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摘  要  日益加剧的氮沉降已经对陆地生态系统生产力和碳循环过程产生了显著影响。草原生态系统近90%的碳储存在土壤

中, 明确土壤呼吸及其组分对氮添加的响应对评估大气氮沉降背景下草原生态系统碳平衡和土壤碳库稳定性是非常重要的。

以往关于草原土壤呼吸对氮沉降响应的理解多是基于短期(<5年)和低频(每年1–2次)氮添加实验研究, 而关于长期氮添加和

不同施氮频率对土壤呼吸及其组分的影响尚缺乏实验证据。该研究基于2008年建立在内蒙古半干旱草原的长期氮添加实验平

台, 包括6个氮添加水平和2个施氮频率处理, 通过连续两年(2018–2019年)土壤呼吸及其组分的测定, 发现: 1)氮添加显著降

低了土壤总呼吸速率(Rs), 且Rs下降程度随着氮添加量的增加而增强。土壤异养呼吸速率(Rh)的显著下降是Rs下降的主要原

因。2)不同氮添加频率并未显著影响土壤呼吸及其组分对氮添加处理的响应。3)长期氮添加造成的土壤酸化降低了土壤微生

物活性并改变了微生物群落结构(真菌/细菌比), 进而导致土壤呼吸及其异养组分呈现显著的负响应。以上结果表明, 长期

(>10年)氮添加对土壤地下碳循环过程的抑制作用非常明显, 特别是异养呼吸组分的下降会降低土壤有机碳分解速率, 有助

于土壤碳库稳定性的维持。同时, 随着氮添加处理时间的延长, 不同施氮频率影响效应的差异减弱, 表明目前长期的低频氮

添加实验监测数据可以为评估自然生态系统对大气氮沉降的响应提供较为可靠的参考。 
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Abstract 

Aims  Increasing global nitrogen (N) deposition has exerted significant influences on productivity and carbon 
cycle of terrestrial ecosystems. More than 90% of the carbon in grasslands is stored in the soil, therefore any 
changes in soil total respiration (Rs) might have a vital impact on the carbon balance and the stability of soil 
carbon pool of grassland ecosystems. Most of our understanding about the responses of Rs to N deposition was 
based on N deposition manipulative experiments with short-term (<5 years) and low frequency (1–2 times per 
year) N addition treatments. It is still unclear how the long term N addition and different N addition frequency 
will affect Rs and its components in semiarid grasslands. 
Methods  Our study is based on a long term N addition manipulative experiment platform conducted in a typical 
temperate semiarid steppe, Nei Mongol. The experimental treatment consisted of six N addition amounts and two 
N addition frequencies. N addition treatments began at 2008. Soil respiration and its components were measured 
every two weeks during the growing season in 2018 and 2019. 
Important findings  1) Rs significantly decreased with increasing N addition amount. The negative impact of N 
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addition on Rs was mainly resulted from the inhibition of heterotrophic respiration (Rh). 2) No significant 
differences were observed in responses of Rs and its components to low and high frequency N addition treatments. 
3) Soil acidification caused by long term N addition inhibited soil microbial activity and changed soil microbial 
community composition, consequently decreased Rs and Rh. Our results suggested that the negative effect of N 
addition on soil carbon release still lasted after a decade of N addition treatment. In particular, the decrease of Rh 
would enhance the stability of soil carbon pool. No significant differences in the two N addition frequency 
treatments indicated that the potential impacts caused by simulated N addition with different frequencies would be 
diminished with prolonged treatment period. Therefore, the results of long-term (>10 years) simulated N addition 
experiments can provide reliable references for evaluating the responses of natural ecosystems to atmospheric N 
deposition. 
Key words  long-term nitrogen addition; nitrogen addition frequency; soil respiration; autotrophic respiration; 
heterotrophic respiration 
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全球陆地生态系统近3/4的碳(C)储存在土壤中

(Masciandaro et al., 2018), 储量高达1 395–2 011 Pg 

C, 约为大气碳储量的2–4倍 (Scharlemann et al., 

2014; Bond-Lamberty et al., 2018)。作为陆地生态系

统第二大碳通量, 土壤呼吸每年释放的CO2为68–98 

Pg C, 约为每年化石燃料燃烧释放CO2的10倍

(Raich & Schlesinger, 1992; Bond-Lamberty & Thom-

son, 2010)。全球碳模型的预测表明, 由于全球变  

化引发的土壤呼吸的微小变动都会显著影响大气 

CO2浓度, 进而影响全球碳平衡(Cox et al., 2000; 

Zhu et al., 2016; Wang et al., 2019c)。土壤呼吸根据

CO2产生的来源不同主要分为两个组分, 一是自养

呼吸, 主要是来自于植物根呼吸以及菌根真菌呼吸

产生的CO2; 另一部分是异养呼吸, 主要是来自于

凋落物分解和微生物降解土壤有机质产生的CO2 

(Hanson et al., 2000; Bond-Lamberty et al., 2004)。由

于底物来源和对环境因子响应的差异, 土壤呼吸的

自养和异养组分对氮沉降等全球变化的响应存在显

著差别(Zhou et al., 2014; Wei et al., 2016)。因此, 为

了准确预测全球变化对土壤呼吸及生态系统碳循环

的影响, 就需要区分土壤呼吸的不同组分, 并研究

各组分对全球变化因子的响应规律(Wang et al., 

2019c), 这对评估整个生态系统的碳收支平衡是非

常 重 要 的 (Lovett et al., 2006; ArchMiller & 

Samuelson, 2016)。 

工业革命以来, 人类活动特别是化石燃料的燃

烧和氮肥的大量使用, 导致了全球CO2浓度和大气

氮沉降速率急剧上升(Galloway et al., 2008; Mo et 

al., 2008)。从1980到2010年, 我国大气氮沉降量持

续增加了近60%, 达到近0.8 g·m–2 (Liu et al., 2013)。

预计到21世纪末, 全球大气氮沉降量将是目前的2.5

倍(Galloway et al., 2004; Luo et al., 2016)。大气氮沉

降已经对生态系统的结构和功能产生了显著影响

(Song et al., 2019; Chen et al., 2020)。已有的氮添加

实验表明氮添加可以显著促进植被生产力(杨倩等, 

2018; Song et al., 2019; Wang et al., 2019a), 但降低

了土壤微生物生物量及其活性(Xiao et al., 2020; 

Zhou et al., 2020)。植物和微生物对氮沉降的不同响

应将直接导致土壤呼吸及其自养和异养组分对氮沉

降响应的差异(Janssens et al., 2010; Zhou et al., 2017, 

2020)。虽然通过氮添加实验, 研究者们已经对生态

系统碳交换过程对氮沉降的响应方面进行了大量研

究(Luca et al., 2006; Niu et al., 2010; Jia et al., 2012; 

Shi et al., 2019; Bai et al., 2020), 但关于氮沉降对土

壤呼吸及其组分的影响仍存在争议。不同研究表明, 

氮添加可以提高(Craine et al., 2001; Hasselquist et 

al., 2012; Jia et al., 2012; Wang et al., 2019b)或抑制

(Mo et al., 2008; Janssens et al., 2010; 李寅龙等, 

2015; Chen et al., 2016; Song et al., 2019; Yan et al., 

2020)土壤呼吸或对其没有影响(Lee & Jose, 2003; 

Allison et al., 2008; 珊丹等, 2009)。Zhou等(2014)整

合分析了54个草地氮添加实验的结果, 发现氮添加

对土壤总呼吸表现为促进作用, 平均提高7.8%, 这

主要是由于氮添加对自养呼吸组分的提高, 而氮添

加对异养呼吸组分均表现出抑制作用。此外, 随着

氮添加时间的延长, 土壤呼吸对氮添加响应的强度

显著下降, 这一趋势在森林生态系统中表现得最为

明显(Zhou et al., 2014)。这是因为在实验处理初期, 
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氮添加显著促进植物生长并增加土壤碳输入, 促进

土壤自养呼吸, 并使得土壤总呼吸表现出增加趋势

(Fang et al., 2018); 而在长期氮添加情况下, 由于土

壤pH等条件的改变, 导致土壤微生物群落结构发生

变化 , 进而对土壤异养呼吸的抑制作用增加

(Treseder, 2008)。但目前由于在自然生态系统中持

续10年以上的长期氮添加平台数据仍然十分有限, 

使得我们还难以对草原生态系统土壤呼吸及其组分

对长期氮添加的响应进行评估。 

大气氮沉降对生态系统的影响是缓慢而持续的

(Galloway et al., 2008; Smith et al., 2009)。目前绝大

多数的研究是采用每年1–2次施氮的方式模拟氮沉

降(Clark & Tilman, 2008; Fornara & Tilman, 2012; 

Bai et al., 2015 ; Chen et al., 2018)。虽然少数研究已

经增加了氮添加的次数如每年4–6次施氮(Fang et 

al., 2017; Ma et al., 2018; Wang et al., 2019c), 但是

这种脉冲式的氮添加方式并不能真实模拟大气氮沉

降过程, 并使得研究结果可能出现偏差。Zhang等

(2014)的研究表明, 相比于每年12次施氮, 每年2次

氮添加会导致植物丰富度下降得更加显著, 从而高

估了大气氮沉降对植物群落的影响。同时Wang等

(2019a)发现虽然不同施氮频率并未显著影响植被

地上生产力, 但低频氮添加显著降低了地下生产

力。周纪东等(2016)发现不同的氮添加频率对温带

半干旱草原土壤有机碳含量没有显著影响。而关于

土壤微生物群落的研究表明, 相比于12次施氮, 每

年2次氮添加会导致细菌多样性显著下降(Cao et al., 

2020)。考虑到施氮频率对土壤微生物的影响, 那么

高频氮添加是否会减弱氮对土壤呼吸及其组分的影

响呢？目前关于不同氮添加频率对土壤呼吸影响的

差异鲜有报道。因此, 有必要通过对比不同氮添加

频率处理对生态系统影响的差异, 来评估以往的低

频氮添加实验在研究生态系统结构和功能对氮沉降

响应效应时所造成的潜在误差。 

草原生态系统是我国重要的生态系统类型, 占

我国国土面积的近40%, 其中78%的草原位于北方

干旱半干旱地区(陈佐忠和汪诗平, 2000), 对全球变

化非常敏感(Niu et al., 2008; Liu et al., 2018)。本研

究基于建立在内蒙古半干旱草原的长期氮添加平

台。自2008年平台建立以来, 已经进行了长达10年

的氮添加处理。通过连续两年(2018–2019年)土壤呼

吸及其组分的测量, 本研究对比了不同氮添加量和

氮添加频率对草原土壤碳释放的影响, 阐明调控土

壤呼吸及其组分响应的主要环境和生物因子。在长

期氮添加背景下, 明确土壤呼吸及其组分对氮添加

量和添加频率的响应规律, 对进一步理解氮沉降对

草原生态系统土壤碳平衡与固碳潜力的影响有重要

的意义。 

1  材料和方法 

1.1  研究区域概况 

本研究样地位于内蒙古锡林郭勒盟的内蒙古草

原生态系统国家定位研究站(116.70° E, 43.38° N, 

海拔1 200 m)。该地区属于温带半干旱大陆性气候, 

长期(1983–2012年)的气象数据表明, 该区域的年平

均气温为0.9 ℃, 月平均气温变化从最冷月(1月) 

–21.7 ℃到最暖月 (7月 ) 19.7 ℃。年降水量为

355.3 mm, 其中60%–80%的降水量集中在生长季

(5–8月)(Zhang et al., 2014)。该区域主要土壤类型为

栗钙土。地带性植被为温带半干旱典型草原, 优势

物种为大针茅(Stipa grandis)、羊草(Leymus chinensis)

等。该区域大气氮沉降的背景值为1.8 g·m–2·a–1, 其

中干、湿氮沉降分别为1.2和0.6 g·m–2·a–1 (Giese et 

al., 2013)。 

1.2  实验平台与处理设置 

本研究是在位于内蒙古草地生态系统国家定位

研究站的长期氮添加实验平台进行的。平台建于

2008年, 采用随机区组实验设计。实验设置了10个

区组, 每个区组随机设置了9个氮添加量(0、1、2、

3、5、10、15、20、50 g·m–2·a–1)和2个氮添加频率(低

频和高频)处理, 共计190个小区, 每个小区大小为

4 m × 8 m。参考该区域其他长期氮沉降实验设置

(Bai et al., 2010), 本实验中的氮添加量梯度范围相

当于该区大气氮沉降背景值的0.5–25倍。氮添加处

理从2008年9月1日开始, 氮添加的形式为NH4NO3 

(纯度>99%)。高频氮添加(HF)处理在每月的第一天

进行施氮处理, 每年分12次平均施入相应处理中; 

低频氮添加(LF)处理在每年6月(生长季)和11月(非

生长季)的第一天进行施氮处理, 每年2次平均施入

相应处理中。氮添加处理的具体描述参见Zhang等

(2014)和Wang等(2019a)。 

1.3  土壤呼吸及其组分的测定 

土壤呼吸的测量在2018–2019年生长季进行 , 

这是长期氮添加实验平台氮添加处理的第11和12
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年。由于测定仪器限制, 本研究仅选取了6个区组

(重复)下的6个氮添加水平(0、2、5、10、20、

50 g·m–2·a–1)和2个施氮频率进行测量。采用深浅环

法对土壤呼吸组分进行区分(Zhou et al., 2007), 此

方法近年来已被广泛应用于草原土壤呼吸组分区分

(Yan et al., 2010; Zeng et al., 2018; Wang et al., 2019c; 

Zhang et al., 2019)。已有研究表明, 该区域草原近

85%以上的根系分布在0–30 cm土层, 30 cm的深环

可以阻止大部分植物根系长入(Zhang et al., 2019)。

为了减少深环中残留细根分解对测量的影响, 在测

量开始前一年(2017年7月), 在每个处理样方内分别

嵌入一个30 cm的深环和一个10 cm的浅环, 用于土

壤呼吸及其组分的测量, 呼吸环高出地面约3 cm。

土壤呼吸环质地为PVC, 直径为20 cm。土壤呼吸环

的安装尽量选择植物间隙, 土壤环中的少量植物会

在安装土壤环的时候就进行去除, 测量期间每1–2

周检查并将土壤环中的植物地上部分剪除。其中浅

环用于测量土壤总呼吸速率(Rs), 深环用于测量土

壤异养呼吸速率(Rh), 二者的差值用于估算土壤自

养呼吸速率(Ra)(Zhang et al., 2019)。土壤呼吸速率

的测量采用LI-8100土壤呼吸自动测量仪(LI-COR, 

Lincoln, USA)。2018–2019年生长季5–9月进行测量, 

每两 周测量一 次 , 每次 测量的时 间控制 在

8:30–14:00之间。土壤呼吸测量的同时对深环和浅

环0–10 cm土层土壤温度(ST)和土壤含水量(SWC)的

进行测量。ST和SWC分别采用LI-8100附带的土壤热

电偶探头(LI-8100-201, LI-COR, Lincoln, USA)和

TDR-300 (Spectrum Technologies, Plainfield, USA)进

行测量。根据以往的研究, 浅环对土壤温度和水分并

没有显著影响, 可以采用环外土壤的测量数据, 但

深环由于降低了土壤水分的侧向交换, 会显著影响

环内的土壤温度和水分条件(Zhang et al., 2019)。为

了减少土壤温度和水分测量时探针插入对环内土壤

的扰动, 在3个区组的处理样方中又嵌入一个30 cm

的深环, 专门用于深环内土壤温度和水分的测量。 

由于深环中的土壤温度和水分条件发生了明显

的变化, 会对深环内土壤呼吸速率产生影响, 因此

需要通过建立深环内土壤呼吸与土壤温度和水分之

间的关系, 并利用这一关系, 将深环内测量得到的

土壤呼吸校正至与浅环土壤温度和水分相同条件下

的呼吸速率, 具体方法可参考Yan等(2010)和Zhang

等(2019)。主要校正步骤如下: 首先建立深环土壤呼

吸与深环内土壤温度和水分之间的拟合方程:  

Rh-measured = aebST (cSWC2 + dSWC)   (1) 

式中, Rh-measured是深环测量得到的土壤异养呼吸速

率, ST和SWC是深环的土壤温度和土壤水分含量; 

a、b、c和d是拟合参数。 

然后, 利用环外土壤温度和水分数据, 将深环

内测量的Rh进行校正, 计算出Rh-corrected, 而Ra通过Rs

和校正后的Rh之间的差值进行计算:  

Ra = Rs – Rh-corrected     (2) 

1.4  土壤呼吸温度和水分敏感性的计算 

采用指数回归方程拟合土壤呼吸速率及其组分

(SR, μmol·m–2·s–1)与ST之间的关系:  

SR = αeβST  (3) 

式中, ST为10 cm土层土壤温度(℃), α为0 ℃时的土

壤呼吸速率, β为土壤呼吸的温度响应系数。 

土壤呼吸温度敏感性(Q10)由β值计算获得:  

Q10 = e10β  (4) 

采用线性回归方程拟合SR与10 cm土层SWC之

间的关系:  

SR = pSWC + q  (5) 

式中, p和q是线性回归拟合参数, 斜率p用于指示土

壤呼吸的水分敏感性。 

1.5  地上净初级生产力(ANPP)的测量 

每年8月份, 采用1 m × 1 m样方框在每个样方

内进行分种剪草, 将框内的地上植物齐地面剪掉。

为了避免边缘效应 , 样方框距离样方边缘至少

0.5 m。剪下的全部植物在65 ℃烘箱中烘干24 h, 然

后称质量, 并用来表征群落ANPP。 

1.6  土壤样品的取样与相关指标测量 

每年8月中旬, 在每个样方的土壤取样区中随

机取5钻(直径7 cm) 0–10 cm土层土壤后混合均匀, 

然后过2 mm的筛子。将筛好的土样分成两部分, 一

部分风干用于土壤理化指标的测定, 另一部分放在

4 ℃下保鲜, 用于土壤微生物指标的测定。 

称取10 g风干土, 按照风干土:蒸馏水(质量比) 

1:2.5加入蒸馏水后搅拌混匀, 用于测量土壤pH。 

土壤微生物生物量(MB)和土壤微生物功能群

组成采用磷脂脂肪酸(PLFA)方法测定(Frostegård et 

al., 2011)。根据细菌的特异性脂肪酸(i15:0、i16:0、

i17:0、18:1ω7、cy17:0和cy19:0)和真菌的特异性脂
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肪酸(18:2ω6, 9)的含量代表土壤中细菌和真菌的生

物量(Wang et al., 2019c), 并计算真菌/细菌比(F/B)。 

1.7  数据统计分析 

采用重复测量方差分析检验氮添加量(N)和施

氮频率(NF)对土壤温度、土壤水分含量、土壤呼吸

速率及其组分的影响的显著性, 并采用Duncan法进

行多重检验。重复测量方差分析采用SPSS 22.0统计

软件分析完成。 

利用混合线性模型(LME)分析在LF或HF处理

下, 氮添加量对土壤呼吸及其组分的温度和水分敏

感性影响的差异显著性, 其中氮添加量和施氮频率

作为主效应, 区组作为随机因子。 

采用线性和非线性回归分析研究在LF或HF处

理下, 土壤呼吸及其组分与土壤温度、土壤水分含

量、土壤pH、ANPP、土壤微生物生物量和F/B之间

的关系。 

以上数据分析在R 3.6.1中完成, 数据处理中用

到的安装包有‘lme4’。文中所有图在Sigmaplot 14.0

中绘制。 

2  结果和分析 

2.1  氮添加量和施氮频率对土壤温度和土壤水分

含量的影响 

氮添加量显著影响了ST (p < 0.001)和SWC (p < 

0.05), 而施氮频率对 ST 和 SWC 没有影响 (p > 

0.05)(表1)。在2018和2019年, 无论LF还是HF条件下, 

ST均表现出随着氮添加量的增加而下降的趋势, 并

在50 g·m–2·a–1氮添加量处理下出现显著降低(p < 

0.05, 图1A、1C)。SWC随着氮添加量增加表现出先

下降后增加的趋势, 在10和20 g·m–2·a–1氮添加处理

出现最低值(p < 0.05, 图1B、1D)。 

2.2  氮添加量和施氮频率对土壤呼吸速率及其组

分的影响 

在2018年生长季, 土壤呼吸速率及其组分的季

节变化呈现出单峰模式; 而在2019年生长季, 土壤

呼吸速率及其组分的季节变化表现出双峰模式(图

2)。氮添加量显著影响了Rs, 随着氮添加量的增加, 

Rs呈现逐渐下降的趋势(表1; 图3A、3D)。多重比较

的结果表明, 与对照(0 g·m–2·a–1)相比, 长期少量

(2–5 g·m–2·a–1)的氮添加处理并未对Rs产生显著影响

(p > 0.05), 而10 g·m–2·a–1的氮添加量显著降低了Rs, 

随着氮添加量的进一步增加, 其对Rs的抑制作用愈

加明显(p < 0.001, 图3A、3D)。Rh和Ra对氮添加量

的响应存在明显差异。Rh对氮添加的响应与Rs趋势

一致 , 但其对氮添加量的响应更加敏感 , 在

2 g·m–2·a–1的氮添加处理下, Rh即表现出显著降低

(p < 0.001, 图3B、3E)。与Rh相比, Ra对不同氮添加

量并无响应(图3C、3F)。不同施氮频率对Rs及其异

养和自养呼吸组分均没有显著影响(p > 0.05)(表1; 

图3)。无论是氮添加量还是施氮频率, 均未改变土

壤呼吸异养组分在总呼吸中所占比例(Rh/Rs)(表1), 

其均值为0.62。 

2.3  土壤呼吸速率及其组分与土壤环境因子之间的

关系 

无论在LF还是HF处理下, Rs及其组分与ST和

SWC之间均表现出显著的正相关关系(图4)。除了在 
 
 
表1  测量年份(Y)、氮添加量(N)和施氮频率(NF)及其交互作用对土壤温度、土壤水分含量、土壤总呼吸速率及组分(异养和自养呼吸)和异养呼吸比值

的影响 
Table 1  Results of the effects of year (Y), nitrogen addition amount (N), nitrogen addition frequency (NF) and their interactions on soil temperature (ST), soil 
water content (SWC), soil total respiration rate (Rs) and its components (Rh and Ra) and Rh/Rs ratio  

 土壤温度 
ST (℃) 

土壤水分含量 
SWC (%) 

土壤总呼吸速率
Rs (mol·m–2·s–1) 

异养呼吸速率 
Rh (mol·m–2·s–1) 

自养呼吸速率 
Ra (mol·m–2·s–1) 

异养呼吸比值 
Rh/Rs 

处理 
Treatment 

df F p F p F p F p F p F p 

Y 1 49.08 <0.001 6.11 <0.05 21.81 <0.001 67.29 <0.001 0.53 0.46 71.57 <0.001

N 5 16.65 <0.001 5.56 <0.001 16.15 <0.001 113.73 <0.001 1.68 0.16 1.60 0.19 

NF 1 0.87 0.36 1.08 0.30 2.52 0.12 0.02 0.90 3.03 0.09 1.84 0.18 

N × NF 4 1.75 0.15 1.33 0.27 2.53 0.05 9.23 <0.001 2.30 0.07 2.14 0.09 

Y × N 5 0.31 0.91 0.09 0.99 0.62 0.69 1.23 0.29 0.58 0.71 1.20 0.32 

Y × NF 1 0.00 0.96 0.11 0.74 0.04 0.84 0.19 0.67 0.01 0.91 0.30 0.59 

Y × N × NF 4 0.06 0.99 0.01 1.00 0.33 0.86 0.03 1.00 1.12 0.34 2.13 0.09 

Ra, autotrophic respiration rate; Rh, heterotrophic respiration rate. 
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图1  2018和2019年氮添加量和施氮频率对表层(0–10 cm)土壤温度(ST)(A、C)和土壤水分含量(SWC)(B、D)的影响。图中数据

为平均值±标准误差。图中不同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20、50 g·m–2·a–1氮添加处理。图中给出了氮添加量(N)、
施氮频率(NF)及其交互作用(N × NF)对土壤温度和含水量的差异显著性检验结果(***, p < 0.001; *, p < 0.05; ns, p > 0.05)。图中的

小写字母代表不同氮添加量处理间的差异显著性, 相同字母表示无显著差异(p > 0.05), 不同字母表示具有显著差异(p < 0.05)。 
Fig. 1  Changes in soil temperature (ST)(A, C) and soil water content (SWC)(B, D) in 0–10 cm surface soil layer under different N 
addition amount and frequency treatments in 2018 and 2019. Data are mean ± SE. The different color icons in the figure represent N 
addition treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The ANOVA results were shown in the figure to address the 
significance of effects of N addition amount (N), frequency (NF) and their interactions (N × NF) on the parameters (***, p < 0.001; *, 
p < 0.05; ns, p > 0.05). The lowercase letters in the figure represent the significance among different nitrogen addition treatments. The 
same letter means no significance (p > 0.05), while different letters mean significant differences (p < 0.05). HF, N addition with high 
frequency; LF, N addition with low frequency. 
 

 
 

图2  2018和2019年不同氮添加量和施氮频率处理下土壤呼吸速率(Rs)及其异养(Rh)和自养(Ra)组分的季节和年际动态(平均值±
标准误差)。图中不同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20、50 g·m–2·a–1氮添加处理。图中给出了氮添加量(N)、施氮频率(NF)
及其交互作用(N × NF)对土壤呼吸及其组分的差异显著性检验结果(***, p < 0.001; ns, p > 0.05)。 
Fig. 2  Inter- and intra-annual variations in soil respiration rate (Rs) and its heterotrophic (Rh) and autotrophic (Ra) components under 
different N addition amount and frequency treatments in 2018 and 2019 (mean ± SE). The different color icons in the figure represent 
N addition treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The ANOVA results were shown in the figure to address the 
significance of effects of N addition amount (N), frequency (NF) and their interactions (N × NF) on the parameters (***, p < 0.001; 
ns, p > 0.05). HF, N addition with high frequency; LF, N addition with low frequency. 
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图3  2018和2019年氮添加量和施氮频率对土壤呼吸速率(Rs)及其异养(Rh)和自养(Ra)组分季节平均值的影响。图中数据为平

均值±标准误差。图中不同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20、50 g·m–2·a–1氮添加处理。图中给出了氮添加量(N)、施氮

频率(NF)及其交互作用(N × NF)对土壤呼吸及其组分的差异显著性检验结果(***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05; ns, p > 
0.05)。图中的小写字母代表不同氮添加量处理间的差异显著性, 相同字母表示无显著差异(p > 0.05), 不同字母表示具有显著

差异(p < 0.05)。 
Fig. 3  Seasonal mean values of soil respiration rate (Rs) and its heterotrophic (Rh) and autotrophic (Ra) components under different 
N addition amount and frequency treatments in 2018 and 2019. Data are mean ± SE. The different color icons in the figure represent 
N addition treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The ANOVA results were shown in the figure to address the 
significance of effects of N addition amount (N), frequency (NF) and their interactions (N × NF) on the parameters (***, p < 0.001; 
**, p < 0.01; *, p < 0.05; ns, p > 0.05). The lowercase letters in the figure represent the significance among different nitrogen addition 
treatments. The same letter means no significance (p > 0.05), while different letters mean significant differences (p < 0.05). HF, N 
addition with high frequency; LF, N addition with low frequency. 

 
HF条件下Ra与土壤pH之间没有显著相关关系外, Rs

及其组分与土壤pH之间表现出显著的正相关关系

(图4G–4I)。 

氮添加量和施氮频率对Rs和Rh的温度敏感性均

无显著影响(图5A、5B)。随着氮添加量的增加, Rs

和 Rh 的水分敏感性下降 ( 图 5C 、 5D) 。并在

5–10 g·m–2·a–1氮添加量处理下出现显著降低(p < 

0.01, 图5C、5D)。但是, 施氮频率对Rs和Rh的水分

敏感性没有显著影响(p > 0.05, 图5C、5D)。 

2.4  土壤呼吸速率及其组分与植被地上净初级生

产力和土壤微生物之间的关系 

无论是在LF还是HF条件下 , Rs及其组分与

ANPP之间均呈现显著的负相关关系(图6A–6C)。Rs

及组分与土壤微生物生物量之间的相关分析表明, 

Rs和Rh仅在LF处理下与土壤微生物生物量间表现

出显著的线性正相关关系, 而在HF处理下并无显

著的相关关系(图6D、6E)。无论是在LF还是HF处

理下, Ra与土壤微生物生物量之间关系均不显著

(图6F)。与土壤微生物生物量相比, Rs及其组分与

F/B之间表现出更紧密的关系。无论是在LF还是在

HF处理下, Rs和Rh均与F/B呈现出显著的线性正相

关关系(图6G、6H); 而Ra与F/B无显著相关关系 

(图6I)。 

3  讨论 

3.1  长期氮添加对土壤呼吸速率及其组分的影响 

氮是内蒙古半干旱草原生产力和碳交换过程的

主要限制因子(Bai et al., 2010)。本研究发现随着氮

添加量的增加, Rs显著下降(图3), 相同的结果在高

寒草甸(Wang et al., 2019c)和黄土高原半干旱草原

(Wei et al., 2018)中同样被报道。但是氮添加对Rs无

显著影响(Fu et al., 2015)或有促进作用(Zhou et al., 

2014, 2016)的结果也多次被报道。通过比较发现, 

氮添加对Rs的正作用通常多出现在森林生态系统或

短期的氮添加实验中(Zhou et al., 2014; Fu et al., 

2015; Luo et al., 2016)。而随着氮处理时间的延长,  
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图4  土壤呼吸速率(Rs)及其异养(Rh)和自养(Ra)组分与土壤温度(ST)、土壤水分含量(SWC)和土壤pH之间的相关关系。图中不

同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20和50 g·m–2·a–1氮添加处理。圆形图标和黑色拟合线代表低频氮添加(LF)处理, 三角形

图标和红色拟合线代表高频氮添加(HF)处理。实线代表相关关系显著(p < 0.1), 虚线代表相关关系不显著(p > 0.1)。 
Fig. 4  Relationships between soil respiration rate (Rs) and its heterotrophic (Rh) and autotrophic (Ra) component with soil 
temperature (ST), soil water content (SWC) and soil pH value. Different color icons in the figure represent N addition treatments with 
0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The circle sign and black line represent the low frequency N addition (LF) treatment, and 
the triangle sign and red line indicate the high frequency N addition (HF) treatment. The solid line represents marginally significant 
relation (p < 0.1) and the dash line represents insignificant relation (p > 0.1).  
 

 
 

图5  不同氮添加量和施氮频率对土壤呼吸速率(Rs)及其异养呼吸组分(Rh)温度敏感性(Q10)(A、B)和水分敏感性(C、D)的影响。

图中数据为平均值±标准误差。图中不同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20和50 g·m–2·a–1氮添加处理。图中给出了氮添加

量(N)、施氮频率(NF)及其交互作用(N × NF)对温度和水分敏感性影响的显著性检验结果(***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 
0.05; ns, p > 0.05)。图中的小写字母代表不同氮添加量处理间的差异显著性, 相同字母表示无显著差异(p > 0.05), 不同字母表

示具显著差异(p < 0.05)。 
Fig. 5  Changes in temperature (Q10, A, B) and water (C, D) sensitivities of soil respiration (Rs) and its heterotrophic component (Rh) 
under different nitrogen addition amount and frequency treatments. Data are mean ± SE. The different color icons in the figure 
represent N addition treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The ANOVA results were shown in the figure to 
address the significance of effects of N addition amount (N), frequency (NF) and their interactions (N × NF) on the parameters (***, 
p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05; ns, p > 0.05). The lowercase letters in the figure represent the significance among different 
nitrogen addition treatments. The same letter means no significance (p > 0.05), while different letters mean significant differences 
(p < 0.05). HF, N addition with high frequency; LF, N addition with low frequency. 
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图6  土壤呼吸速率(Rs)及其异养(Rh)和自养(Ra)组分与地上净初级生产力(ANPP), 土壤微生物生物量(MB)和真菌/细菌比(F/B)
之间的相关关系。图中不同颜色的图标分别代表0、2、5、10、20、50 g·m–2·a–1氮添加处理。圆形图标和黑色拟合线代表低

频氮添加(LF)处理, 三角形图标和红色拟合线代表高频氮添加(HF)处理。实线代表相关关系显著(p < 0.1), 虚线代表相关关系

不显著(p > 0.1)。 
Fig. 6  Relationships between soil total respiration and its components with aboveground net primary productivity (ANPP), soil 
microbial biomass (MB) and fungal biomass/bacterial biomass ratio (F/B). The different color icons in the figure represent N addition 
treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. The circle sign and black line represent the low frequency N addition (LF) 
treatment, and the triangle sign and red line indicate the high frequency N addition (HF) treatment. The solid line represents 
marginally significant relation (p < 0.1) and the dash line represents insignificant relation (p > 0.1).  
 
Rs对氮添加的正响应会逐渐减弱, 并转变成负响应

(Zhou et al., 2014, 2016)。这主要是因为在实验处理

初期, 氮添加主要表现出对植物生长的促进作用, 

但随着处理时间的延长, 氮添加所导致的土壤pH下

降对植物和土壤微生物的负面作用逐渐增强

(Janssens et al., 2010; Liang et al., 2019)。本研究Rs

的测定是在氮添加处理的第11和12年进行的, 历经

了10年氮添加处理后, 土壤pH显著降低, 氮添加对

Rs的抑制作用十分明显, 特别是当氮添加量大于

10 g·m–2·a–1时, Rs显著降低了近22.9 %。Bai等(2010)

在 本 区 域 的 长 期 氮 添 加 实 验 研 究 表 明 , 

10.5 g·m–2·a–1氮添加量是影响内蒙古半干旱草原土

壤氮有效性显著增加的关键阈值。 

Rs对氮添加响应的强度和方向取决于Rh和Ra两

个组分的响应, 本研究中氮添加显著降低了Rh, 对

Ra并无显著影响。氮添加并没有影响Rh对Rs的贡献

比例, Rh平均占Rs的62%, 这与本区域其他研究结果

(Zhang et al., 2016a, 2019)一致。大部分陆地生态系

统的生产力是受氮限制的, 通常氮添加会通过提高

土壤氮可利用性而促进植物生长, 增加植物自养呼

吸(Chen et al., 2015b)。但土壤氮限制缓解的同时也

会改变植物的地上地下碳分配策略, 减少植物对地

下根系的碳分配比例, 该实验平台的研究表明在氮

添加处理的第6和第7年, 氮添加使得ANPP增加了

45%–53%, 但导致地下净初级生产力(BNPP)平均

下降了40%–47% (Wang et al., 2019a)。这可能是本

研究中Ra对氮添加处理缺乏响应的原因。一项全球

氮添加实验的meta分析表明, 氮添加会显著降低根

系生物量和周转速率, 但对根系现存量没有影响

(Peng et al., 2017), 由于Ra主要来自于现存根系呼

吸, 这可以进一步解释为什么本研究中Ra对氮添加

处理没有显著响应。 
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本研究中Rs对氮添加的响应主要取决于其Rh的

变化, 随着氮添加量的增加, Rh显著降低(图3)。在高

寒草甸(Wang et al., 2019c)和黄土高原半干旱草地

(Wei et al., 2018)也有同样发现。本研究发现Rh对氮

添加量非常敏感, 在低浓度的氮添加量(2 g·m–2·a–1)

处理下就出现显著的下降, 而这一氮添加量接近当

地大气氮沉降量1.8 g·m–2·a–1 (Giese et al., 2013)。Rh

对氮添加的负响应主要有以下几个原因。首先, 地

下碳分配比例的下降减少了根际分泌物, 降低了土

壤有机质的降解(Janssens et al., 2010)。根际是植物-

微生物碳交换的重要界面, 而根际分泌物是微生物

分解底物的重要来源。地下碳输入量的下降会显著

降低土壤微生物有机碳降解速率。本研究中土壤呼

吸测定年份并没有进行BNPP的测量, 但氮添加处

理早期的数据已表明植物将更多的碳分配至地上, 

BNPP显著降低(Wang et al., 2019a)。因此本研究中

土壤呼吸及其组分与ANPP之间显著的负相关关系

可能是由于氮沉降促进植物地上生长, 而减少向地

下的碳分配, 抑制植物根系生长, 进而导致土壤呼

吸速率降低(图5)。第二, 氮添加显著降低了土壤微

生物生物量和活性, 改变土壤微生物群落结构和功

能。多个氮添加实验集成分析研究均表明, 土壤氮

有效性的提高显著降低了土壤微生物生物量

(Janssens et al., 2010; Zhou et al., 2017)。这一方面是

因为氮供给增加使得土壤氮同化所需能量降低

(Bowden et al., 2004), 另一方面是因为氮添加导致

土壤pH值降低 , 有害金属离子富集(Tian & Niu, 

2015), 限制了微生物生长和活性(Treseder, 2008; 

Chen et al., 2019)。氮添加不仅降低土壤微生物生物

量, 还会改变微生物群落结构(Chen et al., 2015a; 

Bowden et al., 2019; Zhou et al., 2020)。本研究中, 

长期氮添加导致土壤pH显著下降, 由对照处理下的

7.55下降至高氮添加处理下的 4.72, 降低了近

37.5%。氮添加不但显著降低了土壤细菌和真菌的

生物量, 同时还降低了微生物的F/B (附录I)。而土壤

总呼吸及其异养组分均与土壤pH、土壤微生物生物

量和F/B表现出显著的线性正相关关系(图4, 图5)。

第三, 氮添加通过改变植被生产力和群落结构, 影

响土壤微环境。本研究表明氮添加显著增加了植被

高度和生物量, 并通过降低地表辐射强度和提高植

物蒸腾作用, 降低了表层土壤温度和含水量(图1)。

但在高氮添加处理下, 土壤含水量出现了显著回升, 

这主要是大量的氮输入提高了植物盖度, 降低了土

壤温度, 使得土壤水分蒸发作用下降。与以往研究

(Zhou et al., 2014)相似, 在本研究中土壤温度和水

分是调控土壤呼吸及其组分变化的重要环境因子, 

随着土壤温度和含水量的增加, Rs和Rh均显著提高。

此外, 氮添加显著降低了Rs和Rh的水分敏感性, 这

主要与氮添加导致的土壤微生物生物量的下降有

关。降低的微生物生物量及其活性限制了Rs和Rh对

土壤水分变化的响应(Zhang et al., 2019)。 

3.2  施氮频率对土壤呼吸速率及其组分的影响 

大气氮沉降是持续而缓慢的氮添加过程, 而大

多数模拟氮沉降实验研究是通过生长季少次脉冲式

的氮添加处理进行的(Bai et al., 2015; Fang et al., 

2017; Chen et al., 2018; Wang et al., 2019c), 不同的

氮添加模式和频次会影响生态系统结构和功能对氮

添加的响应(Tu et al., 2013; Zhang et al., 2014)。本平

台已有的研究结果表明, 在氮添加处理早期, 不同

施氮频率对植物地上生产力并没有显著影响, 而对

物种多样性、地下生产力和土壤微生物群落的影响

是显著的(Zhang et al., 2016b; Wang et al., 2019a; 

Cao et al., 2020)。Zhang等(2016b)对氮添加处理前5

年的研究发现随着氮添加量的增加, 植物物种多样

性显著降低, 而与HF (每年12次)相比, LF (每年2次)

处理导致物种多样性丧失的速率更快, 这主要是因

为LF处理下较高的氨态氮浓度限制了新物种的定

植。Wang等(2019b)在氮添加处理的第5–7年的研究

表明, 虽然不同施氮频率并未显著影响植被ANPP, 

但LF显著降低了BNPP, 特别是在低氮添加量处理

下。Cao等(2020)对施氮后第6和7年的研究表明, HF

会显著减弱氮添加处理对植物和土壤细菌多样性的

负作用。本研究在氮添加处理第11和12年进行测定, 

我们并未发现不同施氮频率对土壤呼吸及其组分影

响有显著差别, 而同期两种施氮频率下植物生产

力、土壤微生物生物量、土壤细菌和真菌生物量以

及F/B均没有显著的差异(附录I, 附录II)。这表明随

着氮添加处理时间的延长, 不同施氮频率对植物和

微生物群落生产力和结构的影响逐渐减弱。因为随

着土壤中可利用氮的不断增加, 造成土壤酸化和有

毒离子的积累, 生态系统逐渐呈现出氮饱和的状态

(Tian et al., 2016), 进而逐步削弱了不同施氮频率对

生态系统影响的差别。本研究的HF处理虽然尽可能

地提高了氮添加频次, 但与缓慢持续的大气氮沉降
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过程仍存在较大差别, 使得我们在研究生态系统结

构和功能对大气氮沉降的响应过程中仍存在很大不

确定性。随着氮添加手段的改进, 如采用具亲水性

包衣的缓释尿素等, 可以更精确地模拟大气氮沉降

特别是湿沉降的过程, 为准确模拟大气氮沉降对生

态系统碳氮循环过程的影响提供了可能。 

综上所述, 历经了10年的氮添加处理后, 随着

氮添加量的增加, 内蒙古半干旱草原土壤呼吸速率

显著降低。土壤呼吸对氮添加的负响应主要是由其

异养组分的下降决定的, 而自养呼吸组分并无明显

变化。不同氮添加频率并未显著影响土壤呼吸及其

组分对氮添加处理的响应。以上结果表明, 随着氮

添加处理时间的延长, 氮添加对土壤地下碳循环过

程的抑制作用仍然非常明显, 特别是异养呼吸组分

的下降导致土壤有机碳分解速率降低, 有助于土壤

有机碳库稳定性的维持。但同时植物光合产物向地

下分配的比例也显著降低, 减少了根系分泌物和凋

落物碳的输入, 因此评估氮沉降对草原土壤碳库稳

定性的影响, 还需要长期的、更全面的地上-地下碳

交换过程的研究。长期处理后施氮频率影响效应的

减弱表明, 对于目前已有的处理时间较长(大于10

年)的低频氮添加实验来说, 长期的监测数据可以

为评估自然生态系统结构和功能对大气氮沉降的响

应提供较为可靠的参考。 
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附录I  氮添加量和施氮频率对地上净初级生产力、土壤pH、土壤微生物生物量、细菌生物量、真菌生物量、真菌/细菌比的

影响 
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附录 I  氮添加量和施氮频率对地上净初级生产力(ANPP)(A)、土壤 pH (B)、土壤微生物生物量(MB)(C)、细菌生物量(D)、真

菌生物量(E)、真菌/细菌比(F/B)(F)的影响。 

Supplement I  Effects of different nitrogen addition amount and frequency treatments on aboveground net primary 

productivity (ANPP)(A), soil pH (B), microbial biomass (MB)(C), bacterial biomass (D), fungal biomass (E) and fungal 

biomass/bacterial biomass ratio (F/B)(F). 

 
图中数据为平均值±标准误差。图中不同颜色的图标分别代表 0、2、5、10、20、50 g·m–2·a–1 氮添加处理。图中给出了氮添加

量(N)、施氮频率(NF)及其交互作用(N × NF)的对地上净初级生产力、土壤 pH 和土壤微生物影响的显著性检验结果(***, p < 

0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05; ns, p > 0.05)。图柱上的小写字母代表不同氮添加量处理间的差异显著性, 相同字母表示无显著

差异(p > 0.05), 不同字母表示有显著差异(p < 0.05)。图柱上的星号表示不同施氮频率处理影响的差异显著性(*, p < 0.05)。 

Data are mean ± SE. Different color icons in the figure represent N addition treatments with 0, 2, 5, 10, 20, 50 g·m–2·a–1, respectively. 

The ANOVA results were shown in the figure to address the significance of effects of N addition amount (N), frequency (F) and their 

interactions (N × F) on the parameters (***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05; ns, p > 0.05). The lowercase letters on the column 

represent the significance among different nitrogen addition treatments. The same letter means no significance (p > 0.05), while 

different letters mean significant differences (p < 0.05). The significant difference between low and high N addition frequency 

treatments were marked with an asterisk sign on the column (*, p < 0.05). 
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附录 II  氮添加量(N)和施氮频率(NF)及其交互作用(N × NF)对地上净初级生产力、土壤 pH、土壤微生物生物量、细菌生物

量、真菌生物量和真菌/细菌比的影响 
Supplement II  Effects of nitrogen addition amount (N), nitrogen addition frequency (NF) and their interactions (N × NF) on 
aboveground net primary productivity (ANPP), soil pH, microbial biomass (MB), bacterial biomass, fungal biomass and fungal 
biomass/bacterial biomass ratio (F/B) 

处理 
Treatment 

 地上净初级 
生产力 

ANPP (g·m–2) 

土壤 pH 
Soil pH 

土壤微生物 
生物量 

MB (nmol·g–1) 

细菌生物量 
Bacterial 
biomass 

(nmol·g–1) 

细菌生物量 
Fungal 
biomass 

(nmol·g–1) 

真菌/细菌比 
F/B 

df F p F p F p F p F p F p 

N 5 2.71 <0.05 37.74 <0.001 6.15 <0.001 4.25 <0.01 13.89 <0.001 30.14 <0.001 

NF 1 1.51  0.22  8.26 <0.01 1.70 0.20 1.76 0.19  0.56 0.46  0.36 0.55 

N × NF 4 0.55  0.70  1.11 0.36 1.18 0.33 1.26 0.30  0.69 0.60  1.83 0.14 

 
 
 




