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摘要：丛枝菌根（ＡＭ）真菌能够和绝大多数陆生植物形成互惠共生体，具有重要的生态功能。 在氮（Ｎ）沉降日益严重的背景下，

越来越多的土壤生态学家开始关注 Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌群落的影响，然而已有研究大多数集中在草地生态系统，对森林生态系统

的关注相对较少，而在森林生态系统开展的模拟研究又多采用林下施 Ｎ 的方式，忽略了冠层发生的一系列生态过程，可能无法

准确反映真实情形。 依托鸡公山野外控制试验平台，采用高通量测序技术就不同施 Ｎ 方式（林下 ｖｓ 林冠）及速率对 ＡＭ 真菌

ａｌｐｈａ 多样性和群落组成的影响进行了连续 ４ ａ 的监测。 试验综合考虑植被、坡向和坡度等因素，采用完全随机区组设计，包括

４ 个区组（重复），每个区组随机设置 ５ 个样方，对应 ５ 个不同处理：对照（ＣＫ）、林冠施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１（ＣＮ２５）和 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１

（ＣＮ５０）、林下施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１（ＵＮ２５）和 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１（ＵＮ５０）。 结果发现，在目前的 Ｎ 素添加水平和时间尺度上，施 Ｎ 方式

和施 Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌的 ａｌｐｈａ 多样性都没有显著影响，二者之间也无交互作用。 然而，经过一年的试验处理，施 Ｎ 方式对 ＡＭ
真菌群落组成产生了轻微的影响，而施 Ｎ 速率有极显著的影响，且二者之间存在显著交互作用。 当施 Ｎ 速率为 ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１

时，林冠施 Ｎ 和对照相比差异不显著，而林下施 Ｎ 处理 ＡＭ 真菌群落组成与对照相比差异极显著，与林冠施 Ｎ 相比，差异也极

显著；当施 Ｎ 速率为 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１时，林冠施 Ｎ 与对照处理群落组成有略微差异（Ｐ＝ ０．０８０），林下施 Ｎ 与林冠施 Ｎ 及对照处理

相比 ＡＭ 真菌群落组成均没有显著变化。 在接下来的三年中，施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌的群落组成都没有显著影响，二

者之间也无显著交互作用。 这说明在特定的施 Ｎ 速率和处理时间下，林下施 Ｎ 可能会高估自然 Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌群落组成的

影响。 随着处理时间的延长，不同处理下 ＡＭ 真菌群落有趋同的趋势，可能是因为 ＡＭ 真菌群落对 Ｎ 沉降产生了适应性。 本研

究评估了施 Ｎ 方式对森林生态系统 ＡＭ 真菌群落组成与结构的影响，在未来的研究中需要设定更多的 Ｎ 素梯度和更长的时间

跨度，才能够更全面的认识 Ｎ 沉降的生态效应。
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ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｔ ｃｅｒｔａｉｎ Ｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｓｃａｌｅ． ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｔｅｎｄ ｔｏ ｃｏｎｖｅｒｇｅ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｍａｙ ｈａｖｅ ａｄａｐｔｅｄ ｔｏ Ｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ．
Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｏｎ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｆｏｒｅｓｔ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ． Ｗｅ ｃｏｕｌｄ
ｈａｖｅ ａ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ Ｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｂｒｏａｄｅｒ Ｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｌｏｎｇｅｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｉｎ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ； ｃａｎｏｐｙ； ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ； ｒａｔｅ； ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ

自工业革命以来，大量化石燃料的燃烧，以及农业和工业生产活动中氮（Ｎ）素消耗大量增加，加速了全球

大气 Ｎ 沉降并导致一系列生态环境问题。 据估计，１９９５ 年全球平均 Ｎ 沉降速率大约是 １８６０ 年的 ３ 倍，而
２０５０ 全球平均 Ｎ 沉降速率将增加到 １８６０ 年的 ６ 倍［１］。 我国陆地生态系统 Ｎ 沉降速率已达 ２１．１ ｋｇ ｈｍ－２

ａ－１ ［２］，其中，湿沉降速率已经由 ２０ 纪 ９０ 年代的 １１．１１ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１增加到 １３．８７ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１ ［３］，增长了近 ２５％，
在今后几十年中我国 Ｎ 沉降的形势将更加严峻［２］。 Ｎ 沉降增加一方面可以提高受 Ｎ 限制的生态系统的生产

力［４］，另一方面过多的 Ｎ 素供应也会给生态系统带来诸多负面影响，如土壤酸化［５］、植物物种多样性丧失［６］、
水体富营养化［７］等。 同时，Ｎ 沉降还可以通过改变土壤环境（如 Ｎ 的有效性、土壤酸化等）直接影响土壤微生

物多样性［８⁃９］，或通过地上植被的生理生态响应间接作用于土壤微生物［１０］。
丛枝菌根（Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ，ＡＭ）真菌是一类在陆地生态系统中广泛存在的土壤真菌，能与绝大多数

陆地植物形成互惠共生体系，具有许多重要的生态功能，如帮助植物获取 Ｎ、Ｐ 等矿质养分和水分，增强植物

对生物和非生物胁迫的适应能力［１１］，改变植物群落的组成、多样性，还能影响生态系统的生产力和结构功能

稳定性［１２⁃１３］。 在陆地生态系统 Ｎ 素循环过程中，ＡＭ 真菌除了能够吸收、转运 Ｎ 素以外，在 Ｎ 素生物固定、硝
化、反硝化以及 Ｎ 素淋洗过程中均具有潜在重要作用［１４⁃１５］。 ＡＭ 真菌一方面通过改善植物磷（Ｐ）营养，提高

豆科植物的固 Ｎ 能力［１４］，另一方面可能通过影响固 Ｎ 微生物功能基因的表达来调控 Ｎ 素的生物固定［１６］。
ＡＭ 真菌还可能通过与氨氧化微生物竞争底物［１７］，改变氨氧化微生物的群落组成［１８］及植物根系营养生理［１９］调

控硝化过程，通过调控反硝化细菌的数量［２０］及相关功能基因的表达进而影响反硝化过程［１６］。 此外，ＡＭ 真菌还

能够通过改善土壤结构［２１］，促进宿主植物对无机 Ｎ 的吸收等多种途径减少因淋洗而造成的土壤 Ｎ 素损失。
鉴于 Ｎ 沉降形势的严峻性和 ＡＭ 真菌重要的生态功能，越来越多的土壤生态学家开始关注 Ｎ 沉降对 ＡＭ

７７５７　 ２１ 期 　 　 　 赵爱花　 等：施氮对森林生态系统 ＡＭ 真菌群落组成及多样性的影响 　
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真菌的影响并开展了试验研究。 目前，已有相关研究多采用 Ｎ 素添加的方式模拟 Ｎ 沉降，受到具体试验条件

的影响，研究结果不甚一致：Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌多样性可能有积极作用［２２］，没有显著影响［２３］，或者具有消极作

用［２４］；类似地，对于 ＡＭ 真菌群落组成而言，有的研究显示 Ｎ 沉降有显著影响［２５⁃２８］，而另外一些研究则显示无

显著影响［２９⁃３０］。 影响 Ｎ 沉降生态效应的因素有很多，如施 Ｎ 速率［２２］、Ｎ 素形态［３１］、试验方法［２９］、试验周

期［３２］等。 此外，还可能受到环境中 Ｎ 的背景值及生态系统类型的影响［３３］。 因此，客观认识和评价 Ｎ 沉降对

ＡＭ 真菌的影响，还需要开展更为系统的研究工作。
总体上，目前 Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌多样性和群落组成影响的研究多集中在草地生态系统，对森林生态系统

的研究相对匮乏。 在森林生态系统中开展的有限研究中，施 Ｎ 方式又多为林下施 Ｎ［２４⁃２５，２９］，这种方式忽略了

冠层发生的一系列生态过程，如 Ｎ 的吸收、固定、挥发、转化等［３４⁃３８］，而这些过程都会影响到达地面的 Ｎ 的形

态和数量［３９］，因此林下施 Ｎ 可能无法准确反映自然条件下 Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌多样性和群落组成的影响。
Ｈｕａｎｇ 等［４０］研究发现，林冠施 Ｎ 对土壤微生物生物量和群落组成的影响小于林下施 Ｎ，那么对 ＡＭ 真菌来说

是否也是类似的情况，目前尚无相关报道。 基于此，我们依托鸡公山林冠模拟氮沉降野外试验平台，通过连续

４ ａ 的样品采集和分析，尝试回答这个问题。 我们提出的研究假设是：林下施 Ｎ 模拟 Ｎ 沉降会高估自然 Ｎ 沉

降对森林土壤 ＡＭ 真菌多样性和群落组成的影响。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

鸡公山林冠模拟 Ｎ 沉降野外试验平台于 ２０１３ 年建于河南省信阳市以南 ３８ ｋｍ 的鸡公山国家级自然保

护区（３１°４６′—３１°５２′Ｎ， １１４°０１′—１１４°０６′Ｅ）的原生林中。 研究区由于地处北亚热带边缘秦岭山系西端的浅

山区，受东亚季风气候的影响，具有典型的北亚热带向暖温带过渡的季风气候和山地气候特征，四季分明。 研

究区内土壤以黄棕壤、黄褐土为主，ｐＨ 值在 ５．０ 到 ６．０ 之间。 植被类型为落叶阔叶混交林，林龄约 ４５ ａ。 优势

乔木树种为麻栎（Ｑｕｅｒｃｕｓ ａｃｕｔｉｓｓｉｍａ Ｃａｒｒｕｔｈ．）、栓皮栎（Ｑｕｅｒｃｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ Ｂｌ．）和枫香（ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ
Ｈａｎｃｅ），林下树种和草本丰富。

根据 １９５１—２０１１ 年间的气象数据，鸡公山地区年平均气温为 １５．２℃，年降雨量为 １１１９ ｍｍ，其中 ８０％的

降水集中在 ４ 到 １０ 月份，年均空气湿度为 ７９％［４１］。 Ｎ 沉降的背景值大约为 １９．６ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１，其中 ＮＨ＋
４ ／ ＮＯ

－
３

比值接近于 １［４１］。
１．２　 实验设计

实验采用完全随机区组设计，包括 ４ 个区组（相当于 ４ 个试验重复），每个区组随机设置 ５ 个半径为 １７ ｍ
的样方，对应 ５ 个试验处理：对照（ＣＫ）、林冠施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１（ＣＮ２５）或 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＣＮ５０）、林下施 Ｎ ２５
ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＵＮ２５）或 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＵＮ５０）。 为防止处理间的干扰，各样方之间留有至少 ２０ ｍ 的缓冲带，每
个缓冲带中间都加装深度为 １ ｍ 的 ＰＶＣ 隔离板。

Ｎ 添加在每年 ４ 到 １０ 月份进行，每月一次，一年 ７ 次。 添加的 Ｎ 素形态为 ＮＨ４ＮＯ３溶液。 每次施 Ｎ 时，
添加的 ＮＨ４ＮＯ３溶液相当于 ３ ｍｍ 的降水量，一年的添加量相当于 ２１ ｍｍ 的降水量，小于该地区年均降雨量的

２％，因此水分的影响可以忽略不计［４１］。 林冠施 Ｎ 和林下施 Ｎ 都是由位于相应样方中心的自动喷洒装置来实

现的。 林冠喷洒装置高 ３５ ｍ（冠层以上约 ５ ｍ），林下喷洒装置距离地面的高度为 １．５ ｍ。 该装置顶端安装有

一套摇臂喷头，有供水管道与样地外的蓄水池连接，利用变频调速恒压喷灌设备提供压力，驱动摇臂喷头

３６０° 旋转，以保证喷洒的均匀性和精确性。 塔基处供水管道安装有水量计，可精准控制每次处理的用水量。
关于装置的细节、工作方式和效率参考 Ｚｈａｎｇ 等［４１］。
１．３　 样品采集与分析

从 ２０１３ 年到 ２０１６ 年，每年最后一次 Ｎ 添加处理完成之后，进行土壤样品采集。 采样时间为 １１ 月中下旬

到 １２ 月初，具体时间视当地天气情况而定。 土壤样品的采集和分析，以及生物信息学分析均参考 Ｚｈａｏ

８７５７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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等［３２］。 为了尽可能减少采样位置的影响，在各样方核心区 ２０ ｍ×２０ ｍ 范围内选取 ５ 棵树作为目标树。 在距

每棵目标树 １—２ ｍ 范围内，取 ２ 钻土（直径 ３ ｃｍ，深度 １０ ｃｍ），每个样方共 １０ 钻土，制备成一个混合土样，用
冰袋运送到实验室。 混合土样过 ２ ｍｍ 筛之后分成两部分，一部分冷冻干燥后储存于－８０℃冰箱，用于土壤微

生物总 ＤＮＡ 的提取；另一部分自然风干，用于测定土壤 ｐＨ、有效磷（ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＡＰ）等基本理化

性质。
土壤有效磷用 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＨＣＯ３提取，钼蓝比色法测定［４２］；土壤 ｐＨ 值采用水土比 ２．５∶１，ＰＢ⁃１０ ｐＨ 计

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ， Ｇöｔｔｉｎｇｅｎ， Ｇｅｒｍａｎｙ）测定；铵态 Ｎ、硝态 Ｎ 首先用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 浸提（水土比为 ５∶１），然后用连续

流动分析仪进行测定（ＳＡＮ＋＋， Ｓｋａｋａｒ， Ｂｒｅｄａ， Ｈｏｌｌａｎｄ）；铵态氮、硝态氮含量之和作为有效 Ｎ 含量（ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＡＮ）；有效 Ｎ 与有效 Ｐ 之比即为 Ｎ ／ Ｐ 比。

采用 Ｐｏｗｅｒ⁃Ｓｏｉｌ ＲＤＮＡ 提取试剂盒 （ＭＯ ＢＩＯ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ， ＣＡ， Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ），按照说明书提

取土壤 ＤＮＡ。 ＤＮＡ 样品用灭菌超纯水稀释 ５ 倍，然后进行巢式 ＰＣＲ 扩增。 扩增的引物分别为 ＡＭＬ１ ／
ＡＭＬ２［４３］和 ＡＭＶ４．５ＮＦ ／ ＡＭＤＧＲ［４４］，扩增体系及程序设置与 Ｚｈａｏ 等［３２］ 相同：第一次 ＰＣＲ 反应总体积为 ２５
μＬ，其中含有 ２．５ μＬ １０ × Ｅｘ⁃Ｔａｑ 缓冲液（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ）、２．０ μＬ ｄＮＴＰ 混合物、０．２５ μＬ Ｅｘ⁃Ｔａｑ（５ｕ ／ ｍＬ）（Ｔａｋａｒａ，
大连，中国）、１．０ μＬ（１０ ｍｇ ／ ｍＬ）ＢＳＡ（ＴａＫａＲａ，大连，中国），双端引物各 ０．５ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），１７．２５ μＬ 无菌水

和 １．０ μＬ ＤＮＡ 模板。 ＰＣＲ 扩增条件如下：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃ ４５ ｓ，５１℃ ４０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ，扩增 ３５ 个循

环；然后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ，１６℃冷却 ２ 分钟。 第一轮的 ＰＣＲ 产物进行 １０ 倍稀释，作为第二轮的模板。 第二轮

扩增体系与第一轮相同，扩增条件如下：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃ ４０ ｓ，５８℃ １ ｍｉｎ，７２℃ １ ｍｉｎ，扩增 ３５ 个循环；
然后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ，４℃冷却 ２ ｍｉｎ。 扩增产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测后，送上海瀚宇科技有限公司切

胶回收、纯化、建库及测序（Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 测序平台）。
最初的数据质量控制和序列拼接由上海瀚宇生物科技有限公司完成。 原始测序数据用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ ｖ

０．３２［４５］进行质控，主要步骤如下：（１）删除带有 Ｎ 碱基的 ｒｅａｄｓ；（２）删除低质量的 ｒｅａｄｓ Ｑ ｖａｌｕｅ＜２０）；（３）删除

过短的 ｒｅａｄｓ（＜５０ ｂｐ）及其配对 ｒｅａｄｓ。 用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖ．１．３２．１［４６］进行序列拼接，允许引物有 １ 个碱基的错配。 删

除拼接同聚物长度＞ ８，序列总长＜ ２００ ｂｐ 的序列。 嵌合体的过滤由 Ｃｈｉｍｅｒａ． ｕｃｈｉｍｅ ｖ． ４． ２［４７］ 完成。 使用

Ｕｓｅａｒｃｈ ｖ．９．０．２１３２＿ｉ８６ｌｉｎｕｘ３２［４８］在 ９７％的相似性水平划分 ＯＴＵ （ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，操作分类单元）。
删除序列数＜５ 条的 ＯＴＵｓ。 其余 ＯＴＵｓ 的代表序列和 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库及 ＭａａｒｊＡＭ 数据库进行比对，满
足下列条件的 ＯＴＵｓ 用于后续分析：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ＞９７％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，＞９０％ ｃｏｖｅｒａｇｅ 及＞２００ ＢＬＡＳＴ ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅ，
不满足条件者被舍去。 为了进一步确认分类信息的可靠性，我们把 ＯＴＵｓ 的代表序列和在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

比对到的序列放在一起，采用 ＭＥＧＡ ｖ５［４９］，依据 Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型构建了 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统发育树。
除了 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 数目设为 １０００ 以外，其余参数均采用默认值。
１．４　 统计分析

所有的统计分析均采用 Ｒ ３．３．２ （Ｒ Ｃｏｒｅ Ｔｅａｍ， ２０１６） 完成。 采用中位数稀释法对每年的样品测序数据

进行标准化［５０］。 标准化后的 ＯＴＵ 表格进行 Ｈｅｌｌｉｎｇｅｒ 转化，作为分析 ＡＭ 真菌群落组成的数据，也用来计算

ＡＭ 真菌群落的 ａｌｐｈａ 多样性指数（丰富度 Ｓ、香侬指数 Ｈ、Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ 均匀度指数 Ｊ 和辛普森指数）。 用“ｖｅｇａｎ”
包［５１］“ｓｐｅｃｎｕｍｂｅｒ”函数计算丰富度。 香侬指数和辛普森指数的计算采用“ ｖｅｇａｎ”包“ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ”函数完成。
Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ 均匀度指数 Ｊ＝Ｈ ／ ｌｏｇ（Ｓ）。 采用“ａｏｖ”函数进行双因素方差分析，评估施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率对土壤因

子和 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数的影响，分析之前用“ｓｔａｔｓ”包“ｓｈａｐｉｒｏ．ｔｅｓｔ”函数进行正态性检验，不符合要求

的数据进行 １ 次或 ２ 次乘方、开方、ｌｏｇ 或 Ｂｏｘ⁃Ｃｏｘ 转化，若转化后仍不满足正态分布，则采用“ ｆｒｉｅｄｍａｎ． ｔｅｓｔ”
函数进行 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 检验。

施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌群落组成的影响及不同处理间的两两比较，均采用 “ ｖｅｇａｎ” 包

“ａｄｏｎｉｓ２” 函数进行 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析，距离矩阵为“Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ”距离，置换次数设为 ９９９９ 次。 为了实现数

９７５７　 ２１ 期 　 　 　 赵爱花　 等：施氮对森林生态系统 ＡＭ 真菌群落组成及多样性的影响 　
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据的可视化，使用“ｖｅｇａｎ”包“ｍｅｔａＭＤＳ”函数进行 ＮＭＤＳ 分析并作图。

２　 结果

２．１　 施氮对土壤理化性质的影响

在 ２０１３ 年，施 Ｎ 速率对土壤 ｐＨ 值有显著影响（Ｐ ＝ ０．０２４）。 两个施 Ｎ 速率与对照相比，ｐＨ 值均显著降

低，但是两个施 Ｎ 速率之间没有显著差异。 施 Ｎ 方式对土壤 ｐＨ 没有显著影响（Ｐ ＝ ０．８２６），而且施 Ｎ 方式和

施 Ｎ 速率之间也没有显著交互作用（Ｐ＝ ０．９２９）（表 １）。 对于其他土壤性质而言，施 Ｎ 方式、施 Ｎ 速率的影响

及二者交互作用均不显著（表 １）。 在 ２０１４ 年，施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率对所有土壤性质参数均无显著影响（表
１）。 在 ２０１５ 年，施 Ｎ 方式显著影响了土壤 ｐＨ 值（Ｐ＝ ０．０２１）（表 １），林下施 Ｎ 土壤 ｐＨ 值（４．２１）显著低于林

冠施 Ｎ 处理（４．３５）。 对于其他土壤性质而言，施 Ｎ 方式、施 Ｎ 速率的影响以及二者交互作用均不显著（表
１）。 ２０１６ 年和 ２０１３ 年结果基本相同。

图 １　 所有土壤样品 ＡＭ 真菌序列和操作分类单元的分布情况

　 Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ａｎｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ＯＴＵｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

２．２　 高通量测序基本信息及 ＡＭ 真菌 ＯＴＵｓ 分类情况

对连续 ４ ａ 共 ８０ 个土壤 ＤＮＡ 样品进行高通量测

序，初步得到 ７６１９３９ 条序列，划分为 ６６１ 个 ＯＴＵｓ。 经

过严格筛选以后，最终确认 ＡＭ 真菌的 ＯＴＵｓ 为 １８１ 个，
共 ６０４８９０ 条序列，隶属于 １ 门，１ 纲，４ 目，８ 科，９ 属，
５０ＶＴ（ｖｉｒｔｕａｌ ｔａｘａ）。 其中，绝大多数的 ＯＴＵｓ 和序列属

于 Ｇｌｏｍｕｓ 属，其次为 Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａ 属（图 １）。 ＯＴＵｓ 的代

表序 列 已 上 传 到 Ｇｅｎｂａｎｋ 数 据 库 （ ＭＮ５５９１０７⁃
ＭＮ５５９２８７）。 序列数过少的 ３ 个样品（２０１４ 年区组 ３
的 ＣＮ５０ 处理 ３３ 条；２０１５ 年区组 １ 的 ＵＮ５０ 处理 １９４
条； ２０１６ 年区组 ４ 的 ＵＮ２５ 处理 ６０ 条），在后续的分析

中没有被包括进来，其余样品的序列数均多于 １９５７ 条。
２．３　 施氮对 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数和群落组成的

影响

从 ２０１３ 年到 ２０１６ 年，施 Ｎ 方式、施 Ｎ 速率及二者

之间的交互作用对 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数都没有显

著影响（表 ２）。 随着处理时间的延长，不同处理下 ＡＭ
真菌的 ａｌｐｈａ 多样性指数有趋同的趋势（表 ２）。

在 ２０１３ 年，施 Ｎ 方式对 ＡＭ 真菌群落组成有轻微影响（Ｐ ＝ ０．０５２），而施 Ｎ 速率有极显著的影响（Ｐ ＝
０．００４），且二者之间有显著交互作用（Ｐ＝ ０．０４５）（表 ３）：施 Ｎ 速率为 ２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１时，林冠施 Ｎ（ＣＮ２５）与对

照差异不显著（Ｐ＝ ０．１１５），林下施 Ｎ（ＵＮ２５）与对照差异极显著（Ｐ ＝ ０．００５），且林冠施 Ｎ（ＣＮ２５）和林下施 Ｎ
（ＵＮ２５）相比，群落组成差异极显著（Ｐ ＝ ０． ００２） （表 ４，图 ２）；当施 Ｎ 速率为 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１ 时，林冠施 Ｎ
（ＣＮ５０）、林下施 Ｎ（ＵＮ５０）及对照三者之间均无显著差异（表 ４，图 ２）。 从 ２０１４ 年到 ２０１６ 年，施 Ｎ 方式和施

Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌群落组成都没有显著影响，双因素交互作用也不显著（表 ３，图 ２）。
２．４　 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数和群落组成的变化与土壤因子变化之间的关系

在目前的时间尺度下，ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数与土壤因子之间没有显著的相关性（表 ５）。 在 ２０１３
年，ＡＭ 真菌群落组成的变化与土壤 ｐＨ 呈显著正相关关系（表 ６），与其他土壤因子之间无显著相关关系，而
从 ２０１４ 年到 ２０１６ 年，所有土壤因子与 ＡＭ 真菌群落组成之间的相关性均未达到显著水平（表 ６）。

０８５７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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Ｔａ
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ｅ
１　
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ｅ
ｉｎ
ｆｌｕ

ｅｎ
ｃｅ

ｏｆ
Ｎ

ｔｒ
ｅａ
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ｐｐ
ｒｏ
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ｈ
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２．
６３

５
０．
１０

９
１．
８０

１
０．
２０

４

速
效

氮
Ａｖ

ａｉ
ｌａ
ｂｌ
ｅ
ｎｉ
ｔｒｏ

ｇｅ
ｎ
（ｍ

ｇ／
ｋｇ

）
８．
２４

±２
．０
８ａ

１１
．８
８±

２．
２８

ａ
８．
５２

±１
．５
６ａ

９．
１５

±２
．５
２ａ

１０
．６
６±

２．
４３

ａ
０．
０２

３
０．
８８

１
０．
４６

３
０．
６３

８
０．
５０

０
０．
６１

６

Ｎ
／Ｐ

比
Ｎ
／Ｐ

ｒａ
ｔｉｏ

０．
３１

±０
．０
５ａ

０．
３３

±０
．０
６ａ

０．
２９

±０
．０
７ａ

０．
２０

±０
．０
５ａ

０．
２６

±０
．０
６ａ

１．
４３

７
０．
２４

９
０．
４４

１
０．
６５

１
０．
７８

７
０．
４７

３

２０
１６

年

速
效

磷
Ａｖ

ａｉ
ｌａ
ｂｌ
ｅ
ｐｈ

ｏｓ
ｐｈ

ｏｒ
ｕｓ

（ｍ
ｇ／

ｋｇ
）

１１
．５
４±

１．
８８

ａ
８．
９４

±０
．６
９ａ

１６
．０
４±

３．
２８

ａ
１２

．７
３±

２．
８７

ａ
１７

．４
±６

．５
８ａ

０．
０９

８
０．
７５

９
０．
９０

０
０．
４３

１
０．
３１

３
０．
７３

７

ｐＨ
４．
４１

±０
．０
４ａ

４．
３１

±０
．０
６ａ

ｂ
４．
２８

±０
．０
７ａ

ｂ
４．
１７

±０
．０
５ｂ

４．
３１

±０
．０
５ａ

ｂ
０．
７７

１
０．
３９

６
４．
７５

０
０．
０２

８∗
１．
６７

２
０．
２２

６

速
效

氮
Ａｖ

ａｉ
ｌａ
ｂｌ
ｅ
ｎｉ
ｔｒｏ

ｇｅ
ｎ
（ｍ

ｇ／
ｋｇ

）
９．
６３

±１
．０
０ａ

９．
８１

±１
．４
２ａ

１１
．２
５±

１．
６０

ａ
８．
６６

±２
．０
１ａ

１２
．５
９±

１．
５３

ａ
０．
００

２
０．
９６

１
１．
８０

２
０．
１９

９
０．
３３

５
０．
７２

１

Ｎ
／Ｐ

比
Ｎ
／Ｐ

ｒａ
ｔｉｏ

０．
９０

±０
．１
３ａ

１．
０９

±０
．１
０ａ

０．
７５

±０
．１
２ａ

０．
７９

±０
．２
２ａ

１．
０３

±０
．３
０ａ

０．
００

２
０．
９６

６
０．
０３

５
０．
９６

６
１．
１４

０
０．
３５

０

　
　

表
中

数
据

为
平

均
值

±标
准

误
（ｎ

＝
４）

；∗
双

因
素

方
差

分
析

显
著

（Ｐ
＜０

．０
５）

；多
重

比
较

方
法

为
Ｄｕ

ｎｃ
ａｎ

检
验

；不
符

合
方

差
分

析
条

件
的

，进
行

Ｆｒ
ｉｅ
ｄｍ

ａｎ
检

验
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表
２　

不
同
年
份
下
施

Ｎ
方
式
和
施

Ｎ
速
率
对

Ａ
Ｍ

真
菌

ａｌ
ｐｈ

ａ
多
样
性
指
数
的
影
响

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
２　

Ｔｈ
ｅ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｓ
ｏｆ

Ｎ
ａｄ

ｄｉ
ｔｉｏ

ｎ
ｍ
ｏｄ

ｅ
ａｎ

ｄ
ｒａ
ｔｅ

ｏｎ
Ａ
Ｍ

ｆｕ
ｎｇ

ａｌ
ａｌ
ｐｈ

ａ
ｄｉ
ｖｅ
ｒｓ
ｉｔｙ

ｉｎ
ｄｉ
ｃｅ
ｓ

对
照

林
冠

施
氮

２５
ｋｇ

ｈｍ
－ ２
ａ－

１
林

冠
施

氮

５０
ｋｇ

ｈｍ
－ ２
ａ－

１
林

下
施

氮

２５
ｋｇ

ｈｍ
－ ２
ａ－

１
林

下
施

氮

５０
ｋｇ

ｈｍ
－ ２
ａ－

１
氮

添
加

方
式

氮
添

加
速

率
交

互
作

用

ＣＫ
ＣＮ

２５
ＣＮ

５０
ＵＮ

２５
ＵＮ

５０
ＮＴ

Ｍ
（Ｆ

，
Ｐ）

ＮＤ
Ｒ

（Ｆ
，
Ｐ）

ＮＴ
Ｍ
× Ｎ

ＤＲ
（Ｆ

，
Ｐ）

２０
１３

年

丰
富

度
Ｒｉ

ｃｈ
ｎｅ

ｓｓ
５６

．７
５±

５．
２７

ａ
５６

．５
０±

６．
０６

ａ
５６

．２
５±

１０
．８
９ａ

５４
．２
５±

６．
２２

ａ
３３

．０
０±

６．
８７

ｂ
２．
３２

９
０．
１４

８
１．
８９

５
０．
１８

５
１．
７６

７
０．
２０

５

香
侬

指
数

Ｓｈ
ａｎ

ｎｏ
ｎ
ｉｎ
ｄｅ

ｘ
３．
３１

±０
．１
６ａ

ｂ
３．
４０

±０
．１
９ａ

３．
３０

±０
．２
９ａ

ｂ
３．
３９

±０
．１
４ａ

２．
５３

±０
．４
２ｂ

２．
０３

６
０．
１７

４
１．
７０

８
０．
２１

５
１．
６５

７
０．
２２

４

Ｐｉ
ｅｌ
ｏｕ

′ｓ
均

匀
度

指
数

Ｅｖ
ｅｎ

ｎｅ
ｓｓ

０．
８２

±０
．０
３ａ

ｂ
０．
８４

±０
．０
２ａ

ｂ
０．
８３

±０
．０
３ａ

ｂ
０．
８５

±０
．０
１ａ

０．
７２

±０
．０
８ｂ

０．
９１

２
０．
３５

５
１．
９１

９
０．
１８

１
１．
０９

８
０．
３５

９

辛
普

森
指

数
Ｓｉ
ｍ
ｐｓ
ｏｎ

ｉｎ
ｄｅ

ｘ
０．
９５

±０
．０
０ａ

０．
９５

±０
．０
１ａ

０．
９４

±０
．０
２ａ

０．
９５

±０
．０
１ａ

０．
９２

±０
．０
２

０．
４４

４
０．
５１

８
０．
９８

５
０．
４０

２
０．
４６

９
０．
６３

７

２０
１４

年

丰
富

度
Ｒｉ

ｃｈ
ｎｅ

ｓｓ
５２

．２
５±

５．
８９

ａｂ
５７

．２
５±

１１
．２
０ａ

ｂ
６８

．３
３±

１５
．２
４ａ

６０
．７
５±

６．
８２

ａｂ
３８

．２
５±

７．
７９

ｂ
１．
４５

２
０．
２４

８
０．
５０

３
０．
６１

５
２．
１２

２
０．
１５

７

香
侬

指
数

Ｓｈ
ａｎ

ｎｏ
ｎ
ｉｎ
ｄｅ

ｘ
３．
３０

±０
．１
５ａ

３．
２９

±０
．２
８ａ

３．
５３

±０
．３
７ａ

３．
４６

±０
．１
３ａ

２．
７３

±０
．３
６ａ

０．
９５

７
０．
３４

０
０．
４９

９
０．
６１

８
１．
７１

７
０．
２１

５

Ｐｉ
ｅｌ
ｏｕ

′ｓ
均

匀
度

指
数

Ｅｖ
ｅｎ

ｎｅ
ｓｓ

０．
８４

±０
．０
２ａ

０．
８２

±０
．０
４ａ

０．
８４

±０
．０
４ａ

０．
８５

±０
．０
１ａ

０．
８１

±０
．０
１ａ

０．
００

０
０．
９８

９
０．
１０

３
０．
９０

３
０．
３４

０
０．
７１

８

辛
普

森
指

数
Ｓｉ
ｍ
ｐｓ
ｏｎ

ｉｎ
ｄｅ

ｘ
０．
９５

±０
．０
１

０．
９３

±０
．０
２

０．
９５

±０
．０
２

０．
９５

±０
．０
０

０．
９３

±０
．０
０

Ｆｒ
ｉｅ
ｄｍ

ａｎ
ｃｈ

ｉ－
ｓｑ
ｕａ

ｒｅ
ｄ＝

１．
３６

４，
Ｐ
＝
０．
９２

８

２０
１５

年

丰
富

度
Ｒｉ

ｃｈ
ｎｅ

ｓｓ
４７

．５
０±

１８
．３
２ａ

４２
．７
５±

１１
．１
８ａ

４６
．５
０±

７．
４２

ａ
５６

．０
０±

７．
３９

ａ
３５

．３
３±

７．
２２

ａ
０．
０５

２
０．
８２

２
０．
３６

４
０．
７０

１
０．
５６

８
０．
５７

９

香
侬

指
数

Ｓｈ
ａｎ

ｎｏ
ｎ
ｉｎ
ｄｅ

ｘ
２．
８７

±０
．５
９ａ

２．
９３

±０
．３
７ａ

３．
０４

±０
．２
５ａ

３．
３９

±０
．１
９ａ

２．
８８

±０
．２
１ａ

０．
２１

７
０．
６４

９
０．
３０

３
０．
７４

３
０．
３８

２
０．
６９

０

Ｐｉ
ｅｌ
ｏｕ

′ｓ
均

匀
度

指
数

Ｅｖ
ｅｎ

ｎｅ
ｓｓ

０．
７９

±０
．０
６

０．
８０

±０
．０
５

０．
８０

±０
．０
４

０．
８５

±０
．０
２

０．
８２

±０
．０
１

Ｆｒ
ｉｅ
ｄｍ

ａｎ
ｃｈ

ｉ－
ｓｑ
ｕａ

ｒｅ
ｄ＝

６．
２１

２，
Ｐ
＝
０．
２８

６

辛
普

森
指

数
Ｓｉ
ｍ
ｐｓ
ｏｎ

ｉｎ
ｄｅ

ｘ
０．
８７

±０
．０
７

０．
９１

±０
．０
３

０．
９１

±０
．０
３

０．
９５

±０
．０
１

０．
９２

±０
．０
１

Ｆｒ
ｉｅ
ｄｍ

ａｎ
ｃｈ

ｉ－
ｓｑ
ｕａ

ｒｅ
ｄ＝

５．
２１

５，
Ｐ
＝
０．
３９

０

２０
１６

年

丰
富

度
Ｒｉ

ｃｈ
ｎｅ

ｓｓ
４０

．５
０±

８．
８４

ａ
４８

．０
０±

７．
３８

ａ
４３

．０
０±

１３
．６
９ａ

４６
．６
７±

１２
．１
２ａ

４１
．５
０±

６．
６５

ａ
０．
０７

８
０．
７８

４
０．
７６

４
０．
４８

４
０．
１５

８
０．
８５

５

香
侬

指
数

Ｓｈ
ａｎ

ｎｏ
ｎ
ｉｎ
ｄｅ

ｘ
３．
００

±０
．２
９ａ

３．
２１

±０
．１
６ａ

２．
９２

±０
．４
２ａ

３．
１４

±０
．３
５ａ

３．
００

±０
．２
０ａ

０．
０２

４
０．
８７

９
０．
９３

４
０．
４１

６
０．
２９

６
０．
７４

９

Ｐｉ
ｅｌ
ｏｕ

′ｓ
均

匀
度

指
数

Ｅｖ
ｅｎ

ｎｅ
ｓｓ

０．
８３

±０
．０
２

０．
８４

±０
．０
１

０．
８１

±０
．０
３

０．
８３

±０
．０
３

０．
８１

±０
．０
２

Ｆｒ
ｉｅ
ｄｍ

ａｎ
ｃｈ

ｉ⁃ｓ
ｑｕ

ａｒ
ｅｄ

＝
７．
１２

１，
Ｐ
＝
０．
２１

２

辛
普

森
指

数
Ｓｉ
ｍ
ｐｓ
ｏｎ

ｉｎ
ｄｅ

ｘ
０．
９３

±０
．０
２ａ

０．
９４

±０
．０
１ａ

０．
９０

±０
．０
４ａ

０．
９３

±０
．０
３ａ

０．
９３

±０
．０
２ａ

０．
０３

７
０．
８５

０
０．
６９

３
０．
５１

７
０．
３６

１
０．
７０

３

　
　

表
中

数
据

为
平

均
值

±标
准

误
（ｎ

＝
４）

；双
因

素
方

差
分

析
，显

著
作

用
（Ｐ

＜０
．０
５）

加
粗

显
示

。
多

重
比

较
方

法
为

Ｄｕ
ｎｃ

ａｎ
检

验
；不

符
合

方
差

分
析

条
件
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，进

行
Ｆｒ
ｉｅ
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验
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表 ３　 不同年份施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌群落组成的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ａｎｄ ｒａｔｅ ｏｎ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｖｅｒ ｙｅａｒｓ
２０１３ 年 ２０１４ 年 ２０１５ 年 ２０１６ 年

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

群落组成 ＮＴＭ １ １．８４２ ０．０５２ ０．７００ ０．６９７ ０．６８１ ０．７０３ ０．４３５ ０．８９７

Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＮＤＲ ２ ２．２０３ ０．００４∗ ０．９０９ ０．５５３ １．７３０ ０．０６０ １．３６６ ０．１７８

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ＮＴＭ×ＮＤＲ ２ １．６４５ ０．０４５∗ ０．６７８ ０．８１７ １．０５７ ０．３７９ ０．４６５ ０．９５６
　 　 采用双因素 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析，∗表示显著作用，显著水平为 Ｐ＜０．０５

表 ４　 ２０１３ 年不同处理间 ＡＭ 真菌群落组成差异

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ２０１３

对照
ＣＫ

林冠施氮

２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１

ＣＮ２５

林冠施氮

５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１

ＣＮ５０

林下施氮

２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１

ＵＮ２５

林冠施氮 ２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１ＣＮ２５ ０．１１５ － － －

林冠施氮 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１ＣＮ５０ ０．０８０ ０．０６１ － －

林下施氮 ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１ＵＮ２５ ０．００５∗ ０．００２∗ ０．０７８ －

林下施氮 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１ＵＮ５０ ０．４８０ ０．１５９ ０．３６６ ０．１８２

　 　 采用 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析，∗表示显著作用，显著水平为 Ｐ＜０．０５

表 ５　 所有样品 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性指数与土壤因子之间的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ
丰富度
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

香侬指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ 均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ ｅｖｅｎｎｅｓｓ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

ｄｆ ｒ Ｐ ｄｆ ｒ Ｐ ｄｆ ｒ Ｐ ｄｆ ｒ Ｐ

速效磷 ｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕ ７３ －０．０３８ ０．６２８ ７３ －０．０５５ ０．６８２ ７２ －０．０９１ ０．７８０ ７２ －０．０９１ ０．７８０

ｐＨ ７３ －０．１３７ ０．８８０ ７３ －０．１３０ ０．８６８ ７２ －０．０９２ ０．７８１ ７２ －０．０９２ ０．７８１

速效氮 ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ７５ ０．０７６ ０．２５５ ７５ ０．０３５ ０．３８３ ７４ －０．０４２ ０．６４２ ７４ －０．０４３ ０．６４２

Ｎ ／ Ｐ 比 Ｎ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ ７２ ０．０７１ ０．２７４ ７２ ０．０５６ ０．３１９ ７１ ０．０４２ ０．３９４ ７１ ０．０４２ ０．３６１

表 ６　 不同年份 ＡＭ 真菌群落组成与土壤因子之间的 Ｍａｎｔｅｌ 检验

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｖｅｒ ｙｅａｒｓ
２０１３ 年 ２０１４ 年 ２０１５ 年 ２０１６ 年

ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ （ｍｇ ／ ｋｇ）

－０．２２３ ０．９８７ ０．１６０ ０．０５１ －０．１２９ ０．８６５ ０．０８２ ０．２７３

ｐＨ ０．２２３ ０．０５０∗ ０．１８３ ０．１０７ －０．０２５ ０．５６１ －０．０１１ ０．５１３

速效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ｍｇ ／ ｋｇ） ０．０４１ ０．３７８ ０．０２９ ０．３６９ －０．００６ ０．４９５ ０．０２５ ０．３８６

Ｎ ／ Ｐ 比 Ｎ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ ０．１６６ ０．８４９ ０．１２７ ０．１５６ －０．００３ ０．４９０ －０．１１６ ０．８０１
　 　 ∗表示显著作用，显著水平为 Ｐ＜０．０５

３　 讨论

３．１　 氮沉降对土壤理化性质的影响

施 Ｎ 速率对土壤 ｐＨ 值的影响，从 ２０１３ 年到 ２０１６ 年依次为显著（Ｐ ＝ ０．０２４）、轻微（Ｐ ＝ ０．０５８）、不显著

（Ｐ＝ ０．１０９）又到显著（Ｐ＝ ０．０２８）（表 １）。 据此我们推测，土壤 ｐＨ 值对 Ｎ 沉降的响应可能存在短期“应激反

应”，中期“适应现象”和长期的“累积效应”。 而 Ｎ 沉降能够降低土壤 ｐＨ 值，早已被很多研究所证实［５， ２８， ３２］，
可能的机制包括：（１）铵根离子（ＮＨ＋

４）被植物根系吸收，同时将 Ｈ＋释放到土壤中，导致土壤酸化；（２）ＮＨ＋
４ 经

３８５７　 ２１ 期 　 　 　 赵爱花　 等：施氮对森林生态系统 ＡＭ 真菌群落组成及多样性的影响 　
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图 ２　 不同处理下 ＡＭ 真菌群落组成

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同颜色的椭圆代表不同处理下 ９５％的置信区间；ＣＫ： 对照；ＣＮ２５： 林冠施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１；ＣＮ５０： 林冠施 Ｎ ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１；ＵＮ２５： 林下

施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１；ＵＮ５０： 林下施 Ｎ ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１

过硝化作用被转化为亚硝酸根离子，进而转化为硝酸根离子的过程中释放出 Ｈ＋，导致土壤酸化；（３）ＮＨ＋
４ 置

换碱基阳离子，如 Ｃａ２＋， Ｍｇ２＋， Ｋ＋， Ｎａ＋等，金属阳离子的丢失会降低土壤对酸化的缓冲能力［３２］等。
之前的 ｍｅｔａ 分析表明，不论是在区域尺度上［５２］，还是在全球范围内［５３］，温带森林生态系统土壤 ｐＨ 值对

Ｎ 沉降的响应都十分敏感。 对于我国森林生态系统来说，Ｎ 沉降速率＜３０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１也会显著降低土壤 ｐＨ
值［５２］。 我们的研究也支持此观点，因为在 ２０１３ 年和 ２０１６ 年，低 Ｎ 处理（２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１）与对照处理相比，ｐＨ
值有显著下降。 同时，高 Ｎ（５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１）处理与对照相比，ｐＨ 值也有显著下降，但与低 Ｎ 处理（２５ ｋｇ ｈｍ－２

ａ－１）相比，并无显著差异，这可能是由于本研究区域土壤 ｐＨ 背景值较低造成的。 因为 Ｔｉａｎ 等［５３］ ｍｅｔａ 分析表

明，土壤 ｐＨ 值的背景值越低，对 Ｎ 沉降的响应越不敏感。 而本研究区域的初始 ｐＨ 值为弱酸性（５．０—６．０），
所以尽管施 Ｎ 速率增加一倍，土壤 ｐＨ 值并没有很大的改变。

在 ２０１５ 年，林下施 Ｎ 土壤 ｐＨ 值与林冠施 Ｎ 处理相比显著降低，这与 Ｈｕａｎｇ 等［４０］ 研究结果一致。 这一

现象说明在特定条件下，林下施 Ｎ 会高估自然 Ｎ 沉降对土壤环境的影响。
３．２　 氮沉降对 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性的影响

在目前的时间尺度下（４ ａ），施 Ｎ 方式、施 Ｎ 速率对 ＡＭ 真菌物种 ａｌｐｈａ 多样性指数都没有显著影响，且
二者也没有显著交互作用，说明在目前的 Ｎ 素添加水平和时间尺度下，林下施 Ｎ 并没有高估自然 Ｎ 沉降对

ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性的影响。 尽管施 Ｎ 以后土壤 ｐＨ 值有显著下降，但是 ｐＨ 值的变化并没有对 ＡＭ 真菌

ａｌｐｈａ 多样性造成影响。 土壤 ｐＨ 值与 ＡＭ 真菌的 ａｌｐｈａ 指数没有明显关系（表 ５），这与之前该试验平台的研

究结果相符［３２］。 此外，之前的研究还发现，土壤 Ｎ ／ Ｐ 比与 ＡＭ 真菌的丰富度和香侬指数关系密切［３２］，而在目

前的时间尺度下，施 Ｎ 方式和施 Ｎ 速率都没有明显改变土壤 Ｎ ／ Ｐ 比（表 １）。 我们推测这可能是 ＡＭ 真菌

ａｌｐｈａ 多样性对 Ｎ 沉降没有响应的原因之一。 随着处理时间的延长，几种试验处理下 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性有

趋同的趋势（表 ２），这可能是森林生态系统土壤 ＡＭ 真菌对持续 Ｎ 素输入产生了适应，也可能和 Ｎ 素添加浓

度有关。 例如，刘永俊等［５４］研究发现，低量施肥（３０ ｇ ／ ｍ２（ＮＨ４） ２ ＨＰＯ４）对垂穗披碱草（Ｅｌｙｍｕｓ ｎｕｔａｎｓ）根系

４８５７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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中 ＡＭ 真菌物种丰富度没有显著影响，而当施肥量达到为 １２０ ｇ ／ ｍ２时，施肥表现出极其显著的负面作用。 对

于土壤真菌来说，Ｎ 素添加带来的影响还受到试验持续时间的影响［３３］，如 Ｖａｎ Ｄｉｅｐｅｎ 等［２５］研究发现，在美国

北部森林中，经过连续 １２ 年的 Ｎ 素添加，区域 Ａ 的 ＡＭ 真菌香侬指数有轻微的增加，而区域 Ｃ 有轻微的下

降。 本研究时间跨度为 ４ ａ，那么在更大的时间尺度上，Ｎ 沉降是否会对 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性产生显著影响

还值得进一步研究。
３．３　 氮沉降对 ＡＭ 真菌群落组成的影响

在试验早期（２０１３ 年），施 Ｎ 方式对 ＡＭ 真菌的群落组成有轻微影响，而且受到施 Ｎ 速率的制约：当施 Ｎ
速率较低（２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１）时，林下施 Ｎ 对 ＡＭ 真菌群落组成的影响大于林冠施 Ｎ，支持了我们的假设；而当施

Ｎ 速率较高（５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１）时，两种施 Ｎ 方式都没有显著改变 ＡＭ 真菌群落组成，与我们的假设不一致。 这

些结果说明在特定试验条件下，林冠施 Ｎ 比林下施 Ｎ 能更好地反应自然 Ｎ 沉降对 ＡＭ 真菌群落组成的影响，
与 Ｈｕａｎｇ 等［４０］的研究结论相似。 冠层对 Ｎ 的截留会影响到达地面的 Ｎ 的数量［３９］，截留的百分比和生态系统

类型、Ｎ 沉降量及研究区域土壤特征有关，少则 １０％以下，多则 ７０％—８０％［４１］。 在本试验样地内，林冠喷洒的

Ｎ 被冠层截留大概占到一半左右［５５］，在短时间内，林冠喷洒的 Ｎ 只有一半左右直接到达林下。 所以林冠施 Ｎ
２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＣＮ２５），大致相当于林下施 Ｎ １２．５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１，林冠施 Ｎ 速率为 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＣＮ５０），则大概

相当于林下施 Ｎ ２５ ｋｇ ｈｍ－２ａ－１（ＵＮ２５），如此施 Ｎ 方式的问题就基本简化为林下不同施 Ｎ 速率的问题。 在

Ｊｉａｎｇ 等［５６］的研究中，随着施 Ｎ 速率的增加，Ｎ 添加对 ＡＭ 真菌群落组成的影响也越大。 在本研究中，ＣＮ２５、
ＣＮ５０、ＵＮ２５ 与对照相比，Ｐ 值依次为 ０．１１５，０．０８０，０．００５，基本上与 Ｊｉａｎｇ 等［５６］的研究结果相一致，但是 ＵＮ５０
与对照相比差异却不显著（Ｐ＝ ０．４８０），这有可能是因为试验处理重复次数较少，组内的差异可能掩盖了组间

差异（图 ２），所以在空间异质性较大的环境条件下进行控制试验时，需要尽可能地增加重复次数。
从 ２０１４ 年到 ２０１６ 年，不同试验处理之间 ＡＭ 真菌群落组成差异不显著，可能有两方面的原因：（１）ＡＭ

真菌对 Ｎ 素添加产生了一定程度的适应；（２）试验处理时间还不够长。 Ｖａｎ Ｄｉｅｐｅｎ 等［２５］ 研究还发现，经过连

续 １２ 年的慢性 Ｎ 沉降，枫木 （Ａｃｅｒ ｓｐｐ．）根中 ＡＭ 真菌的群落组成发生了显著的改变，因此在更长的时间尺度

上，施 Ｎ 是否会对土壤 ＡＭ 真菌群落组成产生影响还需要后续研究。

４　 结论

本试验条件下，施氮对落叶阔叶混交林土壤 ＡＭ 真菌 ａｌｐｈａ 多样性没有显著影响，但在试验早期施氮对

ＡＭ 真菌的群落组成产生一定的影响，林下施氮高估了自然氮沉降对 ＡＭ 真菌群落组成的影响。 随着处理时

间的延长，不同试验处理下 ＡＭ 真菌群落有趋同趋势，这可能是因为 ＡＭ 真菌群落对 Ｎ 沉降产生了适应。 本

研究评估了不同施 Ｎ 方式对森林生态系统土壤 ＡＭ 真菌的影响，考虑到实验条件的局限性，在未来的研究中

需要考虑更多的 Ｎ 素添加梯度和更长的时间跨度，才能够更全面的认识氮沉降的生态效应。
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