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３ 年高氮添加对黄山松土壤真菌网络稳定性的影响
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摘要：土壤真菌群落对维持生态系统功能至关重要，然而氮沉降等环境变化如何影响其稳定性尚不清楚。 利用高通量测序和网

络分析，探究了连续三年不同氮添加水平对土壤真菌群落特征的影响，并通过计算“内聚力”量化连通性以预测真菌网络的稳

定性。 结果表明，真菌多样性及其群落稳定性对氮添加的响应存在明显的时间效应。 相比于前 ２ 年，第 ３ 年氮添加改变了真菌

β 多样性，且低氮添加显著提高了 ０—１０ ｃｍ 土层真菌 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数。 网络分析发现，随着氮添加量的增加真菌网络正

连接比例增加，平均聚类系数和模块性降低。 内聚力分析表明，第 ３ 年高氮添加显著降低了两个土层的真菌负：正内聚力的绝

对值，而低氮添加提高或不改变两者的比值。 这说明高剂量氮添加将通过破坏真菌群落的稳定性影响其生态系统服务功能。
研究为评价不同水平氮添加下森林土壤真菌群落稳定性提供了新的见解，对评价氮沉降的生态效应具有科学意义。
关键词：真菌网络；内聚力；群落稳定性；真菌多样性；氮沉降
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土壤真菌作为植物和动物的分解者、共生体或病原体，在维持土壤健康和生态系统功能（如氮和碳循环）
中发挥着关键的作用［１—２］。 氮沉降等环境变化会通过改变真菌多样性和群落组成［３—４］、养分获取策略［５］及真

菌⁃宿主相互作用［６—７］等影响生态系统的结构和功能。 因此，了解真菌群落稳定性对缓解其对生态系统服务

功能的潜在影响至关重要。 先前的研究表明，诸多环境胁迫（如增温、干旱）会影响真菌网络稳定性［８—９］。 相

比于细菌，土壤真菌网络在干旱等环境胁迫下更稳定［９］。 然而，真菌作为一种嗜氮群体，其群落的稳定性是

否受氮沉降的影响尚不清楚。
网络分析是了解氮沉降等环境变化如何影响真菌群落稳定性的一个有效途径。 正、负相互作用和 ／或微

生物生态位的相似性的差异将导致群落不稳定［１０］。 基于此，Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ 等［１１］ 首次提出内聚力用以预测微生

物网络的稳定性。 相比于其他稳定性指标（例如，复杂性等），该指标能量化物种之间的连通性使预测结果更

加准确［１０］，该指标已被成功应用于土壤和水体等多个领域［１１—１３］。 通常，正内聚力表示微生物物种之间的正

相互作用和 ／或高度生态位重叠，而负内聚力则表示负相互作用和 ／或不同的生态位。 负内聚力和正内聚力的

相对比例（负∶正内聚力）与群落的稳定性存在紧密关联［１０—１１］。 当一个群落以负内聚力为主（高的负∶正内聚

力）代表群落更稳定，即群落（１）在环境扰动中变化更有限；或（２）在扰动后更有可能恢复到原有的状态［１４］，
反之亦然［１１］。 当存在正相互作用的物种数量减少，依赖正反馈回路的其他物种会受到负面影响［１４］。 总之，
尽管真菌群落稳定性可以被很好地表征，然而，目前关于氮沉降如何影响土壤微生物内聚力，从而改变微生物

群落稳定性的认识仍然十分有限。
先前研究表明，氮添加下真菌群落受土壤氮有效性的直接影响［１５］，过高的土壤氮饱和程度将对真菌群落

稳定性产生负面影响。 土壤和叶片 δ１５ Ｎ 及氮富集指数通常可以用以表征氮饱和程度［１６—１７］。 Ｅｇｅｒｔｏｎ⁃
Ｗａｒｂｕｒｔｏｎ 等［１６］通过土壤 δ１５Ｎ 的追踪发现氮添加下随着土壤 δ１５Ｎ 含量增加，真菌群落物种相对丰度及丰富

性降低，而较低的真菌多样性通常难以维持其群落的稳定性［１１］。 此外，网络模块作为一种分类单元，不仅可

以反映模块中物种之间的空间划分［１８］或相似的栖息地偏好［１９］，也可以影响群落稳定性［８］。 通常同一个模块

的微生物物种具有以下特征：１）彼此相互作用更大；２）有独特生态位［１１］。 高度模块化由于模块与模块之间相

对独立而能保持群落的稳定。 相反，低模块化更容易将一个模块内受干扰物种的丰度波动传播到其他模块

中［１１］。 例如，磷钾肥添加降低真菌网络模块性［２０］，这可能对真菌群落稳定性产生潜在威胁。
由于化石燃料燃烧、尾气排放等人类活动，我国东南部氮沉降量依旧处于高位水平［２１］。 尽管森林生态系

统具有巨大的生态调节功能，全球 １１％的天然林所在地的氮沉降水平已超过“临界负荷”的氮阈值［２２］。 戴云

山自然保护区位于我国东南区福建省内。 在这里森林树种繁多，黄山松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓ）作为高海拔优势

树种，在气候恶劣和土壤贫瘠的环境下具有其他针叶林无法企及的生态演替功能［２３］。 前期调查发现黄山松

较该保护区内其他树种 （如罗浮栲） 具有更低的土壤氮含量，且其土壤微生物对氮添加的响应更为敏

感［２４—２５］。 为此，本研究选取黄山松林为研究对象，结合高通量测序和网络分析，对连续三年氮添加下的土壤

真菌群落进行分析。 本研究的主要目的是探究土壤真菌多样性及其群落稳定性对氮添加如何响应。 我们假

设，氮添加下随着土壤真菌多样性和网络模块性的降低，真菌群落变得更不稳定。

３７３３　 ８ 期 　 　 　 元晓春　 等：３ 年高氮添加对黄山松土壤真菌网络稳定性的影响 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

　 　 研究区位于福建省泉州市德化县戴云山国家自然保护区（２５°３８′０７″—２５°４３′４０″Ｎ，１１８°０５′２２″—１１８°２０′１５″Ｅ），
该地年均温为 １５．６—１９．５℃，年均降水为 １７００—２０００ ｍｍ，属于典型的亚热带海洋性季风气候［２５］。 土壤类型

为山地红壤，主要林下植被包括箬竹 （ Ｉｎｄｏｃａｌａｍｕｓ ｔｅｓｓｅｌｌａｔｕｓ）、山茶花 （Ｃａｍｅｌｌｉａ ｆｌｏｗｅｒ）、毛稔 （Ｍｅｌａｓｔｏｍａ
ｓａｎｇｕｉｎｅｕｍ）等［２６］。
１．２　 试验设计与取样

综合参考福建沿海区域（３０—４０ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１） ［２０］和附近城市（厦门市郊区，３６．３４ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１） ［２７］的氮

沉降量，试验以 ４０ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１为氮添加基数。 按照随机区组法，在黄山松林设置三种氮添加处理：对照（ＣＴ，
０ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１）、低氮（ＬＮ，４０ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１）、高氮（ＨＮ，８０ ｋｇ Ｎ ｈｍ２ ａ－１），每个处理设置 ４ 个重复。 试验区从

２０１８ 年 ５ 月开始通过添加尿素模拟野外氮沉降，氮添加时间为生长季（３—９ 月），每月进行一次。 具体样地

设计及氮添加方法参照先前的方法［２５］。 于 ２０１９—２０２１ 年定期在生长季（５ 月）采集两个土层的土壤样品。
即，按照五点取样法，在每个样方的 ０—１０ ｃｍ 和 １０—２０ ｃｍ 土层各取 ５ 个土芯，同一样方相同土层的土壤样

品在去除石块和根系之后混合成一个样品。 将土壤样品装入塑料自封袋用冰袋保鲜带回实验室后，将土壤样

本分为两部分，一部分过 ２ ｍｍ 筛后存于－２０℃冰柜中，用于提取 ＤＮＡ 和高通量测序，另一部分用于测定土壤

物理化学性质和同位素 δ１５Ｎ。 从每个样地选取三棵长势接近的黄山松，在树冠中上部采集 ２０ 片健康叶片混

合在一起。 叶片采集后用干冰冷藏运往实验室。 叶片样本在 １０５℃下杀青 ５ ｍｉｎ 分钟，在 ６５℃下烘干直至达

到恒重。 将干燥样品用球磨仪进行研磨用于后续试验。
１．３　 测定项目与方法

土壤 ｐＨ（水土比为 ２．５∶１）采用玻璃电极 ｐＨ 计（Ｓｔａｒｔｅｒ ３００， Ｏｈａｕｓ， 美国）测定［２５］。 土壤含水率（ＳＭ）用
烘干法测定。 土壤总碳（ＴＣ）和总氮（ＴＮ）采用碳氮元素分析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ，Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，德国）测
定。 矿质氮（ＭＮ）用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氯化钾浸提［２８］，使用连续流动分析仪（Ｓｋａｌａｒ ｓａｎ＋＋，Ｓｋａｌａｒ，荷兰）测定提取液

中的铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）浓度。 土壤和叶片样本的 δ１５Ｎ 值用同位素质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＭＡＴ２５３，德国）测定。 氮富集指数（ＮＥＩ）通过如下公式计算［１７］：

ＮＥＩ＝δ１５Ｎｆｏｌｉａｒ－δ１５Ｎｓｏｉｌ

其中 δ１５Ｎｆｏｌｉａｒ和 δ１５Ｎｓｏｉｌ分别代表黄山松叶片和土壤（０—１０ ｃｍ）的 δ１５Ｎ 值。
取 ０．５ ｇ 鲜土，参照 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， 佐治亚州，美国）试剂盒说明书对所有样

品的 ＤＮＡ 进行提取，并用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量，质检合格的于－２０℃保存，交给测序公司（奥维

森基因科技有限公司，北京）进行高通量测序。 利用特异性引物 ＩＴＳ１（ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ）和

ＩＴＳ２（ＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ）对真菌进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增。 具体参数参照 Ｃｕｉ 等［２９］的方法。
根据 Ｈｅｒｒｅｎ 等［１０］的方法，计算了每个样本（ ｊ）的正、负内聚力值，计算公式如下：

Ｃｐｏｓ
ｊ ＝ ∑

ｎ

ｉ ＝ １
ａｉｒｉ，ｒ ＞ ０

Ｃｎｅｇ
ｊ ＝ ∑

ｎ

ｉ ＝ １
ａｉｒｉ，ｒ ＜ ０

其中 ａｉ是样本 ｊ 中物种 ｉ 的丰度；ｒｉ，ｒ ＞ ０ 和 ｒｉ，ｒ＜０ 分别为正连通性和负连通性。 在每个网络中，物种 ｉ 的正

连通性（ ｒｉ，ｒ ＞ ０）和负连通性（ ｒｉ，ｒ＜０）被计算为其与网络中所有其他真菌物种的显著正相关或负相关系数的

平均值。 负内聚力（ Ｃｎｅｇ
ｊ ）和正内聚力（ Ｃｐｏｓ

ｊ ）的范围分别为－１ 到 ０ 和 ０ 到 １，绝对值越高表示内聚力越大。
总内聚力是一种网络复杂性的度量，计算为正内聚力和负内聚力的绝对值之和。 负：正内聚力的绝对值用于

表征每个真菌网络的稳定性［１１］。
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１．４　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ ２６．０ 和 Ｒ ４．１．０ 软件对数据进行统计分析。 通过重复测量方差分析探究氮添加、土层和时间

因素及其交互作用对各指标影响的主效应。 通过 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较（α＝ ０．０５）检验指标在同一取样时间、不同

处理间的差异显著性。 通过 ｖｅｇａｎ 包计算土壤真菌多样性，Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别表征真菌丰富度和多

样性。 为构建真菌的共现性网络，选择相对丰度大于 ０．０１％的真菌物种分类的操作分类单元（ＯＴＵ） ［３０］。 通

过 ｖｅｇａｎ 包进行主坐标（ＰＣｏＡ）分析，并通过 Ａｎｏｓｉｍ 检验真菌群落结构的相似性。 通过 ＷＧＣＮＡ 包 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关矩阵推断出初始网络关系。 网络中的节点代表特定 ＯＴＵ，连接不同节点的边代表 ＯＴＵ 之间的相关关系。
为减少假阳性结果，使用 Ｂｅｎｉａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方法（ＦＤＲ）校正所有的 Ｐ 值［３１］。 选择 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数大于

０．６０ 且经 ＦＤＲ 校正后 Ｐ＜０．０１ 的相关关系来构建共现网络。 用 Ｇｅｐｈｉ 的 ０．９．２ 版本对网络进行了可视化。 然

后，通过默认参数确定了共现网络中存在显著关联的 ＯＴＵｓ，构建微生物网络模块（模块度高于 ０．４ 表明网络

具有模块化结构） ［３２］。 柱状图通过 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件绘制，图中数据为平均值（标准误），ｎ＝ ４。

２　 结果与分析

２．１　 氮添加下土壤的物理化学性质和同位素 δ１５Ｎ
氮添加 ３ 年内，土壤 ｐＨ 和 ＳＭ 均无显著的变化（表 １）。 ０—１０ ｃｍ 土层土壤 ＴＣ 和 ＴＮ 在第 ３ 年氮添加下

显著增加，尤其在高氮添加下（Ｐ＜０．０５， 表 １）。 与土壤 ＭＮ 相同，δ１５Ｎｆｏｌｉａｒ在第 ２—３ 年氮添加下显著增加（Ｐ＜
０．０５），而 δ１５Ｎｓｏｉｌ和 ＮＥＩ 仅在高氮添加下显著增加（Ｐ＜０．０５， 表 １）。

表 １　 氮添加对土壤物理化学性质和氮富集指数的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎｄｅｘ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

２０１９ 年 ２０２０ 年 ２０２１ 年

０—１０ ｃｍ １０—２０ ｃｍ ０—１０ ｃｍ １０—２０ ｃｍ ０—１０ ｃｍ １０—２０ ｃｍ

ｐＨ ＬＮ －０．０２ ０．０６ ０．０９ ０．１ ０．０１ ０．０５

ＨＮ －０．０１ ０．０３ ０．１４ ０．０８ ０．０５ ０．０７

ＳＭ ／ ％ ＬＮ －０．０８ －０．０２ －０．０３ ０．０１ ０．０５ ０．０１

ＨＮ －０．１４ －０．０２ －０．０４ ０．０１ －０．０２ －０．０３

ＴＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ＬＮ ０．２６ １．０２ －４．０６ －１．８７ １１．４３∗∗∗ ０．５７

ＨＮ －８．７１ ４．７３ －５．５５ －２．５５ １２．２５∗∗∗ －１．２２

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ＬＮ －０．３１ －０．１９ －０．２４ －０．０１ ０．２ ０．２８

ＨＮ －０．９５∗ ０．４ －０．２２ －０．０８ ０．８５∗∗ ０．２１

ＭＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＬＮ －２４．７６∗∗ －１３．１８ ７．０２∗∗∗ ８．７７∗∗∗ ６．４５∗∗ ２．６８

ＨＮ －９．２５ －０．４８ ９．３９∗∗∗ １０．１３∗∗∗ １８．４３∗∗∗ ４．３

δ１５Ｎｆｏｌｉａｒ ／ ‰ ＬＮ １．１５ — ２．４０∗∗ — ２．６８∗ —

ＨＮ １．６２ — ５．７９∗∗∗ — ４．８９∗∗ —

δ１５Ｎｓｏｉｌ ／ ‰ ＬＮ ０．１９ — ０．９１９ — １．３３ —

ＨＮ －０．０２ — １．７５∗∗ — １．４８ —

ＮＥＩ ／ ‰ ＬＮ ０．９７ — １．４９ — １．３５ —

ＨＮ １．６４ — ４．０４∗∗∗ — ３．４１∗∗ —

　 　 ｐＨ： 酸碱度 ｐＨ ｖａｌｕｅ； ＳＭ： 土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ； ＴＣ： 总碳 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ； ＴＮ： 总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＭＮ： 矿质氮 Ｍｉｎｅｒａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； δ１５Ｎｓｏｉｌ：

土壤 δ１５Ｎ， Ｓｏｉｌ δ１５Ｎ；δ１５Ｎｆｏｌｉａｒ： 叶片 δ１５Ｎ， Ｆｏｌｉａｒ δ１５Ｎ； ＮＥＩ： 氮富集指数 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎｄｅｘ； ＬＮ： 低氮 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＨＮ： 高氮 Ｈｉｇｈ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ；表中数据为氮添加与对照组之间的均值差（均值差＝低氮或高氮处理－对照），ｎ ＝ ４． 星号代表低氮或高氮处理相比于对照存在显著差

异；０—１０ ｃｍ 和 １０—２０ ｃｍ 代表土层深度； ∗： Ｐ＜ ０．０５； ∗∗： Ｐ＜ ０．０１； ∗∗∗： Ｐ＜０．００１； —： 缺失值；

２．２　 氮添加下土壤真菌的多样性

重复测量方差分析表明，氮添加的主效应及其与土层的交互作用对土壤真菌 Ｃｈａｏ１ 指数没有显著影响

（表 ２）。 氮添加与氮添加时间以及氮添加、土层与氮添加时间的交互作用对土壤真菌的 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指
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数存在显著影响（Ｐ＜０．０５， 表 ２）。 在 ０—１０ ｃｍ 土层，第 １—２ 年氮添加降低或不影响真菌 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数，但第 ３ 年氮添加显著提高真菌 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数，尤其在低氮处理下（Ｐ＜０．０５， 图 １）。 在 １０—２０
ｃｍ 土层，１—３ 年内氮添加对真菌 Ｃｈａｏ１ 指数没有显著影响，但第 ３ 年高氮添加显著提高真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

（Ｐ＜０．０５， 图 １）。 土层显著影响真菌的 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５， 表 ２），总体上，０—１０ ｃｍ 土层真菌的

Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数高于 １０—２０ ｃｍ 土层（图 １）。 此外，ＰＣｏＡ 分析表明，第 １—２ 年内氮添加对黄山松林土

壤真菌群落 β 多样性无显著影响，但第 ３ 年氮添加下真菌群落存在明显的聚类现象（Ｐ＜０．０１），且不同土层真

菌群落 β 多样性存在显著差异（Ｐ＜０．００１， 图 ２）。

表 ２　 氮添加、土层和时间及其交互作用对土壤真菌 α多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ， ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｎ ０．３１０ ２．３１ Ｔ × Ｎ ７．４９∗∗ ４．８１∗

Ｄ ８４．０５∗∗∗ ４．２０∗ Ｔ × Ｄ ２４．８４∗∗∗ ０．４２

Ｄ × Ｎ ０．５９ ０．４９ Ｔ × Ｎ ×Ｄ １５．５５∗∗∗ ７．５０∗∗

Ｔ ９０．６５∗∗∗ ０．１３

　 　 Ｎ，Ｄ 和 Ｔ 分别表示氮添加， 土层和时间； ∗： Ｐ＜０．０５； ∗∗： Ｐ＜０．０１； ∗∗∗： Ｐ＜０．００１．

图 １　 氮添加对土壤真菌 α多样性的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ＣＴ： 对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ； ＬＮ： 低氮 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＨＮ： 高氮 Ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； 不同小写字母表示同一取样时间不同处理间差异显著

２．３　 氮添加下土壤真菌的网络特征

网络分析显示，氮添加不改变真菌共现网络中的优势物种（门水平）的占比，但改变了真菌网络中的聚类

效果（图 ３）。 通过网络拓扑属性的分析发现，与对照相比，氮添加增加了土壤真菌网络的节点和边的数量，但
平均聚类系数显著降低（图 ３）。 无论是低氮还是高氮添加，真菌网络中的正连接的比例随着氮添加水平增加

而提高，而负连接的比例则相反（图 ３）。 此外，真菌网络主要分为 ６ 大模块，模块度随着氮添加水平增加而减

少（图 ３）。
２．４　 氮添加下土壤真菌网络的内聚力

氮添加的主效应及其与氮添加时间的交互效应显著影响土壤真菌网络的内聚力（表 ３）。 与氮添加对土

壤真菌多样性和群落结构的影响模式一致，第 ３ 年氮添加对土壤真菌内聚力的影响程度大于第 １—２ 年氮添

加。 总体上，在两个土层中都观察到真菌的负内聚力的绝对值和总内聚力均在低氮添加下最大，在高氮添加
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图 ２　 氮添加对土壤真菌 β多样性的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ

Ｎ 和 Ｄ 表示氮添加和土层对真菌 β 多样性的影响； ∗∗： Ｐ ＜ ０． ０１； ∗∗∗： Ｐ ＜ ０． ００１； ｎ． ｓ．： Ｐ ＞ ０． ０５． ＰＣｏＡ： 主坐标分析 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃

ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

下最小（图 ４）。 在 ０—１０ ｃｍ 土层，第 ３ 年氮添加显著提高真菌正内聚力和总内聚力。 负内聚力的绝对值在

不同氮添加水平有差异，低氮增加真菌负内聚力的绝对值，而高氮对负内聚力的绝对值无显著影响（图 ４）。
与对照相比，第 ３ 年高氮显著降低了两个土层的真菌负：正内聚力的绝对值，而低氮提高或不改变两者比值的

绝对值。 总体上，在 ０—１０ ｃｍ 土层真菌负内聚力及负：正内聚力的绝对值高于 １０—２０ ｃｍ 土层（图 ４）。

表 ３　 氮添加、土层和时间及其交互作用对土壤真菌群落内聚力的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ， ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｈｅｓｉｏｎ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

｜负内聚力 ｜
｜ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｈｅｓｉｏｎ ｜

正内聚力
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｈｅｓｉｏｎ

总内聚力
Ｔｏｔａｌ ｃｏｈｅｓｉｏｎ

｜负内聚力∶正内聚力 ｜
｜ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｈｅｓｉｏｎ ∶Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｈｅｓｉｏｎ ｜

Ｎ ２３．５３∗∗∗ ４．６５∗ １０．０８∗∗ ２７．９９∗∗∗

Ｄ ８．５７∗∗ ０．９３ ３．１２ ８．７４∗∗

Ｄ × Ｎ ０．７５ １．４１ ０．９１ １．５０
Ｔ ３３．３６∗∗∗ ９．５５∗∗ １１．７３∗∗ １９．６１∗∗∗

Ｔ × Ｎ ３．９１∗ １１．７３∗∗ ５．８８∗ １０．７９∗∗

Ｔ × Ｄ ４．８１∗ ５．０８∗ ４．９８∗ ０．５０
Ｔ × Ｎ ×Ｄ ０．４１ ８．２７∗∗ ７．４２∗∗ ５．６６∗
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图 ３　 不同氮添加水平下真菌群落的共现网络

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏ⁃ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

节点根据门类和模块进行着色； 节点大小代表操作分类单元（ＯＴＵ）的度，网络中的连线表示节点（ＯＴＵ）间存在显著联系

３　 讨论

３．１　 氮添加对土壤真菌多样性的影响

氮添加与氮添加时间的交互作用对土壤真菌的 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数存在显著影响，这说明真菌多样性

对氮添加的响应随年度添加时间存在明显差异。 第 １—２ 年氮添加下真菌群落多样性没有变化，直到第 ３ 年

氮添加真菌多样性存在显著变化（图 １ 和图 ２）。 这说明真菌群落对氮添加初期的响应并不灵敏。 先前在沙

漠灌木林的研究同样发现真菌群落多样性在两年氮添加下没有显著的变化［３３］。 第 ３ 年氮添加 ０—１０ ｃｍ 土

层的真菌多样性发生了转变，且这种响应是积极的，尤其在低氮添加下（图 １），这与多数研究结果相反［３４—３６］。
由于氮添加会诱导土壤酸性阳离子（Ｈ＋和 Ａｌ３＋）的增加［３７］和 ｐＨ 降低［３８］，多项全球尺度的 ｍｅｔａ 分析也曾报道

氮添加对微生物 α 多样性存在很强的负效应，尤其在长期氮添加下［３８—３９］。 但本研究中，仅发现土壤有效氮

显著增加，土壤 ｐＨ 并未发生显著变化（表 １）。 通常，氮有效性的增加会改善微生物养分利用策略［４０—４１］，氮资

源的积累有利于真菌的生长，并促进其多样性增加。 而在氮添加初期（１—２ 年内）真菌多样性未发生显著变

化，可能原因在于真菌群落的底物偏好。 相对细菌而言，生长缓慢的真菌属于贫营养类群，偏好分解难分解的

有机质［４２］，因此其对易分解物质的获取不如细菌。 基于以上，推测氮添加后期真菌多样性的增加更多取决于

氮有效性的增加而非土壤酸化。 此外，真菌多样性的土层效应十分明显，１０—２０ ｃｍ 土层真菌的 α 多样性整

体低于 ０—１０ ｃｍ 土层（表 １ 和图 １），这与多数研究结果一致［４３—４４］，由于随土壤深度增加，土壤资源可用性
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图 ４　 氮添加对真菌内聚力的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｈｅｓｉｏｎ

降低［４３］。
３．２　 氮添加对真菌网络稳定性的影响

平均聚类系数和负：正内聚力的绝对值是网络复杂性和稳定性的重要指标［１１］。 本研究发现高氮添加下，
真菌网络平均聚类系数远低于对照和低氮（图 ３）。 且相比于对照和低氮添加，第 ３ 年高氮添加显著降低了两

个土层的负：正内聚力的绝对值（图 ４）。 以上说明高氮添加同时降低了真菌网络的复杂性和稳定性，这一发

现符合复杂性和稳定性存在协同性的生态理论［８］。
关于影响微生物网络不稳定的因素，先前研究认为微生物多样性降低将破坏群落稳定性［１１］。 但是，本研

究结果并不支持这个观点，因为高氮添加提高了土壤真菌多样性（图 １）。 因此，推测高氮添加下土壤真菌网

络稳定性降低的原因可能在于：１）氮富集程度增加会导致真菌群落趋于不稳定。 先前研究表明真菌群落会

直接受到氮有效性的影响［１５］。 本研究中发现第三年高氮添加下矿质氮含量和氮富集指数显著增加（表 １）。
氮富集指数是氮饱和的潜在指标［１７， ４５］。 生态系统氮饱和可能通过影响土壤氮循环［４６］，加剧磷限制［４７］ 等过

程影响特定微生物的生态位，进而改变真菌群落的稳定性。 而低氮添加对氮富集指数无显著影响（表 １），这
可能是导致真菌群落网络稳定性在低氮处理下不受影响的主要原因。 ２）高正连接比例和低模块性加剧了高

氮添加对真菌网络稳定性的负面影响。 通常而言，微生物网络的不稳定性主要围绕正连接展开［１１］。 在正连

接中，彼此相互维持的微生物胜过其他微生物，其中任何一个成员受到扰动都将迅速传播到整个网络［１４］。 相

反，当负连接中的成员受到的扰动时，将抑制其他成员受到的扰动［４８］。 因此，高氮添加下更高的正连接比例

（图 ３）可能是真菌群落不稳定的诱发因子。 此外，Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ 等［１１］的研究曾发现高环境胁迫下微生物具有更
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低的模块性。 类似地，本研究中发现更低的模块性存在于高氮添加处理下（图 ４）。 高度模块化通常由于模块

与模块之间相对独立而保持群落的稳定。 相反，低模块化更容易将一个模块内受干扰物种的丰度波动传播到

其他模块中［１１］。 因此，相比于对照和低氮，高氮添加下真菌物种跨模块的关联可能更为普遍。 这将导致一个

模块中影响真菌物种的环境扰动传播到其他模块的可能性更大，最终影响真菌整个群落的稳定性。 综合而

言，尽管本研究提出的假设并非全部成立，但研究发现随着平均聚类系数和模块性的降低，高氮添加下形成了

一个以正连接为主导的不稳定的真菌网络。

４　 结论

本研究主要探讨了连续三年氮添加对黄山松土壤真菌多样性和网络稳定性的影响。 研究表明，氮添加下

真菌多样性及群落稳定性存在明显的年际变化，其响应主要集中的氮添加后第 ３ 年。 第 ３ 年氮添加显著增加

了真菌多样性，其主要的影响因素可能是氮的有效性而非土壤 ｐＨ。 相比于低氮，第 ３ 年高氮添加降低了真菌

网络稳定性，这与较高的氮富集程度和网络中较低的正连接比例及模块度有关。 综合而言，本研究表明高浓

度氮输入会破坏土壤真菌群落的稳定性，这可能不利于生态系统功能的维持。
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