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摘要: 蜜蜂是重要的环境污染指示生物。 作为氟虫腈的替代药剂,乙虫腈对蜜蜂仍有高风险。 本文首次基于 DNA 和 RNA 甲

基化角度评估了亚致死剂量(10-5、10-4、10-3 和 10-2 mg·L-1 )乙虫腈重复暴露对意大利蜜蜂工蜂幼虫生长发育的影响。 结果显

示,乙虫腈持续暴露引起了 DNA 5mC 甲基化水平显著下降和 DNA 甲基化酶基因 Dnmt3 显著下调;与 DNA 相比,RNA(总
� RNA 和 mRNA)甲基化所受影响更为显著,各暴露浓度下,总 RNA m5C、m3C 甲基化和 mRNA m6A、m3C 甲基化水平均显著提

高,RNA m6A 去甲基化酶基因 ALKBH1 均显著下调(P<0.01),m5C 甲基化酶基因 NSUN4 的表达均显著上调(P<0.01)。 综上,
� 甲基化酶基因 Dnmt3、ALKBH1 和 NSUN4 可作为乙虫腈暴露风险评估的潜在标志物。 本研究为杀虫剂的风险预警及评估提

� 供了新的科学视角和技术手段。
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Abstract: Honeybee is an important bioindicator for environmental pollutants. As a substitute for fipronil, ethiprole
is still a high risk to honeybee. Herein, we evaluated the effects of ethiprole at sublethal concentrations (10-5 , 10-4 ,
10-3 , and 10-2 mg·L-1 ) on the DNA and RNA methylation by continuous exposure of Apis mellifera ligustica
worker larvae to it. The results showed significant hypomethylation of DNA 5mC and downregulation of Dnmt3
expression level under all test concentrations. Compared to DNA, RNA methylation, including total RNA and mR-
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� NA, was more marked. In all of the treatments, the total RNA methylation in m5C and m3C, and mRNA m6A and
m3C methylation were significantly upregulated; the expression of ALKBH1 that encoding RNA m6A demethylase
was significantly downregulated (P<0.01); while the NSUN4 encoding RNA m5C methyltransferase was signifi-

� cantly upregulated (P<0.01). In conclusion, Dnmt3, ALKBH1 and NSUN4 are sensitive enough to sublethal doses
of ethiprole, suggesting its potential as risk evaluators for ethiprole. This study provides a new perspective and
technic for the assessment of pesticide risk.
Keywords: ethiprole; Apis mellifera ligustica; larvae; sublethal toxicity; nuclear acid methylation

　 　 蜜蜂(Apis)是重要的授粉昆虫,对农业生产和生

态环境具有不可忽视的意义。 据报道,全球 75%的

作物和 88%的开花植物都依赖蜜蜂等昆虫授粉达

到繁殖目的[1-3]。 随着世界各地频繁出现的蜜蜂中

毒和数量急剧下降现象,人们对各种可能引发蜂群

失衡甚至崩溃的因素给予了极大关注,其中农药对

蜜蜂健康与生存的威胁一直是研究的热点问题。
乙虫腈(ethiprole)是一种新型苯基吡唑杀虫剂,

与氟虫腈结构相似[4]。 乙虫腈对多种刺吸式和咀嚼

式害虫具有很好的防效,中国、巴西和越南等多个国

家在水稻、玉米和大豆等粮食作物的生产和储存上

都有广泛使用[5-6]。 据环洋市场咨询 (Global Info
Research, GIR)调研,2005 年,全球乙虫腈的销量已

达 6 600 万美元,2021 年销量达近 1 亿美元[7]。
除良好的生物活性外,乙虫腈在各种环境中稳

定,不易降解,环境风险亦不容忽视[8]。 据报道,乙
虫腈可诱导多种非靶标生物的发育缺陷、免疫作用

紊乱以及繁殖异常[9]。 亚致死浓度的乙虫腈可显著

抑制蜜蜂幼虫的化蛹和羽化率,导致发育失败 [10];
还显著影响意大利蜜蜂成年工蜂多种免疫基因的

表达 [11]。
DNA 甲基化是研究较深入的表观遗传修饰。

5-甲基胞嘧啶(5mC)是动植物等真核生物 DNA 甲基

化的主要形式[12]。 5mC 甲基化是通过 DNA 甲基转

移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)进行的,包括 Dn-
mt1、Dnmt2 和 Dnmt3。 其中 Dnmt1 可变剪接产生

� 的 Dnmt1a 和 Dnmt1b 参 与 DNA 甲 基 化 的 维

� 持[13-14];Dnmt2 是真核生物中最为保守的甲基转移

酶[15];Dnmt3 主要参与从头甲基化[16]。 蜜蜂具有完

整的 DNA 甲基转移酶系统,在调控蜜蜂生长发育

过程中发挥重要作用[17-18]。 此外,6-甲基腺嘌呤

(6mA)也是近年来新兴研究的 DNA 修饰,果蝇中的

DNA 6mA 去甲基化酶 DMAD 能调控胚胎发生[19],
蜜蜂中 6mA 研究尚属空白。

与 DNA 相似,RNA 上亦存在化学修饰,迄今已

发现了 100 多种形式[20],在真核生物的基因表达调

控中发挥着重要作用。 N6 -甲基腺嘌呤(m6A)甲基化

� 是真核生物 mRNA 中最丰富的修饰之一,是当今

RNA 甲基化研究的热点[21]。 RNA 的m6A 位点由甲

基化阅读蛋白(YTHDC、YTHDF 等)识别,经甲基转

移酶复合体(METTL3、METTL14 和 WTAP 等)和去

甲基化酶(ALKBH5 等)动态调控[22-24],从而实现对

生物体生长发育的控制。 然而,在蜜蜂中 RNA m6A
甲基化相关基因尚未进行完整的功能验证,通过与

果蝇序列的同源比对可知,蜜蜂具有全部的 m6A 甲

基化酶和阅读蛋白基因,但相关功能尚未完整鉴定。
除 m6A 外,2’-O-甲基腺苷 (Am )

[25]、5-甲基胞嘧啶

(m5C)[26]和 3-甲基胞苷 (m3C)[27]等也是较为常见的

RNA 甲基化修饰。 报道显示其具有响应外界环境刺

激[28]和调控胚胎发育[29]等功能。 此外,通过与果蝇序

列的同源比对发现蜜蜂具有 m5C甲基转移酶(NOP2、
NSUN2 等)的同源基因[30],但其功能尚未鉴定。

农药暴露会影响生物的核酸甲基化水平[31],因
此核酸甲基化可以作为表征农药危害的标志物。 虽

然目前关于不同农药对蜜蜂的毒性研究报道较多,
但在核酸甲基化水平上对农药评估的研究还很少,
核酸甲基化标志物和标签基因的开发尚属空白。 因

此,本研究以乙虫腈为研究对象,从核酸甲基化水平

研究其对意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica,简称意

蜂)工蜂幼虫的暴露风险,一方面完善乙虫腈对蜜蜂

的环境风险评价,一方面探索核酸甲基化在未来农

药蜜蜂风险评估工作中的应用潜力。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 试验生物与材料

意蜂幼虫由中国农业科学院蜜蜂研究所提供。
乙虫腈(纯度≥97% )购自德国拜耳公司,葡萄糖和

果糖购自中国上海玉博生物科技有限公司,酵母提

取物购自英国 OXOID 公司;DEPC 水购自中国上海

生工生物工程股份有限公司,丙酮(分析纯)和 PBS
缓冲液购自中国北京化学瑞金公司;氯仿、异丙醇和
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乙醇(纯度≥99.7% )购自中国上海麦克林生化科技

有限公司;DNase Ⅰ、Nuclease P1 和虾碱性磷酸酶

购自中国 NEB(北京)有限公司;昆虫 DNA 提取试剂

盒购自美国 Omega Bio-tek,Trizol 试剂购自中国广

州美基生物科技有限公司;cDNA 合成试剂盒购自

中国北京全式金生物技术有限公司;Dynabeads mR-
NA Purification Kit 购自购自美国 Invitrogen 公司,
PowerUp SYBR Green Master Mix、Qubit® RNA HS
Assay Kits 购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司;甲
基化标准品购自美国 Sigma 公司和 MedChemExpress
公司;引物由中国华大基因生物有限公司合成。
1. 2　 试验仪器与设备

液相色谱-三重四级杆串联质谱联用仪 (LC-
QqQ-MS/MS)(Agilent 6495,Agilent Technologies,美
国)、PCR 仪 (Biometra Tone 96G,Eppendorf,德国)、
荧光实时定量 PCR 仪 (A40425,Thermo Fisher,美
国)、冷冻离心机 (Centrifuge 5424R, Eppendorf,德

国)、超低温冰箱(DW-86L626,青岛海尔生物医疗股

份有限公司,中国)、NanoDrop 核酸含量检测分光光

度计(NanoDrop 2000,Thermo Fisher,美国)、Qubit 4
微量核酸检测分光光度计(Q33226,Thermo Fisher,
美国)、研磨器(OSE-Y50,北京天根生化科技有限公

司,中国)、恒温恒湿培养箱(PQX-350H,中仪国科科

技有限公司,中国)。
1. 3　 乙虫腈对工蜂幼虫的暴露

文献报道显示,乙虫腈对意蜂的急性接触半数

致死剂量(48 h-LD50 )为 0.0187 μg·蜂-1[32]。 以此为

参考,结合课题组前期研究结果[10],设置工蜂幼虫的

暴露浓度为 10-5、10-4、10-3 和 10-2 mg·L-1。
工蜂幼虫饲养和暴露处理方法参照经济合作与

发展组织(OECD)颁布的“化学品测试准则 NO.237”
和本实验室已发表的方法[10, 33]进行。 实验开始前,
将一张空巢脾放入蜂群,使用限王产卵框,限制蜂王

在巢脾上产卵。 3 d 后,挑取脾中孵化的 1 日龄幼

虫,转移到有 20 μL 饲料的 48 孔组织培养板中,2
日龄的幼虫不饲喂饲料,3 日龄和 4 日龄分别饲喂

20 μL 和 30 μL 含乙虫腈的饲料,5 日龄和 6 日龄分

别饲喂 40 μL 和 50 μL 含乙虫腈饲料。 培养板放入

(34.5±0.5) ℃、(95±5)% RH 的恒温恒湿培养箱中培

养。 每天补充新鲜饲料,若发现无食物消耗、没有移

动或触后无反应的幼虫,则判定为死亡,记录死亡数

后清除。
暴露结束时,收集 7 日龄幼虫,经 PBS(pH 7.4)

溶液冲洗,无菌滤纸吸干表面水分后,立即液氮速

冻,-80 ℃冷冻保存待分析。
1. 4　 利用 LC-MS/MS 检测核酸甲基化

将收集的工蜂幼虫样品加液氮研磨粉碎。 一部

分研磨粉碎的样品利用 Trizol 法提取总 RNA。 保

留一部分总 RNA,另一部分总 RNA 使用 Dynabeads
mRNA Purification Kit 分离 mRNA。 另一部分研磨

粉碎的样品使用 Insect DNA Kit 提取 DNA。 用 Nu-
clease P1 和虾碱性磷酸酶酶解总 RNA 和mRNA,使
用 DNase Ⅰ和虾碱性磷酸酶酶解 DNA。 酶解液离

心后转移上清至进样瓶,使用实验室建立的 LC-MS/
MS 方法进行检测[34]。 计算样品 RNA、mRNA 上

m6A(m6A/A)、Am(Am /A)、m5C(m5C/C)、m3C(m3C/C)
甲基化总量和样品 DNA 上 6mA (6mA/dA)、5mC
(5mC/dC)甲基化总量。
1. 5　 实时荧光定量 PCR 检测核酸甲基化相关基因

表达

　 　 为验证乙虫腈对蜜蜂幼虫核酸甲基化的影响,
采用 RT-qPCR 技术测定了 DNA 和 RNA 甲基化酶

基因(基因引物序列见表 1)在不同浓度乙虫腈暴露

后的表达情况。 用 Trizol 试剂提取的总 RNA,按照

cDNA 合成试剂盒步骤合成 cDNA,使用 PowerUp
SYBR Green Master Mix 配制反应体系。 在 QuantS-
tudio 1 系统上对目标基因进行 RT-qPCR。 选取

AmActin 为内参基因,利用 ΔΔCT 法计算各目标基

� 因的相对表达量。
1. 6　 数据处理

核酸甲基化含量(% )数据先进行反正弦平方根

转换后,再用 Graphpad prism 8.0 软件的单因素方差

分析(One-way ANOVA)中 Tukey’ s HSD 检验比较

处理组与对照组之间的差异,用相对定量法比较目

标基因的表达差异。 文中*表示 P<0.05,差异显著;
� **表示 P<0.01,差异显著。 每个处理设置 3 个生物

� 学重复,每个生物学重复进行 3 次技术重复。

2　 结果(Results)
2. 1　 乙虫腈暴露对工蜂幼虫 DNA 甲基化及其相

关基因表达的影响

　 　 首先采用 LC-MS/MS 对乙虫腈暴露的工蜂幼

虫中 2 个主要的 DNA 甲基化 6mA 和 5mC 进行了

分析。 结果发现,在设置的 4 个亚致死剂量下,乙虫

腈对工蜂幼虫 DNA 6mA 的含量没有显著影响,各
处理组间 DNA 6mA 甲基化水平差异不显著(图 1
(a))。 与 6mA 变化不同,乙虫腈导致各处理组中幼
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表 1　 RT-qPCR 引物

Table 1　 RT-qPCR primers

引物名称

Primer name

碱基序列(5’ ~ 3’)
Primer sequence (5’ ~ 3’)

AmActin-F GTTTTCCCATCTATCGTCGG

AmActin-R TTTTCTCCATATCATCCCAG

AmDnmt1a-F ACTCGAGTAGTAAGCGTGCG

AmDnmt1a-R ACTCCAAGTGGTGGAGGAAC

AmDnmt1b-F GCGAGCATGTCAACTAAGCG

AmDnmt1b-R ATACGGTGCTGATTCCGTCC

AmDnmt2-F ATGAGTCCTCCATGTCAACCTT

AmDnmt2-R TGCCAAATTGACAAGGGCTTAG

AmDnmt3-F ACTCGAATGTGGAACACCTGG

AmDnmt3-R GTCTTGGTCTATCTCGCTCGC

AmMETTL3-F GACGAATCCTTGGGTGACTGT

AmMETTL3-R TCCACTTCATAATGTACATACTTGC

AmMETTL14-F ACTTGCTCAGACGCTAGGTG

AmMETTL14-R TATCCGCCAAACCCACATCC

AmWTAP-F GGACAGTGCGTGTGTGTTTG

AmWTAP-R CAGGGATGGTTTGTTTCACCA

AmYTHDC1-F TGAAGAACGAGTGTGCACAAAA

AmYTHDC1-R TTCGCCGCAGCTCAGATTTA

AmYTHDF-F GGATGCACAGGAAGTCCCTC

AmYTHDF-R CCACCATCTCGATCTTTGCG

AmALKBH1-F CATACCGACCATTCCGAACCT

AmALKBH1-R TCCTCTTGCATAAGTCCCCCA

AmALKBH4-F TGATTGCTGGATTTGGGGTGA

AmALKBH4-R TCCTTCTGGCATTGGGAGTC

AmALKBH6-F GTGTTCCTTTGCCAAAATGGACT

AmALKBH6-R GGATGTGGAATACCACCCCAA

AmALKBH8-F AGCTCGTTATGCATGGTCAC

AmALKBH8-R ACAACAACAATCACCCCTGTG

AmNOP2-F CGCGTCGTCGTGATTTAGC

AmNOP2-R CACCCATGGGAACTTGCGAT

AmNSUN2-F CCACCAAAACCTGAGGATGC

AmNSUN2-R TGATGCACGTTCCCAAGGTA

AmNSUN4-F TTCAATCTGAGATTTTAGCGA

AmNSUN4-R GCTACTTGTACAACACCATC

AmNSUN5-F ATGTGTGCAGCTCCTGGAAT

AmNSUN5-R AGTTTCGACACAAGAAGCGTT

虫 DNA 5mC 的含量呈现下降趋势,且 10-3 mg·L-1

处理组下降显著(P<0.05)(图 1(b))。 这表明亚致死

� 剂量乙虫腈暴露可引起 DNA 5mC 甲基化的响应

变化。
为进一步探明乙虫腈暴露引发的 DNA 甲基化

变化,对 4 种主要 DNA 5mC 甲基化酶基因的表达

进行了检测。 结果显示(图 1(c)),工蜂幼虫 AmDn-

mt1a 和 AmDnmt1b 的基因表达趋势相同,与对照组

� 相比,AmDnmt1a 和 AmDnmt1b 表达在最高浓度

� (10-2 mg·L-1 )乙虫腈暴露下显著上调 (P <0.01 )。
� AmDnmt2 基因的表达水平仅在 10-3 mg·L-1处理组

� 中显著降低;AmDnmt1a、AmDnmt1b 和 AmDnmt2
基因的表达变化与 5mC 甲基化含量变化一致。 值

� 得注意的是,在所有暴露浓度中,AmDnmt3 基因表

� 达比对照上调了 1.46 倍 ~ 5.41 倍,差异显著 (P <
� 0. 01),表现出其对乙虫腈暴露的灵敏响应。

2. 2　 乙虫腈暴露对工蜂幼虫总 RNA 甲基化及其

相关基因表达的影响

　 　 对蜜蜂幼虫总 RNA 的 m6A、Am、m5C 和 m3C

甲基化进行了 LC-MS/MS 测定,结果表明,在所有

乙虫腈处理组中,腺嘌呤 m6A 和 Am 甲基化的含量

均低于对照组,且在高浓度 10-2 mg·L-1处理组中显

著降低(P<0.05)(图 2(a)和 2(b))。 与之相反,在所有

� 乙虫腈处理组中,胞嘧啶 m5C 和 m3C 甲基化的含

量都显著增高(P<0.05)(图 2(c)和 2(d))。 以上结果表

� 明,与 DNA 甲基化相比,RNA 甲基化响应乙虫腈暴

露风险更灵敏。
2. 3　 乙虫腈暴露对工蜂幼虫 mRNA 甲基化水平及

其相关基因表达的影响

　 　 为了进一步验证 RNA 甲基化对乙虫腈暴露的

响应,对 mRNA 上甲基化修饰的变化进行了检测。
结果发现,在所有浓度乙虫腈处理中,腺嘌呤上的甲

基化 m6A 和 Am 含量均显著增高(图 3(a)和 3(b)),其
中 m6A 甲基化水平显著增高 1.1 倍 ~ 1.8 倍 (P <

� 0. 01)。 这说明 mRNA m6A 和 Am 甲基化对乙虫腈

暴露风险响应灵敏。
进一步对 m6A 甲基化相关基因,包括 3 个主要

的 甲 基 化 酶 基 因 AmMETTL3、 AmMETTL14
和 AmWTAP,2 个甲基化阅读蛋白基因 AmYTH-
DC1 和 AmYTHDF, 以及 4 个去甲基化酶基因

� AmALKBH1、 AmALKBH4、 AmALKBH6 和

� AmALKBH8 的表达情况进行了检测。 结果显示,
� AmMETTL3、 AmMETTL14、 AmYTHDC1 和

� AmYTHDF 基因都在 10-5 mg·L-1和 10-2 mg·L-1处

� 理组中显著上调;除 AmMETTL14 表达在 10-4 mg·
� L-1浓度处理组显著下调外,其他 3 个基因在 10-3

mg·L-1和 10-4 mg·L-1处理组中的表达水平差异均

不显著。 AmWTAP 基因在乙虫腈各处理组中的表

� 达均低于对照组,且在 2 个较低浓度(10-5 mg·L-1和

10-4 mg·L-1)组中下调显著(P<0.01,图 3(c))。 对于 4
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个 ALKBH 家族的甲基化酶基因,AmALKBH4、
� AmALKBH6 和 AmALKBH8 的表达变化类似,都在

� 10-5 mg·L-1处理组中显著上调,在 10-4 mg·L-1处理

组中显著下调,而在较高的 2 个浓度(10 -3 mg·L-1

和 10 -2 mg·L-1 )中表达略有波动,但与对照组相比

差异不显著。 值得注意的是,在所有乙虫腈处理

浓度中,AmALKBH1 基因均显著下调(P<0.01),在
� 高浓度(10 -3 mg·L-1和 10 -2 mg·L-1 )中未能检测到

表达量(图 3(d)),说明该甲基化酶基因对乙虫腈非

常敏感。

图 1　 乙虫腈对意蜂工蜂幼虫 DNA 甲基化水平及相关基因表达的影响

注:(a) DNA 6mA 甲基化水平,(b) DNA 5mC 甲基化水平,(c) DNA 5mC 甲基转移酶相关基因的表达;(c)图右侧标尺表示相对表达量数值;
* ,P<0.05,代表对照组与处理组之间差异显著;* * ,P<0.01,代表对照组与处理组之间差异显著;下同。

Fig. 1　 Effects of ethiprole on DNA methylation and gene expression of Apis mellifera ligustica worker larvae
Note: (a) the methylation levels of DNA 6mA, (b) the methylation levels of 5mC, (c) the gene expression of DNA 5mC methyltransferase;

the scale on right panel shows relative expression level; * , P<0.05, indicating significant difference between the control and the treatment group;

* * , P<0.01, indicating extremely significant difference between the control and the treatment group; the same below.

图 2　 乙虫腈对意蜂工蜂幼虫总 RNA 上的 m6A (a)、Am(b)、m5C (c)和 m3C (d)甲基化水平的影响

Fig. 2　 Effects of ethiprole on the methylation level of m6A (a)、Am(b)、m5C (c) and m3C (d) in total RNA

in Apis mellifera ligustica worker larvae
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图 3　 乙虫腈对 mRNA m6A 和 Am 甲基化水平及 m6A 甲基化及相关基因表达的影响

注:(a) m6A 甲基化水平,(b) Am 甲基化水平,(c) m6A 甲基转移酶基因和 m6A 阅读蛋白基因,(d) m6A 去甲基化酶基因。

Fig. 3　 Effects of ethiprole on the mRNA m6A and Am methylation and the related gene expression

Note: (a) m6A methylation, (b) Am methylation, (c) gene expression of m6A methyltransferase, m6A binding proteins,

(d) gene expression of m6A demethylase.

　 　 对于 mRNA 胞嘧啶上的甲基化 m3C 和 m5C,
我们发现 m3C 含量在所有乙虫腈处理组中均显著

高于对照组(图 4(b)),约增高了 1.95 倍 ~ 13.3 倍。
而 m5C 甲基化水平在所有处理组中差异不显著(图
4(a))。 此外,对 4 种主要的 mRNA m5C 甲基化酶基

因的表达检测发现, 在所有乙虫腈处理组中,
NSUN4 的表达量均显著上调(P<0.01);NSUN2 在

� 10-5 mg·L-1和 10-4 mg·L-1处理组中的表达显著上

调(P < 0. 05 ), 在 10-2 mg·L-1 处理组中显著上

� 调(P<0.01);NSUN4 表达在所有乙虫腈处理组中的

� 表达均显著上调 (P<0.01 ),且与对照相比上调了

� 1.7 倍 ~ 3.4 倍;NSUN5 的表达在 10 -5 mg·L-1处理

� 组中显著上调(P<0.05),在 10 -3 mg·L-1和 10 -4 mg·
L-1处理组中上调显著(P<0.01)(图 4(c));NOP2 在

� 10-5 mg·L-1和 10-2 mg·L-1处理组中表达显著上调

(P<0. 05)。

3　 讨论(Discussion)
鉴于蜜蜂的生物学特性,蜜蜂以及蜂群整个暴

露在环境中,可直接或间接接触环境中的残留农药。
现阶段农药对蜜蜂的风险评估研究大多集中在成年

蜜蜂上,对蜜蜂幼虫的关注还较少。 蜜蜂幼虫是蜂

群生存繁衍繁盛的基础,依赖于蜂群中成年工蜂的

饲喂实现生长发育,而当幼虫长期接触或摄入含有

残留农药的环境或食物时,残留农药可能在幼虫体

内蓄积,进而造成幼虫的畸形甚至死亡,严重的可诱

发蜂群崩溃失调。 蜜蜂幼虫对农药胁迫响应灵敏,
如 Zhu 等[35]研究发现蜜蜂幼虫对百菌清的敏感性

高于成虫,蜜蜂幼虫暴露于 1.44 ng·μL-1的噻虫嗪

可导致突触蛋白水平下降,且成蜂可产生显著的神

经生理障碍[36]。 我们前期研究也发现亚致死剂量的

氟虫腈可显著降低幼虫的化蛹率和羽化率,导致幼

虫发育失败[37],而亚致死剂量的乙虫腈则可诱导蜜

蜂幼虫发生氧化应激和免疫反应[10]。 这些都说明蜜

蜂幼虫对农药胁迫敏感,且早期的暴露风险可导致

后期发育和身体机能的损害,蜜蜂幼虫可作为评估

农药环境风险的敏感昆虫。



74　　　 生 态 毒 理 学 报 第 18 卷

DNA 甲基化已开发为一种生物标志物,用于判

别各种风险因子对生物及人类健康的影响[38]。 在本

研究中发现乙虫腈暴露可显著诱导蜜蜂幼虫的

DNA 甲基化响应,DNA 水平上的 5mC 和 6mA 甲

基化发生了变化(图 5)。 进一步研究发现 RNA 甲基

化对乙虫腈的响应比 DNA 更灵敏。 DNA 甲基化对

转录过程进行调控,而 RNA 甲基化主要发挥转录后

调控作用,因此推测乙虫腈对转录后过程影响更大。

图 4　 乙虫腈对 mRNA m5C 和 m3C 甲基化水平及相关基因表达的影响

注:(a) m5C 甲基化水平,(b) m3C 甲基化水平,(c) m5C 甲基转移酶基因。

Fig. 4　 Effects of ethiprole on the mRNA m5C and m3C methylation and the related gene expression
Note: (a) m5C methylation, (b) m3C methylation, (c) gene expression of m5C methyltransferase.

图 5　 DNA 和 RNA 甲基化及相关基因响应乙虫腈暴露模型

Fig. 5　 Model of epigenetic marks and related genes responding to ethiprole exposure
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　 　 然而,RNA 甲基化作为环境危害因子指示物的

研究刚刚起步,目前只有报道显示 RNA 修饰能够

响应外界环境因子的刺激[39-40],在蜜蜂上的研究应

用还很少。 我们的研究结果首次表明各亚致死浓度

乙虫腈暴露均可显著提高意蜂工蜂幼虫总 RNA 的

m5C、m3C 甲基化含量,以及 mRNA m6A 和 m3C 甲

基化水平(图 5),这些结果一方面表明了乙虫腈对蜜

蜂幼虫的暴露胁迫,另一方面证明了 RNA 甲基化

对外界胁迫的灵敏响应,可作为生物指标指示乙虫

腈等农药对蜜蜂的胁迫风险。
本研究中,乙虫腈对蜜蜂幼虫核酸甲基化含量

的影响与对相关基因表达的影响并不完全一致,这
是因为甲基化水平调控是多种基因协同作用的结

果。 文中检测的多个靶标基因均对乙虫腈暴露有不

同程度的响应(图 5),其中 Dnmt3 和 NSUN4 在设置

� 的 4 个乙虫腈处理组中均有强烈上调,ALKBH1 则

� 下调,此 3 个基因未来可开发为乙虫腈风险评估的

标签基因。 值得注意的是,ALKBH1 对乙虫腈暴露

� 的敏感性显著高于其他目标基因,在 10-3 mg·L-1和

10-2 mg·L-1浓度下则几乎完全难以检测到表达,前
人研究表明 ALKBH1 主要参与外界环境因子对机

� 体的损伤修复[41],而在昆虫上的功能研究尚属空白。
未来可对 ALKBH1 基因的功能和对农药响应的风

� 险水平及特异性进行挖掘。
综合上述研究结果可知,乙虫腈虽是对各种害

虫具有良好防效的苯基咪唑类杀虫剂,但亚致死剂

量的乙虫腈依然对蜜蜂具有不同程度的风险,且可

显著诱导蜜蜂幼虫的核酸甲基化反应,因此仍需对

其环境风险性进行细致的评估;此外 Dnmt3、ALK-
BH1 和 NSUN4 基因对乙虫腈暴露响应灵敏,可作

� 为杀虫剂暴露风险的标志基因。 本研究填补了乙虫

腈对蜜蜂幼虫核酸甲基化影响研究的空白,有望开

发全新的风险评估标志物和技术手段,为乙虫腈等

农药的风险评估和科学使用提供理论基础和技术

支撑。
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