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摘  要: 海洋中存在着丰富的微生物资源, 但迄今为止能够在实验室培养的微生物却不到 1%, 而
且能够通过培养得到的环境优势种更少, 这成为当代环境微生物学研究和海洋资源开发的最大障

碍。过去十多年来, 通过不断改进培养方法和检测手段, 发明了许多新颖独特的技术, 提高了培养

效率。特别是通过海洋微生物的寡营养培养技术, 分离并命名了一些难培养微生物, 给予人们极

大的启发。海洋微生物资源的可持续性开发和利用, 是 21 世纪人类发展的重要方向, 是我们研究

海洋微观世界的基础, 值得微生物学界同仁的共同关注。 
关键词: 难培养细菌, 寡营养培养, 海洋微生物, 系统分类学 

Culture Methods of the Oligotrophic Marine Microbes 
TIAN Tian1,2,3  LI Dong-Mei2,3  DAI Shi-Kun1,3  YIN Ke-Dong2*   

SUN Hui-Min1,3  LI Xiang1*

(1. Key Laboratory of Marine Bio-resources Sustainable Utilization, Guangdong Provincial Key Laboratory of  
Marine Materia Medica, Guangzhou, Guangdong 510301, China) 

(2. Key Laboratory of Tropical Marine Environmental Dynamics, South China Sea Institute of Oceanology,  
Chinese Academy of Science, Guangzhou, Guangdong 510301, China) 

(3. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: Molecular methods and fluoroscopic techniques suggest that rich microbial diversity exist in the 
marine environment, but less than 1% of these microbes can be cultured in the laboratory conditions, and 
that the cultivable dominant species were even less. This limitation has long been a barrier to the develop-
ment of environmental microbiology and the utilization of marine resources. In the past decade, novel 
methods for culture and detection of these uncultured marine microbes have successfully applied to obtain 
several conventionally-uncultured microbes including those from extreme environments. Those progresses 
have inspired researchers greatly. Developments in the research of marine microbial resources are an impor-
tant basis for the study of the micro-world and deserve increasing scientific attention. 
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早在 1959年, 人们就认识到在琼脂平板上可培
养的微生物和通过显微计数测得的微生物相差好几

个数量级。1987年Carl Woese通过生物核糖体RNA
的序列分析提出了生物体三域的学说 , 自此 , 16S 
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rRNA的系统分类学研究日见广泛地应用于环境微
生物分析。这种基于DNA/RNA测序技术与序列分析
的方法不依赖于传统的微生物培养技术, 极大的拓
宽了人们对地球上微生物多样性的认识。至今为止, 

在人类已知的原核生物 53 个门的分类单元中(图 1), 
只有 26 个门囊括了经过实验室培养的细菌[1,2]。 在
可培养微生物的 16S rRNA 基因库中, 紫色光合菌
(Proteobacteria) 等细菌(包括Cytophagales和两 

 

 
 

图 1  根据ARB2003 年公开的数据库(http://arb-home.de)中 16964 条 16S rRNA序列构建的细菌系统进化树[2] 

Fig. 1  Phylogenetic tree of bacteria established with the November 2003 ARB database (http://arb-home.de)  
with 16964 16S rRNA sequences[2]

注: 图形的顶角表示该门中 RNA序列的相对丰度, 红色程度代表可培养微生物的比例, 黄色部分表示该种群中全部为未培养微生物. 
Note: The vertex angle of each wedge indicates the relative abundance of sequences in each phylum; the redness of each wedge corresponds 
to the proportion of sequence in that phylum obtained from cultured representatives. Candidate phyla do not contain any cultured members. 
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类革兰氏阳性菌: Actinobacteria 和低G+C 含量菌)
占所有已知细菌的 90%[3]。此外至少有一半的微生

物只是以RNA序列的代号存在于环境基因序列库中
[2], 对它们的分类命名还需要培养方法上的进一步
改进而加以确认。 

当前, 微生物培养仍然是海洋微生物学和微生
物生态学研究中的重要一环。海洋环境中优势异养

浮游菌获得培养后, 研究者可对影响其个体生长的
营养条件和其他环境变量进行研究, 从而确定该优
势种在地球化学循环中所起的生态学作用。此外 , 
人们普遍认为生长缓慢的海洋细菌是潜在的药源 
生物 ,  产生许多具有独特药用价值的新颖天然产 
物[4,5], 这些微生物的进一步培养是未来新药发现的
重要前提。 

海洋环境中, 细菌是跨界面物质输送的主要化
能异养生物 , 它们在Nanomolar水平调节水体可溶
性生物来源的有机质 , 有助于补充和丰富食物网 , 
但这方面相关单种的生理生态作用研究还很少, 许
多环境中的优势种都不可培养[6], 大量的、多样化的
浮游寡营养细菌很少被人们所关注, 因为如何有效
而方便的进行实验室培养仍然是一道鸿沟, 其特殊
的营养需求-寡营养条件, 仍然值得我们投入相当多
的研究力量。 

1  寡营养培养的概念 

通常情况下, 海洋是典型的寡营养环境, 溶解性
有机碳(DOC)水平常年维持在 50 μmol/L~100 μmol/L
或 0.6 mg/L~1.2 mg/L。偶然情况下, 局部营养可能
出现极大的波动。过去认为这种碳源极低的环境普

遍不适合微生物的生长, 偶然出现的局部营养富集, 
才是海洋微生物多样性的原始策动力。然而, 近几
年的研究表明, 海洋微环境的多样化使细菌具有了
明显不同的生长特征 [7], 从而形成了极富特征的海
洋微生物多样性, 按不同的生存策略, 这些微生物
可分为富营养菌和寡营养菌(Oligobacteria)。 

富营养菌代表了生态学里的机会种, 为了充分
利用海洋中偶然和局部出现的富营养环境, 这些微
生物可以快速移动 , 高速生长 [8], 其生长和死亡速
率变化较大, 细菌丰度波动较大[9]。 

与富营养菌相反, 在寡营养海水中生活的细菌
需要一个更节约能量的生存策略, 它们自由生活在
极低水平碳环境中 , 个体微小 , 生长缓慢 , 生长速

率和丰度变化很小[10], 以达到最大的营养利用率。
这些微小的寡营养细菌有一个高效的营养吸收机制, 
在低营养浓度下, 它们依然可以吸收足够的有机质
来维持生长, 营养的增加甚至会阻碍其生长[11]。 

Kuznetsov等将寡营养微生物定义为可在有机
碳含量 1 mg/L~15 mg/L的培养基上生长的微生物[12]; 
Ishida 等认为生长在低于 1 mg/L的有机碳水平的细
菌才属于寡营养类型[13]; Fry则将其描述为不能在大
于 6 mg/L的有机碳浓度中生长的微生物[14]。但寡营

养状态是一种适应于超低营养条件下的生活史而非

一个固定的生理特征, 因为有些寡营养菌在分离出
来以后可以逐渐适应富营养的培养条件[15], 其生长
速率和细胞形态往往也随之发生相应的变化。 

寡营养菌在系统发育上可能分属不同的进化分

支 [16]。Pelagibacter ubique, 其基因组和ORF(Open 

reading frames)是已知自由生活微生物中最少的, 但

相对含有 20 个氨基酸完整的生物合成路径[17]; 一

株寡营养菌Rhodococcus erythropolis N9T-4, 在寡营

养条件下会大量合成 2 种蛋白分子, 酶活性是添加

正十四烷异养培养条件下的 3 倍[18]; 而一株生存于

寡营养、寒冷和高压下深海细菌Shewanella pie-

zotolerans WP3, 其基因组包含了大量的基因和基

因簇, 有助于其在极端生存条件下蛋白质作用、大

分子的合成以及营养和能量的获取, 是其适应变化

的能量来源和多种环境条件的基础[19]。 

海洋环境中这些寡营养菌的特性使其在物质循

环中占有重要地位[20], 许多是环境中的优势种。但
由于这些细菌中绝大多数很难通过传统的平板方法

进行培养, 人们对其知之甚少。有关海洋微生物的
营养、遗传和生化性质的研究通常都集中在形体较

大、易培养的种类中, 但它们大多数都不是环境中
的优势种。以此为基础的生物学与生态学研究, 所
得的结论和预测往往与自然情形相差悬殊。 

从海洋环境样品中构建的 16S rRNA基因文库
中我们了解到α-Proteobacteria 是海洋环境中重要
的群体 , 其中大多数序列系统分类学上都属于
SAR11, 大洋菌属 (Pelagibacter)的细菌 , 它们形体
微小, 生长缓慢, 在固体培养基上绝大多数不能形
成菌落[21]。此外, 许多丰度最高的海洋微生物种群, 
包括SAR86、SAR116、SAR202、SAR324、SAR406、
Actinobacteria、Crenarchaeota等, 至今仍未能培养
成功。 
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但有一些菌株 ,  比如 :  P ro t e o b a c t e r i a、
Planctomycetes、Bacteroidetes、Acidobacteria和
Verrucomicrobia中的很多细菌已经培养出来, 培养
成功的部分原因可能是培养条件与自然环境在营养

成分上相近(寡营养培养)。2002 年SAR11 纯培养的
获得是寡营养培养方法一个较大的成功。占海水表

层原核生物组成 1/3 的SAR11 之前只存在于 16S 
rRNA库中, Pelagibacter ubique[21]做为SAR11 中第
一株被分离的菌株, 现已有较为充分的研究, 而S. 
alaskensis RB2256T[22]分离出来后, 被作为寡营养微
生物的模式种进行研究 ,  这个菌可以在含量低于 
1  mg/L 碳的寡营养条件中生长 ,  却不能在超过 
5 mg/L碳的培养基上生长; 另一方面具有超微型的
体积(<0.1 µm3)和极低的生长速率(µ≤0.2 h−1); 此外, 
其营养吸收系统具有较高的亲和力[23]。这些成功培

养的微生物可以助我们了解细胞的生理并验证根据

基因组测序推出的结果, 同时, 做为生物地化循环
的重要部分, 对这些成功培养的微生物的基因组序
列分析的结果, 也有助于我们更好的理解寡营养菌
对环境的适应机制。 

近来, 荧光显微技术及分子生物学技术研究表
明: 在大洋和近海环境中, 虽然海洋细菌在浮游生
物量上常常占有优势, 但分别只有 0.01%到 0.1%的
海洋微生物能通过传统的固体平板技术形成菌落 , 
许多能在显微镜下观察到的环境微生物都不能在平

板上形成可见的菌落[24]。通过控制培养基的成分提

高从自然环境中分离新细菌类型的手段只取得了有

限的进展, 大量不可培养的微生物仍是微生物学的
一个挑战。 

2  影响寡营养微生物实验室培养的限制 
因子 

海洋微生物的纯种培养是一项困难和耗时的工

作, 没有一种培养基或单一的培养条件可以检测到
所有可培养的细菌。传统培养方法费时费力, 而且
会选择性的使部分微生物生长。早期的海洋微生物

学家认为通过改进的琼脂平板培养基可以从丰富的

大洋细菌中分离到较多的可培养菌[25], 通过分离实
验、自由细胞的形态学和革兰氏染色实验, 这种观
点得到了支持。人们发明了许多固体和液体的培养

基配方, 培养、分离和命名了很多形态上和生理上
差异巨大的海洋微生物。但长期以来人们秉承的富

营养培养的传统, 在培养基或培养液中加入某些极
高浓度的营养物或一些特别的营养成分, 形成了人
工培养条件的另一种缺陷-富营养。最近的一些研究
结果表明 , 如果提供和自然状态相似的物质成分 , 
可以得到一些原本无法培养的微生物[21], 在此基础
上改进的培养基分离到了之前未能培养的微生物 , 
这说明我们对海洋微生物的生长需求还不够了解可

能是造成其培养率偏低的一个原因[26]。 
现有的研究结果表明海洋微生物难于人工培养

的原因可能有以下几个:  
1) 氧化环境的压力, 如SOS反应对细胞造成的

损伤及修复阻碍了它的生长[27], 在一些实验中, 丙
酮酸盐或过氧化氢酶的添加减轻了氧的毒害, 增加
了可培养菌的数量[28]。 

2) 高浓度营养物质的抑制作用 (Substrate- ac-
celerated death): 一般实验室培养基中营养物的浓
度可能比原环境高出 3 个数量级, 自然条件下占优势
的微生物种群有可能不适应含有高浓度复杂有机碳的

培养基 , 如Escherichia coli、V. vulnificus 或Micro- 
coccus luteus 细胞在最佳酶活温度, 突然转移入富
营养培养基, 会瞬间产生超氧化物和其它基团[29]。 

3) 许多环境微生物与其它生物共生共存, 利用

细胞间的联系和相互促进可以分离难于正常培养的

微生物, 而目前实验室条件下普遍缺乏相应的培养

系统。 

4) 微生物的生长要求较苛刻, 实验中建立的培
养条件可能不适合其生长需要, 某些微量毒性物质
的污染, 可能使部分微生物无法生长。使用非琼脂
培养基的一些尝试获得了成功 , 在 Alaska和
Netherlands海域, Button 等利用过滤灭菌的海水进
行稀释培养 , 海洋浮游菌的培养率达到了 2%到
60%[23]。 

5) 样品从采集到培养的间隔时间对培养率也
有影响, Ferguson及其同事发现 20摄氏度, 存放在
4 L的瓶子里的样品, 30 h后在Zobell (MA2216E)上
的培养率增加了 0.1%到 41%[30]。 

6) 另外, 病毒感染也可能是培养效率低的部分
原因 , 7%的菌群携带病毒 , 表层海水细菌的死亡 , 
约 10%到 50%是病毒感染造成的, 并且选择性感染
会改变环境细菌群落的组成[31,32]。烈性病毒的感染

是致死性的, 而被溶原病毒感染的带毒菌株移至加
富营养基中时, 也会诱发病毒复制和菌体裂解。  
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此外, 在压力环境下的适应性机制: 程序性细
胞死亡[33]; 有生存能力但不可培养细胞—休眠细胞
的形成以及一些缓慢生长的微生物; 细胞密度的检
测限等可能都是实验中培养率较低的一些原因。 

3  寡营养培养的新型方法 

3.1  菌落转移法(Removing newly formed colo-
nies) 

当环境样品转移到固体培养基上时, 一些寡营
养菌的生长可能会有一个延迟期, 在此期间, 这些
菌可能会被其他快速生长的菌落所掩盖, 如一些可
以在平板表面滑动和快速分散的细菌。 

菌落转移法是将平板上新形成的菌落不断地转

移到新的培养基上, 通过长时间的培养使那些生长
较缓慢的寡营养菌得到生长和分离的机会。Eilers等
[34]通过这种方法从德国German Bight表层海水中分
离出许多新的浮游菌, 观察到的菌落数是普通平板
培养的 5 倍, 并且细菌的种系组成也会随培养时间
的延长而变化。 

3.2  极端稀释法(Dilute to extinction culture)及高

通量培养(High-throughput culturing) 
极端稀释培养是将环境微生物样品不断稀释 , 

使最后一个稀释度中的细胞含量极低(1~10个细胞), 
其培养液中的营养物浓度一般也很低, 最大程度的
模拟自然条件下的寡营养状态, 会使用未加改动的
环境水体作为稀释液和培养液。这种培养方法倾向

于选择丰度最大而不是营养感应与耐受性最强的微

生物 , 也就是说 , 不是最容易培养的 , 而是自然环
境中数量上占有优势的种群。在这种菌群和营养都

极端稀释的条件下, 数量较多、生长缓慢的海洋寡
营养菌的培养占优势。 

极端稀释法常常能够得到纯培养[23], 已经开始
应用于一些海洋微生物研究中。Karin Simu等使用极
端稀释法, 运用 6 种不同的手段来计算细菌数量, 
调查了存在着不同生存策略的浮游菌的培养率和共

存关系[35]。Schut等用过滤蒸汽灭菌的海水做培养基
分离到了Sphingomonas alaskensis(菌株RB2256)[22]。

Button等成功地从Alaska 和Netherlands附近海水中
分离到两种新的寡营养异养菌 Sphingomonas 
alaskensis 和 Cycloclasticus oligotrophus[23], 同时浮
游菌的培养率从 2%增加到 60%。 

Connon和Giovannoni利用高通量的极端稀释培

养法, 可培养微生物的数量达到了传统培养方法的
14倍到 1400倍, 分离得到了许多人类以前从未培养
和描述过的独特种系 [1], 其中一些海洋浮游细菌的
16S rRNA序列长期存在于海洋微生物的克隆文库
中, 但之前从未成功得到实验室培养。此后, 这种高
通量的极端稀释培养法成为一个吸引人的纯种培养

的方法, 我们正在努力尝试, 希望将这种高通量方
法进一步改良, 广泛用于培养环境中的优势微生物
种群。 

3.3  模拟环境的扩散培养室(Diffusion chambers)
及单细胞封装培养(Single cell encapsulation pro-
cedure)  

扩散培养室两端用 0.03 μm 微孔滤膜封闭, 样
品稀释后与自然海水琼脂培养基混合倒入培养室 , 
然后整体置于类似于自然水体的环境中进行培养。

这种培养室限制了微生物细胞的进出, 但允许化学
物质的交换, 提供了环境相同组成的化学成分, 微
生物可以得到由环境提供的各种营养物质。 

Kaeberlein等使用这种方法对环境中的微生物
进行了培养 , 多达 40%的接种细胞获得了单克隆 , 
平均成活率达到 22%, 可以连续培养的微生物数量
是传统培养方法的 700 倍。他们还发现一些分离的
菌株不能单独在人工加富培养基上生长, 但与其他微
生物共同培养时可以获得菌落, 表现为协同生长[36], 
这解释了部分微生物不可培养的原因, 即微生物种
内与种间需要信息素进行交流, 这些信息素有可能
是来自相邻种群的特殊的信号, 这种信号可能是存
在适合生长的环境的暗示, 因为即使存在合适的营
养(加富培养基), 一些分离得到的微生物也不能生
长, 使用扩散培养室克服了这种限制。 

与扩散培养室法类似, 单细胞封装培养同样允
许细胞在环境营养浓度条件下生长。这种方法又称

凝胶微滴培养, 是结合单细胞包埋和流式细胞技术
的高通量培养法[37]。待培养的微生物细胞稀释后与

融化的琼脂混合, 在专门的搅拌器中用油乳化, 最
后形成直径约 30 μm~50 μm的胶滴, 10%的胶滴会含
有单个的细胞。胶滴做好后装于层析柱, 两端以不
同孔径的滤膜封口, 培养基低速流过, 未结合于凝
胶的自由细胞则被洗脱, 最后用显微镜或流式细胞
仪来检测含微菌落的凝胶微滴。实验显示包埋不会

影响细胞的生长, 这保证了细胞的存活能力, 并且
可以防止其他细胞污染。而包埋细胞的再培养更为
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简便: 微滴中细菌的长期生长会造成胶滴破裂后长
出菌落进入周围的培养基, 一般不需要加入β琼脂
酶来消化得到细胞, 含有菌落的胶滴可以直接置于
琼脂培养基使菌落继续生长(图 2)。 

 

 
 

图 2  凝胶微滴培养示意图(修改自“Cultivating the un-
cultured[38]”) 
Fig. 2  Model of gel microdroplets culture method (drawn 
after “Cultivating the uncultured[38]”) 

 
凝胶微滴以前多用于分离缓慢生长的酵母细 

胞, 鉴别分泌抗体的细胞, 研究单个细胞的生长等, 
也用来分离和研究有生存能力但不可培养的微生 
物[38,39], Manome等基于Leuconostoc在胶滴里形成微
克隆的能力 , 分离了  Leuconostoc–Bacillus混合物
[40]。Akselband等通过这种方法分离的 12 株海洋微
生物中, 9 个(75%) 生长快过液体培养[41]。Zengler
等用这种培养方法, 发现分离得到的细菌范围广泛, 
16S rRNA序列分析表明用海水培养得到的微菌落
比最初的环境样品有更广的代表性, 只有 47%属于
常见的 9 个浮游细菌种群, 许多序列在以前典型的
可培养微生物中没有发现, 也不存在于环境基因组
文库[38]。 

凝胶微滴培养与标准的稀释法相比有以下几个

特点: 1) 虽然每个细胞单独封装, 但在一个容器里
共同培养。这在一定程度上更接近自然环境, 因为
凝胶微滴的孔径较大, 允许代谢物及其他分子(如信
号分子)的交换; 2) 细胞处于一个开放的、连续流加
的培养体系, 营养上更接近自然界的竞争环境; 3) 
高通量培养大大的提高了培养效率, 可以为微生物
下游工程提供更广泛的资源; 4) 使缓慢和快速生长
的微生物在低物质浓度培养下同时生长, 减弱了培
养物中快速生长微生物的生长优势; 5) 借助荧光显

微镜对细菌生长的灵敏检测能力, 这种方法可以用
于分析在原生态条件下不同生物间的相互作用; 6) 
寡营养培养中的营养条件足以支持微生物长时间的

生长; 可以用于环境微生物学、全细胞工程及药物
研究。 

3.4  过滤——环境适应法(Filtration-acclimatiza- 
tion method, FAM) 

这个方法是在培养之前增加了一个预过滤步

骤。预过滤可以移除大的丝状菌和大多数菌体纠结

的细胞, 这将影响和改变浮游菌的组成[42], 1.2 µm
孔径纤维素酯滤膜可以得到海水中约 50% 的细菌, 
0.22 μm滤膜可移除大部分(大于 90%)已有培养的细
菌(机会种)[43]。 

第 2 步是一个环境适应的步骤, 通过由低到高
逐步增加营养物浓度的方法, 使环境微生物从寡营
养环境缓慢的过渡到标准的微生物培养基中, 避免
了突变的高浓度有机质培养造成的死亡, 但这对分
离缓慢生长并有较长延滞期的细菌效果不明显。 

Gasol等采用这种方法从淡水表层分离到可在
高底物浓度的琼脂培养基上形成可见菌落的 65 株
纯种菌株, 88%可以归为没有描述过的种类(序列相
似性小于 97%)。形成对比的是, FAM得到的菌株中
有 56%为不可培养细菌, 而相同样品用标准的培养
方法没有得到一株不可培养细菌[43]。 

这种方法增加了可培养菌的多样化程度, 能够
分离培养还未能培养的细菌。今后可以用较大孔径

的过滤方法来分离新的种类, 环境适应的步骤也可
以与分选方法结合, 例如与稀释法结合。 

3.5  不同培养条件的运用 
由于自然界中细菌种群的高度多样性, 多数细

菌不能通过同一种培养方法得到。同时使用不同的

生长培养基可以提高培养效率, 然而不同培养条件
如氧分压或温度等对培养的影响, 至今还没有系统
的研究, 较多的是一些非常规的营养元素、信号分
子和选择性抑制剂的研究。 

Bussmann等[44]有选择的改变培养基成分, 发现
最重要的影响因子是有机质的浓度。有机质的浓度

大小能够显著的影响最大可培养菌数(Most probable 
number, MPN), 最优条件下能够显著增加培养效
率。 

酰基同型丝氨酸内酯(acyl-HSLs), 尤其是低浓
度  N-(oxohexanoyl)-DL-HSL(OHHL)和N-(butyryl)- 
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DL-HSL(BHL), 能够被一些革兰氏阳性菌接受到 , 
帮助这些细菌感受环境因子中特别是营养因子的改

变, 从而选择性进入生长、繁殖或休眠状态。环状
AMP (cAMP)是有研究的最有效的信号化合物, 海
水中胞外的cAMP 的浓度在 1 pmol/L~35 pmol/L之
间, 这种物质在革兰氏阴性菌很多基因调节中起作
用, 低营养浓度的液体培养基中加入该信号分子后
培养效率显著提高, 以前许多无法培养的微生物转
而成为可以培养的细菌, 使得可培养细菌的数量得
到了大规模的提高[26,45]。另一个对海洋微生物的培

养影响较大的化合物是ATP, 它在海水中的含量约
为 0.2 nmol/L~1.2 nmol/L, 能够被海洋细菌快速利
用, 它的来源可能是浮游植物。 

4  寡营养培养检测手段的发展 

无论尝试何种培养方法 , 最后都要评估其结
果。这是一个潜在的艰苦工作。人们在尝试多种培

养基及培养条件时, 对所培养的微生物可能一无所
知, 一些高通量的方法和高灵敏度的观察和检测技
术是非常重要的。 

很明显, 成活率的判定取决于操作, 这代表了
细胞生长到可被观察者辨别的能力。海洋细菌成活

率被低估的一个原因是传统检测方法的限制, 大多
数海洋细菌在还未达到可见浊度时已经进入稳定期, 
因此, 成活率限定为生长到可以被检测到的浓度的
能力, 真实的成活率可能更高。现在一些学说提供
了较精确的成活率分析方法, 这为我们增进实验研
究提供了理论框架。 

荧光显微技术和流式细胞技术使检测的灵敏度

提高了 3 个数量级, 通过流式细胞仪, 混合物中的
单个细胞可以以 104/min的速度得到分析并可在低至
104/mL浓度下进行分组, 这个浓度约为多数水体微
生物浓度的 1%, 这种灵敏度足以检测海水中的细菌, 
相应的细胞干重、DNA含量和相关染色质比率等参
数也可以进行测量。但即使这样, 微生物浓度有时
也只处于检测限附近, 并且微生物生长速率在这一
段明显降低 , 一些可培养的细胞有可能检测不到
[23]。因为在每毫升 104个细胞时, 海水可能不足以支
持所有菌株的继续生长, 有时营养的加入可以增加
这个数量, 但又会阻碍某些细菌的生长。 

总的细菌计数(Total bacterial counts, TBC), 可
采用不同的染色方法, 如AO染色(Acridine orange), 

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol) 或  SYBR 
Green染色。这些方法都高估了真正可培养的细胞, 
因为有大量与细菌类似的无生命颗粒物以及死亡和

损伤的细胞存在其中。Zweifel 和 Hagström 认为不
活跃的Ghost细胞存在的部分原因是因为非专一性
染色, 而异丙醇可以将损伤的细胞洗掉, 只留下那
些完好的[46]。 

为了克服这个差异, 新的更加专一性的核酸染
色方法开始应用于研究[47], 一种双链核酸染色法(A 
nucleic acid double staining protocol, NADS)被用来
分辨海洋环境中可存活、损伤和死亡的细胞; 基于
电子传递系统活力的测定法也广泛得应用在活性细

胞的检测中[48]; 细胞间膜内外电压的不同也能作为
活性新陈代谢的标志区分死活细菌; 通过平板计数
或液体培养的MPN技术可得到需氧异养菌的可培养
数, 但获得的细胞计数结果常常偏大。另一方面, 分
子探针 16S rRNA原位杂交的应用也能得到总细胞
数的 50%[49,50]。 

5  结语 

任何给定培养基的内在选择性和培养条件都会

影响及限制环境样品微生物的性质、数量及多样性, 

因此, 模拟自然环境的分离手段的应用可能会增加

难培养微生物分离纯化的几率。目前相关研究所取

得的成功可以归结为以下几点 :  1 )  与自然环境 

相似的寡营养环境有助于分离到真正的环境优势种

群[36,51], 有时人们直接在海水样品所处的自然条件

中培养; 2) 非常规的营养源、信号分子或抑制剂的

使用可以抑制不适应的生物体生长[26,45]; 3) 寡营养

条件下长时间的培养 , 能够得到较高的计数结果 , 

细菌的数量会随时间而增加; 4) 特殊的培养条件如

适当改变氧气及二氧化碳浓度、增加或是减低大气

压力、活性氧浓度等均有助于特定种群微生物的培

养和分离。 

在此基础上, 我们认为适当考虑下面几个方面
能够进一步改善寡营养难培养海洋微生物的实验室

分离和培养, 从而不断充实海洋微生物大家庭的新
成员: 1) 用孔径小于 1.2 µm的滤膜, 进行持续过滤
除去较大颗粒的高活性细菌; 2) 通过极限稀释得到
环境优势菌; 3) 使用半固体培养基结合液体培养来
分离不能在气液界面生长的微生物。 

总而言之, 海洋环境千差万别, 造就了辽阔海
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洋丰富的生物多样性。依靠科学家们不断的努力 , 
人们正在不断的探索和发现新的途径与方法 , 分
离、培养、鉴定和保存千百年来自然存在的海洋微

生物资源, 希望我们能够赶在因环境恶化而造成的
资源流失之前, 分离保存更多的海洋微生物, 更有
效地维系环境, 特别是海洋环境的生物多样性。为
此, 寡营养培养的方法应该得到更为广泛的关注和
应用。假以时日, 海洋微生物多样性的探索与保护
必将为人类带来新的药物、工业用酶和取之不尽的

资源。 
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