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Wolbachia在熊蜂中的双重感染*
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摘 要 Wolbachia 是一类广泛存在于节肢动物体内细胞质遗传的细菌，它可以通过诱导产雌孤雌生殖、引起细胞

质不亲和、遗传雄性的雌性化、雄性致死和增强生殖力等作用方式引起其寄主生殖行为的改变。本文以 16S rDNA

为标记检测了 3 种熊蜂不同组织 ( 头，胸，足，卵巢或雄外生殖器) 的 Wolbachia 感染。其中明亮熊蜂 Bombus

lucorum 和小峰熊蜂 Bombus hypocrite 是自然种，短舌熊蜂 Bombus terrestris 及其后代是实验室种。所检测的所有个

体的不同组织中，除头部外，其余均发现不同组 Wolbachia 双重感染，感染率为 100%。本研究首次报道熊蜂感染
Wolbachia，同时也证明熊蜂的所有个体中存在不同组的 Wolbachia 双重感染现象。初步讨论了感染 Wolbachia 对

熊蜂生殖行为和孤雌生殖的影响，推断 Wolbachia 可能是熊蜂种群生殖冲突和偏雌性性比的潜在原因。
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Double infection with Wolbachia strains in three species of
bumblebees ( Hymenoptera: Apidae)
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Abstract Wolbachia is a group of maternally inherited intracellular bacteria that may manipulate the reproduction of their

arthropod hosts through distinct mechanisms，such as cytoplasmic incompatibility ( CI) ，thelytoky ( T) ，feminization ( F)

or male killing ( MK) ． Using 16S rDNA as a molecular marker，different body parts ( heads，thorax，legs and genitalia)

of three bumblebee species，including two native species ( Bombus hypocrite and Bombus lucorum ) and one lab-reared

species ( Bombus terrestris) were screened for Wolbachia． Infection with two Wolbachia strains ( strain A and strain B) was

found in all body parts except the head in all three species． This is the first evidence of infection with both Wolbachia

strains A and B in social Hymenopteran insects and of Wolbachia infection in bumblebees． The effects of Wolbachia on the

reproduction and sex ratio of bumblebees is briefly discussed，including the possibility that Wolbachia could be involved in

bumblebees． It’s possible that Wolbachia could be a potential factor inducing reproductive conflict and a feminized sex-

ratio in bumblebee colonies．
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Wolbachia 属于变型菌纲的一种立克次氏体，
是广泛存在于节肢动物体内的细胞质遗传共生

菌，陆 地 昆 虫 种 类 中 至 少 20% 已 确 定 感 染

Wolbachia ( Werren and Jaenike，1995a，1995b;
Tagami and Miura，2004 ; Haine and Cook，2005 ;
Kyei-Poku et al．， 2005 ; Mateos et al．， 2006 ;
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Kageyama et al．，2010 ) ，其中社会性昆虫蜜蜂
( Hoy et al．，2003 ) ，黄蜂( Stahlhut et al．，2006 ) 和
蚂蚁 ( Wenseleers et al．，1998 ; Jeyaprakash and
Hoy，2000 ; Shoemaker et al．，2000 ; Van Borm
et al．，2001 ; Bouwma et al．，2006 ) 等已报道感染
Wolbachia。Wolbachia 对寄主生殖行为调控在独居
性昆虫中较为常见如诱导寄生蜂、蓟马等产雌孤
雌生殖( Stouthamer，1997 ; Arakaki et al．，2001 ) ;
螨类的细胞质不亲和( Breeuwer，1997 ; Hoffmann
and Turelli， 1997 ) ; 蛾 类 遗 传 雄 性 的 雌 性 化
( Bouchon et al．，1998 ; Kageyama et al．，1998 ) ;
甲虫、蝶类和果蝇等雄性致死( Hurst et al．，1999 ;
Fialho and Stevens，2000 ; Hurst et al．，2000 ) 和增
强生殖力等，但关于 Wolbachia 影响社会性昆虫的
生殖活动的报道较少，除 Van Borm 等( 2001 ) 报道
几种切叶蚁中 Wolbachia 感染率的理论模型，间接
证明 Wolbachia 可诱导社会性昆虫雄性致死外，尚
无关于 Wolbachia 对社会性昆虫生殖模式作用的
报道。
熊蜂属膜翅目蜜蜂科，是社会性昆虫。熊蜂

是研究社会性昆虫性别决定机制的模式种类

( Baer，2003 ) ，其性别决定模式是典型的社会性昆
虫的性别决定模式，即受精卵发育成雌蜂，未受精

的卵发育成雄性蜂( 产雄孤雌生殖) 。因此明确熊
蜂是否感染 Wolbachia 及了解 Wolbachia 在熊蜂性
别决定体系中的作用对推进社会学昆虫 与

Wolbachia 关系的研究有非常重要的意义。本研究
通过 PCR 扩增比较保守和稳定的 16S rDNA 基因，
检测了 2 种自然种群和 1 种实验室种群 Wolbachia
感染情况，建立了 3 种熊蜂基于 16S rDNA 的
Wolbachia 系统发育树，旨在检测熊蜂中是否感染
Wolbachia，并讨论其在种内和种间的传播途径，推
测 Wolbachia 感染与熊蜂的性别比率的关系。

1 材料与方法

1. 1 熊蜂
供试熊蜂分别为短舌熊蜂 Bombus terrestris

L．，明亮熊 蜂 Bombus lucorum L． 和 小 峰 熊 蜂
Bombus hypocrite Pérez。短舌熊蜂是实验室种群，
检测包括不同性别及不同等级的个体。小峰熊蜂
标本是 2007 年 4 月采于北京东北部的雾灵山
( 40°36' N，117°22' E) 。明亮熊蜂标本是 2007 年
5 月采于新疆巩留( 43°03N，82°51'E ) 地区。所有

标本用无水乙醇浸泡，保存在 － 20℃冰箱中。在
提取 DNA 前将标本解剖为头、胸、足、卵巢或雄外
生殖器等组织。

1. 2 DNA 提取和 PCR 扩增
采用 Gong 和 Shen ( 2002 ) 的方法提取各部分

组织的基因组 DNA。用确定感染 Wolbachia 的米蛾
卵 Corcyra cephalonica 作为阳性对照，去离子水作为
阴性对照。利用 28S rDNA 通用引物 28SF ( 5'TAC
CGT GAG GGA AAG TTG AAA 3') 和 28SR ( 5'AGA
CTC CTT GGT CCG TGT TT 3') 检测所提取 DNA 的
质量。16S Wolbachia 特异性引物为 Wolbachia-
SpecF ( CAT ACC TAT TCG AAG GGA TAG ) 和
Wolbachia-SpecR ( AGC TTC GAG TGA AAC CAA
TTC) ( Werren and Windsor，2000) 。

28S 检测浓度最高的样本用 16S Wlobachia 特
异性引物重新检测。PCR 反应体系为 25 μL，其中
2. 5 μLDNA，2. 5 μLMgCl2 ( 25 mmol /L ) ，2 μL
dNTPs ( 2. 5 mmol /L ) ，2 μL 混合引物( 25 μmol /
L) ， and 0. 3 μL Taq DNA 聚 合 酶 ( 5 U /μL，
TianGen) 。PCR 反应程序是初始化 DNA 94℃，2
min; 然后进行 40 个循环扩增( 94℃，30 s; 起始的
10 个循环中退火温度从 61℃降到 51℃ ; 随后 30
个循环退火温度保持在 51℃，45 s; 72℃，90 s ) ，
72℃延长 10 min。
目标 PCR 产物利用回收试剂盒 ( Sangon

Biotechnology，Shanghai，China ) 进行回收。回收
后 DNA 用 pMD19-T vector［TaKaRa Biotechnology
( Dalian) Co．，Ltd．］连接。连接产物转移到 E．
coli DH5α ( TianGen Biotechnology， Beijing，
China) 载体，进行克隆。选择阳性克隆进行测序
( Sangon Biotechnology，Shanghai，China) 。

1. 3 数据处理
所有序列数据采用 DNAMAN V6. 0 处理

( Lynnon Corporation) 。

2 结果与分析

2. 1 熊蜂体内感染 Wolbachia 的 16S rDNA 基因
电泳检测及序列分析结果

利用 Wolbachia 的 16S rDNA 特异性引物从 3
种熊蜂的各组织 DNA 中( 头部除外) 都能扩增出
438 bp目的片段( 图 1 ) 。证实了实验室和野外种
群的熊蜂体内都感染了 Wolbachia，头部没有分布，
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胸部、足及卵巢或雄外生殖器等组织内都有分布。
将测得的序列在美国国家生物技术信息中心

( NCBI) 网站上进行 BLAST，发现本实验测得的序
列与 GenBank 中注册的 Wolbachia 的 16S rDNA 基

因序列的同源性达 100% 或 99%，因此可以确认
本实验得到的序列为 Wolbachia 的 16S rDNA 基因
序列。所 得 序 列 在 GenBank 注 册 ( 注 册 号
EU292715 ～ EU292728 ) 。

图 1 Wolbachia 16S rDNA 引物 PCR 检测
Fig． 1 Detection for the presence of Wolbachia by PCR using primers against 16S rDNA

A －短舌熊蜂新蜂王 New queen of B． terrestris; B －短舌熊蜂新工蜂 New worker of B． terrestris; C －短

舌熊蜂新雄蜂 New male of B． terrestris; D －短舌熊蜂工蜂后代 Offspring of B． terrestris; E －短舌熊蜂

老蜂王 Founder queen of B． terrestris; F －明亮熊蜂 B． lucorum; G －小峰熊蜂 B． hypocrita; H －阴性对

照 Negative control; I －阳性对照 Positive control．

2. 2 熊蜂种群中 Wolbachia 的 16S rDNA 序列聚
类树的建立

将本实验所得到的序列与引自 GenBnak 的 7
条序 列 一 起 输 入 MEGA410，采 用 距 离 法，在
Kimura22 Parameter 模型下，建立 NJ 树( 图 2 ) ，各
分支的 bootstrap 置信度用 1 000 次自导复制来评
价。从系统树的拓扑结构可以看出，依据 16S
rDNA 基因将 Wolbachia 分成了 A，B 两组。根据
序列比对，2 种序列的差异为 2. 28% ( 表 4 ) 。据
Stouthamer 等 1993 年报道，16S 序列差异大于 2%
即可认为是不同组，因此可以确认本研究所得 2
种序列分属 A、B 两个不同组。对比同组内所有序
列，结果表明序列相似度大于 99% ( 表 4 ) 。检测
的所有熊蜂个体中，均得到这 2 种序列。根据序
列比对的结果，A 组序列中有 5 个核苷酸位置变
异( 表 2 ) ，B 组中有 3 个核苷酸位置变异( 表 3 ) 。
结果表明，3 种熊蜂的所有个体中均出现双重感染
现象( 表 1 ) 。

3 讨论

3. 1 Wolbachia 在熊蜂中的分布和传播
独居性昆虫中，同一亚组 Wolbachia 的多重感

染 和 2 个 不 同 组 ( Breeuwer et al．， 1992 ;
Stouthamer et al．，1993 ) 的 Wolbachia 的多重感染
已 有 广 泛 报 道 ( Rousset and Solignac， 1995 ;
Werren et al．，1995 ; Kondo et al．，2002 ; Keller
et al．，2004 ; Narita et al．，2007 ; Song et al．，
2009 ) 。本文首次明确社会性昆虫熊蜂种群及其
后代中 100% 双重感染 Wolbachia，且组内 16S
rDNA 基因的相似率都超过了 99%，对深入探讨社
会性昆虫中 Wolbachia 分布及传播有重要意义。
Wolbachia 是细胞质母性遗传共生菌，在寄主中主
要是 垂 直 传 播 的，但 也 有 报 道 证 明 当 感 染

Wolbachia 的寄生蜂与未感染 Wolbachia 的寄生蜂
共同寄生同一寄主卵时，会发生 Wolbachia 的横向
传播( Werren et al．，1995 ) 。本实验中短舌熊蜂
种群中不同等级( 工蜂，蜂王) 均感染 Wolbachia，
即子代和母代同时感染 Wolbachia，说明在熊蜂中
存在垂直传播。在水平传播方面，短舌熊蜂从荷
兰引种，并全部实验室内饲养，明亮熊蜂和小峰熊

蜂属本地种群，采集地相隔甚远，说明 3 种熊蜂种
间横向传播 Wolbachia 的可能性很小; 同时，由于
熊蜂属社会性昆虫，蜂巢内存在多个个体，个体间

是否能够进行横向传播 Wolbachia 还需要进一步
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表 1 熊蜂不同组织 Wolbachia 感染率
Table 1 Wolbachia infection rate among different tissues of bumblebees

种类

Species

感染数 /调查数 感染率
Infection / Total rate of infection

头

Heads
胸

Thoraxes
腿

Legs
生殖组织

Germinal tissue

明亮熊蜂蜂王
Queens of B． lucorum

0 /9 ; 0 9 /9 ; 100% 9 /9 ; 100% 9 /9 ; 100%

小熊熊蜂蜂王
Queens of B． hypocrita

0 /4 ; 0 4 /4 ; 100% 4 /4 ; 100% 4 /4 ; 100%

短舌熊蜂老蜂王
Founder queens of B． terrestris

0 /11 ; 0 11 /11 ; 100% 11 /11 ; 100% 11 /11 ; 100%

短舌熊蜂新蜂王
New queens of B． terrestris

0 /3 ; 0 3 /3 ; 100% 3 /3 ; 100% 3 /3 ; 100%

短舌熊蜂新工蜂
New workers of B． terrestris

0 /15 ; 0 15 /15 ; 100% 15 /15 ; 100% 15 /15 ; 100%

短舌熊蜂新雄蜂
New males of B． terrestris

0 /5 ; 0 5 /5 ; 100% 5 /5 ; 100% 5 /5 ; 100%

短舌熊蜂工蜂后代
Offspring of worker B． terrestris

0 /3 ; 0 3 /3 ; 100% 3 /3 ; 100% 3 /3 ; 100%

表 2 A 组 Wolbachia 序列差异
Table 2 Difference of Wolbachi sequence from A strain

碱基位置

Position
明亮熊蜂

B． lucorum
小峰熊蜂

B． hypocrita

短舌熊蜂 B． terrestris

老王

Founder

queens

新王

New

queens

新雄蜂

New

males

新工蜂

New

workers

工蜂后代

Offspring of

workers

40 T T C T T T T

250 G A A A A A A

314 T C C C C C C

329 A A A G A A A

348 T A T A A A T

表 3 B 组 Wolbachia 序列差异
Table 3 Difference of Wolbachi sequence from B strain

碱基位置

Position
明亮熊蜂

B． lucorum
小峰熊蜂

B． hypocrita

短舌熊蜂 B． terrestris

老王

Founder

queens

新王

New

queens

新雄蜂

New

males

新工蜂

New

workers

工蜂后代

Offspring of

workers

318 A G G G G A A

364 T C T T T T T

417 G G － － － G G
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表 4 不同个体序列相似度
Table 4 Similarity of sequence from different individual

A stain B strain A + B

Bombus sp．

Bombus sp． and

Muscidifurax

uiraptor*
Bombus sp．

Bombus sp． and

Trichogramma sp． *
Bombus sp．

Bombus sp．，

Trichogramma sp．

and M． uiraptor
序列相似度

Similarity
99. 77% 99. 46% 99. 77% 99. 35% 97. 72% 97. 95%

* 见 Stouthamer 等 1993 ( See reference Stouthamer et al．，1993 ) ．

图 2 不同寄主感染 Wolbachia 的 16S rDNA 系统进化树
Fig． 2 Phylogenetic tree of Wolbachia based on 16S rDNA construct with different hosts

引用序列为 The sequences are described by their host species: Thichogramma deion TX L02884，T． deion SD L02888，

T． deion Ba L02887，T． deion Mo L02886，T． pretiosum L02885，T． cordubensis L02883，Muscidifurax uniraptor

L02882 ( Stouthamer et al．，1993 ) ．

研究。

3. 2 感染 Wolbachia 对熊蜂生殖行为的影响
Wolbachia 对独居性昆虫生殖行为的影响已有

广泛报道 ( Werren and Jaenike，1995 ; Breeuwer，
1997 ; Hoffmann and Turelli， 1997 ; Stouthamer，
1997 ; Bouchon et al．，1998 ; Kageyama et al．，
1998 ; Hurst et al．， 1999 ; Fialho and Stevens，
2000 ; Hurst et al．，2000 ; Arakaki et al．，2001 ) ，

但对社会性昆虫生殖行为的影响尚未证实。
Stahlhut 等( 2006 ) 在马蜂中发现感染了 Wolbachia
的单倍体与二倍体，但排除了存在雄性致死及雌

性化现象。Van Borm 等( 2001 ) 则通过检验切叶
蚁种群中不同性别和等级的 Wolbachia 感染模型，
间接证明 Wolbachia 能引起社会性昆虫寄主雄性
致死现象。本研究中熊蜂种群双重感染 Wolbachia
序列 和 几 种 产 雌 孤 雌 生 殖 种 类 Muscidifurax
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uiraptor与 Trichogramma sp． 的序列相似性达到
99%以上，说明 Wolbachia 对熊蜂生殖模式可能存
在影响，但是否诱导熊蜂产雌孤雌生殖或者其他

方式仍需要进一步研究。
综上所述，熊蜂感染 Wolbachia 对于研究

Wolbachia 在社会性昆虫中的分布、传播途径及对
生殖行为影响具有重要意义，未来深入研究

Wolbachia 对熊蜂生殖行为的影响对于揭开熊蜂，
乃至社会性昆虫生殖模式具有重要推动作用。

致谢 : 感谢中国科学院动物研究所姚健在标本鉴

定中提供的帮助。
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