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摘   要：【目的】明确平板计数法中不同稀释梯度对土壤细菌数量和组成的影响规律，比较

稀释平板计数法和高通量测序研究土地利用方式变化下土壤细菌群落的差异。【方法】针对

不同土地利用方式下的 4 种土壤(次生林、健康蕉园、发病蕉园和水稻土)，设置 5 个土壤悬

液 10‒1‒10‒5 稀释梯度开展平板计数，获得平板上可培养细菌富集物并提取总 DNA；同时直

接提取原位土壤微生物总 DNA，高通量测序细菌富集物 DNA 和土壤总 DNA 中的 16S rRNA
基因，研究不同土壤悬液稀释梯度下的可培养细菌群落和背景土壤细菌多样性，明确可培养

细菌占土壤总细菌的比例以及多样性差异。【结果】次生林垦殖为蕉园土壤后土壤呼吸增幅

最高，细菌数量降幅最高，稀释平板计数与实时荧光定量 PCR (real-time fluorescent 
quantitative PCR)结果一致，但其他土地利用方式变化的稀释平板计数与实时荧光定量细菌数

量的结果并不完全一致。连续稀释显著降低了可培养细菌多样性。与原位土壤总细菌相比，

土壤可培养细菌群落 Chao 1 指数降幅高达 86%‒98%。与土壤悬液稀释 10 倍(10‒1)相比，稀

释 100‒10 万倍(10‒2‒10‒5)后可培养细菌群落 Chao 1 指数降幅高达 35%‒60%。连续梯度稀释
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也降低了物种多样性，所有稀释梯度共检测到 315‒401 个微生物属，共有属仅为 21‒38 个，

而 10‒1 梯度独有属有 92‒210 个，10‒2‒10‒5 梯度独有属为 2‒59 个。4 种土壤中可培养细菌占

背景土壤总细菌比例范围为：16.1%‒47.7% (门水平)，7.4%‒30.9% (属水平)。两两比较不同土

地利用方式间的显著差异物种，可培养方法获得的显著增加和减少的物种数量仅为高通量直接

测序原位土壤结果的 9.7%和 22.9%；免培养和可培养均发现了一些共同的差异物种，包括

Bacillaceae、Micrococcaceae、Microbacterium、Comamonadaceae 和 Burkholderiales。【结论】传

统稀释平板计数可培养细菌数量过程中，10‒1 稀释梯度下可培养细菌比例及多样性明显高于

10‒2‒10‒5 梯度，而 10‒2‒10‒5 梯度之间并无明显差异。表明传统稀释平板计数过程中，遗漏了相当

数量的独特微生物属，其比例范围为 35.9%‒99.0%。可培养法和免培养法均发现，土地利用方

式变化可导致一些微生物类群显著降低，如 Microbacterium。尽管可培养方法低估了不同土地

利用方式间细菌群落的差异，但可培养与免培养方法发现了共同的差异细菌类群。与 4 种土

壤中细菌本底丰度相比，固体平板显著富集 Pseudomonas 和 Flavobacterium，增加倍数分别为

2 233‒5 805 倍和 43‒4 506 倍。未来应耦合分子生态学与可培养技术深入发掘复杂土壤环境

中的微生物资源。  

关键词：高通量测序；稀释平板法；可培养细菌；16S rRNA 基因  
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Abstract: [Objective] To assess the effect of different dilution gradients of dilution-plate method on the 
number and composition of soil bacteria, and to study the differences in soil bacterial communities under 
distinct land use scenarios by comparing plate-dilution method and high-throughput sequencing. 
[Methods] With four types of soil (secondary forest soil, healthy banana soil, diseased banana soil and 
paddy soil) collected, soil suspensions of five dilution gradients (10‒1–10‒5) were prepared. Classic 
plate-dilution method was employed to obtain culturable bacteria, followed by colony-counting and 
DNA extraction. In addition, the total bacterial DNA in background soils was extracted. Then 
high-throughput sequencing of 16S rRNA gene was performed to study the diversity of bacterial 
communities at different dilution gradients and in background soils, proportion of culturable bacteria in 
total soil bacteria, and species difference. [Results] The highest increase in soil respiration was found 
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after the conversion of secondary forest to banana plantations, and both dilution-plate method and 
real-time fluorescence quantitative PCR found the highest decrease in bacterial counts. However, the 
results of these two methods were not entirely consistent for other land use changes affecting soil 
bacterial populations. The Chao 1 index of the soil culturable bacterial community was reduced by 
86%–98% compared with that of the total background soil bacteria. Dilutions of 100–100 000 times 
(10‒2–10‒5) lowered the Chao 1 index of the culturable bacterial community by 35%–60% compared 
with dilutions of 10 times of soil suspensions. Gradient dilution also reduced the species diversity. 
Dilution-plate method detected a total of 315–401 microbial genera, with only 21–38 genera common to 
all dilution gradients, compared with 92–210 genera unique to the 10‒1 gradient and 2–59 genera unique 
to the 10‒2–10‒5 gradients. The proportions of culturable bacteria in the four types of background soils 
were in the range of 16.1%–47.7% (phylum level) and 7.4%–30.9% (genus level). The number of 
significantly increased and decreased species detected by plate-dilution method was only 9.7% and 
22.9%, respectively of the results by high-throughput sequencing. The two methods identified a number 
of common divergent species, including Bacillaceae, Micrococcaceae, Microbacterium, Comamonadaceae 
and Burkholderiales. [Conclusion] The highest percentage of culturable species in total soil bacteria 
was 47.74% and 30.90% at phylum and genus levels, respectively. The community diversity of 
culturable species was much lower than that of the background soil bacteria. The proportion and 
diversity of culturable bacteria was significantly higher in the 10‒1 dilution gradient than in the 
10‒2–10‒5 gradients, while there was no remarkable difference between the 10‒2–10‒5 gradients. 
Although the dilution-plate method greatly underestimated the differences in bacterial communities 
between land use practices, common differential bacterial taxa were found by the culture-free and 
culturable methods. Compared to the background abundance of bacteria in the four soils, the solid plates 
were significantly enriched in Pseudomonas and Flavobacterium, with fold increases of 2 233–5 805 and 
43–4 506. Culture-independent molecular techniques and classical culturable methods should be coupled 
in the future research to deepen the exploration of microbial resources in complex environments. 

Keywords: high-throughput sequencing; plate-dilution method; culturable bacteria; 16S rRNA gene 
 

微生物肉眼不可见，因此，微生物学的发

展始终依赖于研究方法的突破和改进。19 世纪

末建立的稀释平板计数是研究土壤微生物数量

的经典方法，被认为是微生物学发展史上的里

程碑[1]。传统的稀释平板计数[2‒3]通过将连续稀

释梯度的土壤悬液均匀涂布于固体培养基上，

其上的微生物生长繁殖并形成肉眼可见的菌

落，然后根据菌落数、稀释倍数和接种量计算

土壤中微生物的数量。该方法的基本假设是：

土壤中所有微生物均为可培养菌，可在平板上

生长形成肉眼可见的菌落；同时，所有微生物

均匀分散于土壤悬液中，充分分散为单个细胞。

大多数情况下，10‒3‒10‒5 梯度的平板菌落界限

清晰，是平板计数法常用的稀释梯度。但在连

续稀释过程中，数量上占弱势的微生物极可能

被遗漏，导致不同稀释梯度平板上的菌落代表

不同的可培养微生物类群。然而，迄今为止，

不同稀释梯度下可培养微生物的组成变化规

律，特别是平板计数过程中常见的 10‒3‒10‒5 稀

释梯度，是否遗漏了主要的可培养细菌类群，
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尚未有相关报道。 
值得注意的是，最近有研究认为传统的

“99%微生物难培养”理念存在巨大的认知偏

差，而绝大多数微生物是可培养的[4]。然而，

目前仍缺乏可信的实验证据准确计算可培养微

生物占所有微生物的比例。2019 年，Martiny[4]

针对 6 种不同环境中的微生物区系，通过高通

量测序 16S rRNA 基因并与数据库中的纯菌株

序列比对分析发现，可培养细菌物种占比高达

52%‒74%。然而，Steen 等[5]重新分析了原始数

据，认为 Martiny 采用的分析策略具有一定的

偏好性，研究结论夸大了可培养菌的比例，可

培养细菌占比仅为 2%‒18%，绝大部分细菌仍

然难以培养。随后 Nature Reviews Microbiology

以“The culture debate”为题，发表了评述观点，

认为难培养微生物是重要的资源，应科学区分

“难培养”、“可培养”和“不可培养”微生物的概 
念 [6]。这些争议的焦点主要在于“99%难培养”
概念的界定标准模糊不清[7]。同时，以上所有

研究均聚焦于数据分析，未有相关实验验证。

事实上，采用经典的可培养策略获得可培养菌

群 DNA，结合原位直接提取环境微生物总

DNA，比较分析可培养菌群 DNA 和环境 DNA
的差异，则能在一定程度上克服这一难点，计

算可培养菌的比例。换言之，针对可培养微生

物及其原位环境微生物总 DNA，测序 16S rRNA
基因序列并与数据库中纯菌株序列比对分析，

即可推测可培养微生物的比例。例如，我们最

近的研究[8]表明土壤中固氮菌共计 255 个属，

其中 248 个属在固体和液体培养基中可形成菌

落被培养，表明可培养固氮菌的比例高达

97.2%，但其中高达 226 属尚未获得纯培养或固

氮生理报道，意味着高达 91.1%的可培养固氮

菌属在常规的定向富集和分离培养过程中，由

于连续传代富集等操作被遗漏，导致其尚未获

得纯培养或固氮生理报道。然而，其他微生物类

群是否也有类似规律，特别是常见的土壤细菌区

系研究过程中，牛肉膏蛋白胨培养基上可培养总

细菌占土壤总细菌的比例，尚未有相关报道。 
通常认为传统可培养法研究微生物群落数

量和组成的误差较大，而基于免培养法的分子

生态学技术先进，能更准确反映微生物群落的

生态适应规律，特别是以核糖体 rRNA 基因序

列差异为核心的生物三域分类理论逐渐得到学

术界广泛认可，成为过去 20 年微生物生态学蓬

勃发展的主要理论基础 [9‒10]。但是，可培养法

和免培养法研究同一个科学问题是否会得到完

全不同的结论，或者可培养法在多大程度才能

真实反映微生物群落的环境适应规律，仍未有

可信证据。例如，土地利用方式导致土壤理化

性质变化，进而可能产生截然不同的原位土壤

微生物区系[11‒13]。但可培养法能否反映微生物

区系的差异性，与免培养方法的结果是否具有

一致性尚未可知。据此，本研究采集了次生林

土壤、次生林垦殖而来的健康蕉园土壤、发病

蕉园土壤以及水稻土，拟开展如下研究：(1) 利
用平板计数法，首先研究不同稀释梯度(土壤悬

液 10‒1‒10‒5 的连续稀释)下，土壤可培养细菌的

数量变化规律，然后结合高通量测序技术，研

究牛肉膏蛋白胨固体平板培养基上可培养菌多

样性及其对土地利用方式变化的响应规律；(2) 
利用免培养分子生态技术，直接提取土壤环境

中 DNA，通过实时荧光定量 PCR 技术分析微

生物数量，通过高通量测序 16S rRNA 基因研

究微生物群落组成对土地利用方式变化的适应

规律；(3) 可培养菌占土壤总细菌比例。通过高

通量测序原位土壤环境 DNA 和可培养菌 DNA
中的 16S rRNA 基因，即可获得不同原位土壤
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微生物多样性和可培养微生物多样性，分析可

培养细菌在原位土壤中的比例、物种组成以及

多样性，评估传统可培养方法与现代分子方法

研究土壤细菌群落的优缺点。 

1  材料与方法  
1.1  土壤样品概况  

土 壤 样 品 采 自 海 南 省 澄 迈 县 桥 头 镇

(19°56′N，109°56′E)，包括未经过人为活动干

扰的天然次生林土壤(forest soil，FS)，次生林

垦殖后的香蕉园健康土壤(healthy banana soil，
HS)，连续种植香蕉后患枯萎病的发病土壤

(diseased banana soil，DS)，长期种植水稻的稻

田土壤(paddy soil，PS)，供试土壤类型均为玄

武岩发育形成的砖红壤。该地区年平均气温为

23.7 °C，年均降水量为 1 756 mm，雨热同季，

属于热带季风气候。针对每一种土地利用类型，

随机选取 3 个采样点，采集 0‒20 cm 新鲜表层

土壤，除去杂物、细根，然后将 3 个样点的土

壤混合均匀，研磨过 2 mm 筛，4 °C 保存待用。 

1.2  土壤理化性质分析 
土壤 pH 值采用 pH 计进行测定(土:水=1:5，

质量体积比)；土壤有机质(soil organic matter，
SOM)的测定采用重铬酸钾容量法-稀释热法；

土壤全氮(total nitrogen，TN)采用 CNS 元素分

析仪测定；土壤铵态氮 (NH4
+-N) 和硝态氮

(NO3
‒-N)采用连续流动分析仪 Skalar 测定。土

壤微生物呼吸采用室内培养法[14‒15]，用气相色

谱测定单位时间内微生物分解释放 CO2 的量，具

体方法如下：称取 10 g 土壤(以干重计)于 120 mL
的血清瓶内，将土壤水分调节至 60% WHC，

28 °C 预培养 48 h，然后用丁基橡胶塞加铝盖密

封培养，采集 0‒24 h 血清瓶内的混合气体，通

过气相色谱仪(岛津 GC-2014)进行分析。土壤微

生物呼吸速率按照公式(1)计算。 

273.15
273.15

V CF
W t T

         
         (1) 

式中，F 为 CO2 排放速率(mg/kg·h)；ρ 为

标准状态下的气体密度(kg/m3)；V 为培养瓶内

气体体积(m3)；W 为干土质量(kg)；∆C/∆t 表示

在观测时间内气体浓度随时间变化的直线斜率

(mg/h)；T 为血清瓶内温度(°C)。 

1.3  土壤可培养细菌的稀释平板涂布计数 
采用稀释平板涂布[16]计数土壤可培养细菌

的菌落数量。使用牛肉膏蛋白胨培养基分离培

养土壤细菌，具体操作步骤如下：首先称取 5 g
土壤样品，添加到装有 45 mL 无菌水的三角瓶

中，以 180 r/min 转速振荡 30 min 后制成土壤

悬液作为接种液，母液浓度为 0.1 g/mL；用微

量移液枪准确吸取土壤悬液 100 μL 添加到装有

900 μL 无菌水的 1.5 mL 灭菌离心管中，并用涡

旋仪混匀，此为 10‒1 梯度。按照上述操作步骤，

依次将土壤悬液逐步稀释至 10‒2、10‒3、10‒4 和

10‒5 梯度。5 个梯度的浓度依次为：100、10、1、
0.1、0.01 mg/mL。吸取每个梯度的土壤悬液  
0.1 mL 均匀涂布于固体培养基表面，即接种的

土壤质量依次为：10、1、0.1、0.01、0.001 mg。
将平板倒置于 28 °C 培养箱培养 2 d 后计数平板

上形成的菌落数，土壤可培养细菌数量以菌落

数转换成 CFU (colony forming unit)/g d.w.s (dry 
weight soil)表示。 

1.4  土壤微生物 DNA 和可培养细菌 DNA
的提取 
1.4.1  土壤微生物 DNA 的提取  

采用 FastDNA® Spin Kit for Soil 试剂盒

(MP Biomedicals)提取土壤微生物基因组总

DNA，得到的 DNA 溶于 100 μL DES 缓冲液，

详细操作步骤参考试剂盒说明书。通过微量紫

外分光光度计(NanoDrop ND-1000)测定 DNA
浓度和纯度(OD260/OD280、OD260/OD230)，以 1.2%
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的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完整性，DNA
保存于‒20 °C 待下游分析。 
1.4.2  可培养细菌 DNA 的提取  

用 10 mL 无菌水多次冲洗培养基表面的菌

体至 50 mL 无菌离心管并保存于‒20 °C，采用

E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit (Omega)试剂盒提

取其 DNA，得到的 DNA 溶于 100 μL 洗脱缓冲

液中。通过微量紫外分光光度计 (NanoDrop 
ND-1000)测定 DNA 浓度和纯度，通过凝胶电

泳检测 DNA 质量后保存于‒20 °C 待下游分析。 

1.5  土壤细菌的定量分析 
利用实时荧光定量 PCR 分析土壤总 DNA

中的 16S rRNA 基因，计算原位土壤细菌的基

因拷贝数量。具体方法如下： 
土壤总 DNA 和可培养细菌 DNA 采用

Bio-Rad CFX96 实时荧光定量 PCR 仪进行 16S 
rRNA基因定量。具体步骤如下：采用 515F/907R 
通用引物对[17‒18]，515F 序列为：5ʹ-GTGCCAGC 
MGCCGCGG-3ʹ；907R 序列为：5ʹ-CCGTCAA 
TTCM TTTRAGTTT-3ʹ。PCR 反应体系为：10 μL 
SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa)，正反向引物   
(20 pmol/μL)各 0.25 μL，DNA 模板 1 μL，8.5 μL 
DNase/RNase-free H2O。PCR 扩增程序为：95 °C 
3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，39 个

循环。标准曲线制作：计算含有目标基因片段

质粒的摩尔数，然后依次稀释 8 个浓度梯度，

以 Ct 值为横坐标，以初始模板 DNA 的基因拷

贝对数为纵坐标，获得标准曲线：lgC=‒0.309Ct+ 
10.655 (R2=0.998)。 

1.6  高通量测序土壤总细菌和可培养细菌

的 16S rRNA 基因 
针对土壤总 DNA，首先利用 515F/907R 

通用引物对开展 PCR扩增。PCR扩增程序为：

94 °C 3 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，
32 个循环；72 °C 10 min。PCR 反应体系为：

25 μL Premix Taq (TaKaRa)，正反向引物(10 μmol/L)
各 1 μL，DNA 模板 2 μL，21 μL DNase/RNase-free 
H2O 。 扩增后得到的产物利用 Agarose Gel 
DNAFragment Recovery Kit Ver. 2.0 试剂盒

(TaKaRa)进行纯化，并将其溶于 30 μL DNase-free 
H2O。然后通过 2.0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR
产物纯化效果，利用微量紫外分光光度计

(NanoDrop ND-1000)测定 PCR 纯化产物浓度。 
针对可培养细菌 DNA，同样利用 515F/907R

通用引物开展 PCR 扩增。PCR 扩增、纯化程序

与土壤 DNA 相同。最后将可培养细菌 DNA 和土

壤 DNA 的 PCR 纯化产物按等摩尔数混合，利用

北京诺禾致源科技股份有限公司的 Illumina 
NovaSeq 平台进行测序分析。 

本研究中 12 个土壤 DNA 样品(4 种土壤，

每种土壤含 3 个生物学重复)，60 个土壤可培养

细菌 DNA 样品(将 4 种土壤分别稀释至 10‒1、

10‒2、10‒3、10‒4 和 10‒5 共 5 个梯度，每个处理

含 3 个生物学重复)，共 72 个样品进行高通量

测序。利用 QIIME (quantitative insights into 
microbial ecology，version 1.9.1)对原始序列进

行低质量序列过滤和嵌合体去除。其中，土壤

DNA 样品得到高质量序列共 884 400 条，单个

样本平均 73 700 条；可培养细菌 DNA 样品得

到高质量序列共 4 870 704 条，单个样本平均

81 178 条。在 97%置信度下将 16S rRNA 基因

序列聚类并同 Greengenes 数据库进行比对分

类，获得门、纲、目、科和属各水平下的物种

分类单元。 

1.7  可培养细菌比例及富集率的计算 
可培养细菌的比例计算方法如下：土壤细

菌的物种分类通过 16S rRNA 基因完成，可培

养细菌占土壤所有细菌的比例计算公式为：可培

养细菌比例=可培养细菌富集物的物种数量/土
壤中所有细菌的物种数量[8]。其中，土壤中所
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有细菌的物种数量包含两部分：(1) 土壤 DNA
中的细菌物种数量。直接提取土壤总 DNA，高

通量测序 16S rRNA 基因，并在微生物门、属

水平获得土壤中所有细菌的物种分类信息；(2) 
可培养细菌的富集物。固体培养基上 10‒1、10‒2、

10‒3、10‒4 和 10‒5 5 个梯度中所有菌落富集物的

物种分类信息。 
可培养细菌的富集率计算方法如下：基于

16S rRNA 基因分类，首先获得土壤 DNA 中所

有细菌属的相对丰度；其次获得固体培养基富

集物菌落 DNA 中所有细菌属的相对丰度；后者

除以前者，即可计算特定细菌在固体培养基中

的富集率。富集率>1 表示该菌属在培养中得到

了富集。 

1.8  数据分析 
利用 Excel 2019 处理基础数据；SPSS 26.0

对处理之间的平均值差异采用 one-way ANOVA
单因素方差分析，P<0.05 表示显著差异。门、

属水平下物种组成中优势细菌类群的判断依据

为相对丰度>1%[19]。采用主成分分析[20] (principal 
component analysis，PCA)揭示不同处理间细菌

群落的差异，并用相似性分析 [21] (analysis of 
similarities，ANOSIM)判断差异是否达到显著

水平(P<0.05)。PCA 分析使用 canoco 5.0 完成，

ANOSIM 分析和 Venn 图使用 R 软件(version 
3.4.4)的 vegan 包完成。利用 LEfSe[22] (linear 
discriminant analysis effect size)分析从高维数据

中寻找组间差异的细菌类群。制图采用 Origin 

2021。高通量测序数据已提交至 The National 
Center for Biotechnology Information (NCBI)数
据库，具体编号为 PRJNA800347。 

2  结果与分析 
2.1  土地利用方式对土壤性质和微生物呼

吸的影响 
土地利用方式变化影响土壤理化性质。如

表 1 所示，与次生林土壤 pH 5.92 相比，农业

垦殖后均导致土壤 pH 值显著下降，特别在发

病蕉园土壤降至最低 pH 4.91。与次生林土壤相

比，水稻土和发病蕉园土的 NH4
+-N 含量显著增

加至约 18.9 mg/kg，而健康蕉园土的 NH4
+-N 含

量最低，仅为 11.3 mg/kg；相反，发病蕉园土壤

NO3
‒-N 含量最高，而水稻土最低仅为 6.0 mg/kg。

次生林转变为蕉园和稻田后土壤有机质和全氮

含量均呈现下降趋势，值得注意的是农业垦殖

后土壤 C/N 比明显增加。次生林转变为蕉园土

壤后土壤微生物呼吸活性明显增加，而香蕉园

连续种植导致土壤患枯萎病后微生物呼吸活性

明显降低，CO2 排放速率仅为健康蕉园土壤的

35%左右。次生林转变为稻田后土壤微生物呼

吸活性略有降低。 

2.2  不同土地利用方式对土壤细菌数量和

多样性的影响 
土地利用方式变化显著影响土壤细菌数

量，但基于免培养和可培养技术得出的规律并

不一致。如图 1 所示，实时荧光定量 PCR 分析 
 
表 1  土壤基本理化性质和微生物呼吸速率(平均值±标准差) 
Table 1  Basic physical and chemical properties of soil and microbial respiration rate (mean±SD)  

Soil type pH 
Organic 
matter/(g/kg) 

Total 
nitrogen/(g/kg) 

Soil C/N 
NH4

+-N/ 
(mg/kg) 

NO3
‒-N/ 

(mg/kg) 
Soil respiration 
rate/(mg/kg·h) 

Forest soil 5.92±0.35 34.8±0.31 1.78±0.04 11.3±0.12 15.9±1.65 8.76±2.25 0.27±0.03 
Healthy banana soil 5.14±0.31 32.6±4.31 1.54±0.22 12.3±0.34 11.3±0.97 13.50±4.24 0.40±0.03 
Diseased banana soil 4.91±0.10 32.6±0.64 1.49±0.01 12.7±0.16 19.2±0.74 26.10±4.08 0.14±0.01 
Paddy soil 5.32±0.16 33.0±6.63 1.57±0.32 12.2±0.20 18.7±0.80 5.98±1.86 0.25±0.03 
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图 1  原位土壤总细菌与不同稀释梯度下固体平板可培养细菌的数量及多样性 
Figure 1  Quantity and diversity of background soil bacteria and culturable bacteria with different dilution 
gradients. A: 16S rRNA gene copies in different types of soil; B: numbers of culturable bacteria in different 
types of soil; C: Chao 1 index of culturable bacteria and total bacteria; D: Shannon index of culturable 
bacteria and total bacteria; E: principal component analysis of background soil bacteria and culturable 
bacteria; F: principal component analysis of different dilution gradient cultivable bacteria. Error bars 
represent standard deviations (n=3). The different letters above bars indicate significant differences at P<0.05 
level according to least significant difference (LSD). FS: forest soil; HS: healthy banana soil; DS: diseased 
banana soil; PS: paddy soil. 
 
表明，次生林细菌 16S rRNA 基因拷贝数最高，

健康蕉园土最低：次生林土(1.59×1010 copies/g 
d.w.s)>水稻土(3.26×109 copies/g d.w.s)>发病蕉

园 土 (7.02×108 copies/g d.w.s)> 健 康 蕉 园 土

(1.10×108 copies/g d.w.s)；传统稀释平板计数结

果则略有不同：发病蕉园土 (2.95×107 CFU/g 
d.w.s)>次生林土(2.61×107 CFU/g d.w.s)>水稻土

(2.28×107 CFU/g d.w.s)>健康蕉园土(1.61×107 CFU/g 
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d.w.s)。同时，原位土壤总细菌 alpha 多样性显

著高于可培养细菌。针对 4 种土壤及其可培养

细菌总 DNA 中的 16S rRNA 基因高通量测序结

果表明，4 种土壤的细菌多样性 Chao 1 指数范围

为 4 000‒4 800，而可培养细菌仅为 90‒560 (图 1C)；
土壤细菌 Shannon 指数的范围为 8.16‒9.66，而可

培养细菌则为 0.22‒4.16 (图 1D)。此外，土壤悬

液 10‒2‒10‒5稀释梯度下可培养细菌的 Chao 1指

数仅占 10‒1 梯度的 40%‒65%，而 10‒2‒10‒5 梯度

间并无明显差异。 
进一步基于微生物属水平的主成分分析发

现，原位土壤总细菌与可培养细菌群落结构发

生了非常明显的分异，第 1 主成分上的贡献率

达 73.6% (图 1E)。仅对可培养细菌开展主成分

分析发现，土壤悬液不同稀释梯度下的群落分

别聚集成簇，特别是 10‒1 梯度和其他稀释梯度

在第 1 主成分上的贡献率为 29.7% (图 1F)。基

于 ANOSIM 分析结果表明，原位土壤细菌和可

培养细菌之间存在显著差异(R=0.968，P=0.001)，
组间差异远大于组内差异 (表 2)；通过接种

10‒1 至 10‒5 稀释梯度的土壤悬液富集得到的可

培养细菌之间也存在着不同程度的差异，稀释 
 
表 2  不同处理间土壤细菌 ANOSIM 分析 
Table 2  Analysis of similarities between different 
treatments in soil bacteria   
Group R (coefficient) P (significance) 
soil vs bacteria 0.968 0.001 
10‒1 vs. 10‒2 0.066 0.107 
10‒1 vs. 10‒3 0.066 0.108 
10‒1 vs. 10‒4 0.269 0.003 
10‒1 vs. 10‒5 0.472 0.001 
10‒2 vs. 10‒3 0.028 0.211 
10‒2 vs. 10‒4 0.134 0.028 
10‒2 vs. 10‒5 0.357 0.004 
10‒3 vs. 10‒4 0.187 0.005 
10‒3 vs. 10‒5 0.410 0.001 
10‒4 vs. 10‒5 0.030 0.265 

梯度之间相差越大差异越显著。例如，不同稀

释梯度富集的可培养细菌之间存在显著差异的

为：10‒1 梯度与 10‒4 梯度(R=0.269，P=0.003)，
10‒1 梯度与 10‒5 梯度(R=0.472，P=0.001)，10‒2 梯

度与 10‒4 梯度(R=0.134，P=0.028)，10‒2 梯度与

10‒5 梯度(R=0.357，P=0.004)，10‒3 梯度与 10‒4 梯

度(R=0.187，P=0.005)，10‒3 梯度与 10‒5 梯度

(R=0.410，P=0.001)。 

2.3  不同土壤悬液稀释梯度下可培养细菌

比例变化 
16S rRNA 基因系统发育分类表明(图 2A)，

在微生物门水平，不同土壤悬液稀释梯度下，

4 种土壤中可培养细菌占土壤总细菌比例范围

为 16.10%‒47.74%。土壤 10‒1 稀释梯度下可培

养比例最高，例如，次生林、健康蕉园和发病

蕉园土壤分别为 47.74%、31.18%和 35.58%，

显著高于其他稀释梯度(10‒2、10‒3、10‒4 和 10‒5)；
而水稻土中可培养细菌占比仅为 19.04%，与其

他稀释梯度无明显差异。其他 4 个稀释梯度下

可培养菌占比分别为 16.1%‒21.9% (10‒2 梯度)、
16.2%‒19.0% (10‒3 梯度)、19.0%‒28.7% (10‒4 梯

度)和 17.2%‒36.0% (10‒5 梯度)。进一步发现属

水平的可培养细菌比例显著低于微生物门水

平。例如，不同土壤悬液稀释梯度下，4 种土

壤中可培养细菌属占比范围为 7.4%–30.9%。土

壤 10‒1 稀释梯度下可培养比例最高，例如次生

林、健康蕉园和发病蕉园土壤中 10‒1 梯度可培养

细菌占土壤总细菌的比例仍显著高于其他 4 种

稀释梯度，分别为 29.20%、26.24%和 30.90%，

水稻土中可培养细菌占比仅为 10.22%，相比于

其他稀释梯度并无显著差别。其他 4 个稀释梯度

下可培养菌占比并未表现出明显的变化，分别为

10.4%‒10.9% (10‒2 梯度)、7.9%‒10.5% (10‒3 梯

度 )、8.2%‒14.3% (10‒4 梯度 )和 7.4%‒13.6%  
(10‒5 梯度)。 
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图 2  微生物门和属水平下，不同土壤悬液稀释梯度可培养细菌比例变化规律 
Figure 2  The change rule of the proportion of culturable bacteria in different dilution gradients at the 
phylum and genus level. A: the proportion of culturable bacteria in soil at the phylum and genus level. B: 
common and unique bacteria at different dilution gradients based on 16S rRNA gene analysis. Error bars 
represent standard deviations (n=3). The different letters above bars indicate significant differences at 
P<0.05 level according to least significant difference. FS: forest soil; HS: healthy banana soil; DS: 
diseased banana soil; PS: paddy soil. 
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值得注意的是，接种 10‒1 梯度悬液得到的

可培养细菌类群数量明显多于 10‒2‒10‒5 稀释梯

度，而 10‒2 至 10‒5 梯度并未表现出明显差异  
(图 2B)。例如，4 种土壤 5 个稀释梯度下共计

检测到 18‒33 个微生物门，所有稀释梯度共有

门仅为 5‒9个。而 4 种土壤的 5 个稀释梯度 10‒1、

10‒2、10‒3、10‒4 和 10‒5 则分别检测到 4‒11 个门、

0 个门、0‒1 个门、1‒5 个门、0‒3 个门。在微

生物属水平也得到了类似规律。4 种土壤中    
5 个稀释梯度下共计检测到 315‒401 个微生物

属，所有稀释梯度共有属仅为 21‒38 个。而    
4 种土壤的 5 个稀释梯度 10‒1、10‒2、10‒3、10‒4

和 10‒5 则分别检测到 92‒210 个属、3‒15 个属、

2‒13 个属、9‒59 个属、4‒58 个属。 

2.4  不同土地利用方式下原位土壤与可培

养细菌群落的物种组成及其富集规律 
针对 4 种原位土壤，如图 3A 所示，16S 

rRNA 基因系统发育分类发现了 6 个相同的优

势菌门(相对丰度>1.0%)，包括 Actinobacteria 
(36.5%) 、 Proteobacteria (18.6%) 、 Firmicutes 
(14.3%) 、 Acidobacteria (8.4%) 、 Chloroflexi 
(12.2%)和 Planctomycetes (2.9%)。然而，针对

稀释平板计数过程中的可培养细菌，4 种土壤

的可培养细菌仅有 3 个相同的优势门，分别为

Proteobacteria (46.1%)、Firmicutes (27.0%)和
Actinobacteria (18.4%)。其中，Proteobacteria
和 Firmicutes 在培养基中的相对丰度明显高于

原位土壤。此外，Actinobacteria 相对丰度随着

平板稀释梯度的增加呈现上升趋势。进一步针

对 4 种原位土壤的微生物属分析，发现 4 种土

壤中共有 7 个相同的优势属，依次为：Bacillus 
(8.1%)、Gaiellaceae (6.8%)、Streptomyces (10.0%)、
Rhodoplanes (4.5%)、Alicyclobacillus (2.2%)、
Rhodospirillaceae (2.9%)和 Micromonosporaceae 
(2.2%)。针对稀释平板计数过程中的可培养细

菌，发现 4 种土壤可培养细菌中含有 5 个相同

的优势类群，依次为：Pseudomonas (44.7%)、
Bacillus (21.9%) 、 Micrococcaceae (10.7%) 、
Flavobacterium (7.4%)和 Micrococcus (4.9%)。
值得注意的是，次生林土壤可培养细菌中的

Micrococcaceae 明显高于其他 3 种土壤，而发

病蕉园土可培养细菌中的 Flavobacterium 显著

高于其他 3 种土壤。 
如图 3B 所示，与原位土壤相比，4 种土壤

可培养计数过程中，在固体培养基中均显著富

集了 Pseudomonas 和 Flavobacterium。其中，

在原位土壤中 Pseudomonas 的丰度仅为 0.009% 
(次生林土)、0.049% (健康蕉园土)、0.019% (发
病蕉园土)和 0.019% (水稻土)，但经过固体培养

基富集后平均丰度分别增加至：25.2% (次生林

土)、46.5% (健康蕉园土)、51.0% (发病蕉园土)
和 53.1% (水稻土)，富集倍数分别高达 2 233、
3 918、6 487 和 5 805 倍。当平板稀释梯度达到

10‒4、10‒5 梯度时，Pseudomonas 富集率呈下降

趋势，次生林、健康蕉园和发病蕉园土中富集

倍数在 10‒4 梯度时下降为 440、1 689 和 3 094
倍，健康蕉园和发病蕉园土中富集倍数在 10‒5

梯 度 时 下 降 为 185 和 924 倍 。 此 外 ，

Flavobacterium 在次生林土、健康蕉园土、发病

蕉园土和水稻土 4 种原位土壤中的丰度仅为：

0.010%、0.136%、0.013%和 0.005%，在可培养

菌群中的平均丰度为：2.3%、1.7%、26.6%和

1.8%，富集倍数为：43、168、4 506 和 370 倍；

在发病蕉园土 Flavobacterium 的富集率远高于

其他 3 种土壤。 

2.5  不同土地利用方式下土壤细菌群落的

免培养和可培养技术比较研究 
如图 4A 所示，平板计数法研究不同土地

利用方式间土壤细菌群落差异时，遗漏了大部

分显著差异物种，而高通量测序则较为全面地 
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图 3  原位土壤与固体平板可培养细菌群落的物种组成及可培养细菌富集规律 
Figure 3  Community species composition of background soil bacteria and culturable bacteria, and enrichment 
patterns of culturable bacteria in solid media. A: species composition of bacterial communities in soils at phylum 
and genus levels. B: the enrichment fold of soil bacteria in solid medium at genus level. Error bars represent 
standard deviations (n=3). The different letters above bars indicate significant differences at P<0.05 level 
according to least significant difference. FS: forest soil; HS: healthy banana soil; DS: diseased banana soil; PS: 
paddy soil. 
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图 4  不同土地利用方式间土壤细菌群落的差异比较 
Figure 4  Differential analysis of soil bacterial communities under different land use patterns. A: analysis 
result of linear discriminant analysis effect size of background soil bacteria and cultivable bacteria. B: 
differential species analysis of different land utilization type at genus level. FS: forest soil; HS: healthy 
banana soil; DS: diseased banana soil; PS: paddy soil. 
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展示了不同土壤间细菌群落的差异。利用 LEfSe
差异分析筛选 4 种土壤中具有显著差异的细菌

类群(线性判别分析(linear discriminant analysis，
LDA)阈值为 2)，图 4A 表明 4 种土壤总细菌中

具有显著差异的物种，图中不同颜色代表不同

样本之间的显著差异物种，每个圆点代表 1 个

细菌类群。与其他 3 种原位土壤总细菌相比，

次生林土壤中的显著差异物种具体表现在

Chlamydiae 门，健康蕉园土具体表现在 Bacilli
纲，而发病蕉园土壤中为 Gaiellaceae 科，水稻

土中的差异物种具体表现为 Chloroflexi 门。其

中以 Bacilli 纲的差异最为显著。然而，针对    
4 种土壤可培养菌的分析则发现，没有任何细

菌类群在 4 种土壤中表现出显著差异。 
进一步在属水平下两两比较不同土地利用

方式间土壤细菌群落的差异，发现原位土壤总细

菌群落间的差异明显大于可培养细菌(图 4B)。例

如，相比于次生林土壤，健康蕉园中原位土壤

细菌显著增加 18 个属，显著减少 64 个属，而

可培养细菌显著增加的仅有 5 个属，显著减少

的有 6 个；发病蕉园土中原位土壤细菌显著增

加 21 个属，显著减少 42 个属，但可培养细菌

仅显著增加 1 个属，显著减少 12 个属；水稻土

中原位土壤细菌显著增加 87 个属，显著减少

69 个属，而可培养细菌仅显著减少 8 个属，无

显著增加的细菌。此外，不同农业利用方式下

也得到类似规律，相比于健康蕉园土，发病蕉

园土中原位土壤细菌显著增加 29 个属，显著减

少 14 个属，而可培养细菌仅显著增加 1 个属，

显著减少 10 个属。与发病蕉园土壤相比，水稻

土中原位土壤细菌显著增加 85 个属，显著减少

57 个属，而可培养细菌仅显著增加 3 个属，显

著减少 3 个属。对比两种方法研究不同土地利

用方式间的显著增加和减少的差异物种，发现

稀释平板法检测到的显著增加和减少的差异

物种数量仅为高通量测序原位土壤结果的

9.7%和 22.9%。 
值得注意的是，两两比较不同土地利用方

式间细菌群落发现 8 个可培养属显著增加，而

18 个可培养属显著降低。可培养法与高通量测

序技术均发现了一些显著降低的共同物种，却

未发现显著增加的共同物种。例如，两种方法

均表明，与次生林土壤相比，发病蕉园和水稻

土中 Microbacterium 均发生了显著降低。同时，

与健康蕉园相比，两种方法均发现发病蕉园土

壤中 Microbacterium 发生了显著降低。然而，

可培养法和免培养法也得到了相反结果。例如，

与次生林土壤相比，健康蕉园土中可培养菌

Comamonadaceae 显著增加，但免培养法却得到

相反结果。此外，与次生林土壤相比，健康蕉

园土壤和水稻土中可培养菌 Microbacterium 显

著降低，水稻土中 Burkholderiales 显著降低；

与 发 病 蕉 园 土 壤 相 比 ， 水 稻 土 中 可 培 养

Flavobacterium 显著降低，但免培养技术均发现

这些微生物类群显著增加，与可培养结果的规

律并不一致。 

3  讨论 
尽管目前尚未有公认的理论可清楚解释微

生物群落构建的环境驱动机制，但也有不少研究

推测微生物对土壤环境的变化极为敏感[23‒24]。例

如，人类活动主导的土地利用方式(包括林地、

农田和湿地等)变化，极可能显著改变土壤理化

性质以及养分元素的生物地球化学循环，从而

影响土壤微生物群落构建，反过来影响土壤生

态功能[25‒27]。事实上，大量研究表明土壤 pH、

有机碳、全氮、矿质氮等土壤性质的改变显著

影响土壤微生物多样性和群落组成[28‒30]。然而，

稀释平板计数法中不同稀释梯度的选择依据，

不同土壤悬液稀释梯度下可培养细菌群落的差
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异，特别是稀释平板计数法能够在多大程度上

反映不同土地利用方式下微生物群落的适应规

律，与免培养分子生态技术的差异性比较具有

重要意义。 
我们的研究结果表明，基于实时荧光定量

PCR 与稀释平板计数得出的土地利用方式演替

下细菌数量变化规律尽管并不完全一致，但也

较好反映了次生林和蕉园土壤之间的差异。此

外，可培养细菌群落多样性 (Chao 1 指数和

Shannon 指数)远低于原位土壤细菌，原位土壤

细菌与可培养细菌的群落结构具有明显的差

异。造成这种差异的主要原因是培养基的成分

无法完全代表真实的微生物生长环境，简单的

人工模拟环境无法满足所有土壤微生物的生长

需求。本研究中采用的牛肉膏蛋白胨培养基营

养比较丰富，与土壤真实的营养环境差异相当

大，导致很多寡营养型的微生物无法生长[31‒32]，

而土壤环境中的绝大部分微生物可能处于“寡
营养”状态。例如，高通量测序土壤细菌发现氨

氧化细菌的丰度仅不足 0.01%[33]，一般认为氨

氧化微生物严格化能无机自养，需要特殊培养

基才能定向富集。事实上，高通量测序可培养

细菌 DNA 未发现任何氨氧化菌相关 16S rRNA
基因序列。同时，富营养条件下微生物快速生

长，并可能产生大量自身难以调节的过氧化物、

超氧化物和羟基自由基等“活性氧物质”，破坏

细胞内膜结构，甚至出现底物加速死亡现象，

降低土壤微生物的可培养性[34‒35]。 
传统的稀释平板计数通常采用 10‒3、10‒4

和 10‒5 稀释梯度进行计数，但不同稀释梯度下

固体培养基富集所得可培养细菌是否一致，尚

未有相关报道。据此，我们采用 5 个稀释梯度，

相当于土壤接种量相差 10 000 倍(10、1、0.1、
0.01、0.001 mg)。结果表明，10‒2‒10‒5 稀释梯

度间可培养细菌并无明显的差别，而 10‒1 梯度

富 集 得 到 的 可 培 养 细 菌 与 其 他 稀 释 梯 度

(10‒2‒10‒5)具有明显的差异。这极可能是土壤悬

液从 10‒1 梯度稀释至 10‒2 梯度时便导致相当一

部分微生物被遗漏，而保留下来的微生物具有

较强的生存优势，能够在连续稀释(10‒2‒10‒5)
的情况下继续生长。尽管在进一步的稀释过程

中有少量的细菌类群遗漏或增加，但可培养细

菌群落的整体结构和多样性没有发生明显的变

化。这也从侧面表明土壤中蕴藏着海量的微生

物多样性[36]，即便接种量仅为 0.001 mg 土壤，

其在固体培养基富集所得细菌类群与 1 mg 土

壤基本一致。 
尽管“99%难培养”已成为近年来微生物学

领域的主流观点[37‒39]，但这一概念却未有可信

的实验证据，而我们的整合分析 [8]则表明这一

概念起源于“平板计数异常”。例如，1934 年

Gray[40]通过对草地土壤和农田土壤进行显微计

数和平板计数，得出平板上形成的菌落数量仅

为显微计数结果的 0.09%‒0.74%。微生物 16S 
rRNA 基因作为分类依据的理论突破和高通量

测序计数的快速发展，则为解决这一难题提供

了重要契机。因此，结合富集培养和高通量测

序技术能够为定量评估可培养微生物的比例提

供重要依据。我们的研究结果表明在属水平下，

土壤中可培养细菌的物种比例为 7.4%‒30.9%，

可培养细菌群落多样性(Chao 1 指数)仅为原位

土壤的 2%‒14%。 
值得注意的是，传统可培养方法极大低估

了环境对土壤细菌群落的塑造影响，未能全面

反映不同土地利用方式对细菌群落结构的影响

规律。例如，两两比较不同土地利用方式下土

壤细菌群落，发现稀释平板法检测到的显著增

加和减少的物种数量仅为高通量测序原位土壤

结果的 9.7%和 22.9% (图 4B)。特别是针对 4 种

土壤整体开展 LEfSe 分析，发现 4 种原位土壤
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中存在 33 个属的显著差异物种(图 4A)，而固体

培养基上未检测到存在显著差异物种(图 4D)。无

论次生林土壤、健康蕉园土、发病蕉园土和水稻

土，可培养优势细菌类群均为 Proteobacteria、
Firmicutes、Actinobacteria，这些菌群在原位土

壤细菌中也属于优势微生物门，与以往的一些

研究报道基本一致[41‒43]。进一步在属水平的系

统发育分类表明，土壤中的可培养优势菌属主

要为 Pseudomonas 和 Bacillus，且 Pseudomonas
在土壤中的富集率远高于其他微生物，这些微生

物生理功能多样，能够较好适应各种环境，可能

是其广泛存在于各种环境的主要原因[44‒46]。然

而，16S rRNA 基因的系统分类也存在一定的偏

差，如 Vibrio、Pseudomonas 等[47]，这也可能是

Pseudomonas 的丰度远高于其他微生物类群的

原因之一。尽管通过可培养方法研究土地利用

方式变化对细菌群落组成时遗漏了大多数显著

差异物种，但可培养方法与免培养方法发现了

一些共同的差异物种，包括 Bacillaceae 、

Micrococcaceae、Microbacterium、Comamonadaceae
和 Burkholderiales。这些显著差异物种在次生

林土、蕉园土和水稻土的土地利用方式变化中

极可能发挥了重要作用。虽然高通量测序较为

全面地反映了土壤细菌群落结构和多样性，但

其无法反映微生物生理功能，未来应针对生理

类群多样的微生物开展更多研究，结合富集分

离、分类鉴定、生理表型和系统发育等相关研

究，深入发掘复杂环境中的微生物资源。 

4  结论 
(1) 结合稀释平板法和 16S rRNA 基因高通

量测序技术发现，4 种土壤中可培养细菌比例

分别为：16.1%‒47.7% (门水平)、7.4%‒30.9% 
(属水平)。可培养细菌群落多样性远低于原位土

壤，群落结构呈明显差异。 

(2) 10‒1 稀释梯度下可培养细菌比例及多样

性明显高于 10‒2‒10‒5 稀释梯度，而 10‒2‒10‒5 稀

释梯度间没有明显差别，表明传统稀释平板计

数过程中，遗漏了相当数量的微生物类群。 
(3) 4 种 土 壤 中 可 培 养 细 菌 主 要 包 括

Pseudomonas 、 Bacillus 、 Micrococcaceae 和

Flavobacterium 等。 
(4) 次生林转变为蕉园和稻田后显著增加

的细菌类群有 18‒87 个属，显著减少的有  
42‒69 个属，稀释平板法获得的显著增加和减

少的物种数量仅为高通量测序原位土壤结果

的 9.7%和 22.9%。可培养方法与免培养方法均发

现 Micrococcaceae 和 Microbacterium 属在土地利

用方式变化过程中显著降低，而 Bacillaceae、
Comamonadaceae 和 Burkholderiales 属的变化

规律则相反。 
(5) 未来应将分子生态学技术与富集分离

培养技术更紧密地结合起来，明确微生物生态适

应规律并更好地实现微生物功能的定向调控。 
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