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蜘蛛肠道酵母菌的分离与鉴定
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摘要：节肢动物体内存在大量微生物，其体内细菌类群对宿主的生殖和发育具有重要的影响。蜘蛛属节肢动物门，蛛

形纲，其种类繁多，分布广泛，是作物害虫的一类重要的捕食性天敌。目前对蜘蛛体内细胞类群的研究主要集中在内共生

菌的检测及其对宿主生殖行为的影响，而对蜘蛛整体内，肠道内菌群多样性研究较少，本实验对捕鸟蛛肠道进行酵母菌株

的分离与纯化，得到 20 株酵母菌，通过形态学以及生理学特征鉴定，将这 20 株捕鸟蛛的肠道酵母菌进行归属，为蜘蛛肠

道酵母益生菌开发与利用提供了一定的理论基础。
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酵母是一种单细胞真菌，在有氧和无氧的条件下都能

生存，属于兼性厌氧菌，能将糖发酵成酒精和二氧化碳。酵

母菌是人类文明史中被应用得最早的微生物，可用于酿造生

产，也可成为致病菌，现如今，我们的生活已经离不开酵母

菌，日常生活中的啤酒、面包、酸奶等美味可口的食品都是

酵母菌经发酵而来，能改善食品的风味、提高营养价值、保

护肝脏等作用。因此，酵母益生菌的分离和纯化对提高人类

健康水平有着十分重要的意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种来源    

本实验的捕鸟蛛为虎纹捕鸟蛛，蜘蛛解刨后，对肠道

进行无菌取样，并立即将样品置于 4 ℃冰箱冷藏保存。

1.1.2 培养基    

富集培养基（LB）、马铃薯培养基、麦芽汁培养基、

高氏琼脂培养基、糖发酵基础培养基、同化乙醇基础培养基。

1.1.3 主要试剂

PBS 洗脱液、3% 盐酸浓度的乙醇、吕氏碱性美蓝染液

A 液：美蓝 0.5 g，95 % 乙醇 35 mL、B 液：KOH 0.02 g，纯

水 100 mL，A 液与 B 液要分别配制，配好后将 A 液与 B 液

进行混合。齐氏石炭酸复红染色液 A 液：碱性复红 0.35 g，

95 % 乙醇 10 mL ；B 液：石炭酸 5 g，蒸纯水 95 mL ，配好

后将 A 液和 B 液混合即可。

1.1.4 主要仪器

生化培养箱、超净工作台、高压蒸汽灭菌锅、糖度计、

紫外分光光度计、电子天平和光学显微镜。

1.2 方法

1.2.1 捕鸟蛛空肠道样品的采集与保存

挑选生长情况良好、无病害的成年捕鸟蛛为实验材料，

在超净工作台对选取的捕鸟蛛进行解剖，从捕鸟蛛的肠道内

取出食物残渣样品，装入取样袋中，并立即放入 4 ℃冰箱中

低温保存备用。

1.2.2 样品的摇瓶稀释与增殖培养

取上述 4 ℃低温保存的捕鸟蛛肠道食物残渣样品 1 g，

并加入 PBS 洗脱液 100mL，对蜘蛛肠道微生物进行洗脱，

并接入含 100ml 富集培养基的 250ml 三角瓶中，37℃，180r/

min 富集培养 48h。

1.2.3 样品中酵母菌的分离与纯化

用平板稀释的方法将捕鸟蛛肠道样品在麦芽汁固体平

板上以 30 ℃恒温培养 48 h，从培养 48 h 后的平板上挑取单

菌落用平板划线的方法进一步纯化 3 ～ 4 次。纯化完成后，

再用接种环从纯化培养基上挑取少量菌体并接种在麦芽汁

固体斜面上，放入生化培养箱，在 30 ℃的条件下恒温培养

72 h，再将其放入 4 ℃冰箱保存备用。

       
图 1 平板划线法初筛　　　     图 2 平板划线法复筛

1.2.4   酵母菌的鉴定

（1）观察菌落特征

将平板稀释法培养 72 h 后，选取单个菌落作为观察对

象，观察该菌落的颜色、形状、光滑度、湿润度、透明度

以及边缘整齐度等特征。用麦芽汁液体培养基观察其发酵情

况、培养液的浑浊度、能否形成浮膜、环或岛以及沉淀物的

疏松度等情况。

（2）观察细胞形态

挑取少量培养 72 h 后的菌体至于光学显微镜下观察，

转用高倍显微镜对菌体细胞的大小、形状和生殖方式进行观

察，酵母的生殖方式为无性生殖，主要有芽殖、芽裂和裂殖，

其中大部分为芽殖，少数是芽裂，还有极少数的为裂殖。
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（3）观察菌丝的形成

在平底培养皿倒一层薄至透明的马铃薯固体培养基，

凝固后将培养皿倒置数小时，直至培养基表面稍干燥，划线

3 ～ 4 条并接种，再盖上灭菌处理的盖片，于 30 ℃条件下

恒温培养 72 h 后用低倍镜对划线的两旁进行观察，看是否

有菌丝形成以及菌丝的类型。

（4）观察孢子的形成

孢子的观察包括子囊孢子和掷孢子的观察，对于子囊

孢子的观察首先用麦芽汁固体斜面转接 3 代，在对数生长期

将已转接 3 代的菌体转到高氏琼脂培养基斜面，在 30 ℃的

条件下培养 48 ～ 72 h 后涂片观察，若没有产生子囊孢子，

则继续培养 4 周左右，且每周观察 2 ～ 3 次，观察是否有子

囊孢子形成。而对于掷孢子的观察，则通过测定其镜像的形

成，来判断是否有掷孢子的形成，先将酵母菌接种在麦芽汁

固体培养基制成的平板上，30 ℃倒置培养 72 ～ 96 h 后，观

察培养皿盖上有没有形成与菌落形状大小相同的镜像，如果

形成了镜像，则继续观察掷孢子的大小和形状。

（5）测定类淀粉化合物

向产类淀粉化合物的液体培养基中接入新培养的酵母

一环，30 ℃培养 5 ～ 7 d，以碘液为指示剂，向培养基中加

入 2 滴碘液，若培养基颜色变蓝，则证明有类淀粉物质生成。

（6）葡萄糖发酵实验

将 12% 的豆芽汁进行分装，分装完毕后放入高压蒸汽

灭菌锅中灭菌 20min，用灭菌处理后的蒸馏水将葡萄糖配成

10% 浓度的溶液，再将溶液煮沸 20min，稍稍冷却后，吸取

一定量的糖液继续分装，直至糖的质量浓度达到 2%。将新

鲜培养物接种于发酵瓶，30 ℃培养 3 ～ 5d，每天观察 1 次

结果，不发酵或弱发酵的延长观察 3 ～ 5d。

（7）KNO3 同化实验

向酵母的培养基中一半加入 KNO3，而另一半则不加，

然后进行分装、灭菌并制成斜面，分别接种 2 支，以未

加 KNO3 的为对照，在 30 ℃下培养 5 ～ 7 d 后观察结果。

每天观察各组酵母的生长情况，假如对照组中没有细菌生

长，而加了 KNO3 溶液的有细菌生长，则表明该菌种能同化

KNO3；反之，如果加了 KNO3 的生长情况与对照组一样，

则表明这种酵母不能同化 KNO3。

（8）乙醇同化实验

向 同 化 乙 醇 的 培 养 基 中 加 入 3% 盐 酸 浓 度 的 乙 醇

10mL，再接入少许酵母培养物，30 ℃培养 3 ～ 5 d，观察酵

母的生长情况，是否形成浮膜、环或岛，并用紫外分光光度

计测定其 OD 值，OD 值越高，则证明菌体生长情况越好，

以未加碳源的空白组为对照比较其各组的生长情况。

2 结果与分析

经过一系列的实验得出表 1（形态学鉴定表）和表 2（生

理生化鉴定表），结合其形态学与生理生化特征对菌种进行

了初步归类：

5、10、18 号菌，其细胞呈卵圆形，1 端芽殖，有菌丝，

类淀粉化合物生成实验、葡萄糖发酵实验与乙醇同化实验均

呈阴性。所以把 5、10、18 号菌纳入瓶形酵母属。

表 1  捕鸟蛛肠道酵母形态鉴定结果

编号 颜色 形态 菌丝 浮膜 子囊孢子 掷孢子
繁 殖

方式

1 乳白 卵圆形 有 无 无 无 芽殖

2 乳白 卵圆形 有 无 无 无 芽殖

3 白 卵圆形 有 有 无 无 芽殖

4 乳白 圆形 有 无 无 无 芽殖

5 乳白 椭圆 有 无 无 无 芽殖

6 白 卵圆形 无 无 无 无 芽殖

7 白 圆形 有 无 无 无 芽殖

8 乳白 圆形 有 有
有（卵圆，

1～ 4）
无 芽殖

9 乳白 卵圆形 无 有 无 无 芽殖

10 乳白 卵圆形 有 无
有（卵圆，

1～ 3）
无 芽殖

11 乳白 圆形 有 无 无 无 芽殖

12 白 圆形 有 无 无 无 芽殖

13 白 圆形 有 无 无 无 芽殖

14 白 卵圆形 无 无
有（卵圆，

1～ 3）
无 芽殖

15 乳白 卵圆形 有 无 无 无 芽殖

16 乳白 卵圆形 无 无
有（卵圆，

1～ 3）
无 芽殖

17 乳白 卵圆形 有 无 无 无 芽殖

18 白 卵圆形 有 有 无 无 芽殖

19 乳白 卵圆形 有 无 无 无 芽殖

表 2  捕鸟蛛肠道酵母生理生化鉴定结果（“+”为阳性，

“—”为阴性）

编号
类淀粉化

合物生成

葡萄糖发

酵实验

KNO3 同

化实验
乙醇同化实验

1 — — — —
2 + — — —
3 — + + —
4 — — — +
5 — — — +
6 — — — —
7 — — — —
8 — + — +
9 — + — —

10 — — — +
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11 — + + +
12 — — — +
13 — — + —
14 — + + —
15 — — — —
16 — + — —
17 + — — +
18 — — — +
19 + — — —
20 — — + —

3 号菌，细胞呈卵圆形，多端芽殖，有菌丝，葡萄糖发

酵实验与 KNO3 同化实验均为阳性，类淀粉化合物生成实验

与乙醇同化实验呈阴性，因而将 3 号菌纳入酒香酵母属。

4、7、12、13 号菌，细胞呈圆形，真、假菌丝兼有，

生殖方式为芽殖。类淀粉化合物生成实验与葡萄糖发酵实验

均呈阴性。4、7、12 号菌的 KNO3 同化实验呈阴性，13 号

菌的 KNO3 同化实验呈阳性。4、12 号的乙醇同化实验呈阳

性，7、13 号的乙醇同化实验呈阴性。因而将 4、7、12、13

号菌纳入假丝酵母。

8 号菌，细胞呈圆形，生殖方式为芽殖，有假菌丝，有

1 ～ 4 个卵圆形子囊孢子。葡萄糖发酵实验与乙醇同化实验

为阳性，类淀粉化合物生成实验与 KNO3 同化实验为阴性。

故将 8 号菌纳入酵母属。

9、16 号菌，细胞呈卵圆形，生殖方式为多端芽殖，没

有菌丝，类淀粉化合物生成实验、KNO3 同化实验和乙醇同

化实验均呈阴性，葡萄糖发酵实验呈阳性。因而将 9、16 号

菌纳入卵孢酵母属。

1、2、6、15、19、20 号菌，细胞均呈卵圆形，生殖方

式为芽殖。1、2、15、19、20 号菌有菌丝，6 号菌没有菌丝。1、6、

15、20 号菌类淀粉化合物生成实验呈阴性，2、19 号菌类淀

粉化合物生成实验呈阳性。1、2、6、15、19、20 号菌葡萄

糖发酵实验与乙醇同化实验均呈阴性。1、2、6、15、19 号

菌 KNO3 同化实验呈阴性，20 号菌 KNO3 同化实验呈阳性。

因而将 1、2、6、15、19、20 号菌纳入裂芽酵母属。

17 号菌，细胞呈卵圆形，生殖方式为芽殖，有菌丝，

有 1 ～ 3 个卵圆形子囊孢子。类淀粉化合物生成实验与乙醇

同化实验呈阳性，葡萄糖发酵实验与 KNO3 同化实验呈阴性。

因而将 17 号菌纳入毕赤酵母属。

14 号菌，细胞呈卵圆形，没有菌丝，，生殖方式为芽殖。

类淀粉化合物生成实验与乙醇同化实验呈阴性，葡萄糖发酵

实验与 KNO3 同化实验呈阳性。因而将 14 号菌纳入克勒克

酵母属。

11 号菌，细胞呈圆形，生殖方式为芽殖，有菌丝。类

淀粉化合物生成实验呈阴性，葡萄糖发酵实验、KNO3 同化

实验与乙醇同化实验均呈阳性。因而将 11 号菌纳入白色冬

孢酵母属。

结束语：

通过对捕鸟蛛的解剖，从捕鸟蛛肠道内生菌中分离纯

化得到了 20 株酵母菌。通过形态学特征鉴定与生理生化鉴

定相结合，对分离纯化得到的这 20 株酵母菌进行了解和归

类，本次得到的 20 株酵母菌中有瓶形酵母属 3 株、酒香酵

母属 1 株、假丝酵母属 4 株、酵母属 1 株、卵孢酵母属 2 株、

裂芽酵母属 6 株、毕赤酵母属 1 株、克勒克酵母属 1 株、白

色冬孢酵母属 1 株。
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