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效率。本试验提取转基因水稻基因组 ＤＮＡ并进行 ＰＣＲ检
测，结果表明，利用优化后的转化体系可将转化率提高到

３７５％。本研究结果证明目的基因已成功转入冀旱糯３号的
细胞中，而目的基因的插入位点还需要进一步做 ｔａｉｌ－ＰＣＲ
研究。
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　　摘要：ＯＢＰ１７是蜜蜂气味结合蛋白质（ｏｄｏｒａｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＯＢＰｓ）家族中的成员，参与气味分子的识别，对嗅觉
起重要作用。蜜蜂的抗螨性状与嗅觉密切相关，为研究蜜蜂 ＯＢＰ１７基因的功能及其与抗螨性状的相关性，以中华蜜
蜂头部组织ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＯＢＰ１７基因完整ＣＤＳ序列，利用生物信息学方法分析ＣＤＳ序列及其编码的氨基
酸序列，利用 ＲＴ－ＰＣＲ方法检测 ＯＢＰ１７基因在不同抗螨性状的中华蜜蜂头部组织中的相对表达量。结果表明，
ＯＢＰ１７基因ＣＤＳ全长为４０８ｂｐ，编码１３５个氨基酸的分泌性蛋白，无跨膜螺旋，是比较保守的基因；ＲＴ－ＰＣＲ检测结
果显示，在蜂螨胁迫下的中华蜜蜂头部组织中，ＯＢＰ１７基因的表达量显著高于未受胁迫的抗性群体及受到同等蜂螨
胁迫的敏感性群体。中华蜜蜂ＯＢＰ１７基因的表达变化与蜂螨感染过程相关，说明ＯＢＰ１７基因在中华蜜蜂的抗螨行为
中起重要作用。
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　　昆虫通过嗅觉受体神经元的调节来识别并区分成千上万
种气味复合物，而气味结合蛋白（ｏｄｏｒａｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＯＢＰｓ）家族则承担特异性识别、转运气味复合物至受体的运
输功能［１］，因此气味结合蛋白与昆虫的嗅觉敏感性密切相

关。目前，国内外关于蜜蜂ＯＢＰｓ家族的基因功能研究较少，
关于中华蜜蜂ＯＢＰｓ家族的研究更少。李红亮等对 ＡＳＰ２进

行ＣＤｓ的克隆，并对其功能模式进行分析［２－３］；张小辉等克隆

了中华蜜蜂气味结合蛋白５、９、１１、１２的完整基因序列［４］；陈

扬等对中华蜜蜂头部 ＣＳＰ３基因的 ＣＤＳ序列进行分析［５］。

ＯＢＰ１７是蜜蜂气味结合蛋白质家族中的成员，是低分子量水
溶性酸性蛋白质，有６个保守的半胱氨酸位点，在西方蜜蜂的
身体各部位均有表达［６］，但其具体功能却不得而知。

狄斯瓦螨（Ｖａｒｒｏａｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ）别称大蜂螨，是对世界养蜂
业威胁最大的蜜蜂病虫害，对西方蜜蜂产业造成了巨大损

失［７］，也是我国最重要、必须严加防范的蜜蜂寄生虫害［８］。

中华蜜蜂（Ａｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａ）是东方蜜蜂的地理品种，生活于
我国境内，狄斯瓦螨对其并不造成伤害［９］。周婷对我国主要
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中蜂饲养区的大蜂螨寄生状态进行了调查，发现中蜂群中螨

的寄生率极低，有些地区的中蜂群中甚至难以找到狄斯瓦螨

的踪迹，但也有极少数群体出现与西方蜜蜂感染蜂螨相同的

症状，如花子、残翅等［１０］。很多研究表明，嗅觉敏感性强的蜜

蜂可以迅速察觉并区分正常与不正常幼虫的气味，其清洁行

为更易被激发［１１－１２］。蜜蜂嗅觉敏感性的差异可导致其清洁

及梳理行为的差异，从而导致抗螨性状的差异［１３］；虽然这一

机理被广泛接受，但其分子机制却不清晰。

本研究以中华蜜蜂头部组织 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增
ＯＢＰ１７基因完整 ＣＤＳ序列，利用生物信息学方法分析 ＣＤＳ
序列及其编码的氨基酸序列，并在蜂螨胁迫及没有蜂螨胁迫

的条件下，利用ＲＴ－ＰＣＲ方法检测 ＯＢＰ１７基因在不同抗螨
性状的中华蜜蜂头部组织中的相对表达量，以期为蜜蜂

ＯＢＰ１７基因的功能及其与抗螨性状相关性的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验蜂群及蜂螨胁迫
本试验选用广东昆虫研究所实验蜂场内具有蜂螨抗性、

蜂螨敏感性的中华蜜蜂群体各２群。将２张狄斯瓦螨感染程
度相当的巢脾分别放入蜂螨抗性中华蜜蜂、蜂螨易感性中华

蜜蜂的蜂箱内，对照组放入无蜂螨感染的西方蜜蜂巢脾，胁迫

２４ｈ后进行样本采集，４个蜂群各采集１５０只哺育蜂（１８日龄
以内）。

１．２　总ＲＮＡ的提取、检测、反转录
采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取中华蜜蜂头部组织的总 ＲＮＡ。以总

ＲＮＡ为模板，使用ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴａＫａＲａ公
司产品）并参照说明书进行反转录，合成ｃＤＮＡ第１链。

１．３　ＣＤｓ的克隆测序
参照ＧｅｎＢａｎｋ公布的西方蜜蜂 ＯＢＰ１７基因 ＣＤＳ序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＤＱ４３５３３４．１）的编码区进行引物设计，扩
增东方蜜蜂的 ＯＢＰ１７基因完整 ＣＤＳ序列。引物序列为：Ｆ，
ＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＣ；Ｒ，ＧＴＡＡＧＴＡＴＧＴＴＧＴＣＧ
ＴＡＴＣＣＴＧＡＡＴ。

ＰＣＲ扩增反应条件为：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５．７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环；７２℃最
终延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经纯化回收后，与 ｐＭＤ１９－Ｔ
ＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ进行连接，挑选阳性克隆送至生工生物工程（上
海）技术有限公司测序。

１．４　序列分析
利用 ＢＬＡＳＴ软 件 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ＢＬＡＳＴ／）分析序列的同源性；利用ｃｌｕｓｔａｌｗ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｃｌｕｓｔａｌｗ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）分析 ＯＢＰ１７基因与近源物种
相同基因的差异；利用ＥｘＰＡＳｙ网站的ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／
ｕｓ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ）分析蛋白疏水性结构；
对蛋白质跨膜结构进行预测（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／
ｓｏｒｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ－ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ），并对信号肽区域进行分析
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｓｉｇｎａｌＰ／）；利用在线工具
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＣＯＩＬｓ－ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ／）进
行跨膜螺旋预测；利用 ＰＳＩＰＲＥＤｖ３．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．
ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／ｐｓｉｐｒｅｄ）预测目的蛋白的二级结构。
１．５　实时定量ＰＣＲ引物设计及目的片段扩增

根据获得的ＯＢＰ１７基因 ＣＤｓ序列及 β－ａｃｔｉｎ（登录号：
ＡＢ０２３０２５）外显子序列，利用 Ｐｒｅｍｉｅｒｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引
物（表１）。

表１　ＯＢＰ１７基因、β－ａｃｔｉｎ基因的引物信息

基因 上、下游引物序列（５′→３′） 产物大小（ｂｐ）
ＯＢＰ１７ Ｆ：ＴＧＴＴＧＡＧＣＡＧＴＧＣＣＡＡＴＴＴＣ；Ｒ：ＴＧＣＴＡＴＴＴＧＣＧＴＴＴＧＣＧＴＴＡ １０２
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＣＡＡＣＡＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＴＧ；Ｒ：ＡＡＴＡＣＡＡＡＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＣＴＡＣＡＧＧ １５５

　　ＰＣＲ扩增反应体系（２０μＬ）为：上下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
各０．４μＬ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（２×）１０μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒ
ｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ、ｃＤＮＡ１μＬ，并添加ＲｎａｓｅＦｒｅｅ水
８．２μＬ使总体积为２０μＬ。试验设置阴性对照，每个样品设
３个重复。ＰＣＲ扩增程序为：９５℃热变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，
６０℃复性３４ｓ，７２℃延伸３４ｓ，４０个循环。ＰＣＲ扩增结束后，
采集多个信息点进行溶解曲线分析，以显示 ＰＣＲ的特异性，
程序为：９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ；９５℃１５ｓ。采用２－ΔΔＣＴ方法［１４］

直接得出ＲＱ值的柱形图。

２　结果与分析

２．１　东方蜜蜂ＯＢＰ１７基因克隆及序列分析
ＰＣＲ扩增ＯＢＰ１７基因目的条带（４６６ｂｐ），经１％琼脂糖

凝胶电泳检测，在４００～５００ｂｐ之间可见１条清晰的特异性
条带（图１）。测序结果显示，其长度为４６６ｂｐ，包含完整的
ＣＤＳ序列４０８ｂｐ，编码１３５个氨基酸，序列已提交至 Ｇｅｎｂａｎｋ
（登陆号ＫＭ５９１２１６．１）。
　　利用ｃｌｕｓｔａｌｘ软件将中华蜜蜂与其他昆虫类的 ＯＢＰ１７
基因氨基酸序列进行相似度比较（图 ２），与西方蜜蜂
（Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅｒａ，ＮＰ＿００１０３５２９７．１）的相似度高达１００．００％，其

余依次为金小蜂（Ｎａｓｏｎｉａｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ，ＣＣＤ１７７８６．１）２１．７４％、
棉铃虫（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａ，ＡＦＩ５７１６６．１）２０．５９％、烟夜蛾
（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｓｓｕｌｔａ，ＡＧＣ９２７９２．１）２０．５９％、拟谷盗（Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ
ｃａｓｔａｎｅｕｍ，ＥＦＡ０２８６１．１）１３．４２％、刺舌蝇（Ｇｌｏｓｓｉｎａｍｏｒｓｉｔａｎｓ
ｍｏｒｓｉｔａｎｓ，ＥＦＡ０２８６１．１）１１．１０％。
２．２　东方蜜蜂ＯＢＰ１７基因氨基酸的理化性质

利用ＥｘＰＡＳｙ服务器分析中华蜜蜂ＯＢＰ１７基因蛋白的理
化性质，其共有１３５个氨基酸，分子式为 Ｃ６５６Ｈ１０７８Ｎ１６８Ｏ２１０Ｓ１１、
分子量１５０３１．４、理论等电点４．５４、估计半衰期３０ｈ、不稳定
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指数 ２８．７１（为稳定蛋白）、脂肪指数 １１１．１９、亲水指数
０．１４６。使用ＰｒｏｔＳｃａｌ程序在线分析东方蜜蜂 ＯＢＰ１７基因的
疏水性（图３），疏水性指数的最大值、最小值分别为３．３２２、
－２．２５６，由此推测中华蜜蜂ＯＢＰ１７基因蛋白为疏水性蛋白。
使用ＰＳＩＰＲＥＤｖ３．０程序分析东方蜜蜂ＯＢＰ１７基因蛋白的二
级结构，预测结果表明 ＯＢＰ１７基因没有 β－折叠，属于全 α
型蛋白。

２．３　东方蜜蜂ＯＢＰ１７基因的蛋白序列信号肽及蛋白质跨膜
区域预测

使用ＳｉｇｎａｌＰ－４．１程序［１５］在线分析东方蜜蜂 ＯＢＰ１７基
因的信号肽，结果（图４）显示，东方蜜蜂 ＯＢＰ１７基因具有信
号肽，最可能的剪切位点预测在第１６位点至第１７位点间，成
熟蛋白启动的位置为１７，预测信号肽的长度为第１位点至第
１６位点氨基酸。使用ＴＭＨＭＭｓｅｒｖｉｃｅ２．０程序在线分析东方
蜜蜂 ＯＢＰ１７基因的跨膜区，并未发现 ＯＢＰ１７基因具有跨
膜区。

２．４　ＯＢＰ１７基因在不同抗螨性能蜂群中的表达
对蜂螨胁迫处理组、蜂螨抗性对照组、蜂螨敏感性对照组

的中华蜜蜂头部组织中 ＯＢＰ１７基因的表达水平进行比较分
析。蜂螨抗性对照组的样品命名为 Ｃ，受蜂螨胁迫２４ｈ的样
品命名为Ｃ＋；蜂螨易感对照组的样品命名为Ｍ，受蜂螨胁迫

２４ｈ的样品命名为Ｍ＋。结果（图５）表明，在蜂螨胁迫下的
抗性群体头部组织中，ＯＢＰ１７基因的表达量显著高于未受胁
迫的抗性群体和受同等蜂螨胁迫的敏感性群体，可见中华蜜

蜂ＯＢＰ１７基因的表达变化与蜂螨感染过程相关，说明ＯＢＰ１７
基因可能在中华蜜蜂的抗螨行为中起重要作用。

３　结论与讨论

本试验以中华蜜蜂头部组织为材料，克隆出ＯＢＰ１７基因
完整ＣＤＳ序列，采用生物信息学方法对序列及其编码的蛋白
质进行分析和预测。结果表明，ＯＢＰ１７基因ＣＤＳ序列全长为
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４０８ｂｐ，编码１３５个氨基酸；将该基因ＣＤＳ区与ＧｅｎＢａｎｋ中其
他昆虫纲的同源基因进行比对，发现其与西方蜜蜂

（ＮＰ＿００１０３５２９７．１）的同源性高达１００％，充分体现了２个物
种的近缘关系，同时表明气味结合蛋白在这２个物种间高度
保守，其功能很可能相似。对ＯＢＰ１７基因蛋白氨基酸序列进
行分析和功能预测，显示其为分泌性疏水蛋白，无跨膜结构，

这与气味结合蛋白转运气味分子的功能相符合，并证明试验

所克隆序列的正确性。

　　嗅觉敏感性差异是导致蜜蜂抗螨性状差异的重要原
因［１６－１８］，而气味结合蛋白ＯＢＰｓ对蜜蜂感受外界气味起重要
作用。ＯＢＰｓ与脂溶性气味分子发生的作用，是昆虫专一性识
别外界气味物质所发生的第１步生化反应［６］。经 ＲＴ－ＰＣＲ
分析发现，ＯＢＰ１７基因在蜂螨胁迫下的抗性东方蜜蜂中高度
表达，而在未受蜂螨胁迫的抗性群体及敏感性群体中表达量

很低，可见 ＯＢＰ１７基因在中华蜜蜂的抗螨过程中起重要作
用。目前，梳理行为、卫生行为是最普遍接受的蜜蜂抗螨机

制。很多研究表明，具有抗螨性状的蜜蜂能够发现、抓住、撕

咬正在移动的蜂螨，梳理自己和同伴身上的蜂螨，还可检查房

内已被病害感染的蜜蜂幼虫，咬开封盖房并清除感染幼

虫［９，１９－２０］。蜂箱内为暗环境，蜜蜂很可能通过有效识别蜂螨

的特殊气味（螨害体表表皮碳氢化合物）而将其清除［２１］。由

此推测，蜂螨抗性群体、敏感性群体对蜂螨气味的敏感度差异

造成了其蜂螨抗性的差异，而ＯＢＰ１７基因可能在此过程中起
重要作用。本试验的推测尚须进一步研究加以论证。
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ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒｍｉｔｅｓｉｎＡｆｒｉｃａｎｉｚｅｄａｎｄＣａｒｎｉｏｌａｎｈｏｎｅｙｂｅｅｓ［Ｊ］．
Ａｐｉｄｏｌｏｇｉｅ，２００１，３２：８１－９０．

［２１］ＢｏｅｃｋｉｎｇＯ，ＧｅｎｅｒｓｃｈＥ．Ｖａｒｒｏｏｓｉｓ－ｔｈｅｏｎｇｏｉｎｇｃｒｉｓｉｓｉｎｂｅｅｋｅｅｐ
ｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｆüｒＶｅｒｂｒａｕｃｈｅｒｓｃｈｕｔｚｕｎｄＬｅｂｅｎｓｍｉｔｔｅｌｓｉｃｈｅｒｈｅｉｔ，
２００８，３（２）：２２１－２２８．

—８４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期


