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摘要$ &目的'为了系统了解中华蜜蜂!3+6"01$&$ "01$&$ 蜂王和雄蜂转录组特征!丰富蜜蜂转录组数据信息- &方

法'本研究利用高通量测序的方法分别检测中华蜜蜂蜂王和雄蜂刚出房/性成熟时期以及性成熟期蜂王生殖系统

和雄蜂生殖系统之间转录组表达差异- &结果'经过测序获得质量值不低于 &' 的碱基比例"Y&'#均高于 .'e%所

有67<:$组装成 .' ,G. 个 "9;#797$!平均长度 ( *). J8%基于 * 个数据库"2E!1W;$$3̂65%!]Z!4Z]和P>]]#进行比

对!共有 )* ((& 个 "9;#797$被注释- 差异基因表达分析发现!与刚出房时相比!性成熟的蜂王和雄蜂均在表皮蛋

白/细胞色素 )̂*'/气味结合蛋白等家族基因上存在显著差异表达!而且这些差异表达基因与蜜蜂生长发育和性成

熟过程中蜜蜂骨骼发育/生殖系统发育/嗅觉发育等方面有关%性成熟蜂王与性成熟雄蜂之间以及它们生殖系统之

间在气味结合蛋白基因方面存在显著差异- &结论'结果表明!中华蜜蜂在性成熟过程中!体内大量基因的表达发

生了变化- 这些结果揭示了中华蜜蜂性成熟发育的整体基因表达特征!在得到大量转录组 "9;#797序列的同时!获

得了一批与蜜蜂性成熟有关的基因序列!为深入开展中华蜜蜂生长发育与繁殖研究提供了丰富的数据资源-
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[[中华蜜蜂!3+6"01$&$ "01$&$是我国特有的宝贵

蜜蜂资源!也是东方蜜蜂指名亚种- 与西方蜜蜂

!3+6(0))+:01$ 相比!中华蜜蜂具有嗅觉灵敏!善于利

用零星蜜粉源!飞行临界温度低!有利于冬季部分植
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物授粉和冬蜜生产!蜂群的抗螨性能强等优势"曾

志将!&''.#- 然而!由于杀虫剂和除草剂等在现代

农业中的广泛应用!给蜜蜂健康养殖带来了巨大威

胁"S6<_;760#$)<! &'',%代平礼等!&''.% \796B0#

$)<! &'(&% R=;%7=569 0#$)<! &'(&#- 另外!由于西方

蜜蜂的进入!导致中华蜜蜂种群数量与分布区域明

显缩小"季荣等!&''G%杨冠煌!&''*#!因而!合理利

用和保护我国这特有的蜜蜂资源势在必行-

蜜蜂为了提高蜂群的延续性和适应性!已进化

出其特殊的竞争交尾机制!即婚飞行为- 蜂王和雄

蜂只有到达性成熟!才会选择合适的机会进行婚飞!

这也说明在性成熟发育过程中!蜂王和雄蜂体内发

生了明显的生理变化!而且蜜蜂在不同发育阶段!其

体内相关基因表达调控也存在明显区别!并已经在

蜜蜂生理生化和分子水平上得到证实 "P5D=760#

$)<! &'',! &'('% 45@597@@53S6<%%;9;<9: \<6%K7@:76!

&''.% N7="6<<9: R=;%K;7@:! &'('% 4=79 0#$)<!

&'('%S<9#0#$)<! &'(&%吴小波等!&'(&%曾晶等!

&'(&%石元元等!&'(&%刘芳!&'(&#- 性成熟处女蜂

王在进行婚飞过程中!其体内发生了大量的基因表

达差异"吴小波等!&'(G<! &'(GJ%R" 0#$)<! &'()#-

研究还发现!西方蜜蜂会干扰中华蜜蜂处女蜂王交

配!并推测中华蜜蜂性成熟处女蜂王分泌的性引诱

信息素不但会吸引中华蜜蜂的雄蜂来交尾!而且还

会吸引大量西方蜜蜂的雄蜂!从而使中华蜜蜂蜂王

交尾成功率大幅度下降"王启发等!&''G#- 蜂王和

雄蜂作为两种性别的个体!其性成熟时期体内的生

理状况也不一样!但对其差异及相关调控机理尚未

深入研究-

近年来!随着高通量测序技术的不断发展与

完善!昆虫的转录组学得到快速发展"张棋麟等!

&'(G#!而且蜜蜂转录组研究取得了阶段性研究

成果!但关于中华蜜蜂转录组研究报道较少!仅对中

华蜜蜂整体转录情况进行了初步探索"R<9#0#$)<!

&'(&#!缺少对中华蜜蜂不同发育阶段的转录组

表达信息的了解!尤其是性成熟发育阶段- 本研究

拟通过转录组测序!全面探讨中华蜜蜂蜂王和雄

蜂在性成熟时与刚出房时的转录组基本信息!并初

步分析了性成熟时期蜂王生殖系统与雄蜂生殖系统

的转录组信息!了解中华蜜蜂在性成熟过程中特定

基因的表达情况!为深入研究中华蜜蜂性成熟的发

育机制/主要相关基因克隆以及功能分析等奠定

基础-

;<材料与方法

;I;<供试昆虫

实验蜂群为江西农业大学蜜蜂研究所饲养的中

华蜜蜂!其蜂群各含有 ( 头同批次且交尾成功的新

蜂王- 蜜蜂自由出巢采集!不进行人工饲喂-

;IC<样品的采集

蜂王$按照标准的人工育王方法培育中华蜜蜂

蜂王"曾志将!&''.#!待中华蜜蜂蜂王出台后!立即

采集刚出房的蜂王!迅速用解剖剪从蜂王侧面解剖

并剔除蜂王体内的消化道!放入液氮中保存!待提

取E2!-

按照同样的方法培育中华蜜蜂蜂王!将新出房

的处女王囚入王笼并放入无王区- 处女蜂王出房

(& : 后!采集性成熟处女蜂王!并剔除蜂王体内的

消化道!放入液氮中保存!待提取E2!-

雄蜂$用隔王板将已开始产雄蜂卵的蜂王控制

在带有雄蜂巢房的巢脾中产卵!&) = 之后!移出蜂

王!并将该巢脾放在中间继续孵化发育- 待雄蜂即

将出房时!抖落巢脾中的工蜂!将该巢脾放入恒温恒

湿箱"温度 G*d!E\.*e!无光照#中!让雄蜂羽化

出房!并采集刚出房的雄蜂- 同时!对部分刚出房雄

蜂进行标记!放入原实验种群进一步发育!出房 (- :

后!采集这些已标记的雄蜂!用解剖剪从雄蜂侧面解

剖并剔除雄蜂体内的消化道!放入液氮中保存!待提

取E2!-

蜜蜂生殖系统$通过控制蜂王产雄蜂卵和人工

培育蜂王!获取性成熟的蜂王和雄蜂!迅速用解剖剪

从蜜蜂侧面解剖并剔除体内的消化道!取出生殖系

统!采集蜂王生殖系统和雄蜂生殖系统样品!放入液

氮中保存!待提取E2!-

;IL<样品?=5提取

从每组样品中随机挑选 ) 个样品!按照标准的

方法分别提取蜂王和雄蜂刚出房时期/性成熟时期

以及生殖系统样品的总 E2!!并进行 E2!质量检

测- 待样品检验合格后!将每组试验组的两个样品

等量混合E2!!各制备 & 个平行样-

;IN<创建3@=5文库和转录组测序

分别将各试验样品中E2!进行 DH2!反转录!

并进行纯化等处理!然后用琼脂糖凝胶电泳对片段

大小进行选择!最后进行 4̂E扩增!获得最终的

DH2!文库- 通过 15@7T<E2!的 8<;67:379: 测序方

法对各试验样品进行测序!并对测序获得原始数据
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经过去除低质量片段!切除 67<:$中含 2部分序列

后!获取干净序列- 具体参照 R<9#等"&'(&#研究

方法-

;IS<中华蜜蜂性成熟期差异表达基因分析

将试验获取的4@7<9 67<:$与R<9#等"&'(&#测

序获得的中华蜜蜂转录组数据进行混拼!然后以此

为参照!利用 ÊPX法计算每个 "9;#797的表达量

"X56%<_<F;0#$)C! &'',#- 在此基础上!参照 !":;D

和4@<F76;7"(..+#等描述的方法!对蜂王/雄蜂性成

熟过程中以及性成熟期生殖系统差异表达基因进行

筛选!并对这些差异基因在]Z"]797Z9%5@5#B#数据

库进行基因功能 富 集 分 类! 在 P>]]" PB5%5

>9DBD@587:;<5K]797$<9: ]795?7$#数据库进行代

谢途径富集分析-

;IM<T?>RQB?验证

为了验证试验结果的可靠性!分别重新采集上

述样品!经过剔除消化道后!按照 (C& 和 (CG 节的方

法制备 UEV3̂4E验证试验样品- 从比对结果中选

择了 * 个共同差异基因!在性成熟蜂王与刚出房蜂

王以及性成熟蜂王生殖系统与性成熟雄蜂生殖系统

样品中进行试验验证!并进行统计分析- 引物设计

如表 (-

C<结果与分析

CI;<中华蜜蜂转录组611")&$#测序和序列组装

对中华蜜蜂羽化和性成熟时期的蜂王和雄蜂样

品进行0@@"?;9<测序!将测序获得的原始图像数据

经J<$7D<@@;9#转化为序列数据 !并进行过滤去杂

表 ;<实时荧光定量QB?引物

>#71(;<T?>RQB?0+&)(+*

基因

]797

引物序列"*s/Gs#

6̂;?76$7U"79D7

/,D+'!7

S$ 44!!44!V4]!!]!!]V!]!4

E$ !V]!4V]V]4!!!]VVV]!]

/,D.'

S$ !VV]!!]]!]VVV]!V]]4!

E$ !]!]!VV4V4]!!VVV]]4V

/,D,G

S$ 4]!VV]]VV]!VV4!44VV

E$ ]4!]44!V!V!V444!V!]V!]

IDV

S$ !VV44!VVV4]V]]V4V4V

E$ V]!!4V!!!4]4!!!]V4V4!

463&G

S$ 4V!]VVV!V4!V4]]!V]]V]V

E$ 44VV4!!V]44]]VVV!4

H!DC/

S$ VV4!V]4V]VV!4V]4V!4!4

E$ ]!!]]44!V!44!]V4!!V

"包括含有带接头/重复的和测序质量很低的

67<:$#!得到干净序列- 从表 & 中可以看出!经过测

序获取到的干净序列数在 )G &&' +*& n*( +.( ,+&

之间!累计长度介于 ) G&& '+* &'' n* (+. (,+ &''

J8之间- 测序质量值大于等于 &'"Y&'#的碱基比

例均高于 .)e!]4含量 G-e n)(e之间"表 &#-

对测序数据进行组装后分析"表 G#!本研究获取的

每个样品的D@7<9 67<:$能组装成 D59%;#$数介于 ,,

G-( n('+ ).'!平均长度 G.- n)G& J8 之间- 459%;#$

的2*' 介于 .&) n( (() J8- 将这些D59%;#$和R<9#

等"&'(&#实验原始数据混拼!通过双末端链接和间

隙填充最终组装成 .' ,G. 个 "9;#797$!平均长度为

( *). J8!"9;#797$的2*' 是 G (*- J8- 对最后组装

出来的 "9;#797进行长度分布统计!共有 )( *G- 个

"9;#797$长度超过了 ( ''' J8"图 (#-

表 C<中华蜜蜂转录组数据分析

>#71(C<5$#19*&*,-%2(%+#$*3+&0%,)(.#%# ,-!7(+*$.)') *$.)')

样品

1<?8@7$

原始序列总数

V5%<@6<W67<:$

干净序列总数

V5%<@D@7<9 67<:$

干净核苷总数"9%#

V5%<@D@7<9 9"D@75%;:7$

Y&'

2百分比

2876D79%<#7

]4百分比

]4876D79%<#7

刚出房雄蜂

27W@B7?76#7: :6597

*, G') +(& ), ,() +)& ) ,,( )+) &'' .-C,G 'C'( G+C+*

刚出房蜂王

27W@B7?76#7: U"779

*. (.+ *&& *( )'G '&, * ()' G'& ,'' .+CG, 'C'( G+C(-

性成熟雄蜂

17T"<@@B?<%"67: :6597

*, )+' ,,& *( )'+ ))' * ()' +)) ''' .+C*, 'C'( G,CG*

雄蜂生殖系统

H659767865:"D%;F7$B$%7?

*. .G' (), *( +.( ,+& * (+. (,+ &'' .+CG' 'C'( )'C(-

蜂王生殖系统

Y"779 67865:"D%;F7$B$%7?

-( .-- G+& )* *G) ,+& ) **G ),+ &'' .)C.- 'C') G-C(-

性成熟蜂王

17T"<@@B?<%"67: U"779

*, (&( G.- )G &&' +*& ) G&& '+* &'' .)C., 'C') G+C'&

参考组

E7K7679D7

*( *,( *(' *( *,( *(' ) -)& GG* .'' .+C** 'C'G )(C.&

Y&'$ 质量值不低于 &' 的碱基比例 6̂5856%;59 5K9"D@75%;:7$W;%= %=7U"<@;%BF<@"7@<6#76%=<9 &' ;9 67<:$C参考组为R<9#等"&'(&#研究中华蜜蜂

转录组序列结果%下同- V=767K7679D7;$%=7%6<9$D6;8%5?75K%=7!$;<9 =597BJ77JBR<9#0#$)C"&'(&#CV=7$<?7J7@5WC
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表 L<测序序列组装质量

>#71(L<5**()719 T"#1&%9 ,-*(T"($3&$/ *(T"($3(

样品

1<?8@7$

总数

V5%<@9"?J76

总长度"9%#

V5%<@@79#%=

平均长度"9%#

X7<9 @79#%=

2*'

!

"9%#

459%;#

刚出房雄蜂

27W@B7?76#7: :6597

.& ',( G. +,G +*- )G& ( (()

刚出房蜂王

27W@B7?76#7: U"779

,, G-( G+ +.& -.. )&, ( ',*

性成熟雄蜂

17T"<@@B?<%"67: :6597

('* ',. )& &)* &(' )'& ...

雄蜂生殖系统

H659767865:"D%;F7$B$%7?

.- GG. )' &G- .&. )(, ( '(-

蜂王生殖系统

Y"779 67865:"D%;F7$B$%7?

('+ ).' )& -(( +*+ G.- .&)

性成熟蜂王

17T"<@@B?<%"67: U"779

.+ -.G )' G)) **- )(G ( '(*

参考组

E7K7679D7

+- ',+ &* ()G (.. GG' *&,

M9;#797

刚出房雄蜂

27W@B7?76#7: :6597

*& *G* +* )G, -.* ( )G- & ++,

刚出房蜂王

27W@B7?76#7: U"779

), &(G -) ',, .*. ( G&. & **,

性成熟雄蜂

17T"<@@B?<%"67: :6597

** -,. ++ .,+ )-+ ( )'' & +(-

雄蜂生殖系统

H659767865:"D%;F7$B$%7?

*) )(G +) &., *)( ( G-* & *,+

蜂王生殖系统

Y"779 67865:"D%;F7$B$%7?

*- (,& -+ +'. G,G ( &'* & GG+

性成熟蜂王

17T"<@@B?<%"67: U"779

*& (,' -- -G& (+) ( &++ & )*.

参考组

E7K7679D7

G- .+& &+ &GG )+. +G+ ( (&)

合计

V5%<@

.' ,G. ()' +(* &++ ( *). G (*-

!把组装出的D59%;#$或$D<KK5@:$从大到小排列!当其累计长度刚刚超过全部组装序列总长度 *'e时!最后一个 D59%;#或 $D<KK5@: 的大小即为

2*' 的大小- V=7<$$7?J@7: D59%;#$56$D<KK5@:$<67<66<9#7: K65?@<6#7%5$?<@@CR=79 %=7D"?"@<%;F7@79#%= ;$5F76*'e 5K%=7%5%<@@79#%= 5K<@@

<$$7?J@B$7U"79D7$! %=7$;_75K%=7@<$%D59%;#56$D<KK5@: ;$2*'C

图 ([459%;#$和 "9;#797$从头组装的长度分布

S;#C([I79#%= :;$%6;J"%;59 5K%=780&'-'<$$7?J@BK56D59%;#$<9: "9;#797$
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CIC<A$&/($(功能注释

将 "9;#797分别注释到 2E!1W;$$3̂65%!P>]]!

4Z]和 ]Z数据库中!并分别对注释到每个库以及

所有注释上的 "9;#797数目进行统计- 总共获得

)* ((&个 "9;#797$"占 ).C--e#具有比对结果"表

)#- 其中通过2E!1W;$$3̂65%!]Z!4Z]和 P>]]数

据库比对到的结果分别是 )) ++)").C&-e#!G- &.)

"G.C.*e#!&' ,*' "&&C.*e#!(. (-. "&(C('e#

和 GG )), "G-C,&e#-

表 N<A$&/($(*的注释结果

>#71(N<5$$,%#%&,$,-"$&/($(*

数据库

H<%<J<$7

注释 "9;#797$的数目

2"?J765K<995%<%7: "9;#797$

注释 "9;#797$的百分比

7̂6D79%<#75K

<995%<%7: "9;#797$

2E )) +)) ).C&-

1W;$$865% G- &.) G.C.*

4Z] (. (-. &(C(

]Z &' ,*' &&C.*

P>]] GG )), G-C,&

V5%<@ )* ((& ).C--

被2E注释到的 "9;#797$基因中!相似性高于

.*e基因占 *(C*e!相似性介于 ,'e n.*e之间的

基因数占 &,CGe"图 &#- 将这些 "9;#797$比对到各

个物种中!分别有 *GC+e!&-C)e和 ,C)e的基因比

对到西方蜜蜂/小蜜蜂中和熊蜂中!另外还有 +C-e

的未知基因"图 G#- 将这些 "9;#797$在 4Z]数据

库中进行分类!共分&*类"图)# !其中最大群体是

E类"一般功能预测#!有, &'(个基因!其次是 I!`

和P类"0复制!重组和修复1/0翻译!核糖体结构和

生物起源1/ 0转录1#!分别对应 G +),!G G)' 和

G &++个基因- 进一步将注释到 ]Z数据库中的

&' ,*'个 "9;#797$按照生物过程/细胞组成/分子功

能三大类别进行分类!其中按照生物过程分成 &G 个

类别!按照细胞组成分成 (, 个类别!按照分子功能

分成 (, 个类别-

图 &[注释到的 "9;#797$基因相似性分布

S;#C&[1;?;@<6;%B:;$%6;J"%;59 5K%=7<995%<%7: "9;#797$

图 G[注释到的 "9;#797$基因种类分布

S;#CG[187D;7$:;$%6;J"%;59 5K%=7<995%<%7: "9;#797$

图 )[M9;#797$的4Z]分类

S;#C)[4Z]D@<$$;K;D<%;59 5K%=7"9;#797$

CIL<中华蜜蜂不同时期差异表达基因分析

为了检测中华蜜蜂不同时期基因表达差异!我

们分析了中华蜜蜂蜂王和雄蜂在性成熟期与刚出房

时差异表达基因!并对同一时期两种性别的中华蜜
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蜂及生殖系统进行差异基因分析!具体差异数量如

图 * 所示!从图中可以看出$蜂王和雄蜂在性成熟期

上调表达的基因均比刚出房时要多%刚出房的雄蜂

上调表达的基因比蜂王多!但性成熟期的雄蜂上调

表达的基因比蜂王少%性成熟期蜂王卵巢上调表达

的基因比雄蜂精巢要多-

图 *[中华蜜蜂刚出房/性成熟蜂王和雄蜂之间差异表达基因的数目

S;#C*[2"?J765K:;KK7679%;<@@B7T867$$7: #797$<?59#97W@B7?76#7: <9: $7T"<@@B?<%"67: :6597$<9: U"779$5K!3+6"01$&$ "01$&$

>H$ 刚出房雄蜂 27W@B7?76#7: :6597% >Y$ 刚出房蜂王 27W@B7?76#7: U"779% 1H$ 性成熟雄蜂 17T"<@@B?<%"67: :6597% HE1$ 雄蜂生殖系统

H659767865:"D%;F7$B$%7?% YE1$ 蜂王生殖系统Y"779 67865:"D%;F7$B$%7?% 1Y$ 性成熟蜂王 17T"<@@B?<%"67: U"779C

[[比较性成熟蜂王与刚出房蜂王发现!两时期存

在 () '+& 个差异基因!其中 (( (,, 个基因在性成熟

蜂王中上调!& ,,) 个基因下调!包括 &+ 个表皮蛋

白/+ 个热应激蛋白/- 个气味结合蛋白和至少 (* 个

细胞色素 )̂*' 等基因- 性成熟雄蜂与刚出房雄蜂

相比较!有 . +)( 个基因存在差异表达!其中 - )'*

个基因在性成熟期上调表达!G GG- 个基因下调表

达!包括 () 个表皮蛋白/. 个气味结合蛋白和至少 .

个热应激蛋白/(' 个细胞色素 )̂*'-

刚出房的蜂王与刚出房的雄蜂相比!它们之间有

, GG(个基因存在差异表达!其中在刚出房蜂王中上

调表达的基因有 & )'- 个!在刚出房雄蜂中上调表达

的基因有* .&*个- 然而!到性成熟期之后!两者存在

(* ),+个差异基因!在蜂王和雄蜂中上调表达的基因

数量分别为 + ,-*和 + -&&个- 这些差异基因中包括

了 .种气味结合蛋白!其中只有气味结合蛋白基因 (*

";KD(*#在性成熟蜂王中上调表达!其余 , 种气味结

合蛋 白 相 关 基 因 ";KD.! ;KD(! ;KD-! ;KD()!

;KD&(!!,D-!!,D) 和 !,D*#在性成熟雄蜂中上调

表达-

研究发现!性成熟期蜂王与雄蜂生殖系统之间

存在 &- .+- 个差异表达基因!其中!在蜂王生殖系

统中高表达的基因有 () **) 个!另外 (& )&& 个基因

在雄蜂生殖系统中高表达!其比例与性成熟期蜂王

和雄蜂差异基因比例相似- 在这些差异基因中!有

+ 个气味结合蛋白存在显著差异表达!其中只有

;KD() 基因在蜂王生殖系统中上调表达!另外 - 个

气味结合相关基因";KD.!;KD(!;KD(-!;KD&(!

!,D& 和!,D)#均在雄蜂生殖系统中上调表达-

CIN<P4和8EPP富集分析

将差异基因作为前景!全部基因作为背景!进行

]Z和P>]]的富集分析- 性成熟蜂王与刚出房蜂

王差异基因按照细胞组成/分子功能和生化过程三

大类!共分为 *- 个功能群!分别有 &,!(' 和 *' 个

]Z%76?在三大类中显著富集"Dj'C'*#!包括气味

结合类- 性成熟雄蜂与刚出房雄蜂差异基因按照生

物合成/细胞组成和分子功能三大类!共分为 ** 个

功能群! 有 &-!&G 和 *' 个]Z%76?在三大类中显著

富集"Dj'C'*#!包括气味结合类- 性成熟蜂王与

性成熟雄蜂差异基因按生物合成/细胞组成和分子

功能三大类分为 *- 个功能群!有 (G!- 和 &. 个 ]Z

%76?在三大类中显著富集"Dj'C'*#!包括气味结

合类- 性成熟期的蜂王生殖系统与雄蜂生殖系统差

异基因共分 *+ 个功能群!有 (,!(* 和 )- 个]Z%76?

在三大类中显著富集"Dj'C'*#-

将差异基因与 P>]]数据库进行比对!性成熟

蜂王与刚出房蜂王之间的差异基因能归类到 &** 个

生化途径!其中 )' 个显著富集"Dj'C'*#%性成熟

雄蜂与刚出房雄蜂之间的差异基因能归类到 &*+ 个

生化途径!其中 -+ 个显著富集"Dj'C'*#%性成熟
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蜂王与性成熟雄蜂差异基因能归类到 &*- 个生化途

径!其中 *( 个显著富集"Dj'C'*#%性成熟期的蜂

王生殖系统与性成熟期的雄蜂生殖系统差异基因能

归类到 &*+ 个生化途径!其中 ). 个显著富集"Dj

'C'*#-

CIS<T?>RQB?验证结果

从差异基因中选择了 ) 种热应激蛋白基因和

V̂o基因在性成熟蜂王与刚出房蜂王以及性成熟蜂

王生殖系统与性成熟雄蜂生殖系统样品中进行验

证- ) 个热应激蛋白基因和 V̂o基因在性成熟蜂王

中的表达均显著高于刚出房蜂王"表 *#!与转录组

结果一致- 另外!\1 +̂'!J和\1 &̂G 基因在性成熟

雄蜂生殖系统显著上调表达!而\1 .̂' 和 V̂o基因

在性成熟蜂王生殖系统中显著上调表达"表 -#!与

转录组结果一致- \1 ,̂G 基因在性成熟的两种生殖

系统表达量差异不显著"表 -#-

表 S<S 个基因在中华蜜蜂蜂王中的表达

>#71(S<!"#$%&%#%&'(#$#19*&*,--&'(/($(*&$!7(+*$.)') *$.)') T"(($*

基因

]797

刚出房蜂王转录组 ÊPX值

ÊPX5K%6<9$D6;8%5?7;9

97W@B7?76#7: U"779

性成熟蜂王转录组 ÊPX值

ÊPX5K%6<9$D6;8%5?7;9

$7T"<@@B?<%"67: U"779

刚出房蜂王基因表达量

>T867$$;59 @7F7@5K#797;9

97W@B7?76#7: U"779

性成熟蜂王基因表达量

>T867$$;59 @7F7@5K#797;9

$7T"<@@B?<%"67: U"779

D值

D3F<@"7

/,D+'!7 *C-)&) &'C-,,G ( GC-('- j'C'*

/,D.' &)C+.*. +,C)&*( ( GC&.(+ j'C'*

/,D,G +'C)(&- G')C*-(- ( .C'&') j'C'*

IDV .)(C(+G& & ((GC)-,- ( )C-,., j'C'*

/,D&G (&GC'('- .&&CG,(- ( )C(&,( j'C'*

表 M<S 个基因在中华蜜蜂性成熟蜂王和雄蜂生殖系统中的表达

>#71(M<!"#$%&%#%&'(#$#19*&*,--&'(/($(*&$%2(*(K"#119 )#%"+(.+(0+,."3%&'(*9*%()

,-!7(+*$.)') *$.)') T"(($*#$..+,$(*

基因

]797

雄蜂生殖系统转录组 ÊPX值

ÊPX5K%6<9$D6;8%5?7;9

:659767865:"D%;F7$B$%7?

蜂王生殖系统转录组 ÊPX值

ÊPX5K%6<9$D6;8%5?7;9

U"779 67865:"D%;F7$B$%7?

雄蜂生殖系统基因表达量

>T867$$;59 @7F7@5K#797;9

:659767865:"D%;F7$B$%7?

蜂王生殖系统基因表达量

>T867$$;59 @7F7@5K#797;9

U"779 67865:"D%;F7$B$%7?

D值

D3F<@"7

/,D+'!7 (-<,+-G '<),-, ( '<'GG, j'<'*

/,D.' (-)<-&G- *'(<,.( ( (<)(G& j'<'*

/,D,G ,G<**&+ )'-<&).& ( (<-.,G q'<'*

IDV .+(<--,+ G ).,<((( ( (<+',& j'<'*

/,D&G ,+(C)&,& )'C(,() ( 'C'(*, j'C'*

L<讨论

本研究通过高通量测序技术对中华蜜蜂蜂王和

雄蜂性成熟时期及性成熟期生殖系统的转录组差异

进行了分析- 测序结果发现$所有试验样本高质量

的数据"Y&'#均高于 .)e!说明测序质量较好- 所

有转录组测序获得的 67<:$!组装后!获取 .' ,G. 个

"9;#797$!平均长度 ( *). J8!而且大部分 "9;#797$

能比对到亲缘关系较近的物种!仅 +C-e "9;#797$

未知!这也说明测序组装质量较好-

对差异表达基因进行分析发现!性成熟的蜂王

和雄蜂与刚出房时期相比!均存在大量显著表达差

异的基因!而且表皮蛋白/热应激蛋白/气味结合蛋

白以及细胞色素 )̂*' 基因均存在差异表达!并且气

味结合类显著富集!说明这些基因与雄蜂识别信息

素具有必然关系!从而有利于蜜蜂正常交尾-

昆虫表皮蛋白是结构蛋白!它和几丁质一起组

成昆虫抵御外界环境的屏障!形成角质层"刘清明

等!&'('#- 本研究发现在雄蜂或蜂王生长发育过

程中差异表达的表皮蛋白基因均在刚出房时期上调

表达!主要原因在于刚出房的蜜蜂比较柔弱!体格较

软!机体有待于进一步发育成熟!从而需要表皮蛋白

基因表达活跃!基因表达产生的蛋白经过转运机制

运输到昆虫体壁上皮细胞之外而参与外骨骼的

构建-

细胞色素 )̂*'$广泛分布于各种需氧生物中!

如昆虫/植物/细菌等- 它在昆虫中除了参与体内的

生物代谢外!还具有激素的合成与分解"李斌等!

&'')#- 细胞色素 )̂*' 基因大部分在蜜蜂性成熟

期高度表达!可能参与了蜜蜂体表信息素的合成!如

.3氧代3癸 二 烯 酸 " .3ZH!#- 另 外! 细 胞 色 素
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4l̂G)&!(!4l̂-NH( 和4l̂-!1* 基因在性成熟期

的蜂王和雄蜂均上调表达!而细胞色素 4l̂)!k(

基因却下调表达!这些基因可能是蜜蜂性成熟期的

部分管家基因- 细胞色素 )̂*' 还具有抗氧化和加

强免疫的作用!降低外来物的侵害!还可能与热应激

蛋白一起抵抗外界不良环境的影响-

气味结合蛋白是一类识别或结合外界气味分子

并传输给受体的一类蛋白!广泛分布于昆虫触角器

官或表皮细胞中- 本研究发现!大部分气味结合蛋

白基因在性成熟雄蜂上调表达!这可能与蜜蜂交尾

机制有关!雄蜂为了在空中有效地追逐蜂王并进行

交尾!就需要获取蜂王在婚飞过程中释放的信息素-

有些上调基因或下调基因是其不同时期的特异性表

达"李红亮!&''+#-

性成熟时期是蜂王和雄蜂成功交配的必然条件

之一!而且其体表会释放信息素来吸引对方- 比较

性成熟期的蜂王和雄蜂差异表达基因发现!两者之

间存在 (* ),+ 个差异基因!包括 . 种气味结合蛋白

基因!其中 , 种在雄蜂中上调表达!说明雄蜂性成熟

期嗅觉特别敏感!有利于婚飞时进行竞争交配- 同

样!比较两者之间的生殖系统发现!有 + 种气味结合

蛋白基因存在差异表达!其中 - 种在雄蜂生殖系统

上调表达!这也说明气味结合蛋白与雄蜂性腺发育

有着密切的关联-

另外!刚出房雄蜂与刚出房蜂王存在 . GG( 个

差异表达基因!而且其中 * .&* 个基因在刚出房雄

蜂中上调表达!这可能是由于刚出房雄蜂新陈代谢

比刚出房蜂王要快!这有待于进一步研究-

本研究利用高通量测序技术对中华蜜蜂蜂王和

雄蜂在刚出房/性成熟时期以及其性成熟期时期生

殖系统的转录组进行测序和分析!揭示了中华蜜蜂

发育的两个关键时期和性成熟时期生殖系统转录组

的整体表达特征- 初步发现中华蜜蜂在发育过程

中!其表皮蛋白基因/热应激蛋白基因/细胞色素

)̂*' 基因以及气味结合蛋白基因表达发生了明显

的变化!为深入研究中华蜜蜂生长发育/繁殖以及相

关基因功能及调控等提供了丰富的数据资源-
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