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摘要 
 

基于植物-微生物互作的生态修复技术是治理矿区土壤污染的重要方法，鉴于先锋植物根际微生物因其在促进

植物生长中的巨大潜力，其微生物接种是一种维护植物健康生长与修复的重要方法。与商业化菌剂相比，从根

际原位分离的土著微生物在定植效果和功能表现上更为优越，因此，快速判断具有分选潜力的根际样品尤为重

要。同时，传统的菌株分离方法效率低下，目前仍缺乏获取根际菌株的高效方法。此外，单一菌株的定植效率

和功能表现有限，而合成菌群（SynComs）能够更好地发挥协同作用。因而本文提出了一种结合样品识别、高

效分离、稳定合成及植物促生验证的实验方法，用于矿区先锋植物根际微生物的快速分离与群落合成，为矿区

生态修复提供技术支持。 
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研究背景 
 

在矿山生态修复过程中，植物面临金属胁迫和寡营养等挑战，导致生态修复效果不佳。而先锋植物微生物

组通过固氮、溶磷和分泌铁载体等机制，促进植物生长和营养吸收，并通过螯合或转化金属，降低重金属

毒性，增强植物耐受性[1]。因此，根际微生物接种已成为促进植物修复的重要方法[2]。尽管商业菌株的应

用已相当普遍，但其在根际中的定植和功能发挥受到环境显著影响[3]，且由于缺乏对多样宿主的适应性，

商业菌株的功效往往不够可靠，导致预期效果不佳[4]。而根系土著微生物更能适应当地环境，具有更好的

定植效果和功能表现[5]。因此，快速筛选适宜分选的根际样品，并原位分离具有促生潜力的微生物至关重

要。目前，常用传统平板划线分离方法分离目标功能菌株，但这种方法繁琐且周期长，分离效果差[6]。相

比之下，通过极限稀释结合96孔培养板的分离能够显著提高分离效率，可以在短时间内获得大量纯种菌株，

并结合基因测序，可快速获取微生物的遗传信息及代谢功能。考虑到单一微生物的功能有限难以适应复杂

的环境，由单菌合成得到的低复杂性和高可控性的SynCom的研究也越来越受到关注[7]。例如，土著SynCom

可通过多种植物促生机制有效提高植物的生产力和抵御胁迫的能力[8,9]。这些SynCom还能与原生土壤中

的植物宿主共同进化，尤其是在矿区等营养有限的环境条件下，土著SynCom对土壤功能和植物发育具有持

久的积极影响[10]。因此，如何选择功能互补且稳定的菌群成员并构建有效的SynCom成为当前研究的重点。

基于此，本研究提出了一种用于识别、分离、高效合成矿区先锋植物根际促生菌群的方法。 

 

主要流程 

首先快速判断和筛选出具有分选潜力的先锋植物根际样品。随后，采用极限稀释结合96孔培养板的方法对

这些样品中的根际微生物进行高效分离，并通过基因测序获取其遗传信息和代谢功能。最后，基于所筛选

出的功能菌株，构建低复杂性且高可控性的合成菌群，并通过植物促生实验验证其在矿区生态修复中的潜

力（图1)。 

 
 

图 1. 本文工作流程示意图 

 

 

材料与试剂 
 

1. 移液器枪头 

2. EP 管 

3. 50 mL 离心管 
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4. 96 孔细胞培养板（比克曼） 

5. Parafilm 封口膜 （比克曼） 

6. 0.22 μm 无菌过滤膜（比克曼） 

7. PCR 板 （比克曼） 

8. 营养土壤 

9. 珍珠岩 

10. 蛭石 

11. 营养钵 

12. 次氯酸钠（上海国药，分析纯） 

13. 氯化镁（上海国药，分析纯） 

14. 酒石酸锑钾（上海国药，分析纯） 

15. 70%乙醇溶液 

16. 琼脂粉（上海国药，分析纯） 

17. 无菌去离子水 

18. 磷酸缓冲液 （biosharp） 

19. FeCl3（上海国药，分析纯） 

20. 浓 H2SO4（上海国药，分析纯） 

21. 吲哚乙酸（上海国药，分析纯） 

22. 拟南芥（野生型 col-0） 

23. 甘油（上海国药，分析纯） 

24. 液氮 

25. 大肠杆菌 DH5α（Thermo Scientific） 

26. Loading Buffer（Biosharp BL532A） 

27. 碱裂解 Buffer I（25 mM NaOH and 0.2 mM Na2—EDTA，pH = 12）（Biosharp BL532A） 

28. 中和缓冲液 Buffer II（40 mM Tris-HCI，pH=7）（Biosharp BL532A） 

29. 2.5%有效氯浓度的次氯酸钠溶液（见溶液配方） 

30. 1/2 MS 固体培养基（见溶液配方）（比克曼） 

31. 1/10 TSB 液体培养基（见溶液配方）（青岛海博） 

32. LB 液体培养基（见溶液配方） 

33. 无机磷培养基（见溶液配方）（青岛海博） 

34. Ashby 无氮培养基（见溶液配方）（青岛海博） 

35. CAS 培养基（见溶液配方）（青岛海博） 

36. R2A 固体培养基（见溶液配方）（青岛海博） 

37. SV Gel and PCR Clean-up System 试剂盒 

38. Quant-iTTM PicoGreenTM dsDNA Assay Kit 分析试剂盒 

39. DNeasy Powersole 试剂盒（Qiagen，Dresden，德国） 

 

 

仪器设备 
 

1. 生物安全柜/超净工作台（Thermo Fisher, 1300 Series A2） 

2. 高压蒸汽灭菌锅（力辰，DGL-35G） 

3. 可见分光光度计（北京普析，T400F） 

4. 电子天平（力辰，LC-FA2004） 

5. 高速离心机（Eppendorf, 5810r） 

6. 八通道移液器（Thermo, Scientific） 
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7. 三角锥型瓶（蜀牛） 

8. 微孔板离心机（迈克尔，MK-30） 

9. 恒温培养摇床（一恒，THZ） 

10. 超低温冰箱（Thermo, 906-Ults） 

11. PCR 仪（Bio-Rad, CFX96） 

12. 凝胶电泳仪（伯兰特，DYCP-31DN） 

 

 

实验步骤 
 

一、分选潜力样品的快速判别 

 

1. 从矿区自然土壤中采集植物新鲜根系样品，使用冰袋运回实验室。为了保证样品中微生物的活性，样

品应尽量在 4 小时内运达实验室进行下一步分析。采集先锋植物（如芒草）的新鲜根系样品约 10 g，

首先用自来水将肉眼可见的土壤颗粒洗掉。接着将根系转移至新的 50 mL 离心管，管中加入 30 mL 磷

酸缓冲液，在室温条件下，放置在平板摇床上用 180 rpm 的转速清洗 15 min，重复清洗 3 遍。最后，

用无菌滤纸吸取根系残留液体。 

2. 将根系研磨成匀浆。将清洗并吸水后的根系组织用无菌剪刀尽可能剪成小段，并混合均匀。称取 2 g 的

根系组织放入 1.5 mL 的无菌离心管。在生物安全柜中，向离心管中加入 200 μL 灭菌的 10 mM 的氯化

镁溶液，用无菌研磨棒研磨根系直至成匀浆状，取混匀的根系组织用于检测根系微生物组。 

3. DNA 提取和扩增 

使用 DNeasy Powersole 试剂盒提取内生菌 DNA。将基因组 DNA 作为模板，扩增其 V5V7 高变区。以

799F 为正向引物，以 1193R 为反向引物进行 PCR 扩增；已知菌液大肠杆菌 DH5α 为模板的阳性对照，

灭菌去离子水为模板的阴性对照；PCR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，配制 1.2％的琼脂糖凝胶，

电压设置 120 V，电泳约 20–40 min。阳性对照目的条带位置正确，阴性对照无条带，表明 PCR 扩增合

格。切取 16S rRNA 基因的 PCR 扩增片段（约 500 bp）以及该片段上下 2 mm 凝胶内的所有片段，然

后将胶块装入 2 mL 无菌离心管，用 SV Gel and PCR Clean-up System 试剂盒进行切胶回收，得到各孔

细菌的 16SrRNA 基因的 PCR 纯化样本。DNA 浓度由 Quant-iTTMPicoGreenTM dsDNA Assay Kit 分析

试剂盒（Invitrogen 公司）测定，并以等量 DNA 的标准混合细菌 DNA 样本，得到测序鉴定文库。 

4. 测序和生信分析：对鉴定文库在 Hiseq2500 平台上进行测序，得到根系细菌的非冗余序列，每个序列

包含一个 barcode 和 16S rRNA 基因 V5-V7 序列。根据 barcode 对序列进行质量过滤和样本拆分，通过

UNOISE 算法，去除嵌合体和低丰度序列（读取计数<8）后定义 identity = 100%的序列为 ASV。将培

养细菌 16SrRNA 基因 V5-V7 序列与 Silva （https://www.arb-silva.de/）数据库中的细菌 16S rRNA 基因

的 V5-V7 序列进行比较，采用 SINTAX 算法对细菌 ASV 进行分类注释。对其进行 PICRUSt2 基因预

测，功能基因参考 KEGG 数据库，以植物促生相关功能基因为筛选阈值，具体可根据实验目的进行调

整。 

5. 当根际微生物群落的 PICRUSt2 基因预测结果显示具有显著表达的与植物促生相关的功能基因（如

ipdC、acrA、mbtH、nifH等）和与特定污染物抗性相关的基因（如 aioA、arsA、czcD等）时，可判定

该根系样品具有分选潜力，适合作为进一步分离与研究的候选样品。 

 

推荐例： 

砷/锑污染土壤：锑抗性相关基因 aioA（K08356），arsA（K01551），arsB（K03325），arsC（K03741）。 

镉污染土壤：czcD（K16264），zipB（K16267），cmtR（K21885），cadC（K21903） 

植物促生: ipdC（K04103），acrA（K03585），mbtH（K05375），nifH（K02588） 
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二、根系微生物的高效分选与功能验证 

1. 根系微生物高效分选（图 2） 

a. 重复上述根系分离步骤，将得到的根系匀浆液转至含有 25 mL 的 10 mM 氯化镁的 50 mL 管中，

混匀，室温下静置 15 min。在生物安全柜中，例如将菌液按照 10 万倍，100 万倍，1,000 万倍，1

亿倍稀释倍数加入到含有 0.1 mM Sb3+ 的灭菌 10% TSB 溶液的 4 个瓶中。摇匀每瓶稀释液，将部

分稀释液倒入无菌培养皿中，用排枪吸取液体移入 96 孔细胞培养板的每个孔中，每孔 160 μL，每

瓶稀释液转移 3 个细胞培养板，未添加根系匀浆的灭菌 10%TSB 溶液转移 3 个细胞培养板作为阴

性对照。用 Parafilm 将每一个细胞培养板封口，反复仔细多刮表面多次。移液时应尽量避免液体

溅到孔外，否则容易造成污染。避光一周后寻找与 30%浑浊度最接近的稀释倍数作为最适稀释浓

度（ODC），重新按照上述步骤研磨根系匀浆，并分别按 1/3× ODC、ODC 和 3× ODC 稀释浓度用

0.1 mM Sb3+ 的 10%TSB 溶液配制稀释液。将稀释液转移至 96 孔板，放置在室温下孵育 2 周。二

周后观察 96 孔细胞培养板中细菌的生长情况，保留约 30%的孔呈现肉眼可见的浑浊状态的培养

板。用微孔板离心机将板内液体离心至管底再揭开 PCR 封板膜以避免污染。用移液枪从培养板孔

中吸取 20 μL 样品移入灭菌 EP 管中，存储在-20 °C 冰箱用于后期细菌鉴定。每孔剩余样品中转移

新的灭菌 EP 管并添加 140 μL 的 80%灭菌甘油，使用液氮速冻后存储在-80 °C 冰箱。 

b. 菌孔 DNA 的提取鉴定（本步骤也可以经后续功能鉴定后再选择所需目的菌孔进行鉴定）：采用碱

解法提取培养细菌的 DNA。向 20 µL 样品移入灭菌 EP 管中加入 20 μL 碱性裂解液。将上述体系

用排枪吹打混匀后用扣盖，在水浴锅（95 °C，30min）裂解菌体。冷却降温后，向每孔中加入 20 

µL 中和缓冲液，混匀并离心，存储于-20 °C 冰箱。再参考上述步骤对 DNA 进行扩增和生信分析。 

c. 取-80 °C 冰箱冻存菌株在 LB 固体培养基中活化后，挑取单菌落转接至 20 mL LB 液体培养基中，

置于 28 °C、转速 180 r/min 条件下的恒温培养摇床中过夜培养。将富集培养的菌液，使用可见光

分光光度计调整菌液浓度至 OD600 = 0.5 后，用于下一步接种。 

 

 
 

图 2. 菌群高效分离示意图 

 

2. 菌群常见促生功能验证（根据目的选择）（图 3）： 

a. 溶磷功能研究：取 1 μL OD600 = 0.5 的菌液接种于无机磷培养基上，每株重复 3 次，37 °C 培养 7 

d。观察有无溶磷圈产生，以接种 1 μL 的空白 LB 培养基为对照组。 

b. 固氮功能研究：取 1 μL OD600 = 0.5 的菌液接种于 Ashby 无氮培养基 7 d，观察其生长情况和菌落

周围是否出现透明圈，如出现透明圈则该菌株具有固氮能力，以接种 1 μL 的空白 LB 培养基为对

照组。 

c. 产铁载体功能研究：取 1 μL OD600 = 0.5 的菌液接种于 CAS 培养基，37 d，观察其生长情况，观察

菌落周围是否出现黄色圈，如出现黄色圈则该菌株具有产铁载体功能，以接种 1 μL 的空白 LB 培

养基为对照组。 

d. 产 IAA 功能定性测定：供试菌株接种于 100 mL LB 液体培养基（加入 0.5 g/L 色氨酸）。置于 30 °C

摇床，180 r/min 4 d。取菌悬液 10,000 r/min 离心 5 min，取上清液 1 mL 于 10 mL，同时加入 4 mL

比色液（30 mL 浓 H2SO4，1.5 mL 0.5 mol/L 比色液 FeCl3，50 mL 蒸馏水），标准对照在比色液中

加入 1 mL 50 mg/L 的吲哚乙酸标准品，空白对照加入 1 mL 培养基和 4 mL 比色液。所有 EP 管于
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室温避光放置 30 min 后观察，颜色变红者表示能够分泌 IAA。 

e. 金属耐受测定：使用的培养基为 LB 液体培养基，加入重金属溶液（可根据需要设置浓度梯度），

设置 3 个平行组以及 1 个空白对照（不接种菌），每组配制 250 mL 培养液，进行高温灭菌（121°C，

20 min），在超净工作台上冷却至适宜温度后，接入 1%的菌液，锥形瓶均放到 30 °C、150 rpm 的

摇床中培养，实验持续 3 天。每间隔 12 或 24 小时用可见光分光光度计测定其 OD600 并绘制生长

曲线。 

f. 如所选重金属为变价金属（砷锑），可同步每间隔 12 或 24 小时测定一次氧化/还原情况，绘制氧

化/还原曲线。曲线测定时，先将样品在 50,00 rpm 下离心 5 min，取上清液，使用原子荧光测定其

中砷锑（III）的浓度，绘制浓度曲线。 

 

 
 

图 3. 功能验证示意图（溶磷，固氮为例） 

 

三、生态稳态构建及植物促生功能验证 

1. 菌株互作 

a. 平板对峙实验：使用可见光可见分光光度计测定菌液浓度，将浓度调节至 OD600 = 0.5；吸取 7 次 1 

μL 稀释液依次接种至 R2A 固体培养基的方形培养皿的两侧对角线，接种点间逐渐靠近呈现一个

“V”型。封口膜密封后，20 °C 孵育 7 天，在垂直于“V”型的直线上观察菌落生长情况，并对菌落直

径进行测量。选择互利共生的菌株构建合成菌群进行进一步实验。本方法用来探究挥发性物质对

菌群的影响（图 4）。 

 

 
 

图 4. 平板对峙示意图 

 

b. 液体互作实验：将两种细菌分别接种到 20 毫升的 LB 培养基中，并在 37 °C、180 r/min 的条件下

孵育 48 小时，直至达到稳定期。然后，将细菌培养液以 8,000 r/min 离心 10 分钟，收集上清液

（SM），并通过 0.22 μm 的无菌滤膜过滤。将每种细菌的细菌悬液调整到相同的光密度（OD600 = 

0.1），确保细菌数量相同，并以 1%的体积比接种到另一种细菌的 SM 中，在 37 °C 下孵育 48 小

时。作为对照，将每种调整好的细菌悬液分别接种到新鲜的 LB 培养基中。孵育结束后，测量所有

培养液的 OD600值，表示细菌的生长量。结果表示为细菌在不同 SM 中的 OD600值除以同一种细菌

在新鲜 LB 培养基中的 OD600 值（即 OD600 SM/新鲜）。本方法用来探究非挥发性代谢物质对菌群
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的影响。 

合成菌群的构建则根据以上结果进行综合判断，按照菌 OD600 = 0.5，体积比为 1:1 的结果来进行构

建。 

2. 植物促生验证（图 5） 

a. 挑选一批籽粒饱满的野生型拟南芥种子，置于无菌的锥形瓶中，加入 75%的酒精浸泡 5 min，然后

用无菌水清洗 4 次；使用 2% NaClO 溶液浸润浸泡 10 min，期间不断摇晃，随后使用无菌水清洗

6 次，将种子表面的 NaClO 清洗干净。将拟南芥种子点在 1/2 MS 的隔板培养基上，置于 4 °C 的

冰箱春化 48 h（以上步骤均在超净工作台中进行）。将无菌培养体系置于 25 °C，16 h 光照，25%

湿度的培养间内培养 7 d。将营养土壤、珍珠岩和蛭石按照体积比（3:1:1）混合均匀，在间隔 24 h

的高压 121°C 20 min 的灭菌条件下处理 3 次后烘干使用。将上述混合基质装入黑色营养钵后，取

培养 7 天的拟南芥洗净根部残留培养基竖直放入基质中。置于 25 °C，16 h 光照，25%湿度的培养

间内培养 10 d（约 4 片真叶）后进行下一步处理。 

b. 将富集培养的菌液分别转移到 50 mL 的无菌离心管中，5,000 r/min、离心 10 min 后，于超净工作

台中将其上清废弃；加入无菌水吸打均匀，置于上述离心条件再次离心，废弃上清（重复两次）；

加入无菌水重悬，使用可见光分光光度计调整菌液浓度至 OD600 = 0.5 后，按照菌液体积比基质重

量为 1:100 的比例将菌液接种至营养钵内。若添加的微生物为混合菌群，将各成员按 1:1 等比例混

合均匀后，再次测量并调整 OD600至 0.5，按比例添加至黑色营养钵内。可根据实验需要添加重金

属，盐碱胁迫。继续置于 25 °C，16 h 光照，25%湿度的培养间内培养。 

 

 
 

图 5. 合成菌群植物促生示意图 

 

 

成功经验/失败经验 
 

1. 在含有胁迫的筛选培养基分选中，选择整体浑浊度低于 30%的培养板。 

2. 可以利用 96 孔板进行所需功能筛选后测序，以减少非必要功能菌的获得。 

3. 合成菌群选择互利共生菌株（至少不拮抗），最好选择功能互补的菌株，能够充分利用生态位。 

 

 

溶液配方 
 

1. LB 液体培养基 

蛋白胨 10 g；酵母粉 5 g；NaCl 8 g；蒸馏水 1,000 mL；pH7.0–7.2。 

2. 1/10 TSB 液体培养基 

胰酪胨 17.0 g；氯化钠 5.0 g；大豆木瓜蛋白酶水解物 3.0 g；磷酸氢二钾 2.5 g；葡萄糖 2.5 g； 

3. 无菌去离子水 

CK SynCom(AB) 单菌 A 单菌 B 
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去离子水经过 121 °C 高压灭菌 15 min。 

4. 磷酸缓冲液 

取磷酸二氢钾 0.68 g，加 0.1 mol/L 氢氧化钠溶液 29.1 mL，用水稀释至 100 mL。 

5. 无机磷培养基 

葡萄糖 10.0 g；硫酸铵 0.5 g；酵母浸粉 0.5 g；氯化钠 0.3 g；氯化钾 0.3 g；硫酸镁 0.3 g；硫酸亚铁

0. 03 g；硫酸锰 0.03 g；磷酸三钙 5.0 g；pH 值 7.0-7.5。 

6. Ashby 无氮培养基 

磷酸二氢钾 0.2 g；硫酸镁 0.2 g；氯化钠 0.2 g；碳酸钙 5.0 g；甘露醇 10.0 g；硫酸钙 0.1 g；pH 值 7.0 

± 0.1。 

7. CAS 培养基 

铬天青 S（CAS） 60.5 mg；十六烷基三甲基溴化铵（HDTMA） 72.9 mg；六水氯化铁 2.645 mg；二

水磷酸二氢钠 295.25 mg；十二水磷酸氢二钠 1213.5 mg；氯化铵 125 mg；磷酸二氢钾 37.5 mg；氯

化钠 62.5 mg；琼脂 9,000 mg；pH 值 6.8 ± 0.1。 

8. 1/2 MS 培养基 

Murashige Skoog 培养基（含维生素）干粉：2.2 g；蔗糖 10 g；琼脂粉 8 g； pH 值 5.8。 

9. 2.5%有效氯浓度的 NaClO 溶液 

100 mL 无菌去离子水加上 3 mL NaClO。 

10. 25 μL PCR 扩增体系 

1 μL 模板 DNA、0.25 μL Fast pfu DNA 聚合酶、5 μL 5× PCR Buffer（Mg2+ Plus）、2 μL dNTPs、1 μL 正

向引物 799F 和 1 μL 反向引物 1193R、14.75 μL ddH2O。 

a. 799F：5’-AACMGGATTAGATACCCKG-3’ 

b. 1193R：5’-ACGTCATCCCCACCTTCC-3’ 

灭菌要求：121 °C 高压灭菌 15 min，于超净台中分装，在 4 °C 条件下可存储数周。 

PCR 条件：DNA 在 98 °C 下初始变性 5 min，随后 26 个循环，每个循环在 98 °C 下变性 30 秒，在 53°C

下退火 30 s，在 72°C 下延伸 45 min，最后在 72 °C 下终延伸 5 min，降温到 16 °C 保存 PCR 产物。 
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