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不同齡期義大利蜜蜂消化道酶譜帶分佈
及糖轉化酶研究初探
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摘要：

採用聚丙烯凝膠電泳對不同日齡的義大利蜜蜂（Apis mellifera ligustica）的消化道酶進行譜帶分析.不同日齡義大利蜜蜂消化道酶帶分佈和對糖轉化酶的活性有差異。7-18日齡義大利蜜蜂糖轉化酶活性最高，而1-3日齡最低。相同日齡義大利蜜蜂消化道不同部位糖轉化酶活性大小依次爲中腸、前腸、後腸。
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Effects of ges on band distribution of digestive enzyme and  x-amylase activities in alimentary canal of Apis mellifera ligustica
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Abstract: 
Extracted solutions of digestive enzymes in the alimentary canal of Apis mellifera ligustica at different ages spiola were isolated and the enzymes were analyzed by polyacylamide gel elsctrophoresis. There were significant difference of band distribution of digestive enzyme and x-amylase activity of Apis mellifera ligustica at different ages .the x-amylase activity in 7-18 days were highest while 1-3 days were the lowest, the x-amylase activity of alimentary canal of same ages bees were in the sequence of midgut、foregut and hindgut. 
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蜜蜂的營養吸收和代謝是蜜蜂生長發育、繁殖等一切生命活動的基礎，消化道是物質和能量轉化的主要場所。而消化道中的消化酶在食物的消化吸收過程中起著關鍵作用。通過對不同蜜蜂消化酶的種類、活性及其變化情況的研究，對我們瞭解蜜蜂的生長、發育、繁殖等整個過程中營養吸收和代謝是必要的。同時，在蜜蜂飼養管理學上，也會爲合理調配蜜蜂飼料提供理論依據。國外研究者在花粉等蛋白類的消化生理上作了一些工作[1-2 ]。而對在生産上有重要意義的糖轉化酶的研究則很少涉及。我們在蜜蜂消化道酶的研究初探[3 ]研究基礎上，對不同齡期的義大利蜜蜂消化道酶帶分佈和糖轉化酶的活性進行研究，旨在找出不同齡期意蜂消化道酶帶分佈的差異及消化道中糖轉化酶活性的變化規律。
1.    材料與方法：
供試義大利蜜蜂，來自福建農業大學蜂療研究所試驗蜂場，供試儀器和試劑同文獻[3]

1.1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。依據蜜蜂各日齡段在蜂群內的分工的不同，分別標記採集1-2 日齡，4-6日齡，7-12日齡，13-18日齡和18日齡以上。
1.3.2 腸液的製備
分別抓取相應日齡的蜜蜂，讓其饑餓並排盡便後的剪去頭部，用鑷子小心拉出消化道，分段剪取前、中、後三腸（注意儘量排除食物及糞便殘餘），稱重，並各加5倍重量的蒸餾水，分別在冰浴下研磨勻漿，在15000r／min離心分離出各腸酶液，冷凍備用。

1.3.3 電泳分離： 

    製備相應的溶液，配置分離膠，注入凝膠玻璃板內，小心在其上覆蓋一層水以便形成平整的分離膠(7.0% v/v)，待分離膠凝固後，吸取水分，加濃縮膠，插入樣品槽模板，凝固後小心拔出，在電泳槽中注滿緩衝液(pH=8.3的Tris-甘氨酸的緩衝液)，加50ul的樣品和少許指示劑，負極在上正極在下進行電泳（220V,20mA）10h至指示劑接近下端,小心取出凝膠，用染色液進行染色、固定1h,之後放入脫色液中進行脫色，每隔一定時間換一次脫色液，直至背景幾乎無色爲止並放入7%的冰乙酸中保存[4]。
1.3.4 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520nm下測吸光值D520，做標準曲線(圖1)。
1.3.5 糖轉化酶活性的測定：
 取15支試管，按表2所示先加入腸液、蔗糖和水，另取15支試管只加腸液和水作對照,一同放入35℃水浴15分鐘，加水揚酸試劑，沸水浴5分鐘，加21.5毫升水測定吸光值D520。在標準曲線上查處相應的還原糖的質量/mg,以測試組和對照組之差爲酶活性的測毒值（表2） 

2．結果與分析：
2.1 酶帶分佈：

電泳共分離出8條酶帶（圖2），不同日齡的義大利工蜂的消化道酶帶分佈是有差異的。前腸酶帶較少，1-3日齡的只有一條R6，4-6日齡的有R4和R6兩條帶，7-12日齡和13-18日齡只有R7酶帶，而19日齡以上則只有R4酶帶。中腸酶帶最多，1-3日齡的有6條（R1,R2,R5,R6,R7,R8），4日齡以上有四條帶(R1，R3，R6，R8)酶帶。後腸未顯示酶帶。本試驗結果與國外報道的不同齡期蜜蜂腸道蛋白酶活性是有差別的研究結果相一致[5，6]。
從蜜蜂的行爲學和生理學上分析，1-3日齡幼蜂行動上不能自食其力，4－6日齡蜂可調製花粉蜜（蜂糧）飼喂大幼蟲，7-12日齡和13-18日齡蜂主要從事吐漿和泌蠟，而18日齡以上工蜂主要是從事採集和釀蜜活動[7]。由此可推斷R6可能是蛋白酶類（調製蜂糧），R4是糖轉化酶類，可能來源於涎腺，而R7可能是蛋白、脂多功酶類，可能是來自上顎腺，與性外激素有關，因這一階段工蜂生理上性外激素最旺期，是蜂群分蜂的主要鬧事者。由於工蜂蛹後期中腸腸壁非功能性細胞剛被産生的成蜂功能性細胞所取代，幼蜂腸壁新形成的分泌細胞處於一種功能調整的興奮期，故而幼蜂酶帶最多，而且還出現R7。工蜂蛹發育前期卵巢管數目與蜂王蛹相近，80－120根，而後期至幼蜂期，則減少至2-3根，這可能與R5等出現有關。其他還有待進一步試驗研究。
2.2 糖轉化酶活性：

試驗結果表明，不同日齡的義大利蜜蜂消化道中的糖轉化酶活性不同，7-18日齡活性最大，而1-3日齡活性最小。相同日齡的義大利蜜蜂消化道不同部分糖轉化酶活性從大到小依次爲中腸，前腸和後腸（表2）。
對糖轉化酶的活性Q檢驗比較分析（表3、表4、表5），差異極顯著，同日齡蜜蜂中腸的糖轉化酶活性比前腸高出10倍，而後腸則不明顯，這可能是因爲除了涎腺分泌的糖轉化酶外，中腸前端噴門辨環形分泌細胞可能也分泌糖轉化酶，從各腸酶帶分佈情況看，也顯示出中腸酶應由腸前端分泌而成，在中腸內由前到後對食物的消化吸收作用，而消耗了大量酶，當進入後腸後，量就少到不足以顯示了，活性就隨之減少。有趣的是蜜蜂糖轉化酶活性各腸隨日齡增長而加強，這提示我們意蜂對蔗糖的吸收率也將隨日齡增長而加強。
3分析與討論
（1）        不同日齡義大利蜜蜂的消化道酶譜帶有差異，其中，13-18日齡的酶帶與前文[3]的測定結果不一致，可能是由於電泳分離膠的質量分數（7.0%和7.5%）和冷卻方式（迴圈恒溫水冷和冰箱靜態冷卻）不同造成各種不同酶帶分離速率不同所致，至於是否還有其他原因，尚需進一步研究。中腸酶帶比前文[3]的5條酶帶少了1條且類型不完全一致，是否與季節不同有關？後腸未顯酶帶，與前文的5條酶帶差異很大，我們推測可能是文[3]中的蜜蜂饑餓時間不夠且沒有完全排出腸道殘餘物所致。由此看出，蜜蜂消化道酶帶測定必須掌握好蜜蜂饑餓時間和完全排除腸道殘餘物這一關鍵點。

（2）     不同日齡的義大利蜜蜂消化道不同部位糖轉化酶活性，以7-18日齡活性最高，與這一階段工蜂生理上處於最旺盛的時期和從事的活動有關，並提示我們義大利蜜蜂對蔗糖的吸收率也將隨日齡的增長而加強，這對義大利蜜蜂的飼養管理有積極的意義。

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

	D520
	0.023  0.071  0.136 0.204  0.269  0.328  0.394  0.454  0.528


圖1 糖標準曲線
表2 糖轉化酶的測定

	組別
	       1
	        2
	        3
	      4
	       5

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

	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

	D520
	0.031
	0.048
	0.001
	0.056
	0.036
	0.039
	0.086
	1.062
	0.044
	0.097
	1.162
	0.043
	0.071
	1.054
	0.040

	還原糖
	2.47
	20.03
	0
	3.50
	46.67
	3.37
	7.32
	78.72
	3.90
	7.52
	78.63
	3.62
	6.50
	76.52
	3.51


表3  不同齡期意蜂工蜂前腸糖轉化酶活性的比較（Q檢驗）
	    處理
級別
	Xi
	Xi-2.47
	Xi-3.50
	Xi-6.00
	Xi-7.32

	4
	7.52
	5.05**
	4.02**
	1.52**
	0.20

	3
	7.32
	4.85**
	3.82**
	1.32**
	 

	5
	6.00
	3.53**
	2.50**
	 
	 

	2
	3.50
	1.03**
	 
	 
	 

	1
	2.47
	 
	 
	 
	 


 
表4  不同齡期意蜂工蜂中腸糖轉化酶活性的比較（Q檢驗）
	處理
級別
	Xi
	Xi-20.03
	Xi-46.67
	Xi-76.52
	Xi-78.63

	4
	78.07
	58.69**
	32.05**
	2.20**
	0.09

	3
	78.63
	58.60**
	31.96**
	2.11**
	 

	5
	76.52
	56.49**
	29.85**
	 
	 

	2
	46.67
	26.64**
	 
	 
	 

	1
	20.03
	 
	 
	 
	 


表5  不同齡期意蜂工蜂後腸糖轉化酶活性的比較（Q檢驗）
	   處理
級別[image: image1]
	Xi
	Xi-0
	Xi-3.37
	Xi-3.51
	Xi-3.62

	4
	3.90
	3.90**
	0.53**
	0.39*
	0.28

	3
	3.62
	3.62**
	0.25
	0.11
	 

	5
	3.51
	3.51**
	0.14
	 
	 

	2
	3.37
	3.37**
	 
	 
	 

	1
	0
	 
	 
	 
	 


[注]1‌.1-3日齡; 2‌.3-6日齡; 3‌.6-12日齡; 4.12-18日齡; 5.18日齡以上
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