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摘要! 以西藏高原相邻的原始森林(天然草原和农田土壤为研究对象$分别采用室内培养法和 8@N9@? V6/D_YY+技术$对比研

究了这 * 个生态系统的土壤硝化势(硝态氮浓度以及土壤氨氧化细菌"30T#菌群区系B结果表明$农田土壤的硝化势和硝态

氮",0k
* D,#浓度显著高于相邻的草原和森林土壤$硝化势分别是森林和草原土壤的 # 倍和 "" 倍$,0k

* D,是农田土壤无机氮

"NFA8#的主要成分$占无机氮的 $(h a#(hB铵态氮",[b
E D,#则是森林和草原土壤中主要的无机氮形态B原始森林和天然草

原间的硝化势和硝态氮浓度没有显著差异B原始森林的土壤 30T菌群数量(多样性及均匀度最低B天然草原生态系统转换为

农田后$土壤 30T菌群的多样性和均匀度显著降低$但是农田土壤的 30T菌群结构仍与其前身草原生态系统有较高的相似

性B原始森林的 30T菌群数量(多样性及均匀度最低直接导致了其硝化势最低’农田土壤的硝化势和硝态氮浓度最高意味着

农田生态系统中优势 30T的活性最高B以上结果表明$土地利用变化导致土壤氮素内循环及其关键微生物 30T的多样性与

活性均发生显著变化$这些变化会影响土壤环境质量以及生态系统的持续与稳定B
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!!人类对自然界过度干预是造成全球气候和生态
环境变化的一个重要原因B近年来$国内外科学家就
人为活动或自然事件引起的土地利用变化对活性氮
库及其循环方面已做了大量的研究 ," a)-B研究表明$
自然生态系统森林和草原转换为农田 *( a)( G后$
土壤理化性质(微生物群落特征及生物活性显著改
变 ,"$ %$$- $土壤有机质(,(V(]等养分都会发生不同

程度的损失$特别是土壤活性 ,周转加快 ,* a&-B但
迄今为止$土地利用变化与土壤圈活性氮库及影响
氮素转化的土壤微生物的关系仍不清楚B这是因为
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土壤氮素内循环是一个由土壤微生物参与的生物化
学过程$特别是土壤氨氧化细菌"30T#$直接参与
了土壤有机质分解过程中 ,素从 ,[b

E 氧化成 ,0k
’

的转化$影响着土壤的硝化进程 ,#$"(-B30T能够在
休眠状态下长时间存活$但细胞活性很低或没有活
性B传统的土壤培养方法"1V,#对它无效 ,"" a"E-B因
而对 30T的研究长期处于*瓶颈+状态B近年来$分
子生物学技术的发展为识别土壤微生物区系和种属
提供了成熟而可靠的方法B它成功地解决了自然界
土壤中绝大多数微生物难以培养的缺陷$已被广泛
运用于土壤微生物生态学的研究 ,") a"$-B

西藏高原平均海拔超过E ((( F$总面积 "’’ 万
IF’$约占全国总面积的 "’‘&hB拥有世界上最大的
自然地理单元和最独特的自然生态环境$是全球受
工业化污染最少的一方净土B西藏高原既是南亚(东
南亚地区的*江河源+和*生态源+$也是中国乃至东
半球气候的*启动器+和*调节区+B近半个世纪以
来$随着人口的增加和经济的发展$历史悠久保存完
好的生态系统不断受到人类活动的影响和干扰$一
些原始森林和天然草原被开垦种植转化为农田B因
此$研究这一特殊区域的土地利用变化对土壤活性
氮库及土壤微生物的影响$对理解我国和世界气候
和生态环境的变化具有重要意义B

本研究以西藏高原 * 个相邻的原始森林(天然
草原和由草原转换而成的受人工频繁扰动的农田生
态系统为对象$对比分析其土壤硝化势以及影响土
壤活性氮库和硝化势的土壤氨氧化细菌 "30T#的
区系差异$从分子或基因水平揭示土地利用变化引
起土壤活性氮库差异的微生物分子生态学机制$以
期为我国生态脆弱区不同土地利用方式的调控与管
理$维护土壤环境质量$恢复生态平衡提供理论指导
具有重要参考作用B

IJ研究区域概况

研究区域选择在西藏东南部的尼洋河谷周围
",! ’#oEEp’(xa’#oE)p"$x$ +! #Eo""p)&xa
#Eo"$p")x#B该区域基本代表了中国西藏高原典型
的自然生态系统"原始森林和天然草原#和受人类
农业活动频繁扰动的农田生态系统B气候特征为大
陆性气候$属高原亚寒带干旱(半干旱气候类型$常
年平均气温 &‘%rB夏季温凉短暂$$ a& 月最高温度
’’ a’*r$年平均最高温度 ")‘#rB冬季严寒漫长$
多大风$最低温度 kE‘) a)‘’r$在 "’ 月 a翌年 "
月B年平均最低温度 *‘$r$寒冷干旱$全年无绝对

无霜期B年降雨量 %$( FF$蒸发量 " $’*‘) FFB
+)( + "( 和+ ")r积温分别为 ’ &)(( ’ ’$’ 和
E$)r$持续日数分别为 ’*)( "%( 和 *( ?$年日照时
数’ ()#‘% :B

原始森林海拔* ()# F$林地坡度 n*(o$主要林
种为高山栎$成林时间大约 %% a&( GB草原生态系
统海拔* (#* F$至少有 "(( G以上的历史$属于温性
草原类B地上植被主要为禾草类$植被组成和草层结
构比较简单B西藏高原农田生态系统海拔* ()* F$
前身为灌草地$耕作历史 E% GB主要作物为小麦(青稞
"裸大麦#$连作现象严重$即使换茬$仅限于小麦D青
稞B常年平均产量 "‘’) a"‘$) 9P:F’B管理粗放$基本
不施肥B即使施用$也是以少量有机肥"畜粪#为主$年
平均施用量仅为 % 9P:F’左右B偶尔施用尿素$年平
均施用量大约 $( IUP:F’左右$地表撒施B灌溉为大
水漫灌(串灌B被采样的 * 个不同土地利用方式相互
紧邻$自然地理气候特征相近B近 ’( 年原始森林和
天然草原均没有受到明显的人为农业扰动B

LJ研究方法

LKI!土壤样品采集和处理
土壤样品采集于 ’((E 年 * 月$采样位点用 YV5

定位$对于原始森林和天然草原$分别选择 ) 块条件
一致面积大约为 ’) Ft’( F的样地$样地之间距离
不小于 "( F$每块样地中按照 *之+ 字型采集至少
) 个样点B在原始森林生态系统中$采样点距树干
至少 " F以上$以确保土样不受树木微环境的影响B
对于农田生态系统$随机选取 ) 个农户的田块$这些
田块管理方式基本一致$代表了当地典型的农田管
理方式B农田与原始森林和天然草原相互紧邻B在
每一田块内按照 *之+ 字型采集至少 ) 个样点B

在每一个采样位点附近 " F的范围内$用直径
"’ MF的土钻随机采取至少 "( 钻土B采样前手工移
除土壤表面覆盖的的枯枝落叶或作物残茬等$按每
’( MF一层分层次取样$西藏高原的土层较薄$一般
最深取至 &( a"’( MFB土样分装在 & 号自封口袋中
并标识密封B相同土层的土样装入同一密封袋中并
充分混匀$形成一个混合样B土样立即冷藏于冰盒
内运回实验室作相应处理B

取回的新鲜土样在实验室内分析前进行预处
理$用手工去除肉眼可见的石砾(植物残根(土壤动
物和有机碎屑物等$立即过 E FF筛B过筛后的鲜土
分三部分处理$一部分立即用于土壤含水量和无机
氮含量和硝化势的测定 ,"%$"$- $另一部分自然风干用

%)E*
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于土壤理化性质的测定$剩余的鲜土置于 k’(r冰
箱中保存用于分子生物学分析 ,#-B
LKL!土壤碳(氮含量(土壤硝化势及 O[的测定

称取 "’ U过筛后的新鲜土样$ 用 "(( F4(‘("
F7;24k" 6G6;’ 溶液振荡 " : 浸提$ 过滤B浸提液上

流动自动分析仪测定土壤,0k
* D,和,[

b
E D,’同时$

另取 *) aE( U土样立即测定土壤含水量 ,’-B土壤有
机质和全氮的测定分别采用重铬酸钾法和凯氏定氮
法B称取 ") U过 E FF筛的鲜土样$放入 ’)( F4振
荡瓶 中$ 加 入 一 定 量 的 "‘) FF7;P4,[b

E 和 "

FF7;P4V0* kE 的混合液$同时做另一份不加 ,[b
E 的

去离子水的土样作为对照$用透气不透水膜封口B
在 ’)r下 "&( LPFA8摇床上黑暗振荡培养 ’E : 后过
滤 ,"$-B滤液中,0k

* D,用自动流动分析仪测定B土壤
O[用无 60’ 去离子水浸提$ 水y风干土的比例对农
田和草原土壤为’‘)y" "质量浓度#$森林土壤为*y"
"质量浓度#B
LKM!土壤氨氧化细菌的 V6/D_YY+分析
LKMKI! 土 壤 中 微 生 物 _,3 的 提 取 与 土 壤
"%5 L/,3基因 -’ 和 -* 区的扩增

土壤微生物 _,3提取用试剂盒 =GN9_,35V.,

"TA7"("$ .8M$ 4G\7;;G$ 6G;AS7L8AG$ W5#方法B称取
k’(r下冷冻的新鲜土样 (‘) U$按照试剂盒说明的
标准方法提取土壤微生物总 _,3B

以试剂盒提取的基因组 _,3稀释 "( a)( 倍$
作为聚和酶链式反应 "V6/#的模板$使用 TA7D/G?
生产的 V6/仪$采用 8@N9@? V6/$首次 V6/采用对
多数细菌的 "%5L/,3基因 -’ 和 -* 区具有特异性
的通用引物对 ’$SD"E#’LB序列为 ’$S!3Y3Y222Y
" 3P6# 2662YY6263Y’ "E#’L! 236YY " 6P2#
236622Y2236Y3622B二次 V6/采用对绝大多数
氨氧化细菌的 "%5 L/,3基因特异性的通用引物对
620"&#SD620%)EL,#- $ 其 序 列 为$ 620%)EL!
623Y6X22Y23Y22263336Y6’ 620"&#S3PTDY6!
66Y66Y6Y6YY6YYY6YYYY6YYYYY636YYYYY
Y3Y/333Y63YYYY326Y’620"&#S6DY6! 6Y666
Y66Y6Y6YY6YYY6YYYY6YYYYY636YYYYYY3
YY333Y23YYYY326Y’ "序列中下划线为Y6夹#$
最终扩增产物片断长约 E%)ROBV6/的反应体系用量
和反应条件见表 "B土壤微生物基因组 _,3提取产
物及 ’ 次 8@N9@? V6/产物分别用 "‘(h( "‘’h和
"‘)h的琼脂糖凝胶电泳$+T"溴化乙锭#染色检测B

表 IJ=%,)%*2-\实验的反应条件

2GR;@"!5>FFGL<7S9:@8@N9V6/M78?A9A78N

反应液体积P(4 模板体积P(4 ) (F7;24k"引物P(4 ’‘)W.#U酶量P(4 扩增程序

第一次 V6/$ ’) (‘* a(‘E ’ (‘* a(‘E
#Er变性 * FA8$ #Er *( N!*( 个循环$ ))r*( N$
$’r延伸 "‘) FA8

第二次 V6/$)( (‘) a(‘& E‘’ (‘) a(‘%
#Er变性 ’ FA8$ #Er*( N) 循环$ ))r*( N$ $’r
E) N$ #’r*( N’( 循环$ ))r*( N$ $’r延伸 E) N

LKMKL ! V6/ 扩 增 产 物 的 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳
"_YY+#分析

取解冻后的 8@N9@? V6/产物样品 ’( a’) (4$
采用 _YY+"TA7/G?21#系统对其进行分离$在 " t
23+的缓存液 %(r "&( -下进行变性梯度为 *)h
a%(h的聚丙烯酰胺凝胶电泳 ):B电泳后的凝胶用
荧光染色剂"5<T/UL@@8#黑暗染色 *(FA8$超纯水冲
洗凝胶后$立即用凝胶数字成像系统观测并拍照B
LKR!数据分析与统计

采用 3;O:G+GN@=62157S9QGL@"=;>7L6:@FE‘’#分
析软件对成像后的电泳图片中不同泳道的共有电泳
条带和总条带数量和密度进行条带匹配分析$依据
下列公式计算土壤中氨氧化细菌的丰度",#$均匀
度"=#和多样性指数"]#以及相似性系数"E_#$根
据计算结果构建聚类树"WVY13#B

其中$多样性指数有 ’ 种表示方法B
5AFON78iN指数!

]NA/" 8"
N

+/"
@’+

5:G8878iN指数!

]N /8"
N

+/"
@+;8@+

=/:]FGJ /]:;8 N

E_ /’4:"# 1F#

式中$@+指某泳道第 +条带的强度占该样品"泳道#

中所有条带总强度的比例’N指每个处理所有条带
的总和%E_指 ’ 个"3和 T#泳道间的相似性系数$#

和 F指的是泳道 3和泳道 T分别具有的条带总数$4

指泳道 3和泳道 T共有的条带数B

所有实验数据用 1AML7N7S9+JM@;;’((( 和 5V55

$)E*
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""‘( 统计$置信水平为 #)h")s(‘()#B

MJ结果与分析

MKI!土壤碳(氮库(硝化势及 O[值
尽管西藏高原原始森林 ( a’( MF的土壤总 6(

,库"有机质和全 ,#显著高于天然草原土壤和农田
生态系统B但在人工扰动的农田生态系统中$土壤
,0k

* D,含量显著高于森林和草原土壤"表 ’#B
土壤硝化势是指土壤中具有氨氧化能力的微生

物将,[b
E D,转化为,0

k
* D,的最大能力

,)-B西藏高原
农田土壤的硝化势大约分别是森林和草原土壤的 #
倍和 "" 倍$显著高于森林和草原土壤"表 ’#B表 ’
中硝化势和硝态氮含量的结果一致说明$西藏高原
农田土壤的硝化作用显著高于森林和草原土壤 ,"%-B
换言之$将草地土壤转换为农田后$经过 E( 余年的
耕作$促进了土壤的硝化作用和硝化能力B西藏高
原原始森林土壤的 O[值显著小于草原和农田土
壤$草原与农田土壤的 O[差异不显著"表 ’#B
表 LJ西藏高原不同土地利用方式的土壤碳氮含量与硝化势"#

2GR;@’!6GLR78 G8? 8A9L7U@8 O77;NG8? 8A9LASAMG9A78 O79@89AG;

7SN7A;N7A;NSL7F?ASS@L@894W2A8 2AR@9O;G9@G>

生态系统 原始森林 草原 农田

有机碳 506PU2IUk" &*‘*G *E‘’R )*‘#GR

全氮 279G;,PU2IUk" ’‘’(G (‘#*R "‘%"GR

硝态氮,0k
* D,PFU2IU

k" "‘( (R (‘)$R &‘"#G

铵态氮,[b
E D,PFU2IU

k" *‘* "‘E "‘’

硝化势 ,A9LASAMG9A78 O79@89AG;
PFU2" IUk"2?# k" "‘#ER "‘)#R "&‘’(G

O[,[’0- )‘’&R %‘(’G %‘"*G

"#表中数据为平均值$同一行标注相同字母为差异不显著$标不同

字母为差异显著 ")s(‘()$ , m)#

MKL!氨氧化细菌"30T#菌群的遗传多样性分析
_YY+图谱中各泳道条带数目和亮度能够直观

反映土壤中 30T群落的遗传多样性$ 丰富度(均匀
度和多样性指数$ 是研究群落物种数及其遗传特征
的综合指标B根据对西藏高原 * 个相邻的不同土地
利用方式的土壤"%5 L_,3的 V6/D_YY+图谱中各
泳道条带位置(数目和亮度的分析"图 "#$能够直接
计算反映土壤中 30T群落的遗传多样性的丰富度(
均匀度和多样性指数B结果表明$西藏高原原始森林
土壤中 30T的菌群均匀度显著低于草原和农田土
壤$草原和农田土壤中 30T的菌群均匀度没有显著
差异B* 个生态系统 30T菌群的丰富度和多样性差
异显著"表 *#B’ 种多样性指数的评价方法均显示$
西藏原始森林土壤中 30T的菌群多样性显著低于

草原和农田土壤’用 5:G8878 指数评价法表明$天然
草原土壤中 30T的菌群多样性高于农田$而用
5AFON78 指数评价法为$天然草原土壤中 30T的菌
群多样性与农田没有显著差异B

" aE!原始森林’ ) a#!草原’ "( a")!农田

图 IJ西藏高原原始森林&草原和农田土壤氨氧化

细菌的 5@@/图谱I%

=AUB"!_YY+G8G;<NANS7L30TSLGUF@89NL@9LA@C@? SL7FN7A;

NGFO;@NG92AR@9G8 S7L@N9$ ULGNN;G8? G8? ML7O SA@;?

表 MJ西藏高原不同土地利用方式的土壤氨氧化

细菌的遗传多样性分析"#

2GR;@*!38G;<NAN7SU@8@9AM?AC@LNA9<S7L30T7SN7A;N

SL7F?ASS@L@894W2A8 2AR@9G8 O;G9@G>

利用方式 均匀度 丰富度 5:G8878iN指数 5AFON78iN指数

原始森林 (‘&$R "(M "‘#$M (‘&"R

草原 (‘#)G ’E‘’G *‘()G (‘#)G

农田 (‘#"GR "&‘ER ’‘%$R (‘#’G

"#表中数据为平均值$同一列标注相同字母为差异不显著$标不同

字母为差异显著 ")s(‘()$ , m)# $

MKM!氨氧化细菌"30T#的聚类分析
通过采用 =;>7L6:@FE‘’ 分析软件对成像后的

电泳图谱数字化定量分析$不同土样 30T的 _,3
一级序列数据构建聚类树 WVY13"图 ’#B结果显
示$西藏高原 * 个生态系统中$天然草原与农田生态
系统的 30T相似性系数最大$表明其亲缘关系最
近B原始森林与天然草原的氨氧化细菌的相似性及
亲缘关系次之$原始森林与农田土壤的 30T相似性
最小$亲缘关系较远B原始森林生态系统的 30T可
自成一类B

RJ讨论

天然原始森林和草原由于没有收获以及人工干

&)E*
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" aE!原始森林’ ) a#!草原’ "( a")!农田

图 LJ西藏高原原始森林&草原和农田土壤氨氧化细菌的

5@@/图谱聚类分析(图右数字为实验样点编号

=AUB’!_@8?L7ULGFN9L>M9>L@7S_YY+OG99@L8 S7L30T

SLGUF@89NL@9LA@C@? SL7FN7A;NGFO;@NG92AR@9G8 8G9AC@

S7L@N9N$8G9>LG;ULGNN;G8?NG8? ML7O;G8?N$9:@8>FR@LN

78 LAU:9;A8@7S9:@?@8?L7ULGFANS7LN7A;NGFO;@N

扰相对较少$环境中的碳(氮素可以通过植被生长和
枯落季复一季地积累下来$并在土壤中建立起有效
的碳(氮储备库B这对稳定生态环境的持续友好和生
态系统功能的发挥具有极其重要的意义B当自然生
态系统被开垦为农田后并受到人类频繁的农业扰动
"如耕作(施肥(灌水#$土壤碳(氮库及氮素循环将
会发生明显偏离 ,"%$"&-B西藏高原的天然草原开垦转
换为农田 E( 多年后$土壤有机碳含量显著下降$硝
态氮浓度显著增加"表 ’#B说明自然生态系统被扰
动破坏转换为农田会导致土壤氮素内循环由封闭式
转化为开放式$土壤向环境中排放碳(氮增加$对土
壤的环境风险增大B并且$土壤硝态氮浓度提高的
直接原因是农田的硝化势显著提高B

早些的研究认为$直接影响硝化作用的土壤氨
氧化细菌在酸性森林土中其活性极低或完全失
活 ,"#-B即使为氨氧化细菌提供非常合适的培养条
件$其硝化活性也不能提高 ,’(-B本研究运用分子生
物学方法 V6/D_YY+的分析结果表明$在西藏高原
O[最低的原始森林土壤中确实存在氨氧化细菌菌
群$但多样性(丰富度(均匀度均显著低于草原和农
田"表 *#$这是原始森林土壤硝态氮含量和硝化势
均显著低于草地和农田的一个重要原因B

V6/D_YY+图谱分析还证明$西藏高原天然草

原生态系统的氨氧化细菌种类最多$丰富度(多样性
指数和均匀度也最高B相邻的农田土壤的前身是草
原$其土壤中的氨氧化细菌的多样性和丰富度显著
下降B但仍与其前身草地土壤具有较高的相似性
"表 *#B通过聚类分析表明$农田生态系统的 30T
与草原的30T亲缘关系较近$与原始森林土壤30T
亲缘关系最远"图 "#B本研究结果与早期报道一致$
自然生态系统被人类扰动会导致土壤环境中的微生
物群落的生态多样性减少 ,$- $土壤环境的生态功能
相应减弱B

尽管农田生态系统 30T的生物多样显著低于
相邻的草原生态系统$但农田土壤的硝态氮含量和
硝化势均显著高于草原 "表 ’# ,"%- $表面上看起来似
乎矛盾的B实际上很好理解$土壤中并非所有的
30T都具有硝化活性$这一点 [@LFG8NN78 等 ,#-早有
报道B在本研究中$采用的 8@N9@? V6/D_YY+技术$
扩增时并不能识别 30T细胞是活性的还是休眠的$
因而扩增产物既有来自于活性 30T细胞$也有来自
于非活性的或者休眠的 30T细胞$而直接影响土壤
硝化作用的只能是具有活性的那部分 30T菌群B草
原土壤中检测到的 30T细菌尽管数目最多$多样性
最高$但并不意味着 30T的生物活性最高B相反$尽
管农田土壤中的 30T生物多样性低于草原$但从土
壤的硝化势和硝态氮含量可以推断起农田土壤中的
30T活性最高$或优势 30T数量最大B草原被开垦
为农田后 E( 多年来$人类频繁的农业活动 "如耕
作(施肥等管理措施#会改变土壤结构和理化性质$
特别是被扰动后的土壤 O[值显著提高$原来微生
物物种间的平衡被破坏 ,’’-B对 30T来讲$虽然 30T
总体数量显著下降$但某些优势 30T菌属在新的环
境中生存下来$活性得到提高 ,"E a"%$"& a’"-B由此产生
的另一个问题$为何在农田土壤中的氨氧化细菌的
活性最高$是生态系统转换后长期扰动的结果$还是
存在其它原因$需要继续进一步研究B

西藏高原原始森林土壤中的 30T菌群数量最
少$生物多样性最低$在酸性环境中$这些少量的喜
酸性氨氧化细菌可能长期休眠$活性很低$难以与土
壤中的固 ,菌竞争$致使土壤硝化作用极其微弱$
这是森林土壤硝化势最低的根本原因B因此$在这个
意义上来讲$土壤氨氧化细菌区系与土壤的硝化作
用的关系极为密切$由此判断$对土壤硝化过程起关
键作用的并不是喜酸菌B

SJ结论

土地利用方式改变P生态系统转换导致土壤碳(

#)E*
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氮库和硝化势发生显著改变$西藏高原 * 个生态系
统相比$农田土壤的硝态氮浓度和硝化势均显著高
于草原生态系统和森林生态系统B原始森林土壤的
氨氧化细菌的数量和活性均极低$是其土壤硝化势
显著低于草原和农田的直接原因B将草原生态系统
转换为农田后$土壤氨氧化细菌菌群与草原仍存在
较高的相似性$但菌群多样性显著降低$某些优势菌
的活性得到提高使得农田土壤的硝化势和硝态氮含
量显著提高B
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