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Abstract 
A great deal of unique uncultured microorganisms exist in various kinds of habitats; they benefit 
humans but are difficult to be purely cultured and are rich in species diversity, playing a very im-
portant role on the matter cycle of the whole earth and life sustainability. The uncultured micro-
organisms as well as the factors attributing to their currently uncultured feature were briefly in-
troduced in this review, and subsequently novel methods and improved measurements for isolat-
ing them were highlighted. Currently, novel medium containing microorganism recovery promot-
ing factors was designed through simulating maintaining the relationships among microbes under 
natural conditions. Combination of a variety of proven technologies is employed to make the pure 
culture possible of uncultured microorganisms, which play a promoting role on the development 
of microbiological field. 
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摘  要 

自然生境中存在许多独特的对人类有益却难以纯培养的未培养微生物，这些微生物蕴含着丰富的物种多

样性，在整个地球上的物质循环和生命持续中占有重要的角色。本文简要介绍了未培养微生物以及目前

不可将其分离培养的影响因素，重点阐述了未培养微生物分离培养的新颖方法和改进措施，在模拟自然

条件维持微生物间相互关系的前提下，设计出促进微生物苏复因子的新型培养基，采用多种行之有效的

技术相结合，使未培养微生物的纯培养成为可能，这对以后微生物领域的发展可以起到助推作用。 
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1. 引言 

在环境微生物的研究中，目前被记录的可培养的原生生物仅仅只有 5000 多种，就连权威的 Bergey[1]
氏手册中也只是记录了 3100 种。微生物可培养性约海水中为 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%左右。可见，环境中绝大多数微生物难以被标准实验室的方法复苏

和培养，这样的微生物被称为未培养微生物或称为不可培养微生物(uncultured microorganism)[2]。 
未培养微生物在环境微生物群落中占有很高的百分比，无论是其物种的类群，还是新陈代谢途径、

生理生化反应及其代谢产物等，都存在着不同程度的新颖性和丰富的多样性，因而在对其研究中势必蕴

涵着巨大的生物资源。传统纯培养技术不能研究那些难以在实验室条件下生存的微生物，从而不能反映

自然界微生物多样性的丰度和范畴，使得微生物多样性资源这个巨大宝库也难以得到全面的开发和利用

[3]。对未培养微生物进行广泛深入的研究，不仅是微生物学基础理论研究的需求，也是对未培养微生物

资源开发利用的基础。研究未培养微生物可以克服传统纯培养技术的不足，还是一条探知未培养微生物、

寻找新基因及其产物的新途径，开启了我们认识微生物多样性和获得新资源的大门。 

2. 制约未培养微生物生长的因素 

2.1. 微生物生长缓慢不易检测 

自然界中许多微生物之间有共生、互生等关系，将其从生态平衡的环境中转入人为的条件培养时，

原来的平衡会被破坏，在适合条件下将这些微生物接种至培养基，适合生长的微生物由于生长快而占据

优势地位，大量摄取培养基中有限的营养成分，使生长缓慢的微生物得不到充足的营养受到抑制；有些

生长缓慢的微生物在平皿上形成只有很少细胞聚集的微小菌落，不能长成肉眼可见的菌落；某些微生物

即使能在低浓度营养条件下生长，但是必须在特定的培养条件下才可以；还有一类生存在寡营养环境下

的微生物在培养基中不能形成菌落，仅形成几个细胞组成的小型集合。一个菌落中细胞的数目至少为 105
个才能用肉眼观察到，而那些生长速度较慢、其生长达不到高密度的细菌种类，在培养基上用肉眼是看

不到菌落的[4]，从而导致这些微生物的生长不被发觉，表现为“未培养”。 

mailto:0431sfq@163.com
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想检测到这类未培养微生物，使用常规的方法比如比浊法和计数法等都无法实现。现在较成熟的方

案是借助特殊的仪器设备：显微操作仪、微毛细管或光学镊子等单细胞分离技术，可以从微生物群落中

鉴定出目的细胞。这样就可以避免由于某些微生物数量少、生长受其他微生物抑制或生长缓慢等因素导

致的“不可培养性”。但是这些技术均需要严格的实验培养条件，由于对目的微生物细胞代谢认识不足，

以致于无法掌握适宜微生物生长的决定因素。另一方面，由于缺乏清晰直接的形态学特征也很难在一个

复杂的微生物群体中鉴定出需要的目的细胞。 

2.2. 营养成分过高的培养基 

在自然界中的微生物大部分是以中低营养甚至是寡营养方式生活的。常规纯培养对这种认识不充分，

当这种状态的微生物被转移到富营养但营养元素种类少的培养基上时，会导致生长环境的差距太大[5]。
实验室中通常将需要寡营养的微生物纯菌种置于丰富的营养环境中，希望达到微生物快速生长和最大生

物产量，微生物早期会快速生长，但同时产生大量的、微生物自身难以调节的“毒性氧物质”即大量过

氧化物、自由基和超氧化物，该类物质快速、过量的积累会破坏微生物细胞的内膜结构，由此产生一些

应激机制如 SOS 来修复微生物[6]，未及时修复的微生物将会死亡或表现为不可培养[7]。另外，混合微生

物在人工培养基上好氧条件培养时，一些适应性强的种类迅速生长，在生长代谢过程中也产生大量的过

氧化物、自由基和超氧化物，结果使生长速率较慢或适应能力较差的微生物受到毒害抑制，或者处于休

眠状态[8]，甚至有些微生物发生程序性细胞死亡等[9]。 

2.3. 微生物间的相互作用复杂 

天然生境微生物种群间关系繁多复杂，诸如拮抗、寄生、协同作用、互养共栖、共代谢等是微生物

生态关系中共同协作生存方式，其中后两种是微生物在自然界中重要的生存模式。环境中，共代谢是至

少有一个群体为另一个群体提供必需的生长因子从而使微生物群体获利。当它们的距离靠近，本来不能

生长的微生物得到另一类提供的生长因子变得可以生长，而当距离较远或不存在时则互不干扰或者干扰

程度较低导致这些微生物不可培养[10]，成为所谓的未培养微生物。由于微生物彼此联系，可依靠不同微

生物的代谢产物或其他营养物质而生存；但在人工培养基上，无法完全添加这些相互促进生长的未知小

分子，从而使彼此依赖的微生物不能分离得到纯菌种[11]。 
此外，微生物群落中存在的群体感应(Quorum sensing)也是非常重要的，微生物通过微生物间感应一

种信号分子信息交流来判断群体密度大小和生长环境中出现的变化，进而启动相应的基因做出统一协调

的应答来调节群体的生长。当微生物的群体密度较低时，自身诱导素合酶基因产生一个基础水平表达，

引起自身诱导信号产生，这些信号在微生物细胞外扩散并且立即在周围环境中被稀释。而群体密度不断

上升，引起自身诱导素在细胞周围不断积累[12]，激活特定的转录调节蛋白抑制它的活性，致使微生物其

他表型的活化[13]。然而，人们进行常规微生物分离过程中，通常会忽视这些群体效应。结果，微生物从

天然环境骤然转到人为的培养环境中时，原生境中的生态依存关系遭到破坏，单纯地将待培养的微生物

与其他相关的微生物群体分开，菌群间的生物信息交流体系也会发生根本性的改变，物种之间的信息交

流被阻断，微生物因缺乏必需的生长因子和信号分子而无法生长，适应性强的物种生长迅速，而生长缓

慢的微生物类型则因营养物的匮乏以及种群信息流通的障碍而受到抑制[14]，成为未培养微生物。 

2.4. 人工条件无法达到原位培养 

自然界微生物的生存环境相当复杂，比如：微生物丰富的多样性、自然环境中的各种化学因素、环

境中生物与非生物因素之间的密切相互作用以及微生物水平上的全球生态系统平衡等。由于目前监测技
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术和手段的限制，人们对微生物生存环境和自然条件的了解尚不充分。因此，由于人工条件所限，无法

完全还原真实场景，没有全部模拟微生物的自然生存条件，为了实现既定的研究目的，通常只是将培养

条件进行改善和简化，比如将微生物限定在营养基质简单、通气、温度、pH 等参数恒定而且恒温、恒湿、

恒定转速、黑暗的条件下培养；将微生物限制在“板结”的琼脂固体培养基或不搅动的液体介质中；简

化或者替换微生物的营养组分或者缺少提供微生物生长繁殖所必需的某种化学因子等。所以在自然界中

一些可以生长繁殖的微生物，在实验室“纯培养”的生长条件得不到满足，就此丧失了自由生长的必要

条件，从而导致微生物的未培养性[15]。 

2.5. 缺乏潜在的外源活性物质 

微生物在生境中通常需要一些生命活动所需的活性物质，而实验室的纯培养很难提供微生物潜在重

要的外源活性物质。比如，在某些微生物生存的海水或者淡水的环境中，作为生命活动能量的直接来源

三磷酸腺苷(ATP)浓度竟可达到 1 nmol/L，很可能源自浮游植物和其他浮游生物。另外，部分藻类分泌出

的生长因子和维生素会对许多水生微生物的生长也是必不可少的。而且一些植物、动物病原菌对寄主活

性物质的依赖等都是传统实验室纯培养条件下难以提供的[16]。所以，潜在外源活性物质的缺乏也是导致

部分微生物难以获得纯培养的重要生态学原因。 

2.6. 活的非可培养(VBNC)状态微生物的存在 

实验室条件下使用常规培养基培养时，某些微生物进入活的非可培养(Viable but Nonculturable, VBNC) 
[17]状态，这些微生物依然保持着活性，但不能在常规培养基上生长繁殖的一种特殊生理状态，是微生物

对不良环境条件的一种抗逆反应。自从徐怀恕[18]等人首次报道了微生物的 VBNC 状态以后，已陆续有

大量微生物在不利的环境下能进入 VBNC 状态的研究报道。环境中的微生物时刻受到各种胁迫因子的影

响(如低温、高温、高盐及寡营养等)，这类因子促使微生物自身不断进化并形成多种防御体系，部分细菌

可以形成芽孢，如枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、肉毒梭状芽孢杆菌(Clostridium botulinum)等；还有部

分微生物则通过进入 VBNC 状态的方式进行自我保护，如单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)[19]等。

由于许多微生物经常处于这种状态，而常规的高营养培养基与其原生态环境差别太大，使之难以恢复其

原状态。由于种种原因，一部分微生物呈现为未被培养。如果 VBNC 是一种微生物长久存活的状态，那

么在环境适宜的条件下是可以将其复苏的。某些情况下直接改变不利条件便可以使 VBNC 微生物复苏，

如恢复微生物的培养温度、添加某些营养物质，添加渗透压保护剂，改变光照条件等[20]；也可将非可培

养微生物转入到宿主体内孵育，或者将其与宿主共同培养，来使其复苏[21]。以目前的研究水平，是不能

将所有的 VBNC 微生物进行复苏的。另外，VBNC 状态也不能一直维持，如果错过了适宜复苏时机或条

件时，VBNC 微生物的细胞将会真正的死亡。 

2.7. 判断微生物生长状况常规标准存在的缺陷 

生存在贫营养环境中的微生物，尽管能够在低浓度营养下生长，但是有些微生物的生长极为缓慢，

在常规设定的培养周期内(例如 7 d)没有长成肉眼可见的菌落就被培养者遗弃。除此之外，还有一些寡营

养微生物是不会形成菌落的，而是在固体培养基表面上迁徙生长或者扩散生长，它们形成只能显微镜下

可见的几个细胞组成的小型集合。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“未培养性”或者“不可培养性”。 
总之，导致微生物不可培养的因素有很多种，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。只有克服这些制约因素，才可以较好地提高微生物的可培养性。 
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3. 未培养微生物分离培养技术 

3.1. 设计浓度较低的培养基 

自 19 世纪，科赫创立微生物的纯培养分离技术至今，纯培养分离技术是对微生物进行多种研究的重

要手段之一。随着时间的推移，新型分离培养方法逐渐增多，越来越多的以前不能培养的、难培养的、

寡培养的微生物可以被分离得到。Rolf 等[22]以土壤为样品，设计出大量不同的培养基进行实验，结果过

量的营养物质但没有必要化合物的富营养培养基会导致菌落数量少。营养丰富的培养基居然不利于微生

物的多样化培养，部分微生物只能在低营养浓度的培养基上分离得到，营养丰富的培养基却无法分离得

到。实验还发现一些优势菌无法在营养度低的培养基上迅速生长，这样可以减少微生物间的相互抑制，

一些生长缓慢的微生物得以生存下来，这样可以提高微生物培养的多样性。 
实验也可以采用土壤浸出液[23]或者海水[24]等自然环境中的天然培养基直接过滤灭菌进行一定稀

释后作为培养基来对微生物进行培养。不过这样的天然培养基营养浓度较低，势必会造成菌落生长周期

长、平板缺水菌落体积小等不利因素制约着后期的微生物分离纯化。所以，可以将自然培养基和人为培

养基综合起来对微生物进行分离培养。对“寡营养菌”的培养比如在合适的培养基上培养时间延长至 3
个月[25]，就可形成肉眼可见的菌落[26]，但是培养时间不能无限延长的，培养时间越长，对微生物培养

环境的无菌要求就越高[27]。降低接种量的浓度也能够使活菌数增加，这种菌并不因为接种量的降低而影

响它们群落形成[28]。 

3.2. 设计稀释样品的培养基 

目前海洋微生物获得纯培养的物种不到 1%，这是由于海洋中的微生物在人工培养时，培养基中营养

物的浓度高于海洋中的。最早，为了克服这种缺陷，Button 等[29]从概率论的角度出发提出了一个崭新的

方法，即稀释培养法(Dilution culture)。他采用稀释培养结合流式细胞仪[30]计量研究了海洋细菌的多样性，

分离得到两种新的寡营养异氧菌 Sphingomonas alaskensis 和 Cycloclasticus oligotrophus。最近 Kenters[31]
等采用稀释法将羊胃微生物样品稀释至极限剃度(10-10、10-11、10-12)后接种于一种自制的接近原生境的

含有羊胃内容物的培养基上培养，在 1000 个接种试管中有 139 个有微生物生长，其中 54(58%)个为纯培

养物，大部分微生物的 16SrRNA 相似性为 88%~94%。以 16SrRNA 的相似性低于 93%为一个新属定义，

其中 27(45%)株分别属于 14 个潜在的新属。而相似性大于 97%的大多属于一些未培养的微生物。 

3.3. 过滤–环境适应法(Filtration-Acclimatization Method, FAM) 

针对自然环境中的生物种类繁多且大小不一的特点，为了获得研究者所需的特定微生物，生物学家

在微生物分离培养之前，增加了一个步骤，即经分级过滤去除大的丝状菌，以及环境样品中有可能经常

出现的微生物种群，最后收集经 0.22 μm 微孔滤膜滤过的环境样品作为目的培养液。然后，采取逐步增

加营养物浓度的方式，使微生物逐步适应从寡营养过渡到标准营养浓度的生长培养基中。经此过滤适应

培养法，田甜等[32]从环境样品中获得 65 株细菌的纯培养，而采用常规的标准培养流程，同样的海水样

品则未能分离出一株类似的细菌。该种方法增加了可培养微生物的多样性，今后，可采取适当调整过滤

孔径，将环境适应程序与其他方法例如稀释法结合的技术路线，有可能获得更多的环境微生物新物种。 

3.4. 高通量培养方法 

为了从环境中筛选出新的生物化学分子和酶类，发展不依赖培养基并提高微生物的分离率的方法，

Connon 等[33]在稀释培养法的基础上提出高通量培养技术(high-throughput culturing, HTC)，该技术主要是

利用低营养的培养基，通过将微生物群体稀释至痕量约 103 个/mL 后，采用小体积的 48 孔细胞培养板进
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行高通量的培养结合流式细胞仪检测进行实验，从而寡营养微生物可以不受其他优势微生物的干扰，能

够分离培养出来。高通量培养方法还可以结合微量细胞培养板和荧光原位杂交技术(FISH)分离培养并检

测出许多微生物这样既提高微生物的可培养性，又在短时间内监测大量的培养物，提高培养的工作效率。 
Nichols 等[34]设计了一种高通量微生物分离芯片(Ichip)，这种分离芯片包含数百个微型扩散孔，每

个扩散孔只含有单个微生物细胞。通过这种芯片分离得到约 40%海水微生物种类和 50%土壤微生物种类，

其中海水样品中具有 62 个(28.3%)、土壤样具有 86 个(28.7%)纯培养微生物的 rRNA 相似性小于 95%。由

此可以证明此方法能较好的模拟自然环境下的微生物区系组成，不过还是要依赖特殊的附着培养载体，

同时由于自然环境纷繁复杂，人工不可能模拟出一模一样，故与真实自然环境下的微生物区系还是有所

差别。 

3.5. 设计添加促进因子的培养基 

微生物的多样性表现在生理代谢的多样性及复杂性，不同的微生物生长代谢类型不同，对反应的底

物要求也存在差异。营养要求不同的微生物在同样的环境生长，有些微生物的代谢产物或者次生代谢产

物会造成促进或抑制另一种微生物。因此，根据微生物的某些特性，在传统的培养方法基础上，通过添

加一些可以降低有害物质的影响因子和促进生长的有益因子，以及微生物生长发育所需的营养成分，则

可简单模拟微生物之间的相互作用，满足微生物生长繁殖的要求来提高微生物的可培养率，从而使以前

无法培养的变成可培养的。 
Bruns 等[35]设计出 ABWP 和 ABWM 两种培养基，此培养基中添加环磷酸腺苷(cAMP)，N-丁酰高

丝氨酸内酯等参与多种基因调控的信号分子，实验结果离得到一种细菌，此细菌只能在 cAMP 存在状态

下才可以生长。说明设计添加促进因子的培养基可以分离得到之前没有分离出来的微生物。与革兰氏阴

性菌多种基因调控有关的 cAMP 经证明是最有效的信号分子。生物学家在一种光合细菌，即沼泽红假单

胞菌中发现具有密度感应功能的信号分子 p-coumaroyl-高丝氨酸内酯[36]，氮酰高丝氨酸内酯也可以有效

地提高微生物可培性。这对于改善微生物的培养状况都是有益的。 

3.6. 设计非常规的电子供体与电子受体的培养基 

微生物代谢过程的不同，对反应底物的需求就不同。供应微生物所需的特有底物，可有助于新陈代

谢反应的进行及微生物的正常生长。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。Upfoff[37]等对欧洲北海中的微生物多样性研究发现，添加多种不同碳源和复杂化合物的培

养基上生长的微生物种类和数量都要多于单一碳源培养基，在单一碳源培养基分离到的菌种几乎都是变

形菌门的细菌，而多碳源的复合培养基则分离到 4 种其他门类的微生物。Coates 等[38]利用 2,6-蒽氢醌二

磺酸(AHDS)作为电子供体，硝酸盐为电子受体于培养基中，分离获得 6 株能在厌氧下氧化 AHDS 的新型

细菌。Santini 等[39]从澳大利亚金矿中分出以亚砷酸为电子供体，氧为受体，以 CO2 为唯一碳源的化能

自养菌 NT-26。通过细菌 16SrDNA 基因序列分析对比结果表明，NT-26 有可能属于 α-Proteobacteria(变形

菌纲)土壤杆菌的一个根瘤菌分支，很可能是一个新菌种。 
应该指出，采用这种方式改善难培养微生物的前提是要对目的微生物生理特性具备一定的了解。现

今报道了不同电子供体和受体的成功应用，发现了很多前所未知的生理型微生物，采用非传统的生长底

物是可以促进新型微生物的生长的，所以总结如表 1 所示，可供参考。 

3.7. 微生物实现群体培养 

自然环境中的微生物很多都不是独立生存的，它们之间通过交换代谢产物或者特异信号分子来进行 
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Table 1. Growth-supporting reactions relating to the recent cultivation of novel organisms 
表 1. 新型生化反应支持的新型微生物的培养 

Growth-supporting reactions References 

1. 2H3ASO3(亚砷酸)+O2→
2
4HASO − + 2 4H ASO− +3H+ [39] 

2. 2 3H ASO− + 3NO− → 2 4H ASO− + 2NO−  [40] 

3. 2
34HPO − (亚磷酸)+ 2

4SO − +H+→ 2
44HPO − + HS−  [41] 

4. 2
34HPO − +2CO2+2H2O→ 2

44HPO − + 3 2CH CO− (乙酸)+H+ [42] 

5. 25AHDS− + 32NO− +7H+→ 25ADS− +N2+6H2O [38] 

6. C6H6(苯)+ 36NO− +6H+→6CO2+3N2+6H2O [43] 

7. 42Cl-C6H4-OH(2-氯苯酚)+CH3COOH(乙酸)+2H2O→4C6H5OH+ 4Cl− +4H++2CO2 [44] 

8. HClO4(过氯酸)+CH3CO2H(乙酸)→ Cl− +H++2CO2+2H2O [45] 

9. 4Fe(II)+O2+4H+→4Fe(III)+2H2O [46] 

 
微生物细胞间交流的，有些微生物间会竞争有限的生存环境[47]，有些微生物会共同利用微量元素和螯合

剂等，所以单一的纯培养微生物是不能完成复杂的细胞之间的相互交流。多细胞培养装置和生物膜，都

证明了单个物种无法实现的多功能培养。微生物群体培养才可以有效地得到共生和互生类型的微生物。

Plugge 等[48]已经利用透析膜反应器的群体培养方法，成功的从厌氧淤泥中培养出厌氧嗜热的降解谷氨酸

的微生物。 

3.7.1. 微生物包埋法 
微生物细胞包埋法也称为凝胶微滴培养法、单细胞封装培养法。是近年来 Zengler 等[49]提出的新型

微生物分离技术。这种方法主要利用凝胶微滴技术对环境中的单个微生物细胞进行包埋，结合使用流式

细胞仪的一种高通量分离培养技术。 
Zengler 将海水样品稀释到一定浓度与融化的琼脂糖混合，用搅拌器油乳化，形成直径 30 μm~50 μm

的微滴，其中 10%的胶滴会含有单个细胞。这样制成包埋单个微生物细胞的琼脂糖微囊即微滴胶囊

(microdroplets, GMDS)，然后将其装入端用 0.1 μm滤膜封口灭菌的凝胶层析柱中，出口端用 8 μm滤膜封

住。再灌注低浓度的有机物培养液、自然培养液或者培养基为灭菌海水、补充少量 K2HPO4、NH4Cl、
微量金属与维生素，连续通过层析柱对包埋胶囊进行流态培养，未被包埋的游离微生物细胞则会随培养

液流出柱外。 
2010 年，山东大学高秀珍等[50]将此技术应用于土壤粘细菌多样性的开发，用土壤抽出液用 0.185%

的 NaCl 液适当稀释，并在凝滴培养液中加入不同种属的粘细菌助长菌株。经 1 周培养，多数微孔菌浓度

可达 107 PmL，并从中获得有抑制真菌活力的培养。根据 16SrRNA 的对比确定，实验最终分离纯化得到

有新的粘细菌菌株。 
该技术具有以下优点：a) 尽管微生物细胞被孤立，所有的细胞都在一起培养，微囊孔径较大，代谢

产物等均可自由交换，通过物质交换增加微生物的可培养性。b) 微囊是一个开放的、连续补充营养的系

统，这模拟了自然环境的开放条件。c) 不仅能高通量的分离和培养微生物，而且微生物通过微囊封装包

埋后，单个细胞在微囊中不断分裂，可保证微生物生长单一性，方便微生物的纯化。d) 长出的微菌落可

用于接种扩大培养，可获得大量的微生物的纯培养。e) 经典的海洋微生物的分离培养方法是将海洋环境

中的微生物混合培养后再分离单菌落，最终只能得到少数几种微生物的纯培养。该方法是将海洋环境中

的单一微生物分离后再进行培养，最终使大量的微生物获得纯培养，增加细胞检测的灵敏度，缩短低生
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长率细胞的培养时间，提高了微生物的可培养性。 

3.7.2. 扩散生长盒培养法 
扩散生长盒培养法，是 Kaeberlein 等[51]在分离培养海岸潮间带底部泥中的微生物时，通过模拟海洋

微生物自然生长的环境，设计出名为扩散生长盒(diffusion growth chamber)的自制培养仪器，使用这种仪

器培养分离微生物生物方法。该扩散盒由一个环状的不锈钢垫圈和两侧胶连的孔径为 0.03 μm 的滤膜组

成，滤膜既允许有益的小分子代谢物质和圈内外微生物产生的活性物质透过膜进出小室自由出入，化学

物质在盒内和环境之间进行交流又不能让微生物细胞通过造成逃逸。扩散盒内加入被分离的环境样品即

海洋微生物样品与琼脂的混合物，封闭后置于在模拟采样点环境条件的玻璃缸中进行培养，并不断注入

新鲜的海水循环流动。1 周后，培养基上产生大量的形态各异的微型菌落，数目高达接种微生物的 40%，

微菌落中多数为混合培养，须再次分离，以获得纯种。并且从海水中分离到一株新的菌株，此菌株不能

在人工合成的固体培养基上单独生长，而要在其他海洋微生物共存的条件下才能形成菌落。 
从生态角度上看，微生物生长是相互依存的，共培养生长的微生物之间能传递一些特殊的讯号，如

信息素之类[52]，从而使得就算脱离了自然环境，微生物之间也能彼此依靠而形成菌落。2010 年，Bollmann
等[53]利用扩散盒培养法从污染水体的沉积物中分离得到包括 α、β、γ变形菌纲，放线菌门，厚壁菌门等

许多纯培养菌株，菌群结构呈现出丰富的多样性特征。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，可保证微生物群落之间作用的存在，提高了微生物的可培养

性。 

3.8. 降低培养过程中的毒害作用 

减少培养基中的毒性氧化物质的产生是提高培养微生物的有利方法。可以增加多聚物作为碳源，因

为只有当多聚物被水解成小分子物质时才有可能被利用，这样微生物在短时间培养内不会受到毒害作用，

而且有效地减缓了微生物受毒害的速度，可以提高微生物培养的多样性[54]。于此同时，充足的氧气有时

也是毒性氧产生的原因，减少培养环境中的氧分压就可以减弱毒性氧的影响[55]。但有些情况下，毒性氧

是来源于微生物生命活动以外的过程，例如高压灭菌等。为了减少各种过程产生的毒性氧，可以向培养

过程中添加具有毒性氧降解能力的物质，例如丙酮酸钠等过氧化氢降解物和抗氧化剂二硫代二丙酸等[56]。 

3.9. 培养放线菌的新方法 

放线菌门是细菌域中的主要类群，众所周知，革兰氏阳性的放线菌是获取抗生素的重要来源，但以

上介绍的微生物培养的各种新技术都没有专门针对分离纯化放线菌类。为了更有效地从环境中获取更多

种类的放线菌资源，Gavrish 等[57]根据放线菌独特的长菌丝以及能穿透固体培养基的特性提出了一种专

门筛选放线菌的新方法。将装有灭菌琼脂的塑料容器上下两边分别用两片具有半透性的薄膜密封，上层

膜的孔径为 0.03 μm，下层膜的孔径为 0.2~0.6 μm，环境中细丝状的原核微生物就会选择性的刺入装置，

并生长行成菌落，而丝状真菌则因膜孔径太小而被排除在培养装置的外面。将此装置放置在土壤中，室

温黑暗条件下培养 14~21 天后，将装置中间的琼脂层从无菌的环境中取出，经过镜检观察，就可将生长

的放线菌菌落挑出，纯化。与常规的传统平皿培养方法相比较，这种方法不仅获得大量丝状放线菌类，

种群多样性也更加丰富，最重要的是，这种培养方法使一些非常罕见的放线菌类得到了纯培养。此方法

也可适用于海洋放线菌的分离纯化。 

4. 发展前景 

尽管我们已经取得了上述微生物多样性的进展，生物学家也清醒的意识到，由于微生物生存环境的
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复杂性，未培养微生物数量巨大，种类繁多的现实性，在探索微生物多样性的过程中仍旧面临着许多的

挑战。对于现今的研究状况，Alain K[58]提出：在模拟自然环境条件时，维持微生物之间的相互关系，

集微生物的遗传和生理生化特性信息为一体的前提下，设计出添加有仿原生境的微量元素、生长因子、

微生物分泌信号分子或促进苏复因子的新型培养基，以及对于微生物相互作用的群体培养高通量装置，

有效的培养出共生或协作的微生物，是今后提高微生物可培养性的发展趋势。其实在尝试各种培养方法

的同时，辅助以相应的灵敏度高的观察、检测技术是很重要的。一般，目的环境中微生物可培养率被低

估的原因之一就是受传统检测方法的限制，所以，可以将荧光显微技术、流式细胞技术、细菌染色技术、

可分辨环境样品中存活或者损伤或者死亡细胞的双链核酸染色技术等应用于环境微生物的检测中，能够

有效的提高可培养微生物的比例[10]。这些技术的研发与应用都为微生物多样性的研究开拓出一片崭新的

天地，许多曾经被认为是不可培养或未培养的微生物已经成为可培养微生物中的成员，也极大地丰富了

可培养微生物种群多样性的资源宝库，并为开发这些微生物资源的开发与利用奠定了良好的研究基础。 
可培养本身不是微生物细胞的特性，在一定程度上微生物是否可培养取决的是能否找到适宜的方法。

现今存在着有许多因素阻碍环境微生物在人工培养基上的复苏生长，共同协作的自然生存方式的崩溃、

环境的极度营养变化、细胞间活性物质和通讯的中断及生态位变化等都是未培养微生物存在的重要原因。

到目前为止，即便在国外，许多科学实验室研究似乎都是停留在对于已分离到的微生物进行鉴定和分类

的层面上，并没有对未培养微生物的可培养机理进行深入的研究。所以，对于已分离到的未培养微生物，

深入研究其培养成活的因素是一个有困难但却非常有意义的课题。是由于培养基的成分、培养温度、时

间、氧气需要求，pH 大小等常见问题，还是受到原环境中其他微生物分泌的某种糖类、肽类等小分子影

响因子的控制的细节问题，都是需要值得进行深入探索的。只有当建立了某种难培养微生物的可培养机

理，科研人员才能更有目的性的对于同种类型的未培养、难培养微生物进行大量的开发利用，这样才能

建立更完善的微生物多样性的进化库，才能发现越来越多的未培养微生物，这样会让少数微生物在高淘

汰、高筛选要求的新材料、新药物等的菌种研发中脱颖而出。 
总之，由于地球上的微生物群落及其生存环境的复杂性，以及新陈代谢途径、生理生化反应还是产

物等，都存在着丰富的新颖性和多样性，因而在进行扩大培养新技术的研发和实际应用时，不能仅限定

于其中的一种或一类方法，而应综合考虑，采用多种行之有效的技术相结合的方法。与此同时，新型微

生物培养技术的开发还应结合相关的分子生物学技术，分子生物学技术研究自然环境中微生物多样性，

可以在很大程度上能够克服传统纯培养技术的不足，是一条探索未培养微生物的新途径，还应该结合其

他学科的理论和实验技术，这样取长补短，相辅相成，才能更好的拓展微生物的可培养性，通过各方面

人员的努力，争取培养出更多的“未培养微生物”。增强微生物的可培养性、把更多的未培养微生物转

变成为可培养微生物将是一件意义非常重大的工作。 
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