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一种新的蜜蜂细菌性幼虫病病原的分离鉴定

戎映君%，#，苏松坤%"，陈集双#，/"，陈盛禄%

（浙江大学 %动物科学学院 #生命科学学院 杭州 /%$$#&）

（/浙江理工大学生物工程研究所 杭州 /%$$%(）

摘 要：#$$3年早春，在浙江部分地区出现了一种严重的蜜蜂细菌性幼虫病，该病导致蜜蜂幼虫颜色发黄，失去光
泽；严重时幼虫死亡腐烂。从 %$批发病死亡幼虫样品中，分离得到并保存了 3类纯培养物。通过蜂群接种试验和
实验室人工培养的幼虫接种，确定 G#菌株能引起与自然发病相似的症状，且能从接种发病的幼虫上再次分离到相
同菌株，证明 G#菌株是该蜜蜂细菌性幼虫病的致病菌。进一步对分离到的该致病菌从发病特征、病原形态学、生
理生化特性、%"H .IJK 序列等方面进行了分析鉴定，结果显示：该菌株属于肠球菌属的屎肠球菌（ !"#$%&’&’’()
*+$’,(-），不是目前报道的任何一种已知蜜蜂细菌性幼虫病的病原。
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蜜蜂细菌性幼虫病是严重危害蜜蜂正常生长发

育的传染性疾病，对养蜂生产和蜂产品质量安全构

成重大威胁。至今为止，已报道的蜜蜂细菌性幼虫

病包括美洲幼虫腐臭病和欧洲幼虫腐臭病，这两种

蜜蜂细菌性幼虫病曾经给世界养蜂业造成了巨大的

损失［%］。

#$$3年早春，在浙江慈溪、富阳、江山等地出现
了一种严重的蜜蜂幼虫病，其蜂群发病率在 %$M左
右，一般感染小日龄幼虫，主要症状表现为发病幼虫

颜色发黄，失去光泽，严重时腐烂，但腐烂幼虫没有

难闻的酸臭味，病虫通常在 ! ’ 3日龄时死亡，病重
群出现成年蜂爬蜂症状，群势下降很快。使用抗生

素饲喂发病蜂群，幼虫腐烂症状很快好转，所以，初

步判断该病可能由致病性细菌引起。

该症状与目前已知的蜜蜂细菌性幼虫病———美

洲幼虫腐臭病（美幼病）的症状有明显差异，与欧洲

幼虫腐臭病（欧幼病）的发病症状虽有某些类似之处

（两者都感染小日龄幼虫，病虫通常在 ! ’ 3日龄死
亡，发病后会发生腐烂），但也存在明显不同（该病腐

烂幼虫没有难闻的酸臭味，病重蜂群出现成年蜂爬

蜂症状）。采用美幼病和欧幼病病原检测方法对发

病幼虫进行病原检测，没有检测到美幼病和欧幼病

对应的病原［# ’ 3］。据此，我们推测引起蜜蜂幼虫发

病的病原可能是一种新的病原。在此基础上，我们

进行了病原的分离鉴定。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 供试幼虫：浙江省江山市和慈溪市蜂场采集
的自然发病的蜜蜂幼虫。

!"!"# 供试蜂群：杭州市西湖区转塘蜂场实验蜂
群、浙江大学实验农场蜂场隔离区蜂群。

!"!"$ 培养基和蜜蜂幼虫食物：致病菌分离筛选时
选用 GN培养基、KON培养基［"］和 5ON培养基［4］，细
菌鉴定时选用 KON培养基。蜜蜂幼虫人工培育时
用蜜蜂幼虫基础食物（NG)）。蜜蜂幼虫基础食物
（NG)）配方：王浆冻干粉 !P#<，葡糖糖 $P"<，果糖
$P"<，酵母粉 $P#<，无菌水 %!P!,G。
!"!"% 试剂：生理生化试剂购自杭州天和微生物有
限公司；QRI 产物纯化试剂盒购自 06S6I6 公司；
TU5V 02*68F W*+D:. 连接试剂盒购自 Q.:,*<6 公司；
!’&I!内切酶与 )JK V6.=*.购自 O*.,*;D68公司。
!"# 蜜蜂幼虫的人工培育
取消毒的 #! 孔细胞培养板，每孔加 $P3,G

NG)。从正常蜂群子脾中挑选 % 日龄健康小幼虫于
细胞培养板中，/3X恒温培养，相对湿度保持在
($M以上。每隔 #!C，将幼虫转移至加有 NG)的新
的细胞培养板中培养。



!"# 致病菌的分离筛选及致病性鉴定
!"#"! 实验材料的采集和细菌的分离：从 !" 批自
然发病的蜜蜂幼虫中，挑取 #"个症状典型的样品，
分别放入 !$%&’灭菌离心管中，用 (%)酒精进行表
面消毒，无菌水冲洗 #次，无菌条件下将其剪开后捣
碎；取匀浆分别在 ’*培养基、+,*培养基和 -,*培
养基平板上划线；#(.培养 ! / 01，挑选单菌落传代
培养 0 / #代，直至得到菌落形态和镜检菌体形态一
致的纯培养物［2］，每个样品挑选 0"个单菌落。
!"#"$ 致病性筛选鉴定：!小范围蜂群试验筛选：
将分离的各菌株在 +,*液体培养基中，#(.培养 !3
/ !24后，培养物分别喷洒接种到健康蜂群中，各菌
株接种两群，每蜂群（# 脾）接种 #"&’菌液，连续接
种 #1。接种完成后每天注意观察蜜蜂幼虫发病情
况。同时挑取发病幼虫和健康幼虫分离菌株。"实
验室致病性鉴定：将筛选出的有致病性的菌株在

+,*液体培养基中，#(.培养 !3 / !24，将菌液加到
人工培育的蜜蜂幼虫的基础食物中，每孔加 !"#’菌
液，观察并计算幼虫的死亡率，以接种灭菌的 +,*
液体培养基做为对照。试验组和对照组均做 #组重
复，每组 0"个蜜蜂幼虫。$大范围蜂群试验鉴定：
将筛选出的有致病性的菌株在 +,*液体培养基中，
#(.培养 !3 / !24 后，喷洒接种到 !% 群健康蜂群
中，每蜂群（!" / !! 脾）接种 %"&’ 菌液，连续接种
#1；另选 !%群健康蜂群，接种灭菌的 +,*液体培养
基，作为对照。接种完成后每天注意观察幼虫发病

情况，观察 !01，并记录实验前后蜂群封盖子、成蜂
及幼虫数量的变化情况。同时挑取发病幼虫和健康

幼虫分离菌株。

!"% 致病菌的种属鉴定
!"%"! 形态和培养特征：包括菌落、菌体形态，革兰
氏染色阴阳性，是否有鞭毛等。

!"%"$ 生理生化特性：参照伯杰细菌鉴定手册的方
法［5］。

!"%"# !36 789+的序列分析：细菌 :9+的提取采
用常规酚法。以 ;7<&=7+（%>?++@+AAA@+AB（B+）
A@@BAB+@?#>）和 ;7<&=7*（ %>?A+B@@BABA+BBAA
@AA+B@+BAA?#>）作为引物扩增。;B8 扩增条件：
5C. #&<D；5C. E&<D，%#. !&<D，(0. !&<D，#" 个循
环；(0. !"&<D。扩增产物参照文献［!"］中基因工程
的方法，经克隆后测序，将测序结果用 *’+6A软件
与 @=D*FDG 中的数据库进行比较（4HHI：JJDKL< M D<4 M
NOPJ*’+6A）分析。采用 :9+QHF7软件将获得的序列
与相关菌株的相应序列进行同源性分析，以 ! M "#$%

为外群构建系统发育树。

$ 结果

$"! 致病菌的分离及致病性鉴定结果
$"!"! 菌株的分离纯化：根据病害流行学特征、抗
生素治疗效果等显示其不是真菌、病毒或原虫病害

（结果未显示）。经划线分离后，从 !"批发病死亡幼
虫样品中，分离得到并保存了 %类纯培养物，取其代
表菌株分别标记为 ’!、’0、’#、’C、’%。
$"!"$ 小范围蜂群致病性试验：从接种第 0 天开
始，接种菌株 ’0的蜂群中的蜜蜂幼虫便出现虫体颜
色变黄、逐渐失去光泽，表现与自然发病幼虫的症状

基本相同，生病幼虫在 C / %日龄大量死亡。取发病
幼虫进行细菌平板分离，得到了与 ’0菌落形态和菌
体形态相同的细菌菌株，而健康幼虫中则没有分离

到与 ’0菌落形态和菌体形态相同的细菌菌株。接
种其他 C个细菌菌株的蜜蜂幼虫，在观察期内都未
出现异样。

$"!"# 实验室致病性鉴定：从接种第 0 天开始，试
验组幼虫与对照组相比，生长明显缓慢，出现死亡腐

烂，%1后大部分死亡，每组仅有 ! / 0 个幼虫存活，
且存活的幼虫虫体也明显小于对照组。接种后的第

#天和第 % 天，试验组和对照组的蜜蜂幼虫死亡率
如表 !。接种 ’0菌株的幼虫死亡率与对照组相比，
差异极显著，试验组死亡率明显高于对照组。

表 ! 不同接种时间蜜蜂幼虫死亡率
AFLE= ! RO7HFE<HS OT 4OD=SL== EF7PF= FH 1<TT=7=DH 1FSQ FTH=7 <DOKUEFH<OD

A7<FE BG
# 1FSQ FTH=7 <DOKUEFH<OD "$3" V "$!"!! "$#0 V "$"#
% 1FSQ FTH=7 <DOKUEFH<OD "$5# V "$"#!! "$#2 V "$"2

+DDOHFH<OD：KO&IF7=1 HO KODH7OE；! & W "$"%；!!& W "$"! M

图 ! 接种 &$后的发病幼虫
,<NM! :<Q=FQ=1 &O7L<1 EF7PF= FTH=7 <DOKUEFH<OD X<H4 ’0 M +：:<Q=FQ=1

&O7L<1 EF7PF=；*：Y=FEH4S EF7PF=M

$"!"% 大范围蜂群试验鉴定：从接种完 ’0菌株后
的第 0天开始，在实验组的 !%群蜜蜂中大都出现了
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不同程度的发病，发病症状如前所述，见图 !，而对
照组的 !"群蜜蜂中则没有出现异样。
实验组接种前后蜂群封盖子（封盖的幼虫和

蛹）、群势（成蜂数量）、幼虫数量的差异极其显著，而

对照组在试验期间封盖子、群势、幼虫数量没有明显

差异（表 # $ %）。取发病幼虫进行细菌平板分离，得
到了与 &#菌落形态和菌体形态相同的细菌菌株，而
健康幼虫中则没有分离到与 &#菌落形态和菌体形
态相同的细菌菌株。

表 ! 接种前后蜂群封盖子数量
’()*+ # ,+(*+- ).//- 012)+. /3 45+ 5/0+6)++ 7/*/06

)+3/.+ (0- (34+. 80/71*(48/0
9./1: ;+3/.+ 80/71*(48/0（31** 3.(2+） <34+. 80/71*(48/0（31** 3.(2+）
’+=4 >?%" @ A?B" #?B" @ A?CC!!

DE >?%B @ A?B# >?"% @ A?%F
<00/4(48/0：7/2:(.+- 4/ )+3/.+ 80/71*(48/0；! ! G A?A"；!!! G A?A! H

表 " 接种前后蜜蜂群势
’()*+ > D/*/06 =8I+ /3 45+ 5/0+6)++ 7/*/06 )+3/.+

(0- (34+. 80/71*(48/0
9./1: ;+3/.+ 80/71*(48/0（31** 3.(2+） <34+. 80/71*(48/0（31** 3.(2+）
’+=4 F?!> @ !?AA B?!B @ !?AF!!

DE F?%! @ A?C# F?>J @ A?C"
<00/4(48/0：7/2:(.+- 4/ )+3/.+ 80/71*(48/0；! ! G A?A"；!!! G A?A! H

表 # 接种前后幼虫数量
’()*+ % &(.K(+ 012)+. /3 45+ 5/0+6)++ 7/*/06

)+3/.+ (0- (34+. 80/71*(48/0
9./1: ;+3/.+ 80/71*(48/0（31** 3.(2+） <34+. 80/71*(48/0（31** 3.(2+）
’+=4 !?FB @ A?BA !?>! @ A?">!!

DE !?F# @ A?"J !?B! @ A?%!
<00/4(48/0：7/2:(.+- 4/ )+3/.+ 80/71*(48/0；! ! G A?A"；!!! G A?A! H

!$! 致病菌的种属鉴定

图 ! %!菌体形态（&’((( )）
L8MH# ,5(:+ /3 &# 80 4.(0=28==8/0 +*+74./0 287./=7/:+（!"AAA N）H

!$!$& &#菌株的形态和培养特征：>BO，在 <L;培
养基中平板培养 #%5后，&#菌株的菌落直径为 !22
左右，珍珠白，半透明水滴样，边缘整齐、表面光滑。

在光镜和电镜下观察，&# 菌体呈椭圆形，排列成短
链或者成对散在，无鞭毛、革兰氏染色阳性（图 #）。

!$!$! 生理生化特性：通过测定可知，&# 在 !AO、
%"O、C?"P Q(D*以及 :RJ?C条件下均能生长；接触
酶、氧化酶试验成阴性；能够产生乳酸；能利用葡萄

糖、纤维二糖、阿拉伯糖、果糖、核糖、棉子糖、乳糖、

水杨素、甘露糖、甘露醇、麦芽糖、蜜二糖、半乳糖、苦

杏仁苷、海藻糖、蔗糖产酸，但不能利用葡萄糖酸钠、

木糖、松三糖、鼠李糖、山梨醇；不能利用葡萄糖

产气。

!$!$" !C, .SQ<的序列分析：对克隆的阳性重组质
粒进行全长测序，将所得结果经拼接后，获得

!"C"): 的全长序列（9+0;(0E 登录号：TU%A>!J>）。
将该序列输入 9+0;(0E的 )*(=4，以 )*(=4 Q程序对数
据库中的所有序列进行比较，发现与它匹配度最高

的几种全序列均是屎肠球菌（"#$%&’(’(()* +,%(-).）各
株系的 !C, .SQ<序列，其匹配度均高达 JJP以上。
采用 TQ<=4(.软件将获得的序列与肠球菌属的

%!个种的代表菌株的相应序列进行同源性比较，采
用 VW9< >?!软件生成同源序列的进化树。结果显
示（图 >），&#菌株与肠球菌属的 %!个种的代表菌株
的同源性均很高，在 J>?JP $ JJ?"P之间不等，其中
与 " H +,%(-). 的同源性最高，达 JJ?"P，在所构建
的系统进化树上，&# 菌株与 " H +,%(-). 的距离最
近，聚成一支。

综合细菌形态特征、培养特征、生理生化特性以

及 !C, .SQ<的序列分析，可以确定：作为新发现的
一种蜜蜂致病细菌，&#菌株为肠球菌属的屎肠球菌
（" H +,%(-).）。

" 讨论
本文经过分离鉴定，确定我们从蜜蜂发病幼虫

中首次分离得到的一株致病菌是肠球菌属的屎肠球

菌。通过检索发现屎肠球菌能感染许多种动物，有

广泛的致病性。据报道有 !#P的感染性疾病都是
由它引起的。迄今为止，未曾见到屎肠球菌感染蜜

蜂的报道。

目前已知的蜜蜂幼虫病都是人畜不共染的，但

这次发现的蜜蜂幼虫病的新病原———屎肠球菌不排

除具有人畜共染的可能，因为屎肠球菌在一定条件

下对人也有致病性。譬如，!JJF年 B月下旬至 J月
初，我国江苏部分地区发生成批生猪发病，数以千计

病猪死亡，与病猪密切接触者也多人发病，其致病菌

经鉴定就是屎肠球菌［!!］。在非典、禽流感等对人类

生命及财产安全构成严重威胁之后，我们应该对这

种新的蜜蜂幼虫病引起高度重视，以防患于未然。

CJJ SXQ9 Y80MZ[10 %$ ,/ H \0($, 1-(&’2-’/’3-(, 4-#-(,（#AAC）%C（C）



图 ! "#和相关菌株的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 1-/2", 34 2,5 "-1 /+)2-"6+1$ 7’+ 8**-1-/29 2,2)(1"1 8( -’+ :,/**-+5 ;< =+-’*5 >21 9+/0*/=+5 :1",# -’+ ?):1-2) @ 9/*#/2=

2,5 ABCD %EF 9/*#/2=E ;:=8+/1 2)*,# +2.’ ,*5+ ",5".2-+ 9+/.+,-2#+1 *0 8**-1-/29 /+9)".2-+1 *:- *0 GHH -’2- 1:99*/- +2.’ 8/2,.’ ,*5+$

7’+ 1.2)+5 82/ /+9/+1+,-1 5"1-2,.+1 1.2)+5 21 1:81-"-:-"*,1 9+/ 2=",* 2."5 /+1"5:+$

本实验中，从病虫中分离到的其他几株细菌，虽

然单独对蜜蜂幼虫不具致病性，但是我们不能排除

它对本实验中筛选出的致病菌———屎肠球菌的致病

性具有强化或弱化的作用。因此，开展蜜蜂屎肠球

菌的致病性和发病蜂群的微生态学研究非常必要。

另外，新病发现后，寻找有效的防治方法是当务之

急，抗生素虽然是防治细菌病的有效药物，但是抗生

素的使用不但严重影响了蜂产品的质量，而且还会

导致抗药性细菌变种的产生，从而使抗生素的防治

效果不理想，加上屎肠球菌本身就有很强的抗生素
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耐药性［!"］，所以寻找有效的药物控制手段也非常

迫切。
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