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摘 要： 采用不经过富集培养直接将土壤稀释涂布于营养物浓度较低的 1/10 LB 固体培养基上，常温培养，然后

转接至加淀粉的 1/10 LB 固体培养基，用碘液初步检测淀粉酶分泌情况的方法，从土壤中分离出了 5 株能分泌淀粉

酶的细菌，分别命名为 K-1、K-2、K-3、K-4、K-5。并对其不同 pH 值、温度条件下的生长情况及分解淀粉产生还原

糖的情况进行了初步研究。结果表明，菌株 K-2 具有产耐酸碱淀粉酶活性，在 pH4～10 范围内均可分解淀粉产生还

原糖；K-4 具有产低温淀粉酶活性，4℃能分解淀粉；K-5 具有产高温耐碱淀粉酶活性。研究结果表明，采用低营养

物浓度能从土壤中获得丰富多样的淀粉酶分泌细菌，为从自然环境中获取更丰富多样的微生物资源提供了基础参

考。
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Research on the Isolation of Amylase-secreting Bacteria from Soil by Culture
Mediums with Low-concentration of Nutrients & Its Characteristics
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Abstract：In the experiment, diluted soil samples were directly plated onto culture mediums with low concentration of nutrients (1/10 diluted LB
solid culture medium) and cultivated at room temperature instead of enrichment culture, then it was plated onto 1/10 diluted LB solid culture
medium with starch addition, and the secretion of amylase was determined by adding iodine solution to the surroundings of bacterial colonies to
observe if it became blue, and 5 amylase-secreting bacteria strains were finally isolated and named as K-1, K-2, K-3, K-4, and K-5. The effects of
different pH value and different temperature on their growth and their amylase hydrolysis status were investigated. The results showed that strain
K-2 had acid & alkali-resisting amylase activity and it could achieve amylase hydrolysis in wide range of pH (pH4～10), and strain K-4 had activ-
ity at low temperature (it could achieve amylase hydrolysis at 4 ℃), and strain K-5 had alkali-resisting amylase activity at high temperature. The
results of our study suggested that various amylase-secreting bacteria could be obtained from soil by culture mediums with low concentration of
nutrients, which provided experimental base for obtaining more microbial resources form natural environment.
Key words: low nutrient medium; bacteria biodiversity; tolerant Amylase

土壤微生物的物种多样性是指土壤生态系统中微生

物的物种丰富度和均一度， 这是微生物多样性的最直接

表现形式。根据原位的、不经培养的微生物系统发育学研

究发现，自然界中 95 %～99 %的微生物种群尚未被分离

培养或描述， 从而推算地球上仅细菌就有 10 万～50 万

种[1-2]。 通过改善培养基种类和培养条件，最大限度地分

离和培养各类微生物， 不但有助于了解土壤中的微生物

种群，也是充分开发土壤中微生物资源所必需的[3]。

淀粉酶是最早用于工业生产并且是用途最广、 产量

最大的酶制剂产品之一。 淀粉酶种类繁多，特点各异，可

应用于酿造、食品加工、工业副产品及废料的处理等多种

领域[4]。 由于微生物数量多、繁殖快，工业生产主要采用

微生物发酵法大量生产微生物制剂[4]。 工业的发展对淀

粉酶的活性及使用条件提出了越来越高的要求， 如在某

些制造行业，使用具有高活性、耐高温、耐极限酸碱环境

等特性的淀粉酶，将获得很高的经济效益。长期以来为获
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得更高活性的淀粉酶， 主要是使用分子生物学手段对现

有酶进行结构分析和定向改造 [5]，使用相似的研究手段

能获得活性更高的酶类的可能性变得越来越小。因此，研

究分离培养分泌新的淀粉酶微生物具有重要意义。
有研究表明， 使用低浓度培养基能从土壤分离得

到以前未能分离培养的新的微生物种类， 而且土壤中

也存在以前认为只在极端环境下才存在的极端环境微

生物[2]。 Ce dric F.V.[8]等采用低营养物浓度的培养基富集

培养温泉中的微生物后，发现能检测到新的淀粉酶基因。
在从土壤中分离资源性微生物时， 通常采用的是高营养

物浓度培养基， 这可能导致不能分离出很多在高营养浓

度下生长较慢或者不生长的细菌[9]。 因此，本文采用直接

将土壤稀释涂布较低营养物浓度固体培养基的方法，从

土壤中分离能分泌淀粉酶的细菌， 并对分离的细菌的淀

粉水解活性进行了初步研究， 旨在为建立和完善从土壤

中分离新的资源性微生物的方法提供基础参考。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

1.1.1 主要仪器

恒温培养振动器：ZHWY-211B 型，上海智城分析仪

器有限公司；高压蒸汽灭菌锅：YXQ-SG41-280，四川射

洪医疗器械厂； 培养箱：PQX 型， 宁波莱福科技有限公

司；恒温水浴锅：HH-4，江苏金坛市宏华仪器厂；台式离

心机：Allegra X-22R，Beckman； 紫外可见分光光度计：
SP-722UV 型，上海光谱仪器有限公司。
1.1.2 主要试剂及培养基

碘-碘化钾溶液：称取碘 0.1 g，碘化钾 0.2 g，先将碘

化钾溶于少量水中，然后再将碘溶于碘化钾溶液中，最后

加水至 100 mL，棕色试剂瓶中保存备用。
3,5-二硝基水杨酸试剂： 精确称取 3,5-二硝基水杨

酸 1 g，溶于 20 mL 2 mol/L NaOH 溶液中，加入 50 mL 蒸

馏水，再加入 30 g 酒石酸钾钠，待溶解后用蒸馏水定容

至 100 mL，密封保存备用。
标准麦芽糖溶液（1 mg/mL）：精确称取 100 mg 麦芽

糖，用蒸馏水溶解并定容至 100 mL。
LB 培养基（Luria-Bertani）：蛋白胨粉 10 g，酵母粉

5 g，NaCl 10 g，去离子水 1000 mL，pH7.0。
LB/10 培养基：将 LB 培养基稀释 10 倍，121℃高压

蒸汽灭菌 20 min，取出备用。
固体培养基在灭菌之前加入 20 g 琼脂粉。
分离培养基和淀粉水解效果检测培养基中均加入

0.5 %的可溶性淀粉。
1.2 检测方法

分离过程中淀粉酶活性检测： 利用淀粉被分解前遇

碘液变蓝色、分解后不变色的特点，在固体培养基上生长

的细菌菌落周围直接滴加碘液观察。

还原糖活性测定方法： 标准曲线的制作， 取 25 mL
刻度试管 7 支，编号。 分别加入麦芽糖标准液（l mg/mL）
0、0.2 mL、0.6 mL、1.0 mL、1.4 mL、1.8 mL、2.0 mL， 然后

用吸管向各管加蒸馏水使溶液达 2.0 mL，再各加 3,5-二

硝基水杨酸试剂 2.0 mL，置沸水浴中加热 5 min。 取出冷

却， 用蒸馏水稀释至 25 mL。 混匀后， 用分光光度计在

520 nm 波长下进行比色，记录吸光度。 以吸光度为纵坐

标，麦芽糖含量（mg/mL）为横坐标，绘制标准曲线。 样品

与标准溶液一起测定吸光度， 然后根据标准曲线计算出

还原糖的浓度。 每次测定样品时都同时制作还原糖标准

曲线。
细菌在液体培养基中的生长：比浊法，即测定菌液在

600 nm 波长下的吸光值， 菌液浓度太高时用 0.9 %氯化

钠溶液稀释后测定。
1.3 实验步骤

1.3.1 采样

考虑到肥沃土壤中细菌数量过大， 采用平板稀释涂

布法在较高稀释倍数时只能分离到在土壤中数量多的细

菌，而稀释倍数过低又会导致细菌数量过多，无法观察。
故本试验挑选了贫瘠土壤做为分离样品。 在校园中有植

被的地方选取 5 个不同地点， 铲去表层 2～5 cm 的表层

土，采集土样，装入无菌纸袋中，使用前将 5 个不同地点

采集的土壤充分混匀后使用。
1.3.2 菌种的分离

土 壤 样 品 直 接 稀 释 涂 布 法 ：称 取 土 壤 10 g，倒 入

90 mL 无菌生理盐水中，25℃摇床上振荡 10 min，取出，
分别吸取 0.1 mL 土壤悬液直接涂布 LB（对照）和 LB/10
固体培养基各 6 个。 涂布后的平皿在超净工作台中放置

15 min， 待涂布的溶液充分吸附后分别将两种培养基的

各 3 个平皿倒置于 25℃和 37℃培养。 培养 24 h 后，观

察细菌生长情况。拍照记录菌体生长情况，根据菌体形态

初步判断种类， 用灭菌牙签挑取具有不同形态的菌落转

接到添加了 0.5 %淀粉的 LB 和 LB/10 固体培养基，然后

在相应温度下培养，同一个菌落分别转接 2 个平板，一个

用于碘液检测是否有淀粉酶活性， 一个用于对有淀粉酶

活性的菌进一步划线分离纯化。 同一个菌至少在固体培

养基上划线 3 次，菌落形态均一，并用显微镜检测菌体形

态是否一致。
1.3.3 不同温度对分离菌株的生长及分解淀粉情况

挑取待测菌株的单菌落接种于 5 mL 1/10 LB 液体

培养基，25℃，140 r/min，振荡培养 24 h，作为种子菌液，
以保证接种量的均一性。 将该菌液以 1 %的接种量转接

到 加 有 0.5 %可 溶 性 淀 粉 的 5 mL 1/10 LB 液 体 培 养 基

中， 分别置于 4℃、18℃、25℃、37℃、45℃, 140 r/min
条件下振荡培养 24 h。 间隔一定时间测 OD600，判断细菌

生长情况。然后将在最适温度、pH7 条件下培养的菌液离

心取上清液，用于测定在各个温度条件下的酶活力。测定
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结果根据麦芽糖标准曲线换算成麦芽糖

浓度后， 减去各培养基未接种的对照管

中测定出来的背景值， 并以所测定条件

下的最高活力为 1，其他样品用最高活力

校正为相对活力。
1.3.4 不同 pH 值对分离菌株 的 生 长 及

分解淀粉情况

用 NaOH 和 HCl 溶液调整加有 0.5 %
可溶性淀粉的 1/10 LB 液体培养基的 pH
值，分别调至 4.0、5.0、6.8、 8.5、10.0，然后

高压蒸汽灭菌备用。 考虑到空气中的二

氧化碳融入溶液中会改变碱性培养基的

pH 值， 这部分实验的培养基都需在使用

时现配即用。以 1 %的接种量接种种子菌

液（同 1.3.3），然后于 25℃，140 r/min，振

荡培养 24 h。 培养后菌液处理同 1.3.3。

2 结果与讨论

2.1 淀粉酶分泌菌株的分离

同样的土壤分离样， 在不同温度和

不同营养物浓度的培养基上生长的菌落。 从形态上初步

判断存在明显的差异（图 1）。 在 LB 培养基，37℃条件下

培养的平板上以一种菌落扁平、表面粗糙的细菌为主，从

菌落形态上初步判断有 3 种菌；25℃条件下培养的平板

细菌有 6 种， 没有出现某一种细菌占据主要生长优势的

现象。 可见这种差别主要可能由于在 37℃条件下，一种

细菌的生长速度过快， 迅速占据了固体培养基的生长表

面，导致其他细菌无法生长。 在 1/10LB 培养基上, 37℃
条件下培养的平板上也没有出现一种细菌种类占生长优

势的现象， 有 7 种不同形态的菌落；25℃条件下培养的

固体培养基上的菌落种类和在 37℃条件下的 1/10LB 培

养基上菌落种类又存在明显差别，但是，两种温度下细菌

种类并没有差别，都是 7 种。 该实验结果再次证明，高营

养物浓度培养基确实因为对某些快速生长细菌存在选择

性，导致能分离培养的细菌丰富度降低。
将在 25℃和 37℃条件下培养的 1/10LB 培养基上

的细菌转接到添加了淀粉的培养基。 通过碘液检测后挑

取透明圈较大的菌落，分离出了 5 株分泌淀粉酶的细菌，
分别命名为 K-1、K-2、K-3、K-4、K-5。

各菌株的菌体特征及培养特征如下：
K-1：G+， 长杆菌， 链状排列，1/10LB 固体培养基

25℃培养 48 h 后，其菌落呈扁平、白色，不透明，菌落直

径约 1 cm。
K-2：G+，菌体呈分枝状、排列不规则，1/10LB 固体培

养基 25℃培养 48 h 后，其菌落呈扁平、白色，不透明，边

缘不整齐，菌落直径约 2 cm。
K-3：G+， 杆菌，1/10LB 固体培养基 25℃培养 48 h

后，其菌落呈扁平，中间略微突起，中央白色，边缘半透

明，菌落直径约 3 cm。
K-4：G-，小杆菌，1/10LB 固体培养基 25℃培养 48 h

后，其菌落呈淡黄色，扁平，中间略突起，表面粗糙，菌落

直径约 1.5 cm。
K-5：G+， 杆菌, 1/10LB 固体培养基 25℃培养 48 h

后，其 菌 落 呈 圆 形，突 起，边 缘 整 齐，粘 稠，菌 落 直 径 约

1 cm。
2.2 不同温度对分离菌株生长的影响及分解淀粉情况

测定了各菌株在 4℃、18℃、26℃、37℃、45℃培养

24 h 后，菌液在 600 nm 处的吸光值，结果见图 2。
从 图 2(A)中 可 以 看 出：K-1 能 在 18～37 ℃生 长，

26℃生长最好；K-2 能在 18～37 ℃生长，37 ℃生长最

好；K-3 在 26～37℃生长；K-4 能在 18～37℃，37℃生

长最好；K-5 能在 18～45℃生长，37℃生长最好。
测定各温度条件下的酶活力，结果见图 2。 从图 2(B)

中可以看出：K-1 与 K-2 在 18～37 ℃时 酶 活 力 较 强；
K-3 分解淀粉酶在 26～27 ℃时 活 力 较 高；K-4 在4℃
也有分解活性， 最适温度为 26℃；K-5 分解产还原糖的

浓度随着温度升高而增加。 从该部分实验结果来看，K-5
最有可能产高温淀粉酶。
2.3 不同 pH 值对各菌株生长及水解淀粉的影响情况

测定了各菌株分别在 pH 值为 4.0、5.0、6.8、8.5、10.0
的培养基中的生长情况，测定培养 24 h 后菌液在 600 nm
处的吸光值，结果见图 3（A）。

从图 3(A)中可以看出：K-1 能在 pH5.0～8.5 范围内

生长，pH5.0 时生长最好；K-2 能在 pH6.8～8.5 范围内生

长；K-3 能在 pH5.0～8.5 内生长，pH5.0 时生长最好；K-

图 1 在不同温度和不同培养基上生长的细菌
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图 3 各菌株的生长 pH 范围 (A) 及其分泌淀粉酶

在相应条件下的相对活力 (B)

4 能在 pH5.0～10 范围内生长，pH6.8 时生长最好；K-5
能在 pH5.0～8.5 范围内生长，pH6.8 时生长最好。

同时也测定了各 pH 值条件下各菌分泌的淀粉酶活

性，结果见图 3（B）。 从图 3（B）中可以看到：K-1 在 pH5.
0～10 都能水解淀粉；K-2 能在 pH4.0～10 水解淀粉；K-
3 能在 pH5.0～8.5 水解淀粉；K-4 能在 pH6.8～10 水解

淀粉， 且活性随 pH 值增加而升高；K-5 能在 pH5.0～10
水解淀粉，在该范围内淀粉酶活性相当。 以上结果表明,
K-2 分泌的淀粉酶具有较广的酸碱抗性，K-4 产生的淀

粉酶可能是耐碱性淀粉酶，K-5 产生的淀粉酶具有耐高

温耐碱性性能。

3 结论及展望

从土壤中分离获得了 5 株淀粉酶产生菌株， 并对这

些菌株在不同温度和 pH 值条件下的生长情况及其分泌

的淀粉酶酶活进行了初步研究。 研究结果表明,采用相对

较低营养物浓度培养基，不同的培养温度，能分离更多种

类的细菌， 为建立从土壤中分离更多的微生物资源方法

提供了基础参考。
考虑到实际应用， 本文主要培养的是能快速生长的

细菌，对其生理特性进行了初步研究，从发现新的分泌淀

粉酶细菌的目标来说还远远不够。 将来可以对分离的 5
株菌所分泌的淀粉酶做更深入的研究， 以确认淀粉酶的

种类及其与已知淀粉酶类的差异等。 从分离方法上可以

进一步改进的地方有： ①可以使用更低营养物浓度培养

基，添加真菌抑制剂，长时间培养（7 d 以上）；②除了营养

物浓度和温度，还可以改变其他培养条件，如不同 pH 值

和氧浓度。
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图 2 各菌株生长温度范围 (A) 及其分泌淀粉酶在

相应条件下的相对活力 (B)
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