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东方蜜蜂气味受体基因 Or1 和 Or2 的
克隆与序列分析*
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摘 要 本研究采用自行设计的引物对东方蜜蜂 Apis cerana Fabricius 气味受体( odorant receptors)Or1、Or2 的部分

基因组序列(GenBank 登录号为:JN544932，JN544931)进行了克隆、测序和分析，以探寻传统气味受体( AcOr1)和

非典型气味受体(AcOr2)基因在近缘种昆虫间的进化差异。试验所得的东方蜜蜂气味受体基因 Or1、Or2 的序列

长度分别为 1 247 bp 和 1 138 bp，各包含 4 个和 2 个内含子，编码区序列长度分别为 682、686 bp。经序列比对发

现，两气味受体 DNA 序列在东、西方蜜蜂及熊蜂间差异较大，最低相似性仅为 56% (AcOr1—BtOr82a-like)，差异的

主要来源为内含子长度及其碱基的变异，而编码区氨基酸序列相似性较高，均达 85%以上;从整体分析来看，在膜

翅目昆虫中，非典型气味受体 AcOr2 较传统气味受体 AcOr1 是相对保守的气味受体基因。
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Gene cloning and sequence analysis of Or1 and Or2 in Apis cerana
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Abstract Two odorant receptors，the parial DNA sequences AcOr1，AcOr2 (Genbank accession number: JN544932，

JN544931) of Apis cerana Fabricius were cloned using PCR． The aim was to explore the evolutionary diversity of

conventional and atypical odorant receptors among related species． The cloned fragments of AcOr1 and AcOr2 were 1 247

bp and 1 138 bp in length，and contained 4 and 2 introns respectively． The coding region lengths were 682 bp and 686 bp

respectively． Sequence alignment showed that genome sequences were highly divergent in different insects of A． cerana，

A． mellifera and Bombus terrestris with minimum identity of 56% ( AcOr1—BtOr82a-like ) ． These differences were

primarily due to variation in nucleotides and intron length，although amino acid sequences shared high identity (≥85% ) ．

Compared with AcOr1，AcOr2 appears to be a relatively conservative odorant receptor in Hymenopteran insects．
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昆虫具有特殊的嗅觉系统，用来感知外界环
境中的气味信号，当气味分子与嗅觉神经元上的
受体结合后产生一系列的化学信号，并将其传递
到被激活的大脑中枢神经元中，从而对气味做出
判断，并进一步调节昆虫相应的行为，如觅食、交

配、产卵、同族识别 及 躲避 敌害 等 ( Robertson
et al．，2003; Field et al．，2009)。昆虫气味受体
分为两类:一类是传统气味受体，另一类是 Or83b
受体家族，亦称为非典型气味受体。传统气味受
体的氨基酸序列在不同昆虫中同源性很低，而
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Or83b 受体家族较为特殊，其氨基酸序列和功能在
不同昆虫中都是高度保守的。Or83b 本身并无感
受气味的功能，在大多数的嗅觉神经元中它必须
与传统气味受体形成异质二聚体复合物，来共同
完成感受气味分子的功能 (Krieger et al．，2003;
Larsson et al．，2004; Hallem et al．，2006)。

昆虫的气味受体具有与线虫和脊椎动物截然
相反的拓扑结构，其受体蛋白的 N 末端位于细胞
膜内，而 C 末端位于细胞膜胞外 ( Benton et al．，
2006; Wistrand et al．，2006)，这使得昆虫的气味
识别机制成为研究的热点。到目前为止，在气味
受体的鉴定(Clyne et al．，1999; Robertson et al．，
2006，2010 )、结构特征 ( Benton et al．，2006;
Wistrand et al．， 2006 )、组 织 特 异 性 表 达
(Robertson and Wanner，2006; Patch et al．，2009;
张帅等，2009)、功能(Wanner et al．，2007; Nichols
et al．，2010; Marshall et al．，2011)及信号转导机
制方面 ( Sato et al．，2008; Wicher et al．，2008;
Nichols and Luetje，2010)已做了大量研究。

蜜蜂是对人类有益的昆虫，随着人们对蜜蜂
生物学特点认识和研究的深入，蜜蜂从经济昆虫
走向模式生物的研究已逐渐兴起。Krieger 等
(2003)利用 Or83b 家族保守性，扩增出了西方蜜
蜂的 Apis mellifera L． 第 一 个 气 味 受 体 基 因
AmelR2。在西方蜜蜂全基因组测序的完成后
(Weinstock et al．，2006)，Robertson 等 (2006)利
用生物信息学方法，从其基因组中共鉴定到了 170
个 Or 基因，通过聚类分析也找到了西方蜜蜂的
Or83b 家族成员，定名为 AmOr2。东方蜜蜂 Apis

cerana Fabricius 是西方蜜蜂的近缘种，因其具有善
于采集零星蜜源、耗蜜量低、抵抗胡蜂及有节制的
产卵等优点受到广大养蜂者的欢迎 (杨冠煌，
2001; 曾志将，2002)，而有关东方蜜蜂气味受体
方面的文章还未见报道，本文以东方蜜蜂为研究
对象，克隆和分析了东方蜜蜂两类不同气味受体
Or1 和 Or2 的基因组序列，为进一步研究昆虫气味
受体的起源及进化规律提供基础数据。

1 材料与方法
1. 1 供试样本与试剂

东方蜜蜂取自山西农业大学动物科技学院实
验中蜂场，每群随机抓取数只工蜂，采用常规的酚
－氯仿抽提法从工蜂的胸部肌肉中提取基因组
DNA，用核酸测定仪(ND1000)测定其浓度及纯度，
选取其中质量最好的个体 DNA 进行后续扩增试验。

Taq DNA 聚合酶、pGM-T 克隆试剂盒为天根
生化公司产品; 普通琼脂糖凝胶回收试剂盒，质粒
小提试剂盒为 Omega 公司产品;内切酶 EcoRI 为
Takara 公司产品;其它试剂为国产或进口分析纯
试剂。

1. 2 引物设计
根据 GenBank 中已发表的近缘种西方蜜蜂

AmOr1、AmOr2 序 列 ( 登 录 号 分 别 为: NC_
007071. 3，NC_007070. 3)，分别设计了 2 对扩增序
列有重叠区域的引物用于扩增东方蜜蜂相应基因
组序列(AcOr1、AcOr2)，引物序列如表 1 所示。

表 1 用于扩增 AcOr1 和 AcOr2 的特异性引物
Table 1 Specific primers used for amplification AcOr1 and AcOr2

目的基因
Objective gene

扩增用引物
Primer

扩增产物长度
Size of product

AcOr1

F1:5' － CAAGGAGGACAACACGACTCA － 3'

R1:5' － TGCTCAGTGATTCTCCAACCC － 3'
656 bp

F2:5' － TGAACGATGTCGATAACACG － 3'

R2:5' － GTAGGCTGCCGAAGTTTT － 3'
996 bp

AcOr2

F1:5' － TCACCATGCTCTTCTTCACG － 3'

R1:5' － CGCTGAATTCCATCAAAGGC － 3'
767 bp

F2:5' － TGCTCGTGGCTCCTGTTCGC － 3'

R2:5' － AGCAGTTGGCCGGAAGGTGG － 3'
447 bp
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1. 3 AcOr1 和 AcOr2 基因组 DNA 的扩增、克隆
与测序

以提取的工蜂基因组 DNA 为模版，用上述引
物分别进行 PCR 扩增，PCR 反应条件为:94℃预变
性 4 min;94℃ 30 s，52 ～ 58℃ 30 s，72 ℃ 1 min，32
个循环;72℃延伸 8 min。PCR 产物经 1%的琼脂
糖凝胶电泳检测后进行割胶回收，将回收产物连
接到 pGM-T 载体上，然后转化到 DH5α 感受态细
胞中，挑取白色单克隆菌斑，摇菌培养后提取质
粒，最后经 EcoRⅠ双酶切位点鉴定后选取阳性质
粒送北京华大基因研究中心进行测序。

1. 4 序列分析
测序结果首先在 NCBI 中经 BLAST( http: / /

blast． ncbi． nlm． nih． gov /Blast． Cgi)搜索比对检
查序列的正确性，然后采用 DNAman 软件进行序
列拼接，拼接结果及各同源序列经 Clastal W 软件

进行比对分析，最后利用 Mega4. 0 中 Neighbor-
Joining(NJ)法构建系统发育树。

2 结果与分析
2. 1 序列测定

通过对东方蜜蜂 DNA PCR 扩增产物的克隆、
测序及序列拼接，获得了 2 条气味受体部分基因
组序列，根据对应的西方蜜蜂气味受体序列，分别
命名为 AcOr1 和 AcOr2(GeneBank 登录号分别为:
JN544931，JN544932 )。AcOr1 序列长度为 1 247
bp，包含 5 段外显子和 4 个内含子(为全序列完整
的内含子区)，A + T 含量为 70. 3%，G + C 含量为
29. 8% ;AcOr2 序列长度为 1 138 bp，包含 3 段外显
子和 2 个内含子，A + T 含量为 58. 9%，G + C 含量
为 41. 1%。2 条序列的基因结构模式如图 1 所
示。

图 1 AcOr1 和 AcOr2 的基因结构模式图
Fig． 1 The ideograph of AcOr1 and AcOr2 gene structure

代表外显子， 代表内含子，数字表示所得片段的长度。

represent exon region， represent intron region，numeral represent the length of exons or introns．

2. 2 同源性比对
2. 2. 1 核苷酸序列分析 测序结果经 BLAST 搜
索，分别找到 2 条与 AcOr1、AcOr2 同源的序列进行
多序列比对(图 2，3)。从图 2，3 中可以看出，两气
味受体 DNA 序列长度在 3 个昆虫中差异较大，但
外显子区长度是较为保守的(仅熊蜂 Or2 序列比
东、西方蜜蜂 Or2 多出 3 个碱基)。通过序列比对
分析得到: AcOr1 与 AmOr1 相似性为 84%，与
BtOr82a-like 相似性为 56%，其中内含子区相似性
分别为 71% 和 28%。AcOr2 与 AmOr2 相似性为
80%，与 BtOr2 相似性为 73%，其中内含子区相似
性分别为 64%和 63%。
2. 2. 2 编码区氨基酸序列分析 对 AcOr1、AcOr2
外显子区分别进行拼接、翻译得出，AcOr1、AcOr2
外显子区分别编码 226 和 228 个氨基酸。经
BLAST 搜索后，在结果中分别找出 6 条和 13 条与

其同源的膜翅目昆虫氨基酸序列(图 4，5)。序列
比对结果表明，AcOr2 与 AmOr2 相似性最高，达到
100%，与 CsOr2 相似性最低，为 66% ;AcOr1 与
AmOr1，AmOr3 的相似性分别为 99%，81%，与
NvOr9 仅有 34%的相似性。

2. 3 聚类分析
根据 AcOr1、AcOr2 氨基酸同源性比对结果，

采用 Mega4. 0 软件中的 NJ 法分别构建东方蜜蜂
与其它膜翅目昆虫气味受体系统进化树(图 6，
7)。从图 6 可以看出，东方蜜蜂 Or1 与西方蜜蜂
Or1 及 Or3 之间，丽蝇蛹集金小蜂 Or2 与 Or9 之间
亲缘关系较近。而 Or83b 受体家族聚类树(图 7)
能较好地反映昆虫间的进化关系，从图 6，7 中可
以看出，蜜蜂科昆虫与蚁科亲缘关系最近，而与茧
蜂科及小蜂总科亲缘关系相对较远。
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图 2 AcOr1 核苷酸序列与其它昆虫相应序列的比对
Fig． 2 Nucleotide sequences alignment of AcOr1 with that of other insects

-----代表相同的碱基; － － － －代表缺少的碱基;下划线部分是外显子区。

-----represent the same base; － － － － represent the missing base;sequences above the underline are exon．

AcOr1: Apis cerana Or1( JN544932); AmOr1: Apis mellifera Or1(NC_007071. 2);

BtOr:Bombus terrestris Or82a-like (NC_015763. 1) ．

3 讨论

昆虫的气味受体和味觉受体在氨基酸序列上

是高度分化的，基因的重复和缺失，以及在特定神
经元中的低表达特点，使得对它们的鉴定高度地
依赖基因组测序工作(Clyne et al．，1999; Vosshall
and Stocker，2007)。目前已有 10 余种昆虫的气
味受体得到了全面的鉴定，这为它们近缘种昆虫
相应受体的鉴定奠定了基础。本试验试图以东方
蜜蜂的近缘种西方蜜蜂气味受体 Or1 及 Or2 序列
为参照，在外显子区设计引物对东方蜜蜂相应基

因的 DNA 序列进行扩增，结果发现，东、西方蜜蜂
两气味受体在序列长度上存在较大差异，东方蜜
蜂与西方蜜蜂 Or1 DNA 长度分别为 1 247 bp、
1 286 bp，Or2DNA 长度分别为 1 138 bp、1 833 bp。

西方蜜蜂两气味受体的基因组长度均长于东方蜜
蜂的基因组长度。

从生物进化的角度来看，内含子的进化速率
很快，保守程度远低于外显子，对内含子序列的比
较研究，可以为我们研究近缘种的进化提供线索。

从试验结果可以看出，同属的东方蜜蜂和西方蜜
蜂气味受体基因 Or1、Or2 的外显子区同源性能达
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图 3 AcOr2 核苷酸序列与其它昆虫相应序列的比对
Fig． 3 Nucleotide sequences alignment of AcOr2 with that of other insects

-----代表相同的碱基; － － － －代表缺少的碱基;下划线部分是外显子区。

----- represent the same base; － － － － represent the missing base;sequences above the underline are exon．

AcOr2: Apis cerana Or2( JN544931); AmOr2: Apis mellifera Or2(NC_007070);

BtOr2: Bombus terrestris Or2(NW_003566036) ．

到 99%以上，而内含子区同源性较低，仅为 71%

和 64%，这与王妮娜(2008)研究的 2 个榕小蜂近
缘种 Or83b-like 基因同源性的结果相似。从核苷
酸序列比对图可以看出，AcOr1、AcOr2 与西方蜜
蜂和熊蜂相应基因在序列长度上存在较大差异，

而这种差异绝大部分存在于内含子中，且亲缘关
系的远近与内含子的差异存在相关关系，亲缘关
系越远，内含子的差异就越大。

氨基酸序列比对结果显示，AcOr2 与其它膜翅
目昆虫 Or83b 类基因具有较高的同源性，证明
AcOr2 属于 Or83b 家族。另外，经比对搜索可以看
出，Or83b 受体家族与其它气味受体间没有同源

性，而传统气味受体间却可能存在同源现象，如
AmOr1 与 AmOr3 之间，NvOr2 与 NvOr9 之间有相
似区域，且从其基因定位图中可以看到，这些基因
均位于同一染色体上，表明这些气味受体可能是
由同一基因分化而来的。
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图 4 AcOr1 氨基酸序列与其它膜翅目昆虫相应序列比对图
Fig． 4 Amino acid sequences alignment of AcOr1 with that of other insects in Hymenoptera
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图 5 AcOr2 氨基酸序列与其它膜翅目昆虫相应序列比对图
Fig． 5 Amino acid sequences alignment of AcOr2 with that of other insects in Hymenoptera

-----代表相同的氨基酸; － － －代表缺少的氨基酸。

-----resperant the same amino acid; － － － resperant the missing amino acid．

AcOr2: Apis cerana Or2 ( JN544931 ); AmOr2: Apis mellifera Or2 ( NP _ 001128415 ); BiOr7: Bombus

impatiens Or7(XP_003494153); BtOr7: Bombus terrestris Or7(XP_003402775); SiOr: Solenopsis invicta

Or ( EFZ15266 ); MmOr1: Microplitis mediator Or1 ( ABM05966 ); AeOr7: Acromyrmex echinatior Or7

(EGI63650); NvOr1: Nasonia vitripennis Or1(NP_001164465); CsOr2: Ceratosolen solmsi marchali Or2

( ABY51614 ); CfOr7: Camponotus floridanus Or7 ( EFN70194 ); PpOr2 Philotrypesis pilosa Or2

( ABY51616 ); HsOr7: Harpegnathos saltator Or7 ( EFN84180 ); AbOr2: Apocrypta bakeri Or2

(ABY51615); PsOr2: Philotrypesis sp． Or2(ABY51617) ．
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图 6 AcOr1 与其同源序列的系统进化树
Fig． 6 Phylogenetic tree of AcOr1 with its homology genes of other insects

图 7 AcOr2 与其同源序列的系统进化树
Fig． 7 Phylogenetic tree of AcOr2 with its homology genes of other insects
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