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细菌“活的不可培养状态”的生态意义及研究进展 
王秀娟  朱  琳*  陈中智  李  宇 

(南开大学环境科学与工程学院  环境污染过程与基准教育部重点实验室  天津  300071) 

 
 

摘  要: “活的不可培养(VBNC)”状态是细菌在不良条件下的一种生存方式。VBNC 状态作为细

菌的一种生理状态, 对传统微生物学产生了深远的影响。进入 VBNC 状态的细胞发生了一系列变

化, 无法继续用常规培养方法检测, 在医学健康、环境科学等领域产生了巨大的影响, 改进检测方

法具有重要的意义。本文介绍了进入 VBNC 状态细菌在 DNA、蛋白质组成等方面发生的变化, 复
苏过程, 同时还介绍了 VBNC 状态的最新检测方法, 最后对 VBNC 状态未来的研究方法进行了 
讨论。 
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Ecological Significance and Processes in Research of the  
Viable but Nonculturable State in Bacteria 
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Abstract: The viable but noncuturable (VBNC) state is a survival strategy when bacteria are exposed to en-
vironment stress. The VBNC state is part of the life cycle of non-differentiating bacteria, and it has a 
far-reaching impact on traditional bacteriology. Cells in the VBNC state fail to grow on the routine bacterio-
logical media, here its significance in human health and environment science are detailed. Cells entering the 
VBNC state exhibit dwarfing and a number of metabolic changes in respiration rates and macromolecular 
synthesis. This paper summarized the variations in DNA and protein comparing to the culturable cells. We 
also discussed the ability of cells to resuscitate from the VBNC state and return to an actively metabolizing 
and culturable form. Some new methods for monitoring the VBNC state were listed. Finally the future was 
suggested.  
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自然环境处于不断变化之中, 细菌对不利因子
的耐受能力很大程度上决定了其生存能力。1982年
徐怀恕等[1]正式提出细菌存在“活的不可培养状态

(Viable but nonculturable state, VBNC )”, 即可培养

的不能产生孢子的细菌遇到环境压力后, 在琼脂培
养基上形成的菌落数不断下降直至完全消失, 但在
此期间细胞总数基本恒定, 这些细胞仍然是“活”
的, 条件适宜后能够再次回到可培养状态。VBNC
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状态的细菌, 仍能保持细胞膜的完整性, 仍具有低
水平的呼吸作用及代谢活性 , 还存在一些基因表
达。VBNC状态对传统微生物学产生了极大的影响, 
其与休眠状态等的生理学差异, VBNC状态的形成
机理等至今仍未解决。但VBNC状态已经得到广泛
认同, 作为细菌的一种基因调控的独立生理状态受
到越来越多的关注。 

1  VBNC 状态的形成、变化 

目前已发现能够进入 VBNC 状态的细菌约 16
个属 60余种, 包括沙门氏菌属(Salmonella spp.)、患
贺氏菌属(Shigella spp.)、肠球菌属(Enterococci)、弧
菌属 (Vibrio spp.)等。有弯曲杆菌 (Campylobacter 
spp.)、大肠杆菌 (Escherichia coli)、土拉弗氏菌
(Francisella tularensis)、幽门螺杆菌 (Helicobacter 
pylori)、空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)、军团菌
(Legionella pneumophila)、单核细胞增生性李斯特菌
(Listeria monocytogenes) 、 结 核 分 支 杆 菌

(Mycobacterium tuberculosis)、铜绿假单胞杆菌
(Pseudomonas aeruginosa)等。其中包括了很多致病
菌, 霍乱弧菌(Vibrio cholerae)、副溶血弧菌(Vibrio 
parahaemolyticus)、创伤弧菌(Vibrio vulnificus)、大
肠杆菌 (Escherichia coli)及粪肠球菌 (Enterococcus 
faecalis)等。 

VBNC状态是不能产生芽孢的细菌对自然界压
力的一种反应方式, 其诱导因子均为环境中的不利
因素, 如饥饿、渗透压改变、氧浓度改变以及光照
变化等 , 如果不进入VBNC状态 , 上述均可能对细
菌产生致命损伤。一些研究显示具有杀菌作用的过

程也能诱导细胞进入VBNC状态, 如牛奶的巴氏灭
菌[2]以及废水的氯化杀菌[3]。 

进入VBNC状态的细胞产生了一系列变化, 菌
体收缩、变形, 细胞壁、细胞膜结构发生显著变化, 
细胞质密度变大, 蛋白质、核糖体及DNA组成均发
生变化 , 上述变化均使菌体具有更高的机械强度 , 
能够忍耐各种恶劣环境。迟钝爱德华氏菌 [4] (Ed-
wardsiella tarda)进入VBNC状态后, 细胞由 1.9 μm
×1.1 μm的短杆状, 变为平均半径 0.5 μm的球状。
Signoretto[5]对大肠杆菌VBNC状态的研究发现细胞
壁的交联度较对数期增加了 3 倍, 胞壁肽中脂蛋白
含量增加, 多糖链的平均长度变短。创伤弧菌VBNC

VBNC状态细胞蛋白质和脂类的含量迅速降低, 主
要脂肪酸的种类减少多达 60%。 

VCBN作为细菌对环境变化的适应机制, 合成
新的功能蛋白, 如新的饥饿蛋白和应激蛋白是其形
成的必要条件[6]。Muela[7]对VBNC状态大肠杆菌外
膜蛋白亚蛋白质组学的研究显示, 少数新蛋白质的
产生由营养物质减少和光照变化导致, 大部分是由
于其暴露于海水而产生的, 且绝大部分蛋白的分子
量低于 29 kD。 

研究显示大多数VBNC状态细胞DNA含量不断
减少。藤黄微球菌[8](Micrococcus luteus)进入VBNC
状态后DNA含量基本不变 , 但是RNA含量减少达
50%。创伤弧菌长期暴露于低温条件下, DNA和RNA
含量持续减少[9]。VBNC状态的细胞仍然存在基因表
达, Yaron和Matthews [10]发现大肠杆菌O157︰H7中
mobA、 rfbE、 stx1 等基因仍有表达。类似地 , 
Fischer-Le[11]报道了创伤弧菌在进入不可培养状态

4.5个月之后仍存在基因的表达。 
存在VBNC状态的多为革兰氏阴性细菌, Lleo等

[12]首次报道一种革兰氏阳性细菌——粪肠球菌也存

在该状态。粪肠球菌是肠道群落的正常群落, 是水
体粪便污染的指示菌之一, 也是海岸娱乐水体和贝
类养殖区域微生物质量的重要指示菌。粪肠球菌在

淡水和海水中均能够进入VBNC状态 , 其在湖水中
至少能够保持该状态 3 个月, 通过PCR检测到意大
利Garda湖 50%的水样含有 20 个~2000 个/100 mL粪
肠球菌 , 但无法用传统方法检测到 [13]。Signore- 
tto[14]证明粪肠球菌VBNC状态细胞吸附到浮游动物
体表是其在湖水和海水中生存的主要机制。Lleo[15]

的研究显示, 贫营养与光照、低温等联合作用将使
其进入不可培养状态。VBNC状态的粪肠球菌细胞
只有轻微的伸长, 细胞壁肽聚糖的交联度增大, 寡
聚物增加[16]。pbp(青霉素结合蛋白)结合青霉素的能
力是正常细胞的 60%, 其中pbp5 仍保持其功能[16], 
并可检测到pbp5 mRNA[17]。 

2  VBNC 状态细胞的复苏(Resuscitation) 

复苏(Resuscitation)特指细胞从不可培养状态回
复到可培养状态的过程。可以通过消除诱导其进入

VBNC状态的环境压力使细胞复苏, 如增加营养物
质、改变环境温度等。简单的升高温度能使创伤弧
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菌复苏 [18], 增加营养物质能使杀鱼巴斯德氏菌
(pasteurella piscicida)复苏[19]。在某些条件下细胞需

要同种、相近细胞或其的产物才可恢复其自身的生

长, Panutdaporn[20]报道去除生长细胞的上清液可使

VBNC状态细胞复苏, 生长细胞所分泌的化合物等
可能是促使其复苏的因素。此外在动物或人类志愿

者体内复苏是一个非常重要的途径, 生物体内可能
综合了上述 2 个条件, 更有利于复苏的实现。在缺
乏营养等条件下嗜肺军团菌(Legionella pneumophila)
进入VBNC状态, 但简单的加入营养物质并不能使
其复苏, 而加入一些变形虫——水环境中该菌的天
然宿主, 才能使该菌复苏[21]。VBNC状态的霍乱弧菌
注射到人类志愿者体内后出现霍乱症状, 随后在志
愿者的粪便中分离到了可培养的霍乱弧菌[22]。 

很多复苏过程难以实现, 同种细菌不同品系之
间就存在很大的差异。Medema报道VBNC状态的空
肠弯曲菌在一日龄雏鸡体内不能复苏[23], 但Stern报
道其能在一周龄的雏鸡体内复苏 ,  并产生感 
染 [24]。众多研究者对复苏实验的准确性存在质疑, 
由于体内复苏、体外复苏均很难确保复苏之前没有

任何可培养细胞存在, 因而争论主要集中在新的可
培养细胞是否仅仅是少数残余可培养或者受损伤细

胞的重新生长。最早一个比较有说服力的报道是

Whitesides 与Oliver[18]对创伤弧菌复苏的研究, 他
们将VBNC细胞稀释高达 1000 倍, 使得样品中包 
含 103 个VBNC状态细胞 , 但可培养状态细胞
<0.0001 cell/mL。继而在室温下培养, 温度上升 7 h~ 
8 h后, 可培养细胞数量达到 106 CFU/mL。如果该结
果由可培养细胞产生, 则每小时每个细胞必须分裂
10次以上, 即世代时间为 6 min。在一个缺乏营养物
质和氧气、较低培养温度(22°C)的条件是不可能实
现的。此后报道的复苏实验多与该方法类似, 尚无
其它新的方法。 

从 VBNC状态回到可培养状态, 是 VBNC状态
的确为一种生存机制的最直接证据, 但复苏并不像
进入 VBNC 状态一样容易实现, 仅少数菌种能够实
现复苏, 且复苏条件千变万化, 不同菌种有巨大的
差异。细胞的自我毁灭机制可能是复苏失败的主要

原因。外界条件突然变化时, 物质的过快转移可能
改变细胞内部物质浓度, 使得渗透压改变, 导致新
陈代谢的不平衡, 进而可能产生大量自由基, 由于
缺乏相应的调节解毒蛋白而导致细胞死亡。 

3  VBNC 状态的检测方法 

传统检测 VBNC的方法多基于细胞的活性或对
底物的吸收, 在此不再赘述, 现在基因和蛋白检测
技术已经得到广泛的应用。 

3.1  基于 DNA 技术 
早期主要通过DNA检测VBNC状态。Warner[25]

通过随机多态性扩增(RAPD)比较了创伤弧菌饥饿
状态和VBNC状态基因表达的差异, 发现DNA结合
蛋白对DNA扩增效率有极大的影响, DNA结合蛋白
可能与VBNC状态的形成有极大关系。与生长期细
胞相比, VBNC状态细胞染色体DNA扩增结果很不
稳定, 且必须提取大量DNA才能得到阳性结果, 这
可能是VBNC状态DNA大量减少所致, 也可能因为
细胞壁变厚、细胞核收缩使得DNA提取效率降低。
这种方法还可能扩增死细胞的DNA, 因此目前已逐
渐被逆转录—PCR(RT-PCR)所取代。 

3.2  基于 mRNA 技术 
由于mRNA在细胞新陈代谢中的核心作用, 及

其非常短(数分钟)的半衰期 , 成为检测VBNC状态

的极好工具。Lleo 利用RT-PCR检测VBNC状态的粪

肠球菌 [17]。Fischer-Le[11] 利用RT-PCR检测环境中

VBNC状态创伤弧菌溶血素mRNA。Hengge-Aro- 

nis[26]观察到副溶血弧菌进入VBNC状态后保守基因

16S-23S rDNA和rpoS仍有显著的表达。 

3.3  其他技术 
Vora[27] 建立了 4 种弧菌的寡核苷酸cDNA基因

芯片, 其中包含了大量保守序列、致病基因和耐药

性相关序列, 可同时检测VBNC状态相关基因的表

达。Heim[28]通过双向电泳比较了对数增长期、饥饿

和VBNC状态下粪肠球菌全菌体表面蛋白的差异。

Sachidanandham[29]通过冻融去除可培养细胞, 利用

流式细胞技术检测VBNC状态细胞。 

4  VBNC 状态的重要性及实际意义 

VBNC 状态具有重要的理论和实际意义, 涉及
到医学、微生物学、食品和养殖等诸多领域, 动摇
了基于平板计数的研究成果, 但同时也开拓了细菌
学研究的新领域。越来越多的研究显示, VBNC状态
是细菌生存的普遍现象 ,  涉及到大多数的环境 
细菌。  

VBNC 状态细菌能够逃脱传统的检测方法而可
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能成为疾病的源头, 因此其是否仍具有致病能力一
直受到极大的关注。霍乱和弯曲杆菌病均曾出现可

培养细胞个数低于致病阈值的情况, 随后的研究证
明霍乱弧菌和空肠弯曲菌确实以 VBNC 状态存 
在[30,31]。Makino[32]对 1998年日本E. coli O157︰H7
爆发的研究发现仅有大约 0.75个~1.5 个/mL可培养
细胞存在, 但发现一种寿司中含有大量VBNC状态
细胞, 并证明其为该菌爆发的源头。Peneau[33]首次

证明吸附在肉类加工设施表面的荧光假单胞菌

VBNC状态细胞能够继续分裂, 杀菌措施只能杀死
少量细胞, 细胞能够不断累积。同时Peneau还提到牛
奶加工生产线、饮食娱乐场所等都可能存在大量的

VBNC状态细胞。 
许多抗生素仅针对能够分裂的细胞, VBNC 状

态细胞可能逃过抗生素的作用, 而错过疾病的最佳
治疗阶段。VBNC 状态的存在意味着细菌性感染可
能存在潜伏阶段, 但由于无法区分细菌的休眠与疾
病本身的潜伏期, 以及复苏的细胞和 VBNC 状态细
胞在感染过程的相对作用大小, 上述理论也受到很
多质疑。 

Lee 和ruby[34]最近报道海水中VBNC状态的费
氏弧菌(Vibrio fischeri)仍具有吸附到鱿鱼体表的能
力。VBNC状态的粪肠球菌和创伤弧菌在海水中均
有吸附到浮游动物体表的能力, 霍乱弧菌也有类似
的报道[35]。但由于海洋环境的复杂性, 现多仅在实
验室内利用人工海水模拟, 众多致病菌VBNC状态
在海水中的变化及与各种疾病发生的关系还在研究

之中。 

5  VBNC 状态研究的未来发展趋势 
Ravel[36]的研究是证明VBNC状态由基因控制

的最有力工作 ,  他通过转座子突变得到突变子
JR09H1, 该菌株能够很快进入稳定期, 更早地丧失
菌落形成能力, 而能够更快地进入VBNC状态。遗憾
的是, Ravel并未找到复苏的方法, 也没能确定具体
的突变位点。细胞进入VBNC状态, DNA的调控无疑
是主要机制, 但目前分子生物学机制还不清楚。各
菌种进入VBNC状态及复苏的条件存在巨大的差异, 
这些差异是否导致同样的生理学变化, 是否涉及到
同一组类似的基因诱导或抑制另外一组基因, 目前
仍是未知数。VBNC状态与芽孢、饥饿状态、受损
伤状态等的生理学差异也是有待解决的问题。目前

的研究工作多处于现象报道阶段, 不断发现新的能

够进入VBNC状态的细菌, 尚未进入机理探讨阶段。
与生理学研究相结合, 通过全基因组研究VBNC状
态形成、变化、复苏基因调控的全过程, 探究VBNC
状 态 诱 导 和 调 控 的 机 制 是 未 来 的 研 究 
方向。 
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