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摘 要：蝎子是一种重要的药用动物，还具有很高的营养价值。分别采用非培养和纯培养方法研究蝎子肠道内的

微生物群落，结果表明，非培养方法检测到的蝎子肠道内微生物大部分属于!，"，#5D1.-0./8,-0198 类群，纯培养法分

离到的菌株 多 属 于 高 E F G 含 量 的 革 兰 氏 阳 性 菌，两 种 方 法 都 检 测 到 肠 杆 菌 属（ !"#$%&’()#$%）、沙 雷 氏 菌 属

（*$%%(#+(）、苍白杆菌属（,)-%&’()#%./）菌株，综合两种方法检测结果，蝎子肠道微生物共包括 $* 个属，分别是肠杆菌

属（!"#$%&’()#$%）、沙 雷 氏 菌 属（ *$%%(#+(）、假 单 胞 菌 属（ 01$.2&/&"(1）、不 动 杆 菌 属（ 3)+"$#&’()#$%）、气 单 胞 菌 属

（3$%&/&"(1）、柠檬 酸 杆 菌 属（ 4+#%&’()#$%）、土 地 杆 菌 属（ 0$2&’()#$%）、代 尔 夫 特 菌 属（ 5$67#+(）、罗 尔 斯 通 氏 菌 属

（8(61#&"+(）、苍白杆菌属（,)-%&’()#%./）、鞘鞍醇单胞菌属（*9-+":&/&"(1）、微小杆菌属（!;+:.&’()#$%+./ ）、戈登氏菌属

（<&%2&"+(）、诺卡氏菌属（=&)(%2+(）、红球菌属（8-&2&)&)).1）、两面神菌属（ >("+’()#$%）、考克氏菌属（?&).%+(）、微球菌

属（@+)%&)&)).1）、壤 霉 菌 属（ 3:%&/A)$1）、微 杆 菌 属（ @+)%&’()#$%+./）、土 壤 球 菌 属（ 3:%&)&)).1）、异 常 球 菌 属

（5$+"&)&)).1）、鸟氨酸微菌属（,%"+#-+"+/+)%&’+./），还有一些属于不能培养的未知菌。
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蝎子又称全蝎或全虫，属节肢动物门、蛛形纲、

蝎目，是已知最古老的陆生节肢动物之一。蝎子分

布广泛，品种繁多。全世界约有 &%%% 余种，我国约

有 &# 种，主要分布在河南、河北、山东、辽宁等地，其

中东亚钳蝎是我国蝎群中分布最广的一种，可整体

入药，通 常 人 们 所 说 的 蝎 子，也 往 往 指 东 亚 钳 蝎

（B.#-.1 /(%#$"1++ J81K,L）［&］。

有关蝎子的药用价值研究历史久远，全蝎入药

的记载，我国最早见于五代后蜀韩保瘅的《蜀本草》。

现代研究表明，蝎子的主要活性成分是蝎毒素和酶，

在临床上，蝎子多用于治疗神经系统、脑血管系统方

面的疾病，此外还具有较强的抗癌活性［$ ( !］。蝎子

不仅是一味传统的中药材，本身还具有很高的营养

价值。蝎子中富含人体生长所需的多种氨基酸和微

量元素［#］，有望开发成美味可口的食品。

随着人们对蝎子需求的不断增大，自然界野生

蝎子产量难以满足市场的需要，我国许多地方开始

采用人工养蝎，但该技术目前还不尽完善，蝎子病死

率比较高，人工饲料营养单一是原因之一。在野生

环境中，蝎子捕捉各种昆虫为食，食性较杂，人工养

殖往往难以满足蝎子的生长需求，容易造成营养不

良，抗病性减弱，死亡率增高。国内有研究在蝎子饲

料中添加 6M 菌（6NN0,-9O0 M9,1.5+1=8<9K7K），研究表

明，添加 6M 菌的东亚钳蝎的生长、产子及存活率都

优于其它传统的养殖方法［4］。

蝎子肠道中存在大量的微生物，形成复杂的微

生物群落，这些微生物对宿主消化吸收营养物质和

抵御外来菌群入侵有重要作用，如果微生态平衡失

调，机体正常生理功能就会发生紊乱而发生疾病。

目前，对于蝎子肠道内微生物的菌群组成、在肠道中

的定植规律及其与蝎子抗病性的关系等尚不清楚。

本研究分别采用非培养和纯培养方法研究蝎子

肠道内微生物群落组成，从而较为全面地了解蝎子

肠道内微生物种类，为采用微生物技术改善蝎子肠

道微生态环境，促进肠道菌群平衡打下基础，具有一

定的理论和实际意义。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 蝎子肠道样品：东亚钳蝎，从山东农村野生



环境中捕捉。使用前取活蝎数只，敲击头部致死，用

!"#的乙醇体表消毒后，无菌条件下解剖，取出肠腔

组织。

!"!"# 主要试剂和仪器：硅胶膜基因组 $%& 提取

试剂盒购自北京塞百盛基因技术有限公司。’() 扩

增试剂盒购自美国 ’*+,-./ 公司。凝胶回收试剂盒

（01 21%1& 3-4 056*/768+9 :86）购自美国 ;,-./ 生物技

术公司。限制性内切酶 !"# !购自 </:/)/ 公司。

=3>?< 克隆试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公

司。

!"!"$ 引物：’() 扩增用引物由上海生工生物工

程 有 限 公 司 合 成。 其 中 通 用 引 物 @(A!（ BC?
&3&3<<<3&<((<33(<(&3?DC） 和 )(EFGA （ BC?
<&(33(<&((<<3<<&(3&(<<?DC）分别对应于大肠杆

菌（$%&’#()&’)" &*+)）EHI *)%& 基因的 J K A! 位和 EFGA
K EBED 位。引物 <!（BC?<&&<&(3&(<(&(<&<&333?
DC）和 I’H（ BC?3&<<<&33<3&(&(<&<&3?DC）位 于

=3>?< 载体上，两对引物预计扩增片段大小均为

ELFMN 左右。

!"# 蝎子肠道内微生物 %&’ 提取和 !() *+&’ 基

因文库构建

取蝎子肠腔组织 E".，捣碎后加入 B,O 提取液

（E"",,+4PO <*8Q?R(4，E"",,+4PO 0$<&，E"",,+4PO
%/(4）和 E"""O B",.P,O 的溶菌酶至终浓度 E,.P,O，

D!S保温 A K DT。再加入 E"# I$I E,O，灭菌的玻璃

珠 E.，匀浆 A,89 后离心，将上清液移至另一灭菌的

离心管中，用酚P氯仿抽提，乙醇沉淀后溶于 "LE,O
<0 缓冲液中。用硅胶膜基因组 $%& 提取试剂盒纯

化后，U !"S保存。

以纯化的蝎子肠道内微生物基因组 $%& 为模

板，用通用引物 @(A!，)(EFGA 扩增 EHI *)%& 基因。

’() 反应采用 B""O 体系，反应条件：GFS B,89；GFS
E,89，BFS E,89，!AS D ,89，D" 个循环；!AS E" ,89。

同时进行 F 个 ’() 反应，以减少扩增的偏向

性。反应结束后用 E#的琼脂糖凝胶电泳检测，合

并 ’() 产物，用凝胶回收试剂盒进行切胶回收纯

化，将回收产物和载体 =3>?< 连接后，转化到大肠

杆菌 $ 1 &*+) <+=E" 中。

!"$ !() *+&’ 基因的 ,-+.+/0, 分析和系统发育

分析

用菌落 ’() 方法验证 EHI *)%& 基因文库中的

阳性克隆。选择通用引物 <! 和 I’H 扩增 =3>?< 载

体多克隆位点之间的序列，扩增条件同上。扩增产

物用 F 碱基限制性内切酶 !"# !进行酶切消化

（D!S，ET），酶切产物用 A#的琼脂糖凝胶进行电泳

分析。

随机挑取 FF 个克隆，送北京诺赛基因组研究中

心有限公司进行序列测定，根据测序结果，计算文库

的覆盖率。

测定的序列在 %(VW 数据库中用 VO&I< 程序进

行相似性搜索，从中选择相近的典型菌株 EHI *)%&
序列，用 >03&DLE 软件进行多重序列比对，构建系

统发育树。

!"1 蝎子肠道内好氧和兼性厌氧微生物的分离

取蝎子肠腔组织约 E".，加入灭菌的生理盐水

A",O，旋涡震荡混匀后，低速离心（D""*P,89，E",89）

去除大部分肠腔组织残留物。取上层悬液，用 OV
液体培养基进行梯度稀释后，涂布 OV 固体平板，每

个稀释度进行 D 个平行，D"S培养至平板上形成单

菌落。挑取不同形态单菌落，在 OV 固体培养基上

进一步分离纯化，用显微镜镜检至菌体形态一致，则

为纯培养物。

!"2 蝎子肠道内分离微生物的鉴定

对分离纯化的蝎子肠道内微生物采用菌落 ’()
方法，用通用引物 @(A! 和 )(EFGA 扩增 EHI *)%& 基

因，’() 反应条件同上，’() 产物经琼脂糖凝胶电泳

检测后，直接送北京诺赛基因组研究中心有限公司

进行序列测定，EHI *)%& 基因序列比对及系统发育

树的构建方法同上。

参照文献［!］进行生化特征测定：氧化酶，接触

酶，葡萄糖氧化发酵，甲基红（> 1)），X?’ 测定，硝酸

盐还原，吲哚，明胶液化，硫化氢。

# 结果和分析

#"! 蝎子肠道内微生物 !() *+&’ 基因文库的构建

和 !() *+&’ 基因 ,-+.+/0, 分析

用蝎子肠道内微生物基因组 $%& 为模板，扩增

EHI *)%& 基因，产物大小为 ELFMN 左右，符合预期片

段大小。切胶回收片段，连接到 =3>?< 载体上，构

建 EHI *)%& 基因文库，转化平板上共有阳性克隆约

F"" 个，随机挑取 B" 个克隆进行菌落 ’()，经验证，

阳性克隆率为 GB#。

菌落 ’() 产物用 !"# !酶切后显示出 E" 种以

上不同的带型（图 E），虽然单一限制性酶切结果还

不能准确反映蝎子肠道内微生物的类群，但也在一

定程度上反映了所构建文库的丰富度。
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图 ! !"# $%&’ 基因片段 !"# !酶切部分图谱

!"#$% !"#! &’()*"+)",- ./))’*-( ,0 %12 *&34 #’-’ ,0 5/+)’*"/ 0*,6 (+,*.",- "-)’()"-’$

()( !"# $%&’ 基因序列比对和系统发育树的构建

随机挑选 77 个克隆，用通用引物 !89: 进行正

向测序，测序片段长度 ;<<5. 左右，介于细菌 %12

*&34 基因的 9: = ;<<5. 位点之间。对测序结果进

行分析，并通过序列比对分析，图 9 为文库中各序列

所代表的细菌类群结果。

图 ( *&’ 测序结果统计和重复序列分析

!"#$9 >?’ .*,.,*)",- ,0 *’.’/) %12 *&34 #’-’ (’@A’-+’$

按 以 下 公 式 计 算 文 库 的 覆 盖 率。 $ B

% C %%( )& D %<<E 。其中，& 代表所分析的克隆数，

%% 代表具有不重复序列的克隆数（%12 *&34 序列

F G:E为重复序列）。测序的 77 个样品中，共有不

重复序列的克隆数 ; 个，文库的覆盖率为 ;9E。这

表明库容值较大，文库的覆盖率高，但同时也反映出

蝎子肠道内菌群生物多样性不高，种类比较少。

用 HIJ4KL% 软件进行多重序列比对，选择邻位

相连法构建系统发育树（图 K）。结果显示，用建库

方法检测到的蝎子肠道内微生物包括 %< 个属，分别

是肠杆菌属（’%(#)*+"$(#)）、沙雷氏菌属（ ,#))"(-"）、假

单胞菌属（./#01*2*%"/）、不动杆菌属（3$-%#(*+"$(#)）、

气 单 胞 菌 属（ 3#)*2*%"/ ）、柠 檬 酸 杆 菌 属

（4-()*+"$(#)）、土地杆菌属（.#1*+"$(#)）、代尔夫特菌属

（5#67(-"）、罗尔斯通氏菌属（8"6/(*%-"）、苍白杆菌属

（9$:)*+"$()02）。还有 1 株属于非培养的未知菌株。

()+ 蝎子肠道内好氧和兼性厌氧微生物的分离

采用传统的分离纯化方法，在 MN 固体平板上

共得到 9O 株异养型好氧和兼性厌氧菌，%12 *&34 基

因序列比对结果显示，其中 %; 株菌彼此间序列相似

性低，结合生化特征检测结果，鉴定为属于 %1 个属

%; 个种（表 %），分别是肠杆菌属（’%(#)*+"$(#)）、沙雷

氏菌属（ ,#))"(-"）、鞘鞍醇单胞菌属（ ,;:-%<*2*%"/）、

苍 白 杆 菌 属（ 9$:)*+"$()02 ）、微 小 杆 菌 属

（’=-<0*+"$(#)-02 ）、戈登氏菌属（ >*)1*%-"）、诺卡氏

菌属（&*$")1-"）、红球菌属（8:*1*$*$$0/ ）、两面神菌

属（ ?"%-+"$(#)）、考 克 氏 菌 属（ @*$0)-"）、微 球 菌 属

（A-$)*$*$$0/）、壤 霉 菌 属（ 3<)*2B$#/）、微 杆 菌 属

（A-$)*+"$(#)-02）、土壤球菌属（3<)*$*$$0/）、异常球菌

<G; P43J N/,QRA- #( "6 $ S3$(" A-$)*+-*6*<-$" ,-%-$"（9<<:）7:（O）



属（!"#$%&%&&’(）、鸟氨酸微菌属（)*$#+,#$#-#&*%.#’-）。

其中 菌 株 !"# 与 鸟 氨 酸 微 菌 属 )*$#+,#$#-#&*%.#’-
$%& ’(# 序列相似性仅为 )*+，有可能是未报道的

新种。

图 ! 非培养方法检测到的蝎子肠道内微生物系统发育分析

,-.&/ 01234.5657-8 7955 :6:32$-$ 4; <#= 9>?@ .565 4; A:8759-: 84BBC6-72 -6 $849%-46-D:5 -675$7-65 C$-6. 8C37C95E-6D5%56D567 B5714D&

?CBA59$ -6 %:956715$5$ 95%95$567 715 $5FC5685$’:885$$-46 6CBA59 -6 G565H:6I& J15 6CBA59 :7 5:81 A9:681 %4-67$

-$ 715 %598567:.5 $C%%4975D A2 A447$79:%& H:9，K+ $5FC5685 D-L59.5685&

表 " 蝎子肠道分离菌株 "#$ %&’( 基因同源性比对及主要生化特征检测结果

J:A35 < HM@=J 95$C37$ 4; <#= 9>?@ $5FC5685$ 4; 715 A:8759-: -$43:75D ;94B $849%-46-D:5 -675$7-65 :6D 715-9 B:-6 %12$-34.-8:3 ;5:7C95$

=79:-6 =5FC5685$ $4C985 N-71
1-.15$7 -D567-72（+）

G3C84$5
;59B567:7-46

?-79:75
95DC87-46 O>

P"=
%94DC87-46

QE0 M6D435
094DC87-46 RS-D:$5 T:7:3:$5 G53:7-6

3-FC5;:87-46$
!" /$+"*%.0&+"* 0"*%1"$"(（))） , U V U U V V U U
!/ /2#1’%.0&+"*#’- $%&（))） , V V V V V V U U
!K 3"**0+#0 -0*&"(&"$(（))） , U V U U V V U U
!* 34,#$1%-%$0( $%&（))） V V V V V V V U V
!) 51*%-6&"( $%&（))） R V V V V V V U U
!<W 7#&*%&%&&’( $%&（))） R V V V V V U U U
!</ )&,*%.0&+*’- 0$+,*%4#（))） R U V V V V U U V
!<X @.948488C$ 3:1:C356$-$（))） @ V V V V V V U U
!<* !"#$%&%&&’( $%&（)Y） R V V V V V U U U
!<Y 7#&*%.0&+"*#’- "(+"*0*%-0+#&’-（)Y） R U V U V V V U U
!<) 8%*9%$#0 ,69*%4,%.#&0（)Y） , U V U V V V U V
!"W 8%*9%$#0 9":;’<##（)Y） , U V U V V V U V
!"< =,%9%&%&&’( >%4:##（))） , U V U V V V U U
!"" ?0$#.0&+"* $%&（<WW） @ U V V V V V U U
!"/ @%&’*#0 *%("0（))） , U V V V V V U U
!"X A%&0*9#0 &%*6$".0&+"*#%#9"(（<WW） V V U V V V V U U
!"K 7#&*%.0&+"*#’- 0*.%*"(&"$(（))） , V U V V V V U U
!"# )*$#+,#$#-#&*%.#’- $%&（)*） @ V V V V V V U U
G3C84$5 ;59B567:7-46：4S-D:7-46（R），;59B567:7-46（,），64 :87-46（ V ），%94DC85 :3I:3-65（@）&
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用 !"#$%&’ 软件构建系统发育树（图 (）。其

中菌株 )*、)+ 和 )’% 与非培养方法获得的克隆的

’,- ./0$ 基因序列有很高的同源性，属于同一种属

的细菌。

图 ! 纯培养方法分离到的蝎子肠道内微生物系统发育分析
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" 讨论

研究肠道微生物群落多样性的传统方法是采用

纯培养技术，分离纯化得到单一微生物菌株后进行

鉴定，但许多微生物在自然状态下处于共生体系，难

以采用人工方法获得纯培养物，从而不能准确反映

微生物多样性［M，N］。随着分子生物学技术的发展，

非培养技术在微生物群落分析中得到越来越多的应

用，如基于 ’,- ./0$ 基因分析的 O##"（变性梯度

凝胶电泳），J##"（温度梯度凝胶电泳），--P5（单

链构象多态性），/1Q5（限制性片段长度多态性）

等新技术的应用，为微生物生态学研究开辟了新的

途径。但这些技术也存在一定的不足，如 5P/ 扩增

偏向性、提取的微生物总 O0$ 不具代表性或者操作

技术上的原因等，都可能影响到非培养技术结果的

可信度。将传统的纯培养技术和新发展的非培养技

术结合使用，则可以相辅相成，更为全面的反映复杂

环境中微生物群落多样性。

本研究分别采用非培养方法和传统分离培养方

法研究蝎子肠道中微生物群落，用非培养方法获得

的 (( 个 ’,- ./0$ 基因序列包括 ’R 个属，大部分属

于!、"、#F变 形 菌 纲，优 势 菌 属 是 !"#$%&’&()" 和

*+,(#-&.)+-#/，其中 0,-/&.)+-#/、1(-#/&.)+-#/、2#//)-,) 属

于肠杆菌科，是人和动物肠道的正常菌群。采用纯

培养方法共获得的 *+ 株菌属于 ’, 个属，大部分是

高 # S P 含 量 的 革 兰 氏 阳 性 菌，其 中 3&/%&(,)、

4&+)/%,)、5)(,.)+-#/、*6/&’7+#"、*6/&+&++$"、8#,(&+&++$
属菌株多分离自土壤或环境样品，在蝎子肠道中可

能属于过路菌群，来源于其栖息的环境中。

综合两种方法检测结果，蝎子肠道微生物共包

括 *% 个 属， 分 别 是 1(-#/&.)+-#/、 2#//)-,)、

!"#$%&’&()"、 *+,(#-&.)+-#/、 *#/&’&()"、 0,-/&.)+-#/、
!#%&.)+-#/、 8#9:-,)、 ;)9"-&(,)、 <+=/&.)+-/$’、

2>=,(6&’&()"、1?,6$&.)+-#/,$’、3&/%&(,)、4&+)/%,)、

;=&%&+&++$"、 5)(,.)+-#、 @&+$/,)、 A,+/&+&++$"、
*6/&’7+#"、A,+/&.)+-#/,$’、 *6/&+&++$"、8#,(&+&++$"、
</(,-=,(,’,+/&.,$’，还有一些属于不能培养的未知

菌。目前，对蝎子体内微生物多样性的研究尚未见

相关文献报道，*RR, 年，@,’ 等［’R］分别采用纯培养

和非培养技术研究金鳟鱼肠道和黏液中微生物多样

性，也 检 测 到 了 1?,6$&.)+-#/,$’、;=&%&+&++$"、
@&+$/,)、 A,+/&+&++$"、 A,+/&.)+-#/,$’、 1(-#/&.)+-#/、
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!"##$%&$、 ’(")*+,+-$(、 ./&-"%+0$/%"#、 ."#+,+-$(、
1&%#+0$/%"#、2$3(%+-&$ 属菌株，这和蝎子肠道内微生

物菌群分布有相近之处。

蝎子肠道内微生物组成受到其生活环境、食物

来源的影响。同时，蝎子属于变温动物，随着季节气

候的变化，它们体内的微生物群落可能也会受到影

响。有关蝎子肠道中有益微生物的鉴别及环境和食

物对肠道微生物种群的影响还有待作进一步的研究。

本研究分别采用非培养和纯培养方法分析蝎子

肠道微生物，得到的结果有较大差异。采用非培养

方法获得的 ! 个属中，有些属于易于培养的微生物，

如 ’(")*+,+-$(、./&-"%+0$/%"#、."#+,+-$( 和 1&%#+0$/%"#
属，但在本实验中没有培养得到，分析其原因，一方

面可能与菌株生长速度及营养需求有关，另一方面，

在实验中分离到多株高 " # $ 含量的放线菌，这些

放线菌和其它菌株混合培养时，往往会产生一些生

物活性物质，抑制其他微生物的生长。在非培养方

法中，可能存在以下问题：!不同提取方法对 %&’
模板的偏差性影响。蝎子肠道内菌群复杂，有些粘

附在肠道的褶皱内，提取液难以渗入，其中高 " # $
含量革兰氏阳性菌的细胞壁结构致密，普通 %&’ 提

取方法难以进行破壁，这部分菌的染色体 %&’ 在本

实验中未能得到很好的提取。" ($) 扩增的偏向

性影响。#文库库容大小的影响。理论上，当库容

为 *++,时，表明该文库包括了样品中所有微生物

的种类，而实际操作中，*-. /)&’ 克隆文库很难包

括环境中所有的微生物样品。总之，两种方法各有

利弊，结合使用则能取长补短，较为全面的反映蝎子

肠道中微生物的群落类型。
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