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甲氰菊酯对意大利蜜蜂生存、 

生理和肠道菌群的影响* 
李  来**  刘  鹏  叶  良  朱玉洁  施腾飞***  余林生*** 

（安徽农业大学，植物保护学院，蜂业研究所，作物有害生物综合治理安徽省重点实验室，合肥 230036） 

摘  要  【目的】 杀虫剂甲氰菊酯广泛应用于农业生产中，但有关该杀虫剂对蜜蜂健康影响的研究较少。

本研究旨在探究甲氰菊酯对意大利蜜蜂 Apis mellifera ligustica 生存、取食、免疫和解毒相关基因表达以及

肠道菌群的影响。【方法】 利用亚致死浓度的甲氰菊酯饲喂意大利蜜蜂 7 d 后，统计各组意大利蜜蜂的生

存率和取食量；采用荧光定量 PCR 技术检测蜜蜂解毒和免疫相关基因表达的变化；利用 16S rDNA 测序

技术检测蜜蜂肠道菌群组成结构的变化。【结果】 甲氰菊酯能显著降低蜜蜂的生存率和糖水取食量（P<0.05）；

甲氰菊酯显著抑制了蜜蜂 Hymenoptaecin、Apidaecin 和 Cyp9q1 的表达（P<0.05），5 mg/L 剂量的甲氰菊酯

显著诱导了 Defensin 的上调表达（P<0.05）。与对照相比，5 mg/L 和 1 mg/L 剂量的甲氰菊酯对 Abaecin 表

达的影响虽无显著性差异，但是 5 mg/L 处理组 Abaecin 的表达水平显著高于 1 mg/L 处理组的（P<0.05）；

甲氰菊酯对意大利蜜蜂肠道菌群的 Alpha 多样性和 Beta 多样性无显著影响，但对特定肠道菌的丰度造成

了影响。【结论】 甲氰菊酯的曝露可能对意大利蜜蜂的免疫、解毒系统以及肠道菌群的组成产生了一定的

影响。 

关键词  意大利蜜蜂；甲氰菊酯；生存；基因表达；肠道菌群 

Effects of fenpropathrin on the survival, physiology and gut 
microbiota of the honeybee (Apis mellifera ligustica) 

LI Lai**  LIU Peng  YE Liang  ZHU Yu-Jie  SHI Teng-Fei***  YU Lin-Sheng*** 

(Anhui Agricultural University, School of Plant Protection, Apiculture Research Institute, Anhui Province  

Key Laboratory of Crop Integrated Pest Management, Hefei 230036, China) 

Abstract  [Objectives]  The honeybee (Apis mellifera ligustica) is an important pollinating insect which is inevitably 

exposed to various pesticides when pollinating crops. Fenpropathrin, a member of the pyrethroid family of insecticides, is 

widely used for pest control, however the effects of this insecticide on honeybee health have rarely been studied. We 

investigated the effects of sublethal doses of fenpropathrin on the survival, food consumption, expression of immune and 

detoxification related genes and the gut microbiota, of honeybees. [Methods]  The effects of sublethal doses of fenpropathrin 

on honeybee food (sugar solution) consumption and survival was assessed using the “oral-feeding tube” method. (2) Changes 

in the expression of detoxification and immune related genes, and in the gut microbiota, were measured 7 d after bees had been 

fed sublethal doses of fenpropathrin (1 mg/L and 5 mg/L). [Results]  Consumption of fenpropathrin significantly reduced the 

survival and food consumption of honeybees. Exposure to sublethal doses of fenpropathrin significantly inhibited 

Hymenoptaecin, Apidaecin and Cyp9q1 expression in honeybees, but up-regulated the expression of Defensin. The expression 

of Abaecin in the 5 mg/L treatment group was significantly higher than in the 1 mg/L treatment group. The effect of 

fenpropathrin on overall gut microbiota diversity was not significant, but it affected the gut microbiota distribution. 
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[Conclusion]  Fenpropathrin can potentially affect the detoxification mechanism, immune system and gut microbiota, of 

honeybees. These results provide a basis for further exploring the complex molecular interactions between fenpropathrin and 

honeybees. 

Key words  Apis mellifera ligustica; fenpropathrin; survival; gene expression; gut microbiota 

蜜蜂是世界范围最为常见的传粉昆虫并具

有很高的经济和生物学价值（Hung et al.，2018）。

然而，在过去的几十年里，蜂群数量的下降引起

了越来越多学者的关注（Potts et al.，2010），最

近的研究发现蜂群崩溃的原因包括可供蜜蜂采

集花的丰富度和多样性的下降、蜂群被暴露在杀

虫剂中、受到从人类传播而来的新的寄生虫以及

自然栖息地的缺乏等，其中，研究者发现蜂群崩

溃的重要原因之一是蜂群过度的被暴露在杀虫

剂中（Vanengelsdorp and Meixner，2010；Goulson 

et al.，2015）。 

新烟碱类农药是目前全球范围内使用最为

广泛的杀虫剂之一，有很多研究发现该类型农药

对蜜蜂的伤害很大，例如有研究表明亚致死剂量

的新烟碱农药能够影响蜜蜂的生长发育，学习能

力以及归巢能力（Tison et al.，2016；Catae et al.，

2019；Monchanin et al.，2019）。因此，早在 2013

年欧盟就颁布了关于限制新烟碱类农药户外施

用的相关政策（段丽芳等，2013）。然而，农药

的相关法规的重点都聚焦于保护有益昆虫免受

杀虫剂、除草剂和杀菌剂的直接毒害。但是，蜜

蜂长期接触农药所受到的慢性毒性也是不容忽

视的，已有研究表明，当蜜蜂接触到亚致死剂量

的杀虫剂时，蜜蜂的死亡率很低或者不死亡，但

是其正常的生长发育，生理代谢和行为活动会受

到干扰（Liao et al.，2017；Wang et al.，2017）。

例如此前的研究已发现氟氯苯菊酯长期接触蜜

蜂会影响蜜蜂的寿命和学习功能（Tan et al.，

2013），噻虫嗪会影响蜜蜂的归巢能力（Monchanin 

et al.，2019），所以，亚致死剂量的拟除虫菊酯

和新烟碱类农药能对蜜蜂的健康和生理功能造

成不同的影响。 

拟除虫菊酯类杀虫剂具有化学性质稳定、不

易光解、无特殊臭味及安全系数高、低浓度的用

量上就有非常好的触杀作用、灭虫效果好和残留

时间持久等优点（姜辉等，2005），深受广大农 

业工作者的欢迎。然而，其残留时间长的特点也

使其成为我国主要农药残留之一的原因，并对重

要授粉昆虫蜜蜂的安全和健康造成严重威胁（骆

爱兰等，2004）。甲氰菊酯是目前我国使用较广

泛的拟除虫菊酯类杀虫剂之一，与其他该杀虫剂

一样，甲氰菊酯具有神经毒性，其作用机理是干

扰电位依赖的 Na＋通道闸门开闭的动力学，使

Na＋通道关闭延迟，引发重复后放和轴突传递的

阻断（Laskowski，2002）。一项对中国农药在花

粉和蜂粮中残留的调查中记录了甲氰菊酯在花

粉中的残留量为 14.2 ng/g，残留比例达到 45%；

在蜂粮中的残留量为 11.2 ng/g，比例达到 48%

（Tong et al.，2018）。然而，目前还未知此类杀

虫剂是否会扰乱蜜蜂的肠道菌群和免疫能力。 

肠道菌群在维持宿主健康中扮演着重要的

角色。蜜蜂的肠道菌群有 9 个主要的菌种群，占

整个细菌总数的 95%-99%，具有帮助肠道消化、

参与免疫及抵御病原体等功能（Martinson et al.，

2012；Zheng et al.，2017；Hori et al.，2018）。

因此，研究农药对蜜蜂肠道菌群的影响有助于控

制农药的用量并更有效的保护蜜蜂。近年来，一

些研究已经探究了蜜蜂肠道微生物群和杀虫剂

之间的关系（Liu et al.，2019；Wu et al.，2020）。

然而，关于拟除虫菊酯类杀虫剂，特别是甲氰菊

酯对蜜蜂肠道菌群影响的研究却很少。 

本文主要研究了甲氰菊酯对意大利蜜蜂生

存、取食、免疫和解毒相关基因表达以及肠道菌

群的影响，以期为此类杀虫剂在蜜源植物上的使

用提供了一定的指导作用。 

1  材料与方法 

1.1  供试蜜蜂 

本次实验所使用的蜜蜂样品均为意大利蜜

蜂，取自安徽农业大学蜂场，群势强无明显疾病

症状且无农药污染。从健康蜂群提取一张即将出
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房的封盖子脾，装入限王产卵框中，在恒温培养

箱中培养（温度 33 ℃，相对湿度 60%，黑暗环

境）。在培养箱中培养 24 h 后，收集足够数量刚

出房的幼蜂（定义为 1 日龄）分别装入 9 个塑料

蜂笼后，放入气候箱进行饲养（温度 28 ℃，相

对湿度 70%，黑暗环境），每天饲喂充足的 50%

的糖水和花粉，连续饲喂 4 d 并每天清理记录死

亡蜜蜂，其中第 1 和第 3 天分别对采集的蜜蜂进

行定殖饲喂，方法如下：采集 5 只来自同一蜂群

的健康成年蜜蜂，提取其整个肠道后加入 1 mL

的 PBS 后充分研磨，加入 29 mL 的 50%糖水混

匀后饲喂蜜蜂。饲喂 4 d 后，选择 5 日龄蜜蜂用

于后续试验。 

1.2  主要试剂和仪器 

主要试剂：甲氰菊酯（德国 Dr 公司），Trizol

（天根，中国北京），去基因组逆转录反应试剂

盒（东洋纺，中国上海），增强版荧光定量预混

试剂盒（SYBR Green），RIPA 蛋白裂解液（碧

云天，中国上海），PMSF（碧云天，中国上海），

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，中国上海），

蔗糖 AR（aladdin，中国上海）。主要仪器：高速

冷冻离心机（艾本德，中国上海），StepOnePlus 

实时荧光定量 PCR 仪（赛默飞，中国上海），

NanoDrop2000 超微量分光光度计（赛默飞，中

国上海），酶标仪（美谷分子仪器有限公司，中

国上海）。 

1.3  杀虫剂处理 

9 个蜂笼分为两个处理组和一个对照组，则

各组分别有 3 个重复，每重复包含 30 只蜜蜂。

根据中国 5 个蜂业主产区花粉中甲氰菊酯残留

量（Tong et al.，2018），称取 0.25 g 甲氰菊酯溶

解于 5 mL 的丙酮溶液中，制备成 5×104 mg/L 的

母液，随后取适量的甲氰菊酯母液于 50%糖水中

配制成 1 mg/L 和 5 mg/L，然后将含有等体积丙

酮的糖水作为对照。随后每日饲喂处理的蔗糖溶

液和花粉，供蜜蜂自由取食。每日定时更换蔗糖

溶液和花粉并记录蜜蜂蔗糖溶液取食量和花粉

取食量，记录蜜蜂死亡数，及时清理死亡蜜蜂。

连续饲喂 7 d 后，对 5 mg/L 农药处理组和对照

组各收集 15 只蜜蜂，放入﹣20 ℃冰箱 5 min 后

取出置于冰盒上，对每只蜜蜂进行体表灭菌后用

无菌镊子取出蜜蜂这个肠道，每 5 个肠道装入

1.5 mL 离心管中，立即放入液氮中冰冻后再放入

﹣80 ℃冰箱进行保存用于后续肠道微生物 16S 

rDNA 测序实验使用。剩余蜜蜂置于﹣20 ℃冰

箱 5 min 后取出，记录数量后分别装入 15 mL 离

心管，液氮冷冻后放入﹣80 ℃冰箱保存用于后

续基因表达测定实验。 

1.4  RNA 提取和反转录反应 

取出 1.3 中﹣80 ℃冰箱保存的蜜蜂置于冰

盒上，用灭菌手术刀剪下头部，每 5 个头部为一

组利用 Trizol 法提取总 RNA。对提取的总 RNA

进行浓度测定，并将其稀释成 500 ng/μL 用于反转

录反应。将 0.5 mL 离心管放于冰盒上，吸取 2 μL

总 RNA 于离心管中，放入 PCR 仪中 65 ℃反应

5 min，随后加入 4×DNMaster 4 μL，nuclearse-free 

water 10 μL，然后放入 PCR 仪中 37 ℃反应

5 min，反应结束后再加入 5 × RT master-Mix 

4 μL，再次放入 PCR 仪中，反应条件：37 ℃，

15 min；50 ℃，5 min；98 ℃，5 min。等待温

度降到 4 ℃后反应完成获得第一链 cDNA，利用

DEPC 水进行 5 倍稀释后分装﹣20 ℃保存，用

于后续荧光定量 PCR。 

1.5  引物的设计与合成 

本实验所使用的所有目的基因和内参基因

的上下游引物均委托上海捷瑞生物工程有限公

司合成，引物序列信息见表 1。 

1.6  荧光定量 PCR 

对 1.4 的已稀释的 cDNA 为模板进行荧光定

量 PCR 反应。按照 SuperReal PreMix Plus（SYBR 

Green）试剂盒要求，qRT-PCR 反应体系为 50 μL

体系。取八连管于冰上，然后依次加入 2.2 μL 

cDNA 模板、上下游引物各 1.3 μL、2 × SuperReal 

PreMix Plus 25 μL、50 × ROX Reference Dye 5 μL

和 dd H2O 16 μL。PCR 扩增程序为两步法，反应

条件：95 ℃预变性 15 min；然后是 40 个循环扩

增反应：95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s；最后生成溶解 
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表 1  本研究中用到的上下游引物序列 

Table 1  The sequences of forward and reverse  
primers of genes used in the present study 

基因 Genes 引物序列（5′-3′）Primer sequences (5′-3′)

Abaecin F: TGTCGGCCTTCTCTTCATGG 
R: TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 

Hymenoptaecin F: ATATCCCGACTCGTTTCCGA 
R: TCCCAAACTCGAATCCTGCA 

Defensin F: CTGCACCTGTTGAGGATGAA 
R: GCGCAAGCACTGTCATTAAC 

Apidaecin F: TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG
R: GAAGGTCGAGTAGGCGGATCT

Vitellogenin F: GCAGAATACATGGACGGTGT 
R: GAACAGTCTTCGGAAGCTTG 

Cyp9q1 F: TCGAGAAGTTTTTCCACCG 
R: CTCTTTCCTCCTCGATTG 

Cyp9q2 F: GATTATCGCCTATTATTACTG 
R: GTTCTCCTTCCCTCTGAT 

Cyp9q3 F: GTTCCGGGAAAATGACTAC 
R: GGTCAAAATGGTGGTGAC 

RpS5 F: AATTATTTGGTCGCTGGAATTG
R: TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA

 
曲线。本实验使用 Rps5 为内参基因，利用 2－ΔΔCt

法对目的基因相对表达水平进行校正（Schmittgen 

and Livak，2008）。 

1.7  16S rDNA 测序 

对 1.3 中﹣ 80 ℃保存的肠道样品按照

E.Z.N.A®Stool DNA Kit 试剂盒要求各自提取

DNA，Nuclear-free water 被用于空白样本，提取

的总 DNA 在 50 μL 洗脱缓冲液中洗脱后放入

﹣ 80 ℃ 冰 箱 保 存 。 使 用 的 引 物 为 338F

（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）和 806R

（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）对 16S 

rRNA 可变区（V3 + V4）进行 PCR 扩增。反应

条件为：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s；54 ℃ 30 s

循环 35 次；72 ℃ 45 s；72 ℃ 10 min，产物 4 ℃

保存。后续样品上机测序委托杭州联川生物技术

股份有限公司协助完成。 

1.8  数据分析 

各组蜜蜂死亡率和基因表达差异运用 SPSS 

Statistics 软件中的单因素方差分析（ANOVA）

进行运算，显著性差异运用 Duncan’s 法进行检

测；本文中的图形运用 GraphPad Prism 5 软件进

行制作。 

测序部分采用 FLASH（v1.2.8）软件，根据

双端序列的 Overlap 关系，将序列拼接（Merge）

成长的 Tag，并将序列上建库引入的 Barcode 和

引物序列去除，然后采用 Vsearch（v2.3.4）过滤

嵌合体。预处理之后 Clean Data 使用 Vsearch 将

序列相似性大于 97%的 Clean Tags 定为一个

OTU，挑选最佳的 Centroids（位于几何中心）

序列作为该 OTU 的代表序列使用 QIIME

（v1.8.0）分析 Alpha 多样性以及 Beta 多样性，

使用 Blast 进行序列比对，将 OTU 代表序列与

RDP（核糖体数据库）以及 NCBI-16S 数据库对

每个代表性序列进行物种注释。其它图片均是使

用 R 包（V3.2.5）实现。 

2  结果与分析 

2.1  甲氰菊酯对意大利蜜蜂取食量的影响 

甲氰菊酯处理蜜蜂 7 d 后，对比各组蜜蜂的

糖水和花粉的累积取食量。如图 1 所示，对照组

蜜蜂的糖水取食量显著大于饲喂 5 mg/L 和

1 mg/L 的农药处理组（P<0.05），而 5 mg/L 和

1 mg/L 农药处理组之间的糖水取食量的差异并

不显著（P>0.05）。对照组蜜蜂的花粉取食量小

于被饲喂 5 mg/L 和 1 mg/L 的农药处理组蜜蜂，

但显著性差异分析显示 3 组之间并无显著性差

异（P>0.05）。 

2.2  甲氰菊酯对意大利蜜蜂生存的影响 

蜜蜂经过甲氰菊酯处理后，在恒温培养箱中

每天记录各组蜜蜂死亡数，7 d 后收集数据制作

生存曲线图。如图 2 所示，对照组蜜蜂的平均存

活率为 97.5%；5 mg/L 和 1 mg/L 农药处理组平

均存活率分别为 71.8%和 90.7%。统计分析结果

显示，5 mg/L 处理组的生存率显著低于 1 mg/L

处理和对照组（P<0.05），而 1 mg/L 处理和对照

组之间的生存率并无显著性差异（P>0.05）。 

2.3  甲氰菊酯对蜜蜂免疫和解毒相关基因表达

的影响 

本次研究以丙酮组蜜蜂为对照，检测了 



·410· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 59 卷 

 
 

 
 

图 1  各组蜜蜂糖水（A）和花粉（B）累积取食量 

Fig. 1  Sucrose solution (A) and pollen consumption (B) of Apis mellifera ligustica in different groups 

柱上标有不同小写字母表示差异显著（P<0.05）（Duncan’s 多重检验法）。下图同。 

Histograms with different lowercase letters in the figure indicate significant differences  
(P<0.05) (Duncan′s multiple test). The same below. 

 
 

 
 

图 2  各组蜜蜂的生存率 

Fig. 2  Survival rate of Apis mellifera  
ligustica in different groups 

5 mg/L 和 1 mg/L 剂量的甲氰菊酯经口处理蜜蜂

后对蜜蜂解毒和免疫相关基因表达的影响。 

由图 3（A）可知，甲氰菊酯处理 7 d 后，

1 mg/L 处理组的蜜蜂体内 Hymenoptaecin 和

Apidaecin 的相对表达水平显著低于对照组（P< 

0.05），而 Abaecin 和 Defensin 的相对表达水平与

对照组相比无显著性差异（P>0.05）。5 mg/L 处

理组蜜蜂 Hymenoptaecin 和 Apidaecin 的相对表

达水平显著低于对照组（P<0.05），Defensin 的

相对表达水平显著高于对照组（P<0.05），

Abaecin 的相对表达水平与对照组相比无显著性

差异（P>0.05）。 

 

 
 

图 3  甲氰菊酯对蜜蜂的免疫（A）和解毒（B）相关基因表达的影响 

Fig. 3  Effects of fenpropathrin on the expressions of immune (A) and detoxification  
(B) related genes of Apis mellifera ligustica 
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由图 3（B）可知，甲氰菊酯处理 7 d 后，

1 mg/L 处理组蜜蜂 Cyp9q1 的相对表达水平显著

低于对照组（P<0.05），Cyp9q2、Cyp9q3 和

Vtellogenin 与对照组相比均无显著性差异 P> 

0.05）。5 mg/L 处理组的蜜蜂 Vtellogenin 的相对

表达水平显著高于对照组（P<0.05），Cyp9q1 的

相对表达水平显著低于对照组（P<0.05），而

Cyp9q2和Cyp9q3表达量与对照组相比均无显著

性差异（P>0.05）。 

2.4  甲氰菊酯对意大利蜜蜂肠道菌群的影响 

2.4.1  蜜蜂肠道菌群测序信息分析  对原始下

机数据进行双端拼接、质量控制和嵌合体过滤

后，进行高质量数据统计，经过质控，平均得到 

62 071 条有效数据，通过 QIIME2 软件经过过滤、

去重和嵌合体过滤等操作，去除背景噪音获得的

特征表和特征序列后，总共得到 654 个 feature，

对特有的 feature 分析后，得到对照组和农药组

共有 181 个 feature，对照组特有的 feature 个数

有 255 个，农药组特有的 feature 个数有 218 个。 

2.4.2  甲氰菊酯胁迫下的蜜蜂肠道组成及相对

丰度的改变  根据 feature 注释结果和各样品

feature 特征表，获得界（Domain）、门（Phylum）、

纲（Class）、目（Order）、科（Family）、属（Genus）

和种（Species）水平物种丰度表，并针对不同水

平物种丰度表进行不同样品（组）物种组成及差

异分析，参数阈值的置信度为 0.7。研究蜜蜂肠

道菌群相对丰度的变化，我们选择门（Phylum）

和属（Genus）的水平上排名前 10 的菌种进行分

析并制作柱状图进行展示。 

从门的水平上分析，有 9 种菌门被检测出，

分别是变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门

（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）、软

壁菌门（Tenericutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、

疣 微 菌 门 （ Verrucomicrobia ）、 蓝 细 菌 门

（Cyanobacteria）和 ε-变形菌（Epsilonbacteraeota），

由图 4（A）可知，变形菌门（Proteobacteria）、

厚 壁 菌 门 （ Firmicutes ） 和 放 线 菌 门

（Actinobacteria）为蜜蜂肠道的优势菌门，微生

物的比例占所有的菌种的 98%以上。在甲氰菊酯

胁迫下，蜜蜂肠道中变形菌门（Proteobacteria）

和放线菌门（Actinobacteria）的占比略有下降，

而厚壁菌门（Firmicutes）的占比略有上升。 

在属的水平上分析，检测出的占比排名前

10 的菌属分别是 Lactobacillus 属、Klebsiella 属、

Snodgrassella 属、Gilliamella 属、Enterobacter

属、Pantoea 属、Bifidobacterium 属、Frischella

属、Bombella 属和 Fructobacillus 属，由图 4（B）

可 知 ， Lactobacillus 属 、 Klebsiella 属 、

Snodgrassella 属、Gilliamella 属、Enterobacter

属、Pantoea 和 Bifidobacterium 属为优势菌属，

在甲氰菊酯胁迫下，Snodgrassella 属、Gilliamella

属、Pantoea 属和 Bifidobacterium 属的占比略有

下 降 ， Lactobacillus 属 、 Klebsiella 属 和

Enterobacter 属的占比略有上升。 

2.4.3  甲氰菊酯胁迫下的蜜蜂肠道菌群多样性

分析 

2.4.3.1  蜜蜂肠道菌群 Alpha 多样性  Alpha 多

样性主要通过 Chao1、Observed species、Goods_ 

coverage、Shannon 和 Simpson 等指数来反映丰

富度和均匀性。由表 2 可知，各组样品的

Coverage 均达到 1 说明每组样品的序列全被检

测出且达到饱和，其中 F23 的 Chao 值最高，说

明该样品的丰富度最高，其余 5 组样品间数据都

比较接近。本实验选择 Chao1 反映肠道菌群丰富

度，Shannon 和 Simpson 反映肠道菌群多样性。

如图 5（A）中可知，农药组平均水平略低于对

照组（中位数值），但是农药组的波动程度和离

散程度均高于对照组，由图 5（B，C）可知，对

照组和处理组间 Alpha 多样性差异并不显著

（P>0.05）。 

2.4.3.2  蜜蜂肠道菌群 Beta 多样性  实验选择

非多维尺度分析（Multidimensional scaling，NMDS）

和主坐标分析（Principal coordinates analysis，

PCoA）分析肠道菌群 Beta 多样性。由图 6（A）

可知，首先 Stress < 0.05 反映样品具有很好的代

表性，从图 6 中样品分布可知，对照组的样品点

较为集中，说明样品之间差异程度较低；而处理

组的样品点较为分散，说明样品之间差异程度较

高。由图 6（B）可知，对照组较为集中而处理

组较为分散，但是 P 值大于 0.05 说明样品之间 
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图 4  门（A）和属（B）水平上肠道菌群相对丰度比较 

Fig. 4  Comparison in relative abundance of gut microbiota in phylum (A) and genus (B) level 

 
表 2  Alpha 多样性指数统计 

Table 2  Alpha diversity index statistics 

样本名 
Sample name 

检测数据 
Observed_otus 

香农指数 
Shannon 

辛普森指数 
Simpson 

Chao1 指数 
Chao1 

覆盖值 
Goods coverage

CK1 216 4.52 0.87 217.17 1 

CK2 194 5.53 0.96 194.00 1 

CK3 207 5.60 0.95 207.09 1 

F21 161 4.56 0.89 161.50 1 

F22 202 5.31 0.94 202.50 1 

F23 239 4.51 0.82 239.43 1 

CK1-CK3 的样品属于对照组的 3 个重复，F21-F23 的样品属于 5 mg/L 处理组的 3 个重复。 

CK1-CK3 samples belong to three replicates of the control group, and F21-F23 samples belong to three replicates of the 
5 mg/L treatment group. 
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图 5  对照组和 5 mg/L 处理组的 Alpha 多样性分析 

Fig. 5  Alpha deversity analysis of gut microbiota in different group 
 

 
 

图 6  对照组和 5 mg/L 处理组的 Beta 多样性分析 

Fig. 6  Beta deversity analysis of gut microbiota in different group 
 

无显著性差异。 

2.4.4  蜜蜂肠道菌群相对丰度分析  为了进一

步研究存在显著性差异的菌群，我们对图 4 中相

对丰度发生变化的肠道菌群进行显著性分析，并

通过 Barplot 图进行展示。由图 7 可知，从门的

水平上，具有显著性差异的菌门只有放线菌门

（Actinobacteria），在甲氰菊酯胁迫下，该菌门

的占比下降了（P<0.05）。从属的水平上，具有

显著性差异的菌属有 8 种，分别是：Gilliamella

属、Pantoea 属、Bifidobacterium 属、Raoultella

属、Proteus 属和 Shigella 属以及根瘤菌目下和变

形菌门丫亚群的两种未知菌属。在甲氰菊酯胁迫

下，Gilliamella 属、Pantoea 属、Bifidobacterium

属、Shigella 属和 2 种未知菌属的丰度降低了，而

Raoultella 属 和 Proteus 属 的 丰 度 升 高 了

（P<0.05）。 

随后再对肠道菌群进行 LEfSe（LDA effect 

size）检测，如图 8 可知，从门和属的水平进行

分析，我们发现分析结果与图 7 中基本一致，但

有趣的是还有一种病原菌属在处理组中占比上

调了，这种菌被称为 Klebsiella 属。 

3  讨论 

甲氰菊酯是一种常用的拟除虫菊酯类杀虫

剂，近几年来广泛运用于农业病虫害的防治中，

关于甲氰菊酯对传粉昆虫蜜蜂影响的相关研究

则比较少。本研究首先检测了甲氰菊酯对蜜蜂取

食的影响，此前有研究发现菊酯类农药的趋避结

果会使昆虫取食量减少（Ozawa et al.，1992），

新出房的蜜蜂为了加快发育会消耗花粉，Carla

等（2016）发现花粉能够调节蜜蜂细胞色素 P450

解毒酶，细胞色素 P450 解毒酶主要参与蜜蜂的

解毒功能。而本研究结果发现对照组的糖水累积

取食量明显高于农药组，而 5 mg/L 农药组中花 
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图 7  门（A）和属（B）水平上肠道菌群的 Barplot 差异分析 

Fig. 7  Barplot differential analysis of gut microbiota in phylum (A) and genus (B) level 
 

粉累积取食量明显高于 1 mg/L 和对照组印证了

此前的发现。生存曲线可以发现 5 mg/L 农药处

理组蜜蜂存活率明显小于对照组和 1 mg/L 的处

理组，说明蜜蜂受到了亚致死剂量下甲氰菊酯的

影响，说明蜜蜂长期接触亚致死剂量的甲氰菊酯

也会引起其死亡。 

抗菌肽是蜜蜂免疫系统中重要的组成部分，

蜜蜂体内的抗菌肽主要由 Hymenoptaecin、

Apidaecin、Defensin 和 Abaecin 四大家族组成

（Casteels，1990）。它们在蜜蜂体内主要参与清

除和抑制细菌、真菌和病原体等，保护蜜蜂免受

外来致病物质的侵害（Randolt et al.，2008；Chan 

et al.，2009；Richard et al.，2012）。这四大家族

在对蜜蜂体内免疫通路的调节机制非常的复杂，

其中 Abaecin 具有广谱的抗菌能力，Defensin 能

抑制微生物的生长，Hymenoptaecin 和 Apidaecin

对抑制革兰氏阴性菌有非常高效的效果（Lehrer 

et al.，1991；Casteels et al.，1993；Casteels and 

Tempst，1994）。本研究显示，甲氰菊酯处理 7 d

后显著抑制了 Hymenoptaecin 和 Apidaecin 的表

达（P<0.05）这说明甲氰菊酯可能对蜜蜂的免疫

系统造成了一定的伤害。5 mg/L 剂量的甲氰菊

酯显著诱导了蜜蜂 Defensin 的表达（P<0.05），

Defensin 在蜜蜂体内的含量极少，且受到病原体

刺激后的反应相比其他几种抗菌肽较为滞后，我

们发现低剂量的甲氰菊酯没有刺激 Defensin 的

表达，而随着甲氰菊酯浓度的升高 Defensin 的免

疫通路被激活并随着甲氰菊酯的刺激开始显著

表达以对抗甲氰菊酯的入侵。 

细胞色素 P450 单氧酶（Cytochrome P450 

monooxygenase，CYP）是昆虫体内非常重要的

多功能解毒酶，能参与昆虫体内的激素和信息素

的代谢和合成的，同时还在对杀虫剂的代谢和解

毒发挥着重要的作用（Feyereisen，2006）。相比

于黑腹果蝇和冈比亚疟蚊，蜜蜂的解毒代谢酶的

数量相对较少，这可能是蜜蜂对农药等外源性有 
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图 8  门和属水平上肠道菌群的 LEfSe 分析 

Fig. 8  LEfSe analysis of gut microbiota in phylum and genus level 

A. LEfSe 分析进化分枝图，该图从内至外辐射分别代表从界到种的 7 个分类级别。着色原则：无差异显著的 

物种统一着色为黄色，差异显著的 biomarker 跟随组别进行着色。B. LDA 值分布柱状图，LDA 值分布 

柱状图中展示了处理组和对照组样本中丰度差异显著的菌群，柱状图的长度代表差异菌群的影响大小。 

A. Cladogram generated from LEfSe analysis. The picture of the radiation from inner to outer circle represents  
from domain to species of the seven classification level. Coloring principle: No significant difference of species  

unified color is yellow significant differences of biomarker follow the group of staining. B. The histogram of  
the distribution of LDA values show the significant differences in abundance between treatments and control,  

and the length of the histogram represents the impact of the differences. 

 
毒物质敏感性较高的原因（Claudianos et al.，

2010）。不同农药对蜜蜂解毒酶表达的影响是不

同的，Mao 等（2011）研究发现氟胺氰菊酯能诱

导 Cyp9q3 的上调表达，而另一种菊酯类农药联

苯菊酯却能抑制 Cyp9q3 的表达，但却能诱导

Cyp9q1、Cyp9q2 的过表达。本研究显示，甲氰菊

酯处理蜜蜂 7 d 后，显著抑制了 Cyp9q1 的表达

（P<0.05），说明甲氰菊酯有可能损坏了上述解

毒基因的解毒通路，导致解毒基因的表达被抑制。 

蜜蜂卵黄蛋白原（Vitellogenin，Vg）是一种

由脂肪体合成的糖脂蛋白，能影响蜜蜂的行为还

能调节蜜蜂的寿命（Amdam et al.，2004）。结果

显示，甲氰菊酯处理蜜蜂 7 d 后，仅 5 mg/L 剂

量的甲氰菊酯显著诱导了 Vg 的上调表达。蜜蜂

出房后的第 2 至第 3 天，蜜蜂血淋巴中的 Vg 含

量会迅速增加并在第 5 至第 15 天达到顶峰。我

们猜测随着甲氰菊酯浓度的升高刺激了 Vg 的表

达，蜜蜂血淋巴中 Vg 的表达量增加提高免疫力

以应对农药的入侵。 

蜜蜂是通过群居性活动获得肠道菌群

（Powell et al.，2014），蜜蜂的肠道菌群结构相

对比较简单，蜜蜂的肠道菌群中主要菌群只有

8-10 种，占总菌群数的 98%（Sabree et al.，2012）。

肠道菌群和蜜蜂肠道的关系是一种动态平衡，在

相互制约和相互依存的状态实现一种稳态

（Feldhaar and Gross，2009；Hooper and Gordon，
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2015）。但是这种稳态如果遭到破坏，蜜蜂的生

理功能会发生紊乱，进而可能会造成蜜蜂的死亡 

（Anderson et al.，2011；Crotti et al.，2013）。

2006 在美国暴发的蜜蜂蜂群崩溃综合征导致当

地出现了严重的授粉危机也使全世界开始关注

蜜蜂的健康问题，而这一现象的出现就有可能和

蜜蜂肠道菌群失调有关（Evans and Schwarz，

2011）。聚焦于蜜蜂肠道菌群的研究也越来越多，

高通量测序的最新技术为研究蜜蜂肠道菌群提

供了一个全新的途径（Moran and Nancy，2015）。 

本实验对甲氰菊酯胁迫下的蜜蜂肠道菌群

进行了 16S rDNA 测序分析，主要获得了变形菌

门（Proteobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）、放

线菌门（Actinobacteria）、软壁菌门（Tenericutes）

和拟杆菌门（Bacteroidetes）等 8 种菌门，其中

变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）

和放线菌门（Actinobacteria）这 3 种菌门占肠道

菌群所有菌门的 98%以上，是肠道菌群的优势菌

门，我们的测序结果与前人（Engel et al.，2012）

的研究成果是一致，例如一项对世界各国西方蜜

蜂肠道菌群的研究显示，蜜蜂肠道菌群中 95%

以上都属于以上几类菌群。蜜蜂肠道菌群之间相

互协调形成稳态，我们的研究发现变形菌门

（Proteobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes）是两

组间门水平上占比最高的两种菌门，其中变形菌

门都是革兰氏阴性菌（G–），而厚壁菌门都是革

兰氏阳性菌（G+），和前人（Jagoueix et al.，1994）

的研究一致，这两种菌门在所有菌群中占比最高

并且在肠道菌群中相互协调构成菌群的稳态环

境。一项对泰国蜜蜂的研究显示，蜜蜂体内的放

线菌属于一种非常重要的菌群，其可以产生具有

抗生素性质的生物活性化合物（Promnuan et al.，

2009）。我们的研究发现甲氰菊酯胁迫下蜜蜂肠

道 菌 群 中 放 线 菌 门 的 相 对 丰 度 显 著 降 低

（P<0.05），说明甲氰菊酯的胁迫下使放线菌的

生长受到抑制导致抗生素性质的生物活性的化

合物的合成匮乏，这可能对蜜蜂免疫产生了一定

的影响，如果环境中的蜜蜂在甲氰菊酯的胁迫下

继续遭受其他环境因子的压力，有可能会导致蜂

群的崩溃。 

在属的水平上，我们发现以下几种菌属的相

对丰度具有显著性差异，分别是 Gilliamella 属、

Pantoea 属、Bifidobacterium 属、Raoultella 属、 

Proteus 属、Shigella 属和 klebsiella 属，我们的

检测结果和 Gilliam（1997）的研究成果基本一

致 ， 他 们 的 研 究 发 现 Gilliamella 属 和

Bifidobacterium 属是蜜蜂肠道菌群的优势菌，这

两种菌属协同配合参与蜜蜂肠道中果胶和半纤

维素的降解，并在水解多糖的同时自身释放对宿

主有益的短链脂肪酸和宿主可以吸收的单糖等，

促进宿主对营养物质的吸收。我们的研究发现，

甲氰菊酯胁迫下的蜜蜂肠道菌群中这两种菌的

相对丰度都显著下调（P<0.05），说明甲氰菊酯

的干扰下，这两种菌的生长受到了抑制可能导致

蜜蜂消化功能受到一定的影响，从而影响到蜜蜂

的健康。Pantoea 属包含数种与植物相关的物种

并广泛分布于自然界，已从多种生态位种分离出

来，包括土壤、水、植物、动物和人类（Delétoile 

et al.，2009）。我们推测这种菌可能是由于蜜蜂

通过授粉、饮水的过程中从环境中获得，并进入

肠道与蜜蜂共生。Shigella 属是我们从蜜蜂属水

平检测到的一种含量较少的病原菌，这种菌感染

人类会造成伤寒和腹泻（Black et al.，1987）。我

们的研究发现 Pantoea 属和 Shigella 属在甲氰菊

酯的胁迫下在肠道菌群中的丰度占比也显著下

降了（P<0.05），说明这两种菌的生长受到了抑

制，甲氰菊酯为何会引起这两种病原菌的丰度下

降有待后续的研究。klebsiella 属是蜜蜂肠道中的

一种常见菌种，侵染个体后会能引起人畜发生肺

炎、子宫炎、乳房炎及其他化脓性炎症等疾病

（Diancourt et al.，2005）。Proteus 属和 Raoultella

属也都是病原菌，Proteus 属广泛分布于自然界

（土壤、水和污水）中，在生态系统中发挥着重

要作用，Proteus 属包含多种条件致病菌，当依

附于更高的生态位时，这些菌群在人体的不同区

域会引起不同的病理事件（Rózalski et al.，

1997）。Raoultella 属是一类革兰氏阴性厌氧菌，

广泛分布于环境（水和土壤）中，被称为环境细

菌（Bagley et al.，1981）。有研究表示，这类菌

和 klebsiella 有相似作用，可导致人体出现一系

列炎症（Olson et al.，2013）。我们的研究发现
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klebsiella 属、Proteus 属和 Raoultella 属这三类病

原菌在蜜蜂肠道中由于甲 

氰菊酯的胁迫丰度均显著增加，说明可能在甲氰

菊酯的胁迫下，肠道中发挥免疫功能的益生菌的

生长受到了抑制，导致病原菌失去了益生菌的制

约促进了其生长。 

综上所述，甲氰菊酯的曝露可能对意大利蜜

蜂的免疫、解毒系统以及肠道菌群的组成产生了

一定的影响，本研究对甲氰菊酯与意大利蜜蜂分

子机制上的互相作用以及对肠道菌群的互相作

用有生物学的意义。 
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