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摘要:活的但非可培养(“viable but non-culturable”，简称 VBNC)状态是微生物应对各种环境压力的一种生存
机制。面对日益严重的异生质污染问题，研究污染胁迫下 VBNC 状态菌的潜在环境功能具有重要意义。该
文阐述了 VBNC 状态菌的研究现状，针对多氯联苯微生物降解存在的问题，重点介绍环境中潜在 VBNC 功能
菌群的复苏培养。提出利用藤黄球菌(Micrococcus luteus)复苏促进因子( resuscitation-promoting factor，简称
Rpf)探索具有潜在多氯联苯降解功能的 VBNC 状态菌群，为多氯联苯高效降解菌群的筛选提供新思路。同
时，结合 VBNC 状态菌絮凝、硝化除臭等方面的探索研究，对 VBNC 状态菌的潜在环境功能进行了展望。
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自然环境中存在大量的微生物，利用纯培养技
术仅能对自然界中 0. 01% － 10% 的微生物进行分
离鉴定，尚有 90%以上的微生物因处于活的但非可
培养［1 － 2］(“viable but non-culturable”，简称 VBNC)
状态而未被认知。随着现代分子生物学技术的发
展，基于非培养手段虽可以获取大量的微生物多样
性及菌群结构信息，但是，微生物相关生态功能的研
究仍然受到限制。因此，分离培养作为绝大部分微
生物资源的 VBNC 状态菌及探索其潜在的相关功
能，对于我们重新认识和评价微生物在食品发酵、农
业和环保等领域中的作用具有重要指导意义。面对
日益严重的异生质 ( xenobiotics) (尤其是 PCBs、
PAHs 等持久性有机污染物)污染问题［3］，研究污染

物胁迫下细菌进入 VBNC 状态的生存机制、关注
VBNC 状态菌的可培养化，特别是潜在环境功能的
研究，将为污染环境的微生物修复开拓新的应用前
景。

多氯联苯 ( Polychlorinated biphenyls，PCBs) 是
《斯德哥尔摩公约》首批控制的持久性有机污染物
(Persistent organic pollutants，POPs)之一，由于环境
持久性及“三致”效应而成为目前广泛关注的典型
有机污染物［4］。PCBs 属于高毒性、难降解有机污染
物，可在自然环境中存在数十年以上，虽然已禁用多
年，但它所造成的环境污染问题随着研究的深入而
日益突出［5］。由于 PCBs 独特的化学稳定性，传统
的物理和化学方法因存在低效、二次污染问题而限
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制其在 PCBs 污染环境修复中的应用，微生物作为
大量存在的自然资源，且微生物降解治理技术具有
安全、高效、经济等特点，因此，筛选和构建高效
PCBs 降解菌成为修复 PCBs 污染环境的关键所
在［6 － 7］。虽然关于 PCBs 的微生物降解已投入大量
的研究工作，但大多仍限于实验室研究阶段，PCBs
高效降解功能菌种资源匮乏成为其推广应用的最大
瓶颈。

该文阐述了 VBNC 状态菌的研究现状，针对
PCBs 微生物降解存在的问题，重点介绍环境中潜在
VBNC 功能菌群的复苏培养。提出利用藤黄球菌
(Micrococcus luteus ) 复苏促进因子 ( resuscitation-
promoting factor，简称 Rpf)复苏具有潜在 PCBs 降解
功能的 VBNC 状态菌，为筛选 PCBs 高效降解菌群
提供新思路。同时，结合 VBNC 状态菌絮凝、硝化除
臭等方面的探索研究，对 VBNC 状态菌的潜在环境
功能进行了展望。

1 VBNC 状态菌的研究现状

VBNC 状态最早由 Colwell 等［8］提出，即微生物
在不良环境中细胞浓缩成球形，用常规的培养方法
不能使其生长繁殖，但仍具代谢活性，当给予适宜条
件时能够恢复其生长繁殖。已报道约 60 多种细菌
可进入 VBNC 状态［9］。常见诱导微生物进入 VBNC
状态的因素可分为物理因素［10 － 11］ (如温度、湿度、
渗透压、光照强度等)、化学因素［12 － 14］(氧气浓度，
营养成分、有害化学物质)及生物因素［15］。目前，
VBNC 状态菌的形成机理尚不明确，存在两种假
说［16 － 17］:一是认为该状态是细胞衰弱的表现，最终
将走向凋亡;二是认为它是一种类似于孢子形成机
制适应不良环境的生存策略。细菌进入 VBNC 状态
后，其细胞形态、代谢活性及基因表达水平均将发生
一系列的变化。我们对比了藤黄球菌培养 2 天与 1
年的菌数、菌落和细胞形态，发现经 1 年静置培养
后，菌数从 109 CFU /mL 降至 103 CFU /mL，菌落明显
变小、大小不均匀，且大量的菌体细胞已变形或解
体［2］。目前，VBNC 状态菌已经成为流行病学、动物
医疗免疫及食源性病原菌检测等领域的研究热
点［18 － 19］。

VBNC 状态菌群作为自然界中未能开发利用的
绝大部分微生物资源，对其形成机理、复苏培养及应

用性能的研究具有重要意义。虽然关于细菌 VBNC
状态的形成和检测已经有大量的文献报道［1，9］，但
主要 集 中 于 病 原 菌 ( Mycobacterium tuberculosis、
Campylobactersp．、 Escherichia coli、 Pseudomonas
aeruginosa、Helicobacter pylori、Legionella pneumophlia
和 Vibrio sp． )，对于环境污染物如何诱导细菌进入
VBNC 状态，调控 VBNC 状态的相关功能基因及如
何建立 VBNC 状态菌检测的统一标准等方面的研究
较少。面对日益严重的环境污染问题，研究污染物
胁迫下细菌进入 VBNC 状态后细胞形态、生理生化
特性和基因表达的变化，关注 VBNC 状态菌的潜在
环境功能，将为重新认识和评价微生物在污染环境
修复、环境保护领域的作用提供新的科学依据。

2 PCBs 的微生物降解及潜在 VBNC
功能菌群

PCBs 污染环境的微生物修复以矿化或共代谢
两种方式进行。一些低氯 PCBs 可以作为微生物自
身生长和繁殖所需的碳源及能源而进行好氧降解。
高氯(氯取代数≥5) PCBs 经厌氧脱氯后转化为低
氯 PCBs，再进行好氧降解［20 － 21］。厌氧微生物通过
催化还原反应将高氯 PCBs 转化为低氯或无氯的同
系物，既可以降低 PCBs 的生物富集作用，又有利于
好氧微生物的进一步降解。PCBs 污染环境的治理
需联合厌氧脱氯和好氧降解 2 个过程［22］。Emma
等［22］发现污染土壤中 Aroclor1260 经 4 个月厌氧脱
氯后，主要产物为 2，4-2，4-四氯联苯和 2，4-2，6-四
氯联苯，再经 Burkholderia sp． LB400 好氧降解 28 天
后，PCBs 的浓度由60 μg / g降为20 μg / g，说明厌氧-
需氧生物处理工艺具有较好的可行性。采用适宜的
厌氧-需氧生物处理工艺，综合考虑污染环境体系中
脱氯与非脱氯微生物间的时空关联性及 PCBs 降解
过程中不同功能菌群之间的复杂关系，使得 PCBs
降解过程中各不同功能菌群发挥其最佳性能。另
外，针对不同 PCBs 污染环境，需结合其具体的环境
生态因子，采用不同的降解微生物功能群，以实现
PCBs 污染环境的微生物修复。

目前，PCBs 降解菌株的筛选菌源仅限于基于常
规富集方法所能获得的仅占 0. 01% － 10% 的微生
物菌群，大量的潜在功能菌群因处于 VBNC 状态而
未被研究。PCBs 的多样性、降解特征及其污染环境
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的复杂性决定 PCBs 污染的微生物修复需要依赖于
具有各种底物专一性的混合微生物菌群的联合作
用。现今虽已有较多 PCBs 降解菌的报道，包括革
兰氏 阴 性 菌: Alcaligenes、Janibacter、Acinetobacter、
Acidovorax、Cupriavidus、Comamonas、Enterobacter、
Sphingomonas、Ralstonia、Burkholderia、Paenibacillus、
Pseudomonas、Achromobacter 和 革 兰 氏 阳 性 菌:
Rhodococcus、 Arthrobacter、 Nocardia、 Bacillus、
Micrococcus、Corynebacterium 等［23 － 25］，但由于存在低
效、不稳定、成本高等缺点而仅限于实验室研究阶
段。其中，PCBs 高效降解功能菌种资源匮乏成为其
推广应用的最大瓶颈。构建 PCBs 降解工程菌及降
解酶的固定化虽然是强化微生物修复 PCBs 污染环
境的有效途径，但存在很多问题，如宿主细胞的选
择、基因水平转移及固定化成本高等。所以，对于长
期受 PCBs 污染的环境修复而言，最终将归宿于能
存活在其中的土著微生物。微生物在 PCBs 污染环
境中会产生应答的生理变化，如产生应激蛋白、氧化
应激等［21］。Chávez［26］等发现 Pseudomonas sp． B4 生
长于不同氯苯类化合物 ( CBs) 时，其应激蛋白
GroEL 的含量增加，表明在 PCBs 污染胁迫条件下，
微生物能形成相应的生存机制而得以存活。目前，
关于微生物降解 PCBs 的研究主要集中于其降解途
径中相关的生化、酶促反应及功能基因，较少关注微
生物在 PCBs 污染环境中的适应机制，对于污染环
境中微生物生存状态及机制的研究将为探索和利用
各种土著微生物潜在的环境功能提供一定的理论依
据。

我们以浙江省台州地区某电子废弃物拆解厂附
近土壤为研究对象，经 PCR-DGGE、优势条带的克隆
转化、测序分析及同源性比较后，发现优势菌群主要
归 属 于 变 形 菌 门 ( Proteobacteria )、拟 杆 菌 门
(Bacteroidetes)、绿弯菌门( Chloroflexi)、厚壁菌门
(Firmicutes)和酸杆菌门(Acidobacteria)中的 16 个
属，其 中 大 部 分 菌 群 属 于 非 可 培 养 状 态 菌
(Uncultured bacterium)。另外，我们以联苯为唯一
碳源，利用常规富集培养法筛选 PCBs 降解菌，发现
经传代培养 5 － 6 次所得的混合培养液 BP-Y 可在
36 h内将 100 mg /L联苯完全降解，同时具有较好
PCBs 降解效果，在120 h内，对100 mg /L Aroclor1242
中的二氯代 PCBs 的降解率达 97. 9%，对10 mg /L
Aroclor1242 总量的降解率达 79. 6%。但混合培养

液 BP-Y 经平板分离，未获得较好的 PCBs 降解菌
株。从而推测混合培养液中的 VBNC 状态菌在
PCBs 降解过程中可能起到关键性作用。因此，如何
从作为自然环境中绝大部分(90% － 99% )微生物
资源的 VBNC 状态菌群中，寻找 PCBs 高效降解菌
株及构建降解 PCBs 复合菌群成为打破现有的微生
物降解 PCBs 应用瓶颈的关键所在。

3 复苏潜在 VBNC 功能菌群

直接逆转某些不利条件 (如恢复培养温度、给
予充足营养、解除污染物胁迫)可使 VBNC 状态菌
复苏，但在实验室条件下，尚无可使所有 VBNC 状态
菌恢复其生长能力的报道。另外，对于通过逆转不
利条件获得的可培养菌群是 VBNC 细菌复苏所得，
还是低浓度可培养细菌的重新生长仍存在争议。

藤黄球菌复苏促进因子(Rpf)的发现是 VBNC
状态菌复苏的重要突破［27］。自 1993 年 Kaprelyants
等［28］首次发现能促进细菌生长的胞外蛋白后，藤黄
球菌 Rpf 是发现的第 1 个复苏促进因子，其分子质
量为 16 － 17 kDa，氨基端是由 75 个氨基酸残基组成
的保守区，三级结构具有溶菌酶样折叠，形成一个能
与寡聚糖结合的裂隙。它可以复苏多种革兰氏阳性
菌 ( G + )，研 究 最 多 的 是 分 枝 杆 菌 属
(Mycobacteriumsp． )。我们发现藤黄球菌 Rpf 不仅
对近缘的高 GC 革兰氏阳性菌有复苏作用，对低 GC
革 兰 氏 阳 性 菌 及 部 分 革 兰 氏 阴 性 菌
(Curvibacterfontana sp． ) 也有较好的复苏促进功
能［2，29 － 30］。Mukamolova 等［31］发现藤黄球菌 Rpf 不
仅能使 VBNC 状态菌复苏，还可以刺激正常菌体的
生长，其 rpf 基因是藤黄球菌不可或缺的关键基因。
另外，Mukamolova 等［32］证明藤黄球菌的 Rpf 具有胞
壁溶解酶活性，其活性中心非常保守，预测该位点在
细胞壁溶解过程中起到重要作用。对该蛋白的结构
域预测以及核磁共振分析表明，其保守区具有溶菌
酶样折叠，被称为 Rpf 样结构域。今后陆续发现同
样具有 Rpf 样结构域的蛋白质，统称为 Rpf 蛋白家
族。Rpf 蛋白家族主要包括五类:藤黄球菌的 Rpf、
结核分枝杆菌的 Rpf、谷氨酸棒状杆菌的 Rpf、硬避
菌门中的 Rpf 类似物。研究最多的是结核分枝杆菌
中的 5 种 Rpf 样蛋白，即 RpfA、RpfB、RpfC、RpfD 和
RpfE［33］。Panutdaporn 等［34］在沙门氏菌( Salmonella
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enterica)中发现复苏促进因子 YeaZ，与其它 Rpf 不
同的是它虽然有序列相似性，但在结构上没有明显
的关联，且无中间活性。近年来，利用 Rpf 复苏
VBNC 状态菌的研究主要集中于医学和流行病学领
域中的潜在病原菌发现、疫苗研制，及农业系统中食
源性病原菌的检测方面［35 － 37］。以寻找新的菌种资
源及环境功能菌视角去研究 Rpf 对 VBNC 状态菌的
复苏促进作用较为罕见。

目前，基于非培养方法可研究 PCBs 污染环境
中微生物群落的组成、菌群的数量动态变化和活性，
但不能获得在 PCBs 降解过程中起关键作用的功能
菌群。因此，利用 Rpf 探索降解 PCBs 的处于 VBNC
状态的功能菌群至关重要，它将为重新认识和评价
微生物群落在 PCBs 降解代谢中的作用提供科学依
据，进而为明确 PCBs 降解机理及高效降解菌群的
筛选提供新思路。我们以联苯为唯一碳源的无机盐
培养基富集培养 PCBs 污染土壤，以菌体生长量
(OD600)和联苯降解率为评价指标，对比处理组(添
加 Rpf)和对照组(添加灭活后的 Rpf)富集液的联
苯耐受浓度及联苯降解曲线，采用 PCR-DGGE 与平
板分离技术分析两组富集液中菌群结构及可培养菌
种的差异，从而研究 PCBs 污染土壤对 Rpf 的应答。
结果表明，添加 Rpf 的处理组联苯耐受浓度会大幅
度提高。在联苯浓度为1500 mg /L时，处理组联苯降
解率为 95. 8%，而对照组降解率则仅为 38. 7%，当
联苯浓度提高为3500 mg /L时，处理组联苯降解率降
低至 62. 1%，对照组降解率则急剧降低至 3. 8%。
当联苯浓度由1500 mg /L提高至3500 mg /L过程中，
处理组 OD600由 2. 42 降低为 1. 10，而对照组由 0. 30
降低为 0. 03。另外，处理组富集液的菌群多样性较
对照组有明显提高，处理组 Shannon-Weiner 指数为
2. 11，而对照组仅为 1. 76。且从处理组分离出从属
5 个 菌 属 ( Rhodococcus、 Arthrobacter、
Chryseobacterium、Alcaligenes、Achromobacter) 的 6 株
菌株(GenBank 登陆号:KC577542-KC577547)，从而
证实了 Rpf 对 PCBs 污染土壤中的联苯降解菌群有
较好的复苏促进功能。

4 VBNC 状态菌的潜在环境功能展望

前期我们利用最大可能数法 ( most probable
number，MPN)研究了 68 种土样中 VBNC 状态菌对

Rpf 的响应，发现其中 28 种土样对 Rpf 有明显的应
答(添加 Rpf 后可培养数增大 100 倍)，从有效样品
中分离出 40 株菌株，分别归属于 Rhodococcus、
Arthrobacter、 Leifsonia、 Bacillus、 Nocardia、
Kitasatospora、Streptomyces 和 Paenibacillus 等 不 同
属［2，29］。 其 中 部 分 菌 属， 如 Rhodococcus、
Arthrobacter、Nocardia、Bacillus 是目前已知降解 PCBs
的重要功能菌群［23 － 25］。以复苏培养后的部分
VBNC 状态菌为菌源筛选具有较好絮凝功能的菌
株，构建出产高效絮凝剂的复合菌群［38 － 40］。另外，
我们利用 Rpf 从印染废水中分离出从属 Cupriavidus
和 Gordonia 菌属的菌株，并发现部分具有较强生物
除臭及硝化脱氮功能的 VBNC 菌种。因此，基于环
境功能及微生物资源角度，展开 Rpf 复苏 VBNC 状
态菌的研究，对于寻找新的菌种资源及潜在的环境
功能菌群具有重要意义。同时，为重新认识和评价
微生物在污染环境修复、环境保护领域的作用提供
新的科学依据。

从微生物资源及环境功能角度对 VBNC 状态菌
的研究报道非常罕见，我们需重新审视 VBNC 状态
菌群，并基于此而进行深入研究。首先，需关注各种
污染环境中微生物是否因进入 VBNC 状态而未被认
知，及 VBNC 状态的形成机理。如 PCBs 污染胁迫
下微生物的 VBNC 状态，对其进入 VBNC 状态的生
理生化性质及调控基因展开研究。其次，我们需深
入研究不同污染环境中 VBNC 状态菌复苏培养的条
件，使其恢复正常的生长繁殖功能。如利用 Rpf 复
苏培养 PCBs 污染环境中的 VBNC 状态菌，采用
MPN 法及各种分子生物学手段研究潜在 VBNC 功
能菌群对 Rpf 的应答，以此寻找 PCBs 高效降解菌
株。再次，我们需考虑各种污染环境中 VBNC 菌群
与可培养菌群间的互生与共生关系，及其与生态因
子间的相互作用。如利用各种分子生物学技术研究
PCBs 污染环境中微生物群落的组成，综合考虑污染
环境体系中 VBNC 状态菌与可培养微生物的时空关
联性及 PCBs 降解过程中不同功能菌群之间的复杂
关系，从而全面研究 PCBs 降解的混合功能微生物
菌群。
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Abstract:The state of“viable but non-culturable” ( VBNC ) is a survival strategy adopted by microorganisms when
exposed to environmental stress． With the increasingly serious problem of xenobiotics pollution，enhanced microbial
processes that exploit the potential of microbes to remediate polychlorinated biphenyl-contaminated environments have been
developed． Microorganisms represent a significant advance with respect to the transformation and degradation of
polychlorinated biphenyls in the environment． It is of great importance to study the potential function of VBNC bacteria in
polluted environment． In this paper，current research status of VBNC bacteria is summarized，and resuscitation of VBNC
bacteria to potentially stimulate microbial degradation of pollutants is discussed in detail． Furthermore，we put forward a
novel approach to explore the potential of VBNC bacteria for polychlorinated biphenyls degradation using resuscitation
promoting factor (Rpf) of Micrococcus luteus． The novel efficient method is helpful for excavating and obtaining highly
desirable polychlorinated biphenyls degrading microorganisms． Moreover， the prospect of VBNC bacteria to other
environmental remediation fields，such as flocculation and nitrification deodorant，is addressed．
Keywords: viable but non-culturable state bacteria，polychlorinated biphenyls， resuscitation-promoting factor of M．
luteus，environmental function，microbial resources
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