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中华蜜蜂热休克蛋白 70 的克隆、表达及 

中蜂囊状幼虫病毒感染后表达差异分析* 
岳金金**  马跃宇**  王  琛  张溪研  费东亮  马鸣潇*** 

（锦州医科大学，锦州 121000） 

摘  要  【目的】 本研究旨在明确中华蜜蜂 Apis cerana cerana 热休克蛋白 70（Heat shock protein 70，

HSP70）与中蜂囊状幼虫病毒（Chinese sacbrood virus，CSBV）的关系。【方法】 首先根据 NCBI 上已

公布的中华蜜蜂 HSP70 的全基因（NO.MH122655.1）序列，设计特异性引物，提取 3 日龄中华蜜蜂幼虫

总 RNA，通过 RT-PCR 方法获得 HSP70 基因，并通过生物信息学软件进行分析；其次将其克隆到原核表

达载体 pET-32a 中，转化入大肠杆菌 BL21（DE3）进行蛋白表达，并制备重组蛋白，将纯化的重组蛋白

免疫小鼠制备多克隆抗体；最后利用制备多克隆抗体作为一抗，通过 Western-blot 方法检测 CSBV 感染中

华蜜蜂前后 HSP70 在幼虫体内的变化。【结果】 成功获取中华蜜蜂 HSP70 蛋白的全基因，其核苷酸序

列全长为 1 833 bp，生物信息学分析后，发现其编码蛋白存在 7 个抗原表位。利用原核表达系统，成功

获得大小约 87 ku 的重组蛋白 HSP70，免疫小鼠后获得多克隆抗体，经 Western-blot 分析能与标签蛋白

发生特异性反应；对感染 CSBV 前后蜜蜂体内 HSP70 蛋白检测发现感染后 HSP70 表达水平显著提高。

【结论】 通过原核表达系统，成功表达中华蜜蜂 HSP70 基因和 HSP70 多克隆抗体，并证实 CSBV 感染

后影响中华蜜蜂体内 HSP70 蛋白表达量的改变，为深入研究 HSP70 功能提供了帮助。 

关键词  中华蜜蜂；热休克蛋白 70；多克隆抗体；蛋白纯化；中蜂囊状幼虫病毒 

Cloning and expression of hot shock protein 70 in Apis cerana  
cerana after infection with Chinese sacbrood virus 

YUE Jin-Jin**  MA Yue-Yu**  WANG Chen  ZHANG Xi-Yan  FEI Dong-Liang  MA Ming-Xiao*** 

(Jinzhou Medical University, Jinzhou 121000, China) 

Abstract  [Objectives]  To clarify the relationship between Apis cerana cerana heat shock protein 70 (HSP70) and Chinese 

sacbrood virus (CSBV). [Methods]  A specific pair of primers were developed for HSP70 based on the complete A. cerana 

cerana genome listed in NCBI (NO.MH122655.1). The HSP70 gene was amplified from 1-3 day old A. cerana cerana by 

RT-PCR using extracted total RNA as the template, then analyzed with bioinformatics tools. The resultant HSP70 was cloned 

into the prokaryotic expression vector pET-32a, then transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for protein expression. The 

resultant recombinant protein was purified by affinity chromatography and the purified, recombinant, fusion protein was then 

injected into mice to create polyclonal antibodies as primary antibodies. Changes in the expression of HSP70 in larvae before, 

and after, CSBV infection of A.cerana cerana were detected using the Western-blot method. [Results]  A 1 833 bp HSP70 

gene was successfully cloned, and a recombinant plasmid (pET-32a-HSP70) correctly constructed. Bioinformatics analysis 

revealed seven epitopes in the protein. Using a prokaryotic expression system, we obtained a recombinant fusion protein of 

HSP70 with a size of about 87 ku, which was purified and injected into mice to obtain polyclonal antibodies. Western-blot 

analysis indicated specific reactions with the tag protein. HSP70 expression significantly increased after CSBV infection. 
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[Conclusion]  The HSP70 gene and HSP70 polyclonal antibody were successfully expressed through a prokaryotic expression 

system. HSP70 protein expression in the Chinese honeybee is affected by CSBV infection, a finding that promotes further 

research on the function of HSP70.  

Key words  Apis cerana cerana; heat shock protein 70; polyclonal antibody; protein purification; Chinese sacbrood virus 

蜜蜂作为虫媒植物最重要的传粉者，是生态

环境中不可或缺的一部分，但近年来我国的中华

蜜蜂 Apis cerana cerana 种群数量不断下降，其

中一个最为主要的因素是蜜蜂病毒的广泛流行

（Ai et al.，2012）。蜜蜂囊状幼虫病（Sacbrood 

disease，SBD）是一种由蜜蜂囊状幼虫病毒

（Sacbrood virus，SBV）引起的蜜蜂病毒病，具

有分布广、传播快等特点（Liu et al.，2010；Fred，

2014）。感染中华蜜蜂的囊状幼虫病毒，称之为

中华蜜蜂囊状幼虫病毒（CSBV）。CSBV 是二十

面体的小 RNA 病毒，大小为直径 26-30 nm，长

约 8.8 kb 的单正链 RNA，基因组包含一个较大

的开放阅读框（Open reading frame，ORF）（Ghosh 

et al.，1999；Ma et al.，2011）。CSBV 主要对

1-3 日龄的幼虫感染性较强，导致化蛹不正常，

感染后的幼虫，在外皮周围蜕皮液聚集形成囊

状，虫体颜色发生改变由珍珠白变为浅黄色，死

亡后为暗棕色，虫体变干形成两头尖的平底船形

（Bailey，2015）。在危害蜜蜂的病毒中，以中

蜂囊状幼虫病毒造成危害最为严重，甚至被养蜂

人称为“蜂癌”，一旦发生不仅引起整个蜂群崩

溃，也会对中华蜜蜂业造成毁灭性打击（Freiberg 

et al.，2012）。 

相关研究表明，在蜜蜂抗病毒机制中热休克

蛋白（Hot shock protein，HSP）家族发挥着重要

作用，认为 HSP 家族可参与宿主的特异性及非

特异性抗病毒免疫，通过与病毒肽结合成复合物

可促进病毒抗原的呈现（崔文华等，2005）。在

昆虫免疫机制中，HSP 家族不仅能够参与 MAPK

途径的抗病毒作用，而且能够通过促进双链

RNA（dsRNA）复制参与宿主 RNAi 介导的抗病

毒机制（Lu et al.，2016）。热休克蛋白家族是生

物界普遍存在的一类高度保守的分子伴侣，根据

其分子量大小可以将其分为 HSP100、HSP90、

HSP70、HSP60、HSP40、小 HSP 家族和泛素等

家族（Morimoto et al.，1990）。其中，HSP70 是

最保守、最重要的一类热休克蛋白，其在大多数

生物体内含量也最多，它作为原核生物及真核生

物的一种分子伴侣在蛋白质折叠、跨膜运输、转

位、降解、装配、细胞骨架及核骨架稳定等基本

功能方面发挥着重要作用（陈伟等，2019）。此

外，HSP70 还参与病毒在宿主体内复制和产生过

程（Pastorino et al.，2009）。研究表明，蜜蜂体

内也存在 HSP70 蛋白，但目前对其结构和功能

还不十分了解，研究也还不够深入。因此，本研

究根据 NCBI 公布的中华蜜蜂 HSP70 基因序列，

成功克隆得到编码中华蜜蜂 HSP70 蛋白完整的

基因可读框，并对其基因序列和编码氨基酸进行

生物学信息分析。在此基础上，构建了原核表达

载体，诱导表达，获得重组蛋白 HSP70，用该蛋

白免疫小鼠后制备鼠抗 HSP70 多克隆抗体，并

利用多克隆抗体对 CSBV 感染后蜜蜂体内

HSP70 蛋白表达进行了初步检测，为深入研究中

华蜜蜂 HSP70 的功能提供了帮助。 

1  材料与方法 

1.1  供试病料 

CSBV 患病幼虫与健康中蜂幼虫由锦州医

科大学生命科学研究院实验室保存；6 周龄雌性

BALB/c 小鼠购自北京维通利华实验动物有限公

司，用于制备多克隆抗体。 

1.2  主要仪器与试剂 

总 RNA 提取试剂盒、 2xTransTaq High 

Fidelity（HiFi）PCR SuperMix 和低分子量蛋白

Marker 购自北京全式金生物技术有限公司；大

肠杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3)感受态细胞、

QuickCut Hind III、QuickCut Nco I 购自大连

TaKaRa 公司；质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒

购自 Axygen 公司；蛋白纯化的 Ni 螯合柱试剂购

自 GE 公司；His 标签单克隆抗体购自 Proteintech
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技术有限公司，HPR 山羊抗小鼠 IgG 抗体购自

北京博奥森生物技术有限公司。 

超净工作台，﹣80 ℃超低温冰箱，购自中

国海尔公司；恒温振荡培养箱，美国 Bio-Rad 公

司产品；台式低速离心机，美国 Sigma 公司产品；

PCR 仪，英国 HYBAID 公司产品；低温连接仪，

购自上海天能科技有限公司。 

1.3  中华蜜蜂 HSP70 基因的克隆与序列分析 

以中华蜜蜂热休克蛋白 70 基因（GenBank

号：NO.MH122655.1）为目的基因，设计特异性

引物： 

HSP70-F1：5-GCCCATGGCTGCTAAAGC 

ACCTGCAGTT-3； 

HSP70-R1：5-GCAAGCTTTTAATACAAT 

TTTGTGAC-3。 

按照总 RNA 提取试剂盒说明，从 3-4 日龄

健康中华蜜蜂幼虫中提取总 RNA 并进行反转录

得到 cDNA。然后，以 cDNA 为模板通过 PCR

对 HSP70 基因进行扩增。最后将扩增产物进行

胶回收后送至苏州泓迅生物科技有限公司进行

测序。 

对测序结果通过DNASTAR子程序 Protean，

预测蛋白质的亲水性、柔韧性、表面可及性以及

抗原指数，同时分析 HSP70 蛋白存在 α 螺旋、β

折叠和 β 转角，预测其 B 细胞线性表位。此外，

推导出其编码氨基酸序列，上传至 SWISS- 

MODEL 网络服务器（http://www.swissmodel. 

expasy.org/），预测其空间三级结构，建立 HSP70

三级结构模型，再使用 DiscoTope 2.0 网络服务

器（http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/）

预测其 B 细胞构象表位，对其免疫原性进行评

估，为制备抗 HSP70 多克隆抗体提供理论参考。 

1.4  中华蜜蜂 HSP70 基因原核表达与检测 

首先，将测序正确 HSP70 基因插入 pET-32a

载体，经酶切鉴定并测序，构建获得重组质粒

pET-32a-HSP70。然后，将重组质粒转化至大肠

杆菌感受态细胞 BL21(DE3)中，涂于含有氨苄的

LB 固体培养基上，37 ℃进行培养，12 h 后挑取

单个菌落于 LB 液体培养基中，220 r·min–1，37 ℃

使 OD 值达到 0.6-0.8，分别在 37 ℃，220 r/min，

IPTG 浓度为 0、0.1、0.25 和 0.5 mmol·L–1 条件下

诱导表达。培养 8 h 后，12 000 r·min–1 5 min 进行

离心，PBS 溶解沉淀后进行超声破碎，12 000 

r·min–1 离心后分别收集沉淀与上清，通过

SDS-PAGE 电泳进行鉴定。接着，通过 Ni2+亲

和层析柱对重组蛋白进行纯化，纯化后蛋白经

SDS-PAGE 电泳后转膜，再浸入含有 2% BSA 封

闭液中，室温下缓慢振荡封闭 2 h。最后，以 His

标签抗体（1∶5 000）作为一抗 4 ℃孵育过夜，

经 TBST 洗涤 5 次，再加入山羊抗小鼠 IgG（1∶

4 000 二抗）中室温作用 1 h，TBST 洗涤 5 次后，

洗膜后用 ECL 淋洗，显影曝光。 

1.5  抗中华蜜蜂 HSP70 蛋白多克隆抗的制备 

将纯化重组蛋白 roHSP70 免疫小鼠，制备多

克隆抗体。选取 6 周龄的雌性 BALB/c 小鼠 14 只，

随机分为 2 组，分别为 PBS 组和 roHSP70 组。

roHSP70 组小鼠首次免疫注射 150 μg（120 μL）

的重组蛋白和等体积的弗氏完全佐剂，二免和三

免注射 150 μg（120 μL）的重组蛋白和等体积的

弗氏不完全佐剂。注射方式采用皮下多点注射，

PBS 组方法剂量同上。初次接种后每隔 2 周免疫

一次，每次免疫后将小鼠尾尖取血，三免后 14 d

采用眼球采血方法取血，分离血清于﹣20 ℃保

存备用。 

1.6  CSBV、DWV 感染前后幼虫体内 HSP70

蛋白表达量的变化 

用移虫针将 3 日龄的中华蜜蜂从巢脾中移

出，放到 48 孔培养板中，放置在相对湿度为

94%、37 ℃的恒温恒湿培养箱中饲养。去除死

亡 24 h 的幼虫后，将剩下的幼虫平均分为两组，

分别是健康组和接毒组。健康组饲喂提前配好的

幼虫饲料，接毒组饲喂幼虫饲料和 CSBV 病毒混

合液（拷贝数为 1×106），48 h 后收集幼虫。在

实验过程中，用 RT-PCR 方法检测死幼虫的

BQCV、ABPV、CBPV、DWV、KBV、IAPV 和

CSBV。 
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分别取健康幼虫与CSBV患病幼虫各 2组溶

于 PBS 中，用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒对其定量

后将上述样品制样，以 HSP70 多克隆抗体作为

一抗（1∶1 000），二抗为山羊抗小鼠（1∶4 000）

进行 Western-blot 检测。 

2  结果与分析 

2.1  中华蜜蜂 HSP70 基因的克隆、原核表达载

体构建与序列分析结果 

通过 RT-PCR 的方法进行目的基因的扩增，

经电泳结果显示大小为 1 833 bp 的目的片段（图

1）。对重组质粒 pET-32a 通过酶切鉴定后，在

大小 1 833 bp 处存在目的条带（图 2），测序结

果表明成功构建重组质粒。通过 SWISS-MODEL

对 HSP70 的三级结构进行预测，可以观察到三

维结构中存在多个 α 螺旋、β 折叠和 β 转角（图

3）；使用 DNAStar 子程序 Protean 对 HSP70 的

理化性质进行分析，发现 HSP70 存在 5 个亲水

性较好区域，7 个表面可及性好区域，有 15 个

抗原指数较高而柔韧性好的区域分布相对均匀；

利用 SOPMA 对 HSP70 的二级结构进行分析，显

示 α-螺旋占 43.04%，β-折叠占 18.66%，β-转角 
 

 
 

图 1  HSP70 基因的扩增 

Fig. 1  Cloning of the HSP70 gene 

M：DNA 分子量标准； 

1，2：HSP70 基因 PCR 扩增产物。 

M: DNA molecular weight marker;  
1, 2: HSP70 gene PCR amplification product. 

 
 

图 2  重组质粒的双酶切鉴定 

Fig. 2  Double enzyme digestion identification  
of recombinant plasmid 

M：DNA 分子量标准；1：pET-32a-HSP70 双酶切鉴定；

2：pET-32a-HSP70 质粒对照。 

M: DNA molecular weight marker;  
1: pET-32a-HSP70 double enzyme digestion;  

2: pET-32a-HSP70 plasmid control. 
 

 
 

图 3  HSP70 蛋白的三级结构模型 

Fig. 3  Tertiary structure model of HSP70 protein 
 

占 7.04%，无规卷曲占了 31.26%；综合 DNAStar

对亲水性、柔韧性、表面可及性以及抗原指数的

分析以及 SOPMA 对二级结构的分析，预测到了

HSP70 的 16 个线性表位。通过 DiscoTope 2.0 服

务器共预测到 88 个 B 细胞构象表位，主要存在

于位于氨基酸序列的 16 个区段，详见表 1。结

合 Protean 程序预测的线性 B 细胞表位区域，可

以发现 46-47、77-82、249-252、277-279、432-436、

465-471、493-497 共有 7 个区段既包含于线性表

位，也包含于构象表位。 

2.2  中华蜜蜂 HSP70 蛋白的表达与条件优化 

将重组质粒转化至 BL21(DE3)感受态细胞

中，IPTG 诱导后通过 SDS-PAGE 电泳检测蛋白

的表达情况。结果显示：在进行诱导表达后， 
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表 1  HSP70 B 细胞线性表位的预测 

Table 1  B cell liner epitope prediction of Hsp70 

预测方式 
Forecast method 

预测区域 
Prediction area 

DNAStar 21-24, 45-58, 67-89, 152-166, 184-207, 213-240, 244-293, 311-332, 354-371, 383-394, 415-439, 
444-476, 493-547, 551-578, 582-602 

SOPMA 1-5, 10-15, 31-35, 37-39, 52-57, 76-84, 89-91, 99-101, 108-115, 146-151, 175-178, 185-193, 
202-205, 225-234, 249-256, 277-279, 326-332, 338-344, 357-364, 383-388, 396-400, 418-425, 
431-436, 446-454, 464-473, 491-499, 506-509 

综合预测 
Comprehensive forecast 

45-48, 76-84, 185-193, 202-205, 225-234, 249-256, 277-279, 326-332, 357-364, 383-388, 
418-425, 431-436, 446-454, 464-473, 493-499, 506-509 

 
pET-32a-HSP70 在沉淀中表达，大小为 87 ku 

（图 4）。在不同浓度 IPTG 诱导条件下 pET-32a- 

HSP70 的表达量也存在差异，当 IPTG 浓度达到

0.25 mmol·L–1 时，表达效果最佳。 

 

 
 

图 4  不同 IPTG 浓度下诱导重组蛋白 

pET-32a-HSP70 表达 

Fig. 4  pET-32a-HSP70 expression induced  
by different concentrations of IPTG 

M：低分子量标准蛋白质 marker；S：上清；P：沉淀；

1：IPTG 浓度为 0 mmol·L–1 条件下的诱导表达；2：IPTG

浓度为 0.1 mmol·L–1 条件下的诱导表达；3：IPTG 浓度

为 0.25 mmol·L–1 条件下的诱导表达；4：IPTG 浓度为 

0.5 mmol·L–1 条件下的诱导表达；5: 空载体。 

M: Low molecular weight standard protein marker;  
S: Supernatant; P: Precipitate; 1: IPTG concentration  

0 mmol·L–1; 2: IPTG concentration 0. 1 mmol·L–1;  
3: Induced expression of IPTG at 0.25 mmol·L–1;  

4: IPTG at 0.5 mmol·L–1; 5: Empty vector. 
 

2.3  重组蛋白的 Western-blot 检测结果 

通过 Ni2+亲和层析柱进行 HIS-HSP70 融合

蛋白的纯化后。对重组蛋白 pET-32a-HSP70 进行

Western-blot 检测，结果显示：经过蛋白纯化后，

大部分杂蛋白被去除，在 87 ku 处得到较纯的重

组蛋白（图 5）。 

 

 
 

图 5  重组蛋白 pET-32a-HSP70 纯化 

Fig. 5  Purification of recombinant  
protein pET-32a-HSP70 

M：低分子量标准蛋白质 marker；1：IPTG 浓度为 

0.25 mmol·L–1 条件下的诱导表达；2：重组蛋白

pET-32a-HSP70 纯化；3：pET-32a 空载体。 

M: The low molecular weight standard protein marker;  
1: IPTG concentration at 0.25 mmol·L–1;  

2: Purification of recombinant protein pET-32a-HSP70;  
3: pET-32a empty vector. 

 

2.4  中华蜜蜂 HSP70 多克隆抗体的制备及检测

结果 

以免疫血清和 PBS 组血清为分别一抗（1∶

1 000），二抗为山羊抗小鼠（1∶4 000），通过

Western-blot 检测重组蛋白 pET-32a-HSP70。结

果显示：重组蛋白免疫组在分子量大小 87 ku 处

均存在明显目的带，PBS 组没有目的蛋白带大小

的条带（图 6）。免疫组在第 3 次免疫之后表达

量无明显差异，可以作为中蜂幼虫 HSP70 检测

抗体使用。 
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图 6  不同免疫阶段血清和 PBS 对照组血清 

检测重组蛋白 pET-32a-HSP70 

Fig. 6  Detection of recombinant protein 
pET-32a-HSP70 in serum of different immune stages 

and PBS control group 

M：低分子量标准蛋白质 marker；1：以第一次免疫 

血清作为一抗检测重组蛋白 pET-32a-HSP70 的表达； 

2：以第 2 次免疫血清作为一抗检测重组蛋白

pET-32a-HSP70 的表达；3：以第 3 次免疫血清作为 

一抗检测重组蛋白 pET-32a-HSP70 的表达；4：以第 4

次免疫血清作为一抗检测重组蛋白 pET-32a-HSP70 

的表达；5：以 PBS 免疫血清作为一抗检测重组 

蛋白 pET-32a-HSP70 的表达。 

M：Low molecular weight standard protein marker;  

1: The first immunized serum was used as the first  
antibody to detect the expression of recombinant protein 
pET-32a-HSP70; 2: The second immunized serum was 

used as the first antibody to detect the expression of 
recombinant protein pET-32a-HSP70; 3: The expression  

of recombinant protein pET-32a-HSP70 was detected  
with the third immunized serum as the first antibody;  

4: The expression of the recombinant protein 
pET-32a-HSP70 with the fourth immunized serum as  
the first antibody; 5: Detection of the expression of 

recombinant protein pET-32a-HSP70 with PBS  
immunized serum as a primary antibody. 

2.5  健康幼虫与患病幼虫体内热休克蛋白检测

结果 

将 3 组健康幼虫与患病幼虫进行 BCA 蛋白

定量以后，以第 3 次免疫血清作为一抗检测体内

HSP70 表达量差异。经抗 roHSP70 多克隆抗体

作为一抗作用后，Western-blot 结果显示感染

CSBV 与健康幼虫蛋白样品在约 70 ku 处均出现

特异性条带（图 7），但 70 ku 处蛋白灰度存在

明显差异，患病幼虫在 70 ku 处条带灰度明显优

于健康幼虫的条带，表明在患有 CSBV 的幼虫体

内 HSP70 的表达存在上调。 

 
 

图 7  检测 3 组健康幼虫与患病幼虫 

体内热休克蛋白 70 表达量 

Fig. 7  Detection of heat shock protein 70 expression  
in three groups of healthy and diseased larvae 

M：低分子量标准蛋白质 marker；1，2，3： 

健康幼虫体内热休克蛋白 70 的表达；4，5，6： 

CSBV 患病幼虫体内热休克蛋白 70 表达。 

M: Low molecular weight standard protein marker;  
1, 2, 3: The expression of heat shock protein 70 in  

healthy larvae；4, 5, 6: Expression of heat shock  

protein 70 in the infected larva of CSBV. 
 

3  讨论 

热休克蛋白作为一种应激蛋白广泛存在于

原核生物与真核生物体内并起着重要作用。热休

克蛋白具有细胞蛋白自稳、协同免疫、抗细胞凋

亡、抗氧化等作用，在抗肿瘤免疫及抗病毒免疫

中具有重要的作用（雷小文等，2008）。而热休

克蛋白 70 主要负责细胞内伴侣和细胞外免疫调

节功能（丁志辉和张红艳，2009）。在各种昆虫

的生长发育进化过程中，都存在着特殊的发育方

式，同时需要面对极端生存条件，因此维持体内

蛋白质稳态作用的热休克蛋白对昆虫十分重要，

在昆虫的新陈代谢、环境适应、生长发育甚至种

群进化过程中热休克蛋白都扮演着重要角色

（Norry et al.，2007；Rinehart et al.，2007；Morrow 

et al.，2016）。 

已经有研究表明，昆虫的滞育伴随部分基因

的表达下调，也存在着部分基因的表达上调的情

况，其中，热休克蛋白家族的指标备受关注，因

为已经有研究发现昆虫滞育过程中普遍存在热

休克蛋白 70 表达上调的现象（肖海军等，2011；
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Hao et al.，2012；Wang et al.，2014），陈伟等

（2019）成功制备了棉铃虫 Helicoverpa armigera 

HSP70 多克隆抗体，并证明棉铃虫在热激诱导的

情况下 HSP70 表达量会上调。另外也有证明，

病毒侵染常诱导宿主 HSP70 基因的高水平表达，

表明 HSP70 基因在病毒侵染过程中可能发挥重

要作用（Aranda et al.，1996；Escaler et al.，2000；

Guerrero et al.，2002）。Jiang 等（2014）的实

验表明，水稻和本氏烟草在被水稻条纹病毒感染

后，HSP70 的表达增加；甜菜黄花病毒病侵染后，

伴随着病毒的不断增殖，HSP70 含量也不断增加

（王勇等，2018）。通过刘巧巧等（2018）的研

究表明，在感染过程中产生大量病毒蛋白会导致

细胞应激从而使 HSP70 表达上调，并且 HSP70

可以促进寨卡病毒（ZIKV）在细胞中的复制增

殖同时也可以促进 ZIKV 诱导的炎症反应。由此

推测当蜜蜂幼虫感染 CSBV 后 HSP70 蛋白表达

量会存在差异。 

为了探究蜜蜂幼虫感染 CSBV 后 HSP70 蛋

白表达量情况，本研究首先进行基因克隆，得到

全长为 1 833 bp 的 HSP70 基因，通过分析显示

HSP70 蛋白具有稳定的三级结构，16 个线性 B

细胞表位和 16 个构象表位，为制备抗体提供了

理论依据。本研究以重组蛋白 pET-32a-HSP70

免疫小鼠制备 HSP70 多克隆抗体，Western-blot

发现健康幼虫和感染 CSBV 后幼虫体内 HSP70

含量确实存在差异，患病幼虫在 70 ku 处条带灰

度明显优于健康幼虫的条带灰度，表明在患有

CSBV 的幼虫体内 HSP70 蛋白的表达确实存在

上调。这一想法的证实，可以为进一步研究该蛋

白在中华蜜蜂的发育中的生理功能打下基础。由

此我们推测 CSBV 感染幼虫可能导致了细胞应

激，从而使 HSP70 表达量上调。 

综上所述，HSP70 在 CSBV 感染过程中存在

重要作用，我们的研究为 CSBV 的防控提供了新

的思路。同时，HSP70 较为保守，与其他蜜蜂品

种的 HSP70 序列高度一致，因此本实验制备的

HSP70 抗体也可以用于其他蜜蜂的研究，为深入

研究中华蜜蜂 HSP70 在感染病毒后的表达提供

了支持。 
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