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自然环境中功能菌活的非可培养状态形成及
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张蕊蕊　 关翔宇∗∗
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摘　 要　 细菌在环境胁迫下可进入活的非可培养（ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ⁃ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ）状态，不再分裂但具有代谢

活性，且能够在适宜条件下复苏．ＶＢＮＣ 状态限制了功能菌群在环境治理方面的作用，开展关于 ＶＢＮＣ 状态的

形成及复苏机制研究可为激发 ＶＢＮＣ 状态功能菌在生物修复中发挥作用提供理论基础．本文对环境中 ＶＢＮＣ
状态细菌的表型、ＶＢＮＣ 状态的潜在污染降解菌、ＶＢＮＣ 状态细菌的形成及复苏机制进行综述，以期为进一步

探究 ＶＢＮＣ 状态功能菌在环境中的作用提供科学依据，并为揭示 ＶＢＮＣ 状态功能菌对环境污染物降解及元素

循环的贡献提供思路．
关键词　 ＶＢＮＣ 状态，形成机制，复苏机制，潜在功能菌，环境治理．
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活的非可培养（ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ⁃ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ）状态是微生物在恶劣环境下采取的一种特殊生存

策略［１］ ．在这种状态下，细胞不能生长和分裂，无法在培养基上形成菌落［２］ ．１９８２ 年，Ｘｕ 等首次在河口和

海洋环境中发现此状态的霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ）和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ［３］，这引起了微生物学

界的极大关注．随后越来越多的学者报道了关于 ＶＢＮＣ 状态的相关研究，但迄今为止这些研究主要集中

于食品科学和基础医学领域，甚少关注环境中功能菌群的 ＶＢＮＣ 状态．
为了揭示环境中处于 ＶＢＮＣ 状态潜在功能菌的作用机制，需要突破其不可培养的限制，并且对

ＶＢＮＣ 状态细菌进行复苏，以便真正认识这些细菌在环境中的作用．目前研究者已利用复苏促进因子

（ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，Ｒｐｆ）从污染场地获得了一些之前未被分离的 ＶＢＮＣ 状态的污染降解菌［４］ ．
然而，通过与宏基因组分析结果进行比较，这些污染环境容纳的功能性细菌远远多于之前所认识的［５］ ．
因此，选择合适的方法成功复苏 ＶＢＮＣ 细菌是探索环境中潜在功能菌的关键一步．

本文从 ＶＢＮＣ 状态细菌的表型、环境中潜在功能菌的复苏、细菌 ＶＢＮＣ 状态的形成和复苏机制等方

面进行了综述，以期为进一步探究潜在功能菌群如何有效发挥作用提供理论参考，同时为如何复苏

ＶＢＮＣ 状态细菌提供思路和方法．

１　 细菌 ＶＢＮＣ 状态（ＶＢＮＣ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ）
细菌在遇到环境压力时，往往选择进入一种“休眠”状态，以此作为在不利条件下的生存策略［６］ ．在

许多物种中，休眠不是一个开关，而是一个随时间动态变化的渐进过程．这个过程可能是随机的，也可能

是环境信号的结果［７］ ．目前，在很多非产孢细菌中发现了这种休眠现象，即 ＶＢＮＣ 状态［８］ ．
ＶＢＮＣ 状态是微生物对温度波动、营养缺乏、紫外线辐射、有机污染物和重金属等不利环境条件作

出的适应性反应［９⁃１０］，该状态限制了细胞的生长和分裂．在这种状态下，细菌仍然存活并保持一定的代

谢活性，但无法在常规细菌培养基上形成菌落［２， １１］ ．进入 ＶＢＮＣ 状态的细胞主要表现出形态和代谢改

变，包括体积缩小、细胞膜组成和细胞壁结构的改变［１２］，以及大分子合成、营养物质运输和呼吸速率水

平降低等［９］ ．同时，它们具备了更强的抵抗力，且一旦条件适宜，又可复苏并随后再生［１３］ ．Ｏｌｉｖｅｒ 等研究

数据显示，一些细菌在 ＶＢＮＣ 状态下具有更强的抗性，可以抵御热、氧化作用、渗透压、ｐＨ、乙醇、抗生素

和重金属等各种胁迫，并保持恢复到可培养状态的能力［１４］ ．

图 １　 ＶＢＮＣ 诱导条件下，可培养细胞和

持留细胞的时间变化［１５］

Ｆｉｇ．１　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ＶＢＮＣ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ
ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓ［１５］

在研究 ＶＢＮＣ 状态的过程中，研究者还发现了

一种过渡状态———持留（ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ）状态［１５］ ．这种状态

主要是针对抗生素这种新型环境污染物的一种抵抗

状态，因为多数的报道集中于通过使用大剂量抗生

素处理培养物来进行研究［１６⁃１７］ ．但有研究表明，持留

化（ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ） 也是由多种因素引起的，包括饥

饿［１８］、碳源转换、氧化应激、ＤＮＡ 损伤和 ｐＨ 等［１９⁃２０］ ．
考虑到各种环境压力会导致持留化，持留化很可能

已经演变成一种普通的环境压力反应，而不仅仅是

抗生素耐受．有研究报道，饥饿同样可以诱导持留细

胞的形成，并且随着时间的推移，持留细胞逐渐转化

成 ＶＢＮＣ 状态（图 １） ［１５］ ．Ａｙｒａｐｅｔｙａｎ 等在 ２０１５ 年提

出［２１］，环境中有很多功能菌在环境胁迫下，首先会进

入持留状态，在消除压力后能迅速复苏．然而，如果细

菌继续暴露在长期的压力下，其休眠程度会增加，进而转变成 ＶＢＮＣ 状态，该状态则需要更多的时间去

复苏．这些发现都说明持留状态可能是具有环境选择压力下的某些细菌进入 ＶＢＮＣ 状态的一种短暂过

渡状态．

２　 环境中 ＶＢＮＣ 状态的潜在功能菌（Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ）
一直以来，由于各种人为因素，例如家用清洁剂、抗生素、有机物和重金属等污染的不合理排放，使
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　 ４ 期 张蕊蕊等：自然环境中功能菌活的非可培养状态形成及复苏机制研究进展 １２４５　

许多功能性微生物进入“休眠”状态而无法发挥其生物降解功能，这对生物资源的开发和利用是一个巨

大的损失．尤其是近年来多环芳烃（ＰＡＨｓ）和多氯联苯（ＰＣＢ）等持久性有机污染物不断释放到环境中，
严重威胁着自然生态系统和人类健康［２２⁃２３］ ．目前不少学者已利用 Ｒｐｆ 从这些污染环境中复苏培养了一

些 ＶＢＮＣ 细菌，且从中获得多种具有除磷、除臭、絮凝、降解有机污染物等环境功能的高效菌种（表 １ 中

序号 １—１０），但仍发现污染区还存在大量 ＶＢＮＣ 状态的潜在功能菌（表 １ 中序号 １１—１８）．

表 １　 环境中 ＶＢＮＣ 状态的功能菌

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

环境中的功能菌
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

环境中的功能菌的状态
Ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
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ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ． Ｔｈｅｙ ｃａｎｎｏｔ
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３　 ＶＢＮＣ 状态形成的分子机制（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ）
目前，针对 ＶＢＮＣ 状态形成机制的研究主要集中在一些模式菌中，学者在漫长的研究过程中发现它

的形成机制很复杂，涉及众多基因和代谢途径，被普遍认同的机制包括严紧反应（ｓｔｒｉｎｇｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）、蛋
白酶对抗毒素的降解和毒素⁃抗毒素系统（ｔｏｘｉｎ－ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍ，ＴＡ ｓｙｓｔｅｍ），这些机制并不是独立作用，
它们之间通常相互联系并协同作用．需要注意的是，严紧反应和蛋白酶对抗毒素的降解已被证明直接参

与了持留细胞的形成，对于更深的休眠状态———ＶＢＮＣ 状态的形成没有给予明确的说明．随后越来越多

的证据表明，它们同样在 ＶＢＮＣ 状态的控制上发挥着重要的作用［４６⁃４７］ ．而 ＴＡ 系统则通过调控毒素和抗

毒素的比例控制细胞进入不同程度的 “休眠” 状态．以上机制的关键是鸟苷五磷酸或鸟苷四磷酸

［（ｐ）ｐｐＧｐｐ］信号分子，它对整个机制的调控至关重要．另外，一些调控因子在功能菌 ＶＢＮＣ 状态的形成

过程中也发挥着重要作用，如 Ｌａｂｒｅｎｚｉａ ａｇｇｒｅｇａｔａ 细菌，它可以将硝酸盐还原为氮气参与到氮循环过程

中，并且还可以去除有机废水和高含量硝酸盐废水中的氮，以此减少河流氮污染和富营养化问题．Ｘｕ 等

将 Ｌａｂｒｅｎｚｉａ ａｇｇｒｅｇａｔａ ＬＺＢ０３３ 的 ｒｐｏＮ 突变体与野生型处于相同的胁迫条件下培养，２ ｄ 后发现缺失

ｒｐｏＮ 基因的菌株会更快地丧失可培养性，这表明 ＲｐｏＮ 是该菌株在压力条件下存活的重要调节因子［４８］ ．
最近，有研究表明，再生延迟体、核糖体调节因子（ＲＭＦ）和冬眠促进因子（ＨＰＦ）也有助于解释 ＶＢＮＣ 状

态的形成及复苏，这些因子与（ｐ）ｐｐＧｐｐ 的响应和抗毒素的降解等过程密切相关［４９⁃５０］ ．
３．１　 严紧反应和 ＴＡ 系统

严紧反应是细菌在氨基酸饥饿条件下的主要调节方式，通过基因 ｒｅｌＡ 合成（ｐ） ｐｐＧｐｐ 作为信号分

子，调节细胞分裂、转录和翻译等细胞过程［５１］ ．该过程同蛋白酶对抗毒素的降解和 ＴＡ 系统协同作用，诱
导细菌进入 ＶＢＮＣ 状态（图 ２） ［７］ ．细菌在受到环境压力时，（ｐ）ｐｐＧｐｐ 合成酶 ＲｅｌＡ 或 ＳｐｏＴ 被激活，调控

细胞内 （ ｐ） ｐｐＧｐｐ 水平升高， 而 （ ｐ） ｐｐＧｐｐ 能够抑制外切聚磷酸酶 （ ＰＰＸ） 降解多聚磷酸盐

（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ，ＰｏｌｙＰ），使 ＰｏｌｙＰ 得到积累，积累的 ＰｏｌｙＰ 激活 Ｌｏｎ ／ Ｃｌｐ 蛋白酶，开始降解抗毒素，进而

通过改变抗毒素与毒素的比例来影响 ＶＢＮＣ 状态的形成（图 ２）．

图 ２　 持留状态和 ＶＢＮＣ 状态形成机制［７］

（注：ＲｅｌＡ 或 ＳｐｏＴ 的激活使细胞内（ｐ）ｐｐＧｐｐ 水平升高，（ｐ）ｐｐＧｐｐ 能够抑制外切聚磷酸酶（ＰＰＸ）降解多聚磷酸盐（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ），
导致多聚磷酸盐的积累，Ｌｏｎ ／ Ｃｌｐ 蛋白酶被多聚磷酸盐激活，开始降解抗毒素，从而影响 ＴＡ 系统相关基因的表达．

游离的毒素抑制翻译过程和菌体的生长分裂，进而调控持留状态和 ＶＢＮＣ 状态的形成．）

Ｆｉｇ．２　 Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ａｎｄ ＶＢＮＣ ｂａｃｔｅｒｉａ［７］

（Ｎｏｔｅ：Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｅｌＡ ｏｒ ＳｐｏＴ ｃａｕｓｅｓ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ （ｐ）ｐｐＧｐｐ ｌｅｖｅｌｓ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｘｏｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＰＰＸ） ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ （ＰｏｌｙＰ）． Ｔｈｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＰｏｌｙＰ ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ （ＰＰＫ）． Ｌｏｎ ／ Ｃｌｐ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＰｏｌｙＰ

ａｎｄ ｂｅｇｉｎｓ ｔｏ ｄｅｇｒａｄｅ ａｎｔｉｔｏｘｉｎｓ， ｗｈｉｃｈ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｎ⁃ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｆｒｅｅ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ．）

ＴＡ 系统除了与严紧反应协同作用来调节细胞过程外，还在细菌适应其他外界压力和毒性等方面发

挥重要作用，主要受一种称为条件协同作用机制的调控［１９］ ．条件协同性是指毒素同时具有其同源 ＴＡ 操
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纵子的辅抑制因子和去抑制因子的能力［５２］ ．在快速生长的非应激细胞中，［抗毒素］＞［毒素］，ＴＡ 复合物

与 ＴＡ 启动子紧密结合，强烈地抑制 ＴＡ 操纵子，使毒素活性被多余的抗毒素抑制（毒素的辅抑制因子作

用）．然而，在外界环境压力下，细胞内高水平的（ｐ） ｐｐＧｐｐ 破坏了抗毒素的稳定性，使［抗毒素］ ＜［毒
素］，毒素使启动子结合的 ＴＡ 复合物失稳，从而解除了抑制作用，介导 ＴＡ 操纵子的转录（毒素去抑制因

子作用），进而导致毒素和抗毒素的比例增加，抑制细胞翻译和生长［５３⁃５４］ ．
３．２　 核糖体二聚体机制

在暴露于某些环境胁迫条件下，细菌通过核糖体调节因子（ＲＭＦ）和冬眠促进因子（ＨＰＦ）的共同介

导，将两个 ７０Ｓ 核糖体聚在一起形成一个翻译不活跃的、休眠的 １００Ｓ 复合体，主动抑制翻译过程，从而

适应环境的变化［５０］ ．
２０２０ 年，Ｓｏｎｇ 等提出了（ｐ）ｐｐＧｐｐ 核糖体二聚体模型［５５］，即在应激条件下，细菌通过（ｐ）ｐｐＧｐｐ 调

节 ＲＭＦ 和 ＨＰＦ，使 ７０Ｓ 核糖体通过形成二聚体迁移为 １００Ｓ 复合体，主动抑制翻译过程，诱导细胞持久

性．大肠杆菌在营养缺乏等应激等条件下，促使基因 ｒｅｌＡ 和 ｓｐｏＴ 合成（ｐ） ｐｐＧｐｐ，（ｐ） ｐｐＧｐｐ 通过激活

ＲＭＦ 的表达改变活跃 ７０Ｓ 核糖体的形状，使两个 ７０Ｓ 聚在一起转化为不活跃的 ９０Ｓ 核糖体二聚体复合

物．（ｐ）ｐｐＧｐｐ 再诱导 ＨＰＦ 将 ９０Ｓ 二聚体复合物转化为不活跃的 １００Ｓ 核糖体复合物，使其“头对头”连
接，诱导细胞进入持留状态［５６⁃５７］ ．这一过程与 Ｍａｔｚｏｖ 等研究结果一致，但 Ｍａｔｚｏｖ 等还强调了 １００Ｓ 核糖

体复合物具有物种特异性［５８］ ．在大肠杆菌中，进入持留状态需要 ＲＭＦ 和 ＨＰＦ 两个蛋白质因子，而在金

黄色葡萄球菌中不具有 ＲＭＦ，只需要 ＨＰＦ 就可将 ７０Ｓ 核糖体聚在一起形成 １００Ｓ 复合物，使其“肩并肩”
连接，诱导持留性．

另外，细菌在通过核糖体二聚体机制进入持留状态过程中，一些调控因子也起到一定的作用．Ｋｌｉｎｅ
等观察到在盐、乙醇和热应激作用下，基因 ｈｐｆ 通过 Ｓｉｇｍａ Ｂ（σＢ）调控，其表达增加了大约 １０ 倍［５０］ ．
Ｃｈａｔｕｒｏｎｇａｋｕｌ 等研究结果也显示，σＢ 和 σＨ 调节单核细胞李斯特菌中基因 ｈｐｆ 的表达，并加强 ＨＰＦ 在

革兰氏阳性菌耐应力中的作用［５９］ ．此外，Ｂａｓｕ 等通过对表达谱分析得出结论［４９］，σＢ 和（ｐ）ｐｐＧｐｐ 对 ｈｐｆ
的表达具有正调控和负调控作用，并且受温度的强烈影响．

综上，在营养限制［６０］、抗生素胁迫［６１］、热应激［５０］ 等应激条件下，细胞通过（ｐ） ｐｐＧｐｐ、Ｓｉｇｍａ 因子、
ＲＭＦ 和 ＨＰＦ 等因子的共同作用，使 ７０Ｓ 核糖体聚在一起形成翻译不活跃的 １００Ｓ 核糖体复合物，抑制代

谢和翻译过程，维持其存活．
３．３　 再生延迟体

再生延迟体（ｒｅｇｒｏｗｔｈ－ｄｅｌａｙ ｂｏｄｙ）是一种可逆的亚细胞结构［６２］，这种结构是由细胞极颗粒（ ｃｅｌｌ⁃
ｐｏｌｅ ｇｒａｎｕｌｅ）组成并在细菌生长稳定期后期形成，它能够选择性地隔离多种细胞生长所必需的蛋白质，
从而使细胞处于持留状态．当细菌细胞退出再生延迟期并恢复生长时，再生延迟体就会溶解，同时释放

被隔离的蛋白质以恢复其功能．因此，进一步了解能够有效促进再生延迟体溶解的条件后，也许能够使

这些细菌细胞在特定条件下培养．
同样的道理，在环境治理方面，通过促进 ＶＢＮＣ 细菌再生延迟体的溶解，也许能找到预防和控制功

能菌群进入 ＶＢＮＣ 状态并使污染降解菌在环境修复中表现出较高降解活性的方法．目前对于再生延迟

体的研究还处于初级阶段，有许多问题值得探讨，包括触发再生延迟体形成和溶解的关键信号分子是什

么？ 以及它们是如何选择性地隔离多种蛋白？

４　 ＶＢＮＣ 状态复苏的分子机制（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＶＢＮＣ ｓｔａｔｅ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ）
ＶＢＮＣ 细胞的复苏是一个非常复杂的过程，其方法因细菌各自的特性而大不相同［６３］，一些细菌仅

靠消除诱导应激即可复苏，而另一些细菌则依赖于特定的群体感应信号［６４］、Ｒｐｆ 和特殊化合物或只能在

与其共生的生物体中进行复苏［６５］ ．尽管 ＶＢＮＣ 细胞的复苏机制还不清楚，但根据这些方法使细菌从

ＶＢＮＣ 状态成功复苏的研究已经取得了很大的成果，随着分子生物学的发展，人们对 ＶＢＮＣ 细胞复苏机

制的认识也逐渐加深．
４．１　 复苏促进因子

Ｒｐｆ 是一种高度保守的蛋白质［６６］，可以促进高 Ｇ＋Ｃ 含量的革兰氏阳性菌［６７⁃６８］ 和一些革兰氏阴性
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菌［６９］的复苏．目前，已经有多篇文献报道 Ｒｐｆ 及其同系物在功能菌的复苏中起关键作用［２６， ７０］，特别是控

制着放线菌门中大部分菌种的生长繁殖和复苏［７１⁃７２］ ．Ｐａｎｕｔｄａｐｏｒｎ 等研究结果表明，Ｒｐｆ 作为细胞因子，
在通过生长细胞分泌到培养基中时，与 ＶＢＮＣ 状态菌体表面的受体蛋白结合，通过促进细胞生长而触发

复苏［７３］ ．随后 Ｒｕｇｇｉｅｒｏ 等研究发现，Ｒｐｆ 启动细胞复苏是由于其溶壁活性直接降解 ＶＢＮＣ 细胞壁肽聚

糖，而并非与表面受体蛋白结合［７４］ ．关于后者目前有两种观点：一种观点认为 Ｒｐｆ 需要降解对菌体生长

有抑制作用的肽聚糖，从而促进细胞分裂和生长恢复；另一种观点认为 Ｒｐｆ 降解的肽聚糖产物可能与其

他因素相互作用，并作为“第二信使”刺激 ＶＢＮＣ 细胞的复苏和生长［６６］ ．
最近，Ｙｅ 等研究发现添加 Ｒｐｆ 的培养液可以复苏 ＶＢＮＣ 状态的 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｂｉｐｈｅｎｙｌｉｖｏｒａｎｓ ｓｔｒａｉｎ

ＴＧ９Ｔ，并促进此功能菌对 ＰＣＢ 的降解［３０］ ．出现这一结果的主要原因是外源性 Ｒｐｆ 刺激了 ＴＧ９Ｔ中 ｒｐｆ 同
源基因（ ｒｐｆＡ、ｒｐｆＤ 和 ｒｐｆＥ）的内源性表达，从而使 ＶＢＮＣ 状态的 ＴＧ９Ｔ细胞复苏．ＴＧ９Ｔ细胞的再生和增殖

又导致细菌数量的积累和 ＰＣＢ 分解代谢基因（ｂｐｈＡ 和 ｂｐｈＣ）的强烈表达，最终促进了 ＰＣＢ 降解效率的

提高．但其并没有解释 Ｒｐｆ 如何作用来刺激菌体的复苏，因此 Ｒｐｆ 是直接作用于肽聚糖来复苏 ＶＢＮＣ 状

态功能菌还是作用于肽聚糖后释放其他信号因子引起细胞复苏还不清楚．这也是目前未能发现更多潜

在功能菌的原因．在未来的研究中，可以结合分子手段来分析 Ｒｐｆ 的作用机制，依据不同菌种对症下药，
使其复苏并高效发挥作用．
４．２　 群体感应

群体感应（ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ）是一种细胞间的通讯行为，它使细菌能够根据周围微生物群落的细胞密

度和物种组成变化，集体地改变行为并做出适应性的调节．这一过程通过一种被称为自诱导因子的信号

分子的产生和分泌来实现［７５］ ．由基因 ｌｕｘＲ 编码的 ＬｕｘＲ 是一种转录调控蛋白，它能够调控毒性基因的表

达和细菌生物膜的形成等多种细菌生理过程［７６］ ．ＲｐｏＳ 则是 ＲＮＡ 聚合酶的一个亚基，由 ｒｐｏＳ 基因编码

并表达，在细菌应对环境胁迫时起主要调节作用［７７］ ．当环境条件允许时，由群体感应介导的过程可以作

用于 ＶＢＮＣ 细胞，触发 ｌｕｘＲ 和 ｒｐｏＳ 等相关基因的表达，从而使其复苏［７８－７９］ ．Ａｙｒａｐｅｔｙａｎ 等发现自诱导因

子 ＡＩ⁃２ 可以在体内和体外复苏创伤弧菌的 ＶＢＮＣ 细胞，但在 ｌｕｘＳ 或 ｒｐｏＳ 基因突变体的 ＶＢＮＣ 培养体系

中菌体却无法复苏，待向培养物中添加外源 ＡＩ⁃２ 便可重新唤醒 ＶＢＮＣ 细胞［６４］ ．另外，群体感应过程中

ＬｕｘＲ 增强了 ｒｐｏＳ 基因的表达，且随着复苏的进程，ｒｐｏＳ 基因的表达显著增加，进而使 ＲｐｏＳ 活性增加并

引起过氧化氢酶 （ ＫａｔＧ） 过量表达，这使得细胞能够抵御培养基中的过氧化氢而进行生长和复

苏［６４， ８０－８１］ ．这些结果都说明 ＬｕｘＲ 和 ＲｐｏＳ 是 ＡＩ⁃２ 介导 ＶＢＮＣ 菌体复苏的重要参与者．除此之外，ＬｕｘＳ 和

ＡＩ⁃３ 等因子在 ＶＢＮＣ 细胞的复苏过程中同样发挥着重要作用，如 Ｋｅｎｄａｌｌ 等总结的 ３ 种群体感应系

统［８２］，包括 ＬｕｘＲ 过程、ＬｕｘＳ ／ ＡＩ⁃２ 系统、以及 ＡＩ⁃３ ／ ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ／ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ 系统，每种系统起关键作

用的因子不同．研究还发现 ＯｘｙＲ 作为一种重要的调节蛋白，在抗氧化中起着关键作用，能够调控菌体的

氧化应激反应［８３］ ．Ｌｉａｏ 等研究发现，群体感应系统可以触发过氧化氢酶的表达，使菌体从 ＶＢＮＣ 状态复

苏，而不依赖于 ＯｘｙＲ 调控因子［８４］ ．这个结果同 Ａｙｒａｐｅｔｙａｎ 等［６４］研究结果一致，充分证实了群体感应在

ＶＢＮＣ 细菌复苏过程中的重要性．当然，这些因子不是独立地发挥作用，不能排除群体感应外与 ＶＢＮＣ 相

关的其他复苏机制的影响，如严紧反应、ＴＡ 系统和 Ｒｐｆ 等．
另外一方面，调控群体感应过程可以诱导活性细菌进入 ＶＢＮＣ 状态．水体污浊和散发臭味是一种常

见的环境问题．水体表面由于细菌生物膜的存在，使大量生物幼体附着在膜上而造成小型或大型的生物

污损．黄等研究发现群体感应与细菌生物膜的形成息息相关［８５］ ．对于环境治理来说，可以通过调控群体

感应过程诱导水体表面细菌进入 ＶＢＮＣ 状态，抑制生物膜的形成进行生物防污．关于群体感应中的哪些

因子或途径在调控生物膜的形成过程中发挥关键性作用有待于进一步研究．因此更加有必要研究 ＶＢＮＣ
细菌的群体感应机制，为发现环境中更多的潜在功能菌及高效开展环境治理提供重要参考．
４．３　 丙酮酸⁃可代谢碳源

丙酮酸是一种抗氧化剂［８６］，可以清除过氧化氢［８７］ 和羟基自由基［８８］，防止脂质过氧化［８９］ ．因此，利
用这一特点，一些研究已经将丙酮酸描述为复苏的主要促进剂［２， ９０］ ．但近年来的报道显示，丙酮酸不仅

仅是因为其可以降解细胞内过氧化物，它还可以作为可代谢碳源，并激活某些物质的代谢途径而触发

ＶＢＮＣ 细胞的复苏［８６］ ．Ｍｕ 等利用丙酮酸，已成功从海洋沉积物中分离出多种潜在的功能菌，其中包括
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Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ 和 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｈｅｎｇｌｉｅｎｓｉｓ，这两种细菌可以降解多环芳烃和芳香族化合物，在生物修

复中发挥重要的作用［９０］ ．最近，Ｖｉｌｈｅｎａ 等研究也证实了丙酮酸作为可代谢碳源可以使 ＶＢＮＣ 细胞复苏

这一结论，并发现 ＢｔｓＳＲ 和 ＹｐｄＡＢ 系统对丙酮酸存在下 ＶＢＮＣ 细胞的复苏至关重要［９１］ ．其研究结果显

示，细菌在复苏过程中，通过组氨酸激酶⁃反应调节系统 ＢｔｓＳ ／ ＢｔｓＲ 和 ＹｐｄＡ ／ ＹｐｄＢ 来感知刺激，进而介导

丙酮酸 ／ Ｈ＋转运体 ＢｔｓＴ 迅速吸收丙酮酸，然后触发细胞内 ＤＮＡ 和蛋白质的合成，启动细胞的复苏．通过

组学手段进一步发现，缺乏这种系统的 ＶＢＮＣ 细胞在丙酮酸的存在下无法复苏，因为其无法恢复 ＤＮＡ
和蛋白质的合成．因此，可以考虑利用该机制微调细菌对丙酮酸的吸收，来抑制 ／促进细菌 ＶＢＮＣ 的发

生 ／复苏．

５　 结论与展望（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ）
随着环境污染问题的频繁爆发，功能菌群在生物修复方面的作用越来越重要．然而，实际环境中存

在着各种物理、化学等胁迫因素，这些都使得实验室中分离出的高效菌种进入 ＶＢＮＣ 状态而无法在实际

场地环境修复和污染治理中表现出较高的活性［９２］ ．如 Ｆｉｄａ 等于 ２０１７ 年发现一株 ＰＡＨ 降解菌株

Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ｓｐ． ＬＨ１２８ 在接种到菲污染土壤中后迅速进入 ＶＢＮＣ 状态使其无法发挥降解功能［４０］ ．
因此掌握细菌进入和退出 ＶＢＮＣ 状态的分子机制，对于如何预防功能菌群进入 ＶＢＮＣ 状态，以及如何激

发 ＶＢＮＣ 细胞在生物修复中充分发挥作用具有重要的实际意义．
自 ＶＢＮＣ 状态发现以来，学者们陆续提出对 ＶＢＮＣ 状态的检测和识别方法，例如，光学法、ＰＣＲ 法和

生物传感器法等．这些方法各有利弊，可根据不同菌体的特性进行选择，同时要考虑到菌体的诱导和复

苏因素，而这些又与 ＶＢＮＣ 的形成和复苏机制紧密联系．所以，在实际应用中，不仅要针对不同菌体选择

最佳复苏方式，还要结合最优的检测方法来评估 ＶＢＮＣ 功能菌复苏后的环境修复作用．另外，无论是

ＶＢＮＣ 菌体的形成还是复苏都是可逆的，细菌可以通过逆向调控 ＶＢＮＣ 形成机制来促进细胞的复苏，也
可以通过逆向调控复苏机制来诱导 ＶＢＮＣ 细胞的形成．关于 ＶＢＮＣ 状态机制的研究已经取得了一定进

展，尤其是对潜在功能菌的发掘．在这个方面，研究者主要利用 Ｒｐｆ 复苏和培养污染物降解菌，并对其进

行分离和研究．但环境污染问题种类多样，包括水体污染、土壤污染、化学污染和生物污染等，不同污染

区的污染物和土著的微生物群落也不尽相同．所以，想要挖掘更多的功能菌种，还需对 ＶＢＮＣ 细菌不同

的复苏机制及其具体调控通路进行深入的探究．现在大多数文献采用单一转录组学或蛋白质组学方法，
即便对两者进行整合分析也很难实现信息补足和功能验证［９３⁃９４］ ．这些结果只能说明部分基因或蛋白质

参与了细胞 ＶＢＮＣ 状态的形成，并不足以揭示其具体的作用机制．
因此，在未来的研究中，可以对以下三个方面进行深入探究，包括：（１）环境中的潜在功能菌普遍存

在于不同的污染场所，许多未发掘的 ＶＢＮＣ 细菌具有很好的污染降解能力．因此，可以根据上述复苏机

制，利用 Ｒｐｆ、群体感应分子和丙酮酸等在污染场所对 ＶＢＮＣ 细菌进行复苏．由于不同污染区的细菌感知

刺激并传递信号的途径不同，所以需要对本地细菌建立小的培养体系，研究不同因子的添加对其复苏及

污染物降解的影响，根据 ＶＢＮＣ 细菌对不同因子的响应，选择合适的复苏方式提高本地细菌的降解能

力，达到加速生物修复污染物的目的．（２）在控制污损现象方面，可以通过将水体表面的微生物诱导进入

ＶＢＮＣ 状态，使其无法形成生物膜进行治理．在细菌进入 ＶＢＮＣ 状态的过程中，涉及众多基因和蛋白质分

子，如何选择合适的方法来调节关键性因子或形成再生延迟体隔离生长所需的蛋白质分子使其进入

ＶＢＮＣ 状态需要进一步探究．同时在诱导水体表面微生物进入 ＶＢＮＣ 状态时，如何避免其他有益微生物

进入该状态也是一个值得研究的问题．（３）在实际场地治理中，接种目标功能菌种并不能使治理效果达

到理想状态，这可能是降解菌由于污染物的强选择压力迅速进入 ＶＢＮＣ 状态所致．微生物群落复杂，利
用群体感应提高其污染治理能力是一种有效途径．那么目标菌种如何在多种细菌产生信号分子的情况

下进行有效的复苏有待于进一步的探究．对以上研究方向的深入研究，对于揭示 ＶＢＮＣ 状态功能菌在环

境污染的治理和控制以及在物质循环方面的贡献具有重要的理论意义和实践价值．
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