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春季休牧对东祁连山高寒草甸土壤胞外酶活性和微生
物代谢限制的影响

肖　 红，景媛媛，徐长林，鱼小军∗

甘肃农业大学草业学院 ／ 草业生态系统教育部重点实验室， 兰州　 ７３００７０

摘要：精准休牧期的确定对于高寒草甸冷季牧场可持续利用和科学管理具有重要意义。 土壤胞外酶活性及微生物代谢限制是

评价土壤质量的重要参数，但其对东祁连山高寒草甸春季不同时期休牧的响应规律尚不清楚。 以当地传统休牧期为对照

（ＣＫ），设置了土壤解冻临界期（ＳＴ１）、土壤解冻后期（ＳＴ２）、牧草返青初期（ＲＧ１）和牧草返青后期（ＲＧ２）开始休牧处理。 分别

在传统休牧时间开始时（２０２２ 年 ６ 月 １ 日）和牧草生长旺季（２０２２ 年 ７ 月 ２８ 日）测定了土壤理化指标和碳（Ｃ）、氮（Ｎ）和磷（Ｐ）
获得酶活性，使用土壤酶化学计量比评估了微生物的代谢限制。 结果表明，与 ＣＫ 相比，土壤解冻期休牧（ＳＴ１ 和 ＳＴ２）可显著抑

制 ６ 月份和 ７ 月份土壤 Ｃ 获得酶活性（β⁃１，４⁃葡糖苷酶和纤维素二糖水解酶）、Ｎ 获得酶（β⁃１，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶和亮氨

酸氨基肽酶）和 Ｐ 获得酶（酸性磷酸酶）活性，显著降低土壤酶 Ｃ∶Ｐ 比和酶 Ｎ∶Ｐ 比。 矢量分析结果表明，与 ＣＫ 相比，土壤解冻

期休牧缓解了微生物 Ｃ 和 Ｎ 限制。 Ｍａｎｔｅｌ 检验和随机森林分析结果表明，土壤温度、土壤渗水速率和可利用氮含量可能是春

季不同时期休牧处理影响微生物 Ｃ 和 Ｎ 限制的主要因子。 研究结果为东祁连山高寒草甸冷季牧场精准休牧期的确定提供了

数据支持。
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土壤微生物分泌胞外酶来催化有机质的降解、转化和矿化，为自身提供可利用的养分［１—２］。 目前，研究最

为广泛的土壤胞外酶主要有与碳（Ｃ）循环相关的 β⁃ １，４⁃葡糖苷酶（β⁃ １，４⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＢＧ）、纤维素二糖水解

酶（ β⁃Ｄ⁃ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｉｄａｓｅ， ＣＢＨ ）， 与 氮 （ Ｎ ） 循 环 相 关 的 β⁃ １， ４⁃Ｎ⁃乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶 （ β⁃ １， ４⁃Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡＧ）、亮氨酸氨基肽酶（Ｌ⁃ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＬＡＰ）和与磷（Ｐ）循环相关的酸性磷

酸酶（Ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＰ） ［３—５］，这五种胞外酶常被用于评价土壤微生物 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得能力的强弱［６］。 然而，
单种胞外酶活性的分析不能全面评估土壤微生物群落整体行为或营养状况，所以通常会用酶化学计量比来揭

示微生物的代谢需求［７—８］。 Ｍｏｏｒｈｅａｄ 等［７—８］通过计算土壤酶化学计量比的矢量长度和矢量角度来量化土壤

微生物能量（Ｃ）和养分（Ｎ 或 Ｐ）的相对限制。 此后，该方法被广泛应用于评估不同生态系统土壤微生物代谢

限制状况，但在不同区域尺度下表现出不一致性，其主要与特定生态系统植被类型和土壤环境因子密切

相关［９—１０］。
放牧是草地管理的重要措施。 近年来，土壤生物学指标（如土壤微生物生物量和胞外酶活性）逐渐成为

表征不同放牧强度及管理方式对草地生态系统土壤质量影响的重要参数［１１—１２］。 有研究表明，土壤胞外酶活

性对放牧的响应比土壤理化特性更为敏感［１２］，因此，建立基于土壤生物学指标的评价体系对于阐明不同放牧

强度对草地生态系统土壤质量的影响具有重要意义。 放牧主要通过家畜的采食、践踏和粪尿返还直接或间接

地改变土壤环境条件，从而影响土壤 Ｃ、Ｎ 和 Ｐ 的有效性［１３］。 有研究得出，放牧强度的增加，显著降低了内蒙

古荒漠草原土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性［１４］。 Ｚｈａｏ 等［１５］ 的研究得出，长期轻度放牧显著降低了内蒙古典型草原

土壤 Ｃ 获得酶 ＢＧ 活性，但显著增加了 Ｎ 和 Ｐ 获得酶活性，而潘森等［１６］在青藏高原高寒草原的研究发现，与
对照相比，轻度放牧对土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性均无显著影响，而中度放牧显著降低了土壤 Ｎ 和 Ｐ 获得酶活

性。 造成这些结果不一致的原因可能与生态系统类型、放牧强度以及放牧引起的植被斑块分布和土壤资源异

质性等因素有关。
高寒草甸是青藏高原面积最大的草地类型，约占青藏高原可利用草地面积的 ３５％，是高原畜牧业生产的

主要基地之一［１７］。 由于海拔高、气候寒冷、放牧时间长及枯草期长等原因，导致该区草地退化主要发生在冷

季牧场［１８—１９］。 然而青藏高原高寒草甸冷季牧场休牧时期多集中于牧草返青期，忽略了早春土壤解冻后放牧

家畜对草地的践踏和剥离。 因此，精准休牧期的确定对于高寒草甸冷季牧场可持续利用和科学管理具有重要

意义。 前人研究表明，土壤解冻期休牧可提高祁连山高寒草甸土壤有效养分含量、土壤细菌多样性和植物群

落生产力［２０—２１］。 然而，祁连山高寒草甸土壤微生物代谢限制对春季不同休牧时期的响应规律尚不清楚。
基于此，本研究依据土壤解冻程度和牧草返青情况，对祁连山高寒草甸冷季牧场春季开始休牧的时间进

行精准划分，研究休牧时间变化对土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性和微生物代谢限制的影响规律，进一步探究不同休

牧时期下土壤微生物代谢限制的调控因子，其结果为揭示土壤微生物代谢限制对春季不同休牧时期的响应机

理奠定理论基础，为祁连山高寒草甸冷季牧场精准休牧期的确定提供理论参考。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４５ 卷　
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１　 材料与方法

１．１　 试验地概况

　 　 试验地设于青藏高原东缘、东祁连山高寒草甸（３７°４０′ Ｎ，１０２°３２′ Ｅ），行政区域属于甘肃省武威市天祝藏

族自治县抓喜秀龙乡。 该地区海拔为 ２９６０ ｍ，气候寒冷潮湿，空气稀薄，太阳辐射强，年均温－０．１ ℃，１ 月最

冷（均温－１８．３ ℃），７ 月最热（均温 １２．７ ℃），０ ℃以上年积温约 １３８０℃；年均降水量 ４１６ ｍｍ，多为地形雨，集
中于 ７—９ 月；年蒸发量 １５９２ ｍｍ。 仅有冷暖两季之分。 研究区属于高寒草甸冷季牧场，冬春放牧，夏季休牧。
该草地是以线叶嵩草（Ｋｏｂｒｅｓｉａ ｃａｐｉｌｌｉｆｏｌｉａ）建群的高寒草甸，土壤类型为亚高山草甸土，土层厚度 ８０—１２０ ｃｍ，
土壤 ｐＨ ７．２６—７．３８。
１．２　 试验设计

２０１８ 年在天祝高山草原生态系统试验站邻近牧户的天然草地上布置了春季不同休牧时期的试验平台。
按照当地天然草地土壤解冻深度和牧草返青情况，划分了 ５ 个不同的休牧起始时间：１）土壤解冻临界期休牧，
ＳＴ１（土壤表层开始解冻）；２）土壤解冻后期休牧，ＳＴ２（土壤解冻深度＞１０ ｃｍ），３）牧草返青初期休牧，ＲＧ１（地
上部分由枯黄色变绿，返青盖度为 ３０％—４０％）；４）牧草返青后期休牧，ＲＧ２（建群种高度达约 ２ ｃｍ，返青盖度

达 ８０％）；５）传统休牧，ＣＫ（优势牧草高 ５ ｃｍ）。
通过观测发现研究区在 ３ 月 １８ 日左右土壤开始解冻，４ 月 １ 日左右土壤解冻深度大于 １０ ｃｍ，４ 月 ５ 日左

右牧草开始返青，５ 月 １ 日左右牧草返青高度达 ２ ｃｍ 左右，５ 月 ２０ 日左右优势牧草高度达到 ５ ｃｍ 左右。 以

观测时间为基础，确定放牧时长（表 １）。 根据试验点牧民的草场地形及实际情况，设置放牧家畜组合形式：
１ 头成年牦牛＋１ 只成年藏羊为 １ 个放牧组合单位，每小区放牧 ４ 个（牦牛＋藏羊）组合单位，传统休牧小区为

１６ 个（牦牛＋藏羊）。 以草地利用率为 ８０％进行样地面积计算（表 １），放牧试验小区使用围栏围封，之后每年

３ 月 １ 日开始放牧家畜，并在设定的始休期开始休牧。 由于年际气候变化影响，草地产草量每年都具有差异

性，试验小区在围封之后面积固定，放牧试验则根据草地实际草量情况及土壤解冻情况增减家畜放牧组合单

位，草地利用率为 ８０％时开始休牧。

表 １　 试验设计和样地条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｐｌｏｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

始牧期
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ
ｏｆ ｇｒａｚｉｎｇ

始休期
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ

样地条件
Ｐｌｏｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

日期
Ｄａｔｅ

放牧天数
Ｇｒａｚｉｎｇ ｔｉｍｅ ／ ｄ

放牧家畜头数
Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ｎｕｍｂｅｒ

样地面积

Ｐｌｏｔ ａｒｅａ ／ ｍ２

ＳＴ１ ３ 月 １ 日 土壤解冻临界期 ３ 月 １８ 日 １８ ４ 头牦牛＋４ 只藏羊 １８８１

ＳＴ２ ３ 月 １ 日 土壤解冻后期 ４ 月 １ 日 ３２ ４ 头牦牛＋４ 只藏羊 ３３４４

ＲＧ１ ３ 月 １ 日 牧草返青初期 ４ 月 １５ 日 ４６ ４ 头牦牛＋４ 只藏羊 ４８０７

ＲＧ２ ３ 月 １ 日 牧草返青后期 ５ 月 １ 日 ６２ ４ 头牦牛＋４ 只藏羊 ６４７８

ＣＫ ３ 月 １ 日 当地传统休牧 ５ 月 ２０ 日 ８１ １６ 头牦牛＋１６ 只藏羊 ３３８５５

　 　 ＳＴ１：土壤解冻临界期 Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｔｈａｗ；ＳＴ２：土壤解冻后期 Ｓｏｉｌ ｔｈａｗｉｎｇ ｄｅｐｔｈ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｃｍ；ＲＧ１：牧草返青初期 Ｒｅ－ｇｒｅｅｎｉｎｇ

ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒｅａｃｈｅｄ ３０％—４０％；ＲＧ２：牧草返青后期 Ｒｅ－ｇｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒｅａｃｈｅｄ ８０％；ＣＫ：对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ

１．３　 土壤样品采集

土壤取样于休牧试验的第 ５ 年进行，在传统休牧时间开始时（２０２２ 年 ６ 月 １ 日）和牧草生长旺季（２０２２ 年

７ 月 ２８ 日）取样两次。 每次取样时，在各休牧处理小区中用直径 ３．５ ｃｍ 的土钻随机取 ６ 钻 ０—１０ ｃｍ 土样，混
合成 １ 个土壤样品，然后过 ２ ｍｍ 筛取出根系和杂物，将过筛后的混合土样分成三份，一份放置于 ４ ℃冰箱低

温保存，测定土壤含水量和土壤无机氮（铵态氮和硝态氮）含量，另一份于－２０ ℃冰箱储存用于土壤可溶性有

机碳含量和土壤酶活性的测定，剩余的土壤自然风干后测定土壤化学性质。

３　 １７ 期 　 　 　 肖红　 等：春季休牧对东祁连山高寒草甸土壤胞外酶活性和微生物代谢限制的影响 　
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１．４　 土壤理化指标测定

使用土壤温湿度仪（ＴＤＲ３５０， Ｓｐｅｃｔｒｕｍ， ＵＳＡ）测得土壤温度（Ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ＳＴ）；土壤含水量（ Ｓｏｉｌ
ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＳＷＣ）采用烘干法测定；采用环刀法测得土壤容重（Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＢＤ）；土壤渗水速率（Ｓｏｉｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＩＲ）以平均渗透速率（ｍｍ ／ ｍｉｎ）表示，为达到稳渗时的渗透总量（ｍｍ） ／达到稳渗时的时间

（ｍｉｎ）。
土壤有机碳（Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ＳＯＣ）采用重铬酸钾氧化－外加热法测定；土壤可溶性有机碳（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ＤＯＣ） 用总有机碳分析仪测定 （ＭｕｌｔｉＮ ／ Ｃ２１００， Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ， Ｇｅｒｍａｎｙ）；土壤全氮 （ Ｔｏｔａｌ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＴＮ）用元素分析仪（Ｖａｒｉｏ ＭＡＸ ＣＮ； Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ， Ｈａｎａｕ， Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。 土壤无机氮（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃

Ｎ）含量采用 ＡＡ３ 流动分析仪 （ ＡｕｔｏＡｎａｌｙｓｅｒ ３； Ｓｅａｌ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ， Ｎｏｒｄｅｒｓｔｅｄｔ， Ｇｅｒｍａｎｙ）；土壤全磷 （ Ｔｏｔａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ＴＰ）和速效磷（Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ）采用钼锑抗比色法测定［２２］。
１．５　 土壤酶活性测定

用荧光光度法来测定 ＢＧ、ＣＢＨ、ＮＡＧ、ＬＡＰ 和 ＡＰ 的潜在活力［８］。 称取 ２．７５ ｇ 待测土壤样品，转移至

１５０ ｍＬ的三角瓶中，加入 ９１ ｍＬ 醋酸缓冲液（０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ，用醋酸和 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 同土壤 ｐＨ 值），置于 ２００ ｒ ／
ｍｉｎ 摇床振荡 ３０ ｍｉｎ，接种 ２５０ μＬ 不同的荧光标记底物（表 ２）到深孔板中，吸取 ８００ μＬ 土壤悬液到 ９６ 孔深

孔板中，２５ ℃培养箱中暗培养 ４ ｈ，在酶标仪上进行读数（激发光波长 ３６５ ｎｍ，放射光波长 ４５０ ｎｍ）。 ＢＧ、
ＣＢＨ、ＮＡＧ、ＬＡＰ 和 ＡＰ 的荧光读数根据 ４⁃甲基伞形酮（４－Ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｅ，ＭＵＢ）标准曲线换算成 ＭＵＢ 的

浓度，通过土壤干重和反应时间计算酶的活性，单位为 μｍｏｌ ｈ－１ ｇ－１。

表 ２　 土壤胞外酶及其荧光标记底物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

酶的名称
Ｅｎｚｙｍｅ ｎａｍｅ

反应底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

酶的名称
Ｅｎｚｙｍｅ ｎａｍｅ

反应底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ＢＧ ４⁃甲基伞形酮酰⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 ＬＡＰ Ｌ⁃亮氨酰 ７⁃氨基⁃ ４⁃甲基香豆素盐酸盐

ＣＢＨ ４⁃甲基伞形酮⁃Β⁃Ｄ⁃纤维素二糖苷 ＡＰ ４⁃甲基伞形酮磷酸酯

ＮＡＧ ４⁃甲基香豆素⁃ ２⁃乙酰氨基⁃ ２⁃脱氧⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷

　 　 ＢＧ：β⁃ １，４⁃葡糖苷酶 β⁃ １，４⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ； ＣＢＨ：纤维素二糖水解酶 β⁃Ｄ⁃ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｉｄａｓｅ；ＮＡＧ：β⁃ １，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶 β⁃ １， ４⁃Ｎ⁃

ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ；ＬＡＰ：亮氨酸氨基肽酶 Ｌ⁃ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＡＰ：酸性磷酸酶 Ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

１．６　 数据分析

酶 Ｃ∶Ｎ＝ ｌｎ（ＢＧ＋ＣＢＨ） ／ ｌｎ（ＮＡＧ＋ＬＡＧ）
酶 Ｃ∶Ｐ ＝ ｌｎ（ＢＧ＋ＣＢＨ） ／ ｌｎＡＰ
酶 Ｎ∶Ｐ ＝ ｌｎ（ＮＡＧ＋ＬＡＧ） ／ ｌｎＡＰ

采用矢量分析表征微生物的代谢限制［８］。 向量长度（Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ）表示微生物 Ｃ 限制，Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ 越

大，表示微生物受到 Ｃ 限制的程度越大，向量角度（Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ）表示微生物 Ｎ 或 Ｐ 限制，当 Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ 大于

４５°时，表示微生物受到 Ｐ 限制，且角度越大，Ｐ 限制程度越大；当 Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ 小于 ４５°时，表示微生物受到 Ｎ
限制，且角度越小，Ｎ 限制程度越大。 Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ 和 Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ 通过以下公式计算：

Ｘ＝ ｌｎ（ＢＧ＋ＣＢＨ） ／ ｌｎ ＢＧ＋ＣＢＨ＋ＡＰ( )

Ｙ＝ ｌｎ（ＢＧ＋ＣＢＨ） ／ ｌｎ ＢＧ＋ＣＢＨ＋ＮＡＧ＋ＬＡＰ( )

Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ ＝ 　
Ｘ２＋Ｙ２

Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ °( ) ＝Ｄｅｇｒｅｅｓ ＡＴＡＮ２ Ｘ， Ｙ[ ]{ }

两因素方差分析检验不同休牧时期处理，取样时间及其交互作用对土壤理化指标、酶活性及其化学计量

比、微生物代谢限制的影响。 采用 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较（Ｐ＜０．０５）检验不同休牧时期处理间的差异，方差分析均

使用 ＳＰＳＳ ２２．０ 进行。 为了分析土壤理化性质与微生物代谢限制之间的关联，使用 Ｒ ４．２．２ 中的“ｌｉｎｋＥＴ”包进

行了 Ｍａｎｔｅｌ 检验。 进一步分析土壤理化指标对土壤微生物代谢限制的相对重要性，使用 Ｒ ４． ２． ２ 中的

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４５ 卷　
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“ｒａｎｄｏｍＦｏｒｅｓｔ”包进行了随机森林分析。 数据作图采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ８．０．１ 进行。

２　 结果与分析

２．１　 不同休牧时期对土壤理化性质的影响

不同休牧时期处理对 ＳＴ、ＳＷＣ、ＩＲ、ＴＰ、ＳＯＣ、ＤＯＣ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 ＴＰ 的影响显著（表 ３，Ｐ＜０．０５）。

当休牧时间从土壤解冻临界期（ＳＴ１）推迟到传统休牧期（ＣＫ）时，ＳＴ 和 ＩＲ 呈上升趋势，而 ＳＷＣ 呈下降趋势

（表 ４，Ｐ＜０．０５）。 与传统休牧期（ＣＫ）相比，早春休牧处理，特别是 ＳＴ１，显著增加了 ＳＯＣ 含量，但显著降低了

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量（Ｐ＜０．０５）。 土壤 ＤＯＣ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量受取样时间的影响显著（表 ３，Ｐ＜０．０５），早春休牧处理（ＳＴ１

和 ＳＴ２）显著减少了 ６ 月份土壤 ＤＯＣ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量，而 ７ 月份 ＤＯＣ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量分别在 ＳＴ１ 和 ＳＴ２ 处理下

表现出最高值。 土壤 ＢＤ、ＴＮ 和 Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ 含量在各处理间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表 ３　 两因素方差分析不同休牧时期、取样时间及其交互作用对土壤理化指标的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ， ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ （ Ｒ × Ｄ） ｏｎ ｓｏｉｌ

ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

休牧时期
Ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ

取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

休牧时期×取样时间
Ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ×Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

ＳＴ １０１．２６ ∗∗∗ ３３．２５ ∗∗∗ ９．７３ ∗∗∗
ＳＷＣ ２．７９ ∗ ３．８８ ０．０６ １．７８ ０．１５
ＢＤ １．５２ ０．２１ ３２．５３ ∗∗∗ ３．４６ ∗
ＩＲ ２６．３８ ∗∗∗ １１．０４ ∗∗ ０．４１ ０．７９
ＳＯＣ ４６．１９ ∗∗∗ ３１１．９９ ∗∗∗ ６．２６ ∗∗∗
ＤＯＣ ７．６４ ∗∗∗ ４．０１ ∗ ６．３６ ∗∗∗
ＴＮ ２．７１ ∗ ０．０２ ０．８９ ０．２１ ０．９３
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ １９．９３ ∗∗∗ ３５３．０９ ∗∗∗ ２６．３２ ∗∗∗
ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ２．５４ ∗ ６７．１１ ∗∗∗ ５．９０ ∗∗∗
ＴＰ ３．２３ ∗ ０．０２ ０．９０ ０．２７ ０．８９
Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ ０．８９ ０．４７ ３０．９０ ∗∗∗ ３．４１ ∗

　 　 ＳＴ：土壤温度 ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＳＷＣ：土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＢＤ：土壤容重 Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ；ＩＲ：土壤渗水速率 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ；

ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＤＯＣ：可溶性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：土壤全氮 Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ：土壤铵态氮 Ｓｏｉｌ

ａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ＮＯ－
３ ⁃Ｎ：土壤硝态氮 Ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ＴＰ：土壤全磷 Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；∗表示 Ｐ＜０．０５；∗∗表示 Ｐ＜０．０１；∗∗∗表

示 Ｐ＜０．００１

表 ４　 不同休牧时期对土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｒｔ ｔｉｍｅｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

６ 月 Ｊｕｎｅ

ＳＴ１ ＳＴ２ ＲＧ１ ＲＧ２ ＣＫ

ＳＴ ／ ℃ ２０．８９±０．０２ｃ ２０．２６±０．０２ｄ ２０．８９±０．０３ｃ ２２．３２±０．０４ｂ ２２．８１±０．０３ａ

ＳＷＣ ／ ％ ２５．３０±０．３８ａｂ ２６．５０±１．２０ａ ２３．３９±０．７１ｂｃ ２３．６６±０．７２ｂ ２１．０７±０．８４ｃ

ＢＤ ／ （ｇ ／ ｃｍ３） ０．６４±０．０３ａ ０．６７±０．０２ａ ０．６９±０．０３ａ ０．６７±０．０１ａ ０．６４±０．０２ａ

ＩＲ ／ （ｍｍ ／ ｍｉｎ） ０．４４±０．０１ｂ ０．４５±０．０１ｂ ０．５１±０．０４ｂ ０．６２±０．０３ａ ０．６３±０．０５ａ

ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ９６．８４±０．８４ａ ８７．５７±０．７３ｂ ８８．８４±１．４７ｂ ８６．５４±０．５０ｂ ８６．１０±０．３２ｂ

ＤＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．４５±０．０４ｂ ０．４３±０．０５ｂ ０．５６±０．０６ａｂ ０．５１±０．０３ａｂ ０．６４±０．０４ａ

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ６．５５±０．２４ａ ６．８７±０．０７ａ ６．６３±０．１１ａ ６．３３±０．４５ａ ６．２４±０．２７ａ

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２２．０４±１．３２ｂ ３６．２９±２．０２ａ ２４．１５±１．３８ｂ ３４．６３±０．２８ａ ３４．４８±０．５６ａ

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ５．１６±０．３７ｃ ６．２３±０．２４ｂ ５．１４±０．２０ｃ ５．６０±０．１３ｂｃ ６．９２±０．０６ａ

ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．８５±０．０３ａ ０．８２±０．０２ａｂ ０．８０±０．０１ａｂ ０．７９±０．０２ｂｃ ０．７３±０．０２ｃ

Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２５．１８±２．１０ａ ２２．７６±１．７７ａ ２４．９１±１．１０ａ ２４．６１±２．１２ａ ２４．９１±１．０６ａ

５　 １７ 期 　 　 　 肖红　 等：春季休牧对东祁连山高寒草甸土壤胞外酶活性和微生物代谢限制的影响 　
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续表

指标
Ｉｎｄｅｘ

７ 月 Ｊｕｌｙ

ＳＴ１ ＳＴ２ ＲＧ１ ＲＧ２ ＣＫ

ＳＴ ／ ℃ ２１．３１±０．０８ｃ ２１．５０±０．２３ｂｃ ２１．４０±０．２９ｂｃ ２２．０８±０．２５ｂ ２２．９７±０．０２ａ

ＳＷＣ ／ ％ ２３．７６±０．３３ａ ２３．１９±０．３１ａｂ ２２．９９±０．２１ａｂ ２２．８７±０．２９ｂ ２２．６０±０．１７ｂ

ＢＤ ／ （ｇ ／ ｃｍ３） ０．７６±０．０２ａ ０．７５±０．０１ａ ０．６７±０．００ｂ ０．７６±０．０２ａ ０．７４±０．０２ａ

ＩＲ ／ （ｍｍ ／ ｍｉｎ） ０．５１±０．０１ｂ ０．４６±０．００ｂ ０．５６±０．０４ｂ ０．６８±０．０４ａ ０．７３±０．０４ａ

ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ８５．７０±０．７４ａ ７８．１８±０．６５ｃ ８０．０３±１．３３ｂｃ ７８．６７±０．４６ｃ ８２．００±０．３１ｂ

ＤＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．５６±０．０２ａ ０．３９±０．０１ｂ ０．４２±０．０２ｂ ０．５５±０．０２ｂ ０．５３±０．０２ａ

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ６．９８±０．２４ａ ６．５０±０．２１ａｂ ６．５０±０．１４ａｂ ６．２６±０．０９ｂ ６．３９±０．２７ａｂ

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １５．６３±０．２１ｂ １５．８６±０．３３ｂ ２１．０９±０．３０ａ １６．１２±０．６９ｂ ２０．９０±０．１３ａ

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ８．０２±０．７２ｂ １０．３１±０．５５ａ ８．５９±０．６５ａｂ ８．２３±０．７４ａｂ ６．９１±０．７１ｂ

ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．８６±０．０３ａ ０．８３±０．０１ａｂ ０．８３±０．０２ａｂ ０．７８±０．０２ｂｃ ０．７２±０．０２ｃ

Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２８．０４±１．９８ａ ３０．３３±２．２１ａ ２６．９５±０．４３ａ ２９．４２±１．６７ａ ２５．６２±０．２５ａ
　 　 表中不同小写字母表示同一取样时间下各处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 不同休牧时期对土壤胞外酶活性的影响

不同休牧时期、取样时间及其交互作用显著影响土壤胞外酶活性（表 ５，Ｐ＜０．０５）。 与传统休牧期（ＣＫ）相
比，ＳＴ１ 和 ＳＴ２ 处理显著抑制了 Ｃ 获得酶 ＢＧ 和 ＣＢＨ 的活性（图 １，Ｐ＜０．０５），６ 月和 ７ 月 ＲＧ１ 处理下 Ｃ 获得酶

ＢＧ 的活性显著低于 ＣＫ，而 ＲＧ２ 处理下 Ｃ 获得酶 ＣＢＨ 的活性显著低于 ＣＫ（Ｐ＜０．０５）。 随着休牧时期的推迟，
６ 月份 Ｎ 获得酶 ＮＡＧ 的活性呈显著增强趋势，而 ７ 月份呈先增强后减弱的趋势，在 ＲＧ２ 处理下表现出最大

值，６ 月份和 ７ 月份 Ｎ 获得酶 ＬＡＰ 的活性随着休牧时期的推迟均呈显著增强趋势，在 ＣＫ 处理下表现出最大

值（Ｐ＜０．０５）。 与传统休牧期（ＣＫ）相比，ＳＴ１ 和 ＳＴ２ 处理显著抑制了 Ｐ 获得酶 ＡＰ 的活性（Ｐ＜０．０５）。

表 ５　 两因素方差分析不同休牧时期、取样时间及其交互作用对土壤酶活性及其化学计量比、微生物代谢限制的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ， ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ａｎｄ ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙ， ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｅｘ

休牧时期
Ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ

取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

休牧时期×取样时间
Ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ×Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

ＢＧ ３８．８９ ∗∗∗ １５．８６ ∗∗∗ ４．０２ ∗∗

ＣＢＨ ４４．７７ ∗∗∗ ５２．７１ ∗∗∗ ３．９６ ∗∗

ＮＡＧ ５３．６８ ∗∗∗ ３９．４７ ∗∗∗ １５．９０ ∗∗∗

ＬＡＰ ５２．２９ ∗∗∗ ７．１５ ∗ ５．７３ ∗∗∗

ＡＰ １０．２０ ∗∗∗ ６４．０２ ∗∗∗ ２．５４ ∗

酶 Ｃ∶Ｎ ４．５６ ∗∗ ７．７３ ∗∗ ７．３５ ∗∗∗

酶 Ｃ∶Ｐ ３７．１８ ∗∗∗ ２．９３ ０．０９ ３．８４ ∗∗

酶 Ｎ∶Ｐ ３８．７２ ∗∗∗ ３．１４ ０．０８ １１．１０ ∗∗∗

向量长度 Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ １８．９０ ∗∗∗ ７．６８ ∗∗ ４．９４ ∗∗

向量角度 Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ ２６．８５ ∗∗∗ ４．１９ ∗ １２．０５ ∗∗∗

２．３　 不同休牧时期对土壤酶化学计量比和微生物代谢限制的影响

土壤酶 Ｃ∶Ｎ 比受取样时间的显著影响（表 ５，Ｐ＜０．０１），与传统休牧期（ＣＫ）相比，６ 月 ＲＧ２ 处理显著提高

土壤酶 Ｃ∶Ｎ 比（图 ２，Ｐ＜０．０５），而 ７ 月份不同休牧处理（ＳＴ１、ＳＴ２、ＲＧ１ 和 ＲＧ２）土壤酶 Ｃ∶Ｎ 比与 ＣＫ 均无显著

差异（Ｐ＞０．０５）。 土壤酶 Ｃ∶Ｐ 比和酶 Ｎ∶Ｐ 比不受取样时间的显著影响（表 ５，Ｐ＞０．０５），与 ＣＫ 相比，ＳＴ１、ＳＴ２ 和

ＲＧ１ 处理显著降低了土壤酶 Ｃ∶Ｐ 比和酶 Ｎ∶Ｐ 比（图 ２，Ｐ＜０．０５）。
采用矢量分析对不同休牧时期下不同月份土壤微生物 Ｃ 和养分（Ｎ ／ Ｐ）限制进行了评估（图 ３），可以得出

向量角度均小于 ４５°，说明该生态系统微生物受到 Ｎ 限制，微生物 Ｎ 限制的程度随向量角度的减小而增强。
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图 １　 不同休牧时期对土壤胞外酶活性的影响

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｒｔ ｔｉｍｅｓ

ＳＴ１：土壤解冻临界期 Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｔｈａｗ；ＳＴ２：土壤解冻后期 Ｓｏｉｌ ｔｈａｗｉｎｇ ｄｅｐｔｈ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｃｍ；ＲＧ１：牧草返青初期 Ｒｅ⁃ｇｒｅｅｎｉｎｇ

ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒｅａｃｈｅｄ ３０％—４０％；ＲＧ２：牧草返青后期 Ｒｅ⁃ｇｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒｅａｃｈｅｄ ８０％；ＣＫ：对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ；图中不同小写字母表示同一取样时间下

各处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

向量长度表征微生物 Ｃ 限制，与 ＣＫ 相比，ＳＴ１、ＳＴ２ 和 ＲＧ１ 处理显著降低了 ６ 和 ７ 月份的向量长度，说明春季

休牧期提前可缓解微生物 Ｃ 限制（Ｐ＜０．０５），与 ＣＫ 相比，ＳＴ１ 和 ＳＴ２ 处理显著增加了 ６ 和 ７ 月份的向量角度，
说明春季休牧期提前可缓解微生物 Ｎ 限制（Ｐ＜０．０５）。
２．４　 土壤理化指标与土壤胞外酶活性、微生物代谢限制间的关系

ＲＤＡ 分析结果显示，６ 月份和 ７ 月份土壤理化性质对土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性和化学计量比的解释度均

较高，分别为 ９２．８０％和 ８７．０６％（图 ４）。 其中，土壤物理性质 ＳＴ、ＩＲ 对 ６ 月份和 ７ 月份土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活

性和化学计量比变化的相对解释度均较高，７ 月份土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量对土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性和化学计量比

变化的相对解释度均较高。 相关性分析结果表明，ＳＴ 和 ＩＲ 与土壤 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获得酶活性、酶 Ｃ ∶Ｐ 比、酶 Ｎ∶Ｐ 比

显著正相关（图 ４，Ｐ＜０．０５），ＳＷＣ 与 ＢＧ、ＣＢＨ、ＬＡＰ 活性以及酶 Ｎ ∶Ｐ 比显著负相关（Ｐ＜０．０５）。 ６ 月份土壤

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＤＯＣ 含量与 ＣＢＨ、ＬＡＰ 活性和酶 Ｎ∶Ｐ 比显著正相关（Ｐ＜０．０５），而 ＳＯＣ 含量与其负相关。 ７ 月份土

壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量与 ＢＧ、ＣＢＨ、ＬＡＰ、ＡＰ 活性以及酶 Ｃ∶Ｎ 比和酶 Ｃ∶Ｐ 比显著正相关（Ｐ＜０．０５），而 Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ 含量与

ＢＧ、ＡＰ 活性以及酶 Ｃ∶Ｎ 比显著负相关（Ｐ＜０．０５）。
为探究不同取样时间下不同休牧时期对土壤理化性质与微生物代谢限制间关系的影响，对 ６ 和 ７ 月份土

壤理化性质与微生物代谢限制分别进行了 Ｍａｎｔｅｌ 检验（图 ５）。 结果表明，６ 月份向量长度与 ＳＴ、ＩＲ、ＴＮ 和

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量显著相关（Ｐ＜０．０１），向量角度与 ＳＴ、ＤＯＣ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量显著相关（Ｐ＜０．０５）；而 ７ 月份向量长度
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图 ２　 不同休牧时期对土壤酶化学计量比的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｏｎ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｒｔ ｔｉｍｅｓ

图 ３　 矢量分析不同休牧时期对土壤微生物代谢限制的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｖｅｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔ⁃ｇｒａｚｉｎｇ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｒｔ ｔｉｍｅｓ

向量长度（Ｖｅｃｔｏｒ ｌｅｎｇｔｈ）表示微生物 Ｃ 限制；向量角度（Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｇｌｅ）表示微生物 Ｎ 限制

与 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ 含量显著相关（Ｐ＜０．０５），向量角度与 ＳＷＣ、ＩＲ、ＴＰ 和 ＳＯＣ 含量显著相关（Ｐ＜０．０５）。 进

一步采用随机森林模型分析土壤理化指标对微生物代谢限制的相对贡献（图 ５），结果得出，６ 月份 ＳＴ 和 ＩＲ
对向量长度的相对贡献较大，而 ＳＴ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量对向量角度的相对贡献较大；而 ７ 月份 ＳＴ、ＩＲ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和

Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ 含量对向量长度的相对贡献较大，而 ＩＲ 和 ＳＯＣ 含量对向量角度的相对贡献较大。

３　 讨论

３．１　 土壤胞外酶活性对春季休牧的响应

土壤 ＢＧ 水解纤维二糖及其他短链 β⁃１，４⁃糖苷键寡糖，最终生成葡萄糖，而 ＣＢＨ 可从纤维素分子链的末

端切割纤维二糖，逐步降解纤维素［２］。 因此，ＢＧ 和 ＣＢＨ 活性通常可作为土壤微生物活性和有机质分解速率

的重要指标［２３］。 在碳循环旺盛的土壤中，ＢＧ 和 ＣＢＨ 的活性较高，有助于有机质的降解与养分的释放［２４］。
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图 ４　 土壤理化性质与土壤胞外酶活性之间的关系（彩图）

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ＳＴ：土壤温度 ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＳＷＣ：土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＢＤ：土壤容重 Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ；ＩＲ：土壤渗水速率 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ；

ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＤＯＣ：可溶性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：土壤全氮 Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ：土壤铵态氮 Ｓｏｉｌ

ａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ＮＯ－
３ ⁃Ｎ：土壤硝态氮 Ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； ＴＰ：土壤全磷 Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＢＧ： β⁃ １， ４⁃葡糖苷酶 β⁃ １， ４⁃

ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ；ＣＢＨ：纤维素二糖水解酶 β⁃Ｄ⁃ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｉｄａｓｅ；ＮＡＧ：β⁃１，４⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖苷酶 β⁃１，４⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ；ＬＡＰ：亮氨酸氨基

肽酶 Ｌ⁃ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＡＰ：酸性磷酸酶 Ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；∗表示 Ｐ＜０．０５；∗∗表示 Ｐ＜０．０１；∗∗∗表示 Ｐ＜０．００１

本研究表明，与传统休牧期相比，土壤解冻期休牧可显著降低土壤 ＢＧ 和 ＣＢＨ 活性。 推迟休牧时间意味着冷

季牧场在春季仍然受到放牧压力，导致植被生长受限，根系和地上生物量减少。 由于植物光合作用受限，碳输

入减少，植物向土壤中释放的根系分泌物（根系渗漏碳）减少，使得微生物更依赖于土壤有机质作为碳源，从
而增强 Ｃ 获取酶的活性，以促进 ＳＯＣ 分解、增加 ＤＯＣ 含量来满足土壤微生物对碳源的需求。 本研究中相关

性分析的结果也印证了这一点，６ 月份 ＳＯＣ 含量与 ＢＧ 和 ＣＢＨ 活性显著负相关，而 ＤＯＣ 含量与 ＣＢＨ 活性显

著正相关。
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　 　 与土壤 Ｃ 获得酶活性的变化趋势一致，春期休牧时期提前（ＳＴ１ 和 ＳＴ２）可显著降低土壤 Ｎ 和 Ｐ 获得酶活

性。 Ｌｉ 等［２５］在内蒙古荒漠草原的研究结果表明，长期的放牧可显著降低土壤 ＮＡＧ 和 ＬＡＰ 的活性，重度放牧

强度下可显著降低 ＡＰ 活性，而 Ｚｈａｏ 等［１５］在内蒙古典型草原上的放牧试验结果表明，轻度和中度放牧强度可

显著提高土壤 Ｎ 获得酶（ＮＡＧ＋ＬＡＰ）活性，重度放牧强度下无显著影响；ＡＰ 酶活性仅在轻度放牧下显著升

高，中度和重度放牧强度下与对照无显著差异。 因此，土壤 Ｎ 和 Ｐ 获得酶活性对放牧管理措施的响应可能在

不同草地类型存在差异。 土壤 Ｎ 和 Ｐ 获得酶活性的变化通常服从资源分配理论，即随着可利用养分含量的

增加，微生物会减少其获得酶的分泌［２６］。 然而，先前的研究表明，在微生物对可利用养分含量的响应尚未达

到阈值之前，土壤酶活性与可利用养分含量呈正相关［２７］。 与本研究结果一致，６ 月份土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量与 ＮＡＧ

和 ＬＡＰ 活性呈显著正相关。 ６ 月初为传统休牧期刚停止放牧的时期，与土壤解冻期休牧相比，延长放牧时间

后，牲畜的排泄物（粪尿）会为土壤微生物提供额外的有机物和无机养分，提高微生物活性，进而增强土壤 Ｎ
和 Ｐ 获得酶的分泌能力［２８—２９］。 此外，本研究发现 ７ 月份土壤 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量与 ＮＡＧ 活性呈显著负相关，Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ
含量与 ＡＰ 活性也呈显著负相关。 与土壤解冻期休牧相比，传统休牧期长时间的放牧会减少地上生物量，休
牧后会促进新一轮草本植物再生长，为了满足生长需求，地上草本植物吸收更多的可利用养分，而微生物则可

能通过增强 Ｎ 和 Ｐ 获得酶的合成和分泌，以提高土壤养分的可利用性，以满足自身代谢和草本植物生长的

需求。
３．２　 土壤酶化学计量比及微生物代谢限制对春季休牧的响应

本研究矢量分析结果发现，在所有处理中，矢量角度均小于 ４５°（图 ４），表明东祁连山高寒草甸冷季牧场

土壤微生物养分代谢主要受 Ｎ 限制，而非 Ｐ 限制。 基于全球 Ｍｅｔａ 分析表明，酶 Ｃ ∶Ｎ ∶Ｐ 的平均比值接近 １∶１∶
１［３０］，而本研究所有处理中微生物生物量酶 Ｃ∶Ｎ∶Ｐ 的比值约为 １∶１．１６∶１．０８，这说明 Ｎ 获取酶活性相对较高，进
一步表明土壤微生物养分需求相对受 Ｎ 限制。 这一结果与青藏高原冻土区以及全球尺度陆地生态系统的研

究结果一致［３１—３２］。 然而，也有研究表明，在中国的森林生态系统和黄土高原典型的干旱半干旱生态系统中，
土壤微生物主要受 Ｐ 限制［９，３３］。 与传统休牧期相比，土壤解冻期休牧的向量角度显著增加（微生物 Ｎ 限制降

低），同时向量长度（微生物 Ｃ 限制）也显著降低，这说明土壤解冻期休牧缓解了高寒草甸冷季牧场土壤微生

物的 Ｃ 和 Ｎ 限制。 前人关于放牧对草原土壤微生物 Ｃ 和养分相对限制的影响结果存在一定的差异。 例如，
Ｚｈａｎｇ 等［２８］研究结果发现，随着放牧强度的增加，缓解了典型草原土壤微生物的 Ｐ 限制，而荒漠草原重度放

牧强度下土壤微生物由 Ｐ 限制转为 Ｎ 限制，而荒漠草原和典型草原重度放牧强度下微生物 Ｃ 限制均显著增

加。 然而，Ｚｈａｏ 等［１５］研究结果表明，中度放牧可加剧内蒙古典型草原土壤微生物 Ｎ 限制，而轻度放牧使得微

生物由 Ｎ 限制转为 Ｐ 限制；轻度和重度放牧可加剧微生物 Ｃ 限制，而重度放牧缓解了微生物 Ｃ 限制。 这些试

验结果的差异可能主要是不同试验对放牧率的具体量化标准存在差异，其次，不同草地生态系统在植被类型

和土壤理化性质上也存在差异。
３．３　 土壤微生物碳、氮限制与土壤理化特性间的关系

土壤有效养分含量（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ）、ｐＨ 值和 ＳＷＣ 是影响陆地生态系统土壤微生物代谢限制

的主要因素［１０， １５］。 土壤有效养分是直接影响胞外酶分泌的因素，这与资源分配假说相一致，即土壤微生物根

据养分可利用性分泌相应的胞外酶。 因此，土壤有效养分含量及其化学计量比是影响微生物代谢限制的主导

因素［３４］。 Ｌｉ 等［３５］研究发现，土壤有效氮磷比是影响微生物 Ｃ 限制的主要因素，而土壤有效磷含量在改变微

生物 Ｐ 限制中起关键作用。 Ｂｉ 等［３６］试验结果表明，无论是在根际还是非根际土壤中，土壤有效养分对微生

物 Ｎ 限制的直接效应最为显著。 本研究 Ｍａｎｔｅｌ 检验结果也表明，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量与土壤微生物 Ｃ 和 Ｎ
限制存在显著的相关关系。

然而，本研究随机森林的结果得出，土壤物理性质 ＳＴ 和 ＩＲ 对微生物 Ｃ 和 Ｎ 限制的相对贡献总体要高于

土壤养分含量。 长时间放牧导致地上植被覆盖度降低，进而使得土壤温度升高，而土壤温度通过调节土壤微

生物活性直接控制养分的矿化和吸收［３７—３８］。 前人研究结果表明，土壤温度升高会显著加速高寒草甸土壤有

１１　 １７ 期 　 　 　 肖红　 等：春季休牧对东祁连山高寒草甸土壤胞外酶活性和微生物代谢限制的影响 　
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机质的分解速率和养分的矿化速率［３９—４０］。 土壤微生物活性的增强意味着对 Ｃ 和养分元素的需求增加，以满

足自身代谢需要。 然而，土壤温度的升高也可能会导致草本植物根系生理代谢相关酶活性的升高，加速植物

生长，植物对养分需求也会增加，植物和微生物对养分的竞争加剧，使得微生物 Ｃ 和 Ｎ 相对限制加剧。 因此，
本研究中传统休牧期显著升高了土壤温度，微生物 Ｃ 和 Ｎ 代谢限制也显著增加。 此外，本研究也发现传统休

牧期处理下土壤渗水速率更高，这与放牧踩踏通常导致土壤压实，降低渗水速率的现象相反［４１］。 有研究表

明，适度的放牧可以通过改善根系生长和增加有机质输入来促进土壤水分入渗［４２—４３］。 春季推迟休牧时间可

增加侧根伸展范围和根长密度，从而使根系在表层土壤中积累，这有助于在传统休牧期内提高土壤水分入渗

速率［４４］。 土壤渗水速率升高通常伴随着土壤通气性的改善，研究表明，良好的通气条件有利于好氧微生物的

活动，从而加速有机质的分解。 微生物活性的增加就伴随着需求的增加，进而可能激发微生物 Ｃ 和养分代谢

的相对限制。 同时，渗水速率升高可能增加氮素的淋失风险，从而导致微生物氮源不足，加剧氮代谢限制。

４　 结论

本研究评估了东祁连山高寒草甸春季不同时期休牧对土壤酶活性和微生物代谢限制的影响。 研究发现，
与传统休牧期相比，土壤解冻期休牧（ＳＴ１ 和 ＳＴ２）可显著降低土壤碳、氮、磷获得酶活性及土壤酶 Ｃ∶Ｐ 比和酶

Ｎ∶Ｐ 比，缓解了微生物 Ｃ 和 Ｎ 限制。 春季不同时期休牧引起土壤温度、土壤渗水速率和可利用氮含量的变化

是驱动微生物 Ｃ 和 Ｎ 限制的重要因子。 从土壤微生物代谢限制的角度来看，土壤解冻期休牧是维持东祁连

山高寒草甸冷季牧场可持续利用的有效管理措施。
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