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摘要#&目的'通过生物信息学方法鉴定一种意大利蜜蜂!

!
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"细胞色素
GH#"

单氧酶!

0IGH#"

"即
J60IG(

3

C

%

分析吡虫啉暴露后不同时间点蜜蜂幼虫体内该蛋白编码基因的表达模式%探讨在吡虫啉胁迫下该蛋白的解毒作用(&方
法'利用生物信息学程序%分析

J60IG(

3

C

的氨基酸序列特征)结构域)高级结构以及蛋白互作网络%预测该蛋白的生物
学功能*构建系统进化树%分析

J60IG(

3

C

在昆虫
0IGH#"

家族中的分类和进化关系*通过
KLM

3

G0K

测定幼虫经吡虫啉
口服暴露后

!H

%

E!1

时
!%+,-.

/

0

基因的表达情况(&结果'

J60IG(

3

C

由
#C"

个氨基酸残基组成%相对分子质量为
#N?NO@%

%等电点为
N?(C

(

J60IG(

3

C

为亲水性蛋白%不具有信号肽和跨膜结构域(多重序列比对和系统进化分析结果
表明%

J60IG(

3

C

为
0IGH#"

家族中
0IG'0.%-

成员%具有典型的
0IGH#"

家族共有的保守结构域特征(

KLM

3

G0K

分析
表明%与对照组相比%吡虫啉口服暴露组的

!%+,-.

/

0

基因均呈统计学意义上的上调表达!

"

#

"?"#

"%并且暴露后
E!1

时的相对表达量显著高于暴露后
!H1

(&结论'

J60IG(

3

C

属于
0IGH#"

家族中的
0IG'0.%-

%可能在意大利蜜蜂幼虫对
吡虫啉的代谢解毒过程扮演了重要的角色(

关键词#吡虫啉*意大利蜜蜂幼虫*半致死剂量*细胞色素
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单氧酶系*

0IG(

3

中图分类号#
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吡虫啉+

C

,是最常见的一种新烟碱类杀虫剂%被广泛应用于
CH"

多种农作物的种植与生产过程中+

!

,

(许多文
献中已经证实了新烟碱农药会对蜂群产生不利的影响+

'MQ

,

(吡虫啉暴露与蜜蜂个体和群体的损失存在紧密联
系+

H

%

E

,

(当昆虫遭遇杀虫剂等不利环境时%通常会激起解毒系统的响应(在代谢解毒过程中%昆虫体内的各类解
毒酶系起着极为重要的作用(解毒酶基因表达或活性的上升与昆虫对杀虫剂的代谢解毒功能密切相关+

N

,

(昆
虫体内主要有

'

大解毒酶家族#细胞色素
GH#"

单氧酶系!

0IGH#":

")羧酸酯酶系!

0AR:

"和谷胱甘肽
<M

转移酶
系列!

S<L:

"

+

(

,

(

0IGH#":

介导的解毒作用有助于昆虫耐受杀虫剂(与其他大多数昆虫相比%蜜蜂基因组中只
有

C

$

'

到
C

$

!

的
0IGH#"

基因%这种解毒基因的缺陷可能是造成蜜蜂对外源性药物敏感性的主要原因+

C"

,

(已有
不少研究讨论了蜜蜂可以使用

0IGH#"

来解毒外源化学物质和真菌毒素的证据+

CCMCH

,

(但在蜜蜂幼虫中负责解
毒吡虫啉的特定

0IGH#"

尚未被确定+

C'

,

(

对于传粉媒介昆虫而言%幼虫生存所受到的扰动是对群体的主要威胁+

C#MCQ

,

(蜜蜂幼虫作为蜂群的基础%会
通过接触受污染蜂巢和工蜂或者食用受污染的食物而暴露在农药中+

#

%

CEMCN

,

(吡虫啉对蜜蜂幼虫的影响必然会导
致整个蜂群结构和未来群势的发展受到影响(然而%过去的研究大多集中在吡虫啉对成年工蜂的影响%而对幼
虫的影响的研究却未得到重视+

C(

,

(因此%测试吡虫啉对蜜蜂幼虫的毒性效应并研究内在的分子机制非常重
要+
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氨基酸序列进行了生物信息学分析%预
测了该蛋白的结构和功能特征%分析了该蛋白在
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家族成员中的分类和系统进化关系(同时%采用实时
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荧光定量
G0K
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KLM
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G0K

"方法%分析了
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基因在意大利蜜蜂幼虫口服暴露于吡虫啉后体内的表达情
况%探讨了该蛋白在蜜蜂幼虫解毒吡虫啉中的作用%以便为蜜蜂对杀虫剂代谢解毒的分子机制提供基础资料(
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材料与方法
C?C

材料及主要试剂
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的氨基酸序列特征和系统进化分析
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的氨基酸序列!
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"下载自
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"在线预测蛋白互作网络(此外%在
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中下载不同物种!表
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家族
的氨基酸序列%利用

$7<0_R

软件+

!C

,进行氨基酸序列多重序列比对%分析保守氨基酸区域和位点%比对的结果
通过

$RSJQ?"Q

软件以邻接法构建系统进化树(

表
C

!

不同物种
0IGH#"

氨基酸序列信息
L%̂ DC

!

J64-*%=4Z:9

3

+9-=94-/*,6%;4*-*/0IGH#"*/Z4//9,9-;:

Y

9=49:

物种
0IGH#"

简写
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简写
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登录号

意大利蜜蜂
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幼虫饲养
选择未感染病原体和未接触农药的意大利蜜蜂作为实验蜂群(蜂王被限制在空脾中产卵

C!1

%以控制幼虫
的年龄%大约

(Q1

后%蜂卵孵化为
!

日龄幼虫(将幼虫转移到
!H

孔无菌组织培养板上!孔底面积为
!=6

!

"(在
将幼虫嫁接到培养板之前%将提前预热至

'#b

的幼虫饲料移入每个孔的底部%每个孔添加
!"

"

_

食物(幼虫食
物由

#"c

的蜂王浆)

Qc

的葡萄糖)

Qc

的果糖)

'Ec

的双重蒸馏水和
Cc

的酵母提取物组成+

!!

,

(分别在
'

日龄投
喂

!"

"

_

食物%

H

日龄投喂
'"

"

_

食物%

#

日龄投喂
H"

"

_

食物%

Q

日龄投喂
#"

"

_

食物+

!'

,

(整个饲养过程都在
'#b

%相对湿度为
(Qc

的黑暗环境中进行(

C?H

意大利蜜蜂幼虫吡虫啉
HN1

半致死剂量!

_@

#"

"测定
将幼虫培养至

'

日龄%设置
Q

个吡虫啉梯度%分别为#

#"

%

C""

%

!""

%

H""

%

N""

和
CQ""-

2

/头dC

%同时设置
Q

个
添加不同梯度丙酮的组为溶剂对照组%将以上试剂分别混入

!

"

_

幼虫食物中(阴性对照组只添食纯幼虫食物
!

"

_

(每组
'

个生物学重复%

C

个重复有
!H

头幼虫%共
E!

头幼虫(使用
G,*̂4;

对
_@

#"

进行分析(

C?#

吡虫啉暴露和存活情况监测
C?#?C

吡虫啉暴露
!

当幼虫培养至
'

日龄时%将实验幼虫随机平均分为对照组和处理组%每组各
(Q

头幼虫%其中
E!

头用于存活率统计%

!H

头用于不同时间点的取样(处理前将孔中幼虫前一天未吃完的食物移除(处理组的
幼虫每头饲喂

!

"

_

含吡虫啉的食物%食物中吡虫啉的终质量浓度为
C?QQ

"

2

/

"

_

dC

(对照组的幼虫每只饲喂
!

"

_

含丙酮的食物!丙酮含量与处理组中相同"(待幼虫吃完后%在孔中补足足量的正常食物
CN

"

_

(

C?#?!

存活情况监测
!

处理的当天视为第
"Z

%此后每
C!1

记录一次幼虫的存活情况%一共记录
(Q1

(触碰无反
应%有体色变黑)变透明等明显征兆的幼虫被视为死亡(统计所得数据通过

S,%

Y

1G%Z

软件进行存活率统计%并
采用

@

检验进行存活率的统计分析%当
"

#

"?"#

时%

@

检验结果具有统计学意义(

C?QK5J

提取)反转录和
3

MG0K

分析
C?Q?CK5J

提取和反转录
!

从对照组和处理组各取
Q

头幼虫%采用
L,4X*.

法提取总
K5J

%通过电泳以及吸光值
测定检验

K5J

的质量(将
C

"

2

K5J

与试剂盒提供的
#U

2

@5J0.9%-K9%=;4*-$4W

在
H!b

反应
#64-

去除
残留的基因组

@5J

%保证定量结果的准确性(反应结束后%在管中加入
H

"

_#UR8*$M$_> KLK9%=;4*-

$4W

%

H

"

_K5%:9/,99]%;9,

进行逆转录反应%总体积为
!"

"

_

(将混合物在
'Eb

孵育
C#64-

%然后加热至
N#b

并维持
#:

%以使逆转录反应失活%将得到的
=@5J

稀释
#

倍后分装备用(

C?Q?!

3

MG0K

分析
!

引物序列取自文献或利用
G,469,#

自行设计%所用引物的序列如表
!

所示(在所有进行的
分析中%核糖体蛋白

H(

!

KGH(

"被用作正常的管家基因(在
(Q

孔板中配制以下反应体系#

!U<I\KS,99-G,*

L%

3

[<G,964WC"

"

_

*上游引物)下游引物各
"?H

"

_

*

=@5J

模板
C

"

_

*无酶水
N?!

"

_

%共
!"

"

_

反应体系(设
置

G0K

反应体系#第
C

步为扩增程序%即
(#b

预变性
'":

*第
!

步为
(#b

下变性
#:

%

Q"b

下退火
'":

%进行
H"

个循环*第
'

步为添加溶解曲线(样品分析采用
0aU$%9:;,*

软件%通过
!

d

##

+

@ 法计算目的基因的相对表达量(

通过
S,%

Y

1G%Z

软件的
@

检验对统计的数据进行差异性分析%当
"

#

"?"#

时%检验结果具有统计学意义(

表
!

!

引物序列信息
L%̂ D!

!

<9

3

+9-=94-/*,6%;4*-*/

Y

,469,

Y

%4,:

基因 方向 引物序列!

#e

0

'e

" 来源

D-E.

正向
JJLSS0LJLL0SL00JSLJL

反向
LLJSSLLLJ0S00JSLLL0L

自行设计

!%+,-.

/

0

正向
L0SJSJJSLLLLL00J00S

反向
0L0LLL00L00L0SJLLS

文献+

!"

,

!

结果与分析
!?CJ60IG(

3

C

的序列特征
!?C?CJ60IG(

3

C

的理化性质分析
!

J60IG(

3

C

分子式为
0

!QHN

[

HCEH

5

E!"

A

E'C

<

'!

%共编码
#C"

个氨基酸%相对分
子质量为

#N?NO@%

%

GB

为
N?(C

(构成该蛋白的氨基酸中%亮氨酸!

_9+

"所占比例最大%为
(?Nc

%色氨酸!

L,

Y

"所

(Q

第
'

期
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占比例最少%仅为
"?Qc

(其中%该蛋白携带的负电荷残基!

J:

Y

fS.+

"总数为
Q"

%正电荷残基!

J,

2

f_

&

:

"总数
为

QN

(总平均亲水指数!

S,%-Z%89,%

2

9*/1

&

Z,*

Y

%;14=4;

&

"为
d"?C#N

%脂肪族氨基酸指数!

J.4

Y

1%;4=4-Z9W

"为
N(?'(

%表明该蛋白为亲水性蛋白(从
J60IG(

3

C

蛋白的亲$疏水区分析结果!图
C

"可以看出该蛋白亲水区较丰
富(该蛋白的不稳定系数!

B-:;%̂4.4;

&

4-Z9W

"为
H!?N'

!大于
H"

"%表明它为不稳定蛋白(

!?C?!J60IG(

3

C

的高级结构及互作靶蛋白预测分析
!

利用
<AG$J

在线进行二级结构预测分析!图
!

"发现#

J60IG(

3

C

的
!

M

螺旋占比为
#C?(Qc

%无规则卷曲占比为
'E?"Qc

%

"

M

折叠占比为
C"?(Nc

(基于
<̀ B<<M

$A@R_

综合
<9

3

4Z9-;4;

&

值)

S$PR

值和
P$RJ5

值预测该蛋白的三级结构模型见图
'

#

J60IG(

3

C

的三级
结构主要是由

!C

个
!

M

螺旋)

C'

个
"

M

折叠以及许多无规则卷曲构成(

注#高峰值表示疏水区%低峰值表示亲水区
图

C

!

J60IG(

3

C

的亲!疏水性预测分析结果
a4

2

DC

!

L19

Y

,9Z4=;4*-,9:+.;:*/

J60IG(

3

C4-1

&

Z,*

Y

14.4=

$

1

&

Z,*

Y

1*̂4=

注#黑线区域表示无规卷曲*红色螺旋区域表示
!

M

螺旋*

蓝色箭头区域表示
"

M

折叠*两侧数字表示氨基酸序列范围
图

!

!

J60IG(

3

C

的二级结构预测结果
a4

2

D!

!

L19

Y

,9Z4=;4*-,9:+.;:*/

:9=*-Z%,

&

:;,+=;+,9*/J60IG(

3

C

通过
<;,4-

2

蛋白互作在线数据库对
J60IG(

3

C

进行分析%图
H

结果表明#

J60IG(

3

C

可能与细胞色素
0

氧化亚基蛋白
0*WM#J

!

UG

-

'(!'QN?E

"和谷胱甘肽巯基转移酶
S:;LC

!

UG

-

Q!HQ(!?!

"存在互作关系(

0IGH#"

家
族和

S:;

谷胱甘肽巯基转移酶是昆虫体内重要的解毒酶家族%在昆虫代谢外源毒素代谢中起着重要的作用+

!H

,

(

本研究的分析结果提示它们可能共同参与了意大利蜜蜂对某些外源物质的代谢解毒过程(

注#蓝线区域表示无规卷曲*紫色螺旋区域表示
!

M

螺旋*黄色箭头区
域表示

"

M

折叠
图

'

!

<̀ B<<M$A@R_

分析
J60IG(

3

C

的三级结构预测结果
a4

2

D'

!

L19;9,;4%,

&

:;,+=;+,9

Y

,9Z4=;4*-,9:+.;:/*,

;19J60IG(

3

C^

&

<̀ B<<M$A@R_

注#

0*W#%

#细胞色素
0

氧化酶亚基
#J

!

0

&

;*=1,*690*W4Z%:9

:+̂+-4;#%

"*

S:;LC

#谷胱甘肽巯基转移酶!

S.+;%;14*-9 <M

;,%-:/9,%:9

"*黄线表示从文本挖掘证据证明的基因
图

H

!

J60IG(

3

C

的蛋白互作预测结果
a4

2

DH

!

G,9Z4=;4*-%-%.

&

:4:,9:+.;:*/J60IG(

3

C

"E
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!?C?'J60IG(

3

C

的功能域特征
!

糖基化和磷酸化蛋白质翻译后重要的修饰方式+

!#M!Q

,

%磷酸化位点及糖基化位
点预测结果!图

#

"表明
J60IG(

3

C

有
#C

个
AM

糖基化位点%

CE

个
5M

糖基化位点%

'

个
0M

糖基化位点(此外%该
蛋白中共有丝氨酸)苏氨酸或酪氨酸残基磷酸化位点共计

'#

个%具体位点信息见表
!

(表明该蛋白可能在蛋白
酶活性调节)细胞信号转导)生长周期)生长发育中具有一定的功能(

G<AKL

亚细胞定位预测分析表明该蛋白
定位在内质网%亚细胞定位通常与功能相关%表明该蛋白可能参与了机体在内质网中的解毒功能(此外%生物信
息学分析表明该蛋白无信号肽%也无跨膜结构域(

图
#

!

J60IG(

3

C

的磷酸化位点预测分析结果
a4

2

D#

!

G,9Z4=;4*-%-%.

&

:4:,9:+.;:*/

Y

1*:

Y

1*,

&

.%;4*-:4;9

!

GM:4;9

"

*/J60IG(

3

C

表
!

!

J60IG(

3

C

的修饰位点信息
L%̂ D!

!

$*Z4/4=%;4*-:4;94-/*,6%;4*-*/J60IG(

3

C

修饰位点类型 位置 共计

AM

糖基化位点
(

%

!C

%

!!

%

'(

%

EN

%

E(

%

(!

%

((

%

C"!

%

C''

%

C'Q

%

C'E

%

CH"

%

CHC

%

CH!

%

CHQ

%

C#!

%

CQ'

%

CE'

%

CEQ

%

CE(

%

C(C

%

C(H

%

!C"

%

!C'

%

!CH

%

!!E

%

!#H

%

!#E

%

!EE

%

!N!

%

!("

%

!(!

%

'""

%

'"#

%

'"N

%

'CC

%

'CH

%

'CE

%

''(

%

'HC

%

'Q!

%

'NC

%

H'Q

%

H'E

%

H#'

%

H#N

%

HE!

%

HEE

%

HE(

%

#"N

#C

5M

糖基化位点
!H

%

HH

%

C""

%

C"'

%

CN"

%

C(Q

%

!""

%

!CN

%

!!Q

%

!'#

%

!(Q

%

'!'

%

H"C

%

HCN

%

HQQ

%

H(C

%

H(Q

%

#"E CE

0M

糖基化位点
C!N

%

H"'

%

H(( '

丝氨酸残基磷酸化位点
!C

%

CHC

%

CH!

%

CQ'

%

C(H

%

!C"

%

!!E

%

!EE

%

!N!

%

'"#

%

'CH

%

''(

%

'HC

%

H'E

%

H#'

%

HE!

%

HEE

%

#"N CN

苏氨酸残基磷酸化位点
!!

%

'(

%

C"!

%

C'Q

%

C'E

%

CH"

%

!CH

%

!#E

%

!("

%

!(!

%

H#N CC

酪氨酸残基磷酸化位点
'

%

EC

%

!"'

%

'#Q

%

HC#

%

HH" Q

!?C?HJ60IG(

3

C

的多重序列比对
!

通过
50\B

功能位点搜索!

0*-:9,89ZZ*6%4-Z%;%̂%:9

"分析发现#

J60IG(

3

C

属于
0IGH#"

超家族中的
0IG'0.%-

+

!EM!(

,

%具有
0IGH#":

的保守结构域之一的血红素结合位点
!

[969M̂4-Z4-

2

:4;9

"以及多个假定的化合物结合位点(多重序列同源性比对结果表明
J60IG(

3

C

的序列较为
保守%与其他昆虫

0IGH#"

家族成员具有共同的结构特征#

T

螺旋)

0

螺旋和血红素结合区域!图
Q

"(

!?C?#J60IG(

3

C

的系统进化树特征
!

基于昆虫代表物种
0IGH#"

家族的氨基酸序列%对意大利蜜蜂
J60IG(

3

C

进行了聚类分析%系统进化上按照昆虫
0IGH#"

家族的分类!

0IG!0.%-

)

0IG'0.%-

)

0IGH0.%-

和
线粒体

0IG0.%-

"的不同分别聚为
H

支(结果如图
E

所示#意大利蜜蜂
J60IG(

3

C

与其他昆虫
0IG'0.%-

聚
为一个大类(其中%相同

0.%-

的
0IGH#"

具有更高的相似性(意大利蜜蜂
J60IG(

3

C

与飞蝗
_60IG(

3

C

聚为
一支%而意大利蜜蜂

J60IGQJC'

与其他昆虫的
0IGQJ

亚家族距离更近(

!?!_@

#"

吡虫啉暴露对蜜蜂幼虫死亡率的验证
本研究通过不同剂量梯度吡虫啉处理得到吡虫啉对意大利蜜蜂幼虫

HN1_@

#"

理论值为
'?'!-

2

/头dC

(

对该理论值进行死亡情况检验%得到的结果如图
N

所示#对照组幼虫与
_@

#"

吡虫啉处理组幼虫的死亡情况在
!H1

时开始出现具有统计学意义的差异!

"

#

"?"#

"*

HN1

时幼虫的死亡率分别为
C!?#c

和
HN?Qc

%处理组幼虫
死亡率接近

#"c

%表明该
HN1_@

#"

符合实际情况*

NH1

和
(Q1

两个时间点幼虫未出现死亡情况(

CE

第
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期
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注#黑色1

%

2表示磷酸化位点*黑色12表示糖基化位点*红色12表示血红素结合位点
图

Q

!

J60IG(

3

C

的氨基酸序列特征和多重序列比对分析
a4

2

DQ

!

J64-*%=4Z:9

3

+9-=9=1%,%=;9,4:;4=:%-Z6+.;4

Y

.9%.4

2

-69-;*/J60IG(

3

C

!E
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!?'_@

#"

吡虫啉暴露下意大利蜜蜂不同日龄幼虫
!%+,-.

/

0

基因的表达
结合图

N

中幼虫的死亡情况%对对照组与处理组幼虫死亡率出现差异的时间点!

!H1

"和处理组最后一次死
亡情况发生的时间点!

E!1

"的样本进行了
!%+,-.

/

0

基因的表达量检测(结果如图
(

所示%吡虫啉暴露后
!H1

%与对照组相比%处理组
!%+,-.

/

0

基因相对表达量呈明显上调%约为对照组的
!

倍%组间差异具有统计学
意义!

"

#

"?"C

"*吡虫啉暴露后
E!1

%处理组的
!%+,-.

/

0

基因相对表达量约为对照组的
'?#

倍%组间差异具有
统计学意义!

"

#

"?"C

"*处理组吡虫啉暴露
!H1

后与处理组吡虫啉暴露
E!1

后的
!%+,-.

/

0

基因相对表达量
差异具有统计学意义!

"

#

"?"#

"(

注#各蛋白
S9-9\%-O

收录号见表
C

图
E

!

基于邻接法构建意大利蜜蜂和其他
E

种昆虫
0IGH#"

家族蛋白的系统进化树
a4

2

DE

!

G1

&

.*

2

9-9;4=;,99*/0IGH#"/%64.

&

/,*6!5%&''#

(

&)*%-Z

E*;19,4-:9=;:

Y

9=49:=*-:;,+=;9Z+:4-

2

-94

2

1̂*,M

F

*4-4-

2

69;1*Z

'E
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注#不同字母表示某时间点两组幼虫死亡率出现具有统计学意义
的差异!

"

#

"?"#

"

图
N

!

吡虫啉暴露后意大利蜜蜂幼虫各时间点的总死亡率
a4

2

DN

!

L*;%.6*,;%.4;

&

*/!5%&''#

(

&)*.%,8%.%/;9,

9W

Y

*:9Z;*464Z%=.*

Y

,4Z

注#

!H1

$

E!1

分别为经处理后
!H1

$

E!1

*

"

表示组间差异在
"

#

"?"#

水平具有统计学意义*

""

表示组间差异在
"

#

"?"C

水平具有统
计学意义

图
(

!

吡虫啉暴露后意大利蜜蜂幼虫
!%+,-.

/

0

基因的相对表达量
a4

2

D(

!

K9.%;4899W

Y

,9::4*-.989.:*/!%+,-(

/

C4-

!5%&''#

(

&)*.%,8%99W

Y

*:9Z;*464Z%=.*

Y

,4Z

'

讨论
'?CJ60IG(

3

C

的生物信息学分析
0IGH#"

是一类生物体中普遍存在的蛋白+

'"

,

(本研究通过多重序列比对分析发现
J60IG(

3

C

与其他昆虫
0IGH#"

拥有
0IGH#"

家族中高度保守的
T

螺旋结构!

RUUK

")

0

螺旋结构!

`UUUK

"和红素结合位点中心区域
!

aUUSUUU0US

"!

U

表示任何一个氨基酸"

+

'C

,

%表明该蛋白属于
0IGH#"

家族(此外%除了高度保守的结构区
域%

J60IG(

3

C

还拥有多个假定的化学结合位点和修饰位点%表明该蛋白可能参与了不同的生理过程(根据进
化分类%昆虫中的

0IGH#"

共分为
H

个大家族#

0IG!

)

0IG'

)

0IGH

和线粒体
0IG

+

'!

,

(本研究通过进化树结合
50\B

保守结构域分析表明该蛋白与其他昆虫
0IG'

亚家族成员被分为一类%属于
0IG'0.%-

中的
0IGQ

亚家
族(

0IGQ

通常与通常与昆虫对外源物质的代谢解毒功能有关+

''

,

(蛋白互作网络预测分析表明%该蛋白与
S<L

存在一定的互作关系%推测它们可能共同参与了蜜蜂的代谢解毒过程(在进化关系上%该蛋白与飞蝗
_60IG(

3

C

距离较近(综上所述%

J60IG(

3

C

具有
0IGH#"

家族成员典型的序列和结构特征%可将它归类为
0IGH#"

家族中的
0IG'0.%-

(

'?!

意大利蜜蜂幼虫吡虫啉
HN1_@

#"

的测定及验证
在本研究中建立的标准化幼虫饲养条件+

!!

,下%对照组幼虫存活率超过
N#c

%表明本研究中的饲养条件较稳
定%可以用于蜜蜂幼虫毒理实验等方面的研究+

N

,

(通过设置不同梯度的吡虫啉剂量添加%分析计算了吡虫啉对
意大利蜜蜂幼虫

HN1_@

#"

%结果为
'?!!

"

2

/头dC

(根据
S\

$

L'C!E"?C"

0

!"CH

3化学农药环境安全评价试验
准则第

C"

部分#蜜蜂急性毒性试验4指定的毒性评价标准%上述指标为
!?""

$

CC?"

"

2

/头dC 的农药为中毒农
药(

!"CE

年
@%4

等人+

'H

,在实验中测得吡虫啉对意大利蜜蜂幼虫的
_@

#"

为
H?CE

"

2

/头dC

%同样被定位为中毒
农药(由于通过了处理后

HN1

幼虫死亡率的检验!图
N

"%因而不仅验证了本研究测定的
HN1_@

#"

理论值符合
实际情况%也表明该结果是可靠的(

'?'_@

#"

吡虫啉暴露后不同时间点意大利蜜蜂幼虫体内
!%+,-.

/

0

基因表达的影响
已有研究表明%昆虫中

0IGH#":

主要参与对外源有害物质的代谢解毒+

'#

,

(例如%当蜜蜂暴露于新烟碱类杀
虫剂时%会通过上调

0IGH#":

相关基因的表达以抵抗杀虫剂的毒害+

'QM'E

,

(此外%农药蝇毒磷暴露下%蜜蜂
+,-F!GH

)

+,-F!GE

)

+,-.G0

基因呈大量上调表达(还有研究发现%蜜蜂
+,-F!G0E

基因也会被百里酚!一
种杀螨剂"诱导表达上调+

'N

,

(

$%*

等人+

C'

,在研究中发现
+,-.

/

0

和
+,-.

/

I

基因可以参与成年工蜂对拟除虫
菊酯类农药的解毒代谢(本研究发现在吡虫啉暴露前期!

!H1

"和后期!

E!1

"%

!%+,-.

/

0

基因均呈明显上调表
达%这一结果与

$%*

等人+

C'

,的研究相似%初步表明该基因可能参与了蜜蜂幼虫对吡虫啉的代谢解毒(此外%还
观察到吡虫啉暴露后

E!1

的
!%+,-.

/

0

基因相对表达量明显高于
!H1

时(结合幼虫的死亡率数据!图
N

"%推
测在
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#"

吡虫啉急性暴露下%前期!

!H1

"

!%+,-.
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基因的相对表达量并不足以将吡虫啉的毒性代谢完全%这
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使得幼虫的死亡情况一直持续至
E!1

(在吡虫啉暴露后
E!1

%

!%+,-.

/

0

基因的表达水平持续上调甚至高于
!H1

%表明在
E!1

时幼虫体内可能仍在大量对吡虫啉进行代谢解毒(尽管如此%

!%+,-.

/

0

基因是否真正在意
大利蜜蜂幼虫抵抗吡虫啉毒性中扮演了代谢解毒作用%仍需要通过

K5J4

处理和在蛋白水平获得更确凿的证据
来加以证实(

总之%本研究结果表明
!%+,-.

/

0

基因在吡虫啉胁迫下呈现积极响应%可能在意大利蜜蜂幼虫对吡虫啉的
代谢解毒中起着重要的作用(这一结果为了解吡虫啉对意大利蜜蜂的毒性机制以及抗性蜜蜂选种提供了基础
资料(
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