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近自然纯培养法对细菌培养的初步研究
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（重庆大学% 三峡库区生态环境教育部重点实验室 # 城市建设与环境工程学院 重庆 !$$$!"）

（1 西南大学生命科学学院 重庆 !$$2%"）

摘 要：依据微生物在自然生境中协作生长的基本特性，提出一种对传统纯培养技术的改进思路及方法：设计一种

有孔培养皿，皿内覆盖有不允许细菌通过、但营养物质可以自由流动的微孔滤膜。培养时将该培养皿放入被分离

微生物所需生境中，可以克服传统纯培养难以提供外源活性物质的缺陷，一定程度上弥补了混合培养法和传统纯

培养法的弱点，从而达到增强部分微生物可培养性、甚至培养出未培养微生物的目的。
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传统纯培养技术一直是微生物学研究的基石，但许多微

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

也严重地制约了对微生物多样性的深入研究［%，#］。模拟自然

（G<:C(;,.D B;,C/;( .BH</’B:.B,）培养策略是一种着眼于尽量提

供微生物原生态环境和生态关系的培养思路，在一定程度上

弥补了自然培养和传统纯培养的部分弱点，如采用悬浮滤膜

技术（I(’;,<BJ8K<(,./ ,.+LB<MC.）可有效地增强嗜酸、铁氧化菌株

的可 培 养 性［1］，N;.-./(.<B 等（#$$# 年）设 计 的 扩 散 生 长 盒

（O<KKC@<’B J/’A,L +L;:-./）可培养出的菌落数高于对照组 1$$
倍左右，还分离到两种以前认为是不可培养的微生物［!］。根

据模拟自然培养思路，我们提出一种近自然纯培养法（0.;/8
B;,C/;( PC/. +C(,C/. ,.+LB<MC.）［"］，主要特征为将常规培养器皿

进行钻孔改造，内衬一层允许活性物质流动、阻止细菌自由

进出的微孔滤膜，培养时可放入细菌所需生境或模拟生境，

也可在常规微生物实验室进行实验和应用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样本收集：#$$1 年 %$ 月至 #$$! 年 %% 月期间进行样

本采集及实验，样本 I;/: @’<( 取自重庆北碚农田土壤，Q<((
@’<( 取自西南大学大操场旁山坡土壤，GP/<BJ A;,./ 为重庆北

温泉公园泉水，R<H./ A;,./ 为嘉陵江北碚段江水，S’BD A;,./
取自西南大学鱼塘 % 号池，TCB<+<P;( @.A;J. 取自西南大学居

民区下水道生活污水，FB’U<+ A;@,.A;,./ 和 F./’-<+ A;@,.A;,./
则分别取自重庆大学螺旋升流式污水反应器（GP</;( VP8I(’A
R.;+,’/）系统缺氧池和好氧池。

!"!"# 培养基：营养琼脂培养基和蒙金娜基础培养基的配

方及 操 作 同 文 献［5］。纯 琼 脂 培 养 基 为 琼 脂 #$J，蒸 馏 水

%$$$:W，自然 PQ 值。

!"!"$ 主要试剂：微孔滤膜 F（亚美滤膜有限公司），微孔滤

膜 X（上海亚东核级树脂有限公司），$Y!"!: Z %"$::，$Y##!:
Z %"$::。其它化学试剂为国产分析纯。

!"# 荧光显微镜计数法

实验操作见文献［5］。

!"$ 近自然纯培养法［%］

在玻璃培养皿底钻取 ":: 圆孔 " [ 5 个，形成有孔培养

皿；将微孔滤膜覆盖于有孔培养皿上，轻轻抹动使滤膜同周

围皿部较紧密相贴，无明显缝隙，滤膜外扣包住培养皿外沿，

形成滤膜有孔培养皿。然后蒸汽高压灭菌，加入无菌培养基

备用（图 %）。若无法将玻璃平皿底部钻孔，则采用塑料培养

皿（4$::）并将底部钻取 ":: 圆孔 " [ 5 个，选用同样大小玻

图 ! 微孔滤膜近自然纯培养法装置图
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璃培养皿的皿盖与之相配。将微孔滤膜和皿盖进行蒸汽高

压灭菌后，在超净工作台内用无菌镊将微孔滤膜覆盖于塑料

有孔培养皿上，并用无菌玻棒抹动膜使之较紧密与皿壁相

贴，滤膜外扣包住培养皿外沿，加入无菌培养基后，盖上无菌

皿盖待用。无菌条件下接种欲分离微生物，方法同常规微生

物分离法。将该培养皿放入一个盛有原生环境物质的外皿

中进行培养，外皿中液面应不高于内部培养基表面以免形成

明显水渍影响菌落形成。

! 结果和分析

在其它条件相同情况下，以近自然纯培养法和传统纯培

养法对不同样本进行细菌培养，在多种稀释度下选取一适宜

稀释度，仅对细菌 !"#（!$%$&’ ($)*+&, -&+./）进行计数和观察，

其结果见表 0 和图 1。

表 " 两种培养法对不同样本的培养结果
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图 ! 不同培养法对微生物的可培养性比较（市政污水，

"#$ %，培养 %&）
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从表 0 中可见，在所选择稀释度和培养情况下，大多数

适宜计数和观察的培养皿中，近自然纯培养法比传统培养法

的平皿中出现的菌落数要多，其二者的菌落数比率（!"#

)3.+$）多数大于 0，这表明近自然纯培养法在一定程度上有增

强部分微生物可培养性的作用。在用纯琼脂培养基培养农

田土壤时，其二者的菌落数比率高达 GFEMF 倍。虽然此结果

明显同培养基的选择有关，因为纯琼脂培养基不能为农田土

样的培养提供任何营养基质，但也说明近自然纯培养法的确

为被培养细菌提供了部分原生境的营养和活性物质。

其次，从表 0 的分离物数（=$A $( +/$%3.5/）一项可以看出，

即使同样情况下近自然纯培养法获得的总菌落数低于对照

组（即菌落数比率小于 0），其菌落种类数却仍然高于其传统

培养法的对照组，这种结果在对 N+%% /$+%3 和 R&$S+7 83/.583.5)
样本的培养中可以看到。这种结果很可能同培养基营养成

分、样本中细菌种群组成都有关系，如用营养琼脂对山坡土

样的近自然纯培养中，由于培养基中营养物通过微孔滤膜的

部分流失造成了皿内营养浓度低于传统培养法，从而使土样

中需要高营养物质的快速生长细菌群生长受到影响，造成某

些菌株生长更弱和菌落总数减少；R&$S+7 83/.583.5) 样本本身

取自污水生物处理反应器的缺氧池中，完全暴露于空气中的

近自然纯培养法很可能不会使样本中某些厌氧和兼性厌氧

的优势菌群获得更有利的生长机会，从而造成菌落数目低于

对照。

在对同一分离样本的几种稀释度进行统计时发现，即使

两种培养法获得的菌株总数趋于一致，但其菌株类型仍然有

一定的差异。这种结果表明，无论近自然纯培养法有无其它

价值和优势，它对传统培养法都是一个有力的补充，很可能

利用它可以分离到一些传统培养法尚未分离出的菌株和种

类。而对那些分离物数目明显低于对照的培养，还需要对其

原因和结果进行深入分析和研究。

’ 讨论

可培养性本身不是细胞的特性，微生物能否被培养的根
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本因素取决于是否找到适宜的培养方法［!］。有许多因素阻

碍环境细菌在人工培养基上的复苏，而共同协作的自然生存

方式的崩溃［"］、生境的极度营养变化［#］、活性物质和通讯的

中断及生态位巨变等是细菌可培养性低的重要生态学原

因［$%，$$］。近自然纯培养法在一定程度上为被培养细菌提供

了同原生境沟通的可能：物质流的交换，也可能有信号分子

的交流，使得强烈依赖这种生态关系的部分细菌有可能被培

养出来。另一方面，通过微孔滤膜的营养物泄漏也会造成某

些快速生长菌株更弱或菌落数更少，但种类数目基本不减

少，这说明近自然纯培养法在一定程度上是“雪中送炭”、而

非“锦上添花”式的培养方式。也就是说，近自然纯培养法的

相对技术优势在于它提供了同原生态沟通的可能性，这不一

定会使已经长出的菌株生长得更好，但它给那些强烈依赖原

生境中活性物质而不能在传统法培养基上形成菌落的菌株

提供了生长的可能，即它有培养出未培养细菌的潜力。不

过，由于实验方法的初步建立，此次实验中仅选择某一适宜

计数的稀释度进行观察分析、未对二者进行总菌数和差异菌

株的比较分析研究等，具有较强的主观性和较高的人为误

差；其次，实验中我们也发现，外皿体积、营养泄漏率、培养基

厚度、外皿水体的更换率等造成的系统误差是客观存在的，

仍有待于进一步深入研究和分析。尽管如此，该方法仍可能

有巨大潜力，即它可用于各种自然和人为的生境中，甚至活

体植物、动物组织或个体。因此，它不是过去传统培养方法

的重复或替代，而是对其它方法的一个补充。
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