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氮添加土壤微生物群落结构影响微生物碳利用效率
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摘要：尽管近年来中国氮（Ｎ）沉降水平逐渐趋于稳定，但中国东南地区 Ｎ 沉降相比于其他地区仍处于较高水平。 Ｎ 沉降对陆地

生态系统碳循环过程的影响不容忽视。 微生物碳利用效率（ＣＵＥ）是指微生物将吸收的碳转化为生物量碳的效率，高微生物

ＣＵＥ 意味着高土壤有机碳存储潜力。 因此，探究 Ｎ 沉降背景下微生物 ＣＵＥ 的变化将有助于进一步认识陆地生态系统土壤碳存

储的变化。 然而，目前关于 Ｎ 沉降下微生物群落结构的变化如何影响微生物 ＣＵＥ 鲜有报道。 在福建省泉州市戴云山国家级自

然保护区的罗浮栲林通过 Ｎ 添加模拟 Ｎ 沉降。 实验共包括三个 Ｎ 添加处理：对照（ＣＴ， ＋０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１）、低氮（ＬＮ， ＋４０ ｋｇ
ｈｍ－２ ａ－１）和高氮（ＨＮ， ＋８０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１）。 测定不同处理土壤基本理化性质、微生物生物量、酶活性和 ＣＵＥ，并使用高通量测序

对微生物群落结构和多样性进行测定。 结果表明，Ｎ 添加显著影响微生物 ＣＵＥ，随着 Ｎ 添加水平的增加，ＣＵＥ 逐渐增加；相反，
土壤 ｐＨ、可提取有机碳（ＥＯＣ）和微生物生物量碳（ＭＢＣ）均呈现下降趋势。 Ｎ 添加对土壤微生物群落 α 多样性总体上无显著

影响。 非度量多维度尺度（ＮＭＤＳ）分析表明，Ｎ 添加显著改变了微生物的群落结构。 尤其对于真菌而言，不同 Ｎ 添加处理的真

菌群落明显分开为三簇。 微生物 ＣＵＥ 分别与土壤 ｐＨ、ＥＯＣ 和真菌 ＮＭＤＳ１ 呈显著的负相关关系，与矿质氮含量呈现显著正相

关关系。 随机森林分析表明，Ｎ 添加下影响微生物 ＣＵＥ 的类群主要是富营养菌（如变形菌门和子囊菌门）。 研究表明 Ｎ 添加

下，微生物 ＣＵＥ 不仅受土壤养分有效性和 ｐＨ 的调控，同时还受土壤微生物群落结构的影响。 未来进一步探究 Ｎ 添加下土壤微

生物关键类群的变化可能有助于揭示森林生态系统碳存储过程。
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ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｎｅｒａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ． Ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔａｘａ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＣＵＥ ｕｎｄｅｒ Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｕｔｒｏｐｈｉｃ （ ｅ． ｇ．， Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ ａｎｄ Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ） ａｎｄ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｅｖｏｔｅ ｍｏｒｅ ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ｔｈａｎ
ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｎｕｔｒｉｅｎｔ⁃ｐｏｏｒ ｔａｘａ． Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＣＵＥ ｉｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｓｏｉｌ
ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐＨ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｆｕｒｔｈｅｒ
ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｋｅｙ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔａｘａ ｕｎｄｅｒ Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｍａｙ ｈｅｌｐ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｔｏｒａｇｅ ｐｒｏｃｅｓｓ
ｉｎ ｆｏｒｅｓｔ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｆｏｒｅｓｔ

中国作为最大的发展中国家，在过去几十年经历了氮（Ｎ）沉降的快速增长［１］。 近年来，中国 Ｎ 沉降水平

总体上趋于稳定。 但我国东南地区受经济、工业和农业活动的影响，Ｎ 沉降相比于中国其他地区仍处于较高

水平。 Ｎ 是植物和土壤微生物生长的必需元素［２］，适量 Ｎ 沉降可以提高植物生产力。 然而，过量 Ｎ 输入会产

生一些不利的生态影响，如造成土壤酸化［３］、微生物生物量减少［４］、群落丰度和多样性变化等［５—６］，从而影响

陆地生态系统碳循环过程［７］。 微生物碳利用效率（ＣＵＥ）是调节土壤碳存储的关键生理参数［８］，其定义为土

壤微生物生长和呼吸之间碳的分配［９］。 较高的微生物 ＣＵＥ 通常表示微生物将更多的碳转化为微生物生物

量，从而增加土壤中碳的存储［１０］。 因此，探究 Ｎ 沉降背景下微生物 ＣＵＥ 的变化将有助于进一步认识陆地生

态系统土壤碳存储的变化。
当前关于 Ｎ 添加对微生物 ＣＵＥ 的影响的报道已有许多，但是土壤微生物 ＣＵＥ 对 Ｎ 添加的响应结果存在

广泛的差异，包括增加、降低和无响应［１１—１６］。 土壤微生物（细菌、真菌等）在土壤碳循环过程发挥着重要的作

用［１７—１８］。 越来越多的研究证实微生物群落群落结构和多样性对 Ｎ 添加敏感。 如 Ｍｏｒｒｉｓｏｎ 等［１９］ 在哈佛森林

进行 Ｎ 添加实验结果表明，Ｎ 添加下土壤真菌丰富度和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均有所增加。 Ｗａｎｇ 等［２０］等通过 ｍｅｔａ 分

析表明 Ｎ 添加改变了土壤微生物群落结构，但对土壤微生物多样性和丰富度无影响。 Ｙｕａｎ 等［２１］发现 Ｎ 添加

对土壤细菌丰度无显著影响。 近期，Ｐｏｌｄ 等［２２］ 发现微生物 ＣＵＥ 与细菌多样性呈正相关关系。 综上，土壤微

生物群落属性对 Ｎ 添加的响应可能是导致当前 Ｎ 添加对 ＣＵＥ 影响不一致的重要原因。
然而，目前关于 Ｎ 添加下微生物群落变化如何影响微生物 ＣＵＥ 鲜有报道。 Ｎ 添加通常会改变土壤养分

８３７１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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有效性，这可能会迫使微生物调整群落结构和多样性以适应环境，进而改变微生物 ＣＵＥ［２３—２４］。 还有研究表

明，Ｎ 添加会改变一些富营养（如变形菌 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和寡营养类群（如子囊菌 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度［２５］。
Ｌｅｆｆ 等［２６］发现，Ｎ 添加会优先支持细菌的生长，增加其对碳的获取能力，导致微生物 ＣＵＥ 增加。 综上，Ｎ 添加

下影响微生物 ＣＵＥ 的关键类群还有待进一步研究。
罗浮栲（Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｆａｂｅｒｉ）生长快、适应性强，广泛分布在我国东南地区，是优良的用材树种。 本研究以

福建省戴云山国家级自然保护区的罗浮栲林土壤为研究对象，在野外进行 Ｎ 添加模拟 Ｎ 沉降，测定不同处理

土壤基本理化性质、微生物生物量和酶活性，分析微生物 ＣＵＥ，并利用高通量测序的方法测定微生物群落结

构和多样性。 通过探究 Ｎ 添加下土壤微生物 ＣＵＥ 的变化及其影响因素，以期阐明 Ｎ 添加下微生物群落对

ＣＵＥ 的影响，为 Ｎ 沉降加剧背景下亚热带森林生态系统碳循环模型提供理论参考。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

本研究区位于福建省泉州市德化县戴云山国家森林保护区（２５°３８′—２５°４３′ Ｎ， １１８°０５′ Ｅ），属亚热带海

洋性季风气候，年平均气温在 １５．６—１９．５℃，年降水量为 １７００—２０００ ｍｍ［２７］，降水主要集中在 ３—９ 月［２８］。 本

研究实验样地以罗浮栲（Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｆａｂｅｒｉ）为优势树种，主要林下植被包括深山含笑（Ｍｉｃｈｅｌｉａ ｍａｕｄｉａｅ）、乌药

（Ｌｉｎｄｅｒａ ａｇｇｒｅｇａｔａ）、木荷（Ｓｃｈｉｍａ ｓｕｐｅｒｂａ）、毛冬青（ Ｉｌｅｘ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ）等。
１．２　 实验设计

参考亚热带地区 Ｎ 沉降的背景值［２９］，在罗浮栲林设置了 １２ 块大小为 １０ ｍ × １０ ｍ 的样方，按照随机区组

设置了 ３ 个 Ｎ 添加水平：对照（ＣＴ， ＋０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）、低氮添加（ＬＮ， ＋４０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）和高氮添加（ＨＮ，
＋８０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１），每个 Ｎ 添加水平设置 ４ 个重复。 各样方间隔 １０ ｍ 以上作为缓冲带。 从 ２０２０ 年 ５ 月开

始，在每年 ３—９ 月进行 Ｎ 添加，根据 Ｎ 添加水平将一定质量的尿素［ＣＯ（ＮＨ２） ２］溶于 ２０ Ｌ 去离子水中，使用

背式喷雾器均匀喷洒在 ＬＮ 和 ＨＮ 样地，模拟 Ｎ 沉降。 在对照样地喷洒等量去离子水。
１．３　 样品采集

于 ２０２１ 年 ７ 月进行土壤样品采集。 去除土壤表面凋落物后，采用五点取样法取矿质层 ０—１０ ｃｍ 土壤。
采集土壤样品后立刻带回实验室。 于室内去除土壤样品中的石块、植物根系后，取适量土壤过 ２ ｍｍ 筛并分

成三份。 一份土壤自然风干后测定土壤理化性质；一份新鲜土壤置于 ４℃冰箱中，用于测定土壤酶活性、微生

物生物量、微生物碳利用效率、可提取有机碳和矿质氮等；一份新鲜土壤放入－８０℃冰箱中用于微生物高通量

测序。
１．４　 土壤理化性质的测定

土壤酸碱度（ｐＨ）使用玻璃电极 ｐＨ 计（ＳＴＡＲＴＥＲ ３００，美国）测定，其土水比为 １∶２．５。 取部分风干后的土

壤，加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 去除碳酸盐，随后使用碳氮元素分析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ，德国）测定土壤有机碳

（ＳＯＣ）和总氮（ＴＮ）含量。 可提取有机碳（ＥＯＣ）用土水比 １∶４ 浸提，用总有机碳分析仪（ＴＯＣ⁃ＶＣＰＨ ／ ＣＰＮ，日
本）测定 ＥＯＣ 含量。 土壤矿质氮用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液浸提，然后通过连续流动分析仪（Ｓｋａｌａｒ ｓａｎ＋＋，荷兰）测
定滤液中的 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量。 有效磷利用 Ｍ３ （乙酸、浓硝酸、硝酸铵、氟化铵和 ＥＤＴＡ 混合溶液）浸提

法提取，随后使用连续流动分析仪测定。
１．５　 微生物生物量的测定

微生物生物量碳（ＭＢＣ）和微生物生物量氮（ＭＢＮ）的提取使用氯仿熏蒸－硫酸钾浸提法［３０］，通过总有机

碳分析仪测定浸提液中的总有机碳含量，用连续流动分析仪测定浸提液中的总氮含量。 ＭＢＣ 的计算公式为：
ＭＢＣ＝ΔＥＣ ／ ＫＣ，其中，ΔＥＣ是熏蒸与未熏蒸土壤有机碳含量的差值；ＫＣ ＝ ０．４５，是 ＭＢＣ 的浸提系数。 ＭＢＮ 的计

算公式为：ＭＢＮ＝ΔＥＮ ／ ＫＮ，其中，ΔＥＮ是熏蒸与未熏蒸土壤有机碳含量的差值；ＫＮ ＝ ０．５４，是 ＭＢＮ 的浸提系数。
用氯仿熏蒸⁃碳酸氢钠浸提法提取微生物生物量磷（ＭＢＰ），用连续流动分析仪测定浸提液中的磷酸盐含量。

９３７１　 ４ 期 　 　 　 孙雪琦　 等：氮添加土壤微生物群落结构影响微生物碳利用效率 　
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１．６　 酶活性的测定和 ＣＵＥ 的计算

按照 Ｓａｉｙａ⁃Ｃｏｒｋ 等［３１］的方法测定与碳、氮、磷获取相关的酶。 本研究中，碳获取酶为 β⁃葡萄糖苷酶

（βＧ），底物为 ４⁃甲基伞形酮⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷；氮获取酶为 β⁃Ｎ⁃乙酰氨基酸葡糖苷酶（ＮＡＧ），底物为 ４⁃甲基伞

形基⁃Ｎ⁃乙酰⁃β⁃Ｄ⁃氨基葡糖苷；磷获取酶为酸性磷酸单酯酶（ＡｃＰ），底物为 ４⁃甲基伞形基⁃磷酸盐。 具体方法

为：取 １ ｇ 新鲜土壤，用 １２５ ｍＬ ５０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝ ５）提取，使用磁力搅拌器使其匀质，静置后取

上清液待用。 将上清液与相应底物注入 ９６ 孔微孔板中，培养后用多功能酶标仪（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５，美国）测定，
测定波长为 ３６０ ｎｍ 和 ４５０ ｎｍ。 单位微生物产酶能力用酶活性与 ＭＢＣ 的比值表示。 微生物碳利用效率

（ＣＵＥ）计算如下：
ＣＵＥ＝ＣＵＥｍａｘ×｛（ＳＣ∶Ｎ× ＳＣ∶Ｐ） ／ ［（ＫＣ∶Ｎ＋ＳＣ∶Ｎ）×（ＫＣ∶Ｐ＋ ＳＣ∶Ｐ）］｝０．５ （１）

ＳＣ∶Ｎ ＝
ＢＣ∶Ｎ

ＬＣ∶Ｎ
× １

ＥＥＡＣ∶Ｎ
（２）

ＳＣ∶Ｐ ＝
ＢＣ∶Ｐ

ＬＣ∶Ｐ
× １
ＥＥＡＣ∶Ｐ

（３）

式中，ＣＵＥｍａｘ为 ０．６。 ＢＣ∶Ｎ和 ＢＣ∶Ｐ分别为 ＭＢＣ ∶ＭＢＮ 比和 ＭＢＣ ∶ＭＢＰ 比；ＬＣ∶Ｎ和 ＬＣ∶Ｐ分别为可提取有机碳：矿质

氮比和可提取有机碳：有效磷比。 ＫＣ∶Ｎ和 ＫＣ∶Ｐ为半饱和常数，均为 ０．５；ＥＥＡＣ∶Ｎ和 ＥＥＡＣ∶Ｐ分别为 βＧ ∶ＮＡＧ 比和

βＧ ∶ＡｃＰ 比。
１．７　 微生物 ＤＮＡ 的提取与高通量测序

使用 Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ＭｏＢｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ， 美国）提取土壤中总 ＤＮＡ。 ＤＮＡ 提

取完毕后，使用引物 ３３８Ｆ （ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＧ）和 ８０６Ｒ （５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′）对细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３⁃ ４ 区进行 ＰＣＲ 扩增测序。 使用引物 ＩＴＳ１Ｆ （５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃ ３′）和

ＩＴＳ２Ｒ （５′⁃ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）对真菌的 ＩＴＳ 基因片段进行 ＰＣＲ 扩增和测序。 对 ＰＣＲ 扩增产物

进行处理后，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ， Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ， ＵＳＡ）进行测序分析。 处理后得到相似水平为

９７％的可操作分类单元（ＯＴＵ）再进行进一步分析。
１．８　 数据分析

采用单因素方差分析检验 Ｎ 添加对土壤理化性质、微生物生物量、酶活性和 ＣＵＥ 的影响，使用最小显著

性差异法比较不同处理间的差异显著性（α ＝ ０．０５）。 微生物群落 α 多样性利用均匀度指数（ Ｓｈａｎｎｏｎ 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数）和丰富度指数（Ｃｈａｏ１ 和 Ａｃｅ 指数）指示。 使用基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离矩阵的非度量多维度分析

（ＮＭＤＳ）表示不同处理下微生物群落结构的变化（基于 ＯＴＵ 水平）。 使用线性回归分析探究土壤理化性质、
微生物群落结构与 ＣＵＥ 之间的关系。 采用随机森林模型确定 Ｎ 添加下影响微生物 ＣＵＥ 的关键微生物 ＯＴＵ
（纲 ／目 ／科 ／属 ／种水平）。 使用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析探究关键微生物 ＯＴＵ 与微生物 ＣＵＥ 的相关关系。 所有的统

计分析通过 ＳＰＳＳ ２２．０ 和 Ｒ ４．１．０ 软件完成，使用软件 Ｏｒｉｇｉｎ ９．１ 绘制柱状图，图表中的数据为平均值±标
准差。

２　 结果与分析

２．１　 氮添加对土壤理化性质的影响

本研究发现，Ｎ 添加影响土壤基本理化性质。 随着 Ｎ 添加水平的增加，土壤 ｐＨ、ＥＯＣ 和 ＭＢＣ 呈现下降

趋势（表 １）。 与 ＣＴ 相比，ＬＮ 处理下土壤 ＥＯＣ 和 ＭＢＣ 含量无显著变化（Ｐ ＞ ０．０５），但在 ＨＮ 处理中 ＥＯＣ 和

ＭＢＣ 含量分别显著降低约 ５０％和 ３２％ （Ｐ＜０．０５）。 相反，Ｎ 添加显著影响矿质氮含量（Ｐ＜０．０１），土壤矿质氮

随着 Ｎ 添加水平的增加而显著增加。 与 ＣＴ 相比，ＬＮ 和 ＨＮ 处理中矿质氮含量分别显著增加了 ３６％和 ４９％
（Ｐ＜０．０５）。

０４７１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

表 １　 氮添加对土壤基本理化性质和酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

项目
Ｉｔｅｍ

对照
ＣＴ

低氮
ＬＮ

高氮
ＨＮ

显著性
Ｐ

ｐＨ ５．１２±０．１１ａ ４．７５±０．０１ｂ ４．５０±０．０２ｂ ０．０９
ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ５４．６４±３．４２ｂ ６０．８０±０．２８ａ ６１．７８±０．７１ａ ＜０．０１
ＥＯＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２１０．２５±３６．３６ａ １４９．４３±４７．０３ａｂ １０５．９４±３５．１４ｂ ０．０２
ＭＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ５５．４３±０．１７ｃ ６５．０６±０．１４ｂ ７６．１３±０．０３ａ ＜０．０１
ＴＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ３．０６±０．０１ｂ ３．３６±０．０４ａｂ ３．６２±０．０４ａ ＜０．０１
ＭＢＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２００６．９５±１３１．９９ａ １７４２．１１±１５３．５７ａ １３７１．４７ ±２２５．１０ｂ ＜０．０１
ＭＢＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ７９．８４±２１．７３ａ ９３．９５±９．０６ａ ８９．７９±１４．１５ａ ０．４７
酶活性 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｙ ／ （ｎｍｏｌ ｇ－１ ｈ－１）
βＧ １０．５７±０．２０ａ ６．８２±０．１４ｂ ５．７０±０．２６ｃ ＜０．０１
ＮＡＧ ３０．１８±０．３２ａ ２０．８６±０．６３ｂ ２０．４６±０．３９ｂ ＜０．０１
ＡｃＰ １３８１．４３±１７２．１４ａ １２６５．９１±３４１．４５ａ ８１１．９９±２０２．３６ｂ ０．０２
单位产酶能力 Ｕｎｉｔ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ／ （ｎｍｏｌ ｇ－１ ＭＢＣ－１ ｈ－１）
βＧ ０．００５３±０．０００４ａ ０．００４０±０．０００３ｂ ０．００４２±０．０００６ｂ ＜０．０１
ＮＡＧ ０．０１５１±０．０００９ａ ０．０１２０±０．００１１ｂ ０．０１３２±０．００１５ｂ ０．０４
ＡｃＰ ０．６９±０．０８ｂ ０．８６±０．０７ａ ０．９７±０．３２ａ ０．７１
　 　 Ｐ 值表示 Ｎ 添加影响的显著性； 同一行不同字母表示不同氮添加处理差异显著 （Ｐ＜０．０５）； ＣＴ： 对照， ｃｏｎｔｒｏｌ； ＬＮ： 低氮， ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＨＮ：

高氮， ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ｐＨ： 土壤酸碱度； ＳＯＣ： 土壤有机碳， ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； ＥＯＣ： 可提取有机碳， ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； ＭＮ： 矿质氮，

ｍｉｎｅｒａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＴＮ： 总氮， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＭＢＣ： 微生物生物量碳， ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ； ＭＢＮ： 微生物生物量氮， ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；

βＧ： β⁃葡萄糖苷酶， β⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ； ＮＡＧ： β⁃Ｎ⁃乙酰氨基酸葡糖苷酶， β⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ； ＡｃＰ： 酸性磷酸酶， Ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

图 １　 氮添加对土壤微生物碳利用效率（ＣＵＥ）的影响

　 Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｕｓｅ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　

不同字母表示不同氮添加处理差异显著 （Ｐ＜０．０５）； ＣＴ： 对照，

ｃｏｎｔｒｏｌ； ＬＮ： 低氮， ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＨＮ： 高氮， ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

２．２　 氮添加对土壤微生物碳利用效率的影响

Ｎ 添加显著影响 βＧ （Ｐ＜０．０１）、ＮＡＧ （Ｐ＜０．０１）和
ＡｃＰ （Ｐ＝ ０．０２）活性。 与 ＣＴ 相比，ＬＮ 和 ＨＮ 处理的 βＧ
活性分别显著下降 ３５％和 ４６％ （Ｐ＜０．０５）；ＮＡＧ 活性在

ＬＮ 和 ＨＮ 中分别显著下降 ３１％和 ３２％；ＬＮ 和 ＨＮ 处理

下 ＡｃＰ 活性分别降低 ８％和 ４１％。 类似地，随着 Ｎ 添加

水平的增加，土壤 βＧ （Ｐ＜０．０１）和 ＮＡＧ （Ｐ＜０．０５）的单

位产酶能力显著降低。 在不同 Ｎ 添加处理中，ＣＴ 处理

的 ＣＵＥ 显著最低，ＨＮ 处理的 ＣＵＥ 显著最高。 总体上，
随着 Ｎ 添加水平的增加，微生物 ＣＵＥ 呈现增加趋势

（图 １）。 与对照相比，ＬＮ 和 ＨＮ 处理的微生物 ＣＵＥ 分

别增加 ４％ （Ｐ＞０．０５）和 ９％ （Ｐ＜０．０５）。
２．３　 氮添加对土壤微生物 α 多样性和群落结构的影响

本研究发现，Ｎ 添加对土壤微生物群落 α 多样性

（如 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数和 Ａｃｅ 指

数）总体上无显著影响（表 ２）。 相反，ＮＭＤＳ 分析表明，

Ｎ 添加显著改变了微生物群落结构（图 ２）。 尤其对于真菌而言，不同 Ｎ 添加处理的真菌群落明显分开为三簇

（图 ２，Ｐ＜０．００１）。
２．４　 土壤微生物 ＣＵＥ 影响因子的相关性分析

回归分析表明，微生物 ＣＵＥ 分别与土壤 ｐＨ （Ｐ＝ ０．０６，Ｒ２ ＝ ０．３１，图 ３）和 ＥＯＣ （Ｐ＜０．０１，Ｒ２ ＝ ０．８６，图 ３）呈
显著的负相关关系，与矿质氮含量呈现显著正相关关系（Ｐ ＝ ０．０３，Ｒ２ ＝ ０．４１，图 ３）。 此外，我们还发现土壤微

生物 ＣＵＥ 与 ＮＭＤＳ１ 呈显著的负相关关系（Ｐ＝ ０．０８，Ｒ２ ＝ ０．２８，图 ３）。 随机森林分析表明，Ｎ 添加下影响微生

物 ＣＵＥ 的类群主要是变形菌门（Ｐ＜０．０１，例如 ＯＴＵ２９７８ 和 ＯＴＵ２９３７）、子囊菌门（Ｐ＜０．０５，例如 ＯＴＵ４２６５、
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ＯＴＵ４５２８、ＯＴＵ３８３７、ＯＴＵ２１３０、ＯＴＵ４６３０、ＯＴＵ５２３６ 和 ＯＴＵ２０２７）和罗兹菌门（Ｐ＜０．０５，例如 ＯＴＵ４５５０），其中，
子囊菌门和罗兹菌门属于真菌（表 ３）。

表 ２　 氮添加对土壤微生物群落 α多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

项目
Ｉｔｅｍ

处理
Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ Ｉｎｄｅｘ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ Ｉｎｄｅｘ

细菌 ＣＴ ５．５３±０．１２ａｂ ０．０１２±０．００２ １９９４．３６±６８．４４ ２１７２．３３±２５０．０１

Ｂａｃｔｅｒｉａ ＬＮ ５．６２±０．０５ａ ０．０１１±０．００１ ２０３４．９９±６９．７６ ２０４９．１１±５６．７４

ＨＮ ５．３６±０．１７ｂ ０．０１５±０．００３ １９６６．１６±１０４．０４ ２１３１．３９±１８９．１２

Ｐ ＜０．０５ ０．０９ ０．５２ ０．６４

真菌 ＣＴ ４．６８±０．２１ ０．０３±０．０１ ２１７９．７６±１５８．８９ ２２００．７４±１６８．７６

Ｆｕｎｇｉ ＬＮ ４．６２±０．６１ ０．０４±０．０２ ２２２９．６９±１４０．０６ ２２４５．５０±１３８．６９

ＨＮ ４．２９±０．２８ ０．０６±０．０２ ２０１９．６１±９３．５５ ２０５４．３５±８４．９９

Ｐ ０．３８ ０．１５ ０．１２ ０．１７

　 　 Ｐ 值表示 Ｎ 添加对同一种微生物群落多样性影响的显著性； 同一列不同字母表示同一种微生物群落不同氮添加处理差异显著 （Ｐ＜０．０５）

图 ２　 氮添加下土壤细菌和真菌群落结构（基于 ＯＴＵ 水平）的非度量多维度尺度（ＮＭＤＳ）分析与细菌和真菌群落相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｎｏｎ ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｅ （ＮＭＤＳ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ） ｕｎｄｅｒ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
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图 ３　 氮添加下土壤理化性质酸碱度、可提取有机碳、矿质氮和真菌群落结构与微生物碳利用效率（ＣＵＥ）的相关分析

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｃｉｄｉｔｙ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ， ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ｍｉｎｅｒａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ
ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ＣＵＥ） ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ

表 ３　 氮添加下显著影响影响微生物碳利用效率的重要预测因子与微生物碳利用效率之间的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ

ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ

可操作分
类单元
ＯＴＵ

显著性
Ｐ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲 ／ 目 ／ 科 ／ 属 ／ 种
Ｃｌａｓｓ ／ Ｏｒｄｅｒ ／ Ｆａｍｉｌｙ ／
Ｇｅｎｕｓ ／ Ｓｐｅｃｉｅｓ

可操作分
类单元
ＯＴＵ

显著性
Ｐ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲 ／ 目 ／ 科 ／ 属 ／ 种
Ｃｌａｓｓ ／ Ｏｒｄｅｒ ／ Ｆａｍｉｌｙ ／
Ｇｅｎｕｓ ／ Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＯＴＵ２９７８ ０．９１∗∗ 变形菌门 ＪＧ３６⁃ＴｚＴ⁃１９１ ＯＴＵ４６３０ －０．７３∗∗ 子囊菌门 Ａｍｐｌｉｓｔｒｏｍａ＿ｅｒｉｎａｃｅｕｍ

ＯＴＵ２９３７ ０．７６∗∗ 变形菌门 ＫＦ⁃ＪＧ３０⁃Ｃ２５ ＯＴＵ５２３６ －０．８４∗∗ 子囊菌门 Ｏｒｂｉｌｉａｃｅａｅ

ＯＴＵ４５２８ －０．８４∗∗ 子囊菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ ＯＴＵ２０２７ －０．８４∗∗ 子囊菌门 Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

ＯＴＵ３８３７ －０．６９∗ 子囊菌门 Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ＯＴＵ４２６５ －０．６０∗ 子囊菌门 Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ

ＯＴＵ２１３０ ０．５８∗ 子囊菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ ＯＴＵ４５５０ －０．７７∗ 罗兹菌门 Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ＿ｓｐ
　 　 ∗Ｐ＜０．０５； ∗∗Ｐ＜０．０１； ＯＴＵ： 可操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ

３　 讨论

３．１　 氮添加下微生物 ＣＵＥ 变化的原因

本研究发现 Ｎ 添加显著影响微生物 ＣＵＥ，尤其是 ＨＮ 添加显著提高微生物 ＣＵＥ，这与 Ｓｏａｒｅｓ 和 Ｒｏｕｓｋ［３１］

和 Ｓｐｏｈｎ 等［３２］的研究结果类似。 Ｎ 添加促进微生物 ＣＵＥ，这一结果可能与以下三个原因相关：第一，与前期

结果一致［３３］，本研究结果发现 Ｎ 添加增加土壤矿质氮，降低土壤 ｐＨ （表 １），同时，微生物 ＣＵＥ 与 ｐＨ 呈显著

的负相关关系，表明微生物 ＣＵＥ 受 ｐＨ 的影响。 Ｎ 添加导致的土壤酸化降低微生物生物量（如 ＭＢＣ），抑制微

生物呼吸，进而促进微生物 ＣＵＥ［３４］。 第二，根据生态学代谢理论和生态化学计量学理论，当微生物群落受碳

限制时，ＣＵＥ 增加［３５］。 一致地，本研究发现微生物 ＣＵＥ 与 ＥＯＣ 呈显著的负相关关系，进一步表明本研究区 Ｎ

３４７１　 ４ 期 　 　 　 孙雪琦　 等：氮添加土壤微生物群落结构影响微生物碳利用效率 　
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添加下微生物 ＣＵＥ 受土壤碳有效性的调控。 第三，本研究发现 Ｎ 添加对细菌或真菌群落的 α 多样性均无显

著影响。 相反，ＮＭＤＳ 分析结果表明 Ｎ 添加显著影响土壤微生物群落结构，尤其是真菌的群落结构在不同 Ｎ
添加处理下明显分开为三簇（图 ２），表明土壤真菌群落结构对 Ｎ 添加更加敏感。 此外，本研究发现微生物

ＣＵＥ 与真菌 ＮＭＤＳ１ 呈显著的负相关关系，表明 Ｎ 添加下微生物 ＣＵＥ 的变化可能受真菌群落结构的影响。
综上，微生物 ＣＵＥ 在 Ｎ 添加下增加不仅受土壤 ｐＨ 和碳有效性的调控，同时还受微生物属性的影响。 更进一

步的，ＣＵＥ 在 Ｎ 添加下增加可能是微生物群落结构转变的结果。

　 图 ４　 基于随机森林分析筛选氮添加下影响微生物碳利用效率的

微生物 ＯＴＵ 的相对重要性（ＭＳＥ 增加的百分比）

Ｆｉｇ．４　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ

ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＯＴＵ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｕｎｄｅｒ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ （ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＭＳＥ ｉｎｃｒｅａｓｅ）

通过随机森林模型和 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析，确定重要的微生物类群

ＯＴＵ（纲 ／ 目 ／ 科 ／ 属 ／ 种水平）作为 Ｎ 添加下微生物碳利用效率的

重要预测因子（∗Ｐ＜０．０５； ∗∗Ｐ＜０．０１）； ＭＳＥ： 均方误差， Ｍｅａｎ

ｓｑｕａｒｅｄ ｅｒｒｏｒ； ＯＴＵ： 可操作分类单元， Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ

３．２　 影响 ＣＵＥ 变化的关键微生物类群

为了寻找影响微生物 ＣＵＥ 变化的关键微生物类

群，进一步通过随机森林分析发现（图 ４），Ｎ 添加下影

响微 生 物 ＣＵＥ 的 主 要 微 生 物 类 群 是 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）。 其中，变形

菌是土壤细菌中最丰富的类群之一［３６］。 Ｗａｎｇ 等［３７］ 研

究发现，在细菌群落中，隶属于富营养类群的变形菌门

和放线菌门对活性底物的利用能力显著高于寡营养类

群的酸杆菌门和绿弯菌门。 本研究中，与对照相比，变
形菌门的相对丰度在高 Ｎ 添加下增加。 相反，高 Ｎ 添

加降低土壤 ＥＯＣ，这可能是富营养菌类群（如变形菌

门）优先利用的结果。 此外，本研究发现 Ｎ 添加下影响

微生物 ＣＵＥ 的微生物类群大多属于真菌，表明真菌是

Ｎ 添加下微生物 ＣＵＥ 升高的主要贡献者之一［３８］，进一

步支持土壤真菌在碳储存方面发挥着至关重要的作

用［２５］。 据报道，土壤养分的变化会使真菌的优势类群

发生改变以促进微生物对土壤养分的获取并满足自身

的生长需求［４０］。 一致地，本研究发现，Ｎ 添加显著影响

真菌群落组成。 随机森林结果显示，隶属于子囊菌门的

ＯＴＵ 对微生物 ＣＵＥ 对 Ｎ 添加的响应具有显著影响。
子囊菌门是真菌中富营养类群的典型代表［４１］。 相比于贫营养类群的微生物，富营养类群能投入更多的碳用

于生长，进而提高微生物 ＣＵＥ。 综上，本研究表明，富营养类群是影响微生物 ＣＵＥ 对 Ｎ 添加响应的重要微

生物。

４　 结论

（１） Ｎ 添加显著影响微生物 ＣＵＥ，随着 Ｎ 添加水平的增加，ＣＵＥ 逐渐增加。 微生物 ＣＵＥ 与 ｐＨ、ＥＯＣ 和

真菌 ＮＭＤＳ１ 呈显著负相关，表明 Ｎ 添加下微生物 ＣＵＥ 不仅受土壤养分有效性和 ｐＨ 的调控，同时还受土壤

真菌微生物群落结构的影响。
（２） Ｎ 添加下主要影响微生物 ＣＵＥ 的类群是富营养类群。
（３）未来进一步探究 Ｎ 添加下土壤微生物关键类群的变化可能有助于揭示森林生态系统碳存储过程。
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