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藏北高原草甸土壤固碳微生物群落特征随海拔和季节
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摘要：研究土壤固碳微生物丰度、群落结构、多样性差异及其影响因子对了解青藏高原土壤碳循环和固碳潜力具有重要意义。
本文采用定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、末端限制性片段分析（Ｔ－ＲＦＬＰ）、克隆文库和测序方法，研究了青藏高原草甸土壤固碳微生物丰度

与群落结构随海拔和季节的变化，主要结果如下：１） 随海拔升高高寒草甸土壤固碳微生物丰度显著升高，但季节变化不明显，
不同类别微生物固碳基因 ｃｂｂＬ 丰度依次为：Ｆｏｒｍ ＩＣ ＞Ｆｏｒｍ ＩＡＢ ＞Ｆｏｒｍ ＩＤ，其中 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物可达 １０８拷贝数 ／ ｇ 土壤，
ｃｂｂＬ 基因丰度与海拔、土壤含水量和铵态氮含量（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ）呈正相关关系，与土壤温度和 ｐＨ 值负相关；２） 固碳微生物多样性和

丰富度随海拔升高而升高，在 ４８００ｍ 达到最大，且二者受季节影响较小，其群落结构随海拔升高而逐渐变化，主要受土壤 ｐＨ
值、海拔和土壤水分影响；３） Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物主要包括放线菌门和和变形菌门，其中 α 变形菌门是高寒草甸土壤优势固

碳微生物类群。 本研究有助于理解土壤微生物群落功能及其在土壤碳循环过程中的作用，为更准确评估高寒草甸土壤碳循环

过程提供了科学依据。
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ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ｍｏｒｅ
ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ａｓｓｅｓｓ ｃａｒｂｏｎ ｓｔｏｒａｇｅ ｉｎ ａｌｐｉｎｅ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｓｏｉｌｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ； ｃｂｂＬ； ＲｕｂｉｓＣＯ； ｅｌｅｖａｔｉｏｎ； Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

卡尔文循环是自然界中最主要的生物固碳途径［１］。 核酮糖⁃１，５⁃二磷酸羧化酶 ／加氧酶（ＲｕｂｉｓＣＯ）是卡尔

文循环的限速酶和关键酶［２］。 目前自然界存在 ４ 种类型 ＲｕｂｉｓＣＯ （Ｉ，ＩＩ，ＩＩＩ，ＩＶ），其中 ＲｕｂｉｓＣＯⅠ是广泛存在

于光合和化能自养生物体中［３］。 ＲｕｂｉｓＣＯⅠ又可细分为四类，分别是 Ｆｏｒｍ ＩＡ，ＩＢ，ＩＣ，ＩＤ。 ＲｕｂｉｓＣＯ 酶大亚基

由 ｃｂｂＬ 基因编码，９５％以上的固碳生物含有该基因［４］。 ｃｂｂＬ 基因可作为固碳微生物标记物，已在海洋［５］、湖
泊［６］和土壤［７］固碳微生物群落结构和生物多样性研究中广泛应用。 海洋和湖泊中固碳微生物群落及其固碳

能力已经得到很多研究，但在土壤固碳微生物群落特征研究很少［７］。
青藏高原因海拔高、年均温低、干旱和强紫外等等恶劣环境，导致植物生长受到极大限制，是典型生态脆

弱区［８］和气候变化敏感区［９］。 高寒草甸是青藏高原典型地带性植被生态系统［１０］，该生态系统土壤中碳储量

巨大［１１］。 近年来高寒草甸土壤微生物研究主要集中在土壤微生物量、土壤微生物活性［１２］、土壤微生物群落

结构变化［１３］和土壤微生物多样性［１４］等方面，但土壤固碳微生物特征及其对高寒草甸土壤碳储量的贡献尚未

得到深入研究。 与低海拔地区相比，青藏高原植被生长受到极大限制，因此，开展土壤微生物固碳研究对我们

理解青藏高原土壤固碳微生物功能及土壤碳循环过程具有重要意义。
海拔梯度变化综合了多种环境因子的梯度效应［１５］。 随着海拔梯度的上升，土壤和气候等环境因子均发

生改变，从而引起土壤微生物群落多样性的变化［１６］。 因此，海拔梯度变化是研究土壤固碳微生物群落特征及

其驱动因子的理想自然实验室。 本文采用分子生物学方法（分别为定量 ＰＣＲ、Ｔ⁃ＲＦＬＰ、克隆文库和测序等方

法），研究了青藏高原不同海拔草甸土壤固碳微生物群落结构和多样性变化规律，旨在探讨不同海拔梯度土

壤固碳微生物群落特征及其环境影响因子。 该研究可为深入理解高寒草甸土壤固碳微生物群落特征及土壤

碳循环过程提供理论依据。

１　 研究区域与方法

１．１　 研究地区概况

本研究区域位于拉萨市北部当雄县辖区，距离拉萨市区约 １７０ｋｍ，坐标为 ９１°０５′Ｅ， ３０°５１′Ｎ，平均海拔约

４３００—４７００ｍ，背靠念青唐古拉山脉［１７］。 该地区属于高原性季风气候，水热同期，夏季短暂多雨；冬季寒冷干

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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燥，昼夜温差大。 年均温 １．５℃（１９６０—２０００） ［１８］，年降水量 ４７６．８ｍｍ，其中约 ８０％的降水都集中在 ３ 月份至 ８
月份，降水季节性十分明显［１９］。 土壤类型为高寒草甸土，生态系统为典型高山草甸，植被主要包括建群种矮

嵩草，夹杂委陵菜、垫状点地梅等，随海拔升高植被类型变化不大，仅地上部生物量增加［２０］。
１．２　 样品采集与处理

在念青唐古拉山南坡采样，在 ２０１４ 年 ４ 个季节采样，时间分别为 ２０１４ 年 ３ 月 ２６ 日、６ 月 ２１ 日、８ 月 ２６ 日

和 １０ 月 ２３ 日，样点分布在 ４４００ｍ、４６５０ｍ、４８００ｍ 和 ５２００ｍ 的 ４ 个海拔，每个海拔在取样点周围 ９ｍ２内取 ３ 个

重复，每个重复土壤由直径 ２．５ｃｍ 的土钻取 ３ 钻混合而成，取样深度为 ０—１０ｃｍ。 土样采集后装塑封袋，过
２．０ｍｍ孔径筛子后一部分用无菌袋封装并迅速冷冻，用于微生物群落实验，于－８０℃冷冻保存；另一部分风干

后用于土壤理化因子测定。
１．３　 土壤理化因子测定

测定土壤的碳氮相关理化因子，主要为土壤总有机碳（ＴＯＣ）和铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）。 ＴＯＣ

采用总有机碳分析仪测定（ＴＯＣ⁃Ｌ， ＳＨＩＭＡＤＺＵ， Ｊａｐａｎ），铵态氮和硝态氮采用流动分析仪测定（ＡＱ２， ＳＥＡＬ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｉｎｃ．， ＵＫ）。 土壤含水量采用烘干法（２４ｈ）测定，土壤 ｐＨ 值（土水比 １∶２．５）采用酸度计（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
ＰＢ⁃１０， 德国）测定，每个海拔土壤温度由 ＨＯＢＯ 自动气象站测定 （Ｏｎｓｅｔ Ｉｎｃ．， Ｂｏｕｒｎｅ，ＭＡ， ＵＳＡ）。
１．４　 土壤 ＤＮＡ 提取

所有 ＤＮＡ 样品均采用 Ｐｏｗｅｒｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＭＯＢＩＯ，ＵＳＡ）试剂盒提取，土壤称取冷冻土样０．２５ｇ。
操作流程按照试剂盒说明书进行。 ＤＮＡ 提取完毕后取 ２μＬ ＤＮＡ 溶液检测 ＤＮＡ 浓度和纯度（Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃
１０００，ＵＳＡ），并用琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性。
１．５　 基因丰度测定

采用定量 ＰＣＲ（简称 ｑＰＣＲ）方法检测样品中和固碳微生物 ｃｂｂＬ 基因丰度，ＰＣＲ 扩增引物均为特异性引

物，其序列见表 １。 基因丰度检测使用罗氏定量 ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ ＩＩ，Ｒｏｃｈｅ， ＵＳＡ）进行，标线采用

含目的片段的已知数量质粒 １０ 倍系列稀释液［６］。 ｑＰＣＲ 扩增酶使用 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｋｉｔ（Ｔａｋａｒａ，大连），反应体系

为 １０μＬ，包括 ３μＬ 缓冲液，５μＬ 的酶，引物各 ０．５μＬ，１μＬ ＤＮＡ 模板。 ｑＰＣＲ 反应条件为预变性 ９５ ／ ９４℃ ２
ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ ｓ， 退火温度分别是：Ｆｏｒｍ ＩＡ ／ Ｂ 基因 ６１℃，Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因 ６３℃，Ｆｏｒｍ ＩＤ 基因 ５３℃ ３５ 个循环。
在 ７２℃收集荧光信号。

表 １　 本研究采用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｆｏｒｍ ＩＣ⁃Ｆ ＧＡＡ ＣＡＴ ＣＡＡ ＹＴＣ ＫＣＡ ＧＣＣ ＣＴＴ［２１］ Ｆｏｒｍ ＩＤ⁃Ｒ ＡＴＴ ＴＧＤ ＣＣＡ ＣＡＧ ＴＧＤ ＡＴＡ ＣＣＡ［２２］

Ｆｏｒｍ ＩＣ⁃Ｒ ＴＧＧ ＴＧＣ ＡＴＣ ＴＧＶ ＣＣＧ ＧＣＲ ＴＧ［２１］ Ｆｏｒｍ ＩＡ ／ Ｂ⁃Ｆ ＴＣＩ ＧＣＩ ＴＧＲ ＡＡＣ ＴＡＹ ＧＧＴ ＣＧ［２３］

Ｆｏｒｍ ＩＤ⁃Ｆ ＧＡＴ ＧＡＴ ＧＡＲ ＡＡＹ ＡＴＴ ＡＡＣ ＴＣ［２２］ Ｆｏｒｍ ＩＡ ／ Ｂ⁃Ｒ ＧＧＣ ＡＴＲ ＴＧＣ ＣＡＩ ＡＣＲ ＴＧＲ ＡＴ［２３］

１．６　 固碳微生物群落结构分析

草甸土壤中 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物丰度最高，代表主要土壤固碳微生物类群，远高于 Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 和 ＩＤ 类固

碳微生物。 因此，本研究采用末端限制性片段长度多态性（Ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
简称 Ｔ⁃ＲＦＬＰ）技术深入分析了 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物群落结构和多样性。 利用 ５′端标记有荧光的引物对功

能基因进行扩增，而后用 Ａｘｙｇｅｎ 公司生产的胶回收试剂盒对 ＰＣＲ 产后进行切胶纯化，将纯化产物进行限制

性酶切，本研究中采用 ＭｓｐＩ 酶切 Ｆｏｒｍ ＩＣ 目的基因片段，酶切产物片段大小和相对量采用 ＡＢＩ ３７３０ｘｌ ＤＮＡ 测

序仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）测定，不同末端限制片段（Ｔ⁃ＲＦｓ）相对量用来计算固碳微生物群落结构和

多样性指数。
１．７　 固碳微生物克隆文库、测序与 ＤＮＡ 序列系统发育分析

我们对 ４８００ｍ 海拔处 ３ 月和 ６ 月土样各建立了 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物克隆文库，并测序和进行系统发育

３　 １１ 期 　 　 　 高静　 等：藏北高原草甸土壤固碳微生物群落特征随海拔和季节的变化 　
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分析。 ＩＣ 固碳基因 ＰＣＲ 扩增采用与 ｑＰＣＲ 相同的引物，ＰＣＲ 反应体系与 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 相同。 将每个克隆文库的

ＰＣＲ 样品按照的胶回收试剂盒说明书进行目的片段的回收纯化，纯化产物用 Ｐｒｏｍａｇｅ 公司生产的 ＰＥＧＭ⁃Ｔ
（Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）连接载体试剂盒进行连接反应并转化到感受态细胞中，感受态细胞采用康为世纪公司生产

的 ＤＨ⁃５α 菌株；通过 ＬＢ 平板蓝白斑筛选随机挑取白斑（４０—４５ 个）；对随机挑选的白斑进行阳性克隆鉴定和

测序，鉴定结果为阳性、片段长度符合目标片段要求的克隆子进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序（ＡＢＩ ３７３０ｘｌ ＤＮＡ 测序仪，
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）；采用 ＭＥＧＡ ６．０ 对获得的目的基因 ＤＮＡ 序列进行系统发育分析。
１．８　 数据分析

克隆文库测序所得结果使用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖ．１．３３．３ 选取相似性大于 ９７％的 ＤＮＡ 序列进行 ＯＴＵ 划分，使用邻接

法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）在 ＭＥＧＡ ６．０ 软件中构建系统发育树。 群落结构分析主要利用 Ｃａｎｏｃｏ ５ 软件进行，群落

多样性利用 Ｒ ３．１．３ 中的“ｖｅｇａｎ”软件包进行计算。 相关性和差异显著性分析采用 ＳＰＳＳ．２３ 软件，作图采用

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １０．０ 和 Ｅｘｃｅｌ 软件。

２　 结果与分析

２．１　 ｃｂｂＬ 基因丰度随海拔和季节变化

土壤中各月份 Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 基因丰度在 １０６拷贝数 ／ ｇ 到 １０８拷贝数 ／ ｇ 之间（图 １）。 随海拔升高，Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 的

基因丰度逐渐增加，且由 ４４００ｍ 至 ４８００ｍＦｏｒｍ 增加幅度较大，４８００ｍ 以上基本持平或稍下降。 ３ 月份 Ｆｏｒｍ
ＩＡＢ 的基因丰度随海拔变化幅度最小。 对海拔和季节进行双因素分析可知，季节及其与海拔的交互作用对

Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 基因丰度无显著影响（Ｐ＞０．６３１）。
Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度各月份在 １０８拷贝数 ／ ｇ 到 １０９拷贝数 ／ ｇ 之间（图 ２）。 随海拔升高，各月份 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因

丰度显著增加，自 ４４００ｍ 至 ４８００ｍ 增加幅度较快，４８００ｍ 以上基本持平或有所下降。 与其他月份相比，３ 月份

Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度随海拔升高变化最小。 对海拔和季节进行双因素分析可知，海拔升高和季节均显著影响

Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度（Ｐ＜０．０５），且二者交互作用也显著影响 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度（Ｐ＜０．０１）。

图 １　 Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 基因丰度随海拔的变化图

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＡ ／ Ｂ ｗｉｔｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
图 ２　 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度随海拔的变化图

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＣ ｗｉｔｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ

Ｆｏｒｍ ＩＤ 基因丰度各月份在 １０５拷贝数 ／ ｇ 到 １０６拷贝数 ／ ｇ 之间（图 ３）。 随海拔升高，各月份 Ｆｏｒｍ ＩＤ 基因

丰度无明显变化，且 １０ 月份 Ｆｏｒｍ ＩＤ 基因丰度随海拔升高变化最小。
综上所述，随海拔升高不同类型固碳微生物丰度变化趋势不同，Ｆｏｒｍ ＩＣ 和 Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 基因丰度随海拔升

高而逐渐增加，Ｆｏｒｍ ＩＤ 随海拔变化趋势不明显。 其中 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物丰度在各个海拔均远高于其他

两类固碳微生物。 对比不同季节间基因丰度的变化情况，在生长季（６ 月和 ８ 月） ｃｂｂＬ 基因丰度变化较大，而
冬季（３ 月）变化幅度较小。
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图 ３　 Ｆｏｒｍ ＩＤ 基因丰度随海拔的变化图

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＤ ｗｉｔｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析表明，土壤 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度与

海拔呈正相关关系，即海拔越高，Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度越大

（表 ２），说明高海拔土壤条件有利于 ＩＣ 类固碳微生物

生长。 Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 和 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物丰度与土壤

温度和 ｐＨ 值呈负相关关系，与土壤含水量和 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 呈

正相关关系。 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度与土壤 ＴＯＣ 含量呈正

相关关系。 Ｆｏｒｍ ＩＤ 类固碳微生物丰度与海拔呈负相

关关系，即随海拔升高而降低，与土壤温度呈正相关

关系。
２．２　 ｃｂｂＬ 基因多样性指数随海拔和季节变化

随海拔升高各月份 Ｆｏｒｍ ＩＣ ｃｂｂＬ 基因香农多样性

指数均显著升高， ４８００ｍ 出达到最高，之后稍下降（图
４）。 与香农多样性指数变化趋势相似，随海拔显著升

高各月份 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因群落丰富度显著升高，在 ４８００ｍ
达到最大，之后有所下降（图 ５）。 与其他月份相比，３ 月份香农多样性指数和丰富度变化均最小，可能是由于

３ 月份土壤还在冻融期，土壤温度与土壤水含量相对较低，故对海拔变化不敏感。

表 ２　 ｃｂｂＬ 基因丰度与环境因子的相关性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｂｂＬ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

环境因子
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ Ｆｏｒｍ ＩＣ Ｆｏｒｍ ＩＤ Ｆｏｒｍ ＩＡＢ 环境因子

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ Ｆｏｒｍ ＩＣ Ｆｏｒｍ ＩＤ Ｆｏｒｍ ＩＡＢ

土壤含水量（ＳＷＣ）
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．４８４∗∗ －０．０６４ ０．３４１∗∗ 海拔 Ａｌｔｉｔｕｄｅ ０．３２７∗ －０．２７５∗ ０．１３３

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．３１６∗ －０．０５３ ０．３３６∗∗ 土壤温度

Ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ －０．３７１∗∗ ０．３０８∗ －０．２８９∗

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ －０．０２７ ０．０５０ －０．１２９ 总有机碳 ＴＯＣ

Ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ０．３１２∗ －０．１７５ ０．１２０

ｐＨ －０．５２９∗∗ ０．１５７ －０．３７０∗∗

　 　 ∗和∗∗分别表示显著性达到 ０．０５ 和 ０．０１ 水平，单尾检验

图 ４　 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因香农多样性指数随海拔的变化

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＣ ｗｉｔｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ

图 ５　 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因群落丰富度随海拔的变化

Ｆｉｇ．５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＣ ｗｉｔｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ

２．３　 草甸土壤固碳微生物群落结构随海拔和季节变化

Ｆｏｒｍ ＩＣ 类土壤固碳微生物群落结构随海拔升高而发生明显变化，但随季节变化不明显（图 ６）。 根据海
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图 ６　 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因群落结构 ＲＤＡ 分析图

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｏｆ Ｆｏｒｍ ＩＣ ｇｅｎｅｓ

　 Ｅ：海拔，ａｌｔｉｔｕｄｅ；ＳＷＣ：土壤含水量，ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＴＯＣ：总有机

碳，ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；Ｔ＿５：５ｃｍ 土壤温度，５ｃｍ ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；

Ｓｅａｓｏｎ：季节，ｓｅａｓｏｎ ；ＮＨ＋
４ ：铵态氮，ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－

３ ：硝态

氮，ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

拔变化，固碳微生物群落结构主要分为两个类群，海拔

４４００ｍ 和 ４６５０ｍ 聚合为一类，４８００ｍ 和 ５２００ｍ 聚合一

类。 ＲＤＡ１ 和 ＲＤＡ２ 两个分量可解释 ３０．３６％群落结构

变异，ＲＤＡ１ 可单独解释变异的 ２３．６５％，说明海拔升高

导致的土壤水分、有机质含量、ｐＨ 和土壤温度等土壤理

化因子是驱动固碳微生物群落结构变化的主要因子。
ＲＤＡ２ 仅解释固碳微生物群落结构变异的 ６．７１％，其中

季节是驱动 ＲＤＡ２ 的主要因子，说明群落结构在一定程

度存在明显季节差异。
２．４　 固碳微生物群落组成及其系统发育分析

本研究对 ４８００ ｍ 海拔处 ３ 月和 ６ 月土壤进行克隆

文库构建和 ｃｂｂＬ 基因片段序列分析，共得到 ５２ 个

ＯＴＵｓ。 本研究土壤中 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物属于 ３ 个

门（图 ７），分别是放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、α 变形菌（α⁃
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 β 变形菌（β⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 放线菌主

要 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｃａｒｄｉａ 和 Ｎｏｃａｒｄｉａ 等微生物，与之前发现的

一些青藏高原草地土壤克隆序列比较相似。 α 变形菌

主 要 包 括 一 些 典 型 根 瘤 菌， 如 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，
Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 和 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 等，β 变形菌主要包括一些

化能自养型微生物，如 Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ 和 Ｖａｒｉｏｖｏｒｖａｘ 等固碳微生物。
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图 ７　 Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．７　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｏｒｍ ＩＣ ｃｂｂＬ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

α 变形菌占总克隆文库的比例最高（４８．１％），放线菌占 ３８．４％，β 变形菌比例最低为 １３．５％。 对比不同月份 ３
种类群所占比例，３ 月份 α 变形菌与放线菌所占比例相当分别占 ４５％；６ 月份 α 变形菌比例从 ４５％升高至

５２％，而放线菌比例从 ４５％降低至 ３０％，说明主要包括根瘤菌的 α 变形菌在生长季比例稍高于非生长季，固
碳微生物群落组成随季节变化。

３　 讨论与结论

海拔梯度变化综合了多种环境因子的梯度效应［１５］。 在高寒草甸生态系统中，随海拔梯度变化，植物指数

对气候的敏感性［２４］、微生物的群落组成及多样性都会发生改变［２５］。 本研究发现，随海拔升高，草甸土壤温度

与 ｐＨ 值逐渐降低，土壤含水率与铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）含量逐渐升高，这些结果与我们之前的发现一致［２６］。 草甸

土壤中类型 Ｆｏｒｍ Ｉ 固碳微生物中，Ｆｏｒｍ ＩＣ 基因丰度最高，可达 １０８拷贝数 ／ Ｌ 以上，且随海拔升高而增加。
ｃｂｂＬ 基因丰度与土壤温度和 ｐＨ 值呈负相关关系，与土壤含水量、ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＴＯＣ 呈正相关关系，表明高海拔土

壤中丰富的养分（包括 ＴＯＣ 和 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）刺激了固碳微生物生长，同时这些固碳微生物可忍受或适应较低温度。

因此，适应低温可能是青藏高原草甸土壤固碳微生物关键生存策略之一。 丛静等［２７］ 发现神农架自然保护区

土壤微生物生物量随海拔升高而显著增加，随海拔变化的土壤温度、土壤湿度、ｐＨ 值和有机碳是重要的影响

因子，与本文研究结果相似。 对比不同季节的 ｃｂｂＬ 基因丰度可发现，生长季（６ 月和 ８ 月） ｃｂｂＬ 基因丰度随海

拔变化较大，而非生长季（３ 月和 １０ 月）随海拔变化幅度较小。 ３ 月份各类固碳微生物丰度在各海拔梯度丰

度基本不变，说明 ３ 月份土壤处仍处于冷冻或冻融交替阶段，土壤微生物还没有生长，故各海拔梯度固碳微生

物丰度基本相似。 这些研究结果与王琴等［２８］的发现一致，即土壤微生物类群的海拔梯度效应存在季节变化

特征。
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海拔及其导致的土壤理化因子变化和季节均影响固碳微生物结构多样性。 土壤 ｐＨ 值、海拔和水分是驱

动群落结构变化的关键环境因子，季节在一定程度上也会影响固碳微生物群落结构，但其影响程度稍弱于土

壤理化因子。 不同海拔和季节均使土壤理化和养分发生改变，从而影响固碳微生物生长和代谢活动，最终导

致固碳微生物种群结构的变化。 肖可青等研究发现在稻田土壤中，土壤有机碳和 ｐＨ 值对固碳微生物群落结

构具有显著影响［２９］。 本文研究表明，随海拔升高草甸土壤固碳微生物多样性和丰富度逐渐升高，在 ４８００ｍ 达

到最高，说明海拔梯度会影响固碳微生物丰度和多样性变化，这与我们之前的研究结果一致［２６］。 宋贤冲等

人［１６］认为土壤含水量可能是造成不同海拔土壤微生物群落功能多样性差异的主要原因。 土壤克隆文库和测

序结果表明，在生长季（３ 月）和非生长季（６ 月）草甸土壤 Ｆｏｒｍ ＩＣ 类固碳微生物主要包括 ３ 个菌门，分别是放

线菌、α 和 β 变形菌。 其中 α 变形菌为优势菌门，主要包括根瘤菌，这与我们之前的研究发现相似［２６］。 刘琼

等人［３０］也发现稻田土壤中固碳微生物主要为变形菌和放线菌。 有研究表明，β 变形菌可以耐受各种环境压

力，尤其对于酸性土壤中低 ｐＨ 值具有良好的耐受性［３１］。
综上所述，在在本研究海拔梯度内，草甸土壤固碳微生物丰度和群落结构主要受海拔变化影响，而受季节

变化影响较小，其中，随海拔梯度变化的土壤温度、土壤含水量、ｐＨ 值和有机碳是重要的影响因子。 固碳微生

物多样性主要受土壤 ｐＨ 值和土壤含水量影响。 该研究揭示了高寒草甸土壤固碳微生物丰度、群落结构特征

及其环境驱动因子，为深入理解高寒草地土壤微生物功能和土壤碳循环过程及其动态变化提供理论依据。
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