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蜜蜂成年工蜂的微量注射技术已广泛应用于蜜蜂

的生物学研究。在蜜蜂的 RNA 干扰试验中，利用微

量注射技术将目的基因的 dsRNA 注入工蜂体内，可

干扰目的基因的表达，进而评价目的基因的功能 [1]。

例如，中华蜜蜂（Apis cerana cerana）工蜂微量注射

0.5μL CYP301A1、CYP303A1 和 CYP306A1 的 dsRNA

能够显著降低虫体对应目的基因的相对表达量，而下

调的这 3 个 P450（Cytochrome P450 monooxygenases）

基因能够显著提高工蜂饲喂敌敌畏、噻虫嗪、百草枯

和溴氰菊酯后的死亡率，表明 P450 家族基因参与了

中华蜜蜂对多种农药的解毒代谢 [2]。此外，通过微量

注射 dsRNA 干扰卵黄原蛋白 vitellogenin 基因的表达
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摘  要：为了优化中华蜜蜂成年工蜂的微量注射技术，明确不同注射条件对工蜂注射后的影响，本研

究利用单因素试验评价了不同注射日龄、麻醉方式、注射部位及注射量对工蜂微量注射后 15d 生存的影

响。结果表明：7 日龄和 12 日龄工蜂微量注射后的生存风险显著高于 3 日龄工蜂（P<0.01）；工蜂从背

部第 2~3 腹节节间膜注射后的平均生存时间显著低于从第 3~4 腹节、第 4~5 腹节和第 5~6 腹节节间膜注射

（P<0.01）；低温麻醉和注射量（0.5μL、1.0μL 和 2.0μL）不能显著影响工蜂注射后的生存（P>0.05）。

说明低日龄的工蜂更适宜于开展中华蜜蜂的微量注射试验，在注射前，低温麻醉工蜂可提高微量注射的效

率，推荐的注射方法为：从中华蜜蜂工蜂背部第 4~5 腹节节间膜微量注射 1.0μL 的注射液。
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Abstract: To improve the micro-injection of Apis cerana cerana workers, and determine the effects of different 
injection conditions on the honey bees, we used the single-factor experiments to evaluate the effects of day-old of bees, 
anesthesia method, injection site, and injection volume on the survival of workers after injection during 15d.The results 
showed that the survival risk of honey bees at 7-day-old and 12-day-old after micro-injection was signifi cantly higher than 
at 3-day-old (P<0.01). The mean survival time of 3-day-old bees which micro-injected dorsally between the second and 
third abdominal segment was signifi cantly lower than that between the third and fourth, fourth and fi fth, and fi fth and sixth 
abdominal segment (P<0.01). Cold anesthesia and injection volume did not affect the survival of honey bees after micro-
injections (P>0.05). Our results suggested that young honey bees were more suitable for the micro-injection of A. cerana 
cerana workers and cold anesthesia before injection could improve the effi ciency of the experiment. The recommended 
micro-injection method was that A. cerana cerana workers were dorsally injected with 1 μLinjecta between the fourth and 
fi fth abdominal segment.
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微量注射器（7632-01），购自美国 Hamilton 公司；

微量注射器针头（30G），购自美国 Hamilton 公司。

2 方法

基于已有研究的蜜蜂成年工蜂微量注射方法 [3, 8-10]

及预实验结果，本研究选择的基础注射条件为：3 日龄

工蜂，不麻醉，从中华蜜蜂工蜂背部的第 4~5 腹节节

间膜注入 1μL 的 DEPC 水。通过单因素试验评价不同

注射日龄、麻醉方式、注射部位及注射量对工蜂注射

后 15d 生存的影响。每个处理注射 30 只工蜂，并重复

3 次。注射完成后的 30 只工蜂被放入一个新的饲喂盒

中，提供 3mL 50% 的蔗糖溶液，置于人工气候箱（30℃，

相对湿度 60%）中黑暗饲养。试验共计持续 15d，每

天记录各组工蜂的死亡数，移除死亡的工蜂，并更换

蔗糖溶液。

2.1 不同注射日龄对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

新出房的工蜂饲喂 50% 的蔗糖溶液 3d、7d 和

12d 后用于微量注射试验。3 日龄、7 日龄或 12 日龄

的工蜂，不麻醉，从背部的第 4~5 腹节节间膜注入

1μL 的 DEPC 水。3 个日龄的工蜂于同一天上午完成

注射，注射完成后的工蜂被放入新的饲喂盒中，提供

蔗糖溶液，每天检查工蜂的生存情况。

2.2 不同麻醉方式对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

用玻璃试管取 2~3 只 3 日龄的工蜂插入冰内放置

2~3min（低温麻醉），待工蜂被麻醉后，将工蜂取出

并从背部的第 4~5 腹节节间膜注入 1.0μL 的 DEPC 水，

同时设置不麻醉对照组。注射完成后的工蜂被放入新

的饲喂盒中，提供蔗糖溶液，每天检查工蜂的生存情况。

2.3 不同注射部位对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

3 日龄的工蜂，不麻醉，分别从背部的第 2~3 腹

节、第 3~4 腹节、第 4~5 腹节或第 5~6 腹节节间膜注

入 1.0μL 的 DEPC 水。注射完成后的工蜂被放入新的

饲喂盒中，提供蔗糖溶液，每天检查工蜂的生存情况。

2.4 不同注射量对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

3 日龄的工蜂，不麻醉，从背部的第 4~5 腹节节

间 膜 注 入 0.5μL、1.0μL 或 2.0μL 的 DEPC 水。 注

射完成后的工蜂被放入饲喂盒中，提供蔗糖溶液，每

天检查工蜂的生存情况。

2.5 统计学分析

试验数据的统计学分析在 SPSS 21.0 中实现。采

用生存分析的 Kaplan-Meier estimator 获得不同试验组

能够显著增加西方蜜蜂（Apis mellifera）的嗅觉敏感

性 [3]，干扰 IRS（Insulin receptor substrate）基因的表

达能够改变工蜂的采集行为 [4]。这些研究表明，基于

成年工蜂微量注射的 RNA 干扰技术对研究蜜蜂基因

的功能具有十分重要的作用。与此同时，工蜂的微量

注射还应用于评价不同物质及病原微生物对蜜蜂的影

响，如微量注射章鱼胺和酪胺能够显著影响蜜蜂的运

动行为 [5]。注射接种蜜蜂残翅病毒能够显著降低工蜂

的寿命，下调卵黄原蛋白 vitellogenin 基因的相对表

达量；同时暴露于 DWV 和噻虫嗪的工蜂表现出更低

的寿命，并导致工蜂提前开始采集行为 [6]。注射接种

蜜蜂以色列急性麻痹病毒能够改变采集蜂的嗅觉敏感

性，降低采集结束后的回巢成功率 [7]。

尽管蜜蜂成年工蜂的微量注射技术已广泛地应用

于蜜蜂的生物学研究，但不同注射条件是否能够显著

影响工蜂注射后的生存仍没有相关报道。因此，本研

究基于以前研究中的蜜蜂成年工蜂微量注射方法，通

过单因素试验评价了不同注射日龄、麻醉方式、注射

部位及注射量对工蜂注射后 15d 生存的影响，以优化

蜜蜂成年工蜂的微量注射技术，降低微量注射对蜜蜂

的影响，为后续开展相关试验奠定基础。

1 材料

1.1 试验材料

本试验于 2020 年 9 月在重庆市荣昌区重庆市畜

牧科学院进行，试验蜜蜂为重庆本地中华蜜蜂，2 个

配置有姐妹蜂王的试验蜂群在自然条件下现代活框饲

养，试验蜂群群势为 5 足框蜂（2 脾子脾和 2 脾蜜粉

脾），试验期间周围环境日平均温度 21~27℃。试验

开始前，将即将出房的封盖子脾带回实验室，并放置

在黑暗的人工气候箱（34℃，相对湿度 70%）中过夜

培养，以获得新出房的工蜂。待工蜂出房后，24h 内

将来自不同蜂群的 33~35 只新出房工蜂随机移入塑料

饲喂盒（17cm×10cm×7cm）中饲养，每个饲喂盒提

供 3mL 50%（w/w）的蔗糖溶液，并放入另一个人工

气候箱（30℃，相对湿度 60%）中黑暗饲养。每天更

换饲喂盒中的蔗糖溶液。根据后续试验设计，新出房

的工蜂连续饲喂 3d、7d 和 12d 后用于中华蜜蜂成年

工蜂的微量注射试验。

1.2 主要仪器

人工气候箱（RXZ 智能型），购自宁波江南仪器厂；
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工蜂的生存曲线，利用 Log-rank test 分析不同试验组

生存曲线的统计学差异。与此同时，使用 Cox 比例风

险回归模型（Cox proportional hazards model）获得不

同注射条件与基础注射条件相比的风险比值，以明确

不同注射条件对工蜂注射后生存的影响。当风险比

值 <1 时，表明该注射条件对工蜂注射后生存的风险

小于基础注射条件，当风险比值 >1 时，表明该注射

条件对工蜂注射后生存的风险大于基础注射条件。当

P<0.05 时，差异达到显著水平，当 P<0.01 时，差异

达到极显著水平。

3 结果与分析

3.1 不同注射日龄对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

本研究显示，不同注射日龄能够显著影响中华蜜

蜂工蜂注射后的生存时间（图 1A，χ2=24.82，df=2，

P<0.01）。7 日龄和 12 日龄工蜂注射后的平均生存时

间分别为 9.22d（χ2=11.01，P<0.01）和 7.67d（χ2=23.82，

P<0.01），极显著低于 3 日龄工蜂的 11.44d；但 7 日

龄工蜂和 12 日龄工蜂注射后的生存时间差异不显著

（χ2=3.16，P>0.05）。Cox 比例风险回归模型分析显示，

与 3 日龄工蜂相比，7 日龄工蜂和 12 日龄工蜂注射后

的风险比为 1.78（χ2=9.33，P<0.01）和 2.38（χ2=21.67，

P<0.01），高日龄（7 日龄和 12 日龄）工蜂注射后的

生存风险极显著高于 3 日龄工蜂。

3.2 不同麻醉方式对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

如图 1B 所示，低温麻醉不能显著影响工蜂注射

后的生存时间（χ2=1.53，df=1，P>0.05）。与不麻醉

相比，中华蜜蜂工蜂低温麻醉后注射的风险比为 1.27，

虽然低温麻醉能够对工蜂注射后的生存产生更大的风

险，但未达到显著水平（χ2=1.44，P>0.05）。

3.3 不同注射部位对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

不同注射部位能够显著影响工蜂注射后的生存时

间（图 1C，χ2=134.28，df=3，P<0.01）。工蜂从背

部第 2~3 腹节节间膜注射后的平均生存时间为 4.48d，

极显著低于从第 3~4 腹节（χ2=61.59，P<0.01）、第

4~5 腹节（χ2=80.37，P<0.01）和第 5~6 腹节（χ2=64.66，

P<0.01）节间膜注射；工蜂从第 3~4 腹节、第 4~5 腹

节和第 5~6 腹节节间膜注射后的生存时间差异不显著

（P>0.05）。与第 4~5 腹节节间膜相比，从第 2~3 腹

节、第 3~4 腹节和第 5~6 腹节节间膜注射的风险比

为 4.91、1.27 和 1.24，工蜂从背部第 2~3 腹节节间膜

微量注射的风险极显著高于从第 4~5 腹节节间膜注射

（χ2=72.42，P<0.01）。

3.4 不同注射量对中华蜜蜂工蜂注射后生存的影响

注射量不能显著影响中华蜜蜂工蜂注射后的生存

时 间（ 图 1D，χ2=3.17，df=2，P>0.05）。 与 1.0μL

相 比， 微 量 注 射 0.5μL 和 2.0μL 的 风 险 比 为 1.04

（χ2=0.03，P>0.05） 和 1.36（χ2=2.39，P>0.05），

差异不显著。

4 讨论

为了优化中华蜜蜂成年工蜂的微量注射技术，

明确不同注射条件是否能够显著影响工蜂注射后的生

存，本研究利用单因素试验评价了不同注射日龄、麻

醉方式、注射部位及注射量对工蜂注射后 15d 生存的

影响。结果显示，不同注射条件能够对工蜂注射后的

生存产生不同的影响。工蜂进行微量注射时的日龄能

够显著影响工蜂注射后的生存时间，7 日龄和 12 日龄

工蜂微量注射后的生存风险显著高于 3 日龄工蜂。该

结果表明，低日龄的工蜂可能更适宜于开展蜜蜂的微

量注射试验。在以前的研究中，绝大部分学者采用低

日龄（0~5 日龄）的工蜂进行微量注射 [2, 10-13]，间接

表明利用低日龄的工蜂开展微量注射试验能够有效降

低注射对蜜蜂的影响，提高后续试验的准确性。此外，

本研究采用实验室饲养的方式获得不同日龄的工蜂，

但长时间的实验室离群饲养可能会对工蜂产生不利的

影响，进而提高微量注射对工蜂生存的风险。Li 等人 [7]

利用从蜂群中获得的采集蜂评价了注射接种 IAPV 对

图1 不同注射条件对中华蜜蜂工蜂微量注射后生存的影响
注：不同注射日龄（A）、麻醉方式（B）、注射部位
（C）及注射量（D）对工蜂注射后生存的影响，不同小写
字母表示差异显著（Log-rank test，P<0.05）。
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蜜蜂嗅觉敏感性的影响，表明利用从蜂群中获得的高

日龄工蜂开展微量注射试验可能降低了注射对蜜蜂的

影响。因此，若必须选择高日龄的蜜蜂开展微量注射

试验，建议直接从蜂群中选择对应日龄的工蜂，并缩

短试验时间，以降低微量注射对后续试验结果的影响。

从工蜂腹部进行微量注射是以前研究中常用的注

射方法，但不同研究中注射的部位存在很大差异 [3, 5, 

10, 11, 14]。本研究显示，中华蜜蜂工蜂从背部第 2~3 腹

节节间膜注射后的平均生存时间显著低于从第 3~4 腹

节、第 4~5 腹节和第 5~6 腹节节间膜注射，表明不同

注射部位能够对工蜂产生不同的影响。腹部是蜜蜂消

化和生殖的中心，包含复杂的消化、循环、呼吸、神

经、生殖和分泌等系统 [15]。从腹部不同的部位进行微

量注射可能会对其内部的复杂结构造成不同的伤害，

最终对工蜂产生不同的影响。在开展中华蜜蜂工蜂微

量注射时，应选择从背部第 3~4 腹节、第 4~5 腹节或

第 5~6 腹节节间膜进行注射，以降低微量注射对工蜂

的影响。

低温麻醉是蜜蜂生物学研究中常用的麻醉方

式 [16-18]，也广泛应用于工蜂的微量注射 [3, 7, 8]。本

研究显示，低温麻醉并不能够显著影响工蜂注射后

的生存。因此，低温麻醉仍是提高蜜蜂工蜂微量注射

效率的有效方式。此外，本研究选择以前研究中常用

的 3 个注射量（0.5μL、1.0μL 和 2.0μL）[2, 5, 19]，评

价了不同注射量对工蜂注射后生存的影响。结果显示，

微量注射 0.5μL、1.0μL 和 2.0μL 的 DEPC 水并不能

显著影响注射后工蜂的生存，表明这 3 个注射量均可

在工蜂的微量注射中使用。刘丽等人研究显示 [10]，与

微量注射 1μL 和 2μL 的 DEPC 水相比，注射 3μL 和

4μL 能够提高工蜂的死亡率，表明注射量的提高能够

对蜜蜂产生更大的影响。因此，在实际的微量注射

试验中，需要尽可能提高注射溶液的溶度，减少注

射量，降低微量注射对工蜂的影响，以保证后续试

验的准确性。

综上，本研究认为，低日龄的工蜂更适宜于开展

中华蜜蜂的微量注射试验，在注射前可以采用低温麻

醉工蜂的方式提高注射效率，推荐的注射方法为：从

中华蜜蜂工蜂背部第 4~5 腹节节间膜微量注射 1.0μL

的注射液。
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