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Abstract 
Microorganisms in nature have a tremendous species diversity and high value of utilization. How-
ever, only a small proportion of microbes in nature can be cultured under laboratory conditions. 
That is because most microorganisms cannot be cultured under traditional cultivation methods 
and technologies. This review summarized the factors influencing culturability and new cultiva-
tion technologies, focusing on microbiological culture medium modification, gelling agent selec-
tion and the improvement culture condition. These technologies significantly increased microbial 
culturability, resulting in new microbial species isolation and identification, and consequently 
improved microbial species diversity. Applications of these technologies may exert great effect on 
microbial resource development. 
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摘  要 

自然界中的微生物具有非常丰富的物种多样性，具有巨大的资源利用价值。然而，目前为止，可以在实

验室中培养的微生物总数只是自然界微生物多样性的一小部分，绝大多数微生物不能利用传统的培养技

术和培养方法获得纯培养。本文简述了一些影响微生物可培养性的因素和近年来出现的一些新颖的微生

物培养技术，重点介绍了通过改良微生物培养基的组成，改变微生物培养基的凝胶剂和改善微生物培养

条件在提高微生物的可培养性方面取得的显著进展。这些方法的研究，显著提高了微生物的可培养性，

分离和鉴定了许多微生物新种，丰富了微生物的物种多样性，为微生物资源的开发和利用奠定了基础。 
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1. 引言 

微生物作为一种可操作性强、生长周期短、高效率的生产力，能够分泌多种多样功能各异的活性物

质，在天然药物的开发、食品加工、环境处理中应用广泛。然而随着已知活性物质的不断增加，新的活

性物质的发现愈来愈困难，因此，为了解决这一问题需要发现更多的分泌活性物质的新菌种。微生物培

养技术可以使研究者能从微生物单一克隆的角度对微生物细胞进行研究，加深对微生物细胞形态结构、

生理和遗传特性的认识，以此来实现微生物的开发和利用。传统微生物培养技术(即纯培养技术)，是通过

对微生物进行分离、纯化和培养来获取微生物纯培养的技术，如固体培养基分离、液体培养基分离和显

微操作—孢子挑取。 
然而研究和分析表明，传统的培养技术和培养方法并不适合自然界中绝大多数微生物的培养，依照

现有的培养技术和方法，不同生境微生物可培养率的检测结果是：海水中约为 0.001%~0.1%，淡水中约

为 0.25%，土壤中约为 0.3%，活性污泥中约为 1%~15% [1]。人们把环境中这种在现有培养技术条件下尚

未获得纯培养的微生物称为不可培养微生物(Uncultured microorganisms) [2]。为了克服现有培养方法的局

限性，研究者开发了一系列分子生物学方法，这类研究方法不依赖微生物培养技术，用于微生物群落的

研究。目前被广泛应用的分子生物学方法有聚合酶链式反应(PCR) [3]、荧光原位杂交(FISH) [4]、单链构

象多态性(SSCP) [5]、末端限制性片段长度多态性(T-RFLP) [6]以及宏基因组研究(Metagenomics)等。 
但是微生物的生理特征和代谢功能只有在其获得纯培养的条件下进行研究。对难培养微生物进行广

泛深入的研究，不仅可以丰富微生物学基础理论知识，也可以对未培养微生物资源进行开发利用。因此，

在利用分子生物学技术研究微生物多样性、开发微生物基因资源的同时，需要不断开发新的微生物培养

方法，来获得更多的微生物纯培养，这样才能深入的研究微生物的综合特性，以此来实现微生物资源的

开发和利用。 

2. 传统微生物培养方式的局限性 

影响微生物生长的因素可以归纳如下： 
1) 破坏了原生境中微生物的生态关系：在自然界中微生物种群间关系复杂，实验室微生物的培养可

能破坏了自然环境中微生物之间的相互作用，如生长较快的微生物可能抑制那些生长较缓慢的微生物，

从而导致细胞间通讯的不平衡，或者是其可能产生抑制化合物，导致其附近的微生物生长受到影响。 
2) 营养成分过高的培养基：实验室所提供的高浓度的培养基对一些利用高浓度营养物的微生物种群
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来说可以提高其可培养性，但是在自然界中大部分微生物是在中低营养甚至是寡营养条件下生长的，这

类微生物尤其是在寡营养条件下进化的海洋细菌，会因高浓度营养的抑制而停止生长，呈现不可培养的

状态[7]。另外，在高营养培养基上，微生物早期会快速生长，产生大量的过氧化物、自由基和超氧化物，

这类物质的积累会破坏微生物细胞结构，微生物将会死亡或处于休眠状态，表现为不可培养的状态。 
3) 不能完全还原微生物原生境条件：对有些微生物的生境了解的尚不充分，导致不能完全模拟微生

物的自然生存条件。在实验室中我们往往将微生物置于 pH 一定，恒温，黑暗或光照等小环境中培养，

并且对于大多数微生物而言，分离、纯化对微生物本身就是一种生态灾难，它们由于不能适应环境的变

化而难以复苏形成菌落，从而导致微生物的不可培养[8]。 
4) 由于细胞密度检测方法的限制，生长缓慢的微生物往往会被忽略。 
以上列举了一些限制微生物培养的原因，从根本上来说，一是由于现有条件的限制，还不可能完全

模拟其原有的生长环境，而更重要的是由于人们对微生物生境的复杂性、微生物生长条件及其规律性的

了解还非常有限所致。针对这些缺陷，研究者已经陆续研发出一系列改善微生物培养的新技术和新方法。 
我们曾经介绍了应用一些新型的培养技术如扩散盒培养技术、细胞微囊包埋技术、稀释培养技术和

高通量培养技术(HTC)等[9]在提高微生物的可培养性方面的作用。本文介绍这类技术的另一方面，即通

过凝胶剂的选择、培养基成分的改良及培养条件的改变等来提高微生物的可培养性的研究概况和进展。 

3. 固体培养基凝胶剂的选择 

凝胶剂是一种添加到微生物液体培养基中使其形成半固体或固体培养基的添加剂。凝胶剂通常是一

些胶体多糖和某些微生物和植物来源的蛋白质，通过形成连续的三维的分子网络在培养基中作为凝胶剂

或稳定剂。凝胶剂不仅为培养基提供支持作用，并且还可以影响培养基中营养基质的扩散。扩散率取决

于培养基的粘度，其粘度取决于凝胶剂的浓度和物理化学特征。某些凝胶剂在液体状态和固体状态之间

是可逆的，这取决于温度，这一属性无疑增加了其使用范围。一种好的凝胶剂应该是无色，无味，并具

有良好的保湿性。 
自 Robert Koch 以后，大多数微生物学家往往会使用琼脂作为微生物培养基的凝胶剂，用于微生物的

分离和培养。之所以被广泛应用是由于其在培养过程中较高的稳定性，较高的透明度，无毒性和其抗降

解特性。但是，琼脂的一些性质也限制了它的应用，如在 85℃时，琼脂凝胶就会发生熔化，并且酸碱度

是琼脂能否凝固的关键因素，pH 在 4.3~10.0 的范围内，琼脂可以正常凝固，其他 pH 条件下，培养基不

能凝固[10]。因而琼脂不能用于极端微生物如嗜碱、嗜酸和嗜热菌株的分离培养，所以寻找耐酸、耐热和

耐碱的凝胶剂是很必要的。 
另外由于琼脂资源的过度开发导致细菌级的琼脂的价格高昂，因此越来越多的研究者致力于寻找琼

脂的替代品。随着时间的推移发现了多种凝胶剂作为琼脂的替代品，如卡拉胶、κ-卡拉胶、结冷胶、车

前子多糖、瓜儿豆胶和黄原胶[11]。 

3.1. 卡拉胶 

卡拉胶，是一种从角叉菜(Chondrus crispus)细胞壁中提取获得的多糖，卡拉胶具有不同的分子结构，

其基本骨架是 α→1,3 和 β→1,4 糖苷键交替联结形成的半乳聚糖重复单元。卡拉胶共有七中类型，其中已

经商品化的有 κ 型、ι 型和 λ 型三种。κ-卡拉胶形成凝胶有一定的脆性，ι-卡拉胶形成的凝胶弹性较好，

而 λ-卡拉胶不能形成凝胶。Isabella A 等利用一些常见菌株和几种难培养菌株作为试验菌株证明卡拉胶可

以用于微生物的培养[12]。并且在较高 pH 条件下，卡拉胶依然可以强度较高的凝胶，因而可以用于嗜碱

菌的分离培养。Sumitra D.等利用 κ-卡拉胶作为培养基凝胶剂时，在 pH 8.0~13.5 的范围内，卡拉胶都能
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形成可用于微生物培养的凝胶，并且成功分离培养出了极端碱性条件下生长的微生物[13]。 

3.2. 结冷胶 

结冷胶是由鞘氨醇单胞菌产生的一种细胞外杂多糖，单糖组份主要包括 β-D-葡萄糖，β-D-葡萄糖醛

酸和 α-L-鼠李糖。和其他凝胶剂相比，结冷胶能在较低 pH 条件下形成热稳定的凝胶，并在 110℃时结冷

胶凝胶才会熔化，因此可以用于分离培养嗜酸和嗜热菌株[14]。和琼脂相比，结冷胶在较低的浓度(大约

为 0.5%~1.0%)就能形成高强度的凝胶，同时还具有较高的透明度有利于发现和筛选平板上较微小的菌落

[15]。研究和分析表明，结冷胶培养基还可促进或不影响那些被琼脂抑制的细菌的生长。冯福应等在研究

乌梁素海富营养化水体中可培养微生物的多样性时，设计了结冷胶和琼脂的对比培养基，结果表明采用

结冷胶作为凝胶剂的固体培养基上生长的微生物总数大约是以琼脂作为凝胶剂的固体培养基上的 3 倍，

另外，从菌落的形态等性状上也可以看出结冷胶培养基上的微生物种类显著高于琼脂培养基上的[16]。
Hideyuki T 等关于淡水湖沉积物中微生物多样性的研究结果显示结冷胶培养基上微生物的菌落数是琼脂

培养基上的 10 倍，并且结冷胶培养基上微生物的 60%是新种，为琼脂培养基的 2 倍[17]。另外从结冷胶

培养基上分离得到的 108 株细菌中，有 22 株细菌不能在琼脂培养基上形成菌落，剩余的 86 株细菌中，

有 52 株细菌在结冷胶培养基上形成菌落所需时间比琼脂培养基上短[18]。Janssen 和其同事研究表明在土

壤微生物培养中，以结冷胶作为凝胶剂的培养基具有较大的优势，他们成功的培养并分离出了一些难以

培养的微生物新种[19]-[21]。 

3.3. 车前子多糖 

车前子多糖是从卵叶车前属的种子外壳中提取的一种杂多糖，主要由木糖，阿拉伯糖，半乳糖醛酸

和微量的鼠李糖及半乳糖组成的。研究显示，车前子多糖可以抵抗人消化酶和细菌的降解。Sanjay S 使

用 5%的车前子多糖制备出的培养基可用于微生物的培养[22]，并且 4%的车前子多糖和 0.5%的琼脂的复

合凝胶的凝胶强度高于琼脂。车前子多糖的保水性能优良，改善了琼脂失水容易干裂的情况，有利于菌

种的保藏。另外其凝胶在大于 100℃时熔化，因而还可用于嗜热菌株的分离培养。并且其植物来源的广

泛分布，使车前子多糖和其他凝胶剂相比，其价格更便宜。 

3.4. 瓜尔豆胶 

瓜尔豆胶是从一种一年生草本豆科植物—瓜尔树的种子胚乳中提取的多糖，其糖链中每两个甘露糖

中接一个半乳糖单元，分子量为 22 万。它在冷水和热水中都能完全溶解，并且较低浓度就能达到较高的

黏度。在温度为 70℃时，瓜尔豆胶不熔化，可以用于嗜热菌的分离和保藏[23]。并且瓜尔豆胶在不同的

条件下得到性质各异的胶体，为优良的微生物培养基凝胶剂[24]。另外，瓜尔豆胶的价格比琼脂低 8 倍，

因而其有较大的应用价值。 

3.5. 黄原胶 

黄原胶是由野油菜单孢菌通过糖发酵获得的一种胞外多糖。它由五糖重复单元聚合而成，主链由

β→1,4 糖苷键相连的葡萄糖构成，甘露糖–葡萄糖–甘露糖组成其侧链。黄原胶具有较高的抗酶降解的

性质，并在较宽范围的 pH 和温度条件下形成稳定的凝胶[25]。Babbar 等观察 6 种细菌和 6 种真菌在黄原

胶培养基和黄原胶-琼脂培养基的生长情况，结果表明，这两种培养基上生长出的菌落与琼脂培养基的均

具有一致的生长特征。而且真菌在黄原胶培养基和黄原胶-琼脂培养基的生长比琼脂培养基上好。另外黄

原胶培养基不易干裂和失水，因而更适合对培养物作长期保存。但其缺点是单独使用黄原胶只能形成弱

凝胶，其凝胶强度不能用于微生物的划线培养，这一问题可以通过加入 0.3%琼脂解决，其成本比单用琼
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脂便宜 3 倍[26]。 

4. 改良微生物培养基的组成 

4.1. 添加非传统的碳源、电子供体或电子受体 

不同类型的微生物的代谢过程往往是不同的，因此其对反应的底物种类的要求也不同。因此根据微

生物需要为其提供特定的反应底物，有利于微生物的正常生长。已有大量的研究表明，在微生物的分离

培养中应用新颖的反应底物作为电子受体有利于发现未知物种的微生物。Santiti 等在培养基中添加亚砷

酸盐作为反应底物，从澳大利亚金矿中分离出了化能自养菌 NT-26，细菌 16S rRNA 基因序列比对结果表

明，该菌有可能是 α-变形菌纲中的一个新种[27]。Sorokin 等从富含硫化物的碱湖沉积物中分离出 15 中硫

酸盐还原细菌，其中 4 中属于 Desulfonatronum，其余的属于 Desulfonatronovibrio，这些菌株和已有菌株

基因序列的相似性是较低[28]。 

4.2. 添加信号分子或其类似物来维持微生物之间的相互作用 

自然环境中微生物之间存在复杂的相互作用，需要信息的传递来维持，因此在进行培养时，可以向

培养基中添加一些有利于微生物沟通的信号分子，如环磷酸腺苷(cAMP)和酰基高丝氨酸内酯(AHL)。信

号分子可能促进细菌的生长。虽然 Coppola 等[29]研究发现在培养基中加入 5 mM cAMP 对大肠杆菌的生

长有抑制作用，并且 Chen 和 Brown [30]研究发现 cAMP 浓度为 0.01~100 μM 时，嗜肺军团菌的增长率

不一致，但是也有实验证明信号分子 ATP，cAMP 和酰基高丝氨酸内酯可以显著提高海洋细菌的培养效

率，在液体培养基中加入 10 μM cAMP，培养效率可达到 100% [31]。这是因为自然环境中微生物之间存

在一定的相互作用，加入 cAMP 就可以简单的模拟微生物之间的相互作用，使更多的细菌获得纯培养。 

4.3. 加入具有活性氧降解能力的物质 

微生物培养中，微生物的代谢会产生一些活性氧物质，影响微生物的生长。为了减少代谢过程中产

生的活性氧，可在培养基中加入可以降解活性氧的物质，例如在培养基中加入过氧化氢酶、丙酮酸钠和

α-酮戊二酸等这类过氧化氢降解物。岳秀娟等在培养微生物时在培养基中添加丙酮酸钠、过氧化氢酶等

物质，结果发现平板上生长的菌落数比对照组高出 25%~42%，并从平板上分离到多株具有抗菌活性的放

线菌和真菌，为抗生素的筛选提供新的途径[32]。 

4.4. 寡营养培养基 

长期以来，人们秉承富营养可以获得更多的微生物，但是，研究发现富营养培养基致使快速生长的

微生物抑制缓慢生长的微生物的生长[33]。另外高浓度营养成分的培养基往往会产生活性氧物质，这就导

致所获得的微生物的种类和数量都会减少。寡营养的培养基可以有效的抑制优势菌株的过度生长，从而

减少微生物之间的相互抑制，提高菌落的多样性。研究发现利用稀释的培养基可以从各种水生和陆生环

境中分离出传统的培养方式难培养的微生物 [33] [34]。 

4.5. 添加细菌实现共培养 

在微生物生长环境中，细菌间的相互作用有利于微生物的生长，因此在实验室培养某种特定细菌时，

会在其培养基中添加其辅助细菌，以此来获得纯培养[35]。根据这一原理，Burmolle 等设计出一种双层培

养基。即先倒一层培养基，待培养基凝固后，涂布其辅助细菌菌液，晾干后，再倒一层培养基，然后涂

布环境样品。其培养结果显示这种方法获得的菌落数高于单层培养基 20%~40%。该方法的优点是模仿了

环境中微生物之间的相互关系，有利于促进微生物的培养[36]。 
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5. 微生物培养条件的改善 

5.1. 延长微生物的培养时间 

许多细菌，特别是那些寡营养环境中的微生物的生长是很缓慢的。延长细菌的培养时间是培养这些

微生物的先决条件，这样可以使混合的微生物中生长较快的微生物随时间逐渐死亡，减少细菌间的竞争。

土壤微生物的培养时间为 12 周时，可以增加细菌的菌落数，并且随时间的推移细菌的复苏率会逐渐增加

[19]。同样的，培养时间为 12 周时，可以成功的分离出 SAR11 菌属的菌株[37]。当培养时间为 50d 时，

TM7 菌属的菌株可以形成肉眼可见的菌落，并且 TM7 菌属的菌株在这之前为未培养微生物[38]。 

5.2. 选择适当的氧环境 

传统的微生物培养方法是在空气中或无氧条件下进行的，培养环境中氧气的含量对微生物生长的影

响是人们常常忽视的问题。实际上在自然条件下微氧环境在无氧环境和有氧环境的接触面是很常见的。

在很多微氧环境中都发现了微需氧微生物，如深海沉积物、海洋沉积物、沿海水域、土壤、淡水和活性

污泥样品。另外，在活的寄主中也存在微需氧微生物。但是，这种微生物在环境中的多样性、分布和生

态作用还有待进一步研究。微需氧微生物，其生长所需的最佳氧分压低于一个大气压，和好氧微生物相

比，在微氧环境中可能存在一定的竞争优势。一些典型的微需氧微生物如弯曲杆菌已经被广泛的研究过

了。另外，致病微生物如原生动物梅毒螺旋体和贾第虫属，细菌包柔氏螺旋体和螺杆菌是典型的微需氧

细菌。 
M.K. Mannisto 培养地下水微生物的研究中，分离得到的 39 株菌株利用两种培养基培养，结果显示

在葡萄糖和 PYGV 半固体培养基上，分别有 59%和 28%的菌株呈现微需氧的状态[39]。空肠弯曲杆菌是

一种微需氧细菌，其细胞密度较低时，细菌只在微氧条件下生长[40]。另外胞内菌的生长环境往往是低氧

的，因此胞内菌的培养要控制培养环境中氧气的浓度。沙氏肾杆菌是细菌性肾病的病原体，这种细菌曾

经被认为是一种严格好氧菌株。但是 Varpu H. K.的研究结果表明沙氏肾杆菌在微氧环境中生长良好，和

有氧条件相比，在微氧条件下生长的菌落更大，并且更有黏性[41]。Anders O.等研究表明引起 Q 热的细

菌病原体伯纳特氏立克次氏体是一种微需氧微生物，在复合培养基CCM上复制所需的最佳氧浓度为2.5%，

为一微氧环境[42]。 

6. 结束语 

综上所述，通过固体培养基凝胶剂的选择，改良微生物培养基的组成和微生物培养条件的改善，以

及一些新技术的应用显著的提高了微生物的可培养性，极大地丰富了微生物的多样性。然而，由于微生

物生境的复杂性和未培养微生物的多样性，目前对微生物的探索仍旧面临着巨大的挑战。因此，需要不

断改善现有技术和方法，新技术与分子生物学技术的结合，发明新的培养技术，以培养出更多的“不可

培养微生物”。 
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