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摘 要：纯培养技术一直是微生物学研究的基石，但其单一的营养结构和生境与自然环境中微生物多样性、协同代

谢等明显矛盾，从而成为部分微生物难以复苏的主要障碍。细菌共同协作的自然生存方式的崩溃、生境的极度营

养变化和生态位巨变等是微生物可培养性低的主要生态学原因。非培养技术、加富培养、混合培养、稀释培养、模

拟自然培养和综合方法等是主要的研究手段和策略，可在不同程度上解决微生物可培养性低的缺陷和问题。
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纯培养技术在实验室里被频繁和常规地用于分离、纯

化、活细胞计数和培养微生物，一直是微生物学研究的基石。

不过，许多微生物在营养培养基中可培养性太低、不能被分

离纯化的缺陷严重地制约了对微生物多样性的深入研究，从

而引起微生物学家的高度重视。DE9).;和 F(-(GH9（321"）创造

了一句名言：“伟大的平板，计的数太偏”（5I. JK.9E G)9E. A(,-E

9-(89);）［3］，就是对环境中微生物实际数量同平板菌落计数

之间巨大差异的最好描述。本文将就微生物可培养性低的

生态学因素进行分析，并对增进可培养性的研究策略和方法

进行探讨。

! 微生物多样性与低可培养性（"#$ %&’(&)*+,’,(-）

微生物自然生存环境的复杂多变，造就了微生物的自然

多样性，包括结构多样性、代谢多样性、行为多样性、进化多

样性和生态多样性。科学家根据现有的科学证据推测微生

物种类数目应该在 3%" L 3%&［$］，然而使用传统微生物学培养

技术对不同生境微生物可培养性的测定来看，海水中微生物

的可培养性约为 %M%%3N L %M3N，淡水约为 %M$"N，土壤约

为 %M#N，活性污泥为 3N L 3"N左右［#］。许多实验室证实有

些微生物处于一种活的但不可培养（’:9O). O,E -(-A,)E,K9O).，

’P/Q）状态，至少有 3&个属的 #%种细菌被报道有此现象发

生［!］。被文献描述过的原核生物仅有 "%%% 种左右，这也就

是意味着所知细菌可能仅占环境细菌多样性的 3N L $N或

者更少［"］。

此外，微生物学研究也仅聚焦在极少种类上［&］。在 3223
到 3220年间，已正式报道的细菌种类中，有 30M"N几乎没有

被什么研究报告涉及，另外的 "%N被研究和发表的几率也非

常低，其中部分原因也同一些细菌难培养有关。显然这是对

自然界微生物多样性的一种扭曲性描述。因此，纯培养技术

的局限性已经成为了研究微生物自然生态和多样性的主要

瓶颈［3，0］。

. 微生物复苏障碍的生态学释因

很多年来，细菌可培养性的巨大差异一直困惑着许多学

者，同属 !"#$%#&’($%")’纲，!亚纲和"亚纲细菌形成菌落的能

力差异就非常大［1］。对可培养性太低的原因有过很多解释：

死的和垂死的细胞不可能形成菌落，病毒浸染和营养饥饿可

能是低成活率的原因，细菌细胞不同的生理状态（如休眠和

’P/Q状态）可能是可培养性低的因素［2］，渗透压变化的冲击

也可能是细菌细胞失活的原因［3%］等等。实际上，当微生物暴

露到新的生境时自然会面临新的生存压力，许多生态学因素

也是造成其可培养性低的重要原因。

./! 共同协作的自然生存方式的崩溃

在自然生态环境中，微生物种群常以一些很特殊的方式

排列（如生物膜，协同代谢、信号传导被很多科学家所证

实［33］），这样群落才有活性，而靠单独种类的微生物是不能获

得的。互养（D;-EK(GI:>8）、共代谢（Q(68.E9O():>8）等方式是微

生物在自然界中重要的生存模式之一，共栖、互生、共生等便

是微生物自然生态关系中共同协作生存方式的不同层次。

同一生境的微生物之间联系千丝万缕，细胞与细胞之间有着

广泛的通讯和联系，在大多数饥饿状态下微生物基因表达所

涉及的 ACRS、大多数革兰氏阴性菌中的群体感应调节系统

（B,(K,8 D.->:-J）的酰基高丝氨酸环内酯（/69A;) I(8(>.K:-.

)9AE(-.>，CTU>）分子等都可能是细胞之间沟通的信号分



子［!"，!#］，这些正在被微生物学的不断发展所证明。

!"! 生境的极度营养变化

现存的任何有机体都是长期自然适应和进化的结果。

一些细菌选择了快速生长、仰赖高繁殖率的 ! 生长策略；另

外一些则选择了对环境资源高亲和性的 "策略，适应低营养

含量和极低的生长率。突然的纯培养环境、极度营养变化凸

现许多细菌基因型的固有结构缺陷，甚至可能成为主要生长

障碍［!$］，特别是贫营养水体中的微生物和那些 " 策略者，它

们大多数有高效的丙氨酸运输系统［!%］，而缺乏对一些关键代

谢中间物（如琥珀酸）的运输系统，以此避免在高度贫营养环

境中代谢物泄漏。所以，对这些微生物提供营养成分丰富的

培养基反而成为阻碍其复苏的重要因素，甚至出现底物加速

的死亡（&’()*+,*-.,//-0-+,*-1 1-,*2）［!3］。

然而，纯培养又很难提供对许多细菌潜在重要的外源活

性物质，比如在海水或淡水中 456的浓度可达 !7890:;，很可

能源自浮游植物和其它浮游生物［!<］；许多水生细菌离不开藻

类分泌的生长因子和维生素［!=］；植物、动物病原菌对寄主活

性物质的依赖等都是传统纯培养法难以提供的。

!"# 急剧改变的生态位

微生物自然群落存在着演替和波动，大多数微生物的复

苏不仅需要提供天然样本中的营养物质，还需要提供其群落

中的小生境，即生态位（>?/2-）［!!］。自然界中的大部分微生

物从其原生环境中被带走时就会萎缩、凋谢，极微小的变化

都有可能使其丧失生态位和生活力［<，@］，从而难以在人工条

件下完全复苏或可培养性很低。此外，高种群多样性（A?B2

)C-/?-) 1?D-+)?*E）和低种群多样性（;9F )C-/?-) 1?D-+)?*E）微生物

的生态位需求差异很大。所以从生态角度上看，对大多数微

生物而言，分离、纯化培养微生物本身就是一种生态灾难，不

能适应而难以复苏和形成菌落也就理所当然。

# 解决可培养性太低的策略及方法

微生物学家采用过许多策略和手段来解决增强微生物

可培养性的问题，如自然培养、加富培养、连续培养等，

G?79B+,1)HE（!=%3 I !@%#）很早就建立 G?79B+,1)HE J90’87用来

富集和研究硫化细菌和硝化细菌，成为微生物富集培养

（K7+?/28-7* /’0*’+-）的先锋［!@］。随着研究的日益深入，针对

微生物可培养性的策略和方法也得到了一定的发展和完善。

#$% 非培养技术 &跨越纯培养技术的策略

利用分子技术研究自然生境中微生物多样性的非培养

法（J’0*’+-.?71-C-71-7* 8-*291）被越来越多地使用［"］，在很大

程度上跨越了遏制微生物研究必须纯培养这个瓶颈，不断地

揭示出自然界新的 !3& +L>4序列类型。在 $M个细菌类群中

约 !:#的类群是完全由未培养细菌组成的，仅以 !3& +L>4序

列方式被记录下来［"M］。非培养法替代培养法比较微生物群

落的组成、多样性和结构正在形成趋势。同时，收集所研究

环境中不可培育微生物全基因组序列的宏基因组学

（N-*,B-798?/)）逐渐形成［"!，""］，它可以提供比可培养微生物

大得多的遗传信息，&*+-?*等（"MM$）认为这对研究未培养微生

物是关键的方法［"!］，是一项很有前途的生物学技术［""］。

不过，一些微生物学家仍然认为“微生物学是关于有机

体的科学”。使用 +O>4系列资料作为建立分类单元或某个

分子标记用于细菌系统发生关系的信息时，人造赝象的产生

会凸现此类研究的冒险性，这些类群的形态、生理代谢、遗传

和生态功能等方面的知识仅是靠推测获得。因此，他们认为

需要重申多相分类法（690EC2,)?/ *,P9798E）的价值，分子生物

学资料应只是其它信息（如表型）的补充而不是完全替

代［3，"#］。

#"! 加富培养策略

在基础培养基上增加额外营养成分形成加富培养基

（K7+?/28-7* 8-1?’8）是最常用的培养基设计策略。针对不同

的微生物生理类群，所添加的特殊营养物质包括血液、血清、

酵母浸膏、动植物组织液和土壤浸出液等一切目的微生物可

能需要的营养物，用来培养营养要求比较苛刻的异养型微生

物，同时此类培养基也可被用于富集和增强特定生理类群的

可培养性而类似于选择培养基［"$］。

#"# 混合培养策略

自然微生物群体通常混合共存于环境中，不少工业过程

也采用混合培养（N?P-1 /’0*’+-），如酿造与污水生物处理。在

环境大分子有机物的降解过程中，单一菌株的培养往往会失

败，常采用多种细菌的混合培养策略。从除草剂异丙隆

（Q)9C+9*’+97）污染土壤中富集培养得到了 &L&!和 &L&"菌株，

将其共培养（J9./’0*’+-）时生长率、降解性都比单独培养时高

许多。深入研究发现，&L&!为 &L&"提供了生长必不可少的

氨基酸，成为后者可培养性提高的物质基础［"%］。5)?B,+?1,等

（"MM#）利用单独培养、共培养和混合培养对 #$%&’(%))’

*+,!-’./%(0，1!2.$2,$!/3 ,$%!420*$’.,’ 和 50%+6242(’0 )CR进行组

合研究后发现，细菌共栖培养时不仅生长率提高了，末端代

谢产物类型也发生了改变［"3］。这些都说明混合培养能提供

微生物在纯培养时无法获得的物质流，是其能增强微生物可

培养性的重要原因；从另一侧面也反映出纯培养的微生物实

际上已不再是原生态的真实面貌和反映了。

#"’ 稀释培养策略

地球上广泛分布着长期适应贫营养环境的细菌，此类细

菌对过高的盐类和有机物敏感，营养基质会造成它们复苏障

碍，因此常采用将营养基质稀释 !MM 倍的稀释培养法

（O?0’*?97 /’0*’+?7B）［!3］来培养它们，甚至直接采用原生态水作

为培养基［"<］。S+,7H0?7等（"MM!）采用从原液到 !MT $浓度进行

系列稀释培养方法来分析和重建一个污水微生物群落，发现

每一个稀释梯度都会新分离到 " I #个独特的类群［"=］。这提

醒我们要充分重视自然生境中微生物的分布是随营养渐变

而呈现的梯级分布，培养策略不应仅是全营养或 !MM倍稀释

的简单选择。

@<$# 期 叶姜瑜等：微生物可培养性低的生态学释因与对策



一种发展的稀释培养技术，常称为消失培养（!"#$%&#$’%

&()#(*$%+）或 稀 释 至 消 失 技 术（ ,$)(#$’%-#’-."#$%&#$’%

#.&/%$0(.）［1］，更被 2’%%’% 等（3443）发展为高通量培养法

（5$+/-#/*’(+/6(# &()#(*$%+，572）用于较大样本贫营养细菌的

培养和计数：首先用荧光显微镜对天然群落微生物直接计

数，然后将其稀释接种到预备培养基中，终浓度为 8 9 :个细

胞;<=；加入 >?孔的微量滴定板（8<=;孔）中，培养一定时间

后，各取 344!=试剂量过滤排列在 >?片滤膜上，染色，转移到

载玻片上，由荧光显微镜筛选阳性结果（即有微生物生长）。

最后对阳性培养物进行 @2A、AB=@和测序鉴定，转移到新鲜

培养基中或者将培养物保藏等。通过 C 年 88 次采样培养，

同传统富营养平板相比，该法微生物可培养性高于对照 8D>

9 834倍［31］。在极低营养基质上，利用该法分离到了 >> 株

!- !"#$%#&’($%")’新菌株，分属于 :个 *AEF进化枝［C4］。G$<(等

（344>）利用 1H孔微量滴定板进行消失培养，筛选阳性菌株；

阳性菌株再进行富营养和海水培养对照试验；将不能形成菌

落者滴加到海水琼脂载片（含有荧光染料 ,F@I）上进行生长

行为观察。他们发现，虽然有 C株没有形成菌落的行为，但

它们仍然有促进生长和分布的行为，可以在琼脂表面上形成

由数个细胞组成的、显微镜可见的微菌落［1］。因此，对贫营

养生境的微生物，稀释培养策略应该是增强其可培养性的主

要选择，消失培养技术是该思路指导下的一项针对性强、效

果显著的研究方法。

图 ! 近自然纯培养法装置及操作流程图
B$+J8 G.#(6 K%L M)’N &/K*# ’M %.K*-%K#$O. 6(*. &()#(*. #.&/%$0(.

"#$ 模拟自然培养策略

对传统纯培养技术中微生物单一性、分离性和不可交流

等特性同自然生境中微生物多样性、合作性和交流性的比较

和反思后，从生态学角度出发的模拟自然培养思路便自然成

为新的培养策略。,.P*(Q% 等（8114）使用悬浮滤膜技术

（B)’K#$%+-M$)#.* #.&/%$0(.）［C8］为嗜酸、铁氧化菌株创造有益的生

境，有效地增强该类菌株的可培养性。RK.S.*).$%等（3443）

设计了一种称为扩散生长盒（,$MM(T$’% +*’N#/ &/K<S.*）的结
构，既允许营养物和内外微生物产生的活性物质透过膜进出

生长盒，但细菌又不会逃逸。然后将许多这种小盒放入沙

池，再用海水覆盖。这样，先前从未培养出的海滩菌株在小

盒中聚集并出现纯培养，高于之前常规技术菌落数的 C44倍
左右，还分离到两种以前认为是不可培养的微生物［U］。叶姜

瑜（344>）对现有纯培养装置和方法进行改进，提出了近自然
纯培养法（E.K*-%K#$O. 6(*. &()#(*. #.&/%$0(.）［C3］：将微生物培养
在内衬有微孔滤膜（4D34!<9 4D>:!<）的有孔培养装置（有孔
培养皿、有孔试管和有孔三角瓶等）中，将该装置放入被培养

微生物所需的真实环境或模拟自然生境的外皿中，让内外环

境中活性物质相互渗透保持一致，保证被培养的微生物能够

同原生环境交流，从而达到增强部分微生物的可培养性、甚

至将部分未培养微生物转变为可培养的目的（图 8）。
模拟自然培养策略的优点在于既能纯培养又能保证微

生物原生态特性在一定程度上延续，弥补了自然培养和传统

纯培养的部分弱点，虽未完全成熟，但应该是未来最有潜力

的培养策略之一，有许多工作值得深入开展和进行。

"#% 综合策略
希望用一种方法解决所有微生物的培养问题既不现实

也不可能，G#.O.%T’%等（344>）［CC］认为对细菌培养问题应综合
考虑，如（8）在琼脂培养基仅加少量甚至不加营养物；（3）相
当长期的培养（超过 C4L）；（C）保护细胞不受外源性过氧化物
的伤害；（>）在生长培养基中加入腐殖酸或腐殖酸类似物、群
体感应调节系统化合物（如酰基高丝氨酸环内酯类）等。利

用此培养策略，他们从土壤和白蚁肠道中获得了先前认为属

于不可培养细菌 *()+#&’($%")’ 和 ,%""-(#.)("#&)’的纯培养。

& 结束语

可培养性本身不是细菌细胞的特性［C>］。在一定程度上，

微生物能否被培养取决于是否找到了适宜的培养方法，也有

报道认为在某些环境甚至 U4V左右的细胞是可以培养
的［81］。所以，只要微生物学家和生物技术学家勇于迎接挑

战、不断地深入研究，增强微生物的可培养性、把更多未培养

微生物转变成为可培养仍然是一件大有可为的工作。
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