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摘 要：【目的】探究中华蜜蜂(Apis cerana cerana)和意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)工蜂幼虫

感染中蜂囊状幼虫病毒(Chinese sacbrood virus, CSBV)后肠道微生物的变化差异，并评估枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)对 CSBV 的抗病毒活性。【方法】从蜂群中分别移取 2 日龄的中蜂幼虫和意

蜂幼虫，置于 34 ℃、85% 湿度(relative humidity, RH)的培养箱中进行人工饲养。待幼虫发育至

3 日龄时对其接种 CSBV 病毒，并分别在 4 日龄和 7 日龄时取样进行 16S rRNA 基因测序分析。

此外，针对 3 日龄中蜂幼虫，在接种 CSBV 病毒的同时补充饲喂不同浓度的枯草芽孢杆菌。在 7

日龄时检测其抗氧化能力指标，包括丙二醛 (malondialdehyde, MDA)含量、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)活性；同时，利用实时荧光定量 PCR 技术测定 Abaecin、Apidaecin、

Hymenoptaecin、Defensin 这 4 个编码抗菌肽基因，以及 CSBV 基因的相对表达量。【结果】感染

CSBV 后，蜜蜂幼虫肠道微生物数量显著减少。7 日龄的中蜂幼虫肠道内芽孢杆菌属(Bacillus)的

丰度显著降低；意蜂幼虫肠道内链霉菌属 (Streptomyces)丰度显著下降，而短波单胞菌属

(Brevundimonas) 丰度显著上升。在 4 日龄时，感染 CSBV 的中蜂幼虫肠道内蜜蜂球菌属

(Melissococcus)丰度显著高于意蜂幼虫；7 日龄时，感染 CSBV 的中蜂幼虫 Chao1 指数显著低于对照

组及 7 日龄意蜂幼虫，这表明中蜂幼虫肠道菌群多样性受 CSBV 影响更为显著。饲喂 1×104 CFU/kg

枯草芽孢杆菌制剂的 7 日龄中蜂幼虫，其 SOD 活性显著升高，而其他剂量的枯草芽孢杆菌对幼

虫 SOD 活性无显著影响。所有剂量组的枯草芽孢杆菌制剂均显著降低蜜蜂体内 MDA 含量。此

外，经 1×104、1×106 和 1×108 CFU/kg 3 个浓度处理后，蜜蜂体内 CSBV 相对表达水平均显著降
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低。其中，1×106 CFU/kg 组 CSBV 表达水平显著低于 1×108 CFU/kg 组；然而，不同处理组编码抗

菌肽的 4 个基因的表达水平并无显著差异。【结论】中蜂幼虫肠道菌群多样性受 CSBV 感染的影

响更为显著。枯草芽孢杆菌能够在一定程度上抑制 CSBV 的活性。
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Abstract: [Objective] To explore the changes and differences of gut microbiota of worker bee 
larvae of Apis cerana cerana and Apis mellifera ligustica after infection with Chinese sacbrood 
virus (CSBV) and evaluate the antiviral activity of Bacillus subtilis against CSBV. [Methods] Two-
day-old larvae of A. c. cerana and A. m. ligustica were collected from colonies and artificially 
reared in an incubator (34 ℃ , RH 85%). The 3-day-old larvae were inoculated with CSBV and 
samples were collected when the larvae were 4 and 7 days old for 16S rRNA gene sequencing. In 
addition, the 3-day-old larvae of A. c. cerana were fed with different concentrations of B. subtilis 
suspensions during CSBV inoculation. When the larvae were 7 days old, the antioxidant capacity 
indicators malondialdehyde (MDA) content and superoxide dismutase (SOD) activity were 
determined. Additionally, the relative expression levels of four antimicrobial peptide genes 
(Abaecin, Apidaecin, Hymenoptaecin, and Defensin) and the CSBV gene were determined by real-
time fluorescence quantitative PCR. [Results] The number of gut microorganisms in bee larvae 
significantly decreased after CSBV infection. The abundance of Bacillus in the gut of 7-day-old A. 
c. cerana larvae significantly decreased. The gut of A. m. ligustica larvae showed significantly 
decreased abundance of Streptomyces and significantly increased abundance of Brevundimonas. At 
4 days old, CSBV-infected A. c. cerana larvae had significantly higher abundance of Melissococcus 
in the gut than the infected A. m. ligustica larvae. At 7 days old, CSBV-infected A. c. cerana larvae 
had significantly lower Chao1 index than the control group and the infected A. m. ligustica larvae, 
which indicated that the gut microbiota diversity of A. c. cerana larvae was more susceptible to 
CSBV. The SOD activity of 7-day-old A. c. cerana larvae fed with 1×104 CFU/kg B. subtilis 
significantly increased, while other doses of B. subtilis had no significant effect on the SOD 
activity in the larvae. All doses of B. subtilis significantly reduced the MDA content in bees. The 
relative expression levels of CSBV in the three treatment groups of 1×104, 1×106, and 
1×108 CFU/kg were significantly down-regulated. Moreover, the expression level of CSBV in the 
1×106 CFU/kg group was the lowest and significantly lower than that in the 1×108 CFU/kg group. 
However, there were no significant differences in the expression levels of the four antimicrobial 
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peptide genes among different treatment groups. [Conclusion] CSBV infection has a more 
significant impact on the gut microbiota diversity of A. c. cerana larvae. B. subtilis has a certain 
inhibitory effect on CSBV.
Keywords: Apis cerana cerana; Apis mellifera ligustica; Chinese sacbrood virus; gut microbiota; 
Bacillus subtilis

中华蜜蜂(Apis cerana cerana) (简称中蜂)囊

状幼虫病毒(Chinese sacbrood virus, CSBV)是目

前危害中蜂最为严重的主要病原体。该病毒对

中蜂幼虫具有极强的感染性，常导致 5−6 日龄

的幼虫及刚封盖的大幼虫发病死亡。蜜蜂囊状

幼虫病毒(sacbrood virus, SBV)最早在意大利蜜

蜂(Apis mellifera ligustica) (简称意蜂)体内被发

现，但意蜂对 SBV 具有一定抗性，感染 SBV 不

会对蜂群造成严重威胁。对比分析中蜂和意蜂

感染 CSBV 后肠道菌群的差异，有助于深入探

究蜜蜂应对 CSBV 侵染时的防御机制。此外，

在 CSBV 侵染中蜂幼虫后，通过补充饲喂枯草

芽孢杆菌，研究其对 CSBV 的抗病毒活性，能

够为中蜂 CSBV 的防治工作提供理论依据。

SBV 属于传染性软腐病病毒属(Iflaviridae)，其

病毒类型为单股正链 RNA 病毒，基因组全长约

8 800 bp[1-2]。1972 年，广东省首次发现东方蜜

蜂感染 SBV 病毒，分离出的 SBV 变异菌株被命

名为 CSBV。它与 SBV 抗原性不同，却具备跨

物种感染意蜂的能力[3-5]。成年蜜蜂感染 CSBV

后通常不会表现出明显的发病症状。感染发生

时机体能够迅速在营养代谢与免疫层面作出反

应，以抵御病毒造成的不良影响[6]。尽管蜜蜂机

体存在应对病毒的防御机制，但最终仍无法避

免寿命缩短的结果[7-8]。CSBV 侵染小幼虫后会

干扰蜜蜂的代谢反应，利用蜜蜂的细胞代谢机

制为自身的复制与感染过程提供能量。与此同

时，这一侵染行为还会损害蜜蜂针对病毒感染

的免疫功能[9]。在感染发生后，CSBV 会诱导蜜

蜂启动免疫防御反应，促使抗菌基因(如防御素

和 apdaecin 等)表达上调[6,10]。蜜蜂肠道微生物

与蜜蜂健康密切相关，大量证据表明其在保护

蜜蜂免受病原体侵害方面发挥着关键作用。研

究发现曲霉菌属真菌能够抑制蜜蜂白垩病的发

生[11]。乳酸杆菌则可刺激蜜蜂的免疫反应，增

强蜜蜂对病原菌入侵的抵御能力[12]，不仅能够

降低东方蜜蜂微孢子虫病和瓦螨的患病率，还

在抗病毒方面展现出重要作用[13]。刘珊等[14]

研 究发现以色列蜜蜂麻痹病毒 (israeli acute 

paralysis virus, IAPV)的感染率与共生菌 S. alvi

的丰度存在显著负相关。在蜜蜂残翅病毒

(deformed wing virus, DWV)存在的情况下，肠道

菌群正常的蜜蜂存活率显著高于肠道菌群失调

的蜜蜂，表明肠道菌群正常的蜜蜂具有更强的

病毒耐受能力[15]。研究表明 SBV 会干扰蜜蜂肠

道菌群的组成，致使核心菌群数量减少。值得

注意的是，对 SBV 具有抗性的中蜂其肠道微生

物多样性要高于易感染 SBV 的中蜂[16-17]。然而，

目前 CSBV 感染影响肠道微生物多样性的机制

仍不明晰。徐鹏[18]研究发现，枯草芽孢杆菌对

意蜂的生长发育有益，在该菌的作用下意蜂免

疫基因的表达量可显著提升，其抗氧化能力与

消化酶活性也会随之增强。然而，枯草芽孢杆

菌对中蜂是否能产生同样效果目前尚不清楚。

中蜂和意蜂是我国饲养数量最多且广泛分布的

2 个蜂种，在维护生物多样性、保护农业生态系

统方面发挥着重要意义[19]。中蜂作为我国本土

优良蜂种，具有耐低温、善于采集零星蜜源、

对蜂螨抵抗力强、采集时间早且采蜜期长等优

势；然而，其分蜂性强、易飞逃，对巢虫和囊

状幼虫病抵抗力较弱[20]。意蜂属于西方蜜蜂的

一个亚种，于 19 世纪末期引入我国，具有产育

力强、分蜂性弱、产蜜及产浆能力突出等特点，

但存在抗寒能力差、易盗蜂、易迷巢、抗螨能
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力弱等不足[21-22]。探究 CSBV 对中蜂和意蜂幼

虫肠道菌群的影响，以及枯草芽孢杆菌的抗

CSBV 活性，有助于深入了解蜜蜂肠道菌群介导

的抗病毒机制，为中蜂 CSBV 病毒的防控提供

科学参考。

本研究在实验室条件下人工饲养中蜂幼虫

和意蜂幼虫。在幼虫 3 日龄时对其接种 CSBV

病毒，探究 4 日龄、7 日龄中蜂幼虫和意蜂幼虫

在肠道菌群方面存在的差异。此外，针对接种

CSBV 的中蜂幼虫补充饲喂枯草芽孢杆菌，检测蜜

蜂幼虫的抗氧化性能，以及 Abaecin、Apidaecin、

Hymenoptaecin、Defensin 这 4 个编码抗菌肽基

因和 CSBV 基因的相对表达量，以期为明确枯

草芽孢杆菌在抵御 CSBV 侵染过程中的作用提

供科学依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　蜜蜂幼虫

中蜂和意蜂 2 日龄幼虫均采集自江西农业

大学蜜蜂研究所饲养的健康蜂群。在移取幼虫

之前，采用 RT-PCR 方法对蜂群幼虫进行病毒检

测，以确保幼虫符合实验要求。

1.2　主要试剂和仪器

蜂王浆，石城县康皇蜂业有限公司；果糖，

上海蓝季科技发展有限公司；葡萄糖(分析纯)，

西陇科学股份有限公司；酵母粉，金克隆(北京)

生物技术有限公司；PCR 引物，生工生物工程(上

海)股份有限公司；RNA 提取试剂盒、6×DNA 

Loading Buffer、GelStain (10 000×)，北京全式金

生物技术有限公司；丙二醛 (malondialdehyde, 

MDA) 测试盒、超氧化物歧化酶 (superoxide 

dismutase, SOD)测试盒，上海酶联生物科技有限

公司；反转录试剂，TaKaRa 公司；枯草芽孢杆

菌制剂，商城北纳创联生物科技有限公司。

荧光定量 PCR 仪，Abios 公司；酶标仪，

Tecan 公司；电子天平，岛津公司；电泳仪，北

京六一生物科技有限公司；水浴锅，金坛区水

北科普实验仪器厂；生化培养箱，韶关市广智

科技设备有限公司。

1.3　CSBV 病毒液制备

在中蜂养殖场采集具有典型 CSBV 感染症

状的中蜂幼虫。运用 RT-PCR 技术确定幼虫已感

染 CSBV。根据文章中提取病毒液的方法进行

病毒液提取并保存于−80 ℃用于后续试验[23]。

采用绝对定量仪定量病毒液浓度，将病毒液

稀 释 为 10、 10−2、 10−3、 10−4、 10−5、 10−6、

10−7。对病毒液进行 RNA 提取后，用 CSBV 引

物(F: 5′-TATTCAGGGGGACGCTACAC-3′ ; R: 5′- 

GCGTGAGTTGACAGAAAATC-3′)进行反转录得

到 cDNA。配制 20 μL 探针法定量反应体系，以得

到的拷贝数作为横坐标、Ct 值作为纵坐标绘制标

准曲线，得到的 SBV 滴度为 7.8×107 copies/μL。

1.4　CSBV 接种幼虫与体外培养

1.4.1　幼虫食物的配制

饲喂幼虫的食物配方：50% 蜂王浆，37%

无菌水，6% 果糖，6% 葡萄糖，1% 酵母粉[24]。

1.4.2　病毒接种和样品采集

试验开展前先将试验巢脾放入冰柜中进行

冷冻，再放入蜂群中让工蜂清理。为确保用于

实验的蜜蜂幼虫日龄一致，首先利用隔王板将

蜂王限制在特定巢脾上产卵 6 h。在幼虫发育至

2 日龄时，使用移虫笔将其挑取，并转移至已预

先分装 30 μL 幼虫食物的 48 孔细胞培养板中。

本研究针对中蜂与意蜂均设置了试验组(CSBV

组)与空白对照组(CK 组)，每组设 3 个分别含

30 只幼虫的生物学重复。待幼虫生长至 3 日龄

时，对试验组每只幼虫口服接种 20 μL 的 CSBV

病毒悬液，对照组则接种等体积(20 μL)的 PBS

缓冲液。自接种病毒次日开始，CSBV 组与 CK

组幼虫均统一投喂等量的正常幼虫食物，每日

饲喂量：2 日龄 30 μL，3 日龄 20 μL，4 日龄

40 μL，5 日龄 50 μL，6 日龄 60 μL。将 48 孔板

置于培养箱[34 ℃、湿度(relative humidity, RH) 

85%]中培养。每日统计蜜蜂幼虫的死亡数量，
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并在幼虫 4 日龄和 7 日龄时取出幼虫，以无菌

水冲洗干净后逐一密封于无菌 EP 管内。每组实

验包含 6 个独立样本(每个样本 1 只幼虫)，对所

有样本进行 16S rRNA 基因测序(北京诺禾致源

科技股份有限公司)。

1.4.3　枯草芽孢杆菌抗性试验

本研究设置了对照组与 3 个不同浓度的枯

草芽孢杆菌制剂组，浓度分别为 1×108、1×106、

1×104 CFU/kg。每个处理组均设 3 个分别含

20 只中蜂幼虫的生物学重复。在幼虫 3 日龄时

为每只幼虫饲喂 20 μL 经幼虫食物 2 倍稀释的

CSBV 病毒液。此后，对照组幼虫正常饲喂，试

验组幼虫则饲喂含有不同浓度枯草芽孢杆菌制

剂的食物，浓度添加参考徐鹏[18]的研究。每日

食物饲喂量与 1.4.2 节一致。待幼虫 7 日龄时采

集样本用于后续研究。

1.5　蜜蜂幼虫 RNA 提取、cDNA 合成

及 RT-qPCR 扩增

采用 RNA 提取试剂盒，依照其说明书从中

蜂幼虫样品中提取总 RNA。提取完成后，使用

分光光度法对所得 RNA 的浓度与纯度进行检

测。再对总 RNA 进行反转录操作，反应条件设

置如下：42 ℃ 2 min，37 ℃ 30 min，85 ℃ 5 s，

4 ℃保温。完成反转录后，将得到的 cDNA 保存

至−20 ℃冰箱。

针 对 Apidaecin、 Abaecin、 Defensin、

Hymenoptaecin、CSBV 这 5 个基因的表达量进行

分析。各基因的引物序列等详细信息见表 1。

PCR 反应体系：cDNA 1 μL，TB Green Premix 

Ex Taq 5 μL， ROX Reference 0.2 μL，正、反向

引物(10 µmol/L)各 0.4 μL，ddH2O 3 μL。PCR 反

应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 15 s，55 ℃/59 ℃ 

15 s，72 ℃ 60 s，共 40 个循环。

1.6　蜜蜂幼虫抗氧化性检测

中蜂幼虫 SOD 活性严格依照 SOD 检测试

剂盒的操作说明进行测定，MDA 含量则依据

MDA 检测试剂盒的操作说明开展测定。按照组

织质量，以 1:9 的比例加入无菌生理盐水并进行

冰浴匀浆。经 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，

表1　qPCR引物信息

Table 1　Primers used for qPCR

基因
Gene

先天性病毒免疫基因
Innate antiviral immune gene

Apidaecin

Abaecin

Defensin

Hymenoptaecin

内参基因
Reference gene

β-actin

病毒基因
Viral gene

CSBV

基因 ID
Gene ID

LOC406140

LOC406144

LOC413397

LOC406142

LOC406122

HM237361.1

引物序列
Primer sequences (5′→3′)

F: TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG
R: GTAGGTCGAGTAGGCGGATCT

F: CAGCATTCGCATACGTACCA
R: GACCAGGAAACGTTGGAAAC

F: GCAACTACCGCCTTTACGTC
R: GGGTAACGTGCGACGTTTTA

F: CTCTTCTGTGCCGTTGCATA
R: GCGTCTCCTGTCATTCCATT

F: TTGTATGCCAACACTGTCCTTT
R: TGGCGCGATGATCTTAATTT

F: TATTCAGGGGGACGCTACAC
R: GCGTGAGTTGACAGAAAATC

退火温度
T/℃

59

59

55

59

59

59

参考文献
References
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[26]

[26]
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收集上清液至 1.5 mL 无菌无酶离心管内，并始

终维持冰上操作。样品保存于−20 ℃冰箱，为确

保酶活性，应于 24 h 内完成检测。

1.7　数据分析

在 Illumina NovaSeq 平台上完成双端测序并

进行相关分析。采用 SPSS 软件(v17.0)，运用独

立样本 t 检验的方法开展微生物群落组成情况与

差异分析。

采用 SPSS 软件(v17.0)，运用单因素方差分

析(one-way ANOVA)的方法检测饲喂 CSBV 病毒

液后不同浓度枯草芽孢杆菌制剂处理下中蜂

7 日龄幼虫体内 CSBV 的表达量、免疫基因表达

量以及抗氧化活性。以 P<0.05 作为差异显著性

水平判定标准。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　CSBV 对蜜蜂幼虫肠道菌群的影响

2.1.1　测序基本数据及 OTU 数目比较

测序结果显示，平均每个样本获得 78 440 条

有效序列，所测序列的平均长度达 413 bp。由

韦恩图(图 1)可知，在中蜂 4 日龄幼虫中 CSBV

组与 CK 组共有的 OTUs 数目为 613 个，其中

CSBV 组特有的 OTUs 有 450 个，CK 组特有的

为 671 个。对于中蜂 7 日龄幼虫，CSBV 组与

CK 组共有的 OTUs 数目为 722 个，CSBV 组特

有 435 个，CK 组特有 722 个。在意蜂 4 日龄幼

虫中，CSBV 组与 CK 组共有的 OTUs 数目为

887个，CSBV组特有 635个，CK组特有 1 688个。

在意蜂 7 日龄幼虫中，CSBV 组与 CK 组共有的

OTUs 数目为 1 054 个，CSBV 组特有 466 个，

CK 组特有 667 个。对 CSBV 组和 CK 组的总

OTUs 数展开分析，结果表明无论中蜂还是意

蜂，其 4 日龄幼虫与 7 日龄幼虫的 CK 组总

OTUs 数均显著高于 CSBV 组(P<0.05)。

2.1.2　蜜蜂幼虫肠道主要群落组成分析

根据物种注释结果，选取门、纲、目、科、

属水平上丰度排名前 10 的物种制作了相对丰度

柱形累加图(图 2)。在属水平上，主要有蜜蜂杆菌

属(Bombella，57.2%)、绿脓杆菌属(Pseudomonas，

34.7%)、蜜蜂球菌属 (Melissococcus， 14.8%)、

罗尔斯通菌属(Ralstonia，12.5%)和乳酸杆菌属

(Lactobacillales，8.5%)。在科水平上，主要有醋

酸杆菌科(Acetobacteraceae，57.2%)、肠球菌科

(Enterococcaceae， 14.8%) 和 伯 克 氏 菌 科

(Burkholderiaceae，12.5%)。在目水平上，主要

有醋酸杆菌目(Acetobacterales，57.2%)、乳酸杆

菌 目 (Lactobacillales， 15.9%) 和 伯 克 氏 菌 目

(Burkholderiales，14.1%)。在纲水平上，主要包

括 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria，57.8%)和丙

型变形菌纲(Gammaproteobacteria，19.5%)。在门

水平上，主要物种为变形菌门(Proteobacteria，

77.2%)和厚壁菌门(Firmicutes，17.4%)。

2.1.3　CSBV 感染对蜜蜂幼虫肠道菌群物种

丰度的影响

在属水平上对 CSBV 组与 CK 组肠道菌群

的相对丰度进行比较，结果表明 CSBV 感染导

致中蜂 7 日龄幼虫肠道中芽孢杆菌属(Bacillus)的

相对含量显著下降(P=0.04，t 检验) (图 3)。在意

蜂 7 日龄幼虫中，CSBV 感染组的短波单胞菌属

(Brevundimonas)丰度显著高于对照组(P=0.02，t

检验)，而链霉菌属(Streptomyces)的相对丰度则

显著降低(P=0.04，t 检验)。

2.1.4　感染 CSBV 的中蜂和意蜂幼虫肠道菌

群物种丰度差异

对感染 CSBV 的相同日龄中蜂与意蜂菌群

在属水平上进行相对丰度分析。组间比较表

明，在 4 日龄幼虫肠道中中蜂的蜜蜂球菌属

(Melissococcus)相对丰度显著高于意蜂(P=0.048，

t 检验) (图 4)。在 7 日龄幼虫中，中蜂肠道内的

Turicibacter 菌属则呈现出相反的态势，其相对

丰度显著低于意蜂(P=0.024，t 检验)。

2.1.5　CSBV 感染对蜜蜂幼虫肠道细菌群落

多样性与丰富度的影响

α 多样性分析表明，在 Shannon 指数方面无
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论是中蜂还是意蜂的 4 日龄与 7 日龄幼虫，其

CSBV 组 与 CK 组 之 间 均 未 呈 现 显 著 差 异

(P>0.05，t 检验) (图 5)。就 Chao1 指数而言，除

中蜂 7 日龄幼虫的 CSBV 组显著低于对照组

(P=0.005， t 检验)这一例外情况外，其余各组

(包括中蜂 4 日龄、意蜂 4 日龄及 7 日龄)的组间

比较均无统计学意义(P>0.05，t 检验)。

2.1.6　感染 CSBV 的中蜂和意蜂幼虫肠道细

菌群落多样性与丰富度差异

α 多样性分析结果表明，在 CSBV 感染条件

下相同日龄的中蜂与意蜂幼虫在 Shannon 指数

上均无显著差异(P>0.05，t 检验)。就 Chao1 指

数而言，4 日龄幼虫的组间比较同样不显著

(P>0.05，t 检验)，但在 7 日龄时中蜂与意蜂幼虫

A

450

B

C D

Am7

6671 054466

CKCSBV

Am4

1 688887635

CKCSBV

Ac4

671613

CKCSBV

Ac7

722722435

CKCSBV

图1　工蜂幼虫试验组与对照组间OTU的分布关系。A：中蜂4日龄幼虫CSBV组与CK组的OTUs韦恩图；

B：中蜂7日龄幼虫CSBV组与CK组的OTUs韦恩图；C：意蜂4日龄幼虫CSBV组与CK组的OTUs韦恩图；

D：意蜂7日龄幼虫CSBV组与CK组的OTUs韦恩图。CSBV：感染CSBV的幼虫组，为试验组；CK：未

感染CSBV的正常幼虫组，为对照组。Ac4：4日龄中蜂幼虫；Ac7：7日龄中蜂幼虫；Am4：4日龄意蜂

幼虫；Am7：7日龄意蜂幼虫。下同。采用卡方检验比较试验组与对照组蜜蜂幼虫在OTUs数目上的

差异。

Figure 1　The distribution relationship of OTUs between the experimental and control groups of worker bee 

larvae. A: OTUs Venn diagram of CSBV group and CK group in 4-day-old larvae of Apis cerana; B: OTUs Venn 

diagram of CSBV group and CK group in 7-day-old larvae of Apis cerana; C: OTUs Venn diagram of CSBV 

group and CK group in 4-day-old larvae of Apis mellifera; D: OTUs Venn diagram of CSBV group and CK group 

in 7-day-old larvae of Apis mellifera. CSBV: Larvae fed with the diet inoculated with CSBV; CK: Larvae fed 

with normal diet uninoculated with CSBV. Ac4: 4-day-old larvae of Apis cerana; Ac7: 7-day-old larvae of Apis 

cerana; Am4: 4-day-old larvae of Apis mellifera; Am7: 7-day-old larvae of Apis mellifera. The same below. A chi-

square test was applied to compare the number of OTUs between the experimental and control groups of larval 

bees.
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Polyangia

Gammaproteobacteria
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Bacteroidales

Acetobacterales
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Caulobacterales
Rhizobiales
Oscillospirales

Lactobacillales

Enterobacterales
Pseudomonadales
Burkholderiales

Brevundimonas

Bombella

Acinetobacter
Parapusillimonas
Diaphorobacter
Comamonas
Lactobacillus
Pseudomonas
Ralstonia
Melissococcus

Moraxellaceae
Muribaculaceae
Enterobacteriaceae
Alcaligenaceae
Comamonadaceae
Lactobacillaceae

Burkholderiaceae

Acetobacteraceae
Enterococcaceae

Pseudomonadaceae

A B

C D

E

图2　蜜蜂工蜂幼虫肠道菌群从门到属水平的相对丰度分布。A：门水平物种相对丰度柱形图；B：纲水平

物种相对丰度柱形图；C：目水平物种相对丰度柱形图；D：科水平物种相对丰度柱形图；E：属水平物种

相对丰度柱形图。a：Ac4-CSBV组；b：Ac4-CK组；c：Ac7-CSBV组；d：Ac7-CK组；e：Am4-CSBV组；

f：Am4-CK组；g：Am7-CSBV组；h：Am7-CK组。

Figure 2　Relative abundance distribution of the gut microbiota in worker bee larvae from phylum to genus 

level. A: Bar chart of species relative abundance at the phylum level; B: Bar chart of species relative abundance at 

the class level; C: Bar chart of species relative abundance at the order level; D: Bar chart of species relative 

abundance at the family level; E: Bar chart of species relative abundance at the genus level. a: Group of Ac4 with 

CSBV; b: Group of Ac4 without CSBV; c: Group of Ac7 with CSBV; d: Group of Ac7 without CSBV; e: Group of 

Am4 with CSBV; f: Group of Am4 without CSBV; g: Group of Am7 with CSBV; h: Group of Am7 without CSBV.
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之间则呈现显著差异(P=0.005，t 检验) (图 6)。

2.2　枯草芽孢杆菌对 CSBV 的抗病毒活

性研究

2.2.1　枯草芽孢杆菌对感染 CSBV 中蜂幼虫

SOD 活性的影响

饲喂枯草芽孢杆菌的不同处理组中，中蜂

7 日龄幼虫的 SOD 活性见表 2。与对照组相比，饲

喂 1×104 CFU/kg 的枯草芽孢杆菌时幼虫的 SOD 活

性显著提高(P<0.05)；而饲喂浓度为 1×106 CFU/kg

和 1×108 CFU/kg 的枯草芽孢杆菌时，SOD 活性

与对照组无显著差异(P>0.05)。在 3 个不同浓度

的枯草芽孢杆菌处理组中，1×108 CFU/kg 组的

SOD 活性显著低于 1×104 CFU/kg 组(P<0.05)。
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图3　中蜂和意蜂工蜂幼虫CSBV组与CK组间物种丰度差异。A：7日龄中蜂幼虫试验组与对照组芽孢杆

菌属丰度差异；B：7日龄意蜂幼虫试验组与对照组链霉菌属及短波单胞菌属丰度差异。*表示试验组与对

照组间差异显著(P<0.05，t检验)。下同。

Figure 3　 Comparative analysis of species abundance in worker larvae of Apis cerana and Apis mellifera 

between CSBV and control groups. A: Differences in the abundance of Bacillus between the experimental and 

control groups of 7-day-old Apis cerana worker larvae; B: Differences in the abundance of Streptomyces and 

Brevundimonas between the experimental and control groups of 7-day-old Apis mellifera worker larvae. * 

indicates a significant difference between the test group and the control group (P<0.05, t-test). The same below.
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图4　中蜂与意蜂幼虫肠道微生物群落结构的比较分析。A：4日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫蜜蜂球菌属丰度差

异；B：7日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫苏黎世杆菌属丰度差异。

Figure 4　Comparative analysis of the larval gut microbiota structure between Apis cerana and Apis mellifera. A: 

Differences in the abundance of Melissococcus between 4-day-old Apis cerana and Apis mellifera worker larvae; 

B: Differences in the abundance of Turicibacter between 7-day-old Apis cerana and Apis mellifera worker larvae.
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2.2.2　枯草芽孢杆菌对感染 CSBV 中蜂幼虫

MDA 含量的影响

饲喂枯草芽孢杆菌后，不同处理组中蜂

7 日龄幼虫的 MDA 含量见表 3。与受 CSBV 感

染的幼虫相比，饲喂 3 种不同剂量枯草芽孢杆

菌的幼虫其 MDA 含量均显著下降(P<0.05)，而

处理组间的 MDA 含量无显著差异(P>0.05)。

2.2.3　枯草芽孢杆菌对感染 CSBV 中蜂幼虫

体内病毒载量的影响

由图 7 可以看出，尽管所有浓度的枯草芽

孢杆菌均使中蜂 7 日龄幼虫的 CSBV 表达量显

著下降(P<0.05)，但组间分析揭示其抑制效果存

在差异：1×106 CFU/kg 组的抑制效果显著强于

1×108 CFU/kg 组。1×104 CFU/kg 与 1×108 CFU/kg

CSBV CK
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图5　CSBV组与CK组的菌群α多样性指数差异。A：4日龄、7日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫试验组与对照组

的Chao1指数差异；B：4日龄、7日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫试验组与对照组的Shannon指数差异。

Figure 5　Difference of alpha diversity index between CSBV group and control group. A: Differences in Chao1 

index between experimental and control groups of 4-day-old and 7-day-old Apis cerana and Apis mellifera 

worker larvae; B: Differences in Shannon index between experimental and control groups of 4-day-old and 7-day-

old Apis cerana and Apis mellifera worker larvae.
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图6　中蜂与意蜂间α多样性指数差异。A：4日龄、7日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫试验组的Chao1指数差异；

B：4日龄、7日龄中蜂幼虫与意蜂幼虫试验组的Shannon指数差异。

Figure 6　Difference of alpha diversity index between Apis cerana and Apis mellifera. A: Differences in Chao1 

index of experimental group of 4-day-old and 7-day-old Apis cerana and Apis mellifera worker larvae; B: 

Differences in Shannon index of experimental group of 4-day-old and 7-day-old Apis cerana and Apis mellifera 

worker larvae.
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处理组间的病毒表达量则无统计学差异(P>0.05)。

2.2.4　枯草芽孢杆菌对感染 CSBV 中蜂幼虫

体内抗菌肽基因表达的影响

如图 8 所示，与 CSBV 组相比，饲喂不同

浓度的枯草芽孢杆菌并未引起 4 种抗菌肽基因

(Abaecin、Apidaecin、Hymenoptaecin 和 Defensin)

相对表达水平的显著改变，其差异均未达到统计

学意义(P>0.05)。

3　讨论　讨论

3.1　CSBV 感染对蜜蜂幼虫肠道菌群的

影响

蜜蜂的肠道菌群对其新陈代谢、免疫调节、

生长发育和病原防御等生理过程具有关键作用。

一旦该微生态系统受到病毒、细菌或寄生虫等

压力因素的干扰而失衡便会对蜂群健康构成显

著威胁[27]。深入探究 CSBV 对中蜂及意蜂幼虫

肠道菌群的影响，对于阐明肠道菌群介导的病

毒耐受机制及其与病毒的相互作用关系至关重

要，该研究可为蜜蜂病毒病的实际防控提供理

论依据并奠定应用基础。

基于 OTU 数目差异分析可知，感染 CSBV

的蜜蜂幼虫其肠道微生物数量相较于健康蜜蜂

有所减少，这一结果与前人的研究结论相符[28]。

以 IAPV 为例，该病毒感染蜜蜂后会集中在肠

道进行复制增殖，与肠道菌展开空间竞争，进

而诱发蜜蜂肠道菌群失调[29]。然而，蜜蜂的病

原体微孢子虫还能有助于维持宿主寿命，对蜜

蜂机体健康具有正向促进作用[30]。由此可见，

肠道菌群与宿主健康之间存在着极为密切的

联系。

较高的肠道菌群丰富度有助于提升蜜蜂的

抗病力。反之，在 CSBV 感染下，菌群丰富度

的下降则预示着其抗病能力的衰退[10,31]。前期试

验发现，中蜂幼虫的死亡率高于意蜂幼虫，且

中蜂幼虫在 8 日龄时全部死亡，这不仅是因为
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图7　饲喂枯草芽孢杆菌后受CSBV感染的中蜂幼

虫体内CSBV相对表达量

Figure 7　 Relative expression of CSBV in Apis 

cerana larvae infected with CSBV after feeding 

Bacillus subtilis.

表2　枯草芽孢杆菌对感染CSBV中蜂幼虫SOD活

性的影响

Table 2　Effect of Bacillus subtilis on SOD activity 

of Apis cerana larvae infected with CSBV

分组
Categorization

CSBV

1×104 CFU/kg

1×106 CFU/kg

1×108 CFU/kg

SOD活性
SOD activity (U/g)

24.23±1.22a

43.01±1.90b

37.47±1.64a

18.74±1.62a

同行数据比较，相同字母表示组间差异不显著(P>0.05)，

不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。

Compared with the data in the same row, the same letter 

indicates that there is no significant difference between 

different treatments (P>0.05), different letters indicate 

significant difference (P>0.05). The same below.

表3　枯草芽孢杆菌对感染CSBV中蜂幼虫MDA含

量的影响

Table 3　Effect of Bacillus subtilis on MDA content 

of Apis cerana larvae infected with CSBV

分组
Categorization

CSBV

1×104 CFU/kg

1×106 CFU/kg

1×108 CFU/kg

MDA含量
MDA content (μmol/L)

24.32±0.59a

12.26±3.06b

16.90±0.95b

16.12±0.01b
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病毒感染会改变肠道微生物，处于濒死阶段的

中蜂幼虫其机体发生的病理性变化也可能引发

肠道菌群的改变。Deng 等[32]研究发现，蜜蜂慢

性麻痹病病毒(chronic bee paralysis virus, CBPV)

感染会抑制蜜蜂的免疫系统，促进机会性病原

体增殖，降低蜜蜂存活率，进而抑制体内益生

菌，破坏肠道微生态平衡。α 多样性分析结果显

示，7 日龄的意蜂幼虫肠道菌群多样性显著高于

7 日龄的中蜂幼虫。丰富多样的肠道菌群有助于

构建抵御疾病的屏障，因此意蜂相较于中蜂具

有更丰富的肠道菌群，这可能是意蜂对 CSBV

具有抗性的原因[33]。有研究针对东方蜜蜂和西

方蜜蜂的菌群开展分析比较，结果表明 2 个蜂

种的肠道群落组成相似，但相对丰度存在显著

差异。其中，拟杆菌门菌群在东方蜜蜂体内的

含量更高，而假单胞菌门在西方蜜蜂体内的含

量更高[34]。中蜂和意蜂的肠道菌群存在差异，

可能是由遗传性状、生活习惯以及生存环境等

因素导致的[35]。

假单胞菌门和芽孢杆菌门是蜜蜂肠道中的

优势菌群。经分析发现，感染 CSBV 的中蜂，

其 4 日龄与 7 日龄幼虫肠道中假单胞菌门的丰

度均显著降低，而芽孢杆菌门的丰度均显著升

高。意蜂的情况则有所不同，4 日龄幼虫肠道中

假单胞菌门丰度显著增加，芽孢杆菌门丰度显

著减少，7 日龄幼虫肠道菌群无明显差异。在假

单胞菌门中，Gilliamella apicola 隶属于 Orbacea

科，能够代谢蜜蜂体内的有毒糖类物质[36]。

从 3 日龄起，蜜蜂肠道优势菌群的主导地

位被芽孢杆菌门(Bacillota)所取代，幼虫肠道微
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图8　饲喂枯草芽孢杆菌后感染CSBV的中蜂幼虫体内抗菌肽基因相对表达量。A：Abaecin基因的相对表达
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Figure 8　Relative expression of antibiotic peptide gene expression in Apis cerana larvae infected with CSBV 

after feeding Bacillus subtilis. A: Relative expression of the Abaecin gene; B: Relative expression of the 

Apidaecin gene; C: Relative expression of the Hymenoptaecin gene; D: Relative expression of the Defensin gene.
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生物的组成和丰度呈现显著的不稳定性[37]。在

属水平上，中蜂 4 日龄幼虫肠道内蜜蜂球菌

(Melissococcus)的丰度显著高于意蜂 4 日龄幼

虫；中蜂 7 日龄幼虫肠道 Turicibacter 菌的丰度

则显著低于意蜂 7 日龄幼虫。前人的研究表明，

蜜蜂球菌(Melissococcus)是引发欧洲幼虫腐臭病

(European foulbrood, EFB)的病原体[38]。因此在

EFB 与 CSBV 联合感染的情况下，中蜂 4 日龄

幼虫相较于意蜂 4 日龄幼虫更容易致病。这也

反映出 CSBV 感染可能扰乱了中蜂肠道菌群，

进而导致中蜂对其他病原体的易感性增加。

Bacillus subtilis 能够产生芽孢并利用其芽孢

在肠道内增殖来发挥作用，作为细胞抵御外界

环境压力的主要保护屏障[39]。Streptomyces 是新型

抗感染治疗的天然产品来源之一，能够保护蜂巢免

受病原体侵害。7 日龄意蜂幼虫体内 Streptomyces

含量降低，这一现象可能与意蜂抵抗 CSBV 病

毒的入侵有关[40]。在砷胁迫条件下，接种菌株

缺陷短波单胞菌 (Brevundimonas diminuta)已被

Singh 等[41]研究证实能够促进水稻生长。该处理

使水稻的生物量得以增加，其对砷胁迫的耐受

性也得到显著提升。然而，该菌株是否能提升

蜜蜂对环境的耐受性尚不明确。另有研究表明，

高脂饮食诱导的小鼠肠道内 Turicibacter 菌群水

平低于正常饮食小鼠[42]。对高脂饮食和链脲菌

素诱导的 2 型糖尿病小鼠饲喂低剂量荞麦花粉

提取物后，小鼠肠道内 Turicibacter 菌的含量显

著高于糖尿病模型组，且与正常饮食小鼠更为

接近[43]。由此可见，Turicibacter 菌水平可能与

动物健康水平相关，但其在蜜蜂体内的具体作

用仍不明确。

3.2　枯草芽孢杆菌对 CSBV 的抗病毒

活性

在生物学领域，枯草芽孢杆菌被广泛视作

抗生素的理想替代物。其作用机制为：消耗动

物肠道内的游离氧，营造有利于有益菌快速繁

殖和生长的环境[44]。大量研究证实，枯草芽孢

杆菌在促进动物肠道菌群平衡、降低肠道 pH 值

方面发挥着积极作用[45]。研究表明枯草芽孢杆

菌对意蜂的生长发育、抗氧化能力提升、消化

酶的活性增强以及免疫基因表达均有正向影

响[18]。此外，已有研究报道指出，枯草芽孢杆

菌具备抑制病毒增殖的能力，并且已在病毒性

疾病的防治实践中得到应用[9]。本研究发现，中

剂量组对病毒抑制效果显著优于高剂量组。这

可能是由于高剂量组因过度竞争(与宿主共生菌

争夺资源)、代谢产物过量积累产生副作用(如动

物肠道菌群紊乱)等，进而削弱了对 CSBV 的抵

制效果。截至目前，关于枯草芽孢杆菌对蜜蜂

病毒(如 SBV)是否具备防治作用相关研究极为匮

乏，鲜见报道。

当机体遭遇外界刺激时会产生自由基。SOD

作为极为关键的抗氧化酶，能够高效清除过剩

的自由基，保护细胞免受自由基侵害，增强机

体的抗逆能力。蜜蜂的寿命和抵抗力强弱与

SOD 活性密切相关[46]。鉴于丙二醛(MDA)作为

脂质过氧化的终产物，其含量能直接反映机体

的过氧化程度与抗氧化潜力[47]。本研究中枯草

芽孢杆菌处理组蜜蜂的 MDA 含量显著降低，这

意味着其机体氧化损伤得到缓解，CSBV 造成的

负面影响被削弱，证明了枯草芽孢杆菌在提升

抗氧化能力方面的积极作用。

在病毒感染过程中，抗菌肽 (antimicrobial 

peptides, AMPs)作为宿主防御反应的重要组成部

分，能够快速生成，加速病毒清除，阻止病毒

在宿主体内传播[48]。研究表明 SBV 感染可诱导蜜

蜂产生免疫应答，致使编码抗菌肽的 Apidaecin、

Abaecin、Hymenoptaecin、Defensin 等免疫基因

的表达水平迅速上升，从而构建起宿主抵御病

毒的第一道防线[49]。前人研究指出，无论是益

生菌还是致病菌均能刺激抗菌肽表达，提升免

疫基因的表达水平[12,18]。

在各剂量组的枯草芽孢杆菌处理下，蜜蜂

幼虫的 4 种抗菌肽基因表达均未引起显著变化。

这可能暗示实验所用的剂量梯度未能突破其激
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发免疫应答所需的临界水平，也可能是枯草芽

孢杆菌通过其他方式来抑制 CSBV，而非依赖抗

菌肽的表达。试验仅在 7 日龄检测基因表达，

可能此节点并非抗菌肽上调阶段，导致未观察

到显著变化。因此，关于枯草芽孢杆菌是否具

有免疫调节作用，以及其对 CSBV 感染的保护

机制未来仍需开展更为深入的研究，以进一步

明确。

4　结论　结论

本研究运用 16S rRNA 基因测序技术，获得

正常状态以及感染 CSBV 病毒后的 4 日龄和

7 日龄中蜂、意蜂幼虫肠道微生物的数量及群落

组成数据。经分析发现，中蜂幼虫感染 CSBV 病

毒后，其肠道菌群多样性显著降低。进一步对感

染 CSBV 病毒的中蜂幼虫饲喂不同浓度的枯草芽

孢杆菌制剂，结果显示枯草芽孢杆菌制剂能够有

效抑制 CSBV 病毒感染，其中 1×106 CFU/kg 浓

度组的抑制效果较为突出。
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