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摘要：肠道微生物组在组成和功能上都具有极高的复杂性，大量基于免培养的微生物组学研究表明肠道

菌群失调与多种疾病都存在密切关联，肠道菌群的稳态与宿主健康密切相关已是共识。同时，越来越多

的研究者认识到，可培养微生物菌株资源是肠道微生物组研究从关联分析向功能验证、机理解析和应用

开发方向深入发展的基础和保障。本文主要对近年来完成的一些具有代表性的人肠道微生物大规模分离

培养和菌株资源库构建工作，进行整理，总结回顾肠道微生物分离培养技术和方法的进展；并通过几个

有代表性的基于可培养微生物菌株资源开展的肠道微生物数据挖掘、宿主–微生物互作机理研究和应用

开发的成果，展示肠道微生物菌株资源库的应用价值和开发潜力。 
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肠道微生物组具有群落结构复杂、数量庞

大、多样性高、功能丰富等特点，大量的研究表

明，肠道微生物组广泛参与宿主的神经、生理、

代谢、免疫等各种生命过程和生理活动，与宿主

健康息息相关；肠道微生物菌群失去平衡，可以

引发机体代谢紊乱和肠道炎症等疾病[1–4]。人体作

为宿主，为种类繁多的微生物提供了良好的栖息

环境[5]。在不同年龄、体重、性别、地域的健康

人群中，肠道微生物组成可以分为 3 种肠型，即

拟杆菌型、普氏菌型及瘤胃球菌型[6]。在肠道环

境中，不同肠型的出现与宿主的饮食习惯密切相

关，宿主的饮食习惯和食物结构组成以及宿主与

肠道微生物的相互作用，决定了肠道中微生物菌

群，肠道菌群结构和组成相对稳定。肠道菌群一

旦失去平衡，会影响宿主的许多生理功能，其中

包含新陈代谢及炎症的发生[3–4]，特别是脑–肠轴

的提出，拓宽了我们对肠道微生物组成变化引起

疾病的认识[7]。鉴于肠道微生物组具有高度复杂

性，对其进行研究的策略也是多种多样，根据研

究手段不同，大致可分为基于免培养的多组学技
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术和基于可培养菌株资源两种研究策略。得益于

高通量测序和质谱等技术的飞速发展[8]，肠道微

生物的多组学研究发展迅猛，产生了海量的组学

数据，研究人员通过数据挖掘和结果分析，发现

了不同人群的菌群差异、以及个人肠道菌群的纵

向动态变化等，根据已知功能基因的预测，还可

以对肠道微生物宏基因组的功能进行预测。过去

的 10 余年中，尽管此类不依赖微生物培养(免培

养技术)的研究是肠道微生物研究的热点，并揭示

了肠道菌群与宿主健康和疾病存在着关联性，但

此类研究不能揭示肠道菌群与健康或者疾病的

因果关系。肠道微生物菌株资源是研究肠道菌群

与宿主健康或者疾病的因果关系、揭示肠道微生

物与宿主互作的机制必不可少的材料[9–11]，正如

2016 年 Vilanova 等在其综述文章中描述：仅仅依

靠基于免培养的组学技术不足以阐明肠道菌群

这样一个复杂群落，还需要通过提高肠道微生物

的培养技术和增加可培养菌株资源，将免培养组

学技术与基于可培养的研究策略有机结合起来，

才能实现肠道微生物组研究的深入发展和对多

组学数据的精确解析[12]。近年来肠道微生物大规

模分离培养的工作越来越受到研究人员的关注，

并取得了良好的进展[13–14]；这些研究不仅证明了

肠道可培养微生物菌株是研究肠道菌–宿主互作

机制、开发利用功能菌株、实现靶向肠道干预宿

主健康的资源基础，还是提高宏基因组等组学数

据挖掘深入和精度的钥匙[15–16]。本文结合作者对

肠道微生物分离培养工作的经验，总结近年来国

内外完成的一些具有代表性的肠道微生物大规

模分离培养和菌株资源库构建的工作结果，在回

顾肠道微生物分离培养技术的研究进展和利用

功能菌株靶向调控肠道菌干预疾病的研究实例

的基础上，探讨未来培养肠道微生物菌株资源的

技术发展方向以及肠道微生物的开发潜力。 

1  肠道微生物大规模分离培养方

法的研究进展 

微生物的大规模分离培养从流程上大致可

分为样品前处理、细胞分离与培养、获得菌株的

分类学鉴定和菌种保存，如图 1-A。粪便样品前

处理的方法根据实验需求而有所不同，常用的前

处理方法包括过滤、预培养、酒精处理、热处理

等 [17–18]。处理后的样品进行菌株的分离培养工

作，肠道微生物分离培养目前采用的方法包括传

统的梯度稀释平板涂布法和基于微流控的单细

胞分离培养方法，2 种方法各有优劣。传统的分

离培养方法是将前处理样品进行不同浓度梯度

的稀释，然后涂布于选取的培养基平板上，培养

不同时间之后对平板上生长的单菌落进行挑取

和转接扩大培养后进行物种鉴定[19–22]。目前该种

方法尽管耗时耗力，但仍然是肠道微生物分离培

养最常用的方法之一[23]。Liu 等和 Zou 等运用该

分离培养方法对粪便样品进行大规模分离培养，

同时通过设计不同的样品方式、培养基组成和培

养条件的组合，从粪便中分离获得了丰富多样的

肠道微生物[16,18]。此外，Lagier 等用了 70 种不同

的组合条件，分离获得了上千种肠道微生物，并

确定了 18 种最优的培养条件组合 [23–25]。另外   

一种相较于传统平板涂布法具有更高通量的方

法是基于微流控高通量的分离培养方法[26]，该方

法可以实现单细胞水平的分离与培养，可以更好

的获得对低丰度稀有菌株的有效分离，并且更容

易通过定向设计培养条件实现目标菌株的定向 
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图 1.  基于传统平板涂布(A)和高通量微流控(B)肠道微生物分离–培养–鉴定流程图 

Figure 1.  The workflows of Petri dish–based (A) and high–throughput microfluidic–based (B) gut microbial 
isolation and identification.  
 

获取，工作原理图如图 1-B 所示。微流控分离微

生物优点是通过微液滴中的单细胞培养，避免因

优势微生物快速生长抢占生态位而导致的慢生

长微生物无法形成肉眼可见菌落，甚至可以通过

反向基因组学[27]，设计筛选目的微生物特异性引

物或者探针对其及进行大批量筛选，获得更多未

培养肠道微生物[28–29]。但是，该方法同样存在缺

点，众所周知复杂环境中存在一些微生物的生长

需要依赖于微生物间共生或接触关系，而微流控

方法所采用的极限稀释法会使得一部分依赖共

生的微生物在单细胞水平缺乏共生对象而无法

被分离获取。一直以来，微生物的分离培养受到

多种因素的制约，包括复杂且不确定的分离培养

条件，缺乏复苏休眠微生物的手段等。为了应对

这些问题，创新性的培养方法也层出不穷，除上

述介绍的方法外，还有包括基于膜扩散的培养方

法和基于细胞分选的培养方法等[30]，并且部分技

术已经成功用于分离新的微生物。 
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在分离获得纯培养菌株之后，需要对菌株的

分类学地位进行鉴定。目前在肠道微生物分离培

养最常采用的方法是通过对纯菌株的 16S rRNA

基因全长进行测序和 16S rRNA 基因库比对注 

释[11]。该方法利用 27F/1492R 通用引物扩增微生

物 16S rRNA 全长并测序，通过与 NCBI (https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/) 和 EzBiocloud (https://www. 

ezbiocloud.net/)数据库进行比对，可以获得较权

威的物种分类信息。当遇到之前未被鉴定过的潜

在新物种时，也可以直接利用其 16S rRNA 基因

全长序列进行系统发育树的构建，描述各潜在新

种及其密切相关物种的系统发育，对其分类学地 

位进行大致的评估。除了利用 16S rRNA 基因的

鉴定方法以外，以 Schubert 等人为代表的研究团

队，也将基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱法

(MALDI-TOF MS)[31]用于肠道微生物的大批量鉴

定中，其工作原理如图 1-A 所示。该种方法通过

测定和比对“多肽指纹图谱”，对目标纯培养菌株

分类学地位进行初步鉴定。这一方法相较于测序

法，具有高通量、经济等优点，通过对初步鉴定

结果进行比对筛选后，研究人员可以进一步挑取

其中感兴趣的菌株进行鉴定和后续的分析[32]。这

种分离鉴定方法已经辅助许多大规模分离培养

工作的开展，依赖于该鉴定方法建立起来的人肠

道大规模分离培养工作流程也被称作人肠道的

“培养组学”[8,23,31]。最后要介绍的是一种新型的菌

株鉴定方法–––拉曼光谱鉴定法，该方法利用微生

物中蛋白质、核苷酸、脂质等物质生成的“全生物

指纹图谱”[33]，进行快速、高效、实时的微生物

鉴定[34]。与其他方法相比，拉曼光谱法鉴定微生

物的优点在于可以鉴定混合样品。然而，由于拉

曼光谱法用于微生物菌株鉴定时间较短，可比对

的指纹图谱数据库包含的物种多样性相较于 16S 

rRNA 基因数据库和肽指纹图谱库都要低很多，

因此鉴定的准确度和鉴定范围都相较于前两种

方法差很多，仍需要研究人员通过后续的工作进

行不断完善和补充，方能使得该方法得到更好的

发展和应用[33]。 

目前，还没有专门针对肠道微生物菌种的保

藏技术和方法，从粪便中分离获得的纯培养菌株

可以通过甘油法、冷冻干燥法或者毛细管法进行

长期保存，供后续复苏和开展实验使用。但是，

许多从事肠道微生物分离培养的研究者已经发

现，传统的甘油法、冷冻干燥等微生物保藏技术，

对于肠道微生物并不适用，相当比例的肠道微生

物在保藏之后不能复活，研究针对肠道微生物的

保藏技术和方法，是一个十分重要和迫切的课题。 

2  人的肠道微生物可培养菌株资

源现状 

人的肠道微生物组与人类健康密切相关，一

直以来受到研究人员的关注，肠道微生物的大规

模分离培养工作也多数集中于对人源样本系统

开展[35–36]。对于人肠道微生物的大规模分离培养，

早 在 2010 年 人 类 微 生 物 组 计 划 (Human 

Microbiome Project，HMP)启动之时就已经开始，

该计划从人体各部位获取不同微生物进行全基因

组测序，目前测序 2000 多个微生物基因组，其中

包括 437 个人类肠道微生物基因组[37]。2011 年，

Andrew 等在严格厌氧条件下，利用改良 GMM 培

养基，对 2 个粪便样品中的厌氧微生物进行大规

模的分离培养[36]。为避免手动挑取单克隆，研究

人员利用稀释高通量写板的方式分离培养微生
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物，利用大量 384 孔板对微生物进行分离培养，

共获得 1170 株微生物，分属于 15 个科、23 个属、

48 个种，用来分析不同微生物对营养物质的利用

差异[36]。随后的 2012 年，Didier R 团队对人粪便

样本进行了大规模分离培养，研究人员前后采用

了 212 种不同的培养条件，共分离培养了 341 个

菌种，其中一半以上为首次在肠道中分离发现 

的[38]。随后，该团队又于 2016 年宣布通过传统

平板涂布法结合 MALDI–TOF 检测的“培养组学”

方法，从人粪便样本一共分离获得了 1056 个物

种，其中包含 247 个新物种[23]。同年，另一个肠

道 微 生 物 大 规 模 分 离 培 养 的 重 要 研 究 成 果 由

Trevor 团队发表，他们通过对粪便样本进行酒精

处理来杀死营养细胞，保留芽孢，然后通过在培

养基中添加牛黄胆酸盐的方法刺激芽孢萌发的

策略，成功分离培养了 137 株、121 种产芽孢肠

道菌，其中包含 69 个首次分离培养的新物种[39]。

该种样品处理方法后来被广泛的应用于肠道微

生物的分离培养中。该团队又在 3 年后，对分

离培养的菌株资源库做了进一步的扩充，构建了

人 类 肠 道 细 菌 培 养 库 (human gastrointestinal 

bacteria culture collection，HBC)，该菌株资源库

包含 737 株来自 273 个不同物种的菌株资源及其

对应的基因组数据，其中包含 105 个潜在新物  

种[40]。2019 年另一个代表性的肠道微生物分离培

养工作是由华大基因研究团队完成的，研究人员

通过对 155 个健康志愿者粪便样品分离培养，从

6000 多个单菌落中获得了 1520 分离株，并对全

部菌株进行了基因组测序，构建了肠道微生物培

养的基因组文集(Culturable Genome Reference，

CGR)[16]。作者后续通过对 1520 株基因组进行 16S 

rRNA 序列提取和比对，以 98.7%同源性作为分

类标准的话，这 1520 株菌来自于至少 319 个不

同菌种，且其中包含至少 141 个尚未进行分类

学鉴定的物种[16]。同年，Poyet 团队通过对 11 位

粪菌移植供体粪便进行微生物分离培养，建立了

菌 株 库 BIO-ML (Broad Institute-OpenBiome 

Microbiome Library)[41]。该库中包含来自 106 个种

的代表性菌株和 7758 个菌株的基因组框架图[29,41]。

近期，刘双江团队通过从 239 份中国健康人粪便

样本中分离超过 15000 个分离株，获得 400 个肠

道微生物物种，来自 159 个属和 53 个科，其中

包含 102 个新物种，28 个新属和 3 个新科)，全

部新种进行了全基因组测序、菌种描述和命名，

代表 400 个物种的 1170 个菌株保存在国内外菌

种保藏中心，构建了对学术界开放使用的中华健

康人肠道菌株资源库 hGMB (hgmb.nmdc.cn)[42]。

通过将前文所列举的从 2016 年至今的，6 个肠道

微生物资源库进行综合比较，发现这 6 个代表性

分离培养工作，一共获得超过 1521 个明确人肠

道来源的微生物物种，其中 1150 个物种只出现

在其中一个资源库中[42] (图 2)。除了上述较有代

表性的菌株资源库以外，研究人员根据各自研究目

的的不同，针对人群样本进行肠道微生物的分离培

养，例如专门针对毛螺菌科(Lachnospiraceae)[43]和

阿克曼菌属 (Akkermansia)[41]开展的大规模分离

培养和表征工作。这些工作不仅揭示了特定类群

菌种的生理功能与生态特征，同时也丰富了对应

的肠道菌种资源。据不完全统计，目前已经成功

分离培养的肠道微生物约在 1500–2000 种，而根

据作者和其他研究人员对于人肠道微生物组高

通 量 测 序 数 据 的 整 合 分 析 ， 保 守 估 计 仍 有

50%–70%的肠道微生物物种仍处于未培养状态，

肠道微生物分离培养工作仍任重道远[18,39,42]。 
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图 2.  六个近年来具有代表性的人肠道大规模分离培养工作获得菌种的数量和分布情况(根据文献[44]修改) 

Figure 2.  Comparison of 6 representative and large-scale studies on gut microbial cultivation and collections 
(derived from preprint[44]). SPORE covers 121 species and 18 species are not covered by other 5 studies[39]. 
BIO-ML covers 106 species and 19 species are not covered by other 5 studies[41]; Culturomics covers 1056 species 
and 803 species are not covered by other 5 studies[23]; CGR covers 319 species and 127 species are not covered 
by other 5 studies[16]; HBC covers 236 species and 39 species are not covered by other 5 studies[40]; hGMB 
covers 400 species and 138 species are not covered by other 5 studies[42]. 

 

3  模式动物肠道微生物可培养菌

株资源现状 

小鼠是肠道微生物研究的最常用动物模型

之一，大量与肠道菌群相关的研究工作都是利用

小鼠模型完成的。然而，很长一段时间里，我们

对于小鼠肠道菌群结构和组成、特别是系统的分

离培养，缺乏足够的关注。直到 2016 年，Ilias L

等通过对分离培养的小鼠肠道微生物进行系统

整合和分析，构建了首个小鼠肠道微生物菌株资

源库 miBC (www.dsmz.de/miBC)[8]。他们分离挑

取培养了超过 1500 个单克隆，并从中鉴定出了

76 个不同物种，分属于 26 个科和 5 个门，分别

为放线菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、
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拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)

和疣微菌门(Verrucomicrobia)。然而，通过对不同

模型小鼠肠道 16S rRNA 基因扩增子数据的综合

分析，这 76 个物种仅覆盖不到 10%的物种多样性。

这意味着大部分小鼠肠道菌仍处于未培养状态。

随后，在 2020 年，刘双江等人的团队通过一套

自主设计的标准化分离培养流程鉴定，对 ob/ob

小鼠肠道内容物进行大规模分离培养，先后分离

并鉴定了 1831 个分离株，并将其中的 244 个菌

株保藏在国际认可的菌保中心[18]。此次建构的小

鼠肠道微生物资源库(mGMB)包括 126 种微生物

及其基因组，其中 76 种微生物是首次分离培养

的新物种，并对这些新物种进行了分类学鉴定和

命名。该小鼠菌株资源库覆盖了超过 88%小鼠肠

道的核心属，其基因组代表了超过 52%的小鼠肠

道的非冗余功能基因集。mGMB 资源库的构建使

得可培养的小鼠肠道微生物菌株资源从 76 种增

加到 180 种，从 48 个属增加到 110 个属(图 3)，

两个小鼠菌株资源库(miBC 和 mGMB)构成了目

前最大的小鼠肠道微生物资源集合，为后续基于

小鼠模型开展肠道菌–宿主互作机理研究和功能

菌株开发奠定了资源基础。 

 

 
 

图 3.  小鼠肠道微生物菌株资源库菌种多样性 

Figure 3.  The species diversity of mouse gut microbial biobank, and coverages by mGMB (first inner ring) and 
miBC (second ring). Derived from reference [18]. 
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除小鼠以外，昆虫是自然界中存在数量和种

类最大的一类动物，针对昆虫肠道微生物生物分

离获得的菌株却数量有限。吕宝乾团队在对椰心

叶甲的肠道微生物分离中，利用 LB 培养基获得

22 株微生物，分属于 5 个属 3 个门，分别为变形

菌门、厚壁菌门和放线菌门，其中 13 株属于变

形菌门是占比最高的微生物，而且由于椰心叶甲

经常食用纤维素、木聚糖等植物多糖，分离获得

的微生物大多也可以降解纤维素和木聚糖等[44]。

白蚁是备受关注的一类分解木质纤维素的昆虫，

周楠等采用高通量微流控液滴阵列技术，对白蚁

肠道微生物进行了培养并获得 396 株微生物，其

中包括 Burkholderia、Micrococcus 和 Dysgonomonas

等属的新成员[25]。华中师范大学杨红团队与刘双

江研究团队合作，通过利用寡营养成分的培养

基，分离获得 104 株微生物分属于 18 个属 4 个

门，分别是厚壁菌门、放线菌门、变形菌门和奇

异球菌–栖热菌门(Deinococcus–Thermus)，包含首

次 在 白 蚁 肠 道 中 分 离 得 到 的 Deinococcus[45] 和

Gryllotalpicola[46] 属 微 生 物 和 另 外 2 株 肠 道 新  

种[47–48]。Nishiyama T 和 Manfredi AP 团队在唯一

碳源条件下从鳞翅目、鞘翅目等成虫肠道微生物

进行分离培养，都获得了大量可降解纤维素的菌

株，其中 Manfredi AP 团队共分离 233 株微生物，

分属于 12 个属 4 个门，分别是厚壁菌门、放线

菌门、变形菌门及拟杆菌门，由于宿主饮食特性，

其中 45 株微生物均可对纤维素进行水解[49–50]。

也有很多科学家在体外模拟肠道环境，通过调整

环境中的氧分压对微生物进行富集培养后，再进

行微生物分离培养，杨红团队在黑胸散白蚁肠道

中发现，在严格厌氧条件下分离出的优势微生物

是肠杆菌、柠檬酸杆菌、乳球菌等，但在好氧情 

况下为乳球菌、芽孢杆菌等，并且发现寡营养培

养基对白蚁肠道微生物分离多样性具有较好的

影响[51]。同样，杨书燕团队在不同肠段分离的微

生物，由于氧分压不同，在分离获得 342 株微生

物中，虽然分布于 16 个属中，但在不同肠段分

离的微生物组成和优势微生物也不尽相同[52]。不

论是为了分离获得功能微生物还是利用不同条

件培养富集后分离微生物，都能使不同的微生物

在相应的条件下富集，这也为后续大规模分离培

养工作奠定了基础。 

相比于陆生生物，针对水生动物肠道微生物

的分离培养报道较少。就目前的研究结果而言，

水生动物肠道微生物组成主要包含拟杆菌门、厚

壁菌门、变形菌门、软壁菌门(Tenericutes)、放线

菌门和梭杆菌门[53]。张美玲团队从罗非鱼肠道前肠

中分离培养 286 株微生物，其中 6 株可以将鱼油或

豆油作为唯一碳源，其中 5 株属于柠檬酸杆菌属

(Citrobacter)，1 株为气单胞菌属(Aeromonas)，它

可以将豆油和鱼油分别分解成 21 种脂肪酸和  

17 种脂肪酸[54]。 

4  肠道微生物资源的开发与利用 

正如前言中所论述的，肠道微生物菌株资

源对于推动肠道微生物组从数据分析描述型研

究向因果机理型和应用开发型研究的过渡与深

入发展，是必不可少的。下面作者将通过几个典

型的基于菌株资源开展的肠道微生物组研究的

例子，展示肠道微生物菌株资源库的应用场景和

未来开发潜力。 

首先，肠道微生物的分离培养与鉴定工作极

大地推动了肠道高通量测序研究的发展。一直以

来，肠道菌群的高通量测序研究，无论是宏基因
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组数据还是扩增子数据，在进行物种分析时，通

常需要通过与已知物种信息的基因组或者标志

基 因 的 数 据 库 进 行 比 对 与 分 析 ， 实 现 物 种 注   

释[15]。然而在实际操作中，研究人员发现，由于

肠道中大量物种处于未培养和未鉴定状态，那么

数据库中就缺乏这些微生物对应的物种信息、特

征基因和基因组的数据，结果就是在对高通量测

序数据进行分析注释时，这些未培养的物种无法

被准确注释出来，因而这些未培养物种中的潜在

功能，也就不得而知了。解决这一问题的最直接

方法是把这些未培养的微生物变得可以培养、获

得更多可培养的新物种，包括其对应的物种分类

信息、标志基因序列和基因组数据等[16,55]。举例

来说，在小鼠菌株资源库 mGMB 构建之前，利

用 LTP 数据库(LTP_v132)对随机选取的小鼠肠道

16S rRNA 基因扩增子进行物种注释时，仅有

12.98%±5.07%的 reads 可以被注释到明确的物

种，33.43%±9.52% reads 可以被注释到已知属[8]。

而当研究人员将 mGMB 中的 76 个新物种的 16S 

rRNA 序列更新到 LTP 数据库中之后，发现对于

同 样 的 一 批 扩 增 子 数 据 进 行 注 释 时 ， 有

24.37%±6.60%的 reads 可以被注释到明确的物

种，而可以注释到已知属的 reads 数也提高到了

49.46%±9.54%，这一提高，使得更多测序数据被

利用和分析，更多的信息可以被挖掘出来[18]。例

如，研究人员通过对 ob/ob 小鼠和野生型小鼠的

肠道扩增子数据进行基于注释的差异分析，就发

现有 3 个 mGMB 鉴定的新属(Columnibacterium 

gen. nov., Musculibacter gen. nov.和 Faeciroseburia 

gen. nov.)是在 ob/ob 小鼠肠道中特异性富集的，

而 有 2 个 新 属 (Digestivibacterium gen. nov. 和

Stereobacter gen. nov.)是在野生型小鼠中显著富

集的[18]。这些差异菌属背后可能代表了与表型相

关联的潜在新功能。此外，前文提到的 2019 年

建立的 2 个人肠道菌株资源库 HBC[41]和 CGR[16]

也是不约而同的采用大规模分离培养和基因组

测序的策略，实现了对于宏基因组数据挖掘和功

能分析的精确度和覆盖度的大幅度提高。其中，

CGR 的工作通过对 1520 株来自 339 个不同物种

的肠道微生物进行培养和基因组测序，对全球范

围内人肠道的宏基因组数据的 reads 覆盖度从

50%提高到了超过 70%[16]。而 HBC 通过培养和

测序 737 株来自 273 个物种的肠道微生物，将人

肠道宏基因组数据的物种注释率相较于 Human 

Microbiome Project (HMP)基因组集提高了 61%；

通过将培养获得的微生物基因组与原有数据库

进行整合，对全球范围内 13490 份人肠道宏基因

组数据中超过 81%的属进行明确的注释[41,56]。 

第二，获得更多肠道微生物菌株资源促进了

宿主–肠道菌群功能的验证与因果机理的阐明。

香港大学于君团队开展了大量基于可培养菌株

的因果关系与作用机理研究工作，通过小鼠灌胃

模型和细胞模型实验研究，发现厌氧消化链球菌

(Peptostreptococcus anaerobius)表面蛋白 PCWBR2

与 CRC 细胞表面的整合素 α2/β1 结合，激活下游

的 PI3K-Akt-NF-κB 信号通路，从而导致结直肠

癌发生发展[57]。而最新发表的研究结果证明，癌

症患者体内特异性富集的奇异变形菌属可以通

过侵润肠道上皮细胞系、增加促炎因子(IL-18、

IL-1α)产生，诱导 NOD、JAK-STAT、MAPK 信

号通路活化诱导炎症应答，并加剧 DSS 处理小鼠

的结肠炎症[58]。然而研究表明肠道内丁酸盐浓度

的下降与肠道炎症发病存在一定关联，但它们之

间是否存在因果关系，Kazuyuki K 对 8 周动脉粥
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样硬化 ApoE–/– GM 小鼠接种常见丁酸产生菌群

(C. symbiosum、C. comes 以及 R. torques)或在食

物中添加三丁酸甘油酯(TB)，两组分别食用 HPP

饮食和 HPP+6%TB，发现丁酸盐可通过减少内毒

素血症来抑制动脉粥样硬化的发展，使接种丁酸

盐产生菌组小鼠动脉硬化病情发展得到较好控

制，并且发现肠道中 Roseburia 定殖对心血管疾

病是有益处的[59]。北京大学第三附属医院段丽萍

团队通过对肠应激大鼠(避水应激法)和对照组粪

便样品组学分析结果发现，在肠易激组肠道菌群

组成上毛螺菌科明显减少，且丁酸盐合成途径富

集情况显著降低[60]。为了验证丁酸产生菌是否直

接影响大鼠的应激表型，研究人员利用了一株毛

螺菌科的丁酸盐产生菌 Roseburia hominis 对肠易

激组进行灌胃补充，补充后发现大鼠盲肠内不仅

丁酸盐含量有明显提升，相对灌胃 PBS 的肠易激

组丙酸盐也有明显提升，并且对肠应激症状有所

改善[61]。 

第三，菌株资源库的构建有利于更多功能益

生菌的开发。目前肠道益生菌在物种水平上种类

相对较少，根据中国卫生部引发《可用于食品菌

种名单》(更新于 2018 年)中所列，可用于食品的

菌种数量为 35 种。想要从现有框架内发现更多

全新功能的益生菌存在一定难度和局限。菌株资

源库的构建使得肠道来源的菌株得到了极大的

丰富，更多的物种多样性决定了肠道微生物具有

更高的功能多样性，研究人员就可以从这些菌株

资源库中通过对多组学数据进行分析发掘，进一

步发现和鉴定新的功能菌作为益生菌的开发对

象。例如，刘宏伟和刘双江研究团队通过分析

HMP 健康人群和肥胖人群高通量测序数据，发现

其中 Parabacteroides 相对丰度与体质指数(BMI)

呈明显负相关，而且该属微生物是人类肠道微生

物组成 18 核心成员之一，并且在肥胖人群中的

分析 Parabacteroides 相对丰度明显下降[62]。随

后，研究人员利用 mGMB 中的一株狄氏副拟杆

菌 Parabacteroides distasonis (PD)对 ob/ob 小鼠进

行灌胃，结果表明口服 PD 可改善代谢、控制体

重、减少高血糖和降低脂肪肝，是潜在的功能益

生菌[62]。PD 可通过产生琥珀酸增强肠上皮中的

果糖-1,6-二磷酸酶活性，从而促进肠道糖异生，

可通过活化肠道 FXR–FGF15 通路，恢复肠道屏

障完整性，可转化胆汁酸，增加次级胆汁酸石胆

酸(LCA)和熊去氧胆酸(UDCA)从而缓解小鼠高

血脂[62]。近期，两个研究团队合作，通过对中华

健康人肠道菌株资源库 hGMB 中的一株解木糖

拟杆菌进行功能鉴定，发现该菌株灌胃 fa/fa 大鼠

可以显著增加肝脏、血液中叶酸含量，提高叶酸

介导的一碳代谢，显示良好的降脂、降糖、抗脂

肪肝作用，且该益生效果依赖于解木糖拟杆菌中

的叶酸合成途径[62]。该菌株展示出的对肥胖大鼠

的脂肪肝缓解效果与口服具有非酒精性脂肪肝

干预作用的灵芝杂萜衍生物(GMD)效果类似[63]。 

除了上述基于可培养菌株资源所开展的肠

道微生物组研究以外，肠道微生物菌株资源库还

可以应用于更多的研究场景。例如，现阶段的粪

菌移植还滞留在使用供体完整粪便对受体进行

移植，在这过程中，并不能有效排除粪便中一些

未出现表型的有害生物或者非生物因子，如果这

些有害因子随同粪便转入受体体内，可能会带来

不良影响。这也更加体现出从复杂的群落中获得

纯培养和彻底弄清其中的相互作用机制的重要

性，从而达到对症下药，个性配比的目的[41,55,64]。

肠道微生物菌株资源库的构建为粪菌移植过程
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中进行人工设计与个性化人工菌群的构建、更多

疾病的肠道干预靶点的验证与发现、肠道菌功能

代谢产物的发掘与应用以及未知功能基因的研

究等，提供了可能性和资源基础。 

5  肠道微生物分离培养面临的问

题与机遇 

为探索更多疾病与肠道微生物之间存在的

互作机理并实现通过干预肠道菌群组成达到精

准医疗的目的，需要对肠道群落有更为全面的了

解。这需要通过不懈的努力，将更多“不可培养”

微生物培养出来，不断扩充新的可培养菌株资

源，从而更深入的了解微生物自身特性及微生物

与宿主间作用机制。为完善肠道菌株资源库，许

多团队都在探索合适的分离技术和培养手段，包

括笔者所在研究组在内的多个研究团队发现在

样品前处理阶段，利用酒精处理后可以提高产芽

孢菌株的分离培养效果，并且在培养基中添加瘤

胃液和羊血可以提高分离培养的多样性和生长

效果[18]。不仅如此，Lagier 团队利用 70 种不同培

养方案对粪便中微生物进行培养，其中 18 种被验

证非常适用与肠道微生物的培养，而且该团队依

靠这种培养策略分离获得大量不同菌株 [11]。其

中，厌氧环境的维持是至关重要的，这些最佳培

养条件的确定使得以后的研究可以获得更多未

鉴定微生物。在分离培养微生物的方法上，优化

潜力同样是巨大的，从最经典的稀释涂布[39]，

到 目 前 可 以 批 量 分 离 培 养 微 生 物 的 微 流 控 设  

备[24,28]，在减少人力、物力资源投入的同时，提

高了分离培养的通量。微流控分离微生物优点 

是通过培养微液滴中唯一的单细胞，避免因优势

微生物抢占生态位而不能形成肉眼可见菌落而

被忽略的细菌，甚至可以通过反向基因组学[27]，

通过设计筛选目的微生物特异性引物或者探针

对其及进行大批量筛选，有望通过这样大批量筛

选的方法可以获得更多 HMP 中“Most wanted”列

表上通过 16S rRNA 基因扩增子数据生物信息学

分析总结的与人类疾病相关且未获得纯培养的

肠道微生物，希望以其为指引为未来开展微生物

–宿主作用机理研究奠定资源基础[28–29]。但基于

微流控的分离培养方法也存在诸多限制因素，根

据泊松分布计算微液滴体积和原始样本稀释倍

数后，体积是巨大的，如何更有效的检测每个液

滴中存在微生物细胞数量，从而更有效的剔除 0

或>1 细胞数的微液滴，从而提高仪器及培养空间

的利用效率，应该成为下一个微流控分离微生物

的方向之一。 

根据之前的报道，肠道中未培养的微生物数

量是巨大的，随着大规模分离培养的研究不断推

进[16,23,39,41]，我们面临的问题还包括对新发现的

微生物的命名，统一的命名是科学交流的基础，

然而，目前通用的国际微生物命名规则和要求，

例如期刊 International Journal of Systematic and 

Evolutionary Microbiology (IJSEM)采用多相分类

方法，要求对新菌株的生理生态、细胞化学、形

态特征、系统发育等进行全面描述，并且要求标

准菌株必须保藏在经过认定的 2 个国家的菌种保

藏中心，过程的复杂阻滞了肠道微生物鉴定和命

名的发展，使得一些科学家不愿意对分离培养的

微生物进行命名和描述。在研究规范的基础上，



886 Mengxuan Du et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(4) 

actamicro@im.ac.cn 

如何简化物种描述内容和标准菌株的保存流程，

急需制定一套合理规范、简洁易行、广为接受的

菌种命名和菌株保藏流程，还需要微生物分类学

家的努力。另一方面，新种模式菌株需要存放于

不同的保种中心，这需要各国间加强相互交流，

制定更便捷的邮寄菌株方案及法律法规，尽量降

低繁杂且重复的工作，将会对提高新物种描述的

效率有极大的帮助。 

最后，还需要加强对于肠道微生物保存方法

的研究。当前使用的冻干粉或者液氮保藏，有其

局限性，例如发现经过保藏之后，相当比例的菌

株不能复活。菌株经冻干后的菌粉，十分依赖保

护剂类型，且不同菌株对保护剂要求也趋于不

同，对该方面的进一步探索也是十分必要的。 

综上所述，通过更高效的分离肠道微生物，

建立肠道菌株资源库，得到未培养微生物且后续

对新培养微生物的命名及保存工作的完善，是目

前亟待解决的问题。建立肠道菌株资源库可以更

加高效的服务科学研究，进行资源的合理开发与

利用，资源库的建立可以促进高通量数据的精准

解析与深入挖掘，可以针对靶向肠道的多种疾病

干预效果进行有效的评价与实验验证，同时可以

进行潜在的益生菌、后生素的开发利用，也可以

进行肠道菌与宿主互作相关分子机制的研究，解

密肠道中的微生物暗物质，精准的调控肠道菌

群，使肠道菌能够更好的服务于人类健康。所以

建立分离培养的新方法，创建保藏菌株资源的进

技术是保证肠道菌株资源长久发展的基础，是推

进菌株资源开发利用的奠基石。希望在今后的科

学发展中，可以获得更多的不可培养微生物，深

入了解菌株特性及发掘其在疾病治疗方面的潜

力，为人类健康保驾护航。 
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Gut Microbial BioBanks: Construction and Applications 
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Abstract: The gut microbiome (GM) is extremely complicated in composition and function. Many 

culture-independent studies have demonstrated that the GM plays a pivotal role in host health and its imbalance has 

close relevance with various diseases. Meanwhile, increasing more researchers have realized that the culturable gut 

microbial biobanks are the resource foundations to facilitate the in-depth studies of GM by transition from meta-data 

based on relevance analysis to experimental validation of host-microbe interactions and GM-disease causality and 

further application in human health management. In this review, we summarize the recent progresses on large-scale 

gut microbial isolation and cultivation from different hosts, and provide a few examples for application of cultured 

microbial resources in high throughput sequencing data analyzing and in host-microbe interaction studies. 

Keywords: gut microbiome, large–scale isolation and cultivation, culture–independent study, culturomics, 

microbial resource application 
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