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摘  要  【目的】 本研究旨在通过测定中华蜜蜂 Apis cerana cerana 蛋白磷酸酶 2A（Protein phosphatase 2A , 

PP2A）基因 AcPP2A 的时空表达谱和解析 AcPP2A 蛋白的理化性质和分子特征，为进一步研究 PP2A 在中

华蜜蜂生长发育中的功能提供参考和基础。【方法】 通过 RT-qPCR 检测 AcPP2A 在中华蜜蜂工蜂的触角、

中肠、脑、毒腺、表皮、咽下腺和脂肪体等组织，卵、幼虫、预蛹和蛹及不同日龄工蜂成虫中的相对表达

量。使用 NCBI 网站上的 ORF 工具，Expasy 网站上的 Protparam、ProtScale 和 SWISS-model 软件，SignalP 

4.1 Server、NetPhos 3.1 Server、TMHMM 和 SOPMA 等软件预测 AcPP2A 蛋白的分子特征和理化性质，鉴

定中华蜜蜂和其他物种 PP2A 的保守基序和结构域，并构建系统进化树。【结果】 AcPP2A 含有 5 174 个

核苷酸，可编码 475 个氨基酸；AcPP2A 的蛋白分子量约为 54.78 kD，脂溶系数为 78.80，等电点为 5.97，

分子式为 C2411H3781N671O742S23，平均亲水系数为﹣0.521；AcPP2A 不含跨膜结构域和信号肽。中华蜜蜂、

无刺蜂 Melipona quadrifasciata、西方蜜蜂 Apis mellifera、美洲东北熊蜂 Bombus impatiens、橡子蚂蚁

Temnothorax curvispinosus、苜蓿切叶蜂 Megachile rotundata、火红熊蜂 Bombus pyrosoma、巴西无刺蜂

Frieseomelitta varia、顶切叶蚁 Acromyrmex echinatior、东南蓝莓蜂 Habropoda laboriosa、鸭嘴海豆芽 Lingula 

anatina 的 PP2A 含有相同的 6 个保守基序（Motif1、Motif2、Motif3、Motif4、Motif5 和 Motif6）和 1 个

相同的结构域（CDC55 超家族）。中华蜜蜂与橡子蚂蚁的 PP2A 在进化树上聚为一支。【结论】 AcPP2A

是潜在的酸性蛋白、亲水性蛋白和非跨膜胞内蛋白，具有较高的保守性；AcPP2A 的表达存在组织及发育

阶段的广泛性和差异性，在毒腺和卵发育中可能发挥重要功能。 

关键词  中华蜜蜂；蛋白磷酸酶 2A；时空表达谱；蛋白分子特征 
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Abstract  [Aim]  To determine the spatio-temporal expression profile of the Apis cerana cerana protein phosphatase 2A 
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(PP2A) gene, analyze its molecular characteristics and physical and chemical properties in order to provide a reference for 

further research. [Methods]  The relative expression of AcPP2A in different tissues, including the antennae, midgut, brain, 

venom gland, cuticle, hypopharyngeal gland, and fat body, were determined using RT-qPCR, as were its relative expression 

in eggs, larvae, pre-pupae, pupae and adult workers of different ages. Using the ORF tool on the NCBI website, Protparam, 

ProtScale, and SWISS-model software on the Expasy website, SignalP 4.1 Server, NetPhos 3.1 Server, TMHMM, and 

SOPMA, and other software related software Predicting molecular features of the AcPP2A protein and the physicochemical 

properties, identify conserved motifs and structural domains of PP2A in A. c. cerana and other species, and construct a 

phylogenetic tree. [Results]  AcPP2A contains 5 174 nucleotides, encodes 475 amino acids and has a protein molecular 

weight of about 54.78 kD. It has a lipid solubility coefficient of 78.80, an isoelectric point of 5.97, a molecular formula of 

C2411H3781N671O742S23, and an average hydrophilic coefficient of ﹣0.521. AcPP2A does not have a transmembrane domain 

or signaling peptide. PP2A of A. c. cerana, Melipona quadrifasciata, Apis mellifera, Bombus impatiens, Temnothorax 

curvispinosus, Megachile rotundata, B. pyrosoma, Frieseomelitta varia, Acromyrmex echinatior, Habropoda laboriosa and 

Lingula anatina, all have the same six conserved motifs (Motif1, Motif2, Motif3, Motif4, Motif5 and Motif6) and one 

identical domain (the CDC55 superfamily). PP2A of A. c. cerana and T. curvispinosus cluster on the same branch of the 

phylogenetic tree. [Conclusion]  AcPP2A appears to be an acidic, hydrophilic, non-transmembrane, highly conserved, 

intracellular protein. Its expression varies widely across different tissues and developmental stages, but it may play an 

important role in the development of the venom gland and eggs.  

Key words  Apis cerana cerana; protein phosphatase 2A; spatio-temporal expression profile; molecular features of proteins 

作为东方蜜蜂 Apis cerana 的指名亚种，中

华蜜蜂 Apis cerana cerana（简称中蜂），也是我

国特有的蜂种和重要的授粉昆虫，因具有适应性

强、耐低温和造脾快等优点而广泛应用于养蜂生

产（曾志将, 2003）。 

蛋白磷酸酶 2A（Protein phosphatase 2A, 

PP2A）属于丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶家族，其

中 A 亚基为支架结构，B 亚基发挥调控作用，

C 亚基具有催化活性，广泛存在于真核细胞中，

在进化中高度保守（Janssens and Goris, 2001）。

CDC55 superfamily 是 PP2A 蛋白的重要结构

域，CDC55 已被确定为 PP2A 的调控亚基（Han 

et al., 2019）。PP2A 通过 CDC55 调控细胞有丝

分裂，促进细胞增殖，CDC55 缺失导致细胞生

长速度减慢、胞质分裂和多细胞核等后果

（Bizzari and Marston, 2011; Leslie, 2011）。研究

表明，PP2A 在细胞周期、形态发育、信号传导、

疾病发生和治疗等方面起到至关重要的作用

（Vervoort et al., 2021; Khan et al., 2022）。动植

物的 PP2A 已有较多研究，Khan 等（2022）发

现 PP2A 不仅可以作为肿瘤抑制因子发挥作用，

还可以用内源性抑制剂和小分子激活剂来调节

PP2A 的活性进而治疗自身免疫疾病；Máthé 等

（2021）研究发现 PP2A 可通过调节囊泡定位

和 PIN 蛋白（PIN-FORMED proteins）再循环影

响植物的生长发育和植物细胞膜的相互作用；

张艳等（2023）通过 cDNA 末端快速扩增技术

（Rapid Amplification of cDNA Ends, RACE）成

功 获 得 近 缘 新 对 虾 Metapenaeus affinis 的

MaPP2A-B55 基因序列，并通过实时荧光定量

PCR 分析该基因在卵巢发育不同阶段的表达模

式，提示其可能调控对虾的生殖成熟及胚胎发

育过程。而关于昆虫 PP2A 的相关研究较为滞

后，主要集中在果蝇 Drosophila 和家蚕 Bombyx 

mori 等少数物种。在果蝇中，PP2A 与 dTOR 信

号通路之间关系密切，PP2A 通过 dTOR 信号通

路参与调控细胞自噬（Bánréti et al., 2012）。Kim 

LH 等（2019）发现在果蝇中，PP2A 通过促进

Vtd（Vault tumorigenic determinant）蛋白的泛

素-蛋白酶体降解途径来调控其表达水平，从而

影响细胞有丝分裂进程及翅膀发育的调控机

制。此外，PP2A 可以抑制神经元应激激酶 DLK

（Dual leucine zipper kinase，双亮氨酸拉链激

酶）信号传导，促进果蝇神经肌肉连接处的突

触末端过度生长，也可抑制激活哺乳动物神经

元中 DLK 依赖的凋亡程序，从而诱导细胞死亡
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（Hayne and DiAntonio, 2022）。Yuan 等（2020）

研究发现高浓度的 20E（20-Hydroxyecdysone，

20- 羟 基 蜕 皮 酮 ） 能 激 活 家 蚕 和 黑 腹 果 蝇

Drosophila melanogaster 脂肪体中 PP2A 和

AMPK（AMP-activated protein kinase，AMP 依

赖的蛋白激酶），通过去磷酸化作用来拮抗胰岛

素/胰岛素样生长因子信号传导，进而限制个体

的生长速率。目前，对于中华蜜蜂等膜翅目昆

虫的 PP2A 基因，相关研究仍然缺少，其功能

尚不清楚。 

本 研 究 拟 扩 增 中 华 蜜 蜂 PP2A 基 因

（AcPP2A）的编码 DNA 序列（Coding DNA 

sequence，CDS），并对中蜂工蜂不同组织和发育

阶段中 AcPP2A 的表达模式进行测定，预测

AcPP2A 蛋白的分子特征、理化性质和系统进化，

以期丰富 AcPP2A 的基本信息，为后续功能机制

研究奠定基础。 

1  材料与方法  

1.1  供试虫源 

中华蜜蜂工蜂及其幼虫取自福建农林大学

蜂学与生物医药学院蜜蜂保护实验室的实验

蜂群。 

1.2  样品制备 

采用本实验室已建立的操作流程（吴鹰等, 

2023; 叶亚萍等, 2024），（1）收集刚出房的工

蜂成虫，分别制备以下组织样品：触角、咽下

腺、脑、脂肪体（n=8）以及表皮、中肠和毒腺

（n=3）；（2）制备工蜂的卵（n=50）、幼虫（3

日龄, n=3）、预蛹（7 日龄和 8 日龄, n=3）和蛹

（12 日龄, n=3）样品；（3）制备工蜂成虫 1、2、 

6、12、15 和 18 日龄（n=3）样品。上述实验

均设置 3 次生物学重复。各样品经液氮速冻后

转移至﹣80 ℃备用。 

1.3  PCR 扩增和 Sanger 测序 

查询和下载东方蜜蜂 AcPP2A（GeneBank

登录号：XM_017063919.1）的核苷酸序列，使用

Primer Premir 6 软件设计特异性扩增引物（表 1），

引物合成由上海生工生物工程公司完成。提取

1.2 节制备的中肠样品的总 RNA，反转录得到

cDN 模板。PCR 反应体系和程序参照郭意龙等

（2022）的方法。经琼脂糖凝胶电泳（1.5%）检

测产物，通过核酸凝胶成像仪观察分析。后续片

段回收、TA 克隆和 Sanger 测序按照吴鹰等

（2023）的方法进行。 

1.4  时空表达谱检测 

使用 Primer Premir 6 软件设计 AcPP2A 的

qPCR 引物（表 1）分别提取 1.2 节制备的各样

品的总 RNA，反转录得到相应的 cDNA 模板。

以肌动蛋白基因 actin（GenBank 登录号：XM_ 

017059068.2）作为内参。参照郭意龙等（2022）

建立的 qPCR 反应体系和条件。实验设置 3 次

技术重复和生物重复。相对表达量采用 2-∆∆Ct

法计算，GraphPad Prism 8 软件作图，统计学分

析使用 SPSS Statistics 20 软件完成，包括单因

素方差分析（One-way ANOVA）和 Tukey 检验，

显著性差异采用字母标记法，以 P<0.05 为显著

性阈值。 
 

表 1  引物信息 

Table 1  Primer information 

引物 Primer 序列（5′-3′）Sequence (5′-3′) 用途 Purpose 

PP2A-F1 TCGTCACTGAGGAGGATG 

PP2A-R1 CTTGCTCACGTCAACATATAC 

RT-PCR 

PP2A-F2 CTGCTTGCTTGATATGTGAG 

PP2A-R2 CGATGATACGACCAGTTGT 

RT-qPCR 

actin-F TTATATGCCAACACTGTCCTTT 

actin-R AGAATTGATCCACCAATCCA 

RT-qPCR 
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1.5  生物信息学分析 

根据团队先前的方法（董舒楠等, 2025; 宋

宇轩等, 2025）利用 NCBI 网站上的 ORF 工具预

测 AcPP2A 的氨基酸序列。通过 Expasy 网站上

的 Protparam、ProtScale 和 SWISS-model 软件分

别预测其理化性质、亲水性和三级结构。通过

SignalP 4.1 Server、NetPhos 3.1 Server、TMHMM

和 SOPMA 分别预测该蛋白的信号肽、磷酸化位

点、跨膜结构域和二级结构。采用 PSORTⅡ软

件预测其亚细胞定位。 

从 NCBI 蛋白质数据库中查询和下载无刺

蜂 Melipona quadrifasciata 、西方蜜蜂 Apis 

mellifera、美洲东北熊蜂 Bombus impatiens、橡

子蚂蚁 Temnothorax curvispinosus、苜蓿切叶蜂

Megachile rotundata 、 火 红 熊 蜂 Bombus 

pyrosoma、巴西无刺蜂 Frieseomelitta varia、顶

切叶蚁 Acromyrmex echinatior、东南蓝莓蜂

Habropoda laboriosa 和鸭嘴海豆芽 Lingula 

anatina 的 PP2A 的氨基酸序列。使用 MEME 软

件（Bailey and Elkan, 1994）（参数设置：结构

域氨基酸残基数为 6-50 aa，不同结构域的数量

为 5，其余为默认设置）鉴定上述 11 个物种的

PP2A 所含保守基序。使用 NCBI 网站上的

Conserved domains search 工具鉴定上述各物种

的 PP2A 结构域，利用 TBtools 软件（Chen et al., 

2020）进行可视化。 

利用 Blast 在 NCBI GenBank 数据库搜索

与中华蜜蜂 PP2A 氨基酸序列高度同源的其

他物种的 PP2A。使用 Mega 11.0 软件（Tamura 

et al., 2013）对进行多序列比对，采用邻接法

构建系统进化树，参数设置：1 000 次自展检

验，Jones-Taylor-Thornton 氨基酸模型，其余

参数默认。  

2  结果与分析  

2.1  AcPP2A 的 CDS 克隆 

如图 1 所示，PCR 扩增出符合预期大小约

1 500 bp 的片段。Sanger 测序结果显示其序列与 

 
 

图 1  AcPP2A 基因扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis for the amplified 
product from AcPP2A gene 

 
GeneBank 数据库中的 AcPP2A 核苷酸序列一

致。以上结果说明成功克隆到中华蜜蜂 AcPP2A

的 CDS。 

2.2  AcPP2A 蛋白的理化性质和分子特征 

AcPP2A 蛋白含 475 个氨基酸，分子量约为

54.78 kD，脂溶系数为 78.80，等电点为 5.97，分

子式为 C2411H3781N671O742S23。AcPP2A 中含量最

低和最高的氨基酸分别是色氨酸和丝氨酸，包含

72 个负电荷与 64 个正电荷氨基酸。其平均亲水

系数为﹣0.521，以亲水氨基酸为主（图 2：A）。

如图 2（B，C）所示，AcPP2A 无跨膜结构域和

信号肽，但鉴定到 5 个酪氨酸磷酸化位点、23 个

苏氨酸磷酸化位点及 28 个丝氨酸磷酸化位点（图

2：D）。二级结构分析表明 AcPP2A 蛋白由多种

结构元件构成：α-螺旋（131 个，占 27.58%），延

长链（127 个，占 26.74%），β-转角（35 个，占

7.37%）以及无规则卷曲（182 个，占 38.32%）（图

2：E）。另外，AcPP2A 与其模板 A0A6P3UBP5.1.A

的三级结构同源性达到 94.53%（图 2：F）。AcPP2A

主要定位于线粒体和细胞核（各占 47.8%），少量

于细胞质（占 4.3%）。 

2.3  AcPP2A 蛋白的保守基序与结构域分析 

预测结果显示，AcPP2A 含 6 个保守基序：

Motif1、Motif2、Motif3、Motif4、Motif5 和 Motif6，

西方蜜蜂和美洲东北熊蜂等其他 10 个物种的

PP2A 也含有上述 6 个保守基序（图 3：A）。此 
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图 2  AcPP2A 的亲水性（A）、跨膜结构域（B）、信号肽（C）、磷酸化位点（D）、二级结构（E）和三级结构（F） 

Fig. 2  Hydrophylia(A), transmembrane domain(B), signal peptide(C), phosphorylation site(D), 
 secondary structure (E) and tertiary structure (F) of AcPP2A 

 
外，AcPP2A 含 1 个 CDC55 超家族结构域，上

述其他 10个物种的 PP2A同样仅包含 CDC55 超

家族结构域（图 3：B）。 

2.4  AcPP2A 蛋白的系统进化分析 

系统进化分析表明，中华蜜蜂与橡子蚂蚁的

PP2A 聚为一支，同源性最高；无刺蜂、美洲东

北熊蜂、西方蜜蜂、巴西无刺蜂、火红熊蜂、苜

蓿切叶蜂、东南蓝莓蜂、顶切叶蚁和橡子蚂蚁的

PP2A 聚为另一大支（图 4）。 

2.5  AcPP2A 在中华蜜蜂工蜂不同组织中的表

达模式 

RT-qPCR 结果显示，AcPP2A 在工蜂的不  

同组织中差异表达；AcPP2A 在毒腺和咽下腺

的表达量显著高于中肠、脂肪体和表皮中的

表达量（P<0.05），而在中肠的表达量最低

（图 5）。  

2.6  AcPP2A 在中华蜜蜂工蜂不同发育阶段的

表达模式 

RT-qPCR 结果显示，AcPP2A 在工蜂的羽化

前发育阶段差异表达，在卵中的表达量最高且显

著高于其他（P<0.05）（图 6：A）。如图 6（B）

所示，AcPP2A 在不同日龄成虫体内差异表达，

在，15 日龄成虫体内表达量最低且显著低于 1

和 12 日龄成虫（P<0.05）。 
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图 3  多物种的 PP2A 蛋白比较分析 

Fig. 3  Comparative analysis of PP2A proteins among species 

A. 保守基序；B. 结构域。 

A. Conserved motifs; B. Structural domains. 
 

3  讨论 

此前，中华蜜蜂 AcPP2A 的研究未见报道。

本研究中，生物信息学分析结果显示 AcPP2A 的

等电点为 5.97，平均亲水系数为﹣0.521，亲水

氨基酸为主，提示为酸性蛋白，潜在的亲水性蛋 
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图 4  邻接法构建基于 PP2A 的系统进化树（1 000 次重复） 

Fig. 4  Construction of PP2A-based phylogenetic tree 
by neighbor-joining method (1 000 replicates) 

 
白（图 2：A）；无跨膜结构域和信号肽（图 2：

B，C），提示为胞内蛋白；可同时定位于细胞质、

线粒体和细胞核，提示其多功能潜力。以上结果

丰富了 AcPP2A 的理化性质和分子特征信息，为

深入探究其生物学功能奠定了理论基础。 

本研究发现，AcPP2A 包含 6 个保守基序，

而西方蜜蜂、美洲东北熊蜂、橡子蚂蚁、苜蓿切

叶蜂、火红熊蜂、巴西无刺蜂、顶切叶蚁和东南

蓝莓蜂同样含有上述 6 个保守基序（图 3：A）。

此外，在中蜂和上述其他 8 个物种的 PP2A 中均

鉴定到 CDC55 superfamily 这一相同的结构域

（图 3：B）。以上结果表明中蜂和上述其他昆虫

物种的 PP2A 具有较高的保守性。CDC55 是

PP2A 复合物的关键组分，可以促使细胞进行有

丝分裂，其缺失会导致细胞生长速度减慢、胞质

分裂和多细胞核等后果（Leslie, 2011; 韩琦和潘

超颖, 2021）。在出芽酵母中，PP2A 通过 CDC55

抑制另外两种磷酸酶的活性使染色体之间的连

接缺失与核分裂偶联，进而调控纺锤体组装和减

数分裂（Bizzari and Marston, 2011）。研究表明，

缺失 CDC55 会导致白色念珠菌菌丝和细胞膜出

现严重缺陷，无法进行菌丝生长（Han et al., 

2019）。本研究发现 AcPP2A 含有 1 个 CDC55 

superfamily，推测 AcPP2A 在中蜂的细胞分裂中

发挥潜在功能，值得进一步深入探究。 

研究表明，MaPP2A-B55 在近缘新对虾的

肌肉、卵巢、鳃、眼柄神经、腹神经、心脏和

肠等不同组织中广泛表达且具有明显的组织

表达特异性，MaPP2A-B55 的表达水平在不同

发育阶段也存在显著差异（张艳等, 2023）。Hu

等（2020）发现 BmPP2A 在家蚕表皮和中肠高

量表达，家蚕核型多角体病毒（Bombyx mori 

nucleopolyhedrovirus, BmNPV）感染可诱导宿主

BmPP2A 的表达量下调，而过表达 BmPP2A 则显

著抑制 BmNPV 的增殖，揭示 PP2A 参与家蚕的

抗病毒反应。本研究发现，AcPP2A 在东方蜜蜂

多个组织和发育时期差异表达，与其他物种中的

结果相似，表明 AcPP2A 具有广泛的表达谱和重

要生物学功能（图 5，图 6）。毒腺是蜜蜂的外分 
 

 
 

图 5  中华蜜蜂工蜂不同组织中 AcPP2A 的相对表达量 

Fig. 5  Relative expression level of AcPP2A in various 
tissue of Apis cerana cerana worker 

数据为均值+标准误，柱上不同字母表示差异显著

（P<0.05，Tukey 检验）。下图同。 

Data are presented as mean+SE. Different letters above 
bars indicate significant difference (P<0.05, Tukey test). 

The same below. 
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图 6  中华蜜蜂工蜂不同发育阶段 AcPP2A 
的相对表达量 

Fig. 6  Relative expression level of AcPP2A in various 
developmental stages of Apis cerana cerana worker 

A. 羽化前发育阶段；B. 成虫发育阶段。 

A. Pre-feathering developmental stages; B. Adult 
developmental stages. 

 

泌腺，其主要功能是合成和分泌具有生物活性的

蜂毒，蜂毒化学成分复杂，主要成分包括蜂毒肽、

磷脂酶 A2、透明质酸酶等多种活性物质，具有

抗炎、抗肿瘤、镇痛、降压等作用（王欣雨等, 

2024）。本研究发现 AcPP2A 在工蜂的毒腺中表

达量最高且显著高于中肠、脂肪体和表皮中的表

达量（图 5），推测 AcPP2A 可能与毒腺中蜂毒的

合成与分泌密切相关。 

Gu 等（2017）采用免疫印迹分析检测家蚕

滞育卵和非滞育卵之间各 PP2A 亚基的蛋白水

平差异，并测定 PP2A 酶的活性，结果显示滞

育卵和非滞育卵中 PP2A A 和 B 亚基的蛋白和

基因表达水平及酶活性均受到不同程度的调

控，表明 PP2A 在调节家蚕卵发育过程中发挥

着重要的作用。PP2A-PR55 的 mRNA 在果蝇胚

胎发育早期呈现高表达，而后随着细胞化过程

逐渐下降，当 PR55 亚基发生功能缺失突变时，

会导致幼虫期成神经细胞有丝分裂阻滞，体现

出 PP2A-PR55 在调控果蝇幼体神经发育过程中的

关键作用（Mayer-Jaekel et al., 1993）。本研究发现

AcPP2A 在工蜂的卵中特异性高表达（图 6：A），

且显著高于其他发育阶段，暗示 AcPP2A 在卵

的发育过程中发挥重要功能，与其他昆虫的

PP2A 研究结果类似。下一步拟通过 RNAi 等手

段探究 AcPP2A 在中蜂工蜂毒腺和卵发育中的

分子功能。 
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酡红眼蝶 Erebia theano (Tauscher, 1806) 

 
前翅长 17-22 mm，黑褐色，翅脉黑色。前、后翅端半部具规则黄色横斑列，中室内及下方具棍

棒状黄斑。反面似正面，但后翅基半部的黄斑较清晰。 
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