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东北黑土区不同覆盖作物对土壤酶活性的

影响及调控机制探究
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摘  要： ［目的］ 为探究不同覆盖作物种植下土壤酶活性变化规律及种植体系中生物与非生物因素对土壤

酶活性的调控机制。  ［方法］ 以常规玉米耕作为对照（CT），设置单种苜蓿（A）、单种黑麦草（R）及二者混播

（AR）3个处理，采集 0~10、10~20 cm 土样，测定土壤理化性质、微生物磷脂脂肪酸（PLFA）含量及酶活性并

进行综合分析。  ［结果］ 与常规玉米耕作相比，单种苜蓿显著降低 0~10、10~20 cm 可溶性有机碳氮（DOC、

DON）、硝态氮（NO3
--N）、全磷（TP）和速效磷（AP）含量和 0~10 cm AP、10~20 cm NH4

+-N、DON∶AP（p<
0.05），以及真菌、细菌等各类群微生物生物量，但显著提高 0~10、10~20 cm DOC∶DON 和 10~20 cm 土壤中

β-葡萄糖苷酶（βG）、纤维二糖酶（CB）、N-乙酰葡萄糖苷酶（NAG）、亮氨酸氨基肽酶（LAP）和酸性磷酸酶

（ACP）与碳、氮、磷循环相关的酶活性；单种黑麦草显著提高 0~20 cm DOC∶DON和 10~20 cm pH，显著降低

0~10、10~20 cm DON、NH4
+-N、NO3

--N、DON∶AP 及 0~10 cm TP 和 DOC 含量（p<0.05），微生物生物量

变化趋势与苜蓿相似，但显著增加 0~10 cm 碳转化酶活性和 10~20 cm 磷转化酶活性；混播显著提高 0~10、
10~20 cm pH、DOC∶DON，显著降低 0~10、10~20 cm DOC、DON、NH4

+-N、NO3
--N、TP、AP 和 DON∶AP

（p<0.05），维持与常规耕作相当且显著高于单种处理的微生物生物量，并显著提高磷转化酶活性。 ［结论］ 不
同覆盖作物种植对土壤酶活性的调控机制具有差异性，主要体现在 10~20 cm 土层，豆科覆盖作物通过增加

土壤氮含量调节 DOC∶DON、DON∶AP 速效养分化学计量比，改变土壤微生物群落养分获取途径提高土壤

碳、氮、磷转化酶活性；禾本科覆盖作物则通过增加土壤碳含量改变土壤 DOC∶DON 和 DOC∶AP 增加土壤

氮、磷转化酶活性；混播作物则平衡土壤养分计量比，维持土壤高微生物生物量。从短期来看，混播是维持微

生物生物量、改善土壤健康的优选措施，而单种苜蓿是提高土壤养分含量和促进土壤养分循环的优选措施。
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Abstract: ［Objective］ To explore the changes in soil enzyme activities under different cover crops systems and the 
regulatory mechanisms by which biotic and abiotic factors within the cropping system affect soil enzyme activities. 
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［Methods］ Conventional corn monoculture was used as the control treatment （CT）， and three cover crops treatments 
were established： alfalfa monoculture （A）， ryegrass monoculture （R）， and a mixed sowing of both （AR）. Soil samples 
were collected from 0−10 cm and 10−20 cm depths， and soil physicochemical properties， microbial phospholipid fatty 
acids （PLFA） contents， and enzymatic activities were measured and analyzed comprehensively. ［Results］ Compared 
with CT， alfalfa monoculture significantly reduced the concentrations of dissolved organic carbon （DOC）， dissolved 
organic nitrogen （DON）， nitrate nitrogen （NO3

--N）， total phosphorus （TP）， and available phosphorus （AP） at 0−10 
cm and 10−20 cm depths. It also decreased the AP content in the 0– 10 cm layer， ammonium nitrogen （NH4

+-N） in 
the 10−20 cm soil layer， and the DON∶AP ratio （p<0.05）， along with the biomass of various microbial groups， such 
as fungi and bacteria. In addition， alfalfa monoculture notably increased the DOC∶DON ratio in 0− 10 and 10− 20 cm 
layers， and the activity of carbon， nitrogen and phosphorus cycling-related enzymes， including β -Glucosidase （βG）、

Cellobiohydrolase （CB）、N-acetylglucosaminidase （NAG）、Leucine aminopeptidase （LAP）、Acid phosphatase （ACP） 
in the 10−20 cm soil layer. Ryegrass monoculture significantly increased the DOC∶DON ratio in the 0−20 cm soil layer 
and raised pH in the 10−20 cm soil layer. It markedly reduced DON， NH4

+-N， NO3
--N， DON∶AP ratio in both soil 

layers， as well as TP and DOC in the 0 − 10 cm layer （p<0.05）. Microbial biomass trends were similar to those 
observed with alfalfa， but ryegrass also significantly enhanced the carbon-transforming enzyme activities in the 0−10 cm 
soil layer and phosphorus-transforming enzyme activities in the 10−20 cm layer. Mixed planting significantly increased pH 
and DOC∶DON ratios in the 0− 10 cm and 10− 20 cm soil layer， while markedly reducing DOC， DON， NH4

+-N， 
NO3

--N， TP， AP， and the DON∶AP ratio in both soil layers （p<0.05）. This treatment maintained microbial biomass 
at levels comparable to CT and significantly higher than those in the monoculture treatments， while significantly enhancing 
phosphorus-transforming enzyme activities. ［Conclusion］ The regulatory mechanisms of soil enzyme activities differ 
among cover crop types， mainly reflected in the 10− 20 cm soil layer. Leguminous cover crops enhance the activities of 
soil carbon- ， nitrogen- ， and phosphorus-transforming enzymes by increasing soil nitrogen content， regulating the 
stoichiometric ratios of DOC∶DON and DON∶AP of available nutrients， and altering the nutrient acquisition pathways of 
soil microbial communities. Gramineous cover crops enhance the activities of soil nitrogen- and phosphorus-transforming 
enzymes by increasing soil carbon content and changing DOC∶DON and DOC∶AP ratios. Mixed planting balances soil 
nutrient stoichiometry and maintains a high soil microbial biomass. In the short term， mixed planting is an optimal measure 
for maintaining microbial biomass and improving soil health， whereas alfalfa monoculture is optimal for increasing soil 
nutrient content and promoting internal cycling of soil nutrients.
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黑土是世界宝贵的农业资源，东北地区是中国

重要的粮食生产基地，但由于高强度单一化种植，黑

土土壤肥力下降、土壤生态功能退化及质量下降严

重，农业生产面临威胁。如何保护黑土资源，助力黑

土可持续发展，成为东北农业工作的重中之重［1］。

微生物作为土壤碳、氮循环的驱动者［2］调控生态

系统结构和功能［3］，其分泌的胞外酶可作为活性指标

表征微生物代谢过程及土壤质量［4］。胞外酶在土壤

系统生化反应中作为催化剂并参与养分循环过程，

受到多种生物和非生物因素的调控［5］。一方面，微生

物数量增加导致代谢相关的能量或营养约束，迫使

其自身合成更多的酶来满足生长需要［6］。土壤微生

物群落由不同种类微生物构成，因此它们分泌的酶

在功能上会有所差异。例如，细菌主要参与有机质

的快速降解，而真菌产生的大部分胞外酶则参与降

解土壤中难分解养分［7］。另一方面，土壤生境中速效

养分含量和化学计量比通过影响底物可利用性来调

节土壤酶的合成与分泌，通常土壤中产酶微生物会

优先分泌能够获得限制性养分的酶以优化养分限制

并平衡土壤中养分组成［8］。同时王佳懿等［9］在研究

中也表明，土壤速效养分及化学计量比变化促使微

生物调节胞外酶的分泌。基于此，探究囊括土壤微

生物数量及其群落组成、土壤速效养分与化学计量

比的变化对土壤胞外酶活性的影响具有重要意义，

将为通过土壤酶调控黑土地养分蓄供，改善农田系

统生态功能提供理论参考和思路。

132



第  2 期 吴春育等：东北黑土区不同覆盖作物对土壤酶活性的影响及调控机制探究

http : ∥ stbcxb.alljournal.com.cn

覆盖作物种植作为一种生物耕作技术，能提高

土壤肥力、增加土壤有机氮库及土壤碳储量，活化土

壤磷等［10］。豆科和禾本科为常用覆盖作物种类，豆

科覆盖作物能通过促进特定微生物群落的增殖改善

土壤环境［11］；通过与根瘤菌共生固氮，为农业生态系

统提供有机氮源［12］，增加土壤养分含量，进一步影响

土壤微生物生物量及群落。禾本科覆盖作物能够固

碳，其根系的分泌物与残体分解过程中能为微生物

提供碳源［13］，WANG 等［14］在玉米黑麦草轮作系统中

发现，禾本科黑麦草其根系分泌物能改变土壤微生

物群落的多样性和结构。种植覆盖作物能够显著增

加土壤碳、氮、磷循环相关酶活性，巴晓博等［15］在覆

盖作物与玉米间作系统中发现，豆科覆盖作物通过

增加土壤中氮养分含量提高土壤氮转化酶活性；胡

凯玥等［12］在豆科覆盖作物与茶园间作系统中发现，

豆科覆盖作物能够增加土壤中有益微生物的比例，

促进土壤碳、氮、磷转化酶活性；WANG 等［16］在果园

研究中发现，黑麦草通过刺激土壤酶相关微生物基

因富集，增加基因丰度促进土壤碳转化酶活性等。

由此可知，覆盖作物对酶活性的影响不尽相同，大多

体现在覆盖作物种植后土壤养分对酶活性的影响，

而微生物对酶活性的影响方面研究较为缺乏。

尽管覆盖作物在不同种植体系下能够增强土壤酶

活性，但目前常规玉米耕作模式与覆盖作物种植模式

对碳、氮、磷循环相关酶活性的影响及其机制解析尚不

明确。因此，研究不同覆盖作物种植模式下的土壤生

物因素（土壤微生物生物量及群落）和非生物因素（土

壤理化性质、养分含量）对土壤酶活性的影响及不同覆

盖作物之间的机理差异成为本研究的科学问题。

1　材料与方法
1.1　试验样地与布设

本试验于 2024 年在辽宁省铁岭市昌图县十八家

子镇康家村（42°72′N，123°80′E）开展。试验区此前

为玉米单一种植。当地气候为温带大陆性季风气候，

四季分明，雨热同期，年平均气温 8.9 ℃，年平均降水

量 602.5 mm。土壤类型为棕壤，耕作层（0~20 cm）

初始土壤理化性质为土壤有机碳 11.6 g/kg，总氮

1.14 g/kg，全磷 0.56 g/kg，pH 5.62。
试验共设 4 种处理，以常规玉米（Zea mays L.）耕

作（简称 CT）为对照，分别设置单种苜蓿（Medicago 
sativa L.），简称 A；单种黑麦草（Lolium multiflorum L.），
简称 R；苜蓿和黑麦草两种覆盖作物混播，简称 AR。

每个处理 4 次重复，各小区面积为 124 m2（31.0 m×
4.0 m）。试验期间，覆盖作物不施用肥料，常规玉米

耕作施用控释掺混肥料（900 kg/hm2），其中含氮（N）

量 26%、含磷（P2O5）量 10%，含钾（K2O）量 12%。覆

盖作物的播种量分别为苜蓿单种 116 kg/hm2、黑麦草

单种 96 kg/hm2、混播中苜蓿和黑麦草的播种量均较

单种减半（苜蓿，58 kg/hm2；黑麦草，48 kg/hm2），常

规玉米耕作小区玉米种植模式为均匀垄，垄距为

60 cm，覆盖作物小区使用人工条播播种。

1.2　样品采集

本试验处理的所有样品均于 2024 年 6 月采集，

所有小区均使用五点采样法，采取 0~10、10~20 cm 
2 个土层土壤样品，共 32 个（4 处理 ×4 重复 ×2 土

层）。去除土样中肉眼可见的根和杂质后，过 2 mm
筛，取一部分存于 4 ℃用于测定土壤含水率（SW）、可

溶 性 有 机 碳 氮（DOC、DON）、矿 质 氮（NH4
+-N 和

NO3
--N）及土壤酶活性，另取一部分存于−20 ℃用于

磷脂脂肪酸（PLFA）的测定，剩余部分置于室内自然

风干用于测定土壤 pH、土壤有机碳（SOC）、全氮

（TN）、总磷（TP）和速效磷（AP）指标。

1.3　指标测定方法

1.3.1　土壤理化指标　SOC和 TN采用元素分析仪测

定（Elementar Analysensysteme GmbH， Hanau， 德国）；

TP 采用钼锑抗比色法测定；AP 采用碳酸氢钠浸提法

测定。DOC、DON 采用超纯水浸提，水土比为 5∶1，样
品放置于摇床 200 r/min振荡 30 min后离心机 3 500 r/
min 离心 20 min，上机前使用 0.45 µm 滤膜过滤，利用

TOC 仪（Multi N/C 3000， Analytik Jena， 德国）测定。

土壤矿质氮采用氯化钾浸提，水土比同样为 5∶1，摇床

200 r/min 振荡 1 h，静置 30 min 后使用滤纸过滤，过

滤后通过连续流动分析仪（Technicon Corporation， 
Oregon，美国）测定；pH 采用电极法，水土比 2.5∶1，振
荡 1 h，静置 30 min 后使用 pH 计（雷磁 PHSJ-3F，上海

仪电科学仪器股份有限公司，中国）测定；SW 采用烘

干称重法。

1.3.2　土壤酶活性　采用酶标板检测荧光分析法进

行分析测定与碳、氮、磷循环相关的水解酶活性，主

要包括 β-葡萄糖苷酶（βG）、纤维二糖酶（CB）、N-乙
酰葡萄糖苷酶（NAG）、亮氨酸氨基肽酶（LAP）和酸

性磷酸酶（ACP）5 种水解酶活性。5 种酶测定方法相

同，以无水乙酸钠溶液为缓冲溶液，称取 1~2 g 新鲜

土样于烧杯中在高速磁力搅拌器下搅拌成悬浊液，

在酶标板中加入 200 μL 土壤悬浊液后依次加入

50 μL 乙酸钠缓冲液、50 μL 标液［LAP 酶使用 AMC
（7-Amino-4-methyl-coumarin）标液，其他 4 种酶使用

MUB（4-Mellylurnbeliforone）标液］和 50 μL酶对应基底

液后使用酶标仪（BioTek，Synergy 2，美国）在 365 nm
波长下测定，具体方法步骤参考吕付泽等［17］方法。
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酶 及 对 应 基 底 液 ：β -葡 萄 糖 苷 酶（βG）为 4-
Methylumbellifery-β-D-glucopyranoside、纤维二糖酶

（CB）为 4-Methylumbellifery- β -D-cellobioside、N-乙
酰 葡 萄 糖 苷 酶（NAG）为 4-Methylumbellifery-N-
acetyl-β-D-glucosaminide、亮氨酸氨基肽酶（LAP）为
L-Leucine-7amido-4-methylcoumarin hydrochloride、
酸性磷酸酶（ACP）为 4-Methylumbellifery phosphate。
1.3.3　土壤 PLFA 的测定　取 4 g 已冷冻干燥的土样

进行 PLFA浸提，收集氯仿相，磷脂纯化，最后对纯化后

的磷脂进行酯化及测定。上机前用含 C19：0甲基酯的色

谱纯正己烷熔解，以 C19：0甲基酯为内标，用气相色谱仪

（Agilent 7890 GC，Agilent Technologies，美国）完成分析

测定［18］。微生物功能群归类见表 1。

1.3.4　指标计算　酶活性单位的定义为：

A ctivity = ( NFU
S tandard FU )× 0.312 5

DW × H
× 1 000 （1）

式中：A ctivity 为酶活性，nmol/( g·h )。
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式中：Assay为基底液+样品；Sample为 buffer+样品；Qc

为标液+样品；Standard为缓冲液+标液；Substrate为缓冲

液+基底液。

微生物代谢效率以酶活性［nmol/（g·h）］计算，

用每 nmol PLFA（nmol/g）为基准进行标准化，计算

公式参考 ALLISON 等［19］。

Emm = A ctivity

nmol PLFA （3）

式中：Emm为微生物代谢效率，nmol/（nmol PLFA·h）。
1.4　数据处理与分析

试验数据采用 Microsoft Excel 2021 软件进行

整理，使用 R 4.4.3 软件对所有指标进行正态分布

及 方 差 齐 性 检 验 和 单 因 素 方 差 分 析（One-way 
ANOVA）并采用 LSD（least significant difference）
（p<0.05）进行多重比较分析。基于 R 4.4.3 软件中

的 rfPermute 和 randomForest 包进行随机森林分析

寻找影响酶活性变化的重要变量；采用 Origin 2022
（Origin Lab）进行土壤酶活性作图及主成分分析

（PCA）。

2　结果与分析
2.1　土壤理化性质

从表 2、表 3 可以看出，与常规玉米耕作相比，单

种苜蓿显著增加 0~10、10~20 cm SW、10~20 cm 
DOC∶DON，显 著 降 低 0~10、10~20 cm 中 土 壤

DOC、DON、NO3
--N、TP 及 0~10 cm AP、10~20 cm

土层中 NH4
+-N 与 DON∶AP（p<0.05）；单种黑麦草

显著增加 0~10、10~20 cm SW、DOC∶DON，但显著降

低 0~10、10~20 cm DON、NH4
+-N、NO3

--N、DON∶AP
及 0~10 cm DOC、TP（p<0.05）；混播显著增加 0~
10、10~20 cm SW、pH、DOC∶DON，显著降低 0~10、
10~20 cm DOC、DON、NH4

+-N、NO3
--N、TP 和 AP

及 DON∶AP（p<0.05）。

表 1　微生物功能群归类
Table 1　Classification of microbial function groups
微生物类群

革兰氏阳性细菌

革兰氏阴性细菌

其他细菌

厌氧菌

放线菌

丛枝菌根真菌

腐生真菌

磷脂脂肪酸

14：0 iso、15：0 anteiso、15：0 iso、15：1 iso 
ω6c、16：0 iso、17：0 anteiso、17：0 iso
16：1ω7c、17：0 cyclo ω7c、18：1 ω7c、

19：0 cyclo ω7c
14：0、15：0、16：0、18：0

15：0 DMA
16：0 10-methyl、17：0 10-methyl、

17：1 ω7c 10-methyl、18：0 10-methyl
16：1 ω5c

18：1 ω9c、18：2 ω6c

表 2　土壤基本理化性质
Table 2　Basic physicochemical properties of soil

土层

深度/cm

0~10

10~20

处理

CT

A

R

AR

CT

A

R

AR

SW/%

7.4±0.3b

9.1±0.4a

9.9±0.3a

9.2±0.5a

9.7±0.5b

12.4±0.3a

12.4±0.5a

12.0±0.4a

DOC/
（mg·kg−1）

41.1±4.2a

28.0±1.4b

27.2±2.2b

29.5±1.4b

33.6±3.1a

20.3±3.0b

32.5±3.6a

16.9±2.0b

DON/
（mg·kg−1）

49.7±2.0a

29.9±1.0b

12.2±0.1c

13.5±1.7c

45.8±3.6a

14.4±2.4b

9.4±0.6bc

6.3±1.2c

AP/
（mg·kg−1）

78.8±7.5a

47.9±3.1c

67.3±8.1ab

50.0±2.6bc

69.1±6.4a

52.3±5.7ab

55.5±5.1ab

38.9±5.5b

NH4
+-N/

（mg·kg−1）

9.3±1.1a

11.9±1.6a

3.5±0.5b

3.4±0.6b

6.8±0.6a

1.8±0.2c

3.6±0.7b

1.8±0.3c

NO3
--N/

（mg·kg−1）

6.8±0.5a

3.7±0.4b

0.9±0.3c

3.1±0.1b

5.8±0.3a

4.2±0.6b

2.1±0.1c

0.9±0.1d

pH

5.7±0b

5.8±0.1ab

5.9±0ab

5.9±0.1a

6.0±0b

6.1±0b

6.2±0.1ab

6.3±0a

SOC/
（g·kg−1）

13.1±0.1a

11.7±0.8a

13.2±0.8a

11.6±0.6a

13.0±0.8a

10.8±1.0a

12.7±0.4a

11.0±0.8a

TN/
（g·kg−1）

1.5±0a

1.4±0.1a

1.5±0.1a

1.3±0.1a

1.4±0.1a

1.2±0.1a

1.4±0a

1.2±0.1a

TP/
（g·kg−1）

0.79±0a

0.58±0b

0.62±0b

0.59±0b

0.74±0a

0.55±0b

0.64±0ab

0.55±0b

注：表中数据为平均值±标准误差；n=4；同列不同小写字母表示不同处理之间差异显著（p<0. 05）。下同。
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2.2　土壤微生物生物量、群落结构及土壤酶活性

与常规玉米耕作相比，单种苜蓿在 0~10 cm 土层

中显著降低土壤总微生物生物量、细菌生物量和革兰氏

阴性菌生物量（p<0.05），在 10~20 cm 土层中，单种苜

蓿的总微生物生物量与常规玉米耕作没有显著差异（图

1）。单种黑麦草在 0~10 cm 土层上与单种苜蓿呈现相

似规律，但在 10~20 cm土层中，单种黑麦草显著降低总

微生物生物量、革兰氏阴性菌和真菌生物量（p<0.05）。
混播在 0~10 cm 中各类群生物量与常规玉米耕作均无

显著差异。与单种苜蓿比，混播显著增加 10~20 cm 土

层中革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、放线菌和真菌生物

量，同时显著减少细菌生物量（p<0.05）；与单种黑麦草

相比，混播显著增加 0~10 cm、10~20 cm总微生物生物

量、革兰氏阴性菌生物量和真菌生物量（图 1）。

在群落结构方面，0~10 cm 土层群落结构呈现差

异，主要体现在 PC1 轴，常规玉米耕作与混播相似，

单种苜蓿与单种黑麦草更为相似，并且单种苜蓿和

单种黑麦草与混播和常规玉米耕作处理具有显著差

异。该层 PC1 正端与较高的 15：0 DMA、16：0 iso、
17：0 10-methyl、15：0 iso 所指征微生物生物量有关，

负端与较高的 19：0 cyclo ω7c、16：1ω7c、18：1ω9c 所

指征微生物生物量有关。10~20 cm 土层中常规玉米

耕作与单种苜蓿和单种黑麦草呈现显著差异，同样

体现在 PC1 轴，此时 PC1 正向端与 17：0 10-methyl、
16：1 ω7c、17：0 cyclo ω7c、18：0 10-methyl、18：1 ω9c 
所指征微生物生物量较高有关，PC1 负向端与 16：0、
18：0、14：0、14：0 iso 所指征微生物生物量较高有

关（图 2）。
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注：图柱上方不同小写字母表示不同处理之间差异显著（p<0. 05）。下同。

图 1　不同类群微生物的生物量

Fig. 1　Biomass of different microbial groups 
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      注：箱式图中不同字母表示不同处理间差异显著（p<0. 05）；箱体表示 75% 和 25% 的四分位数；上下须线表示最大值和最小值；横线表示中

            位数。下同。

图 2　土壤微生物群落组成的主成分分析

Fig. 2　Principal component analysis of soil microbial community composition

表 3　土壤速效养分计量比特征比较

Table 3　Comparison of soil available nutrient stoichiometry 
characteristics 

土层

深度/cm

0~10

10~20

处理

CT

A

R

AR

CT

A

R

AR

DOC∶DON

0.84±0.12b

0.93±0b

2.24±0.20a

2.26±0.20a

0.76±0.11d

1.45±0.17c

3.47±0.28a

2.81±0.26b

DON∶AP

0.64±0.05a

0.63±0.03a

0.19±0.02b

0.27±0.02b

0.67±0.07a

0.27±0.02b

0.17±0.02bc

0.16±0c

DOC∶AP

0.55±0.12a

0.59±0.03a

0.42±0.04a

0.59±0.01a

0.51±0.08ab

0.39±0.04b

0.59±0.06a

0.44±0.01ab
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在酶活性方面，与常规玉米耕作相比，单种苜蓿在

10~20 cm 土层显著增加 βG、CB、LAP、NAG、ACP 酶

的活性，同时该层碳、氮、磷转化相关土壤微生物效率

（单位微生物量的酶活性）显著提升（p<0.05）；单种黑

麦草在 0~10 cm土层显著增加 βG酶的活性，并且提高

该表层碳转化相关微生物效率，单种黑麦草在 10~20 
cm 土层显著增加 LAP、NAG 和 ACP 的活性，并且增

加该土层氮、磷转化相关微生物效率（p<0.05）；混播

在 0~10 cm 土层显著降低 LAP 的活性，在 10~20 cm
土层显著增加 ACP的活性（p<0.05）（图 3、图 4）。

2.3　土壤酶活性与生物、非生物因子的关系

通过随机森林模型探究影响土壤碳、氮、磷循环相

关酶活性的因素表明，不同类型酶的活性受生物及非

生物因子的调控存在差异（图 5）。在 0~10 cm 土层，

碳、氮转化酶活性受各因素影响不显著，磷转化酶活性

受到微生物群落结构和 DON∶AP的影响（p<0.05）；在
10~20 cm土层，碳转化酶活性受 TP、TN∶TP及微生物

群落结构的影响（p<0.05），土壤氮转化酶受到微生物

群落结构及 SW 的影响（p<0.05）；与碳、氮转化酶不

同，土壤磷转化酶受到非生物因子覆盖作物类型及土

壤理化性质如 SW、DON、NH4
+-N、DON∶AP、DOC∶

DON和生物因子微生物群落结构的影响（p<0.05）。
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图 3　不同类型土壤水解酶活性

Fig. 3　Activities of different types of soil hydrolytic enzymes
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图 4　参与养分循环的微生物代谢效率

Fig. 4　Microbial metabolic efficiency involved in the 
nutrient cycling
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图 5　影响土壤酶活性因素的随机森林模型

Fig. 5　Random forest model of factors influencing soil enzyme activities
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3　讨  论
3.1　覆盖作物对土壤酶活性的影响

土壤酶活性是土壤健康和肥力的重要指标。本

研究表明，与常规耕作相比，单种苜蓿主要在 10~20 
cm 增加土壤碳、氮、磷循环酶活性，与 MU 等［20］研究

结果一致，并进一步得到多项研究［21-22］的支持。单种

黑麦草主要增加 0~10 cm 碳转化酶活性，增加 10~
20 cm 氮、磷相关转化酶活性，与 HU 等［21］报道的禾本

科覆盖作物抑制碳、氮转化酶活性的结果存在差异。

可能的原因包括黑麦草品种差异、根系分布特征（如

浅根性对表层影响更大）、管理措施（如刈割时间）及

特定的土壤环境。例如，高 C/N 比的黑麦草残体在

分解初期可能暂时抑制氮矿化相关酶，但随着分解

进程，也可能刺激纤维素酶等碳源降解酶活性［23］。

混播降低氮转化酶活性但增加磷转化酶活性，与 SUI
等［22］报道的豆禾混播增加氮转化酶活性的结果相

反，但与 FENG 等［24］观察到的混播在短期内显著提

升磷转化酶活性的结论相符。混播系统中复杂的种

间相互作用（如竞争、互补等）可能是造成这种矛盾

结果的核心原因。一方面，混播中豆科能够固氮、禾

本科能够增碳，2 种科属结合能够促进养分循环［25］，

因此微生物对于分泌酶来分解土壤原有有机氮的需

求较小；另一方面，豆科根系能够分泌磷酸酶或禾本

科根系分泌的有机酸可能活化土壤磷库，刺激磷酸

酶活性［26］。覆盖作物对酶活性的影响并非单一模

式，其方向和强度受到土壤类型、气候条件、种植时

间和密度等多种因素的调控，多次采样进行时间动

态上的酶活性分析是未来的研究方向之一。

3.2　生物因素对土壤酶活性的影响

在未施肥情况下，与施肥的常规玉米耕作相比，豆

科覆盖作物显著减少 0~10 cm 土壤总微生物生物量；

禾本科覆盖作物显著减少 0~20 cm 土壤总微生物生

物量，并显著减少 10~20 cm 真菌；而混播维持高的总

微生物及各类群生物量。焦锦堂等［27］关于冬季覆盖作

物对微生物的影响中发现，覆盖作物增加土壤微生物

生物量。出现该结果可能是因为单种苜蓿与单种黑麦

草处理中土壤养分不足，限制了土壤中微生物的繁殖。

土壤微生物作为土壤酶的主要生产者，其生物

量和群落结构变化对土壤酶活性产生直接且关键的

影响，且不同类型的酶（参与碳、氮、磷等循环，或涉

及氧化还原、水解等不同反应类型）对土壤微生物生

物量和群落结构变化的敏感性和依赖性存在显著差

异。在本研究中微生物生物量未直接显著影响酶活

性。微生物生物量和酶活性增减趋势相反，单种苜

蓿在 10~20 cm、单种黑麦草在 0~10 cm 虽然土壤酶

活性增加，但是并未增加土壤总微生物量，与前研

究［28］中生物量与酶活性均呈同增同减趋势，即酶活

性增加对应土壤生物量总量也会增加。土壤微生物

生物量与酶活性之间并非简单的线性关系，因为土

壤微生物能够在相应环境中不断调整、适应和改

变［29］。酶活性的提高而生物量没有增加，可能是由

于微生物将更多可利用资源用于生产酶而不是生物

量［30］。单种苜蓿与单种黑麦草在养分供应限制下，

微生物提高单位生物量的酶合成，维持自身代谢需

求，直接显著增加与碳、氮转化酶有关的微生物代谢

效率，即单种苜蓿与黑麦草在不增加生物量条件下

能够直接增加酶活性。混播在 0~10 cm 维持高的生

物量但在酶活性上呈下降趋势。原因可能是苜蓿和

黑麦草混播可以维持土壤养分相对平衡，满足微生

物生物量增加的条件，微生物更倾向于直接摄取现

成的营养物质，而不是通过代谢分泌酶来“开采”有

机养分，导致酶活性不高［30］。

不同微生物类群的生理特性和功能定位不同，其

所分泌的酶类型和数量也存在显著差异。微生物群

落结构显著影响 10~20 cm 碳、氮、磷转化相关酶活

性，并且由图 2b可得苜蓿和黑麦草单种处理具有相似

的群落结构，并在 PC1 轴与常规玉米耕作有显著差

异，群落均以细菌为主（如 14：0、16：0、18：0），革兰氏

阳性菌占据重要地位（如 16：0 iso、15：1 iso w6c），同时

具有较高的碳、氮、磷转化相关酶活性。先前已有研

究［31］表明，细菌能够参与土壤碳、氮循环且占据主导

位置，并且革兰氏阳性细菌在土壤碳、氮、磷循环中

起重要作用［32］，因为革兰氏阳性细菌更能够利用土

壤中难以利用的养分。

3.3　非生物因素对土壤酶活性的影响

本研究中，土壤酶活性受到非生物因素的影响，

但碳、氮、磷相关酶活性受到不同因素的调控。氮转

化相关酶主要受 SW 的影响，碳转化相关酶主要受到

土壤 TP、TN∶TP 的影响。

磷转化相关酶受到覆盖作物类型、SW、DON、

NH4
+-N、NO3

--N、SW 和速效养分比值如 DON∶AP、

DOC∶DON 的影响。施翠娥等［33］研究同样表明，酸

性磷酸酶受到 SW、NH4
+-N、NO3

--N 的影响。除此

之外，豆科苜蓿和禾本科黑麦草 2 种不同科属在速效

养分及化学计量比影响上呈相反趋势。二者相比，

苜蓿有较高的土壤 DON 含量与 DON∶AP，而 DOC、

AP 含量和 DOC∶DON 小于黑麦草。一方面，苜蓿通

过固定大气中游离氮素增加土壤含氮有机化合物，

再通过生化反应合成 DON 等化合物［14］。DON 含量

的增加导致 DOC∶DON 的降低。另一方面，豆科作

物喜磷的特性吸收磷降低土壤中磷含量，DON∶AP
增加，加剧土壤养分比值失衡。有研究［8］表明，养分

比例失衡能够改变土壤中底物可利用性，从而刺激

土壤微生物分泌与磷转化相关的酶以平衡土壤养分
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比例。黑麦草根系分泌 DOC 至土壤中，增加土壤的

DOC∶DON。DOC 含量的增加促进磷酸酶的活性，与

王超等［34］研究结果相似，原因可能为 DOC含量的增加

为土壤微生物提供可利用碳源，显著增加 DOC∶AP，

促进微生物代谢活动，加速土壤磷的转化，从而提高

土壤磷酸酶活性，与 10~20 cm 土壤磷循环相关酶的

代谢效率相符。因此，豆科通过影响土壤中氮素、禾

本科通过影响土壤中碳素 2种不同的方式调控土壤中

可利用性养分比值，从而改变土壤中磷转化酶活性。

4　结  论
本文系统研究不同覆盖作物种植与常规玉米耕作

种植模式下，生物与非生物因素对土壤酶活性的影响。

结果表明，不同科属通过不同方式调节土壤酶活性，且

差异在 10~20 cm 较为显著。豆科和禾本科相比较，

豆科覆盖作物能够通过提高土壤氮含量，调节土壤速

效养分化学计量比（DOC∶DON、DON∶AP），显著增

强碳、氮、磷转化酶活性；禾本科覆盖作物则主要通过

增加土壤中碳含量，改变 DOC∶DON 和 DOC∶AP 速

效养分化学计量比，促进氮、磷转化酶活性。混播模

式能够维持高生物量并提升磷转化酶活性。综合分

析，混播模式在短期内能维持微生物生物量，是增加

生物多样性、改善土壤健康和抗逆性的优选措施；而

单种苜蓿则在短期内能够提高土壤养分含量，是促

进土壤养分内循环的优选措施。
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