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摘   要：【目的】意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica，简称意蜂)是西方蜜蜂(Apis mellifera)的亚

种之一。蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis)侵染意蜂幼虫导致白垩病。本研究对西方蜜蜂裸表皮蛋白

(naked cuticle, Nkd)进行保守基序预测和系统进化分析，并通过 RNAi 明确 nkd 基因对意蜂工蜂幼

虫体重及宿主响应蜜蜂球囊菌胁迫的免疫应答的影响，以期丰富西方蜜蜂基因 nkd 的信息，并揭

示意蜂幼虫 nkd 的功能。【方法】通过 MEME 软件预测西方蜜蜂和其他 9 个物种 Nkd 蛋白的保守

基序。采用 MEGA X 软件对西方蜜蜂及其他 9 个物种的 Nkd 蛋白进行系统进化分析。通过饲喂

dsRNA 对意蜂幼虫肠道内的 nkd 进行 RNAi。使用电子天平对幼虫进行称重。利用 RT-qPCR 检测
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nkd 基因的干扰效率及免疫基因的相对表达量。【结果】西方蜜蜂与东方蜜蜂、柑橘凤蝶、家蚕

和金凤蝶的 Nkd 蛋白均含有 3 个保守基序(motif 1、motif 2 和 motif 3)，说明上述 5 个昆虫物种的

Nkd 具有较高的保守性。西方蜜蜂与东方蜜蜂的 Nkd 蛋白聚为一支，说明二者的亲缘关系近。与

dsRNA-egfp 组相比，dsRNA-nkd 组 5 日龄和 6 日龄幼虫肠道内 nkd 的表达量均极显著下调

(P<0.001)，干扰效率分别为 49.60%和 56.40%。另外，dsRNA-nkd 组幼虫体重较 dsRNA-egfp 组显

著下降，说明 nkd 显著影响幼虫体重。RT-qPCR 结果显示，4 日龄幼虫肠道内 abaecin、apidaecin、
birc5、defensin-1和PGRP-S2均被激活表达；5日龄幼虫肠道内 abaecin、apidaecin、birc5和 defensin-1
均被激活表达，PGRP-S2 的表达受到抑制；6 日龄幼虫肠道内 abaecin 被激活表达，而 apidaecin、
birc5、defensin-1 和 PGRP-S2 的表达均受到抑制，说明上述 5 个免疫基因在宿主响应胁迫的过程

中呈不同的表达趋势，均参与宿主的免疫应答，nkd 与 abaecin 和 apidaecin 的表达存在负向调控

关系。【结论】西方蜜蜂的 Nkd 蛋白含有 3 个保守基序(motif 1、motif 2 和 motif 3)，西方蜜蜂与

东方蜜蜂的 Nkd 蛋白亲缘关系最近，通过饲喂 dsRNA 能有效干扰意蜂工蜂幼虫肠道内 nkd 表达，

nkd 影响意蜂工蜂幼虫体重及宿主对蜜蜂球囊菌胁迫的免疫应答。 

关键词：西方蜜蜂；意大利蜜蜂；蜜蜂球囊菌；RNA 干扰；裸表皮蛋白；功能；免疫应答 

Bioinformatic analysis and functional study of nkd gene in 
larvae of Apis mellifera ligustica workers 
GUO Yilong1,2#, YU Kejun1,2#, ZHAO Xiao1, QIAN Jiajun1, ZHAO Haodong1,  
ZHANG Jie1, ZHANG Yang1, ZHAO Hongxia3, XU Xijian4, LUO Qun4, CHEN Dafu1,2*, 
GUO Rui1,2* 
1 College of Animal Sciences (College of Bee Science), Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, 

Fujian, China 
2 Apitherapy Institute, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian, China 
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Abstract: [Objective] Apis mellifera ligustica is one of the subspecies of Apis mellifera. Ascosphaera 
apis exclusively infects bee larvae and leads to chalkbrood. In this study, we predicted the conserved 
motifs and analyzed the phylogenetic relationship of naked cuticle (Nkd) protein in A. mellifera. 
Further, we employed RNA interference (RNAi) to study the effect of nkd gene on the larval body 
weight of A. m. ligustica and the immune response to A. apis stress, aiming to enrich the information of 
A. mellifera nkd gene and reveal the role of nkd in A. m. ligustica larvae. [Methods] The conserved 
motifs of Nkd proteins from A. mellifera and nine other species were predicted by MEME. MEGA X 
was used for the phylogenetic analysis of these Nkd proteins. RNAi of the nkd in the guts of the worker 
larvae of A. m. ligustica was carried out by feeding dsRNA-nkd. The larvae were weighed via an 
electronic balance. RT-qPCR was employed to determine the relative expression of nkd and immune 
response genes. [Results] The nkd proteins from A. mellifera, Apis cerana, Papilio xuthus, Bombyx 
mori, and Papilio machaon contained three conserved motifs (motif 1, motif 2, and motif 3), which 
indicated that the Nkd proteins from the above-mentioned five insect species were highly conserved. 
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The Nkd proteins in A. mellifera and A. cerana shared the same clade, showing the closest genetic 
relationship. Compared with the dsRNA-egfp group, the dsRNA-nkd group showed down-regulated 
expression of nkd in the guts of 5- and 6-day-old larvae (P<0.001), with the interference efficiencies of 
49.60% and 56.40%, respectively. Additionally, the body weights of all the larvae in the dsRNA-nkd 
group were significantly lower than those in the dsRNA-egfp group. The expression of abaecin, 
apidaecin, birc5, defensin-1, and PGRP-S2 was activated in the guts of 4-day-old larvae. In the guts of 
5-day-old larvae, the expression of abaecin, apidaecin, birc5, and defensin-1 was activated, while that 
of PGRP-S2 was inhibited. In the guts of 6-day-old larvae, the expression of abaecin was activated, 
while that of apidaecin, birc5, defensin-1, and PGRP-S2 was suppressed. The results suggested that the 
expression of above-mentioned five genes varied in response to stress and were involved in the host 
immune response. Moreover, there was a negative regulatory relationship between the expression of 
nkd and that of abaecin and apidaecin. [Conclusion] A. mellifera Nkd protein contains three conserved 
motifs (motif 1, motif 2, and motif 3). The Nkd proteins from A. mellifera and A. cerana shared the 
closest genetic relationship. The interference on nkd in the larval guts of A. m. ligustica workers could 
be achieved via feeding dsRNA, and nkd affected A. m. ligustica workers in terms of larval body weight 
and immune response to A. apis stress. 

Keywords: Apis mellifera; Apis mellifera ligustica; Ascosphaera apis; RNA inference; naked cuticle 
protein; function; immune response 
 

意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica，简称

意蜂)是西方蜜蜂(Apis mellifera)的一个优良亚

种，不仅为自然界众多野生植物和农作物授粉，

而且在养蜂生产中广泛使用，具有重要的生态、

经济和研究价值[1]。蜜蜂白垩病是一种由蜜蜂

球囊菌(Ascosphaera apis)侵染幼虫引起的致死

性真菌病，虽然不至于导致蜂群崩溃，但会严

重削弱蜂群群势和生产力，给养蜂业造成较大

损失[2]。对于该病迄今仍缺乏有效的治疗手段。 
较多的研究表明 nkd 基因可通过调控相关

信号通路调节果蝇和小鼠的发育和免疫过程。

Zeng 等[3]研究发现，nkd 不仅是 wingless 信号

通路的负调控因子，也是该信号通路的靶点。

Rousset 等[4]将 nkd 的 dsRNA 注射进果蝇胚胎

内，发现与对照组相比，处理组胚胎更短且小

齿带数量明显减少。另外，作为 Wnt 信号通路

的保守调节因子，nkd 在细胞质和细胞核中均有

分布且发挥重要作用[3,5]。近期，Wang 等[6]的研

究发现，在果蝇幼虫期翅型的形成过程中 nkd
具有关键功能，过表达和敲减 nkd 基因均能够

导致成虫翅型异常。小鼠 mNkd2 是果蝇 nkd 的

同源基因[7]。Wharton 等[8]的研究结果表明，在

小鼠发育过程中 nkd1 和 nkd2 在多个组织中以

部分重叠的梯度样模式表达，与 Wnt 活性的已

知模式具有相关性。Zhao 等[9]曾对小鼠骨肉瘤

进行芯片分析，结果显示裸表皮蛋白同源物 2
基因 NKD2 在局限性肿瘤和转移性肿瘤中的表

达量均显著下调(P<0.05)，过表达 NKD2 不仅能

显著抑制体外培养骨肉瘤细胞的增殖、迁移和

侵染能力，而且能显著抑制小鼠体内骨肉瘤的

生长和转移，敲减 NKD2 可增强骨肉瘤的迁移

和侵袭能力。 
与小鼠和果蝇等模式生物相比，蜜蜂的 nkd

基因研究较为滞后，迄今仅有 1 例研究报道，

Li 等[10]的研究发现，西方蜜蜂工蜂感染东方蜜

蜂微孢子虫后，体内 nkd 的表达量上调，饲喂
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nkd 的特异性的 dsRNA 后，有效地沉默了 nkd
表达， 4 个免疫基因 (abaecin、 apidaecin、

defensin-1 和 PGRP-S2)被激活表达，宿主中肠

内病原孢子载量下降宿主寿命延长。目前，意

蜂的 nkd 信息较为匮乏，相关功能研究滞后。

本研究利用生物信息学方法预测和分析意蜂

nkd 基因的保守基序和系统进化分析，进而通过

饲喂 dsRNA 对意蜂工蜂幼虫肠道内 nkd 基因进

行 RNAi，探究干扰 nkd 对幼虫体重及幼虫响应

蜜蜂球囊菌胁迫的免疫基因应答的影响，以期

揭示 nkd在调节幼虫体重和免疫应答中的功能。 

1  材料与方法 
1.1  供试生物材料 

意蜂工蜂幼虫取自福建农林大学动物科学

学院(蜂学学院)教学蜂场的饲养蜂群。蜜蜂球囊

菌由福建农林大学动物科学学院(蜂学学院)蜜
蜂保护实验室分离和保存[11–12]。 

1.2  Nkd 蛋白的保守基序预测及系统进化

分析 
鉴于 NCBI 数据库(www.ncbi.nlm.nih.gov)

收录了西方蜜蜂的蛋白序列，而没有收录意大

利蜜蜂的蛋白信息，且意蜂是西方蜜蜂的亚种

之一，本研究在 NCBI 数据库下载西方蜜蜂

(XP_001120899.3)、东方蜜蜂 (Apis cerana，

XP_016911964.1) 、 斑 翅 果 蝇 (Drosophila 
suzukii，XP_036672123.1)、黑腹果蝇(Drosophila 
melanogaster ， NP_001262029.1) 、 埃 及 伊 蚊

(Aedes aegypti，XP_021701833.1)、家蚕(Bombyx 
mori ， XP_004930158.1) 、 柑 橘 凤 蝶 (Papilio 
xuthus ， XP_013177440.1) 、 金 凤 蝶 (Papilio 
machaon，XP_014368363.2)、锡金小家鼠(Mus 
pahari ， XP_021075829.1) 和 小 白 鼠 (Mus 
musculus，AAK57483.1)的 Nkd 蛋白氨基酸序列。 

利用 MEME 软件[13]预测西方蜜蜂和其他 

9 个物种的 Nkd 蛋白的保守基序(motif)，参数为：

motif 数目设为 3 个，保守位点宽度为 6–50 aa，
保守基序的可视化通过 MEME 软件实现。以锡

金小家鼠和小白鼠作为外群，通过 MEGA X 软

件采用邻接法(neighbor-joining)构建上述 10 个

物种的 Nkd 蛋白系统进化树[14]，采用软件默认

参数。 

1.3  dsRNA 合成 
使用 RNA 提取试剂盒(Promega)提取意蜂

工蜂 6 日龄幼虫肠道总 RNA，并通过 NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific)检测 RNA 的浓度和纯

度。利用反转录试剂盒[翌圣生物科技(上海)股
份有限公司]合成 cDNA 第 1 链，作为模板进行

PCR 扩增。反应在 T100 PCR 仪(BioRad)上进

行。反应体系(50 μL)包括：17 μL ddH2O，25 μL 
2× Phanta Max Buffer，1 μL dNTPs Mix，2 μL
上游引物(10 μmol/L)，2 μL 下游引物(10 μmol/L)，
1 μL Phanta Max Super-Fidelity DNA 
Polymerase 酶(南京诺唯赞生物科技股份有限公

司)，2 μL 模板 DNA。反应程序为：95 °C 3 min；
95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 30 s，25–30 个循

环；72 °C 10–15 min。取上述 PCR 产物和普通

Mix [翌圣生物科技(上海)股份有限公司]按照

1:1 混匀后，放入 70 °C 金属浴加热 15 min。PCR
扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，然后使

用 FastPure® Gel DNA Extraction Mini Kit (南京

诺唯赞生物科技股份有限公司)回收目的片段，

后连接 pESI-T 载体，获得携带 nkd 基因片段的

重组质粒 pESI-T-nkd。 
根据基因 egfp 的序列设计特异性扩增引

物，以 pET28a-egfp 质粒(武汉淼灵生物科技有

限公司 )为模板进行 PCR，将目的片段克隆进

pESI-T 质粒，得到含 egfp 基因片段的重组质粒

pESI-T-egfp。 
分别以 pESI-T-nkd 和 pESI-T-egfp 质粒(浓
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度为 10 ng/μL)为模板，以含 T7 启动子序列

(5ʹ-TAATACGACTCACTATAGGG-3ʹ)的特异性

引物(表 1)进行 PCR 扩增，然后使用 FastPure® 
Gel DNA Extraction Mini Kit (南京诺唯赞生物

科技股份有限公司)试剂盒回收目的片段，作为

体外转录 dsRNA 的模板。参照 T7 RNAi 
Transcription Kit (南京诺唯赞生物科技股份有

限公司)的说明书进行 dsRNA 的体外合成。利

用 NanoDrop 2000 检测 dsRNA 的浓度和纯度，

并通过 1.8%的琼脂糖凝胶电泳检测 dsRNA 的

完整度，检测合格的 dsRNA 分装后保存于

−80 °C 超低温冰箱备用。 

1.4  dsRNA 饲喂幼虫及 nkd 干扰效率检测 
参照王倩等[15]的配方配制幼虫饲料。从群

势较强的意蜂蜂群中提脾至实验室，用移虫针

将巢房内的 2 日龄幼虫(n=48)移至预置饲料的

48 孔细胞培养板中饲养，放入恒温恒湿培养箱，

在(35±0.5) °C，90%相对湿度(relative humidity， 
RH)条件下饲养。3 日龄时，单头幼虫先饲喂   

5 μL dsRNA-nkd (或 dsRNA-egfp) (终浓度为  
200 ng/μL)再饲喂 45 μL 饲料。每 12 h 重复饲喂

1 次，连续饲喂 6 次至 6 日龄。按照笔者实验室

已建立的技术流程[11–12]，分别剖取 4、5 和 6 日

龄幼虫肠道，每 3 只肠道置于 1 个 RNA-free 离

心管，经液氮速冻后转移到−80 °C 超低温冰箱

保存备用。 
利用 RNA 抽提试剂盒(Promega)提取上述

肠 道 样 品 的 总 RNA 。 RT-qPCR 反 应 在

QuantStudio 3 荧光定量 PCR 仪(ABI)上进行。

反应体系(20 μL)包括：SYBR Green Dye (翊圣) 
10 μL，DEPC 水(翊圣) 7 μL，上下游引物(表 1) 
(2 μmol/L)及 cDNA 模板各 1 μL。反应条件为：

95 °C 3 min；95 °C 15 s，58 °C 30 s，72 °C 15 s，
40 个循环。以肌动蛋白基因 actin (GenBank ID: 
NM_001185145)作为内参 [16]。每个反应进行   
3 次技术重复和 3 次平行重复。利用 2−△△Ct 法计

算 nkd 的相对表达量。采用 GraphPad Prism 8 软件

分析数据并绘图，数据进行 Student’s t 检验。 
 
表 1  本研究使用的引物信息 
Table 1  Information about primers for used in this study 
Name Sequence (5′→3′) Purpose 
abaecin-F CAGCATTCGCATACGTACCA RT-qPCR 
abaecin-R GACCAGGAAACGTTGGAAAC 
apidaecin-F TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG 
apidaecin-R GCAGGTCGAGTAGGCGGATCT 
birc5-F CTTCTGACAATTCGTGCAATCC 
birc5-R GGGTTCTTTCTTACCACCCACTAC 
defensin-1-F TGTCGGCCTTCTCTTCATGG 
defensin-1-R TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 
PGRP-S2-F TTGCACAAAATCCTCCGCC 
PGRP-S2-R CACCCCAACCCTTCTCATCT 
nkd-F TGTACAATGTAAAAGTCGTGCAAGAGC 
nkd-R AGCTAGTTGCCATACGTACTCCTTTG 
actin-F ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG 
actin-R GACCCACCAATCCATACGGA 
nkd-F TAATACGACTCACTATAGGGCGCGCTTATGTTCAACCTCAAGT RNAi 
nkd-R TAATACGACTCACTATAGGGGGTCGCGTGTTTCAAATGATGC 
egfp-F TAATACGACTCACTATAGGGGCAGCACGACTTCTTCAA 
egfp-R TAATACGACTCACTATAGGGGACCAGGAAACGTTGGAAAC 
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1.5  幼虫体重统计 
参照 Borsuk 等[17]的方法，在 4、5 和 6 日龄时

从 dsRNA-nkd 组和 dsRNA-egfp 组分别随机选取幼

虫，PBS缓冲液漂洗幼虫3次以洗净体表残留饲料，

然后用干净滤纸小心吸尽幼虫体表液体。利用

FA2004精密电子秤(上海舜宇恒平科学仪器有限公

司)称量上述幼虫体重，每个日龄称量 5 头幼虫体

重。上述实验进行 3 次生物学重复。 
1.6  宿主响应蜜蜂球囊菌胁迫的免疫基因

相对表达量检测 
参照笔者实验室已建立的技术流程[18]制备

蜜蜂球囊菌纯净孢子。按照方法 1.5 将 2 日龄

幼虫(n=30)移至预置人工饲料的 48 孔细胞培养

板，并进行人工饲养。3 日龄时，在上午 10 时对

单头幼虫饲喂接种 5 μL 蜜蜂球囊菌孢子(终浓

度为 4×105个/mL)，13时对单头幼虫先饲喂 5 μL 
dsRNA-nkd (或 dsRNA-egfp) (终浓度为 200 ng/μL)
再饲喂 45 μL 饲料。此后每 12 h 按上述方法饲

喂 1 次，连续饲喂 6 次至 6 日龄。 
参照笔者实验室已建立的技术流程[12–13]分

别剖取 4、5 和 6 日龄幼虫肠道，每 3 只肠道置

于 1 个 RNA-free 离心管，经液氮速冻后转移到

–80 °C 超低温冰箱保存备用。以 dsRNA-egfp
组为参照，采用 SYBR Green 法检测饲喂

dsRNA-nkd 组意蜂工蜂幼虫肠道内 5 个免疫基

因的相对表达量，包括抗菌肽基因 abaecin 和

apidaecin，防御素基因 defensin-1 及细胞凋亡基

因 birc5 和 肽 聚 糖 识 别 蛋 白 (peptidoglycan 
recognition proteins, PGRP)基因 PGRP-S2[10,19]。

采用 GraphPad Prism 8 软件分析数据并绘图，

数据进行 Student’s t 检验。 

2  结果与分析 
2.1  Nkd 蛋白的保守基序及系统进化分析 

MEME 软件预测结果显示，基序长度介于

29–41 个氨基酸，基序数目介于 1–3 个(图 1)；

西方蜜蜂、东方蜜蜂、柑橘凤蝶、家蚕和金凤

蝶的 Nkd 蛋白均含有 3 个保守基序，埃及伊蚊、

斑翅果蝇和黑腹果蝇的 Nkd 蛋白均含有 2 个保

守基序(motif 2 和 motif 3)，小家鼠和锡金小家

鼠的 Nkd 蛋白均仅含有 1 个保守基序(motif 1) 
(图 1)。上述结果表明西方蜜蜂和其他昆虫的

Nkd 蛋白保守基序具有一定的保守性，但不同

物种所包含的保守基序数目及种类存在差异。 
系统进化分析结果显示，西方蜜蜂与东方

蜜蜂的 Nkd 蛋白聚为一个分支，而斑翅果蝇、

黑腹果蝇、埃及伊蚊、家蚕、柑橘凤蝶和金凤

蝶的 Nkd 蛋白聚为另一个分支(图 2)。 
2.2  dsRNA 的合成与检测 

琼脂糖凝胶电泳结果显示，通过 PCR 扩增出

长度约 235 bp 的片段(图 3 A)，符合预期大小。测

定结果显示 dsRNA-nkd 的浓度为 1 838.81 ng/μL，
A260/A280 为 2.11 ； dsRNA-egfp 的 浓 度 为        
1 799.13 ng/μL，A260/A280 为 2.10。电泳结果显

示 dsRNA-nkd 和 dsRNA-egfp 条带单一、清晰

且大小符合预期(约 275 bp 和 470 bp)。以上结

果说明体外转录得到的 dsRNA 浓度较高、质量

良好，可满足进一步 RNAi 的需要(图 3B)。 
2.3  nkd 的干扰效率检测 

RT-qPCR 结果显示，相较于 dsRNA-egfp
组，dsRNA-nkd 组意蜂工蜂 4 日龄幼虫肠道内

nkd 的表达量极显著上调(P<0.01) (图 4)；5 日

龄 幼 虫 肠 道 内 nkd 的 表 达 量 极 显 著 下 调

(P<0.001)，干扰效率为 49.60% (图 4)；6 日龄

幼 虫 肠 道 内 nkd 的 表 达 量 极 显 著 下 调

(P<0.001)，干扰效率达到 56.40% (图 4)。 
2.4  干扰 nkd 对意蜂工蜂幼虫体重的影响 

与 dsRNA-egfp 组相比，dsRNA-nkd 组 4 日

龄幼虫体重显著下降(P<0.05)，5 日龄幼虫体重

极显著下降(P<0.01)，6 日龄幼虫体重显著下降

(P<0.05) (图 5)，说明干扰 nkd 对意蜂工蜂幼虫

体重造成显著影响。 
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图 1  西方蜜蜂与其他 9 个物种的 Nkd 蛋白的保守基序比较 
Figure 1  Comparison of conserved motifs in Nkd proteins in A. mellifera and other nine species. 
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图 2  西方蜜蜂与其他 9 个物种 Nkd 蛋白的系统进化树(1 000 次重复) 
Figure 2  Phylogenetic tree of Nkd proteins from A. mellifera and other nine species (1 000 replicates). The 
internal node is the support value, which represents the reliability of the branch; the value is between 0%–100%; 
the higher the value, the higher the reliability. GenBank accession number of Nkd protein was marked in 
brackets. 
 

 
 

图 3  dsRNA-nkd 和 dsRNA-egfp 的琼脂糖电泳检测 
Figure 3  Agarose gel electrophoresis for dsRNA-nkd and dsRNA-egfp. A: electrophoresis for amplified 
product from nkd; B: electrophoresis for dsRNA. 

 
图 4  饲喂 dsRNA 后意蜂工蜂幼虫肠道内 nkd 的

相对表达量检测 
Figure 4  Detection of relative expression of nkd in A. 
m. ligustica workers’ larval guts after feeding dsRNA. 
The experimental data were expressed as mean±SD; 
data were subjected to Student’s t test; ns: P>0.05; *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. The same below. 

 
 
 

图 5  干扰 nkd 基因后意蜂工蜂幼虫的体重统计 
Figure 5  Statistics of body weight of A. m. 
ligustica workers’ larvae after interference of nkd. 
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2.5  干扰 nkd 对宿主免疫基因应答的影响 
RT-qPCR 结果显示，相比于 dsRNA-egfp

组，dsRNA-nkd 组 4 日龄幼虫肠道内基因

abaecin 和 apidaecin 分别上调表达 6.98 和 1.46 倍

(P>0.05)，birc5、defensin-1 和 PGRP-S2 的表达

量分别显著上调 32.85、4.24 和 6.71 倍(P<0.05) 
(图 6)；5 日龄幼虫肠道内 abaecin、apidaecin 和

defensin-1 的表达量分别极显著上调 2.22、2.68
和 4.05 倍(P<0.001)，birc5 的表达量上调 2.21 倍

(P>0.05)，PGRP-S2 的表达量极显著下调 2.84 倍

(P<0.01) (图 6)；6 日龄幼虫肠道内 abaecin 的

表达量极显著上调 2.58 倍(P<0.01)，birc5、
defensin-1 和 PGRP-S2 的表达量分别极显著下

调 6.25、21.28 和 23.81 倍(P<0.001)，apidaecin
的表达量极显著下调 1.22 倍(P<0.01) (图 6)。以

上结果表明，干扰 nkd 影响意蜂工蜂幼虫对蜜

蜂球囊菌胁迫的免疫基因应答，4 日龄幼虫肠

道内 abaecin、apidaecin、birc5、defensin-1 和

PGRP-S2 均被激活表达；5 日龄幼虫肠道内

abaecin、apidaecin、birc5 和 defensin-1 均被激 
 

 
 

图 6  干扰 nkd 基因后意蜂工蜂幼虫肠道内 5 个

免疫基因的相对表达量检测 
Figure 6  Determination of relative expression of 
five immune genes in A. m. ligustica workers’ larval 
guts after interference of nkd. gene 4, 5 and 6 on 
horizontal axis indicate 4-, 5-, and 6-day-old, 
respectively. 

活表达，PGRP-S2 的表达受到抑制；6 日龄幼

虫肠道内 abaecin 被激活表达，而 apidaecin、
birc5、defensin-1 和 PGRP-S2 的表达均受到抑制。 

3  讨论与结论 
nkd 基因在果蝇和小鼠中已有较为深入的

研究，但对于包括蜜蜂在内的昆虫，nkd 相关研

究仍十分滞后。蛋白质保守结构域也称为蛋白

质的超二级结构，是蛋白质结构中介于二级和

三级结构之间的区域性功能单位，依据氨基酸

的保守基序，能揭示目标蛋白的功能[20]。本研

究对前期基于 WGCNA 筛选出的 nkd 基因的氨

基酸序列进行保守基序预测，发现西方蜜蜂与

东方蜜蜂、柑橘凤蝶、家蚕和金凤蝶的 Nkd 蛋

白均含有 3 个保守基序(motif 1、motif 2 和 motif 
3) (图 1)，说明 Nkd 蛋白在上述 5 个昆虫物种

中较为保守，可能发挥类似的功能。此外，另

外 3 个昆虫物种(埃及伊蚊、斑翅果蝇和黑腹果

蝇)的 Nkd 蛋白均含有 2 个保守基序(motif 2 和

motif 3)，但小家鼠和锡金小家鼠的 Nkd 蛋白仅

含有 1 个保守基序(motif 1)，说明昆虫的 Nkd
蛋白含有的保守基序数目多于哺乳动物，推测

Nkd 蛋白在昆虫和哺乳动物中发挥不同的功

能。本研究中，系统进化分析结果显示，西方

蜜蜂和其他 7 个昆虫物种的 Nkd 蛋白聚为一个

大支，而锡金小家鼠和小白鼠单独聚为另一个

大支，进一步说明 Nkd 蛋白在不同昆虫物种中

具有较高的保守性，但昆虫和哺乳动物间 Nkd
的保守性较低。此外，西方蜜蜂与东方蜜蜂的

Nkd 蛋白聚为一支，进化距离最近，说明二者

的亲缘关系近，符合客观实际。 
通过饲喂或注射 dsRNA 对蜜蜂基因进行

干扰已有多例报道[19,21]。本研究之所以选择通

过饲喂 dsRNA 的方法进行 RNAi，是因为意蜂

幼虫较为脆弱，显微注射 dsRNA 会导致较高的
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幼虫死亡率。与 dsRNA-egfp 组相比，dsRNA-nkd
组 5 日龄和 6 日龄幼虫肠道内 nkd 的表达量极显

著下调，干扰效率分别达到 49.60%和 56.40%，

表明通过饲喂 dsRNA 可对意蜂工蜂幼虫肠道

内 nkd 基因实现有效干扰，这与 Li 等[10]的研究

结果一致。但值得注意的是，相较于 dsRNA-egfp
组，dsRNA-nkd 组 4 日龄幼虫肠道内 nkd 基因

的表达量显著上调，说明饲喂 dsRNA-nkd 在  
24 h 内未能有效干扰肠道内 nkd 基因，这与前  
人在西方蜜蜂[21–22]、小菜蛾(Plutella xylostella)[14]

和黑腹果蝇[23]等昆虫上的研究结果相似。以上

结果表明，通过 dsRNA 对昆虫的基因表达进

行有效干扰需要一定时间，在目标器官或组织

中累积到一定的量，不同的组织所需时间不尽

相同。 
研究表明 nkd 基因参与调节果蝇的生长发

育 [3–4]。本研究发现相比于 dsRNA-egfp 组，

dsRNA-nkd 组意蜂 4、5 和 6 日龄幼虫体重均显

著降低(图 5)，说明干扰 nkd 基因可影响幼虫体

重。Wnt 信号通路在调节哺乳动物和昆虫的发

育和免疫等方面起到关键作用[7,24]。Wnt 信号通

路参与黑腹果蝇胚胎期足、翅、生殖器、触角

和眼等的发育调控[25]。nkd 基因作为 Wnt 信号

通路的调控因子，已被证实能通过 Wnt 信号通

路影响小鼠和果蝇的生长和发育 [7,24]。因此，

推测 nkd 基因通过调控 Wnt 信号通路影响意蜂

工蜂幼虫体重。但相关机制仍需要进一步深入

研究。 
昆虫宿主可通过合成与分泌抗菌肽抵御病

原体入侵。蜜蜂主要合成 4 种抗菌肽，其中基

因 abaecin 是一种广谱抗菌脯氨酸富集阳离子肽[26]；

基因 apidaecin 是从蜜蜂淋巴液中分离得到的热 
稳定、非螺旋抗菌肽，对革兰氏阴性菌有广泛的

抗菌性[27]；基因 defensin-1 的分子量为 5.52 kDa，
由 51 个氨基酸组成的防御素类抗菌肽对革兰

氏阳性菌和部分革兰氏阴性细菌能发挥抗菌作

用[28]。昆虫缺乏获得性免疫，只能依靠先天免

疫来对抗微生物感染维持机体内环境的平衡，

昆虫的先天免疫主要取决于宿主的模式识别受

体与病原体相关分子模式间的互作，PGRP 家

族是昆虫最重要的模式识别受体，能识别病原

微生物细胞壁的主要成分肽聚糖，还能参与吞

噬过程、激活酚氧化酶原级联以及调节外噬过

程 [29–30]。本研究中，接种蜜蜂球囊菌后，与

dsRNA-egfp 组相比，dsRNA-nkd 组 4 日龄幼虫

肠道内基因 abaecin 和 apidaecin 的表达量分别

上调 6.98 和 1.46 倍，基因 defensin-1 和 PGRP-S2
的表达量分别显著上调 4.24 和 6.71 倍；5 日龄

幼虫肠道内 abaecin、apidaecin 和 defensin-1 表

达量分别极显著上调 2.22、2.68 和 4.05 倍，

PGRP-S2 的表达量极显著下调 2.84 倍；6 日龄

幼虫肠道内 abaecin 的表达量极显著上调 2.58
倍，defensin-1 和 PGRP-S2 的表达量分别极显

著下调 21.28 和 23.81 倍，apidaecin 的表达量

极显著下调 1.22 倍(图 6)。上述结果表明基因

abaecin、apidaecin、defensin-1 和 PGRP-S2 参

与意蜂幼虫对蜜蜂球囊菌胁迫的免疫应答，但

在宿主响应胁迫的过程中表现出不同的表达趋

势；nkd 与 abaecin 和 apidaecin 的表达存在负

向调控关系。Li 等[10]通过对东方蜜蜂微孢子虫

感染的西方蜜蜂工蜂饲喂 dsRNA 对 nkd 进行干

扰，发现相较于 dsRNA-GFP 组，dsRNA-nkd
组工蜂腹部 abaecin 的表达量极显著上调，

apidaecin、defensin-1 和 PGRP-S2 的表达量均显

著上调。Rodríguez-García 等[19]通过饲喂 dsRNA
对东方蜜蜂微孢子虫感染的西方蜜蜂工蜂肠道

和脂肪体的基因 AmTsf 进行干扰，发现饲喂

dsRNA 后 6 d，dsRNA-AmTsf 组工蜂体内 abaecin
上调表达，而 apidaecin 的表达量无明显变化；

饲喂 dsRNA 后 12 d，dsRNA-AmTsf 组工蜂体内
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abaecin 的表达量显著上调，apidaecin 表达量极

显著上调。以上结果说明，上述 4 个免疫基因

参与意蜂对 2 种不同真菌病原(蜜蜂球囊菌和东

方蜜蜂微孢子虫)胁迫的应答。 
细胞凋亡是一个主动的、受特定基因调控

的细胞死亡过程，在消除衰老、损伤和癌变细

胞等方面的作用至关重要[31–32]。作为昆虫天然

免疫的重要组成部分，细胞凋亡可参与昆虫宿

主对病原微生物入侵的免疫防御[19]。铁是宿主

和病原体生长和存活的必需营养素，转铁蛋白

作为一种铁结合和铁转运的蛋白，是铁稳态的

关键参与者之一。Rodríguez-García 等[19]的研究

发现，东方蜜蜂接种微孢子虫后，相较于

dsRNA-GFP 饲喂组，dsRNA-AmTsf 饲喂组西方

蜜蜂工蜂体内细胞凋亡基因 birc5 的表达量极

显著下调。本研究发现接种蜜蜂球囊菌后，与

dsRNA-egfp 组相比，birc5 在 dsRNA-nkd 组 4 日

龄幼虫肠道内显著上调表达 32.85 倍，在 5 日

龄幼虫肠道内上调表达 2.21 倍，在 6 日龄幼虫

肠道内极显著下调表达 6.25 倍。这表明意蜂工

蜂幼虫可通过 nkd 影响 birc5 表达以调节宿主细

胞凋亡进程，进而应对蜜蜂球囊菌侵染。 
综上所述，西方蜜蜂的 Nkd 蛋白含有 3 个

保守基序(motif 1、motif 2 和 motif 3)，西方蜜

蜂与东方蜜蜂的 Nkd 蛋白亲缘关系最近，通过

饲喂 dsRNA 能有效干扰意蜂工蜂幼虫肠道内

nkd 基因表达，nkd 基因影响意蜂工蜂幼虫体重

及宿主对蜜蜂球囊菌胁迫的免疫应答。  
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