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亚致死浓度噻虫嗪对西方蜜蜂免疫 
相关基因表达的影响* 

施腾飞 1, 2**  王宇飞 1  Sawyer Burton3  齐  磊 2  余林生 2***   
（1. 安徽农业大学植物保护学院，合肥 230036；2. 安徽农业大学动物科技学院，合肥 230036； 

3. 安徽农业大学国际教育学院，合肥 230036） 

摘  要  【目的】 新烟碱类农药是目前全球应用最广泛的一类农药，大量研究表明亚致死量新烟碱类农

药能够影响蜜蜂的采集、学习和记忆等行为。本文主要探究亚致死浓度新烟碱类农药噻虫嗪对西方蜜蜂 5

种免疫相关基因：Abaecin 类抗菌肽（ABA）、Hymenoptaecin 类抗菌肽（HYM）、防御素（Defensin，DEF）、

葡萄糖脱氢酶（Glucose dehydrogenase，GLD）和溶解酵素（Lysozyme，LYS）表达及蜜蜂个体生存的影

响。【方法】 （1）通过饲喂管法确定噻虫嗪对蜜蜂的经口性急性毒性；（2）对蜜蜂长期（10 d）饲喂亚

致死浓度（100、10、2.2 μg·kg﹣1）噻虫嗪，然后运用荧光定量 PCR技术检测了蜜蜂免疫相关基因的表达

变化，并统计各组蜜蜂的存活率。【结果】 （1）噻虫嗪对蜜蜂经口性半数致死浓度 LC50 = 692 μg·kg﹣1；（2）

亚致死浓度噻虫嗪对 ABA、DEF 和 LYS 表达没有显著影响；但能够极显著的降低 HYM表达水平（P<0.01）；

100 μg·kg﹣1噻虫嗪处理能显著增加蜜蜂 GLD表达（P<0.05）。【结论】 研究表明亚致死浓度噻虫嗪能够抑

制蜜蜂免疫相关基因 HYM表达，这对于从分子水平上探究新烟碱类农药对蜜蜂健康和生存的影响具有一

定的生物学意义。 

关键词  西方蜜蜂，噻虫嗪，免疫相关基因，存活率 

Sublethal effects of thiamethoxam on immune related gene  
expression in honey bees (Apis mellifera L.)  

SHI Teng-Fei1, 2 **  WANG Yu-Fei1  Sawyer Burton3  QI Lei2  YU Lin-Sheng2***   

(1. College of Plant Protection; Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China; 2. College of Animal Science &  

Technology, Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China; 3. College of International Education,  

Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China) 

Abstract  [Objectives]  Neonicotinoid pesticides are now the most widely used pesticides in the world. Studies indicate that 

sublethal doses of these pesticides affect the foraging, learning, and memory, of honey bees. This study investigated the 

sublethal effects of thiamethoxam on immune related gene expression in honey bees (Apis mellifera L.). [Methods]  (1) The 

LC50 of thiamethoxam to honey bees was determined using the “oral-feeding tube” method；(2) The expression levels of 5 

immune related genes: Abaecin (ABA), Hymenoptaecin (HYM), Defensin (DEF), Glucose dehydrogenase (GLD), and 

Lysozyme (LYS), and the survival of honey bees, were measured after bees had been fed sublethal concentrations (100, 10 and 

2.2 μg·kg-1) of thiamethoxam over ten days. [Results]  (1) the LC50 value of thiamethoxam was 692 μg·kg-1; (2) There were 

no significant differences in the expression levels of ABA, DEF and LYS relative to the control, but expression levels of HYM 

were significantly (P<0.01), and strongly, inhibited by sublethal concentrations of thiamethoxam, and GLD was significantly 

(P<0.05) up-regulated by 100 μg·kg-1 thiamethoxam. [Conclusion]  The results suggest that sublethal concentrations of 

thiamethoxam can suppress HYM expression. These results are important for exploring the effects of neonicotinoid pesticides 
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on honeybee survival and health at the molecular level. 

Key words  Apis mellifera, thiamethoxam, immune related gene, survival 

蜜蜂是最重要的经济授粉昆虫（Klein et al.，

2007），近年蜜蜂种群骤减引起全球的关注，如

欧洲蜜蜂饲养量比 1985 年下降了 1/4，而 2005

年北美洲蜜蜂饲养量比 1947 年更是减少了一半

还要多（Goulson et al.，2015）。然而引起蜂群

数量减少的具体因素现在还不明了，这给养蜂人

和蜂业科学家带来了巨大的挑战。大量研究表明

这种现象可能是受到病虫害、农药、蜂螨、环境

污染等因素的综合影响（Potts et al.，2010），其

中，农药特别是新烟碱类农药被认为是可能引起

蜂群数量下降的重要因素之一（Farooqui，2013；

Van der Sluijs et al.，2013）。 

新烟碱类农药作为一种烟碱型乙酰胆碱受

体（Nicotinic acetylcholine receptor，NAChR）激

动剂，它能够通过与烟碱型的乙酰胆碱受体结

合，使害虫异常兴奋，全身痉挛麻痹而死（Matsuda 

et al.，2001）。虽然多数新烟碱类农药对蜜蜂是

剧毒的（Laurino et al.，2011； Henry et al.，

2015），但是鲜有关于田间新烟碱类农药引起蜜

蜂急性致死的报道，不过其对蜜蜂的亚致死效应

是不容小觑的。亚致死剂量的噻虫嗪、吡虫啉和

噻虫胺能够引起蜜蜂运动和飞行麻痹现象

（Charreton et al.，2015），并且影响蜜蜂的学习

记忆能力以及嗅觉功能（Alkassab and Kirchner，

2016；Démares et al.，2016）。而且田间实验表

明新烟碱类农药能够损害工蜂采集蜂的定位飞

行和采集能力（Yang et al.，2008；Tison et al.，

2016）。 

此外，研究显示长期接触亚致死剂量的新烟

碱类农药能够使蜂群感染病虫害和病毒的几率

增加（Alaux et al.，2010；Vidau et al.，2011；

James and Xu，2012；Pettis et al.，  2012； 

Alburaki et al.，2015），这些都会大大的降低了

蜂群的存活几率，这表明亚致死量新烟碱类农药

可能是通过降低蜜蜂自身免疫力增加其感染病

虫害的几率而间接的损害蜜蜂的健康。在本研究

中，我们主要探究了：①亚致死浓度噻虫嗪对西

方蜜蜂个体存活率的影响；②亚致死浓度噻虫嗪

对西方蜜蜂 5种免疫相关基因：Abaecin 类抗菌

肽（ABA）、Hymenoptaecin 类抗菌肽（HYM）、

防御素（Defensin，DEF）、葡萄糖脱氢酶 Glucose 

dehydrogenase（GLD）和溶解酵素（Lysozyme，

LYS）表达的影响。这对于进一步探究新烟碱类

农药损害蜜蜂健康的分子机制有着重要的生物

学意义。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 

RNAiso Plus、PrimeScript®RT regent Kit 

(Perfect Real Time)、SYBR® Premix ExTaqTM 

（TilRNaseH plus）均购于 TaKaRa 宝生物公司；

原药噻虫嗪（分析纯）购于北京百灵威科技有限

公司；荧光定量 PCR 仪为 ABI StepOnePlusTM 

Real-Time PCR System; NanoDrop2000 分光光

度计。 

1.2  蜜蜂 

在实验前的 2~3个月对蜂群进行治螨处理，

然后从西方蜜蜂蜂群中提出 1 张工蜂封盖子巢

脾（采自安徽农业大学蜂业研究所种蜂场）至恒

温恒湿培养箱里培养 12 h（35℃，RH 40%，黑

暗），然后收集 12 h 内羽化的蜜蜂于蜂笼中，

每笼 60头蜜蜂。 

1.3  急性毒性 

噻虫嗪粉剂（纯度>98%）溶于丙酮中制成

母液，分装后保存在﹣20℃条件下备用。根据预

实验结果，将噻虫嗪母液溶于 50%糖水中配制成

5个系列浓度（1.5、1、0.75、0.4、0.3 mg·kg﹣1），

丙酮终体积比为 0.03%。把等体积丙酮溶于 50%

糖水中作为丙酮对照组，本实验设置了 6个处理

组，每组 60头蜜蜂。用足量正常 50%糖水和花
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粉对各组蜜蜂正常饲喂 7 d，到第 8天首先将所

有组蜜蜂置于 12.5℃环境中饥饿 2 h；然后转移

至 30℃环境中恢复 0.5 h，清理死亡和状态不佳

的蜜蜂，记录各组蜜蜂剩余数；最后运用饲喂管

法对各组蜜蜂分别饲喂足量相对应被污染的

50%糖水，自由进食 2 h后将污染的糖水取出，

并更换成正常的 50%糖水。定时观察蜜蜂状态并

统计各处理组 48 h后的死亡数。 

1.4  亚致死浓度处理 

研究表明噻虫嗪在在花蜜和花粉中的残留

量分别为 0.5~11.0 μg·kg﹣1和 1.0~95.2 μg·kg﹣1

（Dively and Kamel，2012；Krupke et al.，2012；

Stoner and Eitzer，2012；Pilling et al.，2013），

Dively和 Kamel（2012）的调查发现噻虫嗪在植

物叶和花中的残留量更高达 140~175 μg·kg﹣1，

根据以上田间调查结果，我们选择 100、10、2.2 

μg·kg-1作为本实验中噻虫嗪的亚致死浓度。本研

究选择的亚致死剂量 100、10、2.2 μg·kg﹣1均远

小于毒力实验得出的噻虫嗪半致死浓度 LC50 = 

692 μg·kg﹣1，是合理的。噻虫嗪粉剂（分析纯）

溶于丙酮中制成母液，分装后保存在﹣20℃条件

下备用。然后每次现取适量母液溶于 50%的糖水

中使噻虫嗪浓度分别为 100、10、2.2 μg·kg﹣1（丙

酮体积比为 0.03%），把等体积丙酮溶于 50%糖

水中作为丙酮对照组（CK）。本实验共设置 4

个处理组：100、10、2.2 μg·kg﹣1噻虫嗪组以及

丙酮对照组，每个处理组设置 3个重复。前 3 d

噻虫嗪组和对照组都运用饲喂管法饲喂足量正

常的 50%糖水和花粉，让蜜蜂适应培养条件。从

第 4天开始，100、10、2.2 μg·kg﹣1以及对照组分

别饲喂足量相对应被污染的 50%糖水和花粉。每

天定时对糖水和花粉进行更换，并观察记录各组

蜜蜂的状态，到第 14天统计各组蜜蜂死亡数并对

所有蜜蜂进行收样，保存在液氮中备用。开始饲

喂农药时每组蜜蜂数量记为 N，收样时每组蜜蜂

存活数记为 Nx，则蜜蜂存活率为 y= Nx/N × 100%。 

1.5  引物的设计和合成 

本实验所用基因的正向和反向引物由上海

生工生物有限公司合成，引物序列见表 1。 

 
表 1  目的基因和内参基因的正向和反向引物 

Table 1  The forward and reverse primer of genes 

基因
Genes

序列 
Sequence 

参考文献
References

F:TGTCGGCCTTCTCTTCATGG 
ABA 

R:TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 

F:ATATCCCGACTCGTTTCCGA 
HYM

R:TCCCAAACTCGAATCCTGCA 

F:TGTCGGCCTTCTCTTCATGG 
DEF 

R:TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 

F:CTGCACAACCACGTCTCGTT 
GLD 

R:ACCGCCGAAGAAGATTTGG 

F:ACACGGTTGGTCACTGGTCC 
LYS 

R:GTCCCACGCTTTGAATCCCT 

F:TGCCAACACTGTCCTTTCTG 
β-actin

R:AGAATTGACCCACCAATCCA 

Yang and 
Cox-Foster, 

2005 

 

1.6  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链合成 

将 10 头蜜蜂放入液氮进行研磨至粉末，再

按照 RNAiso Plus的说明提取总 RNA，并对提取

的总 RNA浓度进行测定。对总 RNA进行稀释，

使最终的浓度为 500 ng/μL。反转录体系为 10 μL

体系：5× Prime Script® Buffer (for Real Time) 

2 μL；Prime Script®RT Enzyme Mix l 0.5 μL；

OligodT Primer (50 μmol/L) 0.5 μL；Random 

6 mers (100 μmol/L 0.5 μL)；Total RNA 1 μL；

RNase FreedH2O 5.5 μL。反转录反应条件：37  ℃

15 min（反转录反应），85  5 s℃ （反转录酶的失

活反应）。 

1.7  荧光定量 PCR 

本实验采用Ct值比较法进行基因相对定量，

20 μL反应体系：SYBR®Primix Ex TaqTM10 μL；

PCR Forward Primer (10 μmol/L) 0.4 μL；PCR 

Reverse Primer (10 μmol/L) 0.4 μL ； ROX 

Referece Dye 0.4 μL；DNA 模板 2.0 μL；dH2O

（灭菌蒸馏水）6.8 μL；共计 20.0 μL。以上步骤

均在冰上操作。每个样品设置 3个重复，相应的
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基因设置阴性参照。反应条件为：预变性反应：

95  30℃  s； PCR反应：95  5℃  s，60  30℃  s，40

个循环；溶解曲线：95  15 s℃ ，60  1 min℃ 。本

反应以 β-actin 作为内参基因, 每个样本重复 4

次，并用 RNase Free dH2O代替 cDNA模板作为

阴性对照, 以反应体系全部为 RNase Free dH2O

作为空白对照。 

1.8  数据分析 

运用 SPSS软件中的概率单位（Probit）回归

计算噻虫嗪对蜜蜂的半数致死浓度（LC50）及

95%置信区间；运用 SPSS Statistics单因素方差

分析（ANOVA）对各组蜜蜂存活率和基因表达

差异进行分析，并运用 Duncan’s 进行显著性 

差异检验；文中的图形则都运用 GraphPad Prism 

5软件制作。 

2  结果与分析 

2.1  急性毒性 

2.1.1  蜜蜂状态   噻虫嗪处理组蜜蜂前期均表

现为激烈挣扎、兴奋等中毒症状，后期表现为活

动力减弱或仰躺、抽搐、行动缓慢、反应迟钝等

中毒症状，死亡蜜蜂身体蜷缩，高浓度处理组表

现尤为明显。对照组则未表现出上述症状。 

2.1.2  噻虫嗪对蜜蜂的毒力测定   根据毒力测

定结果，运用 SPSS软件中的概率单位（Probit）

回归计算建立了噻虫嗪对蜜蜂 48 h 后的经口毒

力回归方程（表 2）。 

2.2  亚致死效应 

2.2.1  蜜蜂状态   亚致死浓度噻虫嗪处理后的

前 4 d，各噻虫嗪处理组和对照组蜜蜂状态都比

较安静，聚团现象较明显，只有少许几头蜜蜂在

蜂笼中乱爬。100 μg·kg﹣1和 10 μg·kg﹣1组蜜蜂分

别在处理后的第 5 天和第 8 天变得异常兴奋，

在蜂笼中乱爬乱飞乱撞，而 2.2 μg·kg﹣1组和对

照组蜜蜂在处理的 10 d 内总体都比较安静，只

有少数几头蜜蜂表现出急躁的状态。 

2.2.2  蜜蜂存活率   蜜蜂在恒温恒湿培养 3 d

后，第 4天开始饲喂农药前统计并记录各组蜜

蜂数量记为 N，收样时各组存活的蜜蜂数记为

Nx，则各组蜜蜂存活率则为：y = Nx/N × 100%。

100 μg·kg﹣1 处理组蜜蜂存活率极显著低于其他

组蜜蜂（P<0.01），其存活率为对照组的 0.88

倍；而 10 μg·kg-1和 2.2 μg·kg-1处理组蜜蜂存活

率与对照组没有明显的差异（图 1）。 

2.2.3  蜜蜂免疫相关基因表达变化  本研究以

β-actin为内参基因，以丙酮组蜜蜂作为对照组，

运用荧光定量 PCR 技术检测了受不同亚致死浓

度 100、10、2.2 μg·kg﹣1噻虫嗪长期胁迫后蜜蜂

体内 5种免疫相关基因（ABA、HYM、DEF、LYS

和 GLD）的表达变化。 

100、10、2.2 μg·kg﹣1处理组蜜蜂体内 HYM

的表达水平极显著的低于对照组蜜蜂（P<0.01），

其表达量分别为对照组的 0.416 倍、0.624 倍和

0.590 倍（图 2）。GLD 在 100 μg·kg﹣ 1和 10

μg·kg﹣1 处理组蜜蜂体内表达量较高，且在 100 

μg·kg ﹣ 1 组中的表达水平显著高于对照组

（P<0.05），为对照组的 1.308 倍，而 GLD 在

10 μg·kg﹣1和 2.2 μg·kg﹣1组蜜蜂体内表达水平

与对照组差异不显著（图 2）。其他 3 种免疫相

关基因 ABA、DEF 和 LYS 在 3 个噻虫嗪处理组

蜜蜂体内表达水平与对照组相比均没有显著差

异（图 2）。 

3  讨论  

噻虫嗪是第二代新烟碱类农药，也是当前世 

 
表 2  噻虫嗪对蜜蜂的经口性毒性 

Table 2  LC50 value of thiamethoxam to Apis mellifera by oral-feeding 

农药 
Pesticide 

时间（h） 
Time (h) 

毒力回归方程 
Regression equation 

LC50（95%置信区间）95% CL（μg·kg﹣1）

噻虫嗪 Thiamethoxam 48 y =﹣2.756 + 0.04x 692（643-743） 
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图 1  各组蜜蜂的存活率（%） 
Fig. 1  Probability of survival of Apis mellifera  

in different groups 

图中数据为平均值±标准误；柱上标有不同小写字母表

示差异显著（P<0.05），不同大写字母表示差异极显著

（P<0.01）（Duncan’s新复极差检验）。下图同。 

Data are mean±SE. Histograms with different lowercase 

letters indicate significant difference at the 0.05 level, 
different capital letters indicate extremely significant 

difference at the 0.01 level by Duncan’s multiple  
range test. The same below. 

 

 
 

图 2  ABA、HYM、DEF、LYS 和 GLD 在各组 

蜜蜂体内表达水平 
Fig. 2   The expression levels of ABA, HYM, DEF, LYS 

and GLD in Apis mellifera of different groups 

 
界销售量最大的新烟碱类农药之一，其作为一种

烟碱型乙酰胆碱受体（Nicotinic acetylcholine 

receptor，NAChR）激动剂，它能够通过与昆虫

烟碱型乙酰胆碱受体结合，使害虫异常兴奋，全

身痉挛麻痹而死（Matsuda et  a l .，2001；

Belzunceset al.，2012）。本研究急性毒性结果也

显示高浓度噻虫嗪处理组蜜蜂前期均表现为激

烈挣扎、兴奋等中毒症状，后期表现为活动力减 

弱或仰躺、抽搐、行动缓慢、反应迟钝等中毒症

状，随后蜜蜂死亡。而亚致死效应实验结果显示

100 μg·kg﹣1和 10 μg·kg﹣1分别处理 5 d和 8 d后

蜜蜂才异常兴奋焦躁，乱飞乱撞；而 2.2 μg·kg﹣1

处理对蜜蜂状态没有太大影响，这说明亚致死浓

度噻虫嗪对蜜蜂状态影响可能是一个累积的过

程，本实验中蜜蜂只进行了 10 d 的亚致死浓度

噻虫嗪处理，如果增加处理的天数，2.2 μg·kg﹣1

组蜜蜂可能也会变得兴奋焦躁。不过只有  

100 μg·kg﹣ 1 噻虫嗪处理会降低蜜蜂的存活

率，而 10 μg·kg﹣1和 2.2 μg·kg﹣1噻虫嗪处理对

蜜蜂个体生存影响不大。 

蜜蜂抗菌肽属于先天体液免疫，体液内有 4

大基因家族：Apidaecin（Casteels et al.，1989）、

ABA（Casteels et al.，1990）、HYM（Casteels  

et al.，1993）和 DEF（Casteels and Tempst，1994）。

Apidaecin和 HYM能够有效抑制革兰氏阴性菌，

并且HYM能够有效抑制对Apidaecin产生抗性的

菌类（Casteels et al.，1989，1993；Chan et al.，

2009）。ABA具有光谱的抗菌能力（Evans，2004；

Randolt et al.， 2008），不过其抗菌活性比

Apidaecin要弱很多（Casteels et al.，1990）。蜜

蜂DEF具有两个基因型：DEF-1和DEF-2（Evans 

et al.，2006），血淋巴中的 DEF-1对革兰氏阴性

菌、革兰氏阳性菌和真菌具有高效的抑制作用

（Aronstein and Salivar, 2005；Richard et al.，

2012）；DEF-2 则主要对革兰氏阴性菌脂多糖起

作用（Richard et al.，2008）。本研究结果表明

亚致死浓度噻虫嗪处理噻虫嗪对蜜蜂体内 ABA

和 DEF 表达量影响不大，但能够极显著的降低

HYM的表达水平。 

动物体内的 LYS 能够水解细菌的细胞壁

（Callewaert and Michiels，2010）并能够促进其

他抗菌肽的合成（Imler and Bulet，2005），在蜜

蜂的细胞免疫中发挥着重要的作用。本研究结果

显示受到 10 μg·kg﹣1和 2.2 μg·kg﹣1噻虫嗪胁迫

后，蜜蜂体内 LYS表达水平有下降的趋势，但与

对照组差异不显著。昆虫 GLD 是重要免疫相关 
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酶，它属于 Glucose-methanol-choline（GMC）型

氧化还原酶，具有时间和特异性限制，参与昆虫

的细胞免疫过程（Whetten et al.， 1988；

Cox-Foster et al.，1990）。GLD被认为在自由基

以及酚氧化酶产生的醌类物质杀死病原菌的包

膜反应中发挥着重要的作用（Cox-Foster and 

Stehr，1994）。本研究结果显示 100 μg·kg﹣1噻

虫嗪处理能够显著增加蜜蜂体内 GLD 表达水

平，而 10 μg·kg﹣1和 2.2 μg·kg﹣1噻虫嗪对 GLD

表达没有明显影响，这表明蜜蜂在受到较高亚

致死浓度噻虫嗪胁迫时，GLD 可能具有一定的

防御作用。 

综上，亚致死浓度噻虫嗪处理能够极显著的

抑制蜜蜂体内免疫相关基因 HYM的表达，这表

明亚致死浓度噻虫嗪可能通过降低蜜蜂免疫力

从而影响蜜蜂个体生存和健康，这对于进一步从

分子水平上探究新烟碱类农药对蜜蜂生存的影

响具有重要的生物学意义。蜜蜂在受到较高亚致

死浓度噻虫嗪胁迫时，GLD 可能发挥一定的防

御作用。蜜蜂是社会性昆虫，其生理和行为受到

整个蜂群信息素和资源的调控，因此在后续研究

中，进行田间或半田间实验尤为重要。 
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