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油茶地蜂中四个寡糖代谢相关基因克隆及其 

在大肠杆菌体内表达* 
徐天羽 1, 2**  李  震 3**  曾志将 1, 2*** 

（1. 江西农业大学蜜蜂研究所，南昌 330045；2. 蜜蜂生物学与饲养江西省重点实验室，南昌 330045； 

3. 宜春学院生命科学与资源环境学院，宜春 336000） 

摘  要  【目的】 油茶授粉效率很低，存在“百花一果”现象，严重影响油茶产业发展。人工饲养的东

方蜜蜂 Apis cerana 和西方蜜蜂 Apis mellifera 虽具广泛授粉适应性，却受油茶花中寡糖影响，出现中毒症

状。野生油茶地蜂 Andrena camellia 能为油茶有效授粉，可以依靠自身肠道分泌的 4 种关键酶消化油茶蜜、

粉中的寡糖，但数量有限。为了解决油茶授粉难题，我们克隆了油茶地蜂体内 4 种寡糖代谢酶。【方法】

通过基因组测序成功获得了 α-半乳糖苷酶（α-Galactosidase, α-GAL）、半乳糖激酶（Galactokinase, GALK）、

半乳糖-1-磷酸尿苷转移酶（Galactose-1-phosphate uridyltransferase, GALT）和尿苷二磷酸半乳糖-4′-变位酶

（Uridine diphosphate galactose-4′-epimerase, GALE） 4 个与寡糖代谢相关的关键基因编码区序列，并构建

了重组表达质粒 pET28a-α-GAL、pET28a-GALK、pET28a-GALT、pET28a-GALE 及大肠杆菌 Escherichia coli

表达工程菌株 pET28a-GAL-E. coli BL21、pET28a-GALK-E. coli BL21、pET28a-GALT-E. coli BL21 和

pET28a-GALE-E. coli BL21。【结果】 对 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 进行了诱导表达和 Ni2+-NTA 柱

亲和层析纯化，获得纯化后的 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 的蛋白分子量分别约 53、55、48 和 39 kD，

浓度分别为 0.8、1.5、0.9 和 1.0 mg/mL。【结论】 本研究成功克隆油茶地蜂寡糖代谢相关基因并获得重组

表达蛋白，研究结果为破解蜜蜂访问油茶后中毒的“瓶颈”提供了新思路和方法，为科学利用蜜蜂为油茶

授粉提供了技术支撑。 

关键词  油茶地蜂；油茶；蜜蜂；寡糖代谢；基因克隆；蛋白表达 

Cloning of four oligosaccharide metabolism-related genes in Andrena 
camellia and their expression in Escherichia coli in vivo 

XU Tian-Yu1, 2**  LI Zhen3**  ZENG Zhi-Jiang1, 2*** 

(1. Honeybee Research Institute, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China;  

2. Jiangxi Province Key Laboratory of Honeybee Biology and Beekeeping, Nanchang 330045, China;  

3. College of Life Science and Resources and Environment, Yichun University, Yichun 336000, China) 

Abstract  [Aim]  To clone four Andrena camellia oligosaccharide metabolism-related genes and determine their expression 

in Escherichia coli in vivo. [Methods]  Sequences of the coding regions of four key genes; α-Galactosidase (α-GAL), 

Galactokinase (GALK), Galactose-1-phosphate uridyltransferase (GALT) and Uridine diphosphate galactose-4'-epimerase 

(GALE), were obtained through genome sequencing. Sequences of the coding regions of key genes such as α-GAL, GALT, 

GALT and GALE were enetically engineered to obtain the recombinant expression plasmids pET28a-GAL, GALK, GALT, GALE, 
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and the Escherichia coli strains pET28a-α-GAL-E. coli BL21, pET28a-GALK-E. coli BL21, pET28a-GALT-E. coli BL21, 

pET28a-GALE-E. coli BL21. [Results]  α-GAL, GALK, GALT, and GALE were subjected to induced expression and purification 

by Ni2+-NTA column affinity chromatography. The molecular weights of the purified α-GAL, GALK, GALT, and GALE were 

about 53, 55, 48 and 39 kD, respectively. Corresponding concentrations of α-GAL, GALK, GALT, and GALE are 0.8, 1.5, 0.9 

and 1.0 mg/mL, respectively. [Conclusion]  Genes related to oligosaccharide metabolism of A. camellia were successfully 

cloned and recombinant expressed proteins obtained. These results provide new ideas for solving the problem of honey bees 

being poisoned by C. oleifera, and provide technical support for the scientific use of honey bees for the pollination of C. oleifera. 

Key words  Andrena camellia; Camellia oleifera; honey bee; oligosaccharide metabolism; gene cloning; protein expression 

油茶 Camellia oleifera，作为山茶科山茶属

Camellia 的一种木本油料树种，在我国南方已

有 2 000 余年栽培历史（陈永忠，2023）。作为

我国特有食用油料作物，其在食用油生产中占有

重要地位（刘佳丽等，2023；邢凯峰等，2024）。

油茶籽油被誉为“液体黄金”，其营养价值极高，

适合高档次的食用油开发。油茶籽油中所含的不

饱和脂肪酸具有降血脂、降血压、抗衰老等保健

作用，具有良好的抗氧化性（钟小荣，2021）。

近年来，我国政府高度重视油茶产业的发展，将

其列为重点扶持的农业产业之一。 

油茶的自交不亲和性特点使得其无法通过

自我授粉实现结果，需要依赖传粉媒介提高其授

粉率和产量（江南等，2022）。油茶自交不亲和

性是由于其花粉与柱头生理特性所决定。当花粉

落到柱头时，柱头会分泌一种特殊物质，这种物

质能够抑制花粉管生长，从而使得自交花粉无法

进入胚珠，因此不能完成授粉过程。这种生理机

制保证了油茶种群遗传多样性，避免了近亲繁殖

所带来的遗传病害和产量下降等问题。这也意味

着，只有通过传粉媒介来帮助油茶授粉才得以克

服其自交不亲和性问题，实现种群的繁衍和产量

提高。但由于农业机械化、单一种植规模化以及

不规范除草剂和农药使用，使得原本为油茶授粉

的优势野生昆虫数量越来越少，比如油茶地蜂

Andrena camellia、大分舌蜂 Colletes gigas，墨胸

胡蜂 Vespa velutina nigrithorax 和熊蜂 Bombus 

spp.，无法满足大面积油茶种植的需求（黄敦元

等，2017）。 

蜜蜂既是一种典型模式昆虫，是研究动物社

会行为和发育生物学的理想素材（曾志将，2020；

陈伟轩等，2024）；也是一种饲养历史悠久经济

昆虫，生产出营养丰富的蜂蜜、蜂王浆、蜂花粉、

蜂胶等蜂产品，蜂产品出口为国家创大量外汇

（曾蜜等，2023）；更是一种重要授粉昆虫，对

保障绿色农业增产和维持生态中生物多样性具

有重要意义（曾蜜等，2022，2024）。东方蜜蜂

Apis cerana 和西方蜜蜂 Apis mellifera 是目前人

工饲养最广泛蜂种，具有广泛授粉适应性，能在

不同的生态环境中为多种作物授粉，并能提高农

作物的产量和质量（雷雪萍等，2018；李上星等，

2018；马卫华等，2021）。然而油茶花中的高浓

度甘露三糖、棉籽糖和水苏糖会导致蜜蜂幼虫腐

烂和成年蜜蜂胀肚等中毒症状（Li et al.，2022）。

这些低聚糖在蜜蜂肠道内无法被消化，随时间积

累，严重干扰蜜蜂体内葡萄糖合成海藻糖的过

程，最终可能导致蜜蜂幼虫和工蜂个体死亡（Li 

et al.，2022）。蜜蜂虽然能够将摄入的 3 种低聚

寡糖（甘露三糖、棉籽糖和水苏糖）进行部分分

解来获取能量，但其分解寡糖能力十分有限，主

要表现出以下中毒症状：首先较高浓度的低聚糖

堆积在蜜蜂体内，无法被消化进而导致腹胀，蜜

蜂消化功能减弱，也会使蜜蜂食物摄入量减少，

进一步加重腹胀现象；其次分解有毒半乳糖能力

减弱又会引发蜜蜂腹泻，当分解能力下降时，有

毒半乳糖会在肠道内积累，刺激肠道黏膜，导致

蜜蜂出现腹泻症状；最后，腹泻会导致水分大量

丢失，使蜜蜂脱水死亡（Peng，1981；Li et al.，

2022）。 

相比之下，油茶地蜂 Andrena camellia 是油

茶的优势传粉昆虫，具有典型的寡食性，仅到访

茶和油茶等山茶属植物（邱建生，2018）。与西

方蜜蜂不同，油茶地蜂在采食油茶花后并未出现

消化不良等症状，能有效代谢油茶中的低聚糖和
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半乳糖。最新研究表明，油茶地蜂头胸部 α-半乳

糖苷酶（α-Galactosidase, α-GAL）、半乳糖激酶

（Galactokinase, GALK）、半乳糖-1-磷酸尿苷转

移 酶 （ Galactose-1-phosphate uridyltransferase, 

GALT)）和尿苷二磷酸半乳糖-4'-变位酶（Uridine 

diphosphate galactose-4'-epimerase, GALE）4 个

基因表达量显著高于东方蜜蜂和西方蜜蜂，而且

油茶地蜂肠道中以上 4 个酶活性比东方蜜蜂和

西方蜜蜂更强（Li et al.，2024；李震等，2024）。

这些酶在半乳糖代谢途径中发挥着关键作用，这

一差异可能导致了东方蜜蜂和西方蜜蜂对半乳

糖的不耐受性，会对其生存和繁殖产生不利影

响，并表现出“不愿意为油茶花授粉”。本研究

在成功克隆油茶地蜂这 4 个寡糖代谢相关基因

基础上，基于大肠杆菌异源蛋白表达系统成功构

建了 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 4 个基因

表达菌株，并进行了诱导表达与纯化，现总结报

道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌株与质粒   用于基因克隆和质粒保存

的大肠杆菌 DH5α，用于异源表达重组半乳糖苷

酶 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 的大肠杆

菌 BL21(DE3)；质粒 pET-28a 购自 Novagen 有

限公司。 

1.1.2  主要试剂    T4 DNA Ligase 酶购于

TaKaRa 公司，KOD Plus Neo DNA Polymerase 

购于东洋纺公司，DNA 凝胶回收试剂盒购自东 

盛公司。 

1.2  仪器 

GeneAmp PCR System 2400 型 PCR 扩增仪

（ Applied Biosystems 公 司 ）， 冷 冻 离 心 机

（Eppendorf 公司），DYY-10C 型电泳仪(北京市

六一仪器厂)，JY 92-IIDN 超声细胞破碎仪（新

芝），恒温生化培养箱（埃开 DHK 150S），BSI-9

摇床（贝茵），752N 紫外分光光度计（上海佑科）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 基因的

克隆与表达   从 NCBI（https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/）上获取 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE

基因的编码区序列，并用 Primer 5 设计相应的引

物来扩增以上 4 个序列。设计的引物序列如表 1

所示，由上海生工生物工程有限公司合成。上下

游引物分别包含 BamH I 和 Xho I 酶切位点。以

合成的 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 基因的

编码区序列为模板进行 PCR 扩增。扩增条件如

下：94 ℃ 1 min；然后以 98 ℃ 15 s；58 ℃ 

15 s；68 ℃ 1 min 的条件进行 30 个循环；68 ℃，

5 min。反应体系包括上下游引物各 0.5 μL，模

板 1 μL，2 mmol/L dNTP mixture 2.5 μL，10 × 

KOD buffer 2.5 μL，KOD Plus Neo 0.5 μL，补水

至 25 μL。在 0.2 mL EP 管中配制以上体系，模

板稀释 20 倍后取 0.5 μL 扩增 α-GAL、GALT、

GALK 和 GALE。 

 
表 1  4 个基因的引物序列 

Table 1  Primer sequences used for four genes 

引物 Primer 序列（5′-3′）Sequence (5′-3′) 

α-GAL-BamHIF cgcggatccATGTCGCAGACGGTATGGATATGGT  

α-GAL-XhoIR ccgctcgagCTTGAACGAGTTCTGTCTGACTTTG  

GALK-BamHIF cgcggatccATGAAATTTGAGAGATGGAGGA 

GALK-XhoIR ccgctcgagATGTTCTGCTCCAATCGAAATGA  

GALT-BamHIF cgcggatccATGTCTGCGTCAACAGGTGATGAGA  

GALT-XhoIR ccgctcgagCTGAGAATATTTTTCTATTTCACAA 

GALE-BamHIF cgcggatccATGCAGGAAATATTGTGGGGCCC 

GALE-XhoIR ccgctcgagACATTTGTAACCGTTTGGATTATTT  
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通过 PCR 扩增获得的产物使用 1%琼脂糖凝

胶电泳法进行分析并进行切胶和胶回收。PCR

产物经 1%凝胶电泳后，在紫外灯下，用手术刀

切取含目的基因片段的凝胶条带至干净 1.5 mL 

EP 管中，称重后，按 100 mg 凝胶对应 100 μL

氯化铵基裂解溶液的比例向离心管中加入氯化

铵基裂解溶液。260 ℃水浴 10 min 至凝胶完全

溶化，水浴期间振荡混合 3 次。将溶液转移至

DNA 纯化柱中，静置 2 min，室温 12 000 r/min

离心 1 min，弃滤液。向柱上加入 500 μL 石油醚 

（Petroleum ether, PE）溶液，室温 12 000 r/min

离心 1 min，弃滤液。重复上一操作一次。室温

空柱 12 000 r/min 离心 1 min 以彻底去除纯化柱

中残留的液体。将柱子置于新的 1.5 mL EP 管上，

向柱中央加入 30 µL 60 ℃预热的无菌水，

13 400 r/min 离心 1 min 以洗脱出 DNA。 

凝胶回收的 PCR 产物和 pET-28a(+)载体

（Novagen 公司）用 Xho I/BamH I 双酶切，回收

纯化；利用 T4 DNA Ligase 进行连接，构建重组

质粒并转入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，筛选

阳性克隆子和提取重组质粒 pET-28(a)-(α-GAL, 

GALK, GALT, GALE)并酶切鉴定所提取质粒。

酶切反应体系如表 2。 
 

表 2  酶切反应体系 

Table 2  Enzymatic reaction system 

试剂 Reagent  体积（µL）

提取的质粒 The extracted plasmid 3.0  

Xho I 0.4  

BamH I 0.4  

10× Buffer 1.0  

ddH2O 5.2  

总计 Total 10.0  
 

37 ℃酶切 2 h。酶切产物以含溴化乙锭

（Ethidium bromide, EtBr）的 1%琼脂糖凝胶电

泳分离，UVP 凝胶成像系统成像。 

将重组质粒转化至 E. coli BL21 中，涂布于

含相应抗生素（卡那霉素 Kanamycin，终浓度 50 

μg/mL）的 Luria-Bertani 培养基（以下均简称为

LB）平板上，37 ℃培养箱中倒置培养 12- 16 h。

从平板上挑取单菌落接种于 3 mL LB 液体培养

基（含 50 μg/mL 卡那霉素）中，37 ℃，230 r/min

摇床培养 12-16 h，作为预培养菌液。在 50 mL

离心管中，用微量移液枪将 100 μL 预培养菌液

加入到 10 mL LB 培养液（含抗生素）（1∶100），

37 ℃，230 r/min 摇床培养 2-3 h，使其 OD600nm

达到 0.4-0.8，加入一定体积的 100 mmol/L 诱导

物异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（Isopropyl-beta-D- 

thiogalactopyranoside， IPTG），使其终浓度为

0.5 mmol/L 进行诱导。18 ℃，180 r/min 摇床培

养过夜。 

1.3.2  蛋白表达纯化与检测  将构建好的表达

质粒（PET-28A-(α-GAL, GALK, GALT, GALE)）, 

转化 E. coli BL21 表达菌，涂布于含相应抗生素

（卡那，终浓度 50 μg/mL）的 LB 平板上，37 ℃

培养箱中倒置培养 12-16 h。在超净工作台内，

从平板上挑取单菌落接种于 3 mL LB 液体培养

基（含抗生素）中，37 ℃ 230 r/min 摇床培养

12-16 h。在 50 mL 离心管中，用微量移液枪将

100 μL 预培养菌液加入到 10 mL LB 培养液（含

抗生素）（1∶100），37 ℃ 230 r/min 摇床培养

2-3 h，使其 OD600 nm 达到 0.4-0.8，进行诱导。扩

大培养前，取 200 μL 菌液加 100 μL 80 %无菌甘

油，混匀后﹣80 ℃冰箱保存。诱导前，吸出

800 μL 菌液，离心，收集细菌沉淀，悬于 40 μL 

1×PBS（pH 7.2），加 10 μL 5× SDS Buffer，沸水

浴中煮 5 min，冻于﹣20 ℃，作对照。余下的菌

液加入一定体积的 100 mmol/L 诱导物 IPTG，使

其终浓度为 0.5 mmol/L。18 ℃ 180 r/min 摇床

培养过夜。诱导后，菌液移至 1.5 mL 离心管，4 ℃ 

7 000 r/min 离心 10 min 收集菌体。然后用 800 μL 

1×PBS（pH 7.2）重悬，同时加入终浓度为

1 mmol/L 蛋白酶抑制剂苯甲磺酰氟（Phenyl 

methane sulfonyl fluoride，PMSF）。冰上用超声

破碎仪破碎细菌，超声条件：200 W，工作 6 s，

间隔 6 s，20 次。超声前，取 40 μL 保存，即为

总蛋白部分（Total protein, TP），加 10 μL 5×SDS 

Buffer，沸水浴中煮 5 min，冻于﹣20 ℃。4 ℃

条件下，以 10 000 r/min 离心 TP 10 min，转移上

清至新 EP 管中，沉淀用 800 μL 1× PBS（pH 7.2）

重悬。分别取 40 μL 上清和沉淀，各加 10 μL 5× 
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SDS Buffer，沸水浴中煮 5 min。12% SDS-PAGE

电泳检测表达情况。 

蛋 白 表 达 菌 株 E. coli BL21-PET-28A- 

(α-GAL, GALK, GALT, GALE）复苏培养。从  

﹣80 ℃冰箱甘油冻存管中挑取菌落划线培养于

含卡那霉素（卡那，终浓度 50 μg/mL）的 LB 平

板上，37 ℃培养箱中倒置培养过夜（12-16 h）。

在超净工作台内，从平板上挑取单菌落接种于

3 mL LB 液体培养基（含卡那霉素，终浓度

50 μg/mL）中，37 ℃ 230 r/min 摇床培养过夜

（12-16 h）。第 2 天下午扩大培养，在 1 L 三角

瓶中，用微量移液枪以 1 100∶ 的比例将 2 mL

预培养菌液加入到 200 mL LB 培养液（含卡那霉

素，终浓度 50 μg/mL），37 ℃摇床 230 r/min 培

养约 2-3 h，使其 OD600 nm 达到 0.4-0.8。超净工

作台内，向培养液中加入 1 mL 100 mmol/L 诱导

剂 IPTG，使其终浓度为 0.5 mmol/L。18 ℃摇床

180 r/min 诱导培养过夜，收集菌体。从摇床中

取出三角瓶，冰上放置 10 min，其间振动 2-3 次。

菌液移入干净的 50 mL 离心管中，4 ℃，

4 000 r/min 离心 10 min，弃上清。重复离心，直

至收集到所有菌体。菌体用冰预冷的 Lysis buffer

（50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl，

10 mmol/L Imidazole，用 NaOH 调节 pH 7.4）重

悬，尽量避免产生气泡，200 mL 菌液最后重悬

于 16 mL Lysis buffer 中，冰上缓慢振摇 1 h。一

共摇了 5 瓶，共 1 L，最后重悬于 80 mL Lysis 

buffer，分装于 2 个 50 mL 离心管，每管 40 mL。 

超声破碎。冰上超声破碎 6 s，间隔 6 s，超

声 60 次，功率为 300 W。超声破碎结束后，4 ℃，

10 000 r/min 离心 30 min。转移上清至干净的离

心管，分别加入 1 mL Lysis buffer 预处理过的

Ni-NTA beads（购于金斯瑞公司，能够结合带

His 标签的目的蛋白），冰上缓慢振摇 1 h，使

Beads 与蛋白充分结合。转移 Beads-proteins 混

合溶液至 Poly-Prep 层析柱中，使 Beads 自然沉

降。用 8 mL Wash buffer（50 mmol/L NaH2PO4，

300 mmol/L NaCl，20 mmol/L Imidazole，用

NaOH调节 pH 7.4）洗 2遍。最后，用Elution buffer

（50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl，

250 mmol/L Imidazole，用 NaOH 调节 pH 7.4）

洗脱下目的蛋白至 1.5 mL EP 管中，洗脱 3-4 次，

每次 1 mL。 

1.3.3  蛋白含量测定  Bradford assay 测定各管

蛋白浓度，以牛血清蛋白作为标准蛋白（高木珍，

2020）。建立牛血清蛋白（Bovine serum albumin, 

BSA）标准曲线（表 3）。取 2 μL 待测蛋白样品

加入到 8 μL ddH2O 中，充分混匀，即稀释 5 倍；

取 100 μL Bradford工作液加入到 10 μL蛋白样品

中；室温下反应 2-5 min；在 560 nm 波长下用紫

外分光光度计测定吸光值。建立标准曲线，计算

出样品蛋白浓度。 
 

表 3  牛血清蛋白浓度标准曲线 

Table 3  Standard curve of bovine serum protein 
concentration 

BSA 浓度（μg/μL） 

BSA concentration (μg/μL) 
OD560 (nm) 

0.250 0.571 

0.125 0.329 

0.050 0.186 

0.025 0.134 

0.005 0.094 

0 0.087 

 

采用 12% SDS-PAGE 法检测纯化效果。配

制 12 % SDS-PAGE 胶，组装好电泳装置，上样。

蛋白 Pre-staining marker 上样 5 μL，蛋白样品各

上样 10 μL。接通电源，先用 90 V 恒压电泳，待

蛋白泳动至浓缩胶与分离胶界面处，换 110 V 恒

压电泳，至溴酚蓝距胶底部约 1 cm 时停止电泳。

小心剥离胶，放入平皿中，加入适量考马斯亮蓝

染液，室温下，摇床上染色 30 min。 倒去染色

液，加入适量脱色液至蛋白条带清晰，脱色过程

中更换脱色液，结果拍照保存。 

2  结果与分析 

2.1  α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 的基因克隆 

2.1.1  目的基因及载体的扩增和回收结果  经

过 PCR 扩增 α-GAL 基因序列，电泳结果明确显

示在 1.3 kb 位置成功回收到了与预期相符的基
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因条带，推测其为 α-GAL 的基因序列（图 1）。

同样地，利用 GALK 的模板进行扩增，其产物的

大小与预测完全一致，其扩增条带位于 Marker 

1 500 bp 附近，充分证明了 GALK 目的基因已被

成功扩增（图 2）。GALT 的扩增产物大小与预测

一致，其条带位于 Marker 1 000 bp 附近，证明

GALT 目的基因已被成功扩增（图 3）。GALE 的

扩增产物大小同样与预测相符，其条带恰好位于

Marker 1 000 bp 的位置，进一步确认了 GALE 目

的基因的成功扩增（图 4）。 
 

 
图 1  α-GAL PCR 扩增产物胶图 

Fig. 1  Gel map of α-GAL PCR amplification products 

泳道 M1：DL2 000 DNA marker；泳道 1：α-GAL PCR 扩增产物（1 317 bp）；泳道 M2：1 kb DNA marker。 
Lane M1: DL2 000 DNA marker; Lane 1: α-GAL PCR amplification product (1 317 bp); Lane M2: 1 kb DNA marker. 

 

 
图 2  GALK PCR 扩增产物胶图 

Fig. 2  Gel map of GALK PCR amplification products 

泳道 M1：DL2 000 DNA marker；泳道 1：GALK PCR 扩增产物（1 362 bp）；泳道 M2：1 kb DNA marker。 
Lane M1: DL2 000 DNA marker; Lane 1: GALK PCR amplification product (1 362 bp); Lane M2: 1 kb DNA marker. 
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图 3  GALT PCR 扩增产物胶图 

Fig. 3  Gel map of GALT PCR amplification products 

泳道 M1：DL2 000 DNA marker；泳道 1：GALT PCR 扩增产物（1 173 bp）；泳道 M2：1 kb DNA marker。 

Lane M1: DL2 000 DNA marker; Lane 1: GALT PCR amplification product (1 173 bp); Lane M2: 1 kb DNA marker. 
 

 
图 4  GALE PCR 扩增产物胶图 

Fig. 4  Gel map of GALE PCR amplification products 

泳道 M1：DL2 000 DNA marker；泳道 1：GALE PCR 扩增产物（966 bp）；泳道 M2：1 kb DNA marker。 

Lane M1: DL2 000 DNA marker; Lane 1: GALE PCR amplification product (966 bp); Lane M2: 1 kb DNA marker. 
 

2.1.2  重组质粒酶切鉴定及测序  酶切提取的

重组质粒，酶切产物以含溴化乙锭（EB）的 1%

琼脂糖凝胶电泳分离 UVP 凝胶系统成像，电泳

结果显示 α-GAL（1 317 bp）（图 5）、GALK

（1 362 bp）（图 6）、GALT（1 173 bp）（图 7）

和 GALE（966 bp）（图 8）在相应的位置切出一

条目的条带，说明筛到有阳性克隆，将阳性质粒

送到上海生工基因公司测序。测序结果 BLAST 
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图 5  α-GAL 的重组质粒酶切后产物胶图 

Fig. 5  Gel map of the product after plasmid digestion of α-GAL 

泳道 M1：DL2 000 DNA marker；泳道 1：α-GAL-1 的质粒酶切后产物；泳道 2：α-GAL-2 的质粒酶切后产物； 

泳道 3：α-GAL-3 的质粒酶切后产物；泳道 M2：1 kb DNA marker。 
Lane M1: DL2 000 DNA marker; Lane 1: Plasmid digested product of α-GAL-1; Lane 2: Plasmid digested product of 

α-GAL-2; Lane 3: Plasmid digested product of α-GAL-3; Lane M2: 1 kb DNA marker. 
 
 

 
 

图 6  GALK 的重组质粒酶切后产物胶图 

Fig. 6  Gel map of the product after plasmid digestion of GALK 

泳道 M2：1 kb DNA marker；泳道 1：GALK-1 的质粒酶切后产物；泳道 2：GALK-2 的质粒酶切后产物； 

泳道 3：GALK-3 的质粒酶切后产物；泳道 M1：DL2 000 DNA marker。 
Lane M2: 1 kb DNA marker; Lane 1: Plasmid digested product of GALK-1; Lane 2: Plasmid digested product of GALK-2; 

Lane 3: Plasmid digested product of GALK-3; Lane M1: DL2 000 DNA marker. 
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图 7  GALT 的重组质粒酶切后产物胶图 

Fig. 7  Gel map of the product after plasmid digestion of GALT 

泳道 M2：1 kb DNA marker；泳道 1：GALT-1 的质粒酶切后产物；泳道 2：GALT-2 的质粒酶切后产物； 

泳道 3：GALT-3 的质粒酶切后产物；泳道 M1：DL2 000 DNA marker。 
Lane M2: 1 kb DNA marker; Lane 1: Plasmid digested product of GALT-1; Lane 2: Plasmid digested product of GALT-2;  

Lane 3: Plasmid digested product of GALT-3; Lane M1: DL2 000 DNA marker. 
 
 

 
 

图 8  GALE 的重组质粒酶切后产物胶图 

Fig. 8  Gel map of the product after plasmid digestion of GALE 

泳道 M2：1 kb DNA marker；泳道 1：GALE-1 的质粒酶切后产物；泳道 2：GALE-2 的质粒酶切后产物； 

泳道 3：分别为 GALE-3 的质粒酶切后产物；泳道 M1：DL2 000 DNA marker。 
Lane M2: 1 kb DNA marker; Lane 1: Plasmid digested product of GALE-1; Lane 2: Plasmid digested product of GALE-2;  

Lane 3: Plasmid digested product of GALE-3; Lane M1: DL2 000 DNA marker. 
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分析：α-GAL、GALK、GALT、GALE 均已成功

克隆至 pET-28a+载体中，与 NCBI 上已知序列进 

行 BLAST 100%一致。 

2.2  目的蛋白的 SDS-PAGE 分析 

采用 IPTG 分别对 α-GAL、GALK、GALT 

和 GALE 进行诱导表达。如图 9 所示，SDS-PAGE

结果表明 α-GAL、GALK、GALT 和 GAL 在构

建成功的基因工程菌中获得了大量可溶性表达。

重组菌经 IPTG 诱导表达、分离和纯化后，纯酶 

用 SDS-PAGE 检测，显示单一条带，纯化后的

α-GAL, GALK、GALT 和 GALE 的蛋白分子量分

别约 53、55、48 和 39 kD。 

2.3  蛋白含量检测标准曲线 

本研究获得的蛋白浓度标准曲线的线性回

归方程是 y=1.940x+0.086，其 R2 为 0.999。根据

其吸光度对照标准曲线可以计算出纯化后的

α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 浓度分别为 0.8、

1.5、0.9 和 1.0 mg/mL（表 4）。 

3  讨论 

油茶已被正式列入国家大宗油料作物名录，

我国当前种植面积超 460 万 hm2，预计 2025 年

将突破 600 万 hm2（王哲和朱香明，2023）。油

茶有传粉昆虫 50 余种，其中优势授粉昆虫为油 

 

  
 

图 9  GAL（A）、GALE（B）、GALK 和 GALT（C）的蛋白质纯化检测凝胶图 

Fig. 9  Protein purification assay gel plots of GAL (A), GALE (B), GALK and GALT (C) 

泳道 1：诱导前总蛋白；泳道 2：诱导后总蛋白；泳道 3：纯化后总蛋白。 

Lane 1: Total protein before induction; Lane 2: Total protein after induction; Lane 3: Total protein after purification. 
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表 4  α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 蛋白吸光度 

Table 4  Absorbance of α-GAL, GALK, GALT and GALE proteins 

  α-GAL GALK GALT GALE 

OD600 nm 0.162 0.227 0.169 0.180 

浓度（mg/mL） 

Concentration (mg/mL) 
0.8 1.5 0.9 1.0 

 

茶地蜂和大分舌蜂（邓园艺等，2010）。近 20 多 

年来，由于油茶林场作物种植单一，且种植采取

“毁林种植”和“精耕细作”的方式，严重破坏

了野生传粉蜂的栖息地，造成野生油茶林授粉昆

虫种类和数量锐减，导致座果率进一步下降（Xie 

et al.，2013）。 

应用商业化饲养的东方蜜蜂和西方蜜蜂为

油茶授粉，一直是研究热点和科研主攻方向。但

在实际生产中，蜜蜂采集油茶后，会出现蜜蜂幼

虫和蛹腐烂以及工蜂腹胀等中毒症状。针对油茶

蜜粉导致蜜蜂中毒有两种传统学术观点：一是油

茶花蜜中含有的生物碱（赵尚武，1987），二是

油茶花蜜中含有的寡糖（棉籽糖和水苏糖）（康

雪冬和范正友，1991）。研究发现，油茶花蜜、

花粉和蜂蜜中含有 2 种生物碱山道年和咖啡因，

但不是蜜蜂中毒原因；油茶花蜜中的水苏糖，棉

子糖和甘露三糖是导致蜜蜂中毒和烂仔的主要

物质（Li et al.，2022），其机理是在寡糖和半乳

糖代谢通路中，东方蜜蜂和西方蜜蜂中 α-GAL、

GALK、GALT 和 GALE 4 种酶基因表达水平和

酶活性都显著低于油茶地蜂（Li et al.，2024）。

如何解决蜜蜂采集油茶蜜粉中毒问题，生物工程

合成 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 4 种酶，

是最优先的蜜蜂为油茶授粉策略，也是本研究团

队多年来一直在努力的方向。 

α-GAL 虽然水解油茶蜂蜜中水苏糖，棉子糖

和甘露三糖，产生大量半乳糖（Li et al.，2022），

但高浓度半乳糖仍然对蜜蜂幼虫和成虫有毒

（Peng，1981）。显然半乳糖代谢通路中 GALK、

GALT 和 GALE 3 种酶也极重要，本研究首次克

隆油茶地蜂 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 4 种

酶基因并成功在大肠杆菌体内表达，为规模化生

物工程合成 α-GAL、GALK、GALT 和 GALE 4

种酶奠定了技术基础。本研究团队前期研究发

现，3%的 α-GAL 在体外消化 12 h 后，对花蜜中

甘露三糖、棉籽糖和水苏糖的消化率达到 80%

以上；1 mg 的 GALK、GALT 和 GALE 在体外

消化 48 h 后，对半乳糖消化率达到 26.39%（李

震, 2023；Li et al.，2024）。本研究结果为破解

蜜蜂访问油茶后中毒的“瓶颈”提供了新思路

和方法，为科学利用蜜蜂为油茶授粉提供了技

术支撑。 
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