
第 ４４ 卷第 ４ 期

２０２４ 年 ２ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ．４
Ｆｅｂ．，２０２４

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家自然科学基金（４１９７７０９０，３２１９２４３３，３２１７１５８７）

收稿日期：２０２３⁃０３⁃２１； 　 　 网络出版日期：２０２３⁃１１⁃２７

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙｘｆａｎ＠ ｆｊｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．２０１０３ ／ ｊ．ｓｔｘｂ．２０２３０３２１０５４３

夏允，徐玲琳，杨柳明，杨智杰，范跃新，杨玉盛．模拟氮沉降对中亚热带米槠天然林土壤解磷微生物群落和功能潜力的影响．生态学报，２０２４，４４
（４）：１７２７⁃１７３６．
Ｘｉａ Ｙ，Ｘｕ Ｌ Ｌ，Ｙａｎｇ Ｌ Ｍ，Ｙａｎｇ Ｚ Ｊ，Ｆａｎ Ｙ Ｘ，Ｙａｎｇ Ｙ Ｓ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ａ ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ ｆｏｒｅｓｔ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０２４，４４（４）：１７２７⁃１７３６．

模拟氮沉降对中亚热带米槠天然林土壤解磷微生物群
落和功能潜力的影响
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摘要：解磷微生物是森林土壤磷循环的关键驱动因素，对亚热带低磷土壤尤为重要。 由于微生物对环境变化较为敏感，氮沉降

下土壤微生物如何变化以及如何影响土壤磷有效性尚不清楚。 为此，依托福建三明森林生态系统与全球变化国家野外科学观

测研究站建立的米槠天然林长期氮沉降观测平台，借助 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＩＴＳ 高通量测序以及 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测方法，探索氮添加

对土壤解磷微生物群落和功能潜力的影响。 结果表明：氮添加显著增加了土壤有效氮含量，但显著降低了 Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ、ＮａＨＣＯ３ ⁃Ｐ
和 ＴＰｏ，表明氮沉降改变了土壤养分平衡，加剧了磷限制。 此外，氮添加降低了根瘤菌和伯克霍尔德菌等解磷细菌的丰度，却增

加了青霉菌和曲霉菌等解磷真菌的丰度。 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测进一步发现，存在 １５ 种能够编码磷酸酶的基因，并且与对照相比，
施氮后酸性磷酸酶、碱性磷酸酶和植酸酶等酶基因丰度显著增加。 综上，本研究发现施氮加剧了亚热带米槠天然林土壤的磷限

制，同时增加了解磷真菌的丰度和磷酸酶的基因丰度来促进有机磷矿化，这可能是氮沉降下驱动米槠天然林土壤磷转化的主要

微生物机制。
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磷是限制陆地生态系统初级生产力的关键养分。 特别是热带亚热带地区，由于土壤高度风化，大部分磷

被铁铝氧化物固定，导致该区域的森林生态系统普遍存在磷限制［１］。 此外，亚热带地区还是全球最严重的氮

沉降区域之一，大量的氮输入改变了生态系统的氮磷平衡，进一步加重亚热带森林土壤的磷限制［２—３］。 因此，
厘清氮沉降下土壤磷周转过程及其调控机制，对预测亚热带森林生产力如何适应全球变化具有重要意义。

土壤微生物在磷循环过程中发挥关键作用，被认为是驱动土壤磷周转的主导因素［４］。 其中，能够促进有

机磷分解或无机磷解吸附，进而提高土壤磷有效性的微生物被称为解磷微生物［５］。 目前已知的细菌、放线菌

和真菌等均具有溶解磷的功能。 如假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、伯克霍尔德菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、芽孢杆菌属

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、欧文氏菌属（Ｅｒｗｉｎｉａ）、沙雷菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）和
根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）等均具有溶解磷的功能［６—７］。 与细菌类似，部分真菌（如曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）和青霉菌

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ））同样具有活化磷的能力［８］。 已有研究发现氮沉降会改变微生物群落结构，如基于全球数据的

Ｍｅｔａ 分析发现长期氮添加会降低土壤微生物生物量和群落多样性，对微生物产生负面效应［９—１０］。 此外，控制

实验也发现氮沉降导致功能微生物（如固氮细菌、氨氧化细菌和丛枝菌根真菌）丰度显著下降［１１—１３］，但也有

研究发现氮添加并未改变土壤微生物群落结构［１４］。 说明氮沉降对土壤微生物群落结构的影响还存在不确

定性。
通过合成磷酸酶促进有机磷矿化是解磷微生物驱动土壤磷转化和提高土壤磷有效性的重要途径之

一［１５］。 由于不同磷酸酶的编码基因并不一致，携带不同编码基因的解磷微生物合成磷酸酶的能力和种类存

在差异［１６］。 一般认为，酸性磷酸酶主要来源于真菌和植物根系，是酸性土壤中参与矿化磷的主要酶；碱性磷

酸酶主要来自碱性土壤微生物，在多种有机磷化合物中裂解酯键，从而释放磷酸盐［１７］。 已有研究表明磷酸酶

的产生取决于土壤有机质含量、ｐＨ 值、植物和微生物氮磷养分需求等［１８—２０］。 比如，众多研究发现施氮后土壤

磷酸酶的增加与氮沉降加剧土壤磷限制有关［２１—２２］。 但也有研究发现氮沉降对磷酸酶的影响因土壤养分状况

而异，氮输入抑制了受氮限制土壤中磷酸酶的分泌进而加重了磷限制，但提高了受磷限制土壤中磷酸酶含量

来缓解了磷限制［２３］。 在亚热带低磷土壤中，氮沉降是否会提高磷酸酶的含量以及增加哪些磷酸酶的含量来

缓解磷限制仍不清楚。 此外，已有研究主要通过测定酸性磷酸酶、碱性磷酸酶以及磷酸二酯酶等酶活性的变

化表征土壤磷矿化潜力，而事实上植酸酶、磷酸单脂酶等也是驱动有机磷矿化的关键水解酶，对土壤磷转化十

分重要。 但由于难以直接观测，且测定过程受环境变化以及实验方法的干扰，导致较难揭示土壤中不同磷酸

酶活性的真实变化。 随着生物信息学工具的兴起，Ｌａｎｇｉｌｌｅ 等（２０１３）提出的 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测手段提供了新

的思路，该方法基于系统发育（从高通量测序技术中获得）和功能相联系的假设，预测宏基因组的功能组
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成［２４］，可用于揭示土壤酶编码基因的相对变化。 尽管 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测无法表征土壤酶活性的绝对数量，但
可提供土壤磷转化酶编码基因的种类和相对丰度等信息，间接表征土壤磷酸酶的种类和活性，有助于更为清

晰地认识外界环境干扰下土壤磷循环的微生物机理。
本研究选择亚热带森林顶级群落的建群种米槠天然林为研究对象，依托长期氮沉降观测研究平台，通过

１６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＩＴＳ 测序，结合 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测手段，探究氮添加对亚热带森林土壤解磷微生物群落丰度和功

能潜力的影响。 旨在揭示氮沉降背景下，驱动土壤磷转化的关键微生物类群以及促进有机磷分解的主要磷酸

酶种类，为理解氮沉降下驱动亚热带森林土壤磷循环的微生物类群和机制提供知识储备。

１　 材料和方法

１．１　 研究区概况

试验样地位于福建三明森林生态系统与全球变化国家站（２６°１１′Ｎ，１１７°８′Ｅ）。 以米槠天然林为研究对

象，设置长期氮沉降观测样地。 样地本底条件基本一致，采用随机区组设计。 根据亚热带大气氮沉降的背景

值约 ３８ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１ ［２５］，设置对照（ＣＴ，０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）、低氮（ＬＮ，４０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）和高氮（ＨＮ，８０ ｋｇ Ｎ
ｈｍ－２ ａ－１）３ 个处理，每个处理 ４ 个重复。 每个样方大小为 ２０ ｍ×２０ ｍ，样方之间用 ＰＶＣ 板进行阻隔，间隔 １０ ｍ
以上。 于 ２０１２ 年 １１ 月开始，每月月初以喷洒 ＮＨ４ＮＯ３溶液的方式施氮。 为消除外加水的影响，对照样方喷洒

等量去离子水。
于 ２０１８ 年 ４ 月用土钻钻取 ０—１０ ｃｍ 和 １０—２０ ｃｍ 土层的土样，每块样地随机取 ５ 个点混匀，将采集的土

壤样品用冰袋储存运回实验室，将鲜土过 ２ ｍｍ 筛后分成三份，一部分放在－２０℃冰箱保存，用于提取 ＤＮＡ，一
部分置于 ４℃冰箱低温储存，用于测定 ＤＯＣ 和矿质氮等指标；另一部分自然风干，用于测定土壤磷组分和其

他基本理化指标。
１．２　 土壤理化性质的测定

土壤 ｐＨ 采用玻璃电极在悬浮液（土水比 １∶２．５）中测定。 土壤有机碳（ＳＯＣ）和全氮（ＴＮ）采用高温氧化法

利用碳氮元素分析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ；Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，Ｌａｎｇｅｎｓｅｌｂｏｄ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。 可溶性有机碳（ＤＯＣ）
采用去离子水浸提（土水质量比为 ４∶１）利用 ＴＯＣ 分析仪（Ｍｕｌｔｉ Ｎ ／ Ｃ ３１００，Ａｎａｌｙｔｉｋｊｅｎａ，Ｇｅｒｍａｎ）测定。 采用

０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 浸提土样后用连续流动分析仪（Ｓｋａｌａｒ Ｓａｎ＋＋，Ｓｋａｌａｒ，荷兰）测定土壤铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态

氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）含量。

１．３　 土壤磷组分

参照 Ｈｅｄｌｅｙ（１９８２）等制定以及 Ｔｉｅｓｓｅｎ 和 Ｍｏｉｒ（１９９３）改进的顺序提取方法来测定土壤磷组分［２６—２７］。 依

次用转化为碳酸氢盐形式（２ ｃｍ × ３ ｃｍ）的阴离子交换树脂膜条，０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３、０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ、
１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 溶液浸提，并将 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液经过超声振荡浸提得到 ＮａＯＨｓ 溶液。 使用流动分析仪

（Ｓｋａｌａｒ Ｓａｎ＋＋，Ｓｋａｌａｒ，荷兰）测定每种提取物中无机磷（Ｐｉ）的浓度。 对于 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３，０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ
和１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ的浸提液，用浓硫酸和高氯酸消煮得到各浸提物的总磷（ＴＰ），有机磷（Ｐｏ）则为每种提取物的

ＴＰ 与 Ｐｉ 的差值。 Ｋｌｏｔｚｂüｃｈｅｒ 等（２０１９）发现，只有前两个提取步骤（使用 ＨＣＯ３形式的阴离子交换树脂和碳酸

氢盐）代表了不同生物利用度的磷组分［２８］。 因此，将磷组分划分为树脂磷 （ Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ ）、ＮａＨＣＯ３ 提取磷

（ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ）、总可提取有机磷（ＴＰｏ，ＮａＨＣＯ３⁃Ｐｏ、ＮａＯＨ⁃Ｐｏ、ＮａＯＨｓ⁃Ｐｏ 和 ＨＣｌ⁃Ｐｏ 的总和）和总可提取无机磷

（ＴＰｉ，ＮａＨＣＯ３⁃Ｐｉ、ＮａＯＨ⁃Ｐｉ、ＮａＯＨｓ⁃Ｐｉ 和 ＨＣｌ⁃Ｐｉ 的总和）。
１．４　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序

从－ ２０℃ 储存的冻土中分别称取 ０． ２５ ｇ 样品，使用 ＭｏＢｉｏ ＰｏｗｅｒｓｏｉｌＴＭ ＤＮＡ 分离试剂盒 （ＭＯ ＢＩＯ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，１９３ ＵＳＡ）提取微生物 ＤＮＡ，然后使用 １％的琼脂糖凝胶电泳和 Ｔｈｅｒｍｏ Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ
Ｏｎｅ 分光光度计（ＮＤ⁃２０００，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）对提取的 ＤＮＡ 进行可视化和定量。 以

稀释 １０ 倍的 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 使用引物组 ３４１Ｆ ／ ８０６Ｒ 和 ＩＴＳ１Ｆ ／ ＩＴＳ２Ｒ 分别扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ

９２７１　 ４ 期 　 　 　 夏允　 等：模拟氮沉降对中亚热带米槠天然林土壤解磷微生物群落和功能潜力的影响 　
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基因和真菌 ＩＴＳ 区。 扩增过程：９４℃ 初始变性 ５ ｍｉｎ，然后 ９４℃ ３０ ｓ，５２℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，在 ７２℃下延伸 １０
ｍｉｎ，最后在 ４℃下保持，直到停止。 每个样本 ３ 个重复，并将同一样本的 ＰＣＲ 产物进行混合，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｍｉｓｅｑ 平台（Ｍａｊｏｒｂｉｏ Ｂｉｏ⁃Ｐｈａｒｍ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．２０６ Ｌｔｄ．，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）对 ＰＣＲ 产物进行处理和量化，并使用

ＱＩＩＭＥ 程序对基因序列进行定量分析［２９］。
１．５　 数据处理

将测序得到的基因序列进行质控和过滤，去除长度＜ ２００ ｂｐ 的序列，分别使用 ＳＩＬＶＡ 和 ＵＮＩＴＥ 数据库鉴

定细菌和真菌分类［３０］。 在 ９７％相似度水平下将优化序列聚类为操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ
ＯＵＴ），使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件统计每个 ＯＴＵ 的相对丰度信息以及微生物在门和属水平的分类信息。
采用 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测探索和检验施氮处理后磷酸酶基因丰度的变化，筛选后的 ＢＬＡＳＴ 基因片段通过比对

ＫＥＧＧ 数据库进行功能注释［３１］。 使用 Ｒ 包“ｐｓｙｃｈ”分别计算环境因子与解磷微生物、酶活性的相关性，并借

助“ｇｇｐｌｏｔ２”包制图。 文中主要借助 Ｒ．４．２．１ 软件和 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件完成统计分析和制图。

２　 结果和分析

２．１ 　 土壤理化性质

施氮后土壤 ｐＨ 呈下降趋势（Ｐ＞０．０５，表 １），与 ＣＴ 相比，ＬＮ 和 ＨＮ 处理在 ０—１０ ｃｍ 土层均降低 ３．７２％，在
１０—２０ ｃｍ 土层分别降低 ０．９７％和 １．４５％。 施氮后 ＳＯＣ、ＴＮ、ＤＯＣ 含量在不同土层均无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 但施

氮显著增加了两个土层的 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量，且 ＨＮ＞ＬＮ＞ＣＴ（Ｐ＜０．０５），而 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量未发生显著变化。

表 １　 模拟氮沉降对土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

０—１０ ｃｍ １０—２０ ｃｍ

ＣＴ ＬＮ ＨＮ ＣＴ ＬＮ ＨＮ
ｐＨ （Ｈ２Ｏ） ４．０３±０．０５ａｂ ３．８８±０．１８ｂ ３．８８±０．０６ｂ ４．１４±０．０８ａ ４．１±０．１１ａｂ ４．０８±０．０５ａｂ

土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ３３．４６±７．７ａ ３５．４１±５．２５ａ ３１．３７±４．１４ａ １５．２６±１．５４ｂ １５．３８±４．７２ｂ １４．３７±２．６７ｂ

可溶性有机碳
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ９２．０５±３４．２３ａ ９６．７６±２５．８５ａ ７５．６８±２４．５ａｂ ４２．２２±７．８４ｂ ３１．３４±１２．３９ｂ ３３．９３±８．７９ｂ

总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ２．３６±０．３１ａ ２．４１±０．５１ａ ２．３４±０．４ａ １．０９±０．０７ｂ １．０６±０．１７ｂ １．０７±０．１３ｂ

铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２４．１６±３．５７ａ ２７．７９±８．８２ａ ２３．２１±７．３９ａ １８．５±３．４１ａ １６．６２±４．６３ａ ２４．８４±９．９１ａ

硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １．６８±０．４６ｃｄ ５．７±１．０９ｂ ７．９１±１．６９ａ １．２２±０．２１ｄ ３．３２±０．４９ｃ ６．９１±０．６１ａｂ
　 　 ＣＴ：对照处理 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＬＮ：低氮处理 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＨＮ：高氮处理 Ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；同行不同字母表示处理间差异显著

（Ｐ＜０．０５），表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ４）

２．２　 土壤磷组分的变化

施氮后，０—１０ ｃｍ 土层 Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ、ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ 和 ＴＰｏ 均显著降低（Ｐ＜０．０５，表 ２），与 ＣＴ 处理相比，ＬＮ 处理

下分别降低 ２３．５３％、２５．６２％、２７．６３％，ＨＮ 处理下分别降低 ４８．２４％、２４．３５％、２０．０５％。 同时，ＴＰｉ 在不同处理

间没有显著差异。 施氮后不同磷组分在 １０—２０ ｃｍ 土层的不同处理间均没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３　 土壤解磷微生物丰度的变化

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＩＴＳ 的高通量测序手段来探究氮沉降对土壤解磷微生物群落组成和丰度的影响

（图 １）。 结果显示米槠天然林土壤中解磷细菌主要包括变形菌门（慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、伯克霍尔

德菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、中慢生根瘤菌属（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ））、放线菌门（链酶菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）和厚壁菌门（芽
孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）），解磷真菌主要有子囊菌门（青霉菌属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、曲霉

菌属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ））。 施氮后不同种属的解磷微生物丰度变化趋势并不一致，在 ０—
１０ ｃｍ土层，与 ＣＴ 相比，ＨＮ 下慢生根瘤菌和伯克霍尔德菌分别降低 ４１．８５％、６９．７０％，而链霉菌、青霉菌和曲

霉菌分别增加 １０７．９８％、９９．５９％、３４０．５４％；在 １０—２０ ｃｍ 土层，ＨＮ 下慢生根瘤菌丰度降低 ２０．６１％，链霉菌、芽
孢杆、青霉菌、曲霉菌和镰刀菌分别增加了 ０．５３、６．２２、１２．２９、６．００ 倍和 １３．００ 倍。
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表 ２　 模拟氮沉降对土壤磷组分的影响 ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

磷组分
Ｐ ｆｒａｃｔｉｏｎ

０—１０ ｃｍ １０—２０ ｃｍ

ＣＴ ＬＮ ＨＮ ＣＴ ＬＮ ＨＮ

树脂提取磷
Ｒｅｓｉｎ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ １．７０±０．１４ａ １．３０±０．１４ｂ ０．８８±０．０７ｃ ０．３０±０．０３ｄ ０．３４±０．０２ｄ ０．３６±０．１３ｄ

ＮａＨＣＯ３提取磷

ＮａＨＣＯ３ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ １８．１５±１．８７ａ １３．５０±１．４９ｂ １３．７３±２．００ｂ ７．８８±０．４５ｃ ７．６５±１．７８ｃ ７．４３±０．４５ｃ

总可提取有机磷
Ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ６９．４９±６．１２ａ ５０．２９±２．８２ｂ ５５．５６±３．５３ｂ ３５．９０±３．３５ｃ ３３．１１±５．６５ｃ ３７．２７±３．２９ｃ

总可提取无机磷
Ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ４２．４６±２．０６ａ ３２．２９±７．２３ａｂ ３１．９１±４．３５ａｂ ２６．１５±１．７８ｂ ２５．５３±６．４８ｂ ２４．０２±７．２６ｂ

　 　 同行不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ４）

图 １　 氮沉降对土壤解磷微生物丰度的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２．４　 土壤磷酸酶功能基因丰度的变化

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 观测数据，利用微生物 ＯＴＵ（最小操作分类单元）和 ＦＡＳＴＡ（核苷酸序列）数据通过

ＰＩＣＲＵＳｔ 处理获取 ＫＥＧＧ Ｏｒｔｈｏｌｏｇ（ＫＯ）信息（表 ３），然后通过 ＫＥＧＧ 数据库来获取编码磷酸酶类群的功能基

因的变化。 结果表明米槠天然林土壤中共含有 １５ 种磷酸酶的功能基因，其中包括 １２ 种磷酸单脂酶和 ３ 种磷

酸二酯酶，施氮显著影响不同种类磷酸酶功能基因的相对丰度（图 ２）。 其中，与 ＣＴ 相比，ＬＮ 和 ＨＮ 处理下

０—１０ ｃｍ 土层的酸性磷酸酶（Ａ）、碱性磷酸酶（Ｂ）、４⁃植酸酶（Ｃ）、组氨醇磷酸酶（Ｄ）和 ３⁃植酸酶（Ｅ）这 ５ 种

磷酸单脂酶以及二酯酶中的磷脂酶（Ｍ）功能基因相对丰度均显著增加（Ｐ＜０．０５）。 在 １０—２０ ｃｍ 土层，ＨＮ 处

理下组氨醇磷酸酶和磷酸甘油酸磷酸酶（Ｈ）基因丰度显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．５　 土壤解磷微生物丰度及功能基因变化的关键因素

通过相关分析检验了影响土壤解磷微生物丰度和功能基因变化的关键因素，发现施氮后显著变化的

解磷真菌（青霉菌和曲霉菌）与ＮＯ－
３ ⁃Ｎ呈显著正相关（图３，Ｐ＜０．０５） ，与土壤ｐＨ和土壤磷组分（ Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ 、

１３７１　 ４ 期 　 　 　 夏允　 等：模拟氮沉降对中亚热带米槠天然林土壤解磷微生物群落和功能潜力的影响 　
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表 ３　 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测及 ＫＥＧＧ 数据库比对获得的磷酸酶信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＰＩＣＲＵＳｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ＫＯ 编号
ＫＯ ｎｕｍｂｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

酶的国际系统命名
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ
ｅｎｚｙｍｅ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ

磷酸酶的组成
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ２２９１３ ＦＩＧ４ ３．１．３．⁃ ５″⁃磷酸核糖核酸磷酸酶 ５″⁃ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｔａｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０１１１３ ｐｈｏＤ ３．１．３．１ 碱性磷酸酶 Ｄ．ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｄ

Ｋ０１０８７ ｏｔｓＢ ３．１．３．１２ 海藻糖磷酸酶 ｔｒｅｈａｌｏｓｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０５６０２ ｈｉｓＮ ３．１．３．１５ 组氨醇磷酸酶 ｈｉｓｔｉｄｉｎｏｌ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ２２２２３ ｐｇｐ ３．１．３．１８ 磷酸甘油酸磷酸酶 ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｏｌａｔｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０１０７８ ＰＨＯ ３．１．３．２ 酸性磷酸酶 ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０１０９２ ｓｕｈＢ ３．１．３．２５ 肌醇⁃ １（或 ４）⁃单磷酸酶 ｍｙｏ⁃ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃ １（ｏｒ ４）⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０１０９３ ａｐｐＡ ３．１．３．２６ ３．１．３．２ ４⁃植酸酶 ／ 酸性磷酸酶 ４⁃ｐｈｙｔａｓｅ ／ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

Ｋ０１０９６ ｐｇｐＢ ３．１．３．２７ 磷脂酰甘油磷酸酶 Ｂ．ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｂ

Ｋ０２２０３ ｔｈｒＨ ３．１．３．３ ２．７．１．３９ 磷酸丝氨酸 ／ 高丝氨酸磷酸转移酶
ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅ ／ ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

Ｋ０２５６６ ｎａｇＤ ３．１．３．５ ５′⁃核苷酸 ５′⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ

Ｋ０１０８３ — ３．１．３．８ ３ 植酸酶 ３⁃ｐｈｙｔａｓｅ

Ｋ０１１１４ ｐｌｃ ３．１．４．３ 磷脂酶 Ｃ．ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ

Ｋ１８６９６ ＧＤＥ１ ３．１．４．４６ 甘油磷酰二酯磷酸二酯酶 ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ ｄｉｅｓｔｅｒ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ

Ｋ０１１２７ ＧＰＬＤ１ ３．１．４．５０ 糖基磷脂酰肌醇磷脂酶 Ｄ．ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ

Ｋ０１５２３ ｈｉｓＥ ３．６．１．３１ 磷酸核糖基⁃ＡＴＰ 焦磷酸水解酶 ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ⁃ＡＴＰ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ

图 ２　 ＰＩＣＲＵＳｔ 分析土壤磷酸酶丰度的变化

Ｆｉｇ．２　 ＰＩＣＲＵＳｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｈａｎｇｅｓ

Ａ：酸性磷酸酶 Ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｂ：碱性磷酸酶 Ｄ Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｄ；Ｃ：４⁃植酸酶 ／ 酸性磷酸酶 ４⁃ｐｈｙｔａｓｅ ／ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｄ：组氨醇磷酸

酶 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｏｌ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｅ：３ 植酸酶 ３⁃ｐｈｙｔａｓｅ；Ｆ：肌醇⁃ １（或 ４）⁃单磷酸酶 Ｍｙｏ⁃ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃ １（ｏｒ ４）⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｇ：５″⁃磷酸核糖核酸磷酸酶

５″⁃ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｔａｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｈ：磷酸甘油酸磷酸酶 Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｏｌａｔｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｉ：磷酸丝氨酸 ／ 高丝氨酸磷酸转移酶 Ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅ ／

ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；Ｊ：磷脂酰甘油磷酸酶 Ｂ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｂ；Ｋ：海藻糖磷酸酶 Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｌ：５′⁃核苷酸

５′⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ；Ｍ：磷脂酶 Ｃ Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ；Ｎ：甘油磷酰二酯磷酸二酯酶 Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ ｄｉｅｓｔｅｒ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ；Ｏ：糖基磷脂酰肌醇磷脂

酶 Ｄ Ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ。 ＣＴ：对照处理 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＬＮ：低氮处理 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ；ＨＮ：高氮处理 Ｈｉｇｈ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ、ＴＰｏ 和 ＴＰｉ）呈负相关，而解磷细菌（伯克霍尔德菌和慢生根瘤菌）与土壤磷组分呈正相关。 同时，
施氮后显著变化的编码磷酸酶（碱性磷酸酶、４⁃植酸酶、酸性磷酸酶、组氨醇磷酸酶、３ 植酸酶、磷脂酶）基因丰

度与 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 呈显著正相关，但与 ｐＨ、土壤磷（Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ 和 ＴＰｉ）呈显著负相关（图 ４，Ｐ＜０．０５）。 此外，相比 １０—

２０ ｃｍ 土层，０—１０ ｃｍ 土层微生物丰度和基因变化对土壤养分变化的响应更敏感。

图 ３　 解磷微生物丰度与环境因子的相关关系

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ
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３　 讨论

３．１　 氮沉降对土壤磷组分的影响

施氮后表层土壤 Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ、ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ 和 ＴＰｏ 均显著降低，这与亚热带毛竹林的研究结果相似［３２］，施氮降

低了 ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ 和有机磷占总磷的比例，并认为 Ｐｏ 是维持亚热带地区 Ｐ 供应的基础，当土壤 Ｐ 有效性不足

时，往往通过有机磷的矿化来满足植物和微生物的需求。 Ｂｏｗｍａｎ 等（２００８）通过对温带生态系统的研究也发

现施氮后土壤有效磷含量降低，其认为可能与氮添加引起的土壤酸化有关，由于碱性阳离子会被 Ａｌ３＋取代产

生铝毒，这会导致微生物活性降低进而影响土壤磷的周转，从而导致有效磷含量降低［３３］。 但本研究中施氮后

ｐＨ 变化不明显。 Ｆａｎ 等（２０１８）通过对亚热带米槠林的研究发现施氮会刺激生物的磷需求，微生物和植物根

系倾向于加速土壤有机磷的矿化来维持土壤有效磷的供应［２２］。 因此，在富含微生物和植物根系的表层土壤

中，相比非生物因素，生物因素可能在土壤磷组分变化过程中发挥更重要的作用。 在 １０—２０ ｃｍ 土层中，施氮

后各处理间的磷组分差异不明显，这可能是由于底层根系和微生物丰度较低，对土壤磷组分的影响低于表层

土壤。
３．２　 氮沉降对土壤解磷微生物的影响

解磷微生物相对丰度对外界环境变化较为敏感，可指示土壤养分状况及其变化。 本研究发现米槠天然林

土壤解磷细菌主要包括慢生根瘤菌、伯克霍尔德菌、中慢生根瘤菌、链酶菌、芽孢杆菌和类芽孢杆菌。 施氮降

低了根瘤菌和伯克霍尔德菌等解磷细菌的相对丰度（图 １），与施氮后碱性土壤解磷细菌丰度降低的研究结果

３３７１　 ４ 期 　 　 　 夏允　 等：模拟氮沉降对中亚热带米槠天然林土壤解磷微生物群落和功能潜力的影响 　
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图 ４　 土壤磷酸酶基因丰度与环境因子的相关关系

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

图中标注数值为 ｒ 值，表明差异显著（Ｐ＜０．０５）

一致［３４］。 此外，根瘤菌和伯克霍尔德菌属除了具有解磷功能，还会与植物根系结合形成根瘤，促进土壤固氮

并改善植物的氮吸收的能力［３５］。 因此，本研究中施氮后根瘤菌和伯克霍尔德菌丰度的降低可能与土壤氮有

效性的提高导致植物减少了固氮功能微生物的养分投资有关［３６］。 另一方面，微生物固氮本身也是一个耗磷

的过程，而氮沉降可能会加重土壤微生物的磷限制［２２］，可能是根瘤菌等固氮微生物相对丰度降低的另一个原

因。 如有研究发现，施氮后参与土壤磷转化的主要微生物类群由兼具固氮功能的解磷细菌转变为非固氮功能

的细菌为主［３７］。
相比解磷细菌，解磷真菌的种类较少，但其对氮沉降的响应更敏感。 本研究发现施氮后米槠天然林土壤

青霉菌、曲霉菌和镰刀菌的相对丰度增加，这可能与施氮导致植物磷需求的增加有关。 植物磷需求的增加可

能会改变土壤微生物群落，增加解磷能力更强的真菌的相对丰度来提高土壤磷有效性［３８］。 目前，已有研究发

现曲霉素菌丝体的增加有助于促进不溶性磷酸盐的溶解和迁移。 如 Ｗａｎｇ 等发现接种青霉菌的作物具有更

强的磷吸收能力，其产量显著高于不接种的作物。 通过对比研究发现，青霉菌的解磷能力甚至高于芽孢杆

菌［５］，如在农田生态系统中，施氮肥后植物矿化有机磷的能力显著增加［３９］。 此外，解磷微生物与环境因子的

相关分析表明，解磷真菌对土壤环境因子的响应可能更敏感，除了氮磷养分的限制外，由氮沉降带来的土壤酸

化进程也可能会影响功能微生物类群的相对丰度。
３．３　 氮沉降对微生物解磷功能的影响

为了探究氮沉降背景下米槠天然林土壤中解磷微生物的功能及作用机制，本研究借助 ＰＩＣＵＲＳｔ 功能预

测来分析编码磷酸酶基因及其相对丰度的变化。 结果发现施氮显著增加了表层土壤中酸性磷酸酶、碱性磷酸

酶、植酸酶等磷酸单脂酶和磷酸二酯酶基因的相对丰度（图 ２），表明施氮后土壤微生物编码磷酸酶的能力可

能会增加。 这与已有研究结果相似，如 Ｈｅｕｃｋ 等通过对温带森林的研究，发现长期氮添加提高了土壤磷酸酶

活性［４０］，在干热河谷土壤中也发现了类似的结果［４１］。 但在樟子松人工林土壤中，施氮显著降低了酸性磷酸

酶、碱性磷酸酶以及磷酸酶功能基因的丰度［４２］，可能与土壤类型等多种因素有关。 一般认为，酸性土壤中的

大部分无机磷被铁铝氧化物固定［３］，有机磷成为潜在磷源，在受到低磷胁迫时，微生物可能会增加磷酸酶的

合成促进有机磷矿化来提高土壤有效磷含量［５］。 此外，植物根系属性的变化也可能影响磷酸酶的分泌，前期

４３７１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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研究发现施氮后细根生物量和比根长均显著增加［３］，有利于提高地下碳分配，为微生物提供更多的能量，提
高微生物合成磷酸酶的能力。 此外，施氮对土壤磷酸酶的影响还取决于施氮方式和水平。 如 Ｌｉ 等在北温带

森林土壤的研究发现高氮水平下对酸性磷酸酶的分泌具有显著的促进作用，但抑制了碱性磷酸酶的分泌［４３］。
在亚热带高度风化的森林土壤中，土壤有机磷含量较高，占总磷的 ４０％左右［３］，且易在磷酸酶作用下分

解后释放有效磷［１０］。 本研究发现氮沉降后中等程度有机磷降低，但编码磷酸酶（酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、植
酸酶）功能基因的相对丰度显著增加，表明施氮后，土壤微生物可能通过分泌磷酸酶促进有机磷矿化来缓解

磷限制。 此外，本研究中施氮降低了根瘤菌等解磷细菌的相对丰度，但却增加了青霉菌、曲霉菌等解磷真菌的

丰度（图 １）。 由于在土壤酸化等环境胁迫下，真菌具有更强的抵抗逆境和分泌磷酸酶能力［３８］，解磷真菌相对

丰度的增加也可能是土壤磷酸酶基因丰度增加的重要原因之一。 综上表明，在氮沉降背景下，植被可能会通

过改变土壤微生物群落，增加磷酸酶分泌潜力更强的微生物类群来应对和缓解低磷胁迫。

４　 结论

施氮显著降低了土壤 Ｒｅｓｉｎ⁃Ｐ、ＮａＨＣＯ３⁃Ｐ 和 ＴＰｏ，加剧了土壤磷限制。 并且改变了解磷微生物的组成，降

低了根瘤菌和伯克霍尔德菌等解磷细菌的相对丰度，却增加了青霉菌和曲霉菌等解磷真菌的相对丰度。 此

外，氮沉降显著提高了编码酸性磷酸酶、碱性磷酸酶和植酸酶基因的相对丰度。 可见，氮沉降加重微生物磷限

制的背景下，增加土壤解磷真菌丰度，提高分泌磷酸酶的功能潜力，促进有机磷分解可能是微生物缓解磷限制

的重要途径。
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