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摘  要：自然环境中的微生物具有多样性高的特点，而 99%的微生物使用传统的方法仍然是“不

可培养的”，并且能被培养的小部分微生物不能够代表微生态的多样性。因此，确定新的微生

物物种和功能仍然是目前的重要任务。本文将综述基于调整培养基、考虑微生物间相互作用、

捕获分离培养、高通量分离培养来分离培养微生物群体中的未培养微生物的方法，及功能性研

究的进展情况。 
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Abstract: Microbes have the characteristic of high diversity in natural environment, but 99% of 
microorganisms remain “unculturable” by using traditional methods. Besides, the culturable fraction 
can’t represent the diversity of micro-ecology. Therefore, the present tasks are to identify species and 
functions of new microorganisms. This article reviews some success in the isolation and cultivation 
of unculturable bacteria from complex bacterial communities and their functions researches, 
including modifying medium, microbial interactions, capture, isolation and cultivation and 
high-throughput cultivation. 
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自然环境中存在的微生物远远比目前所培养

的微生物数量多[1]。此外，一些关于 16S rRNA 基

因序列的分析和微生物培养研究证明，有大量的微

生物没有对应的培养方法[2]。本文中所提到的“未培

养”将用来描述之前在人工培养基中还没有被培养

的微生物。研究发现自然界中能够被培养和分类的

微生物只占很小比例，大约占 1%，也就是所谓的“大

平板计数异常”(样品中微生物细胞的数量与营养培

养基上形成的菌落数量并不相符，并且显微计数要

明显高于菌落数量[3])。同样地，来自环境栖息地的

未培养微生物的比例据估计大约是 99%[4]。目前估

计在细菌的 61 个门中有 31 个门是不能被培养的[5]。

古菌中只有 54 种是可培养的，而且它们仅代表了

复杂生物多样性的一小部分，49 个谱系中绝大多数

都还是未培养的[5]。 

未培养微生物不能被培养并不仅是由于低丰

度，而且还包括一些抵制培养的特殊原因，包括温

度、pH、氧利用率、营养来源等。此外，面对不利

的生长环境，为了生存细菌可能进入了一种“有活

性但不分裂的状态”或“休眠的状态”，也就是细胞是

活着的但是不再分裂[6]，并且仅当外部的条件变得

更加有利或提供了合适的生长因素和信号，细菌才

能够复苏。近年来越来越多的证据表明，活性氧簇

具有生长抑制效果，例如过氧化氢能够导致氧化应

激和细胞损伤，由于在人工生长培养基中产生了过

氧化氢，导致微生物的生长效率明显降低[7]。富营

养培养基中的高浓度营养成分或细菌素以及混合

培养时邻近细菌产生的其他类型抑制因子可能会

对细菌生长产生抑制作用。同时，自然环境中细菌

群体中的个体成员，特别是那些以生物膜形式出

现，通过细胞间的小肽或群体感应产生信号进而出

现细菌间互相协作和相互作用的现象[8]。与这一结

论相似的是，生长在牙菌斑生物膜上的细菌个体间

可以形成严格的和可再生的结构关联，这一现象暗

示细菌个体之间有清晰的功能关联[9]。因此，当试

图避开宿主群体和有利的互作网络单独分离纯菌，

它们可能并不会生长。某些微生物生长过程需要共

培养细菌产生的信号和化学因子的刺激，因此这种

刺激的缺乏可能是阻止体外分离培养微生物最重

要的因素之一。同时，通过对 Erysipelotrichia 谱系

进化树的研究发现，在进化的不同阶段都伴随着基

因的缺失，进而引起代谢功能和形成内孢子能力的

变化 [10]，另外，候选种 Saccharibacteria (之前的

TM7)、SR1、WWE3 和 OD1，其中有一段小的基

因组缺失了调控某个关键生物合成路径的基因[11]，

这样的细菌可能仅生存在与宿主有紧密联系的表

面或体内。例如最近培养的 Saccharibacteria 菌株

TM7x 与龋齿放线菌和细胞内的病原体惠普尔养障

体形成了一种紧密的共生关系[12]，以上两类细菌都

存在调控氨基酸合成路径的基因组缺失的情况。因

此，分离这类依赖性强的细菌具有极大的挑战。 

虽然分子生态学和宏基因组学已经明显增加

了我们对于微生物多样性的了解，并且引导产生了

许多有趣的假设，但是这些先进的技术也显示出我

们距离充分阐明微生物多样性还很远。同时，考虑

到许多基因储存在具有未知功能或错误注释的数

据库中，仅使用宏基因组学的方法不能提供足够的

信息去培养所有的微生物。实际上，只有通过细菌

纯培养的研究才能充分地阐述其表型和基因型。考

虑到微生物培养在现代微生物学中的重要性，分离

培养未培养微生物仍然是优先考虑的思路。因此，

一个重要的挑战就是如何克服目前存在的限制因

素，扩大可培养的范围。本文将综述目前未培养微

生物分离培养技术研究进展(表 1)，为分离未培养微

生物和研究其生态学功能提供参考。 

1  未培养微生物的限制因素 

1.1  培养基组分和生长条件不全面 

任何微生物的生长都需要能量、营养和适当的

物理化学成分，并且不同的微生物所需的浓度是不

同的。某些微生物在生长的过程中，需要特殊的营

养物质、pH 条件、培养温度和合适的氧气浓度。

Köpke 等研究不同的培养基基质和培养条件对微生

物生长的影响后发现，不同的条件下微生物生长出

现明显差异[21]。 
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表 1  微生物分离培养新方法 
Table 1  New culture and isolation methods of microbial 

分类 

Classification 

培养方法 

Culture methods 

方法描述 

Method description 

参考文献 

References

调整培养基 

Adjustment medium 

改良培养基 通过改变培养基组分，添加一些特殊的化学物质等 [13] 

群体培养 

Mass culture 

共培养 使用混合菌株培养需要协作生长的未培养细菌 [14] 

原位培养 模拟微生物生存的自然环境进行原位培养。采用扩散生长盒，分

离芯片等进行培养分离 

[15] 

细胞捕获 

Cells capture 

单细胞捕获分离 利用拉曼光谱仪等设备对特征细胞进行分离 [16] 

荧光激活细胞分离技术 通过对某一类微生物设计特异性探针，利用荧光显微镜或流式细

胞仪进行分离 

[17] 

高通量分离培养 

High-throughput 
isolation cultivation 

培养组学 利用多重培养条件、将培养的大量菌落进行分离与分析 [18] 

微液滴培养法 将细胞包埋在凝胶微滴板中，在低营养的流动培养液中进行培养，

再用流动血细胞计数法检测微滴板上有多少个微克隆 

[19] 

生物反应器培养法 一种创新的高通量微型生物反应器(一个机械性驱动的细胞培养

生物反应器系统)，自动化小规模反应器(SimCellTM)平台用于流

加培养，该平台控制 pH、溶解氧、葡萄糖 

[20] 

 

1.2  忽视了环境中微生物之间的相互作用 

自然环境中的大部分微生物都是群体生活，并

且相互之间建立了复杂的关系。在实验室培养条件

下，单纯地将待培养的微生物与其他相关的微生物

群体分开，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，表现

为不可培养。在原核生物中，种间互作普遍存在并

且不会受到信号分子的限制，例如自体诱导分子 2 

(AI-2)和 N-酰基-高丝氨酸内酯[22]。 

1.3  培养时间短 

在某些情况下，培养效率随着培养时间的延长

而明显增加。许多微生物，特别是生活在营养不充

足环境中的微生物生长速率是很慢的。因此，延长

培养时间是提高这类微生物培养效率的先决条件。

Davis 等培养土壤微生物至少 12 周的时间，结果显

示菌落计数明显增加并且分离出几株之前未培养

的菌株[23]。 

1.4  检测灵敏性受限 

对于某些微生物生长速率慢、产量低的情况，

如果检测技术灵敏性不高，很可能得出错误的结

论，因此开发多种高灵敏性检测方法对于认识未培

养微生物具有很大的作用。对于要通过菌落数量来

研究其生理生态特性的微生物，高灵敏性的检测方

法如切向流过滤是极其重要的[24]。 

2  未培养微生物培养分离技术 

2.1  调整培养基 

在生长的过程中，许多微生物有特殊的营养物

质和化学物质的需求[25]。这就需要对微生物生存的

自然环境和特性有深刻的理解，包括与培养基生长

直接相关的各种因素，才能有助于研究者更好地理

解这些因素并进一步开发培养未培养微生物的方

法。最近的一些研究探究了不同成分和浓度的培养

基对于培养未培养微生物的影响。Li 等应用体外培

养方法，在厌氧培养基中添加十八碳烯酸(TVA)至

不同终浓度(0、30、40、50、60 μg/mL)，接种瘤胃

微生物后进行连续和传代培养，传代富集培养时，

用 DGGE 监测菌群变化，发现当传至第 4 代，TVA

氢化菌群的数量增加最显著，对差异条带的测序结

果表明这些细菌大多属于未培养的瘤胃细菌[13]。

Davis 等[23]和 Sait 等[26]参考系统发育相关菌种，通

过修饰和富集培养基成功地分离出之前未培养的

微生物。微生物学家通过在培养基中加入氢氧化铁

和锰氧化物作为电子受体，实现了微生物的高效培

养，例如变形菌门、拟杆菌门、梭杆菌门、放线菌门、
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厚壁菌门、酸杆菌门、疣微菌门和盐单胞菌门[21,27]。

Kashefi 等根据嗜高热微生物利用 Fe(III)作为终端

电子受体这一高度保守的特性，在培养基中添加非

常微量的 Fe(III)氧化物。该方法的前提是对微生物

特性有一定的了解[28]。Santini 等从 Aodaliya 金矿中

分出以亚砷酸为电子供体，氧为受体，以 CO2 为唯

一碳源的优能自养菌(NT-26)，16S rRNA 基因序列

分析表明，NT-26 属于 α-Proteobacteria 土壤杆菌的

一个根瘤菌分支，可能是一新种[29]。一些研究关注

甲烷厌氧氧化对于硫酸盐或硝酸盐的还原作用。这

些方法需要精确的培养基，其中包括碳氢化合物能

量来源和硝酸盐，铁和硫酸盐作为电子受体[30]。 

对来自北海的样本进行的研究显示，碳源的品

质是决定培养效率的关键因素。包含不同碳源和复

杂化合物的培养基所培养出的微生物数量和多样

性比只含有一种碳源的培养基更高[30]。相反地，

许多自养微生物不能在只有一种固定碳源的培养

基中生长[31]。目前，通过使用低底物浓度的培养

策略，针对未培养微生物的培养已经取得一些成

效[30,32]。放线菌门、酸杆菌门、变形菌门和疣微菌

门利用低营养培养基和增加培养代数进而被成功

地培养[33]。改善培养条件(如营养水平，氧气浓度，

腐殖酸的添加和信号分子)也增加了一些新型微生

物[34]。最近，科学家创新地开发出高选择性培养基，

最大的优势是该培养基对特定的微生物具有高选

择性。这种方法被用来开发选择性培养基培养水稻

细菌性谷枯病菌、燕麦食酸菌、果胶杆菌、青枯雷

尔氏菌和野油菜黄单胞菌[35] (表 2)。在培养基中添

加腐殖酸、信号分子、处理活性氧的酶类[30,34]或移

除某些抑制因子提高未培养微生物的培养性。一些

微生物学家证实吉兰糖胶对于未培养的微生物的

培养和分离是有效的，因为它的平板成分比琼脂要

更清楚，因此更容易找到非常细微的菌落[33,36]。吉

兰糖胶也可能增强受琼脂抑制的微生物的生长[36]。

吉兰糖胶培养基上的菌落计数是琼脂培养基的

10 倍。生长在吉兰糖胶培养基上大约 60%的微生物

被认为是新的，在同样的条件下，新分离得到的微

生物中的一半在琼脂培养基上不能形成菌落。 
 

表 2  培养未培养微生物的稀释培养基的组分[35] 
Table 2  Composition of different diluted media used for culturing unculturable soil bacteria[35] 

成分 

Ingredient 

培养基类型 

Medium type (g/L) 

0.01×NB WSSa VL55 VL70 

2(N-吗啉基)乙磺酸 2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid – – 1.95 2.09 

牛肉膏 Beef extract 0.03 – – – 

蛋白胨 Peptone 0.05 – – – 

二水氯化钙 CaCl2·2H2O – – 44.11×10–3 44.11×10–3 

磷酸氢二钾 K2HPO4 – 0.40 – – 

七水硫酸镁 MgSO4·7H2O – 0.13 49.29×10–3 49.29×10–3

一水硫酸锰 MnSO4·H2O – 1.52×10–3 – – 

硝酸铵 NH4NO3 – 0.50 – – 

磷酸氢二铵 (NH4)2HPO4 – – 26.41×10–3 26.41×10–3

硫酸二铵 (NH4)2SO4 – 0.13 – – 

亚硒酸盐-钨酸盐溶液 b Selenite-tungstate solutionb – – 1 mL 1 mL 

微量元素 SL-10c Trace element SL-10c – – 1 mL 1 mL 

注：a：格雷斯基盐溶液(WSS)；b：氢氧化钠 0.5 g，五水亚硒酸钠 3 mg，二水钨酸钠 4 mg，c：盐酸 10 mL，六水氯化钴 190 mg，

二水氯化铜 2 mg，四水氯化亚铁 1.5 g，过硼酸钠 6 mg，四水氯化锰 100 mg，二水钼酸钠 36 mg，六水氯化镍 24 mg，氯化锌 70 mg，

蒸馏水 990 mL. –：该培养基中没有此成分. 

Note: a: Winogradsky’s salt solution; b: NaOH 0.5 g, Na2SeO3·5H2O 3 mg, Na2WO4·2H2O 4 mg, Distilled water 1 000 mL; c: HCl 10 mL, 
CoCl2·6H2O 190 mg, CuCl2·2H2O 2 mg, FeCl2·4H2O 1.5 g, NaBO3 6 mg, MnCl2·4H2O 100 mg, Na2MoO4·2H2O 36 mg, NiCl2·6H2O 24 mg, 
ZnCl2 70 mg, Distilled water 990 mL. –: No ingredient in the medium. 
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2.2  群体培养 

2.2.1  共培养：在自然环境的微生物区系中，微生

物间的相互作用对于群体生存是至关重要的，但是

由于内在的复杂性和实验室培养的困难性，这些相

互作用间的确切机制仍然是不清楚的。传统的以培

养为导向的研究并不能解释由信号分子介导的相

互作用，这些信号分子严重地限制了对于未培养互

养微生物的研究。因为微生物总是会在一个群体中

与其他微生物建立一种关系，并且这些相互作用一

方能够竞争有限的资源，另一方面也会通过代谢物

和信号分子的交流进行合作[37]。微生物之间相互交

流的典型的例子比如生物膜和多细胞培养装置，都

可以实施单个物种培养不可能实现的多功能培养。

例如，混合细胞组合能够完成多级纤维素降解，并

且产物中间体能被作为碳源进行利用[30]。Park 等

开发了一种简易的微液滴装置用于高效培养互养

微生物群体，同时来证明其在微生物间协同共生中

的效果[14]。微液滴装置是单分散液滴中封装和培

养微生物群体中的小单元。如果液滴将有互作关系

的微生物局部化，那么这些微生物将能够分裂生长

(图 1A)。倾斜的 T 形连接用于液滴的产生，反应室

用于保留液滴进而进行培养(图 1B，C)，这个倾斜

的 T 形连接能够产生均匀分散的液滴，在入口的压

力下，至少 1 400 个液滴能够被非常紧密地包裹在

10 mm×5 mm 的反应室内(图 1D)。 

共培养也是一种培养兼性或互养微生物的有

效方法。到目前为止，两种成功的例子已经被报道：

(1) 一种利用透析膜反应器的群体培养方法已经成

功地从厌氧淤泥中培养出厌氧嗜热的降解谷氨酸

的微生物[38]。(2) 另一种利用在厌氧和需氧交替的

间歇反应器中的群体培养成功富集到混合微生物[38]。

新的微生物通过与耗氢型微生物共培养或使用适

合生长的纯培养基质得以成功地鉴定[36]。另外，在

很多情况下，不同技术结合使用已经取得了成功。

例如，通过将适合生长的环境条件与辅助菌株结合

使用，Nichols 等培养出一种新的嗜冷杆菌属[39]。

辅助菌株提供了必要的生长因子，这些生长因子对

于使用人工培养基培养未培养菌株是重要的发现。

其他的研究者已经使用非共生的变形虫作为一种工

具来分离环境样品中(包括土壤)新的胞内微生物[40]。 

 

 
 

图 1  用于共培养的微流体装置[14] 
Figure 1  Microfluidic device for microbial co-cultivation[14] 

注：A：利用共培养空间检测微生物间的共生关系；B：微流体装置原理图；C：微流体装置实物图；D：微流体装置内液滴形成反

应室. 

Note: A: Compartmentalized co-cultures enable detection of symbiotic relations among community members; B: Schematic design of the 
microfluidic device; C: A picture of the microfluidic device; D: Droplets filling a large chamber in the microfluidic device. 
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2.2.2  原位培养：模拟目标微生物的自然环境进行

原位培养和分离是目前研究者的一个基本策略。

Kaeberlein 等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(图 2)，使用这种仪器来分离培养微生物[41]。

该扩散盒由一个环状的不锈钢垫圈和两侧胶连孔径

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自由

进出小室，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，因此使高密度培

养成为可能[41-42]。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

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，需再次分离以获得纯种。

最后从海水中分离到一株新的菌株。不同类型膜基

系统已经被开发出来在自然环境中直接生长微生物

群体[41,43-45]。来自土壤、海洋或活性污泥中的未培养

微生物被培养在扩散生长盒中。据此得出了这种假

设：在扩散生长盒里环境中原位培养的原核生物一

方面进行充分的菌株富集为了随后的分离并移入传

统的固体培养基，另一方面在试管培养条件中使菌

株适应抑制性的条件[45]。有趣的是，很多缓慢生长

的菌落应用该方法也可以被成功培养。研究者已经

在模拟的自然环境中通过使用扩散生长盒测试了未

培养微生物的培养性并取得了成功的结果[32,41,43-45]。

在此基础上，科研人员开发了一种新的高通量平台

用于大量培养和分离环境中的未培养微生物，这种

平台被称为分离芯片(Isolation chip，Ichip)。Ichip 由

数百个微型扩散室组成，每个室可接种单个的环境

细菌。通过这种方法，使研究者研究那些不能人工

培养微生物成为可能。这种方法的合理性在于，可

以让一些自然生长因子通过扩散进入到培养室内，

从而有助于培养室内的细菌生长。结果表明，通过

这种方法分离到的细菌大大超过了传统分离方法得

到的细菌。Nichols 等设计并测试一种分离芯片(Ichip) 

(图 3)，先把中央平板浸到目标细胞悬液中进行培养，

进而转到琼脂培养基中，等培养基冷却后固定下来，

平板两边附上薄膜经过挤压彼此分开[15] (图 3)。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 16S rRNA

基因相似性小于 95%[15]。这个方法可以用于大量且

多样性高的微生物的分离培养。Jung 等开发了一种

新技术，采用 I-tip 方法使微生物和自然界的化学物

质混合稀释进而能够让微生物在自然环境中利用这

些物质生长，利用原位培养手段培养出更具多样性

的微生物群体，缩小了可培养和未培养微生物间的

距离[46]。 
 

 
 

图 2  扩散生长盒原位培养环境微生物示意图[41] 
Figure 2  Diffusion growth chamber for in situ cultivation of environmental microorganisms[41] 

注：A：扩散室是由两个 0.03 μm 的聚碳酸酯膜及夹在二者之间的垫圈组成的；B：生长扩散室被培养在海洋沉积物的表面. 

Note: A: The chamber is formed by a washer sandwiched between two 0.03 μm pore-size polycarbonate membranes; B: Growth chambers 
incubated on the surface of marine sediment. 
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图 3  分离芯片原位培养微生物的示意图[15] 
Figure 3  The schematic diagram isolation chip for high-throughput microbial cultivation in situ[15] 

注：A：将有多孔的中央平板浸到目标细胞悬液中进而捕获单细胞；多孔中央平板的局部放大图；分离芯片装配：上下两边带有多

孔的中央平板通过薄膜挤压中间的平板；B：螺丝用来密封多孔内的细胞；C：分离芯片装配：上下两边带有多孔的中央平板通过

薄膜挤压中间的平板，螺丝用来密封多孔内的细胞. 

Note: A: Dipping a plate with multiple through-holes into a suspension of mixed environmental cells leads to capturing (on average) a single 
cell; B: Detail with enlarged scale of multihole plate; C: I-chip assembly: upper and bottom plates with matching holes press the membranes 
against the central (loaded) plate. Screws provide sufficient pressure to seal the content of individual through-holes. 
 

2.3  细胞捕获 

2.3.1  单细胞捕获分离：单细胞捕获分离技术是指

利用拉曼光谱仪等设备对特征细胞进行分离，进而

对其功能进行研究。Wang 等通过优化光路、提高

激光强度等方式显著提高了单细胞拉曼光谱的采

集速度，首次将微生物细胞拉曼图谱获取时间降

低到毫秒级，为高通量单细胞拉曼分选奠定了基

础[47]。同时，结合激光诱导向前转移(LIFT)原理，

发 明 了 拉 曼 激 活 细 胞 弹 射 (Raman-activated cell 

ejection，RACE)技术，可用于将特定拉曼表型的单

细胞从复杂微生物群落中分离，从而获取其基因组

信息[47]。研究人员一直是通过利用如宏基因组学研

究等方法来发现一些生物体，探讨生活在环境中的

微生物群体，它们通常难以或不可能在实验室中进

行培养。然而利用单细胞测序，科学家将来自单个

细胞的 DNA 扩增 10 亿倍，破译了它的基因组，从

而为研究从前未知的“微生物暗物质”开辟了一条新

途径。美国能源部下属联合基因组研究所的谭佳·沃

克领导的研究团队选择了 201 种微生物和古生细菌

的细胞，并阅读了其部分基因组(从 10%到 90%不

等，取决于不同细胞)[16]。这些微生物来源于 9 种

不同的生存环境，包括海底热水流火山口以及地下

金矿等，没有一种曾被测序或在实验室内培养过。

研究人员通过选择高度多样化的微生物，测定了部

分的基因组序列(范围从低于 10%到高于 90%，这

取决于细胞)，来尝试探索这些暗物质(图 4)。通过

序列阐明了这些微生物之间，以及与其他物种之间

的关系。在新数据的基础上，作者提出了对古生菌

域和细菌域的分类修正，包括提议将古菌重新归入

三个“超级门”[16]。通过应用单细胞捕获分离技术能

够直接分离单细胞，进而研究细菌多样性。 

2.3.2  荧光激活细胞分离技术：流式细胞术是一种

荧光依赖的细胞表征技术，也被广泛用来进行微生

物细胞的分离。单个细胞在强光源(激光或激光二极

管)前面通过时，可以利用单个细胞的特性(如大小、

形状、细胞荧光信号等)快速分析整个细胞群体。当

把特异的荧光信号(如 FACS)与细胞分选结合起来

后就可以对来自复杂环境样品的大量细胞进行快

速分析，如含有 FISH 探针的个体就能够从这个群

体中被分拣出来。Ozawa 等利用流式细胞荧光分选

技术(FACS)从水样中检测和分离低浓度的微生物，

有 31 种致病菌被分离出来[48]。Podar 等对不可培养 
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图 4  单细胞测序工作流程[16] 
Figure 4  The schematic diagram of the single cell sequencing[16] 

注：A：每个细胞裂解后进行基因组扩增产生 3 300 个成功的扩增序列. 大部分属于新谱系的单一扩增基因组被用于基因组测序和

草图组装，最终得到 201 个基因组草图. 

Note: A: Each cell was lysed and the genome amplified yielding 3 300 successful amplifications. SAGs (single amplified genomes) 
belonging to major novel lineages were selected for genome sequencing and assembly resulting in 201 draft genomes. 

 
的 TM7 生物门的细菌群体进行研究。他们利用原

位荧光杂交技术和流式细胞术结合的方式对土壤

样品中的单一细胞以及小批量细胞(5−100 个)进行

分离，接着对一些属于 TM7 门的细菌基因组片段

进行扩增测序，发现采用该方法可以从土壤群落中

筛选到低频率(0.02%)的靶细胞，表明该方法可以用

来识别和分离群落中“无法看到的”稀有物种的代表

性微生物[49]。 

Kvist 等[17]从环境样本提取细胞后，使用 Cy3

标记的探针进行荧光原位杂交。用显微操纵器将标

记有明亮萤光信号的单细胞分离，并用单个分离的

细胞作为多重置换扩增的模板(图 5)。多重置换扩增

的产物随后用于 16S rRNA 基因序列分析。结果显

示>99% 16S rRNA 基因与土壤泉古菌 SCA1170 分

支具有同源性。用此方法分离了一株土壤泉古菌。

但是应用该方法有两个限制因素，一是存在序列偏

差，尽管各种改进的策略正在逐步减少这些缺陷，

高覆盖率、高保真性及高特异性的扩增仍然是亟待

解决的问题；二是由于核糖体 RNA 很强的进化保

守性，从而导致以其为基础的系统发生分析的分辨

率比较低，如 16S rRNA 基因就无法完整地表征菌

株(基因型)的特性。因此，我们必须进一步改进这

种技术的操作过程，以寻求更为有效的方法来减少

非靶向生物体及外源 DNA 的污染等情况的发生。

另外，对测序得到的大数据的分析也是一个重大的

挑战。 

2.4  高通量分离培养 

2.4.1  培养组学：培养组学是一种通过增加培养条

件来检测细菌多样性的高通量方法。首先利用血液

培养基富集，随后在琼脂培养基中进一步培养。在

这一过程中，确认了 3 种成分是必需的：在血液培

养瓶中预培养(分离到 56%的新菌种)、瘤胃液的添

加(分离到 40%新菌种)以及羊血的添加(分离到 25%

的新菌种)[50-53]。Lagier 等借助微生物培养组学

(Culturomics)，综合多重培养条件、基质辅助激光

解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF)及 16S rRNA

基因测序技术，极大地改善了培养条件，增加了可培

养微生物的数量[50]。同时，选择最佳的培养条件来

增加研究样本的数量和应用新的实验方法(新鲜样本

的接种；小菌落的检测和变形菌门、微需氧菌和嗜盐

性的原核生物)来解决之前研究存在的不足[51-53]。通

过这种方法，鉴定出 1 057 个原核生物物种，其中

531 种属于人体肠道菌群；利用培养组学，首次分离

得到的肠道微生物种类至少增加了一倍[18] (图 6)。 
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图 5  利用荧光原位杂交进行单细胞分离和扩增的原理图[17] 
Figure 5  The schematic diagram of the single cell isolation and amplification procedure with fluorescent in situ 

hybridization probing[17] 
注：A：探测到特定的目标单细胞后被显微操纵器分离，其基因组作为模板利用多重置换扩增技术用于基因组扩增. 

Note: A: The specifically targeted single cell is probed and isolated using the micromanipulator, and the genome is used as template for 
genomic amplification using MDA. 

 

2.4.2  微液滴培养法：Zengler 等[19]设计了一个非

常精妙的方法，将细胞包埋在凝胶微滴板中，在低

营养的流动培养液中进行培养，再用流动血细胞计

数法检测微滴板上有多少个微克隆(图 7)。这是一个

开放流动的系统，微生物间的代谢产物及信号分子

可在凝胶空隙中进行扩散而被其他菌利用。这与自

然环境有很多的相似之处，因而新培养出来的微生物

种类也大大增加。这种方法可用于土壤和海水等环

境，并且能够在每个环境样本中分离得到 10 000 多个

细菌和真菌[19]。Jiang 等借助微液滴平板划线技术

研究微生物的多样性。从多环芳烃富集的土壤微生

物群落中分离培养单细胞，得到 4 个分枝杆菌分离

株和 1 种之前未知的降解荧蒽的芽球菌属[54]。该方

法与之前的微液滴方法相比，不需要昂贵的自动化

设备来产生微液滴，并且操作简单易行。此外，通

过组合油相载体，这个方法能够被应用到其他方

面，例如将油脂、石油和能溶于油相的疏水性底物，

例如不溶于水的除草剂、杀虫剂和其他疏水环境污

染物结合，能够分离和识别具有生物修复和生物转

化的环境微生物。美国东北大学的工程师 Edgar 

Goluch 和生物学家 Slava Epstein 开发出一种微型纳

米设备，用来从物种混合物中捕获单个细菌细胞，

产生这些细胞的纯培养可以解决微生物培养中的

局限性[55]。这种新型设备可以使单一的细菌细胞通

过通道进入到包含有细菌“食物”的小室中，而细菌

细胞进入的显微通道，仅比细菌细胞稍窄一些。因

此，当进入一个细菌细胞后，就可以阻断其余细胞

的进入。在小室中细菌的细胞就可以开始增殖，当

其增殖到纯种样本并且充满整个箱体后，研究者就

会对其进行收集和鉴定。该设备的优势是养料室的

收缩尺寸和营养成分可以动态调整，进而增加捕获

细胞的多样性，或者优化特定性状物种的分离。 
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图 6  培养组学工作的原理图[18] 
Figure 6  The schematic diagram of the culturomics work[18] 

注：A：培养组学是一项综合多重培养条件、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF)及 16S rRNA 基因测序技术. 

Note: A: Culturomics combines multiple culture conditions and matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight and 16S rRNA gene 
for identification. 
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图 7  基于单细胞包埋在凝胶微滴板中的高通量培养方法流程图[19] 
Figure 7  Flow diagram of high-throughput cultivation approach based on the encapsulation of single cells in 

microcapsules[19] 
注：A：将细胞包埋在凝胶微滴板中，在低营养的流动培养液中进行培养，再用流动血细胞计数法检测微滴板上有多少个微克隆. 

Note: A: This technique uses microcapsules to encapsulate single cells combined with parallel microbial cultivation under low nutrient flux 
conditions. Flow cytometry is used as a sensitive tool to detect growth within the microcapsules. 
 

2.4.3  生物反应器培养法：Amanullah 等采用目前

一种新型的自动化小规模生物反应器，通过构建适

宜的 pH、溶解氧和葡萄糖的条件进行流加培养，

能够成功地模拟摇瓶和生物反应培养条件，相较于

传统方法可以实现更高浓度的活细胞培养，浓度至

少可达 12×106 cells/mL[20]。为了能够从贫营养海洋

生态系统中培养未培养微生物，Connon 等[56]利用

高通量培养方法在低营养培养基中进行分离培养。

研究人员使用将微量滴定板和新开发的细胞芯片

相结合的方法，检测限能达到 103 cells/mL。从近岸

海水中收集的样本中，至少 14%的细胞利用这个方

法能够被培养。与传统的微生物培养方法相比，培

养的数量要高 14−1 400 倍。在培养出的微生物中，

4 种独特的细胞谱系属于之前未培养的海洋厚壁菌

门。这个方法在培养已知的海洋克隆文库中未培养

的海洋浮游微生物是有效的[56]。 

3  未培养微生物应用前景 

未培养微生物在自然环境微生物群落中占有

非常高的百分比(约 99%)，无论是其物种类群，还

是新陈代谢途径、生理生化反应、产物等方面都存

在着不同程度的新颖性和丰富的多样性，因而其中

势必蕴含着巨大的生物资源，具有非常可观的应用

前景。首先，在生物降解方面，厦门大学微生物研

究所的实验室从在生态环境中寻找未培养微生物

及其降解基因的角度出发，应用宏基因组技术构

建文库，在寻找抑制赤潮藻类的相关基因及 PAHs

高效降解基因已进行了大量研究，已取得初步研

究成果，期望在未培养微生物中寻找高效功能基

因并应用于污染的生态环境治理。其次，在药物筛

选方面，Ouyang[57]利用琼脂糖凝胶包埋法从中国

南海的多种海绵中分离得到超过 400 kb 大小的细

菌 DNA 片段，并用获得的大片段 DNA 构建了海

绵 Halichondria sp.的 BAC 文库。此外，在酶类资

源发掘方面，多位科学家利用功能性筛选可以快速

地从多个克隆子中鉴定出全长基因，并由此获得这

些功能基因的产物，为工业、医药和农业提供一些

新的天然活性物质如各种酶类及一些次生代谢产

物等，包括 4-羟基丁酸脱氢酶、N-酰基酪氨酸合成
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酶、几丁质酶、淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶、酯酶等。 

4  总结与展望 

目前为止，因为单纯的基因测序无法解答微生

物群落功能和代谢，因此，分离未培养微生物的方

法越来越受微生物学者关注。然而，传统的方法存

在分离效率低、操作复杂、设备昂贵或缺乏群体交

互作用等缺点，难以分离特定功能微生物(群)。因

此，本文综述了改良培养基、共培养、原位培养、

单细胞捕获分离、荧光激活细胞分离技术、培养

组学、微液滴培养法等新方法，并且提出必要时可

几种培养手段相结合，优势互补，从多个角度对未

培养微生物进行分离培养。同时，我们要发掘未培

养微生物丰富的基因资源，发现新的酶类和化合

物。基于以上研究现状，笔者认为，未来还应在以

下几个方面加强研究： 

(1) 笔者实验室从事瘤胃微生物分离培养研究

工作多年，在厌氧滚管技术[58]和调整培养基[13]等方

面均进行了很多探索，目前通过富集培养已成功从

奶牛瘤胃中分离得到具有 TVA 氢化能力的微生物

菌株一株；从瘤胃壁上分离得到地衣芽孢杆菌和奇

异变形菌，从瘤胃液中分离获得白色瘤胃球菌、

溶糊精琥珀酸弧菌和布氏密螺旋体，总共 5 种尿

素分解菌，为进一步认识瘤胃微生物提供理论依

据和方法基础。同时，我们实验室发明了一种基

于短序列的引物设计来定量差异细菌的方法，并

成功运用了基于短的 16S rRNA 基因序列设计的

引物定量目标未培养细菌，结果发现与饲喂混合

粗饲料的奶牛瘤胃微生物相比，饲喂秸秆粗饲料

的奶牛瘤胃中显著减少的未培养细菌 R-UB 来源于

Succinivibrionaceae，有助于我们通过针对性地调控

瘤胃微生物来更好地利用秸秆粗饲料资源[59]。此

外，我们利用自主研发的人工瘤胃模拟系统，以尿

素和脲酶抑制剂(乙酰氧肟酸)分别作为尿素分解菌

的激活剂和抑制剂，通过高通量测序技术研究细菌

16S rRNA 基因变化，揭示瘤胃优势尿素分解菌群。

最终揭示了瘤胃优势尿素分解菌：Pseudomonas、

Streptococcus、Haemophilus、Bacillus、Neisseria、

Actinomyces 和 Succinivibrionaceae[60]。该研究解决

了纯培养难题，这对于胃肠道重要功能菌群的鉴定

提供了新的研究思路。另外，奶牛瘤胃尿素分解菌

群的鉴定，为调控瘤胃尿素代谢和提高尿素氮利用

率提供了新的调控靶标。但是一方面由于我们仍然

缺乏对微生物的多样性、生存环境以及在生物进化

中地位的认识，无法设计微生物生长的原位环境实

现群体培养，导致依赖其他微生物的代谢活动或者

其他环境条件中的微生物不能生长。另一方面，缓

慢生长的或稀有的微生物经常在培养和测序的过

程中被丰度相对高的微生物所掩盖。因此还需继续

加强对微生物生理环境的分析研究，解析影响未培

养微生物不能培养的关键营养因子。 

(2) 虽然以共培养、原位培养、单细胞捕获分

离、荧光激活细胞分离技术、培养组学、微液滴培

养法等为代表的分离培养技术近年来迅速发展，但

一些常规方法(如传统微生物培养法、厌氧滚管技

术、改良培养基等)也不能完全摒弃。应该将多种技

术相结合，为探究环境中微生物分布和多样性，解

析不同环境条件下微生物生态功能，挖掘环境中未

培养微生物，更新和完善微生物数据库等提供新的

方法学支持。 

(3) 必须全面理解微生物生理适应性与群体行

为，发展和革新培养技术，改变微生物培养方式，

设计尽可能接近微生物生活的自然环境，培养出

更多的“不可培养微生物”，推动来源于未培养微

生物的新基因、新活性物质和天然产物等资源的

挖掘利用。 
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