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摘　 要　 病毒复制动态变化对于病毒病的研究有着重要意义ꎮ 选用蜜蜂卷翅病毒(ｄｅｆｏｒｍｅｄ ｗｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ以下简称

ＤＷＶ)作为研究模型ꎬ检测 ＤＷＶ 隐性感染蜂群在不同温度条件下羽化工蜂体内的病毒浓度ꎬ以了解不适温度压

力这一非生物因子对蜜蜂羽化率及蜜蜂体内 ＤＷＶ 病毒复制动态的影响ꎮ 实验结果显示不适羽化温度不仅会明

显降低蜜蜂羽化成功率ꎬ而且新羽化的带毒蜜蜂体内 ＤＷＶ 病毒拷贝量增加极显著ꎮ 部分解释了冬季和早春低温

环境下因病毒病暴发造成人工饲养蜂群非正常损失的原因ꎮ
关键词　 西方蜜蜂ꎬ 卷翅病毒ꎬ 羽化温度ꎬ 病毒浓度
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　 　 蜜蜂病敌害联合危害蜂群ꎬ 特别是瓦螨

Ｖａｒｒｏａ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ 和蜜蜂病毒共同侵袭蜂群已被确

认为是导致目前世界蜂群持续损失的主要原因

(Ｏｎｇｕｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４ꎻＴｅｎｔｃｈｅｖａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４ꎻＲｉｂｉｅｒｅ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ 另一方面ꎬ外界不适环境条件(低
温、高湿)也会增加蜜蜂病害的发生机率ꎬ如因蜜

蜂 球 囊 菌 ( Ａｓｃｏｓｐｈａｅｒａ ａｐｉｓ ) 引 发 的 白 垩 病

(Ｃｈａｌｋｂｒｏｏｄ)在冬季低温条件下流行ꎮ 秋季蜂群

进入越冬准备期时ꎬ需要培育足量长寿命健康越

冬蜂ꎮ 期间如受低温影响ꎬ新羽化蜜蜂健康水平

下降ꎬ易被病原体侵染ꎬ导致羽化蜜蜂越冬期寿命

缩短ꎬ无法顺利越冬ꎬ最终全群消亡ꎮ
在已报到的 ２０ 种蜜蜂病毒中(Ａｌｌｅｎ ａｎｄ Ｂａｌｌꎬ

１９９６ꎻ Ｅｌｌｉｓ ａｎｄ Ｍｕｎｎꎬ ２００５ )ꎬ 蜜蜂卷翅病病毒

(ｄｅｆｏｒｍｅｄ ｗｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ以下简称 ＤＷＶ)是一种最为

常见的高传染性病毒 ( Ｎｅｕｍａｎｎ ａｎｄ Ｃａｒｒｅｃｋꎬ
２０１０ꎻｖａｎ Ｅｎｇｅｌｓｄｏｒｐ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎬ在世界范围内

有着广泛的分布ꎬ在欧洲、南北美洲、非洲、亚洲和

中东地区均有报道(Ａｌｌｅｎ ａｎｄ Ｂａｌｌꎬ１９９６ꎻＥｌｌｉｓ ａｎｄ
Ｍｕｎｎꎬ２００５ꎻ Ａｎｔúｎｅｚ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６)ꎮ ＤＷＶ 可感染

蜂群中不同级型的蜜蜂ꎬ如蜂王、雄蜂和工蜂ꎬ也
能感染不同发育时期的蜜蜂个体ꎬ包括卵、幼虫、
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蛹和成虫(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 一般情况下ꎬＤＷＶ
以隐性感染方式通过蜜蜂间的互饲行为进行传

播ꎬ或以垂直传播方式在蜂群内由被感染蜂王经

卵传播到子代(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６ꎻＹｕｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７ꎻ
ｄｅ Ｍｉｒａｎｄａ ａｎｄ Ｆｒｉｅｓꎬ２００８ꎻＭöｃｋｅｌ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎬ但
不表现病症ꎮ 特定条件下 ＤＷＶ 可被激活ꎬ致使带

毒蜜蜂个体表现发病症状ꎮ 典型的 ＤＷＶ 发病特

征为羽化成虫翅卷曲残缺ꎬ体色加深ꎬ身体萎缩ꎬ
失去飞行能力ꎬ１ ~ ２ ｄ 内死亡( Ｂａｉｌｅｙ ａｎｄ Ｂａｌｌꎬ
１９９１ꎬ１９９７ꎻＫｏｖａｃ ａｎｄ Ｃｒａｉｌｓｈｅｉｍꎬ１９８８)ꎬＤＷＶ 在

全球范围的流行已成为蜜蜂蜂群非正常丢失的一

个重要原因ꎮ 尽管 ＤＷＶ 的基因组学和传播途径

的研究已取得长足的进展ꎬ但是对于 ＤＷＶ 病毒如

何在蜂群内由隐性感染状态转变为急性致死性疾

病的机制仍知之甚少ꎮ 鉴于蜜蜂疾病防治的迫切

需要ꎬ加之 ＤＷＶ 病毒分布的长期普遍性ꎬ蜜蜂体

内病毒动态复制规律和疾病发生机制的研究显得

尤为重要ꎮ
病毒有着长期共生和应急性侵染两种生存策

略ꎬ可通过调节病毒颗粒数量达到长期潜伏和急

性致死的目的ꎮ 同样ꎬ病毒的复制动态也与外界

非生物因素相关联ꎮ 为了获得更详细的关于带毒

蜜蜂发病机制的知识ꎬ我们以 ＤＷＶ 为病原体模

型ꎬ观测不同温度条件羽化蜜蜂样本的 ＤＷＶ 浓

度ꎬ从非生物(羽化温度)因素角度对蜜蜂体内病

毒动态复制进行研究ꎬ通过比较在最适温度和不

适温度下羽化蜜蜂个体内 ＤＷＶ 浓度的差异ꎬ以了

解温度这一非生物因素对寄主蜜蜂体内 ＤＷＶ 动

态复制的影响ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 蜜蜂样本的处理与收集

(１)将一清洁全蜡空巢脾置于一框式囚王笼

内ꎬ诱入一个 ＤＷＶ 隐性感染蜂群的产卵蜂王ꎬ限
制产卵 ２４ ｈ 后释放蜂王ꎬ并将卵脾在框式囚王笼

内孵育至第 ９ 天封盖(图 １)ꎻ
(２)将封盖子脾取出ꎬ在实验室用刀片均匀分

割封盖巢脾为约 １００ 个封盖子的小块ꎬ放入小型

羽化箱内(图 ２)ꎻ
(３) 使用 ６ 个人工气候箱 ( Ｆｏｒｍａ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｉｎｃ. ± ０ ２℃)ꎬ分别设定 ６ 个羽化梯度温度(２９、
３０、３１、 ３３、３５ 和 ３７℃)ꎮ 分别放入 １ 个装有封盖

子巢脾小片的小型羽化箱ꎬ在不同温度条件下进

行羽化(图 ３)ꎻ
(４)根据弱群势蜂群因保温能力差导致在不

适天气条件下巢温不稳定的现象ꎬ设计一温度变

动组(Ｘ 组)ꎮ 在 ３３℃ 恒温箱抚育 ３ ｄ 后ꎬ移入

３０℃恒温箱抚育 ３ ｄꎬ之后再返回到 ３３℃恒温箱抚

育 ３ ｄꎮ 按这样 ３ ｄ 变换一次抚育温度的处理方法

直至蜜蜂幼虫羽化出房ꎻ
(５)收集不同羽化温度组出房工蜂于样品管

中ꎬ － ８０℃保存ꎻ重复试验 ３ 次ꎬ并记录羽化时间

和统计羽化率ꎮ

１ ２ 蜜蜂样本总 ＲＮＡ 的提取和浓度测定

单个蜜蜂样本放入 １ ５ ｍＬ 离心管中ꎬ用塑料

研磨棒快速捣碎ꎬ按试剂盒操作说明加入 ５００ μＬ
ＴＲＩｚｏｌ 细胞裂解剂(ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
ＣａｒｌｓｂａｄꎬＣＡꎬＵＳＡ)ꎬ经氯仿和乙丙醇萃取并离心

获得 ＲＮＡ 沉 淀ꎬ 加 入 １００ μＬ 去 ＲＮＡ 酶 水

(ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＣａｒｌｓｂａｄꎬＣＡꎬＵＳＡ)溶解ꎮ 用分光光度

计( Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ ３３００ ｐｒｏꎬ Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ) 于

２６０ ｎｍ 波长测定样本总 ＲＮＡ 的浓度ꎬ用 ２６０ ｎｍ
与 ２８０ ｎｍ 吸光值比值检测样本总 ＲＮＡ 的纯度ꎮ
总 ＲＮＡ 样本于 － ８０℃冰箱保存备用ꎮ

１ ３ ＰＣＲ 引物和特异性探针的设计

根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库公布的 ＤＷＶ 核酸序列

(序列号:ＮＣ＿００４８３０)和西方蜜蜂的 β￣ａｃｔｉｎｅ 核酸

序列(序列号:ＡＢ＿０２３０２５)ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ
ｖｅｒｓｉｏｎ １ ０ 软 件 设 计 反 转 录 ＰＣＲ ( Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ＰＣＲꎬ以下简称 ＲＴ￣ＰＣＲ) 和 ＴａｑＭａｎ
即 时 定 量 ＲＴ￣ＰＣＲ ( ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ￣ＰＣＲꎬ以下简称 ｑＲＴ￣ＰＣＲ)的引物和

特异性探针ꎮ ＤＷＶ 的特异性引物的核酸序列如

下:上 游 引 物 ( ５′￣ＡＴＣＡＧＣＧＣＴＴＡＧＴＧＧＡＧＧＡＡ￣
３′)ꎬ 下 游 引 物 ( ５′￣ＴＧＣＡＣＡＡＴＴＴＴＣＧＧＡＣＡＴＣＡ￣
３′)ꎻＤＷＶ 探针为: (６￣ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ [ ＦＡＭ]￣
５′￣ＣＧＣＡＴＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣＧＧＣＧＴＴ￣３′￣６￣
ｃａｒｂｏｘｙｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ [ＴＡＭＲＡ]ꎮ 以获得一

个长度为 ７０２ ｂｐ 的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
β￣ａｃｔｉｎｅ 反应的特异性探针 ( Ａｐｉｓ￣β￣ａｃｔｉｎ￣

ｐｒｏｂｅ)为(ＦＡＭ￣５′￣ＡＴＧＣＣＡＡＣＡ￣ＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＴＧ￣
ＧＡＧＧＴＡ￣３′￣ＴＡＭＲＡ)ꎻβ￣ａｃｔｉｎｅ 反应的引物为正向

引 物 ( Ａｐｉｓ￣β￣ａｃｔｉｎ￣ｓｅｎｓｅ ) ( ５′￣ＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧ￣
ＣＴＴＧＣＧＧＴＡ￣３′)ꎬ 反 向 引 物 ( Ａｐｉｓ￣β￣ａｃｔｉｎ￣
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ) ( ５′￣ＡＡＴＴＴＴＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＣ￣３′)ꎮ
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图 １　 获得实验用同日龄封盖幼虫

Ｆｉｇ. １　 Ｓａｍｅ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｗｏｒｋｅｒ ｂｅｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ
将蜂王诱入框式囚王笼内 ２４ ｈꎬ使其在空巢上产下

同日龄蜂卵ꎮ 移出蜂王后ꎬ在框式囚王笼内卵脾在

蜂群内抚育 ９ ｄꎬ封盖后取出ꎬ用于后续试验ꎮ
Ｑｕｅｅｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｗａｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ２４ ｈ ｔｏ ｌａｙ ｅｇｇｓ ｉｎ ａ ｃｌｅａｎ
ｃｏｍｂ. Ｔｈｅｎ ｗｅ ｍｏｖｅｄ ｑｕｅｅｎ ｂａｃｋ ｔｏ ｈｉｖｅ. Ｔｈｅ ｅｇｇ
ｃｏｍｂ ｉｎ ｆｒａｍｅ ｗａｓ ｋｅｐｔ ｉｎ ｈｉｖｅ ｔｏ ｂｒｅｅｄ ｔｉｌｌ ｔｈｅｓｅ ｌａｒｖａ
ｃｅｌｌｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｅａｌｅｄ ｉｎ ９ ｄａｙｓ.

图 ２　 分割封盖巢脾

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｕｔ ｗａｘ ｃｏｍｂ ｉｎ ｓａｍｅ ｓｉｚｅ
将同日龄的封盖蜡脾切割为大小相近ꎬ约含 １００ 个封

盖子的小块ꎬ并分别移入标记好的小羽化箱内备用ꎮ
Ｃｕｔ ｃａｐｐｅｄ ｃｏｍｂ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌ ｐｉｅｃｅｓ ａｎｄ ｐｕｔ ｏｎｅ ｐｉｅｃｅ ｏｆ
ｃｏｍｂ ｉｎｔｏ ａ ｓｍａｌｌ ｃａｇｅ. Ｅｖｅｒｙ ｐｉｅｃｅ ｈａｓ １００ ｓｅａｌｅｄ
ｃｅｌｌｓ.

可获得一个长度为 １８１ ｂｐ 的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
其中引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成ꎬＴａｑＭａｎ 探针

由 Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司提供ꎮ

１ ４　 相对定量法计算样本 ＤＷＶ 病毒浓度和

ＴａｑＭａｎ 正时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应标准曲线验证

图 ３　 羽化封盖蜜蜂幼虫

Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｅ ｌａｒｖａｅ
将 ６ 个装有封盖子脾小块的小羽化箱置于人工

气候箱内ꎬ在设定温度条件下羽化ꎮ
Ｓｍａｌｌ ｃａｐｐｅｄ ｃｏｍｂｓ ｉｎ ｃａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ.

蜜蜂样本的 ＤＷＶ 浓度计算基于 ＰＣＲ 反应的

扩增浓度值(Ｃｔ)ꎬ是一个放大了的初始样本浓度ꎮ
不同样本在相同反应条件下进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得

一个目的产物浓度ꎬ与看家基因 β￣ａｃｔｉｎ 的 ＰＣＲ 反

应浓度相减(ΔＣｔ ＝ ＣｔＤＷＶ － Ｃｔβ￣ａｃｔｉｎ)以消除样本间

的取样误差ꎮ 以最小的 ΔＣｔ 值作为校正值ꎬ代入

公式:ΔΔＣｔ ＝ ΔＣｔ(检测样本值) － ΔＣｔ(校正样本

值)计算ꎬ计算结果代入公式 ２ － ΔΔＣｔ得到检测样本

最终的 ＤＷＶ 相对浓度(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎮ
这种基于 Ｃｔ 值的相对浓度定量 ＤＷＶ 病毒的

方法ꎬ要求样本和 β￣ａｃｔｉｎ 的 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
扩增效率尽量相近ꎮ 为检验这一方法在本次实验

中的精确性ꎬ在进行样本检测前将一样本总 ＲＮＡ
稀释成 １、０ ８６４、０ ７２８、０ ５９２、０ ４５６ 和 ０ ３２ ｎｇ /
μＬ ５ 个等分的浓度梯度ꎬ以此为模板ꎬ用正时

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 同时检测梯度浓度样本中 ＤＷＶ 和 β￣
ａｃｔｉｎ 的扩增浓度ꎮ 每个样本等分浓度重复 ３ 次ꎬ
取平均值绘制标准曲线ꎬ用以计算 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 在本

实验中的样本和看家基因间的扩增误差ꎮ 结果显

示不同梯度加样量的 Ｃｔ 值呈正相关ꎬＤＷＶ 和 β￣
ａｃｔｉｎ 的相关系数分别为 ０ ９８２２ 和 ０ ９５７２ꎮ

为消除样本间总 ＲＮＡ 加样量的误差ꎬ看家基

因 β￣ａｃｔｉｎ(ΔＣｔ)值被引入ꎬＤＷＶ 和 β￣ａｃｔｉｎ 的相对

扩增效率用 ΔＣｔ ＝ (Ｃｔ(ＤＷＶ) － Ｃｔ(β￣ａｃｔｉｎ))与样

本总 ＲＮＡ(ｎｇ)的对数比值表示ꎬ并得到这一浓度

梯度的正时 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量标准曲线(图 ４)ꎬ其中



１３４４　  应用昆虫学报 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ ５０ 卷

Ｐ < ０ １(０ ０５６)ꎬ显示 ＤＷＶ 和 β￣ａｃｔｉｎ 的扩增效率

相同ꎬ证明本实验的相对定量法测定蜜蜂总 ＲＮＡ
样本 ＤＷＶ 浓度准确有效ꎮ

图 ４　 蜜蜂总 ＲＮＡ 样本的 ＤＷＶ 与 β￣ａｃｔｉｎ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增反应相对定量浓度的标准曲线

Ｆｉｇ. ４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ＤＷＶ ａｎｄ β￣ａｃｔｉｎ ｂｙ ＴａｇＭａｎ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
蜜蜂总 ＲＮＡ 样本经 １ ~ ５ 倍稀释后获得 ６ 个范围从 １ μｇ 至 ０ ３２ ｎｇ 的梯度浓度样本ꎬ每个浓度样本 ＰＣＲ 扩

增 ３ 次ꎬ取平均值并对应加样量绘制反应曲线ꎮ 基于加样量的对数值和 ＤＷＶ 和 β￣ａｃｔｉｎ 扩增浓度绘制曲线

图ꎬ计算斜率分析差异性显著性ꎮ
Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｆｉｖｅ￣ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ １ μｇ ｔｏ ０ ３２ ｎｇ ｐｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｔａｂｌｅｅｄ ｉｎ
ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ＤＷＶ ａｎｄ β￣ａｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｐｌｏｔｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｃｔ ｖａｌｕｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｉｎｐｕｔ ＲＮＡ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｃｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＤＷＶ ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ β￣ａｃｔｉｎ (ΔＣｔ) ｗａｓ ｐｌｏｔｔｅｄ
ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｌｏｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｉｎｐｕｔ ＲＮＡ.

１ ５　 样本检测

１ ５ １　 蜜蜂样本的 ＤＷＶ 感染状况的 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测　 使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术(一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂

盒ꎬＰｒｏｍｅｇａ Ｃｏ. )检测实验蜂群蜜蜂样本的 ＤＷＶ
感染状况ꎬ 特异性扩增引物为: 正向引物 ５′￣
ＡＴＣＡＧＣＧＣＴＴＡＧＴＧＧＡＧＧＡＡ￣３′ꎬ 反 向 引 物 ５′￣
ＴＣＧＡＣＡＡＴＴＴＴＣＧＧＡＣＡＴＣＡ￣３′ꎬ用以获取一段长

度为 ７００ 个碱基对(ｂａｓｅ￣ｐａｉｒｓ)的 ＤＮＡ 片段用于

定性检测ꎮ 收获产物用加入溴化乙啶显色液的

１％的低熔点琼脂胶进行凝胶电泳显像ꎬ并进行阴

性对照ꎬ以确定无样品污染及收获预期的 ＰＣＲ 反

应物ꎮ 回收阳性样本的 ＰＣＲ 扩增产物 (Ｗｉｚａｒｄ
ＰＣＲ Ｐｒｅｐ ＤＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬＰｒｏｍｅｇａ Ｃｏ. )并
测序ꎬ获得的核酸序列通过与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的 ＤＷＶ
核酸序列比对以定性 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ并筛选出各

实验组的 ＤＷＶ 阳性样本用于后续的定量实验ꎮ
１ ５ ２ 　 ＴａｑＭａｎ 正时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测样本

ＤＷＶ 浓度　 使用定量 ＰＣＲ 仪(Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ Ｍｘ３００５
ＰＴＭ Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ)和一步法

ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒 ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｍａｄｉｓｏｎꎬ ＷＩ) 及 ０ ２
μｍｏｌ / Ｌ 的 ＴａｑＭａｎ 探针(Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｃｏ. )对 ＤＷＶ
阳性的蜜蜂总 ＲＮＡ 样本进行定量(ｎ ＝ １０ /次ꎬ共 ３
次)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应程序为:４８℃ ４５ ｍｉｎꎬ１ 个循

环ꎻ９５℃ꎬ３０ ｓ →５５℃ꎬ１ ｍｉｎ→６８℃ꎬ２ ｍｉｎꎬ ４０ 个

循环ꎮ 同时一一对应蜜蜂个体总 ＲＮＡ 样本使用

β￣ａｃｔｉｎ 引物同步进行扩增反应ꎬ用以消除不同样

本间加样量的差异ꎮ 收获产物用加入溴化乙啶显

色液的 １ ５％的琼脂胶进行凝胶电泳显像实验ꎬ并
进行阴性对照ꎬ以确定无样品污染及收获预期的

ＰＣＲ 反应物ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 不同羽化温度条件蜜蜂羽化率和 ＤＷＶ 检

出率

６ 个温度梯度羽化组同时进行处理ꎬ记录羽化

时间和羽化率ꎬ重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 并用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测各组蜜蜂样本 ＤＷＶ 感染状况(ｎ ＝ １０)ꎬ
取平均值ꎮ 获得各实验组出房时间、羽化率和各
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组蜜蜂样本 ＤＷＶ 感染率数据(表 １)ꎮ

表 １　 不同温度条件下蜜蜂工蜂羽化率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｏｒｋｅｒ ｂｅｅ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
(℃)

羽化时间

Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ
ｔｉｍｅ(ｄ)

羽化率

Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ
ｒａｔｅ(％ )

样本 ＤＷＶ
检出率

Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ
ＤＷＶ(％ )

３７ １０ １８. ９６ ２０. １５
３５ １１ ７９. ８０ ３３. ０６
３３ １２ ９１. ００ ４３. ００
３１ １４ － １５ ５５. ７６ ５１. ４４
３０ １６ － １８ ３１. ００ １５. ５０
２９ > ２０ ０ —

２ ２　 蜜蜂 ＤＷＶ 阳性样本的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增曲线

图

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的扩增曲线图(图 ５)可观察到极限

温度条件羽化蜜蜂样本的 ＤＷＶ 拷贝数在扩增至

１６ ~ ２０ 个循环时就出现峰值ꎬ而最适温度条件羽

化蜜蜂样本的 ＤＷＶ 拷贝数在扩增至 ３０ 个循环时

才现峰值ꎮ

２ ３　 各温度处理组蜜蜂 ＤＷＶ 阳性样本的病毒

浓度

将 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的检测值代入病毒相对浓度定量

计算公式ꎬ求得不同温度条件羽化蜜蜂个体的

ＤＷＶ 的相对浓度(表 ２)ꎮ 结果显示 ３０℃羽化组

病毒感染率和阳性样本病毒浓度为最大ꎬ高出

３３℃羽化对照组 ４７ ６４３ 倍ꎬ３１ ~ ３３℃温度波动处

理组的病毒浓度高出 ３３℃ 羽化对照组 ６ １６５ 倍

(表 ２)ꎮ

表 ２　 蜜蜂样本 ＤＷＶ 的反转录定量 ＰＣＲ 值的相对浓度换算

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｄａｔａ ｗａｓ ｃｏｖｅｒｔｅｄ ｉｎ ＤＷＶ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｂｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｃｔ ｍｅｔｈｏｄ

处理组

Ｇｒｏｕｐ(℃)
Ａｖｇ ＤＷＶ

Ｃｔ
Ａｖｇ β￣ａｃｔｉｎｅ

Ｃｔ

ΔＣｔ[Ｃｔ(ＤＷＶ) ＋

Ｃｔ(β￣ａｃｔｉｎｅ) ] ａ

ΔΔＣｔ[ΔＣｔ －
ΔＣｔ(Ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ) ] ｂ ２ － ΔΔＣｔｃ

３０ １７ ９９ ± ０ ６６ １６ ７１ ± ０ ９３ １ ２８ ± １ １２ － １５ ５４ ± １ １２ ４７ ６４３ ７７(１０３ ５５２ ２９ － ２１ ９２０ ６０)

３３ ３１ ０７ ± ０ ５６ １４ ２５ ± ０ ３０ １６ ８２ ± ０ ９３ ０ １ ００

３５ ２９ ７２ ± １ ０１ １４ ９０ ± ０ ２４ １４ ８２ ± １ ０８ － ２ ００ ± １ ０８ ４ ００(８ ４５ － １ ８９)

３７ ２４ ０８ ± ０ ４１ １４ ９６ ± ０ ６４ ９ ８３ ± ０ ９３ － ６ ９９ ± ０ ９３ １２７ １１(２４２ １９ － ６６ ７１)

对照 ＣＫ １５ ２９ ± ０ ５３ １９ ５２ ± ３ ０７ ４ ２３ ± ２ ９７ － １２ ５９ ± ２ ９７ ６ １６５ ４９(４８ ３０８ ８５ － ７８６ ８８)

３　 讨论

蜜 蜂 巢 内 温 度 通 常 维 持 在 ３３ ~ ３５℃
(Ｈｅｉｎｒｉｃｈꎬ１９８０ꎻＷｉｎｓｔｏｎꎬ１９８７)ꎬ但温度低于 ２９℃
或高于 ３７℃ 时ꎬ幼虫无法羽化出房(Ｇｒｏｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２００４)ꎮ 实验数据显示随着偏离最适羽化温度 ３３
~ ３５℃区间ꎬ蜜蜂封盖幼虫羽化率逐渐下降ꎬ当羽

化温度低于临界低温 ２９℃或高于临界高温 ３７℃ꎬ
羽化失败ꎮ 虽然不同羽化温度间的 ＤＷＶ 阳性样

本检出率差异不显著ꎬ表明同一蜂群的 ＤＷＶ 病毒

感染率与羽化温度无关联ꎮ 但不同温度羽化蜜蜂

的 ＤＷＶ 阳性样本的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 相对定量数据显示

不同温度处理组的羽化工蜂样本 ＤＷＶ 病毒浓度

差异极显著ꎮ ３０℃ 处理组 ＤＷＶ 浓度最大ꎬ高出

３３℃对照组 ４７ ６４３ ７７ 倍ꎬ温度波动处理组(Ｘ 组)
的病毒浓度高出 ３３℃对照组 ６ １６５ ４９ 倍ꎬ３７℃与

最适温度组(３３℃)相比高出 １２７ １１ 倍ꎬ而 ３３℃和

３５℃最适羽化温度组间差异不显著ꎮ
实验证明在自然条件下ꎬ因不同群势蜂群对

子脾保温能力的差异ꎬ导致弱群势蜜蜂在幼虫发

育阶段更易受外界气温变化(低温或高温)的影

响ꎬ羽化率下降ꎮ 加之广泛存在于蜜蜂个体的蜜

蜂病毒(ＤＷＶ)随不适温度羽化蜜蜂免疫水平的

下降ꎬＤＷＶ 在寄主体内的复制动态平衡被打破ꎬ
发生单向不可逆复制ꎬ蜜蜂体内 ＤＷＶ 拷贝量在短

时间内剧增ꎬ病毒病暴发ꎮ
实验结果验证了不适发育温度不仅会缩短

(高温应激)或延迟(低温应激)蜜蜂的羽化时间
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图 ５　 不同梯度温度羽化工蜂样本的 ＤＷＶ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增曲线图

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＤＷＶ
Ａ 和 Ｃ 为极限羽化温度与最适羽化温度样本 ＤＷＶ 扩增曲线ꎻ

Ｂ 和 Ｄ 为使用 β￣ａｃｔｉｎ 引物的病毒浓度扩增曲线ꎮ
Ａ ａｎｄ Ｃ ａｒｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｗｏｒｋｅｒ ｂｅｅ ｓａｍｐｌｅｓꎻ Ｂ ａｎｄ Ｄ ａｒｅ

ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ β￣ａｃｔｉｎ.

(Ｇｒｏｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎬ而且会衰弱蜜蜂ꎬ增加蜜蜂个

体的病毒易感率ꎮ 自然条件下弱群势蜜蜂没有足

够数量的工蜂来维持最适蜂巢温度ꎬ导致不适温

度条件下羽化蜜蜂体内病毒浓度激增ꎬ病毒病发

病率上升ꎬ特别在晚秋或早春温度波动较大的季

节ꎬ蜂群快速衰弱直至消亡ꎮ 而强群势蜜蜂有着

较强的蜂巢温度调节能力和充足的食料储备ꎬ可
以为幼虫提供良好发育条件ꎬ获得足量的健康越

冬蜂或春繁蜂ꎬ保证蜂群顺利渡过不适期ꎮ 我们

的研究结果在一定程度上揭示了近年来越冬蜂群

大量丢失和早春蜂群损失的原因ꎬ并进一步验证

了 ＤＷＶ 在不适温度条件下发生应激反应ꎬ衰弱蜜

蜂ꎬ造成蜂群非正常损失(Ｈｉｇｈｆｉｅｌｄ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎮ
我们的研究证明外界非生物压力(温度)可影

响蜜蜂病毒动态复制ꎮ 这一研究结果的意义在于

进一步认识到“寄主￣病原体”间如何相互作用ꎬ揭
示了自然条件下不同病毒感染水平的蜂群发病规

律ꎬ同时为养蜂生产实践中采取减小外界压力(非
生物)ꎬ提高蜂群健康以有效预防疾病的管理手段

提供科学依据ꎮ
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