
微生物作为自然界生态系统的重要组成部

分, 不仅在生态平衡中起着举足轻重的作用, 也
是天然活性物质的重要来源[1]。目前, 环境中微生
物仅有 10%~20%被发现, 且可培养利用的仅 1%
左右, 大量类群处于未知的非可培养状态, 未进
行人工鉴定[2]。因此, 环境微生物资源具有很大的
开发潜力, 而提高可培养效率是核心和关键。
1 微生物活的非可培养(VBNC)状态
1.1 微生物 VBNC状态及其研究价值

环境中的微生物可分为活的可培养状态、受

损状态、休眠状态、活的非可培养状态和死亡状

态[3]。对环境中微生物进行传统分离培养研究时,
50%~90%的菌体保持代谢活性, 但在平板中不能
形成肉眼可见的菌落, 导致培养效率不高[4]。自然
界存在着大量不能用传统分离培养方法进行分离

培养的微生物类群, 但它们仍具有代谢活性, 被
称为微生物活的非可培养(viable but non-cultur原
able, VBNC)状态[5], 这一概念由 Xu等[6]于 1982年
首次提出。微生物 VBNC状态多是由于环境发生
改变, 微生物的生存受到胁迫, 其细胞结构和形
态发生变化, 虽具有代谢活性, 但目前实验室培
养条件不能满足其正常生长繁殖, 采用现有培养
条件无法分离得到[7, 8]。
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前期对微生物 VBNC 状态的研究多聚焦在
病原菌方向, 进入 VBNC状态的病原菌不能正常
人工培养, 在食品卫生常规检测中易发生漏检等
现象, 对卫生安全的质量检测及防控造成风险[9]。
Gin等 [10]发现某些处于 VBNC 状态的致病菌, 在
传统培养条件下不能生长, 但由于仍存在部分代
谢活性, 依然会产生毒力因子。虽有研究证明在
这种状态下部分微生物产生的毒力因子不具侵染

性, 但因 VBNC状态中多数微生物的相关机制尚
未得到充分研究, 所以有些微生物可能仍然保留
着毒力因子的部分毒性[11]。另一方面,微生物VBNC
状态的研究有利于提高微生物的分离培养效率,
从而培养出更多的新菌种, 了解生理生化特征, 获
得代谢产品, 发现新药物、新材料, 使其应用于更
广泛的领域[12], 或建立环境修复微生物资源库, 使
生物治理环境污染成为可能[13]。
1.2 微生物 VBNC状态检测方法

微生物 VBNC 状态检测的目的在于确定活
细胞的存在。目前, 该领域的检测方法主要有分子
生态学技术、活菌直接计数法、酶联免疫吸附技

术、基于 PMA/EMA处理的 PCR法等。
1.2.1 分子生态学技术

分子生态学技术直接基于环境样品的基因组

DNA鉴定微生物多样性和群落结构, 同时结合传
统分离培养方法, 通过对微生物种群组成及生物
信息学的比对分析, 获得“未培养”的物种信息,
揭示在常规分离培养中的“未培养”菌, 为进一步
研究环境中可培养微生物提供依据[14]。目前, 常用
的分子生态学方法有变性梯度凝胶电泳、16S
rRNA基因克隆文库、限制性片段长度多态性分析
(restriction fragment length polymorphism，RFLP)、宏
基因组技术及核酸杂交等[15, 16]。
1.2.2 活菌直接计数法(DVC)

活菌直接计数法(direct viable counting, DVC)
技术能有效地证明 VBNC 状态细菌的存在。
Kogure等[17]将荧光显微技术与涂布平板培养法相
结合, 设计出能较好地完成水环境中活细菌计数
的活菌直接计数法, 其原理是在细胞培养物中添
加一定浓度的营养物和 DNA合成抑制剂萘啶酮
酸, 利用萘啶酮酸抑制细菌的 DNA复制, 但是不
干扰细胞中其他合成途径的正常进行, 培养一段
时间后, 细菌伸长变大, 荧光染色后, 可以准确地
进行细菌计数[18]。涂布平板培养计数得到的仅是
可培养的细菌, 在进行涂布平板计数时同时采用

活菌直接计数, 通过对比两种不同计数方法的计
数结果差异可以判定 VBNC状态的细菌。相关报
道指出, 以 DVC技术检测的活菌数高出涂布平板
培养法计数结果 2~3个数量级, 可准确检测到样
品中活的非可培养细菌的数量, 是目前活菌计数
中常用的检测方法之一[19]。
1.2.3 酶联免疫吸附(ELISA)技术

酶联免疫吸附技术(enzyme-linked immunosor原
bent assay, ELISA)又称酶标法, 是在免疫荧光技术
和放射免疫分析技术基础上形成的, 将抗原抗体
反应的高度特异性和酶的高效催化作用相结合的

一种免疫分析方法[20]。该技术起始于 1971年瑞典
学者 Engvall等[21]将酶联免疫吸附试验用于免疫
球蛋白 G (immunoglobulin G, IgG)定量测定的报
道。相关研究表明, 进入 VBNC状态的细菌保持
着和正常生长细菌一样的表面抗原, 基于这种抗
原性, 可利用抗体的特异性反应来判断 VBNC细
菌的存在, 从而对其进行检测[22]。
1.2.4 PMA/EMA与 PCR结合的检测方法

叠氮溴化丙锭(propidium monoazide, PMA)能
透过死亡细菌的细胞膜与 DNA结合, 抑制 DNA分
子的 PCR扩增。叠氮溴化乙锭(ethidium bromide
monoazide, EMA) 可与细胞受损后暴露的 DNA结
合, 从而阻断 DNA分子聚合酶链反应[23]。因此,通
过 PMA或 EMA处理后的样品中,只有活菌的基因
可以被 PCR扩增。随后通过与未处理的样品比较,
并结合分子生态学等方法, 可以获得活菌及 VB原
NC状态菌的组成。如相关研究将 PMA处理与RF-
LAMP (real-time fluorescent loop-mediated isothermal
amplification)技术结合, 快速检测出了样品中 VB原
NC状态的副溶血弧菌[24, 25]。
1.3 微生物可培养性的影响因素

1.3.1 培养基营养成分

传统的微生物分离培养选用的是富含营养的

培养基, 而自然环境中的微生物大多处于“贫营
养”但营养元素丰富的状态[26]。在环境微生物的分
离培养中, 富营养条件使微生物快速生长, 代谢
产物的大量积累会产生毒害作用, 导致细菌的部
分死亡。此外, 环境中处于寡营养的细菌被转移
到富营养但营养元素少的普通培养基上时难以适

应, 从而表现为一定程度的不可培养性[27]。
1.3.2 培养条件

由于对复杂化的自然环境缺乏足够的认识,
实验室的分离培养无法再现微生物的自然生存条
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件, 如物理、化学及生物个体之间的相互作用等因
素难以人工模拟[28]。传统的微生物分离培养只是
基于固体介质或液体介质将微生物置于恒温、恒

湿或黑暗环境中, 这些条件对微生物的分离培养
本身就具有一定的选择性和偏爱性, 从而影响了
微生物的可培养性。

1.3.3 种群之间的依赖关系

微生物合成并释放自身诱导物质(auto-induc原
er, AI)来调节微生物群体, 这一调控系统被称为群
体感应[29]。微生物通过识别这种信号来判断种群
密度和周围环境变化, 从而调节自身的生理状态,
形成稳固的微生物系统[30]。环境中微生物之间关
系密切, 相互联系, 但常规的分离培养将环境中
的微生物分隔成了独立的小单元, 某些微生物因
彼此间相互关系和信息交流的阻断而死亡, 从而
未能分离得到彼此依赖的细菌类群[31]。
1.3.4 微生物生长速度的不均一性

微生物分离培养时, 生长弱势群体的忽略也
是影响可培养效率的重要因素。微生物的分离培

养是利用微生物聚集生长出肉眼可见的菌落来完

成的,一些生长速度过慢、达不到一定数目的细菌,
往往只在固体介质上形成细胞集合而无法形成肉

眼可观察的菌落, 从而被忽略[32]。把环境中正常生
长的微生物移置人工培养条件下时, 一些适合该
条件的微生物会加快生长并占据主导优势, 从而
抑制了生长过慢的微生物。此外, 一些透明性好、
透光率高、菌落个体甚小的微生物也是传统分离

培养被忽略的对象[33]。

2 提高微生物可培养效率的方法及进展

2.1 培养基营养成分的改良

在人工培养基中, 加入适当比例的自然环境
样品营养基质, 可得到更多的难培养的微生物。
如吴月红等[34]用寡营养陈海水培养基(LMEB培养
基)分离水体微生物,相比普通培养基, 营养成分浓
度降低, 更近似自然环境, 抑制了因营养成分充
足而快速生长的菌株, 同时辅以少量生长因子的
天然海水, 提高微生物的可培养性。我们在研究
湖泊沉积物的可培养细菌时, 以寡营养 R2A培养
基为基础, 比较了添加泥浸汁对细菌可培养效率
及组成多样性的影响, 结果表明添加泥浸汁后,
能更有效地分离其中的细菌, 多样性提高。

在培养过程中, 毒性氧的产生是毒害微生物
的原因之一。在培养基里以多聚物为碳源可缓解

毒性氧的释放速度。同时, 也可在培养过程中加
入甜菜碱、丙酮酸钠或过氧化氢酶等具有毒性氧

降解能力的化合物, 减少微生物培养过程中产生
的毒性氧[35]。其中, 丙酮酸钠对微生物可培养性恢
复的效果最佳[36]。此外, 固体培养介质多选用琼脂
作为凝固剂, 而琼脂对部分微生物具有毒害作用,
因此可采用其他毒害较小的凝固剂代替, 如冷凝
胶等[37]。
2.2 培养方法的改进

2002年 Connon等[38]在稀释培养的基础上提
出了高通量培养法(high-throughput culturing, HTC),
将海水样品稀释到痕量后用 48孔培养板对微生
物进行培养, 通过该方法分离培养得到的微生物
远高于传统微生物分离培养法。高通量培养方法

中的微囊包埋技术是一种较理想的培养技术, 其
明确的靶目标可提高微生物的可培养性, 但成本
较高, 技术仍未成熟, 有待进一步完善和普及 [39]。
2016年 Ge等[40]设计了一套细胞培养系统, 即纳
米微孔生物培养室, 该装置通过多孔墙互联相通,
细菌可以在小室中生长, 室与室之间可以进行彼
此的化学交流, 进而模拟自然环境来进行微生物
的共培养, 使微生物虽处于物理的隔离状态但仍
能进行种间信息交流。将该系统应用于微生物的

分离培养中, 可解决因人工培养阻断了环境中微
生物的信号交流而出现的不可培养现象, 进而提
高可培养效率。

原位富集培养法是一种新型的培养方法, 该
方法是通过设计装置,使得微生物能够先在原位的
条件下获得富集生长, 再完成进一步的纯培养[41]。
最经典的原位富集法是由 Kaeberlein等[42]设计的
扩散盒培养法, 通过设计一个环状的不锈钢垫圈
和两侧胶连 0.1 滋m滤膜组成的扩散盒作为培养
装置, 将样品置于扩散盒中, 在原位环境或模拟
环境条件下进行培养, 研究者采用这种方法培养
出了在传统人工培养基上不能生长的微生物, 提
高了微生物的可培养性。I-tip是另一种原位培养
设计, 该装置将黄枪头尾端密封, 枪头内装有培
养介质, 尖端有酸洗玻璃球, 玻璃球在不影响细
菌进入的情况下可以阻止水中较大体积的原生动

物侵入, 将枪头插入海绵上进行原位培养, 分离得
到的菌株种类是直接用平板培养法得到的两倍[43],
为丰富环境可培养细菌的多样性提供了方法借

鉴。此外, 根据微生物的生态环境条件及其特性,
将多种分离培养方法相结合, 设计合理的培养方
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法和培养条件,也可提高微生物的可培养性[44]。
2.3 VBNC状态微生物的复苏

诱导已进入 VBNC 状态的微生物进入生长
繁殖状态, 称为 VBNC状态的复苏[45]。复苏并不是
微生物进入 VBNC状态的逆过程, 同时也不是所
有的细菌都可以复苏, 而是指具有潜在的繁殖能
力的细菌的再生长过程[46]。微生物复苏促进因子
(resuscitation-promoting factor, Rpf)可复苏进入 VB原
NC状态的细菌[47], 某些真核细胞的提取液也能复
苏 VBNC 状态的细菌 [48], 无细胞上清液(cell-free
supernatants, CFS)可以复苏 VBNC状态的弧菌, 而
群体感应抑制剂肉桂醛可以延迟细菌 VBNC 状
态的复苏[49]。此外, 相关研究发现, 低温是大多数
细菌进入 VBNC状态的重要诱导因子, 细菌在 4~
6 益环境下更容易进入 VBNC状态; 相反, 如果该
细菌的最适温度较低, 随着温度的升高低温生长
的细菌会进入 VBNC状态, 因此在微生物培养时
也可以通过改变温度对 VBNC 状态的微生物进
行复苏[50]。

3 总结及展望

传统的分离培养方法为微生物学的发展做出

了突出贡献。菌物资源的获得一直是菌种开发利

用的前提。因实验室培养条件的局限, 当前环境
微生物可培养效率过低, 微生物活的非可培养状
态成为一个限制性因素, 但同时也为微生物研究
及微生物种质资源的开发提供了新的研究视角。

改善微生物分离培养方法、优化培养条件和营养

条件, 提高菌物可培养性, 创造更适合微生物生
长的环境, 有助于挖掘微生物新资源, 也必将成
为未来微生物发展的必要环节。在现有如高通量

培养、原位培养、共培养等新方法和思路的基础

上, 从多角度综合考虑微生物生长所需营养、条
件、信息交流等因素, 开发新的技术以提高微生物
可培养性, 并在后期的分离纯化过程中, 减少人
为误差, 借助放大工具, 建立更合理的方法, 提高
获得微生物纯培养的可能性, 将是未来的一个发
展趋势。
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