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摘  要  【目的】 新病原侵害是导致全球授粉蜂群数量持续下降的主要原因，加之现代养蜂业规模和范

围的不断扩大，正对我国本土野生授粉蜂种健康造成严重威胁。为此在我国授粉蜂种多样性最为丰富的西

双版纳地区开展蜜蜂 RNA 病毒病感染状况研究，以获取地区重要授粉蜂种蜜蜂 RNA 病毒感染状况数据，

为本土授粉蜂种多样性保护提供基础数据。【方法】 利用荧光定量 PCR 方法对野生授粉蜂种多样性最为

丰富的西双版纳地区广泛分布的 6 个蜜蜂种(黑胸无刺蜂 Tetragonula pagdeni、黄纹无刺蜂 Lepidotrigona 

flavibasis、光足无刺蜂 Tetragonula laeviceps、顶无刺蜂 Lepidotrigona terminata、大蜜蜂 Apis dorsata 和小

蜜蜂 Apis florea) 进行云南省最常见的 5 种蜜蜂 RNA 病毒[黑蜂王台病毒 Black queen cell virus (BQCV、慢

性麻痹病毒 Chronic bee paralysis virus (CBPV)、残翅病毒 Deformed wing virus ( DWV)、以色列麻痹病毒

Israeli acute paralysis virus ( IAPV)和囊状幼虫病毒 Sacbrood bee virus (SBV) ]定量定性分析。【结果】 数据

显示黑蜂王台病毒（BQCV）检出率最高，为 56.7%；其次是囊状幼虫病毒（SBV）和慢性麻痹病毒（CBPV）

分别为 53.3%和 44.4%，而残翅病毒（DWV）和以色列急性麻痹病毒（IAPV）感染率较低，分别为 38.9%

和 25.6%；且这 6 种野生授粉蜂种均存在多种病毒联合感染的现象。因 SBV 在 6 个蜂种样本中均被检出，

又对其进行了定量分析，数据显示小蜜蜂阳性样本的 SBV 拷贝量最高，大蜜蜂的 SBV 拷贝量最低，与两

种饲养蜂种（西方蜜蜂 Apis mellifera 和东方蜜蜂 Apis cerana）比较，西方蜜蜂样本的 SBV 携带量显著高

于其他蜂种。在对 6 种野生蜂寄主 SBV 毒株的 Lp 区氨基酸序列的分析中发现 6 种野生蜂样本中的 SBV

的氨基酸序列与原寄主西方蜜蜂毒株发生程度不同的变异。其中小蜜蜂、黄纹无刺蜂、顶无刺蜂毒株变异

度较大，并表现为一个相似度较大的变种毒株。【结论】 实验结果表明因外来蜂种-西方蜜蜂饲养范围的

不断扩大，其携带的多种蜜蜂 RNA 病毒已通过蜜粉食物途径传播到本地区多种主要授粉蜂种中，并表现

较高的感染率，已对地区本土野生授粉蜂种的健康产生威胁。 

关键词  RT-qPCR；同生境条件；本土野生授粉蜂种；蜜蜂 RNA 病毒；流行与传播 
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Abstract  [Aim]  The spillover of new pathogens, potentially as a result of the co-occurrence of viruses in wild bees and   

honeybees, is a significant factor contributing to the decline in breeding bee colonies. The continuous expansion in the scale 

and scope of the beekeeping industry may also pose a threat to the health of wild bee pollinators in China. In this study, we 
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conducted a survey on the infection status of bee RNA virus disease across six wild bee species in Xishuangbanna, a region of 

China known for its rich diversity in bee species. The data obtained from this research will enhance our understanding of RNA 

virus infections in wild bee species in this tropical region and aid in the protection of local pollinator species. [Methods]  

Five honeybee viruses, including Black queen cell virus (BQCV), Sacbrood bee virus (SBV), Chronic bee paralysis virus 

(CBPV), SBV, and Israel acute paralysis virus (IAPV) were investigated in six wild pollinating bee species from 

Xishuangbanna, including four species of stingless bees (Tetragonula pagdeni, Lepidotrigona flavibasis, Tetragonula laeviceps, 

Lepidotrigona terminata), and two species of honeybee (Apis dosata, Apis florea). [Results]  Black queen cell virus (BQCV) 

was found to be the most prevalent virus (56.7%), followed by SBV (53.3%), CBPV (44.4%) SBV (38.9%), and IAPV (25.6%). 

Multiple virus co-infections were identified across all six bee species, with SBV detected and quantified in each. The results 

showed that the prevalence of SBV was highest in Apis florea and lowest in Apis dorsata. Amino acid sequence analysis of the 

Lp region from different SBV strains between the six bee hosts showed a high level of diversity compared to the original host 

(Apis mellifera) virus strain. The amino acid sequences from Apis florea, Lepidotrigona flavibasis, and Lepidotrigona 

terminata showed a high degree of similarity to the variant strain, which could be a novel sequence. [Conclusion]  This 

research contributes valuable insights into the distribution of bee virus hosts, driven by the continuous expansion of the 

breeding range of introduced honeybee species (Apis mellifera). The emergence of new pathogens in A. mellifera could pose a 

threat to important local pollinators. 

Key words  RT-qPCR; same habitat conditions; local wild honeybee species; bee RNA virus; transmission and epidemic 

近年来，因新病原的传播与扩散导致以全球

范围蜜蜂为代表的授粉昆虫种群数量急剧下降

（Maggi et al.，2016）。蜜蜂可为植物提供有效

的授粉活动，进而为植食性动物提供食物，我国

资源蜂种的持续丢失对地区生态系统和生物多样

性的稳定已产生不可忽视的影响（张炫等，2012）。  

蜜蜂病毒是影响蜜蜂健康的主要病原体

（Tantillo et al.，2015），蜜蜂 RNA 病毒因缺乏

校对机制而具高变异性，可通过同生境下共享食

物途径对以花蜜花粉为食的多种野生蜂种进行

侵染（Singh et al.，2010），并在不良环境条件下

流行与爆发，威胁蜜蜂种群健康。云南省西双版

纳傣族自治州属热带季风性气候，是我国授粉蜂

种生物多样性最为丰富的地区，分布有 5 个本土

野生蜜蜂种，也是无刺蜂多样性最为丰富的地区。

此前已在当地大蜜蜂 Apis dorsata 和小蜜蜂 Apis 

florea 的蜂群中检测出蜜蜂残翅病毒（Deformed 

wing virus，DWV）和黑蜂王台病毒（Black queen 

cell virus，BQCV）（Zhang et al.，2012）。 

热带地区超过 25%的植物依靠无刺蜂授粉

（Heard, 1999），无刺蜂种群密度对于维护地区

生态系统发挥重要作用。研究数据显示阿根廷和

巴西的多种无刺蜂（Tetragonisca fiebrigi、Plebeia 

droryana、Plebeia emerinoides、Trigona spinipes、

Nannotrigona testaceicornis、Tetragonisca angustula

和 Tetragona elongata）被检测到多种蜜蜂 RNA

病毒（Alvarez et al.，2018；Guimarães-Cestaro 

et al.，2020）。但国内仍缺乏较为全面的蜜蜂

RNA 病毒在野生无刺蜂种群中流行与传播的相

关数据（Zhang et al.，2021），为了深入了解原

寄主为西方蜜蜂 Apis mellifera 的蜜蜂 RNA 病毒

对本地授粉种群的危害状况，并获得有关野生蜜

蜂中蜜蜂 RNA 病毒的分布信息，本研究对西双

版纳地区分布的 4 种土著无刺蜂种（黑胸无刺蜂

Tetragonula pagdeni、黄纹无刺蜂 Lepidotrigona 

flavibasis、光足无刺蜂 Tetragonula laeviceps、顶

无 刺 蜂 Lepidotrigona terminata ） 样 本 进 行

RT-qPCR 定量检测，同时比对同生境下的大蜜蜂

和小蜜蜂两个野生蜂种蜜蜂 RNA 病毒感染情

况，用以评估多寄主蜜蜂 RNA 病毒对本土重要

野生授粉蜂种的威胁，为地区授粉蜂种多样性保

护提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集及保存 

在中国科学院西双版纳热带植物园内采集 4
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种常见无刺蜂种（黑胸无刺蜂、黄纹无刺蜂、光

足无刺蜂和顶无刺蜂）和两种野生蜜蜂种（大蜜

蜂和小蜜蜂）样本，每个蜂种 3 群，每群 15 头，

标记后置于﹣80 ℃液氮保存。 

1.2  总 RNA 提取及反转录 

将获得的蜜蜂样本按每群 5 头，参照 TRNzol 

Universal 总 RNA 提取试剂说明书提取样品总

RNA，标记后于﹣80 ℃冰箱贮存备用。 

使用 Hifair® 1st Strand cDNA Synthesis 

SuperMix for qPCR (gDNA digester plus)试剂盒

对提取的 RNA 进行反转录，反应体系：ddH2O 

7 μL，5×g DNA digester Mix 3 μL，RNA 模板 5 μL。

42 ℃孵育 2 min，然后进行反转录。将配制好的

混合液加入去除基因组 DNA 的反应液中，混合

液体系：4×Hifair® SuperMix plus 5 μL。反应程

序：25 ℃ 5 min，55 ℃ 15 min，85 ℃ 5 min。 

1.3  5 种蜜蜂 RNA 病毒的荧光定量 PCR 检测

方法建立 

使用零背景 TOPO-Blunt 平末端克隆试剂盒

将纯化回收目的片段克隆至 pUCI-Blunt Zero 载

体，构建重组质粒 pUCI-Blunt。后使用质粒小提

试剂盒收获阳性质粒。测定标准品的浓度并根据

公式计算拷贝数（copies/μL）=（6.02×1 023）×

（ng/μL×10﹣9）／（DNA length×660）。用 ddH2O

对标准质粒进行 10 倍等比稀释，对质粒终浓度

进行计算，放入﹣20 ℃冰箱保存备用。 

1.4  样本蜜蜂 RNA 病毒定量检测 

蜜蜂样本两步法反应体系为 20 μL：Hieff 

UNICON® Universal Blue qPCR SYBR Green 
Master Mix 10 μL，正向引物 0.4 μL，反向引物 

0.4 μL，DNA 1 μL，ddH2O 8.2 μL，反应程序如

下：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃

（具体退火温度见表 1）退火/延伸 30 s，40 个

循环。 

1.5  阳性样本的 SBV 序列分析 

试验所用的 5 种 RNA 病毒的荧光定量 PCR

引物碱基序列见表 1。对 6 个总 RNA 样本进行

SBV 序列测定，将 SBV 阳性样本的 RT-PCR 产

物纯化后送检，获得 6 个蜂种样本的 SBV 基因

序列用于核苷酸序列以及氨基酸序列分析。 
 

表 1  5 种 RNA 病毒的荧光定量 PCR 引物碱基序列 

Table 1  Fluorescent quantitative PCR primers of five honeybee viruses 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5′-3′） 
Primer sequence 

产物长度（bp） 
Product length (bp) 

参考文献 
References 

DWV-F TCATCCGTAGAAAGCCGAGT 

DWV-R TGTGGTGTAGTAAGCGTCGT 

121 王红坤等，2022

SBV-F1 ATGCGGTGGCTATGCGAGTAAATC 

SBV-R1 CAACGTAGTGCGAGGCTCATCAG 

86 王艺桦等，2023

SBV-F2 CAAGAACGTCCACTACACCGA   

SBV-R2 GCTGTGTAGCGTCCCCCTGAATAGATT 

248 

  

BQCV-F ATAGTGGCGGAGATGTATGC 

BQCV-R GAGTAGTAGGAGCGACTTCAC 

133 秦浩然，2012 

CBPV-F ACCGAATCTGATTATTGTGAAGCC 

CBPV-R GCTCGCAAATGGCGTTAGA 

73 张体银等，2022

IAPV-F ACTAGTGGACGAAGCGAGTT 

IAPV-R TGTACTGGGCAGTTACAGCA 

127 张体银等，2021

 

2  结果与分析 

2.1  6 种蜜蜂样本 RNA 病毒的阳性检出率 

本次研究中的 6 个蜂种检测样本量均为 15

头工蜂（N=15），其中蜜蜂黑胸无刺蜂样本被检

出 3 种蜜蜂病毒阳性，DWV 的检出率最高为

73%，其次为 SBV 和 IAPV 均达为 60%，BQCV

和 CBPV 未检出；黄纹无刺蜂在进行的 5 种蜜蜂
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RNA 病毒检测中均被检出阳性样本，其中 DWV

感染率最高，为 66.7%；光足无刺蜂除 DWV 未

检出外，其他 4 种蜜蜂 RNA 病毒均被检出，

CBPV 和 BQCV 的检出率各高达 100%和 73.3%；

顶无刺蜂样本的 5 种蜜蜂 RNA 病毒均被检出阳

性样本，感染率最高为 BQCV 的 40%，最低为

SBV 的 20%。同生境下的大蜜蜂样本被检出 3 种

蜜蜂RNA病毒，其中BQCV病毒检出率为 100%，

SBV 检出率为 80%，DWV 检出率为 60%；在小

蜜蜂样本中 5 种蜜蜂病毒均被检出，其中 BQCV、

CBPV 和 SBV 的检出率均高达 100%，而 DWV

和 IAPV 的检出率分别为 6.7%和 13.3%（表 2）。 

所有蜂种均出现单样本多病毒感染现象，黑

胸无刺蜂和黄纹无刺蜂的单样本 3 种病毒检出

率为 26.7%，光足无刺蜂和顶无刺蜂的单样本 4

种病毒检出率为 6.7%。而大蜜蜂的单样本 60%

的 3 种病毒检出率和小蜜蜂单样本 20%的 4 病毒

检出率均高于无刺蜂（表 3）。 
 

表 2  6 个蜜蜂种样本的单一病毒检出率(阳性样本百分比) 
Table 2  Prevalence of five bee virus in wild bees (percentage of positive samples) 

病毒检出率（%）Virus detection rate (%) 蜂种 

Bee species DWV SBV BQCV CBPV IAPV 

黑胸无刺蜂 Tetragonula pagdeni 73.3 60.0 0.0 0.0 60.0 

黄纹无刺蜂 Lepidotrigona flavibasis 66.7 11.1 26.7 20.0 20.0 

光足无刺蜂 Tetragonula laeviceps 0.0 33.3 73.3 100.0 26.7 

顶无刺蜂 Lepidotrigona terminata 26.7 20.0 46.6 35.0 33.3 

大蜜蜂 Apis dorsata 60.0 80.0 100.0 0.0 0.0 

小蜜蜂 Apis florea 6.7 33.3 33.3 33.3 13.3 

DWV：残翅病毒 Deformed wing virus；SBV：囊状幼虫病毒 Sacbrood bee virus；BQCV：黑蜂王台病毒 Black queen cell 

virus；CBPV：慢性蜜蜂麻痹病毒 Chronic bee paralysis virus；IAPV：以色列麻痹病毒 Israeli acute paralysis virus. 
 

表 3  6 种蜜蜂样本的多病毒感染率 
Table 3  Percentage of virus co-infection in six wild bee species 

混合感染病毒数量 Number of co-infected viruses 蜂种 

Bee species 4 (%) 3 (%) 2 (%) 

黑胸无刺蜂 Tetragonula pagdeni — 26.7 40.0 

黄纹无刺蜂 Lepidotrigona flavibasis — 26.7 20.0 

光足无刺蜂 Tetragonula laeviceps 6.7 33.3 46.7 

顶无刺蜂 Lepidotrigona terminata 6.7 13.3 40.0 

大蜜蜂 Apis dorsata — 60.0 26.7 

小蜜蜂 Apis florea 20.0 13.3 — 

黑胸无刺蜂样本同时检出 3 种蜜蜂病毒（DWV、SBV 和 IAPV）的比例率为 26.7%，黄纹无刺蜂样本 5 种蜜蜂病毒均

被检出（DWV、SBV、BQCV、CBPV 和 IAPV），但同一样本同时检出 3 种病毒的比例为 26.7%，光足无刺蜂样本同

时检出 4 种病毒（SBV、BQCV、CBPV 和 IAPV）的比例为 6.7%，顶无刺蜂样本 5 种蜜蜂病毒均被检出（DWV、SBV、

BQCV、CBPV 和 IAPV），但同一样本同时检出 4 种病毒的比例为 6.7%，大蜜蜂和小蜜蜂样本 5 种蜜蜂病毒均被检出

（DWV、SBV、BQCV、CBPV 和 IAPV），且混合感染率均高于无刺蜂。 
The three viruses detection rate of Tetragonula pagdeni and Lepidotrigona flavibasis is 26.7% in single sample. The four 
viruses detection rate of Tetragonula laeviceps and Lepidotrigona terminata is 6.7% in single sample. Both A. dorsata and A. 
florea samples were detected five viruses and the mixed infection rate is higher than other five stingless bees species. 
 

2.2  6 种野生蜂及 2 种饲养蜂种样本 SBV 病毒

量定量及氨基酸序列差异性分析 

2.2.1  6 种授粉蜂样本 SBV 病毒量定量检测及

差异性分析  西双版纳地区的 6 种野生蜂样本 

SBV 携带量进行定量检测，并与两种本地区人

工饲养蜂种——西方蜜蜂和东方蜜蜂样本的
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SBV拷贝量进行比对，结果显示西方蜜蜂的 SBV

拷贝量最高；大蜜蜂样本的 SBV 拷贝量最低，

东方蜜蜂和小蜜蜂样本的 SBV 携带量均显著高

于无刺蜂样本（图 1）。 
 

 
 

图 1  6 种野生蜂和 2 种饲养蜂种工蜂样本的 SBV 拷贝量差异性分析 

Fig. 1  SBV copy quantity difference among six wild bee and two domestic bees 

柱状图上标有不同字母表示差异显著（P<0.05，单因素方差分析）， 

相同字母表示差异不显著（P>0.05，单因素方差分析）。 

Different letters above bars indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA),  
while the same letters indicate no significant difference (P>0.05, one-way ANOVA). The same below. 

 
2.2.2  6 种野生蜂与 2 种饲养蜂种（东方蜜蜂和

西方蜜蜂）样本 SBV 核酸序列系统进化分析及

SBV不同寄主毒株Lp区氨基酸序列比对  对所

获得的 6 个野生蜂种核酸序列进行系统发育分

析，并引入 2 种饲养蜂种（东方蜜蜂和西方蜜蜂）

的 SBV 核酸数据进行比对，发现 4 种无刺蜂和

2 种野生蜜蜂（大蜜蜂和小蜜蜂）扩增的 SBV

病毒聚集在一起，本土饲养蜂种东方蜜蜂和外来

蜂种西方蜜蜂的 SBV 各自在系统发育树中形成

了两个不同的分支（图 2）。SBV 为正链 RNA 病

毒，其高突变特性具极强的环境适应能力，可通

过水平传播途径侵染新的寄主，实现跨种传播。

研究结果显示，SBV 及其它 4 种蜜蜂 RNA 病毒

已导致西双版纳地区 6 种主要野生授粉蜂种感

染，4 种无刺蜂和 2 种野生蜜蜂的 SBV 毒株在

系统发育树种显示具更高的变异性，表明 SBV

已从西方蜜蜂蜂群成功扩散到西双版纳地区的

野生授粉蜂种种群中。 

同时对 6 种版纳地区野生授粉蜂种 SBV 毒

株 Lp 区的氨基酸序列比对后发现与西方蜜蜂的

SBV 毒株（KY465675.1）序列相似度最高。但

小蜜蜂、黄纹无刺蜂、顶无刺蜂的氨基酸序列表

现出较大的变异特性，而大蜜蜂、黑胸无刺蜂、

光足无刺蜂的氨基酸序列具较高相似度（图 3）。 

3  结论与讨论 

常见的 5 种蜜蜂 RNA 病毒（DWV、SBV、

BQCV、CBPV 和 IAPV）在西双版纳地区常见 4

种无刺蜂和 2 种野生蜜蜂种群中均有分布，并表

现高感染率和多种病毒混合感染现象，表明原寄

主为西方蜜蜂的多种蜜蜂 RNA 病毒已通过同生

境食物共享途径大范围扩散到本土野生授粉蜂

种群中。 

蜜蜂 RNA 病毒在蜜蜂采集行为中会在蜜源

植物花组织中沉积（张炫等，2012），病毒通过

花蜜和花粉食物途径实现不同蜂种的水平传播 
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图 2  8 种寄主蜂种 SBV 毒株系统进化关系 

Fig. 2  Evolutionary relationships of SBV taxa 
 

 
 

图 3  6 种野生蜂 SBV 片段与西方蜜蜂的氨基酸序列对比 

Fig. 3  Comparison of amino acid sequences of SBV fragments of six wild bees 

 
（Singh et al.，2010；Purkiss and Lach，2019； 

Dalmon et al.，2021；张丽娜等，2021），加之授

粉蜂种社会性生活习性和互饲行为，极易实现群

内传播（Alger et al.，2019）。而蜜蜂 RNA 病毒

又通过跨世代的垂直传播方式以隐性感染的方

式长期留存在于被感染蜂群中，导致感染个体活

力下降，寿命缩短，当环境压力增大时通过拷贝

量激增表现发病症状，危害土著授粉蜜蜂种群健

康（Phillip et al.，2021）。   

SBV 病毒核酸序列中的 Lp 区具高度可变特

征，其主要发挥抑制宿主依赖性 mRNA 翻译和

刺激病毒内部核糖体进入活性位点两种作用

（Glaser et al.，2001；Hinton et al.，2002）。西

双版纳地区 6 种主要授粉蜂种的 SBV 毒株 Lp

区氨基酸序列与原寄主西方蜜蜂的 SBV 毒株比

较显示不同的变异度，其中大蜜蜂、黑胸无刺蜂、

光足无刺蜂差异不显著，而小蜜蜂、黄纹无刺蜂、

顶无刺蜂差异极显著。研究发现高变异性的蜜蜂

RNA 病毒在同生境条件下通过蜜粉食物途径已

成功侵入多个新寄主，并因不同寄生条件在分子

水平发生适应性进化（Zhang et al.，2012）。 

实验数据显示西双版纳地区常见的野生授

粉蜂种已被多种蜜蜂 RNA 病毒侵染，西双版纳

地区野生授粉蜂种种群表现出的高病毒感染率

和多病毒联合侵染现象已对本土重要授粉蜂种

的健康水平产生潜在威胁。通过对野生蜂种病毒

量动态监测有助于了解野生本土授粉蜂种的健

康水平，为进行本土授粉蜂种保护提供基础数据

和方法。 
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