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摘　 要　 研究了我国北方典型温带草原土壤细菌多样性和群落结构对氮水添加及环境因素
的响应． 结果表明： 在常规降水条件下，土壤微生物生物量碳（ＭＢＣ）和微生物生物量氮
（ＭＢＮ）均随氮（Ｎ）梯度增加而逐渐降低；在增加降水条件下，ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 也随 Ｎ 梯度增加
而降低，但降水增加削弱了 Ｎ 的抑制效应．在常规降水条件下，土壤细菌丰富度、Ｓｈａｎｎｏｎ 多样
性和均匀度等 α⁃多样性指数随 Ｎ 梯度没有明显变化；增加降水条件下，各 Ｎ 梯度处理的土壤
细菌 α⁃多样性指数都显著高于常规降水条件下相应的 Ｎ 处理梯度． 相关分析显示，土壤含水
量、硝态氮（ＮＯ３

－ ⁃Ｎ）和铵态氮（ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ）与土壤细菌均匀度指数呈显著负相关关系；ＭＢＣ 和

ＭＢＮ 与 Ｓｈａｎｎｏｎ 丰富度指数和均匀度指数呈显著正相关关系．土壤细菌群落非度量多维标度
排序（ＮＭＤＳ）显示，在常规降水和增加降水处理下，土壤细菌群落结构均随 Ｎ 梯度增加发生
明显改变．冗余分析（ＲＤＡ）表明，ＭＢＣ、ＭＢＮ、ｐＨ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 是影响土壤细菌群落结构的重要
环境因子．
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　 　 温带草原是我国北方最重要的自然群落类型，
在维持自然生态系统格局和功能方面有重要意义，
对维持区域生态平衡和社会经济的可持续发展起着

重要作用［１］ ．由于全球气候变化导致大部分草地出

现退化现象，大气 Ｎ 沉降和降水格局的改变［２］ 已严

重破坏了草地生态系统．草地生态系统地上植被群

落对气候变化和 Ｎ 沉降的响应已有较多的报

道［３－６］，研究表明，Ｎ 添加引起植物群落氮吸收量增

加，并改变植物群落组成，同时使得土壤中来自于植

物的碳源种类和数量发生改变．内蒙古多伦恢复生

态学野外实验站 ９ 年野外试验结果显示，Ｎ 添加导

致植被群落物种丰富度的变异显著增大；增加降水

降低了植被群落盖度的变异系数，增加了植被群落

的稳定性［７］ ．尽管 Ｎ 和降水增加对草原生态系统地

上植被的影响已有诸多报道，但其对土壤微生物生

物群落结构和多样性影响方面尚缺乏系统研究．
土壤微生物是生态系统的重要组成部分，在陆

地生态系统的物质循环和能量转化中占有重要地

位［８］ ．微生物对环境变化敏感，能很好地指示生态系

统功能变化，是评价土壤环境质量的重要参数［９］ ．土
壤微生物生物量虽然只占土壤养分库的一小部分

（其中以细菌含量最高，占 ７０％ ～ ９０％［１０］ ），但它既

是养分的“库”，又是养分的“源”，具有较高的养分

转化能力，是生态系统中物质循环和能量流动的重

要推动者，也是影响土壤肥力和植物营养的重要参

数［１０－１１］ ．土壤微生物的进化与生态系统的进化具有

协同性，能够指示生态系统功能的变化［１１］ ．Ｎ 添加

或者增加降水能够对土壤微生物群落产生一定的影

响，例如 Ａｌｌｉｓｏｎ 等［１２］ 研究显示，Ｎ 添加改变了土壤

微生物群落多样性和结构组成；Ｔｒｅｓｅｄｅｒ［１３］ 发现，Ｎ
添加降低了土壤真菌丰度，尤其是丛枝菌根真菌的

生物量，但会增加土壤细菌生物量；Ｅｖａｎｓ 等［１４］研究

表明，增加降水显著改变草原土壤细菌群落结构．为
深入研究我国北方温带草原生态系统氮水添加及其

复合效应对土壤微生物群落结构的影响，本研究依

托内蒙古多伦草原氮水添加实验平台，通过 １６Ｓ ｒＤ⁃
ＮＡ⁃ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术，研究增加降水和不同浓度 Ｎ

添加对天然草原土壤细菌群落 α⁃多样性和群落结

构的影响，以期为研究未来降水和 Ｎ 沉降变化对温

带草原土壤生态系统的影响提供数据支撑．

１　 研究区域与研究方法

１ １　 研究地区概况

试验地位于内蒙古自治区锡林郭勒盟东南端的

多伦县（４１°４６′—４２°３９′ Ｎ，１１５°５５′—１１６°５４′ Ｅ）．该
县的地形为四周高、中间低，南部高、北部低，浑善达

克沙地环绕其北部，海拔 １１５０～ １８００ ｍ．属于温带半

干旱大陆性季风气候，年均气温 １．８ ℃，年均最高气

温 ９．１ ℃，年均最低气温－５ ℃ ．年均降水量 ３８５ ５
ｍｍ，其中 ７０％ 集中在 ６—８ 月． 土壤主要为栗钙

土［１５］ ．
１ ２　 试验设计与采样

本试验样地为裂区设计，降水为主区因子，分为

常规降水和增加降水 ２ 个主区域．在 ２ 个主区内进

行不同的 Ｎ 添加处理，共计 ４ 个 Ｎ 添加水平（表
１），每个氮水平 ７ 个重复，每个主区共 ２８ 个小区，随
机排列，每个小区面积为 ８ ｍ×８ ｍ，小区之间有 １ ｍ
过道．Ｎ 添加处理施用尿素．增水从每年 ６—８ 月分

１２ 次进行，每周增水 １ 次，每次 １５ ｍｍ，每年共增水

１８０ ｍｍ，为全年降水量的 ５０ ％．
本研究从各处理的 ７ 个重复中选取编号前 ３ 个

重复进行微生物群落结构分析．２０１３ 年 ８ 月上旬用

直径 ３ ｃｍ 土钻以 ５ 点混合法采集表层土壤（０ ～ １０
ｃｍ）样品．土样分为 ２ 份，一份用于理化性质测定，另
一份于－２０ ℃保存，用于土壤基因组 ＤＮＡ 提取及其

他指标的分析．
１ ３　 研究方法

１ ３ １ ＤＮＡ 提取与检测　 称取 ０．３５ ｇ 土壤样品，利
用 ＭＯＢＩＯ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ 试剂盒（ＭＯＢＩＯ，美国）提
取土壤基因组 ＤＮＡ．ＤＮＡ 样品采用琼脂糖凝胶电泳

（０．８％胶浓度）进行检测，并利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 微

量紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）对 ＤＮＡ 的浓度

和纯度进行测定．提取的基因组 ＤＮＡ 置于 －２０ ℃保

存备用．

表 １　 氮水处理小区编号列表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｌｏｔ ｃｏｄｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

增加降水 Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

低氮
Ｌｏｗ Ｎ

中氮
Ｍｉｄｄｌｅ Ｎ

高氮
Ｈｉｇｈ Ｎ

常规降水 Ｒｅｇｕｌａｒ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

低氮
Ｌｏｗ Ｎ

中氮
Ｍｉｄｄｌｅ Ｎ

高氮
Ｈｉｇｈ Ｎ

施氮量
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ （ｇ Ｎ·ｍ－２·ａ－１）

０ ５ １０ １５ ０ ５ １０ １５

编号 Ｐｌｏｔ ｃｏｄｅ ＷＣＫ ＷＮ５ ＷＮ１０ ＷＮ１５ ＣＫ Ｎ５ Ｎ１０ Ｎ１５
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１ ３ ２ 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增　 以土壤基因组

ＤＮＡ 为模板，对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３～Ｖ５ 区进行 ＰＣＲ
扩增． 扩增引物为 ＧＣ⁃３４１Ｆ （ ５′⁃ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣ⁃
ＣＣＣＧＣＧＣＣＣＧＴＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＣＣＴＡＣＧＧＧ⁃
ＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′） 和 ９０７Ｒ （ ５′⁃ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴ⁃
ＧＡＧＴＴＴ⁃３′），采用 ５０ μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系，其组成

如下：５ μＬ １０×ＰＣＲ 缓冲液（含 Ｍｇ２＋），４ μＬ ｄＮＴＰｓ
（各 ２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１），１ μＬ ＤＮＡ 模板，上下游引物

（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１）各 １ μＬ，０．４ μＬ ｒＴａｑ 酶（Ｔａｋａｒａ），
最后用超纯水（ｄｄＨ２Ｏ）补足至 ５０ μＬ．设置不加模板

的反应为阴性对照．ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎ，循环过程为：９４ ℃ １ ｍｉｎ； ７２ ℃ １ ｍｉｎ （其中退

火温度从 ６５ ℃ 开始， 每个循环降低 １ ℃，共 ２０ 个

循环）；之后再进行 １５ 个循环（９４ ℃ １ ｍｉｎ；４５ ℃ １
ｍｉｎ；７２ ℃ １ ｍｉｎ）；７２ ℃ １０ ｍｉｎ．
１ ３ ３ １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃ＰＣＲ 产物 ＤＧＧＥ 分析 　 采用 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ ＤｃｏｄｅＴＭ突变检测系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，美
国）进行细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃ＰＣＲ 产物的 ＤＧＧＥ 分析．聚
丙烯酰胺凝胶（３７．５ ∶ １）浓度为 ６％，变性剂梯度为

４０％～７０％［１００％的变性剂含有 ７ ｍｏｌ·Ｌ－１尿素和

４０％（Ｖ ／ Ｖ） 的去离子甲酰胺］，电泳缓冲液为 １ ×
ＴＡＥ．电泳条件为：７０ Ｖ 电压，６０ ℃电泳 １６ ｈ．电泳结

束后用 Ｇｅｎｅｆｉｎｄｅｒ 染色 ３０ ｍｉｎ，然后用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶

成像分析系统观察样品的电泳条带并拍照．
１ ３ ４ 土壤理化指标测定　 采用元素分析仪测定土

壤全氮（ＴＮ）和全碳（ＴＣ）；采用氯仿熏蒸浸提法测

定土壤微生物生物量碳（ＭＢＣ）、氮（ＭＢＮ），采用 ０．５
ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钾（土 ∶ 液 ＝ １ ∶ ４）提取，利用 ＴＯＣ 仪

（Ｈｉｇｈ ＴＯＣ，Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ）测定；ｐＨ 采用酸度计（土 ∶
水＝ １ ∶ ２．５）测定；土壤全磷（ＴＰ）采用 ＨＣｌＯ４⁃Ｈ２ＳＯ４

法提取，钼锑抗比色法测定；含水量采用 １０５ ℃连续

烘干 ２４ ｈ 称量计算；土壤铵态氮（ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ）和硝态

氮（ＮＯ３
－ ⁃Ｎ）采用 ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ 溶液（土 ∶ 液＝ １ ∶

５）提取，流动分析仪 ＡｕｔｏＡｎａｌｙｓｅｒ ＩＩＩ 测定．
１ ４　 数据处理

利用图像分析软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 分析 ＤＧＧＥ 图

谱，手动添加被软件忽略的条带，条带的密度由软件

自动算出．利用 ＤＧＧＥ 图谱的数字化输出结果计算

土壤样品细菌 α⁃多样性指数． Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数

（Ｈ）计算公式为： Ｈ ＝－ ∑Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ ；Ｅｖｅｎｎｅｓｓ 均匀度

指数（Ｊ）计算公式为：Ｊ＝ Ｈ ／ Ｈｍａｘ， Ｈｍａｘ ＝ ｌｎＳ．其中：Ｐ ｉ

为第 ｉ 条带净光密度值与该群落所有条带的净光密

度值总和的比率；Ｓ 为条带总数．条带数 Ｎ＝平均值±

标准差（条带数和标准差均取整数）．利用 ＳＰＳＳ １６．０
统计分析软件中的双因素方差分析（ ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯ⁃
ＶＡｓ）检测水因子（Ｗ）、氮因子（Ｎ）和氮水交互作用

（Ｗ×Ｎ）对微生物生物量和细菌 α⁃多样性的影响；运
用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析检测环境因子与多样性指数

的相互关系．利用 ＰＲＩＭＥＲ ６．０ 软件包中的多维尺度

转 换 排 序 （ ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ，
ＮＭＤＳ），基于群落 Ｊａｃｃａｒｄ 距离矩阵进行细菌群落

结构排序，采用 Ｃｌｕｓｔｅｒ 对细菌群落结构进行聚类分

析．利用 Ｃａｎｏｃｏ 软件中 Ｂｉｐｌｏｔ ｏｆ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
（ＲＤＡ）数据包分析环境因素对细菌群落结构变异

解释程度，数据采用细菌 ＤＧＧＥ 条带的相对丰度，
数据分析前进行 ｌｇ（Ｘ＋１）转换，然后通过蒙特卡罗

置换检验（Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ）分析环境变

量对土壤细菌群落变异解释度的显著性（α＝ ０．０５）．

２　 结果与分析

２ １　 氮水添加对土壤微生物生物量的影响

在常规降水条件下，不同浓度 Ｎ 添加均显著降

低了土壤微生物生物量碳（ＭＢＣ）、氮（ＭＢＮ）（表 ３，
图 １）．随着 Ｎ 浓度增加，低氮（Ｎ５）、中氮（Ｎ１０）、高氮

（Ｎ１５） 处理的土壤 ＭＢＣ 分别降低了 ２０％、３４％和

４９％，ＭＢＮ 分别降低了 ３８％、５４％和 ６２％．增加降水

减缓了 Ｎ 对微生物生物量的抑制效应．与常规降水

处理相比 ，增加降水使土壤ＭＢＣ和ＭＢＮ显著增

图 １　 不同处理土壤微生物生物量
Ｆｉｇ．１　 Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
Ａ： 常规降水 Ｒｅｇｕｌａｒ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； Ｂ： 增加降水 Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉ⁃
ｏｎ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．
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图 ２　 温带草原氮水添加处理土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＤＧＧＥ 指纹图谱
Ｆｉｇ．２　 ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ．

加，分别增加了 １８％～４１％和 １１％～５６％．
２ ２　 氮水添加对土壤细菌 α⁃多样性的影响

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 产物条带明亮清晰，无非

特异性扩增，阴性对照没有出现扩增条带，片段大小

约为 ６００ ｂｐ．由 ＤＧＧＥ 图谱（图 ２）可知，不同处理间

条带数目和亮度存在差异．图 ２Ａ 中，ＣＫ、Ｎ５、Ｎ１０和

Ｎ１５分别有 ３０、２７、３０ 和 ３２ 条条带（表 ２）；图 ２Ｂ 中，
ＷＣＫ、ＷＮ５、ＷＮ１０和 ＷＮ１５分别有 ４１、３９、３６ 和 ３４ 条

条带（表 ２）．总体来说，增加降水显著提高了细菌群

落的丰富度指数（条带数 Ｎ）．根据条带数和条带相

对亮度计算得到的细菌群落 α⁃多样性指数（表 ２）
表明，在常规降水处理下，土壤细菌丰富度指数和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数随 Ｎ 梯度呈现先降低后增加的趋势，
Ｎ５ 与 Ｎ１５处理之间有显著差异（Ｐ＜０．０５），Ｅｖｅｎｎｅｓｓ
指数随着 Ｎ 添加量的增加而显著降低．增加降水条

件下，各 Ｎ 梯度处理的土壤细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｅｖｅｎ⁃
ｎｅｓｓ 指数都显著高于常规降水条件下相应的 Ｎ 处

理梯度．与自然降水处理相比，Ｈ 值增加了 ０． ２７ ～
０ ４１，Ｊ 值达到 ０．９９．

表 ２　 不同氮水添加处理细菌群落 α⁃多样性指数
Ｔａｂｌｅ ２ 　 α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ
处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

条带数
Ｎ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｈ

均匀度指数
Ｊ

常规降水 ＣＫ ３０±２ ３．３２±０．０８ ０．９８３±０．００１
Ｒｅｇｕｌａｒ Ｎ５ ２７±２ ３．１５±０．１１ ０．９７９±０．０１０
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ Ｎ１０ ３０±３ ３．３０±０．１１ ０．９６５±０．０２５

Ｎ１５ ３２±２ ３．４０±０．０３ ０．９５０±０．０１１
增加降水 ＷＣＫ ４１±３ ３．６２±０．０６ ０．９９７±０．００１
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＷＮ５ ３９±２ ３．６５±０．１８ ０．９９０±０．０１３
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＷＮ１０ ３６±２ ３．７１±０．０６ ０．９９０±０．０１４

ＷＮ１５ ３４±２ ３．６７±０．１０ ０．９９０±０．０１５

　 　 ＡＮＯＶＡ 分析结果表明，Ｎ 添加对细菌多样性指

数的影响不显著；而增加降水显著改变了土壤微生

物生物量和细菌多样性指数（表 ３）．土壤环境变量

与细菌多样性指数的相关分析表明（表 ４），土壤含

水量与条带数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均呈显著正相关；
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ和 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 与均匀度指数呈显著负相关；

ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 与条带数和均匀度指数都呈显著正

相关．
２ ３　 氮水添加对土壤细菌群落结构的影响

非度量多维标度（ＮＭＤＳ）排序结果显示，在常

规降水处理下，图 ３Ａ 中细菌群落结构按 Ｎ 添加梯

度分为 ４ 个组群，每个 Ｎ 处理浓度的土壤细菌群落

分别聚为 １ 个组群；而增加降水处理中，图 ３Ｃ 中添

加不同 Ｎ 浓度的细菌群落则明显聚为 ２ 个组群，其
中 ＷＣＫ 和低 ＷＮ５ 处理的细菌群落聚为一组，ＷＮ１０

和 ＷＮ１５处理的细菌群落聚为另一组．从图 ３ 可以看

出，常规降水和增加降水各 Ｎ 梯度处理的 Ｃｌｕｓｔｅｒ 聚
类分析树（图 ３Ｂ、Ｄ）与 ＮＭＤＳ 排序（图 ３Ａ、Ｃ）结果

一致．上述结果表明氮水添加改变了土壤细菌群落

结构．

表 ３　 氮水添加对土壤微生物生物量和细菌 α⁃多样性指数
影响的双因素方差分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ
ｗａｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉ⁃
ｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ

微生物
生物量碳

ＭＢＣ

微生物
生物量氮

ＭＢＮ

条带数
Ｎ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数
Ｈ

均匀度
指数
Ｊ

Ｗ ２５．９７∗∗∗ １２．５５∗∗ ９１．７２∗∗∗ ７７．０６∗∗∗ ３１．４４∗∗∗

Ｎ ２７．８４∗∗∗ ２４．６４∗∗∗ ２．６８５ ２．０１５ ２．４４３
Ｗ×Ｎ １．４６１ ０．９３３ ７．４３３∗∗ １．６５３ ３．４８７∗

∗Ｐ＜０．０５；∗∗ Ｐ＜０．０１；∗∗∗Ｐ＜０．００１．
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表 ４　 土壤理化性质和细菌 α⁃多样性指数的相关系数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ
多样性指数
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

微生物
生物量碳

ＭＢＣ

微生物
生物量氮

ＭＢＮ

全碳
ＴＣ

全氮
ＴＮ

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ

全磷
ＴＰ

ｐＨ 含水量
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ

铵态氮
ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ
硝态氮
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ

条带数 Ｎ ０．５２∗∗ ０．４８∗ ０．２５ ０．３２ －０．２ ０．２７ ０．１３ ０．４６∗ －０．２３ －０．３７
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｈ ０．２２ ０．１８ ０．４１∗ ０．４４∗ －０．０４ ０．４６∗ －０．２４ ０．５６∗∗ －０．０６ －０．２５
均匀度指数 Ｊ ０．４９∗ ０．５６∗∗ ０．３５ ０．４４∗ －０．２９ ０．４６∗ ０．２ ０．３７ －０．６８∗∗ －０．４８∗

∗ Ｐ＜０．０５；∗∗ Ｐ＜０．０１．

图 ３　 细菌群落相似性的非度量多维标度排序（Ａ，Ｃ）和
Ｃｌｕｓｔｅｒ 聚类分析（Ｂ，Ｄ）
Ｆｉｇ．３　 ＮＭＤＳ ｐｌｏｔ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ （Ａ， Ｃ） ａｎｄ Ｃｌｕｓｔｅｒ
（Ｂ， Ｄ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ．

２ ４　 细菌群落结构的驱动因子

在常规降水条件下，环境因素对土壤细菌群落

结构的 ＲＤＡ 分析显示，两轴共解释了细菌群落结构

变异的 ５７．５％（图 ４Ａ）．Ｎ５、Ｎ１０以及 Ｎ１５处理的细菌

群落结构较 ＣＫ 有明显改变，ＣＫ 和 Ｎ５ 处理分布在

第一排序轴正方向，Ｎ１０和 Ｎ１５处理分布在第一排序

轴负方向，表明 Ｎ 添加是第一轴分异的主要影响因

素．ＭＢＣ、ＭＢＮ 和 ｐＨ 排序与第一排序轴呈正相关，
ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 排序与图 ４Ａ 第一排序轴呈负相

关．蒙特卡罗检验显示 ＭＢＣ、ＭＢＮ、ｐＨ、ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 和

ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 对细菌群落结构改变效应显著（表 ５），而

ＴＣ、ＴＮ、ＴＰ、Ｍ 和 Ｃ ／ Ｎ 对细菌群落结构改变效应不

显著．
增加降水条件下，土壤细菌群落结构随 Ｎ 梯度

增加也表现出了明显的变异（图 ４Ｂ），两轴共解释了

细菌群落结构变异的 ５７．４％．ＷＣＫ 和 ＷＮ５ 处理分布

在第一排序轴正方向，ＷＮ１０和 ＷＮ１５处理分布在第

一排序轴负方向，同样表明 Ｎ 添加是第一轴分异的

主要影响因子．ＭＢＣ、ＭＢＮ 和 ｐＨ 排序与第一排序轴

呈正相关；ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 排序与第一排序轴呈

负相关，ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 与第二排序轴呈负相关，ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 与

第二排序轴呈正相关．蒙特卡罗检验显示，ＭＢＣ、
ＭＢＮ、ｐＨ、ＴＰ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 对细菌群落结构改变效应

显著（Ｐ＜０．０５，表 ５），ＴＣ、ＴＮ、ＮＯ３
－ ⁃Ｎ、Ｍ 和 Ｃ ／ Ｎ 对

细菌群落结构改变效应不显著．

图 ４　 环境因素对土壤细菌群落结构特征影响的冗余分析
Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ） ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ．
Ｍ： 含水量 Ｍｏｉｓｔｕｒｅ．
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表 ５　 ＲＤＡ 分析中土壤环境因素对土壤细菌群落变异解释
的百分比和蒙特卡罗置换检验结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉ⁃
ｔｙ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

环境因子
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｆａｃｔｏｒ

常规降水
Ｒｅｇｕｌａｒ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

％ Ｐ

增加降水
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

％ Ｐ
微生物生物量碳 ＭＢＣ ３１．８ ０．００２ ２６．９ ０．００２
微生物生物量氮 ＭＢＮ ２５．５ ０．００４ ２４．０ ０．０１０
全碳 ＴＣ ４．９ ０．９４２ ４．９ ０．８６１
全氮 ＴＮ ３．７ ０．９３１ ４．０ ０．９４２
碳氮比 Ｃ ／ Ｎ １４．７ ０．１４４ １５．０ ０．１０８
全磷 ＴＰ １６．９ ０．０６６ ２１．４ ０．０１０
ｐＨ ２４．５ ０．０１４ ２７．５ ０．００４
含水量 Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ４．０ ０．８８９ ５．０ ０．８５０
铵态氮 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ ２４．７ ０．００６ ２０．４ ０．０２８
硝态氮 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ １９．７ ０．０４２ １３．０ ０．１８０

３　 讨　 　 论

３ １　 土壤微生物生物量和细菌 α⁃多样性对氮水添

加及环境因素的响应

有研究发现，Ｎ 添加显著降低了土壤 ＭＢＣ 和

ＭＢＮ （表 ３，图 １）．其原因可能是在 ｐＨ 值偏离中性

时，土壤细菌生长受抑制，造成土壤 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 含

量降低［１６］，从而改变土壤细菌多样性．此外，氮水添

加促进了植物生长，植物吸 Ｎ 量增加，原有的植物⁃
微生物竞争模式被打破，植物在与微生物竞争土壤

养分和水分资源中占据优势，土壤微生物生长繁殖

受到限制，从而导致ＭＢＣ 和ＭＢＮ 含量降低［１７－１８］ ．在
该氮水添加实验平台上开展的前期研究工作也表

明，氮水添加使得地上植被的盖度、生物量和生产力

都有不同程度增加［７］，体现出植物对土壤微生物具

有竞争优势，土壤微生物生长受到限制，导致土壤微

生物生物量在 Ｎ 添加处理中进一步降低．此外，本研

究还发现，增加降水显著增加了 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ，与之

前干旱⁃半干旱地区的研究结果一致．Ｄｉｊｋｓｔｒａ 等［１９］

在美国中部科罗拉多州矮草草原的研究发现，增加

降水可以增加土壤 ＭＢＮ，增强土壤呼吸．本研究［１５］

和 Ｄｉｊｋｓｔｒａ 等［１９］ 研究的地域年降水量都低于 ４００
ｍｍ，由于受到水分限制，土壤微生物生长受到抑制，
增水后土壤水分状况得到改善，土壤微生物大量增

长繁殖，土壤微生物生物量增加［３，１６］ ．
本研究结果表明，在半干旱草原生态系统常规

降水条件下，Ｎ 添加对土壤细菌丰富度指数、Ｓｈａｎ⁃
ｎｏｎ 指数和均匀度指数影响均不显著 （表 ３）． 而
Ｒａｍｉｒｅｚ 等［２０］ 研究显示，Ｎ 添加显著降低土壤细菌

丰度，Ｆｒｅｉｔａｇ 等［２１］研究草地土壤微生物对外源 Ｎ 输

入的响应中，同样发现施 Ｎ 不利于提高草原土壤微

生物 α⁃多样性．这些研究结果的差异可能是由于多

种原因导致的：可能是由于草原类型和采样时间不

同造成的，地理位置和气候类型不同也会导致地域

生态系统对 Ｎ 和水的敏感性不同．此外，研究方法的

差异也可能是导致研究结果不一致的原因，Ｒａｍｉｒｅｚ
等［２０］采用罗氏 ４５４ 测序的方法调查细菌群落结构，
而 Ｆｒｅｉｔａｇ 等［２１］和本研究采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ
方法．相关分析表明，土壤微生物多样性对氮水添加

的响应与土壤理化性质的变化是密切相关的．本研

究发现，土壤细菌丰富度指数（条带数）和均匀度指

数与土壤 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 呈显著负相关关系（表
４），其原因可能为：Ｎ 添加后土壤 ＮＯ３

－⁃Ｎ 和 ＮＨ４
＋⁃Ｎ

浓度增加［１６］，土壤中游离 Ｎ 离子增多，土壤中 Ｎ 营

养增多，导致土壤中参与 Ｎ 循环的细菌类群丰度显

著增加［２２］，造成群落均匀度指数降低．其次，土壤中

的 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 增加导致土壤酸化［１６，２２］，而通

常认为土壤细菌群落在中性 ｐＨ 条件下更趋于均

一，丰富度和多样性也越高［２３］ ．但本研究并未发现

土壤微生物多样性与 ｐＨ 值之间的显著相关关系，
可能是本研究中的 ｐＨ 值变化范围较窄．

增加降水能够显著增加土壤细菌多样性（表

２）．Ｅｖａｎｓ 等［１４］研究表明，增加降水显著改变了土壤

细菌丰富度．在半干旱地区，增加降水使水限制得到

缓解，土壤细菌种类和数量均不同程度增加，导致土

壤细菌 α⁃多样性指数增加［１３－１４］ ．本研究相关分析也

表明，含水量与土壤细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和条带数呈

显著正相关关系（表 ４）．
３ ２　 土壤细菌群落结构对氮水添加及环境因素的

响应

土壤细菌群落结构对 Ｎ 添加的响应规律在常

规降水和增加降水条件下不同．在常规降水条件下，
Ｎ 添加更强烈地改变了土壤细菌群落结构．之前诸

多研究也发现，在半干旱地区，Ｎ 添加可以显著影响

土壤中大多数微生物的生长发育，从而有选择性地

改变土壤微生物群落结构［１７，２０，２４］ ．而在降水增加条

件下，氮水复合施用对草原土壤细菌群落结构的影

响没有单独 Ｎ 添加剧烈 （图 ３Ｂ、Ｄ）．Ｚｈａｎｇ 等［２５］ 的

研究也表明，在氮水复合处理中，水与 Ｎ 对土壤细

菌群落的影响存在相反的作用，Ｎ 添加通过改变土

壤 ｐＨ 间接影响土壤细菌群落结构，而增加降水通

过改变土壤 ｐＨ 和含水量来改变土壤细菌群落结构．
在半干旱草原生态系统中，Ｎ 和水是生态系统两个
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限制性因子［３，１４］ ．这两种因子对微生物群落影响的

相反作用可能是直接原因和间接原因共同导致的．
直接原因是增加降水增加了 Ｎ 的淋溶，从而降低了

Ｎ 对土壤微生物群落的影响；间接原因为增加降水

促进了地上植被的生长，从而带走土壤中大量的速

效氮，从而削弱了 Ｎ 对微生物群落的效应［２５］ ．此外，
ＲＤＡ 分析表明， 在常规降水条件下， ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 和

ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 是影响土壤细菌群落结构的重要环境变量

（图 ４Ａ）；而在增加降水条件下，ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 对土壤细菌

群落结构的影响消失了（图 ４Ｂ），其原因可能是：
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 在土壤中更易扩增并淋溶［２６］；另一方面，
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 更利于植物吸收［１９］，因此，在增水条件下，
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 对微生物群落的影响减弱．
气候模拟研究预示中国北方草原地区降水量和

Ｎ 沉降将会增加［２７－２８］ ．在此背景下，研究草原土壤细

菌多样性和群落结构对氮水添加的响应，对研究未

来气候变化对草地生态系统多样性格局和功能稳定

性的影响具有重要参考意义．目前的工作未涉及土

壤微生物群落中另一个重要的组成部分———土壤真

菌，其在土壤养分循环和维持生态系统功能过程中

也发挥着不可忽视的作用．在以后的工作中，将进一

步探讨真菌群落对氮水添加的响应．此外，近年来，
高通量测序技术在微生物生态学研究中的应用越来

越广泛，使得微生物群落结构的分析得以在广度和

深度上进行．在未来的工作中，将考虑采用该技术对

土壤微生物群落进行深度分析，并期望得到土壤微

生物群落对气候变化响应更为细致和全面的信息．
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