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食源性微生物 VBNC 状态检测与分离方法的研究进展 
 

聂新颖，张蕊蕊，蒋丽芬，李群英，夏必帮，廖红梅 

（江南大学食品学院，江苏无锡 214122） 

摘要：在环境胁迫下，部分食源性微生物（大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、乳酸菌和酵母等）会进入活的非可培养状

态（Viable but non-culturable，VBNC）得以存活。进入 VBNC 状态的微生物在细胞形态、代谢活性以及致病性等方面发生了变化，

并且不能用常规的方法将其检出，因此给食品质量与安全带来了极大的挑战。本文总结了食源性微生物 VBNC 状态的发展趋势；简

单介绍了食源性微生物 VBNC 状态的各种环境诱导因素、生理生化特性和复苏条件；着重论述了应用于食源性微生物 VBNC 状态的

分子检测技术和噬菌体检测法，并讨论了方法的优缺点及优化方案。此外，本文还总结了分离和纯化 VBNC 状态微生物的方法并分

析了方法的可行性，以期为进一步探究食源性微生物 VBNC 状态的生理特性，研发更加快速、简便和高效的检测分离方法提供参考。 
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Research Progress of Detection and Separation Methods for Foodborne 

Microorganisms at VBNC State 
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(College of Food Science, Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 
Abstract: Under environmental stress, some food-borne microorganisms (Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, 

lactic acid bacteria, yeast, and others) can stay alive by entering a viable but non-culturable (VBNC) state. Microorganisms entering the VBNC 

state change in terms of cell morphology, metabolic activity, and pathogenicity, and cannot be detected by conventional methods, thus posing 

great challenges to food quality and safety. In this study, the development trends of foodborne microorganisms in the VBNC state were 

summarized and the various environmental induction factors, physiological and biochemical characteristics, and recovery conditions were 

briefly introduced. The molecular detection technology and phage detection methods that are applied to food-borne microorganisms at VBNC 

state were mainly discussed, and the advantages and disadvantages of these methods and possible  optimization protocol were examined. In 

addition, the detection and separation methods for microorganisms at VBNC state were summarized and the feasibility of these methods was 

analyzed. The purpose of this paper was to provide a reference for the further investigations of the physiological characteristics of foodborne 

microorganisms at VBNC state, and the development of faster, simpler, and more efficient detection methods. 
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微生物活的非可培养（Viable but non-culturable，

VBNC）状态是指微生物失去了在传统培养基上生长

繁殖的能力，但在合适条件下又可复苏并恢复可培养

性的一种特殊休眠状态[1]。由于微生物的这种特殊状

态用常规的方法检测不出，在实际检测中容易造成漏

检，因此给食品安全和人类健康带来了潜在的威胁。 
食品中主要的致病微生物包括大肠杆菌、单核细

胞增生李斯特氏菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌等。 
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当前，食源性疾病是食品安全的主要问题。据世界卫

生组织（World Health Organization，WHO）统计，现

今每年全球大约有 15 亿腹泻病人，其中因食用微生物

污染的食品引起的约占 70%[2]。腐败微生物能够引起

食品的变质，常见的食品腐败微生物有细菌、酵母菌

和霉菌。在食品加工过程中，一些致病和腐败微生物

为了适应不良环境如低温、高渗透压和防腐剂等会进

入活的非可培养状态得以存活，一些致病菌甚至仍然

保留毒力。因此，杀灭食品中的致病菌和腐败菌以防

止其污染，研发简便、高效、低成本的技术以检测食

源性微生物的种类和数量一直都是食品生产者和食品

质量监管部门期望解决的问题。然而，食源性微生物

的 VBNC 状态却给食品生产者和监管部门带来很大
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的挑战。本文简单介绍了食源性微生物 VBNC 状态的

研究趋势、诱导因素、生理生化特性、复苏条件并详

细论述应用于食源性微生物 VBNC 状态的分子检测

技术、噬菌体检测法以及分离和纯化 VBNC 细胞的方

法，并讨论了方法的优缺点及优化方案，以期为进一

步探究食源性微生物 VBNC 状态的生理特性，研发更

加快速、简便和高效的检测分离方法提供参考。 

1  VBNC状态研究现状 

1982 年徐怀恕等首次在河口和海洋环境中发现

生存但不可培养的霍乱弧菌（Vibriocholerae）和大肠

杆菌（Escherichia coli）[3]，1985 年 Colwell 正式提出

VBNC 概念 [4]，此后越来越多的学者报道了关于

VBNC 状态的研究（图 1）。目前，已经报道有 33 个

属的革兰氏阳性细菌，11 个属的革兰氏阴性细菌[5]和

部分酵母菌能够进入 VBNC 状态。表 1 总结了近五年

部分食源性致病菌和腐败微生物 VBNC 状态的研究

状况，从表中可以发现随着研究者对这种特殊状态的

深入了解，越来越多的学者更加注重对 VBNC 状态检

测方法的研究。 

 
图1 关于VBNC状态发表的文献情况 

Fig. 1 Published studies about VBNC state 

 

表 1 近五年VBNC状态的研究状况 

Table 1 Research status of VBNC state in the past five years 

时间/年 菌种 诱导因素 复苏方法 检测方法 参考文献

2011 副溶血性弧菌 4 ℃、寡营养、富营养 升温、加营养物等 RT-PCR [6] 

2012 酿酒酵母 硫酸盐 调节 pH qPCR [7,8] 

2013 金黄色葡萄球菌 
4 ℃、15%（m/V）NaCl、 

0.3%(V/V)乙酸的营养肉汤培养基 
8%无菌 Tween80 PMA-qPCR [9] 

2013 大肠杆菌 8 ℃ - PMA-qPCR [10] 

2013 粪肠球菌、分枝杆菌 再生水系统 时间、余氯量、营养元素 
PMA-qPCR

和 Q-RT-PCR
[11] 

2014 单增李斯特菌 2 ℃、pH 6.0 - PMA-qPCR [12] 

2015 沙门氏菌和痢疾志贺氏菌 高温厌氧消化 离心脱水 RT-qPCR [13] 

2015 丁香假单胞菌 外酚醛树脂，乙酰丁香酮 - 流式细胞术 [14] 

2015 霍乱弧菌 4 ℃ - PMA-PCR [15] 

2016 乳酸菌 温度，pH 值，营养成分，培养时间 改变温度加营养物 试剂盒法 [16] 

2016 酿酒酵母 亚硫酸盐（SO2） 除去 SO2 流式细胞术 [17] 

1.1  VBNC状态的诱导因素 

 
图2 细菌VBNC状态的形成过程[18] 

Fig. 2 Formation of the VBNC state in bacteria [18] 

当细菌暴露于各种应激环境时，存在细胞修复机

制的激活。由于环境应力的类型和程度不同，部分细

菌会进入 VBNC 状态[18]（图 2）。已知诱导细菌进入

VBNC 状态的环境因素主要有不适宜温度、渗透压、

氧气、寡营养、食品防腐剂、重金属、射线（紫外线、

可见光）和白光曝照等[19,20]。其中，温度是诱导 VBNC
状态的主要因素，包括低温诱导和高温诱导，一般弧

菌易受到低温诱导，而其它菌如金黄色葡萄球菌易受

高温诱导[21]。 

1.2  VBNC状态的理化特性 

进入 VBNC 状态的微生物在细胞形态、代谢活

性、致病性和基因表达等方面与正常细胞相比发生了
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一定的变化。例如此状态的细菌通常表现出矮化现象，

形态变为球状[18]。有研究表明处于指数期的 VBNC 态

棒状溶血性弧菌在初始阶段形成异常形状的细胞，而

Su 等 [22]认为形成不规则形状的细胞可能是弧菌

VBNC 状态的共同特征。当微生物进入 VBNC 状态时

其代谢活性表现出显著的变化。这种状态的微生物细

胞壁合成或代谢仍然维持；膜电位高，膜脂肪酸含量

增加；细胞质浓缩，核糖体及染色质核酸物质密度明

显降低，蛋白质和脂质总量下降，但微生物在开始进

入非可培养状态时，一般会合成一些新的蛋白质[23]。

众多研究结果表明 VBNC 状态的致病性是否保留与

致病菌的种类有关。一般情况下，病原体在 VBNC 状

态不能引发疾病，但是保留毒力，并且可以在它们复

苏至活跃代谢状态后开始感染。处于 VBNC 状态或复

苏时的基因（包括参与细胞膜/壁生物合成、中枢代谢、

脂质和脂肪酸代谢和毒力因子等）表达情况也一直受

到研究者的关注（表 2），其中大肠杆菌 VBNC 状态

的蛋白组学变化研究的已经比较深入。 
表2 VBNC细菌中的某些基因的表达情况 

Table 2 Expression of certain genes in VBNC bacteria 

细菌名称 基因的表达 参考文献 

创伤弧菌 RpoS（主要应激因子）的持续表达；vvhA（溶血素）停止在 707o 菌株中的表达。 [24] 

副溶血弧菌 mreB(细胞骨架蛋白)在稳定期和饥饿存活条件下的表达下降 [25] 

大肠杆菌 O157:H7 rfbE（脂多糖）和 fliC（H7 鞭毛蛋白）表达下降 [26] 
大肠杆菌 O157MP37 OmpW（外膜蛋白）表达增加 [27] 

粪肠球菌 
PBP5（青霉素结合蛋白肽聚糖生物合成最终阶段的基因）在 3 个月内正常表达， 

超过 3 个月表达降低 
[28] 

幽门螺杆菌 CagA 培养 40 d 后表达，VacA 和 UreA（毒力因子）持续表达 [29] 

结核分支杆菌 抗原 85B 基因大量持续表达 [30] 

1.3  VBNC状态的复苏 

处于 VBNC 状态的食源性微生物一旦复苏，将会

严重影响食品的质构和安全性，因此给食用者的健康

带来潜在危险。研究表明温度、体内培养、复苏促进

因子（resuscitation-promoting factors，Rpfs）、生长自

动诱导剂等能够促进 VBNC 状态的复苏（表 3）。其

中 Rpfs 的化学本质是蛋白质，生长自动诱导剂对热稳

定，然而这两大类复苏因子究竟包括哪些物质目前并

没有明确。 

2  VBNC状态的检测方法 

由于处于 VBNC 状态的微生物不能用传统培养

方法进行检测，因而建立高效准确的检测方法成为本

研究领域的一个重要方向。通常，通过检测以下指标

评估 VBNC 状态微生物的存活力：细胞膜的完整性、

代谢活性、特异性基因（例如 16S 核糖体 RNA）的表

达和特异性蛋白质的差异表达（例如大肠杆菌中的主

要外膜蛋白 Omp）（表 4）。当前检测 VBNC 状态微生

物的方法包括活菌直接计数法、放射自显影检测法、

核酸染料检测法、呼吸检测法、流式细胞仪检测法、

免疫学法、分子生物学法和噬菌体检测法等（表 5）。
以下主要对应用于食源性微生物 VBNC 状态的分子

检测技术和噬菌体检测法进行综述，并讨论了方法的

优缺点及优化方案。 
 

表3 VBNC细菌主要的复苏因子 

Table 3 Major recovery factors of VBNC bacteria 

复苏因子 细菌 研究内容 

温度 
副溶性血弧菌[31] 温度能够控制副溶性血弧菌的 VBNC 状态 
创伤弧菌[32] 升高温度可以使 VBNC 细菌真正的复苏 

体内培养 
嗜肺军团菌[33] 在原生动物棘阿米巴多藻中能够复苏 

增生李斯特氏菌[34] 接种到胚胎卵的卵黄囊中可以复苏 

Rpfs 
结核分枝杆菌[35] Rpfs 不仅能够促进复苏而且还具有毒力 

哈氏弧菌[36] YeaZ 蛋白可以促进野生型和突变细胞的哈氏弧菌从 VBNC 状态复苏到可培养状态

生长自动诱导剂 鼠伤寒沙门氏菌[37] 培养过细菌的培养基能导致细菌复苏 
肠出血性大肠杆菌[38] 新型群体感应系统 AI-3 能够激活肠出血性大肠杆菌毒力基因表达 
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表4 大肠杆菌VBNC状态的蛋白组变化 

Table 4 Reported proteomic changes in VBNC Escherichia coli 

蛋白质/mRNA 变化 可能的意义 参考文献 
延伸因子（TU） 保持表达 表明维持蛋白质合成 [39,40] 

烯醇酶 持续表达 糖酵解的维持 [40] 

δ-3-磷酸甘油酸脱氢酶 持续表达 维持氨基酸合成 [40] 

苏氨酸合成酶 持续表达 维持氨基酸合成 [40] 

二氨基庚二酸（DAP） 交联增加 
可能是 VBNC 的条件下产生肽聚糖 

交联的有利方法，其中缺乏五肽供体 
[41] 

神经肽（含三肽） 增加 与形状转变有关 [41] 

糖链 长度减少 与形状转变有关 [41] 

青霉素结合蛋白 不存在 阻断或减少肽聚糖装配和生长 [41] 

OmpW 增加体内传代 对应激敏感（增加应激反应） [39,42] 

rpoS（检测 mRNA 水平） 持续表达 
表明 rpoS 基因（和蛋白质）参与 VBNC 

状态下大肠杆菌的持久性 
[43] 

gapA（检测 mRNA 水平） 持续/增加 糖酵解的维持 [44] 
16S RNA 持续/增加 维持核糖体功能 [44] 

表5 VBNC细菌的检测方法 

Table 5 Detection methods for VBNC bacteria 

方法 功能/指示 方法的优缺点 参考文献

活菌直接计数法 细菌形态变化 
优点：简便、直接。 

[58] 
缺点：准确性差。 

流式细胞仪 膜电位，膜完整性，酶活性 
优点：准确，快速的结果，灵敏，复用。 

[59] 
缺点：设备昂贵，技术熟练的操作人员。 

免疫学方法 
抗原性，与其特异性抗体相结

合 

优点：简便、特异性好、重复性强、敏感性高。 
[60] 

缺点：影响准确性。 

PMA-qPCR. 核酸染料，膜完整性 
优点：快速、易于操作。 

[50] 
缺点：对待检测样本的灭菌方法有要求。 

RT-PCR 16S 核糖体 RNA 的定量 
优点：灵敏，具体，快速的效果。 

[61,62] 
缺点：mRNA 易于降解且提取过程复杂 

PMA-RF-LAMP 荧光染料，DNA 扩增 
优点：高特异性，灵敏度和快速性，成本低，操作简便。 [52] 

缺点：应用较少。  

噬菌体 活细胞的溶解活性 优点：生产方便，价格低廉，特异性强，耐用。 [56] 
缺点：细菌中固有物质的潜在抑制作用。  

2.1  基于外源绿色荧光蛋白的检测 

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）
最早是在 1962 年由下村修等人在水母中发现。其基因

所产生的蛋白质，在蓝色波长范围的光线激发下，会

发出绿色萤光。由于这种特殊的蛋白质对细胞没有毒

性且荧光性稳定，其标记系统不需要外源性底物及辅

助因子就能在单细胞中表达 GFP 基因，经紫外光照射

后可直接观察，在分子生物学和细胞生物学领域得到

广泛应用。经 GFP 标记的细胞和未标记的细胞在

VBNC 状态下表现相似的生理特征，但是 VBNC 状态

下的细胞可以保持荧光，而死细胞由于细胞膜不完整，

没有荧光可见。利用 GFP 基因作为报告基因在活细胞

中诱导表达，能够有效的区分死活细胞，因此可以作

为检测 VBNC 细胞的方法。 
Lowder 等[45]用天然（稳定）GFP 标记假单胞菌，

其 VBNC 细胞在 37.5 ℃饥饿环境下可以保持荧光 6
个月，而饥饿细胞在 30 ℃可以保持荧光至少 11 个月。

随后，他们又研究了使用具有短半衰期的绿色荧光蛋

白变体作为检测 VBNC 细胞的潜力[46]。然而，不同于

具有天然（稳定）GFP 的菌株，用修饰的不稳定 GFP
标记的恶臭假单胞菌菌株在饥饿环境下其 VBNC 细
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胞快速丧失 GFP 荧光。在不稳定的 GFP 菌株中荧光

的损失是由于饥饿和 VBNC 条件代谢活动被抑制，

GFP 的蛋白水解并缺乏连续的 GFP 合成。因此，使用

修饰的不稳定 GFP 能够用于指示细胞进入 VBNC 状

态。根据此研究结果，他们认为 GFP 标记也应指示细

胞退出 VBNC 状态时的代谢活性。然而，遗憾的是当

时他们尝试复苏 VBNC 状态假单胞菌的实验并没有

成功。之后研究者将 VBNC 状态微生物检测方法的研

究重点转移至基于DNA染料结合其他技术的探究中，

对于绿色荧光蛋白标记检测法的相关文献报道较少。 

2.2  基于微生物m RNA的检测 

当微生物处于 VBNC 态时仍有一些基因被表达，

而 mRNA 与微生物的活性直接相关，一些研究者应用

逆转录 PCR(reverse transcription PCR，RT-PCR)技术对

VBNC 态微生物进行检测。16S 核糖体 RNA 已经用于

VBNC 状态定量的研究，因为这些细胞维持核糖体

RNA 的水平与正常细胞一样高，并保持还原酶活性

（活细胞必需的）[18]。以 RT-PCR 为基础扩增 mRNA，

能客观而准确地评价食源性微生物 VBNC 态的潜在

危害，是目前使用的主要方法之一。 
李影等[47]依据 VBNC 状态时高量表达的沙门氏

菌特异性基因设计两种引物C1和C5，并运用RT-PCR
技术进行检测。结果表明，引物 C1 和 C5 具有较好的

特异性和敏感性，可用于建立 VBNC 沙门菌的检测方

法。González-Escalona 等[48]为了检测 VBNC 状态下的

霍乱弧菌，对 tuf，rpoS 和 relA 的 16S rRNA 和 mRNA
进行靶标，结果表明，基于选定的 RNA 靶标的新的

Q-RT-PCR 方法可以成功地用于霍乱弧菌的鉴定和环

境中其代谢活性的评估。但是微生物 mRNA 非常不稳

定极易被降解，在提取过程中要求具有严格的无酶环

境且提取过程复杂，因此有待探索更加准确、快速和

简便的方法以检测 VBNC 状态的食源性微生物。 

2.3  基于DNA染料（EMA/PMA）的检测 

为了弥补 PCR 技术无法将DNA 与死细胞和活细

胞区分开来这一缺点，研究人员利用生物染料如叠氮

溴化乙啶（edthidiummonoazide bromide，EMB）和叠

氮溴化丙锭（propidiummonoazide bromide，PMA）在

DNA 提取前对样品进行预处理，将 EMA 或 PMA 插

入死细胞的 DNA 中，然后进行常规 DNA 提取和

qPCR。EMA/PMA 的作用机制可能是由于以下因素的

结合：（1）当将 EMA 或 PMA 溶液加入到完整膜和膜

受损细胞的混合物中时，充分混匀孵育一段时间，该

化学物质可以选择性地仅进入受损细胞；（2）

EMA/PMA 一旦进入细胞内，便会插入膜受损细胞的

DNA 中；（3）强可见光照射使 EMA/PMA 分解产生

一种氮烯类物质，其可以与膜受损细胞内附近的任何

有机分子反应，包括结合的 DNA；（4）该修饰强烈地

抑制 PCR 中 DNA 扩增的顺序；（5）同时，溶液中残

留的过量染料在强光照射后与水分子反应，所得羟胺

不再具有反应性，因此来自具有完整膜细胞的 DNA
在提取中未被修饰。通过这种方法，最终使死亡细胞

中的 DNA 在核酸纯化中被选择性的剔除，在随后的

PCR 中只扩增活细胞的 DNA[49,50]。 
虽然 EMA-qPCR 和 PMA-qPCR 技术应用广泛，

但在实际样品检测时，两种染料各有优缺点。EMA
不仅能进入破损的细胞膜，对完整的细胞膜也有一定

的渗透性，而 PMA 对完整的和破损的细胞膜的渗透

能力均不如 EMA，因此用 PMA 处理样品时经常会产

生假阳性结果。实际应用时，两种染料的选择需考虑

许多因素，例如染料的浓度、孵育时间、光源选择、

样品中死亡细胞的数量、反应液的盐浓度、反应液的

pH 以及目的基因的长度等。庞贝妮等[51]将 EMA 和

PMA 与 qPCR 技术相结合，通过对曝光时间、染料浓

度进行优化，对比 2 种试剂的作用效果，确定最为适

宜的预处理方式是使用浓度为 l0 μg/mL EMA，曝 15 
min。对于相同浓度的菌悬液，PMA 则无法保证与热

致死茵 DNA 分子的有效交联，对于死茵扩增的抑制

效果不理想。因此 EMA-qPCR 更适宜作为沙门氏菌检

测的一种初筛方式。 
最近Zhong等[52]研究出一种新的检测方法即基于

PMA的实时荧光环介导等温扩增技术（PMA treatment 
with real-time fluorescent loopmediated isothermal 
amplification，PMA-RF-LAMP），该方法是将不同状

态的细胞（死细胞，VBNC 细胞和指数期细胞）用一

定浓度的 PMA 处理后在暗处室温条件下孵育 5 min，
然后在冰浴环境下打开离心管盖并置于距离650 W卤

素灯 15 cm 处曝光 5 min。随后收集细胞，提取 DNA
并通过 RF-LAMP 进行扩增。LAMP 产物的检测操作

简便，不需要进行繁琐的电泳，可以直接使用荧光染

料对目标序列产物是否得到扩增进行定性判断，效果

最好的荧光染料是 SYTO-9。研究结果表明该技术特

异性强，灵敏度高，操作时间短且成本较低。因此，

在 VBNC 状态的检测方面其优于 PCR，将会成为快速

检测食源性致病菌和腐败菌 VBNC 状态的有力工具。 
然而基于 DNA 染料检测方法的理论基础是以细

胞膜的完整性判断细菌的死/活状态。在自然状态下，

细胞膜的裂解可能是细胞死亡的最极端也是最后一个

过程。由于不同的灭菌或消毒方法作用机理不同，造
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成细胞死亡的最主要因素不同。理论上，因细胞膜损

伤而死亡的细菌其 DNA 才能被 EMA/PMA 结合从而

从复杂样本中去除，如 UV 照射可造成细菌迅速死亡，

失去繁殖能力，但是 UV 杀菌主要是因为射线穿过细

胞膜直接破坏了细菌 DNA 的结构，细菌的遗传物质

不能被复制，并不涉及细胞膜的损伤。随着广大学者

对此缺点的认识，已经有研究者提出解决这些问题的

办法。例如 Soejima[53]等建议使用铂化合物，因为铂

金属可以被哺乳动物细胞中的核酸配体螯合，不受光

照影响且价格便宜。Wang 等[54]和 Li 等[55]试图向 PMA
溶液中添加十二烷基肌氨酸，结果发现 0.2%的十二烷

基肌氨酸可以增加 PMA 对死细胞的渗透，并且对活

细胞几乎没有影响。但是这些优化方案也是基于死亡

细胞和活细胞细胞膜的完整性而提出的，因此该检测

方法的使用仍然受到灭菌方式的限制。 

2.4  噬菌体检测法 

基于传统培养方法无法检测 VBNC 状态的微生

物，而 PCR 几乎不区分死亡细胞，RT-PCR 中 mRNA
提取繁琐且环境条件要求高和基于 DNA 染料检测法

对灭菌方式有要求的缺陷，一些研究者提出用特异性

噬菌体检测 VBNC 细胞的方法。其原理是 VBNC 细

胞能够引起噬菌体的复制，且处于不同状态的细菌释

放后代噬菌体的量也不相同，通过建立噬菌体释放量

和灭菌时间的标准曲线定量活菌细胞。例如 Ben 等[56]

提出并验证了一种基于大肠杆菌特异性噬菌体（Qβ
噬菌）的微生物检测法来检测和评估 VBNC 细胞。研

究人员用 Qβ 噬菌感染被 UV 照射的大肠杆菌，通过

不同吸附动力学常数的比较和分析，确定了不同状态

下大肠杆菌 ATCC 13965 和后代噬菌体释放量之间的

关系。噬菌体感染水平和成熟 Qβ 后代噬菌体的释放

量与活细菌量成正比。研究发现，基于大肠杆菌的 UV
灭活动力学曲线，细菌暴露于 45 mJ/cm2紫外线可以

使 99.99%的细菌失活；当 UV 剂量为 60 mJ/cm2和 90 
mJ/cm2时大肠杆菌进入 VBNC 状态；当 UV 剂量高达

120 mJ/cm2时细菌已经进入亚致死状态，表明裂解噬

菌体可以检测持续存在于辐照悬浮液中细菌的活性。

因此 Qβ 噬菌体释放量可以作为检测紫外线照射后大

肠杆菌 VBNC 状态的指标。 
然而，另一种方法是用噬菌体磁阻生物芯片来评

估细胞活力。这种固定化噬菌体可以有效吸附活菌。

例如 Fernandes 等[57]将磁阻传感器与噬菌体探针组合

使用以检测 VBNC 生理状态的肠炎沙门氏菌细胞，并

通过细胞培养，流式细胞术和荧光显微镜评价。结果

表明噬菌体检测法可以清楚地检测到死沙门氏菌细胞

中的活菌。其原理是溶液中游离的噬菌体对热致死细

胞和 VBNC 细胞的识别能力不同，感染 VBNC 状态

细胞的噬菌体没有裂解。这种能力证实了金表面上的

固定化噬菌体检测信号的强弱与 VBNC 态的细胞浓

度具有相同的趋势。在磁阻生物传感器平台中测试噬

菌体探针，定量检测和鉴别死细胞、活细胞和 VBNC
细胞，具有高灵敏度。与没有区分死细胞的 PCR 技术

相比，细胞识别中的噬菌体最大限度地减少了通常与

大多数检测方法相关的假阴性和假阳性结果。 

3  VBNC细胞的分离 

随着人们对 VBNC 状态的了解，越来越多的研究

者关注如何将 VBNC 细胞从正常的细胞中分离出来。

关于该方面的文献较少，最近报道了两种不同的方法

用于这种特殊状态细胞的分离。 
第一种方法是在复苏因子作用的前提下，将其与

MPN 法相结合从而达到分离的目的。例如金夷[63]利

用 Rpf（通过加热或胰蛋白酶水解可失活的由藤黄微

球菌分泌的一种蛋白质）对 VBNC 细菌的复苏作用，

设计 MPN 培养系，通过计数 MPN 值获得样品细菌可

培养数，不但验证了 Rpf 对 VBNC 菌种的复苏促进作

用，而且从印染废水与制药废水处理系统中成功分离

出处于 VBNC 状态的菌群。类似的，Senoh 等[64]将

VBNC状态的霍乱弧菌接种到含复苏因子的培养基和

不含复苏因子的培养基上通过对比实验成功分离

VBNC 状态的霍乱弧菌。其原理是可培养的霍乱弧菌

在硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

（thiosulfate citrate bile salts sucrose，TCBS）上能够形

成典型的黄色菌落，处于 VBNC 状态的霍乱弧菌在复

苏因子(a factor convertingVBNC V. cholerae into a 
culturable state，FCVC)的作用下转化为可培养状态。

如果在 F-TCBS 上出现黄色菌落，TCBS 上没有菌落

形成，则表明此时的霍乱弧菌处于 VBNC 状态。但是

实验会出现三种结果，其中 F-TCBS 上出现的黄色菌

落数大于 TCBS 上的菌落数应该普遍存在，Senoh 等

的实验结果是一个理想状态，难以达到快速分离

VBNC 状态的目的。此外，该种方法最大的限制是要

确定微生物 VBNC 状态的复苏因子。然而，对于不同

的微生物和不同的生存体系其复苏因子可能不同，因

此如果能够找到 VBNC 态微生物的共同特性，进而探

究出它们共同的复苏因子便会简化分离过程。 
第二种方法是基于 VBNC 状态与正常状态微生

物分裂能力的不同探究的分离方法。例如 Wang 等[65]

对氯诱导的 VBNC 态大肠杆菌进行研究，使用聚烯丙

胺盐酸盐（Poly-allylamine hydrochloride，PAH）包被
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的磁性纳米颗粒（Magnetic nanoparticles，MNPs）捕

获和释放细菌细胞。其原理是 VBNC 细菌不分裂，正

常细菌分裂能力较强，在一定数量的 MNPs 下，VBNC
状态的细菌表面 MNPs 多，被磁铁吸引到磁体表面，

再通过引入带负电荷的聚 4-苯乙烯磺酸钠（Poly- 
sodium 4-styrenesulfonate，PSS）后 MNPs 与 PSS 结合

并吸附在磁体表面，VBNC 状态的细菌被释放从而得

以分离。但是该方法分离的 VBNC 状态菌可能包含死

菌，其可行性还需进一步探究。 

4  展望 

食源性微生物 VBNC 状态的不可培养性、潜在致

病性以及可复苏性使其成为食品安全的重大隐患。因

此，选择合适的方法将其检出并从正常的菌群中分离

出来是研究这类微生物的必要工作。随着分子生物学

的快速发展，PCR 技术及其衍生技术已成为国内外食

源性致病菌和腐败菌检测领域的研究热点，但是这些

技术仍然存在一定的缺陷，例如 PMA-qPCR 技术对待

检测样品的灭菌方法有要求，RT-PCR 技术中 mRNA
易于降解且提取过程复杂等。新研究的 PMA-RF- 
LAMP技术虽然报道具有高特异性，灵敏性和快速性，

但是该方法目前并没有广泛应用于 VBNC 状态的检

测，而且 PMA 的使用是基于细胞膜的完整性，然而

VBNC 状态微生物的细胞膜也有可能只有部分被破

坏，基于噬菌体的微生物检测法受到细菌中固有物质

的潜在抑制作用。此外，现在也没有成熟的技术对

VBNC 状态的微生物进行分离和纯化，已经报道的方

法也存在不足之处。例如 Senoh 等利用含复苏因子的

培养基和不含复苏因子的培养基通过对比试验进行分

离的方法虽然简单，但是前期要确定微生物 VBNC 状

态的复苏促进因子。然而，对于不同的微生物和不同

的生存体系其复苏促进因子可能不同，很难用于复杂

样品的分离检测，若能研究出适合所有微生物 VBNC
状态复苏的共同复苏促进因子，分离方法便可简化。

因此，目前迫切需要研究能够快速、精确且成本较低

的方法以检测和分离 VBNC 状态的食源性微生物，从

而为食品行业的健康快速发展做出贡献。 
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