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摘 要 【目的】 本研究对油菜花期的东方蜜蜂 Apis cerana、西方蜜蜂 Apis mellifera蜜囊细菌进行分离
培养及分子鉴定，通过序列比对及系统发育树分析彼此间的多样性差异和来源，为蜂群饲养管理过程中细

菌的控制和应用提供理论依据。【方法】 对东、西方蜜蜂蜜囊细菌进行分离、纯化培养；并对分离菌株

的 16S rDNA基因片段进行扩增和测序，序列比对后进行系统发育分析。【结果】 蜜囊中解淀粉芽孢杆
菌 Bacillus amyloliquefaciens占总菌数的百分比为 69.81%~95.97%，P值在 0.007~0.009之间，显著高于其

它细菌占总菌数百分比（4.03%~30.19%），是优势菌；275株培养特征和表现型不同的菌株共有 9种不同
的单倍型菌株，通过比对其相似度>99%；其中 16株细菌 16S rDNA基因序列已提交 GenBank数据库，登
录号：kf710012~kf710033；东方蜜蜂蜜囊细菌包括 2个属中的 5个种，西方蜜蜂蜜囊细菌包括 5个属中
的 7个种，花蜜中细菌包括 2个属中的 2个种；系统发育树分析表明，簇Ⅰ和簇Ⅱ分别与参考菌株EF565944、
EF565939和 EF565936属同一种；未分离到参考簇Ⅴ；簇Ⅲ、簇Ⅳ、簇Ⅵ、簇Ⅶ这 4个属的蜜囊细菌是首
次报道并提交 GenBank。【结论】 东、西方蜜蜂蜜囊细菌除了共有的优势菌解淀粉芽孢杆菌，细菌多样
性有明显的差异；与国外蜜蜂蜜囊研究存在地理差异；解淀粉芽孢杆菌可以作为蜂粮的添加剂，提高蜜蜂

抗病性。
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Abstract [Objectives] To analyze the diversity, origin and differences in the cultured bacterial community present in the

honey stomach of Apis cerana and Apis mellifera. [Methods] Bacteria were isolated and cultivated to obtain pure isolates in

the honey stomach of A.cerana and A. mellifera. The isolates were compared and a phylogeny constructed analysis based on

16S rDNA sequences amplification and sequencing. [Results] Bacillus amyloliquefaciens was the dominant bacteria

comprising 69.81% to 95.97% of the total found in each bee species respectively, significantly higher than other bacteria,

which comprised just 4.03% to 30.19%. P-values for these differences were 0.007 to 0.009, respectively. A total of 275

bacterial isolates were selected and identified from different phenotypes. All bacterial 16S rRNA sequences from the different

samples showed nine haplotypes and >99% similarity to the phylotype in GenBank. 16 isolates were submitted to GenBank

and obtained accession numbers from kf710012 to kf710033. The honey stomach of A. cerana contained five bacterial species
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from two genera, in comparison, the honey stomach of A. mellifera contained seven species from five genera and nectar

contained two species from two genera. Phylogenetic analysis indicated that clusters Ⅰand Ⅱ were the same species as the

previously described EF565944、EF565939 and EF565936. Cluster Ⅴ(Lactobacillus) was not found in this study. Clusters Ⅲ,

Ⅳ , Ⅵ and Ⅶ were also not found in the reference strains. This is the first time that bacteria in the honey stomach of A.

cerana and A. mellifera have been described and submitted to GenBank. [Conclusion] Except for the common dominant

bacteria B. amyloliquefaciens， bacterial diversity in the honey stomach is obviously different between A. cerana and A.

mellifera. Comparison with previous, overseas studies of the honey stomach bacterial community suggests that there are

geographic differences in bacterial community composition. B. amyloliquefaciens can be used as a food additive that enhances

disease resistance in honeybees.

Key words Apis cerana, Apis mellifera, honey stomach, 16S rDNA, bacterial diversity

东方蜜蜂Apis cerana和西方蜜蜂A. mellifera
是蜜蜂属的两个种，是重要的蜂蜜生产的经济昆

虫。在国内，东方蜜蜂一部分在野外生存，一部

分通过人工驯化饲养，是一些山区农民的重要经

济来源。然而，在过去的 20年，引进西方蜜蜂品
种对东方蜜蜂产生干扰竞争，造成不良的生态效

应，导致巨大的农业经济损失（Genersch et al.，
2005）。东方蜜蜂数量减少会降低当地植物授粉
总量，使多种植物授粉受到影响，结果导致植物

多样性减少，必须采取相应的措施保护东方蜜蜂

（Xu et al.，2009）。因此，对东、西方蜜蜂差异
的研究是必要的和紧迫的。这些研究，也包括对

微生物多样性方面。

蜜蜂有采集花蜜转化为蜂蜜的能力（Oertel
et al.，1951）。在酿蜜过程中，工蜂采集花蜜，
暂时储存在蜜囊内，一般蜜囊能充满约 60 L的
液体（Naef et al.，2004），然后吐回蜂巢进行酿
造，形成成熟蜂蜜。蜜囊位于蜜蜂消化道前端，

由于蜜蜂采集花蜜与消化液混合存于蜜囊，相对

环境是开放的，其细菌多样性受花蜜和蜜囊土著

细菌的影响。在这个过程中，蜂蜜中的细菌也会

受到花蜜、蜜囊土著细菌种类和数量的影响

（Aizenberg-Gershtein et al.，2013），因此，研究
蜜囊中细菌的多样性，可以为进一步研究和控制

蜂蜜酿造过程中细菌来源提供前期的数据支持。

蜂群崩溃症（Colony collapse disorder，CCD），
是与蜜蜂有关的微生物导致蜂群整体崩溃的一

种症状。蜂群崩溃症在国外大量发生，而在国内

暂时没有相关报道。CCD 现象可能与蜜蜂疾病

有关，如细菌病，病毒病等。在 2006—2007冬
季美国曾遭受蜂群崩溃症，养蜂业平均损失 45%
（Diana et al.，2007）。蜜蜂蜜囊相对开放的环
境，直接与外界相通，蜜囊对微生物的传播、抑

制或过滤，对于蜜蜂本身的防御显得尤为重要。

因此，研究东、西方蜜蜂蜜囊细菌的多样性，并

与国外的研究进行系统发育分析，可为两种蜜蜂

过路菌群和土著菌群的种类差异以及蜂群饲养

管理过程中细菌的控制和应用提供理论依据。

近年来，国外对蜜蜂蜜囊细菌的研究逐渐活

跃，利用 16S rDNA基因序列通过对西方蜜蜂和
大蜜蜂 A. dorsata两个蜂种的蜜囊进行研究，结
果主要的类型是乳酸菌 Lactobacillus spp.和双歧
杆菌 Bifidobacterium spp.两个属（Olofsson and
Vasquez，2008；Vasquez and Olofsson，2009；
Tajabadi et al.，2011），其次还有不动杆菌属
Acinetobacter spp.和假单胞菌属 Pseudomonas
spp.（Loncaric et al.，2011）。从熊蜂属大黄蜂蜜
囊 中 分 离 鉴 定 的 细 菌 也 归 于 乳 杆 菌 属

Lactobacillus spp.（Olofsson and Vasquez，2009）。
这些研究表明，无论是过路菌群和土著菌群，其

细菌种类的相对稳定对蜜蜂的健康、蜂群的群势

都非常重要（Anderson et al.，2011）。国外对蜜
蜂蜜囊细菌多样性进行研究主要集中在西方蜜

蜂、大蜜蜂和熊蜂属的大黄蜂方面，而国内没有

蜜囊细菌研究的相关报道，东方蜜蜂蜜囊细菌的

研究也未见报道。

本研究基于 16S rDNA基因序列，对同一蜜
源期（油菜花期）东、西方蜜蜂的蜜囊以及油菜
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花花蜜中的细菌进行分离、鉴定，并与已发布的

蜜囊细菌菌株序列构建系统发育树，分析其多样

性差异和来源，为蜂群饲养管理过程中细菌的控

制和应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料和采集条件

材料：东、西方蜜蜂蜂群；油菜花花蜜。

采集条件：油菜花盛花期，选择东、西方

蜜蜂标准化养殖蜂场，相距 15 km；无菌条件下
采集出勤蜂和采集蜂，表面消毒后，在无菌水

中处理 1 min，蜜囊在无菌箱内进行无菌切除，
10只蜜囊为一个样本。采样液为 10 mL无菌生
理盐水，含有 0.9% w/v 氯化钠、0.1% w/v 吐温
80和 0.1% w/v 蛋白胨。油菜花花蜜采用无菌毛
细管收集。所有样品采集后立即冷冻，储存于

﹣20℃。

1.2 细菌培养和分析

采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA），胰
蛋白胨大豆肉汤琼脂培养基和乳酸菌琼脂培养

基（MRS）；培养方法：好氧培养 37℃ 2~3 d
和厌氧培养 37℃ 3~4 d，采用厌氧罐 Anaerocult
（Merck，Darmstadt，德国）进行厌氧培养；从
含有 30~300个菌落的平板随机选择了 5~20个培
养特征不同的菌落，进行纯培养，获得纯种；平

板计数采用不同稀释度的平均值；按照不同菌种

占总菌数的百分比与占总菌数最高百分比进行

两独立样本 Mann-Whitney U 检验，计算 P值，
分析其显著性，确定优势菌，以上统计均在

SPSS19.0分析完成。

1.3 DNA提取和 PCR

离心收集 0.1~0.3 g细菌菌体，使用Tianamp细
菌DNA提取试剂盒以及相应试剂 Taq酶、溶菌酶、
蛋白酶K（购自北京天根生物技术公司）提纯DNA；
PCR引物：16S rDNA基因序列扩增引物由上海生工
生物有限公司合成，引物序列如下：正向引物 27F
（ 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTC-3'），反向引物
1387R（5'-GGGCGGTGTGTACAAGGC-3'）。

PCR（MJ，Research，T100TMThermal Cycler；
Bio-Rad Co.，Hercules，CA，USA）反应条件: 94℃
预变性 5 min；94℃变性 30 s，58℃退火 60 s，
72℃延伸 90 s，共 30个循环；72℃延伸 7 min；
4℃保存。反应体系总体积为 50 μL，其中包括
DNA 模板 4 μL、正、反向引物各 0.2 μL、2×
TransTaqTM II HiFi PCR SuperMix II（购自北京天
根生物技术公司）25.0 μL、ddH2O 20.6 μL。

1.4 测序和系统发育分析

使用引物 27F和 1387R对 PCR产物进行双
向测序（上海生工生物科技有限公司），正、

反向序列经过人工校正、修剪后生成一致序列。

将结果与 NCBI 的 GenBank 数据库进行 Blast
比对（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/），同时下
载各个菌株的近缘序列为参考序列。使用

Bioedit 软件的 Clustal-W 算法进行 Alignment
计算，计算各条序列间的距离矩阵，利用

MEGA5.0 软件（Tamura et al.， 2011）采用
Neighbour-Joining 法（邻接法）构建系统发育
树，Bootstrap 值设置为 1 000，用 Kimura 双参
数距离进行运算。

1.5 参考序列的选择

为了进一步分析本试验与国外蜜囊细菌研

究之间的相似和差异，选择 7株不同的西方蜜蜂
蜜囊细菌作为系统发育分析的参考菌株：昆氏乳

酸杆菌 Lactobacillus kunkeei（GQ451636），乳酸
杆菌属 Lactobacillus spp.（GQ451619）， 玉米乳
杆菌 Lactobacillus vermiforme（GQ451615）
（ Tajabadi et al. ， 2011 ）， 乳 酸 杆 菌 属
Lactobacillus spp.（ EF187245）（ Olofsson and
Vasquez，2008），不动杆菌属 Acinetobacter spp.
（EF565936）和假单胞菌属 Pseudomonas spp.
（EF565944；EF565939）（Loncaric et al.，2011）。

2 结果与分析

2.1 样品采集及菌落数分析结果

云南罗平采样点：东方蜜蜂蜂场（N24°57′，
E104°22′）和西方蜜蜂蜂场（N24°49′，E104°18′）；
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采样结果：东、西方蜜蜂出勤蜂和采集蜂蜜囊各

10 只，共 40只蜜囊样品；4 650朵油菜花收集
花蜜 3 mL。
通过对琼脂平板培养的细菌菌落不同稀释梯

度计算平均值，结合测序结果分析。图 1所示细
菌菌落总数从花蜜的 230 CFU/mL到西方蜜蜂出
勤蜂蜜囊细菌菌落总数 15 100 CFU/mL不等，其
中 B. amyloliquefaciens 在 花 蜜 中 为 210
CFU/mL，在东、西方蜜蜂出勤蜂蜜囊中分别
为 11 300 CFU/mL 和 12 800 CFU/mL；而在采
集蜂蜜囊中分别降为 370 CFU/mL 和 1 190
CFU/mL。通过 SPSS19.0 软件分析，蜜囊和花
蜜中 B. amyloliquefaciens 占总菌数百分比为
69.81%~ 95.97%，P值 0.007~0.009（P<0.05），
显著高于其它细菌占总菌数百分比 4.03%~
30.19%，表明 B. amyloliquefaciens 是蜜囊和花
蜜的优势细菌。

采集蜂蜜囊细菌数量的降低，与采集花蜜的

量有关，试验的采集蜂蜜囊都充满花蜜，其细菌

数量相对于出勤蜂降低幅度较大，除了受液体量

稀释影响外，还受花蜜的糖度、pH值，溶氧量、
渗透压等因素的影响。

2.2 东、西方蜜蜂蜜囊和花蜜细菌类型及比较

选择 275 株培养特征和表现型不同的菌株
进行纯化培养，通过 16S rDNA基因序列鉴定，
共有 9 种不同的单倍型菌株，通过比对与
GenBank中相似菌株相似度>99%（表 1）。本试
验不同来源、不同单倍型的 16株细菌 16S rDNA
基因序列已提交到 GenBank 数据库，并获得相
应的登录号（kf710012~ kf710033）。
通过表 1可以看出，东方蜜蜂蜜囊细菌包括

2个属中的 5个种，除相似的 B. amyloliquefaciens
以外，B. subtilis和 B. megaterium属于出勤蜂蜜囊；
S. epidermidis和 S. warneri属于采集蜂蜜囊；西方
蜜蜂蜜囊细菌包括5个属中的7个种，除相似的 B.
amyloliquefaciens以外，B. subtilis、P. gessardii、B.
vesicularis和 Acinetobacter spp.属于出勤蜂蜜囊；
Sphingomonas spp.和 Pseudomonas spp.属于采集
蜂蜜囊；而花蜜中细菌只有 2 个属中的

图 1 蜜囊及花蜜细菌菌落数(CFU/mL)
Fig. 1 Bacterial isolates number (CFU/mL) in honey stomach and nectar

ACHSOL：东方蜜蜂出勤蜂蜜囊；ACHSOL：东方蜜蜂采集蜂蜜囊；AMHSOL：西方蜜蜂出勤蜂蜜囊；AMHSOL：
西方蜜蜂采集蜂蜜囊；NLP：花蜜。

ACHSOL: Honey stomach of outgoing A. cerana; ACHSBL: Honey stomach of returning A. cerana; AMHSOL: Honey
stomach of outgoing A. mellifera; AMHSBL: Honey stomach of returning A. mellifera; NLP: Nectar.



6期 王 淼等: 油菜花期东方蜜蜂及西方蜜蜂蜜囊细菌多样性 ·1571·

表 1 东、西方蜜蜂蜜囊和花蜜的细菌类型

Table 1 Bacterial phylotypes from the honey stomach of Apis cerana and Apis mellifera and nectar

样品
Samples

分离株
Isolates a

登录号
Accession
numbers b

相似菌株及登录号
Most closely related type strain and

accession numbers c

相似序列长度

及相似度
Sequence lengths
and similarity d

东方蜜蜂蜜囊
Honey stomach
of A. cerana

ACHSOL271 KF710017 B. amyloliquefaciens strain LZBA-Y1-3 (JX997921) 1 236 (100%)

ACHSOL96 KF710022 B. subtilis strain BAB-448 (KF535118) 1 308 (100%)

ACHSOL5 KF710019 B. megaterium strain BJ51 (KC857474 ) 1 317 (100%)

ACHSBL24 KF710014 S. epidermidis strain 258 (P37A) (KF254632) 1 295 (100%)

ACHSBL19 KF710012 S. warneri strain y357 (KF306379) 1 295 (100%)

ACHSBL41 KF710015 B. amyloliquefaciens strain LZBA-Y1-3 (JX997921) 1 279 (99%)

花蜜 Nectar
NLP242 KF710032 Sphingomonas sp. ARS171-11 (JX827622) 1 240 (99%)

NLP245 KF710033 B. amyloliquefaciens strain LZBA-Y1-3 (JX997921) 1 310 (99%)

西方蜜蜂蜜囊
Honey stomach
of A. mellifera

AMHSOL108 KF710026 B. subtilis strain BAB-448 (KF535118) 1 308 (100%)

AMHSOL259 KF710027 P. gessardii strain KMBMa1 (KF481916) 1 213 (100%)

AMHSOL273 KF710030 B. vesicularis strain HX-J01 (KF501480) 1 147 (100%)

AMHSOL275 KF710031 B. amyloliquefaciens strain LZBA-Y1-3 (JX997921) 1 307 (100%)

AMHSOL272 KF710029 Acinetobacter sp. 7-14 (KC170355) 1 234(100%)

AMHSBL243 KF710023 Sphingomonas sp. ARS171-11 (JX827622) 1 242 (99%)

AMHSBL263 KF710025 Pseudomonas sp. 9DLP (KC884675) 1 234 (99%)

AMHSBL248 KF710024 B. amyloliquefaciens strain LZBA-Y1-3 (JX997921) 1 309 (99%)

a通过 16S rDNA序列鉴定的菌株；b菌株在 GenBank中获得的登录号；c相似菌株：通过 NCBI比对后确定的相似菌
株及登录号；d最接近的相似菌株序列长度和百分率（括号中）。
a The 16S rDNA gene sequence identities were generated from isolates; b Isolates correspond to GenBank accession
numbers; c Similarity strains. Taxonomic affiliation was established by comparing the sequence in the NCBI; d The
similarity to the closest type strain sequence is shown as a percentage within parentheses.

2个种，即：Sphingomonas sp.和B. amyloliquefaciens。
对照花蜜中的细菌种类，东、西方蜜蜂出勤

蜂和采集蜂蜜囊中均有 B. amyloliquefaciens，说
明在长期的共生菌进化过程中，环境细菌在蜜囊

中有拓殖能力，逐渐形成蜜囊中较为稳定的细菌

类群，并占有一定的优势地位。东方蜜蜂采集蜂

蜜囊分离出 S. epidermidis和 S. warneri，说明东
方蜜蜂除了采集油菜花蜜外，还采集零星蜜源，

这与其生物学特性是一致的。

2.3 东、西方蜜蜂蜜囊和花蜜细菌的系统发育

树的构建

基于 16S rDNA 部分基因序列（长度为 874
bp），采用 Neighbour-Joining（邻接法）构建系

统发育树，分析了包括本试验采集的 6株东方蜜
蜂蜜囊和 8株西方蜜蜂蜜囊细菌序列，2株花蜜
细菌序列以及共有的 10株细菌相似序列，文献
中选择 7株参考细菌的序列，另外包括 1株外群
细菌序列，共计 34条。

树枝的拓扑结构基于 bootstrap 值 1 000 构

建，如分支点所示，7个簇都有不低于 79的自

举值，刻度标尺表示 5%的进化差异。7 个簇：

簇Ⅰ为假单胞菌属 Pseudomonas、簇Ⅱ为不动杆

菌属 Acinetobacter、簇Ⅲ为鞘氨醇单胞菌属

Sphingomonas、簇Ⅳ为泡囊短波单胞菌属
Brevundimonas、簇Ⅴ为乳酸菌属 Lactobacillus、

簇Ⅵ为葡萄球菌属 Staphylococcus和簇Ⅶ为芽孢
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杆菌属 Bacillus。超嗜热菌 Aquifex pyrophilus

（L37096）作为参照外群。

系统发育树分析表明，从蜜囊中分离的菌株

有 2 个属与文献描述的相似，即：簇Ⅰ的
AMHSOL259 和 AMHSBL263 与 参 考 菌 株
EF565944和 EF565939；簇Ⅱ的 AMHSOL272与
参考菌株 EF565936（图 2和表 1）；说明西方蜜

蜂蜜囊土著细菌虽然来自不同的地理类群（参考

菌株采集于奥地利），但其具有高度的相似性，

属同一种。而东方蜜蜂蜜囊中未分离到与参考菌

株相似的细菌，说明不同种的蜜蜂蜜囊，其土著

细菌有差异。从罗平分离的簇Ⅲ、Ⅳ、Ⅵ和Ⅶ没

有在参考菌株中发现，说明不同地域，蜜囊细菌

的形成与外界环境、细菌在蜜囊中的适应、拓殖

图 2 东、西方蜜蜂蜜囊和花蜜细菌的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic analysis of bacteria in honey stomach of Apis cerana, Apis mellifera and nectar

●东方蜜蜂蜜囊细菌；■西方蜜蜂蜜囊细菌；□相似菌株；◆参考菌株；◇花蜜细菌；○外群。
●Honey stomach bacteria of A. cerana; ■Honey stomach bacteria of A. mellifera; □Similarity strain;◆Reference strain;

◇Nectar bacteria; ○Out group.
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能力有一定的关系。簇Ⅶ中的 B. subtilis 和 B.
amyloliquefaciens在东、西方蜜蜂出勤蜂蜜囊中
存在（图 2和表 1所示），说明其有相同的土著
细菌。西方蜜蜂在引进后，逐渐适应国内蜜源条

件、气候和环境等方面，蜜囊细菌的结构也随之

发生改变，尤其是优势细菌与东方蜜蜂的一致

性。本研究中并未分离到参考簇Ⅴ（参考菌株采

集于马来西亚和瑞典），更进一步说明了地理差

异对细菌结构的重要影响。

3 讨论

昆虫与其体内共生菌在长期协同进化过程

中，相互依赖、相互影响、协同进化（Baumann
et al.，1995）。体内共生菌在昆虫营养、解毒、调
控生殖及与寄主适应性等方面起着十分重要的作

用（徐红星等，2009）。蜜囊位于蜜蜂消化道的
前端，其细菌多样性直接影响消化道如肠道细菌

的多样性，因此，对蜜囊细菌的研究有利于进一

步研究整个消化道对外界病原菌的防御作用。

本试验选择全国蜜蜂春繁基地罗平进行采

样，在同一油菜花期内，同时饲养东方蜜蜂和西

方蜜蜂蜂群，蜜源及外界条件相对稳定统一，通

过试验能较好地对花蜜和东、西方蜜蜂蜜囊细菌

进行比较，可以较好地说明蜜囊细菌是来自花蜜

或是蜜囊本身的土著菌群。通过分离纯化培养和

16S rDNA基因序列分析，属和种的序列 99%到
100%的相似性（表 1），高于通常用于定义一个
物种阈值 95%～97%水平（Ludwig et al.，1998），
因此，鉴定结果是可靠的。

本研究结果表明，在东、西方蜜蜂蜜囊和花

蜜细菌中，解淀粉芽孢杆菌 B. amyloliquefaciens
是优势菌。作为好氧、产芽孢的杆状细菌，解淀

粉芽孢杆菌大量存在于环境中（Samuel，1996）。
解淀粉芽孢杆菌菌株能够产生淀粉酶、脂肪酶和

蛋白酶，降解许多化学成分如油脂、蛋白质和淀

粉（Snyder et al.，2009）。 Hairul Islam等（2011）
报道从喜马拉雅土壤分离出解淀粉芽孢杆菌作

为功能性食品或药物的添加剂，其细菌孢子可以

作为蜜蜂的饲料添加剂刺激蜜蜂的免疫应答

（Evans and Lopez，2004）。此外，解淀粉芽孢
杆菌表现出很强的抗菌活性（Meng et al.，2012），
其产生的抗菌化合物环状脂肽和伊枯草菌素表

明，解淀粉芽孢杆菌是一种较好的生物防治制剂

（Arguelles-Arias et al.，2009）。Yoshiyama 和
Kimura（2009）研究表明在日本蜜蜂肠道中许多
拮抗细菌属于芽孢杆菌属。Benitez 等（2012）
研究表明，解淀粉芽孢杆菌能产生抗菌因子伊枯

草菌素肽抑制 Paenibacillus larvae。西方蜜蜂采
集能力优于东方蜜蜂，在饲养管理方面可以进行

新型饲料添加剂的开发利用，因此，在蜂粮中添

加解淀粉芽孢杆菌，可增强对疾病的防御能力。

东方蜜蜂蜜囊细菌的种类相对西方蜜蜂少，

是因为东方蜜蜂产生丰富的抗菌肽多样性对外

源细菌有抵抗作用，而西方蜜蜂在长期的驯化过

程中导致抗菌肽编码基因的多样性减少，从而对

外源细菌的抵御能力降低，细菌种类多（Xu
et al.，2009），这与本试验东、西方蜜蜂蜜囊土
著细菌种类差异结果是一致的。正是由于东方蜜

蜂对本土环境的适应性，以及比西方蜜蜂在抗病

性方面的优势，选择在山区及养蜂条件相对较差

的地区饲养东方蜜蜂有其独特的种质资源优势。

基于 16S rDNA鉴定西方蜜蜂蜜囊细菌，是
Olofsson和 Vasquez（2008）两位科学家开始在
瑞典山区的覆盆子盛花期进行研究的，其鉴定结

果是乳酸杆菌属和双歧杆菌属。本试验是在国内

油菜花期进行，在东、西方蜜蜂蜜囊中未分离到

这两个属的细菌，表明蜜蜂蜜囊细菌与地理差异

和不同蜜源植物类型有关。Disayathanoowat 等
（2012）报道，蜜囊细菌群落结构在一定程度上
与地理位置、蜜源植物、蜜蜂种类和生命阶段密

切相关。

西方蜜蜂出勤蜂蜜囊中除了 Pseudomonas
sp.在采集蜂蜜囊中分离出，但并不同种，其余均
未分离到；而采集蜂蜜囊的 Sphingomonas sp.与
花蜜中的菌是一致的，说明西方蜜蜂更倾向于采

集大蜜源的生物学特性（Qin et al.，2012）。
东方蜜蜂出勤蜂蜜囊中的 B. subtilis 和 B.

megaterium在采集蜂蜜囊中未分离到，而西方蜜
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蜂出勤蜂蜜囊中的 B. subtilis、P. gessardii、B.
vesiculari和 Acinetobacter sp.在采集蜂蜜囊中未
分离到，如前所述，由于采集后花蜜液体的大量

稀释作用，以及花蜜中渗透压、溶氧浓度、pH
值等因素的影响和抑制。这一现象在 Tan 等
（2009）的试验中也被证实：花蜜对金黄色葡萄
球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和铜绿假单胞菌

有较强的抑制作用。另外，这些细菌相对菌数较

低（图 1）、分离技术以及分离过程的偶然性因
素也会导致菌株不能一一对应。

鞘氨醇单胞菌 Sphingomonas sp.在西方蜜蜂
采集蜂蜜囊和花蜜样品中发现，表明花蜜有污染

物，因鞘氨醇单胞菌能降低许多残留于环境中的

顽固的化合物（Gabriel et al.，2005），是一种
环 境 污 染 的 指 示 剂 ； 而 短 波 单 胞 菌

Brevundimonas sp.在西方蜜蜂采集蜂蜜囊发
现，说明西方蜜蜂在长期的转地过程中，受到运

输过程的污染，从而形成独特的土著细菌，因短

波单胞菌是重要原油降解菌，可以有效降解油污

（梁静儿等，2010）。
本试验从蜜囊分离的细菌：簇Ⅲ Sphingomonas、

簇Ⅳ Brevundimonas、簇ⅥStaphylococcus 和簇
Ⅶ Bacillus 均未在涉及蜜囊的 GenBank 数据库
和参考文献中发现，本研究首次将这 4个属的蜜
囊细菌提交到 GenBank数据库中报道。
尽管本试验在相对稳定的外界条件进行，但

并不清楚这两种蜜蜂蜜囊细菌多样性建立是否

与蜜蜂消化花蜜、蜜囊本身的营养基质以及拓殖

是否稳定相关，这些过程有待进一步研究。另外，

其它地区的油菜花期、不同的蜜源、不同蜂种是

否对蜜囊细菌多样性有影响？通过不断的完善

和改进培养技术、微生物分离鉴定的方法，将会

进一步提高我们对蜜囊细菌多样性的认识。
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