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研究报告 

艾比湖湿地盐节木土壤固氮微生物群落结构和丰度的环境

异质性特点 

兰鸿珠  胡文革*  杨扬  何园  高岩 
石河子大学生命科学学院  新疆 石河子  832000 

摘  要：【背景】新疆艾比湖湿地国家自然保护区作为国内最典型的温带干旱区湿地荒漠生态系统，

对于富集生物多样性、平衡生态环境等方面存在着非凡的意义。目前关于艾比湖湿地根际与非根际

土壤固氮微生物群落结构和丰度的相关研究还未见报道。【目的】通过分析新疆艾比湖湿地盐节木

根际和非根际土壤固氮菌 nifH 基因的群落结构和丰度的环境异质性特点，及探讨微生物群落对国内

极端干旱区脆弱敏感的艾比湖湿地生态系统循环过程中的作用，为改善荒漠化的艾比湖湿地环境提

供理论依据。【方法】采用构建克隆文库和 q-PCR 的方法，并利用冗余分析法(Redundant analysis，

RDA)探究土壤理化性质与固氮微生物群落结构及丰度的相关性。【结果】艾比湖湿地盐节木非根际

土壤中 nifH 的多样性高于根际土壤，盐节木根际土壤的 nifH 序列优势种属主要为固氮根瘤菌属

(Azorhizobium)和脱硫弧菌属(Desulfovibrio)；非根际土壤的 nifH 序列优势种属主要是固氮弧菌属

(Azoarcus)、太阳杆菌属(Heliobacterium modesticaldum)和脱硫弧菌属(Desulfovibrio)。盐节木根际土

壤 nifH 数量为 4.08×104 copies/g，盐节木非根际土壤中 nifH 的数量为 5.52×103 copies/g，根际土壤

nifH 的丰度高于非根际土壤。相关性分析显示，根际土壤的优势类群和丰度与硝态氮(NO3
−-N)、速

效氮、总钾、含水量等因子显著相关，非根际土壤的优势类群和丰度与硝态氮(NO3
−-N)、速效氮、

总磷、总钾、总氮呈显著相关。【结论】在盐节木根际土壤中 nifH 的丰度高于非根际土壤，而多样

性则低于非根际土壤，而且硝态氮(NO3
−-N)、速效氮、总磷可能会影响固氮微生物的群落结构和丰

度，这些特点为湖泊湿地的退化恢复提供理论和数据基础。 

关键词：艾比湖湿地，固氮菌(nifH)，多样性，丰度，根际非根际土壤 

Environmental heterogeneity of the nitrogen-fixing microbial 
community structure and abundance in the soil surrounding 
Halocnemum strobilaceum in Ebinur Lake wetland 
LAN Hong-Zhu  HU Wen-Ge*  YANG Yang  HE Yuan  GAO Yan 

College of Life Sciences, Shihezi University, Shihezi, Xinjiang 832000, China  

Abstract: [Background] The Ebinur Lake wetland national nature reserve in Xinjiang is one of the most 
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representative temperate arid regions wetland desert ecosystems in China, and plays an important role in 
maintaining regional ecological balance. At present, there has not been any report on the structure and 
abundance of nitrogen-fixing microorganisms in rhizosphere and non-rhizosphere soil at Ebinur Lake 
wetland. [Objective] To explore the characteristics of environmental heterogeneity of community structure 
and abundance of nitrogen fixation gene (nifH) in the soil rhizosphere and non-rhizosphere soil 
nitrogen-fixing microbial of Halocnemum strobilaceum in Ebinur Lake wetland in Xinjiang. Based on this, 
the potential forces of the microbial communities in the desertification and continuous salinization of the 
Ebinur Lake wetland ecosystem in the temperate arid regions are explored, providing the theoretical and 
data basis for the degradation and restoration of lake wetlands. [Methods] The correlations among soil 
physicochemical properties, microbial community structure and microbe abundance were investigated by 
using the methods of constructing clone library, q-PCR and redundant analysis (RDA). [Results] The 
results showed that the diversity of nifH gene in non-rhizosphere soil were higher than that in rhizosphere 
soil. The dominant species of nifH sequence were Azorhizobium and Desulfovibrio in the rhizosphere soil, 
Azoarcus, Heliobacterium modesticaldum and Desulfovibrio in non-rhizosphere soil. The number of nifH 
gene was 4.08×104 copies/g in rhizosphere soil and 5.52×103 copies/g in non-rhizosphere soil. The 
abundance of nifH in rhizosphere soil is higher than that in non-rhizosphere soil. Correlation analysis 
showed that the dominant groups and abundance of containing nifH bacteria in rhizosphere soil were 
significantly related with nitrate nitrogen (NO3

−-N), available nitrogen (AN), total potassium (TK), soil 
moisture (SM) and other factors, and with nitrate nitrogen (NO3

−-N), available nitrogen (AN), total 
phosphorus (TP), total potassium (TK) and total nitrogen (TN) in non-rhizosphere soil. [Conclusion] 
These results indicated that the abundance of nifH bacteria in rhizosphere soil was higher than that in 
non-rhizosphere soil, while the diversity was lower than that in non-rhizosphere soil. Nitrate nitrogen 
(NO3

−-N), available nitrogen (AN), total phosphorus (TP) may affect the community structure and 
abundance of nitrogen-fixing microorganisms. These characteristics provide the theoretical and data basis 
for the degradation and restoration of lake wetlands. 

Keywords: Ebinur Lake wetland, Nitrogen-fixing bacteria, Diversity, Abundance, Rhizosphere and 
non-rhizosphere soil 

氮在生命体内发挥着极大作用，氮是植物生长

的必要养分之一且需要量大。固氮作用是指在固氮

酶的作用下，氮气被生态环境中的固氮微生物还原

成含氮化合物，从而促进各类生物生长，生物固氮

产生的含氮化合物约占固氮总量的 70%，是最重要

的固氮途径[1]。 

土壤中天然存在许多固氮微生物，对土壤固氮

微生物特性的研究借助分子生物技术能更全面了

解。编码固氮酶铁蛋白组分的结构基因 nifH 是固

氮细菌最为保守的功能基因，常用来证明固氮菌的

存在[2-5]，同时也用以揭示固氮菌群落结构与环境

的关系[6]。 

目前，据研究显示在不同生境中的 nifH 基因和

固氮微生物的群落结构都存在一定差异[7]。 

新疆艾比湖湿地国家自然保护区作为国内最

典型的温带干旱区湿地荒漠生态系统[8]，对于富集

生物多样性、平衡生态环境等方面有重要意义[9]。

非豆科植物盐节木(Halocnermum strobilaceum)的

耐盐能力使其在荒漠化严重的艾比湖湿地中也能

生长较好[10]。目前，关于艾比湖湿地固氮菌的相

关研究报道很少[11]，关于植物根际与非根际群落

区土壤固氮微生物群落结构和丰度的相关研究尚

未见相关报道。环境和植物种类是影响根际细菌

数量和多样性的 2 个关键因素[12]，采用构建克隆

文 库 和 q-PCR 的 方 法 ， 并 利 用 冗 余 分 析 法

(Redundant analysis，RDA)探究土壤理化性质与固

氮微生物群落结构及丰度的相关性，目的在于揭

示微生物群落对国内极端干旱区脆弱敏感的艾比

湖湿地生态系统循环过程中的作用，为改善荒漠

化的艾比湖湿地环境提供理论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  样地介绍 

艾比湖湿地位于新疆博尔塔拉蒙古自治州，自

然保护区的范围为 44°30′−45°09′N、82°36′−83°50′E，

保护区总面积为 2 670.85 km2，是我国西部重要

的湿地保护区；艾比湖湿地是准噶尔盆地的最

低点，是水盐汇集的中心；处在阿拉山口大风

通道下，为典型大陆性气候，干燥少雨而多风，

四季分明。平均降水量为 105.17 mm，水蒸发量

为 1 315 mm[13]，其蒸发量远远大于降水量。由

于艾比湖湿地的生态功能和地理环境独特，因此

其复杂多样的生境和资源需要通过研究去保护

和可持续开采。 

1.2  主要试剂和仪器   

Power Soil DNA Isolation Kit，北京 Mo Bio 有

限公司；pMD19-T 载体、HhaⅠ和 Hae Ⅲ限制性内

切酶，TaKaRa 有限公司；SYBR Green Real-Time 

PCR Master Mix，康为世纪公司。PCR 仪，Barloworld 

Scientific 公司。 

1.3  样品的采集、处理与保存 

选取艾比湖湿地盐节木群落区根际和非根际土

壤进行采样。盐节木群落区根际和非根际土壤的采

样点信息见表 1，在该采样区内随机设置 10 m×10 m

的样方，每个样方设置 5 个采样点，每个采样点选

取盐节木植株紧附在根系表面的根际土壤(H)。在盐

节木植株附近的非根际土壤区，取表层 5 cm–20 cm

的土壤作为相对的非根际土壤(HN)。将土壤样品混

匀过筛后：(1) 测定土壤的含水量；(2) 测定土壤生

物地球化学性质[8]；(3) 提取土壤总 DNA[8]。 

1.4  土壤理化性质的测定 

测定了 12 项物理化学因子指标，有机质

(Organic matter，OM)、全氮(Total nitrogen，TN)、

电导率(Electric conductivity，EC)、含水量(Soil 

moisture，SM)、土壤 pH、速效氮(Available nitrogen，

AN)、硝态氮(NO3
−-N)、铵态氮(NH4

+-N)、全磷(Total 

phosphorus，TP)、速效磷(Available phosphorus，

AP)、全钾(Tota kalium，TK)和速效钾(Available 

表 1  采样点信息 
Table 1  The basic information of sampling sites 

项目 

Items 

信息 

Informations 

植被类型 Vegetation types 盐节木 Halocnemum strobilaceum 

土壤类型 Soil types 沙壤土 Sandy loam soil 

经度 Longitude (E) 82°48′ 

纬度 Latitude (N) 44°50′ 

海拔 Elevation (m) 186 
 
 

potassium，AK)，分析测定采用土壤常规分析方

法[14]，每个样地样本进行 3 次重复测定。 

1.5  土壤总 DNA 的提取和固氮 nifH 的扩增 

采用 PowerSoil DNA Isolation Kit 提取艾比湖

湿地土壤环境样品总 DNA。固氮菌 nifH 基因的扩

增引物参照文献[15]，序列为： 

nifH-F：5′-AAAGG(C/T)GG(A/T)ATCGG(C/T) 

AA(A/G)TCCACCAC-3′； 

nifH-R：5′-TTGTT(G/C)GC(G/C)GC(A/G)TACAT 

(G/C)GCCATCAT-3′。 

该引物可以从土壤总 DNA 中扩增到大约 460 bp

的目的基因片段。PCR 反应体系(25 μL)：MgCl2 

(25 mmol/L) 3 μL，dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL，

10×PCR buffer 2.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各

1 μL，Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.2 μL，补足 ddH2O

至 25 μL。PCR 反应条件：94 °C 3 min；94 °C 30 s，

60.7 °C 30 s，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min。

经 1%琼脂糖电泳，割胶，然后用琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒回收 PCR 扩增产物。 

1.6  固氮基因(nifH)克隆文库的构建 

将 nifH 目的片段与 pMD19-T 载体连接 48 h 后，

转入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞进行蓝白斑筛选，

挑取白斑克隆子[8]。将每个样品所有的白色单克  

隆子利用原引物进行阳性克隆鉴定。用 HhaⅠ和

Hae Ⅲ 2种限制性内切酶对阳性克隆的 PCR扩增产

物进行酶切分型[8]，每个酶切类型随机挑取若干代

表菌株送华大基因公司测序。 

1.7  荧光定量 PCR (q-PCR) 

固氮菌 nifH 基因定量 PCR 以艾比湖湿地土壤
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的总 DNA 为模板，nifH-F 和 nifH-R 为引物，采用

实时荧光定量 PCR (q-PCR)法测定湿地土壤固氮菌

nifH 基因拷贝数。 

1.7.1  绝对定量标准品的制备   

选取用 nifH-F 和 nifH-R 引物 PCR 扩增鉴定的

阳性克隆，提取质粒供 q-PCR 反应的标准曲线使

用。质粒的浓度用 Thermo NanoDrop 2000 检测，

nifH 基因的拷贝数通过质粒的浓度进行计算[16]。

按 10 倍比梯度稀释，以 10−1−10−5 浓度梯度的标准

质粒为模板进行荧光定量 PCR 扩增，设置蒸馏水

为阴性对照。 

1.7.2  DNA 的定量  

nifH 基因的丰度采用 SYBR GreenⅠ方法测

定[8]。以 nifH-F 和 nifH-R 为引物，在 LightCycler 480

上对 nifH 基因进行荧光定量 PCR 扩增，每个样品

3 个重复，每组实验设置 3 个阴性对照，以基线(背

景)荧光信号标准差的 10 倍作为阈值，扩增效

率>80%，溶解曲线为单一峰[8]。 

1.8  数据处理与分析 

利用 DOTUR 软件以 3%的差异度划分为一个

独立操作单元(Operational taxonomic unit，OTU)，

将代表序列经 BLAST 比对，使用 MEGA 6.0 软件

以邻接(Neighbor-Joining)法构建系统发育树。测定

的序列已提交至 GenBank，盐节木根际 nifH 的登录

号为 MG923896−923909，非根际 nifH 的登录号为

MG923849−923895 。 q-PCR 反 应 数 据 采 用 罗 氏

LightCycler 480 软件进行处理；利用 DOTUR 软件

计算 Chao1 指数、Simpson 指数、ACE 指数和

Shannon 指数，文库覆盖度 C=1−n1/N，其中，N 为

所分析的克隆总数，n1 为仅有一个克隆的操作分类

单位数；采用 Origin 软件绘制 Rarefaction 曲线。利

用 Canoco 4.5 对固氮菌群落结构和丰度与环境的关

联进行冗余分析(RDA)。 

2  结果与分析 

2.1  艾比湖湿地盐节木根际土壤与非根际土壤

的理化性质 

由表 2 可知，盐节木根际与非根际土壤均为

pH 8.0 以上的碱性土壤；除含水量和 pH 外，盐节

木根际土壤其他理化因子的值均高于非根际土壤；

其中两种土壤中的 NO3
−-N 和 NH4

+-N 差距最显著。

表明在夏季植物生长进行营养物质交换时会导致

盐节木根际土壤氮肥水平显著高于非根际土壤；同

时盐节木根际与非根际土壤的含水量较低，这可能

与湿地逐渐荒漠化、气候环境恶劣及过度开垦农田

有关，使艾比湖湿地的含水量逐渐下降，因而低于

正常湿地水平。 

2.2  盐节木根际与非根际土壤固氮菌群落结构

组成 

2.2.1  盐节木根际与非根际土壤固氮微生物多样性  

通过文库覆盖度、Shannon 指数、ACE 指数、

Chao1 指数和丰富度来评估 nifH 基因文库的多

样性。由表 3 可知，盐节木非根际土壤 nifH 基

因文库的 Shannon 指数、ACE 指数、Chao1 指

数、丰富度均高于根际土壤，盐节木根际土壤(H)

和 非 根 际 土 壤 (HN) 的 文 库 覆 盖 度 分 别 达 到

89.47%和 73.83%。结合图 1 可知，所得固氮微

生物种群信息较好地代表了真实环境中固氮微

生物的多样性。 

 
 

表 2  土壤理化性质的测定结果 
Table 2  The determination results of soil physical and 
chemical properties 

理化因子 

Physical and chemical 
properties 

土壤类型 Soil types 

根际 H 非根际 HN

pH 8.53 9.46 

含水量 SM (%) 2.97 5.56 

有机质 OM (g/kg) 5.77 5.13 

电导率 EC (mS/cm) 9.18 5.01 

总氮 TN (g/kg) 0.62 0.55 

速效氮 AN (mg/kg) 28.83 23.51 

总磷 TP (g/kg) 0.76 0.51 

速效磷 AP (mg/kg) 26.39 20.51 

总钾 TK (g/kg) 7.37 6.59 

速效钾 AK (mg/kg) 284.65 269.27 

硝态氮 NO3
−-N (mg/kg) 3.11 0.92 

铵态氮 NH4
+-N (mg/kg) 7.33 5.25 
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2.2.2  盐节木根际与非根际固氮菌群落结构组成

和系统发育分析 

盐节木根际和盐节木非根际土壤固氮菌 nifH

克隆文库划分的 OTU 见图 2、3。由图 2 可知，盐 

 
表 3  盐节木根际和非根际土壤固氮基因 nifH 多样性指数 
Table 3  Diversity characteristics of nifH clone library in 
rhizosphere and non-rhizosphere soil of Halocnemum 
strobilaceum 

测定项目 

Measuring items 

土壤类型 Soil types 

根际 H 非根际 HN 

克隆数 Number of clone 299 295 

序列数 Sequence number 91 105 

丰富度 Rechness 14 47 

Shannon 指数 Shannon index 1.82 3.56 

ACE 指数 ACE index 41.84 102.78 

Simpson 指数 Simpson index 0.23 0.02 

Chao1 指数 Chao1 index 61.00 91.00 

覆盖度 Coverage (%) 89.47 73.83 

 

 
 

图 1  盐节木根际和非根际土壤 nifH 基因文库的稀疏曲线 
Figure 1  Rarefaction curves of nifH clone library in 
rhizosphere and non-rhizosphere of Halocnemum 
strobilaceum 

 
节木根际土壤固氮菌 nifH 克隆文库共划分为 14 个

OTU，其中 OTU1 占盐节木根际文库序列的

40.66%；OTU13 占盐节木根际文库序列的 25.26%；

OTU12 占盐节木根际文库序列的 15.38%；为盐节 

 
 

图 2  根际固氮菌克隆文库群落组成图 
Figure 2  The community structure of nitrogen-fixing bacteria in rhizosphere soil 
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图 3  非根际固氮菌克隆文库群落组成图 
Figure 3  The community structure of nitrogen-fixing bacteria in non-rhizosphere soil 
 

 

木根际土壤中 nifH 克隆文库的优势菌群，文库

中其他 OTU 所占比例相对较少(1.11%−4.40%)。

由图 3 可知，盐节木非根际土壤固氮菌 nifH 克隆

文库共划分为 47 个 OTU，其中 OTU5 占整个文

库 序 列 的 9.52%； OTU18 占 整 个 文 库 序 列 的

9.52%、OTU1 占整个文库序列的 7.62%；为 nifH

基因的较优势菌群。文库中其他 OTU 所占比例

相对较少为 0.95%−4.76%。对比盐节木根际和盐

节木非根际土壤固氮菌群落结构发现，盐节木

根际土壤优势固氮菌的 OTU 与该文库中其他

OTU 相比占比相差较大，而盐节木非根际土壤

优势固氮菌 OTU 与该文库中其他 OTU 相比占比

相对均匀。 

2.2.3  盐节木根际与非根际固氮菌系统发育分析 

盐节木根际土壤固氮菌系统发育树见图 4。所

有序列共划分为 6 个簇，ClusterⅠ中 OTU5、OTU6、

OTU8 与日本明治大学在芒属植物虫草的根际以及

中国甘肃农业大学在海拔高的草地中提取的菌株

相似性为 80%−83%，从属于固氮菌属(Azotobacter)；

ClusterⅡ 中 OTU7 和俄罗斯微生物研究所在一种

新型的碱性紫硫细菌内得到的序列相似性为 79%，

从属于外硫红螺菌(Ectothiorhodospira)；ClusterⅢ 

中 OTU9、OTU10 与在美国苏打湖内提取的地杆菌

(Geoalkalibacter)可以分为一种，相似性为 79%、

81%；ClusterⅣ 中 OTU1、OTU2 和美国威斯康辛

大学从田菁草内、德国马尔堡陆地微生物研究所在 
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图 4  盐节木根际土壤 nifH 克隆文库系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of nifH clone library in rhizosphere soil of Halocnemum strobilaceum 

注：系统发育树通过 Phylip-3.68 软件采用邻接法构建，所有的参考序列均来自于 GenBank，分支上的数值表示经 1 000 次计算后的

置信度值，文库中的根际序列用 H 标注. 

Note: Phylogenetic tree was constructed using the Neighbor-Joining method through the program Phylip-3.68. Reference sequence was 
chosen from GenBank database. Numbers at branching points refer to bootstrap values after 1 000 times calculation. H represent rhizosphere 
nifH clone sequences in the library. 

 
嗜 甲 烷 细 菌 得 到 的 序 列 与 固 氮 根 瘤 菌

(Azorhizobium)可以分为一种，相似性为 85%、

86%；ClusterⅤ 中 OTU3、OTU4 与俄国微生物

学研究所在水藓泥炭沼泽得到的序列相似性为

84%、87%，从属于固氮螺菌属(Azospirillum)；

ClusterⅥ 中 OTU11−14 和美国北卡罗来纳大学海

洋科学研究所在潮间带微生物席内得到序列归为

脱 硫 弧 菌 属 (Desulfomicrobium) 的 相 似 性 为

80%−83%。 

盐节木非根际土壤固氮菌系统发育树见图 5。 
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图 5  盐节木非根际土壤 nifH 克隆文库系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic tree of nifH clone library in non-rhizosphere soil of Halocnemum strobilaceum 

注：系统发育树通过 Phylip-3.68 软件采用邻位法构建，所有的参考序列均来自于 GenBank，分支上的数值表示经 1 000 次计算后的

置信度值，文库中的非根际序列用 HN 标注. 

Note: Phylogenetic tree was constructed using the Neighbor-Joining method through the program Phylip-3.68. Reference sequence was 
chosen from GenBank database. Numbers at branching points refer to bootstrap values after 1 000 times calculation. HN represent 
non-rhizosphere nifH clone sequences in the library. 
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所 有 序 列 可 以 分 为 6 个 簇 ， Cluster Ⅰ 中

OTU18−23、OTU26、OTU31−33 和高雄海洋科

技大学在被石油污染的土壤内提取出来的固氮

菌、德国普朗克微生物研究所、中国台湾农业与

自然资源学院直接提交的已知菌株序列相似性

为 78%−82%，从属于固氮弧菌属 (Azoarcus)；

ClusterⅡ 中根际 OTU 27、OTU34 和日本明治

大学在芒属植物虫草的根际以及中国甘肃农业

大 学 在 海 拔 高 的 草 地 中 提 取 的 菌 株 相 似 性 为

80%、83%，从属于固氮菌属(Azotobacter)；Cluster

Ⅲ 中 OTU24−25、OTU28−30 和俄罗斯微生物研

究所在一种新型的碱性紫硫细菌得到的序列相

似 性 为 82%−86% ， 从 属 于 外 硫 红 螺 菌 属

(Ectothiorhodospira)；ClusterⅣ 中 OTU17 和中

国台湾农业及自然资源学院直接提交的已知菌

株  Skermanella aerolata 序列相似性为 96%，

OTU14−16 和日本大坂大学在沼泽红假单胞菌、

巴西农业研究公司在甘蔗中生菌、中国西北大学

在大豆根瘤中提取的菌株相似性为 86%−88%，

从属于慢生根瘤菌属 (Bradyrhizobium)； Cluster

Ⅴ 中 OTU1−13、OTU46−47、OTU35 和日本大

坂大学国际生物中心直接提交的、中国森林生态

研究所在西藏三江源高原地区获得的、美国洛斯

阿拉莫斯国家大学生物科学部从在研究氮肥施

用量对土壤的影响时获得的固氮菌序列、中国清

华大学化学工程学系在中原油田内得到的序列

可以分成一种，属于太阳杆菌属(Heliobacterium 

modesticaldum)，相似性为 76%−88%；ClusterⅥ 

中 OTU36−45 和美国北卡罗来纳大学海洋科学

研究所在潮间带微生物席中得到的序列可以归

属为脱硫弧菌属 (Desulfomicrobium)，相似性为

76%−82%。 

盐节木根际土壤 nifH 序列的优势种属是脱硫

弧 菌 属 (Desulfovibrio) 及 固 氮 根 瘤 菌 属

(Azorhizobium)；非根际土壤 nifH 序列的优势种属

是太阳杆菌属(Heliobacterium modesticaldum)、脱硫

弧菌属(Desulfovibrio)、固氮弧菌属(Azoarcus)[33]。 

2.3  盐节木根际和非根际土壤固氮菌nifH的丰度 

利用实时荧光定量 PCR (q-PCR)技术对盐节木

根际与非根际土壤中的 nifH 进行定量分析，盐节木

根际土壤中 nifH 拷贝数为 4.08×104 copies/g、盐节

木非根际土壤中 nifH 拷贝数为 5.52×103 copies/g 

(图 6)。由此可见，盐节木根际土壤中固氮菌 nifH

的丰度与盐节木非根际土壤中固氮菌 nifH 的丰度

相比较高。 

2.4  土壤固氮微生物群落结构与环境因子的相

关性分析 

对盐节木根际和非根际土壤固氮菌的群落结

构、丰度与盐节木土壤环境因子的相关性进行

RDA 法分析，如图 7 所示，盐节木根际土壤(H)

的 PC1 横轴解释了总变异的 99%，PC2 纵轴解释

了总变异的 1%。NO3
−-N、AN 与根际 nifH 的优

势类群 ClusterⅣ、ClusterⅥ和丰度呈显著的正相

关，而 pH 与其均呈现显著的负相关。在盐节木

非 根 际土 壤 (HN)中 PC1 横轴 解 释了 总 变异的

93%，PC2 纵轴解释了总变异的 7%。结果显示，

TP、AN、TN、TK、NO3
−-N 均与非根际 nifH 优

势类群 ClusterⅠ、ClusterⅤ、ClusterⅥ和丰度呈

显著的正相关。 

 
 

 
 
 

图 6  盐节木根际和非根际土壤中 nifH 的基因数量 
Figure 6  Abundance of nifH in the rhizosphere and 
non-rhizosphere of Halocnemum strobilaceum 
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图 7  土壤理化因子与根际(A)、非根际(B)土壤固氮菌类群之间的冗余分析 
Figure 7  The analysis of RDA among physicochemical properties and group, abundance of nitrogen-fixing bacteria in 
rhizosphere (A) and non-rhizosphere (B) soil 

注：实心原点代表不同的固氮菌类群，黑色箭头表示不同的理化因子. 

Note: Black cycles are the different nitrogen-fixing, black arrows are hysicochemical properties, H, HN represent rhizosphere and 
non-rhizosphere soil of Halocnemum strobilaceum in Ebinur Lake wetland. 
 
 

3  讨论 

3.1  艾比湖湿地盐节木根际与非根际固氮微生

物群落结构多样性和丰度的特征 

固氮酶 nifH 基因是固氮酶中最保守的基因，常

用于了解固氮微生物的物种和分布，除少数如

rDNA 有几个拷贝外，原核生物基因绝大多数都是

单拷贝[17]，所以用荧光定量 PCR 对氮循环功能基

因拷贝数的定量，也可反映出氮循环微生物的数

量，基因拷贝数越高则对应的微生物数量越大，相

应的作用也越强[18]。本文通过构建基因克隆文库和

实时荧光定量 PCR (q-PCR)的方法，系统地反映出

在盐节木群落区不同土壤环境固氮菌的分布情况。

由表 3 可知固氮菌功能基因 nifH 在盐节木根际土壤

中的多样性小于非根际土壤。 

盐节木根际土壤中优势种属固氮根瘤菌属

(Azorhizobium)与美国威斯康辛大学从豆科植物得

到的为同一种，是一种严格好氧并在微好氧条件下

也能固氮的固氮菌属，其菌株能在田菁(Sesbania 

rostrata)的根和茎上生瘤，而且能以硝酸盐、氨和

氨基酸作氮源，广泛分布于土壤中。 

盐节木非根际土壤中优势种属有太阳杆菌属

(Heliobacterium modesticaldum)和固氮弧菌属。太阳

杆菌属是一种革兰氏阳性的固氮光养菌，它可以通

过光合异养或化学营养的方式生长，但不通过光合

作用生长；固氮弧菌属(Azoarcus)是一种严格的需氧

代谢型和微需氧固氮的固氮菌属，在含有机酸的盐

渍土壤中生长较好。脱硫弧菌属(Desulfovibrio)是盐

节木根际和非根际土壤所共有的主要优势种属，属

于化能有机营养型或混合营养型，细胞内含 c 型或

b 型细胞色素，通过呼吸的方式获取能量，脱硫弧
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菌属主要存在于淡水、淡咸水或海水下的污泥及沉

积物中。湿地上游的农业生产、生活废物及工业产

生的废水、废渣、废料大量注入艾比湖，引起脱硫

弧菌属的大量发现。 

影响土壤固氮微生物群落结构以及多样性的

因素包括植被[19]、土地利用、养分[20]、温度和 pH[21-22] 

等，其中植被可以提供土壤微生物生存繁殖所必需

的有机营养物和能量，对土壤微生物的长期生存环

境有重大的影响[23]。盐节木是最耐盐的肉质小半灌

木，根系具有特别耐盐的特性，因此更适宜在碱性

环境下生存，植物根系可以分泌为微生物提供足够

能源的物质，主要包括糖、有机酸、胞外酶等物

质[24]，这可能是导致在盐节木群落区根际土壤中

nifH 基因丰度高于非根际土壤的原因。相关研究显

示凋落物的分解会对植物非根际微生物的数量和

种类产生影响，主要为非根际土壤中的营养物质和

元素的循环利用等诸多方面[25]。而盐节木群落区的

非根际土壤中有多种动植物残体、动物粪便及盐节

木植物凋落物等；且非根际土壤中的固氮微生物营

养方式多为异养，可以分解利用土壤中的凋落物

等，因此与根际土壤中的 nifH 基因多样性相比，非

根际土壤 nifH 基因的多样性较为丰富。在根际和非

根际土壤中的 nifH 序列比对中，与已知序列的相似

性在 75%−89%，我们推测盐节木根际和非根际土

壤中可能蕴含着丰富的未知固氮菌资源。 

3.2  固氮微生物群落结构多样性和丰度在盐节

木根际和非根际中的环境异质性特点 

土壤理化结果显示，盐节木区的含水量显著

低于 2016 年平均水平，pH 值则高于 2016 年平均

水平。盐节木根际土壤与非根际土壤中的营养成

分存在一定差异，例如盐节木根际土壤的 pH 值显

著低于非根际土壤，而其他理化因子的含量均高

于非根际土壤。这可能与盐节木植物养分的吸

收、根系分泌物释放及根际微生物代谢活动等多

过程同时发生有关[26]。由此推断，pH 值的差异会

影响到 nifH 基因的种类多样性。生态环境中多数

微生物的最适生长 pH 值为 6.5−7.5，过碱的环境会

阻碍多数微生物的生长，只有那些耐碱性的微生

物才能在此环境下生长。本研究中盐节木群落区

根际和非根际土壤都为偏碱性土壤(pH>8.0)，说明

2 个样地的固氮菌皆为耐碱性固氮微生物。研究中

盐节木根际土壤基因文库 OTU 共 16 个，非根际土

壤基因文库的 OTU 有 49 个，说明在碱性更大的非

根际土壤中会有更多种类的耐碱性固氮微生物生

长。对比盐节木根际土壤和非根际土壤的群落结

构发现，根际土壤优势固氮菌的 OTU 与该文库中

其 他 OTU 相 比 占 比 相 差 较 大 ， 范 围 在

1.11%−40.66%；而非根际优势固氮菌的 OTU 与文

库 中 其 他 OTU 相 比 占 比 相 对 均 匀 ， 范 围 在

0.95%−9.52%，相差较小。分析原因可能是 pH 对

其产生影响，例如在根际土壤中 OTU1 (40.66%)隶

属固氮根瘤菌属，据大多数研究报道固氮根瘤菌

pH 值在 7.5−9.0 生长情况较好，符合本文根际土壤

中固氮根瘤菌的生长环境。说明 pH 值对根际土壤

OTU 分布影响较大，而对非根际土壤中 OTU 的分

布影响较小。 

对比土壤中 NH4
+-N 和 NO3

−-N 的含量，根际

土壤明显高于非根际土壤，表明盐节木根际土壤的

微环境在氮肥力水平上要优于非根际土壤。根际丰

富的有机质矿化后将为微生物提供各种不同的代

谢底物，也会刺激各种微生物的生长[27]。由相关

性分析得出，NO3
−-N 和 NH4

+-N 与根际土壤的丰

度显著正相关，这也是根际土壤丰度大于非根际土

壤的原因。 

本研究根际土壤中，优势类群 ClusterⅣ中固氮

根瘤菌属(Azorhizobium)与 NO3
−-N 和 AN 等成显著

正相关，且 AN>NO3
−-N>TK>AK>NH4

+-N>TN> TP。

据相关研究显示在种植红花的稻田土壤中施用氮

肥、钾肥、磷肥会显著促进固氮根瘤菌的生长[28]。

也说明了氮肥、钾肥、磷肥会促进该属菌的生长。 

在非根际土壤中优势类群 ClusterⅠ中，固氮弧
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菌属(Azoarcus)属于严格的需氧代谢型，能在微需氧

的情况下进行固氮，在含有机酸的盐渍土壤中生长

较好[29]。据研究表明，固氮弧菌属最适生长温度范

围在 35−40 °C，最适 pH 值为 7.0，最适盐度范围为

0.5%−166%[30]，而艾比湖湿地夏季高温和土壤高盐

度生长环境也符合固氮弧菌属生长所需。在本研究

中，通过 RDA 冗余分析得知 NO3
−-N 与固氮弧菌属

呈显著的正相关，说明 NO3
−-N 会促进固氮弧菌属

的生长，研究中还发现 AN、TP、TK、TN 同样也

会促进固氮弧菌属的生长。在优势类群 ClusterⅤ

中，太阳杆菌属(Heliobacterium modesticaldum)是一

种嗜热型光合细菌，能够在极端环境下生存，最适

生长环境的 pH 为 6.0−7.0，温度为 52 °C。研究证

明了 Heliobacterium modesticaldum 在光合作用和化

学营养生长过程中都有固氮作用，同时是一种固

氮能力强的细菌，可能与水稻等植物共生组合在

一起[31]。对比从青藏高原三江源自然保护区得到的

序列(AY601051.1)，该序列与 TN、TK、TP 均成正

相关，与 pH 成负相关[32]，这也与本研究得到的结

论相似。而本研究中 pH 值对优势类群无影响，同

时证明太阳杆菌属(Heliobacterium modesticaldum)在

碱性环境下也可以生存，并且 TN、TK、TP、NO3
−-N、

AN 也 会 显 著 影 响 太 阳 杆 菌 属 (Heliobacterium 

modesticaldum)的生长。 

根际和非根际土壤共有的优势类群脱硫弧菌

属(Desulfovibrio)能进行反硫化作用，它在厌氧条

件下将硫酸盐还原为 H2S。H2S 能够与重金属离子

发生沉淀反应，且沉淀物不易溶解。此方法能与多

种重金属种类反应且价格低廉，对环境也不会造成

二次污染。因此脱硫弧菌属的大量发现对维护艾比

湖湿地环境具有极大的意义。据报道外加氮源的含

量 会 增 加 脱 硫 弧 菌 的 转 化 效 率 [33] ， 本 研 究 中

NO3
−-N、AN、TN、NH4

+-N 的含量与脱硫弧菌属

的生长均成正相关，也说明了氮会促进脱硫弧菌的

生长。 

4  结论 

(1) 艾比湖湿地优势植物群落盐节木根际土壤

的根际 nifH 序列优势种属主要为固氮根瘤菌属

(Azorhizobium)和脱硫弧菌属(Desulfovibrio)，非根际

土壤的根际 nifH 序列优势种属主要是固氮弧菌属

(Azoarcus)、太阳杆菌属(Heliobacterium modesticaldum) 

和脱硫弧菌属(Desulfovibrio)。 

(2) 艾比湖湿地盐节木的非根际土壤群落多样

性高于根际土壤，根际土壤中固氮菌 nifH 的丰度则

高于非根际土壤。 

(3) 艾比湖湿地盐节木根际和非根际土壤的优

势固氮微生物固氮根瘤菌属(Azorhizobium)、太阳杆

菌属(Heliobacterium modesticaldum)、固氮弧菌属

(Azoarcus)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio)的 nifH 群落

结构和丰度与 NO3
−-N、AN、TN、TP 等环境因子

显著相关。 
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