
作为草甸草原的代表类型之一，贝加尔针茅（Sti原
pa baicalensis）草原是欧亚大陆草原区亚洲中部亚区
的地带性植物群落[1]。在我国主要分布在松辽平原、蒙

古高原东部的森林草原地带[2]。作为呼伦贝尔地区的
主要草地类型，其不仅是当地畜牧业生产的重要物质

基础，而且是我国北方生态屏障的重要组成部分。由

于自 20世纪 80年代以来高强度的利用和不完善的
保护机制，贝加尔针茅草原已出现不同程度的退化，

草原的恢复重建迫在眉睫。

在生态恢复实践中，随着对地下部分重要性认识

的深入，土壤微生物在生态系统中的作用备受关注[3-4]。

摘 要：为揭示养分添加对草原土壤微生物群落功能多样性的影响，采用 Biolog-Eco技术，研究了在无养分添加对照（CK）和 7种
不同氮磷钾养分添加方式（单养分添加：N、P、K，不同组合添加：PK、NK、NP、NPK）下贝加尔针茅草原土壤微生物群落功能多样性变
化。结果表明：（1）不同养分添加条件下土壤微生物群落单孔平均颜色变化率（Average Well Color Development）AWCD值从高到低
依次为 NP跃P跃NPK跃NK跃N跃CK跃K跃PK。（2）含磷添加处理（PK除外，NP、P、NPK）和含氮添加处理（N、NK）的丰富度指数 H 均显著高
于 CK、K、PK，而均匀度指数 E和优势度指数 D在各处理间差异不显著。（3）主成分分析结果表明，CK、K、PK、NK处理土壤微生物
群落碳源利用方式相似，而 NP、P和 N、NPK分别具有不同的碳源利用方式。据此可知，NP、P、NPK、N养分添加方式可以提高土壤
微生物代谢活性、物种丰富度指数和微生物群落碳源利用能力，有利于土壤微生物群落功能多样性的提高。
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Abstract：To reveal the influence of nutrient additions on functional diversity of soil microbial communities in grassland, Biolog-Eco tech原
nique was used to study the changes in microbial functional diversity in Stipa Baicalensis steppe under seven different N, P and K fertilizer
treatments including single and combined additions of nutrient N, P, and K援The AWCD values of the soil microbial communities followed the
order：NP跃P跃NPK跃NK跃N跃CK跃K跃PK. The richness index of microbial communities in soil was significantly higher in NP, P, NPK, NK, and
N treatments than in K and PK treatments. However, evenness index（E）and dominance index（D）of the soil microbial communities were
not different among the seven treatments. Principal component analysis showed that microbial carbon utilization was similar in CK, K, PK
and NK treatments, but different in NP, P and N, NPK treatments. These results implied that NP, P, NPK, and N can increase the metabolic
activity of microorganism, the diversities and the carbon utilization ability of soil microbial community, which improves the soil microbial
functional diversity援
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土壤微生物参与了有机质分解、腐殖质形成、养分转

化与循环等过程，它们在保持土壤生产力方面发挥着

至关重要的作用[5]。土壤微生物是由众多微生物种群
组成的群落系统，其群落结构和多样性能够敏感地

反映生态功能和环境变化，是生态环境恢复的最先

锋者[6-7]。养分添加一直以来是一项影响深刻的农业
措施之一，养分添加改变土壤的营养成分、理化性质，

影响着土壤微生态系统，从而对草原的生态系统功能

产生影响。因此研究不同养分添加方式对土壤微生物

多样性的影响，揭示土壤微生物对养分添加的响应关

系，为草地的合理利用、生物多样性保护和退化草地

恢复提供理论依据。

Biolog-Eco 微孔板分析法是一种基于碳源利用
的简便快速的分析方法，Biolog-Eco 微平板共有 31
种碳源，通过微孔中四唑紫染料（MTT）显色反应来反
映微生物代谢作用[8]，其单孔颜色变化率（AWCD）描
述了土壤微生物群落利用碳源的能力和代谢活性的

大小[9]。它已经成为研究微生物群落功能多样性的常
规方法之一。孔滨等运用 Biolog-Eco分析方法研究
了黑土中微生物群落代谢特征对 N、P、K肥的响应，
发现施用 N、P、K 肥均提高了黑土中细菌群落的碳
源代谢活性[10]；齐莎等研究了内蒙古典型草原在连续
5 年氮磷肥施用下土壤微生物的变化，发现高氮
（N280）和高磷（P75）处理一方面显著降低了土壤微生
物利用碳源的能力以及微生物功能多样性，另一

方面也改变了土壤微生物利用碳功能群结构 [11]；
Sarathchandra等研究了草地土壤微生物对 N、P肥添
加的响应，表明氮养分添加提高了土壤微生物功能

多样性，而磷肥无显著影响[12]。
国内外关于养分添加对土壤微生物功能影响的

研究也已经有了较多报道，但是并没有一个相对统一

的结论，况且由于土壤类型、地理环境等因素的不同，

提出的结论也会有所不同，而且针对贝加尔针茅草原

不同养分添加下土壤微生物群落功能方面的研究较

少。本试验通过运用 Biolog-Eco技术，对贝加尔针茅
草原样地在不同养分添加方式下土壤微生物群落功

能多样性变化进行分析，以期探寻草地生态系统养分

添加的最优策略，为贝加尔针茅草原的生态恢复和保

护提供一定的理论依据和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 试验地概况
试验地为农业部环境保护科研监测所生态农业

研究室长期试验用地，具体概况在本研究室已发表

的文献著作中有详细描述，具体见参考文献[2]。
1.2 试验设计与样品采集

试验设对照（CK）和 7种不同氮磷钾养分添加方
式（N、P、K单养分添加方式，PK、NK、NP、NPK不同组
合添加方式）8个处理，将试验地划分成 6个区组，每
区组内有 8个小区，按照随机数字表随机法确定每个
小区的处理。小区面积 8 m伊8 m=64 m2，区组、小区间
分别设 5 m和 2 m隔离带。肥料于 2010年开始每年
6月 15日、7月 15日两次施入，每次施肥 50%处理水
平。氮磷钾肥分别为硝酸铵 NH4NO3、重过磷酸钙
Ca（H2PO4）2·H2O、硫酸钾 K2SO4，N、P、K施肥时均匀手
撒，施肥量均为 10 g·m-2；Ca、Mg、Fe、Mn、Zn、Cu、B、
Mo 施肥量分别为 6、3、17、2.5、1、1、0.1、0.1 g·m-2，微
肥配成溶剂喷施，每个小区需水约 13 L（全年增加的
水量相当于新增降水 1.6 mm），对照样地和不施加微
肥的样地要喷施同样水量。微肥与 K肥同时添加，N
肥和 P肥处理中不添加。

土壤样品在 2013 年 8 月进行采集，按照“随
机”、“等量”和“多点混合”的原则，在各个处理小区

内按照“S”型取样法选取 6 个点，去除表面植被，取
0~20 cm土壤混匀过筛，去除根系和土壤入侵物，采
用“四分法”选取 1 kg土壤装入无菌封口袋，冰盒冷
藏迅速运至实验室并将其分成两份。一份于冰箱中

-20 益低温保存，用于土壤微生物功能多样性分析；
另一份于室内自然风干后研磨过筛，用作土壤理化

性状分析。

1.3 土壤理化性状测定
土壤有机质测定采用重铬酸钾容量法，土壤全

氮、硝态氮、铵态氮均采用总有机碳/总氮分析仪测
定，全磷、速效磷分别采用硫酸-高氯酸消煮法、碳酸
氢钠法测定[13]。
1.4 Biolog测定

测定主要基于 Garland和 Mills[14]的方法，略有改
动。称取 10 g鲜土于高压灭菌的三角瓶中，之后再向
瓶中加入 90 mL 0.85%无菌 NaCl溶液，封口膜封口后
放入振荡器，以 250 r·min-1转速振荡 30 min。取出后
静置 10 min，吸取上清液 5 mL 于新三角瓶（高压灭
菌）中，加 45 mL无菌 NaCl溶液稀释至 10-2，重复稀
释至 10-3。取 150 滋L 10-3倍稀释液于 Biolog-ECO微平
板孔中。之后将其置于 28 益恒温箱中黑暗培养，每隔
24 h在 Biolog微孔板读数仪（BIOLOGInc.，USA）上读
取数值并记录，持续进行 7 d。
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1.5 数据分析

采用 Garland 和 Mills [14]的方法计算单孔平均颜
色变化率：AWCD=移（C590-C750）/31

Shannon-Wiener物种丰富度指数：H=-移Pi伊lnPi
Shannon-Wiener均匀度指数：E=H/Hmax=H/lnS
Simpson优势度指数：D=1-移Pi2

式中：C590为单孔在 590 nm 下光密度值；C750为单孔
在 750 nm下光密度值；31为 Biolog-Eco微平板上供
试碳源的种类数；Pi为第 i孔的相对吸光值与整个平
板相对吸光值总和的比值；S为颜色变化孔数。

试验结果的主成分分析和相关分析采用 SPSS
16.0软件进行。
2 结果与分析

2.1 不同养分添加方式下土壤理化性质变化
不同养分添加方式下土壤理化性质变化如表 1。

结果显示，K、P、NK、NP、NPK 处理的土壤 pH 较 CK
无显著差异，而 PK、N处理显著低于 CK。有机质含量
P处理最高，NP、NPK处理最低，其余处理与 CK比较
差异不显著。硝态氮 NK处理最高，N、NP处理与 CK
无显著差异，其余处理显著低于 CK，且 P、PK处理最
低。铵态氮 N处理最高，P、NK、NPK较 CK无显著差
异，且 PK处理最低。全磷 P处理最高，NP、PK、NPK
处理次之，其余处理间差异不显著。速效磷 NP、P、
NPK处理最高，PK次之，其余处理与 CK相比差异不
显著。

2.2 不同养分添加方式下单孔平均颜色变化率的动
态特征

培养开始后，每隔 24 h测定各处理 AWCD值，绘
制其随时间变化的动态图如图 1。培养 24 h 之前
AWCD值几乎为零，而 24 h后随着培养时间的延长，

AWCD值快速升高，说明 24 h后碳源被迅速利用。不
同养分添加方式的 AWCD值增长速率各不相同，说
明各处理间微生物对碳源的利用能力有较大差异，微

生物代谢活性方面有很大差异。

不同养分添加方式下土壤微生物群落利用单一

碳源能力的顺序从高到低依次为 NP跃P跃NPK跃NK跃
N跃CK跃K跃PK。含有 P的处理 NP、P、NPK和含有 N的
处理 NK、N 的 AWCD 值与 CK 相比有较大提高，而
处理 K、PK的 AWCD值较 CK偏低。这说明含有 P的
处理 NP、P、NPK和含有 N的处理 NK、N与 CK相比，
微生物群落代谢较快，活性较强；处理 K、PK的代谢
相对较慢，活性相对较弱。

2.3 不同养分添加方式下土壤微生物群落功能多样
性指数

贝加尔针茅草原在不同养分添加方式下，土壤微

生物群落物种丰富度指数 H、均匀度指数 E和优势度
指数 D如表 2所示。结果表明，微生物群落功能多
样性指数对不同养分添加方式的响应不同，群落功能

多样性发生了变化。含有 P的处理 NP、P、NPK和含
有 N的处理 NK、N的丰富度指数 H 均显著高于 CK、

表 1 不同养分添加方式下土壤化学性质变化
Table 1 Soil chemical properties in different nutrient addition treatments

处理 Treatment pH 有机质 OM/g·kg-1 硝态氮 NO-3 -N/mg·kg-1 铵态氮 NH+4 -N/mg·kg-1 全磷 Total P/g·kg-1速效磷 Available P/mg·kg-1

CK 6.93依0.03ab 35.92依0.59bc 4.43依0.25b 6.83依0.12b 0.34依0.007d 3.94依0.26d
K 6.67依0.05bc 34.58依0.69cde 3.47依0.34cd 3.95依0.79de 0.32依0.005d 3.62依0.18d
P 6.69依0.01bc 45.13依0.59a 1.94依0.03e 6.68依0.74b 0.54依0.023a 42.59依2.33ab

PK 6.55依0.05c 35.66依0.47bc 2.10依0.23e 2.75依0.07e 0.40依0.014bc 24.84依2.65c
N 6.62依0.05c 36.76依0.44b 4.09依0.30bc 11.61依0.59a 0.33依0.020d 4.13依0.29d

NK 6.74依0.13bc 35.36依0.71bcd 5.99依0.50a 7.77依1.14b 0.32依0.009d 5.31依0.27d
NP 7.04依0.13a 32.97依0.47e 3.80依0.24bcd 4.83依0.20cd 0.42依0.016b 48.77依5.22a

NPK 7.13依0.12a 33.89依0.60de 3.04依0.21d 6.17依0.32bc 0.38依0.011c 34.82依4.98b

图 1 土壤微生物群落 AWCD随时间的动态变化
Figure 1 AWCD dynamics over incubation time
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注：同列中不同的字母表示差异达到显著水平（P<0.05）。下同。
Note：Means followed by different letters indicate significant differences at P<0.05. The same blew.
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K、PK处理，而均匀度指数 E和优势度指数 D含 P处
理（PK除外）和含 N处理与 CK比较差异不显著。
2.4 主成分分析
2.4.1 不同碳源在主成分上的载荷值

利用培养 96 h时的 AWCD值进行主成分分析。
初始载荷因子是反映碳源利用与主成分相关性强弱

的相关系数，载荷因子越高表示该类碳源对主成分

的贡献越大。Biolog-Eco板上 31种碳源在前 2个主
成分上的载荷值见表 3（以 PC1载荷值降序排列）。
结果显示：对第一主成分（PC1）贡献较大的碳源种类
有 7个，主要包括 3种糖类、2种氨基酸类和 2种其
他类；对第二主成分（PC2）贡献较大的碳源有 3 个，

表 2 不同养分添加方式下土壤微生物群落多样性指数
Table 2 Diversity indices of soil microbial communities in different

nutrient addition treatments
处理

Treatment
丰富度指数 H
Shannon index

均匀度指数 E
Shannon evenness

优势度指数 D
Simpson index

CK 2.200 3依0.124c 0.604 9依0.034b 0.858 3依0.025ab
K 2.119 8依0.043c 0.601 1依0.012b 0.848 6依0.006ab
P 2.581 4依0.018ab 0.650 2依0.005ab 0.905 2依0.003a
N 2.717 5依0.082ab 0.694 6依0.021ab 0.916 6依0.008a

PK 2.032 6依0.182c 0.717 4依0.064a 0.774 0依0.084b
NK 2.556 2依0.105b 0.640 8依0.026ab 0.896 1依0.011a
NP 2.791 5依0.068ab 0.679 1依0.016ab 0.925 6依0.004a

NPK 2.885 1依0.033a 0.691 1依0.007ab 0.924 5依0.005a

表 3 31种碳源的主成分载荷值
Table 3 Loading values of principal components of 31 sole carbon sources

序号 Well 碳源类型 Carbon substrate 主成分 1 PC1 主成分 2 PC2
H2 D，L-琢-磷酸甘油（其他）D，L-琢-Glycerol Phosphate 0.846 0.165
B3 D-半乳糖醛酸（糖类）D-Galacturonic Acid 0.841 0.058
G1 D-纤维二糖（糖类）D-Cellobiose 0.818 -0.097
G2 1-磷酸葡萄糖（其他）Glucose-1-Phosphate 0.815 -0.019
D2 D-甘露醇（糖类）D-Mannitol 0.738 -0.111
E4 L-苏氨酸（氨基酸类）L-Threonine 0.633 0.143
D4 L-丝氨酸（氨基酸类）L-Serine 0.626 -0.037
A2 茁-甲基-D-葡萄糖苷（糖类）茁-Methyl-D-Glucoside 0.511 -0.220
E2 N-乙酰-D 葡萄糖氨（糖类）N-Acetyl-D-Glucosamine 0.471 0.086
A3 D-半乳糖酸 酌-内酯（糖类）D-Galactonic Acid 酌-Lactone 0.444 0.319
E3 酌-羟丁酸（脂类）酌-Hydroxybutyric Acid 0.426 0.095
G4 苯乙胺（其他）Phenylethylamine 0.295 -0.026
F2 D-葡糖胺酸（糖类）D-Glucosaminic Acid 0.218 0.092
B1 丙酮酸甲酯（脂类）PyruvicAcid Methyl Ester 0.161 0.095
B2 D-木糖（糖类）D-Xylose 0.138 -0.003
D1 吐温 80（脂类）Tween 80 0.121 0.131
F3 衣康酸（脂类）Itaconic Acid 0.121 -0.048
F1 肝糖（糖类）Glycogen 0.054 0.113
B4 L-天门冬酰胺（氨基酸类）L-Asparagine 0.041 0.423
E1 琢-环式糊精（糖类）琢-Cyclodextrin 0.032 0.898
D3 4-羟基苯甲酸（其他）4-Hydroxy Benzoic Acid 0.030 0.082
H4 腐胺（其他）Putrescine 0.029 0.719
F4 甘氨酰-L-谷氨酸（氨基酸类）Glycyl-L-Glutamic Acid 0.021 0.165
C3 2-羟基苯甲酸（其他）2-Hydroxy Benzoic Acid 0.018 0.007
G3 琢-丁酮酸（其他）琢-Ketobutyric Acid 0.002 0.922
C1 吐温 40（脂类）Tween40 0.001 0.115
C2 i-赤藓糖醇（糖类）i-Erythritol -0.009 -0.040
A4 L-精氨酸（氨基酸类）L-Arginine -0.037 0.136
C4 L-苯丙氨酸（氨基酸类）L-Phenylalanine -0.120 -0.066
H1 琢-D-乳糖（糖类）琢-D-Lactose -0.157 0.275
H3 D-苹果酸（其他）D-Malic Acid -0.200 -0.025
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主要包括 1种糖类和 2种其他类。这说明在不同氮
磷钾养分组合添加条件下贝加尔针茅草原土壤微生

物的主要碳源是糖类、代谢中间产物及次生代谢物。

2.4.2 不同养分添加条件下土壤微生物群落碳源利用
主成分分析

主成分累计方差贡献率一般要求达到 85%[15]，据
此共提取了 11个主成分，累计贡献率达 85.558%。其
中第 1主成分（PC1）的方差贡献率为 21.183%；第 2主
成分（PC2）为 11.596%；第 3至 11主成分贡献率分别
为9.128%、8.379%、7.203%、5.741%、5.467%、5.189%、
4.499%、3.806%、3.367%。选取前 2个主成分进行分
析，分别以 PC1、PC2为 x轴、y轴，以各处理在 2个主
成分上的得分值为坐标绘制主成分分析图（图 2）。

结果表明，不同养分添加方式的 PC值在 PC轴
上出现了明显的分布差异，整体可以分为 3 大类：
NP、P处理，N、NPK处理，CK、K、PK、NK处理。NP、P
处理除有一点离散外，另外 5点分布在 PC1轴的正
方向上、PC2轴的负方向上；N、NPK处理除有一点离
散外，基本在 PC1轴的负方向上、PC2轴的正方向上；
CK、K、PK、NK 处理除有两点离散外，其余分布在
PC1轴的负方向上、PC2轴的负方向上。不同养分添
加处理的分布差异表明，CK、K、PK、NK 养分添加处
理对 PC1、PC2相关碳源的利用量很少，利用能力偏
低；而 NP与 P添加处理之间相似，N与 NPK添加处
理之间相似，且 NP、P养分添加处理主要利用 PC1相

关碳源，N与 NPK主要利用 PC2相关碳源。
3 讨论

AWCD值高低反映了微生物群落代谢活性高低。
本研究结果表明，不同养分添加方式下土壤微生物

AWCD 值不同，对碳源的利用能力和代谢活性不
同。含磷添加处理（PK除外）NP、P、NPK最高，含氮添
加处理 NK、N次之，CK、K、PK处理最低。首先含氮添
加处理 AWCD值高于 CK、K、PK处理，分析其原因可
能为：一方面氮养分的添加可以改变土壤养分的有

效性以及调节土壤养分的储存和转化，改善土壤

C/N[16-17]；另一方面还能为微生物提供大量的氮源，促
进微生物繁殖和土壤氮素的循环[18]，而且氮养分添加
增加了土壤氮素供应，极大地增加了地上生物量，从

而使根系分泌物显著增加，进一步促进根系微生物的

生长繁殖。此外，含氮养分添加从多方面提高了微生

物碳源利用能力和代谢活性。其次含氮添加处理

AWCD值低于含磷添加处理（PK 除外）NP、P、NPK，
分析其原因：由理化性质变化可知，含磷养分添加处

理提高了土壤速效磷含量，而有报道速效磷含量与蔗

糖酶活性为显著正相关，蔗糖酶可以把高分子量糖分

解成小分子，其活性反映了土壤有机碳分解转化的规

律[19]，因此含磷养分的添加间接促进了土壤微生物对
有机碳源的分解利用。至于 PK处理 AWCD值并不像
其他含磷添加处理显著提高以及 NPK处理低于 NP
处理，可能与 K元素会影响氮磷养分的吸收效应有
关[20]，因此 NP处理对土壤微生物代谢活性的提高效
果最好。

对土壤微生物多样性指数的分析表明，不同养分

添加方式下群落的丰富度指数（H）不同，含磷添加处
理（PK除外）NP、P、NPK和含氮添加处理 NK、N的丰
富度指数 H 均显著高于 CK、K、PK，且两类处理间差
异不显著。Sarathchandra等研究发现 N养分添加处理
的丰富度指数（H）高于 CK处理 [12]，辜运富等研究认
为与对照相比，N、NP、NPK养分添加处理均提高了土
壤微生物的数量[21]，Aerts等研究指出适当施磷土壤
中群落的生物多样性较高[22]，分析认为原因可能在于
含氮或含磷养分的添加都会刺激某些细菌的生长[23]，
对微生物的丰富度产生影响。毕江涛等研究认为植物

种类可显著影响土壤微生物的种群丰富度以及种群

之间的个体分配情况[6]，夏北成等也指出植被使土壤
中的微生物种类更丰富，群落多样性更高 [24]，据此分
析，含磷添加处理（PK除外）和含氮添加处理的丰富

PC1

CK
K
P
N
PK
NK
NP
NPK

图 2 不同养分添加方式土壤微生物碳源利用主成分分析
Figure 2 Principal components analysis of carbon utilization in

different nutrient addition treatments
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度指数（H）均显著高于 CK、K、PK的原因也可能为含
氮或含磷养分的添加提高了植被植物多样性而间接

影响了土壤微生物多样性[25]。因此，NP养分的组合添
加对微生物的丰富度指数提高的促进作用更大。不同

养分添加之间均匀度指数（E）、优势度指数（D）差异不
显著，可能是由于养分添加致使土壤中一些数量原本

较多的微生物类群减少而一些新的类群产生，进而保

持均匀度与优势度指数稳定。

主成分分析结果表明，贝加尔针茅草原在不同养

分添加方式下对第一和第二主成分相关碳源利用模

式和利用能力不同，CK、K、PK、NK 养分添加处理对
第一、二主成分相关碳源的利用量都很少，利用能力

偏低，而 NP、P养分添加处理利用第一主成分相关碳
源的能力较高，N与 NPK处理利用第二主成分相关
碳源的能力较高。第一、二主成分碳源都包括糖类和

代谢中间产物及次生代谢物。表明 NP、P和 N、NPK
养分添加处理改变了土壤微生物的群落组成结构，致

使偏好糖类、代谢中间产物及次生代谢物为碳源的土

壤微生物群落的生长发育得到有效促进。刘伟等对毛

竹根际土壤 DNA的 PCR-DGGE分析也表明，不同养
分添加处理毛竹根际微生物的类群组成有差异[26]。郑
华平等的研究表明不同养分添加改变了土壤营养成

分、植物多样性[27]，据此分析，以上主成分分析结果的
原因可能为养分添加致使植物多样性改变，一方面植

物多样性影响了土壤中的碳分配以及土壤微生物功

能多样性[28]，另一方面植物多样性提高产生大量根系
分泌物导致土壤微生物群落结构功能的改变[29]。

4 结论

不同养分添加方式对贝加尔针茅草原土壤微生

物功能多样性影响不同，N、P、NP、NPK养分添加方式
对土壤微生物代谢活性和物种丰富度指数有显著提

高，且有效提高了微生物群落碳源利用能力，有利于

土壤微生物群落功能多样性的提高。本研究为贝加尔

针茅草原合理的养分添加方式的探寻提供了一定的

理论基础。
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