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三江源地区不同植被土壤固氮微生物的群落结构研究
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摘 要：利用 KLM9M5NK 和测序分析法对位于青藏高原腹地三江源自然保护区的高寒草甸、高寒草原和高山森林等

不同植被类型的土壤固氮微生物的群落组成进行了探讨。经过 KLM9M5NK 分析固氮基因 !"#$，在 # 个样品中共得

到 $## 个克隆和 :: 个可操作分类单元（O3P?），/Q90 样地具有最多的克隆数和 O3P?，多样性为 !:RF!S，在所有样品

中分别具有 0 T $ 个明显的优势种群（占总克隆数 U 0"S），并且具有 ! 个共同的 O3P?。选取了 $& 个克隆进行基因

测序分析，通过 V/2W2/ 比较表明，这些序列间具有 &&S T :8S的相似性，并且在 X.-16-Y 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),?C6) Z 与 W.H6 软件构建了系统发育树，结

果发现，这些序列被分为 ! 个不同的簇，部分序列与属于蛋白细菌（%&’()’*+,()&"+）的已知细菌具有近的亲缘关系，但

是更多的序列与已知细菌具有较远的亲缘关系，而且 !"#$ 基因序列的分布在样地间没有明显的聚类。
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生物固氮是氮进入生态系统物质循环的主要途

径之一，古细菌、真细菌等多种不同微生物都具有固

氮能力［0］。所有固氮微生物中都含有编码铁蛋白的

!"#$ 基因，[(,-H 等［0］研究发现，!"#$ 基因的系统发

育与 0&\ >M/2 具有显著的一致性，表明 !"#$ 基因

是研究 固 氮 生 物 群 落 结 构 很 好 的 标 记。目 前 对

!"#$ 基因的研究主要依赖于非培养的方法，例如

KLM 克隆、KLM9M5NK、VXX; 和荧光标记末端（5N3）9
M5NK 等，通过这些方法有利于对固氮生物群落进行

全面的研究［$］。很多研究者应用了这些方法对不同

环境中的 !"#$ 基因进行了分析，研究发现在不同植

被和地理条件下都存在多样的 !"#$ 基因，例如森林

土壤、草地、海底沉积物、耕地等［# T &］，这些研究中都

得到了大量未知固氮生物新的 !"#$ 基因序列，而且

某些 !"#$ 基 因 具 有 明 显 的 生 态 特 征［#，F］，\J6BB.>
等［#］研究认为固氮生物的栖息地与 !"#$ 基因的多

样性可能具有相关性。

三江源自然保护区位于青海省南部，属于青藏

高原腹地，具有独特的自然地理环境。该地区孕育

了独特的动植物区系和生态系统，高寒草甸、高寒草

原和高山森林是三江源地区重要的植被类型。迄今

为止，还未见到关于该地区不同植被的固氮微生物

群落结构的报道。本研究旨在利用 KLM9M5NK 和测

序分析，通过对三江源地区不同植被类型土壤的固

氮基因（!"#$）多样性和系统发育进行研究，探讨该

地区固氮微生物群落的组成和结构差异。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：于 $%%# 年 8 月，在青海省三江源

自然保护区采集了 # 个土壤样品，其植被类型分别

为高寒草甸、高寒草原和高山森林，样品的具体采集

位置、主要植被种类等基本情况见表 0。样品采集

采用正方形 " 点取样法，垂直取 0 T 0"E< 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，$9巯基乙醇，

3>=?9]L)，;V32，\V\ 等试剂购自上海生工生物工程

公司；V/2 回收试剂盒，-+. V/2 聚合酶购自 1=(
16?=E ^-E* L6-_6；限 制 性 内 切 酶 /01!和 20+!，

‘X;W93 ;6?D 载体试剂盒购自 K>(<.H6 L(>‘*（P\2）；

KLM 扩增仪为 X.-. 2<‘ KLM:F%%。



表 ! 土壤样品的位置和植被情况

!"#$% & ’"()$% $*+",-*./ ".0 )$"., ,1)%/ *2 ,3% /,40-%0 /*-$/
5*6 ’"()$% ’"()$% $*+",-*. 7$,-,40% 8",-,40% ".0 $*.9-,40% :$"., ,1)% ;*(-."., )$"., /)%+-%/

<’=& <4/34 +*4.,1 >?@A( >BCD?EFAGH5，?AC@AEA?GHI 7$) )J"-J-% K*J(6 !"#$%&’( )($*(
L;=& L3-04* +*4.,1 DBMM( >>CD?E&AMH5，?GCGME>??HI 7$) 9J"//$".0 K*J(6 +,’)( )-$)-$%(
5N=& 5".9O-". +*4.,1 >??@( >&CG>EB&>H5，?MC>GEDGGHI P*4.,"-. 2*J%/,J1 K*J(6 .’/%( 0’1’(23%2&’& Q"J 6 #(04"-$’(2(

!"# 样品化学性状的测定［$］

应用重铬酸钾法测定 R 的含量，碱解扩散法测

定 5 的含量，SR$TD=SB’TD法测定 : 的含量，5"TS 熔

融法测定 U 的含量。

!"% &’( 的提取和纯化

参照 V-+3"J0 等的方法［?］，并进行了适当修改，

具体操作方案参照文献［&@］。将溶解 的 ;57 在

D@W 电压下 @XFY琼脂糖电泳 &B3；然后用试剂盒回

收。

!") 固氮基因（!"#$）的 *+, 扩增和克隆

固氮基因的扩增引物参照文献［&&］设计，其序

列为：2’45=>DK GE=777ZZ（R[!）ZZ（7[!）7!RZZ（R[
!）7 7（7[Z）!RR7RR7R=>E；2’45=D?&V GE=!!Z!!（Z[
R）ZR（Z[R）ZR（7[Z）!7R7!（Z[R）ZRR7!R7 !=>E，该

引物 可 以 在 不 同 种 属 的 固 氮 微 生 物 中 扩 增 到 约

DM@#) 目标片段［&&］。:RV 的反应体系和具体反应条

件见文献［&@］。

利用 &XGY琼脂糖电泳 :RV 扩增产物，试剂盒

回收目标片断。根据厂商提供的说明书，用 )Z\P=!
\"/1 载体试剂盒对回收的目标片断克隆。

!"- ,./* 分析

挑选白斑，用载体 )Z\P=! \"/1 特异性引物 !A=
!77!7RZ7R!R7R!7!7ZZZ7Z7 和 ’:M=R7!7R=
Z7!!!7ZZ!Z7R7R!7!7Z 对克隆产物进行 :RV 扩

增，经电泳筛选有期望大小片断（有约 MB@#) 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 6&)] 和 7&(] 在 >A^酶切 > _ D3，酶切后用 FY
非变性聚丙烯酰氨电泳检测，用银染法检测电泳结

果［&B］。最后用 8"#‘*Ja（>X@XB）软件对染色结果进

行数据统计和分析。

!"0 基因测序和系统发育分析

为了进一步弄清 2’45 基因系统发育的多样性，

选择部分 VK8: 谱带出现 B 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 ;57P75（版本 DX@）软件对测序结果进行

同源性比较，利用 b87’! 软件，将测定得到的基因

序列与 Z%.b".a 数据库进行序列比对分析，获取相

近典型菌株的 2’45 基因序列。然后利用 R$4/,"$ I
（版本 &XF）和 P%9"（版本 >X@）中的邻接法（5%-93=
#*J=c*-.-.9）建立 2’45 基因的系统发育树，其中地遗

传距离用 !"(4J"=5%- 公式计算，枝长代表了分歧程

度，各枝上的数字是 &@@@ 次 #**,/,J") 重抽样分析的

支持百分比。

!"1 核苷酸序列登录号

将测序得到的序列提交 Z%.b".a 数据库，数据

库登录号为 7<M@&@GF _ 7<M@&@MG，7<M@&@MA _ 7<
M@&@A@，7<M@&@AB _ 7<M@&@AD，7<M>GFG> _ M>GFM>。

# 结果和分析

#"! 土壤的生物地理化学性状

> 个样品的部分理化性质见表 B。从表 & 和 B
可以看出，样地海拔高度相近，土壤酸碱度基本一

致，呈中性，含有较为丰富的有机物质，其中 5 的含

量处于 @XBAFY _ @XDADY，R 的含量处于 &XAF@Y _
FXAB?Y，R 含量的变化幅度明显大于 5 含量的变

化。<’=& 样地虽然 5 的含量最高，但是 R 的含量却

最少，因而，R[5 比最低，5N=& 样地因具有的 R 含量

最高，R[5 比值也最大，L;=& 则居中。同时，土壤 :、

U 等元素的含量丰富，而且 U 的含量存在较明显差

异。

表 # 土壤样品的部分理化性质

!"#$% B :31/-+*+3%(-+"$ +3"J"+,%J-/,-+/ *2 ,3% /,40-%0 /*-$/
5*6 /"()$% 5Y RY R[5 UY :Y )S R$*.%/ T!d/（T!d/Y -. +$*.%/）

<’=& @XDAD &XAF@ >XF &X?AG @XB@F AXDM M> BD（>FX&@Y）

L;=& @XBAF >X@MG &&X@ >X>@> @X&MG AXMM AG BF（>AX>>Y）

5N=& @XDMG FXAB? &FXF DXBD@ @XBM> AX&> ?G DA（D?XDAY）

#"# !"#$ 的克隆和 ,./* 分析

从 > 个样品中共获得 B>> 个 2’45 克隆，通过

8"#‘*Ja 软件分析酶切结果，共获得 ?? 个 不 同 的

2’45 可操作分类单元（T!d/）（表 B）。在各个样地

&BD> 期 张于光等：三江源地区不同植被土壤固氮微生物的群落结构研究



中，都具有不同的明显优势种群，在 !"#$ 样地中具

有 $ 个明显的优势种群，该优势种群占总克隆数的

%&’()，在 *+#$ 和 ,-#$ 样地中分别有 % 个明显的

优势 种 群，分 别 占 总 克 隆 数 的 ./’()（$/’() 和

%(’()）和 .&’0)（$1’2)和 %%’$)），另外，各个样

地中还分别有 $ 3 % 个不等的次要的优势种群，分别

占总克隆数的 4’$) 3 &’0)。同时，在各个样地中，

很大部分的 5678 是由单个克隆产生的，也就是说，

大多数的克隆分别都具有独特的 9:;< 谱带类型，

在 !"#$、*+#$ 和 ,-#$ 样地中，由单个克隆形成的

5678 分别占了总 5678 的 12’.)、/&’0)和 /$’&)，

因此，大部分的 5678 只占了少量的克隆数，这一结

果说明各样品中的 !"#$ 克隆具有高度的多样性。

在所有的 5678 中，发现 !"#$#$(、!"#$#$%、!"#$#
$1 和 !"#$#$0 等 4 个 5678 是 . 个样地中所共有的，

其中 !"#$#$% 在 !"#$ 中是明显的优势种群，占总克

隆数的 %&’()，!"#$#$( 在 ,-#$ 中是次要的优势种

群，而 !"#$#$0 在 !"#$、*+#$ 中都是次要的优势种

群，!"#$#$1 则是均是由单克隆产生的 5678。样地

间的两两比较可以发现，更多的克隆是样地间所共

有的，具有更多相似的固氮细菌群落。在 !"#$ 和

*+#$ 样地间共有克隆数和 5678 数分别占总克隆数

的 $4’0/)和总 5678 的 0’/$)，在 !"#$ 和 ,-#$ 样

地间 共 有 克 隆 数 和 5678 数 分 别 占 总 克 隆 数 的

$(’$%)和总 5678 的 &’(4)，在 *+#$ 和 ,-#$ 样地

间共 有 克 隆 数 和 5678 数 分 别 占 总 克 隆 数 的

$4’&$)和总 5678 的 2’(()。

!"# !"#$ 基因的测序结果和系统发育分析

从所有的克隆中挑选出 %/ 个克隆进行测序分

析。通过 +,=>=, 软件对所有序列进行了同源性

比较，序列相似性为 //) 3 02)。通过 ?@ABCAD 中

的 B;="6 软件，将所有的序列与 ?@ABCAD 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，因此这些序列均是以前没有描述过的固氮基

因序列。应用 EFG8HCF I 和 >@JC 软件将这些序列构

建系统进化树（图 $），从系统发育树可以看出，大部

分的序列具有高度的多样性，所有的 !"#$ 测序基因

被分为 4 个主要的簇，分属于多个不同的组群，其中

大部分都聚集在第一和第三簇中。

从图 $ 中可以看出，部分序列与已知的固氮细

菌具有近的亲缘关系，这些序列大都聚集在第二簇

中。其中来自 *+#$ 样地的克隆 *+#$#(% 与属于蛋

白 细 菌（!#%&’()’*+,()&"+ ）的 杆 菌 （ -.&/0’12)&"+
*&+3"1)!3"3）的相似性为 2/’%)［$.］，克隆 *+#$#(& 与属

于"#%&’()’*+,()&"+ 的根瘤菌（40"5’*".6 7+8’!",.6）具

有 0/’.)的相似性［$4］，克隆 *+#$#(2 与属于"#%&’9
()’*+,()&"+ 的甲烷菌（ :)(0;1’,)11+ (.!2&+)）聚类在一

起，具有 0(’&)的相似性［$1］。属于 ,-#$ 样地的克

隆 ,-#$#($ 与属于"#%&’()’*+,()&"+ 的固氮螺菌（<5’39
8"&"11.6 *&+3"1)!3)）聚类在一起，具有 22’4) 的相似

性，克隆 ,-#$#(/ 与属于"#%&’()’*+,()&"+ 的根瘤菌

（40"5’*".6 =+11",.6）的相似性为 21’0)［$/］，克隆 ,-#
$#(& 与属于"#%&’()’*+,()&"+ 的根瘤菌（ >"!’&0"5’*".6
8KL$&(）聚类在一起，具有 20’/)的相似性［$&］。

同时，很大一部分的序列与已知的固氮细菌具

有相对较远的亲缘关系，这些序列主要聚集在第三

簇和第四簇中，而且除 *+#$（*+#$#(1）样地外，其他

样地中的明显优势种群都属于这类序列，分别为

!"#$#$% 和 ,-#$#(.。在第三簇中来自 !"#$ 样地的 1
个克隆和属于 ,-#$ 样地的 4 个克隆与属于##%&’9
()’*+,()&"+ 的脱硫弧菌（?)3.1#’@"*&"’ @.1=+&"3）和属于

!#%&’()’*+,()&"+ 的粪产碱菌（ < L #+),+1"3）聚集在一

起，但是，其相似性相对较低，仅为 &4’$) 3 &&’1)
之间。!"#$#$2 是唯一属于第四簇中的克隆，与属于

!#%&’()’*+,()&"+ 的弧菌（ A"*&"’ ,"!,"!!+(")!3"3"）聚集在

一起，具有的相似性仅为 &(’&)。

另外，在第一簇中，部分序列明显的聚类在一

起，但是与已知的固氮细菌不具有明显的亲缘关系。

但是这些克隆却与一些未经培养的固氮细菌序列具

有较好的同源性，同源性处于 21) 3 01)之间，例

如克隆 *+#$#($ 与微嗜氮的多年生草（:’1"!"+ ,’)&9
.1)+）的 根 际 非 培 养 固 氮 生 物 具 有 0(’.) 的 相 似

性［$2］。

# 讨论

土壤中仅有 $)的微生物已经用于培养，还有

相当 多 的 微 生 物 因 为 无 法 培 养 而 未 被 人 类 所 认

识，［$0］，以 <E9 为基础的分子生物学方法极大的加

快了我们对自然微生物系统的了解［%( 3 %%］。为了减

少 <E9 可能产生的人为偏差，我们根据以前的研究

结果对 <E9 方法进行了改良［$$］。

不同的生态环境因子都可能影响土壤微生物的

活性，特别是固氮微生物［%.，%4］，BCMNJ@HH 等研究认为，

植物种类可能容易影响土壤微生物群落的活性［%1］。

本研究中的样地来自高寒草甸、高寒草原和高山森

林 . 种主要植被，高山森林样地 ,-#$ 具有最多的固

氮微生物和丰富的多样性，而高寒草甸和高山森林

样地的固氮微生物和多样性更为接近。尽管在 . 个
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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+,.+5’/..+55"*,

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

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

样地中仅得到了 H 个共有的 I9J5，但是在以前的研

究中发现，相同的高寒草甸植被类型间具有更多的

共有克隆和 I9J5 数［%A］，因此，不同的植被类型下具

有不同的固氮微生物群落。K++)",# 和 L"11+3 等研

究表明，土壤的 MN: 比例影响着土壤固氮微生物的

活性［OP，OQ］，同时 M+R20* 等研究表明土壤中的总 : 影

响固氮生物的分布［OS］，本研究中的样地都具有明显

不同的 MN: 比，:T;% 具有最高 MN: 比值和克隆数，

而氮量相对不足，结果显示有自生固氮菌的存在，其

在自然状态下固氮效率比根瘤菌高，符合正常生态

规律。

研究中都得到了大量未知固氮生物新的 !"#$
基因序列，从系统发育树可以看出：（%）大部分的克

隆序列与属于 %&’()’*+,()&"+ 的已知固氮微生物具有
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近的亲缘关系；（!）!"#$ 基因序列的分布在样地间没

有明显的差异；（"）大多数的 !"#$ 克隆与已培养的

固氮细菌的亲缘关系较远，有的甚至不具有明显的

亲缘关系，多数克隆与已知的固氮细菌仅有小于

#$%的相似性，可能代表了新的固氮细菌序列。如

果克隆文库代表了原位的微生物群落结构，那么这

些新的组群是否在样地中具有很高的丰度，为了证

明丰度，需要应用定量 &’( 等方法对这些基因进行

定量分析。为了更好的理解它们的功能，有必要进

行一些分离培养实验。

本研究首次对青藏高原地区的固氮微生物群落

结构进行了探讨，除提供了固氮微生物的多样性和

新的 !"#$ 基因序列外，还就某些影响细菌群落组成

的重要生物地理化学性状进行了分析。为了进一步

了解固氮细菌群落分布与功能的关系，有必要对固

氮细菌群落和它们的动态变化进行更加深入的研究

和探讨。
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