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摘 要 候选门级辐射类群( candidate phyla radiation，CPＲ) 细菌和 DPANN 超门古菌是重要的微生物暗物质，

约占地球细菌和古菌多样性的一半。目前对于 CPＲ 和 DPANN 的研究处于起步阶段，仅获得了少数的实验室

培养菌株，代表着丰富的菌种资源和基因资源的潜力; 同时其生态功能还未知，预示着未来新发现的巨大机

遇。本文在总结现有微生物分离培养方法以及 CPＲ 和 DPANN 菌株共性特征的基础上，对已实现实验室培养

的 CPＲ 和 DPANN 菌株进行归纳和分析，提出该类群菌株分离培养的几点建议，以期为今后对该类群菌株的

分离培养提供参考。CPＲ 细菌和 DPANN 古菌的可培养研究有助于加深对该类群菌的认识，阐明其生活方式、

进化及演变规律并揭示其独特的代谢途径及功能基因，发现新的天然活性产物，具有重要的科学意义及应用

价值。
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Isolation and Cultivation of Microbial Dark Matter—
Take CPＲ and DPANN Group as Examples
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Abstract Candidate phyla radiation ( CPＲ) bacteria and DPANN superphyla archaea are important microbial dark
matter，accounting for approximately half of all the bacterial and archaeal diversity of the planet． At present，their re-
searches are in the initial stage． Only a few cultured strains in laboratory of CPＲ and DPANN have been obtained so
far． They represent rich resource of strains and genes，while their ecological functions are unknown，representing great
opportunities for new discovery in the future． Based on introduction of the existing methods of microbial isolation and
culture and common characteristics of CPＲ and DPANN，the CPＲ and DPANN strains that have been realized in culti-
vation in laboratory were summarized and analyzed，and some suggestions for the isolation and cultivation of the two
groups were put forward，so as to provide reference for the future isolation and cultivation． The cultivation study on
CPＲ and DPANN is helpful to deepen the understanding of the two groups，clarify their lifestyle and evolution rules，
reveal their unique metabolic pathway and functional genes，and discover new natural active products，which has im-
portant scientific significance and application value．
Keywords microbial dark matter; candidate phyla radiation; DPANN; small cell size; symbiotic lifestyles; isolation
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and cultivation

“微生物暗物质”( microbial dark matter) 指未

实现实验室培养的微生物［1-2］，其在碳、氮等元素

循环中发挥着重要作用［3-4］，是新基因资源和新天

然产物的巨大宝库［5-8］，同时影响着周围生物及环

境。随着组学技术的发展，借助深度测序及生物

信息分析手段，大量“微生物暗物质”基因组被获

取、解读，极大扩充了生命之树上的分支［9］。2004
年，Tyson 等［10］从天然碱性生物膜中直接获取并

重构出 2 株未培养细菌( Leptospirillum group II 和

Ferroplasma type II) 的近乎全部基因组。随后，不

断有未培养微生物的基因组被直接测序、组装。
2016 年，Anantharaman 等［11］利用宏基因组技术从

地下水及沉积物中获得了 2 500 多个宏基因组组

装 的 基 因 组 ( metagenome-assembled genomes，
MAGs) ，其中包含了 47 个新门级的细菌类群。
2017 年，Parks 等［12］对 1 500 多个已公开的宏基

因组数据进行组装并获得了将近 8 000 个 MAGs，
其中包含了 17 个新门水平的细菌、3 个新门水平

的古菌。2021 年，Nayfach 等［13］统计了从不同生

境获取 的 10 000 多 个 宏 基 因 组 数 据，共 包 括

52 515 个 MAGs，其中 12 556 个 MAGs 代表了跨

越 135 个门的候选新种。然而，这也进一步加剧

了微生物基因组信息与分离培养之间的不平衡。
通过对公开的宏基因组数据进行分析，除人体相

关生境外，地球中其他生境中已发现的微生物绝

大多数处于未培养状态［6，14］。从微生物整体角度

来讲，目前已被培养的微生物只占地球微生物总

量的极小比例。研究表明，不同环境中已培养微

生物的占比存在较大差别，在 0． 025% ～ 4． 3% 之

间，中位数为 0． 5%［14］。候选门级辐射类群( can-
didate phyla radiation，CPＲ) 细菌和 DPANN 超门

古菌是在上述进程中发现的两大类微生物分支。
2013 年和 2015 年，根据组装基因组信息，DPANN
超门古菌和 CPＲ 类群细菌被定义［2，15］。系统进

化树显示，CPＲ 类群和 DPANN 超门分别位于细

菌域和古菌域外侧，相互毗邻［16］。具有细胞微

小、厌氧 /耐氧、难培养、营共生生活、基因组精简、
缺少部分核心代谢能力等共性特征［2，15-17］。目前

CPＲ 类群分为 2 个超门 ( Microgenomates 和 Par-
cubacteria) 和其他独立菌门，至少 75 个门水平分

支［16-17］; DPANN 超门，由最初定名时的 5 个门增

到至少 12 个菌门［17-18］。然而仅有极少数 CPＲ 和

DPANN 类群菌株实现了实验室培养，制约了对该

类群生态功能、生活方式、进化及演变规律等方面

的研究。本文在介绍现有微生物分离培养方法的

基础上，对微生物暗物质中的大类群———CPＲ 类

群细菌和 DPANN 超门古菌的分离培养进行总结

和分析，以期为今后对这两大类独特的微生物暗

物质类群的分离培养提供参考。

1 微生物培养的思路

早在 1898 年，研究人员就已通过对比平板计

数和细胞计数两种方法，发现平板培养所得到的

微生物数量要远小于环境中微生物实际存在的数

量，即所谓的“大平板计数异常”现象［19］。随后，

“寡营养菌( Oligotrophic bacteria) ”［20］“活的不可

培养 ( Viable but nonculturable，VBNC ) ”状态［21］

和“未培养微生物”［22］等概念相继被提出，并于

1994 年获批了“暂定( Candidatus) ”分类地位，来

描述还未被培养，但序列 /基因组信息显示为潜在

的新生命分支的微生物［23］。测序技术的发展与

应用更是推动了“微生物暗物质”这一术语的提

出，以此来唤醒人们对未培养微生物的重视［1-2］。
虽然微生物分离培养的研究曾一度被一些学者认

为是低阶的、过时的［24-25］，但对于此类微生物的可

培养尝试从未间断过。
改变培养基成分、浓度，添加微量元素、特殊

电子受体和特殊代谢物，避免生长抑制因子的产

生，尝试交互共生培养等都是对传统培养方法进

行的调整和优化。Ｒettedal 等［26］通过在培养基中

添加混合碳源、微量元素和维生素混合物以及多

种复杂小分子化合物，成功分离出多种人体肠道

内未培养微生物。Nichols 等［27］发现短肽类物质

的添加可以促进海洋砂坪中未培养细菌 MSC33
的体外生长和富集。氢氧化铁和锰氧化物作为电

子受体添加到培养基中可以促进微生物新物种的

发现［28］。信号分子、腐殖酸［29-30］或处理活性氧的

酶类［31］的添加，过氧化氢等抑制因子的移除［32］

可以提高未培养微生物的可培养成功率。用吉兰

糖胶代替琼脂作为凝固剂可以增强未培养微生物
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的培养和分离效果［33-34］。辅助菌株的添加与共培

养可以促进难培养微生物的生长富集［35-36］。
样品极限稀释、培养基稀释培养、滤膜滤过和

延长培养时间是分离寡营养菌及未培养菌简单而

高效的手段。为了避免微生物之间的相互干扰，

Button 等［37］开发出了样品极限稀释法，将样品稀

释至仅有极少量甚至一个微生物细胞，进而在同

源的灭菌海水培养基中培养，从中分离出多个新

的纯培养微生物。Franklin 等［38］对污水样品进行

梯度稀释和培养，从原液到稀释至 10 －6，发现重建

的每一个稀释梯度都会多分离到 2 ～ 3 个独特的

类群。采用不同孔径滤膜对样品进行预处理是避

免培养过程中微生物之间相互干扰，发现新物种

的另一个简单而有效的方法［39］。内蒙古自治区

高等学校生物多样性保护与可持续利用重点实验

室( 本实验室) 利用 0． 22 μm 滤膜处理内蒙古岱

海样品，发现能显著提高可培养细菌新种检出效

率。培养基稀释培养方法最早由 Hattori 等［40］提

出，并以此从不同环境中分离培养出大量微生物

新物种。2018 年，杜宗军团队采用 1 /50 浓度的

2216E 培养基对威海近海表层沉积物进行长时间

( 最长为 30 d) 富集培养，共获得 282 个物种的

1 251株纯菌，其中包含 97 个潜在新种( 1 个新目、
1 个新科、16 个新属和 79 个新种) ［41］。Sait 等［42］

通过在培养基中添加木聚糖，延长微生物培养时

间至 14 周，成功分离出 10 多株之前未培养的微

生物。本实验室结合培养基稀释和延长培养时

间，共从内蒙古岱海分离鉴定 170 株菌，其中 44
株菌 16S rＲNA 比对相似性 ＜ 98． 7%，进一步分析

归为 16 个 潜 在 新 菌 种，其 中 新 种 Mongoliitalea
daihaiensis X100-76T 已完成多相分类鉴定［43］。

2002 年，“原位培养”的概念首次提出，阐明

了利用特殊装置将培养从实验室回归到采样环境

的想法［44］。模拟微生物生境及细菌原位培养实

验的开展，也被认为是“微生物纯培养研究”重新

被重视、复兴的标志［45］。最初的设计是利用环形

不锈钢垫圈和孔径为 0． 03 μm 的滤膜组成的“扩

散生长盒”装置，将琼脂与极限稀释后的待培养样

品进行封闭，之后在模拟的生境中进行培养。由

于 0． 03 μm 滤膜对微生物的不透过性以及对生长

相关活性物质的可透过性特点，实现了扩展室内

外化学物质的交流并避免了环境微生物的污染和

干扰［44］。该方法培养出的微生物数量是传统平

板培养方法的 300 倍。随后，基于“扩散生长盒”
或类似装置的原位培养研究在不同环境中获得了

成功［46-48］。在此基础上，研究人员又开发出了分

离芯片( Isolation chip，Ichip) ，实现了原位培养的

高通量操作［49-50］。“微生物纯培养研究”复兴的

另一个标志是“培养组学( Culturomics) ”的提出与

兴起［25，51］。培养组最早由 Lagier 在 2012 年提出，

是综合多重培养条件进行微生物富集培养并利用

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 ( MALDI-
TOF) 及 16S rＲNA 基因测序技术进行微生物鉴定

的高通量培养方法［51］。第一篇相关报道研究了 3
个粪便样品的 212 种培养条件，共培养鉴定出 7
个门 117 个属共 340 种微生物，其中 174 种为人

体肠道内首次发现［51］。随后的研究主要集中在

肠道等人体相关生境，极大缩小了人体相关生境

中微生 物 宏 基 因 组 信 息 与 纯 培 养 之 间 的 不 平

衡［25，45，52］。
在过去的 10 年中，微生物微包埋、流式细胞

分选、微 流 控 芯 片 等 分 离 技 术，荧 光 原 位 杂 交

( FISH ) 、16S rＲNA 基 因 测 序、宏 基 因 组 测 序、
MALDI-TOF 等微生物鉴定技术，Ichip 等高通量培

养技术以及 EpicPCＲ、逆向基因组技术等新方法

的应用，原位培养、培养组学等培养理念的创新极

大推动了微生物分离培养的研究进展［53-55］。

2 CPＲ 和 DPANN 类群特点及难培

养原因

CPＲ 类群细菌和 DPANN 超门古菌是生命之

树上的重要分支，约占地球全部细菌和古菌多样

性的一半［18］，然而对它们的认识仍处于起步阶

段。CPＲ 类群是细菌 域 最 外 侧 的 单 系 分 支，由

Brown 等于 2015 年根据宏基因组来源的 rＲNA 和

蛋白序列聚类、命名［15］，融合了早期发现的 OD1
超门( 现为 Parcubacteria) 和 OP11 超门( 现为 Mi-
crogenomates) ，目前包括了至少 75 个菌门的庞大

细菌类群［16-17］。DPANN 超门古菌是古菌域重要

的分支，由 Ｒinke 等［2］于 2013 年根据单细胞基因

组测序所得到的 201 个基因组草图和已有 MAGs
信息，将 菌 门 Candidatus Diapherotrites、Ca． Par-
varchaeota、Ca． Aenigmarchaeota、Nanoarchaeota 和
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Ca． Nanohaloarchaeota 聚为一类，并依据最初五个

菌门的首字母命名而来。目前 DPANN 超门是至

少包括了 12 个菌门的庞大古菌类群［17-18］。随着

研究的深入，已在地下水、土壤、湖泊、泉水、极端

环境、海洋、饮用水系统和动物等广泛生境中发现

CPＲ 和 DPANN 类群的存在［17，56-58］。CPＲ 类群细

菌和 DPANN 超门古菌在系统进化树上虽各自位

于不同域，但相互毗邻［16］，同时有很多共性特征。
2． 1 基因组精简及缺少部分关键代谢途径

除 Ca． Altiarchaeales 和其他菌门少数 菌 株

外，绝大多数 CPＲ 和 DPANN 类群菌株基因组小

于 1 Mb［18］。根据已有基因组信息分析，CPＲ 和

DPANN 类群菌株缺少完整的脂肪酸合成途径和

糖异生途径( 缺少葡萄糖-6-磷酸酶) ，大多数菌株

缺少完整的三羧酸循环途径、氨基酸生物合成途

径、核苷酸从头合成途径、糖酵解途径( 主要缺少

磷酸果 糖 激 酶) 和 CＲISPＲ-Cas 免 疫 系 统［16-17］。
但值得注意的是，该类群菌株基因组中约有一半

以上的基因未能有效注释，不排除其在某些代谢

中发挥作用的可能。
2． 2 细胞个体微小

与常规微生物菌体细胞相比，CPＲ 和 DPANN
类群菌株细胞个体相对微小，可以据此进行初步

富集。Castelle 等［59］ 利用 1． 2 μm 滤膜预过滤，

0． 2 μm和 0． 1 μm 滤膜收集微生物菌体，发现能

有效 富 集 DPANN 超 门 菌 株; Brown 等［15］ 利 用

1． 2、0． 2 和 0． 1 μm 滤膜串联过滤地下水，发现

0． 1 μm滤膜富集的 CPＲ 细菌相对丰度要比 0． 2
μm 滤膜多 50% 以上，说明很多 CPＲ 菌体细胞能

通过 0． 2 μm 滤膜。对已观察的 CPＲ 和 DPANN
类群菌株进行统计，通常为球形，直径小于 0． 5
μm( 表 1) 。

表 1 CPＲ 和 DPANN 类群菌株细胞形态及大小
Table 1 Cell morpholoy and size of CPＲ and DPANN

类群 /超门 菌株 形态 大小 /μm 参考文献

CPＲ WWE3、OP11 和 OD1 bacteria 球 /椭球 ～ 0． 26 ［60］

Saccharibacteria TM7x 球 0． 2 ～ 0． 3 ［61］

Saccharibacteria TM7 HOT346、HOT351、HOT352 和 HOT952 球 ＜ 0． 5 ［62］

Species of Saccharibacteria 球 /球杆 0． 1 ～ 0． 2 ［63］

Ca． Absconditicoccus praedator M39-6 球 ～ 0． 3 ［64］

Saccharibacteria TM7i ( free cell) 球 0． 2 ～ 0． 3 ［65］

DPANN Nanoarchaeum equitans 球 0． 4 ［66］

AＲMAN 球 ～ 0． 26 ［67］

AＲMAN-2，-4，and -5 球 ～ 0． 4 ［68］

Ca． Nanopusillus acidilobi N7A 球 0． 1 ～ 0． 3 ［69］

Ca． Nanoclepta minutus Ncl-1 球 ～ 0． 2 ［70］

Ca． Nanohaloarchaeum antarcticus 球 0． 15 ～ 1． 0 ［71］

Ca． Nanohalobium constans LC1Nh 球 ～ 0． 3 ［72］

Ca． Micrarchaeota ( AＲM-1) 球 0． 24 ～ 0． 44 ［73］

对复制速率的测定［74］和细胞分裂的观察［75］

说明小细胞状态下的 CPＲ 类群和 DPANN 菌株正

处于代谢活跃期而非寡营养下的细胞变小状态。
2． 3 营共生生活

根据已有基因组信息分析，大多数 CPＲ 和

DPANN 类群菌株缺少有氧呼吸链，包括 NADH
脱氢酶和 氧 化 磷 酸 化 复 合 物 II-IV［17］。同 时，

除 Ca ． Diapherotrites、Ca ． Micrarchaeota 和 Ca ．
Parvarchaeota 中的个别菌株基因组预测可能独

立生存外，大多数 CPＲ 和 DPANN 类 群 菌 株 基

因组预测无 法 单 独 生 活［17］。实 验 室 数 据 支 持

这一结论( 表 2 ) ，已获得实验室培养的 CPＲ 和

DPANN 类 群 菌 株 都 是 与 其 他 CPＲ 和 DPANN
类群菌株宿 主 菌 共 生 生 活，不 能 独 立 培 养，且

大多为厌 氧 /耐 氧 菌。然 而，对 这 类 菌 的 研 究

仍处于起步阶段，其生活方式及营养需求还有

待深入研究，同时基因组中存在大量未能注释

的基因，还不能完全排除独立生存的可能。人
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工 构 建 微 生 物 底 盘 细 胞 是 合 成 生 物 学 的 重 要

组成部分，目前的策略主要有通过遗传工程手

段简化微 生 物 基 因 组 的“Top-down”策 略 和 从

头合 成 生 命 的“Bottom-up”策 略，结 合 CPＲ 类

群和 DPANN 菌 株 基 因 组 精 简 的 特 点，如 果 能

找到独立生活的菌株，将在这两个策略的基础

上增加新的思路，对人工构建微生物底盘细胞

具有重要意义。

表 2 CPＲ 和 DPANN 类群已培养菌株分布
Table 2 Distribution of culturable strains in CPＲ and DPANN

类群 /超门 菌株 共生宿主菌 参考文献

CPＲ Saccharibacteria TM7x Actinomyces odontolyticus ［61］

Saccharibacteria HOT346 Cellulosimicrobium cellulans、Actinomyces sp． HOT171 ［62］

Saccharibacteria HOT351 Actinomyces sp． HOT897

Saccharibacteria HOT352、HOT952 Actinomyces odontolyticus

Ca． Absconditabacteria HOT875 Fusobacterium periodonticum、Parvimonas micra

Species of Saccharibacteria ( 32 strains) Arachnia propionica、Schaalia meyeri、Actinomyces sp． 897 ［63］

Saccharibacteria strain BB001、AC001、PM004 Actinomyces sp． F0337、Pseudopropionibacterium propionicum ［76］

Ca． Absconditicoccus praedator M39-6 Halorhodospira halophila ［64］

Saccharibacteria TM7i Leucobacter aridocollis ［65］

DPANN Nanoarchaeum equitans Ignicoccus hospitalis ［66］

Ca． Nanopusillus acidilobi N7A Acidilobus sp． 7A ［69］

AＲMAN-2-related organism Mia14 Cuniculiplasma divulgatum PM4 ［77］

AＲMAN Unconfirmed ［78］

Ca． Nanoclepta minutus Ncl-1 Zestosphaera tikiterensis NZ3 ［70］

Ca． Nanohaloarchaeum antarcticus Ｒ1 Hrr． lacusprofundi ［71］

Ca． Nanohalobium constans LC1Nh Halomicrobium sp． LC1Hm ［72］

Ca． Micrarchaeota ( AＲM-1) Metallosphaera、Acidianus、Saccharolobus ［73］

2． 4 16S rＲNA 检测容易被忽视

采用细菌和古菌 16S rＲNA 通用引物检测微

生物，往往会遗漏许多 CPＲ 和 DPANN 类群菌株

信息。研究表明，很多 CPＲ 类群菌株 16S rＲNA
和 23S rＲNA 基因中存在内含子，且在保守区和

可变区都有发现［15］; DPANN 超门中 Ca． Aenig-
marchaeota、Ca． Micrarchaeota、Ca． Pacearchaeota
和 Ca． Woesearchaeota 16S rＲNA 中发现有蛋白编

码基因的存在［17］。同时，CPＲ 和 DPANN 类群在

16S rＲNA 基因序列层面高度可变，很多是在保守

区，容 易 造 成 16S rＲNA 通 用 引 物 不 匹 配 的

现象［17］。

3 CPＲ 和 DPANN 类群菌株的分离

培养

CPＲ 类群细菌和 DPANN 古菌是自然界中广

泛存在的庞大微生物类群，可能占地球全部细菌

和古菌多样性的一半，而且这两类菌基因组中约

有一半的基因功能未知，代表着丰富的菌种资源

和基因资源。同时，他们的生态功能还未知，代

表着未来新发现的巨大机遇。然而厌氧 /耐氧，

缺少部分核心代谢能力，营共生生活等共性特

点，导致 CPＲ 和 DPANN 类群菌株难培养。缺少

实验室分离培养菌株，严重制约着对该类菌在生

理生化、代谢潜能、活性物质发掘以及生态功能

等方面的深入研究，需要在 CPＲ 和 DPANN 类群

的富集和分离培养方面开展更多的基础研究工

作。 目 前 CPＲ 类 群 只 有 Saccharibacte-
ria［61-63，65，76］、Ca． Absconditabacteria［62］和 Ca． Gra-
cilibacteria［64］的 部 分 菌 株 实 现 了 实 验 室 培 养;

DPANN 超 门 只 有 Nanoarchaeota［66，69-70］，Ca． Na-
nohaloarchaeota［71-72］和 Ca． Micrarchaeota［73，77-78］的

部分菌株实现了实验室培养( 表 2 ) 。根据 CPＲ
和 DPANN 类群特点，结合该类群已培养菌株的

分离培养过程，针对 CPＲ 和 DPANN 类群菌株分

离培养提出几点建议。
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3． 1 增加 CPＲ 和 DPANN 类群生境及多样性的

研究

对于不同环境中微生物多样性的研究，多采

用基于 16S rＲNA 序列的高通量测序技术［79-81］，

然而 CPＲ 和 DPANN 类 群 菌 株 由 于 常 有 16S
rＲNA 通用引物不匹配的现象，容易被遗漏和忽

视。目前关于 CPＲ 和 DPANN 类群生境及多样性

的信息多由宏基因组测序、binning 和后续的生信

分析获得，但数量还较少，集中在地下水等少数生

境［17，56-58］。充分了解 CPＲ 和 DPANN 类群在不同

生境中的多样性及丰度，分析环境因子的影响是

后续分离培养的前提。Saccharibacteria 菌株的实

验室培养就是建立在此基础上，最初在泥炭沼泽

中发现，命名为“Candidate Division TM7”，之后发

现在海水、深海沉积物、地下水、土壤、热泉和动物

体内等广泛生境存在，但在口腔中的研究最为深

入［61，82-85］。TM7 常存在于口腔中，丰度在 1% 左

右，但在不同类型牙周炎患者口腔中丰度显著升

高，部分能达到 21% ; 同时具有较高的多样性，至

少在口腔中发现 5 个不同属 TM7 菌株［61，84-85］。
基于此，唾液样品被用来作为分离 TM7 菌株的研

究材料，并首次获得了 TM7x 菌株的实验室培养

物［61］，后续的 TM7 HOT346、HOT351、HOT352 和

HOT952 等一系列菌株都是在不同口腔环境中分

离获得［62-63，76］。本实验室利用宏基因组测序研究

了内 蒙 古 岱 海 湖 水 及 沉 积 物 样 品 中 CPＲ 和

DPANN 的多样性，发现岱海中存在丰度低但丰富

的 CPＲ 和 DPANN 物种资源。
3． 2 菌 株 分 离 培 养 过 程 中 增 加 检 测 CPＲ 和

DPANN 类群存在的环节

CPＲ 和 DPANN 类群菌株不能独立生活，以

及存在 16S rＲNA 通用引物不匹配的现象，造成

依靠富集、涂布培养、划线分纯和 16S rＲNA 检测

的常规流程很难发现该类群菌株可能的存在。在

富集过程中增加菌群结构变化监测的环节，在分

离培养过程中有针对性的增加显微观察，特异性

引物筛查的环节可能对发现 CPＲ 和 DPANN 类群

菌株线索，提高分离培养机率有所帮助。Huber
等在分离培养热岩样品中嗜热菌的过程中，分离

到一株新的自养硫还原菌 Ignicoccus hospitalis，通

过显微观察无意间发现表面共生菌的存在，在此

基础上培养出 DPANN 的第一株菌 Nanoarchaeum

equitans［66］。Ca． Micrarchaeota 的 菌 株 Mia14 是

在富集 Thermoplasmatales 中嗜酸菌的过程中，偶

然发 现 与 共 生 菌 属 ( Cuniculiplasma ) 高 丰 度 共

存［77］。Ca． Nanohaloarchaeota 菌株 Ca． Nanoha-
loarchaeum antarcticus Ｒ1［71］和 Ca． Nanohalobium
constans LC1Nh［72］是分别在分离培养出嗜盐菌

Hrr． lacusprofundi 后，以及富集培养几丁质自养

嗜盐菌过程中无意间发现。CPＲ 类群中的菌株

Ca． Absconditicoccus praedator M39-6 能够实现实

验室培 养，最 初 也 是 基 于 在 所 获 得 的 Halorho-
dospira halophila M39 菌株表面观察到有共生菌

的存在［64］。
3． 3 有针对性的分离特定 CPＲ 和 DPANN 类群

菌株更易成功

CPＲ 细菌和 DPANN 类群古菌分别代表细菌

域和古菌域中庞大的独立分支，虽然有很多共性

特征，但在具体的代谢活动、宿主菌选择、遗传进

化和存在生境等方面有各自的特点。针对其中特

定门水平中的菌株进行有针对性的分离培养可能

比广泛的筛选培养更容易成功。Saccharibacteria
的 菌 株 TM7x、HOT346、HOT351、HOT352、
HOT952、BB001、AC001、PM004 和 TM7i［61-63，65，76］，

Ca． Absconditabacteria 的菌株 HOT875［62］和 Ca．
Gracilibacteria 的 菌 株 Ca． Absconditicoccus
praedator M39-6［64］，Nanoarchaeota 中的菌株 Ca．
Nanopusillus acidilobi N7A［69］ 和 Ca． Nanoclepta
minutus Ncl-1［70］，Ca． Nanohaloarchaeota 的 菌 株

Ca． Nanohalobium constans LC1Nh［72］在分离培养

过程中均有针对性的采用特异性引物扩增监测特

定菌的存在及生长状况，提高了分离培养的成功

率。He 等［61］ 通 过 分 析 Saccharibacteria 的 16S
rＲNA 序列，发现部分菌株可能具有链霉素抗性，

以此推断为依据，通过添加链霉素成功富集分离

到了菌株 TM7x。Cross 等［62］通过测序数据有针

对性 的 预 测 Saccharibacteria 和 Ca． Abscondit-
abacteria 的表面蛋白结构，以此设计荧光抗体标

记 物，成 功 分 离 培 养 出 Saccharibacteria 菌 株

HOT346、HOT351、HOT352、HOT952 和 Ca． Ab-
sconditabacteria 菌株 HOT875。
3． 4 明确 CPＲ 和 DPANN 类群菌株宿主是分离

培养的关键

由于不能独立生活，确定 CPＲ 和 DPANN 类
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群菌株的共生宿主是其分离培养的关键。Wurch
等［69］在黄石公园诺里斯间歇泉盆地的 Cistern 热

泉发现存在丰度较高的 Nanoarchaeota( 占古菌丰

度的 7% ) ，根据实验室已培养菌株 Nanoarchaeum
equitans 的共生菌信息及文献报道，推断此类环境

中的 Nanoarchaeota 菌株可能以嗜热嗜酸的 Cren-
archaeota 菌株为宿主，以此设计最初的富集培养

基，最终成功实现菌株 Ca． Nanopusillus acidilobi
N7A 的实验室培养。美国 Forsyth 研究所的 He
团队和 Dewhirst 团队根据 Saccharibacteria 已培养

菌株的共生宿主信息，将口腔样品经过 0． 22 μm
或 0． 45 μm 滤膜过滤富集 CPＲ 菌株，之后与潜在

的宿主共培养，共实现至少 35 株 Saccharibacteria
菌株的实验室培养［63，76］。中科院微生物研究所

杜文斌团队利用 EpicPCＲ 技术确定 Saccharibac-
teria 宿主菌信息，成功从中药蝉蜕中分离出菌株
TM7i［65］。
3． 5 传统分离培养方法与新技术要充分结合

已实现实验室培养的 CPＲ 和 DPANN 类群菌

株，在实验过程中并不是利用某种传统分离培养

方法或单纯的采用某一项新技术，往往是采用多

种传统的分离培养方法并结合一些新的技术手段

实现最终的分离培养。不同孔径滤膜过滤、不同

转速离心分离、极限稀释法、富集培养和传代培养

等传统培养方法以及流式细胞分选、EpicPCＲ 技

术、逆向基因组技术和 FISH 等新技术手段的有

效结合将有助于更多 CPＲ 和 DPANN 类群菌株的

分离培养。其中细胞微小作为 CPＲ 和 DPANN 类

群的一个共同特点，通过采用不同孔径滤膜过滤

达到菌株的初步分离与富集，可以作为 CPＲ 和

DPANN 类群菌株分离培养过程中优先选择的一

项简单而有效的手段。

4 展 望

CPＲ 细菌和 DPANN 古菌类群庞大，分布广

泛，同时基因组中约有一半以上的基因未被注释，

代表着 未 来 科 学 发 现 的 重 大 机 遇。目 前 关 于

CPＲ 和 DPANN 的研究仍处于起步阶段。对其可

培养研究不仅有助于加深对该类群菌多样性和生

态功能的认识，阐明其生活方式、进化及演变规

律，还有利于揭示其独特的代谢途径及功能基因，

发现新的天然活性产物，具有重要的科学意义及

应用价值。同时如果在 CPＲ 或 DPANN 中找到能

独立生活的菌株，将对合成生物学中底盘细胞的

构建具有重要的指示作用。近些年，我国在发表

的微生物新物种数量方面一直处于领先地位，国

内也涌现出许多优秀团队。笔者获悉国内的一些

实验室已获得 CPＲ 和 DPANN 类群菌株的培养

物，相信不久的将来就会有一些突破性的报道。
但该类菌的分离培养研究仍面临巨大挑战。首

先，目前对于 CPＲ 和 DPANN 类群菌株在不同生

境中的多样性及丰度研究仍较少，缺少指示性信

息，特别是 16S rＲNA 通用引物不匹配的现象，容

易使 CPＲ 和 DPANN 类群菌株被遗漏和忽视。其

次，未培养微生物的分离培养是一项耗时而艰巨

的工作，特别是对于 CPＲ 和 DPANN 类群菌株。
如何找到 CPＲ 和 DPANN 类群菌株的共生宿主，

破解宿主菌生长限制因子并有效而方便的进行实

验室培养，同时实现可重复仍然是一道鸿沟。关

于 CPＲ 和 DPANN 类群菌株的可培养研究不应局

限于现有的一种或几种方法，应在生境信息基础

上选择合适的研究材料，在采用滤膜过滤等简单

方法 的 同 时 应 多 结 合 新 兴 的 逆 向 基 因 组、
EpicPCＲ 等技术进行有针对性的分离培养。同时

“广撒网式”的分离培养也不应放弃，在过程中增

加表面共生菌的检测环节可能有意想不到的收

获。
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