
  
 

应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology    2018, 55(6): 963972.    DOI: 10.7679/j.issn.20951353.2018.117 

 

                           

*资助项目 Supported projects：国家自然科学基金项目（31660695） 

**第一作者 First author，E-mail：15771396135@163.com 

***共同通讯作者 Co-corresponding authors，E-mail：guojun0591@126.com；lijilian@caas.cn 

收稿日期 Received：2018-04-21，接受日期 Accepted：2018-06-12 

 

蜜蜂肠道菌群的培养方法及特性研究进展* 
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摘  要  肠道菌群在蜜蜂的消化、营养和抗病性等方面发挥了很多潜在的益生作用。为了加深对以蜜蜂为
主的传粉昆虫肠道菌群的了解，本文综述了蜜蜂肠道菌群的人工厌氧培养方法及特性，重点综述了 
Snodgrassella属、Gilliamella属、Frischella属、Lactobacillus属、Bifidobacterium属和 Alpha-1，Alpha-2厌氧细
菌类群。旨在通过特定的培养方法获取纯培养的细菌，以供进一步研究特定肠道菌群与特定功能的直接联

系。希望这些培养技术能帮助大家提升对蜜蜂肠道共生菌在蜜蜂营养和健康方面所起的作用有所了解。 
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Abstract  Gut microbiota have many potential beneficial effects on the digestion, nutrition, resistance and health, of bees. To 

better understand the gut microbiota of pollinators, this paper summarizes artificial cultivation methods for, and biological 

characteristics of, honey bee gut microbiota, including the bacterial genera Snodgrassella, Gilliamella, Frischella, 

Lactobacillus, and Bifidobacterium, as well as two anaerobic bacterial compositions, alpha-1 and alpha-2. This knowledge will 

help isolate bacterial species for further research on their specific function in the honey bee, an approach that will facilitate 

better understanding of the role played by gut microbiota in bee nutrition and health. 
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蜜蜂是全球最重要的传粉昆虫之一，自 2006
年爆发引起蜜蜂大量死亡的 CCD（Colony 
Collapse Disorder，蜂群衰竭失调）现象以来，
美洲、欧洲等国蜂群损失严重（Cox-Foster et al.，
2007），蜜蜂的健康问题也开始成为各国政府和
科学家关注的热点（Cox-Foster et al.， 2007）。
研究调查表明，CCD 现象产生的重要原因之一
是蜜蜂肠道病原微生物的流行。蜜蜂的肠道是其

消化、食物加工、营养吸收和供给的主要部位，

也是各种病原菌（De Graaf et al.，2013）如微孢
子虫 Nosema ceranae（Fries et al.，2013）及大
部分的蜜蜂病毒（Miranda et al.，2013）的感染
位点。但是值得庆幸的是，蜜蜂肠道中的有益菌

群能间接提高寄主的免疫能力，或者通过种间竞

争抑制病原微生物的发展。总之，当前已有研究

表明肠道共生菌在蜜蜂个体和群体的消化、抵抗
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疾病感染、营养和常规健康上均起到重要的作用

（Koch and Schmid-Hempel，2011b）。 
肠道菌群在营养供给、消化及吸收上起到了

至关重要的作用，并通过这种方式影响宿主的发

育和健康（Hosokawa et al.，2007；Kikuchi et al.，
2007）。研究表明肠道共生菌可为宿主提供氨基
酸（Nikoh et al.，2011）、维生素 B（Eichler and 
Schaub，2002）以及固醇等营养物质，并参与物
质代谢作用及合成作用（Douglas，1993）。利用
宏基因组分析方法，研究人员预测了蜜蜂八大类

肠道共生菌之一的 Alpha-1 含有维生素 B12的合

成系统，可能为蜜蜂合成维生素（Engel et al.，
2012）。蜜蜂共生菌可将花粉转化为蜂粮（Evans 
and Lopez，2004），蜂粮比花粉含有更多的维生
素、更少的多糖以及不同的氨基酸，这些营养成

份的变化很可能是共生的乳酸菌（Lactic acid 
bacteria，LAB）参与转化而成（Babendreier et al.，
2007；Mattila et al.，2012）。进一步的实验也证
实了 Gilliamella、Lactobacillus和 Bifidobacterium
等 蜜 蜂 肠 道 共 生 菌 编 码 果 胶 降 解 酶

（ Pectin-degrading enzymes ）、 糖 苷 水 解 酶
（ Glycoside hydrolases ） 和 多 糖 水 解 酶
（Polysaccharide lyases），表明了蜜蜂肠道菌群参
与了蜂蜜的酝造和糖类物质的代谢（Engel et al.，
2012，Engel et al.，2013 b）。此外，很多昆虫都
依赖共生菌作为一种专用氮代谢机制来补充机

体对氮代谢机制的缺乏，如白蚁可利用宿主的含

氮排泄物，并将它们回收成高价值的营养物质，

或者直接排到大气中（Hongoh et al.，2008）；蟑
螂、白蚁和一些食草性蚂蚁肠道内栖息着一些内

共生菌，它们可进行氨的回收和一些必需氨基酸

的生物合成（Sabree et al.，2012）。肠道菌群还
具有潜在的食物解毒功能（Hehemann et al.，
2010）。 

传统的微生物学研究主要基于微生物个体、

菌落等形态学特征、次生代谢产物等描述其代

谢、生理学、生化和生态学等特征，因此严重的

依赖对微生物的分离纯化培养。然而在宏观和微

环境中的很多微生物在现有实验室条件下无法

培养。DNA测序技术，尤其是新一代（第二代）

高通量测序技术的发展为我们探索这些“暗箱”

中的菌群提供了极大帮助。基于第二代高通量测

序技术（如 454 焦磷酸测序、Solexa、Illumina
测序），研究人员发现蜜蜂肠道中占主导地位的

细菌有八大类，部分类别已经鉴定到种，其中

Gamma-1（代表种：Gilliamella apicola）和
Gamma-2（代表种：Frischella perrara）属于 γ-
变形菌纲（Gammaproteobacteria），Beta类群（代
表种： Snodgrassella alvi）属于 β-变形菌纲
（Betaproteobacteria），Alpha-1和 Alpha-2属于
α-变形菌纲（Alphaproteobacteria），Firm-4 和
Firm-5属于乳酸菌目（Lactobacillales），Bifido
类群属于放线菌属（Actinomycetes），并在全球的
西方蜜蜂 Apis mellifera中得到证实（Jeyaprakash 
et al.，2003；Mohr and Tebbe，2006；Babendreier 
et al.，2007；Cox-Foster et al.，2007；Martinson 
et al.，2011，2012；Cornman et al.，2012；Engel 
et al.，2012；Li et al.，2012；Moran et al.，2012；
Sabree et al.，2012；Tian et al.，2012），在亚洲
的一些无刺蜂（Ahn et al.，2012）及熊蜂属
（Bombus）的很多种（Koch and Schmid-Hempel，
2011a；Koch et al.，2012；徐龙龙等，2014；Li 
et al.，2015a），一些先前认为的种也被重新定
义，甚至上升到了近缘属的分类学水平。最近的

测序方法表明蜜蜂肠道中容易培养、完全好氧的

细菌只占其肠道微生物中的很少一部分，这与传

统培养方法所得的研究结果完全不一致。 
随着 DNA测序技术的发展，科研人员识别

微生物类群的信息范围在不断扩大，也使我们对

肠道微生物有了更深入的认识。但一些特定的技

术，如 DNA提取、PCR技术和微生物群落的分
析方法由于技术更新速度慢，很可能会在一段时

间内保持现状。随着对蜜蜂肠道菌群多样性信息

的不断积累，研究的重点将逐步过渡到细菌功能

尤其是菌株水平的细菌功能的研究，因此，单菌

株的分离培养显得尤为重要。利用传统的培养手

段已经成功获得蜜蜂肠道中的优势菌或新发现

种（Olofsson and Vásquez，2008；Vásquez et al.，
2012；Engel et al.，2013b；Kwong and Moran, 
2013；Kwong et al.，2014；Li et al.，2015b；Praet 
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et al.，2015；Filannino et al.，2016）。培养的策
略与非培养条件下的分子检测相结合，将会加快

推进蜜蜂肠道菌群的相关研究。 
本文对当前的蜜蜂肠道优势细菌培养的研

究现状进行简要总结，介绍了蜜蜂肠道细菌培养

研究的具体方法和步骤，并对蜜蜂肠道共生菌的

研究进行了展望，以期帮助进一步了解和认识蜜

蜂肠道菌群的重要功能角色，促进蜜蜂的保护和

病虫害的防控。 

1  蜜蜂肠道菌群人工培养的研究

历史 

蜜蜂肠道微生物群落的研究最早可追溯到

20 世纪早期。研究人员对来自蜜蜂肠道和蜂巢
的生物体进行培养，记录了这些细菌的各种代谢

和功能活动（Gilliam and Prest，1972，1987；
Gilliam and Valentine，1974；Gilliam and Morton，
1978；Evans and Armstong，2006）。利用传统
纯培养的方法，研究者从蜜蜂肠道中观察到 
6 000多种细菌菌株（Engel et al.，2013a），然
而，很多观察到的结果与前人的发现存在不一

致。此外，早期对蜜蜂肠道微生物的研究主要集

中在对西方蜜蜂巢脾中致病菌的鉴定上，而共生

微生物很少受到重视。研究表明，从特定环境中

培养的微生物只是实际栖息在这一环境中的很

小一部分，通常在特定的栖息环境下只有 1%的
细菌可以培养（Rappé and Giovannoni，2003），
在特殊的培养基和环境条件下，较多的有机体可

能生长，但从环境中采集的微生物样品绝大部分

都无法在实验室中进行培养（Stevenson et al.，
2004），或尚未找到最优化的培养条件，直到
DNA测序技术的出现才解决了一些问题。 
最近研究发现，蜜蜂肠道细菌主要分为八大

类，并且大部分都是厌氧或兼性厌氧菌，这也是

最新研究方法所得结论与传统有氧纯培养方法

不一致的主要原因。人工培养的方法可能使科研

人员感兴趣的微生物分离成为可能，并进一步描

述其化学及形态特征，并进一步开展相关实验。 

2  蜜蜂肠道菌群的人工培养方法及

生理特性 

人工培养蜜蜂肠道细菌的一般流程是：采取

无菌措施从蜜蜂肠道中取样，放入优化过的最佳

培养基中培养，随后将培养皿放置在 35-37 ℃的
培养箱中培养。蜜蜂肠道中的大部分细菌需要厌

氧或低氧环境才能较好的生长，通常将培养皿放

置在专用的 CO2 培养箱、密封的皮质袋中或产

CO2的罐子装置中以满足这种生长条件。需要在

缺氧环境下生长的细菌可以在置换氮气的厌氧

培养箱中进行培养，或者在密封的皮质袋中或一

些已经商业销售的厌氧培养装置中进行（Engel 
et al.，2013b）。 
对细菌的鉴定应结合 DNA条形码的方法而

不是完全依赖表型观察，因为同一个种的细菌菌

株的菌落形态和生化特性可能存在异质性。需要

注意的是细菌培养受所选择的培养条件的影响，

下文列出了蜜蜂肠道优势细菌的培养条件，但是

这种培养条件或技术可能并不能获取到每个组

群内所有细菌的多样性。 

2.1  蜜蜂肠道的解剖 

实验前，用 75%酒精对试验台进行消毒。使
用 1%的氯水溶液（二氯异氰尿酸钠或过氯酸钠）
擦拭，使蜜蜂体表微生物及其核酸得以清除。每

只蜜蜂浸泡 2-7 min后，用无菌纯净水冲洗 3次。
可以在振动台上用 24 孔板完成这一操作。由于
氯的存在会降解 DNA从而抑制 PCR反应，因此
应在解剖前清洗掉所有的氯（Engel et al.，
2013b）。 
在通 N2的厌氧培养箱中解剖蜜蜂，用灭菌

镊子拉出整个蜜蜂肠道组织（包括蜜囊、前、中、

后肠）并放入 1.5 mL的无菌离心管中。在解剖
下一只蜜蜂前，用卫生纸擦去镊子（建议使用无

齿痕的镊子）上残留的肠道组织，再用酒精冲洗，

最后在酒精灯上对镊子进行高温灭菌。若需培

养不同肠道部位的细菌，则需用无菌剪刀先将

不同部位剪断分离至不同的小管中，再进行下一

步操作。 



·966· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 55卷 
 

 

2.2  蜜蜂肠道细菌的分离操作步骤 

蜜蜂肠道组织解剖后，加入适量无菌

Krebs-Ringer溶液，在漩涡振荡器上用灭菌的研
磨棒充分研磨肠道。然后将研磨液用无菌厌氧的

生理盐水进行 10倍梯度稀释，取 10–1、10–3、10–5 

3个梯度的稀释液（100-150 µL）涂布于不同培
养基的培养皿上（也可放入液体培养基中）。将

涂布后的平板分别放至 35-37 ℃厌氧培养箱（含
氧量≤1%）中培养 48-72 h。每个培养基和梯度
设 3次重复，对表征不同的菌落进行厌氧挑菌，
之后采取上述方法继续厌氧纯化培养。 

2.3  蜜蜂肠道细菌的分子标记鉴定 

提取 DNA是鉴定微生物群落的第一步。不
论何种细菌 DNA提取方法，都包括破坏细菌孢
子和一些顽固细菌的细胞壁（Marmur，1961）。
科研人员建议采用 bead-beating法，该方法可以
对厚壁细菌细胞壁形成有效破碎，使得胞内

DNA 更容易暴露出来，也是蜂类相关的肠道菌
群高通量测序时最佳的 DNA 提取方法（Engel  
et al.，2013a；Mattila et al.，2012；Mcfredericket 
al.，2012）。用牙签挑取培养的细菌单菌落（若
是液体培养基则吸取部分菌液），按照操作步骤

提取 DNA，然后对 16S rRNA基因序列进行测序
分析。  

微生物多样性调查和分类鉴定主要是基于

16S rRNA（细菌和古细菌）的分子生物学方法。
这种分子存在于所有细胞中，在特定物种或分类

群都是极其保守的，其序列信息可以与公共数据

库中已知的物种序列进行比较，从而进行物种分

类鉴定（Mcdonald et al.，2012）。 

2.4  蜜蜂肠道中优势细菌及其培养条件 

2.4.1  Snodgrassella 属 
2.4.1.1  最佳生长条件  ① 5%的 CO2；② 温度为
35-37 ℃；③ 培养基：胰酪胨大豆琼脂培养基，
胰酪胨大豆琼脂培养基 + 5%去血纤维蛋白羊
血，心浸液琼脂培养基，脑心浸液琼脂，以及

LB琼脂；在胰酪胨大豆肉汤培养基中生长较弱。 

2.4.1.2  细菌特征  菌落光滑，白色，圆形，直径

约 1 mm，在 2 d内形成。革兰氏阴性，非运动，
杆状。Snodgrassella属细菌可以利用苹果酸或柠
檬酸为主要碳源；对过氧化氢酶和硝酸还原酶呈

阳性，对氧化酶呈阴性（Engel et al.，2013b）。 
该属中唯一被描述的种为 S. alvi, 隶属于奈

瑟菌科和 β–变形菌纲（Martinson et al.，2012；
Kwong and Moran，2013）。S. alvi最初被称为
“Beta”类群或隶属于 β–变形菌纲（Babendreier  
et al.，2007；Martinson et al.，2011；Moran et al.，
2012）。S. alvi菌株已经从蜜蜂和熊蜂肠道内分
离到，典型的菌株为 S. alvi wkB2T（Kwong and 
Moran，2013）。这一类型的菌株可以从细菌培
养保藏中心获得（登记号：BAA-2449T，美国标
准菌库，Manassas，VA，USA（ATTC）或 14803T，
英国国家工业食品和海洋细菌汇编，阿伯丁

NCIMB）。Snodgrassella 属细菌占蜜蜂工蜂个
体肠道细菌总数的 0.6%-39%（Moran et al.，
2012）。 
2.4.2  Gilliamella 属  
2.4.2.1  最佳生长条件  ① 5%的 CO2；② 温度为
35-37 ℃；③ 培养基: 胰酪胨大豆琼脂培养基或
胰酪胨大豆肉汤，胰酪胨大豆琼脂培养基 + 5%
去血纤维蛋白羊血，心浸液琼脂培养基，脑心浸

液琼脂，以及 LB琼脂（Kwong and Moran，2013）。 
2.4.2.2  细菌特征  菌落光滑，形态多变，白色，
圆形，直径约 2.5 mm，在 2 d内形成。革兰氏阴
性，杆状，非运动，并可能形成细丝链。Gilliamella
属细菌对过氧化氢酶、硝酸还原酶以及氧化酶呈

阴性（Kwong and Moran，2013）。 
该属中唯一被描述的种为 G. apicola, 隶属

于 Orbaceae科和 γ-变形菌纲（Martinson  et al.，
2012；Kwong and Moran，2013）。G. apicola 最
初被称为“Gamma-1”类群（Babendreier et al.，
2007；Martinson et al.，2011；Moran et al.，2012），
2012年由 Moran等重新命名。G. apicola是蜜蜂
肠道细菌中的新属，该菌株已经从蜜蜂和熊蜂肠

道内分离到，模式菌株为 G. apicola wkB1T
（Kwong and Moran，2013）。该菌株可以从细
菌培养保藏中心得到[BAA-2448T，（ATTC）或
14804T（NCIMB）]。Gilliamella 属细菌占蜜蜂
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工蜂个体肠道细菌总数的 0.6%-30%（Moran  
et al.，2012）。 

Koch 和 Schmid-Hempel（2012）及 Li 等
（ 2012）检测并分别归到巴斯德氏菌科
（Pasteurellaceae）和肠杆菌科（Enterobacteriaceae）
的这两个种也已证实为 Gamma-1。该细菌的菌
株最适宜生长在微氧环境中，且在标准大气压下

不易生长。G. apicola菌株的 16S rRNA与亲缘
关系最近的 Orbus hercynius CN3T有 93.9%的相
似性，还与一些与昆虫相关的未被培养的细菌序

列关系较近，系统发育进化关系表明 G. apicola
是肠杆菌科（Enterobacteriaceae）的姊妹枝（Kwong 
and Moran，2013）。 
2.4.3  Frischella 属   
2.4.3.1  最佳生长条件  ① 5%的 CO2 或厌氧；

② 温度为 35-37 ℃；③ 培养基：胰酪胨大豆琼
脂培养基 + 5%去血纤维蛋白羊血，心浸液琼脂
培养基，脑心浸液琼脂，以及胰酪胨大豆肉汤

（Engel et al.，2013b）。 
2.4.3.2  细菌特征  Frischella 属是兼性厌氧细
菌，但在完全厌氧的条件下不能生长（Engel  
et al.，2013b）。菌落形态为杆状，可能形成细
丝链；菌落呈半透明状，平坦，光滑，直径约 1 
mm，并在 3 d内形成。Frischella属细菌能够通
过发酵果糖、葡萄糖或甘露糖来获得碳源。它们

对过氧化氢酶呈阳性，对硝酸还原酶及氧化酶呈

阴性。Frischella 属细菌在大多数工蜂肠道内普
遍存在（Moran et al.，2012）。 

该属中被记录的种为 F. perrara（Strain 
PEB0191），最初被称为“Gamma-2”类群 
（Babendreier et al.，2007；Martinson et al.，2011；
Moran et al.，2012），2013年被重新命名（Engel 
et al.，2013b），隶属于 Orbaceae科和 γ-变形菌
纲。与 Gilliamella属同科，同 Orbus属的亲缘关
系最近。F. perrara菌株已从西方蜜蜂肠道内分
离到，但在欧洲的熊蜂中并未检测到（Koch and 
Schmid-Hempel，2011a），而在中国的熊蜂肠道
菌群中则检测到了该种的存在（Li et al.，2015a）。
该种的模式菌株为 PEB0191T，该菌株可以从细
菌培养保藏中心得到（登记号：BAA-2450T，

ATCC，或 14821T，NCIMB）。 
2.4.4  Lactobacillus 属 
2.4.4.1  最佳生长条件  ① 培养环境为需氧或厌
氧；② 温度为 35-37 ℃；③ 培养基: 胰酪胨大
豆肉汤（Oxoid；Basingstoke，Hampshire，UK），
琼脂（Rogosa agar，Merck），西红柿汁琼脂培养
基（Oxoid；Basingstoke，Hampshire，UK），乳
酸细菌培养基（MRS），液体培养基（Lactobacillus 
Carrying Media）（Efthymiou and Hansen，1962），
MRS 肉汤补充 0.5%的半胱氨酸或 20%的果糖
（Olofsson and Vásquez，2008；Forsgren et al.，
2010）。 
2.4.4.2  细菌特征  Lactobacillus属细菌细胞形态
变化多样，从长细杆状到短球杆状变化，但都为

典型的凸起状，菌落光滑，无色不透明（Hammes 
and Hertel，2006）。蜜蜂相关的 Lactobacillus
对过氧化氢酶和孢子形成呈阴性，革兰氏染色阳

性，通过同型发酵产生乳酸（Olofsson and 
Vásquez，2008）。Lactobacillus kunkeei 分支比
较嗜果糖，可优先利用果糖而不是葡萄糖作为碳

源（Neveling et al.，2012）。Lactobacillus属细
菌的很多种在自然界中普遍存在，并能在大多数

动物、植物和食品中存在。乳酸杆菌（Lactobacilli）
被广泛用作益生菌（Kleerebezem and Vaughan，
2009）。与蜜蜂相关的 Lactobacillus 主要为
“Firm-4”和“Firm-5”（Martinson et al.，2011；
Moran et al.， 2012）。其进化分支与其它
Lactobacillus距离较远，它们的 16S rRNA 基因
约有 90%的一致（Olofsson and Vásquez，2008），
因此最后可能归于一类新种。 
其它一些种，如 L. kunkeei可能是人工培养

实验中最常见的 Lactobacillus 成员（Tajabadi  
et al.，2011；Neveling et al.，2012）。然而，基
于分子生物学技术发现“Firm-4”和“Firm-5” 是
蜜蜂肠道中的优势乳酸菌而并非是 L. kunkeei
（Moran et al.，2012；Ahn et al.，2012）。L. kunkeei
已经在花中（Neveling et al.，2012）和红酒
（Edwards et al.，1998）中发现，这表明它们可以
在蜜蜂肠道外的自然环境中独立存在（Mcfrederick 
et al.，2012）。Lactobacillus是蜜蜂肠道中最丰
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富的细菌群落，在单个工蜂肠道中其丰度预计在

20%-99%（Moran et al.，2012）。 
乳酸菌是重要的益生菌之一，它们的存在有

利于宿主的健康，并在自然界广泛存在，与许多

动植物和食物都有联系（ Kleerebezem and 
Vaughan，2009）。这个属的细菌常与双歧杆菌
属细菌一起形成蜜蜂体内的益生菌群（Forsgren 
et al.，2010；Killer et al.，2010；Vásquez et al.，
2012）。代谢通路显示乳酸菌具有将各种碳水化
合物（如乳糖、甘露糖、果糖、山梨糖、木酮糖、

蔗糖、海藻糖、N-乙酰葡糖胺）发酵成乳酸的功
能，其组编码有大量的胞外蛋白，也很可能有助

于几丁质的降解（Sánchez et al.， 2011）。 
2.4.5  Bifidobacterium 属 
2.4.5.1  最佳生长条件  ① 培养环境为需氧或厌
氧；② 温度为 37 ℃；③ 培养基：血琼脂培养
基（Oxoid；Basingstoke，Hampshire，UK），
乳酸细菌培养基（MRS），液体培养基（Efthymiou 
and Hansen，1962），MRS 肉汤补充 0.5%的半
胱氨酸或 20%的果糖（Olofsson and Vásquez，
2008；Forsgren et al.，2010）。 
2.4.5.2  细菌特征  Bifidobacterium（双歧杆菌属）
隶属于放线菌亚纲（Actinobacteridae），双歧杆
菌在一些社会性昆虫中比较普遍（Bunesova  
et al.，2014），是有益于蜜蜂和熊蜂蜂群健康的
重要益生菌（Forsgren et al.，2010；Killer et al.，
2010；Vásquez et al.，2012））。双歧杆菌属包
括 48 个种和亚种，随着新种的发现，这一数字
还有望继续增加。它们的大量存在与宿主的健康

密切相关。B. asteroides，B. coryneforme 和 B. 
indicum 是蜜蜂中特有的双歧杆菌（Dellaglio  
et al.，2007；Bottacini et al.，2012；Anderson  
et al.，2013），其中 B. asteroides的基因组序列
已经测出（Biavati et al.，1982）。通过对来自
不同消化道环境和生活阶段中培养的两株双歧

杆菌全基因组测序结果表明双歧杆菌具有较强

的处理碳水化合物的功能（Anderson et al.，
2013）。 

Bifidobacterium属细菌是典型的厌氧菌和微
量需氧菌；然而研究发现蜜蜂肠道菌中的

Bifidobacterium细菌成员可以在有氧环境中生长
（Biavati et al.，1982）。菌落在 2 d内形成，点
状，凸面，光滑，颜色呈灰白色（Bottacini et al.，
2012）。蜜蜂肠道内的 Bifidobacterium对过氧化
氢酶和孢子形成呈阴性，革兰氏阳性，可产生乳

酸和乙酸（Olofsson and Vásquez，2008），和乳
酸杆菌 Lactobacilli类似，双歧杆菌 Bifidobacteria
是动物肠道菌群中常见的细菌类群，已经被用作

益生菌（Kleerebezem and Vaughan，2009）。 
Bifidobacterium 属细菌的模式菌株来自 

ATCC: B. asteroides 25910T, B. coryneforme 
25911T, and B. indicum 25912T。Bifidobacterium 
存在于大多数成年工蜂肠道中，据估计，

Bifidobacterium 细菌约占蜜蜂肠道细菌的 15%
（Moran et al.，2012）。 
2.4.6  Alpha-1 和Alpha-2 细菌 
2.4.6.1  最佳生长条件  ① 5%的 CO2；② 温度为
35-37 ℃；③ 培养基：胰酪胨大豆琼脂培养基，
胰酪胨大豆琼脂培养基+5%去血纤维蛋白羊血，
心浸液琼脂培养基。 
2.4.6.2  细菌特征  Alpha-1类群细菌属于 α-变形
菌纲，醋酸菌科。菌落光滑，圆形，1 d后形成
白色的菌落，并与一些蚂蚁相关的细菌亲缘关系

较近（Jeyaprakash et al.，2003；Babendreier et al.，
2007；Martinson et al.，2011）。 
醋酸菌科的共生细菌物种丰富多样，它们在

昆虫肠道总中比较常见，也能从唾液腺和生殖组

织中分离得到，可为昆虫宿主提供营养，可促进

昆虫宿主组织器官的发育， 还可调控免疫系统
的发育和平衡（Corby-Harris et al.，2014））。
醋酸菌科的细菌在蜜蜂肠道内主要为 Alpha-1 
和 Alpha-2。Alpha-1 类群属于巴尔通氏体属
（Bartonella），在西方蜜蜂肠道中普遍存在，
但其含量较低（< 4%）。Alpha-2类群的 16S rRNA
序列与醋杆菌属（Acetobacter）和葡糖杆菌属
（ Gluconobacter ） 的 一 些 细 菌 序 列 相 似
（Corby-Harris et al.，2014）；Alpha-2又分为
Alpha-2.1和Alpha-2.2。Alpha 2.2分离自蜜蜂肠道，
基于 16S rRNA序列分析显示其与 Saccharibacter 
sp.进化关系较近（Martinson et al.，2011）。
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Corby-Harris等（2014）发现 Alpha 2.2和其它一
些细菌一样，如 Lactobacillus kunkeei，可栖息于
哺育蜂蜜囊、咽下腺以及王浆中，但在蜜蜂中肠

和后肠中几乎不存在（Corby-Harris et al.，2014）。
Alpha 2.2 存在于蜂粮、采集蜂的蜜囊里以及幼
虫体内，但在哺育蜂和采集蜂的中肠和后肠中的

含量微乎其微，可能与蜜蜂对花粉的消化有关

（Anderson et al.，2013）。系统发育关系表明蜜
蜂体内的 Alpha 2.2这一细菌对蜜蜂具有独特的
特性，通过与上颚腺分泌物一起促进蜂群内的蜂

子发育，此外，Alpha2.2 与 Saccharibacter（醋
酸菌科下的一种属）类型并不相同，而后者经常

在年轻工蜂中发现。Alpha 2.2 细菌不属于肠道
细菌，但在蜜囊-上颚腺-王浆-幼虫这一生态位中
具有较丰富的含量，并通过哺育蜂的哺育行为传

播给发育中的蜂巢（卵、幼虫和蛹）（Corby- Harris 
et al.，2014）。 

3  展望  

蜜蜂肠道微生物是影响蜜蜂健康的重要因

素，也是研究微生物与宿主共生进化的很好模型

（Philipp et al.，2016），高通量测序方法的快
速发展为科研人员提供了一种新手段来进行大

规模的调查，提高了蜜蜂肠道微生物的研究水

平和准确性，也加深了我们对蜜蜂肠道微生物的

认识。 
然而，在基本弄清蜜蜂肠道菌群结构后，仍

然需要通过人工纯培养方法获取单菌株以深入

研究肠道菌的功能。人工培养方法可使研究者分

离出特定的感兴趣的细菌，以便进行深入研究或

用于基因鉴定，从而有助于评定特定肠道共生菌

的功能。但在研究中发现，蜜蜂肠道中未被培养

的细菌（Uncultured bacteria）尽管含量很低，但
其种类较多，约占蜜蜂肠道细菌种类总数的

32.42%（郭军，2015），然而，这些目前人工尚
无法培养的菌群在蜜蜂肠道内是否发挥功能，还

需要进一步研究。随着人工培养技术的发展，科

研人员通过优化培养条件和改善培养基营养也

将培养出更多目前暂时无法培养的细菌和未知

细菌。目前，综合利用多重培养条件、MALDI– 
TOF（基体辅助激光解吸电离-飞行时间质谱）
及 16s rRNA 测序相结合的微生物培养组学

（Culturomics）法已经成功的培养出一些“未被
培养的细菌”（Lagier et al.，2016）。 
我国是世界第一养蜂大国，也是世界上蜂种

资源最丰富的国家，蜂群总数和蜂产品的产量均

居世界首位。我国地理环境的多样化为蜜蜂提供

了广阔的栖息地，生境的多样性催生了蜜蜂的物

种多样性，与其协同进化的肠道微生物，能够帮

助蜜蜂宿主很好地适应不同的生境，但是其蕴含

的丰富基因资源及生物学功能仍然有待深入挖

掘。本文总结了蜜蜂优势肠道共生菌的研究方

法，希望对传粉蜂类肠道共生菌的研究提供参

考。同时，通过肠道细菌分离培养的研究，可为

进一步研究和阐述共生菌和病原菌之间的相互

作用和深入挖掘蜜蜂肠道菌群的营养功能、益生

功能及抗病功能奠定基础。 
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