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普通和稀释培养基研究太湖沉积物可培养细菌的多样性

戴 欣 王保军 黄 燕 张 平 刘双江"

（中国科学院微生物研究所 北京 2$$$9$）

摘 要：采用普通牛肉汁培养基和 2$倍稀释的普通牛肉汁培养基（以下简称稀释培养基）研究太湖沉积物中细菌
多样性，发现在稀释培养基上生长的细菌数量普遍是在普通牛肉汁琼脂培养基上生长的细菌数量的 ? L "倍。分
离得到纯培养物的 2:4 +M-)部分序列（"N端约 "$$O*）分析表明，不同培养基上生长的优势细菌类群存在差别：普通
培养基生长的细菌主要为!3P+&Q8&O=GQ8+,=（?"R2S），其次为 )GQ,F&O=GQ8+,=（#!R"S）和 <,+A,GBQ8C（##R?S）等类群，其中
大部分细菌与假单胞菌属（!"#$%&’&()"）、芽孢杆菌属（*)+,--$"）和节杆菌属（./+0/&1)+2#/）细菌的系统关系密切；稀释
培养基生长的细菌则主要为 )GQ,F&O=GQ8+,=（#;R2S）、<,+A,GBQ8C（#"R;S）、"3P+&Q8&O=GQ8+,=（#2R!S）和!3P+&Q8&O=GQ8+,=
（2"R;S）等类群，与芽孢杆菌属（*)+,--$"）（#"R;S）发育系统关系密切的细菌为优势属。研究结果表明同时采用两
种培养基有助于从太湖沉积物中分离到更多种微生物。
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湖泊沉积物是湖泊生态系统中物质转化的重要

场所，并与水体不断发生物质交换［2］，微生物是沉积

物中物质转化和物质循环的重要参与者。#$$#年，
U=V’BFJ等［#］研究发现，湖泊沉积物中细菌的代谢能
力和程度远高于水体中浮游细菌，它们对湖泊生态

环境发挥着重要作用，因此研究湖泊沉积物中微生

物的种群结构、多样性及其生态功能对于湖泊生态

系统恢复和环境治理具有重要的指导意义。

太湖是中国东部一个大型的浅水湖泊，由于人

类活动的干扰，太湖的富营养化程度不断增加。

2H92 L 2HH2年的 2$年间，太湖水体的总氮和总磷含
量分别增加了将近 #倍和 ?倍，湖水中藻类生物量
增加了 ?9倍［?］，并且在过去的几年中，蓝藻水华爆
发频繁。种种现象表明，太湖生态系统的自我调节

功能和自净能力正在衰退［?］。目前的研究主要针对

太湖水体或水生植物根系中一些特定微生物生理类

群［!，"］，有关沉积物中微生物的多样性及其在太湖物

质循环中的作用等工作尚未见报道。

稀释培养（M,’BQ,&F 0B’QB+8）是采用逐级稀释营
养元素分离培养环境样品中细菌的研究方法［:］，早

期更多地用于海水和湖泊浮游细菌的研究［; L H］。随

后人们发现采用稀释培养基同样能从土壤、湖泊沉

积物中分离获得大量的微生物，包括许多在普通培

养基中未能分离获得的细菌［2$ L 2#］。改变分离细菌

所用培养基的营养物浓度，可以从环境中分离获得

更多种类的细菌。本研究采用普通和稀释两种培养

基，对太湖沉积物中的细菌进行分离培养，并分析菌

株的 2:4 +M-)的部分序列，展示太湖沉积物中细菌
多样性的一个方面，为进一步研究不同种群的细菌

在太湖物质循环中的作用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品的采集和处理：#$$#年 2$月 9 L H日采
用柱式采泥器采集太湖沉积物样品，; 个采样点的
分别为：7?站（东经 2#$R$?H;?；北纬 ?2R!"#H:）泥水
界面以下的 $ L "GA（7?3$）、2" L #$GA（7?32）和 #$ L
#"GA（7?3#）；7! 站（东经 2#$R#2;":；北纬 ?2R#?#":）
泥水界面以下的 $ L "GA（7!3$）和 #" L ?$GA（7!3#）以
及 7:站（东经 2#$R!?"H#；北纬 ?2R$?2H;）泥水界面
以下 $ L "GA（7:3$）和 2" L #$GA（7:32）。采集的样品
装入无菌密实袋，!W保藏。
!"!"# 主要试剂和仪器：3)4 M-) P&’XA8+=C8（P+&3
A8V=公司），P0Y 仪（Z,&A8Q+= 公司，7[Y)M6@-7）和
凝胶成像仪（Z,&3+=J公司 [8’3M&G#$$$）。
!"!"$ 培养基：普通培养基每升含 2$V 蛋白胨，"V



牛肉膏，!" #$%&，’()*+ , )*-；稀释培养基为普通培
养基稀释 .+倍，’()*+ , )*-。所有固体培养基中加
入琼脂粉至 .*!/。
!"# 细菌计数、分离与培养
!"#"! 细菌计数：涂布平皿菌落计数参照文献
［.0］。0+1倒置培养 0 , )2后进行数量统计。
!"#"# 菌体的分离和培养：参照文献［.0］进行，纯
化后的菌种制备甘油管冻存。

!"$ 细菌 !%& ’()*分析
!"$"! 3#4提取和纯化：采用文献［.5］提供的方
法提取细菌 3#4。
!"$"# .67 83#4 的 9%: 扩增及序列分析：9%: 扩
增引物为 -);：!<=4>4>???>4?%%?>>%?%4>=0<和
.5@-8 !<=>>??4%%??>??4%>4%??=0<。9%: 反应体
系和反应条件参照文献［.5］进行。
!"$"$ .67 83#4序列的测定和相似性分析：扩增的
9%:产物送上海基康公司纯化并进行 3#4序列测
定。获得的序列采用 %&ABC$& D［.!］程序进行序列比
对，相似性低于 @)/的序列登录 >EFG$FH数据库。
!"$"+ 细菌系统进化分析：测定的序列用 GI47?程
序对 >EFG$FH数据库中序列进行相似性搜索，从中
获取相近的典型菌株 .67 83#4序列，用 %&ABC$& D程
序按照最大同源性的原则进行排序，采用 JKLA8$=
-［.6］计算核苷酸差异值，并用 #EK"MNO8=POKFKF" 法［.)］

构建系统进化树，自展数（NOOCBC8$’）为 .++。
!"$", 细菌多样性分析：定义 .67 83#4序列相似
性小于 @)/作为不同的分类单元［.Q］，采用 7M$FFOF=
RKEFE8SB指数（以下简称 7M$FFOF多样性指数，(）［.@］

计算多样性：

! T U!
"

# T .
$# &O"- $#

式中 "为物种（这里采用分类单元）数目，$# 为

属于种 # 的个体在全部个体中的比例。

# 结果

#"! 普通培养基和稀释培养基细菌计数和分离
利用普通培养基和稀释培养基对 )个太湖沉积

物样品中的细菌进行计数，其中 6个样品采用这两
种营养物浓度不同的培养基所获得的菌落总数差异

明显（表 .），在稀释培养基上形成的菌落数明显高
于普通培养基上形成的菌落数，前者约为后者的

0 , !倍，差异率大于 .*+，即两种培养基获得的菌落
数之差大于二者获得菌落数之和的 .V-。

表 ! 普通和稀释培养基对沉积物中细菌数量的计数结果
?$N&E . G$WCE8K$& ’O’A&$CKOFB O; BE2KLEFCB NX WA&CKY$CKF" ZKCM

2K&ACE2 $F2 AF=2K&ACE2 FAC8KEFC LE2K$

7$L’&E
#ALNE8 O; WO&OFKEB（"U .）

#O8L$& LE2KAL
（4）

3K&ACKOF [E2KAL
（G）

:$CKO
（GV4） \22B"

?0=+ Q*+ ] .+6 0*0 ] .+) 5*.- .*--
?0=. .*+ ] .+) !*- ] .+) !*-+ .*0!
?0=- -*Q6 ] .+6 .*5Q ] .+) !*.) .*0!
?5=+ .*- ] .+6 5*0 ] .+6 0*!Q .*.0
?5=- 0*6 ] .+6 .*.. ] .+) 0*+Q .*+-
?6=+ -*@6 ] .+) 5*+ ] .+) .*0! +*0+
?6=. !*! ] .+! 0*5 ] .+6 6*.Q .*55

" \22B T -（G U 4）V（G ^ 4）_

利用普通培养基和稀释培养基分别分离纯化了

@5株和 )+株细菌，扩增它们的 .67 83#4，测定其 !<
端约 !++N’的序列，该序列包含 .67 83#4中 %. 和
%-保守区以及 3.和 3-高变区。将获得的序列通
过 GI47? 对 >EFG$FH 数据库中序列进行相似性比
对。结果表明（表 -），除 .株细菌（菌株 ?(=(--）外，
所有分离自普通培养基的细菌均与数据库中的已知

细菌 .67 83#4具有较高的相似性（#@)/），分离自
稀释培养基的细菌中，有 ! 株菌与目前已知细菌
.67 83#4的相似性只有 @5/ , @!/。

表 # 分离菌株 !%& ’()*序列相似性分析
?$N&E - 4F$&XBKB O; ’$8CK$& .67 8:#4 "EFE BE‘AEFWEB O; KBO&$CEB

;8OL BE2KLEFCB O; ?$KMA I$HE
#O8L$& FAC8KEFC LE2KAL 3K&ACKOF FAC8KEFC LE2KAL

#E$8EBC 8E&$CE2
"EFAB

#O O;
KBO&$CEB

a2EFCKCX
V/

#E$8EBC 8E&$CE2
"EFAB

#O O;
KBO&$CEB

a2EFCKCX
V/

$%&’()*)+,% 0-" @) , .++ $%&’()*)+,% Q" @@ , .++
-,.#//’% -+" @) , .++ -,.#//’% .Q" @@ , .++

01231)4,.2&1 .0" @Q , @@ 01231)4,.2&1 .." @@
53)().)..’% ! @@ 53)().)..’% 6" @@
6).’1#, - @@ 6).’1#, . .++
7)8&%&//, 5 @Q 7)8&%&//, 5 @Q

!&14,%9#1#//’* 5 @@ !&14,%9#1#//’* . @@
:+%#;&1 - @@ -1&<’+(#*)+,% ! @@

"93#+8)9=>#% . @6 ?&23=/)4,.2&1#’* - @!
-/,%2)*)+,% . .++ 081)4,.2&1#’* . .++
7,1#)<)1,> . @@ 5)%&)*)+,% . @5
@&#%%&1#, 0 @@ @)<)%93#+8)4#’* 5" @6 , @Q

A)*,*)+,% . @@ "93#+8)*)+,% -" @) , @Q
$%=.31)4,.2&1 . .++ B1,2&’1#, - @!
?#.1)4,.2&1#’* -" @) , @@ 0.#+&2)4,.2&1 . @@
?#.1).)..’% . @@ -1&<#4,.2&1#’* . @Q

:>#8’)4,.2&1#’* . .++ A31=%&)4,.2&1#’* . @)
$&()4,.2&1 . @Q

?OC$& @5 ?OC$& )+
" aFW&A2E LO8E CM$F OFE C$bOF_
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定义 !"# $%&’序列相似性低于 ()*时作为不
同分类单元进行多样性计算，结果表明分离得到的

!"+株细菌，可分为 +, 个不同的分类单元，#-.//0/
多样性指数为 +1""。其中分离自普通培养基的 (+
株细菌分为 23个不同的分类单元，#-.//0/多样性
指数为 +12(；分离自稀释培养基的 )4株细菌，也划
分为 23个不同的分类单元，#-.//0/多样性指数为
+1,"，略高于普通培养基获得的多样性。
!"! 基于普通培养基分离细菌的系统发育分析
基于普通培养基分离细菌的 !"# $%&’序列基

础上的系统发育分析结果（图 !）表明，这些细菌主
要属于!5 6$07809.:78$;.（,,株）、’:7;/09.:78$;.（2,株）
和 <;$=;:>78?（2! 株）, 大类群，分别占分离菌株的
,@1!*，2+1@*和 221,*。此外，还获得了 !, 株
（!,13*）"5 6$07809.:78$;.类群的细菌和 +株（+1,*）

#5 6$07809.:78$;.类群的细菌。
属于类群!5 6$07809.:78$;.的 ,,株细菌中，,2株

在细菌系统学与假单胞菌属（!"#$%&’&()"）关系密
切，!"# $%&’序列相似性为 ()1(* A !44*（表 2），
成为普通培养基分离获得的最优势细菌；属于类群

<;$=;:>78?的 2!株细菌中，24 株细菌与芽孢杆菌属
（*)+,--$"）系统关系密切，!"# $%&’序列相似性介于
()1(* A !44*之间，成为分离得到的第二大优势的
细菌。第三优势细菌为与 ’:7;/09.:78$;.类群中节杆
菌属（./+0/&1)+2#/）关系密切的 !,株细菌，!"# $%&’
序列之间的相似性达 ((13*。这一结果，与传统获
得的 !"#$%&’&()"、*)+,--$" 和 ./20/&1)+2#/ 是土壤、沉
积物等自然环境中最常获得分离培养的细菌种类的

研究结果是一致的。

!"# 基于稀释培养基分离细菌的系统发育分析
基于稀释培养基分离细菌的 !"# $%&’序列基

础上的系统发育分析结果（图 2）表明，稀释培养基
上分离得到的细菌主要属于 ’:7;/09.:78$;.（!( 株）、
<;$=;:>78?（!3 株）、#5 6$07809.:78$;.（!@ 株）和!5 6$05
7809.:78$;.（!! 株）四大类群，分别占分离菌株的
2)1!*，2@1)*，2!1+*和 !@1)*。还获得了 @ 株
（)12*）"5 6$07809.:78$;. 类群的细菌和 2 株（21(*）
B<C（BD70E-.F.G<H8I;9.:78$;.GC.:78$0;J8?）类群的细菌，
后者在普通培养基中并未分离获得。<;$=;:>78? 类
群的 !3株细菌，系统学上均与 *)+,--$" 属关系密切，
!"# $%&’序列相似性为 ((13 A !44*，成为稀释培
养分离菌株中的优势细菌。其中的 !"株与分离自
普通培养基的 *)+,--$" 细菌序列一致；’:7;/09.:78$;.
类群的 !( 株细菌，!! 株系统学上与 ./20/&1)+2#/ 属

图 $ 根据分离自普通培养基的细菌 $%& ’()*序列构
建的系统发育树

<;FK! %8/J$F$.= L0$ ?7$.;/? ;?0H.78J /0$=.H />7$;8/7 =8J;>= 9.?8J 0/

E.$7;.H !"# $M&’ F8/8 ?8N>8/:8?

%.7. ;/ E.$8/7-8?8? .$8 7-8 O8/C./P .::8??;0/ />=98$? ./J 7-8 />=98$

0L ;?0H.78? $8E$8?8/78J 9D 7-;? ?7$.;/ K .3$,4#5 67/&60,-$"（Q3,@+3）R.?

>?8J .? 0>7F$0>EK S-8 ?:.H8 9.$ ;/J;:.78? 41! ?>9?7;7>7;0/? E8$ />:H807;5

J8 E0?;7;0/K #8N9007 T.H>8? R8$8 ?-0R8J 0/ 7-8 9$./:-8?K

关系密切，!"# $%&’序列相似性为 ((13 A !44*，它
们均与分离自普通培养基的 ./20/&1)+2#/ 类细菌
!"# $%&’序列一致；此外，两种培养基上获得的大部
分 80&%&+&++$" 类细菌的 !"# $%&’也是一致的。
!!株!5 6$07809.:78$;.类群的细菌有 3株在普通培养
基上都分离得到，与它们!"# $%&’最相似的是 !"#$%9
&’&()" 属中的细菌。此外，@株"5 6$07809.:78$;.类群
细菌在普通培养基中也已获得分离培养（表 2）。
!"+ 太湖沉积物细菌多样性
从太湖沉积物中分离得到的 !"+ 株细菌，与

!"#$%&’&()"、*)+,--$"、./20/&1)+2#/ 和 80&%&+&++$" 系
统关系密切的 +个优势属，在普通培养基和稀释培
养基中都获得了分离培养，与 :&;#"#--) 属、草螺菌
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图 ! 根据分离自稀释培养基的细菌 "#$ %&’(序列构
建的系统发育树

!"#$ % &’()*#*+, -.* /0*+"(/ "/.1+0’) -*., )"120’) (20*"’(0 ,’)"2,

3+/’) .( 4+*0"+1 567 *89: #’(’ /’;2’(<’/

&+0+ "( 4+*’(0=’/’/ +*’ 0=’ >’(?+(@ +<<’//".( (2,3’*/ +() 0=’ (2,3’*

.- "/.1+0’/ *’4*’/’(0’) 3A 0="/ /0*+"( $ !"#$%&’ ()*+(,$-#.（BCDEFC）G+/

2/’) +/ .20#*.24$ H=’ /<+1’ 3+* "()"<+0’/ IJ5 /23/0"020".(/ 4’* (2<1’.0"K

)’ 4./"0".($ 7’;3..0 L+12’/ G’*’ /=.G’) .( 0=’ 3*+(<=’/$

属（/&*01.($*$--#2）以及 3+4#*$1 属系统关系密切的细
菌也从两种培养基中分离得到。从普通培养基中分

离获得了与剑菌属（ 56.$%&*）、嗜冷杆菌属（ 7.)8
4,*+0149&*）和贪噬菌属（:1*+;+*1’）等在普通沉积物环
境中少见报道的属种相关的细菌；从稀释培养基分

离获得与鞘氨醇单胞菌属 <(,$6=+2+61.（包括>+;+K
.(,$6=+0$#2）、短波单胞菌属（?*&;#6@$2+61.）系统关
系密切的细菌，以及与甲基杆菌属（A&9,)-+0149&8
*$#2）、弗拉特氏菌属（ B*19&#*$1）、7&@+0149&* 属、
C,*).&+0149&*$#2属等等系统关系密切的属种。以上
结果表明，太湖沉积物中呈现丰富的细菌多样性。

) 讨论
稀释培养基获得细菌的系统类群与普通培养基

获得的最大不同在于：稀释培养基分离获得了 5E株

!KM*.0’.3+<0’*"+类群的细菌，属于 C 个不同的属种；
而普通培养基的分离菌株只有 F 株细菌属于该类
群，属于 D个不同属种。分离自不同的培养基的!K
M*.0’.3+<0’*"+细菌间的 567 *&9: 序列相似性低于
NOP，说明不同培养基获得的!KM*.0’.3+<0’*"+ 类群
细菌不同。从分离的菌株系统发育类群看，稀释培

养基比普通培养基能更有效地将太湖沉积物中!K
M*.0’.3+<0’*"+和 Q!?类群的细菌分离出来（表 %）。
虽然利用稀释培养基上可以分离得到数量多于

普通培养基的细菌，但是这些在稀释培养基平板上

形成单菌落的细菌中有一部分细菌独特，如生长缓

慢，菌落微小，并且不易传代培养，在进一步的分离

纯化过程中死亡，因此最后分析来自稀释培养基的

细菌数量（OI株）少于来自普通培养基的细菌数（NF
株）。这些尚未最终获得纯化的细菌究竟代表哪些

类群，它们的生理生化特点如何，都有待采用新的分

离和培养方法去探索。

研究表明，尽管分析来自稀释培养基的菌株数

量少于普通培养基的菌株数，但前者计算得到的多

样性指数与后者基本一致，二者获得的细菌 EIP以
上的分类单元不同。其中被认为是土壤、湖泊和海

洋水体中优势类群的!KM*.0’.3+<0’*"+［%I］，原来在沉
积物中较少见报道，稀释培养的结果表明它们在沉

积物中数量和种类非常丰富；稀释培养基对高（> R
Q）,.1P的 :<0"(.3+<0’*"+也获得了很好的分离效果，
这与其他采用稀释培养分离浮游细菌获得的结果是

一致的［N，%5］。

同样普通培养基上获得的!KM*.0’.3+<0’*"+类群
的细菌，在稀释培养基上只获得了其中的 %个属种
共 E株细菌，但已有的研究证明，!KM*.0’.3+<0’*"+ 不
仅在不依赖培养方法构建的 567 *&9:克隆文库中
占有相当的比例，也是湖泊沉积物中可培养细菌的

优势类群［5%］。因此，稀释培养方法能分离获得一些

采用普通培养基无法分离得到的细菌，但不能取代

普通培养基，对于太湖这样易受人类活动干扰的浅

水湖泊，结合营养丰富的普通培养基和贫营养的稀

释培养基对其微生物进行研究，能反映出更丰富的

多样性，更好地为进一步研究微生物在太湖富营养

化过程中的作用和将来的生物修复工作奠定基础。
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