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温度和水分变化对冻土区泥炭地土壤氮循环功能基因
丰度的影响
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摘要：以大兴安岭多年冻土区泥炭地为研究对象，通过室内模拟增温实验，研究温度升高对不同深度（０—１５０ ｃｍ）土壤氮循环

功能基因丰度的影响。 同时针对 ０—２０ ｃｍ 和 ２０—４０ ｃｍ 土壤设置两个水分处理，分别为土壤原始含水量和淹水状态，研究水

分变化对表层土壤氮循环功能基因丰度的影响。 结果表明温度升高显著提高了活动层（０—６０ ｃｍ）、过渡层（６０—８０ ｃｍ）、永冻

层（８０—１００ ｃｍ）中 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ 基因丰度，温度升高显著提高了活动层（０—４０ ｃｍ）和过渡层（６０—８０ ｃｍ）中 ｎｉｒＳ 基因丰度。 温度

升高显著提高了过渡层（６０—８０ ｃｍ）ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和较深永冻层（１４０—１５０ ｃｍ）ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 的含量，但降低了过渡层（６０—８０ ｃｍ）ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

和较深永冻层（１２０—１５０ ｃｍ）ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的含量，相关性分析表明，ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量与 ｎｉｆＨ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度呈显著正相关，ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量

与 ｎｉｒＫ 基因丰度呈显著正相关，说明温度升高能够通过改变微生物丰度促进过渡层固氮作用和反硝化作用。 在增温条件下，
淹水处理使表层土壤 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度及 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量降低，但提高了 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量，说明淹水造成了过度还原的条件使反硝

化底物浓度降低，降低反硝化微生物活性进而抑制了土壤反硝化作用。 该结果对于明确未来气候变化影响下冻土区泥炭地土

壤氮循环过程具有重要意义。
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４ ⁃Ｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｌａｙｅｒ（６０—８０ ｃｍ） ａｎｄ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ｉｎ ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ ｌａｙｅｒ（１４０—１５０ ｃｍ）， ｗｈｉｌｅ ｒｅｄｕｃｅｄ
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ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｌａｙｅｒ（６０—８０ ｃｍ） ａｎｄ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ｉｎ ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ ｌａｙｅｒ（１２０—１５０ ｃｍ）． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
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土壤微生物能够调节陆地生物地球化学循环，是土壤中重要的物质循环推动者，同时也是生物圈与非生

物圈物质与能量交换的重要枢纽［１］。 它们在土壤有机质分解和元素循环中起着重要作用，土壤微生物通过

微生物作用与周围环境发生交换，以此获得营养物质来满足自身需要［２］。 土壤微生物本身也是土壤养分库，
对土壤养分的转化与供应起着重要作用［３］。

固氮微生物种类丰富，其体内存在具有催化功能的固氮酶，其中 ｎｉｆＨ 基因编码固氮酶中的铁蛋白［４］，是
所有固氮微生物含有的最保守的功能基因，因此 ｎｉｆＨ 基因被广泛应用于研究固氮微生物群落［５］。 反硝化作

用是氮循环的关键步骤之一，反硝化是微生物参与土壤氮循环的重要过程之一。 土壤中反硝化过程主要是由

异养反硝化细菌完成［６⁃７］。 参与反硝化过程的酶主要有硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、氧化氮还原酶和氧化亚

氮还原酶，它们的编码基因分别为 ｎａｒ、ｎｉｒＫ ／ ｎｉｒＳ、ｎｏｒＢ 和 ｎｏｓＺ，其中亚硝酸还原酶中的 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 分别为可

溶性含铜酶和细胞色素酶的编码基因，是反硝化过程中研究最多也是最重要的功能基因［８］。
土壤微生物对温度变化敏感，其对温度的响应直接影响生态系统过程［９］。 温度是控制生物反应的基础，

不同生物体温度敏感性的变化可能会影响微生物对气候变化的响应［１０］。 温度升高可以促进土壤微生物的呼

吸作用，微生物消耗土壤中的氧气使土壤呈厌氧环境进而影响反硝化作用［１１］。 有研究表明，温度变化对微生

物量、微生物群落及其组成有直接影响［１２⁃１３］。 对草原生态系统土壤反硝化速率及其相关微生物变化的研究

发现增温显著增加了高寒草原土壤中的反硝化细菌的数量及土壤反硝化速率［１４］。 土壤水分含量是土壤氮素

转化过程中至关重要的影响因素。 土壤水分含量与其他土壤理化性质共同作用可显著改变土壤的孔隙度及

孔隙分布，从而影响氧气在土壤中的流通，进而影响微生物的活性［１５⁃１６］。 短期的温度升高和水分增加可显著

提高土壤 ｎｉｆＨ 基因丰度［１７］，不同水分条件下土壤中 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度随着水分的增加而增加［１８］，ｎｉｒＫ 基

因对土壤水分变化的响应更灵敏［１９］。 因此，研究温度和水分变化对氮循环功能基因丰度的影响对于明确未

来气候变化影响下氮循环过程具有重要意义。
大兴安岭是我国唯一的地带性冻土分布区，也是世界上主要的泥炭分布区之一［２０］，在全球变暖的影响

下，中国东北的永久冻土区在过去的几十年里经历了显著退化［２１］，永冻层不再是永久冻土而是转变成季节融

化层，温度升高使得冻土融化，导致活动层呈淹水状态。 前期研究表明温度升高会促进冻土泥炭地 Ｎ２Ｏ 的释

放，但其微生物机制尚不明确。 本研究以大兴安岭冻土泥炭地为研究对象，通过室内模拟培养试验，采用实时

定量 ＰＣＲ 技术，研究土壤氮循环相关微生物对温度和水分变化的响应。 本研究旨在为全球变暖影响下永久

冻土区泥炭地氮循环变化提供基础数据和理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究站点位于大兴安岭连续多年冻土区（东经 １２２°８６′，北纬 ５２°９４′），属于寒温带季风性气候，全年无霜
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８５—１１０ ｄ，１１ 月—次年 ４ 月冬季积雪，冻结期大概为 ７ 个月［２２］。 年平均温度为－３．９℃。 年平均降雨量为

３５０—５５０ ｍｍ，降水主要集中在 ７—８ 月［２３］。 该地区主要植物类型包括常绿灌木、落叶灌木、草本植物，其中常

绿灌木的主要代表为细叶杜香（Ｌｅｄｕｍ ｐａｌｕｓｔｒｅ）和甸杜（Ｃｈａｍａｅｄａｐｈｎｅ ｃａｌｙｃｕｌａｔａ），落叶灌木的主要代表为笃

斯越橘（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ ｕｌｉｇｉｎｏｓｕｍ），草本植物的主要代表为羊胡子草（Ｅｒｉｏｐｈｏｒｕｍ ｖａｇｉｎａｔｕｍ），而地被植物的主要

代表为泥炭藓（Ｓｐｈａｇｎｕｍ ｐａｌｕｓｔｒｅ） ［２４］。 该地区的土壤类型为泥炭土。
１．２　 样品采集与培养

２０１８ 年 ８ 月，选取大兴安岭冻土区典型泥炭地，随机选取样地，采样地之间的距离至少为 １０ ｍ，每处用土

钻采集 ８ 个土壤深度（０—２０、２０—４０、４０—６０、６０—８０、８０—１００、１００—１２０、１２０—１４０ ｃｍ 和 １４０—１５０ ｃｍ），其
中 ０—６０ ｃｍ 深度为活动层，６０—８０ ｃｍ 深度为过渡层，８０ ｃｍ 以下深度为永冻层。 人工挑出植物根系、新鲜凋

落物和石块等杂物，低温保存运回实验室。 取一部分新鲜土壤样品测定土壤 ｐＨ 值和含水量，一部分土壤样

品置于阴凉处风干后研磨，过 ０．２５ ｍｍ 筛，测定土壤样品的初始全氮含量。 用于培养的土壤样品冷冻保存。
将土壤样品（相当于 ２０ ｇ 干土重）置于 ５００ ｍＬ 广口瓶中，在 ５℃和 １５℃两个温度下培养，每个处理四次

重复。 针对 ０—２０ ｃｍ 和 ２０—４０ ｃｍ 土壤，每一个温度设置两个水分处理，分别为采样时的土壤原始含水量和

淹水状态，０—２０ ｃｍ 和 ２０—４０ ｃｍ 土壤含水量分别为 ６３．２８％和 ５８．１８％。 淹水处理用去离子水调节淹水深度

为 １ ｃｍ，广口瓶盖上密封硅橡胶塞子，开展为期 ５５ ｄ 的培养试验。 在实验结束后，分析测定土壤氮循环相关

微生物功能基因 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 丰度以及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量。
１．３　 实验方法

１．３．１　 土壤微生物功能基因丰度及温度敏感性

土壤微生物 ＤＮＡ 提取［２５］：按照土壤 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ＳＰＩＮ 快速提取试剂盒（ＭＰｂｉｏ，ＵＳＡ）说明书准确称取 ０．３ ｇ
土壤样品到 Ｌｙｓｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ Ｅ 管中，加入 ９７８ μＬ Ｓｏｄｉｕｍ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒ 和 １２２ μＬ ＭＴ Ｂｕｆｆｅｒ，采用 ＦａｓｔＰｒｅｐ􀳏 处

理后离心 １４０００ ｇ×１０ ｍｉｎ，将上清液转移到一个新的 ２ ｍＬ 离心管中，加入 ２５０ μＬ ＰＰＳ 离心 １４０００ ｇ×５ ｍｉｎ，将
上清液转移到一个新的 ５ ｍＬ 离心管并加入 １ ｍＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ，用手颠倒 ２ ｍｉｎ 后静置 ３ ｍｉｎ，去
除 ５００ μＬ 上清后转移混合液到 ＳＰＩＮＴＭ Ｆｉｌｔｅｒ 后离心 １４０００ ｇ×１ ｍｉｎ，加入 ５００ μＬ ＳＥＷＳ⁃Ｍ 到 ＳＰＩＮＴＭ Ｆｉｌｔｅｒ
中离心 １４０００ ｇ×１ ｍｉｎ，将 ＳＰＩＮＴＭ Ｆｉｌｔｅｒ 下面 ｃａｔｃｈ ｔｕｂｅ 中的液体倒掉，再离心 １４０００ ｇ×２ ｍｉｎ，将 ＳＰＩＮＴＭ
Ｆｉｌｔｅｒ 放到一个新的 Ｃａｔｃｈ Ｔｕｂｅ 中室温下风干 ５ ｍｉｎ，加入 １００ μＬ ＤＥＳ 离心 １４０００ ｇ×１ ｍｉｎ 使 ＤＮＡ 转移到

Ｃａｔｃｈ Ｔｕｂｅ 中，－８０℃冰箱保存。
提取后用 ０．５％低熔点琼脂糖凝胶纯化 ＤＮＡ 提取物，用苯酚⁃氯仿⁃丁醇萃取。 为了获得更具代表性的

ＤＮＡ 样本对每个样本进行 ３ 次重复处理。 通过荧光定量 ＰＣＲ 仪（７５００，ＡＢＩ，美国）定量测定细菌的 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ
和 ｎｉｒＳ 基因丰度［２６］。 扩增所用引物及扩增程序见表 １，实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ ∶１２．５ μＬ 的 １×
ＳＹＢＲ 缓冲液（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），０．４ μＬ 引物（１０ μＭ），０．５ μＬ ＲＯＸΙΙ（ＴａＫａＲａ），０．８７５ μＬ ３％ＢＳＡ，０．６２５ μＬ 二

甲亚砜（ＤＭＳＯ），１０ ｎｇ ＤＮＡ 模板。

表 １　 土壤氮循环相关功能基因引物及扩增程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ

目标基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

扩增程序
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｅｔａｉｌｓ
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土壤微生物温度敏感性［３０］：

Ｑ１０ ＝
Ａｂｕｎｄａｎｃｅ２

Ａｂｕｎｄａｎｃｅ１

æ

è
ç

ö

ø
÷

１０
Ｔ２－Ｔ１

式中，Ａｂｕｎｄａｎｃｅ１代表较低温度 Ｔ１测定的微生物丰度，Ａｂｕｎｄａｎｃｅ２代表较高温度 Ｔ２测定的微生物丰度。
１．３．２　 土壤理化性质测定

土壤样品经硫酸湿法消解后，利用 ＡＡ３ 连续流动分析仪（ Ｓｅａｌ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ 德国）测定总氮含量［３１］。 用

２ ｍｏｌ ／ Ｌ的 ＫＣｌ 溶液从土壤样品中提取无机氮，过滤后用 ＡＡ３ 连续流动分析仪（Ｓｅａｌ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ 德国）测定滤液

中 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量。 将一定量的鲜土置于 ８５℃烘箱恒温烘干至恒重，根据烘干前重量及烘干后重量计算

土壤样品含水量。 用 ＰＨＳＪ⁃３Ｆ 型酸度计测量水土比为 １０∶１ 的水土混合液的 ｐＨ 值。
１．４　 数据处理与分析

运用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件，采用双因素方差分析（ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和显著性差异（Ｔｕｋｅｙ）以及 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分

析等方法对不同土壤深度下土壤氮循环相关微生物功能基因丰度以及无机氮含量进行差异显著性分析，检验

温度和水分变化对土壤氮循环相关微生物数量的影响，所有数据在进行方差分析前均进行正态性检验（ｓ⁃ｗ
检验），且符合正态分布，并运用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行绘图。

２　 结果

２．１　 土壤初始理化性质

不同深度土壤初始理化性质如表 ２ 所示。 土壤含水量范围为 ５７．４９％—７９．０３％，土壤 ｐＨ 值范围为４．５０—
４．７６，土壤总氮含量变化范围为 ４．４８—１１．５３ ｍｇ ／ ｇ。 土壤含水量和总氮的最大值均出现在过渡层（６０—８０
ｃｍ），最小值均出现在冻土层（１４０—１５０ ｃｍ）。 该地区土壤偏酸性，并且土壤酸性随土层深度的增加而减弱。

表 ２　 不同土壤深度初始理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈｓ

土壤深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ

含水量
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ｐＨ 总氮

Ｔｏｔａｌ Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

０—２０ ６３．２８±１．５９ａｂ ４．５０±０．０２ａ １０．２２±０．５８ｃｄ
２０—４０ ５８．１８±２．１５ａ ４．５９±０．０１ａｂ ９．９０±１．０２ｃｄ
４０—６０ ６４．１０±１．１７ａｂ ４．６２±０．０２ｂｃ ９．２３±０．９７ｃｄ
６０—８０ ７９．０３±０．９８ｃ ４．６７±０．０２ｂｃｄｅ １１．５３±０．２７ｄ
８０—１００ ６８．１４±４．１２ｂ ４．７６±０．０１ｅ ８．３３±１．０６ｂｃ
１００—１２０ ６８．９７±１．３９ｂ ４．６５±０．０６ｂｃｄ ６．３０±０．３７ａｂ
１２０—１４０ ６９．１７±２．３２ｂ ４．７３±０．０３ｃｄｅ ９．０７±０．９５ｃｄ
１４０—１５０ ５７．４９±１．３３ａ ４．７４±０．０５ｄｅ ４．４８±０．２９ａ

　 　 同列不同字母表示土壤间差异显著（ Ｐ＜０．０５）

２．２　 温度升高对泥炭地土壤氮循环相关微生物的影响

２．２．１　 温度升高对土壤氮循环相关微生物功能基因丰度的影响及其温度敏感性

培养 ５５ ｄ 后，土壤氮循环相关微生物功能基因丰度变化如图 １ 所示：０—２０、２０—４０、４０—６０、６０—８０、８０—
１００、１００—１２０、１２０—１４０、１４０—１５０ ｃｍ 土层 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰度分别为 １．１１×１０１０—１．０８×１０１１、２．６０×
１０６—６．８７×１０８、９．０７×１０７—２．１８×１０９基因拷贝数 ／ ｇ 干土。 ０—２０、２０—４０、６０—８０、８０—１００ ｃｍ 土层中 ｎｉｆＨ 基

因丰度随着温度的升高显著增加，１４０—１５０ ｃｍ 土层中 ｎｉｆＨ 的基因丰度随着温度的升高显著降低，温度升高

显著提高了 ０—２０、２０—４０、４０—６０、６０—８０、８０—１００ 和 １４０—１５０ ｃｍ 土层 ｎｉｒＫ 基因丰度。 ０—２０、２０—４０、
６０—８０ ｃｍ 土层中 ｎｉｒＳ 基因丰度随着温度的升高而显著增加，但是 １００—１２０、１２０—１４０、１４０—１５０ ｃｍ 土层中

ｎｉｒＳ 基因丰度随着温度的升高而显著减少（表 ３）。 双因素方差分析结果表明，温度和土壤深度对 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ
和 ｎｉｒＳ 基因有显著影响，并且存在交互作用（表 ４）。 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰度的温度敏感性（Ｑ１０）平均值
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分别为 １．５１、２．５３、１．２２。 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰度的温度敏感性分别在 ６０—８０、４０—６０、６０—８０ ｃｍ 土层

最高，在 ２０—４０、１００—１２０、１２０—１４０ ｃｍ 土层最低（图 １）。

图 １　 温度升高对不同深度土壤氮循环相关功能基因丰度的影响及其温度敏感性

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｎ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈｓ

表 ３　 温度对不同深度土壤氮循环相关功能基因丰度和有效氮含量影响的方差分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈｓ

土壤深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ ｎｉｆＨ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

０—２０ ２８．０４∗∗ ２０．０９９∗∗ ２６．０８９∗∗ ２．０１５ ０．４１２
２０—４０ ７１．９４∗∗ ７．２５８∗ １５．９６８∗∗ ２．３７５ ２２．９６７∗∗

４０—６０ １．３９ ７６．１５５∗∗ ０．０３１ ７１．７０４∗∗ ２６．１９３∗∗

６０—８０ １１４．０９∗∗ １７．７７８∗∗ ２７．４１６∗∗ ８７．２４１∗∗ ２０．１３０∗∗

８０—１００ ２０．０１∗∗ ２４．６６１∗∗ １．８７１ ８．１００∗ ０．８２７
１００—１２０ ０．０２３ ３．２１９ ３２．４９８∗∗ ０．６２６ ０．３１２
１２０—１４０ ２．８１ ０．１６５ ２４．２９１∗∗ ７．４２２∗ ０．０７８
１４０—１５０ ７．７３∗ ２１９．７０３∗∗ １６２．３４９∗∗ ５４．２６６∗∗ １４２．０８４∗∗

　 　 ∗∗ 表示 Ｐ＜０．０１，∗ 表示 Ｐ＜０．０５

２．２．２　 温度升高对土壤有效氮含量的影响及其与氮循环相关微生物的相关性

培养 ５５ ｄ 后，土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量变化如图 ２ 所示：０—２０、２０—４０、４０—６０、６０—８０、８０—１００、１００—
１２０、１２０—１４０、１４０—１５０ ｃｍ 土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量变化分别为 ２６．９５—８１．７１ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ４．６２—８．３２ ｍｇ ／ ｋｇ。

温度升高显著提高了 ４０—６０、６０—８０ 和 ８０—１００ｃｍ 土层中 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量，但是显著降低了 １２０—１４０ 和 １４０—

１５０ ｃｍ 土层中 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量（图 ２）。 温度升高提高了过渡层土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量，降低了较深永冻层（１２０—
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１５０ ｃｍ）土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量（表 ３）。 温度升高显著降低了 ２０—４０、４０—６０ 和 ６０—８０ ｃｍ 土层中 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量，显
著提高了 １４０—１５０ ｃｍ 土层中的 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量（图 ２）。 温度升高使过渡层土壤中 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量降低，但是提高

了较深永冻层（１４０—１５０ ｃｍ）土壤中 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量（表 ３）。 双因素方差分析表明，温度和土壤深度对 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含

量有显著影响，并且二者存在交互作用，土壤深度对 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量有显著影响（表 ４）。 相关性分析表明：ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ
含量与 ｎｉｆＨ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度呈显著正相关，ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量与 ｎｉｒＫ 基因丰度呈显著正相关，ｎｉｆＨ 与 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ
呈显著正相关，ｎｉｒＫ 与 ｎｉｒＳ 呈显著正相关（表 ５）。

表 ４　 温度和土壤深度及其交互作用对氮循环相关功能基因丰度和有效氮含量影响的双因素方差分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ
影响因素 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｎｉｆＨ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４８．２３∗∗ ２９．５１∗∗ ４．６８∗ ７．３５∗∗ ０．７５
土壤深度 Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ８６．３１∗∗ ６３．８７∗∗ ８５．８１∗∗ １１．５８∗∗ ３．１４∗∗

温度×土壤深度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ×Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ２０．３３∗∗ １８．７３∗∗ ２５．７９∗∗ ５．５２∗∗ ５．５５∗∗

　 　 ∗∗ 表示 Ｐ＜０．０１，∗ 表示 Ｐ＜０．０５

图 ２　 温度升高对不同深度土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｎ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈｓ

表 ５　 氮循环相关功能基因与土壤氮含量相关分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

指标 Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｎｉｆＨ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ＮＯ－

３ ⁃Ｎ

ｎｉｆＨ １

ｎｉｒＫ ０．５８０∗∗ １

ｎｉｒＳ ０．６８８∗∗ ０．７２７∗∗ １

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．２７３∗ －０．１２５ ０．４０９∗∗ １

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ０．１９３ ０．２６４∗ ０．１９４ ０．０３６ １

　 　 ∗∗ 表示 Ｐ＜０．０１，∗ 表示 Ｐ＜０．０５
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２．３　 温度和水分变化对泥炭地表层土壤氮循环相关微生物的影响

２．３．１　 泥炭地表层土壤氮循环相关微生物基因丰度变化

不同温度和水分条件下表层土壤固氮和反硝化细菌数量变化如图 ３ 所示：在 ５℃和 １５℃条件下，淹水处

理使 ２０—４０ ｃｍ 土壤 ｎｉｆＨ 基因丰度增加了 １０４． １９％和 １８． ２８％。 ０—２０ ｃｍ 层 ｎｉｒＳ 基因丰度分别降低了

３７．２１％和 ７４．８６％，ｎｉｒＫ 基因丰度分别降低了 ５４．７８％和 ５７．０６％。 ２０—４０ ｃｍ 土壤 ｎｉｒＳ 基因丰度分别降低了

１０．８８％和 ６７．０２％，ｎｉｒＫ 基因丰度分别降低了 ５０％和 ２９．３３％。 在淹水条件下，温度升高使 ０—２０ 和 ２０—４０ ｃｍ
土壤中的 ｎｉｆＨ 基因丰度分别增加了 １８．６８％和 １１．４７％，ｎｉｒＳ 基因丰度分别降低了 ３２．２６％和 ２５．９４％，而 ｎｉｒＫ
基因丰度分别增加了 ２１２．１７％和 １３５．９５％。 水分及温度和水分的交互作用对 ０—２０、２０—４０ ｃｍ 层 ｎｉｒＳ 和

ｎｉｒＫ 及 ２０—４０ ｃｍ 的 ｎｉｆＨ 基因丰度有显著影响（表 ６）。

图 ３　 温度和水分变化对表层土壤氮循环关键功能基因丰度的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｏｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ｔｏｐｓｏｉｌ

表 ６　 温度和水分对表层土壤氮循环功能基因丰度及氮含量影响的双因素方差分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ｔｏｐｓｏｉｌ

土壤深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ

影响因素
Ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｎｉｆＨ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

０—２０ 温度 １５．２１∗∗ ３３．４０∗∗ １３．６４∗∗ ２３．３０∗∗ ９．２０∗

水分 ０．０２ １８．６８∗∗ ７７．９２∗∗ １６９．４０∗∗ ４９４．８２∗∗

温度×水分 ３．９７ ５．５８∗ ３６．９８∗∗ １３５．８９∗∗ ２７２．４２∗∗

２０—４０ 温度 １７．６０∗∗ ２３．７２∗∗ ９．１５∗ ２３１．４８∗∗ ７．０３∗

水分 ３１．３４∗∗ １２．８１∗∗ ３０．８３∗∗ １７４１．０２∗∗ ３２．２８∗∗

温度×水分 ５．７５∗∗ ０．０１ ２３．１７∗∗ １２６８．８９∗∗ ７５．８９∗∗

　 　 ∗∗ 表示 Ｐ＜０．０１，∗ 表示 Ｐ＜０．０５
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２．３．２　 泥炭地表层土壤氮含量变化及其与氮循环相关微生物丰度的关系

不同温度和水分条件下表层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量变化如图 ４ 所示：在 ５℃和 １５℃条件下，淹水处理

使得 ０—２０ ｃｍ 和 ２０—４０ ｃｍ 层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量明显降低，而 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量明显增加。 ０—２０ ｃｍ 土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ

含量分别降低了 １３．１１％和 ９１．９２％，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量增加了 １３．３１％和 １３０．７７％。 ２０—４０ ｃｍ 土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量分

别降低了 １７．３９％和 ８９．９７％，而土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量在 ５℃条件下降低了 １１．１０％，在 １５℃条件下增加了 ６７．８６％。

温度和水分及二者交互作用对 ０—２０ ｃｍ 和 ２０—４０ ｃｍ 土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量有显著影响（表 ６）。 相关

性分析如表 ７ 所示，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量与 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度呈显著正相关，ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量与 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度

呈显著负相关，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 与 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量呈显著负相关。 ｎｉｆＨ 与 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 呈显著正相关。

图 ４　 温度和水分对表层土壤氮含量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｏｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ｔｏｐｓｏｉｌ

表 ７　 表层土壤氮循环相关功能基因丰度与土壤氮含量的相关分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｐｅｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｔ ｔｏｐｓｏｉｌ

指标 Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｎｉｆＨ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ＮＯ－

３ ⁃Ｎ

ｎｉｆＨ １

ｎｉｒＫ ０．６２７∗∗ １

ｎｉｒＳ ０．６３１∗∗ ０．６５５∗∗ １

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．１０８ ０．３８５∗ ０．８５９∗∗ １

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ０．０８５ －０．３７４∗ －０．７９１∗∗ －０．８３４∗∗ １

　 　 ∗∗ 表示 Ｐ＜０．０１，∗ 表示 Ｐ＜０．０５

３　 讨论

３．１　 泥炭地不同深度土壤氮循环相关微生物及有效氮含量对温度变化的响应

３．１．１　 泥炭地土壤氮循环微生物对温度升高的响应

ｎｉｆＨ 是编码固氮酶的关键基因，是固氮菌中最保守的功能基因，ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 是反硝化微生物重要的功能

基因，是催化反硝化过程的关键［８］。 温度升高能够促进固氮菌的生长繁殖并使其数量增加［３２⁃３３］。 当温度控

制在 ２０℃以下时，反硝化细菌丰度随温度的升高而增加，ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 反硝化细菌活性变化与温度具有一定的相

关性［３４］。 本文研究结果与上述研究结果一致，温度升高导致冻土区泥炭地土壤固氮菌和反硝化细菌丰度增

加，温度升高显著提高了活动层（０—４０ ｃｍ）、过渡层、上部永冻层（８０—１００ ｃｍ）中 ｎｉｆＨ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度，显
著提高了活动层（０—４０ ｃｍ）和过渡层中 ｎｉｒＳ 基因丰度，说明温度升高能够促进土壤活动层（０—４０ ｃｍ）、过渡

层以及上部永冻层（８０—１００ ｃｍ）的固氮和反硝化过程。 从图 １ 可以看出 ６０—８０ ｃｍ 深度土壤 ｎｉｆＨ 和 ｎｉｒＳ 基

４１７６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４１ 卷　
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因丰度的温度敏感性最高，说明温度升高对过渡层土壤固氮和反硝化作用影响更为强烈。 而且，与 Ｊｕｎｇ 和

Ｗｅｒｔｚ ［１７，３５］的研究结果类似，我们发现 ｎｉｒＫ 基因丰度温度敏感性高于 ｎｉｒＳ 基因丰度，说明 ｎｉｒＫ 基因对温度变

化的响应更灵敏。 土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 是驱动土壤固氮细菌和反硝化细菌丰度变化的重要因子，相关分析

结果表明 ｎｉｆＨ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度与土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量呈显著正相关，ｎｉｒＫ 基因丰度与土壤 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量呈显著正

相关。 此外，土壤有机碳、氮化合物等对微生物活性也有一定的影响［３６⁃３７］。
３．１．２　 泥炭地土壤有效氮含量对温度升高的响应

土壤有效氮受土壤水分、温度、微生物组成等各种因素的影响［３８］。 在本研究中，温度升高显著提高了过

渡层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量和较深永冻层（１４０—１５０ ｃｍ）土壤 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量，但是显著降低了过渡层土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含

量和较深永冻层（１２０—１５０ ｃｍ）土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量，说明温度升高增加了过渡层土壤氨氮有效性和较深永冻层

（１４０—１５０ ｃｍ）土壤中硝氮有效性，降低了过渡层土壤中硝氮有效性和较深永冻层（１２０—１５０ ｃｍ）土壤氨氮

有效性。 温度升高不利于较深永冻层（１２０—１５０ ｃｍ）土壤氨化作用，同时，温度升高促进了过渡层土壤反硝

化作用，ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 反硝化细菌通过反硝化作用以 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 为底物，消耗土壤中的 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ，将 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 还原为 Ｎ２Ｏ、

Ｎ２或 ＮＯ，这与过渡层 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因丰度变化一致。 温度升高时，微生物生长代谢活动增强并大量分解有机

物，提高了土壤氮的矿化速率，使土壤中氮含量显著增加［３９⁃４０］。 温度变化还可以通过影响土壤含水量进而改

变土壤中氮的矿化速率［４１］。
３．２　 温度和水分变化对泥炭地表层土壤氮循环相关微生物及有效氮含量的影响

３．２．１　 泥炭地表层土壤氮循环相关微生物对温度和水分变化的响应

温度和水分能够影响土壤中细菌群落的多样性［４２］，短期和长期的变化都可能改变土壤细菌的结构和组

成［４３］。 我们发现在增温条件下，淹水处理使表层土壤 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度降低，可能是因为淹水造成了过

度还原的条件，使反硝化底物浓度降低，反硝化微生物活性受到抑制，此研究结果与刘若萱在水田土壤中的研

究结果一致，即淹水处理使反硝化微生物 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度降低［１８］。 温度和水分交互作用对表层土壤

ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度有显著影响，说明温度和水分对土壤氮循环 ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰度的影响不是单

方面的，而是二者交互作用的结果。 温度和水分的变化会影响土壤微生物活性及其好氧厌氧状态，当土壤含

水量发生变化时，会引起土壤孔隙度大小发生改变，微生物的活性及其利用有机物的能力受到影响。
３．２．２　 泥炭地表层土壤有效氮含量对温度和水分变化的响应

温度升高影响微生物活性，水分变化影响土壤孔隙度的变化，间接影响微生物的好氧及厌氧过程，而
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 作为土壤中硝化和反硝化过程的底物直接参与土壤中氮素转化及 Ｎ２Ｏ 的产生过程［４４］。 温

度和水分的交互作用对表层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量有显著影响。 我们发现在增温条件下，淹水处理使表

层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量明显降低，而 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量呈明显增加的趋势，说明淹水环境不利于表层土壤氨化作用和反

硝化作用，可能是因为温度升高，影响微生物活性，使氨化作用减弱，使 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 转化为 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ，而水分过量会

抑制反硝化作用，引起 ＮＯ－
３ 累积，这与淹水处理中表层土壤 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度降低结果相对应，此研究结

果与国秀丽［４５］的研究结果一致。

４　 结论

本文主要研究了冻土区泥炭地土壤氮循环功能基因丰度对温度升高和水分变化的响应，研究结果表明：
温度升高显著提高了泥炭地土壤活动层、过渡层以及上部永冻层（８０—１００ ｃｍ） ｎｉｆＨ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰

度，进而促进上述土层的固氮和反硝化过程。 温度升高显著提高了过渡层土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量和较深永冻层

（１４０—１５０ ｃｍ）土壤 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量，但是显著降低了过渡层土壤中 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量和较深永冻层（１２０—１５０ ｃｍ）土
壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量，进一步说明温度升高促进了过渡层土壤反硝化作用。 在增温条件下，淹水处理使表层土壤反

硝化细菌 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 功能基因丰度降低，同时提高了 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的含量，说明淹水处理抑制了泥炭地表层土壤反
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硝化作用。 本研究结果只是基于短期的室内培养实验，对于冻土区泥炭地土壤氮循环相关微生物过程对气候

变化的长期响应模式仍需要开展长期的野外监测及模拟研究。
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