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育王时额外添加叶酸对西方蜜蜂蜂王质量的影响
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摘 要: 本试验旨在确定育王时额外添加不同浓度的叶酸对西方蜜蜂蜂王质量的影响。控制

蜂王产卵 8 h，孵化后进行人工移虫育王，从移虫第 2 天起每天用微量进样器给王台内的小幼虫

饲喂 2 μL 分别含有 0( Ⅰ组) 、0．05( Ⅱ组) 、0．25( Ⅲ组) 、1．00 mg /kg 叶酸( Ⅳ组) 的糖水，连续饲

喂 3 d。蜂王出房时，测其初生重、胸宽，并采用荧光定量 PCＲ 检测蜂王卵巢中储存蛋白 110
( hex110) 、储存蛋白 70b( hex70b ) 和卵黄蛋白原( Vg) 基因的相对表达量。结果表明: Ⅱ组蜂王

初生重显著高于Ⅰ组、Ⅲ组和Ⅳ组( P＜0．05) ，Ⅰ组、Ⅲ组和Ⅳ组之间差异不显著( P＞0．05) ; 蜂王

胸宽 4 组之间差异不显著( P＞0．05) ; Ⅰ组、Ⅲ组蜂王卵巢中 Vg 基因的相对表达量显著高于Ⅳ组

( P＜0．05) ，但Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组之间差异不显著( P＞0．05) ，Ⅱ组与Ⅳ组之间差异也不显著( P＞
0．05) ; 随着叶酸浓度的增加，蜂王卵巢中 hex110 基因的相对表达量先增加后降低，且 4 组之间

差异显著( P＜0．05) ，并以Ⅱ组最高; Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组蜂王卵巢中 hex70b 基因的相对表达量显

著高于Ⅳ组( P＜0．05) ，但Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组之间差异不显著( P＞0．05) 。由此得出，在育王时额

外添加叶酸对西方蜜蜂蜂王质量存在影响，额外添加低浓度的叶酸可以增加蜂王的初生重及上

调卵巢中 hex110 基 因 的 表 达，但 额 外 添 加 高 浓 度 的 叶 酸 会 抑 制 蜂 王 卵 巢 中 Vg、hex110 及

hex70b 基因的表达，因此，育王时可添加 0．05 mg /kg 的叶酸来提高蜂王质量。
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蜜蜂是与人类以及自然界关系密切的社会性

昆虫，它不仅可以为人类提供营养丰富的蜂产品，

而且通过授粉来增加农作物的产量，并维护生态

平衡，对保护和维持生物多样性起到重要作用［1］。
蜂王是蜂群中唯一具有繁殖特性的雌性个体，蜂

王的质量对于蜂群起着决定性作用，高质量的蜂

王具有更强的产卵能力以及抵抗疾病的能力，因

此培育高质量的蜂王对于生产尤为重要［2］。蜂王

在幼虫期和产卵期的食物都是蜂王浆，其营养成

分主要包括蛋白质、游离氨基酸、脂肪酸、糖、维生

素等［3］。维生素是昆虫生长和代谢所必需的微量

有机物质，是辅酶的主要组成成分，维生素缺乏不

仅会影响细胞代谢，使昆虫的生长发育受阻，而且

会引起组织和细胞发生病变。维生素参与蜜蜂机

体内三大营养物质的氧化还原反应和新陈代谢，

与蜜蜂的健康、生长发育和繁殖密切相关。昆虫

一般自身不能合成维生素，必须从食物中获取［4］。
叶酸作为维持生物体正常生命活动所必需的一类

有机物质，通常被机体吸收后最终以至少 5 种有

活性的辅 酶 形 式 来 参 与 到 机 体 内 一 碳 单 位 的 转

移，对嘌呤、嘧啶、核酸和蛋白质的生物合成以及

细胞的分裂生长具有特别重要的作用［5］。蜂王浆

中叶酸的含量在 0．16 ～ 0．50 μg /g，昆虫在发育过

程中虽然对叶酸需要量很少，但如果缺少叶酸会

对高龄幼虫和蛹的发育造成影响［6］，而叶酸对于

蜂王质量的影响还鲜有报道。蜂王质量包括蜂王
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初生重、胸长、胸宽、产卵能力以及相关基因表达

等，其中，卵黄 蛋 白 原 ( vitellogenin，Vg ) 基 因 是 一

种多效性基因，与蜜蜂卵巢活性、寿命、免疫力等

均具有一 定 相 关 性［7］。储 存 蛋 白 110 ( hexamerin
110，hex110 ) 和 储 存 蛋 白 70b ( hexamerin 70b，

hex70b ) 是蜜蜂体内重要的储存蛋白，担负着变态

发育、级型分化、性别决定、产卵、寿命、免疫等生

物学功能［8－14］。鉴于此，为了揭示叶酸对蜂王质

量的影响，本试验以西方蜜蜂( Apis mellifera) 为研

究对象，探索额外添加叶酸对所培育蜂王初生重、
胸宽以及卵巢中 Vg、hex110 和 hex70b 基因表达的

影响，为培育更高质量的蜂王提供参考。

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

西方蜜蜂，试验开展时间为 2017 年 5 月至 2017 年

7 月。
1．2 主要试剂及器材

叶酸( 纯度≥98% ) 和焦炭酸二乙酯( DEPC)

水( 北京索莱宝科技有限公司) ，氯化钠( 分析纯，

北京西陇化工有限公司) ，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) ，反转录酶 M-MLV ( 200 U /μL) 、dNTP Mixture
( 2．5 mmol /L ) 和 荧 光 染 料 ( TaKaＲa 公 司) ，Oligo
( dT) ( 由美国英杰生命技术公司合成) ，定量 PCＲ
仪( iQTM2，美国 Bio-Ｒad 公司) ，核酸蛋白测定仪

( 德国 Implen 公司) ，生化培养箱 ( GZ－250 －GSI，
韶关市广智科技设备发展公司) 。
1．3 试验设计

1．3．1 育王及药物处理

选取一群蜜蜂为虫源群，控制蜂王产卵 8 h。
3 d 后，按照标准人工育王方法分别在群势基本一

致的 4 群西方蜜蜂蜂群中培育西方蜜蜂蜂王，每

群 1 框，每框 2 排，每排 20 个王台。从移入幼虫的

第 2 天起，按照每框的不同区域，随机用微量进样

器分别给王台内的小幼虫饲喂 2 μL 含有 0、0．05、
0．25、1．00 mg /kg 叶酸的糖水，并分别标记为Ⅰ组、
Ⅱ组、Ⅲ组、Ⅳ组，连续饲喂 3 d。
1．3．2 蜂王外部指标测定

蜂王羽化出房后，利用电子天平称其初生重;

剪下蜂王胸部，去掉翅足后，利用形态观察系统测

量蜜蜂的胸宽。

1．3． 3 荧光定量 PCＲ 测定卵巢中 Vg、hex110 及

hex70b 基因的相对表达量

1．3．3．1 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，装入 1．5 mL ＲNase-free 的 EP 管并迅速

放入液氮中，用于后续指标检测。
1．3．3．2 总 ＲNA 的提取以及 cDNA 的合成

参考秦秋红［15］的试验方法对样本总 ＲNA 进

行提取，用核酸蛋白测定仪检测提取的总 ＲNA 的

纯度( OD260 /280在 1．9 ～ 2．1，符合标准) ，琼脂糖凝胶

电泳评估 ＲNA 的 28S、18S 和 5S 这 3 个条带的完

整性。使用反转录试剂盒对总 ＲNA 进行反转录，

反转录产物保存于－80 ℃冰箱保存。
1．3．3．3 荧光定量 PCＲ 引物的设计及荧光定量

PCＲ
根据 GenBank 中的相关序列，用 Primer 5．0 软

件设计引物序列，由上海 生 物 有 限 公 司 合 成 ( 表

1) ，以 β－肌动蛋白( β-actin) 作为内参基因。荧光

定量 PCＲ 的反应体系为 10 μL，包括 cDNA 1 μL，

SYBＲ Premix ExTaqTMⅡ 5 μL，Ｒox 0．2 μL，上游、
下游引物各 0．4 μL，超纯灭菌水3 μL，混匀后放入

荧光定量 PCＲ 仪 中 进 行 扩 增。反 应 条 件: 95 ℃
30 s; 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，收集目的基因与内参基因的 Ct 值［16］，并参考

Qiang 等［17］的方法计算各个目的基因的相对表达

量。
1．4 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 结果与分析
2．1 叶酸对西方蜜蜂蜂王初生重及胸宽的影响

由表 2 可知，Ⅱ组蜂王的初生重显著高于Ⅰ
组、Ⅲ组及Ⅳ组( P＜0．05 ) ，而Ⅱ组、Ⅲ组及Ⅳ组之

间差异不显著( P＞0．05) ; 蜂王的胸宽 4 个组的结

果比较接近，差异均不显著( P＞0．05) 。
2．2 叶 酸 对 西 方 蜜 蜂 蜂 王 卵 巢 中 Vg 基 因 相 对

表达量的影响

由图 1 可知，Ⅰ组、Ⅲ组蜂王卵巢中 Vg 基因

的相对表达量显著高于Ⅳ组( P＜0．05) ，但Ⅰ组、Ⅱ
组及Ⅲ组之间差异不显著( P＞0．05 ) ，Ⅱ组与Ⅳ组

之间差异也不显著( P＞0．05) 。
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表 1 基因引物序列

Table 1 Primer sequences of genes

基因名称
Gene names

上游引物序列
Forward primer sequence ( 5'—3' )

下游引物序列
Ｒeverse primer sequence ( 5'—3' )

储存蛋白 110 hex110 AACGTGCCAGGCGCAGTTGT TTCACCAGCATGGAGGTTCTGGA
储存蛋白 70b hex70b TGCCGCCAATGTACGAGGTG GCTCGGGCACGTTGTGTTTG
卵黄蛋白原 Vg CGCATCACGAATACGACTAAGA ACGCTCCTCAGGCTCAACTC
β－肌动蛋白 β-actin TCCTGCTATGTATGTCGC AGTTGCCATTTCCTGTTC

表 2 叶酸对西方蜜蜂蜂王初生重和胸宽的影响

Table 2 Effects of folic acid on birth weight and chest width of queens for Western honeybee ( Apis mellifera)

组别 Groups 初生重 Birth weight /mg 胸宽 Chest width /mm

Ⅰ 233．82±1．73a 4．48±0．66
Ⅱ 246．18±2．02b 4．46±0．13
Ⅲ 235．43±1．54a 4．50±0．75
Ⅳ 237．46±1．51a 4．41±0．18

同列数据肩标无或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 no or the same letter superscripts mean no significant difference ( P＞0．05) ，while with 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 with the same letters mean no significant

difference ( P＞0．05) ，while with different letters mean signifi-
cant difference ( P＜0．05) ． The same as below．

图 1 叶酸对蜂王卵巢中 Vg 基因相对表达量的影响

Fig．1 Effects of folic acid on the relative expression
level of Vg gene in ovary of queens for Western honeybee

( Apis mellifera)

2．3 叶 酸 对 西 方 蜜 蜂 蜂 王 卵 巢 中 hex110 基 因

相对表达量的影响

由 图 2 可 知，随 着 叶 酸 浓 度 的 增 加，卵 巢 中

hex 110基因的相对表达量先增加后降低，其中Ⅱ

组显著高于Ⅰ组、Ⅲ组和Ⅳ组( P＜0．05) ，Ⅲ组显著

高于Ⅰ组 和Ⅳ组 ( P ＜ 0． 05 ) ，Ⅰ组 显 著 高 于Ⅳ组

( P＜0．05) 。

图 2 叶酸对蜂王卵巢中 hex110 基因相对表达量的影响

Fig．2 Effects of folic acid on the relative expression
level of hex110 gene in ovary of queens for Western

honeybee ( Apis mellifera)

2．4 叶 酸 对 西 方 蜜 蜂 蜂 王 卵 巢 中 hex70b 基 因

相对表达量的影响

由 图 3 可 知，Ⅰ组、Ⅱ组 及Ⅲ组 蜂 王 卵 巢 中

hex70b 基 因 的 相 对 表 达 量 显 著 高 于Ⅳ组 ( P ＜
0．05) ，但Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组之间差异不显著( P＞
0．05) 。
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图 3 叶酸对西方蜜蜂蜂王卵巢中 hex70b
相对表达量的影响

Fig．3 Effects of folic acid on the relative expression
level of hex70b gene in ovary of queens for Western

honeybee ( Apis mellifera)

3 讨 论
营养是影响蜜蜂健康的重要因素，合理、均衡

的营养物质供应以及适宜的环境条件是蜜蜂健康

生长的重要条件。蜜蜂的营养需要主要包括碳水

化合物、蛋白质、矿物质、脂类及维生素需要等［18］。
虽然维生素的需要量相对较少，但维生素对蜜蜂

的生长发育至关重要。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和数量较

多的卵巢管，这种蜂王具有较强的产卵力［19］。本

研究发现: 额外添加低浓度的叶酸可增加蜂王的

初生重，额外添加高浓度的叶酸对蜂王的初生重

没有显著影响，可能由于叶酸作为维持生物体正

常生命活动所必需的一类有机化合物，被机体吸

收后转变成辅酶，参与机体内一碳单位的转移，对

嘧啶、嘌呤、核酸和蛋白质的生物合成以及细胞的

分裂生长具有特别重要的作用，促进了基因表达

及细胞的分裂增长［5］，从而提高了蜂王的初生重;

过量的叶酸可能未被蜂王幼虫所吸收，同时还可

能影响了蜜蜂其他代谢过程，从而影响其他机能，

如蜂王卵巢相关基因的表达等。
Vg 是一类大分子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，具

有激活卵巢、生殖竞争、行为构建、延长寿命、转化

食物等多种功能，Vg 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，具有较高的 Vg 基因表

达量，因此 Vg 基因的表达量也是衡量蜂王质量的

重要指标［20－28］。本研究发现，高浓度叶酸组 ( Ⅳ
组) 蜂王卵巢中 Vg 基因的相对表达量显著低于对

照组( Ⅰ组) ，而低浓度叶酸组( Ⅱ组) 和中浓度叶

酸组( Ⅲ组) 与对照组差异不显著，这也说明过量

的叶酸会抑制蜂王卵巢中 Vg 基因表达，从而影响

蜂王的发育。
储存蛋白是昆虫储存起来供以后作为营养物

质使用的蛋白质。储存蛋白一般是由 6 个亚基构

成的六聚体蛋白，是由幼虫脂肪体细胞合成并分

泌释放到血淋巴内，蜜蜂体内有 4 种储存蛋白基

因，按照其分子质量大小分别命名为 hex110、储存

蛋白 70a( hexamerin 70a，hex70a) 、hex70b 和储存

蛋白 70c( hexamerin 70c，hex70c) ［13］。研究发现储

存蛋白在许多昆虫中与雌性昆虫产卵有关，而且

储存蛋白的表达与其产卵能力密切相关［29－32］。本

研究 发 现，随 着 叶 酸 浓 度 的 增 加，蜂 王 卵 巢 中

hex110 基因的相对表达量先增加后降低，以Ⅱ组

最高。这说明，在育王时额外添加低浓度的叶酸

可促进卵巢中 hex110 基因的表达，过高浓度的叶

酸会抑制 hex110 基因的表达。hex110 是蜂王卵巢

中重 要 的 基 因［33］，在 产 卵 蜂 王 卵 巢 中 高 表 达，

hex110 的高表达有利于蜂王卵巢的发育，提高蜂

王的繁殖性能［13］，hex110 基因表达量相对 较 低，

则不利于蜂王卵巢的发育。本研究发现，高浓度

叶酸组蜂王卵巢中 hex70b 基因的相对表达量显著

低于对照组、低浓度叶酸组和中浓度叶酸组，但低

浓度叶酸组和中浓度叶酸组与对照组之间差异不

显著，这 说 明 过 量 的 叶 酸 也 抑 制 了 蜂 王 卵 巢 中

hex70b 基因的表达。hex70b 是富含蛋氨酸和亮氨

酸的储存蛋白，不仅与蜜蜂级型分化有关，还与蜂

王以及雄蜂的性腺发育有关［13］，hex70b 基因的表

达下降影响着蜂王卵巢发育质量。本研究发现，

额外添加高浓度( 1．00 mg /kg) 的叶酸后蜂王卵巢

中 Vg、hex110 和 hex70b 基因的相对表达量均显著

低于对照组。Pickell 等［34］研究发现，过量的叶酸

会引起 DNA 的 过 甲 基 化，改 变 其 表 观 遗 传 学 特

征，高浓度叶酸摄取会引起胚胎发育紊乱从而影

响基因表达。

4 结 论
在育王时额外添加叶酸对西方蜜蜂蜂王质量
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存在影响，额外添加 1．00 mg /kg 的叶酸导致蜂王

卵巢中 Vg、hex110 和 hex70b 基因的相对表达量显

著下降; 额外添加 0．25 mg /kg 的叶酸显著提高了

蜂王卵巢中 hex110 基因的相对表达量; 额外添加

0．05 mg /kg 的叶酸显著提高了蜂王的初生重、卵

巢中 hex110 基因的相对表达量。由此可知，育王

时可添加 0．05 mg /kg 的叶酸来提高蜂王质量。
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Effects of Adding Extra Folic Acid on Quality of Queens for
Western Honeybee ( Apis mellifera) during Ｒearing Queens
ZHANG Bo LIAO Chunhua ZHAO Fangyuan WANG Zilong WU Xiaobo*

( Honeybee Ｒesearch Institute，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China)

Abstract: This study was designed to determine the effects of adding extra different concentrations of folic acid on
the quality of queens for Western honeybee ( Apis mellifera) during rearing queens． Queens was caged to lay eggs
for 8 hours． The larvae hatched from those eggs were transplanted into queen cells for queen rearing，and fed with
2 μL syrup containing different concentrations of folic acid ［0 ( group Ⅰ) ，0．05 ( group Ⅱ) ，0．25 ( group Ⅲ)

and 1．00 mg /kg ( group Ⅳ) ］for 3 days since the 2nd day of larval stage using a micro sampling syringe injector．
The birth weight and thorax width of newly emerged queen from four groups were measured，and the relative ex-
pression levels of vitellogenin ( Vg) ，hexamerin 110 ( hex110) and hexamerin 70b ( hex70b) genes in queen o-
varies were also assayed by quantitative real-time PCＲ ( qPCＲ ) ． The results showed that the birth weight of
queens in group Ⅱ was significantly higher than that in groups Ⅰ，Ⅲ and Ⅳ ( P＜0．05) ，while there was no
significant difference among groups Ⅰ，Ⅲ and Ⅳ ( P＞0．05) ． There was no significant difference in thorax width
of queens among four groups ( P＞0．05) ． The relative expression level of Vg gene in ovary of queens in groups Ⅰ
and Ⅲ were significantly higher than that in group Ⅳ ( P＜0．05) ，while there was no significant difference among
groups Ⅰ，Ⅱ and Ⅲ as well as between groups Ⅱ and Ⅳ ( P＞0．05 ) ． The relative expression level of hex110
gene in ovary of queens was increased firstly and then decreased with the increase of folic acid concentration． The
relative expression level of hex110 gene in ovary of queens among the four groups was significantly difference ( P
＜0．05) ，and that in group Ⅱ was the highest． The relative expression level of hex70b gene in ovary of queens in
groups Ⅰ Ⅱ and Ⅲ was significantly higher than that in group Ⅳ ( P＜0．05) ，while there was no significant a-
mong groups Ⅰ Ⅱ and Ⅲ ( P＞0．05) ． In conclusion，the quality of queens for Western honeybee during rearing
queens is affected by adding extra folic acid． Adding extra a low concentration of folic acid can increase the birth
weight and the expression of hex110 gene in ovary of queens，but adding extra high concentration of folic acid can
inhibit the expression of Vg，hex110 and hex70b genes in ovary of queens． So，when rearing queens，folic acid
with the concentration of 0．05 mg /kg can be added to improve the quality of the queens．［Chinese Journal of
Animal Nutrition，2018，30( 7) : 2619-2625］

Key words: Western honeybee ( Apis mellifera) ; rearing queens; folic acid; ovary of queen; gene expression
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