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放牧对中国北部草地土壤真菌群落组成和功能的影响：荟萃分析(
林曦照1，李星陆1，姜筱雨1，贺 鹏1，王雪薇1，凌 宁1, 2†
（1. 兰州大学草种创新与草地农业生态系统全国重点实验室/草地农业科技学院，兰州730000；2. 南京农业大学资源与环境科学学院/江苏省固体有机废弃物资源化研究重点实验室，南京210095）
摘 要：为明确放牧对中国北部草地土壤真菌群落组成和功能影响的普遍规律，并为草原生态保护提供理论依据，收集了119条放牧草地的土壤真菌原始数据，使用统一的生物信息学处理方式和荟萃分析方法探究放牧草地土壤真菌α-多样性、群落组成和功能群落的变化，并使用加权混合效应模型进行环境因素分析。结果表明：放牧使土壤真菌α-多样性降低，同时显著降低了土壤中病原真菌、木腐真菌、土壤腐生真菌、内生真菌的相对丰度。土壤真菌α-多样性降低以及功能真菌相对丰度的改变依赖于不同地区环境因素的变化。在土壤有机碳含量和碳氮比较低以及年均降水量高的地区，放牧对土壤真菌α-多样性的负效应被适当缓解。初始有机碳含量和禁牧时间影响了土壤功能真菌丰度变化的趋势。长期禁牧能够恢复土壤腐生型和共生型真菌的相对丰度。随初始碳氮比的升高，放牧条件下病原真菌相对丰度的减少程度减弱，而腐生真菌相对丰度的减少程度增强。降水量越低的地区，放牧会更大程度减少腐生和共生真菌的相对丰度。总体而言，放牧对中国北部草地土壤真菌群落的α-多样性和功能产生负效应，但负效应程度和趋势依赖于当地环境状况。
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Meta-analysis: Effects of Grazing on Composition and Function of Soil Fungal Community in Northern Grasslands of China 

LIN Xizhao1, LI Xinglu1, JIANG Xiaoyu1, HE Peng1, WANG Xuewei1, LING Ning1,2 † 
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Abstract: 【Objective】This study aimed to clarify the general rules of the impact of grazing on the composition and function of soil fungal communities in northern grasslands of China, and to provide the theoretical foundation for ecological conservation efforts in these grasslands. 【Method】This study collected 119 raw data of soil fungi from different studies in grazed grasslands, used unified bioinformatics processing methods and meta-analysis to demonstrate the changes in α-diversity, community composition and functional groups of soil fungi within grazed grasslands, and used weighted mixed-effects models for environmental factor analysis. 【Result】The results indicated that grazing reduced the soil fungal α-diversity and significantly decreased the relative abundance of pathotrophic fungi, wood saprotrophic fungi, soil saprotrophic fungi, and endophytic fungi. The change in grazing soil fungal α-diversity and functional fungal relative abundance depended on altered environmental factors in different regions. The negative effect of grazing on soil fungal α-diversity was mitigated to some extent in the regions with lower organic carbon content, lower carbon-to-nitrogen ratio, and higher annual precipitation. Initial soil organic carbon content and grazing exclusion duration influenced the variations in functional fungal abundance, with long-term grazing exclusion promoting the recovery of soil saprotrophic and symbiotrophic fungi communities. As the initial carbon-to-nitrogen ratio increased, the degree of reduction in the relative abundance of pathotrophic fungi under grazing decreased. In contrast, the degree of reduction in the relative abundance of saprotrophic fungi increased. Importantly, in regions with lower precipitation, grazing had a more significant impact on reducing the relative abundance of saprotrophic and symbiotrophic fungi. 【Conclusion】Overall, grazing negatively affected the α-diversity and functional traits of soil fungal communities in the northern grasslands of China. However, the degree and direction of this effect depended on the local environmental conditions.
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中国北部地区温带草原是草地畜牧业主要的自然资源[1]。放牧作为草地生态系统的主要生产方式为牧民带来可观的经济收益[2]，但不合理的放牧方式会破坏草地生态系统[3]。同时，草地基况的差异使草地的抗干扰能力不尽相同[4]。因此，评估放牧对中国北部不同地区草地生态系统健康的影响对我国畜牧业生产具有重要意义。
土壤微生物是决定草地生态系统功能和土壤生产力的重要因素之一[5]，微生物的α-多样性是衡量土壤生态系统健康的重要指标[6]。放牧活动中的采食、践踏、粪尿输入等过程改变草原的土壤微生物生存环境[7]。其中，真菌在土壤中参与了诸多生态过程，如加速凋落物分解从而促进草地生物化学养分循环，提升草地生态系统健康水平[6]。功能真菌的丰富度与草地植物的丰富度和生产力有着密切联系。腐生型真菌能够分解土壤惰性有机碳，促进土壤养分循环[8]，病原型真菌会通过负密度制约（Negative density dependence）或生长防御平衡策略（Growth-defense tradeoffs）影响优势物种，从而促进植物的物种共存[9]，但也会干扰生态系统稳定性[10]。同时，土壤真菌群落组成能够反映出土壤生态状况[11]。众所周知，放牧影响草地土壤微生物的α-多样性[12]，但其变化具有环境依赖性[13]。因此，综合探究放牧对土壤真菌群落的α-多样性和功能的影响对保护草原生态功能健康有重要意义。
荟萃分析（Meta-analysis）是一种系统性定量分析方法，可利用效应值定量表现相同研究问题的多个研究结果的试验数据，系统分析目标处理产生的综合效应及其影响因素[14]。目前已有荟萃分析证明放牧对土壤微生物群落生物量和多样性变化的影响[15-16]，但是，尚未有研究关注放牧条件下真菌群落组成及其功能的变化；同时，目前有关放牧导致土壤微生物群落变化的荟萃分析均未使用标准化的生物信息处理方式，这可能影响结果的准确性。因此，应当进行统一参数的下游数据处理，保证研究结果的标准化，以提高数据结果可比性，对荟萃分析方法在土壤微生物群落组成领域研究的应用具有进步意义。
综上所述，为系统研究放牧对中国北部草地土壤真菌群落组成和功能的影响，本文收集含有公开二代测序原始数据的研究，通过统一的生物信息学处理方式得到放牧前后的草地真菌种群信息，再使用真菌种群数据库和功能数据库进行注释，通过荟萃分析整合草地土壤真菌群落受放牧影响的程度，最后结合环境因素，对土壤真菌群落的α-多样性以及不同功能群落丰度受放牧的影响进行了相关性分析。本研究结果为中国北部放牧区草原土壤真菌群落生态功能保护和北部草原开发利用提供参考依据。
1
材料与方法 
1.1
材料收集
本研究在Web of Science数据库筛选2022年5月前的文献，检索词如下：graz* and （grassland or soil ）and（microb* or fung*）and high through-put。本研究借助文献中的研究课题检索号（SRP）从美国国家生物技术信息中心数据库（NCBI）下载各研究中公开的真菌测序数据，这些数据均来自由因美纳公司（Illumina）平台提供的放牧前后土壤样本DNA的测序结果，样本所使用的测序引物为2对（ITS1F/ITS2R、ITS5-1737F/ITS2-2043R）。为筛选能够准确反映放牧影响的文章，本研究制定了三项研究入选标准：（1）自然条件下进行放牧处理，在对照组和处理组中至少有一对数据，以证明放牧产生的影响。（2）研究者上传数据库的测序数据信息必须完整，能够对应到处理组和对照组。（3）土壤理化试验结果应该准确展现对照组和处理组中所选变量的平均值和样本量（n）。本研究借助Sratoolkit工具于公共数据库NCBI中获取文中的原始测序数据，共收集了119条样本测序数据，以放牧处理与禁牧为一对观察组，摘录文中环境因素信息，若为表格数据则直接摘录，若为图片信息则使用getdata工具摘录。本研究所收集到的环境信息有试验点位置、年均降水量（MAP）、放牧密度、放牧年限（GY）、禁牧时间、初始土壤有机碳（SOC）、初始全氮（TN）等背景信息。本文用于解释效应值变化的环境因素信息见表1。需要注意的是，本研究所使用的环境信息均为放牧地初始土壤信息，以此研究不同环境背景下放牧对真菌群落的影响，所有的标准误转化为标准差进行计算。使用元数据表格列出样本数据源和详尽的样本环境信息，表中所有信息的计量单位均统一。
表1 可获取土壤真菌原始数据的地块信息
Table 1 Plot information for available raw data of soil fungi
	试验地点①
	NCBI号②
	年均降水量③
/mm
	海拔
高度④/m
	禁牧
时间⑤
/ a
	放牧
年限⑥
/ a
	放牧
密度⑦/ (sheep·hm-2)
	酸碱度⑧
	碳氮比⑨
	初始有机碳⑩ /(g· kg-1)
	初始全氮⑪/(g·kg-1)
	文献⑫

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	14
	-
	-
	8.32
	10.8
	24.6
	2.27
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	19
	-
	-
	8.53
	10
	10.1
	1.01
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	24
	-
	-
	8.46
	10.6
	16.1
	1.53
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	29
	-
	-
	8.37
	10.6
	27.8
	2.64
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	34
	-
	-
	8.33
	10.4
	27.3
	2.61
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	14
	-
	-
	8.44
	10.3
	22.2
	2.17
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	19
	-
	-
	8.62
	9.3
	8.3
	0.87
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	24
	-
	-
	8.5
	10.3
	14.8
	1.44
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	29
	-
	-
	8.44
	10.1
	24.3
	2.4
	[17]

	36.06 N,106.24 E
	SRP139861
	425
	1 200
	34
	-
	-
	8.36
	9.9
	25.3
	2.54
	[17]

	42.78 N,112.67 E
	SRP345875
	180.3
	1 107
	-
	12
	0.375
	7.66
	12.61
	-
	0.76
	[18]

	42.78 N,112.67 E
	SRP345875
	180.3
	1 107
	-
	12
	0.5
	7.66
	12.61
	-
	0.76
	[18]

	42.78 N,112.67 E
	SRP345875
	180.3
	1 107
	-
	12
	0.625
	7.83
	10.57
	-
	0.64
	[18]

	42.78 N,112.67 E
	SRP345875
	180.3
	1 107
	-
	12
	0.75
	7.66
	12.61
	-
	0.76
	[18]

	44.25N,116.70 E
	SRP312469
	286
	-
	-
	5
	0.75
	7.18
	12.09
	19.86
	1.65
	[19]

	44.25N,116.70 E
	SRP312469
	286
	-
	-
	5
	1.5
	7.18
	12.09
	19.86
	1.65
	[19]

	44.25N,116.70 E
	SRP312469
	286
	-
	-
	5
	2.25
	7.18
	12.09
	19.86
	1.65
	[19]

	44.25N,116.70 E
	SRP312469
	286
	-
	-
	5
	3
	7.18
	12.09
	19.86
	1.65
	[19]

	44.75 N,123.75 E
	SRP302187
	150
	1 368
	-
	20
	21
	8.3
	-
	-
	-
	[20]


注：表中“-”表示该地块研究未记录该信息。Note: The "-" in the chart indicates the absence of this information for the plot. ①Experiment location, ②NCBI number, ③Mean annual precipitation, ④Elevation, ⑤Grazing exclusion year, ⑥Grazing year, ⑦Stocking rate, ⑧pH, ⑨C/N, ⑩Initial soil organic carbon, ⑪ Initial total nitrogen, ⑫Reference.
1.2
数据处理
本研究对获取到的原始测序数据进行以下处理。在USEARCH软件中，用“fastq_mergepairs”函数合并每个研究中的原始配对末端（正向和反向）序列，用“fastx_truncate”切除引物，为保证引物和样品标签完全除去，共切去序列首尾两端各30 bp，用“fastq_filter”函数删除序列长度小于150 bp和总错误率过高（Q＜25）的低质量序列。然后使用“fastx_uniques”和“unosie3”函数对序列进行去冗余和去噪并生成代表序列。再使用“otutab”函数生成zOTU表格。使用“sintax”函数用UNITE数据库（http//www.drive5.com/usearch/manual/sintax_downloads.html）以50%的识别阈值对代表序列进行注释。在R 4.1.2软件中使用“rrarefy”函数对各研究的zOTU表格进行抽平，抽平至序列数目为10 000。

1.3
数据分析
使用R4.1.2软件中的“vegan”包对各抽平后的zOTU表格进行多样性计算，使用“FUNGuildR”包对物种注释后的zOTU表格进行功能注释，使用的数据库为Funguilds（http://www.stbates.org/guilds/app.php）。
使用Microsoft Excel 2016软件，依据各研究内同处理的样地计算结果，包括观察到的物种丰富度（Observed OTU）、ACE指数（ACE index）、香农指数（Shannon index）、物种均匀度（Pielou’s evenness）、门物种水平相对丰度和功能群落相对丰度，按照不同放牧处理计算平均值和标准差（SD）。最后，将各研究的20组地块的平均值和标准差以及环境因素信息合并进同一个表格中为后续的分析做准备。
依照各结果的平均值和标准差，使用R语言中的“metafor”包对元数据表选用随机效应模型计算得出放牧前后的多样性、物种组成相对丰度变化和功能群落相对丰度变化的效应值。此外，以效应值的标准差的倒数为权重，进行混合效应模型加权回归，计算环境因素与效应值的相关性。最后，使用Origin 2022b软件可视化效应值及其与解释变量的相关性图。
放牧对土壤真菌α-多样性（物种丰富度、物种均匀度、ACE指数、香农指数）、真菌群落组成（门水平相对丰度）和功能真菌群落（腐生型真菌、共生型真菌、病原型真菌及其中更详细的功能真菌）相对丰度的效应值定义为响应比（Response Ratio, RR）[21]，计算公式如下：
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式中，Xt和Xc分别表示处理组和对照组的实验结果数据。此外，RR的方差（v）由以下公式计算：
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式中，nt和nc表示样本容量，st和sc分别为放牧处理组和对照组中目标变量的标准差（SD）。
使用随机效应模型计算累计效应值RR++各RR的权重（wi），用总方差（s2）的倒数表示（wi= 1 / s2）。总方差由案例间方差（τ）和案例内方差（vi）的和，案例间方差的估计使用限制性最大似然法（REML）。为了校正样本量的影响，根据对照组和处理组之间每个个体比较的单个RR计算加权响应比（RR ++）、RRi（i= 1，2，...，k）以及每个RR的权重（wi），其中k表示研究的数目。采用以下公式计算加权响应比：
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式中，RR++ ± 1.96 S（RR++）为95%置信区间[22]。RR++ 为正值时，表明放牧处理对变量的影响为积极的，反之则为消极的。如果95%置信区间不与零重叠，则表示放牧处理对变量的影响具有显著性。
2
结 果 
2.1
放牧对北部草地土壤真菌群落的影响
放牧草地土壤真菌α-多样性的效应值表明，放牧降低了北部草地土壤真菌α-多样性（图1）。与禁牧土壤相比，放牧土壤的真菌物种丰富度（Observed OTU）效应值为−0.15（P< 0.05），ACE指数（ACE index）效应值为−0.11（P< 0.05），物种均匀度（Pielou’s evenness）和香农指数（Shannon index）的效应值也均为负值（图1）。总体而言，20组地块的四种多样性指数研究结果表明，放牧降低了草地土壤真菌α-多样性。
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注：图中实心圆点表示放牧下该指标显著变化（P< 0.05），空心圆点表示不显著。条形图表示95%的置信区间。竖虚线表示效应值为0。括号中的数字表示样本量。下同。Note: The solid circle in the figure indicates that the impact of grazing on this indicator is significant decreased (P< 0.05), while the hollow circle indicates that it is not significant. The bar graph represents a 95% confidence interval. The vertical dotted line indicates that the effect value is 0. The number in the bracket indicates the sample size. The same as below.
图1 北部放牧草地土壤真菌α-多样性变化的效应值森林图

Fig. 1 Forest plot of effect size of soil fungal α-diversity change in northern grazed grassland

2.2
放牧对北部草地土壤真菌群落组成的影响
如图2效应值变化所示，放牧改变了北部草地土壤真菌群落组成。在门分类水平下，芽枝霉门（Blastocladiomycota）、毛霉门（Mucoromycota）和捕虫霉门（Zoopagomycota）的相对丰度因放牧而显著降低（P< 0. 05），效应值分别为−6.02、−13.72和−18.45；罗兹菌门（Rozellomycota）相对丰度变化的效应值为正，但相对丰度的增加程度不显著。此外，壶菌门（Chytridiomycota）、子囊菌门（Ascomycota）、被孢霉门（Motierellomycota）、担子菌门（Basidiomycota）、球囊菌门（Glomeromycota）的相对丰度变化均不显著（图2）。
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图2 北部放牧草地土壤真菌群落门水平物种变化的效应值森林图
Fig. 2 Forest plot of the effect size of soil fungal community at the phylum level of composition change in northern grazed grassland

2.3
放牧对土壤功能真菌群落的影响
放牧降低了病理营养型、腐生营养型和共生营养型真菌群落相对丰度（图3）。其中，土壤中病理营养型真菌（病原型真菌）相对丰度显著减少，效应值表现为−0.34（P< 0.05）。共生营养型（共生型真菌）和腐生营养型（腐生型真菌）真菌相对丰度效应值分别为−0.18和−0.08。真菌功能群落的效应值结果（图4）表明，放牧对病原真菌中的动物病原真菌的影响最大（效应值为−0.91，P< 0.05），而对植物病原真菌的影响较小（效应值为−0.38，P< 0.05），叶片寄生真菌相对丰度效应值为−0.7821（P< 0.05）。共生型真菌中，附生真菌和内生真菌相对丰度效应值均为负值，分别为−1.63和−0.5（P< 0.05，图4）。腐生真菌中，放牧显著降低了植物腐生真菌（效应值为−1.43）、木质腐生真菌（效应值为−0.9）和土壤腐生真菌（效应值为−0.62）的相对丰度（P< 0.05，图4）。
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图3 北部放牧草地土壤营养型真菌群落相对丰度变化的效应值森林图
Fig. 3 Forest plot of the effect size of changes in the relative abundance of different trophic modes of fungi in northern grazed grassland 
[image: image9.png]KT .

Wood Saprotroph fungi
TR AR - —e—

Soil Saprotroph fungi
LR -

Plant Parasite fungi
YR ERE - ——

Plant Saprotroph fungi
YRR E R - ——

Plant Pathogenic fungi
RSB -
Litter Saprotroph fungi
ARG EAE —e—

Lichen Parasite fungi
MR AR -

Leaf Saprotroph fungi
MR 2R AR - ——

Leaf Parasite fungi

HR TR -

Fungal Saprotroph fungi
PEAE T - ——

Epiphyte fungi

WAERRK - —e—

Endophyte fungi
HMETEIR I -
Ectomycorrhizal fungi
FATIEAEHE -

Dung Saprotroph fungi
BEEEHA -
Bryophyte Parasite fungi
ME IR AT - —e—
Arbuscular Mycorrhizal fungi
YRR - ——
Animal Pathogenic fungi

-4 3 -2 -1 1 2 3
AT 355 % SR The effect size of the relative abundance

:
0




图4北部放牧草地土壤功能真菌群落相对丰度变化的效应值森林图
Fig. 4 Forest plot of the effect size of changes in the relative abundance of functional groups of fungi in northern grazed grassland

2.4
放牧下介导北部草地土壤真菌α-多样性和功能真菌群落相对丰度变化的环境因素
放牧条件下，环境因素中的初始碳氮比、初始有机质含量、年均降水量以及禁牧时间对草地土壤真菌群落的α-多样性的变化有显著影响（图5a）。相关性分析表明，放牧土壤的真菌物种均匀度的变化与环境因素密切相关（图5a）。其中，土壤初始碳氮比、年均降水量对物种丰富度、物种均匀度和ACE指数变化的影响显著（P< 0.05），其次是初始有机碳含量和禁牧时间（P< 0.05）。说明，土壤初始碳氮比的提升使得放牧条件下真菌物种均匀度负效应减缓，而物种丰富度和ACE指数的负效应增强。在年均降水量越高的地区，物种丰富度和ACE指数的负效应减缓（P< 0.05）。放牧对真菌物种均匀度和香农指数的负效应随着土壤初始有机碳含量和禁牧时间的增加而加强（P< 0.05）。
如图5b所示，土壤初始有机碳含量是影响放牧条件下功能真菌群落相对丰度变化的重要环境因素。在初始有机碳含量越低的土壤中，放牧对三种营养型真菌群落相对丰度的消极影响越强（P< 0.01）。此外，随着禁牧时间的延长，放牧土壤的功能真菌与禁牧土壤功能真菌的丰度差异减小（P< 0.05）。初始碳氮比显著影响放牧条件下腐生型真菌和共生型真菌的相对丰度变化（P< 0.05），随着初始碳氮比增加，放牧对病原型真菌丰度的消极影响逐渐减缓，对腐生型真菌相对丰度的影响则有从积极变为消极的趋势。此外，放牧条件下腐生型真菌和共生型真菌相对丰度的变化也依赖于该地区年均降水量情况，如随着年均降水量的增加，放牧产生的消极影响有减缓的趋势（P< 0.05）。
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注：实线表示符合混合效应模型加权回归的线性关系，阴影区域表示拟合的95%置信区间。气泡大小表示研究所占的权重。“*”表示放牧产生的变化与环境因素变化显著相关，“*”代表P< 0.05，“**”代表P< 0.01，“***”代表P< 0.001。Qm数值表示由该因素引起的异质性程度。Note: The solid line represents a linear relationship that conforms to the weighted regression of the mixed effects model, and the shaded area represents the 95% confidence interval of the fitting. The bubble size represents the weight of the study. "*" represents (P< 0.05), "**" represents (P< 0.01), and "***" represents (P< 0.001). Qm indicates the degree of heterogeneity caused by this factor.

图5 北部放牧草地土壤真菌多样性指数（a）和功能群落相对丰度效应值（b）与环境因素的相关性气泡图

Fig. 5 Relationships between soil fungal diversity index and environmental factors (a) and relationships between effect sizes of soil fungal trophic modes relative abundance and environmental factors under grazed grassland (b)

3
讨 论  
3.1 放牧对北部草地土壤真菌群落结构的影响
总体而言，放牧降低了中国北部草地土壤真菌α-多样性。放牧条件下土壤真菌多样性的变化不尽相同，研究表明放牧可增加青藏高原土壤真核生物的多样性与丰富度[23]，但也会通过提升子囊菌的竞争能力从而间接降低真菌丰富度与多样性[24]。土壤真菌群落的结构变化表明，放牧条件下子囊菌门的相对丰度变化不明显，草地土壤真菌α-多样性的降低可能是因芽枝霉门、捕虫霉门、毛霉门的相对丰度减少引起的（图2）。
3.2 放牧对北部草地土壤功能真菌相对丰度的影响
放牧总体影响了中国北部草地土壤真菌群落的功能。放牧对真菌功能群落的作用通常是消极的[25]，这与本文的研究结果（图3）相同。本研究发现，放牧条件下土壤中病原型真菌群落相对丰度显著降低（图3），具有提升生态系统稳定性的潜力[10]。家畜践踏减缓土壤中病原菌生长，以及放牧对牧草的取食过程减少了活体营养型病原菌的繁殖[26]。此外，腐生型真菌相对丰度的减少对草原土壤关键养分元素的生物地球化学循环产生负效应[10]。所以，放牧对北方草地生态系统健康的提升具有一定潜力。
叶片病原菌通过改变宿主植物的养分与次生代谢物含量，抑制牲畜对优势种的采食，从而缓解地上部分生物量的损失[27]，本研究发现叶片寄生真菌和植物病原真菌的相对丰度因放牧而减少（图4），这可能会影响放牧对草地群落多样性与生产力的下行效应。此外，家畜取食使植物残体减少，腐生型真菌生存环境受扰动[28]，因此木质腐生真菌、土壤腐生真菌相对丰度均有减少（图4）。在共生型真菌方面，本研究发现丛枝菌根真菌相对丰度的减少最为显著（P< 0.05），其次是内生真菌（图4）。鉴于丛枝菌根真菌对生态稳定性和内生真菌对植物健康的生态意义[29-30]，应该深入关注放牧对北方牧区土壤功能真菌的变化，这将能够更好地稳定牧区生产、保护草地生态系统健康。
3.3环境因素介导放牧对北部草地土壤真菌α-多样性和功能真菌群落相对丰度的影响
    虽然放牧总体上减少了中国北部草地土壤真菌α-多样性，但土壤真菌α-多样性的降低具有环境依赖性，特别是对土壤初始有机碳含量和初始碳氮比的响应更显著（图5a）。在土壤碳限制低（即碳氮比高）的情况下，土壤真菌群落相对丰度高[31]，在此基础上进行放牧使土壤真菌α-多样性降低程度更大。此外，地区年均降水量与α-多样性的相关性表明，旱地土壤真菌α-多样性受放牧影响更大（图5a）。这种结果可能是土壤真菌在干旱环境中群落稳定性差，对外界扰动更为敏感导致的。相反，在非干旱地区适度放牧和降水的耦合促进了土壤养分循环，提升土壤有机质[32]，从而间接缓解了放牧对土壤真菌的不利影响。此外，在有机碳含量越高的土壤中真菌α-多样性越高[33]，在放牧条件下，其真菌α-多样性降低越明显。然而，放牧活动也可提升土壤有机质含量[34]，为真菌群落提供充足养分[28]，所以在初始有机碳含量低的土壤进行放牧对真菌的α-多样性和相对丰度的负面影响较小。
此外，放牧减少了北部放牧草地土壤病原真菌、腐生真菌和共生真菌的相对丰度（图3），但是这种变化同样依赖于土壤初始有机碳含量、碳氮比以及年均降水情况（图5b）。高降水量驱动土壤碳输入[35]，依赖于植物的共生型真菌和依赖有机质生存的腐生型真菌对降水量的变化更加敏感，因此降水量低的地区放牧导致了腐生真菌和共生真菌更大程度的减少。由于降水格局对有机碳积累的影响[36]，在初始有机碳含量低的土壤上真菌变化与干旱地区呈现相同规律。有机碳含量较低的土壤，放牧的取食过程使凋落物更加缺乏，同时，选择性的取食降低了凋落物的多样性，使凋落物分解缓慢、碳输入持续减少[37]，土壤有机碳含量进一步降低[38]，从而导致功能真菌群落丰度降低；而初始土壤有机碳含量高的地区，由于自身环境凋落物丰富，并且动物的排泄过程促进土壤碳循环[39]，为腐生真菌和共生真菌提供良好的生存环境，使这两种功能真菌相对丰度提升。在初始碳氮比低（即碳限制高）的草地上进行放牧活动，腐生型真菌相对丰度提升（图5b），也是排泄过程促进土壤碳循环的结果[39]。与长期的禁牧条件（25年以上）相比，放牧土壤的腐生型真菌和共生型真菌丰度增长的幅度更大，有利于土壤养分循环[40-41]，对土壤C、N、P的积累整体上有积极影响[42]。因此，在进行放牧活动时要充分考虑当地环境情况，以保护牧区草地生态系统健康。
4
结 论  
中国北部地区温带草原作为草地畜牧业的主要自然资源，放牧对其土壤真菌群落组成和功能影响的规律仍不明确。因此，本研究通过基于原始序列数据的统一生物信息处理和荟萃分析评价了放牧对中国北部牧区土壤真菌群落的影响。与禁牧相比，放牧降低了中国北部草地土壤真菌α-多样性，并显著降低了病原真菌和部分腐生与共生真菌（木质腐生真菌、植物腐生真菌和内生真菌）的相对丰度。但环境因素能够改变放牧对草地土壤真菌群落组成和功能的影响强度，放牧对土壤真菌α-多样性的负效应受降水量、土壤初始有机碳含量和碳氮比影响，在有机碳含量和碳氮比较低以及年均降水高的地区，放牧对土壤真菌α-多样性的负效应适度缓解；初始有机碳含量、禁牧时间和降水量影响土壤中功能真菌丰度变化的趋势。长期禁牧能够恢复土壤腐生型和共生型真菌相对丰度。放牧条件下，随初始碳氮比的增加，病原真菌相对丰度的减少程度减缓，而腐生真菌相对丰度减少程度加剧。腐生型和共生型真菌相对丰度的减少程度随地区降水量增大而减缓。总之，放牧产生的负效应程度和趋势依赖于当地环境状况。研究结果总结了放牧对中国北部草地土壤真菌群落组成和功能影响的普遍规律，强调当地环境因素与放牧造成的土壤功能真菌群落丰度变化的关系，为北部牧区草原土壤真菌群落生态功能保护和开发利用提供参考。
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