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意大利蜜蜂刚出房与性成熟雄蜂的

蛋白质组差异分析

吴小波，李淑云，颜伟玉，曾志将

（江西农业大学蜜蜂研究所，南昌３３００４５）

摘要：【目的】对意大利蜜蜂Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａ刚出房雄蜂与性成熟雄蜂的蛋白质组进行比较，探讨雄蜂在性成
熟过程中蛋白质表达变化，为进一步研究雄蜂发育生物学获得差异表达蛋白质方面的依据。【方法】采用双向电泳

法建立意大利蜜蜂雄蜂发育过程中刚出房时与性成熟期的蛋白质表达谱，通过质谱分析与数据库检索，鉴定部分

差异蛋白。【结果】在意大利蜜蜂刚出房雄蜂和性成熟雄蜂中分别检测到２４９０和２３１７个蛋白点，其中差异表达
蛋白点有１５７个。在刚出房雄蜂中高度表达的蛋白点有１０２个；在性成熟雄蜂中高度表达的蛋白点有５５个。对部
分差异蛋白进行质谱分析，共鉴定了１８个蛋白点，其中在刚出房雄蜂中上调表达的蛋白有肌钙蛋白、ＳＥＣ１３蛋白、
ＤＪ蛋白等，在性成熟雄蜂中上调表达的蛋白有副肌球蛋白、精氨酸激酶、肌动蛋白解聚因子等。【结论】意大利蜜
蜂雄蜂在性成熟发育过程中，其体内大量蛋白表达发生了变化，其差异表达的蛋白质可能与骨骼、飞行肌以及精子

发育等机能有关。
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　　蛋白质组学研究源于蛋白质与基因组学的组
合，是研究基因组所表达的全部蛋白质。每种生物

基因组在不同发育时期和不同环境条件下表达的蛋

白质与其特定发育时期和生境条件的遗传调控存在
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内在关系。蜜蜂是一种高度进化的社会性群体，是

开展生物学研究的模式生物之一（郑火青和胡福

良，２００９）。不同蜂种以及同种蜜蜂不同发育时期
的蛋白组学正在被科研人员分析报道（李建科等，

２０１１；宋飞飞，２０１１；Ｆｅｎｇｅｔａｌ．，２０１１；Ｆａｎｇｅｔａｌ．，
２０１２；Ｗｏｌｔｅｄｊｉｅｔａｌ．，２０１２；李荣丽等，２０１３；周天
娥等，２０１３）。雄蜂是蜂群繁育的父本，在蜂群繁育
中仅与处女蜂王交配，维持蜂群的延续性。雄蜂与

蜂王、工蜂的发育有着本质的区别，特别是刚出房的

雄蜂，只能在蜂群中爬行。５－７ｄ后，雄蜂便可出
巢飞翔，并具有无界性等特点，可以飞入他群，避免

蜂群内部的近亲交配（曾志将，２００９）。当雄蜂到达
性成熟期时，会选择合适的机会与蜂王在空中进行

交尾，说明雄蜂在发育过程中，其体内的生理状态发

生了明显的变化。目前虽然已对雄蜂卵期以及雄蜂

触角的蛋白质组进行分析（房宇和李建科，２００８，
２００９；宋飞飞，２０１１；Ｆｅｎｇｅｔａｌ．，２０１１；Ｆａｎｇｅｔａｌ．，
２０１２；Ｗｏｌｔｅｄｊｉｅｔａｌ．，２０１２；周天娥等，２０１３），但缺
乏对雄蜂个体性成熟发育时期的蛋白组学的分析。

鉴于此，本研究拟通过双向电泳的方法探索意大利

蜜蜂Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａ刚出房雄蜂与性成熟雄蜂
蛋白质组成特征及差异，以期为今后深入研究雄蜂

性成熟发育的分子机理提供蛋白质表达谱的信息。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫
实验蜂群为江西农业大学蜜蜂研究所饲养的意

大利蜜蜂Ａ．ｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａ，其蜂群各含有１头同
批次且交尾成功的蜂王。蜂群进行自由采集。实验

样品的双向电泳与质谱鉴定试验在武汉市洪山区言

行生物产品经营部进行。

１．２　样品采集
实验正式开始的前 １ｄ傍晚，向已开始产雄蜂

卵的蜂群中加入雄蜂巢脾进行清理１２ｈ。然后，控
制蜂王在此巢脾中产卵，２４ｈ之后，移出蜂王，并将
巢脾放在无王区继续孵化发育。雄蜂子脾出房前 １
ｄ，将含有雄蜂子脾的巢脾放入恒温恒湿箱中（温度
３５℃，ＲＨ９５％，无光照）羽化，采集刚出房雄蜂（吴
小波等，２０１４）。同时对部分刚出房雄蜂进行标记，
介绍到一个平箱群，并对平箱群加一个继箱，有利于

雄蜂飞翔排泄。为了避免工蜂对雄蜂的驱赶以及雄

蜂出巢，在平箱群的巢门装置脱粉片，同时对蜂群进

行奖励饲喂。１７ｄ之后，采集１７日龄的性成熟雄

蜂。用解剖剪从刚出房雄蜂和性成熟雄蜂侧面解剖

并剔除雄蜂体内的消化道，每头雄蜂为一个样品，将

每组４个样品送至双向电泳与质谱鉴定检测实验
室，－８０℃冰箱保存。
１．３　蛋白质提取与纯化

分别将意大利蜜蜂刚出房雄蜂和性成熟雄蜂样

品置于研钵中，迅速加入液氮并研磨，直至组织变成

粉末。在研钵中加入８００μＬＬＢ裂解液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ碱，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２％ＣＨＡＰＳ），充
分溶解后转移至１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ（ＥＰ）管中，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液。对离心后
的上清液进行超声处理，破碎核酸。每个 ＥＰ管超
声３次，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液。
将上清液分装成３管，每管２５０μＬ，各加入１ｍＬ丙
酮沉淀过夜。沉淀后的蛋白质于４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，倒去上清液后，平放于干净的纸巾上自
然干燥，即可得到处理后的蛋白质团块，－８０℃保存
备用。

１．４　蛋白质溶解
在干燥后的蛋白质团块中加入２５０μＬ的ＲＢ（２

ｍｏｌ／Ｌ硫脲，７ｍｏｌ／Ｌ尿素，４％ＣＨＡＰＳ），用枪头将蛋
白质团块戳小后反复吹打直至蛋白质完全溶解。

４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，吸出上清液，转移至
新的ＥＰ管中备用。
１．５　蛋白质定量

取５，１０，１５，２０，２５，３０和３５μｇ的牛血清白蛋
白（ＢＳＡ）制作标准曲线。根据定量所得的数据吸取
蛋白质１２０μｇ，加入 ＲＢ至３６０μＬ，然后称量５５．２
μｇ二硫苏糖醇（ＤＴＴ），加５５．２μＬＩＰＧＢｕｆｆｅｒ，加１８
μＬ溴酚蓝，加 ＲＢ至１．２ｍＬ，混合均匀后每管加入
１００μＬ，即可将体积调至４６０μＬ。将样品溶液混合
均匀后，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，吸取上清液
４５０μＬ进行泡胀。
１．６　干胶条泡胀

取出水化盘，在底下铺上白色纸巾。从冰箱取

出干胶条复温。吸取离心后的样品上清液加到水化

盘中。取出胶条，使支持膜朝外，轻轻撕下覆盖膜。

胶面朝下，酸性端朝顶端将胶条放入水化盘中。放

好胶条后再加入１．２ｍＬ覆盖油于支持膜上保湿，调
节室内温度为２０℃，让胶条泡胀过夜（１０～１２ｈ），
记录下胶条的号码。

１．７　等电聚焦
取出电极板，在等电聚焦盘中加入覆盖油，同时

取出泡胀后的胶条并吸干胶条上的覆盖油，胶面朝
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上将胶条放入等电聚焦盘中。剪好纸垫片，每个垫

片加入７５μＬＭｉｌｌｉＱ水进行润湿，将纸垫片放于胶
面的两端，边缘与胶面边缘对齐，装上电极板，选择

胶条数量后便可开始运行程序。

等电聚焦程序为：３００Ｖ，２０ｍｉｎ；７００Ｖ，３０ｍｉｎ
快速升压；１５００Ｖ，１．５ｈ线性升压；９０００Ｖ，３ｈ
线性升压；９０００Ｖ，４ｈ快速升压聚焦。
１．８　胶条的保存

跑完等电聚焦以后，取出胶条，吸干表面的覆盖

油，胶面朝上将胶条放入平衡管中，胶条应置于

－２０℃保存。
１．９　双向ＳＤＳＰＡＧＥ

具体步骤参照房宇和李建科（２００９），其双向电
泳的程序为：Ｓ１：２Ｗ／ｇｅｌ，４５ｍｉｎ；Ｓ２：１７Ｗ／ｇｅｌ，４ｈ。
将胶体放入固定液中进行固定，最后用 Ｇ２５０进行
染色。

１．１０　图谱扫描与质谱鉴定
染色后的凝胶使用透射模式进行扫描，扫描结

果导入计算机，分析刚出房雄蜂和性成熟雄蜂蛋白

表达信息。在此基础上，比较分析刚出房雄蜂与性

成熟雄蜂差异表达蛋白，确认分别在刚出房雄蜂和

性成熟雄蜂显著高表达的蛋白点（灰度比值大于

２）。另外，从在刚出房雄蜂和性成熟雄蜂显著高表
达的蛋白点中分别选择１０个和８个蛋白点进行质
谱鉴定。切割蛋白质点置于 ＥＰ管中，进行蛋白质
酶溶解。所得的肽段通过 Ｂｒｕｋｅｒｚｈｉ质谱仪进行分
析，获取质量指纹图，并与ＮＣＢＩ数据库进行比对。

２　结果

２．１　意大利蜜蜂刚出房雄蜂与性成熟雄蜂蛋白质
图谱分析

　　将染色后的凝胶进行扫描后导入计算机，结果如
图１所示。对图谱进行分析发现，在意大利蜜蜂刚出
房雄蜂和性成熟雄蜂中分别检测到２４９０和２３１７个
蛋白点，其中两者之间存在１５７个差异表达蛋白点。
对这些差异蛋白点进一步分析发现，在意大利蜜蜂刚

出房雄蜂中高度表达的蛋白点有１０２个，其等电点介
于４．１４～６．５１之间，分子量介于１１．２７～１０５．２０ｋＤａ
之间（表１）；在意大利性成熟雄蜂中高度表达的蛋白
点有５５个，其对应的等电点介于４．１０～６．４７之间，
分子量在１０．４４～６４．０９ｋＤａ之间（表２）。另外，在刚
出房雄蜂和性成熟雄蜂中高表达蛋白比值为

１００００００的蛋白点分别有２４和２７个。

图１　意大利蜜蜂刚出房雄蜂（Ａ）和性成熟雄蜂（Ｂ）双向电泳蛋白质表达图谱
Ｆｉｇ．１　２ＤＥａｎａｌｙｓｉｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｅｗｌｙｅｍｅｒｇｅｄｄｒｏｎｅｓ（Ａ）ａｎｄｓｅｘｕａｌｌｙ

ｍａｔｕｒｅｄｒｏｎｅｓ（Ｂ）ｏｆＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａ
图中标记的点为已鉴定的蛋白点。Ｔｈｅｍａｒｋｅｄｓｐｏｔｓａｒｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

２．２　意大利蜜蜂刚出房雄蜂与性成熟雄蜂差异蛋
白质的质谱鉴定

　　通过对差异蛋白质进行质谱分析，１８个蛋白点
进行鉴定（图１），其中１０个蛋白质在刚出房雄蜂中

高度表达，其主要蛋白为肌钙蛋白、ＳＥＣ１３蛋白、延
长因子和ＤＪ蛋白等；另外８个蛋白质在性成熟雄蜂
中高度表达，主要为副肌球蛋白、精氨酸激酶、转录

激活蛋白和肌动蛋白解聚因子等（表３）。
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６６
０９
１

４．
６４

３６
０３
０

Ｃ６
２
１
００
０
００
０
４．
７３

２８
６３
３

Ｃ８
３
２．
８７
８６
４

５．
７５

２０
２７
０

Ｃ２
１
６．
４５
０７
４

４．
４８

４８
５５
６

Ｃ４
２

２．
８２
２７
５

５．
６５

３５
６５
２

Ｃ６
３
２．
２３
１８
６

４．
７５

２６
５３
８

Ｃ８
４
１
００
０
００
０
４．
４３

１９
８９
７

表
中
的
比
值
为
该
蛋
白
在
刚
出
房
雄
蜂
与
性
成
熟
雄
蜂
中
表
达
的
灰
度
比
。
Ｔｈ
ｅ
ｒａ
ｔｉｏ
ｉｎ
ｔｈ
ｅ
ｔａ
ｂｌ
ｅ
ｉｓ
ｔｈ
ｅ
ｇｒ
ａｙ
ｒａ
ｔｉｏ
ｏｆ
ｔｈ
ｅ
ｅｘ
ｐｒ
ｅｓ
ｓｅ
ｄ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｉ
ｎ
ｉｎ
ｔｈ
ｅ
ｎｅ
ｗｌ
ｙ
ｅｍ
ｅｒ
ｇｅ
ｄ
ｄｒ
ｏｎ
ｅｓ
ｔｏ
ｔｈ
ａｔ
ｉｎ
ｔｈ
ｅ
ｓｅ
ｘｕ
ａｌ
ｌｙ
ｍ
ａｔ
ｕｒ
ｅ
ｄｒ
ｏｎ
ｅｓ
．
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表２　意大利蜜蜂性成熟雄蜂上调表达蛋白质
Ｔａｂｌｅ２　ＵｐｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｓｅｘｕａｌｌｙｍａｔｕｒｅｄｒｏｎｅｓｏｆＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａ

编号

Ｎｏ．
比值

Ｒａｔｉｏ
等电点

ｐＩ
分子量（Ｄａ）
ＭＷ

编号

Ｎｏ．
比值

Ｒａｔｉｏ
等电点

ｐＩ
分子量（Ｄａ）
ＭＷ

编号

Ｎｏ．
比值

Ｒａｔｉｏ
等电点

ｐＩ
分子量（Ｄａ）
ＭＷ

Ｄ０１ １００００００ ５．５９ ６４０８５ Ｄ２０ ８．７４３１２ ４．２３ ３２５３６ Ｄ３９ ２．４４６０３ ６．４６ １８７５６
Ｄ０２ １００００００ ６．０７ ５７０５１ Ｄ２１ １００００００ ４．１０ ３４２０６ Ｄ４０ ４．２３９６４ ５．８９ １７４２４
Ｄ０３ ２．４０７９４ ５．９３ ５２９８５ Ｄ２２ ３．７０１９０ ５．４５ ３３６３８ Ｄ４１ ５．８９１３６ ５．９４ １７２３４
Ｄ０４ ２．３４７２８ ４．９０ ４４７３９ Ｄ２３ ３．８４５０８ ４．２８ ３３１１２ Ｄ４２ １００００００ ４．８８ １７２７６
Ｄ０５ １００００００ ４．８４ ４４８５０ Ｄ２４ ２．０７５６２ ６．２８ ３２８４７ Ｄ４３ １００００００ ４．８５ １７２２７
Ｄ０６ １００００００ ４．９８ ４６６７１ Ｄ２５ ２．６３３３６ ６．４７ ３１３８６ Ｄ４４ １００００００ ４．９９ １７１２９
Ｄ０７ １００００００ ５．９９ ４４６２７ Ｄ２６ １００００００ ５．０６ ３０１４９ Ｄ４５ １００００００ ４．８９ １６８３８
Ｄ０８ １００００００ ６．３６ ４０４００ Ｄ２７ １００００００ ５．３８ ２８２００ Ｄ４６ １００００００ ４．６６ １５２３７
Ｄ０９ ３．０３９０６ ４．８８ ３８９６５ Ｄ２８ ２．４２６７ ５．５０ ２７７７２ Ｄ４７ ８．４６８１４ ５．８０ １５０６４
Ｄ１０ ２．９１３３２ ４．９８ ３８５２１ Ｄ２９ ２．９０００９ ５．７３ ２７９３８ Ｄ４８ １００００００ ６．０５ １４８５２
Ｄ１１ ２．０８５２５ ５．５０ ３８２８８ Ｄ３０ ２．７９０２９ ４．８７ ２７４５５ Ｄ４９ １００００００ ４．６７ １４４１６
Ｄ１２ ２．２７１８３ ５．４３ ３８３６３ Ｄ３１ ２．０１３３９ ４．９４ ２４４３６ Ｄ５０ １００００００ ６．０１ １３９４２
Ｄ１３ １００００００ ４．９７ ３７８９５ Ｄ３２ １００００００ ５．１３ ２３２４５ Ｄ５１ ２．２９５５４ ５．０１ １３２６７
Ｄ１４ ２．９９３４４ ４．５２ ３７１５７ Ｄ３３ ２．２３６３６ ５．１２ ２１８９３ Ｄ５２ １００００００ ４．９８ １３１１９
Ｄ１５ ４．８６５８３ ４．５７ ３６７９３ Ｄ３４ ２．３２４３２ ６．０８ ２１１２６ Ｄ５３ ２．１９０５４ ４．８８ １２８９４
Ｄ１６ １００００００ ６．４１ ３６６１３ Ｄ３５ １００００００ ４．８９ ２１５２２ Ｄ５４ １００００００ ４．９５ １３０５７
Ｄ１７ １００００００ ５．３７ ３６７０３ Ｄ３６ １００００００ ６．４１ ２０８２７ Ｄ５５ ２．０５６７５ ４．５１ １０４４４
Ｄ１８ ２．１８４１６ ５．４８ ３４９４４ Ｄ３７ ２．９６７１７ ４．９３ ２０６７９
Ｄ１９ １００００００ ４．１８ ３２７９５ Ｄ３８ １００００００ ６．１７ １９８４０

表中的比值为该蛋白在性成熟雄蜂与刚出房雄蜂中表达的灰度比。Ｔｈｅｒａｔｉｏｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｉｓｔｈｅｇｒａｙｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｅｘｕａｌｌｙ
ｍａｔｕｒｅｄｒｏｎｅｓｔｏｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｅｗｌｙｅｍｅｒｇｅｄｄｒｏｎｅｓ．

表３　意大利蜜蜂雄蜂已鉴定的１８个蛋白点基本信息
Ｔａｂｌｅ３　ＢａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｅｉｇｈｔｅｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｌｉｇｕｓｔｉｃａｄｒｏｎｅｓ

蛋白点编号

Ｓｐｏｔｎｏ．
蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．
蛋白质得分

Ｓｃｏｒｅ
覆盖率（％）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｃ０６
肌钙蛋白Ｉ

ＴｒｏｐｏｎｉｎＩｉｓｏｆｏｒｍ６ｂ１
ｇｉ｜７８１０１８０６ ３８４ ３９

Ｃ１９
假设蛋白

ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＬＯＣ４０８７７２ｉｓｏｆｏｒｍ１
ｇｉ｜３２８７９００６１ １６６ １５

Ｃ２２
肌钙蛋白Ｔ

ＴｒｏｐｏｎｉｎＴｉｓｏｆｏｒｍ５
ｇｉ｜７８１０１８０１ １７８ ２３

Ｃ３８
交换调整因子

Ｎａ＋／Ｈ＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｏｆａｃｔｏｒＮＨＥＲＦ２ｌｉｋｅ
ｇｉ｜４８１２９８０６ １９１ ３５

Ｃ４８
ＳＥＣ１３蛋白

ＰｒｏｔｅｉｎＳＥＣ１３ｈｏｍｏｌｏｇ
ｇｉ｜１１０７５６６３０ １９９ ２０

Ｃ６５
延长因子

Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ｂｅｔａ
ｇｉ｜６６５６５２４９ １９４ ３１

Ｃ８０
假设蛋白

ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＬＯＣ５５１７４２
ｇｉ｜６６５２４５１３ ５７５ ５１

Ｃ８９
ＤＪ蛋白

ＰｒｏｔｅｉｎＤＪ１ｌｉｋｅ
ｇｉ｜３２８７８２８１８ ３７１ ４６

Ｃ１０１
核糖核酸酶

ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＵＫ１１４ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍ１
ｇｉ｜３２８７９３５９５ ７２ ３７

Ｃ１０２
假设蛋白

ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＬＯＣ５５２６８５
ｇｉ｜６６５１４７５５ １４８ ４２

Ｄ０１
副肌球蛋白

Ｐａｒａｍｙｏｓｉｎ，ｌｏｎｇｆｏｒｍｌｉｋｅ
ｇｉ｜６６５１０４８２ ２５３ ３０

Ｄ１１
精氨酸激酶

Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ
ｇｉ｜５８５８５１４６ ３８１ ３５
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续表３　Ｔａｂｌｅ３ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ
蛋白点编号

Ｓｐｏｔｎｏ．
蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．
蛋白质得分

Ｓｃｏｒｅ
覆盖率（％）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｄ１７
转录激活蛋白

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎＰｕｒａｌｐｈａｌｉｋｅ
ｇｉ｜３２８７７５９５０ １２９ ２７

Ｄ２２
丙酮酸脱氢酶

ＰｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ１ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｇｉ｜３３５８９２８２０ １９９ ２７

Ｄ２７
外被体亚基

Ｃｏａｔｏｍｅｒｓｕｂｕｎｉｔｅｐｓｉｌｏｎ
ｇｉ｜３２８７８７１２８ １８９ ３１

Ｄ４３
真核细胞转录起始因子

Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１Ａ，Ｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
ｇｉ｜１１０７５６００９ １４２ ３８

Ｄ５０
肌动蛋白解聚因子

Ｃｏｆｉｌｉｎ／ａｃｔｉｎｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒｈｏｍｏｌｏｇ
ｇｉ｜３２８７８９７６０ ３１４ ４８

Ｄ５２
表皮结构糖蛋白

ＥｎｄｏｃｕｔｉｃｌｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＳｇＡｂｄ１ｌｉｋｅ
ｇｉ｜３２８７９２９８２ ２９９ ２８

３　讨论

本研究旨在分析意大利蜜蜂刚出房雄蜂与性成

熟雄蜂表达差异蛋白，以期了解雄蜂性成熟时蛋白

质组的特点。通过双向电泳检测发现，刚出房雄蜂

表达蛋白数（２４９０个）高于性成熟雄蜂（２３１７个），
可能是雄蜂刚出房时，其体质相对微弱，个体需要进

一步发育，因而需要更多的不同蛋白表达，参与相应

的功能。两个时期雄蜂的差异表达的蛋白点只有

１５７个，其中１０２个蛋白点在刚出房雄蜂中上调表
达，明显高于在性成熟雄蜂高表达的蛋白数（５５
个），而在刚出房雄蜂中特异表达的蛋白点数低于

性成熟雄蜂表达的特有蛋白（比值为１００００００），其
主要原因可能是刚出房雄蜂需要进一步发育，使身

体机能发育完全。雄蜂到达性成熟之后，其精巢得

到充分发育，并且储存了成熟的精子、精液。另外飞

行肌、嗅觉等得到充分发育，故其特有蛋白数相对较

多，这有待于深入研究与分析。

对刚出房雄蜂中高表达的几种蛋白进行鉴定发

现，肌钙蛋白、交换调整因子、ＳＥＣ１３蛋白、延长因子
１和ＤＪ１蛋白等在刚出房雄蜂高表达。肌钙蛋白
是一类肌肉调节蛋白，与原肌球蛋白结合，直接参与

钙所控制的肌肉收缩。肌钙蛋白 Ｔ是抑制或激活
肌凝蛋白活性所必须的，而肌钙蛋白 Ｉ可以抑制肌
纤凝蛋白 ＡＴＰａｓｅ活性（Ｐｅｒｒｙ，１９９９；郭新军，
２０１０）。本研究结果中，这两种肌钙蛋白在刚出房
的雄蜂中高度表达，可能与该阶段蜜蜂飞行肌需要

进一步发育有关。另外，交换调整因子是一类支架

蛋白，用于协助质膜蛋白连接肌动蛋白细胞骨架，调

控表皮蛋白基因表达，有利于刚出房蜜蜂外骨骼的

发育。

ＳＥＣ１３的功能一方面是与 ＳＥＣ３１相互作用形
成ＣＯＰＩＩ复合体的外围复合物，参与内质网到高尔
基体的蛋白转运，另一方面是与其他核孔蛋白相互

作用，参与核孔复合物的形成从而调节核质转运和

基因表达调控（Ｓｔａｇｇｅｔａｌ．，２００６；牛旭波，２０１３）。
延伸因子１是一种在细胞内普遍存在且大量表达的
多聚体核糖体蛋白质，在基因表达、翻译过程中起着

重要作用，包括识别 ｍＲＮＡ上的密码子和 ｔＲＮＡ上
的密码子，具有催化剂的功能（庞建新等，２００７；申
萍香等，２００８），它能以非常高的亲和力结合肌动蛋
白纤维，调节细胞骨架的运动性（周冰等，２００７）。
本实验结果中，这两种蛋白均在刚出房雄蜂中高表

达，可能是因为刚出房雄蜂在进行后期发育过程中，

需要大量ＳＥＣ１３和延伸因子参与其相关基因表达、
翻译等过程。

ＤＪ１具有正调控雄激素受体，雄激素受体与
ＤＪ１蛋白在核内的颗粒状分布共定位对雄激素受
体的转录功能具有重要意义，而且ＤＪ１蛋白表达于
精子的头部（杨鲲，２０１０）。本结果中，刚出房雄蜂
中的ＤＪ１蛋白显著表达，这可能与精子形成和发育
成熟有关。

研究还发现，肌球蛋白、精氨酸激酶、转录激活

蛋白和肌动蛋白解聚因子等在性成熟雄蜂中高表

达。副肌球蛋白和肌球蛋白是粗肌丝中含量最高的

蛋白，它能帮助粗肌丝进行组装，其含量影响着粗肌

丝长度、直径以及肌肉收缩。副肌球蛋白编码基因

的缺失，会导致肌细胞融合和肌原纤维组装存在缺

陷，肌肉没有收缩性（杨璞等，２００５）。性成熟雄蜂
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为了追逐蜂王进行婚飞，必须具有敏捷的飞行能力，

需要高表达的副肌球蛋白参与飞行肌的组成与调节

其肌肉的收缩性。

精氨酸激酶具有通过催化精氨酸与 ＡＴＰ之间
的可逆性反应，将能量储存于磷酸精氨酸的高能磷

酸键中，或分解磷酸精氨酸产生ＡＴＰ，而且精氨酸激
酶与磷酸精氨酸起着暂时能量缓冲库的作用

（Ｐｌａｔｚｅｒｅｔａｌ．，１９９９；张元臣等，２０１１）。性成熟雄
蜂在婚飞过程中，需要大量的能量用于飞行。因而

在婚飞前，需要储存能量，精氨酸激酶蛋白大量表达

可能起着至关重要的作用。

肌动蛋白解聚因子是一类肌动蛋白结合蛋白，

通过切断肌动蛋白丝或增加肌动蛋白解聚作用来重

塑细胞骨架等，这类蛋白存在于睾丸的支持细胞中，

而且是肌动蛋白动力学的一个重要激发者，其 Ｎ末
端的Ｓｅｒ３残基的磷酸化可以抑制其与肌动蛋白结
合的活性（宇兴江等，２００７）。在性成熟雄蜂中高度
表达，可能在维持精子活力或与蜂王交配过程中起

着重要的生理作用。

转录因子激活蛋白是一类可以识别 ＤＮＡ序列
上的特异核苷酸序列顺序并与之结合，进而激活或

抑制基因表达的反式调控因子，而且与ＤＮＡ的结合
具有特异性（ＨｏｐｅａｎｄＳｔｒｕｈｌ，１９８６；郭春沅和计
新，１９９５）。本实验结果中，该蛋白在性成熟雄蜂中
高度表达，可能与该时期特定表达基因有关，这也有

待于进一步研究与证实。
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