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不同培养基组合提高土壤细菌可培养性的研究

胡元森&，$，李翠香&，孙富林$，吴 坤$，贾新成$"

（&河南工业大学生物工程学院 郑州 !#%%#$）
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摘 要：为选择性采用多培养基组合以提高土壤细菌可培养性，利用变性梯度凝胶电泳（ABB6）技术研究了贫营

养、富营养和自然营养培养基在 4 种培养方式下获得细菌种群的差异。结果表明：平板培养条件下，细菌在贫营养

培养基上生长较慢，菌落连续稳定形成。培养 #C 后，富营养的 DE 培养基和贫营养的 F$G 培养基获得菌落数最多，

分别是贫营养的 %>& H DE 培养基获得菌落数的 #>& 倍和 #>4 倍。" 种培养基中，DE 培养基获得细菌种群数目最多，

营养成分适当稀释后，培养物中有新的种群出现。贫营养培养基和富营养培养基培养物 ABB6 图谱相似性低，条

带互补性强。三角瓶静置培养时，F$G 和 DE 培养基获得细菌种群数目较多，其它几种培养基获得的细菌类群都能

在这 $ 种培养基中找到。试管静置培养条件下，DE 培养基获得细菌种群数目最多，某些种群也只出现在 F$G 培养

基和 1IE 培养基上，F$G 及 DE 培养基与 1IE 培养基获得的细菌种群差异较为明显。研究结果为特殊培养基设计

及选用合适培养基分离土壤细菌提供参考。
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纯培养技术被频繁和常规地用于微生物的分

离、纯化、培养计数，一直是微生物学研究的基石［&］。

然而，越来越多的研究表明，自然环境中绝大多数微

生物还无法通过纯培养的方法获得。目前，能够确

定培养方法，实现人为增殖和利用的微生物不超过

&K［$］。纯培养技术的局限性已成为微生物资源开

发和环境生态研究的主要瓶颈。

为避开传统培养方法的固有缺陷，研究者利用

分子生物学技术和手段，从环境中获得了大量有用

信息，克隆到了许多新的基因［4，!］。这一方法极大地

推动了自然界功能微生物资源的开发和利用，但仍

然没有克服微生物不可培养所导致的根本弊端。因

为，这些方法不以获取微生物活体细胞为目的，对它

们的形态、生理特性、代谢功能、对环境的影响等难

以进行实验研究，严重阻碍了对微生物生命活动规

律的探索，进而影响对微生物工艺进行准确设计、精

细调控和高效利用［#］。

近年来，研究和开发未培养微生物已成为国内

外的一个热点。许多学者通过改变培养基营养、配

方以及改进细胞培养方式［0］，从环境中分离得到多

个新的微生物种群。如 L8M@@.M 等［"］研究发现，适当

降低培养基营养成分，可提高土壤中变形杆菌、放线

菌、嗜酸性细菌的可培养性。N,MM,M 等［’］采用高通

量培养法对贫营养细菌进行培养和计数，使微生物

可培养性较常规培养法高出 &>! ( &$% 倍，并从海水

分离到多株未培养的浮游细菌。岳秀娟等［5］在培养

基中加入甜菜碱、丙酮酸钠或过氧化氢酶等化合物，

从土壤中分离得到的微生物种类及菌落总数也明显

增加。这些基于可培养层面上的发现也潜在地拓宽

微生物资源的利用空间，为获取新的有用代谢产物

奠定基础。

本文对贫营养、富营养及原生态土壤浸出液等

培养基在不同培养方式下获得的培养物进行分析，

为深入了解这些选择性培养基对不同微生物的培养

能力，充分利用各培养基的特殊作用，从而为特殊培

养基的设计及多培养基组合提高环境微生物的可培

养性提供依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 土壤样品：$%%# 年 && 月于郑州市郊弓寨村

附近麦田中取小麦若干株，将其根部土壤轻轻抖落



下来，装入无菌纸袋，带回实验室后研磨过 !"" 筛，

置 #$冰箱保存备用。

!"!"# 培养基：本试验所用 % 种培养基分别是 &’、

()*+ , &’、()! , &’、-.’、()*+ , -.’、/*0、土壤浸出

液培养基。根据营养物浓度高低，可认为 &’ 和 -.’
培养基是富营养培养基，()! , &’ 和 /*0 为贫营养

培养基，()*+ , &’ 和 ()*+ , -.’ 为中度营养培养

基，而 土 壤 浸 出 液 培 养 基 为 自 然 态 营 养 培 养 基。

-.’ 培养基配制参见文献［!(］。/*0 培养基和土壤浸

出液培养基配制参见文献［!!，!*］。

!"!"$ 主要试剂：-1234567 859:71、;7<=4 7>41<?4 及琼

脂糖（’’@ 公 司）、蛋 白 酶 A（B71?C 公 司）、.D. 及

E-0’（0"17=?5 公司）、:F-8（上海生工生物工程技术

有限公司）、-<G 酶（宝信生物科技有限公司）。

!"# 培养方法

!"#"! 土壤悬液制备：取备用土样 !(H 置于预先装

有玻璃珠和 I("& 无菌水的三角瓶中，室温 !+(1J"K6
振荡 L("K6，然后取 !"& 土壤悬液用无菌水进行梯

度稀释，获得 !(M ! N !(M %稀释度的土壤悬液。

!"#"# 平板培养：多次预备实验后，选取 !(M O 和

!(M % * 个最佳稀释度的土壤悬液各 ()*"& 分别涂布

在上述 % 种培养基平板上，每个稀释度 L 个重复。

平板涂布后置于 *+$培养 +:，每天定时统计平板菌

落数目。计数结束后用刮铲及无菌水将各培养基表

面菌落洗涤下来，离心后得到各培养基平板培养物。

!"#"$ 液体静置培养：分别取 !(M #、!(M +、!(M O L 个

稀释度的菌悬液各 ()!"& 接种于装 !(("& 上述 % 种

液体培养基的三角瓶（*+("& 容量）中，*+$静置培

养 O#P，每个稀释度 L 个重复。培养结束后离心收

集同种培养基获得的培养物。

!"#"% 液体试管静置培养：分别取 !(M #、!(M +、!(M O

L 个稀释度的菌悬液各 ()!"& 接种于装有上述 % 种

液体培养基的试管（L(?" , *)+?"）中，培养基液面距

试管口约 ! ?"，用不透气塑料塞塞住试管口。接种

后置于 *+$静置培养 %*P，每隔 *#P 颠倒试管几次

以混匀其中培养物，每个稀释度 L 个重复。培养结

束后离心收集同种培养基获得的菌体。

!"$ &’( 提取

!"$"! 可培养物基因组 DF0 的提取：将平板培养、

三角瓶静置培养及试管静置培养获得的菌体转移至

+("& 离心管中，加入 %)+"& DF0 提取液（()!"5QJ&
-1K=RSEQ 3ST)(，()!"5QJ& UD-0 3ST)(，()!"5QJ& 磷

酸盐 缓 冲 液，!)+"5QJ& F<EQ）和 !((!& 蛋 白 酶 A
（!("HJ&），L%$ **+1J"K6 振 荡 L("K6，然 后 加 入

()%+"Q *(V .D.，置于 O+$水浴 !P（每隔 !+ N *("K6

轻摇一下）。用 T((( , H 离心 !("K6 取上清，再往沉

淀中加 #)+"& DF0 提取液和 ()+"& *(V .D. 后于

O+$水浴 !("K6，再用 T((( , H 离心 !("K6 取上清

液。* 次上清液合并后加入等体积氯仿J异戊醇（*# W
!）离心 !("K6，取水层并加入 ()O 体积异戊醇，静置

沉淀 !P 后于 T((( , H 离心 !("K6，去上清后往沉淀

中加入预冷的 %(V乙醇洗涤 ! 次，在 T((( , H 离心

!("K6 后去上清液，DF0 沉淀加 +( N !((!& 超纯水

后转移至小管中。

!"$"# 土壤中微生物总基因组 DF0 的提取及纯

化：土 壤 微 生 物 基 因 组 DF0 提 取 和 定 量 参 照 文

献［!L］报道的方法。DF0 粗提物采用 XK4<H76 凝胶试

剂 盒 纯 化 （ 315:Y?4 ?5:7： !!(O!(R(+ XK4<H767
’K547?P65Q5H2 E5Z，&4:Z）。

!"% )*+ 扩增

以纯化后的基因组 DF0 为模板，用对大多数细

菌和古细菌 !O. 1DF0 基因 XL 区具有特异性的引物

对 [L#! 和 /+!T 来进行扩增，为使扩增产物能在

D\\U 上更好地分离，一个 #(]3 的 \E 夹子［!#］加在

[L#!的 +^端。8E/ 采用 +(!& 反应体系，8E/ 反应

参数：I+$预变性 # "K6；I#$ ! "K6，+O$ ! "K6，%*$
!"K6，L+ 个循环；%*$延伸 !("K6。

!", 变性梯度凝胶电泳（&--.）及其图谱相似性

D\\U 参 数 为：变 性 剂 梯 度 为 L+V 到 ++V
（!((V变性剂浓度为 %"5QJ& 的尿素和 #(V的去离

子甲酰胺的混合物），聚丙烯酰胺凝胶浓度为 !(V，

点样 量 为 L(!& 8E/ 产 物。电 泳 温 度 O+$，电 压

!+(X，电泳时间 +)+P。电泳结束后在 .;’/ \1776"
DF0 染 色 液 中 染 色 *("K6。将 染 色 后 的 凝 胶 用

’K5?<"34 成像系统拍照，并用软件 F-.;.3? 比较电

泳条带的迁移率及条带数量，并据此对图谱各泳道

作相似性分析。

# 结果

#"! 平板培养物数量分析

从表 ! 看出，培养 +: 后，()! , &’ 培养基上细

菌菌落最少，平均每 H 土壤获得 !)L , !(% 个 E[_
（?5Q562R‘51"K6H Y6K4）。&’ 富营养培养基和 /*0 贫营

养培养基获得菌落数最多，都达到为 O)O% , !(%E[_
以上，分别为 ()! , &’ 获得 E[_ 数的 +)!L 倍和 +)LL
倍。&’ 和 -.’ 培养基营养成分稀释后，其 E[_ 数

明显减少，如 ()*+ , &’ 和 ()*+ , -.’ 培养基获得

E[_ 数分别占 &’ 和 -.’ 培养基 E[_ 数的 +#)%V和

TT)!V。

表 ! 显示，富营养的 &’ 和 -.’ 培养基上菌落生
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长速度较快，!"# 数在第 $ 天几乎达到最大。贫营

养培养基如 %&’、()* + ,- 和土壤浸出液培养基上

菌落形成速度慢，菌落连续稳定形成，在第 . 天才达

到最大值。

表 ! 各培养基平板菌落计数

/0123 * 42053 67895: 7; 10653<=0 8:=9> ?=;;3<395 @3?=0

! A?
B3?=0（ + *(C !"#A> ?<D :7=2）

%&’ E7=2 3F5<065=79 ,- ()&. + ,- ()* + ,- /E- ()&. + /E-
* &()G H *)& *I). H *)$ $I)$ H &). *.). H *)$ J)G H *)& &I). H &)& *()$ H *).
& $J)$ H $)& &.)C H &)$ .*). H $)* *K)$ H *). G)$ H *)& $()G H &)* *.)C H *)&
$ .J)G H &)$ $()$ H &). C$)$ H &). &I)J H &)J I). H (). $$)J H &)* &*)$ H *).
J CC). H $). $&). H &)I C.)( H $)C $J)$ H *)& *&)G H *). $.)G H *). $(). H *)I
. CK)$ H $)I $J)$ H $)* CC)G H $). $C). H *)$ *$)( H *)( $C)( H &)( $*)G H &)$

"#" 平板培养物 $%%& 分析

图 ! 平板培养物的 $%%& 图谱及聚类分析

"=>L* MNNO P0553<9 09? =5: 628:53< ?39?<7><0@ 7; P2053 68258<3L ,*：

E7=2 :0@P23，,&：%&’，,$：E7=2 3F5<065=79，,J：,-，,.：()&. + ,-，

,C：()* + ,-，,G：/E-，,I：()&. + /E-

图 * 显示，土壤样品和各培养物经 MNNO 分离

后得到 JI 条迁移率不同的条带。其中，土壤样品获

得 $C 个条带，远较可培养物所得条带数目多，且条

带均匀分布在不同浓度变性剂范围内。不同培养基

获得培养物差异也较大，由 ,- 培养基获得条带数

最多，占总条带数的 C()JQ，而 ()* + ,- 培养基获得

条带数最少，只有 &( 条，其中 *I 条与 ,- 培养基所

得条带相同。,- 和 /E- 培养基营养成分稀释前后

获得的条带数目及迁移率相差不大，泳道相似性较

高。但同为贫营养培养基的 ()* + ,-、%&’ 和土壤

浸出液培养基，其图谱差异明显，条带互补性强，表

明不同的培养基组分对可培养细菌具有一定选择性。

由图 * 看出，尽管图中条带数目较多，但只有

’*、’& 和 ’$ $ 个条带分布在各培养基所在泳道，占

可培养物总条带数的 C)&.Q。某些条带只在少数

泳道显现，如 -* 和 -& 只在 2093 * 和 2093 J 泳道出

现，-$、-J 和 -G 只在 2093 * 和 2093 $ 泳道出现，而

-. 和 -C 也只在 2093 * 和 2093 . 泳道显现（图 *，!标

记），表明 -* R -G 代表的土壤细菌只能由特定培养

基培养获得。此外，条带 !* R !. 只在单一泳道出

现，如 !&、!$ 和 !. 只在土壤样品所在泳道出现，暗

示这 $ 个条带所代表的细菌种群用上述 G 种培养基

都不能获得，而 !* 和 !J 代表的细菌种群也只能分

别用土壤浸出液培养基和 %&’ 培养基才可获得。

从图 * 泳道相似性来看，()&. + ,- 与 /E- 培养

基条带相似性最高，达 IGQ。,-、/E- 及其稀释液

培养物存在一定差异，可培养物的 MNNO 图谱具有

G*Q的相似性。富营养的 ,- 和 /E- 培养基与贫营

养的 %&’ 及土壤浸出液培养基条带差异明显，相似

性仅为 .JQ和 .IQ。各培养基所得条带与直接分

析土壤样品所得结果差异大，相似性仅为 JKQ。相

似性分析结果与前述培养物图谱分析结果相符。

"#’ 三角瓶静置培养物 $%%& 分析

从图 & 可看出，三角瓶静置培养物经 MNNO 分

析后获得 $& 个条带。在 G 种培养基中，%&’ 培养基

获得条带数目最多，占条带总数的 IJ)$GQ，而同为

贫营养的 ()* + ,- 培养基只获得 *. 个条带，且这些

条带均在 %&’、()&. + ,- 和 /E- 培养基泳道出现。

尽管 M* R M. 共 . 个条带在各泳道的亮度不

一，但都出现在各培养基泳道中。相反，图中部分条

带只在特定泳道中显现，如 O&、O$ 和 O. 仅在富营

养的 ,- 培养基泳道出现，O*、OJ、OC、OG、OI 和 OK
仅在贫营养的 %&’ 培养基泳道出现。其它几个泳

道显现的条带也大多能在这 & 个泳道中找到。

()* + ,-、/E- 和 ()&. + /E- 培养基所在泳道图

谱差异不明显，S/ETEP6 软件相似性分析显示三者

JII U# T809V:39 "! #$ L A%&!# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（&((G）JG（.）



相似性高达 !"#$%以上。此外，&’ 与土壤浸出液培

养基获得 ())* 图谱的相似性也高达 "+%，但 &’、

,-’ 及其稀释液培养物与 .$/ 培养物相差较大，其

泳带相似性仅有 0+%。

图 ! 三角瓶静置培养物的 "##$ 图谱及聚类分析

1234$ ())* 567789: 6:; 27< =>?<789 ;8:;9@396A @B <7672= B>6<C =?>7?984
&D：.$/，&$：-@2> 8E796=72@:，&F：&’ ，&G：+#$0 H &’，&0：+#D H &’，

&I：,-’，&!：+#$0 H ,-’

!%& 试管静置培养物 "##$ 分析

图 F 显示各液体培养基在试管深层静置培养获

得培养物的 ())* 分析结果。由图 F 看出，! 个泳

道共有 F0 个迁移率不同的条带，各泳道条带数目及

迁移率也不尽相同。其中，&’ 培养基获得条带数最

多，+#$0 H ,-’ 培养基获得条带数最少，仅 D$ 条，二

者分别占总条带数的 "+%和 FG#F0%。从条带在胶

片的分布上看，&’ 和 ,-’ 获得的培养物分布于 F0%
和 00%变性剂范围内，而其它五种培养基所得培养

物 DI- 9(J/ KF 区 ,A 值较低，条带大多位于低浓度

变性剂范围。

从图 F 发现，有 0 个不同迁移率的条带分布各

泳道中，如 1D L 10。而某些条带只在一两个泳道中

出现，如条带 )$ 和 )F 只在贫营养的 .$/ 和 +#D H
&’ 培养基出现，)D 和 )G 也只出现在 .$/ 培养基泳

道中。在富营养的 &’ 和 ,-’ 培养基泳道内也发现

图 ’ 试管静置培养物的 "##$ 图谱及聚类分析

1234 F ())* 567789: 6:; 27< =>?<789 ;8:;9@396A @B <7672= 78<7 7?M8
=?>7?984 &D：.$/，&$：-@2> 8E796=72@:，&F：&’ ，&G：+#$0 H &’，&0：+#D
H &’，&I：,-’，&!：+#$0 H ,-’

特征性条带，如条带 )0 L )N（图 F >6:8F，>6:8I）。

从泳道相似性看，.$/ 与土壤浸出液培养基、

+#$0 H &’ 与 +#$0 H ,-’ 培养基获得图谱条带差异

不大，相似性都达到 "+%。,-’ 与 &’ 培养基所得条

带亮度与迁移率差别明显，相似性只有 0I%，两泳

道间条带互补性强。

’ 讨论

一般认为，自然环境中微生物数量庞大，其可利

用的营养物质极度匮乏，多数处于“贫营养”状态，且

一些 微 生 物 适 宜 生 长 在 与 自 然 环 境 相 近 的 基 质

中［0］。因此，用贫营养或辅以含少量生长因子的土

壤浸 提 液 制 成 的 培 养 基 则 会 获 得 较 好 的 培 养 效

果［N］。这一推论在本试验中并未完全得到证实，如

+#D H &’ 培养基和土壤浸出液培养基获得菌落数目

比贫营养的 .$/ 培养基和富营养的 &’ 培养基都

少。这一情形的出现可能与贫营养细菌的种群特性

有关，有报道认为生存于贫营养环境中的微生物尽

管能够在低浓度营养条件下生长，但是有些微生物

0""胡元森等：不同培养基组合提高土壤细菌可培养性的研究 4 O微生物学报（$++!）G!（0）



生长速度极为缓慢，在常规设定的培养周期内（例如

! 周）没有长成肉眼可见的菌落就被遗弃［"］。此外，

一些嗜贫营养的微生物在固体培养基表面呈迁徙生

长和扩散生长，不会形成肉眼可见的菌落［!"］。实验

发现，培养前 #$，各培养基表面菌落快速形成，至第

" 天，%&’ 数目增加缓慢，这一情形暗示嗜贫营养细

菌生长需较长的生长周期。因此，贫营养的 ()! *
+, 培养基和土壤浸出液培养基 %&’ 数目过少可能

与一些嗜贫营养细菌生长特性及本实验培养时间过

短有关。但应指出的是，本研究中贫营养的 -#. 培

养基获得菌落数目又较其它培养基多，这可能与培

养基组成成分有关，-#. 培养基中含有丙酮酸钠成

分。研究表明丙酮酸钠能降解培养过程中产生的毒

性氧，对恢复微生物可培养性具有很好效果［!/］。上

述结果提示人们，在培养获取至今未培养的微生物

时，除考虑适当延长培养时间外，还可在培养过程中

加入具有毒性氧降解能力的物质，例如过氧化氢酶、

丙酮酸钠和!0酮戊二酸等过氧化氢降解物和抗氧化

剂如二硫代二丙酸等［"］。

1223 条带数目近似体现样品中优势菌群的数

量，而条带亮度则反映该种细菌数量的多寡。据此

看来，平板培养条件下，+, 培养基获得细菌种群数

目最多，而将其作 4 倍稀释，则培养物中有新的种群

出现（图 !，5678 "，!标记），将其作 !( 倍稀释时，其

培养物中也有 # 个新的种群出现，这一结果证实自

然生境中微生物的分布是随营养渐变而呈现的梯级

分布［!］。在不同的营养浓度下，微生物种群分布差

异也较明显，因此，培养策略不应仅是全营养或 !((
倍稀释的简单选择。

图 ! 显示，某些条带只在特定泳道出现，这表明

该条带代表的细菌只能用此种培养基培养获得，如

条带 ,! 和 ,# 代表的土壤菌群只能用 +, 培养基培

养获得，,4 和 ,9 代表的细菌只能用土壤浸出液培

养基获得。%#、%: 和 %" 共 : 个条带只在土壤样品

所在泳道显现，暗示它们所代表的种群用上述 9 种

培养基都不能获得。但图 ! 中发现，某些培养基泳

道出现的条带在土壤样品泳道并未表现出来，这可

能是由于该条带代表的细菌在土壤中细胞数目较

少，其 1;. 含量达不到 1223 检测限，遗传信息被

土壤中其它数量较多的种群所掩盖而未被显现出

来。此类群经富集培养后，细胞数目大幅增加，故在

培养基泳道中其条带灰度较大。

在图 ! 众多条带中，只有 .!、.# 和 .: 条带同

时 显 现 在 各 泳 道 中，占 可 培 养 物 总 条 带 数 的

/)#"<。这表明 : 个条带所代表的土壤细菌种群对

营养需求不严，用 9 种培养基任一种均可培养得到，

但这类细菌在自然环境中较为少见，所占比重很低。

图 ! 各泳道相似性分析显示，+, 和 =>, 培养基

与 -#. 及土壤浸出液培养基泳道相似性较低，图谱

分析也表明这几个泳道间条带互补性强。这一情形

暗示，上述贫、富营养培养基配合起来培养土壤微生

物，则会获得更多种群。

图 # 显示，-#. 及 +, 培养基获得条带数最多，

其它几个泳道显现的条带也大多能在这 # 个泳道找

到，且这 # 泳道相似性也较低。这暗示可用 -#. 及

+, 培养基替代其它培养基获得更多的细菌种群，如

3! ? 3@ 条带代表的细菌用其它培养基难以培养得

到。

试管静置培养是 : 种培养方式中氧气供给量最

少的一种培养方式，目的是使微好氧的细菌也能培

养获得。与三角瓶液体培养物相比，试管静置培养

获得条带数多出 : 条，这可能代表微好氧细菌种群。

图 : 显示，贫营养的 -#. 培养基获得条带数目也较

多，亮度较大。这表明土壤中是存在众多“嫌贫好

富”的细菌种群，且它们在微氧条件下生长良好，较

之在富营养培养基上，适应性更强，如条带 2! ? 24
代表的细菌就属于这一类型。另外，试管静置培养

中也出现一些个体数目较多的“嫌富好贫”的细菌种

群，如 2" ? 2@ 所代表的细菌，它们只在富营养的 +,
和 =>, 培养基上出现。

本文与孙晓棠等［!9］的研究一起初步建立了利

用 1223 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。提示在研究过程中应当如何设计

和选择使用培养基，有目的的培养土壤中众多至今

未培养的微生物，最大限度地拓展微生物资源利用

空间。
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