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摘要：【目的】以固氮菌为例，厘清“99%难培养”的概念，定量评价土壤中可培养固氮菌的比例。【方法】

直接提取土壤中所有微生物 DNA，同时，利用传统微生物富集技术获得固体和液体培养基第一代和第

二代菌体及其 DNA，高通量测序 nifH 和 16S rRNA 基因，通过系统发育分类方法，明确固氮菌富集物

的物种组成及可培养比例。【结果】文献分析表明，“99%难培养”并未有严格的定量实验证据，是“平板

计数异常”的同义词，即采用显微计数法的微生物数量远高于平板计数法。针对典型旱作潮土中的固氮

菌，微生物属水平的 nifH 基因分析发现，可培养固氮菌占比为(22.4±4.5)%–(28.4±6.3)%，而 16S rRNA
的结果为(31.6±3.4)%–(41.4±13)%。nifH 基因分析发现土壤中固氮菌共 67 属，其中 39 属可在固体和液

体培养形成菌落，但仅有 4 属得到显著富集，固体培养基富集了 Proteobacteria 门 Azotobacter 属，相对

丰度高达(98.2±0.94)%；而液体培养基极显著富集了 Firmicutes 门的 Paenibacillus 和 Clostridium 属，相

对丰度高达(76.7±3.9)%和(21.7±4.0)%。16S rRNA 基因分析发现，土壤中所有固氮菌共计 14 门、255 属，

其中 248 属可在固体和液体培养基形成菌落被培养，但高达 6 门、226 属尚未获得纯菌株或固氮生理报

道，并且固体培养基仅显著富集了 Proteobacteria 门 6 个属；液体培养基则富集了 Firmicutes 门 5 个属。

【结论】“99%难培养”是“平板计数异常”的同义词。nifH 基因发现土壤中 58.2%固氮菌属可培养；而 16S 
rRNA 基因则发现高达 97.3%固氮菌属可在培养基上形成菌落，但其中 91.1%的固氮菌尚未获得纯菌株

或固氮生理报道。同时，绝大部分固氮菌为数量占弱势的稀有属，69.5%的 nifH 基因属丰度<0.1%；而

78.5%的 16S rRNA 基因属丰度<0.1%，导致传统富集培养传代过程中，定向富集了常见的 Proteobacteria
和 Firmicutes 门的固氮菌，遗漏了绝大部分已形成菌落但尚未被分离纯化的固氮菌属。“不可培养”微生

物的表述并不合理，未来亟需创新培养策略，定向分离传统培养基上被遗漏的微生物，获得更多“难培

养”或“尚未培养”微生物。 
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过去 30 年来，微生物学领域最为引人关注的

论述常被认为是“绝大多数微生物尚未培养”，或

具有一定主观色彩的“99%难培养”。这一论述缺乏

严格的实验证据，却被学术界广泛认可，其主要

归功于 Carl Woese 基于核糖体 16S rRNA 基因的

系统发育进化理论及其分类意义[1–2]，换言之，提

取土壤中所有微生物的基因组 DNA，测序 16S 

rRNA 基因并开展系统发育同源性分析，通常会发

现大量的序列与已知纯培养菌株的 16S rRNA 亲

缘关系较远，被认为代表了尚未培养的微生物，

或难培养微生物[3–4]，甚至被称为微生物暗物质[5]，

具有潜在巨大的理论与应用价值，因此，复杂环

境如土壤、海洋、人体、动物和植物微生物组的

多样性与功能研究，成为过去 30 年来微生物学的

热点和前沿[6–7]。 

然而，“99%难培养”本身即为悖论，简言之，

地球环境中微生物的物种数量，尚未有共识，具

有极大的不确定性，估算误差最高可达 1 亿倍，

从 1 万到 1 万亿[8–9]。物种总数量尚不确定的条件

下，则无法计算未知微生物的比例。例如，经典

的微生物分类学表明，已知的微生物属和种分别

为 2930 属、15448 种[10]。但是，基于目前数据库

已有的 16S rRNA 基因序列，模型推测地球最多栖

息着 1 万亿微生物种[8]。但这一模型算法存在较大

争议[11]，最新的估算则认为全球微生物种的数量

约为 80 万到 160 万[12]。截止 2020 年 4 月 10 日，

NCBI 分类学专题报道微生物(细菌和古菌)共计

4071 属 465268 种，其中可培养 3770 属 27773 种[13]，

据此，我们推测可培养属和种占所有微生物比例

分别为 92.6%和 5.96%，但这一算法参考价值有

限，具有较大的不确定性。同时，“不可培养”的

表述并不严谨，其本身即为悖论，更合理的表述

是“难培养”或“尚未培养”微生物。因为目前条件

下，无法穷尽所有人工培养配方，获得明确实验

数据，证明微生物具有“绝对的不可培养性”。 

文 献分 析表 明 “99%难 培养 ”并 未 有准 确出  

处[14–15]，更多是作为“平板计数异常”的同义词而

成为共识，也就是说，针对同一个环境样品，采

用显微计数和培养基平板计数两种不同的方法，

微生物数量相差最高可达几个数量级，这一现象

在 1985 年被命名为平板计数异常，即“The Great 

Plate Count Anomaly”[16]。最早的文献报道似乎来

自 1898 年，针对多种病原微生物检测，奥地利科

学家 Heinrich Winterberg 发现平板计数法占显微

计数病原菌比例最低约为 6%[17]。针对环境样品的

分析，1932 年俄罗斯科学家围绕自来水消毒后的

安全评价文献被广泛引用[18]；而土壤最早文献来

自 1934 年英国科学家 Henry Thornton 的报道，发

现草地土壤和农田土壤中，显微计数法是平板计

数的 117–1780 倍，平板形成的菌落 CFU (colony 

forming unit) ， 仅 占 显 微 计 数 所 得 微 生 物 的

0.09%–0.74%[19]。一般认为，造成这种差异的主要

原因是培养基无法代表真实的自然环境，导致绝

大部分微生物不能在培养基上生长并形成菌落。

其他一些原因包括，损伤或死亡细胞较多、细胞

聚集成团或吸附于土壤颗粒无法分散[20]，或者细

胞之间存在共生以及具有活性但无法生长形成菌

落等[21]。值得注意的是，传统“99%难培养”概念，

通常针对纯培养菌株。然而，目前技术条件下很

难获得复杂环境如土壤中所有的纯培养菌株。接

种量、传代次数、分离方法、培养时间和营养组

成等均可导致特异性分离而遗漏某些微生物。例

如，即使从土壤和地下水中分离获得 1366 株纯菌，

仍然仅占显微计数总量的 0.1%–1.0%[22]。因此，
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经典的纯培养菌株分离及表型和形态分类，很难

解决平板异常难题[16]。 

基于 16S rRNA 基因的分子系统分类为定量

评估“99%难培养”提供了新思路。尽管存在一定争

议，16S rRNA 基因同源性的系统发育分子分析，

事实上提供了一种可操作的微生物分类策略，如

分类操作单元 Operational Taxonomic Unit (OTU)。

通过提取环境中所有微生物的基因组 DNA，高通

量测序 16S rRNA 基因并重构物种的系统发育进

化关系，即可获得所有微生物的分类信息。这一

方法规避了传统富集分离的内在缺陷。例如，常

规的细菌培养基会遗漏绝大多数功能菌，如固氮

菌、甲烷氧化菌、硝化菌等微生物，特别是化能

无机自养菌。这些功能微生物必须采用特殊培养

基富集分离，并在专业实验室完成。理论上而言，

没有一种培养基可以分离富集所有微生物。因此，

针对特定的功能微生物，利用其特异的培养基富

集策略，定量评估“99%难培养”概念更具现实意

义。然而，迄今尚未有相关报道。 

氮是地球所有生命的主要元素，深度发掘可

培养固氮菌资源具有重要意义。据估算，全球每

年固氮量高达 4.15 亿吨[23]，其中 2.9 亿吨源自生

物固氮[24]。同时，2010 年以来，高通量测序已成

为一种常规实验手段。据此，我们以固氮菌为例，

利用特殊培养基富集可培养固氮菌，结合菌体

DNA 和土壤 DNA 提取及分子分类，定量评估可

培养富集固氮菌的比例，为“99%难培养”概念提供

参考。基本思路如下：(1) 可培养固氮菌的富集。

采用常规的固体和液体固氮培养基，传代两次并

收集平板表面和液体中所有菌体后，提取 DNA 开

展 nifH 和 16S rRNA 基因扩增子测序分析。这些

固氮菌富集物在理论上能够最大程度代表潜在的

所有可培养纯菌株；(2) 所有固氮菌。直接提取土

壤微生物 DNA 样品，测序 nifH 基因获得所有固

氮菌，同时利用通用引物测序获得所有微生物 

16S rRNA 序列，进一步与 Ribosomal Database 

Project (RDP)数据库中已知固氮菌开展同源性分

析，结合可培养固氮菌富集物，获得待测土壤中

的所有固氮菌。  

1  材料和方法 

1.1  土壤样品描述 

土壤样品采集于中国科学院河南封丘农田生

态 系 统 国 家 野 外 科 学 观 测 试 验 站 (35°00ʹ N ，

114°24ʹ E)，该地区年均气温 13.9 °C，年均降水量

615 mm，实行冬小麦和夏玉米轮作制度[25]。供试

土壤类型为潮土，由黄河冲积沉积物发育形成。

基本理化性质如下：土壤含水量，8.23%；土壤最

大持水量(SWHC)，47.1%；NH4
+-N，3.85 mg/kg；

NO3-N，32.4 mg/kg；全氮，1.26 g/kg；全碳，18.6 g/kg；

土壤碳氮比，14.8；pH (H2O)：7.8。采集 0–20 cm

新鲜土壤，研磨并过 2 mm 筛，4 °C 保存。 

1.2  可培养固氮菌的富集 

1.2.1  培养基成分：利用经典的 Modified-NFb 无

氮培养基[26]，研究土壤中可培养固氮菌富集物。

液体培养基主要成分包括：苹果酸 5 g，葡萄糖 2.5 g，

蔗糖 2.5 g，KH2PO4 0.6 g，K2HPO4·3H2O 0.2 g，

MgSO4·7H2O 0.2 g，NaCl 0.1 g，CaCl2 0.02 g，

Fe-EDTA (solution 16.4 g/L) 4 mL，KOH 4 g，最后

将其定容于 1000 mL 去离子无菌水，利用 KOH 调

节 pH 为 7.0。固体培养基配方相同，仅额外添加

1.5%琼脂。高压灭菌锅 121 °C、20 min 灭菌。培养

基灭菌后，加入维生素混合液 1 mL (生物素 10 mg，
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盐酸吡哆醇 20 mg，定容至 100 mL，0.22 μm 滤膜

过滤除菌)；微量元素混合液 2.0 mL (CuSO4·5H2O 

0.04 g； ZnSO4·7H2O 0.12 g； H3BO3 1.40 g；

Na2MoO4·2H2O 1.0 g；MnSO4·H2O 1.175 g，定容

至 1 L，0.22 μm 滤膜过滤除菌)。 

1.2.2  可培养固氮菌的富集策略：本研究所用的

可培养固氮菌并非纯培养菌株，而是常规培养基

上可富集的固氮微生物集合。简言之，在固体/液

体培养基第一代、第二代中出现的所有微生物菌

落集合，可被认为是所有潜在可分离的纯培养菌

株。同时，这些微生物也是可利用人工配方营养

的固氮菌富集物。 

具体操作流程如下：称取土壤样品 1 g，溶于

100 mL 无菌水中后，以 200 r/min 转速揺菌 0.5 h

制成土壤悬液作为接种液，通过固体和液体培养

基开展可培养固氮菌的富集。所有培养操作步骤

均为无菌操作并设置 3 次生物学重复。 

固体可培养固氮菌富集物的操作如下：吸取

100 μL 土壤悬液并均匀涂布于固体培养基表面，

将平板倒置于 28 °C 培养箱中培养 7 d 后，采用

10 mL 无菌水将培养基表面菌体多次冲洗至 50 mL

无菌试管制成第一代富集菌液，取 1 mL 提取

DNA。同时，吸取 100 μL 菌液再次使用稀释涂布

平板法接种传代培养 7 d 后，同样以 10 mL 无菌

水冲洗所有菌体制成第二代富集菌液，取 1 mL 提

取 DNA 并保存于–20 °C。 

液体可培养固氮菌富集物的操作如下：吸取

100 μL 土壤悬液接种至 100 mL 液体培养基后，将

培养三角瓶放入 28 °C 培养箱中，静置培养 7 d 后

获得第一代菌液，将 100 mL 第一代富集菌液离心

(400×g，10 min)后，弃上清，加入 10 mL 无菌水，

振荡混匀后浓缩为 10 mL 富集菌液后取 1 mL 提取

DNA。同时，吸取 100 μL 富集菌液接种至新的  

100 mL 液体培养基中，传代培养 7 d 后，采用相

同方法浓缩为 10 mL 第二代富集菌液，取 1 mL

提取 DNA 并保存于–20 °C。 

1.2.3  稳定性同位素 15N2 示踪可培养固氮菌富集

物的生长：将 30 mL 的固体培养基分装于 120 mL

血清瓶内，接种 100 μL 第二代固体富集菌液后密

封血清瓶，设置 15N2-标记组和 14N2-对照组。标记

组的培养瓶顶空包括 30%的 15N2(99%原子百分

超)、20% O2 和 50% Ar；对照组则包括 30% 14N2、

20% O2 和 50% Ar。所有接种和密封操作均在无菌

室完成后，置于 28 °C 培养箱 7 d，然后打开瓶盖，

采用 10 mL 无菌水反复冲洗固体培养基表面的菌

体为富集菌液，取 1 mL 提取 DNA 后存于–20 °C，

超高速密度梯度离心分离 15N-DNA，验证富集物

为固氮菌。所有处理均设置 3 个生物学重复。 

1.3  固氮菌的定量与测序 

1.3.1  土壤微生物的 DNA 提取：土壤样品 DNA

提取。采用 FastDNA Spin Kit for Soil (MP Bio)试

剂盒：称取 0.5 g 土壤样品置于 2.0 mL 离心管中，

加入 SPB 和 MT 缓冲液后，利用 Fast Prep 核酸提

取仪以 6.0 m/s 振荡 45 s，14000×g 离心 15min。

转移上清至新 2.0 mL 离心管中，以 PPS 沉淀蛋白

溶液，Binding Matrix 结合 DNA，SEWS-M 洗涤

过滤后，将 DNA 溶解于 50 μL DES 缓冲液。微量

紫外分光光度计(NanoDrop ND-1000)测定 DNA 

浓度为 15.2–56.7 ng/μL，纯度 A260/280 为 1.68–1.92，

A260/230 为 1.52–2.03。同时利用 1.2%的琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 完整性。 

1.3.2  可培养固氮菌富集物的 DNA 提取：固体和

液体第一代、第二代固氮菌富集物 DNA 提取。采

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

将 1 mL 富集菌液 4000×g 离心 10 min，吸除上清，
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加入 100 μL TE Buffer 重悬，利用 Lysozyme、

Proteinase K Solution 和 RNase A 裂解细胞，去除

蛋白质和 RNA，100% DNA Wash Buffer 洗涤过滤

后，加入 50 μL Elution Buffer，过滤收集 DNA。

DNA 浓度为 73.4–86.9 ng/μL，纯度 A260/280 为

1.78–1.89，A260/230 为 1.58–1.96。 

1.3.3  实时荧光定量 PCR：使用 Bio-Rad CFX96 

实时荧光定量 PCR 仪，针对土壤 DNA、固体和液

体固氮菌第一代、第二代富集物菌体 DNA 以及稳

定同位素标记的富集物菌体 DNA 进行 nifH 基因

和 16S rRNA 基因定量。 

nifH 基因定量。采用 PolF/PolR 引物[27]，PolF

序列为 TGCGAYCCSAARGCBGACTC，PolR 序

列为 ATSGCCATCATYTCRCCGGA。PCR 反应体

系：10 μL SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa)，正反向

引物各 0.5 μL，DNA 模板 1 μL，8 μL DNase/ 

RNase-free H2O，PCR 扩增程序为：95 °C 10 min；

94 °C 1 min，55 °C 30 s，72 °C 1 min，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 7 个浓度梯度，以初始模板

DNA 的拷贝对数为横坐标，以 Ct 值为纵坐标，获

得标准曲线：Ct=–3.795lgC+44.457(R2=0.999)。 

16S rRNA 基因定量。采用 515F/907R 通用引

物对[28]，515F 序列为 GTGCCAGCMGCCGCGG；

907R 序列为 CCGTCAATTCMTTTRAGTTT。PCR

反应体系与 nifH 基因相同，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。标准曲线绘制如 nifH 基因定量所述，

Ct=–3.561lgC+27.639(R2=0.998)。 

固 氮 菌 同 化 15N2 的 证 据 ( 可 培 养 富 集 物
15N-DNA 分离)。超高速密度梯度离心详细步骤如

前所述[29]。简言之：将 2 µg DNA 与氯化铯溶液混

合后，形成初始浮力密度为 1.725 g/mL 的离心溶

液，然后将其封装至 5.1 mL 超高速离心试管，利

用贝克曼 Vti65.2 转子在速度 45 kr/min (190000×g)

下 20 °C 离心 44 h，随后通过自动分离装置将离心

管内溶液分为 30 层不同浮力密度溶液，通过

PEG-6000 除去氯化铯介质后，采用 70%乙醇纯化

DNA 离心沉淀并溶解于 30 μL 无菌水，–20 °C 保存。

针对分层所得到的 15N-DNA 进行 16S rRNA 定量，

定量方法如前所述。通过 16S rRNA 基因在不同浮

力密度 DNA 中的变化规律，即可判定所有固氮菌

富集物是否皆同化 15N2 并合成了生物质 DNA。 

1.3.4  Illumina Miseq 高通量测序：nifH 基因扩

增子高通量测序。首先利用土壤 DNA 和固氮菌富

集物 DNA 开展 PCR 扩增，所用引物 PolF/PolR 如

前所述。PolF 的 5′端连接 6 个碱基的 barcode 序

列，用于区分不同的样品。PCR 扩增程序为 95 °C 

5 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)，正反向引物各 1 μL，DNA

模板 2 μL，21 μL DNase/RNase-free H2O。PCR 扩

增产物在 1.8 %的琼脂糖凝胶电泳后，在紫外灯下

回收目标产物片段，并通过 Agarose Gel DNA 

Fragment Recovery Kit Ver. 2.0 试剂盒(TaKaRa)纯

化 PCR 扩增产物后，溶于 30 μL 的 DNase-free 

H2O。进一步通过 1.2% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

产 物 纯 化 效 果 后 ， 利 用 微 量 紫 外 分 光 光 度 计

(NanoDrop ND-1000)测定纯化后的 PCR 产物浓

度。将所有样品 PCR 纯化产物按等摩尔数混合后

建库和测序(Miseq PE300)。 

16S rRNA 基因扩增子高通量测序。引物如前

所述，其中 515F 的 5′端连接 12 个碱基的 barcode

序列，以便于后续识别不同样品的序列。PCR 反
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应体系同 nifH 基因，扩增程序如下：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 产物的纯化、建库及测序过程

与 nifH 基因扩增子相同。 

1.4  土壤固氮菌的分子分类 

1.4.1  高通量序列分析：背景土壤和传统固体、

液体培养基两代富集物合计 15 个样品(含 3 个重

复)用于高通量测序。nifH 基因共计 499965 条高

质量序列，单个样本平均 33331 条；16S rRNA 基

因共计 386390 条高质量序列，单个样本平均

25759 条。16S rRNA 和 nifH 基因的高通量测序数

据由 QIIME (Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology，version 1.9.1)分析完成，并使用 usearch

去 除 嵌 合 体 。 nifH 基 因 的 分 析 过 程 中 ，

“extract_barcodes.py” 指 令 用 于 提 取 barcode ，

“split_libraries_fastq.py” 指 令 用 于 分 割 文 库 。

“pick_otus.py”和“pick_rep_set.py”指令用于 OTU

聚类和提取代表序列，聚类在 95%相似度进行。

16S rRNA 数据预处理部分同 nifH 基因，聚类在 

97%相似度进行。步骤细节参考 http://qiime.org/ 

scripts/index.html。 

1.4.2  基于 nifH和 16S rRNA 基因的固氮菌分子

分类：固氮菌的物种分类。通过提取土壤 DNA 和

固氮菌富集物 DNA，利用高通量测序 nifH 和 16S 

rRNA 基因后，与固氮菌数据库比对，通过系统发

育分子分类方法，在微生物门、纲、目、科、属

水平，获得物种分类信息及其相对丰度。 

基于 nifH 基因的分子分类。将 nifH 基因代表

序列上传 RDP 网站上的 FunGene pipline (http:// 
fungene.cme.msu.edu/FunGenePipeline/pipeline/form
.spr)处理进行 OTU 注释，nifH 基因的 OTU 分类在

95%相似度进行，注释参数 Percent Identity>0.8[30]。 

基于 16S rRNA 基因的分子分类。将 16S 

rRNA 基因代表序列同 RDP 数据库进行比对，注

释置信度阈值 0.8，门、纲、目、科、属分类阈值

分别为 75.0%、78.5%、82.0%、86.5%、94.5%，

某级别无法分类的序列被直接归为该级别的无法

分类单元，统一纳入计算[31–32]。同时，本研究利

用 RDP 建立了固氮微生物数据库，针对土壤中所

有 16S rRNA 基因比对后，获得固氮菌序列进行分

类。值得注意的是，基于富集物菌体 16S rRNA 基

因比对 RDP 固氮菌数据库发现，固体和液体培养

基中部分微生物菌落 16S rRNA 基因的亲缘菌株，

尚未有固氮生理报道，我们将其定义为未培养固

氮菌，并作为可培养固氮菌计算。 

1.4.3  可培养固氮菌比例及富集率的计算：固氮

菌的物种分类均通过 nifH 基因和 16S rRNA 基因

分析完成。可培养固氮菌比例按公式(1)计算。 

可培养固氮菌比例=可培养固氮菌富集物物

种数量/土壤中所有固氮菌物种数量         (1) 

其中土壤中所有固氮菌的物种数量包括两部

分：(1) 土壤 DNA 中的固氮菌物种数量。直接提

取土壤 DNA，高通量测序 nifH 和 16S rRNA 基因，

并在微生物门、纲、目、科、属水平，获得土壤

中所有固氮菌的物种分类信息；(2) 可培养固氮菌

的富集物。固体和液体培养基第一代、第二代中

所有菌落富集物的物种分类信息。 

可培养固氮菌富集率计算方法如下，基于

nifH 或 16S rRNA 基因分类，首先获得土壤 DNA

中所有固氮菌属的相对丰度；其次获得固体和液

体培养基富集物菌落 DNA 中所有固氮菌属的相

对丰度；后者除以前者，即可计算特定固氮菌在

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。 



杨丽洁等 | 微生物学报, 2021, 61(4) 909 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

1.5  统计分析与数据提交 

采用 SPSS16.0 (SPSS Inc.，USA)对可培养固

氮菌的富集率进行 t 检验，P<0.05 表示显著差异

(*)；P<0.001 表示极显著差异(**)。 

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 SRR12214932–12214961，其中含 30 个标

签，包括 5 个处理(土壤、固体和液体培养基的第

1、2 代)及 3 个重复的两种基因测序数据。 

2  结果和分析 

2.1  可培养固氮菌的定量富集规律 

实时荧光定量 PCR 分析表明固氮菌在培养基

中大量增殖(图 1)。背景土壤中 nifH 基因数量为 

 

图 1.  土壤及可培养固氮菌富集物的数量变化规律 
Figure 1.  Qiantification of nifH genes and 16S rRNA genes in N2-fixing enrichenments on solid and liquid 
medium and in background soil. A: copy number of nifH genes; B: copy number of 16S rRNA genes. Inset figure 
on the upper right represents the gene copy numbers in the second generation; C: the ratio of nifH to 16S rRNA 
genes; D: Quantitative distribution of bacterial 16S rRNA across the entire buoyant density of the DNA fractions 
from N2-fixing enrichenments incubated with either 15N2

 or 14N2. 1st Enrich and 2nd Enrich denote the first and 
second generations of N2-fixing enrichments, respectively. 
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2.08×108 copies /g d.w.s (dry weight soil)，而根据接种

土壤量计算，第一代固体和液体培养富集物 nifH 基

因拷贝数分别为 8.79×1012、5.58×1012 copies/g d.w.s，

增幅>2.5 万倍(图 1-A)。土壤中 16S rRNA 基因为

2.11×1010 copies/g d.w.s，第一代固体和液体培养富

集物中拷贝数分别为 3.73×1013、3.86×1013 copies/g 

d.w.s，增幅>1800 倍(图 1-B)。由于第二代的接种

液为 0.1 mL 第一代富集物(含 8.79×107 nifH genes)，

其中理论上仅含 1.0×10–6 g 土壤(2.08×102 nifH 

genes)，两者相差达 4 万倍之多，因此接种物主要

来自第一代菌体而非土壤，故第二代菌体根据其

终体积 10 mL 计算，在固体和液体培养基中 nifH

基因分别为 1.56×109、6.63×108/mL；16S rRNA 基

因分别为 7.19×109、5.11×109/mL (图 1-B)。同时，

土壤中 nifH/16S rRNA 基因拷贝数的比例仅为

(0.982±0.15)%(图 1-C)，而在固体和液体第一代培

养基中，分别增至(23.9±4.1)%、(17.4±9.6)%，增

幅 25.5 和 18.9 倍。第二代富集液中该比例未有明

显变化，分别为(33.4±11)%、(14.9±2.2)%。 

针对超高速密度梯度离心后的 30 个不同浮力

密度 DNA，定量分析其中的 16S rRNA 基因拷贝

数(图 1-D)，结果表明，14N2-对照处理中，16S rRNA

基因的最大值位于离心试管上部第 20 层，DNA

浮力密度较小，约为 1.718–1.729 g/mL；而 15N2-

标记处理中，16S rRNA 基因的最大值出现在离心

试 管 的 下 部 第 16 层 ， 浮 力 密 度 较 大 ， 约 为

1.730–1.738 g/mL，说明固氮菌富集物同化了 15N2

并合成了大量基因组 DNA，导致超高速离心后，
15N-DNA 迁移至离心试管下部。 

2.2  可培养固氮菌占土壤所有固氮菌的比例 

如图 2 所示，基于 nifH 基因系统发育分类计

算表明，土壤中可培养固氮菌范围为(7.38±1.1)%– 

(53.8±10)%。以微生物属为例，土壤中所有固氮菌

共 67 属，而固体培养基第一代、第二代菌落富集

物分别含有 19、14 个固氮菌属，占比分别为

(28.4±6.3)%和(20.9±6.5)%(图 2-A)。值得注意的

是，在更高的微生物分类水平门、纲、目、科，

可培养固氮菌的比例逐渐增加，例如，土壤中所

有固氮菌共 7 门，第一和第二代富集物中分别为 4

门、3 门，占比(50.0±10)%、(38.1±10)%(图 2-A)。

在更低的 OTU 种水平下，可培养比例显著降低，

第 一 和 第 二 代 固 氮 菌 富 集 物 的 比 例 分 别 为

(8.09±4.2)%、(7.38±1.1)%。液体培养基也得到类

似规律(图 2-B)。第一、第二代液体培养基分别含

17、15 个固氮菌属，占所有固氮菌 67 属的比例为

(25.4±6.5)%、(22.4±4.5)%；在 OTU 种水平，占比

为(13.4±4.6)%和(8.62±3.2)%(图 2-B)。 

基于 16S rRNA 基因的系统发育分类也得到

类似结果，可培养固氮菌占所有固氮菌的比例较

高：(31.6±3.4)%–(61.9±15)%。如图 2-C 所示，在

微生物属水平，土壤中所有固氮菌共 255 属，第

一代、第二代固体培养基分别含有 106、100 个固

氮 菌 属 富 集 物 ， 占 比 分 别 为 (41.4±13)% 和

(39.2±4.2)%。在微生物门水平，第一代、第二代

固 体 可 培 养 固 氮 菌 占 比 分 别 为 (54.8±8.2)% 、

(47.6±15.3)%，并且在纲、目、科分类水平未有显

著性差异(图 2-C)。液体培养基也得到了类似结果，

第一代、第二代液体培养基分别含有 82、81 个可

培养固氮菌属，占所有固氮菌 255 属的比例分别

为(32.3±3.3)%、(31.6±3.4)%(图 2-D)。在更高的微

生物分类水平，可培养固氮菌比例呈增加趋势，

第一代、第二代液体培养基分别含有 9、7 固氮菌

门 ， 占 所有 固 氮 菌门 比 例 分别 为 (61.9±15)%、

(52.4±4.1)%(图 2-D)。 
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图 2.  不同微生物分类水平下，土壤中可培养固氮菌富集物占所有固氮菌的比例 
Figure 2.  The proportion of culturable diazotrophs in soil at different taxonomic levels. The nifH genes-based 
proportion of culturable diazotroph in soil by solid (A) and liquid (B) medium enrichments; and the 16S rRNA 
gene-based proportion of culturable diazotroph in soil by solid (C) and liquid (D) medium enrichments. The percent 
number above the column represents the proportion of culturable diazotrophs at different taxonomic levels. 
Culturable diazotrophs are defined as all bacteria detected on solid or liquid medium, and abundance and 
composition was obtained on the basis of nifH and 16S rRNA gene analysis. All diazotrophs are defined as the sum 
of diazotrophs in soil DNA and bacteria detected on medium. Soil: DNA was directly extracted from soil, and 
microbial abundance and community composition was obtained by nifH and 16S rRNA gene analysis for 
phylogenetic classification (the number of taxa shown in the box). The number after “+” represents the number of 
diazotrophs taxa found only in the culture medium, but not detected in the soil. Solid and Liquid represent Solid 
and Liquid medium for enrichment of nitrogen-fixing bacteria, respectively. 1st and 2nd enrichment represent the 
first and second generation. 
 

2.3  可培养固氮菌的物种变化规律 

分子系统分类表明，固体和液体培养基对土

壤固氮菌具有极强的选择富集特征(图 3)。基于

nifH 基因的系统分类发现土壤中仅有 7 个固氮菌

门 ( 图 2-A) ， 其 中 Proteobacteria 丰 度 高 达

(90.9±5.7)% ， 其 次 为 Firmicutes 门 ， 占 比

(0.974±0.20)% ； 另 外 5 个 门 占 比 共 计

(0.220±0.018)%；值得注意的是，7.89%的土壤 nifH
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基 因 序 列 无 法 分 类 ， 可 能 来 自 未 培 养 固 氮 菌   

(图 3-A)。同时，固体培养基检测到 5 个固氮菌门

富集物，其中 Proteobacteria 在第一代和第二代丰

度分别为(96.4±2.7)%和(98.4±0.89)%，而 Firmicutes

也小幅度上升，相对丰度分别为 (3.02±2.4)%和

(1.49±0.90)%，另外 3 个门的丰度总计仅为 0.002%

和 0.001%。液体培养基则得到完全不同的结果，

共计检测到 4 个门，Firmicutes 门是优势固氮菌，

在第一代和第二代的丰度分别高达(96.7±0.55)%

和(93.5±4.0)%，而 Proteobacteria 仅为(0.714±0.29)%

和(0.65±0.070)%，另外 4 个门的丰度在第一代和

第二代总计分别为 0.004%和 0.054%(图 3-A)。 

基于 nifH 基因的固氮微生物属富集物也得到

了类似结果。土壤中所有 67 个固氮菌属中(图

2-A)，我们选择了 19 个优势属分析(每个样品中的

丰度前 10 属)，其相对丰度分别占土壤、固体和

液体培养基固氮菌属的 89.2%、99.3%–99.8%和

94.2%–97.4% (图 3-B)。土壤中 Azospirillum 占比

最 高 达 (47.0±2.9)% ， 其 次 为 Bradyrhizobium 

(31.0±2.8)%和 Rhizobium 属(7.36±0.89)%。固体培

养基中，Azotobacter 在第一代和第二代占比分别

高达 96.6%±2.7%和 98.2%±0.94%，而在土壤本底

中仅为 1.71%±0.40%；而原始土壤中丰度最高的

Azospirillum 和 Bradyrhizobium 则降至 0.234%– 

0.289%和 0.004%–0.005% (图 3-B)。液体培养基则

选择了完全不同的固氮菌，Paenibacillus 在土壤中

丰度为(0.843±0.140)%，在第一代和第二代中占比

分别高达(76.7±3.9)%和(57.4±9.6)%；Clostridium 

(土壤中 0.12%)在第二代显著增加至(21.9±4.0)%

和(24.8±7.7)%；同样值得注意的是，土壤中最优

势的 Bradyrhizobium 和 Azospirillum 丰度急剧下降

至 0.038%–0.094%和 0.002%–0.006% (图 3-B)。 

16S rRNA 基因的系统分类表明，土壤中大部

分固氮菌门均可通过经典的固体和液体培养基富

集生长(图 3-C)，但多次传代驯化了特定固氮菌，

导致部分固氮菌被遗漏。例如，在微生物门水平，

第一代和第二代固体培养基富集后，共检测到 12

种固氮菌门，包括 8 个门已知可固氮，而 4 个门

尚 未 有固氮 生 理报道 。 已 知 8 个 固 氮菌 门 中

Proteobacteria 丰度最高，在第一代和第二代中占

比 分 别 为 (69.30±0.87)% 和 (81.4±3.4)% ， 其 次 是

Firmicutes 占比分别为(26.7±1.0)%和(8.64±3.60)% 

(图 3-C)。其他 4 个未知固氮门包括 Acidobacteria、

Planctomycetes、Chloroflexi、Gemmatimonadetes，

这些微生物门在数量上极为弱势，占固体培养基

所有固氮菌丰度的 0.05%。液体培养基也得到了

类似结果，共检测到 12 种固氮菌门，包括 6 个已

知门，6 个未知门。已知固氮菌门中 Firmicutes 丰

度最高[第一代(80.9±13.0)%；第二代(59.8±18)%]、

其次分别为 Bacteroidetes [第一代(13.0±12.0)%；

第 二 代 (19.0±12.0)%] 和 Proteobacteria ( 第 一 代

(6.01±0.96)%；第二代(21.1±7.8)%；未知的 6 个固

氮菌门则包括 Acidobacteria、Planctomycetes、

Chloroflexi、Gemmatimonadetes、Crenarchaeota、

Armatimonadetes)，它们在数量上极为弱势，占液

体培养基所有固氮菌丰度仅为 0.01%。值得注意

的是，土壤中含有固体和液体培养基上检测到的

所有 14 个固氮菌门，其中 8 个为已知固氮菌门，

占所有固氮菌丰度为 79.7%，Firmicutes 最高为

(36.1±3.4)%，其次分别为 Proteobacteria [(27.0±1.6)%]

和 Actinobacteria [(12.100±0.061)%]。 

进一步基于 16S rRNA 基因分类，发现土壤中

所有 255 个固氮菌属(图 2)也具有类似规律(图

3-D)。根据相对丰度由高到低选择排名前 10 优势 
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图 3.  微生物门和属水平下，土壤中可培养固氮菌的物种组成变化规律 
Figure 3.  Dynamic changes of diazotrophic communities in soils and enrichments at phylum and genus levels. 
The nifH gene-based taxonomic composition of diazotrophs in soil and enrichments at levels of phylum (A) and 
genus (B). The 16S rRNA gene-based taxonomic composition of diazotrophs in soil and enrichments at levels of 
phylum (C) and genus (D). The underlined taxa indicate that the sequences of these taxa showed high similariry to 
bacterium in which N2-fixing physiology has not been demonstrated within the underlined phylum and/or genus. 
All taxa without underlined signs denote at least one of strain within these phylum or genus has shown the 
physiological capability of N2-fixation. All other labels are the same as Figure 2.  
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类群，土壤、固体和液体培养基中共计 28 个属  

(图 3-D)。固体培养基中共检测到 27 个优势固氮

菌属富集物，已知的固氮菌属共 15 个，其中

Pseudomonas 丰度最高[第一代(59.8±1.4)%，第二

代(54.6±15)%]，其次为 Paenibacillus[(23.1±5.6)%，

(14.1±0.43)%]；而 12 个属尚未有固氮生理报道，

其丰度分别为 14.2%和 18.0%，丰度较高的包括

Lysobacter [ 第 一 代 (4.52±0.98)% ； 第 二 代

(0.335±0.230)%、Pseudoxanthomonas [(4.19±1.1)%；

(4.030±0.012)%] 、 Olivibacter [(2.77±1.30)% ；

(3.43±2.0)%]。液体培养基 27 个优势固氮菌属富

集物中，15 个为已知固氮属，12 个属尚未有固氮

生理报道。15 个已知属中，Paenibacillus 丰度最

高[第一代(31.3±20)%，第二代(27.7±22)%]，其次

为 Sporolactobacillus [(21.5±6.5)%，(13.0±12)%]；所有

12 个 未 知 固 氮 菌 属 中 丰 度 较 高 的 分 别 为

Flavobacterium [(15.7±15)%， (30.3±15)%] ，

Stenotrophomonas [(2.74±0.87)%，(5.87±3.5)%]。此

外，土壤中含有所有 16 个已知固氮菌属和 12 个

未有固氮生理特征的属，16 个已知固氮菌属占土

壤中所有优势固氮菌丰度为 70.1%，其中 Bacillus

占比最高为 30.8%±2.8%，其次为 Paenibacillus 

(15.8%±2.3%)，Lysobacter (11.7%±1.1%)。 

2.4  可培养固氮菌的富集规律 

nifH 基因分析发现土壤中含有 67 个固氮菌

属，经过两代富集后，固体和液体培养基共获得

固氮菌富集物 39 属，其中固体培养基 30 属，液

体培养基 23 属；固体和液体共有属 14 个(图 4-A)。

16S rRNA 基因分析则发现土壤中含有 255 固氮菌

属，培养基两代富集后共计获得 248 属富集物，

其中固体培养基 212 个属，而液体培养基 164 个

属；固体和液体共有属 128 个，然而值得注意的

是，仅有 22 个属已有固氮生理报道，其他 226 属

尚未有固氮报道(图 4-A)，占可培养属高达 91.1%。

同时，绝大部分微生物均为数量上占弱势的稀有

属，nifH 基因分析表明菌体富集物中 69.5%固氮

菌属丰度<0.1%，42.8%的属<0.01%；而 16S rRNA

分析则发现菌体富集物中 78.5%固氮菌属丰度

<0.1%，50.2%的属<0.01%。 

尽管固体和液体固氮培养基均可富集大量固

氮菌，但与背景土壤中固氮菌丰度相比，仅有很

少一部分固氮菌被显著富集(图 4)。例如，nifH 基

因分析表明，固体培养基上的 30 个属中(图 4-A)，

仅有 Azotobacter 属发生了显著富集(图 4-B)，其在

背景土壤中的丰度为(1.53±0.35)%，而在第一代和

第二代固体培养基的丰度分别为 (96.6±2.7)%和

(98.00±0.94)%，富集率 63 倍和 64 倍。液体培养

基也得到了类似结果，共计 23 个固氮菌属富集

物中(图 4-A)，仅选择性富集了 3 个固氮菌属   

(图 4-C)，其中 Paenibacillus 和 Clostridium 是液体

培养基中的优势物种，在土壤中丰度为(0.771± 

0.13)%和(0.111±0.035)%，而在第一代培养中丰度

分别为(76.6±3.8)%和(21.9±4.0)%，富集倍数高达

99.3 和 192 倍，此外，背景土壤中 Syntrophothermus

丰度仅为 0.029%，在第一代培养中显著增加至

0.048%，导致其富集率为 1.99(图 4-C)。 

基于 16S rRNA 基因的分析也得到类似结果，

固体培养基 212 个固氮菌属富集物中(图 4-A)，与

土壤中的丰度相比，仅有 8 个属发生了显著增加

(图 4-D)，包括 4 个已知固氮菌属，4 个尚未有固

氮生理报道的属。已知固氮属中 Pseudomonas 富

集率最高，在土壤中丰度为(0.620±0.14)%，在第

一和第二代分别为(49.0±13)%和(45.5±7.1)%，富

集率高达 79 和 74 倍；另外 3 个显著富集的已知
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固氮属分别为 Paenibacillus (第一代 10 倍，第二

代 6.2 倍)、Agrobacterium(5.67 倍；20 倍)和

Azospirillum (第二代 15 倍)，在土壤中的丰度分别

为 1.89%、0.30%、0.06%。此外，4 个未知固氮属 
 
 

 
 

图 4.  土壤固氮菌属在固体和液体培养基中的选择性富集规律 
Figure 4.  Selective enrichment patterns of culturable diazotrophs in solid and liquid media. A: The common and 
unique diazotrophs between solid and liquid medium based on nifH and 16S rRNA gene analysis; B: One 
nitrogen-fixing genus wassignificantly enriched based on analysis of nifH gene in solid media (30 diazotrophs in 
total) as indicated by the stars above the columns, all other three generas are not in solid medium; C: Three 
nitrogen-fixing genera were significantly enriched based on analysis of nifH gene in liquid media (23 diazotrophs in 
total) as indicated by the stars above the columns; D: Eight nitrogen-fixing genera were significantly enriched 
based on analysis of 16S rRNA gene in soild media (212 nitrogen fixers in total); E: Nine nitrogen-fixing genera 
were significantly enriched based on analysis of 16S rRNA gene in liquid media (164 nitrogen fixers in total). The 
underlined genera indicate that the sequences of these genera showed high similariry to bacterium in which 
N2-fixing physiology has not been demonstrated within the underlined genus. All genera without underlined signs 
denote at least one of strain within the genus has shown the physiological capability of N2-fixation. All other labels 
are the same as Figure 2 and Figure 3. 
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的富集倍数分别为 Olivibacter (第一代 82 倍；第

二代 103 倍)、Pseudoxanthomonas (23 倍；22 倍)、

Stenotrophomonas (1.48，51.3)和 Lysobacter (第一

代 2.33)，这些未知固氮属在土壤中的丰度分别为

0.03%、0.15%、0.11%、1.41%，经过富集培养后

在第一代液体培养基中占比共计 11.6%，第二代则

增至 14.5% (图 3-D)。 

类似的，液体培养基共计 164 个固氮属中  

(图 4-A)，与土壤中丰度相比，仅有 9 个属发生了

显著富集(图 4-E)，包括 7 个已知固氮菌属，2 个

尚未有固氮生理报道的属。已知固氮属中富集率

最高的为第一代 Clostridium 属(169 倍)，在土壤和

培 养 基 中 的 丰 度 分 别 为 (0.0980±0.0094)% 和

(16.6±3.6)%；其他显著富集的 6 个固氮菌属分别为

Sporolactobacillus (102 倍；66.2 倍)、Coprococcus 

(45.6；17.1)、Paenibacillus (13.6；12.9)、Azospirillum 

(8.32 ； 93.2) 、 Pseudomonas (2.32 ； 11.5) 、

Agrobacterium (2.16；2.47)；它们在土壤中的丰度

分别为 0.17%、0.06%、1.89%、0.06%、0.62%、

0.30%。两种未知固氮属中，Flavobacterium 富集

率最高(122 倍；252 倍)，其次为 Stenotrophomonas 

(20.6；47.3)，它们在土壤中的丰度仅为 0.11%，

在第二代液体培养基中丰度高达 26.8%、5.17%，

在所有未知固氮属中丰度最高(图 3-D)。 

3 讨论 

“99%难培养”通常意味着绝大部分微生物尚

未获得纯培养。事实上，连续的传代过程中，代

时长且生理功能多样的微生物通常会处于竞争劣

势，进而被易生长的微生物所淘汰。本研究假设

所有可利用人工营养配方的固氮菌均可富集并形

成菌落，同时，第一代和第二代培养基的菌落集

合，能够在最大程度代表潜在的、可利用人工培

养配方的可培养纯菌株。同时，选择第一代和第

二代微生物菌落集合可规避连续传代可能引起

的多样性丧失。进一步利用固氮菌分子标靶基因

nifH 和 16S rRNA 基因引物，高通量测序菌落

DNA 和土壤 DNA 并进行比较分析。结果表明，

在目前技术条件下，土壤中可培养固氮菌属的比

例>22.4%。 

尽管本研究中可培养固氮菌定义为所有可培

养纯菌株的集合，但也不能完全排除个别微生物

为非固氮菌或者必须通过互利共生的非固氮菌。

研究中所用培养基中未添加无机氮，所有试剂中

也未检测到无机氮，稳定同位素示踪也表明固氮

菌富集物同化了 15N2，同时 nifH/16S rRNA 的比例

在传代中保持相对恒定，表明固氮菌富集物群落

组成未发生显著改变。然而，尽管固体培养基菌

落的 16S rRNA 基因与 12 个门高度同源，但其中

4 个门尚未有固氮生理报道 (Acidobacteria、

Planctomycetes、Chloroflexi、Gemmatimonadetes)，

而液体培养基更检测到非固氮菌 Crenarchaeota、

Armatimonadetes 门的 16S rRNA 基因同源序列。

这些微生物迄今尚未被分离培养的可能原因是，

传统微生物分离纯化过程中，平板挑选或液体转

接具有极大的随机性，会遗漏代时较长、生长缓

慢的非优势固氮菌[26]。同时，这些固氮菌可能属

于营养缺陷体，需要与其他细菌共生获得营养物

质，如钴胺素、生物素等[33–35]。然而，本研究也

不能排除这些微生物是非固氮菌。例如，培养基

中的固氮菌可能会分泌 15N-化合物，作为营养物

促进非固氮菌的生长，同样导致非固氮菌基因组

被 15N2 所标记。事实上，针对西伯利亚落叶松林

冻土层土壤的研究发现，将非固氮纯菌株与固氮 
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菌株混合培养后，可显著增加土壤固氮量[36]。未

来通过优化固氮培养基和富集策略，获得这些与

非固氮菌 16S rRNA 基因高度同源的纯菌株具有

重要意义。 

固体和液体培养中数量上优势的固氮菌属中

绝大部分为共有属，而弱势固氮菌中绝大部分为

二者的特有属。nifH 基因分析表明其中数量上优

势 (相对丰度排名前十，>94.2%)的 19 个属中   

(图 3-B)，固体、液体培养基共有 14 个属，固体

培养基特有 4 个属，分别为 Hyphomicrobium、

Burkholderia、Cupriavidus 和 Pseudomonas (相对丰

度由土壤中 0.001%–3.760%降为 0.0005%–0.0800%)，

液体培养基特有的 1 个属 Ethanoligenens (相对丰

度由土壤中 0.001%富集为 0.001%–0.030%)；数量

上弱势的 20 个属中，未发现共有属，固体培养基

特有 12 个属，液体培养基特有的 8 个属，弱势菌

株丰度均未发生显著富集。16S rRNA 基因分析表

明数量上优势(相对丰度排名前十，>81.1%)的 28

个属中(图 3-D)，固体、液体培养基共有属 26 个

属，固体培养基特有 1 个属 Hyphomicrobium (丰度

由土壤中 0.15%降为(0.001±0.001)%)，液体培养基

特有的 1 个属 Nitrospira (丰度由土壤中 0.33%降为

(0.001±0.001)%)。数量上弱势的 220 个属中，固

体、液体培养基共有 102 个属(土壤中相对丰度总

和为 0.65%，液体和固体培养基中分别下降为

0.13%和 0.19%)，固体培养基特有 82 个属，液体

培养基特有 36 个属。这些数量上占弱势、与背景

土壤相比未被显著富集但却能在培养基形成菌落

生长的固氮菌，是未来定向培养分离固氮菌资源

的重要内容。 

固体和液体培养基分别富集了不同的固氮

菌，造成这一差异的原因可能包括氧气、琼脂、

附着物环境差异。在属水平，nifH 基因分析表明

固体培养基选择了 Azotobacter (96±2.94%)，而液

体培养基选择了 Paenibacillus (54.63±9.15)%和

Clostridium (27.21±4.59)%。固体培养基中菌落与

空气接触，氧气浓度约为 19%，而液体培养基中

溶 解 氧 浓 度 通 常 约 为 0.1% 。 已 有 报 道 表 明

Azotobacter 具有好氧生长的固氮功能，可能通过

细胞团聚形成厌氧微域，防止氧气阻遏固氮酶合

成 及 对 固 氮 活 性 的 影 响 ， 而 Paenibacillus 和

Clostridium 适应氧气胁迫能力更强。此外，尽管

理论上琼脂不可被微生物代谢利用，但也有研究

发现中性或碱性条件下，磷酸盐和琼脂混合后经

高温灭菌后会产生 H2O2 双氧水[37–38]，而液体培养

基中磷酸盐单独加热则不会产生 H2O2，H2O2 对微

生物生长有明显的抑制作用[37]，也可能是造成固

体培养与液体培养之间差异原因的。然而，这些

研究大多针对纯菌株的生理生化和遗传学研究[39]，

随着高通量测序成本急剧下降，研究氧气对固氮

菌富集培养过程的功能调控影响具有重要意义，

如胞内生物氧化与 ATP 合成、特定防氧机制如呼

吸保护、构象保护和分隔保护等[40]对氧气的正负

反馈机制，以及琼脂的可能利用机制等。此外，

固体和液体培养基的环境特征也并不相同，固体

平板表面为微生物提供了附着物，更利于可培养

固氮微生物群落形成由胞外多聚基质联合的微生

物被膜[41]，进一步改变固氮菌群落之间的群体感

应过程[42]，从而影响固氮菌及其共生微生物的生

理生态行为。 

我们的研究结果为最近关于“99%难培养”的

论断提供了明确的实验证据。通过整合已有的文

献 数据， Martiny 推测可 培养微生 物占比高 达

52%–74%[43]。针对 6 个生境中 40 个微生物群落的
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Sanger 测序 16S rRNA 基因，每个群落中随机抽取

了 100 条全长序列(约 1.5 kb)并与 RDP (Ribosome 

Data Base)数据库中的纯菌株序列比对分析，发现

可培养微生物的细胞和物种占比分别高达(52.0± 

24)%和(34.9±23.0)%[43]。这一结果引起了较大的争

议，Steen 等重新分析了该论文的数据，认为可培

养微生物占比约为 2%–18%[44]。两者的差异主要

在于所用分析软件的可靠性、16S rRNA 基因数据

库的差异、系统发育分类的阈值等。然而，这些

研究均未开展实验室富集培养，存在较大不确定

性。我们的结果则表明，单纯的 16S rRNA 基因序

列并不能反映生理功能，序列相似度与可培养性

之间并没有必然联系，相当高比例的微生物可被

培养，但尚未分离获得纯菌株。 

我们的结果也表明，传统富集培养与系统发

育的耦合分析更有意义。尽管系统发育分类方法

具有极强的实践操作性，但其生理生化意义有限。

例如，即使同一微生物种的不同菌株，其 16S 

rRNA 同源性高于 99%，但其表型也可能存在很大

差异[45]，因此，无论是 16S rRNA 基因或核心基因

组，单纯的 DNA 序列同源性并不能作为细菌分类

的唯一标准[46]。同时，环境样品 DNA 提取、PCR

扩增、文库构建、高通量测序等等一系列分子分

析过程，均可能引入大量的误差，例如，尽管本

研究所用引物对 PolF/PolR 特异性高，广泛应用于

固氮微生物研究近二十年，却也有一定的偏好性，

对一些土壤类型中的固氮菌覆盖度仅为 51%[27,47]，

同时，16S rRNA 相似性>97%的所有固氮菌基因

组中，43%的 nifH 基因同源性低于 85%[48]，而本

研究中 nifH 和 16S rRNA 基因的固氮菌系统分类

结果也并不完全一致。已有研究表明，基于特征

性分子标靶基因片段扩增子得到的 OTU 不足以代

表含有该特征片段的所有微生物，特别是稀有物

种，其标靶基因序列可能与已知菌株具有较大差

异而无法被现有方法检测[49]。事实上，本研究发

现相当比例的可培养固氮菌富集物并未在土壤

DNA 被检测。此外，PCR 扩增及高通量测序中也

可能产生一些稀有序列变异体，进而高估了物种

多样性。经典分类学则能较好地弥补系统分类的

缺点，表型分析能够最大程度反映菌株的生理功

能，而纯菌株标靶基因和组学数据的积累则可形

成完善的数据库，为系统发育分类学推测未培养

微生物功能提供依据。例如，在严格固氮培养条

件下，研究发现 22%纯培养固氮菌未检测到 nifH

基因，组学分析则能提供关键固氮酶的遗传信息，

并与生理特性形成更好的互补[50]。值得注意的是，

“不可培养微生物”的表述有待商榷，“尚未培养”

或“难培养”微生物更为合理。因为在某个菌株被

培养前，无法判断其可培养性，因此，未来应开

展更大规模的富集培养与系统分类研究，定量评

估高通量测序的系统性误差，构建纯菌株表型和

组学特征为核心的数据库，结合系统发育进化分

析，更好地促进难培养微生物的分离。 

4  结论 

通过文献整合分析、传统富集培养和标靶基

因的系统发育分子分类研究，得到如下结论。 

(1) 文献分析表明“99%难培养”即为经典的

“平板计数异常”同义词。 

(2) “不可培养”微生物的表述有待商榷，“尚未

培养”或“难培养”微生物更为合理。因为某个菌株

被培养前无法判断其可培养性，特别是绝大多数

数量上占弱势的稀有物种，目前条件下无法穷尽
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所有人工培养配方开展可培养研究。 

(3) 土壤中可培养固氮菌占比高达 97.3%，但

其中 91.1%属尚未获得纯培养或固氮生理报道。

基于 16S rRNA 基因分析表明，土壤中固氮菌共计

255 属，其中 248 属在固体和液体培养基可形成菌

落被培养，但高达 226 属尚未获得纯培养或固氮

生理报道。nifH 基因则发现土壤中固氮菌共 67 属，

而 39 属在固体和液体培养基可形成菌落被培养，

占比高达 58.2%。 

(4) 土 壤 中 绝 大 部 分 固 氮 菌 为 稀 有 物

种，>40%的固氮菌属丰度<0.01%。基于 16S rRNA

基因分析表明，固体和液体富集物中 78.5%固氮

菌属丰度<0.1%，50.2%属<0.01%；而 nifH 基因分

析发现 69.5%固氮菌属丰度<0.1%，42.8%的属

<0.01%。 

(5) 传统分离方法遗漏的固氮菌属占比高达

95.2%。16S rRNA 基因分析发现，与背景土壤中

固氮菌相比，固体和液体可培养 248 属中，仅有

12 属的丰度统计显著增加；nifH 基因分析则发现

可培养 39 属中，仅 4 属的丰度显著增加。固体和

液 体 培 养 基 具 有 极 强 的 选 择 性 ， 分 别 富 集 了

Proteobacteria 和 Firmicutes 的优势固氮菌门；固

体仅富集了 Azotobacter 优势属，而液体富集了

Paenibacillus 和 Clostridium 优势属。连续传代过

程中选择性遗漏了大量尚未获得分离的固氮菌。 

(6) 亟需发展先进分离方法获得纯培养固氮

菌株。本研究仅基于固氮菌这一特定功能群，其

他类群的微生物可培养比例可能存在差别，未来

应针对生理类群多样的微生物开展更多研究；综

合不同学科先进技术，如富集分离、分类鉴定、

生理表型和系统发育相关研究，为定向发掘重要

微生物资源及功能提供参考。 
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History and definition of the “99% unculturability paradigm” – 
case analysis with nitrogen-fixing bacteria 

Lijie Yang1,2, Zhongjun Jia1* 
1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, Jiangsu 
Province, China 
2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract: [Objective] To clarify the source references of the paradigm that 99% of microorganisms are 
noncuturable; and to quantitatively evaluate the proportion of culturable diazotrophs in an agricultural soil. 
[Methods] Total microbial DNA was directly extracted from soil. Classic cultivation methods were used to obtain 
diazotrophic colonies from the first and second generation of solid and liquid culture medium for DNA extration. The 
abundance and composition of microbiome were analyzed by high-throughput sequencing of nifH and 16S rRNA 
genes. Community composition and proportions of culturable diazotrophs were then identified through phylogenetic  
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classification. [Results] At the genus level, phylogenetic analysis of nifH gene showed the proportion of culturable 
diazotrophs in the soil was (22.4±4.5)%–(28.4±6.3)%, and result of 16S rRNA genes was (31.6±3.4)%– 
(41.4±13.1)%. Phylogeny of nifH genes revealed a total of 67 genera in soil; 39 genera could grow in liquid or solid 
medium, but only 4 genera were significantly enriched. The solid meidum led to significant enrichment of 
Azotobacter of Proteobacteria as the dominant nitrogen-fixing bacteria with a relative abundance of (98.2±0.94)%. 
Meanwhile, liquid medium enriched members within two genera of Paenibacillus and Clostridium of Firmicutes 
significantly, and the relative abundance of the first generation was as high as (76.7±3.9)% and (21.9±4.0)%, 
respectively. As for 16S rRNA gene-based result, a total of 255 genera within 14 phyla were obtained in soil; 248 
genera could grow in liquid or solid medium, but the sequences of up to 226 genera and 5 phya showed high 
similariry to bacterium in which N2-fixing physiology has not been demonstrated. Members within 6 genera of 
Proteobacteria were significantly enriched in solid medium, while liquid medium encirhed significantly 5 genera of 
Firmicutes. [Conclusion] Literature survey reveals that 99% unculturability paradigm is not yet experimentally 
verified; and it is more a synonym for "the plate count anomaly", depsite it is widely accpeted in past 30 years. It 
indicates that direct microscopic counts of total microorganisms in environment is often much more than dilution 
plate counts of culturable microorganisms. Using N2-fixer as an emxple, we show that up to 58.2% (nifH gene) and 
97.3% (16S rRNA gene) of diazotrophs in soil can form colony in solid or liquid medium; but 91.1% of these 
colony have not been isolated yet with known physiology of N2-fixing activity. Meanwhile, the majority of 
diazotrophs are rare taxa (with relative abundance<0.1%) at genus level on the basis of nifH and 16S rRNA genes, 
representing 69.5% and 78.5% of the total diazotrophs in soil, respectively. Desite of the clony forming in medium, 
these numerically less dominant taxa could thus liekly escaped isolation, due to the continous enrichment and 
long-term subcutlure strategies, and the members within the phyla of Proteobacteria and Firmicutes were particularly 
enriched. Our study thus highlight that the term “unculturable” should be avoided, and the difficult-to-cultivated term 
would be more appropriate because >90% of diazotrophs could form colony in medium, although they are not isolated 
yet. Cultivation effort is warranted for future studies with focused target of these rare taxa. 

Keywords: culturable bacteria, diazotrophs, nitrogen-fixation, nifH gene 
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