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中华蜜蜂铜锌超氧化物歧化酶基因的克隆、

序列分析及表达特征
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摘　要：本试验旨在克隆中华蜜蜂铜锌超氧化物歧化酶（ＳＯＤ１）基因，探究中华蜜蜂 ＳＯＤ１基
因的表达特性。利用巢式 ＰＣＲ技术扩增、克隆及分析中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因，采用实时定量 ＰＣＲ
检测不同发育时期（３和６日龄幼虫、１和４日龄蛹以及１和７日龄成蜂）、不同部位（成蜂的头、
胸和腹）ＳＯＤ１基因的表达量，探究中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因的表达特性。结果显示：克隆获得中华
蜜蜂 ＳＯＤ１基因的 ｃＤＮＡ全长序列，其 ｃＤＮＡ全长 ６３１ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＮ７００５１７），编码
１５２个氨基酸，预测蛋白质分子质量为１５．６５ｋｕ，等电点为６．２１，经氨基酸序列比对，与意大利
蜜蜂有９９％的相似性，与其他典型的昆虫（如果蝇、冈比亚按蚊、斜纹夜蛾，家蚕、熊蜂）也有
６７％ ～８５％的相似性；中华蜜蜂ＳＯＤ１基因在不同发育时期和部位中均有表达特异性，在６日龄
幼虫表达量达到峰值，而在４日龄蛹中最低；头部与腹部表达量显著高于胸部（Ｐ＜０．０５）。本研
究成功克隆获得中华蜜蜂ＳＯＤ１基因，其ｃＤＮＡ全长６３１ｂｐ，编码１５２个氨基酸。该基因在中华
蜜蜂整个发育时期均有表达，而且不同发育时期以及不同部位的表达量不同。
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　　铜锌超氧化物歧化酶（ｃｏｐｐｅｒ／ｚｉｎｃｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ或 ＳＯＤ１）是超氧化物歧化
酶（ＳＯＤ）家族中最重要的一种金属抗氧化酶，广
泛分布在真核细胞的细胞质、细胞核、过氧化酶体

和线粒体膜间隙中；能转移性地清除超氧阴离子

（Ｏ－２·）自由基，在维持氧自由基平衡方面起着重
要的作用［１］。中华蜜蜂（Ａｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａ）是东
方蜜蜂（ＡｐｉｓｃｅｒａｎａＦａｂｒｉｃｉｕｓ）的指名亚种，简称
中蜂，是我国的一种特色经济昆虫，具有嗅觉灵

敏、善于采集零星蜜粉源、对蜂螨的抵抗能力强、

耐热抗寒的生命力及抗逆性等优点［２－３］。中华蜜

蜂耐热抗寒的生命力及抗逆性是其优良性状的重

要体现，这可能与蜜蜂机体抗氧化防御系统的准

确调控密切相关，其中 ＳＯＤ１能及时与外界应激
所产生的超氧阴离子自由基发生化学反应［４］，防

止氧自由基破坏细胞的结构和功能，保护细胞免

受氧化损伤。另外，动物营养学相关研究发现，不

同营养水平的饲粮对动物机体的ＳＯＤ活性影响很
大，ＳＯＤ可以作为评价机体营养状况的一个指标。
而关于中华蜜蜂的各营养素的营养需要量研究才

刚兴起。因此，对于中华蜜蜂 ＳＯＤ１（ＡｃｃＳＯＤ１）
蛋白质分子特性的了解及抗氧化机理的研究尤为

重要。近些年来，国内外主要对西方蜜蜂的 ＳＯＤ
进行研究，Ｗｅｉｒｉｃｈ等［５］试验发现工蜂与蜂王的

ＳＯＤ在肌肉、蜜囊及血淋巴液中都有很高活性，且
在交尾蜂王的肌肉中活性最大。Ｃｏｒｏｎａ等［６］和肖

培新等［７］研究报道意大利蜜蜂蜂王与工蜂不同发

育时期及不同部位中 ＳＯＤ１基因的表达量有差异，
蜂王头部表达量随着年龄的增长呈衰减的趋势；

工蜂蛹期表达量较其他时期低。目前已对熊蜂
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（Ｂｏｍｂｕｓｉｇｎｉｔｕｓ）［４］、野 桑 蚕 （Ｂｏｍｂｙｘｍａｎｄａｒｉ
ｎａ）［８］、柞蚕（Ａｎｔｈｅｒａｅａｐｅｒｎｙｉ）［９］及黑腹果蝇
（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）［１０］等昆虫的ＳＯＤ１基因
做了较为深入的研究。然而，迄今没有对中华蜜

蜂 ＳＯＤ１基因的相关报道，开展该基因的研究将有
助于弄清其抗氧化机理，为以后利用该基因进行

中华蜜蜂的抗逆性及营养需要量研究提供技术支

撑。鉴于此，本研究根据意大利蜜蜂 ＳＯＤ１基因设
计特异引物，克隆中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因并进行序列
分析，对不同发育时期，不同部位的基因表达量进

行初步探索，为进一步研究中华蜜蜂营养需要以

及抗氧化机理奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
　　供试昆虫：中华蜜蜂取自江西农业大学蜜蜂
研究所蜂群。

　　蜜蜂不同发育时期及部位样品采集：选用蜂
群群势一致的中华蜜蜂５群。分别利用蜂王产卵
控制器控制蜂王在一空巢脾中产卵６ｈ，之后将蜂
王移出。６ｄ后，从巢脾中获取３日龄的幼虫。同
理分别获取６日龄幼虫、１日龄蛹、４日龄蛹、１日
龄成蜂以及７日龄成蜂，其中３日龄幼虫取６０只，
而其他时期均随机取６只个体，每２０只３日龄幼
虫或其他时期２只个体为１个重复，每时期３个重
复；不同部位取样，分别取１２只７日龄成蜂的头胸
腹，每４个样品作为１个重复，共３个重复。样品
采集后立即放入液氮速冻，转至 －８０℃保存，用于
提取总 ＲＮＡ。
　　主要试剂：总 ＲＮＡ提取试剂盒（Ｔｒｉｚｏｌ）、
ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体和 ＲＮＡ酶抑制剂均购自北京
全式金公司；ＤＮＡ分子质量标准（ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００）、ＭＭＬＶ反转录酶及 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅡ定
量试剂均购自日本 ＴａＫａＲａ公司；５－溴 －４－氯 －
３－吲哚 －β－Ｄ半乳糖苷（ＸＧａｌ）、异丙基硫代半
乳糖苷（ＩＰＴＧ）、ｄＮＴＰ、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶及凝
胶回收试剂盒均购自美国 ＰＵＥＸ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第１链的合成
　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取蜜蜂样品的总 ＲＮＡ，紫外分光
光度计测定总 ＲＮＡ浓度和纯度。用反转录试剂
盒对总ＲＮＡ进行反转录，反应体系为５０μＬ：８μＬ
总 ＲＮＡ、１０μＬ缓冲液、８μＬｄＮＴＰ、１．５μＬＭ

ＭＬＶ反转录酶、３μＬＯｌｉｇｏｄＴ、１μＬＲＮＡ酶抑制
剂、１８．５μＬ焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水。反转录反
应条件如下：体系混匀后，４２℃反应６０ｍｉｎ，７５℃
灭活５ｍｉｎ。反转录产物保存于 －２０℃。
１．２．２　中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因引物设计、ＰＣＲ
扩增、克隆及测序

　　引物设计：由于中华蜜蜂和意大利蜜蜂为 ２
个亲缘关系最近的物种，同一基因的序列在这 ２
物种间变异很小，因此，根据 ＧｅｎＢａｎｋ中意大利蜜
蜂 ＳＯＤ１基 因 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 ＮＭ＿
００１１７８０２７．１），利用 Ｏｌｉｇｏ３．３软件，设计 ２对
ＳＯＤ１基 因 序 列 引 物 （ＳＯＤ１Ｆ１和 ＳＯＤ１Ｒ１、
ＳＯＤ１Ｆ２和 ＳＯＤ１Ｒ２），引物序列见表１。引物由
上海生工生物工程技术有限公司合成。

　　ＰＣＲ扩增：在 ＰＣＲ扩增中，为了提高扩增的
特异性，采用巢式 ＰＣＲ扩增。第１轮 ＰＣＲ扩增的
反应体系（２５μＬ）：４μＬｃＤＮＡ、２．５μＬ１０×ＰＣＲ
缓冲液、２μＬｄＮＴＰ、引物ＳＯＤ１Ｆ１和ＳＯＤ１Ｒ１各
１μＬ、０．３μＬＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶，１４．２μＬ双蒸
水。扩增程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５４℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 １．５ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存待测。第２轮 ＰＣＲ扩
增：将第１轮 ＰＣＲ扩增产物用双蒸水稀释１倍，取
４μＬ作为模板，将引物换成 ＳＯＤ１Ｆ２和 ＳＯＤ１
Ｒ２，反应体系的其他组成和扩增程序与第 １轮扩
增相同。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭

（ＥＢ）染色后，蒸馏水漂洗，凝胶成像系统观察
分析。

　　克隆及测序：将 ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶
电泳并割胶纯化，克隆于 ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体内，最
后将鉴定的阳性克隆菌送至上海生工进行测序。

１．２．３　实时定量 ＰＣＲ
　　分别以 ＧｅｎＢａｎｋ中华蜜蜂 β－肌动蛋白
（βａｃｔｉｎ）基因（ＨＭ６４０２７６．１）及本试验中华蜜蜂
ＳＯＤ１基因的测序结果作为内参基因与目的基因，
采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，设计出中
华蜜蜂内参基因引物以及 ＳＯＤ１基因引物分别为
ＡｃｃβａｃｔｉｎＱＦ和 ＡｃｃβａｃｔｉｎＱＲ 以 及 Ａｃｃ
ＳＯＤ１ＱＦ和 ＡｃｃＳＯＤ１ＱＲ，引物序列见表１。
　　实时定量 ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：５μＬ反转
录产物、目的基因上游和下游引物各 ０．４μＬ、
４．２μＬ双蒸水、１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅡ。ＰＣＲ扩增
程序为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，
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７２℃ ４０ｓ，４０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；最后以每５ｓ
上升０．５℃的速度从６１～９５℃记录熔解曲线，每
个反转录样品重复３次。使用美国 ＢｉｏＲａｄ公司

ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ实时定量 ＰＣＲ检测系统。反应结束后
收集目的基因与内参基因的阈值循环（ＣＴ），数据
分析方法参考 Ｌｉｕ等［１１］。

表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲ

引物功能 Ｐｒｉｍｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）

巢式 ＰＣＲ
ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ

ＳＯＤ１Ｆ１ ＧＴＧＡＴＴＣＡＧＣＡＡＡＡＣＧＡＴＡＡＧＴＡＣＡ
ＳＯＤ１Ｒ１ ＡＴＴＧＡＡＡＧＣＡＧＡＴＴＡＣＡＴＡＴＣＴＡＡＡＡＣＡ
ＳＯＤ１Ｆ２ ＣＴＡＴＡＣＧＡＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＧＧＴＧＣ
ＳＯＤ１Ｒ２ ＴＡＣＡＡＧＡＡＡＴＴＡＧＧＡＡＴＧＡＴＡＴＡＣＴＣ

实时定量ＰＣＲ
ｑＲＴＰＣＲ

ＡｃｃＳＯＤ１ＱＦ ＡＡＡＣＴＡＴＴＣＡＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＣ
ＡｃｃＳＯＤ１ＱＲ ＣＡＣＡＡＧＣＡＡＧＡＣＧＡＧＣＡＣＣ
ＡｃｃβａｃｔｉｎＱＦ ＧＧＣＴＣＣＣＧＡＡＧＡＡＣＡＴＣＣ
ＡｃｃβａｃｔｉｎＱＲ ＴＧＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＴＣＡＣＣＣ

１．２．４　数据分析
　　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对原始数据 Ｓｑｒｔ方法转
换后，再进行 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析，多重比
较采用 Ｄｕｎｃａｎ氏法，显著性水平为 Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析
２．１　中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因 ｃＤＮＡ序列扩增及
序列分析

　　以中华蜜蜂总 ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为模板，
利用引物 ＳＯＤ１Ｆ１／ＳＯＤ１Ｒ１与 ＳＯＤ１Ｆ２／ＳＯＤ１
Ｒ２进行巢式 ＰＣＲ扩增获得１条６３１ｂｐ特异性片
段（图１），其目的基因 ｃＤＮＡ克隆全长为６３１ｂｐ，
编码１５２个氨基酸，在 ｅｘｐａｓｙ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ）预测蛋白质分子质量为１５．６５ｋｕ，等电
点为６．２１。利用预测的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ数据
库中进行同源性分析显示该基因与其他物种的

ＳＯＤ１基因高度相似，表明所克隆的基因正是中华
蜜蜂 ＳＯＤ１基因，命名为 ＡｃｃＳＯＤ１，在 ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＪＮ７００５１７。
　　该 ｃＤＮＡ全长核苷酸序列如图 ２所示（推测
的氨基酸序列位于核苷酸序列下方）。使用在线

软件 Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／
ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ）分析，该氨基酸序列中含有２个 ＳＯＤ１
的特异序列［ＧＦＨＶＨＥＦＧＤＮＴ（第 ４２～５２位）、
ＧＮＡＧＡＲｌＡＣＧＶＩ（第 １３６～１４７位）］。经 ＮＣＢＩ
网站中保守域数据库（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｄａｔａｂａｓｅ，
ＣＤＤ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ）分析
（图３），中华蜜蜂 ＳＯＤ１的氨基酸序列在第 ３～

１４７位包含有铜锌超氧化物歧化酶超家族（ｃｏｐ
ｐｅｒ／ｚｉｎｃｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ）的保守
结构域。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，１：中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因扩增
产物。

　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｋｅｒ，１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ
ＡｃｃＳＯＤ１ｇｅｎｅ．

图１　中华蜜蜂ＳＯＤ１基因的ＰＣＲ产物
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＡｃｃＳＯＤ１ｇｅｎｅ

２．２　氨基酸序列相似性比较及进化树分析
　　将中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因所推导的氨基酸序列
与已报道的其他昆虫 ＳＯＤ１基因在 ＮＣＢＩ网站的
在线程序 ｂｌ２ｓｅｑ进行相似性比较（图４）。比较中
分别选取意大利蜜蜂（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＮＰ＿
００１１７１４９８．１）、熊 蜂 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＡＡＺ７９８９６．１）、家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ，ＧｅｎＢａｎｋ登录
号 ＮＰ＿００１０３７０８４．１）、野桑蚕（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＣＡＬ６９４６２．１）、柞 蚕 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号
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ＡＣＮ８０１４９．１）、斜纹夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｅｘｉｇｕａ，Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号 ＡＢＸ１１２５９．１）、冈比亚按蚊（Ａｎｏｐｈｅ
ｌｅｓｇａｍｂｉａｅ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＸＰ＿３１１５９４．２）、黑腹
果蝇（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＣＡＡ３５２１０．１）、致倦库蚊
（Ｃｕｌｅｘｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 ＸＰ＿
００１８６６３３５．１）和埃及斑蚊（Ａｅｄｅｓａｅｇｙｐｔｉ，ＧｅｎＢａｎｋ

登录号 ＸＰ＿００１６５４７７２．１）。经 Ｂｌａｓｔ分析发现中
华蜜蜂 ＳＯＤ１氨基酸序列与意大利蜜蜂的相似性
高达９９％，与熊蜂的相似性也有 ８５％；与致倦库
蚊、埃及斑蚊、冈比亚按蚊、斜纹夜蛾、家蚕、野桑

蚕及果蝇等典型昆虫的相似性分别为７５％、７３％、
７１％、７１％、７０％、７０％及６７％。

　　下划线表示起始密码子，表示终止密码子，下滑长箭头分别表示引物，阴影表示特异序列。
　　Ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｕｎｄｅｒｌｉｎｅａｎｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｓ，ａｎｄｄｉｓｔｉｎ
ｇｕｉｓｈｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｈｏｗｅｄｉｎｇｒｅｙｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ．

图２　中华蜜蜂ＳＯＤ１基因ｃＤＮＡ序列及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡｃｃＳＯＤ１ｇｅｎｅ

图３　中华蜜蜂ＳＯＤ１功能结构域分析
Ｆｉｇ．３　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｃｃＳＯＤ１

　　为了进一步研究中华蜜蜂与其他昆虫的
ＳＯＤ１蛋白的系统进化关系，采用 Ｃｌｕｓｔａｌ＿Ｘ１．８
进行 多 序 列 比 对 并 进 行 人 工 矫 正［１２］；采 用

ＭＥＧＡ４．０软件中邻位相连法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）
构建已知昆虫 ＳＯＤ１氨基酸序列的进化树（图５），
系统发生树进行了２０００次重复构建［１３］。从系统
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进化树发现中华蜜蜂与在同一进化分支上的意大

利蜜蜂亲缘关系最近，熊蜂次之，与果蝇的进化关

系有一定的距离。

　　黑色阴影表示保守性极高的残基位点，灰色阴影表示保守性较高的残基位点，－表示插入间隔。
　　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓｗｉｔｈｅｘｔｒｅｍｅｌｙｈｉｇｈｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｓｍｗｅｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｂｌａｃｋ，ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｓｍ
ｗｅｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｇｒｅｙ，ａｎｄ－ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｉｎｓｅｒｔｉｎｇｂｌａｎｋ．

图４　中华蜜蜂与其他昆虫的ＳＯＤ１氨基酸序列比较
Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆＳＯＤ１ｂｅｔｗｅｅｎＡｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａａｎｄｏｔｈｅｒｉｎｓｅｃｔｓ

２．３　中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因在不同发育时期、不同
部位的表达量

　　为研究中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因在不同发育阶段
的表达特性，以工蜂不同日龄幼虫、蛹和成虫为材

料，采用实时定量 ＰＣＲ方法进行分析。由图６可
见，中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因在蜜蜂整个发育时期均有
表达，且不同发育时期的表达量不同，中华蜜蜂

ＳＯＤ１基因的表达量在幼虫时期明显升高，在６日
龄幼虫时期表达量达到峰值，而进入蛹期后逐渐

降低，并在４日龄蛹期降至最低，在成蜂的２个日
龄段，该基因的表达量趋于稳定。其中在幼虫时

期，６日龄幼虫 ＳＯＤ１基因的表达量显著高于３日
龄幼虫（Ｐ＜０．０５）；在蛹期，１日龄蛹显著高于 ４
日龄蛹（Ｐ＜０．０５），而成蜂２时期的表达量没有差
异（Ｐ＞０．０５）。
　　以７日龄成年工蜂的头、胸和腹为试验材料，

进一步研究中华蜜蜂不同部位中 ＳＯＤ１基因的表
达特性。由图７可见，该基因在成虫头、胸及腹中
均有表达。中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因在蜜蜂的头部与
腹部的表达量均显著高于胸部（Ｐ＜０．０５），而头部
与腹部之间没有差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论
　　蜜蜂与其他昆虫一样，机体的抗氧化系统包
括抗氧化酶类抗氧化剂及非酶类抗氧化剂 ２类。
ＳＯＤ是机体内唯一可清除超氧阴离子自由基的清
除剂，能有效地防御过多活性氧自由基对生物体

的毒害作用。ＳＯＤ１在机体内广泛分布，是 ＳＯＤ
家族中最重要的成员［１３－１５］。对中华蜜蜂 ＳＯＤ１功
能研究还未见报道。本研究根据意大利蜜蜂

ＳＯＤ１基因设计引物，采用巢式 ＰＣＲ技术扩增并
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获得编码中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因的 ｃＤＮＡ片段。对
预测的氨基酸序列进行分析，结果表明其编码蛋

白 质 呈 酸 性，理 论 预 测 蛋 白 质 分 子 质 量 为

１５．６５ｋｕ。在中华蜜蜂 ＳＯＤ１氨基酸序列中包含
的２个特异序列［ＧＦＨＶＨＥＦＧＤＮＴ和 ＧＮＡＧＡＲ
ｌＡＣＧＶＩ］，与野桑蚕［８］和柞蚕［９］的特异序列结构

一致，尤其是该基因氨基酸序列与同为膜翅目的

意大利蜜蜂的相似性高达９９％。ＳＯＤ１基因在昆
虫进化中高度保守，揭示了中华蜜蜂 ＳＯＤ１属于
典型的铜锌超氧化物歧化酶超家族成员。系统聚

类分析表明，中华蜜蜂与意大利蜜蜂亲缘关系最

近，聚类分析与传统分类结果相似。

图５　中华蜜蜂和其他昆虫ＳＯＤ１氨基酸序列的系统树
Ｆｉｇ．５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＳＯＤ１ｆｒｏｍＡｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａａｎｄｏｔｈｅｒｉｎｓｅｃｔｓ

　　Ｌ３ｄ：３日龄幼虫，Ｌ６ｄ：６日龄幼虫，Ｐ１ｄ：１日龄蛹，
Ｐ４ｄ：４日龄蛹，Ａ１ｄ：１日龄成蜂，Ａ７ｄ：７日龄成蜂。
　　Ｌ３ｄ：３ｄａｙｏｌｄｌａｒｖａｉｎｓｔａｒ，Ｌ６ｄ：６ｄａｙｏｌｄｌａｒｖａｉｎｓｔａｒ，
Ｐ１ｄ：１ｄａｙｏｌｄｐｕｐａ，Ｐ４ｄ：４ｄａｙｏｌｄｐｕｐａ，Ａ１ｄ：１ｄａｙｏｌｄ
ａｄｕｌｔ，Ａ７ｄ：７ｄａｙｏｌｄａｄｕｌｔ．
　　数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５），相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下
图同。

　　Ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图６　不同发育时期中华蜜蜂ＳＯＤ１基因的表达量
Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤ１ｇｅｎｅｉｎＡｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ

图７　中华蜜蜂不同部位中ＳＯＤ１基因的表达量
Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤ１ｇｅｎｅｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＡｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａ

　　从发育时期表达特性的结果（图６）中可以看
出，ＳＯＤ１基因在中华蜜蜂工蜂不同发育时期均有
表达，且在整个发育阶段的表达趋势与意大利蜜

蜂研究报道［５］基本一致。其中以４日龄蛹期的表
达量最低，可能是昆虫在蛹期处于静止不运动的

状态，其体内消耗的腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）应
该较少［１５］，机体中产生的活性氧自由基浓度相应

降低，减缓机体内环境氧化应激速率，在氧化与抗

氧化之间达到平衡［１６］，相应地降低抗氧化酶中

ＳＯＤ１蛋白的水平。本试验结果中还发现中华蜜
蜂工蜂发育时期的表达峰值出现在大幼虫期，可
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能是蜜蜂在大幼虫阶段采食量最大［１７］，新陈代谢

活动较强，机体上调抗氧化酶基因的表达，以清除

体内过多的活性氧自由基，而与意大利蜜蜂 ＳＯＤ１
基因的表达峰值出现在工蜂１日龄时期的结果不
同［７］，在已报道的材料中，由于缺乏对意大利蜜蜂

大幼虫时期 ＳＯＤ１基因表达特性的研究，也可能是
因蜂种不同导致表达特异性不同，这有待于进一

步研究与对比分析。另外，随着工蜂日龄的增长，

蜜蜂会进行劳动分工，其劳动强度不一样，这是否

会影响其基因的表达量也有待于进一步完善。部

位特异性表达分析表明，中华蜜蜂工蜂的头、胸、

腹部中均有 ＳＯＤ１基因的表达，这与意大利蜜
蜂［６］的报道类似；中华蜜蜂工蜂头部及腹部 ＳＯＤ１
基因的表达量远高于胸部，这可能是由于样品采

自于７日龄工蜂的头胸腹，６～１２日龄工蜂头部的
王浆腺发达，作为哺育蜂承担着分泌王浆饲喂蜂

王与小幼虫的工作，不出外采集食物［２］，咽下腺分

泌活动能力最强，王浆和蛋白质分泌量均达高

峰［１８］，也使腹部消化系统的负荷加大，抗氧化酶基

因的表达量也随之升高，其具体原因有待于进一

步研究与论证。

４　结　论
　　① 成功克隆了中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因，ｃＤＮＡ
长度为６３１ｂｐ，编码１５２个氨基酸，预测蛋白质分
子质量为１５．６５ｋｕ，等电点为６．２１。系统发生树
显示，中华蜜蜂与其他昆虫亲缘性越近的物种，

ＳＯＤ１间的同源性也越高。
　　② 中华蜜蜂 ＳＯＤ１基因在各发育阶段、各部
位均有表达，但表达量不同，在６日龄幼虫时期表
达量达到峰值，在 ４日龄蛹期降至最低。中华蜜
蜂 ＳＯＤ１基因在中华蜜蜂的头部与腹部表达量均
显著高于胸部，而头部与腹部之间没有差异。
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