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摘要：本研究以中华蜜蜂（Ａｐｉｓ　ｃｅｒａｎａ　ｃｅｒａｎａ）为试验材料，通过笼养的方法饲养刚出房的中华蜜蜂，并饲喂不同剂量的

维生素Ｃ（ｖｉｔａｍｉｎ　Ｃ，ＶＣ），检测其对中华蜜蜂死亡率及铜锌超氧化物歧化酶（Ａｃｃ－ＳＯＤ１）ｍＲＮＡ相对表达量的影响。结果表

明，随着ＶＣ添加剂量的升高，中华蜜蜂的死亡率显著下降（Ｐ＜０．０５），Ａｃｃ－ＳＯＤ１相对表达量呈下降趋势，但差异不显著（Ｐ

＞０．０５）。
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　　维生素Ｃ（ｖｉｔａｍｉｎ　Ｃ，ＶＣ）是动物机体生长发育
过程中必需的水溶性维生素之一，也是机体抗氧化
体系中重要的抗氧化剂和自由基清除剂（Ａｒｒｉｇｏｎｉ
等，２００２；Ｐａｄａｙａｔｔｙ等，２００３）。近年来，对蜜蜂抗氧
化系统的探索也成为科学研究的热潮，日粮中添加
维生素Ａ均能提高意大利蜜蜂幼虫的抗氧化能力
（冯倩倩等，２０１１，２０１２），适量的蛋白质水平和复合
维生素也能提高中华蜜蜂抗氧化能力及增加寿命

（刘俊峰等，２０１１ａ，２０１１ｂ，２０１１ｃ）。

超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）

是机体内重要的抗氧化酶，是唯一可清除超氧阴离
子自由基（Ｏ２·－）的清除剂，ＳＯＤ催化 Ｏ２·－ 为

Ｈ２Ｏ２，有效地降低过多活性氧自由基对生物体的毒
害。铜 锌 超 氧 化 物 歧 化 酶 （Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ，Ａｃｃ－
ＳＯＤ１）在机体内广泛分布，是ＳＯＤ家族中最重要的
成员（Ｂｏｗｌｅｒ等，１９９２；Ａｒｈｏｎｔａｋｉ等，２００２），ＳＯＤ１
可作为判定中华蜜蜂机体营养状况的重要指标（刘
俊峰等，２０１２）。目前为止，有关 ＶＣ对蜜蜂抗氧化
的研究较少，对中华蜜蜂铜锌超氧化物歧化酶的研
究更是鲜有报道。鉴于此，本试验使用不同剂量的

ＶＣ饲喂给刚出房的中华蜜蜂，探讨 ＶＣ对中华蜜
蜂死亡率及Ａｃｃ－ＳＯＤ１表达的影响。
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１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试昆虫　中华蜜蜂取自江西农业大学蜜

蜂研究所饲养的蜂群。

１．１．２　试剂及仪器　总ＲＮＡ提取试剂盒Ｔｒｉｚｏｌ、

ｐＥａｓｙ－Ｔ３载体、Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ和 ＲＮＡ酶抑制剂均

购自全式金公司；ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、Ｍ－ＭＬＶ
反转录酶及ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅡ荧光定量试剂均购自

ＴａＫａＲａ公司；ｄＮＴＰ、ＬＡ－Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶均购自

ＰＵＥＸ公司。普通离心机（飞鸽 ＫＡ－１０００型，上海

安亭科学仪器厂公司）、台式冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５８１０Ｒ）、移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ

Ｓｙｓｔｅｍ （Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

１．１．３　试验分组　使用３群群势相近的中华蜜蜂

蜂群，并控制蜂王产卵，收集同一日龄出房工蜂约

９００只，随机分成３组，每组３群重复，共９群。Ａ组

对照组饲喂纯糖水，Ｂ组在糖水中添加５０ｍｇ／ｋｇ
ＶＣ，Ｃ组在糖水中添加５００ｍｇ／ｋｇ　ＶＣ，饲养于木盒
（２０ｃｍ×１５ｃｍ×２２ｃｍ，糖∶水为２∶１），并放置在

３３℃、７５％的生化培养箱培养１０ｄ。

１．１．４　样品采集　试验结束后，分别统计每个试验

群工蜂的死亡率，并随机取成活工蜂２只个体作为

１个样品，３个重复，液氮速冻，转至―８０℃保存，待

检测Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因ｍＲＮＡ相对表达量。

１．２　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ第１链合成

１．２．１　ＲＮＡ的提取　每个样品经液氮研磨后，使
用Ｔｒｉｚｏｌ法提取蜜蜂样品ＲＮＡ，所有操作均按照试
剂盒说明书进行，ＲＮＡ最后溶于３０μＬ　ＲＮＡ－ｆｒｅｅ
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的ＤＥＰＣ水中，紫外分光光度计测定总ＲＮＡ浓度
和纯度后，放入―８０℃保存。

１．２．２　ｃＤＮＡ第１链合成　用反转录试剂盒对总

ＲＮＡ进行反转录，反应体系为５０μＬ：８μＬ 总

ＲＮＡ，１０ μＬ　Ｂｕｆｆｅｒ，８ μＬ　ｄＮＴＰ，１．５ μＬ　Ｍ－
ＭＬＶ，３μＬ　Ｏｌｉｇｏ　ｄＴ，１μＬ　ＲＮＡ酶Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，１８．５

μＬ　ＤＥＰＣ水。反转录反应条件为：体系混匀后，４２
℃反应６０ｍｉｎ，７５℃灭活５ｍｉｎ。反转录产物保存
于―２０℃。

１．３　荧光定量ＰＣＲ引物的设计及ＰＣＲ反应

１．３．１　荧光定量ＰＣＲ引物的设计　分别以Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ已登录的中华蜜蜂β－ａｃｔｉｎ 基因（登录号：

ＨＭ６４０２７６．１）及中华蜜蜂Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因（登录
号：ＪＮ７００５１７．１）作为内参基因与目的基因，采用

Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计引物，设计出中华蜜
蜂内参基因引物及 Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因引物分别为

Ａｃｃ－β－ａｃｔｉｎ－Ｑ－Ｆ、Ａｃｃ－β－ａｃｔｉｎ－Ｑ－Ｒ、Ａｃｃ－ＳＯＤ１－Ｑ－Ｆ
及Ａｃｃ－ＳＯＤ１－Ｑ－Ｒ，引物序列见表１。

表１　中华蜜蜂Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因及内参基因引物

　引物名称 　　　　引物序列（５′→３′）

Ａｃｃ－ＳＯＤ１－Ｑ－Ｆ　 ＡＡＡＣＴＡＴＴＣＡＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＣ
Ａｃｃ－ＳＯＤ１－Ｑ－Ｒ　 ＣＡＣＡＡＧＣＡＡＧＡＣＧＡＧＣＡＣＣ
Ａｃｃ－β－ａｃｔｉｎ－Ｑ－Ｆ　 ＧＧＣＴＣＣＣＧＡＡＧＡＡＣＡＴＣＣ
Ａｃｃ－β－ａｃｔｉｎ－Ｑ－Ｒ　 ＴＧＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＴＣＡＣＣＣ

１．３．２　 荧光定量 ＰＣＲ　ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体系
为２０μＬ：５μＬ反转录产物，上、下游引物各０．４

μＬ，４．２μＬ　Ｈ２Ｏ，１０μＬ　ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅡ。ＰＣＲ扩
增程序为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，４０个循环；７２℃延伸１０
ｍｉｎ，最后以每５ｓ上升０．５℃的速度从６１℃到９５
℃。记录熔解曲线，每个反转录样品重复３次。使
用仪器为Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司ｉＣｙｃｌｅｒ　ｉＱ。反应结束后收
集目的基因与内参基因的Ｃｔ值，数据分析方法参考

Ｌｉｕ等（２００２）的介绍。

１．４　数据分析　采用ＳＰＳＳ　１７．０软件对原始数据

Ｓｑｒｔ方法转换后，再进行Ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ方差分
析，多重比较采用邓肯氏（Ｄｕｎｃａｎ）法，以Ｐ＜０．０５
为差异显著性水平。

２　结果与分析

２．１　不同剂量ＶＣ对中华蜜蜂死亡率的影响　ＶＣ
对中华蜜蜂死亡率的影响结果见图１。由图１可
知，随着ＶＣ剂量的增加，中华蜜蜂的死亡率逐渐下
降，且饲喂５０及５００ｍｇ／ｋｇ　ＶＣ组的死亡率显著低
于对照组（Ｐ＜０．０５），而５０与５００ｍｇ／ｋｇ　ＶＣ组之

间的死亡率无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

图１　不同剂量ＶＣ对中华蜜蜂死亡率的影响
注：肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）；肩标不同字母表

示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　不同剂量 ＶＣ对中华蜜蜂 Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因

ｍＲＮＡ相对表达量的影响　荧光定量ＰＣＲ结果表
见图２。由图２可知，随着ＶＣ剂量的增加，中华蜜
蜂Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因ｍＲＮＡ的相对表达量呈下降趋
势，但组间差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。

图２　不同剂量ＶＣ对中华蜜蜂Ａｃｃ－ＳＯＤ１基因

ｍＲＮＡ表达量的影响

３　讨论
昆虫机体中存在一类由 ＶＣ、ＶＥ、硫辛酸、谷胱

甘肽及类胡萝卜素等非酶类抗氧化物质组成的一道

非酶类抗氧化系统（Ｓｈｏｓｕｋｅ，２００４）。其中，ＶＣ不
仅作为自由基清除剂，且能与超氧阴离子自由基
（Ｏ２·－）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）与羟自由基（ＯＨ·）结
合，反应生成抗坏血酸自由基，它也可以清除单线态
氧，从而保护机体免受内源性氧自由基的损伤，还能
还原被氧化的 ＶＥ，并协同 ＶＥ发挥抗氧化作用
（Ｂｏｔｔｊｅ等，１９９７；向瑞平等，２００５）。本试验研究结
果发现，在糖水中添加ＶＣ之后，蜜蜂的死亡率明显
下降，这也说明给蜜蜂饲喂 ＶＣ能提高蜜蜂的抗氧
化性，且ＶＣ对其他昆虫体现积极的抗氧化作用已
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被证实（Ｃａｐｐｅｌｌｏｚｚａ等，２００５；张书玲等，２０１１）。
蜜蜂与其他昆虫一样，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
体内广泛存在的一种重要的催化过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）
分解的酶，以氧自由基连锁反应前体物超氧阴离子
自由基（Ｏ２·－）为唯一底物（Ｗｅｉｒｉｃｈ等，２００２；Ｐａｒ－
ｋｅｒ等，２００４）。Ａｃｃ－ＳＯＤ１在意大利蜜蜂机体内分
布最为广泛（肖培新等，２０１０），在中华蜜蜂不同发育
时期、不同组织中具有表达特性（刘俊峰等，２０１２）。
本研究结果发现，添加５０或５００ｍｇ／ｋｇ剂量的ＶＣ
能显著降低中华蜜蜂工蜂的死亡率，但对 Ａｃｃ－
ＳＯＤ１基因ｍＲＮＡ的表达量没有影响，可能是抗氧
化系统中ＶＣ与其ＳＯＤ酶活性呈负相关，各抗氧化
系统之间可以相互协调并达到平衡（王群等，２００４），
虽然在动物机体中补充 ＶＣ后，可以提高ＳＯＤ活
性，但是不能改变该基因 ｍＲＮＡ及蛋白质的表达
量，可能是翻译后修饰在发挥作用（Ｓａｄｉ等，２００８），
需作进一步验证。
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霍阿基亚型羊驼显性白毛调控基因外显子２
的克隆与序列分析

高荣琨１，李建平３，曲海娥２，江倩２，陈伟２，王莹２，张巧灵２
（１．山西农业大学动物科技学院，山西太谷　０３０８０１；２．吉林大学动物医学学院，吉林长春　１３００６２；

３．吉林农业大学动物科学技术学院，吉林长春　１３０１１８）

摘要：羊驼作为一种高品质毛皮经济动物，对其毛色的研究可以为提高羊驼经济价值提供理论依据。本试验应用ＲＴ－
ＰＣＲ技术克隆羊驼显性白位点基因（ＫＩＴ）第２外显子（ｅｘｏｎ２），并与其他动物相应区域进行同源性比较，结果发现其序列与牛

和山羊的同源性较高，可达到９６％，其编码的氨基酸更高，达９８％；而与人和家鼠的同源性较低，只有７８％和５７％。该研究结

果为加快霍阿基亚型羊驼育种进展提供了理论依据。

关键词：霍阿基亚羊驼；毛色；显性白毛调控基因；序列分析

中图分类号：Ｑ７８５　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１３）０８－００４２－０４

　　显性白毛调控基因（ＫＩＴ）编码肥大细胞生长因
子受体，对黑色素细胞的形成、成熟及增殖迁移有重
要作用。随着生命科学和分子生物技术的发展，可
以直接在分子水平上进行毛色的研究，并提出了控
制毛色的３个等位基因：Ｉ、Ｉ　Ｐ、ｉ，其中Ｉ调控显性白
毛色，并证明编码肥大／干细胞生长因子受体的

ＫＩＴ 基因等同于Ｉ基因。肥大／干细胞生长因子受
体属酪氨酸激酶受体（ＲＴＫｓ）家族能表达黑色素细
胞前体（邓素华等，２０００），其配体为“青灰细胞生长
因子”（ｓｔｅｅｌ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔ，ＳＣＦ），存在分泌型和
膜结合型２种形式，分泌型决定黑细胞前体的迁移，

而膜结合型决定黑色素细胞前体的存活。如 ＫＩＴ

修回日期：２０１３－０５－０２

作者简介：高荣琨（１９７２－），男，山西人，硕士生，讲师，研究方

向：预防兽医。

通信作者：张巧灵（１９７５－），女，副教授，博士生。Ｅ－ｍａｉｌ：
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基金项目：国家自然科学基金（３０８００８０７、３１０７２０９７）；中国博士

后科学基金（２０１００４７１２６１）。

发生异位表达或ＳＣＦ转换产物扰乱了ＳＣＦ在通道
的扩散，黑色素细胞的迁移模式将随之改变，从而导
致哺乳动物毛根中缺乏黑色素细胞及其前体物呈现

白毛色。虽然对ＫＩＴ 基因的研究已比较成熟，但
对特种经济动物羊驼ＫＩＴ 基因及其调控机理的研
究还很少。本试验研究羊驼ＫＩＴ 基因的部分编码
序列，并与其他动物进行同源性比较，旨在为羊驼毛
色的进一步研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料　试验所用组织采自山西省晋中市
榆次区“中华羊驼养殖基地”。

１．２　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ　ＲＮＡ提取试剂盒购自宝生
物工程（大连）有限公司；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒购自Ｐｒｏ－
ｍｅｇａ公司；ＵＮＩＱ－１０柱式胶回收试、ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓ－

ｙ　Ｖｅｃｔｏｒ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａＬ、ＥｃｏＲⅠ和ＤＮＡ连接酶均
购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

１．３　羊驼皮肤总ＲＮＡ的提取　活体取羊驼皮肤组
织样置于液氮中速冻，并于－８０℃保存。取１００ｍｇ
组织样于液氮中研磨，用Ｔｒｉｚｏｌ　Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ法提取总

櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅櫅
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