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摘要: 移取 1、2、3 日龄工蜂幼虫进行人工育王，通过 HPLC-MS 的方法，分别测定 4 日龄蜂王幼虫体内保幼激

素 ( JHⅢ) 和 9 日龄蛹体内蜕皮激素 ( Ecd) 的滴度，并通过形态学和解剖学的方法对不同移虫日龄培育的处

女王的初生重、卵巢重、头重和卵巢管数进行比较分析，以研究不同移虫日龄对意大利蜂蜂王生长发育的影响。
结果显示，不同移虫日龄所培育的蜂王幼虫 4 日龄 JHⅢ和 9 日龄 Ecd 浓度均存在显著差异，且随着移虫日龄的

增加，蜂王幼虫体内 JHⅢ和 Ecd 含量均显著下降; 不同移虫日龄所培育的处女王其初生重、卵巢重、头重及卵

巢管数均存在显著差异，且随着移虫日龄的增加，蜂王的初生重、卵巢重和头重显著减轻，蜂王的卵巢管数显

著减小; 蜂王的初生重和卵巢管数成显著正相关关系，相关系数 r = 0. 82。说明移虫日龄越小幼虫获得的生长条

件越好，越有利于蜂王个体尤其是繁殖性状的发育，人工育王实践中应移取虫龄尽量小的幼虫。
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Study on the effect of instar of the grafted larvae on the queen growth
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Abstract: The objective of this study is to research the effect of the instars of the grafted larvae on queen
growth and development. The HPLC-MS was used to determine the JHⅢ titer of 4 d larvae and the Ecd
titer of 9 d larvae，methods of morphology and anatomy were used to measured correlated parameters on
queen of different instar of the grafted larvae. Including the birth weight，ovary weight，head weight and
ovariole number. The results indicated that there were significant differences among the JHⅢ titer of
4 days larvae and the Ecd titer of 9 d larvae grafted in different instars. And the older the larvae grafted，

the more significant differences showed. And birth weight，ovary weight，head weight and ovariole
number were significantly reduced with the increase of grafted instar. The ovaries number is significantly
and positively correlate with the birth weight ( r = 0. 82) ． All of the results indicated that the earlier the
larvae grafted，the earlier the better conditions the larvae get，the better development status of the queen.
So，we should choose as early as possible of the worker larvae to foster the queen bee．
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蜜蜂有 3 种类型分别是工蜂、雄峰和蜂王，

3 种类型的蜜蜂在生长发育中都需要经过卵、幼

虫、蛹和成虫 4 个阶段 ( 白红玲和韩伟，2013 ) 。
一般一个蜂群中头会有一头蜂王，并且决定着蜂

群质量的好坏，因此研究蜂王的生长发育对生产

实践具有指导意义。
在实际的人工育王生产中，移虫日龄对蜂王

的生殖发育影响较大，移虫时间越晚，繁殖性能

受影响越大，但是移虫时间越早，蜂群对王台的

接受率就越低，因此寻找到最佳的移虫时间是蜜

蜂育种工作中的关键点和难点，而移虫日龄对蜂

王生殖发育影响的分子机理的解析将为这一难点

的突破提供理论依据。而当前关于蜂王发育机理

的研究中，众多研究者关注于 3 日龄前后幼虫差

异导致的发育差异及其分子机制 ( Weaver，1957;

Woyke，1971; Hardie et al. ，1982 ) ，而关于移取

不同虫龄的幼虫育王所引起差异的研究较少。本

研究针对养蜂生产实际中移虫日龄对蜂王生殖性

能的影响，移取 1、2、3 日龄工蜂幼虫进行人工

育王，分别测定 4 日龄蜂王幼虫体内 JHⅢ和9 日

龄蛹体内 Ecd 的滴度，并对不同移虫日龄培育的

处女王的初生重、卵巢重、头重和卵巢管数进行

比较分析，以研究蜂王幼虫 3 日龄内的外部环境

对意大利蜂蜂王生长发育的影响。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

单雄授精的意大利蜂王。
甲醇、乙 腈 ( 均 为 色 谱 纯， 美 国 Fisher 公

司) ，JHⅢ、Ecd 标准品 ( 美国 Sigma 公司)

限王产卵器、昆虫培养箱、精密电子 天 平、
立体 解 剖 显 微 镜; 离 子 阱 质 谱 联 用 仪 ( Agilent
1100，美国安捷伦公司产品) ; AS3120 超声波清

洗机 ( 奥特赛恩斯仪器有限公司) ; 高效液相色谱

仪 ( Agilent 1100 高效液相色谱仪，配有二极管阵

列 DAD 检测器，美国安捷伦公司产品) 。
1. 2 试验方法

1. 2. 1 蜂王的培育

灭菌后的空巢脾，放入限王产卵器中，经工

蜂清理 24 h 后，控制蜂王产卵 6 h，将空脾转移到

继箱中孵育。98 h 后移取巢脾上的幼虫为 1 日龄

幼虫，122 h 后移取巢脾上的幼虫为 2 日龄，146 h
后移取巢脾上的幼虫为 3 日龄。培育至蜂王出房

的前一天，全部转移到昆虫培养箱等待蜂王出房。
1. 2. 2 蜂王幼虫激素的测定

通过 HPLC-MS 的方法，分别测定 4 日龄蜂王

幼虫体内 JHⅢ和 9 日龄蛹体内 Ecd 的滴度。
1. 2. 3 蜂王出房重、头重及卵巢重的测定

蜂王出房后，随机选择 35 头处女王用精密电

子天平称量其出房重。蜂王称重后解剖蜂王，分

别称量头重和卵巢重。
1. 2. 4 蜂王卵巢管计数

参考许少玉等 ( 1984 ) 的方法进行蜂王卵巢

小管的计数。把切段后的卵巢置于干净的载玻片

上，然后滴几滴蒸馏水，在解剖显微镜下用昆虫

针轻轻的将卵巢小管分离并计数。
1. 2. 5 数据分析

采用 SPSS 16. 0 软件对本实验中的数据进行统

计分析。

2 结果与分析

2. 1 移虫日龄对蜂王幼虫 JHⅢ和 Ecd 滴度的影响

通过 HPLC-MS 的方法测定 4 日龄幼虫体内 JH
Ⅲ浓度和 9 日龄蛹体内 Ecd 浓度，结果见图 1。如

图所示，随着移虫日龄的增加，4 日龄幼虫体内

JHⅢ浓度不断降低。1 日移虫的幼虫体内 JHⅢ浓

度最 高，且 极 显 著 高 于 2 日 龄 移 虫 幼 虫 ( P ＜
0. 01) ; 3 日龄移虫的幼虫体内 JHⅢ浓度最低，且

极显著 低 于 1 日 龄 和 2 日 龄 移 虫 的 幼 虫 ( P ＜
0. 01) 。9 日龄蛹体内 Ecd 浓度和 4 日龄幼虫体内

JHⅢ浓度变化趋势一样，随着移虫日龄的增加，

浓度不断降低，并且不同移虫日龄蛹体内 Ecd 浓

度差异极显著 ( P ＜ 0. 01) 。
2. 2 移虫日龄对蜂王初生重和头重的影响

移虫日龄对蜂王出房重和头重的影响见表 1。
由结果可知，随着移虫日龄的增加，蜂王出房重

和头重降低，各移虫日龄间基本存在显著差异。
1 日龄移虫组蜂王出房重和头重都极显著高于 2 日

龄和 3 日龄移虫组蜂王 ( P ＜ 0. 01 ) ; 2 日龄移虫

组蜂王出房重极显著高于 3 日龄移虫组蜂王 ( P ＜
0. 01) ，2 日龄和 3 日龄移虫组蜂王头重差异不显

著 ( P ＞ 0. 05) 。
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图 1 移虫日龄对蜂王幼虫 JHⅢ和 Ecd 浓度的影响

Fig. 1 The effect of the instar of the grafted larvae on the queen larvae JH and Ecd titer

表 1 移虫日龄对蜂王出房重和头重的影响

Table 1 The effect of the instar of the grafted larvae
on the queen birth weight and head weight

分组

Groups
出房重 ( mg)

Birth weight
头重 ( mg)

Head weight

1 日龄组

1 instar group
231. 24 ± 0. 38 A 13. 70 ± 1. 15 A

2 日龄组

2 instars group
219. 05 ± 4. 56 B 12. 66 ± 1. 34 Ba

3 日龄组

3 instars group
190. 84 ± 5. 82 C 12. 26 ± 1. 52 Bb

注: 相同字母代表差异不显著，不同的小写字母代表差异

显著 ( P ＜ 0. 05 ) ，不 同 大 写 字 母 代 表 差 异 极 显 著 ( P ＜
0. 01) 。表 2 同。Note: The same letters represent no significant
difference. The different small letters represent significant
difference ( P ＜ 0. 05 ) ． Different capital letters represent
extremely significant difference ( P ＜0. 01) ． Same to table 2．

2. 3 移虫日龄对蜂王卵巢重和卵巢管数的影响

移虫日龄对蜂王卵巢重和卵巢管数的影响见

表 2。结果显示，随着移虫日龄的增加，卵巢重量

降低，卵巢管数减少。各日龄蜂王卵巢重和卵巢

管数之间存在极显著差异 ( P ＜ 0. 01 ) ，并且，随

着移虫日龄的增加，卵巢重量和卵巢管数变化趋

势相同。
2. 4 蜂王卵巢管数和蜂王初生重的关系

蜂王初生重与卵巢管数的相关性研究结果见

图 2。从图可知，蜂王初生重和蜂王卵巢管数呈线

性关系: y = 1. 1379x + 19. 52，相关系数 r = 0. 82，

表明蜂王初生重和蜂王卵巢管存在显著正相关。
因此，生产中应该选择初生重更高的处女王。

表 2 移虫日龄对蜂王卵巢重和卵巢管数的影响

Table 2 The effect of the instar of the grafted larvae on the
queen ovary weight and the number of queen ovarian tubes

分组

Groups
卵巢重 ( mg)

Ovary weight
卵巢管数 ( mg)

The number of ovarian

1 日龄组

1 instar group
23. 51 ± 1. 95 A 283 ± 10. 29 A

2 日龄组

2 instars group
21. 26 ± 2. 10 B 267. 18 ± 10. 30 B

3 日龄组

3 instars group
17. 63 ± 1. 83 C 232. 68 ± 11. 59 C

图 2 蜂王初生重和卵巢管数的相关性

Fig. 2 The correlation between queen birth weight and
the number of ovarian tube

3 结论与讨论

3. 1 移虫日龄对幼虫保幼激素和蜕皮激素的影响

蜂王浆的质和量对蜜蜂的发育以及级型分化

起着关键作用，移虫日龄的不同即主要体现在饲
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喂蜂王浆的不同，而蜂王浆的作用则是通过对 JH
的影响达到的 ( Riddiford et al. ，2010 ) 。JH 有三

种同系物，即 JHⅠ、JHⅡ和 JHⅢ，而在蜜蜂中仅

发现了 JHⅢ ( 嵇保中等，2007 ) 。在蜜蜂幼虫期，

其体内 JHⅢ发生两次上升过程，而且蜂王幼虫体

内 JHⅢ滴度远高于工蜂幼虫。在幼虫发育到 4 －
5 d 的时候，体内 JHⅢ滴度会出现一个峰值，该峰

值决定了幼虫级型的发育方向 ( Jin et al. ，2011) 。
JHⅢ的主要作用包括保持幼虫的特性、调控昆虫

的发育、变态和生殖等过程 ( Shelby et al. ，2007;

Riddiford et al. ，2010; Hiruma et al. ，2013) 还可

以提高脂肪体中卵黄蛋白原基因的转录水平，促

使卵黄蛋白原合成速率提高，满足卵巢的需求，

与幼虫期卵巢的发育密切相关，JH 的缺乏是导致

成虫滞育的主要内因之一 ( 董飒，2012 ) 。在蜜蜂

幼虫发育过程中大量的蜂王浆能够改变成熟幼虫

中 JHⅢ的浓度，由于浓度的差异，可以激活幼虫

体内不同的发育模式，得到充足蜂王浆的蜂王成

熟早，生殖器官发育完全，工蜂则因为得到较少

的蜂王浆而成熟晚，生殖器官发育不完全，从而

使得雌性幼虫发育成完全不同的两种级型———具

有繁殖能力的蜂王和没有繁殖能力的工蜂 ( 彭文

君，2007; 陈璇，2012; 丁桂玲，2014 ) 。本实验

测定了不同移虫日龄的 4 日龄蜂王幼虫体内的 JH
Ⅲ滴度，结果显示，不同移虫日龄的幼虫血淋巴

JHⅢ滴度差异极显著，并且移虫日龄越大，血淋

巴 JHⅢ滴度越低。
在蜜蜂体内，Ecd 和 JHⅢ相互作用，JHⅢ可

以 启 动 Ecd 的 生 物 合 成， 调 控 Ecd 的 分 泌

( Rachinsky et al. ，2002; 周娇等，2013) ，二者共

同调节蜜蜂的发育和变态过程。另外，有研究指

出营养条件能够引起成虫体内 Ecd 滴度的 变 化

( Terashima et al. ，2005) 。本研究中不同移虫日龄

的 9 日龄蜂王蛹，表现出显著不同的 Ecd 浓度，

并且，移虫日龄越大，Ecd 滴度越低，分析原因可

能是由于 JHⅢ滴度的不同导致启动 Ecd 合成的能

力不同，再加上饲喂王浆的不同从而最终导致移

虫日龄越小的幼虫其体内 Ecd 滴度越高，高浓度

的 Ecd 可以促进幼虫过渡到蛹期，缩短幼虫期，

促进蜂王相对于工蜂更快的发育。而移虫越晚，

幼虫体内 Ecd 滴度越低，发育较为迟缓，发育状

态越接近工蜂。
对不同移虫日龄蜂王幼虫的 JHⅢ和 Ecd 测定

的结果表明，两种激素滴度呈现出随着移虫日龄

的增加而减少的趋势，并且各组之间差异显著。
究其原因，主要是 1 日龄移虫组的幼虫最先被移

到王台并获得 “王台王浆”的饲喂，3 日龄移虫

组幼虫最后被移到王台，结合前人的研究结果，

幼虫 所 处 巢 房 的 大 小 会 影 响 幼 虫 的 发 育 ( Shi
et al. ，2011) ，同时蜂群中的外激素也会影响工蜂

巢中幼虫的发育 ( 黄少康，2005 ) ，并且工蜂蜂房

所饲喂的 “蜂 房 王 浆”与 在 蜂 王 王 台 所 饲 喂 的

“王台王浆”其组分上是否存在差异有待于进一步

研究，这些因素共同造成幼虫发育状态的不同，

最终导致幼虫体内 JHⅢ和 Ecd 的显著差异。
3. 2 移虫日龄对蜂王形态指标的影响

蜂王初生重是评价蜂王质量的重要指标，大

量研究表明蜂王的初生重与其卵巢管数呈线性正

相关，幼虫初生重越大，蜂王的卵巢管数越多，

繁殖性能越好。本研究中蜂王初生重和卵巢管相

关系数为 r = 0. 82，和陈世璧 ( 1991) 的研究结果

一致。
本研究中随着日龄的增加蜂王的初生重、头

重和 卵 巢 管 数 均 降 低， 和 前 人 研 究 结 果 一 致

( Woyke，1971) ，说明移虫的日龄越小，培育的蜂

王质量越好。之所以不同移虫日龄蜂王的发育情

况存在显著差异，是因为幼虫所获得的食物不同。
在王台中的幼虫可以得到哺育蜂更多的照顾，分

到充足的王浆，而工蜂房中的幼虫相对于王台中

的幼虫处于营养匮乏状态。另外，高浓度的 JH 可

以促进蜂王卵巢的发育，有国内的学者通过在蜜

蜂蜂王幼虫食物中添加 JH 类似物，显著提高了蜂

王的初生重、促进卵巢的发育，这进一步证明蜂

王初生重和卵巢管数与幼虫体内 JH 滴度都是彼此

成正相关。
蜂王卵巢管数直接决定蜂王的产卵力，是评

价蜂王质量的决定性指标 ( Gilley et al. ，2003; 王

静，2012) 。本研究中随着移虫日龄的增加蜂王幼

虫 JHⅢ和 Ecd 滴度降低，蜂王卵巢管数量极显著

降低，表明移虫日龄越小，蜂王的质量越高。生

产中应该选择日龄尽量小的幼虫来培育高质量的

蜂王，以确保蜂群的群势和生产性能。
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