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摘  要：为探究冻融循环(Freeze-thaw cycle，FTC)对东北农田黑土微生物碳源代谢及多样性的影响，设置不同冻融循环次数(1、3、

5、9、17 次，分别记作 1FTC、3FTC、5FTC、9FTC、17FTC)和不同冻结温度(–9、–18、–26 ℃)，基于土壤理化性质测定和 MicroRespTM

技术，分析不同冻融循环处理下农田黑土微生物碳源代谢特征及其与土壤理化性质间的关系。结果表明：①土壤微生物总碳源代谢

活性受冻融强度显著影响，在 1FTC、3FTC、5FTC 时，–9 ℃ 冻结温度处理的土壤总碳源代谢活性高于 –18 ℃，但在 17FTC 时

低于 –18 ℃；且仅在 5FTC 时低于 –26 ℃；②微生物碳源利用偏好随温度变化发生转变，冻融过程中，微生物主要利用碳水化合

物和羧酸类碳源，随着冻结温度的降低，更倾向于利用氨基酸类碳源；③随冻结温度的降低，土壤微生物多样性和均匀度在 5FTC

时呈先提高后稳定的趋势，17FTC 时表现为先降低后平稳，其他冻融频次下均呈先提高后降低的趋势；在 –26 ℃ 冻结温度下，土

壤微生物多样性随冻融频次的增加表现出剧烈波动；④主成分分析显示，冻融强度显著(P<0.01)影响土壤微生物碳源代谢活性及结

构；随机森林模型和偏最小二乘法结构方程模型进一步表明，冻融循环对土壤理化性质(特别是土壤含水率、硝态氮、全氮和有机

碳)产生显著影响，进而显著调节微生物碳源代谢活性。综上，轻微冻融强度下适当频次的冻融循环可促进土壤微生物多样性并增

强其碳源代谢活性，而高强度、高频次的冻融循环则通过改变土壤理化性质抑制土壤微生物代谢功能。 
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Abstract: To investigate the effects of freeze–thaw cycles (FTCs) on microbial carbon-source metabolism and diversity in black 

soil farmland in Northeast China, soil physicochemical properties were measured, and MicroResp™ was used to characterize 

microbial carbon metabolic activity and its relationship with soil physicochemical properties under different freeze–thaw 

frequencies (1, 3, 5, 9, and 17 cycles; designated as 1FTC, 3FTC, 5FTC, 9FTC, and 17FTC, respectively) and freezing 

temperatures (−9, −18, and −26 °C). The results showed that total microbial carbon metabolic activity was significantly 

influenced by FTC intensity. At 1FTC, 3FTC, and 5FTC, soils subjected to −9 °C showed higher metabolic activity than those 

subjected to −18 °C; however, at 17FTC, the metabolic activity at −9 °C was lower than that at −18 °C. Moreover, at 5FTC, 

metabolic activity at −9 °C was lower than that at −26 °C. Microbial carbon-source utilization patterns also shifted with freezing 

temperature. During FTC, microorganisms primarily utilized carbohydrates and carboxylic acids, whereas utilization of amino 

acids increased as freezing temperature decreased. As the freezing temperature decreased, soil microbial diversity and evenness 

showed a trend of first increasing and then stabilizing at 5 FTC, first decreasing and then stabilizing at 17 FTC, and first 
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increasing and then decreasing under other freeze-thaw frequencies. Diversity also fluctuated markedly with increasing FTC 

frequency at −26 °C. Principal component analysis indicated that FTC intensity significantly affected microbial carbon metabolic 

activity and community structure (P<0.01). In addition, random forest analysis and partial least squares structural equation 

modeling showed that FTC significantly altered soil physicochemical properties, particularly soil water content, nitrate nitrogen, 

total nitrogen, and soil organic carbon, thereby regulating microbial carbon metabolic activity. In conclusion, moderate FTC 

frequency under mild freeze–thaw intensity promoted microbial diversity and enhanced carbon metabolic activity, whereas 

high-intensity and high-frequency FTC inhibited microbial metabolic function by altering soil physicochemical properties. 

Key words: Freeze-thaw cycles; Black soil; Microbe; Carbon metabolism 

 

冻融循环是由土壤温度在 0 ℃上下波动引起

的冻结与融化过程，主要发生在中高纬度和高海拔

地区[1]。我国东北地区由于其较高的纬度，有着寒冷

且漫长的冬季，土壤通常会经历多次冻融循环，这种

周期性的冻融过程在黑土区尤为显著[2]。黑土作为东

北地区农田的主要土壤类型，具有较高的有机质含量

和土壤肥力[3]。然而，随着气候变化的加剧，冻融循

环的频次与强度呈现上升趋势，这对黑土的理化性

质、生物过程及生态功能稳定性带来了威胁[4-5]。 

冻融循环会显著影响土壤中的水分、养分、气体

交换、温度以及生物活性等因素，这些变化直接作用

于土壤微生物群落的组成和功能[6-10]。微生物在土壤

生态系统中起着关键作用，其活性、群落结构及多样

性反映了土壤肥力的状况和变化[11]。微生物的代谢活

动，如呼吸速率和酶活性等，直接影响土壤中碳、氮、

磷等养分的转化过程。通常情况下，肥力较高的土壤

拥有多样化且均衡的微生物群落[11]。对黑土而言，冻

融循环可能加剧有机碳的矿化，导致微生物代谢活动

剧烈波动，从而影响土壤碳源的可利用性和微生物多

样性[12-13]。已有研究表明，冻融循环显著影响土壤微

生物数量与组成，表现为真菌与细菌比值(F/B)降低，

革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌比值(GP/GN)增加[14]。

此外，基于全球 546 项关于冻融循环对土壤微生物多

样性影响的研究发现，冻融循环对微生物 α 多样性未

表现出显著影响，但却导致土壤微生物生物量碳、氮

以及磷脂脂肪酸水平的下降[15]。另一项研究表明，

土壤中细菌生物量和多样性在经历持续冻融循环后，

出现先增加后降低的趋势，而土壤含水量、可溶性有

机碳、铵态氮和全磷是影响细菌群落多样性及组成的

重要因素[16]。综上，反复冻融会改变土壤微生物群

落结构及功能，进而对土壤的碳储存能力及农业生产

力产生深远影响[17]。 

尽管现有研究已明确指出冻融循环对土壤微生

物群落及其有机碳矿化能力产生影响，但关于冻融循

环对土壤微生物碳源代谢特征的具体研究仍较为匮

乏[18]。为深入探讨冻融循环对东北农田黑土微生物

碳源代谢特征与多样性的作用机制，本研究将基于土

壤理化指标测定和 MicroRespTM 技术，结合相关性分

析与偏最小二乘法结构方程模型(Partial least squares 

structural equation model，PLS-SEM)，对不同冻融强

度和冻融频次下的农田黑土微生物碳源代谢活性及

多样性指数进行分析，旨在揭示冻融循环对农田黑土

微生物碳源代谢的影响机制，并进一步探讨冻融循环

对土壤微生物碳源代谢的作用途径。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试土壤采自黑龙江省海伦市(47°27′N，126° 

56′E)，该地属于寒温带大陆性季风气候，年降水量

500~600 mm，集中在 4—9 月，年均温为 2.5 ℃，全

年无霜期约 130 d。采样地块土壤类型为黑土，种植

作物为玉米。 

2022 年 10 月，玉米收获后，使用直径 10 cm、

高 50 cm 的 PVC 管在农田采集 0~40 cm 原状土壤，

用于室内冻融模拟试验，设置 3 个重复，每个重复取

3 个土柱，共计 9 个土柱。采集后立即封闭 PVC 管

两端，并在低温条件下运输至实验室保存。 

为模拟秸秆还田背景下的冻融环境响应，同时提

高试验条件对实际农田管理的贴近性，在采样地块随

机选取 10 株长势相同的玉米秸秆，整株粉碎(粉碎长

度约 2 mm)，置于保鲜袋中，随土柱一起带回实验室。 

1.2  试验设计 

将 PVC 管内的土柱取出，并剔除根系及石块等

杂物。随后，将粉碎的秸秆按设定的还田量(5.8 g/kg，

参考当地农田秸秆还田水平)均匀分装于尼龙腐解袋

中，并在土柱重新装填过程中，按照原土柱层次结构，

每隔 10 cm深度均匀放置 8个腐解袋。通过这种方式，

将秸秆作为背景处理嵌入土体，模拟秸秆还田后的真

实情境。整个装填过程中尽量保持土壤原有结构，形

成“近似原状结构的重装土柱”。所有土柱装填完毕
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后，使用塑料薄膜和皮套封住土柱的表层和底层，以

减少水分蒸发和外部污染，确保冻融效果。 

所有土柱置于 25 ℃下预培养 25 d，期间每隔 4 d

通过补充水分使其土壤含水量保持在 25% 左右，使

土柱体系内部均衡，恢复土壤中生物活性。 

根据黑龙江省 2015—2019 年气候变化年鉴数

据[19-23]，黑龙江省 10 月份到第二年 4 月份间月均温

度为–9 ℃，最低月均温为 –26 ℃，冻结期月均温为 

–18 ℃，另外黑龙江省土壤融冻期和 10 月份上冻前

月平均温度为 5 ℃，因此本试验设置冻结温度为 –9、

–18 和 –26 ℃，融化温度为 5 ℃，冻融循环次数设

置为 1、3、5、9、17 次。根据相关文献[24]，将 9 个

土柱分成 3 组，分别在 –9、–18 和 –26 ℃ 的冰箱

中冻结 12 h，然后取出放置到 5 ℃培养箱中解冻 12 h，

“冻结–解冻”24 h 为一个循环周期(冻融循环用

“FTC”指代)。分别在 1FTC、3FTC、5FTC、9FTC、

17FTC 后，用直径 2 cm、高 50 cm 的 PVC 小管于土

柱中垂直均匀取 0~40 cm 土样。土样混匀后分两部

分，一部分 4 ℃ 冷藏保存用于测定微生物碳源代谢

活性，另一部分经阴凉处风干后分别过 20 目和 100

目尼龙筛供理化性质测定。 

1.3  测定指标与方法 

1.3.1  土壤理化性质    土壤理化分析参考《土壤农

业化学分析方法》[25] 。土壤含水量(SWC)采用烘干

法测定，pH 采用 pH 计测定(水土质量比 2.5∶1)。土

壤有机碳(SOC)、全氮(TN)、全磷(TP)采用元素分析

仪完全燃烧法测定，因本研究供试黑土不含碳酸盐，

所以测定全碳即为土壤有机碳。土壤铵态氮(NH4
+-N)

和硝态氮(NO3
–-N)采用连续流动分析仪测定。 

1.3.2  土壤微生物碳源代谢活性与多样性     MicroRespTM

是一种用于反映土壤微生物群落代谢功能的测定方

法，通过检测土壤在不同碳源诱导下的 CO2 释放量，

表征土壤微生物群落水平的代谢活性。将各碳源诱导

产生的 CO2 释放量加总，可用于比较不同样品间的

代谢潜力差异[26]。为了测量微生物活性，可接受的

水分含量是最大持水量的 30%~60%，本研究将土壤

含水量调至 23%。96 孔板需要鲜土 35~50 g，本研究

选择 44 g，即每个土样 22 g。根据土壤含水量称取相

应质量的 4 ℃ 冷藏保存的土壤样品，添加至 96 孔深

孔板中，调节含水率至 23%，于 25 ℃ 密封预培养 5 d。

将甲酚红(12.5 mg/L)、氯化钾(150 mmol/L)和碳酸氢

钠(2.5 mmol/L)混合形成的指示剂，溶解在 0.03 g/mL

纯化琼脂(sigma)中，混合均匀后取 150 μL 指示琼脂

添加到检测板微孔中，配制好的检测板存放在含有湿

巾和碱石灰的避光干燥器皿中备用。检测时，向每个

深孔板依次添加 25 μL 底物，分别为无菌水和 14 种

碳源，所选碳源分为 4 类：①氨基酸类，包括 L-丙

氨酸(L-Ala)、L-精氨酸(L-Arg)、γ-氨基丁酸(GABA)、

L-半胱氨酸(L-Cys)和 L-赖氨酸盐酸盐(L-Lys)；②芳

香酸类，包括 3,4-二羟基苯甲酸(PCA)；③碳水化合

物类，包括 D-半乳糖(D-Gal)、L-阿拉伯糖(L-Ara)、

D-葡萄糖(D-Glc)、海藻糖(TreA)和 D-果糖(D-Fru)；

④羧酸类，包括草酸(OA)、柠檬酸(CA)和 L-苹果酸

(L-MA)。随后，将检测板倒扣在深孔板上，用专用

夹子固定，在 25 ℃ 条件下培养 6 h。使用酶标仪分别

记录培养前后检测板在 570 nm 波长下的吸光值，利用

吸光值变化计算培养过程中的 CO2 释放速率(%)。 

CO2 产生速率及吸光值标准化计算公式为： 

 6
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0

At
Ai At

At
   
   

(1) 

 2%CO / 1A B D Ai   
 

(2) 

 2
2

%CO 44 12
CO rate 273/ 273 /

100 22.4 44
V T

                      

 fwt dwtsoil soil% /100 / t  
 

(3) 

式中：Ai 为标准化吸光值；At6 为培养 6 h 后测定的

吸光值；At0 为培养初始(0 h)测定的吸光值；Mean(At0)

为 96 孔检测板所有孔的 At0 平均值；%CO2 为 CO2

释放浓度(%)；A= −0.226 5，B= −1.606，D= −6.771；

CO2rate 为 CO2 释放速率(C, μg/(g·h))；V 为密封气体

空间的体积(945 μL)；T 为培养温度(25 ℃)；soilfwt

为深孔板单孔中土壤鲜重(0.46 g)；soil%dwt/100 为土

壤干土占比；t 为培养时间(6 h)。 

采用 Past v2.16 软件计算冻融循环处理下农田黑

土微生物碳源代谢相关的 Simpson 多样性指数

(1–D)、Shannon 多样性指数(H)和 Evenness 均匀度指

数(E)。计算公式如下： 
21 1 iD p    (4) 

  – lni iH p p 
 

(5) 

e /HE S  (6) 

式中：S 为被利用碳源总数；pi 为第 i 孔的相对吸光

值与整个微孔板相对吸光值总和的比值。 

1.4  数据统计与分析 

采用 Origin 2024 软件进行数据整理与基础统计

分析，利用单因素方差分析(one-way ANOVA)对不同

冻融循环条件下土壤微生物碳源代谢活性进行差异

显著性分析，采用 Fisher LSD 对不同处理下各指标

间的差异显著性进行检验(P<0.05)；通过主成分分析
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(Principal component analysis，PCA)比较各处理下农

田黑土微生物碳源代谢结构差异；利用 Spearman 相

关系数检验微生物碳源代谢活性、多样性与土壤理

化性质的相关性。此外，基于 R 语言构建随机森林

模型，评估土壤理化性质对微生物碳源代谢活性的

解释力；最后，采用偏最小二乘法结构方程模型

(PLS-SEM)定量评估冻融循环对土壤微生物碳源

代谢活性的影响。 

2  结果与分析 

2.1  冻融循环对黑土微生物碳源代谢活性的影响 

土壤微生物总碳源代谢活性随冻融强度的变化

如图 1A 所示。随冻融强度的提高，1 次冻融循环

(1FTC)下，总碳源代谢活性以 –9 ℃ 最高，–18 ℃ 最

低；3FTC 时仍以 –9 ℃ 最高，但 –26 ℃ 最低；5FTC 

时转变为 –26 ℃ 最高，–18 ℃ 最低；9FTC 时三者

差异不显著；至 17FTC 时则以 –18 ℃ 最高，–26 ℃

最低。随冻融频次的增加，–9 ℃ 处理下，代谢活性

先升高后逐步下降，以 3FTC 时最高；–18 ℃ 下则先

降低后升高，以 17FTC 时最高；–26 ℃ 下呈“先降–

后升–再降”的趋势，5FTC 时达到峰值。 

不同种类碳源的代谢活性对冻融强度和冻融频

次的响应存在差异(图 1B、1C)。整体上，碳水化合

物和羧酸的代谢活性在 –9 ℃ 下显著高于 –18 ℃ 

和 –26 ℃，氨基酸在 –18 ℃ 下最低，芳香酸在不同

冻结温度间差异不显著(图 1B)。随冻融频次增加，

微生物对碳水化合物的代谢在 5FTC 时最高，之后逐

步降低；羧酸和氨基酸均表现为“先降–后升–再降”，

5FTC 时最高，3FTC 时最低；芳香酸在各冻融频次

处理间差异不显著(图 1C)。 

 

(A. 总碳源代谢活性；B. 不同冻结温度下各类碳源的代谢活性；C. 不同冻融频次下各类碳源的代谢活性。图 A 中大写字母不同表示相

同冻融频次下不同冻结温度间差异显著(P<0.05)，小写字母不同表示相同冻结温度下不同冻融频次间差异显著(P<0.05)；B、C 图中小写

字母不同分别表示同一碳源在不同冻结温度间和不同冻融频次间差异显著(P<0.05)) 

图 1  不同冻融循环条件下农田黑土微生物碳源代谢活性 
Fig. 1  Metabolic activities of microbial carbon sources in black soil farmlands under different freeze-thaw cycles 

 

2.2  冻融循环对黑土微生物代谢多样性的影响 

如表 1 所示，微生物多样性指数和均匀度指数随

冻结温度的变化趋势一致：随冻结温度由 –9 ℃ 降

至–26 ℃，1FTC、3FTC、9FTC 下土壤微生物多样性

指数和均匀度指数均表现为先提高后降低；5FTC 时

为先提高后趋于平稳；17FTC 时则表现为先降低后保

持平稳。微生物多样性指数和均匀度指数随冻融频次

的变化趋势也一致：–9 ℃ 冻结温度下，土壤中微生

物多样性指数和均匀度指数在各冻融频次间无显著

变化；–18 ℃ 冻结温度下，1FTC~9FTC 间均无显著

变化，至 17FTC 时显著降低；–26 ℃ 冻结温度下，

各冻融频次间土壤微生物多样性指数和均匀度指数

均存在显著差异，呈先降后升再降再升的“W”型变

化趋势。 

2.3  主成分分析 

通过主成分分析(PCA)将农田黑土微生物碳代

谢结构差异的结果可视化，并结合基于欧几里得距离

矩阵的 PerMANOVA 方差分析，评估不同冻融强度

和频次下微生物群落碳代谢结构差异的显著性。最

后，采用 Bonferroni 校正方法对 P 值进行校正(图 2A、

2B)。结果显示，–9、–18 和 –26 ℃ 冻结温度下，农

田黑土微生物的碳代谢结构差异显著(P<0.05)。PC1 
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表 1  不同冻融循环条件下农田黑土微生物碳源代谢多样性指数 
Table 1  Diversity indices of microbial carbon metabolism in black soil farmlands under different freeze-thaw cycles 

冻结温度( ℃) 冻融频次 Simpson 指数 Shannon 指数 Evenness 指数 

1 0.91±0.00Aa 2.50±0.01Ba 0.87±0.01Ba 

3 0.91±0.00Aa 2.49±0.01Ba 0.86±0.01Ba 

5 0.90±0.00Ba 2.48±0.02Ba 0.85±0.02Ba 

9 0.91±0.00Aa 2.49±0.02Ba 0.86±0.02Ba 

–9 

17 0.91±0.00Aa 2.52±0.01Aa 0.89±0.01Aa 

1 0.92±0.00Aa 2.57±0.02Aa 0.93±0.02Aa 

3 0.92±0.00Aa 2.56±0.02Aa 0.92±0.01Aa 

5 0.92±0.00Aa 2.56±0.02Aa 0.92±0.02Aa 

9 0.92±0.00Aa 2.56±0.01Aa 0.92±0.01Aa 

–18 

17 0.90±0.01Ab 2.46±0.03Bb 0.84±0.02Bb 

1 0.91±0.00Aab 2.50±0.01Bb 0.87±0.00Bb 

3 0.89±0.02Bcd 2.42±0.08Ccd 0.81±0.06Ccd 

5 0.92±0.00Aa 2.56±0.00Aa 0.92±0.00Aa 

9 0.89±0.00Bd 2.39±0.02Cd 0.78±0.02Cd 

–26 

17 0.90±0.00Abc 2.46±0.02Bbc 0.84±0.02Bbc 

注：同列数据大写字母不同表示相同冻融频次下不同冻结温度间差异显著(P<0.05)，小写字母不同表示相同冻结温度下不同冻融频

次间差异显著(P<0.05)。 

 

(A. 不同冻结温度下的分布；B. 不同冻融频次下的分布；C. 14 种碳源在 PC1 轴上的载荷系数) 

图 2  不同冻融循环处理下土壤微生物碳源代谢活性的主成分分析 
Fig. 2  Principal component analysis (PCA) of soil microbial carbon metabolic activities under different freeze-thaw cycles 

 
载荷图(图 2C)显示，碳水化合物类碳源中的 D-果糖

(D-Fru)和 D-葡萄糖(D-Glc)代谢活性在 PC1 的得分较

高；氨基酸类化合物中 γ-氨基丁酸(GABA)的代谢活

性在 PC1 得分最高。这表明，–9、–18、–26 ℃ 3 个

冻结温度下农田黑土微生物的碳代谢结构差异主要

是由微生物对碳水化合物类碳源的代谢活性差异造

成的。 

2.4  微生物代谢功能与土壤理化性质的关联 

冻融循环后，土壤理化性质均发生了显著变化。

图 3 为通过 Spearman 相关性分析得到的农田黑土微

生物碳源代谢活性和多样性指标与土壤理化性质之

间的相关性热图。分析结果显示，除了 L-精氨酸

(L-Arg)和 L-半胱氨酸(L-Cys)，其他碳源代谢活性与

土壤含水量(SWC)均呈显著正相关关系(P<0.05)；且

所有碳源代谢活性与 NO3
--N 均呈负相关关系，其中

L-丙氨酸(L-Ala)、L-精氨酸(L-Arg)、γ-氨基丁酸

(GABA)、L-苹果酸(L-MA)、L-阿拉伯糖(L-Ara)、D-

葡萄糖(D-Glc)、D-果糖(D-Fru)代谢活性与 NO3
–-N 的

负相关关系显著(P<0.05)。此外，L-半胱氨酸(L-Cys)、

芳香酸(PCA)和海藻糖(TreA)代谢活性与土壤有机质

(SOC)之间呈显著负相关关系；L-半胱氨酸(L-Cys)还

与 TN 之间呈显著负相关关系；D-葡萄糖(D-Glc)与 
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(图中 * 表示相关性达 P<0.05 显著水平) 

图 3  土壤理化性质与微生物碳源代谢活性及多样性指数的相关性热图 
Fig. 3  Correlation heat map of soil physicochemical properties with microbial carbon metabolic activity and diversity 

 
NH4

+-N 之间呈显著负相关关系(P<0.05)。 

2.5  土壤微生物碳源代谢活性的影响因素及作用

路径 

图 4 是采用随机森林模型量化土壤理化性质对

碳源代谢活性的影响，该模型较好地反映了土壤理化

性质对碳源代谢活性的解释能力 (R2=0.745， P< 

0.001)。其中，SWC、NO3
–-N 及 SOC 在回归模型中

对碳源代谢活性的影响极显著(P<0.01)，其贡献率分

别为 18.05%、13.05% 和 12.11%；TN、pH、TP 和

NH4
+-N 对碳源代谢的影响显著(P<0.05)，其贡献率分

别是 12.28%、9.49%、9.38% 和 9.14%。 

图 5  展示了偏最小二乘法结构方程模型(PLS- 

SEM)定量评估冻融循环对农田黑土微生物碳源代谢

活性影响的结果。模型拟合优度较高(拟合优度指数= 

0.495 8)，表明模型具有较强的解释力。内部结构模

型显示，冻融处理及受其影响的土壤含水率、化学性

质能够解释微生物碳源代谢活性变化的 58.5%(R2= 

0.585)。具体而言，冻融处理对碳源代谢活性的路径

系数为  –0.271 9，间接影响为  –0.08，总影响为 

–0.35，表明冻融处理对微生物碳源代谢活性产生了

显著的负向效应(P<0.01)。土壤含水率对微生物碳源

代谢活性的路径系数为 0.587 7，间接影响为 0.01，

总影响为 0.60；而化学性质的路径系数和总影响均为 

–0.484，表明土壤含水率和化学性质分别对土壤微生物

碳源代谢活性产生了显著的正向和负向影响(P<0.001)。 

 

(均方误差增加百分比(%IncMSE)表示从模型中移除的特征变量

对模型误差的增加程度，%IncMSE 越高，意味着该变量在模型中

越重要，对预测变量(微生物碳源代谢活性)的影响越显著。*、** 

分别表示重要性达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平) 

图 4  土壤理化性质对微生物碳源代谢活性的随机森林特

征重要性 
Fig. 4  Importance of random forest characteristics of soil 

physicochemical properties to microbial carbon metabolic activity 

 
从外部模型来看，冻融强度和冻融频次的因子负荷分

别为 0.961 和 0.276，表明冻融强度是潜变量“冻融

处理”的主要解释变量。整体而言，冻融强度对碳源

代谢活性的影响主要通过其对潜变量“冻融处理”的

贡献间接实现，进而通过冻融处理的调控路径影响碳

源代谢活性。因此，冻融处理在模型中扮演关键的中 
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(图中红色箭头表示负向效应，蓝色箭头表示正向效应；*、**、***分别表示影响效应达 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001 显著水平) 

图 5  冻融循环对土壤微生物碳源代谢活性影响的结构方程模型 
Fig. 5  Structural equation model of effect of freeze-thaw cycles on microbial carbon metabolic activity 

 
介角色，而土壤含水率则是正向促进微生物碳源代谢

活性的主要驱动力。 

3  讨论 

3.1  冻融循环对微生物碳源代谢活性及多样性的

影响 

本研究中冻融循环显著负向调控微生物代谢活

性的结果，与安小兵等[4]研究发现冻融循环降低土壤

微生物生物量碳的结论一致。冻融循环初期(1FTC、

3FTC、5FTC)，随冻结温度从 –9 ℃下降到 –18 ℃，

微生物碳源代谢活性显著下降，而微生物多样性指数

和均匀度指数提高。这表明，低温虽然导致某些微生

物休眠或死亡，降低了土壤微生物代谢速率[27]，但

也促进了嗜冷菌等特定微生物的繁殖，进而增加了微

生物群落多样性[28]。随冻融次数增多，特别是 9FTC

之后，部分微生物群落逐渐适应低温环境，发生代谢

调整或重组，导致代谢活性逐渐恢复甚至上升[29]。

然而，当冻融循环频繁时，渗透压升高可能导致微生

物死亡[30]，这一现象在 17FTC 后表现为微生物多样

性指数及均匀度指数的下降(表 1)。冻融结束后，死

亡微生物和植物残留物释放的养分为优势微生物提

供了有利的生长条件，进而增强了土壤中微生物的代

谢活性[31]。代谢活性增强，微生物丰度下降，可见

微生物的代谢活性更多与特定微生物的功能性转变

相关。此外，Deng 等人[32]通过功能基因分析发现，

冻融处理后土壤中与细菌分泌系统、鞭毛组装、外源

生物降解及代谢相关基因的丰度增加，从分子水平进

一步印证了冻融扰动可能激发特定微生物群体的应

激代谢能力。 

与 –9 ℃ 和 –18 ℃相比，–26 ℃ 冻融强度下的

土壤微生物丰度和均匀度保持下降或稳定。这是因为 

–26 ℃ 冻融下，解冻速度较慢，水分减少，冰晶残留

以及养分限制等因素形成厌氧环境[30-31]，共同抑制了

微生物的繁殖，这一结论在结构方程模型中也得到验

证(图 5)。尽管部分微生物丰度减少，但冻融后的有机

质释放为抗低温的微生物提供了有利的生长条件，从

而刺激微生物活性，甚至促进土壤 CO2 的释放[28, 33]。

因此，在 5FTC 和 9FTC 后的土壤中，冻结温度降至 

–26 ℃ 时，微生物碳源代谢活性没有显著变化，甚至

在 5FTC 后有所上升。然而，频繁的冻融循环会破坏

土壤结构，导致一些可培养微生物的种群减少 4 个数

量级以上[34]，进而使土壤呼吸减少 50%~70%[35]。 

已有研究表明，冻融循环次数本身并不会显著影

响土壤微生物群落组成[18,36]。本研究在 –9 ℃ 冻结

温度下观测到微生物多样性和均匀度的变化相对稳

定，与上述观点一致。然而，在冻融强度更大的条件

下(–18 ℃ 和 –26 ℃)，微生物群落多样性出现明显

波动：–18 ℃ 下 9FTC 前，微生物丰度未发生显著变

化，但在 17FTC 后出现下降趋势；–26 ℃ 处理下，

多样性指数随着冻融频次呈“W”型波动，表明其对

微生物群落结构产生更强烈的扰动效应。进一步分析

发现，在高强度冻融背景下，适度的冻融频次(如

5FTC)反而有利于微生物群落活性提升。该结果不仅

验证了低强度冻融循环对微生物丰度影响有限的结
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论，还揭示了极端冻融强度下微生物群落对冻融频次

的非线性响应规律，丰富了对冻融扰动影响微生物多

样性的理解。 

张志和韩晓增[37]研究指出，农田土壤微生物偏

好利用氨基酸类与碳水化合物类碳源。而本研究发

现，在冻融过程中，农田黑土微生物对羧酸类碳源的

利用显著增强，提示微生物在频繁冻融扰动下表现出

对特定碳源类型的适应性选择，这一发现补充和扩展

了现有研究在碳源利用动态方面的认识。然而，随冻

结温度下降，土壤中碳水化合物和羧酸类碳源可用性

降低，微生物会逐渐转向利用氨基酸类碳源(图 1B)。

据 Jones 等[38]解释，在强烈的冻融处理下，微生物反

应受到刺激，氨基酸循环加速。同样，Stres 等[39]也

指出，在温带地区土壤中，微生物在经历冻融扰动后，

其碳源利用模式会由碳水化合物与有机酸向氨基酸

类偏移，本研究结果与此具有较高一致性。高强度冻

融处理下碳源代谢的调整可能是由于低温加剧了土

壤团聚体分解和微生物细胞破坏，释放更多氨基酸供

微生物利用[40]。在整个冻融过程中，芳香酸代谢活

性未出现显著变化，表明频繁的冻融处理对芳香酸代

谢相关酶(如脱羧酶、羟化酶)活性影响较小[41]。整个

冻融过程中，碳水化合物、羧酸和氨基酸代谢活性呈

降低–增加–降低的趋势，且在 5FTC 时达到最高(图

1C)。该代谢趋势在一定程度上与孙嘉鸿等[42]对磷脂

脂肪酸含量变化的观察结果一致，他们指出在 –10~ 

0 ℃冻融模式下，土壤中各类型微生物脂肪酸含量先

降低后增加，最终仍低于冻融前的水平，表明微生物

对冻融胁迫具有一定适应能力。这也和多次冻融处理

后微生物逐渐适应温度变化有关[28,33]。然而，经更多

冻融处理后，土壤中营养物质的不足使微生物难以维

持代谢和生存[43]。 

冻融循环下，微生物碳代谢结构差异的主成分分

析表明，冻融循环对微生物碳代谢功能的影响主要体

现在糖类化合物的代谢差异上(图 2C)。糖类化合物

是土壤中微生物有机体的主要组成部分，也是其能量

代谢的主要来源[44]。因此，在冻融循环下，微生物

需快速响应环境变化，调节能量代谢，进而对碳水化

合物的代谢表现出更强的敏感性[44]。D-葡萄糖(D-Glc)

和 D-果糖(D-Fru)是细胞糖酵解和呼吸作用等能量代

谢途径中的关键底物，其代谢途径容易受到冻融循环

对微生物细胞膜损伤的影响[45]。此外，氨基酸类化

合物中的 γ-氨基丁酸(GABA)在各冻融模式下也表现

出显著差异。作为一种非蛋白质氨基酸，GABA 在植

物和微生物的代谢中起着重要作用，尤其在应对环境

压力和调节细胞功能方面[46]。研究表明，GABA 有

助于微生物应对盐胁迫、低氧等环境压力，并通过其

代谢为微生物提供生长所需能量[47]。这些结果表明，

在高强度冻融循环下，土壤微生物通过调节特定碳水化

合物和氨基酸的代谢活性，试图适应剧烈的温度变化。 

3.2  土壤理化性质与微生物碳源代谢间的相关性 

各类碳源代谢活性与 NO3
–-N 之间的负相关关

系，与 Tian 等[48]对热带森林土壤中氮添加抑制微生

物碳利用的研究结果一致。王世佳等[49]在大兴安岭

地区的研究表明，土壤中脲酶、蔗糖酶和蛋白酶的活

性与 NO3
–-N 含量呈负相关。在高强度或高频次冻融

循环下，对温度变化更敏感的硝化细菌活性增强，导

致土壤硝酸盐含量增多，而有机氮利用率降低[50]。

冻融循环通过改变土壤水分迁移，影响微生物的有机

碳矿化速率[51]。融化时，土壤水分增加，进而促进

有机碳含量的增加。例如，–10 ℃ 冻结处理的土壤

经多次冻融后，含水量和有机碳含量均上升，但微生

物生物量碳逐渐降低[10]。这表明，频繁冻融增加了

土壤含水量，但保护了土壤有机碳不被流失，这也是

微生物碳源代谢增强的原因。这种变化解释了土壤含

水量与碳源代谢活性呈正相关，而与微生物多样性指

数呈负相关的现象(图 3)。大多数碳源代谢活性和土

壤有机碳呈负相关(PCA、L-Cys 和 TreA 的相关性显

著，P<0.05)，这一结果与湿地土壤微生物碳源代谢

的研究结论一致，表明土壤碳源代谢活性增强可能削

弱了土壤的碳“汇”功能[52]。蒲家慧等[53]的研究表

明，冻融循环过程中有机氮矿化速率下降，也会导致

无机氮的积累下降。此外，当土壤中的氮源浓度较高

时，微生物倾向于利用氮源而非碳源，导致碳源代谢

活性下降[54]。L-半胱氨酸(L-Cys)代谢活性与全氮含

量呈负相关，可能是冻融循环改变了微生物群落结

构，使优势微生物更倾向于利用其他氮源[55]。 

4  结论 

1) 不同冻融强度和频次显著影响土壤微生物碳

源代谢活性及多样性。冻融初期，随冻结温度降低，

微生物代谢活性显著下降，而多样性和均匀度提高。

随着冻融循环次数的增加，代谢活性逐步恢复。高强

度(如 –26 ℃)、高频次的冻融循环会导致土壤水分减

少和养分限制，进而降低微生物丰度和均匀度，但仍

可促进 CO2 释放。 

2) 在碳源代谢特征方面，土壤微生物主要利用

碳水化合物和羧酸类化合物，并随冻融频次增加逐渐

转向氨基酸代谢。此外，冻融循环通过改变土壤水
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分、pH、氮含量等理化性质，进一步影响微生物群

落结构。 

3) 结构方程模型和随机森林回归分析表明，冻

融强度是主要驱动因子，其通过调控土壤水分和氮含

量等理化性质，进而影响微生物碳源代谢活性。 

综合来看，冻融循环通过多方面改变土壤环境，

进而影响微生物碳源代谢活性和群落结构，这为研究

冻融区农田黑土碳平衡提供了理论依据。 
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