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摘 要：全球变暖可能导致多年冻土中的有机碳分解，向大气释放甲烷（CH4），但多年冻土的甲烷释放通量与微生物群落结构

以及功能基因的丰度相关性还不清楚 .于 2019年 6月~2020年 1月，选择青藏高原北部祁连山多年冻土区，利用静态箱 -气相

色谱法对不同海拔地区进行 CH4释放通量测定，并分析土壤理化性质、CH4功能微生物群落、功能微生物的基因丰度 . 结果发

现，整体上，甲烷通量随着海拔的上升而增加，在 4 100 m和 3 900 m处表现为源，而其他各海拔地区表现为碳汇 . 土壤含水率、

电导率和 mcrA基因丰度与 CH4通量正相关 . 研究表明祁连山多年冻土区不同海拔 CH4通量受土壤含水率和 mcrA基因丰度

的影响，而有机碳含量会影响微生物的多样性 .
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Abstract: Global warming may cause the decomposition of organic carbon in permafrost regions and release methane (CH4) into
the atmosphere, while the correlation between methane fluxes in permafrost regions and the structure of methane‐related microbes
and the abundance of functional genes remains unclear. In this study, we selected the permafrost region of the Qilian Mountains in
the northern Qinghai ‐Tibet Plateau, and the field work was conducted from June 2019 to January 2020. The CH4 fluxes were
measured at different altitudes using static chamber‐gas chromatography. The soil physical and chemical variables and abundances
of CH4 function genes were analyzed. The results show that the methane fluxes largely increased with the altitude. It appeared as a
source at 4 100 m and 3 900 m, while other altitude areas appear as carbon sinks. The soil moisture content, conductivity and
mcrA gene abundance were positively correlated with CH4 fluxes. The results showed that CH4 flux at different altitudes in the
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permafrost regions of Qilian Mountains were affected by soil moisture content and mcrA gene abundance, while organic carbon
content mainly affected microbial diversity.
Key words: permafrost; methane flux; functional gene; microbes; environmental geology.

0 引言

CH4是最重要的温室气体之一，在百年尺度上

增 温 效 应 是 二 氧 化 碳（CO2）的 20~30 倍（IPCC，
2014）. 随着全球变暖，其对温室效应的贡献以每年

0.8%~1.1% 的趋势递增（Watson et al.，1996）. 大
气中 CH4的排放源主要分为人为源和自然源 . 其
中，湿地是 CH4最大的自然排放源，约占全球 CH4年

排放总量的 25%（IPCC，2014）. 多年冻土区土壤有

机碳的储量大约是大气中碳储量的两倍，且对气候

变暖敏感（王宪伟等，2010；Hugelius et al.，2014）.
随着全球变暖，青藏高原多年冻土在过去几十年间

发生了不同程度的退化，导致先前保存于低温环境

下的有机质分解，释放大量的含碳温室气体如 CO2

和 CH4等 . 这可能会加速全球变暖，并形成正反馈

效应（Zhang et al.，2018；吴晓东等，2020）. Song et
al.（2012）对东北三江平原多年冻土区春季土壤 CH4

通量观测表明，最大释放通量为 48.6 gC·m2·h-1. Mu
et al.（2018）通过对青藏高原北部多年冻土区土壤

模拟增温实验表明，CH4释放通量随温度增加而

增加 .
微生物群落结构对环境变化非常敏感（秦璐

等，2013）. 近几十年对 CH4的循环研究表明，大气

中 70%~80%的 CH4是由微生物介导的生物地球

化学循环过程产生的（Le Mer et al.，2001）. 土壤中

的 CH4 代谢微生物主要包括产甲烷菌（Methano⁃
gens）和甲烷氧化菌（Methanotrophs），这两类微生物

分别影响着 CH4的产生和氧化过程 . 产甲烷菌通过

甲 基 辅 酶 M 还 原 酶 催 化 产 生 CH4（Feng et al.，
2019）.几乎所有的产甲烷菌的基因组都可编码 α 亚

基（mcrA）基因 . 甲烷氧化菌在有氧条件下通过甲

烷 单 加 氧 酶（Methane Monooxygenase，MMO）将

CH4转化 CO2，该酶的一个存在形式是颗粒状甲烷

单加氧酶（pMMO）（Lieberman et al.，2004）. 几乎所

有的甲烷氧化菌都存在 pMMO. 因此，编码 pMMO
的 α‐亚基基因（pmoA）和编码 α亚基（mcrA）基因成

为检测土壤中甲烷氧化菌的常用功能基因（Li et
al.，2017）. 目前研究发现土壤理化性质如含水率、

pH等都能影响土壤微生物群落结构进而影响 CH4

的排放通量 . 在青藏高原的 CH4排放通量引起了人

们的关注（Mu et al.，2017），但是微生物群落与 CH4

通量的关系还不清楚（李大明等，2013）.
祁连山位于青藏高原东北部，广泛发育有多年

冻土，其主要植被类型有沼泽草甸、草甸和草原 . 在
过去的几十年中，祁连山地区的多年冻土发生了明

显退化（曹斌，2018；吴晓东等，2020）. 本研究结合

不同海拔土壤微生物甲烷功能基因丰度及群落结

构，通过静态气箱法对青藏高原多年冻土 CH4排放

通量进行测定，揭示祁连山多年冻土区 CH4通量及

其与甲烷微生物之间的关系，从而加深对多年冻土

碳循环和 CH4释放的认识 .

1 材料与方法

1.1 研究区概况

研究区位于青藏高原东北部祁连山黑河上游

野牛沟流域（98°75'E~99°78'E，38°31'N~38°82'N），

流 域 海 拔 范 围 2 800~4 800 m（阳 勇 等 ，2007）.
1960~2009 年 平 均 年 均 气 温-5~4 ℃（李 丽 丽 ，

2018）. 年 降 水 量 约 为 250~750 mm（Zhao et al.，
2005）. 降水集中在 6~9月，约占年均降水量的 76%
（Gou et al.，2012）. 研究区处于高海拔地区，气候干

旱寒冷，具有典型的高寒半干旱气候特征 . 祁连山

地区高山嵩草为优势种，其他草本植物有黑穗苔草

（Carexatrata）、紫花针茅（Stipa capillata Linn）、矮

火绒草等（Leonto podium nanum）（赵庆芳，2006）.
土壤样地概况如表 1所示 .
1.2 土壤样品采集

样地设在祁连山黑河上游（3 100~4 100 m）的

坡向和坡度的基本一致的区域，海拔梯度以 200 m
为间隔，设置研究样地，每个样地大小为 10 m×10
m，于 2019年 7月开始采样 . 各采样点分别编号为：

Q1，Q2，Q 3，Q4，Q5，Q6. 采样方法具体如下：首先，戴

无菌手套，将各样地植被用酒精灭菌过的铲子去

除；然后，用灭菌后的不锈钢土钻按“S”型采样法，

分别采集 0~15 cm、15~30 cm的土壤样品（李忠佩

等，2007），每个海拔的每个土层样品采集 3份以做

平行样，共 36份 . 将混合均匀后的样品分成 3部分，
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其中用于土壤理化性质测定用自封袋带回 . 用于土

壤含水率测定的样品使用事先称重好的铝盒带回，

用于功能基因测序的样品用无菌采样袋带回 . 运回

实验室的过程中采用 4 ℃车载冰箱低温保存 . 带回

实验室后，在超净台下用灭菌小刀将表层可能被污

染的土壤样品削去，然后装入无菌采样袋，保存

在-80 ℃，用于微生物测定 .
风干后的土壤去除枯叶、砾石等杂物，研磨过

100目筛后密封保存用于土壤理化性质测定 . 土壤

含水率用 105 ℃烘干法将野外采集的样品用铝盒带

回烘干至恒重分析；pH值用酸度计（PHS-3C型酸

度计）测定；总氮（TN）用 KJELTECTM8400全自

动 凯 氏 定 氮 仪 测 定 ；总 碳（TC）和 有 机 碳 由

CHNS-analyser （ElementarVario EL， Hanau，
Germany）高温燃烧法测定 . 碳氮比（C/N）：有机碳

（SOC）和全氮（TN）质量比 .
分析数据时，为了区分各海拔的各土层样品，

以各采样点的海拔作为前缀，和各土壤层深度作为

后缀命名（0~15 cm 用 F 表示，15~30 cm 用 T 表

示），如海拔 3 100 m处 0~15 cm层命名为 31F；海拔

3 100 m处 15~30 cm层命名为 31T，其他各海拔以

此类推 .
1.3 土壤微生物组总DNA提取

每个土壤样品称取 0.3 g，采用的是 Mo Bio公
司的 DNeasyPowerSoil Kit试剂盒进行抽提，参照试

剂盒的流程来提取DNA，并对提取DNA进行检测，

每个样品DNA的提取做 3组平行 .采用微量荧光分

光光度计（Nanodrop，NC2000，Thermo Scientific，
USA）检测 DNA浓度，并用 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测DNA的质量，之后保存在-20 ℃冰箱待用 .
1.4 目标片段 PCR扩增与基因丰度测定

本研究采用产甲烷菌的功能基因（mcrA）引物

mlas（5' ‐ GGTGGTGTMGGDTTCACMCARTA ‐
3'）（Steinberg et al.，2008）和 mcrA ‐ rev（5' ‐
CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT‐3'）；甲烷

氧化菌的功能基因（pmoA）引物 A189F（5' ‐GGN‐
GACTGGGACTTCTGG ‐ 3'）和 mb661R（5' ‐ CC‐
GGMGCAACGTCYTTACC ‐ 3'）（Magoc et al.，
2011）进行扩增 . 在 PCR扩增前，对样本 DNA原液

稀释 10倍以降低抑制因素对扩增效率的影响 .采用

外标法构建标准曲线，实时荧光定量 PCR（qPCR）
仪测定产甲烷菌（mcrA）和甲烷氧化菌（pmoA）功能

基因丰度 . Realtime PCR 仪上进行扩增 PCR 反应

程序为：95 ℃预变性 5 min，1循环；95 ℃变性 15 s和

表 1 土壤样地概况

Table 1 Environmental conditions for the sampling plots

样地编号

Q1

Q2

Q3

Q4

Q5

Q6

海拔(m)

4 100

3 900

3 700

3 500

3 300

3 100

经纬度

38°78'N
98°74'E
38°83'N
98°83'E
38°81'N
99°03'E
38°68'N
98°28'E
38°47'N
98°54'E
38°31'N
98°78'E

土壤类型

高山沼泽土

高山沼泽土

高山草原土

高山草原土

高山灌丛草甸土

亚高山灌丛草甸土

植被类型（主要组成）

高山嵩草Kobresiapygmaea、黑褐穗薹草 CarexatrofuscaS chkuhrsubsp、火绒草 Leonto⁃

podium leontopodioides、珠芽蓼Kobresiapygmaea等

高山嵩草Kobresiapygmaea、黑褐穗薹草 Carexatrofusca Schkuhrsubsp、西藏嵩草Ko⁃

bresiatibetica Maxim等

高山嵩草Kobresiapygmaea、黑褐穗薹草 Carexatrofusca Schkuhrsubsp、矮嵩草Kobresia

humilis、西藏嵩草Kobresiatibetica等

矮嵩草Kobresia humilis、黄花棘豆Oxytropisochrocephala等

矮嵩草Kobresia humilis、黄花棘豆Oxytropisochrocephala、野决明 Thermopsislupinoi⁃

des.、紫花针茅 Stipa purpurea等

矮嵩草Kobresia humilis、紫花针茅Oxytropisochrocephala.、野决明 Stipa purpurea.、冰

草Agropyroncristatum (L.) Gaertn等

图 1 祁连山采样点分布

Fig.1 Sampling sites in the Qilian Mountains
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60 ℃退火 30 s，40循环 .
1.5 测序片段的前处理

PCR扩增产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳进行检

测，并对目标片段进行切胶回收，回收采用 AXY‐
GEN公司的凝胶回收试剂盒 . 参照电泳初步定量

结果，将 PCR扩增回收产物进行荧光定量，荧光试

剂为 Quant‐iTPicoGreen dsDNA Assay Kit，定量仪

器为Microplate reader（BioTek，FLx800）. 根据荧光

定量结果，按照每个样本的测序量需求，对各样本

按相应比例进行混合 . 采用 Illumina公司的 TruSeq
Nano DNA LT Library Prep Kit制备测序文库 .
1.6 高通量测序

样品 PCR扩增体系为 25 μL，包括缓冲液 5 μL、
正向引物（10 μm）1 μL、反向引物（10 μm）1 μL、
DNA模板 0.25 μL. PCR扩增程序为：98 ℃预变性 2
min，98 ℃变性 15 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，
72 ℃最终延伸 5 min，10 ℃保持 25~30个循环 .每个

样本土壤均做 3组重复 . 用 AxyPrep DNA Gel Ex‐
traction Kit（Axygen，AP‐GX‐500）试剂盒进行胶化

回收，得到纯化样本，用 BioTek公司的（FLX800T，

USA）酶标仪进行各样本定量，采用 Illumina公司的

TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit制备测序文

库，最后采用 Illumina Miseq PE300平台进行高通量

测序 .
使用 MiSeq测序仪进行 2×300 bp的双端测

序 ，相 应 试 剂 为 MiSeq Reagent Kit V3（600 cy‐
cles）. 首先对高通量测序的原始下机数据根据序列

质量进行初步筛查，通过质量初筛的序列按照引物

和 Barcode信息，识别分配入对应样本 .运用QIIME
软 件 识 别 疑 问 序 列 . 随 后 ，通 过 QIIME 软 件

（v1.8.0）调用 USEARCH（v5.2.236）检查并剔除嵌

合体序列 . 最后对获得的序列使用 QIIME软件，调

用 UCLUST这一序列比对工具进行 OTU归并划

分，序列相似度在 97%以上的为一个 OTU，每个

OTU的代表序列用于分类地位鉴定以及系统发育

学分析 . 本研究在“目”水平上分析甲烷功能菌群的

群落特征 .
1.7 气体样品采集

气体监测日期均在每月的 15号左右 .气体采用

50 cm×50 cm×50 cm规格的静态箱采集，该静态

箱由 5 mm厚度的 PVC管制备而成，静态箱的底座

配有 U型水槽，用于采集气体时气箱与底座密封 .
取样期间，静态箱盖于 U型水槽里，用水密封，并用

一层不透光的布遮住，以达到暗箱环境，运行时需

要将风扇通电，进行气体混合 . 静态箱的整个放置

时间为 15分钟，间隔 5 min用 5 mL真空采血管（真

空度达 93%）收集静态箱内气体，将 3次采气量做成

梯度，计算其通量（Mu et al.，2017）.
在采集气体时，同步测定样地土壤温度、紫外

线强度、空气温度、空气湿度、风速等环境指标 . 每
月取样时间在其中一个高寒草原采样点进行 12 h
周期的全天测定，以及各个采样点的测定，利用全

天测定算出的气体通量变化规律将不同采样时间

的各个采样点进行计算 . 从 2019年 6月到 2020年 1
月，取样频率为 1个月一次 . 用气相色谱仪（GC‐
2010 Plus SHIMADZU，Japan）测定采集的 CH4样

品的浓度 .
甲烷通量计算公式见式(1):

F= ρ× V
A
× P
P 0
× T 0

T
× dCt

dt ， （1）

其中：F为 CH4通量（mg·m-2·h-1）；ρ为标准大气压

下（mg·m3）甲烷的密度；V为箱子的空间体积（m3）；

A为底面积（m2）；P为该地区大气压（hPa）；T为该

地区的温度（K）；P0是标准大气压（1 013 hPa）；T0是
标 准 温 度（273 K）；dCt/dt 是 CH4 的 增 长 速 率

（10-6h-1）.
1.8 数据分析

采用Microsoft Excel进行基础数据统计并求出

部分数据的平均值及标准差，使用Origin2021（学习

版）将处理好的数据进行绘图，使用 SPSS 21.0软件

运用皮尔森（Pearson）双尾检验法进行相关分析 .

2 结果与分析

2.1 各海拔甲烷排放通量

采样地在各海拔由高到底月平均CH4排放通量为

0.270 mg·m-2·h-1、0.006 mg·m-2·h-1、-0.530 mg·m-2·
h-1、-0.380 mg·m-2·h-1、-0.490 mg·m-2·h-1、-0.490
mg·m-2·h-1（图 2）. CH4排放通量大体呈单峰曲线，在

8、9月到达了最高顶峰 .从 8、9月到第 2年的 1月一直

呈现较为平稳的下降趋势 .一般 1月份达到最低值 .
该 4 100 m海拔CH4通量整体表现为向大气排放CH4，

并无吸收CH4情况 . 3 900 m、3 500 m、3 100 m海拔CH4

通量表现为先向大气排放CH4后吸收CH4.而海拔在

3 700 m、3 300 m海拔 CH4通量表现为向大气一直吸

收CH4.整体上，甲烷排放通量随着海拔上升而增加，

但在 3 700 m处出现回落 .只有 4 100 m和 3 900 m处
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表现为源，而其他各海拔地区表现为汇（图 3）.
2.2 土壤理化性质

研究区不同海拔土壤的含水率、pH、TC、SOC、
TN、C/N变化如图 4，5所示 . 土壤含水率在 0~15
cm和 15~30 cm的均值 27.61%和 23.44%. 土壤 pH
在 7.48~8.03. 土壤 TC的平均值在在 0~15 cm和

15~30 cm分别为 3.65%和 3.28%. 土壤电导率范

围是 28.40~12.60 µs/cm，土壤 SOC在 0~15 cm土

层 范 围 为 12.61~49.32 g·kg-1、均 值 27.25 g·kg-1，
15~30 cm 土层中范围为 8.31~24.93 g·kg-1、均值

13.76 g·kg-1. 土壤 TN的变化范围为 1.67~5.13 g ·
kg-1. 土壤 C/N在 0~15 cm土层范围为 3.60~13.13
g·kg-1、均值 8.13 g·kg-1，15~30 cm 土层中范围为

2.98~8.83 g·kg-1、均值 5.54 g·kg-1.
2.3 功能基因丰度

同深度土层产甲烷菌 mcrA功能基因拷贝数随

海拔降低呈下降趋势，其中海拔 3 300 m出现例外，

比 3 100 m处更低，mcrA功能基因拷贝数为（2.94±
0.52）×103 copies·g-1，海拔 4 100 m处 mcrA功能基

因拷贝数最高为（2.19±0.61）×105 copies·g-1. mcrA
功能基因拷贝数随深度变化规律不明显，其中，在

海拔 3 300 m处mcrA功能基因拷贝数最低 . 甲烷氧

化菌 pmoA功能基因拷贝数随海拔变化无明显变化

规律，在不同深度之间也没有规律可循，其中海拔 3
500 m土壤的 15~30 cm层 pmoA功能基因拷贝数

最高，达到（1.50±0.44）×106 copies·g-1（图 6）.

图 2 各海拔 CH4通量情况

Fig.2 CH4 flux at different altitudes

图 3 各海拔甲烷通量均值

Fig.3 Mean values of CH4 flux at different altitudes
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图 4 不同海拔的土壤理化性质

Fig.4 Soil physical and chemical properties at different altitudes
a.含水率；b. pH；c.电导率

图 5 不同海拔的土壤碳氮含量

Fig.5 Soil carbon and nitrogencontents at different altitudes
a. TC；b. SOC；c. TN；d. C/N
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2.4 微生物群落构成

根据研究区各土壤样品的 OTU划分和分类地

位鉴定结果，进行门、纲、目、科、属、种分类信息分

析，共发现产甲烷菌 2个门，4个纲，7个目，12个科，

21个属，47个种；甲烷氧化菌 2个门，4个纲，6个目，

9个科，13个属，25个种 .
在目水平上，各样地产甲烷菌主要包括甲烷微

菌目（Methanomicrobiales，21.77%）、甲烷八叠球菌

目（Methanosarcinales，14.71%）、马赛球菌目（Meth⁃

anomassiliicoccales，11.67%）、甲烷胞菌目（Metha⁃

nocellales，13.55%）、甲烷杆菌目（Methanobacteria⁃

les，2.67%）、甲烷火菌目（Methanopyrales，0.01%）、

其他产甲烷菌目占 34.39%（图 7）. 各样地甲烷氧化

菌 主 要 包 括 甲 基 球 菌 目（Methylococcales，

89.67%）、根瘤菌目（Rhizobiales，0.71%）、其他甲烷

氧化菌目占 9.52%（图 8）.

2.5 土壤样品微生物群落与土壤理化性质对 CH4

通量影响

含水率与电导率、呈显著正相关（p<0.05）（表

2）. pH与其他土壤理化性质不存在相关关系（p>
0.05）. 电导率与其他土壤理化性质不存在相关关系

（p>0.05）. TC与 SOC呈极显著正相关（p<0.01）.
SOC与 C/N呈显著正相关（p<0.05）. TN与其他土

壤理化性质不存在相关关系（p>0.05）. C/N与其他

土壤理化性质不存在相关关系（p>0.05）.
产甲烷菌中，Alpha多样性指数与土壤理化性

质相关性分析结果显示（表 3）：产甲烷菌所有微生

物 指 数 与 TC 呈 极 显 著 正 相 关（p<0.01），其 中

Simpson指数与 SOC呈极显著正相关（P <0.01）；

Chao1 指 数 、shannon 指 数 与 SOC 呈 显 著 正 相 关

（p <0.05）. 与其他土壤理化性质各项指标不存在

相关关系（p >0.05）. 甲烷氧化菌中，Simpson指数

图 6 mcrA和 pmoA功能基因丰度

Fig.6 mcrA and pmoA gene abundance

图 7 各样本产甲烷菌目水平菌群分布

Fig.7 Distribution of methanogenes at order level
图 8 各样本甲烷氧化菌目水平菌群分布

Fig.8 Methanotrophs distribution at the level of order in each sample
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与 pH呈显著正相关（p<0.05）；与其他土壤理化性

质各项指标不存在相关关系（p >0.05）. 对土壤中

pmoA基因和 mcrA基因与土壤理化性质进行相关

性分析（表 4）. 结果表明：pmoA功能基因丰度与与

其他指标性相关性不显著（p>0.05）；mcrA功能基

因丰度与土壤含水率呈极显著正相关（p<0.01），与

甲烷排放通量和土壤电导率呈显著正相关关系（p

<0.05）.

3 讨论

3.1 甲烷通量特征

整体上，CH4排放通量随着海拔上升而增加，虽

然 在 3 700 m 处 出 现 回 落 日 均 的 通 量 情 况 只 有

4 100 m和 3 900 m处表现为源，而其他各海拔地区

表现为汇 . 在各个采样点中也出现明显的季节变

化，在温度较高的 8、9月份，CH4通量明显增大 .
该研究区域中甲烷通量出现吸收和排放两种

情况 . 造成原因可能是海拔梯度变化，导致区域之

间的植被类型发生变化 . 有研究表明，CH4通量在

植被类型之间差异较大（Li et al.，2016）. 据调查该

地区高海拔（4 100~3 900 m）处为高寒沼泽草甸，中

部（3 700~3 500 m）为 高 寒 草 原 ，低 部（3 300~
3 100 m）为高寒草甸，研究区植被随海拔垂直分布

明显 . 可见海拔可能影响植被类型进而影响 CH4通

量 . 在中部高寒草甸地区表现为碳汇，这与青藏高

表 3 产甲烷菌与甲烷氧化菌 α多样性指数和土壤理化性质相关性统计表

Table 3 Correlation coefficients between alpha diversity index of methanogens and methanogenic bacteria and soil physicochemical properties

功能基因

产甲烷菌

Methanogens

甲烷氧化菌

methanotrophs

α多样性指数

Simpson
Chao1
ACE
Shannon
Simpson
Chao1
ACE
Shannon

含水率

0.067
−0.279
−0.255
−0.026
0.004

−0.305
−0.297
−0.093

pH
−0.023
0.080
0.076
0.159
0.649*

0.181
0.179
0.380

电导率

0.165
−0.078
−0.054
0.206
0.284

−0.175
−0.174
0.128

总碳TC
0.827**

0.792**

0.789**

0.801**

0.300
0.433
0.443
0.397

有机碳 SOC
0.618**

0.579*

0.575
0.699*

0.136
0.136
0.143
0.128

总氮TN
−0.217
−0.234
−0.239
−0.324
−0.181
−0.017
−0.010
−0.140

碳氮比 C/N
−0.515
−0.502
−0.492
−0.545
0.226
0.095
0.098
0.180

注：**.在 0.01水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关；*.在 0.05水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关

表 4 CH4通量以及土壤理化性质与CH4功能基因丰度的相关性分析

Table 4 Correlation coefficients between CH4 emission and soil physical and chemical properties and CH4 functional gene abundance

功能基因

pmoA
mcrA

总碳TC
0.084

−0.328

总氮TN
−0.088
−0.189

碳氮比 C/N
−0.254
0.053

有机碳 SOC
−0.184
−0.120

含水率

−0.335
0.729**

电导率

−0.126
0.675*

pH
0.224
0.065

速率

−0.126
0.612*

注：**.在 0.01水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关；*.在 0.05水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关

表 2 土壤理化性质和甲烷通量相关性

Table 2 Correlation coefficients amongs oil physical and chemical properties and methane emission rates

含水率

pH
电导率

TC
SOC
TN
C/N
速率

含水率

1

pH

0.044
1

电导率

0.676*

0.451
1

总碳

TC
0.120
0.094
0.023
1

有机碳

SOC
0.257

−0.135
−0.202
0.588*

1

总氮

TN
0.248

−0.363
−0.389
0.322
0.540
1

碳氮比

C/N
0.247
0.54
0.051
0.427
0.871**

0.094
1

速率

Rate
0.577*

−0.187
0.592*

−0.036
0.046

−0.172
0.248
1

注：**.在 0.01水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关；*.在 0.05水平，Pearson相关系数（双尾）显著相关
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原高寒草地吸收 CH4的结果一致 . 但是，高海拔地

区的高寒沼泽草甸仍旧表现为碳源，这与管崇帆等

研 究 高 寒 沼 泽 是 碳 源 的 结 果 一 致（管 崇 帆 等 ，

2020）. 可见，高寒沼泽草甸的 CH4释放情况是以后

研究的重点 .
CH4的月变化可能与月变化温度有直接关系 .

温度是生物地球化学过程的关键驱动力，影响着土

壤 的 CH4 的 产 生 和 氧 化 . Yvon ‐ Durocher et al.
（2014）人发现 CH4的通量变化依赖于微生物温度的

变化 . 全球气候变暖导致土壤温度升高进而造成环

北极地区以及青藏高原大部分地区多年冻土退化，

进而导致 CH4排放量增加（Voigt et al.，2019）. 谌佳

伟等人得出 CH4通量在夏季高于其他季节（谌佳伟

等，2020），与温度呈正相关关系与本研究结果大致

相同 . 由于 8、9月温度较高，CH4通量较大，CH4的

峰值多出现在夏季 .
3.2 土壤理化性质

本研究并未发现随海拔升高，土壤 TC、TN、

SOC等指标有明显的变化规律 .与胡启武等对祁连

山北坡垂直地带土壤碳氮分布的研究发现，SOC、
TN随海拔升高呈上升趋势结果不同（胡启武等，

2006）. 可能是本研究中的低海拔高寒草甸地区植

被相对茂盛，对大气固碳固氮能力较强，所以低海

拔地区的TC、SOC等指标比高海拔地区高 .本研究

中同一海拔的的 0~15 cm土层的 TC、TN、SOC等

指标绝大多数高于 15~30 cm土层 . SOC、TN含量

在 0~15 cm层较高主要是因为植物凋落物、动植物

微生物残体多集聚于土壤表面形成有机质，与此同

时，植物生长对养分吸收和富集作用使得表层 TC、
TN、SOC等含量较高 .这与赵云飞等对青藏高原东

部土壤研究的结果相同（赵云飞等，2018），在土壤

的垂直剖面上，表层的 C、N含量高于下层的 .
本研究中，pH值变化范围 7.48~8.03之间 . pH

与不同土层土壤理化性质各项指标无相关关系 . 这
与欧阳林梅等对不同海拔山地土壤的研究发现，pH
显著影响土壤 SOC、TN含量的结果不同（欧阳林梅

等，2014）. 这可能与研究区土壤特性有关 . 该地区

的电导率与含水率显著正相关，而且与 CH4通量显

著正相关，其原因还需进一步调查研究 .
3.3 土壤微生物群落组成与甲烷通量

超过 80% 的 CH4来源为微生物活动，而影响

CH4通量的两大功能菌群是产甲烷菌、甲烷氧化菌

（Aronson et al.，2013），产甲烷菌是普遍存在于厌氧

环境中，有机质易形成较低的氧化还原电位进行无

氧呼吸从而产生 CH4.所以mcrA基因丰度与 CH4通

量密切相关（Yang et al.，2018）. 本研究中 mcrA基

因丰度与 CH4通量极显著正相关，表示在该地区的

CH4通量主要受产甲烷菌数量影响 . 中部（3 700~
3 500 m）高寒草原地区含水率较低，使得土壤中的

氧气含量增加，mcrA基因丰度减少，CH4通量也相

应减少 . 而且伴随着海拔梯度的上升，产甲烷菌的

基因丰度也明显增加 .
甲烷氧化菌在有氧的条件下将 CH4氧化成 CO2

和 水 并 生 产 一 系 列 中 间 代 谢 产 物（王 玉 芳 等 ，

2019）. 以甲烷作为能源和碳源的微生物，不仅能够

减少土壤 CH4通量，在含水率不饱和的土壤中还能

利用空气中的 CH4，对减缓全球温室效应具有显著

效果（蔡朝阳等，2016）. 本研究中，pmoA基因丰度

和 CH4的排放通量不存在相关性 . 造成这种情况原

因可能是甲烷氧化菌的数量和活性在较高的土壤

水分含量下显著降低 . 较低的土壤含水率，产甲烷

菌和甲烷氧化菌的数量、活性动态平衡过程中，甲

烷氧化菌占据了优势，导致土壤向大气吸收 CH4.本
实验中含水率在各地区均未达到田间持水量，达不

到严格厌氧条件 . 如果水分土壤含量不大，当时大

气吸收 CH4时受其他因素影响而不稳定，这就造成

了实验中甲烷氧化菌群数量不能作为排放 CH4通量

的重要因素 .
本研究中，产甲烷菌优势类群为Methanomicro⁃

biales、Methanosarcinales、Methanomassiliicoccales、
Methanocellales（Rice cluster I）. 这 与 王 艳 发 等

（2016）在祁连山冻土区活动层发现的优势类群为

Rice cluster I和Methanomicrobiales结果类似，但比

其种类更多 . CH4通常是由产甲烷菌无氧呼吸分解

有机物产生，甲烷的底物对微生物群落结构有着较

大的影响 . 本研究中土壤微生物群落丰富度与 TC
和 SOC 呈正相关关系 . 表明多年冻土中土壤的

SOC以及TC是 CH4潜在的碳源 .

4 结论与展望

对青藏高原多年冻土不同海拔研究发现，高海

拔（4 100~3 900 m）高寒沼泽草甸地区为重要的

CH4源，而中部（3 700~3 500 m）高寒草原以及低部

（3 300~3 100 m）高寒草甸是重要的 CH4汇 . 研究

区各海拔都出现了明显的季节变化 . 该地区含水率

和电导率是影响 CH4通量的主要因素 . mcrA基因

564



第 2 期 毛 楠等：祁连山多年冻土区甲烷通量与甲烷微生物群落组成的关系

丰度与 CH4通量呈正相关关系，pmoA基因丰度与

CH4通量无明显关系 . mcrA基因丰度随海拔有着明

显的上升趋势，pmoA基因丰度随海拔无明显变化 .
微生物的群落多样性与土壤中的 TC和 SOC呈正

相关 . 可见，水分、温度、有机质含量与甲烷氧化菌

的基因丰度是影响草地生态系统 CH4源汇效应的主

要因素 .
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