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摘  要：微生物菌种筛选能帮助人类全面认识地球环境中微生物群落的组成与功能，具有重要的科研价值、生态环境与社会经济效

益。传统的菌种筛选方法过程繁琐、费时费力。近期新兴的现代菌种筛选方法因其操作简便快捷而成为当前的国际研究热点。本文

综合国内外相关研究进展，重点介绍了传统菌种筛选方法和以基于光学镊子结合拉曼光谱的细胞分选技术、荧光活化细胞分选法、

基于激光诱导向前转移技术的细胞分选技术、基于原位培养的细胞分离技术为代表的现代菌种筛选方法的优缺点，并进一步对微生

物菌种筛选技术的未来发展做出了初步的展望。 
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Abstract: Microbial strain screening can greatly help understand the roles of Earth's microbiome, and thus has the high 

scientific merit, as well as the associated ecological and social economic benefits. Although the traditional methods are feasible, 

their processes for screening strains are tedious and time consuming. Alternatively, the modern screening techniques recently have 

become a hot spot in worldwide due to the features of convenience and high throughput etc. In this paper, current domestic and 

international research advances on microbial strain screening, such as laser tweezers and Raman spectroscopy, flow cytometry, 

laser-induced forward transfer and in situ cultivation were briefly introduced, by comparing their advantages and disadvantages 

against those of traditional methods. Then the prospects of these techniques and methods in future were forecasted. 
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完整地认识地球微生物群落在生物圈和人类健

康中的作用，是解决 21 世纪人类社会从能源、传染

病到农业等诸多领域所面临许多难题的关键 [1-3]。

2015 年，《Nature》呼吁启动“国际微生物组计划”，

帮助人类全面认识地球环境中微生物群落的数量与

功能，为解决上述问题提供了关键资源[3]。但随着研

究的深入，越来越多的学者认识到基因组水平、蛋白

质组学以及代谢组学层面的研究只能获得统计学上

的相关性结果，缺乏因果性结论，其最核心问题在于

缺乏菌种的验证性实验。因此菌种筛选被日益推到了

学科的前沿，获取目标微生物后进行因果性的验证实

验有助于科学家得到最直观准确的结论，进而推动相

关科学发展及其在实际应用方面的进步。  

实际上，科研工作者一直致力于筛选菌种。1996

年，Rainey 和 Bailey[4]从英国牛津大学农场种植的甜

菜叶子表面分离出的假单胞菌 SBW25 除了用于研究

微生物-植物-土壤相互作用外，已成为研究进化过程

的重要模式生物。2006 年，Chen 等[5]从台中市一处
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未经种植地区的土壤中筛选出了 36 株溶磷细菌，并

获得其分泌的 3 种新型有机酸，为用于田间的磷酸溶

解剂提供了更多选择。2015 年，Yadav 等[6]从印度喜

马拉雅山西北部寒冷沙漠采集的不同样本中筛选出

了 232 种细菌，丰富了人类对寒冷高海拔栖息地菌种

组成的认识。同年，Daims 等[7]从俄罗斯一口石油探

井管壁上生长的微生物膜中培养分离出能一步完全

硝化的微生物菌株，打破了科学家 125 年来认为铵根

硝化需要两类微生物协作的认知。除了推动科学发展

外，菌种筛选也解决了很多重大实际问题。2015 年，

诺贝尔生理学或医学奖获得者之一——日本科学家

大村智于 1974 年从土壤中分离到一株链霉菌，通过

与美国 Merck 公司合作，发现该链霉菌生产的二氢

衍生物 Ivermectin 可制成药物用于彻底防治盘尾丝

虫症(河盲症)和淋巴丝虫病(象皮病)[8-9]。1989 年，

Robertson 等[10]报道了好氧反硝化细菌和好氧反硝化

酶的存在，为生物脱氮技术提供了一种崭新的思路。

2002 年，Dean-Ross 等[11]从大卡卢梅特河的沉积物中

分离出两种能使多环芳烃降解的细菌(分枝杆菌和红

霉菌)，推动了生物修复工业污染物用地的进展。2009

年，Hong 等[12]从中国的 8 个红树林中筛选出与抗癌

和抗感染相关的金黄色葡萄球菌等，为新药物的研发

提供了可能性。2018 年，Mitra 等[13]从印度某钢铁厂

附近水稻田的土壤中筛选到了有重金属抗性的 S2 菌

株，为后续研究重金属污染农业土壤的生物修复奠定

了基础。以上成果极大地推动了医学、工业和环境工

程等领域的进步，同时也表明了纯菌株的分离具有极

为重要的意义，应在未来的微生物研究中得到重视。 

综上所述，获取纯菌株的微生物分离培养技术是

微生物学和微生物研究相关学科的核心内容。地球上

栖息着多样性丰富的生物资源，而人类对这些资源的

认知和开发仅是冰山一角，定向发掘微生物功能对人

类社会发展具有不可估量的意义[14]。基此，本文拟

对当前国内外主流的微生物菌种筛选技术方法进行

介绍，并阐明各自的优缺点，以及针对该领域未来发

展方向提出些粗浅的看法，抛砖引玉。 

1  传统方法及其优缺点 

传统微生物筛选方法的主要思路为先培养后

筛选，即先选择合适的培养条件(例如培养基、培

养环境等)筛分环境样品中的目标微生物，再从中

挑选 [15-16]。传统筛选方法能够获得纯菌株，了解目

标微生物的种水平、基因组和性状，并使用纯菌株进

行后续验证性实验。虽然该方法经过多年的发展与完

善已形成较为成熟的体系，但仍存在两个无法避免的

问题。 

首先，当目标微生物的丰度很低或生长十分缓慢

时极易被忽略。许多微生物，尤其是寡营养微生物的

生长十分缓慢，需要较长的培养时间。只有抑制或降

低群落中生长较快菌株的生长和丰度，才有可能筛选

出此类细菌。例如，2005 年 Davis 等[17]将土壤细菌

置于黑暗条件下的聚乙烯袋中密封培养长达 3 个月，

发现菌群数量持续不断增加，且之前难以分离出的菌

株获取率也随着时间的推移而增加。2009 年 Song 等
[18]通过在黑暗低温条件下长达 6 个月的培养实验，

成功从西太平洋海水样品中分离出滞后期较长的

SAR11 菌株。2005 年 Tamaki 等[19]提出细菌的生长也

可能受到混合培养中其他细菌释放的细菌素或培养

基内抗菌物质的抑制。 

其次，培养基的养分条件和菌株的原生环境差异

大，导致目标微生物无法存活。例如，传统筛选方法

使用的培养基大多富含营养物质，这类培养基利于生

长较快的细菌，但适应贫乏营养环境及生长缓慢的菌

种可能受到抑制[19]。2002 年 Connon 和 Giovannoni[20]

发现使用稀释营养物质的培养基能成功培育出以前

不可培养的水生和陆生细菌。但上述解决方法仍费时

费力，有待进一步改进。2005 年 Kopke 等[21]调查了

不同基质和培养条件对潮汐沉积物中细菌生长的影

响，发现不同的培养方法会分离出其特有的细菌，证

实了培养条件对菌种的影响。2007 年 Kim[22]发现许

多细菌的生长依赖于某些信号分子，而信号分子只存

在于自然栖息地中。当此类细菌面对缺少信号分子这

一生存要素的培养基时，可能会选择一种暂时进入低

代谢活动状态的生存策略，从而无法在培养介质上增

殖并形成菌落[22-23]。由于上述情况，传统的平板筛分

方法获得的菌种数量和多样性很低，无法满足农业生

产、环境治理、医疗卫生等领域的需求。 

2  新技术方法及其应用 

新的微生物筛选技术方法的思路主要为先筛选

后培养，可以有效规避传统方法的劣势。而该思路的

实现主要归功于从复杂样本中识别及分离单个微生

物细胞技术的进步、计算方法和成像技术的改进，以

及用于数据解析的生物信息学工具的革新。这些技术

的发展极大提高了微生物学家筛分微生物的成功率，

并减少了人力成本。下面将简单介绍几种技术方法。 

2.1  基于光学镊子结合拉曼光谱的细胞分选技术 

光学镊子结合拉曼光谱 (laser tweezers and 
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Raman spectroscopy，LTRS)是一种新兴的细胞筛分技

术。其中，光学镊子是建立在光辐射压原理上，采用

高度聚焦的激光束提供引力或斥力，从而以物理方式

固定和移动微观中性物体的技术[24]；拉曼光谱则是

1928 年被印度物理学家 Raman 所发现[25]，它蕴含着

细胞在特定生理状态下丰富的生化信息，如核酸、蛋

白质、脂质等，可作为 “化学指纹”用于描述细胞

的分子组成、生理状态和生态功能[26]。二者相结合

则可实现无标记检测、区分及分选单细胞[27-28]。 

2007 年黄超等[29]提出将 LTRS 技术与微流控芯

片结合检测红细胞的拉曼光谱，发现二者结合后检测

更为准确、快速。2009 年，Huang 等[27]应用 LTRS

识别毛细血管中的细胞，再通过毛细血管将其分选，

为 LTRS 技术用于细胞分选提供了可能性。2015 年，

Berry 等[28]利用重水(D2O)的稳定同位素(D)探测来快

速识别小鼠盲肠菌群的活性微生物，明确了样本中两

种主要微生物的活动模式并发现了不明细菌。该研究

证明拉曼–FISH 预筛选的应用，可在一定程度上解决

因目标细胞尺寸小和易损性而导致的手动 LTRS 分

选过程慢等问题，进而使 LTRS 技术能用于筛分复杂

样品的菌种。2016 年 Casabella 等[30]为了提高细胞分

选率，将 LTRS 技术与微流体芯片结合，该应用使单

个细胞能自动被捕获并通过拉曼检测分析，大大节省

了人工成本。 

LTRS 技术在实际应用方面仍存在两个问题。首

先，高通量 LTRS 技术的实现依赖于结合微流体技

术，而该技术需将样品细胞悬浮于溶液中进行操作。

但许多样本中细胞分布在生物膜、沉积物、土壤及人

/动物粪便中，上述复杂样品中的大颗粒物质或碎屑

易堵塞微流体设备中的喷嘴和通道，使得操作十分困

难[31]；其次，另一个待解决的问题是激光对细胞的

损伤，特别是一些反应中心对光损伤敏感的光养生

物。光损伤效应取决于波长，现已发现经 735、785、

835 nm 的辐射会不可逆地抑制微藻 Trachydiscus sp.的

光化学活性；而功率为 25 mW 的 885、935 和 1 064 nm

的激光则无不利影响[32]。此外，激光对非光养细胞

也有不利影响，例如能量为 0.36 J 的 1 064 nm 激光

镊子会影响大肠杆菌的细胞分裂，能量为 0.54 J 时会

影响细胞生长[33]。上述两个问题该如何解决将成为

LTRS 技术能否广泛应用的关键。 

2.2  荧光活化细胞分选法 

荧光活化细胞分选法(fluorescence-activated cell 

sorting，FACS)是一项新型的、发展迅速的细胞分析

技术。其原理是采用激光束激发悬浮在液流中的单行

细胞或生物颗粒，探测其荧光及散射光，从而完成对

细胞物理和生化特性的高度定量分析与分选[34-35]。流

式细胞仪(flow cytometer, FCM)就是以 FACS 为核心

的仪器。它因具有测量指标多、检测速度快、分选纯

度高等优点，而被广泛应用于临床医学、细胞学、环

境检测等领域的科学研究和实际应用中。它在新兴的

生物技术(如系统生物学，稀有细胞检测或干细胞分

离)方面也有巨大的潜力[36]。 

1979 年，Parks 等[37]就已证明只要有荧光信号，

即使特异性标记抗原结合细胞在样品中含量极少，也

可用 FACS 将其分选出。1988 年，Webster 等[38]提出

FACS 的独特能力可使细胞在培养时间最小化的同时

产量最大化，从而使得科学家可分析研究在体外寿命

极其有限的成肌细胞。2009 年，蔡海英等 [39]证明

FACS 可应用于体外培养的兔角膜缘上皮细胞的 SP 

细胞分离，且分离出的细胞具有较强的增生能力。

2015 年，Lawson 等[40]利用高敏感度 FACS 分析并分

选到小鼠的原发性肿瘤细胞和转移性细胞，推进了对

转移性疾病的预防及治疗策略的开发。2018 年，金

鑫等[41]利用多参数 FACS 研究发现慢性粒单核细胞

白血病(CMML)和反应性增多的单核细胞的免疫学

分型结果存在较多差异，综合这些鉴别点可辅助区分

二者，对 CMML 的诊断具有重要意义。 

FACS 也存在不可避免的缺点。其一，它的台式

系统笨重且成本高昂，因此它们大多为各种生物研究

或临床实验室所共有，可用性与易用性较低；其二，

传统 FCM 通常为开放式系统，因此科学家处理传染

性样本需极其谨慎，以防基于水滴的分析与分选机制

会产生有害气溶胶[42]；其三，确保样品分选质量的

程序费时费力，如无 RNase 处理需要对 FCM 的整个

管路和过滤器系统进行灭菌及清洁[36]；其四，FACS

需要大量的样品和试剂进行分析，进一步增加了总成

本，使许多应用变得困难或不可能[35]。综上所述，

尽管 FACS 有强大的功能，但仍有诸多因素限制其在

各种研究和应用中的利用。因此，克服问题并改进仪

器将成为 FACS 进一步发展的要点。 

2.3  基于激光诱导向前转移技术的细胞分选技术 

分选单细胞需运用激光诱导向前转移 (laser- 

induced forward transfer, LIFT)技术，该技术基于激光

与物质的相互作用原理，可非接触地从复杂生物样本

中将目标单细胞弹射至接收器中，实现准确、无损的

单细胞分离(图 1)，且分选后的细胞可直接进行全基

因组扩增或纯培养等后续实验[35,43]。基于 LIFT 技术

的细胞筛分方法相比于传统的细胞分离方法具有分
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选精准、流程简易、适用广泛等优势。此外，LIFT

细胞分选技术与 FACS 的区别在于前者具有高分辨

率的显微成像系统，可利用目标微生物的细胞形态、

尺寸等自身特征无标记地识别生物体与非生物颗粒，

再进行目标单细胞的自动或手动分选。总而言之，

LIFT 细胞分选技术突破了传统的微生物研究领域，

开创了微生物单细胞基因组学研究的新方法，或将拓

展人类对未培养微生物的认知。 

2013 年，Wang 等[44]运用 LIFT 技术精准快速地

从复杂的口腔细菌样本中分离出 5 种不同类型的细

菌，验证了该方法的可行性。2017 年，Song 等[43]利

用 LIFT 技术从复杂的海水样品中分离产类胡萝卜素

的光合细菌，从而通过单细胞全基因组测序进一步研

究类胡萝卜素合成途径；同年他们还使用相同的方法

从泰晤士河中分离出抗性微生物并测序分析，建立了

表型与基因型的对应关系[45]。 

 

(A：显微识别模式；B：分选模式) 

图 1  LIFT 分选单细胞原理示意图 
Fig. 1  LIFT sorting single cell principle 

 
LIFT 细胞分选技术虽然可实现从复杂的样品中

分离出目标微生物，但如何准确定位目标微生物仍有

待解决，于是有科学家提出了拉曼活化细胞分选

(raman activated cell sorting，RACS)这一种无需标记

的细胞分选方法[31]。2012 年 Stöckel 等[46]利用芽孢的

特殊拉曼光谱从 7 种粉末与芽孢杆菌的混合样品中

准确找到芽孢杆菌；2017 年，Song 等[43]利用类胡萝

卜素的特殊拉曼光谱从复杂的海水样品中筛选光合

细菌。2018 年，Jing 等[47]以 13C 底物培养海水样品

中的微生物，成功利用 RACS 方法从中分离出了原

位固碳单细胞群，并测定其 DNA 序列，以重构其基

因组。 

综上所述，拉曼光谱结合单细胞分选技术可绕过

纯菌株培养阶段，直接实现活体单细胞的分离，快速

便捷且省时省力。但此种方法也存在相应问题：首先，

自发的拉曼散射较弱，约 107 个入射光子中仅有 1 个

进行拉曼散射[48]，因此实验需要较长的时间(通常为

几秒钟)来获取细胞的拉曼光谱，从而限制了 RACS

高通量的实现；其次，经 LIFT 分选技术弹射出的细

胞活性会受一定程度影响，自身抗逆性差的微生物可

能无法在分选后存活，从而使得后续培养实验无法进

行。因此，拉曼光谱结合单细胞分选技术想要发展成

熟仍有很长的路要走。 

2.4  基于原位培养的细胞分离技术 

经过科学家几十年来不断对可培养微生物的重

复培养、筛选后，想从中分离出结构独特、活性显著的

新物种越来越困难。通过长期研究，人们已经认识到目

前尚可培养的微生物仅占微生物总数的小部分[49]，而

迄今为止无法在实验室纯培养的微生物包含着丰富

的物种多样性与巨大的可利用潜能。为了解决这一问

题，科学家突破了传统的培养方式，提出了原位培养

技术。该技术的原理是通过合理模拟某种微生物生长

繁殖的自然条件，以自然环境作为培养基，即可在不

了解其生长所需全部元素组成的情况下对其进行培

养。该方法作为对传统菌种筛选方法的改良，也遵循

先培养后筛选的主要思路。 

2002 年，Kaeberlein 等[50]设计了扩散室(diffusion 

chamber)用于原位培养海洋潮汐带沉积物中的微生

物，扩散室中的微生物细胞可通过滤膜与潮汐带沉积

物进行物质信息交流(图 2)，研究发现该方法的微生

物获取率比传统培养方法高 300 倍，且培养出了无法在

传统培养基中生存的 MSC2。2008 年，Gavrish 等[51]

以放线菌菌丝可以穿透 0.22 μm 孔径的半透膜为基

础，发明了用于捕获及原位培养丝状放线菌的“陷

阱”——trap 装置，实验证明该方法分离到的放线菌

数量与多样性较传统方法都有很大提高，且能获得一

些稀有放线菌。2015 年，姜明国等[52]利用原位培养

方法从红树林根际土壤中分离出了包含疑似新属放

线菌在内的多种微生物，研究表明该方法分离出的微

生物较传统方法拥有更高的多样性与活性。2017 年， 

 

(A：扩散室是由两个 0.03 μm 的聚碳酸酯膜及夹在二者之间的垫

圈组成的；B：扩散室被培养在海洋沉积物的表面) 

图 2  扩散室原位培养环境微生物示意图[50] 
Fig. 2  Diffusion growth chamber for in situ cultivation of 

environmental microorganisms[50] 
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Berdy 等[53]研究出了高通量的微型扩散室——隔离

芯片(isolation chip，IChip)，该装置也可使微生物回

收率提高至 300 倍且已成为分离新型抗菌微生物的

主要培养工具。 

原位培养的关键优势在于科学家无需猜测新物

种的生长需求，直接在满足其生长繁殖需求的自然条

件中进行培养，使用自然环境中的生长因子作为生长

介质[50,53]。与此同时，原位培养也存在一个问题，即

依旧无法于复杂的自然环境中了解微生物生存所必

需的物质。Kaeberlein 等[50]提出一种信号假说，即微

生物可能需要邻近微生物发出的特定信号，表明此为

熟悉环境后再生长繁殖，其隐含意义为即使提供适当

的营养条件，微生物也无法在陌生的环境中生长。这

可在一定程度上解释人工配制的传统培养基为何无

法培养出大多微生物。这个假说为今后的研究提供了

一种可能的方向，而真实的原因还有待科学家不断探

究与突破，从而进一步推动基于原位培养的微生物分

离技术的发展。 

3  新技术发展展望 

任何单一技术都不是完美的。从复杂环境中筛选

目标微生物，虽然传统菌种筛选方法费时费力，但现

代主流基于单细胞分选的技术也存在难以完成精准

筛选，即靶标性差等问题。因此，研究实践中不能偏

重或偏废某个单一技术，更应该结合多个技术，取长

补短。只有耦合多个技术的优势，才能真正地推进微

生物菌种的筛选。在此，提出如下几个初步想法： 

1)传统方法与现代方法有机结合。使用传统方法

初筛富集后再利用现代方法精准筛选，将二者相结合

做到既快速又准确。传统方法在筛选菌种的过程中仍

起到非常重要的作用，通过传统方法可于复杂环境中

富集目标微生物或者弱化非目标微生物，为现代方法

的实施提供了便利性和成功率。反之，现代方法可以

由人工智能提供自动化的手段，大大降低了因人工操

作导致的低效率和可能的错误率。两者结合将极大促

进菌种筛选的过程。 

2)加强源头创新。选择有代表性的供试土壤有助

于提高筛选目标微生物成功率，利用大自然已经长期

驯化富集群落的场地将会使得筛选过程事半功倍。 

3)关注种间互作。物种间相生相克的机制也是筛

选土壤微生物的困难之一，特别是营养缺陷型物种。

应多关注微生物的种间互作，例如从海洋潮汐带沉积

物中分离出的纯菌株 MSC1 和 MSC2 只能通过共培

养于培养皿中生长[50]。 

4)应用快速检测。随着今后菌种筛选通量的增

大，需考虑结合快速检测方法(例如酶活显色反应[54]、

核酸测定[55]等)，以便精准快速地从复杂环境中锁定

目标菌种，特别是具有高活性和特定功能的菌种，进

而为下游分析提供良好的材料。 

5)统筹下游分析。在筛得大量菌种后，还需思

考如何更好地耦合下游分析，例如如何将细胞分选

技术与单细胞测序、宏基因分析和宏转录组分析等

结合起来。 

6)利用分选技术人工构建微生物群落，以更好地

揭示微生物群落对生态系统的影响。 

总之，只有多角度、多方位、多技术地整合才能

精准、高通量、快速地从大自然中获得菌种。只有充

分获得微生物资源，才能够更好地推动土壤微生物

学，以及相关学科的进一步发展，才能真正地利用大

自然赋予的瑰宝——微生物，反哺于人类、社会和环

境的可持续性发展。 
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