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改良琼脂扩散法鉴定麦卢卡蜂蜜 

马  丽 1*, 栾  军 1, 刘  芸 1, 周  俊 1, 吴  斌 1, 张  睿 1, 张常印 1, 祝长青 1, 
邓晓军 2, 郭德华 2, 何宇平 2 

(1. 江苏出入境检验检疫局动植物与食品检测中心, 南京  210001; 2. 上海出入境检验检疫局动植物与食品检测中心, 

上海  200135) 

摘  要: 目的  改良 Allen等提出的测定麦卢卡蜂蜜非过氧化氢抑菌活性的琼脂扩散法。方法  参照 Allen等

提出的琼脂扩散法, 研究以下 3 个方面对琼脂扩散法的影响: 使用恒温箱或在杂交炉中混匀蜂蜜水溶液, 使用

不同代的金黄色葡萄球菌菌株和培养基的倾斜程度。结果  麦卢卡蜂蜜样品溶液使用恒温箱和杂交炉静置法

混匀, 测得样品的独麦素(Unique Manuka Factor, )UMF 值没有显著差异; 随着金黄色葡萄球菌传代数的增加, 

样品的 UMF 值也没有显著差异; 培养基倾斜后同一麦卢卡蜂蜜位于中间样孔的样品 UMF 值明显高于边际样

孔。结论  杂交炉混匀蜂蜜的方法操作简单, 更有利于麦卢卡蜂蜜非过氧化氢活性的检测, 25代以内的任何 1

代菌株均可用于测定麦卢卡蜂蜜样品的非过氧化氢活性, 培养基倾倒时要尽量避免过度倾斜。 

关键词: 麦卢卡蜂蜜; 非过氧化氢活性; 独麦素; 琼脂扩散法; 金黄色葡萄球菌 

Identification of manuka honey by a modified agar well diffusion method 
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(1. Testing Center for Animal Plant and Food, Jiangsu Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, 
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ABSTRACT: Objective  To improve the agar well diffusion method which be used to determine the non-peroxide 

activity (NPA) of manuka honey proposed by Allen et al. Methods  The effects of the following 3 aspects on agar 

well diffusion method were studied referring to the method proposed by Allen et al.: mixed honey samples by 

thermostat or hybridization oven, the use of different generations of Staphylococcus aureus strains and inclination of 

medium. Results  The UMF value  (Unique Manuka Factor) of manuka honey solutions which mixed in thermostat 

and hybridization oven had no significant difference. With the increase of passages of S. aureus, the UMF value of 

samples had no significant difference. And the UMF value of samples located in the middle sample holes were 

significantly higher than that in the marginal holes on the same inclined medium. Conclusion  The mixture of honey 

samples in hybridization oven is more convenient to operate, and be advantageous to determine non-peroxide activity 

of manuka honey. Any S. aureus within 25 generations can be used to determine non-peroxide activity of manuka 
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honey samples. The excessive inclination of medium should be avoided when it is dumped. 

KEY WORDS: manuka honey; non-peroxide activity; Unique Manuka Factor; agar well diffusion method; 

Staphylococcus aureus 

 
 

1  引  言 

蜂蜜因其卓越的天然抗菌活性引起了世界范围的关

注。研究表明, 蜂蜜中的内源生物活性和植物化学成分有

助于其抑菌活性的产生, 包括渗透压[1-3]、抗菌肽[4]、抗氧

化物[5]、多酚类物质[6]和过氧化氢[7-9]等。对多数蜂蜜而言, 

过氧化氢决定其主要抗菌活性[10]。过氧化氢可以用于处理

表面感染[11], 例如由灼伤和伤口引起的溃疡和褥疮[12], 但

是进入人体后, 过氧化氢容易被体内组织中富含的过氧化

氢酶降解, 从而导致过氧化氢含量降低, 抑菌活性减弱。 

采 自新西兰本土植物麦卢卡树 (Leptospermum 

scoparium)的蜂蜜不仅具有一般蜂蜜的过氧化氢活性, 而

且含有独特的能抵抗体内过氧化氢酶降解的成分, 这种独

特的抑菌成分称为独麦素(Unique Manuka Factor, UMF), 

目前具体的成分还未知。市售麦卢卡蜂蜜的标签上以 UMF

来度量其抗菌活性, 这是以相同抑菌效果的苯酚浓度作为

标识指数, 指数越高, 表明抑菌活性越强。由于麦卢卡蜂蜜

鉴定实验的计算中常常有小数位数, 一般取整数位再附加

“+”标识 [13]。麦卢卡蜂蜜特有的非过氧化氢活性

(non-peroxide activity, NPA)可以抑制大量革兰氏阴性菌和

阳性菌的生长[14], 能够降低病原微生物的感染概率、减轻

炎症, 从而帮助伤口愈合[11,15-19]。例如, 麦卢卡蜂蜜能有效

抑制由金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)引起的鼻窦

炎术后感染[20]和外伤性肢体伤口感染[21]。此外, 研究表明, 

麦卢卡蜂蜜能在牙齿表面形成生物膜, 有效抵制牙菌斑, 

且使用效果优于木糖醇[22]。麦卢卡蜂蜜的 NPA 不受射线

的影响, 因此蜂蜜可以灭菌后再食用[23]。麦卢卡蜂蜜强大

的治疗功效在新西兰和澳洲均已得到广泛的临床证实, 在

澳大利亚、加拿大、欧洲、香港、新西兰和美国, 麦卢卡

蜂蜜已经被作为伤口护理的药品使用[24]。 

麦卢卡蜂蜜比一般蜂蜜价格昂贵, 英国《星期日泰晤

士报》报道称其年产量大约有 1700吨, 但全球年销售量逾

10000 吨[25], 为了防止大量人工伪造的麦卢卡蜂蜜通过进

口流入中国市场, 鉴定它的真伪显得尤为重要。目前, 鉴定

麦卢卡蜂蜜的主要方法有琼脂扩散微生物法和化学质谱

法。1991 年 Waikato 大学的 Allen 等发现麦卢卡蜂蜜能有

效抑制金黄色葡萄球菌的生长, 由此建立了基于琼脂样孔

扩散的微生物方法, 此法能简单快速地鉴定大量蜂蜜样品

的抑菌活性, 特别是通过添加过氧化氢酶来鉴定麦卢卡蜂

蜜中的 NPA[26]。本研究依据 Allen 等的方法鉴定, 并测定

麦卢卡蜂蜜的 NPA, 实际操作时发现在培养同一麦卢卡蜂

蜜样品时, 边际样孔中样品的UMF值低于中间样孔, 所以

在倾倒培养基时需要借助水平仪, 在平稳的桌面上倾倒, 

增加检测的准确性, 本研究还用杂交炉方式混匀蜂蜜溶液, 

以期提高检测效率。 

2  材料与方法 

2.1  供试菌株 

金黄色葡萄球菌 ATCC 9144, 来自江苏出入境检验检

疫局动植物检验实验室保存菌株。 

2.2  样品及试剂 

所有蜂蜜样品均购自南京 BHG 超市, 包括 3 种新西

兰进口康维他麦卢卡蜂蜜: 15+、10+、5+; 6种国内生产的

蜂蜜: 山花蜜、洋槐蜂蜜、桂花蜜、野菊花蜜、枣花蜜和

龙眼蜜, 每种蜂蜜购买 3瓶。 

胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)和营养琼脂购自碧迪医疗

器械(上海)有限公司; 实验用水均为超纯水(英国 Elga 公

司); 过氧化氢酶(Sigma 公司); 苯酚(南京化学试剂股份

有限公司)。 

2.3  主要仪器 

UV-1100 型紫外可见分光光度计(上海美谱达仪器有

限公司); Binder-KBF240型恒温箱(上海实维实验仪器技术

有限公司 ); GEL-7601 型分子杂交炉 (德国 GFL 公司 ); 

ZEALWAY-GI54DWS 型高压灭菌锅(上海名仪电子有限公

司); MEMMERT-WNB22型水浴锅(美墨尔特(上海)贸易有

限公司); 游标卡尺(德国 MASTERPROOF公司)。 

2.4  实验方法 

2.4.1  菌液制备 

接种金黄色葡萄球菌 ATCC 9144 至胰蛋白胨大豆肉

汤(TSB)中, 于 37 ℃下培养 18 h后将 600~700 μL菌悬液用

2 mL TSB稀释, 调整其 540 nm处的吸光值为 0.5。 

2.4.2  培养基制备 

制备 150 mL新鲜营养琼脂, 121 ℃高压灭菌 15 min, 

50 ℃水浴 30 min后加入 100 μL稀释的菌悬液(吸光值=0.5)

至琼脂中 , 充分混匀后 , 倒入分析培养皿 (245 mm×245 

mm), 待凝固后倒置放入 4 ℃冰箱, 18~24 h后取出, 以近

似拉丁方(quasi-latin square)为模板, 其中 1~12个数字代表

样品溶液, IS代表空白对照, 跨越 25 mm的格子, 用灭菌

的 8 mm木塞钻孔器切进培养基, 敲出 64个任意分布的孔, 

即为加样孔, 每个样品 4个重复。 
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2.4.3  样品制备 

5 g麦卢卡蜂蜜样品中添加 5 mL超纯水, 放入 37 ℃

杂交炉直接混匀 30 min, 或者放入恒温箱 20 min 后取出, 

用汤匙搅匀, 再放入恒温箱中静置 10 min。吸取 1 mL蜂蜜

水溶液分别和 1 mL过氧化氢酶溶液(2 mg/mL)或 1 mL去

离子水混合 , 用于测定麦卢卡蜂蜜的 NPA 和全能活性

(total activity, TA)。 

2.4.4  苯酚标准溶液制备 

将苯酚与超纯水混合, 制备体积比分别为 2%、3%、

4%、5%、6%和 7%的苯酚标准溶液, 于-20 ℃冰箱中避光

保存, 使用前于 4 ℃解冻。 

2.4.5  加样 

将 100 μL苯酚标准溶液或蜂蜜溶液加入培养基样孔, 

取去离子水作为空白对照。加样后, 将培养皿放入 37 ℃培

养 18 h。 

2.4.6  数据分析 

将游标卡尺沿着近似拉丁方模板水平或垂直方向测

量抑菌圈直径, 以苯酚标准溶液的抑菌圈直径的平方值为

横坐标, 苯酚浓度为纵坐标, 绘制标准曲线。测量蜂蜜样品

溶液的抑菌圈直径, 从标准曲线查得相应的苯酚浓度, 再

乘以稀释倍数 4, 即为样品的 UMF值。 

3  结果和分析 

3.1  非过氧化氢活性和全能活性 

依据 Allen 等的方法, 分别称取 15+的康维他麦卢卡

蜂蜜、山花蜜及洋槐蜂蜜各 5 g, 分别与 5 mL水混合后, 取

1 mL 蜂蜜水溶液与 1 mL 水混合, 依次加入样孔 9 号、4

号和 11号, 如图 1A。同时做对照实验, 将这 3种蜂蜜水溶

液分别与过氧化氢酶溶液混合后, 取另一培养基平板, 依

次加入相同编号的样孔 9 号、4 号和 11 号, 如图 1B。从

图 1A中可以明显地看出, 麦卢卡蜂蜜与洋槐蜂蜜有抑菌

圈 , 而山花蜜没有抑菌圈 , 这是由于麦卢卡蜂蜜和洋槐

蜂蜜具有全能活性, 即为过氧化氢活性。图 1B 与图 1A

的区别是, 图 1B 样孔中所加的蜂蜜水溶液中添加了过氧

化氢酶, 结果只有麦卢卡蜂蜜有抑菌圈, 另外 2种蜂蜜均

没有抑菌圈。为了证明 NPA 是麦卢卡蜂蜜特有的, 依据

Allen 等的方法, 又分别检测了桂花蜜、野菊花蜜、枣花

蜜、龙眼蜜以及 10+康维他蜂蜜的 TA(图 1C)和 NPA(图

1D), 加样孔依次为 2号、4号、7号、10号及 1号, 比较

图 1C 和图 1D 中桂花蜜和龙眼蜜的 TA 和 NPA, 野菊花

蜜和枣花蜜具有 TA却没有 NPA, 只有 10+康维他麦卢卡

蜂蜜具有 TA 和 NPA, 说明 NPA 是麦卢卡蜂蜜的特有活

性。这是因为过氧化氢容易被过氧化氢酶催化分解, 导致

抗菌活性被抑制, 而麦卢卡蜂蜜的独麦素不受过氧化氢

酶影响, 使其仍然保有抑菌活性。 

通过琼脂扩散方法判定 NPA 是鉴定麦卢卡蜂蜜的核

心技术。由于 UMF值与蜂蜜价格呈正相关, 所以需进一步

测定麦卢卡蜂蜜的UMF值, 与包装上的UMF值进行比对, 

为消费者严格把关。 
 
 

  
 

  
 
 

图 1  缺失(A, C)或添加(B, D)过氧化氢酶溶液的蜂蜜样品中

TA(A, C)和 NPA(B, D)的检测 

Fig.1  Detection of TA (A, C) and NPA (B, D) in honey samples 
without (A, C) or with (B, D) catalase solution 

 
 

3.2  Allen 等的方法改良 

3.2.1  培养基倾斜 

每个样品在培养皿上有 4个重复孔, 测量其抑菌圈直

径后发现, 同一稀释度下, 距离培养基边际较远的样孔的

抑菌圈直径与距离培养基边际较近样孔的直径存在差异, 

如图 2所示, 2个边际样孔 1和 2的抑菌圈直径较中间样孔

的直径小。此外, 若培养基表面不平, 出现倾斜, 则薄边的

边际样孔 2 的抑菌圈直径最小, 另一边际样孔 1 的直径次

之。15+康维他蜂蜜的最大与最小 UMF 值可相差 3, 已超

出误差范围。上述结果表明, 虽然每次取值都选择 4 个样

品重复的平均值, 但是 4 个取值的差异性太大, 仍会影响

数据的可靠性。因此, 每次倒平板之前, 应用水平仪设置放

置培养皿的水平位点, 减小培养基的倾斜度。 

3.2.2  菌种传代 

随着菌种的传代, 细菌菌株的活性会逐渐降低, 直至

失去活性, 导致其不能在培养基表面形成菌落群, 无法出

现清晰可见的抑菌圈, 从而无法鉴定麦卢卡蜂蜜的 NPA。

Allen等的方法中使用第 1代菌株鉴定麦卢卡蜂蜜, 由于菌

株较为昂贵, 加大了鉴定的成本, 本研究使用不同代菌株

测量同一麦卢卡蜂蜜样品。结果表明, 随着菌株传代次数

的增加, 3 种麦卢卡蜂蜜样品的 UMF 值几乎成一条直线, 

说明传到第 25代时菌株的活性还未减弱。而且在 25代以

内, 菌株的活性同第 1 代菌株一样活跃, 所以无需每次使

用第 1代菌株检测蜂蜜的 NPA(图 3)。 

a b 

c d 
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图 2  4个不同位置加样孔内蜂蜜样品的 NPA值 

Fig. 2  UMF of honey samples placed in 4 sample holes at different 
positions 

(M1: 15+康维他麦卢卡蜂蜜; M2: 10+康维他麦卢卡蜂蜜; M3: 5+

康维他麦卢卡蜂蜜) 

(M1: 15+ Comvita manuka honey; M2: 10+ Comvita manuka honey; 
M3: 5+ Comvita manuka honey) 

 

 
 

图 3  使用不同代的 S. aureus菌株检测麦卢卡蜂蜜的 NPA值 

Fig. 3  UMF of manuka honey samples detected with S. aureus of 
different generations 

(M1: 15+康维他麦卢卡蜂蜜; M2: 10+康维他麦卢卡蜂蜜; M3: 5+

康维他麦卢卡蜂蜜) 

(M1: 15+ Comvita manuka honey; M2: 10+ Comvita manuka honey; 
M3: 5+ Comvita manuka honey) 

 
3.2.3  蜂蜜混匀方式 

测定过程中, 蜂蜜样品必须与水或过氧化氢酶溶液

充分混匀, Allen等的方法建议将蜂蜜放入 37 ℃恒温箱 20 

min, 取出后震荡混合, 然后用汤匙搅拌, 再放入恒温箱 10 

min。实际应用时发现, 此种混匀方式在多个蜂蜜样品同时

测定时会延误操作时间, 导致过氧化氢酶活性降低, 而直

接将蜂蜜混合溶液放入 37 ℃杂交炉 30 min可以避免上述

问题的产生。 

比较这 2 种方式发现, 其测定结果没有显著差异(图

4), 说明杂交炉方法是切实可行的。此外, 温箱法混匀蜂蜜

的NPA值略低于杂交炉方法, 很可能是由于操作过程中蜂

蜜溶液粘附在汤匙上, 造成样品溶液的损失, 因此杂交炉

方法更为方便有效 , 可以取代温箱法用于麦卢卡蜂蜜的

NPA鉴定。 

 

 
 

图 4  温箱法和杂交炉法混匀的麦卢卡蜂蜜样品的 NPA值(n=3) 

Fig.4  NPA of manuka honey samples mixed in thermostat and 
hybridization oven (n=3) 

注: 不同字母代表差异显著(P＜0.05)。 

 

4  讨论和结论 

麦卢卡蜂蜜具有天然的抑菌成分 UMF, 不同于依赖

过氧化氢抑菌的蜂蜜, 麦卢卡蜂蜜被人食用后, 在体内仍

保有抑菌活性, 从而作为胃肠道损伤和手术伤口愈合的良

药[17]。 

本研究采用微生物方法测定麦卢卡蜂蜜的 NPA, 结

果表明, S. aureus 菌株传代和蜂蜜溶液的混匀方式对检测

结果没有影响, 而培养基的倾斜度会影响检测结果, 由于

培养基具有边缘效应, 当培养皿放入温箱时, 边缘样孔的

湿度小于中间样孔, 导致扩散系数下降, 使抑菌的蜂蜜溶

液无法完全扩散, 从而减小了抑菌圈的直径, 此外培养基

的倾斜加大了边缘效应, 使得实验结果的重复性降低, 影

响 NPA的测定。通过改良实验发现, 在培养基置于恒温箱

的过程中, 应尽量减少门的开关次数, 以避免边缘蜂蜜溶

液蒸发的加剧。培养基每次高压灭菌后不宜在灭菌锅内放

置过长时间, 否则会降低培养基的一致性, 可以待灭菌锅

气压降到 0, 温度降到 100 ℃时取出培养基, 并立即放入

50 ℃水浴。每个样品测定 NPA时, 还应增加重复次数来提

高数值的可信度。 

Allen 等建议苯酚标准溶液在 4 ℃避光保存, 并且每

个月配制 1 次, 但本实验中的苯酚溶液在-20 ℃避光保存, 

每次使用前解冻, 发现即使经过半年以上, 仍可以做出精

确的标准曲线(r2>0.967), 说明这种保存苯酚标准溶液的方

法是切实可行的, 并且能够降低由多次接触高纯度苯酚而

带来的安全隐患。 

综上所述, 应用琼脂扩散法测定麦卢卡蜂蜜时, 可以
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应用杂交炉混合蜂蜜样品, 水平放置培养皿能更有效地测

定麦卢卡蜂蜜的 NPA, 金黄色葡萄球菌也无需每次使用第

1代菌株, 25代以内都可以使用。 
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