
!"卷 #期
$%%"年 "月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：!&$ ’ !&"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! ()*+ $%%"

基金项目：广东省科技计划项目资助（$%%#,$%-..）
"通讯作者。/+01234：&"5$%5#6"-""$7；8593:0：;<)<=*><):""?@3<==A B=9A B*
作者简介：孙晓棠（.7&% C），女，山东莱州市人，硕士研究生，主要从事植物病害生物防治研究。8593:0：:3=D3*>E)*&%? E=<)A B=9
收稿日期：$%%-5%"5$!；接受日期：$%%-5%75%"；修回日期：$%%-5%75$"

利用 !""#评价不同培养基回收番茄根际细菌类群的能力

孙晓棠.，$，姚 青#，刘琼光$，朱红惠."

（.广东省微生物研究所 广东省菌种保藏与应用重点实验室 广州 -.%%6%）

（$ 华南农业大学资源环境学院 广州 -.%"!$）

（# 华南农业大学园艺学院 广州 -.%"!$）

摘 要：用营养肉汤、FG、根系分泌物、土壤浸渍液 !种培养基从番茄根际分离培养细菌，并结合变性梯度凝胶电泳
（HGG8）技术，对 !种培养基回收番茄根际细菌种群的能力进行了比较研究。结果表明，不同培养基和培养温度，
回收到的细菌种群有一定差异；低营养浓度的 FG培养基在较低的培养温度 $%I下进行较长时间的培养，比高营
养浓度营养肉汤培养基产生更多、更具代表性的细菌；以根系分泌物为基础的培养基从番茄根际回收到的优势菌

群最多。该研究初步建立了用 HGG8技术对不同培养基回收分离细菌种群能力进行评价的方法。
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随着微生物分子生态学技术的发展，人们可以避开纯培

养，通过分析环境样品中 HLK分子的种类和数量来反应微
生物区系组成和群落结构。对与群落结构的变化相伴随的

种群变化进行分析，能够得到一些具特定生态功能的优势种

群的信息［.，$］。但另一方面，对每个功能性优势种群的信息

并不是仅仅通过分子方法就能得到，因此，纯培养对于详细

地分析每个种群的功能是必不可少的，对于分离微生物群落

中功能性的优势菌群是必要的［#］。建立一种把分离培养技

术与分子生态手段相结合的方法，对检测具特定生态功能的

细菌种群的多样性、研究微生物与环境之间的相互作用等具

有重要的意义。

在评价不同分离技术的效果时，分离到的细菌种群是否

是环境样品中的代表菌、优势菌和主要功能菌是一个核心问

题［!］。人们发现，自然环境中的微生物多样性要比实验室中

已经分离到的微生物多样性复杂的多，由于培养条件和培养

方法的不足，许多在自然环境中占优势的细菌至今为止还未

在实验室里被分离出来［.］，因此发展新型培养基和培养技术

仍是一个尚待开拓的研究领域。

HGG8技术是近几年发展起来的新技术。自 .77# 年
M);@+N等［-］首次应用于微生物生态的研究以来，由于该方法
可以使只有一个碱基差别的核酸序列在梯度凝胶泳动中完

全分离［"］，具有传统微生物分析方法无可比拟的优势，得到

广泛的应用［6，&］。

本文以番茄根际土壤中的微生物群落为研究对象，通过

常规稀释涂布平板分离，结合分子生态学研究技术，评价不

同的培养基和培养方法回收番茄根际细菌种群的能力，为开

发新的培养基和培养技术提供理论依据和分子水平的评价

方法。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 样品来源：土壤采自广东省农科院大丰试验基地，在
番茄结果期，按 -点取样法选取番茄植株，将其根系连同土
壤挖出，抖掉根系外围土，将土样连同根系装入密封袋中，立

即带回实验室，自然风干，研磨过 .99筛。土壤 OP为 "Q$-。
其中部分土壤用于实验，其余保存于 !I冰箱中。
$%$%& 培养基：采用营养肉汤培养基作为高营养浓度培养
基，含 .>酵母汁的半合成培养基 FG［7］、根系分泌物、土壤浸
渍液培养基为低营养浓度培养基。土壤浸渍液培养基配制

方法：取土样 !%%>用蒸馏水振荡 .<，静置后，过 %Q$)9微孔
滤膜除菌，加 .&>琼脂，补足水至 .R，自然 OP。改良的根系
分泌物培养基配制方法：取番茄根系，烘干后称 -%>，研磨成
粉状，用蒸馏水振荡提取 .<，-%%%N19:*离心 $%9:*后过 %Q$)9
微孔滤膜除菌，加 .&>琼脂，补足水至 .R，自然 OP。
$%$%’ 主要试剂和仪器：HLK纯化试剂盒 S:;3NT HLK ,0+3*5
)U E@ED+9购于美国 ON=9+>3 公司；引物由赛百盛公司合成；
/3V HLK 聚合酶及其他试剂购于威佳公司；O,W 扩增仪
G+*+K9U O,W E@ED+9 $!%%，德国 O8公司；变性梯度凝胶电泳
仪 /<+ HB=T+/M X*:Y+NE30 M)D3D:=* E@ED+9，美国 Z:=5W3T 公司；
X[\紫外成像系统，英国 X[\公司。
$%& 细菌的分离和纯化
将土样充分振荡，制备 .%C . ’ .%C -不同稀释度的样品，

分别在 ! 种培养基上涂平板，置于两种不同温度下培养。
$&I培养 $T，$%I培养 .$T，每天进行平板菌落计数。



!"# 平板回收菌总 $%&的提取
分别用 !"#$无菌水洗涤平板，收集菌体。菌体总 %&’

的提取按 ())*+的方法［!"］。

!"’ 根际土壤细菌总 $%& 的提取与纯化
采用修改后的 ,-./0,-.1*23 法［!!］。称取 !"4"3 土样，放

入盛有 !"粒无菌玻璃珠（直径 5## 6 7##）的三角瓶中，加

!7#$提取缓冲液（!""##8)9$ :;*+0<=)，!""##8)9$ (%:’0&.>，

>""##8)9$ &.=)，!? @A@，>? =:’,，B< C4"）。在 !C";9#*2，

5DE条件下振荡 5"#*2，然后加 >#$ >"?F%F继续振荡 !"#*2。

G7E水浴 !H后 G""";9#*2离心 !7#*2，收集上清液，加 "47 倍
体积 @(I（5"?）0&.=)（!4G#8)9$），混匀后室温下静置 >H，

!"""";9#*2离心 >"#*2，沉淀用 >#$ :(重新悬浮。加 J#8)9$
&.’=（B<74J）至终浓度 "45#8)9$，用酚9氯仿9异戊醇（>7 K >J K
!）抽提一次，加 "4G 倍体积异丙醇沉淀 >H，!>""";9#*2 离心

>"#*2，沉淀干燥后，用 >""!$ :( 溶解，再用 L*M.;/ N %&’
O)-.20PB +Q+1-#（@;8#-3.）纯化后，置于 R >"E保存，待用。

!"( !)*+$%&的 ,-. 扩增
所用引物为细菌 !GF ;%&’ A5 高变区 S5J!057D（I=）和

T75J07!C。反应程序：UJE 7#*2预变性；UJE !#*2，G"E 5"+，

D>E>#*2，!"个循环；UJE5"+，G" 6 77E 5"+（ R "47E9循环），

D>E >#*2，!" 个循环；UJE 5"+，77E 5"+，D>E >#*2，!7 个循
环；D>E D#*2。扩增产物采用 !47?琼脂糖分析检验。

!") 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳（ $/0123+405 6+174/02 6/8
98/:2+;<=;+/>4>，$669）

@=T产物浓缩后，采用 %0=8/- 突变检测系统（,*80T./，

<-;OP)-+，=.)*V W）对样品进行 %II(分析。所用的聚丙烯酰胺
凝胶浓度为 C?，变性梯度为 57? 6 G"?（!"" ?的变性剂为

D#8)9$尿素，J"?甲酰胺），!C"A，G"E恒温，"47 X :’(中电泳

J4"H，I8)/A*-Y 染料染色 5"#*2，ZA[ 成像系统拍照。用

ZA[,.2/分析软件帮助确定样品电泳条带的多少和条带的亮
度峰值。

!"? 数据分析
用 F8;-2+82 配对比较相似性系数（ B.*;Y*+- +*#*).;*1Q

O8-VV*O*-21，!"）比较不同样品 %II(指纹图谱的相似性［!>］。

!" \ > #9（$ ] %），其中 $、% 表示两个比较对象中的 %&’条带
数目，#表示 $和 % 中相同的条带数量。多样性指数（&），物
种丰度（’）指标被用来比较各个样品的细菌多样性。计算公
式如下［!5］：

& \ R!
’

( \ !
)()2)( \ R!

’

（*(9*）)2
( \ !
（*(9*）

其中，)( 是某个样品中单一条带的强度在该样品中的所有
条带总强度中所占的比率，’是某个样品中所有条带数目总
和。用 ZA[,.2/分析软件进行聚类分析。

@ 结果和分析

@"! 细菌的分离计数
平板计数的结果表明，不同培养条件和培养基上得到的

菌落数有一定的差异（表 !），其中根系分泌物培养基在 >"E

培养 G/后菌落数就达到 >4D X !"C OVP93 土，!>/ 后菌落数最
多，为 74!> X !"C OVP93土。在 >CE条件下培养 >/后，高营养
浓度培养基平板上几种生长速率快的细菌类群迅速占据优

势，菌落形态较单一，大部分菌落直径超过 >##，有的甚至达
到 !O#，尤其在低稀释度的平板上，几种快速生长的细菌菌
落迅速扩展成一片，导致无法对其他菌落进行计数。在较低

的培养温度 >"E下培养，随着培养时间的延长，各培养平板
上出现的菌落数不断增加（图 !）。前 5天菌落数增长缓慢，
第 5 6 !"天增长迅速，第 !"天之后又趋于缓慢。营养肉汤和
^I培养基上菌落增长趋势相同，菌落形态各异。而土壤浸
渍液培养基上的菌落均较小，菌落数量多形态无法辨认。

表 ! 番茄根际土壤细菌平板菌落计数（ A !BC :D3E5土）
:._)- ! =SZ 8V _.O1-;*. *+8).1-/ V;8# 18#.18 ;H*M8+B-;- +8*)

82 /*VV-;-21 B).1-+（ X !"C OVP93土）
[+8).1*82 #-/*P# &P1;*-21 _;81H Î F8*) -‘/a1;.O1 T881 -aP/.1-

>"E !4"Db"4"7’" !4JJb"4">’, !4J5b"4!7’, 74!>b"475=
>CE !4"!b"4"D’ >4"Cb"4"J, !4"!b"4!>’ !4>Cb"4"G’,

" A.)P-+ *2/*O.1- 1H- .c-;.3- b +1.2/.;/ -;;8;，.2/ /*VV-;-21 *2*1*.) )-11-;+
*2/*O.1- 1H- +*32*V*O.21 /*VV-;-2O-（@ \ "4"!）

图 ! 在 @BF条件下不同培养基上菌落数随培养时间增
长趋势

S*3W! [2O;-.+*23 1-2/-2OQ 8V 1H- O8)82Q O8P21+ .)823 Y*1H *2OP_.1*82

1*#- 82 /*VV-;-21 B).1-+ *2OP_.1-/ .1 >"E W

@"@ !)* +$%& G#高变区的 ,-.扩增
从番茄根际抽提纯化所得的总 %&’片段大小介于 !C 6

>5d_之间，纯度较高。以纯化后的基因组 %&’为模板进行
!GF ;%&’ A5高变区的 @=T扩增，均得到大小为 >5"_B左右
的扩增片段（图略），适合于 %II(分析。
@"# $669分析
用通用引物对直接从番茄根际土壤提取的 %&’样品和

从同一番茄根际土壤中分离到的纯培养菌株的 %&’，进行
!GF ;%&’ A5区扩增，扩增产物进行 %II(分析。从电泳结
果可以看出，不同样品的电泳图谱有很大的区别（图 >）。J
种培养基在 >CE培养 !>/的 %II(指纹图谱无论从条带的
位置、多少、亮度上看均比较接近，只是在一些较弱的条带上

存在差异，说明回收到的优势菌群较相似。表现为都含有 !7
6 !C条条带，相同的条带共 !!条，其中 .、_、O、/、-、V条带在 J
种培养基图谱中均较亮，可能是几种生长速率快的细菌种

群。而在 >"E培养的 %II(指纹图谱中各样品的条带数均
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较多，但较弱和较亮的条带均有不同，差异明显。营养肉汤

有 !"条带，#$有 !%条，土壤浸渍液有 "&条，根系分泌物有
!’条，但相同的条带仅有 ’条，条带 (仅存在于营养肉汤培
养基中，条带 )仅存在于 #$培养基中，条带 *仅存在于土壤
浸渍液培养基中，条带 +仅存在于根系分泌物培养基中，说
明在 !,-条件下，不同培养基所分离到的优势菌有较显著的
差异，%种培养基都能分离到在其他培养基上分离不到的独
特类型的细菌种群。从图中我们还可以看出，通过培养基回

收得到的细菌种群与番茄根际土壤样品相比明显较少，条带

的位置和亮度也存在差异。条带 .、/、0所对应的细菌在番
茄根际土壤环境中处于优势地位，但经培养基回收后却不能

检测到。相反的，番茄根际环境中数量较少以及难于用

1$$2检测到的细菌，经培养后却大量出现，如条带 3、4、5、6
等，这些细菌在环境中可能并不起主要作用或者不在数量上

占优势。

表 !数据显示，番茄根际样品与在 !7-培养的营养肉
汤、#$、土壤浸渍液、根系分泌物培养基相似指数较低，!" 值
分别为 ,8!"、,8",、,8!,、,8""，与在 !,-培养的 %种培养基相
似指数分别为 ,89%、,8%9、,89:、,8%%。可见在 !,-培养下低

营养浓度的根系分泌物和 #$培养基能更多的分离出番茄根
际的优势菌群。

图 ! 不同样品的 "##$图谱
;*(<! 1$$2 =>?5*.@ ?5 A*55@>@0B CD/=.@C< E"FE%：GHB>*@0B I(D>，#$，

J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !7-；E:FE&：GHB>*@0B I(D>，

#$，J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !,-；E’：L)*M?C=@>@ C?*. ?5

B?/DB? =.D0BC<
表 ! 不同样品的 !"值

ND3.@ ! OC PD.H@C ?5 A*55@>@0B CD/=.@C
ED0@C 4?/=D>@A E" E! E9 E% E’ E: EQ E7 E&

E" "8,,
E! ,8Q& "8,,
E9 ,8Q: ,8&" "8,,
E% ,8QQ ,877 ,8Q& "8,,
E’ ,8!" ,8", ,8!, ,8"" "8,,
E: ,899 ,8!Q ,89! ,8!9 ,89Q "8,,
EQ ,8!: ,8!, ,8!& ,8": ,8%9 ,8’: "8,,
E7 ,8"& ,8"! ,8"7 ,8,: ,89: ,899 ,8’" "8,,
E& ,8!" ,8"’ ,8!’ ,8"" ,8%% ,897 ,8’7 ,8’9 "8,,

E"FE%：GHB>*@0B I(D> ，#$，J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !7-；E:FE&：GHB>*@0B I(D> ，#$，J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !,-；E’：
>)*M?C=@>@ C?*. ?5 B?/DB? =.D0BC<

从图 9可以看出，E:、EQ、E7、E& 的群落多样性指数（#）
和物种丰度（$）值均较高，而 E"、E!、E9和 E%的数值则相对
较低。其中番茄根际样品的多样性指数（#）和物种丰度（$）
值最高，其次是在 !,-培养的根系分泌物和 #$培养基。

图 % 不同样品中细菌类群多样性指数（#）和物种丰度（$）
;*(<9 J)D00?0FR*@0@> *0A@K（#）D0A C=@4*@C >*4)0@CC（$）?5 A*55@>@0B

CD/=.@C @CB*/DB@A 3S B)@ 1$$2 3D0AC =DBB@>0C< E"FE%：GHB>*@0B I(D>，

#$，J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !7-；E:FE&：GHB>*@0B

I(D>，#$，J?*. @KB>D4B，L??B @KHADB@ *04H3DB@A DB !,-；E’：>)*M?C=@>@

C?*. ?5 B?/DB? =.D0BC<

聚类分析结果表明（图 %）：在 !7-培养的 %种培养基聚
为一类，相似性达到 QQT以上，其中 #$和土壤浸渍液相似
性高达 &"T。番茄根际土壤样品与在 !,-培养的 %种培养

基聚为一类，但相似性较低，其中 #$和根系分泌物的相似性
最高也只有 ’7T。

% 讨论

土壤微生物资源极为丰富，然而到目前为止，可以人工

培养的土壤微生物极为有限，不到总量的 "T［"%］，而这些未
培养细菌的生理及生态作用，在大多数情况下只能在被分离

后以纯培养的形式进行研究。但是传统的培养条件和培养

方法容易造成选择性偏差，富集回收到在环境中可能并不起

主要作用或者不在数量上占优势的菌群。如传统的平板筛

选到的拮抗菌施入土壤后受到土壤中各种因素的影响，未必

能成为土壤中的优势种群而使防病效果不稳定。近年来，国

外有关培养基对细菌种群分离的研究报道日益增多［"’，":］。

而国内的研究报道不多见，急待加以开展。

本研究首次采用 1$$2技术对不同培养基回收分离蕃

%7% JUG V*D?FBD0( %& ’( < W)*&’ +,*-./,.(.0,*’ $,1,*’（!,,:）%:（9）
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茄根际细菌种群的能力进行了评价。从 4556图谱上可以
看出，在不同培养条件和培养基上回收到的番茄根际细菌多

样性及物种丰度存在较大差别。在 BCD条件下培养 B天后
的培养基，无论群落多样性指数、物种丰度还是与番茄根际

样品的相似指数，相比在 BGD条件下培养 9B-后的培养基均
较低。这是因为很多细菌只能以较低的生长速率生长［9L］，在

较低的培养温度下进行较长时间的培养，能抑制其中生长速

率较快的细菌种群迅速占优势，增加了生长速率较慢的细菌

种类被分离培养的可能性。因此，较低的温度下进行较长时

间的培养会提高可培养细菌种群的多样性及物种丰度。

营养肉汤是一类高营养浓度培养基，其蛋白胨和牛肉膏

的含量均较高；而 =5是一类低营养浓度的培养基，各种成分
含量均较低。前者可培养的细菌数、群落多样性指数、物种

丰度和与番茄根际样品的相似指数均明显低于后者。据文

献报道，大部分的细菌不能在平板上生长是因为它们只适应

于低营养浓度。当土壤细菌涂布到不同稀释度营养肉汤培

养基时，稀释 9GG倍的营养肉汤上生长的细菌数要明显高于
未稀释的培养基，而且许多细菌只能在经稀释后的培养基上

被分离［9L］。因此，低营养浓度的培养基有时比高营养浓度

的培养基可能分离出更多的、更具代表性的细菌。本实验的

结果也基本证实了这一观点。

细菌的根际定殖能力受到根系分泌物的影响。根系分

泌物如氨基酸、糖和有机酸都是细菌在根际定殖的重要的营

养来源［9C］。从理论上讲，能在某种植物根际定殖并维持长时

间的菌株，应该是对该植株根际分泌物非常适应或者能利用

根际分泌物作营养的，只有这些菌才能在根际占有优势。利

用根系分泌物做培养基可能为番茄根际土壤中的优势菌提

供最接近其生态环境的生长条件。本研究结果表明，在 %种
培养基中，根系分泌物培养基能够更多地分离出番茄根系土

壤中各种不同类型的细菌，显示出最好的优势菌群回收特

性。至于土壤浸渍液培养基，由于营养成分含量太低，其上

的菌落均较小，有的甚至无法辨认，在提取 4;<时，可能有
的细菌没有提到，导致其 4556图谱上条带较少。

4556技术是近几年发展起来的新技术，适用于多个样
品的同时分析。它最大的优点是可以不通过培养细菌而直

接获取土壤样品中细菌的总 4;<，然后对其进行微生物多样
性、微生物群落结构等方面的研究，避免了传统技术的局限

性。但 4556作为一种分子生物技术，也存在一些缺陷，如
4556只对较小的片段具有较高的分析灵敏度，这些较小的
4;<片段只能提供有限的系统发育信息；土壤微生物种类很
多，但 4556图谱中一般只有 9G M BG条带，这些条带反映的
是土壤群落中的优势菌群，而土壤中的弱势菌群不能被检测

到。尽管 4556技术具有某些局限性，但与传统的用形态和
生理生化特征鉴定的方法相比，具有快速、准确、重复性高等

优点，是传统技术不可比拟的。

本文初步建立了利用 4556技术对不同培养基回收分
离细菌类群能力进行评价的方法，将分子生物学技术与传统

方法两者有机的结合起来，弥补了分子生物学方法在分析低

丰度微生物时存在的某些缺陷，提示在研究过程中应当怎样

使用不同的培养基，最大限度的在实验室中还原土壤中的微

生物，更有目的的筛选优势菌种，为开发新的培养基和培养

技术提供一定的理论依据和分子水平的评价方法，也为生态

学研究技术的发展提供了新的思路。
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