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　　摘要：牛粪中的酵母菌是重要的资源，在牛粪发酵的过程中具有重要作用。为了分离、鉴定牛粪中可培养的酵母
菌，并研究其碳源代谢指纹图谱，以发酵牛粪为材料，采用稀释涂布平板法分离牛粪中的酵母菌，经菌落观察和镜检

后，采用Ｂｉｏｌｏｇ全自动微生物鉴定系统对分离菌株进行鉴定。结果表明，从发酵牛粪中共分离得到７株酵母菌，并且
鉴定到了种水平，其中有 ３株为白吉利毛孢子菌（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ），２株为约翰逊锁掷孢酵母（Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ
ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ），１株为菱形伊萨酵母（Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ），１株为隐球酵母属的Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ。分离得到的４种
酵母菌的碳源代谢能力和同化能力存在差异，Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ能够利用的碳源种类最多，具有较强的环境适应性，
其次为 Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ、Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ；糊精是能被大部分酵母菌代谢的唯一碳
源。牛粪中酵母菌代谢的特征性碳源信息及优势酵母菌菌株对于牛粪的快速腐熟堆肥具有一定的指导意义。
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　　牛粪自古以来都是农作物的一种高效的有机
肥，它养分全、肥效期长，所含微生物能够促进植物

对根际营养的吸收；牛粪还能够减少土壤中养分的

固定，提高化肥的肥效，也可以调节土壤理化性状，

改善土壤结构［１］。此外，牛粪还作为饲料原料出现

在各种动物饲料中。研究发现，新鲜牛粪中含有

２２．５６％干物质、３．１０％粗蛋白、０．３７％粗脂肪、
９．８４％ 粗纤维、５．１８％无氮浸出物、０．３２％钙、
０．０８％ 磷；发酵后的牛粪具有酵母的特殊气味，粗
蛋白、粗脂肪含量分别增加了２７．３％、５．１％，粗纤
维含量减少，含有较多的营养物质［２－３］。从牛粪中

挖掘优良酵母菌并加以开发利用，对于牛粪在植物

肥料和饲料原料方面的应用具有重要意义。目前，

尚无牛粪中酵母菌分离与鉴定的报道。

基于形态特征、生理学特性等传统的酵母菌鉴

定方法耗时费力，且操作不方便［４］。近年来，酵母

菌快速鉴定系统不断更新换代，出现了如 ＡＰＩ２０Ｃ
ＡＵＸ、ＡＴＢ３２Ｃ、ＶｉｔｅｋＹＢＣ和 ＡＰＩＣａｎｄｉｄ等 系
统［５－６］。由于这些鉴定系统主要应用于临床酵母菌

的鉴定，因此针对性较强，但是能鉴定的酵母菌种

类有限。目前，由美国 Ｂｉｏｌｏｇ公司开发的 Ｂｉｏｌｏｇ全
自动微生物分析系统已经能鉴定５２个属、２６７个种
酵母菌，并且该系统能与计算机软件连用进行数据

分析，自动化和标准化程度高，鉴定速度快［７－８］，因

而该系统在国际上常用于酵母菌的分类鉴定［９－１０］。

本研究旨在使用Ｂｉｏｌｏｇ微生物全自动分析系统对腐
熟牛粪中的优势酵母菌进行分离鉴定，并根据酵母

菌在ＢｉｏｌｏｇＹＴ微孔板上的表型对其碳代谢特征进
行初步研究，以期在微生物种类方面为商品牛粪和

牛粪饲料的工业化开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
试验材料为充分腐熟的牛粪，采自奶牛场，经

自然发酵获得。ＢＵＹ培养基，购自美国 Ｂｉｏｌｏｇ公
司。配制时称取６０ｇＢＵＹ培养基，加入１０００ｍＬ
蒸馏水中，加热搅拌溶解，待自然冷却后调节 ｐＨ值
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至５．６左右，于 １×１０５Ｐａ条件下高压蒸汽灭菌
２０ｍｉｎ，倒制平板、备用。
１．２　试验方法
１．２．１　酵母菌的分离、纯化　称取５ｇ牛粪，加入
装有５０ｍＬ无菌水和适量玻璃珠的锥形瓶中，在
２６℃、黑暗、转速为 １３０ｒ／ｍｉｎ的条件下振荡培养
３０ｍｉｎ，取上清液进行稀释，依次稀释成１０－２、１０－３、
１０－４、１０－５、１０－６、１０－７系列浓度梯度的菌悬液。分
别取１００μＬ不同浓度的菌悬液进行涂布，每个浓度
设３个重复，将平板置于 ２６℃黑暗条件下培养，
４８ｈ后根据菌落形态特征及镜检形态特征对酵母
菌进行初步鉴定。将菌株于 ＢＵＹ平板纯化后接种
于ＢＵＹ斜面上，并于４℃低温保存。
１．２．２　酵母菌的鉴定　将经过纯化后的酵母菌采
用ＢＵＹ平板转接２代，置于２６℃黑暗条件下培养
４８ｈ。将保存于４℃条件下的 ＢｉｏｌｏｇＹＴ微孔鉴定
板（图１）和装有无菌水的浊度管从冰箱中取出，使
其自然恢复至室温。调节浊度仪，使其在关机状态

下的读数为 ０；开机后，使其测量无菌水的读数为
１００％，测量ＹＴ浊度标准管的读数为４７％。用无菌
水润湿 Ｂｉｏｌｏｇ专用棉签后蘸取新鲜菌体，沿着接种
液管内壁使菌体附着于内壁上，并倾斜接种液管使

菌体在接种液中混合均匀，通过向接种液中加入无

菌水或者菌体来调节其浊度，使最终浊度为（４７±
３）％。将制备好的加菌接种液倒入无菌加样槽中，
用８头移液器将接种液分别加至 ＹＴ鉴定板的各孔
内，每孔１００μＬ。将鉴定板置于无菌、保湿的自封
袋中，于２６℃黑暗条件下培养。分别在培养 ２４、
４８、７２ｈ时，将鉴定板放置于Ｂｉｏｌｏｇ全自动微生物鉴
定系统中进行鉴定，采用ＭｉｃｒｏＬｏｇ３软件读取数据，
并与数据库中的数据进行自动化比对，得到４个最
大匹配度的菌种名称，获得酵母菌的鉴定结果。

１．２．３　酵母菌的表型代谢分析　酵母菌于微孔板
中培养７２ｈ后，观察酵母菌在 ＹＴ微孔板中的代谢
反应，从而得出各种酵母菌的碳源代谢情况，随后

进行碳源代谢特征的分析。
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图１　ＢｉｏｌｏｇＹＴ微孔板测试布局
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２　结果与分析

２．１　牛粪酵母菌的分离
利用涂布稀释法从发酵牛粪中分离得到了酵

母菌，通过观察发现，高浓度（１０－２、１０－３）稀释液培
养基上长出的菌落较多，１０－４、１０－５和 １０－６低浓度
稀释液培养基上鲜有酵母菌长出。挑取不同性状、

颜色和生长速度的７株酵母进行纯化培养，并依次
编号为ＮＦ－１、ＮＦ－２、ＮＦ－３、ＮＦ－４、ＮＦ－５、ＮＦ－６
和ＮＦ－７。
２．２　牛粪酵母菌的鉴定

用ＢｉｏｌｏｇＭｉｃｒｏＬｏｇ３软件读取９６孔微孔板的
浊度，并与数据库中的数据进行匹配，得到４个匹配
度最高的酵母菌种类，结果中包括３个参数，即可能
性（ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ，简称ＰＲＯＢ）、相似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，简称
ＳＩＭ）和位距（ｄｉｓｔａｎｃｅ，简称 ＤＩＳ），其中 ＰＲＯＢ表示
鉴定结果的可能性大小，ＳＩＭ表示读取的数据与数
据库中数据的匹配程度。酵母菌在培养 ２４ｈ时，
ＳＩＭ应≥０．７５，在培养 ４８、７２ｈ时，ＳＩＭ应≥０．５０。
当ＤＩＳＴ≤５．０、ＳＩＭ越接近１．００时，鉴定结果的准确
度越高。如表１所示，７株酵母菌在 ＢｉｏｌｏｇＹＴ板中
培养４８ｈ后得到了准确鉴定，其中有３株为白吉利
毛孢子菌（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ），２株为约翰逊锁掷
孢酵母（Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ），１株为菱形伊萨酵
母（Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ），１株为隐球酵母属的
Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ。

表１　牛粪酵母菌的ＢｉｏｌｏｇＹＴ微孔板鉴定结果

菌株 可能性 相似性 位距 种名
培养时间

（ｈ）

ＮＦ－１ ０．９３９ ０．５７１ ６．０７７ Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ ４８

ＮＦ－２ ０．６６０ ０．５１１ ３．３９０ Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ ４８

ＮＦ－３ ０．９６０ ０．７８６ ２．７２２ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ ４８

ＮＦ－４ ０．７５８ ０．５８４ ３．４６８ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ ４８

ＮＦ－５ ０．６６３ ０．５１８ ３．２８６ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ ４８

ＮＦ－６ ０．８４３ ０．５７２ ４．７８２ Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ ４８

ＮＦ－７ ０．６６２ ０．５２０ ３．２２７ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ ４８

２．３　牛粪酵母菌的碳源代谢特征分析
９６孔微孔鉴定板含有多种脱水碳源，Ｂｉｏｌｏｇ酵

母菌全自动鉴定系统通过在９６孔微孔板中培养酵
母菌，使其发生氧化还原反应和同化反应，图１中
Ａ～Ｃ行的结果基于显色反应原理，Ｄ～Ｈ行的结果
基于反应浊度差异原理。当酵母菌利用微孔中的

碳源时，Ａ～Ｃ行孔内的四唑紫染色剂会由无色被

还原成紫色；当酵母菌同化 Ｄ～Ｈ行微孔中的碳源
时，相应微孔中的浊度会增加。因此，用 ＢｉｏｌｏｇＹＴ
微孔板鉴定可以得到酵母菌碳源代谢的特征性“指

纹图谱”。

　　Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｂｅｉｇｅｌｉｉ、Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ、
Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ和 Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ在
ＢｉｏｌｏｇＹＴ微孔板上的鉴定结果见图２。可以看出，
Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ代谢的碳源种类最多，有２５种，
主要包括 α－Ｄ－葡萄糖酸、Ｌ－谷氨酸、琥珀酸、
Ｌ－天冬氨酸和甲酸等，不能代谢的碳源有７种，处
于代谢边界值的有４种；Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ可
以代谢的碳源数量次之，有３种，包括糊精、蔗糖和
水杨苷，不能代谢的碳源有１１种，处于代谢边界值
的有２２种；Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ能代谢的碳源仅
有糊精、α－Ｄ－葡萄糖２种碳源，不能代谢的碳源
有１９种，处于代谢边界值的有 １５种；Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ
ｓｃｕｔｕｌａｔａ不能代谢的碳源有２３种，处于代谢边界值
的有１３种。

此外，４种酵母菌对碳源的同化能力有较大差
异，其中Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ可以同化的碳源种类最
多（２４种），主要包括 Ｌ－苹果酸、Ｄ－葡萄糖酸、
２－酮基－Ｄ－葡萄糖酸、Ｌ－谷氨酸、Ｄ－松三糖、反
丁烯二酸等，不能同化的碳源有８种，处于边界值的
有２８种；Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａｓｃｕｔｕｌａｔａ可以同化的碳源有１４
种，主要包括Ｌ－阿拉伯糖、Ｎ－乙酰基 －Ｄ－葡萄
糖胺、Ｄ－海藻糖、蔗糖、Ｌ－苹果酸、糊精＋Ｄ－木糖
等，不能同化的碳源有 ３３种，处于边界值的有 １３
种；Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ可以同化的碳源有１４种，
主要包括熊果苷、Ｎ－乙酰－Ｄ－葡萄糖胺、糊精、蔗
糖、糊精＋Ｄ－木糖、Ｄ－海藻糖等，不能同化的碳源
有 ３４种，处于边界值的有 １２种；Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ可以同化的碳源有１３种，主要包括反丁
烯二酸、Ｌ－苹果酸、龙胆二糖、麦芽糖、Ｎ－乙酰基－
Ｄ－葡萄糖胺、α－Ｄ－葡萄糖、糊精等，不能同化的碳
源有２７种，处于边界值的有２０种。

３　讨论

酵母菌为单细胞真菌，主要由担子菌亚门、子

囊菌亚门真菌组成。传统的酵母菌鉴定方法包括

形态学特征及生理生化测试等，但程序繁琐，工作

量大。基于２６ＳｒＤＮＡ的Ｄ１／Ｄ２区和内转录间隔区
（ＩＴＳ）序列是目前酵母菌分子鉴定常用的比对目
标，虽然可以鉴定大部分酵母菌，但这些区域数据
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库目前仍在发展完善中，许多酵母菌的种间差异仍

不能够完全区分［１１］。基于碳代谢机制的 Ｂｉｏｌｏｇ微
生物鉴定技术可以弥补这一不足，然而 Ｂｉｏｌｏｇ酵母
菌鉴定板仅能鉴定其数据库中包含的酵母菌，而不

能鉴定Ｂｉｏｌｏｇ全自动鉴定系统数据库中没有的酵母
菌种类，因此该数据库还有待进一步完善和补

充［１２］。在今后的研究中，Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系
统可与ＰＣＲ检测结果互相验证，互为补充［１３］。本

研究首次采用Ｂｉｏｌｏｇ微生物鉴定系统对牛粪中可培
养酵母菌进行了鉴定研究，为牛粪酵母菌的资源化

开发奠定了基础。

目前，酵母菌已被广泛应用于食品生产、酿酒

工业、饲料等多个领域。发酵是酵母菌的主要功能

之一，它可以缩短馒头、面包等的发酵时间，还能酿

造出酱、醋、葡萄酒、饮料等多种产品，酵母菌还可

以作为饲料添加物用于家畜饲料生产。随着我国

有机（类）肥料的发展，肥料微生物的研究与应用越

来越被重视，报道较多的有细菌、放线菌和真菌，而

很少有酵母菌相关的报道，特别是关于家畜粪便及

其堆肥中酵母菌的研究。吴媛等于２０１１年报道，鸽
粪中的酵母菌主要有隐球酵母菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、红
酵 母 菌 （Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）、 线 黑 粉 酵 母 菌

（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ）、汉斯德巴氏
酵母菌 （Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓｈａｎｓｅｎｉｉ）和酿酒酵母菌
（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）［１４］。本研究首次分离了腐熟牛粪
中的酵母菌，获得的酵母菌与上述酵母菌均不相

同，这可能与牛粪特殊的营养载体及其所处环境有

关。本研究中的Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｂｅｉｇｅｌｉｉ和 Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ
ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ在腐熟牛粪中占有一定优势，它们可能是
牛粪中的优势酵母菌。至于４种牛粪中的酵母菌在
牛粪腐熟、发酵过程中起什么作用、其种群变化趋

势等方面还值得进一步研究。

选取４株酵母菌进行 Ｂｉｏｌｏｇ碳源利用分析发
现，糊精能被所有酵母菌株利用，说明它是牛粪酵

母菌的“喜好”性碳源，这可为分离、培养牛粪酵母

菌的培养基设计提供依据。本研究发现，白吉利毛
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孢子菌的代谢碳源种类丰富，有 Ｌ－苹果酸、Ｄ－葡
萄糖酸、糊精、反丁烯二酸、龙胆二糖等２５种，充分
表明该酵母菌具有较强的环境适应性，具有用于生

物有机肥开发利用的潜力；Ｃ．ｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ、约翰逊
锁掷孢酵母和伊萨酵母代谢碳源种类较少，这种差

异与菌株的代谢能力受到生存环境的密切影响相

关。此外文献检索结果表明，本研究所得４种牛粪
酵母菌均属于非致病性微生物，安全风险低。
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