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摘要:蜂粮是蜜蜂采集植物花粉储存于巢脾巢房后,经微生物作用转化而成的可长期贮存和易于消化的幼虫食物。探究

中华蜜蜂(Apis
 

cerana
 

cerana)蜂粮细菌多样性与粉源植物之间的相关性,有助于进一步揭示自然界中“植物-传粉者-微

生物”三者互作机制。通过高通量测序技术对重庆四面山地区不同海拔(500、700和900
 

m)及不同季节(5、7和9月)采

集的中华蜜蜂蜂粮样本进行了粉源植物鉴定与细菌多样性分析。结果显示:粉源植物共涉及26目44科80属,其中出现

频率最高的属为栗属(Castanea)、楤木属(Aralia)和悬钩子属(Rubus)。蜂粮细菌群落的操作分类单元(operational
 

taxonomic
 

units,OTU)分布呈现明显的异质性,蜜蜂乳杆菌属(Apilactobacillus)在群落中占据绝对优势。Beta多样性分

析表明,粉源植物在不同季节(R2=0.680
 

8,p=0.001
 

0)和海拔梯度(R2=0.194
 

5,p=0.003
 

0)上均具有统计学意义上

的差异;蜂粮细菌群落在不同季节间具有统计学意义上的差异(R2=0.597
 

0,p=0.001
 

0),但在海拔梯度方面不具有统

计学意义上的差异(R2=0.081
 

0,p=0.066
 

0)。基于OTU水平的相关性分析显示,粉源植物和蜂粮细菌群落之间整体

呈统计学意义上的正相关(N=27,R=0.199
 

1,p=0.004
 

0),且在不同季节内均保持统计学意义上的正相关(5月:

N=9,R=0.323
 

6,p=0.048
 

6;7月:N=9,R=0.358
 

0,p=0.025
 

3;9月:N=9,R=0.339
 

0,p=0.043
 

0)。在属水平

上,部分粉源植物与特定细菌类群呈统计学意义上的正相关(p<0.05),如蜜蜂乳杆菌属(Apilactobacillus)与玉蜀黍属

(Zea)呈强正相关(r=0.800,p<0.05)。结果表明重庆四面山地区中华蜜蜂粉源植物种类明显影响了蜂粮中细菌群落

的结构与组成,研究结果可为该地区中华蜜蜂种群保护、蜂粮发酵优势细菌种群的鉴定和人工蜂粮的研制提供科学依据,

并为揭示“植物-传粉者-微生物”三者间互作关系奠定基础。
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蜜蜂通过采集粉源植物的花粉与花蜜,为种群提供蛋白质、脂肪、维生素和矿物元素等必需营养物质[1-5]。
花粉是蜂群唯一的蛋白质来源,对幼虫孵化及工蜂腺体的发育至关重要。粉源植物主要指能为蜜蜂提供大量花

粉并常伴少量花蜜的植物类群,它们是蜂群食料的主要来源,亦是养蜂业可持续发展的物质基础[6-7]。蜂粮是蜜

蜂将采集的花粉团储存于巢房后,经咀嚼、蜜液湿润、压实并封盖,然后在微生物作用下发酵而成的花粉酿制

品[8]。蜂粮营养价值较高,为蜂群繁殖阶段的关键蛋白质饲料[9]。蜂粮中的花粉来源具有多样性,主要来自粉

源植物,包括有粉少蜜和有粉有蜜的植物,亦可能混入由花蜜或蜂蜜携带的其他植物花粉[10-11]。同样地,蜂粮中

微生物的来源也具有多途径性,包括花粉表面附着的花朵微生物、花蜜或蜂蜜中的细菌以及蜜蜂采集与酿造过

程中引入的蜂体及巢内环境微生物[12-14]。尽管来源复杂,蜂粮样本中的花粉与细菌仍主要源自粉源植物。作为

经蜜蜂加工和长期发酵的终产物,蜂粮中的花粉组成与细菌群落并非随机混合,而是反映了蜜蜂的采集偏好以

及微生物在巢内环境下的定植与互作关系。
粉源植物与蜜蜂及蜂巢内的微生物群落之间存在紧密的互作关系。花朵作为微生物传播的关键枢纽,蜜蜂

在访花过程中既可能将自身携带的细菌传入花部,亦可将花朵附生的微生物带回蜂巢[14]。这些微生物通过蜂粮
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喂养和社会行为在蜂群内传播,并在促进花粉降解、提高营养利用率、解毒、增强宿主健康等方面具有重要功

能[13-14]。同时,花朵微生物还能改变花蜜的化学成分与挥发性物质的组成,进而影响植物的授粉成功率[15]。已

有研究表明,蜜蜂采集的花粉组成与它携带的细菌群落之间未必始终存在明显的关联,但某些特定花粉类型可

能与特定优势细菌的丰度明显相关,提示该类植物可能成为这些细菌的贮存库[16]。例如,熊蜂(Bombus
 

spp.)
采集的花粉细菌多样性与植物多样性呈正相关,且部分细菌属与特定花粉类型的丰度密切相关[17]。此外,蜂花

粉与蜂粮中常可检出蜜蜂核心肠道菌群[18],这表明蜂粮作为一个微生态系统,是研究“植物-蜜蜂-微生物”三者

互作的理想载体。
中华蜜蜂(Apis

 

cerana
 

cerana)是中国本土重要的传粉昆虫之一,具有体型小、耐寒性强、善于利用零星蜜源

等特点[19],在复杂山地生态系统及本土植物传粉中较意大利蜜蜂(Apis
 

mellifera
 

ligustica)更具优势[18]。然

而,受全球气候变化[20]、外来蜂种竞争[21]、生境质量下降[22]、病原侵扰[23]等多重因素影响,该蜂种的种群数量与

分布范围正急剧缩减[24]。为深入解析中华蜜蜂蜂粮的粉源植物组成及它们与细菌群落的相关性,可采用DNA
宏条形码技术对粉源植物进行鉴定。该技术具有鉴定快速、分类分辨率高等优势,已广泛应用于蜜蜂粉源植物

组成分析[25]。相较于传统蜂孢粉学方法,该技术不依赖高水平的分类学专业知识,能高效处理批量样本,并对部

分科属植物具有更高的分辨率[26]。例如,基于ITS2区域的宏条形码已成功应用于意大利蜜蜂与熊蜂的粉源植

物研究中,并证实该技术在揭示蜜蜂采食偏好方面的有效性[10]。同时,结合16S
 

rRNA基因高通量测序技术,可
系统解析蜂粮中细菌的组成与多样性特征[27]。

 

基于上述研究背景,以重庆四面山不同海拔与季节条件下采集的中华蜜蜂蜂粮为研究样本,整合DNA宏条

形码与16S
 

rRNA基因高通量测序技术,结合多元统计分析方法,旨在探究以下科学问题:中华蜜蜂蜂粮中粉源

植物组成及细菌群落结构在不同海拔和季节间是否存在明显差异? 粉源植物群落与蜂粮细菌群落之间是否具

有明显的相关关系? 研究结果有望从“植物-传粉者-微生物”三者互作视角揭示中华蜜蜂对当地粉源资源的利用

特征及该蜂种蜂粮共生微生物的组成,并为筛选蜂粮发酵优势菌种与开发人工蜂粮产品提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 蜂粮样品采集

蜂粮样品采集工作于重庆四面山市级自然保护区开展。依据海拔梯度设置了500、700和900
 

m共3个采

样带,并于2020年5、7和9月各进行1次样品采集。在每个海拔采样带,综合考虑地形通达性和原生植被分布

特征,各设置1个独立采样点。采样点之间的直线距离均大于2
 

km,超过中华蜜蜂通常的采集活动半径(1~1.5
 

km),从而有效确保各采样点内蜂群的粉源采集范围互不重叠,以反映不同海拔特有的粉源植物谱。
为获取蜜蜂近期采集的蜂粮,在采样前2日于蜂群长势相近的蜂箱中随机选取未贮粉的巢脾区域(面积约

为25
 

cm2)进行标记,供工蜂在随后48
 

h内贮存新采集的花粉。采样时驱离蜜蜂,为避免后续植物DNA与细菌

DNA分析间的潜在交叉污染并确保2类样品来源的一致性,使用2把无菌镊子从同一标记区域的不同巢房中分

别采集蜂粮。具体操作如下:从标记区域内随机选取20个巢房,先用第1把无菌镊子取其中10个巢房内的全部

蜂粮,混合后置于一支5
 

mL无菌离心管中,作为粉源植物分析样品;随即用第2把无菌镊子采集剩余10个巢房

内的全部蜂粮,混合后转入另一支5
 

mL无菌离心管,作为细菌群落分析样品。该流程保证每个蜂群每次采样获

得1组“植物-细菌”配对样品。所有样品现场液氮速冻,随后转至
 

-80
 

℃超低温冰箱中保存。
需采集的蜂粮样品涉及3个海拔梯度、3个季节和3个生物学重复,且由于每个蜂粮样品需分开采集2份分

别用于粉源植物分析与细菌群落分析,因此最终获得粉源植物分析样品和细菌群落分析样品共计54份,两者各

半。样品采集信息及编号见表1。

1.2 DNA提取

蜂粮样本自-80
 

℃超低温冰箱中取出后,置于预冷研钵中,加入液氮迅速研磨至均匀粉末状。采用E.Z.
N.A.􀆿土壤DNA试剂盒(美国Omega

 

Bio-tek公司生产)分别对蜂粮样本中的粉源植物基因组DNA进行提

取,操作严格遵循试剂盒说明书流程。提取完成后,通过1%琼脂糖凝胶电泳对DNA完整性进行检测。蜂粮细

菌基因组DNA提取方法与上述步骤一致,最后利用NanoDrop
 

2000型微量分光光度计(美国Thermo
 

Fisher公

司生产)测定DNA浓度与纯度,并以OD260/OD280 比值作为纯度评价指标。所有样本均设置3次重复实验。
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表1 中华蜜蜂蜂粮粉源植物及细菌样本采集信息

Tab.1 The
 

collection
 

information
 

about
 

bee
 

bread
 

of
 

A.cerana
 

cerana

样本类型 样本 纬度 经度 海拔/m 采集日期

粉源植物

PMay_L 北纬28.78° 东经106.37° 500 2020-05-10

PMay_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-05-10

PMay_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-05-10

PJul_L 北纬28.78° 东经106.37° 500 2020-07-09

PJul_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-07-09

PJul_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-07-09

PSep_L 北纬28.78° 东经106.37° 500 2020-09-02

PSep_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-09-02

PSep_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-09-02

蜂粮细菌

BMay_L 北纬28.78 东经106.37° 500 2020-05-10

BMay_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-05-10

BMay_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-05-10

BJul_L 北纬28.78° 东经106.37° 500 2020-07-09

BJul_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-07-09

BJul_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-07-09

BSep_L 北纬28.78° 东经106.37° 500 2020-09-02

BSep_M 北纬28.74° 东经106.38° 700 2020-09-02

BSep_H 北纬28.64° 东经106.33° 900 2020-09-02

  注:May代表5月,Jul代表7月,Sep代表9月,L代表500
 

m,M 代表700
 

m,H代表900
 

m,P表示粉源植物,B表示蜂粮细

菌,下同。

1.3 PCR扩增和测序

1.3.1 蜂粮粉源植物DNA
为鉴定蜂粮中的粉源植物组成,选取ITS2区作为分子标记进行扩增。所用引物序列如下:ITSS2F:5'-

ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3';ITS4R:5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'。PCR 反 应 在 ABI
 

GeneAmp􀆿
 

9700型PCR仪上进行,反应体系总体积20
 

μL,包含:2
 

μL
 

DNA模板(5
 

ng·μL
-1)、

 

4
 

μL
 

FastPfu
缓冲液、2

 

μL
 

dNTPs(2.5
 

mmol·L-1)、正反向引物(5
 

μmol·L
-1)各0.8

 

μL、4
 

μL
 

FastPfu聚合酶,剩余体积以

ddH2O补足。扩增程序设置为:95
 

℃预变性5
 

min;随后进行29个循环的
 

95
 

℃变性30
 

s、55
 

℃退火30
 

s、72
 

℃
延伸45

 

s;循环结束后72
 

℃延伸10
 

min;最后于
 

10
 

℃恒温保存。

PCR产物经质量分数为2%的琼脂糖凝胶电泳检测后,切取目的条带,使用AxyPrep
 

DNA凝胶提取试剂盒

(美国Axygen
 

Biosciences公司生产)进行纯化,纯化产物经QuantiFluorTM-ST蓝荧光定量系统(美国Promega
公司生产)进行检测合格后。送样上海凌恩生物科技有限公司进行后续克隆及Illumina

 

PE250平台双端测序。

1.3.2 蜂粮细菌DNA
 

为分析蜂 粮 中 细 菌 群 落 结 构,选 用 针 对16S
 

rRNA 基 因 V3-V4区 的 通 用 引 物 进 行 扩 增:341F:5'-
CCTAYGGGRBGCASCAG-3';806R:5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3'。PCR 扩增 在 ABI

 

GeneAmp􀆿
 

9700型PCR仪上进行,反应体系、扩增程序、产物检测、纯化及测序步骤均与1.3.1节所述方法一致。

1.4 数据处理

1.4.1 粉源植物数据的过滤与注释

为准确鉴定粉源植物,对测序获得的ITS2序列进行如下筛选:1)
 

所用引物具有一定通用性,可能扩增出非
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目标真菌序列,故将所有注释为真菌的操作分类单元(operational
 

taxonomic
 

units,OTU)予以剔除;2)
 

鉴于

DNA宏条形码中多拷贝基因的PCR扩增可能引起扩增子丰度偏差,设定OTU总丰度阈值为10,将总丰度低于

10的OTU视为假阳性并进行剔除[28]。在进行Venn分析时,进一步将物种序列平均数即3个重复的物种序列

总数的算术平均值低于10的物种过滤掉。

1.4.2 细菌序列数据的处理与筛选

细菌16S
 

rRNA基因V3-V4区测序数据的处理流程如下:使用FLASH
 

v1.2.11软件对双端测序读段进行

拼接(重叠长度不低于10
 

bp,错配率不高于0.2)[29];利用Trimmomatic工具过滤读段末端质量值低于20的碱

基,并对任一10
 

bp滑动窗口内平均质量值低于20的区段进行修剪(从该窗口起始位置开始)。经质控后,剔除

长度小于50
 

bp的读段[30];使用Usearch
 

v10.0软件(http://drive5.com/uparse/)通过从头组装与参考序列比

对相结合的方式去除嵌合,并生成非冗余单序列。基于97%相似性对非冗余序列进行OTU聚类,获取OTU代

表序列[26]。随后,采用基于Silva数据库(Release
 

138.1,http://www.arb-silva.de)的RDP分类器2.2版贝叶

斯算法对OTU代表序列进行物种注释。注释结果中“细菌_norank”表示该分类单元在Silva数据库的分类体系

中尚无明确科学名称,因此标记为未分类。
为进一步聚焦于细菌群落,按以下方式筛选OTU:由于所有引物具有一定的广泛特异性,注释为线粒体和

叶绿体来源的OTU均被剔除。初步分析显示,各样本中多数 OTU及较低分类阶元上的类群相对丰度极低。
因此设定相对丰度阈值为0.1%,仅保留中华蜜蜂蜂粮样本中属水平(最低注释水平)相对丰度不低于0.1%的

类群进行后续分析。

1.4.3 数据分析
 

所有基础数据处理与统计分析在Excel
 

2016软件中完成,组间差异采用SPSS
 

22.0软件进行单因素方差分

析。基于OTUs,使用R软件计算样本间的Bray-Curtis距离,并通过factoextra包绘制层次聚类图。Beta多样

性分析采用非度量多维尺度分析(NMDS),基于vegan包[31]实现,并辅以相似性分析(ANOSIM)检验组间差异

是否具有统计学意义。当p<0.05时,有关统计学检验结果具有统计学意义。相关结果利用ggplot2包[32]
 

进行

可视化。此外,采用Cytoscape软件进行物种相关性的网络可视化构建。

2 结果与分析

2.1 中华蜜蜂粉源植物与蜂粮细菌群落测序结果分析

对中华蜜蜂蜂粮样本进行高通量测序,经质量优化与阈值筛选后,共获得1
 

149
 

673条有效ITS序列,平均

长度为(342.66±6.39)
 

bp,按97%相似度聚类得到1
 

016个OTU;对中华蜜蜂蜂粮进行细菌序列分析,经质量

优化和阈值筛选后,共获得724
 

865条有效16S
 

rRNA序列,平均序列长度为(415.98±4.06)
 

bp,在相同相似度

水平下聚类得到20
 

002个OTU。
使用RDP分类器对OTU代表序列进行物种注释,结果显示:粉源植物来源的序列共注释到26目44科80

属;细菌来源的序列注释结果涵盖486目
 

808科1
 

754属(表2)。

2.2 中华蜜蜂优势粉源植物属及核心细菌属分析

中华蜜蜂粉源植物的鉴定共涉及80个属,各样本基于ITS序列鉴定得到的粉源植物属数量平均为14个。
其中,PMay_H样本的粉源植物属数量最低,为(10±0.8),而PSep_H 样本的粉源植物属数量最高,为(21

 

±
 

2.6)。通过频率统计,筛选出在27个样本中出现频率较高的10个优势粉源植物属,依次为栗属(Castanea)、楤
木属(Aralia)、悬钩子属(Rubus)、蒿属(Artemisia)、芸薹属(Brassica)、柯属(Lithocarpus)、盐麸木属(Rhus)、
野桐属(Mallotus)、杜英属(Elaeocarpus)和女贞属(Ligustrum),它们在样本中的出现频率分别为24、20、18、

15、15、15、15、14、12和12次。值得注意的是,蒿属和盐麸木属仅于7和9月在中华蜜蜂粉源植物中被检出(图1a)。
在蜂粮细菌群落方面,中华蜜蜂蜂粮细菌群落 OTU分布表现出明显异质性。群落结构分析显示,它们的

OTU组成复杂但多样性较低,具体表现为:全部 OTU 中仅有1个相对丰度超过10%的优势 OTU(占

15.96%),且丰度高于1%的 OTU 仅有4个。经16S
 

rRNA基因序列比对,该优势 OTU 与蜜蜂乳杆菌属

(Apilactobacillus)典型菌株的序列相似性高达99%,表明该属细菌在蜂粮细菌群落中占据绝对优势地位。其余

OTU的相对丰度均低于1%(图1b)。
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表2 中华蜜蜂粉源植物及蜂粮细菌不同分类水平物种数量统计

Tab.2 Statistics
 

of
 

species
 

numbers
 

about
 

A.
 

cerana
 

cerana
 

nectar
 

plants
 

and
 

bee
 

bread
 

bacteria
 

at
 

different
 

taxonomic
 

levels

样本 目数 科数 属数

PMay_L 7 9 11

PMay_M 9 10 13

PMay_H 6 6 10

PJul_L 12 13 15

PJul_M 11 13 14

PJul_H 14 15 21

PSep_L 7 7 11

PSep_M 11 13 17

PSep_H 13 16 21

BMay_L 301
 

440
 

713
 

BMay_M 263
 

397
 

645
 

BMay_H 300
 

463
 

841
 

BJul_L 294
 

441
 

743
 

BJul_M 203
 

311
 

507
 

BJul_H 288
 

442
 

743
 

BSep_L 302
 

442
 

720
 

BSep_M 274
 

400
 

640
 

BSep_H 310
 

445
 

697
 

  注:表中各样本数据为平均值。

a 中华蜜蜂蜂粮优势粉源植物属分布情况

b 核心细菌属相对丰度

注:图a中蓝色圆圈出现代表此种粉源植物属在样本中存在。

图1 中华蜜蜂蜂粮优势粉源植物属分布情况及核心细菌属相对丰度

Fig.1 Distribution
 

of
 

dominant
 

pollen
 

plant
 

genera
 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

core
 

bacterial
 

genea
 

in
 

the
 

diet
 

of
 

A.cerana
 

cerana
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2.3 中华蜜蜂粉源植物及蜂粮细菌群落多样性分析

基于NMDS排序分析,中华蜜蜂粉源植物的Beta多样性在不同季节间呈现明显差异性(图2a),ANOSIM
分析进一步支持组间具有统计学意义上的差异(R2=0.680

 

8,p=0.001)。此外,粉源植物的Beta多样性沿海

拔梯度亦具有统计学意义上的差异(R2=0.194
 

5,
 

p=0.003)。进一步两两比较显示,500
 

m(L)与700
 

m(M)

海拔之间的粉源植物组成具有统计学意义上的差异(R2=0.202
 

7,p=0.036),而500
 

m(L)与900
 

m(H)之间

(R2=0.1457,p=0.135)与700
 

m(M)与900
 

m(H)之间(R2=0.1217,p=0.303)的差异不具有统计学意义。

另一方面,中华蜜蜂蜂粮细菌群落的Beta多样性亦随季节变化而明显不同(图2b),ANOSIM 分析结果同

样证实了组间具有统计学意义上的差异(R2=0.597,p=0.001)。然而,细菌群落在各海拔梯度上的差异不具有

统计学意义(R2=0.081,p=0.066),因此后续未对各海拔梯度上的蜂粮细菌群落与粉源植物进行相关性分析。

a 粉源植物

b 蜂粮细菌群落

  注:stress值小于0.2即表示样本间组成相似性的二维投影失真较小,结果可接受。说明分析结果具有一定解释意义,可用于初步分析。

图2 中华蜜蜂蜂粮粉源植物和细菌群落Beta多样性分析(非度量多维尺度法)

Fig.2 Beta
 

diversity
 

analysis
 

of
 

pollen
 

plant
 

and
 

bacterial
 

community
 

in
 

bee
 

bread
 

of
 

A.cerana
 

cerana
 

(Non-metric
 

multidimensional
 

scaling)
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2.4 中华蜜蜂粉源植物及蜂粮细菌群落相关性分析

基于OTU水平,对粉源植物和蜂粮细菌群落的Bray-curtis距离进行 Mantel检验,结果显示二者群落结构

呈统计学意义上的正相关(N=27,R=0.199
 

1,p=0.004
 

0)。进一步分季节(5、7和9月)进行 Mantel检验,结
果表明在这3个时期,粉源植物与蜂粮细菌群落均存在统计学意义上的正相关(5月:N=9,R=0.323

 

6,p=
0.048

 

6;7月:N=9,R=0.358
 

0,p=0.025
 

3;9月:N=9,R=0.339
 

0,p=0.043
 

0)。综上所述,中华蜜蜂粉源

植物组成与蜂粮中细菌群落结构具有明显的关联性。
通过Spearman相关分析进一步探究粉源植物属与蜂粮细菌属之间的相关性,结果发现部分粉源植物属与

特定蜂粮细菌属存在明显的关联性(图3)。具体表现为:蜜蜂乳杆菌属与玉蜀黍属(Zea)呈统计学意义上的相关

(p<0.05),Apibacter属与鸡矢藤属(Paederia)、黄瓜属(Cucumis)、薯蓣属(Dioscorea)、苦瓜属(Momordica)
及藿香蓟属(Ageratum)呈统计学意义上的相关(p<0.05),Thiobacter 属与爵床属(Justicia)、银莲花属

(Anemone)、葛属(Pueraria)及 铁 线 莲 属(Clematis)呈 统 计 学 意 义 上 的 相 关(p<0.05),杜 檊 氏 菌 属

(Duganella)和Chishuiella 与柃属(Eurya)呈统计学意义上的相关(p<0.05)。

  注:蓝色圆圈为粉源植物属,绿色圆圈为细菌属。

图3 中华蜜蜂粉源植物属和蜂粮细菌属水平之间正相关的共现网络

Fig.3 Co-occurrence
 

network
 

of
 

positive
 

correlations
 

between
 

pollen
 

plant
 

genus
 

and
 

bacterial
 

genus
 

in
 

bee
 

bread
 

of
 

A.cerana
 

cerana

3 讨论

花是传粉昆虫与植物之间微生物交流的重要媒介[33],蜜蜂与花朵共享部分微生物群落[34]。访花昆虫可将

细菌引入花蜜微生物群落[35],这些微生物进而影响花蜜的化学性质、挥发性物质释放并对传粉者的吸引力产生

一定的影响[34]。花粉与花蜜作为传粉昆虫幼虫的食物,其携带的微生物同样对蜂群发育具有潜在影响[36]。花

基质上的微生物可以直接或通过动物媒介影响授粉和植物适应性[37]。
McFrederick等人[33]发现广访花性野生蜂(Ceratina

 

calcarata)的花粉和细菌群落间无明显相关关系,分析

认为这可能源于该蜂访花的粉源植物属的多样性较高(平均34属,范围16~61属),导致蜂粮细菌来源复杂,整
体多样性较高,从而掩盖了群落间的关联。相比之下,重庆四面山地区的中华蜜蜂访花植物属数量较少(平均14
属,范围10~21属)。在此条件下,中华蜜蜂可能为获取充足花粉而集中访问少数几种植物从而更稳定、大量地

获取与之相关的特定细菌类群,这可能是当地粉源植物与蜂粮细菌群落呈现明显相关关系的原因。
进一步分析发现,该地区中华蜜蜂蜂粮中某些植物属和特定细菌属之间存在显著相关性。例如,蜜蜂乳杆
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菌属与玉蜀黍属呈强正相关(r=0.800,p<0.05)。蜜蜂消化系统微生物群主要由乳杆菌属(Lactobacillus)和
双歧杆菌(Bifidobacterium)组成[38]。其中,亲果乳酸菌中原属于乳杆菌属的部分菌株,近些年被重新分类为蜜

蜂乳杆菌属,以体现它们对蜜蜂宿主的特异适应性[39]。该属包含多个物种,其如Apilactobacillus
 

kunkeei已被

证实可抑制蜜蜂病原体,并广泛存在于已知9种蜜蜂属的肠道菌群中[40]。与蜜蜂共生的 A.kunkeei 和

Apilactobacillus
 

apinorum 菌株生态位涵盖蜜蜂体表、花朵及蜂产品(蜂蜜、蜂王浆、蜂粮)。该类乳酸菌以果糖

为主要生长底物,因而常栖息于富含果糖的环境中,可见于多种植物性基质,如葡萄(Vitis
 

vinifera)、榴莲

(Durio
 

zibethinus)、无花果(Ficus
 

carica)、香蕉(Musa
 

nona)、可可(Thecbroma
 

cacao)和豆类[38]。糖类是乳酸

发酵的关键底物,常见于玉米(Zea
 

mays)、高粱(Sorghum
 

bicolor)等禾本科作物中[33]。因此,玉蜀黍属植物可

能作为蜜蜂乳杆菌属的自然储存库,它们的花粉细菌群落值得后续开展比较研究。此外,Apibacter属与鸡矢藤

属、黄瓜属、薯蓣属、苦瓜属及藿香蓟属也呈明显相关关系。Apibacter 属是蜜蜂肠道中的一类特化菌属[41]。

Kešnerov􀆦等人[42]对意大利蜜蜂肠道菌群的季节动态研究发现,冬季样本的Alpha多样性最低,此时Apibacter
属、Bombella 属和A.kunkeii 等机会性定殖菌丰度明显下降。而与 Apibacter 相关的植物物种如藿香蓟

(Ageratum
 

conyzoides)、黄 瓜 (Cucumis
 

sativus)、穿 龙 薯 蓣 (Dioscorea
 

nipponica)、苦 瓜 (Momordica
 

charantia)和鸡矢藤(Paederia
 

foetida)的花期均集中于夏季,表明Apibacter 属可能在夏季通过粉源植物在蜂

群中传递与交换[43]。
综上所述,重庆四面山地区中华蜜蜂的粉源植物与蜂粮细菌在多样性、季节动态及群落构成上均显示出明

显关联性。蜜蜂、微生物和被子植物之间的互惠关系代表了相互作用群落的“涌现性适应”效应[37],即3类群落

在长期协同演化中形成的整体适应特性,超过各自独立功能之和,对维持生态稳定性具有重要意义。上述结果

从“植物-传粉者-微生物”互作视角,解析了中华蜜蜂对本土粉源资源的利用特点及其蜂粮中共生微生物的组成,
不仅可为蜂粮发酵优势菌种的筛选及人工蜂粮产品的研发提供理论支撑,也为深入揭示三方互作机制奠定基

础。尽管初步明确了粉源植物与蜂粮菌群的相关性,但如何利用该规律指导筛选优质粉源植物以提升蜂群的抗

逆性,仍有待进一步探索。未来研究将致力于推动相关理论成果向保育实践转化。
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Analysis
 

of
 

the
 

Correlation
 

between
 

Pollen
 

Source
 

Plants
 

and
 

Bee
 

Bread
 

Bacteria
 

in
 

the
 

Apis
 

cerana
 

cerana
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Abstract:
 

Bee
 

bread
 

is
 

a
 

food
 

source
 

for
 

larvae
 

formed
 

through
 

the
 

storage
 

of
 

plant
 

pollen
 

collected
 

by
 

honeybees
 

in
 

honeycomb
 

cells,
  

which
 

undergoes
 

microbial
 

fermentation
 

to
 

become
 

durable
 

and
 

easily
 

digestible.
 

Studying
 

the
 

correlation
 

between
 

bacterial
 

diversity
 

in
 

bee
 

bread
 

of
 

the
 

Chinese
 

honeybee
 

(Apis
 

cerana
 

cerana),
  

pollen-source
 

plants
 

can
 

further
 

elucidate
 

the
 

interactions
 

among
 

plants,
  

pollinators
 

and
 

microorganisms
 

in
 

natural
 

ecosystems.
 

High-throughput
 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

pollen-source
 

plants
 

and
 

bacterial
 

DNA
 

in
 

bee
 

bread
 

collected
 

from
 

the
 

Simian
 

Mountain
 

area
 

of
 

Chongqing
 

at
 

different
 

altitudes
 

(500,
 

700
 

and
 

900
 

m)
 

and
 

during
 

different
 

months
 

(May,
  

July
 

and
 

September).
 

A
 

total
 

of
 

26
 

orders,
 

44
 

families
 

and
 

80
 

genera
 

of
 

pollen-source
 

plants
 

were
 

identified.
 

The
 

three
 

most
 

frequently
 

occurring
 

genera
 

were
 

Castanea,
  

Araliaand
 

Rubus.
 

The
 

bacterial
 

community
 

in
 

the
 

bee
 

bread
 

showed
 

significant
 

heterogeneity
 

in
 

operational
 

taxonomic
 

unit
 

(OTU)
 

distribution,
  

with
 

Apilactobacillus
 

being
 

absolutely
 

dominant.
 

Beta
 

diversity
 

analysis
 

revealed
 

significant
 

differences
 

in
 

pollen-source
 

plant
 

composition
 

across
 

different
 

months
 

and
 

altitude
 

gradients
 

(R2=0.680
 

8,
  

p=0.001
 

0;
 

R2=0.194
 

5,
 

p=0.003
 

0).The
 

bacterial
 

community
 

composition
 

differed
 

significantly
 

across
 

months
 

(R2=0.597
 

0,
  

p=0.001
 

0),
 

but
 

not
 

across
 

altitude
 

gradients
 

(R2=0.081
 

0,
 

p=0.066
 

0).At
 

the
 

OTU
 

level,
  

pollen-source
 

plants
 

and
 

bee
 

bread
 

bacterial
 

communities
 

were
 

significantly
 

correlated
 

(N=27,
 

R=0.199
 

1,
 

p=0.004
 

0).
Significant

 

correlations
 

were
 

also
 

observed
 

within
 

each
 

sampling
 

month
 

(May:
 

N=9,
 

R=0.323
 

6,
 

p=0.048
 

6;
 

July:
 

N=9,
 

R=
0.358

 

0,
 

p=0.025
 

3;
 

September:
 

N=9,
 

R=0.339
 

0,
 

p=0.043
 

0).Correlation
 

analysis
 

at
 

the
 

genus
 

level
 

indicated
 

significant
 

associations
 

between
 

certain
 

pollen-source
 

plants
 

and
 

bee
 

bread
 

bacteria,
  

such
 

as
 

between
 

Apilactobacillus
 

and
 

Zea
 

(r=0.800,
 

p<
0.05).These

 

results
 

demonstrate
 

that
 

the
 

diversity
 

of
 

pollen-source
 

plants
 

significantly
 

influences
 

and
 

determines
 

the
 

structure
 

and
 

composition
 

of
 

bacterial
 

communities
 

in
 

Chinese
 

honeybee
 

bee
 

bread
 

in
 

the
 

Simian
 

Mountain
 

area
 

of
 

Chongqing.
 

It
 

provides
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

conserving
 

local
 

Chinese
 

honeybee
 

populations,
  

clarifying
 

dominant
 

fermentative
 

bacteria
 

in
 

bee
 

bread
 

and
 

developing
 

improved
 

artificial
 

bee
 

bread
 

products.
 

It
 

also
 

contributes
 

to
 

a
 

deeper
 

understanding
 

of
 

tripartite
 

plant-pollinator-microbe
 

interactions
 

in
 

natural
 

ecosystems.
Keywords:

 

Apis
 

cerana
 

cerana;
 

pollen-source
 

plants;
 

bee
 

bread
 

bacteria;
 

correlation
 

analysis;
 

high-throughput
 

sequencing
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