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摘要：河口作为淡水和海洋的交汇处，具有复杂多变的生境，细菌群落的多样性也维持

在较高的水平。然而，目前纯培养的微生物不足总数的 0.1%，分离培养技术依旧是研

究环境微生物的重点也是难点，而且尤其缺乏对河口环境微生物的针对性研究，十分不

利于河口微生物资源的挖掘。本文中阐述的方法适用于分离河口环境中可培养细菌，充

分发掘河口微生物资源。根据本实验室以往实验经验，选用了效果较好的两种培养基：

1/10 R2A 和 1/20 MA。这两种培养基的优势在于，在 R2A 培养基中添加额外的海盐成

分，有助于更好地模拟原生环境；而将培养基充分稀释则有利于抑制优势类群的过快生

长，从而提高分离菌株的多样性。实验者也可根据样品理化性质调整分离培养基及培养

条件，以达到更好的分离效果。本文中的方法能够帮助在实验室条件下分离培养河口环

境中的微生物，初步了解河口可培养微生物的多样性，并为后续的新分类单元的鉴定、

功能菌株的筛选以及代谢产物的发掘输送优质的微生物资源。 

关键词: 河口微生物，分离培养，微生物初步鉴定，纯培养 

 

材料与试剂 

1. 无菌 PCR 管 

2. 10 ml 注射器 
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3. 15 ml 无菌离心管 

4. 0.22 μm 无菌有机系滤膜 

5. 各种型号的枪头 (20 μl, 200 μl, 1 ml) 

6. Marine Broth 2216 (BD, Difco) 

7. R2A Broth (Coolaber) 

8. 海盐 (酷尔生物) 

9. 琼脂 (Solarbio) 

10. 制霉菌素 (BBI Life Sciences) 

11. Chelex (Bio-Rad, SIGMA) 

12. PCR MIX (GenStar) 

13. 细 菌 通 用 引 物 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 1492R (5'-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Sangon Biotech) 

14. 二甲基亚砜 (aladin, 优级纯) 

 

仪器设备 

1. 研钵 

2. 研磨棒 

3. 涂布棒 

4. 接种针 

5. 无菌培养皿 

6. 100 ml 锥形瓶 

7. 超净工作台 

8. 高温高压灭菌锅 

9. 恒温震荡箱 

10. PCR 仪 

11. 离心机 

12. 电泳仪 

 

软件和数据库 

1. EzBioCloud ( https://www.ezbiocloud.net/) (Yoon et al., 2017) 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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实验步骤 

1. 事前准备： 

1) 样品：水样 N1 个，沉积物样品 N2 个，共 N 个 

2) 稀释梯度：10-2、10-3 、10-4，共 M 个  

3) 培养基：共 X 个 

a) 1/10 R2A' (额外添加 2%海盐) 

b) 1/20 MA 

4) 样品盐度：2%-3% 

5) 培养温度：28 °C 

2. 样品预处理： 

对于沉积物样品，需要提前进行烘干处理。准备 N2 个无菌培养皿和取样勺，取适

量充分混匀的样品，并铺满培养皿底部，放在通风橱自然风干 1-2 d；水样无需提前

处理。 

3. 材料准备： 

需要提前准备并灭菌的材料和试剂有： 

1) 研钵及配套研磨棒 N2 个 

2) 锥形瓶 N2 个，并加入少许玻璃珠和 20 ml 纯水 

3) 10 ml 注射器若干 

4) 纯水 1 L 

5) 无菌培养皿 N × M × X 个 

6) 1 ml 和 200 ml 枪头若干 

7) 涂布棒若干 

8) 15 ml 无菌离心管 N × M 个 

9) 50 mg/ml 制霉菌素原液 

4. 分离培养基配制： 

根据培养基配方配制适量培养基，调至合适 pH，高温灭菌后，待培养基冷却至 50 °C

左右，以 1 ml/L 的浓度加入制霉菌素原液，充分混匀，倒入无菌培养基中，自然风

干 3-4 d，培养基灭菌后的操作在超净工作台中进行。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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5. 沉积物样品稀释： 

1) 待培养基和样品风干完成后，首先将样品研磨至无明显大颗粒物，每个样品称

取 2 g 放入锥形瓶中，放入 28 °C 振荡培养箱中振荡 1 h 左右。 

2) 准备 N2 × M 个离心管，首先用注射器在所有离心管中加入 9 ml 纯水备用。 

3) 将振荡完成样品充分摇匀，吸取 1 ml 到离心管中，此时稀释梯度为 10-2，充分

震荡混合，标记样品名和稀释梯度，然后梯度稀释至 10-4，每次吸取前注意充

分摇匀。 

6. 水样稀释： 

与沉积物样品稀释类似，将样品充分摇匀后梯度稀释至离心管中即可。 

7. 样品涂布： 

样品稀释完成后，每个离心管中吸取 100 μl 到培养皿，用涂布棒充分涂匀，直至液

体完全消失，然后在每个培养皿上做好标签，一般需要包含培养基简称、样点名、

稀释梯度及时间等信息，封口后放入保藏箱 28 °C 培养 1-2 周。 

8. 纯化培养基配制： 

待已涂布的培养皿上有少许单菌落出现时，可以提前准备纯化培养基。一般选用原

浓度的 R2A。配前需提前预估待纯化的菌株数量，可准备同等数量的培养皿 (单板)，

或者半数 (二分板) 和四分之一数量 (四分板)。与配制分离培养基类似，待培养基

灭菌后，加入制霉菌素，自然风干 3-4 d 备用。 

9. 菌株纯化： 

待分离培养皿上的单菌落长到合适的丰度时，可开始下一步的纯化。先用记号笔在

培养皿的底部标记好待纯化的菌株，并将其按顺序编号。挑选的原则是：单菌落必

须与周围菌落存在一定的距离，以避免接种针在挑取过程中误触杂菌；另外，尽量

全面挑取不同颜色、大小的菌落以避免重复，但比较小的类似菌落可适当多挑，因

为这些菌落可能还未完全分化为成熟的形态。培养皿未开封时可以在超净工作台外

进行观察。挑选完成后，在超净工作台中利用接种针挑取单菌落到纯化板上，单板

需采用三区划线法，二分板和四分板只需一区即可，但不同菌之间需要保留足够的

距离。接种完成后，对每株菌做好标记，一般为分离培养皿编号加上该平板上计数

的菌株编号，总编号最好保持在 5 位数字/字母内。 

10. 菌株初步测序鉴定： 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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1) 纯化培养皿培养 2-3 d 后，基本会生长出较为明显的菌落，此时可根据菌株的

生长状况进行分批测序鉴定。 

2) 观察并记录每株菌的生长状况、颜色以及特殊形态 (如产丝、产色素等)。 

3) 挑取适量菌体到装有 50 μl Chelex 溶液的 PCR 管中，溶液变浑浊即可 (沈德新

等，2004)。 

4) 放入 PCR 仪器中，99 °C 加热 30 min。 

5) 离心至细胞碎片及 Chelex 沉降到 PCR 管底部，同时上清液基本澄清，此时细

菌遗传物质溶解在上清液中。 

6) 加入 1 μl 上清液至配制好的 PCR 体系中，特异性扩增细菌 DNA 中的 16S rRNA

基因，PCR 扩增程序如表 1 所示。 

 

表 1. 细菌 16S rRNA 基因的 PCR 扩增程序 

温度 时长 目的 

94 °C 4 min 预变性 

94 °C 1 min 变性 

56 °C 30 s 退火 

72 °C 1 min 30 s 延伸 

循环 32 次 

72 °C 10 min 延伸 

4 °C ∞ 保存 

 

7) 扩增完成后取 5 μl PCR 产物进行 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，若在 1500 bp 处

有一条集中、明亮的条带，则可将产物送至生物公司测序。若无条带，则需重

新进行 DNA 提取及 PCR 扩增。测序结果在 EzBioCloud 数据库 (Yoon et al., 

2017) 上进行比对，可得到最相似菌株，并根据此结果展开后续实验。 

11. 后续实验参考： 

1) 菌株保藏，扩充微生物资源库。 

2) 特定功能菌株筛选，如纤维素降解功能等。 

3) 新分类单元的多相分类实验，当菌株与现有物种的相似性小于 98.7% (Chun et 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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al., 2018) 时，可进一步开展分类学实验 (Li et al., 2019) 

4) 特定类群的代谢产物分析，如放线菌产抗生素研究等。 

 

结果与分析 

1. 分离效果的评估： 

1) 总分离菌株的数量和多样性 

2) 潜在新分类单元的数量及多样性 

2. 不同样点和培养基间分离效果的比较： 

1) α 多样性指数 

2) 绘制菌株类群堆积柱形图 

3. 与同一样品的免培养结果比较。 

 
失败经验 

1. 所有无菌操作都需在超净工作台中进行，并且提前灭菌的物品不宜在外放置过久。 

2. 在分装 chelex 溶液至 PCR 管前，先将 chelex 溶液充分摇匀，确保每管中都有足

量 chelex 珠；并且挑取菌体时，一定要将菌体充分搅拌混匀至 chelex 溶液中。 

3. 当检测产物无条带时，可能原因是 chelex 溶液变质，需要重新配置 chelex 溶液。 

4. 分离培养皿的编号至少需要包含样点、培养基和稀释梯度信息，建议将每种水平用

不同的数字/字母表示，以简化编号。 

 

溶液配方 

1. 50 mg/ml 制霉菌素： 

50 mg 的制霉菌素溶于 50 ml 二甲基亚砜中，并在超净工作台中用 0.22 μm 的无菌

滤膜过滤除菌，配制完成后 4 °C 冰箱中保存备用。 

2. 10% Chelex： 

将 10 g Chelex 溶于 100 ml TAE 缓冲液中，121 °C 高压灭菌 25 min，放入 4 °C 冰

箱中保存备用。 

3. PCR 反应体系： 

PCR MIX – 25 μl 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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ddH2O – 22 μl 

PA – 1 μl 

PB – 1 μl 

模板 DNA – 1 μl 

4. 1/10 R2A'： 

R2A Broth – 0.315 g 

琼脂粉 – 18 g 

海盐 – 20 g 

ddH2O – 1000 ml 

pH 7.2 ± 0.2 

121 °C 高压灭菌 30 min 

5. 1/20 MA 

Marine Broth 2216 – 1.87 g 

琼脂粉 – 18 g 

ddH2O – 1000 ml 

pH 7.6 ± 0.2 

121 °C 高压灭菌 30 min 
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