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摘　要：对祁连山高寒草原碱性土壤可培养固氮菌数量、固氮基因（ｎｉｆＨ）群落结构及其理化性质进行

了研究．结果表明：固氮菌数量在土层０～４０ｃｍ处于３．６×１０５～０．２１×１０５　ＣＦＵｓ·ｇ－１之间，除了海

拔３　００１ｍ的土样ＡＱ４外，其他３个土样固氮菌数量随着土壤深度的加深而减小．固氮菌数量与地下

生物量呈显著正相关性，与有机碳、可溶有机氮、速效磷和速效钾呈正相关性，而与ｐＨ值和全盐呈负

相关性．通过基因测序得到的３７个固氮基因ｎｉｆＨ 克隆中，蓝藻门占４１％，变形菌门占８％，厚壁菌

门占１４％，未知菌株占３７％；蓝藻门在除了ＡＱ４外的土样中普遍存在，并且是ＡＱ１的优势固氮菌群．
此外，还发现了４个新的ｎｉｆＨ 基因，分别是 ＡＱ１－１２（ＫＣ４１２１０９）、ＡＱ４－３（ＫＣ４１２１３３）、ＡＱ４－４
（ＫＣ４１２１３３）、ＡＱ４－５（ＫＣ４１２１３３），其中后三者是土样ＡＱ４的优势种群．
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０　引言

氮是生命体最重要的元素之一，是影响植物生
长的关键元素而且需要量大．大气成分中氮气的体
积分数为７８％，在自然界中的含量极为丰富，但植
物仅能吸收化合态的氮，闪电可以将氮气转化成一
氧化氮，这部分含氮化合物只占固氮总量的１０％．
其次，固氮微生物能将大气中的氮气通过固氮酶的
作用还原成能被植物吸收利用的 ＮＨ＋

４ ，这种固氮
微生物把大气中的氮气转化为化合态的氮的过程称

之为生物固氮，生物固氮产生的含氮化合物约占固
氮总量的７０％，是最重要的固氮途径［１］．
目前发现的固氮微生物都属于原核生物界，分

５９个属，根据与其他生物的关系可以将其分为：自

生固氮微生物、联合固氮微生物和共生固氮微生
物［２］．这些固氮微生物体内存在一种具有催化功能
的固氮酶，固氮酶复合物是由ｎｉｆＤ 和ｎｉｆＫ 基因
编码的钼铁蛋白和由ｎｉｆＨ 基因编码的铁蛋白构成
的［３］．固氮酶和ｎｉｆＨ 基因只存在于固氮微生物
中，ｎｉｆＨ 基因是进化过程中最古老的功能基因之
一［４］，其系统进化关系和１６ＳｒＤＮＡ相一致．所以，

ｎｉｆＨ 基因是研究固氮微生物群落结构最好的标记
基因．目前，利用分子生物学的方法已经对海
洋［５］、淡水［６］、盐沼［７－８］、陆地［９］及特殊的生境，如
白蚁内脏［１０－１１］中的ｎｉｆＨ 基因的多样性进行了研
究．这些研究显示，在不同自然环境中的ｎｉｆＨ 基
因呈现出多样性和差异性，固氮微生物的群落结构
也显示出明显的差异［３］．
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祁连山脉处于青藏高原、黄土高原和蒙新荒漠
的交汇处，是中国西北干旱区和半干旱区的分界
线．祁连山脉由于受到青藏高原气候和蒙新荒漠气
候的共同影响，气候呈现出水平差异和垂直梯度，
构成了独特的生物多样性，是西北重要的生物基因
库［１２］．韩玉竹等［１３］通过可培养的方法对祁连山土
壤固氮微生物数量进行过研究；另外，研究者也对
祁连山的高寒草地土壤微生物分布及其与土壤的关

系进行分析［１４－１６］；李振东等［１７］对祁连山高寒草地
优势植物珠芽蓼的内生固氮细菌进行了分离、鉴
定，并首次获得了球形芽孢杆菌编码铁蛋白的

ｎｉｆＨ 基因序列．鉴于对祁连山高寒草原土壤ｎｉｆＨ
基因群落结构研究较少，所以本研究通过构建

ｎｉｆＨ 基因克隆文库的方法对ｎｉｆＨ 基因系统发育
进行研究，利用可培养的方法研究地区固氮微生物
数量与土壤理化性质的关系，目的在于揭示高寒碱
性土壤中对植物生长极其重要的固氮微生物的结构

和数量特征．

１　材料与方法

１．１　样品采集
土壤样品采集时间为２０１１年８月，在青海省

祁连县境内４个高寒草原地点采集土壤样品，每个
地点取３个平行．用正方形５点取样法采集土壤，
垂直取０～１０ｃｍ、１０～２０ｃｍ和２０～４０ｃｍ深度的
土壤，每个地点采样量一致，均匀混合后装入灭菌
的采样袋中，带回实验室于４℃保存备用．土壤样
品数据见表１．

１．２　土壤理化性质的测定
土壤ｐＨ 值用酸度计（ＰＴ－１０，ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）测定

分析土／水（１∶２．５，ｗ∶ｖ）混合物；土壤全盐量采
用常规质量法，速效磷含量采用碳酸氢钠法，速效
钾含量用火焰光度法，有机碳采用外加热重铬酸钾
容量法，可溶有机氮用 Ｃ／Ｎ 分析仪２１００Ｓ（Ｅｌｅ－
ｍｅｎｔａｒ　Ｖａｒｉｏ－ＥＬ，Ｇｅｒｍａｎｙ），浸提液用０．５Ｍ Ｋ２
ＳＯ４［１８］，土液比为１∶５（ｗ∶ｖ）．
１．３　可培养固氮微生物的培养
培养基选用阿须贝氏无氮培养基：ＫＨ２ＰＯ４

０．２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ，ＮａＣｌ　０．２ｇ，ＣａＣＯ３
５ｇ，甘露醇１０ｇ，ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ　０．１ｇ，琼脂１８ｇ，
水１Ｌ，ｐＨ　７．０．
在超净台中取土样２ｇ，置于灭菌处理过的装

有１８ｍＬ生理盐水（０．８５％）和玻璃珠的三角瓶中，

２５０ｒｐｍ震荡１５ｍｉｎ；取悬液进行梯度稀释，稀释
倍数为１０－２和１０－３，将稀释的土壤悬液２００μＬ涂
布到阿须贝氏无氮培养基上，每个土样的每个梯度
均做３个平行，培养温度为２０℃恒温，７ｄ后进行
菌落计数．
１．４　土壤总ＤＮＡ的提取
土壤总 ＤＮＡ 用 ＭＯ　ＢＩＯ 公司的 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ

ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ试剂盒提取．
１．５　固氮基因（ｎｉｆＨ）的ＰＣＲ扩增
固氮基因（ｎｉｆＨ）的扩增引物序列：ｎｉｆＨ－Ｆ 和

ｎｉｆＨ－Ｒ ［５’－ＡＡＡＧＧ（Ｃ／Ｔ）ＧＧ（Ａ／Ｔ）ＡＴＣＧＧ （Ｃ／

Ｔ）ＡＡ（Ａ／Ｇ）ＴＣＣＡＣＣＡＣ－３’和５’－ＴＴＧＴＴ（Ｇ／Ｃ）ＧＣ
（Ｇ／Ｃ）ＧＣ（Ａ／Ｇ）ＴＡＣＡＴ（Ｇ／Ｃ）ＧＣＣＡＴＣＡＴ－３’］，

表１　土壤样品采集位置及概况

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｌｏｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｓｉｔｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｏｉｌｓ

土样编号
海拔

／ｍ

经度

／Ｅ

纬度

／Ｎ
优势植物

盖度

／％

地上生物量

／（ｇ·ｍ－２）

土壤深度

／ｃｍ

地下生物量

／（ｇ·０．１ｍ－３）

ＡＱ１　 ２　６３１　 １００°１０′５１．３″ ３８°１５′３３．５″ 芨芨草 ３０　 ２５０　 ０～１０　 １　５６４

１０～２０　 １　０８８

２０～４０　 ２８９

ＡＱ２　 ２　７４９　 １００°０９′４２″ ３８°１５′２１″ 甘青针茅，芨芨草 ３８　 １４５　 ０～１０　 ８３３

１０～２０　 ９８６

２０～４０　 １７７

ＡＱ３　 ２　９１１　 １００°１３′０５″ ３８°１５′０３″ 甘青针茅，苔草，狼毒 ９６　 ４６９　 ０～１０　 １　７６８

１０～２０　 ９０１

２０～４０　 ４１８

ＡＱ４　 ３　００１　 １００°０８′３５″ ３８°１５′４６″ 甘青针茅，苔草，火绒草 ７１　 ２５７．５　 ０～１０　 ４２５

１０～２０　 １３６０

２０～４０　 ０

９０２１期 康文龙等：祁连山高寒草原碱性土壤固氮微生物数量及固氮基因（ｎｉｆＨ）群落结构研究 　



该引物可以从土壤总ＤＮＡ中扩增到大约４６０ｂｐ的
目的基因片段［１９］．
ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）∶２．５μＬ　１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ（＋（ＮＨ４）２ＳＯ４，－ＭｇＣｌ２），０．５μＬ　１０ｍＭ
ｄＮＴＰ，３μＬ　２５ｍＭ　ＭｇＣｌ２，２μＬ　１０μＭ 引物，

０．２μＬ　５Ｕ·μＬ
－１　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉ－

ｅｎｔｉｆｉｃ）．采用常规ＰＣＲ扩增方法：９４℃预变性３
ｍｉｎ；９４℃预变性３０ｓ，５６℃预变性３０ｓ，７２℃预
变性１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．
１．６　固氮基因（ｎｉｆＨ）克隆文库的构建

１．６．１　扩增产物回收

１．５％琼脂糖电泳ＰＣＲ扩增产物，割胶，然后
用Ａｘｙｇｅｎ公司的ＡｘｙＰｒｅｐ　ＤＮＡ凝胶回收试剂盒
回收目的ＤＮＡ．
１．６．２　目的ＤＮＡ与载体连接
目的 ＤＮＡ 用 ｐＭＤ１８－Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ载体试剂盒

（ＴａＫａＲａ）连接．
１．６．３　连接产物转化
将感受态细胞在冰盒中溶解，然后把连接产物

（１０μＬ）加入到２００μＬ的感受态细胞中，冰浴３０
ｍｉｎ；４２℃水浴９０ｓ，冰浴５ｍｉｎ；加入８００μＬ　ＬＢ
液体培养基，在摇床（１５０ｒ·ｍｉｎ－１）上３７℃培养１
ｈ；８　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ后弃上清液，将菌液
混合物涂布于含 Ａｍｐ（１００μｇ·ｍＬ

－１）的ＬＢ平板
上，３７℃培养１４ｈ．
１．６．４　克隆ｎｉｆＨ 片段的扩增和检测
将平板上的白色单菌落挑出后接种于含 Ａｍｐ

（１００μｇ·ｍＬ
－１）的液体培养基中３７℃震荡（１５０

ｒ·ｍｉｎ－１）培养５ｈ，然后进行克隆ｎｉｆＨ 片段的扩
增，２５μＬ体系中加入１μＬ菌液进行菌液ＰＣＲ，以

ｐＭＤ１８－Ｔ载体的特异性引物 Ｍ１３为扩增引物：９４
℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃４５
ｓ，３３个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．用１．５％琼
脂糖电泳检测ＰＣＲ产物，６２０ｂｐ条带左右的对应
克隆为阳性克隆ｎｉｆＨ 片段．
１．６．５　限制性酶切
将阳性克隆ＰＣＲ扩增产物用限制性内切酶进

行酶切，选用的内切酶为 ＡｌｕⅠ和 ＨａｅⅢ．２０μＬ
的反应体系含有ＡｌｕⅠ和ＨａｅⅢ各０．５μＬ（１０Ｕ·

μＬ
－１），去离子Ｈ２Ｏ　２μＬ，阳性克隆ＰＣＲ扩增产物

１５μＬ，１０×缓冲液２μＬ，３７℃反应１６ｈ．酶切后
用２％琼脂糖电泳检测．
１．７　系统发育分析
克隆文库的覆盖率采用公式：Ｃ＝１－ｎ／Ｎ 计

算．式中：ｎ为只代表一个克隆子的ＯＴＵ数；Ｎ 为
阳性克隆子总数．选择不同谱带类型的对应的克隆
进行基因测序，测序由上海生工生物有限公司完
成．利用ＢＬＡＳＴ　ｓｅａｒｃｈ将测定得到的基因序列在

ＮＣＢＩ数据库中进行在线比对，得到最相似的ｎｉｆＨ
基因参比序列，然后通过 Ｍｅｇａ５中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建ｎｉｆＨ 基因系统发育树，并通过

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法对树型进行评估分析［２０］．
１．８　核苷酸序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号
将测序获得的ｎｉｆＨ 序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据

库，数据库登录号为：ＫＣ４１２０９９－ＫＣ４１２１３５．

２　研究结果

２．１　土壤理化性质与可培养固氮菌数量分析
从表１可以看出，植被盖度和地上生物量及地

下生物量最高的土壤是海拔２　９１１ｍ的高寒草原

ＡＱ３，这４个地点的植物都是耐寒抗旱植物，是祁
连山高寒草原主要的植被类型［２１］．样点 ＡＱ１、

ＡＱ３地下植物量随着土层深度的加深而逐渐减少，
说明这两个样点植物根系在浅层处最发达，而样点

ＡＱ２和ＡＱ４地下生物量在１０～２０ｃｍ处最大，表
明植物根系分布较前两个地点深．
土壤ｐＨ值、有机碳、可溶性有机氮、全盐、速

效磷和速效钾是土壤重要的理化性质．表２显示出

４个位点土壤最显著的特点是ｐＨ 值均在８．０以
上，都属于碱性土壤，而且随着土层的加深，ｐＨ值
也有增加的趋势，土壤全盐随随土壤深度增加而升
高，而其余各因子随土壤深度增加而降低．
　　相关性分析表明，可培养固氮菌的数量与海拔
高度并无显著的相关性，前３个海拔高度土样

ＡＱ１、ＡＱ２和ＡＱ３随着土壤深度的增加可培养固
氮菌数逐渐减少，而海拔３　００１ｍ土样ＡＱ４在１０～
２０ｃｍ深度的可培养固氮菌数高于０～１０ｃｍ的菌
数（图１）．
　　可培养固氮菌数与土壤深度极显著负相关，与
地下生物量显著正相关．土壤理化性质之间也有相
关性关系，最明显的是土壤深度和土壤ｐＨ值与其
他土壤理化性质之间的关系．土壤深度与土壤ｐＨ
值极显著正相关，与速效磷、地下生物量极显著负
相关，与有机碳、可溶有机氮显著负相关．土壤ｐＨ
值与有机碳、速效磷、速效钾极显著负相关，与可
溶有机氮显著负相关（表３）．
２．２　固氮基因ｎｉｆＨ克隆文库分析
将各样地３个平行土样的ＤＮＡ合并后构建固
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表２　土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｕｄｉｅｄ　ｓｏｉｌｓ

土样编号
土壤深度

／ｃｍ
ｐＨ值

有机碳

／（ｇ·ｋｇ－１）

可溶有机氮

／（ｍｇ·ｋｇ－１）

全盐

／％

速效磷

／（ｍｇ·ｋｇ－１）

速效钾

／（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＡＱ１　 ０～１０　 ８．４０　 ２３．９７　 ７４．００　 ７．２６１　 ２．５０　 ７９．２

１０～２０　 ８．７０　 １４．８８　 ６４．６５　 ９．６０５　 ０．７４　 ７４．３

２０～４０　 ８．８６　 ８．１９　 ３１．４０　 ７．６２６　 ０．２４　 １１４．２

ＡＱ２　 ０～１０　 ８．２４　 ８３．６８　 １０９．５０　 ０．４８８　 ３．７８　 ２２３．９

１０～２０　 ８．２７　 ５４．２４　 ７６．２５　 １．５３２　 １．５８　 １８８．０

２０～４０　 ８．３７　 ３５．８２　 ６７．８５　 ３．２８３　 ０．１７　 １１０．５

ＡＱ３　 ０～１０　 ８．０８　 ４９．３７　 １９４．００　 ０．５１３　 ７．１６　 ４６３．０

１０～２０　 ８．３７　 ４４．１０　 ２１１．５０　 ０．５９５　 ３．３４　 ３２０．６

２０～４０　 ８．９４　 １３．０１　 ９１．６０　 １．４３６　 ０．４６　 １２７．０

ＡＱ４　 ０～１０　 ８．１９　 ３８．３０　 １５２．１０　 ０．５６８　 ３．４２　 ４３５．１

１０～２０　 ８．６０　 ２６．３７　 ９２．３０　 ０．１５８　 ０．７４　 １１７．８

２０～４０　 ８．８３　 １５．３１　 ３４．７５　 １．７４７　 ０．２４　 ７５．７

图１　土壤样品中可培养固氮菌数量

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ－ｆｉｘｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

氮基因ｎｉｆＨ 克隆文库，从每个样地各选择４８个
阳性克隆进行酶切，得到的ＤＮＡ谱带类型通过人

工分析，相同的谱带类型代表一个 ＯＴＵ．固氮基
因ｎｉｆＨ 克隆文库指标如表４所示．
　　从表５可以看出，ＯＴＵ的数量与地下生物量显
著正相关，说明在该地区高寒草原生态系统中地下
生物量对固氮基因ｎｉｆＨ的多样性有一定的影响．
　　通过基因测序得到３７个固氮基因ｎｉｆＨ 克隆
（图２）．从图２可以看出，固氮基因ｎｉｆＨ 克隆中
与蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）具有较高相似性的占

４１％，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）占８％，厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）占１４％，未知菌株（Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂａｃ－
ｔｅｒｉｕｍ）占３７％．与蓝藻门相似的序列相似度为

８７％～９０％，分为３个属，分别为念珠藻属（Ｎｏｓ－
ｔｏｃ）、鱼腥藻属（Ａｎａｂａｅｎａ）、筒孢藻属（Ｃｙｌｉｎｄｒｏ－
ｓｐｅｒｍｕｍ），分别占到蓝藻门相似序列的４７％，４７％

表３　土壤可培养固氮菌数与土壤理化因子之间的相关性

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ－ｆｉｘｉｎｇ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ

可培养菌数 深度 ｐＨ值 全盐 有机碳 可溶有机氮 速效磷 速效钾 地下生物量

可培养菌数 １ －０．７６＊＊ －０．５１ －０．３３９　 ０．３４４　 ０．３８７　 ０．４８３　 ０．３４　 ０．６５３＊

土壤深度 １　 ０．７５９＊＊ ０．１６３ －０．５９７＊ －０．５７８＊ －０．７５２＊＊ －０．５６４ －０．７５＊＊

ｐＨ　 １　 ０．３９３ －０．７９６＊＊ －０．６３８＊ －０．７７５＊＊ －０．７１４＊＊ －０．４７２

全盐 １ －０．５４９　 ０．５５５　 ０．３８７　 ０．５５６　 ０．０２７

有机碳 １　 ０．４９８　 ０．６２２＊ ０．５２１　 ０．２７５

可溶有机氮 １　 ０．８０７＊＊ ０．８６８＊＊ ０．４３

速效磷 １　 ０．８５１＊＊ ０．６０２＊

速效钾 １　 ０．２６６

地下生物量 １

　　注：＊＊为ｐ＜０．０１；＊为ｐ＜０．０５．
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表４　固氮基因ｎｉｆＨ克隆文库指标

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｌｏｎｅ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｉｎｄｅｘ　ｏｆ　ｎｉｆＨ

ＡＱ１ ＡＱ２ ＡＱ３ ＡＱ４

阳性克隆数 ４８　 ４８　 ４８　 ４８

文库覆盖率／％ ９４　 ９６　 ９６　 ９８

ＯＴＵｓ　 １３　 ７　 １２　 ５

和６％，其中与筒孢藻属相似序列只有一个，为

ＡＱ１－８．土样ＡＱ１包含了这３个属，有５条序列为
念珠藻属，有４条序列为鱼腥藻属．ＡＱ２中与蓝藻
门相似的３条序列属于鱼腥藻属，土样ＡＱ３中有２
条序列为念珠藻属，属于鱼腥藻属的只有１条序
列．而土样 ＡＱ４中没有序列与蓝藻门相似．与变
形菌门相似序列总共有３条，全为土样 ＡＱ３的序
列，相似度为９８％，分为中慢生根瘤菌属（Ｍｅｓｏ－
ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）．与厚壁菌门
相似序列总共有５条，土样 ＡＱ２中有４条，土样

ＡＱ４中有１条，相似度为９４％～９５％，都属于类芽
孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）．剩余的序列与未培养细
菌ｎｉｆＨ 基因相似，相似度为７２％～９９％．

３　讨论

研究结果显示，固氮菌数量在３．６×１０５～
０．２１×１０５ＣＦＵｓ·ｇ－１之间．韩玉竹等［１３］对４种东
祁连山高寒草地的固氮菌数量进行了研究，显示土
壤固氮菌数量在１１．７×１０５～８９．４×１０５ＣＦＵｓ·ｇ－１

之间；张俊忠［１４］研究的祁连山固氮菌数量在１０６

ＣＦＵｓ·ｇ－１左右．本研究结果中固氮菌数量明显低
于前人在祁连山的研究报道，这可能与本研究中土
壤ｐＨ值较高有关．姚拓等［１５］研究对比了１９８２年
与２００３年相同地点天祝高寒草地土壤理化性质与
好气性固氮菌的差异，发现随着土壤的退化，土壤

ｐＨ值升高，好气性固氮菌数量明显减少．与前人
的研究结果一致［１３－１４，２２－２４］，本研究中可培养固氮
菌数量随着土层深度的加深而明显减少（图１），这
可能是因为在可培养固氮菌中好氧自生固氮菌数目

占明显的优势，因此随着土壤深度的增大，氧含量
减小，好氧自生固氮菌数量也随之减少［１３］，而厌氧
性固氮菌数量随着土层深度的加深而增加［１３，１６］．

土样ＡＱ４在１０～２０ｃｍ土层处的菌落数最大，而
此处地下生物量也明显大于０～１０ｃｍ 处，达到

１　３６０ｇ·０．１ｍ－３（表１），说明固氮微生物与植物
根际之间有着密切的关系［２５－２６］．从图２中得知土
样ＡＱ４中存在特殊的ｎｉｆＨ 基因群落，表明存在
特殊的固氮微生物群落，此群落在１０～２０ｃｍ处可
能是优势菌群．这两个原因决定了土样ＡＱ４在１０
～２０ｃｍ处可培养固氮菌数量高于其他位点．从表

３可看出，固氮菌数量与地下生物量呈显著正相关
性，与有机碳、可溶有机氮、速效磷和速效钾呈正
相关性，而与ｐＨ值和全盐呈负相关性，但都不是
显著相关．而高安社［２６］研究显示固氮菌数量与土
壤全氮、有机碳、速效钾、速效磷有显著的负相关
关系，说明土壤理化性质对不同土壤固氮菌和微生
物数量的影响不同［２７－２９］．
本研究获得的ＯＴＵ数量为３７个，在三江源高

寒草原中ｎｉｆＨ 基因ＯＴＵ数量普遍大于祁连山高
寒草原碱性土壤的ｎｉｆＨ 基因 ＯＴＵ数量．对比土
壤的理化性质可知，三江源高寒草甸土壤ｐＨ最大
值为７．６６，而祁连山高寒草原土壤ｐＨ 最小值为

８．０８，这是二者理化性质最明显的差异［３０－３２］．由此
推断，ｐＨ 值的差异影响到ｎｉｆＨ 基因的种类多样
性，而且ｐＨ值与ＯＴＵ数量负相关．原因是，多数
细菌的最适ｐＨ值是６．５～７．５，高于８．０的碱性土
壤会对细菌的生长产生不利的影响，包括固氮微生
物的生长，只有那些耐碱性的固氮微生物才能在此
环境下生长．本研究显示，除了ＡＱ４土样外，蓝藻
门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在祁连山高寒草原碱性土壤中普
遍存在，这与在江西红壤中的研究结果一致［３３］，并
且是土样 ＡＱ１的优势固氮菌群．蓝藻门（Ｃｙａ－
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）一般是水生环境中的优势固氮菌群［３］，
同时也是干旱区土壤结皮和北极土壤中主要的固氮

菌群［３４－３６］，蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）耐受干旱和湿
润环境的能力使得它们在该地区生存［３７］，此现象
也存在于南极洲干旱的山谷土壤中［３８］．在ＡＱ４号
土样 中，克 隆 的 ＡＱ４－３ （ＫＣ４１２１３３）、ＡＱ４－４
（ＫＣ４１２１３４）和 ＡＱ４－５（ＫＣ４１２１３５）ｎｉｆＨ 基因序
列在ＧｅｎＢａｎｋ中未发现相似序列，在土样ＡＱ　１中

表５　ＯＴＵｓ与土壤理化因子之间的相关性分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＯＴＵｓ　ａｎｄ　ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ

可培养菌数 ｐＨ值 全盐 有机碳 可溶有机氮 速效磷 速效钾 地下生物量 地上生物量

ＯＴＵｓ　 ０．３２９　 ０．２４２　 ０．６４４ －０．４２５ －０．１３６　 ０．２５５ －０．３７１　 ０．９７０＊ ０．５１３

　　注：＊为ｐ＜０．０５．
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图２　ｎｉｆＨ 基因克隆文库系统树

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｎｉｆＨｇｅｎｅ　ｃｌｏｎｅ　ｌｉｂｒａｒｙ

克隆的ＡＱ１－１２（ＫＣ４１２１０９）序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的
相似序列相似度只有７２％，通过编码蛋白分析得
知，这４条序列都能编码固氮酶还原酶蛋白（ｄｉｎｉ－
ｔｒｏｇｅｎａｓｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ），所以这４条ｎｉｆＨ 基因是新
的ｎｉｆＨ 基 因， 而 且 ＡＱ４ 号 土 样 中 ＡＱ４－３

（ＫＣ４１２１３３）、 ＡＱ４－４ （ＫＣ４１２１３４）和 ＡＱ４－５
（ＫＣ４１２１３５）基因是优势基因，揭示了该区域生长
着新的固氮微生物，而且是 ＡＱ４号土样中的优势
种群．
本文通过可培养计数和构建克隆文库的方法揭

３１２１期 康文龙等：祁连山高寒草原碱性土壤固氮微生物数量及固氮基因（ｎｉｆＨ）群落结构研究 　



示了固氮菌群的数量和结构特征，发现了祁连山高
寒碱性土壤中有丰富的固氮微生物资源．例如，发
现了４条新的编码固氮酶还原酶蛋白的ｎｉｆＨ 基
因．然而，基于可培养计数和克隆文库方法不能从
中获得有潜在应用价值的固氮菌种．下一步有必要
对该地区可培养固氮微生物进行分离和鉴定，获得
相应的固氮菌株，并测定分离菌株的固氮能力和生
理生化特征，这对于高山生态系统的保护和恢复有
重要的意义．
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