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摘  要: 在对患有欧洲幼虫腐臭病的蜜蜂幼虫进行细菌分离与培养时, 获得 1 株未知菌株。从分离

培养特性、形态学、生理生化特性和分子生物学等方面对该菌株进行了鉴定, 得知该菌株为欧洲幼

虫腐臭病的次生菌——粪肠球菌, 属于肠球菌属, 并暂定名为 Enterococcus faecalis FB102。同时, 得

知根据该菌的分离培养特性可与欧洲幼虫腐臭病病原区分, 并且将其单独接种蜜蜂幼虫后未能使幼

虫患病。根据粪肠球菌较欧洲幼虫腐臭病病原易于分离培养的特性, 得知通过对粪肠球菌的鉴定可

以简化欧洲幼虫腐臭病的诊断过程, 而且推测该菌株可能对人体健康有一定的影响。 
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Abstract: An isolate of unkown bacterium was isolated from honeybee larvae infected with European 
foulbrood. Based on its characteristics of isolation and culturing, colony morphology, physiologi-
cal-biochemical characteristics and Molecular Biology, this isolate was identified the secondary invader 
of European foulbrood, Enterococcus faecalis, which was belong to the genus of Enterococcus, and was 
named Enterococcus faecalis FB102 tentatively. Meanwhile it showed that people could different the 
bacterium from the pathogen of European foulbrood by the biological characters of isolates and cultiva-
tion. The bacterium could not infect honeybee larvae alone, and it could simplify the diagnosis process 
of European foulbrood by the isolation and culturing of Enterococcus faecalis, furthermore the bacte-
rium from honeybee larvae might threaten human health. 
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欧洲幼虫腐臭病是危害蜜蜂幼虫的传染性病

害, 在世界各地均有分布。对中华蜜蜂造成的危害

较西方蜜蜂的严重。该病害的病原为蜂房蜜蜂球菌

(Melissococcus pluton), 并伴有多种次生菌[1], 如蜂

房 芽 胞 杆 菌 (Paenibacillus alvei) 、 粪 肠 球 菌

(Enterococcus faecalis) 和 尤 瑞 狄 斯 杆 菌 (Bacteriun 

eurydice)等。2006 年, 浙江大学的戎映君等人报道, 

在患病蜜蜂幼虫体内分离到具有致病性的屎肠球菌

(E. faecium)[2], 可见蜜蜂细菌病的病原不止一种。 

本实验室在对患有欧洲幼虫腐臭病的幼虫进行

细菌分离与培养时, 除蜂房蜜蜂球菌外, 另外获得

了 1 株纯培养的菌株 A; 通过对菌株 A 从分离培养

特性、形态学和分子生物学等方面进行鉴定, 以探

求该菌株的属种关系, 并且检测其对蜜蜂幼虫是否

具有致病性, 为诊断和预防蜜蜂病害提供一定的理

论参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试幼虫 
患有欧洲幼虫腐臭病的中华蜜蜂幼虫尸体由福

建农林大学梁勤教授馈赠; 将幼虫放于冰盒内运输, 

并于 4°C 冰箱短暂存放, 幼虫保存完好。 

1.2  试剂 
PCR和凝胶回收试剂盒购自中科瑞泰(北京)生

物科技有限公司; 引物合成和扩增片段的序列测定

由北京诺赛基因组研究中心有限公司完成。 

1.3  细菌 A 的分离与培养 
分离菌株的步骤均在无菌工作台内完成, 首先

利用75%酒精对幼虫表面洗涤1次, 在酒精灯外焰处

经过3−5次, 然后利用无菌蒸馏水洗涤2次, 将幼虫

放入1.5 mL 离心管, 利用无菌蒸馏水对其体内内容

物进行10倍梯度稀释 , 分别吸取100 μL 菌液涂布

EFB 培养基[3]和酵母胡萝卜固体培养基[4], 35°C 培

养过夜。 

将分离到的单菌落分别由固体培养基转接至对

应的液体培养基中, 200 r/min、35°C 培养过夜。另

外, 将其在新鲜的固体培养基上进行划线培养。两

种培养条件: (1) 35°C, 有氧条件培养 24 h; (2) 35°C, 

5%−10% CO2 培养 24 h。 

1.4  菌落和菌体的形态 
菌落形态: 对液态培养 24 h 的菌液进行 10 倍梯

度稀释, 分别取 100 μL 菌液涂布于 EFB 固体培养

基, 35°C 有氧条件培养 24 h。在体式解剖镜下对菌

落进行观察与测量。 

菌体形态: 将液体培养的菌液梯度稀释后, 在

相差显微镜下进行观察(× 1500), 利用数码采集器

与软件 Motic Images Advanced 3.2 对菌体进行测量。 

1.5  生理生化特性 
参照伯杰细菌鉴定手册的方法[5]。 

1.6  PCR 和扩增片段的测序 
采用菌体 PCR 扩增菌株 A 的 16S rRNA 基因片

段, 引物采用 EFBF (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC 
AG-3′)和 EFBR (5′-TACCTTGTTACGACTT-3′)[6]。 

模 板 的 制 备 : 收 集 培 养 过 夜 的 菌 液 1.5 mL, 
5000 r/min 离 心 5 min, 超 纯 水 洗 涤 1 次 , 弃 上

清 , 150 μL 超 纯 水 悬 浮 菌 体 ,  95°C 水 浴 15 min, 
12000 r/min 离心 3 min。 

PCR 体系: 取上述上清液 5 μL 作为模板, 引物

各 2 μL (10 μmol/L), dNTPs 混合液(各 2.5 mmol/L) 
3 μL, 10 × buffer (含 Mg2+) 5 μL, Taq 酶(5 U/μL) 
0.25 μL, 补 加 超 纯 水 至 50 μL。PCR 条 件 : 95°C 
3 min; 94°C 1 min, 50°C 1 min, 72°C 1 min, 35 个循

环; 72°C 5 min, 预计扩增片段约 1.5 kb[7]。 
PCR 扩增片段测序后由 DNAStar 软件分析 , 

并在 GenBank 数据库登录。将获得的序列利用程

序 BLAST 进行比对, 根据与其序列相似性最大的

相似菌种确定该菌的属 , 进而选取该属中不同种

的 16S rRNA 基因序列作为构建系统进化树的序列, 
与该属同在一科的相近属作为外群。系统进化树的

构建的方法为软件 MEGA 程序中 ClustalW 方法。 

1.7  蜜蜂幼虫的人工培育 
取消毒的 24 孔细胞培养板, 每孔加入保温在

35°C 的鲜蜂王浆 0.5 mL。分别从正常发育的中华蜜

蜂和意大利蜜蜂子脾中挑选 1 日龄健康幼虫放置于

细胞培养板中, 35°C 恒温培养, 相对湿度为 80% ± 

5%。每隔 24 h 将幼虫转移至加有鲜蜂王浆的新的细

胞培养板中培养。 

1.8  接种试验 
将菌株 A 接种于 EFB 液体培养基中, 35°C 培养

16 h, 将菌液加入鲜蜂王浆中, 设置 3 组处理, 终浓

度分别为每毫升鲜蜂王浆中含有 20、100 和 200 μL
菌液 , 每孔加入上述混合液 0.5 mL, 培养条件见

1.7, 以接种灭菌菌液的培养基作为对照, 试验组和
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对照组均做 3 组重复, 每组 20 个蜜蜂幼虫。观察和

计录幼虫的死亡数, 并对试验组和对照组幼虫进行

体内细菌的分离与培养。 

2  结果 

2.1  分离培养特性 
通过在液体和固体培养基中对细菌 A 进行培

养, 表明该菌可在 EFB 和酵母胡萝卜培养基(液体

和固体)中生长。培养 24 h 后, 在 EFB 固体培养基

上的菌落稍大于酵母胡萝卜培养基上的; 在有氧和

5%−10% CO2 条件下均能生长, 为兼性厌氧菌。 

2.2  菌落和菌体的形态 
菌株 A 在 EFB 固体培养基上长出圆形菌落, 直

径 1 mm−2 mm, 中央凸起, 边缘整齐, 表面光滑, 

颜色均一, 呈乳白色, 菌落无迁移性(图 1A), 革兰

氏染色阳性。 

将菌悬液制成水悬片 , 经相差显微镜可见菌

体呈球形或椭球形, 直径为 0.5 μm−1.0 μm, 单个、

成对或短链状存在 , 继续培养数天 , 不形成芽胞

(图 1B)。 

2.3  生理生化特性 
通过测定可知, 菌株 A 在 10°C、45°C、6.5%的

NaCl 培养液中和 pH 9.6 时均能生长, 利用精氨酸为

能源, 发酵山梨醇, 能利用核糖、半乳糖、麦芽糖、

甘露醇、甘露糖、棉子糖、水杨素、海藻糖和蔗糖, 

不能利用木糖、乳糖和苦杏仁苷; 根据伯杰细菌鉴

定手册可初步判断该菌为粪肠球菌。 

2.4  扩增片段的分析结果 
经 PCR 扩增到一条片段, 大小为 1500 bp, 经

1%琼脂糖凝胶电泳和凝胶回收该片段, 测序后得知

1468 bp 片段的序列 FB102, 并获得其 GenBank 登录

号 GQ449688。通过 BLAST 程序得知 FB102 与

E. faecalis ATCC 19433 (DQ411814), E. faecalis 
KLDS4 (GQ337884)和 E. faecalis XR7 (EU708623)

的 16S rRNA 基因核酸序列相似性均为 99%; 利用

肠球菌属中不同菌种 [2]的 16S rRNA 核酸序列(与

FB102 相对应的部分)对 FB102 进行系统进化树的构

建 ( 见 图 2), 并 选 取 与 肠 球 菌 属 同 为 链 球 菌 科

(Streptococcaceae)[8] 的 无 乳 链 球 菌 (Streptococcus 

agalactiae, GenBank 登录号 DQ303183)作为外群。

从图 2 中可知, 序列 FB102 与粪肠球菌的相应序列

距离最近, 聚为同一支。 

综上所述 , 将菌株 A 归为肠球菌属中的粪肠

球 菌 较 为 合 理 , 暂 定 名 为 Enterococcus faecalis 

FB102。 

2.5  接种试验 
将菌株 A 饲喂蜜蜂幼虫, 3 d 和 5 d 后, 试验组

幼虫的相对死亡率均为 0; 试验组幼虫与健康幼虫

均发育良好, 无明显差异, 在试验组幼虫体内未分

离到菌株 A。 

3  讨论 

通过对生理生化特性和核酸序列分析得知菌株 A

为粪肠球菌。该菌属于肠球菌属, 为该属的代表种。

它分布广泛, 常在人类和其它动物的肠道内存在。

目前该菌多作为生活饮用水、管道水和其它水质的

污染指示菌之一, 在人体粪便中的数量仅次于大肠

菌群。由于该菌对外界环境抵抗力强、生长营养要

求低, 而且能够耐受多种抗生素, 因此在自然界中

存活较为持久, 即使在经冷冻、干燥和中等强度加 
 

 

图 1  菌株 A 的菌落和菌体形态 
Fig. 1  Colony morpha of the strain A and bacterial cell 

注: A: 菌株 A 的菌落; B: 菌株 A 的菌体. 
Note: A: Colony morpha of the strain A; B: Becterial cell of the strain A. 
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图 2  菌株 A 和相关菌种的系统进化树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain A and its relatives 

 
热处理后的食物中仍能检测到。由此可见, 对蜜蜂

幼虫体内分离到的粪肠球菌的相关特性进行分析有

益于人们了解其对蜜蜂和人类健康的影响。通过将

该菌株的特性与相关文献进行比较可获得以下 4 个

观点: 
(1) 通过分离培养特性可区分粪肠球菌和蜂房

蜜蜂球菌。区别一, 前者为兼性厌氧菌, 可以在有氧

或 5%−10%的 CO2 条件下生长[1], 而后者为厌氧菌, 

需依靠 5%−10%的 CO2 生长[3]; 区别二, 前者 24 h

长出 1 mm−2 mm 的乳白色菌落, 而后者生长 4−5 d
才长出直径约 1 mm 的珍珠白色菌落。由于两者菌

体和菌落形态极其相似, 在蜜蜂病害诊断中容易造

成混淆 [9−10], 由上述二点区别可在分离培养实验中

进行区分。 
(2) 单独感染粪肠球菌的蜜蜂幼虫不患病 , 并

且不会在其体内分离到该菌株。这与 2008 年版世界

动物卫生组织陆生手册 2.2.3 欧洲幼虫腐臭病章节

(OIE Terrestrial Manual 2008, 405−409 页, 以下简称

OIE)中“在没有蜂房蜜蜂球菌的蜜蜂幼虫体内 , 粪

链球菌不能繁殖”的说法一致 , 只有当蜂房蜜蜂球

菌在蜜蜂幼虫体内繁殖之后, 幼虫中肠的各种生理

生化条件改变, 此时才适于粪肠球菌的繁殖; 否则, 
不会分离到粪肠球菌, 但该菌对蜂房蜜蜂球菌具有

增效作用(OIE)。 

(3) 通过分离培养粪肠球菌可简化欧洲幼虫腐

臭病的诊断过程。由上可知蜜蜂幼虫体内无蜂房蜜

蜂球菌存在时, 粪肠球菌不能繁殖, 而且 OIE 中同

样指出当幼虫体内存在大量粪肠球菌时, 即发生了

欧洲幼虫腐臭病, 综合两种说法可知粪肠球菌可作

为欧洲幼虫腐臭病的指示菌, 即只要分离到大量的
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粪肠球菌就可确定蜜蜂幼虫患有欧洲幼虫腐臭病。

粪肠球菌较蜜蜂蜂房球菌的鉴定方法简单, 即前者

的鉴定方法是首先对疑似患有欧洲幼虫腐臭病的幼

虫尸体进行细菌分离培养, 应用 EFB 培养基和普通

细菌培养箱(不需要 5%−10% CO2)进行培养, 如 24 h
后获得大量乳白色的圆形菌落, 再经相差显微镜观

察菌体的形态, 当菌落和菌体形态特性均与粪肠球

菌的特性一致时, 可初步判断该菌为粪肠球菌, 进

而得知蜜蜂幼虫患有欧洲幼虫腐臭病, 也可通过分

子手段对粪肠球菌进行下一步的验证; 而后者的培

养条件苛刻 , 并且更易受到其他细菌的竞争压力

(OIE), 需要特殊培养条件(5%−10% CO2), 生长缓

慢(4−5 d), 鉴定周期长。由此可见, 如果能通过分离

到大量指示菌, 即粪肠球菌, 判定幼虫患有欧洲幼

虫腐臭病, 可简化该病的诊断过程。 
(4) 源自蜜蜂幼虫的粪肠球菌可能对人体健康

有一定的影响。该菌为人和动物的条件致病菌, 可

引起泌尿系统感染、菌血症、腹腔感染、伤口感染

和心内膜炎等疾病[11−13]; 此外, 粪肠球菌还可在人

与动物之间进行水平传播 [14−15]; 近年来, 由于免疫

抑制剂、侵入性治疗方法以及抗菌药物的频繁使用, 

使得由粪肠球菌属所致的临床感染病例不断增加 , 

已成为医院感染的重要病原菌之一 [16], 因此, 还需

对本室分离到的粪肠球菌的血清学、药敏反应以及

与人体中的粪肠球菌的关系进行研究。 
致谢: 感谢福建农林大学梁勤老师对病虫的馈赠 , 
同时感谢中日友好医院的贾红兵老师在该菌株生理

生化鉴定方面的诸多帮助。 
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