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凹唇壁蜂雌成虫滞育期、休眠期和破茧期肠道菌群
多样性分析
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摘要：为明确凹唇壁蜂Osmia excavata雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群的多样性及差异，解析其在

宿主健康与调控宿主生长发育中的作用，采用 Illumina NovaSeq二代高通量测序技术对不同时期肠

道细菌16S rRNA V3~V4区域进行测序，分析雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群的多样性变化。结果

显示，凹唇壁蜂雌成虫在滞育期至破茧期肠道细菌菌群中共检测到41门96纲198目325科637属，

其中核心菌门是变形菌门，相对丰度介于75.98%~91.41%之间；核心菌属是Sodalis，相对丰度介于

59.65%~74.66%之间。Alpha多样性分析显示，从滞育期到休眠期，雌成虫肠道内菌群多样性指数

明显升高，从休眠期至破茧期，其肠道菌群多样性指数出现降低趋势；休眠期其肠道菌群的物种丰

富度和均匀度均最高，滞育期其肠道菌群的物种丰富度和均匀度均最低；Beta多样性分析结果显示，

从滞育期至破茧期，其肠道菌群结构相对稳定；LEfSe分析结果显示，从滞育期至破茧期其肠道菌

群在门、纲、目、科、属水平均存在显著差异，且差异显著菌群主要出现在休眠期。预测的不同时期的

肠道菌群功能不同，这与其成虫解除滞育进入休眠再破茧的生理过程密切相关。表明凹唇壁蜂雌成

虫从滞育期至破茧期肠道核心细菌种类一致，群落结构相对稳定，但是群落多样性发生明显变化。
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Abstract: To clarify the diversity and differences in the intestinal flora of mason bee Osmia excavata

adult females from the diapause phase to the cocoon-breaking stage, and to analyze their role in host

health and regulation of host growth and development, the Illumina NovaSeq second-generation high-

throughput sequencing method was used to sequence the 16S rRNA V3 to V4 regions of gut bacteria

and analyze changes in gut flora diversity from diapause to cocoon-breaking stages. The results re-

vealed a total of 41 phyla, 96 classes, 198 orders, 325 families, and 637 genera in the intestinal bacterial

flora of O. excavata female adults during these stages. The core phylum in the intestinal bacterial flora
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昆虫肠道微生物主要包括细菌、真菌和病毒等，

受昆虫种类、生境以及取食等多种因素的影响，不同

昆虫的肠道微生物种群结构不同（陆秋成等，

2023）。这些微生物与宿主之间存在着复杂的相互

作用，并对宿主的新陈代谢和生理活动等产生重要

影响（周帆等，2020；Li et al.，2023）。近年来，随着

高通量测序技术的发展，昆虫肠道微生物的研究也

在不断深入。

肠道微生物与宿主之间的共生关系在动物中普

遍存在，蜜蜂作为一种营社会性群体生活的昆虫，相

比于其他独居生活的昆虫来说，其肠道微生物具有

特异性（王红芳和胥保华，2020）。以工蜂为主要研

究对象的试验结果表明，蜜蜂肠道的核心微生物共

包括 9 大类群，占全部微生物的 95%以上，分别为

Gamma-1、Gamma-2、Beta、Alpha-1、Alpha-2.1、Al-

pha-2.2、Bifidobacterium、Firm-4和Firm-5类群（Mo-

ran et al.，2012；Sabree et al.，2012）。社会性蜜蜂新

生幼虫体内几乎没有细菌，整个生长过程中都由工

蜂喂养，这些相互作用可能导致细菌从蜂巢材料传

递到其肠道，以及某些种类的细菌从成年蜜蜂肠道

传递至新生蜜蜂体内（Martinson et al.，2012；Vo-

jvodic et al.，2013；Hroncova et al.，2015）。独栖野生

蜜蜂幼虫在单独的虫室中发育，一般雌成虫将采集

到的花粉和花蜜与唾液腺分泌物混合制成蜂粮以合

适的质量放入虫室中供幼虫生长发育，雌成虫在蜂

粮制作过程中会释放一些抑制食物腐败和幼虫疾病

的真菌和细菌以保护幼虫健康生长（Gilliam et al.，

1984）。社会性蜜蜂共生细菌的传播依赖于群居蜜

蜂之间的接触，而独居蜜蜂共生细菌的传播主要依

赖于环境、巢粮和由亲本引入的筑巢材料（Lozo et

al.，2015；Voulgari-Kokota et al.，2019a）。有研究表

明，独居蜜蜂幼虫的肠道菌群与花朵和育雏食物密

切相关，因此环境因素可以导致独居蜜蜂肠道内细

菌群落具有较高的多样性（Rothman et al.，2019；

Voulgari-Kokota et al.，2019b）。

凹唇壁蜂Osmia excavata属于蜜蜂总科切叶蜂

科壁蜂属Osmia，是我国北方落叶果树的一种优良

传粉昆虫，具有耐低温、授粉效率高、管理简便以及

应用成本低等特点，近年来被广泛用于为水果和蔬

菜等作物传粉，尤其对樱桃和苹果的授粉及坐果增

产具有显著促进作用（曹衍斌等，2017；门兴元等，

2018；刘丽等，2019）。凹唇壁蜂营独栖生活，1年发

生1代，雌性的成虫活动期为30~45 d、卵期为3~4 d，

幼虫期为 20~25 d、蛹期为 25~30 d，于 8—9 月在茧

内羽化为成虫，以专性滞育状态越冬，翌年3月下旬

成虫陆续破茧出巢（窦飞越等，2022）。Liu et al.

（2023）对不同地区凹唇壁蜂幼虫肠道及其巢土和巢

粮进行 16S rRNA 全长测序，发现不同地区的幼虫

肠道细菌群落具有相似性；蜂巢周围的环境因素，包

括温度、光照、降水、土壤湿度以及pH等都可能通过

影响筑巢材料和蜜源植物来影响凹唇壁蜂幼虫的肠

道微生物群。凹唇壁蜂有别于蜜蜂总科的蜜蜂和熊

蜂等社会性昆虫，其成虫在茧内生活长达7个月，这

个历程中壁蜂自身经历了由静到动的漫长变化过

of O. excavata adult females during the diapause phase to cocoon-breaking stage was Proteobacteria,

with relative abundance ranging from 75.98% to 91.41%; the core genus was Sodalis, with relative

abundance ranging from 59.65% to 74.66%. Alpha diversity analyses showed that the diversity index of

the intestinal flora increased significantly from the diapause phase to the post-diapause phase, followed

by a decreasing trend from the diapause phase to the post-diapause phase. The species richness and ho-

mogeneity of gut flora were highest during the post-diapause period and lowest during the diapause peri-

od. Beta diversity analysis showed that the structure of the gut flora remained relatively stable from the

diapause phase to the cocoon-breaking phase. LEfSe analysis revealed significant differences in intesti-

nal flora at the level of phylum, class, order, family, and genus from the diapause phase to the cocoon-

breaking phase, with the most significant differences appearing during the post-diapause period. The

predicted functions of the gut flora at different times are closely related to the physiological process

from diapause to post-diapause and cocoon-breaking in adults. This study indicated that O. excavata fe-

male adults maintained the same species of core gut bacteria from the diapause phase to the cocoon-

breaking phase. While the community structure was relatively stable, the diversity of the community

changed significantly.

Key words: Osmia excavata; diapause; post-diapause; cocoon-breaking; intestinal microbiota; diversity
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程，在遗传信息和其他诱导因素的作用下，壁蜂开始

专性滞育的滞育期，滞育解除后进入静态的休眠期，

再接受外界环境刺激进入破茧期，自由活动于自然

界。迄今为止，尚未有关于凹唇壁蜂成虫在该生理

过程中其肠道菌群多样性及群落结构的研究报道。

鉴于肠道菌群对宿主的重要生物学意义，本研究采

用 Illumina NovaSeq二代高通量测序技术对凹唇壁

蜂雌成虫肠道细菌进行分析，比较雌成虫滞育期、休

眠期和破茧期肠道细菌的群落结构和生物多样性差

异，并对肠道细菌的基因功能进行预测，以期为蜜蜂

总科筑巢独栖野生授粉蜂肠道菌群研究和此类野生

蜂保护生物学研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：滞育期凹唇壁蜂成虫由山东省烟台

必丰农业科技有限公司提供，将其置于实验室内长

35 cm、宽 35 cm、高 35 cm的养虫笼中，在室温环境

下待其自然解除滞育并破茧而出后，分别取滞育期、

休眠期和破茧期雌成虫供试。

试剂和仪器：十六烷基三甲基溴化铵（hexadec-

yltrimethyl ammonium bromide，CTAB）试剂盒，中国

Nobleryder 公司；Phusion® High-Fidelity PCR Master

Mix、NEBNext® UltraTM II FS DNA PCR-free Library

Prep Kit（NEB/E7430L）建库试剂盒，美国New Eng-

land Biolabs公司；通用型DNA纯化回收试剂盒，天

根生化科技（北京）有限公司；其余试剂均为国产分

析纯。T100梯度PCR仪、PowerPac Basic电泳仪，美

国 Bio-Rad 公司；Illumina Novaseq 6000 测序仪，美

国 Illumina公司。

1.2 方法

1.2.1 凹唇壁蜂肠道样本获取及测序

分别收集大小、活力一致的滞育期、休眠期和破

茧期雌成虫各 100头，将雌成虫用 75%酒精和无菌

水分别冲洗 2遍；在无菌条件下解剖取出肠道组织

置入1.5 mL离心管中。每个离心管中放6个肠道组

织样本作为1个重复，每个时期设5个重复，共15个

样本。样本采用液氮速冻，于-80 ℃保存备用。

采用 CATB 试剂盒对上述样本基因组 DNA 进

行提取。利用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA的纯度

和浓度，取适量的合格样本DNA于离心管中，使用

无菌水稀释至 1 ng/μL，备用。采用引物 341F（5′-

CCTAYGGGRBGCASCAG-3′）和 806R（5′-GGAC-

TACNNGGGTATCTAAT-3′）对凹唇壁蜂的16S rRNA

V3~V4区域进行PCR扩增。扩增产物经2%琼脂糖

凝胶电泳检测后，使用通用型DNA纯化回收试剂盒

回收产物，使用 NEBNext® UltraTM II FS DNA PCR-

free Library Prep Kit（NEB/E7430L）建库试剂盒进行

文库构建，确认文库检测合格后，使用 NovaSeq

6000 进行 PE250 上机测序。引物合成、PCR 扩增、

建库和测序工作委托天津诺禾致源生物信息科技有

限公司完成。

1.2.2 肠道样本测序数据处理及物种组成分析

使用 FLASH 1.2.11软件对 1.2.1每个样本的测

序 read进行拼接，得到的拼接序列为原始数据（Ma-

goč & Salzberg，2011）。使用 fastp 0.23.1 软件对原

始数据进行严格的过滤处理，最终得到高质量数据

（Bokulich et al.，2013）。将高质量数据通过与物种

注释数据库Silva 138.1数据库进行比对检测嵌合体

序列，去除其中的嵌合体序列，得到最终的有效数据

（Edgar et al.，2011）。使用QIIME 2 2020.2软件中的

DADA2模块对得到的有效数据进行降噪后获得扩

增子序列变体（amplicon sequence variant，ASV）以

及特征表（Wang et al.，2021）。使用QIIME 2 2020.2

软件的 classify-sklearn 算法对 ASV 进行物种注释，

检索数据库为Silva 138.1数据库，剔除注释到的叶

绿体和线粒体序列，绘制各物种的稀释曲线，分析肠

道菌群的物种组成，并计算各物种的相对丰度。

1.2.3 凹唇壁蜂肠道微生物多样性分析

使用QIIME 2 2020.2软件计算凹唇壁蜂不同时

期雌成虫15个样本中肠道微生物的Alpha多样性指

数，包括Chao1指数、Goods_coverage指数、Shannon

指数和Simpson指数，分析其在不同时期的差异；并

进行Beta多样性分析，主要检验不同样本之间群落

结构的相似性，即对肠道菌群进行聚类分析，构建样

本肠道菌群聚类树，聚类树展现了样本间的相似度，

样本之间的分支长度越短，样本之间越相似；同时使

用R 4.0.3软件基于加权UniFrac距离进行主坐标分

析（principal co-ordinates analysis，PCoA）和非度量多

维尺度（non-metric multi-dimensional scaling，NMDS）

分析，根据样本中包含的物种信息，以点的形式反映

在二维平面上，同时计算Stress值（反映NMDS分析

的质量信息），该值小于0.2表明NMDS分析结果准

确；使用QIIME 2 2020.2软件计算加权UniFrac距离

并采用非加权组平均（unweighted pair-group method

with arithmetic means，UPGMA）法构建聚类树，并将

聚类结果与各样本肠道菌群在门水平上的相对丰度

整合展示；通过 LEfSe 1.1.01 软件来完成样本组间
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的显著差异物种分析，设置线性判别分析（linear

discriminant analysis，LDA）阈值为4。

1.2.4 凹唇壁蜂肠道微生物功能预测分析

以 Silva 138.1 数据库序列为参考序列，采用

Tax4Fun 0.3.1软件对凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧

期的肠道菌群进行功能预测，并基于所有凹唇壁蜂

肠道菌群样本在京都基因与基因组百科全书（Kyo-

to Encyclopedia of genes and genomes，KEGG）数据

库中的功能注释及丰度信息，选取相对丰度排名前

35的功能及其丰度信息绘制肠道菌群功能预测热

图并进行聚类。

1.3 数据分析

利用Excel 2019软件进行试验数据处理，采用

GraphPad Prism 8.0软件对试验数据进行统计分析，

应用 t检验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 凹唇壁蜂雌成虫肠道样本测序结果

通过对凹唇壁蜂肠道 15个样本测序 read进行

剪切过滤，平均每个样品测得 128 444条 read，经过

质控平均得到 112 969 条有效数据，质控有效率达

87.95%。稀释曲线显示，随着抽样序列数量的增

加，每组样本所观测到的物种数趋于平缓饱和，说明

本研究数据可靠，可以反应数据的真实性（图1）。

D：滞育期；PD：休眠期；CB：破茧期。1~5 为样本编号。

D: Diapause period; PD: post-diapause period; CB: cocoon-

breaking period. 1-5 are sample number.

图1 凹唇壁蜂雌成虫滞育至破茧期肠道细菌组成稀释曲线

Fig. 1 Dilution curve of intestinal bacterial composition in

female adults from diapause to cocoon-breaking

stage of Osmia excavata

将序列以 100%的相似度聚类为 ASV，共得到

2 999个ASV，将其在Silva 138.1数据库进行物种注

释，每个样品在不同分类阶元获得的 ASV 数目不

同。对比不同时期的雌成虫样本数据，发现从滞育

期雌成虫样本中获得的ASV数量最少，从休眠期雌

成虫样本中获得的ASV数量最多，但是休眠期和破

茧期雌成虫样本的ASV总数相差不大（表1）。从滞

育期至破茧期的凹唇壁蜂雌成虫肠道细菌菌群中共

检测到 41门 96纲 198目 325科 637属，且各时期的

肠道菌群在不同分类阶元注释到的物种数不同，其

中破茧期成虫CB-5样品在门、纲、目、科4个分类阶

元所得到的注释数均略高于其他样品，有25门48纲

96 目 131 科；而滞育期成虫 D-2 样品在门、纲、目、

科、属5个分类阶元的注释数均略低于其他样品（表1）。

2.2 凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群组成及相对丰度

凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群在门水平的组成中以

变形菌门为核心菌门，其在滞育期、休眠期和破茧

期雌成虫肠道菌群中的相对丰度分别为 91.41%、

75.98%和 85.27%，均大于 75.00%；其余门包括厚壁

菌门、拟杆菌门、梭杆菌门、放线菌门、脱磺杆菌门和

蓝菌门，在滞育期雌成虫肠道中的相对丰度分别为

6.27%、0.61%、0.67%、0.66%、0.01%和0.05%，在休眠

期雌成虫肠道中的相对丰度分别为14.83%、7.16%、

0.47%、0.60%、0.24%和0.03%，在破茧期雌成虫肠道

中的相对丰度分别为11.10%、1.16%、0.23%、0.65%、

0.05%和 0.07%（图 2-A）。其中休眠期凹唇壁蜂雌

成虫肠道内厚壁菌门和拟杆菌门的相对丰度均高于

滞育期和破茧期。

凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群在属水平的组成中以

Sodalis 为核心菌属，其在滞育期、休眠期和破茧期

雌成虫肠道菌群中的相对丰度分别为 74.66%、

59.65%和73.14%；其余属包括沃尔巴克氏体Wolba-

chia、假单胞菌属 Pseudomonas、乳杆菌属 Lactoba-

cillus、另枝菌属 Alistipes、拟杆菌属 Bacteroides、罗

尔斯通氏菌属 Ralstonia 和肠球菌属 Enterococcus，

在滞育期雌成虫肠道中的相对丰度分别为 1.23%、

6.87%、0.89%、0%、0.17%、1.53%和0.32%，在休眠期

雌成虫肠道中的相对丰度分别为 1.15%、6.30%、

0.03%、2.15%、2.54%、1.63%和 0.67%，在破茧期雌

成虫肠道中的相对丰度分别为 3.27%、2.53%、

4.85%、0.16%、0.27%、0.10%和 0.74%（图 2-B）。除

了 Sodalis外，在 3个时期相对丰度均在 1.00%以上

的属还有假单胞菌属和沃尔巴克氏体。

结合物种组成及相对丰度结果可知，凹唇壁蜂
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雌成虫在滞育期至破茧期肠道内的核心物种组成相 似，且不存在显著差异（图2）。

表1 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群16S rRNA基因高通量测序基本信息

Table 1 High-throughput sequencing of intestinal microbiota 16S rRNA gene in female adults from diapause to

cocoon-breaking stage of Osmia excavata

样本
Sample

D-1

D-2

D-3

D-4

D-5

PD-1

PD-2

PD-3

PD-4

PD-5

CB-1

CB-2

CB-3

CB-4

CB-5

原始数据
Raw reads

129 775

119 592

131 293

143 475

133 831

132 609

117 111

125 848

132 347

99 257

108 973

142 932

134 374

133 853

141 401

有效数据
Valid reads

116 017

108 149

113 693

126 592

119 048

117 027

101 149

111 513

110 348

82 531

96 498

123 878

119 979

118 606

129 519

ASV数量
No. of ASVs

203

140

282

503

235

316

451

572

736

375

368

502

488

366

452

不同分类水平物种数量
No. of taxa at different taxonomic levels

门Phylum

11

11

13

20

14

13

16

20

21

17

22

20

19

17

25

纲Class

19

16

20

34

19

19

24

38

30

32

44

36

30

29

48

目Order

41

34

43

78

39

46

56

73

65

58

74

66

62

55

96

科Family

72

54

93

126

71

81

93

125

116

104

120

129

103

103

131

属Genus

91

70

139

228

102

138

156

204

207

172

165

193

178

161

150

D：滞育期；PD：休眠期；CB：破茧期。1~5 为样本编号。D: Diapause period; PD: post-diapause period; CB: cocoon-

breaking period. 1-5 are sample number.

图2 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群在门（A）和属（B）水平的相对丰度

Fig. 2 Relative abundance of intestinal microbiota structure at the phylum (A) and genus (B) levels in female adults from diapause

to cocoon-breaking stage of Osmia excavata

2.3 凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群多样性分析

2.3.1 α多样性分析

凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群的Goods_coverage指

数均大于 99.9%（图 3-A），说明样本测序覆盖度高，

测序结果基本能反映物种肠道微生物的真实情况。

凹唇壁蜂雌成虫不同时期的肠道菌群多样性明显不

同，休眠期雌成虫肠道菌群的平均Chao1指数与破

茧期雌成虫相近，两者均大于滞育期雌成虫肠道菌

群的平均Chao1指数，表明休眠期和破茧期雌成虫

肠道菌群中物种数相似，而且均高于滞育期雌成虫

肠道菌群中的物种数（图 3-B）；休眠期雌成虫肠道

菌群的 Shannon 指数和 Simpson 指数均最高，表明

该时期肠道菌群的物种丰富度和均匀度最高，而滞

育期雌成虫肠道菌群的Shannon指数和Simpson指

数均最低，表明该时期肠道菌群的物种丰富度和均

匀度最低（图3-C~D）。综合分析发现休眠期雌成虫

的肠道细菌种类丰富，菌群多样性高，而滞育期和破

茧期其肠道细菌种类较少且多样性较低。

2.3.2 β多样性分析

凹唇壁蜂雌成虫休眠期与破茧期样本间注释到
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门水平的菌群存在较大差异，而休眠期和破茧期样

本与滞育期各样本间的菌群差异较小；虽然不同样

本间肠道菌群相似度存在差异，但是所有样本注释

到门水平的菌群中，变形菌门均占据核心地位（图

4），这与2.2结果相吻合。

D：滞育期；PD：休眠期；CB：破茧期。1~5为样本编号。D: Diapause period; PD: post-diapause

period; CB: cocoon-breaking period. 1-5 are sample number.

图3 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道细菌α多样性指数差异分析

Fig. 3 Analysis of α diversity index differences of intestinal bacteria in female adults from diapause to

cocoon-breaking stage of Osmia excavata

图中数据为平均数±标准差。*表示经 t检验法检验两组样本间差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD. * indicates sig-

nificant difference between two sample groups by t test (P<0.05).

1~5为样本编号。1-5 are sample number.

图4 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群门水平等级聚类树和相对丰度

Fig. 4 Rank clustering tree and relative abundance histogram of intestinal microbiota at the phylum level in female adults from

diapause to cocoon-breaking stage of Osmia excavata

PCoA 结果显示，凹唇壁蜂雌成虫从滞育期至 破茧期3个时期样本的肠道菌群物种组成结构相似
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（图 5-A）。基于NMDS分析所得 Stress值小于 0.2，

说明NMDS 分析结果可以准确反映样本间的差异

程度，除个别样本外，滞育期、休眠期和破茧期样本

的加权UniFrac距离均较近，这3个时期凹唇壁蜂肠

道菌群大致聚类为一类（图 5-B），与 PCoA 结果一

致，表明凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群

群落结构相对稳定。

图5 基于加权UniFrac距离的凹唇壁蜂滞育期至破茧期雌成虫肠道菌群的主坐标分析（A）和非度量多维尺度分析（B）

Fig. 5 Principal co-ordinates analysis (PCoA) (A) and non-metric multi-dimensional scaling (NMDS) analysis (B) based on

weighted UniFrac distance from diapause to cocoon-breaking stage of Osmia excavata

综上所述，凹唇壁蜂雌成虫滞育期到破茧期肠

道菌群的多样性存在差异，由滞育期到休眠期，肠道

内菌群多样性有明显升高的趋势，由休眠期到破茧

期，肠道内菌群多样性出现降低的趋势，同时破茧期

肠道菌群多样性高于滞育期，休眠期肠道菌群多样

性最复杂，细菌种类最丰富；滞育期至破茧期虽然其

肠道菌群丰度变化大，但是菌群结构稳定，物种组成

相似。

2.3.3 组间差异性肠道菌群

凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧时期肠道菌群差

异在门、纲、目、科、属水平均有显著变化，且显著差

异菌群出现在休眠期和破茧期。破茧期仅有1个显

著差异菌群，为乳杆菌属；而休眠期有 10个显著差

异菌群，在门水平上显著差异菌群为拟杆菌门，在纲

水平上显著差异菌群为梭菌纲和拟杆菌纲，在目水

平上显著差异菌群为颤螺菌目、拟杆菌目和毛螺菌

目，在科水平上显著差异菌群为毛螺菌科和拟杆菌

科，在属水平上显著差异菌群为拟杆菌属和另枝菌

属（图6）。

2.4 凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群功能预测

凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期的肠道菌群功

能预测结果显示，其肠道菌群的功能主要集中在新陈

代谢、遗传信息处理和环境信息处理3个方面（图7）。

凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群的功能在3个时期存

在差异，滞育期肠道菌群的功能预测聚类到内分泌

系统、辅助因子和维生素代谢、脂质代谢、萜类和多

酮类代谢相关功能，相对丰度明显高于休眠期和破

茧期；休眠期肠道菌群的功能预测聚类到免疫系统、

聚糖的生物合成和代谢、复制和修复、核苷酸代谢、

碳水化合物代谢、细胞过程和信号传导、运输和分解

代谢、耐药性、翻译、其他次生代谢产物的生物合成

相关功能，相对丰度明显高于滞育期和破茧期；破茧

期肠道菌群的功能预测聚类到折叠、分类和降解和

遗传信息处理相关功能，相对丰度明显高于滞育期

和休眠期期（图8）。

3 讨论

随着分子生物学的发展，高通量测序技术已经

广泛应用于蜜蜂和熊蜂等社会性昆虫肠道微生物的

相关研究中（Martinson et al.，2011；Luo et al.，2020）。

张义强（2013）对意大利蜜蜂Apis mellifera各时期肠

道内共生菌的研究表明厚壁菌门及变形菌门为核心

菌群；徐龙龙等（2014）研究发现我国的兰州熊蜂

Bombus lantschouensis 肠道共生菌核心菌群为 Gil-

liamella apicola和 Snodgrassella alvi；郭军（2015）研

究结果显示东方蜜蜂 Apis cerana 肠道菌群的核心

菌群为变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门。

本研究结果表明，凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期



肠道内核心菌门为变形菌门，其余菌门为厚壁菌门、

拟杆菌门、梭杆菌门和放线菌门；核心菌属为 Soda-

lis，其余菌属为假单胞菌属、沃尔巴克氏体和乳杆菌

属。群居的蜜蜂和熊蜂拥有一套简单、循环、相似的

肠道微生物群（Su et al.，2021）。本研究发现凹唇壁

蜂雌成蜂滞育期至休眠期肠道菌群的核心菌群与社

会性蜜蜂和熊蜂相似，但是核心菌属Sodalis却在凹

唇壁蜂雌成蜂中显著富集，可能与凹唇壁蜂独栖生

活相关。窦飞越等（2022）研究了凹唇壁蜂的营巢生

物学特性，发现完成交配的部分雌成虫会选择并标

记适合的巢管进行筑巢，采集花蜜（粉）制作蜂粮并

完成产卵繁殖后代，整个生活史大部分时间生活在

巢管内，没有社会性蜜蜂和熊蜂的蜂王及工蜂的抚

育和饲养环节，不能通过饲喂和抚育行为将菌群直

接传给后代。推断这可能是导致凹唇壁蜂雌成虫滞

育期至破茧期肠道内Sodalis菌群显著富集的原因。

A：LEfSe条形图展示了LDA评分高于4.0的不同生命阶段的肠道菌群；B：LEfSe分支图显示了肠道菌群在不同生命

阶段的系统发育分布。A: LEfSe bars show the gut flora at different life stages with linear discriminant analysis (LDA)

scores higher than 4.0; B: LEfSe branching map shows the phylogenetic distribution of intestinal flora at different life stages.

图6 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群的LEfSe分析

Fig. 6 LEfSe analysis of intestinal microbiota in female adults from diapause to cocoon-breaking stage of Osmia excavata
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图7 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群功能预测的相对丰度

Fig. 7 Relative abundance of intestinal microbiota function prediction in female adults from diapause to

cocoon-breaking stage of Osmia excavata

Sodalis作为内共生菌存在于多种昆虫体内，包

括虱子、舌蝇、大青叶蝉Cicadella viridis和独居蜜蜂

等，其共生的功能作用也各不相同（Rubin et al.，2018）。

Sodalis glossinidius作为舌蝇的内共生菌，存在于包

括血淋巴、脂肪体和中肠在内的舌蝇组织的细胞间

和细胞内，并且通过调节舌蝇免疫系统增强舌蝇对

锥虫的易感性（Welburn & Maudlin，1991；1999；

Dale & Maudlin，1999；Dale & Welburn，2001）。与

海豹虱相关的 Sodalis细菌内共生体的代谢模型被

发现可合成类似于Candidatus Riesia的B族维生素

（Boyd et al.，2016）。对独居苜蓿切叶蜂 Megachile

rotundata的细菌 16S rRNA基因进行测序也鉴定到

了 Sodalis（McFrederick et al.，2014）。练启仙等

（2019）在大青叶蝉中分离出次生内共生菌 Sodalis

sp.，同时筛选出了减少其数量的抗生素。

本研究通过Alpha多样性分析发现凹唇壁蜂雌

成虫在休眠期的肠道菌群物种丰富度和多样性高，

推断可能与休眠期代谢活动的发生相关。昆虫滞育

解除后会伴随着大量的代谢活动发生（吴华静，

2018），肠道菌群可能直接或间接参与这些代谢活

动。本研究进一步对凹唇壁蜂雌成虫不同时期组间

肠道菌群差异进行分析，发现有10个显著差异菌群

出现在休眠期，这些菌群的存在可能为凹唇壁蜂雌

成虫生存发挥着重要的功能作用。Evans & Lopez

（2004）研究结果表明某些肠道益生菌可以增强宿主

的免疫能力，诱导宿主产生的抗菌肽对病原菌有抵

抗作用，其中拟杆菌作为益生菌参与宿主的正常活

动，可抑制病原菌定殖（Li et al.，2017）。

作为独栖性蜜蜂总科的凹唇壁蜂，其成虫在茧

内生活长达 7 个月，经历了滞育期、休眠期和破茧

期，独特的生活特点使其肠道菌群的传递和功能也

有别于其他蜜蜂总科的社会性昆虫。本研究发现凹

唇壁蜂雌成虫从滞育到破茧而出的过程中，肠道菌

群的新陈代谢、遗传信息处理和环境信息处理 3个

功能相关基因的相对丰度最高，这也从基因功能角

度揭示了该成虫发育阶段肠道菌群的特点：处于停

止进食状态的滞育期，成虫肠道菌群的活动和代谢

均维持在相对较低的水平，而达到滞育解除和破茧

阶段，成虫肠道菌群开始活跃起来，相关功能如体内

遗传信息处理和环境信息处理功能相关基因开始发

挥重要作用。

蜜蜂核心肠道菌群具有保守性和相对特异性，

使其成为一个研究肠道细菌的新兴模型，适用于研

究共生理论（李还原等，2019）。蜜蜂工蜂有一个简

单而具体的肠道微生物群，少数细菌种类主宰着蜜

蜂的肠道群落，蜜蜂肠道菌群为了解特定肠道菌群

组装的过程以及肠道菌群影响宿主生物学的途径提

供了机会（Martinson et al.，2012；Corby-Harris et al.，

2014；Zheng et al.，2018）。基于本研究结果，推测凹

唇壁蜂也可为研究独栖性授粉昆虫肠道菌群的组

成、结构和功能提供模式性帮助。Zhang et al.（2022）

研究发现蜜蜂肠道乳酸杆菌通过调节色氨酸代谢进

而调节宿主的学习记忆行为，由此推断驱动凹唇壁

蜂雌成虫肠道菌群变化和功能差异的主要因素是适

应外界环境的变化，在整个“菌群-脑-轴”适应过程

中，茧内的成虫度过滞育期、休眠期和破茧期时其肠

道内核心菌群也会发挥特定功能，调节其体内机能

来适应环境，保证其茧内成虫安全度过由静到动的
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整个历程，这其中凹唇壁蜂雌成虫肠道菌群中核心

菌属 Sodalis细菌发挥着怎样的功能作用还需要进

一步研究验证。

图8 凹唇壁蜂雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群的功能预测聚类热图

Fig. 8 Clustering heat map of intestinal microbiota function prediction in female adults from diapause to

cocoon-breaking stage of Osmia excavata

本研究基于 16S rRNA高通量测序对凹唇壁蜂

雌成虫滞育期至破茧期肠道菌群结构及多样性进行

了分析，明确了茧内雌成蜂不同时期肠道菌群组成、

群落结构变化以及不同发育阶段的核心菌群。进一

步分析发现，茧内成虫由静到动的整个历程中肠道

菌群功能不同，推断整个历程其肠道菌群为适应外

界环境变化和凹唇壁蜂独特的进食特点而产生多样

性差异；肠道菌群还与其体内相关激素、酶类和免疫

调控反应等变化相联动，参与感知环境信号、辅助宿

主内分泌系统以及帮助宿主昆虫免疫防御功能的细

菌大量参与该生理过程。
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