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摘   要：【背景】近年来，由于栖息地减少、农药的大量使用及病原菌侵染等综合因素，导致全

世界的熊蜂种类与数量逐年减少，病原菌的侵染可通过微生物在自身生长过程中会产生的抑菌物

质进行有效抑制或杀灭。【目的】短头熊蜂(Bombus breviceps)长期生存在野外环境中，其肠道内存

在着大量微生物资源。从短头熊蜂肠道内筛选拮抗菌株，并对其抑菌特性进行研究。【方法】采用

牛津杯双层法筛选拮抗菌株，测定抑菌活性最佳菌株发酵液的抑菌物质稳定性与抑菌广谱性等抑

菌特性，并借助细胞膜通透性、流式细胞仪检测等试验探究其抑菌机制。【结果】得到了 5 株具有

明显抑菌作用的拮抗菌株，其中果杆菌 (Fructobacillus tropaeoli) CZ01 对金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、沙门氏菌(Salmonella choleraesuis)、大肠杆菌(Escherichia coli)、福氏志贺

氏菌(Shigella flexneri)和无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)这 5 种病原指示菌都具有高度抑菌效

果。菌株 CZ01 对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最佳，抑菌圈直径可达到(21.21±0.25) mm，在 121 °C

处理后仍具有 67.36%以上的抑菌活性，调整 pH 值为 10.0 时仍具有 78.16%的抑菌活性。【结论】

短头熊蜂肠道微生物资源较丰富，尤其是果杆菌(F. tropaeoli) CZ01 具有抑菌活性高、稳定性好、

抑菌谱广等特性，对金黄色葡萄球菌具有良好的杀灭效果，显示出良好的应用潜能。 

关键词：短头熊蜂；拮抗菌株；抑菌作用；肠道微生物 
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Abstract: [Background] In recent years, bumblebee species and number have been decreasing 

worldwide due to habitat reduction, abuse of pesticides, and infection of pathogens. The pathogens can be 

effectively killed by the antimicrobial substances produced by microorganisms during their growth. 

[Objective] Bombus breviceps lives in the wild for a long time and has rich microbial resources in the 

intestinal tract. We screened antagonistic strains from the intestinal tract of B. breviceps and studied their 

antibacterial properties. [Methods] The Oxford cup double-layer method was used to screen out the 

antagonistic strains and determine the stability of antibacterial substances and the inhibition spectrum of 

the fermentation broth of the strains with strong inhibitory activity. Further, cell membrane permeability 

and flow cytometry were employed to investigate the inhibition mechanism. [Results] Five antagonistic 

strains with significant antibacterial effect were obtained, among which Fructobacillus tropaeoli CZ01 

demonstrated strong inhibitory effect on all the five indicator bacteria: Staphylococcus aureus, Salmonella 

choleraesuis, Escherichia coli, Shigella flexneri, and Streptococcus agalactiae. It showed the strongest 

inhibitory effect on Staphylococcus aureus, with an inhibition zone diameter of (21.21±0.25) mm. 

Moreover, the inhibitory activity was still 67.36% after treatment at 121 °C and 78.16% after the medium 

was adjusted to pH 10.0. [Conclusion] B. breviceps carries rich microbial resources in intestinal tract. In 

particular, F. tropaeoli CZ01 with high antibacterial activity, good stability, and wide intestinal spectrum, 

has good killing effect on S. aureus and demonstrates good application potential. 

Keywords: Bombus breviceps; antagonistic strain; antibacterial effect; intestinal microbiota 

短 头 熊 蜂 (Bombus breviceps) 属 昆 虫 纲

(Insecta)膜翅目 (Hymenoptera)蜜蜂科 (Apidae)

熊蜂属(Bombus)，也是番茄、瓜果类和浆果类

等作物最有效的传粉者[1]。目前，我国熊蜂资

源丰富，有 120 多种，广泛分布于我国西南地

区[2-3]。熊蜂具有较长的口器，采集力强，同时

具有适应环境能力强、传粉效率高等优势[4]。

熊蜂授粉可以提升授粉效率，从而提高农产品

产量和品质、有效降低农业生产中的病虫害和

激素残留问题[5-6]。因此，熊蜂授粉有助于农业

增产增收，保护生物多样性。近年来，温度升高

和频繁的极端天气导致了欧美熊蜂的灭绝[7]。由

于气候变暖、农药残留和病原菌侵染等原因改

变了熊蜂的生存环境，导致全球熊蜂资源正在

减少，包括我国熊蜂资源丰富的西南地区其熊

蜂数量也在减少[8]。因此，要利用熊蜂为可控

环境下的农作物传粉，首先要实现熊蜂的人工

饲养。我国目前开发出几种授粉熊蜂，如兰州

熊蜂、云南的短头熊蜂等。以兰州熊蜂为例，

该熊蜂具有易于饲养、群势大及授粉效果好等
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特点[9]。越来越多的国家开始着手本土熊蜂的

筛选与驯化，我国的熊蜂种类资源丰富，目前

已经开始对熊蜂人工饲养及农业授粉等进行研

究[10]，为工厂化人工饲养本土熊蜂积累了很好

的前期基础。 

昆虫具有种类繁多、适应能力强、分布广

泛等特点[11]。昆虫肠道内的微生物菌群能很好

地帮助寄主消化并吸收食物中的营养物质，从

而供给自身和寄主生长所需[12]。同时，昆虫作

为无脊椎动物，不具备完善的免疫系统，使得

昆虫更易遭到致病性微生物的侵害[13]，但是昆

虫自身和肠道细菌能够分泌抗菌肽蛋白，有效

地抵御致病性微生物的侵害。以蜜蜂为例，蜜

蜂肠道微生物在其漫长的进化演变史中起着至

关重要的作用，丰富的肠道菌群维持着体内环

境的稳态[14]。此外，肠道菌群在人体及动植物

中发挥着不可或缺的作用，这已经得到学术界

的广泛认可。例如，肠道菌群参与了营养物质

的代谢，这有助于在保障自身充足营养的情况

下有效地抵御病原菌侵害[15]；雷清芝等[16]研究

东方蜜蜂工蜂，从其肠道中分离出的 5 株罗伊

氏乳杆菌均能抑制鼠伤寒沙门氏菌、大肠杆菌

和福氏志贺氏菌 3 种致病菌的生长。而且肠道

微生物在生长过程中能分泌具有抑菌活性的蛋

白或者多肽，具备抑菌效果好、安全可靠的特

点，拥有良好的应用前景[17]。已经有研究发现，

熊蜂短膜虫是熊蜂的主要寄生虫，其肠道菌在

抵御短膜虫侵染时发挥了关键作用[18]。然而，

短头熊蜂作为我国重要的可开发的熊蜂种类之

一，其肠道菌群资源及功能信息均未得到深入

揭示。因此，本文以我国本土优势蜂种——短

头熊蜂为实验材料，从成年工蜂肠道中筛选拮

抗菌株，对其抑菌效果和特性进行评价，并初

步探讨其抑菌机制，以期为后续开发高效、无

毒的生物杀菌剂提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

病原指示菌株金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)、霍乱沙门

氏菌 (Salmonella choleraesuis) 、无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae) 和 福 氏 志 贺 氏 菌

(Shigella flexneri)均保存于本实验室。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

蛋白酶 K、胰蛋白酶、胃蛋白酶、碱性蛋

白酶和木瓜酶，上海源叶生物科技有限公司；

细菌基因组 DNA 快速提取试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；ABP 双荧光素酶检测试剂

盒，ABP Biosciences 公司；LB 培养基、MRS

培养基，上海汉尼生物技术有限公司；PCR 试

剂和通用引物 27F、1492R，生工生物工程(上

海)股份有限公司。 

超净工作台，上海苏坤实业有限公司；台

式离心机，Eppendorf 公司；PCR 扩增仪，杭

州博日科技有限公司；恒温培养箱，三洋电器

股份有限公司；恒温摇床，上海一恒科学仪器

有限公司；超低温冰箱，赛默飞世尔科技有限

公司。 

1.2  短头熊蜂肠道细菌的筛选 
成年短头熊蜂工蜂采集自昆明理工大学，

于采集墨西哥鼠尾草时抓捕，并通过生物学特

征鉴定所采集样本为短头熊蜂工蜂。首先，取

12 只短头熊蜂，3 只为一组，试验前饥饿处理

24 h。然后，用 75%酒精浸泡 1 min，再用无菌

水冲洗后，置于超净工作台解剖盘上，用灼烧

后的镊子拉出其肠道，置于装有 1 mL 生理盐

水的已灭菌 EP 管中，使用研磨棒充分研磨匀

浆[19]。按照 10−1、10−3 和 10−5 3 个稀释梯度均

匀涂布于 LB 和 MRS 固体培养基上，接种量为

100 μL，置于二氧化碳培养箱 37 °C 恒温培养
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36−48 h。挑取单菌落划线纯化 3 次以上得到纯

菌株。最后，将分离得到的菌株根据菌落形态

特征和革兰氏染色结果进行初步鉴定，保存于

超低温冰箱中备用。 

1.3  拮抗菌株的筛选 
将获得的各菌株，以 100 μL 接种量接种于

5 mL MRS 液体培养基中，于 37 °C、150 r/min

培养 24 h，10 000 r/min 离心 10 min 得到发酵

上清液。然后通过 0.22 μm 的微孔滤膜进一步

去除菌体细胞，得到无细胞发酵上清液。采用

牛津杯双层平板法[20]测定发酵上清液的抑菌效

果，得到具有抑制金黄色葡萄球菌的拮抗细菌，

以等量高温灭活后的各菌株对应发酵上清液作

为对照，每组进行 3 个平行试验，以进一步明

确各菌株的抑菌效果。 

抑菌效果的评定标准：抑菌圈直径<6 mm

为无抑菌效果，抑菌圈直径<10 mm 为低度抑菌

效果，10 mm<抑菌圈直径<15 mm 为中度抑菌

效果，抑菌圈直径>15 mm 为高度抑菌效果[21]。 

1.4  拮抗细菌的 DNA 提取与菌种鉴定 
将具有抑制金黄色葡萄球菌的菌株，根据

基因组 DNA 快速提取试剂盒的说明书提取菌

株基因组 DNA[11]。以菌株基因组 DNA 为模板，

采用通用引物 27F (5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3ʹ)和 1492R (5ʹ-TACGACTTAACCCCAA 

TCGC-3ʹ)扩增 16S rRNA 基因序列。PCR 反应体系

(20 μL) ： 2×Mix 10 μL ， 上 、 下 游 引 物

(100 μmol/L)各 1 μL，DNA模板(50 ng/μL) 1 μL，

ddH2O 7 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 

30 s，52 °C 30 s，72 °C 50 s，30 次循环；72 °C 

10 min。经琼脂糖电泳对 PCR 扩增产物检测后

送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序。测序结果上传至 GenBank 数据库，并在

NCBI 数据库进行 BLAST 与已知序列比对，然

后使用 MEGA X 软件构建系统发育树。 

1.5  发酵液的抑菌物质稳定性 
1.5.1  发酵液的酶敏感性 

将获得的发酵上清液 pH 值调至 7.0，在发

酵上清液中加入浓度为 1 mg/mL 的不同酶溶

液，放入水浴锅中 37 °C 恒温水浴 2 h 后，80 °C

水浴 10 min 使酶变性失活[22]。以未经酶处理的

发酵上清液作为对照，平行试验 3 次。 

1.5.2  发酵液的热、酸碱稳定性分析 

将发酵上清液使用水浴或者金属浴处理

30 min，温度为 37−121 °C，自然冷却至室温后再

进行热稳定性测定。使用 5 mol/L 的 HCl 和 NaOH

将发酵上清液 pH 值调至 2.0−10.0，37 °C 水浴 2 h，

将 pH 值调回 7.0 再进行酸碱稳定性测定。以未

经处理的发酵上清液作为对照，平行试验 3 次。 

1.5.3  发酵液抑菌谱评估 

采用牛津杯双层平板法评估发酵上清液对

金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、大肠杆菌、福

氏志贺氏菌、霍乱沙门氏菌 5 种致病菌的抑制

效果。以高温灭活后的发酵液作为对照平行试

验 3 次。抑菌效果评定标准同 1.3。 

1.6  细胞活力检测 
为了测定发酵液作用于金黄色葡萄球菌后

的细胞膜通透性变化。将 0.5 mL 金黄色葡萄球

菌(107 CFU/mL)添加到的 5 mL EP 管中，加入

1 mL 的发酵上清液，用 LB 液体培养基补齐至

3 mL，置于 37 °C 恒温培养箱中孵育 2 h。处理

后 8 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液收集菌

体，使用生理盐水使菌体悬浮后，再离心收集

菌体，此步骤重复 3 次，以得到清洗的菌体。

菌体中加入 100 μL 生理盐水，按照 ABP 双荧

光素酶检测试剂盒的步骤，黑暗处染色 15 min

置于荧光倒置显微镜下观察。以未经发酵上清

液相同处理的金黄色葡萄球菌菌体作为对照，

平行试验 3 次。 

1.7  流式细胞仪检测 
为了检测发酵液作用于金黄色葡萄球菌前
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后的变化。使用 1.6 相同的处理方法后，用流

式细胞仪检测。以未经发酵液相同处理的金黄

色葡萄球菌菌体作为对照，平行试验 3 次。 

1.8  数据分析 
试验中数据均通过平行试验 3 次测得，并

以平均值±标准差(X±S)方式呈现。数据整理分

析使用 Origin 9.0 和 IBM SPSS 26.0 统计软件进

行。采用 t 检验(student’s t test)、单因素方差分

析和最小显著差异法进行数据对间显著性检

验，以 P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的筛选 
通过牛津杯双层平板法，筛选得到 5 株对

金黄色葡萄球菌具有较高抑菌活性的菌株(图 1

和表 1)。结果显示，5 株菌对金黄色葡萄球菌的抑

菌直径范围在(12.89±0.17) mm−(21.21±0.25) mm

之间，与对照相比均存在显著差异(P<0.05)。菌

株 CZ03、CZ07 和 CZ01 对金黄色葡萄球菌的抑

菌活性分别为(18.66±0.30) mm、(18.12±0.33) mm

和(21.21±0.22) mm，菌株 CZ02 和 CZ11 抑菌活性

次之，分别为(13.89±0.16) mm 和(15.46±0.31) mm。

所获得的 5 株菌中 CZ01、CZ03、CZ07 和 CZ11

都具有高度抑菌效果，CZ02 具有中度抑菌效

果，其中菌株 CZ01 的抑菌效果最好，因此选

择该菌株作为后续研究对象。如图 1 所示，菌

株 CZ01 对大肠杆菌(A)、无乳链球菌(B)和金黄

色葡萄球菌(C)均具有抑菌效果。 

 

 
 

图 1  拮抗菌株抑菌效果图展示   A：大肠杆菌；B：无乳链球菌；C：金黄色葡萄球菌 

Figure 1  Display of bacteriostatic effect of antagonistic strains. A: Escherichia coli; B: Streptococcus 
agalactiae; C: Staphylococcus aureus. 

 
表 1  拮抗菌株发酵液抑菌圈直径 
Table 1  Diameter of inhibition circle of fermentation broth of antagonistic strain 

序号 

No. 

菌株 

Strain 

抑菌圈直径 

Diameter of inhibition zone (mm) 

对照组 

Control group (mm) 

抑菌效果 

Bacteriostatic effect 

CZ01 Fructobacillus tropaeoli 21.21±0.22* 8.04±0.07 Highly bacteriostatic 

CZ03 Lactobacillus sakei 18.66±0.30* 8.05±0.06 Highly bacteriostatic 

CZ07 Bacillus pumilus 18.12±0.33* 8.07±0.06 Highly bacteriostatic 

CZ11 Weissella bombi 15.46±0.31* 8.03±0.05 Highly bacteriostatic 

CZ02 Bacillus subtilis 13.89±0.16* 8.03±0.03 Moderately bacteriostatic 

注：*代表差异显著(P<0.05)，n=9，为 3 次平行试验中每次的样本总量。下同 

Note: *: Significant difference in representation (P<0.05), n=9, is the total number of samples in each of the 3 parallel trials. The 

same below. 
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2.2  拮抗菌株 CZ01 的鉴定 
2.2.1  菌株 CZ01 形态学观察结果 

菌株 CZ01 在 MRS 固体培养基平板上培养

12 h 后(图 2A)，菌落呈圆形、白色、表面光滑

不透明、边缘整齐；如图 2B 所示，菌株 CZ01

经革兰氏染色后于光学显微镜下观察，菌体呈紫

色，证明该菌株为革兰氏阳性菌，菌体呈杆状。 

2.2.2  菌株 CZ01 的分子鉴定结果 

经牛津杯双层法筛选后，对抑制金黄色葡

萄球菌效果最佳的菌株 CZ01 进行了 16S rRNA

基因测序，并将测序序列提交到 GenBank 数据

库，登录号为 ON310799。基于 16S rRNA 基因

序列分析，在 GenBank 数据库中与已知序列进

行相似性比较，选取相似性在 99%以上的细菌

种类确定为目标物种，得到系统发育树，确定

拮抗菌株 CZ01 为果杆菌 F. tropaeoli (图 3)。 

2.3  发酵液的抑菌特性 
2.3.1  发酵液酶敏感性结果 

菌株 CZ01 产生的发酵上清液经不同酶溶

液处理后，通过牛津杯双层法评价发酵上清液

的抑菌效果。如图 4 所示，抑菌活性均保持在

50%以上，其中胃蛋白酶和碱性蛋白酶处理之

后的发酵上清液抑菌活性变化不大，抑菌圈直

径与对照组相比，抑菌圈直径并未发生显著下

降(P>0.05)；蛋白酶 K、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶

处理后抑菌圈直径显著减小，抑菌活性均有不 

 

 
 

图 2  菌株 CZ01 的形态学特征   A：菌落形态图；B：革兰氏染色镜检图 

Figure 2  Morphological characteristics of strain CZ01. A: Colony morphology diagram; B: Gram stain 
microscopic examination. 

 

 
 

图 3  菌株 CZ01 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树   标尺表示遗传距离；分支点数字表示置信

度；括号中内容表示菌株 GenBank 登录号 

Figure 3  Phylogenetic tree of strain CZ01 based on 16S rRNA gene sequence. The ruler indicates genetic 
distance; The number of branch points indicates the confidence; The contents in brackets indicate the strain 
GenBank accession number. 
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图 4  发酵上清液的酶敏感性    *：差异显著

(P<0.05) 
Figure 4  Enzyme sensitivity of fermentation broth. 
*: Significant difference (P<0.05). 

 
同程度的下降，分别为蛋白酶 K下降了 25.35%、

胰蛋白酶下降了 25.76% (P<0.05)以及木瓜酶下

降了 43.24% (P<0.05)。 

2.3.2  发酵液热、酸碱耐受性测试结果 

通过不同温度梯度和酸碱度梯度的测试，

发酵上清液酸碱耐受与热稳定性的结果如图 5A

所示，发酵上清液在 37−121 °C 范围内处理后，

随着温度的升高抑菌活性也逐渐下降，从 80 °C

开始下降幅度比较明显，在 80 °C 和 100 °C 时抑

菌活性分别为 81.13%±2.49%和 80.79%±1.78%，

出现了显著差异，在 121 °C 时活性损失的幅度最

大，在 121 °C 抑菌活性最低，仅为 67.36%±1.46%。

另外，在酸性条件下，发酵上清液的抑菌活性

无明显变化，在 pH 2.0−6.0 时发酵液对金黄色

葡萄球菌的抑菌活性未发生显著下降；但随着

pH 值的逐渐上升，在 pH 8.0−10.0 时抑菌活性

开始出现下降，表现出显著差异，在 pH 10.0

时达到最低，仅保持了 78.16%±1.89%的抑菌活

性(图 5B)。 

2.3.3  拮抗菌株发酵液的抑菌谱 

使用发酵上清液对 5 种致病指示菌进行广

谱抑菌效果测定。结果发现，发酵液对所选择

的 5 株致病菌均显示出了良好的抑制效果。发

酵上清液对无乳链球菌、大肠杆菌、霍乱沙门

氏菌、金黄色葡萄球菌和福氏志贺氏菌 5 种食

源性致病菌的抑菌圈直径均达到了 15 mm 以

上，尤其是对金黄色葡萄球菌抑菌效果最好，

为(20.97±0.14) mm，抑制效果均为高度抑菌

(图 6 和表 2)。  

2.4  细胞活力检测结果 
金黄色葡萄球菌经发酵上清液处理后，通

过荧光显微镜观察其细胞活力。如图 7A 所示，

未经发酵上清液处理的只检测到绿色的荧光； 

 

 
 

图 5  发酵上清液的热稳定性与酸碱耐受性   A：热稳定性；B：酸碱耐受性；*：差异显著(P<0.05) 

Figure 5  Thermal stability and acid base tolerance of fermentation broth. A: Thermal stability; B: Acid base 
tolerance; *: Significant difference (P<0.05). 
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图 6  发酵液抑菌谱 
Figure 6  Fermentation broth bacterial inhibition 
spectrum.  

而如图 7B 所示，在发酵上清液处理后，除了绿

色荧光外出现了大量的红色荧光。此外，通过

流式细胞仪分析图(图 8)也可以看到，处理组与

对照组相比，处理组的荧光信号强度从 6.33%

增强到 49.90%。这些结果说明，经过发酵液处

理后致病菌细胞活力下降，有一部分被杀灭，

导致细胞膜通透性变化，对金黄色葡萄球菌显

示显著的抑制作用。 

3  讨论与结论 

熊蜂是农业生态系统中非常重要的传粉媒

介，但它们目前正承受着越来越大的环境压力。

由于致病菌、营养不良和寄生虫等环境压力因

素的多样性[23]，对熊蜂的保护需要多样化和综

 
表 2  发酵上清液抑菌谱 
Table 2  Fermentation broth bacterial inhibition spectrum 

指示菌株 

Tested strains 

抑菌圈直径 

Diameter of inhibition zone (mm) 

对照组 

Control group (mm) 

抑菌效果 

Bacteriostatic effect 

Staphylococcus aureus 20.97±0.14* 8.03±0.04 Highly bacteriostatic 

Salmonella choleraesuis 20.13±0.34* 8.02±0.07 Highly bacteriostatic 

Escherichia coli 18.54±0.31* 8.06±0.11 Highly bacteriostatic 

Shigella flexneri 17.27±0.23* 8.07±0.09 Highly bacteriostatic 

Streptococcus agalactiae 16.17±0.16* 8.03±0.12 Highly bacteriostatic 

Note: *: Significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 7  发酵上清液对细胞活力的影响   A：对照；B：处理 

Figure 7  Effect of fermentation supernatant on cell viability. A: Control; B: Treatment. 
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图 8  流式细胞仪分析图 
Figure 8  Flow cytometry analysis chart. 

 

合性的方法。熊蜂在生长发育过程中，其肠道菌

群是动态变化的[24]。有研究表明，熊蜂肠道的

微生物菌群可以保护宿主免受短膜虫侵害[25]，

并对多种致病菌形成较好的抑制效果，说明熊

蜂肠道微生物在熊蜂生长过程中起到了重要的

作用，如前文提到蜜蜂肠道菌群参与代谢，能

够抵御致病性微生物侵害，可以保障熊蜂的营

养，提高生产能力。因此，探究熊蜂肠道菌群

的功能可以为熊蜂的人工饲养和保障蜂群健康

提供帮助。 

本研究从短头熊蜂肠道中筛选拮抗菌株，

结合菌株形态学特征和 16S rRNA 基因序列分

子鉴定，发现该菌株是果杆菌 (Fructobacillus 
tropaeoli)，具有高度抑菌效果。已经有研究表明，

蜜蜂蜂巢中含有的果杆菌属细菌(Fructobacillus 

sp.)可以促进蜜蜂肠道核心菌群的生长，并且能

够利用单糖果糖和葡萄糖，对保障蜂群营养起

到了关键作用[26]。这一结果同目前产抗菌肽或

细菌素的细菌资源相似，因此也说明果杆菌属

细菌在维持短头熊蜂肠道菌群稳定和健康上起

了重要作用[27-29]。此外，虽然另外 4 株菌的抑

菌效果稍弱于菌株 CZ01，但是抑菌活性也较

高，均达到了高度抑菌效果，说明这些细菌在

熊蜂生长发育过程中可能参与对致病菌侵害的

保护作用。因此，本研究通过挖掘短头熊蜂肠

道菌群资源的同时，丰富了人们对短头熊蜂肠

道菌群的认识，也为功能性益生菌保护短头熊

蜂肠道菌群健康提供了一定的理论基础。 

抑菌特性优良与否，往往决定了可开发利

用的前景。本研究发现，发酵上清液可以有效

抑制金黄色葡萄球菌、霍乱沙门氏菌、大肠杆

菌和福氏志贺氏菌 4 种食源性致病菌。而且经

过多种蛋白酶溶液处理后发酵液对金黄色葡萄

球菌的抑菌活性发生了下降，推测抑菌物质是

一类蛋白物质[28]。同时，发酵液经过 pH 值高

于 8.0 和温度高于 80 °C 处理后，表现出良好的

酸碱、热耐受能力。抑菌活性在过碱和高温的

影响下，分别在 pH 10.0 和温度为 121 °C 时达

到最低，抑菌活性保留了 78.16%±1.89%和

67.36%±1.46%；伴随着 pH 值和温度的上升，

抑菌活性出现下降。说明发酵上清液中抑菌物

质可能是蛋白质或多肽，过碱和高温条件处理

导致蛋白结构变性失活，从而造成抑菌活性降

低[30]。虽然抑菌活性受过碱和高温条件的影响，

但在相同条件下其抑菌活性下降程度明显弱于

目前所发现的大多数抑菌物质[31-32]。另外，利

用 5 种指示病原菌评估拮抗菌株 CZ01 发酵上清

液的抑菌活性后发现，对于 5 种指示病原菌的抑

菌圈直径均在 15 mm 以上，达到高度抑菌效果，

具有良好的广谱抑菌特性[33-34]。经过发酵液处理

的致病菌细胞活力有明显的下降，因此，本次筛

选获得的拮抗菌株 CZ01 抑菌活性高、抑菌物质

稳定性强，有较强的酸碱耐受性且热稳定性强，

还能够有效地抑制多种食源性致病菌，保护熊蜂

免受病原菌侵染，具有较好的应用潜能。 

短头熊蜂肠道内为厌氧环境，有可能还存

在大量兼性厌氧的微生物资源，后续可以从以

下几个方面开展研究：(1) 继续研究菌株 CZ01



 
曹喆等: 短头熊蜂肠道拮抗菌株的分离筛选鉴定及其生物特性评价 4807 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

的代谢产物，鉴定并得到抑菌纯物质，深入揭

示其抑菌的分子机制；(2) 筛选培养更多的熊蜂

肠道益生菌资源，了解菌与菌之间的相关关系，

逐步开发替代抗生素的微生物制剂，并将其应

用于熊蜂和蜜蜂饲养中，将能很好地改善蜂群

微环境并减少抗生素的使用，保障农业生产安

全和增强传粉蜂类的健康水平。 
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