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01
Background



pure culture 微生物的纯培养对于阐明其作用及人们认识和利用微生物至关重要

大多数微生物物种都抵抗实验室培养，不能在人工培养基上纯培养关键问题

微生物“暗物质”  microbial “dark matter”

为培养出更多微生物物种，近年来研究人员进行很多尝试，例
如改进培养基、目标微生物的特殊富集、模拟自然环境条件、原位
培养和单个细胞的分离培养等。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大多基于一个基本
原理——模拟微生物的原始生存环境。



模拟微生物的原始生存环境 取得了很大成效

VBNC（viable but non-culturable）：很多微生物并不活跃，甚至是处于休眠状态

采用模拟原始环境培养自然界的微生物，其中休眠类群难以苏醒，也难以被分离培养

如何唤醒原始生境

中休眠的微生物？
富集培养法（Enrichment culture）



富集培养法（Enrichment culture）：微生物分离培养的经典方法，由Winogradsky很早建立

(1856-1953)，使用Winogradsky Column富集和研究硫化细菌和硝化细菌。尽管该方法已有上

百年历史，但是对其中的富集和可培养机制的认识仍然非常有限。本文就富集培养方法进行

了系统研究，并发现了其中潜藏的微生物复苏机制。

海洋环境是一个“菌种库”，其中休眠细菌存在于海

洋沉积物中，但丰度很低。如果可以预测生物体的代

谢并提供优选的碳/营养物质来源，理论上应该能够将

休眠状态转换为非休眠状态的微生物。
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Results and discussion



图1 富集培养的流程图

样品：威海近海三个不同地点的潮间带
          表层沉积物

富集培养基：约1/50浓度的2216E培养基
                      （添加丙酮酸钠和乙酸钠）

分离培养基：稀释涂布MA培养基；28℃

厌氧培养

Culturing the marine sediment microbiotas based on the enrichment method



培养细菌的数量在第5天最高

随着培养时间延长而逐渐降低

Culturing the marine sediment microbiotas based on the enrichment method



共分离菌株：1251株

16S rRNA基因分析表明菌株的主要分布

4个门：厚壁菌门、变形菌门、

             放线菌门、拟杆菌门

282个种

含有97个候选新物种

1个候选新目（order）

1个候选新科（family）

16个候选新属（genera）

79个候选新种（species）

Culturing the marine sediment microbiotas based on the enrichment method



Table S5

1. 特定分离物的量在富集培养的不同阶段不同，并且在富集培养后可以从相同的
沉积物样品获得至少2至4倍的不同物种；

2. 从不同海洋沉积物样品中分离的可培养细菌物种是不同的，在两个或三个沉积
物样品中均可分离到的物种约占20%；

3. 富集培养物中的不同样品表现出相似性：
      （a）在富集培养期间的不同时间，样品中的变形菌门最丰富；
      （b）富集培养后可培养的拟杆菌门分离物的数量增加；
      （c）部分新物种只能在富集培养后才能分离，包括Marinilabiliales，ε-变形菌门
                和δ-变形菌门的一些成员。

该方法可以改变可培养微生物群落的菌群，可以非常有效地分离海洋沉积物细菌

Culturing the marine sediment microbiotas based on the enrichment method



Composition and diversity of microbial communities in enrichment culture

高通量测序（16S V4-V5区PCR产物） 15个样品（3个样点、5个富集时间）

914059个质量序列，每次处理平均60937个序列。在每个样本中检测到的OTU的数量
范围从1285到2982不等

Alpha多样性指数表

第0天的样品中的细菌多样性比其他样品高



Composition and diversity of microbial communities in enrichment culture

A/B/C/D/E-富集培养的0/5/12/21/30天

稀薄曲线图 香农指数

曲线平稳：绝大多数原核生物在样本中有很好的代表性



Composition and diversity of microbial communities in enrichment culture

A/B/C/D/E-富集培养的0/5/12/21/30天

C: 在富集处理后出现了新的独特OTU，并且在富集培养后新的OTU的数量比原始沉积物样
品中的数量多16.8%；
测序分析将遗漏一些稀有菌株的低丰度序列，即真正的微生物暗物质。然而，富集培养可
以改变一些OTU的丰度，允许一些低丰度的OTU达到检测阈值。



Composition and diversity of microbial communities in enrichment culture

A/B/C/D/E-富集培养的0/5/12/21/30天

门水平：微生物多样性

Proteobacteria/Fusobacteria/Bacteroidetes/Firmicutes/Chloroflexi
在富集培养期间，梭杆菌门、厚壁菌门的丰度显著增加，而浮霉菌门、酸杆菌门数量减少；

科水平上，厌氧菌、兼性厌氧菌如Marinilabiaceae, Fusobacteriaceae, Clostridiaceae丰度显著增加。

科水平：15个含量差异明显的科



Composition and diversity of microbial communities in enrichment culture

这些结果有力地表明

1. 微生物群落的组成和多样性随环境因素而变化；

2. 富集后出现了新的操作分类单位（OTU）；

3. 表明海洋沉积物可能含有“微生物菌种库”或 一组稀有微生物；

4. 在适当的营养物质到来之前，这些类群几乎无法存活。



Mechanism of culturing the isolates

所谓的“富集培养”获得的微生物真的都是被“富集”出来的吗？

“富集” 通过增加丰度来分离未培养的微生物

纯培养：282个种的16S rRNA 序列 免培养：16S rRNA基因序列

在16S rRNA基因文库中未检测到与大多数培养菌株同源的16S rRNA基因序列

分析了富集培养后分离的245个物种的富集程度。结果显示，大约80%的菌
株不是由于富集培养物中丰度增加而被分离。（Table S5）



图2 分离培养物种系统发育树构建及富集过程中相对丰度分析

红色树枝-富集培养后分离的物种
黑色树枝- 0天的富集培养物分离的物种

树上的彩色圆点-候选新物种
红-新种（相似度<98%）
蓝-新属（相似度<95%）
绿-新科（相似度<90%）
黑-新目（相似度<86%）

不同颜色标记主要门名称
橙色背景-拟杆菌门
黄色背景-变形菌门
绿色背景-放线菌门
蓝色背景-厚壁菌门

黑色星号：富集培养后分离得到的物种

丰
度
增
加

Mechanism of culturing the isolates



图2 分离培养物种系统发育树构建及富集过程中相对丰度分析
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Mechanism of culturing the isolates

某些分离物种由于丰度在某些富集阶段增加
而被分离。最典型的物种是Draconibacterium 
orientale（属于一个新属和一个新科，属于
Marinilabiliales目）。

一些物种如脱氮黑藻和沙门氏菌在原始沉积
物样品中相对丰富，但仍然难以直接在MA培
养基上进行分离，而富集培养可以帮助它们
分离。

富集培养期间，一些细菌可以富集但不能在
MA培养基上分离-可能由于富集和分离之间
的不同环境条件，例如氧浓度的差异，液体
富集但固体培养，以及富集后的营养成分变
化。



Mechanism of culturing the isolates

图3a 微生物富集程度数量统计与微生物活跃程度分析

富集率（Enrichment ratio）表示在相应的富集培养期间培养物种相对于其原始丰
度的丰度。相反，比率= <1表示物种在分离时不富集。

大量可培养微生物的丰度并未随富集培养改变



What attracted us?

为什么某些细菌群体可以通过本文的方法进行富集和培养，以及富集后为什么可以分离出群落

中低丰度的菌株？

“k-strategists” 一个能量有限的环境中，大多数细菌是生长缓慢的细菌（“k-战略家”）
时，它们可能在营养限制下缓慢但稳定的存在，但其快速生长受到抑制，
因为细菌没有为短暂的营养物供给做好准备。

“r-strategists” 其他细菌在营养有限的环境中较为罕见，但对营养物质的供给反应迅速，
在营养丰富时迅速生长。在营养物供给耗尽之前重新进入休眠状态或者
说达到VBNC状态，等待下一次营养物供给。

Mechanism of culturing the isolates



Mechanism of culturing the isolates

“k-strategists”

“r-strategists”

假设：富集培养帮助某些物种（k-strategists”）在MA培养基上适应和生长；
            有助于休眠或VBNC细菌的复苏（“r-strategists”）



Mechanism of culturing the isolates

Gene ratio=(16S rRNA+ 1):(16S rRNA gene + 1)

定义任何比率>1的分类单元为复苏或活性分类群

图S3 富集培养中活性分类群的百分比

活性分类群在原始沉积物中占群落的27%，但在

富集培养期间，活性分类群的比例随着时间的推

移而减少至13%。

“k-strategists”



Mechanism of culturing the isolates

图3b富集培养过程中Marinilabiliales的休眠和活跃细菌

“r-strategists”

Marinilabiaceae, Tangfeifania, Draconibacterium, 
Saccharicrinis 在富集培养具有相当高的比例，表明
大多数Marinilabiliales细菌在原始沉积物中处于休
眠状态，在富集培养后它们可以显著活跃。这些结
果与在富集培养后更频繁地分离某些细菌的想法一
致。

虚线-Gene ratio=(16S rRNA+ 1):(16S rRNA gene + 1)
                         =1
Ratio>1-活跃分类群    Ratio<1-休眠分类群
数字0-4-富集的第0/5/12/21/30天
实线-中值（n = 3，** p <0.01，* p <0.05）

复苏迹象



图S4a 10个已分离但在相应富集培养阶段具有低丰度的菌株处理诱导进入VBNC状态

Mechanism of culturing the isolates

VBNC诱导处理后，即使经过10天的培养，5株菌也不能在MA培养基上生长；
然而，这些VBNC细胞在富集培养处理后复苏并在MA培养基上形成菌落。



图S4b 不同菌株VBNC诱导处理与富集培养
实验的CFU数量
图S4c Q-PCR显示大多数复苏的菌株在富集
培养期间丰度未增加

富集培养可以促进一些VBNC菌体的复苏

富集培养方法包括 “复苏”一些海洋沉积物
细菌的重要机制

Mechanism of culturing the isolates



图4 宏转录组学分析富集过程中微生物相关基因转录情况

Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Overview

metatranscriptomic and comparative genomic analyses

糖酵解/糖异生

磷酸戊糖途径

TCA循环

氧化磷酸化

细菌分泌系统

氮代谢

硫代谢

氨
基
酸
代
谢

ABC转
运蛋白

双组分
系统

鞭毛组装

参与核糖体结构和生物发生，能量产生，蛋
白质翻译，氨基酸碳水化合物代谢和伴侣蛋
白的基因在所有分析的群落转录物库中占主
导地位。

FPKM：表示每个沉积物样品中相应基因的
每百万个片段的每千碱基转录物的总片段。



富集培养前，微生物中参与胁迫应答的相关基因高表达，这些基因也被广泛报道参与

VBNC状态的维持；而富集培养后，微生物中参与细胞代谢相关基因获得高表达，表明

微生物代谢状态变得更加活跃。

转录本的优势基因与已报导的元蛋白质组学分析的结果相似，表明在正常和极端环境中

维持基本细胞机制，生长和代谢的转录本普遍丰度较高。正如预期的那样，接受某些富

集处理的三个沉积物样品的群落表现出相似的代谢潜力，反映了它们的群落组成与相似

的环境条件的相适应。

Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Overview



Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Stress responses

参与一般应激反应的一些基因在对照样品（浅蓝色）中上
调，包括编码分子伴侣DnaK的基因，小热休克蛋白sHsp20，
伴侣蛋白GroEL。
作用：在大肠杆菌中，GroEL有助于新生或应激变性蛋白的
折叠，而小热休克蛋白（sHsp20）可以阻止非天然蛋白质
的聚集。

浅蓝色-对照
橙色-富集培养5天        灰色-富集培养12天
黄色-富集培养21天      深蓝-富集培养30天

编码转录调节因子（RNA聚合酶sigma-32
因子）和硫代谢（亚硫酸还原酶，腺苷酸
硫酸盐还原酶）的基因也在对照样品中上
调。
作用：Sigma-32因子对于压力下的转录调
控很重要



图5 Marinilabiliales类群相关基因转录分析

Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Stress responses

富集处理下三种沉积物样品群中Prolixibacteraceae和
Marinilabiliaceae微生物的转录活性比较。
 红色字体-基因在对照处理中具有显著高的表达；

Marinilabiliales微生物的元转录组学分析与转录本
一致，并且显示在富集培养之前，参与一般应激反
应的基因，例如编码sHsps20, DnaK, GroEL, enolase, 
OsmC的基因被上调。
据报道，这些基因在VBNC细菌中显著上调，并且
在VBNC细菌存活中具有重要作用。最重要的是，
大多数Marinilabiliales微生物不是从原始海洋沉积物
中通过纯培养直接分离得到。（Table S8）这些微
生物可能在海洋沉积物中保持休眠（图3b）。
这些结果表明大多数原始海洋沉积物中的细菌处于
应激状态或甚至可能处于休眠状态，这些问题使得
微生物暗物质的直接培养变得困难。



Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cellular metabolism

在富集培养期间，大多数一般应激反应基因被下调（图4和5）。



Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cellular metabolism

相反，参与细胞代谢方面的基因如柠檬酸循环（TCA循环），糖酵解/糖异生，磷酸戊糖途径，氮代
谢，氧化磷酸化，硫代谢和氨基酸代谢被上调，表明微生物具有高代谢活动（图4）。
碳水化合物代谢是最丰富的代表类别之一，在细胞生长中起关键作用。检测到参与糖酵解中大多数
重要步骤的基因的表达，并且在富集培养期间所有样品中几种糖酵解基因的表达显著增加（图4）。



Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cellular metabolism

丙酮酸钠和乙酸钠可能为细胞生长所需丙酮酸和乙酰辅酶A的做贡献，进而增强细胞基础代谢

编码乙酰辅酶A合成酶的基因在富集培养的5天期间显著上调，可能是因为我们在富集之前在发酵液中添
加0.2%CH3COONa，其成为乙酰辅酶A合成酶的底物。增强乙酰辅酶A产生的另一种方法是使用由糖酵解
产生的丙酮酸的氧化脱羧，并且在富集的第一阶段（5天）中与丙酮酸脱氢酶系统相关的基因的表达也显
着上调。乙酰辅酶A是一种参与蛋白质，碳水化合物和脂质代谢的许多生化反应的分子。其主要功能是将
乙酰基递送至TCA循环以被氧化以产生能量。因此，CH3COONa和乙酰辅酶A可能在复苏中具有潜在作用；
但是，在我们的进一步研究中应该检查这个过程的详细机制。



图6 比较基因组学分析互作类群Biotin生物合成途径

Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cooperation or coordination strategy

考虑到富集培养过程是一个复杂的混菌培养过程，微生物之间的相互作用便不能被忽视。从微生物种群

互作角度进行分析，首先基于Network Analysis分析了Marinilabiliales的共现关系类群，基于比较基因组学分

析共现关系类群的可能的互作机制。发现B族维生素（biotin and cobalamin）合成途径的互补可能是相关类群

出现共线性关系的原因，这种现象符合物种进化过程中的“Black Queen”理论。



Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cooperation or coordination strategy



自由生物体中的基因丢失可能使它们依赖于共同存在的微生物来弥补代谢功能的丧失。

黑色假设（BQH），一种新的还原进化理论，解释了选择如何导致这种依赖。它的名字是指

游戏中的黑桃，其中通常的策略是避免使用此卡。

如果基因的功能是可有可无的，基因丢失可以通过保存生物体的限制资源来提供选择性优势。

许多重要的遗传功能都有漏洞，从而不可避免地产生了整个群落可用的公共产品。

因此，这些漏洞功能对于单个物种是不必要的，只要它们不完全从群落中丢失。 BQH预测，

在单个物种层面上选择性地支持损失漏洞功能，并且直到公共产品的生产足以支持均衡群落为止；

在这一点上，任何进一步损失的利益将被成本抵消。

因此，根据BQH的进化产生了依赖于漏洞的“helpers”与基因组含量降低的“beneficiaries”，

并且它可以解释在微生物世界中观察到的非原生性，应激抗性和其他细胞功能的非普遍性。

Metatranscriptomic and comparative genomic analyses of the resuscitation mechanism during enrichment culturing 
Cooperation or coordination strategy
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Conclusions



本实验建立了高效的富集培养技术。该方法在培养难培养微生物时仍然具有

很大潜力。

该培养技术在培养微生物时不仅通过富集提高部分微生物丰度，还可通过复

苏机制改善微生物培养状态。

富集培养是一种复杂的混菌培养过程，其中包含微生物间的竞争与协作。考

虑到将来培养技术由纯培养向混菌培养的发展趋势，我们需要重新认识富集培

养，该技术应该发展成为一种模型来研究混菌培养及探索微生物暗物质。

最后，研究者根据推测的Marinilabiliales类群的复苏机制，优化培养条件，

尝试培养出更多该类群（尝试性工作）。
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Sediment collection and bacterial isolation

Culture-independent microbial community composition

Degree of enrichment detection

rRNA removal, cDNA library construction, and transgenomics sequencing



Induction of VBNC state and resuscitation of growth

Quantitative real-time PCR

Generation of interaction networks

Comparative genomic analysis of vitamin-related cofactor biosynthesis pathways

Data availability
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