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增温与降水变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化
菌群落丰度和群落结构的影响

潘晓悦１，２，王　 晓１，郭光霞２，３，孔维栋２，∗
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摘要：全球变化已成为国际研究热点。 青藏高原属典型生态脆弱带，该地区升温幅度更加明显，已导致大量冰川融化和明显降

水变化，进而使该地区水循环和土壤水分发生巨大变化。 温度和降水的变化可能会引起土壤微生物丰度和群落结构的改变，进
而影响生物地球化学循环。 但青藏高原地区土壤微生物群落结构和功能对全球变化响应的研究较少。 研究了模拟增温和降水

变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落丰度和群落结构的影响。 研究表明，增温 １、２、４℃对 ｎｉｒＳ 基因丰度影响不显

著；增加降水 １００％时，增温 ４℃处理显著增加 ｎｉｒＳ 基因丰度（Ｐ＜０．０５）。 在未升温与升温 ２℃背景下增加和减少降水对 ｎｉｒＳ 基

因丰度的影响不显著。 增温和增减降水均显著影响 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构，且两个因子具有一定的交互作用。 ＣＣＡ 结果显

示，增温和降水的共同解释变量中，增温对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构变化的影响达极显著（Ｐ＜０．０１），解释了其中的 ５４．２％，降水变

化解释了 ４５．５％（Ｐ＜０．０５）。
关键词：ｎｉｒＳ；基因丰度；群落结构；气候变化；青藏高原
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Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｊｏｉｎｔｌｙ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｓｈｉｆｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｎｉｒＳｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｂｙ ５４．２％
（Ｐ＜０．０１），ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｗａｓ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｂｙ ４５．５％ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｊｏｉｎｔｌｙ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｂｙ １９．９％． Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｗａｒｍｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｄｏ ｎｏｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｙ ｄｏ
ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ ｓｈｉｆｔ ｔｈｅ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｉｒＳ； ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｃｌｉｍａｔｅ ｃｈａｎｇｅ； Ｑｉｎｇｈａｉ⁃Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ

气候变化已成为典型的全球尺度的环境问题。 根据政府间气候变化专门委员会（ＩＰＣＣ）第 ５ 次评估报

告，１９０１—２０１２ 年间，全球平均表面温度上升 ０．８９℃，报告预测到 ２１００ 年全球气温将升高 ２—４．８℃，海平面

上升 ２６—８１ｃｍ，冰川和冰原也以更快的速度融化，到 ２０５０ 年北极地区将成为几近无冰区［１］。 青藏高原地区

平均气温在 １９６１—２００７ 年间每 １０ 年上升 ０．３６℃ ［２］，约为全球气温增幅的 ３ 倍（每 １０ 年上升温度 ０．１２℃，约
为 １９５１—２０１２ 年间） ［１］。 气候变暖已经导致青藏高原地区冰川融化速度加快，且该地区降水具有增加的趋

势［３］，这些导致该地区水循环和土壤水分显著变化［４⁃５］。
土壤微生物是地球生物化学循环、特别是碳氮循环过程的主要驱动者，是生物圈与非生物圈物质与能量

交换的重要枢纽［６］，在调节土壤养分循环、有机质分解、环境污染物净化等的土壤生态系统功能过程中起着

重要的作用［７］。 高寒草甸是青藏高原地区典型地带性植被类型和优良牧场，对温室气体增加和全球变暖的

贡献量较大［８］。 气候变化会导致参与氮循环土壤微生物的群落结构发生变化［９］，从而影响 Ｎ２Ｏ 等温室气体

的排放。 Ｎ２Ｏ 是导致全球变暖的重要温室气体之一，其在 １００ 年时间尺度上的全球增温潜势（ｇｌｏｂａｌ ｗａｒｍｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＧＷＰ）是 ＣＯ２的 ２９８ 倍［１０］，对温室气体的贡献率约为 ５％［１１］。 同时 Ｎ２Ｏ 对平流层臭氧层还具有破坏

作用［１２］。 有研究表明全球大部分 Ｎ２ Ｏ 排放来自于土壤［１３］，反硝化和硝化作用是 Ｎ２ Ｏ 产生的最主要途

径［１４⁃１５］。 土壤反硝化过程：ＮＯ－
３→ＮＯ－

２→ＮＯ→Ｎ２Ｏ→Ｎ２，其中 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 基因编码的亚硝酸还原酶，可催化亚硝

酸盐转化为气体形式的 ＮＯ，这一过程是反硝化过程的关键步骤，所以 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 被认为是反硝化微生物最重

要的功能基因［１６］。
目前，青藏高原地区功能微生物群落的研究还处于初步阶段，对升温和降水变化的响应研究还比较少。

本文以青藏高原那曲地区高寒草甸土壤为研究对象，采用微生物分子生态学研究方法研究了土壤增温和降水

变化下，青藏高原高寒草甸土壤中 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落丰度和群落结构的变化，为研究高寒生态系统反硝化微

生物对全球变暖的响应以及全球变暖情况下 Ｎ２Ｏ 排放提供理论依据。

９３９７　 ２３ 期 　 　 　 潘晓悦　 等：增温与降水变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落丰度和群落结构的影响 　
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１　 材料与研究方法

１．１　 试验地点

增温试验平台选择在青藏高原那曲地区现代化草地畜牧业科技示范园区内的典型高山嵩草草甸。 那曲

地区位于西藏自治区北部（２９°５５′—３６°３０′Ｎ，８３°５５′—９５°０５′Ｅ）。 平均海拔 ４５００ｍ 左右，多雪峰和高山，东部

是高山峡谷，中西部为高原湖盆。 该地区属于青藏高寒气候区，干燥寒冷，年平均气温－２．９—３．４℃，最冷月为

１ 月，月平均气温－１４．９—７．４℃；最热月为 ７ 月，月平均气温 ８．７—１２．２℃，年平均降水量在 ２９８．６—７０８．４ｍｍ，年
内降雨量的 ８０％以上都集中在 ５—９ 月［１７］。 那曲地区植被类型从东南向西北依次为高山疏林灌丛草甸、高寒

草甸、高寒草原、高寒荒漠草原四大基带及相邻的过度亚带，分布与生物气候带相适应［１８］，该地区主要草地土

壤类型有高山草甸土、亚高山草甸土、高山草原土、高山荒漠草原土等［１９］。
１．２　 试验设计

实验平台于 ２０１４ 年 ７ 月份开始运行。 利用红外照射的自动控制系统准确控制增温，设置 ４ 个增温梯度：
０（对照）、１．０、２．０、４．０℃，每个增温实验小区为 ３ｍ 直径的圆形，利用“巢式”设计，在每一种增温幅度下，利用

ＰＶＣ 板（３３ｃｍ 深）将该小区隔成 ２ 个分区，一个分区不增加降水（对照），另一个分区增加降水 １００％，共 ８ 个

处理。 针对学者提出的“２℃阈值”，在增温 ０、２℃条件下，设置减水 ５０％的试验，减水小区占整个直径为 ３ｍ
的圆形。 每个减水小区，１０ 个透明的聚碳酸树脂通道（投影面积占整个小区面积的 ５０％）以 １５°角倾斜固定

在距地面 １６０ｃｍ 处，截留的雨水通过管道流入白色聚乙烯塑料雨水采集器。 每次降雨，将减水小区采集器的

雨水均匀添加到增水小区，达到增水 １００％。 每个处理 ４ 个重复。 在另外地方单独放置白色聚乙烯塑料雨水

采集器，采集降水，用于增水小区的增水。 设有温度探针，监控温度变化。
１．３　 土壤采集

为研究 ｎｉｒＳ 反硝化菌对短期增温和降水变化的响应。 采样时间为 ２０１４ 年 １０ 月份。 在每个实验小区内，
随机选择采样点，使用土钻采集 ５ｃｍ 深的土壤样品，采集后去除植物根系等杂质，过筛（２ｍｍ）混匀，用于分子

生物学分析的样品放入干冰盒中保存，运回拉萨实验室后转入－８０℃冰箱保存，之后放于冰盒中空运至北京

实验室。
１．４　 土壤 ＤＮＡ 的提取

ＤＮＡ 提取采用 Ｐｏｗｅｒｓｏｉｌ􀳏 ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＭＯＢＩＯ，ＵＳＡ），使用 ０．５ｇ 土壤，方法完全参照制造商说明

书。 提取结束后取 １ μＬ 的 ＤＮＡ 溶液于 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 核酸定量仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）中测定其 ＤＮＡ 含量，使
用前贮存于－２０℃。
１．５　 ｑＰＣＲ

ｎｉｒＳ 基因丰度采用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ （Ｒｏｃｈｅ）实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进行定量试验，扩增引物［２０］ 为 ｎｉｒＳ⁃
ｃｄ３ａＦ（５′⁃ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ），ｎｉｒＳ⁃Ｒ３ｃｄ（５′⁃ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ）（由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成），酶使用 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ），反应体系 １０μＬ，包括：３μＬ 缓冲液，５μＬ 的酶，引物各

０．５μＬ，１μＬ ＤＮＡ 模板。 反应程序为：９４℃预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，５８℃复性 １ｍｉｎ，７２℃延伸 ３０ｓ，进行 １０
个循环，从第二次循环开始复性温度依次降 ０．５℃，９４℃变性 ３０ｓ，５３℃复性 １ｍｉｎ，７２℃延伸 ３０ｓ，进行 ２５ 个循

环，最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。 本次定量实验结果扩增效率＞９９％，标准曲线斜率约为－３．３。
１．６　 末端限制性片段长度多态性分析（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）

ｎｉｒＳ 基因 ＰＣＲ 扩增引物序列与定量 ＰＣＲ 相同，引物 ｎｉｒＳ⁃ｃｄ３ａＦ５′端用 ＦＡＭ 标记。 扩增仪器使用 ＡＢＩ
Ｖｅｒｉｔｉ⁃ ９６ 梯度 ＰＣＲ 仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。 ＰＣＲ 反应体系 ２５μＬ，包括：９．５μＬ 缓冲液，１２．５μＬ 的 ２×ＥａｓｙＴａｑ
ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（全式金），引物各 １μＬ，１ μＬ ＤＮＡ 模板。 反应程序与定量 ＰＣＲ 相同。 由于末端限制性片段多

态性分析要求 ＰＣＲ 纯化产物浓度较高，因此采用切胶纯化的方法去除非特异性带的影响，胶回收使用

ＡｘｙＰｒｅｐＴＭＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ），然后，采用内切酶 Ｈｈａ Ｉ（ＴａＫａＲａ）对纯化产物进行酶切，ＰＣＲ 纯化

０４９７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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产物及酶混匀离心后在 ３７℃条件下消化 ３ｈ，而后 ６５℃变性 ２０ｍｉｎ。 纯化后的酶切产物送至中国农业科学院

进行基因扫描。 不加水背景下增温 ０、１℃的样品，有一重复没有收集到足量的 ｎｉｒＳ 基因，只有 ３ 个重复。
１．７　 数据分析

定量 ＰＣＲ 数据分析采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３ 软件中的 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 及 ＬＳＤ 方法比较不同处理间的差异

性，并用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 作图。 群落结构采用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 和 Ｃａｎｏｃｏ ５ 软件中的主成分（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）、典型相关分析（ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＣＣＡ）方法，采用 ＰＣＡ 分析群落结构受短期增温或降水变

化单一因素影响的分布规律，采用 ＣＣＡ 分析短期增温和降水变化对群落结构综合影响的显著性和贡献率。

２　 结果与分析

２．１　 短期增温对 ｎｉｒＳ 基因丰度的影响

从图 １ 可以看出，在不加水情况下，与不升温对照处理相比，增温 １、２、４℃对 ｎｉｒＳ 基因丰度影响不大。 增

加降水 １００％情况下，增温 ４℃显著提高 ｎｉｒＳ 基因丰度（Ｐ＜０．０５），其基因拷贝数约为其他 ３ 个升温处理的 ２
倍，增温 １、２℃与对照相比差异不显著。 这说明增加降水在一定程度上改变了 ｎｉｒＳ 基因丰度对升温的响应。
不同温度梯度下，增加降水 １００％与不加水处理相比，基因丰度进行显著性差异检验结果都没有显著差异。
２．２　 短期降水变化对 ｎｉｒＳ 基因丰度的影响

由图 ２ 可知，不增温时，ｎｉｒＳ 基因丰度随降水的增加有逐渐上升的趋势，增水 １００％处理的基因丰度显著

高于减水 ５０％处理（Ｐ＜０．０５）。 增温 ２℃情况下，减水 ５０％、对照、加水 １００％３ 个处理的基因丰度差别不大。
土壤在不同的降水量情况下，增温 ２℃与不增温处理之间，差异不明显。

图 １　 ｎｉｒＳ 基因丰度随土壤增温的变化

Ｆｉｇ．１　 ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅ

图 ２　 ｎｉｒＳ 基因丰度随降水的变化

Ｆｉｇ．２　 ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ

２．３　 短期增温对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的影响

增温对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的影响如图 ３，在土壤不加水背景下，群落结构随温度的变化和在土壤增

加降水 １００％背景下，群落结构随温度的变化。
由图 ３ 的 ＰＣＡ 结果可知，主成分 １ 和主成分 ２（ＰＣＡ１、ＰＣＡ２）可解释 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构总变异的

４３．６７％。 增温 １、２、４℃的 ３ 种处理均改变了 ｎｉｒＳ 反硝化菌的群落结构；增温 １℃处理的群落结构变化与增温

２℃和增温 ４℃有差异，增温 ４℃与增温 ２℃相比，在图中的位置区分并不明显。
从图 ３ 可以看出，ＰＣＡ１、ＰＣＡ２ 共解释了 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构总变异的 ６３．８１％。 土壤增加降水 １００％

背景下，增温对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群的影响与降水不变背景不同。 增水背景下，随着增温程度的增加，群落结构

持续发生变化。 其中增温 １℃到增温 ２℃之间差异最明显；与对照位置相比，增温 ２℃与增温 ４℃的距离比增

１４９７　 ２３ 期 　 　 　 潘晓悦　 等：增温与降水变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落丰度和群落结构的影响 　
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温 １℃更加明显，而增温 ２℃与增温 ４℃之间差异较小。 降水变化，改变了 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构随温度变化

的规律。

图 ３　 增温对 ｎｉｒＳ 群落结构影响的主成分分析

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ

Ｔ０， 增温 ０℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃； Ｔ１， 增温 １℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １℃； Ｔ２， 增温 ２℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃； Ｔ４， 增温 ４℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ４℃； Ｔ０＋Ｗ， 增温 ０℃加水 １００％

ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； Ｔ１＋Ｗ， 增温 １℃加水 １００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； Ｔ２＋Ｗ， 增温 ２℃加水 １００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

２℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； Ｔ４＋Ｗ， 增温 ４℃加水 １００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ４℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

２．４　 短期降水变化对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的影响

降水变化对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的影响如图 ４，土壤不增温背景下，群落结构随土壤增减水的变化，土
壤增温 ２℃背景下，群落结构随土壤增减水的变化。

结果表明，土壤不增温背景下，ＰＣＡ１ 和 ＰＣＡ２ 共解释 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构总变异的 ６５．０４％。 其中土

壤减水 ５０％在第一主轴的右侧和第二主轴的下端，而不加水和增加降水 １００％在第一主轴的左侧和第二主轴

的上端。 与对照相比，土壤减水 ５０％时的群落结构比增加降水 １００％变化更明显，增加降水 １００％与对照相比

群落结构基本无差异。
结果说明，土壤增温 ２℃背景下，ＰＣＡ１ 和 ＰＣＡ２ 共解释了 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构总变异的 ５８．３２％。 减水

５０％时的群落结构与对照相比产生了较明显的变异，而增加降水 １００％与对照相比群落结构基本无差异。 减

水 ５０％分布在第一主轴的左侧和第二主轴的上端，增加降水 １００％与不加水分布在第一主轴的右侧和第二主

轴的下端。
由图 ４ 可得，土壤增温 ２℃和不增温相比，降水变化时，ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的在图中的位置和变化方

向发生改变，说明土壤温度增加影响了降水变化对群落结构影响的规律。
２．５　 短期增温和降水变化对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的综合影响

由图 ５，ＰＣＡ 和 ＣＣＡ 结果可得，ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的变化是由土壤温度和降水联合影响产生。 ＣＣＡ
分析结果显示增温和降水变化对整个群落结构的变化共解释了 １９．９％，温度解释了其中的 ５４．２％，对 ｎｉｒＳ 反

硝化菌群落结构的变化有极显著影响（Ｐ＜０．０１）；水分贡献了其中的 ４５．５％，对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构的变化

有显著影响（Ｐ＜０．０５）。 增温和降水两个环境因子交互作用对群落结构的影响的显著性检验结果显示，对
ｎｉｒＳ 反硝化菌影响不显著。

３　 讨论

本研究结果表明 ｎｉｒＳ 基因丰度对短期增温的响应不敏感，只在增加降水 １００％背景下，增温 ４℃，ｎｉｒＳ 基

２４９７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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图 ４　 降水变化对 ｎｉｒＳ 群落结构影响的主成分分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ

Ｔ０， 增温 ０℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃；Ｔ０⁃Ｗ， 增温 ０℃减水 ５０％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃ ａｎｄ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ０＋Ｗ， 增温 ０℃加水 １００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃ ａｎｄ

ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ２， 增温 ２℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃；Ｔ２⁃Ｗ， 增温 ２℃ 减水 ５０％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃ ａｎｄ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ２＋Ｗ， 增温 ２℃ 加水

１００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

图 ５　 增温和降水变化对 ｎｉｒＳ 群落结构影响的典范对应分析

Ｆｉｇ．５ 　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ｎｉｒＳ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ

Ｔ０， 增温 ０℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃；Ｔ０⁃Ｗ， 增温 ０℃减水 ５０％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃ ａｎｄ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ０＋Ｗ， 增温 ０℃加水 １００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ０℃ ａｎｄ

ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ２， 增温 ２℃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃；Ｔ２⁃Ｗ， 增温 ２℃ 减水 ５０％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃ ａｎｄ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｔ２＋Ｗ， 增温 ２℃ 加水

１００％ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２℃ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

因丰度才显著增加。 ｎｉｒＳ 基因丰度对增温响应不敏感已有研究证明，如 Ｊｕｎｇ 等［２１］ 研究表明，南极土壤增温

３０ｄ 处理，ｎｉｒＳ 基因丰度变化不明显，Ｚｈｅｎｇ 等［２２］研究的青藏高原高寒草甸土壤结果也表明温度的变化对 ｎｉｒＳ
反硝化菌群落丰度的影响不显著。 也有可能的原因是，增温处理时间较短，如 Ｐｅｎｔｏｎ 等［２３］ 的研究结果显示，

３４９７　 ２３ 期 　 　 　 潘晓悦　 等：增温与降水变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落丰度和群落结构的影响 　
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在永久冻土增温（１．５℃）１ 年后 ｎｉｒＳ 基因丰度没有明显的改变，而高原土壤增温（１．８—２．７℃）１０ 年后，ｎｉｒＳ 丰

度有明显的增加。 本研究出现的在增加降水 １００％和增温 ４℃时，ｎｉｒＳ 丰度有明显的增加，其中的原因可能

为：ｎｉｒＳ 基因微生物对于增温 ２℃以内有一定的适应能力，如 Ｚｈａｎｇ 等［２４］ 的研究，在增温约 １．７９℃，持续 ５ 年

后 ｎｉｒＳ 基因丰度变化不明显，而主要受到 Ｎ 的增加量和水分增加的影响，同时，在降水减少或不变情况下，增
温后土壤湿度降低［２５］，不适宜 ｎｉｒＳ 反硝化菌生存。

短期降水变化对 ｎｉｒＳ 基因丰度的影响规律不明显，只有在不增温背景下，减水 ５０％和加水 １００％之间 ｎｉｒＳ
基因丰度有明显的区别。 这与之前的一些研究结果不同，Ｄｉｎｇ 等［２６］ 的研究结果表明，在不同降水区域，ｎｉｒＳ
基因丰度随区域降水量的增加而明显增加，Ｚｈａｎｇ 等［２４］ 的研究结果也显示，经过 ５ａ 的增水处理，ｎｉｒＳ 基因丰

度有明显的增加。 出现不同结果的原因可能是：本次实验降水变化处理的时间较短，短期内 ｎｉｒＳ 反硝化菌有

一定的适应能力；研究区域土壤性质和环境的不同，反硝化菌还受到空间位置、有机碳、Ｎ 的化合物的影

响［２７⁃２９］，进而导致 ｎｉｒＳ 微生物响应的结果不同，上述两个研究土壤样品均采于内蒙古草原地区。 本研究结果

显示不同增温幅度下，ｎｉｒＳ 基因丰度随降水变化规律的不同，Ｓｚｕｋｉｃｓ 等［３０］ 的研究，ｎｉｒＫ 基因丰度在不同的温

度处理下，随水分变化规律也不一致，可能因为增温使土壤湿度有一定程度的降低［２５］，导致增温后变化规律

受到影响。
与基因丰度不同，土壤短期增温显著影响青藏高原高寒草甸地区 ｎｉｒＳ 反硝化菌的群落结构。 这与之前

的研究结果相同，加拿大农业土壤在－４℃，－１℃，＋２℃，＋５℃温度梯度下，经过 １２０ｄ 后，不同的温度处理之间

ｎｉｒＳ 反硝化菌的群落结构有明显的区别［３１］。 Ｂｒａｋｅｒ 等［３２］对 ｎｉｒＳ 反硝化菌增温培养 ３ 周后，群落多样性和群

落结构都发生了明显的变化。 增温对参与 Ｎ 循环的土壤微生物的群落结构产生影响已经被很多研究证实。
Ｓｚｕｋｉｃｓ 等［３０］研究结果显示，参与 Ｎ 循环的基因（ｎｉｒＫ、ａｍｏＡ）群落结构在增温培养 １ 周之后，产生了明显的改

变。 Ｙｅｒｇｅａｕ 等［３３］利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因研究南极地区微生物对增温的响应，增温约 ３ 年结果显示，增温对功能

菌尤其是参与 Ｎ 循环微生物有明显的影响。
短期降水变化对青藏高原高寒草甸地区 ｎｉｒＳ 反硝化菌的群落结构产生了显著的影响。 这一结果与 Ｊｈａ

等［３４］对牧场土壤的研究结果相同，ｎｉｒＳ 反硝化菌与土壤含水量有显著相关性，Ｈａｍｏｎｔｓ 等［３５］ 对根际土壤的研

究结果也表明，土壤水分明显增加时，ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构也发生明显的改变。 但是本研究从 ＰＣＡ 结果

看，不增温和增温 ２℃的结果相似，均是增加降水 １００％和对照相比群落结构差异不明显，减水 ５０％分布与前

两者有较大的区别。 可能原因有：１）土壤增水造成了土壤的厌氧环境［３２］，反硝化菌更适应此环境［３６⁃３７］，所以

经过 ３ 个月增水 １００％处理没有发现较明显的改变，而减水后的环境更不利于反硝化菌的生存，进而导致明显

的变化；２）降水变化改变了土壤中 Ｎ 的无机化合物的数量和存在形式［２４，２９］，本研究此假设还需进一步研究

考证。
短期增温和降水变化对 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构有显著影响，并且两因子之间具有一定的相互作用。 其

原因可能为温度和降水的变化引起植物和土壤生物化学性质的改变，进而引起土壤微生物群落结构的变

异［３８⁃３９］，所以不同的环境和试验地条件下，实验结果和结论会有一定的不同，与不同地点的植物、土壤特性、
土壤营养元素和微生物特征等都有很大的关系。 但是两个因素对 ｎｉｒＳ 基因丰度影响并不明显，只有在降水

和温度适宜的条件下基因丰度才会有明显的增加，这可能说明受到短期的增温和降水变化的影响，ｎｉｒＳ 反硝

化菌的优势菌种发生了改变［２３］，但所含 ｎｉｒＳ 基因的量没有明显的变化。 反硝化过程由 ｎａｒＧ 或 ｎａｐＡ、ｎｉｒＫ 或

ｎｉｒＳ、ｎｏｒＢ 或 ｎｏｒＺ 和 ｎｏｓＺ 等多种基因编码的酶共同完成，所以为研究温度和降水变化对反硝化过程的影响，
还需研究环境因子对其他反硝化基因的作用，以及进一步研究长期增温和降水变化对反硝化功能微生物的影

响，进而研究全球变暖对整个反硝化过程及 Ｎ２Ｏ 的排放的影响。

４　 结论

本研究结果表明，土壤短期增温和降水变化显著影响青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群落结构，降
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水变化调控增温对微生物群落结构的影响。 短期增温和降水变化对青藏高原高寒草甸土壤 ｎｉｒＳ 反硝化菌群

落丰度的影响较小，仅在增水 １００％背景下增温 ４℃丰度显著增加。
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