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摘要：微生物分离技术是根据微生物的特性和生长特点，模拟微生物的生态环境，以不

同的培养基和培养条件对微生物进行分离、纯化的过程。乳酸菌是目前研究最热的益生

菌之一，然而，益生菌菌株的益生功能具有宿主种的差异性和菌株特异性，菌株的鉴定

对菌种与其特殊益生作用建立联系十分重要。MRS 培养基中的乙酸钠和柠檬酸铵等作

为选择剂，对革兰氏阴性细菌和霉菌有抑制作用，十分适于乳酸菌的生长，是分离培养

乳酸菌的一种常用的培养基。本文将借鉴人类医学及哺乳动物中现有的微生物分离的技

术手段与方法，以宁乡猪为范例阐述猪粪便来源乳酸菌分离技术。 
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材料与试剂 

1. 无菌离心管 (corning)  

2. 涂布棒 

3. 接种环 

4. 培养皿 

5. 各种型号枪头  

6. MRS 琼脂 (青岛海博生物技术有限公司) 

7. MRS 肉汤 (青岛海博生物技术有限公司)  

http://www.bio-protocol.org/e1010201
mailto:yinjie2014@126.com


             

Copyright © 2021 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 

www.bio-protocol.org/e2104029 
 

 
DOI:10.21769/BioProtoc.2104029 
 

8. 生理盐水 

9. 甘油 (美仑生物技术有限公司)  

 
仪器设备 

1. 高压灭菌锅 

2. 离心机 

3. -80 °C 冰箱 

4. 涡旋振荡器 

5. 恒温培养箱 

6. 组合振荡培养箱 

7. 移液器 

8. 电子天平 

9. 超净工作台 

 
实验步骤 

1. 采集健康宁乡猪的新鲜粪便，装入 50 ml 无菌离心管中，放入冰盒，立即带回实验

室进行细菌分离。 

2. 称取 1 g 粪便，装入无菌试管中，再加入 9 ml 的无菌生理盐水，放置于振荡器上充

分震荡，使样品充分混匀，静置 5 min，即为 10-1的样品液。 

3. 取 1 ml 10-1的样品液，用无菌生理盐水进行 10 倍梯度稀释。 

4. 分别取 10-2-10-7稀释梯度的稀释液 200 μl，涂布到 MRS 琼脂培养基上 (图 1)。置

于 37 °C 恒温培养箱中培养 24-48 h。 

5. 待单菌落出现 (图 2a)，选择菌落分布较好的 MRS 琼脂板，从 MRS 琼脂板上挑取

形态各异的单个菌落，在新的 MRS 琼脂板上进行划线，37 °C 培养 24 h，进行菌

株的纯化。 

6. 重复纯化 3-4 次，直至得到纯菌落 (图 2b)。 

7. 培养获得的乳酸菌，进行 16S rDNA 测序。并将菌液和 50%的灭菌甘油等体积混匀 

(1:1) 后放入-80 °C 冰箱保存。  
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图 1. 分离纯化过程 

 

  
图 2. 分离 (a) 和纯化 (b) 所得乳酸菌菌落 

 
注意事项 

1. 应收集新鲜粪便制作粪便菌液。 

2. 制作粪便菌液过程中使用的设备容器都应做灭菌处理。 

3. 操作台应提前灭菌。 

4. 琼脂培养基：MRS 琼脂培养基用于筛选、短期保存。 

5. 液体培养基：MRS 液体培养基用于活化、扩大培养等。 

6. 试验过程中接种环、涂布棒在灼烧灭菌后，需冷却后再进行操作。 
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