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摘　要：分别以乌鲁木齐河源区不同层位深坑冻土样品为研究材料，利用荧光显微计数技术、寡营养

恢复培养技术等研究了微生物数量特征及其与土壤理化参数的关联度．结果表明：可培养细菌数量与

冻土深度、土壤含水量、总Ｃ和总Ｎ含量都成显著的正相关，与ｐＨ值呈显著负相关．而且，可培养

细菌数及其在细胞总数中所占比值随冻土深度的增加而下降，表明深坑样冻土中可培养细菌数量与冻

土的理化性质和其沉积年代密切相关．
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０　引言

　　地球上，大约有２６％的陆地生态系统为多年冻

土区，然而对其生命迹象的生物学研究，尤其是微

生物学的研究相对较少［１］．尽管早在１９世纪末２０
世纪初，科学家在西伯利亚和远东研究猛犸象时，

已经知道冻土中存在可培养的微生物［２］，然而，在

随后近一个世纪几乎没有什么重大突破．２０世纪

９０年代以来，对极端环境条件下生命特征和适应
机制的研究引起世界各地的重视：美国国家自然科
学基金委员会从１９９７年专门启动了“极端环境生
命”的多学科综合的研究项目；欧盟于１９９６年结束
了一个为期三年的极端微生物的预研项目“极端微
生物的生物科技”时代，又在１９９７年启动了一个耗
资７００万欧元的计划“Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ　ａｓ　Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏ－
ｒｙ”［３］；日本对极端环境中微生物资源的研究一直

很积极，并在１９９７年开始创办刊名直接为“极端微
生物”（Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ）的期刊．这些项目的开展和
专门期刊的出现，大大促进了冻土微生物的研究．

　　微生物的种群结构、遗传进化对环境条件有较

强的敏感性［４－１３］，研究冻土中的微生物分布、遗传
变异和自然选择对恢复过去历史的气候环境变化有

重要意义［１４－１５］．因此，加强冻土微生物这一重要
遗传资源的认识、保护、开发和持续利用，可以弥
补该领域研究的空白，对于我国西部生态环境建
设、提高我国科技的国际地位、迎接２１世纪的挑战
具有深远的意义．
　　冻土微生物为什么能够长期经受寒冷生境的考
验而生存，若温度低于细胞质冰点，还会使细胞形
成冰晶体对细胞结构造成严重损坏，这些问题无时
无刻制约着生活在冻土环境中的低温微生物的生

存．但在自然条件下，冻土微生物和冻土环境之间
形成了一系列相互适应的理化过程，表现出极其顽
强的生命力．通过对不同深度冻土样品中微生物的
数量分析研究，探讨冻土微生物数量与土壤理化性
质的关系，为阐明乌鲁木齐河源区土壤微生物生存
的可适环境条件提供科学信息．

１　材料和方法

１．１　研究区域概况和样品采集

　　乌鲁木齐河源区位于天山中部喀拉乌成山脉北
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坡，西起天格尔峰，东到望峰道班附近，包括罗卜
道沟、琼萨尔萨依沟等４条支谷在内，海拔均在

３　０００ｍ 以上．在此海拔以下，发育着季节冻土．
连续６ａ的地温观测结果表明，多年冻土厚度随海
拔的上升而增大，年平均地温由海拔３　３４８ｍ 的

－０．７℃降到海拔３　９００ｍ的－４．９℃．年温度变
化层厚度在１０～１８ｍ［１６－１７］．
　　多年冻土芯取样：选取在新冰期和末次冰期都
有冰川发育，现在气温约为－５．４℃的大西沟气象
站附近（海拔３　５８６ｍ，４３°０６′５８４″Ｎ，８６°５０′３０１″
Ｅ），钻孔取直径为１３ｃｍ的冻土芯样品，分段连续
取样，取样总深度为２００ｃｍ．样品装入已就地浸泡
乙醇灼烧灭菌的土壤盒中，迅速保存于冰柜，在低
温下运回实验室，储存于－２０℃备用．
１．２　土壤理化性质分析

　　样品带回后立即进行土壤理化性质分析．其
中，含水量通过烘干法测定，ｐＨ用酸度计（ＰＨＢＪ－
２６０，上海雷磁仪器厂）来分析水／土（１∶１，质量
比）混合物，全Ｃ和全 Ｎ 在 ＣＨＮＳ－ａｎａｌｙｓｅｒ（Ｅｌｅ－
ｍｅｎｔａｒ　Ｖａｒｉｏ　ＥＬ，Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ　Ａｎａｌｙｓｅｎｓｙｓｔｅｍｅ
ＧｍｂＨ，Ｈａｎａｕ，Ｇｅｒｍａｎｙ）上以１　８００℃供氧高温
燃烧法测定（兰州大学分析测试中心）．
１．３　微生物培养和计数

　　将冻土样品从－２０℃冰箱中取出置于４℃下
解冻，在超净台中取２ｇ土样，置于一灭菌处理的
装有１８ｍＬ生理盐水（０．８５％）和玻璃珠的三角瓶
中，２５０ｒ·ｍｉｎ－１震摇１５ｍｉｎ，用梯度稀释法对悬
液进行稀释，分别取稀释浓度为１０－３、１０－４的土壤
悬液２００μＬ涂布到寡营养培养基ＰＹＧＶ平板上，
于２５℃下避光培养，每个样品的每个梯度都做３
个平行，培养的平板７ｄ后统可培养细菌数量．
　　取约０．５ｇ冻土样品按质量比用无菌生理盐水
（０．８５％）稀释到１０－１ｇ·ｍＬ－１，同时加入数粒无菌

玻璃珠，置摇床２５０ｒ·ｍｉｎ－１（ｒｍｐ）振摇３０ｍｉｎ，
取１ｍＬ悬液加入到９ｍＬ无菌生理盐水中进行梯
度稀释，直至１０－４　ｇ·ｍＬ－１．将１０ｍＬ稀释液过滤
浓缩于０．２２μｍ无菌的Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ微孔滤膜（全部过
滤仪器已灭菌）．沉积于膜上的微生物细胞用

ＳＹＢＲ　Ｇｏｌｄ荧光染料（１．５×）于暗处染色１５ｍｉｎ，
然后用ＯＬＩＭＰＵＳ（ＢＸ５１ＴＲＦ）荧光显微镜进行观
察计数［１８］．计数时，每份样品至少计数３０个随机
选择的视野，计算细胞数的平均值（ｃｅｌｌ·ｇ－１）．依
下列公式计算冻土样品中细胞总数：

Ｅ＝Ｘ×Ｓ１／Ｓ２×１／Ｖ×１０４ （１）

式中：Ｅ为样品中细胞总数（ｃｅｌｌ·ｇ－１）；Ｘ为３０个
视野细菌总数的平均值（ｃｅｌｌ）；Ｓ１为滤膜面积
（ｍｍ２）；Ｓ２为显微镜的视野面积（ｍｍ２）；Ｖ 为过滤
样品的体积（ｍＬ）．

２　结果与讨论

　　从图１可以看出，本样点可培养细菌数量在

２．００×１０４ＣＦＵ·ｇ－１～６．００×１０５ＣＦＵ·ｇ－１之间变
化，类似于南极冻土区（０～１０５）和西伯利亚冻土区
（０～１０８）的情况，但高于加拿大高纬度冻土区（１０１

～１０３）可培养细菌数［１９－２２］．相关分析显示，可培
养细菌数与含水量、总Ｃ、总 Ｎ含量、深度和ｐＨ
值二者之间均有较好的相关性（表１）：可培养细菌

数与含水量（ｒ＝０．８５４，ｐ＜０．０１）、总Ｃ（ｒ＝０．８３７，

ｐ＜０．０１）、总Ｎ（ｒ＝０．８２１，ｐ＜０．０１）呈显著正相

关；与冻土深度（ｒ＝－０．７００，ｐ＜０．０１）、ｐＨ值（ｒ

＝－０．７８２，ｐ＜０．０１）呈显著负相关．冻土深度与

ｐＨ值（ｒ＝０．７１５，ｐ＜０．０１）呈显著正相关；含水量

与总Ｃ（ｒ＝０．９４７，ｐ＜０．０１）、总Ｎ（ｒ＝０．９４３，ｐ＜
０．０１）呈显著正相关，与ｐＨ值（ｒ＝－０．５７４，ｐ＜
０．０１）呈显著负相关；ｐＨ值与总Ｃ（ｒ＝－０．５７９，ｐ

表１　可培养细菌数量与土壤理化因子间相关性分析

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｎｄｅｘｅｓ

含水量

ｒ　 ｐ

总Ｃ含量

ｒ　 ｐ

总Ｎ含量

ｒ　 ｐ

ｐＨ值

ｒ　 ｐ

深度

ｒ　 ｐ

可培养细菌数 ０．８５４＊＊ ０．０００　 ０．８３７＊＊ ０．０００　 ０．８２１＊＊ ０．０００ －０．７８１＊＊ ０．０００ －０．７００＊＊ ０．００１

含水量 ０．９４７＊＊ ０．０００　 ０．９４３＊＊ ０．０００ －０．５７４＊＊ ０．００８ －０．４４２　 ０．０５１

总Ｃ含量 ０．９９４＊＊ ０．０００ －０．５７９＊＊ ０．００７ －０．４４２　 ０．０５１

总Ｎ 含量 －０．６０３＊＊ ０．００４ －０．４４９＊ ０．０４７

ｐＨ值 ０．７１５＊＊ ０．０００

　　注：＊＊为Ｐ＜０．０１，极显著相关；＊为Ｐ＜０．０５，显著相关．
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图１　深坑样品各数据分析

Ｆｉｇ．１　Ｓｏｉｌ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｃｈａｎｇｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｄｅｐｔｈｓ

＜０．０１）、总Ｎ（ｒ＝－０．６０３，ｐ＜０．０１）呈显著负相
关；总Ｃ与总Ｎ（ｒ＝０．９９４，ｐ＜０．０１）呈显著正相
关．
　　冻土中的液态水膜太薄而不能包藏微生物或使
微生物细胞在其中迁移，所以液态水瞙是冻土微生
物生存栖息地的关键组成部分．这些水膜可能由于
能够保护有生命的细菌，被认为是微生物生长的
“营养培养基”［２３］，当周围的水结冻时营养物质可
能集中在这些薄膜中［２４］．这些水膜也可以使营养
物质和代谢终产物进行大量转换，如果在细胞中没
有发生这些大规模的转换，细胞可能最终会死于饥
饿和毒素的累积．因此，液态水作为冻土中细菌生
长的一个重要限制因素，它的含量直接决定了细菌
的数量和生命活力，可培养细菌数量与含水量成显
著正相关．
　　作为冻土中微生物的主要营养物质，Ｃ含量［２５］

和Ｎ含量［２６］直接对微生物的群落产生影响．而土
壤微生物作为生态系统的重要组成部分，参与土壤

Ｃ、Ｎ元素的循环过程和土壤矿物质的矿化过程，

又对有机物质的分解转化、养分的转化和供应起着
重要的主导作用［２７－２８］．我们的实验结果表明：可
培养细菌的数量与Ｃ、Ｎ含量的显著正相关性正是
微生物与Ｃ、Ｎ相互作用的结果．
　　图２可以看出：可培养细菌数占细胞总数的比
值在表层约５０～６０ｃｍ处普遍较大，６０～７０ｃｍ处
出现过渡，再往下普遍较小．总体来讲，可培养细
菌数占细胞总数的比值随着冻土深度的增加呈下降

图２　深坑样品中可培养细菌数占细胞总数的比值
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趋势．从冻土中恢复培养细胞的能力似乎与冻土的
温度无关，而是依赖于冻土的深度，可培养细菌数
及其在细胞总数中所占比值随冻土深度的增加而下

降（图２）．这可能是由于低温、干燥、缺乏营养物
和地磁辐射等环境对它们的选择作用所致［４－６］．可
见，微生物能够在冰冻区保持活力是有时间上限
的．
　　另外，冻融循环也是影响微生物生命力的因素
之一．有研究表明，冻土层越深，冻土年龄越
大［１８］．章高森［２９］对青藏高原多年冻土的分析表明，
可培养细菌的数量随着冻土年龄的增加而减少；在
低温恢复培养的过程中，发现在温度升高冻土消融
过程中，可培养细菌的数量增加而多样性却逐渐减
少．白玉［３０］以天山冻土冻融界面样品为材料的冻
融实验表明，在一系列冻融处理中，冻融循环次数
不断增加，天山冻土样品中的细菌多样性也随之减
少．显而易见，冻土层越深，冻融循环的几率就越
多，微生物生命力就越弱．
　　有机酸在细菌趋化，养分的吸收，减轻缺氧，
改善土壤结构和金属净化这些活动中作为主要动

力［３１－３４］．其中，趋化性是细菌适应外界化学环境
变化而作出的行为反应，是一种寻找碳源和氮源的
优势［３５］．图１表明，ｐＨ 值随冻土深度增加而增
加，冻土中ｐＨ 值主要是由有机酸含量来决定的，
说明冻土有机酸含量在不断下降．研究表明，虽然
有少量的有机酸是通过大气沉降和林冠穿透进入了

土壤，大部分土壤中的有机酸是来源于根分泌物的
溶解和土壤微生物的释放［３６］．可见，随着冻土冻
土深度的增加，本身逐渐远离地表和植物根际，微
生物活力下降，有机酸的供给越来越少，ｐＨ 值增
加直接影响了细菌的水平［３７］．因此，有机酸不仅
可以改善细菌生长的环境，还可以直接促进细菌对
碳源和氮源的利用，进而调控微生物的生命活力和
可培养细菌的数量．

３　结论

　　冻土微生物能够适应寒冷生境而生存，是因为
在自然条件下，冻土微生物和冻土环境之间形成了
一系列相互适应的理化过程：首先表现在深坑样品
随着坑深度的增加，冻土的含水量、总Ｃ、Ｎ含量
都在减少，而ｐＨ值在增加，冻土微生物的生命力
显得越脆弱，可培养细菌的数量就越少，即：可培
养细菌数与含水量、总Ｃ、总Ｎ呈显著正相关，与
冻土深度、ｐＨ 值呈显著负相关．可见，微生物能

够在冰冻区保持活力与冻土的理化性质息息相关，
随冻土的理化性质演变而变化．
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