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意大利蜜蜂同日龄不同职能工蜂上颚腺的转录组学分析
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摘　要　为揭示意大利蜜蜂哺育蜂上颚腺中蜂王浆合成和分泌相关的分子机制，通过组建人工蜂群收集３日龄工

蜂（３ｄ）、１０日龄哺育蜂（１０ｄＮ）、１０日龄采集蜂（１０ｄＦ）、２１日龄哺育蜂（２１ｄＮ）和２１日龄采集蜂（２１ｄＦ），利用高

效液相色谱技术检测５种不同职能 工 蜂 上 颚 腺 中１０－羟 基－２－癸 烯 酸（１０－ｈｙｄｒｏｘｙ－２（Ｅ）－ｄｅｃｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，１０－ＨＤＡ）的

含量，并在转录组学水平全面 分 析 上 颚 腺 中 调 控 蜂 王 浆 合 成 和 分 泌 密 切 相 关 的 基 因。结 果 表 明：工 蜂 上 颚 腺 中

１０－ＨＤＡ含量随日龄的增加呈逐渐增加趋势，其中２１ｄＦ和２１ｄＮ上颚腺中１０－ＨＤＡ的含量均显著高于３ｄ（Ｐ＜
０．０５），但同日龄采 集 蜂 上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ的 含 量 高 于 相 同 日 龄 哺 育 蜂；ＲＮＡ－ｓｅｑ分 析 发 现，４６个 差 异 基 因 在

１０ｄＮ上颚腺中的表达量显著高于３ｄ、１０ｄＦ和２１ｄＦ，同时在２１ｄＮ上颚腺中的表达量也显著高于２１ｄＦ；ＧＯ和

ＫＥＧＧ富集分析显示这些差异基因主要富集在脂肪酸代谢、能 量 代 谢 等 方 面，暗 示 哺 育 蜂 的 上 颚 腺 可 能 通 过 增 加

脂肪酸代谢和能量代谢等促进蜂王浆中相关脂肪酸 的 合 成。综 上，在 排 除 日 龄 影 响 下，本 研 究 测 定 了 不 同 职 能 工

蜂上颚腺中１０－ＨＤＡ的变化趋势，同时筛选了４６个与哺育蜂上颚腺中蜂王浆合成和分泌密切相关的基因，为深入

阐明其分子机制提供基础，也为研究膜翅目昆虫上颚腺的功能提供新视角。
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　　工蜂上颚腺呈一对大型囊状，分布于头部内表

面两侧［１］，主要合成和分泌脂肪酸以及蜂群报警激

素相关的２－庚酮等信息素，其分泌的脂肪酸主要用

于幼虫食物营养［２］。研究表明，上颚腺的组成 和 分

泌量受蜜蜂级型和日龄等影响［３］。工蜂上颚腺能分

泌蜂王浆成分中的ω－羟基酸及其相应的二酸［４］，是

蜂王浆中的主要脂质成分［３］，其中，脂肪酸中的主要

成分１０－羟 基－２－癸 烯 酸（１０－ｈｙｄｒｏｘｙ－２（Ｅ）－ｄｅｃｅｎｏｉｃ
ａｃｉｄ，１０－ＨＤＡ）是 蜂 王 浆 所 特 有 的 成 分，也 是 蜂 王

浆质量评价的重要参考标准［５］。

蜂王浆的分泌由哺育蜂哺育行为介导，因此，人
们可以利用哺育蜂分泌蜂王浆饲喂幼虫的行为用于

大量生产供人类食用的蜂王浆。蜂王浆由哺育工蜂

的咽下腺和上颚腺共同分泌。为阐明上颚腺合成和

分泌蜂王浆分子机制，前人已对不同发育日龄的上

颚腺开展 了 大 量 的 研 究。黄 少 康 等［６］利 用 ＨＰＬＣ
测定０～３０日 龄 意 大 利 蜜 蜂 工 蜂 头 部 中１０－ＨＤＡ
的含量，研究发现工蜂上颚腺中１０－ＨＤＡ含量随日

龄增加呈逐渐上升的趋势，在１０～２０日龄间保持平

衡，３０日龄含 量 达 到 最 高；转 录 组 学 分 析 不 同 级 型

意大利蜜蜂（蜂王、工蜂）上颚腺分泌物合成途径，发
现细胞色 素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）家 族 基 因 参 与 脂 肪 酸

β－氧化和ω－氧化，其中ＣＹＰ６ＡＳ８是工蜂中ＣＹＰ４５０
家族基因中表达量最高的基因，这一发现有助于阐

明脂肪 酸 衍 生 的 信 息 素 生 物 合 成 的 分 子 基 础［７］；

Ｈｕｏ等［３］对 不 同 发 育 日 龄（刚 出 房 工 蜂、哺 育 蜂 和

采集蜂）的普通意大利蜜蜂和优良产浆意大利蜜蜂

上颚腺进行蛋白组学分析，结果显示在哺育蜂阶段，
特异性蛋白和高丰富的蛋白主要富集在物质转运和

脂质合成相关的通路，推测哺育蜂上颚腺优先启动

脂质合成中的高分泌活性以作为提供幼虫营养方面

的来源，进而激活脂质合成维持所需的脂肪酸来源

并最大限度地降低脂质降解以增加１０－ＨＤＡ合成，
从而有助于提高蜂王浆的产量。前人已从转录组学

和蛋白质组学等方面对不同日龄上颚腺展开研究，

然而，上颚腺中蜂王浆合成和分泌的分子机制尚不

明确。
为排除日龄因素对上颚腺蜂王浆合成和分泌分

子机制的影响，本研究基于蜂群中工蜂劳动分工的

可塑性［８－９］，通 过 人 工 组 建 蜂 群，收 集３日 龄 工 蜂

（３ｄ）、１０日 龄 哺 育 蜂（１０ｄＮ）、１０日 龄 采 集 蜂

（１０ｄＦ）、２１日龄哺育蜂（２１ｄＮ）和２１日龄采 集 蜂

（２１ｄＦ），检 测 不 同 职 能 工 蜂 上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ含

量，并采用ＲＮＡ－ｓｅｑ技术全面筛选哺育蜂上颚腺中

与蜂王浆 合 成 分 泌 相 关 的 差 异 基 因（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），为 阐 明 上 颚 腺 合 成 分 泌

蜂王浆分子机制提供大量有价值的信息，也为膜翅

目昆虫中上颚腺功能的研究提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　试验蜂种

本研究所用的“蜂强１号”意大利蜜蜂蜂种来自

福建农林大学动物科学学院（蜂学学院）蜂场（隶属

亚热带季风气候，１１９°３０′Ｅ，２６°０８′Ｎ，海拔６００～
１　０００ｍ），样品于２０１７年１０—１１月采 自 福 建 农 林

大学动物科学学院（蜂学学院）教学蜂场。

１．２　主要仪器及试剂

荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）、高效液

相色谱仪（ＬＣ－２０Ａ，日本株 式 会 社 岛 津 制 作 所）、色

谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ不锈钢柱，填充物不定形硅
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胶Ｃ１８键合相，１０μｍ）、ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ二极管阵列检

测器（日本株式会社岛津制作所）、体视显微镜１台、
冷光源仪 器１台；ＤＥＰＣ水（上 海 生 工 生 物 公 司）、

ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭＩＩ（Ｔｌｉ　ＲＮａｓｅＨ　Ｐｌｕｓ）
（ＴａＫａＲａ公司）、甲醇（色谱纯，德国 ＭＥＣＫ基团有

限公司）、无水乙醇（分析纯，国药集团化学试剂有限

公司）、１０－ＨＤＡ标 准 品（纯 度９９．３％，上 海 安 谱 实

验科技股份有限公司）、对硝基苯甲酯（分析纯，国药

集团化学试剂有限公司）。

１．３　标记蜜蜂及收集样品

试验所用蜂群为正常健康的５群强群，每群蜂

中至少含有２～３张即将出房的封盖子脾。在组建

新的蜂群之前，去除封盖子脾上的蜜蜂，放于恒温恒

湿培养 箱（温 度３４．５℃，相 对 湿 度６０％）中，每 隔

２４ｈ用不同颜 色 的 记 号 笔 在 刚 出 房 的 蜜 蜂 胸 部 或

腹部做好标记，连续标记５ｄ，每天标记刚出房工蜂

数目为３　０００～５　０００头。标记后投入由１只蜂王、
蜜粉脾各１张和１张幼虫脾组建的人工蜂群，其中

幼虫脾置于中间位置，同时在边脾外侧插入隔板，纱
盖上方盖上覆布，便于保温。每隔５ｄ，从原有蜂群

中抽出小幼虫脾，替换组建蜂群中的封盖脾，以保证

有充足的幼虫。
标记的工蜂发育到第３天时，直接收取工蜂作

为３日龄工蜂（３ｄ）；标记的工蜂发 育 至 第１０天 和

２１天时，收集头部伸到有幼虫巢房且持续时间超过

１０ｓ的工蜂分别作为１０日龄哺育蜂（１０ｄＮ）和２１
日龄哺育蜂（２１ｄＮ）；在 巢 门 口 收 集 后 足 花 粉 筐 中

载有花粉的 外 勤 蜂，将 其 分 别 作 为１０日 龄 采 集 蜂

（１０ｄＦ）和２１日龄采集蜂（２１ｄＦ）。按照这个要求，
收集３ｄ、１０ｄＮ、１０ｄＦ、２１ｄＮ 和２１ｄＦ共５组

样本。

１．４　上颚腺的解剖

剪下工 蜂 头 部 并 去 除 其 触 角，拨 开 口 器 后 将

手术用镊 子 穿 过 口 器 后 翻 转 至 反 面 朝 上，放 在 自

制蜡盘中，在 体 视 显 微 镜 下 用 手 术 刀 将 工 蜂 头 部

的几丁质 外 壳 去 除，沿 着 工 蜂 口 器 两 边 的 上 颚 挑

出上颚腺。

１．５　ＨＰＬＣ检测上颚腺中１０－ＨＤＡ的含量

取上述解剖后的５组样品，每组５对上颚腺，每
组设置３个生物重复；上颚腺组织置于１．５ｍＬ离

心管中，加入５０μＬ甲醇充分研磨后，移至新的离心

管中，加入１００μＬ内标溶液（对羟基苯甲酸甲酯溶

液），定容至１ｍＬ并摇匀，即得各组样本的上颚 腺

待测样品溶液。取１０μＬ　１０－ＨＤＡ标准溶液梯度溶

液，注入色谱仪，测得１０－ＨＤＡ峰面积，每个样平行

３次，基于峰面积的平均值与进样量进行线性拟合，
得到１０－ＨＤＡ线 性 回 归 方 程。根 据 内 标 法 计 算 上

颚腺中待测样品溶液中的１０－ＨＤＡ含量。
试剂（１０－ＨＤＡ标 准 溶 液、内 标 溶 液 和 水 相 溶

液）配制、色谱条件参考文献［１０－１１］的操作。

１．６　上颚腺中蜂王浆 合 成 和 分 泌 相 关ＤＥＧｓ的 表

达水平分析

１．６．１　试验组样品ｃＤＮＡ文库构建及Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序

３ｄ的３个生物学重复分别为３ｄ＿１、３ｄ＿２和

３ｄ＿３；１０ｄＮ的３个生物 学 重 复 分 别 为１０ｄＮ＿１、

１０ｄＮ＿２和１０ｄＮ＿３；１０ｄＦ的３个生物学重复分别

为１０ｄＦ＿１、１０ｄＦ＿２和１０ｄＦ＿３；２１ｄＮ的３个生物

学重 复 分 别 为２１ｄＮ＿１、２１ｄＮ＿２和２１ｄＮ＿３；

２１ｄＦ的３个生物学重复分别为２１ｄＦ＿１、２１ｄＦ＿２
和２１ｄＦ＿３。委托北京诺禾致源生物有限公司开展

总ＲＮＡ质 量 控 制、ｃＤＮＡ文 库 构 建 和Ｉｌｌｕｍｉｎａ测

序。本 研 究１５个 ＲＮＡ－ｓｅｑ测 序 的 数 据 已 上 传

ＮＣＢＩ　ＳＲＡ （ｈｔｔｐｓ：∥ｓｕｂｍｉｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｓｕｂｓ／ｓｒａ／ＳＵＢ８０３１１５６／ｏｖｅｒｖｉｅｗ），ＳＲＡ 数 据 编 号

为ＳＵＢ８０３１１５６。ＲＮＡ－ｓｅｑ测序数据分析采用西方

蜜蜂参考基因 组（Ａｍｅｌ＿４．５），其 链 接 为：ｈｔｔｐｓ：∥
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ａｓｓｅｍｂｌｙ／ＧＣＦ＿０００００２１９５．４／。

１．６．２　哺 育 蜂 上 颚 腺 中 蜂 王 浆 合 成 和 分 泌 相 关

ＤＥＧｓ的筛选及表达水平分析

根据ＦＰＫＭ（Ｆｒａｇｅｍｎｔｓ　Ｐｅｒ　Ｋｉｌｏｂａｓｅ　ｏｆ　ｅｘｏｎ
ｍｏｄｅｌ　ｐｅｒ　Ｍｉｌｌｉｏｎ　ｍａｐｐｅｄ　ｒｅａｄｓ）值 法 计 算 每 个 基

因在５组样本中的表达量。利用ＤＥＳｅｑ２软件分析

差异基因，将校正后的Ｐ＜０．０５作为筛选差异基因

的 标 准，其 中ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ　ｃｈａｎｇｅ＞０ 和ｌｏｇ２Ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ＜０分 别 作 为 筛 选 上 调 和 下 调 ＤＥＧｓ的

标准［１２］。
筛选与上 颚 腺 中 蜂 王 浆 合 成 分 泌 密 切 相 关 的

ＤＥＧｓ的标 准 如 下：ＤＥＧｓ在１０ｄＮ上 颚 腺 中 的 表

达量显著高于３ｄ和２１ｄＮ；ＤＥＧｓ在１０ｄＮ上颚腺

中的表达量显著高于１０ｄＦ；ＤＥＧｓ在２１ｄＮ上颚腺

中的 表 达 量 显 著 高 于２１ｄＦ；ＤＥＧｓ在１０ｄＮ 与

２１ｄＮ上颚腺中的表达量无显著差异。将１０ｄＮ与

３ｄ之间产生的ＤＥＧｓ记为１０ｄＮ　ｖｓ　３ｄ组，１０ｄＮ
与２１ｄＦ之 间 产 生 的 ＤＥＧｓ记 为１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ
组，１０ｄＮ与１０ｄＦ之 间 产 生 的ＤＥＧｓ记 为１０ｄＮ
ｖｓ　１０ｄＦ组，２１ｄＮ与２１ｄＦ之 间 产 生 的ＤＥＧｓ记
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为２１ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ组，１０ｄＮ 与２１ｄＮ 产 生 的

ＤＥＧｓ为１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＮ组。通 过 韦 恩 图 分 析：

１０ｄＮ　ｖｓ　３ｄ与１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ、１０ｄＮ　ｖｓ　１０ｄＦ、

２１ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ交 集 产 生 共 有 ＤＥＧｓ（共 有 ＤＥＧｓ
包括调控 蜂 王 浆 合 成 分 泌 相 关，也 包 括 日 龄 发 育

等相关）；为 减 少 日 龄 发 育 的 影 响，从 上 述４组 交

集共有ＤＥＧｓ中去 除１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＮ与 其 交 集 产

生的ＤＥＧｓ，即为哺育蜂上颚 腺 中 与 蜂 王 浆 合 成 分

泌密切相关的ＤＥＧｓ。
通 过 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ　Ｒ 软 件 包 和 基 因 本 体

（ＧＯ）条目将 关 键 差 异 表 达 基 因ＤＥＧｓ映 射 到 ＧＯ
数据库中，利 用ＢＬＡＳＴ软 件 将 筛 选 得 到 的 ＤＥＧｓ
与ＫＥＧＧ数据库比对，Ｐ＜０．０５表示显著性富 集。
利用诺禾Ｎｏｖｏｇｅｎｅ售后工具平台（ｈｔｔｐｓ：∥ｍａｇｉｃ．
ｎｏｖｏｇｅｎｅ．ｃｏｍ／ｐｕｂｌｉｃ／ｃｕｓｔｏｍｅｒ／ｍａｉｎ＃／ｔｏｏｌ＿ｒｎａ／

ａｄｄ＿ｔｏｏｌ）对ＤＥＧｓ进行ＫＥＧＧ　ｐａｔｈｗａｙ富集分析。

１．６．３　ＤＥＧｓ的 实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ）验证

利 用 Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　６为 随 机 选 取 的 ６ 个

ＤＥＧｓ设计特 异 性 引 物（表１），其 中 以ａｃｔｉｎ（ＮＭ＿

００１１８５１４６．１）作 为 内 参 基 因。反 应 体 系：ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ公 司，日 本）５μＬ，正／
反 向 引 物（２μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，模 板（５００ｎｇ／μＬ）

２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补 充 至１０μＬ。ＰＣＲ扩 增 程 序 分 为

３步：９５℃预 变 性３０ｓ；９５℃变 性５ｓ，６０℃退 火

３０ｓ，共４０个循环；最后一步为溶解曲线分析：６５℃
开始，每５ｓ上升０．５℃，直至上升到９５℃。在荧

光定量ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司，美国）完成反应程序

后，采 用２－ΔΔＣｔ法［１３］计 算 上 颚 腺 ＤＥＧｓ的 相 对 表

达量。

１．７　数据分析

采用ＳＰＳＳ　２０．０软件中单因素方差分析（Ｏｎｅ－
ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）不同职 能 工 蜂 上 颚 腺１０－ＨＤＡ含 量

的 差 异 显 著 性 以 及 ｑＰＣＲ 中 ＡＣＦＳ２、Ｍｒｊｐ１、

Ｍｒｊｐ２、Ｍｒｊｐ３、Ｍｒｊｐ４ 和 Ｍｒｊｐ７ 基 因 在 不 同 样 本

中表达量的 差 异 显 著 性（Ｐ＜０．０５表 示 差 异 显 著，

Ｐ＜０．０１表示差异极显著），结果用平均值±标准误

表示。

表１　引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

ＡＣＳＦ２　 ＮＭ＿００１２０６９７３．２
Ｆ：ＣＴＡＣＣＣＴＣＣＴＡＴＣＣＣＡＣＡＧＡ

Ｒ：ＴＧＡＡＡＣＡＴＧＧＴＣＡＡＣＡＡＴＣ

Ｍｒｊｐ１　 ＮＭ＿００１０１１５７９．１
Ｆ：ＴＧＡＣＡＴＡＣＡＴＴＡＣＧＡＡＧＧＡＧＴＣＣＡ

Ｒ：ＡＴＣＣＧＡＡＧＡＡＧＡＧＡＡＣＧＣＣＡ

Ｍｒｊｐ２　 ＮＭ＿００１０１１５８０．１
Ｆ：ＣＧＴＣＣＡＡＴＡＣＣＡＡＧＧＡＴＣＣＧＡＡ

Ｒ：ＡＣＡＡＧＴＣＣＧＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣ

Ｍｒｊｐ３　 ＮＭ＿００１０１１６０１．１
Ｆ：ＴＧＧＡＣＡＧＡＴＧＧＣＧＴＧＡＴＡＡＧＡＣ

Ｒ：ＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＴＴ

Ｍｒｊｐ４　 ＮＭ＿００１０１１６１０．１
Ｆ：ＡＧＡＣＡＡＡＡＴＡＴＣＧＡＴＧＴＣＧＴＡＧＣＴＣ

Ｒ：ＴＧＣＣＡＧＡＴＴＧＴＧＧＡＡＣＧＴＴＴＴ

Ｍｒｊｐ７　 ＮＭ＿００１０１４４２９．１
Ｆ：ＡＧＡＡＡＡＴＡＣＣＧＡＴＡＴＧＧＴＣＧＣＣ

Ｒ：ＣＡＡＴＡＡＴＧＡＣＧＡＴＡＴＧＴＧＧＧＡＧＣＡ

ａｃｔｉｎ　 ＮＭ＿００１１８５１４６．１
Ｆ：ＣＣＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡ

Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＡＧＡＡＴＴＧＡＣＣＣＡＣＣＡＡ
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２　结果与分析

２．１　工蜂上颚腺中１０－ＨＤＡ的含量测定

ＨＰＬＣ测定３ｄ、１０ｄＮ、１０ｄＦ、２１ｄＮ和２１ｄＦ上

颚腺中１０－ＨＤＡ含量。发现３ｄ上颚腺的１０－ＨＤＡ
含量最低（０．００２　５±０．０００　８５ｍｇ），１０ｄＮ上颚腺中

１０－ＨＤＡ的含量为０．０１９　２±０．００７　７８ｍｇ，２１ｄＦ上颚

腺的１０－ＨＤＡ含量最高（０．０４１　５±０．００５　９７ｍｇ）；随
着日龄增 加，上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ的 含 量 随 之 增 加，
其中２１ｄＮ和２１ｄＦ上颚腺中１０－ＨＤＡ的含量均显

著高于３ｄ（Ｐ＜０．０５），２１ｄＦ上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ的

含量显著高于１０ｄＮ（Ｐ＜０．０５）；在相同日龄（１０日

龄和２１日龄）的哺育蜂和采集蜂中，本研究发现采

集蜂上颚腺中１０－ＨＤＡ含量均高于同日龄哺育蜂，
但差异不显著（图１）。

２．２　不同职能工蜂上颚腺测序文库的质控

过滤低质量ｒｅａｄｓ后，每个文库产生约４　０４９～
８　７７５万个ｃｌｅａｎ　ｒｅａｄｓ，与西方蜜蜂基因组匹配率为

图中数据为平均值±标准误，＊Ｐ＜０．０５
Ｄａｔａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｇｕｒｅ　ａｒｅ　ｍｅａｎ±ＳＥ，＊Ｐ＜０．０５
图１　不同职能工蜂上颚腺１０－ＨＤＡ含量

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　１０－ＨＤＡ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＭＧｓ　ｏｆ　ｗｏｒｋｅｒ

ｂｅｅｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ａｇｅｓ

７６．４９％～９０．６３％。ＲＮＡ－ｓｅｑ测 序 有 效 读 段 数 为

３５　８７１　３９５～６７　１１６　８９０，样 本 的 单 一 匹 配 率 均 在

７２％以上，Ｑ３０值 也 均 在８７．８％以 上（表２），说 明

ＲＮＡ－ｓｅｑ数据质量较好，测序数据可靠性高。

表２　上颚腺１５个文库ＲＮＡ－ｓｅｑ数据总览

Ｔａｂｌｅ　２　Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ＲＮＡ－ｓｅｑ　ｄａｔａ　ｆｒｏｍ　１５ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　ｉｎ　ＭＧｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅ

原始读数

Ｒａｗ　ｒｅａｄｓ

有效读数

Ｃｌｅａｎ　ｒｅａｄｓ

有效匹配数

（匹配率／％）

Ｃｌｅａｎ　ｍａｐ
（ｍａｐｐｉｎｇ　ｒａｔｅ）

单一匹配数

（匹配率／％）

Ｕｎｉｑｕｅ　ｍａｐ
（ｍａｐｐｉｎｇ　ｒａｔｅ）

多匹配数

（匹配率／％）

Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｍａｐ
（ｍａｐｐｉｎｇ　ｒａｔｅ）

９９．９９％的碱基

正确率／％

９９．９９％ｂａｓｅ

ａｃｃｕｒａｃｙ

３ｄ＿１　 ３７　２９２　８５９　 ３６　６６１　３５７　 ６３　９２２　５４１（８７．１８） ６２　２０６　０８０（８４．８４） １　７１６　４６１（２．３４） ８９．７４
３ｄ＿２　 ３３　６３３　６４０　 ３２　９９４　７８５　 ５４　１８８　５４９（８２．１２） ５２　９６０　９０４（８０．２６） １　２２７　６４５（１．８６） ８８．７３
３ｄ＿３　 ３１　４４０　９１１　 ３０　９４１　９１３　 ４８　９６３　６２１（７９．１２） ４７　６６４　０６７（７７．０２） １　２９９　５５４（２．１０） ８９．５８
１０ｄＦ＿１　 ２９　９９９　９０３　 ２９　０９７　２１２　 ５０　８１５　５４２（８７．３２） ４９　７３４　７０９（８５．４６） １　０８０　８３３（１．８６） ９０．２４
１０ｄＦ＿２　 ２４　２６７　４３９　 ２３　６３０　６３４　 ４１　２５１　５３７（８７．２８） ４０　３２９　７４５（８５．３３） ９２１　７９２（１．９５） ９２．４５
１０ｄＦ＿３　 ２８　５３５　３５１　 ２７　９９１　９０６　 ４９　２４３　８８５（８７．９６） ４８　０８８　５９１（８５．９０） １　１５５　２９４（２．０６） ９０．８６
１０ｄＮ＿１　 ２３　４３０　６２２　 ２３　０５９　６９６　 ４０　５３３　５２９（８７．８９） ３８　７７９　１７４（８４．０８） １　７５４　３５５（３．８０） ８８．３１
１０ｄＮ＿２　 ２　６７２４　５７１　 ２５　９１０　５０５　 ４６　９６６　７２３（９０．６３） ４３　０４９　１７９（８３．０７） ３　９１７　５４４（７．５６） ９３．３５
１０ｄＮ＿３　 ２２　５４３　５９６　 ２２　１７９　１４２　 ３９　１２６　４９９（８８．２１） ３８　１８７　３９５（８６．０９） ９３９　１０４（２．１２） ９２．１０
２１ｄＦ＿１　 ２４　８５９　１５４　 ２４　３０３　９４６　 ４３　２０２　６３１（８８．８８） ４２　２５６　３０１（８６．９３） ９４６　３３０（１．９５） ９２．６２
２１ｄＦ＿２　 ２９　８５６　４９９　 ２９　３９１　５４５　 ５２　２５８　７２４（８８．９０） ５１　０５２　０８９（８６．８５） １　２０６　６３５（２．０５） ９２．１９
２１ｄＦ＿３　 ３２　２８９　４６７　 ３１　８５９　４５７　 ５６　４４２　９２３（８８．５８） ５５　４１０　７０１（８６．９６） １　０３２　２２２（１．６２） ９２．４８
２１ｄＮ＿１　 ２２　７４９　０１６　 ２２　３０５　０２３　 ３８　４９０　５０４（８６．２８） ３６　７２６　７４４（８２．３３） １　７６３　７６０（３．９５） ８７．８０
２１ｄＮ＿２　 ４　４７４１　６５７　 ４３　８７５　３６７　 ６７　１１６　８９０（７６．４９） ６２　９６２　８２１（７１．７５） ４　１５４　０６９（４．７３） ９２．８５
２１ｄＮ＿３　 ２０　５５９　５３５　 ２０　２４６　２７３　 ３５　８７１　３９５（８８．５９） ３３　７５０　６３５（８３．３５） ２　１２０　７６０（５．２４） ８８．６７

　　注：３ｄ＿１～３分别表示３日龄工蜂上颚腺的３个生物学重复；１０ｄＮ＿１～３分别表示１０日龄哺育蜂上颚腺的３个生物学重复１０ｄＦ＿１～３
分别表示１０日龄采集蜂的３个生物学重复；２１ｄＮ＿１～３分别表示２１日龄哺育蜂上颚腺的３个生物学重复；２１ｄＦ＿１～３分别表示２１
日龄采集蜂上颚腺的３个生物学重复。

Ｎｏｔｅ：３ｄ＿１－３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｒｅｅ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ｏｆ　３－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｗｏｒｋｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；１０ｄＮ＿１－３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｒｅｅ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ｏｆ　１０－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｎｕｒｓｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；１０ｄＦ＿１－３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｒｅｅ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ｏｆ　１０－ｄａｙ－ｏｌｄ

ｆｏｒａｇｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；２１ｄＮ＿１－３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｒｅｅ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ｏｆ　２１－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｎｕｒｓｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；２１ｄＦ＿１－３

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｒｅｅ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ｏｆ　２１－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｆｏｒａｇｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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２．３　相同日龄哺育蜂和采集蜂上颚腺中Ｍｒｊｐｓ的

表达谱

上颚腺是 蜂 王 浆 合 成 和 分 泌 的 重 要 外 分 泌 腺

体，因此，通过ＲＮＡ－ｓｅｑ研 究 了 相 同 日 龄 哺 育 蜂 和

采集蜂Ｍｒｊｐｓ的表达模式（图２）。Ｍｒｊｐｓ均表现出

相似的表达模式，即这些基因在１０ｄＮ上颚腺中的

表达量远高于３ｄ、１０ｄＦ和２１ｄＦ，并且２１ｄＮ上颚

腺中表达量也高于同龄采集蜂，暗示它们可能在蜂

王浆蛋白 的 合 成 中 起 关 键 作 用。在 这 些 基 因 中，

Ｍｒｊｐ１表达 量 最 高，该 基 因 在３ｄ、１０ｄＮ、１０ｄＦ、

２１ｄＮ 和 ２１ｄＦ 上 颚 腺 中 的 ＦＰＫＭ 值 分 别 为

２０１．５９、４０　９９７．０５、３８７．５４、６３　１５７．０８和３９９．０８；

Ｍｒｊｐ８ 和 Ｍｒｊｐ９ 表 现 出 相 对 较 低 的 表 达 水 平

（ＦＰＫＭ＜４３．３３）。

图２　Ｍｒｊｐｓ在５组工蜂上颚腺中的转录组数据表达谱

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　Ｍｒｊｐｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　ｆｉｖｅ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｏｆ　ｗｏｒｋｅｒ　ｂｅｅｓ

２．４　筛选上颚腺中蜂王浆合成分泌相关的ＤＥＧｓ
由图３可看出，１０ｄＮ　ｖｓ　３ｄ有３８１个ＤＥＧｓ；

１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ有５６８个ＤＥＧｓ；１０ｄＮ　ｖｓ　１０ｄＦ有

３７４个ＤＥＧｓ；２１ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ有６６４个ＤＥＧｓ，将这

４组进行交集得到６７个共有ＤＥＧｓ，这６７个ＤＥＧｓ
可能与调控蜂王浆合成和分泌及日龄发育等相关。

图３　上颚腺中筛选蜂王浆合成分泌相关ＤＥＧｓ韦恩图

Ｆｉｇ．３　Ｖｅｎｎ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ＤＥＧｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｏｙａｌ　ｊｅｌｌｙ　ｉｎ　ＭＧｓ
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为减少日龄因素的影响，去除１０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＮ与６７
个ＤＥＧｓ交集产 生 的２个ＤＥＧｓ，最 后 得 到 严 格 筛

选条件下 与 蜂 王 浆 合 成 与 分 泌 密 切 相 关 的６５个

ＤＥＧｓ（图３）。在 这 些 基 因 中，只 有４６个ＤＥＧｓ在

１０日 龄 哺 育 蜂 上 颚 腺 中 的 表 达 量 显 著 高 于３ｄ、

１０ｄＦ和２１ｄＦ上 颚 腺 中 表 达 量，同 时 这 些 基 因 在

２１日龄哺育蜂上颚腺中的表达量也显著高于２１ｄＦ
中的表达量，符合筛选上颚腺中蜂王浆合成和分泌

相关ＤＥＧｓ的 标 准；相 反，１１个ＤＥＧｓ在 哺 育 蜂 上

颚腺中则均呈显著下调表达（表３）。

表３　５组样本中上颚腺６５个ＤＥＧｓ的差异性分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｏｆ　６５ＤＥＧｓ　ｉｎ　ＭＧｓ　ａｍｏｎｇ　５ｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ　ｈｏｎｅｙｂｅｅ　ｓａｍｐｌｅｓ

基因数目／个 １０ｄＮ　ｖｓ　３ｄ １０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ　 １０ｄＮ　ｖｓ　１０ｄＦ　 ２１ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＦ　 １０ｄＮ　ｖｓ　２１ｄＮ

４６ ↑ ↑ ↑ ↑ ｎｓ

１１ ↓ ↓ ↓ ↓ ｎｓ

６ ↑ ↓ ↓ ↓ ｎｓ

２ ↓ ↑ ↑ ↑ ｎｓ

　　注：３ｄ代表３日龄工蜂的上颚腺；１０ｄＮ代表１０日龄哺育蜂的上颚腺；１０ｄＦ代表１０日龄采集蜂的上颚腺；２１ｄＮ代表２１日龄哺育

蜂的上颚腺；２１ｄＦ代表２１日龄采集蜂的上颚腺。“↑”代表基因显著性上调；“↓”“”代表基因显著性下调；“ｎｓ”表示２组样本之

间没有显著性差异。

Ｎｏｔｅｓ：３ｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　３－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｗｏｒｋｅｒｓ；１０ｄＮ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　１０－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｎｕｒｓｅｓ；１０ｄＦ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　１０－

ｄａｙ－ｏｌｄ　ｆｏｒａｇｅｒｓ；２１ｄＮ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　２１－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｎｕｒｓｅｓ；２１ｄＦ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ＭＧｓ　ｆｒｏｍ　２１－ｄａｙ－ｏｌｄ　ｆｏｒａｇｅｒｓ；“↑”

ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｇｅｎｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ；“↓”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈａｔ　ｇｅｎｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ；“ｎｓ”ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ

ｔｈｅｒｅ　ｗａｓ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｒｏｕｐｓ．

２．５　哺育蜂上颚腺中上调ＤＥＧｓ的ＧＯ分析

４６个上调ＤＥＧｓ的ＧＯ富集表明，在生物学进

程中，上调ＤＥＧｓ富集在蛋白质均聚、蛋白质寡聚、
大分子复合物组装、大分子复合物亚基组织、细胞组

分组装、跨膜运输、细胞组分生物发生、氧化还原过

程、蛋白质复合物组装和蛋白质复合物生物发生等；
在分子功能上，上调ＤＥＧｓ富集在染色体部分、染色

体、胞外区、非膜界细胞器、胞内非膜界细胞器、胞内

细胞器部分、细胞器部分、细胞核、大分子复合体和

胞内膜界细胞器等；在细胞组分方面，上调ＤＥＧｓ富

集在与血红素结合、四吡咯结合、ＤＮＡ结合、连接酶

活性、形成碳氮键、气味结合、酸性磷酸酶活性、丝氨

酸型肽酶活性、丝氨酸水解酶活性和磷氧裂解酶活

性、氧化还原酶活性（图４（ａ））。在上调ＤＥＧｓ中没

有显著的ＧＯ富集，但是这些ＤＥＧｓ中一些基因参

与了蛋白磷酸化过程。

２．６　上调ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧ分析

上调ＤＥＧｓ共富集３２条ＫＥＧＧ，其中包括缬氨

酸／亮氨酸／异亮 氨 酸 代 谢、脂 肪 酸 延 伸、脂 肪 酸 代

谢、β－丙氨酸代谢、脂肪酸降解、碳代谢、精氨酸和脯

氨酸代谢、丙酸新陈代谢、甘油酯新陈代谢、过氧物

酶体、视黄醇新陈代谢、抗坏血酸和藻酸盐代谢、其

他多糖降解、药物代谢－细胞色素Ｐ４５０、戊糖和葡萄

糖醛酸酯的相互转化、丁酸代谢、细胞色素Ｐ４５０对

异生源代谢、药物代谢－其他酶、果糖和甘露糖代谢、
鞘脂代谢。而缬氨酸／亮氨酸／异亮氨 酸 降 解、脂 肪

酸延伸、脂肪酸代谢、β－丙氨酸代谢、脂肪酸降解、碳

代谢均呈显著性富集，这些通路与蛋白质代谢、脂肪

酸代谢有关，暗示上颚腺中相关基因可能参与了蛋

白质和脂肪酸的生物合成（图４（ｂ））。

２．７　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ验证ＲＮＡ－ｓｅｑ数据可靠性

为进 一 步 验 证 ＲＮＡ－ｓｅｑ结 果，随 机 选 择６个

ＤＥＧｓ（ＡＣＦＳ２、Ｍｒｊｐ１、Ｍｒｊｐ２、Ｍｒｊｐ３、Ｍｒｊｐ４ 和

Ｍｒｊｐ７），并 使 用ｑＰＣＲ 进 行 了 验 证。结 果 表 明，

ｑＰＣＲ检测的６个ＤＥＧｓ的表达模式与转录组数据

中ＤＥＧｓ的表达模式一致（图５），表明上颚腺ＲＮＡ－
ｓｅｑ的数据是可靠的。

３　讨　论

本文比 较 了 不 同 职 能 工 蜂 上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ
的含量，同时使用ＲＮＡ－ｓｅｑ对相同日龄哺育蜂和采

集蜂的上颚腺进行了系统分析。

９９
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　　（ａ）上调ＤＥＧｓ的ＧＯ富集分类；（ｂ）上调ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧ富集通路。（ａ）、（ｂ）只列出了ＧＯ和ＫＥＧＧ富集功能上排名前

３０和２０位的通路

（ａ）ＧＯ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ＤＥＧｓ；（ｂ）ＫＥＧＧ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｐａｔｈｗａｙ　ｏｆ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ＤＥＧｓ．ａ　ａｎｄ　ｂ
ｏｎｌｙ　ｌｉｓｔ　ｔｈｅ　ｔｏｐ　３０ａｎｄ　２０ｐａｔｈｗａｙｓ　ｉｎ　ＧＯ　ａｎｄ　ＫＥＧＧ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图４　上调ＤＥＧｓ的ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析

Ｆｉｇ．４　ＧＯ　ａｎｄ　ＫＥＧＧ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ＤＥＧｓ

　　从左到右依次为ＡＣＦＳ２、Ｍｒｊｐ１、Ｍｒｊｐ２、Ｍｒｊｐ３、Ｍｒｊｐ４和Ｍｒｊｐ７
６个基因在样本１０ｄＮ、１０ｄＦ、２１ｄＮ和２１ｄＦ中的表达量，其中黑色柱

状图表示ＲＮＡ－ｓｅｑ数据中基因的ＦＰＫＭ值，灰色表示ｑＰＣＲ数据中基

因的相对表达量，纵坐标均为相应取过以２为底的对数数值。图中数

据为平均值±标准误，＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１；＊＊＊Ｐ＜０．００１。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ＡＣＦＳ２，Ｍｒｊｐ１，Ｍｒｊｐ２，

Ｍｒｊｐ３，Ｍｒｊｐ４　ａｎｄ　Ｍｒｊｐ７　ｓｉｘ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅｓ　１０ｄＮ，１０ｄＦ，

２１ｄＮ，２１ｄＦ　ｗｅｒｅ　ｓｈｏｗｎ　ｆｒｏｍ　ｌｅｆｔ　ｔｏ　ｒｉｇｈｔ；Ｔｈｅ　ｂｌａｃｋ　ｂａｒ　ｇｒａｐｈ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ＦＰＫＭ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＮＡ－ｓｅｑ　ｄａｔａ，ａｎｄ
ｔｈｅ　ｇｒａｙ　ｂａｒ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｑＰＣＲ
ｄａｔａ；Ｔｈｅ　ｏｒｄｉｎａｔｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ　ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ａ
ｂａｓｅ　ｏｆ　２．Ｄａｔａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｇｕｒｅ　ａｒｅ　ｍｅａｎ±ＳＥ，＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜
０．０１；＊＊＊Ｐ＜０．００１．

图５　上颚腺中转录组数据的ｑＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．５　ｑＰＣＲ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ｄａｔａ　ｉｎ　ＭＧｓ

３．１　上颚腺中１０－ＨＤＡ的分泌规律以及Ｍｒｊｐｓ表

达趋势分析

在３日龄、１０日 龄 和２１日 龄 工 蜂 的 发 育 过 程

中，发现工蜂上颚腺中１０－ＨＤＡ含量总体呈逐渐上

升的趋势，至２１日龄达最高，但同日龄条件下，采集

蜂上颚腺 中１０－ＨＤＡ的 含 量 高 于 哺 育 蜂。黄 少 康

等［６］利用 ＨＰＬＣ对０～３０日龄意蜂工蜂头部的１０－
ＨＤＡ进 行 测 定，结 果 发 现 工 蜂 上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ
含量随日龄总体呈逐渐上升的趋势，在１０～２０日龄

间保持平衡，３０日 龄 含 量 达 到 最 高，这 与 本 研 究 结

果基本一致，推测可能是由于哺育蜂的哺育行为致

使腺体分泌物中部分１０－ＨＤＡ进入蜂王浆中。
在本研究中，上颚腺中的Ｍｒｊｐ１－９表现出一种

日龄依赖性的表达谱，从第３天到第１０天（哺育蜂

阶段）转录丰度增加，随后第２１天（采集蜂阶段）转

录丰度下降；与此同时，１０／２１日龄的哺育蜂上颚腺

的Ｍｒｊｐｓ表 达 量 高 于 相 应 的 采 集 蜂。Ｍｒｊｐ１－４ 和

Ｍｒｊｐ７在 哺 育 蜂 上 颚 腺 中 大 量 表 达 （ＦＰＫＭ＞
２　０００），可能也 是 构 成 蜂 王 浆 蛋 白 的 主 要 成 分。其

中，５ 个 基 因 （Ｍｒｊｐ１、Ｍｒｊｐ２、Ｍｒｊｐ３、Ｍｒｊｐ４ 和

Ｍｒｊｐ７）符合上颚腺中与蜂王 浆 合 成 和 分 泌 相 关 基

因的筛选标准。与１０／２１ｄＦ相比，这些基因在哺育

蜂上颚腺中的表达量明显上调。

００１
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３．２　上颚腺中脂肪酸的生物合成分泌相关的上调

ＤＥＧｓ
一般认为蜂王浆中的脂质成分主要由上颚腺分

泌［４］。上颚腺的主要功能是分泌脂肪酸和一些信息

素。脂肪酸生物合 成 主 要 包 括 最 佳 前 体－硬 脂 酸 的

合成、脂肪酸羟基化、脂肪酸链的缩短和末端羟基化

修饰［２，７，１４］。
硬脂酸可以从食物中摄入后，直接进入上颚腺，

也可 以 短 链 脂 肪 酸 为 原 料，在 上 颚 腺 中 从 头 合

成［４０，４４］。硬脂酸经过ω－羟基化得到ω－羟化硬脂酸，

ω－羟化硬脂酸经过一系列β－氧化和功能化修饰得到

主要分泌物１０－ＨＤＡ［１４］。
脂肪酸合 成 酶 是 工 蜂 上 颚 腺 的 一 种 特 异 性 蛋

白，也是催化内源性脂肪酸合成的关键酶。工蜂上

颚腺以短链脂肪酸为原料，从头合成一种长链软脂

酸的过程需 要 脂 肪 酸 合 成 酶 的 催 化［１５］。本 研 究 发

现编码脂肪酸合成酶的基 因ＬＯＣ４１２８１５ 在 哺 育 蜂

和采集蜂阶段的表达量均较高，但该基因在采集蜂

阶段的表达量稍微高于哺育蜂阶段；前人研究结果

发现上颚腺中脂肪酸合成酶的表达会影响１０－ＨＤＡ
含量的变化［１６］，本研究发现１０－ＨＤＡ在采集蜂上颚

腺中 的 表 达 量 高 于 哺 育 蜂，这 一 结 果 也 说 明 了

ＬＯＣ４１２８１５在采集蜂阶段的表达量高于哺育蜂。
通 过 ＫＥＧＧ 途 径 分 析，发 现３个 上 调 ＤＥＧｓ

ＬＯＣ４１１６６２（２－烯酰基 辅 酶 Ａ还 原 酶）、ＬＯＣ４０８２９１
（３－酮 酰 基－ＣｏＡ硫 解 酶）、ＬＯＣ４０９１５０（烯 酰 辅 酶 Ａ
水合酶）明显富集在脂肪酸延伸通路上，暗示这３个

基因可能参与了硬脂酸的生物合成过程。
研究 表 明，ＣＹＰ６家 族 成 员 中 的ＣＹＰ６ＡＳ８ 和

ＣＹＰ６ＡＳ１１参与 了 昆 虫 脂 肪 酸 羟 基 化［７］。本 研 究

发现ＣＹＰ６ＡＱ１在筛 选 的ＤＥＧｓ中 呈 上 调 表 达，暗

示该基因可能在上颚腺分泌物的生物合成中发挥重

要作用，并可能参与了上颚腺中脂肪酸信息素前体

的羟基化。
羟基化后，通过β－氧化对脂肪酸碳链进行缩短

过程。本文的研究结果表明，５个上调ＤＥＧｓ，乙酰

辅酶 Ａ 合 成 酶 （ＡＣＳＦ２）、乙 酰 辅 酶 Ａ 脱 氢 酶

（ＬＯＣ４０８５６７）、烯 酰 辅 酶 Ａ水 合 酶（ＬＯＣ４０９１５０）、
羟烷基辅酶Ａ脱氢酶（ＬＯＣ７２５２７４）、酮脂酰辅酶Ａ
硫解酶（ＬＯＣ４０８２９１）均是参与脂肪酸β－氧化过程的

关键酶。脂肪酸β－氧化过程中，一种关键酶—脂 酰

ＣｏＡ脱氢酶在其中起到了催化氧化的作用，本研究

在富集的脂肪酸降解通路 中 发 现 了ＬＯＣ７２５２７４ 编

码的３－羟 烷 基 酰 基－ＣｏＡ脱 氢 酶Ⅱ型 这 一 基 因，此

外这一氧化过程也需要通过一种电子传递中间体而

完 成。电 子 转 移 黄 素 蛋 白 β（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｆｌａｖｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ，ＥＴＦ－β），是 与 脂 肪 代 谢

相关的酶类，作为脂酰ＣｏＡ脱 氢 酶 的 电 子 受 体，通

过ＥＴＦ脱氢酶将电子转移给主要的呼吸链，参与脂

肪 酸 β 氧 化 过 程［１７］，在 转 录 组 数 据 中 发 现

ＬＯＣ４１０３０８基因编码的ＥＴＦ－β在 哺 育 蜂 阶 段 的 表

达量要高于同日龄的采集蜂阶段。
此外，３－酮脂酰ＣｏＡ硫解酶（ＬＯＣ４０８２９１）催化

脂肪酸β－氧化循环中的硫解反应，与脂质的合成、降
解以及能量的产生有关［１８－１９］。在筛选得到的ＤＥＧｓ
中发现，相 对 于 采 集 蜂 阶 段，ＬＯＣ４０８２９１ 在 哺 育 蜂

阶段呈高量表达。
本文比较了 ＫＥＧＧ通路中脂质代谢的相 关 基

因，包括脂质降解通路中编码相关酶的基因（烯酰辅

酶 Ａ 水 合 酶 ＬＯＣ４０９１５０、乙 酰 辅 酶 Ａ 脱 氢 酶

ＬＯＣ４０８５６７、３－酮脂 酰 辅 酶 Ａ硫 解 酶ＬＯＣ４０８２９１）
的表达水平在ＤＥＧｓ中均呈上调。载脂蛋白是昆虫

体内重 要 的 脂 质 转 运 蛋 白，值 得 注 意 的 是，上 调

ＤＥＧｓ中编码载脂蛋白－ＩＩＩ的基因Ａ４呈大量表达，
这与 Ｗｕ等［７］的研究结果基本一致。ＧＯ功能富集

发现，在生物过程中，Ａ４与脂质转运和脂质定位相

关，在分子功能中与脂质结合相关，推测载脂蛋白可

能在上颚腺的脂肪酸运输方面发挥作用。
脂肪酸的合 成 均 经 过 羟 基 化、β－氧 化 和 功 能 集

团修饰，羟基化和β－氧化是合成脂肪酸及其衍生物

的重要通路。本研究发现在上调ＤＥＧｓ中参与羟基

化（ＣＹＰ６ＡＱ１）和 β－氧 化 （ＡＣＳＦ２、ＬＯＣ４０８５６７、

ＬＯＣ４０９１５０、ＬＯＣ７２５２７４ 和ＬＯＣ４０８２９１）的 关 键 基

因，推测这些基因在工蜂上颚腺合成１０－ＨＤＡ等相

关脂肪酸衍生物方面发挥重要作用。

３．３　其他重要的ＤＥＧｓ
在 昆 虫 中，气 味 结 合 蛋 白 （Ｏｄｏｒａｎｔ　ｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＯＢＰｓ）和 化 学 感 觉 蛋 白（Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＳＰｓ）在运载疏水性气味分子和信息素穿

过淋巴液的信号传导中发挥重要作用［２０－２１］。有研究

表明，一些ＯＢＰｓ在上颚腺中高量表达，暗示其可能

参与了信号化学物质的 溶 解 和 释 放［２２］。ＯＢＰ１４在

蜂群成员（蜂王、工蜂和雄蜂）的上颚腺中含量丰富，
相对于 幼 蜂 和 老 年 蜂，其 在 内 勤 蜂 中 含 量 最 高，

ＯＢＰ１４与 单 萜 类 结 构 有 较 好 的 亲 和 性［２２］；ＯＢＰ２１
在老年蜂上颚腺中含量丰富，并与法尼素结合，法尼
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素是 一 种 吸 引 蜂 群 的 信 息 素［２２］。此 外，在 上 调

ＤＥＧｓ中，也 检 测 到Ｏｂｐ１４、Ｏｂｐ１７ 和Ｏｂｐ２１，其 中

Ｏｂｐ２１的表达最为丰富。对于社会昆虫而 言，蜜 蜂

的嗅觉系统对于嗅觉线索的检测和辨别至关重要，
这是蜂群社会中成员间主要的协调合作方式，对于

蜂群的交流至关重要［２３］。ＣＳＰ３已显示与哺育所产

生的大型脂肪酸和酯衍生物特异性结合［２１］，从而影

响了哺育蜂的行为［２４］。虽然ＯＢＰｓ和ＣＳＰｓ可以与

多种配体结合，但它们更倾向于传递不同气味的蜜

蜂信息素，且具有较高的结合力［２３］。
脂肪酸代谢通路中的相关ＤＥＧｓ以及一些气味

结合分子的相关基因在上颚腺中均呈上调表达，推

测可能哺育蜂需要提供蜂群食物中所需的关键性脂

肪酸物质（１０－ＨＤＡ）和蜂群成员间交流的脂肪酸信

息素，因此，相对于采集蜂，同日龄哺育蜂分泌脂肪

酸的能力更强。

４　结　论

基于蜂群内社会性劳动分工的可塑性，本研究

通过组建人工蜂群的方法获得相同日龄哺育蜂和采

集蜂（１０日龄和２１日龄），测定了不同职能工蜂上

颚腺中１０－ＨＤＡ含量变化趋势，发现１０－ＨＤＡ含量

总体随日龄逐渐上升至２１日龄达最高，但同日龄条

件下，采 集 蜂 上 颚 腺 中１０－ＨＤＡ 的 含 量 高 于 哺 育

蜂。运用转录组学对相同日龄哺育蜂和采集蜂的上

颚腺进行系统分析，筛选得到４６个与上颚腺中蜂王

浆合成和分泌相关的差异基因，发现这些基因主要

富集于蛋白质代谢、脂肪酸代谢和能量代谢等方面。
本研究是在排除日龄因素的影响下，对上颚腺中基

因表达变化模式进行全面分析，为研究上颚腺中蜂

王浆合成和 分 泌 的 分 子 机 制 提 供 大 量 有 价 值 的 信

息，也为膜翅目昆虫中上颚腺的功能研究提供一个

新的视角。
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