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摘要：【目的】筛选一种简便、实用的从土壤中分离芽孢杆菌的方法，初步调查成都郊区土壤芽孢杆菌资源。

【方法】以稀释平板计数法为基础，用成都郊区 20 个土样作材料，设土壤悬液经加热和不加热分别用牛肉膏蛋白

胨琼脂和麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂分离芽孢杆菌 4 种处理方法，用“直接法-牛肉膏”、“直接法-麦芽汁”、“间接

法-牛肉膏”和“间接法-麦芽汁”分别表示这 4种处理。【结果】4种处理测定的芽孢杆菌总数为（5.18±0.38）～

（6.30±0.56）log cfu·g-1
dry soil，加热处理测定的数量显著低于不加热处理的；用“直接法-麦芽汁”分离的

芽孢杆菌种类极显著多于其它处理，用该方法可从成都郊区分离 21 个种，最常见种有环状芽孢杆菌（Bacillus 

circulans）、巨大芽孢杆菌（B. megaterium）、蜡状芽孢杆菌（B. cereus）、地衣芽孢杆菌（B. licheniformis）、

泛酸芽孢杆菌（B. pantothenticus）、嗜碱芽孢杆菌（B. alcalophilus）等。用“间接法-牛肉膏”仅分离到 13

个种，最常见种有巨大芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、短小芽孢杆菌（B. pumilus）、异常芽孢杆菌（B. insolitus）

等。【结论】直接法-麦芽汁是分离土壤芽孢杆菌的理想方法。B. circulans、B. megaterium、B. pantothenticus、

B. alcalophilus、B. cereus、B. licheniformis、B. insolitus 、B. subtilis、B. spaericus、B. pumilus

等为成都市郊区土壤芽孢杆菌的主要类群，广泛存在于区域内。 

关键词：土壤芽孢杆菌；分离方法；麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂；直接法-麦芽汁；成都郊区 
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Abstract: 【Objective】In this paper, four treatments were set up to isolate soil Bacillus species so that a simple, convenient and 

practical method can be selected. In addition, the quantity and species of Bacillus in Chengdu suburbs soil were also estimated.
【Method】20 soil samples were collected at 0-20 cm depth in Chengdu suburbs and the dilution plate method was used. The soil 
suspensions with heat treatment at 80℃ for 10 min and without heat treatment were spread onto beef extract peptone agar and beef 
extract peptone malt extract agar to enumerate Bacillus spp., which were represented by four treatments of Direct Isolation 
Method-Beef Extract, Direct Isolation Method-Malt Extract, Indirect Isolation Method-Beef Extract and Indirect Isolation 
Method-Malt Extract in this study, respectively. 【Result】The quantity of total culturable Bacillus species ranged from 
5.18±0.38-6.30±0.56 log cfu·g-1dry soil in Chengdu suburbs soil, and those of Bacillus species were significantly lower in heated 
suspensions than in unheated ones. The differences of Bacillus groups were highly significant among the four treatments and the 
most dominant groups were estimated by Direct Isolation Method-Malt Extract. With this method, 21 species were identified in 
Chengdu suburbs soil, and B. circulans, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis, B. pantothenticus, B. alcalophilus belonged to the 
predominant species. However, only 13 species were got with Indirect Isolation Method-Beef Extract, and the main species were B. 
megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. insolitus. The predominant species were significantly different between Direct Isolation 
Method-Malt Extract and Indirect Isolation Method-Beef Extract. 【Conclusion】 Direct Isolation Method-Malt Extract is the best 
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one of the four treatments, and suitable to isolate soil Bacillus species. The result showes that B. circulans, B. megaterium, B. 
pantothenticus, B. alcalophilus, B. cereus, B. licheniformis, B. insolitus, B. subtilis, B. spaericus, B. pumilus are the main Bacillus 
species that distributed frequently in Chengdu suburbs soil. 

Key words: Soil Bacillus spp.; Isolation methods; Beef extract peptone malt extract agar; Direct isolation method-malt extract; 
Chengdu suburbs 

 

0  引言 

【研究意义】芽孢杆菌（Bacillus spp.）是土壤中

常见的细菌类群，在土壤生态系统中占有重要地位，

在农业[1~6]、工业[6]、医药[6]、卫生[6]、环保[7]等领域具

有广泛的用途。【前人研究进展】目前，土壤芽孢杆

菌分离方法主要有两种，一种是根据在平板上所生长

的菌落，鉴定出芽孢杆菌[5,7~9]，该方法主要问题是由

于微生物种群繁多，会影响分离结果；另一种是先加

热以杀死非芽孢细菌，再根据菌落特征，分离出芽孢

杆菌，该方法简单易行，是目前常用的方法[10~14]，筛

选一些特殊芽孢杆菌时多用此方法[15~18]。用于分离芽

孢杆菌的培养基有多种，主要包括牛肉膏蛋白胨琼  
脂[8,12~14]、麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂[11,19,20]、胰蛋白血

清琼脂培养基（tryptose blood agar base）[10]等，由于

前两种成分简单，制作方便，故应用最普遍。从用牛

肉膏蛋白胨琼脂分离的情况看，唐志燕等[8]研究表明

成都郊区土壤芽孢杆菌为 7.87 log cfu·g-1dry soil，主要

种有巨大芽孢杆菌（B. megaterium）、蜡状芽孢杆菌

（B. cereus）、球形芽孢杆菌（B. spaericus）、短小

芽孢杆菌（B. pumilus）和环状芽孢杆菌（B. circulans）
等；刘秀花等[12]分离河南土壤的结果表明覃状芽孢杆

菌（B. mycoides）、蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌（B. 
subtilis）、坚强芽孢杆菌（B. firmus）、巨大芽孢      
杆菌等检出率较高；Nishijima 等[13]发现日本耕作土  
壤中芽孢杆菌数量约 6.4～7.4 log cfu·g-1 dry soil，    
B. megaterium、B. cereus、B. niacini 为主要种。用麦

芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂分离芽孢杆菌的报道较少，如

张华勇等[11]分析了不同生态下红壤中的芽孢杆菌，发

现巨大芽孢杆菌、蜡质芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和短

小芽孢杆菌在林地、旱地、水田中比较常见，没有报

道其数量状况。单娜娜等[19]研究表明，塔克拉玛干沙

漠腹地人工绿地土壤中芽孢杆菌数量较低，最高只达

105（cfu·g-1 dry soil）个数量级。【本研究切入点】综

上所述，有关土壤芽孢杆菌的分离培养方法不少，如

杨自文等[21]报道加入抗生素，能显著地提高醋酸钠方

法分离苏云金杆菌效率。由于研究区域生态条件差异

较大，即使采用同样的方法获得的结果也大不相同，

不同的方法所得结果可能存在更大的差异。另外，由

于芽孢杆菌的分离鉴定工作繁琐，目前还没有任何一

种培养方法能探明所有种类，因而需要寻找一种简便、

实用的分离培养方法，用以研究土壤中芽孢杆菌资源

和多样性。【拟解决的关键问题】成都市郊区属成都

平原的中心区域，是四川省重要的农业生产基地，土

地肥沃，土壤芽孢杆菌资源丰富，约占细菌总数的

25.3%[8]。本文以成都郊区土壤为材料，比较了加热和

不加热处理土壤悬液两种处理方式，以及牛肉膏蛋白

胨琼脂和麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂培养基两种培养基

分离芽孢杆菌的效果，以期寻找简易的分离土壤芽孢

杆菌方法，并初步调查了成都郊区土壤的芽孢杆菌资

源，为进一步开发应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样点的设计与样品的采集 

于 2002 年 9 月在成都市郊区，根据土壤类型、土

地利用方式和耕作制度等差异，随机采集 0～20 cm 耕

层土样 20 个（表 1），每个样品由 5 点混合而成，土

样装入洁净塑料袋带回室内进行分离。 
1.2  培养基   

牛肉膏蛋白胨琼脂、麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂，

参照文献[20]配制。 
1.3  芽孢杆菌的分离、计数 

称取 10 g 土壤于 90 ml 无菌水中，按照 10 倍稀

释法配制成 10-1～10-6系列土壤悬液，其中 10-1、10-2、

10-3悬液 80℃水浴中保持 10 min 以杀死非芽孢杆菌，

而 10-4、10-5、10-6悬液不进行加热处理。吸取系列悬

液 0.1 ml 3 份，分别涂抹于牛肉膏蛋白胨和麦芽汁牛

肉膏蛋白胨琼脂培养基上 28℃下培养 3～4 d。根据菌

落形状、大小、颜色等特征进行初步归类，每一类随

机挑取 3～5 个单菌落划线纯化，并制成菌悬液置于

80℃水浴中处理 10 min，仍能成活的菌株经芽孢染色

验证后保存于 5℃冰箱中备用。 
1.4  芽孢杆菌的分类与鉴定 

各菌株在牛肉膏蛋白胨琼脂上 28℃培养 3～4 d， 
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表 1  土壤样品来源 

Table 1  The origins of soil samples 

样点号 
Plot no. 

采样点 
Distribution of samples 

样点号 
Plot no. 

采样点 
Distribution of samples 

1 新都大丰乡蒲家 1 组 Dafeng in Xindu Count  11 金牛区洞子口友联 7 组 Dongzikou in Jinniu District 

2 双流县永福乡 13 大队 2 组 Yongfu in Shuanliu Count 12 金牛区赖家店朱家坡 2 组 Laijiadian in Jinniu District 

3 金牛区天回乡土门 1 组 Tianhui in Jinniu District 13 成华区新山 2 组 Xinshan in Chenghua District 

4 金牛区石羊乡清河 8 组 Shiyang in Jinniu District 14 成华区保合胜利 Baohe in Chenghua District 

5 金牛区簇桥乡凉水井 9 组 Cuqiao in Jinniu District 15 金牛区龙潭同乐 1 组 Longtan in Jinniu District 

6 锦江区万象寺 Wanxiangsi in JinJiang District 16 金牛区苏坡中坝村 4 组 Supo in Jinniu District 

7 郫县犀浦 17 大队 1 队 Xipu in Pixian Count 17 龙泉驿区洪河公社百合 2 组 Honghe in Longquanyi District 

8 金牛青龙西林村五队 Qinglong in Jinniu District 18 双流县中和朝阳 4 组 Zhonghe in Shuanliu Count 

9 武侯区玻璃场 8 大队 2 队 Bolichang in Wuhou District 19 双流金桥镇昆山村 Jinqiao in Shuanliu Count 

10 锦江区三圣乡 Sansheng in JinJiang District 20 郫县唐昌镇战旗村 Tangchang in Pixian Count 

 
根据形态特征进行初步分类，获得各处理每样品的类

群数量。需要鉴定到种的菌株，通过形态学观测和生

理生化试验后，与文献[22]、[23]所列种类的特征逐一

比较鉴定到种，暂时不能确定的视为未知种。 
1.5  数据的处理与统计分析 

参考文献[24]所得结果用烘干土壤质量表示（log 
cfu·g-1 dry soil）。采用 SPSS12.0 软件包中的单因素方

差分析（ANOVA）进行显著性检验，如必要再进行 

多重比较分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同分离方法对测定土壤芽孢杆菌数量的影响 

采用单一样本 K-S 检验的结果（表 2）表明，20
个土样的芽孢杆菌总数量和类群数呈正态分布。其总

数约为 105 cfu·g-1 dry soil，土壤悬液加热处理显著地

降低了测定的芽孢杆菌数量，但培养基成分对测定结

 
表 2  不同分离方法下土壤芽孢杆菌总数和类群的统计特征 

Table 2  Statistical characters of quantity and groups of Bacillus in Chengdu suburbs under different isolation methods 

总数 Quantity (log cfu·g-1 dry soil) 项目 
Items 

分离方法 
Isolation methods 

样点数 
Sampling No. 

分布类型 
Distribution  
type 

最小值 
Minimum 

最大值 
Maximum 

平均值 
Mean 

标准差 
SD 

偏度 
Skewness 

峰度 
Kurtosis

直接法-牛肉膏 Direct 
isolation method-beef extract

20 正态 Normal 4.23 6.40 5.30Aa 0.57 0.248 0.155

直接法-麦芽汁 Direct 
isolation method-malt extract

20 正态 Normal 4.41 5.93 5.18Aa 0.38 0.052 -0.146

间接法-牛肉膏 Indirect 
isolation method-beef extract

20 正态 Normal 4.92 7.11 6.12Bb 0.58 -0.344 -0.049

总数

Quantity 

间接法-麦芽汁 Direct 
isolation method-malt extract

20 正态 Normal 5.23 7.45 6.30Bb 0.56 -0.352 0.505

直接法-牛肉膏 Direct 
isolation method-beef extract

20 正态 Normal 4 8 6.60Aa 1.23 -0.444 -0.735

直接法-麦芽汁 Direct 
isolation method-malt extract

20 正态 Normal 5 10 7.55Bb 1.40 0.145 -0.648

间接法-牛肉膏 Indirect 
isolation method-beef extract

20  正态 Normal 1 5 2.45Cc 0.95 0.992 1.712

类群 
Groups 
No. 

间接法-麦芽汁 Direct 
isolation method-malt extract

20 正态 Normal 3 6 4.65Dd 0.88 -0.250 -0.337

多重比较采用最小显著差数法（LSD），小写字母代表 0.05 显著水平，大写字母代表 0.01 显著水平，处理之间有相同字母者差异不显著 
Lowercase represent α=0.05, capital letter represent α=0.01; Average values followed by the same letter in the table are not different at α=0.05 or α=0.01 using 
LSD test; SD Standard deviation
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果没有显著的影响。 
不同方法所检测到的芽孢杆菌类群差异很大，最少

的平均只有（2.45±0.95）个类群，最多的有（7.55±0.00）
个类群。土壤悬浮液加热处理显著减少了芽孢杆菌类

群，麦芽汁培养基可获得更多的类群（表 2）。 
2.2  不同分离方法对分离土壤芽孢杆菌类群的影响 

从表 3 可知，不加热处理的土壤悬浮液（间接法-
牛肉膏）分离鉴定出 13 个种（其中 1 个未知种），而

加热处理（直接法-麦芽汁）则获得 21 个种（其中 5
个未知种）。“间接法-牛肉膏”分离的最常见种有巨

大芽孢杆菌（B. megaterium）、蜡状芽孢杆菌（B. 
cereus）、短小芽孢杆菌（B. pumilus）、异常芽孢杆

菌（B. insolitus）等；常见种有环状芽孢杆菌（B. 
circulans）、枯草芽孢杆菌（B. subtilis）、地衣芽孢

杆菌（ B. licheniformis）、球形芽孢杆菌（B. spaericus）
等；而缓病芽孢杆菌（B. lentimorbus），泛酸芽孢杆

菌（B. pantothenticus）、巴氏芽孢杆菌（B. pasterurii）、
嗜碱芽孢杆菌（B. alcalophilus）等属少见种，偶有分离。

唐志燕等[8]也分离到这些种，但与其优势种组成不同。 
“直接法-麦芽汁”分离的最常见种有环状芽孢杆

菌、巨大芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、

泛酸芽孢杆菌、嗜碱芽孢杆菌等；常见种有覃状芽孢

杆菌（B. mycoides）、短小芽孢杆菌、球形芽孢杆菌、

枯草芽孢杆菌、圆孢芽孢杆菌（B. globisporus）、凝

结芽孢杆菌（B. coagulans）、异常芽孢杆菌、海洋芽

孢杆菌（B. marinus）等；而假蕈状芽孢杆菌（B. 
pseudomycoides）、苏云金芽孢杆菌（B. thuringiensis）
和一些未知种属少见种，分离频度很低。

 
表 3  两种方法从成都郊区土壤中分离的芽孢杆菌 

Table 3  The main species of soil Bacillus in Chengdu suburbs under two isolation methods 

直接法-麦芽汁 Direct isolation method-malt extract 间接法-牛肉膏 Indirect isolation method-beef extract
类群 Bacillus species 

百分率 Percentage (%) 分离频度 Frequency 百分率 Percentage (%) 分离频度 Frequency 

环状芽孢杆菌 B. circulans 25.44 0.94 3.41 0.30 

巨大芽孢杆菌 B. megaterium 13.03 0.94 35.40 0.45 

泛酸芽孢杆菌 B. pantothenticus 11.82 0.17 0.33 0.05 

嗜碱芽孢杆菌 B. alcalophilus 10.33 0.39 0.07 0.05 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 8.36 0.44 1.39 0.20 

球形芽孢杆菌 B. spaericus 5.90 0.44 2.50 0.30 

短小芽孢杆菌 B. pumilus 3.53 0.44 13.38 0.30 

蜡状芽孢杆菌 B. cereus 3.20 0.78 22.66 0.35 

地衣芽孢杆菌 B. licheniformis 1.97 0.61 0.97 0.10 

覃状芽孢杆菌 B. mycoides 0.42 0.33 / / 

圆孢芽孢杆菌 B. globisporus 0.11 0.06 / / 

凝结芽孢杆菌 B. coagulans 1.12 0.17 / / 

假蕈状芽孢杆菌 B. pseudomycoides 0.20 0.22 / / 

苏云金芽孢杆菌 B. thuringiensis 0.02 0.06 / / 

异常芽孢杆菌 B. insolitus 2.37 0.17 18.85 0.05 

海洋芽孢杆菌 B. marinus 0.93 0.11 / / 

缓病芽孢杆菌 B. lentimorbus / / 1.98 0.05 

巴氏芽孢杆菌 B. pasterurii / / 0.88 0.05 

“/”表示由于未分离到相应的种而缺乏数据   “/” represent no data because the related species was not isolated 

 
2.3  培养基对分离计数的影响 

图是土壤悬液热处理后在 2 种培养基上的菌落生

长情况。在麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂（图-A）上，芽

孢杆菌的菌落不扩散，且菌落特征比较典型和稳定；

而在牛肉膏蛋白胨琼脂（图-B）上则相反，菌落易扩

散连成一片，对计数和初步鉴定均不利。分离计数工

作中为了克服菌落扩散现象，制作平板时要求去除表

面微量的冷凝水，不仅烦琐，且易污染，使用牛肉膏

蛋白胨琼脂分离时即使除去表面凝固水，也不能完全

解决菌落扩散的问题，而用麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂

则无需去除表面凝固水。可见，麦芽汁牛肉膏蛋白胨

琼脂更适合用于芽孢杆菌的分离计数。 
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A：麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂培养基；B：牛肉膏蛋白胨琼脂培养基 
A: Beef extract peptone-malt extract(BPMA) agar medium; B: Beef extract 
peptone agar (BPA) medium 

 

图  芽孢杆菌在不同培养基上的菌落特征 

Fig.  Colony characteristics of Bacillus spp. in different media 

 

3  讨论 

土壤芽孢杆菌数量差异很大，农田土壤一般为

3～6 log cells·g-1 fresh soil[25,26]，笔者的测定结果也在

此范围之内。测定方法是影响测定结果的主要因素，

许光辉等[20]认为，在加热过程中会杀死营养型芽孢杆

菌，降低测定结果，笔者也得到类似的结果。但由于

热处理杀死了非芽孢杆菌，可适当降低稀释度，从   
而简化了分离和鉴定工作，所以该程序仍被广泛采  
用[11~18]。培养基成分对测定结果也有一定的影响，特

别是显著地影响到种群数量，用麦芽汁牛肉膏蛋白胨

琼脂极显著高于牛肉膏蛋白胨琼脂分离的种群数量。 
至今没有一种方法能真正测定土壤中芽孢杆菌的

实际数量和类群。分子生物学方法已用于检测芽孢杆

菌，不仅可以分析易培养类群，还能揭示许多难培养

物种，而且揭示的优势类群有时可能与常规分离法不

同[25,26]。但由于分子检测法未得到纯培养物，故不利

于芽孢杆菌的进一步开发应用，本文的“直接法-麦芽

汁”在分离计数中显示了较强的优势，简便实用，可

广泛用于土壤芽孢杆菌的资源研究。 

4  结论 

芽孢杆菌的总数量与土壤悬液是否加热有关，热

处理后测定的数量显著低于非热处理的；培养基种类

对计数和鉴定有影响，用麦芽汁培养基分离得到的菌

落直观、分散，易于计数，而且鉴定的类群明显比其

它方法多。从分离鉴定的整个过程看，土壤悬液热处

理后采用麦芽汁牛肉膏蛋白胨琼脂培养基分离最适宜， 
程序简单，计数方便，鉴定的类群多。 

成都市郊区土壤芽孢杆菌数量约为 5 log cfu·g-1 dry  

soil，不同方法分离和鉴定的类群数和优势种有显著差

异，“直接法-麦芽汁”可分离 21 个种，反映出成都

平原土壤蕴藏着极丰富的芽孢杆菌种群资源，尚待进

一步研究。 
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