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摘   要：【目的】改良微小小单胞菌(Parvimonas micra)培养基组分，提高活菌量，探究一套模型

化的难培养细菌培养方法。【方法】选取一株微小小单胞菌，对其进行生化分析，初步筛选出可

能促进微小小单胞菌生长的底物，对每种底物分别设置 3 个浓度并采用单因素试验的方法进行验

证，对筛选出的增菌效果明显的底物进行浓度优化，得到新的培养基。【结果】单因素试验筛选后

得到增菌效果明显的底物为 L-丝氨酸、L-苏氨酸、甘氨酰-L-谷氨酰胺。在本优化体系下，培养基中

添加 4.8 g/L 的 L-丝氨酸后微小小单胞菌活菌量可达 3.6×108 CFU/mL，较胰蛋白胨大豆肉汤

(tryptone soya broth, TSB)培养基+胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)基础培养基活菌量提高了 4.2 倍；

将改良后的培养基应用于其他微小小单胞菌菌株，培养结果显示改良后的培养基在菌种水平上有

良好地促进微小小单胞菌生长的效果。【结论】本研究表明利用生化鉴定板筛选难培养细菌培养

基补充剂，是一种快捷、高效的筛选手段，并为难培养细菌的扩大培养提供参考。 

关键词：微小小单胞菌；难培养细菌；培养基改良 
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Abstract: [Objective] To improve the culture medium components of Parvimonas micra, 
increase the number of live cells, and develop a demonstration method for culturing fastidious 
bacteria. [Methods] Biochemical analysis was conducted on a strain of P. micra to screen the 
potential substrates that could promote bacterial growth. A single-factor experiment was 
carried out for each substrate with three concentrations. The substrate with a significant 
bacterial enrichment effect was further optimized for concentration, and thus a new culture 
medium was obtained. [Results] The single-factor experiment results showed that the 
substrates with significant bacterial enrichment effects included L-serine, L-threonine, and 
glycyl-L-glutamine. In the medium with the addition of 4.8 g/L L-serine, the live cell count of 
P. micra reached 3.6×108 CFU/mL, representing a 4.2-fold increase compared with that in the 
basic medium with tryptone soya broth (TSB) and fetal bovine serum (FBS). Furthermore, the 
improved culture medium was applied to the culture of another P. micra strain, demonstrating a 
significant growth-promoting effect. [Conclusion] This study proves that using biochemical 
identification plates to screen medium supplements is a fast and efficient method, providing a 
reference for the enlargement culture of fastidious bacteria. 
Keywords: Parvimonas micra; fastidious bacterium; medium optimization 
 

微生物是地球上最重要的生命形式，在工

业、农业、医学、食品发酵和环境保护等领域

有着广泛的应用[1]。绝大多数已知的微生物物

种不能在实验室环境下培养，这些微生物被称

为“暗物质”[2]。未培养的微生物的丰度和存活力

与已获得纯培养的微生物在不同水平的系统发

育差异仍然是未知的，由于更大的系统发育距

离与更高的进化变化水平相关[3]，未培养的微

生物可能具有未发现的新功能和应用。 
目前由于微生物分离培养技术的局限性，

对于难培养微生物的培养还存在很多问题。确

定微生物不可培养的原因是获得纯培养微生物

的关键。细菌不可培养的问题存在 3 个主要的

潜在原因：首先，环境中微生物可能以非常低

的丰度存在，不完整的采样会阻碍其分离；其

次，不适宜的培养条件可能会阻碍细菌的纯培

养，微生物常常存在于物质元素种类丰富的自

然环境中，难以在实验室配制的普通培养基上

生存[4]；第三，细菌之间的生物相互作用可能

会对菌株的生长产生积极或消极的影响[5]，这

些因素都可能是造成微生物不可培养的原因。 
微小小单胞菌(Parvimonas micra)是一种常

见的革兰氏阳性厌氧球菌，可能与牙周病以及

呼吸道、胃肠道和女性泌尿生殖道感染有关[6]，

其大小约为正常细菌的 1/10，微小小单胞菌可

以自发形成生物膜，也可以与其他细菌协同形成

生物膜，这一过程有可能诱发炎症[7]。微小小

单胞菌在慢性根尖周炎患者感染根管中的定殖
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情况较为普遍[8]。近年来，人们发现微小小单胞

菌不仅是一种口腔致病菌，而且与结直肠癌

(colorectal cancer, CRC)的发生、发展密切相关[9]，

微小小单胞菌通过诱导结肠细胞的增殖和改变

Th17 免疫反应促进小鼠结直肠癌发生[10]。在实

验室环境中，微小小单胞菌对培养条件的要求

较严苛，通常需要在 37 ℃的严格厌氧环境下培

养。微小小单胞菌不同菌株的生长状况不同，

在目前的研究中培养出的微小小单胞菌平台期

OD600 值最高仅能达到 0.4 左右，难以满足深入

研究的需求。 
本研究利用反向筛选法选取微小小单胞菌，

对其进行生化鉴定，初步筛选出可能促进微小小

单胞菌生长的底物后，利用单因素试验一一验

证，对该菌株的培养基的组分进行改良，以提高

菌体生物量，促进微小小单胞菌的代谢和功能的

研究，并为难培养细菌的扩大培养提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

微小小单胞菌标准株(编号：ATCC 33270)购
自美国模式培养物集存库(American type culture 
collection, ATCC)；微小小单胞菌菌株 Pm-42 由

军事医学研究院分离并保藏。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

胰蛋白胨大豆肉汤 (tryptone soya broth, 
TSB) 培养基及脑心浸出液肉汤 (brain heart 
infusion broth, BHI)培养基均购自 OXOID公司；

AN-IF 接种液及 AN 生化鉴定板均购自 Biolog
公司；胎牛血清购自浙江天杭生物科技股份有

限公司；肌苷、胸苷、L-苏氨酸、L-丝氨酸、丙

酮酸和 L-半胱氨酸均购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；尿苷、甘氨酰-L-谷氨酰胺均购

自上海麦克林生化科技股份有限公司。 

恒温培养箱购自天津市泰斯特仪器有限公

司；厌氧培养箱购自 Ruskinn 公司；分光光度

计购自 ThermoFisher Scientific 公司；电子天平

购自赛多利斯科学仪器(北京)有限公司；离心机

购自 Eppendorf 公司；水浴锅购自北京市医疗

设备厂有限责任公司。 

1.2  菌株的复苏和传代  
从−80 ℃菌库中取出微小小单胞菌混合甘

油保藏液，待融化后吸取 50 μL 混合甘油菌液，

按照 1:40 的比例加入 24 孔板中，孔板中添加

了 2 mL 含 5%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)
的 TSB 培养基，放入 37 ℃厌氧培养箱中进行

液体扩增，恒温培养 2 d。待孵育好后，收集

24 孔板中的菌液 5 000 r/min 离心 8 min，弃上清，

用 3−5 mL 无菌培养基重悬，以培养基不加细菌

的孔为空白对照，用于检测 OD660 值时调零。

用分光光度计调整菌液 OD660 为 1.0 后，同样按

照 1:40 的比例加入含有 5%胎牛血清的 TSB 培

养基中，再次进行液体扩增。菌液传代到第三

代后可进行后续试验。 

1.3  生长曲线的测定 
将传代好的菌液调整 OD660 为 1.0，将调整

好的微小小单胞菌 ATCC 33270 株及 Pm-42 株

菌液按 1:40 的比例分别接种于 BHI、BHI+半胱

氨酸及 TSB+FBS 三种培养基中，置于 37 ℃厌

氧箱中培养，在 0、0.5、1、2、3、4、5、6 和

7 d 这 9 个时间点取出测量 OD660 值，记录并统

计，每个处理重复 3 次。 

1.4  生化鉴定筛选培养基营养物质 
1.4.1  固体培养基涂布 

吸取 100 μL 传代好的微小小单胞菌 ATCC 
33270 菌液涂布于哥伦比亚血平板上，放入厌

氧培养箱中，37 ℃孵育 2 d。 
1.4.2  制备细菌悬液 

平板上细菌孵育好后，在平板上添加 1 mL 
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PBS，用涂布棒将细菌从平板上刮取下来，    
5 000 r/min 离心 8 min，弃上清后用 PBS 重复

洗涤 2 次，随后去掉 PBS，用 AN-IF 接种液对

细菌进行重悬，调整菌液 OD660 值为 0.2。 
1.4.3  生化反应鉴定 

在 AN 生化鉴定板中每孔加入 100 μL 细菌

悬液，随后将生化鉴定板置于厌氧培养箱中

37 ℃培养 48 h。 
1.4.4  读数 

用酶标仪测量并记录生化鉴定板中每孔的

OD660 值。 

1.5  单因素试验 
将生化试验筛选出的可能促进微小小单胞

菌生长的阳性底物按以下浓度配制成母液

(g/L)：肌苷 125.0，尿苷 25.0，D-氨基葡萄糖酸

5.0，D-半乳糖醛酸 25.0，2′-脱氧腺苷 15.0，胸

苷 25.0，L-丙氨酰-L-苏氨酸 2.5，L-苏氨酸 100.0，
L-丝氨酸 600.0，L-鼠李糖 250.0，甘氨酰-L-谷氨

酰胺 200.0，丙酮酸 25.0，L-岩藻糖 25.0，α-酮丁

酸 25.0，D-半乳糖 250.0，α-D-葡萄糖 250.0，
D-甘露糖 250.0，D-果糖 250.0，帕拉金糖 250.0，
L-半胱氨酸 25.0，过滤除菌。设置低、中、高    
3 个不同的浓度进行浓度筛选(添加 4、16、64 μL
母液并补充 TSB+FBS 培养基至培养基总体积

为 2 mL)，按照 1:40 的比例接入菌液，每个浓

度设置 3 个重复，在 48 h 和 72 h 两个时间点测

量 OD660 值来评价菌株的生长情况。 

1.6  正交试验 
根据单因素试验结果，选择增菌量显著的

底物进行正交试验。每组试验设置 3 个重复，

研究其综合影响，以获得最佳的培养基配方。 

1.7  活菌计数 
将传代好的微小小单胞菌菌液调至 OD660 值

为 1.0，按照 10 倍稀释法稀释至 10−8，分别吸

取 100 μL 10−6、10−7、10−8 三个稀释梯度的菌液，

涂布于哥伦比亚血平板上，每个稀释度接种 3 个

平板，然后将平板倒置放入厌氧培养箱中，37 ℃
孵育 3 d 后进行菌落计数。 

1.8  微小小单胞菌 Pm-42 验证 
从−80 ℃冰箱取出微小小单胞菌 Pm-42 进

行复苏，按照 1:40 的比例添加至含有 TSB+FBS
培养基中，传代至第三代，将促进微小小单胞

菌 ATCC 33270 株生长效果明显的底物添加至

培养基中，37 ℃恒温培养箱中共同孵育观察其

增菌效果。 

1.9  数据处理和分析 
所有处理均设置 3 个以上重复，结果均以

“平均值±标准差”表示，利用 GraphPad Prism 8.0
软件作图，组间比较用 GraphPad Prism 8.0 软件

中的 t 检验进行分析，P<0.01 标记为“**”；
P<0.001 标记为“***”。 

2  结果与分析 
2.1  生长曲线测定 

为筛选初始培养基，本研究选用了 3 种培

养基对微小小单胞菌 ATCC 33270 及 Pm-42 菌

株进行生长曲线的测定，分别为 BHI、BHI+半
胱氨酸(cysteine)、TSB+FBS，其中 TSB+FBS
为 ATCC 推荐，BHI、BHI+半胱氨酸(cysteine)
为相关研究中曾使用过用于培养微小小单胞菌

的培养基[11]。0−0.5 d 菌株生长缓慢，为迟缓期；

0.5−3 d 菌株快速增殖，为对数生长期；菌株在

生长到 2−3 d 时到达平台期，在 3−7 d 细菌数量

趋于稳定(图 1A–1C)。因此，后续试验选择 48 h
和 72 h 两个时间点测量菌株的 OD660 值。微小小

单胞菌ATCC标准株在BHI培养基中生长速率低

于 TSB+FBS 培养基，Pm-42 在 BHI 培养基中的

生长速率显著低于 TSB+FBS 培养基。因此本研

究选择更适合微小小单胞菌生长的 TSB+FBS 培

养基为基础培养基。另外，添加了半胱氨酸的 
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图 1  微小小单胞菌生长曲线 
Figure 1  The growth curves of Parvimonas micra. The growth curves of Parvimonas micra Pm-42 and 
ATCC 33270 in TSB+FBS (A), BHI (B) and BHI+cysteine (C) medium. The growth curves of Parvimonas 
micra Pm-42 (D) and ATCC 33270 (E) in three media. Date are shown as the mean of three replicates, with 
the error bars representing ± standard error.  
 
BHI 培养基中微小小单胞菌的生长速率明显高

于 BHI 培养基(图 1D、1E)，因此推测添加相应

底物有助于刺激微小小单胞菌的生长。 
2.2  生化鉴定结果 

本研究在测定生长曲线试验中发现，在

BHI 培养基中添加半胱氨酸可以有效地促进菌

株的生长。因此，本研究选择利用生化反应筛

选出可能促进微小小单胞菌生长的底物。通过

鉴定结果可以看出，微小小单胞菌 ATCC 33270
菌株对一些底物是阳性结果，以热图的形式展

示(图 2)。生化检测中，将 OD660 值大于 1.0 的

定义为强阳性，OD660 值在 0.2−1.0 之间的定义为

弱阳性。结果发现强阳性有：L-丝氨酸(L-serine)、
尿 苷 (uridine) 、 胸 苷 (thymidine) 、 L- 苏 氨 酸

(L-threonine)、2′-脱氧腺苷(2′-deoxy adenosine)、
胸苷-5′-单磷酸(thymidine-5′-mono-phosphate)、

L-丙氨酰 -L-苏氨酸(L-alanyl-L-threonine)和肌苷

(inosine)。弱阳性有：尿苷-5′-单磷酸(uridine-5′- 
mono-phosphate)、α-酮丁酸(α-ketobutyric acid)、
L-鼠李糖(L-rhamnose)、帕拉金糖(palatinose)、丙

酮酸(pyruvic acid)、D-半乳糖醛酸(D-galacturonic 
acid)、3-甲基-D-葡萄糖(3-methyl-D-glucose)和
α-酮丁酸(α-ketobutyric acid)等。底物阳性结果

说明微小小单胞菌 ATCC 菌株可以和相应的底

物发生反应，也有可能底物可以为菌株提供营

养，因此本研究通过设计单因素试验对生化检

测结果中的 20 个阳性结果进行验证。 

2.3  单因素试验 
2.3.1  氨基酸类成分及浓度筛选 

氨基酸作为细菌主要的营养物质，能够帮

助细菌合成蛋白质、核酸及其他物质。此外，

氨基酸可以通过转氨基作用进行代谢和转化，有 
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图 2  生化鉴定阳性结果 
Figure 2  Biochemical identification positive results. 

助于维持生物体内氨基酸的动态平衡及正常的

生理功能。以 TSB+FBS 为基础培养基，分别添

加低、中、高 3 种浓度的 5 种氨基酸(L-丙氨酰-L-
苏氨酸、L-苏氨酸、L-丝氨酸、甘氨酰-L-谷氨酰

胺和 L-半胱氨酸)进行增菌效果的评价。厌氧条

件下培养 72 h 后，与对照组相比，培养基中添

加高浓度 L-苏氨酸、中浓度 L-丝氨酸、高浓度甘

氨酰-L-谷氨酰胺增菌效果明显(图 3A、3B)。 
2.3.2  核苷、核苷酸及酸类 

核苷是构成核酸的基本单元，核酸负责传

递遗传信息并调控生长、发育和代谢的过程。

核苷的加入可以确保细菌在培养过程中有足够

的核酸合成原料，从而支持其正常的生长和分

裂。胸苷 -5′-单磷酸是脱氧胸腺嘧啶核苷酸

(deoxythymine nucleotide, dTMP)的活性形式，

是 DNA 合成的前体物质之一。因此，在培养基

中加入胸苷-5′-单磷酸可以确保细菌在生长和

繁殖过程中有充足的 dTMP 供应，从而维持正

常的 DNA 合成和细胞分裂。以 TSB+FBS 为基

础培养基，分别添加低、中、高 3 种浓度的肌

苷、尿苷、胸苷、2′-脱氧腺苷、胸苷-5′-单磷酸、

D-氨基葡萄糖酸、丙酮酸和 α-酮丁酸，厌氧条

件下培养 72 h 后，与对照组相比，培养基中添

加中浓度肌苷、高浓度尿苷、高浓度胸苷增菌

效果明显，并且添加尿苷和肌苷的增菌效果随

着浓度的升高而增大(图 3C、3D)。后续将继续

优化尿苷和肌苷的添加浓度，以筛选最佳的促

进微小小单胞菌生长的浓度。 
2.3.3  糖类成分及浓度筛选 

糖类营养物质是细菌体内代谢的主要能源

物质，通过糖酵解途径被分解，产生能量供细

菌进行各种生命活动。以 TSB+FBS 为基础培养

基，将生化试验中的 8 种糖类阳性底物(D-半乳

糖醛酸、α-D-葡萄糖、D-甘露糖、D-果糖、帕拉

金糖、L-鼠李糖、L-岩藻糖和 D-半乳糖)分别设 
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图 3  阳性底物及浓度筛选 
Figure 3  Positive substrates and concentrations screening. A, B: The optical density at 660 nm after 48 h and 72 h 
culture with different concentrations of amino acid substrates. C, D: The optical density at 660 nm after 48 h and 
72 h culture with different concentrations of nucleosides, nucleotides and acid substrates. E, F: The optical density 
at 660 nm after 48 h and 72 h culture with different concentrations of carbohydrate substrates. Compared with 
control group, and the data was statistically analyzed by paired t-test with GraphPad Prism 8.0 software, Date are 
shown as the mean of three replicates, with the error bars representing ± standard error. **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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置低、中、高 3 种浓度进行增菌效果的评价，以

OD660 为评价指标进行筛选，与对照组相比，添

加以上糖类并无明显增菌效果(图 3E、3F)。 
2.3.4  优化底物浓度结果 

根据单因素试验结果，对增菌效果明显的

底物在最佳浓度附近设置两个浓度对因子浓度

进行再次优化。与对照组相比，L-丝氨酸增菌

效果最为显著，厌氧培养 3 d 后 OD660 值由对照

组的 0.401 增加至 0.716。其次为 L-苏氨酸和甘氨

酰-L-谷氨酰胺，L-苏氨酸 OD660 值增加至 0.624，
甘氨酰-L-谷氨酰胺 OD660 值增加至 0.615 (图 4A、

4B)。因此，在 TSB+FBS 培养基中，L-丝氨酸

最佳添加浓度为 4.8 g/L 时增菌效果最佳。 

2.4  正交试验结果 
根据单因素结果可知，L-丝氨酸、L-苏氨酸、

甘氨酰-L-谷氨酰胺为主要影响因素，并在单因

素试验中筛选出的最佳浓度附近设置 2 个浓度

(表 1)。设计 L9(33)正交试验(表 2)对培养基组分

进行优化，每一行中各因素的水平组合即为一

次试验条件，以 TSB+FBS 培养基为基础培养

基，按表 2 加入对应浓度的 3 种底物，共 9 组

试验方案，并以 TSB+FSB 培养基为对照组培养

基，按照 1:40 的比例接入菌液，检测 OD660 时

用 TSB+FSB 培养基调零。各因素对增菌效果影

响程度为 A>C>B；最佳优化条件为 A1B1C1，此

优化条件下微小小单胞菌 OD660 值增加至

0.439，对照组 OD660 值为 0.398。因此，可以看

出在 3 种氨基酸组合添加量最低时，增菌效果

最好。许多研究中曾尝试使用高浓度营养物质

却抑制了微生物的生长，因为许多天然微生物

群落在寡营养条件下繁衍生息。因此使用低浓

度营养物质反而更能够促进微生物的生长[12-13]。

然而，3 种氨基酸组合后的增菌效果低于单独添

加底物时，可能是同时添加 3 种氨基酸发生了

拮抗作用，降低了氨基酸的利用率。 

 
 
图 4  阳性底物的浓度优化 
Figure 4  Concentrations optimization of positive 
substrates. The optical density at 660 nm after 48 h 
(A) and 72 h (B) culture with different concentrations 
of bacteria-promoting substrates. Date are shown as 
the mean of three replicates, with the error bars 
representing ± standard error. 
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表 1  正交试验因素及水平设计 
Table 1  Orthogonal experimental factors and levels 
design 
Level A: 

L-threonine 
(g/L) 

B:  
L-serine 
(g/L) 

C:  
Glycyl-L-glutamine 
(g/L) 

1 4.8 3.6 4.8 
2 6.4 4.8 6.4 
3 8.0 6.0 8.0 
 
表 2  正交试验分组及结果 
Table 2  Orthogonal experimental groups and results 
Experiment  
number 

A: 
L-threonine 
(g/L) 

B: 
L-serine 
(g/L) 

C:  
Glycyl-L- 
glutamine 
(g/L) 

OD660 

(72 h) 

1 (A1B1C1) 1 1 1 0.439 
2 (A1B2C2) 1 2 2 0.420 
3 (A1B3C3) 1 3 3 0.384 
4 (A2B1C2) 2 1 2 0.284 
5 (A2B2C3) 2 2 3 0.276 
6 (A2B3C1) 2 3 1 0.340 
7 (A3B1C3) 3 1 3 0.197 
8 (A3B2C1) 3 2 1 0.248 
9 (A3B3C2) 3 3 2 0.210 
K1 1.243  0.944  1.027   
K2 0.900  0.943  0.914   
K3 0.679  0.935  0.881   
k1 0.414  0.315  0.342   
k2 0.300  0.314  0.305   
k3 0.226  0.312  0.294   
R 0.188  0.000  0.049  A>C>B 

 
2.5  活菌计数结果 

为探究改良后的培养基对活菌量的影响，

对增菌效果最为显著的添加了 L-丝氨酸的培养

3 d 后菌液进行 10 倍稀释涂布，37 ℃孵育 3 d
进行菌落计数。微小小单胞菌 ATCC 标准株的

活菌量由对照组的 8.5×107 CFU/mL 提高至

3.6×108 CFU/mL，活菌量约提高了 4.2 倍。 

2.6  微小小单胞菌 Pm-42 验证结果 
为了探究改良后的培养基的增菌效果是否

在种水平上有效，本研究选择微小小单胞菌

Pm-42 株进行验证，与标准株 ATCC 33270 加入

L-丝氨酸的生长曲线类似(图 5A)，微小小单胞菌

Pm-42 菌株在厌氧培养 3 d 时到达平台期，在

TSB+FBS 培养基中添加 L-丝氨酸后厌氧培养 3 d，
OD660值由对照组的 0.315 提高至 0.534 (图 5B)。
表明 L-丝氨酸同样能够明显促进微小小单胞

Pm-42 菌株的生长速率及平台期的菌量，也证

明改良后的培养基可以在种水平上促进微小小

单胞菌的快速生长。 
 

 
 
图 5  培养基中添加 L-丝氨酸后不同菌株的生长

曲线 
Figure 5  The growth curves of Parvimonas micra 
after adding L-serine in the medium. The growth 
curves of Parvimonas micra ATCC 33270 (A) and 
Pm-42 (B) after adding L-serine in the medium. 
Date are shown as the mean of three replicates, with 
the error bars representing ± standard error. 



 

 

 

3556 LING Hui et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

3  讨论与结论 
细菌培养是其整体功能研究的基础，是微

生物学和生物技术研究的重要手段，可以用于

研究细菌生长规律、代谢途径及其功能研究等

方面的问题[14]，一直是微生物学研究的重点问

题。近年来宏基因组学、宏转录组学推动微生

物研究的快速发展[15]，但仍需以纯培养为基础

进行微生物生理特性及其功能研究。 
目前，对于难培养细菌的培养研究有很多

技术和理论上的问题还未解决。在微生物的培

养过程中，不同微生物对培养基的组成成分和

浓度需求差异很大[16]。目前的研究主要集中在

营养物质(如碳源、氮源、无机盐等)的选择、

pH、温度、湿度等培养条件的优化以及分子

机制上 [17]。在本研究中发现，在基础培养基

TSB+FBS 中添加各种糖类营养物质并不能促

进微小小单胞菌的生长，可能是由于基础培养

基 TSB 中含有的葡萄糖可以为微小小单胞菌

生长提供足够的能量和碳源，促进细胞代谢，

因此不需要从外界额外摄入碳源。 
近年来，研究者发明了许多新型的培养方

法，大多数都是通过模拟自然条件下菌株的生

存环境[18]。某些未培养微生物之所以不能在基

础培养基上生长，很可能是因为不了解它对营

养物质的需求，可以通过代谢组学的方法有针

对性地添加非传统的碳源、氮源等营养物质。

Matthews 等 [19]通过代谢组学分析在无机盐培

养基中加入脂肪酸、胆固醇提高了毕赤酵母

(Pichia pastoris)的生物量。Nichols 等[20]发现小

肽 LQPEV 能够诱导嗜冷杆菌属(Psychrobacter)
在培养基上生长。因此，如果提供了适当的培养

条件，这些细菌也能够在实验室中分离，使不可

培养/难培养的细菌实现实验室条件下培养。 
细菌在生长过程中还需要一些自身不能合

成的化合物质，称为生长因子，包括氨基酸、

嘌呤、嘧啶等，必须从外界进行补充。本研究

中发现，培养基中添加肌苷、尿苷、胸苷以及

3 种氨基酸均可以有效促进微小小单胞菌的生

长。肌苷是嘌呤代谢的中间体，由次黄嘌呤和

核糖组成，参与核酸代谢、能量代谢和蛋白质

的合成[21]。Brown 等[22]研究揭示了微生物和肌

苷之间的机制联系。微生物组衍生的 Bxa，是

拟杆菌属一种丰富的 ADP- 核糖基转移酶

(ADP-ribosyltransferases, ADPRTs)，能够诱导肌

苷作为碳源分泌，从而充当细菌适应性因子。

尿苷由核糖和尿嘧啶组成，Skinner 等[23]发现，

细胞普遍可以利用尿苷作为营养和能量来源。

氨基酸不但是蛋白质的基本组成单位，还能够

为细菌的生长代谢提供能量[24]。Jeganathan 等[25]

通过在改良的营养培养基中直接补充氨基酸，

增强了盐沼需盐小杆菌(Halobacterium salinarum)

的生长。 

本研究在 TSB+FBS 培养基中添加肌苷、尿

苷、胸苷，以及 L-丝氨酸、L-苏氨酸、甘氨酰-L-
谷氨酰胺 3 种氨基酸均能显著促进微小小单胞

菌的生长及平台期的菌量，特别是单独添加 L-丝
氨酸时增菌效果最佳，较 TSB+FBS 基础培养基

活菌量提高了 4.2 倍。本研究表明，对于难培

养细菌，利用生化鉴定板筛选培养基补充剂，

是一个方便、快捷、高效的筛选手段，也为其他

难培养细菌改良培养基提供了新的思路。 
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