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摘要： 自然条件下，微生物以一种复杂的群落形式生活，细胞周围充斥着由相邻细胞产生的各类代谢物，使各细胞间存在

多样的互作形式，影响彼此的生长。不同种类的菌株共培养时，营养缺陷型菌株可以利用其他菌株产生的代谢产物进行生长；

共培养还可以改变微环境、刺激菌株沉默基因的表达及改变菌株的生存状态。近年来，基于模拟菌株间的互作关系而发展起

来的共培养技术逐步应用于未培养微生物的分离工作中，并被认为能有效提高未培养微生物的分离效率。结合已发表的相关

文献资料，综合分析潜在共培养的类群多样性以及共培养分离技术的先进性与应用现状等，以期为微生物分离技术的发展及

微生物资源的发掘提供参考。
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Abstract： It is widely recognized that bacteria in nature exist in complex communities.  Each cell may be filled with a 
variety of metabolites produced by neighboring cells， so that there are various forms of interaction between cells.  Studies 
have shown that auxotrophic strains can use metabolites produced by other strains for growth when strains are co ⁃ cul⁃
tured.  In addition， co⁃cultivation can also change the microenvironment of the media， stimulate the expression of the si⁃
lent gene of the strain and change the dormant state of the strain.  In recent years， co⁃cultivation technology that simulates 
the interaction between microorganisms has been gradually applied to the isolation of microorganisms， and this method is 
considered to be effective in isolating uncultivated microorganisms.  According to the published literature， we review the 
research progress of co⁃cultivation and isolation technology in recent years through comprehensive analysis of the main po⁃
tential co⁃cultivable taxa diversity and the application status of co⁃cultivation technology used for the isolation of uncultivat⁃
ed microorganisms.  We hope that this article can provide new prospects for microbial isolation technology and the discov⁃
ery of microbial resources.
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0 引  言

微生物在地球生物圈中扮演着重要的角色，广

泛参与地球的碳、氮、硫等物质的化学循环，调节生

态平衡和人体健康。地球上蕴藏着大量的微生物资

源，由于现有分离培养技术的限制，绝大多数的微生

物种类是不可培养的［1，2］，称为未培养微生物（uncul⁃
tured microognisms）。许多未培养微生物具有较为

新颖的生物合成途径和生化特性，例如 Tectomicro⁃
bia、酸杆菌门（Acidobacteria）、绿屈挠菌门（Chloro⁃
flexi）、浮霉菌门（Planctomycetes）、粘细菌（Myxo⁃
bacteria）等［3~7］类群，Tectomicrobia 与酸杆菌门一样

具有丰富的次级代谢产物合成基因簇；绿屈挠菌门

的脱卤拟球菌属（Dehalococcoides）可降解有机卤化

合物［8］。因此，分离和研究未培养微生物对医药、农

业与环境治理等领域具有重要意义。

自然界中微生物的分布呈现一种混合状态，在

土壤中微生物细胞间的距离约在 5~29 μm 之间［9］。

如此近的距离，相邻细胞分泌的氨基酸、维生素、某

些脂肪酸、还原硫化合物和铁载体等代谢产物可以

迅速地扩散到周围。利用扩散盒技术，大幅提高了

可培养微生物类群的丰度和多样性，并分离获得多

株在人工培养基上无法生长的曾被认为是无法培养

的物种［10，11］。综合以上两点，环境中可能存在某些

未被发现的物质，影响周围菌株的生长，为共培养技

术的开发提供了可能。

1 近期关于共生现象的研究进展

微生物生长过程中有些小分子物质和电子载体

会在微生物群落间发生交换，包括氨基酸、维生素、

H2和甲酸盐等［12~16］，对周围细胞的生长产生影响，甚

至是某些物种生长所必需的，这种依赖周围细胞生

长的现象说明菌株间存在共生关系［17］。由于共生关

系的存在，传统的分离纯化手段必然会导致共生菌

株难以独立地在培养基上生长。因此，利用现有可

培养菌株分离培养其共生菌已成为科学家们热衷的

研究之一。日本科学家在分离阿斯加德（Asgard）古

菌的过程中，发现分离到的菌株‘Candidatus Pro⁃
metheoarchaeum syntrophicum’MK⁃D1 可与 Halode⁃
sulfovibrio 及产甲烷菌属（Methanogenium）菌株共

生；通过荧光原位杂交（FISH）、扫描电子显微镜

（SEM）以及宏基因组分析，发现三者之间可以通过

H2 或甲酸盐的转移共生长，共同代谢氨基酸多

肽［12］。利用共培养试验发现，甲基萘醌类物质是肠

道微生物的促生长因子，许多肠道微生物需要依靠

优势菌株产生的甲基萘醌类物质才能在培养基上生

长［18］。利用海绵共培养装置，大幅提高了海绵共生

菌的丰度［19］。虽然以上内容未详尽列出近年来所有

关于共培养分离微生物的例子，但足以显示共培养

技术对于未培养微生物的分离具有巨大的促进

作用。

2 潜在的共培养类群

宏基因组、宏蛋白组、宏转录组、16S rRNA 基因

序列高通量测序等分子生物学技术，可以绕过菌株

的培养过程，研究微生物的多样性、分布特点和代谢

类型等［18］，加深对未培养微生物的理解，区分目标类

群，提高实验室条件下分离培养微生物的能力。根

据 16S rRNA 基因序列数据，古菌和细菌的总数量

已被计算出约为 400 000 种，包括约 60 000 个属［20］。

然而，截至 2021 年 10 月，原核生物名称命名确认名

录网站（list of prokaryotic names with standing in no⁃
menclature， LPSN）显示，合格发表的古菌和细菌

（含蓝细菌）共 21 494 个种，分别隶属于 3 687 属 635
科 146 纲 41 门（https：//lpsn. dsmz. de/text/num⁃
bers），其中最大的 4 个门是拟杆菌门（Bacteroide⁃
tes），变 形 菌 门（Proteobacteria），厚 壁 菌 门（Fir⁃
micutes）和放线菌门（Actinobacteria）。由此可见，自

然界中绝大多数的微生物是未被培养的。

自然界中有许多类群因自身基因组和体积较

小、代谢通路缺失、营养缺陷或与寄主共生等原因，

导致其不能在现有的培养技术下生长，需要依赖环

境中的其他物种或寄主生活，如 Saccharimonadia，暂
定门 Atribacteria、DPANN 古菌及暂定门 Saccharib⁃
acteria （TM7）等类群（见表 1）［21~34］，通过拼接特定

物种的基因组并分析发现，以上类群在共生长、丰度

高、分布广泛、参与地球生物化学与生物修复及解读

人类健康与疾病的关系等方面与已培养物种有较大

的差异性。针对这些类群的分离培养，共培养分离

技术或可发挥重要作用。

3 共培养分离技术的先进性

微生物菌株共培养可模拟自然界中微生物间的

互作关系，使不同物种间通过信号分子、代谢产物产

生交流，对自身代谢、基因表达和生长速率等方面产

生影响。因此，共培养技术应用于未培养微生物的

分离在理论上是可行的，其相对于传统的分离方法，

主要有以下几点先进性：

3. 1 优化生长环境利于其他物种的生长

微生物由自然环境转换到实验室条件下，除温
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度、pH 值、渗透压、含氧量和营养成分等因素会发生

剧烈变化外，细胞间的通信作用也大大受到影响。

其次，适应性较强的物种生长较快，往往会产生过氧

化物、有机酸、自由基、超氧化物和抑菌物质等，从而

减弱或抑制其他物种的生长。对于营养成分和生长

环境的改变可以通过添加酵母粉以及蛋白胨等物质

进行弥补，但对于细胞通讯作用及细胞代谢物造成

的微环境的变化，很难完全用人工的方式去重现。

目前，关于微生物与微环境的研究较少，但通过

少数例子仍能看出，微环境的改变有利于未培养微

生 物 的 分 离 与 培 养 。 细 胞 信 号 分 子 环 腺 苷 酸

（cAMP）和酰基高丝氨酸内酯（acyl⁃homoserine lac⁃
tone， AHL）分别参与细胞的饥饿生存反应（starva⁃
tion⁃survival response）和细菌群体感应；cAMP 可使

细胞一直处于正常的营养态，并阻碍其转化到静止

生长期［35］；而 AHL 可参与调控光的产生、毒力因子

的表达、生物膜的形成、细胞聚集和遗传等过程。在

培养基中添加 cAMP 和 AHL 均可使未培养微生物

的培养率显著提升［36~38］。此外，在研究菌株互作时

发现，当 CO2浓度处于一定范围内时，利用交替单胞

菌属（Alteromonas）菌株 EZ55 和原绿球蓝细菌属

（Prochlorococcus）菌株 VOL4 共培养，交替单胞菌

表 1 潜在可共培养类群

Table 1 Potential coculturable groups

目标微生物菌株或类群

Saccharimonadia、Mi⁃
crogenomates (OP11)、
Parcubacteria (OD1)、
Gracilibacteria (GN02)

OP9 和 JS1 类群

DPANN 古菌

‘Candidatus
Udaeobacter
copiosus’

暂定门 Saccharibacte⁃
ria（TM7）

Candidatus Kentron

海绵杆菌门(Poribacteria)

热屈菌属(Thermoflexus)

生活环境

热液喷口、土壤、海洋和淡水

沉积物、极地土壤、活性污

泥、含水层沉积物、废水和酸

性矿山排水(AMD)系统

厌氧海洋沉积物、地热环境、

厌氧消化器和反应器以及石

油储层

深海热液、地下水生态系统

和人体

土壤

土壤、海水、深海沉积物、温

泉、白蚁肠道、人体、胃肠道、

皮肤、生殖道、口腔等

Kentrophoros属的纤毛虫

海洋

地热温泉

所属类别

暂定门  Radia⁃
tion (CPR)/ Pa⁃
tescibacteria

暂定门

Atribacteria

DPANN 古菌

疣微菌门（Verru⁃
comicrobia）

暂定门 Radia⁃
tion（CPR）

γ⁃变形菌纲

（Gammaproteo⁃
bacteria）

海绵杆菌门

(Poribacteria)

绿屈挠菌门

（Chloroflexi）

潜在的生理生化特征

在环境中分布广泛，具有较小的细胞和

基因组，可能与其他生物共生；普遍缺

少某些氨基酸、核酸、脂肪酸以及生长

因子

OP9 和 JS1 类群是暂定门 Atribacteria 中

的两个分支，在厌氧环境中分布广泛。

Atribacteria 的成员可能缺乏呼吸能力

的异养厌氧菌

至少包含 10 个不同的门类，且其中的某

些类群具有较小的细胞和基因组，缺乏

完整的代谢途径。目前已得到 6 个纯培

养物，可能与其他生物以共生或者寄生

的方式生存

具有较小的基因组，广泛分布于土壤环

境中。代谢途径部分缺失，需要从外界

获取氨基酸、维生素等物质

具有潜在的致病性；已分离得到的菌株

TM7x 附着在龋齿放线菌 (Actinomyces 
odontolyticus)XH001 表面，营寄生生活，

球形菌，极小，直径在 200~300 nm，不

具有氨基酸生物合成能力

缺乏已知与自养途径相关的基因，并且

具有比来自类似栖息地的其他共生体

更大的碳稳定同位素指纹。具有氧化

硫和固定二氧化碳的能力，与 Kentroph⁃
oros属纤毛虫共生，并为其提供养分

海绵共生微生物的主要成员

该属物种不能利用现有的单一碳源进

行生长，具有发达的胞外蛋白酶活性，

为有机化能营养型生物，可能与其他微

生物间有互作现象
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EZ55 分泌的过氧化氢酶可以减轻氧化应激对原绿

球蓝细菌 VOL4 的影响，提高其生长率［39］。

因此，添加信号分子及与其他物种共同培养时，

可使培养基的微环境发生一定改变，改善细胞间通

讯作用和培养基的理化因素，若将可分泌细胞信号

分子、降解氧化基团和产生耐抗菌物质的菌株与共

培养技术相结合或可推进未培养微生物研究工作。

3. 2 代 谢 物 可 直 接 被 其 他 物 种 利 用 弥 补 代 谢

缺陷

在实验室条件下，由于营养条件的局限和微生

物自身的代谢缺陷，在培养基上生长的微生物数量

不足 1%［40］。另外，通过原位培养与土壤溶液提取

技术的改进可以看出，在自然界中仍存在许多未发

现的营养物质，是很多未培养的微生物生长所必需

的，这些物质有很大一部分是微生物的代谢产物［41］；

由于微生物在自然环境中处于群体混居的状态，因

而微生物代谢产物对周围菌株的影响不可忽视的。

在培养基表面许多优先形成的菌落周围，随着

培养时间的延长，会逐渐长出许多小菌落——辅助

生长现象。在分离肠道微生物时发现平板上的优势

物种所分泌的甲基萘醌可促进菌落周围物种的生

长，并根据此现象分离到 8 株具有生长依赖现象的

菌株［18］。另外，利用藤黄微球菌（Micrococcus lute⁃
us）KLE1011 作为助手（helper）分离到了与其共生菌

株 多 管 藻 海 洋 杆 菌（Maribacter polysiphoniae） 
KLE1104，发现新型的 acyl ⁃ desferrioxamine sidero⁃
phores［40］；发现亮杆菌属（Leucobacter）菌株 ASN212
单独培养时不能在培养基上生长，而当与鞘氨醇盒

菌属（Sphingopyxis）菌株 GF9 共培养时可使前者显

著生长［42］，最终从菌株 GF9 培养液上清中分离到新

型的生长因子 zincmethylphyrins 和 coproporphyrins。
以上实验说明，优势菌群或可培养菌株所产生

的代谢物可以被其他菌株利用，若将共培养分离技

术与基因组及代谢网络分析技术相结合，利用与未

培养微生物互作较为明显的可培养菌株作为助手或

许可以弥补某些类群的代谢缺陷，使其被分离培养，

从而丰富可培养微生物的多样性。

3. 3 激活沉默基因表达，更利于其生长

天然产物是生物体以次级代谢产物的形式产生

的有机化合物，其中大多数具有治疗性生物活性，包

括抗菌、抗病毒和抗癌功能等［43］，而微生物一直被认

为是天然产物的重要来源。然而，自 70 年代后，自

微生物中发现新颖化合物的速度大幅下降，加之多

重耐药菌及新型疾病的不断出现，引发了对新型功

能性化合物的迫切需求［44］。

近年来，利用基因组测序及其分析工具，发现放

线菌和真菌等菌株体内具有大量未被研究的次级代

谢产物或酶的合成基因簇（secondary metabolite bio⁃
synthesis gene clusters， smBGCs）［44，45］。在现有的培

养条件下这些基因处于沉默或者表达量较低的状

态。为了克服这一难题，开发并应用了多种策略来

激活沉默或表达差的 smBGCs。其中，单菌多产物

策略（one strain many compounds，OSMAC）认为同

一微生物菌株在不同培养条件下可产生多种化合

物，通过改变培养参数，如温度、盐度、通气量、碳源、

氮源和生长因子等可以产生新的代谢物，并利用此

方法使以往只产生 aspinonene 的赭曲霉（Aspergil⁃
lus ochraceus）额外表达了 15 种化合物［46］。基于基因

工程的 smBGC 激活方法，如启动子交换、异源表达、

基因簇内调控子工程（cluster⁃situated regulator engi⁃
neering， GSR）、核 糖 体 工 程 和 全 局 调 控 子 工 程

（global regulator engineering， GR）等也被广泛用于

诱导微生物次级代谢产物的表达［44］。

此外，不同物种共培养也可有效激活沉默的

smBGC，相对上述两种方法，共培养不需要事先解

析目的基因和复杂的基因操作工具［46，47］，不仅模拟

物种间竞争及养分耗竭等生态压力，还可以通过分

析形态学变化或细胞密度，实时监测共培养菌株的

次级代谢产物的生物活性［48，49］。近几年，也有很多

类似的研究（如表 2）［50~71］，通过细菌与细菌、细菌与

真菌、真菌与真菌的共培养，刺激或激活菌株中表达

量较低或者沉默的 smBGC，提高现有代谢产物的产

量及合成以往未发现的新化合物。如天蓝色链霉菌

（Streptomyces coelicolor）M145 和 黄 色 黏 球 菌

（Myxococcus xanthus）DK1622 共培养，刺激天蓝色

链霉菌 M145 产生了 actinorhodin；列文虎克氏链霉

菌（Streptomyces leeuwenhoekii）C34 和 烟 曲 霉 菌

（Aspergillus fumigatus）MR2012 共培养，诱导烟曲

霉 MR2012 产 生 了 pseurotin G，terezine D，1 ⁃ O ⁃
methylpseurotin A 等新的化合物；费氏曲霉（Asper⁃
gillus fischeri）NRRL 181 和 Xylaria flabelliformis 
G536 共培养，产生了新的化合物 wheldone，对乳腺

癌、卵巢癌和黑色素瘤细胞具有细胞毒活性；冷杉异

担 子 菌（Heterobasidion abietinum）331 和 链 霉 菌

AcH 505 共培养时可使链霉菌 AcH 505 的 5⁃formyl⁃
salicylic acid 的产量明显提高。

因此，将共培养技术运用于微生物资源的挖掘，

或可弥补由自然环境转移到实验室对菌株带来的不

利影响，提高菌株代谢能力，增强其在传统培养基上

的生存能力。
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表 2 菌株共培养产生新型代谢产物

Table 2 The new metabolites produced by co⁃cultivation of strains

细菌和细菌共培养

变黑链霉菌（Streptomyces nigrescens）
HEK616 & 肺塚村氏菌（Tsukamurella 
pulmonis）TP⁃B0596
唐德链霉菌（Streptomyces tendae）
KMC006 & 戈登氏菌（Gordonia）
KMC005
小单孢菌（Micromonospora）
WMMB235 & 红球菌（Rhodococcus）
WMMA185
奇迹放线束丝菌（Actinosynnema mi⁃
rum）NBRC 14064 & 塚村氏菌（T. pul⁃
monis） TP⁃B0596
梅泽宾夫氏菌（Umezawaea）
RD066910 &
塚村氏菌（T. pulmonis） TP⁃B0596

小单孢菌（Micromonospora）UR56 &
放线动孢菌（Actinokineospora）EG49

天蓝色链霉菌（S. coelicolor）M145 &
黄色黏球菌（M. xanthus）DK1622
链霉菌（Streptomyces）JB5 &
芽胞杆菌（Bacillus）GN1
链霉菌（Streptomyces）PTY087I2 &
金黄葡萄球菌（Staphylococcus aureus）
(MRSA; ATCC BAA⁃1717)
细菌和真菌共培养

列文虎克氏链霉菌（S. leeuwenhoekii）
C34 & 烟曲霉菌（A. fumigatus） 
MR2012

娄彻氏链霉菌（Streptomyces rochei）
MB037 &拟喙枝霉菌（Rhinocladiella 
similis）35
薰烟色麴菌（A. fumigatus） ATCC 
46645 & 吸水链霉菌（S. rapamycini⁃
cus）ATCC 29253
黄柄曲霉（Aspergillus flavipes）
CGMCC 3.15449 &链霉菌（Streptomy⁃
ces） CGMCC4.7185
南非黄曲霉（A. austroafricanus）Eis.1 &
枯草芽胞杆菌（B. subtilis）168 trpC2
生赤壳菌（Bionectria）&
浅青紫链霉菌（S. lividans）168TK24

streptoaminals

gordonic acid

keyicin

mirilactams C–E

umezawamides A⁃B

dimethyl phenazine⁃1,6⁃dicarboxylate 
(1), phenazine⁃1,6⁃dicarboxylic acid 
mono methyl ester (phencomycin; 2), 
phenazine⁃1⁃carboxylic acid (tubermy⁃
cin; 3), N⁃(2⁃hydroxyphenyl)⁃acetamide 
(9), P⁃anisamide (10) (纯培养时未发现)

actinorhodin

dentigerumycin E

granatomycin D, granaticin, dihydrogra⁃
naticin B (激活沉默基因簇获得)

luteoride D, pseurotin G

borrelidins J⁃K

fumigermin

rosellichalasinAspochalasins E, P, H, 
M19, 20⁃dihydro⁃aspochalasin D
(两者单独培养时未发现)

austramide (8)

bionectriamines A⁃B

lipidic metabolites

polyketide glyco⁃
sides

anthracyclines

polycyclic macro⁃
lactams

polycyclic tetra⁃
mate macrolac⁃
tams

phenazines

pyran naphthoqui⁃
none
cyclic depsipep⁃
tides

naphthoquinone 
derivatives

luteoride deriva⁃
tive 和 pseurotin 
derivative

fatty acids

polyketides

cytochalasans

diphenyl ether

o⁃aminobenzoic 
acid derivatives

是

是

是

是

是

否

否

是

否

是

是

是

否

是

是

抗菌

抗菌

抗菌

未知

抗真菌和

细胞毒性

抗菌和抗

生物膜

铁载体和

抗菌

抗癌

抗菌

未知

抗菌

抗菌

细胞毒性

未知

未知

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

共培养菌株 通过共培养得到的代谢产物 产物类别
是否为

新物质

代谢产物

的特性

参考

文献
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木霉菌（Trichoderma）307 & 约氏不动

杆菌（Acinetobacter johnsonii）B2

冷杉异担子菌（Heterobasidion abieti⁃
num）331 & 链霉菌（Streptomyces）
AcH 505
真菌和真菌共培养

硫色曲霉（Aspergillus sulphureus）
KMM 4640 &
猫棒束孢菌（Isaria felina）KMM 4639

无性形态和菌核形态的洋葱曲霉（As⁃
pergillus alliaceus）G4
Penicillium fuscum (Sopp) Raper & 
Thom & Penicillium  camembertii/
clavigerum Thom
费舍尔曲霉（A. fischeri）NRRL 181 &
扇形炭角菌（X. flabelliformis）G536

(3R, 7R)⁃7⁃hydroxy⁃de⁃O⁃methyllasio⁃
diplodin, (3R)⁃5⁃oxo⁃de⁃O⁃methyllasio⁃
diplodin, microsphaeropsisin B⁃C

5⁃Formylsalicylic acid
(共培养后产量大幅提升)

17⁃hydroxynotoamide D (1), 17⁃O⁃eth⁃
ylnotoamide M (2), 10⁃O⁃acetylsclero⁃
tiamide (3), 10⁃O⁃ethylsclerotiamide 
(4), 10⁃O⁃ethylnotoamide R (5)

allianthrones A⁃C

berkeleylactones A⁃H

wheldone

de⁃O⁃methyllasio⁃
diplodins和 ses⁃
quiterpenes

salicylic acid 结构

类似物

prenylated indole 
alkaloids

bianthrones

macrolides

meroterpenoid

是

否

是

是

是

是

α⁃葡萄糖

苷酶抑制

剂

毒力因子

和铁载体

抗癌

抗癌

抗菌

细胞毒性

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70,
71]

续表
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参考

文献

3. 4 代谢物可作为复苏因子使其他物种从休眠

状态苏醒

研究表明，环境中微生物种群内包含存留性细

胞（persister cell）——野生型细胞的变异表型，其功

能是生存［72］。存留性细胞是休眠的、不分裂的细胞，

在低营养和能量有限的条件下形成［73，74］。与活的非

可培养状态（viable but non⁃culturable， VBNC），近

零生长（near⁃zero growth， NZG）一同被认为是导致

微生物不可培养的潜在原因［75］。因此，对于这些休

眠微生物的复苏是微生物培养工作中的一个重要障

碍。虽然有大量关于微生物休眠的文献存在，但对

微生物如何在休眠和活跃状态之间转换的潜在机制

所知甚少。

休眠细胞的复苏被认为是一个随机过程［76］，可

能受到某些信号化合物的影响［77，78］。有些放线菌分

泌 复 苏 促 进 因 子（resuscitation ⁃ promoting factor， 
Rpf），能够通过水解和转化细胞壁来促进休眠细胞

的生长［79］，把藤黄微球菌所分泌的 Rpf 添加到培养

基中，可有效促进土壤微生物的培养［80］；利用菌株

M.  luteus的 Rpf促进了进入 VBNC 状态的苯酚降解

菌群的复苏，提高了高盐废水中苯酚的降解效率［81］。

另外，红串红球菌（Rhodococcus erythropolis）KB1、
天蓝色链霉菌和牛分枝杆菌（Mycobacterium bovis）
均被报道可产生 Rpf，对其本身及其他物种的复苏

具有重要作用［82］。因此，运用共培养技术有可能会

促进环境中处于休眠状态的微生物类群复苏，提高

其被培养的几率，有助于未培养微生物资源的挖掘。

4 基于共培养的分离方法

为了弥补传统培养手段在种间互作、营养成分

等方面的缺陷，目前已有多种共培养技术及装置被

发明，并应用于未培养微生物的分离，取得了一定的

成效，提高了未培养微生物的可培养性。

4. 1 单菌落共培养技术

2015 年 Tanaka 等［83］发明了单菌落共培养技术，

这种共培养装置由培养皿、可培养菌株、聚丙烯环、

滤膜和固体培养基组成，首先在培养皿底部铺一层

1. 5% 琼脂的固体培养基，凝固后在其上倾倒含有

潜在助长菌（生长状况较好）的 0. 4% 琼脂软培养

基，铺上带有滤膜的聚丙烯环后在滤膜上方倾倒含

有潜在依赖型菌株（生长状况较差）的软琼脂培养基

（如图 1），培养后观察表面菌落的生长状况。Tana⁃
ka 利用此技术筛选到了副杆状菌（Parabacteroides）
BL157 和肺炎克雷伯氏菌 BL175，脆杆状菌（Bacte⁃
roides fragilis）BL539 和萨特氏菌（Sutterella）BL252
等多组具有助长作用的细菌。

单菌落共培养技术的优点在于操作简便，可定

向筛选某一菌株的生长依赖性菌株，但操作不当易

对上层培养基表面产生污染，从优势菌的菌落周围

选取潜在的共生菌株时，没有具体的标准可依，需要
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后期大量的工作来进行验证，筛选效率相对较低。

4. 2 纳米多孔微生物培养器

为模仿自然环境中微生物复杂群落的生活方

式，有学者发明了纳米多孔微生物培养器（nanopo⁃
rous microscale microbial incubators，NMMI）［84，85］。

NMMI 采用纳米凝胶材料在透明玻璃表面形成一

个微孔板，每个孔都可作为一个扩散室，扩散室侧壁

有纳米孔，容纳微生物细胞的同时避免与其他细胞

的直接接触，只允许其产生的代谢物进出交换（如图

2）。这种装置可同时实现高通量筛选、物种隔离和

物种间通信三种功能，可用于未培养微生物类群的

分离、共培养微生物共生机制的研究、多物种代谢工

程及生物合成的类群优化。

NMMI 的优势在于可同时实现微生物多细胞

间的互作，有利于研究细胞间的信息交流和代谢物

的相互利用，但后期对潜在共生菌株培养纯化时，需

要将每个微孔内的细胞挑选出来，减弱了细胞间的

互作现象，因而可能会使共生菌株的可培养性进一

步降低。

4. 3 海绵⁃细菌共培养装置

海绵 ⁃细菌共培养装置是 2019 年被提出［19］，主

要用于分离海绵共生微生物。该装置在 Bio⁃Dot SF
微量过滤器的基础上做了改进，首先将所用的培养

基注入到底部，使其充满每个微孔，待培养基凝固后

将稀释后的海绵微生物样品置于每个微孔的培养基

表面，并在其上方覆盖 0. 2 µm 的滤膜和 25 µm 的滤

纸，最后将含有海绵外植体的微滤装置上半部分用

螺丝与底部紧紧地固定一起，然后放入水环境中培

养（如图 3）。利用该技术可明显地提高海绵共生微

生物的多样性及其丰度，增加纯培养的几率。

海绵 ⁃细菌共培养装置为动植物体内共生菌的

分离提供了新思路，但其技术操作较为复杂，由于是

放在水环境中培养，其密封性较高，内部生物与外界

的气体交换被隔断，会同时影响上层的海绵及内部

微生物的生长。另外，后期对共生菌株的分离，也是

一大难题。

4. 4 双面培养皿

双面培养皿（double⁃sided Petri dish，DSPD）是

2021 年被提出的一种新型共培养装置［86］，由两个树

脂材质的培养皿底部粘合后在中间开一个直径为 2 
cm 的贯穿孔，之后在孔的表面覆盖一层玻璃纸，防

止向上下两层培养皿倒培养基时发生泄漏，在上下

两层培养基的表面接种微生物菌种后进行共培养

（如图 4）。双面培养皿中间的开孔，允许两侧菌株

所产生的代谢产物及信号分子通过，从而使两侧菌

株发生互作。

双面培养皿的发明为共生微生物的分离及微生

物共生现象的研究提供了一个重要的工具，但目前

关于其对未微生物的分离效果的报道较少，尚待进

一步验证。

5 总结与展望

目前，菌株的共培养技术多应用于开发微生物

新型代谢产物，而在未培养微生物的分离工作中的

应用较少。其原因主要有以下几点：①虽然通过菌

株共培养可以激发不同物种间的竞争、信息交流以

及拮抗等互作关系，激活菌株内的沉默基因簇，产生

新型代谢产物，但在助手菌株与环境微生物共培养

后，如何将对助手菌株的未生菌进行纯培养则是另

一大难点；②共培养分离技术发展较晚，技术方案不

图 1　单菌落共培养装置示意图

Fig.  1　The schematic image of single⁃colony coculture technique

图 2　纳米多孔微生物培养器示意图

Fig.  2　The schematic and digital images of the nanoporous microscale microbial incubators （NMMI）
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成熟，难以满足目前微生物分离工作的需求；③微生

物共生机制不清晰，潜在微生物共生类群不明确，影

响分离过程中共培养菌株的选择及共培养分离技术

的发展。

随着分子生物学技术的发展，众多免培养技术

逐渐成熟，加上共培养技术在发酵、发掘新型化合物

等领域的应用，为了解未培养微生物的生理特点以

及解析共生机制提供了可能。在未培养微生物的分

离培养工作中虽已发展了部分共培养分离技术，但

其各有优缺点，单一方案难以满足微生物分离工作

的需求。因此，应将共培养技术与分子生物学方法

及传统分离培养手段相结合，弥补单一技术方法的

缺陷，发挥各自长处。此外，由于潜在共培养微生物

类群生长模式与大多数菌株不同，传统的培养皿及

培养装置难以满足其分离培养的要求，所以在其分

离技术的研发过程中可在分离培养装置或方法上加

大投入。相信随着科研工作者的不断努力，微生物

共培养分离技术会不断地完善和成熟，丰富微生物

的分离技术，为未培养微生物的研究及新型化合物

的发现作出重要贡献。
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