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摘要：随着微生物各项培养及鉴定技术的快速发展，动物的肠道微生物研究也取得了很大进展．蜈蚣是一种
有毒的节肢动物，其药用价值很高．它的肠道微生物有什么功效，相关报道极少．采用３种培养基分离培养
了其肠道微生物，共获得１０株菌，其中有９种细菌，１种放线菌．最后对１０株菌进行４种酶活性检测和６种
致病菌抑菌活性检测．酶活性检测结果显示，Ｗ１０具有纤维素酶活，Ｗ１２具有蛋白酶活，Ｗ１，Ｗ４，Ｗ６，Ｗ１０，
Ｗ１５和Ｗ２２具有脂肪酶活，没有检测到有淀粉酶活的菌株．抑菌检测结果显示，没有菌株抑制茄病镰刀菌，
Ｗ１０能够抑制细极链格孢菌，Ｗ１２，Ｗ１６和Ｗ２２能够抑制炭疽病菌，抑制甘薯黑斑病菌的阳性菌株有 Ｗ４，
Ｗ６，Ｗ１０，Ｗ１２，Ｗ１５和 Ｗ２２，Ｗ１４能够抑制小新壳梭孢病菌，抑制稻梨孢菌的阳性菌株有 Ｗ４，Ｗ６，Ｗ１５和
Ｗ１６．对微生物酶活性的研究可了解蜈蚣肠道内微生物的消化功能；而对微生物抑菌活性的研究可对蜈蚣
毒素的分泌提供一些参考，同时为新药物的研究提供菌种来源．
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　　蜈蚣为常用药材，性温、味辛、有毒．具有息风镇
痉、攻毒散结、通络止痛之功能．目前对蜈蚣的研究
主要集中在中药，以及蜈蚣的毒素、蜈蚣的提取物及

其药理活性等方面．蜈蚣属于节肢动物门、唇足纲、
整形目的蜈蚣科，其药用价值最初记载于２０００多
年前的《神农本草经》，为传统的动物中药材［１］．蜈
蚣毒素是蜈蚣前颚毒腺分泌的液体，近年来成为研

究的热点．国内外对蜈蚣毒素的研究多数都停留在
粗毒的研究水平上，对其有效成分及药理学活性的

研究仍有待于进一步深入［２］．但是蜈蚣体内真正有
药用价值的成分是什么，一直是当前的研究热点．目
前蜈蚣有效成分的提取仍然采用酒浸渍、水提、醇提

及醇提后药渣再水煮等工艺［３］．微生物是蜈蚣肠道
系统的重要组成部分，并伴随取食、消化、排泄等活

动而变化．一般认为这些微生物是寄主动物进行正
常生命活动所必需的［４］．而对昆虫肠道微生物酶活
性的研究可以了解微生物对昆虫的消化到底有何作

用；对昆虫肠道微生物抑菌活性的研究可以探究肠

道微生物与毒素分泌的关系，也可为中药的开发提

供科学依据．同时，抑菌活性的研究也可以研究微生
物的分泌物，为新药物的开发提供来源．

１　材料与方法

１１　样品采集
取哈氏蜈蚣消化道内容物２ｇ，在灭菌研钵中研

磨，将研磨液用灭菌水稀释待用．
１２　试验方法
１２１　蜈蚣消化道细菌分离

１）培养基配制．本试验首先采用３种固体培养
基，分别是ＳＯＢ培养基［５］、金氏Ｂ培养基［５］、营养琼

脂培养基［６］．倒平板前按５０μｇ／ｍＬ的量加入用乙
醇溶解的放线菌酮［７］作为真菌抑制剂．
２）分离培养．将蜈蚣肠道内容物稀释至１０－６～

１０－８，将３个稀释度涂布于上述平板．将平板倒置，
于３０℃中恒温培养．观察生长的菌落，用于进一步
纯化分离．
３）划线分离．用接种针进行培养基平板划线培

养，获取单个菌落，即纯培养物．
４）斜面接种．将获得单菌落的菌株转接于斜面

培养基培养保存．
１２２　抑菌活性检测

配制酵母膏－麦芽汁琼脂培养基，灭菌冷却后，

将１０种菌接种到培养基上，接种好之后放在２８℃
恒温下培养３ｄ，待长出菌落之后备用．

配制马铃薯液体培养基［８］，分装到６个小锥形瓶
中灭菌．将培养好的６种指示菌接种到马铃薯培养基
中，放到摇床上２８℃恒温培养０５ｄ，待长出指示菌
之后即可用于抑菌活性检验．该６种指示菌为茄病镰
刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）、细极链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）、炭疽病菌（Ｃｏｌｌｕｔｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｐｓｉｃｉ）、甘薯黑
斑病菌（Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓｆｉｍｂｒｉａｔａ）、小新壳梭孢病菌（Ｎｅｏ
ｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ）、稻梨孢菌（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ）．

将已长指示菌的马铃薯培养基倒入已长出１０
种菌体的培养基中．将这些培养基放入恒温培养箱
中培养１ｄ，观察结果．
１２３　酶活性检测

１）基础培养基．ＫＨ２ＰＯ４（１ｍｏｌ／Ｌ）３８５ｍＬ，

Ｋ２ＨＰＯ４（１ｍｏｌ／Ｌ）６１５ｍＬ，ａｇａｒ１８ｇ，蒸馏水８００ｍＬ，
ｐＨ７０．１２１℃灭菌１５ｍｉｎ．冷却至５５℃左右时，加入
预热的（５５℃）底物，底物的准备如下所述．
２）底物的准备．
（ａ）用于淀粉酶活性检测：将１００ｍＬ２０％可

溶性淀粉，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，添加到上述基础培
养基中，至终质量浓度０２％．

（ｂ）用于纤维素酶活性检测：将１００ｍＬ２０％
的ＣＭＣ３００－８００，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，添加到上
述基础培养基中，至终质量浓度０２％．

（ｃ）用于蛋白酶活性检测：将１００ｍＬ１５％脱脂
牛奶，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，添加到上述基础培养基
中，至终质量浓度１５％．

（ｄ）用于脂肪酶活性检测：将１００ｍＬ１０％三丁
酸甘油酯乳化液，添加到上述基础培养基中，至终质

量浓度 １０％．乳化液的准备：２０ｇ阿拉伯树胶，
１００ｇ三丁酸甘油酯，１０００ｍＬ无菌蒸馏水，搅拌使
之乳化．

纤维素酶：将５ｍＬ０１％刚果红溶液倒入平板
中，染色１ｈ后，倒出染料，加入５ｍＬ１０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
溶液脱色２０ｍｉｎ，观察菌落周围出现的清晰、未染色
的区域，看菌落边缘是否有透明圈．

淀粉酶：在平板上倒入５ｍＬ碘液，若产生淀粉
酶，则淀粉变成糊精或被利用吸收，遇到碘液不变

色，即为透明圈；如不产生淀粉酶，则菌落周围部位

遇到碘液呈蓝色．倒出碘液，看是否有透明圈．
脂肪酶：直接观察记录平板上菌落周围的透明圈．
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蛋白酶：直接观察记录平板上菌落周围的透

明圈．

２　结果与分析

２１　蜈蚣消化道细菌分离结果
通过对蜈蚣肠道内容物稀释液进行进一步稀

释，获得３个稀释度，将３个稀释度的稀释液用平板
进一步稀释培养，再通过不断的纯化培养，最终获得

１０种纯菌株，其中１种为放线菌，另外９种为细菌．
这１０种菌株分别是Ｗ１，Ｗ１６，Ｗ１２，Ｗ２２，Ｗ４，Ｗ１５，
Ｗ６，Ｗ１４，Ｗ３，Ｗ１０．

２２　抑菌活性检测结果
从下表１可以看出，所有的菌对茄病镰刀菌

都没有活性，说明这些菌对茄病镰刀菌没有抑制

作用，Ｗ１和 Ｗ３对６种指示菌都没有活性，都不
起抑制作用，说明其分泌的活性物质对这些菌没

有活性，或者直接就不产生活性物质．Ｗ６的活性
最强，对甘薯黑斑病菌和稻梨孢菌都具有活性，

且抑制作用较强．其他的菌也有相应活性，有相
应的抑制作用，只是相对 Ｗ６较弱一点．蜈蚣毒
素的分泌是否与这些有抑菌活性的肠道菌有关，

还需要进一步研究．

表１　抑菌检测结果

指示菌

编号
茄病镰刀菌 细极链格孢菌 炭疽病菌 甘薯黑斑病菌 小新壳梭孢病菌 稻梨孢菌

Ｗ１ － － － － － －
Ｗ３ － － － － － －
Ｗ４ － － － ＋ － ＋＋
Ｗ６ － － － ＋＋ － ＋＋
Ｗ１０ － ＋＋ － ＋ － －
Ｗ１２ － － ＋＋ ＋ － －
Ｗ１４ － － － － ＋＋ －
Ｗ１５ － － － ＋＋ － ＋
Ｗ１６ － － ＋ － － ＋
Ｗ２２ － － ＋＋ ＋ － －

　　注：－为无活性；＋为有活性；＋＋为活性较强．

２３　酶活性检测结果
由下表２可以看出，１０种菌对淀粉酶的分解都

不起作用，Ｗ１０对纤维素酶的分解可起作用，其他９
种没有作用；Ｗ１２对蛋白酶的消化可起作用，其他不
起作用；Ｗ１，Ｗ２２，Ｗ４，Ｗ１５，Ｗ６对脂肪酶的分解虽起

到作用，但是相对 Ｗ１０较弱．从这些结论可以看出，
肠道微生物和宿主关系密切，对宿主的食性和食物消

化这些会产生一定影响．虽然这１０株菌对淀粉酶的
消化不起作用，但是可能在其肠道内存在着此次研究

没有培养出的菌体可对淀粉酶起消化作用．

表２　酶活性检测结果

菌号

酶
Ｗ１ Ｗ３ Ｗ４ Ｗ６ Ｗ１０ Ｗ１２ Ｗ１４ Ｗ１５ Ｗ１６ Ｗ２２

淀粉酶 － － － － － － － － － －
纤维素酶 － － － － ＋ － － － － －
蛋白酶 － － － － － ＋＋ － － － －
脂肪酶 ± － ± ± ＋ － － ± － ±

　　注：－为无活性；±为活性较弱；＋为普通活性；＋＋为活性较强．

３　讨论与结论

通过本试验结果可以分析得出，人工培养存在很

多的缺陷和不足，并且人在试验过程中的操作对试验

结果的影响也较大，而不同的微生物对营养和环境的

需求是不同的，因此３种培养基存在很大的局限，实验
室培养条件也不同于生物体内的环境．所以要获得蜈
蚣肠道内的所有微生物在今天来说是非常困难的，要

想取得更理想的结果还有待于进一步深入研究．
（下转第７９页）
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已经泛滥，因此不是单靠化学防治就能解决其危

害的，并且不能长期依赖于化学防治，更不能长期

依赖一种药剂，建议结合生物、农业、物理等防治

措施综合防治．
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　　通过对分离的１０株菌的抑菌活性检测，我们获
得了１株对细极链格孢菌有抑制作用的菌株，１株对
小新壳梭孢病菌有抑制活性的菌株，３株对炭疽病菌
有抑制活性的菌株，４株对稻梨孢菌有抑制活性的菌
株，６株对甘薯黑斑病菌有抑制作用的菌株，这些活
性菌株为生防菌的相关研究提供了很好的研究材料．

对１０株菌酶活性检测的结果显示，淀粉酶活性
筛选全部为阴性，纤维素酶为阳性的有１株菌，蛋白
酶为阳性的也有１株菌，而脂肪酶为阳性的有６株
菌，这些活性菌株可以作为下一步酶领域的研究

应用．
本研究中获得的细菌菌株及抑菌活性、酶活性

菌株为我们更深入地认识蜈蚣肠道微生物提供了更

多数据，同时也为我们探讨蜈蚣的中药制造带来了

一些启发．迄今为止，人们对动物和其肠道中的微生
物间复杂的作用关系，以及微生物在动物生理活动

中所起的具体作用和机制尚知之甚少．所以肠道细
菌的研究空间还很大，药用动物“蜈蚣”的肠道微生

物也还有很多东西等着我们去挖掘和探索．
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