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摘要：【目的】比较王浆高产蜜蜂（Apis mellifera L.浆蜂）与原种意大利蜜蜂（Apis mellifera L.原种

意大利蜜蜂）工蜂卵期 3 d 发育阶段蛋白质组。【方法】采用双向电泳的方法比较两个蜂种卵期发育蛋白质组。【结

果】结果显示，两个蜂种卵期 3 d 所得 6 张胶图检测到的蛋白点均具有相同的分子量与等电点范围，分子量范围

为 11.00～94.00 kD，等电点范围为 3.40～8.60。在工蜂卵 3 d 的发育过程中，浆蜂分别检测到 502、523 和 516

个蛋白点，而原种意大利蜜蜂分别检测到 349、361 和 354 个蛋白点。同时，卵期 3天发育过程中，两个蜂种分别

检测到 180、151 和 197 个共有的表达蛋白。此外，浆蜂还检测到 322、372 和 319 个特有蛋白，而原种意大利蜜

蜂也分别检测到 169、210、157 个特有蛋白，这些蛋白 90%以上都是低表达量蛋白。【结论】在工蜂胚胎发育过程

中，浆蜂有更多的基因参与表达调控，特有蛋白可能与调节王浆产量相关的基因相关。 
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Comparative Analysis of the Proteome of the Egg of the Higher 
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Abstract: 【Objective】The purpose of the study was to investigate and compare the protein composition of the higher 
producing royal jelly bees (Apis mellifera L.) and the native Italian bees (Apis mellifera L.) during three days egg development of the 
worker bees. 【Method】Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) employed to separate and quantify proteins of the worker bees’ 
egg development of the two bee species. 【Result】The results showed that all the expressed protein spots on the six gels with the 
same range of molecular weight (MW) and pI in terms of 11.00-94.00 kD and 3.40-8.60, respectively. The detected spot number on 
day 1, day 2 and day 3 of the higher production royal jelly worker bees were 502, 523 and 516, respectively. Whereas, the detected 
spot number on day 1, day 2 and day 3 of the unselected native Italian bees were 349, 361, 354, respectively. Meanwhile, there were 
180, 151, 197 mutual-matched proteins between the two bee species corresponding to the eggs’ 3 days development. Furthermore, 
322, 372, 319 specific proteins in the higher production royal jelly bees and 169, 210, 157 specific proteins in the unselected native 
Italian bees, 90 percent of low abundance in both of them. 【Conclusion】The results indicate that significantly higher numbers of 
genes are expressed in the royal jelly producing bees than those of the Italian bee during their embrogenesis. And the specific 
proteins are probably concern with royal jelly production.  
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0  引言 

【研究意义】蜜蜂（Apis mellifera）具有严密的 

社会组织形态，在社会组织方面是为数不多的进化到

最高级别的几个物种之一[1]。在完全社会性的蜂群中，

雌性群体可分为蜂王和工蜂两种不同的级型，蜂群中
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的蜂王能繁殖后代，而不具生殖能力的雌性工蜂则从

事酿造蜂蜜、哺育幼蜂、建造巢房、抵御外敌的各种

蜂群劳动[2]。不管是蜂王、雄蜂还是工蜂，蜜蜂的所

有级型均需经历卵、幼虫、蛹及成蜂 4 个发育阶段[3]。

【前人研究进展】蜂卵约长 1.6～1.8 mm，是直径约

0.35 mm 的长圆柱形[4]。卵期发育过程包括从蜂卵刚

被产入蜂房至孵化这一阶段，约 72 h，历经 10 个发育

阶段[5]。利用显微注射技术，将一段 300 bp长的 dsRNA
注入胚前期的蜂卵，可在胚胎期阻断目的基因表达[6]。

将 dsRNA 注入胚前期蜂卵，可阻断所有发育阶段的基

因表达。例如，将一段编码卵黄蛋白原的长 504 bp 的

dsRNA 注入蜂卵，由此发育而成的工蜂的卵黄蛋白原

mRNA 表达水平降低了 15%[7]。最近，有关人员成功

发现了一种可以在体外长期培养蜜蜂胚胎细胞的方

法，利用该方法已经成功将蜜蜂前肠胚期细胞在体外

进行培养，并维持有丝分裂活性 3 个多月[8]。另有研

究表明，蜜蜂胚胎发育早期存在 vasa 和 nanos RNA，

但是这两个 RNA 很快就消失了，在胚胎的第 2 阶段

过后细胞中即不见这两种 RNA 表达。但在胚胎期的

第 9 阶段，这两个消失的 RNA 又重新出现于背索闭

合后的生殖隆起处[9]。【本研究切入点】作为研究发

育生物学、衰老[10]、社会行为[11]、神经生物学[12]等领

域的模式生物，蜜蜂（Apis mellifera）得到越来越多

的关注。近期，蜜蜂基因组的成功测序对于蜜蜂遗传

以及与其它物种之间的比较提供了途径[2]，这加速蜜

蜂（包括胚胎期）蛋白质组的进展。【拟解决的关键

问题】本试验通过比较浆蜂与原种意大利蜜蜂卵期蛋

白质组，希望能对王浆高产分子机理从蛋白质组水平

上进行一些探讨。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

固相 pH 梯度（IPG）胶条（pH 3-10，线性）、

双向凝胶电泳（2-DE）蛋白分子量标准、Bio-lyte
（pH3-10）、矿物油均购于伯乐公司。Tris 碱、过硫

酸铵（AP）、十二烷基硫酸钠（SDS）、甘氨酸、TEMED
均购自 Sigma 公司。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、溴

酚兰、考马斯亮兰（CBB）G-250、硫脲、CHAPS、
牛血清白蛋白（BSA）购于 Amresco 公司。琼脂糖和

尿素买自 Solarbio 公司。DTT、碘乙酰胺来自 Merk
公司。 
1.2  取样 

浆蜂纯种蜂王来自中国浙江省平湖。而原种意大 

利蜜蜂纯种蜂王来自意大利佛罗伦萨。 
试验蜜蜂饲养在中国农业科学院蜜蜂研究所实验

蜂场。将蜂王连同一张空巢脾一同放入蜂王产卵控制

器（仅能放一张巢脾，工蜂可以自由出入而蜂王无法

通过的一种塑料或竹制容器）中，使蜂王在巢脾上产

卵 5 h 以供 3 d 取样。5 h 时将巢脾由控制器中提出，

蜂王置于其他巢脾上，再将已经产有蜂卵的巢脾（不

含蜂王）放回控制器，一同放入蜂箱。24 h 时取 1 日

龄工蜂卵放入 1.5 ml Ep 管中。已取过 1 日龄工蜂卵的

巢脾重新放回蜂王控制器，一同放入蜂箱，分别于 48、
71 h 取 2 日龄、3 日龄工蜂卵。每次的取样量为 280
粒工蜂卵。 
1.3  蛋白提取 

蛋白提取方法根据钟伯雄等[13]报道的方法稍做

改良。每1 mg工蜂卵中加入10 µl 磷酸缓冲液（pH 7.6, 
含 32.5 mmol·L-1 K2HPO4，2.6 mmol·L-1 KH2PO4，400 
mmol·L-1 NaCl），冰上研磨 20 min，超声 2 min。然

后 4℃，12 000 g，离心 10 min；接着 4℃，15 000 g，
再离心 10 min。取上清液放入另一 1.5 ml Ep 管中，沉

淀中按照每 1 mg 工蜂卵中加入 2 µl 上述的磷酸缓冲

液，4℃，15 000 g，离心 10 min。取上清与上步所得

上清合并，作为磷酸易溶性蛋白溶液备用。沉淀中按

每 1 mg 工蜂卵中加入 10 µl 蛋白裂解缓冲液（8 
mol·L-1尿素，2 mol·L-1硫脲，4% CHAPS，20 mmol·L-1 
Tris 碱，30 mmol·L-1 DTT，2% Bio-lyte pH 3～10），

冰上研磨 10 min，超声 2 min。4℃，15 000 g，离心

10 min。取上清作为磷酸难溶性蛋白溶液与上述磷酸

易溶性蛋白溶液合并，沉淀弃去。在混合上清液中加

入 100% TCA 使其终浓度达到 10%，冰上静置 10 min，
以沉淀蛋白并除去样品中的盐份。将此混合液在 4℃，

15 000 g，每次 10 min，离心 2 次。弃去上清液，沉

淀中按每 1 mg 工蜂卵中加入 4 µl 上述的蛋白裂解缓

冲液，冰上研磨 5 min，超声 2 min，使混合液充分溶

解，用 2 mol·L-1氢氧化钠调溶液 pH 至中性，制成蛋

白样品溶液，直接使用或是-70℃冷藏备用。 
1.4  蛋白浓度测定 

蛋白浓度按照 Bradford[14]介绍的方法进行测定。 
使用 BSA 做标准曲线，595 nm 波长处测定吸收值

（Beckman，spectrophotometer DU800）。 
1.5  双向电泳（2-DE） 

45 µl 蛋白样品溶液与 55 µl 蛋白裂解缓冲液及

120 µl 水化上样液（8 mol·L-1 尿素，4% CHAPS，
0.001%溴酚兰，65 mmol·L-1 DTT，0.2% Bio-lyte pH 3～
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10）充分混合。取上述混合液 400～430 µl（使每个样

品均含蛋白 470 µg）上样。使用 17 cm IPG 胶条（pH 
3～10，线性），在 18℃按以下程序进行第一向等电

聚焦（Protean IEF Cell system，Bio-Rad Hercules，CA，

USA）：50V 电压下，水化 14 h；500 V 电压下，每

次 30 min，除盐 4 次；1 000 V 电压下，1 h 再除盐 1
次；线性升压 5 h 至 9 000 V；9 000 V 电压下，聚焦

60 000 V·h。第一向聚焦结束后，将 IPG 胶条放入平

衡缓冲液Ⅰ（6 mol·L-1尿素，0.375 mol·L-1 Tris-HCl pH 
8.8，20%甘油，2%SDS，2% DTT）中 12.5 min。然

后将 IPG 胶条转入平衡缓冲液Ⅱ（6 mol·L-1 尿素，

0.375 mol·L-1 Tris-HCl pH 8.8，20%甘油，2%SDS，2.5%
碘乙酰胺）中 15 min。平衡后 IPG 胶条转移到 1 mm
厚 12% T 的分离胶上，20 µl 2-DE 蛋白分子量标准加

到上样滤纸上后，放在胶条的酸性端开始进行第二向

SDS-PAGE 电泳。第二向电泳采用 Protean Ⅱ Xi Cell
（Bio-Rad Hercules，CA，USA），以 25 mA/IPG 胶

的恒流运行电泳，直到溴酚兰指示前沿跑出分离胶，

结束第二向电泳。凝胶使用 CBB G-250 进行染色。 
1.6  图像分析 

染色后凝胶使用透射模式进行扫描，扫描结果直

接导入计算机（32 位，300 dpi 分辨率，全彩）。扫描

图像使用 PDQuest V 7.3.0（Bio-Rad Hercules，CA，

USA）进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂卵期 3 d 的 2-DE 电

泳图谱 

图 1 所示 6 张胶图分别对应浆蜂与原种意大利蜜

蜂工蜂 1 日龄、2 日龄及 3 日龄卵期 2-DE 电泳图谱。

6 张胶图使用 PDQuest 7.3.0（Bio-Rad Hercules，CA，

USA）相同参数（灵敏度 16.93，尺寸规模 9）进行分

析。分析结果显示，两个蜂种不同日龄可检测到的蛋

白具有相似的分子量（11.00～94.00 kD）及等电点

（3.40～8.60）范围。浆蜂卵期 3 d 分别检测到 502、
523 和 516 个蛋白点，而原种意大利蜜蜂在相应阶段

分别检测到 349、361 和 354 个蛋白点（图 2）。 
2.2  浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂卵期 3 d 蛋白比较 

通过对比浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂 1 日龄卵

2-DE 电泳图可以看出，1 日龄卵可检测出 180 个共有

蛋白，这些共有蛋白表达量由低到高，范围分布较宽

（图 1-A1，B1），另外还能看出有一半的蛋白在浆蜂

中表达量较高，而另一半蛋白在原种意大利蜜蜂中表 

 
A1、A2、A3 分别代表浆蜂 1 日龄、2 日龄及 3 日龄蛋白表达图谱；而
B1、B2、B3 分别代表原种意大利蜜蜂 1 日龄、2 日龄及 3 日龄蛋白表
达图谱。每个样品上样 470 µg，CBB G-250 染色 
(A1), (A2), (A3) are the protein profile corresponding to day 1,day 2 and 
day 3 of the higher production royal jelly bees (Apis mellifera L.), 
respectively. And (B1), (B2), (B3) are the protein profile corresponding to 
day 1,day 2 and day 3 of the native Italian bees (Apis mellifera L.), 
respectively. 470 µg of each sample were subjected to 2-DE and stained by 
CBB G-250 

 

图 1  浆蜂与原种意大利蜜蜂卵期发育蛋白表达图谱 
Fig. 1  Profile of the 2-DE analysis of the worker bees’ eggs 

both the higher production royal jelly honeybees and 
the native Italian honeybees on the different days 

 

 
 
图中深色柱状代表浆蜂，而浅色柱状代表原种意大利蜜蜂 
Dark and light bars represent the higher production royal jelly bees (Apis 
mellifera L.) and the native Italian bees (Apis mellifera L.), respectively 

 

图 2  浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂卵期 3 d 可检测到的所有

蛋白点数 

Fig. 2  The number of the detected protein spots of the worker 

bees’ eggs both the higher production royal jelly honeybees 

and the native Italian honeybees on the different days 
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达量较高。同时，这些共有蛋白还具有较宽的分子量

范围（11.00～94.00 kD）及较窄的等电点范围（78%
以上的蛋白等电点都处于 5.00～8.00 之间）。除共有

蛋白外，浆蜂在 1 日卵期还检测出 322 个特有的表达

蛋白，而原种意大利蜜蜂检测到 169 个特有蛋白。 
同样的方法对比浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂 2 日

龄及 3 日龄卵 2-DE 电泳图可以看出，2 日龄卵可检测

出 151 个共有蛋白，这些共有蛋白表达量由低到高，

范围分布较宽（图 1-A2，B2），另外还能看出有一半

的蛋白在浆蜂中表达量较高，而另一半蛋白在原种意

大利蜜蜂中表达量较高。同时，这些共有蛋白还具有

较宽的分子量范围（11.00～94.00 kD）及较窄的等电

点范围（79%以上的蛋白等电点都处于 5.00～8.00 之

间）。此外，浆蜂在 2 日卵期检测出 372 个特有蛋白，

而原种意大利蜜蜂检测到 210 个特有的表达蛋白。 
3 日龄卵期可检测出 197 个共有表达蛋白，这些

共有蛋白表达量由低到高，范围分布较宽（图 1-A3，
B3），另外还能看出有一半的蛋白在浆蜂中表达量较

高，而另一半蛋白在原种意大利蜜蜂中表达量较高，

这些共有蛋白还具有较宽的分子量范围（11.00～94.00 
kD）及较窄的等电点范围（75%以上的蛋白等电点都

处于 5.00～8.00 之间）。除这些共有蛋白，浆蜂在 3
日卵期检测出 319 个特有蛋白，而原种意大利蜜蜂检

测到 157 个特有蛋白。 

3  讨论 

自从 20 世纪 80 年代中国由意大利蜜蜂（Apis 
mellifera L.）中成功的选育出浆蜂以来[15,16]，浆蜂已

经成为世界上王浆产量最高的蜂种，并成为全球蜂王

浆的主要生产蜂种。几十年来，中国从表型[17~22]、分

子生物学[16]及数量遗传[23,24]水平上对浆蜂进行了大量

研究。本课题首次从蛋白质组学的角度利用双向电泳

技术对浆蜂与原种意大利蜜蜂工蜂卵期发育阶段蛋白

质组进行比较研究。由于这两个蜂种是同一亚种，同

属意大利蜜蜂，除王浆产量不同外，在体形、体色、

卵重、形态结构及蜂蜜产量等方面都具有相同的特

性[17~19]，因此将原种意大利蜜蜂作为对照品种研究浆

蜂的卵期发育，在选材上是较合理的。 
两蜂种准备取样前同时将蜂王关在产卵控制器内

且同时将蜂王从产卵控制器内放出；也采用相同的方

法取样及提取蛋白，因此卵的发育基本是同步的。而

且利用高通量的双向电泳设备同时对 6 个样品进行分

离及分析，这些都尽量避免了取样和实验过程引起的 

误差。 
试验结果表明在工蜂卵期发育阶段，浆蜂 3 d 分

别可检测到 502、523 及 516 个蛋白，而原种意大利蜜

蜂分别检测到 349、361 和 354 个蛋白（图 2）。也就

是说，浆蜂卵期 3 d 分别比原种意大利蜜蜂多检测到

153、162、162 个蛋白。此结果表明，较原种意大利

蜜蜂而言，浆蜂在胚胎期有更多的基因参与表达。浆

蜂卵期发育 3 d 分别检测到 322、372 和 319 个特有蛋

白，这些特有蛋白 90%以上都是低丰度蛋白，而原种

意大利蜜蜂检测到 169、210、157 特有蛋白，90%以

上也是低丰度蛋白。尽管王浆产量是可遗传的数量性

状[23,24]，即产浆性状由多基因位点的累积效应调控，

是否这些差异蛋白就与王浆产量相关还需进一步实验

验证。 
本文仅是对两蜂种卵期蛋白质组研究的一个初步

报道。为了探明与王浆高产相关的基因功能，将会进

一步对目的蛋白进行鉴定及功能验证。 

4  结论 

试验结果表明，浆蜂较未经王浆高产选育的原种

意大利蜜蜂在 3 d 的卵期发育过程中检测出的蛋白数

量明显增加；在浆蜂卵期发育 3 d 分别检测出 322、372
和 319 个特有蛋白，而原种意大利蜜蜂检测出 169、
210、157 特有蛋白，这些特有蛋白 90%以上都是低丰

度蛋白，表明浆蜂的卵期发育较原种意大利蜜蜂基因

表达更加活跃。同时也表明浆蜂在适应中国自然条件

和人工选育过程中卵的发育与原种意大利蜜蜂产生了

差异，究竟那些差异蛋白直接与王浆产量有关还有待

进一步研究。 
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