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ＲＮＡｉ 沉默王浆主蛋白 １（Ｍｒｊｐ１）基因对意大利蜜蜂
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蔚添添＃， 邱园妹＃， 候梦赏， 王天宝， 苏松坤∗， 李志国∗

（福建农林大学动物科学学院（蜂学学院），福州 ３５０００２）

摘要： 【目的】前期研究发现经吡虫啉处理的意大利蜜蜂 Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉｇｕｓｔｉｃａ（简称“意蜂”）工蜂

学习能力下降，转录组学分析表明王浆主蛋白 １（ｍａｊｏｒ ｒｏｙａｌ ｊｅｌｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＭＲＪＰ１）基因在吡虫啉

处理的蜜蜂脑中显著下调，ＭＲＪＰ１ 可能参与调控蜜蜂学习能力。 本研究旨在采用 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡ
ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ， ＲＮＡｉ）技术将 Ｍｒｊｐ１ 特异性沉默，验证 ＭＲＪＰ１ 在意蜂工蜂嗅觉学习中的关键作用。 【方

法】通过克隆技术获得 Ｍｒｊｐ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列，经测序验证后，设计引物，合成用于 ＲＮＡｉ 干扰 Ｍｒｊｐ１
基因表达的 ｄｓＲＮＡ。 注射 ｄｓＭｒｊｐ１ 的意蜂工蜂作为处理组（ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组），注射 ｄｓＥＧＦＰ 的意蜂

工蜂作为对照组（ｄｓＥＧＦＰ 注射组），随后通过伸吻反应（ｐｒｏｂｏｓｃｉｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＰＥＲ）实验比

较两组的嗅觉学习与记忆能力差异。 最后采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）检测注射 ｄｓＭｒｊｐ１ 后意大利蜜蜂工蜂脑中 Ｍｒｊｐ１ 的相对表达量。 【结果】 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组与

ｄｓＥＧＦＰ 注射组意蜂工蜂学习能力差异显著，ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组意蜂工蜂的学习能力显著降低。 学习

后 ２ ｈ，两组意蜂工蜂的记忆力无显著差异。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示 Ｍｒｊｐ１ 的表达水平在 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射

组意蜂工蜂脑中显著低于 ｄｓＥＧＦＰ 注射组，表明学习能力降低的处理组意蜂脑内对应的 Ｍｒｊｐ１ 表达

水平也降低。 【结论】通过 ＲＮＡｉ 抑制意蜂工蜂 Ｍｒｊｐ１ 基因的表达后，其嗅觉学习能力受到显著性

抑制，但记忆力未受到显著影响，提示 Ｍｒｊｐ１ 可能是调控意蜂学习的重要基因之一。 本研究结果有

助于后续进一步研究蜜蜂嗅觉学习相关的分子机制。
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ｍｅｍｏｒｙ； ｐｒｏｂｏｓｃｉｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　 　 蜜蜂作为典型的社会性昆虫，拥有与其他昆虫

类似且相对简单的神经系统以及数量较少的神经元

（Ｐａｈｌ ｅｔ ａｌ．， ２０１０）。 蜜蜂脑体积虽小却拥有强大认

知能力，因此成为多种研究领域的模式昆虫。 蜜蜂

工蜂存在依赖于日龄的劳动分工，工蜂在低日龄时

主要从事一些巢内的工作，达到一定日龄时转而担

任外界的采集任务（Ｊｏｈｎｓｏｎ， ２０１０），这种剧烈的内

外环境变化以及职能的转变，导致不同日龄的工蜂

感官能力不同，从而呈现出不同水平的认知能力

（Ｇｒｏｈ ａｎｄ Ｒöｓｓｌｅｒ， ２０２０）。 认知能力是蜜蜂等社会

性昆虫在野外赖以生存的基本能力，例如采集蜂依

靠空间认知来寻找蜜源（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０００），通过

气味学习来识别花的气味（Ｐａｈｌ ｅｔ ａｌ．， ２０１０），以及

联想记忆来记住花的颜色或形状（Ｂｉｔｔｅｒｍａｎ ｅｔ ａｌ．，
１９８３； Ｈｏｒｉ ｅｔ ａｌ．， ２００６）等，甚至巢内的蜂群正常秩

序也必须依靠蜜蜂识别各种调节信息素来维持

（Ｋｕｃｈａｒｓｋｉ ｅｔ ａｌ．， １９９８）。 在蜜蜂认知能力中，基于

伸吻反应（ ｐｒｏｂｏｓｃｉｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＰＥＲ）的蜜

蜂嗅觉学习，已被广泛应用于研究与蜜蜂学习相关

的神经生理机制及研究生物和非生物因子胁迫对蜜

蜂嗅觉学习的影响（Ｌａｌｏｉ ｅｔ ａｌ．， ２００１； Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ ｅｔ

ａｌ．， ２０１２； Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）。
蜂王浆是蜂王和蜜蜂幼虫的主要食物，分为水

溶性蛋白和非水溶性蛋白（Ｓｉｍúｔｈ， ２００１）。 蜂王浆

由蜜蜂工蜂咽下腺与上颚腺所分泌，具有抗高血压，
抗感 染 和 抗 氧 化 作 用 （ Ｋｉｍｕｒａ ｅｔ ａｌ．， １９９６；
Ｗａｔａｎａｂｅ ｅｔ ａｌ．， １９９８）。 蜂王浆的主要营养成分为

王浆主蛋白 （ ｍａｊｏｒ ｒｏｙａｌ ｊｅｌｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＭＲＪＰｓ），
ＭＲＪＰｓ 家族目前为止有 ９ 个成员（ＭＲＪＰ１ ～ ＭＲＪＰ９）。
ＭＲＪＰｓ 是多功能蛋白，主要参与蜜蜂生理、发育和行

为等的调控（Ｂｕｔｔｓｔｅｄｔ， ｅｔ ａｌ．， ２０１４）。 研究显示，蜂
王浆可提高人体 Ｕ⁃９３７ 细胞（Ｗａｔａｎａｂｅ ｅｔ ａｌ．， １９９８）
和小鼠肝细胞的增殖速率，也可促进小鼠肝细胞

ＤＮＡ 的合成（Ｋａｍａｋｕｒａ ｅｔ ａｌ．， ２００１）。 随后，Ｍａｊｔａｎ
等（２０１０）证明 ＭＲＪＰ１ 可以促进角质细胞的增殖，表
明 ＭＲＪＰ１ 可能是王浆中促进细胞增殖的主要作用

因子。 蜂王浆是促进幼虫发育成蜂王的主要食物，
其中王浆中的 ＭＲＪＰ１ 被证明是幼虫发育成蜂王的

关键调控因子（Ｋａｍａｋｕｒａ， ２０１１）。 王浆主蛋白 １
（ｍａｊｏｒ ｒｏｙａｌ ｊｅｌｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＭＲＪＰ１）占蜂王浆水溶性

蛋白含量的 ４８％ （Ｓｒｉｓｕｐａｒｂｈ ｅｔ ａｌ．， ２００３），是蜂王

浆的主要蛋白组分。 研究表明，ＭＲＪＰ１ 在蜜蜂体内
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分布广泛，除在哺育蜂和外勤蜂的咽下腺中大量表

达之外，在雄蜂和蜂王体内也检测到 Ｍｒｊｐ１ 基因表

达（Ｄｒａｐｅａｕ ｅｔ ａｌ．， ２００６； Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）。同时，
ＭＲＪＰ１ 也在蜜蜂脑细胞间隙中表达，说明 ＭＲＪＰ１ 很

可能以一种分泌蛋白的形式存在（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）。
ＭＲＪＰ１ 在蜜蜂脑部可能作为蛋白质合成的储备氨

基酸，在哺育蜂向采集蜂发育过程和行为转变过程

中合成王浆主蛋白发挥作用（Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ．， ２００９）。
随着对 ＭＲＪＰ１ 的深入研究发现，ＭＲＪＰ１ 除了具有丰

富的营养价值外，还具有多种生物学功能和保健功

效（Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ．， ２００９），并可能参与调控蜜蜂行

为。 有研究表明，脱离蜂群饲养的蜜蜂学习能力低

于蜂群中蜜蜂学习能力，检测发现脱离蜂群饲养的

蜜蜂体内 Ｍｒｊｐ１ 表达降低（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）。 同时，
前人研究发现 ＭＲＪＰ１ 也在蜜蜂脑部的蘑菇体中高

表达，蘑菇体正是涉及蜜蜂学习与记忆的神经中枢

（Ｋｕｃｈａｒｓｋｉ ｅｔ ａｌ．， １９９８）。 受吡虫啉胁迫蜜蜂的嗅

觉学习能力下降，同时，其大脑中的 Ｍｒｊｐ１ 表达显著

下调（Ｄｅｓｎｅｕｘ ｅｔ ａｌ．， ２００７； Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）。
目前关于 ＭＲＪＰ１ 在蜜蜂中的功能与作用研究

已有一定进展，但是关于 ＭＲＪＰ１ 表达在蜜蜂学习与

记忆过程中起到的确切作用的研究却鲜有报道。 利

用 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ＲＮＡｉ）技术将Ｍｒｊｐ１
基因表达沉默后，研究 Ｍｒｊｐ１ 基因表达与蜜蜂嗅觉

学习之间的关系，进一步挖掘和验证 ＭＲＪＰ１ 的潜在

生物学功能，为蜜蜂学习的分子机制提供佐证。

１　 材料与方法

１． １　 供试材料

供试意大利蜜蜂 Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉｇｕｓｔｉｃａ （简称

“意蜂”）取自福建农林大学动物科学学院（蜂学学

院）实验蜂场。 从蜂场 ４ 个不同蜂群分别取出 １ 张

健康封盖子脾，放入 ４ 个限王产卵器中，在恒温恒湿

培养箱中培养 （温度 ３４ ± １℃，相对湿度 ４０％ ±
１０％ ，黑暗），每天用不同颜色的油漆笔对刚出房的

蜜蜂工蜂胸部进行标记，连续标记 ４ ｄ。 标记后的蜜

蜂放入蜂群中，待蜜蜂达到 １２ 日龄时从蜂群中取

出，用于后续试验。
１． ２　 蜜蜂脑部总 ＲＮＡ 提取

对 ３ 头蜜蜂样本进行解剖，获得完整、干净的

脑。 将 ３ 个脑置于 １． ５ ｍＬ 离心管中，加入 ７００ μＬ
的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂和两颗磁珠，于组织破碎仪中震荡研

磨；研磨后继续加入 ３００ μＬ 的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，室温静

置 １０ ｍｉｎ；加入 ２００ μＬ 氯仿，于旋涡振荡器剧烈振

荡数十秒，使两相彻底混匀，室温静置 ３ ｍｉｎ 后，４℃
１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ；将上清液转移至 １． ５ ｍＬ 离心

管，加入 ５００ μＬ 异丙醇，室温静置 １０ ｍｉｎ 后，４℃
１２ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清；加入 １ ｍＬ 预冷 ７５％
乙醇［无水乙醇∶ ＤＥＰＣ ＝ ３∶ １（ｖ ／ ｖ）配制］，轻弹悬浮

沉淀，上下颠倒充分洗涤，４℃ ７ ４００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，弃
上清，重复洗涤两次；将离心管置于超净工作台中风

干 １０ ｍｉｎ，干燥沉淀；加入 ３０ μＬ ＲＮＡ 溶解水，反复

吸打 几 次， ５５℃ 金 属 浴 中 加 热 ５ ｍｉｎ。 利 用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 核酸浓度测定仪测定 ＲＮＡ 的质量和

浓度。 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值在 １． ９ ～ ２． １ 之间的 ＲＮＡ 为合

格，并用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 降解程

度，置于 － ８０℃保存。
１． ３　 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ

首先使用 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒去除 ＲＮＡ 中的基因组

ＤＮＡ，按照说明书在冰上配制反应混合液，反应体

系： ５ × ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
１ μＬ， 用移液枪吸取 ３ μＬ， ＲＮＡ １ μｇ， 最后加入

ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 将反应体系补足至 １０ μＬ。 ４２℃
反应 ２ ｍｉｎ。 随 后 往 上 述 反 应 体 系 继 续 加 入

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅰ １ μＬ， ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ
１ μＬ， ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＢｕｆｆｅｒⅡ ４ μＬ 和 ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ ４ μＬ 混合均匀。 ３７℃反应 １５ ｍｉｎ，８５℃反应

５ ｓ 后 ４℃保存。
１． ４　 基因引物设计和扩增

通过 ＮＣＢＩ 确定 Ｍｒｊｐ１ 基因的 ＣＤＳ 区域，利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计扩增该基因引物，经 ＲＴ⁃
ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ＰＣＲ）扩增，获得

基因序列长度为 ６５４ ｂｐ。 增强绿色荧光蛋白

（ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＥＧＦＰ）基因与

蜜蜂无同源基因，作为对照基因，扩增出的基因序列

长度为 ７２０ ｂｐ，序列片段位于 ６ ８９５ － ７ ６１４ ｂｐ。 引

物序列信息见表 １。
１． ５　 ｄｓＲＮＡ 合成与纯化

将 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，反应产物使用 １％ 琼

脂糖凝胶进分离，随后通过 Ｗｉｚａｒｄ ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ
Ｓｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒切胶回收纯化后，将扩增

的 Ｍｒｊｐ１ 基因片段克隆到质粒载体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 中，并
根据试剂盒说明书将重组质粒转化到 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ 感

受态细胞中。 通过琼脂糖凝胶电泳分析和测序筛选

出携带含有 Ｍｒｊｐ１ 基因片段的重组质粒的阳性克

隆。根据说明书使用 Ｔ７ ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ ＲＮＡｉ 试
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表 １　 用于荧光实时定量 ＰＣＲ 和 ｄｓＲＮＡ 合成的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｄｓＲＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

引物序列（５′ － ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

引物用途

Ｕｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

ａｃｔｉｎ ＧＢ４４３１１
Ｆ： ＣＣＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡ
Ｒ： ＧＡＡＧＣＡＡＧＡＡＴＴＧＡＣＣＣＡＣＣＡＡ

Ｖｉｌｌａｒ ａｎｄ Ｇｒｏｚｉｎｇｅｒ，
２０１７

８７
看家基因扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
ｒｐ４９ ＧＢ４７２２７

Ｆ： ＣＧＴＣＡＴＡＴＧＴＴＧＣＣＡＡＣＴＧＧＴ
Ｒ： ＴＴＧＡＧＣＡＣＧＴＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧ

Ｌｏｕｒｅｎçｏ ｅｔ ａｌ．，
２００８

１５０

Ｍｒｊｐ１ ＧＢ１４８８８
Ｆ： ＡＡＡＴＧＣＧＡＣＡＧＡＴＴＧＴＧＧＧＴ
Ｒ： ＡＴＣＡＣＴＴＴＧＡＧＣＧＡＣＧＧＴＡＣ

６５４
靶基因扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

Ｍｒｊｐ１ ＧＢ１４８８８
Ｆ： ＣＡＣＡＧＣＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＡＴＴＴ
Ｒ： ＡＡＧＡＧＧＡＣＧＣＣＡＣＴＣＴＴＴＧＡ

Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１７ ２１３
靶基因检测

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

ＥＧＦＰ ＭＮ５１７５５１
Ｆ： ＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧ
Ｒ： ＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ

Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１３ ７２０
对照基因扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｅｎｅ

Ｍｒｊｐ１ｉＴ７ ＧＢ１４８８８

Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＦ
ＡＡＡＡＴＧＣＧＡＣＡＧＡＴＴＧＴＧＧＧＴ
Ｒ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡ
ＡＴＣＡＣＴＴＴＧＡＧＣＧＡＣＧＧＴＡＣ

６５４
合成 Ｍｒｊｐ１ ｄｓＲＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｍｒｊｐ１ ｄｓＲＮＡ

ＥＧＦＰｉＴ７ ＭＮ５１７５５１

Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＴ
ＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧ
Ｒ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＴＴ
ＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ

Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１３ ７２０
合成对照基因 ｄｓＲＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｅｎｅ ｄｓＲＮＡ

剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）将含有 Ｍｒｊｐ１ 的重组质粒和 Ｔ７ 启动

子标签的 Ｍｒｊｐ１ 引物用于 Ｍｒｊｐ１ ｄｓＲＮＡ 合成。 使用

相同的方法，使用 ｐＧＦＰ 载体和 Ｔ７ 启动子标签的

ＥＧＦＰ 引物合成 ＥＧＦＰ ｄｓＲＮＡ。 相关引物序列信息

见表 １。 合成后纯化 ｄｓＲＮＡ：沉淀 ｄｓＲＮＡ，向离心管

中按照 ｄｓＲＮＡ∶ ＮａＡＣ ＝１０∶ １（ｖ ／ ｖ）添加 ４ μＬ ３ ｍｏｌ ／
Ｌ ＮａＡＣ（ｐＨ ５． ２），按照 ｄｓＲＮＡ∶ 异丙醇 ＝ １∶ １的比例

（ｖ ／ ｖ）添加 ４０ μＬ 异丙醇，混合均匀后在冰上放置 ５
ｍｉｎ，在 ＮａＡｃ 和异丙醇沉淀作用下出现混浊；清洗

沉淀，微型离心机高速旋转 １０ ｍｉｎ，在离心管底部可

见白色沉淀，弃上清，向离心管中加入 ０． ５ ｍＬ 冰浴

过的 ７０％乙醇，１３ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，此步骤重复两

遍；干燥，在通风橱中室温干燥 １５ ｍｉｎ，除掉残余的

乙醇；溶解，将 ＲＮＡ 沉淀重新悬浮在 Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ 中。 用 １％ 琼脂糖凝胶检查 ｄｓＲＮＡ 的完整

性，然后用 Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 进一步稀释以获得

最终浓度 ５ μｇ ／ μＬ， － ８０℃储存用于后续注射实验。
１． ６　 ＲＮＡｉ 干扰时效检测

抓取 １２ 日龄意蜂工蜂，将蜜蜂单独装入小瓶中

于冰上麻醉，待蜜蜂一动不动后取出进行注射。 利

用拉针仪处理后的毛细管吸取 ２ μＬ ｄｓＲＮＡ（５ μｇ ／
μＬ）从蜜蜂的第 ４ － ５ 腹节节间膜注入蜜蜂血淋巴

中，若被注射蜜蜂有血淋巴渗出，则丢弃该蜜蜂。 对

照组 ｄｓＥＧＦＰ 和处理组 ｄｓＭｒｊｐ１ 分别注射 ６０ 头蜜

蜂，分别在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后液氮冻毙取样，之后进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测对照组和处理组在两个时间点的

Ｍｒｊｐ１ 相对表达量，确定注射时效。 反应体系： ２ ×
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ ５ μＬ， ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ（Ｆ ＋ Ｒ）
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． ８ μＬ， ｃＤＮＡ １ μＬ， ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ ３􀆰 ２ μＬ（引物信息见表 １）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 程序：
９５℃ ３０ ｓ； ９５℃ ５ ｓ， ６０℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环；添加熔

解曲线： ６５℃ ５ ｓ， ９５℃ ０． ５ ｓ。
１． ７　 ｄｓＲＮＡ 的注射

ｄｓＥＧＦＰ 和 ｄｓＭｒｊｐ１ 抓取 １２ 日龄工蜂，每 ２５ 头

为一组，处理组与对照组各设置 ３ 组重复。 处理组

注射 ｄｓＭｒｊｐ１，对照组注射 ｄｓＥＧＦＰ。 将蜜蜂于冰上

麻醉，待蜜蜂冷冻麻醉后进行注射。 利用拉针仪处

理后的毛细管吸取 ２ μＬ ｄｓＲＮＡ（５ μｇ ／ μＬ）从蜜蜂

腹部背面第 ４ － ５ 腹节节间膜注入蜜蜂体内，若被注

射蜜蜂有血淋巴渗出，则丢弃该蜜蜂。 注射完成后，
在恒温恒湿培养箱中 （温度 ３０ ± １℃，相对湿度

４０％ ±１０％ ，黑暗）饲养 ４８ ｈ 后做气味联想性学习

实验。
１． ８　 联想性学习实验

１． ８． １　 固定蜜蜂：将蜜蜂置于特制的固定装置前，
单头意蜂工蜂转移至小玻璃瓶中，并冰上冷冻麻醉。
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待蜜蜂冻晕后立即取出，将蜜蜂固定于特制铜管，只
留其头部在管外，保证吻部能自由活动。 为了减小

冷冻和饱食对蜜蜂行为的影响，将固定好的蜜蜂重

新放入恒温恒湿培养箱（温度 ３０ ± １℃，相对湿度

４０％ ±１０％ ，黑暗）中 ２ ｈ。
１． ８． ２　 气味联想性学习：参考 Ｂｉｔｔｅｒｍａｎ 等（１９８３）
描述的方法对意蜂进行气味联想性学习实验。 选择

对 ５０％ （ｗ ／ ｖ）蔗糖溶液有伸吻反应的意蜂工蜂作为

实验对象。 实验过程中呈现 １⁃壬醇和己醇两种不

同的气味，１⁃壬醇（条件刺激，ＣＳ）与糖水奖励（非条

件刺激，ＵＳ）配对训练（ＣＳ ＋ ），己醇作为对照气味，
不与糖水奖励相配对（ＣＳ － ），按照 ＡＢＡＢＢＡＢＡＡＢ
顺序对每头蜜蜂分别进行 ５ 次联想性学习和非联想

性学习。 首先将蜜蜂置于空气流中适应 １５ ｓ，单独

通入 １⁃壬醇 ３ ｓ，用 ５０％ （ｗ ／ ｖ）糖水触碰蜜蜂触角引

发 ＰＥＲ 行为；与 １⁃壬醇联想训练 １ ｓ 后，撤掉 １⁃壬
醇，奖励蜜蜂 ５０％ （ｗ ／ ｖ）糖水 ２ ｓ，最后蜜蜂处于空

气流中 ２０ ｓ，视为一次气味联想性学习。 而非联想

性学习则只提供己醇，蜜蜂不进行气味与糖水奖励

配对训练。 每头蜜蜂进行两种学习试验间隔为 １０
ｍｉｎ。 在单独通入 １⁃壬醇或己醇的 ２ ｓ 时间内观察

蜜蜂是否有伸吻反应，有 ＰＥＲ 行为的记为“ ＋ ”，无
ＰＥＲ 行为的记为“ － ”，５ 次联想性学习分别为 Ｃ１ －
Ｃ５。 ５ 次学习后的蜜蜂立即用液氮冻毙，蜜蜂样本

储存在 － ８０℃用于下一步分析。
１． ８． ３　 ２ ｈ 记忆测试：意蜂工蜂 ５ 次学习完成后放

入恒温恒湿培养箱（温度 ３０ ± １℃，相对湿度 ４０％ ±
１０％ ，黑暗）中，２ ｈ 后测定蜜蜂记忆。 记忆测试单

独用 １⁃壬醇气味对每头蜜蜂进行刺激，记录伸吻状

况。 若对 １⁃壬醇气味刺激表现出伸吻反应，表明该

蜜蜂对 １⁃壬醇气味表现出记忆，记为“ ＋ ”；若对 １⁃
壬醇气味刺激未表现出伸吻反应，表明该蜜蜂对 １⁃
壬醇气味未表现出记忆，记为“ － ”。 ２ ｈ 记忆测试

完成后的蜜蜂立即用液氮冻毙，蜜蜂样本储存在

－ ８０℃用于下一步分析。
１． ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证

随机抽取 ２ ｈ 记忆测试后的 ｄｓＥＧＦＰ 组和

ｄｓＭｒｊｐ１ 组样本 ｃＤＮＡ 各 ５ 个，利用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（ＴａＫａＲａ）荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒检测样

本脑部 Ｍｒｊｐ１ 基因的相对表达量，内参基因为 ａｃｔｉｎ
和 ｒｐ４９。 反应体系： ２ × ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ ５
μＬ， ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ （ Ｆ ＋ Ｒ） （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． ８ μＬ，
ｃＤＮＡ １ μＬ（在初始 ｃＤＮＡ 基础上以 １ ∶ ３稀释），
ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ３． ２ μＬ（引物信息见表 １）。 程序：

９５℃ ３０ ｓ； ９５℃ ５ ｓ， ６０℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环；添加熔

解曲线： ６５℃ ５ ｓ， ９５℃ ０． ５ ｓ。
１． １０　 数据分析

利用 ＳＰＳＳ１９． ０ 软件进行数据处理。 记录对照

组和处理组蜜蜂在配对训练（ＣＳ ＋ ）与非配对训练

（ＣＳ － ）中伸吻数量，通过卡方检验分析处理组与对

照组蜜蜂联想性学习与记忆差异。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证

时选择 ａｃｔｉｎ 和 ｒｐ４９ 作为内参基因，利用两者的几

何平均值归一目标基因的 Ｃｔ 值 （ Ｌｏｕｒｅｎçｏ ｅｔ ａｌ．，
２００８； Ｖｉｌｌａｒ ａｎｄ Ｇｒｏｚｉｎｇｅｒ， ２０１７），计算△Ｃｔ（测试

样本） ＝ Ｃｔ（目标） － Ｃｔ（内参），△Ｃｔ（校准样本） ＝
Ｃｔ（校准） － Ｃｔ（内参）；用校准样本的△Ｃｔ 归一测试

样本的△Ｃｔ 值，即△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ（测试样本） － △Ｃｔ
（校准样本），相对表达量 ＝ ２ －△△Ｃｔ。 利用独立样本

ｔ 检验分析对照组与处理组之间基因相对表达量差

异显著性。

２　 结果

２． １　 ｄｓＲＮＡ 干扰时效

通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 两个时间点的

沉默效果。 结果显示，注射 ２４ ｈ 后 ｄｓＭｒｊｐ１ 的干扰

效果不明显，注射 ４８ ｈ 后 ｄｓＭｒｊｐ１ 在蜜蜂体内发挥

作用，与 ｄｓＥＧＦＰ 注射组相比， ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组的

Ｍｒｊｐ１ 相对表达量显著下调（图 １）。 因此，选择注射

后 ４８ ｈ 作为 ｄｓＭｒｊｐ１ 干扰效果最明显的时间点并进

行后续行为实验。

图 １　 意大利蜜蜂工蜂体内 ｄｓＭｒｊｐ１ 的 ＲＮＡ 干扰时效

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｄｓＭｒｊｐ１
ｉｎ Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉｇｕｓｔｉｃａ ｗｏｒｋｅｒｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

柱上双星号表示在同一处理时间点 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组与 ｄｓＥＧＦＰ 注

射组（ＣＫ）间 Ｍｒｊｐ１ 的相对表达量经独立样本 ｔ 检验差异极显著

（Ｐ ＜ ０． ０１）。 Ｄｏｕｂｌｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ａｂｏｖｅ ｂａｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｍｒｊｐ１ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｄｓＭｒｊｐ１⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｓＥＧＦＰ⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ ＣＫ） ａｔ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｂｙ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ （Ｐ ＜ ０． ０１） ．
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２． ２　 ＲＮＡｉ 沉默 Ｍｒｊｐ１ 对蜜蜂气味学习的影响

将蜂群中取出的 １２ 日龄蜜蜂注射 ｄｓＥＧＦＰ（对
照组）和 ｄｓＭｒｊｐ１（处理组），４８ ｈ 后检测蜜蜂学习能

力，在 ５ 次联想性学习训练后，结果如图 ２ 所示。 对

照组和处理组蜜蜂在 ５ 次配对训练（ＣＳ ＋ ）中，从第

２ 次训练开始，对照组蜜蜂的学习能力优于 ｄｓＭｒｊｐ１
组蜜蜂，随训练次数的增加，两组蜜蜂的学习能力差

异增大。 在第 ３ － ５ 次训练（Ｃ３ － Ｃ５）中，对照组

（ｎ ＝ ６９）伸吻反应率为 ６７％ ～ ７０％ ，处理组 （ ｎ ＝
７９）伸吻反应率为 ４８％ ～ ５０％ ，两组学习结果存在

显著性差异（Ｃ３： χ２ ＝ ４． ４４１， Ｐ ＜ ０． ０５； Ｃ４： χ２ ＝
５􀆰 ３６９， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃ５： χ２ ＝ ５． ２４４， Ｐ ＜ ０． ０５）。 结果

表明 ＲＮＡｉ 沉默 Ｍｒｊｐ１ 对蜜蜂学习产生抑制影响。

图 ２　 注射 ４８ ｈ 后 ｄｓＭｒｊｐ１ 对意大利蜜蜂工蜂学习的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｓＭｒｊｐ１ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｉｎ Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ
ｌｉｇｕｓｔｉｃａ ｗｏｒｋｅｒｓ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

星号表示在第 ３ － ５ 次学习实验中 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组与 ｄｓＥＧＦＰ 注射

组（ＣＫ）喙伸反应率经 χ２ 检验差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。 Ｓｉｎｇｌｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｂｏｓｃｉｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ３ｒｄ ｔｏ ｔｈｅ
５ｔｈ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｙ χ２ ｔｅｓｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｄｓＭｒｊｐ１⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｓＥＧＦＰ⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ＣＫ）．

２． ３　 ＲＮＡｉ 沉默 Ｍｒｊｐ１ 对蜜蜂记忆的影响

ＲＮＡｉ 沉默 Ｍｒｊｐ１ 对蜜蜂记忆的影响结果如图 ３
所示，学习 ２ ｈ 后，ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组蜜蜂对条件刺激

（１⁃壬醇气味）的伸吻反应率比 ｄｓＥＧＦＰ 注射组略

低。 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组 （ ｎ ＝ ６６ ） 记忆比率为 ５５％ ，
ｄｓＥＧＦＰ 注射组（ｎ ＝ ５９）记忆比率为 ６６％ ，ｄｓＭｒｊｐ１
注射组 ２ ｈ 记忆结果低于 ｄｓＥＧＦＰ 注射组，但两者之

间差异不显著（χ２ ＝ ０． ７５８， Ｐ ＞ ０． ０５），即 ＲＮＡｉ 沉
默 Ｍｒｊｐ１ 对蜜蜂记忆没有显著抑制影响。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证蜜蜂脑部 Ｍｒｊｐ１ 基因的表达

水平

将学习后的蜜蜂液氮冻毙后，对其脑中 Ｍｒｊｐ１
基因表达进行定量分析，结果如图 ４。 结果表明

ｄｓＥＧＦＰ 注射组中 Ｍｒｊｐ１ 基因的相对表达量显著性

高于 ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组中 Ｍｒｊｐ１ 基因相对表达量（Ｐ ＜
０． ０５），进一步证明通过向蜜蜂体内注射 ｄｓＭｒｊｐ１
后，成功抑制了 Ｍｒｊｐ１ 基因的表达，降低了 Ｍｒｊｐ１ 基

因在蜜蜂脑中的相对表达量，从而抑制蜜蜂学习。

图 ３　 注射 ｄｓＭｒｊｐ１ 和 ｄｓＥＧＦＰ ４８ ｈ 后

意大利蜜蜂工蜂 ２ ｈ 记忆的比较

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ２ ｈ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉｇｕｓｔｉｃａ
ｗｏｒｋｅｒｓ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｓＭｒｊｐ１ ａｎｄ ｄｓＥＧＦＰ

图 ４　 注射 ｄｓＭｒｊｐ１ 和 ｄｓＥＧＦＰ ４８ ｈ 后学习 ２ ｈ 的

意大利蜜蜂工蜂脑中 Ｍｒｊｐ１ 相对表达量

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍｒｊｐ１ ｉｎ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ
Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉｇｕｓｔｉｃａ ｗｏｒｋｅｒｓ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｆｏｒ ２ ｈ ａｔ ４８ ｈ

ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｓＭｒｊｐ１ ａｎｄ ｄｓＥＧＦＰ
柱上星号表示 Ｍｒｊｐ１ 的相对表达量在 ｄｓＥＧＦＰ 注射组 （ ＣＫ） 和

ｄｓＭｒｊｐ１ 注射组间经独立性 ｔ 检验有显著性差异 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）。
Ｓｉｎｇｌｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ａｂｏｖｅ ｂａｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｍｒｊｐ１ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｓＭｒｊｐ１⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｓＥＧＦＰ⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ ＣＫ） ｂｙ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） ．

３　 讨论

研究表明蜂王浆可影响大鼠的认知行为，其空

间记忆力可通过口服蜂王浆得到改善（Ｐｙｒｚａｎｏｗｓｋａ
ｅｔ ａｌ．， ２０１４），但是尚未揭示其主要活性成分。 另

外，有研究发现脱离蜂群饲养的蜜蜂学习能力下降，
其蘑菇体内的 Ｍｒｊｐ１ 表达水平也显著下调（Ｈｏｊｏ ｅｔ
ａｌ．， ２０１０）。 这些研究表明，ＭＲＪＰ１ 除了具有营养功
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能以外，与蜜蜂认知行为也存在一定的联系。 前期

研究发现，吡虫啉处理后的蜜蜂头部 Ｍｒｊｐ１ 和 Ｍｒｊｐ４
基因表达受到抑制（Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１７），气味学习能

力较弱，蜜蜂脑部表现出较低的 Ｍｒｊｐ１ 基因表达水

平（Ｈｏｊｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１０）。 本研究利用 ＲＮＡｉ 技术沉默

Ｍｒｊｐ１ 基因后，发现蜜蜂嗅觉学习能力受损，记忆力

则没有受到影响（图 ３）。 蜜蜂的学习机制复杂，可
能受到多个基因联合调控，仅沉默 Ｍｒｊｐ１ 只是降低

蜜蜂学习能力（图 ２），即处理组蜜蜂需要接受更多

次数的训练才能达到与对照组相同学习结果。
ＲＮＡｉ 后两组蜜蜂的 ２ ｈ 记忆无显著差异（图 ３），这
可能是由于基于 ＲＮＡｉ 的蜜蜂体内的 Ｍｒｊｐ１ 干扰效

果具有时效性。 此外，本研究通过 ＲＮＡｉ 技术沉默

Ｍｒｊｐ１，结果表明蜜蜂脑部 Ｍｒｊｐ１ 表达下调后（图 ４），
蜜蜂的嗅觉学习能力显著下降（图 ２），进一步证明

ＭＲＪＰ１ 参与调控蜜蜂嗅觉学习过程。
ＭＲＪＰ１ 是王浆主蛋白中丰度最高的可溶性蛋

白，在蜜蜂脑部不同区域均有不同程度的表达，其中

在中间神经元的纤维和细胞周区域的表达丰度比其

他区域更高（Ｐｅｉｘｏｔｏ ｅｔ ａｌ．， ２００９），因此推测 ＭＲＪＰ１
可能参与了蜜蜂神经系统的发育。 此外，蜜蜂在脑

部蘑菇体中高表达，其表达水平随着蜜蜂年龄的变

化而变化（Ｋｕｃｈａｒｓｋｉ ａｎｄ Ｍａｌｅｓｚｋａ， １９９８）。 蜜蜂蘑

菇体的主要感觉输入区（花萼）较大，主要接受嗅觉

和视觉感官的输入（Ｇｉｕｒｆａ， ２０１３； Ｇｒｏｈ ａｎｄ Ｒöｓｓｌｅｒ，
２０２０）。 蜜蜂的嗅觉联想性学习主要是通过整合蘑

菇体中的感官信息建立的（Ｍｅｎｚｅｌ， １９９９； Ｇｉｕｒｆａ，
２００７）。 研究表明，蜜蜂在职能转变的过程中，其蘑

菇体结构发生显著的变化 （ Ｓｃｈｕｌｚ ａｎｄ Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，
１９９９）。 这种结构的变化同时伴随着 ＭＲＪＰ１ 表达水

平的变化，表明 ＭＲＪＰ１ 可能参与调控蘑菇体的发

育。 蘑菇体是由密集排列的平行神经元组成，这些

神经细胞构成了处理蜜蜂大脑中信息和记忆的大脑

中心，称为 Ｋｅｎｙｏｎ 细胞（Ｐｅｉｘｏｔｏ ｅｔ ａｌ．， ２００９）。 蜜蜂

脑部大约有 ３６８ ０００ 个 Ｋｅｎｙｏｎ 细胞，占脑神经元总

数的 ４０％ 以上 （ Ｓｔｒａｕｓｆｅｌｄ， ２００２ ）。 ＭＲＪＰ１ 可在

Ｋｅｎｙｏｎ 细胞内特定表达，但是其具体功能尚不清楚

（Ｋｕｃｈａｒｓｋｉ ａｎｄ Ｍａｌｅｓｚｋａ， １９９８）。 此外，蜜蜂在嗅觉

学习过程中会涉及大脑的特定区域（Ｆａｒｏｏｑｕｉ ｅｔ ａｌ．，
２００３），还需要进一步的研究来确定在蜜蜂嗅觉学

习时 ＭＲＪＰ１ 在脑部的高表达区域，从而进一步深入

挖掘相关的调控通路，探索其调控分子机制。 另外，
当蜜蜂到达采集日龄时，除了嗅觉学习以外，蜜蜂的

学习还包括食物定位、归巢导航、食物信息传递等。

因此，ＭＲＪＰ１ 是否参与蜜蜂相对高级的学习过程，
还需要进一步的探索。
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