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摘要:【目的】建立有效分离动物粪便放线菌的方法，认识孟加拉虎粪便放线菌的多样性。【方法】从预处理、
抑制剂、培养基三个方面考虑，采用平板稀释的分离方法。用细菌通用引物扩增获得放线菌菌株的 16S
rRNA 基因，根据系统发育分析进行鉴定。【结果】孟加拉虎粪便样品中，可培养放线菌的菌落平均数量为
1. 10 × 108 cfu / g(粪便湿重);对分离到的 110 株纯培养放线菌的 16S rRNA 基因部分序列分析表明:它们分
布于 10 个 科、12 个 属，主 要 是 一 些 菌 丝 分 化 程 度 低 的 放 线 菌，如: Arthrobacter、Dietzia、Kocuria、
Corynebacterium、Microbacterium 等;产丝的放线菌主要以 Streptomyces 占优势，约占分离到放线菌总数的
64%。【结论】干热处理粪便样品可以大大提高放线菌的出菌率;添加多种抑制剂及不含天然成分的组合培
养基较适合粪便放线菌的分离;孟加拉虎粪便中可培养放线菌的多样性较丰富。本研究提供的分离动物粪
便放线菌的有效方法，为动物粪便放线菌资源的研究和开发利用提供了借鉴作用。
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地球上的动物种类高达 150 多万种，它们的生
境千差万别，从陆地上的高山、森林、草地、沙漠，到
海洋、河流和湖泊等随处可见他们的身影。这些丰
富多样的动物，体内蕴藏着数量巨大、种类各异的微
生物［1 － 2］，该微生物区系基因组包含的基因数量大
约是宿主本身基因数量的 100 倍［3］。在大多数哺乳
动物中，肠道微生物主要的优势类群是:厚壁菌门
(Firmicutes)、拟杆菌门 ( Bacteroidetes)、放线菌门
(Actinobacteria)和变形菌门 ( Proteobacteria)［1］。可
见，动物肠道放线菌是一类数量庞大、不容忽视的重

要资源。
放线菌由它的代谢产物丰富而出名，它产生的

抗生素、氨基酸、酶制剂、有机酸等在工业、农业、医
药等领域上产生了巨大的经济效益。自 1941 年，链
霉素———第一个用于临床的抗生素发现以来，卡那
霉素、艮他霉素、庆大霉素等相继问世，放线菌已悄
然担负起了挖掘新药物的重担。迄今为止，微生物
产生的 2 万多种生物活性物质 45% 以上是放线菌
产生的［4］。近年，由于致病菌耐药性的不断增强以
及一些新疾病的出现，使得新药研发更加亟不可待。
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然而，重复菌株的重复发现严重阻碍了新药的研发
进度。为此，英国科学家 Goodfellow［5］等提出，在筛
选具有新结构药物时，新的筛选过程和来自新生境
的新菌株是加快这一过程的重要手段。肠道放线菌
就是这样一类相对未开发的新资源，目前已有学者
开始关注［6］，它很有可能是新物种和新基因的丰富
资源，而新基因和新物种通常又意味着产生新的天
然产物［7］。要从动物粪便获得新的放线菌，好的选
择性分离方法是前提之一;过去很多工作表明，革兰
氏阴性细菌和其他非放线菌革兰氏阳性细菌占的比
重很大;为了抑制它们，同时又使放线菌尽可能生长
并非易事;同分离土壤、海洋和其它环境放线菌相
比，分离肠道放线菌难度大得多。

目前对于肠道微生物的研究工作很多是以粪便
作为研究对象而进行的。如 Arumugam 等［8］在研究
人类肠道微生物的类群时就是从粪便中提取微生物
的宏基因组而进行的;Zhu 等［9］以大熊猫粪便作为
研究材料，对其肠道微生物进行研究，从而找到了大
熊猫能够代谢纤维素的证据;Ley 等［10］在研究哺乳
动物的进化和其肠道微生物时也是以动物粪便作为
研究对象的。粪便样品的采集是一种非侵入性、方
便的方法，而且基本上包括了肠道中所有的微生物
种类［11 － 12］，是研究肠道微生物多样性比较好的样
本。因此，本研究就以云南野生动物园孟加拉虎
(Panthera tigris tigris)作为研究对象，探究了动物粪
便放线菌的分离方法，初步获得孟加拉虎粪便可培
养放线菌的群落结构和多样性，力求为放线菌源的
新药开发提供更广阔有用的研究材料。获得的纯培
养菌株，也为研究它们在动物肠道中的作用提供了
物质基础;同时也为我国一级重点保护野生动物孟
加拉虎的健康参考提供一些数据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 研究动物概况:孟加拉虎 ( Panthera tigris
tigris)又名印度虎，是目前数量最多、分布最广的虎
的亚种，属脊索动物门、哺乳纲、食肉目、猫科、豹属。
孟加拉虎主要生活在孟加拉和印度，在尼泊尔、不丹
和中国也有少量分布。它的栖息地较广，主要活动
于树林和草原。孟加拉虎喜欢在夜间捕食，以各种
鹿、羚和牛等作为主食，是我国的一级重点保护野生

动物。
1. 1. 2 样品采集:粪便样品采自云南昆明野生动
物园的 3 只健康成年的孟加拉虎，采样时间为 2009
年 4 月。采样时，在其排便后，立即用无菌镊子将粪
便中间部分放入无菌袋中并置于冰盒中，带回实验
室 4℃保存，以备分离。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:溶菌酶、蛋白酶、Taq 酶
购自 TaKaRa 公司;PCR 仪购自德国 Biometra 公司;
DNA 凝胶回收试剂盒购自生工生物工程(上海)有
限公司，其余试剂为国产分析纯试剂。
1. 1. 4 引物:采用细菌通用引物 Primer A: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'(与 16S rRNA 基因
5' 端 8 － 27 位 点 碱 基 相 同 ); Primer B: 5'-
TTAAGGTGATCCAGCCGCA-3'(与 16S rRNA 基因 3'
端 1523 － 1504 位点碱基相同)，该引物由 TaKaRa
公司合成。
1. 2 粪便放线菌的分离

动物粪便样品具有含水量高、大肠杆菌及其他
一些革兰氏阴性菌较多等特殊性，使得粪便放线菌
的分离更加艰难。为此，我们设计了以下分离方案。
1. 2. 1 样品预处理:将 3 只健康成年孟加拉虎的三
份粪便样品(A、B、C)分别称取 2 份(1 g /份)。一份
置于 4℃待用(A1、B1、C1);另一份置于无菌培养皿
中室温干燥(A2、B2、C2)后于 80℃处理 1 h。然后
将 6 份样品分别混匀稀释至 106倍。

使用分离放线菌效果较好且常用的改良甘油-
门冬酰胺培养基(Medium 1，M1):酵母膏 2. 5 g，甘
油 5 g，门冬酰胺 0. 5 g，K2HPO4 0. 5 g，MgSO4·7H2O

0. 5 g，CaCO3 0. 3 g，维生素混合物［13］3. 7 mg，琼脂
15 g，pH 7. 7，重 铬 酸 钾 50 mg /L、制 霉 菌 素
100 mg /L。将 6 份稀释好的样品分别取 0. 1 mL 涂
布分离平板，于 28℃倒置恒温培养 7 d。
1. 2. 2 添加不同的抑制剂:用上述改良甘油-门冬
酰胺培养基(Medium 1，M1)，抑制剂分两组，其中，
一 组 ( Y1 ) 加 重 铬 酸 钾 50 mg /L、制 霉 菌 素
100 mg /L;另一组(Y2) 在加重铬酸钾 50 mg /L、制
霉菌素 100 mg /L 的基础上，再添加抑制革兰氏阴性
菌的萘啶酸(40 mg /L)及抑制革兰氏阳性球杆菌如
克雷 白 杆 菌 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 卡 那 霉 素
(5 mg /L)。采用干热处理的样品 A2、B2 和 C2，分
别混匀稀释至 106倍，取稀释好样品 0. 1 mL 涂布平
板，于 28℃倒置恒温培养 7 d。
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1. 2. 3 分离培养基对比试验:采用干热处理的样品
A2、B2 和 C2，分别混匀稀释至 106倍。使用以下几种
半组合(M1、M2)、组合培养基(M3、M4)。Medium 1
(M1):同上，抑制剂同 Y2。Medium 2(M2):蛋白胨
2. 5 g，牛肉膏 1. 3 g，葡萄糖 0. 3 g，可溶性淀粉 2. 5 g，
硫代硫酸钠 0. 15 g，K2 HPO41. 25 g，NaCl 1. 5 g，维生

素混合物［13］3. 7 mg，琼脂 15 g，pH 7. 2，抑制剂同 Y2。
Medium 3(M3) HV 培养基:腐殖酸 1. 0 g，Na2 HPO4

0. 5 g，KCl 1. 7 g，MgSO4·7H2 O 0. 05 g，FeSO4·7H2 O

0. 01 g，CaCl21 g，维生素混合物［13］3. 7 mg，琼脂 15 g，
pH 7. 2，抑制剂同 Y2。Medium 4(M4)海藻糖-脯氨酸
培养基:海藻糖 5 g，脯氨酸 1 g，(NH4 ) 2 SO41 g，NaCl
1 g，CaCl2 2 g，K2HPO4 1 g，MgSO4·7H2 O 1 g，复合维

生素［13］3. 7 mg，琼脂 15 g，pH 7. 2，抑制剂同 Y2。分
别取上述稀释好样品 0. 1 mL 涂布平板，于 28℃倒置
恒温培养 7 d。以上每个分离平板做 3 个重复，以下
数据为 3 个重复的平均值。
1. 3 菌种计数、纯化

根据菌落大小、颜色、表面光滑以及是否产色素
等特征来计数，记录菌落数量。挑取不同的菌落接
种于 ISP 2［14］斜面上，28℃恒温培养 7 d，4℃保存。
1. 4 DNA 提取和 16S rRNA 基因的扩增及测序

样品 DNA 按照 Li 等［15］的方法进行提取。PCR
扩增条件:95℃预变性 5 min，95℃变性 1 min，54℃
退火 1 min，72℃延伸 2 min，30 个循环，最后 72℃延
伸 10 min。PCR 产物送生工生物工程(上海)有限

公司测序。
1. 5 系统发育分析与放线菌类群多样性

16S rRNA 基因测序后，利用 EzTaxon ( http: / /
www． eztaxon． org /)［16］在线比对工具进行有效种的
相似性搜索，确定菌株的属种，并调出相关放线菌的
16S rRNA 基因序列，用 Clustal X 2. 0 进行序列比
对，后用 Mega 4 软件的 Neighbor-joining 法构建系统
发育树。

2 结果和分析

2. 1 粪便放线菌的分离与计数
样品预处理的统计结果见表 1。由表中我们可

以看到:经过干热处理的样品 (A2-C2)较未处理的
样品(A1-C1)的细菌和真菌数量都大大减少，放线
菌则明显增加。经干热处理后，样品 A2 的细菌菌
落数较 A1 的减少了 16. 1 倍，真菌减少到 0，放线菌
菌落数增加了 8. 6 倍;样品 B2 的细菌菌落数较 B1
的减少了 14. 6 倍，真菌消失，放线菌菌落数增加了
9. 9 倍(近 10 倍);3 份处理样品的细菌菌落数较未
处理的样品平均减少了近 16 倍，真菌减少 3 倍甚至
完全没有，放线菌菌落数平均增加了近 8 倍。干热
处理后，不但放线菌菌落数极显著增加(P ＜ 0. 01)，
种类也由未处理的 1 种增加到了 3 种。可见，在粪
便放线菌的分离过程中，干热处理的过程是必不可
少的一步。

表 1 孟加拉虎粪便样品经不同处理后细菌、真菌、放线菌的计数结果
Table 1 Culturable bacteria，fungi and actinobacteria counting in Panthera tigris tigris feces samples after different processing

Microbe
Colony numbers /( cfu / g feces)

A1 A2 B1 B2 C1 C2
Bacteria (3. 95 ± 0. 08) × 108 (2. 45 ± 0. 20) × 107 (4. 35 ± 0. 40) × 108 (2. 98 ± 0. 50) × 107 (4. 09 ± 0. 10) × 108 (2. 39 ± 0. 01) × 107

Fungi (3. 00 ± 1. 00) × 106 (0 ± 0. 06) × 106 (4. 00 ± 1. 00) × 106 (0 ± 0. 06) × 106 (3. 00 ± 1. 00) × 106 (1. 00 ± 1. 00) × 106

Actinobacteria (1. 10 ± 0. 10) × 107 (9. 50 ± 0. 20) × 107 (1. 00 ± 0. 20) × 107 (9. 90 ± 0. 30) × 107 (1. 90 ± 0. 20) × 107 (9. 00 ± 0. 30) × 107

Note: Values are shown as means ± standard deviation．

添加不同的抑制剂后，平板菌落数统计结果见
图 1。从图 1 可以看出，采用第二组(Y2:重铬酸钾
50 mg /L、制霉菌素100 mg /L、萘啶酸40 mg /L、卡那
霉素5 mg /L)抑制剂后，A2 样品的细菌由添加第一
组抑 制 剂 ( Y1: 重 铬 酸 钾 50 mg /L、制 霉 菌 素
100 mg /L)平板上的 258 个下降到 51 个，减少了 5
倍多，放线菌由 89 个增加到了 132 个;B2 样品中的
细菌减少了 4. 8 倍，放线菌由 91 个增加到了 151

个;C2 样品中的细菌减少了 5. 3 倍，放线菌增加了
近 2 倍。通过抑制剂的改变，细菌的数量显著降低
(P ＜ 0. 01)，放线菌数量显著增加 ( P ＜ 0. 01)。由
此看出，抑制剂的调整也可优化粪便放线菌的分离
条件。

根据分离培养基对比试验的统计结果(图 2)可
以看出，含有天然成分(酵母膏、蛋白胨和牛肉膏
等)的半组合培养基 M1 和 M2 的细菌菌落数分别

818



曹艳茹等: 孟加拉虎粪便放线菌的分离及其多样性 ． /微生物学报(2012)52(7)

图 1 不同抑制剂处理下的细菌、放线菌的计数结果
Fig． 1 Culturable bacteria and actinobacteria counting in media

with different inhibitors．

为 155 和 375，远远高于组合培养基 M3 和 M4 的 83
和 96 个。虽然 M2 的放线菌菌落数 125 较 M3(48)
和 M4(63)都高，但其种类却较单一，M1 有 4 种，M2
仅有 2 种，M3 和 M4 的种类高达 5 － 6 种。对不含
天然成分的组合培养基，尽管其放线菌数量没有增
加，但其细菌数量却极显著降低(P ＜ 0. 01)，这为放
线菌数量和种类的增加提供了机会。因此，在粪便
放线菌的分离过程中，一些天然成分(酵母膏、牛肉
膏等)的添加还是要慎重。

图 2 不同培养基上的细菌、放线菌的计数结果
Fig． 2 Culturable bacteria and actinobacteria counting in

different media．

2. 2 粪便可培养放线菌的 16S rRNA 基因系统发
育分析

此次分离，共获得孟加拉虎粪便放线菌 110 株。
根据形态等特征进行大致归类，从中挑取 50 株进行
16S rRNA 基因测序，经 EzTaxon 在线工具比对后，
这 些 菌 株 共 分 属 于 10 个 科: 链 霉 菌 科
(Streptomycetaceae)、微球菌科 (Micrococcaceae)、迪
茨 氏 菌 科 ( Dietziaceae )、 微 杆 菌 科

(Microbacteriaceae)、棒杆菌科( Corynebacteriaceae)、
原小单孢菌科(Promicromonosporaceae)、拟诺卡氏菌
科(Nocardiopsaceae)、诺卡氏菌科(Nocardiaceae)、假
诺卡氏菌科 ( Pseudonocardineae )、纤维单孢菌科
(Cellulomonadaceae)。从图 3 各类群的数量比例可
以看出，链霉菌科的菌株数高达 64%，占绝对优势;
其次是微球菌科占 7% ;然后是微杆菌科、棒杆菌
科、原小单孢菌科各占 5%。在链霉菌科中，链霉菌
属内的物种组成较丰富，图 4 显示了本次分离的链
霉菌属内种的组成情况。其中，菌株 YIM 100598 与
Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327T的相似性为
98. 4%，与其他有效种的相似性都低于 97%，该种
可能链霉菌属的一个潜在新种，但还需要杂交等实
验的验证。此外，我们发现了大量 Streptomyces
violaceoruber 菌株，这是一类能够产生放线紫红素、
次甲霉素、十一烷基灵菌红素等多种活性物质的链
霉菌［17］;它产生的榴菌素(Granaticin)，不但具有抗
肿瘤活性，还能够抑制一些革兰氏阳性细菌的生
长［18］，这可能是链霉菌科菌株数最多的原因之一。

图 3 各放线菌科所占的比例
Fig． 3 The proportion of different families for Actinomycete．

50 株放线菌共分布于 12 个属，每个属选取一
个代表菌株进行系统发育树的构建。图 5 是其 16S
rRNA 基因序列同源性的系统发育分析结果。其
中，菌株 YIM 100602 是新属 Enteractinococcus 的一
个菌株。我们在华南虎粪便和孟加拉虎粪便中都分
离到了该新属菌株［19］，说明这类群的放线菌在虎类
粪便中普遍存在。另外，菌株 YIM 100342 全序列与
有效发表菌株 Nocardia altamirensis OFN S17T的 16S
rRNA 基因序列同源性为 97%，与标准菌株 Nocardia
pseudobrasiliensis ATCC 51512T的相似性为 96. 5%，
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图 4 基于 16S rRNA 基因序列构建的链霉菌属菌株的系统发育树
Fig． 4 Neighbour-joining tree showing the phylogenetic relationships based on 16S rRNA gene sequences of culturable

strains of Streptomyces． Sequences obtained in this work are in bold． Bootstrap values ( expressed as percentages of 1，000

replications) greater than 50% are given at the nodes． Bar，0. 005 substitutions per nucleotide position．

与 Nocardia 属内其他有效菌株的相似性都低于
96. 5%，因此可能为 Nocardia 属的一个新种，有关工
作会 另 行 发 表。在 孟 加 拉 虎 粪 便 放 线 菌 中，
Arthrobacter、 Kocuria、 Enteractinococcus、 Dietzia、
Corynebacterium、Promicromonospora、Microbacterium、

Oerskovia 等一些简单形态的放线菌的数量较多，在
36%的非链霉菌中占了 28%，而除链霉菌外的产丝
放线菌 ( Nocardia、Nocardiopsis、Saccharomonospora)
仅占了 8%。
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图 5 孟加拉虎粪便可培养放线菌 16S rRNA 基因部分序列构建的系统发育树
Fig． 5 Neighbour-joining tree showing the phylogenetic relationships based on 16S rRNA gene sequences of culturable

Actinobacteria． Sequences obtained in this work are in bold． Bootstrap values ( expressed as percentages of 1，000

replications) greater than 50% are given at the nodes． Bar，1 nt substitution per 100 nt．
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3 讨论

过去很多人把动物放线菌看作致病菌［20］，把动
物粪便放线菌作为资源的研究很少，分离方法的研
究更是缺乏。与土壤、海洋等环境样品比较，动物粪
便存在大量的革兰氏阴性细菌和非放线菌类革兰氏
阳性细菌，放线菌占的比例相对较小;此外，很多放
线菌的生长周期较长，加剧了分离它的难度。本文
以孟加拉虎粪便样品作为研究材料，研究放线菌的
分离方法，从样品预处理、抑制剂以及培养基成分等
方面进行了探索和研究。我们首先观察经不同处理
方式的粪便样品在相同的培养基及培养条件下的生
长情况，发现经过干热处理的样品，其细菌和真菌数
量减少且放线菌的数量和种类都呈增加趋势。原因
主要是细菌、真菌较放线菌耐干和耐热性差，所以随
着水分的消失和高温处理，细菌、真菌的数量急剧减
少。而大多数放线菌能产孢，既耐干燥又耐高温，因
此放线菌数量和种类都大大增加。同时，我们用干
热处理过的样品，在相同培养基上添加两组不同抑
制剂，观察到:添加了 4 种抑制剂 (重铬酸钾、制霉
菌素、萘啶酸和卡那霉素)的放线菌数量，较添加 2
种的(重铬酸钾和制霉菌素) 有所增加 (提高近 2
倍)，而细菌的数量降低了 5. 3 倍，这为放线菌数量
和种类的增加提供了可能。因为很大一部分放线菌
的生长周期较长，如果分离平板没有被细菌和真菌
污染，随着培养时间的延长，新的放线菌就有可能
“破土而出”。因此可以针对分离放线菌的类群，选
择适合的抑制剂。根据本次试验的结果，含天然营
养的半组合培养基，其放线菌和细菌的出菌率都高，
但放线菌种类却较单一。因此分离粪便放线菌要以
组合培养基为主，当然可以试验一些特殊的碳、氮
源。根据以上结果，为了分离粪便放线菌:首先，样
品需在无菌条件下室温风干(冻干效果较差)，然后
进行高温处理 1h，温度在 80 － 100℃ ;其次，在分离
培养基中添加一些甚至是“高浓度”的抑制剂，如萘
啶酸、卡那霉素等，来降低革兰氏阴性菌及非放线菌
革兰氏阳性菌的出菌率，加制霉菌素抑制真菌;第
三，使用营养成分贫乏或特殊碳、氮源的培养基，其
放线菌的出菌率较高且类群比较丰富，因为“贫营
养”的环境本身在某种程度上，抑制了细菌的大量
生长，给予放线菌充足的空间和营养;第四，不同动

物粪便样品微生物的数量差别很大，找到合适的分
离稀释浓度很重要，建议采用稀释 105 － 107倍的稀
释液。

在分析孟加拉虎粪便放线菌多样性的过程中，

我们共获得了 10 个科、12 个属的放线菌。同时，我
们发现链霉菌是孟加拉虎粪便的优势放线菌，其比
例高达 64%，并且 Streptomyces violaceoruber 这个类
群的数量很大，在所有的分离平板上都占优势。有
研究［17］报道这类链霉菌能产生多种活性物质，有的
能够抑制革兰氏阳性细菌的生长，这可能和它是优
势放线菌类群有关，即在某种程度上抑制了其他类
群放线菌的生长。本研究仅从孟加拉虎这一种动物
的粪便中就获得了多达 12 个属的放线菌，表明动物
肠道中的放线菌资源是十分丰富的。

本研究摸索了分离动物粪便放线菌的有效方
法，同时开拓了我们对孟加拉虎肠道放线菌的认识，

为孟加拉虎的健康保护提供了理论借鉴;获得的放
线菌菌株，是一类来自新生境的微生物资源，它丰富
了放线菌药物筛选的资源库。对于地球上丰富的动
物种类而言，粪便放线菌资源挖潜利用的潜力巨大。

致谢 在采样过程中，云南野生动物园的邱树妹、黄
俊龙和白拓等工作者给予了我们热情的帮助，在此
表示衷心的感谢!
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Isolation methods and diversity of culturable fecal
actinobacteria associated with Panthera tigris tigris in
Yunnan Safari Park

Yanru Cao1，2，Yi Jiang2* ，Youlong Li3，Xiu Chen2，Rongxian Jin2，Wenxiang He1*
1 College of Resources and Environment，Northwest A ＆ F University，Yangling 712100，China;
2 Key Laboratory of Microbial Diversity in Southwest China，Ministry of Education and Laboratory for Conservation and
Utilization of Bio-Resources，Yunnan Institute of Microbiology，Yunnan University，Kunming 650091，China;
3 Yunnan Safari Park，Kunming 650218，China

Abstract:［Objective］We studied the isolation methods and diversity of culturable fecal actinobacteria associated with
Panthera tigris tigris by using culture-dependent approaches． ［Methods］ Fresh fecal samples of healthy Panthera tigris
tigris were collected from Yunnan Safari Park． Pretreatment of the samples，isolation media and inhibitors were tested for
actinobacteria isolation． 16S rRNA genes of actinobacteria were sequenced and subjected to phylogenetic analysis．
［Results］ The abundance of culturable actinobacteria was 1. 10 × 108 cfu / g colony forming units (CFU) per gram of feces
(wet weight ) ． We obtained 110 purified cultural actinobacterium strains． The analysis based on 16S rRNA gene
sequences showed that these strains were distributed in 10 different families and 12 genera of actinobacteria at least，and
most of them were non-filamentous， such as Arthrobacter，Dietzia，Kocuria，Corynebacterium and Microbacterium．
Streptomyces was the mainly classical filamentous actinobacteria，and up to 64% of total． ［Conclusion］ Drying and
heating up the fecal samples can greatly increase the rate of the actinobacteria． Many kinds of inhibitors and chemical
defined media are suitable for isolation of fecal actinobacteria． The culturable actinobacteria are abundant in Panthera
tigris tigris feces． Our study found an effective method to isolate animals' fecal actinobacteria and it's useful for studying
and exploiting animals' fecal actinobacteria．
Keywords:Panthera tigris tigris，fecal actinobacteria，isolation，16S rRNA gene，diversity
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