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不同齡期中華蜜蜂（Apis cerana cerana）消化道
糖轉化酶活性的研究
繆曉青  張其康  吳珍紅  李江紅
（福建農業大學蜂療研究所， 350002）
摘  要
通過對5組不同日齡的中華蜜蜂的消化道糖轉化酶的活性進行測定，結果表明，不同日齡及消化道不同部分的糖轉化酶的活性在不同的部位、不同的發育日齡都有一定的差異。
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 Band distribution of digestive in alimentary canal of bee（Apis cerana cerana）and its x-amylase activities
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Abstract: 
By measuring the x-amylase activity of Extracted solutions of different parts (foregut, midgut, hindgut) and different ages of alimentary canal of bee ，we found that the x-amylase activity are different among the three parts of alimentary canal and among the different ages.
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    蜜蜂的消化酶在蜜蜂對蜂蜜和花粉的吸收過程中具有重要的作用，對於我們深入理解蜜蜂的消化生理具有重要作用，但國內在這方面的研究不是很多,國外在花粉等蛋白類的消化生理上作了一些工作[1-2 ]，對蜜蜂對花粉的吸收及其相關的因素進行了探討。但對糖轉化酶的研究，我們進行了義大利的蜜蜂和中華蜜蜂消化道酶的酶帶分佈和義大利蜜蜂的糖轉化酶活性進行了研究[3 ]，發現義大利蜜蜂在不同日齡的糖轉化酶活性也是不同的。有關資料也顯示，不同齡期的蜜蜂在蛋白酶的活性是有差別的[4-5 ]，中華蜜蜂是否也有這種差別呢？爲進一步研究探討中華蜜蜂消化道消化酶隨日齡變化的分佈以及消化道中糖轉化酶的活性變化情況，我們進行本項研究，旨在尋找出不同齡期中華蜜蜂消化道酶分佈的差異，以及消化道中糖轉化酶的活性變化規律。
 

1.材料與方法：
1.1 儀器：
分析天平，離心機，752C紫外分光光度計，水浴鍋等
1.2 試劑:

葡萄糖，蔗糖，甘油等，均爲分析純藥。
1.3 方法：
1.3.1蜜蜂的標記：
蜜蜂標記：取開始出房的老熟封蓋子脾2框，脫蜂后移入溫室內，對剛出房的幼蜂用不同顔色的賽賽璐顔料進行胸背板點色，標記1500-2000只左右，之後放回蜂箱進行正常管理，待相應日期後採集標記蜜蜂進行試驗。分別標記採集1-3 日齡，4-6日齡，7-12日齡，13-18日齡和19日齡以上。
1.3.2 腸液的製備
分別抓取相應日齡的蜜蜂，剪去頭部，用鑷子小心拉出消化道，分別剪取前、中、後腸，成功剪取70只蜜蜂的各部分腸道，稱重，加2毫升蒸餾水研磨勻漿，先在8000轉離心10分鐘進行分離，取上清夜，再在15000轉離心15 分鐘，取上清夜，冷凍備用。
1.3.3 糖轉化酶活性的測定：
糖轉化酶的作用是將雙糖轉化爲果糖和葡萄糖的酶，對其活性進行測定的原理是：移取一定量的蔗糖溶液，加入定量的腸液，放入適宜的環境下進行轉化一定時間，然後測量溶液中轉化的還原糖的量，單位時間內轉化蔗糖的量或轉化成的還原糖的量表示糖轉化酶活性的大小，具體做法如下：
標準曲線的製作： 取9支試管，按表1所示加入各試劑，沸水浴5分鐘，冷卻後加21.5毫升水，搖勻後在520 nm下測吸光值OD520，做標準曲線(圖1)。
酶活性測定：取30支試管，按表2所示先加入腸液、蔗糖和水，另外15支試管只加腸液和水作對照,一同放入35水浴10分鐘，加水揚酸試劑，沸水浴5分鐘，加21.5毫升水測吸光值OD520。
2．結果分析：
試驗結果見圖2。前腸和後腸具有相似的變化趨勢，在剛出房時具有較小的糖轉化酶活性，後逐漸增加，至6-12日齡時達到最大，後有急劇下降，到成年蜂時期又有上升；中腸酶活性剛出房時較前腸高，但一直至12-18日齡階段都呈下降趨勢，僅在至成蜂階段時有較大的提高；後腸酶活性在幼蜂階段（1~12日齡）具有較後腸和中腸高的活性，且隨日齡呈增加趨勢，而後急劇下降，成年蜂階段又有提高，但其活性較前腸和中腸低；相同日齡的中華蜜蜂消化道不同部分酶活性依日齡的不同而有所不同。18日齡以前的蜜蜂，後腸表現出較高的活性，前腸和中腸之間，在4-18日齡間，前腸高於中腸，而剛出房時，中腸高與前腸。成蜂階段，前腸和中腸具有相似的糖化酶活性，而後腸則較低。
之所以出現這種情況，主要可能是因爲剛出房的幼蜂，由於還沒有發育完全，在出房初期還需取食一定數量的食物來滿足自身生長發育的需要。前腸自出房初期至12日齡這段時間，其糖轉化酶活性迅速提高，後腸也是消化吸收的主要場所，同樣表現出隨日齡增長的趨勢，但其活性遠遠較前腸和中腸高，其原因主要是由於在這段時間內，幼蜂取食大量的食物，迅速消化吸收，由於其發育沒有完成，不能進行戶外飛行排泄，造成大量的食物殘雜積累在後腸，同時也積存了大量的消化液，因而表現出較前腸和中腸高許多的糖轉化酶活性。12-18日齡段又有所降低，主要原因是在12-18日齡段，此時蜜蜂已發育完全，但在蜂群內還沒有擔負起採集花蜜和花粉的重任，此時若該日齡段的蜜蜂數量衆多的話，就會導致蜂群的分蜂，這個日齡段的蜜蜂自身的能量需求較少，在群內的責任又不大，因而在糖轉化酶活性上也是所有日齡段中最低的
中腸糖轉化酶活性自出房到18日齡段則一直呈下降的趨勢，這個階段主要是蜜蜂的成長發育階段，可見這階段蜜蜂對蔗糖的吸收利用不是很大，或許它們主要是直接利用還原糖滿足自身發育的需要，對蔗糖的轉化主要在前腸進行，至成年蜂階段則上升至較高的水平。
成年蜂階段，蜜蜂主要擔當蜂群的採集和釀造花蜜的任務，前腸的糖轉化酶活性有很大的提高，中腸的糖轉化酶活性或許由於前腸食物連同分泌的消化酶一同經噴門瓣流入中腸，加上中腸本身分泌的酶液一起構成中腸的酶活性，兩者糖轉化酶的活性相差不大，而後腸由於成年蜂的飛行活動，可以及時排泄，不至於食物連同消化液在後腸內的積累，因而糖轉化酶的活性就十分有限
2.2 討論：
在標準曲線的制定上，都是利用葡萄糖的還原性與成色物質反應形成有色化合物進行測定，諸多的實驗和參考書目都是採用葡萄糖作爲標準物進行溶液的配置測量，而蔗糖在糖轉化酶的作用下，其分解爲葡萄糖和果糖，雖然都是具有還原性，但在吸光值上是否有一致的影響，也就是其還原性的一致性對實驗的影響大小有待於進一步探討。
糖轉化酶的活性大小與國外對蛋白酶的研究結果不同，它們的研究表明，蜜蜂出房初期，出於自身生長發育的需要，對蛋白質的需求很大，腸道內蛋白酶的活性隨日齡的增加呈增長的趨勢，至成年蜂時由會逐漸減低。在腸道內的不同部位，蛋白酶的活性也是不一樣的，前腸最低，中腸表現的活性高，而在中腸內部，後段的活性較前段的活性高，表明蜜蜂對花粉的吸收主要是在離開中腸進入後腸時進行的，我們對糖轉化酶活性的研究與此不同
   如前面的分析，對消化道內糖轉化酶活性的測定本身受腸道內食物及其殘雜的影響很大，怎樣排除這些因素的干擾，實事求是的研究消化道不同部位，不同發育齡期的糖轉化酶的活性是我們以後進一步研究的目的。另外，對消化道同一部分如中腸的前、中、後段的糖轉化酶活性的研究我們還將要開展，這一點也值得探討。
表1:標準曲線的製作
	     管號
專案
	  0     1     2     3     4     5     6     7     8 

	還原糖標液  (mg/ml)
	  0      0.2     0.4    0.6    0.8    1.0    1.2     1.4    1.6  

	還原糖量(mg) 
	  0      0.2     0.4    0.6    0.8    1.0    1.2     1.4    1.6  

	蒸餾水
	2.0    1.8      1.6    1.4    1.2    1.0    0.8     0.6    0.4

	水楊酸試劑
	1.5    1.5      1.5    1.5    1.5    1.5    1.5     1.5    1.5

	OD520
	0.000   0.109    0.337   0.569  0.794  1.032  1.213   1.432  1.613


图1 還原糖標準曲線
 
表2 糖轉化酶的測定
	組別
	       1-3日齡
	        4-6日齡
	        7-12日齡
	      13-18日齡
	       18日齡以上

	管號
	1 
	2 
	3 
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	腸重（g）
	1.1049
	0.6767
	1.0942
	0.1173
	0.4743
	1.0610
	0.5215
	0.9170
	1.9145
	0.0590
	0.3885
	0.9210
	0.8860
	0.7446
	0.6842

	腸液ml
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2

	蔗糖ml
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0

	水ml
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8

	水楊酸
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5

	對照D520
	0.500
	0.444
	0.066
	0.471
	0.316
	0.088
	0.335
	0.457
	0.030
	0.488
	0.379
	0.369
	0.307
	0.335
	0.490

	測試D520
	0.507
	0.517
	0.213
	0.520
	0.350
	0.369
	0.511
	0.471
	0.461
	0.488
	0.404
	0.413
	0.473
	0.491
	0.569

	轉化還原糖
	0.07
	0.73
	1.47
	0.49
	0.34
	2.81
	1076
	0.14
	4.31
	0
	0.25
	0.44
	1.66
	1.56
	0.79
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不同日齡腸道不同部位糖轉化酶活性
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