江苏沿海滩涂土壤中细菌培养方法的优选
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摘 要    研究选择江苏省盐城市王港附近一垂直于海岸线的断面（土壤含盐量近似递减），分别采集自海水淹没线至内陆农田相隔一定距离的土样（编号为Soil-1、Soil-2、Soil-3、Soil-4和Soil-5），代表海水淹没、裸滩、盐蒿、芦苇/白茅和农田植被环境。设计9种培养方案，包括不同浓度的NB培养基，配以不同浓度的海水，添加和不添加环腺苷(cAMP)，平板和液体两种培养方式，用变性凝胶电泳检测可培养菌的多样性，并评价和优选培养方案。结果表明，经过自然脱盐的耕种土壤，培养基中配入10%的海水可培养菌多样性指数最高；其余4种土壤配入100%海水多样性指数最高。添加cAMP不能明显提高微生物可培养性。低浓度培养基较过去惯用浓度的培养基更有利于提高可培养微生物的多样性。液体培养基明显优于固体培养基。在10-8或更高稀释度下，液体培养的试管底部有粘稠状沉淀物为微生物细胞，但培养基清澈。将有沉淀物的试管视为阳性试管，用最或然数方法计的土壤中细菌数量可达1012 g–1。提出培养分离滩涂土壤培养方案为：用1/10浓度的NB配以100%海水的液体培养基培养，用相同浓度和成分的固体培养基分离，培养25d左右。
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环境样品中可培养微生物非常有限[1]，提高微生物可培养性的空间很大。已有报道表明，改变培养基成分和培养条件[2~4]、添加信号物质[5]、降低培养基营养成分浓度[6,7]、延长培养时间等等都能提高微生物可培养性。但是，具体到某一环境样品时，究竟选择什么培养方法或培养组合最为合适，取决于研究者对环境样品性质的认识以及对微生物基本特性的认识。不同样品，尤其是性状相差很大或具有特殊性状的样品，往往需要研究者专门设计培养方案。

江苏境内海岸总体上属于淤进型海岸，沿海滩涂面积呈持续增长趋势，1976年至1997年间，从连云港市境内的埒子河口到长江口段，滩涂面积(新陆地面积)年均净淤进41.4 km2 [8]。持续增长的沿海滩涂成为江苏重要的土地或后备土地资源。滩涂处于陆地和海洋交接地带，明显受到海洋和陆地环境的双重影响，因此滩涂土壤中可能拥有独特的、既不同于陆地也不同于海洋环境的微生物资源。有研究表明，滩涂沉积物中培养分离得到细菌中有20%~30%属于新菌种[9]。在同属黄海区域的朝鲜半岛潮间带沉积物中，Dong等[10]分离到从属于Flavobacteriaceae的菌株Lutibacter litoralis，Jee-Min等[11]分离到好氧菌株Marinimicrobium koreense和Marinimicrobium agarilyticum；Bruns等[12]在德国北海潮间带沉积物中分离到厌氧菌株Muricauda ruestringensis。这些结果表明滩涂土壤中可能拥有独特的微生物资源。分离并筛选具有潜在经济价值的菌株对未来经济发展就有重要意义。但是如何从海滩涂土壤中分离到有价值的微生物纯培养，至今没有专门报道。一种有效的分离培养方法应该是可培养菌多样性尽可能高的那种方法。根据这一原则，针对江苏沿海滩涂的性质，本文设计了数种培养方案，希望优选出合适的培养方案，为今后顺利地分离微生物作技术准备。
1 材料与方法
1.1 土壤样品

滩涂土壤采自江苏盐城大丰市大丰港附近(32°34′-34°28′N;119°27′-120°54′E)。该地区滩涂面积呈增长趋势，大约以每年50m的速度向海内延伸[8,13,14]。较早沉积的滩涂经受较长时间的雨水脱盐，从而形成脱盐程度不等的区域，植被也相应地呈现裸滩、盐蒿、芦苇、农田等演替区域[15]。按照植被演替特点，分别采集5种不同的土壤，编号为Soil-1、Soil-2、Soil-3、Soil-4和Soil-5。采样时Soil-1淹没于海水中，其它土壤依次离开海岸一定的距离(表1)。于2006年4月采样。每一种植被类型取3个重复样品，每一样品系10个点的混和样品。采样深度0~15 cm深土样。样品装入塑料袋置于冰盒中立即带回实验室分析。采样时尽量避开植物根系。同时采集海水(SW)样品。样品基本特征列于表1。
表1  土壤样品的理化性质及采样点的描述

Table 1  Physical and chemical properties of the soils and description of their sampling sites
	样品

代号

Sample

Code
	pH
	电导率
Conductivity
(mS cm-1)
	溶解性
总固体

Total dissolved solids
(g kg–1)
	有机质

Organic matter

(g kg–1)
	采样地区的描述

Description of sampling sites

	SW
	8.01
	29.6
	23.41)
	
	海水

	Soil-1
	8.32
	7.32
	10.4
	5.26
	全日潮地区、裸滩沉积物；采样时淹没于海水中

	Soil-2
	8.28
	7.36
	9.5
	4.88
	小潮高潮水位区、生长极为稀疏矮小的盐蒿；离海水约1 km

	Soil-3
	8.36
	4.06
	5.2
	4.50
	平均高潮水位区、生长高大密集的盐蒿；离海水约3 km

	Soil-4
	9.08
	0.50
	0.4
	3.75
	平均大潮高潮水位区、生长芦苇和白茅；离海水约6 km

	Soil-5
	8.33
	1.70
	2.0
	7.13
	生长小麦、棉花；离海水约12 km


注：1)单位为g L–1
Note: 1) The unit is g L-1
1.2 土壤pH、电导率及有机质的测定

按照水土比1∶1制备土壤悬浊液测定pH；按照水土比2∶1制备土壤悬浊液，过滤，测定过滤液电导率；土壤有机质用重铬酸钾容量法测定。
1.3 平板培养

选择四种土壤样品，编号：Soil-1、Soil-3、Soil-4、Soil-5，按照系列稀释法进行琼脂平板培养。采样时正值落潮期，结合地理位置和植被状况判断编号Soil-1和编号Soil-2土样在受海水影响方面没有本质区别，如果在涨潮时采样这二样点均淹没于水中。所以，在一些实验中仅选择其中之一进行研究，但在另一些实验中5个土样全部使用。预先将琼脂用超纯水浸泡24h并换水2次。所用的培养基为1/10 NB(含0.8gL-1牛肉膏蛋白胨)，但根据土壤(编号：Soil-1、Soil-3、Soil-4、Soil-5)脱盐程度不等加入100%、50%、25%、17%海水分别培养稀释液。另外，分别设置培养基中添加cAMP（环腺甘磷酸；最终浓度10µmolL-1[5]）和不添加cAMP (对照)两个处理。吸取50 µl稀释液涂抹于平板表面。Soil-5接种10-5、10-6的土壤稀释液，其他土样接种10-4、10-5的土壤稀释液。每个稀释度3次重复，室温下大气环境培养40d，分四个时段观察计数。为了保持湿度，在培养箱底部放置一托盘，其中盛有~0.5cm浅层水，经常加水防止干枯。3个重复土样独立测定，计算平均平板数。

1.4 液体培养

设100%、10%、1% 3种NB浓度、100%、10%、0% 3种海水浓度共9种培养基处理。每支试管装入10 ml液体培养基，接入1 ml 10-5~10-10稀释度的土壤稀释菌液，每个稀释度4个重复，室温下大气环境培养50d，按照稀释度和每个稀释度4个重复中出现阳性试管数，查对最大或然数表[16]，得到细菌总数。3个重复土样独立测定，计算平均细菌总数。
1.5 DNA的提取及PCR-DGGE
1.5.1 菌株的收集及DNA的提取    对于平板培养，用4 ml维氏盐溶液分两次清洗固体平板上生长的菌落，收集于离心管中置于-20℃下保存。对于液体培养，合并4支试管中的培养物，离心收集细胞置于-20℃下保存。以上收集到的细胞用化学方法提取DNA，用溶菌酶及蛋白酶K破坏细胞壁，SDS使蛋白质变性，用CTAB缓冲液(每升中含1 molL-1 Tris HCl（pH 8.0）100 ml、5 molL-1 NaCl 280 ml、0.5 molL-1 EDTA 40 ml、十六烷基三甲基溴化铵20 g去除多糖，用饱和酚-氯仿-异戊醇去除蛋白质，用异丙醇沉淀DNA。提取到的DNA用超纯水溶解，-20℃下保存[17]。

1.5.2 PCR扩增    用引物P2(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3')和5' 端带GC夹的引物P3(5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3')[18]扩增16S rRNA基因的V3区片段。PCR反应条件为：94℃变性45s，55℃退火30s，72℃延伸60 s，21个循环之后72℃延伸10 min。反应体系为50 µl，含10×PCR 缓冲液(含Mg2+ ) (TaKaRa 公司) 5 µl，dNTP 混合物 (各2.5 mmolL-1) 4 µl，20 pmol的引物各1µl，0.2µl Tag酶(5 Uµl-1)，10ng DNA模板。扩增产物经1%(w/v)琼脂糖凝胶电泳检验后，4℃下保存。

1.5.3 变性梯度凝胶电泳（DGGE）    用Dcode基因突变检测系统(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)对PCR反应产物进行分析。采用10%的聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度为30%~65% (100%的变性剂为7 molL-1尿素和40%的去离子甲酰胺的混合物)。电泳缓冲液1×TAE 缓冲液, 在60ºC，130 V电压下，电泳12 h，溴化乙锭(0.5µgml-1)染色，凝胶成像系统观察拍照。
1.6 数据处理

用Quantity One凝胶分析软件分析DGGE指纹图谱，SPSS统计软件处理数据，按照公式计算H'=–ΣPilnPi香农指数H' (Shannon diversity index)，式中，Pi为DGGE条带i的相对强度(条带i的强度占该样品所有条带强度总和的分数)；按照公式E=H'／lnR 计算各群落的均匀度指数E (Evenness)，式中，R(Richness)为总的DGGE条带数；按照公式S=Σ(P i／Pimax)／n 计算各群落的稳定性指数S (Stability)，式中，Pimax为群落中丰度值最大的条带i，n是DGGE胶片上的样品数[19]。

2 结果与分析
2.1 土壤基本性状

表1列出了5种土样和海水的pH、电导率(EC)、溶解性总固体及有机质含量。5种土样pH均呈碱性；土壤电导率在0.5~7.4 mScm-1范围内；溶解性总固体在0.4~10.4 g kg–1范围内；土壤有机质含量均较低为3.75 ~7.13g kg–1，Soil-5土样最高为7.13g kg–1。假设盐分组成主要是NaCl，由电导率计算出来的土壤含盐量略低于溶解性总固体含量。Soil-4有些特别，该土壤处于白茅-芦苇生态区域，属于脱盐程度比较高的土壤，其盐分含量明显低于其它土壤，pH明显高于其它土壤。
2.2 平板培养时间对土壤微生物菌落数的影响

在1/10 NB琼脂培养基上，Soil-4可培养微生物数量最高，达1.4~4.6×109 CFU g–1干土(图1)；Soil-1最低，仅有1.1~1.6×108 CFU g–1干土。培养至25d，4种土壤的平板数达到最高，继续培养10d未得到更多的菌落。不同土壤菌落数形成速度有所不同，Soil-1和Soil-3在5d之内生长出90%的菌落，而Soil-4和Soil-5需要15d才生长出90%的菌落。在第25天计数时，Soil-1和Soil-3菌落数在第15天计数的基础上没有增加，而Soil-4和Soil-5的多出几个菌落。

[image: image1]
在1/10 NB琼脂平板上添加与不添加cAMP，菌落数稍有差别，但是没有达到p<0.05水平上统计学显著差异(图2)，CFU在108~109 g–1数量级。洗涤收集平板上微生物菌落进行DGGE分析，结果表明添加与不添加cAMP对可培养群落的丰富度、多样性、均匀度及稳定性指数也没有明显影响(表2)。
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表2  液体和固体培养方案对可培养细菌群落的丰富度、多样性、均匀度及稳定性影响
Table 2  Effects of culturing medium, liquid or solid on richness, diversity, evenness, and stability of culturable bacteria communities in soils 
	土壤
代号

Soil sample

code
	培养方案

Incubation scheme
	最大或然数 lg
MPN 
	丰富度指数R
Richness index 
	多样性指数H'
Diversity
index
	均匀性指数E
Evenness
index
	稳定性指数 S
Stability
index

	Soil-1
	NB-液体
	11.56
	6
	1.67
	0.94
	0.35

	
	NB+cAMP-平板
	9.32
	7
	1.65
	0.85
	0.31

	
	NB-平板
	9.12
	2
	0.35
	0.51
	0.12

	
	1/10NB-液体
	12.20
	10
	2.17
	0.95
	0.63

	
	1/10NB+cAMP-平板
	8.14
	4
	1.18
	0.85
	0.26

	
	1/10NB-平板
	8.12
	8
	1.70
	0.82
	0.32

	Soil-4
	NB-液体
	12.74
	5
	1.45
	0.90
	0.34

	
	NB+cAMP-平板
	9.92
	7
	1.67
	0.86
	0.41

	
	NB-平板
	9.10
	8
	1.83
	0.88
	0.42

	
	1/10NB-液体
	12.74
	9
	1.86
	0.85
	0.34

	
	1/10NB+cAMP-平板
	9.26
	9
	1.88
	0.85
	0.43

	
	1/10NB-平板
	9.42
	8
	1.79
	0.86
	0.37


2.3 液体培养方案对可培养微生物数量及多样性的影响

液体培养与固体培养相比，前者优于后者。从可培养菌数量上来看，同样是1/10 NB 培养基，固体培养得到的菌落数在108~109 g–1数量级(图1)，但是液体培养的在1011~1012 g–1数量级(表2)。液体培养物的丰富度、多样性、均匀度及稳定性指数也优于固体培养物(图3、表2)。
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图3 固体和液体培养基不同培养方案对可培养细菌群落多样性的影响
Fig 3  Effects of culturing medium, solid or liquid on diversity of culturable bacteria communities in the soil samples by DGGE fingerprints
液体培养有一个值得注意的现象：5种土壤，不管是频繁耕种的Soil-5还是淹没于海水中的Soil-1，在10-8或更高稀释度下，凡是有微生物生长的液体培养基均表现为清澈，不混浊，而且试管底部有粘稠状沉淀物。轻轻涡旋后沉淀物浮起，呈丝状上行，判断为粘稠状沉淀物。简单染色观察沉淀物，确认是细菌生长物(图4)。来自不同土壤样品的阳性试管沉淀物中细菌形态稍有区别，细菌呈杆状或短杆状，大小为0.6×1.2~2.6 µm。将各试管的粘稠状沉淀物分别接种到组成相同的琼脂平板上，少数能够形成菌落，多数未能培养出菌落。测序结果表明，少数能形成菌落的微生物属于Bacillus。
[image: image5.emf]
图4 粘稠状沉淀物简单染色照片

Fig. 4 Microscopic view of mucous precipitation on liquid tubes
五种土样、3个重复独立样品的DGGE指纹图谱分析后得到的不同培养基培养的可培养细菌群落的丰富度、多样性、均匀度、稳定性指数，以及最大或然数计得细菌数量结果列于表3。从表3可看出，Soil-1用100%SW-1/100NB培养得到的细菌群落的各项指数值最高，100%SW-1/10NB次之。但从可培养细菌数量上比较，100%SW-1/10NB较100%SW-1/100NB高2个数量级。Soil-2用10%SW-1/10NB、1/10NB、1/100NB、100%SW-1/10NB这四种培养基培养得到的细菌群落的丰富度值均为11，其中10%SW-1/10NB的其他指数值最高。从可培养细菌数量上看，100%SW-1/10NB较10%SW-1/10NB高5个数量级，较1/10NB、1/100NB高6个数量级。对Soil-3而言，无论从培养数量还是从培养得到的细菌群落的各项指数值来看，100%SW-1/10NB均最好。Soil-4在数量培养上100%SW-1/10NB和NB的为好，MPN值达到12.74，但用100%SW-1/100NB培养得到的细菌群落的各项指数值最高。1/100NB培养得到的细菌群落的各项指数值与100%SW-1/100NB的相近，但培养数量上前者比后者低4个数量级。Soil-5用100%SW-1/10NB、100%SW-NB、10%SW-NB及NB这四种培养基培养得到的细菌数量都达到最大值12.74，但细菌群落的丰富度指数值较小(8~14)，而10%SW-1/10NB培养得到的丰富度指数值为21，而且培养得到的细菌数量也达到12.05。
表3  液体培养基九种培养方案对可培养细菌群落的丰富度、多样性、均匀度及稳定性指数的影响
Table 3  Effects of liquid culture medium on richness, diversity, evenness, and stability of culturable bacteria communities in soils
	土壤代号

Soil sample code
	培养方案
Incubation 
scheme
	最大或然
数lg
MPN
	丰富度
指数R
Richness 
index
	多样性
指数H'
Diversity
index
	均匀性
指数E
Evenness
index
	稳定性
指数S
Stability
index

	Soil-1
	0%SW-NB
	11.56
	6
	1.30
	0.73
	0.21

	
	10%SW-NB
	11.56
	7
	1.60
	0.82
	0.29

	
	100%SW-NB
	8.97
	8
	1.91
	0.92
	0.53

	
	1/100NB
	10.56
	6
	1.75
	0.98
	0.46

	
	1/10NB
	10.33
	9
	1.64
	0.75
	0.40

	
	10%SW-1/100NB
	8.97
	8
	1.76
	0.84
	0.43

	
	10%SW-1/10NB
	8.97
	11
	1.95
	0.81
	0.34

	
	100%SW-1/100NB
	10.36
	12
	2.29
	0.92
	0.74

	
	100%SW-1/10NB
	12.2
	11
	2.13
	0.89
	0.59

	Soil-2
	0%SW-NB
	11.56
	6
	1.46
	0.81
	0.23

	
	10%SW-NB
	11.56
	9
	1.71
	0.78
	0.41

	
	100%SW-NB
	8.97
	9
	1.98
	0.90
	0.51

	
	1/100NB
	6.32
	11
	2.11
	0.88
	0.47

	
	1/10NB
	6.73
	11
	2.14
	0.89
	0.57

	
	10%SW-1/100NB
	6.73
	6
	1.42
	0.79
	0.30

	
	10%SW-1/10NB
	7.05
	11
	2.18
	0.91
	0.72

	
	100%SW-1/100NB
	9.74
	10
	2.14
	0.93
	0.65

	
	100%SW-1/10NB
	12.74
	11
	1.96
	0.82
	0.37

	Soil-3
	0%SW-NB
	12.2
	5
	1.39
	0.86
	0.30

	
	10%SW-NB
	12.74
	9
	2.00
	0.91
	0.51

	
	100%SW-NB
	12.74
	6
	1.57
	0.88
	0.33

	
	1/100NB
	8.56
	5
	1.28
	0.80
	0.21

	
	1/10NB
	9.2
	9
	1.98
	0.90
	0.42

	
	10%SW-1/100NB
	7.36
	9
	1.83
	0.83
	0.40

	
	10%SW-1/10NB
	8.97
	11
	2.12
	0.88
	0.57

	
	100%SW-1/100NB
	11.56
	6
	1.48
	0.83
	0.51

	
	100%SW-1/10NB
	12.74
	13
	2.21
	0.86
	0.57

	Soil-4
	0%SW-NB
	12.74
	8
	1.76
	0.85
	0.28

	
	10%SW-NB
	10.36
	7
	1.79
	0.92
	0.48

	
	100%SW-NB
	10.36
	10
	1.83
	0.79
	0.4

	
	1/100NB
	8.2
	18
	2.55
	0.88
	0.62

	
	1/10NB
	11.74
	15
	1.92
	0.71
	0.60

	
	10%SW-1/100NB
	11.74
	15
	2.35
	0.87
	0.43

	
	10%SW-1/10NB
	11.97
	14
	2.14
	0.81
	0.46

	
	100%SW-1/100NB
	12.05
	18
	2.64
	0.91
	1.03

	
	100%SW-1/10NB
	12.74
	14
	2.18
	0.83
	0.42

	Soil-5
	0%SW-NB
	12.74
	10
	2.11
	0.92
	0.43

	
	10%SW-NB
	12.74
	10
	2.20
	0.95
	0.67

	
	100%SW-NB
	12.74
	8
	1.95
	0.94
	0.62

	
	1/100NB
	12.05
	8
	1.85
	0.90
	0.50

	
	1/10NB
	12.05
	15
	2.48
	0.91
	0.62

	
	10%SW-1/100NB
	11.74
	14
	2.42
	0.92
	0.61

	
	10%SW-1/10NB
	12.05
	21
	2.83
	0.93
	0.91

	
	100%SW-1/100NB
	12.05
	17
	2.51
	0.89
	0.69

	
	100%SW-1/10NB
	12.74
	14
	2.36
	0.89
	0.55


分析培养出的细菌数量和评价细菌群落的各项指数可知：本研究设计的九种液体培养方案中，对Soil-1、Soil-2、Soil-3，用100%SW-1/10NB培养最好；Soil-4用100%SW-1/100NB培养最好；Soil-5最适合用10%SW-1/10NB培养。

3 讨 论
本研究涉及受海水影响程度不等的土壤样品，用100%海水配制培养基，Soil-1、Soil-2、Soil-3和Soil-4的可培养微生物多样性最高(表3)，但是对Soil-5而言，则以10%海水配制的培养基最好，不添加或少添加海水其多样性指数都相对较低，说明培养方案因土而异。这一结果确系土壤微生物学中的最基本常识，但是用于实际研究工作的事例并不多见，最常见的是不管土壤性状有多大差异均采用相同成分的培养基在相同条件下培养。假如有2个土样的pH分别为4.5和7.0，均用pH7的培养基来研究可培养微生物，显然不妥。同理，除了盐分和pH以外，任何其它性状有明显差异的土样，都应区别对待。懂得并能正确地应用土壤微生物学基本原理于实验设计中正是本文要强调的。
已有研究表明，在培养基中添加cAMP可以提高淡水湖泊水体中微生物的可培养性[5]，但是本研究并未重现文献中报道的结果(图2)。本实验室用普通耕种土壤所做的预研究表明，cAMP可以提高土壤微生物的可培养性1~2个数量级(未刊资料)。看来cAMP是否可以提高土壤微生物的可培养性还需要进一步研究。
就培养时间而言，延长培养时间一般都能得到更多的菌落[20]，延长到什么程度取决于培养基成分。本研究使用的是NB培养基，养分有效性很高，培养至25d微生物菌落数达到最高。但是Davis等[17]采用成分更为复杂的培养基，有60%的菌落在第1个月出现，20%的菌落在第2个月出现。由此看来，通常在1~2周培养时间后计数或分离是不太合适的。

培养基浓度是非常关键的影响因素。自然环境 (包括土壤、海洋和湖泊)中，微生物可以即时利用的养分一般都很少。土壤中有机碳总量很高(C 10~30 g kg-1)，但是只有极小一部分可被微生物利用，利用率在一年内一般为1%~5%。土壤中溶解性有机碳(DOC)为C 50~200 mg L-1，溶解性有机氮为N 1~3.5 mg L-1[21]。海洋和湖泊水体中有机碳为C 1~26 mg L-1，氨基酸5~10 μg L-1[22]。最常用的、常规浓度的NB培养基有机碳含量为~3500 mg C L-1，可见过去常用的培养基营养过于丰富，不利于提高可培养微生物的多样性。事实上现在极少有人用如此高浓度培养基来培养环境样品中的微生物。国际通行的《Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater》一书从第16版(1985)起建议改用R2A和NWRI琼脂(均为低浓度)培养基测定水和污水中异养微生物数量[23]，废弃使用之前建议的NB培养基，说明低浓度培养基已经成为现行的、测定/培养环境样品中异养微生物数量的“标准”培养基。此外，在有机碳化学结构方面，尽量选择接近自然条件下微生物可能得到的有机碳的成分，对得到更高的可培养微生物至关重要。例如用藻酸钠、黄原胶、胶质、木聚糖、甲基纤维素等结构复杂的、相对难降解的聚合物，这些与蛋白胨、葡萄糖之类的化合物相比较更接近土壤中的有机质结构，因此能够得到很多过去未能培养出来的微生物[4]。这是值得进一步尝试的培养方法。
本研究中发现一个值得关注的现象：5种土壤，不管是频繁耕种的Soil-5还是淹没于海水中的Soil-1，在10-8或更高稀释度下，凡是有微生物生长的液体培养基均表现为清澈，且有粘稠状沉淀。简单染色观察沉淀物，确认是细菌生长物(图4)。因为培养基不混浊，用最大或然数方法计数时极容易被看成没有微生物生长，因此可能低估可培养微生物的数量，低估的程度因不同土壤和不同培养方案而相差2~4个数量级。本研究结果表明，沿海滩涂土壤中可培养细菌的数量也可达1012 g-1数量级，远远高于以往文献报道的土壤中可培养细菌的数量级。本研究使用的土壤有机质含量极低(表1)，且受盐分影响，可培养微生物数量按理不应该高于普通耕种土壤，但分析结果恰好相反。过去用类似培养方法计数时是否忽略了粘稠状沉淀物不得而知。此外，将粘稠状沉淀物接种到相同组成的琼脂平板上，多数未能培养出菌落，疑为耐氧厌氧菌(aerotolerant anaerobes)或厌氧菌，未作进一步确认。
5 结 论
本研究结果表明，培养分离沿海滩涂土壤中的微生物，在培养基中配入适当比例的海水是必不可少的。cAMP对提高这类土壤中微生物可培养性没有明显效果。培养基浓度至关重要，低浓度培养基较过去常用浓度培养基更有利于微生物的培养和分离。液体培养优于固体培养基，但是如何将液体培养基上生长的微生物尽可能多地分离出来仍然有不少难度。适当延长培养时间能够培养出更多的微生物。用液体培养、最大或然数方法计数时，有粘稠状沉淀物的试管应该视为阳性试管。调整培养基中碳源成分值得进一步尝试。根据本研究有限的结果，提出滩涂土壤微生物的培养分离方案：用1/10 NB浓度与100%海水配制的液体培养基培养，用相同浓度和成分的固体培养基分离，培养25d左右。
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Culturability of Bacteria in Mudflat Soils and Optimization of Culture Schemes
 Zhang Wenwen1  Chen Xingbing1  Zhao Xiujing1  Piao Zhe1  Zhou Chunling2  Yin Shixue1†
(1College of Environmental Science and Engineering, Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu Province 225009, China)
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Abstract    Mudflat soils different in salt concentration were collected from Dafeng, Jiangsu Province, China. The soils were tested for culturability of bacteria, using different culture schemes and the technology of DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). Results show that natural sea water was necessary as a media supplement in culturing bacteria in all soils. For cAMP did not show much improvement in bacterial culturability. Concentration of the medium was a key factor affecting the culturability. Prolonged incubation up to 25 days increased the number of colony-forming units on the plate. Liquid media were better than solid ones in terms of culturing maximal number of bacteria. By the most probable number method, it was noted that tubes with limpid solution and some mucous precipitation, which used to be overlooked as “negative”, should be taken as “positive”. Microscopic and sequence examination revealed that the mucous precipitation consisted mainly of small short rod-shaped bacteria (0.6×1.2~2.6 µm), highly similar to Bacillus sp. An optimal culture scheme for the mudflat soils is proposed to have liquid culture medium consisting of 1/10 nutrient broth and 100% natural sea water, and 25-day incubation. Further study should be conducted to optimize carbon compounds in the media.
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图2 添加和不添加cAMP对1/10 NB平板菌落数的影响(p<0.05)


Fig. 2 Plate counts on 1/10 NB agar plates supplemented with or without cAMP. Different letters represent significant difference (p<0.05).



























































Fig.1 Plate counts at different incubation times





图1 不同培养时间段的平板菌落计数
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