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三江源高寒草甸土固氮基因（-&./）的多样性和系统发育研究
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摘 要：首次利用 KLM8M3NK 和测序分析对位于青藏高原腹地的青海三江源保护区高寒草甸土壤微生物固氮基因

（ !"#$）的多样性和系统发育进行了探讨。在 # 个样地中，共得到 .!J 个阳性克隆，用限制性内切酶 %&’!和(&)!进

行 M3NK 分析后得到 J" 个不同的 M3NK 谱带型，多样性为 #!O"P，其中 QR 样品中获得 6# 个阳性克隆和 #. 个不同的

M3NK 谱带型，多样性为 #"O7P，而 ST 样品中获得 7. 个阳性克隆和 .9 个不同的 M3NK 谱带型，多样性为 J.O.P，#
个样地中有 " 个相同的 M3NK 谱带型。在各样地都发现一个明显的优势种群，QR 样地的明显优势种群占克隆数的

#9OJP，ST 的优势种群占克隆数的 J#O6P。对 #. 个克隆进行了部分序列的测定，序列的相似性在 D.P U 96P之

间，在 V1C/4CW 数据库中没有发现完全匹配的序列，因此这些序列可能代表着新的固氮生物株系。最后利用 L’F<@4’
X 与 Y1G4 软件和已有序列构建了系统发育树，结果发现，#. 个序列分为 ! 个不同的簇，大部分的克隆与 *+,-.,/)01
-.+") 的 J 个系统发育亚簇（"、#和$）具有较高的相似性，其中主要的序列都落在第一和第二簇内。ST 样地中的优

势种群与"8K+&@1&Z4B@1+,4 中的 (2,3,/)0-.+ &’2).+,"3.& 具有较高的相似性，而 QR 样地中的优势种群则与#8K+&@1&Z4B8
@1+,4 中的4.5#-") -&6+62)-.!&"& 具有较高的相似性。
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目前，土壤中仅有 .P的微生物已培养［.］，还有

相当多的微生物因为无法培养而未被人类所认识，

而它们所包含的大量的遗传信息是一笔无法估计的

财富。通过直接从土壤中提取微生物总 R-)，并进

行分子生态学分析的实验技术，可以有效地避免在

传统富集、培养、分离等过程中造成的微生物多样性

的丢失，能够更直接更可靠的反映土壤微生物的原

始组成情况［.］。

生物固氮由古细菌到真细菌等［#］多种不同的微

生物完成，与共生固氮和联合固氮体系相比，自生固

氮微生物对氮的固定被认为是次要的有效生物氮

源［J，!］，然而，很多研究发现具有自生固氮能力的微

生物广泛存在于土壤中，这些生物分属于不同的微

生物系统发育分支，例如蛋白细菌（*+,-.,/)0-.+")）、

蓝细 菌（ 78)!,/)0-.+") ）和 硬 壁 细 菌（ 9"+:"06-.& ）

等［"，7］。所有固氮生物的固氮酶中都含有编码铁蛋

白的 !"#$ 基因，目前，已经有不少关于研究不同植

被和地理条件下 !"#$ 基因多样性的报道，例如森林

土壤、草地、海底沉积物、耕地等［D U .$］，但是还没有见

到关于高寒草甸土壤固氮微生物的报道。

三江源自然保护区位于世界上最年轻的高原

———青藏高原的主体部分，因其独特的自然地理环

境，具有重要的研究价值和意义。高寒草甸是三江

源地区分布面积最大的优势植被类型，是青藏高原

植被的主要组成部分，也是我国独特的植被类型。

本研究旨在利用 KLM8M3NK 和克隆测序，对三江源

高寒草甸土壤中固氮基因（ !"#$）的多样性和系统发

育进行研究，探讨青藏高原的固氮微生物群落类型

和分布。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：样品采于 #$$J 年 6 月，在青海省

三江源自然保护区采集 # 个高寒草甸土样样品。采

用正方形 " 点取样法采集土壤，垂直取 . U ."B; 深

度的土壤，每个点取样量大体一致，均匀混合后取少

量装入灭菌的封口聚乙烯袋，带回实验室低温保存

备用。



!"!"# 主要试剂和仪器：异硫青酸胍，!"巯基乙醇，

#$%&"’()，*+#,，-+- 等试剂购自上海生工生物工程

公司；+., 回收试剂盒，!"# +., 聚合酶购自 /%0
/1&%2 3425 (1461；限制性内切酶 $%&3 和 ’%"3，78*9"
# *1&: 载体试剂盒等购自 ;$0<=>1 公司；;(? 扩增仪

为 8=4= ,<7 ;(?@ABB。

!"# $%& 的提取和纯化

参照 ?%2C1$6 等［DD］的方法，并进行适 当 修 改。

取 ! > 土样和等量的灭菌石英砂在研钵中混合，加

入 D<E 变性液［F<0)GE 异硫青酸胍，DB<<0)GE #$%&·
’()（7’AHB），D<<0)GE *+#,（7’IHB），BHJK !"巯
基乙醇］；液氮冷冻，研磨至溶解，重复 L 次；转入

JB<E 离心管中，加入 @<E 提取缓冲液［DBB<<0)GE
磷酸 钠（7’AHB），DBB<<0)GE #$%&·’()（7’AHB），

DBB<<0)GE *+#,（ 7’IHB）， DHJ<0)GE .1()， DK
(#,/，!K -+-］；MJN水浴 DC，每 DB<%4 轻轻混匀 D
次；JBBB$G<%4 离 心 DB<%4，取 上 清；在 原 管 中 加 入

J<E 提取缓冲液，混合后，MJN水浴 DB<%4，离心，取

上清合入上述上清液；重复一次；加入等体积的氯仿

混合，JBBB$G<%4 离心 !B<%4，取上清；加入 BHM 倍体

积的异丙醇，室温沉淀 DC；!B O !JN，D!BBB$G<%4 离

心 !B<%4，#* 溶解沉淀。

将溶解的 +., 在 FBP 电压下 BHIK琼脂糖电泳

D!C；然后用试剂盒回收。

!"’ 固氮基因的 ()* 扩增

固氮基因的扩增引物参照文献［D!］设计，该引

物可以在不同种属的固氮微生物中扩增到目标片

段，其 序 列 为：()*+"LFQ JR",,,88（(G#）88（,G#）

,#(88（(G#）,,（,G8）#((,((,("LR和 ()*+"F@D? JR"
##8##（8G(）8(（8G(）8(（,G8）#,(,#（8G(）8((,#"
(, #"LR，可以扩增出约 FMBS7 的片段［D!］。;(? 反应

体系（!J!E）含 有：D T ;(? /UVV=$，!BB!<0)GE 的

6.#;&，!HB<<0)GE 的 9>! W ，D!<0)GE 的引物，F!> 的

/-, 和 !HBX 的 !"# +., 聚合酶。采用“降落”;(?
扩增，具体条件为：@JN预变性 J<%4；@JN FB&，JJN
LB&，A!N D<%4，! 个循环，@JN FB&，JFN LB&，A!N
D<%4，! 个循环，@JN FB&，JLN LB&，A!N D<%4，

! 个循环，@JN FB&，J!N LB&，A!N D<%4，! 个循环，

@JN FB&，JDN LB&，A!N D<%4，! 个循环，@JN FB&，
JBN LB&，A!N D<%4，LB 个 循 环；最 后 A!N 延 伸

M<%4。

!"+ 扩增产物的克隆和 *,-( 分析

DHJK琼脂糖电泳 ;(? 扩增产物，试剂盒回收

目标 片 断。根 据 厂 商 提 供 的 说 明 书，用 78*9"#

*1&: 载体试剂盒对回收的 ;(? 产物进行克隆。挑

选白斑，用载体 78*9"# *1&: 特异性引物 #A"#,,#
,(8,(#(,(#,#,888,8, 和 -;M"(,#,(8,###,8"
8#8,(,(#,#,8 对克隆产物进行 ;(? 扩增，筛选有

期望大小片段（有约 M!BS7 大小的产物）的克隆。

将 #A和 -;M引物扩增所获得的产物用限制性内

切酶 $%&3 和 ’%"3 在 LAN酶切过夜，酶切后用 IK
非变性聚丙烯酰氨电泳检测，用银染法检测电泳结

果［DL］。E1SY0$Z（版本 LHBH!）软件对染色结果进行

数据统计和分析。

!". 基因测序和系统发育分析

为了进一步弄清 ()*+ 基因系统发育的多样性，

选择部分 ?QE; 谱带出现 ! 次以上的克隆及部分单

一克隆进行基因测序，测序由上海生工生物工程公

司完成。

利用 +.,9,.（版本 FHB）软件对测序结果进行

同源性比较，利用 /E,-# 软件，将测定得到的基因

序列与 8=4/14Z 数据库进行序列比对分析，获取相

近典型菌株的 ()*+ 基因序列。然后利用 ()U&[1) \
（版本 DHI）和 9=>1（版本 LHB）中的邻接法（.=%>CS0$"
]0%4%4>）建立 ()*+ 基因的系统发育树，其中的遗传距

离用 #1<U$1".=% 公式计算，分支长度代表了分歧程

度，各支上的数字是 DBBB 次 S00[&[$17 重抽样分析的

支持百分比。

!"/ 核苷酸序列登录号

将测序得到的序列提交 8=4/14Z 数据库，数据

库登录号为 ,^MBDBLA O ,^MBDBJA。

# 结果

#"! 土壤情况

样地均位于青海省三江源自然保护区内，处于

长江上游的高寒草甸地区。受寒冷干旱气候的影

响，该地区植被类型极其简单，植物生长期短，生物

生产量低，嵩草草甸是主要的植被。该地区是青海

的主要天然牧场之一，受人为影响比较严重。

样品为高山草甸土，样品采集地年平均气温在

_ JN以下，表 D 为采样具体位置和土壤部分性质。

从表 D 可以看出，样地土壤均为中性，含有较为丰富

的有机物质，其中 ‘+ 样地的有机质高于 ^- 样地，

但是氮的含量低于后者，因此 ‘+ 样地的 (G. 比明

显高于 ^- 样地。同时，土壤 a、; 和 (1 的含量均较

高，其中 ‘+ 样地中 a 和 (1 的含量显著高于 ^- 样

地。
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表 ! 土壤样品的位置和部分土壤性质

!"#$% & ’"()$% $*+",-*./ ".0 )1*)%1,-%/ *2 /*-$/ 3/%0 -. 456 %7,1"+,-*.

5*8 ’"()$% ’"()$% $*+",-*. 9",-,30% ".0 $*.:-,30% 6$,-,30%;( 5;< =;< =;5 >;< ?;< =";< )@

A4 AB-03* +*3.,C DEFGHIHJK5，JEFGLIHMKN EO&L GPMQJ DPOD &EPO DPH&& GPMGE EPOD& LPLM

R’ R3/B3 +*3.,C DDFM&I&EK5，JHF&EILOKN EOME GPDGE MPL& OPJ &PO&J GP&LG &PEGL LPQG

"#" !"#$ 克隆和 $%&’ 分析

将扩增回收后的 !"#$ 扩增片段进行连接转化

和培养。从 M 个样品中共获得 &ED 个 !"#$ 克隆，对

所有的 !"#$ 克隆用 %&’S 和 (&)S 限制性内切酶进行

TU9? 分析，通过 9"#V*1W 软件分析酶切结果，共获

得 DQ 个 !"#$ 的不同的 TU9? 谱带类型，多样性为

MEPQ<，在两个样品中发现了 Q 个共同的 TU9? 谱带

类型（图 &）。其中 A4 样品中获得 OM 个阳性克隆，

具有 M& 个 不 同 的 TU9? 谱 带 类 型，多 样 性 为

MQPH<，而 R’ 样品中获得 H& 个阳性克隆，有 &J 个

不同的 TU9? 谱带类型，多样性为 D&P&<。

图 ! () 和 *+ 样品克隆的 $%&’ 分析结果

U-:8& !B% "."$C/-/ 1%/3$,/ #C TU9? *2 /"()$% A4 ".0 R’

从图 & 中可以看出，在 A4 样地中有一个明显

的优势种群 &，占总克隆数的 MJPD<，同时还有 D 个

次要的优势种群，在 R’ 中也存在 & 个明显的优势种

群 J，占总克隆数的 DMPO<，同时也有 M 个次要的优

势种群。两个样品中具有 D 个或 D 个以上克隆数的

TU9? 谱带类型分别占据了总克隆数的 O&PL< 和

LQPE<，而只有 M 个克隆或单个克隆产生的 TU9? 谱

带类 型 分 别 占 了 总 TU9? 谱 带 类 型 的 Q&PL< 和

HDPM<，所以大部分的 TU9? 谱带类型是由少量的克

隆数产生的。从图 & 中我们还可以看到，在 M 个样

地中具有部分相同的优势种群，A4 中的明显优势种

群在 R’ 中是次要的优势种群，而 R’ 中的明显优势

种群在 A4 中是次要的优势种群。

"#, !"#$ 基因的测序结果和系统发育分析

从 TU9? 分析后得到的不同 TU9? 谱带型中挑

取了 M& 个克隆进行测序分析。通过 456X65 软件

对 M& 个序列结果进行了同源性比较，!"#$ 基因序列

的相似性为 L&< Y JO<。通过 Z%.[".W 中的 [96’!
软件，将所有的序列与 Z%.[".W 数据库中的序列进

行比对，在数据库中没有找到完全相似的序列，根据

它们与已知种属的 !"#$ 基因序列相似性的比较，这

些序列均可能是以前没有研究过的新的基因序列。

在 Z%.[".W 中选取了 MG 个与测定序列相似性

较高的固氮基因序列，通过 =$3/,"$ N 软件和 X%:"
软件将 E& 个序列构建系统进化树（图 M），进行系统

发育分析。从系统发育树可以看出，M& 个 !"#$ 克隆

基因分属于 E 个主要的簇，除第一簇中的克隆 *+\
!"#$\ D 和第 E 簇外，其它大部分的克隆与 ,-./0.1)2/03
-") 的 D 个系统发育亚簇（!、"和#）具有较高的相似

性。而且分别代表 R’ 样地和 A4 样地中优势种群

的克隆都处于系统发育树中的第一簇和第二簇。

从系统发育树可以看出，很大一部分的 !"#$ 序

列具有高度的多样性，且与已知的固氮微生物具有

明显 的 亲 缘 关 系。在 第 一 簇 中，*+\!"#$\ E，*+\
!"#$\ L，45\!"#$\ GD 和 45\!"#$\ &E 与属于!\,-./0.1)23
/0-") 的可培养菌株 67.&’"-889: 1-)&"80!&0 具有较高的

相似性［&E］，相似性为 OE< Y JG<，而 45\!"#$\ GO 和

45\!"#$\ GQ 是这一簇中唯一属于"\,-./0.1)2/0-") 的

OH& 微 生 物 学 报 EQ 卷



图 ! 根据遗传距离建立的 !"#$ 基因系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". /,0 1*)+.2)/3 +4*)2-"*,/3( /,/)(5+5 *6 !"#$ 7+3+ .*,02.-+0 8( #+,+-". 0"5-/,.+

9’+ -3++ 7/5 .*,5-32.-+0 8( :+"#’8*3;<*",",# =3*.+023+ ", -’+ 5*6-7/3+ *6 >+#/（?@A）$ :218+35 ", =/3+,-’+5+5 3+=3+5+,- -’+ 5+B2+,.+5C /..+55"*, ,218+3 ",

D+,E/,F $ 9’+ )+,#-’ /,0 8**-5-3/= .*,6"0+,.+ 4/)2+5 *6 +/.’ 83/,.’ /3+ ",0"./-+0 /8*4+ *3 8+)*7 -’+ 83/,.’，3+5=+.-"4+)($ :218+35 ", 5B2/3+ 83/.F+-5 ",0";

./-+ -’+ =’()*#+,+-". =*5"-"*,5 *6 =23+ .2)-23+5 8/5+0 *, GHI 3"8*5*1/) J:K #+,+5 8(!、" /,0# 528.)/55+5 *6 -’+ %&’()’*+,()&"+，3+5=+.-"4+)($ E/3，LM 5+;

B2+,.+ 0"4+3#+,.+$

克隆，与 -.&/0’12)&"+ 5=$ 345HNO 分别具有 OOM和

PAM的相似性［GL］。属于!;%&’()’*+,()&"+ 的 5)(061’7
,68("8 9)(0+!’",.8 与 :3;!"#$; AG，:3;!"#$; A%，:3;!"#$;
AH，:3;!"#$; AN，:3;!"#$; AP，:3;!"#$; G? 都具有 OHM
以上的相似性，;<;!"#$; ? 是所有序列中唯一与弗兰

克氏（=&+!/"+ 5=$ =+>?）有较高相似性的克隆。属

于第三簇的 :3;!"#$; AQ 与属于";%&’()’*+,()&"+ 的可

培养的好气性自生固氮菌 @A’(’*+,()& B"!)1+!2"" 具有

O?M的相似性［GH］。第四簇中的 :3;!"#$; GA 与培养菌

株 C)D(’16!E*6+ *’&6+!+ 具 有 O?M 的 相 似 性［GN］；而

:3;!"#$; GG 则是唯一与 >6+!’*+,()&"+ 具有高相似性

的克隆，与其中的可培养菌株 F’8(’, 9.8,’&.9 具有

PNM的相似性［GO］，该序列也是 RI 样地中由唯一克

隆产生的 S!T& 谱带型。

同时，从图 % 中发现，部分的 !"#$ 序列虽然具

有较高的多样性，但是与已知的固氮微生物具有较

远的亲缘关系。例如第一簇中的 :3;!"#$; G% 则与已

知的固氮微生物具有相对较低的相似性。属于第二

簇的 Q 个克隆都来自 UJ 样地，与属于#;%&’()’*+,;
()&"+的可培养菌株 <)1#("+ (8.&.0+()!8"8 具有较低的相

似性。这些结果说明，本研究中的高寒草甸土中可

能栖息着新的固氮微生物。
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! 讨论

从微生物群落基因组的角度研究土壤微生物的

多样性及其功能是一种可行的方法，近年来已经成

为国内外研究的热点。对土壤固氮生物 !"#$ 基因

的研究大都是应用不依赖于纯培养的方法，与纯培

养相比，!"# 克隆、#$%! 分析等方法常被用于研究

不同环境下 !"#$ 基因的组成和多样性，这些方法更

有利于对固氮生物进行完整的探索，这些研究发现，

!"#$ 基因存在于不同的生态环境［& ’ ()］。但是在已

有的研究报道中，没有见到关于高寒草甸土壤固氮

微生物的研究报道。

在本研究中，对高寒草甸土壤微生物 !"#$ 基因

的 !"# 克隆产物进行了 #$%! 分析和测序，研究发

现 * 个样地的 !"#$ 都具有高度的多样性，而且分别

存在不同的明显优势种群。有研究表明，+,-. 亚基

是固氮酶中最保守的［(/］，本研究中除了 %&0!"#$0 ((
与 ’()*(+ ,-)+(.-, 具有 /&1的相似性外，其他的序

列与已知序列的相似性在 &21 ’ /)1之间，因此，

表明这些序列具有高度的多样性，而且这些新发现

的序列与已有的微生物都具有一定的亲缘关系。

34567 等对深海中的 !"#$ 基因进行研究时，也发现

所得到的序列与已知的微生物具有一定的亲缘关

系［*)］。测序得到的 !"#$ 基因序列均是在 849:79;
数据库没有登记过，因此，这些序列可能代表着以前

没有研究过的固氮微生物，甚至是该地区特有的。

而且除了 /00!"#$0 <，%&0!"#$0 (( 和 %&0!"#$0 (* 外，所

有序列都与 1.(*2(34+*2."4 具有相对较高的相似性，

因此样地中的大部分的固氮生物可能都属于 1.(5
*2(34+*2."4。

生物地理化学性状影响着固氮微生物群落的组

成和分布。本研究中的两个样地具有不同的生物地

理化学性状，=> 样地具有相对较高的 "、?、! 和 "7
等含量，从 !"#0#$%! 分析看出，=> 样地具有更多

的克隆数和 #$%! 谱带分布型，且两个样地之间的

谱带型大部分相差较大，因此，两个样地含有明显不

同的固氮微生物群落。

不同的生态环境因子可能影响土壤微生物的活

性，特 别 是 固 氮 微 生 物［*(，**］。?44@,9A 和 %,BB4C
等［*<，*D］研究表明，土壤的 "E+ 比例影响着土壤固氮

微生物的活性，在本研究采用的 * 个样地中，=> 样

地的 "E+ 比明显高于 FG 样地，从 #$%! 分析的结果

可以看出，尽管 FG 样地的 !"#$ 基因多样性 <(H(1
要高于 => 样地 *IH21，但是 => 样地中得到的克隆

数要多于 FG 样地，因此固氮微生物活性可能高于

要高于 FG 样地，所以，"E+ 比例高的土壤中，固氮微

生物的活性可能要高。

本研究首次对高寒草甸土壤微生物固氮生物

!"#$ 基因的多样性和系统发育进行了探讨。样品

取自青藏高原三江源自然保护区内，由于常年气候

严寒，在地下形成了永久冰川冻土，因此，这些样地

中的土壤微生物活动可能相对要少，而且主要发生

在上层土壤。有研究表明，绝大部分的固氮微生物

都位于土壤的最表层，并且可能占上层微生物总数

的 I1［*I］，同时本研究的样品采自微生物较为活跃

的季节，因此，本研究得到的固氮微生物 !"#$ 基因

能够很大程度的反映该地区固氮微生物的多样性。
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