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摘要：自然环境中99%微生物在实验室条件下仍是不能被培养的，称之为“未培养”微生物或微生物“暗

物质”。对其进行研究不仅有助于认识环境中微生物代谢多样性，丰富生命之树，同时未培养微生物还

蕴含着巨大的新基因和新天然产物资源。但传统培养技术的局限性阻碍了“未培养”微生物资源的开发和

利用。虽然随着分子生物学技术的发展，可以直接从环境中获得未培养微生物的遗传信息，分析微生物

的广泛代谢多样性，但微生物的生理特征和代谢产物等分析仍然需要建立在研究纯菌株的基础上。目前，

已经有很多新颖的培养技术被研发，如原位培养技术、共培养技术和连续流生物反应器培养技术等用于

挖掘未培养微生物资源。本文主要介绍了连续流生物反应器培养新技术的发展与改进，探讨了“未培养”

微生物培养技术及设备的发展方向，以进一步促进“未培养”微生物资源的开发与利用。 

关键词：“未培养”微生物，培养技术，连续流生物反应器，微生物资源 

 

自然环境中存在的微生物仅有 1%甚至<1%

能在实验室条件下被培养[1]。早在 100 多年前，

科学家在用平板培养环境中微生物时就发现平

板上形成的肉眼可见的菌落数和通过显微计数

得到的菌落数存在很大差异，在平板上生长的菌

落远远少于环境中实际存在的微生物即“平板数

异常”现象[2–4]。那些 99%在其原生环境中具有代

谢活性，但在普通琼脂平板上不能正常增殖、处

于休眠状态的微生物[5]被称为“未培养”微生物，

该概念最早由 Colwell 等[6]在 1982 年提出。 

“未培养”微生物蕴含着巨大的未被开发的活

性物质资源 [7]，并且具有新颖的生物和化学特  

性[8]，这些生物资源亟待被挖掘以解决目前天然

活性物质短缺等问题[9]。在分子生物学技术的帮

助下，“未培养”微生物的功能多样性已经得到了

一致的证明；基于环境 DNA/RNA 分析技术如宏

基因组学、单细胞基因组学，也使预测“未培养”

微生物的生理生态功能成为可能。虽然这些工具

能够证明微生物的代谢多样性，但由于微生物纯

培养技术的限制，许多微生物的特性仍然是未知
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的[10–11]。微生物的功能往往不能单独地从遗传信

息中推断出来；而且微生物的生理特征如细胞大

小、形态、色素沉着、代谢活性也只能通过活的

细胞来进行研究[5,12]，因此，微生物的分离和培

养仍然是必不可少的。 

“未培养”微生物并不是意味着不能被培养，

而是由于对目标微生物生理代谢途径的认识不

足和传统的培养技术的局限导致这些“未培养”微

生物无法在人工创造的环境里正常生长[13]，其局

限性主要有以下几方面：(1) 不合适的培养条件

如培养基的富营养化、培养时间的不充分[14–15]；

传统琼脂平板通常利用营养浓度很高的培养  

基[16]，而大多数微生物生长在寡营养的环境中如

海洋微生物，营养丰富的培养基反而会抑制它们

的生长[17]；环境中很多微生物生长缓慢，有些需

要培养几个月才能在平板上形成肉眼可见的菌

落[18]，而短期的培养则无法分离到那些生长速率

很低的微生物；(2) 常规的培养方法无法避免生

长速率快的菌群对生长速率慢的菌群的抑制作

用，并且传统的培养基在灭菌时产生的 H2O2 对

菌落存在抑制作用[19–21]；传统培养基的富营养化

使生长速率快的菌群在大量生长繁殖时快速消

耗培养基中的营养和空间，而生长缓慢的微生物

却因养分等因素的限制而无法形成菌落，并且它

们在生长过程中产生的过氧化物、超氧化物等有

毒代谢产物也会抑制其他微生物的生长；此外，

传统的培养基在制备时，琼脂和磷酸盐的混合灭

菌同样会产生活性氧，抑制微生物菌落的形成[21]；

(3) 传统的人工培养基缺乏在自然环境中存在的

某些生长因子或信号分子，有些依赖型微生物在

缺乏这些生长因子或信号分子的情况下无法进

行正常的生长代谢[22]。 

为了挖掘“未培养”微生物潜在的资源，解决

传统培养方法存在的问题，很多改进的方法和新

技术已被应用于“未培养”微生物的培养。主要有：

(1) 改善培养条件如 pH、温度、环境气体 [22]；

延长培养时间、使用低营养浓度的培养基 [20]和

培养基成分的分开灭菌[23]；(2) 膜过滤[24]和连续

稀释 [25–26]降低来自生长速率较快的菌群的不利

影响；(3) 培养基中生长因子的添加[27]、依赖型

微生物的共培养 [28–29]和模拟微生物原生环境的

原位培养技术如扩散室、I-chip 等[30–32]。虽然通

过这些策略已取得一些成果，但仍不足以大幅提

高微生物的可培养率。 

连续流生物反应器(continuous flow bioreactor)

最初被用于处理城市污水。随着不断地改进和发

展，几种具有相似基本概念的连续流生物反应器

已被成功地应用于具有特定代谢途径的细菌和

海绵共生细菌的富集和培养[33–35]。因此，连续流

生物反应器是挖掘“未培养”微生物资源的一种强

有力的新技术，而且通过连续流生物反应器了解

到的培养机制可以为新型培养技术的发展提供

新思路。本文综述了目前已经发展的各种连续流

生物反应器培养技术，对这些技术进行了评价和

技术特点的总结，并为连续流生物反应器技术下

一步的发展指明方向。 

1  连续流生物反应器的发展与改进 

作为微生物培养的新技术，连续流生物反应

器最早并不是应用于微生物的培养，而是作为城

市污水的后处理技术之一；随着不断改进，已被

应用于环境碳氮循环中发挥重要生态作用的细

菌菌群如亚硝酸盐氧化细菌、氨氧化细菌和产甲

烷微生物群落的富集和培养；最近也有研究者应
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用该技术培养海绵共生细菌，分离得到的未培养

细菌数远远高于传统平板培养。由此可见，连续

流生物反应器作为一种新的培养技术具有很好

的发展前景。 

1.1  连续流生物反应器应用于污水处理 

1.1.1  下流式悬挂海绵生物反应器处理污水：高

速无氧反应器普遍应用于处理各种污水，其成本

低、所需空间小并且对污水中有机物的去除率

高。这些反应器依赖于生物量高浓度的固定，其

中，上流式厌氧污泥床(UASB)反应器因其更简

便、经济而被认为相对较好，污水经过厌氧处理

后残留的有机物会对自然环境中水体造成污染，

因此污水中有机物的去除非常重要。 

1997 年 Agrawal 等[36]建立了 UASB 反应器，

开发了悬挂海绵反应器作为污水后处理工艺，通

过下流式悬挂海绵过滤器(DSH)研究污水中残余

有机物的去除和硝化作用并且通过上流淹没式

悬挂床生物反应器(USHB)研究无氧条件下污水

中的反硝化作用。UASB 反应器(47.1 L)由两部分

组成：一个高 1800 mm，内径 150 mm 的锥形底

圆柱和一个气液固分离器。DHS 生物反应器含有

3 个 2 m 高的水柱，每个水柱填充 120 个用尼龙

线串成的海绵体(1.5 cm)。USHB 反硝化生物反应

器的液体体积为 770 mL，其中海绵块约占总体积

的 28% (图 1)。反应器开始运行时，向 UASB 反

应器接种消化过的污水污泥。从 UASB 反应器流

出的污水被泵入 DHS 生物反应器并依次从 3 个

水柱流过，进入装有海绵块的 USHB 反应器。实

验结果表明，通过悬挂海绵后处理过程，污水中

有机物和氮可以被有效去除。但该反应器容量

大，且由 3 个反应器组成，操作繁琐。 

 
 

图 1.  下流式悬挂海绵生物反应器结构示意图[36] 

Figure 1.  Schematic diagram of down-flow hanging 
sponge reactor[36].  
 

1.1.2  连续流生物反应器用于高温好氧废水处

理：生物废水处理工艺利用混合微生物降解污染

物。传统的好氧处理工艺如活性污泥可适当地降

解废水中的污染物，但细胞产量高，会产生相当

数量的残余生物固体。因此，多种厌氧处理工艺

已被开发用于处理含有高浓度有机物的污水。然

而，厌氧处理过程以产生低质量的废水而闻名，

如果有机酸生产者和产甲烷微生物之间出现不平

衡，则可能出现难操作的问题。因此，高温好氧

处理工艺应运而生，以处理含有高浓度的可溶性

易降解有机物的工业废水[37–38]。2000 年，Timothy

等[39]将连续流生物反应器应用于工业废水的高温

好氧处理，并研究混合的嗜热好氧细菌菌群在反

应器中的生长特点、生理特征和群落结构。 
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连续培养在实验室 580 mL 的发酵罐、55 °C

环境中进行。发酵罐中接种污泥，将化学需氧量

(COD)为 3100 mg/L 的无菌培养基通过变速控制

驱动泵以指定的速率泵入反应器中，连续培养直

到生物量浓度达到稳定状态 (OD600 变化小于

5%)。一旦达到稳定状态，反应器再运行 3 个水

力停留时间 (HRT)以确保达到了可识别的生理

状态。通过对运行了不同水力停留时间的反应器

中的化学需氧量和微生物群落的监测发现，随着

水力停留时间的增加，反应器中的 COD 含量显

著降低并且微生物优势菌群也发生变化。在有效

去除污水中有机物的同时，反应器中高温好氧废

水处理的指标如细胞产量、细菌群落转移、细胞

反应性和细胞活性等与传统中温处理工艺区别

不大。 

1.2  连续流生物反应器培养特定微生物群落 

1.2.1  厌氧生物滤液反应器富集厌氧氨氧化菌：

厌氧氨氧化(Anammox)工艺被认为是一种经济有

效的处理工艺。该工艺可以达到每天 8.9 kg N/m3

的脱氮率 [39]，可使反应器的容量比传统系统更

小。然而厌氧氨氧化细菌的低生长速率使其不能

实用于废水处理。 

为了提高厌氧氨氧化菌的生长速率，2006 年

Isaka 团队[33]利用厌氧生物滤液反应器(anaerobic 

biological filtrated reactor)在短时间内富集了厌氧

氨氧化菌。该反应器使用内径为 19 mm、高度为

177 mm、有效容量为 200 mL 的圆柱形储罐作为

反应池，反应池中装有多孔的聚酯无纺布载体(厚

度为 0.7 cm)作为厌氧菌的固定床。无纺布在反应

池中的填充百分比设置为 48%。水力停留时间

(HRT)设置为 3 h。实验时，将该反应池浸泡于

37 °C 水浴中并接种富含厌氧氨氧化菌的种子污

泥。从反应池底部连续供应培养基，从顶部排出

多余的培养基。通过这种连续培养，反应池中氮

转化率逐渐提高，亚硝酸盐含量迅速降低(图 2)，

表明反应器中的厌氧氨氧化菌随着连续培养的

进行而不断增加，成功富集了目标菌群厌氧氨氧

化菌，并且能够保持厌氧氨氧化菌的活性。 

1.2.2  连续流生物反应器培养海洋产甲烷菌：为

了阐明微生物产甲烷作用在海底环境中的重要

性，需要对其细胞实体进行鉴定，然而，传统的

培养方法难以培养产甲烷微生物。Imachi 等在

2011 年[34]首次报道了下流式悬挂海绵(DHS)反应

器用于培养海底沉积物中产甲烷菌。 

 

 
 

图 2.  连续流厌氧生物反应器中流入和流出的氮浓

度、氮转化率(A)以及流入和流出的亚硝酸盐浓度(B)

随时间的变化[33] 

Figure 2.  Changes of influent and effluent nitrogen 
concentrations; nitrogen conversion rate (A) and 
influent and effluent nitrite concentrations (B) during 
continuous flow cultivation of anammox bacteria 
against time[33]. 
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该下流式悬挂海绵反应器由密闭的聚氯乙

烯(PVC)箱(内部容积为 10.7 L)和作为微生物细胞

的载体材料聚氨酯海绵块构成(3 cm×3 cm×3 cm，

孔径 0.83 mm)。接种时，于 4 °C 下将海绵立方

体浸泡在不含任何有机物质的混合沉积物浆液

中，然后装入塑料网中以防止海绵压碎(图 3)，把

包裹好的 147 个海绵体放进 PVC 箱里，接种过程

中，始终用氮气冲洗浆料和 PVC 箱。接种后，将

PVC 盒紧紧盖好，放置于黑暗的 10 °C 恒温箱中。

将经过氮气净化、pH 值为 7.5、含有机物质但不

含硫酸盐的 10 L 合成海水通过连接在蠕动泵的

自动开/关定时器间歇地从 PVC 盒顶部供应到其

中，并通过分配器分配到海绵载体中，合成海水

随后流下，在重力作用下穿过海绵载体，最后被

抽出 PVC 箱。整个反应器在常压下运行。反应器

中的水力停留时间为 84 h。Imachi 等通过 DHS

反应器作为培养的第一步，在反应器里检测到系

统发育多样的微生物，并成功分离到传统方法未

分离到的产甲烷菌。用聚氨酯海绵作为微生物的

人工载体，是培养海底微生物的理想场所，能够

模拟海底沉积物的多孔层(灰层和砂层)。该 DHS

反应器的显著特点是海绵不会被淹没并自由地

放置在大气中[40]。因此，合成海水进入反应器时

由于重力作用向下流入海绵，使合成海水不仅流

在海绵表面，而且能在海绵内部进行有效交换。

这些优势使得 DHS 生物反应器系统比其他连续

流系统产生更大的生物量，促进之后目标微生物

的分批培养。最后利用新设计的 DHS 反应器，

成功地从海底沉积物中富集出产甲烷微生物群

落并在后续的纯培养中获得了 10 种厌氧微生物，

包括 4 种产甲烷古菌。但该反应器存在体积庞大，

操作较繁琐等问题。 

1.2.3  连续流生物反应器培养硝化螺旋菌属：硝

化作用是生物地球化学氮循环中的一个重要过

程，在污水处理中也得到了广泛的应用。然而，

由于硝化螺旋菌的难分离和难培养，人们对其生 

 

 
 

图 3.  产甲烷菌连续流生物反应器结构示意图[34] 

Figure 3.  Schematic diagram of the CF reactor for cultivation of methanogenic community[34]. a: Synthetic 
seawater tank; b: distributor; c: gas collecting bag; d: sponge carrier sampling port; e: port for the pH/ORP 
sensor. 
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理特性了解甚少。2014 年 Fujitani 等[41]通过一种

连续喂养反应器培养技术选择性地富集硝化螺

旋菌(Nitrospira)，并通过细胞分选技术将目标菌

株与其他菌群分离，最后纯培养得到硝化螺旋菌

(图 4)。 

首先建立一个装有多孔聚酯无纺布材料(厚

度为 0.7 cm)构成的生物载体的连续进料生物反

应器以使细菌保持活性状态，生物反应器的体积

为 2 L。无机培养基的 pH 调节为 7.8–8.3，水力

停留时间(HRT)设为 1.6–4.8 h。反应器运行时，

连续高流速地将低营养浓度的无机培养基提供

到反应器，并且持续给培养物通气以提供过量的

氧气。当培养基体积达到反应器最大容量，无活

动的细胞，细胞外聚合物质和代谢副产物则被排

出反应器。整个实验在 23 °C 的环境中进行。定期

提高培养基中亚硝酸盐-氮浓度至 0.36 mmol/L、

1.43 mmol/L 和 5.71 mmol/L；同时，水力停留时

间由 4.8 h 逐渐缩短至 1.6 h。之后定期采用荧光

原位杂交技术检测反应池中硝化螺旋菌的比例，

发现硝化螺旋菌的比例随着培养时间的增加而

增加，甚至高达 80%。该反应器能够将与其他硝化

细菌共存且生长缓慢的硝化螺旋菌选择性地富集

并成功地分离到第一个被分类为硝化螺旋亚菌 I

的分离物，同时与细胞分选技术相结合提高了目

标菌株的分离纯化的效率。因此，该新方法还可

用于培养其他具有特定代谢途径和重要生态功能

的未培养“k 策略者”细菌，具有广泛的应用性。 

1.2.4  封闭式下流悬挂海绵反应器培养反硝化

厌氧甲烷氧化微生物：污水的厌氧处理虽然能去

除有机物和营养物，但同时也使处理过的废水中

含有高浓度的溶解甲烷。因此，经过厌氧前处理

的污水需要经过后处理去除甲烷。封闭式下流悬

挂海绵反应器处理工艺被认为是污水厌氧后处

理中最有前景的工艺之一[42]。反硝化厌氧甲烷氧

化微生物能够厌氧氧化甲烷，从而为硝酸盐和亚

硝酸盐的反硝化提供电子[43]，为污水中甲烷的去

除提供了一种新思路[44]。2017 年 Hatamoto 等[45]

首次报道了利用封闭式下流悬挂海绵反应器培

养反硝化厌氧甲烷氧化(DAMO)微生物来去除污

水中氮气和溶解甲烷。 

 

 
 

图 4.  硝化螺旋菌属的连续培养(A)和纯化(B)[41] 

Figure 4.  Continuous cultivation (A) and purification (B) for the isolation of Nitrospira[41]. 
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该封闭式下流悬挂海绵反应器包含由 15 个

聚氨酯海绵块(2 cm×2 cm×2 cm)构成的、垂直总

长度为 50 cm 的海绵介质，其总体积为 0.12 L，

孔隙率为 0.985。将它们悬挂在已经接种了污泥

的 1.25 L 玻璃柱中。实验时先将经过氩气和甲烷

冲洗过、NaNO2 和 NaNO3 的浓度为 0.5 mmol/L

的培养基供应到反应器中，之后再将培养基中

NaNO2 和 NaNO3 的浓度分别调节到 0.7 mmol/L

和 1.0 mmol/L (图 5)。同时向瓶子和气囊的顶部

空间充入甲烷。反应器在 30 °C 的恒温箱中运行。

运行 176 d 后，甲烷以 2.0 mL/min 的流速直接供

给反应器。实验结果表明 DHS 反应器保留了接

种污泥中最初的 DAMO 群落并且将 NC10 门的

DAMO 菌在反应器中的丰度提高到 50%–70%，

其中部分菌株为新种。虽然该反应器富集目标微

生物的效果显著，但该反应器运行时间太长，前

后长达 2 年。 

1.3  连续流生物反应器培养多种微生物 

1.3.1  连续流生物反应器培养海绵共生细菌：连

续流生物反应器在富集特定菌群方面具有显著

成效。Jung 等[46]对反应器简化后首次将其用于培

养海绵共生细菌，建立总体积为 500 mL、内部装

有多孔聚酯非织造布(厚度 0.5 cm)[47]的样品室。

实验时海绵样品用无菌人工海水冲洗 3 次，然后

用无菌研钵将其研磨成粉并用无菌人工海水制

成匀浆，共取 200 mL 的海绵组织匀浆作为接种

剂接种于样品室。盐度 3.5%、营养浓度 10%的

R2A 液体培养基由蠕动泵以每天 300 mL 的容量

被供应(水力停留时间为 24 h)到样品室中，同时

向其中充气以提供氧气。整个反应器于 20 °C 环

境中运行。实验期间每隔 3–7 d 测量生物反应器

中的总有机碳浓度以监测反应器里的生长条件。

同时设置对照组实验 (标准直接涂布和原位培

养)。实验结果表明，相比于标准直接涂布法 1.6% 

 

 
 

图 5.  DHS 反应器操作条件(A, C)和工艺性能(B, D)[45] 

Figure 5.  Operational conditions (A, C) and process performance (B, D) of the DHS reactor[45]. 
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和原位培养技术 23%的新种率，其新种率高达

45% (图 6)。反应器里的多孔聚酯材料和天然环

境的海绵具有相似的结构组织，能为海绵共生细

菌提供一个类似于天然海绵的栖息地同时达到

将细菌保持在活性状态而不过度生长的目的。虽

然反应器中能够培养大量未培养微生物，但附着

于多孔聚酯材料上的微生物需要接种到平板上

进行进一步的培养和分离，而很多微生物虽然能

在反应器中生长，但当它们转移到普通平板上时

不一定会形成肉眼可见的菌落。还有一点不足的

是需要时常监测保证供应的培养基不能被杂菌

污染，否则将影响实验结果。 

1.3.2  连续流生物反应器在海洋微生物资源挖

掘中的应用：对于培养“未培养”微生物，相较于

传统培养方法，连续流生物反应器具有很多优 

 

 
 

图 6.  不同来源菌株基于 16S rRNA 基因与 GenBank

数据库中已知亲缘关系最近的菌株的相似性[46] 

Figure 6.  Similarity based on 16S rRNA gene to the 
closest known relative of isolates from CF 
(continuous flow bioreactor), i-tip and SDP (standard 
direct plating). The numbers in the bar show the 
number of OTUs at each similar level; the numbers 
under the arrows show the percentage of new 
species[46]. 

势。反应器不仅能持续为微生物提供新鲜的养

料，给微生物提供一个开放的生长环境，还能满

足微生物间的相互作用。应用连续流生物反应器

培养宁波梅山湾海底沉积物中微生物时，可获得

系统发育多样的微生物(图 7)，因此连续流作为挖

掘海洋微生物资源的一种有效手段，未来还能够

更广泛地应用于更多其他的海洋样品。 

2  连续流培养的特点和机制 

相比于其他微生物培养技术，连续流生物反

应器具有明显优势，可以同时满足目标菌群多种

的生长需求。首先生物反应器里放置的多孔纤维

材料在培养基中可以提供足够的孔隙空间，为微

生物生长提供更大的表面积和更长的细胞停留时

间，更有利于微生物在反应器里附着和生长[33]；

其次，反应器可以对底物浓度和流速实现更灵活

的控制。此外，培养基通过蠕动泵在反应器中不

断供给而又连续排放，能够在体系里一直保持新

鲜，避免微生物在生长过程中产生的有毒代谢产

物对体系里其他微生物的抑制[34]，最后生物反应

器本质上就是多种微生物的共培养，没有破坏微

生物之间的联系和种间的信息交流[35]，因此相比

于传统培养技术能培养更多未培养微生物。 

而对于连续流生物反应器富集“未培养”微

生物的机制，Jung 等[46]对其进行了探究，将通

过连续流生物反应器、原位培养和标准直接涂布

等不同方法分离得到的细菌进行了生理特征的

比较，发现通过连续流培养出的细菌具有以下  

2 个特征：第一，通过连续流培养的细菌生长速

度普遍较低；第二，在连续流反应器里生长的菌

落的直径远远小于其他方法分离到的菌落(图 8)， 
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图 7.  连续流生物反应器分离株基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 

Figure 7.  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of novel isolates obtained by CF cultivation. The 
isolates derived from CF cultivation methods are shown with circle and triangle, others are the closest strains in 
database of EZBIOCLOUD (https://www.ezbiocloud.net); circle (beach sediment), triangle (sediment with plant) 
indicate environmental sources of the isolates; the NCBI/GenBank accession numbers for isolates from CF are shown 
in parentheses; the number at the branch node represents the bootstrap value; the scale represents genetic distance. 
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图 8.  不同来源菌株的比生长速率、饱和细胞密度(A)和菌落直径(B)[46] 

Figure 8.  Specific growth rate, saturated cell density (A) and colony diameter (B) of strains from CF 
(continuous flow bioreactor), in situ cultivation and SDP (standard direct plating)[46]. 

 
说明连续流生物反应器创造的生长条件适合那

些生长缓慢、对环境较敏感的细菌的生长，而具

有这 2 个特征的菌群往往是受到标准培养和原

位培养条件的限制，易被忽略和难分离的未培养

菌群。 

3  总结和展望 

分子生物学技术特别是基因组学和宏基因

组学的发展证明了环境中微生物的多样性，但其

中有超过 99%的微生物并不能在常规实验条件下

得到纯培养，严重阻碍了人们对未培养微生物资

源的挖掘和利用，如何革新和开发出更有效的微

生物培养技术成为研究者们共同面临的问题。虽

然随着微生物纯培养技术的发展，在微生物培养

方面也取得了一些实质性的进展，但对于环境中

数量庞大、种类繁多的“未培养”微生物群体而言

远远不够，在探索微生物多样性及可培养性的过

程中仍面临着巨大挑战。虽然连续流生物反应器

作为一种新的微生物培养技术，在微生物培养方

面已经表现出很多优势，但同时也存在一些不足

之处。在未来微生物培养的研究中，连续流培养

的研究重点主要在以下几个方面。 

3.1  连续流反应器中微生物间相互作用的研究 

连续流反应器实际上是样品中所有微生物

的共培养，微生物在反应器里可以进行信息的交

流。但是我们并不知道具体是哪些菌群之间存在

相互作用，如何进行种间信息交流。所以连续流

反应器是研究微生物间相互作用强有力的手段。

已 经 有 研 究 者 应 用 microbial co-occurrence 

networks analysis 技术找出特定菌种之间的相互

作用[48]。因此未来可以将连续流反应器这种技术

结合起来研究特定微生物间相互作用和寻找信

息分子，这将会进一步推动微生物的分离培养技

术以及连续流培养技术的新发展。 
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3.2  设计新型的选择培养基 

培养基直接影响微生物生长，特异性地添加

微生物生长所需的微量元素、生长因子和微生物

分泌的信号分子是既简便又有效的方法，但因为

缺乏对微生物代谢方式的了解，我们并不知道未

培养微生物缺乏什么生长因子。因此未来微生物

的研究应侧重于通过新型的培养方法深入地探

索微生物可培养的机制然后进行培养基的优化，

设计开发出适合不同种微生物的选择培养基，将

新型选择培养基结合连续流反应器培养微生物，

具有更好的应用前景。 

3.3  分子生物学技术与连续流反应器的结合 

由于微生物生存环境的复杂性及其群落结

构随环境变化而变化的特征，单独依赖某一种

或某一类方法研究微生物多样性是远远不够

的。因此在连续流生物反应器的基础上，进一

步将其与高灵敏的观察检测技术和高效率的细

胞分离技术结合起来非常重要。因此，将荧光

显微技术、流式细胞技术、可分辨环境样品中

细胞生长情况的双链核酸染色等分子生物学技

术与纯培养技术结合应用，将会极大提高微生

物的可培养性 [49–50]。  

3.4  连续流反应器中代谢产物的研究 

“未培养”微生物的难培养阻碍了我们对“未

培养”微生物蕴含的代谢产物的挖掘，而连续流生

物反应器可以让一些之前在传统平板上不能生

长的微生物得以生长，并且在生长过程中产生各

种代谢产物。因此能否利用以及如何利用连续流

生物反应器进行微生物代谢的挖掘是一个值得

探索的问题，而这也将赋予连续流生物反应器更

加深远的意义。 
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Application of continuous flow bioreactor technology in 
microbial cultivation 

Chen Yang, Weiyan Zhang, Dawoon Jung, Shan He* 
LiDakSum YipYioChin Kenneth Marine Biopharmaceutical Research Center, College of Food and Pharmaceutical Sciences, 

Ningbo University, Ningbo 315211, Zhejiang Province, China 

Abstract: Ninty nine percentage of microorganisms in the environment remains uncultured, called “uncultured” 

microorganisms or microbial “dark matter”. Unraveling the mysteries of these microbial “dark matter” is especially 

helpful to understand the diversity of microbes and their metabolic characteristics. DNA genome sequences of 

microbial “dark matter” could be recovered from the environment samples by population binning of metagenomics 

and single-cell genomics, independently or combined synergistically. However, microbial functions often cannot be 

deduced from genetic information alone, and the isolation of uncultured microorganisms remains a powerful 

approach. Many cultivation-based methods for culturing microorganisms have been developed, such as in situ 

cultivation, co-culture and continuous flow bioreactor. In this mini-review, we briefly introduce the development of 

new culture-dependent technology of continuous flow bioreactor and indicate the future research opportunities in 

this area. 
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主任。主持国家自然科学基金、国家重点研发计划和省市科技项目 10 余项。发表 SCI 论

文 100 余篇，获授权发明专利 20 余项(转让 3 项)。“天然药物先导化合物发现及其高效制

备方法研究”项目获 2019 年浙江省自然科学二等奖(第一完成人)。长期从事海洋微生物新

资源和生物医药研发。重点关注海洋“未培养”微生物和海洋中光层(深度 30–150 米)微生

物资源，是我国首位下潜深度达到 100 米的科学潜水员，多次带队在南海西沙群岛开展

水下科考。近年运用连续流生物反应器、iChip 原位培养技术等新型微生物培养技术，深

入挖掘海洋微生物“暗物质”，发现潜在微生物新种 300 余个。 


