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四川凉山会东县不同海拔农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组
成及多样性特征
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摘要：通过分析四川省凉山会东县农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成及多样性对不同海拔高度的响应，以期深入认识凉山高原地区

不同海拔农田土壤磷素及涉磷微生物群落的分布特点，为建立合理的施肥制度提供科学依据。 以凉山州会东县不同海拔高度

（１７００ ｍ、１９００ ｍ、２１００ ｍ）土壤为研究对象，通过化学分析和高通量测序技术对土壤理化性质、有机磷组分和含量以及 ｐｈｏＤ 基

因群落进行分析。 结果表明，ｐＨ 与海拔高度呈正相关。 海拔 ２１００ ｍ 的土壤全磷和有效磷含量最高，１９００ ｍ 的有机磷（ＯＰ）、活
性有机磷（ＬＯＰ）、中等活性有机磷（ＭＬＯＰ）和中稳性有机磷（ＭＲＯＰ）含量最高，而 １７００ ｍ 海拔的无机磷含量最高。 对于不同海

拔下的 ｐｈｏＤ 基因群落变化，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数在高海拔地区最高。 同时，３ 个海拔高度下 ｐｈｏＤ 群落结构差异明显，变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ） 和酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ） 是 ３ 个海拔高度的主要门类， 而慢生根瘤菌

（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）是低海拔 １７００ ｍ 的主要优势属。 土壤 ｐＨ 和总磷（ＴＰ）是驱动不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成的关键因子。
综上，凉山会东高原地区不同海拔高度农田土壤中的 ｐｈｏＤ 基因群落变异明显（Ｐ＜ ０．０５），且受到土壤 ｐＨ 和总磷的显著影响

（Ｐ＜ ０．０５）。 农业生产上应采取因地制宜的施肥措施。
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海拔高度影响生物多样性和土壤的物理化学性质，山地生态系统中植被和土壤微生物代谢功能随海拔高

度发生剧烈变化［１］。 在一定海拔范围内，沿着海拔梯度变化的土壤因子往往是形成微生物多样性与群落组

成的关键所在［２］，不同海拔的驱动因子存在差异。 其次，海拔梯度也会影响植被覆盖状况及凋落物，其根系

分泌物以及凋落物将选择性地招募微生物类群，在相同地区山地系统中会出现不同的土壤微生物标志性物

种，这在一定程度上也决定了土壤中的微生物种类和数量［３］。 因此，研究不同海拔高度下土壤微生物群落功

能多样性和群落结构变化，对揭示山地生态系统的健康和稳定性具有重要价值。
磷（Ｐ）是植物生长所需的重要元素之一，土壤磷素以不同形态存在，包括有机磷（ＯＰ）、活性有机磷

（ＬＯＰ）、中等活性有机磷（ＭＬＯＰ）和中稳性有机磷（ＭＲＯＰ）等组分［４］。 磷的有效性和动态性随着海拔高度差

异而不同［５］。 如 Ｚｈｏｕ［６］等研究发现，贡嘎山不同海拔植被类型的差异导致土壤 ｐＨ 的改变，从而影响土壤磷

组分的海拔分布模式。 土壤解磷微生物在生长过程中产生磷酸酶，将土壤中的有机磷化合物（如卵磷脂和核

酸等） 分解或降解为有效磷素［７］。 磷酸酶分为酸性磷酸酶（ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＣＰ）和碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｏｈａｔａｓｅ， ＡＬＰ） ［８］，ＡＬＰ 活性在不良环境下更加稳定，ｐｈｏＤ 基因是编码细菌 ＡＬＰ 的 ３ 个同源基因（ｐｈｏＡ、
ｐｈｏＤ、ｐｈｏＸ）之一［９］，在陆地生态系统中普遍存在。 ｐｈｏＤ 能通过 ＡＬＰ 分解土壤中的有机磷，调控有效磷丰

缺［１０］。 Ｄｅ 等［１１］认为不同海拔土壤磷组分差异主要受磷酸酶活性和微生物群落特征的影响，与磷循环相关

的磷酸酶活性和微生物群落数量的增加，能够促进有机磷的矿化从而增加土壤磷的有效性。 然而，上述研究

主要集中于山地自然生态系统，关于高原地区农田生态系统土壤 ｐｈｏＤ 基因群落及多样性对不同海拔梯度的

响应特征尚鲜有研究报道。
凉山州位于中国四川南部，大渡河与雅安、甘孜州交汇处，属亚热带季风气候，干湿分明，光热资源充

足［１２］。 然而，该区域地质、地形条件复杂，垂直气候分异显著，水土和养分流失现象较严重，农田土壤面临不

同的缺磷症状，严重制约当地农业的可持续发展［１３］。 因此，本研究以四川凉山州会东县 ３ 个不同海拔高度的

土壤为研究对象，分析不同海拔下的土壤磷素含量及磷组分差异，并通过高通量测序技术分析 ｐｈｏＤ 基因多样

性与群落组成，以期深入认识高原不同海拔农田土壤的磷素含量、磷组份和 ｐｈｏＤ 基因群落组成及多样性的变

异规律，为在该区域建立合理的施肥制度提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

四川省凉山州彝族自治区会东县（１０２°５７′Ｅ，２６ ° ６３′Ｎ）属中亚热带西部湿润季风气候区（图 １）。 年降水

量约为 １０９６ ｍｍ。 最高海拔为 ３３３１ ｍ，最低海拔 ６４０ ｍ。 年平均气温为 １６．２ ℃，累计年平均日照 ２３０６ ｈ，日照

时数多，蒸发旺盛，雨量集中，干湿季分明。 辖区地势呈中部高，西部缓展，北部绵延，东、南部陡峭，金沙江谷

地低的趋势。 地貌主要以山地地貌为主，其次为山原、平坝、台地和少量丘陵。
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１．２　 样品采集

２０２０ 年 ７ 月 ２８ 日，以会东县的姜州镇湾德乡（海拔 １７００ ｍ，Ｊ）、嘎吉乡狮子山村（１９００ ｍ，Ｇ）和铅锌镇竹

色村（２１００ ｍ，Ｑ）３ 处为研究区（图 １），选取坡度、坡向、地上植被特征基本一致的玉米⁃烤烟轮作地。 研究区

均为旱地，灌溉方式为天然雨水，施肥条件如下：烟草专用复合肥 ４５ ｋｇ，基肥 ２５ ｋｇ，追肥 ２０ ｋｇ（云烟基肥

１１ ∶２０ ∶２０，追肥 ９∶０∶３５）、油枯有机肥 ２０ ｋｇ、硝酸钾 １５ ｋｇ，农家肥 ５００ ｋｇ（每 ０．０６７ ｈｍ２发放 １ ｋｇ 菌剂）。 土壤

为酸性紫色土。 每个区布设 ８ 个采样点（５０×５０ ｍ），采样点之间间隔 ２００ ｍ 以上，按“梅花”型进行 ５ 点取样，
清除土表凋落物后，用直径 ５ ｃｍ 的土壤取样器进行样品采集，采样深度 ５—２０ ｃｍ，样品充分混匀，重约 １ ｋｇ。
之后将采集土样分成两份，一份用无菌塑料管带回实验室于－８０℃保存，用于后续土壤总 ＤＮＡ 提取；另一份

则带回实验室风干磨细，用于理化性质和磷组分分析。 采样点部分信息见表 １。

图 １　 凉山会东县位置及海拔图

Ｆｉｇ．１　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ Ｈｕｉｄｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ， Ｌｉａｎｇｓｈａｎ Ｍｏｕｎｔａｉｎ

表 １　 凉山会东县不同海拔采样点信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ ｉｎ Ｈｕｉｄｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ， Ｌｉａｎｇｓｈａｎ Ｍｏｕｎｔａｉｎ

采样编号
Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒｓ

采样地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

北纬
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

东经
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔高度
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ

土壤质地
Ｓｏｉｌ ｃａｔｅｇｏｒｙ

轮作种植年限
Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｒｏｔａｔｉｏｎ

ｙｅａｒｓ ／ ａ

Ｊ 会东县姜州镇湾德村 ２６°５６′Ｎ １０２°４５′Ｅ １７００ 砂壤 ５ 年以上

Ｇ 会东县嘎吉狮子山村 ２６°２８′Ｎ １０２°３８′Ｅ １９００ 轻壤 １０ 年以上

Ｑ 会东县铅锌竹色村 ２６°７０′Ｎ １０２°６９′Ｅ ２１００ 中壤 １０ 年以上

　 　 Ｊ、Ｇ、Ｑ 为采样地姜州、嘎吉和铅锌镇竹色村拼音首字母

１．３　 指标测定

土壤 ｐＨ 值测定用电极法（水土比为 ２．５∶１），土壤有机碳（ＳＯＣ）和总氮（ＴＮ）采用杜马斯燃烧法测定［１４］。
土壤碱解氮（ＡＮ）通过碱解扩散法测定，土壤速效钾（ＡＫ）通过醋酸铵法测定，土壤全磷（ＴＰ）含量采用 ＨＣｌＯ４⁃
Ｈ２ＳＯ４消煮，钼锑抗比色法测定；土壤有效磷（ＡＰ）含量采用 ０．５ Ｍ ＮａＨＣＯ３提取，钼锑抗比色法测定［１５—１６］。

无机磷形态采用 Ｃｈａｎｇ 等［１７］和 Ｂｕｅｈｌｅｒ 等［１８］提出的无机磷分级方法，１．０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４Ｃｌ（ｐＨ 值为 ８．０）提
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取交换态磷（Ｅｘ⁃Ｐ）；０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４Ｆ（ｐＨ 值为 ８．２）提取铝结合态磷（Ａｌ⁃Ｐ）；０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 提取铁结合态磷

（Ｆｅ⁃Ｐ）；０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸钠和连二亚硫酸钠混合溶液提取闭蓄态磷（Ｏｃ⁃Ｐ）；０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４提取钙结合态

磷（Ｃａ⁃Ｐ）。
ＯＰ 形态采用 Ｉｖａｎｏｆｆ 等［１９］ 提出的有机磷分级方法，０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３（ｐＨ 值为 ８．５）提取活性有机磷

（ＬＯＰ），１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 提取中等活性有机磷（ＭＬＯＰ），０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 提取中稳性有机磷（ＭＲＯＰ）。
１．４　 土壤总 ＤＮＡ 提取及碱性磷酸酶基因（ｐｈｏＤ）高通量测序

称取 ０．５ ｇ 土壤样品，参照 ＦａｓｔＤＮＡ􀳏 ＳＰＩＮ ｋｉｔ 试剂盒 （ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓａｎｔａ Ａｎａ， ＣＡ， 美国） 操作说明

提取土壤总 ＤＮＡ， １％ 琼脂糖凝胶电泳检测， － ２０ ℃ 保存。 使用引物 ＡＬＰＳ⁃Ｆ７３０ （ ５′⁃ＣＡＧＴＧＧＧＡＣＧＡ⁃
ＣＣＡＣＧＡＧＧＴ⁃３′）与 ＡＬＰＳ⁃Ｒ１１０１（５′⁃ＧＡＧＧＣＣＧＡＴＣＧＧＣＡＴＧＴＣＧ⁃３′）对 ｐｈｏＤ 基因片段进行扩增［２０］。

扩增体积 ２０ μＬ，体系为：ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ，引物 ０．５ μＬ，ＤＮＡ 模板 １ μＬ （１０ ｎｇ ／ μＬ），ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。 反应程

序为：９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５７ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，３５ 个循环。
以 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物，样品送至上海派森诺生物科技股份有限公司，运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃ＭｉＳｅｑ

测序平台进行测序。
１．５　 数据分析

通过利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＳＰＳＳ ２２ 进行数据的预处理和统计分析。 单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）用
于检验不同海拔的土壤理化性质、土壤磷组分和微生物群落组成的差异显著性（Ｐ＜０．０５）。 通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃
ＭｉＳｅｑ 平台进行 Ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ 测序，测序原始序列已上传至 ＮＣＢＩ 的 ＳＲＡ 数据库（ＰＲＪＮＡ１０９８４３４）。 下机数据

经 ＱＩＩＭＥ（ｖ１．８．０）软件过滤、拼接、去除嵌合体，去除打分低于 ２０、碱基模糊、引物错配或测序长度小于 １５０ ｂｐ
的序列。 ｐｈｏＤ 基因群落多样性通过利用 ＱＩＩＭＥ １． ９． ０ 软件计算 Ｃｈａｏ１、Ｇｏｏｄ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、
Ｐｉｅｌｏｕ 以及 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ 指数。 利用 ＣＡＮＯＣＯ ５． ０ 软件进行冗余分析（ＲＤＡ） 以确定土壤微生物群落组

成与土壤性质之间的相关性。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质测定结果

凉山会东县不同海拔土壤理化性质分析结果见表 ２。

表 ２　 不同海拔土壤的理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ

采样编号
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｃｏｄｅｓ ｐＨ 有机碳

ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
全氮

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
碱解氮

ＡＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
全磷

ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
有效磷

ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
速效钾

ＡＫ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｊ ６．２７±０．３２ｃ １８．３±１．２１ｂ ２．３５±０．００４ａ ７５．３±９．４７ｂ ０．４２５±０．０４３ｂ ９．６６±０．３９ｂ ９３．３±２．７８ｃ

Ｇ ８．１３±０．９６ｂ ２１．１±７．４７ａ １．８０±０．０３１ｂ １０３．４±１０．４ａ ０．６４７±０．０９４ａｂ ５．５４±０．０８ｃ ２４３．６±１０．４ｂ

Ｑ ８．４３±０．７７ａ １５．２±０．９５ｃ １．２４±０．００１ｃ ７５．８±４．５５ｂ ０．６６１±０．０４９ａ １０．７０±０．８３ａ ２５８．０±５．８４ａ

　 　 表中数据为平均值±标准误（ｎ＝ ８）；数字后的不同小写字母表示在 ５％的数字上差异显著；ＳＯＣ：有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＡＮ：碱解氮 Ａｌｋａｌｉ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ；ＡＰ：有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ；ＡＫ：速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；Ｊ：

姜州镇湾德村 Ｗａｎｄｅ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｊｉａｎｇｚｈｏｕ ｔｏｗｎ；Ｇ：嘎吉狮子山村 Ｓｈｉｚｉｓｈａｎ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｇａｊｉ ｔｏｗｎ；Ｑ：铅锌竹色村 Ｚｈｕｓｅ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｑｉａｎｘｉｎ ｔｏｗｎ

从表 ２ 可以看出，会东县不同海拔地区紫色土理化性质间存在显著差异。 与另外两个海拔地区相比，海
拔地区 Ｊ（１７００ ｍ）土壤 ｐＨ 值最低，全氮含量最高（Ｐ＜０．０５）。 海拔 Ｇ（１９００ ｍ）土壤有机碳和有效氮含量最高

（Ｐ＜０．０５），分别为 ２１．１ ｇ ／ ｋｇ 和 １０３．４ ｍｇ ／ ｋｇ。 海拔地区 Ｑ（２１００ ｍ）土壤 ｐＨ 值最高，全磷、有效磷和速效钾含

量最高（Ｐ＜０．０５）。 全氮含量随海拔上升而升高（Ｐ＜０．０５）。
２．２　 土壤磷形态分析

本研究所用土壤为会东县不同海拔土壤样品。 磷的形态分析包括无机磷（ＩＯＰ）、有机磷（ＯＰ）、活性有机

磷（ＬＯＰ）、中等活性有机磷（ＭＬＯＰ）和中稳性有机磷（ＭＲＯＰ），具体测试结果见表 ３。
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表 ３　 不同海拔土壤磷形态分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｃｏｄｅｓ

无机磷
ＩＯＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

有机磷
ＯＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

活性有机磷
ＬＯＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

中等活性有机磷
ＭＬＯＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

中稳性有机磷
ＭＲＯＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｊ ０．１６５±０．０４４ｃ ０．１９４±０．０４５ｃ ２．６９±０．２９７ｃ ４２．０±３．６６ｂ ４２．４±８．１７ｂ

Ｇ ０．４３９±０．０１４ｂ ０．２７１±０．０２２ａ ４．１５±０．３２３ａ ５１．７±４．１８ａ ５０．７±２．４８ａ

Ｑ ０．４８７±０．０８５ａ ０．２１０±０．０３７ｂ ３．２３±０．３９１ｂ ３７．３±４．２６ｃ ３１．５±５．１１ｃ

　 　 表中数据为平均值±标准误（ｎ＝ ８），数字后的不同小写字母表示在 ５％的数字上差异显著；ＩＯＰ：无机磷 ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＯＰ：活性有机

磷 ｌａｂｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ；ＭＬＯＰ：中等活性有机磷 ｍｅｄｉｕｍ ｌａｂｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＭＲＯＰ：中稳性有机磷 ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

由表 ３ 可知，不同海拔间土壤磷形态差异显著，无机磷含量随海拔高度上升而显著增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｇ
海拔（１９００ ｍ）地区的有机磷、活性有机磷、中等活性有机磷和中稳性有机磷含量均显著高于 Ｊ 海拔（１７００ ｍ）
以及 Ｑ 海拔（２１００ ｍ）地区。
２．３　 ｐｈｏＤ 基因测序结果及 α 多样性分析

从图 ２ 可见，所有样品的 Ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数均高于 ０．９９，显示本次测序所得结果具有一定的代表性，能
真实反映土壤 ｐｈｏＤ 基因群落的多样性特征。 结果表明，３ 个海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因多样性与丰富度不一致。 主

体 ａｌｐｈａ 多样性指数（包括 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 及 Ｃｈａｏ１ 指数）均是 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 较高，其次是 Ｊ 海拔 １７００ ｍ
地区。 总体而言，结果显示 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 的土壤 ｐｈｏＤ 基因群落多样性较高。

图 ２　 不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落的 ａｌｐｈａ 多样性

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｈｏＤ ｇｅｎｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ

Ｊ：姜州镇湾德村 Ｗａｎｄｅ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｊｉａｎｇｚｈｏｕ ｔｏｗｎ；Ｇ：嘎吉狮子山村 Ｓｈｉｚｉｓｈａｎ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｇａｊｉ ｔｏｗｎ；Ｑ：铅锌竹色村 Ｚｈｕｓｅ ｖｉｌｌａｇｅ， Ｑｉａｎｘｉｎ ｔｏｗｎ

２．４　 土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成与结构

会东县不同海拔土壤的 ｐｈｏＤ 基因群落组成见图 ３。 ３ 个海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成不同，在门水平上

（图 ３），３ 个海拔土壤的含 ｐｈｏＤ 基因主要属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，相对丰度介于 １０．３％—８０．５％）、放线

菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，相对丰度介于 ３．５８％—２０．１％）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ，０．０１％—１．０９％）。 变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）平均相对丰度 ５９．８％最低在中海拔 １９００ ｍ 的，最高 ６１．４％在高海拔 ２１００ ｍ。 放线菌门
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（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）平均相对丰度 ５．２４％最低在高海拔 ２１００ ｍ 地区，最高 ９．５３％在低海拔 １７００ ｍ 地区。 酸杆菌

门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）在高海拔 ２１００ ｍ 地区最高，其相对丰度为 ０．６％。 在属水平上（图 ３），３ 个海拔土壤组中含

ｐｈｏＤ 基因主要属于慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、中华根瘤菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、
支原体病 （ Ａｍｙｃｏｌａｔｉｏｐｓｉｓ）、假单胞菌属 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、多形单胞菌属 （ Ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｏｍｏｎａｓ）、斯特拉菌属

（Ｓｔｅｌｌａ）、变异杆菌属（Ｖａｒｉｉｂａｃｔｅｒ）、糖多孢菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ）和暗棕色杆菌属（Ｐｈａｅｏｂａｃｔｅｒ）等。 慢生根

瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）相对丰度介于 ０．０７％—１．１４％之间，相对丰度在 Ｇ 海拔地区 １９００ ｍ 最高，而在 Ｑ 海拔

地区 ２１００ ｍ 最低；中华根瘤菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）相对丰度介于 ０．０６％—０．４７％之间，以 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 土壤相

对丰度最高，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 最低；链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ） 相对丰度介于 ０．１２％—０．４１％之间，以 Ｊ 海拔 １７００ ｍ
土壤相对丰度最高，Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 最低。

图 ３　 不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因在门水平和属水平上的群落组成

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

２．５　 土壤 ｐｈｏＤ 基因群落结构变异分析

对凉山州会东县不同海拔农田土壤的 ｐｈｏＤ 基因群落结构变异情况进行主坐标分析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃
ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），结果见图 ４。

图 ４　 不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落 ＰＣｏＡ 聚类图

Ｆｉｇ．４　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｏＤ ｇｅｎｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ

ＰＣｏＡ： 主坐标分析 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

３９４８　 １９ 期 　 　 　 陈玉蓝　 等：四川凉山会东县不同海拔农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成及多样性特征 　
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从图 ４ 可以看出，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 和 Ｇ 海拔 １９００ ｍ 农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群落结构较为相似，而 Ｑ 海拔

２１００ ｍ农田土壤的 ｐｈｏＤ 基因群落单独成群，表明高海拔与低中海拔的差异较大，显示会东县不同海拔土壤

ｐｈｏＤ 基因群落变异显著。
２．６　 土壤 ｐｈｏＤ 基因关键物种分析

土壤微生物种类丰富，为了解析海拔梯度对会东土壤 ｐｈｏＤ 基因群落关键物种的影响，对不同海拔 ｐｈｏＤ
基因群落进行了线性判别分析（ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ）分析，结果见图 ５。

图 ５　 不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因物种 ＬＥｆＳｅ 分析

Ｆｉｇ．５　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｏＤ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ

从上图可知，在门水平上，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 土壤的优势菌门为放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 的

为酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 在属水平上，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 的 ｐｈｏＤ 基因群落关键物种仅有慢生根瘤菌属

（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ），而在 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 研究区，ｐｈｏＤ 群落关键菌属包括中华根瘤菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、芽单胞

菌属（Ｂｌａｓｔｏｍｏｎａｓ）和珊瑚球菌属（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ）。
２．７　 ｐｈｏＤ 基因群落与环境因子相关性分析

为了解影响不同海拔下土壤 ｐｈｏＤ 基因群落变化的关键环境因子，将土壤 ｐｈｏＤ 基因群落结构与 ｐＨ 值、
ＳＯＣ、ＴＮ、ＡＮ、ＡＫ、ＴＰ、ＡＰ 等环境因子进行冗余分析（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）（图 ６）。

结果显示，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 与 ｐＨ、ＴＰ、ＡＮ、ＴＮ、ＳＯＣ 呈负相关，而 Ｇ 海拔 １９００ ｍ 与 ｐＨ 呈正相关，和 ＴＰ 呈负

相关，Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 与 ｐＨ 呈正相关关系。 从箭头的连线长度可以看出环境因子与土壤 ｐｈｏＤ 基因群落间的

相关程度，其相关性由大至小有依次为 ｐＨ＞ＴＰ＞ＴＮ＞ＡＫ＞ ＡＮ＞ＳＯＣ＞ＡＰ。

３　 讨论

３．１　 海拔梯度变化对农田土壤理化性质的影响

在不同的海拔高度，气候变量驱动土壤理化性质发生变化，从而导致微生物群落的多样性和丰富度随之

改变［２１］。 在本研究中，Ｊ 海拔 １７００ ｍ 和 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 的土壤理化性质间存在显著差异。 随着海拔的升高，
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图 ６　 不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落与环境因子的 ＲＤＡ 分析

　 Ｆｉｇ．６　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｏＤ ｇｅｎｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ

ＳＯＣ：有机碳；ＴＮ：全氮； ＡＮ：碱解氮；ＴＰ：全磷；ＡＰ：有效磷；ＡＫ：

速效钾；

ｐＨ 值和速效钾含量显著增加，高海拔地区土壤速效钾

含量比低海拔地区高 ２ 倍以上。 而土壤有机碳含量则

在中海拔地区最高，这与田自强［２２］ 等研究一致。 其原

因主要是温度随海拔梯度上升而降低，土壤微生物代谢

活动受到抑制，最终导致微生物对土壤碳的“体外修

饰”及“体内周转”功能受限，故 Ｑ 海拔 ２１００ ｍ 地区中

土壤中的有机碳含量低。 而在海拔较低的区域（Ｇ 海拔

１９００ ｍ 地区）内，浇灌、翻耕等人为措施使土壤中有机

碳含量增加［２３］。 对于土壤中的磷含量，全磷和有效磷

含量在高海拔地区最高，这与刘超［２４］等研究结果相似。
土壤全磷和有效磷含量通常随温度的增加而降低，这是

由于温度的增加提高了土壤风化程度以及原生矿物磷、
有机磷和有机碳的矿化作用［６］，。
３．２　 海拔梯度变化对土壤磷组分的影响

本研究发现，有机磷（ＯＰ）、活性有机磷（ＬＯＰ）、中
等活性有机磷（ＭＬＯＰ）和中稳性有机磷（ＭＲＯＰ）含量

均在中海拔地区最高，呈现出 １９００ ｍ＞２１００ｍ＞１７００ ｍ
的特征，这与任常琦［２５］等研究相似。 在 Ｑ 高海拔（２１００
ｍ）地区，温度降低，有机磷的分解速率随之减小［６］。 同

时，从低海拔到高海拔地区，土壤中逐渐下降的微生物数量会减弱有机磷（ＯＰ）、中等活性有机磷和中稳性有

机磷等的矿化作用［２６，２７］，导致土壤无法对磷组分进行有效保留。 而低海拔的区域由于人为措施影响［２８］，其
保留磷素能力也比较弱，因此 １９００ ｍ 中海拔 Ｇ 地区土壤具有较高的土壤磷供应能力。
３．３　 海拔梯度变化对土壤 ｐｈｏＤ 基因群落多样性及组成结构的影响

土壤中的微生物受到多种因素影响，并随海拔的分布存在一定的复杂性与异质性［２９］。 本研究的结果表

明，随着海拔上升，ｐｈｏＤ 基因群落中的 α－多样性升高，其原因可能是不同海拔地区的气候与降水等条件存在

差异，导致特定的 ｐｈｏＤ 细菌的生长和繁殖。 变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）在三个海拔研究区内相对丰度均较高，与早期研究［３０］ 相似。 不同海拔的微生物群落组成不

同。 研究表明，变形菌门是参与磷循环的主要细菌门，并且与植物生长密切相关［３１］。 而在属水平上，慢生根

瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）是不同研究区土壤中的主要 ｐｈｏＤ 菌属。 研究表明，慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）
可以通过增加碱性磷酸酶活性和磷转运速率响应磷胁迫［３２］，其在耦合土壤氮和磷循环中可能发挥重要

作用［３３］。
不同海拔地区的 ｐｈｏＤ 群落表现出明显差异。 ＰｃｏＡ 分析显示高海拔 Ｑ 地区（２１００ ｍ）ｐｈｏＤ 群落与中海拔

Ｇ 以及低海拔 Ｊ 地区存在明显区分。 对不同海拔土壤中的 ｐｈｏＤ 关键物种的分析表明，低海拔 Ｊ 地区 １７００ ｍ
的优势菌门是放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），而高海拔 Ｑ 地区 ２１００ ｍ 则是酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 此外在高海

拔 Ｑ 地区，中华根瘤菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、芽单胞菌属（Ｂｌａｓｔｏｍｏｎａｓ）和珊瑚球菌属（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ）３ 个优势属，
与其余 ２ 个海拔有显著差异，这与王智慧［３４］等研究相似。 酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）广泛分布于各种土壤环境

中，其丰度和组成受 ｐＨ 值影响较大［３５—３６］。 类似的，Ｓｈｅｎ 等在 ６ 个海拔梯度中发现酸杆菌门相对丰度与 ｐＨ
值呈显著负相关［３７］。 Ｌｉｕ 等［３８］发现芽单胞菌属是携带溶磷基因的主要细菌类群，其在土壤磷循环中发挥着

重要作用。 而 Ａｓｚａｌóｓ［３９］等在高海拔冰缘环境中筛选分离出大量芽单胞菌属，其相对丰度与海拔呈显著正相

关。 本研究结果表明，在门分类水平以及属分类水平上，３ 种不同海拔研究区土壤中的 ｐｈｏＤ 基因群落结构与

组成存在着明显差异。
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３．４　 环境因子对土壤 ｐｈｏＤ 基因群落影响特征

在气候和植被差异较小的区域农田尺度上，土壤理化性质对微生物多样性及群落结构分布的影响尤为明

显。 本研究发现，ｐＨ 值以及 ＴＰ 含量是影响不同海拔土壤 ｐｈｏＤ 基因群落组成的主要环境因子。 众多研究指

出土壤 ｐＨ 是影响土壤微生物时空分布的重要因素［４０—４１］。 Ｗａｎｇ［４２］等认为 ｐＨ 是影响青藏高原土壤微生物群

落多样性最显著的环境因子，其原因是由于随着海拔高度的增加，土层变薄，岩石露头出入，土壤直接受母岩

风化液的影响，从而引起碳酸钙和 ｐＨ 值逐渐增加。 本研究进一步证明了 ｐＨ 对 ｐｈｏＤ 细菌群落组成的重要影

响。 不同海拔研究区内的 ｐｈｏＤ 细菌群落同样受到 ＴＰ 含量的显著影响。 李梦佳［４３］ 等发现，戴云山南坡不同

海拔梯度影响土壤微生物多样性变化的主要驱动因子是全磷，这与本研究结果一致。 类似的，Ｓａｍａｄｄａｒ 等［４４］

发现土壤中磷的含量变化显著影响了细菌群落的系统发育组成及其功能特征。 本研究结果显示了 ｐＨ 和 ＴＰ
在调控不同海拔地区 ｐｈｏＤ 细菌群落组成方面的重要作用，而这两个重要环境因子在之后对研究区的农艺管

理中也可考虑纳入管理因素。

４　 结论

本文对凉山会东三个不同海拔高度农田土壤的理化性质、磷组分和 ｐｈｏＤ 基因群落结构和多样性进行了

分析。 研究结果土壤有机磷组分含量均以海拔 １９００ ｍ 处最高。 农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群落多样性在海拔 ２１００
ｍ 处最高，且优势物种最丰富。 三个海拔土壤中，含 ｐｈｏＤ 基因的优势门均为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线

菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），优势菌属则包括慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、中华根瘤

菌属（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）。 土壤 ｐＨ 和 ＴＰ 是影响该区域不同海拔农田土壤 ｐｈｏＤ 基因群

落组成的关键因子。
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