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不同冻融阶段表层季节冻土细菌群落结构和功能解析
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摘要：冻土微生物对预测冻土和气候之间潜在反馈机制至关重要。 为明确不同冻融阶段对冻土细菌群落的影响，揭示冻土性质

变化与细菌群落之间的响应关系，选择黑龙江典型季节冻土表层土为研究对象并进行理化性质测定，采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量测

序技术分析细菌群落结构和功能组成，通过冗余分析等方法探究土壤理化性质与细菌群落结构和功能之间的相关关系。 结果

表明：（１）不同冻融阶段对土壤 ｐＨ 和总磷含量影响不显著，完全冻结期土壤中机质和总氮含量显著高于冻融循环期（Ｐ＜０．０５）。
（２）共获得 ＯＴＵ 序列 ９８５１１１ 条，属于 ４２ 个菌门，优势菌门中，放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度在完全解冻期显著高于冻融循

环期和完全冻结期（Ｐ＜０．０５），变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）相对丰度在不同冻融

阶段未表现出显著性差异。 不同冻融阶段对细菌 Ａｌｐｈａ 多样性和 Ｂｅｔａ 多样性影响显著，其中冻融循环期显著增加了细菌群落

的多样性，完全冻结期则使 Ｂｅｔａ 多样性发生显著变化。 此外，完全冻结期对细菌丰度之间的正相关性以及群落的稳定性影响

较大。 （３）细菌群落功能共 ５４１８ 种，分属于 ６ 大类，其中新陈代谢功能占比最大，不同冻融阶段平均值占比 ７５％以上。 一级功

能在完全冻结期和完全解冻期之间均具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。 具有显著性差异的二级功能中，几乎均在完全冻结期和完全

解冻期之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 （４）土壤有机碳（ＳＯＣ）、总氮（ＳＴＮ）、总磷（ＳＴＰ）是影响细菌群落结构组成和功能的主要

环境因子，ｐＨ 影响不显著。 综上所述，不同冻融阶段（特别是完全冻结期）对细菌群落结构组成和功能具有显著影响，这种影

响的变化与土壤性质 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 呈现显著正相关或负相关关系，研究结果为进一步研究气候变暖背景下黑龙江省季节冻土

微生物的响应机制提供科学依据。
关键词：季节冻土；高通量测序；土壤理化性质；细菌群落

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｅａｓｏｎａｌｌｙ ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅ
ＧＵＡＮ Ｊｉａｎｆｅｉ∗，ＣＡＯ Ｙａｎｇ，ＸＵ Ｈｏｎｇｊｉａ
Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ Ｃｕｌｔｕｒｅ， Ｍｕｄａｎｊｉａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｍｕｄａｎｊｉａｎｇ １５７０００， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ ｐｌａｙ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｃｌｉｍａｔｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｅｎｖｉｓａｇｅｄ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｔｏ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ． Ｗｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐｓｏｉｌ ｆｒｏｍ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｅａｓｏｎａｌｌｙ ｆｒｏｚｅｎ ｇｒｏｕｎｄ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ． １６ｓ ｒＲＮＡ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ： （ １） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａｎ ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ． Ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｕｒｉｎｇ



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ （Ｐ＜０．０５）． （２） Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ９８５１１１ ｒｅａｄｓ
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ （ＯＴＵｓ） ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ４２ ｐｈｙｌａ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｈｙｌａ，
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈａｗ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ （Ｐ＜０．０５）． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ， ａｎｄ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｄｉｄ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｔｈｅ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｖａｒｉｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｏｔｈｅｒ ｓｔａｇｅｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｈａｄ ａ ｇｒｅａｔｅｒ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌａ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ． （ ３） Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ５４１８ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｅｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ． Ｉｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ，
ｔｈａｔ ｉｓ， ｏｖｅｒ ７５％ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ ｉｎ ａｌｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ｖａｒｉｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ （Ｐ＜０．０５）． Ｎｅａｒｌｙ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｉｍａｒｙ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｖａｒｉｅｄ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ （Ｐ＜ ０．０５）． （４） Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ （ＳＯＣ）， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ ＳＴＮ） ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ （ ＳＴＰ） ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｈｉｌｅ ｓｏｉｌ ｐＨ ｈａｄ ａｎ ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ． Ｔｏ ｃｏｎｃｌｕｄｅ，
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｐｒｏｃｅｓｓ （ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｓｔａｇｅ） ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｉｔｈｅｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ＳＯＣ， ＳＴＮ， ａｎｄ ＳＴＰ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｖａｌｕａｂｌｅ ｃｌｕｅｓ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓｅａｓｏｎａｌｌｙ ｆｒｏｚｅｎ ｇｒｏｕｎｄ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｘｔ ｏｆ ｇｌｏｂａｌ ｗａｒｍｉｎｇ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｓｅａｓｏｎａｌｌｙ ｆｒｏｚｅｎ ｓｏｉｌ； ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ； ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　

冻土作为一种特殊的地质体，一般是指温度在 ０℃或 ０℃以下并含有冰的各种岩土和土壤［１］。 随着全球

气候变暖，我国多年冻土面积日益减少，东北冻土区更是出现了南界北移、活动层厚度显著增加、森林植被分

布发生变化等现象［２—３］。 以往的研究中，研究者更多聚焦在永久冻土和多年冻土上，认为它们对于气候变化

响应更敏感［４—５］，而对区域性的季节冻土变化关注较少。 事实上，与永久冻土和多年冻土相比，季节性冻土

（冬季冻结，夏季融化）分布范围更广，并含有大量的土壤养分和微生物资源［６］。 Ｌｕｏ 等［７］ 研究发现气候变暖

同样会导致季节冻土出现冻结期缩短、融化期延长、范围萎缩等现象，因此，全球气候变暖背景下季节性冻土

的研究与永久冻土和多年冻土同等重要。
冻土微生物是冻土生态系统物质循环和能量转化的积极参与者和敏感响应者［８—９］，在维持土壤结构和功

能方面发挥重要作用［１０—１１］，是预测冻土和气候之间潜在反馈机制的重要生物性指标［１２—１３］。 特别是细菌群

体，它们具有自我繁殖和组织的能力，在稳定条件下能够较长时间维持稳定，但对于一些小的扰动则会做出迅

速的反映［１４］。 不同冻融阶段，冻土水热条件不用，微生物群落结构和功能存在差异［１５—１７］。 研究表明冻融过

程可引起季节冻土（特别是表层土壤）中水分、有机物、ｐＨ 等因素的周期性变化［９，１２］，这些变化将进一步影响

微生物的生长和代谢过程。 Ｌｉｐｓｏｎ 等［１８］则发现冻结期通过低温胁迫细胞裂解、解冻后微生物活性增强等机

制改变冻土微生物群落，微生物群落的改变可能对生态系统产生重大影响［１９—２０］。 季节冻土的变化是一个复

杂的过程，不同冻融阶段土壤性质变化与微生物群落之间的响应关系并未有统一的结论。
黑龙江省，介于北纬 ４３°２６′—５３°３３′，东经 １２１°１１′—１３５°０５′，其北部的冻土类型主要为多年冻土和季节

冻土。 多年冻土分布于 ４７°３０′—５３°３３′Ｎ，属欧亚大陆多年冻土区的南缘地带，其余地区均为季节冻土区［２１］。
本研究以黑龙江省典型季节冻土表层土壤为研究对象，分别在不同冻融阶段（完全解冻期、冻融循环期和冻

结期）进行土壤样品采集，系统分析不同冻融阶段土壤性质的变化与微生物群落结构组成和功能之间的响应

７２７５　 １３ 期 　 　 　 关健飞　 等：不同冻融阶段表层季节冻土细菌群落结构和功能解析 　
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关系，为气候变暖背景下黑龙江省季节冻土微生物的响应机制提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集与处理

本研究以黑龙江典型季节冻土表层土（０—２０ ｃｍ）为研究对象，设置 ４ 块实验样地 ５ ｍ ´３ ｍ（北纬

４６°３４′４２．６４″，东经 １２３°１６′３０．２３″），分别命名为 Ｓｉｔｅ Ａ、Ｓｉｔｅ Ｂ、Ｓｉｔｅ Ｃ 和 Ｓｉｔｅ Ｄ。 为排除植物干扰，４ 块样地均

未种植任何植物，且春季开始至第一次采样期间，人工去除杂草幼苗，并于 ２０２０ 年 ８ 月（完全解冻期，ＴＰ）、
２０２０ 年 １１ 月（冻融循环期，ＦＴＰ）和 ２０２１ 年 １ 月（完全冻结期，ＦＰ）进行土壤样品采集，每块样地每次随机采

样 ３ 个重复，整个实验过程共采集土壤样品 ３６ 份，于密封袋中，一部分室内风干用于土壤性质的测定，另一部

分则干冰运输，完成细菌群落高通量测序分析。
１．２　 土壤理化性质测定

土壤含水率的测定采用真空烘箱法（ＮＹ ５２５—２０１２ ／ ５．６）；ｐＨ 的测定采用电位法（ＮＹ ／ Ｔ １３７７—２００７）；有
机碳的测定采用重铬酸钾氧化⁃分光光度法（ＨＪ ６１５—２０１１）；全氮的测定采用半微量开氏法（ＮＹ ／ Ｔ ５３—
１９８７）；总磷的测定采用氢氧化钠碱融⁃钼锑抗比色法（ＮＹ ／ Ｔ ８８—１９８８）。
１．３　 高通量测序

采用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．􀳏 ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提取土壤样品中的细菌总 ＤＮＡ，应用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 进行 ＤＮＡ 纯度和浓度

检测，采用琼脂糖凝胶电泳法进行 ＤＮＡ 完整性检测（１％琼脂糖胶，５Ｖ ／ ｃｍ，２０ ｍｉｎ）。 对于可变区片段的扩

增，采 用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 的 Ｖ３—Ｖ４ 区 引 物 ３３８Ｆ （ ５′⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃ ３′） 和 ８０６Ｒ （ ５′⁃
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′）来完成。 ＰＣＲ 反应体系 （ ２０ μＬ） 为 ４ μＬ 的 ５ × ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ 的

２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，０．８ μＬ 的 Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ），０．８ μＬ 的 Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ），０．４ μＬ 的

ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２ μＬ 的 ＢＳＡ，１０ ｎｇ 的 Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ，ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为 ９５℃预变性

３ｍｉｎ；２７ 次循环（９５℃变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ）；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ，至 １０℃，保存待用。 ＰＣＲ 产

物的回收使用 ２％琼脂糖凝胶，利用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 进行纯化，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗脱，２％琼脂糖电泳

检测。 利用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏＴＭ⁃ＳＴ 进行检测定量。 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台对测序样本进行双端测

序，根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台标准操作规程将纯化后的扩增片段构建文库，本部分委托深圳微生太科技有限公

司完成。
１．４　 统计分析方法

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ、Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 等软件对基本数据进行处理和作图分析。 细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性

采用 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数进行差异性检验和评价，其中 Ｃｈａｏ１ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数用来衡

量土壤样品中细菌群落的丰富度，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数用来衡量土壤样品中细菌群落的均匀度。 Ｂｅｔａ 多样性基于

Ｂｒａｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离进行 ＰＣｏＡ 差异分析。 采用单因素方差分析不用冻融阶段各样本中细菌组成和功能之间是否

存在显著性差异。 线性判别分析（ＬＥｆＳｅ）从纲到属水平上不同组间具有显著差异的特征微生物，ＬＤＡ 阈值设置

为 ４。 基于样本间物种的相对丰度进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 分析并获得物种之间的相互关系（包括正相关和负相关），相关

系数 Ｐ 值设置为小于 ０．０５，群落结构稳定性采用网络拓扑结构中的节点度（Ｄｅｇｒｅｅ）和接近中心性（Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）２ 个指标进行评价，指标数值越大，在稳定群落结构中的作用越大。 采用 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 预测 １６Ｓ 扩增子群

落功能信息。 使用冗余分析（ＲＤＡ）揭示微生物群落结构和功能与相关环境因子之间的潜在关联。

２　 结果与分析

２．１　 不同冻融阶段土壤理化性质的变化

不同冻融阶段土壤理化性质变化情况如表 １ 所示。 不同冻融阶段，土壤 ｐＨ 和总磷含量变化差异不显

著。 土壤含水率在 ＦＴＰ（１３．４３±１．１８）显著高于 ＴＰ（９．３８±３．７０）和 ＦＰ（１１．０６±１．９６）（Ｐ＜０．０５）。 土壤有机质含

８２７５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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量在 ＦＰ（３．４３±０．６２）显著高于 ＴＰ（２．６２±０．４４）和 ＦＴＰ（２．４０±０．３０）（Ｐ＜０．０５）。 ＦＰ（０．１８±０．０４）土壤总氮含量

显著高于 ＦＴＰ（０．１４±０．０２）（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 不同冻融阶段土壤性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ

土壤性质 Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ 完全解冻期 ＴＰ 冻融循环期 ＦＴＰ 完全冻结期 ＦＰ

土壤 ｐＨ Ｓｏｉｌ ｐＨ ７．９９±０．２８ａ ８．０１±０．１４ａ ８．０４±０．３３ａ

土壤含水率 ＭＣ Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ９．３８±３．７０ｂ １３．４３±１．１８ａ １１．０６±１．９６ｂ

土壤有机碳 ＳＯＣ Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ２．６２±０．４４ｂ ２．４０±０．３０ｂ ３．４３±０．６２ａ

土壤总氮 ＳＴＮ Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．１６±０．０４ａｂ ０．１４±０．０２ｂ ０．１８±０．０４ａ

土壤总磷 ＳＴＰ Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．１１±０．０４ａ ０．１０±０．０３ａ ０．１２±０．０４ａ

　 　 ＴＰ：完全解冻期 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈａｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ；ＦＴＰ：冻融循环期 Ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅ ｐｅｒｉｏｄ；ＦＰ：完全冻结期 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｅｚｅ ｐｅｒｉｏｄ

２．２　 不同冻融阶段细菌群落的变化

图 １　 不同冻融阶段细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数和 Ｂｅｔａ 多样性

Ｆｉｇ．１　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ

ＴＰ：完全解冻期；ＦＴＰ：冻融循环期；ＦＰ：完全冻结期；∗，Ｐ <０．０５；∗∗，Ｐ <０．０１；∗∗∗，Ｐ <０．００１

２．２．１　 细菌 Ａｌｐｈａ 多样性和 Ｂｅｔａ 多样性的变化

不同冻融阶段细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数（Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数）变化情况如图 １ 所示，从
完全解冻期（ＴＰ）到冻融循环期（ＦＴＰ）再到完全冻结期（ＦＰ），Ａｌｐｈａ 多样性指数均呈现先升高再降低的趋势。
完全解冻期（１０３０．２）和完全冻结期（１１５５） Ｃｈａｏ１ 指数低于冻融循环期（１３７９． ３）且具有极显著差异（Ｐ＜
０．００１）。 完全解冻期（９．２９）和完全冻结期（９．４６）Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别在 Ｐ＜０．０１ 和 Ｐ＜０．０５ 水平上显著低于冻融

９２７５　 １３ 期 　 　 　 关健飞　 等：不同冻融阶段表层季节冻土细菌群落结构和功能解析 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

循环期（９．７０）。 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数在冻融循环期虽然有高于完全解冻期和完全冻结期的趋势，但均未达到显著水

平。 不同冻融阶段细菌群落 Ｂｅｔａ 多样变化差异如图 １ 所示，第一主成分（Ａｘｉｓ．１）对样品差异的贡献值为

３３．８％，第二主成分（Ａｘｉｓ．２）贡献值为 １２．７％，不同冻融阶段置换多元方差分析结果显示 Ｐ＜０．０５，其中 ＴＰ 与

ＦＴＰ 之间细菌群落差异 Ｐ 值为 ０．５１２，ＦＴＰ 和 ＦＰ 之间 Ｐ 值为 ０．０５，ＴＰ 与 ＦＰ 之间 Ｐ 值为 ０．０２２。 以上结果表

明不同冻融阶段对细菌 Ａｌｐｈａ 多样性和 Ｂｅｔａ 多样性影响显著，其中冻融循环期显著增加了细菌群落的丰富

度；完全冻结期与完全解冻期相比，Ｂｅｔａ 多样性发生显著变化。
２．２．２　 细菌群落组成的变化

高通量测序共得到细菌 ＯＴＵ 序列 ９８５１１１ 条，属于 ４２ 个菌门，选择 ｔｏｐ１０ 菌门进行分析（图 ２），结果表

明：放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）在
不同冻融阶段相对丰度（平均值）均大于 １０％，其中放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度（平均值）在 ＴＰ
（４０．１７％）显著高于 ＦＴＰ（３３．４９％）和 ＦＰ（３２．０９％）。 变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿
弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）虽然相对丰富较高，但在不同冻融阶段未表现出显著性差异。 厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、芽
单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在不同冻融阶段相对丰

度（平均值）在 １％—１０％之间，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）在 ＦＰ（１１．２９％）相对丰度平均值显著高于 ＴＰ（５．１２％）和
ＦＴＰ（５． ０３％），芽单胞菌门 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ） 在 ＦＴＰ （ ５． ８０％） 显著高于 ＴＰ （ ４． ２１％），硝化螺旋菌门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）则在 ＴＰ（３．５４％）和 ＦＰ（１．８９％）之间存在显著性差异。 疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和浮霉菌门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）在不同冻融阶段平均相对丰度均在 １％以下且差异不显著。 ＬＥｆＳｅ 进一步分析从纲到属水平

不同冻融阶段具有显著差异的特征细菌类型结果表明（图 ２），与其它两个时期相比，完全冻结期（ＦＰ）存在不

同水平上显著差异特征类群，主要包括 Ｂａｃｉｌｌｉ 纲、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲和 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲、Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ 目、
Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 科、Ｂａｃｉｌｌｕｓ 属。

图 ２　 门水平细菌群落组成（相对丰度前十位）和显著差异类群

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ （ｔｏｐ １０） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

Ｏｔｈｅｒ：所有其他门相对丰度之和；Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ：浮霉菌门；Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ：疣微菌门；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟杆菌门；Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ：硝化螺旋菌门；

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ：芽单胞菌门；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚壁菌门；Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ：绿弯菌门；Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ：酸杆菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：

放线菌门；ｃ＿＿Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌纲；ｇ＿＿Ｂａｃｉｌｌｕｓ：芽孢杆菌属；ｆ＿＿Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ：芽孢杆菌科；ｃ＿＿Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：放线菌纲；ｏ＿＿Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ：

芽孢杆菌目；ｃ＿＿Ｂａｃｉｌｌｉ：芽孢杆菌纲；ＬＤＡ：线性判别分析 Ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ；ＬＤＡ 值（ＬＤＡ ＳＣＯＲＥ）分布柱状图统计的是组间具有统

计性差异的类群，若图中某一组消失则表示此组中并无差异显著类群

细菌群落网络分析结果如表 ２ 所示。 与 ＴＰ 和 ＦＴＰ 相比，ＦＰ 细菌物种之间正相关关系数量（４１）下降趋

势明显，而三个时期物种之间的负相关关系数量变化趋势不明显。 此外，不同时期细菌群落的节点度均值和

接近中心性均值均呈现从 ＴＰ 到 ＦＴＰ 再到 ＦＰ 下降的趋势。 以上结果表明完全冻结期对细菌群落的组成、菌

０３７５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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种之间的正相关性以及群落的稳定性影响较大。

表 ２　 不同冻融阶段细菌群落网络分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ

网络分析参数 Ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ 完全解冻期 ＴＰ 冻融循环期 ＦＴＰ 完全冻结期 ＦＰ

显著正相关关系数量 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ６８ ６５ ４１

显著负相关关系数量 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ３８ ４１ ３７

节点度（均值） Ｄｅｇｒｅｅ（Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ） ５．８９ ５．５８ ５．２

接近中心性（均值） Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ（Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ） １６．５０ １５．６１ １２．８９

２．２．３　 细菌群落功能的变化

对群落功能分析共得到 ５４１８ 种功能，分属于代谢通路的新陈代谢（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， Ｍ）、遗传信息处理

（Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ＧＩＰ）、细胞过程（Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ＣＰ）、人类疾病（Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＨＤ）、生
物体系统（Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ， ＯＳ）和环境信息处理（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ＥＩＰ）６ 大类功能。
其中新陈代谢功能占比最大，平均值在 ７５％以上，呈现 ＴＰ 显著高于 ＦＴＰ 和 ＦＰ 的趋势（Ｐ＜０．０５）；其次为遗传信

息处理功能，平均占比 １０％左右；其余功能均在 ６％以下，所有功能在 ＴＰ 和 ＦＰ 之间均具有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。 对每类功能下的二级功能进行差异性分析，结果表明（图 ３），具有显著性差异的二级功能中，只有 Ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ 在 ＴＰ 和 ＦＰ 阶段无显著性差异，其余二级功能在这两个阶段均具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
２．４　 土壤性质与细菌群落结构组成和功能的相关性分析

对段土壤性质与细菌群落结构组成和功能进行相关性分析，冗余分析（ＲＤＡ）分别解释了群落组成和功

能 ７７．９３％和 ８７．９５％的总方差，ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 是影响细菌群落结构组成和功能的主要环境因子。 ｐＨ 影响不

显著。 如表 ３ 所示，群落组成方面，放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、硝化螺旋菌门 （ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、疣微菌门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）与 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 在不同程度上呈现显著负相关关系，而变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌

门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）则在不同程度上

与 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 呈显著正相关关系。 群落功能方面，Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ、Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ、
Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓ、Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ 与 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 呈显著（Ｐ＜０．０１）或极显著（Ｐ＜０．００１）正相关关系，而
Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ 则呈极显著负相关关系（Ｐ＜０．００１）。

表 ３　 土壤性质与群落结构组成和功能的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

群落结构组成和功能
Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

土壤有机碳 ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ

土壤总氮 ＳＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

土壤总磷 ＳＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．５４６∗∗∗ －０．６７３∗∗∗ －０．６８０∗∗∗

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．５１７∗∗∗ ０．６７８∗∗∗ ０．６９８∗∗∗

绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ０．３５６∗ ０．４５９∗∗ ０．５７３∗∗∗

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ０．６８０∗∗∗ ０．６８２∗∗∗ ０．６１２∗∗∗

硝化螺旋菌门 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ －０．６８２∗∗∗ －０．８００∗∗∗ －０．８１４∗∗∗

拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ０．４１７∗ ０．５９３∗∗∗ ０．６３５∗∗∗

疣微菌门 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ －０．３８０∗ －０．４９０∗∗ －０．５６０∗∗∗

浮霉菌门 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ０．５０１∗∗ ０．６２５∗∗∗ ０．５７７∗∗∗

细胞过程 Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ０．４８０∗∗ ０．４９８∗∗ ０．４３９∗∗

环境信息处理 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ０．６６１∗∗∗ ０．７０１∗∗∗ ０．６７２∗∗∗

遗传信息处理 Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ －０．６１４∗∗∗ －０．６４３∗∗∗ －０．６１０∗∗∗

人类疾病 Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ０．５３９∗∗∗ ０．６１６∗∗∗ ０．６０５∗∗∗

生物体系统 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ ０．５４０∗∗ ０．５１７∗∗∗ ０．５０３∗∗

　 　 ∗，Ｐ <０．０５；∗∗，Ｐ <０．０１；∗∗∗，Ｐ <０．００１

１３７５　 １３ 期 　 　 　 关健飞　 等：不同冻融阶段表层季节冻土细菌群落结构和功能解析 　
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图 ３　 不同冻融阶段细菌群落功能变化

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｓｔａｇｅｓ

ＥＩＰ：环境信息处理 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；ＯＳ：生物体系统 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ；ＨＤ：人类疾病 Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓ；ＣＰ：细胞过程

Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ；ＧＩＰ：遗传信息处理 Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；Ｍ：新陈代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ：细胞生长与死亡；Ｃｅｌｌ

ｍｏｔｉｌｉｔｙ：细胞运动；Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ⁃ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ：细胞群落⁃原核生物；Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ：运输和分解代谢；Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ：运输和

分解代谢；Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ：信号转导；Ｆｏｌｄｉｎｇ ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：折叠分拣和降解；Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ：复制和修复；Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ：翻译；

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ：转录；Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ：内分泌代谢疾病；Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ＿ ｂａｃｔｅｒｉａｌ：传染病＿细菌；Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ＿ ｐａｒａｓｉｔｉｃ：传

染病＿寄生虫；Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ＿ ｖｉｒａｌ：传染病＿病毒；Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ：神经退行性疾病；Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：脂质代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ

ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ：其他氨基酸的代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ：萜类化合物和聚酮类化合物的代谢；Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：甘氨酸的生物合成和代谢；Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：能量代谢；Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ：其他次生代谢产物的生物合

成；Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氨基酸代谢；Ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ：神经系统；Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ：消化系统；Ａｇｉｎｇ：老化

３　 讨论

本研究结果表明（表 １）冻结期土壤中有机碳含量和总氮含量显著高于其它阶段，分析原因是由于季节冻

土的冻融过程自地表向下进行，完全冻结期的表层土，一方面阻止了空气中氧气的渗透，抑制土壤呼吸作用和

有机质的分解［２２］，另一方面土壤微生物活性在低温冻结状态下受到抑制，有机碳分解减少，氮素矿化－固持周

转速率降低［２３—２５］，从而导致完全冻结期冻土中有机碳和总氮含量较高。 本研究未发现不同冻融阶段土壤 ｐＨ
发生显著变化（表 １），与现有研究结果不一致。 李琳慧等［２６］研究发现冻融作用能够使土壤 ｐＨ 值降低，刘亚

红等［２７］研究表明冻结温度越高，ｐＨ 降低幅度越大。 分析原因是由于自然条件下的短期的冻融过程不足以显

著改变土壤的 ｐＨ，这与实验室高频率、高幅度模拟的冻融过程得到的结论不同。 本研究中土壤含水率在冻融

循环期显著高于完全解冻期，一方面是由于夏季采样时间段降水量较少，另一方面是由于夏季温度较高促进

了表层土壤中水分的蒸发。
土壤微生物结构在不同冻融阶段趋于动态变化过程［２８］。 细菌群落受控于冻融环境，对环境变化与胁迫

能够做出快速反应，是土壤质量评价的重要指标。 本研究结果表明不同冻融阶段细菌 Ａｌｐｈａ 多样性和 Ｂｅｔａ 多

样性发生显著变化（图 １），其中冻融循环期显著增加了细菌群落的 Ａｌｐｈａ 多样性，完全冻结期使细菌群落

Ｂｅｔａ 多样性发生显著变化。 分析原因是由于短期的冻融循环过程使得土壤团粒体、植物和微生物残体破碎

２３７５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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化，增加了底物活性和养分有效性，使微生物活性增加，Ａｌｐｈａ 多样性增加。 但也有研究发现冻融循环过程能

够降低细菌多样性［２９］或没有影响［３０］。 而冻结期土壤温度过低，导致大量细菌死亡或休眠，只有部分耐低温

细菌得以存活并维持一定的活性，是冻结期土壤中细菌 Ｂｅｔａ 多样性与其它阶段差异显著的一个主要原因，并
且本研究发现在完全冻结期土壤中物种正相关关系下降，群落稳定性也具有降低趋势（表 ２）。

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 作为优势菌门，在冻土生态系统中被广泛的检

出［４，１７］。 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 对于转化有机质具有重要作用意义［３１］，其能够促进土壤中养分的释放进而为其它微

生物提供物质和能量，本研究中 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 从 ＴＰ 到 ＦＴＰ 再到 ＦＰ 相对丰度具有降低的趋势，这与 Ｒｅｎ
等［３２］的研究结果一致。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 在不同冻融阶段表现出较好的稳定性，相对丰

度变化不显著，研究发现 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 表现出较强的耐低温性［３３—３５］。 研究发现

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 适合在零度以下的温度下活动［３６］，本研究也发现 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 在 ＦＰ 相对丰度显著高于 ＴＰ 和 ＦＴＰ
（图 ２）。 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 相对丰度在不同冻融阶段占比较低，这与现有研究结

果一致［３２］。 不同冻土中 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 对细菌群落的影响现有研究报道较多，但结果却不尽相同。 本研究结

果显示 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 随着季节冻土表层总 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 含量的增加，相对丰度

具有下降的趋势，而 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 则随着 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ
含量的增加，相对丰度具有上升的趋势。

４　 结论

不同冻融阶段对季节冻土理化性质的显著影响主要体现在有机碳和全氮含量上。 冻融循环期显著增加

了细菌 Ａｌｐｈａ 多样性，完全冻结期则对细菌 Ｂｅｔａ 多样性影响显著。 不同冻融阶段（特别是完全冻结期）对细

菌群落结构组成和功能均具有显著影响，这种影响变化与土壤性质 ＳＯＣ、ＳＴＮ、ＳＴＰ 呈现显著正相关或负相关

关系，本研究结果为进一步研究气候变暖背景下黑龙江省季节冻土微生物的响应机制提供科学依据。
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