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摘　要：冰川前沿裸露地有着暴露年代序列特性，是研究微生物群落结构时空变化的理想地区．通过

对１号冰川东支前沿裸露地的微生物学研究发现，从冰土交界处到１６７５年的冰碛垄，２５℃下培养得

到细菌数量从５．５×１０４　ＣＦＵｓ·ｇ－１增加到３．３×１０６　ＣＦＵｓ·ｇ－１，而微生物总数的变化在暴露年代序

列上都没有显著的相关关系；细菌群落结构的主要改变发生在两个阶段，暴露初期和植被盖度明显增

加的时候．联系到这两个阶段正好是环境温度与土壤营养水平改变的时期，此结果表明，环境变化是

冰川前沿裸露地微生物群落时空变化的主要驱动力．
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０　引言

　　政府间气候变化委员会（ＩＰＣＣ）指出［１］，在过
去的１００ａ里，全球平均温度升高了０．７４℃．受此
气候变化的影响，冰川也发生持续的退缩［２］．冰川
前沿因冰川逐步退缩而形成的裸露地，具有暴露时
间上的年代序列特性，因此，冰川退缩区被认为是
研究生物群落演替的一个理想区域［３］．对不同冰川
退缩区的植物群落进行调查发现，植物物种丰富度
随着暴露年份的增加而增长［４－７］．这些结果不仅给
植物原生演替研究提供了新的资料和知识，也进一
步激发了微生物生态学家对冰川退缩区进行微生物

时空变化研究的热情．
　　然而，在对冰川前沿裸露地微生物群落演替的
研究中，却出现相互矛盾的结果：一些研究报道冰
川前沿细菌系统发育类型多样性随着暴露年份的增

长而增加［８－１０］；也有研究则发现多样性在减少［１１］；

还有研究称微生物多样性在冰川前沿没有增加或减

少的趋势［１２］．这些微生物多样性变化在冰川前沿
出现各不相同的现象，有着多种的原因．与冰川前
沿裸露地植物的分布不同，微生物群落演替不是一
个像植物那样从无到有、从零星分布到群落稳定的
过程．无论在冰土交界处还是在未消融的冰雪中，

一直有微生物群落存在［１３－１４］．冰川前沿裸露地的
微生物群落演替是群落结构随环境改变而变化的过

程，各地冰川在环境因素上的不同，会引起群落结
构变化上的差异．

　　考虑以上因素，本研究以观测资料丰富的天山
乌鲁木齐河源１号冰川（以下简称１号冰川）东支前
沿裸露地为研究对象，从冰川前沿冰土交界处的温
度比裸露地的温度变化更小这一特点出发，通过基
于培养的方案，分析从冰土交界处到已暴露３００多
年的冰碛垄这一退缩路线的样品，对冰川前沿裸露
地的微生物群落结构在退缩路线上的变化特点进行

研究，并结合其他冰川前沿微生物学研究结果，阐
明造成微生物群落结构改变的主要驱动因素．
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１　材料与方法

１．１　样品采集

　　采样点位于１号冰川东支前沿裸露地，采样工
作在２００７年１０月完成．根据１号冰川退缩记录，
按２００６、２００５、２００３、１９９９、１９９５、１９９０、１９８６、

１９７３和１９６２年冰川前沿位置，以及冰川前沿冰土
交界处和３道冰碛垄，共采集１３个样品．采样时
去除表层土壤，取２～５ｃｍ处的土壤样品．样品放
置于预先灭菌处理好的土壤盒中，低温下运回实验
室，立即进行土壤理化性质分析和和好氧异养细菌
的培养，余下样品储存于－２０℃备用．
１．２　土壤理化性质分析

　　其中水分含量通过烘干法测定，ｐＨ用酸度计
（ＰＢ－１０，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）来分析水／土（１∶１，ｗ／ｖ）混合
物，总氮含量和碳含量使用 Ｄｕｍａｓ 燃烧法，在

１　８００℃ 燃烧测定 （ＧｍｂＨ　ＶａｒｉｏＥＬ，Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ
Ａｎａｌｙｓｅｎｓｙｓｔｅｍ）．
１．３　微生物总数测定和好氧异养细菌的分离、纯
化及保存

　　此在超净台中取土样２ｇ，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，２５０ｒｐｍ摇振１５ｍｉｎ，取悬液进行梯度稀释．
在稀释１００倍的土壤悬液中按２μｇ·ｍＬ

－１的标准

加入ＤＡＰＩ，染色１０～２０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染色完毕后，
将溶液过滤到聚碳酸酯滤膜上，使用荧光显微镜观
察并计数，激发光波长为３６４ｎｍ，发射光波长４５４
ｎｍ［１５］．另取稀释１００倍和１　０００倍的土壤悬液２００

μＬ涂布到ＰＹＧＶ固体培养基上
［１６］，于４℃和２５

℃下避光培养，每个样品的每个梯度都做３个平
行，观察菌落形成情况，４℃培养的到３０ｄ时进行
菌落计数，２５℃培养的在７ｄ时进行菌落计数，并
选取不同颜色形态的菌落，通过划线法纯化后，挑
取单菌落摇培成菌液，加入１５％甘油冷冻于－８０
℃冰柜进行保存．
１．４　测序分析和系统发育学分析

　　近乎全长的１６ＳｒＲＮＡ基因片段通过引物８Ｆ
和１４９２Ｒ进行扩增而获得［１７］，扩增产物使用限制
性内切酶 ＨａｅＩＩＩ和 ＨｈａＩ进行ＲＦＬＰ分析后，所有
具不同带谱的菌株进行１６ＳｒＲＮＡ 基因序列测
定［１８］．测序工作在上海生工生物工程有限公司完
成，获得的３８条１６ＳｒＲＮＡ基因接近全长的序列，
进一步通过嵌合体（ｃｈｉｍｅｒａ）分析后［１９］提交至

ＧｅｎｅＢａｎｋ，序列号为ＪＸ０９６９８８－ＪＸ０９７０２５．

　　最相近的参比序列从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中通过

ＢＬＡＳＴ 搜 索 工 具 获 得［２０］，与 所 测 序 列 通 过

ＣＬＵＳＴＡＬＷ　２．０进行多序列比对［２１］，比对结果用
邻位相连法分析后［２２］，使用 ＭＥＧＡ５．０构建系统
发育树［２３］，并通过Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法对树型进行评估分
析［２４］．

２　结果

２．１　土壤理化性质分析

　　如图１所示，冰川末端前沿直至１７６０年的冰
碛垄处，植被盖度很低，所选取取样点位置皆避开
植物，到１６７５年冰碛垄处，植被盖度约为１７％，取
样容易遇到植物根系．碳氮分析发现（表１），除

图１　采样地点

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ

表１　土壤样品的理化性质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ　ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

年份 总氮／％ 有机碳／％ 含水量／％ ｐＨ

２００７　 ０．０２５　 ０．２４３　 ２０．０９　 ７．６９

２００６　 ０．０３８　 ０．２２２　 １４．１３　 ８．０３

２００５　 ０．０５８　 ０．２４７　 １５．７２　 ７．５０

２００３　 ０．０３６　 ０．１５３　 ２４．５９　 ６．８３

１９９９　 ０．０４１　 ０．１８７　 ７．０８　 ７．７４

１９９５　 ０．０４３　 ０．２００　 ４．２２　 ８．１８

１９９０　 ０．０３９　 ０．１８９　 ２．８０　 ８．４１

１９８６　 ０．０４０　 ０．１４９　 １１．４７　 ７．２８

１９７３　 ０．０２７　 ０．１８１　 ７．３８　 ７．７３

１９６２　 ０．０３３　 ０．２１２　 ６．１７　 ７．９８

１９１１　 ０．０４５　 ０．２２４　 ４．７１　 ７．７７

１７６０　 ０．０２２　 ０．１７９　 ６．４２　 ８．２８

１６７５　 ０．１４１　 ０．５５２　 ６．２２　 ７．７６
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１６７５年冰碛垄处的样品外，表层冻土的总氮和有
机碳含量都比较低，其中氮含量不超过０．４５‰，有
机碳含量低于２．５‰，但在植被盖度稍稍增高的样
品，总氮和有机碳含量增加了约３倍．样品的含水
量变化比较大，在２．８％～２４．５９％波动，其中靠近
冰川末端的土样含水量明显比较高．样品的ｐＨ值
变化不大，绝大多数样品呈中性或弱碱性．
２．２　可培养细菌的数量和微生物总数

　　２５℃下培养的细菌数量随退缩年龄增加有所
增加，从冰土交界处到最后一道冰碛垄，数量从

５．５×１０４ＣＦＵｓ·ｇ－１增加到３．３×１０６　ＣＦＵｓ·ｇ－１．
４℃下培养的细菌数量在此两个数值之间波动，但
数量变化与冰川退缩时间没有显著相关关系（图

２）．在已经报道的工作中［２５－２８］，南极、西伯利亚冻
原、青藏高原等地区表层冻土中可培养细菌的数量
与我们的结果接近．通过采用低温（４℃）和室温
（２５℃）两个培养温度研究发现，低温培养通常可
以比室温培养获得更多细菌菌落，说明在冰川前沿
冻土中的微生物更适应低温环境，这与当地年平均
气温低于－３．９℃的情况相符合．
　　结果中比较有意思的现象是，尽管我们取样的

图２　不同温度下可培养细菌数量及比率（４℃／２５℃）

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏｓ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ
（Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ　ａｒｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎｙ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｕｎｉｔｓ
（ＣＦＵｓ）．Ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅｉｒ　ｒａｔｉｏｓ　ｏｆ

ＣＦＵｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｐｌａｔｅｓ　ｉｎｃｕｂａｔｅｄ　ａｔ　４ｏＣ　ｖｅｒｓｕｓ

ｔｈｏｓｅ　ｆｒｏｍ　２５℃）

图３　土样品中微生物总数

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｔｏｔａｌ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ｉｎ　ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

时候，所有样品都处于冻结状态，但取自冰土交界
处的样品（２００７年）中低温／室温下可培养细菌数量
比例要比其他所有样品高得多．然而，对此样品４
℃下获得的菌落再置于２５℃下培养时，所有菌株
都能快速生长，未发现有专性嗜冷微生物．
　　微生物总数在在２．８×１０８～１．６×１０９个·ｇ－１

（图３）土壤之间，从冰土交界处到１６７５年冰碛垄
处，数量有波动，但没有显著增加或减少的变化趋
势．
２．３　可培养细菌的多样性及变化

　　通过对可培养细菌菌株进行 ＡＲＤＲＡ 分析、

１６ＳｒＲＮＡ基因测序并进行系统发育分析，结果显
示：１号冰川前沿冻土中可培养细菌分别属于１９个
不同的属，在绝大多数样品中，优势菌株都来自于

Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属和Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属（图４）．对
于优势菌株，它们在４℃和２５℃培养同时出现菌
落，而非优势菌株只是从不同的样品在不同培养随
机出现．这导致大多数样品中可培养细菌的群落结
构接近，其中只有１６７５年冰碛垄样品除外，在这个
来自植被丰富地点的样品中，Ｂａｃｉｌｌｕｓ属的菌株丰
富度最高，另外也有来自Ｌｅｃｌｅｒｃｉａ、Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅ－
ｒｉｕｍ、Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ等属的菌株．
　　除１６７５年冰碛垄样品外，在其余１２个样品中

Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属和Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属的菌株占
据了很大比例，对这些菌株的丰富度之和分析发
现，Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属的菌株在接近冰川末端的样
品中占有更多的比例，随着冰川消融，冻土的暴露
时间延长，该属内的菌株丰富度逐渐下降（图５）．
作为相对应的，来自于Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属的菌株却
逐渐占据更多的比例．
　　然而，无论４℃还是２５℃下培养，出现的菌落
形态学特征相似，进一步培养发现，所有这些菌株
在２５℃下的生长速率都比在４℃下快．结果说明
无论来自Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属还是Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ
属的菌株都是耐冷菌株，并非嗜冷菌，它们能耐受
长期冰川覆盖下的低温环境，但低温并不是最适宜
生长的环境，在冰川融化，环境温度有所升高时，
这些菌株的活性更强．

３　讨论

　　在冰川前沿裸露地区域，沿冰川退缩路线上具
有暴露时间上的年代序列特性，是分析微生物时空
变化的一个理想环境．以往对裸露地区域植物群落
演替的研究比较成熟，发现随着暴露年份的增加，
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图４　可培养细菌的邻接法系统发育树及菌株分布
“Ｒ”、“Ｌ”分别为菌株在室温培养（２５℃）、低温培养（４℃）下出现；“ＮＡ”为未出现

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ（Ｔｈｅ　ｔｒｅｅ　ｃｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔｒｅｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ｂｏｏｔｓｔｒａｐ　ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　１，０００

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｂａｒ，２ｉｎｆｅｒｒｅｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ　ｐｅｒ　１００ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．“Ｒ”ａｎｄ“Ｌ”ｒｅｆｅｒ　ｔｈｅ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ　ｏｃｃｕｒｒｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｌａｔｅｓ　ｉｎｃｕｂａｃｔｅｄ　ａｔ　２５℃ａｎｄ　４℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｗｈｅｒｅａｓ“ＮＡ”ｍｅａｎｓ　ｎｏ　ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ）

植物物种是一个由少变多到稳定的过程［４－７］．受植
物学研究的影响，冰川前沿裸露地开展的微生物学
研究中，常常讨论微生物多样性在暴露年代序列上

的变化，并发现裸露地微生物群落演替过程在不同
冰川前沿存在着相互矛盾的结果：有的地区细菌多
样性随着土壤暴露年份增加而增加［８－１０］；有的地区
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图５　Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属和Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属在不同年份样品中菌株丰富度变化
图中趋势线基于４℃培养时的数据产生

Ｆｉｇ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｒａ　Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｄ　Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ
（Ｔｈｅ　ｔｒｅｎｄｌｉｎｅｓ　ａｒｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｏｓｅ　ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ　ａｔ　４℃）

恰恰相反［１１］；还有的地区发现微生物多样性与暴
露年份没有明显相关关系［１２］．
　　各地区出现这种各不相同的结果，未必是因采
样的偏差或使用的研究手段不同等人为因素所引起

的．植物在裸露地存在着从无到有、从零星分布到
植被盖度大的过程，其物种多样性随暴露年份增
加，是合理可预见的．而微生物群落无论在冰雪中
还是冰雪之下都是存在的．裸露地微生物群落在冰
川退缩暴露之后，如果粉尘输入或动物传播等途径
进入裸露地的微生物能在裸露地建立群落，的确有
增加多样性的可能；但同时，因环境改变而使原有
微生物种群丧失，也会减少微生物的多少样．因
此，在微生物多样性随暴露年份变化出现“相互矛
盾的结果”的背后，可能有一个统一的机制：冰川
前沿裸露地微生物群落结构发生改变的主要驱动因

素是什么．
　　我们认为：环境因素主导着冰川退缩区微生物
群落的分布，是裸露地微生物群落结构发生改变的
主要驱动因素，详细内容讨论如下．
　　本研究发现，在冰土交界处的样品，与暴露１ａ
甚至３００多年的样品相比较，微生物的总数差别并
不大，对于可培养细菌的数量，２５℃下培养的细菌
数量随着退缩年龄增加有所增加，但４℃培养的细
菌数量却没有这个特点，对比这两个温度下的数据
发现：冰土交界处的样品中，在４℃下培养得到的
细菌数量比在２５℃下的数量要多出２０多倍，这一
点，与其他样品中在这两个温度下培养获得的细菌
数量基本接近的结果有很大差别（图２）．联系当地
环境，在冰土交界处始终处于相对稳定的低温，而
在冰川消融暴露出的地面，温度波动要大得多，生

存于其中的微生物群落，有机会经历比冰土交界处
更高的温度．当样品置于２５℃下培养时，来自冰
土交界处的微生物群落受到了从未经历过的高温冲

击，在培养基上得到恢复并形成菌落的好氧异养细
菌不到４℃下恢复的５％；而暴露过的样品中的微
生物群落，已经经历过温度变化的冲击，尽管在多
样性和数量上通常还是４℃下恢复的占优，但与２５
℃下培养结果的差别不是太大．这个差异充分说明
环境温度驱动了微生物群落的改变．
　　环境温度对微生物群落改变的驱动，在两个主
要细菌属菌株菌落数量的改变上也有体现．Ｆｌａ－
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属和Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属细菌在１号冰
川前沿植被稀少区域中是优势群落，在冰土交界
处，Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属的细菌更多，但随着暴露年
份的增加，Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属细菌逐渐占据的优势
地位，这个变化过程大概在１０ａ内完成．虽然所分
离到的这两个属的细菌都不是嗜冷菌，但 Ｂｒｅ－
ｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ属的细菌与Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属的细菌
相比较，来自Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属的菌株可能更适应
长期稳定的低温环境一些，而来自Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ
属的菌株可能更适应高低温度交替出现的新环境．
就这一点差异，暴露后高低温度交替变化的新环
境，使微生物群落发生组成结构的变化．
　　可培养细菌多样性研究结果显示，冰土交界处
到暴露了２００多年处的好氧异养细菌群落可能是个
逐渐变化的过程，Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属和Ｂｒｅｖｕｎｄｉ－
ｍｏｎａｓ属细菌一直是优势菌群成员（图４和图５）．
然而在１６７５年的冰碛垄上，细菌群落发生了比较
大的变化，优势菌群变成了来自Ｂａｃｉｌｌｕｓ属的细
菌．引起这种变化的原因，很可能是环境中营养组
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成的改变．在１６７５年的冰碛垄上，植被盖度增加
到１７％左右，样品的碳氮含量分析结果也显示，此
处的营养水平要比暴露时间在此之前的样品高出１
倍多（表１）．我们知道，异养细菌是一群主要依赖
于环境中的营养生存的细菌，当环境中营养水平或
一样组成发生改变时，异养细菌群落发生巨大改变
是合乎以往认知的．
　　微生物生物地理学一个主流理论也支持我们认
为环境主导着冰川退缩区微生物群落的分布的观

点：１００ａ前Ｂａｓｓ－Ｂｅｃｋｉｎｇ等［２５］提出，微生物在地
球上的扩散没有限制，当地环境选择了适合的种
类．因此，环境的不均一性主导了微生物生物地理
格局的形成．尽管这个理论也受到挑战，但微生物
强大的扩散能力确实受到广泛认可［２９］，具体到冰
川前沿裸露地这么一个小区域内，微生物“种子”的
来源更不会有什么大差别，影响退缩路线上微生物
群落的分布主要因素最可能就是环境因素．
　　综上所述，我们认为冰川前沿裸露地中的微生
物群落演替是由环境因素主导的一个时空变化过

程．以往在裸露地进行的微生物群落变化研究，强
调了退缩时间对微生物群落的影响，而缺少对其生
存环境的考察，甚至将两个来自完全不同植被盖度
下微生物群落进行比较，出现“相互矛盾”的结果就
不奇怪了．以后进一步调查冰川前沿裸露地中微生
物群落结构时空变化的同时，有针对性的研究相关
环境因素，一定能为研究微生物群落的演替提供更
深入的见解．
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