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研究报告 

中华蜜蜂酪胺受体基因克隆及表达分析 

张丽珍，张永，胡景华，王子龙，曾志将 
江西农业大学蜜蜂研究所，南昌 330045 

摘要: 酪胺(tyramine)属于生物多聚胺类，是昆虫中枢神经系统内重要的神经递质、神经调质和神经激素，参

与调控昆虫的多种行为和生理过程，如酪胺受体基因参与调控动物的学习与记忆。本研究首次克隆获得中华蜜

蜂(Apis cerana cerana)酪胺受体基因 Actyr1 和 Actyr2 的全长 cDNA 序列，利用 qRT-PCR 方法鉴定了 Actyr1 和

Actyr2 在中华蜜蜂不同组织器官中的表达谱，采用地高辛原位杂交技术对 Actyr1 和 Actyr2 在大脑中的表达进

行了定位。中华蜜蜂 Actyr1、Actyr2 的 cDNA 全长序列分别为 1241 bp(GenBank 登录号：KC814693)和

1270 bp(GenBank 登录号：KC814694)，分别编码 297、399 个氨基酸残基。qRT-PCR 分析结果表明，Actyr1 和

Actyr2 在不同组织中的表达量为头部最高，其次是腹部表皮，触角和胸部肌肉的表达量最低，并且头部的表达

量显著高于其他组织的表达量；原位杂交结果显示，Acytr1 和 Actyr2 在中华蜜蜂大脑蘑菇体的凯尼恩细胞、触

角叶周围的细胞处均有较强阳性着色。这些研究表明，Acytr1 和 Actyr2 基因可能参与了蜜蜂的学习记忆，并且

在相同的细胞中互相作用，共同调控蜜蜂的生物学功能。 

关键词: 中华蜜蜂；酪胺受体基因；分子克隆；表达分析 

Molecular cloning and expression analysis of the tyramine  
receptor genes in Apis cerana cerana 

Lizhen Zhang, Yong Zhang, Jinghua Hu，Zilong Wang , Zhijiang Zeng 
Honeybee Research Institute, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China 

Abstract: Tyramine is a biological polyamine, which serves important functions as neurotransmitters, neuromodulators 

and neurohormone of the central nervous system. It participates in the regulation of various behavior and physiological 

processes in insects. For example, tyramine and its receptor genes are involved in the regulation of learning and memory in 

the animals. In this study, the full-length cDNA sequences of the tyramine receptor genes (Actyr1 and Actyr2) of the Chi-

nese honeybee, Apis cerana cerana, were cloned and sequenced for the first time. Their expression patterns were examined 
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in different tissues by qRT-PCR and localized in the head by in situ hybridization with digoxigenin (DIG)-labeled RNA 

probes. The full-length cDNAs of Actyr1 and Actyr2 are 1241 bp (GenBank accession no. KC814693) and 1270 bp 

(GenBank accession no.KC814693) in length and encode 297 amino acids and 399 amino acids, respectively. qRT-PCR 

results showed that the expression levels of both Actyr1 and Actyr2 were the highest in the head, followed by the abdomen, 

then the antennae and the lowest in the thorax. The expression level in the head was significantly higher than that in other 

tissues. Moreover, in situ hybridization showed that the expression of Actyr1 and Actyr2 genes were mainly localized to the 

Kenyon cells of the mushroom bodies and cells around the antennal lobes. These observations suggest that some interac-

tions between these two genes in certain cells could be important in regulating various biological functions, such as learning 

and memory, in the honeybee. 

Keywords: Apis cerana cerana; tyramine receptor genes; molecular cloning; expression analysis 

酪胺(tyramine)属于生物多聚胺类，是昆虫中枢
神经系统内重要的神经递质、神经调质和神经激素，

参与调控昆虫的多种行为和生理过程，如参与调控

求偶[1]、运动[2]、学习记忆[3]和繁殖[4]等。昆虫体内

的酪胺相当于脊椎动物体内的去甲肾上腺素 [5]，其

作用途径也是通过结合在细胞膜上的 G 蛋白偶联受
体，从而激活这些受体，导致细胞内第二信使的浓

度发生改变(如 cAMP 和 Ca2+)，从而引起各种生理
生化反应[6,7]。 
药理学和行为学研究发现，酪胺受体基因参与

调控动物的学习与记忆。2000 年，Kutsukake 等[8]

发现酪氨受体基因突变后的果蝇(Drosophila)个体经
PER(proboscis extension reflex)测试后，嗅觉学习能
力下降。Blenau等[6]成功克隆了西方蜜蜂(Apis melli-
fera)酪胺受体基因 Amtyr1，发现该基因广泛分布在
大脑和食管神经节中，推测该基因可能参与了蜜蜂

高级认知能力的信号传导过程。2015年，袁安等[9,10]

发现饲料蛋白水平和发育温度过低会抑制西方蜜蜂

Amtyr1的表达并造成记忆力的下降。2017年，Scheiner
等[11]用药理学方法激活酪胺受体提高了哺育蜂和采

集蜂的味觉反应，并且提高了哺育蜂的奖赏学习能力。 
中华蜜蜂(Apis cerana cerana)简称中蜂，是东方

蜜蜂(Apis cerana)的指名亚种，也是我国饲养的重要
蜂种。相比西方蜜蜂(Apis mellifera)，中华蜜蜂性情
温驯、抗寒、耐热、抗螨能力强、嗅觉灵敏，善于采

集零星蜜源或低密度花蜜，对颜色和方向的认知能

力更强[12~14]。中华蜜蜂养殖生产的健康发展对我国

生态环境的保护和农作物产量的提高有着重要作用。

但是，目前中华蜜蜂种群数量和分布区域都显著降

低，有些地方甚至处于濒危状态，这对依赖蜜蜂授

粉的农业造成了巨大的损失。蜂群数量的减少可能与

环境的改变有关，也可能与成年工蜂学习记忆能力的

下降有关[15]。 
中华蜜蜂具有其他蜂种不可替代的资源优势和

种质特性，但是对中华蜜蜂酪胺受体基因的研究目

前还未见报道。本研究首次克隆获得中华蜜蜂酪胺

受体基因 Actyr1和 Actyr2的全长 cDNA序列，分析
了这两个基因在大脑中的表达定位情况，为进一步

探讨 Actyr1和 Actyr2对中华蜜蜂学习记忆的功能机
制提供基础，为利用和保护我国的特有蜂种资源提

供新思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

中华蜜蜂由江西农业大学蜜蜂研究所饲养提供，

均来自同一群健康无病的蜂群。用干净的镊子抓取

后足带有花粉的采集蜂，置于无 RNA酶的 EP管中，
−80℃保存待用。 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 提取和反转录 

取 20只中华蜜蜂的大脑，经研磨器处理后，利
用 Trizol裂解提取大脑总 RNA，使用微量核酸蛋白
测定仪测定 RNA 纯度。选择纯度合适的 RNA，用
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反转录酶试剂盒(TaKaRa)合成 cDNA，−80℃冰箱保
存，备用。 

1.2.2  PCR 扩增及测序 

参照 GenBank 中西方蜜蜂 Amtyr1 和 Amtyr2
的 cDNA序列，利用生物学软件 Primer5.0设计引物
(引物序列信息见表 1)，扩增中华蜜蜂 Amtyr1 和
Amtyr2 基因。引物由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成。 

PCR 扩增体系为 10 µL，包括 10×Taq Buffer  
1.0 μL、dNTP mixture 0.8 μL、LA-Taq DNA polymerase 
0.1 μL、上下游引物各 0.2 μL，cDNA 1 μL，加 ddH2O
至 10 μL。PCR扩增条件：94℃预变性 5 min；94℃
变性 1 min，复性(Actyr1 56℃，Actyr2 58℃)  1 min，
72℃延伸 2 min，30个循环；72℃再延伸 10 min，4℃
保存 1 h。PCR产物经 15%的琼脂糖凝胶进行电泳检
测，胶回收试剂盒(上海普洛麦格生物公司)回收目的
片段。 
取胶回收产物 1~3 μL与 pMD 18-T载体于 16℃

连接反应 30 min，转化到 JM109大肠杆菌感受态细
胞中，涂布于含有氨苄抗生素的培养基平板上，37℃
倒置培养 24~30 h。挑取单菌落，利用 PCR 扩增进
行转化后阳性克隆子的鉴定，得到正确的重组子后

在恒温培养箱中扩大培养，由上海英杰生物公司进

行测序。 

1.2.3  生物信息学分析 

利用 DNAstar 软件中的 Seqman 程序进行序列
拼接，获得 Actyr1 和 Actyr2 基因全长 cDNA 序列，
并在 NCBI网站上用 Blast进行序列比对分析；利用
ClustalX 比较分析中华蜜蜂 Actyr1 和 Actyr2基因氨 

 
表 1  引物序列信息 
Table 1  Primers used in this study 

用途 基因名称 引物序列(5′→3′) 

PCR Actyr1 F:GCCAAACCAACCAGCAAATC 
R:CAATGGAGCGGGGGTAAAG 

Actyr2 F:AACAGCAACGGGATGAAGAA 
R: AGAAACGCACCCTGAAGAGAGT 

qRT-PCR Actyr1 F:AATCCAAGGAGTGCGAGGTG 
R:TGCGTGTCAATGGGAAGAAG 

Actyr2 F:TCTCTTCAGGGTGCGTTTCT 
R:GTTAACCTGCGACGTGCTCT 

基酸序列与其他物种的序列相似性；用 MEGA4.1
软件采用 Neighbor-Joining 法构建系统进化树(3000
次重抽样)。 

1.2.4  qRT-PCR 检测 Actyr1 和 Actyr2 在中华蜜

蜂不同组织中的表达 

将刚出房的工蜂用标记笔标记，取约 25只同日
龄采集工蜂进行组织分离，分别取其触角、头(去除
触角)、胸部肌肉、腹部表皮；每种组织分成 3个平
行样，取样过程均在干冰上操作，取样后迅速放入

液氮中，经研磨加入 1 mL Trizol裂解液提取 RNA。
获得的各组织 RNA经检测合格后，利用反转录试剂
盒(TaKaRa)合成 cDNA。 
根据中华蜜蜂 Actyr1和 Actyr2基因的 cDNA序

列，利用软件 Primer5.0 设计 qRT-PCR 定量扩增引
物(引物序列见表 1)，以 β-actin为内参基因。 

qRT-PCR扩增体系为 10 μL，包括：SYBR Premix 
Ex Taq(2×)5 μL，上、下游引物各  0.4 μL，ROX 
Reference Dye(50×) 0.2 μL，ddH 2O 3 μL，cDNA 1 μL。
qRT-PCR扩增条件：95℃预变性 30 s；95℃ 10 s，

58.9℃ 1 min，40个循环。空白对照模板为 ddH2O。
每个样品进行 3 次重复。根据每个样品与内参基因
β-actin所得的 Ct值，采用 2−△△Ct法进行数据分析，

利用 StatView软件进行方差分析。 

1.2.5  原位杂交 

根据中华蜜蜂 Actyr1和 Actyr2基因的 cDNA序
列，利用原位杂交试剂盒(上海罗式公司)合成酪胺受
体基因寡核苷酸探针，探针序列如下： 

Actyr1探针序列(总长 167 bp)：ATCTCTTGCTA-
CGTCGCCTCCGGCTGTATATCAACGGTTGAGTT-
ACAGCTAGATACCTGTCTATGGATATGGCGCATA-
ACGATAGTATGCTGGCAGTACAGAGAAGAATGT-
CGAGGGAGACCCACGAGTCGCAGAGCATCGGG-
CCCAACTCCCAGGTACCACCTGTA。 

Actyr2探针序列(总长 126 bp)：ACCACGACAA-
CGGTTTACCAATTCATCGAGGAGAGGCAGAGG-
ATCTCGTTGTCGAAGGAGAGACGAGCCGCGAG-
GACATTGGGCGTGATAATGGGCGTGTTCGTCGT-
GTGCTGGCTACCGTTCTTT。 
将解剖好的中华蜜蜂大脑放在 4%中性甲醛固

定过夜，再经过脱水、透明、浸蜡、包埋和切片处理 
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制作石蜡切片；将切片分别用二甲苯、无水乙醇和

DEPC水脱蜡两次；经蛋白酶 K于 37℃温育 30 min，

杂交缓冲液约 150 μL孵育 10 min，之后每张切片加

入杂交液(稀释的预杂液，探针 1:80稀释，10 μL/张)，

空白对照不含有探针，于 42℃杂交 18~30 h；杂交

后再用 5×SSC洗涤浸泡封闭，加 anti-DIG-Ap稀释

液(1∶1 000)，4℃轻摇过夜；加入按比例配置的 NBT、

BCIP 和稀释液的显色液(1∶1∶250)，避光显色 0.5~  

4 h，洗涤终止显色，再滴加核固红复染，快速进行脱

水透明，中性树胶封片，使用高清显微镜观察拍照。 

2  结果与分析 

2.1  中华蜜蜂酪胺受体基因的克隆及序列分析 

本研究首次克隆获得了中华蜜蜂 Actyr1 和
Actyr2全长 cDNA序列。Actyr1序列全长为 1241 bp 

(GenBank登录号：KC814693)，推测编码 297aa，分

子量为 33.458 kDa，等电点为 9.80。Actyr2 序列全

长为 1270 bp(GenBank登录号：KC814694)，推测编

码 399aa，分子量为 44.588 kDa，等电点为 8.61。通

过 SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)数据库分

析，Actyr1和 Actyr2的氨基酸序列均包括 2个结构域。 

根据中华蜜蜂 Actyr1 和 Actyr2 的氨基酸序列，
采用 MEGA4.0 软件构建系统进化树，结果如图 1
所示。从图 1A可见，中华蜜蜂与小蜜蜂(Apis florea)、
西方蜜蜂聚成一支；从图 1B可见，中华蜜蜂与西方
蜜蜂聚成一支。 

2.2  中华蜜蜂酪胺受体基因在不同组织中的

表达分析 

利用 qRT-PCR分析了中华蜜蜂 Actyr1和 Actyr2
基因在不同组织中的表达情况，结果见图 2 所示。
由图 2可知，Actyr1和 Actyr2均在中华蜜蜂头部(去
除触角)的表达量最高，显著高于触角、胸部肌肉、
腹部表皮中的表达量，Actyr1 在胸部肌肉中几乎不
表达。 

2.3  中华蜜蜂酪胺受体基因在大脑中的表达

定位 

经地高辛原位杂交，Actyr1和 Actyr2在中华蜜
蜂大脑蘑菇体的凯尼恩细胞﹑触角叶周围的细胞以

及侧前桥神经纤维网细胞均有阳性着色(图 3)。另外，
Actyr1在髓质与小叶之间的细胞也有阳性着色。 

 

 
 

图 1  中华蜜蜂与其他物种 Tyr1、Tyr2 氨基酸序列系统进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree analysis of the deduced amino acid sequence of Tyr1、Tyr2 from A. cerana cerana and 

other species 
A：中华蜜蜂与其他物种 Tyr1系统进化树；B：中华蜜蜂与其他物种 Tyr2系统进化树。 
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图 2  Actyr1 和 Actyr2 在中华蜜蜂各组织中的相对表达量 
Fig. 2  Relative expression levels of Actyr1 and Actyr2 in different tissues of A. ceranacerana 
A：触角；H：头；TM：胸部肌肉；AC：腹部表皮。数值均以平均数±SEM 计算；*表示 Actyr1 和 Actyr2 在不同组织中的表达差异
显著(P<0.05)。 

 
 

 

图 3  Actyr1 和 Actyr2 在中华蜜蜂大脑中的表达定位 
Fig. 3  Expression localization of Actyr1 and Actyr2 in the brain of A. ceranacerana 
A、B：分别表示 Actyr1和 Actyr2在中华蜜蜂大脑中的表达部位；a′、b′：分别表示 Actyr1和 Actyr2在中华蜜蜂大脑中阳性着色较强
部位的放大图；C、c′、c″为空白对照。箭头表示阳性着色；mb：蘑菇体；al：触角叶；me：髓质；lo：小叶；lp：侧前桥神经纤维网。 
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3  讨  论 

本研究首次克隆获得中华蜜蜂 Actyr1 和 Actyr2
基因全长 cDNA 序列，其长度分别为 1241 bp 和 
1270 bp。系统进化分析结果表明，中华蜜蜂 Actyr1

和 Actyr2 氨基酸序列与西方蜜蜂序列相似性较高，

且高度同源，而且 Amtyr1基因受体与果蝇的 Dmtyr

同源[6,16]。上述结果表明，Actyr1和 Actyr2基因编码

酪氨受体。 

研究已证实，果蝇和西方蜜蜂的酪胺受体基因

主要表达在头部(去除触角)—大脑的蘑菇体，另外在

果蝇的心脏肌肉和绛色细胞中特有表达[6,17]。本研究

对中华蜜蜂采集蜂的触角、头、胸部肌肉、腹部表

皮 4个组织中 Actyr1和 Actyr2的表达量进行了分析，
证实 Actyr1和 Actyr2也主要表达在中华蜜蜂的头部。

另外，腹部表皮中的表达量高于触角、胸部肌肉，

这可能是由于蜜蜂的心脏位于腹部，有研究表明酪

胺受体基因在蜜蜂的心脏中也有表达[5,18]。 

原位杂交结果表明，Actyr1 和 Actyr2 基因在中

华蜜蜂大脑的神经细胞中均有表达，如蘑菇体凯尼

恩细胞、触角叶周围细胞、中心体的神经区域以及

髓质和小叶之间的细胞，与西方蜜蜂大脑中的表达

定位情况相似[6,19,20]。已有研究证明蘑菇体与昆虫记

忆的形成、恢复、储存直接相关[21~23]，而在触角叶

退化了的古老昆虫如蜉蝣目(Ephemeroptera)、蜻蜓

目(Odonata)及石蛃目(Microcoryphia)中，嗅觉记忆也

几乎完全退化[24~26]。另外，章鱼胺受体(octopamine 

receptors)已被证明参与了蜜蜂感官信号的输入、触

觉信号的输出以及大脑的高级认知功能[27]。章鱼胺

受体与酪胺受体同属起信号传导作用的 G蛋白偶联

受体，且具有相似的结构和生理环境[28,29]，因此，

Actyr1 和 Actyr2 基因可能参与调控了中华蜜蜂的学

习记忆过程。 

本研究发现 Actyr1和 Actyr2基因的表达谱一致，
均是在头部最高，其次是在腹部表皮、触角和胸部

肌肉，且它们均在蘑菇体的凯尼恩细胞和触角叶周

围细胞处的阳性着色较强，可见 Actyr1和 Actyr2基
因在大脑中的表达区域有重叠。我们推测酪胺受体

基因可能在凯尼恩细胞或者触角叶周围细胞中互相

作用，共同调控蜜蜂的部分生物学功能，包括学习

记忆。另外，本研究首次发现 Actyr1和 Actyr2在中
华蜜蜂腹部表皮中表达。但是 Actyr1和 Actyr2基因
是如何共同调控蜜蜂的生物学功能，参与了哪些关

键信号通路以及如何影响中华蜜蜂学习记忆还有待

于深入研究。 
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