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摘 要 【目的】 测定高温对短舌熊蜂 Bombus terrestris L.个体存活率和体内总蛋白含量的影响，为熊蜂

授粉应用提供理论依据。【方法】 以高温暴露致死率为耐热性的评价指标，对短舌熊蜂的工蜂幼虫，成年

工蜂，成年雄蜂进行检测并对成年工蜂进行亚致死高温驯化。同时考察不同处理温度下熊蜂体内蛋白质含

量变化。【结果】 结果显示，短舌熊蜂的耐热性能从高到低依次是成年工蜂、成年雄蜂、工蜂幼虫，亚致

死高温驯化可显著提高成年工蜂的耐热性能。熊蜂体内蛋白质含量随着温度的升高，呈先增加后减少的趋

势，熊蜂体重与体内蛋白质含量无显著相关性。【结论】 熊蜂不同虫态对高温的耐受性不同，可通过亚致

死高温驯化措施来提高熊蜂的耐热性能和授粉效率。
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Abstract [Objectives] To measure individual survival rates and the influence of protein content in Bombus spp. under

different high temperature gradients, and to provide a theoretical basis for pollination by bumblebees. [Methods] Survival

rates were measured to confirm the thermal resistance of B. terrestris L. larvae, adult drones, and adult workers under five high

temperature gradients. The survival rate of adult workers after domestication under sub-lethal heating was also tested. [Results]

The results indicate that larvae had the least thermal resistance, and adult workers the greatest. Within the range of

temperatures tested, the thermal resistance of adult workers can be increased after domestication by sub-lethal heating.

Different high temperature gradients had different effects on the protein content of larvae, workers and drones of B. terrestris,

but the overall trend was downward. The relationship between body weight and protein content of Bombus spp. under different

high temperature gradients was not significant. [Conclusion] Larvae, workers, drones of B. terrestris have different levels of

thermal resistance. Domestication and exposure to sub-lethal heating before pollination can improve thermal resistance and

pollination efficiency.
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熊 蜂 Bombus spp.属 蜜 蜂 总 科 蜜 蜂 科 熊 蜂

属，是一类优良的授粉昆虫，熊蜂耐潮湿阴暗环

境，具有不容易撞棚和飞逃等优点，在为设施作

物授粉时优于蜜蜂。熊蜂的研究与应用始于欧

洲，从 20 世纪 80 年代发现短舌熊蜂 Bombus
terrestris L.为番茄授粉的巨大价值以后，熊蜂开
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始广泛应用于设施或陆地栽培植物的授粉。至

2004年，全世界熊蜂蜂群用量已达 100万群/年，

其中设施栽培番茄应用面积超过 4万 hm2，产值

达 120 亿欧元（Velthuis and Doorn，2006）。我

国的熊蜂研究与应用起步较晚，始于 20世纪 90
年代末期，目前，短舌熊蜂，小峰熊蜂 B.hypocrita
Pérez，红光熊蜂 B.ignitus Smith 及明亮熊蜂 B.
lucorum L.是我国主要研究与应用的熊蜂蜂种

（彭文君等，2009；廖思米等，2008；徐希莲等，

2013）。

昆虫是变温动物，保持和调节体内温度的能

力不强，环境温度影响其生命活动中全部化学反

应的速率，并决定蛋白质的空间构象，因此，温

度是影响昆虫的生长、发育、生殖及存活等生命

活动最重要的因素（Hoffmann，1985）。当外界

环境温度超过一定限度时，昆虫的生命活动即会

受到严重的影响（Du et al.，2007）。高温对昆虫

的影响包括两种，第一，长期生活于一定的高温

中，其受到的伤害是间接伤害，包括对昆虫繁育

能力、寿命以及后代的形态等造成不可逆的影响

（Tan et al.，2005）；第二，短时间暴露于高温

中，其受到的主要是直接伤害，死亡率是最直接

的表现。在为设施栽培植物授粉过程中，熊蜂不

可避免会遇到极端温度的影响，其中，设施内高

温最为常见。高温会影响熊蜂个体与蜂群的发

育，进而影响其授粉效能。本研究测定了短期的

高温暴露对熊蜂工蜂幼虫、成年工蜂、成年雄蜂

存活率的影响以及对其体内总蛋白含量变化的

影响，并对成年工蜂进行了亚致死高温驯化来提

高其耐热性能，以期为熊蜂在设施高温环境下的

授粉应用提供技术支撑和理论依据。

1 材料与方法

1.1 虫源和饲养方法

短舌熊蜂取自北京市农林科学院农业科技

信息研究所授粉蜂科研中试基地。将繁育用的蜂

王置于小盒（6.5 cm×10 cm×7 cm） 中，每个小

盒 中 加 入 4～ 5 只 意 大 利 蜜 蜂 Apis mellifera
ligustica 的工蜂刺激蜂王产卵（Roseler，1985；

Sladen，2000），于 29℃，RH 60%的黑暗环境下，

以足量 60％糖液（W/W）及其与新鲜花粉配制

成的花粉团饲喂。繁育用的短舌熊蜂蜂王，为实

验室繁育的第 3代。一般情况下短舌熊蜂工蜂卵

期 约 4~5 d， 幼 虫 期 10~19 d， 蛹 期 10~18 d
（Duchateau and Velthuis，1988；Ribeiro et al.，
1996；Cnaani et al.，1997；Bloch and Hefetz，
1999；Goulson， 2003）。随着熊蜂发育全过程，

在蜂群发育的不同阶段，分别获取 15~18日龄工

蜂幼虫、成年工蜂、成年雄蜂。

1.2 熊蜂致死高温的测定

随机取出饲养的短舌熊蜂工蜂幼虫、成年工

蜂、成年雄蜂，装在三角瓶中，以棉球封住瓶口，

在 37~45℃（梯度为 2℃）水浴中处理，熊蜂活

动空间完全浸没在水浴中，1 h后，取出三角瓶

置于 29℃中，恢复 3 h，记录熊蜂死亡率。每组

熊蜂 30头，每个梯度处理重复 3次。工蜂幼虫

死亡判断标准：身体僵硬弯曲，颜色变暗，在解

剖镜下用镊子触动身体无反应；成年工蜂、成年

雄蜂死亡判断标准：身体僵硬，肢体蜷缩，用镊

子触动身体无反应。

1.3 亚致死高温预处理

随机取出饲养的短舌熊蜂成年工蜂，分别在

37℃水浴中处理 30，60，90，120，150 min，在

常规饲喂温度下恢复 3 h，再置于致死高温水浴

中处理 1 h，记录死亡率。每个处理取工蜂 30头，

每个处理重复 3次。

1.4 可溶性蛋白质含量（Protein content，PC）
测定

考马斯亮蓝储备液，4℃冷藏。标准牛血清

蛋白（0.536 g/L），－20℃冷冻保存。准确称取

熊蜂体重，按照重量体积比加生理盐水制成 10%
的组织匀浆，1 000~3 000 r/min，离心 10 min，

然后取组织匀浆上清液再用生理盐水按照 1︰9
稀释成 1%组织匀浆，待测。用紫外-可见分光光

度计（595 nm，1 cm光径，蒸馏水调零），分别

测定空白管（0.05 mL 蒸馏水+3.0 mL 考马斯亮

蓝显色剂），标准管（0.05 mL 牛血清蛋白＋3.0
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mL考马斯亮蓝显色剂），测定管（已制备的 1%
组织匀浆＋3.0 mL考马斯亮蓝显色剂）的光密度

值（Optical density，OD）。蛋白质含量的计算公

式如下：

t o

m o

( ) 0.563OD ODPC
OD OD
 




式中 PC 代表蛋白质含量（单位 g/L），ODo为空

白管光密度值，ODt 为测定管光密度值，ODm
为标准管光密度值。

1.5 数据的统计分析

差异显著性经 ANOVA分析之后用 LSD 方

法确定；相关性采用 Bivariate Correlation方法检

验。所采用统计软件为 SPSS13.0。确定差异显

著水平为 P<0.05。

2 结果与分析

2.1 温度对死亡率的影响

温度对死亡率的影响见表 1，从表 1可以看

出，在 37~45℃范围内，除成年工蜂外，工蜂幼

虫，成年雄蜂的死亡率都是随着温度的升高而升

高。成年工蜂在 41℃时的死亡率低于 39℃，且

差异显著。在 29，37，39℃ 3 种处理温度下，

工蜂幼虫、成年工蜂、成年雄蜂的死亡率无显著

差异。在 41℃，43℃时，成年工蜂的死亡率最

低，其次是成年雄蜂，死亡率最高的是工蜂幼虫，

三者的致死温度均为 45℃。同时发现，41℃后

工蜂幼虫的死亡率大幅提高，而成年工蜂和成年

雄蜂的死亡率则在 43℃后才有较明显的提高。

2.2 高温驯化对熊蜂存活率的影响

在经过亚致死高温处理后，成年工蜂在致死

温度（45℃）下的存活率提高（表 2）。在 37℃
下处理 30，60，90 min 后，致死率差异性不显

著，处理 120 min，150 min后成年工蜂死亡率有

所降低。处理 150 min后，成年工蜂死亡率最低，

综合表 1和表 2的结果，相对于没有经过亚致死

温度处理的成年工蜂，在亚致死温度下处理 120
min，150 min后，成年工蜂耐热性有所提升，致

死温度有所提高。

2.3 温度对熊蜂体内蛋白质含量的影响

试验结果（表 3）显示，工蜂幼虫体内蛋白

质含量在超出对照温度后有显著升高，在 37℃
时含量最高，之后随着温度的进一步升高，其体

内蛋白质含量呈下降趋势。到致死温度后，其体

内蛋白质含量最低，但是与对照温度下蛋白质含

量无显著差异。成年工蜂体内蛋白质含量随着外

界温度的升高呈先下降后上升，再下降的趋势。

对照温度时蛋白质含量最高，39℃时最低。成年

雄蜂体内蛋白质含量随着温度的升高，先增加后

下降，在 41℃时含量最高。

2.4 体重对不同处理温度下熊蜂体内蛋白质含

量变化的影响

在提取蛋白的同时，记录了熊蜂的体重，通

过表 4数据显示，37℃时工蜂幼虫，41℃时成年

工蜂，45℃时成年雄蜂的体内蛋白质含量与其体

重呈显著相关性，其中 37℃时工蜂幼虫蛋白质

含量与体重呈负相关。通过对照组数据显示，昆

虫体重与体内蛋白质含量无显著相关性。随着处

理温度的提高，工蜂幼虫、成年工蜂、成年雄蜂

体内的蛋白质含量变化 与 其 体 重 无 显 著 相 关

性，体重对热激处理下熊蜂体内蛋白质的变化不

起主导作用。

3 讨论

从实验结果来看，高温是导致熊蜂死亡的直

接原因，但是，熊蜂死亡率并不是随着温度提高

而逐渐增加的，而是到一定的高温后，死亡率迅

速增加。说明熊蜂对高温有一定的耐受性，在一

定的温度范围内，熊蜂有一定的应激反应，使自

己避免受到高温的损害，一旦超出这个范围，将

会导致死亡。若以死亡率迅速提升前的温度为最

高耐受温度，熊蜂成虫相对于熊蜂幼虫有更强的

耐受性，成年工蜂要高于成年雄蜂。

同时还发现，成年工蜂的死亡率从 39℃时

的 4.4%到 41℃时的 2.2%，随着温度的提升，死

亡率有了小幅的下降，结合蛋白质含量来看，在
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39℃时工蜂体内蛋白质总含量为 0.41 g/L，41℃
时含量达到 0.62 g/L，为何在 41℃时的成年工

蜂死亡率减少，而蛋白质含量不减反增，39℃
对于成年工蜂来讲意味着什么，有待于进一步

的研究。

在对成年工蜂进行亚致死高温预处理后，原

来的致死温度已经不能造成成年工蜂 100%死

亡，并且随着亚致死温度下预处理时间的不断增

加，原致死温度下成年工蜂的存活率不断提高，

亚致死高温驯化提高了成年工蜂的耐热性。研究

表明，预处理有一个最佳温度和时间，但并不是

亚致死温度越高或者处理时间越长越好（程树兰

等，2007）。亚致死高温预处理可以提高昆虫在

更高温度下的存活率（Yocun and Denlinger，
1992；Neargarder et al.，2003），驯化过程促使

熊蜂在能够耐受的高温环境下，通过改变自身新

陈代谢，如体内水分含量，蛋白质合成，酶活等，

来适应较高的温度，避免高温对机体带来进一步

伤害。高温驯化与低温驯化都是生命体被动接受

外在环境的变化，通过自身的主动调整来适应恶

劣条件的一个过程。不同虫态以及不同种间的调

节能力会有所差异，可以通过亚致死高温驯化试

验，来观察熊蜂虫态与种间对较高温度的适应能

力以及存活率提高的比率，判断熊蜂耐热性以及

选育较耐热熊蜂蜂种。

不同热激温度处理下，熊蜂体内蛋白质含量

有明显变化，高温导致的直接后果是细胞内大分

子的数量和种类组成均发生变化，最显著的是蛋

白质合成形式的变化（杜尧，2007）。昆虫对温

度突然提高的反应是终止蛋白质的正常合成，而

且表达一种与昆虫耐热性有关的新蛋白——热

激蛋白（Broadbent and Hollings，1951；Bradford，

1976；Boina and Subramanyam，2004），一般来

说，昆虫体内热激蛋白的表达量越高，其耐热性

越强（Bursell，1970；Bulman and Nelson，2005）。

在高温下，大多数蛋白质合成系统关闭，因而高

温下产生热激蛋白的主要功能可能是保持细胞

内现有蛋白质的完整性（杜尧，2007）。在一定

高温范围之内，熊蜂体内蛋白质含量随着温度的

提高而增加，高出范围之后呈递减趋势。因此，

在该范围之内，增加的蛋白质是否含有热激蛋

白，有待于进一步研究。蛋白质是基因表达的产

物，细胞发生应激反应时，细胞内基因表达改变

的程度与热激的程度和持续时间有关（程树兰

等，2007），因此热激过程中酶活变化以及耐热

基因的表达机制，需要进一步研究。由于环境因

子的复杂性，在研究昆虫耐热性时也要考虑其他

因素对耐热性的影响，如产地、饲养环境以及环

境湿度等，这样才能全面了解高温热激对于昆虫

耐热性获得的机制。
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