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摘  要：海洋环境中蕴含着丰富的微生物资源，其在生态系统中发挥着重要作用，与人类生活

息息相关。但是迄今通过传统的培养方法可被培养分离的海洋微生物不到 1%。本文论述了海

洋微生物的重要性，大多数海洋微生物不可被培养的原因，以及高通量培养方法和分选技术的

研究进展。随着研究的深入，将会有更加实用有效的高通量培养方法和分选技术出现。 
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Abstract: Marine environments harbor a large variety of microorganisms that play an important role 
in the ecological system, most of them are closely related with human life. So far, only less than 1% 
marine microorganisms have been cultured by conventional methods. This paper discusses the im-
portance of marine microbes, the reasons why most of marine microorganisms cannot be cultivated 
and progress in high-throughput culturing and sorting methods of marine microorganisms. With fur-
ther research, more practical and effective high-throughput culturing and sorting methods will 
emerge. 
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海洋是地球生命的摇篮，包含地球上 80%以
上的生物资源，其中含有种类丰富的微生物。2006

年美国、荷兰和西班牙科学家组成的一个研究小组

揭示目前海洋微生物的种类大约有 107种，但实际

上只有不到 1%的海洋微生物能被培养和鉴定[1-2]。

主要是由于传统培养方法存在一些局限性，只有少

部分的海洋微生物能够得到纯培养[3]，表现在以下

几个方面：(1) 实验室培养条件同自然条件的差异
影响了海洋微生物的可培养性。许多微生物在自然

环境中处于共生状态，或受其他微生物及其代谢产
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物的影响，海洋微生物在培养基上不能生长是由于

离开了原来的共生环境，破坏了它们之间的共生关

系以及一些必需生长信号的交流[4-5]。例如一些海

洋细菌处于活的非可培养状态[6]，为适应不良环境

整个细菌细胞缩小成球形，在培养基上于常规条件

下培养时，不能生长繁殖，需要提供特殊的培养条

件方可获得培养。(2) 微生物之间的拮抗作用导致
了一些海洋微生物生长受抑制。当微生物从自然环

境进入人为环境时，一些环境适应性强的优势菌群

快速生长，在此过程中产生大量过氧化物、超氧化

物以及自由基等有害物质，这些物质能对细胞造成

氧化胁迫从而使细胞受到损伤，因此使适应能力较

差或生长缓慢的菌群受到抑制，难以在固体培养基

中形成菌落[4,7]。以上原因导致了大量的海洋微生

物资源被埋没，极大地限制了海洋微生物的应用。

因此，建立新型的海洋微生物培养方法和分选技

术，培养筛选出大量以往不可培养的海洋微生物物

种具有重要的意义。本文对近年来海洋微生物高通

量培养方法和分选技术的研究进展进行了综述。 

1  海洋微生物高通量培养技术 

为培养出更多的海洋微生物物种，近年来研究

者们进行了很多尝试，例如培养基的改进、目标微

生物的特殊富集、模拟自然环境条件、原位培养、

单个细胞的分离培养等[8-11]。与此同时，一些新的

培养方法和培养装置不断地被开发出来，这些新型

的培养方法遵循一个基本原理——模拟目标群体

的自然生存环境。其中，改进的高通量培养技术最

有发展前景，该技术在一定程度上模拟了自然环

境，使所有的微生物处在一个开放的、连续的培养

环境中，不破坏微生物之间的生态联系，但同时又

将单个微生物分离培养，避免了混合培养时的营养

竞争问题，使微生物能够获得纯培养，该技术具有

多个培养单元，操作简单，可以在短期内检测大量

的培养物，并且可以培养出更多新物种，提高了工

作效率，从而实现微生物的高通量培养，该技术已

成功地分离培养了海洋和土壤中的微生物[12]。微

生物高通量培养分离技术的建立，有望培养出大量

以往未被培养出的微生物，这将对天然活性物质的

筛选以及生态学的研究具有重要的意义。 

1.1  基于培养板的高通量培养法 
2002年 Connon等[13]在 Button等[14]的稀释培

养法(Dilution culturing)基础上提出高通量培养法
(High-throughput culturing，HTC)，该方法将样品
稀释至痕量后，采用小体积 48孔细胞培养板分离
培养微生物。Cho等[15]利用该方法从太平洋近海和

远洋海水中分离出多种新菌。在此基础上，Rappé
和 Connon结合荧光原位杂交技术，对高通量培养
法进行了改进，根据从培养板各孔中针对性地检测

SAR11 进化分支的海洋细菌的存在，在较短时间
内对目标微生物进行了大量的培养[13,16]。 

基于培养板的高通量培养法有效地提高了微

生物的可培养性，并且可以在短期内检测大量的培

养物，大大提高了工作效率。但是也存在一定的局

限性，即在样品稀释，降低微生物间不利作用的同

时，有利作用也被削弱。例如，当微生物被极度稀

释、初始接种量很小时，微生物分泌的代谢产物也

被稀释，其他共生微生物由于缺乏这些必需的代谢

产物，生长就会受到抑制；再者，缺少种间的共生

关系和群体效应，很多微生物仍然不可培养[7,17-20]。 

1.2  微包埋培养技术 
微包埋技术是指利用天然或合成高分子材料

通过化学法、物理法或物理化学法将另一种物质包

裹起来，形成一种具有半透性或密封囊膜的微型胶

囊的技术[12]。微包埋技术已经用在动植物细胞包

埋、微生物包埋、固定化酶及药物缓释(医药)等诸
多领域，为我们提供了一个认识和开发海洋微生物

资源的新途径。 
Weaver 等[21]最早使用微包埋技术通过油水乳

化法包埋培养微生物和动物细胞，1996 年 Gift   
等[22]用凝胶微球来分离慢性生长的酵母，2000 年
Katsuragi 等[23]展示了包埋的酵母可以依赖自荧光

性得以分选，2005年 Akselband等[7]利用微包埋技

术从混合样品中培养分选出生长缓慢的海洋微生
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物。在此基础上，我们实验室研究总结了多种微球

制备方法[24]，并且对微包埋培养技术进行了改进，

设计了微生物的高效培养分选方法和培养装置，基

本流程如图 1所示。通过该方法培养了海洋哈维氏
弧菌，并分析了极地底泥样品和青岛文昌鱼繁殖区

海水及沉积物样品的微生物多样性，获得了 6株潜
在的海洋细菌新种，经鉴定均属于副球菌属。 

微包埋培养技术与传统培养方法相比有以下

优点：(1) 微球可以与外界环境进行物质交换，使
包埋的微生物处于开放的连续补充营养的体系中，

从而可以保证培养环境接近于微生物的自然生存

环境；(2) 微球包埋基本实现一个微球包一个微生
物细胞，从而避免混合培养时微生物之间的竞争；

(3) 聚合物材料所形成的物理屏障可以对微生物
细胞起到保护作用，增强微生物细胞的代谢活性，

提高代谢物的产率[25]，例如增强微生物细胞对不

良环境的耐受性[26]等；(4) 微球易于操作，微包埋
可以增强微生物细胞的可操控性，实现对微生物的

宏观操作(如 FACS)。 
微包埋培养技术能够有效培养海洋微生物的

同时仍有不足之处：(1) 目前使用较多的琼脂糖凝
固点较低，在操作过程中需要加热，会对一些微生

物造成危害；琼脂糖微球的机械强度不高，随着  
培养时间的延长，微球容易破碎影响分选结果。    
(2) 常用的油水乳化法制备的微球粒径均一性较
差，在一定程度上影响包埋微生物的生长和分选。 

1.3  扩散盒高通量培养技术 
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滤膜组成，滤膜只能有效地让培
养环境中的化学物质通过而不地让微生物细胞通

过，培养时，使天然海水循环流动 (图 2)[27]。

Kaeberlein T.和 Nichols D.观察发现，一些环境中
不可培养的微生物通过在扩散盒中反复培养后可

以在培养基中生长，由此推断在扩散盒中的孵化可

以提高可培养的微生物物种的多样性[27]。该研究

组使用扩散盒分离培养潮间带底泥中的微生物，培

养 1周后培养基上产生大量的微型菌落，数目高达
接种微生物的 40%[28]。后来根据所要培养的菌种

的特点，2005年 Ferrari等[29]对此种扩散盒进行改

进，发明了用来培养土壤微生物的基质膜法。 
 

 
 

图 1  微包埋技术培养海洋微生物的流程图 
Figure 1  Flow diagram of culturing marine organisms by using microencapsulation technology 
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图 2  原位培养微生物的扩散盒[27] 
Figure 2  General view of the diffusion chamber for in 
situ microbial cultivation[27] 

 
扩散盒高通量培养微生物具有以下优势：(1)

扩散盒本身对微生物细胞无毒性；(2) 扩散盒也可
以为微生物提供生长所需要的成分，包括营养物

质、信号分子，还可以移除代谢产物，维持微生物

群落间的作用，获得微生物的多样性明显高于培养

基培养获得的[27]。但是该培养方法仍然存在一定

的缺陷，即扩散盒法操作比较繁琐，费时费力，并

且该方法不能使微生物的高通量培养和物种分选

同时进行[30]。 

1.4  中空纤维膜装置高通量培养技术 
中空纤维膜装置是由中空的纤维膜——聚偏

二氟乙烯膜(膜的透过率为 67%−70%，膜小孔的孔
径为 0.1 μm)形成一个小室，每个装置系统包括
48−96个这样的小室单元(小室内径为 0.76 mm，外
径为 1.2 mm)；该装置的上部为注射器构成的注射
进样口，在培养过程中下部浸在液相中，上部覆盖

一个罩子保持无菌状态(图 3)。将从环境中抽取的
微生物样品稀释后注入小室，该装置可以提供原位

环境，继而培养微生物[31]。 
中空纤维膜装置培养微生物有以下几个特点：

(1) 多孔膜允许化合物的交换(营养物质、信号分子
等)，但是阻止微生物细胞进出，从而保持稳定的
生长条件(例如，抑制微生物生长活性的代谢产物
和分泌物可以快速地透过膜)，允许微生物生长所 

 
 
图 3  在环境条件下利用 HFMC 培养环境微生物的示

意图[31] 

Figure 3  The schematic diagram of culturing microor-
ganisms under the condition of environment by using 
HFMC[31] 

 
必需的种间和种内的相互作用，因而微生物可以在

模拟外界环境的条件下生长；(2) 该装置系统可以
摄取不同类型的底物，例如连续加入低浓度的底物

有利于微生物的生长(有时高浓度的底物对微生物
是有毒的)[32-33]。但是该方法培养微生物时必须依

赖于稀释，因此在一个装置中只有小量的分离群体

可以获得培养；并且该装置需要进一步的技术改

善，结合细胞分选系统——流式细胞仪分选获得单

个微生物细胞，使每个小室单元中孵化培养一个微

生物细胞效果会更好[31]。 

1.5  分离芯片高通量培养技术 
分离芯片是由包含有很多小孔的平板构成，这

种平板由疏水性的可塑的聚甲醛制作而成，上下两

块板通过螺丝钉钉在一起，形成直径为 1 mm的多
个小孔，整块板分为两个区域，每个区域有 192
个孔，用直径为 25−47 mm的膜覆盖(图 4)。在培
养开始之前，将灭菌的中央板浸泡在微生物细胞悬

浮液中，使每个小孔获得一定数量的微生物细胞，

微生物细胞的数量取决于稀释的程度，当微生物细

胞悬浮在液态琼脂中，微生物细胞进入小的琼脂球

中凝固，被每个小孔分别获取，从而与其他微生物

细胞分离开来。然后用膜将板上的每一个区域覆盖，

最后将上下两块板钉好，形成多个密封的分散小室，

在微生物原来的生存环境下进行原位培养[32]。 
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图 4  分离芯片示意图[32] 
Figure 4  The schematic diagram of isolation chip[32] 

 
分离芯片高通量培养分选微生物有以下几个

优点：(1) 该装置形成的小室是密封的，不允许微
生物细胞进出，通过物质扩散获得原位环境，适于

微生物生长，形成菌落的微生物细胞数量明显高于

传统培养方法，易于观察，获得的微生物多样性明

显高于传统培养方法；(2) 培养同样的样品，该方
法获得的代表物种与传统方法获得的代表物种明

显不同；(3) 该方法操作简单，取样容易，每个人
一天可以建立 10−20 个分离芯片，孵化培养时不
需要做任何工作，并且该方法能够一步完成微生物

的生长和分选[32]。但是该方法培养分选的效果同

样依赖于样品的稀释程度[32]；并且制作平板和膜

的材料要求严格，不能危害微生物细胞的生存。 

2  微生物高通量筛选(分选)技术 

综上看出，高通量培养方法由很多培养单元组

成，当培养结束时产生了大量需要分析处理的样

品，而传统的微生物筛选和鉴定方法已不能满足这

方面的需要。为解决这类问题，近年来发展了一些

高通量筛选和分析技术。其中已经成功应用的主要

有微流体技术和流式细胞技术。 

2.1  微流体技术 
微流体技术是在微观尺度下控制、操作和检测

复杂流体的技术。微流体装置被用来分离单个细胞

和分选目标细胞，近年来该技术已经用来高通量分

选微生物。 
1999 年 Fu 等 [34]设计了一种微流体装      

置——μFACS 用来分选包括大肠杆菌细胞在内的
各种微粒。2005 年 Hu 等[35-36]对这一技术进行改

进，发明了一种微流体细胞分选器，利用双向电泳

从背景群体中分离目标细胞。在双向电泳辅助的细

胞分选器中，被抗体标记的目标细胞与聚苯乙烯珠

结合，然后被标记的细胞从电极跑出，在流动过程

中被收集，这个系统可以以>104 cells/s的速度高通
量的分选细胞，当该系统中的聚苯乙烯珠被磁性微

珠取代后，磁性微珠与标记的细胞结合，磁场可以

用来偏转和分选细胞(磁性辅助性细胞分选)[37]。在

此基础上，Moon等[38]发明了一个类似的装置分离

空气中传播的微生物和粉尘颗粒。另外，2009 年
Kose 等[39]发明了一个微流体装置用来分选细胞。

这个装置利用一种包含磁性纳米粒(铁磁流体)的
传递液，当电流产生一个外磁场时，磁性纳米粒被

吸引移动到电极，结果是非磁性的微粒(细胞)远离
电极聚集在一个特定位置，临界电流频率依据微粒

大小引起非磁性微粒的移动，因此可以依赖微粒大

小对细胞进行分选。 
以上装置是对已培养的细胞进行分选，2009

年 Liu 等[40]发明了一个有潜力的装置——基于小

栓塞的微流体方法，该微流体装置可以使微生物培

养和分选同时进行。该方法允许单个微生物细胞的

分选，孵化和克隆体系的分离，用于更深层的研究。

在这个装置中，来自于混合群体的单个微生物细胞

被随机的分到不同的栓塞中，这些栓塞被孵化形成

单个微生物细胞的微菌落，克隆体系被分成亚种

群，用于进一步的分析培养、低温贮藏、生理学实

验和独立性培养分析(图 5)。 

2.2  流式细胞术和细胞分选 
流式细胞术是从细胞群中定量分析成千上万

的单个细胞或悬浮颗粒的多个特征的一种方    
法[41]。当经荧光染色或标记的单细胞悬液放入样

品管中，被高压压入流动室内。流动室内充满鞘液，

在鞘液的包裹和推动下，细胞被排成单列，以一定 
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图 5  基于栓塞包埋单个细胞的微流体分选系统的示意图[40] 

Figure 5  The schematic diagram of microfluidic screening system based on thrombosis of embedding a single cell[40] 
 

速度从流动室喷嘴喷出，在与细胞液流成 90°方向

上，激光束照射液流，使细胞产生散射光和荧光。

通过光学系统检测并接收这些光学信号，同时转换

成电脉冲信号。电脉冲信号经过计算机处理，得出

每个细胞的多种信息参数[31,42-43]。 

流式细胞术在微生物学和生物技术领域的最

广泛应用就是细胞分选[31]。液滴的偏转被用来高

通量的分选微生物细胞，由光束强烈的振动使液流

产生的每一个液滴包含一个微生物细胞，包含目标

微生物的液滴被偏转到一个收集管或微量滴定板

中(图 6)。流式细胞术可以以>104 cells/s的速度对
单个微生物细胞进行高通量的分析和分选。例如单

细胞包埋技术在水油水乳液中包埋单个的 E. coli
转化子随后用流式细胞仪可以分选>107 个突变  
体[44]。流式细胞仪还可以利用荧光抗体对感兴趣

的微生物进行快速定量的分选[45-46]。例如，1993
年 Porter 等[47]利用荧光抗体和流式细胞仪富集了

来自自然湖水和污泥样品中的 E. coli 细胞。2002
年Zengler等[48]用凝胶微球包埋来自于自然环境中

的单个细胞，然后在模拟环境条件下培养获得微菌

落，这些包含微菌落的微胶囊通过流式细胞术与自

由生长的微生物和空微球分开，被转移到 96孔板 
 

 

 
 
 

图 6  流式细胞仪和细胞分选的示意图[35] 

Figure 6  Schematic diagram of flow cytometry and cell 
sorting[35] 
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上进一步培养。通过这种方法，监测这些微胶囊中

单个细菌的特征有利于分选微生物新种。 

3  总结 

随着现代社会的发展需求，人们将眼光聚焦到

开发海洋资源，而其中丰富的海洋微生物资源对于

整个海洋生态系统的作用极为重要，例如海洋当中

有多种可以降解海洋石油、防治赤潮生物、拮抗引

起海洋水产动物疾病病原菌的微生物物种等。但是

基于传统的培养方法可以培养的海洋微生物种类

屈指可数，现在的培养和分选技术对于充分开发利

用海洋微生物资源还远远不够。因此，需要不断提

高改善已有技术，发明新的培养分选技术，不断培

养分选出新的微生物物种为人类所利用。 
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