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专论与综述 

从环境中分离培养微生物：培养基营养水平至关重要 

周楠  姜成英  刘双江* 
(中国科学院微生物研究所  北京  100101) 

 
 

摘  要：根据目前的微生物学知识体系，利用现有的微生物培养技术仅仅能够分离和培养部分

微生物，自然环境中绝大多数微生物暂不能培养。本文总结归纳了部分微生物培养技术和培养

策略，包括采取生境隔离、延长培养时间以及模拟自然环境条件等方法，尤其是培养基的营养

水平对可培养微生物数量及种类产生重要影响。简要总结了寡营养微生物及其生态意义，以及

营养物浓度影响微生物生长的机理。提出可根据微生物的生态环境条件及细胞生理特性，设计

合理的培养条件和培养方法，以及采用多种分离培养方法联合，以期最终提高环境微生物的可

培养性。 
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Cultivation of microorganisms from environments:  
nutrient level of the culture medium is of great importance 

ZHOU Nan  JIANG Cheng-Ying  LIU Shuang-Jiang* 

(Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China) 

Abstract: Concerning the present microbiological knowledge system, we can only isolate and culture 
a small fraction of microbes with the existing microbial culture techniques, leaving the vast majority 
of microorganisms in the natural environment unculturable. This article summarizes some microbial 
cultivation techniques and strategies, including space separation, prolongation of cultivation, and 
simulation of the natural environmental conditions. Much attention is paid to the effects of the 
medium nutrient levels on microbial culturability. This article also briefly summarizes the physiology 
and ecology of oligotrophic bacteria, as well as how nutrient concentration affects microbial growth. 
It is proposed that microbial culturability would be improved via rational design of culture medium 
and applying proper culture conditions. 
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研究和认知环境中微生物的功能，特别是开发

和利用这些微生物服务环境保护和人类可持续发

展，离不开微生物分离培养技术。微生物的分离培

养是指通过一定的技术方法，将环境(样品)中微生

物区系的物种成员(菌株)分离出来，并在实验室可

控条件下，能够重复培养/繁殖该种微生物细胞，获

得与初始性状相同的后代。现有微生物分子生态学

研究表明，自然界中绝大多数微生物物种细胞尚不

能被现有的微生物培养方法和技术进行复苏、分离

和培养 [1-2]，这些微生物被称为未培养微生物

(Uncultured microorganisms)。例如，采用经典微生

物培养技术，即营养琼脂平皿培养技术，海水中仅

有约为 0.001%-0.1%、淡水中约为 0.25%、土壤中

约为 0.3%的微生物细胞可以生长，最终形成菌   

落[3]，这些样品中有 99.9%以上的微生物细胞不能

生长，它们代表着环境中的未培养微生物。研究和

认识这些微生物的生物学特性和生态学功能，以及

分离和培养这些未培养微生物，是当今微生物学的

优先发展领域和重要任务，其所面临的主要挑战是

了解微生物为什么没有被培养，以及影响微生物可

培养性的因素。 

影响微生物可培养性的因素众多，自然生境下

微生物细胞的生理状态、营养需求与生态系统中其

它生物和非生物因子的相互作用等，均制约着微生

物细胞是否能够在人为控制条件下生长和繁殖。如

今，人们对一些物理、化学环境因子，包括对普通

生命是极端条件的高温、低温、高酸、高盐碱等对

微生物生长的影响已经有了比较深刻和全面的认

识，并且利用这些知识获得了许多极端微生物资

源，例如广泛分布于热泉、地热区、火山口及深海

热液喷口等高温环境中的嗜热菌[4]、南北极、冰山

及冻土地区的嗜冷菌[5]、酸性矿水等酸性环境中嗜

酸菌 [6]、盐碱地及碱湖中的嗜碱菌 [7]和嗜盐微生  

物[8]。除了这些物理、化学因子之外，还有一些环

境条件客观上普遍存在但常常被忽视，例如培养环

境的压力、气体组成、微生物细胞间的相互作用等，

已知从深海等高压环境中分离到的嗜压微生物[9]在

常压下不能生存，微好氧微生物只能在较低的氧分

压条件下生长。 

微生物细胞例如大肠杆菌细胞在环境中有一

种存在状态，被称为“活的非可培养”(Viable but 

non-culture，VBNC)状态[10]，通常指细菌处于不适

于生长的环境中，细胞形态发生改变，虽然具有代

谢活性，但用常规培养方法不能使其生长繁殖。这

是与未培养微生物的概念相关、但却完全不同的另

外一个概念。目前已经知道，VBNC细胞可以被一

些特殊分子物质激活，转化为可以繁殖的细胞。最

新的研究发现，还有些微生物细胞在培养基上形成

的菌落很小，需要借助显微镜等工具才可观察到，

它们通常是一些寡营养微生物细胞或者生长缓慢

的微生物细胞组成的小型聚合体，如今我们称之为

微菌落(Microcolony)[11]，这些微生物常常是我们以

前没有发现而称之为未培养微生物的一部分。本文

归纳总结现有的一些微生物分离培养技术，讨论

经典培养基和培养方法导致微生物可培养性低的

原因，提出改进微生物培养的一些方法和具体培

养措施。 

1  环境微生物的培养策略 

1.1  培养基的发明 

培养基(Culture medium)是人工配制的，具有满

足微生物生长的营养成分，适合微生物生长的基

质，可以是液态或者固态。配制培养基常用的营养

成分包括：蛋白胨、牛肉浸膏、酵母粉等，琼脂是

制备固体培养基最为常用的凝固剂。微生物学的鼻

祖——巴斯德(L. Pasteur，1822-1895)用肉汤做培养

基[12]，证明了微生物可以培养(虽然他实验的最初

目的是否定“自然发生学说”)，这种“肉汤”可算是世

界上第一个被人类利用的天然培养基。继巴斯德之

后，德国著名细菌学家科赫(R. Koch，1843-1910)

成功地制备了固体培养基，并发明了培养皿，形成

了平板(皿)分离培养技术。平板培养技术被广泛用

于从各种环境样品和人体样品(病变组织、分泌物等)

分离和培养各种微生物，并研究分离培养微生物的
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特性和功能等，极大推动了细菌学和微生物培养技

术的发展。从 19世纪末到 20世纪中期，在巴斯德、

科赫及以后的拜杰林克 (M. W. Beijerinck，

1851-1931)等学者的努力下[12]，培养基种类日益增

多，除了牛肉膏蛋白胨培养基和营养琼脂培养基

外，为了分离某些特殊类群细菌还在培养基中加入

糖、血液、血清等物质，从此形成了基础培养基、

糖发酵培养基、血培养基、富集培养基、分离培养

基等。培养基种类的增加，体现了对微生物生理学

特性认识的加深；同时，微生物生理学知识的积累

和丰富又促进设计和发展新的微生物分离培养技

术和方法。可以说没有培养基的发明和培养技术的

发展，就没有现代微生物学。 

1.2  培养基和培养皿的局限性 

早在 1898年，奥地利微生物学家 H. Winterberg

便发现了样品中微生物细胞的数量与培养基上形

成的菌落数量并不相符 [13]，1985 年 Staley 和

Konopka[14]提出“伟大的平皿，计数太偏”(Great plate 

count anomaly)，描述了平板培养菌落计数与自然环

境中微生物实际数量之间存在显著差异的现象。我

们知道，每种微生物对营养物质的需求是不同的，

环境样品中含有大量的微生物细胞，没有一种培养

条件能够满足环境中所有微生物细胞生长的需求。

除此之外，生长速度快的细胞抑制生长慢的细胞生

长，有些细胞只能形成微菌落或者需要与其它细胞

的相互作用等，也会导致有些细胞不能在培养皿上

形成菌落，或者菌落太小不能被观察到。因此，采

用平板菌落计数会出现误差也就容易理解。 

在固体培养基中同时接种不同生长速率的微

生物，被观察到的总是那些菌落大而生长迅速的微

生物。如果用生态学的理论来分析，快速生长的微

生物是环境中的“R选择”者[15]，能对它们所遇到的

生境中因时间和空间异质性而形成的高营养区域

进行反应，短时间内迅速倍增。而环境中占多数的

“K选择”者，能对有限资源进行最有效的竞争利用，

保持极低的生长率，从而适应生境中的低营养条

件。利用经典的、营养物浓度较高的培养基可能对

“R选择”者进行有效富集，然而获得的却不一定是生

境中密度最高、或者发挥主要功能的微生物。 

1.3  对微生物采取生境隔离的培养策略 

1993年，Button等[16]和 Schut等[17]根据海洋环

境寡营养的特点，开发了稀释培养法，并用于研究

Resurrection Bay及荷兰 North Sea中海水样品的微

生物多样性。Button等将海水样品进行高度稀释，

使最后稀释度的样品中仅含有极少数的、直至仅有

一个微生物细胞，从而减少了微生物之间的相互干

扰，因而被培养的可能性会大大提高。采用过滤灭菌

的海水将样品稀释至每管仅有少量细胞(1−100 个)，

以同样来源的灭菌海水作为培养基质，采用流式细

胞仪计数发现多个样品中微生物细胞浓度可以达

到 104个/mL 以上，并从中得到多个纯培养物[16]。

Schut等以同样方法从样品中获得 37株寡营养细菌

(Oligotrophic bacteria)，其中 15株仅能在低浓度营

养物的培养基上存活，且其菌落微小，表现为专性

寡营养型。他们对荷兰 North Sea 海域中微生物多

样性的研究表明，该海域中兼性寡营养细菌和富营

养菌所占比例低于 1%，而超过半数微生物表型为

专性寡营养，并从中分离到一株典型的海洋微型浮

游细菌 Sphingomonas alaskensis[17]。 

2001年，Franklin等[18]对一个污水微生物群落

从原液到 10−6梯度稀释后接种至 R2A 及 SM 培养

基培养，重建每个稀释度得到的菌群后发现每一个

稀释梯度都会多分离到 2-3个独特的类群。Kenters

等 [19]将羊胃中的微生物稀释至极限梯度(10−10、

10−11、10−12)后接种于一种含有羊胃内容物的培养基

上培养，发现 1 000个接种试管中有 139个有微生

物生长，其中 54 个为纯培养，与已知微生物的   

16S rRNA 基因序列比对后，大部分相似度低于

94%，并证实其中 27株分属 14个潜在的新属。 

Connon 等[20]同样采用了稀释培养的方法分离

得到一批之前未被培养的海洋微生物类群。该方法

采用荧光显微镜计数样品中的细胞数，加入培养基

稀释样品至每毫升 1-5 个细胞后置于 48 孔板内培

养，在适当的环境内培养一段时间后每孔取适量培
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养液过滤镜检，将检出有菌生长的培养物移至新鲜

培养基中，同时进行 PCR测序鉴定。该方法可高通

量地分离环境样品中的细菌，避免了菌体之间相互

影响。 

Zengler 等[21]采用琼脂糖微球包埋技术建立了

一种更高通量的细菌分离纯化方法。该方法采用低

熔点琼脂糖微球包埋已充分稀释的细菌，并置于培

养柱中，通入恒定的低营养成分的培养液循环培

养。待微球中包埋的细菌长到一定程度后，采用流

式细胞仪分选带菌的微球至 96 孔板中进一步富集

培养及鉴定。该方法避免了细菌在空间上的相互干

扰，部分保留了细菌细胞间的物质和信息交流。 

1.4  培养时间 

Leadbetter[22]发现，对于生长缓慢的微生物，比

如倍增时间为 48 h的微生物，需要 5周时间才从单

一细胞成长为一个肉眼可见的菌落。Hattori 等[23]

在其研究中也记录了土壤中各种细菌在固体培养

基上出现菌落的速率。Button等[16]建立了稀释培养

法的同时，在超过 9周的时间内，让细菌在海水培

养基中增值至可被检测的水平(超过 104 个/mL)。

Janssen 等[24]验证了延长培养时间这种简单的策略

可以用以培养土壤中未培养微生物，得到多株酸杆

菌门和疣微菌门的新种。 

1.5  控制培养基的营养水平，模拟自然培养 

一些研究者认为，采用经典培养基培养寡营养

环境的样品，需要特别注意培养基的有机营养组分

的浓度[25]。研究者们将经典培养基稀释至不同营养

水平培养环境样品，计数在不同浓度有机营养组分

中寡营养微生物的数量[26-30]。结果显示，营养丰富

的培养基中微生物的数量并非最多，相反培养基中

高浓度的营养物会抑制一些微生物细胞生长。用于

培养寡营养环境中微生物的培养基中有机碳水平

不应高于 50 mg/L[26-30]，甚至可以采用模拟自然环

境或将培养体系置于原生态的寡营养环境中培养

富集环境微生物。Jung 等[31]开发了一种称为 I-tip

的原位培养装置用来培养贝尔加海绵中的微生物。

该装置采用 Eppendorf 的黄枪头作为器件的基本单

元，枪头尖端灌入酸洗的玻璃珠(粒径 60−220 μm)

用于阻止水体中较大体积的原生动物侵入却不影

响细菌进入，在尖端后部注入含 0.7%琼脂的 R2A

培养基后，将枪头末端的开口用灭菌的 3M防水胶

封闭。将枪头尖端插入海绵上培养 4周后，将装置

中富集的细菌用平板再分离培养，共得到了 5个门

共 34 种细菌，相较于直接用平板培养法得到的    

3个门 16种微生物，I-tip法获得的微生物种群显然

更接近原位样品焦磷酸测序的结果。Kaeberlein等[2]

设计了由两层孔径为 0.03 μm聚碳酸酯膜包裹的扩

散生长盒(Diffusion growth chamber)，在其中接种了

一些无法在普通培养基上生长的未培养细菌，扩散

盒的独特结构避免了接种在其中的细胞逃逸，又允

许盒中的细胞能与外界进行营养物和活性物质的

交换。将这个能与外界进行物质交换的扩散盒放置

于沙池并用海水覆盖培养，原先呈现未培养状态的

细菌可以在膜上形成菌落，并从中分离到两株原先

认为是不可培养的微生物。这一发现或许可以解

释自然环境中大部分微生物无法被培养的原因，

其生长可能需要外界一些环境因子或者其他菌株

的帮助。 

2  稀释培养基能培养更多的环境微生物 

将常规的培养基进行稀释，能显著提高微生物

的可培养率。Janssen 等[24]采用最大似然值法(Most 

probable number)比较了澳大利亚牧场土壤中微生

物在稀释 100倍的肉汤培养基(DNM)和普通肉汤培

养基中的生长效果，证明稀释的培养基上可以得到

更多的微生物。Cho等[32]使用寡营养培养基在太平

洋海岸及远洋样品中得到 44株 Gamma变形菌，这

些细菌从海水初次接种到琼脂培养基时均无法形

成菌落，但 12株中有 7株最终能在 1/10 R2A琼脂

糖培养基上形成菌落，但始终无法在富营养培养基

中存活(有机碳浓度>351 mg/L)，因此命名该类细菌

为寡营养海洋 γ-变形菌 (Oligotrophic marine 

Gammaproteobacteria)。稀释培养基同样能从湖泊沉

积物中分离获得大量的微生物，戴欣等[33]研究我国
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太湖水环境富营养化的过程中，比较了太湖沉积物

中的细菌在普通牛肉汁培养基和 10 倍稀释的牛肉

汁培养基上的生长效果，发现在稀释培养基上的菌

落数量是富营养的牛肉汁蛋白胨琼脂培养基上菌

落数量的 3−5倍。研究结果还表明同时采用经典培

养基和稀释培养基有助于从沉积物中分离到更多

种微生物。 

另外，可将原生态位中的细胞置于低养分通量

的培养基中进行长时间的驯化，在适当的条件下令

这些细胞复苏，从而最终获得可培养的微生物细  

胞[34]。Gasol 等[35]采用逐步提高营养基质浓度驯化

寡营养环境中的微生物，获得 65 株细菌的纯培养

物，而直接采用较高营养水平的培养基却不能获得

类似细菌，该方法提供了一种从寡营养环境中分离

新菌种的可能。 

3  寡营养微生物/贫营养微生物 

寡营养微生物又称贫营养微生物，是指生存在

有机质匮乏的极端生境中(深海、淡水、贫瘠土壤)

的一类细菌，Kuznetsov 等[36]将该类微生物定义为

首次培养仅能存活于极低有机碳水平(1-15 mg/L)

培养基上的微生物类群；同时，把始终不能存活在

富营养培养基上的微生物称为专性寡营养微生物，

而将既能在寡营养培养基上生长又能在富营养培

养基上存活的微生物称为兼性寡营养微生物。值得

注意的是，寡营养微生物泛指能适应低水平营养生

存条件的细菌，而非微生物分类学上的专用术语，

如 Proteobacteria、Planctomycetes、Bacteroidetes、

Acidobacteria和 Verrucimicrobia等都具有能在寡营

养生态中生存的物种，但它们在系统发育上则分属

不同的微生物门类[37]。前文所述 Vancanneyt等分离

到的 S. alaskensis是寡营养微生物的模式代表[38]，

该种仅能在低于 5 mg/L有机碳水平的环境中存活，

具有微小的体积和极低的生长速率，其营养转运体

系极其有效。这些成功培养的寡营养微生物有助于

我们了解细胞的生理、生态、遗传发育，其在生态系

统中的分布和生态作用引起了研究者的广泛关注。 

4  营养物浓度影响微生物生长的机理 

4.1  贫营养环境下微生物的营养策略 

目前已知的长期处于营养限制条件下缓慢生

长的微生物的生存策略如下：(1) 体积远小于快速

生长的微生物，当细胞直径减少，表面积和体积之

比将增加，意味着养分同化的能力和养分运输效率

的增加。水生生境中细菌细胞的直径范围通常为

0.5-1.0 mm[39]，而此范围内，表面积和体积比值变

化幅度最大。(2) 更灵活的基因调控机制和酶活控

制策略[40-41]。当某类营养物缺乏时，激活该营养物

相关的膜结合透性酶，诱导合成新的高亲和力透性

酶，或激活替代营养物质的透性酶，或者下调胞内

代谢与合成速率，尤其是核糖体的合成速率，仅维

持生命所需的最低物质消耗。(3) 储存聚合物，如

储存作为碳源的糖原、淀粉等以及多聚磷酸酯等。

如果某种养分资源的运输速率超过了其同化作用

的速率，聚合物会积累储备以供以后使用。Button

等[42-43]认为贫营养的环境类似海洋，不稳定的有机

碳含量限制了细菌的群体数量，所以微生物的生存

策略为最大限度地运输可溶性有机碳。 

4.2  贫营养环境中的微生物转移到富营养培养

基中可能产生自身代谢毒害 

人们试图培养营养贫乏生态环境中的微生物

时，应考虑到它们细胞的生理状态。Koch[44]总结了

现有的研究结果，列出一系列为什么寡营养微生物

可能被高浓度营养物质杀死的可能原因，即恒定的

培养条件以及突然的营养变化凸显了一些细菌固

有的基因缺陷，甚至成为主要的生长障碍，包括：

(1) 有毒物质的形成，例如半乳糖苷增多、氧代谢

形成有毒产物或自由基积累过快不可逆转的对部

分细胞造成损伤。(2) 大量的非代谢物质使细胞驱

动力大量消耗，细胞壁和细胞质生长不均衡，膜蛋

白比例过高阻碍细胞质膜生长。(3) 细胞增殖机制

失调。(4) 非选择性地泵入了大量无法利用的物质

或毒性物质，致使生长受阻。(5) 寡营养细菌的生

存策略导致其具有高效的转运机制，膜上的透性酶

对外部物质的转运过于迅速，高浓度的营养物质改
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变了寡营养微生物的渗透压，导致渗透膨胀；另外，

长期处于贫营养环境的细胞可能具有广泛地运输

一系列营养物质的能力，但其运输及代谢中间产物

的能力非常有限。比如贫营养水体中的微生物多数

具有高效的丙氨酸运输系统，并缺乏一些代谢中间

产物(比如琥珀酸、丁二酸等)转运系统[45]，这能有

效避免代谢物泄漏而适应贫营养环境。若为这类生

物提供丰富的培养基组分会制约其复苏和生长，从

而进入 VBNC状态[46]，甚至导致死亡。 

5  小结 

综上所述，由于微生物生存环境的复杂性，在

三十多亿年的进化历程中适应环境变化的微生物

得以保留，拥有了多种多样的生理代谢途径。提高

微生物细胞的可培养性不应局限于应用现有的一

种或几种方法，而应该根据微生物的生态环境及生

理状况设计合理的培养策略，尝试多种培养方法。

本文仅综述了一些提高微生物可培养性的策略，特

别强调了培养基的营养水平是重要因素。可以看到

不远的将来，更多未培养微生物将被培养，这将极

大地促进研究者对微生物在地球环境变化过程中

的作用和在地球生态系统演化过程中的功能的认

知，为环境保护和社会可持续发展、生物技术产业

革命等提供更多的微生物资源和措施方案。 
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