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提高微生物可培养性的方法和措施

郭 斌，吴晓磊"，钱 易
（清华大学环境科学与工程系 水污染控制与模拟国家联合重点实验室 北京 0%%%1!）

摘 要：目前自然界中只有极少部分微生物能够得到培养，严重阻碍了对微生物生命活动规律的研究和微生物资

源的开发。改进传统培养方法，采用新型培养技术，提高微生物可培养性，大量培养自然界中存在的微生物，从而

更全面、准确地了解微生物细胞的生命规律、获悉微生物群落中各种微生物之间的动态相互作用和相互协调的规

律，对环境微生物工艺进行准确地设计、精细地调控和高效地利用。简要介绍了微生物不可培养的原因，系统总结

了有关提高微生物可培养性方法的最新研究进展，提出研究中存在的问题，并阐述了模拟自然环境条件、强调微生

物相互关系是提高微生物可培养性的关键。
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长期以来，人们利用纯培养技术对环境中的微生物进行

调查研究和开发利用。但是，研究表明自然界中绝大多数微

生物尚不能被目前的纯培养技术所培养，这些微生物称为不

可培养微生物（*+E*3?*I6F3,J*+E*3?:K6F3, 9:EI;;IA6+:@9）［0，$］。随
着研究的深入，不可培养微生物占人类已知微生物种类的比

例越来越大，例如，在 0-1( 年发现的微生物有 $" 个类群
（LBM36），均可培养；而今已发现的微生物类群达到了 &$ 个，
其中近半数不可培养［#］。为了更准确、广泛地研究环境中的

微生物，随后不采用培养手段，而利用分子生物学技术和手

段，例如宏基因组学（N,?6A,+;9:E@）的方法来获取不可培养微
生物的基因资源。这类方法的应用极大地推动对自然界中

微生物功能资源的开发和应用，但是仍然没有克服微生物不

可培养所导致的根本弊端。因为，这些方法不以获取微生物

活体细胞为目的，致使无法准确了解微生物细胞的生命活动

以及微生物群落中各种微生物相互协调的规律，进而无法对

环境微生物工艺进行准确地设计、精细地调控和高效地利

用。因此，在利用分子生物学技术手段研究微生物和微生物

群落，开发微生物基因资源的同时，需要大力开发微生物培

养技术，以提高微生物可培养性，尽可能培养不可培养微生

物。

! 微生物不可培养的原因

对微生物进行常规培养时，由于生活条件的改变，有些

微生物不能适应而死亡，另一些则通过产生孢子进入休眠状

态或改变细胞形态、进入维持一定代谢活性但不生长繁殖的

“活的非可培养状态”（O:6F3, F*? +;+E*3?*I6F3, @?6?,，O/P.）［!］，
结果均表现为微生物的“不可培养性”。实际上，微生物的不

可培养性是由于对微生物生长条件及其规律性的认识严重

不足，而采取了偏离微生物生长实际情况的培养条件所造成

的，这些偏离具体可以包括以下几个方面。

!"! 采用高浓度的营养基质
最初对微生物的培养是在富含营养的培养基中进行的，

但是由于自然界中微生物数量庞大，其可利用的营养物质极

度匮乏，多数处于“岔营养”状态。常规纯培养对这种认识不

充分，通常将寡营养微生物迅速置于富营养状态，微生物初

期的快速生长会产生大量的、微生物自身难以调节的过氧化

物、超氧化物和羟基自由基等“毒性氧物质”（Q,6E?:K, ;7MA,+
@L,E:,@）［&］，该类物质快速、过量的积累会破坏细胞内膜结
构［"］，导致细胞死亡，从而表现出微生物的不可培养性。

!"# 实验室中无法完全模拟自然界的环境条件
由于目前监测技术和手段的限制，人们对微生物生存环

境和自然条件了解尚不充分。因此，人们没有或无法完全模

拟微生物的自然生存条件，而通常将培养条件进行简化：将

微生物置于恒温、恒湿、黑暗等环境中；将微生物限制在“板

结”的琼脂或不扰动的液体介质中；简化微生物的营养组成

没有提供微生物生长繁殖所必需的某些化学物质，等等。所

以在自然界中可以生长繁殖的微生物，在“纯培养”中生长条

件得不到满足，从而导致了微生物的不可培养性。

!"$ 环境微生物之间的相互关系被忽略
微生物相互关系繁多复杂，包括：（0）种间的偏利共生关

系（.;99,I@63:@9）和互惠共生关系（N*?*63:@9），两者的共性是
至少一个群体提供另一些群体所需的生长因子而使微生物

群体获利；（$）群体感应（G*;I*9 @,+@:+A），这种关系被认为是
通过细菌间的信息交流来调控细菌的群体行为［(］：细胞通过

感应一种胞外低分子量的信号分子来判断菌群密度和周围

环境的变化，从而调节相应的细菌表达以调节细菌的群体行

为［1］。以上这两种关系都是微生物生长所必需的。由于人

们目前对环境中微生物之间多数复杂的相互关系所知甚少，

采用的培养技术没有将这种关系考虑在内：纯培养技术将待

培养的微生物与其它微生物群体、以及生存环境人为地分离

开，种间的共生关系和信息交流被阻断，微生物缺乏必需的

生长因子和信号分子而死亡，表现出微生物的不可培养性。

!"% 生长缓慢的微生物被忽视
环境中很多微生物都聚集生长，当将这些微生物接种至

培养基时，适合生长的微生物由于生长快而占据优势地位，

它们对营养成分的大量摄取使生长缓慢的微生物得不到充



足营养而生长受到抑制。

此外，对微生物生长状况进行判断的常规标准存在的缺

陷，也导致某些微生物生长不被发觉，表现为“不可培养”。

例如，生存于贫营养环境中的微生物尽管能够在低浓度营养

条件下生长，但是有些微生物生长速度极为缓慢，在常规设

定的培养周期内（例如 !周）没有长成肉眼可见的菌落就被
遗弃。除此之外，还有一些寡营养微生物不会形成菌落，而

是在固体培养基表面迁徙生长（"#$%&’() )%*#+,）和扩散生长
（-’./0%.$1），它们形成只能显微可见的几个细胞组成的小型
集合［2］。这两种情况下，改变微生物生长的判断标准或者检

测方法，就可以改变微生物的“不可培养性”。

总之，导致微生物不可培养的因素有多种，有些是因为

目前技术手段的限制，有些是因为人类认识水平的不足。克

服这些制约因素，就可以较好地提高微生物的可培养性。目

前，提高微生物可培养性的方式可分为两大类，即改进培养

措施和开发新型培养技术。

! 改进微生物培养措施

!"# 减少毒性氧物质的毒害作用
由于常规培养方法使用的高浓度营养基质不利于微生

物生长，适当降低营养基质的浓度可以减弱这种不利影响。

3$)*+［!4］发现低浓度基质的培养基培养出的细菌在数量和种
类上均多于高浓度基质的培养基，但营养浓度过低时会使培

养出的微生物数量反而下降［!!］。实际上，营养基质浓度最好

与微生物自然生长环境相近，例如，辅以少量生长因子的天

然海水，或土壤浸提液作为培养基可以很好地培养海洋微生

物和土壤微生物［!5］。另外，多聚物只有被水解为小分子物质

时才能被微生物利用。以多聚物为碳源，能有效减缓毒性氧

释放的速度，避免微生物在短时间内受到高强度的毒性作

用［!6］。同时，充足的氧气有时也是毒性氧产生的原因之一，

减少培养环境中的氧分压可减弱毒性氧的影响［!7］。以上 6
种措施均可减少微生物代谢过程产生的毒性氧，但有些情况

下，毒性氧来源于微生物生命活动以外的过程，例如高压灭

菌［!6］。

为了减少各种过程产生的毒性氧，可在培养过程中加入

具有毒性氧降解能力的物质，例如过氧化氢酶、丙酮酸钠和

!8酮戊二酸等过氧化氢降解物和抗氧化剂二硫代二丙酸［!9］。
已经证实这些物质可使某些处于 :;<=状态的细菌的可培
养性得到不同程度的恢复［!9 > !?］。其中丙酮酸钠对微生物可

培养性恢复的效果最好［!2］，且具有稳定、成本低等优点。

!"! 维持微生物间的相互作用
在培养基中加入微生物相互作用的信号分子就可简单

模拟微生物间的相互作用，满足微生物生长繁殖的要求，例

如加入酰基碳链长度各异的氮酰高丝氨酸内酯均能有效提

高细菌的可培养性［!!，!7］，而与革兰氏阴性菌多种基因调控有

关的另一种信号分子 @3AB比氮酰高丝氨酸内酯能够促使更
多细菌得到培养［54，5!］。ACD$&*1*E$等［55］在研究藤黄微球菌
时发现它分泌一种促进复活因子（F0.C.@’+$+’*( /%*&*+’()
G$@+*%，F/G），可有效促进多种处于休眠期的革兰氏阳性菌复
苏。同源性分析结果表明 F/G存在于多种革兰氏阳性菌中，
推测原核生物可能广泛存在该类物质，因此，可考虑加入不

同类型的 F/G来提高环境中微生物可培养性［56］。
!"$ 其他改进措施
!"$"# 供应新型的电子供体和受体：不同微生物的代谢过
程不同，因此对反应的底物要求也不尽相同。供应微生物需

要的特有底物有助于新陈代谢反应的进行及微生物的正常

生长。大量的研究表明，将新颖的电子供体和受体应用到微

生物培养中，能够发现未知的生理型微生物［57，59］。

!"$"! 分散微生物细胞：自然界中很多微生物聚集生长，形
成“絮体（G1*@）”和“颗粒（$))%0)$+0）”等，致使其内部的微生物
不易被培养。对“絮体”和“颗粒”进行适度的超声处理，将细

胞分散再进行培养，可以使更多的微生物接触培养基而得到

培养［5H］。

!"$"$ 延长培养时间：对“寡营养菌”的培养，可适当延长培
养时间，使其能长至肉眼可见的尺度［!7，5I，5?］。当然培养时间

不能无限增长，因为培养时间越长，对培养环境的无菌要求

就越高［!6］。

!"$"% 利用琼脂替代物：琼脂对某些微生物具有毒性作用，
采用无害且凝结作用较好的替代物质（例如古兰糖胶）作为

培养基固化剂，可以增加微生物的可培养性［5H］。

$ 开发新型培养技术

$"# 稀释培养法和高通量培养法
在地球环境中，海洋环境中迄今可培养微生物的比例最

低，仅为 4J44!K > 4J!K［52］，这是由于海洋环境中主要是寡
营养微生物，它们在人工培养时往往受到少数优势生长的微

生物的竞争作用而不能生长。为了克服该缺陷，!226 年
;C++*(［64］从概率论的角度提出一个崭新的方法，即稀释培养
法（-’1C+’*( @C1+C%0）。该方法认为，当把海水中微生物群体稀
释至痕量时，在海水中主要存在的寡营养微生物可以不受少

数几种优势微生物的竞争作用的干扰，因而主体寡营养微生

物被培养的可能性会大大提高。随后，"@,C+［6!］等的实际操
作验证了该理论的正确性。

5445年 =*((*(［65］在稀释培养法的基础上提出高通量培
养法（L’),8+,%*C),/C+ @C1+C%’()，LM=）。将样品稀释至痕量后，
采用小体积 7?孔细胞培养板分离培养微生物。该方法不仅
有效提高微生物的可培养性，还可在短期内监测大量的培养

物，大大提高工作效率。=,*［66］等利用该方法从太平洋近海
和远洋海水中也分离出多种新菌。F$//N 和 =*((*(［67］结合
荧光原位杂交技术（OP"L），对高通量培养法进行了改进，根
据从培养板各孔中针对性地检测 "3F!!进化分支的海洋细
菌的存在，在较短时间内对目标微生物进行了大量的培养。

但是，稀释培养法和高通量培养法成功的原因恰恰又是

制约其进一步发展的障碍。在样品稀释、微生物间的不利作

用被削弱的同时，有利作用也被削弱。例如，当微生物被极

度稀释、初始接种量很小时，一些微生物分泌的代谢产物也

被稀释，其他关联微生物细胞由于缺乏这些必须的代谢产

物，生长就会受到抑制［69］；另外，缺少种间的共生关系和群体

效应，很多微生物仍然不可培养。

$"! 扩散盒培养法
Q$0R0%10’(［5］等在分离培养潮间带底泥中的微生物时使

用一种新颖的自制培养仪器，为其起名为扩散盒（-’GGC.’*(
)%*#+, @,$&R0%）［6H］。扩散盒由一个环状的不锈钢垫圈和两侧
胶连的 4J!"&滤膜组成，滤膜只能允许培养环境中的化学物
质通过而不能让细胞通过。将底泥样品置于扩散盒内的半

固体培养基中，扩散盒置于鱼缸底部的天然海洋底泥上，往

鱼缸内加入天然海水并保证扩散盒内存有一定空气供微生

物生长。培养时，使天然海水循环流动，并不断注入新鲜的

海水。培养 !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 74K。这种培养方法能较大程度地模拟微生
物所处的自然环境，由于化学物质可以自由穿过薄膜，可保

证微生物群落间作用的存在，提高微生物可培养性。扩散盒

法的主要不足是操作比较繁琐。

$"$ 细胞包囊法
S0()10%等［!5］将海水和土壤样品中的微生物先进行类似

稀释培养法的稀释过程，然后乳化，部分微生物形成了仅含
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单个细胞的胶状微滴。然后将胶状微滴装入层析柱内，使培

养液连续通过层析柱进行流态培养。层析柱进口端用

!"#!$滤膜封住，防止细菌的进入而污染层析柱；出口端用
%!$滤膜封住，允许培养产生的细胞随培养液流出。该方法
的特点是让微生物在开放式培养液中生长，使培养环境接近

于微生物的自然生长环境，能够很好地提高微生物可培养

性，但成本较高，不利于普及使用。

!"# 序列引导分离技术
序列引导分离技术（&’()’*+’,-)./.*- .01234.1*）是根据微

生物基因组中特定基因的特异性序列，设计引物或杂交探

针，以培养物中目标序列存在和变化情况为标准，来指导对

微生物最优培养条件的选择，培养出新的微生物。

&4’5’*01*［#6］在细菌培养过程中采用了多种培养条件的
组合，导致培养方案繁多复杂。为了减少分离细菌的工作

量、节省时间，用 789作为监测手段来确定目标细菌是否得
到培养。当细菌在固体培养基上长出菌落后，用缓冲液冲洗

培养基表面，提取冲洗液中细菌的 :;<，根据目标细菌的
#=& >:;<扩增情况判断目标细菌的存在与否。继续用 789
方法监测目标细菌直至分离得到纯菌株。?@AB等［CD］通过对
尚未培养的海洋变形细菌的 ?<8基因文库进行研究，发现该
类菌具有编码视紫红质的基因片段。视紫红质是光营养过

程中不可或缺的化学物质。据此设想增加光照可提高该菌

的可培养性，而进一步的实验结果验证了该假设的正确性。

此外，?>’E*3F［C%］指出，分子原位杂交技术可以对推断目标微
生物的代谢方式和营养需求提供帮助，极大地节省工作时

间，操作也很简便，仅需要一种特异性的探针，显示了在微生

物培养时引入分子生物学技术作为引导的优势和力量。

# 问题和展望

目前通过可培养微生物的总体数量来判断微生物可培

养性，进而评价微生物培养方法的优劣。然而，这项评价指

标没有考虑可培养微生物的群落结构。实际上，表征微生物

可培养性不仅仅要根据可培养微生物的总体数量，还要分析

可培养微生物的群落结构，即可培养微生物的种类丰富度和

均匀度，微生物可培养性指标应该是这 C种因子的函数，即：
! G "（#，$，%）

其中：!—微生物的可培养性（8)24)>3H.2.4I），反映可培养微生
物的种类和数量占实际微生物总种类和数量的比例；

#—可培养微生物的细胞数（8JKLM），即传统可培养
性的涵义；

$—可培养微生物的种类丰富度（0N’+.’0 >.+O*’00），即
可培养微生物的种类数目；

%—可培养微生物的种类均匀度（0N’+.’0 ’5’**’00）。
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其中：&—香农 Q韦纳指数；

#’—种 ’ 的个体在可培养微生物全部个体中的数量
比例。

该公式中，各因素的重要性为 $ R # R %，即可培养微生
物的种类丰富度重要性最高。

在以上论述的各种方法中，模拟自然环境条件，维持微

生物种群间的相互关系是提高环境中微生物可培养性的关

键。因此，提高微生物可培养性方法的研究应该主要围绕在

这一方面，进行深入改进和发展，例如，可考虑将环境微生物

用环境介质混合培养至生长稳定阶段，然后将菌液离心过

滤，用上清液作为培养基培养微生物［CS］，或者借鉴

T3’H’>2’.*［U］采用的扩散盒培养法，这些方法由于在培养过程
中引入了多种微生物自然分泌的信号分子和促进复活因子，

均可较好地强化微生物之间的相互关系，而克服引入单一信

号分子的效果有限且操作费时费力的缺点。此外，在培养过

程中结合多种培养因素、组合采取多种培养方案来取代模拟

一种培养条件的方案，可以获得更多可培养的微生物、取得

更高效的培养结果［U#，6!］。

总之，由于微生物群落及其生存环境的复杂性，在任何

情况下试图提高微生物的可培养性都不能仅局限于一种或

几种方法，而应综合采用多种有效的方法。另一方面，还应

在发展微生物培养技术同时，结合分子生物学技术，使两种

方法相辅相成，更好地提高微生物的可培养性。

参 考 文 献

［ #］ ;’V$3* :T，?3*W.’2/ XJY Z’1$.+>1H.121-I：[1V $12’+)23>,0+32’
.*4’>3+4.1*0 )*/’>N.* H.1-’1+O’$.+32 0I04’$0Y ()’*+)*，U!!U，$%&：
#!D# Q #!DD"

［ U］ T3’H’>2’.* \， M’V.0 T， ]N04’.* &&Y ^01234.*-“ )*+)24.53H2’”
$.+>11>-3*.0$0 .* N)>’ +)24)>’ .* 3 0.$)234’/ *34)>32 ’*5.>1*$’*4 Y
()’*+)*，U!!U，$%&：##UD Q ##US"

［ C］ 93NN_ ‘&，Z.153**1*. &XY \O’ )*+)24)>’/ $.+>1H.32 $3A1>.4I Y
,++- $*. /’)012’13，U!!C，’(：C!S Q CS6"

［ 6］ 岳秀娟，余利岩，张月琴 Y 自然界中处于 a?;8状态微生物的
研究进展 Y 微生物学通报，U!!6，!)（U）：#!% Q ###"

［ b］ ?211$W.’2/ &J，&4’V3>4 Z&，:1// 8]， *4 53 Y \O’ 5.3H2’ H)4
*1*+)24)>3H2’ NO’*1$’*1* ’PN23.*’/？/’)012’13167，#SS%，)##：#
Q C"

［ =］ ‘3/.-3* ‘\，‘3>4.*F1 X‘，73>F’> XY ?.121-I 1W ‘.+>11>-3*.0$0
（\O’ ;.*’ ]/.4.1*）Y ;’V X’>0’I：7>’*4.+’,[322，U!!U，#b% Q #=#"

［ D］ 付艳芳，唐李斐，万军庭，等 Y 细菌的信息交流 Y 氨基酸和生
物资源，U!!6，$&（6）：=U Q =6"

［ %］ 周 "，刘小锦，朱晨光，等 Y 细菌中群体感应调节系统 Y 微
生物学报，U!!6，##（#）：#UU Q #U="

［ S］ &.$) T，[3-04>c$ <Y d2.-14>1NO.+ H3+4’>.1N23*F41* V.4O 3 *15’2
0.*-2’,+’22 2.W’ 04>34’-IY ,883 %+.’01+ /’)012’13，U!!6，(*：U66b Q
U6b#Y

［#!］ <3-14 ;，;IH>1’ d，;.’20’* 7，*4 53 Y <* 324’>’/ #9*-:1;1+59
/.5’>0.4I .0 >’+15’>’/ W>1$ 01.2 HI )0.*- *)4>.’*4,N11> #9*-:1;1+59,
0’2’+4.5’ 01.2 ’P4>3+4 $’/.3Y ,883 %+.’01+ /’)012’13，U!!#，&(：bUCC
Q bUCS"

［##］ ?)00$3** ^， 7O.2.NN ?， &+O.*F ?Y J3+41>0 .*W2)’*+.*- 4O’
+)24.53H.2.4I 1W 23F’ V34’> H3+4’>.3Y < /’)012’13 /*4=1:9，U!!#，#(：
6# Q b!"

［#U］ e’*-2’> T， \12’/1 Z， 93NN_ ‘&， *4 53 Y 8)24.534.*- 4O’
)*+)24)>’/Y #01) >543 ,)5: ()’ ?(,，U!!U，$&：#b=%# Q #b=%="

［#C］ &3.4 ‘， [)-’*O124E 7， X3*00’* 7[Y 8)24.534.1* 1W -21H322I
/.04>.H)4’/ 01.2 H3+4’>.3 W>1$ NOI21-’*’4.+ 2.*’3-’0 N>’5.1)02I 1*2I
/’4’+4’/ .* +)24.534.1*,.*/’N’*/’*4 0)>5’I0Y %+.’01+ /’)012’13，
U!!U，#：=b6 Q ==="

［#6］ &4’5’*01* ?&，].+O1>04 &<，f’>4E X\，*4 53 Y ;’V 04>34’-.’0 W1>
+)24.534.1* 3*/ /’4’+4.1* 1W N>’5.1)02I )*+)24)>’/ $.+>1H’0Y ,883
%+.’01+ /’)012’13，U!!6，(*：6D6% Q 6Dbb"

［#b］ ‘.E)*1’ g，f3. &;，\3F3/’ <，*4 53 Y 9’041>34.1* 1W +)24)>3H.2.4I
1W 043>534.1*,04>’00’/ 3*/ 21V,4’$N’>34)>’,04>’00’/ %9)=*0’)=’5 )13’
d#bD +’220 HI )0.*- [UdU,/’->3/.*- +1$N1)*/0Y ,0)= /’)012’13，
#SSS，)($：=C Q =D"

［#=］ ‘.E)*1’ g，f3. &;，̂ 0O.F3V3 \，*4 53 Y 9’0)0+.434.1* 1W 5.3H2’ H)4
*1*+)24)>3H2’ +’220 1W @’20’1 8505=5*;1374’)-9 .*/)+’/ 34 21V
4’$N’>34)>’ )*/’> 043>534.1*Y A%/( /’)012’13 B*44，U!!!，)+&：##b
Q #U!"

=!b ZKd ?.* *4 53 Y L,)45 /’)012’1316’)5 (’+’)5（U!!=）6=（C）



［!"］ #$% &’，(%)*+,- .，/$0$1- 2，!" #$ 3 2 4,56$7%8,+ ,9 8,:%1 $+1
:%;*%1 5-1%$ 9,7 7-8*84%<$<,+ ,9 8<$7=$<%,+> $+1 :,?><-56-7$<*7->
%+1*4-1 +,+4*:<*7$@:- 4-::8 ,9 %!&’(’)#* +,-&’.+/$# 3 %&0+
1/0&’2/’$，ABBB，!"#：CB" D C!BE

［!F］ G,H,8%$+ I，2$71-5$ ’J，G,*7+-*9 KL， !" #$ 3 M-4,=-7N ,9
ON17,H-+ 6-7,P%1->8-+8%<%=- 4*:<*7$@:- 4-::8 ,9 3/2&/’ 45$)/6/05* H%=-8
<O- $66-$7$+4- ,9 7-8*84%<$<%,+ 97,5 $ =%$@:- @*< +,+4*:<*7$@:- 8<$<-3
7 8#0"!&/’$，ABBB，!$%：QB"B D QB"QE

［!R］ S:8,+ TG， U,71 VV，(4V$7<ON WT3 X567,=-1 7-4,=-7$@%:%<N ,9
5%47,@%$: 4,:,+%-8 97,5 5$7%+- 86,+H- 8$56:-83 1/0&’2 90’$，ABBB，
&’：!CR D !Y"E

［AB］ G7*+8 2， VN6%,+0$ Z， S=-75$++ T3 VN4:%4 2(W $+1 $4N:
O,5,8-7%+- :$4<,+-8 %+47-$8- <O- 4*:<%=$<%,+ -99%4%-+4N ,9
O-<-7,<7,6O%4 @$4<-7%$ 97,5 <O- 4-+<7$: G$:<%4 &-$3 %..$ 9)4/&’)
1/0&’2/’$，ABBA，($：CR"F D CRF"E

［A!］ G7*+8 2，’[@-: \，VN6%,+0$ V，!" #$ 3 K99-4< ,9 8%H+$: 4,56,*+18
$+1 %+4*@$<%,+ 4,+1%<%,+8 ,+ <O- 4*:<*7$@%:%<N ,9 97-8O?$<-7
@$4<-7%,6:$+0<,+3 %..$ 9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBC，()：!RFB D !RFRE

［AA］ (*0$5,:,=$ IL，]$67-:N$+<8 2&，.,*+H JX，!" #$ 3 2 @$4<-7%$:
4N<,0%+-3 :&’0 ;#"$ %0#- <0/ =<%，!RRF，)*：FR!^ D FRA!E

［AC］ 苏明权，李立文，张彩莲，等 3结核分歧杆菌 M=!BBR的生物信
息学分析及克隆、表达 3 生物技术通讯，ABBC，!&（^）：QQ" D
QQRE

［AY］ 焦瑞身 3新世纪微生物学者的一项重要任务———未培养微生
物的分离培养 3生物工程学报，ABBY，%’（Q）：̂Y! D ^YQE

［AQ］ U-$1@-<<-7 TM3 V*:<%=$<%,+ ,9 7-4$:4%<7$+< 5%47,@-8：4-::8 $7- $:%=-，
?-:: $+1 7-=-$:%+H <O-%7 8-47-<8 %+ <O- A!8< 4-+<*7N :$@,7$<,7N3 >5&&
?./) 1/0&’2/’$，ABBC，(：A"Y D AF!E

［A^］ T$+88-+ WZ，.$<-8 W&，I7%+<,+ GK，!" #$ 3 X567,=-1 4*:<*7$@%:%<N ,9
8,%: @$4<-7%$ $+1 %8,:$<%,+ %+ 6*7- 4*:<*7- ,9 +,=-: 5-5@-78 ,9 <O-
1%=%8%,+8 %0/-’2#0"!&/#， %0"/)’2#0"!&/#， :&’"!’2#0"!&/#， $+1
3!&&50’(/0&’2/# 3 %..$ 9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBA，($：ACR! D ACR^E

［A"］ (%<8*% Z，I,7:$4O ]，U-- ZT，!" #$ 3 X+4*@$<%,+ <%5- $+1 5-1%$
7-;*%7-5-+<8 ,9 4*:<*7$@:- @$4<-7%$ 97,5 1%99-7-+< 6ON:,H-+-<%4
H7,*683 7 1/0&’2/’$ 1!"+’-*，!RR"，#’：!BC D !!BE

［AF］ T,8-6O &T， Z*H-+O,:<) WW， &$+H?$+ WV， !" #$ 3 U$@,7$<,7N

4*:<%=$<%,+ ,9 ?%1-867-$1 $+1 67-=%,*8:N *+4*:<*7-1 8,%: @$4<-7%$3
%..$ 9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBC，()："A!B D "A!QE

［AR］ 叶姜渝，罗固源 3未培养微生物的研究与微生物分子生态学
的发展 3微生物学通报，ABBY，#!（Q）：!!! D !!QE

［CB］ G*<<,+ J]，&4O*< _，‘*$+H W，!" #$ 3 L%$:%@%<N $+1 %8,:$<%,+ ,9
5$7%+- @$4<-7%$ @N 1%:*<%,+ 4*:<*7-：<O-,7N，67,4-1*7-8，$+1 %+%<%$:
7-8*:<83 %..$ 9)4/&’) 1/0&’2/’$，!RRC，*)：FF! D FR!E

［C!］ &4O*< _，L7%-8 KT，I,<<84O$: TV，!" #$ 3 X8,:$<%,+ ,9 <N6%4$: 5$7%+-
@$4<-7%$ @N 1%:*<%,+ 4*:<*7-： H7,?<O， 5$%+<-+$+4-， $+1
4O$7$4<-7%8<%48 ,9 %8,:$<-8 *+1-7 :$@,7$<,7N 4,+1%<%,+83 %..$ 9)4/&’)
1/0&’2/’$，!RRC，*)：A!QB D A!^BE

［CA］ V,++,+ &2，I%,=$++,+% &T3 Z%HO><O7,*HO6*< 5-<O,18 9,7 4*:<*7%+H
5%47,,7H$+%858 %+ =-7N>:,?>+*<7%-+< 5-1%$ N%-:1 1%=-78- +-? 5$7%+-
%8,:$<-83 %..$ 9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBA，($：CF"F D CFFQE

［CC］ VO, TV，I%,=$++,+% &T3 V*:<%=$<%,+ $+1 H7,?<O 4O$7$4<-7%8<%48 ,9 $
1%=-78- H7,*6 ,9 ,:%H,<7,6O%4 5$7%+- @#((#.&’"!’2#0"!&/# 3 %..$
9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBY，"’：YCA D YYBE

［CY］ M$66a (&，V,++,+, &2，L-7H%+ ]U， !" #$ 3 V*:<%=$<%,+ ,9 <O-
*@%;*%<,*8 &2M!! 5$7%+- @$4<-7%,6:$+0<,+ 4:$1-3 ;#"5&!，ABBA，
&!$：̂CB D ^CCE

［CQ］ 池振明编著 3微生物生态学 3济南：山东大学出版社，!RRR，Q^
D Q"E

［C^］ J%99*8%,+ H7,?<O 4O$5@-7，???3 84%-+4-5$H3 ,7Hb4H%b4,+<-+<b9*::b
AR^bQQ"Bb!!A"bJV!

［C"］ Gacd S，27$=%+1 U，],,+%+ KL， !" #$ 3 G$4<-7%$: 7O,1,68%+：
-=%1-+4- 9,7 $ +-? <N6- ,9 6O,<,<7,6ON %+ <O- 8-$3 <0/!)0!，ABBB，
%$)：!RBA D !RB^E

［CF］ G7-)+$0 T23 2 +--1 <, 7-<7%-=- <O- +,<>N-<>4*:<*7-1 5$c,7%<N 3
9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBA，&：Y D QE

［CR］ L,<N$0,=$ /L，]$67-:N$+<8 2&，]-:: JG3 X+9:*-+4- ,9 =%$@:- 4-::8
,+ <O- 7-8*84%<$<%,+ ,9 1,75$+< 4-::8 %+ 5%47,4,44*8 :*<-*8 4*:<*7-8
O-:1 %+ $+ -P<-+1-1 8<$<%,+$7N 6O$8-：<O- 6,6*:$<%,+ -99-4< 3 %..$
9)4/&’) 1/0&’2/’$，!RRY，(&：CAFY D CAR!E

［YB］ e%+1-7 &Z3 /O- 9*<*7- 9,7 4*:<*7%+H -+=%7,+5-+<$: ,7H$+%858：$
H,:1-+ -7$ $O-$1？9)4/&’) 1/0&’2/’$，ABBA，&：!Y D !QE

!""#$%&’() *$# +,&#(%)+,- .’( &/0./#%1+0+.2 $* 3+&#$$#-%,+)3)

!"# $%&，’" (%)*>+,%!，-./0 1%
（2&3%4*&5,&6)+ 7%58+)6%*& )&9 :*++86%*& ;*&64*+ 76)6, <,= >*%&6 ?)@*4)6*4=，A,B)465,&6 *C 2&3%4*&5,&6)+ 7D%,&D, )&9 2&E%&,,4%&E，

FG%&EH8) "&%3,4G%6=，$,%I%&E !BBBFY，;H%&)）

!1).#%&.：#&+= ) 6%&= )5*8&6 *C 5%D4**4E)&%G5G *& 6H, ,)46H D)& @, D8+684,9 G* C)4，JH%DH G,4%*8G+= *@G648D6G 6H, %&3,G6%E)6%*& %&6*
B4%&D%B+,G *C 5%D4*@%)+ )D6%3%6%,G )&9 ,KB+*%6%&E 5%D4*@%)+ 4,G*84D,G3 F* %5B4*3, 6H, D8+684%&E 5,6H*9G )&9 6* 9,3,+*B &*3,+ D8+684%&E
6,DH&%L8,G %G 6H,4,C*4, 3,4= %5B*46)&6 6* %&D4,)G, 6H, D8+684)@%+6= *C 5%D4**4E)&%G5G )&9 6* %G*+)6, 5*4, 8&D8+684,9 5%D4**4E)&%G5G，
JH%DH %G *C D48D%)+ %5B*46)&D, 6* 4,G,)4DH B4%&D%B+,G *C 5%D4*@%)+ +%C,，6* 8&9,4G6)&9 6H, %&6,4)D6%*& @,6J,,& 5%D4*@%)+ D,++G C*4
D*44,D6+= 9,G%E&%&E，)BB+=%&E )&9 5)&%B8+)6%&E ,&3%4*&5,&6)+ 5%D4*@%)+ B4*D,GG,G3 FH%G 4,3%,J G=G6,5)6%D)++= G855)4%M,9 6H, D)8G,G
C*4 5%D4**4E)&%G5G’8&D8+684)@%+%6= )&9 4,D,&6 J*4N *& 6H, )BB4*)DH,G 6* %&D4,)G, 6H, D8+684)@%+%6= *C 5%D4**4E)&%G5G3 F* 5%5%D
&)684)+ ,&3%4*&5,&6（BH=G%D)++=，DH,5%D)++= )&9 @%*+*E%D)++=）)&9 6* %&64*98D, 5%D4*@%)+ %&6,4)D6%*&G %&6* D8+684, 5,9%85 )G 5)&= )G
B*GG%@+, %G G8EE,G6,9 6* @, *C N,= %5B*46)&D, 6* %&D4,)G, D8+684)@%+%6= *C 5%D4**4E)&%G5G3
4(25$#6)：;8+684)@%+%6= *C 5%D4**4E)&%G5G；:84, D8+684%&E 5,6H*9G；-8*485 G,&G%&E

O*8&9)6%*& %6,5：0)6%*&)+ $)G%D P,G,)4DH :4*E4)5 *C ;H%&)（ABBQ;$AA!CBF）；0)6%*&)+ 0)684)+ 7D%,&D, O*8&9)6%*& *C ;H%&)（CBCBBBBF）
! ;*44,GB*&9%&E )86H*4 3 F,+：F^>!B>^A""A!C"；O)K：F^>!B>^A""!Y"A；2>5)%+：K%)*+,% D J8f 6G%&EH8) 3,98 3 D&

P,D,%3,9：AF >8+= ABBQb/DD,B6,9：!A 7,B6,5@,4 ABBQbP,3%G,9：Q 0*3,5@,4 ABBQ

"BQ郭 斌等：提高微生物可培养性的方法和措施 3 b微生物学报（ABB^）Y（̂C）




