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摘  要  固氮细菌在土壤氮素转换过程中发挥重要作用. 为深入认识攀枝花地区农田土壤固氮细菌群落特征及其与土

壤理化性质的关联性，以攀枝花米易县不同海拔高度（1 600 m、1 800 m、2 000 m）植烟土壤为研究对象，采用高通量

测序技术（high-throughput sequencing）对nifH基因进行测序，分析固氮细菌群落结构特征和多样性. 结果显示，固氮

酶活性随海拔升高而逐渐降低，并与土壤有机碳及全氮呈极显著正相关（P < 0.01）；固氮细菌群落多样性指数在海拔

1 800 m处达到最大值. 3个海拔土壤共获得高质量序列1 159 980条，所检测到的固氮细菌分属于4个门、11个纲、19个
目、29个科、40个属. 基于门分类水平分析结果，变形菌门（Proteobacteria）在所有海拔土壤中均为优势固氮菌群，相

对丰度达64.69%-78.36%；而蓝细菌门（Cyanobacteria）仅在海拔高度2 000 m时为优势类群. 在属水平上，伯克霍尔

德菌属（Burkholderia）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）相对丰度分别为海拔高度1 800 m与2 000 m土壤优势菌属，而类

伯克霍尔德氏菌属（Paraburkholderia）是所有海拔土壤中的主要菌属. 采用随机森林分析评估和筛选标志物种，确认

Azohydromonas对固氮细菌群落结构差异存在重要影响. 结合Pearson相关性分析与冗余分析结果，土壤含水量、硝态

氮、碱解氮与有效磷是造成不同海拔土壤固氮细菌群落特征差异的主要环境因子. 本研究表明海拔梯度及响应其变化

的土壤理化因子，对调控固氮细菌群落结构与多样性有较大影响. （图8 表3 参41）
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Abstract   The significance of nitrogen-fixing bacteria in the soil nitrogen cycle is critical. This study aimed to 
investigate the characteristics of the nitrogen-fixing bacterial community in farmland soil and its relationship 
with the soil physicochemical properties in the Panzhihua area  of Sichuan, China. Tobacco planting soil 
at different altitudes (1 600 m, 1 800 m, and 2 000 m) in Miyi County was used as the research object, and 
high-throughput sequencing of nifH gene was performed to reveal the community structure and diversity of 
nitrogen-fixing bacteria. The findings showed that nitrogenase activity gradually decreased with elevation and 
was strongly positively correlated with soil organic carbon and total nitrogen (P < 0.01), with the nitrogen-fixing 
bacterial community diversity reaching its maximum at an altitude of 1 800 m. A total of 1 159 980 high quality 
sequences of nitrogen-fixing bacteria were obtained from three elevations, belonging to 4 phyla, 11 classes, 19 
orders, 29 families, and 40 genera. Proteobacteria were the dominant nitrogen-fixing bacteria at all elevations, 
whereas Cyanobacteria were the dominant group only at an elevation of 2 000 m. At the genus level, the 
relative abundance of Burkholderia and Klebsiella was the highest at 1 800 m and 2 000 m, respectively, while 
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土壤中的固氮微生物在全球氮素循环过程中至关重要，

其固定的氮量是维持生态系统氮输入的最主要来源，已知的

固氮微生物均归属原核生物界 [1]. 固氮微生物在厌氧、低铵等

特定的条件下，在细胞内固氮酶的作用下将空气中的氮气还原

为铵以固定氮素，整个生物固氮过程由固氮还原酶和固氮酶

组构的固氮酶复合物完成，其中固氮酶铁蛋白由nifH基因所编

码，固氮酶则由nifD基因和nifK基因编码 [2]. nifH基因作为一种

古老的功能基因，其数据信息丰富，序列高度保守，且存在可

变区域，与16S rRNA基因的系统进化树结果相近，现为自然

界固氮微生物研究中应用最为广泛的分子标记之一，固氮基

因和固氮菌种群的多样性便可通过nifH测序进行评估[3−5]. 方
宇等以紫云英化肥定位试验站水稻土壤为研究对象，通过分

析土壤固氮菌细菌丰度和多样性变化情况，发现紫云英配施

减量化肥有助于提升固氮细菌数量 [6]. 刘璐等通过构建nifH基

因克隆文库，经Venn图和Mantel相关性分析，发现固氮微生

物多样性与植物群落结构之间呈高度正相关 [7]. Lee等采用高

通量测序技术对Gotjawal森林土壤nifH细菌群落进行研究，

发现固氮细菌群落组成受环境因子影响显著，群落装配与其

他熔岩地区森林迥异[8]. 
攀枝花地区位于金沙江与雅砻江交汇处，作为四川传统

烤烟栽培区域，具备对烤烟生长有利的光照、温度等气候因素

长期，但由于长期不合理施用化肥，加之复杂地质、地形与显

著分异的垂直气候影响，水土和养分流失现象严重，农田生态

极为脆弱，当地烤烟种植产业的可持续发展面临严峻考验 [10]. 
固氮细菌群落动态特征一定程度上可以反映土壤氮素循环现

状，可为攀枝花地区烤烟土壤生产力评价、区域环境变化预测

提供参考 [11]. 固氮细菌群落结构及多样性的变化主要由土壤

理化性质所驱动，而区域内土壤理化性质受海拔高度以及土

地管理措施等因素影响显著 [9].  海拔高度变化对水热条件重

分配，影响植物生物量与化学元素组成，调节土壤有机质积累

情况，改变矿质养分含量与形态，从而直接或间接引发土壤固

氮细菌群落结构的空间异质性. 当前还鲜见有关攀枝花地区

不同海拔土壤固氮细菌多样性及其与环境因子关联的报道. 

我们以攀枝花米易县不同海拔高度植烟土壤为研究对象，采

用基于免培养的高通量测序技术分析固氮细菌群落多样性与

结构，并通过Pearson相关性分析与冗余分析（RDA），客观

认识该地区沿海拔梯度的土壤质量及微生态现状，以期揭示

根际土壤固氮微生物的多样性及其与环境因子的关联，为改

善农田土壤生态环境提供理论基础. 

1  材料与方法

1.1  采样地概况
    攀枝花米易县（101°44′-102°15′E，26°42-27°10′N）位于

安宁河流域东面，县境东南部. 该区域光热资源丰富，干湿季

分明，中高山区雨季降水集中、雨量充沛，年平均气温为20.5 
℃，年平均日照时数2 700 h，年降雨量达1 100 mm，属典型

南亚热带干热河谷气候，因其得天独厚的气候优势，是国内少

有的烤烟生态最适宜区[12]. 
1.2  样 品

土壤样品采集自米易县坪山乡3个海拔采样区（1 600 m、

1 800 m、2 000 m），采样区烤烟品种为云烟87，植烟年限均

在10年以上. 农田土壤为渗育紫泥田土属. 不同海拔土壤均为

常规施肥，酒糟有机肥（有机质含量> 45%，N + P + K > 5%）

750 kg/hm2＋复合肥（N:P2O5:K2O = 12:12:25）750 kg/hm2. 
待烟叶采收后，避开施肥点，采用“S”形法，在3个采样区各

设置6个样方，样方面积均为400 m2（20 m × 20 m）. 采用对

角线五点取样法采集0-20 cm烤烟根际土样，并通过抖根法

获得所需样品，去杂、研磨及过2 mm筛后，土样以无菌自封袋

包装置于冰盒中，迅速带回实验室，保存于−80 ℃超低温冰

箱，以进行后续DNA提取与nifH基因测序. 土壤相关理化特性

如表1所示，可知各样地土壤均呈酸性，海拔2 000 m土壤全

碳含量显著高于海拔1 600 m与海拔1 800 m，海拔1 800 m
处土壤硝态氮含量显著高于其余两个海拔. 
1.3  固氮菌分离及固氮酶活性测定

固氮酶活性测定采用乙炔还原法进行测定 [13]. 取相当于

表1  不同海拔土壤理化性质情况

Table 1  Soil physicochemical properties at different elevations
海拔

Elevations 
(h/m)

含水率
MC

(w/%)
pH

全碳
TC

(w/g kg-1)

有机碳
SOC

(w/g kg-1)

全氮
TN

(w/g kg-1)

碱解氮
AN

(w/mg kg-1)

有效磷
AP

(w/mg kg-1)

速效钾
AK

(w/mg kg-1)
NO3

--N
(w/mg kg-1)

NH4
+-N 

(w/mg kg-1)

1600 28.27 ± 1.91a 5.54 ± 0.04a 12.23 ± 1.16b 34.15 ± 2.13a 1.21 ± 0.10a 59.27 ± 5.71a 32.92 ± 6.93a 141.91 ± 14.56a 15.23 ± 2.85b 23.90 ± 2.39a
1800 29.66 ± 2.81a 6.06 ± 0.38a    7.67 ± 1.08c 29.02 ± 3.87ab 1.12 ± 0.16a 62.77 ± 7.42a 39.74 ± 8.45a   99.50 ± 20.47ab 28.60 ± 2.01a 23.47 ± 1.71a
2000 25.41 ± 2.61a 5.79 ± 0.23a 17.85 ± 1.43a 23.57 ± 2.43b 0.91 ± 0.09b 49.47 ± 5.89a 28.68 ± 7.44a 68.25 ± 6.99b 11.86 ± 1.83b 22.82 ± 4.19a

表中同列不同小写字母代表数据间存在显著差异（P > 0.05）.
MC: Moisture content; TC: Total carbon; SOC: Soil organic carbon; TN: Total nitrogen; AN: Available nitrogen; AP: Available phosphorus; 
AK: Available potassium. The different lowercase letters in a column indicate significant differences among the data (P > 0.05). 

Paraburkholderia were the dominant bacteria at all soil elevations. Random forest analysis was used to evaluate 
and screen marker species, confirming that Azohydromonas has an important influence on differences in the 
community structure of nitrogen-fixing bacteria. The results of Pearson correlation and redundancy analyses 
showed that soil moisture content, nitrate nitrogen, alkaline-hydrolyzable nitrogen, and available phosphorus 
were the key environmental factors that altered community features at different elevations. According to previous 
studies, the altitude gradient as well as the soil physicochemical properties that alter in reaction to it, has a 
greater impact on regulating the community structure and diversity of nitrogen-fixing bacteria.

Keywords		 elevation gradient; high-throughput sequencing; soil physicochemical property; nifH gene; diversity; 
community structure
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干重20 g新鲜土壤于100 mL血清瓶中，橡皮塞密封，抽出瓶

中10 mL空气替换以等体积乙炔气体，置于恒温培养箱中，28 
℃避光保温2 d，瓶中乙烯含量通过气相色谱仪测定，单位用

nmol g-1 h-1表征 [14]. 
1.4  土壤总DNA提取及nifH高通量测序

利用FastDNA® SPIN Kit for Soil试剂盒提取土壤总

DNA，1%琼脂糖凝胶电泳检测，−20 ℃保存.  使用引物对

nifH-F（5′-AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC-3′）与

nifH-R（5′-TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT-3′）对

nifH基因片段进行扩增[15]. PCR反应体系：包括5 × ExTaq缓
冲液10 μL，dNTPs（2.5 mmol/L）4 μL，引物（10 μmol/L）各

1 μL，ddH2O补至50 μL. 反应程序：94 ℃预变性3 min，94 ℃
变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，35个循环；72 ℃ 
最终延伸10 min. 样品送至上海派森诺生物科技股份有限公

司，借助 Illumina MiSeq 测序平台进行测序. 
1.5  生物信息学分析

对原始序列使用QIIME1.9.0软件（http://qiime.org/）[16]

进行质量控制 .  以97%为阈值，使用Mothur 1.31.2软件

（http://mothur.org/）[17]计算划分可操作分类单元（operation 
taxonomic unit，OTU），采用RDP classifier进行物种注释，

利用R语言pheatmap包绘制物种组成热图和随机森林分析热

图. 利用QIIME1.9.0软件计算Chao1、Shannon、Simpson以
及Pielou指数. 使用CANOCO5.0软件进行土壤环境参数与固

氮菌群落特征的冗余分析（redundancy analysis，RDA）. 

2  结果与分析

2.1  土壤固氮酶活性与土壤理化性质的相关性
图1显示不同海拔固氮酶活性，可知固氮酶活性变化范

围为1.24-1.80 nmol g-1 h-1，表现出随海拔高度上升而降低的

规律，且3个海拔高度间固氮酶活性彼此存在显著差异（P < 
0.05）. 表2反映了固氮酶与土壤理化性质之间的相关性强弱，

可见固氮酶活性与土壤有机碳及全氮呈极显著正相关（P < 
0.01），与全碳呈显著负相关（P < 0.05），与其余指标无相关

性. 
2.2  nifH高通量测序结果

从18个样品中共获得1 739 125条有效序列，其中高质

量序列1 159 980条. 从低到高（1 600 m、1 800 m、2 000 
m），5个海拔高度土壤中获得的高质量序列平均为 68 831、
60 714与63 784条. 各组样品测序覆盖度均在99.5%以上，

Shannon-Wiener曲线趋向平缓，表明测序满足深度要求，可

以反映样品中绝大多数物种信息（图2）. 以97%的阈值将高质

量序列划分为1 464个OTUs. 海拔1 600、1 800、2 000 m的

OTUs数量分别为728、831个和641个. 由图3可知，海拔1 600 
m土样特有OTUs 327个，海拔1 800 m土样特有OTUs 393

个，海拔2 000 m土样特有OTUs 265个，3个海拔共有OTUs
数目为257个，占OTUs总数的17.55%. 1 464个OTUs分属于4
个门、11个纲、19个目、29个科、40个属. 

表3反映各海拔固氮细菌群落多样性指数. 海拔1 800 m
土壤Chao1指数与Shannon-Wiener指数最大，且显著高于

海拔1 600 m与海拔2 000 m土壤（P < 0.05）；海拔1 800 m
土壤Simpson指数显著高于海拔2 000 m土壤；关于Pielou指
数，海拔1 800 m（海拔1 600 m（海拔2 000 m，且不同海拔

彼此存在显著差异（P < 0.05）. 可见多样性指数变化趋势一

致，随海拔升高先增加后降低，表明固氮细菌群落多样性在中

海拔（1 800 m）时，多样性、丰富度与均匀度指数均达到最大

值，物种多样性最为丰富. 
2.3  固氮细菌群落结构

从门分类水平分析，由图4A得知，4个菌门分别为变形

表2  固氮酶活性与土壤理化性质的相关性

Table 2  Correlation between nitrogenase activity and soil physicochemical properties
理化指标

Physicochemical property pH 有机碳
SOC

含水率
MC

全氮
TN

碱解氮
AN

有效磷
AP

速效钾
AK

全碳
TC NO3

--N NH4
+-N

固氮酶活性
Nitrogenase activity −0.333 0.717** 0.295 0.643** 0.341 −0.448 0.544 −0.470* 0.164 0.141

*和**分别表示在0.05和0.01水平上显著相关.
SOC: Soil organic carbon; MC: Moisture content; TN: Total nitrogen; AN: Available nitrogen; AP: Available phosphorus; AK: Available 
potassium; TC: Total carbon. * and ** represent significant differences among the treatments at the 0.05 and 0.01 levels, respectively.
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图1  不同海拔高度土壤固氮酶活性. 不同小写字母表示差异显著（P < 
0.05）. 
Fig. 1  Soil nitrogenase activities at different elevations. Different 
lowercase letters indicate significant differences (P < 0.05).
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图2  基于Shannon-Wiener指数的物种多样性累计曲线. Lo：1 600 m；

Mi：1 800 m；Hi：2 000 m. 
Fig. 2  The cumulative diversity curves of Shannon-Wiener 
diversity index. Lo: 1 600 m; Mi: 1 800 m; Hi: 2 000 m.
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菌门（Proteobacteria）、蓝细菌门（Cyanobacteria）、厚

壁菌门（Firmicutes）与放线菌门（Actinobacteria）.  变形

菌门在3个海拔高度土壤中均为优势类群，随海拔高度上

升，相对丰度分别为74.92%、78.36%与64.69%；蓝细菌门

相对丰度随海拔梯度升高呈现先降低后上升趋势，分别为

11.58%、8.62%与29.41%；放线菌门相对丰度随海拔上升

呈降低趋势，在海拔2 000 m时仅为0.21%；厚壁菌门相对

丰度在不同海拔间变化并不明显.  从属分类水平分析，选取

丰度前15位菌属制作堆叠图. 由图4B可知，海拔1 600 m土

壤中，伯克霍尔德菌属（Burkholderia）、类伯克霍尔德菌属

（Paraburkholderia）、慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）、

斯科曼氏球菌属（Skermanella）、地杆菌属（Geobacter）、

脱硫弧菌属（Desulfovibrio）、弗兰克菌属  （Frankia）与

Azohydromonas为优势类群，相对丰度范围介于6.04%-
7.87%间，除弗兰克菌属归属于放线菌门外，其余优势菌

属均归属于变形菌门.  海拔1 800 m土壤中，伯克霍尔德

菌属、类伯克霍尔德菌属与来自厚壁菌门的类芽孢杆菌属

（Paenibacillus）为优势菌属，其中，伯克霍尔德菌属相对丰

度达22.20%. 海拔2 000 m土壤中，类伯克霍尔德菌属、克雷

伯氏菌属（Klebsiella）与慢生根瘤菌属为优势类群，相对丰度

分别为13.66%、18.58%与8.88%. 克雷伯氏菌属在海拔2 000 

m处相对丰度大幅提升. 类伯克霍尔德菌属在3个海拔高度土

壤中均为优势类群，且相对丰度随海拔上升而提升. 
通过随机森林分析，筛选出对不同海拔土壤固氮细菌群

落结构差异有影响显著的标志物种. 图5中选取了重要度前20
位的菌属进行分析，由重要度分值排序可知隶属变形菌门的

Azohydromonas分值最高，为0.083，其在海拔1 600 m土壤

中的丰度显著高于其余两个海拔. 
2.4  土壤理化性质对固氮细菌群落多样性及结构的

影响
图6中Pearson相关性热图揭示土壤环境因子与固氮

细菌群落多样性之间的关联性，硝态氮含量与Chao1指数、

Shannon-Wiener指数及pielou指数均呈极显著正相关（P < 
0.01）；有效磷、总碳含量与各项α多样性指数均呈显著负相关

（P < 0.05）；pH与各项多样性指数呈正相关，但均未达到显

著水平. 
固氮细菌菌门及优势菌属（前10菌属）与土壤理化因

子的Pearson相关性分析结果见图7. 在门水平上（图7A），

放线菌门（Actinobacteria）与全氮呈显著正相关；蓝细菌门

（Cyanobacteria）与有效磷及总碳呈显著正相关，与速效钾

呈显著负相关；聚类结果表明，蓝细菌门较放线菌门、变形菌

门（Proteobacteria）及厚壁菌门（Firmicutes），对土壤理化

性质所响应的差异较大. 在图7B中，Azohydromonas与有机

碳呈显著正相关；弗兰克菌属（Frankia）与总氮呈显著正相

关；脱硫弧菌属（Desulfovibrio）与总氮及速效钾呈显著正相

关；慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）与pH及硝态氮呈显著

负相关；克雷伯氏菌属（Klebsiella）与土壤含水量呈显著负相

关. 图8用于进一步探究土壤理化因子对固氮菌群落结构的影

响. 由图8A可知，基于门水平RDA分析第一排序轴与第二排序

轴分别为36.90%和24.57%，总解释率为61.47%，有效磷（F 
= 2.4，P < 0.05）对固氮细菌群落结构有显著影响，蓝细菌门

及变形菌门动态关联紧密，与放线菌门和厚壁菌门呈负相关，

与土壤理化因子中的有效磷、总碳及pH正相关. 图8B中RDA
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图3  不同海拔土样OTUs分布Venn图.
Fig. 3  Venn diagrams of soil samples OTUs distribution at 
different elevations.

表3  不同海拔高度土壤固氮细菌群落α多样性

Table 3  Alpha-diversity of soil nitrogen-fixing bacteria communities at different altitudes
海拔

Elevation
Chao1指数

Chao1 index
香侬-威纳指数

Shannon-Wiener index
辛普森指数

Simpson index
Pielou指数

Pielou index
覆盖度

Coverage (r/%)
1600 380.59 ± 14.52b 3.63 ± 0.29b   0.85 ± 0.06ab 0.46 ± 0.02b 0.996
1800 516.14 ± 31.47a 4.64 ± 0.38a 0.87 ± 0.07a 0.53 ± 0.09a 0.995
2000 380.04 ± 53.30b 3.10 ± 0.53b 0.76 ± 0.07b 0.37 ± 0.04c 0.996

同一列不同小写字母表示不同处理差异显著（P < 0.05）. 
Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among different treatments (P < 0.05).
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图4  不同海拔高度基于门（A）与属（B）水平的固氮细菌群落组成. 
Fig. 4  Nitrogen-fixing bacterial community composition based on phylum (A) and genus (B) levels at different elevations.
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分析结果显示，前两轴解释率分别为24.99%与12.40%，总共

可解释优势菌属分布趋势的37.39%，土壤含水量（F = 2.2，
P < 0.05）、碱解氮（F = 1.9，P < 0.05）对优势菌属影响显著. 
斯科曼氏球菌属、地杆菌属及脱硫弧菌属与速效钾正相关；克

雷伯氏菌属与慢生根瘤菌属分布于有效磷、总碳含量高的区

域；伯克霍尔德菌属、类伯克霍尔德菌属及Azohydromonas
与碱解氮、硝态氮、pH、含水量及土壤有机碳呈正相关，且根

据箭头投影长度可知伯克霍尔德菌属受上述环境因子的影响

最大；而类芽孢杆菌属与全氮呈负相关. 

3  讨 论
前人研究表明海拔高度变化并不直接参与对土壤细菌群

落结构的调控，而是通过多种气候要素驱动土壤理化性质变

化，进而影响细菌群落特征以及相关酶活性 [18]. 参照庞夙等构

建的四川省烟区土壤肥力评价体系，按肥力递减次序将相关

肥力指标分为Ⅰ、II、Ⅲ这3个层次，本研究中3个海拔高度土

样的pH、全氮、碱解氮等主要化学指标都为Ⅲ级，仅有效磷含

量处于较高水平，即研究区土壤整体肥力在省内烟区中处于较

低水平，尤以海拔2 000 m土壤速效性养分最为缺乏 [20]. 温度

随海拔梯度上升而降低，土壤微生物碳、氮代谢活动受到抑

制，故存留于高海拔土壤中的总碳含量高；但针对农田生态系

统，在海拔较低的区域更利于浇灌、翻耕等人为措施，输入土

壤中的有机碳含量远超于进入大气的损失量，因而有机碳含

量更高[19]. 本研究中固氮酶活性与土壤有机碳、全氮显著正相

关. Reed等认为植物地上部凋落物持续向土壤输入有机碳，

刺激固氮微生物代谢活动，增强土壤固氮酶活性，从而维持

高氮固定率；而有机碳分解受C/N比影响，以微生物为媒介，

土壤有机碳与全氮含量实现动态平衡[21-23]. 
本研究中固氮微生物群落多样性表现出一定垂直变异性
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图5  不同海拔土壤固氮细菌群落随机森林分析. 左侧热图表示物种丰度

分布情况，右侧柱状图为每个标志物种重要度分值排序. 
Fig. 5  Random forest analysis of soil nitrogen-fixing bacteria 
communities at different elevations. The heatmap on the left 
illustrates the distribution of species abundance, while the histogram 
on the right ranks the importance scores of each marker species.

pH
有机碳 SOC
含水率 MC
全氮 TN
碱解氮 AN
有效磷 AP
速效钾 AK
全碳 TC
NO3

--N
NH4

+-N

有机碳 SOC
含水率 MC
全氮 TN
碱解氮 AN
有效磷 AP
速效钾 AK
全碳 TC
NO3

--N
NH4

+-N

0.5 

0

-0.5

Prot
eo

ba
cte

ria

Firm
icu

tes

Acti
no

ba
cte

ria

Cya
no

ba
cte

ria

A B

Burk
ho

lde
ria

Pae
nib

ac
illu

s

Des
ulf

ov
ibr

io

Kleb
sie

lla

Para
bu

rkh
old

eri
a

Brad
yrh

izo
biu

m

Ske
rm

an
ell

a

Geo
ba

cte
r

Azo
hy

dro
mon

as

Fran
kia

pH
0.5

0

-0.5

pH

有机碳
SOC
含水率
MC
全氮
TN
碱解氮
AN
有效磷
AP
速效钾
AK
全碳
TC
NO3

--N

NH4
+-N

0.5

0

-0.5

Chao1

Shannon

 

Simpson

Pielou_E

 

图6  土壤理化因子与固氮细菌群落多样性指数相关性分析热图. 
Fi g .  6   H ea t m a p o f  c o r re l a t ion ana lys i s  b e t we en so i l 
physicochemical proper ties and nitrogen-f ixing bacterial 
community diversity index. SOC: Soi l organic carbon; MC: 
Moisture content; TN: Total nitrogen; AN: Available nitrogen; AP: 
Available phosphorus; AK: Available potassium; TC: Total carbon.
* P < 0.05; ** P < 0.01.

图7  土壤理化性质与固氮细菌群落相对丰度相关性分析热图. 
Fig. 7  Heatmap of correlation analysis between soil physicochemical properties and relative abundance of soil nitrogen-fixing bacteria. 
SOC: Soil organic carbon; MC: Moisture content; TN: Total nitrogen; AN: Available nitrogen; AP: Available phosphorus; AK: Available 
potassium; TC: Total carbon. * P < 0.05; ** P < 0.01.
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（表3），海拔1 800 m土壤的α多样性指数最高，海拔2 000 
m处多样性最低. 图5相关性热图结果显示多样性指数受土壤

含水量、硝态氮、有效磷及总碳影响显著. 杨宁等以丘陵坡地

紫色土为研究对象，发现土壤含水量与微生物群落多样性关

联度高[24]；李东坡等认为土壤含水量不仅直接作用于微生物，

还可通过促进地上部生物量及土壤碳氮循环，提高土壤酶活

性，进而对微生物群落结构产生积极影响 [25].  方宇等发现水

稻土固氮菌丰度与硝态氮呈正相关 [6]，Yu等也认为硝态氮含量

为固氮菌群多样性变化的主要动力之一 [26]，这可能是外源硝

态氮的输入改善根际微域环境，辅之以良好水分条件，促进固

氮微生物生长 [27]. 土壤有效磷与多样性指数均呈显著或极显

著负相关，表明其含量的提升对固氮细菌群落多样性有不利

影响，在有效磷含量处于较高水平时，促进土壤微生物代谢

活动，固氮细菌与非固氮微生物间的生存竞争加剧. 
变形菌门在不同海拔均占据优势地位，其广泛分布在各

类生态系统，对于速效养分有较高需求，在高海拔相对丰度

下降，推测是对低肥力水平的响应程度较其他菌门更大 [28]；

蓝细菌门多数类群未定义到属水平，关于蓝细菌固氮能力强

弱学界尚存在分歧，荆瑞勇等认为部分蓝细菌的固氮作用对

提高稻田土壤肥力方面发挥较大作用 [29]. 本研究中土壤有效

磷是门水平上影响固氮细菌群落分布的重要因素，Xun等认

为土壤有效磷含量对不同固氮微生物的固氮潜力，有不同

程度调控作用，从而驱动固氮微生物群落结构变异 [30].  海拔

2 000 m土壤固氮细菌群落组成情况与海拔1 600 m与海拔

1 800 m土壤差异较大，优势菌属间相对丰度相差较大，可

能是海拔2 000 m植烟土壤氮素水平低于其余两个海拔土壤

所致，于树等研究发现增施氮肥土壤中没有明显细菌优势种

群，表明施加氮肥能够调控物种竞争力，使菌群结构维持相对

平衡[31]. 克雷伯氏菌属（Klebsiella）在海拔2 000 m处的相对

丰度明显高于其他海拔，表明其对不利环境因素的耐受能力

较强，与本研究结果相近，Tai等仅在养分贫瘠的两个高海拔

采样点土样中检测到该菌属，并认为作物可能通过促进某些

固氮类群的适应度，以影响氮循环过程 [32]；类伯克霍尔德氏

菌属（Paraburkholderia）在不同海拔土壤中均为优势类群，

其部分种通过联合固氮方式促进多种禾本科作物生长，在国

外作为生物固氮资源被广泛应用于农业生产 [33]. 通过随机森

林分析，可知Azohydromonas差异物种重要度最高，当前对

Azohydromonas的研究主要集中在环境修复领域，对于其在

氮循环方面的角色还有待进一步探究[34]. 
本研究发现碱解氮对于群落结构有显著影响，与前

人研究结果一致，有学者认为碱解氮能够刺激部分菌门

生长，从而调节固氮细菌群落结构 [ 3 5 - 3 6 ] .  慢生根瘤菌属

（Bradyrhizobium）相对丰度与pH及土壤硝态氮呈负显著相

关. 硝态氮对慢生根瘤菌及自身固氮酶活性有抑制作用，以削

弱其竞争优势；慢生根瘤菌相对丰度随土壤酸碱度降低而增

加，主要是由于慢生根瘤菌具备分泌碱性物质以耐受低pH胁

迫的生理机制，此外，慢生根瘤菌体内hemA基因的表达与土

壤有效铁呈正相关，土壤酸碱度上升后，hemA基因表达受抑

制进而影响慢生根瘤菌血红素合成 [37-39]. 慢生根瘤菌属长期

被认为仅在豆科作物根瘤中才能进行固氮作用，非共生状态

下仅以腐生菌身份活动，但新的研究成果表明该属许多成员

可在非共生状态下固氮，为这种重要的生物资源应用于非豆

科作物提供理论支撑 [40]. 类芽孢杆菌属（Paenibacillus）与其

余菌属呈负相关，表明其与其他菌属间存在较强竞争关系. 弗
兰克菌属（Frankia）是本次研究中唯一属于放线菌门的优势

菌属，与土壤硝态氮含量呈正相关，Lin等也发现仅在总氮和

硝态氮均处于高含量的NPM处理出现了弗兰克菌属 [37]. RDA
分析前两轴总解释率为37.39%，故属水平上的固氮细菌群落

变异可能不仅受土壤理化指标影响，鉴于烤烟根际环境复杂

性，因此细菌群落还可能受微域气候、地上部植被、根系分泌

物等多种因素耦合影响[41]. 

4  结 论
本研究发现高浓度有效磷含量对不同海拔土壤固氮细菌

群落均有显著的不利影响，海拔2 000 m植烟土壤固氮细菌群

落结构简单化趋势尤为明显，主因可能是近年来攀枝花地区

图8  基于门（A）与属（B）水平固氮细菌与土壤理化因子的冗余分析. Lo：1 600 m；Mi：1 800 m；Hi：2 000 m. SOC：土壤有机碳；MC：含水率；TN：

总氮；AN：碱解氮；AP：有效磷；AK：速效钾；TC：总碳. 
Fig. 8  Redundancy analysis between the soil nitrogen-fixing bacteria and soil physicochemical properties based on phylum (A) 
and genus (B) levels. Lo: 1 600 m; Mi: 1 800 m; Hi: 2 000 m. SOC: Soil organic carbon; MO: Moisture content; TN: Total nitrogen; AN: Alkali 
hydrolyzed nitrogen; AP: Available phosphorus; AK: Available potassium; TC: Total carbon.
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强调重施磷肥、减施氮肥，氮素养分极度缺乏. 因此针对攀枝

花地区不同海拔土壤情况，应调整施肥配方与管理措施，同时

减轻因暴雨导致的土壤氮素迁移与淋失. 此外，由于固氮微生

物群落受复杂的生物与非生物因素机制调控，故而在今后研

究中可考虑植物影响，更多关注和多维度研究根系-土壤-微

域气候综合体. 
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