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反刍动物的瘤胃被认为是纤维素物质降解效率

最高的天然场所之一，瘤胃微生物资源的开发已受

到国内外研究者半个多世纪的关注［1］。随着二代高

通量测序技术的应用，越来越多未培养微生物被揭

开面纱，瘤胃微生物群落型态与动物的健康［2］和生

产性能［3］息息相关。随着微生物组学的发展，越来

越多的“不可培养微生物”被揭开面纱，但“不可

培养”也成为其应用的阻碍。因此，对提高饲料消

化效率、降低腹泻、降解毒素等菌种资源的开发利用，

再度成为近些年的研究热点。自瘤胃厌氧培养技术

发展以来，国内外用于瘤胃细菌培养的方法多种多

样，因此，本文将针对国内外自瘤胃菌群厌氧培养

技术发展以来的相关报道，围绕瘤胃细菌的分离培

养步骤及特定功能菌的分离培养方法做一综述。

1 瘤胃细菌分离的基本流程

1.1 瘤胃液采集

动物屠宰后，将瘤胃剖开采集瘤胃液 ；对于安
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装有瘤胃瘘管的动物，可从瘘管口处采集瘤胃内容

物［4］。另外，瘤胃液也可以采用从口腔［5］插入瘤

胃管的方式采集，采样管的插入深度影响所采集瘤

胃液的微生物发酵能力，对于奶牛来说，插入 200 
cm 能够采集到瘤胃中央的样品，最具代表性，pH、

VFA、氨态氮、离子浓度与通过瘤胃瘘管采集的样

品无显著差异，180 cm 插入深度采集的样品 VFA、

钙、磷、钾浓度显著偏低［6］。成年牛羊分别有不

同尺寸的不锈钢瘤胃管，犊牛可使用成年羊的不锈

钢瘤胃管，另外也可使用不同尺寸的硬质 PVC 管

（Polyvinylchlorid，主要成分为聚氯乙烯）采集瘤胃

液［7］，PVC 管法同样适用于新生羔羊。操作时，应

注意避免插入气管中。

1.2 瘤胃液运输

为保持瘤胃液的厌氧环境，采集后通常立即注

入提前充满 CO2 的密封灭菌容器中［8-9］。为保持与

瘤胃内部相似的条件，部分研究者采用 37-39℃恒

温运输［10-12］，有研究者为保持菌株的活力，采用

4℃［13］或冰浴［14］低温运输。有研究者添加保护剂（甘

油∶厌氧稀释液 =7∶3）于瘤胃液中［15］，可在运输

途中维持厌氧环境。

1.3 瘤胃液匀浆（可选）

为使得饲料表面附着的微生物脱离，可在过滤

前采用匀浆 10 s 的处理［16］，饲料颗粒附着菌的脱离

有助于研究者分离到更丰富的微生物菌群。

1.4 瘤胃液过滤

运回实验室后，立即过滤饲料残渣，可采用 2

层［17］、4 层［18-20］、6 层无菌纱布［21］，4 层纱布的处

理方法最为常见。需要注意的是，为分离严格厌氧

的微生物，应迅速往滤液中通入 CO2 直至饱和［18］，

所得滤液用于微生物分离培养。

1.5 瘤胃液离心（可选）

为去除饲料残渣和纤毛虫，可将瘤胃液 500-

600 r/min 低速离心 10 min［22-25］。但是，由于饲料颗

粒表面附着的细菌占比较高，瘤胃液不经过滤和离

心处理，可以分离出更为丰富的细菌群落［24］。

1.6 瘤胃液保存

若运回实验室后不能立即进行分离，可将瘤胃

液添加保护剂后冻存在 -20℃［9］，后续再进行菌株

分离。

1.7 菌株富集

为增加目标菌群的丰度，部分研究者在稀释涂

布之前先进行菌群的富集培养［26］，即增菌培养。由

于不同微生物对营养物质的需求有偏好性，使用特

定底物对某类微生物进行前期富集，或者添加某种

抑制其他细菌生长的物质，可以大幅提高目标微生

物比例，降低其它微生物类群比例。例如，为分离

纤维素酶分解菌，首先进行纤维素降解菌的富集，

不同研究者使用的富集培养基各异，有以葡萄糖［7］、

纤维二糖［27］、羧甲基纤维素钠［16］、滤纸［28］、微晶

纤维素［19］作为主要碳源进行菌群富集［29］的研究，

可富集一次，也可进行二次富集。另外，可通过添

加醋酸钠抑制其他菌的生长而对乳酸菌无害［30］，从

而实现乳酸菌的富集。总之，经过富集培养，可以

大幅提升目标菌株的相对比例，提高分离效率。

1.8 稀释涂布

富集之后通过稀释涂布分离菌株，一般选用 
10-4-10-6 稀释梯度进行涂布［31］。也可不经过富集

步骤，直接使用无菌生理盐水对滤液进行稀释后涂

布［32-33］。另外，涂布之前也可向瘤胃液中加入无菌

生理盐水和无菌玻璃珠，打散样品后再进行稀释涂

布［34］，起到与第 3 步 10 s 匀浆类似的洗脱部分饲料

附着微生物的效果。

1.9 菌株初筛

经 过 富 集 培 养 后， 使 用 选 择 性 底 物［7，27］ 制

备的选择培养基进行分离初筛，培养温度常选用

37℃［18，35］、38℃［11］、39℃［17］或 40℃［36］，接近瘤

胃的真实温度。

1.10 菌株纯化

在生长出菌落后，挑出单菌落，使用初筛培养

基进行划线纯化，反复进行几次，直至获得纯培养。

1.11 菌株复筛

获得菌株纯培养后，可使用发酵培养基对功能

菌株进行复筛，例如通过 DNS 比色法测定纤维素酶

活［29］进一步筛选纤维素高效降解菌株。另外，在

瘤胃液梯度稀释后，也可选择营养丰富的非选择性

培养基进行无差别分离，“地毯式”分离出能够培养

出的所有菌株，保存后再进行特定功能菌株的筛选
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鉴定。

1.12 菌株保藏

目标菌株经过纯化和筛选之后，需要保藏菌种，

一方面是保藏菌种资源，另一方面保藏原种防止其

在不断传代过程中发生退化。菌种长期保藏的方法

有 -80℃保藏和冷冻真空保藏，-80℃保藏需要添加

保护剂，包括甘油、吐温 -80、DMSO 等，刘玉承［27］

研究发现甘油的保藏效果最好，其中以 10% 的甘

油 保 存 效 果 最 佳， 也 有 使 用 15%［37］、20%［38］ 或

40%［39］浓度的甘油进行菌株保藏。不同菌种对超低

温冷冻保藏保护剂的偏好不同，保藏效果不仅与保

护剂种类及浓度有关，也与菌种类别有关［40］，笔者

建议参考最相近菌种的保藏方法。除了冷冻低温保

存，也可采用真空保存，将菌种加入牛奶等保护剂，

经过冷冻真空干燥制成菌粉，保存在真空安培管中，

放置在 4℃下长期保存［41-42］，相对超低温保存来说

更便于携带和邮寄。另外，菌种的短期保藏可选用

试管斜面，菌体长成后，将斜面菌种置于 4℃保存，

方便菌种的随时取用、活化和实验，此方法可保存

1-3 个月，时间过久易发生菌种退化或死亡，需要

进行定期活化［39］。

2 特定功能细菌的分离筛选方法

有目的地分离目标菌株可用于特定功能工业菌

株的高效筛选，选择性培养基分离法是目前分离瘤

胃细菌的常用方法。

2.1 培养基的基本成分组成

培养基的配方多种多样，同一种培养基也可进

行组分改良［43］，但是总体来说，瘤胃细菌分离培养

基成分可以总结为几大要素 ：缓冲液系统、碳源、

氮源、无机盐和矿物质、厌氧指示剂、固化剂。其

中无机盐和矿物质可以使用不同的无机化合物配比，

也可以在无机化合物配比的基础上，添加一定含量

的无菌瘤胃液，增加微生物原生环境中的微量元素

和生长因子。使用不同培养基分离出的细菌种类见

表 1。碳源和氮源的改变可以制备功能不同的选择

性培养基，例如，不添加氮源的培养基可用来分离

固氮细菌［44］：纤维素作为唯一碳源可用来分离纤维

素降解菌［19］；淀粉作为唯一碳源，用来分离淀粉降

解菌［72-73］；尿素作为唯一氮源，用来分离尿素分解

菌［59］。虽然如此，使用选择培养基分离出的细菌不

一定都属于目标菌株，Hobson 等［74］发现甘油唯一

碳源培养基分离出的细菌有些并不能利用甘油，仅

仅能够利用酵母膏和瘤胃液生长，因此，分离出的

菌株均需进一步复筛，验证其生长性能和功能。

2.2 纤维素降解菌的分离

纤维素降解菌培养基的底物主要分为不可溶

性和可溶性纤维素。羧甲基纤维素钠（CMC）被广

泛用作分离纤维素降解菌的碳源［33，45，75］，其溶于

水，能够均匀分布在培养基中，还可以配合刚果红

染色，根据透明圈的直径大小初步筛选纤维素降解

菌［19］。另外，纤维二糖作为纤维素的基本结构单元，

可被 β- 葡萄糖苷酶水解为 2 分子 D-（+）- 葡萄糖，

溶于水，也常被用于纤维素降解菌富集、分离、纯

化培养基的制备以及作为检测 β- 葡萄糖苷酶活性的

底物。此外，也可使用不可溶纤维素制备分离培养

基，Hungate 采取酸处理加球磨震荡的方法处理滤纸

和脱脂棉［76］，使其均匀分布在培养基中。稻秸［18］、

玉米秸秆［18］、木屑［18］、微晶纤维素［13，77-78］等经

处理后也都可被用作纤维素降解菌培养基的底物，

Jung 等［79］发现使用滤纸作为底物，相比较处理过

的牧草来说，能够分离到更多的纤维素降解菌，可

能由于滤纸中的纤维素相对牧草更容易被降解。但

是，自然界中的纤维素往往伴随有半纤维素和木质

素等同时存在，使用 CMC 等作为底物筛选出的菌有

些并不能降解自然界中真正的不可溶纤维素，不可

溶纤维素筛选出的菌往往具有更健全的降解自然界

纤维素的能力［80］，仅仅使用单一纤维素进行纤维素

降解菌的分离具有一定局限性。

2.3 木聚糖降解菌的分离

Butterworth 等［81］使用小麦戊聚糖为碳源从瘤

胃中分离到一株木聚糖降解菌，属于丁酸弧菌属

（Butyrivibrio）。Sewell 等［56］ 以 燕 麦 木 聚 糖 为 唯 一

碳源从厌氧发酵罐中分离到 6 株木聚糖降解菌，属

于溶纤维丁酸弧菌（Butyrivibrio fibrisolvens）。张贝

贝［57］使用以木聚糖为唯一碳源的初筛固体培养基

从奶牛瘤胃中分离到 4 株木聚糖降解菌，其中酶

活最高的一株属于类芽孢杆菌属（Paenibacillus）。

Nyonyo 等［82］ 以 CMC 为 碳 源， 共 分 离 到 129 株
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菌，其中 105 株菌具有木聚糖酶活性。Palakawong

等［26］使用直链淀粉作为唯一碳源，分别从牛和羊

瘤胃中鉴定到两个新种 ：产琥珀酸放线杆菌未定种

（Actinomyces succiniciruminis sp. nov.）和甘油放线菌

未定种（Actinomyces glycerinitolerans sp. nov.），均具

有木聚糖降解活性。Simunek 等［83］使用 CMC 为碳

源的培养基从赤鹿瘤胃中分离到一株严格厌氧的木

聚糖降解菌，同时具有纤维素降解活性。能够降解

纤维素的菌株大部分也能够分泌木聚糖酶，以丁酸

弧菌属（Butyrivibrio）和类芽孢杆菌属（Paenibacillus）
的菌株为代表。

2.4 乳酸菌的分离

乳酸菌常被用作益生菌的开发来源，具有重要

的经济价值。MRS 是分离乳酸菌的常用培养基，制

备 MRS 固体培养基时添加 CaCO3，可通过溶钙圈

的形成初步筛选乳酸菌［64］。Ghali 等［84］使用 MRS

培养基从骆驼和鹿的瘤胃液中分离到 8 株牛链球菌

（Streptococcus bovis），牛链球菌被认为是产生乳酸的

关键菌株之一。徐凤等［65］使用 MRS 培养基从山羊

胃肠道中分离到 5 个属 9 个种的乳酸菌类群。王德

光［64］从山羊瘤胃液、皱胃液等 18 种不同来源中共

分离到 75 株乳酸菌，分属于 11 个种。分离乳酸菌

也可使用 SL 培养基，杨龙龙［30］使用 SL 固体培养

基分离、MRS 培养基纯化共获得 60 株乳酸菌 ：包

括嗜酸乳杆菌、发酵乳杆菌和乳明串珠菌。Jensen

等［85］使用 SL、Brihhs 和强化脱脂牛奶 3 种培养基

从瘤胃中共分离到 168 株乳酸菌 ：包括噬酸乳杆菌

（Lactobacillus acidophilus）、短乳杆菌（L. brevis）、布

氏乳杆菌（L. buchneri）、干酪乳杆菌（L. casei）、发

酵乳杆菌（L. fermenti）、植物乳杆菌（L. plantarum）。

2.5 蛋白质降解菌的分离

蛋白降解菌通常以蛋白质作为主要氮源进行菌

株 分 离。Mcsweeney 等［86］ 使 用 BHI（ 脑 心 浸 液 琼

脂培养基）配合单宁分离菌株，使用 RHS 培养基

配合 HCL 冲洗，筛选出数株蛋白降解菌，其中一

株蛋白降解效率最高的菌株属于肉毒梭状芽孢杆菌

（Clostridium botulinum）。Blackburn 等［58］ 以 酪 蛋 白

为主要氮源并添加多种碳源从羊瘤胃中分离蛋白降

表 1 培养基类型及分离细菌

Table 1 Types of culture medium and isolated bacteria

培养基类型

Types of culture medium

分离菌株

Isolated strains

参考文献

References

CMC-Na 分离培养基 芽孢杆菌属、蜡样芽孢杆菌、木聚糖降解球形芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、环状芽孢杆菌、苏云

金芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、短杆菌、假单胞菌属、铜绿假单胞菌、香茅醇假

单胞菌、寡养单胞菌属、纤维单胞菌属、肠杆菌属、棒状杆菌属、微杆菌属、苍白杆菌属、大

肠杆菌、鞘氨醇杆菌属、肠球菌属、粪肠球菌、副球菌属、黄色瘤胃球菌、白色瘤胃球菌、链

球菌、菠萝泛菌、肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯氏菌、溶纤维丁酸弧菌、拜氏羧菌、丁酸梭菌

［7-8，25，29，

44，45，46-55］

木聚糖唯一碳源培养基 溶纤维丁酸弧菌、类芽孢杆菌属 ［56-57］

酪蛋白主要氮源培养基 嗜淀粉拟杆菌、丁酸弧菌属、新月形单胞菌属、毛螺旋菌属、未知种 ［58］

双缩脲、尿素唯一氮源

培养基
葡萄球菌属、干酪乳杆菌、产气克雷伯氏菌、粪链球菌 ［59-60］

无氮培养基 克雷伯氏菌属、弗兰克氏菌属、芽孢杆菌属 ［44］

LSB 培养基
痤疮丙酸杆菌、蜡样芽孢杆菌、草乳杆菌、弯曲乳杆菌、吉氏库特菌、粪肠球菌、解淀粉芽孢

杆菌、牛链球菌、志贺氏菌、氧化木糖无色杆菌、夏威夷肠球菌、产粘棒状杆菌
［24，61］

CDC 厌氧血琼脂 反刍月形单胞菌、粪肠球菌 ［62-63］

MRS 培养基
巴黎链球菌、肠膜明串珠菌、戊糖片球菌、弯曲乳杆菌、耐久肠球菌、海氏肠球菌、鹑鸡肠球菌、

屎肠球菌、粪肠球菌
［64-65］

SL 培养基 干酪乳杆菌，黏膜乳杆菌 ［66］

厌氧杆菌培养基 产琥珀酸放线杆菌 ［67-68］

牛肉膏蛋白胨溴甲酚绿

培养基
放线杆菌属、肠膜明串珠菌 ［69-70］

单宁浓度耐受培养基 产碱普罗维登斯菌、克斯特菌、普罗威登斯菌和铜绿假单胞菌 ［71］
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解菌，包括嗜淀粉拟杆菌（Bacteroides amylophilus）、

丁 酸 弧 菌 属（Butyrivibrio）、 新 月 形 单 胞 菌 属

（Selenomonas）、毛螺旋菌属（Lachnospira）和一些

未知种，蛋白降解的功能不局限于某一类菌，瘤胃

中很多菌都能够不同程度的降解蛋白。卢玉飞［15］

以酪蛋白为主要氮源的培养基对蛋白降解菌进行富

集，通过组学技术探究了奶牛瘤胃蛋白降解菌的主

要细菌群落结构。

2.6 非蛋白氮降解菌的分离

非蛋白氮几乎不能被猪、禽等非反刍动物利用，

但能够被反刍动物很好的利用，瘤胃微生物能够将

非蛋白氮降解为氨，再利用氨合成真蛋白，是降低

反刍动物饲料成本的重要途径之一。Bellingham 等［60］

使用双缩脲作为非蛋白氮来源，从瘤胃中分离到一

株能够在瘤胃中降解双缩脲的菌株。John 等［87］从

饲喂了尿素的奶牛瘤胃中分离到一株尿素降解菌，

属 于 反 刍 月 形 单 胞 菌（Selenomonas ruminantium）。

Cook［59］以尿素作为培养基氮源，从绵羊瘤胃中分

离尿素降解菌，但分离的 1 200 株细菌中只有 6 株具

有尿素降解活性，包括葡萄球菌属（Staphylococcus），

干酪乳杆菌（L. casei）和产气克雷伯氏菌（Kleisiella 
aerogenes），其它菌株属于依靠培养基中其它成分

生长的菌株 ；另外，通过富集培养，还分离到一株

尿素降解活性最高且在瘤胃中丰度较高的粪链球菌

（Streptococcus faecium）。非蛋白氮降解菌的分离筛选

和应用有助于提高反刍动物对非蛋白的利用效率，

降低饲料成本。

2.7 甲烷氧化菌的分离

甲烷氧化菌能够利用甲烷，降低甲烷排放，通

常使用甲醇或甲烷作为唯一碳源进行分离。刘欢［88］

使用以甲醇为唯一碳源的 NMS 液体培养基进行甲烷

氧化菌的富集，若富集成功培养液呈现粉色，再使

用 NMS 固体平板配合甲烷通入进行分离，纯化后得

到一株甲基杆菌属（Methylobacterium）的甲烷氧化菌。

高效率的甲烷氧化菌的生产应用有助于降低反刍动

物甲烷排放，减少温室气体排放量，保护环境。

2.8 毒害物质降解菌的分离

有些粗饲料本身含有活性毒性成分，如氟乙酸

钠、单宁、棉酚等，饲料由于储存不当也容易发生

霉变，产生霉菌毒素，对动物机体健康及生产性能

造成影响。Intanoo 等［10］从牛瘤胃中分离得到降解

黄曲霉毒素 B1 的菌株，包括 3 株酵母菌和 3 株细菌，

细菌属于屎肠球菌（Enterococcus faecium）、荧光棒

杆菌（Corynebacterium phoceense）和瘤胃棒杆菌（C. 
vitaeruminis）。另外，分离培养基中添加 200 ng/mL

的毒素，发酵后使用 ELISA 方法可检测剩余毒素含

量，毒素降解菌的开发利用可用于降低饲料中的毒

素污染。Zhang 等［17］使用棉酚唯一碳源培养基从牛

瘤胃液中分离到一株降解棉酚的枯草芽孢杆菌（Ba- 
cillus subtilis），对棉籽粕的发酵具有应用潜力。李兴

芳等［71］从山羊瘤胃中分离单宁降解菌，首先使用

牛肉膏蛋白胨培养基过夜富集，再使用不同浓度单

宁的固体平板进行分离纯化，使用没食子酸丙酯作

为底物测定单宁酶的活力，复筛得到 4 株降解单宁

的菌株，分别属于产碱普罗威登斯菌（Providencia 
alcalifaciens）、克氏菌属（Kerstersia）、普罗威登菌

属（Providencia sp.）和绿脓假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）。Sharma 等［89］使用单宁培养基从山羊

瘤胃中分离到 3 株单宁降解菌，属于变栖克雷伯氏

菌（Klebsiella variicola）（2 株）和肺炎克雷伯菌（K. 
pneumoniae），且能降解 9- 羰基 -10，11- 去氢泽兰酮，

一种植物毒素。氟乙酸钠是植物中的一种活性毒性

成分，Camboim 等［90］和 Pimentel 等［36］分别使用添

加有氟乙酸钠的培养基，从瘤胃中各分离到 2 株降

解氟乙酸钠的菌株，分别属于 Pigmentiphaga kullae、

Ancylobacter dichloromethanicus 和 粪 肠 球 菌（Entero- 
coccus faecalis）、芽孢杆菌属未知种（Bacillus sp.）。

2.9 产脂肪酶菌株的分离

Hobson 等［74］使用亚麻籽油作为培养基碳源，

添加绵羊腮腺唾液作为亚麻籽油的乳化剂，使得脂

肪在培养基中均匀分布。Faruque 等［91］使用三丁酸

甘油酯和三油酸甘油酯作为培养基中的能量来源，

从牛瘤胃中分离到 3 株脂肪酶降解菌。Henderson［92］

以三月桂酸甘油酯作为碳源，进行脂肪降解菌的分

离，具有脂肪酶活性的细菌会在培养基上形成明显

的透明圈。韩生义等［93］以橄榄油为唯一碳源，以

中性红为指示剂，从牦牛瘤胃中筛选到 6 株产脂肪

酶高活力的菌株，包括液化沙雷氏菌和真菌。Priji
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等［94］使用花生油作为能源物质，使用超声法使得

花生油在培养基中形成悬浊液，分离到一株脂肪酶

产生菌，且后续验证该菌株还能够产生鼠李糖酯类

生物表面活性剂［95］，有较高的生产应用潜力。

2.10 产琥珀酸及蛋氨酸菌株的分离

产琥珀酸和产蛋氨酸的菌株，可用于琥珀酸或

蛋氨酸的生产发酵。李兴江等［69］使用添加地克球

利的琥珀酸钠富集培养基进行富集培养，结合溴甲

酚绿中性平板分离获得 300 株产酸菌，再通过薄层

色谱法点样筛选到 31 株产琥珀酸能力的菌株，能力

最强的菌株来自于肠膜明串珠菌。陈晓晖［70］使用

以葡萄糖和玉米浆为主要碳源的富集培养基进行菌

群富集，在富集培养基中添加莫能菌素和富马酸钠，

以促进琥珀酸产生菌的生长，减少复筛压力，后使

用添加了溴甲酚绿的牛肉膏蛋白胨培养基进行菌株

分离，产酸菌的菌落周围可变为黄色，结合薄层色

谱最终从牛瘤胃中筛选获得 28 株产琥珀酸菌。另外，

王铁良等［96］使用营养琼脂培养基分离到 18 株菌，

通过后续的发酵实验测定蛋氨酸产量，复筛到 3 株

能够产蛋氨酸的菌株，产量最高者属于芽孢杆菌属

（Bacillus）。

3 已分离到的瘤胃菌株现状

从瘤胃中鉴定出的菌株数量众多，包括许多

新种，从瘤胃中鉴定出的新种有产琥珀酸放线杆

菌（Actinomyces succiniciruminis sp. nov.）［26］、 甘 油

放 线 菌（Actinomyces glycerinitolerans sp. nov.）［26］、

反 刍 小 单 胞 菌（Micromonospora ruminantium sp. 
nov.）［97］、 反 刍 库 特 氏 菌（Kurthia ruminicola sp. 
nov）［32］、反刍白杆菌（Leucobacter ruminantium sp. 
nov.）［98］、 六 角 巨 球 菌（Megasphaera hexanoica sp. 
nov.［99］、Oscillibacter ruminantium sp. nov.［35］。 近 些

年，高通量和菌株分离均表明，瘤胃中仍存在众

多未定种等待被分离、鉴定和功能挖掘。瘤胃作

为纤维素发酵的重要场所，纤维素降解菌的分离

是重中之重，也是目前瘤胃细菌分离工作的研究

重心。目前已从瘤胃中分离到多种纤维素降解菌，

包 括 反 刍 小 单 胞 菌（Micromonospora ruminantium 
sp.nov.）［97］、 大 肠 杆 菌（Escherichia coli）［19］、 溶

纤 维 拟 杆 菌（Cillobacterium cellulosolvens）［100］、 溶

纤 维 丁 酸 弧 菌（Butyrivibrio fibrisolvens）［101］、 白 色

瘤 胃 球 菌（Ruminococcus albus）［101-102］、 黄 色 瘤 胃

球 菌（R. flavefaciens）［11，101-102］、 产 琥 珀 酸 丝 状 杆

菌（Fibrobacter succinogenes）［原命名产琥珀酸拟杆

菌（Bacteroides succinogenes）］［76］、 地 衣 芽 胞 杆 菌

（Bacillus licheniformis）［75］、肠杆菌属（Enterobacter）［45］、

志 贺 氏 菌 属（Shigella）［103］ 等。 目 前 认 为 瘤 胃

中 最 重 要 的 3 种 纤 维 素 降 解 菌 是 产 琥 珀 酸 丝 状

杆 菌（Fibrobacter succinogenes）、 白 色 瘤 胃 球 菌

（Ruminococcus albus）和黄色瘤胃球菌（Ruminococcus 
flavefaciens）［82］。总体来说，从瘤胃中分离出的纤

维素降解好氧菌主要属于放线菌门（Actinobacteria），

厌氧菌主要属于厚壁菌门（Firmicutes）［104］，具有

纤维素降解能力的菌株分布广泛，但是纤维素降解

能力极强的菌株筛选工作仍需要不断探索。

4 目前分离方法的改进与建议

瘤胃的自然环境中有特定的营养、温度、湿度、

气体条件，在实验室人工模拟的条件下，很难完全

重现瘤胃内的微生态环境。因此，配制的人工培养

基可能适合其中某几类菌的生长，却由于营养或气

体条件等的限制，导致大量的瘤胃微生物仍然无法

被培养出来，或者培养出来后极易死亡。因此，目

前用于瘤胃细菌分离的培养方法仍有可改进的进步

空间。

4.1 严格厌氧环境的控制

大部分的瘤胃细菌包括肠道细菌都属于严格

厌氧菌，严格厌氧的操作环境是保障能够分离到瘤

胃关键菌株的重要条件之一。由于严格厌氧环境的

控制较难，严格厌氧菌即使分离出来，在保藏和传

代的过程中由于条件控制不当也极易死亡。传统的

Hungate 滚管法具有较好的控制严格厌氧的效果，但

是挑取单菌落的纯化过程仍然不易操作［27］，限制了

此方法的应用。近些年厌氧工作站的发展同时兼顾

到了厌氧条件的控制和纯化过程的便捷，目前也有

更多的实验室有条件通过厌氧工作站开展培养工作，

为瘤胃中大量严格厌氧菌种资源的获取创造了技术

条件。

4.2 营养组分的限制

培养基的组分不能完全模拟瘤胃自然发酵状态
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下的营养成分状态，也是限制瘤胃菌种资源开发的

重要因素之一。更接近瘤胃液营养条件的培养基配

比往往能够分离出多样性更丰富的菌群，但由于大

多数培养基成分需具有可溶性或均一性的限制，很

多饲料并不能被直接制备成培养基，因此，无菌瘤

胃液的添加至关重要［74］。无菌瘤胃液可以在实验

室条件为菌株生长提供必要的微量元素和生长因

子，研究发现培养基中添加无菌瘤胃液能够显著加

快菌株生长速度，同时也能够支持更多样的菌株生 
长［18，105］。瘤胃液可以从屠宰场大量获得，经过离

心灭菌后，冻存备用。除了无菌瘤胃液的添加，另

有研究表明培养基中的琼脂可能会对部分微生物的

生长产生抑制，使用结兰胶为固化剂的培养基所分

离到的菌群相比较琼脂拥有更高的 Chao1 指数，能

够支持更多样的菌株生长［82］，结兰胶对琼脂的一定

程度的替代仍需进一步研究。

4.3 菌株生长速度限制

生长速度快的菌株首先形成菌落，被优先分离

出来，而生长慢的菌株被生长速度快的菌株覆盖，

生长不起来。Jone 等［87］在 37℃厌氧条件下培养尿

素分解菌大都需要 1-2 周的时间形成菌落，Van［106］

提出使用选择性培养基需要在 39℃培养 4 周，使用

非选择性培养基需要培养 1 周。Battumur 等［107］从

瘤胃中分离菌株需要在 38℃培养 2 周。因此，在进

行瘤胃菌株分离培养时，适当延长菌株分离的培养

时间，可以兼顾到一些生长速度较慢的菌株。

5 展望

国内外对于瘤胃菌种资源的开发已开展了半个

世纪之久，但已经被开发利用的菌种资源非常有限，

瘤胃中仍有广袤的资源等待被挖掘。国际和国内瘤

胃菌种资源库的建立和共享，是未来瘤胃菌种资源

开发的必然趋势。除了传统培养技术，以原位培养、

共培养、高通量微滴培养等为代表的最新技术也逐

渐兴起，原位培养通过模拟目标微生物的自然生活

环境来培养微生物，解除了人工培养基营养成分的

限制，滤膜允许小分子物质通过的同时可阻挡微生

物，从而实现在复杂的原生环境下获得纯培养。共

培养技术利用辅助微生物提供必要的营养代谢产物，

实现“未培养微生物”的培养。高通量微滴培养利

用微滴技术可从一个环境样本中实现 10 000 多个菌

株的培养。但最新的培养技术仍在探索和完善中，

传统培养方法仍是目前绝大部分实验室使用的主流

技术，且不可被替代。本综述针对瘤胃细菌的分离

培养流程及功能菌的分离方法进行了总结归纳，分

离流程的总结梳理对于瘤胃菌种资源开发利用和资

源库的扩建具有重要的应用价值和借鉴意义。
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