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摘  要：【背景】马蜂(Vespa mandarinia Smith)可以防治多种田间害虫，还具有药用价值，其肠道

菌群结构和功能还有待研究。【目的】获得马蜂肠道可培养细菌并筛选出具有产消化酶功能的菌株，

为理解肠道菌对宿主的影响机理及功能菌株的利用提供科学依据和研究材料。【方法】采用传统细

菌分离培养法获得马蜂肠道菌，结合形态学以及 16S rRNA 基因序列分析进行鉴定；利用水解圈法

分别筛选产蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶和纤维素酶菌株；通过测量水解圈 D 与菌落直径 d 的比值，比

较不同细菌的产酶能力。【结果】在马蜂肠道中共分离出 6 属 10 种细菌，其中芽孢杆菌属 5 种，

肠球菌属、葡萄球菌属、明串珠菌属、乳球菌属和不动杆菌属各 1 种。从获得的 61 个菌株中筛选

出 6 个具有产消化酶功能的菌株。其中，苏云金芽孢杆菌 V44 具有产蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶和

纤维素酶 4 种消化酶的能力；粪肠球菌 V6 具有产淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶 3 种消化酶的能力；蜡

样芽孢杆菌 V43 具有产蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶 3 种消化酶的能力；粪肠球菌 V20、蜡样芽孢

杆菌 V19 和维德曼氏芽孢杆菌 V22 均具有产蛋白酶的能力。【结论】马蜂肠道细菌资源较丰富，

部分有产消化酶的功能，可帮助马蜂消化食物，对宿主健康有一定影响。本研究筛选的 6 个菌株

都能产蛋白酶，其中菌株 V43 和 V44 分别具有最强产淀粉酶和脂肪酶的能力，是可进一步开发利

用的肠道功能菌株资源。 
关键词：马蜂；肠道菌；16S rRNA 基因；产消化酶功能菌株 
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Abstract: [Background] Vespa mandarinia Smith can control a variety of field pests and has 
medicinal values. The structure and function of gut bacteria in V. mandarinia remain to be 
studied. [Objective] To obtain the culturable bacteria from the gut of V. mandarinia and screen 
out the bacterial strains capable of producing digestive enzyme, so as to provide a basis and 
research materials for understanding the influence of gut bacteria on the host and for utilization 
of the functional bacterial strains. [Methods] The gut bacteria of V. mandarinia were isolated 
by the culture method, and 16S rRNA gene sequencing was employed to identify the strains. 
Halo-forming method was adopted to screen out the strains producing protease, lipase, amylase, 
and cellulase, and the ratio of halo diameter (D) to bacterial colony diameter (d) was used to 
compare the strain capability of producing digestive enzymes. [Results] A total of 10 species of 
bacteria belonging to 6 genera were isolated from the gut of V. mandarinia, including 5 species 
of Bacillus, 1 species of Enterococcus, Staphylococcus, Leuconostoc, Lactococcus, and 
Acinetobacter, respectively. Six strains producing digestive enzymes were screened out from 
the 61 strains obtained. Among them, B. thuringiensis V44 had the ability to produce protease, 
amylase, lipase, and cellulase. E. faecalis V6 was capable of producing amylase, protease, and 
lipase. B. cereus V43 can produce protease, amylase, and cellulase. E. faecalis V20, B. cereus 
V19, and B. wiedmannii V22 demonstrated the ability to produce protease. [Conclusion] The gut 
bacteria resources of V. mandarinia were abundant, and some strains were capable of producing 
digestive enzymes, which can facilitate the digestion and affection of health of V. mandarinia. 
All the 6 strains screened out in this study could produce protease. Strains V43 and V44 showed 
the strongest ability to produce amylase and lipase, respectively, which could be further 
developed as gut functional strain resources. 
Keywords: Vespa mandarinia Smith; gut bacteria; 16S rRNA gene; functional strains producing 
digestive enzymes 
 
 
 

昆虫肠道中存在着丰富的菌群 [1]。研究发

现，肠道菌与其宿主之间发生着复杂的相互作

用，对宿主的新陈代谢和生理活动等都有重要

影响[2]。参与宿主的营养代谢从而协助其消化食

物是昆虫肠道菌群的重要作用之一[3-4]。许多昆

虫的肠道菌群具有分泌多种消化酶的能力[5]，如

家蚕肠道菌群能产生淀粉酶、纤维素酶等多种

消化酶[6]。肠道菌群对其宿主昆虫的生长发育
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等生命活动也发挥着重要的作用[7]，而昆虫的健

康状态也与其肠道菌群的调节作用密切相关[8]。

昆虫肠道系统是一个可变的动态环境，而肠道

微生物的多样性往往与昆虫的个体差异、取食、

生长发育的不同阶段有关[9-11]。 
马蜂(Vespa mandarinia Smith)是一种重要

的天敌昆虫，可以防治多种田间害虫。我国是世

界上率先利用马蜂来防治田间害虫的国家[12]。

马蜂还具有药用保健价值，是一种可利用的宝

贵资源[13]，如其蜂毒提取物可用于治疗类风湿

关节炎[14]。然而马蜂肠道菌的结构和功能及其

对宿主的影响还有待研究。本研究采用传统的

分离纯化方法从马蜂肠道分离可培养菌株，对

获得的菌株进行鉴定和功能筛选，揭示马蜂肠

道可培养菌的种类及其系统发育地位，筛选具

有产消化酶(包括淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶和纤

维素酶)能力的菌株，以期为马蜂肠道菌的开发

利用及其对宿主健康的影响提供科学依据和研

究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒、2×Taq Plus 

Master Mix 试剂盒、乳酸细菌(de Man, Rogosa 
and Sharp, MRS)培养基和胰蛋白胨大豆肉汤

(tryptone soy broth, TSB)，北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司；蛋白酶筛选培养基参照文

献[15]配制，淀粉酶筛选培养基参照文献[16]
配制；1/3 胰蛋白胨大豆琼脂(tryptic soy agar, 
TSA)培养基(g/L)：TSB 10.0，琼脂 15.0；脂肪

酶筛选培养基参照文献[17]配制；羧甲基纤维

素钠(carboxymethyl cellulose sodium medium, 
CMC-Na)培养基参照文献[18]配制。梯度 PCR仪，

Agilent Technologies 公司；凝胶成像仪，Bio-Rad

公司；体视显微摄像系统，Leica 公司。 

1.2  肠道菌的分离与形态学鉴定 
将实验室养殖的马蜂样品进行表面消毒：

用 75%酒精漂洗 2 次，每次 5 min；再用无菌水

漂洗 5 次，每次 3 min。然后在无菌操作下解剖

取出马蜂完整肠道并进行匀浆。将匀浆样品分成

两份，一份(样品 1)不进行加热处理；另一份(样

品 2)进行金属浴加热处理(85 ℃加热 15 min)用

于分离耐热菌和产芽孢菌。然后将 2 组样品分

别进行 10 倍倍比梯度稀释，样品 1 和样品 2 分

别取 6 个不同浓度(10−2、10−3、10−4、10−5、10−6、

10−7)的样品溶液 0.2 mL，均匀涂布在 MRS 培

养基和 1/3 TSA 培养基上。用 MRS 培养基选择

性分离乳酸菌，用 1/3 TSA 培养基营造寡营养

的环境来提高菌株分离效果。将涂布好的培养

基平板于 37 ℃恒温培养箱倒置培养 24 h 后观

察，每个浓度样品做 3 个平行分离平板。挑菌

落形态特征各异的单菌落进一步分离纯化。经

过至少 3 代纯化获得纯培养物并观察记录菌落

形态特征。通过革兰氏染色镜检结果结合形态

学特征进行初步鉴定，用甘油悬液保藏法保存

菌种。  

1.3  基于 16S rRNA 基因序列分析的菌株

鉴定 
使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取马

蜂肠道分离菌株的总 DNA。选用细菌通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)[19]

对马蜂肠道分离菌株进行 16S rRNA 基因的

PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：2×Taq Plus 

Master Mix 25 μL，正向引物 27F (100 μmol/L)  

2 μL，反向引物 1492R (100 μmol/L) 2 μL，DNA

模板 3 μL，ddH2O 18 μL。阴性对照为 ddH2O

代替菌株 DNA 模板。PCR 反应条件：95 ℃     
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3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，35 个

循环；72 ℃ 5 min；4 ℃保存。PCR 扩增产物

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，用凝胶成像仪观察

结果，条带单一且长度为 1 500 bp 左右的合格

样品送往生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序。将测序结果提交 NCBI 核苷酸数据库

(nucleotide database)，用 BLAST 进行同源性比

对分析，一般认为比对结果相似率>99%视为同

种，相似率 95%−99%鉴定为同一属 [20]。采用

MEGA 7.0 软件中的 Kimura 2-parameter model

模型计算进化距离；用最大似然法(maximum 

likelihood method)构建系统发育树。 

1.4  马蜂肠道菌的功能筛选 
使用 CMC-Na 培养基、淀粉酶筛选培养基、

蛋白酶筛选培养基和脂肪酶筛选培养基分别筛

选产纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶的菌

株。将从马蜂肠道分离出的供试菌株分别接种

于蛋白酶筛选培养基、淀粉酶筛选培养基和脂

肪酶筛选培养基的三分点位置和产纤维素酶筛

选培养基的四分点的位置，于 37 ℃恒温培养箱

中倒置培养 48 h，观察培养基上是否出现水解

圈。其中淀粉酶筛选培养基培养 48 h 后用碘液

进行染色，观察是否存在水解圈；产纤维素酶

筛选培养基经过 48 h培养后用 0.3 g/L刚果红染

色液染色 1 h，然后倒掉染色液用蒸馏水轻轻冲

洗，再用 5%的 NaCl 溶液脱色 1 h，观察是否存

在水解圈。用电子游标卡尺测量并记录水解圈

的直径 D 和菌落的直径 d，通过计算 D 与 d 的

比值(D/d)来比较各菌产酶能力的大小。 

1.5  统计学分析  
利用 SPSS 20.0 软件的单因素方差分析实

验结果 D/d 是否具有统计学意义，当方差齐时

用 S-N-K 多重比较方法；方差不齐时用 Dunnett’s 

T3 进行显著性分析，P<0.05 有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  马蜂肠道菌株的分离结果与形态学鉴

定结果 
使用可培养方法从马蜂肠道中分离获得 

61 个可培养菌株，编号为 V1−V61。分离结果

显示 1/3 TSA 培养基和 MRS 培养基都有较好的

分离效果，但 1/3 TSA 培养基分离得到的菌株

更多。对于未加热样品，在 1/3 TSA 培养基上，

10–3 稀释度样品的分离效果最好；在 MRS 培养

基上，10–4 稀释度样品的分离效果最好。对于

加热样品，在 1/3 TSA 培养基和 MRS 培养基上

均为稀释度 10–3 样品的分离效果最好。未加热

样品在 1/3 TSA 培养基上分离出 34 个菌株，在

MRS 培养基上分离出 14 个菌株。加热处理的

样品在 1/3 TSA 和 MRS 培养基上分别获得 10 个

和 3 个菌株。革兰氏染色镜检结果发现菌株皆

为革兰氏阳性菌，细胞形态主要为球菌和杆菌，

代表菌株的革兰氏染色结果如图 1 所示。 

2.2  菌株的 16S rRNA 基因鉴定结果 
依据菌株形态学特征和革兰氏染色镜检的

初步鉴定结果，结合 16S rRNA 基因序列分析

进行菌株鉴定。结果显示从马蜂肠道分离获得

的 61 个菌株可鉴定为 6 个属 10 个种。其中，

菌株 V13、V14、V18、V27、V29 和 V42 为肠

膜状明串株菌(Leuconostoc mesenteroides)；菌

株 V22、V31 和 V39 为维德曼氏芽孢杆菌

(Bacillus wiedmannii)；菌株 V19 和 V43 为蜡样

芽孢杆菌(Bacillus cereus)；菌株 V4 和 V35 为

格氏乳球菌(Lactococcus garvieae)；菌株 V49 为

运动芽孢杆菌(Bacillus mobilis)；菌株 V3 为枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)；菌株 V44 为苏云金

芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)；菌株 V2 为表

皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)；菌株

V1 为约氏不动杆菌(Acinetobacter johnsonii)；其 
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图 1  代表菌株的革兰氏染色结果图   A：菌株 V2，G+，葡萄球菌属. B：菌株 V19，G+，芽孢杆菌

属. C：菌株 V6，G+，肠球菌属. D：菌株 V13，G+，明串珠菌属 
Figure 1  Gram staining results of representative strains. A: Strain V2, G+, Staphylococcus. B: Strain V19, 
G+, Bacillus. C: Strain V6, G+, Enterococcus. D: Strain V13, G+, Leuconostoc. 
 
余 43个菌株为粪肠球菌(Enterococcus faecalis)。
可见，在马蜂肠道可培养细菌中，肠球菌属占

优势，有 43 株，占比高达 70.5%；芽孢杆菌

属 8 株，占总数的 13%；明串珠菌属 6 株，占

总数的 10%；乳球菌属 2 株，占总数的 3%；

葡萄球菌属和不动杆菌属各 1 株，均占比 2%。

选出 26 个代表菌株的 16S rRNA 基因序列提交

到 NCBI 的核苷酸数据库(nucleotide database)，
GenBank 登录号为 ON745454−ON745481。选
取最具代表菌株的 16S rRNA 基因序列进行

系统发育分析，如图 2 所示，它们可归于 6 个

属。其中，菌株 V3、V19、V22、V43、V44
和 V49 为芽孢杆菌属 (Bacillus)；菌株 V2 为

葡萄球菌属(Staphylococcus)；菌株 V6 和 V20
为肠球菌属 (Enterococcus)；菌株 V13 为明

串珠菌属 (Leuconostoc)；菌株 V4 和 V35 为

乳 球 菌 属 (Lactococcus) ； V1 为不动杆菌属

(Acinetobacter)。 

2.3  产消化酶菌株筛选结果 
分别对获得的菌株进行产蛋白质酶、淀粉

酶、脂肪酶以及纤维素酶功能的筛选，图 3 为

产消化酶筛选实验结果为阳性的代表菌株功能 
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图 2  基于马蜂肠道菌 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内的编号为序列的 GenBank 登录

号；结点处数字为自展值，代表进化树分支的可信度的百分比；标尺代表 5%的序列分歧 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of gut bacteria of Vespa mandarinia Smith. 
Numbers in parenthesis represented GenBank accession number; Numbers at the branch points indicated the 
bootstrap values, which represent the percentage of credibility of evolutionary tree branches; The scale 
represents 5% of sequence divergence.  
 

 
 
图 3  产消化酶代表菌株筛选结果   A：产蛋白酶菌株 V22. B：产淀粉酶菌株 V6. C：产脂肪酶菌株

V44. D：产纤维素酶菌株 V43 
Figure 3  Medium plate screening results of representative strains producing digestive enzymes. A: 
Protease-producing strain V22. B: Amylase-producing strain V6. C: Lipase-producing strain V44. D: 
Cellulase-producing strain V43. 
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筛选平板图，结果显示降解圈明显，说明降解

能力较强。 
筛选结果显示 6 个菌株具有产消化酶功

能，占总数的 10%，详见表 1。其中，芽孢杆

菌属的菌株 V44 具有产 4 种消化酶的能力；芽

孢杆菌属的菌株 V43 具有产蛋白酶、淀粉酶和

纤维素酶的能力；肠球菌属的菌株 V6 具有产

淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶的能力；芽孢杆菌属

的菌株 V19、V22 和肠球菌属的菌株 V20 具有

产蛋白酶的能力。 

2.4  肠道菌产酶能力分析 
结果显示，从马蜂肠道菌筛选出的具有产

酶功能菌株的产酶种类和能力各异。如图 4 所

示，筛选出 6 个具有产蛋白酶功能的菌株，其

中菌株 V19、V20、V22、V43 和 V44 的产蛋白

酶能力较强(D/d>1.8)，5 株菌中又以菌株 V22
的降解能力最强，与菌株 V19、V20、V43 和 V44
的降解能力相比具有极显著性差异(图 4A)；如

图 4B 所示，菌株 V6、V43 和 V44 均具有产淀粉

酶功能，其中菌株 V43 产酶能力较强(D/d>3)；
如图 4C 所示，菌株 V6 和 V44 具有产脂肪酶功

能，其中菌株 V44 的降解能力较强(D/d>2)；菌

株 V43 和 V44 具有产纤维素酶功能(图 4D)。 
马蜂肠道产消化酶功能菌株的产酶种类和

能力综合比较结果如图 5 所示。芽孢杆菌属中

的苏云金芽孢杆菌 V44 具有产纤维素酶、蛋白

酶、脂肪酶和淀粉酶这 4 种消化酶的能力，其

产消化酶的综合能力最强，并且产脂肪酶能力

最强(D/d=2.12)。芽孢杆菌属中的蜡样芽孢杆菌

V43 具有较强的产淀粉酶能力(D/d=3.16)，产蛋

白酶和纤维素酶的能力相对较弱，尚未发现具

有产脂肪酶的功能。肠球菌属的菌株 V6 具有

较强的产淀粉酶的能力(D/d=2.50)，产蛋白酶和

脂肪酶的能力相对较弱，尚未发现具有产纤维

素酶的功能。芽孢杆菌属的菌株 V19、V22 和

肠球菌属的菌株 V20 均具有产蛋白酶的功能；

其中 V22 的产蛋白酶能力最强(D/d=2.06)，尚

未发现具有产其他 3 种消化酶的功能。 
综上可见，马蜂肠道分离出的菌株有近

10%具有产消化酶功能，筛选出的 6 个菌株都

具有开发利用潜力，尤其是芽孢杆菌属的蜡样

芽孢杆菌 V43 和苏云金芽孢杆菌 V44 产酶能力

突出，可作为后续研究肠道菌对宿主健康影响

及肠道菌开发利用的资源菌株。 

3  讨论与结论 
昆虫肠道是其肠道菌的定殖环境。昆虫肠

道菌群因其食性、所处环境和虫龄等差异而具

有多样性[21-23]。昆虫肠道菌群的多样性使昆虫

肠道菌群的功能同样具有多样性，因此在促进 
 
表 1  马蜂肠道菌产消化酶结果 
Table 1  Results of digestive enzyme production by gut bacteria of Vespa mandarinia Smith 
菌株编号 
Strain No. 

细菌种类 
Bacterial species 

蛋白酶 
Protease 

淀粉酶 
Amylase 

脂肪酶 
Lipase 

纤维素酶 
Cellulase 

V6 粪肠球菌 Enterococcus faecalis + + +  
V19 蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus +    
V20 粪肠球菌 Enterococcus faecalis +    
V22 维德曼氏芽孢杆菌 Bacillus wiedmannii +    
V43 蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus + +  + 
V44 苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis + + + + 
+：菌株具有产该消化酶的能力 
+: The strain has the ability to produce this digestive enzyme. 



 
何雨薇等: 马蜂肠道菌的分离鉴定及产消化酶功能菌株的筛选 2631 

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

 
 
图 4  马蜂肠道菌产消化酶菌株及其产酶能力分析   A：产蛋白酶菌株及其产酶能力. B：产淀粉酶菌

株及其产酶能力. C：产脂肪酶菌株及其产酶能力. D：产纤维素酶菌株及其产酶能力. D/d 为降解圈直径

D 与菌落直径 d 的比值，根据比值大小评估菌株产酶的能力. **代表均值差的显著性水平<0.01，差异

极显著 
Figure 4  Analysis of digestive enzyme producing strains and their enzyme producing ability of gut bacteria 
from Vespa mandarinia Smith. A: Strains producing protease and their protease producing ability. B: Strains 
producing amylase and their amylase producing ability. C: Strains producing lipase and their lipase producing 
ability. D: Strains producing cellulase and their cellulase producing ability. D/d is the ratio of the diameter of 
the degradation circle (D) to the diameter of the colony (d). According to the ratio, the ability of the strain to 
produce enzymes was evaluated. ** means the significance level of the mean difference is <0.01, and the 
difference is extremely significant. 
 
农业生产、害虫防治和人类疾病研究等方面具

有重要意义[24]。本研究采用传统的分离培养法，

从马蜂肠道中分离出 61 个菌株，结合形态学特

征和分子生物学技术可鉴定为 6 属 10 种；筛选

出 6 个具有产消化酶功能的菌株，发现菌株 V43

和 V44 分别具有最强产淀粉酶和脂肪酶的能

力，都具有开发利用的潜力。本研究从马蜂肠

道细菌中筛选出 6 个具有产消化酶功能的菌

株，发现均能产蛋白酶，而马蜂主要以鳞翅目

幼虫为食[25]，推测这种现象与马蜂的食性有关。 
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图 5  马蜂肠道产消化酶菌株的产酶种类和能力分

析   D/d 为降解圈直径 D 与菌落直径 d 的比值，

根据比值大小评估菌株的产酶能力 
Figure 5  Analysis of enzyme producing species 
and capacity of digestive enzyme producing strains 
of Vespa mandarinia Smith. D/d is the ratio of the 
diameter of the degradation circle (D) to the 
diameter of the colony (d). According to the ratio, 
the ability of the strain to produce enzymes was 
evaluated. 
 

本研究发现，在马蜂肠道可培养菌的组成

中，芽孢杆菌属的细菌有 8 株，其中有 4 株菌

具有产消化酶的能力。芽孢杆菌属包括致病菌

和非致病菌。从马蜂肠道分离出的蜡样芽孢杆

菌是一种条件致病菌，可引起食物中毒[26]；而

从马蜂肠道分离出的枯草芽孢杆菌是一种非致

病菌，对食物的消化吸收具有重要意义，也是

目前使用较多的益生菌[27]；本研究获得该属的

苏云金芽孢杆菌，在害虫防治和农业生产等方

面都发挥着重要的作用[28]。粪肠球菌可使人和

动物体患上感染性疾病，危害人类健康，阻碍畜

牧业的发展[29]。从马蜂肠道分离获得的 61 株菌

中，粪肠球菌有 43 株，占比高达 70.5%，其可

能在马蜂肠道黏膜中具有比较强的耐受力和适

应力，对马蜂抵抗病原微生物具有较大的作用。

在以后的研究中，可以将粪肠球菌筛选出来进

一步研究其作用，为医学和食品工业提供更有

针对性的研究前提和基础。马蜂肠道中含有的

表皮葡萄球菌、约氏不动杆菌和肠膜状明串株

菌，它们都有不同程度的致病作用和极高的耐

药率。其中不动杆菌属是引发疾病感染的常见

细菌之一，并且耐药率很高[30]。不动杆菌属的

微生物广泛分布在日常生活环境中，极易使人

受到感染。因此，对它们进行更深入地研究可

为抵抗这些致病菌的医学研究提供研究思路和

供试菌株。 
本研究结果显示，马蜂肠道菌中具有产消

化酶功能的主要是肠球菌属和芽孢杆菌属的菌

株。其中，苏云金芽孢杆菌 V44 可产纤维素酶、

蛋白酶、脂肪酶与淀粉酶这 4 种消化酶，综合

产酶能力强且产脂肪酶能力最突出。在筛选出

马蜂肠道具有产消化酶功能菌株的基础上，可

进一步对其肠道中苏云金芽孢杆菌进行其他功

能挖掘，为其在农林害虫防治领域的应用提供

科学依据。 
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