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摘要：从 4种蜂蜜中分离得到 8株芽孢杆菌，通过生理生化实验及形态学观察，结合 16S rRNA 基
因序列分析对这些菌株进行了鉴定。 初步研究了 8 株分离菌对大肠杆菌（Escherichia coli）、痢疾
杆菌（Shigella dysenteriae S7NaCl）、粘质沙雷氏菌（Serratia marcescens SYBCT02）的抑菌作用。通过
对这些分离菌的抑菌性质的研究，发现有些菌株是通过竞争作用抑制其他菌落的生长，还有些菌
株是通过其代谢过程产生的抑菌物质来抑制其他菌落的生长。
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Abstract： Eight Bacillus strains were screened out successfully from four honey samples. Theses
strains were identified by colony morphology，physiological and biochemical characteristics，and 16S
rRNA gene sequence analisis. Eight isolates exhibited antimicrobial activity against Escherichia
coli，Shigella dysenteriae S7NaCl and Serratia marcescens SYBCT02. Based on the study of
antimicrobial activity by the isolates of bacteria，it was found that some strains might inhibit other
colonies growth through competitive，and some strains might inhibit other colonies growth by its
metabolism produced inhibitory substances.
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研究论文

蜂蜜是工蜂将采集的植物花蜜或分泌物经过

充分酿造而贮存在蜂巢内的甜味物质，它是一种粘
度高、透明或半透明的液体。 蜂蜜不仅具有很高的
营养价值，而且还具有多种生物学活性，如抗氧化、

解毒、抗菌、消炎、滋润、防腐、保护创面、促进细胞
再生等[1]。
由于蜂蜜具有渗透势低、水分质量分数低（17%~

22%）、pH值低（3.2~4.5）、葡萄糖氧化酶催化葡萄糖
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氧化不断产生过氧化氢、粘度高、含有抗氧化剂和
抗菌物质等特点 [2]，故蜂蜜中所含营养生长阶段的
细菌极少。 微生物大部分以孢子的形式存在，使得
蜂蜜能保存很长时间。 有研究发现，蜂蜜对 60多种
细菌以及 7 种真菌有抑菌作用， 其中对炭疽杆菌、
短小芽孢杆菌、白喉状杆菌、大肠杆菌、肺炎杆菌等
均有明显的杀菌作用[3]。
大多数芽孢杆菌对蜂蜜的品质和人类健康影

响较小，但肉毒杆菌危害较大。 据报道，在蜂蜜中发
现了肉毒梭状芽孢杆菌的孢子，其能够引发婴儿肉
毒杆菌中毒 [4]。 但也有研究从蜂蜜中筛选得到一些
细菌，并发现其能产生一些抑菌物质进而抑制一些
病原菌的生长[5-6]。
作者从 4 种蜂蜜中筛选得到了 8 株细菌，通过

生理生化实验及形态学观察， 结合 16S rRNA 基因
序列分析对这些菌种进行了鉴定，然后初步研究了
8株菌对大肠杆菌， 痢疾杆菌及粘质沙雷氏菌的抑
菌作用。

1.1 材料
1.1.1 原蜜 研究采用的 4 种蜂蜜为未经过加工
的蜂蜜，分别为小茴香蜜（产于广西），桉树蜜（产于
广西扶缓），五倍子蜜（产于广西南丹）和枣花蜜（产
于河南）。 使用前避光室温放置。
1.1.2 指示菌 大肠杆菌（Escherichia coli），痢疾
杆菌 （Shigella dysenteriae S7NaCl）， 粘质沙雷氏菌
（Serratia marcescens SYBCT02） 均保存于作者所在
实验室。
1.1.3 培养基

1）营养琼脂培养基（组分 g/L）：牛肉膏 5.0，蛋
白胨 10.0，NaCl 5.0，琼脂 20.0；pH 7.2~7.4。

2）验证培养基：含葡萄糖的营养琼脂培养基，
分别含质量分数 20%、30%、40%、50%的葡萄糖。

3）TSA 培养基（组分 g/L）：胰蛋白胨 17.0，大豆
胨 3.0，葡萄糖 2.5，NaCl 5.0，K2HPO4·3H2O 2.5，琼脂
15.0（或 7.5）；pH 7.1~7.5。

4）种子培养基（组分 g/L）：牛肉膏 5.0，蛋白胨
10.0，NaCl 5.0，pH 7.2~7.4。

5）发酵培养基（组分 g/L）：葡萄糖 20.0，蛋白胨
20.0，K2HPO4·3H2O 1.5，MgSO4·7H2O 2.5；pH 7.0。
生理盐水：NaCl 0.85 g/dL。

1.2 实验方法
1.2.1 菌种筛选 4 种蜂蜜用灭过菌的生理盐水稀
释到质量分数为 75%， 分别取 200 μL 涂布在营养
琼脂培养基上，放置在培养箱于 30 ℃培养。 每天观
察， 每长出一个菌落都要转接到新鲜的培养基上，
划线分离纯化直到长出单菌落，转接并保藏菌种。
1.2.2 菌种验证 用含糖培养基验证分离得到的
菌， 先在含糖 20 g/dL 的营养琼脂培养基上转接筛
到的菌落，30 ℃培养一段时间观察菌落是否能够生
长。 把能够在含 20 g/dL 的葡萄糖培养基上生长的
菌落再转接到含糖 30 g/dL 的培养基上， 观察是否
生长。 依次再转接到含糖 40、50 g/dL 的培养基上，
筛选出耐高糖的菌落，转接保藏菌种。
1.2.3 菌种鉴定

1）菌体形态观察和生理生化实验：把筛到的细
菌转接到倒有营养琼脂培养基的平板上，30 ℃培养
24 h，观察菌落形态特征；根据《伯杰细菌手册》和
《常见细菌鉴定手册》 中的方法测定其生理生化特
性。生理生化实验包括淀粉水解、V-P试验、M-R试
验、过氧化氢酶的产生、反硝化、明胶液化试验、柠
檬酸盐的利用、脲酶的测定以及糖发酵试验等。

2）系统进化树的构建：将筛到的细菌送到南京
金斯瑞生物科技有限公司进行测序。 测序结果通过
与 NCBI 上已有序列进行 Blast 同源检索 ， 通过
BioEdit 软件进行转换，并用 MEGA 4.0.2 软件采用
邻接法（ Neighbor-Joining method） 进行聚类分析和
系统进化树构建， 重复取样 1 000 次进行自展值
（bootstrap value） 分析， 以评估系统发育树的置信
度，确定菌种在进化中的位置。
1.2.4 分离菌对指示菌的抑制作用 用接种针将
分离得到的细菌分别点种到倒有 TSA （1.5 g/dL 的
琼脂）的平板上，30 ℃培养 48 h，直到有菌落长出。
然后把融化的 TSA（0.75 g/dL 的琼脂）培养基冷却
到 40 ℃左右（以不烫手为准），取 2 mL 加入 200 μL
指示菌，混匀，分别涂布在已长有菌落的平板上，30 ℃
培养 24 h，观察是否有抑菌圈[7]。
1.2.5 分离菌发酵液的抑菌作用 将筛到细菌接
入种子培养基中，30 ℃、200 r/min 摇 12 h。 然后将
种子液接入装液量 50 mL 的液态发酵培养基中，接
种体积分数为 4%，30 ℃、200 r/min 恒温培养 72 h，
得到发酵液。 发酵液经 8 000 r/min 离心 15 min，得
到上清液。 上清液用 0.22 μm 的过滤器进行过滤除

材料与方法1
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菌。 分别取 3种指示菌 200 μL涂平板，并在涂好的
平板上打孔（9 mm），取 100 μL 过滤除菌的上清液
加入孔中，30 ℃培养 24 h，观察是否有抑菌圈。

2.1 菌种筛选及验证
通过筛选及验证最终得到 8 株细菌， 分别为：

X1，X2 来自小茴香蜜；W1，W3 来自五倍子蜜；A1，
A3 来自桉树蜜；Zao2，Zao3 来自枣花蜜。 因为蜂蜜
中的糖含量很高，从蜂蜜中筛选的微生物有可能是
耐高糖的，所以要用高糖培养基验证以排除其它的
杂菌。

8 株菌都能在含葡萄糖 20 g/dL 的培养基上生

长； 其中 X1，X2，W1，A1，A3能在含葡萄糖 30 g/dL
的培养基上生长；只有 A1 能在含葡萄糖 40 g/dL 的
培养基上生长；8株菌均不能在含葡萄糖 50 g/dL 的
培养基生长。
2.2 菌种鉴定
2.2.1 菌体形态观察和生理生化实验 在营养琼
脂培养基上菌落形态特征：X1白色， 边缘有树状分
枝；X2 淡红色， 菌落边缘呈绒毛状， 菌落干燥；W1
黄色，菌落较规则；W3 浅黄色；A1 乳白色，菌落较
光滑，边缘透明，产粘液；A3 乳白色，菌落边缘呈绒
毛状，产粘液；Zao2 白色，边缘有绒毛状分枝，菌落
较小；Zao3 白色，边缘有绒毛状分枝，菌落较大，与
Zao2相比生长较快。 生理生化实验结果见表 1。

结果与分析2

表 1 生理生化特性
Table 1 Physiological and biochemical characteristics

性状 X1 X2 W1 W3 A1 A3 Zao2 Zao3

革兰氏染色 + + + + + + + +

芽孢 有 有 有 有 有 有 有 有

淀粉水解 - + + - + + + +

V-P + + - + + + - -

M-R - - + + - - + +

过氧化氢酶 + + + + + + + +

反硝化 + + + + + + + +

明胶液化 + + + + + + + +

柠檬酸盐利用 - - - - + + - -

脲酶 - + + - + + + +

糖发酵试验

麦芽糖 + + + + + + + +

蔗糖 + + + + + + + +

鼠李糖 - + - - - - - -

葡萄糖 + + + + + + + +

纤维二糖 + + + + + + - +

D-甘露糖 + + - + + + + +

α-乳糖 + + + + + - - -

D-(+)-木糖 - + + + + - - +

肌醇 + + + - + + - -

D-山梨醇 + + - - + + - -

注：“+”表示反应呈阳性或者可以生长、利用；“-”表示反应呈阴性或者不可以生长、利用；“+-”表示极少利用。
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2.2.2 系统进化树的构建 通过 MEGA 4.0.2 软件
采用邻接法（ Neighbor-Joining method） 进行聚类分

析和系统进化树构建，得到的进化树见图 1。

图 1 MEGA4.0.2 软件构建的 8 株分离菌的16SrRNA 基因系统发育树
Fig. 1 Phylogenetic tree of the 8 isolated strains structure by MEGE4.0.2

经测定菌株 X1 的 16S rRNA 基因序列全长
1 424 bp， 与 菌 株 Bacillus subtilis ZWQ -1 （FR
729926.1）的同源性水平最高，置信度为 92%，相似
度为 99%， 并且菌株 X1 的菌落形态特征和生理生
化性质大部分符合伯杰细菌鉴定手册中枯草芽孢

杆菌的性质， 所以初步鉴定 X1 为枯草芽孢杆菌
（Bacillus subtilis）； 菌株 X2 的 16S rRNA 基因序列
全 长 1 423 bp， 和 菌 株 Bacillus licheniformis
SCA1228（JN998733.1）的置信度为 100%，相似度达
到了 100%，菌株 X2 的菌落形态特征和生理生化性
质与伯杰细菌鉴定手册中的Bacillus licheniformis
相似 ， 则认为 X2 属于地衣芽孢杆菌 （Bacillus
licheniformis）；菌株 W1 的 16S rRNA 基因序列全长
1 427 bp，与 Bacillus megaterium SVC1（JQ655729.1）
的置信度为 100%，相似度为 99%，结合菌株 W1 的
菌落形态特征和生理生化性质， 可以认为 W1 为巨
大芽孢杆菌（Bacillus megaterium）；菌株 W3 的 16S
rRNA 基因序列全长 1 423 bp， 和菌株 Bacillus

pumilus YPB10-2（JQ308586.1）的置信度为 100%，
相似度为 100%， 菌株 W3 的菌落形态特征和生理
生化性 质 与 伯 杰 细 菌 鉴 定 手 册 中 的 Bacillus
pumilus 相符合 ， 则认为 W3 是短小芽孢杆菌
（Bacillus pumilus）；经测定菌株 A1 的 16S rRNA 基
因序列全长 1 574 bp，其与 Bacillus subtilis SCUT09
（FN869038.1）同源性水平最高，置信度为 97%，相
似度达到了 99%， 结合菌株 A1 的菌落形态特征和
生理生化性质， 可以认为 A1 属于枯草芽孢杆菌
（Bacillus subtilis）； 菌株 A3 的 16S rRNA 基因序列
全长 1 580 bp， 与 Bacillus aminovorans Mali 57
（AY211151.1）同源性水平最高，置信度为 100%，相
似度仅仅 94%， 而菌株A3 的菌落形态特征和生理
生化性质与伯杰细菌鉴定手册中枯草芽孢杆菌的

性质符合， 暂且命名 A3 为 Bacillus sp. SYBC-hb6；
菌株 Zao2 的 16S rRNA 基因序列全长 1 577 bp，与
菌株 Bacillus thuringiensis Ss3（JF833089.1）同源性
水平最高，置信度为100%，相似度达到了99%，同时
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2.3 分离菌对指示菌的抑制作用
分离菌对指示菌的抑制作用的实验中见表 3。
表 3 分离菌对 3 种指示菌的抑制作用

Table 3 Antimicrobial activity of the bacterial isolates
against three indicator bacteria

注：“+”表示有抑菌圈；“-”表示无抑菌圈。

菌株 X2，W1，W3周围没有抑菌圈；而菌株 X1，
A1，A3，Zao2，Zao3 的周围有明显的抑菌圈，见图 2。
说明其对三种或者其中的一种指示菌有抑制作用，

原因有两种：可能是分离菌和指示菌之间的生长有
竞争作用，即生活在一起的两种微生物，为了生长
争夺有限的同一营养或其他共同需要的生长条件

而相互竞争，互相受到不利的影响称为竞争。 另一
种可能菌株 X1，A1，A3，Zao2，Zao3 适应环境快，生
长的较快，使其在生长上占优势，而三种指示菌适
应环境慢，生长的较慢，其在生长上处于不利的形
势， 导致菌株 X1，A1，A3，Zao2，Zao3的周围形成了
抑菌圈； 也有可能是它们之间存在着拮抗现象，即
两种微生物生活在一起，其中的一种能产生某些特
殊的代谢产物或改变环境条件，从而抑制或杀死另
一种微生物的现象称为拮抗。X1，A1，A3，Zao2，Zao3
这些菌株可能产生某些抑菌物质或改变环境条件，
从而抑制或杀死指示菌， 也导致菌株 X1，A1，A3，
Zao2，Zao3的周围形成了抑菌圈。
2.4 分离菌发酵液的抑菌作用
加有 X2，W1，W3 这些菌的发酵液的周围没有

抑菌圈，见表 4。表明其发酵液对 3种指示菌没有抑
制作用，可能是 X2，W1，W3在代谢过程中没有产生
抑菌物质。

分离菌
指示菌

痢疾杆菌 粘质沙雷氏菌 大肠杆菌

X1 + + +

X2 - - -

W1 - - -

W3 - - -

A1 + + +

A3 + + +

Zao2 + + -

Zao3 + - -

结合其菌落形态特征和生理生化性质， 认为 Zao2
属于苏云金芽孢杆菌 （Bacillus thuringiensis）；Zao3
的 16S rRNA 基因序列全长 1 433 bp， 与菌株
Bacillus cereus PR15（JQ435675.1）的同源性最高 ，
置信度为 94%，相似度为 99%，并且菌株 Zao3 的菌
落形态特征和生理生化性质符合伯杰细菌鉴定手

册中蜡样芽孢杆菌的性质，所以认为其为蜡样芽孢
杆菌（Bacillus cereus）。

最 终 确 定 X1 为 枯 草 芽 孢 杆 菌 （Bacillus
subtilis），X2 为 地 衣 芽 孢 杆 菌 （Bacillus
licheniformis），W1 为 巨 大 芽 孢 杆 菌 （Bacillus
megaterium），W3 为 短 小 芽 孢 杆 菌 （Bacillus
pumilus），A1 为枯草芽孢杆菌 （Bacillus subtilis），
Zao2 为苏云金芽孢杆菌 （Bacillus thuringiensis），
Zao3为蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）。 分别命名 8
株菌见表 2。

表 2 菌种的命名及来源
Table 2 Honey isolates species name and species origin

原名 重命名 来源 产地 开花期

X1 Bacillus subtilis SYBC-hb1
小茴香蜜 广西 2011.06

X2 Bacillus licheniformis SYBC-hb2

W1 Bacillus megaterium SYBC-hb3
五倍子蜜 广西南丹 2010.09.15

W3 Bacillus pumilus SYBC-hb4

A1 Bacillus subtilis SYBC-hb5
桉树蜜 广西扶缓 2010.06.20

A3 Bacillus sp. SYBC-hb6

Zao2 Bacillus thuringiensis SYBC-hb7
枣花蜜 河南 2010.05

Zao3 Bacillus cereus SYBC-hb8
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图 2 Zao2 对粘质沙雷氏菌的抑制作用
Fig. 2 Antibacterial activity of Zao2 against Serratia

marcescens SYBCT02

菌株 X1，A1，A3 的发酵液抑菌效果较好，在平
板上有明显的抑菌圈，见图 3、图 4。 通过菌种的鉴
定得知 X1，A1 为枯草芽孢杆菌 （Bacillus subtilis），
而枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）在生长代谢过程
中能够产生多种抗菌物质，包括非核糖体合成的脂
肽类抗生素（lipopeptide antibiotics）、核糖体合成的
羊毛硫抗生素（lantibiotics）和抗菌蛋白 [8-9]。 这些抗
菌物质可以抑制细菌、真菌和酵母，在食品、医药、
化工和防治植物病害等方面有重要的应用价值 [10]。
加入 X1，A1 的发酵液后，产生抑菌圈，可能就是因
为它们的发酵液含有这些抗菌物质。 菌株 A3 的性
质尚待进一步研究。
表 4 分离菌的发酵液对指示菌的抑制作用

Table 4 Antimicrobial activity of the bacterial isolates of
liquid fermentation against three indicator
bacteria

注：“+”表示有抑菌圈；“-”表示无抑菌圈。

菌株 Zao2，Zao3 的周围在分离菌对指示菌的
抑制作用实验中有抑菌圈，而在分离菌发酵液的抑
菌作用实验中没有，则有可能是分离菌和指示菌之
间存在着生长竞争作用， 菌株 Zao2，Zao3 适应环境

快，生长的速度也快于指示菌，而使其在生长上占
优势，就在菌株 Zao2，Zao3的周围形成了抑菌圈。

图 3 A3，Zao2，Zao3 的发酵液对大肠杆菌的抑制作用
Fig. 3 Antimicrobial activity of the liquid fermentation of

A3，Zao2，Zao3 against Escherichia coli

图 4 X1，X2，A1，A3，Zao3 的发酵液对粘质沙雷氏菌的抑
制作用

Fig. 4 Antimicrobial activity of the liquid fermentation of
X1，X2，A1，A3，Zao3 against Serratia marcescens
SYBCT02

作者从 4 种蜂蜜中筛选到 8 株细菌，均为芽孢
杆菌，并通过验证这 8 株菌能够在耐高糖的环境下
生长，这与它们的生存环境有关：蜂蜜中的含糖量
很高（平均超过了 85%），包括果糖、葡萄糖、麦芽
糖、蔗糖和其他碳水化合物[11]。
通过对这些分离菌的抑菌性质的研究，发现有

些菌株是通过竞争作用抑制其他菌落的生长，还有
些菌株是通过其代谢过程产生的抑菌物质来抑制

其他菌落的生长。 通过菌种的鉴定得知有两株菌为
枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），枯草芽孢杆菌在生
长代谢过程中能够产生两类抗菌物质，一类是非核
糖体合成的脂肽类抗生素 （lipopeptide antibiotics），
例如 surfactin，iturin，plipastatin 等 [12]，通常对植物病
原真菌具有显著的抑菌活性，对细菌、病毒和寄生
虫也有一定抑制效果；另一类为核糖体合成的细菌
素（bacteriocin）， 例如 subtilosin，sublancin，subtilint[13]

属于类似于 nisin的羊毛硫抗生素（lantibiotics），能够

分离菌
指示菌

痢疾杆菌 粘质沙雷氏菌 大肠杆菌

X1 + + +

X2 - - -

W1 - - -

W3 - - -

A1 + + +

A3 + + +

Zao2 - - -

Zao3 - - -

结 语3
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