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摘  要  【目的】 化学感受蛋白（Chemonsensory proteins，CSPs）是一类可溶性小分子蛋白质，广泛存

在于昆虫的触角及其他感受器中，参与昆虫的化学感受行为，在昆虫化学感受系统中发挥重要的作用，本

文旨在探究 Amel-CSP1、Amel-CSP2和 Amel-CSP6在意大利蜜蜂成年工蜂中的时空表达水平及生理功能。

【方法】 首先通过荧光定量 PCR技术检测了 Amel-CSP1、Amel-CSP2和 Amel-CSP6在哺育蜂和采集蜂的

触角、头部、胸部、腹部和腿的表达水平；然后又对不同日龄工蜂（1，6，12，18，28日龄）触角中 Amel-CSP1、

Amel-CSP2和 Amel-CSP6的表达情况进行检测。【结果】 （1）Amel-CSP1在工蜂的触角和头部都有较高

的表达水平，其在工蜂触角中的表达水平显著高于其他部位（P < 0.05）；Amel-CSP2在哺育蜂触角中表达

水平最高，显著高于其他部位（P < 0.05），而其在采集蜂头部的表达水平最高，显著高于其他部位（P < 

0.05）；Amel-CSP6在哺育蜂和采集蜂的头部表达量最高，其在触角、胸部也有较高表达水平。（2）Amel-CSP1

在工蜂触角中的表达水平随日龄的增长而增加，其在 28日龄的表达水平显著高于其他日龄（P < 0.05）；

Amel-CSP2在 1日龄和 12日龄工蜂触角的表达量最高，显著高于其他日龄（P < 0.05）；Amel-CSP6在 28

日龄工蜂触角中的表达水平最低，显著低于其他日龄（P < 0.05）。【结论】 Amel-CSP1、Amel-CSP2、

Amel-CSP6在意大利蜜蜂成年工蜂中的表达具有明显的时空特异性，这对进一步探测意大利蜜蜂 CSPs家

族的生理功能提供了研究方向和理论基础，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 
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Abstract  [Objectives]  Chemosensory proteins (CSPs) are a kind of soluble small protein that is widespread in the antenna, 

and other chemical sensory organs, of insects. CSPs participate in the chemical behavior of insects and play a key role in 

chemoreception. We investigated the spatiotemporal expression levels, and explored the functions, of three CSPs; Amel-CSP1, 

Amel-CSP2 and Amel-CSP6, in adult Apis mellifera ligustica workers. [Methods]  Expression levels of Amel-CSP1, 

Amel-CSP2 and Amel-CSP6 in different parts of nurse and forager bees, and in the antennae of 1, 6 12, 18 and 28-day-old 

workers, were quantified using RT-qPCR. [Results]  (1) Amel-CSP1 was expressed to a high degree in the antennae and 
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heads of adult workers, and its expression in antennae was significantly higher than in others body parts (P<0.05). Amel-CSP2 

was expressed more highly in the antennae of nurses (P < 0.05), whereas in foragers, expression of this gene was significantly 

higher in the head than in others organs (P < 0.05). Amel-CSP6 was expressed most highly in the heads of nurses and foragers 

and also relatively highly in the antennae and thorax. (2) Expression of Amel-CSP1 increased with age, being significantly 

more highly expressed in 28-day-old workers (foragers) than in young workers (P < 0.05). Amel-CSP2 was significantly more 

highly expressed in 1 and 12-day-old workers than in those of other ages (P < 0.05). Expression of Amel-CSP6 was 

significantly lower in 28-day-old workers than in those of other ages (P < 0.05). [Conclusion]  The expression levels of 

Amel-CSP1、Amel-CSP2 and Amel-CSP6 all showed a high degree of spatiotemporal specificity in adult Apis mellifera 

ligustica workers. These results provide a theoretical basis for further exploration of the physiological functions of 

Amel-CSP1、Amel-CSP2 and Amel-CSP6, in A. m. ligustica. 

Key words  Apis mellifera ligustica, worker, chemosensory protein, spatiotemporal expression, RT-qPCR 

化学感受机制（Chenmoreception）在昆虫的

行为生理过程中发挥至关重要的作用，如通过嗅

觉来获取食物、配偶乃至天敌所释放的挥发信息

物质，而通过味觉来进一步识别其中的刺激物从

而引起取食、趋避和交配等行为（Sanchez-Gracia 

et al.，2009）。昆虫的感受器包含两类水溶性蛋

白：化学感受蛋白（Chemosensory proteins，CSPs）

和气味结合蛋白（Odorant binding proteins，

OBPs）（Pelosi，1996；Mosbah et al.，2003），

两种蛋白分子形成一个有机整体，共同在昆虫化

学感受系统中发挥作用。其中化学感受蛋白是一

类具有四个保守的半胱氨酸位点，呈弱酸性的小

分子蛋白质（Pelosi et al.，2006），它广泛分布

与昆虫各种化学感受器，感受传导外界化学因子

刺激（刘金香等，2005）。 

昆虫化学感受蛋白（CSPs）首次是在黑腹果

蝇 Drosophila melanogaster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，OD-S）（Mckenna 

et al.，1994）。随着后来深入的研究，愈来愈多

的 CSPs 在许多昆虫中发现（Sanchez-Gracia

 et al.，2009；Xu et al.，2009；Yi et al.，2014）。

CSPs 及其相似基因不仅在主要的嗅觉器官触角

中表达（Zhang et al.，2009），而且在腿部

（Picimbon et al.，2001）、吻部（Nagnan-Le 

Meillour et al.，2000；Liu et al.，2014）、翅膀（Zhou 

et al.，2008）及身体其他部分皆有分布（Gong  

et al.，2007），其可能在昆虫体内发挥着复杂多

样的功能。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.，2015）。 

蜜蜂的化学感受蛋白首先是在意大利蜜蜂

触角中被发现的，命名为 ASP3，ASP3又包含 3

个亚类——ASP3a，ASP3b，ASP3c，其中 ASP3a

和 ASP3c 在工蜂和雄峰的触角中都有发现，而

ASP3c只存在于雄峰触角中（Danty et al.，1998）。

意大利蜜蜂（简称意蜂）共有 6种化学感受蛋白

Amel-CSP1-Amel-CSP6 （Foret et al.，2007）。已

有研究表明 Amel-CSP3 在幼虫信息素运输中发

挥重要作用（Briand et al.，2007），而 Amel-CSP5

则特异性存在于卵中并参与胚胎的发育

（Maleszka et al.，2007），在蜂王的卵巢中也有

表达（Foret et al.，2007）。但化学感受蛋白 Amel- 

CSP1-Amel-CSP6 的生理功能及作用机制等尚存

在许多疑问。本研究主要运用了荧光定量 PCR

技术分别检测了Amel-CSP1、Amel-CSP2及Amel- 

CSP6 在哺育蜂和采集蜂不同部位的表达水平，

同时又对不同日龄工蜂触角中的 Amel-CSP1、

Amel-CSP2及Amel-CSP6的表达水平进行定量分

析。此研究为进一步探究 Amel-CSP1、Amel-CSP2

及 Amel-CSP6的功能和作用机制提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1  蜜蜂 

实验所用意大利蜜蜂取自安徽农业大学蜂
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业研究所实验蜂场。选取 3个群势较强的蜂群，

在蜂箱巢门口采集后足携带花粉团的蜜蜂为采

集蜂。将所选取蜂群的小幼虫移至产浆框，并将

产浆框放入各自的蜂群中，2 d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蜂

盖子脾，放入恒温恒湿培养箱中，次日标记已出

房的蜜蜂，作为 1日龄哺育蜂，并将其放入对应

的蜂群中，此后再分别采集 6 日龄和 12 日龄哺

育蜂、18日龄试飞蜂和 28日龄采集蜂。将所采

集的蜜蜂样品都放入液氮中保存。 

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  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

液氮中研磨至粉末状，在按照 RNAiso Plus的方

法分别提取各部位及各日龄触角 RNA。提取的

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 

本次实验所选基因的正向和反向引物序列

引自 Forêt等（2007），引物由上海生工生物有限

公司合成，引物序列间表 1。 

1.5  PCR 

50 μL PCR 反应体系：Premix Taq （TaKaRa 

TaqTM 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。 
 

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

genesused in this study 

基因 Genes 引物序列 Primer sequences（5-3）

F：AACGTGGACATATGCTGAGGAAmel-CSP1 

R：TGAATCTTATGCGCCTTCGTC 

F：TTCGGCAATCAAGGCGTTG Amel-CPS2 

R：CTTCGGATAGGTCCGTTGAA 

F：TGCAGAATGGTCGTATCCTCAAmel-CSP6 

R：TGCAGAAAGCCGTTCCCAATC

F：TGCCAACACTGTCCTTTCTG β-actin 

R：AGAATTGACCCACCAATCCA 
 

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 μ mol/L）0.4 μL；ROX 

Referece Dye 0.4 μL；DNA 模板 2.0 μL；dH2 O

（灭菌蒸馏水）6.8 μL；共计 20.0 μL。上述步骤

均在冰上操作。每个样品设置 3个重复，相对应

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，得到 5 个 cDNA 样本，把原始 cDNA 量

定义为 104。以这 5个 cDNA样本为模板，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）分别进行计算 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
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（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。基因表达线性图由 GraphPad Prism5 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 的提取以及 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，利用化学感

受蛋白基因 Amel-CSP1、Amel-CSP2 和 Amel- 

CSP6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。所显示每个泳道只

有一条条带，无非特异性条带（图 1，图 2，图

3），说明不同日龄蜜蜂触角的总 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  不同日龄工蜂触角中的 Amel-CSP1，Amel-CSP2，
Amel-CSP6 和 β-actin 的 RT-PCR 结果 

Fig. 1  RT-PCR of Amel-CSP1, Amel-CSP2, Amel-CSP6 
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: 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次稀释，得到

5个 cDNA样本，一次为模板，用 Amel-CSP1、

Amel-CSP2、Amel-CSP6和 β-actin的引物进行实

时荧光定量 PCR，绘制 Ct值与不同浓度对数（lg）

之间的标准曲线。结果显示目的基因 Amel-CSP1、

Amel-CSP2、Amel-CSP6和管家基因 β-actin的标

准曲线斜率分别是﹣3.4，﹣3.223，﹣3.317 和  

﹣3.428，线性相关系数R2分别为 0.9895，0.9886，

0.9874 和 0.9902（图 4）。通过公式可知目的基

因和管家基因的扩增效率分别为 0.968，1.042，

1.002和 0.954，符合比较 Ct法的标准。 

 

 
 

图 2  哺育蜂不同部位 Amel-CSP1，Amel-CSP2，
Amel-CSP6 和 β-actin 的 RT-PCR 结果 

Fig. 2  RT-PCR of Amel-CSP1, Amel-CSP2, Amel-CSP6 
and β-actin in different parts of nurse 

An：触角；H：头部；T：胸部；Ab：腹部； 

Le：腿部。图 3同。 

An: Antenna; H: Head; T: Thorax; Ab: Abdomen;  
Le: Leg. The same as Fig. 3. 

 

 
 

图 3  采集蜂不同部位 Amel-CSP1，Amel-CSP2，
Amel-CSP6 和 β-actin 的 RT-PCR 结果 

Fig. 3  RT-PCR of Amel-CSP1, Amel-CSP2, Amel-CSP6 
and β-actin in different parts of forager 

 

 
 

图 4  Amel-CSP1，Amel-CSP2，Amel-CSP6 和 

β-actin 的标准曲线 
Fig. 4  Standard curves of Amel-CSP1, Amel-CSP2, 

Amel-CSP6 and β-actin 
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2.3  3 种化学感受蛋白在意大利蜜蜂工蜂中的

空间表达水平 

本次研究选取 β-actin 作为管家基因，分别

以哺育蜂和采集蜂的触角作为对照样本，采用实

时荧光定量 PCR 法分别检测了化学感受蛋白基

因 Amel-CSP1、Amel-CSP2及 Amel-CSP6在工蜂

（哺育蜂和采集蜂）不同部位的表达水平。 

Amel-CSP1 在工蜂的触角和头部有较高的

表达水平，而在胸部，腹部，腿部的表达水平较

低（图 2，图 3）。Amel-CSP1在工蜂触角中的表

达显著高于其他部位（P < 0.05），其次高表达于

头部，在胸部，腹部和腿部中表达量很低，甚至

不表达（图 5，图 6）。Amel-CSP2在哺育蜂和采

集蜂的触角和头部中有所表达（图 2，图 3）。

Amel-CSP2在工蜂哺育蜂中触角表达含量最高，

显著高于腿部（P < 0.05），腿部的表达量又显著

高于其他部位（头部，胸部和腹部）（P < 0.05）

（图 5）。Amel-CSP2在采集蜂中头部的表达量最

高，显著高于触角，腹部和腿部（P < 0.05）（图

6）。Amel-CSP6在工蜂各部位均有较高的表达水

平（图 2，图 3）。Amel-CSP6在哺育蜂的头部表

达量最高，在腹部的表达量显著低于触角和头部

（P < 0.05）（图 5）。Amel-CSP6在采集蜂中也是

头部的表达水平最高，其显著高于其他部位（P < 

0.05），其他部位表达差异不显著（P > 0.05）  

（图 6）。 

2.4  3 种化学感受蛋白在意大利蜜蜂工蜂中的

时间表达水平 

本次研究选取 β-actin 作为管家基因，分别

以 1日龄工蜂的触角作为对照样本，采用时使用

光定量 PCR 法分别检测了 Amel-CSP1、

Amel-CSP2 和 Amel-CSP6 在不同日龄工蜂中的

相对表达水平。 

Amel-CSP1 在工蜂触角中的表达水平随工

蜂日龄的增加而逐渐升高，其在 28 日龄（采集

蜂）中的表达水平最高，显著高于其在其他日龄

工蜂触角中的表达水平（P < 0.05）（图 7）。

Amel-CSP2 在 1 日龄和 12 日龄均具有较高的表

达水平，在 1日龄工蜂中的表达水平显著高于除 

 
 

图 5  3 种化学感受蛋白在哺育蜂中的空间表达水平 
Fig. 5  Spatial expression levels of three CSPs in nurse 

图中数据为平均值±标准误；柱上标有不同的字母表示

差异显著（P<0.05）（Duncan’s新复极差检验）。图 6同。 

Data are mean±SE. Histograms with different lowercase 

letters indicate significant difference at the 0.05 level by 
Duncan’s multple range test. The same as Fig. 6. 

 

 
 

图 6  3 种化学感受蛋白在采集蜂中的空间表达水平 
Fig. 6  Spatial expression levels of three CSPs in forager 

 

12日龄外其他日龄工蜂（P < 0.05），在 28日龄

工蜂触角中的表达水平最低（图 8）。Amel-CSP6

在 28 日龄采集蜂触角中的表达水平最低，显著

低于其在其他日龄工蜂触角中的表达水平（P < 

0.05），在 1日龄到 18日龄工蜂触角中的表达水

平相对稳定（P > 0.05）（图 9）。 

3  讨论 

昆虫中化学感受蛋白不仅仅只在触角等感

受器官，同时在一些非感受器官中也有表达，一

些功能性实验也证明了这类蛋白不仅仅有化学

感受功能，也在昆虫发育过程中发挥着其他生理

功能。化学感受蛋白的种类具有多样性，其功能 
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图 7  Amel-CSP1 在不同日龄工蜂触角中的表达水平 
Fig. 7  Expression levels of Amel-CSP1 in antenna of 

worker at different day old 

图中数据为平均值±标准误；标有不同的字母表示差异

显著（P＜0.05）（Duncan’s新复极差检验）。下图同。 

Data are mean±SE. Data with different lowercase letters 

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

 

 
 

图 8  Amel-CSP2 在不同日龄工蜂触角中的表达水平 
Fig. 8  Expression levels of Amel-CSP2 in antenna of 

worker at different day old 
 

 
 

图 9  Amel-CSP6 在不同日龄工蜂触角中的表达水平 
Fig. 9  Expression levels of Amel-CSP6 in antenna of 

worker at different day old 

也具有多样性，急需深入的研究和探讨。本研究

运用了荧光定量 PCR 技术首先检测了 3 种化学

感受蛋白基因（Amel-CSP1、Amel-CSP2和 Amel- 

CSP6）在哺育蜂和采集蜂的触角、头部、胸部、

腹部和腿的表达水平进行检测，以确定 3种化学

感受蛋白基因在意大利蜜蜂中的空间分布情况。

结果显示，3个基因都在触角中有着较高的表达

水平。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 3 个化学感受蛋白基因都有可能

参与意蜂工蜂的嗅觉、味觉及其他一些化学感受

功能。工蜂头部化学感受蛋白基因 Amel-CSP1、

Amel-CSP2和 Amel-CSP6的表达量较高，而其中

Amel-CSP1 和 Amel-CSP2 在哺育蜂头部中的表

达量相对于触角中的表达量都比采集蜂的高，只

有 Amel-CSP6 的采集蜂头部的表达量相对于触

角的表达量比哺育蜂高。这可能是因为

Amel-CSP6 促进了工蜂的头部某些导致采集行

为的基因的表达，从而影响工蜂的劳动行为从哺

育行为向采集行为转变。已有研究表明，化学感

受蛋白增溶角质层的碳氢化合物，从而使其能识

别同伴（Ozaki et al.，2005）。我们的数据也表明

Amel-CSP6在胸、腹部和腿也有较高的表达量，

而其他 3种化学感受蛋白基因在胸、腹部和腿的

表达量都较少。Amel-CSP6在蜜蜂工蜂胸、腹部

和腿的表达量高，可以推测 Amel-CSP6可能参与

角质层疏水碳氢化合物的运输，从而使工蜂能识

别蜂群中的同伴。 

其次本研究还通过荧光定量 PCR 技术检测

了 3 种化学化学感受蛋白基因 Amel-CSP1、

Amel-CSP2和 Amel-CSP6在不同日龄工蜂（1，6，

12，18，28 日龄）触角中的表达情况，结果表

明 Amel-CSP1、Amel-CSP2和 Amel-CSP6均具有

明显的时间特异性。其中 Amel-CSP1在 28日龄

（采集蜂）中的表达水平最高，显著高于其在其

他日龄工蜂触角中的表达水平（P < 0.05），

Amel-CSP1 在工蜂触角中的表达水平随工蜂日

龄的增长而提高，在刚出房（1日龄）的工蜂触

角中含量最低；Amel-CSP6 在 28 日龄采集蜂触
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角中的表达水平最低，显著低于其在其他日龄工

蜂触角中的表达水平（P < 0.05），在 1 日龄到

18 日龄工蜂触角中的表达水平相对稳定（P > 

0.05）。与其他社会性昆虫一样，蜜蜂有着年龄

相关的劳动分工，其中最明显的就是哺育和采集

行为。工蜂在 18 日龄左右会出巢试飞，从哺育

行为转变为采集行为，这两个基因的显著变化，

可能是导致意大利蜜蜂工蜂劳动分工行为转变

的因素之一。而 Amel-CSP2在刚出房（1日龄）

和 12日龄的工蜂触角中表达量最高，在 28日龄

工蜂触角中的表达水平最低；这说明 Amel-CSP2

在工蜂羽化过程中可能发挥一定的作用。此外，

已有研究表明 CSP2在有些昆虫上具有识别化学

信息素的功能（Gu et al.，2012），而 12日龄正

是工蜂分泌王浆的强盛时期，这表明 Amel-CSP2

可能在工蜂接收和感受小幼虫和蜂王信息素过

程中发挥着重要的作用。本研究不仅能够更好地

了解和预测 Amel-CSP1-Amel-CSP6的功能， 为

进一步探 Amel-CSP1-Amel-CSP6 的功能提供了

一定的方向和理论基础，具有一定的生物学意

义，接下来可以就所得到的结果，人工培育蜜蜂

工蜂幼虫，并饲喂抑制剂与类似物，进行行为学

检验，以确定化学感受蛋白在工蜂中的具体作

用。也可以横向研究化学感受蛋白在雄蜂和蜂王

中的表达模式，并进行行为学检验，以明确化学

感受蛋白在意大利蜜蜂中的作用。     
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