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冻融循环对金川泥炭沼泽土壤微生物量及群落结构的
影响
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１ 东北师范大学地理科学学院，长白山地理过程与生态安全教育部重点实验室，长春　 １３００２４

２ 东北师范大学泥炭沼泽研究所，长春　 １３００２４

３ 东北师范大学长白山湿地与生态吉林省联合重点实验室，长春　 １３００２４

４ 东北师范大学国家环境保护湿地生态与植被恢复重点实验室，长春　 １３００２４

摘要：冻融作用显著改变土壤微生物活性及碳氮循环过程。 以长白山金川泥炭沼泽 ０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 土壤为研究对象，
进行室内冻融交替模拟实验。 实验设置两个冻融幅度（ －１０—１０℃和－５—５℃）。 经过 ０ ／ １ ／ ３ ／ ５ ／ ７ ／ １５ 次冻融循环后，分别采用

氯仿熏蒸法和磷脂脂肪酸法测定泥炭沼泽土壤微生物量及磷脂脂肪酸含量，并与未进行冻融处理的 ＦＴＣ（０）对比。 实验结果

表明：冻融作用对土壤微生物量碳、氮及微生物磷脂脂肪酸含量有显著影响（Ｐ＜０．００１）。 １５ 次冻融交替作用后，土壤微生物碳

（ＭＢＣ）含量均显著增加，土壤微生物量氮（ＭＢＮ）含量显著降低。 两种冻融模式下，各类型微生物磷脂脂肪酸含量均显著降低。
冻融作用显著改变了泥炭沼泽土壤微生物群落结构。 冻融作用降低了土壤真菌 ／细菌比值（－５—５℃，０—１５ ｃｍ 土壤除外），增
加了革兰氏阳性菌 ／革兰氏阴性菌比值。 －５—５℃冻融作用下，各土壤微生物磷脂脂肪酸含量变幅大于－１０—１０℃，土壤 ＭＢＣ
的变化则与其相反，在－１０—１０℃变化幅度更大。 两种冻融幅度下 ＭＢＣ 与大部分微生物群落在 １５—３０ ｃｍ 土壤的变幅更大，这
说明冻融作用对不同深度土壤微生物量和微生物群落结构的影响存在差异。 冻融次数对土壤微生物量和各类型磷脂脂肪酸含

量有显著影响（Ｐ＜０．０１）。 相关性分析结果表明多种微生物磷脂脂肪酸含量与 ＭＢＮ 含量呈正相关关系（Ｐ＜０．０１），与 ＤＯＣ 含量

呈负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 综上，冻结作用促进了微生物的死亡，为融化期微生物生存提供更多碳源与营养物质，改变了土壤微

生物群落结构。 冻融期间各类型微生物磷脂脂肪酸含量降低，可能会降低泥炭沼泽土壤碳汇能力。
关键词：冻融循环；室内模拟实验；泥炭沼泽；磷脂脂肪酸；土壤有机碳、氮
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Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｍｏｒｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈａｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ， ｗｈｉｃｈ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． Ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｓｅｑｕｅｓｔｒａｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｐｅａｔｌａｎｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐｅｒｉｏｄ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅ； ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ； ｐｅａｔｌａｎｄｓ； ＰＬＦＡｓ； ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

土壤的冻融作用作为土壤内部的重要物理过程，是全球中高纬度及高海拔地区普遍存在的自然现象。 冻

融过程会改变土壤结构、破坏土壤和凋落物中微生物及动植物残体细胞，促进土壤底物和养分的释放［１］，是
影响土壤碳氮等元素生物地球化学过程的重要因素。 全球变暖将会导致土壤的冻融频率变化［２］、冻融强度

改变［３］和冻融时间缩短［４］，这必将会引起土壤微生物及其参与的土壤碳、氮循环过程的变化［５］。 因此，冻融

作用对土壤微生物的影响已经成为全球关注的热点问题［６—７］。
土壤微生物是生态系统中的重要生物组分，在土壤有机质分解、矿化及营养元素循环等方面发挥着重要

作用［８—９］，并对环境变化十分敏感［１０］。 土壤微生物量碳、氮（ＭＢＣ 和 ＭＢＮ）表征土壤中所有活体微生物中碳

和氮的总量，是反映微生物量大小的重要指标［１１］。 磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）是生物活细胞的重要膜组分的构成成

分，随着微生物死亡而迅速分解，用以表征活体微生物，并可以提供微生物群落结构和组成的信息。 研究表

明，随着冻融次数的增加，土壤微生物碳、氮含量呈现降低、先降低后升高或者先升高后降低的变化趋

势［１２—１５］。 同时，冻融作用通过致死作用或者降低可溶性养分含量来改变土壤微生物群落结构［１６—１８］。 微生物

死亡后细胞破裂释放出有机质为存活微生物提供碳源与能量［１９—２０］，适应冻融环境的微生物群占据群落的优

势地位，微生物群落结构随即改变。 然而，有关冻融作用对土壤微生物的影响更多的集中在对土壤 ＭＢＣ、
ＭＢＮ 的影响，且不同冻融作用对不同土层的 ＭＢＣ、ＭＢＮ 的影响存在差异，并较少关注冻融循环过程中土壤不

同类型微生物群落数量及结构的变化。 因此，冻融过程对土壤微生物群落的变化机制尚不明确。
尽管泥炭地占地面积不到陆地表面积的 ３％，但其碳储量却占全球土壤碳储量的 １ ／ ３［２１—２２］，是陆地生态

系统最重要的碳库之一。 随着全球变暖，季节性冻土区冻融过程的改变对势必会对泥炭沼泽土壤碳循环过程

有重要影响。 长白山地位于东北及华北北部温带中⁃深季节冻土亚区，是我国泥炭沼泽最主要的分布区之一，
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冻融作用频繁。 本文以金川泥炭沼泽为研究对象，由于不同深度土壤受冻融的影响不同，分别在采样地采集

表层（０—１５ ｃｍ）和深层（１５—３０ ｃｍ）的土壤样品，通过室内冻融模拟实验，测定土壤微生物碳、氮含量及磷脂

脂肪酸含量，揭示不同冻融模式下泥炭沼泽土壤微生物量及微生物群落结构的变化特征，以其为全球气候变

化背景下泥炭沼泽冻融过程中碳循环的微生物机制研究提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

金川泥炭沼泽（４２°２０′４２．５８″Ｎ—４２°２１′９．２７″ Ｎ，１２６°２１′４８．６１″Ｅ—１２６°２２′３７．７４″Ｅ）位于吉林省通化市辉南

县金川镇，是第四纪火山口湖发育的泥炭地，海拔为 ６１３—６１６ ｍ。 金川泥炭沼泽的泥炭层厚度一般为 ４—
６ ｍ，最厚可达 ９ ｍ。 该区属于温带大陆性季风气候区，年平均气温为 ３．３℃，７ 月最高平均气温 ２２．４℃，１ 月最

低平均气温－１８℃。 初霜期在 ９ 月中旬，中霜在 ５ 月下旬，年降水量为 １０５４ ｍｍ。 泥炭地为季节性积水，积水

约为 １０ ｃｍ，降水集中在 ７—８ 月，无霜期约为 １３４ ｄ，气候湿冷。 泥炭沼泽内主要植物群落类型为臌囊薹草群

落和油桦群落，臌囊薹草群落居中且大面积分布，油桦群落分布在外缘［２３—２４］。
１．２　 样品采集与处理

在金川泥炭沼泽中心部位设置 ３ 个间隔 ５０ ｍ 的 ５ ｍ×５ ｍ 样方采样点，采用多点混合法于 ２０１９ 年 １ 月份

利用直径为 １５ ｃｍ 的泥炭钻（冰芯钻），在每个样方随机取 ５ 个点，共采集 １５ 钻，采集土壤深度为 ３０ ｃｍ。 将

采集好的土壤分为 ０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 两层，分别装入自封袋，尽快带回实验室并放 ４℃冷藏保存。 培养

实验前，去除土壤中的杂草和植物根系，并分别将两个土层的样品混合均匀，４℃冷藏备用。 另取一部分土壤

自然风干后，研磨过筛后用于土壤理化性质的测定，土壤理化性质见表 １。

表 １　 土壤基本理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｐｔｈｓ

土层 ／ ｃｍ
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

酸碱度
ｐＨ

含水率 ／ ％
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

土壤有机碳 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ

全氮 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

全磷 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

０—１５ ５．１７±０．０２ ７８．１±０．０１ ３０３．２５±８．１２ １６．６４±１．１４ ０．８１±０．０６

１５—３０ ４．９４±０．０１ ８０．０±０．０１ ３１７．３６±１１．０６ １８．３８±０．６０ ０．７７±０．０３

１．３　 实验设计

称取 ５０ ｇ（相当于风干土重）混合均匀的土壤样品置于 ５００ ｍＬ 玻璃培养瓶中，根据野外实际含水量情况

用去离子水调节所有土壤样品含水量为最大持水量的 ６０％，并将全部土壤样品在室温（２０℃）下预培养 １ 周，
定期称重并补充损失的水分。 预配养使微生物从低温环境苏醒，在冻融培养实验前保持较为稳定的状态，虽
然微生物会因此发生改变，但土壤样品经过一致处理后排除其他干扰变量，主要观测冻融作用对微生物的数

量及群落结构的影响。 结合金川泥炭沼泽冻融期间实际情况，设置－５—５℃ 与－１０—１０℃ 两个冻融幅度，
－１０℃接近采样地冬季的平均气温，－５℃则是依据全球变暖的大背景下温度升高设定的。 －５—５℃与－１０—
１０℃即把土壤样品分别放入－５℃和－１０℃低温培养箱中培养 ２４ ｈ，再分别调节温度为 ５℃和 １０℃使其融化 ２４
ｈ，作为一次冻融循环。 本实验设置 １５ 次冻融循环，共培养 ３０ 天。 培养过程中，分别在冻融循环的第 ０、１、３、
５、７、１５ 次后取出培养瓶，测定土壤磷脂脂肪酸含量、土壤微生物碳、氮（ＭＢＣ 和 ＭＢＮ）、土壤可溶性有机碳、氮
（ＤＯＣ 和 ＤＯＮ）。 将经过 １、３、５、７、１５ 次冻融循环处理后的土壤活性有机碳、氮和不同类型磷脂脂肪酸含量与

未经过冻融处理的 ＦＴＣ（０）对比。
１．４　 磷脂脂肪酸及活性有机碳、氮组分测定

土壤微生物群落的测定采用磷脂脂肪酸法，将相当于 ４ ｇ 干重的土壤分别加入 ３．０ ｍＬ 磷酸缓冲液、６．０
ｍＬ 氯仿、１２ ｍＬ 甲醇，避光震荡 ２ ｈ，在 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，转移上清液到装有 １２ ｍＬ 三氯甲烷，１２ ｍＬ
磷酸缓冲液的分液漏斗中，再向土壤中加入相同体积的磷酸缓冲液、氯仿和甲醇溶液，手工摇动并震荡 ３０

５６７２　 ７ 期 　 　 　 孙嘉鸿　 等：冻融循环对金川泥炭沼泽土壤微生物量及群落结构的影响 　
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ｍｉｎ，离心，再次将上清液转移到分液漏斗中，最后将分液漏斗摇动 ２ ｍｉｎ，静置过夜，避光保存。 第二天，将分

液漏斗中下层溶液收集入大试管（５０ ｍＬ）中，收集的液体 ３０—３２℃水浴，用高纯氮气吹干（氮吹仪），试管内

浓缩后样品用 ２ 份 ５００ μＬ 三氯甲烷转移浓缩磷脂到萃取小柱（硅胶柱），洗脱液依次采用 ５ ｍＬ 三氯甲烷，１０
ｍＬ 丙酮，５ ｍＬ 甲醇，并收集甲醇相，吹干。 在吹干后的样品中加入 １ ｍＬ 的 １：１ 甲醇甲苯及 １ ｍＬ ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ
氢氧化钾，摇匀，３７℃水浴加热 １５ ｍｉｎ（水浴锅中），最后用正己烷萃取，收集正己烷相并吹干。 运用美国 ＭＩＤＩ
公司研发的 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ ４．５ 全自动系统鉴定微生物细胞中磷脂脂肪酸成分，根据其分子结构划分为不同微

生物类群并进行定量分析。 将 １５：０、１７：０、ｉ１５：０、ａ１５：０、ｉ１６：０、ｉ１７：０、１６：１ω７ｃ、ｃｙ１７：０、ｃｙ１９：０ 表征为细菌；
ｉ１５：０， ａ１５：０， ｉ１６：０， ｉ１７：０ 表征为革兰氏阴性菌；１６：１ω７ｃ， ｃｙ１７：０， ｃｙ１９：０ 表征为革兰氏阳性菌；１８：１ω９ｃ，
１８：２ω６ 表征为真菌；１０Ｍｅ１６：０， １０Ｍｅ１８：０ 表征为放线菌［２５—３３］。

土壤 ＭＢＣ 与 ＭＢＮ 采用改进的氯仿熏蒸 Ｋ２ＳＯ４浸提法测定［３４—３５］。 取 １０ ｇ 土壤样品用三氯甲烷熏蒸 ２４
ｈ，用 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｋ２ＳＯ４浸提熏蒸和未熏蒸的样品约 ３０ ｍｉｎ，应用 ＭｕｌｔｉＮ ／ Ｃ ２１００ ＴＯＣ 仪碳模块测定浸提液总

有机碳浓度，氮模块测定浸提液总有机氮浓度。 使用以下公式进行 ＭＢＣ 与 ＭＢＮ［３６—３７］的计算：
ＭＢＣ ＝Ｅｃ ／ ０．４５
ＭＢＮ＝Ｅｎ ／ ０．５４

式中，ＭＢＣ 为微生物量碳，ＭＢＮ 为微生物量氮，单位均为 ｍｇ ／ ｋｇ。 Ｅｃ 为熏蒸与未熏蒸样品浸提液测定出的有

机碳差值，Ｅｎ 为熏蒸与未熏蒸样品浸提液测定出的有机氮差值。 ０．４５ 为微生物量碳熏蒸提取法的转换系数，
０．５４ 为微生物量氮的转化系数。

土壤 ＤＯＣ 与 ＤＯＮ 测定：称 １ ｇ 新鲜土壤置于离心管中，加 ５０ ｍＬ 去离子水，常温下振荡浸提 ５ ｈ，用高速

离心机以 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液过 ０．４５ μｍ 滤膜用 Ｍｕｌｔｉ Ｎ ／ Ｃ ２１００ ＴＯＣ 仪（德国耶拿）测定［３８］。
１．５　 统计分析

采用双因素方差分析法，分析不同深度下，冻融幅度和冻融次数主效应及交互效应对土壤磷脂脂肪酸含

量、微生物量碳、氮含量的影响。 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析法，分析土壤磷脂脂肪酸含量与土壤活性有机碳氮组

分的关系。 双因素方差分析及相关分析利用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ １６．０ 软件进行，并利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１９ 软件

绘图。

２　 结果

２．１　 土壤微生物碳、氮含量的变化

双因素方差分析结果表明，冻融次数和冻融幅度及其交互作用对土壤 ＭＢＣ 含量有显著影响 （Ｐ ＜
０．０００１），而只有冻融次数对 １５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 含量有显著影响（Ｐ＜０．００１）（表 ２）。 －５—５℃冻融模式下，
随着冻融次数的增加，土壤 ＭＢＣ 含量表现为逐渐增加（图 １）。 －５—５℃冻融作用下 ０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ
土壤 ＭＢＣ 含量分别在 １５ 次冻融循环后达到了最大值，分别为 ４３６２．４ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２８０４．４４ ｍｇ ／ ｋｇ；－１０—１０℃冻

融作用下，０—１５ ｃｍ 土壤 ＭＢＣ 含量在 ７ 次冻融循环后达到了最大值 １６９７８．１ ｍｇ ／ ｋｇ，１５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＣ 含

量在 ７ 次冻融循环明显增加（８０８４．４ ｍｇ ／ ｋｇ），１５ 次冻融循环后达到了最大值 ８０９６．６ ｍｇ ／ ｋｇ。 与冻融前相比，
在－５—５℃冻融作用下 ０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＣ 含量分别增加了 ８０．２％、１００．６％；－１０—１０℃冻融作

用下，０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＣ 含量分别增加了 ４．３ 倍和 ４．８ 倍。 两种冻融模式对土壤 ＭＢＣ 的影响

表现为－１０—１０℃＞－５—５℃，１５—３０ ｃｍ＞０—１５ ｃｍ。
两种冻融模式下，随冻融次数的增加，０—１５ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 表现为先增加后降低的变化趋势，而 １５—３０

ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 则表现为先降低后增加的变化趋势。 －５—５℃冻融模式下，１５ 次冻融循环后，０—１５ ｃｍ 土壤

ＭＢＮ 含量与冻融前相比无明显变化（图 １）；而－１０—１０℃冻融模式下，０—１５ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ ７ 次冻融循环后达

到最大值 １９９．６ ｍｇ ／ ｋｇ，随后降低，１５ 次冻融结束后土壤 ＭＢＮ 为 ５８．８６ ｍｇ ／ ｋｇ，与冻融前相比 ０—１５ ｃｍ 土壤

ＭＢＮ 含量降低了 ６３％（图 １）。 －５—５℃和－１０—１０℃冻融作用下，１５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 在冻融循环结束后分
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别减少了 ６０．６％和 ５４．４％。

表 ２　 冻融幅度和冻融次数对土壤不同类型磷脂脂肪酸含量和微生物碳、氮含量影响的方差分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ

ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

土层 ／ ｃｍ
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ

冻融模式
Ｆｒｅｅｚｉｎｇ
ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ
ｍｏｄｅ

微生物量碳
ＭＢＣ

Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｂｉｏｍａｓｓ
ｃａｒｂｏｎ

微生物量氮
ＭＢＮ

Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｂｉｏｍａｓｓ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

总磷脂
脂肪酸

总 ＰＬＦＡｓ
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

革兰氏

阳性菌 Ｇ＋

Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ

革兰氏

阴性菌 Ｇ－

Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ

细菌
Ｂ

Ｂａｃｔｅｒｉａ

真菌
Ｆ

Ｆｕｎｇｉ

放线菌
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ

革兰氏
阳性菌 ／

革兰氏阴性

菌 Ｇ＋ ／ Ｇ－

真菌 ／
细菌
Ｆ ／ Ｂ

０—１５ 冻融幅度 ０．００∗∗ ０．１９ ０．１０ ０．１７ ０．１１ ０．８４ ０．０４∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗

冻融次数 ０．００∗∗ ０．０７ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．０２∗ ０．００∗∗

冻融幅度∗冻融次数 ０．００∗∗ ０．２２ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．０１∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗

１５—３０ 冻融幅度 ０．００∗∗ ０．１２ ０．００∗∗ ０．６７ ０．００∗∗ ０．０２∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗

冻融次数 ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗

冻融幅度∗冻融次数 ０．００∗∗ ０．６９ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗ ０．００∗∗

　 　 ∗ Ｐ＜０．０５ 为显著影响，∗∗Ｐ＜０．０１ 为极显著影响

图 １　 －５—５℃和－１０—１０℃处理下不同冻融次数土壤微生物碳、氮含量变化

Ｆｉｇ．１　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｉｎ －５—５℃ ａｎｄ

－１０—１０℃

２．２　 土壤磷脂脂肪酸含量的变化

冻融幅度对 ０—１５ ｃｍ 土壤总 ＰＬＦＡｓ 及细菌、Ｇ＋、Ｇ－ＰＬＦＡｓ 含量无显著影响，而冻融幅度、冻融次数及二

者的交互作用对 ０—１５ ｃｍ 土壤真菌、放线菌、Ｆ ／ Ｂ、Ｇ＋ ／ Ｇ－及 １５—３０ ｃｍ 土壤不同类型 ＰＬＦＡｓ 含量均具有显著

影响（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。 －５—５℃冻融作用下，０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 土壤各类型 ＰＬＦＡｓ 含量在冻融循环初期

（前 ３ 次冻融循环）无显著变化，但随后逐渐降低（图 ２，图 ３）。 １５ 次冻融循环后，与冻融前相比，０—１５ ｃｍ 土
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壤总 ＰＬＦＡｓ、细菌、真菌、放线菌、Ｇ＋、Ｇ－ ＰＬＦＡｓ 分别降低了 ５７．８％、５６．７％、６０．６％、５８．６％、５３．８％、５８．９％，而
１５—３０ ｃｍ 土壤中上述各类型 ＰＬＦＡｓ 含量分别降低了 ７９％、８６．５％、５６．６％、７２．８％、９３．５％、７５．８％。 两种土层

土壤微生物 ＰＬＦＡｓ 含量对－５—５℃冻融作用的响应表现为 １５—３０ ｃｍ＞０—１５ ｃｍ。
－１０—１０℃冻融作用下，土壤各类型 ＰＬＦＡｓ 含量呈现先降低后增加的变化趋势，但仍低于冻融前的

ＰＬＦＡｓ 含量（图 ２，图 ３）。 －１０—１０℃冻融作用下，与冻融前相比，０—１５ ｃｍ 土壤中总 ＰＬＦＡｓ、细菌、真菌、放线

菌、Ｇ＋、Ｇ－ＰＬＦＡｓ 分别减少了 ５０．４％、３９．８％、４６．１％、１００％、３４．４％、４４．６％，而 １５—３０ ｃｍ 土壤中上述各类型

ＰＬＦＡｓ 含量分别降低了 ７５％、３９．７％、４０．４％、６２．６％、３６．１％、４４．６％。 综上，两种冻融幅度对土壤各类型 ＰＬＦＡｓ
含量的影响表现为－５—５℃＞－１０—１０℃。 不同土层土壤 ＰＬＦＡｓ 含量对－１０—１０℃冻融作用的响应因微生物

类型而异，总 ＰＬＦＡｓ 表现为 ０—１５ ｃｍ＜１５—３０ ｃｍ，而真菌和放线菌 ＰＬＦＡｓ 表现为 ０—１５ ｃｍ＞１５—３０ ｃｍ。

图 ２　 －５—５℃和－１０—１０℃处理下不同冻融次数土壤各类型磷脂脂肪酸含量变化

Ｆｉｇ．２　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＰＬＦＡｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｉｎ －５—５℃ ａｎｄ －１０—１０℃

冻融幅度、冻融次数及二者的交互作用对土壤真菌 ／细菌比（Ｆ ／ Ｂ）及革兰氏阳性菌 ／革兰氏阴性菌比

（Ｇ＋ ／ Ｇ－）均具有显著影响（Ｐ＜０．０１）（表 ２）。 －５—５℃冻融初期（３ 次冻融循环）土壤 Ｆ ／ Ｂ 无显著变化，并在 ５
次冻融循环后达到最大值，随后降低；１５—３０ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 则在 ５ 次冻融循环作用后逐渐增加。 （见图 ４）
－５—５℃冻融循环结束后，０—１５ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 减少了 ９．３％，１５—３０ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 增加了 １．２６ 倍。 在－１０—
１０℃冻融作用下，０—１５ ｃｍ 与 １５—３０ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 变化幅度相对较小，冻融结束后分别减少了 １１．４％和

１．９％。
－５—５℃冻融作用下，０—１５ ｃｍ 土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－表现为先降低后增加的变化趋势，１５—３０ ｃｍ 土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－在冻

融初期无显著变化，５ 次冻融循环后显著降低；０—１５ ｃｍ 增加了 １８．２％，而 １５—３０ ｃｍ 土壤减少了 ７３．４％。
－１０—１０℃冻融作用下，０—１５ ｃｍ 和 １５—３０ ｃｍ 土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－分别增加了 ２４．４％和 １７．２％。
２．３　 土壤微生物磷脂脂肪酸与土壤活性有机碳氮组分的关系

土壤各类型磷脂脂肪酸含量与土壤微生物碳、氮及可溶性有机碳、氮的相关分析结果显示，土壤 ＭＢＮ 含

量与土壤总 ＰＬＦＡｓ、Ｇ＋、Ｇ－、细菌、真菌、放线菌 ＰＬＦＡｓ 含量呈显著正相关关系（Ｐ＜０．０１），而与土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－呈显
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图 ３　 －５—５℃和－１０—１０℃处理下不同冻融次数土壤革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌磷脂脂肪酸含量变化

Ｆｉｇ．３　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒａｍ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｉｎ －５—５℃ ａｎｄ

－１０—１０℃

著负相关（Ｐ＜０．０５）。 土壤 ＭＢＣ 含量与土壤 Ｇ＋含量呈显著正相关，而与放线菌含量呈显著负相关关系（Ｐ＜
０．０１）。 土壤总 ＰＬＦＡｓ、Ｇ＋、Ｇ－、细菌、真菌、放线菌 ＰＬＦＡｓ 含量与土壤 ＤＯＣ 呈显著负相关关系，但与土壤 ＤＯＮ
含量无显著相关关系（表 ３）。

表 ３　 微生物群落和碳氮组分之间的相关性

Ｔａｂｌｅ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

微生物量碳 ＭＢＣ
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ

ｃａｒｂｏｎ

微生物量氮 ＭＢＮ
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

可溶性有机碳 ＤＯＣ
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ

ｃａｒｂｏｎ

可溶性有机氮 ＤＯＮ
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

总磷脂脂肪酸总 ＰＬＦＡｓ
Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

－０．１６ ０．６６∗∗ －０．３７∗ －０．１７

革兰氏阳性菌 Ｇ＋ Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ０．７８∗∗ ０．５３∗∗ －０．３１∗ －０．１５

革兰氏阴性菌 Ｇ－ Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ０．０５ ０．６９∗∗ －０．３８∗∗ －０．１６

细菌 Ｂ Ｂａｃｔｅｒｉａ ０．０６ ０．６３∗∗ －０．３６∗ －０．１６

真菌 Ｆ Ｆｕｎｇｉ ０．０６ ０．６９∗∗ －０．３７∗∗ －０．１４

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ －０．３７∗∗ ０．６０∗∗ －０．３１∗ －０．１９

革兰氏阳性菌 ／ 革兰氏阴性菌 Ｇ＋ ／ Ｇ－ ０．１０ －０．３１∗ ０．２４ ０．１８

真菌 ／ 细菌 Ｆ ／ Ｂ －０．１３ ０．００ －０．０２ －０．０９
　 　 ∗表示在 ０．０５ 水平显著相关，∗∗表示在 ０．０１ 水平显著相关

３　 讨论

３．１　 冻融作用对土壤微生物碳、氮的影响

冻融作用对土壤 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 含量的影响在不同生态系统和不同土层之间存在差异。 本研究中，两种不

同冻融强度下泥炭沼泽土壤 ＭＢＣ 含量在 １５ 次冻融结束后均较冻融前显著增加，与李龙对长白山森林土壤的
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图 ４　 －５—５℃和－１０—１０℃处理下不同冻融次数土壤真菌 ／细菌和革兰氏阳性菌 ／革兰氏阴性菌含量变化

Ｆｉｇ．４　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｎｇｉ ／ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｇｒａｍ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ／ ｇｒａｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｉｎ －５—５℃

ａｎｄ －１０—１０℃

研究结果一致［３９］。 随着冻融次数的增加，土壤 ＭＢＣ 含量变化趋势是先增加后降低，这与任伊滨对小兴安岭

湿地研究结果相同［１５］。 通过 ＰＬＦＡ 数据也可以看出，在短期冻融时间内微生物对冻融作用的响应不敏感，微
生物数量基本保持稳定，说明微生物在此阶段受冻融作用的影响较小，活性较强。 冻融作用将土壤中的大团

聚体打碎成小团聚体，这一过程中土壤有机质得以释放，此时微生物利用周围环境中积累的有机物，使得土壤

ＭＢＣ 在短期冻融时间内含量逐渐上升。 随冻融次数的增加，在 ５ 次冻融作用结束后，微生物群落数量减少，
但 ＭＢＣ 含量仍然增加说明虽然有部分微生物死亡，但死亡的微生物释放出的有机质为存活微生物提供了营

养物质［１９—２０］。 然而，土壤 ＭＢＣ 含量的增加并不是无限制的，在－１０—１０℃冻融作用下，７ 次冻融循环 ＭＢＣ 含

量达到了最大值，随后降低，这与在森林生态系统的研究结果相同［４０—４１］。 土壤 ＭＢＣ 降低的原因可能是随时

间增加死亡细胞的有机质及团聚体破碎后的有机质不足以维持存活细胞的生命活动，经过 ７ 次大幅度的冻融

循环后，得不到营养供给的部分细胞死亡。 研究结果与预想的 ＭＢＣ 含量受冻融作用影响会降低正好相反，原
因可能是微生物对冻融环境的适应性较强，主要因为采样时间及采样点的气候条件存在差异。 本研究研究区

属季节性冻土区，土壤样品为 ２０１９ 年 １ 月底采集，采样时土壤平均温度为－７．３℃，土壤经过冬季的冻结作用，
不能适应低温的土壤微生物大部分死亡，耐低温的土壤微生物在秋季冻融后微生物抗寒性较强可以生存［４２］。
这也可以解释为什么 ＭＢＣ 含量在－５—５℃一直增加，在－１０—１０℃的 ７ 次冻融作用后下降。 －１０—１０℃冻融

作用下对 ＭＢＣ 含量的变幅的影响也大于－５—５℃，因为温度变化幅度增大，死亡微生物细胞释放出的有机质

对存活微生物的刺激作用也就越强，ＭＢＣ 含量变幅较大。 徐俊俊对青藏高原高寒草甸土壤的研究发现冻融

作用使 ＭＢＮ 含量先降低后增加［１４］，而本研究中的两种冻融模式下，１５ 次冻融作用后，与冻融作用前相比土

壤 ＭＢＮ 含量降低。 ０—１５ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 变化趋势为先增加后降低，可能是因为冻融交替过程使土壤中的有

机质释放出来，激发部分酶的活性，促进微生物对氮的固持作用，使土壤中微生物量氮含量有所增加［４３—４４］。
１５—３０ ｃｍ 土壤 ＭＢＮ 含量变化为先降低后增加，这是因为野外环境中深层土壤受冻融交替的影响小，在培养

实验中更易受冻融作用影响而死亡。 １５ 次冻融结束后 ＭＢＮ 含量均显著降低（ －５—５℃，０—１５ ｃｍ 土壤除
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外），这可能是氮在土壤中不稳定极易发生矿化作用，冻融循环有利于土壤矿质氮的增加［１９］，且长期的冻融循

环不利于微生物对无机氮的固持［４５］。
３．２　 冻融作用对土壤微生物磷脂脂肪酸的影响

两种冻融模式下，各类型微生物 ＰＬＦＡｓ 含量均显著降低。 不同幅度的冻融作用对微生物群落结构及数

量的影响不同。 研究表明大幅度冻融作用可显著降低微生物数量，促进更多的可溶性有机碳的释放［４６］，而相

对较小幅度的冻融作用可以杀死更少的土壤微生物［４７—４８］，本研究中，－５—５℃ 冻融作用下，各土壤微生物

ＰＬＦＡｓ 含量变幅大于－１０—１０℃的冻融作用（放线菌除外），这与本研究中土壤 ＤＯＣ 含量经 １５ 次冻融循环显

著增加（表 ４）的研究结果相一致。 土壤营养物质供应不足使微生物难以维持自身代谢和存活［４９］，－５—５℃冻

融循环后期营养物质供应低于－１０—１０℃，这可以从土壤 ＭＢＣ 含量变幅进一步证明。 冻融作用对不同土层

的土壤微生物 ＰＬＦＡｓ 含量的影响也存在差异。 由于泥炭沼泽表层土壤在野外条件下受冻融作用的影响更为

频繁，土壤微生物产生适应性，对室内冻融交替作用并不敏感。 因此，两种冻融作用下，土壤微生物 ＰＬＦＡｓ 含

量的变化幅度表现为 ０—１５ ｃｍ＜１５—３０ ｃｍ。

表 ４　 －５—５℃和－１０—１０℃处理下不同冻融次数土壤可溶性有机碳、氮含量变化

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｉｎ － ５—５℃ ａｎｄ

－１０—１０℃

冻融幅度
Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ

ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ／ ℃

变量
Ｖａｒｉａｂｌｅ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

土层
Ｓｏｉｌ

ｌａｙｅｒ ／ ｃｍ

冻融次数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ

０ １ ３ ５ ７ １ ５

－５—５ ＤＯＣ ０－１５ １７８．１７±２０．８８ ２０９．０６±３３．９１ １３３．４８±１６．０５ １２７．７１±８．５１ ２２７．７８±５．９２ ２１９．７５±５．２３

１５－３０ ２１７．６±２９．６８ ２６６．１１±１０．５１ ２２４．３±１１．１７ １７３．２８±０．２０ １８０．５３±１３．１８ ４３０．０４±８２．１

ＤＯＮ ０－１５ ２０．７８±３．１ ２７．４８±１２．１４ １６．５６±２．１３ １３．６３４±１．５５ ３８．９８±８．４１ ２８．５７±６．１７

１５－３０ ２７．１７±１．６８ ４０．７６±１．９６ １４．５７±０．１ １４．６±１．２４ ３１．９９±９．３４ ２９．３±３．９１
－１０—１０ ＤＯＣ ０－１５ １７８．１７±３．１ １８０．５２±３．４３ ２９３．８±６．１７ ２４５．０４±７．９０ １９５．３±０．９９ １１０．３６±８．１９

１５－３０ ２１７．６±２９．６８ ２３０．６１±１２．６８ ５１９．１０±１０．５３ ４１８．０７±５．９９ ３３１．３３±２．９４ ２３４．８２±６０．２５

ＤＯＮ ０－１５ ２０．７７±３．１ １０．１９±３．４３ ３９．９６±６．１７ ３４．７３±７．９０ ２６．９±０．９９ ２９．７２±９．３５

１５－３０ ２７．１７±１．６８ ２７．９４±１２．６８ ８３．６２±１０．５３ ４５．４５±５．９９ ３９．５１±２．９４ １９．８８±２．９４

　 　 ＤＯＣ：可溶性有机碳 ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＤＯＮ：可溶性有机氮 ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

本研究中，－５—５℃，０—１５ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 先增加后降低，而 １５—３０ ｃｍ 土壤 Ｆ ／ Ｂ 在冻融结束后显著增加，
表明冻融作用显著改变了土壤微生物群落结构。 细菌和真菌在环境中有着不同生长策略以及生态位，因此他

们对冻融交替作用的响应可能不同［５０］。 冻融期土壤水分相对缺乏限制了细菌生长，而真菌菌丝体能利用土

壤周围吸附的未动水以保持自身生理代谢活性，对于恶劣环境的适应能力及在物质和能量的积累效率方面，
真菌明显优于细菌［５１］。 有研究发现冻融交替后的微生物群落优势种从细菌逐渐转向真菌［５２］。 相对于细菌，
真菌对低温的抗性更强，随着冻融交替作用的进行，土壤 Ｆ ／ Ｂ 呈增加趋势［５３］，这与本文研究结果一致。 真菌

比细菌的碳存储能力高，土壤 Ｆ ／ Ｂ 比的增加表明随着冻融交替的进行，土壤有机质的分解过程可能会减

缓［５４］。 本研究中－１０—１０℃冻融作用增加了土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－比。 土壤 Ｇ＋对环境胁迫的适应力相对较强［５５］，能够

更好地适应冻融交替环境，成为优势群落。 然而，－５—５℃冻融作用下 １５—３０ ｃｍ 土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－比在冻融后期下

降，其原因有待进一步解释。
微生物群落结构主要受土壤物理性质（水分和导电率）和化学性质（ｐＨ 和土壤溶解有机碳）的影响［５０］。

土壤 ＭＢＮ 含量与土壤微生物群落呈显著正相关关系，可以通过 ＭＢＮ 含量与微生物细胞壁组成成分氨基糖呈

负相关进一步证实［４４］。 冻融作用通过破坏微生物细胞壁降低微生物数量使土壤氮素释放，氮素的释放又加

剧了氮的矿化作用，微生物量氮与微生物群落的数量随之降低。 Ｒｅｎ 等人［４２］ 通过冗余分析发现微生物群落

与 ＤＯＣ 之间存在着显著相关性。 秋季冻融可能通过土壤微生物的分解促进 ＤＯＣ 的释放，这与 Ｈａｅｉ 等人［３］

研究一致，研究表明土壤细菌生长速率与 ＤＯＣ 含量呈负相关。 本研究发现真菌、细菌、放线菌与 ＤＯＣ 呈显著
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负相关。 这可能是冻融交替导致一部分微生物死亡并分解，从而释放出一些小分子有机质，增加了土壤 ＤＯＣ
含量。

４　 结论

（１）１５ 次冻融交替作用后，两种冻融幅度下土壤微生物碳（ＭＢＣ）含量均显著增加；而土壤微生物量氮

（ＭＢＮ）含量、各类型微生物磷脂脂肪酸含量均显著降低。 冻融作用增加了土壤 Ｆ ／ Ｂ 比值。
（２）根据 １５ 次冻融结束后结果，不同冻融模式对土壤磷脂脂肪酸含量的影响表现为－５—５℃ ＞－１０—

１０℃，而对土壤 ＭＢＣ 的影响则表现为－１０—１０℃ ＞－５—５℃。 两种冻融模式对不同土层微生物量碳与大部分

微生物磷脂脂肪酸的影响均表现为 １５—３０ ｃｍ＞０—１５ ｃｍ。
（３）多种微生物磷脂脂肪酸含量与 ＭＢＮ 含量呈正相关关系，与 ＤＯＣ 含量呈负相关关系，表明冻融作用

下，土壤微生物的死亡增加了土壤可溶性有机碳的含量。
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