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王浆高产蜜蜂和原种意大利蜜蜂咽下腺发育蛋白质组分析 

冯  毛，李建科 

（中国农业科学院蜜蜂研究所，北京 100093） 

 

摘要：【目的】对王浆高产蜜蜂（浆蜂）（A. m. ligustica）和原种意大利蜜蜂（原意）（A. m. ligustica）

1、3、6 日龄工蜂咽下腺进行蛋白质组研究，揭示咽下腺在此阶段的发育特征。【方法】采用双向电泳方法对浆

蜂和原意咽下腺进行蛋白质组研究，通过与已鉴定蛋白功能的咽下腺和蜂王浆蛋白质组图谱比较，推断部分蛋白

的功能。【结果】浆蜂咽下腺在 3个日龄表达的蛋白数（210、192、230）分别显著的高于原意（169、188、212），

两蜂种均在 6 日龄表达蛋白最多（P＜0.05）。浆蜂咽下腺 3 个日龄表达的共有蛋白数为 119 个，其中 21 个蛋白

表达量随咽下腺的发育显著上调，14 个蛋白显著下调；原意咽下腺 3 个日龄表达的共有蛋白数为 107 个，其中 15

个蛋白表达量随咽下腺的发育显著上调，19 个蛋白显著下调（P＜0.05）。1日龄浆蜂和原意咽下腺共有蛋白为 145

个，其中 28 个蛋白点浆蜂表达量显著高于原意，14 个蛋白点原意表达量显著高于浆蜂，浆蜂特有蛋白为 65 个，

原意为 24 个；3 日龄浆蜂和原意咽下腺共有蛋白为 138 个，其中 31 个蛋白点浆蜂表达量显著高于原意，19 个蛋

白点原意表达量显著高于浆蜂，浆蜂特有蛋白为 54 个，原意为 50 个；6 日龄浆蜂和原意咽下腺共有蛋白为 175

个，其中 44 个蛋白点浆蜂表达量显著高于原意，25 个蛋白点原意表达量显著高于浆蜂，浆蜂特有蛋白为 55 个，

原意为 37 个（P＜0.05）。与原意相比，浆蜂咽下腺发育 3个日龄特有蛋白点总数为 72 个。从 3日龄开始在浆蜂

和原意咽下腺的蛋白表达谱中出现大量的王浆主蛋白点。【结论】从工蜂羽化到 6 日龄这一阶段内，浆蜂咽下腺

蛋白表达明显比原意活跃，6 日龄是 2 蜂种表达最为活跃的阶段。咽下腺发育过程中的共有蛋白为咽下腺发育所

必需的管家蛋白，但它们的表达模式存在较大差异。不同日龄的特异蛋白表明咽下腺在不同的发育阶段需要不同

的蛋白来调控。两蜂种工蜂咽下腺都从 3 日龄就开始分泌蜂王浆。 

关键词：王浆高产蜜蜂；原种意大利蜜蜂；咽下腺；双向电泳；蛋白质组 

 
Proteome Analysis of the Development of Hypopharyngeal Gland of 

High Royal Jelly Producing Bees and Native Italian Bees  
FENG Mao, LI Jian-ke 

(Institute of Apicultural Research, Chinese Academy of Agricultural Science, Beijing 100093) 

 

Abstract: 【Objective】 The study is to investigate the proteome profile of the hypopharyngeal gland (HG) of high royal jelly 
producing bees (A. m. ligustica) and native Italian bees (A. m. ligustica) on day 1, day 3 and day 6. 【Method】 Two-dimensional gel 
electrophoresis was used in this experiment and parts of proteins were identified by comparison of those proteins already identified in 
the proteome complement of the HG and royal jelly. 【Result】 The results showed that 210, 192 and 230 proteins were detected in 
the proteome profile of high royal jelly producing bees on day 1, day 3 and day 6, respectively, which is significantly higher than 
those detected in native Italian bees, 169, 188 and 212, correspondingly. While 6-day-old HG expressed the significant highest 
number of proteins in two strains (P＜0.05). This indicates the HG of high royal jelly producing bees express more active than that of 
native Italian bees and day 6 is the most active expressional stage. For high royal jelly producing bees, 119 proteins presented on all 
images of days 1, 3, and 6, among which 21 proteins were remarkably up-expressed and 14 were significantly down-expressed along 
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with the development of the HG. For the native Italian bees, 107 proteins were consistently resolved to the 3 images, 15 proteins 
showed significant up-expression and 19 down-expressed significantly (P＜0.05). Proteins well resolved to the images on day 1, day 
3 and day 6 of high royal jelly producing bees and native Italian bees were 145, 138 and 175, respectively. Among them, 28, 31, 44 
proteins showed a significant higher expression in high royal jelly producing bees than those of native Italian bees, while 14, 19, 25 
proteins expressed significant higher in native Italian bees than those of high royal jelly producing bee (P＜0.05). Proteins specific 
expressed in the HG of high royal jelly producing bees and native Italian bees were 65, 54, 55 and 24, 50, 37 on day 1, day 3 and day 
6, respectively. By comparison of already identified proteins from HG and royal jelly, major royal jelly proteins could be detected in 
the protein profile of the two honey bee strains starting from day 3. 【Conclusion】 The HG of high royal jelly producing bees 
express more active than that of Italian bees during 6 days development after eclosion and it has the most expressional activity on day 
6. The proteins well resolved to all images are the housekeeping proteins which are indispensable for the development of the HG, but 
marked difference exists in their expression pattern. The proteins specific expressed on different days indicate that different 
developing stage of HG need specific proteins to regulate its growth. The 3-day-old HG begins to secret royal jelly. 

Key words: high royal jelly producing bee; native Italian bee; hypopharyngeal gland; two-dimensional gel electrophoresis; 
proteome  

 

0  引言 

【研究意义】咽下腺（hypopharyngeal gland）是

一对位于工蜂头部的外分泌腺，是合成、分泌蜂王浆

的主要腺体[1]。每条腺体由一根总导管、数百个小囊

和若干个支导管构成，其分泌的蜂王浆不仅是蜂王、

幼虫的主要食物[2]，对蜜蜂的营养和级型分化有至关

重要的作用[3]，而且也是养蜂业的重要产品之一，是

一种天然的营养食品和保健品[4]。王浆高产蜜蜂（浆

蜂），是中国从意大利蜜蜂中培育成功的世界上产浆

水平最高的蜂种，但迄今为止，蜂王浆高产的机理尚

不清楚。通过研究咽下腺发育的蛋白质组，并将浆蜂

与原种意大利蜜蜂（原意）的咽下腺发育蛋白质组进

行比较，以期揭示二者咽下腺的发育特征，这将对揭

示王浆高产的分子机理奠定一定理论基础。【前人研

究进展】工蜂咽下腺的发育具有两个明显不同的功能

阶段，一是在哺育期分泌王浆饲喂幼虫及蜂王；二是

在采集期间咽下腺分泌王浆的机制被抑制，转而分泌

其它的蛋白质和相关的酶类进行蜂蜜转化[5-7]。咽下腺

随工蜂日龄的增长和职能的改变会发生相应的变   
化[5]，在不同发育阶段，工蜂咽下腺的形态和超微结

构表现出较大的差异性[8]，虽然咽下腺长度和小囊数

量随工蜂日龄的增长变化不明显，但咽下腺宽度随工

蜂日龄的不同发生显著的变化[9]。初羽化的工蜂，咽

下腺小囊及腺泡较小，无分泌活性。随着日龄的增加，

5～6 日龄的青年工蜂，咽下腺小囊和腺泡增大饱满，

9 日龄工蜂小囊发育基本成熟，呈光滑饱满状态，进

入泌浆高峰期。之后随着工蜂蜡腺的发育，咽下腺开

始退化。越冬期工蜂的咽下腺从形态上看较发达，但

表现出低活性[10]。肥大的和没有发育的咽下腺合成蛋

白的能力低于中等发育程度的咽下腺[1]。越冬期工蜂

的咽下腺具有蛋白储存功能，在此期间工蜂咽下腺仍

然能产生分泌物，但这些物质并不释放到体外，而是

在体内储存，为来年春繁时节的哺育工作做准备[8]。

工蜂咽下腺的功能具有一定的灵活性[11]，当蜂群需要

时采集蜂衰退的咽下腺可以重新发育[12]，同时还发现

不论是采集蜂还是青年蜂的咽下腺必须有蜂子的刺

激，而且必须和蜂子有直接的接触，才能具有分泌活    
性[1,13]。研究表明咽下腺的发育同花粉的消耗量呈正

相关性，工蜂头部的鲜重能反映咽下腺的大小[14]。咽

下腺的直径常被用来描述工蜂的生理状况，腺体的分

泌活性和分泌量同腺体的大小呈现出一定的正相关 
性[8]。组织学研究证明老龄采集蜂的咽下腺中细胞凋

亡和坏死现象很普遍，但在青年哺育蜂的咽下腺中没

有发现这一现象[15]。咽下腺除了能产生和分泌蜂王浆

外，还能分泌产生诸如 α-葡萄糖苷酶[7,16]、葡萄糖氧

化酶[6]、半乳糖苷酶、酯酶和脂肪酶等与能量物质代

谢相关的酶[11]。同时咽下腺的基因表达具有一定的特

异性[5]，编码一种 56 kD 蛋白的基因在采集蜂和哺育

蜂的咽下腺中均有表达，而编码 α-葡萄糖苷酶的基因

只在采集蜂的咽下腺中有表达[5]，并且 α-葡萄糖苷酶

的量随工蜂日龄的增长而增多[17]。与其它昆虫产生 β-
葡萄糖苷酶[18]不同，蜜蜂体内的 β-葡萄糖苷酶只在哺

育蜂和采集蜂的咽下腺产生用于蜂蜜转化和碳水化合

物的消化[19]，而在新羽化幼蜂的咽下腺中检测不到。

浆蜂作为中国独有的蜂种资源和基因资源，在表型性

状调查[20-21]、形态学[22]等方面进行了大量研究，并利

用微卫星 DNA 技术初步找到了浆蜂蜂王浆高产的几
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个分子标记[23-24]。数量遗传学研究表明产浆性状是可

遗传的数量性状[25-26]。蜜蜂基因组测序工作的完成，

为开展蜜蜂蛋白质组的研究奠定了基础[27]。近年来，

利用蛋白质组技术对蜂王浆[28-31]、咽下腺分泌物[16]、

毒腺[32]、蜜蜂血淋巴[33]和浆蜂工蜂的卵期发育[34]等进

行了研究，这些都为开展工蜂咽下腺的蛋白质组研究

奠定了基础。【本研究切入点】 浆蜂是由意大利蜜蜂

选育而来的，以 1、3、6 日龄浆蜂和原意工蜂咽下腺

蛋白为材料，比较它们不同发育阶段咽下腺蛋白质组

的异同。【拟解决的关键问题】了解浆蜂和意蜂工蜂

咽下腺不同发育阶段蛋白表达调控的特点，试图找出

与调控王浆高产性状相关的功能蛋白，为揭示王浆高

产的分子机理提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  取样 

试验所用浆蜂（A. m. ligustica）和原意（A. m. 
ligustica）均饲养于中国农业科学院蜜蜂研究所试验蜂

场并进行取样。 
分别取浆蜂和原意工蜂即将出房的子脾各 2 张，

放入 34℃生化培养箱中培养过夜。然后将新羽化出房

的工蜂用不同颜色的染料标记，标记好的工蜂再放回

原来的蜂箱内。刚出房的工蜂为 1 日龄。然后分别取

1、3、6 日龄的工蜂各 60 只，在实体显微镜下解剖出

工蜂的咽下腺，试验共取 5 批样品，取样后直接进行

蛋白提取或者－70℃储存备用。 
1.2  试验 

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（pH 
3～10）、矿物油均购于伯乐公司。Tris 碱、过硫酸铵

（AP）、十二烷基磺酸钠（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、考马斯亮蓝（CBB）G-250、硫脲、CHAPS、
牛血清白蛋白（BSA）、琼脂糖和尿素购于 Amresco
公司。DTT、碘乙酰胺购自 Merck 公司。 
1.3  蛋白提取 

蛋白提取参照张兰等的方法[34]。每 1 mg 工蜂咽

下腺中加入 10 µl 磷酸缓冲液（PB）（32.5 mmol·L-1 
K2HPO4，2.6 mmol·L-1 KH2PO4，400 mmol·L-1 NaCl，
pH 7.6），冰浴研磨直至看不到腺体颗粒，超声处理 2 
min。4℃，12 000 g，离心 10 min；接着 4℃，15 000 
g，再离心 10 min。避开脂肪层取上清液放入另一 Ep
管中，沉淀中按照每 1 mg 咽下腺加入 2 µl PB，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 咽下

腺加入 10 µl 蛋白裂解缓冲液（LB）（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），冰浴研磨 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%，冰浴静置 10 min 以上，以沉淀

蛋白并除去样品中的盐份。将此混合液在 4℃，15 000 
g，离心 10 min，共离心 2 次。弃去上清液，沉淀中

按每 1 mg 咽下腺加入 5 µl LB，冰浴研磨 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 

按照Bradford介绍的方法[35]进行测定。用BSA 做
标准曲线，测定 595 nm 波长处的吸光度（Beckman，
spectrophotometer DU800）。 
1.5  双向电泳分析 

将提取的蛋白样品用 LB 稀释后再与上样水化液

（8 mol·L-1 尿素，4% CHAPS，0.001%溴酚蓝，65 
mmol·L-1 DTT，0.2% Bio-lyte pH 3～10）按照 1﹕4 的

比例充分混合，取此混合液 420 µl 上样，使上样液中

的蛋白含量均为 220 µg。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）：50 V，水化 14 h；250 V，30 min 除盐，共重

复 3 次；1 000 V，1 h 再次除盐；9 000 V，5 h 线性升

压；9 000 V，最终达到 60 000 V·h-1，等电聚焦。 
第一向聚焦结束后，将 IPG胶条分别用含2% DTT

的平衡缓冲液 1 和 2.5%碘乙酰胺的平衡缓冲液 2（平

衡缓冲液 1 和 2 均含有 6 mol·L-1尿素，0.375 mol·L-1 
Tris–HCl pH 8.8，20%甘油，2% SDS）平衡胶条各 15 
min。平衡完成后将胶条转移到聚丙烯酰胺分离胶上

（1.0 mm 厚，12% T），15 µl 2-DE 蛋白分子量标准

加到上样滤纸片上后，放在胶条的酸性端。用

PROTEAN  xi CellⅡ （Bio-Rad Hercules，CA，USA）

系统，按 25 mA/gel的条件开始进行第二向 SDS-PAGE
电泳，直至溴酚蓝到达胶下缘时结束第二向。后将凝

胶浸泡入固定液中（40%乙醇，10%醋酸）摇床固定 4 
h，接着将凝胶转入染色液（CBB G-250 染色母液与

甲醇 4﹕1 混合）中进行染色 14 h。 
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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）。对 5
个样品中具有很好重复性的 5 张凝胶图使用 PDQuest 
V 7.3.0（Bio-Rad Hercules,，CA，USA）进行图像扫

描、斑点检测和匹配分析。并用总密度方法（total 
density in gel image）标准化处理（normalization）。

采用 ANOVA（Version 6.12，SAS Institute，Cary，
N.C.，USA）的邓肯法对数据进行统计检验。 

2  结果与分析 

2.1  浆蜂和原意1、3、6龄工蜂咽下腺蛋白2-DE图谱 
图 1 是 5 次重复所取咽下腺的 5 个具有良好重复

性的浆蜂与原意咽下腺不同发育期蛋白表达图谱之

一。结果表明，浆蜂咽下腺发育过程中表达的蛋白数

分别为 210、192、230 个，原意所表达的蛋白数分别

为 169、188、212 个，蛋白主要集中在分子量 20～100 
 

 
 
A、B、C 分别代表 1 日龄、3 日龄及 6 日龄王浆高产蜂咽下腺蛋白图谱；

D、E、F 分别代表 1 日龄、3 日龄及 6 日龄原种意大利蜜蜂咽下腺蛋白

图谱。图中 1～5 代表相应的王浆主蛋白 1～5。每个样品上样量 220 µg，
CBB G-250 染色 
A-F are protein profiles corresponding to day 1, day 3 and day 6 of two 
honeybee strains, respectively. The numbers labeled represent major royal 
jelly proteins 1 to 5, respectively. A 220 µg of each sample was subjected to 
2-DE and stained by CBB G-250 

 

图 1  王浆高产蜜蜂（A. m. ligustica）和原种意大利蜜蜂（A. 

m. ligustica）工蜂咽下腺发育 2-DE 蛋白图谱 

Fig. 1  2-DE profile of worker bees hypopharyngeal gland of 

high royal jelly producing honeybees (A. m. ligustica) 

and native Italian honeybees (A. m. ligustica) on the 

different development days 

kD，等电点 5～8 的范围内。 
2.2  浆蜂和原意 1、3、6日龄工蜂咽下腺蛋白表达分

析 

2.2.1  浆蜂 1、3、6 日龄工蜂咽下腺蛋白表达分析  
浆蜂咽下腺 3 个日龄表达的共有蛋白数为 119 个，分

子量和等电点分别处于 14.37～107.31 kD 和 4.43～
9.74 的范围内，表达量为 203～23 927 mg·L-1，约 77%
的蛋白点主要集中于 5.42～7.88 这个较窄的等电点范

围内，其中有 21 个蛋白表达量随咽下腺的发育呈显著

的上调趋势，14 个蛋白表达量则呈显著的下调趋势（P
＜0.05）（图 1，表 1 和表 2）。 

除了共有蛋白外，51 个蛋白（分子量 19.1～95.55 
kD，等电点 4.47～9.78）为浆蜂 1 日龄工蜂咽下腺所

特有。3 日龄咽下腺特有蛋白数为 9 个，分子量和等

电点分别为 18.39～82.37 kD 和 4.44～9.71。6 日龄咽

下腺特有蛋白数为 31 个，分子量和等电点分别为

17.12～97.85 kD 和 5.44～7.73。 
在浆蜂工蜂咽下腺的发育过程中，有 12 个蛋白

（分子量 15.48～63.69 kD，等电点 4.14～9.77）是在

1、3 日龄表达而在 6 日龄关闭，28 个蛋白（分子量

20.77～104.61 kD，等电点 5.29～9.28）在 1、6 日龄

表达而在 3 日龄关闭。在 3、6 日龄表达而在 1 日龄关

闭的蛋白数为 52 个（分子量 18.78～108.89 kD，等电

点 4.61～8.44）。 
2.2.2  原意1、3、6日龄工蜂咽下腺蛋白表达分析  原
意 3 个日龄咽下腺共有蛋白为 107 个（分子量 14.37～
101.99 kD，等电点 4.3～9.78），表达量为 216～22 215 
mg·L-1，约 72%的蛋白点主要集中于 5.42～7.88 这个

较窄的等电点范围内，其中 15 个蛋白表达量随咽下腺

的发育显著上调，19 个蛋白的表达量则表现出显著下

调趋势（P＜0.05）（图 1，表 3 和表 4）。 
除了共有蛋白外，31 个蛋白（分子量 17.89～78.1 

kD，等电点 4.43～8.50）为原意 1 日龄工蜂咽下腺所

特有。3 日龄咽下腺特有蛋白数为 5 个，分子量和等

电点分别为 30.67～53.9 kD 和 4.63～6.75。6 日龄咽下

腺特有蛋白数为 29 个，分子量和等电点分别为

13.93～108.89 kD 和 4.14～9.71。 
在原意咽下腺的发育过程中，有 11 个蛋白（分子

量 28.02～82.71 kD，等电点 5.82～7.78）是在 1、3
日龄表达而在 6 日龄关闭，11 个蛋白（分子量 15.48～
99.46 kD，等电点 5.45～9.74）在 1、6 日龄表达而在

3 日龄关闭，在 3、6 日龄表达而在 1 日龄关闭的蛋白

数为 56 个（分子量 18.78～107.31 kD，等电点 4.34～ 
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表 1  王浆高产蜜蜂（A. m. ligustica）咽下腺发育过程中蛋白表达量呈显著上调趋势的蛋白的表达量、分子量及等电点（P＜0.05） 
Table 1  Mr, pI and the protein abundance of the significantly up-regulated expressed proteins in the development of the 

hypopharyngeal gland of high royal jelly producing bees (A. m. ligustica) on day 1, day 3 and day 6 (P＜0.05)  

表达量 Protein abundance (mg·L-1) 点编号 
Spot No. (SSP) 

分子量 
Mr (kD) 

等电点 
pI 1 日龄 Day 1 3 日龄 Day 3 6 日龄 Day 6 

0002 20.58 4.43 1119±120 c 1300±89b 2120±159a 

1903 101.99 5.42 365±73c 447±48b 626±70a 

3211 44.87 6.56 749±53c 800±56b 957±98a 

3903 107.31 6.37 197±41c 245±43b 536±77a 

4620 71.48 6.87 501±73c 934±87b 1226±114a 

4708 81.12 6.64 1014±100c 2926±125b 4420±236a 

4712 78.10 6.88 280±55c 763±88b 1517±105a 

4908 94.86 6.95 656±79c 857±81b 2840±142a 

5306 57.61 7.17 299±64c 2071±117b 4950±141b 

5401 59.83 7.05 2459±116c 2735±102b 3701±115a 

5402 60.33 7.16 405±58c 4779±161b 8873±1206a 

5404 57.77 7.05 919±102c 1761±109b 5700±367a 

5902 94.81 7.06 399±61c 1645±101b 2116±117a 

6301 58.25 7.40 553±87c 2466±112b 5234±247a 

6305 57.23 7.61 1550±100c 4759±183b 10993±1647a 

6602 70.69 7.46 617±79c 5291±283b 6263±278a 

6603 70.25 7.64 1084±106c 4227±184b 6394±290a 

6604 76.85 7.64 741±94c 1593±112b 2534±119a 

7207 41.92 8.19 2520±113c 3159±153b 3427±133a 

7402 59.72 7.86 859c±101 5237±185b 9438±1178a 

7407 59.52 8.12 519±94c 5495±192b 6462±235a 

不同字母表示差异显著（P＜0.05），置信区间的显著性水平为 95%。下同 
Numbers with different superscript means difference significantly (P＜0.05), the confidence interval was calculated with a confidence level of 95%. The same 
as below 

 
表 2  王浆高产蜜蜂（A. m. ligustica）咽下腺发育过程中蛋白表达量呈显著下调趋势的蛋白的表达量、分子量及等电点（P＜0.05） 
Table 2  Mr, pI and the protein abundance of the significantly down-regulated expressed proteins in the development of the 

hypopharyngeal gland of high royal jelly producing bees (A. m. ligustica) on day 1, day 3 and day 6 (P＜0.05) 

表达量 Protein abundance (mg·L-1) 点编号 
Spot No. (SSP) 

分子量 
Mr (kD) 

等电点 
pI 1 日龄 Day 1 3 日龄 Day 3 6 日龄 Day 6 

0104 33.39 4.54 886±36a 837±59b 526±78c 

0202 44.1 4.62 1112±143a 764±151b 347±91c 

1101 33.51 5.62 797±84a 612±72b 315±99b 

1606 69.03 5.73 1033±133a 287±63b 204±49c 

2102 34.37 5.82 1201±75a 395±56b 297±49c 

2704 80.69 5.98 2631±177a 1193±154b 1088±147c 

3403 60.43 6.57 1554±139a 757±106b 619±68c 

3610 66.81 6.28 875±108a 306±80b 188±59c 

4103 35.92 6.98 1037±125a 405±82b 275±63c 

4201 42.21 6.79 464±97a 296±65b 192±54c 

4506 65.19 6.91 887±105a 390±72b 350±53c 

5206 45.02 7.12 781±95a 455±77b 395±105c 

8106 38.08 9.21 2865±177a 1736±136b 850±99c 

8208 46.87 8.71 1705±124a 1416±130b 870±100c 
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表 3  原种意大利蜜蜂（A. m. ligustica）咽下腺发育过程中蛋白表达量呈显著上调趋势的蛋白的表达量、分子量及等电点（P＜0.05） 
Table 3  Mr, pI and the protein abundance of the significantly up-regulated expressed proteins in the development of the 

hypopharyngeal gland of native Italian bees (A. m. ligustica) on day 1, day 3 and day 6 (P＜0.05) 

表达量 Protein abundance (mg·L-1) 点编号 
Spot No. (SSP) 

分子量 
Mr (kD) 

等电点 
pI 1 日龄 Day 1 3 日龄 Day 3 6 日龄 Day 6 

0004 28.5 4.76 1521±116c 2432±129b 3058±147a 

1903 101.99 5.42 327±72c 584±77b 683±81a 

4404 60.19 6.84 729±97c 1174±112b 2077±122a 

4708 81.12 6.64 816±100c 2650±134b 4201±147a 

4709 81.72 6.88 428±88c 911±111b 1577±119a 

5206 45.02 7.12 1163±112c 1302±116b 2043±121a 

5401 59.83 7.05 2006c±123 2416±135b 3451±151a 

5402 60.33 7.16 598±72c 2867±137b 5621±292a 

5503 65.39 7.21 913±98c 1099±108b 3679±145a 

6305 57.23 7.61 1102±113c 3571±156b 8537±1124a 

6603 70.25 7.64 676±79c 2595±139b 5632±382a 

7402 59.72 7.86 1306±109c 4639±227b 7287±1057a 

7606 71.55 8.28 468±90c 797±102b 842±106a 

7703 79.98 7.88 724±100c 3707±162b 8639±1133a 

 

表 4  原种意大利蜜蜂（A. m. ligustica）咽下腺发育过程中蛋白表达量呈显著下调趋势的蛋白的表达量、分子量及等电点（P＜0.05） 
Table 4  Mr, pI and the protein abundance of the significantly down-regulated expressed proteins in the development of 

hypopharyngeal gland of native Italian bees (A. m. ligustica) on day 1, day 3 and day 6 (P＜0.05) 

表达量 Protein abundance (mg·L-1) 点编号 
Spot No. (SSP) 

分子量 
Mr (kD) 

等电点 
pI 1 日龄 Day 1 3 日龄 Day 3 6 日龄 Day 6 

0006 20.00 4.44 1348±110a 920±104b 611±73c 

0101 37.75 5.00 1176±105a 894±89b 528±77c 

0102 40.82 5.01 2436±142a 1689±115b 1579±116c 

0103 36.21 4.96 810±90a 533±77b 247±57c 

0104 33.39 4.54 1431±112a 1113±101b 306±73c 

0202 44.10 4.62 3109±146a 915±104b 197±63c 

0305 57.63 4.66 780±93a 658±76b 525±74c 

2102 34.37 5.82 1573±108a 582±75b 466±63c 

2202 52.82 5.86 1019±99a 568±77b 412±59c 

2603 67.20 5.82 3329±144a 1457±111b 1335±102c 

2901 99.56 5.75 919±97a 525b±70 439±61c 

3001 29.09 6.39 3825±163a 1756±128b 1304±106c 

3305 57.05 6.56 2568±149a 2335±138b 1418±112c 

3704 81.48 6.37 2352±131a 2003±123b 1702±107c 

4101 35.34 6.63 1729±112a 1610±114b 920±95c 

4308 56.72 6.98 784±91a 548±73b 257±66c 

4506 65.19 6.91 1325±100a 556±78b 466±59c 

7001 25.45 8.51 4181±252a 2778±147b 1717±105c 

7105 35.74 8.05 2036±133a 1149±112b 329±76c 
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8.64）。 
2.2.3  浆蜂和原意 1、3、6日龄工蜂咽下腺蛋白表达

的比较  浆蜂咽下腺在 3 个日龄所表达的蛋白数

（210、192 和 230 个）均显著的高于对应日龄原意咽 
下腺所表达的蛋白数（169、188 和 212 个）（P＜0.05）。 

浆蜂和原意 1 日龄咽下腺共同表达的蛋白数为

145 个（分子量 14.37～101.99 kD，等电点 4.43～9.78）
（图 2-A 和图 2-B），其中 28 个蛋白点浆蜂的表达量

显著高于原意，14 个蛋白点原意的表达量显著高于浆

蜂（P＜0.05），浆蜂特异表达的蛋白数为 65 个（分

 

 
 

A 和 B、C 和 D、E 和 F 分别代表 1、3 和 6 日龄王浆高产蜜蜂和原种意大利蜜蜂咽下腺共有蛋白三维图谱 
A and B, C and D, E and F represent the proteins both in the high royal jelly producing bees and native Italian bees on day 1, day 3 and day 6, respectively 

 

图 2  王浆高产蜜蜂（A. m. ligustica）与原种意大利蜜蜂（A. m. ligustica）工蜂咽下腺发育表达的共有蛋白的三维图谱 

Fig. 2  Three dimensional views of protein expression both in the hypopharyngeal gland of high royal jelly producing honey bees (A. 

m. ligustica) and native Italian honey bees (A. m. ligustica)  
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子量 19.1～107.31 kD，等电点 4.14～9.78）（图 3-A），

原意为 24 个（分子量 14.40～94.35 kD，等电点 4.30～
8.60）（图 3-B）；3 日龄咽下腺共同表达的蛋白数为

138 个（分子量 14.37～107.31 kD，等电点 4.44～9.77）

（图 2-C，2-D），其中 31 个蛋白点浆蜂表达量显著

高于原意，19 个蛋白点原意表达量显著高于浆蜂（P
＜0.05），浆蜂特异表达的蛋白数为 54 个（分子量

15.48～108.89 kD，等电点 4.14～9.77）（图 3-C）， 
 

 
 
A 和 B、C 和 D、E 和 F 分别代表 1、3 和 6 日龄王浆高产蜜蜂和原种意大利蜜蜂咽下腺特有蛋白三维图谱 
A and B, C and D, E and F represent the proteins specially expressed in the high royal jelly producing bees and native Italian bees on day 1, day 3 and day 6, 
respectively 

 

图 3  王浆高产蜜蜂（A. m. ligustica） 与原种意大利蜜蜂（A. m. ligustica）工蜂咽下腺发育表达的蛋白质组三维图谱 

Fig. 3  Three dimensional views of protein specially expression in the hypopharyngeal gland of high royal jelly producing honey 

bees (A. m. ligustica) and native Italian honey bees (A. m. ligustica), respectively 



2 期              冯  毛等：王浆高产蜜蜂和原种意大利蜜蜂咽下腺发育蛋白质组分析 685 

原意为 50 个（分子量 14.4～94.78 kD，等电点 4.30～
9.78）（图 3-D）；6 日龄咽下腺共同表达的蛋白数为

175 个（分子量 14.37～108.89 kD，等电点 4.54～9.78）
（图 2-E，图 2-F），其中 44 个蛋白点浆蜂的表达量

显著高于原意，25 个蛋白点原意的表达量显著高于浆

蜂（P＜0.05），浆蜂特异表达的蛋白数为 55 个（分

子量 17.12～95.39 kD，等电点 4.30～7.78）（图 3-E），
原意为 37 个(分子量 13.93～83.18 kD，等电点 4.14～
9.75）（图 3-F）。两蜂种在 3 个日龄均有表达的蛋白

数为 85 个(分子量 14.37～101.99 kD，等电点 4.54～
9.72）。 

通过与已鉴定蛋白功能的咽下腺和蜂王浆蛋白质

组图谱比较[31,36]，发现从 3 日龄开始咽下腺蛋白表达

谱中开始大量出现王浆的特征蛋白点——王浆主蛋

白，而且数目随日龄的增长而增加（图 1，其中 1～5
分别代表王浆主蛋白 1，2，3，4 和 5）。  

与原意相比，浆蜂咽下腺发育 3 个日龄特有蛋白

点数为 72 个（分子量 17.12～95.55 kD，等电点 4.47～
978）。其中，只在 1 日龄表达的蛋白数为 25 个，只

在 3 日龄表达的蛋白数为 3 个，只在 6 日龄表达的蛋

白数为 18 个，在 1 和 3 日龄表达而在 6 日龄关闭的蛋

白点数为 2 个，在 1 和 6 日龄表达而在 3 日龄关闭的

蛋白点数为 5 个，在 3 和 6 日龄表达而在 1 日龄关闭

的蛋白数为 15，在 3 个日龄都有表达的蛋白点数为 5
个。 

3  讨论 

咽下腺是蜂王浆合成和分泌的主要场所，研究浆

蜂和原意咽下腺发育的蛋白组，揭示咽下腺蛋白的时

空表达差异，为探明浆蜂王浆高产机理提供一定理论

依据。 
研究结果表明，浆蜂咽下腺在 3 个日龄表达的蛋

白数均显著的高于原意对应日龄的蛋白数，说明浆蜂

咽下腺的活性高于原意，这与浆蜂咽下腺活性高于本

地意大利蜜蜂相一致[9]，也与浆蜂咽下腺具有细胞核

大、线粒体和高尔基体丰富、内质网发达，细胞能量

供应充足、蛋白合成能力强[37]的论述一致。 
从结果可以清楚看到 3 日龄浆蜂和原意工蜂的咽

下腺图谱中就有大量王浆主蛋白点（图 1-B，图 1-E），
这说明咽下腺的分泌细胞在此时已经具备了产生王浆

的能力，这与 3 日龄工蜂的咽下腺具有发育充分的微

绒毛结构和分泌泡等分泌细胞的特征结构相符[8,38]。

是否 3 日龄的工蜂此时就开始分泌王浆哺育幼蜂还需

要进一步从行为学上进行验证，但 3 日工蜂龄咽下腺

就能产生王浆，这是对前人形态学研究结果的补充和

工蜂 6 日龄才开始泌浆理论的发展。 
两个蜂种咽下腺均在 6 日龄表达蛋白最多，说明

在这 3 个日龄内以 6 日龄咽下腺发育最旺盛，基因表

达最活跃，结果也验证了 6 日龄工蜂的咽下腺发达、

活性高这一论断[9]，也与 6 日龄工蜂的咽下腺分泌细

胞的直径达到最大，内质网由刚羽化时较少且不发达

的泡状逐渐发育成为较多且发达的片层状，线粒体逐

渐变得发达且数目增多，咽下腺细胞中具有清晰可见

的溶酶体结构，供给细胞的各种营养物质和能量增多，

合成蛋白质的主要场所增大，腺体的合成和分泌能力

增强，分泌活动比较活跃，细胞中出现丰富的内容物

等[8]特征相吻合。 
咽下腺发育过程是一个多基因表达调控的动态有

序过程，浆蜂和原意咽下腺在 1、3 和 6 日龄表达的共

有蛋白是咽下腺发育过程中所必需的管家蛋白，而不

同日龄表达的特异蛋白说明不同发育阶段的咽下腺需

要不同的特异蛋白来调控其发育。 
与原意相比，从 3 日龄开始浆蜂咽下腺蛋白表达

出更多的王浆主蛋白，而且浆蜂咽下腺在 3 个日龄表

达的特有蛋白为 72 个，这些是否与浆蜂王浆高产性状

有关，还需要做进一步的研究。本研究仅从浆蜂和原

意工蜂咽下腺的发育图谱进行了初步分析，但发育谱

中所表达蛋白的功能还有待利用质谱和生物信息学进

一步鉴定，以便更深入的对发育机理进行研究。 

4  结论 

初步分析结果表明，从工蜂羽化到 6 日龄这一阶

段内，浆蜂咽下腺蛋白表达显著比原意活跃，6 日龄

是 2 蜂种表达最为活跃的阶段。咽下腺发育过程中的

共有蛋白为咽下腺发育所必需的管家蛋白，但这些蛋

白的表达模式存在较大差异。那些不同日龄的特异蛋

白表明咽下腺在不同的发育阶段需要不同的蛋白来调

控。浆蜂和原意咽下腺发育的调控具有一定的差异性，

与原意相比，浆蜂咽下腺调控更为复杂。但浆蜂和原

意工蜂均从 3 日龄就开始分泌王浆。浆蜂咽下腺与原

意相比，表达的特异蛋白是否是与浆蜂王浆高产相关

的功能蛋白，还需要做更深入的研究。 
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