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研究报告 

不同寡营养培养条件下南海水体细菌群落结构及其对碳源

的利用特征 
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摘  要：【背景】绝大多数海洋微生物不可培养，为挖掘海洋生态系统中可培养的微生物资源，研究

者尝试寡营养培养等方法。【目的】比较不同寡营养培养条件下南海水体细菌数量、群落结构及其对

碳源的利用特征差异。【方法】采用原 2216E 培养液(Y)、稀释 10 倍(Y-10)和稀释 50 倍(Y-50)的 2216E

培养液培养南海海水样品，用荧光定量 PCR 法和 16S rRNA 基因检测细菌数量和菌群结构；利用平

板计数法计数异养细菌的数量，纯化鉴定可培养细菌；采用 Biolog EcoPlateTM 微板法分析不同培养

基中细菌群落对碳源的利用特征。【结果】Y 组细菌总数高于 Y-10 组和 Y-50 组，差异不显著(P>0.05)，

但异养细菌数量显著高于 Y-10 组和 Y-50 组(P<0.05)。16S rRNA 基因测序结果表明，不同稀释倍数

下的细菌群落结构差异明显，Y 组检测出 10 门 193 属，优势类群为 Proteobacteria (56.44%)和

Bacteroides (37.27%)；Y-10 组检测出 15 门 220 属，优势类群为 Proteobacteria (40.30%)、Bacteroides 

(36.91%)和 Firmicutes (17.30%)；Y-50 组检测出 14 门 226 属，优势类群为 Proteobacteria (45.19%)、

Bacteroides (25.29%)、Planctomycetes (13.58%)和 Firmicutes (11.21%)。通过平板培养，Y 组和 Y-10

组均分离到 6 属 14 株优势菌，Y-50 组分离到 7 属 13 株优势菌，其中，Bacillus 为其共有的优势菌

属，稀释 10 倍培养液筛得的 Microbacterium (1 株)、Vibro (1 株)、Idiomarina (1 株)、Halobacillus      

(1 株)共 4 株优势菌和稀释 50 倍培养液筛得的 Alcanivorax (1 株)、Sulfitobacter (1 株)、Alteromonas    

(1 株)、Pseudomonas (1 株)、Exiguobacterium (2 株)、Vibro (3 株)共 9 株优势菌不同于原培养液。通

过寡营养培养，可培养细菌群落的代谢活性和 McIntosh 指数显著增加(P<0.05)，其对聚合物、羧酸、
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氨基酸、糖类的利用率也显著提高(P<0.05)。【结论】通过寡营养培养能增加细菌群落的丰富度和多

样性，提高可培养细菌的代谢活性和对碳源尤其是聚合物、羧酸、氨基酸和糖类的利用率，分离纯

化可获得原培养基未筛选得到的细菌。因此，在南海远洋海域可培养细菌样品的采集及复苏时，可

通过寡营养培养法获得更丰富的南海可培养微生物资源。 

关键词：寡营养培养，海洋微生物，细菌群落结构，细菌代谢功能，多样性指数 
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Abstract: [Background] Most marine microorganisms are uncultivated. In order to excavate the 
culturable microbial resources in the marine ecosystem, we tried some methods, such as oligotrophic 
culture. [Objective] To compare the differences in bacterial population, community structure and 
utilization characteristics of carbon sources of South China Sea under different low-nutrient culture 
conditions. [Methods] The seawater samples from South China Sea were cultured in the original 2216E 
medium (group Y), diluted 10 times (group Y-10) and 50 times (group Y-50) in 2216E culture medium. 
The number of bacteria and the structure of bacterial communities were detected by real-time PCR and 
16S rRNA gene. The number of heterotrophic bacteria was also counted by plate counting method, and the 
culturable bacteria were separated and identified. The utilization characteristics of carbon sources of 
bacterial communities in different media were analyzed by Biolog EcoPlateTM method. [Results] The total 
number of bacteria in Y group was higher than that in Y-10 group and Y-50 group (P>0.05), but the 
number of heterotrophic bacteria was significantly higher than that in Y-10 group and Y-50 group 
(P<0.05). The sequencing of 16S rRNA gene shows that the bacterial community structure was 
significantly different under different dilution multiples, in the Y group, 10 phyla and 193 genera were 
detected, and the dominant groups were Proteobacteria (56.44%) and Bacteroides (37.27%); in the Y-10 
group, 15 phyla and 220 genera were detected, and the dominant groups were Proteobacteria (40.30%), 
Bacteroides (36.91%) and Firmicutes (17.30%); in the Y-50 group, 14 phyla and 226 genera were detected, 
and the dominant groups were Proteobacteria (45.19%), Bacteroides (25.29%), Planctomycetes (13.58%) 
and Firmicutes (11.21%). Through plate culture, 14 dominant bacteria of 6 genera were isolated from Y 
group and Y-10 group, 13 dominant bacteria of 7 genera were isolated from Y-50 group. Among them, 
Bacillus is the common dominant bacteria. Four dominant bacteria (1 strain of Microbacterium, 1 strain of 
Vibro, 1 strain of Idiomarina, 1 strain of Halobacillus) screened by diluting 10 times of culture medium 
and nine dominant bacteria (1 strain of Alcanivorax, 1 strain of Sulfitobacter, 1 strain of Alteromonas,    
1 strain of Pseudomonas, 2 strains of Exiguobacterium, 3 strains of Vibro) screened by diluting 50 times of 
culture medium were different from the original culture medium. Through low-nutrient culture, the 
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metabolic activity and McIntosh index of culturable bacterial communities increased significantly 
(P<0.05), and its utilization rate of polymers, carboxylic acids, amino acids and carbohydrates also 
increased significantly (P<0.05). [Conclusion] Low-nutrient culture can increase the richness and 
diversity of bacterial community, improve the metabolic activity of culturable bacteria and the utilization 
of carbon sources, especially polymers, carboxylic acids, amino acids and carbohydrates. Therefore, in the 
collection and recovery of culturable bacteria samples in the pelagic area of South China Sea, more 
abundant culturable microbial resources can be obtained through low-nutrient culture method. 

Keywords: Low-nutrient culture, Marine microbes, Bacterial community structure, Bacterial metabolic 
function, Diversity index 

海洋微生物是海洋生态系统的重要组成部

分，个体虽小，但生物量极大，是海洋生态系统

中物质循环和能量流动的主要承担者。海洋微生

物因为生活在具有高盐、黑暗、寡营养等环境特

点的海洋中[1-2]，因此具有温度耐受性、耐盐性、

富营养能力强等特点。海洋微生物无论是其物种

类群，还是新陈代谢途径、生理生化反应与产物

等，都存在着丰富的新颖性和多样性，与陆地微

生物相比存在较大的差异，蕴藏的新资源更为丰

富和多样化，然而在实验条件下无法完全模拟海

洋的环境条件，导致 99%以上的海洋微生物不可

培养，不能全面地反映海洋微生物多样性，使得

大量的具有极大应用价值的海洋微生物资源被埋

没[3-4]，因此，提高海洋微生物的可培养性，尽量展

现其多样性是当前海洋微生物研究的重要任务。 

为了研究和挖掘海洋生态系统中可培养的微

生物资源，研究者尝试新的培养方法，如改良传

统培养方法、微操作技术、极限稀释培养法、模

拟原位环境培养法等[5]。其中，寡营养培养法就是

改良传统培养方法之一，通过将培养基中的营养

元素稀释，提高微生物可培养率[6-7]。戴欣等[8]采

用稀释 10 倍的培养基研究细菌的多样性，获得了

更多的微生物。Janssen 等[9]比较在正常浓度营养

肉汤培养基和稀释 100 倍的营养肉汤培养基中细菌

的生长效果，研究发现稀释后的培养基能获得更

好的培养效果。研究者们[10-13]将普通培养基稀释

至有机碳水平不高于 50 mg/L，比较了稀释培养与

未稀释培养的微生物数量，结果发现高营养培养

基中的微生物数量并非最多，相反地，高浓度的营

养物会抑制一些微生物的生长。此外，Schut 等[14]

对 Resurrection Bay 及 North Sea 海洋微生物样品进

行了研究，发现部分细菌仅能在含 10 mg/L 碳浓度

的培养基上形成菌落。由此可见，采用寡营养培

养法能有效提高细菌的可培养率。 

南中国海(South China Sea)是西太平洋最大的

一个边缘海[15]，临近西太平洋暖池区，是世界第

三大边缘海和我国面积最大的海域。南海北部陆

架坡深水区处于陆、洋过渡壳上，不仅蕴藏着丰

富的生物资源[16]，而且具有重要的战略地位。因

南海具有水温高、贫营养和浮游生物占主导地位

等特点[17]，南海的微生物可能是促进其碳循环和

能量流动的主要途径。关于南海微生物多样性  

的相关研究表明，南海微生物具有较高的多样  

性 [18-22]，微生物资源丰富。可见，深入挖掘南海

微生物资源，尤其是可培养微生物资源具有重要

意义。目前关于南海可培养微生物资源的研究较

多采用常规的海洋微生物培养基[23-24]，而采用寡

营养培养法进行挖掘南海可培养微生物资源的研

究较少，因此这一方法值得探讨。 

本研究 拟以采用原 液和稀释 10、 50 倍的

2216E 培养基培养南海海水细菌，然后基于分子生

态的微生物群落结构分析及基于生理生化特征的

微生物群落功能分析等多个方面，研究对比不同

寡营养培养条件下南海水体细菌的数量、群落结

构、群落代谢功能、可培养细菌种类间的差异，

以期为南海远洋海域可培养细菌样品的采集及复

苏培养方法的优化提供数据支持和理论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品的采集和处理 

采用有机玻璃采水器从南海不同海域选择 3 个

站 点 (S1 ： 112°97′E ， 9°60′N ； S2 ： 115°53′E ，

9°84′N；S3：111°43′E，16°29′N)各采集 5 m 水层

的海水样品 3 L，每个站点采集 3 份水样，每份水

样的取水量为 1 L。水样经 0.2 μm 滤膜过滤后，滤

膜放入装有海洋细菌保种液的无菌离心管，−20 °C

冷冻保存，带回实验室备用。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

蛋白胨、酵母膏、琼脂粉，广东环凯微生物

科技有限公司；磷酸铁，阿拉丁试剂公司；细菌

荧光定量 PCR 检测试剂盒，厦门九龙君合生物科

技有限公司；Water DNA Kit，Omega 公司；细菌

基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有

限公司。0.2 μm 滤膜，密理博有限公司(聚碳酸酯

材质)；Biolog EcoPlateTM 微板和微生物鉴定分析

仪，Biolog 公司；PCR 仪，宝生物工程(大连)有限

公司；荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad 公司。  

2216E 培养液的配制参照文献[5]，稀释 10 倍

和 50 倍的 2216E 培养液配置时按比例减量，pH 

7.6−7.8。固体培养基加入 20.0 g/L 琼脂粉。 

1.2  实验体系构建 

实验设置原培养液组(Y)、稀释 10 倍培养液组

(Y-10)和稀释 50 倍培养液组(Y-50)，分别用原液、

稀释 10 倍和 50 倍的 2216E 培养液对过滤水样后的

滤膜进行复苏培养。每组设置 3 个平行(即 3 个站点

采集的水样)。将培养瓶置于振荡式微生物培养箱

中，30 °C、100 r/min 培养 15 d。 

1.3  细菌总数的测定 

从各组中分别取 10 mL 培养液，使用细菌荧光

定量 PCR 检测试剂盒提取培养液中的细菌 DNA，

并对其数量进行定量检测。荧光定量的检测体系

为(20 μL)：PCR 混合液 10 μL，荧光探针 8 μL，待

测样品 2 μL。反应条件：95 °C 2 min；94 °C    

10 s，60 °C 30 s，共 40 个循环。 

1.4  基于 16S rRNA 基因的细菌群落结构分析 

从各组中分别取 100 mL 培养液，采用 Water 

DNA Kit 提取水体细菌 DNA，利用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 完整性后送明科生物技术(杭州)有

限公司，以引物 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCG 

GTAA-3′)和 907R (5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTT 

T-3′)特异性扩增 16S rRNA 基因 V4−V5 可变区。

PCR 反应体系(20 μL)：5×FastPfu Buffer 4 µL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，FastPfu 聚合酶(5 U/μL) 

0.4 µL，模板 DNA 10 ng，正、反向引物(5 µmol/L)

各 0.8 µL，补 ddH2O 至 20 µL。PCR 反应条件：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，

共 27 个循环；72 °C 10 min。构建扩增文库，通过比

对 Sliva 数据库分析不同样品的细菌群落结构组成。 

1.5  异养细菌的数量测定和可培养优势菌的分

离及鉴定 

1.5.1  异养细菌的数量测定  

取样进行 10 倍比系列稀释，取合适稀释度的

样品分别涂布于对应稀释度的 2216E 平板上，置于

30 °C 培养箱培养，7 d 后平板计数[5]。 

1.5.2  可培养优势菌的分离与鉴定 

在异养细菌的计数平板上标记特征菌株，来

源于原培养液组(Y)、稀释 10 倍培养液组(Y-10)和

稀释 50 倍培养液组(Y-50)的菌株分别标记为：

Y-1、Y-2、Y-3 等；Y10-1、Y10-2、Y10-3 等；

Y50-1、Y50-2、Y50-3 等。挑取特征菌株至对应稀

释度的 2216E 平板进行多次分离纯化，直至确定为

纯菌，制备甘油管将纯化后的菌株冻存备用。 

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取纯化单

菌的 DNA，以细菌 16S rRNA 基因通用引物进行

PCR扩增，引物为8F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

G-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。

PCR 反应体系(50 μL)：Premix TaqTM 25 μL，引物 8F

和 1492R (10 μmol/L)各 1 μL，模板 DNA 2 μL，无菌

双蒸水 21 μL。PCR 反应条件：95 °C 4 min；95 °C  

1 min，48 °C 1 min，72 °C 2 min，共 30 个循环；

72 °C 10 min。PCR 扩增产物通过 1%的琼脂糖凝胶
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电泳检测后，送往生工生物工程(上海)股份有限公司

测序。测序结果在 NCBI 数据库 BLAST 检索中进行

核酸序列同源性比较，挑选近缘菌株的 16S rRNA 基

因序列，利用软件 MEGA 7.0 以邻接法构建系统发育

进化树，用 Bootstrap (2 000 次重复)进行检验。 

1.6  可培养细菌群落对碳源的利用特征分析 

可培养细菌群落对碳源的利用特征采用 Biolog 

EcoPlateTM 微板进行测定分析。Biolog EcoPlateTM

微板是含有 3 套 31 种不同碳源的 96 微孔板，这   

31 种碳源中包括 6 类单一碳源底物和四唑染料，另

有 1 个未加碳源的孔加水作对照，每类碳源的微孔

各设置 3 个重复。 

取 20 mL 摇匀的菌液至无菌加样槽，用八道移

液枪将菌液加入 Biolog EcoPlateTM 微板的微孔中，

每个微孔加入菌液 150 μL，每个样品设 3 个重复。

30 °C 恒温培养 360 h，每 24 h 在 590 nm 下读取各

孔吸光值，后续用于分析细菌群落平均活性、细

菌群落功能多样性和细菌群落对各类碳源的利  

用等[25-28]。 

1.7  数据处理 

1.7.1  基于 16S rRNA 基因的细菌群落多样性分析 

(1) Chao1 指数计算公式： 

1 1
chao1 obs

2

( 1)

2( 1)

n n
S S

n


 


 

Schao1 是估计的 OTU 数，Sobs 是实际观测到的

OTU 数，n1 是只含有一条序列的 OTU 数目，n2 是

只含有两条序列的 OTU 数。 

(2) Shannon 指数计算公式： 

obs i i
shannon i 1

ln
S n n

H
N N

   

Sobs 是实际观测到的 OTU 数，ni 是第 i 个 OTU

所含的序列数，N 是所有的序列数。 

1.7.2  基于 Biolog EcoPlateTM 微板的可培养细菌

群落对碳源的利用特征分析 

(1) 细菌群落平均活性的计算 

31 个 孔 的 平 均 吸 光 值 (average well color 

development ， AWCD) 的 计 算 公 式 为 ：

AWCD=[∑(Ci-R)]/31 

Ci 是除对照孔外各孔吸光值，R 是对照孔吸光

值[26]。 

(2) 细菌群落功能多样性的计算 

采用 Biolog EcoPlateTM 微板培养 360 h 的数据

计算 Shannon 指数、Shannon 均度、Simpson 指

数、McIntosh 指数、Mclntosh 均度[29]。 

Shannon 指数计算公式： i ilnH p p   。Pi

为第 i 孔相对吸光值(C−R)与整个平板相对吸光值

总和的比率。 

Shannon 均度计算公式； /E H lnS 。S 为颜

色变化的孔的数目。 

Simpson 指数计算公式： i i[ ( 1)]

[ ( 1)]

n n
D

N N




 。ni

是第 i 孔的相对吸光值(C−R)；N 是相对吸光值总

和；Simpson 指数用 1/D 值表示。 

McIntosh 指数计算公式： 2
i( )U n  。ni 是

第 i 孔的相对吸光值(C−R)。 

McIntosh 均度计算公式：
N U

E
NN

S





。N

是相对吸光值总和；S 为颜色变化的孔的数目。 

(3) 细菌群落对各类碳源的利用 

Biolog EcoPlateTM 微板包括聚合物类、羧酸

类、氨基酸类、糖类、胺类、其他类共 6 大类碳源

底物。根据碳源的分类，以校正后的数据计算各

细菌群落对 6 类碳源的总吸光值来分析不同稀释水

平下细菌群落对同一类碳源的利用差异[30]。 

1.7.3  数据分析 

采用软件 SPSS 19.0 对实验数据进行单因素方

差分析(one-way ANOVA)，显著水平设为 P<0.05，

用以比较不同组间的差异。 

2  结果与分析 

2.1  细菌总数比较 

不同稀释水平下细菌数量如图 1 所示。经过 15 d

的培养，Y 组细菌总数为(7.70±4.69)×108 个/mL，

Y-10 组细菌总数为(9.28±6.94)×107 个/mL，Y-50 组

细菌总数为(9.00±3.87)×107 个/mL，3 组间细菌数量

无显著差异(P>0.05)。 
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图 1  不同寡营养培养条件下细菌总数比较 
Figure 1  The total number of bacteria was compared 
under different low-nutrient culture conditions 

注：图中不同小写字母代表差异性显著(P<0.05)，相同字母代表

差异性不显著(P>0.05). 
Note: The different letters represent significant difference (P<0.05), 
and the same letters represent no significant difference (P>0.05). 

2.2  基于16S rRNA基因的细菌群落结构与多样

性分析 

2.2.1  细菌群落结构 

虽然不同稀释条件下细菌总数无显著性差异，但

其细菌群落结构差异明显(图 2−4)。Y 组细菌群落共

检测出 10 门 193 属，在门水平上，以 Proteobacteria

和 Bacteroides 所占比例最高，分别为 56.44%和

37.27%；优势属为 Vibrio、Psychrobacter 和 Mesonia，

分别占 14.41%、10.47%、10.39%。Y-10 组细菌群落

共检测出 15 门 220 属，在门水平上，以Proteobacteria、

Bacteroides 和 Firmicutes 所占比例最高，分别为

40.30%、36.91%和 17.30%；优势属为 Bacillus，占

16.09%。Y-50 组细菌群落共检测出 14 门 226 属，在门 

 

 
 

图 2  不同寡营养培养条件下高数量细菌类群在门分类水平的群落结构组成 
Figure 2  Community structure composition of high number of bacterial groups at phylum level under different low-nutrient 
culture conditions 

 

 
 

图 3  不同寡营养培养条件下低数量细菌类群在门分类水平的群落结构组成 
Figure 3  Community structure composition of low number bacterial groups at phylum level under different low-nutrient 
culture conditions 
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图 4  不同寡营养培养条件下细菌在属分类水平的群落结构组成 
Figure 4  Community structure composition of bacteria at genus classification level under different low-nutrient culture 
conditions 

 
水平上，以Proteobacteria、Bacteroides、Planctomycetes

和Firmicutes所占比例最高，分别为45.19%、25.29%、

13.58%和 11.21%，优势属为 Exiguobacterium 和

Planctomyces，分别占 10.39%和 10.01%。 

2.2.2  OTU 数和 α多样性指数 

不同稀释水平下细菌群落的 α多样性指数如表

1 所示，Y-10 组和 Y-50 组的 OTU 数、Chao1 值均

高于 Y 组，而且 Y-10 组和 Y-50 组细菌群落的

Shannon 指数显著高于 Y 组(P<0.05)。 

2.3  可培养细菌的数量比较 

不同稀释水平下异养细菌数量如图 5 所示。  

经 过 1 5  d 的 培 养 ， Y 组 异 养 细 菌 总 数 为  

 

表 1  不同寡营养培养条件下 α多样性指数的比较 
Table 1  Comparison of alpha diversity index under 
different low-nutrient culture conditions 

Medium OTU number Chao1 index Shannon index

Y 157±22a 180±25a 2.65±0.20a 

Y-10 288±136a 304±123a 3.26±0.25b 

Y-50 244±53a 280±42a 3.26±0.23b 

注：数据为平均值±标准差，表中同一列数据后不同小写字母表

示不同稀释水平的数据差异性显著(P<0.05)，相同字母表示不同

稀释水平的数据差异性不显著(P>0.05). 
Note: The data are mean±standard deviation. Different lowercase 
letters after the same column of data in the table indicate that the 
data at different dilution levels are significantly different (P<0.05), 
and the same letter indicates that the data at different dilution levels 
are not significant (P>0.05). 
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图 5  不同寡营养培养条件下异养细菌数量比较 
Figure 5  The number of heterotrophic bacteria was 
compared under different low-nutrient culture conditions 

注：图中不同小写字母代表差异性显著(P<0.05)，相同字母代表

差异性不显著(P>0.05). 
Note: The different letters represent significant difference (P<0.05), 
and the same letters represent no significant difference (P>0.05). 
 
(4.54±0.52)×107 CFU/mL，Y-10 组异养细菌总数为

(5.47±4.12)×106 CFU/mL，Y-50 组异养细菌总数为

(5.73±4.62)×106 CFU/mL，Y 组异养细菌数量与 Y-10

组和 Y-50 组异养细菌数量存在显著差异(P<0.05)，

Y-10 组与 Y-50 组无显著性差异(P>0.05)。 

2.4  可培养优势菌的种类分析 

通过将分离纯化的细菌鉴定，Y 组分离到   

14 株细菌，属于 3 门 6 属，其中包括 Proteobacteria

门的 Mesorhizobium、Nitratireductor、Microbulbifer

和 Halomonas 4 个属，Bacteroides 门的 Mesonia 属，

Firmicutes 门的 Bacillus 属；其优势菌为 Bacillus

和 Microbulbifer ， 相 对 丰 度 分 别 为 57.14% 和

14.29%。Y-10 组分离到 14 株细菌，属于 3 门 6 属，

其 中 包 括 Proteobacteria 门 的 Microbulbifer 、

Idiomarina 和 Vibrio 属 ， Actinobacteria 门 的

Microbacterium 属，Firmicutes 门的 Bacillus 和

Halobacillus 属；其优势菌为 Bacillus，占 64.29%。

Y-50 组分离到 13 株细菌，属于 2 门 7 属，其中包

括 Proteobacteria 门 的 Sulfitobacter 、 Vibrio 、

Alcanivorax、Alteromonas 和 Pseudomonas 属，

Firmicutes 门的 Bacillus 和 Exiguobacterium 属；其

优势菌为 Bacillus、Vibrio 和 Exiguobacterium，分

别占 30.77%、23.08%和 15.38%。其中 Bacillus 为

共 有 的 优 势 菌 属 ， 稀 释 10 倍 培 养 液 筛 得 的

Microbacterium (1 株)、Vibro (1 株)、Idiomarina   

(1 株)、Halobacillus (1 株)共 4 株优势菌和稀释   

50 倍培养液筛得的 Alcanivorax (1 株)、Sulfitobacter 

(1 株)、Alteromonas (1 株)、Pseudomonas (1 株)、

Exiguobacterium (2 株)、Vibro (3 株)共 9 株优势菌

不同于原培养液中所筛菌(图 6)。 

2.5  可培养细菌群落对碳源的利用特征分析 

2.5.1  细菌群落代谢特征 

AWCD 值反映了微生物群落对不同碳源的利

用 能 力 以 及 其 代 谢 活 性 [31] 。 Y 组 细 菌 群 落 的

AWCD 值在 0−72 h 之间为指数增长期，随后进入

稳定期，72 h 达到最高，最高值为 0.70；Y-10 组

细菌群落的 AWCD 值在 0−192 h 之间为指数增长

期，随后进入稳定期，288 h 达到最高，最高值为

1.41；Y-50 组细菌群落的 AWCD 值在 0−168 h 之间

为指数增长期，随后进入稳定期，336 h 达到最高，

最高值为 1.40。在 192 h 后，Y-10 组和 Y-50 组细菌

群落的 AWCD 值显著高于 Y 组(P<0.05) (图 7)。 

2.5.2  细菌群落代谢多样性 

3 组细菌群落的 Shannon 指数、Shannon 均度、

Simpson 指数和 McIntosh 均度均保持稳定，相较 Y

组，Y-10 组和 Y-50 组细菌群落的 McIntosh 指数则有

所升高，并且与 Y 组存在显著性差异(P<0.05) (表 2)。 

2.5.3  细菌群落对碳源的利用特征 

不同寡营养培养条件下细菌群落对六大类碳源

的利用变化情况如图 8 所示，从对六大类碳源的利

用变化情况来看，Y-10 组和 Y-50 组细菌群落对糖类

的利用率最高，其对糖类的总吸光值最高为 11.25 和

12.23，对羧酸、氨基酸、聚合物的利用率次之，对

胺类和其他类碳源的利用较少；Y 组细菌群落对羧

酸的利用率最高，其对羧酸的总吸光值最高为 6.17，

对糖类、氨基酸的利用率次之，对聚合物、胺类和

其他类碳源的利用较少。Y-10 组细菌群落对聚合物、

羧酸、糖类和氨基酸的利用率分别在 168、192、192

和 312 h 后显著高于 Y 组(P<0.05)；Y-50 组细菌群落 
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图 6  可培养优势菌的 16S rRNA 基因系统发育树 
Figure 6  Phylogenetic tree of dominant cultivated bacteria based on 16S rRNA gene sequences 
注：括号中的序号表示菌株的 GenBank 登录号；标尺：核苷酸的替代率为 0.02；分支位置中的数字表示 Boostrap 支持率. 
Note: The number in brackets denotes the GenBank accession number of the strain; Scale bar: The nucleotide substitution rate was 0.02; The 
number in each branch points denote the percentages supported by boostrap. 
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图 7  不同寡营养培养条件下微生物群落的 AWCD 值比较 
Figure 7  AWCD values of microbial communities under different low-nutrient culture conditions were compared  
 

表 2  不同寡营养培养条件下微生物多样性指数的比较 
Table 2  Comparison of microbial diversity index under different low-nutrient culture conditions 
Medium Shannon index Shannon uniformity Simpson index McIntosh index McIntosh uniformity 

Y 3.35±0.02a 1.03±0.04a 28.09±0.70a 3.86±0.72a 1.01±0.02a 

Y-10 3.36±0.01a 1.02±0.02a 27.76±0.52a 8.13±0.39b 1.01±0.01a 

Y-50 3.34±0.01a 1.07±0.02a 27.15±0.35a 8.24±0.23b 1.02±0.01a 

注：数据为平均值±标准差，表中同一列数据后不同小写字母表示不同稀释水平的数据差异性显著(P<0.05)，相同字母表示不同稀释

水平的数据差异性不显著(P>0.05). 
Note: The data are mean±standard deviation. Different lowercase letters after the same column of data in the table indicate that the data at 
different dilution levels are significantly different (P<0.05), and the same letter indicates that the data at different dilution levels are not 
significant (P>0.05). 
 

对聚合物、羧酸、糖类和氨基酸的利用率分别在

144、192、168 和 312 h 后显著高于 Y 组(P<0.05)。 

3  讨论与结论 

海洋微生物研究进展迅速，作为自然资源最

大的宝库，蕴藏着巨大的潜力。非培养技术揭示

了海洋微生物的多样性，而出于各种各样的原因，

其中绝大多数的微生物目前尚未分离出来[32]，因

此，挖掘更多的可培养海洋微生物资源是海洋微

生物研究的方向之一。寡营养培养法是一种根据

海洋环境寡营养的特点，将培养基中的营养元素

进行稀释，以提高细菌可培养性的研究方法[7]，早

期由 Button 等[33]和 Schut 等[14]开发，用于海水样品

的可培养细菌研究。本研究以南海海水样品为研

究对象，探讨了不同寡营养培养条件下南海水体

细菌数量、群落结构及其对碳源的利用特征。结

果 发 现 ， 培 养 1 5  d 后 ， 寡 营 养 培 养 液 培 

养的细菌总数虽低于原培养液培养(P>0.05)，但稀

释 10 倍和稀释 50 倍培养液培养的细菌群落的

Shannon 指数显著高于原培养液(P<0.05)，而且稀

释 10 倍培养液和稀释 50 倍培养液的 OTU 数和

Chao1 值均高于原培养液，表明寡营养培养后细菌

群落的多样性高于原培养液培养的细菌群落。从

细菌群落结构来看，稀释 10 倍培养液检测出 15 门

220 属，稀释 50 倍培养液检测出 14 门 226 属，而

原培养液检测出 10 门 193 属，寡营养培养后的细

菌群落比原培养液更丰富。Sun 等 [34]采用稀释   

10 倍的 2216E 培养基和稀释 10 倍的 LB 培养基研

究海水中细菌的可培养性，测序结果表明寡营养

培养基能扩大可以培养的微生物种类范围，本研 
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图 8  不同寡营养培养条件下微生物群落对同一类型碳源利用的变化 
Figure 8  Changes of microbial community utilization of the same type of carbon source under different low-nutrient culture 
conditions 

注：A：聚合物；B：羧酸；C：氨基酸；D：糖类；E：胺类；F：其他. 
Note: A: Polymer; B: Carboxylic acid; C: Amino acid; D: Carbohydrate; E: Amine; F: Others. 

 
究与其结果相近。从优势菌组成来看，原培养液 

培养的细菌群落中优势类群为 Proteobacteria 和

Bacteroides，优势属为 Vibrio、Psychrobacter 和

Mesonia；稀释 10 倍培养液培养的细菌群落中优势

类群为 Proteobacteria、Bacteroides 和 Firmicutes，

优势属为 Bacillus；稀释 50 倍培养液培养的细菌群

落 中 优 势 类 群 为 Proteobacteria 、 Bacteroides 、

Planctomycetes 和 Firmicutes ， 优 势 属 为

Exiguobacterium 和 Planctomyces，这一结果和白洁

等 [35] 所 报 道 南 海 南 部 水 体 优 势 类 群 为

Proteobacteria 和 Bacteroides 并且存在 Firmicutes

和 Planctomycetes 的结果相近。此外，稀释 10 倍培

养液与稀释 50 倍培养液的优势类群结果与王蕾  

等[36]采用原位培养研究南海深海微生物的研究结
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果 相 近 ， 两 项 研 究 的 高 通 量 结 果 中

Proteobacteria、Bacteroides 和 Firmicutes 均为优势

类群。 

从可培养细菌的状况来看，原培养液培养的

异养细菌总数高于寡营养培养液培养的异养细菌

总数，且差异显著(P<0.05)。不同稀释条件下分离

的优势菌株种类有所不同，原培养液中分离得到

的优势菌为 Bacillus 和 Microbulbifer，稀释 10 倍培

养液中分离的优势菌为 Bacillus，稀释 50 倍培养液

中 分 离 得 到 的 优 势 菌 为 Bacillus 、 Vibrio 和

Exiguobacterium。总体来看，3 种培养液所培细菌

的分离结果与徐重[37]对南海表层海水中可培养细

菌多样性的研究结果一致，其研究表明南海表层

海水由 Proteobacteria、Bacteroides、Firmicutes 和

Actinobacteria 这 4 个门组成。此外，本研究分离出

的 Proteobacteria 中 γ-变形菌纲所占比例较大，这

一结果与李明 [38]的研究得以相互印证。由此可

见，将南海海水样品经滤膜过滤保存，经复苏培

养后的细菌优势类群可基本反映南海水体细菌群

落状况。 

AWCD 值是基于生理生化特性的细菌群落对

碳源利用特征的体现，其可反映基于可培养系统

的细菌群落对不同碳源的利用能力以及其代谢活

性 [31] 。 本 研 究 中 ， 寡 营 养 培 养 后 细 菌 群 落 的

AWCD 值显著高于原培养液(P<0.05)，尤其对聚合

物、羧酸、氨基酸和糖类的利用率显著高于原培

养液(P<0.05)，这反映出寡营养培养后细菌群落的

活性更高，并且提高了代谢能力。值得注意的

是，寡营养培养液中异养细菌数量低于原培养

液，但其碳源代谢能力仍高于原培养液，说明造

成细菌群落代谢功能差异的原因不仅和细菌群落

丰富度有关，还和群落结构密切相关[39]，寡营养

培养后的菌群结构与原培养液相比，分离出更多

的 Proteobacteria 菌株，而 Proteobacteria 对聚合物

类和糖类等碳源具有较高的利用能力[40]。此外，

寡营养培养液中的细菌在 Biolog EcoPlateTM 微板

中对部分碳源的利用能力没有显著增加，推测是

寡营养培养基的生境导致整个细菌群落的选择压

力[41]。 

常规的海洋细菌培养基的营养浓度远高于海

洋细菌的生长环境，高浓度的营养物质比较适合生

长速度快且对高浓度营养物有抵抗能力的细菌，但

是对于生长速度慢的细菌可能有抑制作用。在本研

究中，将普通的 2216E 培养基分别进行了 10 倍和

50 倍的稀释，在一定程度上降低了培养基的营养水

平。通过寡营养培养增加了细菌群落的丰富度和多

样性，提高了可培养细菌的代谢活性和对碳源尤其

是聚合物、羧酸、氨基酸和糖类的利用率，分离纯

化获得原培养基未筛选得到的细菌。因此，在南海

远洋海域可培养细菌样品的采集及复苏时，可通过

寡营养培养获得更丰富的南海可培养微生物资源。 
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