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摘要: 磷脂酶 A2 ( PLA2) 对细胞膜流动性、膜蛋白活性等细胞生理功能有重要调节作用。高温等环境压力对细
胞的生理代谢有较大的影响，其在生物体抗逆过程中的调控作用一直备受关注。本研究以中华蜜蜂 Apis cerana
cerana PLA2 基因序列为基础，对其蛋白结构进行预测，分析该基因在不同温度和高温不同胁迫时间下的表达差
异，以揭示该基因在中华蜜蜂抗高温过程中的生理功能。结果显示，中华蜜蜂 PLA2 基因包含 745 bp 的开放阅读
框，编码 169 个氨基酸，蛋白分子量为 19. 3 kDa，无跨膜结构，不属于膜蛋白。氨基酸同源序列比对结果显示，

中华蜜蜂 PLA2 序列与蜜蜂科昆虫的相似性最高，与其他膜翅目昆虫的相似性存在差异。qＲT-PCＲ 结果显示，
PLA2基因在 35℃、40℃和 45℃处理下的表达量较高，较高的温度能诱导该基因表达的增加。同时，PLA2 基因的
表达受高温胁迫时间的影响，较长时间的高温胁迫导致 PLA2 基因的表达增加。本研究结果表明 PLA2 在中华蜜蜂
应对高温胁迫时发挥重要生理功能。
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Abstract: PLA2 plays an important role in regulating the cell physiological functions such as cell
membrane fluidity and membrane protein activity. Environmental stress such as high temperature has a
great influence on the physiological metabolism of cells，and its regulation in the process of anti-reverse
organisms has been receiving much attention. According to the PLA2 gene sequence of Apis cerana cerana，
the protein structure was predicted，and its expression difference at different temperature and different high
temperature stress time was analyzed to reveal the physiology of this gene in the process of Apis cerana
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cerana against high temperature. PLA2 gene of A. cerana cerana contained 745 bp open reading frame
encoding 169 amino acids with a molecular weight of 19. 3 kDa，no transmembrane structure，and no
membrane protein. The amino acid homologous sequence alignment showed that the PLA2 sequence had
the highest similarity with the honeybee insects，and the similarity with other Hymenoptera insects. The
results of qＲT-PCＲ showed that the expression of PLA2 was higher at 35，40 and 45℃，and higher
temperature could induce the increase of the expression of the gene. At the same time，the expression of
PLA2 was affected by the time of high temperature stress，and the long-term high temperature stress caused
the expression of PLA2 gene to increase. The results showed that PLA2 played important physiological
functions in Apis cerana cerana in response to high temperature stress.
Key words: Apis cerana cerana; PLA2; high-temperature stress; expression pattern

磷脂酶 A2 ( PLA2) 于动物各组织的细胞膜及
线粒体膜上广泛分布，其作用底物主要是磷脂，
可将其分解为溶血磷脂和脂肪酸 ( Owen et al. ，
1990; Kelley et al. ，1992 ) 。磷脂是细胞膜和细胞
器膜的重要组成部分，因此，PLA2 能对细胞膜的
流动性、膜蛋白活性等细胞生理功能产生重要的
影响，同时水解磷脂会产生脂肪酸，它是许多重
要代 谢 途 径 的 参 与 者 ( Keiji et al. ， 2000;
Macphee，2001) 。因此，PLA2 对于脂类代谢调节
以及生物膜功能有重要意义。根据作用部位、钙
离子依赖性，可将 PLA2 分为 4 类: 分泌型、胞质
型、不依赖 Ca2 +型和 PAF ( 血小板激活因子) －
PLA2 ( 陈莉延等，2000; 林芳等，2001) 。近些年
来，已有人对蜜蜂 PLA2 的基因结构、酶活性，蛋
白晶体结构等方面进行了一系列研究。Scott 等人
( 1990) 首先应用 X 衍射方法获得了意大利蜜蜂
PLA2 的晶体结构，确定了意大利蜜蜂 PLA2 的
5 个二硫键位置、Ca2 +结合位点和酶活性中心等。
随后 Li等人 ( 2005 ) 对意大利蜜蜂 PLA2 基因进
行了研究，克隆了该基因，结果显示其核苷酸序
列全长 405 bp，编码 134 个氨基酸残基，分子量为
14. 7 kDa，并包含 4 个外显子和 3 个内含子。而沈
立荣等 ( 2002，2004) 又对 PLA2 的生物活性进行
了探究，Western blot 分析结果表明表达产物与天
然 PLA2 具有相同的生物学活性。

细胞膜的动力学特性对于生物体是至关重要
的，细胞膜的完整性保证了神经系统能正常发挥
其功能 ( Sens and Plastino，2015; Ｒepasky and
Black，2015) 。温度的升高，使得细胞膜内的饱和
脂肪酸比例升高，不饱和脂肪酸比例下降，这导
致细胞膜流动性下降，细胞的相关生理功能受到
影响 ( Ｒensing and Ｒuoff， 2002; Mark Ｒütgers
et al. ，2017) 。研究发现在高温作用下，昆虫体内

会产生热激蛋白抵御高温压力 ( Garrido et al. ，
2012) ，而一些热休克蛋白则能够激活 PLA2，导
致细胞膜 PLA2 活性增加，促进水解反应，扰乱细
胞膜代谢和神经信号传递，使得虫体遭受损伤
( Mahalka et al. ，2011) 。因此，高温引起蜜蜂脂质
和脂肪酸的代谢紊乱，进而影响细胞膜代谢和神
经信号传递，这可能是蜜蜂高温下死亡的重要原
( Coggins et al. ，2011 ) 。这说明高温下 PLA2 的表
达增加是机体对高温胁迫响应的重要标志。

中华蜜蜂 Apis cerana cerana 作为我国本土蜂
种，在维持我国生态环境平衡中发挥着至关重要
的作用 ( Zhang et al. ，2014 ) ，与引入品种西方蜜
蜂相比，具有嗅觉灵敏、善于采集零星蜜源、抗
逆性和抗螨能力强等优点 ( 曾志将等，2002; 杨
冠煌等，2005 ) 。对中华蜜蜂 PLA2 基因进行相关
生物信息学分析，并测定其在不同温度及高温不
同胁迫时间下的表达模式，以期揭示 PLA2 在中华
蜜蜂应对高温胁迫时的生理功能，同时为蜜蜂耐
热性的研究提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫
样品采自山西农业大学动物科技学院实验蜂

场饲养的中华蜜蜂。试验蜂群选取条件: 群势较
强、健康无病、无自然分蜂趋势，共 3 群。每群
各选取 1 ～ 2 张老熟的封盖子脾，在 34℃ 和
ＲH 75%的条件下孵育。待幼蜂出房后，用标记颜
料 ( 无毒、无味) 在幼蜂背部标记，分两次标记，
每次每群标记 500 头，之后将这些标记的幼蜂放回
原来的蜂群，在第 20 天时进行采样。

高温处理时，将蜜蜂放置在扎有小孔的 15 mL
离心管中，每管放置 1 头蜜蜂，迅速将其放入恒
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温恒湿箱中，温湿度设置为: ＲH 30%，温度分别
为 25℃、30℃、35℃、40℃和 45℃。2 h后立即将
每组随机选择的 30 头蜜蜂迅速投入液氮中，随后
于 － 80℃保存备用。在高温 45℃，ＲH 30%条件下
分别处理 0. 5 h、1 h、1. 5 h 和 2 h，其中，0 h 处
理的蜜蜂直接采自蜂箱中，处理后，立即将每组
随机选择的 30 头蜜蜂迅速投入液氮中， － 80℃保
存备用。
1. 2 主要试剂与仪器

Trizol 试剂盒 ( Ambion ) ，PrimeScriptTM ＲT-
PCＲ reagent Kit 试剂盒 ( TaKaＲa ) ，SYBＲ Premix
Ex Taq TM试剂盒 ( TaKaＲa) ; 氯仿、异丙醇、无水
乙醇等常规试剂均购自武汉博士德生物工程有限
公司。

AB-9902 型触摸式 PCＲ 仪 ( AB ) ，7500FAST
型荧光定量 PCＲ 仪 ( ABI) ，ND-1000 核酸蛋白测
定仪，( Nanodrop) Universal HoodⅡ核酸蛋白成像
仪 ( BIO-ＲAD ) ， 5810Ｒ 高 速 冷 冻 离 心 机
( Eppendorf) 。
1. 3 提取 ＲNA和 cDNA第一链的合成

样品液氮研磨后，使用 Trizol试剂盒提取各样
品总 ＲNA，在 1. 5%琼脂糖凝胶上监测每种样品的
ＲNA降解和污染情况。使用核酸蛋白测定仪测定
提取 ＲNA 的浓度。再根据 PrimeScriptTM ＲT-PCＲ
reagent Kit试剂盒，将 ＲNA反转录为 cDNA模板。
1. 4 引物设计

以东方蜜蜂全基因组测序数据为基础，通过
Blast比对筛选出中华蜜蜂 PLA2 基因，根据所得序
列的 CDS区使用 Primer 3 软件设计 ＲT-qPCＲ引物。

β-actin用作内标，引物由通用生物系统 ( 安徽)
公司合成。

表 1 ＲT-qPCＲ引物序列
Table 1 Primer sequence of ＲT-qPCＲ

基因
Gene

引物序列
Primer sequence

用途
Purpose

PLA2
F: TCGTTCTCGGATCCTTGTTC
Ｒ: TTATCCGTTCCTCCAACTCG

qＲT-PCＲ

β-actin
F: ACTACGGCCGAACGTGAAAT
Ｒ: GGAAAAGAGCCTCGGGACAA

qＲT-PCＲ

1. 5 荧光定量 PCＲ反应
将反转录合成的 cDNA模板稀释 5 倍后，使用

SYBＲ Premix Ex Taq TMⅡ试剂盒进行实时荧光定量
PCＲ实验。反应体系总体积为 20 μL，含 cDNA 模
板 2 μL，SYBＲ Premix Ex Taq TM II ( 2 × ) 10 μL，
ＲOX Ｒeference Dye II ( 50 × ) 0. 4 μL，上、下游引
物各 0. 8 μL，ddH2O 6 μL。qＲT-PCＲ 热循环程序
如下: 95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火
及延伸 34 s，45 个循环。每个组织样本重复测定
3 次。
1. 6 序列分析

利用各类生物信息学软件对中华蜜蜂 PLA2 的
序列进行预测分析，所用各软件如表 2。

表 2 生物信息学分析所用软件
Table 2 Software for bioinformatic and phylogenetic analyses

序列性质 Sequence properties 工具 Tool 网址 /软件 Website /Softeware

同源序列比对 NCBI数据库 https: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /orffinder /

蛋白理化性质 protparam http: / /web. expasy. org /protparam /

信号肽结构预测 SignalP 4. 1 http: / /www. cbs. dtu. dk /services /SignalP /

跨膜区预测 TMHMM 2. 0 http: / /www. cbs. dtu. dk /services /TMHMM-2. 0 /

糖基化位点预测 NetNGlyc 1. 0 http: / /www. cbs. dtu. dk /services /NetNGlyc /

磷酸化位点预测 NetPhos 3. 1 http: / /www. cbs. dtu. dk /services /NetPhos /

蛋白二级结构预测 predictprotein https: / /www. predictprotein. org /

蛋白三级结构预测 Swiss model http: / / swissmodel. expasy. org / interactive

进化树构建 MEGA 6 MEGA version 6
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1. 7 数据统计与分析
荧光定量 PCＲ 中，根据标准曲线以及荧光曲

线的 Ct 值，采用 2 － ΔΔCT法进行数据分析。运用
SPSS 21. 0软件中的 Kruskal-Wallis H 进行统计
分析。

2 结果与分析

2. 1 中华蜜蜂 PLA2 编码蛋白分析
对中华蜜蜂 PLA2 基因序列进行分析后发现，

PLA2 开放阅读框 ( OＲF ) 全长 745 bp，编码
169 个氨基酸，分子量为 19. 3 kDa 包含 20 种常见
氨基酸，其中 Gly 和 Leu 含量最高 ( 8. 9% ) ，Gln
含量最低 ( 1. 8% ) ，等电点为 7. 01，脂溶指数为
64. 02，平均亲水力为 － 0. 502，不稳定系数为
23. 67，说明中华蜜蜂 PLA2 蛋白结构稳定。
2. 2 中华蜜蜂 PLA2 的信号肽、跨膜结构、糖基
化位点、磷酸化位点预测

中华蜜蜂 PLA2 信号肽及跨膜结构预测结果显
示其 1 ～ 20 位氨基酸的 S 值均大于阈值 0. 5，表明
其信号肽区域为第 1 ～ 20 位氨基酸的片段 ( 图 1) 。
中华蜜蜂 PLA2 各氨基酸的预测值均大于阈值 1，
表明中华蜜蜂 PLA2 无跨膜结构域，其不属于膜蛋
白 ( 图 2) 。中华蜜蜂 PLA2 蛋白糖基化位点预测
结果表明，该蛋白 Thr62的 O 糖基潜力值为 0. 517，
高于阈值 0. 5，说明中华蜜蜂 PLA2 存在 O 糖基化
位点，但未预测到带相应的 N 糖基化位点
( 图 3) 。中华蜜蜂 PLA2 蛋白磷酸化位点预测结果
表明: 中华蜜蜂 PLA2 存在磷酸化位点，且出现在

丝氨酸 Ser、苏氨酸 Thr 以及酪氨酸 Tyr 这 3 种氨
基酸残基上。其共包含 13 个磷酸化位点，包括
Ser7、 Ser16、 Thr17、 Thr41、 Ser77、 Ser81、 Thr86、
Ser95、Thr101、Tyr103、Ser115、Tyr151、Thr152 ( 图 4) 。

图 1 中华蜜蜂 PLA2 信号肽结构的预测
Fig. 1 Predicted signal peptide of AcerPLA2

2. 3 中华蜜蜂 PLA2 蛋白二级结构和三级结构
中华蜜蜂 PLA2 蛋白二级结构的预测结果显

示: 中 华 蜜 蜂 PLA2 的 二 级 结 构 由 #螺 旋
( helices) 、股 ( strand) 和环 ( loops) 3 种结构组
成，所 占 比 例 分 别 为 11. 83%、 21. 89% 和
66. 27%。中华蜜蜂 PLA2 的三级结构中主要的结
构有#螺旋和 β折叠 ( 图 5) 。
2. 4 中华蜜蜂 PLA2 的进化树分析

系统进化树结果表明，中华蜜蜂 PLA2 序列与
蜜蜂科昆虫的相似性最高。而中华蜜蜂 PLA2 与其
他膜翅目昆虫的相似性存在差异，表明其具有较
高的变异性 ( 图 6) 。

图 2 中华蜜蜂 PLA2 跨膜结构的预测
Fig. 2 Predicted transmembrane regions of AcerPLA2
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图 3 中华蜜蜂 PLA2 糖基化位点的预测
Fig. 3 Predicted glycosylation of AcerPLA2

图 4 中华蜜蜂 PLA2 磷酸化位点的预测
Fig. 4 Predicted phosphorylation sites of AcerPLA2

图 5 中华蜜蜂 PLA2 二级结构和三级结构的预测
Fig. 5 Predicted secondary and tertiary structure of AcerPLA2

注: A，中华蜜蜂 PLA2 的二级结构; B，中华蜜蜂 PLA2 的三级结构。Note: A，secondary
structure of AcerPLA2; B，tertiary structure of the AcerPLA2.
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图 6 不同昆虫 PLA2 氨基酸序列所构建的系统发育树
Fig. 6 Phylogenetic tree of PLA2 from different insect species based on amino acid sequences

注: PLA2 序列来源: 中华蜜蜂 Apis cerana cerana，AF321087. 1; 西方蜜蜂 Apis mellifera，NM 001011614. 1; 小峰
熊蜂 Bombus hypocrita，JF751030. 1; 毕氏卵角蚁 Ooceraea biroi，XM 011337410. 3; 佛罗里达弓背蚁 Camponotus
floridanus，XM 025413770. 1; 小家蚁 Monomorium pharaonis，XM 012687703. 2; 跳镰猛蚁 Harpegnathos saltator，
XM 025307483. 1; 切 叶 蚁 Acromyrmex echinatior， XM 011055015. 1; 细 伪 切 叶 蚁 Pseudomyrmex gracilis，
XM 020439241. 1

2. 5 中华蜜蜂 PLA2 在不同温度胁迫下的表达
中华蜜蜂 PLA2 在各温度下的相对表达量显示

PLA2 mＲNA 表达量受高温影响，其中在 35℃、
40℃和 45℃时表达量较高，且在 35℃时表达量最
高 ( 图 7) 。

图 7 中华蜜蜂 PLA2 在不同温度胁迫时的相对表达量
Fig. 7 Ｒelative expression levels of PLA2 mＲNA in

response to different temperature treatments
注: 图中数据为平均值 ±标准误。下图同。Note: Data
were mean ± SE． The same below．

2. 6 中华蜜蜂 PLA2 在不同胁迫时间下的表达
中华蜜蜂 PLA2 在不同胁迫时间下的相对表达

量表明 ( 图 8 ) : 较长时间的胁迫能导致 PLA2
mＲNA表达量的升高，其中在 1 h，1. 5 h和 2 h表
达量较高，且在 1 h达到最高的表达水平。

图 8 中华蜜蜂 PLA2 在不同胁迫时间下的相对表达量
Fig. 8 Ｒelative expression levels of PLA2 mＲNA in

response to different process time

3 结论与讨论

PLA2 在生物界广泛分布，人们已经从多种植
物、动物、微生物中分离得到。PLA2 能影响细胞
膜的流动性以及膜蛋白活性。本研究发现中华蜜
蜂 PLA2 无跨膜结构域，不属于膜蛋白，所以
PLA2 对细胞膜的影响需要其他蛋白参与，它们与
PLA2 协同作用。研究发现 Hsp70 在有 ATP 和
Mg2 +的条件下可以在体外激活 PLA2 ( Calderwood
et al. ，1993 ) 。通过序列比对发现中华蜜蜂 PLA2
的序列与蜜蜂科昆虫的相似性最高，而与其他膜
翅目昆虫相似性存在差异，这可能与昆虫的生活
环境和习性有关。
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高温等环境压力能激活 PLA2，并提高其活性
从而对细胞的生理代谢产生影响。因此，PLA2 是
生物体遭受压力胁迫的重要标志物，其在生物体
抗逆过程中的调控作用一直受到研究者的关注。
许多报道表明热刺激会导致细胞外的大量 Ca2 +流
入细胞内，使得细胞内 Ca2 + 的浓度快速增加
( Kamano et al. ，2014; Zhang et al. ，2016; Dong
et al. ，2017 ) 。PLA2 的 N-末端有一钙离子结合
( CaLB) 区域，是 Ca2 +作用的部位。细胞内 Ca2 +

的浓度是热休克基因转录激活的关键因素，是热
激转录因子 ( HSF) 与这些基因启动子中 HSE 元
件结合所必需的 ( Jeans et al. ，2017; Huang
et al. ，2018; Isakovic＇ et al. ，2019 ) 。Ca2 +在热休
克基因中的作用进一步表明 Ca2 +参与热休克基因
的转录。PLA2 和热休克蛋白都表现出对 Ca2 +的高
度敏感性，热休克期间细胞 Ca2 +的变化对于控制
具有显著调节活性的热休克蛋白的翻译后修饰具
有重要的作用 ( Wen et al. ，2015) 。同时，热休克
蛋白能够通过 Ca2 + 浓度的增加激活 PLA2，例如
hsp 28 通过细胞 Ca2 +的增加，激活磷脂酶 C 的配
体 ( Landry et al. ，1992 ) 。本研究结果表明 PLA2
基因在不同温度下的表达模式存在差异，高温能
提高 PLA2 的表达水平，中华蜜蜂 PLA2 的表达受
高温胁迫的诱导，PLA2 在 25℃和 30℃处理下表达
量较低，而在 35℃、40℃和 45℃处理下表达量较
高，这说明 PLA2 能对高温胁迫做出快速的响应。
本研究中高温下不同胁迫时间处理结果发现，中
华蜜蜂 PLA2 基因的表达受胁迫时间的诱导，PLA2
在高温处理 0 h 和 0. 5 h 时表达量较低，1 h时达
到最高的表达水平，较长时间的高温胁迫可以导
致 PLA2 表达增多。

PLA2 的功能除了分解细胞膜上的卵磷脂外，
还调节体内磷脂类物质平衡，PLA2 是多种脂类物
质 ( 花生四烯酸、溶血磷脂酸 ) 产生的限速酶
( Yoshida et al. ，2010; Sinderewicz et al. ，2017 ) ，
由于 PLA2 可以通过其水解产物影响质膜 H +转运
并且改变离子通透性，使得细胞内 Ca2 +水平提升，
从而对细胞相关生理功能产生影响。相关实验发
现: 细胞在遭受一些环境胁迫后会发生非即时性
的死亡。由于 PLA2 可能令溶酶体膜和线粒体膜不
稳定，而不利的环境胁迫常常会激活 PLA2，进而
导致细胞延迟性死亡 ( Zheng et al. ，2016 ) 。高温
诱导 PLA2 的活化可能是高温导致机体损伤的重要
原因，该推断还需要接下来进一步的深入研究。
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