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模拟氮沉降对滨海湿地土壤微生物功能多样性的影响
① 

吴松芹 1，汪成忠 1，李梦莎 2* 

(1苏州农业职业技术学院，江苏苏州  215008；2 黑龙江省科学院自然与生态研究所，哈尔滨  150040) 

摘  要：为全面了解大气氮沉降条件下滨海湿地土壤微生物碳源利用特点，本研究在江苏盐城滨海湿地建立模

拟氮沉降实验平台，设置 N1 (N，0 g/(hm2·a)，对照)、N2 (N，3 g/(hm2·a)，低氮)和 N3 (N，6 g/(hm2·a)，高氮)3个处

理，采用 Biolog微平板法，分析了土壤微生物功能多样性在不同氮处理下的变化规律和特点。结果表明：不同氮沉降

处理间土壤微生物功能多样性差异显著，AWCD值随培养时间延长而增加；Shannon和 McIntosh多样性指数也随施氮

增加呈现升高的趋势，且不同处理间多样性指数差异显著；物种多样性和功能多样性表现出相同的变化规律。土壤微

生物对 6大类碳源利用强度存在差异，各处理间土壤微生物对碳水化合物类碳源利用率最高，为优势碳源；主成分分

析结果显示，不同处理间土壤微生物在碳源利用上有明显的空间分异，土壤微生物功能多样性的差异主要体现在对羧

酸类、酚酸类和胺类碳源的利用上，其中胺类尤为突出；此外，对不同施氮处理土壤微生物群落功能多样性与土壤理

化因子进行相关分析，结果显示全氮、铵态氮、全磷会对滨海湿地土壤微生物组成和功能活性产生重要影响。 
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土壤微生物是生态系统中的重要组成部分之

一[1]，是土壤元素循环与转化的主要动力之一[2-3]，

在生态系统功能以及全球生态系统地球化学循环

中发挥着重要的作用 [4-5]。土壤微生物群落多样性

反映了土壤微生物群落组成和结构的变化[6]，而通

过对土壤微生物群落组成和结构的变化进行分析，

能够为解决生态系统功能的变化、制定保护和合理

利用湿地资源的措施提供理论基础 [7-9]。因此，研

究土壤微生物群落结构及其功能多样性，对评价土

壤质量、生态系统功能和土壤元素循环具有重要意

义[10-11]。 

大气氮沉降改变了许多陆地生态系统类型的生

物地球化学循环已是事实。了解氮沉降对湿地土壤微

生物的影响及其机制对于湿地和环境管理具有重要

意义。国外关于土壤微生物对氮沉降的响应研究亦是

近几年才起步，大部分研究结果表明，长期氮沉降增

加会给土壤微生物带来不利影响[12-13]，但有关氮沉降

对滨海土壤微生物的影响研究较少。本研究通过野外

模拟试验，探讨氮沉降增加对滨海湿地土壤微生物的

影响，为研究氮沉降对滨海湿地生态系统的影响提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

本研究试验样地位于江苏省盐城国家级自然保护

区内。自然保护区位于江苏省盐城市境内，地理位置

119°53′45″ ~ 121°18′12″ E，32°48′47″ ~ 34°29′28″ N，总

面积约为 247 260 hm2，其中核心区面积 22 596 hm2，

缓冲区面积 56 742 hm2，试验区面积 167 922 hm2。

该区地处暖温带与北亚热带过渡地带，气候主要受到

海洋与大陆性气候影响，年平均气温为 13.7 ~ 14.6℃，

年平均降雨量 1 000 mm，雨量集中在夏季，冬天多

干旱，夏季凉爽(3月至 8月) ，冬季温暖(9月至次年 

2 月)。保护区的优势植物类型有眼子菜、狐尾藻、

藨 藨水车前、野菱和芡、扁杆 草、 草、糙叶苔草、盐

蒿、獐茅和白茅等。 

1.2  试验设计 

试验样地主要植物为芦苇，伴生种有獐茅和白茅

等。2010年 5 月在试验区内设置 9块 10 m × 10 m 的

施氮样地，进行 3种处理：对照(N1，N 0 g/(hm2·a))、
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低氮 (N2，N 3 g/(hm2·a) ) 和高氮 (N3，N 6 g/(hm2·a))，

每种处理 3 次重复。当年 5 月份进行施氮处理，将

NH4NO3溶于水，用花洒均匀喷施。于 2014年 10月

采集土壤样品，用直径为 4 cm的土钻按混合采样法

采集 0 ~ 20 cm 土层，每个土样由 5 ~ 8 个采集点的

土壤混合而成，用四分法取适量于土袋中，迅速带回

实验室。带回的土样去除植物和动物残体等杂质，混

合均匀后一部分保存在 4℃冰箱，用于分析土壤微生

物群落功能多样性。另一部分风干，磨细，过 100

目筛，用于测定土壤理化性质(表 1)。 

表 1  模拟氮沉降条件下土壤理化性质的变化 
Table 1  Soil physical and chemical properties under different simulated nitrogen deposition levels 

处理 pH 有机碳(g/kg) 全氮(g/kg) 铵态氮(mg/kg) 硝态氮(mg/kg) 全磷(g/kg) 有效磷(mg/kg)

对照(N1) 5.81 ± 0.02 b 44.42 ± 0.11 c 2.57 ± 0.16 c 16.57 ± 0.46 c 4.85 ± 0.08 c 1.22 ± 0.11 b 58.92 ± 3.15 a

低氮(N2) 5.64 ± 0.01 a 45.23 ± 0.13b 2.83 ± 0.22 b 19.65 ± 0.35 b 5.34 ± 0.09 b 1.25 ± 0.12 b 51.34 ± 2.24 b

高氮(N3) 5.53 ± 0.01 c 49.51 ± 0.10 a 3.62 ± 0.24 a 24.61 ± 0.33 a 6.26 ± 0.06 a 1.31 ± 0.13 a 47.90 ± 3.41 c

注：同列不同小写字母表示不同处理间差异显著(P<0.05)。下同。 

 

1.3  试验方法 

本研究采用 Biolog-ECO微平板法对不同氮沉降

样地土壤微生物功能多样性进行分析。具体方法参照

Classen 等[11]。首先，土壤样品在 25℃ 活化 24 h，

称取相当于 10 g烘干土重的新鲜土样加入内有 90 ml

灭菌的生理盐水的三角瓶中，加无菌棉花塞后，将三

角瓶在旋涡振荡器上震荡 1 min，然后置于冰水浴中

1 min，反复 3次。静置 2 min后按逐步稀释法，依

次稀释 10–2和 10–3土壤悬浮液。用八通道移液器向

ECO板每孔中加入 10–3的土壤悬浮液，接种量为 150 

µl，将接种好的微孔板放在(25±1)℃下连续培养 13 d，

每隔 24 h用酶标仪测定 590 nm处光密度值。 

土壤 pH测定的水土比为 2.5︰1；土壤含水率采

用烘干法测定；土壤有机碳利用碳氮分析仪测定(耶

拿-2100S, 德国)；土壤中全氮采用半微量凯氏定氮法

测定；硝态氮采用酚二磺酸比色法测定；铵态氮采用

氯化钾浸提–靛酚蓝比色法测定。 

1.4  数据处理 

微生物代谢强度采用平均颜色变化率 AWCD 

(average well color development)来描述，其是微生物

利用单一碳源能力的重要指标。采用 Biolog 微平板

培养 168 h的数据进行统计分析，此时即使生长较慢

的微生物也已参与碳源的代谢过程，因此能较全面地

反映微生物群落的信息。采用 Shannon多样性指数、

Simpson 指数和 McIntosh 指数来表征土壤微生物群

落代谢功能多样性。 

平均颜色变化率[14-16]： 

AWCD=   / 31iC R  (1) 

Shannon指数[17-18]： 

H= lni iP P  (2) 

Simpson指数[19]： 

D= 21 ( )iP  (3) 

McIntosh指数[20]： 

U= 2
in  (4) 

式中：Ci为第 i个碳源孔 OD值；R为对照孔 OD值，

若 Ci-R≤0，计为 0；ni是第 i 孔的相对吸光度值；

Pi为 ni与整个平板相对吸光值总和的比率。 

采用 SPSS 19.0软件进行主成分分析(PCA)和单

因素方差分析(one-way ANOVA)，用 S-N-K法进行差

异显著性检验，显著性水平设为 α=0.05；绘图采用

Sigmaplot 12.5软件。 

2  结果与分析 

2.1  不同氮沉降条件下土壤微生物对碳源利用的

动力学特征 

从图 1可以看出，培养期间 AWCD随着培养时

间的延长而升高，其中，24 ~ 168 h时 AWCD值快速

增加，说明微生物不断适应 ECO 板各孔的环境，处

于对数生长期，碳源被大量利用，此时微生物代谢活

性旺盛；随着培养时间的延长，168 h以后土壤微生

物缓慢步入稳定期。比较不同氮沉降条件下土壤微生

物群落 AWCD 发现，高氮处理(N3)>低氮处理(N2)>

对照(N1)，说明随着土壤氮含量的增加 AWCD 值逐

渐升高。 

2.2  不同氮沉降条件下土壤微生物群落的多样性

指数 

土壤微生物群落对不同碳源的利用情况可以用

多样性指数表示。表 2 中显示了土壤微生物在培养

168 h的 Shannon、Simpson和 McIntosh多样性指数，

可在数量特征上相对反映土壤微生物群落物种组成

和个体数量分布的情况。结果显示，在 3个氮沉降湿

地中，随着氮沉降的增加(表 2)，土壤微生物 Shannon 
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图 1  不同氮沉降条件下湿地土壤微生物的 AWCD 
Fig. 1  AWCD of soil microorganisms under different simulated 

nitrogen deposition levels 

 
指数和 McIntosh 指数均表现出升高的趋势。其中，

高氮条件下的土壤微生物 Shannon 指数和 McIntosh

指数均最高，低氮次之，对照最低，各处理差异均达

显著水平(P<0.05)，而 Simpson指数变化不显著。 

表 2  不同氮沉降条件下湿地土壤微生物群落多样性指数 
Table 2  Diversity indexes of soil microbial communities under 

different simulated nitrogen deposition levels 

类型 Shannon指数 Simpson指数 McIntosh指数

N1 3.10 ± 0.07 c 0.96 ± 0.00 a 61.72 ± 4.36 c

N2 3.31 ± 0.06 b 0.95 ± 0.00 a 73.48 ± 7.36 b

N3 3.38 ± 0.00 a 0.96 ± 0.00 a 76.12 ± 4.35 a

注：表中同列不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05)。 

 
2.3  不同氮沉降条件下土壤微生物群落对不同类

型碳源的利用强度 

Biolog-ECO板中含有 31种碳源，包括碳水化合

物类(10种)、氨基酸类(6种)、羧酸类(7种)、多聚物

类(4 种)、酚酸类(2 种)和胺类(2 种)。由图 2 可知，

不同氮沉降湿地土壤微生物群落对不同类型碳源的

利用强度明显不同，氮沉降浓度是影响不同碳源利用

强度的重要因素，高氮样地(N3)土壤微生物对于碳水

化合物类、氨基酸类和胺类的利用强度较大；低氮样

地(N2)土壤微生物对碳水化合物类利用强度最大；对

照样地(N1)土壤微生物对氨基酸类利用强度最大。

整体来看，土壤微生物对碳水化合物类碳源利用最

多，其次是羧酸类和氨基酸类，对酚酸类的利用则

相对较少，可见氮沉降改变了土壤微生物对碳源类

型的利用。 

2.4  不同氮沉降条件下土壤微生物群落功能主成

分分析 

对培养 168 h的 AWCD值进行微生物群落功能

主成分分析，其中第一主成分(PC1)和第二主成分

(PC2)的方差贡献率分别为 62.18% 和 9.82%，累积方 

 

(图例中 1：碳水化合物类碳源；2：氨基酸类碳源; 3：羧酸类碳

源；4：多聚物类碳源；5：酚酸类碳源；6：胺类碳源) 

图 2  不同氮沉降条件下土壤微生物群落对不同碳源的利

用强度  
Fig. 2  Utilization intensities of different carbon sources by soil 

microbial communities under different simulated nitrogen deposition 
levels 

 

差贡献率为 72%，说明 PC1和 PC2是微生物群落碳

源利用变异的主要来源，可以解释变异的绝大部分信

息。从图 3可以看出，不同氮沉降处理湿地土壤微生

物群落在碳源利用上有明显的空间分异，而且在 PC1

和 PC2 上的得分系数均差异显著，可见土壤微生物

群落碳代谢特征受到不同氮沉降的显著影响。在 PC2

轴上，各样地土壤微生物碳源利用的主成分分析得分

排序为：高氮处理＞低氮处理＞对照，与 AWCD 值

和多样性指数的分析结果一致，总体呈现随氮浓度的

增加碳源利用活性呈现上升的趋势。不同氮沉降条件

下土壤微生物群落明显分为 3簇。 

 

图 3  不同氮沉降条件下湿地土壤微生物群落功能主成分

分析  
Fig. 3  Principal component analyses of functions of soil microbial 

communities under different simulated nitrogen deposition levels 

 
31 种碳源在 2 个主成分上的载荷值见表 3。从

表 3 可以看出与 PC1 具有较高相关性的碳源有 13

种，其中碳水化合物类 6 种、氨基酸类 2 种、羧酸

类 2种、多聚物类 2种、酚酸类 1种；与 PC2具有

较高相关性的碳源有 9 种，包括碳水类 1 种、氨基

酸类 4 种、羧酸类 3 种、多聚物类 1 种、酚酸类 1
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种。综合 PC1和 PC2的结果可知，不同氮沉降处理

湿地中对土壤微生物群落代谢功能起作用的主要碳

源类型为碳水化合物类、氨基酸类和羧酸类，不同

氮沉降处理湿地的差异主要体现在对碳水化合物

类、氨基酸类和羧酸类碳源的利用上，其中碳水化

合物类最为突出。 

表 3  31 种碳源与 PC1、PC2 的相关系数 
Table 3  Correlation coefficients between 31 carbon sources and PC1, PC2 

碳源类别 碳源名称 PC1 PC2 碳源类别 碳源名称 PC1 PC2 

β-甲基-D-葡萄糖苷 –0.041 –0.020 羧酸类 丙酮酸甲酯 0.027 0.072 

D-半乳糖酸-γ-内脂 0.042 0.006  D-半乳糖醛酸 –0.009 0.082 

D-木糖 –0.033 0.047  γ-羟丁酸 –0.002 0.083 

i-赤藓糖醇 0.038 –0.033  D-葡萄糖胺酸 –0.048 0.036 

D-甘露醇 0.040 –0.027  衣康酸 0.013 –0.081 

N-乙酰-D-葡萄糖胺 0.038 –0.033  α-丁酮酸 0.050 –0.024 

D-纤维二糖 0.038 0.034  D-苹果酸 0.049 0.030 

α-D-葡萄糖-1-磷酸 0.014 0.013 多聚物类 吐温 40 T –0.043 0.047 

α-D-乳糖 –0.042 0.015  吐温 80 –0.051 –0.019 

碳水化合

物类 

D,L-α-磷酸甘油 0.017 0.062  α-环式糊精 0.043 0.048 

L-精氨酸 0.053 0.003  肝糖 –0.035 0.063 

L-天门冬酰胺 0.010 0.082 酚酸类 2-羟基苯甲酸 –0.052 0.017 

L-苯基丙氨酸 0.042 0.051  4-羟基苯甲酸 0.050 0.026 

L-丝氨酸 0.031 –0.067 胺类 苯乙胺 0.058 0.071 

L-苏氨酸 0.050 0.027  腐胺 0.067 0.053 

氨基酸类 

甘氨酰-L-谷氨酸 0.023 –0.075     

  
2.5  不同氮沉降条件下土壤微生物代谢特性与土

壤理化性质的相关性 

将土壤有机碳、全氮、硝态氮、铵态氮含量及土

壤含水率和 pH与土壤微生物群落多样性指数进行相

关分析，结果见表 4，pH与微生物的代谢活性(AWCD)

和 Shannon 指数呈显著正相关关系；有机碳含量与

Shannon指数和 Simpson指数显著负相关，与 AWCD

显著正相关；全氮含量与 Shannon指数显著负相关，

而与 McIntosh指数、AWCD显著正相关。  

表 4  不同氮沉降条件下湿地土壤微生物多样性指数与理

化性质的相关性 
Table 4  Correlation coefficients between soil physiochemical 

properties and diversity indexes of soil microbial community under 
different simulated nitrogen decomposition levels 

 Shannon指数 Simpson指数 McIntosh指数 AWCD

pH 0.783* –0.327 0.349 0.784*

总有机碳 –0.785* –0.731* 0.261 0.853*

全氮 –0.491* –0.024 0.882* 0.763*

铵态氮 0.608 0.317 0.450 0.476

硝态氮 0.533 –0.539 0.224 0.311

含水率 0.297 0.045 0.551 0.557

注：*表示在 P＜0.05水平相关性显著。 
 

3  讨论 

土壤微生物群落多样性是反映土壤肥力、土壤环

境变化过程的重要指标之一，可以很好地揭示不同

氮沉降条件影响下土壤微生物功能的差异，在生态

系统功能中具有重要的意义。在本研究中，随着培

养时间的延长 AWCD 值逐渐上升，且随着对照-低

氮-高氮湿地的变化 AWCD 值呈现上升趋势，这与

郁培义等[21]对不同氮添加条件下樟树林红壤土壤微

生物群落多样性的研究规律一致。 

Shannon指数、Simpson指数和 McIntosh指数分

别表征土壤中微生物群落的丰富度、优势度以及均匀

度[6]。在 3 个氮沉降条件下，除 Simpson 指数外，

Shannon 指数和 McIntosh 指数均差异显著。这说明

土壤理化性质影响了微生物的群落结构组成，这与很

多研究的结果一致[22-23]。 

土壤微生物群落对不同类型碳源的利用强度存

在一定的差异，在 3个不同氮沉降处理中，土壤微生

物均对碳水化合物类碳源的利用率最高，其为优势碳

源，主要包括β-甲基-D-葡萄糖苷、D-半乳糖酸-γ-

内脂、D-木糖、N-乙酰-D-葡萄糖胺、D-纤维二糖、α-D-

乳糖；3个氮沉降处理土壤微生物功能多样性的差异

主要体现在对碳水化合物类、氨基酸类和羧酸类碳源

的利用上。这与朱凡等[22]等的研究结论是一致的。

朱凡等[22]发现，不同施氮条件下土壤微生物对碳源

的利用率有所不同，不同施氮条件下土壤微生物功能

上的差别是由各微生物群落对碳源的总体利用率产
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生的差别。本研究发现氮沉降处理中土壤微生物群落

对胺类碳源的利用效率也占到了 20% 以上，而且对

碳源的利用率具有很强的选择性，说明在氮沉降后土

壤微生物的多样性发生了改变，对碳源的利用具有选

择性；不同氮沉降条件下湿地土壤微生物对碳源的利

用率比较均衡，这也与朱凡等[22]的结果一致。说明

土壤微生物所表现出的对碳源利用的不一致性是受

到土壤性质的影响，受到多因素的控制的。 

土壤微生物对 31种碳源的利用主成分分析结果

显示，3个氮沉降条件下土壤微生物对碳源的利用特

征差异比较明显，这一点可能和氮沉降进入土壤后土

壤养分发生改变有一定的关系。从对照-低氮-高氮，

随着施氮量的增加，土壤养分发生了变化，因而土壤

微生物代谢特征发生一定的改变，使其对碳源利用的

种类和强度均发生变化。郁培义等[21]和袁颖红等[23]

也指出，地上的模拟氮沉降通过改变土壤中氮的含量

对土壤微生物功能代谢产生重要影响。此外，通过对

土壤微生物的多样性指数和 AWCD 值进行主成分分

析可知，3个氮沉降处理明显出现分化，更为有力地

证明了湿地条件下氮沉降的浓度变化会对土壤微生

物的组成和功能活性产生重要的影响。 

综上所述，不同氮沉降条件下湿地土壤微生物群

落代谢特征具有较为明显的差异。不同氮沉降条件湿

地由于其外源氮的大量输入，导致土壤理化性质发生

变化，这些是影响土壤微生物代谢活性的主要因素。

但由于 Biolog-Eco 微平板技术的局限性，仅采用此

技术很难完整地反映不同氮沉降条件下湿地土壤微

生物群落功能多样性的变化规律。目前随着其他技术

手段的快速发展，结合多种微生物学研究方法，如磷

酸脂肪酸( phospholipid fatty acid，PLFA) 谱图分析法

和分子生物学技术(如宏基因组技术)，将为完整了解

滨海湿地微生物群落结构和功能等信息提供很好的

途径。 

4  结论 

综合来看，氮沉降的增加明显地改变了滨海湿

地土壤微生物的功能活性，进而引起土壤微生物多

样性和群落结构组成的变化。氮沉降的增加改变了

土壤中有效元素组成，也改变了土壤微生物对不同

碳源的利用模式，最终导致微生物功能活性发生改

变。氮沉降的增加改变了湿地土壤中氮素浓度和形

态，增加了土壤微生物的活性。所以，未来大气氮

沉降的持续增加会对我国滨海湿地土壤微生物功

能活性产生影响。 
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Abstract: In order to comprehensively understand the utilization characteristics of soil microbial carbon of native coastal 

wetlands, topsoil (0–20 cm) in native coastal wetlands were treated by three simulated nitrogen deposition levels and the 

characteristics and variation of microbial functional diversity were analyzed by Biolog microplate method. The results showed 

that there were significant differences in functional diversities of microbial communities under different treatments and AWCD 

increased with the extension of incubation time along; Shannon and McIntosh diversity indexes increased first with nitrogen 

increasing, and the diversity indices were significantly different under different treatments; Species diversity and functional 

diversity showed the same variation. The utilization intensities of carbon sources of six categories had differences in which the 

carbohydrates were the most dominant carbon sources. Principal component analysis (PCA) identified that soil microbial carbon 

utilization had obvious spatial differentiation under different wetland types, horizontal zone difference of soil microbial functional 

diversity was reflected in the use of carbohydrates, amino acids and amine, and the amine was particularly prominent. In addition, 

the correlation analysis between microbial diversity and soil physiochemical properties showed that total nitrogen, nitrate nitrogen, 

total phosphorous had significant impacts on soil microbial composition and functional activity in native coastal wetlands. 

Key words: Wetland; Soil microorganism; Functional diversity; Biolog 

 


