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摘要：以绿孔雀粪便为研究对象，通过纯培养的方法研究细菌的数量、种类．结果表明，分离的２５株菌分别
为，小单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）、棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢八叠球菌属（Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ）、微球菌属
（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、异常球菌属（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）和巴尔加瓦属（Ｂｈａｒｇａｖａｅａ）．检测分离菌株
的４种酶活，淀粉酶呈阳性的菌株有８株，纤维素酶有１１株，蛋白酶有１４株，脂肪酶有１０株．这些阳性菌株
可为微生物酶资源的开发应用提供材料，也可为认识绿孔雀肠道微生物的功能提供数据支持．
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　　绿孔雀，属鸡形目雉科．杂食性，嗜食棠梨、黄泡
等浆果和稻谷等［１］，此外，还摄食昆虫，例如蟋蟀、

蚱蜢等．属于国家一级保护濒危珍稀动物，羽色美
丽，是一种著名的观赏鸟类，它的消化系统与一般鸟

类的大致相似．绿孔雀主要分布在中国的云南省，现
存数量比较稀少，属于直肠动物，其排泄系统不同于

哺乳动物．目前关于绿孔雀的肠道细菌纯培养研究
较少．因此，以绿孔雀粪便为研究对象，探讨其肠道
细菌纯培养的多样性及酶活性．

细菌的生存环境很广泛，如水体、植物体内、陆

地土壤及各种极端环境，此外，动物体内包括肠道、

口腔、体表等也有大量细菌存在［４－５］．研究［６］表明，



很多动物肠道微生物的优势类群是：厚壁菌门、拟杆

菌门、放线菌门以及变形菌门．其中被称之为放线菌
的这类细菌，是人们研究的热点，它是菌落呈放射

状、Ｇ＋Ｃ大于５０ｍｏｌ％的一类革兰氏阳性细菌，属
于细菌域放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）［７］，这类微生物
是目前为止药用抗生素的主要产生者．在很多高等
脊椎动物的消化道中也分离得到了多种类群的放线

菌．Ｚｈｕ等［８］用宏基因组的方法研究大熊猫的肠道

微生物，结果表明，放线菌占７．１％，有５．９％为未培
养类群．Ｋａｌｔｅｎｐｏｔｈ等［９］在欧洲土蜂（Ｅｕｒｏｐｅａｎｂｅｅ
ｗｏｌｆ）的触角腺中发现一种链霉菌，该链霉菌可在宿
主产卵前进入宿主血细胞，被幼虫吸附于茧壁上，起

到保护蜂茧免受病原真菌感染的作用，从而提高幼

虫的存活率．Ａｎｄｅｒｓｏｎ等［１０］在牛瘤胃中分离到一株

厌氧放线菌 Ｄｅｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｎｓ，该菌株可
降解某些饲料含中的毒素３－硝基－１－丙醇及３－
硝基－１－丙酸，推测可能与牛的解毒机制有关．

地球上的动物种类各异、食性也不尽相同，其数

量高达１５０万种之多，这些具有不同消化特点的动
物消化道为肠道细菌提供了“独一无二”的栖居地．
那么在绿孔雀这种稀有的禽类肠道中又有哪些放线

菌和细菌类群呢？通过本试验，既可认识绿孔雀粪

便细菌和放线菌的多样性，同时酶活阳性菌株又可

作为继续研究的微生物资源，此外，本研究还可为

观察孔雀的健康状况提供一定的参考依据．

１　材料与方法

１１　样品采集及预处理
１１１　样品采集

本项目研究的粪便样品采自云南野生动物园的散

养绿孔雀粪便（１号样）和昆明圆通山动物园的圈养绿
孔雀粪便（２号样）．采样时，观察到绿孔雀排泄后，立刻
将粪便的中间部分用无菌镊子置于无菌袋中，然后放

进冰盒，带回实验室置于４℃冰箱里保存待用．
１１２　样品处理

将采集到的２份粪便各取出一部分放入垫有无
菌纸的２个无菌培养皿中，将培养皿盖上，置于室温
至粪便干燥．然后各称取 １ｇ样品，分别稀释至
１０－４，１０－５和１０－６倍．
１２　培养基
１２１　分离培养基的制备

试验过程中采用了９种培养基（ｇ／Ｌ），具体成

分如下：

１）改进的ＨＶ培养基．淀粉２ｇ，硝酸钾０５ｇ，氯
化钾１７ｇ，硫酸镁０５ｇ，磷酸氢二钠０５ｇ，碳酸钙
００２ｇ，硫酸亚铁００１ｇ，硫胺素０５ｍｇ，烟酸０５ｍｇ，
泛酸０５ｍｇ，对氨基苯甲酸０５ｍｇ，核黄素０５ｍｇ，
维生素Ｂ６０５ｍｇ，肌醇０５ｍｇ，生物素０２５ｍｇ，琼脂
１５～１８ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７２［１１］．

２）改进的 Ｂｅｎｎｅｔ培养基．葡萄糖１０ｇ，酪蛋白
水解物２ｇ，酵母膏２ｇ，牛肉膏１ｇ，放线菌酮３０ｍｇ，
琼脂１５～１８ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０［１１］．
３）小米液体培养基．小米１０ｇ，葡萄糖１０ｇ，

碳酸钙２ｇ，氯化钠 ２５ｇ，蛋白胨为 ３ｇ，蒸馏水
为１０００ｍＬ，ｐＨ７２～７４［１１］．
４）ＢＰ培养基．牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，氯化钠

５ｇ，琼脂１５～１８ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０［１１］．
５）淀粉酪蛋白培养基．可溶性淀粉 １０ｇ，酵

母浸出粉４ｇ，酪蛋白２ｇ，琼脂为１５ｇ，天然海水
为１０００ｍＬ，ｐＨ７２～７４［１２］．
６）几丁质培养基．几丁质 １５ｇ，磷酸氢二钾

２０ｇ，氯化钾 ０５ｇ，磷酸二氢钾 １０ｇ，氯化钙为
０１ｇ，硫酸镁０７ｇ，酵母粉０５ｇ，氯化钠０５ｇ，琼
脂１５ｇ，天然海水１０００ｍＬ，ｐＨ７２～７４［１２］．
７）海水 Ｒ２Ａ培养基．酵母膏 ０５ｇ，蛋白胨

０５ｇ，酪蛋白水解物０１５ｇ，葡萄糖０１５ｇ，可溶性
淀粉０５ｇ，丙酮酸钠０３ｇ，磷酸氢二钾０３ｇ，硫酸
镁００５ｇ，陈海水１０００ｍＬ，ｐＨ７２～７４［１２］．
８）Ｍ２培养基．乙酸钠５０ｇ，蛋白胨０５ｇ，酵母

粉０５ｇ，普通肉汁培养基０５ｇ，葡萄糖０５ｇ，蔗糖
０５ｇ，可溶性淀粉０５ｇ，柠檬酸三钠００５ｇ，苹果酸
００５ｇ，酒石酸钾钠００５ｇ，硝酸铵１０ｇ，氯化铵为
０２ｇ，琼脂１５ｇ，海水１０００ｍＬ，ｐＨ７５～７６［１２］．

９）可溶性淀粉—酵母粉培养基．可溶性淀粉
１００ｇ，酵母粉１００ｇ，玉米淀粉１００ｇ，氯化钠为
２０ｇ，调ｐＨ至７０［１３］．
１２２　酶活筛选培养基

４种酶活基础培养基（１Ｌ）：ＫＨ２ＰＯ４５２４ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４１４０３ｇ，ｐＨ７０，琼脂 １３ｇ，１２０℃灭菌
３０ｍｉｎ．

蛋白酶筛选培养基（脱脂奶粉培养基）：加入灭

菌脱脂牛奶至终质量分数１５％．
淀粉酶筛选培养基（淀粉培养基）：加入灭菌可

溶性淀粉至终质量分数０２％．
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脂肪酶筛选培养基（三丁酸甘油酯培养基）：加

入灭菌三丁酸甘油酯乳化液至终质量分数１０％．
纤维素酶筛选培养基（羧甲基纤维素钠培养

基）：加入灭菌ＣＭＣ３００－８００至终质量分数０２％．
１３　分离培养

按照培养基的成分配制培养基，并编号．
用１ｍＬ无菌吸管分别吸取１０－４，１０－５和１０－６

的稀释菌液 １ｍＬ，对号放入编好号的无菌培养皿
中，每一稀释质量浓度对应３个平板．用无菌涂布棒
将样品稀释液涂匀．

将培养皿放入２８℃恒温培养箱倒置培养７ｄ，
然后观察和统计细菌数量和种类．

将分离培养得到的不同种类的细菌又分别接种

到斜面培养基．接种完毕，将培养皿放入２８℃恒温
箱培养７ｄ，然后纯化和统计细菌，以及纯化、保藏并
鉴定细菌．保藏采用牛奶管、甘油管和斜面．
１４　菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因测序
１４１　ＤＮＡ的提取

本次试验中提取ＤＮＡ的方法具体如下：
１）称取５０ｍｇ湿菌体；
２）加入 ５００μＬ用无菌水稀释成质量浓度为

２ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）；
３）加入５０μＬ２０％的ＳＤＳ和５μＬ的蛋白酶震

荡混匀１ｍｉｎ，于５５℃烘箱烘烤３０～６０ｍｉｎ；
４）加入 ５５０μＬ酚氯仿，震荡混匀后，转速为

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液；
５）加３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠５０μＬ上下翻转混匀，再

加异丙醇５００μＬ，室温放置片刻；
６）用转速为１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液；
７）加体积分数为７０％乙醇２００μＬ，上下翻转，

低温下转速为１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃乙醇；
８）去水干燥后加３０～５０μＬＴＥ（１×ＴＥ）溶解

ＤＮＡ，保存于４℃待用．
１４２　ＤＮＡ的测序

本次扩增引物采用细菌核糖体１６ＳｒＲＮＡ基因通用
引 物 （ＰＡ：５′ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ３′；ＰＢ：５′Ａ
ＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３′）．使用ＰＣＲ仪为Ｂｉｏｍｅｔｒａ．

提取各菌株基因组总 ＤＮＡ作为模板，进行１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增反应（表１）．

ＰＣＲ反应程序：预变性９４℃下５ｍｉｎ，变性９４℃
１ｍｉｎ，引物结合５４～５７℃１ｍｉｎ，链延伸７２℃２ｍｉｎ
（３０个循环），７２℃６ｍｉｎ．

表１　ＰＣＲ反应体系

体系组成 用量／μＬ

１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５０

ｄＮＴＰ ４０

ＰＡ １０

ＰＢ １０

Ｔａｑ酶 ０３

ＤＤＷａｔｅｒ ３７７

ＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ １０

ＰＣＲ扩增产物用０．８％的琼脂糖凝胶进行电泳
分析，用型号为 ＧＥＬＬｏｇｉｃ２００ＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ凝胶
成像仪检测试验结果．

根据琼脂糖凝胶电泳检测结果，将合格的 ＰＣＲ
产物送至上海生工测序公司，完成菌株的１６ＳｒＲＮＡ
基因测序工作［１４］．
１５　菌株的酶活检测

将２５株待测菌进行活化，分别接种于脱脂奶粉培
养基、淀粉培养基、三丁酸甘油酯培养基、羧甲基纤维

素钠培养基中，倒置于２８℃恒温培养箱中培养１周．
蛋白酶和脂肪酶活性鉴定可直接观察菌株是否

产生透明圈．纤维素酶活性鉴定需要加入５ｍＬ１％
刚果红溶液，染色１ｈ，倒出染料再加入１．０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液脱色 ２０ｍｉｎ，观察菌落周围是否出现清
晰、透亮的透明圈．淀粉酶活性鉴定则需要在平板中
加入５ｍＬ碘液，观察其是否产生水解圈．

２　结果与分析

２１　各类培养基上的微生物生长状态
从下图１可以看出，淀粉酪蛋白培养基的效果

最好，最适宜细菌和放线菌的生长．改进的ＨＶ培养
基和海水Ｒ２Ａ培养基不适合细菌和放线菌的生长．
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２２　分离结果
试验最后得到２５株菌株，检测得到７个菌属：小

单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）菌株有６株、棒状杆菌属
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）菌株有７株、芽孢八叠球菌属（Ｓｐｏｒｏ
ｓａｒｃｉｎａ）菌株有２株、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）菌株有３
株、节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）菌株有５株、异常球菌属
（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）和巴尔加瓦属（Ｂｈａｒｇａｖａｅａ）菌株各１株．

由下表２中可以看出，从云南野生动物园的绿
孔雀粪便中分离得到了 １６株菌株，分属于 ４个菌
属，分别是小单孢菌属、棒状杆菌属、芽孢八叠球菌

属、微球菌属；从昆明圆通山动物园的绿孔雀粪便中

分离得到了９株菌株，分属于４个菌属，分别是微球
菌属、节杆菌属、异常球菌属和巴尔加瓦属．它们共
同有微球菌属，其他几个均属不一样，说明绿孔雀的

肠道微生物与养殖和生活方式有一定相关性．
表２　两处样品肠道细菌和放线菌多样性的对比

云南野生动物园 圆通山动物园

Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ Ｂｈａｒｇａｖａｅａ
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ
Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ

２３　酶活筛选结果
为进一步讨论这些分离菌株的功能，对其进行

４种酶活（淀粉酶、纤维酶、蛋白酶、脂肪酶）检测，结
果如表３所示．

表３　酶活筛选结果

菌种编号 淀粉酶 纤维酶 蛋白酶 脂肪酶

Ｌ４ ± － ＋＋ ＋
Ｌ５ － ＋ － －
Ｌ８ － － ± －
Ｌ９ － － ± ＋
Ｌ１１ － － － －
Ｌ１４ ＋ ＋ ± ＋＋
Ｌ１６ ± ＋ ± ＋
Ｌ１９ ± ＋＋ ± ＋
Ｌ２０ － ＋＋ － －
Ｌ２６ － － ± ±
Ｌ２７ － － － －
Ｌ２８ － － － －
Ｌ３０ ＋ ＋＋ ± ＋
Ｌ３１ － ＋＋ － －
Ｌ３３ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋
Ｌ３４ － ＋＋ － －
Ｌ３６ － － ± ±
Ｌ３７ － ＋ ± －
Ｌ３８ ＋ ＋ ± －
Ｌ４０ － － － －
Ｌ４４ － － － －

续表３

菌种编号 淀粉酶 纤维酶 蛋白酶 脂肪酶

Ｌ４５ ＋ － ＋ ＋＋＋
Ｌ４７ － － － －
Ｌ４９ － － ± －
Ｌ５０ － － － －

　　注：＋＋＋活性较强；＋＋活性强；＋活性一般；±活性弱；－没

有活性．

从表３可以看出，检测了２５个菌株，其中淀粉
酶有８株，分别是 Ｌ４，Ｌ１４，Ｌ１６，Ｌ１９，Ｌ３０，Ｌ３３，Ｌ３８，
Ｌ４５，其中 Ｌ４，Ｌ１６，Ｌ１９这３株的活性较弱；纤维酶
有１１株，分别是 Ｌ５，Ｌ１４，Ｌ１６，Ｌ１９，Ｌ２０，Ｌ３０，Ｌ３１，
Ｌ３３，Ｌ３４，Ｌ３７，Ｌ３８，其中 Ｌ１９，Ｌ２０，Ｌ３０，Ｌ３１，Ｌ３３，
Ｌ３４这６株的活性较强；蛋白酶有１４株，分别是Ｌ４，
Ｌ８，Ｌ９，Ｌ１４，Ｌ１６，Ｌ１９，Ｌ２６，Ｌ３０，Ｌ３３，Ｌ３６，Ｌ３７，Ｌ３８，
Ｌ４５，Ｌ４９，其中Ｌ８，Ｌ９，Ｌ１４，Ｌ１６，Ｌ１９，Ｌ２６，Ｌ３０，Ｌ３６，
Ｌ３７，Ｌ３８，Ｌ４９这１１株的活性较弱，２株 Ｌ４，Ｌ３３活
性强；脂肪酶有１０株，分别是Ｌ４，Ｌ９，Ｌ１４，Ｌ１６，Ｌ１９，
Ｌ２６，Ｌ３０，Ｌ３３，Ｌ３６，Ｌ４５，其中 Ｌ２６和 Ｌ３６这２株的
活性较弱，Ｌ１４活性强，Ｌ４５活性较强．

３　讨论

从酶活筛选试验中可以看出，云南野生动物园

的这４种酶活有的比较多，而昆明圆通山动物园的
比较少，说明生存环境及饲养方式与动物肠道微生

物的功能存在一定关系．另外，通过本试验还可以发
现，采自于不同动物园的两个样品细菌、放线菌类群

组成不同，推测可能是由于饲养条件不一样导致的，

此外，不同饮食和生存环境下的动物肠道微生物的

酶活（即功能）也存在一定差异．
目前，国内外研究动物肠道细菌和放线菌的工

作主要是以免培养居多，纯培养研究却很少，尚有很

多动物肠道细菌和放线菌未能培养出，且肠道微生

物的筛选和培养仍然存在技术上的一些问题．因此
探索出对动物肠道细菌和放线菌最优的分离方法，

对进一步认识和利用动物肠道细菌将是有益的，也

是对动物肠道细菌开发药物和活性天然物质产物的

重要新来源的尝试．本研究获得的酶活阳性菌株也
说明了动物肠道微生物是一类具有应用开发价值的

微生物资源，也为我们认识绿孔雀肠道微生物的种

类和功能提供了更多参考数据．
（下转第９４页）
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１）改善水体质量．利用水生植物改善水体质
量，水生植物可去除水体中氮、磷等营养物质，向水

体中释放化感物质以抑制浮游藻类生长，为微生物

和浮游动物提供附着基质和栖息场所［１５］．此外，可
采取多种措施，进一步改善水体质量．
２）培植相关植物．浮叶和漂浮植物如凤眼莲、

浮萍耐污能力较好，它们不仅可用来净化富营养化

废水，还可遏制底泥营养盐向水体的释放．
３）保持鱼类生物多样性．对于鱼类的养殖方

式，应保持合适的放养密度，多种鱼类混合放养，确

保鱼类生物多样性．
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