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黄土高原水蚀风蚀交错区固氮微生物群落多样性在生
物结皮中的演变规律
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摘要：生物土壤结皮在黄土高原的水土保持、养分补给等方面发挥着重要生态功能。 固氮微生物是固氮过程的关键功能群，影
响着土壤氮素平衡，然而黄土高原水蚀风蚀交错区严重的水土流失导致土壤养分大量损失，尤其是氮素。 该区域生物结皮广泛

发育，它们在干旱半干旱区土壤氮素积累过程中起着重要作用。 但是该区域生物结皮不同发育阶段中的固氮潜力、固氮微生物

群落多样性及其关键环境控制因子尚不清楚。 以黄土高原水蚀风蚀交错区为研究区，三种生物结皮类型和裸地对照为研究对

象，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台对 ｎｉｆＨ 基因扩增产物进行生物信息学分析，揭示了固氮潜力及微生物群落多样性的分布规律。 结

果表明，生物结皮演替显著影响固氮酶活性、ｎｉｆＨ 基因丰度和固氮微生物 α⁃多样性，各值均在苔藓结皮最高，显著高于其它演

替阶段，且生物结皮层高于结皮下层土壤。 在固氮微生物群落组成上，裸地以变形菌门的红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤菌目为

主；而在藻结皮、地衣结皮和藓结皮阶段，均表现为蓝藻门的念珠藻目占绝对优势，是固氮微生物的关键类群，其中 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ、
念珠藻属是优势固氮物种；与藻结皮、地衣结皮相比，藓结皮中念珠藻目的相对丰度显著降低，而变形菌门的红螺菌目、酸硫杆

菌目和根瘤菌目的丰度明显上升。 除此之外，蓝杆藻属、鱼腥藻属、斯克尔曼氏菌属、瘤胃梭菌属在藻结皮、地衣结皮、藓结皮也

占明显优势。 念珠藻目以及 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 的丰度与固氮酶活性、ｎｉｆＨ 基因丰度呈显著正相关关系，而与红螺菌目、酸硫杆菌目、梭
菌目、根瘤菌目呈显著负相关；Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 相关的物种在黄土高原生物结皮氮输入过程中可能发挥着关键作用。 生物结皮演替

通过改变土壤 ｐＨ 值、有机质、全氮、含水量等理化特征而影响了微生境，通过环境筛选和物种重排作用对固氮微生物群落进行

综合调控，其中 ｐＨ 与土壤全氮（ＴＮ）发挥着关键作用。
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ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒａｃｅａｅ， Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ，
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ ａｎｄ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ； ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ Ｎ ｉｎｐｕｔｓ ｉｎ ＢＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕ． Ｔｈｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｏｉｌ ｐＨ， ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｒｕｓｔ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ， ａｌｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｈａｂｉｔａｔ， ａｎｄ ｅｘｅｒｔｅｄ ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ． Ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｐＨ ａｎｄ ＴＮ ｐｌａｙｅｄ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｔｈｅ Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕ； ｗａｔｅｒ⁃ｗｉｎｄ ｅｒｏｓｉｏｎ ｃｒｉｓｓｃｒｏｓｓ ｒｅｇｉｏｎ； ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｒｕｓｔｓ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ； Ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ

黄土高原水蚀风蚀交错区属于黄土高原向荒漠过渡、森林草原向典型干旱草原过渡的地带，是黄河流域

的重要生态屏障［１—２］，该区域水土流失和干旱缺水两大问题并存，加之人类活动的影响，是典型的生态脆弱

区。 黄土高原退耕还林还草工程实施后，生物结皮广泛发育，并逐渐成为恢复生态系统的重要组成部分。 生

物土壤结皮（简称生物结皮，ＢＳＣｓ）是由细菌、蓝藻、真核藻类、真菌、地衣和苔藓与土壤颗粒胶结而成的有机

复合体［３］。 根据生物结皮的优势物种，可将生物结皮分为藻结皮、地衣结皮和藓结皮，这种不同类型的生物

结皮反映了其演替趋势［４—６］。
黄土高原水蚀风蚀交错区极不均匀的降水分布以及单次暴雨的强度导致该地区严重水土流失［７］，造成

大量有效养分损失，尤其是氮素［８—９］。 氮素是调节陆地生态系统结构和功能的关键元素，也是植物净生产力

和土壤生态系统生产力的主要限制性元素［１０］。 生物结皮对干旱半干旱区土壤氮素的提高有着重要贡献，在
世界不同地区，多数研究表明，生物结皮是干旱半干旱区除大气氮沉降和豆科植物固氮外土壤氮素输入的重

要贡献者［１１—１３］。 据报道，生物结皮在全球干旱半干旱区年固氮量高达 ４９ Ｔｇ，约占全球陆地生态系统生物总

固氮量的 １ ／ ４［１４］。 在温带荒漠藻类生物结皮的固氮酶活性可高达 １３３ μｍｏｌ ｍ－２ ｈ－１［１１］；Ｘｕ 等在古尔班通古特

沙漠中的研究表明，演替后期的生物结皮有更高的固氮酶活性［１５］。
固氮微生物是固氮过程的关键功能群，在土壤氮素输入中发挥着重要作用［１０， １６］。 研究表明，在门水平，

多数研究区生物结皮的固氮类群主要是蓝藻门和变形菌门［１７—１９］，在古尔班通古特沙漠沙漠生物结皮固氮蓝

藻的研究中发现，念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ）和伪枝藻（Ｓｃｙｔｏｎｅｍａ）是生物结皮固氮微生物的核心物种［１５］。 在内蒙古浑

３６６９　 ２３ 期 　 　 　 焦冰洁　 等：黄土高原水蚀风蚀交错区固氮微生物群落多样性在生物结皮中的演变规律 　
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善达克沙地和戈壁荒漠生物结皮中的固氮微生物优势菌是蓝藻门和变形菌门，优势纲为 α⁃变形菌和 β⁃变形

菌，在戈壁石下生物结皮中 α⁃变形菌是稳定固氮微生物群落的关键类群，可能是主要固氮者；在属水平，伪枝

藻、念珠藻和斯克尔曼氏菌（Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ）在生物结皮中占明显优势［２０—２１］。 Ｗａｎｇ 等在对青藏高原高寒草甸土

壤非共生固氮菌的研究中发现，中慢生根瘤菌 （Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、固氮螺菌属 （ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、慢生根瘤菌

（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和是已知固氮微生物中的优势物种［２２］。 土壤理化因子对不同生态系统或不同生境的固氮

微生物具有明显的调控作用，多数研究认为，土壤有机碳、全氮、有效氮和 ｐＨ 是影响固氮微生物群落的主要

因子［１９—２０］，如古尔班通古特沙漠生物结皮演替过程中，研究发现土壤总有机碳与总氮之比（ＴＯＣ ／ ＴＮ）和 ｐＨ
是影响固氮微生物群落的关键环境因素，在青藏高原高寒草甸中，研究也发现以 ｐＨ 为主导的确定性过程在

土壤非共生固氮菌的群落构建中发挥着主要作用，除 ｐＨ 外，慢生根瘤菌和中慢生根瘤菌的丰度还与年平均

温度、年平均降雨量以及沙粒、粉粒和粘粒的比例显著相关［１５， ２２］。
黄土高原水蚀风蚀交错区的固氮研究多集中在土壤氮素的积累或循环［２３—２４］、固氮酶活性及其影响因

子［２５］等方面。 然而，该区域生物结皮演替过程中固氮微生物群落多样性及其关键驱动因子尚不清楚。 本研

究以黄土高原水蚀风蚀交错区生物结皮为对象，研究了黄土高原水蚀风蚀交错区生物结皮演替过程的固氮潜

力、固氮微生物群落多样性及其关键环境影响因子，以期为该区域生态修复提供科学数据和理论支撑。

１　 研究区概况

研究区位于陕西省神木县六道沟小流域（３８°４６′—４８°５１′Ｎ，１１０°２１′—１１０°２３′Ｅ），海拔 １０８１—１２７４ ｍ，流
域面积 ６．８９ ｋｍ２，属于典型的水蚀风蚀交错带。 该区主体地貌由风沙地貌和黄土丘陵共同构成，土壤质地为

砂质土壤，属中温带半干旱气候；年均降水量 ４０８．５ ｍｍ，且 ８０％以上集中在 ７—９ 月，多以暴雨形式出现，气候

变化剧烈，平均水蚀模数 １５０００ ｔ ｋｍ－２ ａ－１，平均风蚀模数 ３２００ ｔ ｋｍ－２ ａ－１，是典型的水蚀风蚀生态脆弱区。 流

域为典型的盖沙黄土丘陵地貌，分为东西两半、西部多为固定沙丘，以风沙土为主，占流域总面积的 １３．５％；东
部则大部分为黄绵土为主，占流域总面积的 ８６．５％［２６］。 流域内植被盖度 ６０％以上，现以人工植被和退耕荒坡

地演替植被为主，主要是苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）、长芒草（Ｓｔｉｐａ ｂｕｎｇｅａｎａ）、柠条（Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ）等；生物

结皮的盖度 ３０％—４０％。

２　 研究方法

２．１　 样品采集

２０２１ 年 ７ 月，在神木六道沟封禁良好的小流域典型坡面上，设置 ５ 条 ２０ ｍ×２０ ｍ 的样带（样带间距大于

３０ ｍ），坡度为 １５—２５°，各样带区域大小相同，坡向相同。 在每条样带随机选择不同的生物结皮类型：浅色藻

结皮（ＬＡＣ）、深色藻结皮（ＤＡＣ）、地衣结皮（ＬＣ）、藓结皮（ＭＣ），其盖度和主要物种组成见表 １。 将裸地（ＢＳ）
作为研究对照，每种类型设置 ３ 个 １ ｍ×１ ｍ 的样方，沿样方对角线采用自然剥离法收集土壤样品，分为结皮

层和结皮下层（０—５ ｃｍ）２ 个土壤层次。 为减少空间异质性，每条样带收集同种类型的 ３ 个土壤样品均匀混

合后作为一个样品，共获得 ６０ 份土壤样品。 用无菌采样铲收集样品后装入无菌封口袋，并尽快运回实验室。
每个样品分为两份：一部分土壤自然风干，用于测定理化性质及固氮酶活性，另一份土壤于－２０℃冰箱保存，
用于分子分析。
２．２　 固氮酶活性与环境变量测定

土壤固氮酶活性（ＮＡｃ）测定采用乙炔还原法［２５］，通过预实验检验培养时间与乙烯生成量之间的线性关

系，将每个样品干土称 １５ ｇ 放入 ２５０ ｍＬ 血清瓶中，与蒸馏水均匀混合并分别调节至样品最大持水量的 ４０％，
在 ２５℃预培养 ７２ ｈ，然后用厚丁基橡胶塞和铝盖密封瓶，向每个瓶中注入 １２．５ ｍＬ（５％）的 Ｃ２Ｈ２，再培育 ４ ｈ
后，用注射器采集顶空气体样品（２ ｍＬ），用 ＳＰ⁃２１００Ａ ＦＩＤ 气相色谱仪对每个样品中的Ｃ２Ｈ４进行定量。 用其

表征生物结皮的潜在固氮酶活性。 固氮酶活性表示为 μｍｏｌ Ｃ２Ｈ４ ｍ－２ ｈ－１。 土壤养分测定项目包括：土壤 ｐＨ

４６６９ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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值及土壤含水量（ＳＷＣ）、土壤总盐度（ＴＳ）、土壤有机质（ＳＯＭ）、土壤全氮（ＴＮ）、土壤碳氮比（Ｃ ／ Ｎ）、土壤铵态

氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）含量，均采用常规土壤农化分析方法测定［２７］。

表 １　 生物结皮不同类型的关键物种组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｋｅｙ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｒｕｓｔｓ

生物结皮类型
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｒｕｓｔｓ ｔｙｐｅｓ

浅色藻结皮
Ｌｉｇｈｔ ａｌｇａｌ ｃｒｕｓｔｓ

深色藻结皮
Ｄａｒｋ ａｌｇａｌ ｃｒｕｓｔｓ

地衣结皮
Ｌｉｃｈｅｎ ｃｒｕｓｔｓ

藓结皮
Ｍｏｓｓ ｃｒｕｓｔｓ

生物结皮盖度 ／ ％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｒｕｓｔｓ ３９．９±１．１ ３２．７±６．９ ３０．９±２．８ ５７．３±８．３

关键物种组成
Ｋｅｙ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

微鞘藻属、鞘丝藻属、
席藻属

微鞘藻属、拟甲色球藻
属、念珠藻属、伪枝藻
属、颤藻属

念珠藻属、胶衣属
真藓属、扭口藓属、对齿
藓属

２．３　 样品 ＤＮＡ 提取、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增测序及荧光定量 ＰＣＲ
采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，德国希尔登）并按照说明从（０．６±０．１）ｇ 土壤样品中提取 ＤＮＡ，

利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 对 ＤＮＡ 浓度和质量进行检测（ＯＤ Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值在 １．８—２．０ 之间）。
以 ｎｉｆＨ１（５′⁃ＧＣＣ ＡＴＣ ＡＴＹ ＴＣＮ ＣＣ⁃３′）和 ｎｉｆＨ２（５′⁃ＴＧＹ ＧＡＹ ＣＣＮ ＡＡＲ ＧＣＮ ＧＡ⁃３′）为引物，对 ｎｉｆＨ 基

因进行 ＰＣＲ 扩增（反应条件：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 １ ｍｉｎ，５０℃退火 １ ｍｉｎ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；
７２℃延伸 １０ ｍｉｎ），通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台对扩增产物进行测序，测序长度 ２×２５０ ｂｐ。

分别针对 ｎｉｆＨ 基因（引物：ｎｉｆＨ１；ｎｉｆＨ２）、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因（引物 ５１５Ｆ：５′⁃ＧＴＧＹＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡ⁃ ３′；
９０９Ｒ：５′⁃ＣＣＣＣＧＹＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴ⁃３′）、ＩＴＳ 基因（引物 ＩＴＳ４：５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃ ３′；ｇＩＴＳ７：５′⁃
ＧＴＧＡＲＴＣＡＴＣＧＡＲＴＣＴＴＴＧ⁃３′）采用荧光定量 ＰＣＲ 的方法定量检测固氮微生物、细菌和真菌的绝对丰度，ＩＴＳ
与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度之比定义为真菌与细菌之比（Ｆ ／ Ｂ） ［１９］。
２．４　 生物信息学分析

使用 ＱＩＩＭＥ２ 将下机的原始序列利用 ＦＬＡＳＨ 进行双端测序数据拼接，根据样品标签信息对序列进行分

类，并进行质控及优化［２８］。 Ｕｓｅａｒｃｈ８ 对序列进行嵌合体检测［２９］，使用 Ｆｒａｍｅｂｏｔ 去除移码突变［３０］，ＵＣＬＳＵＴ 以

９６％序列相似性基于基本操作单元（ＯＴＵ）进行聚类分析，去除＜１０ 的聚类簇［３１］，将各样品序列抽平到同一深

度，共得到每个样品 ５５４８ 条序列；使用晶体结构可视化软件（Ｄｉｏｍａｎｄ）构建对比数据库对 ＯＴＵ 进行分类信息

注释，注释阈值选用 ８０％。 固氮酶活性与 ｎｉｆＨ 基因丰度采用单因子方差分析（ＡＮＯＶＡ）检验在不同生物结皮

演替阶段的差异显著性，并使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 绘图；其余数据统计分析与绘图使用 Ｒ４．２．０ 软件加载 Ｍｉｃｒｏｅｃｏ 包

进行［３２］：计算固氮微生物群落的 α 及 β⁃多样性；分别在门、目和属分类水平上统计各样品的群落组成；采用

单因子 ＡＮＯＶＡ 检验和多重比较（ＬＳＤ）检验固氮微生物 α⁃多样性、物种组成在不同生物结皮演替阶段间的显

著性差异；通过主成分分析（ＰＣｏＡ）确定群落结构差异，并采用置换多元方差分析（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）对 Ｂｒａｙ⁃
Ｃｕｒｔｉｓ 距离检验群落差异显著性；通过冗余分析（ＲＤＡ）和 Ｍａｎｔｅｌ 检验固氮微生物群落与环境因子的显著性。

３　 研究结果

３．１　 固氮酶活性与 ｎｉｆＨ 基因丰度

生物结皮层的固氮酶活性随结皮演替呈显著增加趋势（图 １），其中藓结皮层的固氮酶活性最高，可达

（４．７８±０．６６） μｍｏｌ Ｃ２Ｈ４ ｍ－２ ｈ－１，高于地衣结皮、浅色和深色藻结皮，显著高于裸地（Ｐ＜０．０５）；生物结皮层的

固氮酶活性均显著高于结皮下层土壤（图 １）。 ｎｉｆＨ 基因丰度的变化趋势也与其相似（图 １），ｎｉｆＨ 基因绝对丰

度在结皮层与结皮下层中均表现为随演替呈现增加趋势；除裸地外，其余四种结皮的 ｎｉｆＨ 基因绝对丰度均显

著高于结皮下层（图 １）。
３．２　 固氮微生物群落 α⁃多样性的变化规律

在生物结皮不同演替阶段中，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、谱系多样性（ＰＤ）与固氮酶活性变化规律类似，均表现为藓
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图 １　 不同演替阶段生物结皮层与结皮下层土壤的固氮酶活性及 ｎｉｆＨ 基因丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ＢＳＣｓ ａｎｄ ｓｕｂｓｏｉｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎａｌ ｓｔａｇｅｓ

ＢＳ：裸地 Ｂａｒｅ ｓｏｉｌ；ＬＡＣ：浅色藻结皮 Ｌｉｇｈｔ ａｌｇａｌ ｃｒｕｓｔｓ；ＤＡＣ：深色藻结皮 Ｄａｒｋ ａｌｇａｌ ｃｒｕｓｔｓ；ＬＣ：地衣结皮 Ｌｉｃｈｅｎ ｃｒｕｓｔｓ；ＭＣ：藓结皮 Ｍｏｓｓ ｃｒｕｓｔｓ

标记不同字母的数值表示在 Ｐ＜０．０５ 统计水平上差异显著；∗及∗∗表示结皮上下层之间差异显著（Ｐ＜０．０５）及极显著水（Ｐ＜０．０１）

结皮最高，显著高于裸地、藻结皮和地衣结皮阶段，而裸地、藻结皮和地衣结皮 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数无显

著差异（图 ２），表明生物结皮的演替显著提高了固氮微生物多样性。 生物结皮层的 Ｓｈａｎｎｏｎ、ＰＤ 指数显著高

于结皮下层（图 ２）；而结皮层的 ｃｈａｏ１ 指数高于结皮下层但不显著（图 ２）。
３．３　 固氮微生物群落组成

在门水平上，蓝藻门 （ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、广古菌门

（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）的相对丰度占固氮微生物总丰度的 ９８％以上。 在裸地中，变形菌门的相对丰度高达 ６３．１％，
主要包含红螺菌目（Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ）、酸硫杆菌目（Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）和根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ），其次是蓝藻

门的念珠藻目（Ｎｏｓｔｏｃａｌｅｓ）和厚壁菌门的梭菌目（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ）；浅色和深色藻结皮、地衣结皮中蓝藻门的念珠

藻目占绝对优势 （相对丰度在 ８４． ７２％—８８． ５３％ 之间），而蓝藻门的颤藻目 （ Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａｌｅｓ）、色球藻目

（Ｃｈｒｏｏｃｏｃｃａｌｅｓ）和聚球藻目（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃａｌｅｓ）的丰度只占很小比例，变形菌门与厚壁菌门的相对丰度也显著

低于裸地；而在藓结皮阶段，仍以蓝藻门的念珠藻目占优势，其次是变形菌门的红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤

菌目（图 ３）。
在属水平上，裸地中的优势物种主要是斯克尔曼氏菌属（Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ）、瘤胃梭菌属（Ｒｕｍｉｎｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ），其

次为嗜酸硫杆菌属（Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和 Ｔｒｉｃｈｏｍｕｓ；但 Ｔｒｉｃｈｏｍｕｓ 在浅色和深色藻结皮、地衣结皮、藓结皮中均

占绝对优势，且在藻结皮和地衣结皮的相对丰度显著高于藓结皮和裸地（Ｐ＜０．０５）；除此之外，念珠藻属

（Ｎｏｓｔｏｃ）、蓝杆藻属（Ｃｙａｎｏｔｈｅｃｅ）、鱼腥藻属（Ａｎａｂａｅｎａ）、斯克尔曼氏菌、瘤胃梭菌属在藻结皮、地衣结皮、藓结

皮均占明显优势。 在 ＯＴＵｓ 水平上，发现有多个 ＯＴＵｓ 属于同一物种，如 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 和 Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ
ａｅｒｏｌａｔａ 分别有 １３０ 和 ９８ 个 ＯＴＵｓ，另外 Ｎｏｓｔｏｃ ｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅ、念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ． ＰＣＣ７１２０）、鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ．
Ｌ３１）等均有多个 ＯＴＵｓ，这表明生物结皮中的固氮微生物具有丰富的多样性。

在物种组成上，结皮层和结皮下层具有明显的差别，如在门水平上，蓝藻门是结皮层的优势类群，而结皮

下层则 是 变 形 菌 门 占 优 势； 除 蓝 藻 纲 外， α⁃变 形 菌 纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 梭 菌 纲 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ） 和

Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｉａ 在结皮下层占明显优势，其相对丰度均显著高于结皮层；在目水平上，结皮层以念珠藻目占绝

对优势，其相对丰度为 ８１．７４％±２．２４％，显著高于结皮下层（３４．６０％）（Ｐ＜０．０１）；在属水平上，结皮下层的固氮

微生物优势物种是斯克尔曼氏菌、Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ、瘤胃梭菌属、念珠藻属、酸硫杆状菌属，与裸地接近。
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图 ２．　 生物结皮不同演替阶段及生物结皮层与结皮下层土壤固氮微生物群落 α⁃多样性指数

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ α⁃Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＳＣｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｏｉｌｓ

标记不同字母表示不同生物结皮类型之间在 Ｐ＜０．０５ 水平差异显著

３．４　 固氮微生物群落结构与关键环境因子的关系

基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的主成分分析（ＰＣｏＡ）表明，第一、二排序轴分别解释累积变量的 ２９．２％和 １２．３％
（图 ４）；浅色藻结皮、深色藻结皮和地衣结皮的固氮微生物群落重合度高，表明这三个演替阶段的固氮微生物

群落结构具有明显相似性；而裸地和藓结皮的固氮微生物群落与这三个演替阶段彼此分离，且 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ
显著性检验表明裸地与其它所有结皮类型之间的固氮微生物群落差异为极显著（Ｐ＜０．０１）；藓结皮与裸地、浅
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图 ３　 生物结皮不同演替阶段及生物结皮层与结皮下层土壤固氮微生物在目水平上的群落组成

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ａｔ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＳＣｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｏｉｌｓ

图 ４　 生物结皮不同演替阶段及生物结皮层与结皮下层土壤固氮微生物群落组成的主坐标分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ（ ＰＣｏＡ） ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＢＳＣｓ

ａｎｄ ｓｕｂｓｏｉｌｓ

色和深色藻结皮、地衣结皮之间的固氮微生物群落差异也为极显著水平（Ｐ＜０．０１），说明生物结皮演替对固氮

微生物群落结构具有显著影响。 生物结皮层与结皮下层土壤的固氮微生物群落有明显的分离（图 ４），
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ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析亦表明它们之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），进一步说明生物结皮对固氮微生物群落结构具有

显著影响。
土壤有机质（ＳＯＭ）、土壤含水量（ＳＷＣ）、全氮（ＴＮ）与 Ｃｈａｏ１ 显著或极显著正相关（Ｐ＜０．０５ 或 Ｐ＜０．０１），

表明多因子共同调控固氮微生物多样性，导致固氮能力的提升；土壤碳氮比（Ｃ ／ Ｎ）与 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数呈显著负

相关关系（Ｐ＜０．０５），也说明生物结皮固氮微生物对土壤氮素积累的贡献；真菌与细菌之比（Ｆ ／ Ｂ）与 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数也呈显著的负相关关系，表明固氮微生物以细菌为主（表 ２）。 通过测试进一步分析环境因子与固氮微生

物群落的关系，结果表明，土壤 ｐＨ 值、ＴＮ 与固氮微生物群落呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）（表 ３）；ｐＨ 值与念珠

藻目、念珠藻科（Ｎｏｓｔｏｃａｃｅａｅ）以及其中的 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 属均呈显著或极显著正相关的关系（Ｐ＜０．０５ 或Ｐ＜０．０１），
而与变形菌门中的红螺菌目及其中的红螺菌科（Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ）、斯克尔曼氏菌属呈极显著负相关关系（Ｐ＜
０．０１）；土壤 ＴＮ 与念珠藻属呈显著正相关（Ｐ＜０．０１），这表明 ｐＨ 与 ＴＮ 是影响黄土高原生物结皮固氮微生物

的关键环境因子。

表 ２　 土壤环境因子与固氮微生物群落 α⁃多样性的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ α⁃ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

环境因子
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ ｗｉｅｎｅｒ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

谱系多样性
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＰＤ

Ｒ Ｐ Ｓｉｇ Ｒ Ｐ Ｓｉｇ Ｒ Ｐ Ｓｉｇ

ｐＨ ０．０１９ ０．９７２ －０．３３ ０．４０６ －０．０７ ０．９７２

土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＳＷＣ ０．５５６ ０．００４ ∗∗ ０．２５８ ０．２３９ ０．２４５ ０．２３９

总盐 Ｔｏｔａｌ ｓａｌｔ， ＴＳ ０．１４２ ０．７２３ －０．０７７ ０．７２３ ０．０６８ ０．７２３

有机质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ＳＯＭ ０．４４６ ０．０３５ ∗ ０．１７７ ０．４３７ ０．３７４ ０．０７

全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＴＮ ０．６０８ ０．００１ ∗∗∗ ０．４３７ ０．０２６ ∗ ０．３９７ ０．０４３ ∗

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．１１４ ０．５９９ ０．２６９ ０．５０３ ０．１７１ ０．５５９

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ０．１８６ ０．３６１ ０．２５ ０．３０６ ０．０７９ ０．６８

碳氮比 Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ －０．０３８ ０．８４３ －０．４８４ ０．０３４ ∗ －０．０９５ ０．７１６

真菌细菌之比
Ｆｕｎｇｉ ／ Ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ， Ｆ ／ Ｂ ０．０９５ ０．９５１ －０．４６５ ０．０３２ ∗ ０．０１３ ０．９５１

　 　 ∗，∗∗，∗∗∗分别表示在固氮微生物群落 α 多样性与环境因子的相关性在 ０．０５、０．０１、０．００１ 水平显著

表 ３　 土壤环境因子与固氮微生物群落的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

环境因子 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ Ｒ Ｐ Ｓｉｇ 环境因子 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ Ｒ Ｐ Ｓｉｇ

ｐＨ ０．１９６ ０．０１４ ∗ 铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．０５６ ０．２５７

土壤含水量
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＳＷＣ ０．１１７ ０．０８４ 硝态氮 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ －０．０５２ ０．６４８

总盐 Ｔｏｔａｌ ｓａｌｔ， ＴＳ －０．０６６ ０．７２４ 碳氮比 Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ ０．０７０ ０．２９４

有机质
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ＳＯＭ

－０．０１２ ０．５１３ 真菌细菌之比
Ｆｕｎｇｉ ／ Ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ， Ｆ ／ Ｂ ０．０６８ ０．２８２

全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＴＮ ０．２３０ ０．００７ ∗∗

　 　 ∗，∗∗分别表示在固氮微生物群落与环境因子的相关性在 ０．０５、０．０１ 水平显著

３．５　 影响固氮潜力的关键微生物

相关性分析表明，固氮酶活性与固氮基因丰度（ｎｉｆＨ）之间呈显著的正相关关系（Ｒ２ ＝ ０．２７，Ｐ ＝ ０．０００），固
氮酶活性（ＮＡｃ）、ｎｉｆＨ 基因丰度与蓝藻中的念珠藻目均为极显著的正相关关系，而与红螺菌目、酸硫杆菌目、
梭菌目、根瘤菌目呈显著负相关（图 ５）；表明隶属蓝藻门的念珠藻目可能是固氮微生物的关键物种，在生物结

皮的固氮功能中发挥着关键作用；而红螺菌目、酸硫杆菌目、梭菌目、根瘤菌目只在裸地表现出较高的丰度，但
在生物结皮的固氮基因丰度和固氮酶活性中均贡献微弱。
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图 ５　 生物结皮关键固氮物种与环境因子的相关性

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｒｕｓｔｓ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

Ｃ ／ Ｎ：碳氮比 Ｃａｒｂｏｎ ／ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｔｉｏ；ＴＳ：总盐 Ｔｏｔａｌ ｓａｌｔ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＡｃ：固氮酶活性 Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；ｎｉｆＨ：固氮基因；ＳＯＭ：有机

质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＳＷＣ：土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；Ｆ ／ Ｂ：真菌细菌之比 Ｆｕｎｇｉ ／ Ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ

４　 讨论

４．１　 念珠藻目是黄土高原水蚀风蚀交错区生物结皮固氮微生物的优势类群

本研究中发现，黄土高原水蚀风蚀交错区固氮微生物类群中念珠藻目为主要优势类群。 念珠藻目的物

种，其丝状体均存在数量不等的异形胞，而异形胞是一种特有的能固氮的细胞，内含有固氮酶，可将大气中的

氮分子固定为氮素化合物［３３］。 本文发现黄土高原水蚀风蚀交错区藻结皮（浅色和深色）、地衣结皮和藓结皮

阶段的固氮微生物以蓝藻门的念珠藻目占绝对优势，其中的 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 和念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ．）为主要优势种；
其次是变形菌门的红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤菌目以及厚壁菌门的梭菌目。 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 是从鱼腥藻属分离

出来的新属，其包含的 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 则是念珠藻科鱼腥藻属的多变鱼腥藻（Ａｎａｂｅａｎａ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ） ［３４］。 在

荒漠区域的多数研究也发现固氮蓝藻是生物结皮固氮的关键类群，如在科罗拉多高原、奇瓦瓦（Ｃｈｉｈｕａｈｕａｎ）
沙漠中深色藻结皮的固氮蓝藻主要来自念珠藻目的念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｐ．）、伪枝藻（Ｓｃｙｔｏｎｅｍａ ｓｐｐ．）、单岐藻

（Ｔｏｌｙｐｏｔｈｒｉｘ ｓｐｐ．）、鱼腥藻（Ａｎａｂｅａｎａ ｓｐｐ．）、眉藻（Ｃａｌｏｔｈｒｉｘ ｓｐｐ．） ［３５—３６］。 在古尔班通古特沙漠中，生物结皮固

氮微生物的关键物种是念珠藻和伪枝藻［１９］。 念珠藻目物种一方面可以固氮，另一方面还可以通过光合作用

进行固碳，增加土壤中的 Ｃ 和 Ｎ［５， ３７］。 在毛乌素沙地，化能合成固氮微生物共有 ４４５５ 个 ＯＵＴｓ，９６．５７％属于变

形菌门，其中固氮螺菌属（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、中生根瘤菌属（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）是该区

域的核心固氮物种［３８］。 在荒漠区，变形菌门的异养固氮细菌与厚壁菌门的梭菌科是早期生物结皮的重要固

氮类群［１７， １９， ３５—３６］，本研究发现裸地中的固氮微生物则以变形菌门的红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤菌目为主，
同时裸地中的 ｎｉｆＨ 基因丰度最低，这说明变形菌门的物种适于在养分贫瘠的环境中生长。

通过 ｎｉｆＨ 基因测序发现固氮微生物具有高度多样性［３４］。 有研究表明，Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ 和鱼腥藻属是多系的，
可能包含几个属［３０］。 本研究发现黄土高原水蚀风蚀交错区生物结皮固氮微生物具有丰富的多样性，如在

ＯＴＵ 水平上，Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 和 Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ ａｅｒｏｌａｔａ 分别有 １３０ 和 ９８ 个 ＯＴＵｓ，另外点状念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ
ｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅ）、念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ． ＰＣＣ７１２０）、鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ． Ｌ３１）等均有多个 ＯＴＵｓ，表明生物结皮中孕育

着丰富的固氮微生物物种资源。 因此，在黄土高原固氮微生物的研究中，为了挖掘物种资源及应用，需重视固
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氮微生物的分离、纯化及规模化培养。
４．２　 ｐＨ 为主导的多因子共同调控固氮微生物群落

在黄土高原水蚀风蚀交错区，自然和人工生物结皮的发育对土壤有机碳、总氮和速效氮、总磷和有效磷、
速效钾等均有显著贡献，藓结皮的 Ｃ、Ｎ、Ｐ 含量较藻结皮分别增加了 １６１％、１２７％和 ９％［６，３９］。 同时，生物结皮

的演替有利于降低土壤 ｐＨ、增加土壤水分、促进土壤团聚体的形成［４０］。 在全球尺度上，土壤 ｐＨ 是影响细菌

群落结构和谱系多样性的关键环境因子， 土壤 ｐＨ 通过改变酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的相对丰度影响细菌群落结构［４１—４２］。 在高寒草甸土壤中发现 ｐＨ
是影响固氮群落的关键环境因子，与低 ｐＨ（ｐＨ ５．０２—７．００）土壤相比，高 ｐＨ（ｐＨ ７．００—８．００）土壤的固氮微生

物群落多样性更高，群落聚集性更强［４３］。 在古尔班通古特沙漠生物结皮中，固氮微生物的核心物种是与念珠

藻和伪枝藻相关的 ＯＴＵｓ，ｐＨ 与固氮微生物群落谱系多样性指数 βＮＴＩ 呈显著正相关［１９］。 本研究发现，ｐＨ 值

与固氮微生物群落和关键固氮类群念珠藻目及其主要物种之间存在显著或极显著正相关关系，表明在固氮过

程中起关键作用的念珠藻目相关物种更适于在中性到碱性土壤环境生长。 一些研究证实，蓝藻更适合在碱性

土壤中生长，碱性土壤易形成蓝藻占优势的生物结皮［４４］；Ｌｉ 等在沙坡头固沙植被区的研究表明，生物结皮群

落中蓝藻物种丰富度和多样性随沙面土壤 ｐＨ 和总盐的增加而增加［４５］。 在实验室培养条件下，发现念珠藻和

鱼腥藻在高 ｐＨ（ｐＨ＞８）的培养基中具更高的生物量［４６］，预示着高 ｐＨ 的碱性环境可能更利于念珠藻目的物种

生长。 本研究中，藻结皮和地衣结皮的 ｐＨ 分别为 ８．５３—８．５６ 和 ８．４７，明显高于裸地（８．３６）和藓结皮（８．３２），
高 ｐＨ 土壤对蓝藻中的念珠藻目种类提供了适宜的微环境，对固氮微生物起到筛选作用，导致念珠藻目物种

在藻结皮和地衣结皮中占有更高的相对丰度。
本研究中，还发现土壤 ＳＯＭ、Ｃ ／ Ｎ 对微生物多样性起着调控作用。 在生物结皮的演替过程中，藻结皮主

要以丝状蓝藻为主，当发育到地衣结皮时，除地衣植物外，还有大量的藻类植物［４７—４８］，固氮微生物中念珠藻目

占优势；当进一步演替至藓结皮，藻类种类和生物量下降，逐渐被藓类植物取代，显著增加了土壤中有机碳的

含量，为异养微生物提供了丰富的能源物质，致使细菌和真菌生物量随生物结皮的演替显著升高［５，１５］，在藓结

皮中，异养固氮微生物（如红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤菌目）可能获取更多的碳源，致使其生物量的增加，加
之念珠藻目的物种，最终导致藓结皮的固氮微生物多样性和生物量显著高于其它阶段，固氮微生物群落结构

也有了明显区别。
除土壤 ｐＨ、ＳＯＭ 外，ＴＮ 含量、土壤含水量与固氮微生物群落多样性亦有明显的相关性，说明多因子共同

调控固氮微生物群落。 这表明生物结皮的演替可能改变土壤理化性质导致生态位的变化，进而影响其中的固

氮微生物群落组成，这在一定程度上也验证了在小尺度上确定性过程在固氮微生物群落构建中发挥着关键

作用。
４．３　 黄土高原水蚀风蚀交错区固氮微生物的固氮潜力

在草原土壤中，研究证明固氮微生物 β⁃多样性与固氮酶活性具显著相关性［４６］。 在黄土高原水蚀风蚀交

错区，本研究表明固氮酶活性、ｎｉｆＨ 基因丰度、固氮微生物 α⁃多样性均随生物结皮的演替呈显著升高，而生物

结皮中 ＴＮ 与固氮微生物多样性、固氮群落以及关键物种均存在显著正相关关系，说明生物结皮中固氮微生

物多样性和数量的增加，其固氮能力明显提升，导致土壤氮素含量的升高。 在黄土高原水蚀风蚀交错区，生物

结皮中的念珠藻目以及 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 的丰度与固氮酶活性、固氮微生物 ｎｉｆＨ 基因丰度呈显著正相关关

系，这表明与念珠藻目的 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 相关的 ＯＴＵｓ 在黄土高原生物结皮氮输入过程中发挥着重要作

用。 黄土高原水蚀风蚀交错区土壤氮素含量随水土流失损失严重［９］，但在生物结皮形成后，土壤 ＴＮ 随生物

结皮演替而呈显著上升趋势［４０， ４９］，说明黄土高原生物结皮中的固氮微生物对土壤氮积累具有重要贡献。

５　 结论

在黄土高原水蚀风蚀交错区，生物结皮演替显著影响固氮酶活性、ｎｉｆＨ 基因丰度和固氮微生物 α⁃多样
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性，各参数表现为藓结皮显著高于其它演替阶段，且生物结皮层高于结皮下层土壤。 生物结皮演替对固氮微

生物群落组成与结构具有明显影响；在裸地，固氮微生物以变形菌门的红螺菌目、酸硫杆菌目和根瘤菌目为

主，而在藻结皮、地衣结皮和藓结皮均表现为蓝藻门的念珠藻目占绝对优势，是固氮微生物的关键类群。 念珠

藻目以及 Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ 的丰度与固氮酶活性、固氮微生物 ｎｉｆＨ 基因丰度呈显著正相关关系，Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ
相关的类群在黄土高原生物结皮固氮过程中发挥着重要作用。 生物结皮演替引起的土壤 ｐＨ、ＳＯＭ、ＴＮ、土壤

含水量等理化性质的变化改变了微生境，进而影响固氮微生物群落结构与多样性，其中 ｐＨ 发挥着关键作用。
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