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摘  要：【背景】新疆由于环境特殊，人为干扰较少，拥有巨大的微生物资源宝库，但是目前通

过传统培养方法如降低培养基营养成分、添加选择性抑制剂或生长因子等，能分离到的微生物不

到总量的 0.1%−1.0%，大部分微生物资源无法被我们所用。【目的】筛选一种对新疆典型生境土

壤微生物分离培养较好的最适碳源-氨基酸复配培养基，为新疆典型生境土壤微生物资源的挖掘奠

定基础。【方法】采用基础培养基(g/L) [(NH4)2SO4 1.0，CaCl2 2.0，K2HPO4 1.0，MgSO4·7H2O 1.0，
NaCl 1.0，琼脂 16.0，蒸馏水 1 000 mL，制霉菌素 0.01 和放线菌酮 0.025]加入脯氨酸，再分别添

加海藻糖、3-吗啉丙磺酸、丙烯酰胺和乙二胺四乙酸等 4 种不同的碳源，结合稀释涂布平板法选

出最适碳源；采用基础培养基加入海藻糖，再分别添加脯氨酸、精氨酸和谷氨酸等 20 种氨基酸，

结合稀释涂布平板法选出最适氨基酸；以海藻糖-脯氨酸(trehalose-proline, TP)培养基为对照，在基

础培养基中添加最适碳源和最适氨基酸进行复配，对新疆 3 种典型生境戈壁土、柽柳根际土和沙

土中的微生物进行分离培养，结合稀释涂布平板法和 16S rRNA 基因测序和序列比对分析比较数量

和种类的差异；并结合扩增子测序技术，将其与利用可培养技术分离的菌株进行比较，从而分析

最适复配培养基对新疆典型生境土壤微生物分离培养的影响。【结果】海藻糖和甲硫氨酸是分离

新疆典型生境土壤微生物的最适碳源和最适氨基酸；扩增子测序共检测到 1 031 个属中有 11 个在可

培养过程中成功分离，其中有 6 个属只通过海藻糖-甲硫氨酸(trehalose-methionine, TM)培养基分离

得到；用 TM 培养基对新疆典型生境土壤微生物进行分离培养，共分离得到 130 株菌，是 TP 培养
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基分离菌株数的 1.76 倍；其分属于 3 门 5 纲 10 目 12 科 20 属 43 种，共获得了 44 株潜在新物种。

【结论】TM 培养基是一种较好的分离新疆典型生境土壤微生物的培养基，为新疆特殊生境微生物

资源的挖掘奠定了基础。 
关键词：最适碳源；最适氨基酸；分离培养 
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Abstract: [Background] Xinjiang is a tremendous treasure house of microbial resources due to 
its special environment and less humanity interference. Nevertheless, at present, less than 
0.1%–1.0% of the total microorganisms can be isolated by conventional culture methods such as 
reducing the nutrient content and adding selective inhibitors or growth factors. As a result, the 
majority of the microbial resources cannot be used. [Objective] To screen an optimal carbon 
source-amino acid compound medium for the isolation and culture of soil microorganism from 
typical habitats in Xinjiang and lay a foundation for mining soil microbial resources from 
typical habitats of Xinjiang. [Methods] We used the basic medium (g/L) [(NH4)2SO4 1.0, CaCl2 
2.0, K2HPO4 1.0, MgSO4·7H2O 1.0, NaCl 1.0, agar 16.0, distilled water 1 000 mL, nystatin 
0.01, and cycloheximide 0.025], and added proline and then added respectively four different 
carbon sources (such as trehalose, 3-morpholinopropanesulfoinc acid, acrylamide and ethylene 
diamine tetraacetic acid) to select the optimal carbon source by using the dilution-plate coating 
approach. We added trehalose and then added respectively twenty amino acids such as proline, 
arginine, and glutamic acid to the basic medium, and selected the optimal amino acid by using 
the dilution-plate coating method. With the trehalose-proline (TP) medium as the control, the 
best culture medium was prepared with the optimal carbon source, the optimal amino acid, and 
the basic medium. The compound medium was then used to isolate microorganism from Gobi 
soil, rhizosphere soil of Tamarix chinensis, and sand soil in Xinjiang. The differences in the 
number and species were analyzed by the dilution-plate coating method, 16S rRNA gene 
sequencing, and sequence comparison. Amplicon sequencing results were compared with the 
strains isolated by the culture method, on the basis of which the effect of the optimal compound 
medium on the isolation and culture of soil microorganism from typical habitats in Xinjiang was 
assessed. [Results] Trehalose and methionine were the optimal carbon source and amino acid, 
respectively, for the isolation of soil microorganism from typical habitats in Xinjiang. Amplicon 
sequencing detected that 11 of the 1 031 genera were successfully isolated during the culture 
process, of which 6 genera were isolated only by the trehalose-methionine (TM) medium. The 
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TM medium was then used to isolate soil microorganism from typical habitats in Xinjiang. A 
total of 130 strains were isolated, which was 1.76 times the number of strains isolated by the 
trehalose-proline medium. The isolates belonged to 43 species, 20 genera, 12 families, 10 orders, 
5 classes of 3 phyla, and a total of 44 strains of potential novel species were obtained. 
[Conclusion] The TM medium is conducive to the isolation of soil microorganism from typical 
habitats in Xinjiang, which lays a foundation for the mining of microbial resources from special 
habitats in Xinjiang. 
Keywords: optimal carbon source; optimal amino acid; isolation and culture 
 

极端微生物的研究一直处于微生物学的前

沿，为我们理解生命及其极限开辟了未被探索

的领域[1]。我国新疆地处亚欧大陆中心，受四

周高山影响，海洋湿气难以到达，因此具有显

著的温带大陆性气候特征。气温变化大，日照

时间长，降水量少，逐渐形成了戈壁、荒漠等

极端干旱生态环境[2]，在这些极端生境中，仍

存在可以生长的微生物即极端微生物[3]，其种

类繁多、生理生化作用复杂，在生态系统中起

着重要作用[4]。然而，极端微生物通常无法在

标准的实验室条件下生长。目前，我们主要依

靠传统分离培养方法获得的菌株仅仅约占微生

物物种总量的 0.1%−1.0%[5]。因此，新的培养

方法对于培养微生物暗物质[6]中仍未被培养的

部分至关重要。 
对此问题，国内外开展了较多改进微生物培

养方法、开发新型培养技术方面的研究工作[7]。改

进微生物培养方法，如采用寡营养培养、延长

培养时间和梯度稀释等方法对微生物的分离都

取得了成效，马欣等[8]通过寡营养培养、富集培

养和梯度稀释等方法，从青藏高原地区尕斯库

勒盐湖中分离到的微生物，除可培养的巴纽尔斯

菌门(Balneolota)、假单胞菌门(Pseudomonadota)
和放线菌门(Actinomycetota)等，也可培养出难

以培养的矿生菌属 (Fodinibius)和盐杆形菌属

(Halohasta)。培养基的设计可以增加不同微生

物的数量，包括改变培养基成分、添加特定的

化学物质和促进剂，以及改变胶凝剂等[9]。为

了有效地培养特定环境中的微生物，首先必须

解决其生理和代谢需求[10]，而培养基中的基本

成分碳源和氮源等就是影响微生物生理和代

谢需求的主要因素。碳源如牛肉膏、蛋白胨和

葡萄糖[11]等已被广泛应用于微生物的分离培养

基中。然而，使用这些碳源时，常见微生物的

分离率往往较高。因此，探索最适宜的碳源对

于微生物的分离至关重要。彭云霞等[12]采用 5 g/L
的海藻糖、0.1%的 3-吗啉丙磺酸(3-morpholine 
propane sulfoinc acid, MOPS)、0.2%的丙烯酰胺

(acrylamide, AM)和 0.2%乙二胺四乙酸(ethylene 
diamine tetraacetic acid, EDTA)，稀有放线菌的

出菌率超过 50%。陈正军等[13]采用海藻糖、棉

籽糖、木聚糖、壳聚糖为碳源的不同培养基分

离放线菌，其研究结果表明海藻糖、甘露醇是

分离高盐环境放线菌的最佳碳源。氮源如牛肉

膏、酵母膏、尿素等[10]都是常用氮源，再使用

这些氮源，常见微生物的出菌率也会很大。陈

正军等[13]采用肌酸、天冬氨酸和谷氨酸等作为

氮源对新疆硝尔库勒盐湖的放线菌进行分离，

其研究结果表明肌酸作为氮源的培养基分离效

果最好，能分离到 10 个属 16 个不同种的放线菌，

这表明氨基酸在微生物的分离中也具有重要的

作用。 
近年来，随着原位培养(主要包括扩散室

法、分离芯片法、Trap 技术、Isolation-Tip 技术

和胶囊包埋技术)、微流控培养技术和基于细胞

分选的培养技术等新型培养技术的不断发展，

以及高通量测序技术的快速发展，分离了许多

难以培养的微生物以及新物种[14]。然而，新型

方法尚不能大规模推广，并且目前国内外对其

关键营养元素、复苏过程和机理、微生物相互
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作用机理等方面的研究还非常缺乏。因此，熊

盈盈等 [14]认为可以采取传统培养法+新型培养

法、培养法+多组学技术等方法的结合去分离难

培养微生物。培养组学[1]是一种通过同时使用

多种培养基将下一代测序与高通量培养相结合

的新方法，其目的是鉴定给定样品中最能促进

不同微生物生长的不同成分。该策略利用了上

述培养改进以及高通量方法来检索大量的微生

物菌落。培养组学是以恢复稀有和/或新的微生

物谱系为目标而出现的，基于培养组学的方法，

人们可以从各种极端环境中对极端微生物进行

分离培养[15]。目前，培养组学[16]主要应用于培

养和鉴定人类肠道微生物，未来可将该技术应

用于环境微生物的分离培养。 
本研究以新疆典型生境土壤为研究对象，

对 4 种碳源与 20 种氨基酸，结合稀释涂布平板

法进行最适碳源和氨基酸的筛选，并进行复配。

用最适复配培养基对新疆典型生境土壤样品中

的微生物进行分离培养，结合稀释涂布平板法

和 16S rRNA 基因测序比较数量和种类差异，

挖掘可培养微生物资源；并结合扩增子测序技

术，与利用可培养技术分离的菌株进行比较，

从而分析最适复配培养基对新疆典型生境土壤

微生物分离培养的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

于 2023 年 5 月从我国新疆维吾尔自治区库

尔勒市使用随机抽样方法随机采集沙土(柽柳

沙堆，84°39′E，41°62′N，海拔 850.9 m)、柽柳

根际土(柽柳，84°94′E，41°68′N，海拔 846.3 m)
和戈壁土(无植被，84°94′E，41°68′N，海拔 846.3 m) 
3 种土壤样品。采集沙土和戈壁土时，先用无

菌铲将表层土壤挖去，从 0−20 cm 的深度采集

0.5 kg 的土，取 3 个点(相距 1 m)的样品合并作

为一个单一样品。采集根际土时使用无菌铲去

除地表植被，从 0−20 cm 的深度采集 0.5 kg 的

土，取 3 个点(相距 1 m)的样品合并作为一个单

一样品。过 2 mm (10 目)筛网，将其各分为     
2 个子样品，一份置于 4 ℃保存，用于测定土

壤基本理化特质，其结果如表 1 所示；另外一

份样品置于−20 ℃保存，用于培养基的筛选及

微生物的分离等后续实验。 
1.2  主要试剂和仪器 

海藻糖、MOPS，上海源叶生物科技有限公

司；脯氨酸(proline, Pro)、放线菌酮(cycloheximide,  
 
表 1  新疆 3 种典型生境土壤基本理化性质 
Table 1  Basic physical and chemical properties of soil from three typical habitats in Xinjiang 
指标 Index 样品来源 Sample source 

沙土 
Sand soil 

柽柳根际土 
Rhizosphere soil of Tamarix chinensis 

戈壁土 
Gobi soil 

pH 8.44 8.70 8.13 
全磷 Total phosphorus (g/kg) 0.56 0.48 0.50 
总无机磷 Total inorganic phosphorus (g/kg) 0.42 0.44 0.38 
总有机磷 Total organic phosphorus (g/kg) 0.02 0.04 0.01 
全氮 Total nitrogen (g/kg) 0.16 0.32 0.25 
总有机碳 Total organic carbon (g/kg) 3.44 4.47 3.61 
全钾 Total potassium (g/kg) 17.33 16.68 17.91 
铵态氮 Ammonium nitrogen (mg/kg) 3.64 2.35 0.90 
硝态氮 Nitrate nitrogen (mg/kg) 37.57 27.54 38.95 
水溶性有机碳 Dissolved organic carbon (mg/kg) 479.77 67.30 27.25 
水溶性有机氮 Dissolved organic nitrogen (mg/kg) 15.06 8.05 15.03 
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CHX)，北京博奥拓达科技有限公司；AM，上

海麦克林生化科技股份有限公司；甲硫氨酸

(methionine, Met)、苏氨酸(threonine, Thr)和制霉

菌素(nystatin)，北京酷来搏科技有限公司；EDTA
和精氨酸(arginine, Arg)，北京索莱宝科技有限

公司；谷氨酸(glutamic acid, Glu)，天津市风船

化学试剂科技有限公司；Taq DNA 聚合酶，北

京全式金生物技术股份有限公司；引物 27F 和

1492R，北京擎科生物科技股份有限公司西安分

公司；环境 DNA 提取试剂盒，Omega 公司；Q5® 
High-Fidelity DNA Polymerase，NEB 公司；凝胶

回收试剂盒，Axygen 公司。 
高速冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司；电泳仪，北京六一生物科技有限

公司；PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限公司；

凝胶成像分析系统，伯乐生命医学产品(上海)
有限公司； Illumina NovaSeq PE250 平台，

Illumina 公司。 
1.3  培养基 

(1) 胰蛋白胨大豆琼脂(tryptose soy agar, 
TSA)培养基[17]，加入 10 mg/mL 的制霉菌素，

用于微生物菌落计数；(2) 基础培养基(g/L)：
(NH4)2SO4 1.0 ， CaCl2 2.0 ， K2HPO4 1.0 ，

MgSO4·7H2O 1.0，NaCl 1.0，琼脂 16.0，蒸馏水

1 000 mL，pH 7.2，加入 0.01 的制霉菌素和 0.025
的放线菌酮；(3) 碳源筛选培养基：在基础培养

基中加入脯氨酸 1.0 g/L，分别添加 5.0 g/L 的海

藻糖、MOPS、AM、EDTA，用于最适碳源的

筛选；(4) 氨基酸筛选培养基：在基础培养基中

加入海藻糖 5.0 g/L，分别添加 1.0 g/L 的 Pro、
Arg 和 Glu 等 20 种氨基酸，用于最适氨基酸的筛

选；(5) 最适复配培养基：在基础培养基中添加

5.0 g/L 的最适碳源和 1.0 g/L 的最适氨基酸，用于

新疆典型生境土壤微生物的分离；(6) 溶菌肉汤培

养基(LB 培养基)[18]，用于微生物的分离纯化。 
1.4  新疆典型生境土壤微生物菌落数

的测定 
参照李顺鹏[19]的方法，对新疆 3 种典型生

境的土壤菌悬液以 10−1−10−6 梯度进行稀释涂

布，每个稀释度涂 3 个平板，将涂布好的平板

倒置于 37 ℃培养 2 d，取出平板计算每个培养

皿中的菌落数、同一稀释度的 3 次重复的平均

数，并按照以下公式计算每克土样中的菌落形

成单位。每克土样中菌落形成单位(CFU)=同一

稀释度 3 次重复的平均数×10 稀释倍数×10。 
1.5  最适碳源-氨基酸复配培养基的筛选

及对新疆典型生境土壤微生物的分离培养 
参照李顺鹏[19]的方法，在基础培养基中加

入脯氨酸，分别添加海藻糖、EDTA、AM、MOPS
为碳源进行最适碳源的筛选；在基础培养基中

加入海藻糖，分别添加 Pro、Arg 和 Glu 等 20 种

氨基酸进行最适氨基酸的筛选，对新疆 3 种典

型生境土壤进行稀释涂布，每个稀释度涂 3 个

平板，将涂布好的平板倒置于 28 ℃培养 3−4 d，
取出平板计算每个培养皿中的菌落数、同一稀

释度的 3 次重复的平均数。采用最适碳源-氨基

酸复配培养基对新疆典型生境中的土壤微生物

进行分离培养，对新疆 3 种典型生境土壤进行

稀释涂布，每个稀释度涂 3 个平板，将涂布好的

平板倒置于 28 ℃培养 7−10 d，通过对微生物的

形态及生长特点的对比，去除菌落特征类似的

菌株，并将所分离的微生物接种于 LB 固体培养

基上，37 ℃培养 1−2 d，平板划线 2−3 次对分离

菌株进行单菌落纯化培养。 
1.6  微生物种类的鉴定 

参照张哲瑄[20]提取 DNA 的方法提取分离

菌株的 DNA，采用细菌通用引物 27F (5′-AGA 
GTTTGATCCTGGCTC-3′)和 1492R (5′-CGGCT 
ACCTTGTTACGACTT-3′) 对 纯 化 菌 株 的 16S 
rRNA 基因进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(20 μL)：
模板 DNA 2 μL，10×EasyTaq Buffer 2 μL，二

甲基亚砜 (纯度≥99.5%) 2 μL，引物混合液

(27F 和 1492R 浓度均为 10 μmol/L) 2 μL，dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1.5 μL，Taq DNA 聚合酶(5 U/µL) 
0.2 μL，ddH2O 10.3 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
4 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，
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35 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。用 1%琼

脂糖凝胶检测 PCR 产物的质量，将清晰且单

一的 1 500 bp 目标条带的 PCR 扩增产物送往

生工生物工程 (上海 )股份有限公司西安分公

司测序，将测序结果序列采用 SeqMan Pro 
v7.1.0 软件进行拼接，用 EzBioCloud 数据库

(https://www.ezbiocloud.net/) 进 行 相 似 度 比

对，根据相似性比对结果判断出微生物的种属

关系。 
1.7  土壤 DNA 的提取及扩增子测序 

参照杨果等[21]的方法对新疆典型生境土壤

DNA 进行提取及扩增子测序。 
1.8  新疆典型生境土壤微生物群落组

成分析 
参照刘忆思等[22]的方法对扩增子测序数据

进行生物信息学分析，结合扩增子测序技术和

可培养技术对新疆典型生境土壤微生物群落组

成进行分析，从而分析最适复配培养基对新疆

典型生境土壤微生物分离培养的影响。 

2  结果与分析 
2.1  新疆典型生境土壤微生物菌落数

的测定及其最适稀释梯度 
为了确定新疆典型生境土壤的最适稀释梯

度，便于后续培养基的筛选，本研究采用稀释

涂布平板法测定了菌落数，结果如表 2 所示。 
在 10−1 下观察到沙土和根际土的菌落数均

超过 300 CFU，戈壁土的菌落数为 157 CFU。在

10−2 下观察到沙土的菌落数为 129 CFU，根际土

的菌落数为 33 CFU，戈壁土的菌落数极少。通

过统计，沙土中菌落数为 1.29×105 CFU/g，根际

土中菌落数为 3.3×104 CFU/g，戈壁土中菌落数

为 1.57×104 CFU/g，每克沙土微生物的菌落数>
每克柽柳根际土微生物的菌落数>每克戈壁土

微生物的菌落数。其中沙土和柽柳根际土在

10−2 稀释梯度下获得的菌落数在 30−300 内，戈

壁土在 10−1稀释梯度下获得的菌落数在 30−300
内，便于计数统计。 

表 2  新疆 3 种典型生境土壤菌落计数表 
Table 2  Soil colony count table from three typical 
habitats in Xinjiang 
样品来源 
Sample 
source 

稀释度 
Dilutability 

每皿菌落数 
Number of 
colonies per dish 
(CFU) 

平均菌落数 
Average 
colony count 
(CFU) 

沙土 
Sand soil 

10−2 164 102 122 129±31 
10−3 2 8 5 5±3 
10−4 0 1 0 − 
10−5 1 0 1 − 
10−6 0 1 0 − 

柽柳根际土 
Rhizosphere 
soil of 
Tamarix 
chinensis 

10−2 22 14 63 33±26 
10−3 2 0 0 − 
10−4 0 0 1 − 
10−5 2 0 0 − 
10−6 0 1 1 − 

戈壁土 
Gobi soil 

10−1 143 168 160 157±12 
10−2 3 0 0 − 
10−3 0 0 0 − 
10−4 0 0 0 − 
10−5 0 0 0 − 
10−6 0 0 0 − 

−：无法计算平均值。 
−: The average cannot be calculated.  
 
2.2  最适碳源的筛选结果 

为了探究海藻糖、EDTA、AM、MOPS 对

新疆典型生境土壤微生物分离的影响，确定最

适碳源，本研究采用稀释涂布平板法对 4 种不

同的碳源进行筛选，3 次重复后的菌落数结果

如图 1 所示。采用海藻糖作为碳源时，获得的

总菌落数最多，共获得了 481 CFU，其中沙土

获得的菌落数最多为 257 CFU。采用 MOPS 作

为碳源时，共获得了 254 CFU，沙土获得的菌

落数最多为 119 CFU。采用 AM 作为碳源时，

共获得了 94 CFU，沙土获得的菌落数最多为

49 CFU。采用以上 3 种碳源时，获得菌落数均

为沙土>柽柳根际土>戈壁土；采用 EDTA 作为

碳源时，获得的总菌落数最少，共获得了 64 CFU。

结果表明采用海藻糖作为碳源时，获得的总菌

落数最多。 
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图 1  四种碳源的筛选结果   A：海藻糖；B：

3-吗啉丙磺酸；C：丙烯酰胺；D：乙二胺四乙酸。 
Figure 1  Screening results of four carbon sources. 
A: Trehalose; B: 3-morpholine propane sulfoinc 
acid (MOPS); C: Acrylamide (AM); D: Ethylene 
diamine tetraacetic acid (EDTA).  
 

对沙土-柽柳根际土、沙土-戈壁土和柽柳根

际土-戈壁土进行多重 t 检验。如图 2A 所示，

沙土-柽柳根际土存在显著差异的碳源为海藻糖

和 EDTA；如图 2B 所示，沙土-戈壁土存在显著

差异的碳源为海藻糖、AM 和 EDTA；如图 2C
所示，柽柳根际土-戈壁土存在显著差异的碳源

为海藻糖、MOPS、AM 和 EDTA；结果表明在

3 种典型生境中均存在显著差异的碳源为海藻

糖和 EDTA。以海藻糖为碳源的培养基对新疆

典型生境分离微生物有显著性的差异，并且出

菌数最高，表明海藻糖是分离新疆典型生境土

壤微生物的最适碳源。 
2.3  最适氨基酸的筛选结果 

为了探究 20 种氨基酸对新疆典型生境土

壤微生物分离的影响，确定最适氨基酸，本研

究采用稀释涂布平板法对 20 种氨基酸进行初

次筛选，3 次重复后的菌落数结果如图 3 所示。 
沙土在添加脯氨酸(Pro)、赖氨酸(lysine, Lys)、

精氨酸(arginine, Arg)、谷氨酸(glutamic acid, Glu)、
苏氨酸(threonine, Thr)、苯丙氨酸(phenylalanine, 
Phe)、天冬酰胺(asparagine, Asn)、亮氨酸(leucine, 
Leu)和丙氨酸(alanine, Ala)时，平板上得到的菌落

数均为 300 CFU 以上，占比分别为 8.95%、

6.45%、9.22%、6.22%、7.37%、6.47%、6.26%、

6.18%和 6.38%，其中添加精氨酸(Arg)时沙土出

菌数最高，为 473 CFU，占比为 9.22%。柽柳

根际土在添加脯氨酸(Pro)、精氨酸(Arg)、谷氨

酸(Glu)、苏氨酸(Thr)、天冬酰胺(Asn)、谷氨酰

胺(Gln)、丙氨酸(Ala)和甲硫氨酸(Met)时，平板

上得到的菌落数均为 300 CFU 以上，占比分别

为 7.41%、8.43%、9.58%、9.50%、6.49%、6.25%、 
 

 
 
图 2  四种碳源的多重 t 检验结果火山图   A：沙土-柽柳根际土；B：沙土-戈壁土；C：柽柳根际土-戈
壁土。a：海藻糖；b：3-吗啉丙磺酸；c：丙烯酰胺；d：乙二胺四乙酸。 
Figure 2  Volcanic map of multiple t-test results of four carbon sources. A: Sand soil-rhizosphere soil of 
Tamarix chinensis; B: Sand soil-Gobi soil; C: Rhizosphere soil of Tamarix chinensis-Gobi soil. a: Trehalose; 
b: 3-morpholine propane sulfoinc acid (MOPS); c: Acrylamide (AM); d: Ethylene diamine tetraacetic acid 
(EDTA).  
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图 3  二十种氨基酸的初筛结果   A：脯氨酸；B：酪氨酸；C：赖氨酸；D：组氨酸；E：精氨酸；F：
天冬氨酸；G：谷氨酸；H：苏氨酸；I：半胱氨酸；J：色氨酸；K：苯丙氨酸；L：天冬酰胺；M：谷

氨酰胺；N：亮氨酸；O：丝氨酸；P：丙氨酸；Q：缬氨酸；R：甲硫氨酸；S：甘氨酸；T：异亮氨酸。 
Figure 3  Preliminary screening results of 20 amino acids. A: Proline (Pro); B: Tyrosine (Tyr); C: Lysine 
(Lys); D: Histidine (His); E: Arginine (Arg); F: Aspartic acid (Asp); G: Glutamic acid (Glu); H: Threonine 
(Thr); I: Cysteine (Cys); J: Tryptophan (Trp); K: Phenylalanine (Phe); L: Asparagine (Asn); M: Glutamine 
(Gln); N: Leucine (Leu); O: Serine (Ser); P: Alanine (Ala); Q: Valine (Val); R: Methionine (Met); S: Glycine 
(Gly); T: isoleucine (Ile). 
 
6.81%和 6.23%，其中添加谷氨酸(Glu)时柽柳根

际土出菌数最高，为 478 CFU，占比为 9.58%。

戈壁土在添加脯氨酸(Pro)、精氨酸(Arg)、天冬

氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、苯丙氨酸(Phe)、天冬

酰胺(Asn)、亮氨酸(Leu)、丙氨酸(Ala)、缬氨酸

(valine, Val)和甲硫氨酸(Met)时，平板上得到的

菌落数均为 200 CFU 以上，占比分别为 8.69%、

6.17%、5.25%、10.21%、6.68%、5.22%、6.59%、

6.73%、9.50%和 10.75%，其中在添加甲硫氨酸

(Met)时戈壁土出菌数最高，为 465 CFU，占比

为 10.75%。结果表明，添加精氨酸(Arg)、谷氨

酸(Glu)和甲硫氨酸(Met)时分别有利于分离新疆

沙土、柽柳根际土和戈壁土中的微生物。除此

之外，添加脯氨酸(Pro)和苏氨酸(Thr)时 3 种生

境获得的总菌落数也均超过了 1 000 CFU。综

上，初次筛选出了利于分离新疆典型生境土壤微

生物的 5 种氨基酸，脯氨酸(Pro)、精氨酸(Arg)、
谷氨酸(Glu)、苏氨酸(Thr)和甲硫氨酸(Met)。 

为了确定最适氨基酸，对脯氨酸(Pro)、精氨

酸(Arg)、谷氨酸(Glu)、苏氨酸(Thr)和甲硫氨酸

(Met)这 5 种氨基酸进行复筛，测定了新疆典型

生境土样在这 5 种培养基的平板上的菌落数，其

3 次重复后的菌落数结果如图 4 所示。在添加甲

硫氨酸(Met)时，获得的总菌落数最多，共获得了

990 CFU，戈壁土获得的菌落数最多为 457 CFU。

在添加脯氨酸(Pro)时，共获得了 830 CFU，戈

壁土获得的菌落数最多为 411 CFU。在添加精

氨酸(Arg)时，共获得了 808 CFU，戈壁土获得

的菌落数最多为 313 CFU。在添加谷氨酸(Glu)
时，共获得了 797 CFU，戈壁土获得的菌落数

最多为 396 CFU。在添加苏氨酸(Thr)时，获得

的总菌落数最少，共获得了 629 CFU，戈壁土

获得的菌落数最多为 320 CFU。结果表明添

加甲硫氨酸(Met)时，获得的总菌落数最多。 
对沙土-柽柳根际土、沙土-戈壁土和柽柳根

际土-戈壁土进行多重 t 检验。如图 5A 所示，

添加脯氨酸(Pro)、谷氨酸(Glu)、苏氨酸(Thr)、
精氨酸(Arg)和甲硫氨酸(Met)时均不存在显著

差异；如图 5B 所示，添加脯氨酸(Pro)、谷氨

酸(Glu)、苏氨酸(Thr)和甲硫氨酸(Met)时均存 
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图 4  五种氨基酸的复筛结果   A：脯氨酸；B：

谷氨酸；C：苏氨酸；D：精氨酸；E：甲硫氨酸。 
Figure 4  The rescreening results of five amino 
acids. A: Pro; B: Glu; C: Thr; D: Arg; E: Met. 
 
在显著差异；如图 5C 所示，添加脯氨酸(Pro)、
谷氨酸(Glu)、苏氨酸(Thr)和甲硫氨酸(Met)时均

存在显著差异；结果表明在 2 种典型生境中均

存在显著差异的氨基酸为脯氨酸(Pro)、谷氨酸

(Glu)、苏氨酸(Thr)和甲硫氨酸(Met)。综上，添

加甲硫氨酸(Met)的培养基对新疆典型生境柽

柳根际土和戈壁土分离微生物有显著性的差

异，并且出菌数最高，表明甲硫氨酸(Met)是分

离新疆典型生境土壤微生物的最适氨基酸。 

2.4  新疆典型生境土壤微生物群落组

成分析结果 
2.4.1  新疆典型生境土壤免培养微生物群

落结构 
对新疆典型生境土壤微生物进行物种注

释，共检测出 58 个门 161 个纲 298 个目 488 个

科 1 031 个属，如图 6 所示，其中丰度较高的前

10 个门的种类分别是变形菌门(Proteobacteria)、
放线菌门(Actinomycetota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、
出芽单胞菌门 (Gemmatimonadota) 、厚壁菌门

(Firmicutes)、TM7、绿弯菌门(Chloroflexota)、
蓝 细 菌 门 (Cyanobacteria) 、 浮 霉 状 菌 门

(Planctomycetota)、广古菌门(Euryarchaeota)，
丰度较高的前 10 个属的种类分别是尤泽比氏菌

属 (Euzebya) 、 Unclassified_Gemm_4 、 KSA1 、

Ectothiorhodospiraceae_Group 、 海 杆 菌 属

(Marinobacter)、盐单胞菌属(Halomonas)、解腈

杆菌属(Nitriliruptor)、Unclassified_MB_A2_108、
盐坑微菌属(Salinimicrobium)、Rhodothermaceae_ 
Group。其中沙土群落组成最为丰富(50 个门

131 个纲 226 个目 353 个科 623 个属)，柽柳根际

土(38 个门 102 个纲 181 个目 309 个科 584 个属)
和戈壁土(34 个门 86 个纲 159 个目 270 个科

509 个属)在各分类水平上逐渐减少。 
 

 
 
图 5  五种氨基酸的多重 t 检验结果火山图   A：沙土-柽柳根际土；B：沙土-戈壁土；C：柽柳根际土-戈壁

土。a：脯氨酸；b：谷氨酸；c：苏氨酸；d：精氨酸；e：甲硫氨酸。 
Figure 5  Volcanic map of multiple t-test results of five amino acids. A: Sand soil-rhizosphere soil of 
Tamarix chinensis; B: Sand soil-Gobi soil; C: Rhizosphere soil of Tamarix chinensis-Gobi soil. a: Pro; b: Glu; 
c: Thr; d: Arg; e: Met.  
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图 6  新疆典型生境土壤微生物门水平群落组成(A)及(B)属水平群落组成   A：相对丰度前 10 的门；

B：相对丰度前 10 的属。 
Figure 6  Soil microbial phylum level community composition (A) and genus level community composition (B) 
from typical habitats in Xinjiang. A: Top 10 phyla in relative abundance; B: Top 10 genera in relative abundance. 
 
2.4.2  新疆典型生境土壤可培养微生物群

落结构 
由 2.2 和 2.3 的结果表明最适复配培养基为

海藻糖 -甲硫氨酸 (trehalose-methionine, TM)培
养基。以海藻糖-脯氨酸(trehalose-proline, TP)培
养基[20]为对照，采用稀释涂布平板法用 TM 培养

基对新疆典型生境土壤中的微生物进行分离培

养，经 16S rRNA 基因测序和序列比对分析，共

得 204 株菌[相关数据已提交至国家微生物科学数

据 中 心 (https://nmdc.cn/resource/attachment/detail/ 
NMDCX0001765)，编号为 NMDCX0001765]和
核酸序列(存储在国家微生物科学数据中心编

号为 NMDCN0005UAR−NMDCN0005UH6)，分

属于 3 个门 5 个纲 11 个目 14 个科 25 个属，共

55 个种(表 3)。 
2.4.3  新疆典型生境土壤免培养与可培养

微生物群落多样性的异同 
本研究以新疆典型生境土壤微生物为研究

对象，通过免培养和可培养技术比较其微生物

群落组成差异(图 7)，结果表明采用可培养技术

得到的微生物在 5 个分类水平上的数量都要比

免培养技术的要少。 
经过扩增子测序的深入分析，Proteobacteria、

Actinomycetota、Bacteroidota、Gemmatimonadota、
Firmicutes 这 5 个菌门在样本中的丰度最高。

其中 Proteobacteria、Actinomycetota、Firmicutes
这 3 个菌门不仅在扩增子测序结果中显示出较

高的丰度，同时在可培养分离过程中也获得了

这 3 个优势菌门。此外，扩增子测序共检测到

1 031 个属中有 11 个在可培养过程中成功分离，

其中如图 8 所示，Bacillus、短芽孢杆菌属

(Brevibacillus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)
和链霉菌属(Streptomyces)这 4 个属在 TP 培养

基和 TM 培养基中都分离得到了，考克氏菌属

(Kocuria)只在 TP 培养基分离得到，芽殖球菌

属 (Blastococcus)、糖霉菌属 (Glycomyces)、 
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Halomonas、赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)、
硝酸盐还原菌属(Nitratireductor)和假单胞菌属

(Pseudomonas)这 6 个属只在 TM 培养基分离得

到。而产碱菌属(Alcaligenes)、嗜碱盐芽孢杆菌

属 (Alkalihalobacillus) 、 另 类 海 黄 杆 菌 属

(Alteripontixanthobacter)、固氮螺菌属(Azospirillum)、
Bacillus_g28、污泥螺菌属(Caenispirillum)、金黄

色杆菌属 (Croceibacterium)、泡状芽孢杆菌属

(Cytobacillus)、利齐菲尔德氏菌属(Litchfieldia)、
副芽孢杆菌属 (Metabacillus)、近芽孢杆菌属

(Peribacillus)、假碱芽孢杆菌属(Pseudalkalibacillus)、
嗜冷芽孢杆菌属(Psychrobacillus)、罗塞略莫拉氏

菌属(Rossellomorea)这 14 个属只通过可培养分

离得到，其中 Alteripontixanthobacter、Azospirillum、 
 

 
 
图 7  新疆典型生境免培养和可培养微生物不同分类水平数量比较 
Figure 7  Comparison of the number of different classification levels of uncultured and culturable microorganism 
from typical habitats in Xinjiang. 
 

 
 
图 8  新疆典型生境可培养微生物在 TP 和 TM 培养基的菌属分布 
Figure 8  The distribution of culturable microorganism in TP and TM media from typical habitats in 
Xinjiang. 
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Peribacillus 和 Rossellomorea 这 4 个属只通过

TP 培养基分离得到，Alcaligenes、Caenispirillum、

Cytobacillus 、 Pseudalkalibacillus 和

Psychrobacillus 这 5 个属只通过 TM 培养基分离

得到。结果表明，添加甲硫氨酸的 TM 培养基

比添加脯氨酸的 TP 培养基的分离效果好。 
新疆 3 种典型生境土壤免培养获得的微生

物群落和可培养获得的微生物群落在属水平上

存在结构差异，在戈壁土土样中，共检出 509 个

菌属，其中 4 个菌属已获得可培养的菌株，另

有 6 个属仅能通过可培养的方法获得。在柽柳

根际土样中，共检出 584 个菌属，其中 4 个菌

属已获得可培养的菌株，另有 6 个属仅能通过可

培养的方法获得。在沙土土样中，共检出 623 个

菌属，其中 7 个菌属已获得可培养的菌株，另

有 11 个属仅能通过可培养的方法获得。新疆  
3 种典型生境土壤之间可培养获得的微生物的

数量和群落结构差异如图 9 所示，戈壁土土样

共得 52 株菌，TM 培养基得 32 株菌，为 TP 培

养基的 1.60 倍；柽柳根际土土样共得 51 株菌，

TM 培养基得 35 株菌，为 TP 培养基的 2.19 倍；

沙土土样共得 101 株菌，TM 培养基得 63 株菌，为

TP 培养基的 1.66 倍。对 204 株菌进行鉴定，3 种典

型生境均分离获得了 Alkalihalobacillus、Bacillus、
Litchfieldia、Metabacillus 和 Paenibacillus 这 5 个

属，但其分离出来的微生物类群也有差异，沙土

土样分离得到 18 个菌属中有 10 个独特菌属，其

中 Alcaligenes、Caenispirillum、Nitratireductor、
Pseudomonas、Psychrobacillus 为 TM 培养基分

离，Alteripontixanthobacter、Azospirillum、

Brevibacillus、Croceibacterium、Rossellomorea
为 TP 培养基分离。柽柳根际土土样分离得到

10 个菌属中有 3 个独特菌属，其中 Glycomyces、
Lysinibacillus 为 TM 培养基分离，Peribacillus 为

TP 培养基分离。戈壁土土样分离得到 10 个菌属

中有 4 个独特菌属，其中 Bacillus_g28 在 TP 培

养基和 TM 培养基中都分离到了，Cytobacillus、
Halomonas、Pseudalkalibacillus 在 TM 培养基

分离到。结果表明，新疆 3 种典型生境土壤通

过免培养和可培养获得的微生物群落结构在属 
 

 
 
图 9  新疆典型生境土壤可培养微生物属水平群落结构(A)及属水平数目韦恩图(B) 
Figure 9  The community structure of soil culturable microorganism at genus level (A) and the number of 
genera at genus level (B) were isolated from typical habitats in Xinjiang.  
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水平上有较大差异，并且新疆沙土中可培养微

生物和独特菌属的数量最多，TM 培养基分离任

一生境中的菌株数都比 TP 培养基的多。 

3  讨论 
鉴于新疆典型生境中的土壤微生物是一类

具有巨大应用潜力的微生物资源库，而分离技

术长期以来一直是制约微生物资源开发和利用

的瓶颈，因此，探索新的思路和分离方法已成

为研究新疆典型生境土壤微生物资源的关键任

务之一。本研究对海藻糖等 4 种碳源进行筛选，

发现海藻糖是分离新疆典型生境土壤微生物的

最适碳源。与陈正军等[13]认为海藻糖是分离高

盐环境放线菌的最佳碳源的结果一致。这可能

是因为海藻糖是一种重要的抗逆物质，具有很

强的稳定性，可以在细胞表面形成一层特殊的

保护膜，有效地阻止生物活性物质变性和失活，

是生物体应对逆境的一种应激代谢物[23]。本研究

也对脯氨酸等 20 种氨基酸进行了筛选，发现甲

硫氨酸是分离新疆典型生境土壤微生物的最适

氨基酸。这可能是甲硫氨酸作为一种氨基酸，

既能为微生物的生长提供氮源，又能作为氧化

应激清除剂，保护微生物免受损伤[24]。 
采用 TM 培养基对新疆典型生境土壤中的

微生物进行分离培养，共分离到 130 株菌，而

TP 培养基只分离到 74 株菌；TM 培养基获得了

11 个独特菌属，而 TP 培养基只获得了 5 个独

特菌属；TM 培养基获得了 44 株潜在新物种，

而 TP 培养基只获得了 27 株潜在新物种。TM
培养基不仅获得的菌株数比 TP 培养基多，并且

其获得种属、独特菌属和潜在新物种的数量也

比 TP 培养基多。本研究结果表明，与脯氨酸相

比，甲硫氨酸更有利于新疆典型生境土壤微生物

的生长，与李春等[25]和 Campbell 等[26]的结果一

致。李春等 [25]发现在嗜热链球菌(Streptococcus 
thermophilus)中添加适量的甲硫氨酸，能延长菌

株的对数生长期促进菌株生长。Campbell 等[26]

发现在培养基中添加微量甲硫氨酸能清除胞内

氧化应激，减少细胞损伤。以上研究结果均表

明添加甲硫氨酸有利于微生物的生长。 
经过扩增子测序和可培养技术物种组成分

析，Proteobacteria、Actinomycetota 和 Bacteroidota
这 3 个菌门均显示出较高的丰度，与 Hussain[27]

的研究结果一致，但是通过可培养分离技术获

得的 5 个分类水平的微生物数量均低于免培养

扩增子测序检测得到的微生物数量，与文凤[28]

的研究结果一致。此外，扩增子测序共检测到

1 031 个属中有 11 个在可培养过程中成功分离，

Blastococcus 、 Glycomyces 、 Halomonas 、

Lysinibacillus、Nitratireductor 和 Pseudomonas
这 6 个属只通过 TM 培养基分离得到，比 TP
培养基数量多。虽然本研究采用的最适复配培

养基 TM 培养基培养策略能够有效分离新疆典

型生境土壤中的微生物，然而，为了更好地开

发利用可培养微生物资源，需要对其分离技术

进行进一步的研究与改进。 
新疆 3 种典型生境土壤样品免培养获得的

微生物群落和可培养获得的微生物群落在属水

平上存在结构差异，在戈壁土土样中，共检出

509 个菌属，其中 4 个菌属已获得可培养的菌

株，另有 6 个属仅能通过可培养的方法获得。

在柽柳根际土样中，共检出 584 个菌属，其中

4 个菌属已获得可培养的菌株，另有 6 个属仅

能通过可培养的方法获得。在沙土土样中，共

检出 623 个菌属，其中 7 个菌属已获得可培养

的菌株，另有 11 个属仅能通过可培养的方法获

得。新疆 3 种典型生境土壤样品之间可培养获

得的微生物的数量和群落结构也存在差异，在

数量上戈壁土土样共得 52 株菌，柽柳根际土土

样共得 51 株菌，沙土土样共得 101 株菌，沙土

中分离的可培养微生物最多。在荒漠这种干旱

生态系统中，降雨稀少、沙漠化严重、土壤养

分贫瘠是其主要特点[29]。虽然生活条件非常苛

刻，但是在世界各地的沙漠中，微生物数量和

种类都很多[30]。生存在极端恶劣的沙漠环境中

的微生物具备特殊的抗逆能力，是生物工程、
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生物医药等领域中重要的资源，其抗逆基因及

活性天然产物具有重要的研究价值[31-35]。3 种

生境分离出来的微生物类群也有差异 (数据

NMDCX0001765 存储在国家微生物科学数据中

心，链接为 https://nmdc.cn/resource/attachment/ 
detail/NMDCX0001765)，沙土土样分离得到 18 个

菌属，其中厚壁菌门(85.15%)是优势菌门，并

获得了 30 株潜在新物种和 2 株潜在新属，这与

刘阳[36]和 Neveu 等[37]的研究结果一致。戈壁土

土样分离得到 10 个菌属，其中厚壁菌门(96.15%)
是优势菌门，这与张振清等[38]的研究结果一致。

这可能是因为厚壁菌门主要由革兰氏阳性菌组

成，其被认为比革兰氏阴性细菌更能适应高水

位渗透势[39]。这是由于它们具有保守的生物学

特性，例如坚固的细胞壁、高效的渗透压调节

能力及孢子形成能力。柽柳根际土土样分离得

到 10 个菌属，其中厚壁菌门(58.82%)是优势菌

门，但是放线菌门(41.18%)占比比沙土和戈壁

土高，这与高欢欢等[40]的研究结果一致，这可

能是因为根际放线菌从植物和土壤中摄取必需

的养分与能量，并通过其生命活动释放嘌呤类

似物，以调控土壤健康和根系的生存环境[41]。

其与土壤和植物之间存在着显著的互惠互利关

系，在干旱和贫瘠的沙漠土壤中占据着至关重

要的地位[42]。 

4  结论 
本研究采用传统的稀释涂布平板法，通过

最适碳源与氨基酸的复配，改良了传统的微生

物分离方法，从新疆典型生境土壤中分离获得

了 204 株菌，分属于 3 个门 5 个纲 11 个目 14 个

科 25 个属，共 55 个种，其优势菌门为厚壁菌

门 (Firmicutes) ， 优 势 菌 纲 为 芽 孢 杆 菌 纲

(Bacilli)，优势菌目为芽孢杆菌目(Bacillales)，
优势菌科为芽孢杆菌科(Bacillaceae)，优势菌属

为 Metabacillus，其占比为 21.57%，其中有 71 株

菌最大相似度低于 98.65%为潜在新物种，2 株

菌最大相似度低于 95%为潜在新属。本研究从

新疆典型生境土壤中分离获得了丰富的微生物

资源及大量潜在新物种，对丰富微生物资源具

有重大意义。 
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