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摘要：本研究以黄土丘陵区紫花苜蓿地为研究对象，设置不施肥（CK）、单施氮肥（T1）、单施磷肥（T2）和氮磷肥配

施（T3）4 个处理，通过分析氮磷添加下紫花苜蓿土壤-微生物-胞外酶生态化学计量特征，探讨土壤养分限制特征及

微生物对代谢限制的反馈机制。结果表明，施肥降低了土壤碳磷比、微生物量碳磷比（MBC∶MBP）、微生物量氮磷

比（MBN∶MBP）和酶化学计量碳氮比（EEAC∶N），但增加了土壤养分含量、微生物量、胞外酶活性和酶化学计量氮磷

比（EEAN∶P）。酶向量模型和矢量分析结果表明，长期种植苜蓿土壤微生物受到不同程度的碳限制和磷限制，氮磷

添加缓解了土壤微生物磷限制，提高了微生物碳利用效率（CUE）。综上，黄土丘陵区长期种植苜蓿土壤应适当补

施氮磷肥，以缓解土壤微生物的养分限制。
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Abstract：This study focued on alfalfa fields in the Loess hilly region as research objects， with four experimental 
treatments were established： no fertilization （CK）， nitrogen fertilizer alone （T1）， phosphorus fertilizer alone 
（T2）， and combined nitrogen-phosphorus fertilization （T3）.  By examining the ecological stoichiometry of soil-
microbe-extracellular enzyme systems under nitrogen and phosphorus addition， this research explored the characteris⁃
tics of soil nutrient limitations and the feedback mechanisms of microbial communities to metabolic constraints.  The 
results showed that fertilization significantly decreased soil carbon to phosphorus ratio， microbial biomass carbon to 
phosphorus ratio （MBC∶MBP）， microbial biomass nitrogen to phosphorus ratio （MBN∶MBP）， and enzymatic 
stoichiometric carbon to nitrogen ratio （EEAC∶N）.  In contrast， soil nutrient content， microbial biomass， extracellular 
enzyme activities， and enzymatic stoichiometric nitrogen to phosphorus ratio （EEAN∶P） were significantly increased.  
Enzyme vector modeling and vector analysis indicated that long-term alfalfa cultivation led to varying degrees of 
carbon and phosphorus limitation in soil microorganisms.  Nitrogen and phosphorus addition alleviated the microbial 
phosphorus limitation and increased microbial carbon use efficiency （CUE）.  In conclusion， appropriate supplementa⁃
tion of nitrogen and phosphorus fertilizers is recommended for soils under long-term alfalfa cultivation in the Loess 
hill region， to mitigate nutrient limitations on soil microorganisms.
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人类活动的加剧显著干扰了土壤中碳（C）、

氮（N）和磷（P）等元素的生物地球化学循环过程，

改变了土壤养分化学计量比，进而引发了土壤供

给与微生物需求之间的化学计量失衡［1］。微生物

代谢活性对环境变化的响应比土壤养分含量和微

生物群落结构更为敏感，故土壤胞外酶的化学计

量 比 成 为 指 示 微 生 物 养 分 限 制 状 态 的 指 标［2］。

Sinsabaugh 等［3］发现全球表层土壤中碳、氮和磷获

取酶活性的比值（即酶化学计量比）通常趋近于 1∶
1∶1，偏离该比例表示微生物对某一元素的需求增

加 ，即 微 生 物 可 能 受 到 了 该 养 分 的 相 对 限 制 。

Yang 等［4］发现酶化学计量比为 1∶1. 08∶1. 28 时，

土壤微生物存在氮和磷的共同限制，这说明微生

物养分限制状态主要取决于其生长需求与环境供

给间的相对差距，而非土壤养分的绝对含量［5］。

农田生态系统中，土壤微生物活动常受到碳、氮、

磷等多种元素的共同限制，这主要源于碳源的持

续耗竭、氮素的大量损失和磷素的强烈固定［6-8］。

合理施肥是调控土壤养分平衡、缓解微生物养分

限制的关键农艺措施。氮添加可直接缓解微生物

氮限制［7］，但由于刺激微生物生长和代谢使得碳

消耗量激增，从而加剧微生物碳限制［6］，也可能会

促进植物生长，增加植物残体或凋落物对土壤碳

库的贡献，从而减轻微生物碳限制［2］；磷添加可能

通过直接降低微生物获取养分的代谢成本缓解微

生物碳限制［9］。

紫花苜蓿（Medicago sativa）作为优质的多年生

豆科牧草，在水土流失严重的黄土丘陵区被视为生

态与生产兼顾的首选草种［10］。紫花苜蓿根系具有

很强的根瘤固氮作用，且其根瘤菌和大量的须根给

土壤留下的腐殖质可增加土壤有机质，长期种植会

使土壤有机碳含量增加，但其旺盛生长也常导致土

壤磷素的持续耗竭，生产中常需施磷肥以维持其生

产力［11］。苜蓿虽具固氮能力，但长期种植下是否需

要施氮仍存争议。更重要的是，氮、磷添加如何通

过调控土壤胞外酶活性及其化学计量来影响微生

物养分限制特征，目前仍缺乏系统认知。

因此，本研究通过设置在黄土丘陵半干旱区的

长期定位试验，分析氮磷添加下紫花苜蓿土壤-微生

物-胞外酶生态化学计量特征，探讨土壤养分限制特

征及微生物对代谢限制的反馈机制，可为黄土丘陵

区紫花苜蓿可持续生产提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　研究区概况

试区位于甘肃省定西市安定区李家堡镇麻子川

村（35°28′N，104°44′E）。试区平均海拔 2000 m，无

霜期 140 d，年均日照时数 2476. 6 h，年均太阳辐射

594. 7 kJ·cm-2，年 均 气 温 6. 4℃ ，≥0℃ 积 温

2933. 5℃，≥10℃积温 2239. 1℃，年均降雨量 390. 9 
mm，年均蒸发量 1531 mm，是典型的半干旱雨养农

业区。

1. 2　试验设计

本研究基于 2014 年在甘肃省定西市安定区设

置的紫花苜蓿长期施肥定位试验。供试品种为当

地传统品种陇东紫花苜蓿，播种量为 22. 5 kg·hm-2，

每年于 6 月和 9 月各刈割一次。试验采用随机区组

设计，共设置 4 个处理：不施肥处理（CK）、施氮肥处

理（T1）、施磷肥处理（T2）、氮磷肥配施处理（T3）。
每个处理设 3 次重复，共计 12 个小区，小区面积为

12 m²（3 m×4 m），每小区种植 10 行。氮肥每年施

用，于每年 4 月 20 日至 25 日苜蓿返青前，作为基肥

一次性条施，施纯 N 量为 100 kg·hm-2。磷肥每三

年施用一次，在 2014，2017，2020，2023 年的同期（4
月 20 日至 25 日返青前），作为基肥一次性施入，每

次施纯 P₂O5 量为 180 kg·hm-2。施肥方案如下：氮

肥为尿素（N 含量 46%），磷肥为过磷酸钙（P₂O5 含

量 12%）。T3 处理为氮磷肥按上述方案配施。

1. 3　土壤样品采集

土壤样品于 2024 年 6 月 20 日（紫花苜蓿第一茬

收获期）采集，每个小区按 5 点取样法从苜蓿根周围

0~20 cm 深度采集土壤样品，去除土样中掺杂的石

砾和植物残渣等杂物，混匀为 1 个土样。用四分法

将土样分成两部分：一部分于阴凉干燥条件下风干

20 d，以供土壤理化性质的测定；另一部分于 4℃条

件下冷藏保存 ，以供酶活性和微生物生物量的

测定。

1. 4　土壤理化性质和酶的测定

土壤 pH 用酸度计（Mettler Toledo，瑞士）测定

（土水比 1∶2. 5）；土壤有机碳（SOC）和全氮（TN）分

别采用重铬酸钾氧化-浓硫酸外加热法和凯氏定氮

法测定；硝态氮（NN）采用氯化钾溶液浸提，全自动
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间断化学分析仪（Smart Chem 450， 意大利）测定；

全磷（TP）经浓硫酸-高氯酸消煮后，采用钼锑抗比

色法测定；速效磷（AP）采用碳酸氢钠浸提，钼锑抗

比色法测定［12］；微生物量碳、氮、磷（MBC，MBN，

MBP）采用氯仿熏蒸-硫酸钾浸提法测定［13］；β-1，4-
葡萄糖苷酶（BG）、亮氨酸氨基肽酶（LAP）、β-1，4-
N-乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶（NAG）和 碱 性 磷 酸 酶

（ALP）活性由北京索莱宝科技有限公司提供的试

剂盒（BC0165，BC4025，BC4005，BC0145）进行测

定，具体测定方法为：称取 0. 10 g或 0. 03 g过 30~50
目筛的风干土，放至 2 mL 离心管内，加入 15 μＬ或

50 μＬ甲苯，震荡混匀后静置 15 min，同时设置对照

管，按要求加入试剂盒提供的试剂，于 37℃恒温水浴

1 h 后立即煮沸 5 min，取出冷却后，10 000 g 常温离

心 10 min，取 200 μL 上清液使用酶标仪（KHBST-
360，Kehua，China）测定，BG，LAP，NAG，ALP 的测

定波长分别为 400 nm，405 nm，400 nm，660 nm。

1. 5　数据计算

土壤胞外酶化学计量比计算公式如下［4］：

EEA C∶N = ln BG/ ln ( )NAG + LAP （1）
EEA C∶P = ln BG/ ln ALP （2）

EEA N∶P = ln ( )NAG + LAP / ln ALP （3） 

其中，EEA C∶N，EEA C∶P，EEA N∶P 分别代表酶

化学计量碳氮比、碳磷比和氮磷比。

采用胞外酶活性比例计算矢量长度（Vector 
length）和矢量角度（Vector angle），以量化土壤微生

物的营养限制状况［2］：

矢量长度Vector length = SQRT (X2 + Y2)（4）
矢量角度Vector angle = Degrees [ATAN2 (X，Y) ]

（5）
其 中 ，X 代 表 ln ( )BG /ln ( )ALP ，Y 代 表

ln ( )BG /ln ( )NAG + LAP 。矢量长度越长时微生

物受碳限制的程度越高；矢量角度>45°时土壤微生

物受磷限制，矢量角度 <45°时土壤微生物受氮

限制。

微 生 物 碳 利 用 效 率（carbon use efficiency，
CUE）计算公式如下［14］：

CUEC∶X = CUEmax × ( SC∶X

SC∶X + KX ) （6）

SC∶X = BC∶X /LC∶X × 1/EEA C∶X （7）
其中，C∶X 表示 C∶N 或 C∶P 比率，CUEmax（0. 6）

为微生物碳利用效率的上限，KX（0. 5）为半饱和常

数，BC∶X 为微生物量碳氮比或碳磷比，LC∶X 为土壤

碳氮比或碳磷比，SC：X 表示胞外酶活性的分配在多

大程度上抵消了可用资源的元素组成与微生物生

物 量 组 成 之 间 的 差 异 ，本 研 究 中 CUEC∶X 是

CUEC∶N 与 CUEC∶P 的平均值。

1. 6　数据统计分析

所有数据经 Microsoft Excel 2016 处理整合后，

采用 SPSS 27. 0 对土壤理化性质及养分化学计量

比、微生物量及其化学计量比、胞外酶活性及其化

学计量比、矢量长度、矢量角度和微生物碳利用效

率 进 行 正 态 分 布 、单 因 素 方 差 分 析（one-way 
ANOVA）和双因素方差分析（two-way ANOVA），

用最小显著极差法（LSD 法）基于 P<0. 05 进行多

重比较；采用 Person 相关系数进行土壤理化性质、

微生物量和胞外酶活性的相关性分析；使用随机森

林模型，对土壤理化性质、微生物生物量和胞外酶

活性进行分析，确定土壤微生物碳限制、磷限制和

微生物碳利用效率的主要预测因子，由 R 4. 5. 1 软

件“random Forest”包完成；Origin 2021 为绘图软

件，Adobe Illustrator 2022 为图表修改工具，图表中

数据结果均为平均值±标准误。

2　结果与分析

2. 1　 氮 磷 添 加 对 苜 蓿 地 土 壤 养 分 化 学 计 量 比 的

影响

氮磷添加对土壤养分含量及化学计量比均有一

定影响（表 1，图 1）。与 CK 相比，氮添加显著提高土

壤硝态氮和速效磷含量（P<0. 05），磷添加显著增加

土壤全磷和速效磷含量（P<0. 05），氮磷添加显著增

加土壤全氮、全磷、硝态氮和速效磷含量（P<0. 05），
并显著降低土壤碳磷比（P<0. 05），施肥（T1，T2，
T3）显著降低土壤 pH 值（P<0. 05）。氮磷添加的交

互作用显著影响土壤 pH 值和全磷含量（P<0. 05）。

2. 2　氮磷添加对苜蓿地土壤微生物量和胞外酶化学

计量特征的影响

氮磷添加对土壤微生物生物量和胞外酶化学

计量比均有一定影响（图 2，图 3）。与 CK 相比，氮添

加显著提高微生物量碳、碳获取酶活性和氮获取酶

活性（P<0. 05），磷添加显著增加微生物量碳、微生

物量氮、微生物量磷、碳获取酶活性、氮获取酶活
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性、磷获取酶活性和 EEAN∶P（P<0. 05），而显著降低

微生物量碳磷比和微生物量氮磷比（P<0. 05），氮
磷添加显著增加微生物量碳、氮、磷与碳获取酶活

性、氮获取酶活性、磷获取酶活性和 EEAN∶P（P<
0. 05），而显著降低微生物量碳磷比、微生物量氮磷

比和 EEAC∶N（P<0. 05）。氮磷添加的交互作用显著

影响微生物量磷、微生物量碳磷比和氮获取酶活性

（P<0. 05）。

2. 3　氮磷添加对土壤微生物养分限制特征的影响

氮磷添加改变了土壤微生物养分限制状态和碳

利用效率。象限散点图结果显示，所有处理的数据

点均分布于土壤微生物 C和 P共同限制区域（图 4a）；
酶向量模型和矢量分析结果表明数据点位于虚线（1
∶1）上方且矢量角度大于 45°（图 4b），表明长期种植

紫花苜蓿后土壤微生物受到不同程度的 C 和 P限制。

与 CK 相比，氮添加和磷添加后矢量长度无明显差异

（图 4c），但矢量角度显著降低（P<0. 05）（图 4d），表
明氮添加和磷添加能缓解土壤微生物磷限制，但对

土壤微生物碳限制无影响。线性回归分析表明，土

壤微生物碳限制和磷限制存在显著正相关关系（图

4e）。与 CK 相比，施肥（T1，T2，T3）显著提高了土壤

微生物碳利用效率（P<0. 05）（图 4f）。

2. 4　土壤理化性质与微生物养分限制特征关系

相关性分析发现，微生物碳限制、磷限制与土

壤 pH 呈显著正相关，而 CUE 与之呈显著负相关；微

生物碳限制与全磷、氮获取酶活性、磷获取酶活性、

微生物量碳、微生物量氮和微生物量磷呈显著负相

关；微生物磷限制与有机碳、全氮、全磷、速效磷、碳

获取酶活性、氮获取酶活性、磷获取酶活性、微生物

量碳、微生物量氮和微生物量磷呈显著负相关；

表  1　氮磷添加下苜蓿地土壤理化性质的变化

Table 1　Changes in the soil physicochemical properties of alfalfa fields under nitrogen and phosphorus addition
指标 Index

CK
T1
T2
T3
N
P

N×P

pH
8.46±0.01a

8.30±0.01b

8.25±0.02b

8.20±0.01b

**
**
**

有机碳  SOC/（g·kg-1）

9.43±0.17ab

9.23±0.20b

9.52±0.01ab

9.96±0.25a

ns
*
ns

全氮  TN/（g·kg-1）

0.88±0.04b

0.95±0.03ab

0.91±0.01b

1.01±0.03a

*
ns
ns

全磷  TP/（g·kg-1）

0.93±0.02c

0.91±0.03c

1.00±0.01b

1.10±0.01a

*
**
*

硝态氮  NN/（mg·kg-1）

2.21±0.11b

2.94±0.05a

2.23±0.07b

3.12±0.23a

**
ns
ns

速效磷 AP/（mg·kg-1）

4.97±0.07d

5.85±0.07c

8.08±0.05b

9.18±0.08a

**
**
ns

注：CK 表示不施肥，T1 表示施氮肥，T2 表示施磷肥，T3 表示氮磷肥配施。表中数值为平均值±标准误（n = 3），同一列中不同小写字母

表示不同处理间差异显著（P<0. 05）。N 表示氮添加的效应，P 表示磷添加的效应，N×P 表示氮磷添加的交互作用；**表示 P<0. 01，*表示 P
<0. 05，ns表示 P≥0. 05。下同

Note： CK indicates no fertilization， T1 indicates nitrogen fertilizer application， T2 indicates phosphorus fertilizer application， T3 indicates 
combined nitrogen and phosphorus fertilizer application.  The values in the table represent the mean±standard error （n = 3）， different lowercase 
letters in the same column indicate significant differences between treatments at 0. 05 level.  N indicates the effect of nitrogen application， P indi⁃
cates the effect of phosphorus application， and N×P indicates the interaction between nitrogen and phosphorus applications.  ** indicates P<
0. 01， * indicates P<0. 05， ns indicates P≥0. 05.  The same as below

图 1　氮磷添加下苜蓿地土壤养分化学计量比

Fig. 1　Soil nutrients stoichiometric ratios in alfalfa fields under nitrogen and phosphorus addition
注：不同小写字母表示该指标在不同处理下差异显著（P<0. 05）。下同

Note： Different lowercase letters indicate statistically significant differences in the indicator across treatments at 0. 05 level.  The same as below

2102



第  6 期 祝文知等：氮磷添加缓解了紫花苜蓿土壤微生物养分限制

CUE 与全氮、硝态氮、速效磷、氮获取酶、微生物量

碳、微生物量磷呈显著正相关（图 5a）。随机森林模

型结果表明，氮获取酶（亮氨酸氨基肽酶）活性是土

壤微生物碳限制的最强预测因子（图 5b），速效磷是

微生物磷限制的最强预测因子（图 5c），微生物生物

量碳是 CUE 的最强预测因子（图 5d）。

图 2　氮磷添加下苜蓿地土壤微生物生物量及化学计量比

Fig. 2　Soil microbial biomass and stoichiometric ratios in alfalfa fields under nitrogen and phosphorus addition

图 3　氮磷添加下苜蓿地土壤胞外酶活性及其化学计量比

Fig. 3　Soil extracellular enzyme activity and stoichiometric ratios in alfalfa fields under nitrogen and phosphorus addition
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图 5　土壤微生物养分限制和碳利用效率的关联分析

Fig. 5　Correlation analysis of soil microbial nutrient limitation and carbon utilization efficiency
注：红色和蓝色分别表示两个变量之间的正相关和负相关。**：P<0. 01，*：P<0. 05，ns：P≥0. 05
Note： Red and blue represent positive and negative correlations between two variables， respectively.  **： P<0. 01， *： P<0. 05， ns： P≥0. 05

图 4　氮磷添加下土壤微生物养分限制特征与碳利用效率

Fig. 4　Soil microbial nutrient limitation and carbon use efficiency under nitrogen and phosphorus addition
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3　讨论

3. 1　氮磷添加对苜蓿地土壤胞外酶活性与化学计量

特征的影响

土壤胞外酶活性是表征微生物养分需求与土

壤养分供应状况的重要指标，对维持生态系统生

物地球化学循环的平衡具有重要作用［15］。全球土

壤 酶 活 性 数 据 库 中 参 与 碳（BG）、氮（NAG+
LAP）和 磷（ALP）循环的酶活性范围分别为 0~
861. 29 nmol·g-1·h-1，0~1162. 40 nmol·g-1·h-1，

0~1564. 36 nmol·g-1·h-1，而本试验所研究的 4 种

胞外酶活性在 0~584. 35 nmol·g-1·h-1 范围内，在

全球土壤酶库中处于较低水平［16］，表明黄土丘陵区

紫花苜蓿地土壤养分供给相对匮乏。

土壤微生物通过分泌胞外酶获取限制性养分，

而环境中养分的有效性是这一过程的关键驱动因

子，养分有效性通过改变底物和能量供应对胞外酶

分泌产生直接的影响［17］。微生物量与碳、氮、磷获

取酶活性主要受土壤 pH 和理化性质的调控，氮和

磷添加通过直接作用或改变土壤性质（如 pH、理化

性质和养分循环）等间接途径共同调控土壤生态过

程，尤其是与碳转化相关的过程深刻影响土壤微生

物的组成和活性进而调节胞外酶的分泌，因为微生

物对氮和磷的利用要通过吸收碳作为能量来源来

驱动［18］。另外，本研究中 CK 处理的土壤养分含量

最低（表 1），黄土丘陵区土壤固有养分匮乏限制了

植物根系分泌物和根系周转过程中的碳有效性，在

这样资源受限的环境下土壤微生物合成胞外酶的

能力较弱，从而制约了土壤胞外酶的总体活性［4］。

相比之下，肥料的施入能促进植物根系生长与生物

量的积累，通过凋落物和植物残体等形式为土壤胞

外酶的合成提供更丰富的微生物可利用养分，从而

显著提升碳、氮、磷获取酶的活性［5］。

诸多研究针对氮添加对土壤胞外酶活性的影

响展开探讨，研究结果存在显著差异［2，4，6］。有研究

表明，土壤碳、氮、磷获取酶活性在低浓度氮添加处

理下不变或略微降低，而在高浓度氮添加处理下显

著增加［2］。也有研究指出氮添加背景下，碳、磷获取

酶活性增加，氮获取酶活性无显著变化［19］。本研究

发现，氮添加后土壤碳获取酶和氮获取酶活性显著

增加（图 3a，3b），可能是因为施氮直接刺激微生物

生长，从而增加对碳的需求，使碳获取酶活性升

高［4］，且本研究氮添加剂为尿素，尿素无法被微生物

直接吸收利用，需要通过分泌氮获取酶来进行分

解［20］。酶活性增强是对环境中养分有效性较低的

一种响应，黄土丘陵区磷素含量很低，微生物应分

泌更多的磷获取酶，以获取养分［11，21］。但在本研究

中氮添加下土壤磷获取酶活性无显著变化（图 3c），
这一现象可能源于过量的氮素添加对土壤理化性

质的改变，尤其是土壤 pH 显著降低，土壤酸碱度的

急剧变化，会干扰酶的活性位点与底物的结合能

力，进而对胞外酶活性产生负面影响［22-23］。

有研究表明，外源添加的氮在调控磷的矿化方

面有促进作用，磷的添加对氮素的释放也有一定的

作用［24］。本研究中，磷添加后土壤碳、氮、磷获取酶

活性均显著增加（图 3），因为磷肥的施入可能改变

土壤微生物群落组成，一些对磷敏感的微生物类群

优势度增加，这些微生物在代谢过程中会产生更多

与碳、氮、磷获取的酶［9］。范珍珍等［25］整合分析氮磷

添加对土壤胞外酶活性的影响发现在氮磷肥同时

添加下，碳、氮、磷获取酶的活性提升幅度显著加

大，增幅分别达到 13. 4%，37. 4%，13. 3%。张进霞

等［26］的研究也发现氮磷肥配施对胞外酶活性产生

的促进作用更显著，本研究结果与其一致，与单施

氮肥和单施磷肥相比，氮磷配施时土壤碳、氮、磷获

取酶活性显著增加（图 3），因为单施氮肥或磷肥时，

土壤中碳、氮、磷的化学计量比可能失衡，限制微生

物的生长和代谢，而氮磷配施更能接近微生物生长

所需的理想营养比例，解除因单一养分限制导致的

酶活性抑制［27］。

3. 2　氮磷添加对苜蓿地土壤微生物养分限制特征

的影响

微生物养分限制特征内在驱动存在普遍规律，

即主要受底物化学计量比与微生物需求之间的平

衡所控制，并通过微生物胞外酶活性特征变化得以

反映［1］，但在不同区域和生态系统中具有显著差异。

李雅男等［28］的研究发现荒漠草原生态系统中土壤

微生物受碳氮共同限制；Wang 等［29］研究发现在中

国西北沙漠微生物代谢同时受到氮磷的共同限制；

而 Rosinger 等［30］的研究发现亚热带草原土壤微生

物活动受到碳氮磷的共同限制。

本研究结果表明，长期种植紫花苜蓿后土壤微

生物受到不同程度的碳限制和磷限制（图 4a、b），氮
添加缓解了微生物磷限制（图 4d），与阴红彬等［31］的

研究结果一致，可能是因为氮肥的施入直接补充了
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限制性养分且优化了微生物代谢资源的分配，两种

元素同时限制生长时，增加任何一种养分都会增加

植物生长速率，因为更多的资源可以分配给限制元

素［32］。理论上，氮添加能促进植物生长和增加凋落

物输入，有利于土壤中含碳化合物的生成和矿化，

从而缓解微生物碳限制［33］，贾蕴欢等［2］的研究也发

现氮添加缓解了黄土丘陵区草地土壤微生物碳限

制。而在本研究中，氮添加对微生物碳限制无影响

（图 4c），可能是因为碳限制主要与 SOC 的可利用性

有关，氮添加间接影响碳循环，但并未直接改变

SOC 的总量或可利用性［34］，且本研究也发现氮添加

后 SOC 含量未显著增加（表 1）。
本研究中，磷添加也缓解了微生物磷限制（图

4d），因为磷肥的施入能直接增加土壤中可利用的

磷含量，缓解养分限制，促进微生物的生长［25］。而

磷添加对碳限制无显著影响（图 4c），是由于微生物

具有一定的代谢调节能力，能够在不同碳磷比的环

境中调整自身的生理状态，施磷后微生物可能会通

过改变代谢途径、酶活性或细胞组成等方式，更高

效地利用现有碳源，不会因施入磷加剧碳限制［9］。

氮磷配施通过调整微生物的化学计量平衡、改变土

壤环境以及激发微生物的协同代谢途径，能最有效

地将潜在的磷资源转化为微生物可利用的有效磷，

从而最大化地满足微生物对磷的需求［35］。本研究

中，与单施氮或单施磷相比，氮磷肥配施对微生物

磷限制的缓解程度最大（图 4d），与 Marten 等［36］的研

究结果一致。此外，研究还发现，长期种植苜蓿土

壤微生物不受氮限制（图 4a，4b，4d），因为豆科植物

与根瘤菌形成共生关系，根瘤菌能将空气中的氮气

（N₂）转化为氨（NH₃）或铵态氮（NH₄⁺-N），这是植物

可直接吸收利用的氮源，这一过程为土壤微生物提

供了丰富的氮素来源，微生物无需依赖土壤中有限

的氮素资源［37］，从而使豆科植物存在下微生物不会

受到氮限制，Zhang 等［38-39］的研究结果证明了这

一点。

CUE 是土壤微生物在特定资源环境下对碳的

分配策略，CUE 值越高，代表微生物用于自身生长

的碳比例越大 ，而因呼吸作用损耗的碳比例越

小［13］。Xie 等［40］的研究表明，氮和磷的供应能提高

CUE。本研究结果与其一致，施肥后 CUE 显著增

加，且在氮磷配施时最高（图 4f），可能是由于黄土丘

陵区土壤养分含量低限制了微生物生长，外源养分

的输入缓解了微生物生长发育所面临的养分限制，

改变了微生物的碳分配策略，使微生物从将更多的

碳用于“呼吸消耗以获取所需养分”调整为将更多

的碳用于“同化合成以促进自身生长”，最终表现为

土壤 CUE 的增加［41］。相关性分析进一步证实土壤

养分、微生物量和胞外酶活性与微生物碳限制和磷

限制呈负相关关系，与 CUE 呈正相关关系（图 5a）。
根据随机森林模型，亮氨酸氨基肽酶活性是微生物

碳限制的最强预测因子（图 5b），可能是因为氮素供

应相对充足的豆科植物根区环境可以满足微生物

生长和代谢的需求，微生物无需为获取氮而进行低

效的碳矿化，能将代谢能量更高效地用于碳同化和

生长，从而减少微生物对碳的竞争和依赖，缓解整

体的碳限制状态。速效磷是磷限制的最强预测因

子（图 5c），这是由于土壤中可直接利用的无机磷

（如 PO₄³⁻）浓度可以表征磷的供应，当 AP 含量低时

微生物易受磷限制［42］。微生物量碳是 CUE 的最强

预测因子（图 5d），可能是因为微生物量碳反映了微

生物群体的生物量大小，较高的微生物量碳通常意

味着更多的微生物细胞参与代谢活动，从而直接影

响 CUE［43］。

4　结论

氮磷添加显著提高了苜蓿地土壤养分含量、微

生物生物量、胞外酶活性和 EEAN∶P，降低了土壤碳

磷比、MBC∶MBP、MBN∶MBP 和 EEAC∶N。长期种

植苜蓿土壤微生物受到不同程度的碳限制和磷限

制，且二者存在正相关关系，速效磷、亮氨酸氨基肽

酶活性和微生物量碳分别是土壤微生物磷限制、碳

限制和碳利用效率的最强预测因子。氮磷添加缓

解了土壤微生物磷限制，但对碳限制无影响。综

上，黄土丘陵区长期种植苜蓿土壤应适当增加氮磷

肥，以缓解土壤微生物和植物对养分需求的竞争。
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