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摘要：口腔微生物是人体微生物组的重要组成部分，其群落组成丰富且独特。现有研究显示，口腔微生

物与龋病、牙周炎等口腔健康问题有直接的联系，因而具有重要的研究价值。随着高通量测序技术的发

展，人们对口腔中未培养微生物多样性的认识不断加深，这进一步催生对微生物分离培养技术需求的增

加。为此，本文将围绕口腔未培养微生物及其分离培养策略的研究进展，首先介绍口腔中未培养微生物

的研究现状；其次分析口腔微生物分离培养中可能的限制因素；最后综述微生物分离培养技术发展及其

在口腔未培养微生物研究中的应用。全文旨在为口腔未培养微生物的分离培养提供思路和技术参考。 
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口腔是人体中除肠道外微生物定殖的主要场

所，因其具有的开放性和动态性等特点使口腔微

生物成为人体多样化的微生物群落之一[1]。据统

计，健康人口腔中定殖的细菌超过 700 种[2]，而定

殖的真菌也超过 100 种[3]；此外，口腔中也存在

古菌，但主要以产甲烷菌古菌属 Methanogens 为

主[4–6]。通常认为，口腔中微生物与宿主和谐共存，

维持口腔稳态；但当口腔环境改变，其中微生物

群落平衡的破坏可导致严重的口腔健康问题，例

如 在 膳 食 中 摄 入 过 多 碳 水 化 合 物 可 促 进

Streptococcus mutans 和 Lactobacillus acidophilus

等产酸和耐酸的细菌生长，进而改变口腔微生物

群落结构，并最终损坏牙釉质诱发龋病[7–8]。因此，

对于口腔微生物群落的研究是防治口腔疾病的重

要前提。 

在早期的口腔微生物研究中，学者们主要采

用传统的微生物分离培养技术，对口腔微生物多

样性的认识受限于“所见所得”；例如，Clarke 等从 
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多份早期龋齿样品中分离到 Streptococcus mutans，

提示了该菌在龋齿形成中的潜在作用[9]。此后，基

于 16S rRNA 基因和 ITS (Internal Transcribed 

Spacer)等分子标志物的高通量测序技术的蓬勃发

展极大加深了人们对口腔微生物特别是对口腔中

未培养微生物多样性的认识[3,10]。例如，eHOMD

数 据 库 (expanded Human Oral Microbiome 

Database)显示，口腔中只有 57%的菌种被正式命

名，13%已获得纯培养的菌种未得到正式命名，

另有约 30%的菌种未获得纯培养物，这从一个侧

面提示未培养微生物是制约口腔微生物研究工作

的“瓶颈”[11]。时至今日，分离培养口腔中微生物

的工作仍不能被替代，这是因为：(1) 微生物的形

态结构、生理生化、功能基因和细胞内调控通路等

重要研究内容无法离开微生物纯培养[12–14]；(2) 现

有高通量测序技术在获得样品微生物基因组完整

度和准确度上仍有局限性[15–16]；(3) 病原菌诊断、

致病力模型的建立和病原菌药物敏感性试验均需

要纯培养物[13,17–18]。鉴于以上原因，发展微生物

分离培养技术，提高口腔样品中微生物的培养率，

将未培养微生物转变成可培养微生物是口腔研究

工作的重要方向。 

1  口腔中未培养微生物研究现状 

1.1  细菌 

细菌是口腔中最丰富的微生物，其群落结构

的改变及其与人体免疫系统的相互作用被认为是

造成牙周炎和龋齿等口腔问题的主要原因[19]。基

于 16S rRNA 基因测序结果显示，口腔中分布着超

过 20 种细菌门，其中丰度较高的细菌主要来自

Firmicutes 、 Bacteroidetes 、 Actinobacteria 、

Proteobacteria 、 Fusobacteria 、 Spirochaetes 和

Synergistetes 等[20–21]。此外，在 eHOMD 中显示(截

止 2020 年 8 月 28 日)，未培养细菌的种类主要集中

在细菌属 Bergeyella、Treponema、Saccharibacteria 

(TM7) 、 Fretibacterium 、 Veillonellaceae (G-1) 、

Absconditabacteria (SR-1)和 Gracilibacteria (GN02)

等(表 1)[22]。 

 
表 1.  口腔中的主要未培养细菌类群 

Table 1.  Major uncultivated bacteria groups in oral cavity 

Phylum Genus Unculturable species Percentage rate/%* 

Bacteroidetes Bergeyella HMT-322/-900/-907/-931 50.0 

Spirochaetes Treponema HMT-246/-247/-508/-518/-252/-254/-256/-
253/-517/-951/-235/-242/-226/-238/-230/-
239/-234/-227/-236/-228/-231/-237 

34.4 

Saccharibacteria (TM7) Saccharibacteria (TM7) HMT-356/-870/-355/-351/-350/-347/-954/-
349/-869/-346/-348/-352/-488 

86.7 

Synergistetes Fretibacterium HMT-359/-362/-360/-358/-361 62.5 

Firmicutes Veillonellaceae (G-1) HMT-132/-150/-135/-918/-148/-145 66.7 

Absconditabacteria (SR1) Absconditabacteria (SR-1) HMT-875/-345/-874 100.0 

Gracilibacteria (GN02) Gracilibacteria (GN02) HMT-873/-996/-871/-872 100.0 

*Percentage rate=uncultivated oral bacterial species/known oral bacterial species (data are collected from expanded Human Oral 
Microbiome Database: http://www.homd.org/).  
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1.2  真菌 

真菌群落是口腔微生物的重要组成部分，特

别是部分真菌具有条件致病性，可造成免疫力低

下人群口腔黏膜感染[23]。此外，口腔中真菌也可

以引起其他口腔健康问题，其作用方式可能与口

腔细菌群落失调有关；例如，Bertolini 等发现白色

念珠菌可以促进 Streptococcus oralis 形成生物膜，

并 且 增 强 了 该 菌 对 口 腔 组 织 的 侵 染 能 力 [24] 。

Ghannoum 等研究发现，健康人口腔中可检测到的

真菌属高达 85 个，其中丰度较高的包括 Candida、

Cladosporium、Aureobasidium、Saccharomyces、

Aspergillus 和 Cryptococcus 等[3]。此外，未培养的

真菌属有 11 个，例如 Glomus 等。 

1.3  古菌 

口腔中古菌的种类较少，并且这些古菌与牙周

炎、龋齿等口腔健康问题是否存在直接的联系仍需

进一步研究。目前，口腔中可检测到的古菌种类包

括 Methanobrevibacter oralis、Methanobrevibacter 

smithii 、 Methanobrevibacter massiliense 、

Methanosarcinia mazei 、 Methanobacterium 

congolense 、 Methanoculleus bourgensis 和

Nitrososphaera evergladensis 等，其中 M. massiliense

和 N. evergladensis 仍未获得纯培养[25–28]。 

2  口腔微生物分离培养中的限制因素 

2.1  氧气条件和物理媒介相关的限制因素 

厌氧环境是决定口腔微生物分离培养率的重

要条件；例如，口腔中存在的细菌属 Veillonella

和 Peptostreptococcus 中部分种是专性厌氧菌，古

菌属 Nitrososphaera 和 Methanobrevibacter 也被认

为是专性厌氧菌[29–31]。口腔中存在厌氧菌生存的

条件；例如牙周炎患者牙周袋深部被认为是一种

微氧或无氧环境，因而分离这些位置的微生物时

应注意厌氧培养。此外，许多微生物的生长需要

附着在物理媒介表面，其原因包括：(1) 在物理媒

介表面生长的微生物有利于形成生物膜，从而增

强了对物理性伤害和化学性伤害的抵抗力[32]；(2)

物体媒介表面增强微生物群体的群体感应能力

(quorum-sensing)，对微生物群落结构和生存均具

有重要调节作用[33]；(3) 在物理媒介上的着生可提

高微生物对营养物质的吸附和获取能力等[34–35]。 

2.2  微生物生长特点和培养基成分相关的限制因素 

丰度较低或生长缓慢可能是导致口腔中部分

微生物难培养的重要原因。例如 16S rRNA 基因测

序显示，Saccharibacteria (TM7)和 Absconditabacteria 

(SR-1)等在健康人口腔微生物群落中占比通常不

超过 1%；由此可见常规的培养方法可能使这些细

菌在分离培养初期难以有效富集[36]。此外，培养

基成分可能是限制口腔微生物分离培养的因素，

这一方面体现在不恰当的培养基成分可能抑制微

生物生长，例如琼脂对部分细菌具有毒性，可能

导致部分细菌生长受到抑制[37]，而磷酸盐和琼脂

混合物在高温灭菌后产生的活性氧可抑制对氧化

环境敏感微生物的生长[38]。另一方面体现在培养

基中缺少的特定成分抑制部分微生物生长；例如

Tannerella forsythia 需要 N-乙酰胞壁酸才能生长，

因此在富集口腔样品中的 Tannerella 属细菌可考

虑添加该成分[39]。此外，Tian 等通过对比 PYG 培

养 基 (peptone-yeast extract-glucose medium) 和

BMM 培养基(basal medium mucin medium)等培养

效果后发现口腔样品中细菌菌落变化与培养基成

分有关，反映了培养基的选择对初期富集口腔微

生物时具有重要作用[40]。 
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2.3  体外条件对口腔环境模拟的限制因素 

人体口腔是一个复杂的系统，因而在体外难

以准确模拟，这无疑限制了口腔微生物的分离培

养。首先，口腔中存在复杂的微生物间相互作用。

例如，牙周袋中的 Methanobrevibacter 和 Treponema

存在代谢共生的关系[26]；而在其他例子中，牙菌

斑中常见细菌属 Veillonella 可利用由 Streptococcus 

mutans 产生的乳酸作为主要碳源[41]。此外，He 等

发现 Saccharibacteria (TM7)等难以培养的主要原

因是其缺失合成必需氨基酸的通路，因而只能与

其他宿主(如 Actinobacteria)等共生[42–43]。其次，

人体内环境(例如组织及免疫系统)可能是部分微

生物生长的重要条件。例如，在部分牙周炎患者

中 Saccharibacteria (TM7)丰度显著高于健康人

群，在细菌群落中占比高达 21%[44]，暗示口腔炎

症反应可能促进了 Saccharibacteria (TM7)的生

长。另一项动物模型实验表明，抗炎症反应治疗

可减轻牙周细菌负荷，这提示人体免疫反应本身

可影响口腔微生物群落结构[45]。目前对于宿主因

素影响口腔微生物生长的一种解释是，炎症反应

组织释放的氨基酸、铁离子或其他成分对特定微

生物生长具有促进作用[46]。 

3  微生物分离培养技术研究进展 

本课题组前期系统梳理了环境微生物分离培

养技术[47]，并积极摸索未培养/难培养微生物在富

集培养过程中的影响因素；此外，我们也将目光

转移到不同来源的样品，尝试从这些样品中分离

到更多的未培养微生物。人体口腔是连接环境和

人体的重要“桥梁”，其中的微生物受自然环境和

体内环境双重因素作用，是本课题组关注的方向

之一。本节将围绕口腔微生物分离培养中限制因

素，针对性介绍微生物分离培养技术，并且对其

中已应用于口腔微生物分离培养的研究进行分

析，以期为口腔中未培养微生物的分离培养提供

新策略。 

3.1  微型生物反应器 

生物反应器是一种可以控制温度、压力和氧

浓度等条件参数，从而模拟微生物生长环境的培

养装置[48–53]。早期的微生物反应器体积较大且缺

乏检测器，因而在微生物分离培养中应用较少。

随着制造工艺和感应技术的不断进步，现已出现

微型化的生物反应器，为高通量富集培养厌氧微

生物提供了可能。该装置是由多个平行的微型生

物反应器嵌合至摇床上，同时配备有多种传感器

以实时监测反应器中微生物生长状态(图 1-A)。目

前具有代表性的微型生物反应器包括 RAMOS 

(respiration activity monitoring system)和 BioLector

等。RAMOS 可以在线监测微生物培养过程中传氧

速 率 (oxygen transfer rate) 和 呼 吸 商 (respiratory 

quotient)等指标，有利于对厌氧微生物在培养过程

中生长的连续监测[54]。BioLector 配备的传感器可

检测溶氧压(dissolved oxygen tension)、光密度和荧

光强度等，因而可监测培养过程中氧气浓度和微

生物生长状况[55]。因此，上述两种反应器为口腔

中厌氧微生物分离培养提供了应用参考。 

3.2  物理媒介培养技术 

物理媒介培养技术是针对部分微生物需要在

支撑物表面着生生长这一情况而提出的。其中，

玻璃、陶瓷、金属和多孔聚合物均可作为物理媒

介以促进微生物的初期富集培养[34]。随着学者们

逐渐认识到生物膜可能是促进口腔微生物生长的

重要因素，近年来体外生物膜形成技术作为新型

的物理媒介被逐渐应用于口腔微生物的分离培养 
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图 1.  微生物分离培养技术总结 

Figure 1.  Summary of isolation and cultivation techniques for microorganisms. A: Microbioreactor; B: Calgary 
biofilm device (a) and constant depth film fermenter (b); C: Gel embedding technique (a) and a million-well growth 
chip technique (b); D: Minitrap chip; E: Microfluidic culture technique; F: Reverse genomics method. 

 

研究中。卡尔加里生物膜装置(Calgary biofilm 

device)是较早用于培养口腔样品中微生物的一种

人工生物膜模型装置。该装置由上下两部分组成，

上部分是由 96 个塑料钉组成的盖子，下部分是与

上部分嵌合的底座；生物膜在上部塑料钉与底座

接合的部位形成(图 1-Ba)[56]。Thompson 等通过该

装置从牙菌斑中成功分离到了 Proteobacteria、

Actinobacteria、Firmicutes 和 Bacteroidetes 中部分

未培养的菌种[57]。此外，定深膜发酵器(constant 

depth film fermenter)是另一种体外生物膜形成装 

置，该装置主体由一个柱形的不锈钢圆盘组成，

其中分布的孔可被配套的不锈钢插头插入，而产

生的空腔间隙用以构建生物膜(图 1-Bb)。例如，

McBain 等 利 用 该 装 置 从 人 类 唾 液 中 富 集 到

Proteobacteria、Firmicutes 和 Bacteroidetes 中部分

菌种，证明了该装置在口腔微生物分离培养中的

应用价值[58]。 

3.3  单细胞分选和高通量分选技术 

在常规微生物分离培养中通常难以获得生长

缓慢或丰度较低的微生物，因而早期的学者们尝
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试将借助显微镜和毛细吸管(或微型针)直接从样

品中挑取目标微生物；随后的发展中，该技术逐

渐被光镊技术取代，这是因为光镊技术可结合荧

光染色的方法剔除死亡细胞，从而提高微生物细

胞的分离效率[59–60]。Huber 等从美国黄石公园热水

塘样品中利用光镊技术直接分离出嗜热古菌，这

被认为是单细胞分选的成功应用[61]。此外，激光

压力弹射技术也被认为是一种重要的单细胞分选

技术，该技术的操作方法是将待分拣的细胞样品

均匀分散于聚乙烯膜上，随后利用氮原子激光切

割聚乙烯膜以实现对单细胞的分拣[62]。 

近年来，微生物高通量分选技术的发展为口

腔微生物分离培养研究提供了全新的发展契机，

例如凝胶微滴包埋技术。该技术首先用寡营养培

养基富集样品中微生物；然后将富集的微生物样

品包埋入凝胶微滴，并制备凝胶柱；接着利用循

环流动的液体培养基分离凝胶柱中被包埋的微

滴；最后将上述微滴批量接种至培养基中进行微

生物分选(图 1-Ca)。Zengler 等借助该技术从环境

样品中分离出大量先前未获得纯培养的微生物，

证明了该技术在微生物分离培养中的应用价值[63]。

此外，Ingham 等开发了一种以平板培养法为基础

的生长芯片，该芯片是一块表面被蚀刻的多孔氧

化铝，其表面分布着 7–400 万个可用于培养微生

物的微型分隔；当该芯片插入培养基后，培养基

成分可经铝膜孔隙从下层进入分隔为微生物提供

营养(图 1-Cb)。该芯片的主要优势是通过提供大

量平行的微型分隔以低成本的方式为样品中微生

物的高通量分选培养提供了可能[64]。 

3.4  原位培养技术 

原位培养技术设计的初衷是为了克服实验室

条件下无法模拟特殊生境条件的困境。例如，

Kaeberlein 等使用一种扩散盒技术 (diffusion 

chambers)对海洋微生物进行富集；该技术中使用

的扩散盒装置类似三明治，中间琼脂凝胶层被两

层半透性的聚碳酸酯膜夹住。该研究组证实，通

过这种扩散盒技术可使微生物总获得率比传统方

法提高约 40%[65]。此后，结合高通量理论方法，

该扩散盒技术演变为一种分离芯片技术(isolation 

chip)，该芯片可看作由多个微小扩散盒集成的盘；

这些微小扩散盒两端覆盖有滤膜，可将待培养的

微生物样品限制在盒内，进而可在原始生境下进 

行富集培养。已有研究显示，将该芯片可成倍数

的提高微生物富集培养效率(约提高 5–200 倍)[66]。

值得一提的是，Sizova 等根据分离芯片技术开发了

一种专用于口腔微生物分离培养的 Minitrap 芯片。这

种芯片由具有中间孔隙的 3 个不锈钢片贴合而成，

该芯片可固定于口腔内部以实现对口腔微生物的

原位富集培养(图 1-D)[67]。Sizova 等提出 Minitrap

芯片在口腔微生物分离培养研究中具有如下优

点：(1) 该方法适于富集培养在口腔内部才具有生

长 活 性 的 特 殊 微 生 物 ； ( 2 )  该 方 法 实 现 了 

微生物单细胞的长期培养，有利于对口腔中低丰

度或生长缓慢微生物的富集。 

3.5  共培养技术 

通过共培养技术富集和分离口腔中未培养微

生物已被证明是一种行之有效的方法。例如，

Saccharibacteria (TM7)首次从口腔样品中被分离

即是通过与一株 Actinomyces odontolyticus 共培养

完成[42]。此外，Vartoukian 等利用与牙菌斑细菌共

培养的方式，从牙周炎患者的牙周袋中分离到 1

株未获得过纯培养的 Synergistete[68]。目前，共培 
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养技术在微生物分离培养研究中得到不断发展，

其中具有代表性的是单菌落共培养技术。该技术

中所用到的培养基有 3 层，其中上面 2 层琼脂含

量为 0.04%，并且这两层中间被 0.02 m 的滤膜隔

开，而最下面琼脂含量为 1.5%。在实际应用中，

两种可能具有共生关系的微生物被分别接种至上

下的 0.04%琼脂层，从而使两种微生物在滤膜处实

现共生生长[69]。此外，微流培养技术(microfluidic 

culture technique)是一种具有高通量特点的共培养

方法，该技术工作的原理是利用微油滴对经前期

富集培养的微生物样品进行随机分离，并将分离

后的微小群落批量接种至培养基中实现分离培养

(图 1-E)[70]。 

3.6  定向富集分离技术 

定向富集技术设计初衷是提高样品中低丰度

微生物的获得率。这其中具有代表性的是序列引

导分离(sequence-guiding isolation)技术，其流程包

括：首先将微生物样品接种至固体培养基中批量

培养，随后冲洗培养基表面菌落并提取菌落总

DNA，利用特异性引物检测培养物中目标微生物，

对于含有目标微生物批次的培养物进行转接，并

进 一 步 分 离 培 养 。 目 前 已 知 Acidobacteria 、

Verrucomicrobia 和 Thauera 中部分菌种是通过该

方式获得[71]。此外，最近被提出的反向基因组方

法(reverse genomics)也可以看作一种定向富集分

离培养技术，其原理是借助高通量测序(或已有基

因组数据库)寻找目标微生物特异性靶点，然后制

备标记有荧光的靶点抗体，接着以该抗体标记样

品中目标微生物，并通过荧光分选方式获得目标

微生物，最后完成目标微生物的纯培养(图 1-F)。

最近，Cross 等利用该技术从人体口腔唾液中获得

Absconditabacteria (SR-1) 和 Saccharibacteria 

(TM7)的培养物，显示出该技术在口腔未培养微生

物研究中的重要应用价值[43]。 

4  展望 

随着高通量测序技术的发展，人们从未如此

认识到口腔微生物的多样性及其与人体健康的密

切联系[72]。虽然宏基因组技术和单细胞测序技术

可以直接解析口腔微生物群落结构，并分析口腔

微生物群落变化与人体健康的联系；但是利用分

离培养技术获得口腔微生物的纯培养物，一方面

是认识口腔微生物多样性的重要手段，另一方面

也是建立口腔病原微生物对人体致病模型，从而

增强我们防治口腔乃至人体系统性健康问题的重

要前提。 

然而，目前诸多挑战限制了对口腔微生物的

分离培养研究，这包括：(1) 由于实验人员操作水

平的不同和培养条件控制精度较低，现有技术在

实验室条件下对口腔微生物分离培养重复性差；

(2) 许多微生物可能存在共生现象；(3) 口腔中厌

氧微生物的高通量培养仍需加强；(4) 现有的分子

或表型鉴定技术灵敏度较低，直接影响了对微生

物新种的鉴定。 

基于以上原因，微生物分离培养技术发展可

能有以下趋势：(1) 发展智能化微生物分离培养系

统，实现高效自动化操作及实时培养监测[73]；(2)

发展高通量微生物共培养或群落培养技术；(3) 发

展适用于厌氧微生物的高通量培养的技术及装

备；(4) 发展高灵敏的微生物检测试剂盒或芯片技

术，加强对新型微生物的鉴定能力。 
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Research strategies on isolation and cultivation of uncultivated 
oral microorganisms 
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Abstract: Representing a fundamental part of the human microbiota, the oral microbial community is characterized 

by its diverse and unique composition. Oral diseases like dental caries and periodontitis are directly associated with 

oral microorganisms. Therefore, it is crucial to deepen our understanding of oral microbiota. Advances in 

high-throughput sequencing technology provide extensive information of the diversity of oral uncultivated 

microorganisms, prompting an increasing need for microbial isolation and cultivation techniques. This review 

presents recent research progress on uncultivated oral microorganisms and lists factors that possibly hinder 

isolation attempts. In addition, advances in methodologies and techniques used for culturing previously uncultured 

microorganisms and their applications in oral microbiology studies are summarized, giving valuable insights into 

various aspects of uncultivated oral microorganisms. 
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