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摘要：　青藏高原地处高寒缺氧的环境条件下，对人类扰动及气候变化非常敏感。人类活动如公路修

建形成众多工程创面，对高原生态环境影响较大。创面生态修复的开展促进高原生态的恢复，但关于环

境因子对生态修复过程中土壤及生物恢复的影响尚未探明。本研究选取青藏高原派墨公路中不同海拔

的工程创面重构植生层，探究海拔变化下植生层土壤养分、酶活性及微生物群落的特征。研究结果表

明：随着海拔变化，土壤氮磷养分含量总体随海拔升高先增加后减小，其中海拔３１００ｍ左右的修复样

地土壤养分整体优于其他海拔，其速效磷含量最高，同时全氮、氨态氮和全磷含量较高。此外，随着海拔

的升高，土壤酸性蛋白酶和淀粉酶含量整体上略有升高的趋势。海拔变化对土壤酸性磷酸酶、纤维素

酶、葡萄糖苷酶活性没有显著影响。海拔变化显著改变了土壤养分及土壤微生物的相对丰度（犘＜

０．０５），其中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）为优势种群，分别占土壤群落的３５．８１％～５３．８２％，８．４９％～４０．７４％、５．９８％～２４．６１％、

３．１７％～８．７０％。微生物α和β多样性结果表明海拔显著影响土壤细菌群落多样性，不同海拔下的微

生物群落组成在门水平上物种差异与标志物种不同。以上研究结果揭示了海拔梯度下创面生态修复重

构土壤及微生物变化规律，对生态修复效果的科学评价具有重要意义。
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１　前言

工程创面是指伴随人类在生产、生活中所实施

的各种工程措施而在地球表面所出现的破坏了原有

自然环境的创伤面［１］。工程创面不仅会导致山体滑

坡等自然灾害，影响工程建设安全与效益；同时，表

层土壤中大量的种植资源会随着开挖过程一同被转

移，导致生物多样性的下降，生态环境平衡被打

破［２４］。由于受损的创面生态系统很难通过自我修

复能力恢复其原有的生态功能，因此以人为干预为

主的生态修复措施对恢复受损生态系统保持水土、

调节小气候、维护生物多样性等生态功能和开发利

用等经济功能有极其重要的作用［５，６］。工程创面生

态修复是具有创面防护和生态恢复双重意义的工程

措施，在受损的工程创面上构建稳定的植生层，在维

持边坡稳定的同时为植物生长提供充足的养分。当

前，我国较为常用的边坡生态修复技术包括液压喷

播技术、混喷植草技术、撒播技术、植生袋防护技术、

植被混凝土技术等［７］。

海拔作为理想的“自然实验平台”［８］，其梯度变

化会引起土壤性质的变化［９］。此外，其他环境因子

也是影响土壤理化性质、酶活性、微生物群落结构及

其多样性分布的重要因素［１０，１１］。土壤理化性质作

为评价生态修复效果的重要指标，不仅能反映土壤

养分随生态修复的变化［１２］，还驱动着土壤酶活性和

微生物群落结构的变化［１３］。相较于土壤理化性质，

土壤酶活性和微生物群落结构对人为干预（如工程

建设、生态修复等）的响应更为迅速［１４］。因此，探究

不同海拔梯度重构植生层土壤理化和生物性质对评

价生态修复效果具有重要意义。

派墨公路位于西藏东南部，雅鲁藏布江下游，起

于米林县派镇，止于墨脱县解放大桥［１５］。气候特点

为冬季温暖、小雨多雾，夏季雨量充沛，降水集中，空

气湿润，相对湿度高，山地出现明显的气候垂直变

化，主要包含了山地亚寒带、山地温带、山地亚热带

和山地热带等垂直气候带［１６１８］。综上，派墨公路气

候、土壤和植被覆盖等具有明显过渡特征，是研究生

物多样性和植被演替的理想对象［１９２１］。然而，目前

对于派墨公路不同海拔下工程创面生态修复后植物

群落结构、土壤微生物群落结构变化未见报导。

为探究派墨公路沿线不同海拔梯度工程创面重

构植生层对土壤理化性质、酶活性及土壤微生物群

落多样性的影响差异，本研究通过对老虎嘴隧道口

（ＬＨＺ）、派墨公路４４ｋｍ处边坡（ＦＯＵＲ）、４３ｋｍ处

边坡（Ｔｈｒｅｅ）、２４ｋｍ处边坡（Ｋ２４）、２２ｋｍ处边坡

（Ｋ２２）、多雄拉隧道口（ＤＸＬ）六个生态修复样地中

重构植生层土壤的理化性质、酶活性以及微生物群

落结构的监测，分析派墨公路不同海拔梯度创面重

构植生层土壤理化性质、酶活性和微生物群落结构

的变化，进而对修复效果做出评价，以期为青藏高原
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边坡生态修复、环境建设提供参考。

２　材料与方法

２．１　研究区域概况

本研究选取的生态修复示范区位于派墨公路，

该路段起于米林县派镇，至松林口采用特长隧道穿

越多雄拉山体后沿多雄河展线，经汗密、老虎嘴，止

于墨脱县解放大桥，全线长约６６．７ｋｍ，海拔落差超

过２８９０ｍ。属于典型的气候急变区。年降水量为

２５０８．８～５２４６．６６ｍｍ，其中２０２０年降水量最大

５２４６．６６ｍｍ，年降水集中在６、７月份，其中月最大

降水量维持在１２００ｍｍ。近１０ａ来，年蒸发量维

持在９４０ｍｍ左右；属热带山地河谷雨林和半常绿

雨林（或称为“季节性雨林”，属雨林类型）。本文研

究样地基本地形和气候特征如表１所示。

表１　研究样地基本地形和气候特征

地点

／Ｓｉｔｅ

经度

／Ｅ

纬度

／Ｎ

海拔

／ｍ
坡向

年平均

降水量

／ｍｍ

年平均

温度／℃

ＬＨＺ

Ｆｏｕｒ

Ｔｈｒｅｅ

９５．１５５

９５．１５１

９５．１４５

２９．３５１

２９．３５２

２９．３５４

１７５０

１７９０

１８６０

阴坡

阳坡

阳坡

１０３．３２ ２０．１９

Ｋ２４

Ｋ２２

９５．０１７

９５．０１７

２９．４５６

２９．４５４

３０８０

３１００

阳坡

阴／阳坡
８５．１９ ５．２１

ＤＸＬ ９４．９２２ ２９．４８９ ３５５０ 阳坡 ７０．３１ ３．１３

２．２　样地设置及样品采集

实验选取派墨公路沿线６个生态修复示范区均

位于不同海拔下（表１），分别为老虎嘴隧道口边坡

（ＬＨＺ）、派墨公路４４ｋｍ处边坡（ＦＯＵＲ）、４３ｋｍ处

边坡（Ｔｈｒｅｅ）、２４ｋｍ处边坡（Ｋ２４）、２２ｋｍ处边坡

（Ｋ２２）和多雄拉隧道口边坡（ＤＸＬ），收集修复１ａ后

（２０２２．０６．０７）土壤样品。在每个样点，于１００ｍ２内

布置４～５个１ｍ×１ｍ的样方，采用五点取样法采

集土壤表层（０～１０ｃｍ）和中层（１０～２０ｃｍ）两层土

壤样品，各自混合均匀。土壤样品剔除碎石、根系和

枯枝后分成两份，一份风干后过２ｍｍ筛，用于检测

土壤理化性质和酶活测定；一份置于冰盒中，尽快带

回实验室，在－２０℃冻存，用于后续微生物群落特征

的测定。

２．３　土壤理化性质测定方法

氨氮、全氮、速效磷、全磷均采用连续流动分析

仪ＡＡ３（ＳＥＡＬ，英国）测定。反应原理如下：氨氮：

样品与水杨酸钠和ＤＣＩ反应生成蓝色化合物在６６０

ｎｍ波长下检测。全氮：样品和水杨酸钠及次氯酸

钠反应生成一种蓝色化合物可以在６６０ｎｍ处测

定。速效磷：磷酸盐和钼酸盐及抗坏血酸反应生成

一种蓝色化合物在６６０ｎｍ下检测。全磷：有机磷

化合物和多磷酸盐在凯氏消解后转化为磷酸盐。

２．４　土壤酶活性测定方法

风干土壤样品在冰箱内４℃保存用于土壤酶活

性的测定。土壤纤维素酶活性采用蒽酮比色法测

定，土壤酸性磷酸酶活性采用磷酸苯二钠比色法测

定；土壤蔗糖酶活性采用３，５二硝基水杨酸比色法

测定；土壤β葡萄糖苷酶分解对硝基苯βＤ吡喃葡

萄糖生成对硝基苯酚，在４００ｎｍ有最大吸收峰；土

壤淀粉酶与３，５二硝基水杨酸反应生成红棕色物

质，在５４０ｎｍ处有特征吸收峰；土壤酸性蛋白酶在

酸性条件下催化酪蛋白水解产生酪氨酸，在碱性环

境中酪氨酸还原磷钼酸化合物生成钨蓝，在６８０ｎｍ

有特征吸收峰。每份土壤样品设置３个重复，且每

个处理均设置无机质对照组。

２．５　土壤微生物群落多样性和组成测定

土壤样本在去除动物、植物残留物、砾石和其他

杂质后分装送往上海派森诺有限公司（中国上海）进

行微生物测序和随后的分析。采用ＯｍｅｇａＤＮＡ试

剂盒提取微生物 ＤＮＡ，使用引物 ３３８Ｆ（５’

ＡＴＣＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３’）和 ８０６Ｒ（５’

ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′）对土壤细菌中

的１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ３和Ｖ４区域进行ＰＣＲ扩增和测

序。微生物生物信息学分析主要通过ＱＩＩＭＥ２进

行，操作分类单元 （ＯＴＵ）聚类使用 Ｖｓｅａｒｃｈ

（ｖ２．１３．４）。分 别 使 用 Ｖｓｅａｒｃｈ 中 的 ｆａｓｔｑ＿

ｍｅｒｇｅｐｐａｉｒｓ、ｆａｓｔｑ＿ｆｉｌｔｅｒ和ｄｅｒｅｐ＿ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ函数

进行合并、过滤和序列复制。将代表性序列与ｍａｆｆｔ

比对，并用于ｆａｓｔｔｒｅｅ２的系统发育树构建。

２．６　数据分析方法

土壤理化性质部分采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６

处理数据并用Ｏｒｉｇｉｎ９５作图，采用ＳＰＳＳ２４．０进行

单因素方差分析检验和数据分析。微生物数据作图

采用派森诺生物科技有限公司平台进行作图。

３　结果与分析

３．１　土壤理化性质分析

海拔作为重要的环境因素，对土壤理化性质和

酶活性有显著的影响［２４，２５］。研究表明，随着海拔的

升高，土壤温度和湿度会降低［２６］，养分含量［２７］、

ｐＨ
［２８］等也会发生改变，这些环境因素的变化都会

直接或间接地影响土壤酶活性和微生物群落结

构［２９，３０］。土壤氮、磷作为重要的养分元素，对植被

生长发育有显著的影响。本研究测定了不同海拔梯
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度样地的全氮、氨态氮、全磷和速效磷，以分析不同

海拔梯度对土壤理化性质的影响，如图１所示。结

果表明，土壤全氮含量对海拔梯度变化的影响不一

致。其中，Ｋ２４样地的全氮含量最高，且显著高于

ＬＨＺ、Ｔｈｒｅｅ和Ｆｏｕｒ样地（犘＜０．０５）（图１ａ）。重构

植生层土壤的氨态氮含量随海拔升高呈先增加后减

少的趋势，在Ｔｈｒｅｅ样地中达到最大值，且显著大于

ＬＨＺ和ＤＸＬ样地中土壤氨态氮含量（犘＜０．０５）

（图１ｂ）。不同海拔样地土壤全磷和速效磷无明显

变化规律（图１ｃ、１ｄ）。全磷含量在Ｆｏｕｒ和Ｋ２２样

地中最高，速效磷含量在Ｋ２２样地中最高，且均显

著高于其他样地（犘＜０．０５）。金章利等
［２７］的研究表

明，随着海拔升高，土壤氮磷含量先升高后降低，与

本研究的结果相似。综上，海拔３０８０ｍ的Ｋ２４修

复区土壤养分均为组间较高值，土壤养分恢复效果

较好。

注：图中小写字母表示不同样地间差异显著（狆＜０．０５）

图１　不同海拔对土壤理化性质的影响

３．２　土壤酶活性

土壤酶催化多种生化反应，转化有机质并释放

用于植物生长的无机养分，在养分循环中起着重要

作用［２２］。本研究通过对比不同海拔梯度重构植生

层土壤酸性蛋白酶（图２ａ）、酸性磷酸酶（图２ｂ）、纤

维素酶（图２ｃ）、淀粉酶（图２ｄ）、蔗糖酶（图２ｅ）和β
葡萄糖苷酶（图２ｆ）活性，分析海拔梯度变化对土壤

酶活性的影响。

图２　不同海拔对土壤酶活性的影响
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　　由图２所示，随着海拔的升高，土壤酸性蛋白酶

活性整体呈上升趋势，３０８０ｍ的Ｋ２４和ＤＸＬ样地

土壤酸性蛋白酶含量显著高于其他样地（Ｐ＜０．０５）

（图２ａ），这与金裕华等
［３１］对武夷山不同海拔植被带

土壤酶活性的研究结果相似。Ｋ２２样地与Ｋ２４样

地海拔高度接近，因Ｋ２２坡向为阴坡，导致Ｋ２２样

地土壤温度明显低于Ｋ２４样地，进而使Ｋ２２样地土

壤酸性蛋白酶活性明显低于Ｋ２４样地。酸性磷酸

酶促进ＰＯ４
－的释放，属于磷循环相关酶，土壤纤维

素酶和β葡萄糖苷酶分别催化纤维素和纤维二糖水

解，与土壤蔗糖酶、淀粉酶同为碳循环相关酶［２２］。

由图２ｂ、２ｄ和２ｅ可以看出，土壤酸性磷酸酶、淀粉

酶和β葡萄糖苷酶随海拔梯度升高变化的趋势类

似，均随海拔升高先增大后减小再增大，这与万红云

等［２４］和元晓春等［３２］的研究结果相似。土壤酸性磷

酸酶活性在海拔为１７９０ｍ的Ｆｏｕｒ样地达到最大

值；淀粉酶在海拔为３５５０ｍ的ＤＸＬ样地达到最大

值；β葡萄糖苷酶活性的最大值在海拔为３０８０ｍ

的Ｋ２４样地中出现。由图２ｃ和２ｅ可见，在１７５０～

３１００ｍ海拔区间内，海拔梯度的变化对土壤纤维

素酶和蔗糖酶活性没有显著影响。而在海拔为

３５５０ｍ的ＤＸＬ样地中，纤维素酶活性最低，显著

低于其他样地（犘＜０．０５）；蔗糖酶活性最高，显著高

于其他样地（犘＜０．０５）。

３．３　不同海拔梯度对土壤微生物多样性及群落组

成的影响

对６个研究位点土壤微生物群落的组间差异进

行了分析，细菌群落的α多样性指数结果如图３ａ所

示。所有研究地点土壤细菌和真菌群落的Ｇｏｏｄｓ＿

ｃｏｖｅｒａｇｅ指标均大于０．９８７，表示采样工作和测序

工作的覆盖度已经达到了分析标准。分析结果显

示，ＬＨＺ、Ｆｏｕｒ、Ｔｈｒｅｅ为３个低海拔样地的以上指

数均低于Ｋ２４、Ｋ２２、ＤＸＬ这３个高海拔样地。说明

在本研究地区，高海拔区域的土壤较低海拔地区的

土壤具有更高的细菌丰度和多样性以及均匀度。此

外，针对Ｋ２４、Ｋ２２、ＤＸＬ此３组高海拔样地进行分

析发现，在３０９０～３５５０ｍ的这３组研究位点中，

土壤细菌群落的α多样性指数随海拔升高呈现降低

趋势，说明在超过某一范围之后，海拔的升高对土壤

细菌的丰富度、多样性、均匀度呈负向影响。

图３　细菌群落α多样性（ａ），ＯＴＵ数韦恩图（ｂ）和β多样性分析（ｃ）

　　对不同样地土壤微生物进行了β多样性分析以

表征其结构特征。ＯＴＵ数韦恩图（图３ｂ）显示，所

有样本共有的细菌群落的ＯＴＵ数量为２５１；Ｔｈｒｅｅ

土壤独有的ＯＴＵ数量最高（１１９７８个），而Ｆｏｕｒ土

壤特有的ＯＴＵ数量最低（４２６９个）。通过非计量

多维标度（ＮＭＤＳ）分析比较了不同样地土壤细菌的

组间相似性（图３ｃ）。分析的Ｓｔｒｅｓｓ值为０．１０７

（＜０．２），表明此次ＮＭＤＳ分析具有较高的可靠性。

图中各样地色块较分散，说明不同海拔高度组间土

壤细菌群落差异较大，其中ＤＸＬ、ＬＨＺ与ＴＨＲＥＥ

样地具有一定的重合度，表明三者之间细菌群落具

有一定相似性。

对研究区域细菌丰度进行了统计分析（图４）。

结果表明，６组不同海拔高度的样地土壤细菌群落

中 门 水 平 上 的 优 势 种 群 为 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆

菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）等，这一规律在高海拔地区较

为普遍［２３］，但是同一优势菌门在不同样地的相对丰
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注：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）；放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）；酸杆菌

门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）；绿 弯 菌 门 （Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）；拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）；芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）；厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）；蓝 藻 菌 门 （Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ）；硝 化 螺 旋 菌 门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）；Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ；其他类（Ｏｔｈｅｒｓ）。

图４　细菌门水平上土壤微生物物种组成

度略有差异。

对不同样地土壤中的细菌群落进行了标志物种

分析，总丰度排行前２０的细菌门类在不同样地土壤

中的相对丰度如图５所示。分析结果表明海拔高度

图５　细菌门水平物种组成图

影响了土壤微生物群落在门水平上的标志物种的种

类和丰度，其中，Ｋ２４样地（３０８０ｍ）土壤中的

Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ、ＡＤ３、Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ的相对丰度比较高，

Ｆｏｕｒ 样 地 土 壤 中 （１ ７９０ ｍ）Ｍａｓｓｉｌｉａ、

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ、Ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｃａｅｎｉｍｏｎａｓ的

相对丰度较高，Ｔｈｒｅｅ样地（１８６０ｍ）土壤中的

Ｅｌｌｉｎ６０６７、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｓｕｂｒｏｕｐ６

的相对丰度较高。

不同海拔下土壤细菌的进化树图（图６），总体

而言，着色点为白色的组间无显著差异物种所占比

例较高，高海拔下土壤（Ｋ２４）细菌在纲水平上的主

要有酸杆菌和硝化螺旋菌，在科水平有 （ｉ）

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、（ａ１）Ｐｅｄｏｓｐｈａｅｒａｌｅｓ 和 （ｙ）

Ｏｌｉｇｏｆｌｅｘａｌｅｓ等。３Ｈ（Ｔｈｒｅｅ）在进化分支图科水平

明显体现的细菌有（ｐ）Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ。其余样

地细菌在科水平物种丰度较低。总体而言，研究区

域内高海拔及低海拔样地的微生物群落均未出现显

著的优势种群，而３１００ｍ海拔左右的微生物在各

分类水平均有较多的优势种群。

４　结论

青藏高原生态地质环境脆弱，对人类扰动及气

候变化非常敏感。工程创面生态修复对高原生态恢

复具有重要意义。本研究以派墨公路沿线不同海拔

生态修复重构植生层土壤为研究对象，探究了不同

海拔生态修复对工程创面生态修复过程中土壤养

分、酶活性以及微生物群落结构的变化，所得主要结

论如下：（１）生态修复重构植生层土壤养分含量随海

拔升高先增加再减少，在海拔３１００ｍ处最优；（２）

不同区域酶活性受到土壤养分含量的调控，其随海

拔梯度的变化与土壤理化性质的变化趋势类似；（３）

不同海拔重构植生层土壤的微生物群落组成有较大

差异，其优势物种均为变形菌门、放线菌门和酸杆菌

图６　ＬＥｆＳｅ分析
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门；（４）生态修复重构植生层对派墨公路沿线各海拔梯度下的工程创面样地均有较好的修复

效果，均能构建稳定的微生物群落结构。
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