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摘要：【目的】目前，针对昆虫肠道细菌定殖规律的研究还未见报道。探索西方蜜蜂(Apis mellifera)肠道

菌群定殖过程两个重要时间节点(起始 0 日龄和稳态 7 日龄)间肠道细菌群落(菌群)结构组成的差异，加

深对蜜蜂及昆虫肠道菌群定殖规律的认识。【方法】分别采集两个化蛹后工蜂发育阶段的个体各 5 只，

分别解剖并提取其肠道菌群 DNA。使用 Illumina 技术对肠道菌群 16S rDNA 高变区进行高通量测序。通过

生物信息学的分析方法对肠道菌群进行多样性分析，并对两个时间点相对丰度最高的肠道菌群进行统计分

析，比较肠道菌群相对丰度和组成的差异。【结果】共获得 515156 条高质量序列，长度为 227904953 bp，

平均长度为 442 bp。基于 OTUs 的分类表明，工蜂肠道细菌分别隶属于 34 个门 82 个纲 221 个目

405 个科 799 个属。此外，工蜂肠道菌群定殖起点和终点间的 Alpha 多样性指数存在显著差异(ACE，

P=0.0014；Chao，P=0.0013；Shannon，P=0.0003；Simpson，P=0.0028，Student’s t 检验)。此外，相较

0 日龄工蜂，7 日龄工蜂肠道中的乳酸杆菌 Lactobacillus、Gilliamella、双歧杆菌 Bifidobacterium、

Snodgrassella 4 个 属 的 相 对 丰 度 显 著 增 加 ； 相 反 ， 不 动 杆 菌 Acinetobacter、 大 肠 杆 菌 志 贺 氏 菌

Escherichia-Shigella、鞘脂单胞菌 Sphingomonas、类杆菌 Bacteroides、涅斯捷连科氏菌 Nesterenkonia、

栖热菌 Thermus 6 个属的细菌相对丰度显著降低(P<0.05)。【结论】出房(0 日龄)成年工蜂的肠道菌群多

样性显著高于菌群定殖完成(7 日龄)工蜂的肠道菌群多样性，且成年工蜂肠道菌群定殖完成前后部分类

群的相对丰度显著改变。本研究的结果不仅可增加我们对蜜蜂肠道菌群定殖规律的认识，也能够为研究

其他昆虫肠道菌群的定殖规律提供重要的参考信息。 
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蜜蜂是重要的经济昆虫，在农业授粉和生态

系 统 中 都 发 挥 了 重 要 的 作 用 。 西 方 蜜 蜂 (Apis 

mellifara)因适应能力强、产蜜量高、抗逆特性强

等优点，是我国饲养最为广泛的蜜蜂物种[1]。蜂群
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主要以“三型蜂”存在，即 1 只蜂王、成千上万只

工蜂和数百只雄性蜂组成[2]。其中，工蜂个体较小，

但蜂群内所有外勤和内勤活动(包括采集水和花

蜜，哺育饲喂幼蜂，防御天敌，清理蜂房等)几乎

都由工蜂承担。然而，近些年蜜蜂的生存受到了

巨大的威胁，特别是美国报道了蜂群衰竭失调症

(colony collapse disorder，CCD)：蜂房内的工蜂神

秘失踪，工蜂的健康受到了更加广泛的关注[3]。蜂

群衰竭可能是多种原因导致的，包括病原体和寄

生虫引起的疾病、农药的急性和亚致死毒性以及因

丧失觅食栖息地而造成的营养不良，这些不利因素

导致全球蜜蜂健康和种群数量显著下降[4–5]。为解

决这一难题，更多研究者开始关注肠道菌群对蜜

蜂健康的影响。 

肠道菌群被称为第二基因组[6]。肠道菌群与宿

主之间的关系密切，在宿主的发育[7]、代谢[8]、免

疫[9]、疾病[10]中都发挥了重要的功能。先前的研

究表明，工蜂肠道内主要栖息着 9 种细菌，其中

有 5 种广泛存在于蜜蜂肠道内，被称为蜜蜂的核

心肠道菌群，包括两种乳酸菌 Lactobacillus Firm-4 

和 Lactobacillus Firm-5 、 Snodgrassella alvi 、

Gilliamella apicola 和 Bifidobacterium[11–13]。其余

4 种在肠道内数量不多且分布不稳定，他们分别是

Frischella perrara、Bartonella apis、Parasaccharibacter 

apium、Alpha 2.1[14–15]。这些菌群在蜜蜂的健康与

疾病中都扮演了重要的角色。然而，通过传统细

菌纯培养技术无法获得宿主肠道内所有的细菌信

息，且肠道内栖息的大量微生物属于厌氧型细菌，

无法通过纯培养获得。高通量测序技术的发展极

大地促进了肠道菌群的研究[16]，特别是促进了蜜

蜂肠道菌群相关的研究，经过十年的发展，对蜜

蜂肠道菌群的组成结构及功能都有了更清晰的认

识。例如，Jones 等对暴露在不同环境下的工蜂肠

道菌群(16S rDNA)进行高通量测序，发现蜜蜂所

处的环境对该微生物群落中某些成员的相对丰度

有一定的影响[17]。当蜜蜂暴露于草甘膦农药时，

肠道内的益生菌受到破坏，增加了蜜蜂的死亡  

率[18]。此外，当蜜蜂感染孢子虫后，也会破坏宿主

肠道菌群(16S rDNA)的结构，导致蜜蜂死亡[19]。这

些研究都表明肠道菌群对宿主的免疫、健康都发

挥着重要的作用。而肠道菌群功能的发挥依赖于

肠道菌群的组成和结构。肠道菌群定殖是宿主菌

群 组 成 结 构 形 成 的 基 础 [20] 。 有 研 究 报 道 银 鲫

(Carassius auratus)肠道菌群会随着宿主的发育多

样性显著增加[21]。Stephens 等(2016)对不同发育状

态的斑马鱼(Danio rerio)肠道菌群定殖规律进行

了探索，其结果表明，斑马鱼肠道菌群个体差异

随着宿主的发育逐渐增加[22]。然而，大多菌群定

殖相关的研究都聚焦于哺乳动物和鱼类等[23–24]，

对昆虫肠道菌群的定殖的研究并不多见。Powell

等(2014)的研究表明工蜂的肠道菌群主要是通过

社会接触获得[25]，即未与社会接触的第 0 日龄是

成年工蜂肠道菌群定殖(即肠道菌群种类基本固

定)的起始点。此外，工蜂肠道内的菌群，尤其核

心菌群，在第 7 日龄定殖完成，与成年工蜂的细

菌类型几乎一致[26]，即第 7 日龄是西方蜜蜂工蜂

肠道菌群定殖的稳态点。 

先前的大多数研究都聚焦于外界环境对西方

蜜蜂肠道菌群的影响，宿主与肠道菌群之间的内

在联系等，而忽视了工蜂生命阶段中两个关键节

点之间优势肠道菌群差异，也没有研究表明这一

重要过程中核心菌群与非核心菌群相对丰度的改

变。因此，本研究通过高通量测序技术，对刚出

房的工蜂(0 日龄)和菌群定殖稳态的工蜂(7 日龄)
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的肠道菌群进行深度测序。本次研究的结果不

仅可增加我们对工蜂肠道菌群的认知，也能够

为研究其他动物肠道菌群的定殖提供重要的参

考信息。 

1  材料和方法 

1.1  工蜂样品 

本研究的样品采集时间为 2019 年 3 月。为

确定工蜂的年龄，我们选择了一群健康的西方蜜

蜂，并从中挑选了一框含有快出房幼蜂的巢批，

将巢批上的个体抖落后，使用镊子取出 5 只正出

房的幼蜂(幼蜂未与其他工蜂接触)，放入 1.5 mL

的离心管，标记为 0 日龄，并立即放入–80 °C

冰箱。接下来，将巢批放入黑暗的孵育箱之中，

温度调节为 34 °C (模拟蜂房环境)，收集刚出房

的幼蜂，并使用红色珐琅漆在蜜蜂的背部进行标

记，将标记好的 20 只幼蜂放入原群，使之自然

生长。记录时间，在第 7 天时打开蜂箱，分别取

出 5 只有标记的工蜂，放入 1.5 mL 的离心管，标

记为 7 日龄，并立即放入–80 °C 冰箱。等待 DNA

的提取。 

1.2  DNA 抽提和 PCR 扩增 

将样品放置超净工作台，进行解剖。分别将

每个肠道样品取出，并转移至 1.5 mL 的离心管。

根据 TIANamp Stool DNA Kit (天根生物技术公

司，中国)试剂盒说明书进行总 DNA 抽提。利用

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific，美国)对 DNA 

浓度和纯度进行检测，进一步利用 1.5%琼脂糖凝

胶电泳检测 DNA 完整度。用 338F (5′-ACTCCTAC 

GGGAGGCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3′)引物对 V3-V4 可变区进行

PCR 扩增，扩增程序为：95 °C 3 min；95 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 30 s，27 个循环；72 °C 10 min。

扩增体系为 20 μL：4 μL 5 倍 FastPfu 缓冲液，2 μL 

2.5 mmol/L dNTPs，0.8 μL 引物(5 μmol/L)，0.4 μL 

FastPfu 聚合酶；10 ng 模板 DNA。 

1.3  Illumina 测序 

使用 2%琼脂糖凝胶回收 PCR 产物，利用

AxyPrep DNA Gel Extraction Kit (AxygenBiosciences，

美国)进行纯化，Tris-HCl 洗脱，1.5%琼脂糖电泳

检测。利用 QuantiFluor™-ST (Promega，美国)进

行精确定量。根据 Illumina 标准操作规程将纯化

后的扩增片段构建 PE 300 的文库。构建文库步骤：

(1) 连接“Y”字形接头；(2) 使用磁珠筛选去除接

头自连片段；(3) 利用 PCR 扩增进行文库模板的

富集；(4) 氢氧化钠变性，产生单链 DNA 片段。

所有高通量测序委托上海美吉生物医药科技有

限公司在 Illumina Miseq 平台(Illumina，美国)上

进行。 

1.4  数据处理 

原 始 测 序 序 列 使 用 Trimmomatic 软 件

(http://www.usadellab.org/cms/index.php?page=trim
momatic)质控，使用 FLASH 软件进行拼接：(1) 设

置 50 bp 的窗口，如果窗口内的平均质量值低于

20 bp，从窗口前端位置截去该碱基后端所有序列，

之后再去除质控后长度低于 50 bp 的序列。(2) 根

据片段重叠部分将两端序列进行拼接，拼接时重

叠片段间的碱基最大错配率为 0.2，长度大于

10 bp。(3) 根据序列首尾两端的 barcode 和引物将

序列拆分至每个样本，barcode 需精确匹配，引物

允许 2 个碱基的错配，去除存在模糊碱基的序列。

使用 UPARSE 软件(version 7.1，http://drive5.com/ 

uparse/)，根据 97%的相似度对序列进行 OTU 聚
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类，并在聚类的过程中去除单序列和嵌合体。利

用 RDP classifier (http://rdp.cme.msu.edu/)对每条

序列进行物种分类注释，比对至 SILVA 数据库

(v128，https://www.arb-silva.de/)中的 SSUrRNA 子

库，设置比对阈值为 70%。 

1.5  高通量测序结果验证 

通过实时荧光定量 PCR (quantitative real-time 

PCR，qPCR)的方法对高通量测序数据进行验证。

挑选 2 个种和 2 个属的细菌，实验所需细菌种/属

特异引物和反应条件使用以前文献所报道的序列

和程序[27–29]。将扩增到的 PCR 产物片段分别与 T

载体连接，转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，

选择阳性克隆后抽提其质粒，作为标准质粒，对

标准质粒进行 10 倍梯度稀释 6 个梯度，并绘制标

准曲线。然后以 1.2 节所提取的 DNA 为模板进行

qPCR 实验，qPCR 扩增体系为 9 μL SYBR Green 

Supermix，正向引物和反向引物各 0.5 μL，2 μL 

DNA 模板，13 μL 无菌水。qPCR 反应体系为：95 °C 

8 min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，40 个循环，反应

结束后进行溶解曲线分析。每个反应平行重复 3

次，使用 IBM SPSS Statistics 22 对结果进行统计

分析。 

1.6  统计方法 

实 验 中 所 有 组 间 两 两 比 较 均 使 用 T 检 验

(Student’s t)。使用 Venn 图统计两组中所共有和独

有的 OTU 数目。基于 Bray-Curtis 距离进行主成分

分析(principal component analysis，PCA)。 

2  结果和分析 

2.1  测序结果 

对两个取样点的 10 个西方蜜蜂工蜂肠道微生

物样品进行测序，一共得到 515156 条序列，长度

为 227904953 bp，平均长度为 442.40 bp。基于 97%

的相似水平，工蜂肠道细菌通过聚类分析获得

2469 个 OTU (表 1)。 

稀释曲线(rarefaction curve)反映各样本在不

同测序数量时的微生物多样性，选择 97%相似度

的 OTU 分类学水平，利用 mothur 计算不同随机

抽样下的 Sobs 指数，并使用 R 软件绘制稀释曲线

(图 1)。从图 1 可以看出，曲线趋向平坦，说明测

序数据量充足。 

2.2  工蜂肠道菌群的组成及其相对丰度  

基于 OTUs 的分类表明，西方蜜蜂工蜂肠道

细菌分属为 34 个门、82 个纲、221 个目、405 个

科、799 个属(表 1)。西方蜜蜂工蜂肠道肠道菌群

在门分类水平的组成如图 2 所示。其中主要门类

为 变 形 菌 门 (Proteobacteria) 、 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、蓝藻菌门(Cyanobacteria)、异常球

菌(Deinococcus-Thermus)、绿弯菌门(Chloroflexi)

疣微菌门(Verrucomicrobia)、酸杆菌门(Acidobacteria)

等。其中变形菌门在 0 日龄和 7 日龄的工蜂肠道

内的相对丰度都为 40%左右。从图 2 中还可以看

出 0 日龄的工蜂肠道内厚壁菌门(16.5%和 41.1%)、 

表 1.  工蜂肠道菌群 16S rDNA 测序基本信息 
Table 1.  Basic information of intestinal bacterial 16S rDNA sequencing of workers 

Gene Number of valid tags Number of OTUs 
Number of different taxonomic categories 

Phylum Class Order Family Genera 
16S rDNA 515156 2469 34 82 221 405 799 
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图 1.  不同样本的稀释曲线分析 
Figure 1.  Rarefaction analysis of the different 
samples. 

 
放线菌门(8.0%和 13.3%)的丰度小于 7 日龄工蜂肠

道内的丰度。然而，0 日龄工蜂肠道内拟杆菌门的

丰度高于 7 日龄，相对丰度分别为 15.5%和 2.0%。

此外，0 日龄肠道内的蓝藻菌门、异常球菌、绿弯

菌门、疣微菌门、酸杆菌门的相对丰度均高于 7

日龄的相对丰度。 

2.3  工蜂肠道菌群 Alpha 和 Beta 多样性分析 

本研究通过 Alpha 多样性分析反映微生物群落

的丰富度和多样性。使用 Chao、ACE 指数反映群

落丰富度，使用 Shannon、Simpson 指数反映群落多

样性。使用 Coverage 指数反映群落覆盖度(表 2)。

通过比较分析发现 0 日龄工蜂肠道菌群和 7 日龄

工 蜂的肠道菌群多样性存在显著差异 ( A C E ，

P=0.0014；Chao，P=0.0013；Shannon，P=0.00033；

Simpson，P=0.0028)。此外，Coverage 指数均大

于 0.998，表明测序饱和，所获得数据能够充分 

 
 

图 2.  门水平肠道菌群组成 
Figure 2.  Bacterial community composition at 
Phylum level in different groups. 

 
表 2.  多样性指数统计 

Table 2.  Statistics of diversity index 

Sample names Coverage OTU 
Diversity indices 

Shannon Simpson ACE Chao 
0_1 0.9995 921 5.44 0.03 926.15 932.55 
0_2 0.9995 482 3.86 0.12 493.00 494.83 
0_3 0.9995 909 5.55 0.02 914.60 924.83 
0_4 0.9995 1017 5.53 0.02 1023.60 1032.79 
0_5 0.9996 789 4.70 0.07 794.63 803.25 
7_1 0.9987 326 2.18 0.23 371.65 361.75 
7_2 0.9988 301 2.76 0.10 341.52 337.12 
7_3 0.9994 295 2.34 0.21 310.80 310.53 
7_4 0.9989 151 2.00 0.20 208.19 187.83 
7_5 0.9989 270 2.48 0.12 302.19 299.17 
P value / 0.0012 0.00033 0.0028 0.0014 0.0013 
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代表西方蜜蜂肠道菌群。此外，0 日龄工蜂肠道菌

群的 OTU 数目显著高于 7 日龄(OTU，P=0.0012) 

(表 2)。对 0 日龄和 7 日龄肠道菌群的 OTU 进行

交集分析发现，它们所共有的 OTU 数目为 405 个，

第 0 天有 1973 个 OTU 数目是特有的，而第 7 天

却只有 91 个特有的 OTU 数目(图 3)。根据 PCA

结果显示，0 日龄和 7 日龄显著分开，表明本研究

中实验样品处理可靠，且进一步说明刚出房幼蜂

的肠道菌群的组成结构与 7 日龄工蜂肠道菌群的

组成结构具有明显差异(图 4)。 

2.4  西方蜜蜂工蜂肠道菌群定殖起点和终点优势

菌群相对丰度差异分析 

为探索西方蜜蜂工蜂肠道菌群定殖起点和终

点间肠道菌群相对丰度的差异，选取西方蜜蜂工 
 

 
 

图 3.  OTU 对比 Venn 图 
Figure 3.  OTU compares Venn diagrams. 

 

 
 

图 4.  不同日龄工蜂样品 PCA 图 
Figure 4.  PCA plots for different groups. 

蜂肠道内优势菌群(肠道内的相对丰度高于 1%的

细菌)进行相对丰度差异分析。结果表明，乳酸杆菌

Lactobacillus (P=0.0009)、不动杆菌 Acinetobacter 

(P=0.015) 、 Gilliamella (P=0.0471) 、 双 歧 杆 菌

Bifidobacterium (P=0.0410) 、 Snodgrassella 

(P=0.020)、大肠杆菌志贺氏菌 Escherichia-Shigella 

(P=0.0001)、鞘脂单胞菌 Sphingomonas (P=0.0043)、

类杆菌 Bacteroides (P=0.0023)、涅斯捷连科氏菌

Nesterenkonia (P=0.0130) 及 栖 热 菌 Thermus 

(P=0.0084)在 肠 道 内 的 相 对 丰 度 存 在 显 著 差 异

(图 5)。其中乳酸杆菌、Gilliamella、双歧杆菌、

Snodgrassella 4 种菌的相对丰度显著增加，不动杆

菌、大肠杆菌志贺氏菌、鞘脂单胞菌、类杆菌、

涅斯捷连科氏菌和栖热菌等 6 种菌的相对丰度显

著减少。 

2.5 高通量测序结果的 qPCR 验证 

qPCR 结果显示，Acinetobacter sp.的拷贝数在

0 日龄和 7 日龄分别为 89.96×107 和 0.64×107；

Snodgrassella alvi 的拷贝数在 0 日龄和 7 日龄分别

为 0.023×107 和 54.14×107。Bifidobacterium 的拷贝

数在 0 日龄和 7 日龄分别为 1.61×107 和 74.53×107， 
  

 
 

图 5.  不同日龄优势菌群分析 
Figure 5.  Analysis of the difference of dominant flora 
in different ages. 
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Lactobacillus 的拷贝数在 0 日龄和 7 日龄分别为

14.08×107 和 233.6×107。Acinetobacter sp.的相对丰

度比为 292.79，拷贝数比为 140.56；Snodgrassella 

alvi 的相对丰度比为 2965.78，拷贝数比为 2353.91；

Bifidobacterium 的相对丰度比为 40.44，拷贝数比

为 46.29；Lactobacillus 的相对丰度比为 14.51，拷

贝数比为 16.5 (图 6)，表明了工蜂肠道菌群高通量

测序结果的可靠性。 

3  讨论 

以往的研究大多聚焦于外源压力对肠道菌群

的影响，昆虫肠道菌群的定殖规律却鲜为人知。

因此，本研究通过 Illumina 测序技术对 0 日龄和

7 日龄西方蜜蜂成年工蜂肠道菌群 16S rDNA 高变

区进行高通量测序，揭示了肠道菌群定殖起点和

终点，肠道菌群多样性的差异，并初步描述了优

势菌群相对丰度在定殖在两个龄期间的变化。 
 

 
 

图 6.  工蜂肠道菌群高通量测序结果的 qPCR 验证 
Figure 6. The qPCR validation of high-throughput 
sequencing results of gut flora of workers. La: 
Lactobacillus; Ac: Acinetobacter sp.; Bi: Bifidobacterium; 
Sn: Snodgrassella alvi. 

研究表明刚出房的西方蜜蜂工蜂肠道菌群较

少[30]，其通常在 7 日龄完成定殖[26]。因此，本研

究选择刚出房的工蜂与肠道菌群定殖完成的工

蜂，对这两个阶段肠道菌群的组成进行分析，以

揭示肠道菌群定殖前后多样性和相对丰度的变

化。有趣的是，0 日龄工蜂肠道菌群的多样性比 7

日龄工蜂肠道菌群的多样性高。这个现象同在鱼

类中的研究一致，即随着宿主的发育，鱼类肠道

菌群的多样性显著降低[22,31–32]。可见，在宿主的

发育过程中，肠道菌群的多样性可能是一个降低

的过程，这在昆虫和鱼类间是如此；当然该推论

是否适用于其他动物类群，还需要进一步的研究。

此外，本研究发现，0 日龄的幼蜂肠道内缺乏核心

菌群，这与先前的报道一致[33]，进一步证实了 0

日龄工蜂肠道菌群内缺乏核心菌群。对于 0 日龄

的幼蜂为何缺乏核心菌群，研究者报道了多种可

能的原因。例如，Powell 等(2014)提出工蜂的核心

菌群是通过社会接触(与蜂房内其他蜂群进行接

触)获得的，而刚出房的幼蜂未与其他工蜂进行接

触，这可能是导致 0 日龄工蜂缺乏核心菌群的原

因之一。另外，7 日龄的工蜂在蜂房内主要充当护

士蜂的角色，将分泌的各种蛋白饲喂幼虫和年老

的工蜂[34–36]，而刚出房的幼蜂并未行使社会责任，

社会分工可能也刺激了核心菌群的产生。 

0 日龄工蜂的肠道内主要以变形菌门为主，而

其他昆虫中变形菌门也是主要的肠道菌群之一[37]，

这些结果表明变形菌门在昆虫肠道内占主要优势

可能是昆虫肠道菌群组成的一个鲜明特征。当然，

这个推测还需要通过对更多的昆虫类群肠道菌群

进行分析归纳予以证实。此外，0 日龄工蜂肠道内

优势菌丰度依次为厚壁菌门、放线菌门、拟杆菌

门，这和光肩星天牛(Anoplophora glabripennis)肠
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道内门分类水平菌群的丰度一致[38]，表明工蜂和

光肩星天牛两种昆虫肠道的组成高度类似，我们

初步推测这可能是昆虫肠道菌群所特有的组成形

式。在属分类水平上，0 日龄工蜂肠道内主要优势

菌为不动杆菌属，该属广泛存在于其他昆虫肠道

内，具有协助宿主消化食物和进行氮素转化的功

能[39]，是一类重要的昆虫肠道益生菌，不动杆菌

属促进刚出房幼蜂肠道对食物的消化吸收。因此，

不动杆菌属值得进一步研究开发，有望作为一类

西方蜜蜂成年工蜂幼蜂的食物添加益生菌，提高

工蜂品质。但是，7 日龄的工蜂肠道内主要优势菌

群中缺乏不动杆菌，被乳酸杆菌、Gilliamella、双

歧杆菌、Snodgrassella 等 4 个属取代，这 4 个属

也有研究表明是蜜蜂肠道内主要优势菌群[40]，表

明西方蜜蜂肠道菌群的定殖是一个菌群种类不断

更替的动态过程。乳酸杆菌和双歧杆菌可促进宿

主对营养吸收和对病原体的免疫。例如，研究者

将蜂粮中分离的乳酸杆菌和双歧杆菌菌液喷洒到

蜂房中[41]，可显著提高蜂蜜的产量。可见，工蜂

肠道内的菌群在宿主的生命活动中扮演了更为多

样和丰富的角色，不局限于帮助宿主吸收及利用

食物。工蜂在 0 日龄到 7 日龄期间，表现出了快

速的发育特征，而有研究表明双歧杆菌可刺激宿

主产生激素，从而促进工蜂的发育[42]。本研究中，

7 日龄西方蜜蜂工蜂同 0 日龄相比较，发现双歧杆

菌在肠道内相对丰度显著增加，表明双歧杆菌具

有成为指示宿主快速发育的一个潜在生物标记。 

总之，本研究是首次采用高通量测序技术对

蜜蜂肠道菌群定殖规律进行探索，我们选取西方

蜜蜂成年工蜂肠道菌群定殖的两个关键时间节点

对其肠道菌群的多样性和优势菌的相对丰度进行

分析。我们的结果表明，7 日龄工蜂肠道菌群的多

样性显著高于 0 日龄工蜂。进一步地，在 2 个日

龄间，各分类单元中，肠道菌群的相对丰度也随

菌群定殖的完成表现出差异。特别是不动杆菌等

其他非核心菌群相对丰度降低和核心菌群相对丰

度增高。本研究结果将为研究蜜蜂乃至其他昆虫

的肠道菌群定殖规律提供一些新的启发。当然，

西方蜜蜂肠道菌群定殖是一个动态的过程，本研

究仅选取其中 2 个时间点，这对全面解析其定殖

规律显然是不够的，也丢失了肠道菌群在定殖过

程中的动态变化信息。因此，在未来的研究中将

密集采集更多的时间点，探索西方蜜蜂肠道菌群

定殖的高分辨率的动态定殖规律。 
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Comparison of intestinal flora structure between starting point 
and steady point of colonization in workers (Apis mellifera) 
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1 Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, Yunnan Province, 
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Abstract: [Objective] Now, there is no reports on colonization of intestinal bacteria in insects. Exploration for 
difference of intestinal bacterial structure and composition between two key time points (The starting point is 
0-days and the steady point is 7-days after pupation) of intestinal bacterial colonization in Apis mellifera, deepening 
understanding of intestinal flora colonization in bees and even insects. [Methods] After pupation, five worker 
individuals were collected from each of the two time points. Samples of workers were dissected and then DNA of 
intestinal flora was extracted. High-throughput sequencing for the highly variable region of 16S rDNA of intestinal 
flora was implemented using illumine platform, and then diversity of intestinal flora was analyzed by 
bioinformatics. Intestinal flora showing the highest relative abundance at the two time points was statistically 
analyzed, as well as the relative abundance and composition of intestinal flora were compared. [Results] A total of 
515156 quality sequences were obtained, with a total length of 227904953 bp and an average length of 442 bp. 
According to OTUs-based classification, intestinal bacteria of workers were classified into 34 phylum, 82 classes, 
221 orders, 405 families and 799 genera, respectively. In addition, there was a significant difference between Alpha 
diversity index from the starting point and that from the end point of intestinal flora colonization in workers (ACE, 
P=0.0014; Chao, P=0.0013; Shannon, P=0.0003; Simpson, P=0.0028). It is found that the relative abundance of 
Lactobacillus, Gilliamella, Bifidobacterium and Snodgrassella increased significantly, and the relative abundance 
of Acinetobacter, escherichia-shigella, Sphingomonas, Bacteroides, Nesterenkonia and Thermus decreased 
significantly (P<0.05) in 7-days workers by comparing to 0-days workers. [Conclusion] Intestinal bacterial 
diversity of the newly emerged (0-day) adult A. mellifera was significantly higher than that of fully colonized 
(7-day) workers. The relative abundance of several intestinal bacteria in adult worker bees changed significantly 
after colonizing. Results of the study not only increase our understanding for colonization rules of intestinal 
bacteria in bee, and also provide important references for studying colonization rules of intestinal bacteria in other 
insects. 
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