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[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK7]摘 要：探究土壤胞外酶活性沿海拔梯度的分布规律及其调控因素，对于理解微生物养分限制和代谢过程至关重要，并有助于预测土壤生物地球化学循环对全球变化的响应。然而，目前关于土壤胞外酶活性及其化学计量特征的海拔格局及其驱动机制的认识仍然有限。以广西金钟山黑颈长尾雉国家级自然保护区不同海拔梯度土壤为研究对象，探究土壤理化性质、胞外酶活性及微生物养分限制的海拔分布格局，分析影响微生物胞外酶活性及其化学计量的驱动因素。结果表明，（1）随着海拔的升高，土壤含水量、土壤养分含量、化学计量比及微生物生物量均增加，但土壤容重、pH和有效磷含量随海拔的增加而降低。（2）碳氮降解相关的β-葡萄糖苷酶（BG）、N-乙酰氨基葡萄糖苷酶（NAG）、亮氨酸氨基肽酶（LAP）的活性随海拔增加无明显变化规律，但酸性磷酸酶（ACP）先增后减，呈单峰型变化。酶矢量分析显示，中高海拔（1 429~ 1 691 m）矢量长度较大，微生物受碳限制增强；而矢量角度均大于45°，表明不同海拔的土壤微生物普遍受到磷元素限制。（3）与全球尺度和中国区域土壤酶活性数据对比发现，地处东部湿润区向西部半湿润半干旱区过渡带的金钟山土壤碳、氮、磷降解相关酶活性整体偏低，土壤微生物受氮和磷限制相对更严重；相较于湿润区土壤碳、氮、磷循环酶活性更低，但与干旱区相比，碳、磷循环酶活性相对更高。（4）曼特尔（Mantel）检验发现，土壤胞外酶活性及其化学计量与土壤含水量、硝态氮、微生物生物量氮含量等密切相关。冗余分析（RDA）表明，硝态氮和微生物生物量磷是影响土壤酶活性及其化学计量最重要的因子。（5）偏最小二乘法路径模型（PLS-PM）发现，土壤物理性质和微生物生物量对土壤酶活性造成直接影响，土壤物理性质、化学性质及微生物生物量对酶化学计量造成直接影响。综上，海拔主要通过影响土壤理化性质和微生物生物量进而影响土壤胞外酶活性及其化学计量。该研究结果有助于全球气候变化背景下山地森林生态系统土壤胞外酶活性及其化学计量特征对海拔响应机制的理解。
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Abstract: 【Objective】Determining the patterns of regulatory factors of soil extracellular enzyme activity along elevational gradients is critical for understanding microbial nutrient limitation and metabolic processes. This contributes to predicting the responses of soil biogeochemical cycles to global change. However, knowledge of the elevational patterns in soil extracellular enzyme activity and their stoichiometry, as well as their drivers, remains limited. 【Method】Soil samples (0-10 cm) were collected from different elevation gradients on Jinzhongshan Mountain in Guangxi, China. These samples were used to investigate the elevational patterns of soil physical and chemical properties, extracellular enzyme activities, and microbial nutrient limitations. Also, the major factors influencing microbial extracellular enzyme activities and their stoichiometry were evaluated. 【Result】 The results indicate that (1) soil water content (SWC), soil nutrient content, stoichiometric ratios, and microbial biomass content increased with increasing elevation. However, soil bulk density (BD), pH, and available phosphorus (AP) content decreased with increasing elevation. (2) The activities of carbon and nitrogen degradation-related enzymes, including β-glucosidase (BG), N-acetylamino glucosidase (NAG), and leucine aminopeptidase (LAP), exhibited no clear pattern with increasing elevational gradient. In contrast, acid phosphatase (ACP) activity initially increased, then decreased along with elevation, presenting a unimodal pattern. Vector analysis of ecoenzyme activities revealed that vector lengths were larger at middle and high elevations (1 429-1 691 m), suggesting an enhanced carbon limitation for soil microorganisms. Additionally, all vector angles were greater than 45°, indicating a widespread phosphorus limitation for soil microbes in the study region. (3) Compared with soil enzyme activity data at the global scale and in Chinese regions, soil enzyme activities related to carbon, nitrogen, and phosphorus cycling in Jinzhongshan, which is located in the transition zone from the eastern humid region to the western semi-humid and semi-arid region, were generally low. This suggested that soil microorganisms in this area were subject to relatively greater N and P limitations. Furthermore, compared to soils in humid regions, the activities of C-, N-, and P-cycling enzymes were lower, whereas the activities of enzymes associated with C and P cycling were relatively higher when compared with arid regions. (4) Mantel test results indicated that soil extracellular enzyme activity and their stoichiometry were significantly correlated with SWC, NO3--N, and microbial biomass nitrogen (MBN). Redundancy analysis (RDA) revealed that NO3--N and microbial biomass phosphorus (MBP) were the key factors driving variations in soil extracellular enzyme activities, whereas soil enzyme stoichiometry was primarily regulated by NO3--N, total phosphorus (TP), C:N, and MBP. (5) Partial least squares path modeling (PLS-PM) demonstrated that soil physical properties and microbial biomass directly influenced soil extracellular enzyme activities, whereas soil physicochemical properties together with microbial biomass exerted direct effects on enzyme stoichiometry.【Conclusion】Elevation affected extracellular enzyme activities mainly through regulating soil physical properties and microbial biomass, but indirectly modulated enzyme stoichiometry via altering soil physicochemical properties and microbial biomass. These findings contribute to enhancing the mechanistic understanding of how soil extracellular enzyme activities and their stoichiometric patterns respond to elevation gradients in mountain forest ecosystems under global climate change.
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土壤胞外酶主要是土壤微生物、植物根系和动植物残体腐解分泌至土壤中并发挥催化作用的生物活性物质[1]，是土壤生物地球化学过程的积极推动者。土壤微生物作为生物地球化学循环过程的关键引擎，通过分泌各种胞外酶将土壤中动植物残体和木质素、纤维素等大分子有机化合物分解为氨基酸、单糖等易于被植物和微生物吸收利用的小分子物质，从而实现生态系统碳（C）、氮（N）、磷（P）等营养元素的循环利用，在维系与支撑陆地生态系统众多生态过程中发挥着不可替代的作用[2]。土壤胞外酶活性不仅能表征微生物的养分需求与代谢水平，还可通过其动态变化反映土壤理化性质、微生物状态对环境变化的响应过程，因此被广泛用作评估土壤养分循环和微生物活性的指标[3]。酶化学计量是指土壤C（如β-葡萄糖苷酶，BG）、N（如N-乙酰氨基葡萄糖苷酶，NAG）、P（如酸性磷酸酶，ACP）获取相关酶活性的比值，能够确定微生物在能量和养分（如C、N、P）获取过程中的资源分配，是反映微生物功能变化的重要指标[4]。因此，探究土壤胞外酶活性及其化学计量特征对于了解土壤微生物的养分限制状况和土壤生物地球化学循环过程具有重要意义[5]。
土壤胞外酶活性及其化学计量受到气候条件、土壤性质、植被类型和微生物群落等诸多生物和非生物因素的共同影响与调控[6]。山地生态系统的气候和环境条件沿着海拔梯度逐渐变化，为探究植物-土壤-微生物交互作用如何影响土壤酶活性及其化学计量提供了天然实验平台[6]。然而，土壤胞外酶活性和微生物养分限制随海拔变化表现出不一致的分布模式。研究表明，随着海拔梯度的增加，土壤C、N、P降解相关酶活性均显著降低[7]，也有研究显示，土壤C、N、P相关酶活性随海拔的增加而增加[8]，或土壤C和N获取相关的酶活性随海拔的升高无显著变化[9]。此外，土壤微生物养分限制状况随海拔的变化也存在不确定性，诸如随着海拔升高，土壤微生物N限制显著增强[10]，也有研究表明，高海拔地区土壤微生物受到更为强烈的P限制[11]，还有研究显示，高山生态系统土壤微生物受C和P的共同限制，但不受N的限制[12]。不同区域或气候带下环境条件存在差异，环境条件也会随着海拔的变化而改变，从而为土壤微生物创造了复杂多样的生境条件，这可能是造成不同海拔土壤胞外酶活性和养分限制差异和不确定性的重要原因。因此，在特定区域进一步深入探究土壤胞外酶活性和微生物养分限制对海拔的响应机制尤为重要。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK10]山地生态系统具有浓缩的环境梯度和异质化的生境，对气候变化表现出高度敏感性，研究山地生态系统土壤微生物酶活性及其化学计量的海拔分布格局，对于理解全球变化背景下土壤微生物资源限制对养分循环的影响至关重要[13]。广西金钟山黑颈长尾雉国家级自然保护区地处云贵高原与广西丘陵过渡带，是桂西黔南石灰岩生物多样性保护优先区域的核心腹地，位于南亚热带东部湿润区向西部半湿润半干旱区过渡带，不仅是黑颈长尾雉（Syrmaticus humiae）的庇护所，还是丰富的物种基因库，但生态系统脆弱性较高，对环境变化十分敏感。目前该研究区域开展的科学研究工作很少，且主要聚焦于植被群落调查[14]、昆虫与鸟类多样性[15]、动植物资源保护与利用[16]等，而对于植物-土壤-微生物相互作用及其生态环境效应相关研究十分匮乏。因此，开展植物-土壤-微生物相互作用及其生态效应相关研究，对未来气候变化背景下有效地构建与维护区域生态安全具有深远意义。随着海拔的升高，植被类型和土壤性质存在显著的空间异质性，为探究土壤胞外酶活性及其化学计量沿海拔梯度的变化及其驱动因素提供了得天独厚的自然条件。鉴于此，本研究选取广西金钟山黑颈长尾雉国家级自然保护区10个不同海拔梯度下的土壤为对象，测定土壤理化性质、微生物生物量、胞外酶活性等指标，拟解决以下科学问题：1）南亚热带山地森林土壤胞外酶活性及其化学计量特征沿海拔梯度的分布格局是什么？2）形成该分布格局的主要驱动因素是什么？旨在阐明海拔对土壤胞外酶活性及其化学计量的影响，揭示其沿海拔梯度变化的潜在机制，为进一步认识环境变化背景下山地森林生态系统土壤微生物养分限制和代谢过程的响应机制提供依据。
1 材料与方法
1.1 研究区域概况
[bookmark: OLE_LINK1]研究样地位于广西金钟山黑颈长尾雉国家级自然保护区，地理坐标为24°32′44″—24°43′07″N，104°46′13″—105°00′46″E（图1），海拔670~1 818 m，总面积20 924.4 hm2。属南亚热带季风气候区，受西南季风和来自云南高原焚风的影响，具有干湿季节分明的特点，雨热同期，年均温18.3℃；最冷月为1月，最暖月为7月；霜期短，年日照时数1 569 h；年降水量1 200 mm，约80%以上的降水集中在5—9月。土壤质地坚硬且呈垂直分布，海拔700~1 100 m为黄红壤，海拔1 100~1 800 m为山地黄壤。金钟山属亚热带常绿阔叶林西部半湿润区，具有南亚热带常绿阔叶林东部湿润区向西部半湿润区过渡的特点。植被类型由低海拔区向高海拔区依次为沟谷落叶阔叶林（海拔1 000 m以下）、沟谷常绿阔叶林（海拔1 000~1 200 m）、常绿落叶阔叶混交林和落叶阔叶林（海拔1 000~1 500 m）及山地常绿阔叶林和山地苔藓矮林（海拔1 500 m以上）。
[image: ]
图1 研究区域与样地概况
Fig. 1 Location of the study sites comprising ten elevational gradients
1.2 试验设计与样品采集 
2023年7月选择连续晴朗天气（日均温27 ℃）进行土壤样品采集，以沿海拔梯度上植被群落不同树种组成为依据，在金钟山保护区由低海拔至高海拔选取10个海拔梯度作为样点，每个海拔设置3块大小为20 m20 m的样方，共30个样方，各样点海拔、经纬度、树种组成等信息见表1，其中海拔1 602 m为油桐经济林，农户在经营管理过程中使用化肥和农药等干扰措施。通常3—5月份施加氮磷复合肥，具体为幼苗期（小于等于3年）施肥量为每株100 g，结果期（大于3年）施肥量为每株250 g，除草剂以草甘膦为主。在每个样方内按照“S”形取样法选取15个采样点，去除采样点地表枯枝落叶后，用直径5 cm的土钻采集表层0~10 cm的土壤样品。每个样方土壤样品混合后装入自封袋，置于保温箱带回实验室后，剔除可见的根系、石粒等植物残体和杂质，过2 mm筛后分成两部分，一部分样品自然风干后进行研磨，用于测定土壤理化性质，另一部分样品置于4 ℃冰箱中保存，用于测定土壤微生物生物量和胞外酶活性。
表1 不同海拔样地特征
Table 1 Characteristics of the sample plot at different elevations
	样地
	坐标
	海拔
	主要树种组成

	Site
	Coordinate
	Elevation/m
	Tree species composition

	1
	104.8824°E，24.6584°N
	797
	马尾松Pinus massoniana

	2
	104.8745°E，24.6027°N
	925
	木荷Schima superba、山槐Albizia kalkora、盐麸木Rhus chinensis、大果榕Ficus auriculata

	3
	104.8746°E，24.6027°N
	1 000
	细叶云南松 Pinus yunnanensis var. tenuifolia、文山润楠Machilus wenshanensis、枫香Liquidambar formosana、青冈Cyclobalanopsis glauca

	4
	104.8806°E，24.6532°N
	1 109
	杨梅Myrica rubra、栓皮栎Quercus variabilis、木荷、细叶云南松、青冈、文山润楠

	5
	104.8773°E，24.6499°N
	1 209
	高山锥Castanopsis delavayi、白栎Quercus fabri、西桦Betula alnoides、楹树Albizia chinensis、木荷

	6
	104.9130°E，24.6332°N
	1 429
	南酸枣Choerospondias axillaris、亮叶桦Betula luminifera、赤杨叶Alniphyllum fortunei、毛竹Phyllostachys edulis、白栎、木荷

	7
	104.9254°E，24.6266°N
	1 497
	铁坚油杉Keteleeria davidiana、白栎、细叶云南松、青冈

	8
	104.9599°E，24.6048°N
	1 602
	油桐Vernicia fordii

	9
	104.9514°E，24.6128°N
	1 691
	杉木Cunninghamia lanceolata、山核桃Carya cathayensis、高山锥、白栎、油桐

	10
	104.9524°E，24.6145°N
	1 808
	木姜子Litsea pungens、珍珠花Lyonia ovalifolia、杉木、高山锥、白栎


1.3 土壤基本理化性质测定
土壤含水量（SWC）采用铝盒测定，在105 ℃条件下烘干至恒重，计算得出；土壤容重（BD）使用环刀取样，在105 ℃条件下烘干至恒重，称重得出；土壤pH采用电位法测定（1:2.5土水质量比浸提液）；土壤可溶性有机碳（DOC）采用TOC分析仪（TOC-V CPHShimadzu，日本）测定；土壤全碳（TC）和全氮（TN）使用元素分析（ElementarVario，Hanau，德国）测定；全磷（TP）采用钼锑抗比色法测定；全钾（TK）采用火焰光度法测定；铵态氮（NH4+-N）和硝态氮（NO3--N）含量采用氯化钾溶液浸提，有效磷（AP）采用氟化铵-盐酸溶液浸提，使用流动注射分析仪（AA3，BRAN+LUEBBE，Norderstedt，德国）测定[5]。
1.4 土壤微生物生物量测定
土壤微生物生物量碳（MBC）和土壤微生物生物量氮（MBN）用氯仿熏蒸—硫酸钾浸提法提取，采用有机碳自动分析仪（TOC-VCPH /CPN，日本）测定MBC，采用连续流动分析仪(Skalar san++，荷兰) 测定MBN。土壤微生物生物量磷（MBP）用氯仿熏蒸—碳酸氢钠浸提法提取，用连续流动分析仪测定。
(1)
(2)
(3)
式中，、和分别为熏蒸和未熏蒸土样浸提液TC、TN和TP的差值，KC（0.45）、（0.54）和（0.40）为转换系数[17]。
1.5 土壤酶活性测定
β-葡萄糖苷酶（BG）、N-乙酰氨基葡萄糖苷酶（NAG）、亮氨酸氨基肽酶（LAP）、酸性磷酸酶（ACP）和多酚氧化酶（POX）均采用微孔板荧光法测定：称取1 g新鲜土壤，加入125 mL 50 mmol L-1的醋酸盐缓冲液（pH = 5），在25 ℃恒温摇床上振荡2 h以制备土壤悬浊液，吸取1 mL 悬浊液于离心管中，摇匀后即为待测定样品。随后，在25 ℃恒温培养箱中黑暗条件下培养4 h，培养结束加入浓度为1 molL-1的NaOH终止反应。最后，在96孔微孔板上分别加入200 µL土壤悬浮液和50 µL荧光底物溶液，测定每种酶的总潜在活性[18]。酶活性单位用每小时每克干土产生的酶的摩尔质量（nmol）来表征。
1.6 数据处理
本研究中的土壤酶化学计量比C:N、C:P、N:P（ECN、ECP、ENP）采用以下公式进行计算：

     （4）

             （5）

    （6）
式中，ECN为土壤酶化学计量碳氮比，ECP为土壤酶化学计量碳磷比，ENP为土壤酶化学计量氮磷比。
本研究采用矢量长度（Vector length，VL）、矢量角度（Vector angle，VA）和C质量指数（CQI）来表征不同海拔高度土壤微生物的养分限制状况，计算公式如下：

                         （7）

     （8）

  （9）
式中，x为ECN，y为ECP，VL代表土壤微生物C限制程度，其数值与限制程度呈正比关系；VA代表土壤微生物N/P限制程度，VA大于和小于45°分别表示受到土壤微生物P和N限制的相对程度。碳质量指数（CQI）是评估土壤顽固碳百分比的有效指标，ln（POX）与ln（BG）分别表示难、易分解碳的相对丰度。
所有统计分析均在SPSS 21.0中进行，利用单因素方差分析（ANOVA）和图基检验（Turkey HSD）检验分析不同海拔之间土壤理化性质、胞外酶活性及化学计量特征等指标的差异性（=0.05）。采用独立样本t检验将本研究不同海拔土壤酶活性与全球尺度[19]和中国区域研究[20]土壤碳、氮、磷降解相关酶活性数据进行比较（α=0.05）；运用回归分析、曼特尔（Mantel）检验和冗余分析（RDA）探究不同海拔土壤理化性质与土壤胞外酶活性及其化学计量特征的相关关系，并识别土壤酶活性及其化学计量的显著影响因子。采用偏最小二乘法路径模型（PLS-PM）揭示海拔、土壤因素、微生物生物量对土壤酶活性及酶化学计量的直接和间接影响。运用基于Bray-Curtis距离的非度量多维尺度分析（NMDS）探明不同海拔对土壤理化性质、酶活性及其化学计量的影响。RDA分析在Canoco 5.0软件中完成，用R4.3.3和Origin 2021软件绘图。
[bookmark: _Toc24246]2 结 果
2.1不同海拔梯度土壤理化性质及微生物生物量
不同海拔梯度下的土壤理化性质、微生物生物量均存在显著差异（P < 0.001）。SWC、TC、TN、TP、NH4+-N、NO3--N、MBC、MBN、MBP随海拔的升高整体上呈现出增加的趋势（图2），SWC含量在海拔1 602 m处最高；TC、TN、TP、NH4+-N含量在海拔1 808 m处最高；NO3--N、MBC、MBN、MBP含量在海拔1 691 m处最高。BD、pH、AP随海拔的升高整体上呈现出降低的趋势，pH在海拔1 497 m处最低，BD、AP含量在海拔1 808m处最低。DOC随海拔的升高呈现出先增加而后降低的趋势。此外，不同海拔土壤化学计量比也存在显著差异（P < 0.001）。C:N、C:P、N:P随海拔的升高而呈增加趋势，MBC、MBN、MBP化学计量比随海拔的升高均无显著性变化。
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注：SWC，土壤含水量；BD，土壤容重；DOC，可溶性有机碳；TC，全碳；TN，全氮；TP，全磷；AP，有效磷；TK，全钾；NH4+-N，铵态氮；NO3--N，硝态氮；C:N，土壤碳氮比；C:P，土壤碳磷比；N:P，土壤氮磷比；MBC，微生物生物量碳；MBN，微生物生物量氮；MBP，微生物生物量磷；MBC:MBP，微生物生物量碳磷比；MBC:MBN，微生物生物量碳氮比； MBN:MBP，微生物生物量氮磷比。下同。Note: SWC, soil water content; BD, soil bulk density; DOC, dissolved organic carbon; TC; total carbon, TN; total nitrogen, TP; total phosphorus, AP, available phosphorus; TK, total potassium; NH4+-N, ammonium nitrogen; NO3--N, nitrate nitrogen; C:N, soil carbon to nitrogen ratio;  C:P, soil carbon to phosphorus ratio; N:P, soil nitrogen to phosphorus ratio; MBC, microbial biomass carbon; MBN, microbial biomass nitrogen; MBP, microbial biomass phosphorus; MBC:MBP, microbial biomass carbon to phosphorus ratio; MBC:MBN, microbial biomass carbon to nitrogen ratio; MBN:MBP, microbial biomass nitrogen to phosphorus ratio. The same below．
图2土壤理化性质、微生物生物量随海拔变化特征
Fig. 2 Soil physicochemical properties and microbial biomass along the elevation gradient
2.2 不同海拔梯度土壤酶活性及其化学计量特征
海拔对土壤酶活性及酶化学计量比均具有显著影响（P < 0.001，表2）。土壤BG、NAG、LAP活性随海拔升高无明显的变化规律，土壤ACP活性随海拔的升高呈现出单峰型变化，峰值出现在海拔1 497 m（320.5 nmol·g-1·h-1），土壤POX活性随海拔升高呈现出先降后升的变化趋势。此外，在海拔1 497 m处，土壤BG、NAG和ACP活性显著高于其他海拔；而在海拔1 602 m处，土壤碳、氮、磷相关的酶活性则显著低于其他海拔。ECN随海拔的升高整体上呈现出先升后降的变化趋势，ENP随海拔的升高呈现出先降后升的变化趋势，ECP和CQI随海拔增加无明显变化规律。t检验结果表明，广西金钟山不同海拔土壤碳降解酶活性（BG = 106.4 nmol·g-1·h-1）显著低于全球平均水平（BG = 387.1 nmol·g-1·h-1）[19]，但要显著高于中国区域尺度（BG = 46.46 nmol·g-1·h-1）[20]；不同海拔土壤氮、磷降解相关酶活性（NAG = 46.40 nmol·g-1·h-1，LAP = 14.69 nmol·g-1·h-1，ACP = 238.8 nmol·g-1·h-1）均显著低于全球（NAG = 254.88 nmol·g-1·h-1，LAP = 93.28 nmol·g-1·h-1，ACP = 418.06 nmol·g-1·h-1）和中国区域尺度平均水平（NAG = 92.80 nmol·g-1·h-1，LAP = 33.29 nmol·g-1·h-1，ACP = 473.88 nmol·g-1·h-1）[19-20]；相较于中国区域水平（ECN = 0.83，ECP = 0.59）[20]，金钟山不同海拔土壤ECN（1.16）和ECP（0.85）显著更高。
表2 不同海拔梯度土壤酶活性及其化学计量特征
Table 2 Soil enzyme activities and enzymatic stoichiometry along the elevation gradient
	海拔
Elevation/m
	
	土壤酶活性 Soil enzyme activity/(nmol·g-1·h-1)

	
	
	BG
	NAG
	LAP
	ACP
	POX

	797
	
	86.77±0.57de
	53.07±3.28cd
	13.24±0.22d
	164.0±1.45c
	188.1±1.78bc

	925
	
	111.1±5.5bc
	53.66±2.19cd
	23.6±1.74a
	196.3±3.09c
	220.8±2.63ab

	1 000
	
	124.0±1.74b
	65.94±2.71b
	15.31±0.42cd
	244.3±4.11b
	188.1±3.15bc

	1 109
	
	103.8±3.01c
	44.99±1.61cde
	13.73±0.32d
	271.6±12.74b
	169.8±2.33cd

	1 209
	
	99.05±3.41cd
	43.06±3.45de
	19.8±0.26b
	280.1±12.44ab
	139.6±4.84d

	1 429
	
	77.35±1.82ef
	18.27±1.11f
	8.99±0.38e
	267.1±5.97b
	193.4±3.69bc

	1 497
	
	199.6±1.46a
	79.88±1.26a
	13.34±0.91d
	320.5±7.91a
	209.7±7.73ab

	1 602
	
	69.43±1.56g
	13.86±0.65f
	8.62±0.28e
	194.2±5.55c
	136.9±9.25d

	1 691
	
	113.4±4.84bc
	35.01±2.77e
	12.94±0.55d
	183.2±13.87c
	246.9±18.47a

	1 808
	
	80.01±3.3ef
	56.28±1.84bc
	17.36±0.45c
	266.6±2.45b
	241.5±3.01a

	均值①
	
	106.4±11.84 
	46.40±6.49
	14.69±1.49
	238.8±16.63
	193.5±12.48

	全球尺度②
	
	387.1±105.2*
	254.9±67.53**
	93.28±24.31**
	418.1±63.21*
	—

	中国区域③
	
	46.46±8.42*** 
	92.80±27.46
	33.29±6.11**
	473.9±56.65***
	154.5±26.73

	海拔
Elevation/m
	
	土壤酶化学计量Soil enzyme stoichiometry

	
	
	ECN
	ECP
	ENP
	CQI

	797
	
	1.07±0.01ef
	0.88±0c
	0.82±0.01a
	0.54±0.00bc

	925
	
	1.08±0.02def
	0.89±0.01abc
	0.82±0.01a
	0.53±0.00cd

	1 000
	
	1.10±0.01cde
	0.88±0.00bc
	0.8±0.01ab
	0.52±0.00e

	1 109
	
	1.14±0.00cd
	0.83±0.00d
	0.73±0.01d
	0.53±0.00de

	1 209
	
	1.11±0.02cde
	0.82±0.01de
	0.73±0.02cd
	0.52±0.00e

	1 429
	
	1.32±0.01a
	0.78±0.01f
	0.59±0.01e
	0.55±0.00ab

	1 497
	
	1.17±0.00bc
	0.92±0.00a
	0.79±0.00ab
	0.50±0.00f

	1 602
	
	1.36±0.01a
	0.80±0.00def
	0.59±0.00e
	0.54±0.00bcd

	1 691
	
	1.22±0.02f
	0.91±0.01ab
	0.74±0.01cd
	0.54±0.00bc

	1 808
	
	1.02±0.02f
	0.78±0.01ef
	0.77±0.00bc
	0.56±0.00a

	均值①
	
	1.16±0.04
	0.85±0.02 
	 0.74±0.03 
	 0.53±0.01 

	全球尺度②
	
	—
	—
	—
	—

	中国区域③
	
	0.83±0.02***
	0.59±0.02***
	0.72±0.03
	0.56±0.01*


注：BG，β-葡萄糖苷酶；NAG，N-乙酰氨基葡萄糖苷酶；LAP，亮氨酸氨基肽酶；ACP，酸性磷酸酶；POX，多酚氧化酶；ECN，土壤胞外酶C : N；ECP，土壤胞外酶C:P；ENP，土壤胞外酶N:P；CQI，碳质量指数。本研究均值与全球尺度或中国区域研究进行比较，*、**和***表示分别在0.05、0.01和 0.001水平上显著差异；不同小写字母表示不同海拔间土壤胞外酶活性及其化学计量特征差异显著 (P < 0.05)。下同。全球尺度和中国区域的数据分别来源于Sinsabaugh等[19]和Zhou等[20]。 Note: BG, β-glucosaminidase; NAG, N-acetylglucosaminidase; LAP, leucine aminopeptidase; ACP, acid phosphatase; POX, Polyphenol oxidase; ECN, extracellular enzymes C to extracellular enzymes N ration; ECP, extracellular enzymes C to extracellular enzymes P ration; ENP, extracellular enzymes N to extracellular enzymes P ration; CQI, Carbon mass index. The mean values of this study are compared with those from global‑scale or regional studies conducted in China. *, **, and *** denote significant differences at 0.05, 0.01, and 0.001 levels, respectively. Different lowercase letters indicate significant differences in extracellular enzyme activity and its stoichiometric characteristics among soils at different elevations (P < 0.05). The same below. ①Mean; ②Global scale; ③China scale. The data of global scale and China scale were derived from Sinsabaugh et al[19] and Zhou et al[20], respectively.

酶化学计量研究显示，不同海拔矢量长度和矢量角度存在显著差异（P < 0.001）。矢量长度介于1.29~1.58之间（图3a），1 429 m、1 497 m、1 602 m和1 691 m这4个海拔下矢量长度显著高于其他海拔，说明相较于其他海拔，土壤微生物受到更为严重的碳限制。10个海拔梯度矢量角度均大于45°（图3b），且不同海拔土壤所有数据点均位于1:1线上方（图3c），表明不同海拔土壤微生物均受到较为严重的磷限制，其中海拔1 429 m和1 602 m矢量角度要显著高于其他海拔梯度，说明土壤微生物受到更为强烈的磷元素限制。
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注：不同小写字母表示矢量长度和矢量角度不同海拔间在0.05水平上差异显著。Note: Different lowercase letters indicate significant differences in vector length and vector angle among different elevations at the 0.05 level. ①Carbon and nitrogen acquisition enzyme ratio is BG/（BG+NAG+LAP）; ②Carbon and phosphorus acquisition enzyme ratio is BG/（BG+ACP）.
图3土壤胞外酶化学计量特征（a. 矢量长度；b. 矢量角度；c. 土壤碳氮获取酶与碳磷获取酶相对比例）
Fig. 3 Extracellular enzymatic stoichiometry traits ( a. vector length; b. vector angles; c. the relative proportions of C to P versus C to N acquisition)
非度量多维尺度（NMDS）的应力系数（Stress）值小于0.05（图4），进一步表明不同海拔土壤理化性质、酶活性及其化学计量特征差异显著，这与图2和表2的数据差异性分析结果一致。
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图4 不同海拔梯度土壤理化性质、酶活性及其化学计量的非度量多维尺度分析（NMDS）
Fig.4 Non-metric multidimensional scale (NMDS) analysis for the different elevation gradients on soil physicochemical, soil enzyme activities, and enzymatic stoichiometry
2.3 土壤酶活性及其化学计量与土壤环境因子之间的关系
Mantel检验结果表明，不同海拔土壤理化性质与土壤酶活性、酶化学计量、矢量角度和矢量长度密切相关（图5）。诸如，土壤酶活性及其化学计量、矢量长度和矢量角度均与SWC、NO3--N、MBN等显著相关（P < 0.05）。RDA分析结果显示，土壤环境因子可以解释不同海拔土壤酶活性变异的70.78%，第一轴和第二轴分别解释了变量的48.97%和21.81%，其中NO3--N、MBP、pH、TK分别解释土壤酶活性的24.9%、18.1%、16.7%、16.1%（图6a）。土壤环境因子可以解释土壤酶化学计量比特征变异的98.18%，第一轴和第二轴分别解释了变量的72.15%和26.03%，其中NO3--N、MBP、C:N、TP是土壤酶化学计量的显著影响因子，分别解释了土壤酶化学计量比的23.6%、18.6%、14.9%、11.1%（图6b）。
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图5 土壤酶活性及其化学计量特征与土壤性质的相关性热图
Fig.5 Matrix Pearson coefficient between soil properties and soil extracellular enzyme activity and their stoichiometry
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注：灰色箭头表示自变量，即土壤理化性质、微生物生物量，黑色箭头表示因变量，即土壤酶活性、酶化学计量特征。图中的数值表示土壤环境因子的解释率。Note: Grey arrows indicate independent variables, namely soil physicochemical properties and microbial biomass; Black arrows indicate dependent variables, namely soil enzyme activity and enzyme stoichiometric characteristics. The values in the figure indicate the explanation rates of soil environmental factors.
图6 不同海拔梯度土壤酶活性（a）及其化学计量特征（b）的冗余分析（RDA）
Fig.6 Redundancy analysis (RDA) of soil enzyme activity (a) and their stoichiometry(b) at different elevation gradients
偏最小二乘法路径模型结果（图7）表明，土壤酶活性模型拟合优度（goodness-of-fit，GOF）为0.648，其中，海拔升高正向影响土壤物理性质（路径系数为0.848***）、土壤化学性质（路径系数为0.907***）和微生物生物量（路径系数为0.766***）；土壤物理性质的增加负向影响土壤酶活性（路径系数为-1.389***），微生物生物量的增加正向影响土壤酶活性（路径系数为0.852**）（图7a）。此外，土壤酶化学计量GOF为0.714，其中，海拔升高正向影响土壤物理性质（路径系数为0.848***）、土壤化学性质（路径系数为0.902***）和微生物生物量（ 路径系数为0.785***）；土壤物理性质（路径系数为-1.203***）和土壤化学性质（路径系数为-0.506*）的增加负向影响土壤酶化学计量比，微生物生物量（路径系数为0.992**）的增加正向影响土壤酶化学计量比（图7b）。土壤物理性质对土壤酶活性具有最大影响（总效应为-1.113），微生物生物量对土壤酶化学计量比具有最大影响（总效应为0.992）。
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注：实线表示具有显著影响，虚线代表无显著影响，箭头旁边的数字表示标准化路径系数，R2表示模型解释的因变量的方。Note: Solid and dashed arrows represent positive and negative effects, respectively, and the numbers on the arrows represent standardized path coefficients. R2 indicates the explained variance.
图7 基于偏最小二乘路径模型的海拔调节土壤酶活性（a）及其计量（b）的级联关系及标准总效应
Fig.7 Cascade relationship and standard total effect of elevation regulating soil enzyme activity (a) and their stoichiometry (b) based on partial least squares path model
3 讨 论
3.1 海拔对土壤理化性质的影响
本研究发现，海拔对土壤理化性质、养分含量及其化学计量特征均具有显著影响（表2），其中，SWC随着海拔的升高呈上升趋势，这可能是因为受到土壤容重因子的作用。容重小的土壤，疏松多孔，通透性强，有利于土壤水分的渗入和储存。本研究中，土壤容重沿海拔梯度逐渐降低（图2），且与SWC呈显著负相关（图5），也印证了二者的调控关系。与此同时，高海拔地区较高的SWC会加速钙、镁等盐基阳离子的淋溶迁移[21]，加上高海拔地区受低温限制，土壤中累积的未分解物质经转化生成含酸性官能团物质，从而降低土壤pH[22]，正是本研究区土壤pH随海拔升高而降低（图2）的重要原因。由于P元素的有效性对pH变化非常敏感，pH降至6时，P的有效性下降70%，这与低pH土壤中铁、铝离子活性增加并与磷酸盐形成沉淀密切相关[23]。由此可见，本研究中土壤AP含量随海拔升高而降低，可能与土壤pH随海拔升高而降低有关（图2），土壤pH与AP含量呈显著正相关（图5）也提供数据支撑。此外，本研究发现土壤TC、TN与TP含量均随海拔升高呈上升趋势（图2）。这主要是因为高海拔低温环境土壤有机质周转速率降低，有利于土壤碳、碳的积累[24]。此外，高海拔低温不仅抑制矿物风化和有机质分解，减少P元素的来源，还造成P有效性和植物P吸收效率的降低[17]，进而促使土壤TP含量随海拔升高而增加。
3.2  土壤胞外酶活性及其化学计量对海拔的响应
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK6]与全球尺度和中国区域主要森林类型土壤酶活性数据对比发现，南亚热带山地森林生态系统土壤碳、氮、磷相关酶活性整体偏低，但相较于碳而言，广西金钟山森林生态系统氮、磷限制更为明显（表2），也反映出该区域生物地球化学循环相较于全球或中国区域尺度更慢。由于受来自云南高原焚风的影响，广西金钟山森林植被类型的组成和东部大不相同，具有亚热带常绿阔叶林东部湿润区向西部半湿润半干旱区过渡的特点，复杂的地形和多样的气候势必会深刻影响植物-土壤-微生物之间的相互作用以及土壤酶的生态功能。与典型湿润区（如福建省武夷山）相比，广西金钟山不同海拔土壤碳、氮、磷循环相关酶活性明显低于福建武夷山（BG = 379.8 nmol·g-1·h-1，NAG = 225.7 nmol·g-1·h-1，LAP = 47.50 nmol·g-1·h-1，ACP = 4 727 nmol·g-1·h-1）[25]，相较于典型干旱区（如宁夏贺兰山，BG = 68.60 nmol·g-1·h-1，NAG = 25.76 nmol·g-1·h-1，LAP = 35.82 nmol·g-1·h-1）[26]碳循环酶活性更高，氮循环酶活性相近。对于磷循环酶，干旱区贺兰山不同海拔碱性磷酸酶活性（82.80 nmol·g-1·h-1）要明显低于金钟山不同海拔土壤酸性磷酸酶活性[26]。这表明地处东部湿润区向西部半湿润半干旱区过渡带的广西金钟山，相较于湿润区土壤碳、氮、磷循环酶活性更低，但与干旱区相比，碳、磷循环酶活性相对更高，这可能与干湿气候区降水量的差异密切相关。本研究金钟山年均降水量（1 200 mm）要明显低于湿润区武夷山年均降水量（1 500 mm），远高于干旱区贺兰山年均降水量（209 mm），与金钟山不同海拔土壤含水量（215 g·kg-1）明显低于湿润区武夷山（856 g·kg-1），但高于干旱区贺兰山的土壤含水量（95 g·kg-1）相对应[25-26]，这在一定程度上符合前人基于全球数据整合的结果，即降水量的增加使得土壤氮和磷降解酶活性分别提高了26%和13%，但降水量减少对土壤碳和氮降解酶活性影响较小[27]。
尽管海拔对C、N、P降解酶活性均具有显著影响，但是与C、N循环相关的BG、NAG、LAP酶活性随海拔升高无显著变化规律（表2），与前人相关研究结果[8]不一致，表明山地生态系统的多样性与复杂性。C、N酶活性随海拔变化无明显的规律，一方面可能是因为不同植被群落对土壤微生物的作用，如前人[28]研究发现，LAP酶活性受到植物多样性和丰富度的影响，诸如随着草本植物丰富度的增加而降低。土壤酶主要来源于植物根系、微生物分泌和凋落物降解产物，本研究中不同海拔植被群落物种组成不同（表1），当植被群落物种组成改变时，微生物C、N和P资源的分配会随着植物根系分泌物和凋落物数量和质量的变化而改变，土壤酶活性及其化学计量也受到不同过程的影响[29]，如有研究表明，土壤磷酸酶活性随着树种丰富度的增加而增强[30]，凋落物碳含量和根系氮含量是影响土壤酶活性最为重要的因子[31]。本研究中海拔797 m的马尾松林和1 602 m的油桐经济林土壤酸性磷酸酶活性整体上显著低于树种丰富度高的其他海拔（表2）也符合该结果。另一方面，可能是由于不同区域海拔梯度水热条件对土壤酶活性的影响程度小于植被群落或土壤性质。因为不同海拔植被群落组成的差异性创造了独特的微生境，缓冲或掩盖了海拔梯度上温度和水分条件变化对土壤酶活性的影响。资源分配理论指出，土壤微生物受到某一资源限制时，土壤胞外酶会相应增加，以满足其营养需求，当资源不受限制时减少相应酶的产生[26]。本研究中，有效磷含量随海拔升高递减（图2），并且ACP酶活性随海拔升高呈现出单峰模式（表2），表明中低海拔处土壤ACP酶活性的增加是对P资源短缺的响应。此外，随着海拔上升，POX酶活性出现先下降后上升的趋势（表2），与Pan等[18]在青藏高原发现POX酶活性随海拔上升变化不显著的研究结果不同。土壤POX酶活性在海拔1 691 m和1 808 m处最高（表2），其原因可能是高山锥、白栎、杉木等凋落物质量低，富含木质素等难分解物质，另一方面，高海拔的低温条件进一步限制其分解，微生物需分泌更多的氧化酶才能降解凋落物中的木质素、酚类化合物等[32]。
本研究土壤ECP（0.85）和ENP（0.74）均高于全球陆地生态系统的平均值ECP（0.62）和ENP（0.44）[27]，表明金钟山土壤ACP酶活性处于较低的水平。根据资源配置理论，当该地区存在P限制时，微生物在响应海拔梯度下底物质量和养分供应的变化时，会在C、N和P养分获取中进行权衡，倾向于对P酶投资的增加[26]。酶矢量角度分析发现，不同海拔梯度VA均大于45°，且在海拔1 429 m和1 602 m处最高（图3），表明海拔1 429 m和1 602 m处微生物受P限制的程度更高，其原因可能是：1）海拔1 429 m处以南酸枣、亮叶桦、赤杨叶等阳性先锋树种为主，生长速度快、适应性强，可能加剧植物和微生物对土壤P等养分元素的竞争，而土壤中的P主要由岩石经风化衍生而来，岩石风化过程缓慢，土壤P由于持续损耗难以得到补充而成为主要的限制元素[17]；2）本研究中海拔1 602 m处为油桐经济林，经营管理过程中的施肥措施可能会加重土壤微生物氮与磷比例的失衡，进一步加剧土壤微生物P限制。
3.3  土壤胞外酶活性及其化学计量的驱动因素
土壤胞外酶活性通常与环境条件如海拔、土壤、气候、植被等密切相关[6]，是表征土壤质量和土壤生物活性的重要指标。研究表明：青藏高原东部不同海拔土壤中的TN含量是影响土壤酶活性的关键因子[18]；内蒙古奥克里堆山不同海拔土壤容重和pH是土壤胞外酶活性的主要影响因子[8]；广东南岭山地不同海拔土壤酶活性受SWC、TOC和TN的调控[33]；西北干旱区贺兰山不同海拔土壤中SWC、pH、养分含量是土壤酶活性的主要影响因素[26]。本研究通过Mantel检验发现，土壤胞外酶活性及其化学计量与SWC、NO3--N、MBN含量密切相关（图5）。RDA分析结果（图6）进一步显示：土壤胞外酶活性主要受NO3--N、MBP、pH、TK（贡献率大于75％）的调控，酶化学计量主要受NO3--N、MBP、TP、C:N（贡献率大于68％）的调控，与前人的研究结果[26]略有差异，可能是由于研究区域独特的气候条件、植被类型、土壤质地等因素共同作用的结果，诸如本研究地处南亚热带常绿阔叶林东部湿润区向西部半湿润区过渡带，土壤微生物受P元素限制强烈，可能是MBP成为土壤酶活性及其化学计量调控因子的重要原因。
土壤理化性质随海拔的改变会影响微生物的生长和代谢活动，进而影响胞外酶的合成与分泌。本研究中，NO3—N可解释土壤酶活性及化学计量特征变异的24.9%（图6），说明土壤N作为微生物生长的N源对酶的合成与分泌产生重要影响。TK、TP也是影响土壤酶活性及酶化学计量比的重要因子（图6），与滇东南典型常绿阔叶林TK、TP是酶活性及其化学计量变化的关键影响因子[34]一致。磷、钾通过促进微生物生长来提高土壤微生物生物量，加速土壤微生物合成各种酶，进而影响土壤酶活性。MBP是本研究土壤酶活性和酶计量变化的主要调控因素之一（图6）。酶化学矢量分析（图3）证实本研究地区存在P限制，有效P含量随海拔升高而下降，缺磷现象加剧。MBP作为土壤活性磷库的关键组分，周转速率高，能够将储存在微生物体内的有机磷释放出来，而本研究中MBP随着海拔升高而增加（图2），在一定程度上可对土壤中有效磷的不足进行补充与供给[17]。PLS-PM模型分析（图7）显示，海拔通过影响微生物生物量进而对土壤酶化学计量产生影响，也证明了上述观点。pH是驱动不同海拔微生物空间变异的重要限制因素，不仅可通过改变土壤养分有效性和微生物代谢活动直接影响土壤酶活性[20]；还可通过影响微生物群落组成与结构，改变其营养需求和不同酶的分配，从而调控土壤酶化学计量。本研究偏最小二乘法路径分析（图7）也表明海拔是通过影响土壤pH等化学性质进而间接调控土壤酶化学计量。
4  结 论
[bookmark: OLE_LINK5]本研究发现，南亚热带山地森林土壤微生物受到磷元素限制，磷降解酶活性随海拔梯度增加呈单峰模式变化。土壤NO3--N和MBP是不同海拔土壤胞外酶活性及其化学计量最重要的驱动因素。海拔主要通过影响土壤物理性质和微生物生物量进而影响胞外酶活性，通过影响土壤物理性质、化学性质及微生物生物量间接调控酶化学计量。综上，本研究结果为南亚热带山地生态系统海拔如何通过介导土壤理化性质和微生物生物量来驱动土壤酶活性及其化学计量提供重要见解。然而，本研究基于雨季采样得出的结论，是否适应于旱季尚有待于进一步验证，未来研究需考虑土壤酶活性的季节动态，补充植物群落物种丰富度和多样性、微生物群落组成和结构等数据，以进一步深入探讨不同海拔植物-土壤-微生物及其交互作用对土壤酶活性及其化学计量特征的影响机制。此外，土壤原位酶谱技术作为一种新兴技术，在土壤酶学领域极具应用潜力，在野外原位条件下探索不同海拔山地生态系统土壤碳、氮、磷获取相关酶活性的时空分布及其驱动因子，对于理解植物-土壤-微生物相互作用以及土壤酶在生态系统中功能至关重要，将是值得深入挖掘的研究方向。
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