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氮添加对风火山多年冻土区高寒草甸土壤微生物
群落的影响
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摘要：为探究全球氮沉降加剧背景下高寒生态系统土壤微生物的响应，以青海省风火山多年冻土区高寒草甸为对

象，设置 0，1，3，6，9 kg·hm-2·a-1五个氮添加水平（记为 N0，N1，N3，N6，N9）。结果表明：与 N0处理相比，N1与 N3处理

显著提高土壤有机碳含量与碳氮比，而 N3处理显著降低土壤全氮和微生物碳含量（P<0. 05）。氮添加提高了细菌

变形菌门与拟杆菌门的相对丰度，但降低了真菌子囊菌门与古菌奇古菌门的丰度。N6与 N9处理显著增加了细菌

Sobs 指数与 Shannon 指数（P<0. 05）。Mantel检验显示，土壤碳氮比和全氮是影响细菌群落的关键环境因子，而微

生物碳、脲酶、蔗糖酶和磷酸酶显著影响真菌群落（P<0. 05）。综上，不同微生物类群对氮添加的响应存在差异，细

菌群落多样性对氮添加最为敏感，而真菌和古菌群落的响应相对稳定。本研究为理解高寒生态系统中氮沉降对土

壤微生物群落的影响提供了科学依据。
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Abstract：To investigate the responses of soil microorganisms in alpine ecosystems under the context of increas⁃
ing global nitrogen deposition， this study was conducted in an alpine meadow located in the permafrost region of 
Fenghuo Mountain， Qinghai Province.  Five nitrogen addition levels of 0， 1， 3， 6， and 9 kg·hm-2·a-1 were 
established（denoted as N0， N1， N3， N6， and N9， respectively）.  The results showed that compared with the N0 
treatment， the N1 and N3 treatments significantly increased soil organic carbon content and the soil C/N ratio， 
whereas the N3 treatment significantly reduced soil total nitrogen and microbial carbon content （P<0. 05）.  
Nitrogen addition increased the relative abundances of bacterial phyla Proteobacteria and Bacteroidota but 
decreased the abundances of the fungal phylum Ascomycota and the archaeal phylum Thaumarchaeota.  The N6 
and N9 treatments significantly increased the Sobs and Shannon indices of bacterial communities （P<0. 05）.  
Mantel tests indicated that soil C/N ratio and total nitrogen were key environmental factors influencing bacterial 
communities， while microbial carbon content， urease， sucrase， and phosphatase activities significantly affected 
fungal communities （P<0. 05）.  In summary， different microbial groups exhibited distinct responses to nitrogen 
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addition.  The diversity of bacterial community was the most sensitive to nitrogen addition， whereas fungal and 
archaeal communities responded more stably.  This study provides a scientific basis for understanding the effects 
of nitrogen deposition on soil microbial communities in alpine ecosystems.
Key words：Nitrogen deposition；Qinghai-Tibet Plateau；Microbial community；Alpine meadow

大气氮沉降量在过去一个世纪增长了约三

倍［1］，中国已成为全球氮沉降水平最高的地区之

一［2］。作为生态脆弱区的青藏高原，正面临着氮沉

降持续增加带来的威胁［3］。大气氮沉降水平的持续

升高引发了诸多生态环境问题，如土壤酸化［4］、氮化

学 计 量 不 平 衡［5］、土 壤 微 生 物 群 落 多 样 性 降 低

等［6-7］。在高寒草甸生态系统中，氮素通常是限制植

被生长的主要因子［8］。适量氮添加已被证实能够缓

解青藏高原高寒草地系统氮限制并促进生产力提

升［9］。藏北高寒草原的研究也表明，适量氮添加能

增加微生物生物量碳、氮含量［10］。然而，过量氮输

入则会造成负面效应，进而影响土壤微生物及土壤

氮转化［11］，青藏高原这一敏感地区更是如此。

土壤微生物作为养分循环的驱动者，其群落结

构变化深刻影响生态系统功能［12］，细菌、真菌和古

菌作为土壤三大微生物类群，在生态功能上存在显

著差异［13-14］。长期氮添加研究表明，在草地生态系

统中，细菌多样性与群落结构通常发生显著变化，

而真菌的响应较为保守，古菌则因生境不同呈现出

多样化的响应模式［15-16］。这种类群特异性响应可能

是导致微生物整体多样性观测结果不一致的重要

原因。在青藏高原高寒草甸的试验中发现，氮添加

可提高土壤微生物群落的 α 多样性［17］，若尔盖高寒

草甸的研究也显示，氮添加总体上增加了细菌总磷

脂脂肪酸（PLFA）含量［18］。在高寒沼泽草甸的研究

进一步发现，氮添加提高了 0~10 cm 土层中细菌和

革兰氏阳性菌的 PLFA 丰富度［19］。这些结果表明，

在高寒地区，氮输入可能通过改善凋落物质量［20］和

微生物群落间的竞争关系［21］，进而提升土壤微生物

多样性。然而，也有研究得出不同结论。例如，有

报道指出氮添加会降低青藏高原高寒地区土壤微

生物的 Simpson 指数和 Chao1 指数［22］，在青海海北

高寒草地的研究中，长期氮添加导致土壤微生物多

样性下降［23］，在瑞典亚北极苔原的研究中也发现，

氮添加使海拔 500 m 处的微生物多样性降低［24］，高

剂量氮添加可能通过引起土壤酸化或加剧微生物

碳限制等途径，抑制微生物多样性。此外，还有研

究报道氮添加对高寒地区土壤微生物多样性无显

著影响［25-26］。不同研究之间由于氮添加时限、水热

条件、海拔高度以及植被类型等因素存在差异，并

且生态系统功能和过程对氮沉降增加通常呈现非

线性变化，使得研究结果存在很大的不确定性。

全球多年冻土区储存着全球近 1/3 的土壤有机

碳［27］，而青藏高原是世界上中低纬度地区海拔最

高、面积最大的多年冻土分布区［28］，参与陆地生态

系统碳氮循环的关键环节［29］。近年来，该区域大气

年沉降量已接近 1. 0 g·m-2·a-1［30］，在全球变暖与氮

沉降双重胁迫下，阐明这一地区的微生物响应机制

至关重要。尽管已有研究关注氮添加对青藏高原

高寒生态系统的影响，但多数聚焦于单一微生物类

群［31-33］，缺乏对细菌、真菌与古菌三大类群对氮添加

响应的系统比较，以及对其背后驱动机制的深入探

讨。鉴于此，本研究选取青藏高原风火山多年冻土

区高寒草甸，通过野外氮添加试验与高通量测序，

系统解析不同氮添加水平对土壤细菌、真菌和古菌

群落的差异化影响，并阐明其与关键土壤环境因子

的内在关联。本研究旨在揭示氮沉降下土壤微生

物群落的响应，为预测高寒生态系统对全球变化的

响应提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　研究区概况

研究区域位于青海省境内风火山多年冻土区

（92°50′12″~93°3′26″E，34°40′31″~34°48′26″N）。

该区海拔 4600~4800 m，年均温为-5. 3℃，年均降

雨量为 270 mm，80% 降雨集中在 6—8 月。土壤类

型属高寒草甸土；植被种类主要包括高寒草甸、沼

泽草甸、高山寒漠、高寒草原以及冰缘湿地等。其

中，高寒草甸是该区分布最广的草地生态系统。优

势种为藏蒿草（Kobresia tibetica）、小蒿草（Kobresia 
humilis）、针 茅（Stipa capillata）、羊 茅（Festuca 
ovina）和 粗 喙 苔 草（Carex scabrirostris）等 高 寒

植物。

1. 2　试验设计

在 2013 年选择该区植被盖度在 80% 以上的高

寒草甸，布置 100 m×100 m 围栏以防止放牧干扰。
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设置 0，1，3，6，9 kg·hm-2·a-1氮添加梯度处理，分别

记为 N0，N1，N3，N6和 N9，每处理设置 3 个重复，共 15
个试验小区，每个小区面积 4 m×4 m，各小区间隔

1 m 以上。试验于 2013 年开始，每年在生长季初

期（5 月）进行氮添加处理。具体施氮方法为：根

据小区面积精确计算并称取相应体积的 NH4NO3

溶液（各小区对应添加的纯 N 量分别为 0，1，3，6，
9 kg·hm-2·a-1），然后贴近土壤表面进行一次性喷

施。对照组则喷施等量的水，以消除喷施过程中外

加水量差异对实验结果的潜在影响。

在 2019 年 8 月，连续氮添加 7 年后采集土壤样

品。在每个小区随机找 3 个点，用直径为 5 cm 土钻

采集 0~10 cm 表层土壤，剔除植物根系和石块后分

为三份，两份鲜土过 2 mm 筛后低温运至实验室分别

储存于-25℃和-80℃冰箱，用于测定土壤微生物量

碳（Microbial biomass carbon，MBC）、微 生 物 量 氮

（Microbial biomass nitrogen，MBN）、铵态氮（Ammo⁃
nium nitrogen，NH4

+-N）、硝态氮（Nitrate nitrogen，
NO3

--N）、土壤酶活性以及土壤微生物群落多样性。

一份风干土样分别过 2 mm 和 0. 15 mm 筛后用于测

定各项土壤指标。其中，过 0. 15 mm 筛的土样用于

测 定 土 壤 全 氮（Total nitrogen，TN）、全 磷（Total 
phosphorus，TP）和土壤有机碳（Soil organic carbon，
SOC），2 mm 土壤样品用于测定 pH 值。

1. 3　土壤理化性质测定

土壤 pH 值采用水浸提（土水比 1∶2. 5）电位法

（PHS-3C，中国）；有机碳采用重铬酸钾氧化-外加热

法；土壤全氮采用硫酸消煮-水杨酸钠法，土壤全磷

采用硫酸消煮-钼锑抗法，用全自动间断化学分析仪

（CleverChem380，Germany）测定；土壤铵态氮、土壤

硝态氮用氯化钾浸提后采用全自动间断化学分析仪

测定；土壤微生物生物量碳和土壤微生物生物量氮

采用氯仿熏蒸提取法（Vario TOC，德国）。土壤蔗糖

酶（Sucrase）采用 3，5-二硝基水杨酸比色法测定；脲

酶（Urease）采用苯酚 -次氯酸钠比色法（GEN10S 
UV-VIS，USA）测定；过氧化氢酶（Catalase）采用

KMnO4滴定法测定；土壤碱性磷酸酶（Alkaline phos⁃
phatase）采用磷酸苯二钠比色法测定。

1. 4　土壤微生物群落测定

土壤样品送至上海美吉生物医药科技有限公

司（中国，上海）进行检测。土壤细菌群落的 16S 

rRNA 基 因 V3~V4 高 变 区 使 用 引 物 338F（5′- 
ACTCCTACGGGAGGAGCAGCAG-3′）和 806R
（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）进 行

扩增；真菌群落的 ITS1区域扩增则采用引物 ITS1-F
（5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′）和

ITS2（5′-TGCGTTCTTCATCGATGC-3′）。 引

物的 5′端附加了每个样品特定的 10 bp 标签序列。

扩 增 反 应 体 系 为 50 μL，包 括 ：5 μL 10×Ex Taq 
Buffer（Mg2+plus）、4 μL 12. 5 mmol·L-1 dNTP 混合

物、1. 25 U Ex Taq DNA 聚合酶（TaKaRa）、2 μL 模

板 DNA 和 36. 75 μL ddH2O。对于 16S rRNA 基因

的扩增，PCR 条件设定为 94℃预变性 2 min，随后进

行 30 个循环（94℃ 30 s，57℃ 30 s，72℃ 30 s），最后

72℃延伸 10 min。 ITS1 区域的扩增条件为 95℃预

变性 5 min，接着 35 个循环（95℃ 45 s，55℃ 50 s，72℃ 
45 s），最后 72℃延伸 10 min。古菌群落使用引物

524F_10_ext进行扩增［34］。

1. 5　统计分析

使用 Excel 2019 进行数据预处理。随后，所有

统计分析在 SPSS 26. 0 中完成，计量数据以均值±
标准误表示，显著性水平定义为 P<0. 05。使用

Mothur 软件计算反映物种丰富度的 Sobs 指数和群

落多样性的 Shannon 指数。采用单因素方差分析检

验不同氮添加处理对土壤理化性质及上述 Alpha 多

样性指数的显著性影响。基于 Bray-Curtis相异度矩

阵，在 R 语言环境中，利用 vegan包进行主坐标分析，

以可视化不同氮添加处理下土壤细菌、真菌和古菌

群落结构的整体变异。使用 Bray-Curtis相异度矩阵

与土壤理化性质进行曼特尔检验，采用 Pearson 相关

性分析，探究土壤关键理化因子与微生物门水平相

对丰度及多样性指数之间的关联，结果以相关系数

矩阵热图呈现。图形使用 R 语言 4. 4. 1 版本、Origin 
2021 Pro及美吉微生物分析平台完成绘制。

2　结果与分析

2. 1　土壤理化指标

不同氮添加处理下，土壤 pH 值、全磷、硝态氮、

蔗糖酶、脲酶以及过氧化氢酶活性无显著差异（表

1）。较 N0 处理，N1 和 N3 处理均显著增加了土壤有

机碳含量（分别增加 16. 45% 和 15. 80%）和碳氮比

（分别增加 25. 41% 和 39. 04%）（P<0. 05）。N3 处
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理降低了土壤全氮含量（P<0. 05），较 N0 显著下降

了 16. 91%（P<0. 05）。土壤微生物碳和微生物氮

在所有处理下均呈下降趋势，其中 N1处理较 N0处理

显著降低（P<0. 05）。

2. 2　土壤微生物群落多样性

与 N0相比，各氮添加处理（N1，N3，N6，N9）均显著

提高了土壤细菌群落的 Sobs 指数，且该指数随施氮

浓度的增加呈上升趋势，且 N6和 N9处理的 Sobs指数

显著高于 N1处理（P<0. 05，图 1a）；细菌 Shannon 指

数在氮添加条件下也呈增加趋势，其中 N1和 N3处理

与 N0 无显著差异，而高氮处理（N6，N9）则显著高于

N0（P<0. 05，图 1d）。真菌群落中，N1，N3，N6处理的

Sobs 和 Shannon 指数均高于 N0处理，但处理间差异

不显著（图 1b，e）。古菌群落的 Sobs指数和 Shannon
指数对氮添加的响应表现为先升高后降低的单峰趋

势，两者均在 N6处理达到最大值（图 1c，f）。

基于细菌、真菌和古菌 OTU 水平及 Bray-Curtis
距离进行的主坐标分析（PCoA）。结果显示，在细菌

群落中，N0和 N1处理群落组成表现出明显差异（R2=
0. 4806，P=0. 001），PC1 轴解释了细菌群落结构

28. 56% 的变异，PC2 轴解释了 14. 59% 的变异，前

两轴共同解释了 43. 15% 的变异（图 2a）。在真菌群

落中，N0处理和 N1，N3，N6处理样本点显著分离（R2=
0. 4989，P=0. 001），说明这三个处理与 N0处理的真

菌群落结构具有显著差异，PC1 轴解释了真菌群落

结构 24. 47% 的变异，PC2 轴解释了 14. 51% 的变

表 1　不同氮添加处理下的土壤养分

Table 1　Soil nutrients under different nitrogen addition treatments
土壤养分  Soil nutrients

pH 值

有机碳 Organic C/(g·kg-1)

全氮 Total N/(g·kg-1)

碳氮比  C/N ratio
全磷  Total P/(g·kg-1)

铵态氮 Ammonium N/(mg·kg-1)

硝态氮 Nitrate N/(mg·kg-1)

微生物碳 Microbial biomass C /(mg·kg-1)

微生物氮 Microbial biomass N/(mg·kg-1)

蔗糖酶  Sucrase/(mg·g-1·h-1)

脲酶  Urease/(mg·g-1·h-1)

碱性磷酸酶  Phosphatase/(mg·g-1·h-1)

过氧化氢酶 Catalase/(mg·g-1·h-1)

N0

7.90±0.05a

35.39±0.56c

2.07±0.07a

17.16±0.66b

0.50±0.04a

9.52±1.93ab

38.86±7.96a

539.20±66.51a

81.52±16.56a

326.46±56.46a

6.00±0.73a

0.73±0.07ab

10.02±0.61a

N1

7.88±0.05a

41.21±1.07a

1.92±0.08ab

21.52±0.70a

0.48±0.05a

8.50±0.42ab

36.80±4.15a

287.91±73.48b

39.73±8.37b

220.91±86.7a

4.23±1.17a

0.55±0.10b

9.49±0.42a

N3

8.06±0.14a

40.98±0.79a

1.72±0.07b

23.86±0.71a

0.45±0.01a

6.01±0.61b

42.64±6.08a

372.59±23.69b

55.72±3.94a

241.51±36.48a

4.84±0.15a

0.69±0.05ab

9.26±0.50a

N6

8.05±0.06a

39.43±0.21ab

2.08±0.04a

18.97±0.43b

0.45±0.02a

11.00±1.61a

29.76±6.99a

424.08±26.61ab

67.15±4.79a

304.51±6.21a

5.29±0.36a

0.78±0.01a

10.06±0.19a

N9

7.95±0.07a

37.03±1.26bc

1.97±0.09ab

18.91±1.13b

0.45±0.01a

6.56±0.98b

39.31±2.31a

347.15±16.63b

55.97±3.23a

266.4±38.52a

4.49±0.50a

0.65±0.04ab

9.42±0.54a

注：不同小写字母表示不同氮添加处理间差异显著（P<0. 05），下同

Note： Different lowercase letters indicate significant differences among nitrogen addition treatments （P<0. 05）， similarly for the following tables

图 1　不同氮添加水平下土壤微生物群落的 Alpha多样性指数
Fig. 1　Soil microbial alpha-diversity under different nitrogen addition levels

注：箱体图中点表示平均值，线段表示最大值和最小值，横线表示中值（n=3）
Note： The dots in the boxplot represent the mean values， the whiskers indicate the maximum and minimum values， and the horizontal line repre⁃
sents the median （n=3）
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异，前两轴共同解释了 38. 98% 的变异（图 2b）。在

古菌群落中，PC1轴和 PC2轴分别解释了 50. 07% 和

21. 8% 共 71. 87% 的变异，其中，N3，N9处理与 N0处

理显著分离（R2=0. 4247，P=0. 025，图 2c）。

2. 3　土壤微生物群落结构变化

土壤细菌群落优势菌门主要为变形菌门（Pro⁃
teobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、酸杆菌门

（Acidobacteria），各处理三者相对丰度占比达 N0

（71. 5%），N1（72. 8%），N3（73. 0%），N6（67. 3%），

N9（73. 8%）。 N1，N3，N6 和 N9 处理变形菌门（Pro⁃
teobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）相对丰度均

高于 N0处理，其中变形菌门（Proteobacteria）相对丰

度分别增加 28. 3%，2. 2%，24% 和 27. 7%，拟杆菌

门（Bacteroidetes）相 对 丰 度 分 别 增 加 108. 7%，

55. 3%，44. 7% 和 85. 0%。真菌群落优势菌门主要

为子囊菌门（Ascomycota）、被孢霉门（Mortierello⁃

mycota）和担子菌门（Basidiomycota），三者丰度为

N0（91. 6%），N1（81. 4%），N3（91. 7%），N6

（93. 5%），N9（94. 7%），其 中 子 囊 菌 门（Ascomy⁃
cota）相对丰度在所有处理中均为最高，分别是 N0

（81. 1%），N1（63. 3%），N3（73. 7%），N6（80. 5%），

N9（85. 8%）；与 N0 相比，N1，N3，N6 处理子囊菌门

（Ascomycota）的相对丰度均降低，而 N9 处理增加。

古 菌 群 落 主 要 优 势 菌 门 为 奇 古 菌 门

（Thaumarchaeota），相 对 丰 度 达 N0（99. 2%），N1

（94. 5%），N3（97. 2%），N6（92. 9%），N9（94. 3%），

和 N0 相比，所有氮添加处理均降低了奇古菌门

（Thaumarchaeota）相对丰度（图 3c）。

图 2　不同氮添加处理下土壤微生物群落的 PCoA分析

Fig. 2　Principal coordinates analysis of soil microbial communities under nitrogen addition treatments
注：（a-c）图分别表示细菌、真菌和古菌群落。每个数据点代表一个样本，不同颜色表示不同处理组，椭圆区域表示各组的 95% 置信区间，组

间整体差异的统计学显著性通过置换多元方差分析（PERMANOVA）进行检验，P<0. 05 表明组间群落结构存在显著差异

Note： Figures （a-c） represent bacterial， fungal， and archaeal communities， respectively.  Each data point represents an individual sample， with 
colors indicating different treatment groups.  The ellipses represent the 95% confidence interval for each group， the statistical significance of the 
overall differences between groups was tested using permutational multivariate analysis of variance （PERMANOVA）， with P<0. 05 indicating a 
significant difference in community structure among the groups

图 3　不同氮添加处理下土壤微生物门水平群落组成

Fig. 3　Soil microbial community composition at the phylum level under different nitrogen addition treatments
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对不同氮添加处理（N0，N1，N3，N6，N9）样本微生

物属水平优势属进行组间差异显著性检验（Kruskal-
Wallis 秩和检验）分析，细菌群落中，norank_c__Sub⁃

group_6和 norank_o_Subgroup_7属在不同处理间的

差异显著（P<0. 05），其中 norank_c__Subgroup_6属

在 N3处理下相对丰度最高，norank_o_Subgroup_7属

在 N1 处理下相对丰度最高（图 4a）；真菌群落方面，

Cladosporium，Ilyonectria，Leptosphaeria 及 Myco⁃

sphaerella属的相对丰度在各处理之间存在显著差异

（P<0. 05）（图 4b）；古菌群落中，norank_f__Nitrosos⁃

phaeraceae，Candidatus_Nitrocosmicus 及 Candida⁃

tus_Nitrososphaera 在不同处理间的丰度差异均达到

显著水平（P<0. 05），norank_f__Nitrososphaeraceae

在 N1 处理相对丰度最高，而 Candidatus_Nitrocos⁃

micus 在 N6 处理下最高，Candidatus_Nitrososphaera

属在 N0处理下相对丰度最高（图 4c）。

2. 4　微生物群落变化驱动因子

对 微 生 物 群 落 结 构 与 土 壤 环 境 因 子 进 行

Mantel检验，结果显示，细菌群落与土壤 TN 和 C/N
比显著正相关（P<0. 05），真菌群落则与土壤 MBC
和 Urease 显著正相关，与 Sucrease 和 Phosphatase 极

显著相关（P<0. 01）。而古菌群落与环境因子之间

无显著相关性（图 5a）。进一步筛选出对细菌、真菌

和古菌群落影响显著的土壤环境因子进行优势菌

群的相关性分析，结果显示，土壤细菌中丰度最高

的三种菌门与土壤理化性质之间无显著相关性。

而 Bacteroidetes（拟杆菌门）与土壤 MBC，MBN，

Urease，Phosphatase 呈显著负相关关系（P<0. 05）；
Gemmatimonadetes（芽单胞菌门）与土壤 Phospha⁃
tase 显著负相关（P<0. 05）；Verrucomicrobia（疣微

菌 门）与 土 壤 NO3
--N 呈 显 著 正 相 关 关 系（P<

0. 05）；Planctomycetes（浮 霉 菌 门）与 土 壤 C/N，

NO3
--N 显著正相关（P<0. 05），与 TN 显著负相关

（P<0. 01）。细菌 Alpha 多样性指数（Sobs、Shan⁃

图 4　不同氮添加处理下土壤微生物属水平群落组成差异

Fig. 4　Variations in soil microbial community composition at the genus level under different nitrogen addition treatments
注：（a-c）图分别表示细菌、真菌和古菌群落。图中*表示不同氮添加处理间该物种相对丰度差异显著，*表示（P<0. 05）， **表示（P<0. 01）， 
***表示（P<0. 001）
Note： Figures （a-c） represent bacterial， fungal， and archaeal communities， respectively.  Asterisks （*） indicate significant differences in the rela⁃
tive abundance of the species among different nitrogen addition treatments.  *， **， and *** represent significance levels at P<0. 05， P<0. 01， and 
P<0. 001， respectively
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non）与土壤理化性质之间无显著相关性（图 5b）。
真菌群落中，Ascomycota（子囊菌门）与 MBN 显著

正相关；Mortierellomycota（被孢菌门）与土壤 C/N
显著正相关（P<0. 05）；油壶菌门（Olpidiomycota）
与土壤 TP 显著负相关；Unclassified_k_fungi（未分

类真菌门）与土壤MBN，Phosphatase显著负相关（P<
0. 05）。真菌物种丰富度指数（Sobs）与土壤 MBC，

MBN 和 Urease 显著负相关（P<0. 05）（图 5c）。古

菌门水平群落组成未发现与土壤理化性质显著相

关（图 5d）。

3　讨论

3. 1　微生物多样性

氮沉降对微生物群落的影响表现各异，主要受

生态系统类型、氮添加浓度及环境因子等多种因素

驱动［35-37］。本研究发现，氮添加对土壤中细菌、真菌

和古菌多样性的影响存在明显差异。具体而言，氮

添加增加了土壤细菌多样性指数，且变形菌门和拟

杆菌门等富营养型类群的相对丰度上升。这一发

现与 Ma 等［38］在多年冻土泥炭地以及 Li等［39］在那曲

图 5　不同氮添加处理下土壤微生物群落与环境因子的相关性分析

Fig. 5　Correlation between soil microbial communities and environmental factors under different nitrogen addition treatments
注：（a）图连线粗细表示  Mantel 检验的 r 值，连线颜色表示显著性水平，实线表示正相关，虚线表示负相关。（b-d）图表示主要微生物菌门（细

菌、真菌和古菌）、群落丰富度（Sobs 指数）和群落多样性（Shannon 指数）与土壤理化因子之间的相关性，*表示主要菌门与土壤理化因子显著

相关，*表示（P<0. 05）， **表示（P<0. 01）， ***表示（P<0. 001）
Note： （a） The width of the connecting lines represents the Mantel’s r value， and the line color indicates the significance level.  Solid lines denote 
positive correlations， while dashed lines denote negative correlations.  （b-d） Correlation analysis between the relative abundance of dominant 
microbial phyla （for bacteria， fungi， and archaea， respectively）， community richness （Sobs index）， community diversity （Shannon index） and 
soil physicochemical properties， * indicate significant correlations between microbial phyla and soil factors： *P<0. 05， **P<0. 01， ***P<0. 001
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高寒草甸的研究结果一致。然而，不同生态系统氮

添加对细菌多样性的影响存在差异。例如，Zhou
等［40］对全球 454 项研究的荟萃分析指出，氮添加总

体上会降低细菌多样性及微生物生物量；Song 等［41］

在半干旱草地的长期试验中也发现，当施氮量达到

32 g·m-2·a-1时，土壤细菌的 α 多样性显著下降。此

外，Yuan 等［42］在美国科罗拉多州高山苔原的研究同

样发现氮添加降低了细菌多样性。这些不一致的

结果表明，微生物对氮添加的响应具有生态系统和

剂量依赖性。本研究发现的氮添加对细菌群落的

正效应可能有两个原因：一方面，本研究中土壤有

机碳含量的增加为富营养型类群细菌提供了更为

充足的碳源和能量来源，从而支持了更多细菌类群

的生长与共存［43］；另一方面，在高海拔、低温的多年

冻土区，适量的氮输入直接缓解了系统的氮限制，

为那些原本受氮匮乏抑制的细菌类群创造了生存

机会［44］。与细菌相比，高寒草甸土壤真菌群落的多

样性对氮添加的响应更为稳定。这可能是由于该

生态系统的真菌群落长期适应了低温、贫养的环

境，已进化出应对低营养条件的生理策略，因而对

外源氮输入表现出较低的敏感性［45］。本研究表明，

尽管各氮添加处理下的真菌物种丰富度（Sobs 指

数）和多样性（Shannon 指数）均略高于对照，但差异

均未达到显著水平；该结果与 Liu 等［46］的长期氮添

加试验结果一致，该研究发现氮添加对真菌多样性

无显著影响。此外，青藏高原高寒草甸的长期氮添

加试验同样指出，氮添加对真菌群落的影响则较为

有限［47］。值得注意的是，尽管真菌整体多样性反应

不显著，特定功能类群或较高氮水平下仍可能出现

群落结构变化。例如，国显宝等［48］的研究表明，在

青藏高原高寒草甸中，氮添加在 5 g·m-2·a-1 和 10 
g·m-2·a-1 浓度水平下显著降低了丛枝菌根真菌

（AMF）的 Chao1 指数，并指出土壤铵态氮、硝态氮

和有机碳含量是驱动 AMF 群落结构变化的关键因

子，这说明在特定条件下，真菌功能类群对氮添加

仍具有一定敏感性。相比之下，古菌群落在氮添加

条件下表现出最高的稳定性。这种稳定性可能由

多种策略共同维持：首先，古菌的分子生态网络具

有较长的路径距离和高模块性特性，这有助于缓冲

外界环境的扰动［49］。其次，由确定性过程主导的群

落组装机制使其能够快速适应环境变化［50］。此外，

根际微域为古菌提供生态位保护［51］。并且古菌自

身高度的代谢灵活性及其与其它生物域构建的复

杂互作网络，能够进一步巩固其在脆弱生态系统中

的生态位与功能韧性［52］。

3. 2　群落组成

本研究土壤细菌群落优势类群主要为变形菌

门、放线菌门和酸杆菌门等，与向雪梅等［53］和尹亚丽

等［54］的研究结果一致。氮添加处理提高了变形菌门

和拟杆菌门的相对丰度。已有研究表明，氮输入对

变形菌门的促进作用尤为突出［55-56］。变形菌门作为

典型的富营养型菌门，其在氮添加后的丰度上升与

其在氮循环中的关键作用密切相关，如硝化和反硝

化过程［57］。本研究中氮添加增加了土壤有机碳的含

量，拟杆菌门通常具有强大的多糖降解能力，在碳源

丰富的环境中具有竞争优势［58］。在真菌群落中，子

囊菌门与微生物量氮的正相关关系表明，该类群在

氮循环中具体重要作用。子囊菌门包含许多腐生菌

和病原菌，其菌丝体具有强大的养分转运能力，能够

有效获取和转运氮素［59］。本研究发现古菌门水平群

落组成与土壤理化性质无显著相关性，表明氮添加

条件下高寒草甸古菌群落相对稳定。Mantel检验结

果显示，土壤碳氮比是影响细菌群落结构的关键因

子，这与 Zhang等［60］在青藏公路沿线多年冻土高寒草

地的研究结论一致，该研究发现土壤碳氮比是调控

高寒系统细菌组成的关键驱动力。细菌疣微菌门和

浮霉菌门与硝态氮呈显著正相关，而拟杆菌门和芽

单胞菌门则与微生物生物量氮呈显著负相关，表明

全氮和无机氮含量是驱动细菌群落构建的关键因

素［61-62］。与细菌不同，真菌群落结构主要与微生物生

物量碳及多种水解酶活性显著正相关，表明其在驱

动土壤碳、氮、磷循环中的核心作用［63］。相比之下，

古菌群落与环境变量的相关性较弱，这可能是由于

古菌具有独特的稳定结构［64］，且多生于极端环境下，

居于独特的进化地位［65］。

4　结论

本研究表明适度氮添加（1~3 kg·hm⁻²·a⁻¹）显
著 增 加 高 寒 草 甸 土 壤 有 机 碳（ 增 幅 15. 80%~
16. 45%）和 C/N（25. 41%~39. 04%）。高幅度氮

添加（6~9 kg·hm⁻²·a⁻¹）能够显著增加细菌群落多

样性，而真菌和古菌群落多样性对氮添加不敏感。

氮添加使细菌变形菌门和拟杆菌门丰度分别增加

2. 2%~28. 3% 和 44. 7%~108. 7%；真菌群落组成
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主要为子囊菌门，而古菌群落则为奇古菌门。环境因

子对不同微生物群落的影响存在不同：土壤碳氮比和

全氮含量是影响细菌群落的主要环境因子，真菌则主

要受微生物碳和水解酶影响，而古菌对土壤环境因子

响应不明显。本研究结果为氮沉降背景下高寒生态

系统微生物群落响应提供了重要科学依据。
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