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研究报告 

泥浸汁对太湖沉积物中的好氧可培养细菌多样性的影响 

李晓丹  屈建航*  周佳  张璐洁  李海峰  田海龙 
(河南工业大学生物工程学院  河南 郑州  450000) 

 
 

摘  要：【目的】研究添加泥浸汁与否对太湖沉积物中可培养细菌的影响。【方法】采用 R2A 培

养基和添加泥浸汁 R2A 培养基对沉积物中细菌进行分离培养，16S rRNA 基因系统发育分析比较

种群结构。【结果】培养基中添加泥浸汁，可使可培养细菌的种类数量增加到 1.6 倍。16S rRNA

基因序列分析表明，培养的优势细菌类群存在明显差别。R2A 培养基上生长的细菌主要为厚壁菌

门(52%)、放线菌门(24%)、变形菌门(20%)和拟杆菌门(4%)，其中大部分细菌与芽孢杆菌属、假

单胞菌属、节杆菌属等关系密切；而添加泥浸汁的 R2A 培养基上生长的细菌则主要为变形菌门

(40%)、放线菌门(35%)、厚壁菌门(22.5%)和拟杆菌门(2.5%)，与鞘脂单胞菌属、芽孢杆菌属、副

球菌属、节杆菌属等关系密切。【结论】添加泥浸汁原始营养因子可提高沉积物中可培养细菌的

多样性，提高菌种可培养效率。 
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Effect of sediment extract on the culturable aerobic bacterial  
diversity in the sediments of Taihu Lake 

LI Xiao-Dan  QU Jian-Hang*  ZHOU Jia  ZHANG Lu-Jie   

LI Hai-Feng  TIAN Hai-Long 

(College of Biological Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou, Henan 450000, China) 

Abstract: [Objective] The study is aimed to research the effect of adding sediment extract or not on 
the cultivable bacterial diversity in the sediment of Taihu Lake. [Methods] By using R2A medium and 
sediment extract R2A medium to isolate and culture the bacteria in the sediment. Phylogenetic analysis 
based on the 16S rRNA gene was used to identify the bacterial diversity. [Results] Results showed that 
the amount of the bacteria cultured on sediment extract R2A increased up to 1.6 times more than that of 
on R2A medium. Analysis based on the similarities of 16S rRNA gene sequences of isolates presented 
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effects on the dominant bacteria. On the R2A medium, the dominant bacterial groups were Firmicutes 
(52%), Actinobacteria (24%), Proteobacteria (20%) and Bacteroidetes (4%), and most of the bacteria 
isolated from R2A were closely related to genera Bacillus, Pseudomonas and Archrobacter. However, 
the dominant bacterial groups isolated from sediment extract R2A were Proteobacteria (40%), 
Actinobacteria (35%), Firmicutes (22.5%), and Bacteroidetes (2.5%). They are closely related to 
Sphingomonas, Bacillus, Paracoccus and Arthrobacter. [Conclusion] Adding the original nutrient 
factors of the sediment extract could increase the diversity of bacteria in the sediment and help to 
increase the cultivable efficiency. 

Keywords: Cultivable bacteria, Sediment extract, Sediment, Taihu Lake, R2A agar medium 

沉积物是水体在自然与人类相互作用下的产

物和信息库，是一个物质交换频繁、生物活性高的

特殊环境[1]，微生物资源丰富，其中磷及重金属铜、

锌、铬等的存在一定程度上提高了沉积物中细菌的

丰富度[2]，是环境研究者日益重视的重要信息载体

之一[3]。微生物是湖泊生态系统中的物质循环和能

量流动的主要参与者，在水体生态系统中起着非常

重要的作用[4]。研究湖泊沉积物中可培养微生物，

对微生物资源进行开发，可为生态系统的恢复和治

理提供理论依据，为研究水污染防治提供参考。 

环境中的微生物在进行分离培养时，仅有 1%

的微生物可培养利用，而大部分微生物因培养基成

分单一不能进行人工培养[5-6]。本研究基于添加原始

营养来提高样品中微生物的可培养性，以 R2A和添

加泥浸汁 R2A 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 16S rRNA基因序列，为

分离沉积物中细菌种质资源、提高细菌可培养效率

提供思路。 

1  材料与方法 

1.1  沉积物样品采集 

采用抓土漏斗法采集太湖表层沉积物样品，

4 °C运回实验室备用。 

1.2  培养基 

基础 R2A 培养基(g/L)[7-8]：其中蛋白胨以胰蛋

白胨替代。固体K2HPO4或KH2PO4调pH至7.0–7.2，

0.75×105 Pa高压蒸汽灭菌 30 min。 

泥浸汁 R2A培养基：以上基础 R2A培养基同

比配方中，以泥浸汁代替蒸馏水。其中泥浸汁制

作方法为 300 g沉积物加入 1 L水，煮沸 10 min，     

1 200×g离心 15 min取上清。 

1.3  主要试剂和仪器 

PCR试剂购自 TaKaRa公司；其余试剂为国产

生物试剂、国产分析纯试剂。C1000 Touch PCR仪，

Bio-Rad公司。 

1.4  菌种分离 

沉积物样品制备菌悬液，十倍梯度稀释后，分

别以R2A培养基和泥浸汁R2A培养基做涂布，28 °C

倒置恒温培养 5 d，定期观察并记录数据。 

1.5  16S rRNA 基因序列分析 

1.5.1  16S rRNA 基因 PCR 扩增：采用碱裂解法制

备DNA模板，PCR反应体系和反应条件参照文献[9]

进行。PCR引物使用 27f (5′-GAGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′，E. coli position 27–46f)和 1495r (5′-CT 

ACGGCTACCTTGTTACGA-3′， E. coli position 

1476–1495r)，由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成。 

1.5.2  16S rRNA 基因比对及系统发育树构建：16S 

rRNA基因 PCR扩增产物(约 1 500 bp)，测定核苷

酸序列，完成 GenBank数据库 BLAST比对，下载

相关序列，用MEGA 7.0软件[10]，以邻接法(Neighbor- 

Joining)[11]构建系统发育树，Bootstrap 1 000次评价

进化树分支聚类的稳定性[12]。 

1.6  多样性分析 

定义 16S rRNA基因序列相似性小于 97%的作

为不同的分类单元 [13]。以香农 -威纳 (Shannon- 

Wiener)多样性指数评估两种培养基分离可培养细

菌的多样性[14]。 
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2  结果与分析 

2.1  菌种分离结果 

根据不同菌落形态，挑取单菌落并三区划线纯

化培养，纯培养物进行斜面和甘油保藏。扩增细菌

16S rRNA基因并进行核苷酸序列测定，16S rRNA

基因序列比对，剔除重复菌株后，R2A培养基和泥

浸汁 R2A培养基分别得到了 25株和 40株细菌。所

有序列提交 GenBank数据库，登录号见图 1和图 2。 

2.2  16S rRNA 基因系统发育分析 

基于 R2A培养基分离细菌的 16S rRNA基因序

列系统发育分析结果(图 1)，所得到的 25种菌株，

主要属于四大类群，即厚壁菌门(Firmicutes) (52%)、 

 

 
 

图 1  邻接法构建 R2A 培养基分离细菌的 16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree for strains isolated from R2A medium based on 16S rRNA gene sequences 

注：括号中的序号代表序列 GenBank登录号；分支点数字代表步长值；标尺代表序列间分歧度. 

Note：Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank; Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 

Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled date sets; Bar 0.05 represents sequence divergence. 
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图 2  邻接法构建泥浸汁 R2A 培养基分离细菌的 16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree for strains isolated from sediment extract R2A medium based on 16S rRNA gene sequences 

注：括号中的序号代表序列 GenBank登录号；分支点数字代表步长值；标尺代表序列间分歧度. 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank; Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled date sets; Bar 0.02 represents sequence divergence. 
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放 线 菌 门 (Actinobacteria) (24%) 、 变 形 菌 门

(Proteobacteria) (20%)和拟杆菌门 (Bacteroidetes) 

(4%)。属于厚壁菌门的 13 株细菌，与芽孢杆菌属

(Bacillus)关系密切，其次为类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)和葡萄球菌属(Staphylococcus)；放线

菌 门 的 细 菌 主 要 密 切 相 关 于 节 杆 菌 属

(Arthrobacter)、红球菌属(Rhodococcus)、考克氏菌

属 (Kocuria)的 6 株；变形菌门为不动杆菌属

(Acinetobacter)、短波单胞菌属(Brevundimonas)、假

单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 紫 色 杆 菌 属

(Janthinobacterium)。此外还分离到了一株拟杆菌门

的细菌。 

泥浸汁 R2A培养基分离细菌的 16S rRNA基因

系统发育分析结果(图 2)表明，分离得到 40株细菌，

主要属于四大类群，即变形菌门 16株，其中 15株

为 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)，1 株为 γ-变形

菌纲(Gammaproteobacteria)，其次为放线菌门 14株、

厚壁菌门 9株和拟杆菌门 1株，分别占分离菌株的

40%、35%、22.5%和 2.5%。变形菌门是最大的    

一支，主要包括鞘脂单胞菌属(Sphingomonas)、副

球菌属(Paracoccus)、赤杆菌属(Altererythrobacter)、

短波单菌属、叶杆菌属(Phyllobacterium)等 8个属，

其中鞘脂单胞菌属为分离的优势种属。放线菌门主

要包括节杆菌属、迪茨氏菌属(Dietzia)、细杆菌属

(Microbacterium)等 9个属，优势种属为节杆菌属。

厚壁菌门主要为芽孢杆菌属。 

系统发育分析结果表明，采用两种培养基分离

到的菌株大多数与 GenBank 中已知序列具有较高

的16S rRNA基因序列相似性(>97%)，但泥浸汁R2A

培养基分离的菌株中有 4个菌株与已知报导菌株之

间的序列相似性较低，可能代表了一些新的种属，

如菌株NS26与Brevundimonas abyssalis TAR-001[15]

相似性为 96%，NS1与 Altererythrobacter troitsensis 

KMM 6042[16] 相 似 性 为 97% ， NS35 与

Phyllobacterium bourgognense STM 201[17]相似性为

97%，NS43与 Paracoccus siganidrum M26[18]相似性

为 97%。 

2.3  可培养细菌多样性比较 

定义为 16S rRNA基因序列相似性小于 97%作

为不同的分类单元，结果表明 R2A 分离得到的   

25株细菌，可分为 24个不同的分类单元，Shannon

多样性指数是 3.16；泥浸汁 R2A 培养基分离的    

40株细菌，可划分为 34个不同分类单元，香农-威

纳多样性指数是 3.47，高于普通 R2A培养基。 

3  讨论 

本研究通过采用 R2A 培养基和泥浸汁 R2A 培

养基研究太湖沉积物中可培养微生物，分离得到的

细菌都属于厚壁菌门、放线菌门、变形菌门、拟杆

菌门四大类群的不同种属，部分种属在 R2A培养基

和泥浸汁 R2A培养基中都获得了分离培养，所分离

细菌与其系统发育密切的菌株之间的 16S rRNA基

因序列都有一定的差异，揭示了太湖沉积物中可培

养细菌的丰富多样性。α-变形杆菌被认为是土壤、

湖泊和海洋水体中的优势类群[19]，泥浸汁 R2A培养

基的分离结果表明它们在沉积物中数量和种类非

常丰富；泥浸汁 R2A 对于高(G+C) mol%的放线菌

门也获得了很好的分离。有研究表明，细菌的单个

基因组内存在 16S rRNA基因的多样性，导致依据

16S rRNA 基因对环境样品中细菌的多样性评价时

的高估[20]。本文依赖于分离培养方法，在观察菌落

形态特征差异的基础上，挑选不同形态的单菌落进

行 16S rRNA基因核苷酸序列测定，同时对形态相

近的菌落进行 16S rRNA基因序列测定，以剔除重

复，结果表明，培养出的菌落形态相近的菌株，16S 

rRNA 基因序列相同，而菌落形态不同的菌株，具

有不同的 16S rRNA基因序列。结合形态学特征和

16S rRNA 基因序列分析，避免了对细菌多样性的

高估。 

目前，土壤浸汁培养基的使用较为普遍，如徐

小雅等分离土壤中的小双孢菌时添加了土壤浸汁，

能有效地分离土壤中的微生物[21]。土壤浸汁培养方

法可借鉴于使用泥浸汁培养基分离沉积物中的微

生物。本研究从分离的菌株多样性来看，泥浸汁 R2A

的香农-威纳指数高于普通 R2A 培养基，前者更能
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有效分离太湖沉积物中的微生物。有研究表明太湖

沉积物微生物主要受沉积物 TOC (有机碳)、TN (总

氮)的影响，且沉积物 TOC/TN的变化显著影响微生

物群落结构[22]，泥浸汁是直接采用沉积物样品，加

水煮沸一定时间后离心所得的上清液，泥浸汁中所

含的碳或氮是人工合成培养基中无法添加的，且该

营养物质可能恰好是某些微生物生长所必需的，添

加泥浸汁可弥补人工培养基营养成分的单一，使培

养基的营养更适合沉积物中微生物的生长。 

由于培养条件有限，不能模拟自然环境来对太

湖沉积物进行菌种的分离，细菌的可培养效率仍然

较低[23]；高通量培养、原位培养和共培养是一些新

型的方法[24-25]，这些培养方法多是基于某种装置对

微生物进行理想状态培养，如研究者利用纳米微孔

培养室培养样品中的细菌实现微生物的共培养，达

到提高培养效率的目的[26]，这些技术大多仍需要进

一步发展。目前水体沉积物中可培养细菌的研究多

依赖于传统的分离培养，由于人工培养时存在富营

养致死效应，采用 LB、牛肉膏等富营养培养基分

离出的菌株种类相对单一、数量较少，且经比较大

部分均含在 R2A培养基可分离的细菌种类之内；同

时 1/10 牛肉膏等相对寡营养的培养基前期也有使

用，但不及 R2A全面。当前研究报道中，R2A培养

基较常应用于环境微生物的分离。因此，本文使用

R2A作为基础培养基，结果表明添加泥浸汁能进一

步提高细菌可培养效率，可操作性强，所需材料易

获得且成本较低，更有利于提高微生物可培养性，

挖掘微生物新资源。 
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