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摘要:【目的】对比分析中国典型高纬度冻土区和高海拔冻土区土壤可培养细菌的多样性。【方法】采用 NM、
TSA、R2A 3 种培养基分离培养不同冻土区土壤可培养细菌，用通用引物扩增分离的细菌 16S rRNA 基因，根

据系统发育分析进行鉴定。【结果】从 6 个样品中得到冻土土壤可培养细菌的菌落数量为 4． 70 × 103 － 2. 57
× 105 cfu / g( 土壤干重) ，根据不同的菌落形态分离出 144 株可培养细菌。纯培养物的 16S rRNA 基因部分序

列分析表明:我国高纬度冻土区土壤样品中的细菌分别属于 Firmicutes 分支(59. 52% )、Gammaproteobacteria
分支(38. 10% )、Betaproteobacteria 分支(2. 38% ) ，其中假单胞菌属(Pseudomonas)、芽胞杆菌属(Bacillus)、类
芽胞杆菌属(Paenibacillus) 的菌株为该区域的三大优势菌群。我国高海拔冻土区土壤样品中分离细菌属于

Gammaproteobacteria 分支(89. 22% )、Firmicutes 分支 (8. 82% ) 和 Bacteroidetes 分支 (1. 96% )。优势 菌 群 为

假单胞菌属(Pseudomonas)。【结论】我国高 纬 度 冻 土 区 和 高 海 拔 冻 土 区 土 壤 具 有 较 高 的 可 培 养 细 菌 多 样

性;不同类型冻土区土壤可培养细菌群落组成不同。本文研究结果将为我国冻土区土壤细菌资源研究与利

用提供理论依据。
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冻土是指温度保持在 0℃ 或以 下，并 出 现 冻 结

现象的土壤，它是一种极其宝贵的自然资源，占陆地

生态系统 中 土 壤 面 积 的 26%［1 － 3］。我 国 多 年 冻 土

面积占全国陆地总面积的 22. 3%［4 － 5］，广泛分布于

高海拔地区 和 高 纬 度 地 区，面 积 位 居 全 球 首 位
［6］。

冻土作为一种特殊的负温地质体
［7］，生长于其中的

微生物对于环境的变化极其敏感，这些极端微生物

代表着生命对于环境的极限适应能力，蕴涵着生命

进化历程的丰富信息，也是生物遗传和功能多样性

的宝库
［8］。

我国冻土有高纬度冻土和高海拔冻土两种，它

们都形成于负温环境下，但在环境条件和土壤性态

特征等方面均有一定的差异，主要变现为:高纬度冻

土主要分布于东北地区，纬度高而海拔低，这类冻土

的特征主要受高纬度的影响，具有湿寒特点，土壤有

机质含 量 较 高，pH 值 较 低，不 含 CaCO3 ，盐 基 不 饱
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和;高海拔冻土主要分布于青藏高原以及西部高山

地带，海拔高而纬度低，这类冻土特性主要受高海拔

的影响，具有干寒特点，土壤有机质含量较低，pH 值

较高，盐基 饱 和，大 多 富 含 石 灰
［3］。不 同 类 型 冻 土

环境下生活的微生物特性不同，因此其对极端温度

的耐受性也不尽相同
［9］，固研究不同冻土区土壤微

生物种群结构、多样性等将有助于及时监测环境变

化并采取有效应对措施。众多土壤微生物中细菌所

占比例较大，且对于土壤物质循环及能量流动的贡

献巨大。40 多 年 来，我 国 冻 土 研 究 获 得 了 长 足 发

展，已处于国际领先地位，然而，对于冻土微生物的

研究才刚 刚 起 步
［6］。土 壤 细 菌 的 研 究 中 关 于 农 耕

区的报道较多，而对于冻土区土壤细菌，尤其是处于

我国高纬度地带冻土区土壤细菌的报道较少。本研

究中采用纯培养方法，从我国两类典型冻土区土壤

样品中分离获得不同种类的细菌，采用菌落 PCR 方

法和基于 16S rRNA 基 因 的 序 列 分 析，初 步 获 得 我

国高纬度及高海拔冻土区土壤可培养细菌的群落结

构和多样性，并比较了两者的异同。为进一步研究

不同种群细菌在不同冻土区物质、能量循环中的作

用奠定基础，并为冻土的研究和保护提供了基本资

料和理论数据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 研究区域概况:本文研究中的高纬度冻土区

分布于黑龙江省大兴安岭地区，气候属于寒温带湿

润季风气候，全年年均气温 － 4. 5℃ 左 右，年 均 降 水

量400 mm － 500 mm左右。区内林业资源丰富，普遍

分布有季节冻土，西北部则有连续多年冻土、岛状多

年冻土。高海拔冻土区分布于青藏高原地区，平均

海拔高度在4000 m以上，大部分地区的最暖月均温

在15℃ 以下，降 水 量 较 少，平 均 在400 mm左 右。在

特有的高原地质地理条件下形成了很多特有的土壤

类型，在其上生长繁殖着极其珍贵的动、植物资源。
1. 1. 2 样品采集:土壤样品采自黑龙江省大兴安岭

地区的高纬度冻土区以及青藏高原地区的高海拔冻

土区，采样时间为 2010 年 6 月。在 采 样 过 程 中，首

先剥离土壤表面覆盖的凋落物，使用灭菌采样铲采

集 0 － 20 cm深的土壤样品分装于无菌50 ml离心管

中，使用蓝冰4℃ 保存备用，在运输及保存过程中注

意防止污染。具 体 采 样 点 属 性 见 表 1，采 样 点 位 置

信息见图 1。

表 1 样品采集信息

Table 1 Location information of samples
No． of sample Location of sample Soil type Land-use type Latitude Longitude Altitude

DZS1
Mohe Country，Heilongjiang Provinc
( 黑龙江省漠河县)

Brown coniferous forest
soils

Coniferous forest 52°58'48″ 122°28'42″ 439

DZZ1
Mohe Country，Heilongjiang Provinc
( 黑龙江省漠河县)

Peat mire soils Meadow 52°58'50″ 122°28'43″ 443

XZGEM02

The farm of Gexi， Guolemude
Country， Ge'ermu City， Qinghai
Province ( 青海 省 格 尔 木 市 郭 勒 木

德乡格西农场)

Gray-brown desrt soils rape 36°25'56″ 94°48'13″ 2813

XZWDL01
Wudaoliang，Qinghai Province ( 青

海省五道梁)
Alpine steppe soils Meadow 35°9'58″ 93°2'15″ 4688

XZWL01
Wuli，Qinghai Province ( 青 海 省 乌

丽)
Alpine meadow soils Meadow 34°22'28″ 92°39'59″ 4573

XZTTH01
Tuotuo river， Tanggula-Mountain
Country，Qinghai Province ( 青 海 省

唐古拉山乡沱沱河)

Meadow swamp soil Meadow 34°5'44″ 92°20'22″ 4775

1. 1. 3 主 要 试 剂 和 仪 器: rTaq DNA 聚 合 酶 购 自

TaKaRa 公司;DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 购 自 北 京 擎 科

新业生物技 术 有 限 公 司;PCR 仪 购 自 美 国 Bio Red
公司。
1. 1. 4 引 物: 采 用 细 菌 通 用 引 物 Bac27F

(5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3) 和 U1492R ( 5-
TACCTTGTTACGACTT-3) ，PCR 引 物 由 北 京 擎 科 新

业生物技术有限公司合成。
1. 1. 5 培养 基 ( g /L) :牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 基 (NM)

的配制参照文献［10］;TSA 培养基的配制参照文献
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图 1 采样点分布图

Fig． 1 Location of samples．

［11］，其中 NaCl 5 g，并加入酵母粉5 g;R2A 培养基

的配制参照文 献［12 － 13］，其 中 未 加 入 蛋 白 胨，干

酪素加0. 25 g，MgSO4·7H2O 0. 1 g，其他组分与含量

与参考文献同。
1. 2 土壤理化指标测定

土壤基本理化指标的测定按照常规方法
［14］，有

机碳 用 分 光 光 度 法，总 氮 用 凯 氏 容 量 法，总 磷 用 X
射线荧光光 谱 法 (XRF) ，土 壤 pH 采 用 离 子 选 择 性

电极法。含水率的测定用烘干法
［15］。

1. 3 细菌的稀释平板培养

细菌的分离培养采用稀释平板培养法，具体方

法参照文献
［16］，15℃ 倒置恒温培养 3 － 5 d。

1. 4 优势菌种的纯化

根据菌落大小、颜色、表面光滑程度等形态特征

选取不同的菌株接种于对应培养基中，25℃ 倒置恒

温培养至菌落肉眼可见，4℃ 保存。
1. 5 16S rRNA 基因的扩增及 PCR 扩增产物的回

收与纯化

用 直 接 挑 取 菌 落 于 50 μl 无 菌 双 蒸 水 水 浴

(95℃ ) 处理后制成的裂解液作为模板
［17］，采用细菌

通用引物 Bac27F 和 U1492R 扩增细菌 16S rRNA 基

因，扩增片断 长 度 为1. 5 kb。PCR 反 应 条 件 为:94℃
5 min;94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 1 min 50 s，36 个

循环;72℃ 7 min。用 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒

纯化回收 PCR 扩增产物。
1. 6 系统发育分析

用 BigDye Terminator version 3. 1 ( ABI，Foster
City，CA，USA) 生化试 剂 和 Bac27F 引 物 分 析 测 定

6 个样品中分离培养得到的 144 株细菌的 16S rRNA

基因序列。用 ABI 3730 自 动 测 序 仪 来 完 成 测 序 工

作。用 BioEdit 将所获得的菌株序列进行编辑整理。

利用 DOTUR 软 件
［18］

分 析 序 列，具 有 3% 的 序 列 差

别 者 定 义 为 分 类 操 作 单 元 ( 即 OTU，Operational
taxonomic unit)。在每个 OTU 中选取 1 株菌的序列

作为代表序列上传至 GenBank，登录号为 JN112901-
JN112926。并将 其 与 GenBank 数 据 库 中 的 序 列 进

行 Blast 比对。根据 Blast 比 对 结 果，选 取 相 似 度 较

大的同源序列作为参考序列。将选取的同源参照序

列和本研究中所得到的 OTU 代表序列结合在一起，

通过 BioEdit 软 件 中 的 ClustalW Multiple Alignment
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命令，按照最 大 同 源 性 的 原 则 将 序 列 对 齐
［19］，并 将

对齐后的序列文件转为 MEGA 4. 0 软件所需的输入

格 式。最 后，用 MEGA 4. 0 软 件 中 的 Neighbor-
joining 方法，按照 JC( Jukes-Cantor) 单参数距离模型

来估算遗传距离并进行系统 进 化 分 析
［20 － 21］。构 建

系统进化树时，迭代运算 1000 次。
1. 7 细菌多样性分析

定义 16S rRNA 基因序列同源性大于 97% 作为

同一分类单元
［22］

采用 Simpson 多样性指数(D)［11］，

Shannon-Wiener 多样 性 指 数 (H) 和 Shannon-Wiener
均匀度指数(E) 计算多样性

［23］。
1. 8 菌种的保存

每株菌 的 冻 存 做 两 个 重 复，将 450 μL 甘 油 与

600 μL菌液混合均匀，－ 80℃ 保存。

2 结果和分析

2. 1 土壤基本理化性质

分析我国高纬度及高海拔冻土区土壤理化性质

可知( 表 2) :含水率在 4. 41% － 59. 19% 之间;总碳

量 12. 57 － 160. 65 g / kg; 总 氮 量 578. 34 －
8019. 65 mg /kg;总磷量 332. 0 － 1339. 8 mg /kg;有机

碳量 5. 25 － 112. 55 g / kg; pH 变 化 范 围 在 5. 12 －
9. 09 之间。高纬 度 冻 土 区 土 壤 中 各 种 养 分 含 量 较

高，且 pH 值较低;高海拔冻土区不同土壤样品中养

分含量不同，且 pH 值较高纬度冻土区土壤样品高。

表 2 土壤样品基本理化参数

Table 2 Physico-chemical characteristics of the Frozen soil samples
No． of sample Moisture /% Total C /( g / kg) Total N /(mg /kg) Total P /(mg /kg) Organic C /( g / kg) pH
DZS1 22. 09 29. 11 1683. 61 527. 6 22. 26 7. 26
DZZ1 59. 19 160. 65 8019. 65 1339. 8 112. 55 5. 12
XZGEM02 12. 44 18. 41 578. 34 723. 9 5. 25 9. 09
XZWDL01 4. 41 12. 57 1156. 68 332. 0 6. 00 8. 60
XZWL01 14. 82 21. 94 771. 12 455. 2 7. 88 8. 70
XZTTH01 37. 82 71. 51 4742. 39 615. 4 45. 64 7. 90

2. 2 我国典型冻土区土壤细菌分离与计数

根据菌株的颜色、大小、表面光滑程度等表型特

征，从采于我国高纬度及高海拔冻土区的 6 个土壤样

品中共分离获得了 144 株形态各异的可培养细菌。其

中从高纬度冻土区土壤样品中获得可培养细菌 42 株，

从高海拔冻土区土壤样品中获得 102 株可培养细菌。
利用牛肉 膏 蛋 白 胨 琼 脂 培 养 基 (NM)、胰 蛋 白

胨大豆琼脂培养基(TSA)、R2A 琼脂培养基(R2A)3
种培养基对 6 个冻土样品中的菌落进行计数，结果

见表 3。

表 3 冻土区土壤样品细菌在不同培养基上的计数结果

Table 3 Culturable bacterial counting in the frozen soil samples on different media

No． of Sample
Colony numbers /( cfu / g soil)

NM TSA R2A Average
DZS1 7. 96 × 104 7. 44 × 104 2. 57 × 105 1. 37 × 105

DZZ1 4. 41 × 104 1. 47 × 104 1. 57 × 105 7. 19 × 104

XZGEM02 3. 15 × 104 1. 14 × 104 6. 40 × 103 1. 64 × 104

XZWDL01 5. 65 × 104 5. 65 × 104 5. 02 × 104 5. 44 × 104

XZWL01 1. 88 × 104 4. 70 × 103 7. 04 × 103 1. 02 × 104

XZTTH01 9. 97 × 104 1. 09 × 105 1. 32 × 105 1. 14 × 105

结果表明分离得到的 144 株细菌，可分为 29 个

不 同 的 分 类 单 元。 Simpson 多 样 性 指 数 ( D ) 为

0. 88，Shannon-Wiener 指 数 ( H ) 为 3. 89，Shannon-
Wiener 均匀度 指 数 (E) 为 0. 80。其 中 分 离 自 高 纬

度冻土区土壤样品的 42 株细菌共分为 15 个不同的

分 类 单 元，Simpson 多 样 性 指 数 ( D ) 为 0. 82，

Shannon-Wiener 指 数 ( H) 为 3. 18，Shannon-Wiener
均匀度指数(E) 为 0. 81;分离自高海拔冻土区土壤

样品 中 的 102 株 细 菌 可 分 为 11 个 分 类 单 元，

Simpson 多样性指数(D) 为 0. 66，Shannon-Wiener 指

数(H) 为 2. 16，Shannon-Wiener 均 匀 度 指 数 ( E) 为

0. 62。结果显示，我国高纬度冻土区土壤 样 品 可 培
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养细菌的多样性指数的指标均略高于我国高海拔冻

土区土壤样品获得的多样性( 表 4)。

表 4 不同冻土采样区土壤可培养细菌多样性指数

Table 4 Culturable bacterial diversity indices in

the frozen soil samples

Samples District

Diversity indexes

Simpson's
diversity
index(D)

Shannon-
Wiener's
diversity
index(H)

Shannon-
Wiener's
evenness
index(E)

High-latitude area 0. 82 3. 18 0. 81
High-altitude area 0. 66 2. 16 0. 62

2. 3 我 国 典 型 冻 土 区 土 壤 可 培 养 细 菌 16S rRNA
基因系统发育分析

2. 3. 1 高纬度冻土区土壤可培养细菌系统发育分

析:我国高纬 度 冻 土 区 土 壤 样 品 中 分 离 细 菌 的 16S
rRNA 基因序列同源性的系统发育分析结果 ( 图 2)

表明，属于 Gammaproteobacteria 分支的 16 株细菌占

高纬 度 冻 土 区 土 壤 中 分 离 菌 株 的 38. 10% ，它 们 均

与假单胞菌属(Pseudomonas) 具有较高的相似性，同

源序列 相 似 性 99% ～ 100% ，成 为 我 国 高 纬 度 冻 土

区土壤可培养细菌中的第一大优势菌群。在这种水

平上，有 5 株细菌与 Pseudomonas frederiksbergensis 有

较 高 的 相 似 性，分 别 有 3 株 与 Pseudomonas
mediterranea 及 Pseudomonas mandelii 有较高 的 相 似

性，有 2 株与 Pseudomonas borealis 相似性较高，另外

与 Pseudomonas migulae、Pseudomonas antarctica、
Pseudomonas lini 相似性较高的细菌各有 1 株。

图 2 分离自我国高纬度冻土区土壤可培养土壤细菌 16S rRNA 基因序列(15 个 OTUs) 构建的系统发育树

Fig． 2 Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene partial sequences of 15 OTUs isolated from the frozen soil samples in High-

latitude area． It shows that the phylogenetic relationships of isolates gene sequences to closely related sequences obtained from the

GenBank database． Data in parentheses are the GenBank accession numbers and the numbers in square bracket represent the number

of isolates in one OTU． Aquifex pyrophilus (M83548) was used as outgroup． Bootstrap values of ＞ 50% ( for 1000 iterations) are

shown in this figure． The scale bar indicates the Jukes-Cantor distances． Bar，5% sequence divergence．

另一大分支 Firmicutes 的 25 株细菌占高纬度冻

土区土壤中分离菌株的 59. 52% ，其中有 11 株细菌

与芽胞杆菌属(Bacillus) 关系密切，同源序列相似性

98% － 100% ，成为该研究地区中分离得到的第二大

优势菌群，其 中 各 有 4 株 与 单 纯 芽 胞 杆 菌 (Bacillus

simplex) 和蕈状 芽 胞 杆 菌 (Bacillus mycoides) 关 系 密

切，与 Bacillus psychrosaccharolyticus、短 小 芽 胞 杆 菌

(Bacillus pumilus)、Bacillus niacini 关 系 密 切 的 细 菌

各有 1 株;10 株 菌 在 细 菌 系 统 学 与 类 芽 胞 杆 菌 属

(Paenibacillus) 关 系 密 切，同 源 序 列 相 似 性 98% －
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100% ，是分离得到的第三大优势菌群，其 中 有 2 株

细菌与 Paenibacillus pectinilyticus 有 较 高 的 相 似 性，

与 Paenibacillus alginolyticus、 Paenibacillus
xylanexedens、Paenibacillus amylolyticus、Paenibacillus
taichungensis、Paenibacillus castaneae、Paenibacillus
wynnii、Paenibacillus daejeonensis、Paenibacillus terrae
关系密切的细菌各有 1 株; 1 株与类短短芽胞杆菌

属 ( Brevibacillus) 中 桥 石 短 芽 胞 杆 菌 ( Brevibacillus
choshinensis) 关 系 密 切，同 源 序 列 相 似 性 为 99% ;1
株与葡 萄 球 菌 属 ( Staphylococcus) 中 马 胃 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus equorum) 关系密切，同源序列相似性

为 99% ; 另 外，还 有 2 株 属 于 芽 胞 杆 菌 科

(Bacillaceae) 中的未分类单元。
Betaproteobacteria 分 支 中 的 1 株 菌 与 Massilia

属中的 Telluria mixta 相似性较高，同源序列相似性

98% ，该 分 支 占 高 纬 度 冻 土 区 土 壤 中 分 离 菌 株 的

2. 38%。
2. 3. 2 高海拔冻土区土壤可培养细菌系统发 育 分

析: 从我国高海拔冻土区的 4 个土壤样品中分离得

到的 102 株细菌，16S rRNA 基因部分序列的系统发

育 分 析 结 果 ( 图 3 ) 表 明， 属 于 分 支

Gammaproteobacteria 的 91 株 菌 占 高 海 拔 冻 土 区 土

壤中分离菌株的 89. 22% ，其中有 86 株在细菌系统

学与假单胞菌属(Pseudomonas) 关系密切，同源相似

性 99% ～ 100% ，是 高 海 拔 冻 土 区 土 壤 可 培 养 细 菌

中 的 绝 对 优 势 菌 群， 其 中 与 Pseudomonas
frederiksbergensis 相似性较高的有 26 株，是高海拔冻

土区土壤可培养细菌中的第一大优势菌群;有 25 株

与 Pseudomonas mandelii 相似性较高，为该研究区第

二大优势菌群;另外，与荧光假单胞菌(Pseudomonas
fluorescens) 关 系 密 切 的 有 23 株，为 第 三 大 优 势 菌

群;与 Pseudomonas lini 关系密切的有 5 株;3 株菌与

Pseudomonas syringae 关 系 密 切; 与 Pseudomonas
grimontii、 Pseudomonas cannabina、 Pseudomonas
brassicacearum、恶臭 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas putida)

相似性较高的各有 1 株。5 株在细菌系统学与不动

杆菌属(Acinetobacter) 关系较为密切，同源序列相似

性 99% ，其 中 有 4 株 与 乙 酸 钙 不 动 杆 菌

( Acinetobacter calcoaceticus ) 关 系 密 切，1 株 与

Acinetobacter johnsonii 关系密切。

图 3 分离自我国高海拔冻土区土壤可培养土壤细菌 16S rRNA 基因部分序列(11 个 OTUs) 构建的系统发育树

Fig． 3 Neighbor-joining tree based on 16S rRNA partial sequences of 11 OTUs isolated from the Frozen soil samples in High-altitude area． It shows that
the phylogenetic relationships of isolates gene sequences to closely related sequences obtained from the GenBank database． Data in parentheses are the
GenBank accession numbers and the numbers in square bracket represent the number of isolates in one OTU． Aquifex pyrophilus (M83548) was used as
outgroup． Bootstrap values of ＞ 50% ( for 1000 iterations) are shown in this figure． The scale bar indicates the Jukes-Cantor distances． Bar，5%
sequence divergence．

属于 Firmicutes 分支的 9 株细菌占高海拔冻土区

土壤中分离菌株的 8. 82% ，7 株在细菌系统学与单纯

芽胞杆菌(Bacillus simplex) 关系密切，同源序列相似

性 100% ; 1 株 在 细 菌 系 统 学 与 Paenisporosarcina
macmurdoensis 关系密切，同源序列相似性 99% ;另外

还有 1 株在细菌系统学与 Exiguobacterium undae 关系

密切，同源序列相似性 99%。
属于 Bacteroidetes 分支的 2 株菌占高海拔冻土区

土壤中分离菌株的 1. 96%，它们在系统系统学与黄杆

菌属 (Flavobacterium) 关 系 密 切，同 源 序 列 相 似 性 为
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98%，其中 1 株与 Flavobacterium saccharophilum 关系密

切，另外 1 株与 Flavobacterium aquidurense 关系密切。
2. 3. 3 我国典型冻土区土壤可培养细菌多样 性 分

析:从我国典型冻土区土壤中分离得到的 144 株细

菌，与 假 单 胞 菌 属 ( Pseudomonas ) 中 Pseudomonas
frederiksbergensis、Pseudomonas mandelii、Pseudomonas
lini 这 3 个 物 种 在 细 菌 系 统 学 关 系 密 切 的 菌 群，在

高纬度及高海拔冻土区土壤中都获得了分离培养。
另外，与单纯芽胞杆菌(Bacillus simplex) 关系密切的

菌群也在两个冻土区的土壤中得到了分离培养。从

高纬度冻土区土壤中分离得到的，与类芽胞杆菌属

(Paenibacillus)、类短 短 芽 胞 杆 菌 属 ( Brevibacillus)、
葡萄球菌属( Staphylococcus) 和 Massilia 属关系密切

的 菌 群， 以 及 与 Pseudomonas mediterranea、
Pseudomonas borealis、 Pseudomonas migulae、
Pseudomonas antarctica，蕈 状 芽 胞 杆 菌 ( Bacillus
mycoides)、Bacillus psychrosaccharolyticus、短小芽胞杆

菌(Bacillus pumilus)、Bacillus niacini 关 系 密 切 的 细

菌均未从高海拔冻土区土壤中分离得到。而从高海

拔 冻 土 区 土 壤 中 分 离 获 得 的 与 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter )、Paenisporosarcina 属、微 小 杆 菌 属

(Exiguobacterium) 和黄杆菌属(Flavobacterium) 关系

密切 的 细 菌，以 及 与 荧 光 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas
fluorescens )、 Pseudomonas syringae、 Pseudomonas
grimontii、 Pseudomonas cannabina、 Pseudomonas
brassicacearum、恶臭 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas putida)

关系密切的菌群也均未在高纬度冻土区土壤中分离

获得。这些都表明，在我国不同冻土区土壤中呈现

出丰富的细菌多样性。但由于不同冻土区独特的地

理位置及环境特点，不同冻土区土壤中的可培养细

菌种群结构不尽相同。

3 讨论

在本文研究中，选取了高纬度及高海拔冻土两

种典型冻土土壤进行细菌的分离培养，二者所使用

的培养基以及成分相同。但结果表明，不同冻土区

土壤中分离获得的菌落数量不同，可培养细菌多样

性以及群落结构也不同。分析出现这种现象的可能

原因如下:土壤微生物生长所必需的物质基础包括

碳源、氮源、无机盐、生长因子以及水分
［24］，这 些 物

质类型的不同以及量的多寡必然影响土壤微生物的

数量以及种类。在自然环境中，影响上述微生物生

长物质基础的因素较为复杂，且相互影响，主要包括

植被、土地利用方式以及地理位置、气候条件等。植

被是土壤微生物赖以生存的有机营养物和能量的重

要来源，影响 着 土 壤 微 生 物 定 居 的 物 理 环 境
［25］，由

于植被种类、耕作方式、物质组成、物质进入土壤量

的大小、水热状况、施肥管理等方面的明显差异，导

致 土 壤 的 物 理、化 学 及 生 物 学 性 状 均 有 明 显 不

同
［26］。与此同时，不 同 的 地 理 位 置 会 影 响 环 境、气

候等因素。在不同的气候条件下，由不同母岩发育

而来的土壤类型不同，决定了土壤颗粒组成、湿度、
温度、pH 值等理化性状的差异，以上影响因素均可

能导致土壤微生物区系多样性及组成上的变化
［27］。

综上所述，由于本研究中两个冻土区所处的地理位

置不同，土壤类型、土地利用方式( 表 1) 以及土壤理

化性质( 表 2) 等方面均有一定的差异，固两个冻土

区土壤可培养细菌数量、多样性以及群落结构均不

相同。另有大量研究表明，土壤微生物数量、生物量

等方面与土壤养分之间密切相关
［28 － 33］，且变化趋势

大致与土壤养分含量的变化一致。但有时也会出现

一些特殊情况，造成这一现象的主要原因可能与培

养基的成分以及培养条件等方面有关。在使用稀释

平板培养法对菌落进行分离的过程中，培养基的成

分对培养物的情况起着至关重要的作用。在本研究

中所使用的 培 养 基 主 要 针 对 异 养 型 以 及 好 氧 性 细

菌，对于在原环境中自养、厌氧型细菌会有一定的限

制作用。上述实验中，虽然 DZZ1 及 XZTTH01 样品

中的养分含量较高 ( 表 2) ，但可培养菌落数目未达

到最大。出现这一现象的主要原因可能是原位环境

的土壤含水量较高，由于长期淹水环境，生长于其中

的微生物包含很大一部分厌氧型细菌，而本研究中

未隔绝氧气的培养条件可能造成对于细菌生长数量

的限制。从本研究中还可知:我国高纬度冻土区土

壤样品中可培养细菌多样性指数略高于高海拔冻土

区土壤，分析其可能原因如下:位于黑龙江省大兴安

岭地区的高纬度冻土区中主要分布着寒带森林和温

带草原
［29］，这两种土地利用类型是大兴安岭地区的

常见类型，本研究中采样区域覆盖了这两种主要的

土地利用类型。该区域是我国唯一的寒温带地区，

森林以及草地在气候、土壤情况、人类活动等方面与

我国其他林区与 草 地 相 比 有 许 多 独 特 之 处
［29］。大

兴安岭地区林地土壤表层有比较厚的枯枝落叶层覆

盖，有机质含量高，且有充足的养分和水分，同时，

温度和通气状况适宜，有利于微生物的生存，腐殖质

层 更 是 有 大 量 的 养 分，是 微 生 物 生 活 的 主 要 场

所
［34］。另外，目前对于黑龙江省大兴安岭地区的高

纬度冻土区土壤细菌研究的相关报道较少，并且该

地区拥有大面积的森林，这些都使得其受到的人为

干扰较其它地区少，对于土壤及土壤中微生物的干

扰也随之减少，对其破坏性较小，因此获得的可培养
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细菌多样性较高。
关于冻土 的 研 究，现 今 正 处 于 快 速 发 展 阶 段。

鉴于纯培养方法具有一定的局限性，人们已逐渐将

分子生物学方法广泛应用到土壤微生物多样性的研

究中。但分离培养方法仍是土壤微生物以及物种多

样性研究中极其重要的手段，占有举足轻重的地位。
它可以用于获得微生物完整的基因序列，能更直接

地鉴别分离得到菌株的种类及所占比例
［35］，还可以

直观地获得其形态、生理特性、代谢功能以及对环境

响应等方面的信息。在此基础上获取有用的代谢产

物，同时结合多种生物技术用于土壤修复等。鉴于

以上，新世纪微生物学者的一项重要任务就是对未

培养微生物的分离培养
［36］。综上所述，纯培养技术

与分子生物学方法行之有效地结合将有助于阐明冻

土微生物多样性与植物种类，代谢产物以及不同碳

源之间的相互关系，这些信息的获得可以使人类更

好地应对全球变暖所带来的不利影响
［37］。
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Abstract:［Objective］ The diversity of culturable bacteria in the six frozen soils from High-latitude area and High-altitude
area were analyzed by using culture-dependent approaches． ［Methods］ Three solidified media were used to isolate
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culturable bacteria． Bacterial 16S rRNA genes of the isolates were PCR amplified using bacteria-universal primers，and

then were sequenced． The resulting bacterial 16S rRNA gene sequences were subjected to phylogenetic analysis．

［Results］ The abundance of culturable bacteria ranged from 4. 70 × 103 to 2. 57 × 105 colony forming units (CFU) per

gram of soils (dry weight) ． A total of 144 bacterial strains were obtained． The bacterial isolates from the High-latitude

area were affiliated with three phyla ( Firmicutes，Gammaproteobacteria，and Betaproteobacteria) with Pseudomonas，

Bacillus，and Paenibacillus strains being dominant． The bacterial isolates from High-altitude area could be grouped into

three different phyla ( Gammaproteobacteria，Firmicutes，and Bacteroidetes) with Pseudomonas strains be dominant．

［Conclusion］ The culturable bacteria are abundant and diverse in the frozen soils of High-latitude and High-altitude

areas． The results also showed that the culturable bacterial community structure varied among different research areas． Our

data have implications for a better understanding of culturable bacterial community in the frozen soils in China．

Keywords: frozen soils，the Greater Khingan Range，Tibetan Plateau，diversity of culturable bacteria，16S rRNA gene
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