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长期养分添加对贝加尔针茅草原土壤微生物群落的
影响

张　 昊，姜　 娜，樊林染，张思宇，王　 慧，刘红梅，朱晓昱，张海芳∗，杨殿林
农业农村部环境保护科研监测所，天津　 ３００１９１

摘要：土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，是土壤生态系统物质循环和能量流动的主要参与者，在维持土壤生态系统

过程和功能方面发挥着关键作用。 以内蒙古贝加尔针茅草原为研究对象，采用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）技术，探讨连续 １２ 年氮

（Ｎ）、磷（Ｐ）、钾（Ｋ）养分单一添加和复合添加条件下草地土壤理化性质、微生物群落结构特征的变化及其主要影响因素。 结果

表明，长期养分添加条件下，土壤有机碳和全氮均无显著变化，但磷（Ｐ、ＮＰ、ＰＫ、ＮＰＫ）和钾（Ｋ、ＮＫ、ＰＫ、ＮＰＫ）添加处理分别显著

提高了土壤速效磷和速效钾含量（Ｐ＜０．０５）。 单一氮添加显著增加了土壤硝态氮和铵态氮含量，并显著降低了土壤 ｐＨ 值（Ｐ＜
０．０５）。 单一磷和钾添加均提高了土壤细菌、真菌、放线菌和总 ＰＬＦＡ 含量，而单一氮添加和复合养分添加（ＮＰ、ＮＫ、ＰＫ、ＮＰＫ）均
显著降低了以上指标的含量（Ｐ＜０．０５）。 此外，各养分添加处理均未显著改变革兰氏阳性细菌与革兰氏阴性细菌比（Ｇ＋ ／ Ｇ－），
但含氮的复合添加处理（ＮＰ、ＮＫ、ＮＰＫ）均显著降低了真菌与细菌比 （Ｆ ／ Ｂ） （Ｐ＜０．０５）。 相关性分析结果表明，多种微生物

ＰＬＦＡ 含量与速效磷和铵态氮显著负相关，与土壤 ｐＨ 值显著正相关。 基于冗余分析和随机森林模型分析发现土壤 ｐＨ 值和土

壤磷含量是影响土壤微生物群落特征的主要驱动因素。 综上，长期养分添加显著改变了土壤速效养分含量和土壤 ｐＨ 值，并显

著影响了土壤微生物群落结构。
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我国天然草原总面积 ３９２．８ 万 ｋｍ２，占国土面积的 ４０．９％［１］。 天然草原不仅是我国重要的绿色生态安全

屏障，也是牧区各族群众赖以生存的生产资料和生活家园，在维护国家和区域生态安全、边疆稳定、民族团结

和促进经济社会可持续发展等方面具有基础性、战略性作用。 长期以来，由于对草原重利用、轻保护，重索取、
轻投入，超载过牧加上气候变化影响，９０％草原出现不同程度的退化［２］。 草地退化降低了净初级生产力，进而

降低了土壤肥力和土壤有机碳储量［３］。 养分添加是维持草原生产可持续性的常见管理活动，增加了草地生

态系统中限制养分的投入［４］，通过补充土壤所需养分，改善土壤肥力，进而通过促进光合器官的形成、能量传

递以及光合产物的运输影响植物的光合作用，导致更快的养分循环速度和更高的植物生产力［５］。 此外，养分

添加还可以影响生态系统植物⁃土壤的相互作用，对陆地生态系统结构和功能的调节有重要作用［６］。
微生物群落对生态系统功能的维持起着关键作用，能快速对各种全球变化因素（大气 ＣＯ２浓度增加、氮沉

降、地面增温和外来物种入侵）导致的环境变化做出响应。 相比与基于 ＤＮＡ 的（ｑＰＣＲ，测序）方法，尽管磷脂

脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析缺乏分类学的分辨率，但因为 ＰＬＦＡ 在细胞死亡后迅速降解，反而能更准确的反应微生物

群落的变化［６—７］，是微生物丰度在空间和时间变化趋势上最可靠的变化量［８］。 此外，土壤 ＰＬＦＡ 会对营养物

质的添加迅速做出反应［９］。 同时，快速生长（富营养细菌）的微生物（Ｒ 策略者，例如革兰氏阴性细菌）可能比

生长较慢的微生物（Ｋ 策略者，例如真菌和革兰氏阳性细菌）对不稳定营养物质添加反应更快［１０—１１］。
氮添加对土壤微生物活性以及土壤微生物群落结构的研究较多。 有研究表明，草地生态系统土壤微生物

群落结构对氮添加有着正效应［１２］、负效应［１３］和无变化［１４—１５］的响应情况。 此外，持续的氮沉降往往会造成植

物生长由氮限制转变为磷限制或氮磷共限制［１６］，因此目前开展了大量试验探讨了微生物群落结构和功能对

氮磷添加的响应。 Ｌｉ 等研究表明，氮和磷添加均不显著影响土壤 ＰＬＦＡ 总含量和细菌 ＰＬＦＡ 含量，但磷添加

可以显著增加真菌 ＰＬＦＡ 含量［１４］。 有研究认为磷添加引起的土壤速效磷浓度变化是改变土壤微生物群落多

样性和组成的关键参数［１７—１８］。 目前关于钾限制条件下土壤微生物群落特征的研究还相对较少，且研究结果

差异性较大［１９］。 开展不同养分添加条件下土壤微生物群落结构变化规律的研究，对分析草地生态系统土壤

养分循环和生态系统功能具有重要意义。
贝加尔针茅（Ｓｔｉｐａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ）草原是亚洲中部草原区所特有的草原群系，是草甸草原的典型代表，在我

国畜牧业生产中有重要的地位。 因此，本研究在内蒙古呼伦贝尔地区贝加尔针茅草原开展长期养分添加试

验，分析不同养分添加条件下土壤养分和微生物群落结构特征的变化规律，旨在探究土壤微生物对长期养分

添加的响应及其存在的影响机制，为草地合理利用管理提供科学依据。

１３１１　 ３ 期 　 　 　 张昊　 等：长期养分添加对贝加尔针茅草原土壤微生物群落的影响 　
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１　 材料与方法

１．１　 研究区域概况

研究地点位于内蒙古呼伦贝尔地区贝加尔针茅草原（４８°２７′—４８°３５′Ｎ，１１９°３５′—１１９°４１′Ｅ）的一个典型

区域，地势平坦，海拔约 ７６５ｍ。 该区域属典型的温带大陆性季风气候，年降水量 ３３０ｍｍ，年平均气温为－２．４—
２．２℃。 该地区的自然植被由贝加尔针茅（Ｓｔｉｐａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ）和羊草（Ｌｅｙｍｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）等物种为主的草本植物

组成，土壤类型为暗栗钙土。 该地区在 ２０１０ 年之前从未施肥。
１．２　 试验设计

２０１０ 年 ６ 月，在研究地点进行了全因子氮、磷、钾添加试验，采用随机区组试验设计，共八种处理组合，每
个处理重复 ４ 次，小区面积 ８ｍ×８ｍ＝ ６４ｍ２。 处理包括 ８ 个不同养分添加处理（Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＮＰ、ＮＫ、ＰＫ、ＮＰＫ 和对

照 Ｃｏｎｔｒｏｌ）。 年添加总量经折算后为尿素 １００ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１、重过磷酸钙 １００ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１、硫酸钾 １００ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１，
于每年牧草生长季的 ６ 月和 ７ 月中旬均匀撒施，每次添加量为总量的 ５０％。 各处理间设 ２ｍ 隔离带，重复区

间分别设 ５ｍ 隔离带。
１．３　 样品采集

于 ２０２１ 年 ８ 月上旬进行样品采集，土壤取样按照“随机”、“等量”和“多点混合”的原则，按照 Ｓ 型取样法

在小区内选取 １０ 个点，去除表面植被，用直径为 ５ｃｍ 的土钻，取土壤表层 ０—１５ｃｍ 土壤混匀过筛，去除根系

和石块等杂物。 采用“四分法”选取 １ｋｇ 土样，迅速装入无菌封口袋，冰盒冷藏并迅速运至实验室。 样品前处

理后分成两部分，一部分土样于室内自然风干后研磨过筛进行土壤理化性质的测定，剩余的鲜样置于－８０℃
保存后进行微生物测定。
１．４　 指标测定

１．４．１　 土壤理化性质的测定

土壤 ｐＨ 值采用玻璃电极法（水土质量比 ２．５∶１）测定；土壤有机碳使用元素分析仪测定（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ ｖａｒｉｏ
ＭＡＣＲＯ ｃｕｂｅ）；土壤铵态氮、硝态氮、全氮和全磷采用全自动连续流动分析仪（ＡＡ３ Ｂｒａｎ＋Ｌｕｅｂｂｅ Ｃｏｒｐ）测定；
速效磷采用碳酸氢钠浸提—钼锑抗比色法测定；土壤全钾采用硫酸—过氧化氢消煮的火焰光度法测定；速效

钾采用乙酸铵提取—火焰光度法测定。
１．４．２　 土壤微生物群落磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）的测定

称取 １．５ｇ 冻干土壤样品用体积比为 ０．８∶１∶２ 的柠檬酸缓冲溶液：氯仿：甲醇震荡提取土壤样品两次。 然后

经 ＳＰＥ 硅胶柱分离得到脂肪酸，将得到的磷脂脂肪酸进行碱性甲醇化，内标为正十九烷酸甲酯（１９∶０），气相

色谱仪（ＧＣ⁃ＦＩＤ， Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ｂ ＵＳＡ）进行 ＰＬＦＡ 检测，使用脂肪酸标准品和微生物鉴定系统（ＭＩＤＩ， Ｉｎｃ．，
Ｎｅｗａｒｋ， ＤＥ）进行定量分析，用 ｎｍｏｌ ／ ｇ 表示［２０］。

根据不同土壤微生物类群 ＰＬＦＡ 特征图谱，利用 ＰＬＦＡ 标记法将其分为 ５ 类［２１］：非特异性细菌（１４：０，
１５：０， １５：０ＤＭＡ， １６：０， １７：０， １８：０， ２０：０），革兰氏阳性（Ｇ＋ ） 细菌（１５：０ｉｓｏ， １５：０ａｎｔｅｉｓｏ， １５：１ｉｓｏω６ｃ，
１６：０ｉｓｏ， １７：０ｉｓｏ， １７：０ａｎｔｅｉｓｏ），革兰氏阴性（Ｇ－）细菌（１６：１ω７ｃ， １６：１ω９ｃ， １７：１ω８ｃ， １８：１ω５ｃ， １８：１ω７ｃ，
２１：１ω３ｃ， １７：０ｃｙｃｌｏω７ｃ， １９：０ｃｙｃｌｏω７ｃ），真菌 （ １８：１ω９ｃ，１８：２ω６ｃ） 和放线菌 （ １６：０ １０⁃ｍｅｔｈｙｌ， １７：０ １０⁃
ｍｅｔｈｙｌ， １７：１ ω７ｃ １０⁃ｍｅｔｈｙｌ， １８：０ １０⁃ｍｅｔｈｙｌ， １８：１ ω７ｃ １０⁃ｍｅｔｈｙｌ）。
１．４．３　 微生物多样性指数计算

本研究通过计算 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（Ｈ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数（Ｄ）、Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数（Ｊ）和 Ｍａｒｇａｌｅｆ 物
种丰富度指数（Ｍ）对微生物丰度和多样性进行分析［２２—２３］：

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ）： Ｈ ＝－ ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ( )

Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数（Ｄ）： Ｄ ＝ １ － ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐｉ２
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Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数（Ｊ）： Ｊ ＝ Ｈ
ｌｎＳ

Ｍａｒｇａｌｅｆ 物种丰富度指数（Ｍ）： Ｍ ＝ Ｓ － １( )

ｌｎＮ
式中：Ｐ ｉ为 ｉ 种特征 ＰＬＦＡ 占总的特征脂肪酸个数比例，Ｓ 为群落中 ＰＬＦＡ 总种类数，Ｎ 为 ＰＬＦＡｓ 总含量。
１．５　 数据统计与分析

除非另有说明，否则所有统计分析和作图均使用 ＲＳｔｕｄｉｏ （Ｒ 语言版本 ｖ４．２．１）进行。 采用单因素方差分

析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）检验不同养分添加条件下土壤理化因子和微生物群落结构与多样性的差异显著性（选
择 Ｔｕｒｋｅｙ 法检验）。 所有数据均使用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 和 Ｌｅｖｅｎｅ 进行残差正态性检验和方差齐性检验。 采用基

于欧式距离的主成分分析法（ＰＣＡ）及 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的置换多因素方差分析（Ａｄｏｎｉｓ）对不同养分添加条件

下土壤微生物群落结构变异进行分析及显著性检验。 采用“ｐｈｅａｔｍａｐ”包计算土壤微生物群落结构与土壤理

化因子的相关系数。 使用检测到的所有脂肪酸进行 ｄｂＲＤＡ 分析，以 Ｈｅｌｌｉｎｇｅｒ 变换后的微生物群落矩阵作为

响应变量，采用方差膨胀因子（ｖａｒｉａｎｃｅ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ）检验去除共线性强的环境因子［２４］。 使用“ｒｄａｃｃａ．ｈｐ”包
进行了方差分解分析（ＶＰＡ） 以量化变量的相对贡献［２５］。 此外，通过构建随机森林回归模型来探索驱动微生

物群落变化的主要预测因子，微生物的群落组成使用 ＰＣＡ 的第一轴来表示，使用 “ ｆｒＰｅｒｍｕｔｅ”包计算每个预

测变量的重要性和统计显著性，通过使用“Ａ３”包，使用响应变量的 １０００ 个排列来评估模型和交叉验证的 Ｒ２

值的重要性。

２　 结果

２．１　 长期养分添加对草地土壤理化性质的影响

长期不同养分添加处理对土壤养分含量和土壤 ｐＨ 值均产生了较大的影响（表 １）。 与不施肥对照

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，长期养分添加并没有显著改变土壤有机碳（ＳＯＣ）和全氮（ＴＮ）含量，含磷添加处理（Ｐ、ＮＰ、ＰＫ
和 ＮＰＫ）显著提升了土壤全磷（ＴＰ）和速效磷（ＡＰ）含量（Ｐ＜０．０５），含钾添加处理（Ｋ、ＮＫ、ＰＫ、ＮＰＫ）显著提高

了土壤速效钾（ＡＫ）含量（Ｐ＜０．０５），但只有单一钾添加处理显著提升了土壤全钾（ＴＫ）含量，土壤硝态氮和铵

态氮含量均在含氮添加处理下明显提高，其中单一氮添加处理分别显著提高了 ９１．７５％和 １８０．１９％（Ｐ＜０．０５）；
此外，含氮添加处理均降低了土壤 ｐＨ 值，其中单一氮添加处理土壤 ｐＨ 值显著下降（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 不同养分添加处理土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

分析指标
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｅｘ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｎ Ｐ Ｋ ＮＰ ＮＫ ＰＫ ＮＰＫ

有机碳 ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ３８．３０±２．１８ａ ３９．０５±３．７７ａ ３８．０８±２．６６ａ ３６．９０±１．７２ａ ３７．８３±１．５５ａ ３７．５８±１．３７ａ ３４．７３±１．６９ａ ３６．９５±１．３８ａ

ｐＨ ６．４８±０．１０ａ ５．７６±０．３３ｂ ６．３８±０．０８ａｂ ６．５１±０．２６ａ ５．９７±０．２６ａｂ ６．０２±０．４８ａｂ ６．１７±０．１４ａｂ ５．９７±０．４３ａｂ

全钾 ＴＫ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ６．０６±０．０１ｂｃ ６．０６±０．０３ｂｃ ６．０８±０．０１ｂｃ ６．９２±０．７５ａ ５．８３±０．２７ｃ ６．４２±０．２７ａｂｃ ６．５６±０．０５ａｂ ５．９５±０．２５ｂｃ

速效钾 ＡＫ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．２１±０．０３ｃ ０．２±０．０３ｃ ０．２２±０．０２ｃ ０．９９±０．１２ａ ０．１５±０．０３ｃ ０．７４±０．１０ｂ ０．７７±０．０６ｂ ０．５８±０．１４ｂ

全氮 ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ３．４９±０．１８ａ ３．５８±０．２４ａ ３．３５±０．１４ａ ３．４６±０．１１ａ ３．４０±０．１４ａ ３．４２±０．１６ａ ３．１４±０．３６ａ ３．３６±０．１８ａ

全磷 ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．４０±０．０２ｂ ０．３７±０．０２ｂ ０．９１±０．０７ａ ０．３９±０．０１ｂ １．０２±０．１１ａ ０．３７±０．０１ｂ １．１３±０．１９ａ １．００±０．１４ａ

速效磷 ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ６．２３±１．３０ｃ ６．７３±０．２５ｃ １４７．２８±２２．５１ｂ ６．９７±０．８７ｃ １９３．５±３７．９６ａ ６．７３±０．７１ｃ １９０．８３±２０．２８ａｂ １６７．３３±２６．５５ａｂ

铵态氮 ＮＨ＋
４⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ５．２５±０．６０ｂ １４．７１±５．１９ａ ６．９６±０．７０ａｂ ５．９７±２．１５ｂ １０．９２±７．５１ａｂ ９．６７±４．０３ａｂ ７．７０±０．９０ａｂ ６．９４±１．４５ａｂ

硝态氮 ＮＯ－
３⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２０．８６±２．１４ａｂｃ ４０．００±１７．５８ａ １３．３９±４．１３ｂｃ １７．６１±１．３９ｂｃ ２６．６４±８．２ａｂｃ ２８．９４±１３．７１ａｂ ７．０８±０．８８ｃ ２７．９２±９．７１ａｂｃ

　 　 同行不同小写字母表示不同养分添加处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；ＳＯＣ：有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＫ：全钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＡＫ：速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；

ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＰ：速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＮＨ＋
４⁃Ｎ：铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－

３⁃Ｎ：硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照处

理；Ｎ：单一氮添加处理；Ｐ：单一磷添加处理；Ｋ：单一钾添加处理；ＮＰ：氮和磷复合添加处理；ＮＫ：氮和钾复合添加处理；ＰＫ：磷和钾复合添加处理；ＮＰＫ：氮、磷和钾复

合添加处理
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２．２　 长期养分添加对草地土壤 ＰＬＦＡ 含量的影响

长期不同养分添加处理下土壤总 ＰＬＦＡ 和各类群 ＰＬＦＡ 含量如表 ２ 所示。 不同处理下土壤总 ＰＬＦＡ、总
细菌 ＰＬＦＡ、革兰氏阳性细菌 ＰＬＦＡ、革兰氏阴性细菌 ＰＬＦＡ、真菌 ＰＬＦＡ 和放线菌 ＰＬＦＡ 含量范围分别为

７６．１１—１６０．５４，５４．６３—１１４．０１，１５．９７—３７．０１，２４．３７—４９．８３，８．４８—１８．０３ 和 １１．６９—３１．０１ｎｍｏｌ ／ ｇ。 各处理间土

壤细菌、真菌、放线菌和总 ＰＬＦＡ 含量均表现为 Ｋ、Ｐ＞Ｃｏｎｔｒｏｌ＞ＮＰ、ＮＫ、ＮＰＫ、Ｎ、ＰＫ。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理相比，ＰＫ
添加处理显著降低了土壤总细菌 ＰＬＦＡ 含量（Ｐ＜０．０５），并且磷和钾添加处理显著高于含氮添加处理（Ｎ、ＮＰ、
ＮＫ 和 ＮＰＫ）和 ＰＫ 添加处理（Ｐ＜０．０５）。 真菌和放线菌 ＰＬＦＡ 含量为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理显著高于含氮添加处理（Ｎ、
ＮＰ、ＮＫ 和 ＮＰＫ）和 ＰＫ 添加处理（Ｐ＜０．０５），而 ＰＫ 和 ＮＰＫ 处理显著降低了土壤总 ＰＬＦＡ 含量（Ｐ＜０．０５）。 养

分添加均未改变土壤革兰氏阳性细菌 ／革兰氏阴性细菌（Ｇ＋ ／ Ｇ－）的比值，但 ＮＰ、ＮＫ 和 ＮＰＫ 处理显著降低了

土壤真菌 ／细菌（Ｆ ／ Ｂ）的比值（Ｐ＜０．０５），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理相比分别降低了 １５．５３％、１８．０８％和 １５．６６％。

表 ２ 　 不同养分添加处理土壤微生物的 ＰＬＦＡ 类型和含量 ／ （ｎｍｏｌ ／ ｇ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＰＬＦＡ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

革兰氏阳性细菌
Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ

革兰氏阴性细菌
Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ

革兰氏阳性细菌 ／
革兰氏阴性细菌

Ｇ＋ ／ Ｇ－

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

真菌
Ｆｕｎｇｉ

放线菌
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

总磷脂脂肪酸
Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡｓ

真菌 ／细菌
Ｆ ／ Ｂ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２４．４９±３．７２ａｂｃ ４２．７３±３．２２ａｂ ０．５７±０．０５ａ ８７．５６±８．５９ａｂ １４．３７±０．８５ａ ２４．２６±２．６４ａｂ １２６．１９±１１．７０ａｂ ０．１６５±０．０１３ａ

Ｎ １９．５６±４．４８ｃ ３２．２２±６．８３ｃ ０．６１±０．０３ａ ６８．９５±１５．３３ｂｃ １０．７９±２．０２ｂ １７．５８±４．２９ｂｃ ９７．３２±２１．４３ｂｃ ０．１５８±０．０１１ａｂｃ

Ｐ ２９．６９±４．８４ａｂ ４６．３０±４．１６ａ ０．６４±０．０６ａ １０１．３８±１１．５１ａ １６．４０±１．６３ａ ２４．７０±３．６７ａ １４２．４９±１６．５１ａ ０．１６２±０．０１０ａｂ

Ｋ ３１．１４±４．０２ａ ４７．１８±２．０３ａ ０．６６±０．０６ａ １０３．５３±７．５３ａ １６．１５±１．１１ａ ２６．５３±３．０９ａ １４６．２０±１０．６２ａ ０．１５７±０．０１５ａｂｃ

ＮＰ ２０．５５±３．２ｃ ３３．９６±５．１０ｂｃ ０．６１±０．０３ａ ７４．７３±９．９０ｂｃ １０．３８±１．６１ｂ １６．９９±２．４１ｃ １０２．１０±１３．１８ｂｃ ０．１３９±０．０１６ｂｃ

ＮＫ ２１．８４±１．３９ｂｃ ３３．２３±４．８７ｂｃ ０．６６±０．０６ａ ７４．９８±７．７５ｂｃ １０．１３±１．１７ｂ １７．３３±２．３９ｃ １０２．４３±１１．２４ｂｃ ０．１３５±０．００３ｃ

ＰＫ １８．０１±２．０１ｃ ２７．８１±３．７９ｃ ０．６５±０．０２ａ ６４．６１±７．４０ｃ １０．２８±１．５５ｂ １３．３２±２．０１ｃ ８８．２１±１０．９２ｃ ０．１５９±０．００７ａｂｃ

ＮＰＫ ２０．３１±１．７７ｃ ３２．１０±３．６３ｃ ０．６４±０．０６ａ ７２．７４±６．４２ｂｃ １０．１１±０．９３ｂ １５．３３±２．０３ｃ ９８．１９±９．１２ｂｃ ０．１３９±０．００４ｂｃ
　 　 同列不同小写字母表示不同养分添加处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｇ＋ ／ Ｇ－：革兰氏阳性菌 ／革兰氏阴性菌 Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ／ Ｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ；Ｆ ／ Ｂ：真
菌 ／细菌 Ｆｕｎｇｉ ／ Ｂａｃｔｅｒｉａ

２．３　 长期养分添加对草地土壤 ＰＬＦＡ 多样性的影响

长期不同养分添加处理下土壤微生物多样性如表 ３ 所示。 不同养分添加处理下土壤磷脂脂肪酸 Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数、Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数均未有显著性差异。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理相比，氮和 ＰＫ 添加

处理略微提高了微生物 Ｍａｒｇａｌｆ 丰度指数，但单一氮添加与单一磷、钾添加处理相比显著提高了 Ｍａｒｇａｌｆ 丰度

指数（Ｐ＜０．０５）。

表 ３　 不同养分添加处理土壤微生物多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ′ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ ｉｎｄｅｘ

丰富度指数
Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．９１８±０．００９ａ ０．８８３±０．００４ａ ５．４３２±０．１７２ａｂ ０．９３４±０．００１ａ

Ｎ ２．９３１±０．００６ａ ０．８８２±０．００４ａ ５．８７６±０．３１５ａ ０．９３４±０．００１ａ

Ｐ ２．９３９±０．０１４ａ ０．８８４±０．００３ａ ５．４００±０．０５５ｂ ０．９３５±０．００２ａ

Ｋ ２．９３３±０．００９ａ ０．８８３±０．００７ａ ５．３７０±０．１７１ｂ ０．９３４±０．００２ａ

ＮＰ ２．９２６±０．０１４ａ ０．８８８±０．００８ａ ５．６２８±０．０７１ａｂ ０．９３３±０．００１ａ

ＮＫ ２．９１４±０．０２７ａ ０．８９２±０．００８ａ ５．４６２±０．１６ａｂ ０．９３４±０．００１ａ

ＰＫ ２．９２１±０．０２７ａ ０．８８７±０．００４ａ ５．８１４±０．２８７ａｂ ０．９３２±０．００２ａ

ＮＰＫ ２．９１±０．０１５ａ ０．８９１±０．００７ａ ５．５０９±０．１７６ａｂ ０．９３１±０．００１ａ
　 　 同列不同小写字母表示不同养分添加处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４　 长期养分添加对土壤微生物群落结构的影响

不同养分添加处理土壤微生物类群主成分分析表明（图 １），第一主成分（ＰＣ１）解释了变异的 ４３．８％，第
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图 １　 土壤微生物群落 ＰＬＦＡ 主成分分析（ＰＣＡ）

　 Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣＡ） ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＰＬＦＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照处理；Ｎ：单一氮添加处理；Ｐ：单一磷添加处理；Ｋ：单

一钾添加处理；ＮＰ：氮和磷复合添加处理；ＮＫ：氮和钾复合添加处

理；ＰＫ：磷和钾复合添加处理；ＮＰＫ：氮、磷和钾复合添加处理

二主成分（ＰＣ２）解释了变异的 １４．７％，ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 共解

释了总变异的 ５８．５％。 ＰＣ１ 可以将 Ｃｏｎｔｒｏｌ、磷和钾添加

处理与氮添加以及复合添加处理（ＮＰ、ＮＫ、ＰＫ 和 ＮＰＫ）
区分开，而 ＰＣ２ 可以将单一添加处理（Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｎ、Ｐ 和

Ｋ）与复合添加处理（ＮＰ、ＮＫ、ＰＫ 和 ＮＰＫ）区分开。 进

一步通过基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的置换多因素方差分析

（Ａｄｏｎｉｓ）表明，土壤微生物群落结构在不同养分添加处

理下有较为显著的改变 （Ｆ ＝ ３． ０７６，Ｒ２ ＝ ０． ４７３，Ｐ ＝
０．００１）。
２．５　 影响土壤微生物群落结构的主要因素

对不同养分添加处理下土壤不同类群 ＰＬＦＡ 含量

与土壤理化因子进行相关性分析（图 ２），整体来看，土
壤微生物 ＰＬＦＡ 含量与土壤速效磷、ｐＨ 值和铵态氮有

很强的相关性。 其中，大部分土壤微生物 ＰＬＦＡ 与速效

磷和铵态氮显著负相关（Ｐ＜０．０５），与土壤 ｐＨ 值显著正相关（Ｐ＜０．０５）。 此外，土壤革兰氏阴性细菌 １６：１ω９ｃ
还与全钾和速效钾有显著正相关关系（Ｐ＜０．０５），土壤放线菌 １７：１ω７ｃ １０⁃ｍｅｔｈｙｌ 与全磷有显著负相关关系

（Ｐ＜０．０５），土壤非特异性细菌 ２０：００ 与土壤全磷有极显著正相关关系（Ｐ＜０．０１）。

图 ２　 土壤不同微生物类群 ＰＬＦＡ 含量与土壤理化性质的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析

Ｆｉｇ．２　 Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＬＦＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

ＡＰ：速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＳＯＣ：有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：全钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ：硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ：铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＫ：速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

冗余分析（ＲＤＡ）结果表明（图 ３），土壤理化因子对土壤微生物群落解释量达 ３２．５７％，第一轴（ＲＤＡ１）和
第二轴（ＲＤＡ２）分别解释不同养分添加处理下土壤微生物 ＰＬＦＡｓ 组成变异的 ２６．６３％和 ５．９４％。 土壤 ｐＨ 值、
速效磷和全磷是与第一轴关系最密切的因素，土壤硝态氮是与第二轴关系最密切的因素。 方差分解分析
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（ＶＰＡ）表明，所有环境变量解释了 ３２．９％的细菌群落组成总变异，其中，土壤 ｐＨ 值、全磷和铵态氮分别解释

了总变异的 ５５．５６％、１５．５３％和 １１．９５％。 随机森林模型使用基于均方误差百分比增长率（％ ＩｎｃＭＳＥ）分析参

数的重要性，结果表明土壤 ｐＨ 值和速效磷是影响土壤微生物群落结构最主要的因素（图 ４）。

图 ３　 不同养分添加处理土壤微生物群落结构与土壤理化性质的冗余分析（ＲＤＡ）和方差分解分析（ＶＰＡ）

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ） ａｎｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＶＰＡ） ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ

ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

　 图 ４　 随机森林回归模型揭示了微生物群落结构的主要驱动因素

Ｆｉｇ．４　 Ａ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｉｎ

ｄｒｉｖｅｒｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

变量均方根误差（ＭＳＥ）的增加百分比用于估计这些非生物和生

物预测因子的重要性，并且更高的 ＭＳＥ（％）值意味着更重要的预

测因子；显著性水平，∗表示 Ｐ＜０．０５，∗∗表示 Ｐ＜０．０１

３　 讨论

３．１　 长期养分添加对土壤理化性质的影响

养分添加已被证明会影响草地生态系统中土壤养

分含量和 ｐＨ 值。 在本研究中，各养分添加处理均未显

著改变土壤有机碳和全氮含量，这与大部分的研究结果

不同，之前的研究认为氮和磷添加通常会减轻植物生长

的养分限制，增加初级生产力，并且可以降低土壤微生

物呼吸和土壤有机质的分解速度，而初级生产力的增加

以及有限的分解条件会增加土壤有机质和养分保

留［２６—２７］。 虽然养分添加通常倾向于增加草原土壤养分

含量，但养分对生态系统影响的理解可能会有偏差，因
为大多数生态学实验都是相对短期的（＜５ａ） ［２８］，同时，
长期的养分添加会减少草原生态系统的植物多样性，从
长远来看，这种多样性丧失可能会降低营养元素添加对

生产力和土壤碳氮含量的积极影响［２９］。 与其他研究结

果一致，磷和钾的添加会增加土壤全磷和全钾含量，此
外，养分添加（Ｎ、Ｐ、Ｋ）显著增加了相应的速效养分含

量（硝态氮，铵态氮，速效磷和速效钾），单一氮添加显著降低了土壤 ｐＨ 值。 氮添加降低了土壤对酸化的缓冲

能力并加速土壤酸化，本研究发现当氮与磷和 ／或钾同时添加时并不会显著降低土壤 ｐＨ 值，Ｓｅａｂｌｏｏｍ 等［２７］也

指出，添加非氮营养元素会抵消长期单独添加氮导致的土壤酸化效应。
３．２　 长期养分添加对微生物群落结构的影响

越来越多的研究表明，微生物群落通过介导几乎所有的土壤生化过程，在生态系统功能和维持土壤肥力
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方面发挥着关键作用。 然而，养分添加对草原土壤微生物群落的影响在很大程度上仍然未知。 本研究结果表

明，不同养分添加处理对土壤微生物群落的影响有所差异，而不同微生物群落对同一养分添加处理的响应基

本相似。 此外，长期养分添加并没有改变土壤微生物多样性。 通过对不同养分添加处理的土壤微生物 ＰＬＦＡｓ
相对含量进行主成分分析后发现，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理相比，其他养分添加处理土壤微生物群落结构都发生了变

化。 含氮添加处理（Ｎ、ＮＰ、ＮＫ 和 ＮＰＫ）均显著降低了土壤细菌，真菌，放线菌和总 ＰＬＦＡ 含量。 这与之前的

研究结果一致［３０］，这主要是氮添加诱导的土壤酸化和土壤盐基阳离子的变化导致的。 首先，氮添加提高了土

壤 Ｈ＋的浓度极大的影响了微生物群落组成；其次，碱性矿物阳离子的损失，尤其是 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋的损失，与微生

物对各种胁迫的易感性增加和土壤微生物生物量的下降有关；第三，土壤酸化改变了微生物的生理能力，降低

了胞外酶活性［３０］。 此外，本研究表明，单一磷添加和钾添加可以略微提高土壤细菌，真菌和总 ＰＬＦＡ 浓度，这
与之前的一项荟萃分析研究结果一致［３１］，一般情况下，土壤速效磷含量普遍较低，在磷添加的条件下土壤微

生物可以通过释放有机阴离子来溶解无机磷或释放酶矿化有机磷来获得更多磷素以维持自身生长和代谢。
而之前的研究表明钾添加可以提高全球草地的初级生产力［３２］，从而促进光合产物向地下运输，增加植物净同

化率进而影响土壤微生物［１９］，这可能是本研究中单一钾添加提高微生物 ＰＬＦＡ 含量的原因。 与单一氮添加

相比，含氮复合添加处理（ＮＰ、ＮＫ 和 ＮＰＫ）可以略微提高土壤细菌和总 ＰＬＦＡ 含量，这可能是因为与真菌相

比，土壤细菌对 ｐＨ 值的变化更敏感［３３］，而添加非氮营养元素缓解了长期单独添加氮导致的土壤酸化效

应［２７］，与单独氮添加相比，ｐＨ 值的升高促进了土壤细菌 ＰＬＦＡ 含量的提高。 此外，本研究发现 ＰＫ 添加可以

显著降低土壤细菌，真菌，放线菌和总 ＰＬＦＡ 含量。 Ｚｈａｎｇ 等［３４］研究表明，ＰＫ 添加会降低土壤放线菌的 ＰＬＦＡ
浓度，这可能是土壤中营养元素缺乏或者施肥不均衡对土壤微生物群落结构产生了负效应。 在本研究中，ＰＫ
添加处理的有机碳和全氮含量均略低于其他处理，并且全磷含量均高于其他处理，此外，土壤硝态氮含量显著

低于其他处理，未施肥的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 处理和平衡施肥的 ＮＰＫ 处理的土壤硝态氮含量分别是 ＰＫ 处理的 １．９５ 倍和

２．９４ 倍。 ＰＫ 复合添加导致的土壤养分含量降低和土壤硝态氮的快速损耗是土壤微生物群落结构产生负效

应的主要原因。
土壤中微生物的 Ｆ ／ Ｂ 能够反映土壤肥力与健康状况，可以用来表征微生物对周围环境的响应，以及生态

系统的稳定程度［３５］。 本研究表明，含氮复合养分添加处理（ＮＰ，ＮＫ 和 ＮＰＫ）降低了土壤中微生物的 Ｆ ／ Ｂ，氮
添加对真菌的这种负面影响可能是由于两种机制造成的。 首先，与细菌相比，真菌对氮的需求较低，因此添加

氮后较高的土壤氮有效性将有利于细菌而非真菌［３６］，其次氮与磷和 ／或钾同时添加缓解了单独氮添加导致的

土壤的酸化［２７］，从而与单独氮添加相比提高了细菌的 ＰＬＦＡ 含量，降低了土壤中微生物的 Ｆ ／ Ｂ。 土壤 Ｇ＋ ／ Ｇ－

指示土壤营养状况和土壤底物质量的变化［１５， ３７］。 通常，革兰氏阴性细菌优先使用新鲜的有机输入物作为碳

源，而革兰氏阳性细菌被认为有利于分解低质量或顽固性的有机物。 研究表明各养分添加处理均提高了土壤

Ｇ＋ ／ Ｇ－比值，这反映了土壤有机质质量的变化，例如，难分解有机质数量的增加［２２， ３７］。
３．３　 长期养分添加条件下土壤微生物群落与土壤理化性质的关系

微生物对环境变化极为敏感，土壤理化性质的改变会影响土壤微生物群落结构组成。 土壤理化因子与土

壤微生物 ＰＬＦＡ 含量的相关性分析结果表明，土壤各类微生物类群 ＰＬＦＡ 含量与速效磷和铵态氮显著负相

关，与土壤 ｐＨ 值显著正相关，其中土壤 ｐＨ 值的变化是影响土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量最主要的因素，这与之前

的研究相似［１３， ３８］，本研究冗余分析和随机森林结果也支持这一点。 此外，研究还发现土壤铵态氮和磷含量也

是影响土壤微生物群落组成的重要因素。 Ｚｅｃｈｍｅｉｓｔｅｒ⁃Ｂｏｌｔｅｎｓｔｅｒｎ 等［３９］ 研究发现，氮添加导致土壤中 ＮＨ＋
４ 离

子含量增加，渗透压升高，速效性养分淋失加剧，微生物生长受到抑制。 因此，氮添加可能会改变微生物养分

需求，进而影响微生物群落结构［３９—４０］。 此外，土壤微生物可以通过释放有机阴离子来溶解无机磷或酶来矿化

有机磷来获得更多的磷养分来维持自身的生长和代谢［４１］，土壤全磷含量的变化会影响土壤细菌及真菌群落

的多样性和组成［４２］。 由此可见，土壤微生物群落结构受多因素综合影响。
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４　 结论

采用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）技术分析了长期养分添加条件下草地土壤养分含量的变化以及影响微生物群

落结构特征的主要因素。 研究结果表明，长期养分添加显著改变了土壤速效养分含量和土壤 ｐＨ 值。 单一磷

和钾添加均提高了土壤细菌、真菌、放线菌和总 ＰＬＦＡ 含量，而单一氮添加和复合养分添加（ＮＰ、ＮＫ、ＰＫ、
ＮＰＫ）均显著降低了以上指标的含量，此外，含氮的复合添加处理（ＮＰ、ＮＫ、ＮＰＫ）均显著降低了真菌与细菌

比。 土壤 ｐＨ 值和土壤磷含量是影响土壤微生物群落特征的主要驱动因素。 综上所述，长期养分添加条件下

土壤理化性质存在差异，养分变化对微生物群落的影响是长期且复杂的，长期养分添加对贝加尔针茅草原土

壤微生物群落的长期影响及其机制有待深入研究。
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