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除元基因组方法外, 研究未培养微生物的另一种策略是改进现有培养技术和培养方法, 最大

限度地满足微生物的生长需求, 力求在实验室能够培养更多的微生物物种。 
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摘  要: 遍布于地球上各种生境中的微生物具有丰富的物种多样性。迄今为止, 能够在实

验室条件下培养的微生物仅仅是其中的一小部分, 微生物物种的绝大多数还都难以在现

有培养技术和条件下进行繁殖和生长。人们把那些尚未在实验室获得培养生长的微生物

称之为未培养微生物(Uncultured microorganisms)。本文概述了一些制约微生物培养生长

的影响因素, 重点介绍了近年来出现的一些新颖独特的环境微生物培养技术和方法, 包

括稀释培养法、高通量培养技术、模拟自然环境的扩散盒技术、土壤基质膜装置、细胞

微囊包埋技术等。此外, 本文还总结了通过改善微生物培养条件、设计开发新型的微生物

培养基等方面取得的令人瞩目的进展。这些新颖培养技术和培养方法的出现, 显著提高了

微生物的可培养性, 发现和鉴定了许多新的微生物物种, 极大地丰富了可培养微生物的

多样性和微生物资源, 并为深入研究和开发微生物奠定了良好的资源研究基础。 
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Abstract: Microorganisms are widely distributed in various habitats of the earth, and their 
species diversity is tremendous. However, only a small portion of their representatives are cul-
tivated with the current technology. Those microbes that are not cultivated under laboratory 
conditions are termed “uncultured microbes”. Uncutured microbes are the majority of the mi-
crobial diversity. This review summarizes the recently developed cultivation techniques for 
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微生物培养技术的形成 , 奠定了微生物分

类、生理、遗传等当代微生物学各个领域发展的

基础。分子生物学技术和显微观察技术的发展, 

展示了一个更为丰富多彩的微生物世界, 对微生

物培养技术提出了新的挑战和机遇。研究和分析

表明[1−2], 自然界中绝大多数微生物在现有条件

下尚不能被传统的微生物技术培养出来, 依照现

有的培养技术和方法, 不同生境微生物可培养率

的检测结果是: 海水中约为 0.001%−0.1%, 淡水

中约为 0.25%, 土壤中约为 0.3%, 活性污泥中约

为 1%−15%。人们把那些在现有培养技术条件下

尚未获得培养生长的微生物泛称为未培养微生

物(Uncultured microorganisms)[3−5]。 

现有的微生物技术方法具有很大的局限性, 

例如在细菌域所涵盖的 61 个类群(Phyla, 门或相

应的分类单元)中, 可培养的类群(Phyla)约为 30

个, 其余均为非培养类群[6]。为了克服现有培养

技术方法的局限性, 研究者开发出一系列不依赖

微生物培养技术的研究方法, 例如变性梯度胶凝

胶电泳(DGGE)、荧光标记细菌寡核苷酸探针细胞

原位杂交(FISH)、环境样品中细菌 16S rRNA 基

因文库构建和序列分析、DNA 芯片、宏基因组测

序分析等。不过, 该类方法也同时带来本身固有

的弊端。例如, 对微生物从细胞水平上呈现出的

形态特征、生理特性、代谢功能、环境胁迫效应

的生物应答等, 难以进行实验研究, 致使无法准

确了解微生物细胞的生命活动; 难以对微生物群

落中不同种群间的相互作用、相互协调的动态过

程和变化规律进行科学描述和验证, 进而无法对

环境微生物工艺过程进行准确设计、精细调控和

高效利用[7]。因此, 在利用分子生物学技术研究

微生物多样性、开发环境微生物基因资源的同时, 

需要不断研发新的微生物培养技术, 使以往被认

为是不可培养的微生物源源不断地融入到可培
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养的行列之中, 才能真正深入和有效地研究和发

现微生物生理遗传等生命规律, 实现微生物资源

的开发和利用。 

1  制约微生物培养生长的因素 

自然界中生长的微生物在现有培养条件下不

能进行生长的制约因素, 可归纳如下:  

1.1  现有培养条件不能再现原生态环境条件 
地球上微生物生存的环境类型多种多样, 除

了普通的自然环境外, 还存在着各种极端环境, 

海洋热液喷口(Deep-sea hydrothermal vent)就是

典型的极端生境之一。此类热液喷口一般位于

800 m−5 000 m 的深海处, 与地球早期形成环

境十分相似, 具有高温(350 °C−400 °C)、高压

(80−500 MPa)、低 pH (2−3)、缺氧、以及含有丰

富的还原物质等特点。深海热液喷出后与海水迅

速混合, 通常会形成一个 350 °C−0 °C 的陡然变

温地带, 经过长期的生物进化, 在 60 °C−110 °C

形成细菌和古菌分布带。尽管人们已经从中分离

出一些微生物种群, 然而, 由于这种极端环境条

件下的众多复杂因素, 特别是深海高压的限制, 

人工条件下还无法完全模拟自然环境, 因此, 许

多微生物仍然是不可培养的, 对其物种多样性

和系统发育树的研究主要依赖于分子生物学的

方法[8]。 

此外, 即便是普通的自然环境, 由于人工条

件所限, 也无法完全还原真实场景。为了实现既

定的研究目的, 人们通常将微生物限定在营养基

质简单、通气、温度、pH 等参数恒定的条件下

培养, 许多微生物就此丧失了自由生长的必要条

件, 从而表现为不可培养[9]。 

1.2  人工培养环境忽视或破坏了原生境中微

生物的生态关系 
天然生境种群间关系繁多复杂, 诸如拮抗、

寄生、协同作用、互养共栖、共代谢等, 其中后

两种作用是微生物在自然界中重要的生存模式

之一。在环境中, 共代谢对于建立两个种群间的

偏利共生关系起着很重要的作用, 尤其在农药、

人工合成染料、石油烃类等有机污染环境中, 通

常作为生物降解的重要途径[10]。此外, 微生物群

落中存在的群体感应(Quorum sensing)也是非常

重要的, 微生物通过信息交流来判断群体密度大

小和生长环境中出现的变化, 进而启动相应的基

因做出统一协调的应答。通常被称为细胞内生命

第二信使的环磷酸腺苷(cAMP), 以及大多数革

兰氏阴性细菌密度感应系统的酰基高丝氨酸内

酯等, 都是细胞间沟通的信号分子[11]。然而, 在

人们进行常规的微生物分离培养过程中, 通常会

忽视这些群体效应。其结果就是, 当微生物从天

然环境骤然转到人为设置的培养环境中时, 原生

境中的生态依存关系遭到破坏, 菌群间的生物信

息交流体系也会发生根本性的改变, 适应性强的

物种生长迅速, 而生长缓慢的微生物类型则因营

养物的匮乏以及种群信息流通的障碍而受到抑

制[12]。在长期的微生物培养实践中, 我们也注意

到, 一些最初能在人工培养基中以混合培养方式

生存的种类, 在分别转接到同样的培养基中进行

纯化时, 因无独立生长的能力而不能存活。 

1.3  人工营养基质浓度过高或氧化环境的压力 
以传统方法培养时, 通常采用营养丰富的培

养基, 以期达到微生物快速生长和最大生物产

量, 结果分离的大多为生长迅速且偏爱丰富营养

的微生物。而在自然界中, 除了一些利用高浓度

营养物的微生物种群外, 其余大部分是以中低营

养甚至是寡营养方式生活的。例如海洋环境中的

一些专性寡营养微生物, 生长环境中的有机碳水

平为数毫克/升, 具有高效的营养吸收机制, 在低

营养浓度以下, 依然可以吸收足够的有机质来维

持生长。当微生物从自然环境转移到营养丰富的

人工培养基中时, 一些摄取营养能力强的微生物
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会应运而生, 而寡营养的微生物就会因高浓度营

养物基质的抑制而停止生长[13]。 

另外, 自然环境中的微生物在人工培养基上

好氧条件培养时, 一些适应性强的种类迅速生

长, 在生长代谢过程中产生大量的过氧化物、自

由基和超氧化物, 结果使生长速率较慢或适应能

力较差的微生物受到毒害抑制, 或者处于休眠状

态, 乃至死亡[14]。 

1.4  其他影响因素 
(1) 缺乏潜在的外源活性物质。微生物在自

然生境中通常需要一些生命活动所需的活性物

质, 例如, 在水环境中, 作为生命活动能量直接

来源的三磷酸腺苷(ATP)浓度可达 1 nmol/L, 很

可能源自浮游植物和其他浮游生物。另外, 藻类

分泌的生长因子和维生素对许多细菌的生长也

是必不可少的; 此外, 一些植物、动物病原菌对

寄主活性物质的依赖在常规培养条件下是难以

实现的[10]。 

(2) 生长缓慢, 判断标准不敏感。有些生长缓

慢的微生物在平皿上形成只有很少细胞聚集的

微小菌落, 不易被眼睛直接观察到, 自然表观上

也就被判断为不可培养。 

(3) 病毒感染导致的培养效率降低。某些海

洋环境样品, 7%的菌群携带病毒, 表层海水死亡

细菌中约 10%−50%是由于病毒感染造成的。而

且, 病毒选择性感染会导致微生物种群组成的改

变, 被溶源性病毒感染的细菌在营养丰富的平皿

上培养时, 也会因诱发病毒增殖而出现死亡[13]。 

上面列举了一些微生物不可培养或难培养的

原因, 从根本上来说, 一是由于客观条件限制, 

还不可能人为全面地还原其真实的生长环境, 而

更重要的是由于人们对微生物生长环境的复杂

性、微生物生长条件及其规律性的了解还非常有

限所致。针对这些缺陷, 研究者已经陆续研发出

一系列改善微生物培养的新方法。  

2  改善微生物培养的新方法 

2.1  稀释培养法(Dilution culture) 
在地球上, 许多生境处于低营养或寡营养的

状态, 海洋就是典型的寡营养环境之一, 海洋中

占主体的寡营养微生物, 在人工培养时往往受到

少数优势生长微生物的竞争而不能正常生长[14]。 

针对这种缺陷, 1993 年, Button 等[15]提出, 当

把海水中微生物群体稀释至痕量时, 海水中的寡

营养微生物可以不受少数几种优势微生物竞争

作用的干扰, 被培养的可能性会大大提高。作者

采用稀释培养法结合流式细胞仪计量研究了海

洋细菌的多样性, 结果表明, 稀释培养 9 周后的

微生物细胞浓度可达到 104/mL, 细胞的倍增时间

差异明显, 短的只需一天, 长的可达一周。同年, 

Schut 等[16]采用稀释培养法研究了北美阿拉斯加

复活湾和荷兰北海海域的海洋细菌多样性, 分离

到 37 株兼性寡营养细菌和 15 株专性寡营养细

菌。之后, 采用过滤蒸汽灭菌的海水作为培养基, 

分离到典型的海洋细菌 Sphingomonas alakensis 

(菌株 RB2256)。 

该种稀释培养方法同样也被应用于淡水湖泊

的微生物生态学研究中。2005 年, 戴欣等[17]在研

究我国太湖水环境富营养化的过程中, 比较了水

体细菌在普通培养基和稀释培养基上的分离效

果, 发现在稀释培养基上生长的细菌数量是富营

养的牛肉汁蛋白胨琼脂培养基上生长数量的 3−5

倍。采用这种稀释培养技术, 研究者从太湖水

环境中分离出 3 株新的细菌, 经系统细菌分类

学鉴定 , 分别定名为太湖柄状细菌(Asticcaulis 

taihuensis), 太湖新鞘氨醇杆菌(Novosphingobium 

taihuense), 以及对 NaCl 敏感的黄杆菌属的一个

新种(Flavobacrium saliperosum)[18−20]。 

2011 年, Kenters 等[21]将羊胃中的微生物样

品液稀释至极限梯度(10−10−10−12)后, 接种到一
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种自制的含有羊胃内容物的接近原生境的培养

基中培养, 在长有细菌的近 140 个试管中, 58%的

为纯培养, 大部分菌株的 16S rRNA 基因序列相

似性为 88%−94%, 均为未报道过的新种或新属。 

2.2  高通量培养技术(High-throughput culti-
vation, HTC) 

为了提高细菌的分离效率, Connon 等[22]在稀

释培养法的基础上提出高通量培养技术, 该方法

是将样品浓度稀释至 103/mL 后, 采用 48 孔细胞

培养板并结合流式细胞仪检测分离培养微生物。

高通量培养技术可将样品中 14%的微生物纯化培

养出来, 远高于传统分离技术所培养的微生物数

量, 并且发现了多种独特的未培养海洋变形菌门

的类群, 其中, SAR11 纯培养的获得是寡营养微

生物培养技术的成功范例, 占海水表面原核生物

组成 1/3 的 SAR11, 此前只以基因序列的形式存

储在原核生物 16S rRNA 基因文库中。2003 年, 

Rappé 等[23]结合荧光原位杂交技术(FISH), 对高

通量培养法进行了改进, 检测到了 SAR11 类群海

洋细菌的存在, 在较短时间内对目标微生物进行

了大量的培养, 并获得 11 株菌, 定名为新月型菌, 

这是目前已知最小的营自由生活的生物之一, 菌

体大小只有 0.01 μm3。Cho 和 Giovannoni[24]采用

该技术从太平洋近岸和深海中培养出 γ-变形菌纲

中的 44 种新菌株。该方法不仅有效的提高了微

生物的可培养性, 还可在短期内监测大量的培养

物, 大大提高了工作效率。 

2.3  模拟自然环境的培养技术 
2.3.1  扩散盒培养技术(Diffusion growth cham-
ber): 为了能够让海洋微生物在原位条件下富集

生长, 最终得到纯培养的微生物, Kaeberlein 等[25]

在分离培养海岸潮间带底泥中的微生物时, 使用

一种新颖的名为扩散盒的自制培养仪器, 它是由

一个环状的不锈钢垫圈和两侧胶连的孔径为

0.03 μm 的滤膜组成, 滤膜只允许培养环境中的

化学物质流通而不能让细胞通过。扩散盒内加入

稀释底泥与琼脂的混合物, 封闭后置于鱼缸底部

的天然海洋底泥上培养, 并不断注入新鲜的海水

循环流动。培养 1 周后, 培养基上产生大量的微

型菌落, 数目高达接种微生物的 40%, 并从海水

中分离到一株新的细菌, 16S rRNA 基因序列比对

结果表明, 与之亲缘关系最近的细菌 Lewinella 

persica 的序列最大相似性只有 93%。有意思的是, 

该菌株不能在人工合成培养上单独生长, 而要在

其他海洋细菌共存的条件下才能形成菌落, 并因

此获得几株类似起着协同功能的细菌。 
Ferrari 等[26]受扩散盒技术原理的启发, 设计

了一种土壤基质滤膜系统(Soil substrate membrane 

system, 简称 SSMS)分离土壤中的难培养微生物, 

该方法利用倒置的组培嵌入池(Tissue culture in-

sert, 简称 TCI)装置, 结合荧光原位杂交(FISH)检

测技术, 从土壤中成功的分离出原非培养的 TM7

种类的细菌。 

2007 年, Bollmann 等[27]利用扩散盒培养法相

似的原理, 研究了水体和污泥环境中的难培养微

生物。培养 4 周后, 取出混匀, 一份在普通培养

基上培养, 另一份延续前一轮的扩散培养程序, 

再培养 4 周, 该培养实施 4 个流程, 第二周期培

养效果最好。应用此种改进技术, 研究者从环境

样品中分离出许多常规方法很难分离的微生物, 

诸如 δ-变形菌、疣微菌门(Verrucomicrobia)、螺旋

体 (Spirochaetes)和酸杆菌门 (Acidobacteria)的细

菌。2010 年, Bollmann 等[28] 利用扩散盒培养法从

污染水体的沉积物中分离得到包括 α、β、γ 变形

菌纲, 放线菌门, 厚壁菌门等许多纯培养菌株, 

菌群结构呈现出丰富的多样性特征。 

应当指出, 扩散盒技术初次培养获得的微小

菌落多数为混合培养, 通常需要再次分离, 才能

获得纯培养。该种方法的特点是: 模拟自然环境, 

不同细胞间经过互喂(Cross-feeding), 形成独立
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的菌落。 
2.3.2  细胞微囊包埋技术(Microencapsulation): 
细胞微囊包埋法是近年来出现的一种将单细胞

包埋培养与流式细胞仪检测结合为一体的高通

量分离培养技术。Zengler 等[29]将海水和土壤样品

中的微生物先进行稀释, 与融化的琼脂糖混合, 

然 后 在 专门 的 搅 拌器 中 用 油乳 化 , 形 成 直 径

30 μm−50 μm 的微滴, 其中 10%的胶滴会含有单

个细胞。之后, 将包埋胶囊装入层析柱内, 层析

柱进口端用 0.1 μm 滤膜封住, 防止外部细菌的进

入而污染层析柱, 出口端用 8 μm 滤膜封住, 低浓

度的有机物培养液连续通过层析柱对包埋胶囊

进行流态培养, 未被包埋的游离细胞则随培养液

流出柱外。结合流式细胞仪进行检测, 将长有单

菌落的胶囊分选到加有丰富培养基的 96 孔板中继

续培养, 最终获得纯培养微生物。细菌 16S rRNA

基因序列分析比对结果表明, 在 150 株细菌中, 

超过半数以上的菌株是此前未被培养的, 而且在

细菌环境基因组文库中也没有存储。进一步研究

表明, 该种高通量的培养技术可从每个样品中分

离出 10 000 多株细菌和真菌[30]。 

2009 年, Ben-Dov 等[31]报道了一种双层包埋

技术, 先将微生物包装在琼脂球内, 外面再用一

种多羰基高分子膜包裹, 将这种双层包裹的小球

放在一种雌性石芝珊瑚的表面粘液层中培养, 获

得许多新的微生物, 与已知细菌序列比较, 最大

相似性只有 85%−96%。Nichols 等[32]设计了一种

高通量的微生物分离芯片(Ichip)方法, 每个芯片

包含有数百个微型扩散孔, 每个扩散孔只含有一

个微生物细胞。采用该种芯片装置, 分离到大量

的海水和土壤微生物, 其中序列最大相似性小于

95%的新种分别占 28.3%和 28.7%。 

细胞微囊包埋法的优点是: 在接近于天然生

长的环境中有效地提高了微生物的可培养性, 但

由于该方法建立时间较短, 还存在一些如包埋基

质机械强度低, 透性差、微生物热敏感等技术问

题, 且成本较高, 在国内也还处于实验研究阶段, 

尚需不断的改进[33]。 

2.4  改良微生物培养基组成和培养条件 
微生物多样性表现出生理代谢的多样性及复

杂性, 不同的微生物生长谢类型不同, 对反应的

底物要求也存在差异。因此, 根据微生物的某些

特性, 在传统的培养方法基础上, 有选择性的添

加微生物生长所必需的营养成分, 从而使原先无

法培养的变成为可培养的, 已报道的方法如下:  

(1) 添加包括非传统的碳源、电子供体或电

子受体: Santiti 等从澳大利亚金矿中分离出以亚

砷酸盐为电子供体, 氧为受体, CO2 为唯一碳源

的化能自养菌 NT-26, 细菌 16S rRNA 基因序列比

对结果表明, 该菌有可能是 α-变形菌纲中的一个

新种[10]。同年, Schink 等[34]在厌氧条件下, 从海底

沉积物中分离到能够以亚磷酸为电子供体, 硫酸

盐为电子受体的一种新的无机化能自养细菌, 鉴

定为亚磷酸氧化产脱硫菌。Uphoff 等[35]对欧洲北

海海水样品微生物多样性的研究中发现, 在添加

多种碳源和复杂化合物的培养基上生长的微生

物种类和数量都要多于单一碳源培养基, 在单一

碳源培养基上生长的几乎都是变形菌门的细菌, 

而多碳源的复合培养基则分离到 4 种其他门类的

微生物。Kashefi 等 [14]根据嗜高热微生物利用

Fe(III)作为终端电子受体这一高度保守的特性, 

在培养基中添加非常微量的 Fe(III)氧化物, 明显

改善了该种培养物的生长状况。2006 年, Rag-

hoebarsing 等由特殊的原核生物生态群落催化的

新型还原产物用于丰富传统培养基的类型, 并且

发现了新种类的微生物[36]。应该指出, 采用这种

方式改善难培养微生物的前提是要对目的微生

物生理特性具备一定的了解。 

(2) 根据微生物自身特性的培养方法: 海洋

微生物中的一些培养类群有可能具有独特的代
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谢途径, 藉此将其以纯培养的方式分离出来。

Konneke 等[37]发现海洋泉古菌门(Crenarchaeota)

的古菌具有通过铵的氧化产生能量的特性, 故此

在培养基中添加铵盐并加入抗生素以筛除其他

海 洋 细 菌 , 最 终 获 得 了 海 岸 亚 硝 化 侏 儒 菌

(Nitrosopumilus maritimus) SCM-1 的纯培养, 这

是海洋泉古门 I 群古菌首次获得的纯培养。Morris

等[14]发现, 称之为 SAR202 的微生物类群具有氧

化卤代化合物的特性, 该类群属于绿曲挠菌门

(Chloroflexi), 生活在海洋真光层以下。迄今, 该

进化支还未获得海洋中分离的种类。 
(3) 添加信号分子或类似物调节促进微生物

生长: 鉴于自然生境的微生物群体之间需要有信

息传递来维系调节生长和代谢, 在进行人工培养

时, 可向培养系统中添加一些有益于细胞间沟通

的信号分子, 诸如用于多种基因调控的信号分子

环磷酸腺苷(cAMP), 以及大多数革兰氏阴性细

菌密度感应系统的酰基高丝氨酸内酯(AHL)等。

近期 , 人们又在一种光合细菌 , 沼泽红假单胞

菌 中 发 现 了 具 有 密 度 感 应 功 能 的 信 号 分 子 , 

p-coumaroyl-高丝氨酸内酯[38], 这对于改善微生

物的培养状况都是很有益的。 

另外, 一些短肽分子也有类似的促进其他细

菌生长的作用, 2008 年, 研究者将一种由五个氨

基酸组成的短肽 LQPEV 加入到普通的培养基中, 

浓度为 3.5 nmol/L, 结果使一种难培养的嗜冷菌

Psychrobacter sp. MSC33 恢复了正常生长, 研究

者认为, 这种短肽分子也具有信号肽的功能[39]。 

20 世纪末, Mukamolova 等发现藤黄微球菌

能够分泌一种促进复活因子(Resuscitation pro-

moting factor, Rpf)的细菌蛋白, 能有效地促进处

于休眠期的革兰氏阳性细菌的复苏和生长, 其作

用机制可能是参与了细胞间的信号转导, 类似于

真核生物的生长因子。除了藤黄微球菌外, 该种

物质还在一些革兰氏阳性细菌诸如结核分枝杆

菌、谷氨酸棒杆菌中发现, 研究者认为, 该种功

能因子有可能广泛存在于原核微生物中, 添加此

种 功 能 蛋白 , 有 助 于 调 节 或 增强 环 境 中处 于

VBNC (活的但不可在常规条件下培养)状态的微

生物的可培养性[40−41]。 

(4) 添加细菌实施仿原生境共培养: 根据自

然生境中许多细菌依靠共生关系维系生长的原

理, Burmolle 等[42]设计了一种双层细菌培养基。

即先倒一层培养基; 凝固后, 涂布已知的细菌菌

液; 干后, 再倒一层培养基; 最后, 涂布环境样

品稀释液, 利用这种培养方法, 获得了高于普通

单层培养基 20%−40%的菌落数。该方法的优越

性在于模仿原生态菌群生长关系, 有益于促进同

类甚至不同种类细菌的生长代谢。 

(5) 添加具有解毒功效的化合物或酶制剂: 

环境中的某些优势微生物种类, 在生长过程通常

会产生 H2O2 等过氧化物及其他有毒物质。为了

减少这种毒性作用, 研究者在培养体系中添加了

具有解毒功效的化合物或者酶制剂, 例如过氧化

氢酶、超氧化物歧化酶(SOD)、甜菜碱、丙酮酸

钠、α-酮戊二酸等过氧化氢降解物、以及抗氧化

剂二硫代二丙酸等, 可使处于活的但是不能培

养状态的微生物得到不同程度的恢复[43]。岳秀娟

等[44]在培养基中加入丙酮酸钠、过氧化氢酶等生

化 试 剂 , 生 长 的 菌 落数 比 未 加的 对 照 组高 出

25%−42%, 并从改良培养基平板上生长的微小

菌落中分离到多株具有抗菌活性的放线菌和真

菌, 为微生物医用药物的筛选和菌种保藏提供新

的可选途径。 

(6) 设计新型的培养基: 针对环境分离源的

生境特征, Janssen 和 Davis 等[45−46]设计了更加接

近于原生态环境条件的 DNB、V55、VxylA、VxylG

等多种类型的培养基, 当中添加有微量元素、氨

基酸、维生素、小分子有机酸以及多种单糖、

寡糖等, 并用结冷胶(Gellan gum)代替琼脂作为
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支持剂, 连同调整 pH、延长培养时间等诸多因

素, 从环境样品中分离出在常规培养基上未能分

离 的 酸 杆 菌 门 (Acidobacteria) 、 绿 弯 菌 门

(Chloroflexi)、浮霉菌门(Planctomycetes)、芽单胞

菌门(Gemmatimonadetes)等许多难培养的微生物

种群。 

张佳月和刘兴宇等借鉴上述的培养改良策

略, 针对森林土壤样品富含腐植质的酸性环境特

征, 设计了 VaM 和 V3M 等 4 种新型培养基, 从

我国东北长白山林区土壤中分离纯化出各种细

菌共计 78 株, 其中 17 株是潜在的细菌新种, 与

GenBank 中已知菌株 16S rRNA 基因的最大相似

性小于 97%, 经多项分类学系统鉴定, 其中 6 株

细菌分别被鉴定为土壤壤球菌(Agrococcus ter-

reus)、土壤类诺卡氏菌(Nocardioides terrea)、长

白山新鞘氨醇单胞菌(Sphingomonas changbaien-

sis) 、 土 壤 弗 拉 托 菌 (Frateuria terrea) 、 以 及

Adhaeribacter terreus、Phycicoccus cremeus[47−52]。

新菌株具有一些共同的特点: 多数生长在低浓度

营养培养基上, 生长 pH 5.5, 培养时间较长, 有

的菌株在最适的环境下也需要 3−4 d, 在结冷胶

(Gellan)为支持剂的培养基上, 有些菌株生长效

果比在琼脂平皿上效果好。 

2.5  过滤-环境适应法(Filtration-acclimati- 
zation method, FAM) 

针对海洋浮游生物种类繁多且大小不一的特

点, 为了获得目的微生物, 研究者在细菌分离培

养之前, 增加了一个预过滤步骤, 经分级过滤去

除大的丝状菌, 以及海水中有可能经常出现的细

菌种群, 最后收集经 0.22 μm 微孔滤膜滤过的海

水作为目的培养液。随后, 采取逐步增加营养物

浓度的方式使细菌逐步适应从寡营养过渡到标

准营养浓度的生长培养基中。经此过滤适应培养

法, 研究者从环境样品中获得 65 株细菌的纯培

养, 经序列比对, 其中 88%的序列相似性小于

97%, 而采用常规的标准培养程序, 同样的海水

样品则未能分离出一株类似的细菌[13]。该种方法

增加了可培养微生物的多样性, 今后, 采取适当

调整过滤孔径, 将环境适应程序与其他方法例如

稀释法结合的技术路线, 有可能获得更多的环境

微生物新物种。 

2.6  培养放线菌的新方法 
放线菌门是细菌域中的主要类群, 也是产生

抗生素的重要来源。为了从环境中获取更多的放

线菌资源, 2008 年, Gavrish 等[53]报道了一种专门

筛选放线菌的新方法。将装有灭菌琼脂的塑料

容器上下两边分别用两片具有半透性的薄膜密

封, 上层膜的孔径为 0.03 μm, 下层膜的孔径为

0.2 μm, 环境中丝状的原核微生物就会选择性的

刺入装置, 并生成菌落, 而丝状真菌则因膜孔径

太小而被排除在培养装置外面。将该装置放置在

土壤中, 室温黑暗条件下培养 2−3 周后, 将中间

的琼脂层取出, 经镜检观察, 即可将生长的放线

菌菌落挑出, 纯化。与常规的培养方法比较, 不

仅获得大量丝状放线菌类, 种群多样性也更加丰

富, 由此获得了一些非常罕见的放线菌类, 这种

方法也可适用于海洋放线菌的分离纯化中。 

海洋环境蕴藏着丰富的微生物物种多样性, 

海洋放线菌有可能成为海洋药物和生物活性物

质的重要来源, 改进和研发新的培养技术是实现

这一宏伟蓝图的重要手段之一。近年来, 一种利

用胆酸钠作为弱的表面活性剂, 连同超声波适度

处理样品的分散差速离心法已经被人们所重视, 

可使土壤或海底沉积物样品微粒更好的分散开, 

经此处理获得的可培养海洋放线菌的数量比采

用传统稀释涂布法明显增多[54]。将海洋沉积物样

品过夜干燥压碎后, 用灭菌的泡沫块直接在琼脂

板上涂压, 或者将干燥的样品稀释后进行热处

理, 筛选出新的放线菌菌株, 其中很多都是第一

次发现的新属。有些研究者在培养基中加入海砂
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或海泥的洗脱液, 或者海洋无脊椎动物海绵的浸

出汁液, 获得了高比例的(82%−91%)的海洋特有

的放线菌, 此外, 加入新生霉素(Novobiocin)也能

明显提高海洋放线菌的比例[55]。 

3  结束语 

综上所述, 近年来, 新颖的微生物培养方法

和技术陆续问世, 大致上可归纳为两类: 一是在

传统的培养基组成和培养方式上进行改良, 包括

添加微生物相互作用的信号分子, 供应新型的电

子供体和受体, 降低营养基质浓度, 延长培养时

间以改善微生物的培养条件, 促进低营养以及寡

营养微生物种类的分离培养等; 第二是设计仿原

生境的高通量微生物培养技术和装置, 诸如用于

海洋环境和陆生环境的扩散盒技术, 土壤基质膜

技术以及高通量的微生物分离芯片等。这些技术

的研发为当代微生物学的研究开拓出一片崭新

的天地, 许多曾经被认为是不可培养或极难培养

的微生物业已成为可培养微生物大家庭的成员, 

极大地丰富了可培养微生物种群多样性的资源

宝库, 并为开发这些微生物资源奠定了良好的研

究基础。 

然而, 尽管业已取得了上述令人瞩目的进展, 

人们也清醒的认识到, 由于微生物生存环境的极

其复杂性, 未培养微生物数量巨大, 种类繁多的

现实性, 因此, 在探索微生物神奇世界的征途上

仍旧面临着巨大的挑战。针对现今的研究状况, 

一些研究者提出[9,13−14,56]: 

(1) 在模拟自然环境条件, 维持微生物种群

间的相互关系, 并集微生物的遗传、生理生化特

性信息为一体的前提下, 设计添加有仿原生境的

微量元素、生长因子、微生物自然分泌的信号分

子或促进复活因子的新型培养基, 以及基于微生

物相互作用的群体培养体系装置或反应器, 有效

的培养共生或互生微生物, 是今后改善和提高微

生物可培养性的发展趋势;  

(2) 另外, 在尝试各种培养方法时, 辅之以

相应的高灵敏的观察、检测技术是非常重要的。

通常, 目的环境微生物成活率被低估的原因之一

就是受传统检测方法的限制, 因此, 将荧光显微

技术、流式细胞技术、细菌染色技术、可分辨环

境样品中存活或者损伤或者死亡细胞的双链核

酸染色技术等应用于环境微生物的检测中, 能有

效的提高可培养微生物的比例[13,57]。 

总之, 由于微生物群落及其生存环境的复杂

性, 在进行新培养技术的研发和实际应用时, 无

需限定于其中的一种或一类方法, 而应综合考

虑, 采用多种行之有效的技术方法。同时, 新型

培养技术的研发还应结合相关的分子生物学技

术, 以及其他学科的理论和实验技术, 取长补短, 

相辅相成, 藉此才能更好的拓展微生物的可培养

性, 通过不懈的努力, 争取培养出更多的“未培养

微生物”。 
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