15bc
	6.65±0.35b
	7.02±0.70ab
	7.66±0.31a

	可溶性有机碳/可溶性氮DOC/TDN
	4.59±0.06b
	5.85±0.51a
	5.51±0.52a
	1.43±0.13c
	1.58±0.17c

	微生物生物量碳/微生物生物量氮MBC/MBN
	6.40±0.94b
	6.59±0.72b
	11.43±2.30a
	14.53±2.20a
	12.51±2.68a


注：CK，不施肥处理；PK，施磷钾肥处理；NPK，施氮磷钾肥处理；M，施有机肥处理；NPKM，混施有机无机肥处理。表格中的数值表示平均值±标准差（n = 3）；同行不同的小写字母表示各处理之间存在显著差异。下同。Note: CK, No fertilization control; PK, Phosphorus-potassium fertilization; NPK, Nitrogen-phosphorus-potassium fertilization; NPKM, Combined organic-inorganic fertilization; M, Organic fertilization only. The values are presented as arithmetic means ± standard error（n = 3）. Different letters within the same row indicate significant differences among treatments (P < 0.05). The same as below.
1.3 土壤酶活性测定
β葡萄糖苷酶（β-glucosidase，BG）、纤维二糖水解酶（cellobiohydrolase，CBH）、氨基葡萄糖苷酶（β-N-acetylglucosaminidase，NAG）、亮氨酸氨基肽酶（leucine aminopeptdase，LAP）和酸性磷酸酶（acid phosphatase，AP）活性采用96微孔板荧光法测定[22]。采用公式计算酶化学计量的向量长度（Vector length）和向量角度（Vector angle）表示微生物的资源限制强度：
                       （1）
              （2）
式中，NAG为N-乙酰-β-氨基葡萄糖苷酶，LAP 为亮氨酸氨基肽酶。向量长度的大小表示微生物碳限制程度的高低；向量角度的大小表示微生物氮、磷的限制程度的高低；当向量角度偏离45°表示受氮限制或者磷限制，向上偏离程度越大，受磷限制越强，向下偏离程度越大，受氮限制越强。
1.4 微生物碳利用效率测定与计算
[bookmark: _Hlk199494848]13C示踪法[23]：向土壤中添加13C标记的葡萄糖溶液，通过24 h室内培养实验，测定产生的13C-CO2和13C-MBC，计算微生物碳利用效率。具体步骤如下：取出保存于4 ℃冰箱的土壤样品，将土壤含水量调节为田间持水量的50%。25 ℃培养7天。预培养结束后，向土壤中添加13C标记的葡萄糖溶液（丰度为6 atom%，添加量为100 mg·kg-1），设置只添加去离子水作为对照。随后，称取20.0 g土样到250 mL丝口瓶中，用不含CO2的气体（21% O2、79% N2）冲洗丝口瓶20 min，确保瓶内CO2浓度为0 μL·L-1，密闭培养24 h后采集气体和土壤样品。CO2浓度及其同位素丰度由气质联用同位素质谱仪测定。MBC按照1.2节所述氯仿熏蒸法测定，未熏蒸和熏蒸的土壤样品用0.05 mol·L-1K2SO4提取后采用总有机碳分析仪测定，剩余浸提液冷冻干燥后测定13C atom%。13C示踪法表征的CUE（13C-CUE）通过微生物利用葡萄糖形成微生物生物量（13C-MBC）占微生物总摄取量（13C-MBC + 13C-CO2）的比值计算。公式如下：
                 （3）
式中，FDOC和atom% FDOC为熏蒸后浸提液的DOC含量和atom% 13C；NFDOC和atom% NFDOC为未熏蒸浸提液的DOC含量和atom% 13C。
通过13C示踪法表征的微生物生长速率（13C-MBC，mg·kg-1·d-1）计算公式如下：
                （4）
式中，MBCtotal和atom% MBCtotal为添加葡萄糖溶液处理土壤MBC含量及atom% 13C，atom% MBCSOM为未添加葡萄糖溶液处理土壤MBC的atom% 13C。
通过13C示踪法表征的微生物呼吸速率（13C-CO2，mg·kg-1·d-1）计算公式如下：
              （5）
式中，CO2total和atom% CO2total为添加葡萄糖处理CO2-C累积排放量及atom% 13C， atom% 13CO2 glucose为葡萄糖溶液的atom% 13C，atom% 13CO2SOM为未添加葡萄糖处理CO2的atom% 13C。
通过13C示踪法表征的CUE（13C-CUE）计算公式如下：
                           （6）
18O示踪法[24]：按照土壤水分含量添加一定比例的18O标记的H2O，通过24 h室内培养试验，明确微生物利用18O-H2O后进入微生物生物量（DNA）的比例。具体步骤如下：预培养流程同13C示踪法。预培养结束后，称取500 mg新鲜土壤样品于2 mL棕色色谱瓶中，向土壤中添加18O-H2O（98 atom% 18O）使土壤18O丰度为20.0 atom%，设置无标记超纯水作为对照。将色谱瓶置于涡旋仪2~3 s混合均匀。之后将色谱瓶转移到20 mL的顶空瓶中，加盖并用无CO2（79% N2，21% O2）的高纯空气进行冲洗，使顶空瓶内CO2浓度达到0 μL·L-1。将培养瓶放置到恒温恒湿黑暗条件下培养24 h。培养完成后，采集10 mL气体样品，用气相色谱（Agilent-GC-7890）测定CO2浓度。取出棕色色谱瓶并加盖保存于-80 ℃待后续提取DNA。使用DNA提取试剂盒（MP，FastDNA SPIN）提取土壤中的总DNA。使用Nano Drop分光光度计进行质检，通过Picogreen荧光测定法（Quant dsDNA试剂）测定DNA浓度。将所有剩余的DNA提取物放置于银质胶囊中，并在45 ℃条件下干燥5 h，以去除水分，随后，使用IRMS-TC/EA（Thermo Scientific）测定其18O丰度和总O含量。18O示踪法表征的CUE（18O-CUE）计算公式如下：
             （7）
式中，DNAproduced为培养期间所产生的总DNA含量（μg）；Ototal为DNA总O量；atom% excess为标记与未标记样品之间atom% 18O差值；31.21为DNA中O的平均占比；atom% final为标记物的原子百分数（20.0 atom%）。
建立计算每个样品的转化系数（fDNA），以微生物量碳和DNA总量的比率表示。通过18O示踪法表征的微生物生长速率（Growth，mg·kg-1·d-1）计算公式如下：
                      （8）
式中，DW为培养期间干土重（g）；t为培养时间（d）。
通过18O示踪法表征的微生物呼吸速率（Respiration，mg·kg-1·d-1）计算公式如下：
                       （9）
式中，P为大气压强（kPa）；n为C的相对原子质量（12.01 g·mol-1）；R为摩尔气体常数（8.314 J·mol-1·K-1）；T为气体的绝对温度（295.15K）；V为顶空瓶体积（L）；Rs为培养期间所产生CO2的浓度（μL·L-1）。
通过18O示踪法表征的CUE（18O-CUE）计算公式如下：
                        （10）
化学计量模型法[7]：将微生物胞外酶活性、微生物生物量以及可供微生物利用的碳、氮、磷等化学元素与微生物营养同化和生长联系起来，计算满足土壤微生物生长营养需求的CUE。计算公式如下：
                         （11）
[bookmark: _Hlk199450303][bookmark: _Hlk199450309][bookmark: _Hlk199450316][bookmark: _Hlk199450322]式中，SC∶N代表酶活性的分配抵消了资源和微生物生物量碳氮比率之间差距的程度；EEAC∶N是C获取酶与N获取酶活性的比值，即（β葡萄糖苷酶 BG + 纤维二糖水解酶 CBH）/（氨基葡萄糖苷酶 NAG + 亮氨酸氨基肽酶 LAP）；BC∶N为MBC与MBN的摩尔比；LC∶N为DOC和TDN的摩尔比。
通过化学计量模型法表征的CUE（CUEC∶N）计算公式如下：
                     （12）
式中，KN为半饱和常数（0.5）；CUEmax为微生物生长效率的上限，根据热力学的限制，为0.6。
1.5 数据统计与分析
[bookmark: _Hlk199780617]所有数据在分析前均进行了正态分布检验和方差齐性检验。采用单因素方差分析（one-way ANOVA），结合最小显著差数法（Least-Significant Difference，LSD）比较不同表征方法测定（计算）的微生物碳利用效率的差异、分析不同肥力土壤的理化性质和土壤酶活性的差异（P < 0.05）。采用T检验分别比较13C示踪法与18O示踪法测定的微生物生长速率、微生物呼吸速率的差异。采用线性拟合分析土壤pH、DOC含量及结构参数(SUV254、HIX)、微生物资源限制强度（酶化学计量的向量长度、向量角度）与不同表征方法测定（计算）的CUE的关系（P < 0.05）。所有的分析与绘图均采用Origin 2024完成。
2 结 果 
2.1 三种方法表征的微生物碳利用效率差异
不同表征方法测定（计算）得到的CUE存在显著差异：13C示踪法（0.63~0.81）显著高于18O示踪法（0.26~0.52）和化学计量模型法（0.35~0.55）（P < 0.05）（图1）。13C示踪法测定的微生物生长速率（26.60~53.97 mg·kg-1·d-1）是18O示踪法（2.03~6.78 mg·kg-1·d-1）的7.33倍~11.97倍（表2）。相应地，13C示踪法测定的微生物呼吸速率（13.81~16.10 mg·kg-1·d-1）是18O示踪法（4.44~7.90 mg·kg-1·d-1）的1.84倍~3.19倍（表2）。
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注：不同小写字母表示不同土壤间差异显著（P < 0.05）。下同。Note: Different lowercase letters in each subFig. indicate significant differences among different land use types at P < 0.05. The same as below.
图1 13C示踪法、18O示踪法、化学计量模型法表征的微生物碳利用效率
[bookmark: _Hlk199778470]Fig. 1 Microbial carbon use efficiency (CUE) characterized by the 13C tracing, 18O-H2O tracing and stoichiometric model methods










表2 13C示踪法、18O示踪法表征的微生物生长速率和呼吸速率
Table 2 Microbial growth rate and respiration rate characterized by the 13C and 18O tracing methods
	[bookmark: _Hlk199778478]处理
Treatment
	微生物生长速率Microbial growth rate
（mg·kg-1·d-1）
	微生物呼吸速率Microbial respiration rate
（mg·kg-1·d-1）

	
	13C示踪法
13C tracing
	18O示踪法
18O tracing
	P
	13C示踪法
13C tracing
	18O示踪法
18O tracing
	P

	CK
	27.80±0.56d
	2.38±0.17b
	<0.01
	13.81±0.97a
	4.44±0.19c
	<0.01

	PK
	36.46±1.02c
	3.04±0.50b
	<0.01
	16.10±0.44a
	6.18±0.25b
	<0.01

	NPK
	26.60±1.10d
	2.03±0.24b
	<0.01
	15.93±0.80a
	5.00±0.30c
	<0.01

	M
	53.97±1.89a
	6.57±0.72a
	<0.01
	14.55±0.26bc
	7.90±0.32a
	<0.01

	NPKM
	49.66±2.37b
	6.78±1.13a
	<0.01
	15.71±0.49ab
	7.55±0.90a
	<0.01


2.2 微生物碳利用效率的影响因素
图2为土壤pH与微生物碳利用效率、生长速率以及呼吸速率的关系。结果表明，13C示踪法、18O示踪法和化学计量模型法表征的CUE与土壤pH存在显著正相关关系（P < 0.05），其中，与13C示踪法相关性更强。13C示踪法和18O示踪法测定的微生物生长速率均随土壤pH的升高显著增加（P < 0.05）。对于微生物呼吸速率，仅18O示踪法与土壤pH呈显著正相关（P < 0.05），13C示踪法相关性不显著。
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图2 13C示踪法、18O示踪法、化学计量模型法表征的微生物碳利用效率与土壤pH的相关性（a）；13C示踪法、18O示踪法表征的微生物生长速率（b）、呼吸速率（c）与土壤pH的相关性
Fig. 2 Correlations between microbial carbon use efficiency characterized by the ¹³C tracing method, ¹⁸O tracing method, and stoichiometric modeling method and soil pH (a); correlations between microbial growth rate (b) and respiration rate (c) characterized by the ¹³C tracing method and ¹⁸O tracing method and soil pH
DOM含量和结构特征与三种表征方法下CUE的相关分析如图3。CUE随DOC含量的增加而降低（P < 0.05），随SUVA254、HIX的增加而增加（P < 0.05）；无论18O示踪法还是13C示踪法，DOC含量仅与微生物生长速率呈显著负相关，与微生物呼吸无显著相关性，即DOC含量主要通过影响微生物的生长代谢影响CUE。三种表征方法得到的CUE均与SUVA254呈显著正相关（P < 0.05），HIX仅与化学计量模型法表征的CUE呈显著正相关，与另外两种同位素示踪法表征的CUE无显著相关性。
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[bookmark: _Hlk199778063]图3 13C示踪法、18O示踪法、化学计量模型法表征的微生物碳利用效率与可溶性有机碳含量和质量的相关性（adg）； 13C示踪法、18O示踪法表征的微生物生长速率（beh）、微生物呼吸速率（cfi）与可溶性有机碳含量和质量的相关性
Fig. 3 Correlations between microbial carbon use efficiency characterized by the ¹³C tracing method, ¹⁸O tracing method, and stoichiometric modeling method and the content and quality of dissolved organic carbon (adg); correlations between microbial growth rate (beh) and microbial respiration rate (cfi) characterized by the ¹³C tracing method and ¹⁸O tracing method and the content and quality of dissolved organic carbon
图4为微生物资源限制强度与三种表征方法下CUE的关系。与18O示踪法相比，13C示踪法和化学计量模型法表征的CUE受微生物资源限制强度影响更显著（P < 0.05）。13C示踪法表征的CUE随向量长度的增加而减小，与向量角度无显著相关性。而化学计量模型法表征的CUE均随向量长度和向量角度的增加而减小。
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图4 13C示踪法、18O示踪法、化学计量模型法表征的微生物碳利用效率与酶化学计量向量长度和角度的相关性（ad）、13C示踪法、18O示踪法表征的微生物生长速率（be）、呼吸速率（cf）与酶化学计量向量长度和角度的相关性
Fig. 4 Correlations between microbial carbon use efficiency characterized by the ¹³C tracing method, ¹⁸O tracing method, and stoichiometric modeling method and the length and angle of enzyme vectors (ad); correlations between microbial growth rate (be) and respiration rate (cf) characterized by the ¹³C tracing method and ¹⁸O tracing method and the length and angle of enzyme vectors
3 讨 论  
3.1 同位素示踪法和化学计量模型法表征的CUE差异
作为反映微生物合成代谢对有机碳影响的关键指标，CUE的表征对于农田土壤碳固持和肥力提升至关重要[25]。本研究对比两种方法的表征结果发现，13C示踪法测定的CUE显著高于18O示踪法，且这种差异主要由微生物生长速率差异所导致（图1）。13C示踪法和18O示踪法原理上均是通过一定时间内底物进入微生物生物量（13C示踪法）或18O渗入DNA（18O示踪法）的比例计算CUE，但前者主要评估微生物对外源底物的利用情况，受添加底物的类型和培养时间的影响，而后者是评估微生物对土壤本底碳源的利用效率，不受外源底物的干扰[7]。一般而言，13C示踪法通常使用低分子量化合物（如葡萄糖、氨基酸等），微生物可以快速同化利用这些易分解底物，使微生物生长速率在短时间内达到峰值[26-27]。充足的碳底物可以刺激微生物生长，使CUE由微生物生长速率主导，从而测得更高的CUE[28]。相比之下，18O示踪法测定的CUE在培养初期可能接近0，且在培养过程中变化相对较小，因为微生物的呼吸和生物量同化合成是同步增加的[3]。此外，13C示踪法测定的微生物生长速率显著高于18O示踪法（表2），这与Hu等[1]的研究结果相似。由于微生物吸收13C的速率快于18O渗入到DNA的速率，所以两种方法测定的结果存在量级差异。18O示踪法通过检测微生物细胞内或代谢产物中18O的含量变化来推断微生物的生理活动。但氧在细胞内的参与方式较为复杂，除了作为代谢过程中的反应物，还可能受到其他因素的影响，如细胞内的氧化还原状态、其他含氧化合物的交换等[4]，这可能导致其对微生物生长和呼吸速率的表征不够直接和准确，因此测定的微生物生长和呼吸速率相对较低于13C示踪法。
与同位素示踪法不同，化学计量模型法是基于资源化学计量学和微生物代谢化学计量计算得到的CUE，该方法不直接测定微生物生长和呼吸速率。这种方法假设：尽管生物体之间存在差异，但微生物会在整个群落范围内以适当的元素比率分配碳以获取所需资源[9,29]。本研究发现，化学计量模型法表征的CUE显著低于13C示踪法，与18O示踪法无显著差异（图1）。从原理上，化学计量模型法多用来评估微生物如何根据环境中底物化学计量差异调整自身对资源的利用策略[6]。当土壤化学计量失衡较大时，化学计量模型法较为适用，但在根际无法提供准确的估算，因为微生物在根际主要利用的是根系分泌物[30]。此外，化学计量模型法通常在较长时间尺度上观测和分析生态系统的CUE，以获取足够的数据支撑模型计算。然而，在长时间尺度上，生态系统中多种环境因素的波动会增加微生物碳利用过程的复杂性，化学计量模型法难以准确捕捉到短时动态变化，可能导致CUE被低估。而同位素示踪法在相对较短时间尺度上测定，能够及时追踪目标碳源的转化路径和利用情况，避免了环境因素波动对结果的干扰，因此13C示踪法测定的CUE更高。
3.2 微生物碳利用效率的影响因素
土壤pH、可利用底物数量和质量以及微生物资源限制强度是13C示踪法、18O示踪法和化学计量模型法下CUE的主要影响因素（图2~图4）。土壤pH与CUE呈显著的正相关关系（图2），表明在pH较低的土壤环境中，微生物受酸化胁迫，其生物量的合成受限，进而导致CUE下降，而随着pH的增加，微生物活性逐渐提高，CUE随之增强。Jones等[31]基于970个农田土壤样本的分析同样发现了类似的关系：当pH < 5.5时，CUE随着pH的下降而降低。Malik等[32]指出，微生物面对酸化胁迫时，会将生活史策略调整为胁迫耐受策略，这将使微生物消耗更多的碳和能量以维持细胞结构等代谢途径，最终导致CUE下降。此外，土壤pH与13C示踪法测定的微生物生长速率呈显著正相关，与微生物呼吸速率无显著相关性（图2）。这表明在13C示踪法中，土壤pH主要通过影响微生物的生长代谢影响CUE的大小，微生物呼吸较为稳定，对土壤pH变化不敏感。这是因为微生物通常需要三磷酸腺苷提供的能量产生胞外酶和膜转运蛋白以获取外源养分[33]。酸化增强了阳离子交换能力，破坏微生物细胞结构及酶功能，削弱微生物同化外源碳底物的能力，最终导致其生长速率下降[34]。张晨阳等[35]指出外源添加13C标记的底物导致获得额外碳的活性微生物细胞代谢循环加速，微生物生长对pH变化的敏感性高于微生物呼吸。与13C示踪法不同的是，pH与18O示踪法测定的微生物生长和呼吸速率均呈显著正相关，且微生物生长速率与pH相关性更强，这表明随pH增加，微生物呼吸速率的变化幅度不及微生物生长速率，最终导致CUE呈现增加的趋势。18O示踪法测定的CUE取决于微生物群落的组成和活性。有研究指出，在微生物活跃期间测定新合成MBC和DNA，可提高CUE评估的准确性[36]。18O示踪法下的CUE直接受到微生物内在特性的调控，微生物DNA合成是支撑细胞分裂和生长的关键过程，在决定CUE中起着关键作用[37]。当pH升高时，一些原本被固定或难溶性的营养物质可能被释放出来，更容易被微生物利用，从而保障DNA合成等过程，提高微生物代谢效率[34]。
微生物吸收利用的底物来源于土壤有机碳和植物凋落物，底物的物质组成、分解过程以及有效性等会显著影响微生物同化效率[31]。本研究发现，三种方法表征的CUE均随DOM结构复杂度（SUVA254）的增强而显著增加（图3d）。可能的原因如下：（1）较高的DOM结构复杂度通过降低微生物代谢熵提高微生物碳利用效率[38]。微生物代谢熵反映单位微生物生物量的微生物呼吸速率，表明了微生物利用有机质的能力[16]。DOM结构复杂度越高，越能促进土壤微生物群落及其适应性生活史策略的形成，最终降低微生物代谢熵[39]。通常较低的代谢熵意味着微生物倾向于将同化产物保留在土壤中，而不是以CO2的形式释放出去，最终导致CUE较高。（2）土壤基质稳定性的提高减轻了微生物的资源限制，促进微生物将更多的碳转化为自身生物量[40]。本研究中微生物生长速率与表征DOM芳香性的SUVA254呈显著正相关关系，恰好证明了这一点。无论18O示踪法还是13C示踪法，DOM结构复杂化主要通过影响微生物生长进而影响CUE（图3d~图3f）。此外，腐殖化指数HIX仅与化学计量模型法表征的CUE呈显著正相关，与两种同位素示踪法则无显著相关性（图3g）。腐殖化过程与土壤有机质的元素组成和化学结构密切相关，化学计量模型法测定的CUE反映的是微生物在不同养分条件下的生长和代谢策略，会影响代谢产生的有机物质性质和去向，而这些有机物质正是腐殖质的前体物质[41]。因此，化学计量模型法能够捕捉到这种变化和关系。
为满足对多种养分元素的需求，微生物会进行细胞内资源调节和再分配，从而影响微生物生长和CUE[42]。本研究发现，化学计量模型法表征的CUE随酶化学计量向量长度和角度的增加而降低（图4）。从原理上，化学计量模型法基于生态化学计量理论，即微生物的生长和代谢受到其自身元素组成和可利用性的制约。微生物需要维持一定的碳氮磷化学计量比，以保证其正常的生理功能和生长繁殖[43]。在碳源相对不足的条件下，微生物会调整其代谢策略，优先保障能量供应以维持生存[44]，将更多碳用于呼吸作用以获取能量，而用于合成细胞物质的碳则相对减少，从而使CUE下降[3]。类似地，当土壤缺磷时，微生物合成更多的酸性磷酸酶来转化有机磷为可利用的无机磷，这一过程需要消耗额外的碳以获取能量和合成酶蛋白，从而影响碳在生长和维持代谢之间的分配，降低CUE[44]。此外，本研究发现，依赖外源底物的13C示踪法表征的CUE与微生物碳限制强度（向量长度）呈显著负相关，与氮磷限制强度（向量角度）无关（图4）。在碳限制条件下，微生物面临激烈的碳源竞争，因此，当加入13C标记的葡萄糖作为示踪碳源时，微生物优先将其用于获取能量，以维持细胞生理功能，而用于合成蛋白质等生物大分子的碳则相对减少，使CUE下降[45]。在磷限制条件下，微生物会采取一系列适应性策略维持自身的生长和代谢，这些策略可能包括调整细胞内的磷分配、合成更多的磷转运蛋白以提高对环境中磷的吸收能力，以及改变代谢途径以降低磷的需求等[46]。然而，这些适应性变化通常不会直接影响微生物对13C标记外源底物的利用方式和效率。与13C示踪法不同，18O示踪法测定的CUE与微生物资源限制强度之间未表现出显著相关性（图4）。这是因为18O示踪法通过追踪水分子中的氧原子在微生物代谢过程中的去向，间接反映碳的利用情况[4]，当微生物受到资源限制时，可能会发生一些不涉及水分子中氧交换的代谢调整，这些变化无法通过18O示踪检测到，从而导致CUE与资源限制强度之间无显著相关性。
综上，13C示踪法、18O示踪法和化学计量模型法基于不同的研究假设，具有各自的优缺点和适用场景。13C示踪法将13C标记的底物加入土壤中，测定微生物生物量及呼吸释放的CO2中的13C，反映微生物对特定碳源的实际利用效率，适合短期动态过程研究，但其测定结果受添加13C底物类型影响且成本较高，该方法适用于实验室模拟实验以及特定碳源（如根系分泌物、凋落物）的微生物利用效率研究。18O示踪法将18O标记的水加入土壤中，测定微生物DNA中的18O和微生物总呼吸速率，直接测量微生物总生长量，不受特定碳源限制，但其测定结果依赖于假设：DNA合成过程中所有的氧来自于水且土壤水分状况会影响测定结果，该方法适用于自然生态系统的原位微生物生长研究或长期复杂碳源添加条件下的CUE测定。化学计量模型法利用胞外酶活性、微生物生物量及生物可利用的碳氮比计算满足微生物碳氮需求的CUE，不需要测定微生物的生长速率和呼吸速率，可用于生态系统或全球模型预测，但其计算结果受模型参数的假设限制，无法真实反映微生物群落差异或动态过程，该方法适用于大尺度生态模型或缺乏实验条件时的理论估算。因此，研究人员需要根据特定的环境和研究目的，有针对性地选择合适的表征方法，并在比较不同方法或者不同场景下的CUE时保持谨慎。未来仍需进一步开展控制实验，探究各方法下CUE的主控因素，这对于提高CUE表征准确性具有重要指导意义。
4 结 论  
本研究分析了基于13C示踪、18O示踪和化学计量模型三种表征方法下微生物CUE大小及其影响因素的异同。结果显示，13C示踪法测定的CUE显著高于18O示踪法和化学计量模型法，而18O示踪法与化学计量模型法表征的CUE无显著差异，这表明18O示踪法和化学计量模型法的表征结果具有可比性。此外，三种方法表征的CUE均受到土壤pH、可溶性有机碳含量与结构及土壤酶化学计量特征的显著影响。其中，不同方法表征的CUE均随土壤pH和可溶性有机碳结构复杂度的增加而增加。随着酶化学计量向量长度的增加，13C示踪法和化学计量模型法表征的CUE显著降低，而18O示踪法表征的CUE无显著变化。因此，在选择CUE表征方法时应充分考虑该土壤的pH、可利用底物以及微生物资源限制强度对结果的影响。当自然生态系统中土壤养分失衡严重或微生物资源限制较强时，推荐使用不依赖于外源碳添加的18O示踪法；对于实验室纯培养体系或研究微生物对特定碳源利用时，推荐使用13C示踪法；化学计量模型法则可在需要快速评估CUE或者模型构建时可优先考虑。在未来的研究中，建议联合多种表征方法对微生物CUE进行评估，以提高结果的可靠性。同时，在整合分析或跨研究比较中，应清晰辨明不同研究中CUE表征方法的异同，以提高数据的可比性和结论的准确性。
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