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摘   要：肠道中栖居着组成复杂、功能多样的微生物群，这些微生物群在宿主免疫、营养吸收、

代谢调节等方面发挥着重要作用。随着测序技术的快速发展，肠道微生物研究通过 16S rRNA 基

因测序和宏基因组测序产生了大量的数据，其中许多未组装的序列成为微生物“暗物质”。近年来，

不少研究利用多种不同微生物分离培养方法，结合高通量鉴定技术，从人、小鼠、猪肠道中分离

了大量的微生物，丰富了菌株资源，为解析微生物“暗物质”以及后续肠道微生物功能和应用研究

提供了基础和保障。尽管微生物的可培养性受到多种因素的影响，大部分微生物尚处于“未培养”
的状态，但无论是病因研究还是生理和遗传特征的解析都离不开微生物实体资源的获取。肠道微

生物的分离培养对微生物研究从关联分析向菌群功能验证、因果机制解析和功能菌株开发的深入

研究具有重要意义。本文旨在探讨和综述影响微生物可培养性的因素，总结回顾肠道微生物的培

养方法并阐述肠道微生物培养研究的进展，以期为肠道微生物培养研究提供新的视角。 
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Abstract: The gut harbors the microbiota with complex structure and diverse functions, which 
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plays an important role in host immunity, nutrient absorption, and metabolic regulation. The 
rapid development of sequencing technologies such as 16S rRNA gene sequencing and 
metagenomic sequencing has generated massive data of gut microbiota, among which many 
unassembled sequences are considered as the microbial dark matter. Through the combination 
of a variety of culture methods and high-throughput sequencing, a large number of 
microorganisms have been isolated from the guts of human, mouse, and pig in recent years, 
which has significantly enriched the bacterial strain resources and provided a basis for the 
analysis of microbial dark matter and the research on the functions and application of gut 
microbiota. Although the culturability of microorganisms is affected by many factors and most 
microorganisms are still uncultured, the acquisition of microbial resources is indispensable for 
the study of etiology and the analysis of physiological and genetic characteristics of bacterial 
strains. The isolation and culture of gut microorganisms are of great significance for the deep 
research on gut microbiota from association study to functional verification, causality 
elucidation, and functional strain development. This article summarized the factors that affect 
the culturability of microorganisms, introduced the culture methods of gut microorganisms, and 
reviewed the progress and application of gut microorganism culture, aiming to give new 
insights into this field. 
Keywords: gut microorganisms; isolation and culture; culture method; development of bacterial 
strains 
 
 

肠道微生物群对宿主健康至关重要。当肠道

微生物失调时，常引起宿主免疫功能障碍[1]、代

谢紊乱[2]、认知和生理发育受损[3]。基于培养和

非培养的方法，对肠道微生物的多样性和功能有

了更多新的认识[4-6]，但是目前对肠道微生物群

的了解依然非常有限。根据人类胃肠道统一基因

组(unified human gastrointestinal genome, UHGG)[7]

的最新报道，超过 70%的肠道微生物物种未被

培养，40%的蛋白编码序列没有功能注释。这些

未知的微生物及其遗传物质被称为肠道微生物

的“暗物质”，它们隐藏着肠道微生物功能以及肠

道微生物与宿主相互作用的分子机理[8-10]。为了

确定这些“暗物质”的身份并揭示其功能，人们已

经做了很多努力来开发生物信息学工具和数据

库[11-12]。然而，在生物学、分子水平上的功能鉴

定和验证仍然依赖于微生物培养，微生物研究的

深入离不开微生物资源的获取。 

目前的研究表明，分离培养的肠道微生物不

仅在宿主-肠道微生物相互作用的机理研究中发

挥着重要作用[13-15]，而且在组学研究中也发挥着

互补作用[16-18]。但是想要揭示肠道微生物的“暗
物质”还需要在微生物培养以及生理和遗传特征

解析方面进行广泛的努力。在过去的几年中，已

有多个大规模肠道微生物培养的研究[16,18-24]，报

道了超过 1 500 种可培养微生物。这些研究都证

明了肠道微生物培养不仅是挖掘潜在益生菌、开

发微生物生物技术、助力功能验证以及解析因果

机制的基础，而且是推进高通量测序数据深入分

析的钥匙。 

1  影响肠道菌群可培养性的因素 
科研人员在早期研究中便认识到在实验室

分离和培养细菌存在较大的困难，并将存在于原

生环境中的微生物与可在实验室培养的微生物
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之间的差异称为“巨大的平板计数异常”[25]。造成

这种差异的原因包括微生物培养的底物及生长

条件的不确定性、不同丰度微生物的竞争、休眠

微生物的复苏以及共生微生物的相互依赖。 

1.1  不确定的微生物培养底物及生长条件 
通过在培养基中添加微生物生长所需的底

物可用于富集和分离微生物，但想要在培养基中

实现清晰明确的微生物生长条件还非常困难。许

多微生物培养实验的成功与否严格取决于特定

的环境条件和各种生长因子(如维生素、氨基酸、

核苷酸和无机化合物)的存在，有些生长因子通

常难以识别，因此在实验室中难以模拟[26]。有

些无机化合物(金属、硫和氮化合物)在生物化学

循环中具有十分重要的作用，但它们在环境中的

浓度可能低于检测范围。另外，尽管某些微生物

生长所需的底物可以从其基因组序列中推断出

来，但许多微生物都使用相似的底物，这在没有

功能数据的情况下也很难精确预测。其次，环境

条件如温度、pH、盐度和氧化还原条件，也是

微生物培养的重要因素。在微生物群落中，某些

微生物的生长依赖于环境中其他的微生物，这使

得微生物的分离变得更加复杂。此外，厌氧微生

物的培养有很高的技术要求，特别是涉及细胞分

选和在滴定板中生长的高通量技术。使用厌氧工

作站是最方便的厌氧微生物富集和培养的解决

方案(例如，用于细胞接种和分选以及转移富集

培养物)，通过安装空气过滤装置可以减少实验

污染，但仍然很难维持无菌条件。这些因素都极

大地限制了实验室中肠道微生物的分离培养。 

1.2  不同丰度微生物的竞争 
许多微生物在复杂的微生物群落中丰度低，

对这些微生物的分离培养产生影响[27]。为了成

功分离出这些稀有的微生物，常用的方法是通过

分析可用的 16S rRNA基因数据来确定这些微生

物所在的高丰度部位，并作为最佳采样位置来提

高分离率。但在实际操作中，即使稀有微生物成

功分离，也很容易在后续培养实验中被生长较快

的微生物快速消耗培养基营养物质而被抢占主

导地位，最终导致培养失败。因此，最近开发了

从样本中直接分离单个微生物用作接种物的方

法来解决这一问题[28]。而对于不适应富营养环

境的微生物，有效的方法是使用寡营养培养基进

行培养[29]，但是受到实验室次优培养条件的影

响，微生物的生长速率可能与原生环境中的自然

生长速率有很大差异，微生物生长更缓慢，培养

时间跨度更长。尽管通过优化生长条件可以提高

生长速度，但培养时间的延长和研究成本的增加，

限制了人们对低丰度微生物培养的研究。 

1.3  休眠微生物的复苏 
当微生物处于对其生长不利的环境时会进

入休眠，这是一种可逆的低代谢活动状态，可降

低微生物的能量消耗并逃避不利环境的影响[30]。

例如，导致结核病的结核分枝杆菌在初次感染后

能够在休眠状态下徘徊数年至数十年。事实上，

由于微生物在休眠和活跃状态之间转变的潜在

机制仍然知之甚少，仍未培养的大部分微生物可

能生存在由其他优势微生物主导的环境中，因此

休眠微生物的复苏是微生物培养中的一个重要

挑战。目前认为休眠微生物的复苏是随机的过程，

可能会受到一些化合物的影响[31]。而且由于不

同微生物可能进化出不同的机制来调节休眠，因

此难以找到统一的解决方案使微生物从休眠状

态中复苏。这种潜在的变异性也加大了微生物培

养工作的复杂性。 

1.4  共生微生物的相互依赖 
微生物之间存在着错综复杂的关系网络，

包括通过氨基酸、维生素等生长因子的交换来

促进彼此生长的共生关系[32-33]。共生微生物在

原生环境中可稳定地协同生长，但在单独分离

的情况下，往往会由于共生关系遭到破坏而无
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法正常生长。因此，已有研究尝试利用电化学

生物系统模拟共培养时产甲烷菌对 H2 的消耗

来维持原有的共生关系，从而成功富集了共生

菌 Syntrophomonas zehnderi[34]。事实上，共生微

生物相互接触或位置接近也是微生物生长的一

个重要因素，但在透析膜隔开的隔室中生长的共

生微生物的生长速度会低于自然接触时的生长

速度[35]。因此，分离培养共生微生物在当前来

说还十分棘手。 

2  肠道微生物分离培养方法的

研究进展 
在研究过程中对微生物的分离和培养存在

着的广泛需求促使了许多微生物培养方法的发

展。在对样品预处理后，肠道微生物的培养工作

在流程上可大致分为：细菌的分离与培养、培养

分离物的鉴定、菌株的分类命名及保藏。每一步

骤都可以采用不同的方法进行组合，最终的实验

方案根据实验目的以及实验的实际情况进行选

择与调整。 

2.1  分离培养方法 
微生物培养的起源可以追溯到 19 世纪中叶，

现代微生物培养的原理和一个多世纪前的早期

原理相同[36]。在微生物研究中，多种策略可以

应用于富集并分离特定微生物，其中许多策略依

赖于培养物的表型和基因型特征。另外，在选择

最合适的分离措施时，研究人员的微生物分离经

验也很重要。目前的分离方法大致可分为传统的

梯度稀释平板涂布法及基于微流控、膜扩散和细

胞分选的创新培养方法[37]。 
2.1.1  传统的分离培养方法 

传统的梯度稀释平板涂布法可在固体培养

基(通常是琼脂)表面接种梯度稀释的样品并进

行菌群培养和菌落采集，针对不同的微生物也可

以使用结冷胶和琼脂糖等替代固化剂[38]。此外，

多种策略可以应用于富集并分离特定微生物，其

中提高分离微生物多样性的策略包括设计营养

培养基(例如使用血瓶预培养，添加羊血以及瘤

胃液，使用特定底物)、应用物理化学条件(例如

温度、pH、盐度和气体成分)，添加选择性抑制

剂(例如抗生素、乙醇和代谢抑制剂)以及特定生

长因子(例如氨基酸、维生素和金属离子)。例如，

Lagier 等[39]应用传统的梯度稀释平板涂布结合

基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱(matrix- 
assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS) 和 16S 
rRNA 基因测序的“培养组学(culturomics)”方法，

成功分离了 1 057 种微生物，使从人类肠道中分

离出至少 1 次的物种的数量翻了 1 番。通过添加

抗氧化剂对基础培养基进行改良，Dione 等[40]

发现在有氧条件下， 276 种微生物(包括 82 种

严格厌氧、154 种兼性厌氧、31 种好氧和 9 种微

需氧细菌以及 10 种真菌)中有 237 种细菌和 10 种

真菌都可在培养基中生长。鉴于梯度稀释平板涂

布法具有多样化、可操作性强、可扩展等优点，

目前这一传统的分离培养方法仍广泛应用。 
2.1.2  创新的分离培养方法 

由于传统的培养方法耗时耗力，不少研究也

开发了一些创新的培养方法旨在提高感兴趣微

生物的分离效率，主要包括基于微流控、膜扩散

以及细胞分选的培养方法。这些方法或是依靠高

通量培养技术来扩大菌群分离的数量从而增加

分离感兴趣物种的机会，或是选择性地分离具有

特定功能特征或属于特定分类群的微生物。 

基于微流控的培养方法拥有实验装置小型

化、可扩展、高通量等优点，可在不同底物或不

同物理化学条件下并行培养单个微生物，并有效

分离低丰度菌株。因为微流控系统可以维持无氧

或低水平氧含量的环境状态，因此可用于厌氧微

生物的培养。在先前的一项研究中，研究人员利
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用滑移芯片成功培养出了第 1 个瘤胃球菌属的

菌株，该属是人类微生物组计划中“最想要”的分

类群之一，证明了基于微流控的培养方法的有效

性[41]。另外，Villa 等[42]结合液滴微流控和高通

量测序技术，开发了一个用于分离和检测在液滴

中生长的微生物的平台(microbiota members in 
picoliter droplets, MicDrop)，利用这一平台成功

培养出比经典的分批培养方法多 2.8倍的细菌分

类群。但基于微流控的培养过程中使用的极限稀

释法对共生微生物的单个微生物培养十分不利

且容易在稀释过程中丢失低丰度菌株。 
基于膜扩散的培养方法可利用过滤膜实现

微生物之间的分离，同时允许微生物与自然栖息

环境有限地接触。在这种基于膜扩散的培养结构

中，微生物可以从其自然环境中获得必要的生长

因子，形成理想的菌落[43]。此外，由分离的微

生物产生的生长抑制代谢物可以自由地扩散开，

而不是在局部积累[44]。在一项研究中，研究人

员设计了 1 个共培养系统，肠道细菌在由过滤膜

隔开的软琼脂中共培养，以模拟体外细菌间的交

流，成功分离了 3 株以前未培养的菌株[45]。基

于膜扩散的培养方法可模拟原位环境的生长条

件并共培养维持微生物间通讯，避免了对微生物

培养条件进行细致的开发，也避免了由传统培养

基提供的对某些物种的生长有害的过量营养物

质的积累。 
细胞分选技术可用于从混合群落的微生物

悬液中分离单个微生物。细胞分选的方法包括基

于液滴和基于微流体的分选机、显微引导的光镊

以及基于荧光信号的荧光激活细胞分选 (flow 
cytometry sorting, FACS)。但这些方法对细胞的

伤害较大。另外，反向基因组学[46]可通过预测

基因组中靶微生物细胞外暴露的保守的膜蛋白，

将膜蛋白用作产生抗体的表位并进行荧光标记，

在复杂的细菌悬液中通过产生的抗体与靶细菌

匹配的蛋白表位结合，从而实现荧光标记微生

物。使用这种方法标记的单个细菌在分离之后

依旧能保持活力，并可用作接种物来富集新的

培养物[46]。 
事实上，创新的培养方法在肠道微生物培养

研究中的应用还处于探索阶段，想要实现广泛应

用还需要克服不少的挑战。例如，肠道内容物中

除了微生物外还有许多非生物颗粒需要去除，否

则会干扰基于分子标记和基于液滴培养方法的

分离效果；肠道中大部分微生物都需要厌氧培养，

而涉及细胞分选的培养设备通常较大，难以在

典型的厌氧工作站中安装。总之，尽管通过人

工梯度稀释后将样品涂布在平板上的培养方法

既耗时又费力，但其依然是肠道微生物培养的

主要方法。 

2.2  鉴定方法 
对于产生多种微生物培养物的实验，需要通

过对培养物进行鉴定从而帮助研究人员了解微

生物组成、确定进一步研究的优先培养物以及获

取“未培养”菌株。因此，高通量的鉴定方法对大

规模培养实验尤为重要。 
2.2.1  16S rRNA 基因扩增子测序 

16S rRNA 基因扩增子测序是一种广泛使用

的鉴定方法，可以用于检测样品中各微生物的相

对丰度和菌群多样性，但只能精确到细菌属及属

以上的分类水平，种及种以下水平的分类难以确

认[47]。16S rRNA 基因存在于所有细菌基因组中，

包含 9 个可变区以及 10 个保守区可用于分类区

分。针对这些保守区域设计通用引物进行扩增与

测序，然后通过将测序数据上传至 NCBI 和

EzBiocloud 数据库进行比对，可得到细菌的分类

信息。16S rRNA 扩增子测序对于初步鉴定存在

于混合群落中的富集培养物十分有效[38]，但测

序深度以及引物的选择会对结果造成一定的影

响，不同测序区域比对的结果具有差异性，16S 
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rRNA 全长测序的准确性最高，且可用于构建系

统发育树从而获取潜在新物种的大致分类信息。 
2.2.2  全基因组测序 

全基因组测序 (whole genome sequencing, 
WGS)是对一个生物体的基因组进行完整或接近

完整测序的过程。细菌全基因组测序正在成为临

床诊断和公共卫生实验室中广泛使用的技术，

WGS 可提供比 16S rRNA 基因扩增子测序更高

的核苷酸分辨率从而解析细菌菌株，可以根据包

括抗生素耐药性、分子流行病学和毒力在内的特

性对细菌病原体进行高分辨率表征。另外，收集

基因组变异的信息，有助于了解菌株的基因组进

化、适应动态和发病机制，从而开发即时诊断技

术、药物和疫苗[48]。有研究表明，WGS 改进了

培养细菌的鉴定，并且观察到的表型和预测的抗

微生物敏感之间几乎完全一致[49]。但快速可靠

的生物信息学工具的可用性依然是实现快速鉴

定的主要瓶颈。 
2.2.3  MALDI-TOF 质谱 

MALDI-TOF 质谱法是一种利用表型进行

分类鉴定的方法。与传统最快速的细菌表型鉴

定方法相比，使用 MALDI-TOF MS 可显著缩短

细 菌 鉴 定 时 间 ， 并 显 著 降 低 成 本 [50] 。

MALDI-TOF MS 是目前最具时效性且具有成

本效益的用于微生物培养研究的鉴定方法。

MALDI-TOF 质谱非常敏感，只需要相对较少的

样本量即可检测到“多肽指纹图谱”并进行分类

鉴定[51]。但是目前 MALDI-TOF 质谱主要用于

临床或食品相关环境微生物的识别，其数据库

不适合用于肠道微生物培养分离物的鉴定。事

实上，如上述提到的 Lagier 等[39]建立的“培养组

学”方法为 MALDI-TOF 肠道微生物数据库的建

立 做 出 了 一 定 的 贡 献 。 也 有 研 究 [52] 应 用

MALDI-TOF 质谱法成功在艰难梭菌感染患者

及健康个体的粪便样本中通过高通量培养分别

鉴定到了 170 种和 275 种细菌。随着微生物   
数据库的扩充，MALDI-TOF 质谱法有希望成 
为肠道微生物大规模分离培养实验的分类识别

平台。 
2.2.4  拉曼光谱 

拉曼光谱是一种新型的鉴定方法[53]，具有

高敏感性、不易损伤细胞及检测快速等特点，其

鉴定过程与 MALDI-TOF 质谱法类似，但相较于

MALDI-TOF 质谱具有可检测混合微生物的优

点。但目前拉曼光谱在肠道微生物的应用还处在

开发阶段，其准确性还不稳定，需要建立更大的

数据库并优化鉴定算法。 

2.3  命名方法 
目前，国际公认的微生物命名规则是通过

《国际原核生物命名规则》确定的，并由国际原

核生物系统学委员会(International Committee on 
Prokaryotic Systematics, ICSP)负责更新和实施。

想要实现新分类群的有效命名，须在 ICSP 的官

方出版物《国际系统和进化微生物学杂志》

(International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology, IJSEM)上发表一篇描

述新分类群的原始论文且至少可从 2 个不同国

家的培养物收藏中心中获取新物种。当原始论文

是在其他期刊发表时，则需要向 IJSEM 编辑部

提供出版物的副本从而对新分类群进行验证。由

于该命名规则复杂，许多新培养的肠道微生物在

IJSEM 以外的期刊发表后，并未进一步通过

IJSEM 验证新分类群的有效性 [54] 。例如，

culturomics在 2016年报道了 247个新分类群[39]，

但因为它们的分类描述和命名不符合国际原核

生物命名法(ICNP)[55]的要求，其中有 117 个直到

现在仍未分类。对于没有有效描述的新分离的分

类群，即使它们已发表，它们的分类名称也不能

得到 ICSP 的有效批准，其分类信息连同 16S 
rRNA 基因序列也不能被权威的 16S rRNA 基因
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序列数据库 [如：EZBioCloud[56]、 NCBI[57]和

SILVA All-species Living Tree Project (LTP)[58]等]
收录。因此，在不同的培养研究中，一些微生物

被反复声称是新类群。例如，2016 年首次培养

的 54 个微生物类群[20]在 2019 年的工作中仍然

被描述为新类群[18]。新培养的分类群缺乏有效

的分类学描述和命名，使得研究人员对新微生物

的科学论述变得复杂化，并阻碍了世界各地科学

界对细菌培养物的交流[59-60]。因此，及时地鉴定

和命名新的细菌分离株具有重要的实际意义。 

2.4  保存方法 
微生物资源的保存和维护技术包括在新鲜

培养基上进行继代培养、在明胶盘上保存、在矿

物油、硅胶中储存以及喷雾干燥、冻干保存等。

根据世界培养物保藏联盟(World Alliance for the 
Collection of Cultures, WFCC)的指南，应至少采

用 2 种技术来保存每种微生物培养物的菌株库

(主库和工作库)。另外，为了降低意外损失的风

险，需要在不同的地方建立备份存储。最好采用

不同的保存技术，尽可能减少代谢活性，以保证

培养物长期保持稳定。低温和冻干保存被认为是

长期保存各种生物资源的最有价值且最可靠的

方法，但冷却和干燥都可能损伤细胞从而导致培

养物的活力降低甚至保存失败[61]。因此，必须

根据不同微生物的特征来设置不同的保存参数，

例如，合适的悬浮培养基、细胞浓度、保护剂种

类和冷却速率等[62]。一般来说，冻干保存是运

输和储存微生物培养物的首选方法，因为相比于

其他的保存技术，冻干保存具有完全密封、可防

止污染等优势。此外，还必须评估保存的生物材

料的活力、纯度和稳定性并对保存方案进行验证，

确保该保存方案具有可重复性和可靠性。因为所

采用的保存技术可能会导致培养物的重要特性

被意外地改变甚至失去[63]，严重威胁到在不同

培养物保藏中心中保存的菌株副本的构建。因此，

保存过程中需要基于形态学、生理学、代谢基础

和 DNA 分析对培养物进行广泛的保存前和保存

后表征。 

3  人、小鼠、猪的肠道微生物

培养进展与应用 
近年来，人类、小鼠以及猪的肠道微生物分

离培养工作取得了重要的进展[4,20,64-65]，对于肠

道微生物研究具有重要作用：(1) 大规模分离培

养细菌等微生物，可构建菌株资源库，揭示培养

的微生物多样性；(2) 培养组与宏基因组联用可

弥补宏基因组测序的不足[66]；(3) 培养获得的菌

株可用于潜在的益生菌的挖掘与生物技术的开

发；(4) 通过体外和体内实验可进行功能验证及

因果机制解析。 

3.1  增加菌株资源 
肠道微生物与健康息息相关，目前大部分肠

道微生物研究集中于人类当中。在 2010 年，研

究者通过人类微生物组计划(human microbiome 
project, HMP)构建了人类微生物组的参考基因

组目录，其中肠道微生物基因组有 437 个[67]。

在此之后，肠道菌群的培养研究走向了复兴，不

少研究通过高通量培养人类肠道样本获取相应

的菌株资源。2011 年，Goodman 等[21]使用简单

的厌氧培养条件，基于高通量培养方法成功获取

到 4 个门 48 个种的 1 172 株微生物，并用于分

析不同微生物对营养物质利用的差异。2012 年，

Lagier 等[19]在 2 年内，使用 212 种条件对 3 份粪

便样本中的细菌进行培养，总共获得 340 种细菌，

其中 174 种是人类肠道中未曾报道过的。而截止

至 2015 年，在人类样本中已分离到 12 个门的   
2 172 种微生物，其中严格厌氧菌有 386 种，且

主要从人类肠道中分离培养获得(244 种，63%)， 
表明在人类肠道微生物中存在许多可培养微生
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物[68]。2016 年，Browne 等[20]结合大规模全基因

组测序、系统发育分析和靶向表型培养(通过乙

醇诱导处理形成孢子)设计了一个新的工作流程，

发现大部分的肠道细菌是可培养的，成功分离出

137 种细菌。同年，Lagier 等[39]基于“培养组学”
方法成功鉴定到 1 057 种细菌，为人类肠道库增

加了 531 种新分离物，并提出了 18 种最佳培养

条件。2019 年，微生物研究领域发表了多项关

于人类菌株资源库的研究成果， (1) Broad 
Institute-OpenBiome 微 生 物 组 库 [16] (Broad 
Institute-OpenBiome Microbiome Library, 
BIO-ML)，包含的 7 758 株肠道细菌分离物；(2) 
人 类 胃 肠 道 细 菌 培 养 物 保 藏 中 心 (human 
gastrointestinal bacterial culture collection, 
HBC)[23]，包含的 737 个全基因组测序细菌分离

物；(3) 可培养基因组参考(culturable genomic 
references, CGR)[18]，收集的 1 520 种菌株。最近，

Liu 等[69]对来自中国健康志愿者的 239 份新鲜粪

便样本进行大规模培养，构建了人类肠道微生物

库(human gut microbiota, hGMB)，成功鉴定了 
10 558 株分离株，并保藏了代表 400 个不同物种

的 1 170 株菌株。经过多年的发展，可培养的人

类肠道微生物资源不断扩充，预估“未培养”的人

类胃肠道微生物已从 80%[70]至少降为 70%[69]。 
小鼠被广泛用于人类医学研究的生物模型，

详细研究其肠道中定殖的微生物的多样性和功

能将十分重要。Lagkouvardos 等[64]建立了一个来

自小鼠肠道的细菌菌株和其相关基因组的公共

存储库——小鼠肠道细菌集合(mouse intestinal 

bacterial collection, miBC)，该集合包含100个菌株，

来自 26 个科的 76 个不同物种，作者将该集合用

于菌株定殖特异性和序列相关性研究。事实上，

miBC 在物种水平上仅回收了不到 10%的小鼠肠

道微生物组，小鼠肠道微生物的分离培养还有很 

大空间。当研究人员需要进行病因研究或菌株特

异性干预实验时，也常受限于实体菌株的缺失。

最近，Liu 等[71]对模型小鼠中的肠道微生物进行

广泛培养和表征，构建了 1 个小鼠肠道微生物生

物库(mouse gut microbial biobank, mGMB)，该生

物库包含 126 个物种的 244 个菌株，其中有 22
和 17 个物种分别在 ob/ob 和野生型 C57BL/6J
小鼠盲肠样本中显著富集。这些工作将有助于

微生物定殖和分子研究以及微生物-宿主相互

作用的机制解析。 
猪既是人类疾病的优秀生物医学模型，又是

重要的动物蛋白来源。近年来，在猪肠道微生物

研究中，使用宏基因组分析方法取得了实质性进

展，但相比于人类和小鼠肠道微生物，对猪肠道

微生物群的可培养性知之甚少。Wylensek 等[65]

在猪粪便样本中分离培养约 1 100种细菌纯培养

物，作者基于 MALDI-TOF 和 16S rRNA 基因序

列共鉴定到 9 个门 40 个科的 110 个物种，其中

包括 22 个新种和 16 个新属，建立了“猪肠道细

菌 集 合 ”(pig intestinal bacterial collection, 
PiBAC)，丰富了猪肠道菌群中可培养细菌种类。

在另一研究中，研究者使用 53 种细菌培养方法

对 3 头猪的哺乳期、断奶期、生长期和育肥期的

肠道内容物进行了高通量培养，成功构建了不同

生长阶段的可培养菌株参考图谱，显示了特定细

菌类群的首选培养条件；还将参考图谱用于潜在

益生菌的分离，最终得到了 148 种细菌的 1 299 个

菌株[72]。事实上，培养感兴趣的细菌菌株，了

解微生物在养猪生产中的作用至关重要。在针对

特定微生物的培养研究中，Wu 等[73]发现猪盲肠

中丹毒丝菌科菌株的丰度与 N-乙酰半乳糖胺

(N-acetylgalactosamine, GalNAc)的浓度有关，通

过使用 10 种不同的市售培养基，成功地从健康

的猪粪便中分离出了 5 种丹毒科菌株，丰富了丹

毒科的培养菌株，而且为进一步研究丹毒科在宿

主表型中的功能作用提供了丹毒科菌株的基因
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组信息。总之，随着培养技术的不断提升，建立

了不同物种的肠道菌株资源库，成功揭示了肠道

菌群中可培养菌的多样性，并推进了肠道微生物

的研究与应用。 

3.2  推进高通量测序研究 
目前肠道微生物研究的主要方法为 16S 

rRNA 基因测序和宏基因组测序[74]。16S rRNA
基因测序可以表征细菌和古菌的分类组成并检

测微生物群落的结构变化[75]。但即使在同一种

内的菌株之间也存在生物学相关的表型差异[76]，

而这些差异通常不能通过扩增子测序来区分。

宏基因组测序能评估微生物的基因组内容，并

实现微生物分类和功能分配[77]，但宏基因组测

序也存在一定的不足[74,78]，例如无法检测低丰

度细菌且存在深度偏差[79-80]。而来自宏基因组

组装的基因组与从纯培养物中生成的高质量参

考基因组不同[81]，宏基因组组装的基因组是不

完整的，有许多未组装的序列成为微生物暗物

质。最重要的是，这些方法不能提供微生物纯

培养物，而纯培养物对进一步研究菌株特性、

体外模型构建、潜在机制解析和菌株开发应用

极为重要[4]。 
人类肠道微生物群的比对、注释和功能表征

需要全面、高质量的参考基因组。人类胃肠统一

基因组(UHGG)集合，包括 4 644 个肠道原核生

物的 204 938 个非冗余基因组，这些基因组编码

了超过 1.7亿个蛋白质序列整合在人类胃肠道蛋

白(unified human gastrointestinal protein, UHGP)
目录中。在这 2 个数据集中，有超过 70%的

UHGG 物种属于未培养物种，40%的 UHGP 缺

乏功能注释[7]。目前想要解决这一问题的最直接

的办法便是获取细菌培养物，通过单菌株获取高

质量基因组用于宏基因组分析比对注释。事实上，

在人类研究中发现，分别使用培养组学和宏基因

组学这两种方法时，只有 15%的细菌种类能够

同时被检测到[66]。因此，结合 2 种方法可使比

对率大幅提升，例如 Zou 等[18]培养分离并构建

了由 1 520个细菌高质量基因组组成的可培养基

因组参考(CGR)，参考细菌基因组数量的增加将

宏基因组测序 reads的比对率从50%提高到了70%
以上，以更高分辨率描述了人类肠道微生物组。

最近，人类胃肠道细菌培养物保藏中心(HBC)公
布了其包含的 273个物种的 737个全基因组测序

细菌基因组[23]。HBC 将人类胃肠道微生物群的

细菌基因组数量提升了 37%，由此产生的全球

人 类 胃 肠 道 细 菌 基 因 组 集 合 (human 
gastrointestinal microbiota genome collection, 
HGG)使宏基因组测序数据中属水平的比对率比

用人类微生物组计划(HMP)基因组比对的结果

提高了 61%，并实现了近 50%序列的亚种级分

类[23]。胃肠道细菌参考序列资源的改进避免了

对宏基因组从头组装的依赖，通过微生物纯培养

对鉴定的基因进行功能验证，将大大提高注释范

围和准确性，从而进一步提高未培养微生物的可

培养性。 
在小鼠肠道微生物研究中，菌株资源库为基

因研究提供了基础，提高了小鼠肠道宏基因组学

分析的分辨率。例如，在小鼠菌株库 mGMB 中，

有 77 个新物种在小鼠肠道中普遍存在，将这 77 个

新物种的典型菌株的 16S rRNA基因序列补充原

来的 LTP 数据库，并使用补充后的数据库重新

注释扩增子数据集，结果发现序列数据集属水平

的注释率从 33.43%±9.52%增加到了 49.46%±9.54%，

物种水平的注释率从12.98%±5.07%增加到了

24.37%±6.60%[71]。 
猪综合基因目录(pig integrated gene catalog, 

PIGC)是最近扩展的猪肠道微生物基因集，包含

1 700 万个完整基因，为猪肠道微生物组研究提

供了扩展资源[82]。该基因集以 90%的蛋白质同

一性聚类后发现，28%是未知蛋白质，在 2 673 个
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物 种 级 基 因 组 箱 (species-level genome bins, 
SGBs)中也有 86%是未知的，表明猪肠道微生物

分析迫切需要高质量基因组来提升比对率和注

释率，通过纯培养物产生基因组或许是一种有效

的办法。最近，Wylensek 等[65]也注意到猪肠道

菌群的大多数高质量宏基因组组装基因组

(high-quality metagenome-assembled genomes, 
hqMAGs)属于未知分类群，将“猪肠道细菌集

合”(PiBAC)中的培养物基因组与 hqMAG 对比

后发现培养物基因组可有力补充 hqMAG。另外，

在仔猪肠道微生物组的研究中也发现培养组学

和宏基因组学这两种策略获取的参考基因组存

在重大偏差，表明综合两类基因组资源或许是全

面描述猪肠道的微生物组成和功能的前提[83]。

总之，为了进一步了解肠道微生物组成并分析和

探索肠道微生物功能，有必要明确培养组学在微

生物研究方面与宏基因组学的互补性，以及通过

培养组学获取菌株资源，提供高质量参考基因组

来推进高通量测序研究的可行性。随着培养组学

的发展，分离的菌株将更好地揭示细菌的分类和

功能多样性，也将为微生物与宿主相互作用的机

制研究和应用开辟途径。 

3.3  助力益生菌的挖掘与生物技术开发 
培养研究中获得的菌株资源增加了后续体

外和体内试验可选菌株的范围，为发现具有益生

菌潜力的菌株创造了更多的机会。在健康哺乳动

物的肠道中 99%以上的菌群都是共生菌，其中

有许多有益菌，具有分解碳水化合物[84]、合成

Ｂ族维生素[85-86]、产生短链脂肪酸[87]等功能，与

宿主营养物质消化吸收[88]、宿主免疫[89]和代谢

综合征[90]等紧密相关。尽管许多细菌具备有益

功能，但是目前在物种水平的可用于食品的肠道

益生菌种类还比较少，大部分为双歧杆菌类和乳

杆菌类。鉴于益生菌的重要作用以及应用现状， 

许多研究者致力于分离新的益生菌，这些细菌被

称为下一代益生菌。例如 Akkermansia muciniphila
是肠道粘液层中常见的定殖菌，由于其体外和体

内研究的生物学优势，一直被认为是下一代益生

菌的有希望的候选者。该菌于 2004 年第 1 次从

人类粪便中分离[91]。Patrice D. Cani 团队发现

Akkermansia muciniphila 能够缓解小鼠肥胖和Ⅱ
型糖尿病的发展，并在随后的研究中进一步发现

使用巴氏杀菌形式的 Akkermansia 可以比活细菌

更好地降低如胰岛素抵抗、高胆固醇血症或脂肪

储存等导致心血管疾病的风险[92]，目前该菌处

于临床试验阶段。 
在畜牧业中，益生菌被认为是抗生素生长促

进剂的重要潜在替代品[93]。在仔猪中，益生菌已

被证明可发挥与抗生素相似的促生长功能[94]，并

减少病原体[95]在胃肠道中的定殖。例如 Xu 等[96]

从健康母猪粪便中成功分离了罗伊氏乳杆菌，并

发现由罗伊氏乳杆菌制备的益生菌添加剂可代

替抗生素添加到日粮中，用于预防仔猪腹泻，增

强仔猪抗病能力。另外，Chen 等[97]利用实验猪

的粪便样本成功分离和培养了 Prevotella copri，
并在无菌小鼠中使用活的 Prevotella copri 进行

灌胃实验，评估了分离的 Prevotella copri 与宿主

脂肪沉积之间的因果关系，证实了来自饲喂商业

配方日粮的猪肠道微生物群中 Prevotella copri
丰度提高显著增加了猪的脂肪沉积。而在人类肠

道中，Prevotella copri 的不同菌株具有显著不同

的生物学功能且与饮食相关，有的 Prevotella 
copri 菌株被认为是潜在的益生菌[98]。这些研究

都说明了通过微生物培养来分离潜在益生菌具

有重要意义，但益生效果和开发应用仍需更多的

机制研究。 
随着对肠道中宿主-微生物和微生物-微生

物间相互作用的深入了解，工程菌作为活性药物

的应用也成为可能，细菌生物传感器可以用来探

索细菌的肠道生态位，监测肠道健康[99]。最近，
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通过利用包括 CRISPR-Cas技术在内的基因操作

工具，已经构建了基于细菌的生物传感器，可以

用作生物标志物检测特异的疾病[100]。此外，肠

道微生物与免疫系统之间具有密切的联系，肠道

菌群分离物可在细菌疗法中发挥重要作用，为调

节肠道菌群从而改善免疫疗法提供了一条新途

径。在一项对照研究中[101]，研究人员利用 16S 
rRNA测序结合培养组学从坏死性小肠结肠炎新

生儿粪便中分离出了丁酸梭菌，进一步通过培养

实验测试培养上清液的细胞毒活性以及检测分

泌的毒素发现丁酸梭菌菌株产生的毒素与早产

儿坏死性小肠结肠炎的发生存在紧密联系。因此，

通过细菌疗法恢复共生肠道微生物群可能是治

疗这种严重疾病的有效方法。坏死性小肠结肠 
炎影响高达 10%的出生体重较低的新生儿，而

肠道微生物的分离培养将对各种药物的研发起

到很大的促进作用。细菌的天然产物及其衍生物

是商业可用药物的重要来源，肠道微生物培养有

望促进抗生素替代品的开发，从而解决抗生素耐

药的问题。总之，在今后的细菌培养中，有可能

发现新的微生物诊断标志物，从而提供早期诊断

技术和新的治疗方法，有希望识别更多的益生菌

并扩大微生物的开发应用。 

3.4  促进功能验证及因果机制阐明 
将单菌、多菌或菌群移植[102]到无菌小鼠体

内，通过模型小鼠直接研究细菌和表型的因果关

系，是研究、筛选、评价细菌功能的重要方法。

事实上，不同个体的肠道菌群组成各不相同并且

与健康密切相关，宿主的遗传变异是否影响、如

何影响其自身的肠道菌群组成是一个国际研究

热点及难点。由于受到环境、饮食、健康状况以

及宿主遗传变异的多重影响，许多研究(尤其是

在人类中的研究) 难以被重复，而猪作为拥有与

人类大小相当的杂食性单胃动物，可作为破译肠 
道微生物群遗传结构的良好动物模型。近期，黄

路生院士团队以家猪为研究材料，分析了超过  
1 000 头猪在不同年龄和解剖位置的肠道微生物

群组[103]，通过对 F6 及 F7 两个世代大样本家猪

的系统遗传解析，鉴别到了家猪 ABO 血型系统

中一个 350 万年前包含第 8 外显子的 2.3 kb 缺失

变异，这个基因的缺失变异直接导致了家猪肠道

中丹毒丝菌科相关细菌的丰度差异。随后，该团

队从家猪中分离培养了 2 株与受 ABO 血型基因

影响的丹毒丝菌科相关细菌的 16S rRNA基因序

列相似性达到 100%及 99.8%的菌株，发现在体

外培养基中添加糖胺可促进目标丹毒丝菌科菌

株的生长，使用 C13 标记的 GalNAc 饲喂体外培

养的受 ABO 血型影响的丹毒丝菌科菌株，进一

步证实了受 ABO 血型影响的丹毒丝菌科菌株能

够利用 GalNAc。而无菌小鼠灌喂实验也证实，

添加 GalNAc 促进了目标丹毒丝菌科菌株的生

长[103]。最终的系统研究清晰地探明了宿主基因

组因突变位点影响肠道丹毒丝菌丰度的机制：

ABO基因 2.3 kb的缺失(O型血个体)导致编码的

蛋白质无 N-乙酰半乳糖胺转移酶活性，因此无

法把 GalNAc 添加到肠道黏液中高度糖基化的

黏蛋白上，导致 OO 基因型个体肠道中 GalNAc
浓度降低，从而影响依赖 GalNAc 作为碳源的细

菌的生长[103]。总之，获取纯培养物是开发生物

技术、了解生物体生理学和基因组学以及验证分

子数据中出现的假设的先决条件，通过微生物培

养工作来挖掘具有重要作用的微生物，为分析肠

道菌株对宿主表型影响的因果关系和应用研究

奠定了良好的基础。 

4  讨论与展望 
肠道微生物的培养可以扩大肠道菌种资源，

进一步增加对生态系统中微生物功能的认识并

使微生物得到合理的开发利用。得益于菌种资源

的获取，高通量数据可以进一步精准解析和深度
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挖掘，潜在的益生菌可以进一步发掘利用，肠道

菌群与宿主的相互作用分子机制可通过体内体

外实验进行解析，最终达到精准调控肠道菌群从

而治疗疾病的目的。但是，由于微生物生态系统

的总体多样性仍然难以评估，目前估计仍有 70%
的肠道微生物物种还没有合适的条件在实验室

培养，想要更详尽和准确地了解哺乳动物肠道中

的微生物群落还需要更多深入的研究。尽管创新

的培养方法正在不断发展，但其广泛应用还需要

克服一些挑战，传统的梯度稀释平板涂布法估计

还会在肠道微生物培养研究中持续主导一段时

间。另外，肠道微生物群落的空间分布对微生物

培养来说仍是一个挑战：用粪便作为研究材料的

经典研究通常会错过一些在不同部位定殖的特

定细菌。虽然上面提到的文献综述并不详尽，但

是结合目前的发展状况可清楚地表明，培养是肠

道微生物研究中必不可少的环节，培养分离物对

肠道微生物的深入研究至关重要。 
当然，创新的培养技术和分子工具是全面了

解肠道微生物群落的基础，二者相辅相成，都应

当得到足够的重视。众所周知，不同的菌株可能

具有非常不同的表型，微生物遗传信息的快速交

换导致了环境中动态的微生物功能，高通量测序

检测到的菌株变异是否确实与相关的功能变化

有关，还有待体外培养实验证明。因此，创建旨

在捕获尽可能多物种的菌群集合是一个很好的

起点。此外，由于目前的命名规则较为复杂，许

多研究者不愿对分离的微生物进行命名，菌株库

数据得不到及时有效的更新，甚至当研究者离开

岗位以后，相应的菌株和生物学知识也可能随之

丢失，这些都阻碍了基于培养的研究成果的共享。

因此，未来的工作应该包括将菌株的命名规则在

规范的基础上进行简化并优化保存方法使菌株

存档扩展到每个物种的多个菌株，以便加强相互

交流以及进一步充分利用这些菌株来研究微生 

物功能和进化。另外，开发能控制培养条件、对

微生物生长自动检测、对菌株自动识别的小型化

装置以及完善参考数据库、简化培养步骤、发展

新的培养技术，并缩短新物种从分离到发表的时

间对于扩大肠道微生物培养资源的应用深度和

广度都有极大的帮助。总之，纯菌株是微生物研

究的重要生物资源，不仅能为生物产业或健康产

业提供益生菌挖掘以及生物技术开发的菌株实

体；还可用于构建参考基因组，提高基因注释的

准确性，联合宏基因组、宏代谢组及宏转录组数

据可进一步解析微生物群落的功能并通过体内

及体外实验推进因果机理解析。希望在今后的肠

道微生物培养工作中，有效分离更多的“未培养”

肠道微生物，进一步促进微生物研究领域的发展，

为维护宿主健康贡献力量！ 
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