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青藏高原灌丛土壤碳氮含量及其相关功能基因分布
特征
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１ 中国科学院生态环境研究中心，北京　 １０００８５

２ 中国科学院大学，北京　 １０００４９

３ 中国科学院青藏高原研究所，青藏高原地球系统与资源环境国家重点实验室，北京　 １００１０１

摘要：在微生物的代谢活动下，土壤中有机态碳氮化合物矿化分解释放矿质养分和二氧化碳，深刻影响着自然生态系统土壤碳、
氮等元素的循环转化、土壤的养分供应和有机质的更新，并对地上植被的演替和分布有极为重要的意义。 青藏高原灌丛面积分

布广泛，地形和气候条件复杂，但目前对灌丛分布地区土壤碳氮含量、矿化作用强度及其影响因素等的认识较少。 研究结合土

壤理化分析和高通量定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｙｃｌｉｎｇ， ＱＭＥＣ）技术研究了青藏高原喜马拉雅山⁃冈底斯山地区不

同类型灌丛土壤碳氮含量、碳氮矿化速率和相关功能基因的分布特征及其与植被、气候和土壤因子间的耦联关系。 结果表明，
不同类型灌丛土壤的有机碳、全氮含量、ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率、碳氮矿化基因的丰度有显著差异。 其中，位于青藏高原

东南部的雪层杜鹃和香柏灌丛分布区土壤有机碳和全氮含量、ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率显著高于位于中西部的变色锦鸡

儿、金露梅和砂生槐灌丛地区，并与年平均降雨量显著正相关。 然而，碳、氮矿化基因丰度分布趋势与之相反，在雪层杜鹃和香

柏灌丛分布区丰度显著低于中西部的三类灌丛，且与年平均降雨量呈显著负相关，但与土壤 ｐＨ 呈显著正相关。 同时 ｐＨ 与年

平均降水量、湿润指数和土壤含水率均为显著负相关。 这些结果表明降水可通过增加盐基离子淋溶，使土壤盐基饱和度下降、
氢饱和度增加，引起土壤酸化，进而影响碳氮循环过程，导致不同类型灌丛土壤碳氮元素的赋存及其周转速率差异。 同时，碳、
氮矿化相关功能基因丰度各类群间呈现显著的正相关关系，表明土壤碳氮循环过程间紧密的耦联关系。 这些结果为准确评估

青藏高原土壤碳、氮库及其动态平衡提供了重要信息和参考依据。
关键词：青藏高原；高寒灌丛；碳氮循环；碳氮矿化功能基因；高通量定量 ＰＣＲ（ＱＭＥＣ）
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ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ａｃｃｕｒａｔｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｐｏｏｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｙｎａｍｉｃ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ； ａｌｐｉｎｅ ｓｈｒｕｂ； Ｃ ａｎｄ Ｎ ｃｙｃｌｅ； Ｃ ａｎｄ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｙｃｌｉｎｇ

高寒灌丛是由耐寒的中生或旱生灌木为优势种而形成的一类植被，常分布在高山和高原林线之上向高寒

植被的过渡带，是青藏高原常见的优势植被之一［１］。 由于独特的地理、气候条件，青藏高原的灌丛类型复杂、
种质资源丰富，为野生动物和家畜提供了栖居和放牧地，具有较强的生态服务价值［２］。 然而其生态系统脆

弱，对全球变暖的响应极为敏感［３］。 近年来，气候变暖及其导致的土壤水分、养分有效性和土壤微生物群落

等环境条件变化对青藏高原地区高寒灌丛植物生产力、生物量分配和演替过程产生了深刻影响，进而影响着

区域生态系统碳氮循环和周转过程［４］。 因此，探明青藏高原不同灌丛类型下土壤养分状况、碳氮循环特征及

其影响因素对青藏高原灌丛合理利用与管理有重要的理论与实践价值。
微生物是土壤物质转化和元素生物地球化学循环的主要驱动力［５］。 微生物驱动的矿化作用，即土壤中

有机态化合物转化为无机态化合物的过程，是自然生态系统土壤碳氮循环的关键过程之一［６］。 土壤碳氮矿

化过程深刻影响着土壤碳、氮等元素的循环流动，土壤的养分供应、有机质的更新和地上生产力［７—８］。 碳和氮

矿化速率的微小改变能够显著影响土壤碳库和氮库大小以及大气二氧化碳浓度，最终影响碳氮循环—气候耦

合系统的动态变化［９］，对地上植被的演替和分布有极为重要的意义。 大量研究表明，气候因子如温度和降水

是影响土壤碳氮矿化速率的主要因素，温度升高和降雨量增加可以提高碳氮矿化速率从而提高土壤中养分的

有效性和净生产力［１０—１１］。 除气候因素外，土壤有机质含量、ｐＨ、水分等对碳氮矿化速率也有交互影响。 有机

质含量越高，矿化速率越高；同时，随土壤 ｐＨ 升高，土壤有机质的可溶性增加，为微生物生长提供了充足的生

长基质，因此碳氮矿化速率通常与土壤 ｐＨ 呈显著正相关关系［１２—１４］。 此外，土壤水分一方面可直接控制微生

物的活性，另一方面可通过影响凋落物的分解和有机质的形成间接地影响碳氮矿化速率［１５］。 研究表明土壤

氮矿化速率通常随土壤水分增加而增加，在土壤含水率达到田间持水量时最高，并随含水率进一步增加而降

低［１６］，如亚热带林区氮矿化速率与土壤含水量呈显著负相关［１７］。 碳和氮的矿化速率也可能受土壤 ｐＨ 和含

水量等因素的交互影响，如与湿润地区相比，干旱地区土壤 ｐＨ 相对较高，矿化能力也相对较强［１８］。 青藏高原
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灌丛面积分布广泛，气候和土壤环境复杂［１９］，但目前对灌丛分布地区土壤碳氮矿化作用强度、影响因素及其

与灌丛分布特征的关系等的认识较少。 探明青藏高原灌丛分布区土壤碳氮含量、矿化作用特征及其影响因

素，对理解青藏高原气候变化背景下，灌丛分布区土壤质量变化及其对地上植被的影响具有重要意义。
此外，土壤碳、氮元素矿化过程复杂，参与反应的微生物类群众多，并与其他过程耦合发生，可能导致土壤

ＣＯ２排放增加、温室气体产生和养分流失等问题［２０—２１］。 但目前对碳氮循环相关功能微生物的研究多针对单

一元素或单一过程开展，缺乏大尺度下自然生态系统土壤碳、氮循环关键过程功能基因分布特征的耦联分析，
且在不同研究尺度和生态系统类型中开展的研究结果不同［２２—２３］。 对参与土壤碳、氮循环过程相关的功能基

因多样性和丰度的调查有助于更好地理解微生物介导的元素生物地球化学过程及其对全球变化的响应和反

馈［２４—２６］。 因此，本研究采用高通量定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｙｃｌｉｎｇ， ＱＭＥＣ）技术，对青藏高原

喜马拉雅山⁃冈底斯山地区沿降水梯度采集的高寒灌丛土壤样品碳氮循环相关的功能基因多样性进行了分

析，并结合土壤理化性质、气候、植被等信息，综合探讨了青藏高原不同灌丛分布区域土壤养分状况和参与碳

氮矿化过程相关功能基因的分布特征、驱动因子及其与灌丛分布特征的关系，以期为认识气候变化背景下青

藏高原土壤质量和灌丛生态系统功能变化趋势提供重要信息和依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究区域概况与土壤样本的采集

土壤样品采集于 ２０２０ 年 ８ 月第二次青藏高原科学考察喜马拉雅山⁃冈底斯山沿线灌丛样带调查，沿线经

革吉⁃吉隆⁃昆莎机场⁃拉昂错⁃嘛咪乡⁃门士乡⁃马攸木拉山⁃普兰⁃帕羊⁃狮泉河⁃扎达县⁃如角⁃珠峰⁃茶巴拉乡⁃多
角乡⁃贡嘎县⁃南木乡⁃日喀则⁃扎囊县⁃拉孜⁃八宿⁃东达山⁃拉藏⁃南木林⁃折巴⁃拉乌山⁃业拉山（７９．９７°—９８．６８°Ｅ，
２８．３１°—３２．６２°Ｎ）等地区，最远相距 １８００ ｋｍ。 植被以灌丛为主，包括 ５ 种优势灌木类型：变色锦鸡儿（ＣＶ）、
金露梅（ＤＦ）、砂生槐（ＳＭ）、香柏（ ＪＰ）、雪层杜鹃（ＲＮ）。 根据同一灌丛的分布面积和间隔距离，共布设了

２８ 个采样点，每个采样点间隔至少 ９ ｋｍ。 使用手持式全球定位系统（ＧＰＳ）记录采样点的经度、纬度等地理数

据，并从中国科学院资源环境科学数据中心（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｅｓｄｃ．ｃｎ ／ ）提取年平均温度（ＭＡＴ）、年平均降水量

（ＭＡＰ）和植被 ＮＤＶＩ 指数［２７］，采样点分布和对应灌木类型如图 １ 所示。

图 １　 采样点的地理位置分布示意

Ｆｉｇ．１　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ
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每个采样点尽量设置在远离人类居住的地区，以本地分布的天然灌丛为主。 每个采样点随机选取 ３ 个

５ ｍ×５ ｍ 样方，每个样方按梅花状进行 ５ 点取样混合成一个样品，取样深度 ０—１５ ｃｍ，最终共采集到 ８４ 份土

壤样本。 所有样品在去除根系和大的石块后放入无菌塑料袋中，通过便携式车载移动冰箱运到实验室。 土壤

样品通过 ２．０ ｍｍ 筛去除细根和砾石后分成两部分：一部分储存在 ４ ℃下，用于土壤理化性质分析，另一部分

储存在－８０ ℃下，用于土壤总 ＤＮＡ 提取。
１．２　 土壤理化性质测定

土壤理化性质测定参考文献［２８］：土壤 ｐＨ（水土比 ２．５∶１）采用酸度计电位法测定，土壤含水量采取烘干称

重法测定，土壤速效磷（Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＡＰ）采用 Ｏｌｓｅｎ 法测定，土壤全碳（Ｔｏｔａｌ Ｃａｒｂｏｎ，ＴＣ）和全氮

（Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＴＮ） 含量采用元素分析仪 （ Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ） 测定，土壤无机碳 （ Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ，ＩＣ）含量采用总有机碳分析仪（ＳＳＭ⁃ ５０００Ａ，Ｊａｐａｎ）测定，土壤有机碳（Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ＳＯＣ）为 ＴＣ
与 ＩＣ 的差值，碳氮比（Ｃ：Ｎ）为 ＳＯＣ 与 ＴＮ 的比值。

无机氮含量及净矿化速率的测定：称取土壤样品置于 ２５０ ｍＬ 无菌锥形瓶中，一式两份，一份使用 ２ｍｏｌ ／ Ｌ
ＫＣｌ（国药，优级纯）溶液浸提（土水比 １∶５），所得提取液用连续流动分析仪（ＡＡ３，Ｂｒａｎ ＋ Ｌｕｅｂｂｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测
定初始 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度［２９］。 另一份置于 ２５℃ 恒温培养箱中培养 ７ｄ 后，用同样方法测定溶液中 ＮＨ＋

４ ⁃
Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 浓度。 培养 ７ 天的土壤无机氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ＋ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）含量减去初始无机氮含量再除以培养时间即为净

矿化速率［３０］。
土壤 ＣＯ２释放速率（ＳＲＲ）的测定：称取 １０ ｇ 土壤样品放入培养瓶中，用保鲜膜封好瓶口后放置于 ２０ ℃培

养箱预培养 ２４ ｈ。 培养完成后将培养瓶放入封闭动态系统中，使用 ＬＩ⁃８２０ ＣＯ２分析仪进行 ＣＯ２浓度实时动态

测定，得到封闭动态系统中 ＣＯ２浓度的增加速率 ａ，利用线性回归方法计算土壤的 ＣＯ２释放速率［３１］。
１．３　 土壤 ＤＮＡ 提取与 ＱＭＥＣ 检测

称取 ０．５ ｇ 土壤样品，利用 Ｄｎｅａｓｙ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ），按步骤对土壤微生物总 ＤＮＡ
进行提取。 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｉｎｃ．，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ，ＵＳＡ）测定 ＤＮＡ 的浓度和

纯度。 ＤＮＡ 样品存储在－４０ ℃冰箱中备用。
ＱＭＥＣ 包含 ７１ 个微生物 ＣＮＰＳ 引物和 １ 个细菌类群引物，可以平行定量 ７２ 个 ＤＮＡ 样本，引物与基因参

照文献所示［３２］。 主要操作过程如下，首先将检测合格后的 ＤＮＡ 样品添加至 ３８４ 孔板作为样品板（ Ｓａｍｐｌｅ
Ｓｏｕｒｃｅｐｌａｔｅ），同时将引物和 ｑＰＣＲ 所用的试剂添加至另一 ３８４ 孔板作为引物板（Ａｓｓａｙ Ｓｏｕｒｃｅｐｌａｔｅ）。 采用高

通量自动微量加设备 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ Ｍｕｌｔｉｓａｍｐｌｅ Ｎａｎｏｄｉｓｐｅｎｓｅｒ（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）分别将样品板和引

物板试剂添加至高通量 ｑＰＣＲ 芯片 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ ＭｙＤｅｓｉｇｎ Ｃｈｉｐ（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）的微孔

中，在 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ（ＷａｆｅｒＧｅｎ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＵＳＡ）中进行 ｑＰＣＲ 反应及荧光信号检测，并自动

生成扩增曲线和溶解曲线［５］。 根据 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 和 Ｃａｎｃｏ ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件给出的各基因在各

样本中的 Ｃｔ 值，根据公式（１）计算得出各基因在各样本中的相对丰度信息。 只有在三个技术重复均被检出的

基因，才会将该基因判定为阳性，并计算其平均值作为该基因在对应样本中的相对定量。 以 Ｆ５２５ ／ Ｒ９０７ 为引

物通过普通定量 ＰＣＲ（Ｒｏｃｈｅ，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ）获得细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的绝对丰度信息，１６Ｓ ｒＲＮＡ 相对丰

度默认为 １，根据公式（２）计算得到各样品中各基因的绝对定量信息［３２］。

基因相对丰度＝ （３１－Ｃｔ） ／ （１０ ／ ３） （１）

基因绝对丰度＝基因相对丰度×１６Ｓ ｒＲＮＡ 绝对丰度 ／ １６Ｓ ｒＲＮＡ 相对丰度 （２）

本文从 ７１ 个功能基因数据中选取了 １８ 个碳降解功能基因和 ７ 个氮矿化功能基因做进一步深入分析。
参考 Ｂｅｎｂｉ 和 Ｒｉｃｈｔｅｒ 等［３３］学者的观点，本文将硝化作用并入氮矿化过程，因此将 ＡＯＡ（氨氧化古菌） ａｍｏＡ、
ＡＯＢ（氨氧化细菌）ａｍｏＡ、ａｍｏＢ、ｈａｏ、ｎｘｒＡ 基因也纳入矿化基因进行分析。
１．４　 数据分析

利用 ＳＰＳＳ ２６．０ 软件，基于 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验对不同灌丛类型间碳、氮矿化基因的丰度和土壤理化性质
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进行非参数检验，以及分别将碳、氮基因丰度进行因子分析降维并标准化转化。 使用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析研

究碳、氮矿化基因丰度之间以及与土壤基本理化性质及环境因子之间的相关性。 此外，用 Ｒ（ｖ．４．２．１）软件的

“ｖｅｇａｎ”进行 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 分析，以探明青藏高原喜马拉雅山⁃冈底斯山沿线高寒灌丛区碳、氮矿化过程相关微

生物的空间分布格局的主要驱动因子。

２　 结果与分析

２．１　 不同灌丛类型土壤养分状况及其影响因子

表 １ 显示，不同灌丛类型间气候、土壤理化性质均存在显著差异。 与位于青藏高原西部和中部的变色锦

鸡儿、金露梅和砂生槐三类灌丛相比，位于东南部的香柏和雪层杜鹃灌丛的年平均降水量（ＭＡＰ） （（４２７．５±
１８９．２） ｍｍ，（５５７．２±３７．３） ｍｍ）、湿润指数（ＨＩ）（－７．５±２２．７，３．１±５．６）、植被 ＮＤＶＩ 指数（０．４±０．１，０．６±０．１）、土
壤含水率（ＳＷＣ）（（１６．９±７．９）％，（２９．９±２．３）％）、全氮（ＴＮ）（（２．５±１．５） ｇ ／ ｋｇ，（５．０±０．５） ｇ ／ ｋｇ）、有机碳含量

（ＳＯＣ）（（２８．７±１８．１） ｇ ／ ｋｇ，（５７．７±７．１） ｇ ／ ｋｇ）、碳氮比（Ｃ ∶ Ｎ） （１１．０±１．０，１１．６±０．４）及土壤 ＣＯ２ 释放速率

（ＳＲＲ）（（０．２５±０．０６） μｇ Ｃ ｇ－１ ｈ－１，（０．４１±０．１７） μｇ Ｃ ｇ－１ ｈ－１）均显著更高，而土壤 ｐＨ（５．２—７．１）显著更低（Ｐ＜
０．０５，表 １）。 无机氮含量（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）在变色锦鸡儿灌丛处（（３．１±２．５） ｍｇ ／ ｋｇ，（３８．２±４２．０） ｍｇ ／ ｋｇ）最

高，在砂生槐灌丛处（（１．５±０．３） ｍｇ ／ ｋｇ，（１０．１±７．８） ｍｇ ／ ｋｇ）最低，速效磷含量（ＡＰ）在不同灌丛类型间没有显

著差异（Ｐ＞０．０５，表 １）。 氮的净矿化速率（Ｍｎｅｔ）在金露梅灌丛处（（０．７±０．３） ｍｇ ｋｇ－１ ｄ－１）最高，香柏和雪层

杜鹃处次之，砂生槐灌丛处最低（（０．３±０．１）ｍｇ ｋｇ－１ ｄ－１）（Ｐ＜０．０５，表 １）。 年平均气温（ＭＡＴ）在海拔最低的砂

生槐灌丛处最高（（５．７５±０．３１） ℃），其次为雪层杜鹃和香柏灌丛，在海拔最高的变色锦鸡儿灌丛处最低

（（２．１４±１．２８） ℃）（Ｐ＜０．０５，表 １）。 相关性分析表明，ＭＡＰ、ＨＩ、ＳＷＣ、ＴＮ、ＳＯＣ、植被 ＮＤＶＩ 指数、Ｃ：Ｎ 与净氮

矿化速率（Ｍｎｅｔ）和土壤 ＣＯ２释放速率（ＳＲＲ）之间（除 Ｍｎｅｔ 与植被 ＮＤＶＩ 指数和 ＭＡＰ 与 Ｃ：Ｎ 外）均为显著正

相关（Ｐ＜０．０５），而 ＭＡＰ（Ｒ＝ －０．５５）、ＳＷＣ（Ｒ＝ －０．７４）、ＨＩ（Ｒ＝ －０．４３）、ＴＮ、ＳＯＣ、植被 ＮＤＶＩ 指数、Ｍｎｅｔ、ＳＲＲ 与

ｐＨ 均为显著负相关（Ｐ＜０．０５），无机氮含量与 ＭＡＴ、ＭＡＰ 均为显著负相关（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
２．２　 碳、氮矿化过程功能基因的丰度分布特征

基于 ＱＭＥＣ 检测，我们对与碳矿化和分解相关的 １８ 个基因，以及与氮矿化作用相关的 ７ 个基因进行了统

计分析。 结果表明，除丰度较低的淀粉水解酶基因 ａｍｙＸ、木质素降解酶基因 ｐｏｘ 和纤维素降解酶基因 ｎａｇｌｕ，
其余 ２２ 个基因的丰度在五种灌丛类型差异显著（Ｐ＜０．０５，图 ３）。 丰度总体表现为从青藏高原西部向东部降

低的趋势，变色锦鸡儿、金露梅和砂生槐灌丛土壤基因丰度普遍高于香柏和雪层杜鹃灌丛，并以雪层杜鹃灌丛

的丰度最低（图 ３）。 但细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的绝对丰度（４．５×１０９—５．１×１０９拷贝数 ／ ｇ 干土）在不同灌丛类型土

壤中无显著差异（Ｐ＞０．０５，图 ３）。
易降解碳矿化基因中，半纤维素降解酶基因 ａｂｆＡ 丰度最高（２．９×１０６—５．３×１０７拷贝数 ／ ｇ），其次为半纤维

素降解酶基因 ｍａｎＡ（２．４×１０６—３．２×１０７拷贝数 ／ ｇ）和 ｘｙｌＡ（１．２×１０６—３．３×１０７拷贝数 ／ ｇ），淀粉水解基因 ａｍｙＸ
丰度在所有碳氮矿化基因中最低（０—６．８×１０３拷贝数 ／ ｇ） （图 ３）。 难降解碳矿化基因中，木质素降解酶基因

ｍｎｐ 丰度最高（６．６ × １０５—１．１×１０７ 拷贝数 ／ ｇ），纤维素降解酶基因 ｎａｇｌｕ 丰度最低（０—３．１ × １０４ 拷贝数 ／ ｇ）
（图 ３）。 尿素酶基因 ｕｒｅＣ 的丰度在所有碳氮矿化基因中最高，为 ５．８×１０７—３．０×１０８拷贝数 ／ ｇ，谷氨酸脱氢酶

基因 ｇｄｈ 丰度也较高，为 ２．７×１０６—２．６×１０７拷贝数 ／ ｇ（图 ３）。 硝化过程相关基因中，古菌的氨单加氧酶基因

ａｍｏＡ 和 ａｍｏＢ 丰度最高，分别为 ８．１×１０４—７．６×１０６拷贝数 ／ ｇ 和 ４．５×１０５—８．６×１０６拷贝数 ／ ｇ，羟胺氧化还原酶

基因 ｈａｏ 丰度最低，为 ０—１．３×１０５拷贝数 ／ ｇ（图 ３）。
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图 ２　 土壤理化性质与气候和植被因子间的相关性分析

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｍａｔｉｃ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

圆圈的颜色表示相关性的大小；ＭＡＴ：年平均温度 Ｍｅａｎ ａｎｎｕａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＭＡＰ：年平均降雨量 Ｍｅａｎ ａｎｎｕａｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ；

ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ；Ｃ：Ｎ：碳氮比 ＳＯＣ：ＴＮ；Ｍｎｅｔ：氮净矿化速率 Ｎｅｔ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ；ＳＲＲ：ＣＯ２释放速率 Ｓｏｉｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

图 ３　 青藏高原不同灌丛类型土壤碳氮矿化功基因丰度热图

Ｆｉｇ．３　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｓｈｒｕｂ ｔｙｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ

不同灌丛类型间同一基因的不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
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２．３　 影响碳氮矿化基因丰度的关键因素

Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 分析结果显示土壤 ＳＯＣ、ＴＮ、ｐＨ、ＭＡＰ、ＳＷＣ 对土壤易降解碳矿化基因、难降解碳矿化基因、氨
氧化基因和硝化基因的丰度均有显著影响（Ｐ＜０．０５），且以 ＳＯＣ、ＴＮ、ｐＨ 和土壤水分的解释量（Ｒ 值）最高（表
２）。 相关性分析结果显示，Ｃ、Ｎ 矿化基因丰度与 ＭＡＰ、土壤含水率、ＳＯＣ 和 ＴＮ 含量均为显著负相关（Ｐ＜
０．００１），但与土壤 ｐＨ 均为显著正相关（Ｐ＜０．０５），与年平均温度（ＭＡＴ）无显著相关性（Ｐ＞０．０５） （图 ４）。 此

外，除丰度较低的 ａｍｙＸ 基因外，其余 Ｃ、Ｎ 矿化相关的功能基因丰度之间均存在显著的正相关性（Ｐ＜０．０５）
（图 ５）。

表 ２　 碳和氮矿化基因丰度与环境因子的 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

因子
Ｆａｃｔｏｒｓ

易降解碳矿化基因
Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ Ｃ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

难降解碳矿化基因
Ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ Ｃ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

氨氧化基因
Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｇｅｎｅｓ

硝化基因
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｅｎｅｓ
ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ

土壤有机碳 ＳＯＣ ０．５４７ ０．００１ ０．４２７ ０．００１ ０．５０７ ０．００１ ０．１１０ ０．０４６

全氮 ＴＮ ０．５３２ ０．００１ ０．４１４ ０．００１ ０．４８７ ０．００１ ０．１１１ ０．０４１

ｐＨ ０．４８３ ０．００１ ０．３８７ ０．００１ ０．４６０ ０．００１ ０．１２４ ０．０１０

年平均降雨量 ＭＡＰ ０．４０７ ０．００１ ０．２９６ ０．００１ ０．２６８ ０．００１ ０．１０９ ０．００６

土壤含水率 ＳＷＣ ０．４４４ ０．００１ ０．３４０ ０．００１ ０．４１１ ０．００１ ０．１８６ ０．００４

湿润指数 ＨＩ ０．２２９ ０．００１ ０．１５３ ０．００４ ０．０９５ ０．０２７ ０．０４６ ０．０８９

ＮＤＶＩ 指数 ＮＤＶＩ ｉｎｄｅｘ ０．２６６ ０．００１ ０．１７８ ０．００２ ０．２７５ ０．００１ ０．０１５ ０．３３９

年平均温度 ＭＡＴ －０．０３７ ０．７９０ －０．０２０ ０．６６５ ０．０１９ ０．３３８ －０．０１３ ０．６３６

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ －０．０６６ ０．７９０ －０．０４４ ０．６４５ －０．０９６ ０．９０６ ０．１４１ ０．０２４

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ －０．１１０ ０．９５６ －０．０９３ ０．９１０ －０．１１４ ０．９５０ ０．０８９ ０．０９２

速效磷 ＡＰ －０．０６１ ０．７９６ －０．０２９ ０．６１１ －０．０６６ ０．８０４ ０．０５２ ０．１９０

碳氮比 Ｃ ∶Ｎ ０．０４９ ０．１６３ ０．０２５ ０．２６９ ０．０７６ ０．０６４ －０．０２２ ０．６８６

　 　 ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ；ＳＷＣ：土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＨＩ：湿润指数 Ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｉｎｄｅｘ；ＡＰ：速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ；

Ｃ：Ｎ：碳氮比 ＳＯＣ：ＴＮ

３　 讨论

土壤中碳氮元素的含量及其周转对地上植被的生长发育和生态功能的发挥极为重要。 不少研究表明灌

丛、森林、草地等植被类型演替过程中土壤的性质也发生了显著变化［３４］。 如 Ｈｉｂｂａｒｄ 等［３５］发现由于灌木叶片

中木质素和纤维素含量低于草本植物，亚热带草原灌丛化过程使 ０—１０ ｃｍ 土壤有机质和全氮含量显著提高

８—２３ ｇ ／ ｍ２，氮矿化速率增加 ３—５ 倍。 本文研究的结果显示，不同类型灌丛土壤的有机碳和全氮含量、土壤

ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率和碳氮矿化基因的丰度有显著差异。 其中，位于东南部的雪层杜鹃和香柏灌丛

比位于中西部的变色锦鸡儿、金露梅和砂生槐灌丛土壤具有更高的有机碳、全氮含量和 ＣＯ２释放速率、净氮矿

化速率，但碳、氮矿化基因丰度更低。 这意味着灌丛类型的演替也同样伴随着土壤元素循环、养分供应的改

变。 由此可见，相同植被类型下，灌丛种类演替对青藏高原生态系统功能的影响也值得关注。
温度和降水是影响土壤元素循环和养分供应的重要影响因素。 本研究结果显示，土壤有机碳、全氮含量、

ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率与年平均降雨量、湿润指数、土壤含水量等水分指标显著正相关，而与年平均温

度无显著相关性。 这些结果说明水分条件的变化对土壤碳氮等元素含量和矿化过程有更重要的影响。 已有

研究表明，降水减少会通过降低微生物生物量和胞外酶活性来抑制凋落物的分解［３６—３９］。 与本文的研究结果

类似，苟小林等［４０］也认为由于更充沛的水分条件，青藏高原半湿润地区的植物生物量和土壤碳氮磷等元素含

量比半干旱地区显著更高。 喜马拉雅山⁃冈底斯山自西向东降雨量明显增加，降水量增加一方面可直接影响

土壤理化性质和微生物活性促进土壤养分的周转，另一方面可通过影响植物生长间接提高土壤养分含量［４１］。
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图 ４　 环境因子与碳、氮矿化基因丰度间的相关性分析

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

矿化基因丰度值经过了标准化转换

这些结果表明，降水条件改变对青藏高原灌丛土壤碳氮循环的影响更大。 目前青藏高原正面临着暖湿化的影

响，降水增加引起的碳氮循环变化及其带来的生态环境效应值得进一步关注。
由于微生物的活动需要水分，所以在一定湿度范围内，土壤水分增加有利于矿化作用发生［１０， ４２］。 然而，

本文研究却显示土壤碳氮矿化基因丰度与年平均降水量呈显著的负相关关系，但与土壤 ｐＨ 呈显著的正相

关。 导致这一现象的原因主要有两方面：一方面，ｐＨ 可直接影响微生物的生理代谢，过低或过高的 ｐＨ 会对

微生物产生生理限制，并影响微生物间相互作用进而影响其群落组成和丰度［４３］；另一方面，土壤 ｐＨ 作为一个

综合变量，与一些土壤养分可利用性、有机碳特性和土壤水分状况等密切相关，土壤 ｐＨ 的升高会增加土壤有

机质的可溶性，为微生物生长提供了基质从而间接影响了微生物的多样性和丰度［１２—１３］。 大量研究表明，土壤

ｐＨ 是影响土壤细菌群落空间分布格局及多样性的主要驱动因素［４４］。 与我们的研究结果一致，Ｔｓｉｋｎｉａ 等［４５］

发现在流域尺度土壤 ｐＨ 与氮循环功能基因丰度显著正相关。 对我国大尺度区域不同生态系统类型土壤的

研究发现，ｐＨ 是影响氨氧化微生物分布和功能活性的主要因子，氨氧化细菌和古菌 ａｍｏＡ 基因的丰度与土壤

ｐＨ 值呈显著正相关［４６—４７］。 乔沙沙［４８］研究发现土壤 ｐＨ 通过影响土壤微生物群落结构，决定碳代谢相关微生

物的丰度，进而通过影响碳代谢功能基因的丰度来影响土壤碳代谢过程。 然而，我们的研究发现土壤细菌的

丰度在不同植被类型下无显著差异，与土壤性质、ＭＡＰ、植被 ＮＤＶＩ 指数等均无显著相关，这些结果表明功能

基因对 ｐＨ 的响应比细菌更敏感。 细菌的多样性远远高于参与 Ｃ、Ｎ 转化的功能微生物，因而具有更多生理代

谢类型和更宽的 ｐＨ 适应范围。 特别值得注意的是，本文结果显示土壤的 ｐＨ 与年平均降雨量、湿润指数和土

壤含水率均为显著负相关，这说明气候因素，特别是降水改变对土壤 ｐＨ 有重要影响。 如有研究发现水分平

衡的变化会导致碱性土壤向酸性土壤逐渐过渡，这主要是由于当降雨量大于蒸发量时，土壤及其母质的淋溶
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图 ５　 土壤碳和氮矿化相关功能基因丰度间的耦合关系

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

圆圈的颜色和大小表示相关性的大小

作用十分强烈，土壤溶液的盐基离子易于随渗滤水向下移动，导致土壤中易溶性成分减少，溶液中 Ｈ＋取代土

壤胶体表面交换态的金属离子被土壤所吸附，这些被取代的金属离子和酸根阴离子一起淋失，使土壤盐基饱

和度下降、氢饱和度增加，引起土壤酸化［４９］。 因此，未来需要重视青藏高原降水改变引起土壤 ｐＨ 变化影响碳

氮循环功能微生物代谢，进而对土壤碳、氮等元素的赋存及其周转过程产生影响。
除此之外，土壤养分也是影响功能基因分布的关键因子，大多研究表明基因丰度与土壤养分呈正相关关

系［２３，５０—５２］。 如斯贵才等［５３］研究发现，随着年平均降水量的下降，土壤有机碳和全氮含量显著下降，细菌、真
菌和放线菌含量随着年降水量的下降而显著减少。 然而，我们的研究发现与之相反，碳、氮矿化过程相关的

２５ 个功能基因的丰度均与土壤 ＳＯＣ 和 ＴＮ 含量呈负相关，与无机氮含量不相关，这也表明降水条件所导致的

土壤 ｐＨ 的差异对土壤碳氮循环功能基因丰度的影响可能远远超过了养分的影响。 本研究中位于中部的砂

生槐灌丛所处海拔最低，年均温和 ｐＨ 在所有灌丛类型中最高，降雨量适中，土壤有机碳和全氮含量最低，不
及其他灌丛类型 １ ／ ２，但其功能基因丰度比碳氮含量最高的雪层杜鹃灌丛高。 这些结果表明较高的功能基因

丰度以及适宜的温度、湿度和 ｐＨ 条件，可能加速了土壤中有机碳氮养分库的分解，不利于碳氮养分的累积。
综合以上，这些结果表明青藏高原土壤碳氮养分库和矿化作用受土壤 ｐＨ、气候、植被和功能微生物多因素的

共同调控，这些结果为准确评估青藏高原土壤碳、氮库及其动态平衡提供了重要参考。
本研究中，土壤 ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率与碳氮矿化基因丰度之间没有显著的正相关关系。 类似地，

不少研究发现在 ＤＮＡ 水平上功能基因丰度与碳氮循环转化速率无显著相关。 如汪小兰等［５４］ 发现紫色水稻

土的硝化作用活性与 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的基因拷贝数无显著相关性。 肖海兵［５５］研究发现侵蚀区土壤细菌丰度显

著高于沉积区，但有机碳矿化速率显著低于沉积区；刘琪等［５６］ 也发现微生物生物量较低的土壤在培养初期
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（前 ２０ 天）ＣＯ２排放速率是高微生物生物量土壤的 １．１—６．１ 倍。 此外，土壤中不同碳氮转化过程耦合发生，矿
化和硝化作用的产物可作为其他反应过程的底物被消耗，如土壤有机氮矿化所释放的无机氮，也会进一步被

其他土壤微生物同化利用，导致净矿化速率测定值低于实际的氮矿化速率。 此外，在碱性土壤中有机碳分解

矿化所释放的 ＣＯ２还可以被碱性物质吸收，以碳酸盐的形式保存在土壤中，从而降低碱性土壤的 ＣＯ２排放速

率。 因此，未来研究可利用碳氮稳定性同位素示踪技术进一步区分土壤碳氮转化具体过程（矿化、同化等）的
转化速率，为高原土壤的碳氮管理提供理论指导。

土壤中碳、氮循环存在强烈的耦合关系，土壤微生物驱动的碳氮耦联作用机制也是土壤微生物生态学研

究的热点之一［５７］。 本研究发现参与碳、氮矿化的基因类群之间存在显著的正相关关系，表明碳氮循环过程互

相依赖，紧密联系。 土壤中碳氮的周转受其计量比的控制［５８］，在氮素充足的条件下，土壤中较高的植物残体

投入量及其较低的碳氮比导致微生物更倾向于选择“新鲜”碳源底物，进而减少了原有有机碳的矿化［５９］；反
之，在氮素受限条件下，高碳氮比的植物残体可能会增加微生物对无机氮素的需求，刺激土壤原有有机质的分

解［６０］。 本研究发现土壤 Ｃ：Ｎ 与 ＣＯ２释放、净矿化速率呈显著正相关，这也进一步证明了上述推断。 同样，土
壤微生物自身也维持相对稳定的 ＣＮＰ 比值，据估计，全球土壤微生物的 ＣＮＰ 比值的平均值为 ６０∶７∶１［６１］。 显

然，青藏高原碳氮元素循环紧密耦合，调控和驱动生物地球化学过程，加剧了其过程的复杂性和不确定性［５７］。
土壤中大多数微生物都参与土壤关键元素的生物地球化学过程，但这些微生物种类繁多，数量巨大，哪些

微生物优先参与、如何参与仍不清楚［６２］。 本研究利用高通量定量 ＰＣＲ 技术，对青藏高原不同灌丛类型下参

与土壤 Ｃ、Ｎ 循环的多个功能基因丰度进行了表征，一定程度上也代表了参与 Ｃ、Ｎ 循环的功能微生物的多样

性及其潜在功能活性，未来还要结合宏基因组学、宏转录组学和地球化学分析技术等对土壤碳、氮元素的耦合

作用过程和调控机理开展深入研究。

４　 结论

青藏高原喜马拉雅山⁃冈底斯山地区不同灌丛类型土壤的碳氮含量、碳氮矿化速率及其相关功能基因的

丰度有显著差异，位于东南部的雪层杜鹃和香柏灌丛区比位于中西部的变色锦鸡儿、金露梅和砂生槐灌丛具

有更高的土壤有机碳含量、全氮含量、ＣＯ２释放及净氮矿化速率，但碳、氮矿化基因丰度更低。 土壤有机碳、全
氮含量、ＣＯ２释放速率、净氮矿化速率与年平均降雨量显著正相关，表明降水条件的改变对土壤碳氮元素赋存

及其矿化过程有重要的影响。 土壤碳氮矿化基因丰度与土壤 ｐＨ 呈显著的正相关，同时 ｐＨ 与年平均降雨量、
湿润指数和土壤含水率均为显著负相关，这意味着青藏高原暖湿化背景下，降水条件改变可能会通过影响土

壤 ｐＨ 来调节碳氮循环相关功能微生物的丰度和活性，从而对灌丛地区的土壤养分和灌丛的分布产生重要影

响。 同时，碳、氮矿化相关功能基因丰度在各类群间呈现显著的正相关关系，进一步证实了土壤碳氮循环过程

间紧密的耦合关系，这些结果为准确评估青藏高原土壤碳、氮库及其动态平衡提供了重要参考。
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