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铁硫簇组装蛋白在意大利蜜蜂耐受吡虫啉毒害中的应答分析
*
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摘要:【目的】用生物信息学方法鉴定意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica)铁硫簇组装蛋白(AmIscA),分析它在意大利

蜜蜂工蜂耐受杀虫剂吡虫啉毒性中的应答特征。【方法】多重序列比对分析AmIscA的氨基酸序列特征和结构域组成;在

线预测该蛋白的结构以及互作蛋白网络,预测它的生物学功能;构建系统进化树分析该蛋白的分类和进化关系;构建半致

死模型,实时荧光定量PCR分析AmIscA 基因在工蜂耐受杀虫剂吡虫啉毒性0~48h中的表达特征。【结果】AmIscA 基

因cDNA序列全长514bp,编码130个氨基酸残基,计算出AmIscA的相对分子质量为14.1kDa,pI为9.06。AmIscA为

疏水性蛋白,具有铁硫簇组装蛋白保守的半胱氨酸和天冬氨酸残基,并且不具备信号肽,定位于线粒体中。经48h的半

致死剂量吡虫啉暴露后的工蜂存活率为45%±5%。AmIscA 基因表达受吡虫啉胁迫而上调,且呈先升高后下降趋势。

【结论】AmIscA积极响应吡虫啉导致的毒性胁迫,可能通过抗氧化作用潜在地参与了意大利蜜蜂对吡虫啉毒性的耐受。
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铁硫簇由无机铁和硫构成,是生物学中最常见的一种氧化还原中心类型[1]。铁硫簇作为多种蛋白的辅助因

子,通过电子传递广泛地参与细胞能量的转移、基因表达调控、铁稳态、氧化应激反应等方面的调节[2]。铁硫簇

的组装合成由氮固定系统、铁硫簇形成系统和硫利用因子系统共同完成[3]。在铁硫簇形成系统中,L-半胱氨酸

首先激活铁硫簇组装蛋白(Iron-sulfurclusterassemblyprotein,IscA)中的铁中心。然后半胱氨酸脱硫酶(IscS)
以L-半胱氨酸-铁络合物为底物生成IscS-S-Fe。最终,IscS中的S-Fe经蛋白质相互作用而转移到IscA中进行

铁硫簇的组装[4]。其中,IscA编码铁硫簇支架的一个组成部分,是一种铁结合蛋白,为铁硫簇组装酶(IscU)中瞬

时铁硫簇的组装提供铁,负责[2Fe-2S]和[4Fe-4S]团簇的合成和成熟,在铁硫簇的组装中起着至关重要的作

用[5-7]。IscA广泛地参与了生物体铁稳态的调节[8-9]、基因表达的调控、线粒体铁硫蛋白成熟过程和线粒体功能

稳定性的维持[10]。不仅如此,IscA在能量代谢中能够在细胞氧化呼吸链与光合作用中起到电子传递的作用,还
能在细菌的营养代谢中为固氮所需的蛋白提供电子传递[11-15]。

有关IscA在昆虫中的研究鲜有报道,仅发现该蛋白作为磁感应原件参与昆虫的生物导航的功能,例如IscA
的编码基因表达在褐飞虱(Nilaparvatalugens)的迁移过程中上调[16]。蜜蜂是重要的媒介昆虫,对保障农业生

产和维持生态系统稳定起着至关重要的作用;蜂产品也具有重要的经济价值[17-19]。然而,由于杀虫剂的广泛使

用,蜜蜂种群数量严重下降。吡虫啉是一种典型的新烟碱类杀虫剂,可通过破坏神经系统信号传导而杀灭害

虫[19],同时也对非靶标昆虫蜜蜂造成严重危害。在吡虫啉暴露下,蜜蜂神经系统信号无法正常传导而麻痹死

亡[20]。然而,蜜蜂作为一种在生态位及经济上都十分重要的资源昆虫,有关它的IscA研究资料却十分匮乏。在

蜜蜂应对杀虫剂胁迫中,IscA有何作用罕有报道。本研究对意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica)铁硫簇组装

蛋白(AmIscA)的功能位点、结构基团、系统进化等生物信息学特征进行了分析鉴定,并进一步通过构建吡虫啉

半致死剂量(LD50)模型,采用实时荧光定量PCR分析了AmIscA 基因在意大利蜜蜂工蜂耐受吡虫啉毒性胁迫
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过程中的应答特征,以便为探明蜜蜂耐受杀虫剂的分子机制提供基础资料。

1材料与方法

1.1材料及主要试剂

研究用意大利蜜蜂由重庆师范大学生命科学学院媒介昆虫重点实验室养殖。饲养温度为25~27℃,相对

湿度为70%~90%,日粮为质量分数为50%的蔗糖溶液加花粉。实验用试剂Trizol、氯仿、异丙醇、DEPC水、

cDNASynthesisKit反转录试剂盒等购于TaKaRa公司,EvaGreen2XqPCRMasterMix购于ABM公司。

1.2AmIscA的氨基酸序列特征和系统进化分析

AmIscA的氨基酸序列(GenBank登录号:XP_624993.1)下载自NCBI。使用NCBI蛋白保守区数据库预测

AmIscA的保守功能结构域;通过线上程序ProtParam(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam)
分析该蛋白的组分和理化性质;使用Portscale(http://web.expasy.org/protscale/)在线分析该蛋白的亲、疏水

性质;利用在线程序TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)预测该蛋白的跨膜结构;通过

PRED-TMBB(http://biophysics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/input.jsp)在线预测分析该蛋白跨膜区域所对应

的疏水区;使用SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)分析该蛋白是否为分泌型蛋白;通过

SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html)在线预测该蛋白的

二级结构;使用Phyre2(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)在线预测该蛋白的

三级结构;运用 PSORT Ⅱ (http://psort.hgc.jp/form2.html)在线预测该蛋白的亚细胞定位特征;利用

STRING(https://string-db.org/)在线预测蛋白互作网络。此外,在NCBI中下载不同物种(表1)的IscA氨基

酸序列与AmIscA在 MUSCLE软件进行氨基酸序列多重比对,分析保守氨基酸序列,比对的结果通过 MEGA
6.06软件以邻接法构建系统进化树。

表1 典型物种IscA的基因库登记号

Tab.1 GenBankaccessionnumbersofIscAfromtypicalspecies

编号 物种 Genbank登录号 编号 物种 Genbank登录号

1 苹果实蝇(Rhagoletispomonella) XP_036338887.1 19 阿德利企鹅(Pygoscelisadeliae) XP_009326468.1

2 斯蒂芬斯按蚊(Anophelesstephensis)XP_035906927.1 20 短嘴鸦(Corvusbrachyrhynchos) XP_017595953.1

3 锈腹实蝇(Bactroceralatifrons) XP_018782789.1 21 安氏蜂鸟(Calypteanna) XP_030323201.1

4 脐橙螟(Amyeloistransitella) XP_013187476.1 22 酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae) NP_010553.3

5 柑橘凤蝶(Papilioxuthus) XP_013177750.1 23 脑炎原虫(Encephalitozooncuniculi) NC_003237.1

6 菜粉蝶(Pierisropae) XP_022128099.1 24 恶性疟原虫(Plasmodiumfalciparum) XP_001348692.1

7 苜蓿蚜(Aphiscraccivora) KAF0711854.1 25 隐孢子虫(Cryptosporidiumparvum) XP_627477.1

8 豆荚草盲蝽(Lygushesperus) JAG37073.1 26 醋杆菌(Gluconacetobacterdiazotrophicus)WP_012227375.1

9 麦双尾蚜(Diuraphisnoxia) XP_015376588.1 27 束毛藻属(Trichodesmiumerythraeum) WP_011610323.1

10 白蚁(Cryptotermessecundus) XP_023721314.1 28 脱硫脱硫弧菌(Desulfovibriodesulfuricans)WP_014321038.1

11 德国小蠊(Blattellagermanica) PSN34371.1 29 玉米(Zeamays) XP_008675464.1

12 湿木白蚁(Zootermopsisnevadensis)XP_021939398.1 30 拟南芥(Arabidopsisthaliana) NP_201373.1

13 尼洛虫(Arvicanthisniloticus) NC_047669.1 31 切叶蜂(Megachilerotundata) XP_012148627.1

14 非洲象(Loxodontaafricana) NW_003573453.1 32 中华蜜蜂(Apisceranacerana) XP_016917087.1

15 人(Homosapiens) NC_000009.12 33 光肩星天牛(Anoplophoraglabripennis) XP_018574160.1

16 多氏花鳟鱼(Poecilaformosa) XP_007557953.1 34 黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster) NP_649840.1

17 鱇浪白鱼(Anabariliusgrahami) ROI27803.1 35 意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica) XP_624993.1

18 克氏棘口线虫(Etheostomacragini)XP_034726685.1

1.3吡虫啉处理和存活统计

人工孵化获取新出房工蜂,实验室饲养7d后用CO2 麻醉,并分装到24孔细胞培养板中进行吡虫啉毒性实
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验。设置对照组和吡虫啉LD50处理组,每个组设3个生物学重复,1个重复有24只蜜蜂,共计72只蜜蜂。吡虫

啉LD50处理组的蜜蜂首先禁食饥饿3h,然后以每只2μL的剂量人工饲喂LD50吡虫啉溶液;该溶液用质量分数

为50%的蔗糖溶液配制,吡虫啉设计终质量浓度为68ng·μL-1。对照组的蜜蜂饲喂每只2μL的丙酮溶液;该
溶液用质量分数为50%的蔗糖溶液配制,丙酮的体积分数为0.136%。将15min内吃完上述溶液的蜜蜂,每只

再补足8μL质量分数为50%的蔗糖溶液作为日粮。饲喂完成后,48h内每过12h统计蜜蜂存活率并取样,在
此期间保证蜜蜂饮水和食物充足。两组蜜蜂的生存曲线采用GraphPad软件进行绘制,以Log-rank(Mantel-
Cox)test进行统计分析,当p<0.05时,两者生存曲线有统计学意义上的差异。

1.4吡虫啉暴露下AmIscA 基因的荧光定量PCR分析

蜜蜂样本经液氮预冷并研磨,采用Trizol法提取整只蜜蜂总RNA,测定RNA浓度,并通过质量分数为1%
的琼脂糖凝胶电泳分析和 OD260与 OD280比值检测RNA纯度。以总RNA为模板合成第一链cDNA。以

cDNA为模板,RP49 基因(引物RP49-F:5′-CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3′,引物RP49-R:5′-TTGAGC-
ACGTTCAACAATGG-3′)为内参,对AmIscA 基因(引物AmIscA-F:5′-GCGCTGCGCTTACTTTAACA-3′,
引物AmIscA-R:5′-ACATCCTCGTTGTTTCACACT-3′)进行实时荧光定量PCR分析。构建PCR反应体系如

下:依次加入10μLSYBRPremixE×Taq、1μL质量浓度为100ng·μL-1的cDNA、浓度为0.2μmoL·L-1的
上下游引物各1μL,最后加入7μL双蒸水使反应体系总体积为20μL。PCR程序分为两步:第1步为扩增程

序,即95℃预变性30s,共40个循环的95℃变性30s、60℃退火5s、68℃延伸30s。第2步为溶解曲线分析:
从60℃至95℃每0.5℃读数1次。整个反应程序在Bio-RadCFX96荧光定量PCR仪上进行。AmIscA 基因

的实时荧光定量PCR表达分析中对照组和吡虫啉LD50处理组各设有3个生物学重复,每个生物学重复设有3个

技术重复。通过2-ΔΔCt法计算AmIscA 基因的相对表达量,采用t-检验分析两组蜜蜂的这一指标的差异,当p<
0.05时,检验结果具有统计学意义。

2结果与分析

2.1AmIscA的生物信息学特征

2.1.1AmIscA的理化性质 AmIscA 基因共编码130个氨基酸残基,由此计算出AmIscA的相对分子质量为

14.1kDa,pI为9.06,带负电荷氨基酸残基(天冬氨酸+谷氨酸)为15个,带正电荷氨基酸残基(精氨酸+赖氨

酸)为20个。图1显示:在AmIscA的氨基酸序列中第10,23,29,50和83位氨基酸残基处表现出最强疏水性,
总平均亲水系数预测为-0.061,说明该蛋白总体上表现疏水性,为疏水性蛋白。

图1 AmIscA的疏水性分析

Fig.1 HydrophobicityanalysisofAmIscA

2.1.2AmIscA的多重序列比对分析 NCBI功能位点搜索

(Conserveddomaindatabase)结合多重序列同源性比对结

果(图2)可知,AmIscA属于真核生物Fe-Sbiosyn家族成

员,与哺乳动物、鱼类、鸟类、昆虫、真菌、植物、细菌及原虫的

IscA在氨基酸序列特征上相对保守。AmIscA具有IscA家

族的保守半胱氨酸和天冬氨酸残基,以及典型的 N-糖基化

位点与磷酸化位点,但缺乏2个关键功能位点“ACGD”。

2.1.3AmIscA的功能域特征 磷酸化位点及糖基化位点预

测AmIscA有4个 N-糖基化位点,位于第58,113,114和

116位氨基酸残基;有6个 O-糖基化位点,位于第3,4,10,

22,27和31位氨基酸残基(图2)。此外,该蛋白质中的丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸残基磷酸化位点共计15个,其
中丝氨酸残基磷酸化位点位于第3,4,31,62和72位;苏氨酸残基磷酸化位点位于第10,22,27,64,98和105位;
酪氨酸残基磷酸化位点位于第63,67和102位(图2)。以上预测结果表明,AmIscA具有高酶活性特征,有利于

有机体中的酶促反应活动进行,可能在信号传递和能量代谢等生物功能上发挥着较大作用[18]。此外,在线程序

TMHMM预测AmIscA有5个跨膜结构域,分别位于氨基酸序列第22~32位、第47~55位、第61~67位、第
83~95位和第101~113位氨基酸残基之间。结合用在线软件PRED-TMBB分析发现,上述跨膜区域对应于

AmIscA相应的疏水区(图3)。PSORTⅡPrediction在线进行蛋白的亚细胞定位预测发现,AmIscA为线粒体

定位,在线粒体内发挥作用。SignalP预测AmIscA的N端不具有信号肽,说明它不属于分泌型蛋白。
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注:“▲”为N-糖基化位点,“●”为磷酸化位点,“*”为铁硫簇组装蛋白的保守半胱氨酸和天冬氨酸残基。编号1~35对

应的物种学名及GenBank登录号见表1

图2 AmIscA的氨基酸序列特征和多重序列比对分析

Fig.2 AminoacidsequencecharacteristicsandmultiplealignmentofAmIscA

2.1.4AmIscA的结构预测 利用SOPMA在线进行二级结构预测分析发现:AmIscA的无规则卷曲占比为

48.46%;7个β-折叠的占比为26.15%;2个α-螺旋的占比为13.08%;C段延伸链的占比为12.31%(图4)。进

一步对AmIscA的三级结构进行分析可知,该蛋白结构的核心为α-β-α三明治结构,双股反平行β-折叠片段和两

股α-螺旋,该结构与典型的IscA家族成员结构模型相似度达40.57%,且具有相似的[2Fe-2S]晶体结构(图5)。

2.1.5AmIscA的功能预测 采用NCBI中数据库进行保守结构域分析发现,AmIscA具有IscA家族典型的铁

硫簇结合位点“CGC”(图2)。进一步通过在线蛋白质互作网络分析(图6),预测该蛋白与线粒体中的转移酶

CAF17(CNGBdb编号和 GenBank登录号分别为 LOC724700和 XP_006565633.1)、IscS(CNGBdb编号和

GenBank登录号分别为LOC410039和XP_393524.3)铁硫簇支架同系物NFU1(CNGBdb编号和GenBank登
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录号分别为LOC412366和XP_395826.2)和IscU(GenBank登录号为XP_392655.2)存在高置信度的相互作用

关系,共同完成铁硫蛋白的合成组装。

注:红色字母代表带正电荷的氨基酸;蓝色字母代表带负电荷的氨基酸;黑色字母表示中性氨基酸;IN表示膜内;OUT表示膜

外;蓝球和双线代表脂质双分子层;绿色数字代表位于细胞膜内部或外部的氨基酸;NH2 与COOH分别代表氨基末端和羧基末端

图3 AmIscA的跨膜结构预测

Fig.3 TransmembranestructurepredictionofAmIscA

     注:白色方框表示α-螺旋,黑色方块表示β-折叠,黑线表示无规则卷曲和C端延伸链

图4 AmIscA的二级结构预测

Fig.4 SecondarystructureanalysisofAmIscA

图5 AmIscA的3D结构模型预测

Fig.5 3DstructuralmodelpredictionofAmIscA

注:紫线代表实验已证明的基因,黑线代表共表达的基因,绿线代

表相近的基因,黄线代表从文本挖掘证据证明的基因;线的粗细表示相

互作用的置信预测度。图中相互作用蛋白之间不同颜色的线条表示证

实该相互作用存在的不同的途径,两种蛋白质之间的线条越丰富表示

该预测可靠性越高

图6 AmIscA相互作用靶蛋白的预测

Fig.6 PredictionoftargetproteinsinteractingwithAmIscA
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2.1.6AmIscA的系统进化分析 结合昆虫、哺乳动物、鱼类、鸟类、真菌和植物代表物种的IscA的氨基酸序列,
加上AmIscA的氨基酸序列进行了聚类分析,结果如图7所示:不同类别的代表物种的IscA各自分别聚为一

支,但昆虫的IscA在系统进化上与哺乳动物和鱼类的IscA的遗传距离较近。AmIscA在昆虫大类中与蜜蜂属

(Apis)动物的IscA聚为一支,且与中华蜜蜂亲缘关系最为接近。在昆虫中,蜜蜂的IscA比其他昆虫分化晚,而
意大利蜜蜂的分化最晚,这表明AmIscA在进化上是一种年轻的蛋白质。

图7 基于邻接法构建意大利蜜蜂和其他物种IscA的氨基酸序列的系统进化树

Fig.7 PhylogenetictreebasedonaminoacidsequencesofIscAfromA.melliferaligusticaand
otherspeciesconstructedusingneighbor-joiningmethod

2.2吡虫啉暴露下意大利蜜蜂的存活率

图8显示:在实验室饲养条件下,对照组意大利蜜蜂的存活状况较为稳定,直至实验观测结束即48h后存活

率为90%±3%,属于自然响应频率。但在整个实验进程中,吡虫啉LD50处理组意大利蜜蜂的存活率在最初的

12h内急剧下降,说明在此期间蜜蜂受到严重的毒性胁迫;随着吡虫啉暴露进程的继续,蜜蜂的存活率下降趋势

明显减缓,表明意大利蜜蜂在此期间抵抗和逐步缓解了吡虫啉所带的毒性胁迫。即便如此,吡虫啉LD50处理组

意大利蜜蜂仍然保持了较高的死亡率,直至实验观测结束时的存活率仅为45%±5%。

2.3吡虫啉暴露下AmIscA 基因的表达分析

图9显示:较对照组而言,吡虫啉LD50处理组的AmIscA 基因表达在12h后呈现明显上调,在24h后此上

调幅度达到最大,在36h后上调幅度减少,在48h后仍有明显上调;两组AmIscA 基因相对表达量始终有统计

学意义上的差异(p<0.05)。
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  注:CK为对照组,LD50为吡虫啉LD50处理组,下同;***表示两组

间存活率差异在p<0.001水平上有统计学意义

图8 吡虫啉暴露下意大利蜜蜂的存活率统计

Fig.8 SurvivalstatisticsofApismelliferaunder
imidaclopridexposure

注:数据以“平均值±标准误”表示;*,**分别表示组间数据差异

在p<0.05和p<0.01水平上有统计学意义

图9 AmIscA基因在不同处理下的表达特征

Fig.9 Expressioncharacteristicsof

AmIscAgeneunderdifferenttreatments

3讨论

IscA是一种普遍存在的线粒体内高度保守蛋白,负责铁硫簇组装中间产物的结合,它作为电子传递的蛋白

辅助因子参与细胞中许多生理过程[8]。本研究预测AmIscA在线粒体中行使有关功能,这与其他物种IscA成

员的细胞定位特征一致。此外,在系统进化上AmIscA与其他物种包括昆虫、哺乳动物、鱼类、鸟类、真菌和植物

的IscA具有较高亲缘关系,提示该蛋白具有IscA家族成员同样的生物学功能。以前的研究表明,IscA的半胱

氨酸残基涉及到铁的氧化和半胱氨酸的还原[21],且半胱氨酸残基的氧化为硫化物[2Fe-2S]2+的产生提供两个电

子[22],参与铁硫簇中间体的结合,在铁硫簇的组装过程中缺一不可。IscA的铁硫簇结合位点在绝大部分物种中

都保守存在。这一保守的进化结构被认为是共同机制特征的证据。在本研究中,AmIscA氨基酸序列具有IscA
家族典型的铁硫簇结合位点半胱氨酸残基。IscA家族这一典型的功能结构能够将铁和硫有效地转运至IscU,
进而为铁硫簇的组装提供硫[23]。本研究中的三级结构分析也发现,AmIscA蛋白结构与典型的IscA家族成员

结构模型相似度达40.57%,具有相似的[2Fe-2S]晶体结构。不仅如此,蛋白的互作网络分析表明AmIscA与铁

硫簇组装紧密相关的IscS,NFU1和IscU存在高置信度的相互作用关系,共同完成对铁硫簇的组装合成。综合

上述,AmIscA具有IscA家族成员典型的生物信息学特征,可将它归类为IscA。
吡虫啉作为新一代神经性杀虫剂,与乙酰胆碱受体竞争性结合,致使蜜蜂产生持续性神经冲动、抽搐、麻痹

而最终死亡,该杀虫剂广泛的使用与环境残留使得蜜蜂种群数量急剧下降[24]。以前的研究表明,吡虫啉导致昆

虫机体产生氧化应激和损伤[25],许多抗氧化物酶如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、过氧化物酶等均大量合成以抵

抗吡虫啉的毒性胁迫[26-27]。铁硫簇作为辅助因子赋予了许多铁硫簇蛋白(含铁硫簇)氧化还原及催化活性。铁

硫簇蛋白参与维持线粒体氧化还原稳定,降低活性氧的产生,维持细胞的正常功能[28]。当生物体受到外界刺激

产生氧化应激时,铁硫簇蛋白的大量表达有助于系统对外界胁迫刺激的抵抗。一旦敲除铁硫簇蛋白基因,线粒

体活性氧会增加并导致细胞凋亡[29]。通常而言,IscA大量合成,意味着有更多的铁硫簇的组装合成,这有助于

铁硫簇蛋白对氧化应激的调节[3]。本研究中,和对照组相比,意大利蜜蜂在吡虫啉暴露处理刚开始的12h内迅

速大量死亡,之后死亡速率在24~48h这段时间内明显减缓;而AmIscA 基因表达在吡虫啉暴露处理12h后明

显上调,24h后上调幅度达到最大,36~48h间的上调幅度则又回落到与最初12h的上调幅度接近一致。吡虫

啉暴露处理12~24h这段时间内意大利蜜蜂的AmIscA 基因表达出现明显的大幅上调,表明此期间铁硫簇的组

装合成旺盛,机体对铁硫簇蛋白的需求较高。基于铁硫簇蛋白的氧化还原和氧化应激的调节功能,以及前人有

关吡虫啉暴露会导致蜜蜂产生氧化应激和损伤的报道[30-31],本研究推测在应对吡虫啉所引起的氧化应激过程

中,意大利蜜蜂通过大量合成AmIscA来加速铁硫簇的组装和促进相应铁硫簇蛋白的成熟,以抵抗吡虫啉暴露

带来的氧化胁迫,稳定线粒体的氧还原状态。综上所述,本研究结果表明AmIscA积极响应吡虫啉导致的毒性

胁迫,潜在地参与了意大利蜜蜂对吡虫啉毒害的抵抗。
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AnimalSciences

ResponseAnalysisofIron-SulfurClusterAssemblyProteinin
ApismelliferaligusticaTolerancetoImidaclopridToxicity

HEBiao,WANGYuedi,QINQiqian,CHENLanchun,DUANJiaxin,XUJinshan,LIZhi
(CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Tobioinformaticscharacterizestheiron-sulfurclusterassemblyproteinofApismelliferaligustica (AmIscA)

andanalyzesitsresponseinworkertoleranceimidaclopridtoxicity.[Methods]Multiplesequencealignmentwasusedtoanalyzethe
sequencecharacteristicsanddomaincompositionofAmIscA.Thestructure,interactionnetworkandbiologicalfunctionofAmIscA
werepredictedbyusinganOn-lineprogram.Aphylogenetictreewasconstructedtoanalyzetheclassificationandphylogenetic
evolutionaryofAmIscA.Thesemi-lethalmodelwasconstructed,andtheexpressioncharacteristicsofAmIscAgeneinworkerbees
tolerancetoimidaclopridtoxicityweredetectedbyreal-timefluorescencequantitativePCRafter0~48hoursexposure.[Findings]

Thefull-lengthcDNAsequenceoftheAmIscAgenewas514bp,whichencodes130aminoacids.ThisproteinAmIscAispredicted
tohaveamolecularweightof14.1kDa,atheoreticalpIvalueof9.06.Thehydrophilic-hydrophobicanalysisshowedthatthis

proteinwashydrophobicwithcysteineandasparticacidconservedresiduesofclassifyiron-sulfurclusterassemblyproteinfamily.
Thesignalpeptideandsubcellularlocalizationpredictionshowedthatthisproteinhadnosignalpeptideandwaslocalizedin
mitochondria.Afterbeingexposedtoahalf-lethaldoseofimidaclopridfor48hours,thebees’survivalratewas45%±5%.Real-
timequantitativePCRanalysisshowedthattheexpressionlevelsofAmIscAgenewasup-regulatedunderimidaclopridstressand

presentedatendencyofupregulationfirst,thendownregulationcomparedtothecontrolgroup.[Conclusions]AmIscAactively
respondstothetoxicstresscausedbyimidaclopridandpotentiallyparticipatesintheresistanceofbeestoimidaclopridtoxicity.
Keywords:iron-sulfurclusterassemblyprotein;imidacloprid;semi-lethal;Apismelliferaligustica
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