
  
 

应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology    2017, 54(1): 7683.       DOI: 10.7679/j.issn.20951353.2017.008 

 

                           

*资助项目 Supported projects：现代农业产业技术体系建设专项资金资助（CARS-45-KXJ9） 

**第一作者 First author，E-mail：1273657548@qq.com 

***通讯作者 Corresponding author，E-mail：yulinsheng@ahau.edu.cn 

收稿日期 Received：2016-09-09，接受日期 Accepted：2016-10-13 

 

化学感受蛋白 Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 在 
意大利蜜蜂成年工蜂中的时空表达水平研究* 

齐  磊 1**  施腾飞 1, 2  刘  芳 1  王宇飞 2  余林生 1*** 
（1. 安徽农业大学动物科技学院，合肥 230036；2. 安徽农业大学植物保护学院，合肥 230036） 

摘  要  【目的】 化学感受蛋白（Chemosensory proteins，CSPs）广泛存在于昆虫的触角等化学感受器

中，在昆虫的化学感受系统中发挥着重要的作用，为探究 Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 在意大利蜜蜂 Apis 
mellifera ligustica 成年工蜂中的时空表达水平及功能。【方法】 首先通过荧光定量 PCR 技术检测了

Amel-CSP3和 Amel-CSP4在哺育蜂和采集蜂的触角、头部、胸部、腹部和腿的表达水平；然后对不同日龄
工蜂（1, 6, 12, 18, 28日龄）触角中 Amel-CSP3和 Amel-CSP4的表达情况进行检测。【结果】 Amel-CSP3
在哺育蜂和采集蜂触角均具有较高的表达水平，其在 28 日龄触角中的表达水平最高，显著的高于其他日

龄（P<0.05）；Amel-CSP4仅在工蜂触角表达，其在触角中表达水平随着工蜂日龄的增加而逐渐降低。【结

论】  Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 在意大利蜜蜂工蜂中的表达水平具有显著地时空特异性，这对探究
Amel-CSP3和 Amel-CSP4以及整个 CSPs家族的功能具有一定的生物学意义。 

关键词  意大利蜜蜂，工蜂，化学感受蛋白，时空表达，荧光定量 PCR 

Spatiotempotal expression levels of the chemosensory proteins 
Amel-CSP3 and Amel-CSP4 in adult Apis mellifera ligustica workers 

QI Lei1**  SHI Teng-Fei1, 2  LIU Fang1  WANG Yu-Fei2  YU Lin-Sheng1*** 

(1. College of Animal Science & Technology, Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China; 

2. College of Plant Protection; Anhui Agriculture University, Hefei 230036, China) 

Abstract  [Objectives]  Chemosensory proteins are abundantly distributed in the antennae and other chemosensory organs 

of insects, and are believed to play important roles in the chemosensory system. This work aims to study the temporal and 

spatial expression levels, and explore the functions of, two chemosensory proteins, Amel-CSP3 and Amel-CSP4, in adult Apis 

mellifera ligustica workers. [Methods]  Expression levels of Amel-CSP3 and Amel-CSP4 in different organs of nurses and 

foragers, and in the antennae of 1, 6 12, 18 and 28 day-old workers, were quantified with RT-qPCR. [Results]  Amel-CSP3 

was more highly expressed in the antennae of both nurses and foragers，and its expression level in the 28 day-old workers was 

significantly higher than that in younger workers (P<0.05). Amel-CSP4 was only expressed in workers’ antennae, where its 

expression decreased with age. [Conclusion]  The expression of Amel-CSP3 and Amel-CSP4 had a high degree of 

spatiotemporal specificity in adult Apis mellifera ligustica workers. This finding provides important information for exploring 

the function of Amel-CSP3, Amel-CSP4, and other chemosensory proteins, in A. m. ligustica. 

Key words  Apis mellifera ligustica, worker, chemosensory proteins, temporal-spatial expression level, RT-qPCR 

昆虫在进化过程中，发展演变了复杂的化学

信息感受机制，能够通过敏锐的嗅觉、味觉等感

受环境中的化学刺激因子，完成觅食、交配、产

卵等行为（Pilpel and Lancet，1999；Pelosi et al.，
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2014）。昆虫的化学感受器官中主要存在气味结

合蛋白（Odorant-binding proteins，OBPs）和化

学感受蛋白（Chemosensory protein，CSPs）两

种蛋白家族。 

CSPs 是一种小的保守的可溶性蛋白，CSPs

家族的第一个成员首先在果蝇 Drosophila mela-
nogaster中被发现，由于其在果蝇触角中特异性
表达而被称为可溶性嗅觉特异蛋白（Olfactory 

specific-D，OS-D）（McKenna et al.，1994）。随

着昆虫基因组研究的全面发展，越来越多的昆虫

化学感受蛋白基因被发现（Sánchez-Gracia et al.，
2009；Xu et al.，2009；Zhou et al.，2010；Hua 

et al.，2013；Yi et al.，2014）。CSPs最初在果蝇

的 成 熟 嗅 觉 器 官 和 美 洲 蟑 螂 Periplaneta 
americana 再生腿中被发现，这显示其在不同种
类昆虫中具有嗅觉或者调节昆虫生长发育的功

能（Nomura et al.，1992；McKenna et al.，1994；

Pikielny et al.，1994；Picimbon et al.，2003）。

沙漠蝗虫 Schistocerca gregaria 和日本弓背蚁
Camponotus japonicus 的 CSPs 作为气味结合蛋

白在将疏水性感觉分子传递给感觉器官的过程

中发挥着作用（Angeli et al.，1999；Ozaki et al.，
2005）。Maleszka 等（2007）研究发现沉默表达

意大利蜜蜂（简称意蜂）卵中的 Amel-CSP5将导
致蜜蜂头部的畸形发育。近年来的研究数据显示

CSPs 不仅在昆虫触角、腿、翅膀等化学感受器

中具有较高的水平，而且广泛存在于昆虫的各种

组织中（Picimbon et al.，2001；Pelosi et al.，2006；

Zhou et al.，2008；Zhang et al.，2009；Dani et al.，
2011；Sun et al.，2016；Xue et al.，2016；Yuan 

et al.，2016）。CSPs不仅具有嗅觉功能，在昆虫

体内还发挥着其他多样的生理功能（Pelosi   

et al.，2006；Sánchez-Gracia et al.，2009）。在

东亚飞蝗 Locusta migratoria中，CSP3对其群居

型和散居型生理状态的转变发挥着重要的作用

（Guo et al.，2011）。烟粉虱 Bemisia tabaci和家
蚕 Bombyx mori体内的 CSPs能够作为杀虫剂的

清除剂，在昆虫的抗药性中发挥作用（Liu et al.，
2014；Xuan et al.，2014）。CSPs因其复杂多样

的功能，越来越成为昆虫学中研究的热点。 

意蜂共有 6 种化学感应蛋白 Amel-CSP1~ 

Amel-CSP6（Foret et al.，2006），已经有研究表

明 Amel-CSP5 特异性的存在于卵中并参与胚胎

的发育（Maleszka et al.，2007），Amel-CSP3在

幼虫信息素运输中发挥着重要的作用（Briand  

et al.，2002），Amel-CSP3不仅仅只存在于触角

等化学感受器官中，在意蜂的其他部位也有较高

的水平（Foret et al.，2006），说明 Amel-CSP3

可能还具有其他生理功能，意蜂 Amel-CSP1~ 

Amel-CSP6的具体精确功能仍需进一步探究。意

蜂是真社会性昆虫，一直是人类研究动物复杂社

会行为的最佳模式昆虫之一（Robinson et al.，
2005）。正常蜂群中的工蜂有着明确的社会分工

分为，其中最为经典的就是哺育和采集行为。工

蜂一般在出房后的 2~3 周内主要从事巢内哺育

工作，称为哺育蜂（Seeley，1982；Crailsheim，

1991，1992）；18日龄左右会进行试飞，此后则

主要参与巢外采集工作，即为采集蜂，主要采集

花蜜、花粉、蜂胶等（Winston，1987；Robinson，

1992），采集蜂可能对植物花挥发物更加敏感。

在本研究中，我们运用荧光定量 PCR 技术分别

检测 Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 在哺育蜂和采集
蜂不同部位的表达水平，同时对不同日龄工蜂触

角中 Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 的表达水平进行
了定量分析。这不仅能够更好的了解和预测

Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 的功能，为进一步探

索 Amel-CSP3和 Amel-CSP4的功能提供了一定

的方向和理论基础，而且对于探究整个 CSPs家

族的功能具有一定的生物学意义。 

1  材料与方法 

1.1  蜜蜂  

实验所用的意大利蜜蜂是由安徽农业大学

蜂业研究所实验蜂场提供。选取 3个群势较强的

蜂群，采集蜂的取样：在蜂箱的巢门口采集腿部

携带花粉准备回巢的蜜蜂；哺育蜂的取样：将对

应蜂群的小幼虫移虫至产浆框，并将产浆匡放入

对应的蜂群中，2日后采集正在吐王浆的蜜蜂。

再从这 3个蜂群中选取即将出房的封盖子脾，放
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入已设定好的恒温恒湿培养箱，翌日标记已出房

蜜蜂，作为 1日龄，并将标记好的幼蜂放入对应

的蜂群中，此后再分别采集 6 日龄和 12 日龄哺

育蜂、18 日龄试飞蜂、28 日龄采集蜂。所采集

的蜜蜂样品都立即放入液氮中保存。 

1.2  试剂 

RNAiso Plus、PrimeScript®RT regent Kit 

(Perfect Real Time)、SYBR® Premix ExTaqTM 

（TilRNaseH plus）均购于 TaKaRa宝生物公司。 

1.3  总 RNA 的提取及 cDNA 的合成 

分别将 50只蜜蜂触角、10只蜜蜂头部、10

只蜜蜂腿部、5只蜜蜂胸部和 5只蜜蜂腹部放入

液氮进行研磨至粉末，再按照 RNAiso Plus的说

明分别提取各部位及个日龄触角 RNA。最后得

到的总 RNA用 NanoDrop2000分光光度计测定，

A260/A280：1.8~2.2，符合标准，并记录其总

RNA的浓度。 

对总 RNA 进行稀释，使最终的浓度为   

300 ng/μL。反转录体系为 10 μL体系：5×Prime 

Script® Buffer (for Real Time) 2 μL； Prime 

Script®RT Enzyme Mix l 0.5 μL； Oligo dT 

Primer(50 μmol/L) 0.5 μL； Random 6 mers   

(100 μmol/L 0.5 μL)；Total RNA 1 μL；RNase 

FreedH2O 5.5 μL。反转录反应条件：37  15 min℃

（反转录反应），85  5 s℃ （反转录酶的失活反应）。 

1.4  引物设计 

本实验所用基因的正向和反向引物序列均

引用自 Foret等（2006），引物由上海生工生物有

限公司合成，引物序列见表 1。 
 

表 1  本研究所用基因正向和反向引物序列 
Table 1  Forward and reverse sequenses of genes  

used in this study 

基因 Gene 引物序列 Primer sequence (5′-3′) 

F: TGGCTGCTCGTCCAGACGA 
Amel-CSP3 

R: TCGTATTTGTTGGCAAGGGA 

F: AAGTACGACAACGTCGACA 
Amel-CSP4 

R: ATAAGCTCCCGTTGGATCA 

F: TGCCAACACTGTCCTTTCTG 
β-actin 

R: AGAATTGACCCACCAATCCA 

1.5  PCR 

50 μLPCR反应体系：Premix Taq (TaKaRa 

Taq™ Version 2.0 plus dye) 25 μL，cDNA 1 μL，

上游引物 1 μL，下游引物 1 μL，DEPC水 22 μL。

反应条件：98  10℃  s，68  40℃  s，30个循环。对

得到的 PCR产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，并拍

照记录。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

以 β-actin 为管家基因检测目的基因相对表
达量，20 μL反应体系：SYBR®Primix Ex TaqTM  

10 μL；PCR Forward Primer (10 μmol/L) 0.4 μL；

PCR Reverse Primer (10 μmol/L)0.4 μL；ROX 

Referece Dye 0.4 μL；DNA 模板 2.0 μL；dH2O 

（灭菌蒸馏水）6.8 μL；Total 20.0 μL。以上步骤

均在冰上操作。每个样品设置 3个重复，相应的

基因设置阴性参照。反应条件为：预变性反应：

95  30℃  s；PCR反应：95  5℃  s，60  30℃  s，40

个循环；溶解曲线：95  15 s℃ ，60  1 min℃ 。 

1.7  荧光定量 PCR 中基因的扩增效率 

将哺育蜂触角的 cDNA连续进行 4次 10倍

稀释，将会得到 5个 cDNA样本，并把原始 cDNA

量定义为 104。以这 5个 cDNA样本为模板，并

运用目的基因和管家基因的正向和反向引物进

行荧光定量 PCR。并根据公式：E=10(1/slope)－1

（Bustin et al., 2009）分别计算 β-actin与目的基
因的扩增效率。 

1.8  数据分析 

运用SPSS Statistics单因素方差分析（ANOVA）

对各组数据的表达差异进行分析，并运用

Duncan’s多重检验法进行显著性差异检验。基因

表达线形图由 GraphPad Prism 5制作，β-actin与
目的基因标准曲线图由WPS表格制作。 

2  结果与分析 

2.1  总 RNA 的提取及 PCR 扩增特异性 

以意大利蜜蜂哺育蜂和采集蜂不同部位及

不同日龄蜜蜂触角的 cDNA为模板，利用 Amel- 
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CSP3和 Amel-CSP4正向和反向引物，进行 PCR

反应，所得产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳。结果

显示每个泳道只有一条条带，无非特异性条带

（图 1，图 2），说明总 RNA提取和 PCR扩增体

系反应良好。目的基因与管家基因 β-actin 的溶
解曲线均只有一个特异性单峰且溶解温度单一，

扩增曲线良好。这说明引物特异性强，结果真实

可靠。 

 

 
 

图 1  哺育蜂和采集蜂不同部位 Amel-CSP3, Amel-CSP4
和 β-actin 的 RT-PCR 结果 

Fig. 1  RT-PCR of Amel-CSP3, Amel-CSP4 and β-actin 
in different parts of nurse and forager 

An：触角；H：头部；Th：胸部；Ab：腹部；L：腿部。 

An: Antenna; H: Head; Th: Thorax; Ab: Abdomen; L: Leg. 

 

 
 

图 2  不同日龄工蜂触角中 Amel-CSP3, Amel-CSP4 和

β-actin 的 RT-PCR 结果 
Fig. 2  RT-PCR of Amel-CSP3, Amel-CSP4 and β-actin 

in workers at different day old 

1 d: 1日龄；6 d：6日龄；12 d：12日龄；18 d： 

18日龄；28 d：28日龄。 

1 d: 1 day-old; 6 d: 6 day-old; 12 d: 12 day-old;  
18 d: 18 day-old; 28 d: 28 day-old. 

 

2.2  荧光定量 PCR 中基因扩增效率 

将采集蜂触角的 cDNA进行 4次 10倍稀释，

得到5个 cDNA样本，以此为模板，用Amel-CSP3, 

Amel-CSP4 和 β-actin 的引物进行实时荧光定量
PCR，绘制 Ct值与不同模板浓度对数（lg）之间

的标准曲线。结果显示目的基因 Amel-CSP3 和
Amel-CSP4 以及管家基因 β-actin 的标准曲线斜

率分别是﹣3.424，﹣3.3744和﹣3.428，线性相

关系数分别为 0.989，0.99 和 0.9902（图 3）。    

通过公式可知目的基因和 β-actin 的扩增效率分
别为 0.9591，0.9786和 0.9576，符合比较 Ct法的

标准。 

 

 
 

图 3  Amel-CSP3, Amel-CSP4 和 β-actin 的标准曲线 
Fig. 3  Standard curves of Amel-CSP3,  

Amel-CSP4 and β-actin 
 

2.3  CSP3 在意大利蜜蜂工蜂中的时空表达水平 

本研究选取 β-actin 为管家基因，分别以工
蜂（哺育蜂和采集蜂）触角和 1日龄工蜂触角为

对照样本，采用实时荧光定量 PCR 法分别检测

了 Amel-CSP3 在工蜂不同部位和不同日龄工蜂
触角的表达水平。Amel-CSP4的检测方法亦是如此。 

Amel-CSP3在工蜂的不同部位（触角、头、
胸、腹和腿）都有较高的表达水平（图 1）。

Amel-CSP3在哺育蜂触角和腿部均高表达，且在
这两个部位的表达水平均显著高于其他部（P< 

0.05），其在头、胸和腹部中的表达水平差异不

显著（P>0.05）（图 4）。Amel-CSP3在采集蜂触
角中的表达水平最高，显著的高于其他部位的表

达水平（P<0.05），而其在腹部的最低，均显著

地低于在其他部位的表达水平（P<0.05），

Amel-CSP3在采集蜂头、胸和腿中的表达水平没
有明显差异（P>0.05）（图 5）。Amel-CSP3在 28
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日龄工蜂触角中的表达水平最高，显著的高于其

他日龄（P<0.05），而其在其他日龄工蜂触角中

均稳定表达（P>0.05）（图 6）。 
 

 
 

图 4  Amel-CSP3 在哺育蜂中的空间表达水平 
Fig. 4  Spatial expresion levels of Amel-CSP3 in nurse 

图中数据为平均值±标准误；柱上标有不同字母表示差

异显著（P<0.05）（Duncan’s新复极差检验）。下图同。 

Data are mean±SE. Histograms with different lowercase 

letters indicate significant difference at the 0.05 level by 
Duncan’s multiple range test. The same below. 

 

 
 

图 5  Amel-CSP3 在采集蜂中的空间表达水平 
Fig. 5  Spatial expresion levels of Amel-CSP3 in forager 

 

2.4  CSP4 在意大利蜜蜂工蜂中的时空表达水平 

Amel-CSP4均仅在工蜂（哺育蜂和采集蜂）
的主要嗅觉器官触角中表达，在其他部位的表达

水平均超级低，可以忽略不计（图 1，图 7，图

8）。Amel-CSP4在刚出房（1日龄）工蜂触角中

表达水平最高，显著地高于其在其他日龄工蜂触

角中的表达水平（P<0.05），此后随着工蜂日龄

的增长，Amel-CSP4的表达水平则逐渐降低，其
在 28 日龄采集蜂触角中的表达水平也显著的低

于 6日龄和 12日龄的哺育蜂（P<0.05）（图 9）。 
 

 
 

图 6  Amel-CSP3 在不同日龄工蜂触角中的表达水平 
Fig. 6  Expression levels of Amel-CSP3 in antenna of 

worker at different day old 
 

 
 

图 7  Amel-CSP4 在哺育蜂中的空间表达水平 
Fig. 7  Spatial expresion levels of Amel-CSP4 in nurse 

 

 
 

图 8  Amel-CSP4 在采集蜂中的空间表达水平 
Fig. 8  Spatial expresion levels of Amel-CSP4 in forager 
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图 9  Amel-CSP4 在不同日龄工蜂触角中的表达水平 
Fig. 9  Expression levels of Amel-CSP4 in antenna of 

worker at different day old 
 

3  讨论 

化学感受蛋白是昆虫化学感受器官中的重

要的小的保守的可溶性蛋白，它广泛存在于包括

触角、跗节等化学感受器在内的多种昆虫组织中

（Picimbon et al.，2001；Jin et al.，2006；Sun  

et al.，2016；Xue et al.，2016；Yuan et al.，2016），

它在昆虫中具有复杂多样的功能，如嗅觉功能、

免疫作用以及调节昆虫生理节律和发育等功能

（Pelosi et al.，2006）。本研究运用荧光定量 PCR

技术首先检测了 2 种化学感受蛋白基因 Amel- 
CSP3和 Amel-CSP4在意大利蜜蜂哺育蜂和采集
蜂中的表达水平，结果表明 CSP3在工蜂（哺育
蜂和采集蜂）各个部位均表达，其中在触角具有

较高的表达水平。Amel-CSP4只在工蜂触角中表
达，在腿部则只有非常低的表达量，而在其他部

位则几乎不表达。这一结果与之前 Foret 等

（2006）的研究是一致的。触角是意大利蜜蜂重

要的感觉器官，蜜蜂能够通过触角鞭毛上的感觉

结构行使嗅觉、味觉功能并能感受机械刺激

（Esslen and Kaissling，1976）。这提示Amel-CSP3
和 Amel-CSP4有可能参与意蜂工蜂的嗅觉、味觉
及其他一些化学感受功能，而 Amel-CSP3可能还
具有其他多样的生理功能。 

然后我们又检测了Amel-CSP3和Amel-CSP4
在不同日龄工蜂触角中的表达水平，结果显示

Amel-CSP3 在 28 日龄工蜂触角中的表达水平最

高，极显著的高于其他日龄的工蜂（P<0.01）；

Amel-CSP4在 1日龄工蜂触角中表达水平最高，

且在 12日龄前的工蜂中表达较为稳定，其在 28

日龄采集蜂中表达水平最低，Amel-CSP3 和
Amel-CSP4 在工蜂触角中的表达均具有显著地
时间特异性。关于意蜂 Amel-CSP3 研究较早，

早在 10 多年前，Briand 等（2002）就报道了其

能与 16~18个碳的幼虫信息素特异性结合，在幼

虫信息素运输中发挥着一定的功能。最新的研究

显示意蜂采集蜂能够通过感受幼虫信息素调节

花蜜与花粉采集的平衡（Traynor et al.，2015），

这预示着 Amel-CSP3 可能对工蜂的采集行为具

有一定的影响作用。中华蜜蜂（中蜂）是原产我

国本土的一个重要蜂种，其与意蜂 Amel-CSP3

同源的 Acer-CSP3在中蜂工蜂触角、腿等化学感

受器中均有较高表达水平（Li et al.，2016），

Acer-CSP3与植物花和叶次生代谢产物配基有较

强的结合能力，其可能在中蜂搜索花粉蜜源时发

挥一定的作用（李红亮等，2011）。虽然意蜂

Amel-CSP3 与中蜂 Acer-CSP3 的配基结合存在

差异，Amel-CSP3与正十三醇有较强的结合能力

（Dani et al.，2010），但是根据化学感受蛋白的

保守性，且本研究中 Amel-CSP3在采集蜂触角中
高表达，提示 Amel-CSP3 在意蜂采集蜂搜索花

粉蜜源时可能作为气味运输载体发挥了一些功

能。Amel-CSP4在意蜂中研究较少，配基结合实

验表明 Amel-CSP4 与萜类化合物如 β-紫罗酮和

视黄醇具有较强的结合能力（Dani et al.，2010）。

本研究显示 Amel-CSP4 在新羽化蜂以及哺育蜂
中均高表达，而这些工蜂均主要活动于蜂巢内，

大量的感受和曝露于幼虫信息素和蜂王信息素

（Arnold et al.，1994；Amdam et al.，2009），

Amel-CSP4 可能在运输幼虫信息素和蜂王信息

素过程中发挥一定的作用。另外本研究检测

Amel-CSP3 和 Amel-CSP4 在不同日龄工蜂触角
表达水平时，受到了工蜂日龄和行为（哺育和采

集行为）的双重影响，在以后的研究中会通过组

织同日龄的蜂群，并检测 Amel-CSP3 和
Amel-CSP4 在同日龄哺育蜂与采集蜂以及年幼
和年老哺育蜂或采集蜂中的表达差异，这更能精

确探究和预测Amel-CSP3和Amel-CSP4的功能。 
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