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摘  要：【背景】肠道微生物与宿主健康密切相关。作为我国一级保护动物，朱鹮的肠道微生物组

成结构的研究对于其种群数量的恢复具有重要意义。【目的】研究朱鹮肠道微生物多样性，以期阐

明朱鹮肠道可培养微生物多样性，发掘朱鹮肠道潜在有益微生物资源。【方法】采用了三大类十八

小类培养基对成年健康朱鹮的肠道细菌进行了分离，结合 16S rRNA 基因扩增和序列分析对分离获

得的细菌进行鉴定分析。【结果】共分离得到了 1 245 株细菌，经鉴定为 3 门 22 属 82 种，在门水

平上，变形菌门(Proteobacteria)作为优势菌门，占分离总数的 71.00%，在纲水平上，变形菌纲

(Proteobacteria)和芽孢杆菌纲(Bacilli)为优势菌群，分别占分离总数的 71.00%和 27.23%，在属水平

上，埃希氏菌属(Escherichia)为优势菌属，占分离总数的 46.75%。第一类为基础培养基，共包含

九小类培养基，总计获得 561 株纯化细菌，其中包括放线菌门(Actinomycetota)的细菌。主要为埃

希氏菌属、假单胞菌属(Pseudomonas)、肠球菌属(Enterococcus)、链霉菌属(Streptomyces)的细菌；

第二类为添加粪便上清培养基，共含六小类培养基，总计获得 539 株纯化细菌，主要是假单胞菌

属、芽孢杆菌属 (Bacillus) 、漫游球菌属 (Vagococcus) 、梭菌属 (Clostridium) 、微小杆菌属

(Exiguobacterium)、赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)；第三类为添加鱼肉培养基，共包含三小类

培养基，总计获得 145 株纯化细菌，主要为气单胞菌属(Aeromonas)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、
哈夫尼菌属(Hafnia)和肥杆菌属(Obesumbacterium)。此外，三大类培养基在各分类水平上都体现了

不同的选择性。所有培养基中，除了 MRS 以及 MRS 筛选培养基的优势菌门是厚壁菌门(Firmicutes)
外，其他培养基所获得的优势门都是变形菌门。本研究还发现 96 株肠球菌属的细菌中，有 82 株

细菌所属种被报道具有益生作用，占分离总数的 6.59%；此外有 62 株为潜在新菌，占分离总数的

4.98%，其中基础培养基和粪便上清培养基中的新菌率相对较高。【结论】采用多培养基联合探究

朱鹮肠道微生物多样性，丰富了朱鹮肠道中的微生物种类，为后期朱鹮肠道微生物资源挖掘奠定
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了坚实基础，也为后期开发有益微生物积累了丰富且稀有的菌种资源。 
关键词：朱鹮；肠道微生物；16S rRNA 基因；多培养基联合；微生物多样性 
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Abstract: [Background] The gut microorganisms are closely associated with host health. As a 
first-class protected species in China, investigating the composition and structure of the gut 
microbiota in crested ibises holds significant importance for the restoration of their population. 
[Objective] To investigate the microbial diversity (cultivable microorganisms) in the gut of 
crested ibis (Nipponia nippon) and explore the beneficial microbial resources. [Methods] We 
used eighteen subtypes of culture media belonging to three main types to isolate gut bacteria 
from healthy adult crested ibises. The isolated bacteria were identified and analyzed by 16S 
rRNA gene amplification and sequence analysis. [Results] A total of 1 245 bacterial strains 
were isolated and identified as 82 species belonging to 22 genera of three phyla. The dominant 
phylum was Proteobacteria, with the isolates accounting for 71.00% of the total isolates. 
Proteobacteria and Bacilli were the dominant classes, with the isolates accounting for 71.00% 
and 27.23%, respectively. Escherichia was the dominant genus, with the isolates accounting for 
46.75% of the total isolates. Basic media constituted the first type, including nine subtypes, on 
which 561 bacterial strains were isolated, primarily including Escherichia, Pseudomonas, 
Enterococcus, and Streptomyces belonging to Actinomycetota. The media supplemented with fecal 
supernatant constituted the second type, including six subtypes, on which 539 bacterial strains 
were isolated, predominantly including Pseudomonas, Bacillus, Vagococcus, Clostridium, 
Exiguobacterium, and Lysinibacillus. The media supplemented with fish were the third type, 
including three subtypes, on which 145 bacterial strains were isolated, predominantly including 
Aeromonas, Citrobacter, Hafnia, and Obesumbacterium. The three main types of media exhibited 
different selectivity toward microorganisms at various taxonomic levels. The dominant phylum 
isolated by MRS and MRS selective media was Firmicutes, while that isolated by other media 
was Proteobacteria. Among the 96 strains of Enterococcus, 82 strains were reported to have 
probiotic effects, accounting for 6.59% of the total isolates. Additionally, 62 strains were 
identified as potential new species, accounting for 4.98% of the total isolates, and they were 
mainly isolated by the basic media and the media supplemented with fecal supernatant. 
[Conclusion] We employed multiple culture media to investigate the microbial diversity in the 
crested ibis gut. The findings enriched the variety of microorganisms found in the crested ibis gut, 
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lay a solid foundation for the future exploration of gut microbial resources in the crested ibis, and 
accumulate a wealth of rare strain resources for the development of beneficial microorganisms. 
Keywords: crested ibis; gut microorganisms; 16S rRNA gene; multiple medium combination; 
microbial diversity 
 
 

朱鹮(Nipponia nippon)，作为国家保护动

物，其肠道微生物的研究对于了解其健康状况、

提高保护措施和改善饲养条件具有重要意义。动

物的肠道内存在大量微生物，研究表明，这些肠

道微生物在维持宿主生理稳态、免疫调节、系统

发育和代谢调节等方面发挥着关键作用[1-4]。因

此，肠道微生物对于宿主的生存、饮食和发育

尤为重要，而通过饮食、微生物移植等方法可

以调节肠道微生物的组成[5-9]。研究朱鹮肠道微

生物的组成结构，有助于揭示朱鹮的消化机制、

幼雏发育不良的潜在原因以及饲料利用效率低

的原因，还能帮助理解朱鹮异常生理状态，这

些信息将为提高朱鹮的食物转化率、改善发育

不良个体以及疾病防控提供科学依据[10]。 
自然界中存在着大量种类繁多，功能丰富

的微生物，它们是地球的各类资源的生产者、

分解者和消费者。尽管传统的纯培养技术已经

分离出许多微生物，但也仅占所有微生物总数

的 1%[11]，仍有超过 99%的微生物无法被培养。

在实验室的条件下，由于无法完全模拟出微生

物原本的生存环境，大部分微生物处于一种未

培养(viable but non-culturable, VBNC)状态，无

法用传统的方法分离出[12]。尽管大量微生物无

法被培养，纯培养技术仍然不可被近些年新兴

的分子技术完全取代，因为即便知道某个微生

物具有独特的代谢途径或是很强的生物功能，

倘若无法分离纯化，就无法验证其功能和代谢

途径，想要造福于人类也就无法实现。食品、

药品的研发离不开单一菌株，因此，如何在体

外获得更多的单一菌株成为当今的一大难题。 
目前对微生物的筛选主要是通过现有的培

养基进行分离纯化，但大多数基础培养基的营养

浓度都相对较高，自然界中的微生物通常生活在

资源贫乏的环境中，在高浓度培养基上，适应能

力强或生长迅速的微生物可能会抑制生长速度

较慢的微生物[13]。由于生存环境的改变，例如

某些特殊的理化条件、生长因子、营养条件等，

当缺少该部分条件时，部分微生物将无法生存，

从而无法被有效分离[14]。因此，对于这些生长

缓慢、对环境有着特殊要求、难以在一般人工环

境下生长的细菌，可以采取改变培养基组成或培

养环境条件等方法对这些细菌进行有效分离。 
本研究旨在探究不同培养基对朱鹮肠道微

生物的分离效果的影响。为此，我们设计了三类

培养基，一类是 LB 等基础培养基，一类是通过

向基础培养基中添加粪便上清液的改良培养基，

一类是根据朱鹮食性设计的添加鱼肉的培养基。

采用纯培养的方法进行微生物的分离和纯化，并

通过 16S rRNA基因序列的分子手段进行肠道细

菌物种鉴定，以揭示朱鹮肠道微生物的多样性，

发掘潜在新菌，并探讨分离菌株作为益生菌的潜

在应用。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

在陕西省汉中市洋县朱鹮保护站无菌采集

到 10 只(分别为 5 只雌性、5 只雄性)新鲜的成年

健康朱鹮粪便样本[15]。取样后迅速处理样品，

剩余样品置于 4 ℃，2 d 内处理完[16]。采样时每

只朱鹮采样量不得少于 10.0 g，在实验中，准

确称取 2.0 g 样品并将其混匀，剩余样本放于

4 ℃保存备用[17]。鲫鱼、泥鳅、黄粉虫由陕西
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省汉中市洋县朱鹮保护站提供。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×Taq PCR Master Mix (with dye)，上海笛

医生物科技有限公司；引物和 DNA 提取试剂

盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；培养基

成分，天津市申泰化学试剂有限公司。 
超净工作台，上海智城分析仪器制造有限

公司；生化培养箱，上海新苗医疗器械制造有

限公司；PCR 仪，杭州晶格科学仪器有限公司；

电泳仪，北京六一生物科技有限公司。 

1.3  培养基 
所用培养基分为三大类十八小类。第一大

类是文献 [17]中提到的脑心浸液肉汤培养基

(Brain-Heart Infusion Broth, BHI)、MRS 德氏乳

杆菌培养基(de Man, Rogosa and Sharpe, MRS)、
胰酪大豆胨琼脂培养基(tryptose soya agar, TSA)、
高氏一号培养基、LB 培养基[18]和牛肉膏蛋白胨

培养基(beef extract peptone medium, BE)[19]等基

础培养基，以及高氏一号、MRS 筛选和 LB 寡营

养此类针对性培养基，即九小类。 
针对性培养基配方如下： 
高氏一号筛选培养基(g/L)：KNO3 1.00，

K2HPO4 0.50，FeSO4 0.01，MgSO4·7H2O 0.50，
NaCl 0.50，可溶性淀粉 20.00，琼脂 15.00，重

铬酸钾 0.04，pH 7.3±0.2。 
MRS 筛选培养基(g/L)：蛋白胨 10.00，牛肉

粉 8.00，酵母浸粉 4.00，K2HPO4 2.00，C6H14N2O7 
2.00，CH3COONa 5.00，MgSO4·7H2O 0.20，MnSO4 
0.04，琼脂 15.00，吐温-80 1.00，溴甲酚绿 0.04，
pH 6.5±0.2。 

LB 寡营养培养基(g/L)：蛋白胨 1.0，酵母

浸粉 0.5，NaCl 1.0，琼脂 15.0，pH 7.1±0.2。 
第二大类是在基础培养基的基础上添加浓

度为 2%、4%、6%的朱鹮粪便上清，将其分别

命名为 AG、BG、CG 和 AB、BB、CB，即为

六小类，制备方法为：将 5.0 g 粪便加入 50 mL
超纯水中，以 4 000 r/min 离心 20 min，收集上

层水相，即为粪便上清液。 
第三大类是依据朱鹮食性配制的添加鱼肉

的培养基，依据添加肉汤的比例不同将其分为

F、T、FS 三小类，其制备方法为将 100.0 g 鲫鱼

和 200.0 g泥鳅加入1.0 L超纯水中，煮制 30 min，
用纱布过滤得到鱼肉浸汤；培养基中黄粉虫的处

理：直接将黄粉虫打碎后与琼脂一起加入培养基

中。因为测得朱鹮粪便 pH 值为 7.3，粪便上清添

加培养基和鱼肉添加培养基的 pH 值均调整为 7.3。 
上述培养基用 1 mol/L NaOH和 HCl调节至

相对应 pH 值，煮沸后分装，121 ℃灭菌 15 min，
当培养基冷却至 60 ℃左右，在超净工作台中倒

至直径 9 mm 的无菌培养皿中备用，每种培养

基 3 个重复。 

1.4  细菌的分离纯化及形态学鉴定 
在超净工作台将朱鹮粪便样本混匀，取 2.0 g

样品于 18 mL 生理盐水中，10 倍梯度稀释。预

实验后，确定最适合分离纯化浓度为 10−5 [17]。

吸取 10−5 浓度稀释液，涂布于 1.3 所述三大类

固体培养基上，每种培养基 3 个重复，37 ℃恒

温培养 12−16 h。用甘油悬液冷冻法保藏菌种，

革兰氏染色[20]对菌株进行初步鉴定。 

1.5  肠道细菌的 16S rRNA 基因扩增与

鉴定 
按照细菌 DNA 提取试剂盒说明书提取上

述固体培养基所分离菌株的基因组 DNA，采用

细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTT 
TGATCCTCGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTAC 
CTTGTTACGACTT-3′)[21]进行 PCR 扩增。PCR 反

应体系(50 μL)：2×Taq PCR Master Mix (with 
dye) 25 μL，模板 DNA 2 μL，上、下游引物   
(10 μmol/L)各 2 μL，ddH2O 19 μL。PCR 反应条

件：94 ℃ 5 min；92 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 
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90 s，36 次循环；72 ℃ 10 min[17]。PCR 结束后

分别取 2 μL 产物进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳，

用凝胶紫外成像仪检测 PCR 阳性扩增产物，并将

其送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 
将测序结果在 NCBI 数据库中的 BLAST 程

序进行序列相似度比较，确定细菌的分类水平，

以 98.65%的相似度界定是否为潜在新菌种[22]。 
采 用 MEGA 11.0[23] 软 件 中 的 compute 

pairwise distances 计算遗传距离，采用邻接

(neighbor-joining, NJ)法构建系统发育树，bootstrap
自展 1 000 次检验系统发育树拓扑结构置信区间。 

1.6  统计分析 
使用 SPSS 21.0 中的单因素方差分析检验

实验结果是否具有统计学意义，齐方差时使用

S-N-K 检验，异方差时使用 Dunnet’s T3 检验，

P<0.05 时具有统计学意义[17]。 

2  结果与分析 
2.1  朱鹮肠道可培养微生物的 16S rRNA
基因鉴定结果 

本次研究从人工饲养朱鹮的新鲜粪便中分

离出了 1 245 株细菌，共包含了 3 门 22 属 82 种。

几种基础培养基包括 LB、BE、LB 寡营养、BHI、
MRS、MRS 筛选、TSA、高氏一号、高氏一号

筛选培养基中分别分离出了 84、79、36、89、
33、82、119、19、20 株细菌；在鱼肉添加培

养基中，F、FS、T 培养基分别分离得到 37、
22、86 株细菌；在粪便上清添加培养基中，AG、

BG、CG、AB、BB、CB 培养基分别分离得到

107、99、71、83、108、71 株细菌。 
采用细菌 DNA 提取试剂盒提取上述培养

基分离出的细菌基因组 DNA，对细菌 16S rRNA
基因进行扩增得到 PCR 产物后，1.0%琼脂糖凝

胶电泳对其进行检测，检测结果均为阳性，且

均在 1 500 bp 有单一明亮的电泳条带，即为可

测序样本[17]。测序结果经比对分析，结果表明，

分离出的样本属于 3 门 22 属(表 1)。将测序样

本进行整理后上传至 NCBI 中的 GenBank 数据

库 ， 登 录 号 为 OP755752−OP756047 、

OR263729−OR263891、OQ775306−OQ775393、
OR259065−OR259084、OR263013−OR263157、
OR206106−OR206371 和 OR195815−OR196077。 

 
表 1  朱鹮肠道可培养细菌 16S rRNA 基因多样性序列比对 
Table 1  Sequence alignment of 16S rRNA gene diversity of culturable bacterial in the gut of crested ibis 
类群 
Group 

克隆数量 
Clone 
number 

代表克隆 
Representative 
clone 

相似菌株 
Similar strain 

相似度 
Similarity 
(%) 

埃希氏菌属 
Escherichia 

555 LB2 Escherichia coli JCD05 (MH532531) 99.65 
17 LB9 Escherichia fergusonii A20 (OQ405419) 99.65 

8 LB103 Escherichia marmotae AKP_87 (OP027955) 89.06 
2 LB54 Escherichia sp. B24aem (OP004160) 99.78 

气单胞菌属 
Aeromonas 

3 LB100 Aeromonas hydrophila (OR263802) 99.93 
6 EB3 Aeromonas salmonicida I-N-3-1 (KU570320) 100.00 
5 EB78 Aeromonas sobria JY081016-1 (GQ232759) 99.65 
1 EB10 Aeromonas dhakensis WWi303 (MH396747) 100.00  

27 EB25 Aeromonas veronii CH-GX-GLS4-T-1-2021 (ON203106) 99.79  
2 AG124 Aeromonas sp. strain J16OP4 (MN519543) 997.00 

柠檬酸杆菌属 
Citrobacter 

19 EB33 Citrobacter braakii CH-GX-LB3-6-2021 (ON221851) 97.24 
21 EB48 Citrobacter freundii 34-a blue (MN208220) 99.79 

    (待续) 
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    (续表 1) 
类群 
Group 

克隆数量 
Clone 
number 

代表克隆 
Representative 
clone 

相似菌株 
Similar strain 

相似度 
Similarity 
(%)  

3 AM074 Uncultured Citrobacter sp. clone LHE104 (JX093178) 99.62 
8 t241 Citrobacter gillenii KAR8 (KR054970) 99.21  
3 LB72 Citrobacter sp. HCX2 (MH368123) 99.64 

肠杆菌属 
Enterobacter 

1 AB105 Enterobacter hormaechei IPBCC 19426 (MN428803) 98.70 
1 LB74 Enterobacter sp. XSF-69 (OP566514) 99.79 

哈夫尼菌属 
Hafnia 

35 AT168 Hafnia alvei 13-1275 (ON746755) 99.76 
8 t250 Hafnia sp. A1 (MN833383) 99.07  

27 AT83 Uncultured bacterium (AJ487023) 99.44 
克雷伯氏菌属 
Klebsiella 

3 LB87 Klebsiella aerogenes AC-R2 (OQ421704) 100.00 

邻单胞菌属 
Plesiomonas 

49 LB47 Plesiomonas shigelloides 190719 (MT369949) 99.58 

变形菌属 
Proteus 

30 LB21 Proteus mirabilis QHD (KJ699115) 99.86 
1 LB84 Proteus sp. DZ0503SBS3 (EU 382215) 99.58 
4 AB001 Uncultured bacterium clone CR_68 (JX457190) 99.40  

13 LB48 Proteus vulgaris P190036 (MN749541) 99.79 
假单胞菌属 
Pseudomonas 

1 EB82 Pseudomonas sp. SG-1 (KC211303) 99.93 
6 M236 Pseudomonas azotoformans PgBE29 (MH144252) 98.49 
1 M244 Pseudomonas libanensis ICE25 (KX588596) 99.36  
4 M248 Pseudomonas fluorescens FC6846 (MH497588) 99.36  
1 M252R Pseudomonas reactans NO8 (FJ972537) 99.79 

志贺氏菌属 
Shigella 

2 LB49 Shigella sonnei T-B7A (KJ806511) 87.62 

肥杆菌属 
Obesumbacterium 

17 F78 Obesumbacterium sp. G3SM25 (MN928736) 99.64 

芽孢杆菌属 
Bacillus 

1 AG74 Bacillus altitudinis KtRA5-79 (KF032700) 87.70 
34 F98 Bacillus amyloliquefaciens AG30 (OR195825) 98.95 
59 EB9 Bacillus atrophaeus B-7 (MT434771) 98.60  

5 EB32 Bacillus cereus EVRAPSUBAC-1 (KY293394) 96.40   
2 B3 Bacillus halotolerans S-5 (CP101718) 99.93  
2 AG102 Bacillus mojavensis D50 (MZ165352) 94.55  

14 EB42 Bacillus sp. ABA34 (OP755866) 100.00  
1 LB5 Bacillus stercoris T342 (MW828127) 99.93  

16 t140 Bacillus subtilis 265ZY4 (KF831368) 99.37  
1 AG94 Bacillus tequilensis A-4 16S (HQ202821) 99.86  
2 LB18 Bacillus thuringiensis SRG2 (MK743981) 99.22  
1 AG131 Bacillus tropicus HBUAS52544 (OM967112) 99.50  

16 t157 Bacillus siamensis CB21 (OR206347) 99.93  
5 F84 Bacillus licheniformis BJ-55 (GQ280065) 98.70  
5 BB73 Bacillus vallismortis isolate qd53 (EF473133) 99.86 

    (待续) 
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    (续表 1) 
类群 
Group 

克隆数量 
Clone 
number 

代表克隆 
Representative 
clone 

相似菌株 
Similar strain 

相似度 
Similarity 
(%)  

1 BG31 Bacillus toyonensis ROD244 (OQ674419) 99.28  
1 AB126 Bacillus aerius NHSLA11 16S (MN515089) 100.00  

40 ABA2 Bacillus velezensis KKLW (CP054714) 99.71  
1 t110 Weizmannia ginsengihumi ATNJC22015 (OR243309) 99.77  
2 F107 Cytobacillus oceanisediminis SCSIO_43758 (MH283842) 99.35 

赖氨酸芽孢杆菌属 
Lysinibacillus 

1 BG132 Lysinibacillus capsici R2-N-3 (OK272060) 86.90 

肠球菌属 
Enterococcus 

1 M230 Enterococcus casseliflavus ZZU A83 (LC119138) 100.00 
1 M63 Enterococcus durans BF353 (MK491120) 99.93  

55 M1 Enterococcus faecalis IGM5-6 (MT197262) 99.86  
8 M2 Enterococcus faecium SB1350 (OR029280) 99.93  

10 M76 Enterococcus gallinarum GI13 (MT158590) 99.43  
17 ABA37 Enterococcus hirae 708 (CP055232) 100.00  

1 M12 Enterococcus lactis A60-1 (OM570329) 99.85  
1 M35 Enterococcus phoeniculicola 772 (MN513232) 99.79  
1 M80 Enterococcus sp. CT-MH6-7 (MW893658) 91.28  
1 M239 Enterococcus thailandicus FJAT-18103 (MF385038) 99.22 

库特氏菌属 
Kurthia 

14 AM005 Kurthia gibsonii RCB321 (KT260533) 99.36 

乳球菌属 
Lactococcus 

1 M29 Lactococcus garvieae SCH (KM088088) 99.64 

 
7 M30 Lactococcus lactis LL-01 (MN108017) 100.00  
2 M81 Lactococcus sp. CSCRZ.C (LC484729) 99.86  
3 M43 Lactococcus taiwanensis 1647 (MT597528) 99.79 

漫游球菌属 
Vagococcus 

3 AG100 Vagococcus fluvialis GX21 (KU937384) 94.72 

梭菌属 
Clostridium 

1 BG56 Clostridium perfringens 3116 (MT613499) 93.42 
1 BG76 Clostridium ihumii AP5 (NR_144705) 99.78 

微小杆菌属 
Exiguobacterium 

1 BB158 Exiguobacterium mexicanum HH-3 (MN933916) 99.72 

类芽孢杆菌属 
Paenibacillus 

2 BG34 Paenibacillus lautus B433/17 (OL505560) 99.79 

链霉菌属 
Streptomyces 

2 G13 Streptomyces zaomyceticus TS9 (MT587582) 99.93 
7 G34 Streptomyces sp. LK-RR-32 (OQ456548) 99.86  
4 2 Streptomyces violaceolatus GC8-61 (KT363060) 99.93  
2 3 Streptomyces cellostaticus GC18 (OK513247) 99.79  
1 G27 Streptomyces anulatus S07-1 (KC814714) 99.79  
1 5 Streptomyces fimbriatus VITSK (KX364005) 994.00  
2 8 Streptomyces wuyuanensis JJ123 (KX352809 99.93 

小单孢菌属 
Micromonospora 

1 26 Micromonospora purpureochromogenes FOLE 17 (KM370036) 100.00 
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从 门 水 平 上 看 ， 分 离 出 了 变 形 菌 门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和放线

菌门(Actinomycetota)等 3 个门，占分离总数的

百分比分别为 71.00%、27.39%、1.60%，变形

菌门为优势菌门(图 1A)。从纲水平上看，变形

菌纲(Proteobacteria)作为优势菌纲，芽孢杆菌

纲(Bacilli)、放线菌纲(Actinomycetes)和梭菌纲

(Clostridia)次之，分别占细菌总数的 71.00%、

27.39%、1.61%、0.16% (图 1B)。其中变形菌纲

包含 11 个属，芽孢杆菌纲包含 8 个属，放线菌

纲包含 2 个属，梭菌纲包含 1 个属。从属水平

上 看 ， 属 于 变 形 菌 纲 中 的 埃 希 氏 菌 属

(Escherichia)为优势菌属，分离出了 4 个种，共

582 株，占细菌分离总数的 46.75%；其次为芽

孢杆菌纲中的芽孢杆菌属 (Bacillus)，分离出  
20 个种，占细菌分离总数的 16.79%；肠球菌属

(Enterococcus)、哈夫尼菌属(Hafnia)、柠檬酸杆

菌属(Citrobacter)、邻单胞菌属(Plesiomonas)、
变形菌属(Proteus)、气单胞菌属(Aeromonas)、肥

杆 菌 属 (Obesumbacterium) 、 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)等菌属也占据一定比例(图 1C)。 
构建的系统发育树将变形菌门、厚壁菌门

和放线菌门分为了三大支。在厚壁菌门中，芽

孢杆菌属(Bacillus)和以 AG94、LB5、B3、EB9、
EB42、BB73、t157、ABA2、t140、F98、F84、
AB126、F107、t110、AG131、BG31、LB18、
EB32 为代表的细菌聚为一支，以 BB158 为代

表的细菌和微小杆菌属(Exiguobacterium)聚为

一支，以 BG34 为代表的细菌和类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)聚为一支，以 BG132 为代表的细

菌和赖氨酸芽孢杆菌属 (Lysinibacillus)聚为

一支，以 A005 为代表的细菌与库特氏菌属

(Kurthia)聚为一支，以 AG100 为代表的细菌和

漫游球菌属(Vagococcus)聚为一支，以 M1、
M80、M230、M76、M35、M239、ABA37、
M63、M12、M2 为代表的细菌和肠球菌属

(Enterococcus)聚为一支，以 M81、M43、M30
为代表的细菌和乳球菌属 (Lactococcus)聚为

一支，以 BG56、BG76 为代表的细菌与梭菌属

(Clostridium)聚为一支，以 26 为代表的细菌和 
 

 
 
图 1  朱鹮肠道可培养细菌群落组成   A：门水平；B：纲水平；C：属水平。 
Figure 1  Composition of culturable bacterial communities in the Crested Ibis gut. A: Phylum level; B: 
Class level; C: Genus level. 
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小单孢菌属(Micromonospora)聚在一支，以 2、
8、5、3、G13、G27、G34 为代表的细菌和链

霉菌属(Streptomyces)聚在一支(图 2)。在变形菌

门分支中，以 M252R、M236、M244、M248、
EB82 为代表的细菌与假单胞菌属聚为一支，气

单胞菌属(Aeromonas)与以 EB78、EB3、LB100、
EB25、EB10 为代表的细菌聚为一支，变形菌属

(Proteus)与以 LB21、LB48、LB84、AB001 为

代表的细菌聚在一支，邻单胞菌属(Plesiomonas)
与以 LB47 为代表的细菌聚为一支，埃希氏菌属

(Escherichia)与以 LB2、LB9、LB54、LB103 为

代表的细菌聚为一支；志贺氏菌属(Shigella)和以

LB49 为代表的细菌聚为一支，哈夫尼菌属

(Hafnia)和以 t250、AT169、AT83 为代表的细菌

聚为一支，肥杆菌属(Obesumbacterium)和 F78 为

代表的细菌聚为一支，肠杆菌属(Enterobacter)和
以 LB74、AB105 为代表的细菌聚为一支，克雷

伯氏菌属(Klebsiella)与以 LB87 为代表的细菌

聚为一支；柠檬酸杆菌属 (Citrobacter)与以

AM074、t241、EB33、EB48、LB72 为代表的

细菌聚为一支(图 3)。 

2.2  基础培养基分离微生物多样性比较 
本研究先采用 9 种不同基础培养基对成年

健康朱鹮肠道微生物进行初步分离。LB 和 BHI
培养基在分离细菌的种类和数量上显示出明显

优势(图 4)，同时由于这 2 种培养基的营养成分

相对简单且易于分析，被选为进一步实验的基础

培养基。同时，已有文献表明通过向培养基中添

加粪便上清液，能有效地提高粪便中可分离的微

生物数量[24]。因此，本研究在下一阶段实验中，

采用向这两类培养基中分别添加 2%、4%、6%
浓度的粪便上清液来分离朱鹮肠道微生物。朱

鹮保护站的工作人员对朱鹮的饲喂主要以鲫鱼

和泥鳅为主，按 1:2 的比例投放于朱鹮活动场

所中供朱鹮自由觅食。为模拟朱鹮的自然食性，

本研究选用鲫鱼和泥鳅的肉汤浸液作为培养基

的主要营养成分，制备出不同浓度的添加鱼肉

培养基，用于分离和培养朱鹮肠道微生物。 

2.3  BHI、LB 培养基添加粪便上清分离

微生物多样性比较 
采用 BHI 培养基时，分离出细菌 2 门 6 属

13 种，共计 89 株。在门水平上，可分为变形

菌门和厚壁菌门，其中变形菌门为优势菌门

(70.79%) ，在目水平 上，可分 为肠杆菌 目

(Enterobacterales)、乳杆菌目(Lactobacillales)、芽

孢杆菌目(Bacillales)，在属水平上，可分为埃希

氏菌属、变形菌属、柠檬酸杆菌属、肠球菌属、

肠杆菌属(Enterobacter)、芽孢杆菌属(图 5A)。 
将粪便上清添加至 BHI 培养基之后，分离

出细菌 2 门 4 属 13 种，共计 262 株。在门水平

上仍以变形菌门和厚壁菌门为主，其中变形菌

门为优势菌门，在属水平上，分离出埃希氏菌

属、芽孢杆菌属、肠球菌属、微小杆菌属(图 5B)，
其中，微小杆菌属为新增属(图 5C)。 

采用 LB 培养基时，分离出细菌 2 门 8 属

23 种，共计 84 株。在门水平上，变形菌门为优

势菌门，在属水平上，分离出了埃希氏菌属、变

形菌属、气单胞菌属、邻单胞菌属、志贺氏菌属、

柠檬杆菌属、肠杆菌属和芽孢杆菌属(图 6A)。 
将粪便上清添加至 LB 培养基之后，分离

得到的细菌以变形菌门为主，共分离得到细菌

227 株，在目水平上可分为肠杆菌目、芽孢杆菌

目、梭菌目，属水平上分为埃希氏菌属、邻单

胞菌属、赖氨酸芽孢杆菌属、芽孢杆菌属、肠

球菌属、乳球菌属、漫游球菌、梭菌属、类芽

孢杆菌属(图 6B)。添加粪便上清液的 LB 培养基，

在目水平和属水平上，均与原培养基有着较大

的差异(图 6C)。 
总的来说，在 BHI 培养基中，分离得到 3 个

特有的属，分别为肠杆菌属、变形菌属和柠檬 
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图 2  基于厚壁菌门 16S rRNA 基因序列构建的朱鹮肠道可培养微生物的系统发育树   括号中的数字

表示序列的 GenBank 登录号；分支点上的数字表示 bootstrap 支持率；标尺 0.050 为进化距离。 
Figure 2  Phylogenetic tree of culturable microorganisms in the crested ibis gut based on 16S rRNA gene 
sequences of Firmicutes. The numbers in parentheses represent the GenBank entry number of the sequence; 
The numbers on the branch points represent the bootstrap support rate; The scale 0.05 is the evolutionary distance. 
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图 3  基于变形菌门 16S rRNA 基因序列构建的朱鹮肠道可培养微生物的系统发育树   括号中的数字表

示序列的 GenBank 登录号；分支点上的数字表示 bootstrap 支持率；标尺 0.050 为进化距离。 
Figure 3  Phylogenetic tree of culturable microorganisms in the crested ibis gut based on 16S rRNA gene sequences 
of Proteobacteria. The numbers in parentheses represent the GenBank accession number of the sequence; The 
numbers on the branch points represent the bootstrap support rate; The scale 0.05 is the evolutionary distance. 



 
1684 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 4  基础培养基在分离细菌总数和种分类水平上的数量   LB：LB 培养基；BHI：BHI 培养基；BE：

牛肉膏蛋白胨培养基；LBO：LB 寡营养培养基；MRSS：MRS 筛选培养基；GAS：高氏一号筛选培养

基。图柱上不同的字母表示其中存在显著性差异，相同字母则表示不存在显著性差异。 
Figure 4  The number of isolated bacteria in the base medium at the total number and species classification 
level. LB: LB medium; BHI: BHI medium; BE: Beef extract peptone medium; LBO: LB oligotrophic medium; 
MRSS: MRS screening medium; GAS: Gauze’s synthetic medium No.1 screening medium. Different letters 
on the bars indicate that there is a significant difference among them, and the same letters indicate that there 
is no significant difference. 

 
酸杆菌属，在 BHI 粪便上清添加培养基中，分

离得到 1 个特有的属为微小杆菌属；在 LB 培养

基中，分离出 6 个特有的属，分别为变形菌属、

气单胞菌属、邻单胞菌属、志贺氏菌属、柠檬酸

杆菌属以及肠杆菌属，而在 LB 粪便上清添加培

养基中，分离出 7 个特有属，分别为邻单胞菌属、

肠球菌属、乳球菌属、漫游球菌属、类芽孢杆菌

属、梭菌属和赖氨酸芽孢杆菌属(表 2)。 

2.4  不同类型培养基分离得到的微生物

多样性比较 
本研究使用的所有培养基中，除了 MRS 筛

选培养基的优势菌门为厚壁菌门外，其他培养

基的优势菌门都为变形菌门。 
本研究将所有培养基按类型分为三大类培

养基，一是基础培养基，二是添加鱼肉培养基，

三是添加粪便上清培养基。在门水平上，变形

菌门为优势菌门(图 7A)。在科水平上，肠杆菌

科(Enterobacteriaceae)为优势菌科，基础培养基

对肠球菌科(Enterococcaceae)有较好的选择性，

添加粪便上清培养基对芽孢杆菌科(Bacillaceae)
有较好的选择性，添加鱼肉培养基对气单胞菌

科(Aeromonadaceae)有较好的选择性(图 7B)。在

种水平上，三类培养基分离得到的细菌多样性从

高到低依次为基础培养基(59 种)、添加鱼肉培养

基(29 种)、添加粪便上清培养基(28 种) (图 7C)。 
在这三类培养基中，均可分离得到埃希氏

菌属、芽孢杆菌属和肠球菌属细菌，占总属的

14.29%。不同培养基体现出对某些类群细菌的 
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图 5  BHI 培养基与添加粪便上清液的 BHI 培养基分离可培养微生物多样性   A：BHI 培养基；B：添

加粪便上清的 BHI 培养基；C：两种培养基分离可培养微生物的不同。 
Figure 5  Isolation of culturable microorganisms diversity from BHI medium versus BHI medium supplemented 
with fecal supernatant. A: BHI medium; B: BHI medium with added fecal supernatant; C: The difference in 
culturable microorganisms isolated from the two media. 
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图 6  LB 培养基与添加粪便上清液的 LB 培养基分离可培养微生物多样性   A：LB 培养基；B：添加

粪便上清的 LB 培养基；C：两种培养基分离可培养微生物的不同。 
Figure 6  Isolation of culturable microorganisms diversity from LB medium versus LB medium supplemented 
with fecal supernatant. A: LB medium; B: LB medium with added fecal supernatant; C: The difference in 
culturable microorganisms isolated from the two media. 
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表 2  BHI、LB 与添加粪便上清后的 BHI、LB 培养基中特有的属 
Table 2  Genera characteristic in BHI, LB and BHI, LB medium after addition of fecal supernatant 
培养基名称 
Medium name 

每种培养基中独特的属 
Unique genera in each type of medium 

BHI 培养基 BHI medium Enterobacter, Proteus, Citrobacter 
改良 BHI 培养基 Modified BHI medium Exiguobacterium 
LB 培养基 LB medium Proteus, Aeromonas, Plesiomonas, Shigella, Citrobacter, Enterobacter 
改良 LB 培养基 Modified LB medium Plesiomonas, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Paenibacillus, 

Clostridium, Lysinibacillus 
 
选择性，每种培养基均能分离得到其他类型培养

基培养不出来的特殊菌株[25]。其中仅能在基础

培养基中分离得到的属数量最多，为 6 个，占所

有属的 30%，仅能在添加粪便上清培养基中分

离得到的属有 5 个，占所有属的 23.81%，仅能

在添加鱼肉培养基中分离得到的属有 1 个，占所

有属的 4.76% (表 3，图 8)。 

2.5  可培养细菌中的潜在新菌 
本研究中所获得的 1 245 株细菌中，有 62 株

与其最相似物种的 16S rRNA 基因相似度低于

98.65%，为潜在新菌，占分离总数的 4.98%，

分为 15 个潜在新种。包括肠杆菌科 40 株，芽孢

杆菌科 12 株，气单胞菌科 3 株，肠球菌科 5 株，

假单胞菌科(Pseudomonadaceae) 2 株(表 4)。 
从培养基水平来看，62 株潜在新菌中，有

33 株来自基础培养基，分属于 9 个潜在新种；

28 株来自添加粪便上清培养基，分属于 15 个潜

在新种；有 1 株来自添加鱼肉培养基，分属于

1 个潜在新种。新菌得率最高的是基础培养基

(2.65%)，其次是添加粪便上清培养基(2.25%)，
最低为添加鱼肉培养基(0.08%)。 

由图 9 所示，潜在新菌的系统发育树可分

为两大支，在变形菌门中，以 LB4、LB11 等细

菌与埃希氏菌属聚在一支，EB33 与柠檬酸杆菌

属聚在一支，AT227 和 t178 与哈夫尼菌属聚在

一支，LB57 与变形菌属聚在一支，CB64、AG107
和 AG87 与邻单胞菌属聚在一支，F59 与气单

胞菌属聚在一支；在厚壁菌门中，BG81 与类芽

孢杆菌属聚在一支，AG100 与漫游球菌属聚在

一支，AG54 与肠球菌属聚在一支，AG86、
EB59、EB32 等与芽孢杆菌属聚在一支。 

2.6  朱鹮肠道微生物中的有益微生物 
本研究共分离得到 96 株肠球菌属细菌，经

文献查阅发现粪肠球菌(Enterococcus faecalis)[26]、

小肠肠球菌(Enterococcus hirae)[27]、屎肠球菌

(Enterococcus faecium)[28] 、 乳 酸 肠 球 菌

(Enterococcus lactis)[29]、耐久肠球菌(Enterococcus 
durans)[30]等 5 种细菌具有益生作用，本次共计

分离得到 82 株，占分离总数的 6.59% (表 5)。 

3  讨论 
肠道微生物与宿主共同维持着体内的生态

平衡，研究表明，生物与其肠道微生物共同进

化，微生物群落能够在环境压力下增强宿主对

不利环境的适应性，包括提高存活率、表型可

塑性和繁殖性能[31]。同时，越来越多的证据表

明，肠道微生物对于宿主的健康、营养、代谢、

免疫等具有重要影响[32]。已有研究显示[33]，肠

道微生物可以通过调节免疫细胞，增强黏膜屏

障功能，使宿主对入侵的病原体产生强大的免

疫反应，同时维持免疫稳态。朱鹮作为濒危物

种，其食物资源的多样性可能受限，而肠道微

生物多样性则可以帮助提高营养吸收效率，微

生物通过发酵未消化的食物残渣生成短链脂肪 
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图 7  不同培养基分离可培养细菌群落结构以及在不同分类水平上的多样性   A：门水平；B：科水平；

C：不同培养基分离可培养细菌群落结构及在不同分类水平上的多样性。图柱上不同小写字母表示其中

存在显著性差异，相同字母则表示不存在显著性差异。 
Figure 7  Structure of culturable bacterial communities isolated from different media and their diversity at 
different taxonomic levels. A: Phylum level; B: Family level; C: The community structure and diversity of 
culturable bacteria isolated from different media at different classification levels. Different lowercase letters 
on the bars indicate that there is a significant difference among them, and the same letters indicate that there 
is no significant difference. 
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表 3  可培养细菌在不同培养基中特有的属 
Table 3  Genera characteristic of culturable bacteria in different media 
培养基类型 
Medium type 

每种培养基中独特的属 
Unique genera in each type of medium 

Number 

基础培养基 
Basal medium 

Proteus, Shigella, Kurthia, Streptomyces, Micromonospora Pseudomonas, 
Lactococcus 

7 

添加粪便上清培养基 
Fecal supernatant medium 

Vagococcus, Clostridium, Exiguobacterium, Lysinibacillus, Paenibacillus  5 

添加鱼肉培养基 Fish broth medium Obesumbacterium 1 
 

 
 

图 8  不同培养基分离可培养微生物属水平群落结构(A)和属水平数目韦恩图(B) 
Figure 8  Genus-level community structure (A) and genus-level number Venn diagram (B) of culturable 
microorganisms isolated from different media. 
 
表 4  潜在新菌分类表 
Table 4  Potential new bacteria classification table 
Name of the most similar strain Phylum Order Family Genus Number 
Escherichia coli Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Escherichia 27 
Citrobacter braakii Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Citrobacter 5 
Escherichia marmotae Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Escherichia 4 
Bacillus licheniformis Firmicutes Bacillales Bacillaceae Bacillus 4 
Enterococcus faecalis Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 3 
Aeromonas salmonicida Proteobacteria Aeromonadales Aeromonadaceae Aeromonas 3 
Pseudomonas azotoformans Proteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 2 
Bacillus velezensis Firmicutes Bacillales Bacillaceae Bacillus 2 
Bacillus cereus Firmicutes Bacillales Bacillaceae Bacillus 2 
Bacillus atrophaeus Firmicutes Bacillales Bacillaceae Bacillus 2 
Vagococcus fluvialis Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Vagococcus 2 
Proteus terrae Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Proteus 1 
Plesiomonas shigelloides Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Plesiomonas 2 
Paenibacillus lautus Firmicutes Bacillales Bacillaceae Lactococcus 2 
Escherichia fergusonii Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Escherichia 1 
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图 9  不同培养条件下潜在新菌的系统发育树 
Figure 9  Phylogenetic tree of potential new bacteria under different culture conditions. 
 
表 5  有益微生物分类表 
Table 5  Beneficial microbial classification table 
Strain name Phylum Order Family Genus Number 
Enterococcus faecalis Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 55 
Enterococcus hirae Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 17 
Enterococcus faecium Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 8 
Enterococcus lactis Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 1 
Enterococcus durans Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 1 
Enterococcus casseliflavus Firmicutes Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 1 

 
酸等营养物质，补充宿主的营养需求[34]。此外，

肠道微生物群的多样性还可以通过竞争抑制有

害微生物的生长减少病原体的定殖机会，从而

预防相关疾病的发生[35]。朱鹮的健康对于其种

群的存续和生态系统的平衡具有至关重要的

作用。健康的朱鹮种群能够有效控制其食物
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链中的某些昆虫或水生无脊椎动物的数量，从

而维持生态系统的平衡[36]。此外，朱鹮的健康

状态可以反映其栖息环境的质量。微生物群落

的变化常与环境污染、栖息地退化等生态问题

相关，因此，朱鹮的微生物多样性研究也可以

作为生态环境监测的一部分[37]。微生物多样性

在维持朱鹮健康和种群稳定中扮演着关键角

色，通过对朱鹮微生物群落的研究，不仅可以

深化对其健康状况的理解，还可以为其栖息地

的生态管理和保护措施的制定提供科学依据，这

对维持生态系统的平衡和生物多样性的保护具

有重要的生态意义。而由于一些因素的限制，大

多数肠道微生物在体外的条件下仍然无法培养，

但近期研究表明，使用培养组学的方法，可以帮

助在体外分离得到更多的微生物种类[38]。 
本研究共采用三大类十八小类培养基对成

年健康朱鹮肠道微生物进行分离鉴定，共分离

出 1 245 株细菌，它们分别来自 3 个门的 22 个属

中的 82 个种，可分为变形菌门(71.00%)、厚壁

菌门(27.39%)和放线菌门(1.61%)。本研究初步

分析了朱鹮肠道可培养微生物的菌群多样性。

相对于使用单一培养基和单一培养营养物质的

研究来说，本研究能够更全面地展示朱鹮肠道

微生物的多样性。目前对于动物肠道微生物的

研究基本可分为两类，一类是以高通量测序技

术为主的免培养技术，另一类是以获得单一菌

株为主的纯培养技术。对于纯培养技术，大多

数研究通常仅局限于使用基础培养或通过对基

础培养基进行改造来培养微生物，很少有研究

使用以添加动物食物为培养基的营养成分来制

作培养基。 
本研究发现，不同类型培养基对朱鹮肠道

微生物的分离效果各不相同。使用基础培养基

分离得到 561 株细菌，鉴定为 59 个种，使用添

加粪便上清培养基分离得到 539 株细菌，鉴定

为 27 个种，使用添加鱼肉培养基分离得到 145 株

细菌，鉴定为 29 个种。总体而言，共鉴定出

3 个门 22 个属的细菌，其中，仅能在基础培养

基中分离出的有 6 个属，仅能在添加粪便上清

培养基中分离得到的有 5 个属，仅能在添加鱼

肉培养基中分离得到的有 1 个属。此外，本研

究还发现，添加鱼肉培养基对气单胞菌科有较

好的选择性。气单胞菌科是一类常见的水生细

菌，广泛存在于鱼类等水生动物的肠道中，而

气单胞菌是该科的代表菌种，具有一定的致病

性，尤其在鱼类中常引致感染和疾病[39-40]。添

加鱼肉培养基在选择性培养气单胞菌科方面具

有一定优势，这是由于几个关键因素共同作用

的结果。首先，添加鱼肉培养基提供了气单胞

菌所需的营养成分。鱼肉中含有丰富的蛋白质、

脂肪和其他营养物质，这些成分能有效促进气

单胞菌的生长，气单胞菌在鱼类肠道中共生，

因此对这些营养物质具有很强的利用能力；其

次，添加鱼肉培养基可能含有鱼肉中天然存在

的气单胞菌[41]，这使得该培养基在选择性上具

有优势，在制备添加鱼肉培养基的过程中，如

果未进行严格的灭菌处理，鱼肉中的气单胞菌

可能会作为初始接种菌，进一步增强培养基对

气单胞菌科的选择性。此外，鱼肉中某些特定

成分可能对非气单胞菌科的细菌产生抑制作

用，从而提高气单胞菌的相对生长优势。 
本研究采用多种基础培养基对朱鹮肠道微

生物进行分离纯化，选择了 LB、BE、BHI、
MRS、TSA 这 5 种天然培养基和高氏一号合成

培养基。这些培养基的营养成分相对明晰，并

已经使用多年，因此在本研究中，这类培养基

对朱鹮肠道微生物的分离效果相对较好，但仍

存在一定的缺陷。在本研究中，这类培养基虽

然在细菌总量和分离种类上占据优势，但分离

得到的细菌大多数为常见的细菌，即使通过对
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MRS 培养基添加溴甲酚绿来选择性筛选细菌，

也未能增加细菌的多样性。史怀平等[15]从成年

朱鹮肠道分离 4 门 11 属细菌，其中，厚壁菌门

为优势菌门，占分离总数的 68.18%，其次是变

形菌门占分离总数的 13.64%，放线菌门占分离

总数的 12.64%，拟杆菌门(Bacteroidota)占分离

总数的 4.55%。本研究采用的培养基类型及培

养条件有所不同，可能导致部分细菌未能被分

离出来。 
有报道显示[42]，从隐士朱鹮肠道中分离得

到 1 234 株细菌，分为 5 门 37 属，其中厚壁菌

门为优势菌门，占分离总数的 40%，其次是变

形菌门占 32%，放线菌门占 19%，拟杆菌门占

7%，梭杆菌门(Fusobacteriota)占 2%。本研究

从朱鹮肠道中分离得到的细菌分布为变形菌门

(71.00%)、厚壁菌门(27.39%)和放线菌门(1.61%)。
然而，本研究分离到肠球菌科、气单胞菌科、假

单胞菌科、链霉菌科(Streptomycetaceae)和小单

孢菌科(Micromonosporaceae)的细菌，这些在文

献中未曾分离得到。此外，有研究表明[43]，从

山齿鹑的盲肠和泄殖腔中分别分离出 69 株和

71 株细菌，其中在盲肠中，50 株为厚壁菌门，

11 株为变形菌门，6 株为放线菌门，2 株为拟杆

菌门；在泄殖腔中，47 株为厚壁菌门，19 株为

放线菌门，5 株为变形菌门。本研究共分离得

到 884 株变形菌门细菌，341 株厚壁菌门细菌

和 20 株放线菌门细菌。因朱鹮仍处于濒危状态，

故取样部位受到限制，这可能是导致分离出的细

菌在门的水平上相对较少的原因之一；同时，样

品的保存方式以及培养基的不适用也可能降低可

培养细菌的多样性[17]。 
与朱鹮肠道环境相似的营养条件以及改变

微生物培养基组成都有利于改善朱鹮肠道微生

物的可培养性。本研究采用添加食物培养基，

并根据朱鹮的食性设计了添加鱼肉培养基，通

过设置添加不同的鱼肉浓度来分离朱鹮肠道微

生物。本研究设置了三组不同的浓度梯度培养

基来对朱鹮肠道微生物进行分离，在分离细菌

的数量上呈现出先增加后减少的趋势。这种现

象可能是由于自然界中数量庞大的环境微生物

可利用的营养物质比较匮乏，多数处于“寡营

养”状态，高浓度营养物质比较适合生长快且对

其有抵抗能力的微生物，但可能会抑制那些生

长速度较慢的微生物[44-45]；当微生物处于寡营

养环境时，如果转移到富营养培养基中，会因

不适应而无法生长，因此寡营养培养基可用于

培养生长缓慢的细菌[46]。在人工模拟的培养环

境中，3 个浓度梯度出现 3 种不同的情况：在

低浓度的营养条件下，会生长出一些寡营养的

细菌；在中营养浓度中，那些生较快的细菌会

大量繁殖；而在高营养浓度的条件下，处于中

低浓度的细菌对高营养的抵抗能力不足，导致

无法生长。这 3 种不同营养浓度的培养基在分离

细菌种类上也存在较大差异，表明在对应营养浓

度下，某些对营养要求特殊的细菌才能生存[47]。 
相较于使用添加食物培养基来模拟朱鹮肠

道环境，通过在培养基中添加粪便上清液的方

法可以更直接地还原朱鹮肠道内的各种营养物

质和信号分子，从而获得更多的细菌种类。由

于朱鹮肠道中各个营养成分的浓度不明确，本

研究采用了 3 种浓度梯度来分离纯化朱鹮肠道

微生物。有研究[28]通过使用 0.22 μm 过滤器对

粪便上清进行过滤，提高了粪便样本中低丰富

度细菌的数量。有学者[48]通过对粪便提取物进

行超声处理，使分离出来的细菌在种类上提高

了许多。本研究中采用了 0.22 μm 过滤器对粪

便上清液进行过滤，全程在有氧条件下进行，

意外分离出梭菌属细菌，这可能是因为粪便上

清中的某种物质使得这类细菌可以在有氧或者

微厌氧的环境中生长，这是在其他培养基中未
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能分离得到的。 
本研究共发现了 62 株潜在新菌，其中包括

基础培养基分离得到的 33 株细菌，分属于 9 个

潜在新种；添加粪便上清培养基分离得到的 28 株

细菌，分属于 15 个潜在新种；添加鱼肉培养基

分离得到的 1 株细菌，分属于 1 个潜在新种。

Goodman 等[49]通过添加粪便上清液来增加分离

微生物多样性，粪便上清液中可能含有某些细

菌赖以生存的营养因子，缺失这些营养因子会

导致这类细菌无法生长。使用 0.22 μm 无菌滤

膜过滤上清液，提高了粪便中厌氧菌的分离率。

虽然在分离总数上，添加粪便上清培养基略差

于基础培养基，但是在分离得到的细菌种类上，

比基础培养基多出 6 种，这表明添加粪便上清

液可以提高新菌的分离率。添加鱼肉培养基仅

得到 1 株潜在新菌，推测可能是由于胃酸可以将

蛋白质变性，随后胃蛋白酶可以将这些变形的蛋

白质剪切成更小的肽，使肠道更容易吸收[50]。

本研究中的鱼肉经过高温灭菌后，导致蛋白质

变性，由于鱼肉未经胃酸处理，没有变成更易

吸收的小肽，从而在分离细菌和潜在新菌的数

量上，都不及其他两类培养基多。 
此外，本研究共分离得到 96 株肠球菌属细

菌。肠球菌属也属于乳酸菌，是当前研究的热

点之一。部分肠球菌菌株已被用于各类食品和

药品中，也有部分与其他菌株如双歧杆菌

(Bifidobacterium)等联合使用，制作成微生态

制剂[51]。 
本研究分离得到 96 株肠球菌属细菌可分

为 9 个种，其中有 5 个种的 82 株细菌被报道具

有益生作用。Avram-Hananel 等[52]从人的结肠中

分离得到的耐久肠球菌(Enterococcus durans)，发

现可以作为潜在的抑炎菌株；对于粪肠球菌

(Enterococcus faecalis)，有研究通过体外试验，

发现可以用于治疗肠胃感染等疾病[53]；将屎肠

球菌(Enterococcus faecium)菌株制成微生态制

剂后，可以保护动物免受大肠杆菌(Escherichia 
coli)、沙门氏菌(Salmonella)和梭菌感染[54]；小

肠肠球菌对产气荚膜梭菌抑制能力最强，对金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)及大肠杆

菌 具 有 一 定 抑 制 能 力 [55] ； 乳 酸 肠 球 菌

(Enterococcus lactis)可抑制致病菌艰难梭菌

(Clostridioides difficile)和单核增生李斯特氏菌

(Listeria monocytogenes)的生长[56]。这些益生菌

不仅能调节禽类的免疫能力，还能调节肠道菌

群结构[57]。肠球菌产生的蛋白酶、淀粉酶、B
族维生素等可以有效分解肠道中的食物残渣，

促进宿主更好地吸收食物中的营养[58]。益生菌

能在 T 细胞中诱导大量白细胞介素(IL-12)，抑

制免疫球蛋白(Ig E)的产生，有效地防止过敏反

应[59]，因此益生菌越多，感染过敏性疾病的概

率可能就越低[60]。然而，这些益生菌在鸟类肠

道中的具体作用机制目前仍不明确，还需要进

一步研究。 

4  结论 
本研究从人工喂养的朱鹮新鲜粪便中，共分

离得到 1 245 株细菌，共计 3 个门 22 个属 82 种，

使用多种培养基对朱鹮肠道微生物进行分离，

较好地显示出样品中可培养细菌的微生物多样

性。研究结果表明，朱鹮肠道内的可培养细菌

十分丰富，有 96 株肠球菌属的细菌，有 82 株

细菌具有益生作用，占分离总数的 6.59%；有

62 株为潜在新菌，占分离总数的 4.98%。本研

究为后期朱鹮肠道微生物资源挖掘奠定了良好

的基础，也为后期开发应用积累了丰富且稀有

的菌种资源。 
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