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摘要：海拔在研究环境变化对土壤固氮菌群落结构与固氮速率的影响中具有独特优势。 生物固氮是山地生态系统中生物可利

用氮元素的重要来源。 然而，目前尚不清楚自生固氮菌群落特征和固氮速率与海拔梯度之间的关系。 为了补这一认识上的不

足，在藏东南色季拉山沿海拔梯度（３７００—４５００ ｍ）依次采样，结合高通量测序技术分析固氮基因（ｎｉｆＨ）的基础上，确定色季拉

山固氮菌多样性及其固氮速率沿海拔梯度的变化规律。 研究结果表明，色季拉山 ３７００—４５００ ｍ 海拔梯度范围内，土壤固氮菌

的 α⁃多样性随海拔梯度的增加而降低呈负相关（Ｐ＜０．０５）；固氮菌群落结构和土壤性质随海拔梯度发生了显著变化（Ｐ ＝

０．００１）；固氮速率受海拔高度的显著影响（Ｐ＜０．０５）；此外，固氮菌群的 α 多样性主要受土壤中总碳和总氮含量的影响。 结构方

程模型分析结果表明海拔因子差异主要通过影响固氮菌多样性进而影响固氮速率。 研究结果有助于丰富和提升西藏典型高山

森林土壤固氮菌多样性和固氮通量对环境变化响应规律的认识。
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在生态环境中，如大多数温带、北方森林及高山冻原，氮元素（Ｎ）的有效性，即被植物的可利用性，是植物

生长的第一限制性因素［１⁃３］。 有效氮是土壤等环境中能够被植物吸收利用的氮元素，主要有铵态氮、硝态氮、
可利用的小分子有机氮，多数环境中往往缺乏满足植物生长所需要的足够的有效氮。

生物固氮（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ，ＢＮＦ）是固氮菌将大气中的氮气（Ｎ２）转化为植物可利用的氮（ＮＨ３），
生物固氮是自然生态系统中有效氮的最重要来源。 特别是当环境中严重缺乏有效氮时，生物固氮对于生态系

统的维持显得尤为重要［４］。 生物固氮可分为自生固氮、联合固氮和共生固氮，其中固氮菌与植物形成的共生

固氮效率最高。 但在一些生态系统中，每年通过自生固氮进入陆地生态系统中的氮元素可达 ０—１５ ｋｇ ／ ｈｍ２，
可能占地球上所有陆地固氮量的一半左右［５］。 生物固氮可以缓解森林、草原、冻原、沙漠和海洋等生态系统

对有效氮的需要，因此固氮菌群落在生态系统中的生态意义非常重要。 环境因素影响着环境中微生物多样性

及组成，如北方森林以及高海拔的北极⁃高山系统中微生物的群落结构和 α 多样性受到环境温度和湿度的影

响。 但是，在高山森林生态系统中自生固氮菌是如何对极端海拔变化进行响应的，仍是一个未知数。
高山森林环境是研究土壤微生物群落对气候和植被持续变化的响应，以及未来气候条件下的物种分布规

律的良好平台［６］。 近年来，有大量关于高山生态系统中海拔变化对动植物生物多样性影响的研究［７］。 细菌

丰度与系统发育多样性随着海拔的升高而逐渐降低［８］。 有研究表明土壤的 ｐＨ 值、养分、温度及降水量对固

氮菌的群落结构产生影响［９］。 然而，在高山森林生态系统中生物因子及非生物因子如何影响土壤中的固氮

菌群落结构仍然是一个研究空白。 因此，揭示高山生态系统中海拔梯度如何影响固氮菌群落结构的潜在生态

机制具有重要意义。 在高山生态系统中海拔是诸多影响因子中最重要的影响因子，海拔的变化会影响到温

度、气压以及光照进而影响环境中生物群落的形成［１０］。 由于全球范围内发现了各种与受海拔影响的生物多

样性模型，海拔影响动植物空间结构的研究成为生态学和生物地理学研究中的核心问题。 沿海拔梯度，可以

在较短距离内会呈现出不同环境条件和生物群落的空间演替现象［１１］。 尽管关于土壤细菌和土壤真菌的微生

物群落受海拔变化影响的研究较多，但生物固氮及固氮菌区系对海拔变化的响应机制仍然不甚清楚［１２］。
色季拉山是位于喜马拉雅山脉东北部的典型的高山森林环境，具有完整的原始垂直山地生态系统，其中

孕育了丰富的野生动植物资源。 由于很少受到人为干扰，该地区的森林生态系统基本保持了原始自然状态。
独特的地理、气候和植被条件使得色季拉山成为研究土壤中自生固氮菌垂直分布模型和通过固氮作用输入氮

素养分的理想场所。 有助于丰富和提升西藏典型高山森林土壤固氮菌多样性和固氮通量对环境变化响应规

律的认识。 本文按照海拔梯度（３７００—４５００ ｍ）采样并结合高通量测序分析固氮基因，分析固氮菌多样性、群
落组成及固氮潜力与海拔梯度的关系；明确色季拉山受海拔梯度影响的氮素输入潜力的主要驱动因子。
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图 １　 西藏色季拉山地理分布图

　 Ｆｉｇ．１　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｅｊｉｌａ Ｍｏｕｎｔａｉｎｓ ｉｎ

Ｘｉｚａｎｇ　

Ａ１： ３７００—３９００ ｍ；Ａ２： ３９００—４１００ ｍＬＡ３： ４１００—４３００ ｍ；Ａ４：

４３００—４５００ ｍ

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究区域位于我国西藏东南部林芝市色季拉山

（２９°０５′—２９°６２′Ｎ，９４°２５′—９４°５９′Ｅ）。 该区域年平均

降水量 （ ＭＡＰ ） 为 １１３４ ｍｍ，年平均气温 （ ＭＡＴ） 为

－０．７ ℃ ［１３］。 本研究区域沿海拔梯度具有典型的随温

度呈现差异的生物类群分布特征，在 ３７００—４３００ ｍ 之

间为亚高山冷温带，４３００ ｍ 以上为高山寒带。 ３７００—
４３００ ｍ 之间是以乔木冷杉等为主的垂直植被带，４３００
ｍ 以上为以杜鹃和方枝柏为主的灌丛植被带。
１．２　 试验设计与土壤样品采集

土壤样本于 ２０１９ 年 ７ 月采自色季拉山四个海拔区

域，四个相邻地点之间海拔高度差间隔约 ２００ ｍ，分别

为 ３７００—３９００ ｍ（Ａ１）、３９００—４１００ ｍ（Ａ２）、４１００—４３００ ｍ（Ａ３）和 ４３００—４５００ ｍ（Ａ４）。 每个海拔的采样点，
建立 ４ 个 ２０ ｍ×２０ ｍ 的样地，土样采样深度为 ０—２０ ｃｍ，每个样本随机采 ８ 个土样进行混合，每个样地采 ４ 个

混合土壤样本，总共采集了 １６ 个混合样本（４ 个海拔 ４ 个地块）。 从各个混合土样中取 １０ ｇ 土样装入自封袋

放入盛有干冰的泡沫箱中冷藏，用于分析其中的固氮菌群落组成及固氮速率。 剩余土壤样品过 ２．０ ｍｍ 土壤

筛进行筛分，并去除枯落物、植物根、碎石等，处理后的土壤样品储存在 ４ ℃冰箱用于土壤性质分析。
１．３　 土壤理化性质的测定

土壤理化性质测定参照邓米林等的方法［１４］。 将土壤样品与蒸馏水按 １∶５（重量 ／体积）混合制备土壤悬

液，用 ｐＨ 计（ＦＥ２０ ＦｉｖｅＥａｓｙＴＭ， Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，德国）检测土壤 ｐＨ 值。 称取 １０ ｇ 新鲜土样在 １０５℃烘箱中烘

至恒重，称重后计算土壤样品的含水量。 将风干的土壤样品过 ０．１５ ｍｍ 土壤筛，利用 ＣＮＳ⁃ ２０００ 分析仪

（ＬＥＣＯ，Ｓｔ．Ｊｏｓｅｐｈ，ＭＩ，美国）测定土壤中的总碳（ＴＣ）和总氮（ＴＮ）含量。 用 ＨＦ⁃ＨＣｌＯ４消解土壤样品后提取土

壤中的总磷（ＴＰ）和总钾（ＴＫ），并分别用钼蓝法和火焰分光光度法测定土壤中的总磷（ＴＰ）和总钾（ＴＫ）。 用

２Ｍ ＫＣｌ 溶液提取土壤（土壤∶溶液＝ １∶５）中的可溶性无机氮（ＮＨ＋
４和 ＮＯ－

３），用自动分析仪 ＩＩＩ（ＳＥＡＬ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ，
德国）通过流动注射比色法测定样品中的无机氮。 用高氯酸和 ５０％硝酸将土样消化后，用 ＩＣＰ⁃ＡＥＳ（Ａｇｉｌｅｎｔ
７００，Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｓａｎｔａ Ｃｌａｒａ，ＣＡ，美国）测定钙（Ｃａ）、铁（Ｆｅ）、锰（Ｍｎ）和锌（Ｚｎ）等元素在土壤中的含量。
１．４　 固氮率测定

通过对固氮菌的培养实验来测定其对Ｎ２的固定速率［１５］。 取 ５ ｇ 新鲜土样加入到 １００ ｍＬ Ｐｙｒｅｘ 试剂瓶中，用

Ｏ２∶Ｎ２为 １∶４ 的人工混合气体充入瓶中。 去除 １０ 氧氮混合气体后用气密注射器吸取 １０１５Ｎ２（９９ ａｔｏｍ％１５Ｎ；
ＣＡＭＰＲＯ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）注入瓶中，使瓶内气压不变。 同时设置平行处理组，对照瓶中注入的是未标记的氮气。 样

品瓶在覆盖有中性密度筛选的培养箱中培养两周。 从瓶子中收集土壤样品，在 ６０ ℃下恒温干燥，然后包裹在

锡杯（Ｈｅｒａｅｕｓ ＣＨＮ 杯）中，并用实验室压片机制成颗粒。 利用元素分析仪（连续流动同位素比质谱法）测定

土壤样品中标记氮气的１５Ｎ。 潜在固氮速率是根据土壤从１５Ｎ２中吸收的１５Ｎ 量与对照之间的差值进行计算的。
由于本实验是在封闭环境（Ｐｙｒｅｘ 试剂瓶）中进行。 氧气氮气等气体无法与外界交换，消耗完后无法继续补

充、培养温度也是恒温而环境原位中的土壤温度受气温变化而变化等因素导致得到的潜在固氮率与环境中原

位实际的固氮率之间是有一定的差异性。 但本文中得到的这种潜在固氮速率仍然有助于评价土壤中固氮菌

群落的固氮活性。
１．５　 土壤 ＤＮＡ 提取和 ｎｉｆＨ 基因测序

利用编码固氮酶还原酶亚基的 ｎｉｆＨ（固氮基因）来评价自生固氮菌的固氮能力。 根据土壤 ＤＮＡ 提取试剂
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盒 ＦａｓｔＤＮＡＴＭ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ （ＭＰ Ｂｉｏ⁃ｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓｏｌｏｎ）方法所述，使用此试剂盒从 ０．５ ｇ 鲜土中提取固氮菌

ＤＮＡ。 用通用 ＰＣＲ 引物 ＰｏｌＦ（５′⁃ＴＧＣＧＹＣＣＳＡＡＲＧＣＢＡＣＴＣ⁃ ３′）和 ＰｏｌＲ（５′⁃ＡＴＳＧＣＣＡＴＹ ＴＣＲＣＣＧＣＧＡ⁃ ３′）扩
增 ｎｉｆＨ 基因，用 １２ ｂｐ“标签” （ ｂａｒｃｏｄｅ）标记，其扩增片段长度约为 ３６０ ｂｐ［１６］。 ２５ ＰＣＲ 反应体系由 １２． ５
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ２．０ 版（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、１ 正向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 １ 反向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＤＮＡ 模板

（１０ ｎｇ）和 ８．５ μ 无菌 Ｈ２Ｏ 组成。 使用 Ｗｉｚａｒｄ ＳＶ 凝胶来回收 ＰＣＲ 产物。 纯化的 ＰＣＲ 产物在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
ＰＥ２５０ 平台上进行测序。
１．６　 生物信息学和群落聚集分析

测序后，使用 ＱＩＭＥ（１．９．１ 版）处理原始读数。 简言之，使用一种独特的“标签”（ｂａｒｃｏｄｅ）标记引物为每个

样本分配序列。 检查序列质量，去除低质量序列（质量值＜２０、含有模糊碱基、与引物或条码不适配的序列）和
嵌合体序列后。 使用 ｄａｄａ２ 去噪配对插件，将配对的末端正向 ／反向读长提交到四个过滤步骤。 参数包括（ａ）
修剪正向和反向读数，其中在 ２５ 个碱基的截止点处去除引物和未定义的碱基 Ｎｓ。 高通量测序数据被去噪，
嵌合体被鉴定并从数据集中移除。 通过在默认设置下使用 ＲＤＰ 功能基因管线中的 ＦｒａｍｅＢｏｔ 工具来校正帧

偏移（身份截断＝ ０．４；长度截断＝ ５０）。 对于分类分配，使用不同的方法对过滤后的合并读取进行对齐，并使

用命令行 ｂｌａｓｔｎ 和 ＭＥＧＡＮ 处理对 ｎｔ 数据库进行对齐。 序列数据已存储在美国国家生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）数据库中的 ＮＣＢＩ 序列读取档案（ＳＲＡ）中，编号为 ＰＲＪＮＡ６８７３８４。
１．７　 数据处理

本研究使用 Ｒ 包中的 ｍｕｌｔｃｏｍｐ 函数进行方差分析，以评估土壤理化性质、土壤固氮速率、固氮菌 α 多样

性指数以及固氮菌在类属水平上的相对丰度的差异。 利用斯皮尔曼秩相关检验（Ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ ｔｅｓｔ）评价固氮菌

α 多样性与土壤环境参数之间的关系。 使用专门用于群落生态学数据分析的 Ｒ 语言程序包 Ｖｅｇａｎ 包（ｖｅｇａｎ
ｐａｃｋａｇｅ）Ｒ ３．５．３ 对数据进行非度量多维标度（ＮＭＤＳ）、Ｍａｎｔｅｌ 检验、ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验（ａｄｏｎｉｓ）分析。 采用

偏最小二乘路径模型（ｐｌｓｐｍ），利用 Ｒ 包“ｐｌｓｐｍ”中的“内图”函数，确定海拔、土壤因素对土壤固氮速率的直

接和间接影响，其中土壤因素通过固氮菌 α 多样性和群落进行计算。 根据拟合优度值，选择最佳模型。

２　 结果与分析

２．１　 土壤性质和固氮速率

土壤样品理化性质沿海拔梯度的变化如图 ２ 所示，从图中可以看出，不同海拔采样点的土壤样品的 ＴＮ、
ＡＮ 和 ＴＰ 含量差异显著，而 ＴＫ、Ｃａ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ 和Ｍｎ 含量差异不显著（Ｐ＜０．０５；图 ２）。 ３７００ ｍ 和 ３９００ ｍ 土壤

样品的 ＴＣ、ＴＮ、ＡＮ 和 ＴＰ 含量显著高于 ４１００ ｍ 和 ４３００ ｍ（Ｐ＜０．０５）。 值得注意的是，不同海拔高度土壤样品

的 ｐＨ 值没有显著差异。 此外，受海拔高度的显著影响（Ｐ＜０．０５；图 ３）。 海拔 ３７００ ｍ 处的固氮速率显著高于

海拔 ４３００ ｍ 处，其次是海拔 ３９００ ｍ 和 ４１００ ｍ 处。 在 ３７００ ｍ 和 ３９００ ｍ 之间，固氮速率没有统计学差异。
２．２　 沿海拔梯度的固氮菌群落组成

将测定的所有序列样品，经过质控矫正（Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ）、嵌合体去除（Ｃｈｉｍｅｒｉｓｍ ｒｅｍｏｖａｌ）和稀

释分析处理（Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ），从 ２０１２９３０ 个原始序列中总共保留了 １０１０８７１ 个高质量序列。 序

列被聚类为 １６７８ 个 ＡＳＶ（Ａｍｐｌｉｃｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｖａｒｉａｎｔ）。 在纲水平上，９３．７％的总序列被分类，包括 β 变形菌、δ
变形菌、α 变形菌和 γ 变形菌（图 ４）。 方差分析表明，海拔高度不同，β⁃变形杆菌和 α⁃变形杆菌的相对丰度不

同（Ｐ＜０．０５）。 海拔 ３７００ ｍ 处的 α⁃变形菌明显高于海拔 ４３００ ｍ 处，而海拔 ３７００ ｍ 处的 β⁃变形菌则明显低于

海拔 ４３００ ｍ 处。
在属水平上， 共检测到 ９ 个主要属 （占总序列的 ８２． ７％）。 数量最多的属是伯克霍尔德菌属

（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、脱硫弧菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）、草螺菌属（Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、地杆菌

属（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）、氮螺菌属（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、弗兰克氏菌属（Ｆｒａｎｋｉａ）、需盐红螺菌属（Ｈａｌｏｒｏｄｏｓｐｉｒａ）和甲基细胞菌

属（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｅｌｌａ）（图 ４）。 有四个属的丰度对海拔有显著性差异性。 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 的丰度随海拔的升高而增
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图 ２　 沿海拔梯度的土壤性质变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｃｏａｓｔａｌ ｕｐｌｉｆｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ

灰色阴影表示 ９５％的置信区间

图 ３　 沿海拔梯度的 Ｎ２固定率差异

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ Ｎ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｓｔａｌ ｕｐｌｉｆｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ

∗表示基于 ｗｉｌｃｏｘ．ｔｅｓｔ 的两个海拔高度之间的显著性差异（Ｐ＜０．０５）

加，Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 在 ３７００ ｍ 处 表 现 出 高 丰 度， 而

Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ 和 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 在 ３９００ ｍ 或 ４１００ ｍ 处通常表

现出更高的丰度。
２．３　 固氮菌多样性、群落组成以及与环境变量的联系

观察到的 ＯＴＵ 中固氮菌的 α 多样性（Ｐ＜０．０５）和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５）沿海拔梯度显著降低。 观测物

种的 α 多样性和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数表现出相似的模式，在
４３００ ｍ 的高海拔地区迅速下降（图 ５）。 此外，非度量

多维尺度（ＮＭＤＳ）排序图显示，固氮菌群落在不同海拔

高度之 间 存 在 差 异 （ 图 ６ ）。 置 换 多 元 方 差 分 析

Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖａｒｉａｎｃｅ，ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）表明，固
氮菌群落沿海拔梯度发生了显著变化（Ｐ ＝ ０．００１）。 固

氮菌 α 多样性指数与海拔高度的增加呈负相关（Ｐ＜
０．０５）。 相反，观察到固氮菌的物种与 ＴＣ、ＴＮ、ＴＰ、ＡＮ、
Ｆｅ 和 Ｍｎ 含量呈正相关 （Ｐ ＜ ０． ０５）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与

ＴＰ、ＡＮ、Ｆｅ 和 Ｍｎ 含量呈正相关（Ｐ＜０．０５；表 １）。
２．４　 沿海拔梯度对 Ｎ２固定的直接和间接控制

沿着海拔梯度，观察到的物种和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与固氮速率呈正相关（Ｐ＜０．００１；图 ７）。 通过曼特尔试验，
固氮群落的 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 相异性与土壤固氮速率之间也存在显著的强正相关关系（Ｐ＝ ０．００３；图 ７）。 为了进一
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图 ４　 土壤固氮菌在纲水平和属水平上的相对丰度（％）随海拔梯度变化

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ （％） ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ

图 ５　 固氮菌群的 α多样性和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

Ｆｉｇ．５　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｆｌｏｒａ （Ａｈ） ａｎｄ ｍｏｕｎｔａｉｎ ｆａｒｍｅｒ ｉｎｄｅｘ （ｃｌｏｔｈ）

α 多样性指数采用 ｗｉｌｃｏｘ．ｔｅｓｔ 检验

步证明海拔高度对土壤固氮速率的直接和间接影响，进行了偏最小二乘路径建模（ｐｌｓｐｍ， Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ
ｐａｔｈ ｍｏｄｅｌｉｎｇ）分析。 在保留了最佳模型后，ｐｌｓｐｍ 分析完全解释了 ７６％的土壤固氮速率沿海拔梯度的变化

（图 ８）。 ｐｌｓｐｍ 分析表明，海拔高度主要通过直接影响固氮菌多样性间接影响土壤固氮速率（通径系数：
－０．９０）。 此外，海拔高度对土壤性质（包括土壤 ＡＮ、ＴＰ、ＴＫ 和 Ｍｎ 含量；路径系数：－０．８７）和固氮菌群落（路
径系数：０．６９）有显著影响。 然而，海拔高度并不能通过调节土壤性质和固氮菌群落来控制土壤固氮速率。

３　 讨论

３．１　 海拔高度驱动的固氮菌多样性和群落结构变化

在 ３７００ ｍ 和 ３９００ ｍ 的低海拔地区，固氮菌的多样性与高海拔地区的多样性大不相同，在 ４１００ ｍ 以上的

海拔地区，其多样性急剧下降。 本文得到的固氮菌多样性模式与 Ｌｉ 等所报道的高海拔区域的细菌多样性模

式相似，细菌多样性从海拔 ２６００ ｍ 以上时开始下降［１７］。 对这种固氮菌多样性下降模式的一种可能解释是，
海拔变化对温度、降水和土壤性质在内的非生物因素产生了显著影响［１８］。 降水量和土壤有机碳、全氮随海拔

升高而增加。 土壤温度和 ｐＨ 值随海拔的升高而降低，土壤 Ｃ ∶比下降［１９］。 温度和湿度沿海拔梯度变化将促

９７０２　 ５ 期 　 　 　 吉毛加　 等：藏东南高寒森林土壤固氮菌群落结构与固氮速率随海拔梯度的变化规律 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

　 图 ６　 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ相异性沿海拔梯度绘制的样本之间的非度量多

维定标（ＮＭＤＳ）排序图

Ｆｉｇ．６　 Ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ Ｓｃａｌｉｎｇ （ ＮＭＤＳ ） ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｐｌｏｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｐｌｏｔｔｅｄ ｂｙ Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｃｏａｓｔａｌ

ｕｐｌｉｆｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ

进土壤微生物群落的变化，也会改变养分转化过程［１８］。
固氮菌主要是异养微生物，其能量获取主要依赖于植物

和土壤中提供的碳库、土壤有效磷含量和含水率等［２０］。
因此，这些因素驱动的固氮菌群落也可能很重要。 伯克

霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）属于 β⁃变形菌纲，其丰度随海

拔高度增加而增加（图 ３）。 这似乎与之前的研究相一

致，伯克霍尔德菌已经广泛地描述了其固氮能力具有通

过形成根瘤与植物共生的特征。 它们通常存在于森林

土壤中，具有在低温下生存和代谢的策略［２１⁃２２］。 温度、
湿度相对适中、植物多样性较高的中低海拔地区通常保

持较 高 的 生 物 多 样 性［２３］， 如 慢 生 根 瘤 菌 属

（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和 Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ（草螺菌属，内生固氮

菌）一般栖息在低海拔凉爽潮湿区域。 本文研究结果

表明， 这些物种在高海拔土壤中的相对丰度较低

（图 ３）。
土壤生态化学计量是评估土壤养分状况和质量的

重要指标，也可作为 Ｃ、Ｎ、Ｐ 和 Ｋ 饱和度的参考标准，
具有一定的生态学意义［２４］。 本研究发现，对 α⁃多样性

影响最大的因素是土壤 ＴＣ 和 ＴＮ（表 １）。 土壤 ＴＣ 或 ＴＮ 反映了土壤养分水平的状况，可以调节微生物养分

利用效率并维持微生物元素稳态［２５］。 土壤酸化通过加速原生矿物风化增强微量元素有效性，进而影响了土

壤细菌多样性及其群落组成［２６］。 先前基于农田体系的研究发现，施用有机肥增加了土壤 Ｃ、Ｎ 含量，进而提

升固氮微生物多样性［２７］；本研究在天然海拔梯度上得到类似结果，即土壤固氮微生物多样性与土壤 ＴＣ 和 ＴＮ
含量呈显著正相关。

表 １　 固氮菌群落分类和系统发育 α⁃多样性指数与非生物变量的相关性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 ＮＴＩ 指数

Ｒ Ｐ Ｒ Ｐ

海拔 Ａｌｔｉｔｕｄｅ －０．６７４ ０．００６ －０．２４７ ０．３７５

ｐＨ ０．９０４ ０．０００ ０．７２９ ０．００２

氨态氮 ＡＮ －０．５１８ ０．０４８ －０．３１８ ０．２４８

总碳 ＴＣ －０．７０４ ０．００３ －０．７１８ ０．００３

总氮 ＴＮ －０．７１８ ０．００３ －０．６５７ ０．００８

铁 Ｆｅ ０．７００ ０．００４ ０．６９６ ０．００４

锰 Ｍｎ ０．６１４ ０．０１５ ０．４５７ ０．０８７

锌 Ｚｎ ０．５５７ ０．０３１ ０．５９６ ０．０１９

　 　 ＮＴＩ 表示净种间亲缘关系指数

有两种假说可以解释固氮菌在海拔梯度上的多样性模式。 首先，自生固氮细菌可以通过直接影响营养物

质的可利用性并有助于维持植物生产力和多样性来促进植物生长［２８］。 其次，固氮菌的相互关联模型可能同

时受到环境因素 ｐＨ 和总氮的影响［２９］。 土壤 ｐＨ、ＴＣ 和 ＴＮ 与固氮营养多样性一致（表 １）。 固氮菌的 α⁃多样

性和 β⁃多样性都受到海拔和 ｐＨ 的影响（图 ４ 和 ５）。 在这项研究中，随海拔相关因子导致 ３７００ ｍ 至 ４３００ ｍ
的气候和植被类型的变化。 这些影响因素可以通过促进具耐受性菌种的生长和限制适应能力较弱的微生物

来调节固氮菌群落。 在土壤变量中，土壤 ｐＨ 值被认为是沿海拔梯度驱动固氮菌群落结构的主要因素，因为
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图 ７　 物种和香农指数与 ＢＮＦ 率的相关性

Ｆｉｇ．７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｗｉｔｈ ＢＮＦ ｒａｔｅ

灰色阴影表示 ９５％的置信区间；ＢＮＦ： 生物固氮 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ

图 ８　 海拔高度对 Ｎ２固定率的直接和间接影响

Ｆｉｇ．８　 Ｄｉｒｅｃｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｏｎ Ｎ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ

　 有效的定向路径以绿色（正）和红色（负）直线箭头表示，线条粗细

反映路径系数的相对强度；灰色虚线代表不显著的相关性。 关键

标准化路径系数标记在箭头旁，Ｒ２ 值涵盖所有重要内生变量；

ＢＮＦＲ 指 ＢＮＦ 速率 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｒａｔｅ），多样性通过

ＯＴＵ 观测值和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数衡量，而社区结构基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 相

异距离的非度量多维尺度排序；∗：相关显著；∗∗：相关极显著

土壤 ｐＨ 值可以直接或间接地通过影响养分的可利用

性来限制细菌生长［２９］。 以往研究表明土壤 ｐＨ 是影响

土壤固氮菌多样性和群落结构的重要因子［３０—３１］。
３．２ 　 直接和间接多种因素控制土壤生物固氮速率

微生物 α 多样性指数是评价土壤微生物群落多样

性的重要指标，多样性指数越高表明微生物群落丰富度

和多样性越高，土壤生态环境越稳定［３２］。 本文研究结

果表明，色季拉山土壤固氮菌多样性沿海拔梯度升高明

显降低，这与之前的研究结果不一致［３３］。 这些结果表

明，固氮菌分布可能遵循植物和动物沿海拔的分布模

式。 在本研究中，固氮菌群落的多样性和组成在不同海

拔梯度之间存在很大的差异（图 ５、６）。
本研究结果表明，固氮菌多样性及其群落组成主要

受海拔高度的影响。 除海拔 ４３００ ｍ 以上的区域外，其
余区域均以针叶树为主。 在低海拔地区，人为干扰可能

是另外一个不可避免的影响因素。 人类干扰（如砍伐、
道路建设等）可能会破坏土壤结构、降低土壤养分含

量，进而影响土壤固氮微生物量与活性并影响环境中其

他物种的生存状况，降低物种之间的连通性，并最终导

致随机优势［３４⁃３８］。 此外，本研究结果表明，海拔高度主要通过影响固氮菌多样性进而影响土壤固氮速率。 虽

然海拔高度对土壤性质（包括土壤 ＡＮ、ＴＰ、ＴＫ 和 Ｍｎ 含量）和固氮菌群落有显著影响，但它们不能通过驱动

土壤性质和固氮菌生态群落来控制土壤固氮速率。 在高海拔地区，低温和稀薄的空气是制约其生物分布的主

要环境因子，这将增加适应寒冷和缺氧栖息地的固氮菌种类（如极单胞菌，Ｐｏｌａｒｏｍｏｎａｓ）的相对丰度。 因此，
固氮菌多样性的严酷环境选择模式可能是影响西藏典型高寒森林色季拉山土壤固氮速率的重要因素。

４　 结论

在这项研究中，本研究将海拔梯度（３７００—４５００ ｍ）采样与 ｎｉｆＨ 基因的高通量测序相结合，确定了具有西
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藏典型高山森林生态系统特征的色季拉山海拔梯度固氮菌多样性分布模式。 结果表明，色季拉山海拔

３７００—４３００ ｍ 梯度范围内，固氮菌的 α⁃多样性随海拔高度的增加而降低，海拔高度对固氮菌群落结构和土壤

性质产生了强烈的影响。 综上所述，海拔梯度主要通过影响固氮菌多样性进而影响土壤固氮速率。 因此，本
研究为海拔如何通过介导沿海拔梯度的固氮菌多样性来驱动固氮速率输入提供了重要的见解。
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