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氮磷添加和栽植密度对大叶相思林土壤微生物群落功
能多样性的影响

冯慧芳１，２，林婉奇１，薛　 立１，∗

１ 华南农业大学林学与风景园林学院， 广州　 ５１０６４２

２ 广东省森林资源保育中心， 广州　 ５１０１７３

摘要：土壤微生物群落是土壤质量潜在的生态指标，在维持生态系统功能和服务中起着关键的作用。 采用 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 微平板

法，探讨氮磷添加与不同栽植密度交互对大叶相思林（Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ）土壤微生物功能多样性的影响，以便为建立合理的

林分密度和氮磷施肥模式，提高土壤质量提供理论参考。 以大叶相思林为研究对象，选择氯化铵（ＮＨ４Ｃｌ）作为氮肥模拟大气氮

沉降，用二水合磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）进行磷添加。 氮磷处理设置 ４ 个水平，即 ＣＫ、施 Ｎ、施 Ｐ 和施 Ｎ＋Ｐ。 种植密度设

置 ４ 个水平，即 １６６７、２５００、４４４４、１００００ 株 ／ ｈｍ２（分别以低密度、中密度、较高密度、高密度表示）。 研究结果表明，施 Ｐ 显著提高

了 ４ 个密度大叶相思林土壤微生物的 ＡＷＣＤ 值、碳源利用丰富度指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，而施 Ｎ 和

Ｎ＋Ｐ 则相反。 随着林分密度的减小，各处理的土壤微生物 ＡＷＣＤ 值趋于减少。 通常低密度林分的土壤微生物的丰富度指数、
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数较小。
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土壤微生物作为土壤能量和养分循环的“源”和“库”，在维持生态系统功能和服务中起着关键的作用［１］。
由于微生物的生成时间短，体积小，对环境变化非常敏感，常被作为评价土壤质量变化的重要指标［２］。 因为

土壤微生物直接参与了生态系统的物质循环和能量转换，研究其功能多样性对于明确不同环境中微生物群落

的作用具有重要意义［３］。 土壤微生物群落功能多样性可能受到环境（非生物和生物）因素和人为措施的直接

和间接影响［４］，其群落组成和功能的变化可能引发一系列反应，如影响养分的转化和循环、凋落物和有机质

的分解速率、腐殖质的形成等［５］。 ＢＩＯＬＯＧ 分析技术通过微生物对不同碳源的利用特点来直观反映土壤微生

物的功能多样性，近二十几年来取得了长足进步而被广泛应用［６］。
由于生产和生活中大量化石燃料的燃烧和化学肥料的过度使用，大气氮（Ｎ）沉降增加已成为一个日趋严

重的全球化现象［７］。 慢性高氮输入会导致许多不利影响，包括增加温室气体排放［８］、养分不平衡［９］ 以及土壤

酸化等［１０⁃１１］。 在自然状态下，很多亚热带林的土壤都表现为氮丰富及磷（Ｐ）限制。 在土壤形成过程中，有些

树种可以通过生物固氮从而丰富土壤中的氮，而磷随着雨水淋洗和被铁铝固定而不断减少［１２］，且 Ｎ 沉降可能

会导致土壤养分元素不平衡，进一步加剧森林生态系统中的 Ｐ 限制［１３］。 因此，亚热带森林常常缺 Ｐ ［１４］。 外

源性氮磷的输入会引起土壤微生物群落结构和功能多样性的改变，并对生物地球化学循环和气候―生态系统

反馈产生连锁效应［１５］。 林分密度通过影响光照可以对植物的生长和土壤微环境产生直接或间接影响，如造

成树木根系分布、代谢和吸收能力的差异，从而对土壤微生物的代谢和功能多样性产生影响［１６］。
目前，国内学者应用 ＢＩＯＬＯＧ 技术对土壤微生物群落功能多样性开展了较多研究，主要集中在不同施肥

方式［１７⁃１９］、不同生态系统［２０⁃２２］、不同土壤因素和外界环境［２３⁃２５］、不同土地利用方式［２６⁃２８］ 条件下土壤微生物功

能多样性等方面。 近年来林分密度影响土壤特性的研究受到重视。 例如，Ｌｉｅ 等［２９］、冯宜明等［３０］、孙千惠

等［３１］、赵伟文等［３２］ 和王媚臻等［３３］ 分别报道了林分密度对山毛豆 （ Ｔｅｐｈｒｏｓｉａ ｃａｎｄｉｄａ） 幼林、云杉 （Ｐｉｃｅａ
ａｓｐｅｒａｔａ）幼林、马尾松（Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ）林、华北落叶松（Ｌａｒｉｘ ｇｍｅｌｉｎｉｉ）林、油松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ）林和柏木

（Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ ｆｕｎｅｂｒｉｓ） 林土壤养分的影响， 林婉奇等［３４］ 研究了氮磷添加与不同栽植密度交互对樟树

（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ）盆栽幼苗土壤养分的短期影响，尚未见有关氮磷添加与林分密度交互作用对土壤微

生物群落功能多样性影响的报道。
大叶相思（Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ）是含羞草科金合欢属速生固 Ｎ 树种，是华南造林绿化、改良土壤、水土保

持和滨海防风固沙的主要树种之一。 国内外学者对于大叶相思的种子萌发［３５⁃３６］、生长［３７］、土壤［３８⁃３９］、生物

量［４０⁃４１］和凋落物分解［４２］等方面进行过报道，而有关氮磷添加和密度交互作用对大叶相思人工林土壤微生物

群落功能多样性的影响尚未见到报道。 本研究通过野外模拟实验，以大叶相思人工林为研究对象，采用

ＢＩＯＬＯＧ 技术分析氮磷添加和不同林分密度交互对大叶相思林土壤微生物功能多样性的影响，可以为建立合
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理的林分密度和土壤养分管理提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

试验设在惠州市惠城区小金口（１１４°１７′４２″—１１４°３２′１６″Ｅ，２２°５６′５７″—２３°１６′０３″Ｎ），属南亚热带季风气

候。 年平均气温在 １９．５—２２．１ ℃，年平均降雨量 １６９０—２３８０ ｍｍ，多集中在 ４—９ 月份，占年降雨量的 ８０％—
８５％。 夏季多吹东南风，冬季多吹东北风，台风发生在 ６—１０ 月。 土壤为花岗岩发育的赤红壤。
１．２　 实验设计

２００３ 年 ４ 月在惠州小金口的火烧马尾松林迹地，割除林地上的芒草 （Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）、桃金娘

（Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ）等杂草和藤类后，块状开穴（规格 ５０ ｃｍ×５０ ｃｍ×４０ ｃｍ），按 １６６７（低密度）、２５００（中
密度）、４４４４（较高密度）、１００００（高密度）株 ／ ｈｍ２栽植苗高约 １ ｍ 的当年生大叶相思实生苗各 ２ ｈｍ２。 ２０１３ 年

４ 月，在 ４ 种密度的大叶相思人工林各建立 １ 个面积为 ０．４ ｈｍ２（５０ ｍ×８０ ｍ）的样地用于不同施肥方案试验。
林分在施肥试验前，没有进行施肥除草等经营活动。 在 ４ 种密度的样地内分别设 ５ 个 ５ ｍ×５ ｍ 的小样方（即
５ 个重复）。 每个小样方内设置 ４ 种处理（对照（ＣＫ）、施 Ｎ、施 Ｐ、施 Ｎ＋Ｐ），各处理之间设置至少 ３ ｍ 的缓冲

带［４３⁃４４］。 这些地块彼此相距 ３０ ｍ 以内，确保了各处理的环境条件，如光、温度、湿度和降水一致。
根据样地的氮沉降水平背景值以及参考同类研究方法［４５⁃４６］，大气氮沉降中近 ３ ／ ４ 为铵态氮，故本试验选

择氯化铵（ＮＨ４Ｃｌ）模拟大气氮沉降，并且以二水合磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）模拟大气磷沉降。 样方内

Ｎ、Ｐ 和 Ｎ＋Ｐ 施肥量分别为 ＮＨ４Ｃｌ １０ ｇ ｍ－２ ａ－１、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ ５ ｇ ｍ－２ ａ－１、ＮＨ４Ｃｌ １０ ｇ ｍ－２ ａ－１＋ ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
５ ｇ ｍ－２ ａ－１。 ２０１３ 年 ４ 月开始每隔 ３ 个月对小样方进行地表喷洒处理，到 ２０１５ 年 ３ 月完成试验。 具体操作如

下：将各处理所需的肥料溶解至 １ Ｌ 的水，用喷雾器均匀喷洒在土壤表面，ＣＫ 则喷洒相同体积的水。 ２０１３ 年

试验地 ４ 种密度林分的基本特征详见表 １。

表 １　 大叶相思人工林基本概况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｐｌｏｔｓ

林分
Ｓｔａｎｄｓ

密度
Ｄｅｎｓｉｔｙ

／ （株 ／ ｈｍ２）

林龄
Ｓａｎｄ ａｇｅ ／ ａ

胸径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｔ

ｂｒｅａｓｔ
ｈｉｇｈｔ ／ ｃｍ

树高
Ｔｒｅｅ
ｈｅｉｇｈｔ
／ ｍ

郁闭度
Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｄｅｎｓｉｔｙ

林冠开度
Ｃａｎｏｐｙ
ｏｐｅｎｎｅｓｓ

／ ％

坡向
Ａｓｐｅｃｔ

坡度
Ｓｌｏｐｅ

低密度
Ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ １６６７ １０ １１．４ １１．２ ０．６５ ２９．５３ ＳＷ４３° ２８°

中密度
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ２５００ １０ １０．６ １０．３ ０．７０ ２５．８４ ＳＷ４４° ３１°

较高密度
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ４４４４ １０ ９．８ １０．１ ０．７５ ２１．６３ ＳＷ４４° ３０°

高密度 Ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ １００００ １０ ８．６ １１．１ ０．８０ １２．５３ ＳＷ４２° ２７°

　 　 主要林下植被：玉叶金花 Ｍｕｓｓａｅｎｄａ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ、桃金娘 Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ、海金沙 Ｌｙｇｏｄｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ、芒草 Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ、芒萁

Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ、梅叶冬青 Ｉｌｅｘ ａｓｐｒｅｌｌａ、了哥王 Ｗｉｋｓｔｒｏｅｍｉａ ｉｎｄｉｃａ、米碎花 Ｅｕｒｙａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ、野牡丹 Ｍｅｌａｓｔｏｍａ ｃａｕｎｄｉｄｕｍ、黑面神 Ｂｒｅｙｎｉａ ｆｒｕｔｉｃｏｓ ；

林冠开度采用鱼眼相机拍照，ＧＬＡ （Ｖ２．０）软件计算得出

１．３　 土壤样品采集

２０１５ 年 ４ 月，试验结束时，在各密度林分的 ５ 个样方内，用直径 ２ ｃｍ、深 １０ ｃｍ 的土钻分别采集 ＣＫ、Ｎ、Ｐ
和 Ｎ＋Ｐ 处理的土壤样品约 １ ｋｇ，取土深度为 ０—１０ ｃｍ。 剔除植物残根和大于 ２ ｍｍ 的石子等杂物，装入密封

塑料袋，标记挂签，带回实验室用于土壤微生物多样性的测定。
１．４　 土壤微生物群落功能多样性的测定

采用 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 微平板法：室温下称取 １０ ｇ 的新鲜土样放入 ２５０ ｍＬ 的三角瓶中，加入 ９０ ｍＬ 已灭菌

０．８５％ ＮａＣｌ 溶液，摇床振荡 ３０ ｍｉｎ（２００ ｒ ／ ｍｉｎ）。 将稀释为 １０－３土壤稀释液经离心去除残留的土壤后，取上清
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液用于接种。 在 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 微孔板的每个孔中，接种 １５０μＬ 的悬浮液，碳源利用率是通过减少四唑染料使接

种液从无色到紫色来指示。 微孔板在 ２５℃下连续培养 １４４ ｈ，期间每隔 １２ ｈ 用 ＥＬＩＳＡ 反应微平板读数器在

５９０ ｎｍ 处读数，记录吸光值［６］。

１．５　 数据处理

Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 平板测定的每孔颜色平均变化率（Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＡＷＣＤ） 值，用来表示微生

物群落利用单一碳源的能力，即微生物的整体代谢活性。 我们选择培养后的第 ９６ 小时的 ＡＷＣＤ 值分析，因
为此时的 ＡＷＣＤ 值比较稳定。

ＡＷＣＤ 的计算方法如下［６］：
ＡＷＣＤ＝Σ（Ｃ ｉ－Ｒ） ／ ３１

式中，Ｃ ｉ为各反应孔在 ５９０ ｎｍ 下的光密度值；Ｒ 为生态板对照孔（水）的光密度值；Ｃ ｉ－Ｒ 小于 ０ 的孔均在计算

中记为 ０。
碳源利用丰富度指数（Ｓ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ′）、均匀度指数（Ｅ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（ＤＳ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ）是

用来表征微生物多样性的常用指标。
土壤多样性指数计算如下：
碳源利用丰富度指数： Ｓ＝被利用碳源的总孔目

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数： Ｈ′＝ －∑Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ

均匀度指数： Ｅ＝Ｈ′ ／ ｌｎＳ；

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数： Ｕ ＝ ∑ｎ２
ｉ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数： ＤＳ ＝ １ ／ （Ｐ ｉ） ２

式中，Ｐ ｉ ＝（Ｃ ｉ－Ｒ） ／ ∑（Ｃ ｉ－Ｒ），表示反应孔与对照孔光密度值之差和整块板总差的比值，ｎｉ ＝Ｃ ｉ－Ｒ。
用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 对土壤数据作图，用 ＳＡＳ ８．２ 对各处理的土壤微生物多样性采用 Ｄｕｎｃａｎｓ 法进行多重比较，

统计显著水平均为 Ｐ＜０．０５。

２　 结果与分析

２．１　 外源性 Ｎ 和 Ｐ 对森林土壤微生物群落功能多样性的影响

２．１．１　 土壤微生物培养 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 板 ＡＷＣＤ 值的变化

培养开始后，每隔 １２ ｈ 测定各处理的 ＡＷＣＤ 值，绘制其随时间变化如图 １。 在各密度林分中，各处理的

ＡＷＣＤ 值在培养的 ４８—９６ ｈ 之间保持快速增加，９６ ｈ 之后趋于稳定。 说明 ４８ ｈ 之后碳源被土壤微生物迅速

利用。 各处理的 ＡＷＣＤ 值增长速率各不相同，说明各处理间微生物对碳源的利用能力有较大差异，微生物代

谢活性方面有很大差异。 各处理 ＡＷＣＤ 值的顺序为施 Ｐ＞ＣＫ＞施 Ｎ＋Ｐ＞施 Ｎ。 在各密度林分中，施 Ｐ 提高了

大叶相思林的土壤微生物活性，施 Ｎ 和 Ｎ＋Ｐ 降低了其土壤微生物活性，且施 Ｎ 的抑制作用大于施 Ｎ＋Ｐ。 土

壤微生物的 ＡＷＣＤ 值随着林分密度的增加而趋于增加。
２．１．２　 不同处理对土壤微生物群落功能多样性指数的影响

大叶相思各密度林分土壤微生物在 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 板中培养 ９６ ｈ 时的微生物碳源利用丰富度见图 ２。 施 Ｎ
降低了 ４ 个密度林分的土壤微生物的丰富度，施 Ｐ 处理显著提高了 ４ 个密度林分的土壤微生物的丰富度（Ｐ＜
０．０５），施 Ｎ＋Ｐ 显著降低了低密度、中密度和高密度林分的土壤微生物的丰富度（Ｐ＜０．０５），对较高密度林分影

响不显著。 随着种植密度的增大，ＣＫ、Ｎ＋Ｐ 处理的微生物丰富度指数上升后下降，Ｎ 处理的丰富度指数呈上

升趋势，Ｐ 处理的丰富度指数先上升后趋于稳定。 通常 ４ 种处理的低密度林分的微生物丰富度小于其他密度

林分。
施 Ｎ 显著降低了较高密度和高密度林分土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５），对低密度和中密度林分
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图 １　 大叶相思林土壤的 ＡＷＣＤ 值

Ｆｉｇ．１　 Ｓｏｉｌ ＡＷＣＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ

图 ２　 大叶相思林的土壤微生物丰富度指数 Ｓ （平均值±标准误差）

Ｆｉｇ．２　 Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ （Ｍｅａｎ±ＳＥ）

不同小写字母表示相同种植密度下的不同氮磷添加处理间差异显著， Ｐ＜０．０５

的影响不显著。 除了较高密度林分，施 Ｐ 显著提高了其他 ３ 个密度林分土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｐ＜
０．０５），施 Ｎ＋Ｐ 处理显著提高了低密度林分土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 性指数（Ｐ＜０．０５），对其他密度林分的影响

不显著（图 ３）。 通常 ４ 种处理的中密度和较高密度林分的土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数大于其他密度林分。
施 Ｎ、Ｐ 和 Ｎ＋Ｐ 对中和较高密度林分的土壤微生物均匀度指数影响不显著。 施 Ｎ 显著提高了低和高密

度林分的土壤微生物均匀度指数，施 Ｐ 显著降低了低和高密度林分的均匀度指数，而施 Ｎ＋Ｐ 显著降低了低密

度林分和显著提高了高密度林分的土壤微生物均匀度指数（Ｐ＜０．０５）（图 ４）。
施 Ｎ 和 Ｎ＋Ｐ 显著降低了 ４ 个密度林分的土壤微生物 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数，而施 Ｐ 处理显著提高了 ４ 个密度林

分的土壤微生物 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｐ＜０．０５） （图 ５）。 通常 ４ 种处理的中密度和较高密度林分的土壤微生物的

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数大于其他密度林分。
施 Ｎ 显著降低了 ４ 个密度林分的土壤微生物 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，施 Ｐ 显著提高了 ４ 个密度林分的土壤微生物
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Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５），施 Ｎ＋Ｐ 显著提高了低密度林分的土壤微生物 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５），对其他密度的

林分无显著影响（图 ６）。 低密度林分的各处理土壤微生物的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数通常小于其他密度林分。

图 ３　 大叶相思林的土壤微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数 Ｈ′（平均值±标准误差）

Ｆｉｇ．３　 Ｓｏｉｌ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ （ｍｅａｎ ± ＳＥ）

不同小写字母表示相同种植密度下的不同氮磷添加处理间差异显著， Ｐ＜０．０５

图 ４　 大叶相思林的土壤微生物均匀指数 Ｅ （平均值±标准误差）

Ｆｉｇ．４　 Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ （ｍｅａｎ ± ＳＥ）

不同小写字母表示相同种植密度下的不同氮磷添加处理间差异显著， Ｐ＜０．０５

图 ５　 大叶相思林的土壤微生物 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数 （平均值±标准误差）

Ｆｉｇ．５　 ＭｃＩｎｔｏｓｈ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ （ｍｅａｎ ± ＳＥ）

不同小写字母表示相同种植密度下的不同氮磷添加处理间差异显著， Ｐ＜０．０５

图 ６　 大叶相思林的土壤微生物辛普森指数（平均值±标准误差）

Ｆｉｇ．６　 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ （ｍｅａｎ ± ＳＥ）

不同小写字母表示相同种植密度下的不同氮磷添加处理间差异显著， Ｐ＜０．０５
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２．２　 氮磷添加与密度对大叶相思林土壤微生物功能多样性的交互作用

由表 ２ 可知，氮磷添加和密度处理对大叶相思土壤微生物的 ＡＷＣＤ 值、碳源利用丰富度、均匀度指数、
ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数、辛普森指数产生显著的交互作用（Ｐ＜０．０５），对香农多样性指数没有显著影响。

表 ２　 氮磷添加和密度对大叶相思林土壤微生物功能多样性的交互作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔａｎｄｓ

指标
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

ＮＰ 处理
ＮＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

密度
Ｄｅｎｓｉｔｙ

密度与处理交互作用
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｅｎｓｉｔｙ

ａｎｄ ＮＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

颜色平均变化率 ＡＷＣＤ
Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ６７５．３０１ ０．０００ ５３５．７２９ ０．０００ １４．１８９ ０．０００

碳源利用丰富度 Ｓ
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ７７．３８７ ０．０００ ４３．１５１ ０．０００ ３．５８２ ０．００４

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数 Ｈ′
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ５．８６８ ０．００３ ２．３８８ ０．０８７ ０．５６０ ０．８１９

均匀度指数 Ｅ
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ５．９３７ ０．００２ ８．２０５ ０．０００ ２．７１９ ０．０１８

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数 Ｕ
ＭｃＩｎｔｏｓｈ Ｉｎｄｅｘ ２４７．２６２ ０．０００ ４２．９８１ ０．０００ ９．２３２ ０．０００

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ＤＳ

Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ
９７．０１３ ０．０００ １２．４７３ ０．０００ ２．４２３ ０．０３２

３　 讨论

３．１　 氮磷添加和种植密度对土壤微生物群落碳源利用动力学特征的影响

Ｎ 是土壤中最常见的限制性营养元素，主要通过氮的固定进入生态系统。 增加氮沉降可能会改变土壤微

生物群落的组成及其对生态系统结构和功能的反馈［４７］。 本研究中，各处理土壤 ＡＷＣＤ 值的大小顺序为施 Ｐ＞
ＣＫ＞施 Ｎ＋Ｐ＞施 Ｎ。 在各密度林分中，施 Ｐ 提高了大叶相思林的土壤微生物的代谢活性，施 Ｎ 和 Ｎ＋Ｐ 抑制了

其土壤微生物的代谢活性，且施 Ｎ 的抑制作用大于施 Ｎ＋Ｐ。 这可能是因为大叶相思林土壤缺 Ｐ 限制了其土

壤微生物的繁殖和生长，施 Ｐ 通过缓解土壤低磷胁迫从而促进土壤微生物活性。 大叶相思有根瘤菌固氮，因
而叶片的 Ｎ 含量高。 大量的凋落叶归还土壤，导致林地的 Ｎ 含量高。 施氮会加剧土壤氮磷不平衡，导致低磷

胁迫加剧，进一步降低土壤微生物代谢活性［４８］。 齐莎等［４９］和刘蔚秋等［５０］ 的研究亦发现，施 Ｎ 降低了土壤微

生物的 ＡＷＣＤ 值，改变了土壤微生物的群落结构组成和底物利用模式，抑制土壤微生物的代谢活性和多样

性，使得土壤微生物群落结构变得简单化［５１］。 吴松芹等［２１］ 和隋心等［５２］ 的研究却发现，湿地土壤微生物的

ＡＷＣＤ 值随着土壤氮含量的增加而逐渐上升，且均高于对照处理。 这说明在氮含量较低的土壤中，会产生氮

限制，施氮促进了植物的生长，地上较高的生物量会返回土壤，为土壤微生物群落提供充足的碳源，从而促进

了微生物的碳代谢活性［５３］。
不同密度林分下的光照、林下植被、温度和湿度等环境因子也会影响土壤微生物群落多样性［５４］。 本研究

土壤的 ＡＷＣＤ 值随着林分密度的增大而增加，这可能与大叶相思林枝叶稀疏有关。 低密度林分林内的太阳

辐射较强，空气和土壤温度的上升和波动加快，土壤水分因为蒸发速率加快而减少，不适于微生物生长而降低

微生物的功能多样性［５５］。 大叶相思有根瘤菌固氮，叶片的养分含量高。 随着林分密度的提高，林分凋落物量

增加，土壤养分含量提高，促使了单位面积的根系密集度高且覆盖土壤范围大，而根系分泌物中的糖类和氨基

酸及维生素等可以为植物根际微生物提供充足的养分，从而增加了根际微生物数量和活性［５６］。
３．２　 外源性氮磷和种植密度对土壤微生物功能多样性指数的影响

碳源利用丰富度指数（Ｓ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ′）、均匀度指数（Ｅ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（ＤＳ）、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ）是

用来表征微生物多样性的常用指标。 本研究中，连续 ２ 年施 Ｎ 和施 Ｎ＋Ｐ 显著降低了 ４ 个密度大叶相思林分
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的土壤微生物碳源利用丰富度指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，可能与大叶相思林地的土壤

Ｎ 含量高有关。 袁颖红等［１７］连续 ６ 年模拟氮沉降对杉木人工林土壤微生物功能多样性影响的研究发现，低
氮处理有利于提高微生物群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数， 高氮处理则表现出抑制作用。 说明施肥时

间和施肥量对土壤微生物多样性指数具有重要影响，氮沉降适量时能提高土壤微生物的多样性指数，而长期

高氮沉降则会抑制土壤微生物的多样性［５７］。 Ｓａｒａｔｈｃｈａｎｄｒａ 等［５８］ 的研究却发现，Ｎ 添加下后新西兰汉密尔顿

草原土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数高于 ＣＫ 处理。 这可能是因为施肥条件和土壤肥力不同，导致土壤养分指标

发生变化，进而影响土壤微生物的功能多样性。
本研究中，施 Ｐ 显著提高了大叶相思 ４ 个密度林分的土壤微生物碳源利用丰富度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数。 由于大叶相思试验林位于亚热带红壤，林地普遍缺磷［１４］，施 Ｐ 肥能够快速有效

地补充土壤中速效磷的含量，有利于大叶相思人工林生产力的恢复和提高。 施 Ｐ 还能通过改变土壤的理化

性质，影响地上植被的生长能力、竞争能力和存活能力，进而间接影响土壤微生物的功能多样性［５９］。 字洪标

等［２２］的研究发现，川西北高寒草甸土壤 ０—１０ ｃｍ 土层微生物的 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数随着 Ｐ 肥的增

加而显著降低。 这可能与试验地的气候、生态系统类型和和土壤特性有关。 青藏高原海拔高，树木受生长季

低温限制，土壤的磷矿化作用较低，速效 Ｐ 含量低，在 Ｐ 限制的条件下，过量施 Ｐ 反而会抑制土壤微生物的代

谢活性［６０］。
本研究中，低密度林分的土壤微生物的碳源利用丰富度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数通常小于其他密度林分。 这可能是因为低林分密度下，林下植被获取光照和养分等资源多，灌
木草本层的快速生长会吸收土壤的养分元素，同时阻碍凋落物落到地面，延缓其分解，导致土壤的肥力下降，
从而影响了土壤微生物的代谢和功能活性［６１］。 在中密度和较高密度林分中，各处理的均匀度指数没有显著

差异。 这可能是因为施肥导致土壤中原本数量庞大的微生物类群减少，同时可能促进新的微生物类群产生，
从而保持土壤微生物的微生物的均匀度指数相对稳定［６２］。
３．３　 氮磷添加与密度对大叶相思微生物功能多样性的交互作用

氮磷添加、密度及氮磷添加和密度的交互作用均对大叶相思林土壤的 ＡＷＣＤ 值、碳源利用丰富度指数、
均匀度指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数产生显著的作用。 氮添加对大叶相思林土壤微生物多样性指数具

有显著负效应，磷添加对土壤微生物多样性指数具有显著的正效应。 在一定林分密度范围内，密度对微生物

多样性指数具有显著正效应，但是通常氮添加的负效应大于密度处理的正效应。 大叶相思林土壤富含氮而缺

磷，氮磷添加缓解了 Ｐ 限制，从而提高土壤微生物的代谢活性，而过量的氮添加产生土壤酸化以及铝毒效应，
反而抑制了土壤微生物群落的代谢活性。 一定林分密度范围内，土壤单位面积的根系密集，根系分泌糖类、氨
基酸和维生素等养分多，养分的增加刺激了土壤微生物多样性。 由上可见，Ｎ 添加和密度的交互作用引起土

壤微生物多样性的下降，Ｐ 添加和密度的交互作用引起土壤微生物多样性的上升。
全球性的大气氮沉降日趋严重，影响了土壤微生物的分解能力，进而导致土壤养分有效性的变化。 林分

密度是人工林群落的重要结构特征，合理的林分密度可以提高人工林的生产力，改善生态系统的服务功能和

健康状况。 加强氮磷添加和密度处理对土壤微生物功能多样性的交互作用的研究，合理设置土壤微生物多样

性施肥水平和林分密度，有助于弄清土壤微生物多样性对全球变化的响应机制。 目前，仅利用 ＢＩＯＬＯＧ 技术

从碳源代谢的角度来探讨微生物功能多样性还存在一些局限性，今后还需借助于高通量测序、ＰＬＦＡ 等技术，
同时结合合理的统计分析方法，从不同层面对土壤微生物功能多样性开展研究［６３］。
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