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西方蜜蜂泛素结合酶基因 AmUBCD4 的 
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摘  要  【目的】 本研究对西方蜜蜂 Apis mellifera 泛素结合酶 E2-22 kD（AmUBCD4）开展生物信息学

解析，系统检测该基因在工蜂不同组织及发育阶段的表达特征，为深入探索其生物学功能提供理论基础。

【方法】 使用相关生物信息学软件预测和分析 AmUBCD4 的理化性质、分子特性、二级结构、三级结构

和蛋白互作网络，并进行西方蜜蜂和其他昆虫 UBCD4 的保守基序和结构域鉴定和比较。通过实时荧光定

量 PCR (RT-qPCR)鉴定 AmUBCD4 在西方蜜蜂工蜂脑、咽下腺、中肠、触角、毒腺、表皮和脂肪体各不同

组织及卵、幼虫、预蛹和蛹各发育阶段的相对表达量。【结果】 AmUBCD4 含 199 个氨基酸，分子式为

C1010H1584N270O298S7，分子量约为 22.50 kD，理论等电点为 5.31，不稳定指数为 45.22，半衰期为 30 h，脂

肪系数为 88.29，平均亲水系数为﹣0.303。AmUBCD4 含 25 个磷酸化位点，不含跨膜结构域和信号肽。

AmUBCD4 与 Uba1 和 RpL40 等 10 个蛋白构成 1 个互作网络。西方蜜蜂和其他 9 种昆虫的 UBCD4 均包

含 5 个相同保守基序。西方蜜蜂、切叶蜂 Megachile rotundata、金小蜂 Nasonia vitripennis、造纸胡峰 Polistes 

dominula、东方蜜蜂 Apis cerana、欧洲熊蜂 Bombus terrestris、小蜜蜂 Apis florea 和家蚕 Bombyx mori 的

UBCD4 皆包含 UBA_Ⅱ_E2_UBCD4 和 UBCc 结构域。AmUBCD4 在工蜂的触角、脑、中肠、毒腺、脂肪

体、表皮和咽下腺中表现出差异表达。其中，表皮中的表达量最高，而中肠中的表达量最低。AmUBCD4

的表达量在卵中最高，随后逐渐下降，至 12 日龄蛹时达到最低。【结论】 AmUBCD4 可能是亲水蛋白和

胞内蛋白，AmUBCD4 在西方蜜蜂工蜂的表皮和咽下腺及卵和 3 日龄幼虫中特异性高表达。 

关键词  西方蜜蜂；泛素结合酶 E2-22 kD；生物信息学；结构域；表达模式 

Bioinformatic investigation and expression of the  
UBCD4 gene in Apis mellifera  
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Abstract  [Aim]  This study aims to perform bioinformatic analysis of the ubiquitin-conjugating enzyme E2-22 kD 

(AmUBCD4) in Apis mellifera and determine its expression patterns in various tissues and developmental stages of worker 

bees, providing a basis for exploring its functional roles. Bioinformatic tools were employed to analyze the physicochemical 

properties, molecular structures (including secondary and tertiary structures), and protein interaction network of AmUBCD4. 
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Meanwhile, a comparative study was conducted on the conserved motifs and domains of UBCD4 between A. mellifera and 

other insects. A comparison of conserved motifs and structural domains in UBCD4 in A. mellifera and other insects was also 

conducted. RT-qPCR was used to evaluate the relative expression of AmUBCD4 in different worker tissues, including the brain, 

hypopharyngeal gland, midgut, antenna, venom gland, cuticle, and fat body, as well as in different developmental stages, 

including eggs, larvae, pre-pupae, and pupae. [Results]  AmUBCD4 consists of 199 amino acids, with a molecular formula of 

C1010H1584N270O298S7. Its molecular weight is approximately 22.50 kD, and the theoretical isoelectric point is 5.31. The 

instability index of AmUBCD4 is 45.22, the half-life is 30 h, the lipid coefficient is 88.29, and the average hydrophilicity 

coefficient is﹣0.303. Additionally, AmUBCD4 contains 25 phosphorylation sites, while it lacks a transmembrane domain and 

a signal peptide. AmUBCD4 putatively interacts with 10 proteins, including Uba1 and RpL40. UBCD4 has 5 conserved motifs 

common to A. mellifera and other nine insects. Both the UBA_Ⅱ_E2_UBCD4 and the UBCc structural domains are present in 

UBCD4 in A. mellifera, Megachile rotundata, Nasonia vitripennis, Polistes dominula, A. cerana, Bombus terrestris, A. florea 

and Bombyx mori. AmUBCD4 was differentially expressed in the antennae, brain, midgut, venom gland, fat body, cuticle and 

hypopharyngeal gland, with the highest expression in the cuticle and the lowest in the midgut. With respect to developmental 

stages, expression was highest in eggs, and progressively decreased in subsequent developmental stages, being lowest in 

12-day-old pupae. [Conclusion]  AmUBCD4 is a potential hydrophilic, intracellular protein that is most highly expressed in 

the cuticle and hypopharyngeal gland, and in egg stage, of A. mellifera workers.  

Key words  Apis mellifera; ubiquitin-conjugating enzyme E2-22 kD; bioinformatics; structural domain; expression profile 

西方蜜蜂 Apis mellifera 是一种真社会性昆

虫和授粉昆虫，因具有采集力强、兼采粉蜜和不

易逃群等优点而广泛应用于我国和其他国家的

养蜂生产（曾志将, 2017）。泛素化（Ubiquitination）

是 蛋 白 质 的 一 种 关 键 翻 译 后 修 饰 类 型

（ Post-translational modifications ， PTMs ）

（Nakamura, 2018）。较多的研究表明泛素化不

仅在调控蛋白酶体与溶酶体的降解、蛋白质质量

控制、细胞运输及定位、蛋白互作及诸多细胞生

命活动方面起到核心作用（Pohl and Dikic, 

2019）。此外，泛素化还紧密联系于胰岛素水平

调节、核糖体功能维持、氧化应激、DNA 损伤

修复、生长发育等多种重要的生物学过程

（Kerscher et al., 2006; Silva et al., 2015）。 

泛素化的修饰过程主要涉及 3 种类型的酶

（Kwon and Ciechanover, 2017）。泛素结合酶

（Ubiquitin-conjugating enzyme，E2）是一个由

多个成员构成的家族，各成员的分子量、结构和

功能都表现出高度的多样性（Maxwell Burroughs 

et al., 2008），是泛素化修饰级联反应的核心催

化元件，负责将活化的泛素从泛素激活酶

（Ubiquitin-activating enzyme，E1）转移到泛素

连接酶（Ubiquitin ligase，E3）或直接传递给底

物蛋白，最终介导泛素或其聚合物在靶蛋白上的

共价结合。例如，Cdc34/UBE2R 类 E2 通过动态

的 C 端延伸区与 CRL（Cullin-RING ligase）E3

结合，实现 K48 连接泛素链的快速组装，从而

调控底物的蛋白酶体降解（Liwocha et al., 

2024 ）。泛素结合酶 E2-22 kD （ Ubiquitin- 

conjugating enzyme E2-22 kD, UBCD4）是 E2 家

族 的 成 员 之 一 ， 其 研 究 主 要 集 中 在 果 蝇

Drosophila 上。但对于果蝇外的多数昆虫，

UBCD4 相关研究匮乏。Canning 等（2002）研究

发现 UBCD4 在果蝇胚胎中特异性表达，并通过

与蛋白酶体的多泛素结合亚基相互作用而在胚

胎细胞发育中发挥重要功能。Park 等（2016）发

现泛素化是果蝇免疫缺陷（Immune deficiency 

pathway，IMD）通路的关键调节机制，且 UBCD4

为 IMD 通路激活所必需。到目前为止，西方蜜

蜂 UBCD4（AmUBCD4）的研究仍然缺失，极

大地限制了对 AmUBCD4 功能的深入理解。 

本研究通过生物信息学方法系统解析 

AmUBCD4 的物理化学特性和分子特征，比对西

方蜜蜂与其他昆虫 UBCD4 的保守结构域及基

序以揭示其进化保守性，同时测定该基因在工蜂

不同组织及发育阶段的表达模式，为丰富 

AmUBCD4 的基础数据及探究其在西方蜜蜂中

的生物学功能提供支撑。 
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1  材料与方法 

1.1  生物材料 

实验所用西方蜜蜂工蜂取自福建农林大学

蜂学与生物医药学院。蜂群由宿主-病原互作机

制及精准医学团队进行饲养。 

1.2  样品制备 

从健康蜂群中快速取出卵虫巢脾并转移至

实验室，在显微镜下用无菌移虫针收集 50 枚卵

至无菌离心管；将 2 日龄幼虫转移至预置饲料

（黄枳腱，2019）的 48 孔培养板，置于上海精

科生产的恒温恒湿箱中培养[温度（35±0.5）℃，

相对湿度 70%]，每 24 h 更换新鲜饲料，分别收

集 3 日龄幼虫（n=3）、7-8 日龄预蛹（n=3）及

12 日龄蛹（n=3）。另取成熟封盖子脾置于恒温

恒湿培养箱，待工蜂羽化出房后立即收集

（n=1 500），冰浴麻醉后在超净工作台解剖，

分离触角、毒腺、脑、中肠、脂肪体、表皮和咽

下腺，各组织样本均放入无 RNase 的无菌离心

管。所有制备完成的生物样品经过液氮速冻处

理，以迅速降低温度，防止蛋白质降解和 RNA

降解。处理后的样本被保存于﹣80 ℃的超低温

冰箱中，以备后续实验使用。为了提高实验的可

重复性和结果的可靠性，以上所有实验步骤均进

行了 3 次独立的生物学重复。 

1.3  生物信息学分析 

参照课题组前期方法（邹培缘等, 2024）进

行以下分析： 

（1）序列获取与预测：从 NCBI GeneBank 

数 据 库 （ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ） 获 取

AmUBCD4 的核苷酸序列，利用 ORF 工具

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）预测其

开放阅读框并推导氨基酸序列。 

（2）理化性质及结构预测：通过 Protparam

（ https://web.expasy.org/protparam/ ） 分 析

AmUBCD4 的基本理化参数（分子量、等电点

等）；利用  ProtScale（https://web.expasy.org/ 

protscale/）评估亲水性；借助 SWISS-model（https:// 

swissmodel.expasy.org/）构建三级结构模型。 

（3）功能位点预测：采用 SignalP 4.1 Server

（https://services.healthtech.dtu.dk/services/Signal

P-4.1/）预测信号肽；通过 NetPhos 3.1 Server

（https://www.healthtech.dtu.dk/）分析磷酸化位

点；利用 TMHMM 在线软件（http://www.cbs. 

dtu.dk/services/TMHMM/）进行蛋白的跨膜结构

域预测；通过 SOPMA（https://npsa.lyon.inserm.fr/ 

cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma. 
html）预测二级结构。 

（4）互作网络分析：利用 STRING 软件

（https://string-db.org/）构建并分析西方蜜蜂及

其他昆虫中 UBCD4 的互作网络，以揭示其潜在

的生物学功能和交互关系。 

以上所有生物信息学分析均采用默认参数

进行设置，确保分析结果的标准化和可重复性。 

自 NCBI Protein 数据库（https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/protein）下载以下物种的 UBCD4

氨基酸序列：东方蜜蜂（ Apis cerana, XP_ 

016904346.1 ） 、 小 蜜 蜂 （ Apis florea, XP_ 

003690517.1）、欧洲熊蜂（Bombus terrestris, XP_ 

003396259.1）、切叶蜂（Megachile rotundata, XP_ 

003702104.1）、造纸胡蜂（Polistes dominula, XP_ 

015191101.1）、阿根廷蚂蚁（Linepithema humile, 

XP_012223726.1）、红火蚁（Solenopsis invicta, 

XP_011168351.1）、金小蜂（Nasonia vitripennis, 

XP_031782097.1 ） 以 及 家 蚕 （ Bombyx mori, 

NP_001108475.1）。使用 MEME Suite (https:// 

meme-suite.org/meme) 鉴定上述物种 UBCD4 蛋

白的保守基序。通过  NCBI CD-search 工具

（ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrp

sb.cgi）分析保守结构域，结果用 TBtools 软件

（Chen et al., 2020a）可视化。基于上述物种的

UBCD4 氨基酸序列，使用 MEGA 11.0 软件

（Tamura et al., 2021）构建系统进化树。分析方

法采用邻接法（Neighbor-joining），设置 1 000

个 bootstrap 重复以评估分支支持率，并指定家

蚕序列作为外类群（Outgroup）。上述所有生物

信息学分析（MEME, CD-search, TBtools, MEGA 

11.0）均使用软件默认参数执行。 

1.4  时空表达谱检测 

利用 Primer Premier 6 软件设计 AmUBCD4 特
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异性引物（正向：5′-CCACCAGATACACCATACG-3′，

反向：5′-TATATTGCCTAGCCACTACTG-3′）及

内参基因 β-actin 引物（GenBank 登录号：406122；

正向：5′-CCTAGCACCATCCACCATGAA-3′，反

向：5′-GAAGCAAGAATTGACCCACCAA-3′）。

采用 Promega（美国）RNA 抽提试剂盒提取 1.2

节样品的总 RNA，反转录为 cDNA 作为 qPCR

模板。RT-qPCR 在 ABI QuantStudio 3 荧光定量

系统（Applied Biosystems, 美国）上进行，反应

体系及程序参照叶亚萍等（2024）的方法设置。

每个样本的 AmUBCD4 和 β-actin 基因均设 3 次

技术重复和 3 次生物学重复，采用 2-∆∆Ct法（Livak 

and Schmittgen, 2001）计算相对表达量，以

β-actin 标准化。使用 SPSS 26.0 和 GraphPad 

Prism 7.0 软件进行单因素方差分析（One-way 

ANOVA）及可视化，组间差异显著性采用 Tukey 

检验。 

2  结果与分析 

2.1  AmUBCD4 蛋白的理化性质和分子特征 

生物信息学分析显示，AmUBCD4 由 199 个氨

基酸组成，分子式为 C1010H1584N270O298S7，分子量

约 22.50 kD，理论等电点 5.31，不稳定指数 45.22，

预测半衰期 30 h，脂溶性指数 88.29，平均亲水系

数﹣0.303（图 1：A），整体呈疏水性。预测到 25

个磷酸化位点，其中包括苏氨酸（Thr），丝氨酸

（Ser）和酪氨酸（Tyr），分别有 11 个、8 个和 6

个位点（图 1：B）。跨膜结构域及信号肽预测表

明该蛋白无跨膜区和信号肽序列（图 1：C，D）。 

 

 
 

图 1  AmUBCD4 的理化性质分析 

Fig. 1  Analysis of the physicochemical properties of AmUBCD4 

A. 蛋白的亲水性；B. 磷酸化位点；C. 跨膜结构域；D. 信号肽。 

A. Hydrophilicity of the protein; B. Phosphorylation sites; C. Transmembrane domains; D. Signal peptide. 
 

2.2  AmUBCD4 蛋白的二级结构、三级结构和

蛋白互作网络 

二级结构预测显示 AmUBCD4 二级结构以

α-螺旋为主（99 个，占 49.75%），其次为随

机卷曲（69 个，34.67%）、延伸链（24 个，12.06%）

和 β-转角（7 个，3.52%）（图 2：A）。基于

同 源 建 模 获 得 的 三 级 结 构 与 模 板 蛋 白

（A0A2J7PHJ2.1.A）序列同源性达 88.44%（图

2：B）。STRING 分析显示 AmUBCD4 与 Uba1、

RpL40 等 10 个蛋白形成互作网络（节点数：11，

边数：52），网络平均节点度为 9.45，平均局
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部聚类系数为 0.945（图 2：C）。 

2.3  AmUBCD4 和其他昆虫的 UBCD4 蛋白的

保守基序和结构域的比较分析 

MEME 分析在 AmUBCD4 中鉴定出 5 个保

守基序（Motif 1- Motif 5），这些基序在东方蜜 
 

蜂、小蜜蜂等 9 种昆虫的 UBCD4 蛋白中均保守

存在（图 3：A）。UBCc 结构域在西方蜜蜂及

其他 9 种昆虫（包括东方蜜蜂、家蚕等）中普遍

存在。UBA_Ⅱ_E2_UBCD4 结构域存在于西方

蜜蜂、切叶蜂、金小蜂等 8 种昆虫中。UQ_con

结构域仅分布于阿根廷蚂蚁与红火蚁（图 3：B）。 
 
 
 

 
 

图 2  AmUBCD4 的蛋白结构和互作网络分析 

Fig. 2  Analysis of protein structure and interaction network of AmUBCD4 

A. 二级结构；B. 三级结构；C. 蛋白互作网络。 

A. Secondary structure; B: Tertiary structure; C: Protein interaction network. 
 

 
 

图 3  西方蜜蜂和其他 9 种昆虫的 UBCD4 蛋白的保守基序（A）和结构域（B）比较 

Fig. 3  Comparison of conserved motifs (A) and structural domains (B) in UBCD4 proteins  
between Apis mellifera and nine other species 
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2.4  西方蜜蜂和其他昆虫 UBCD4 蛋白的系统

进化分析 

基于 UBCD4 氨基酸序列的系统进化树显示

（图 4），西方蜜蜂 AmUBCD4 单独成支，与其

他膜翅目物种差异显著；欧洲熊蜂与小蜜蜂的 

UBCD4 聚为一支，亲缘关系较近；西方蜜蜂与

东方蜜蜂的 UBCD4 序列同源性最高。 

2.5  西方蜜蜂工蜂不同组织及不同发育阶段中

AmUBCD4 的表达模式 

AmUBCD4 在工蜂触角、脑、中肠、毒腺、

脂肪体、表皮及咽下腺中均有表达（图 5：A），

其中表皮表达量显著高于触角、脑、中肠、毒

腺和脂肪体（P<0.05），提示其可能在表皮功

能中起关键作用。发育阶段表达分析显示，

AmUBCD4 在卵期表达量最高，3 日龄幼虫期

维持相近水平，二者均显著高于 8 日龄预蛹和

12 日龄蛹（P<0.05）；7 日龄预蛹期表达量显

著高于 12 日龄蛹（P<0.05），整体呈现从卵

期到蛹期的梯度下降趋势，12 日龄蛹期达最低

（图 5：B）。 
 

 
 

图 4  基于 UBCD4 氨基酸序列的西方蜜蜂与其他 9 种

昆虫的系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of Apis mellifera and other 
nine species based on UBCD4 amino acid sequences 

 

 
 

图 5  西方蜜蜂工蜂中 AmUBCD4 不同组织（A）和发育阶段（B）的相对表达量 

Fig. 5  Relative expression levels of AmUBCD4 in different tissues (A) and different developmental stages (B) in 
worker bees of Apis mellifera 

数据为平均值±标准误，柱上不同字母表示差异显著（P<0.05, Tukey 检验）。 

 Data are mean±SE. Different letters above bars indicate significant difference (P<0.05, Tukey test). 
 

3  讨论 

周泽（2020）研究发现灰飞虱 Laodelphax 

striatellus 体内的 E2 通过激活灰飞虱体内的抗病

毒免疫应答潜在抑制水稻条纹病毒的复制和积

累。杨昕鑫（2019）发现中华蜜蜂 Apis cerana 

cerana E2 家族成员 UBE2N 编码基因启动子序

列中存在氧化应激相关的转录因子结合位点，暗
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示 E2 参与对中华蜜蜂抗氧化反应的调节。本研

究首次对 AmUBCD4 进行生物信息学分析。

AmUBCD4 由  199 个氨基酸组成，分子式为

C1010H1584N270O298S7，分子量约 22.50 kD，

理论等电点 5.31，不稳定指数 45.22，预测半衰

期 30 h，脂溶性指数 88.29，平均亲水系数为   

﹣0.303，说明 AmUBCD4 可能为酸性蛋白和亲

水性蛋白；此外，发现 AmUBCD4 包含 25 个磷

酸化位点，但缺少跨膜结构域和信号肽，说明

AmUBCD4 是潜在的胞内蛋白。上述研究结果为

深入解析 AmUBCD4 的理化特性与分子功能提

供了重要依据。 

蛋白质基序（Motif）作为进化保守的氨基

酸序列片段，通常承担关键的结构与功能角色

（ Semwal et al., 2022）；而蛋白质结构域

（Domain）作为独立的功能单元，一般由 30-100

个氨基酸构成，其在不同蛋白质间的保守性往往

关联着相似的功能机制（Chen et al., 2020b）。

本研究在 AmUBCD4 及蜜蜂科（东方蜜蜂、小

蜜蜂）、欧洲熊蜂、切叶蜂、造纸胡蜂、金小蜂、

家蚕的 UBCD4 中均鉴定到 5 个保守基序；同时

在这些物种的 UBCD4 中也鉴定到了 3 个结构

域。以上结果表明，UBCD4 在这些物种中保守

性较高。进一步分析发现，UBCc 结构域为西方

蜜蜂、切叶蜂、金小蜂、造纸胡峰、东方蜜蜂、

欧洲熊蜂和小蜜蜂及家蚕所特有，而 UQ_con 结

构域仅存在于阿根廷蚂蚁和红火蚁。推测说明在

漫长的进化过程中西方蜜蜂与切叶蜂、金小蜂、

造纸胡峰、东方蜜蜂、欧洲熊蜂和小蜜蜂及家蚕

的 UBCD4 保留了类似功能，而与阿根廷蚂蚁和

红火蚁的 UBCD4 产生了功能差异，值得进一步

深入探究。本研究系统进化分析结果进一步支持

了上述推测：西方蜜蜂 AmUBCD4 基因与东方

蜜蜂、切叶蜂、小蜜蜂及欧洲熊蜂的进化距离较

近，金小蜂、造纸胡蜂与家蚕的 UBCD4 聚类紧

密，而阿根廷蚂蚁和红火蚁则表现出高度相近的

进化关系。 

昆虫表皮是表皮细胞分泌的层状结构，作为

保护屏障应对各种外部环境压力（Yan et al., 

2022）。研究表明泛素化参与家蚕 Bombyx mori

幼虫发育期间表皮的发育，诱导（抑制）泛素化

连接体系相关基因（E1、E2 和 E3）高表达会使

蜕皮提前（延迟）（Kitagawa and Takiya, 2020）。

本研究揭示 AmUBCD4 在西方蜜蜂工蜂表皮组

织中的表达水平显著高于触角、脑、中肠、毒腺

及脂肪体（P<0.05），表明该基因可能在表皮发

育过程中发挥关键调控作用。为验证这一功能假

设，后续研究拟通过 RNA 干扰（RNAi）技术特

异性敲低工蜂体内 AmUBCD4 的表达，进而系统

解析其对表皮发育的影响。 

西方蜜蜂作为完全变态昆虫，生活史包括

卵、幼虫、预蛹、蛹和成虫 5 个阶段（曾志将, 

2007）。在果蝇中，泛素化修饰对胚胎发育和变

态发育至关重要，敲低胸腺中的泛素化修饰基因

会延长幼虫寿命，并阻止从幼虫期到蛹期的转变

（Li et al., 2012）。本研究证实，AmUBCD4 在

西方蜜蜂工蜂卵期的表达水平达峰值，与 3 日龄

幼虫期无显著差异，但显著高于 8 日龄预蛹期及

12 日龄蛹期（P<0.05）；其表达量在发育过程

中呈现从卵期至蛹期的持续下调趋势。这一动态

表达模式提示 AmUBCD4 可能在发育过程（卵、

幼虫、预蛹、蛹）中发挥重要调控功能。泛素-

蛋白酶体系统是真核细胞降解蛋白质的主要途

径（孙熙, 2021）。在蜜蜂的发育过程中，组织

和器官会发生剧烈的消解与形成（曾志将 , 

2017）。推测 AmUBCD4 通过在工蜂卵、幼虫、

预蛹、蛹和成虫的发育阶段差异表达调节泛素-

蛋白酶体系统，进而影响不同虫态的蛋白质降

解，并参与组织和器官的消解与形成。 
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