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饲粮粗蛋白质水平对中华蜜蜂育王质量的影响
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摘 要: 本试验旨在研究饲粮粗蛋白质水平对中华蜜蜂蜂王育王的影响。选取基本情况相近

的中华蜜蜂 9 群，随机分成 3 组，每组 3 群，在每群蜂巢门口装置脱粉器，阻止花粉进入，使其处

于缺粉状态。Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组蜂群分别饲喂粗蛋白质水平为 15%、25%、35%的试验饲粮，45 d
后控制蜂王产卵，并进行人工育王，待蜂王出房后，测其初生重、胸宽，并检测其卵巢卵黄蛋白原

基因( vitellogenin，Vg) 、转铁蛋白基因( transferrin，Trf) 的相对表达量。结果表明: 蜂王的初生重

随饲粮粗蛋白质水平的增加而升高，Ⅲ组和Ⅱ组培育蜂王的初生重显著高于Ⅰ组( P＜0．05) ，且

Ⅲ组也显著高于Ⅱ组( P＜0．05) ; 蜂王的胸宽随饲粮粗蛋白质水平的增加而升高，但 3 个试验组

之间差异不显著( P＞ 0． 05 ) 。Ⅲ组和Ⅱ组培育蜂王卵巢的 Vg 相对表达量显著高于Ⅰ组 ( P＜
0．05) ，但Ⅲ组与Ⅱ组之间差异不显著( P＞0．05) ; 培育蜂王卵巢的 Trf 相对表达量 3 个试验组间

均有显著差异( P＜0．05) ，相对表达量最高的是Ⅲ组，最低的是Ⅰ组。由此得出，饲粮粗蛋白质水

平对中华蜜蜂育王质量存在影响，高蛋白质饲粮可以增加中华蜜蜂蜂王的初生重，促进蜂王卵

巢 Vg 和 Trf 的表达。育王时，中华蜜蜂饲粮粗蛋白质水平不应低于 25%。
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蜜蜂是与人类以及大自然关系密切的社会性

昆虫，它不仅可以为人类提供营养丰富的蜂产品，

而且通过授粉模式维持生态平衡，对保护和维持

生物多样性起着重要作用［1］。蜂王是蜜蜂蜂群当

中的主要繁殖个体，蜂王质量决定群势的强弱，高

质量蜂王对感染寄生虫病有较高的抵抗能力，因

此培育高质量、高抵抗力的蜂王对于养蜂生产尤

为重要。在传统育王过程中，养蜂人员通常通过

奖励饲喂糖水来提高蜂王的培育质量，仅依靠外

界粉源及巢脾中储存的蜂粮提供蛋白质营养。但

由于季节等因素，外界粉源缺乏、蜂群自身储备又

不足时，会导致蜜蜂营养物质的缺乏，此时会对蜜

蜂的繁殖及蜂王的培养产生较大的影响，有经验

的养蜂人 员 在 缺 粉 的 情 况 下 会 适 当 添 加 一 些 花

粉，但不同花粉的营养效价不一样，而且随着花粉

价格的不断提升，许多养蜂人员会为了降低养蜂

成本而选择黄豆粉等人工合成饲粮来代替花粉，

而人工合成饲粮中蛋白质水平不同对蜂群的应用

效果也不一样。近年来，蜜蜂蛋白质营养需要研

究取得了阶段性成果，研究发现: 蛋白质缺乏会影

响蜜蜂的生长发育，导致蜂王产卵和工蜂育子能

力降低，影响羽化工蜂的体重和体组织蛋白质含

量、产浆量、卵的孵化率、幼虫化蛹率、机体抗氧化

活性，使蜂群群势急剧下降，甚至导致整个蜂群消

亡等［2－9］。目前关于饲粮蛋白质水平对育王质量

的影响未见报道。基于此，我们开展了本项试验，

通过探索饲粮粗蛋白质水平对中华蜜蜂( Apis cer-
ana cerana) 育王质量的影响，为优质蜂王培育提

供一定的理论基础。
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1 材料与方法
1．1 试验动物

试验动物为江西农业大学蜜蜂研究所饲养的

中华蜜蜂，于 2015 年 8 月至 10 月在江西农业大学

蜜蜂研究所开展试验。
1．2 饲粮及主要试剂

不同粗蛋白质水平的饲粮 ( 由山东农业大学

提供) ，油菜蜜，DNA 聚合 Taq 酶和对应的缓冲液

Buffer( 北京康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品 ) ，

Trizol 总 ＲNA 提取试剂盒和 ＲNA 酶抑制剂( 北京

全式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 产 品 ) ，Oligo ( dT )

( 5．97 nmol /OD，由美国英杰生命技术公司上海办

事处合成) ，dNTP Mixture ( 2． 5 mmole，TaKaＲa) ，

反转录酶 M-mLV ( 200 U /μL，TaKaＲa) 。
1．3 主要仪器

生化培养箱( GZ－250－GSI 型，韶关市广智科

技设备发展有限公司产品 ) ，核酸蛋白质测定仪

( NanoPhotometerTM P300，IMPLEN ) ，普通离心机

( 飞鸽 KA－1000 型，上海安亭科学仪器厂公司) ，

荧光定量 PCＲ 仪( iQTM2 型，Bio-Ｒad 公司) ，PCＲ
仪( iQTM2 型，Bio-Ｒad 公司) 。
1．4 试验方法

1．4．1 蜜蜂饲喂及育王

选 取 群 势 相 当 的 中 华 蜜 蜂 9 群 ( 每 群 5 脾

蜂) ，随机分成 3 组，每组 3 群，在每群蜂巢门口装

置脱粉器，阻止花粉进入，使其处于缺粉状态。Ⅰ
组、Ⅱ组、Ⅲ组 蜂 群 分 别 饲 喂 粗 蛋 白 质 水 平 为

15%、25%、35%的试验饲粮，试验饲粮组成及营养

水平见表 1［7］，每隔 3 d 饲喂 1 次，每次足量饲喂。
定期对蜂群进行检查并饲喂糖水。饲喂 45 d 后，

将提前准备好的空巢脾分别添加到每群蜂中，控

制蜂王产卵 8 h 后，用隔王板将产卵的巢脾和蜂王

分开。3 d 后，按照标准的人工育王方法培育中华

蜜蜂蜂王［10］。

表 1 试验饲粮组成及营养水平( 风干基础)

Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets ( air-dry basis) %

项目

Items

组别 Groups

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

原料 Ingredients
玉米 Corn 37．80 22．20 16．50
豆粕 Soybean meal 11．20 33．80 58．20
玉米蛋白粉 Corn gluten meal 13．59 16．43 15．00
蔗糖 Sucrose 35．53 25．81 8．78
磷酸氢钙 CaHPO4 0．47 0．41 0．29
碳酸钙 CaCO3 0．29 0．23 0．11
预混料 Premix 0．30 0．30 0．30
抗氧化剂 Antioxidant 0．02 0．02 0．02
柠檬酸钠 Sodium citrate 0．80 0．80 0．80
合计 Total 100．00 100．00 100．00
营养水平 Nutrient levels
总能 GE / ( MJ /kg ) 17．11 17．37 17．44
粗蛋白质 CP 15．18 25．35 34．95
钙 Ca 0．38 0．38 0．37
磷 P 0．19 0．21 0．20

预混料可为每千克饲粮提供 The premix provided the follow ing per kg of diets: VA 5 000 IU，VB1 5．4 mg，VB2 6 mg，VC
265．4 mg，VE 240 mg，VD 2 000 IU，VB6 7 mg，叶酸 folic acid 20 mg，烟酸 niacin 18 mg，肌醇 inositol 318 mg。

1．4．2 蜂王初生重及胸宽测定

在处女王出生的前 1 天，将王台按组别统一

装入 框 式 王 笼 中，移 至 恒 温 恒 湿 培 养 箱 ( 温 度

34 ℃，相对湿度 80% ) 中羽化出房，用分析天平称

量刚出房蜂王的体重，同时测量其胸宽，记录试验

数据。
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1．4． 3 蜂 王 卵 巢 卵 黄 蛋 白 原 基 因 ( vitellogenin，

Vg) 、转铁蛋白基因( transferrin，Trf) 表达的测定

1．4．3．1 样品采集

刚出房的蜂王测完初生重、胸宽后立即解剖，

采集卵巢，分别装入 1．5 mL ＲNase-free 的 EP 管迅

速放入液氮中，用于后续检测。
1．4．3．2 总 ＲNA 的提取与 cDNA 的合成

每组取 4 只蜂王的卵巢，放入含液氮的研钵

中进行研磨，研磨成粉末后转入装有 1 mL Trizol
的 1．5 mL 的 EP 管中。参考秦秋红［11］的方法对样

本总 ＲNA 进行提取，用核酸蛋白质测定仪测定其

OD260 /280( 1．9 ～ 2．1 之间符合标准) 和总 ＲNA 浓度，

每个组测 3 次，取平均值。
用反转录试剂盒对总 ＲNA 进行反转录，反应

体系为 50 μL，包括: 8 μL 总 ＲNA，10 μL Buffer，
8 μL dNTP，1．5 μL 反转录酶 M-mLV，3 μL Oligo
( dT ) ，1 μL ＲNA 酶 Inhibitor，18．5 μL 焦碳酸二乙

酯( DEPC ) 水。反 转 录 反 应 条 件 如 下: 体 系 混 匀

后，42 ℃反应 60 min，75 ℃灭活 5 min。反转录产

物保存于－80 ℃。
1．4．3．3 荧光定量 PCＲ 引物的设计及荧光定量

PCＲ
参照从东方蜜蜂卵巢组织中克隆的基因 mＲ-

NA 序列( Vg: AJ517411; Trf: AY336529．1) 及 Gen-
Bank 数 据 库 中 中 华 蜜 蜂 的 转 录 组 序 列［12］，用

Primer 5．0 软件设计引物序列( 表 2) ，以 β－肌动蛋

白( β-actin) 作为内参基因。荧光定量 PCＲ 反应体

系( 10 μL ) 如下: cDNA 1 μL，SYBＲ Premix Ex-
TaqTMⅡ 5 μL，上游和下游引物各 0．4 μL，超纯灭

菌水 3．2 μL。体系混匀，放入 CFX96 定量仪中进

行扩增。反 应 条 件: 95 ℃ 30s，95 ℃ 10 s，60 ℃
1 min，40 个循环; 之后 50 ℃ 加热到 90 ℃ ( 每 6 s
升高 1 ℃ ) 。建立熔解曲线，利用 Bio-Ｒad CFX 2．1
软件收集目的基因与内参基 因 的 Ct 值［13］，通 过

qPCＲ package 和 Ct 值计算每个技术重复的扩增

效率，每个生物学样本包括 3 ～ 5 个技术重复，并参

考 Qiang 等［14］的方法计算各个目的基因的相对表

达量，具体方法如下: 将 Vg、Trf 及 β-actin 扩增获

得的 Ct 值绘出标准曲线，根据标准曲线所获得的

线性计算公式，将样品的 Ct 值代入公式便得到目

的基因的相对表达量。计算公式如下:

Ｒ0，T /Ｒ0，Ｒ =
( 1+EＲ ) CT，Ｒ

( 1+ET ) CT，T
。

式中: EＲ 为内参基因扩增效率; ET 为目的基

因扩增效率; C T，Ｒ为内参基因 Ct 值; CT，T 为目的基

因 Ct 值。

表 2 荧光定量 PCＲ 引物序列

Table 2 Primer sequences used in real time quantitative PCＲ

基因名称

Gene names
上游引物

Forward primer ( 5'—3' )
下游引物

Ｒeverse primer ( 5'—3' )

卵黄蛋白原 Vg CGCATCACGAATACGACTAAGA AGACGCTCCTCAGGCTCAAC
转铁蛋白 Trf AAGTTGGGAAGAAAGAGGCTGG TGCTGAGTTTGGTGATGGGTATT
β－肌动蛋白 β-actin GGCTCCCGAAGAACATCC TGCGAAACACCGTCACCC

1．5 数据处理

试验数据用 SPSS 17．0 软件中的 ANOVA 程

序进行差异显著性比较分析。

2 结 果
2．1 饲粮粗蛋白质水平对培育蜂王初生重及胸宽

的影响

由表 3 可知，蜂王的初生重随饲粮粗蛋白质

水平的增加而升高，Ⅲ组和Ⅱ组的平均体重显著

高于Ⅰ组( P＜0．05 ) ，且Ⅲ组也显著高于Ⅱ组 ( P＜
0．05) 。蜂王的胸宽随饲粮粗蛋白质水平的增加

而增加，但试验组之间差异不显著( P＞0．05) 。
2．2 饲粮粗蛋白质水平对培育蜂王卵巢 Vg、Trf
相对表达量的影响

由图 1 可知，Ⅲ组和Ⅱ组培育蜂王的卵巢 Vg
相对表达量显著高于Ⅰ组 ( P＜0．05 ) ，但Ⅲ组与Ⅱ
组之间差异不显著( P＞0．05) 。
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表 3 饲粮粗蛋白质水平对培育蜂王初生重及胸宽的影响

Table 3 Effects of dietary crude protein level on birth weight and chest w idth of rearing queens

组别 Groups 初生重 Birth weight 胸宽 Chest w idth

Ⅰ 152．24±6．14a 4．51±0．14a

Ⅱ 161．48±6．23b 4．52±0．22a

Ⅲ 166．27±5．36c 4．54±0．23a

同列数据肩标相同字母表示差异不显著( P＞0．05) ，不同字母表示差异显著( P＜0．05) 。
Values in the same column with the same letter superscripts mean no significant difference ( P＞0．05) ，while w ith different

letter superscripts mean significant difference ( P＜0．05) ．

数据柱标注相同字母表示差异不显著( P＞0．05) ，不同

字母表示差异显著( P＜0．05) 。下图同。
Date columns w ith the same letters mean no significant

difference ( P＞0．05) ，while w ith different letters mean signif-
icant difference ( P＜0．05) ． The same as below ．

图 1 饲粮粗蛋白质水平对培育蜂王

卵巢 Vg 基因表达量的影响

Fig．1 Effects of dietary protein level on the relative
expression level of Vg in ovary of rearing queens

由图 2 可知，Ⅲ组和Ⅱ组培育蜂王的卵巢 Trf
相对表达量显著高于Ⅰ组 ( P＜0．05 ) ，且Ⅲ组也显

著高于Ⅱ组( P＜0．05) 。

3 讨 论
营养是影响蜜蜂健康的关键因素，合理、均衡

的营养物 质 供 应 以 及 适 宜 的 环 境 是 维 持 蜜 蜂 健

康，保持高水平生产性能的重要条件。而蜂王是

蜜蜂蜂群当中的主要繁殖个体，蜂王的质量决定

蜂群群势的强弱。蜂王的初生重与蜂王的质量成

正比关系，初生重大的蜂王，具有发育良好的卵巢

管和数量较多的卵小管，这种蜂王具有较强的产

卵力［15］。许少玉等［16］发现，中蜂蜂王初生重和卵

小管数之间存在显著的线性关系，相关系数高达
0．919。因此，蜂王初生重是衡量蜂王质量的一项

重要指标。本研究发现: 随着饲粮粗蛋白质水平

的增加，中华蜜蜂蜂王初生重明显增加，Ⅲ组和Ⅱ
组培育蜂王的初生重显著高于Ⅰ组，且Ⅲ组培育

蜂王的初生重也显著高于Ⅱ组。其主要原因可能

是因为: 蛋白质是生命活动的物质基础，是生物体

细胞的 重 要 组 成 成 分，为 蜜 蜂 机 体 组 织 发 育、更

新、修补提供原料［17］。氨基酸是蛋白质的基本组

成单位，其分解中间产物为乙酰辅酶 A，而乙酰辅

酶 A 是三大营养物质代谢的中间产物，它是与生

命及与各种形式的生命活动紧密联系在一起的物

质。在蜂王培育过程中饲喂高粗蛋白质水平的饲

粮，使蜂王发育得到足够的蛋白质供应，提高营养

物质之间相互调节、相互转换效率，使得机体能够

充分发育，从而提高了蜂王的质量。Tarpy 等［18］

研究发现，胸宽与卵巢的发育存在一定的相关性，蜂

王胸宽与卵巢管数存在正相关，胸宽的蜂王具有更多

的卵巢管数，因此胸宽也是评估蜂王质量的重要指

标，本研究发现: 中华蜜蜂蜂王的胸宽随着饲粮蛋白

质水平的增加而增加，但各试验组之间差异不显著，

具体原因有待于进一步研究与分析。

图 2 饲粮粗蛋白质水平对培育蜂王

卵巢 Trf 相对表达量的影响

Fig．2 Effects of dietary protein level on the relative
expression level of Trf in ovary of rearing queens
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Vg 是一类大分子质量的糖脂复合蛋白质，广

泛存在于卵生脊椎动物和非脊椎动物的血淋巴脂

肪体和卵等器官中，是蜜蜂卵黄发生的关键物质，

与蜂王的繁殖力、寿命和蜜蜂行为等生物学功能

变化密切相关，卵黄蛋白原是卵黄蛋白的前体，卵

黄蛋白为胚胎发育提供蛋白质、必需氨基酸等多

种营养物质，卵巢发育好的蜂王其 Vg 具有较高的

表达量［19－27］，因此 Vg 的表达量也是衡量蜂王质量

的重要指标。本研究发现: Ⅲ组和Ⅱ组卵巢 Vg 的

相对表达量显著高于Ⅰ组，但Ⅲ组与Ⅱ组之间差

异不显著。这也说明高蛋白质饲粮比低蛋白质饲

粮培育的 蜂 王 卵 巢 发 育 程 度 高。Human 等［28］研

究发现，高 蛋 白 质 饲 粮 会 促 进 工 蜂 的 卵 巢 发 育。
本试验结果与 Human 等［28］的试验结果很相似，这

也说明饲粮蛋白质水平对蜂王质量存在影响，过

低的蛋白质水平不利于蜂王卵巢发育。Ⅲ组与Ⅱ
组卵巢 Vg 相对表达量差异不显著，可能是因为当

饲粮中的蛋白质到达一定水平时已能满足卵巢发

育所需的蛋白质的量。
Trf 是蜜蜂体内铁的运输者，通过 Trf 受体介

导的“结合铁的转铁蛋白－转铁蛋白受体”复合物

的内吞，Trf 将其结合的铁送入细胞内［29－30］。蜜蜂

体 内 的 Trf 和 铁 结 合 蛋 白 能 够 调 控 游 离 Fe2+ 和

Fe3+的含量，增强蜜蜂对感染寄生虫 病 的 抵 抗 能

力，降低因铁含量过高而引起的氧化反应对蜜蜂

机体的危害［29，31－33］。Koyw iwattrakul 等［34］研究发

现，Trf 在卵巢发育的工蜂上的表达量显著高于卵

巢未发育的工蜂，Trf 表达量的上调将通过一系列

下游反应使卵巢活化，刺激工蜂的产卵行为。因

此，Trf 的表达量也可以为评价蜂王质量做参考。
本研究发现: 随着饲粮蛋白质水平的增加，Ⅲ组和

Ⅱ组卵巢 Trf 相对表达量显著高于Ⅰ组，且Ⅲ组也

显著高于Ⅱ组，说明给蜜蜂饲喂高蛋白质饲粮能

够明显提升卵巢 Trf 含量，促进卵巢的发育，提高

培育蜂王的抵抗力，促进卵巢的活化和产卵力。

4 结 论
① 饲粮粗蛋白质水平对中华蜜蜂育王质量存

在影响，高蛋白质饲粮可以增加蜂王的初生重，促

进蜂王卵巢 Vg 和 Trf 的表达。
② 育王时，中华蜜蜂饲粮粗蛋白质水平不应

低于 25%。
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Effects of Dietary Crude Protein Level on Quality of Ｒearing
Queens for Apis cerana cerana
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Abstract: The objective of this experiment was to explore the effects of dietary crude protein level on the quali-
ty of rearing queens for Apis cerana cerana． Nine colonies of Apis cerana cerana with basic similar conditions
were randomly divided into 3 groups w ith 3 colonies in each group． Pollen trap was installed at the entrance of
colonies to prevent pollen entering． Bees in groups Ⅰ，Ⅱ and Ⅲ were fed diets containing 15%，25% and
35% crude protein，respectively． Forty-five days later，queens were reared in each colon and the birth weight，
chest w idth of new ly emerged queens as well as the relative expression levels of vitellogenin ( Vg) and transfer-
rin ( Trf) in ovary of rearing queens were tested． The results showed as follows: the birth weight of rearing
queens was increased w ith the increase of dietary crude protein level． The birth weight of rearing queens in
groups Ⅲ and Ⅱ was significantly higher than that in group Ⅰ ( P＜0．05 ) ，and the birth weight of rearing
queens in group Ⅲ was significantly higher than that in group Ⅱ ( P＜0．05) ． The chest w idth of rearing queens
was raised w ith the increase of dietary crude protein level，but no significant difference was found among the
three experimental groups ( P＞0．05) ． The relative expression level of Vg in ovary in groups Ⅲ and Ⅱ was sig-
nificantly higher than that in group Ⅰ ( P＜0．05) ，while there was no significant difference between groups Ⅱ
and Ⅲ ( P＞0．05) ． The relative expression level of Trf in ovary was significantly different among the three ex-
perimental groups ( P＜0．05) ，the highest relative expression level was found in group Ⅲ，and the lowest rela-
tive expression level was found in group Ⅰ． In conclusion，the quality of rearing queens for Apis cerana cera-
na is affected by dietary crude protein level． The high-protein diets can increase the birth weight of queens and
enhance the expression of Vg and Trf in ovary of rearing queens for Apis cerana cerana． The minimum dietary
crude protein level of Apis cerana cerana for queen rearing is 25%．［Chinese Journal of Animal Nutrition，

2016，28( 9) : 2998-3004］
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