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珠穆朗玛峰不同海拔梯度上土壤细菌和真菌群落变化
特征

张丹丹１，２，张丽梅１，２，沈菊培１，２，旺　 姆３，∗

１ 中国科学院生态环境研究中心城市与区域国家重点实验室，北京　 １０００８５

２ 中国科学院大学，北京　 １０００４９

３ 西藏农牧学院，林芝　 ８６００００

摘要：高寒生态系统是全球变化的敏感区域，揭示高海拔地区尤其是雪线以上土壤微生物群落的演变规律，对于理解全球气候

变化对高寒生态系统的影响及其响应机制具有重要意义。 以采自青藏高原珠穆朗玛峰北坡低海拔地区和永久雪线以上（海拔

４０００—６５５０ｍ）的 １２ 份土壤和砂砾样品为研究对象，运用活菌计数法（ＣＦＵ）和实时定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）技术对土壤样品的

细菌和真菌进行了定量分析，并结合磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析法、变性梯度凝胶电泳技术（ＤＧＧＥ）和克隆测序方法研究了细菌

和真菌群落随海拔梯度变化的演变特征，结果表明：土壤细菌和真菌丰度随海拔增加而降低，与海拔高度呈显著负相关；磷脂脂

肪酸分析结果表明不论是细菌、真菌还是总的微生物 ＰＬＦＡ 含量均随海拔高度增加而下降，革兰氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌

的多样性也随海拔增加而降低，且代表革兰氏阳性细菌的 ＰＬＦＡ 组份在雪线（５３５０ｍ）以上检测不到，而代表革兰氏阴性细菌和

真菌的组份在所有海拔梯度上都有分布，表明革兰氏阳性细菌比阴性细菌和真菌对海拔及海拔相关因子变化更为敏感。

ＤＧＧＥ 图谱的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析的结果也发现在不同海拔高度样品中细菌群落组成发生明显变化，但真菌群落变化不明显。 测

序分析结果显示变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是珠峰不同海拔高度土壤 ／砂砾样品中的优势菌群，芽单胞菌（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）是

高海拔样品中的优势菌群，而放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）主要分布在低海拔样品中；真菌以子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）为主，而丝足虫类

（Ｃｅｒｃｏｚｏａ）原生生物是高海拔冰雪覆盖样品所特有的真核生物。
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土壤微生物数量和种类繁多，每克土壤中微生物的数量可达几十亿，上万个物种［１］。 微生物是土壤最具

有生命力的组分，驱动着土壤中几乎所有已知的生物反应过程，在有机物质分解、养分循环、污染物转化与分

解、温室气体产生和消减等过程中起着重要作用，对土壤肥力形成、土壤生态系统的结构和功能维持乃至全球

变化都具有重要影响［１⁃３］。 鉴于土壤微生物的重要功能及其对外界环境变化的敏感响应，土壤微生物常被用

作评价环境变化的重要指标［３⁃４］。
全球气候变化早已成为不争的事实，据 ＩＰＣＣ（２００７）报告预测到 ２１ 世纪末，全球地表温度可能升高 １．１—

６．４℃ ［５］。 高寒生态系统及干旱半干旱生态系统作为全球变化的敏感区域，主要分布在北极，北部森林，青藏

高原和高山苔原等地，其气候变暖速度高于地球平均水平；此外，气候变化通过改变降水格局而加速高寒生态

系统退化，影响土壤微生物的群落组成和生物多样性［６］。 因此，高寒生态系统对气候变化的响应与反馈不仅

影响着当地生态系统，也将对全球生态系统及人类生活产生巨大影响。 近年来，人们对高寒生态系统土壤微

生物展开了大量的研究。 Ｂｒｙａｎｔ 等对美国科罗拉多州落基山脉（海拔 ２４００—３６００ｍ）细菌多样性的研究发现

细菌类群丰富度、系统发育多样性均随海拔高度上升而降低［７］；Ｍａｒｇｅｓｉｎ 等发现高山（海拔 ２３００—２５３０ｍ）和
亚高山（海拔 １５００—１９００ｍ）土壤微生物活性随海拔增加而降低，且微生物群落组成随海拔增加变化，一些嗜

冷细菌、真菌和革兰氏阴性细菌主要在高海拔地区出现［８］。 Ｓｈｅｎ 等对我国长白山地区的研究也发现土壤细

菌群落随海拔明显变化，细菌群落组成及优势门的相对丰度与土壤 ｐＨ 显著相关［９］。 可见海拔相关因素在很

大程度上影响着微生物的丰度和群落结构。
青藏高原是世界上海拔最高的高原，地势险峻多变，地形复杂，素有“世界屋脊”和“地球第三极”之称，是

北半球气候变化的启张器和调节器，不仅直接驱动中国东部和西南部气候的变化，而且对北半球具有巨大的

影响，甚至对全球的气候变化，也具有明显的敏感性、超前性和调节性［１０］。 青藏高原板块构造隆升形成了其

独特的自然地理环境：高寒，辐射强，日照时间长，缺氧，养分浓度低，气温随高度和纬度的升高而降低。 因此，
表层土壤微生物群落在对抗上述极端环境过程中可能会形成特有的生存适应能力和群落组成差异。 此外，由
于青藏高原对全球气候的敏感性，全球变暖和 ＣＯ２浓度升高可能会对地下微生物产生复杂的影响［１１］。 如芦

晓飞利用克隆测序技术对西藏米拉山高寒草甸土壤（海拔 ３６００ｍ）细菌和古菌群落多样性发现该区域存在着

丰富的特殊微生物资源，但是由于受到气候变化和人类活动影响，退化草甸土壤的微生物群落结构发生改

变［１２］。 彭岳林等对藏北高原不同海拔（海拔 ４５８４—４９５６ｍ）草地植物丛枝菌根（ＡＭ）真菌种群多样性的调查
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研究发现 Ｇｌｏｍｕｓ 属真菌为最优势属，且草地类型、海拔高度和土壤 ｐＨ 值是影响 ＡＭ 真菌生态分布的重要因

子［１３］。 李超男等对贡嘎山海拔梯度上（海拔 １８００—４１００ｍ）土壤甲烷氧化菌的研究发现土壤理化性质和气候

变化综合作用是造成甲烷氧化菌群落结构和多样性变化的主要因素［１４］。
以上研究虽然都是针对青藏高原地区微生物群落开展的，但是主要集中在低海拔地区，尤其在珠峰永久

雪线以上的研究非常少。 鉴于青藏高原在全球变化中的特殊地位和作用，深入研究不同海拔梯度下细菌和真

菌物种多样性及群落组成沿海拔高度的变化及其规律，对于理解全球气候变化对青藏高原生态系统的影响和

及其响应机制具有重要意义。 此外，高寒生态系统因其独特的自然气候条件，赋予了一些土壤微生物的独特

优势，也是微生物资源的潜在宝库，研究青藏高原珠穆朗玛峰高原土壤微生物丰度和群落组成为合理开发利

用高寒生态系统微生物资源提供参考。 我们在前期研究中，发现珠穆朗玛峰高山土壤中（海拔 ４０００—
６５５０ｍ）氨氧化细菌和古菌的丰度和群落组成随海拔梯度发生明显变化，尤其在雪线附近发生显著转变［１５］，
但对于土壤中细菌和真菌群落整体组成情况不清楚。 因此，本研究利用活菌计数法（ＣＦＵ）、实时定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）技术，并结合磷脂脂肪酸 ＰＬＦＡ 分析法，变性梯度凝胶电泳技术（ＤＧＧＥ）和克隆测序方法研究

了青藏高原珠穆朗玛峰坡底和永久雪线以上高海拔（４０００—６５５０ｍ）地区土壤细菌和真菌群落的组成特征，以
期为理解全球变化对青藏高原生态系统的影响以及发掘高寒地区土壤微生物资源提供基础信息。

１　 材料和方法

１．１　 土壤样品采集

本研究土壤样品为中国科学院第四次珠穆朗玛峰远征期间（２００５ 年 ４ 月至 ６ 月）采集自珠峰北部斜坡。
除 ３ 个样品（Ｍ１—Ｍ３）取自西藏日喀则地区的农田土壤外（２８°８２′Ｎ，２９°２８′Ｅ；海拔 ４０００ｍ 左右，年均温 ６．
３℃），其余样品（Ｍ４—Ｍ１２）均采自珠峰北坡不同海拔高度（２８°０１′５７０″—２８°０８′３８５″Ｎ，８６°５１′５３３″—８６°５６′
６８６″Ｅ）的裸地，海拔高度分别为 ５３５０，５４００，５７００，５８５０，６０００，６１５０，６３００，６４５０ｍ 和 ６５５０ｍ。 每个采样点均取 ５
个重复次样点，采样时用铲子移除大石头和积雪层后采集 ０—１０ｃｍ 深度的土壤或细砂砾，混合后于移动冰箱

运回实验室，部分样品保存于 ４℃用于活菌计数和土壤理化性质分析，其余样品保存到－２０℃冰箱用于 ＤＮＡ
提取和分析。
１．２　 磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析

磷脂脂肪酸的提取方法和分析依照 Ｂａｒｄｇｅｔｔ 等人描述的方法［１６］。 操作步骤如下：称取 ４ｇ 土壤样品于特

氟龙管内，用氯仿⁃甲醇⁃磷酸缓冲液（１：２：０．８）提取总脂类，通过离心分离得到的磷脂脂肪酸经 ５０℃碱性甲酯

化后利用气体色谱 Ａｇｉｌｅｎｔ ６８２０ 测定土壤微生物磷脂脂肪酸的含量，以标准定性 Ｃ１１到 Ｃ２０混合细菌酸甲酯为

外源标准（Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ａｃｉｄ Ｍｅｔｈｙｌ Ｅｓｔｅｒｓ ＣＰ Ｍｉｘ， Ｍａｔｒｅｙａ Ｉｎｃ．）。 每个样品进行三次重复实验，脂肪酸的命名方

法如 Ｆｒｏｓｔｅｇａｒｄ［１７］等人描述。 细菌生物量通过 ３⁃ＯＨ １２：０，１４：０， ２⁃ＯＨ １４：０，ｉ⁃ １５：０，和 ａ⁃ １５：０，１５：０，ｉ⁃ １６：０，
１６：１ω９ｃ，１６：０，ｉ⁃ １７：０，１７：０ｃｙ 和 １０Ｍｅ１８：０ 的脂肪酸进行估算［１８⁃２１］，真菌生物量用 １８：２ω９，１２，１８：１ω９ｃ，
１８：１ω９ｔ进行估算［１７⁃２０］。 此外，革兰氏阳性细菌通过 ｉ⁃ １５：０、ａ⁃１５：０、ｉ⁃ １６：０，ｉ⁃ １７：０ 和 １０Ｍｅ１８：０ 估算，革兰氏

阴性细菌利用 ３⁃ＯＨ １２：０，１４：０， ２⁃ＯＨ １４：０，１５：０，１６：１ω９ｃ，１６：０ 和 １７：０ｃｙ 计算［２２⁃２４］。
１．３　 活菌计数

样品活菌计数采用稀释平板法进行，为尽可能模仿原生境寡营养条件培养，细菌计数以 １０ 倍稀释的

ＰＧＹ 培养基（ＰＧＹ：蛋白胨 １０ｇ，酵母膏 ５ｇ，葡萄糖 １ｇ，蒸馏水 １Ｌ，ｐＨ＝ ７．４），真菌计数以含 ５０ｍｇ ／ Ｌ 硫酸链霉素

的 １０ 倍稀释的马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，琼脂 ２０ｇ，蒸馏水 １Ｌ，ｐＨ 自然）培养基进

行。 操作过程为：称取土壤或砂砾样品 １０ｇ，加入 ９０ｍＬ 无菌水后振荡 ３０ｍｉｎ，取 １ｍＬ 土壤悬浮液转移到装有

９ｍＬ 无菌水试管中，充分混合，并进行系列稀释。 吸取不同稀释程度的菌悬液各 ０．１ｍＬ 至培养皿中，涂布均

匀。 在正式进行计数培养前，选择了少量样品进行温度影响试验，发现在 ４℃培养一个月后细菌和真菌的

（Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔｓ，ＣＦＵｓ）数比 ２２℃培养明显少，故在进行正式计数培养时将平板置于 ２２℃黑暗培养 ７ｄ 和
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１４ｄ 后进行菌落计数，计算可培养微生物的数量。
１．４　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）

土壤总 ＤＮＡ 提取采用 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒（Ｑ·ＢＩＯｇｅｎｅ， Ｉｎｃ．， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ）进行，所有操

作依照产品说明书进行，鲜土称重 ０．８—１．０ｇ，破碎速度设定为 ５．５ｍ ／ ｓ，破碎时间 ２０ｓ。 提取的 ＤＮＡ 样品在 １％
的琼脂糖凝胶中进行电泳检测后使用微量分光光度计 Ｎａｎｏｄｒｏｐ􀳏 ＮＤ⁃ １０００ 测定浓度和纯度（ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ， ＤＥ）。

以引物 ｆ９５４⁃ｇｃ 和 ｒ１３６９［２５］和引物 ＮＳ１ 和 Ｆｕｎｇ ＧＣ［２６］（表 １）分别对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ
基因进行普通 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增在 ＰＴＣ⁃２００ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ （ＭＪ⁃Ｒｅｓｅａｒｃｈ， Ｗａｌｔｈａｍ， ＭＡ） 进行，扩增程序

如表 １。 ＰＣＲ 反应混合物的体积为 ５０μＬ，包括 １ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ， ２ｍＭ ＭｇＣｌ２， ４００ｎＭ 正反向引物浓度， ２５０μＭ
ｄＮＴＰ， ２．５Ｕ Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ Ｉｎｃ． Ｏｔｓｕ， Ｓｈｉｇａ， Ｊａｐａｎ），０．４ｍｇ ／ ｍＬ 牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和
ＤＮＡ 模板 １０ｎｇ。 所获得的 ＰＣＲ 产物在 ６％聚丙烯酰胺胶中进行 ＤＧＧＥ 电泳，细菌所用的变性胶浓度范围是

４０％—６０％，真菌的变性胶浓度范围为 １０％—３０％。 电泳在 ＤＣｏｄｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ （Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｈｅｒｃｕｌｅｓ， ＣＡ， ＵＳＡ）进行。 电泳条件为 １２０ｖ，６０℃恒温条件，７ｈ。 依照操作说明将凝胶在 １：
１００００ ＳＹＢＲ Ｇｏｌｄ 染料 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ， Ｅｕｇｅｎｅ， ＵＳＡ）染色 ３０ｍｉｎ 后利用凝胶呈像仪（Ｇ：ＢＯＸ
ＨＲ，Ｓｙｎｇｅｎｅ， Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ， ＵＳＡ）进行呈像扫描，并用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｈｅｒｃｕｌｅｓ， ＵＳＡ）软件分

析结果。
对 ＤＧＧＥ 图谱中清晰条带进行切胶回收，并将胶条转移到 ５０μＬ １０ｍＭ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ８．０）缓冲液中，反复

冻融 ３ 次以上。 取上清液 ２μＬ 用无 ＧＣ 夹子原引物再次扩增。 ＰＣＲ 产物以胶回收试剂盒（ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ Ｉｎｃ．，
Ｓｈｉｇａ， Ｊａｐａｎ）切胶纯化后，连接到 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 上（Ｐｒｏｍｅｇａ， Ｍａｄｉｓｏｎ， ＵＳＡ）试剂盒连接载体，转化大

肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞（ＪＭ１０９）（ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ），涂布到含有氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ） ／ ＩＰＴＧ ／ Ｘ⁃Ｇａｌ 的 ＬＢ
（Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基上，３７℃ 下培养 １６—１８ｈ。 随机选取若干白色克隆子，采用菌体直接扩增方式，用
ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 通用引物 Ｔ７ ／ ＳＰ６ 扩增外源插入片段。 每个条带挑选 ３ 个阳性克隆子测序，利用

ＤＮＡＭＡＮ ６．０．３．４８ （Ｌｙｎｎｏｎ Ｂｉｏｓｏｆｔ， ＵＳＡ）进行序列分析，并把所得正确长度的序列提交 ＮＣＢＩ 数据库进行

Ｂｌａｓｔ 序列对比，下载最相似菌种序列作为系统发育树的参考序列。 然后采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 和 Ｍｅｇａ ４．０ 软件建立

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统发育树，系统发育树各分支置信度由自举分析方法（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验，重复 １０００ 次。
１．５　 荧光定量 ＰＣＲ 分析（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 对土壤中的细菌和真菌丰度进行定量分析，所用引物和探针具体信息详见表 １。
细菌荧光定量 ＰＣＲ 分析采用探针法：使用 ＴａｑＭａｎ 探针 ＴＭ１３８９（５′⁃ＣＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣ⁃ ３′） （Ｔａｋａｒａ
Ｂｉｏ Ｉｎｃ． Ｏｔｓｕ， Ｓｈｉｇａ， Ｊａｐａｎ），定量引物分别为 ＢＡＣＴ１３６９Ｆ（５′⁃ＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＹＣＧＧ⁃ ３′） ／ ＰＲＯＫ１５４１Ｒ
（５′⁃ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＲＧＣＣＧＣＡ⁃３′） ［２７］；真菌扩增使用引物 ＩＴＳ１ｆ（５′⁃ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃ ３′） ／ ５．８ｓ
（５′⁃ＣＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧ⁃３′） ［２８］。 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系为 ２５μＬ，细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增使用

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ），真菌 ＩＴＳ 区扩增采用 ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒（ＴａＫａＲａ），反应条件和引物

浓度参见表 １。 已提取的 ＤＮＡ 经 ５ 或 １０ 倍稀释后作为模版 ＤＮＡ 添加到混合体系中，其终浓度为 １—１０ｎｇ，同
时加入 ０．４ｍｇ ／ ｍＬ 的牛血清白蛋白（ＢＳＡ）用于减少杂质对 ＰＣＲ 反应的抑制作用。 每个样品做 ３ 个平行。
１．６　 数据处理

利用 ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件对 ＤＧＧＥ 胶图像中条带的位置和亮度进行处理，依据数字化结果，计算多样性指

数。 采用 ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｅｓ （ＣＣＡｓ）分析环境和土壤变量对微生物种间群落结构的影响，在
ＣＡＮＯＣＯ ４．５ 软件中进行。 ＣＦＵ 数据和基因拷贝数经对数转换后进行 ＡＮＯＶＡ 分析。 本研究中的统计分析在

ＳＰＳＳ １３．０ 软件中进行，其中多组数据间的方差分析采用单因素方差分析（Ｄｕｎｃａｎ，Ｐ＜０．０５）；相关分析采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析。
细菌和真菌 ｒＲＮＡ 基因序列 ＧｅｎＢａｎｋ 号为：（递交中）
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２　 结果

２．１　 土壤的基本理化性质

土壤的基本理化性质如我们之前的研究报道［１５］。 海拔高度在 ４０００ｍ 左右的农田土壤（Ｍ１—Ｍ３）ｐＨ 值

为 ８．６—８．７，海拔高于 ５０００ｍ 高度的样品（Ｍ４—Ｍ１２）ｐＨ 值在 ９．０ 至 ９．１ 之间（图 １Ａ）。

图 １　 青藏高原珠穆朗玛峰不同海拔梯度土壤样品的理化性质及其细菌和真菌的丰度变化

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｌｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ

Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

在低海拔土壤样品中（Ｍ１—Ｍ３，４０００ｍ），有机质含量范围在 ８．４—１２．６ｇ ／ ｋｇ 干土之间，土壤全氮在 ０．５１—
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０．６６ｇ ／ ｋｇ 干土之间（图 １Ａ）。 而高海拔土壤样品（Ｍ４—Ｍ１２，≥５３５０ｍ）土壤有机质和全氮明显低于低海拔土

壤样品，其有机质含量为 ２．９—６．３ｇ ／ ｋｇ 干土，全氮为 ０．０６—０．２１ｇ ／ ｋｇ 干土（图 １Ａ）。
２．２　 细菌 ／真菌活菌计数和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度

利用 １０ 倍稀释的 ＰＧＹ 和 ＰＤＡ 培养基对细菌和真菌进行的平板计数分析结果如图 １Ｂ 所示。 样品中可

培养细菌数量随海拔增加而降低，在低海拔农田土壤样品（Ｍ１—Ｍ３）中达每克干土含（１．５３—５．６８）×１０７ＣＦＵ ／
ｇ，高海拔土壤 ／砂砾样品（Ｍ４—Ｍ１２，≥５３５０ｍ）（每克干重含 ７．３６×１０４—８．８３×１０６ＣＦＵ ／ ｇ）高 １ 到 ２ 个数量级。
所有土壤中可培养真菌的数量均较细菌低 ２ 个数量级，但变化趋势与细菌相似，在低海拔农田土壤中为每克

干土（２．２１—６．０９）×１０５ＣＦＵ ／ ｇ 之间，高海拔样品（Ｍ４—Ｍ１２，≥５３５０ｍ）中为 １．６７×１０３—１．１６×１０４ＣＦＵ ／ ｇ 干土。
相关分析结果表明，细菌和真菌的 ＣＦＵ 均与海拔高度呈负相关（ ｒ１ ＝ －０．７９７，ｒ２ ＝ －０．６５６，Ｐ＜０．０５），与全氮含量

呈显著正相关（ ｒ１ ＝ ０．５３４，ｒ２ ＝ ０．５６５，Ｐ＜０．０５）。
利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度和真菌 ＩＴＳ 丰度进行的分析结果表明，细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度随海拔高度增加而降低，在低海拔农田土壤样品（Ｍ１—Ｍ３）达 ４．１３×１０９—１．０９×１０１０拷贝

数 ／ ｇ 干土，高于高海拔样品（Ｍ４—Ｍ１２，≥５３５０ｍ）（８．８２×１０７—５．６３×１０９拷贝数 ／ ｇ 干土）１ 到 ２ 个数量级；所有

土壤真菌 ＩＴＳ 丰度较细菌低 １ 个数量级，但其变化趋势与细菌相类似，在低海拔土壤样品中丰度范围在 ６．２７×
１０８拷贝数 ／ ｇ 干土至 １．２０×１０９拷贝数 ／ ｇ 干土之间，在高海拔土壤样品中丰度在 ４．６３×１０６—２．７７×１０８拷贝数 ／ ｇ
干土之间变化（图 １Ｃ）。 与活菌计数结果类似，细菌的 ｒＲＮＡ 基因和真菌 ＩＴＳ 的丰度与土壤海拔高度呈显著

负相关（ ｒ１ ＝ －０．４８１，ｒ２ ＝ －０．５４３，Ｐ＜０．０５），与土壤有机质（ ｒ１ ＝ ０．６０６，ｒ２ ＝ ０．６３６，Ｐ＜０．０５）和全氮（ ｒ１ ＝ ０．６６７，ｒ２ ＝
０．６９７，Ｐ＜０．０５）呈正相关（表 ２）。

表 ２　 土壤基本属性与多种微生物多样性相关分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

因子
Ｆａｃｔｏｒ

肯德尔相关系数 Ｋｅｎｄａｌｌ′ｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐＨ 有机质

ＯＭ
全氮

Ｔｏｔａｌ Ｎ

真菌 ＩＴＳ
基因拷贝数
Ｆｕｎｇａｌ ＩＴＳ
ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒｓ

细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 拷贝数
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ
ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ

真菌 ＣＦＵ
Ｆｕｎｇａｌ ＣＦＵ

细菌 ＣＦＵ
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＣＦＵ

总磷脂
脂肪酸
Ｔｏｔａｌ
ＰＬＦＡ

细菌磷
脂脂肪酸
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＰＬＦＡ

海拔 Ａｌｔｉｔｕｄｅ

ｐＨ ０．３１２

有机质 ＯＭ －０．３２６ －０．６６４∗∗

全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ －０．３８８ －０．５２１∗ ０．５７６∗∗

真菌拷贝数
Ｆｕｎｇａｌ ｃｏｐｙ －０．５４３∗ －０．４４９ ０．６３６∗∗ ０．６９７∗∗

细菌拷贝数
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｐｙ －０．４８１∗ －０．３７７ ０．６０６∗∗ ０．６６７∗∗ ０．９０９∗∗

真菌 ＣＦＵ
Ｆｕｎｇａｌ ＣＦＵ －０．６５６∗∗ －０．２５３ ０．２２９ ０．５６５∗ ０．５３４∗ ０．５６５∗

细菌 ＣＦＵ
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＣＦＵ －０．７９７∗∗ －０．４７０ ０．３５１ ０．５３４∗ ０．５０４∗ ０．４４３∗ ０．６４６∗∗

总磷脂脂肪酸
Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ －０．６０５∗∗ －０．４１３ ０．６０６∗∗ ０．７２７∗∗ ０．８４８∗∗ ０．８１８∗∗ ０．６２６∗∗ ０．５６５∗

细菌磷脂脂肪酸
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ －０．６３６∗∗ －０．４１３ ０．４５５∗ ０．５７６∗∗ ０．７５８∗∗ ０．７８８∗∗ ０．７７９∗∗ ０．６５７∗∗ ０．７８８∗∗

真菌磷脂脂肪酸
Ｆｕｎｇａｌ ＰＬＦＡ －０．６９８∗∗ －０．３０５ ０．５７６∗∗ ０．６３６∗∗ ０．８１８∗∗ ０．７８８∗∗ ０．５９５∗∗ ０．５９５∗∗ ０．８４８∗∗ ０．７５８∗∗

２．３　 细菌和真菌磷脂脂肪酸含量和组分

磷脂脂肪酸分析结果表明，不同海拔梯度样品的磷脂脂肪酸总量（ ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ）在 ２０．８６ 和 １７７．５８ｎｍｏｌ ／ ｇ
之间，其中细菌来源的磷脂脂肪酸含量在 ８．８７—１０８．４２ｎｍｏｌ ／ ｇ 之间，真菌来源的为 ７．８２—５８．１６ｎｍｏｌ ／ ｇ，无论是
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总的 ＰＬＦＡ 含量，还是细菌和真菌的 ＰＬＦＡ 含量均随着海拔增加而降低（图 １Ｄ，图 ２），与海拔呈显著负相关

（Ｐ＜０．０５），与有机质和全氮含量呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
在供试的 １２ 个土壤样品中，共检测到 １５ 种 Ｃ１２—Ｃ１８的 ＰＬＦＡｓ 组分，所有样品中均检测到饱和脂肪酸（３⁃

ＯＨ １２：０，１４：０， ２⁃ＯＨ １４：０，ｉ⁃ １５：０， ａ⁃１５：０，１５：０，ｉ⁃ １６：０， １６：０，ｉ⁃ １７：０ 和 １０Ｍｅ１８：０）、单不饱和脂肪酸、多不

饱和脂肪酸和环丙烷脂肪酸。 随着海拔高度增加，样品中 ＰＬＦＡ 种类和数量逐渐降低，其中低海拔土壤样品

（Ｍ１—Ｍ３）含有 １５ 个单体 ＰＬＦＡｓ，Ｍ４ 和 Ｍ５ 其次，含有 １２ 个单体 ＰＬＦＡｓ，而在海拔高度高于 ５７００ｍ 的样品中

（Ｍ６—Ｍ１２），仅含有 ７ 种 ＰＬＦＡｓ，但这 ７ 种 ＰＬＦＡｓ（２⁃ＯＨ １４：０， １６：１ω９ｃ， １６：０， １８：０，１８：２ω９，１２， １８：１ω９ｃ，
１８：１ω９ｔ）在所有海拔高度样品中均有分布，其中 ２⁃ＯＨ １４：０， １６：１ω９ｃ， １６：０ 代表革兰氏阴性细菌的特征脂

肪酸［２２⁃２３］，１８：２ω９，１２， １８：１ω９ｃ 和 １８：１ω９ｔ 代表真菌的特征脂肪酸［２３， ３１⁃３２］。 而代表革兰氏阳性细菌的

ｉ⁃ １５：０，ｉ⁃ １７：０ 和代表革兰氏阴性细菌的 １７：０△在海拔大于 ５３５０ｍ 的样品（Ｍ４—Ｍ５）中未检测到，代表革兰

氏阴性细菌的 ３⁃ＯＨ １２：０，１４：０，１５：０ 和代表革兰氏阳性细菌的 ｉ⁃ １５：０ 和 ｉ⁃ １６：０ 的组份在海拔≥５７００ｍ 的样

品（Ｍ６—Ｍ１２）中均未检测到（图 ２），表明这些微生物类群不能适应于高海拔环境。

图 ２　 青藏高原珠穆朗玛峰不同海拔梯度样品中的 ＰＬＦＡ 种类分布

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＰＬＦＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

Ｍ１—Ｍ３ 代表低海拔农田土壤样品（４０００ｍ），Ｍ４—Ｍ１２ 代表高海拔土壤样品（≥５３５０ｍ）

对磷脂脂肪酸 ＰＬＦＡｓ 组成与环境变量进行的典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）结果显示，
具有相似海拔高度的样品聚集在一起，其中，低海拔农田土壤样品（Ｍ１—Ｍ３）和高海拔土壤样品（Ｍ４—Ｍ１２）
沿 ｙ 轴分开，而来自最高海拔的样品（Ｍ１０—Ｍ１２）与海拔稍低的样品（Ｍ４—Ｍ９）沿 ｘ 轴被分开，ｘ 轴和 ｙ 轴分

别解释了 ８７．２％和 ７．４％的变异。 此外，海拔高度、土壤有机质和全氮对 ＰＬＦＡｓ 的组成影响显著（Ｐ＜０．０５）（图
３）。
２．４　 不同海拔梯度样品细菌和真菌群落组成

对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）后，利用 ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件对

ＤＧＧＥ 胶图像中条带的位置和亮度进行提取后，进行 ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果显示，细菌 ＵＰＧＭＡ 聚类分布图中

低海拔农田土样（Ｍ１—Ｍ３）聚成一个小支，与高海拔样品明显分开（图 ４），表明低海拔农田土壤和高海拔样

品中细菌群落组成明显不同。 对于真菌来说，则只观察到高海拔样品（Ｍ１０—Ｍ１２）单独聚集（图 ５）。 总的来

说，低海拔农田土壤样品（Ｍ１—Ｍ３）ＤＧＧＥ 图谱更相似，而在高海拔土壤样品（Ｍ４—Ｍ１２，≥５３５０ｍ）中，细菌和

真菌条带数量均在 Ｍ５ 样品中最高。
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　 图 ３　 微生物磷脂脂肪酸群落组成与环境变量的典范对应分析

（ＣＣＡ）

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＬＦＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｍ１—Ｍ３ 代表低海拔农田土壤样品（４０００ｍ），Ｍ４—Ｍ１２ 代表高海

拔土壤样品（≥５３５０ｍ）

选择细菌 ＤＧＧＥ 图谱中代表低海拔土壤样品 Ｍ１
和代表高海拔土壤样品 Ｍ４、Ｍ５、Ｍ６ 和 Ｍ９ 清晰条带进

行克隆测序并构建细菌系统发育树（图 ６），结果发现，
在 Ｍ１ 样品中检测到变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌

纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），Ｍ４ 样品

中检测到变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），Ｍ５ 中检测到变形

菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），芽单胞菌纲（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），
蓝藻菌纲 （Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），异常球菌属 （Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ －
Ｔｈｅｒｍｕｓ ）， 厚 壁 菌 门 （ Ｆｉｍｉｃｕｔｅｓ ）， 装 甲 菌 门

（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和放线菌纲

（ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）， Ｍ６ 中 检 测 到 放 线 菌 纲

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），Ｍ９ 中检测到酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），
其中 ５ 个样品中处于同一位置的 ＤＧＧＥ 条带测序结果

一致。 从图 ６ 可以看到，所有土样中均含有区域 １（条
带 ２４）和区域 ３（条带 １０）的条带，测序结果显示这两个

区域的条带代表变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），说明变形菌

是青藏高原地区的优势菌群；区域 ２ 条带 ６ 和 ２５ 代表

芽单胞菌纲（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）仅分布在高海拔样品中；此外，区域 ４ 条带 ３ 代表的放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）
主要分布在低海拔样品中，在高海拔样品中较为少见。 由于真菌 ＤＧＧＥ 图谱中不同海拔高度土壤样品清晰条

带较少，将所有清晰条带克隆测序并构建了真菌系统发育树（图 ７），结果显示真菌序列分布在子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）和其他真核生物（Ｃｅｒｃｏｚｏａ）三个簇中；结合 ＤＧＧＥ 图谱可以看出区域

１ 条带 ４，５ 和 ３０ 代表 Ｃｅｒｃｏｚｏａ 仅分布在高海拔样品中，而区域 ２ 条带 １７，２０ 代表子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）在所

有土样中均有分布，说明子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）为青藏高原地区的优势菌群（图 ７）。

图 ４　 青藏高原珠穆朗玛峰不同海拔梯度下土壤样品中细菌 ＤＧＧＥ 图谱及其 ＵＰＧＭＡ 聚类分布

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＤＧＧＥ） ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ

ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

３　 讨论

３．１　 细菌和真菌数量随海拔增加的变化特征

本研究中，用 １０ 倍稀释的细菌和真菌培养基进行的活菌计数结果表明低海拔土壤样品细菌 ＣＦＵ 数
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图 ５　 青藏高原珠穆朗玛峰不同海拔梯度下土壤样品中真菌 ＤＧＧＥ 图谱及其 ＵＰＧＭＡ 聚类分布

Ｆｉｇ．５　 Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＤＧＧＥ） ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ ｔｈｅ

Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

（１．５３—５．６８）×１０７ＣＦＵ ／ ｇ 明显高于高海拔样品（７．３６×１０４—８．８３×１０６ＣＦＵ ／ ｇ）。 类似地，真菌 ＣＦＵ 分布情况与

细菌一致，低海拔土壤样品 ＣＦＵ（２．２１—６．０９×１０５ＣＦＵ ／ ｇ）较高海拔样品高 １—２ 个数量级（１．６７×１０３—１．１６×
１０４ＣＦＵ ／ ｇ）。 利用荧光定量 ＰＣＲ 技术对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和真菌 ＩＴＳ 基因丰度的分析结果与活菌和真菌计数结

果一致，低海拔土壤样品细菌和真菌丰度明显高于高海拔地区土壤样品 １ 到 ２ 个数量级。 相关分析结果表明

无论细菌和真菌的 ＣＦＵ 数量，还是 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＩＴＳ 基因拷贝数均与全氮和有机质显著正相关，与海拔高度

显著负相关性。 此外，细菌和真菌 ＰＬＦＡ 量随海拔增加而降低，与土壤海拔呈负相关，与有机质和全氮呈显著

正相关。 随海拔高度增加，土壤养分、氧气、温度降低，辐射增加，这些都可能是导致微生物生长代谢减弱、生
物量随海拔增加而减少的决定性因素。 这些结果与以往在青藏高原腹地海拔高度在 ３４００—４３００ｍ 的三江源

自然保护区高寒草原的研究结果一致，说明即使在严酷的生存环境下，青藏高原仍存有丰富的微生物类群，且
高海拔高寒等极端环境明显抑制了微生物的活动从而导致其微生物量逐渐降低［３１⁃３２］。 此外，ＣＦＵ 和荧光定

量 ＰＣＲ 结果显示青藏高原珠穆朗玛峰土壤样品中细菌丰度明显高于真菌丰度一个数量级，且细菌和真菌变

化趋势呈正相关关系（ ｒ＝ ０．９０９， Ｐ＜０．０５），这与任佐华等人对青藏高原高寒草地土壤（海拔 ３４００—４２００ｍ）微
生物活性和微生物量的研究结果相类似［３１⁃３３］，导致这种现象的原因可能是细菌和真菌占据的生态位相似，在
青藏高原极端生存环境下，细菌由于个体小，繁殖快在资源竞争中处于优势［３４⁃３６］。
３．２　 不同海拔梯度上细菌和真菌的群落组成特征

磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）常用来表征复杂环境中具有活性的微生物群落组成。 在 １２ 个供试样品中共检测到

１５ 种 ＰＬＦＡｓ，包括代表革兰氏阳性细菌的脂肪酸组份 ｉ⁃ １５：０、ａ⁃ １５：０、ｉ⁃ １６：０ 和 ｉ⁃ １７：０，代表革兰氏阴性细菌

的组份 ３⁃ＯＨ １２：０，１４：０， ２⁃ＯＨ １４：０，１５：０，１６：１ω９ｃ，１６：０，１７：０△和 １０Ｍｅ １８：０，和代表真菌的组份 １８：２ω９，
１２，１８：１ω９ｃ，１８：１ω９ｔ。 无论是细菌还是真菌的脂肪酸组分均随海拔增加而减少，主要表现为海拔高度大于

５３５０ｍ（雪线）时，表征革兰氏阳性细菌的脂肪酸（ａ⁃１５：０ 和 ｉ⁃ １７：０）未被检测到，当海拔高度增加到 ５７００ｍ 以

上时，表征革兰氏阳性细菌的所有脂肪酸（ｉ⁃１５：０、ａ⁃１５：０、ｉ⁃１６：０ 和 ｉ⁃１７：０）均未被检测到。 同时，表征革兰氏

阴性细菌的脂肪酸 １７：０△在海拔高度大于 ５３５０ｍ 时未被检测到，当海拔增加到 ５４００ｍ 时，３⁃ＯＨ１２：０ 和 １４：０
也未被检测到，但 ２⁃ＯＨ １４：０，１６：１ω９ｃ 和 １６：０ 脂肪酸在全部样品中均有分布，说明青藏高原珠穆朗玛峰土壤

中细菌多样性随海拔增加而降低，且革兰氏阳性细菌对海拔高度的变化较革兰氏阴性细菌更为敏感，可能的

原因是革兰氏阳性细菌细胞壁结构简单，只含有 ９０％肽聚糖和 １０％磷壁酸，其对抗外界环境变化的缓冲能力

较弱，而革兰氏阴性细菌细胞壁较为复杂，不仅含有肽聚糖，其细胞壁外还有由脂多糖、磷脂和脂蛋白等若干

种蛋白质组成的外膜能够有效的阻止或减缓有害物质或恶劣环境对细胞的迫害，从而保护细胞的正常生长代
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图 ６　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

谢［３７］。 此外，表征真菌的 ＰＬＦＡｓ（１８：２ω９，１２，１８：１ω９ｃ，１８：１ω９ｔ）在所有土壤样品中均有分布，说明海拔高度

增加未能影响真菌在高山土壤的分布，与蔡晓布等在西藏高原草地生态系统中观察到的结果一致［３８］，这可能

是由于真菌在生理上更耐受低温，以及其通过产生孢子抵御不良环境等所致。 该结果与 ＤＧＧＥ 图谱的

ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果相一致，再次表明不同海拔高度能够显著影响细菌群落组成，但对真菌群落变化没有

显著影响。
对微生物磷脂脂肪酸 ＰＬＦＡ 组成与环境变量的典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）结果表

明海拔高度、土壤有机质和全氮是决定极端环境下高山土壤微生物群落的组成和多样性的主要因子。 与对微

生物量的影响相似，随着海拔上升，植被逐渐退化，土壤养分减少，不仅影响土壤微生物数量，也会对土壤中微
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图 ７　 真菌 ＩＴＳ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｆｕｎｇａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｕｎｔ Ｅｖｅｒｅｓｔ， ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

生物类群造成极大的危害，导致土壤微生物多样性降低［３２］。 与此同时，高山温度会随海拔升高而降低，Ｌｉｐｓｏｎ
等人针对不同季节和海拔梯度下细菌群落结构与温度的关系研究中发现，低海拔地区微生物群落对温度较高

海拔地区更为敏感［８，３９］。
对细菌 ＤＧＧＥ 主要条带的克隆测序分析结果显示，变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在低海拔和高海拔样品中均

有分布，说明变形菌是青藏高原土壤的优势菌群；芽单胞菌仅出现在了高海拔样品中，这可能与芽单胞菌易受
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环境湿度的影响有关［４０］。 ＤｅＢｒｕｙｎ 等通过对南极旱地土壤、高山干旱土壤和高山苔原等 １３ 个不同类型土壤

中芽单胞菌丰度和群落组成的研究发现，芽单胞菌相对丰度与水分负相关，芽单胞菌适宜在较为干燥的环境

中生存［４１］。 本研究中低海拔样品主要分布在日喀则地区，其降水含量较高海拔样品丰沛，相对较高的降水量

会使低海拔样品的芽单胞菌代谢受到抑制，而高海拔相对干燥的环境促进了芽单胞菌的生长繁殖，使芽单胞

菌成为高海拔样品中的优势菌群。 放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）主要分布在低海拔样品中出现，较少在高海拔样

品中发现，说明放线菌随着海拔高度的增加而减少，这与以往对西藏土壤放线菌研究结果相似，即放线菌数量

随海拔升高，冻结期增长显著减少［４２］。
对真菌 ＤＧＧＥ 主要条带的克隆测序结果显示子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）广泛分布在低海拔和高海拔样品中，

在 ４０００ｍ 海拔样品中也检测到部分担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），但子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）是主要优势菌群。 此

外，利用真菌引物 ＮＳ１ ／ Ｆｕｎｇ ＧＣ 还回收到部分与丝足虫类（Ｃｅｒｃｏｚｏａ）原生生物如 Ｃｒｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａｓ，Ｌｅｃｙｔｈｉｕｍ 等

高度相似的序列，但这些序列仅分布在高海拔冰雪覆盖的样品中，表明这些序列所代表的生物具有较强的耐

寒能力，与以往的研究相类似。 如 Ｃｒｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａｓ 最早在南极海冰和冰缘区被发现［４３⁃４４］，并相继在冰芯，沉积

物和水柱［４５⁃４８］ 中被发现。 此外， Ｔｈａｌｅｒ 等利用特异性荧光原位杂交技术对北极和亚北极海域中的

Ｃｒｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａｓ 研究发现 Ｃｒｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａｓ 丰度与冰和融雪量显著正相关，说明 Ｃｒｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａｓ 可以作为北极冰

柱融化的敏感指标［４８］。 虽然本研究选择 ＤＧＧＥ 图谱测序的代表条带可能不会完全反映土壤中微生物群落结

构，但至少代表了样品中优势微生物类群的变化特征。

４　 结论

本文综合采用平板活菌计数，定量 ＰＣＲ，ＰＬＦＡ 和 ＤＧＧＥ 技术探讨了青藏高原珠穆朗玛峰北坡从坡底牧

草和农业土壤，到海拔 ６５５０ｍ 高度的高山土壤或风化不完全的砂砾样品中微生物的生物量和群落组成特征。
结果表明受海拔依赖的相关因子，如养分（有机质、总氮）、温度等的影响，无论是活性细菌和真菌的 ＣＦＵ 数，
细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和真菌 ＩＴＳ 基因丰度，还是 ＰＬＦＡ 所代表的微生物量和物种多样性均随海拔升高明显降低。
此外，ＰＬＦＡ 中代表革兰氏阳性细菌的组分在高于 ５３５０ｍ 以上的样品中缺失，而代表革兰氏阴性细菌的部分

组分和真菌组分在所有样品中都有分布，表明革兰氏阳性细菌比革兰氏阴性细菌和真菌对海拔梯度变化更为

敏感，该结果与不同样品中细菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱随海拔高度聚集成簇，而真菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱随海拔高度变

化无明显聚集的结果相一致，表明海拔高度显著影响细菌群落组成，但对真菌群落变化没有显著影响。 此外，
对细菌和真菌 ＤＧＧＥ 主要条带的回收测序分析结果显示变形菌纲是珠峰不同海拔高度土壤 ／砂砾样品中的优

势菌群，芽单胞菌是高海拔样品中的优势菌群，而放线菌主要分布在低海拔样品中；真菌以子囊菌门为优势菌

群。 此外，利用真菌的引物还在高海拔冰雪覆盖样品回收到丝足虫类原生生物，代表了冰雪覆盖样品中所特

有真核生物类群。 这些结果为认识全球变化对高寒区生态系统的影响以及发掘高寒地区土壤微生物资源提

供了重要信息。
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