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摘  要  当下微生物研究存在两个趋势，一是随着大量肠道微生物相关研究的开展，研究者们越来

越认识到肠道微生物尤其是大量厌氧菌与人类健康息息相关，因为肠道本身在某种程度上也属于厌氧

环境，故对肠道细菌的细胞生理学研究需要建立在厌氧培养环境的基础之上；二是仅依靠经典的微生

物群体培养方法已经难以满足对细胞异质性的研究，需要发展多种方法在单细胞水平进行细菌生理学

研究，以此深入研究被细胞群体所掩盖而被研究者忽略的生理规律。该研究开发了一种微生物在厌氧

条件下的培养方法，包括相关培养装置设计与相应的实验方法流程，在稳定维持培养环境严格厌氧程

度的基础上，使用微流控芯片对细菌进行长时间的单细胞培养，同时结合高分辨率显微镜延时成像技

术，在培养的同时实现对生长动态的实时观测与数据采集。该方法为细菌细胞在厌氧条件下的单细胞

分析提供了有力的技术支持。
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1 引  言 

  近年来，得益于 DNA 测序技术的不断迭代

优化，微生物组研究取得了蓬勃发展[1]。微生物

培养方法是微生物相关研究的绝对基础，是不可

绕开的关键一环[2]。传统的微生物培养方法包括

选择培养法、平板单克隆培养法、基于密度/细胞

尺寸筛选法和有限稀释法等，均为微生物实验室

的常用基础方法。微生物学家通过各种培养方法

能够获得特定细胞株系的纯培养，进而为各种细

胞生理学实验提供准确而充足的研究对象。但由

于某些微生物相关培养方法的缺失，大大阻碍了

研究者对其一些基本属性的认知，进而影响到相

关生态以及生物学现象的研究[3]。
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Abstract There are two trends in current microbiological research. First, researchers have increasingly 

realized that intestinal microbes, especially a large number of anaerobic bacteria, are closely related to 

human health with the development of intestinal microbe-related research. Because the intestine itself 

belongs to an anaerobic environment to a certain extent, the cell physiology research of intestinal bacteria 

needs to be based on the anaerobic culture environment. Second, it is difficult to meet the requirements 

of cell heterogeneity only by relying on classical microbial population culture methods. Research on 

heterogeneity requires the development of methods to study bacterial physiology at the single-cell level 

for in-depth study of the physiological laws that are hidden by cell populations and ignored by researchers. 

Here, a method is developed for culturing bacteria under anaerobic conditions, including the design of 

related culturing equipment and corresponding experimental procedures. Based on stably maintaining the 

strict anaerobic condition of the culture environment, the microfluidic chip is used to long-term single-

cell culture. Combined with high-resolution microscope time-lapse imaging technology, the real-time 

observation and data collection of growth dynamics of single bacterial cell can be realized. This method 

provides powerful technical support for single-cell analysis of bacterial cells under anaerobic conditions. 
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  传统细菌培养方法所得到的纯培养物，理

论上应是来源于同一菌株，几乎不存在明显的

遗传变异[4]，通过对其进行测量能够获得许多

生理学参数，包括生长速率、死亡率、细胞尺

寸分布和基因表达强度等，也能够获得类似 
Monod 方程这样对工业生产有着一定指导意义

的经验公式[5]。而随着对细胞生理状态噪声与随

机波动相关研究的逐渐深入[6-7]，研究者们越来

越意识到细胞异质性的存在与重要性[8]，即从某

种角度来讲每个单细胞都可能与其他细胞有所区

别。若要对细菌进行单细胞水平的培养与研究，

则传统的群体培养方法已不能满足要求，需要开

发新的实验培养技术[2]。

  在细菌单细胞水平进行生理学研究的重要技

术手段之一是利用基于微流控技术的高分辨显微

镜延时拍摄方法[9]。其中，微流控技术可以实现

单细胞培养，并且有着高度的可设计性和对实验

条件的可控性[10]；而显微镜延时拍摄方法则是在

不影响细胞生理活动的前提下，实时采集各种参

数，与“下一代细菌生理学技术”的理念高度符

合[11]。目前相关技术的报道仍主要集中于常规条

件的有氧培养，对于与人类健康息息相关的大量

厌氧菌与兼性厌氧菌的厌氧生理学的研究则相对

较少。该技术的主要难点在于既要确保培养装置的

气密性，又要将整个培养系统(包括微流控装置、

气体控制装置等)与相关商业化显微镜进行适配。

此外，由于厌氧条件下细菌生长相对较慢[12]，需

要确保整个系统能够长期稳定的运行。

  本研究提供了一种厌氧微生物培养与实时观

测装置。该装置包括：底座、上盖、微流控芯片

和培养液储存室。其中，培养装置上盖水平面上

设有亚克力板或玻璃板视窗，与微流控芯片底部

盖玻片相对设置，便于显微成像；培养基储液池

上设有出液孔，可与微流控芯片相连为细胞培养

提供充足的营养；培养装置上盖的侧壁上设有气

体入口、气体出口和出液口，以便维持培养装置

内的厌氧氛围、气压稳定以及液体的流通。该装

置具有优异的气密性，能够为厌氧微生物提供长

时间稳定的厌氧气体氛围且气体氛围可控；同时

可以满足高通量、大范围多位点采样，高放大倍

数拍摄等实验需求。

2 材料与方法

2.1 实验材料与主要设备

2.1.1 实验试剂

 微流控芯片制作所用的材料与试剂如

表 1 所示；细菌培养所用的材料与试剂如表 2 所
示；单细胞实验所用的材料与试剂如表 3 所示。

表 1 微流控芯片相关实验材料与试剂

Table 1 Experimental materials for microfluidics

  
表 2 细菌培养实验材料与试剂

Table 2 Experimental materials for bacterial culture

  *RDM 培养基详细配方及配制方式见文献[13]

表 1 微流控芯片相关实验材料与试剂

Table 1 Experimental materials for microfluidics
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2.1.2 实验仪器与设备

  本实验使用的仪器与设备如表 4 所示。

2.1.3 实验菌株

  本实验使用的菌株如表 5 所示。

表 4 仪器与设备

Table 4 Instruments and equipments

表 5 实验菌株

Table 5 Bacterial strains for experiment

2.2 实验方法

2.2.1 微流控芯片的设计

  本实验所使用的微流控芯片被称为母细胞

芯片(Mother Machine)[14]，即指其关键功能在

于将细菌许多单个母细胞(Mother Cell)保持在

固定位置持续生长，具体设计如图 1 所示。其

中，图 1(a)中单细胞生长通道总数 4 000，宽度

为 0.8～2.6 μm (以 0.2 μm 的梯度增加)，高度

为 1.2 μm，长度为 25 μm；培养基通道宽度为 
100 μm，高度为 100 μm，箭头表示其中液体培

养基流动。采用聚二甲基硅氧烷(PDMS)制作的芯

片整体封接在盖玻片(尺寸 24 mm×50 mm)上，

具体内部结构处于 PDMS 与盖玻片之间：细菌细

胞单层生长于较窄、较低的众多生长通道内，这

些单细胞生长通道一端为封闭端，另一端开口与

更宽、更高的培养基通道相接，培养基通道两侧

开头通过持续不断的液体培养基流动，以及营养

表 3 单细胞实验材料与试剂

Table 3 Experimental materials for bacterial culture
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物质的扩散作用，为单细胞生长通道内的细胞提

供源源不断的营养成分。在营养充分的条件下，

通道内的细菌细胞随着时间推移逐渐沿着生长通

道分裂生长为一条线，多余细胞通过分裂生长自

然伸出生长通道，被培养基通道内的高速液体流

动冲走。此时，处于生长通道封闭段的母细胞在

微流控芯片内的相对位置不变，其营养条件也是

稳定的，因而整个微流控芯片设计可被看作一种

单细胞水平的微量培养恒化器。

2.2.2 硅片模板

  (1)单细胞生长通道的制作

  a. 准备 76.2 mm 的硅片，用低强度等离子处

理 30 min。
  b. 从冰箱中取出 SU-8 2002 光刻胶和 SU-8 
2000.5 光刻胶，待光刻胶温度与室温一致时，按 
V(SU-8 2002)∶V(SU-8 2000.5)＝8∶2(体积比)

将两种胶在离心管中混匀。

  c. 设定匀胶机程序：预甩 600 r/min，9 s；匀

胶 4 000 r/min，30 s。
  d. 将表面洁净的硅片置于匀胶机吸盘上，在

硅片上添加室温混合胶 2 mL，运行程序。

  e. 将硅片置于平整的热板上 95 ℃ 烘 2 min。
  f. 在曝光机的吸盘周围套入橡胶圈，将第一层

铬板掩膜清洁干净后放在台架上(镀铬面向下)，

并开启真空，将一块较大的锡箔纸盖在掩膜上。

  g. 将硅片放在吸盘上，待冷却后推入(记录

此时硅片的位置，确保在后续可以对准结构)。

  h.  上升吸盘，用锡箔纸遮盖，执行真空曝

光，观察真空表读数——如果漏气，则复位吸盘后

再次上升，确保橡胶圈与掩膜贴合良好不漏气。

  i. 曝光量为 70 mJ/cm2，需要根据曝光机的

功率调整曝光时间。其中，预设曝光时间应长于

真实曝光时间(如需曝光 4 s，则设置 30 s 曝光时

间)。启动曝光时先用锡箔纸遮挡，当剩余时间等

于需曝光时间时，快速撤下锡箔纸，结束曝光。

  j. 曝光后于 95 ℃ 烘 1 min，取下硅片，冷却。

  k. 用丙二醇甲醚醋酸酯(PM)显影液显影；

随后用异丙醇冲洗残留显影液，接着用氮气吹干

表面，于体视显微镜下观察显影效果。

  l. 若显影后结构清晰，则用烘箱 180 ℃ 坚膜

1 h，否则重复上一步。

  m. 冷却后取出，用台阶仪测量子通道高度

并记录。

  (2)培养基通道的制作

  整体实验流程与上部分单细胞生长通道的制

(b)实物图

图 1 母细胞芯片微流控芯片图

Fig. 1 Mother machine as microfludics

(a)示意图
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作相同，但需要修改一些具体的实验参数：使用

SU-8 3025 光刻胶，离心  3 000 r/min，前烘

30 min，需要进行校准使其与第一层对齐，曝光

量为 150 mJ/cm2，后烘 5 min。
2.2.3 PDMS 芯片制作

  (1)固定硅片模板

  a. 将硅片模板用透明胶贴在玻璃板中间(勿贴

到结构)，同时在玻璃板四周竖着贴上锡箔胶带

密封，防止倒入 PDMS 单体后在热固化时泄漏；

  b. 将 PDMS 单体和引发剂以 10∶1 的质量比

混合，搅拌(5 min)均匀，然后抽真空 15 min，
再用洗耳球吹除表面剩余气泡；

  c. 将上一步无气泡 PDMS 与引发剂的混合液

体，适量倒入第(a)步制作好的贴有硅片模板的

玻璃板容器内，放入烘箱内的水平台上，80 ℃、

烘 30 min 以上。

  也可以直接用无尘胶带将模板贴到玻璃板容

器中间后，直接倒入 PDMS 和引发剂进行 PDMS 
芯片固化。

  (2)PDMS 芯片固化

  a. 将 PDMS 单体和引发剂以 10∶1 的质量比

混合，搅拌(5 min)均匀后抽真空(10 min)，最后

用洗耳球吹除表面剩余气泡；

  b. 根据硅片模板表面积及所需微流控芯片

厚度计算 PDMS 和引发剂混合液体用量(这里芯

片厚度约为 5 mm，PDMS 和引发剂混合液体需 
22 g 左右)，倒在硅片模板上，整体放入烘箱，

80 ℃ 烘 1 h 以上。

  (3)PDMS 芯片切割

  使用手术刀将固化好的芯片从硅片模板上切

下，注意不要太靠近芯片结构，刀落到硅片上，

切到底可见空气进入的痕迹，然后将芯片放在 
LED 灯上进一步切割。

  (4)PDMS 芯片打孔

  将 PDMS 芯片放在 LED 灯上操作，选择合

适孔径(这里为 0.8 μm)的打孔器从结构面向下

打，拔出时要小心缓慢，可双向旋转拔出，注意

不要裂口，然后用氮气气流清理打好的孔(注意

打孔器的针头最好频繁更换，以避免打孔时产生

过多的 PDMS 碎屑对单细胞培养时产生堵塞通

道，可在正式打孔前测试一下)。

  (5)PDMS 芯片与盖玻片封接

  a. 先用异丙醇清洗盖玻片，然后氮气吹除异

丙醇液体；

  b. 用无尘胶带粘去 PDMS 芯片结构面灰尘及

碎屑；

  c. 将盖玻片和  PDMS 芯片结构面向上放

置，一起进行等离子清洗——HI 档(18 W，气压 
266 Pa，气流 25 mL/h)，2 min(等离子处理时间

可调整，一般不要超过 2 min)；
  d. PDMS 芯片依靠重力贴在玻璃板上(多块

芯片考虑排布以合理利用空间)，若贴合过程迅

速则表明等离子处理后 PDMS 芯片和盖玻片表面

性质良好；

  e. 贴合后的芯片放入烘箱 80 ℃ 烘 10 min。
  (6)通道修饰及镜检

  a. 将已过滤除菌的 1% F-127 水溶液，通过

培养基通道入口缓慢注入芯片(戴护目镜)，修饰

至少 30 min；
  b. 10 倍镜或 20 倍镜下检查芯片通道(是否完

好)、打孔及封接情况，无误后放入厌氧工作站。

2.2.4 单细胞实验

  (1)细菌培养与预处理

  在厌氧箱内进行平板划线，挑选 5 个单菌

落于 3 mL 液体培养基内进行活化过夜，过夜培

养所得的菌液与培养基按 1∶100 转接至 120 mL
培养基培养至对数后期。用封膜封住离心管口

后，将菌液以 5 000 r/min 离心 10 min。倒出上

清液，重悬沉淀再次离心，以 5 000 r/min 离心 
5 min。使用含 0.01 g/mL F-127 的上清液重悬菌

体，涡旋混匀。其中，固体培养基为 LB 琼脂

(E. coli)和 BHI 琼脂(B. fragilis)，液体培养基为 
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RDM+glucose (E. coli)和 BHIS (B. fragilis)。
  (2)细菌装载

  将混匀的浓缩菌液注入芯片，采用无尘胶

带贴上芯片出入口，将芯片固定在培养皿内，封

膜，以 2 000～2 500 r/min 离心 5 min。在厌氧工

作站内将芯片固定于自制厌氧培养盒内，密封好

后架设到显微镜上，连接气路和液路。

  (3)单细胞延时拍摄

  待厌氧盒内氧气指示剂保持粉色，使用 100×
油镜观察荧光场——若无可见荧光激发(E. coli)，
则开始选点进行延时拍摄。实验完成后，使用自

主研发的相关软件进行图像处理与数据分析。

3 实验结果

3.1 厌氧程度评估

  本实验体系的关键点在于单细胞培养时厌氧

条件的维持，这里从培养气体氛围与细胞学水平

证据(荧光蛋白激发)来进行评估。

3.1.1 气体氛围

  厌氧培养盒在实验中会持续通入厌氧混合

气——95% N2＋5% CO2，以营造并长期维持盒

内厌氧环境。其中，N2 为模拟空气主要成分，

生理意义不大，一定浓度的 CO2 为细菌正常生长

所必需[15]。该气体组成与常用的厌氧工作站基本

相同，只是缺少 H2，而 H2 在厌氧工作站的主要

作用是便于在催化装置的作用下与 O2 反应生成 
H2O 以达到除氧的目的，但由于厌氧培养盒并不

像厌氧工作站一样体积巨大，需要时常取放实验

物品或者进行实验操作而出现 O2 进入的风险；

反之，厌氧培养盒具有优秀的气密性，并且在整

个厌氧培养实验中一直维持密封，整体组装也在

厌氧工作站内进行，故无需除氧。

  实验中，厌氧培养盒内放置有氧气指示剂，

当盒内气体氛围达到厌氧状态时，氧气指示剂会

维持粉色(图 2)，表明此时厌氧培养盒内气体中 

 

100× 油浸物镜

载物台

盖玻片

PDMS 芯片
出口

芯片内部结构

新鲜培养基流

载物台移动

入口

粉色

粉色

实物
(粉色)

实物
(蓝色)

蓝色

蓝色

厌氧(≤0.1%) 有氧(≥0.5%)

有氧下 5 min (25 ℃)

厌氧下 2~3 h (25 ℃)

图 2 培养 48 h 后厌氧培养装置内氧气指示剂

Fig. 2 Oxygen indicator in anaerobic box after 48 h
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O2 浓度低于检测下限(≤0.1%)。这种状态会在

厌氧盒密封并持续通入厌氧混合气时长期维持，

只有在实验中切换所通入的气体，将厌氧混合气

换成压缩空气时，指示剂才会较快地变为蓝紫色

(超过检测上限 0.5%)，表明厌氧培养盒内气体

中的氧气浓度迅速提升至与空气相同。

3.1.2 细胞水平

  在细胞学水平，本实验采用荧光蛋白作为

严格厌氧指示剂。荧光蛋白基因位于细菌染色

体上，属于组成型表达基因，这意味着荧光蛋

白在稳态生长的细菌细胞中始终处于动态平衡

状态[16]。而作为常规的荧光蛋白，其成熟发光

除了特定光激发之外，还有一个基础条件就是氧

气的存在[17]，除非是特定改造专门适用于厌氧环

境激发的荧光蛋白[18]。

  如图 3(d)所示，在有氧培养下，微流控芯片

中细菌细胞表达的荧光蛋白受激发产生明显的荧

光；而在厌氧培养下，虽然对明场延时拍摄图片

的分析表明细菌细胞生长状态稳定(图 4(b)，左

半部分)，但是细胞中的荧光蛋白在相应波长激发

光激发下，并无明显的可见荧光产生(图 3(b)，
LUTs 打开增强敏感度，故视野并非黑白)，说明

此时细胞内氧气浓度不足以保证荧光蛋白成熟而

受激发光。Hansen 等[17]研究表明，1×10－7 浓
度的溶解氧足以使荧光蛋白受激发产生荧光，而 
2.5×10－8 浓度的溶解氧则不足以支持荧光蛋白

受激发而发光。本实验结果表明，在厌氧培养盒

持续通入厌氧混合气进行厌氧培养时，微流控芯

片内溶解氧浓度至少低于 1×10－7，达到了优秀

的严格厌氧程度，完全满足兼性厌氧菌与严格厌

氧菌的厌氧培养，实际上 0.1% 的氧气组成已不

会对一些严格厌氧菌的正常生长产生影响[12]。

3.2 细菌单细胞稳定生长

  在单细胞实验完成后，采用自主研发的分析

程序进行图像分析与数据处理。通过对大量单细

胞的生长速率进行分析可知(图 4)：对于严格厌

氧菌(B. fragilis)，此实验方法可以保证其长期稳

定地进行生长与分裂；对于兼性厌氧菌 (E. coli)，
此实验方法既可以提供厌氧环境确保厌氧稳定生

长，又可以将通入的厌氧混合气改为空气使其实

现常氧生长。

4 结果与讨论

  当下对细菌生理学的研究越来越关注单细胞

的细胞异质性[8]，如细菌群体中基因回路的动态

                                                   (c) 有氧，相差                                                                                             (d) 有氧，荧光

图 3 大肠杆菌厌氧及有氧条件下明场相差及对应荧光场图像(LUTs 打开)

Fig. 3 E. coli under bright field and corresponding fluorescence photos under anaerobic and aerobic conditions (LUTs ON)

                                                 (a) 厌氧，相差                                                                                              (b) 厌氧，荧光
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表达[19]、细胞生理状态对抗生素的敏感性[20]、

对细菌耐药性产生过程中起重要作用的持留性细

胞[21]等。除了方兴未艾的微生物单细胞基因组和

转录组研究外[22-23]，往往仅采用传统的群体分批

培养方法，而这在研究的时空“分辨率”上是

远远不够的。基于微流控芯片的单细胞技术为

研究细胞异质性提供了可能，这些方法中比较

重要的一大类就是基于高分辨率显微镜的延时

拍摄技术。对于在常氧条件下进行常规细菌培

养，已经有许多相关培养方法，包括基于琼脂

糖平板培养[24]、基于微流控芯片培养等[25-26]，

其中后者能够在保证稳定生长分裂前提下，实现

上百代细菌的单细胞谱系追踪，但对于厌氧条件

下的单细菌长期培养的研究甚少。

  厌氧菌在自然界广泛存在，而且人体肠道本

就是一种厌氧环境。现在普遍认为肠道微生物对

人类的健康具有很大的影响[27-28]，如疟疾[29]、

肥胖[30]、糖尿病[31]、癌症的免疫应答[32]、神经

(脑肠轴)[33]等，甚至有望基于肠道微生物进行个

性化医疗[34]。基于此，在进行单细胞实验时，需

要考虑到厌氧这一条件对细菌细胞生理的影响。

针对以上需求，需要开发一种对培养环境氧气氛

围有着严格控制的实验装置。无论是琼脂糖平板

培养还是微流控芯片培养，在不需要控制氧气组

成比例的前提下，所需实验空间都不大，可以便

捷地与商业化显微镜标本夹相结合使用。但是，

目前商业显微镜移动平台与细胞培养装置并不能

营造厌氧环境，因为这需要额外提供具有优秀气

密性的培养装置。这种装置需能够同时容纳单细

胞培养微环境与液体培养基，在装置外还需要相

应的气体调节与维持系统，最后为了方便实验数

据的实时采集、提高数据可信度、降低实验复杂

性、提高方法通用性，往往需要在设计时就考虑

到培养装置与显微成像系统的合理适配。

  目前涉及到厌氧条件的细菌单细胞方法的相

关报道并不多，尤其是能够直接与显微延时拍摄

相结合的方法只有基于原有设计[35]——在琼脂糖

平板外添加密封装置并通入厌氧混合气，以此实

现对一种厌氧的脱硫弧菌(Desulfovibrio Vulgaris 
Hildenborough)的培养。此外，借此研究了可逆

的低浓度氧气暴露对细胞分裂的影响[36]。此方法

由于是固体平板培养，存在营养消耗的影响，难

以完美地保持稳定生长，而且所采集的数据量较

少、难以追踪单细胞谱系。虽如文中所述，培养

时细菌细胞内荧光蛋白无法受激发发出荧光，以

此论证其实验装置的厌氧程度，但是针对“无荧

光”这一关键要素并未提供实验结果支持。而实

际上有研究表明，培养气体氛围中 0.1% 的氧气

就足以满足荧光蛋白受激发光所需[12]，在此氧气

浓度下即便是严格厌氧菌，由于其对氧气有一定

                                                    (a) 脆弱拟杆菌(厌氧)                                                                   (b) 大肠杆菌(厌氧-有氧)

图 4 芯片内细菌细胞在严格厌氧条件下稳定生长与分裂

Fig. 4 The robust growth and division of bacterial cells in microfluidic chips under strictly anaerobic condition
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的耐受性，也可正常生长[12,37]，故仅有严格厌氧

菌生长的实验结果并不能说明其实验装置厌氧程

度很高。

5 结  论

  本文所描述的细菌单细胞实时观测系统主要

创新之处在于使用了一种自主设计的厌氧培养装

置。它是由 3D 打印和数控机床加工而来，内部

承载微流控芯片和液体培养基，进行组装密封

后，具有优异的气密性：氧气指示剂达到测量下

限(0.1%)，而细菌内荧光蛋白受激发无明显可见

亮光，进一步证明细胞培养基中溶解氧浓度低于 
1×10－7。该装置可以适配商业化显微镜的适配

器，又与气体调节系统相连，后者为装置内部持

续通入厌氧气体，在负压的驱动下，新鲜液体培

养基持续不断地为细菌细胞提供营养，最终能够

确保芯片内所培养的细菌细胞在长期稳定的严格

厌氧环境下进行生长与分裂(前提是细菌本身能

够在厌氧环境下生长)。本文所开发的实验装置

及相应的整套实验流程为严格厌氧条件下的细菌

生理学研究提供了有力的技术支持。同时，由于

整个实验装置出色的气密性，除了严格厌氧微生

物培养，还可以定量化探究不同气体组成对特定

微生物生长的影响。但本实验系统目前只能使用

单一培养基进行微生物培养，尚不能满足一些需

要切换培养基的特殊实验需求，希望未来的研究

能对此进行优化。
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