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　　摘要：为了分析卡尼鄂拉蜂（Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｃａｒｎｉｃａ）工蜂咽下腺发育的不同阶段解剖形态和超微结构变化规律，探
讨咽下腺在工蜂分泌王浆过程中的细胞学机制，运用扫描电镜和透射电镜方法比较分析５个不同日龄内勤蜂（３、６、９、
１２、１６日龄）和３个不同阶段越冬蜂（越冬阶段、春繁阶段、淘汰阶段）工蜂小囊发育饱满程度和细胞超微结构。结果
表明，３日龄工蜂咽下腺小囊发育尚未完全，而线粒体、内质网等细胞器已经出现；９日龄工蜂咽下腺小囊直径极显著
大于其他日龄内勤蜂工蜂（Ｐ＜０．０１），发育最为饱满，内质网、核糖体、导管等细胞器成分也最为丰富；春繁阶段越冬
蜂工蜂咽下腺小囊直径极显著大于其他阶段越冬蜂（Ｐ＜０．０１），与９日龄工蜂相比差异不显著（Ｐ＞０．０５），但细胞器
数量较９日龄有所下降；淘汰阶段越冬蜂和１６日龄工蜂咽下腺细胞出现崩解现象。说明卡蜂咽下腺小囊总体发育较
为迟缓；伴随蜂王浆分泌，内勤蜂和越冬蜂咽下腺小囊发育均呈现“饱满—萎缩”的发育规律；多个细胞器参与蜂王浆

的合成和分泌，细胞器丰富程度反映出工蜂泌浆能力的高低。

　　关键词：卡尼鄂拉蜂；咽下腺；扫描电镜；透射电镜
　　中图分类号：Ｓ８９１＋．３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１１－０２４７－０４

收稿日期：２０１４－０７－０１
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１１７２２７２）；国家蜂产业技术体
系建设专项（编号：ＣＡＲＳ－４５－ＳＹＺ６）；江苏省科技支撑计划（编
号：ＳＢＥ２０１２３０５３５）。

作者简介：吉　挺（１９７４—），男，江苏东台人，博士，副研究员，主要从
事蜜蜂种质资源保护和利用等方面的教学与研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｊｉ＠
ｙｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　咽下腺位于工蜂头腔内，是１对高度盘绕的长串葡萄状
腺体，每条腺体包括１根分泌导管和数以百计的囊泡［１］。作

为蜜蜂工蜂特有的蜂王浆合成分泌的主要组织［２－３］，承担着

蜂王浆主要营养成分如蛋白质、糖类及脂类物质的分泌职能。

咽下腺自１９５６年被命名以来，其发育形态和超微结构的研究
有了长足的发展。曾志将等比较意蜂与中蜂咽下腺小囊大

小、长度和宽度差异，发现同品种间各日龄内勤蜂咽下腺小囊

数量差异不显著，而意蜂咽下腺小囊平均数量比中蜂多

６１３％，长度长３５．７％，宽度差异不显著，并且意蜂咽下腺小
囊细胞的细胞器更丰富［４］。Ｋｎｅｃｈｔ等通过对蜜蜂咽下腺显
微结构观察发现，工蜂羽化出房后，粗面内质网迅速增多，８
日龄工蜂达到最大；外勤蜂粗面内质网数量减少，与咽下腺分

泌活性相一致［５］。胡福良等对产浆量不同的３种意蜂不同日
龄工蜂咽下腺的超微结构比较发现，高产浆性能的浙农大１
号意蜂咽下腺小囊数量较之王浆低产意蜂品种高出１４．７％，
且细胞线粒体、粗面内质网、分泌颗粒等结构丰富，初步揭示

了王浆高产性能和咽下腺细胞超微结构、分泌生理机制之间

的关系［６］。Ｄｅｓｅｙｎ等发现，３日龄的工蜂咽下腺小囊已经存
在，到６日龄时最为发达，随后小囊数量开始减少，而２１日龄
采集蜂咽下腺小囊消失，头部只存在其萎缩退化的结构，不再

分泌蜂王浆；越冬蜂咽下腺小囊中有大量的分泌囊泡，其中储

备的分泌物将在春繁时用以饲喂幼虫［７］。苏松坤等通过对

不同日龄浆蜂咽下腺小囊计数和显微形态观察，发现４～１７
日龄的浆蜂咽下腺小囊均有乳白色分泌物产生，泌浆期较原

意长７～８ｄ，从形态学角度阐述了浆蜂王浆高产的原因［８］。

杜芝兰通过对中华蜜蜂工蜂咽下腺的超微结构观察，描述了

粗面内质网、高尔基复合体、线粒体、分泌块等细胞器的形态

结构和分泌导管，基本阐明中蜂王浆的合成及转运途径［９］。

马卫华等对意蜂咽下腺结构和功能进行了分析，推断咽下腺

具有分泌王浆和消化酶的功能［１０］。

咽下腺分泌活性受蜂群结构、气候、日龄等因素的影响。

一般认为在群势正常、群体结构完整蜂群中，６～１２日龄内勤
蜂咽下腺充分发育，分泌活性最为活跃，承担饲喂小幼虫和蜂

王工作。Ｋｎｅｃｈｔ等通过免疫组化技术检测工蜂咽下腺小囊
内王浆蛋白含量，发现８日龄蛋白含量最多，表明咽下腺在８
日龄前后分泌活性最强。越冬蜂在蜂群越冬期间不承担哺育

与采集任务，其咽下腺分泌活性得到最大程度保留［５］。在越

冬蜂咽下腺中检测到少量王浆蛋白存在，表明越冬蜂咽下腺

始终携带有王浆蛋白［５］；到春繁阶段后因受到幼虫食物（蜂

花粉）和蜂王恢复产卵等外界环境因素的影响，越冬蜂泌浆

行为又将开启，并表现出足够的哺育幼虫能力，直至有新的内

勤蜂出房加以替代［７］。由此可知在正常蜂群中，西方蜜蜂工

蜂咽下腺分泌王浆应在内勤蜂 ６～１２日龄与越冬蜂春繁
阶段。

卡尼鄂拉蜂（简称卡蜂，拉丁学名 Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａｃａｒｎｉｃａ）
是我国除意蜂之外分布最广的西方蜜蜂地理亚种。作为王浆

低产品种，其咽下腺发育机制被研究者所忽视。通过对卡蜂

不同发育时期咽下腺形态与超微结构，对比较不同产浆性能

蜂种咽下腺发育差异更具意义。

基于上述观点，笔者采集了卡蜂咽下腺泌浆前后５个不
同日龄（３、６、９、１２、１６日龄）的内勤蜂及３个不同阶段（越冬
阶段、春繁阶段和淘汰阶段）的越冬蜂，分别研究其咽下腺发
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育形态和超微结构，以期阐明咽下腺发育和应答调节机制，为

研究咽下腺在蜜蜂社会分工中的作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用的卡蜂单雄授精蜂王由吉林省养蜂科学研究

所提供，蜂群由扬州大学实验蜂场试验场组织，饲养期间提供

充足的糖水和花粉，周边有零星的油菜蜜源。

对新羽化出房工蜂背部进行标记，在２０１３年５月采集
３、６、９、１２、１６日龄的内勤蜂，２０１４年１—３月采集越冬阶段
（ｗｉｎｔｅｒｂｅｅ，１月中旬）、春繁阶段（ｓｐｒｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｂｅｅ，２
月中旬）和淘汰阶段（ｒｅｔｉｒｅｄｂｅｅ，２月底）工蜂。每个时间点
各取３０只，于解剖镜下迅速解剖咽下腺，置于２．５％戊二醛
中，４℃保存。
１．２　主要试剂和仪器
１．２．１　主要试剂配制　０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液：精确称量
ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ５．２ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ５８ｇ，加双蒸水定容
至１Ｌ，ｐＨ值调至７．４。２．５％戊二醛：量取２５％戊二醛母液
１０ｍＬ，加入０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液４０ｍＬ，加双蒸水定容到
１００ｍＬ。１％ ＯｓＯ４：将装有１ｇＯｓＯ４的安瓿瓶洗净，放入装有
１００ｍＬ水的棕色试剂瓶中，在通风橱内把安瓿瓶敲破，配制
成１％水溶液（提前配制，４℃密封保存）。
１．２．２　主要设备　ＰＳ４８型体视显微镜（上海光学仪器厂）；
刻蚀镀膜仪（ＢＡＬ－ＴＥＣｓｐｕｔｔｅｒｃｏａｔｅｒ，ＳＣＤ５００）；ＨｉｔａｃｈｉＨＣＰ－２
型临界点干燥仪（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＸＬ－３０ＥＳＥＭ型环境扫描
电子显微镜（Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）；Ｔｅｃｎａｉ１２型透射电子显微镜
（Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）；ＲＭ２２３５型徕卡超薄切片机（ＬｅｉｃａＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）。

１．３　研究方法
１．３．１　扫描电镜（ＳＥＭ）　将剖取的咽下腺（１５头）迅速转移
到２．５％戊二醛固定液中（４℃，２ｈ）保存，以尽可能保持细胞
原有生活状态，减少组织结构变化。经 ＰＢＳ清洗 ３次，
１５ｍｉｎ／次，１％ＯｓＯ４固定后再用ＰＢＳ清洗３次，１５ｍｉｎ／次，再
经系列浓度乙醇［５０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１００％（加无
水硫酸钠）］脱水，每浓度１５ｍｉｎ，经乙酸戊酯 ∶乙醇 ＝１∶１
处理３０ｍｉｎ后转入纯戊酯中处理３０ｍｉｎ，然后经ＣＯ２临界点
干燥２４ｈ，样品处理结束。将样品粘到载物片上，经表面镀膜
处理后电镜观察（扬州大学测试中心），腺泡小囊直径测量和

发育程度评价为形态学观察提供依据，数据统计采用 ＳＰＳＳ
１６．０的ｔ检验。
１．３．２　透射电镜（ＴＥＭ）　样本经戊二醛固定液中（４℃，
２ｈ），经ＰＢＳ清洗３次，１５ｍｉｎ／次，１％ＯｓＯ４固定后再用 ＰＢＳ
清洗３次，１５ｍｉｎ／次，系列浓度乙醇（５０％、７０％、８０％、９０％、
９５％、１００％乙醇）逐级脱水，乙醇 ∶丙酮＝１∶１、１００％丙酮各
１５ｍｉｎ，包埋剂与丙酮的混合液（体积比１∶１）处理样品１ｈ，
用包埋剂与丙酮的混合液（体积比３∶１）处理样品３ｈ，纯包
埋剂处理样品过夜。将经过渗透处理的样品包埋起来，７０℃
加热过夜，即得到包埋好的样品。样品在 Ｌｅｉｃａ超薄切片机
中切片，获得７０～９０ｎｍ的切片，该切片经柠檬酸铅溶液和醋
酸双氧铀５０％乙醇饱和溶液各染色１５ｍｉｎ，即可在透射电镜
中观察。

２　结果与分析

２．１　不同日龄工蜂咽下腺形态学扫描电镜观察
扫描电镜结果（图１）表明，随着日龄的增大，内勤蜂咽下

腺小囊直径总体上呈现“饱满—萎缩”的趋势。３日龄工蜂咽
下腺发育尚未完全，呈不规则囊泡状结构，表面褶皱，无法对

其小囊直径进行测量。随后咽下腺小囊逐步发育，６日龄工
蜂咽下腺小囊形状规则，表面光滑，大小不一，排列稀疏；９日
龄工蜂咽下腺小囊排列紧密，发育最为饱满，小囊直径极显著

大于其他日龄内勤蜂阶段（Ｐ＜０．０１，ｎ≥３４）（图２）。１２、１６
日龄咽下腺小囊直径下降，６、１２、１６日龄之间无统计学差异
（Ｐ＞００５）。

越冬蜂不同阶段咽下腺小囊直径变化规律与前者相似，

咽下腺小囊直径在春繁阶段达到最大值，与９日龄工蜂差异
不显著（Ｐ＞０．０５），较越冬蜂和淘汰蜂有显著的统计学意义
（Ｐ＜０．０１，ｎ≥３４）。越冬阶段工蜂咽下腺小囊发育饱满，直
径近似于１６日龄，但排列松散，且形状不规则；春繁阶段工蜂
咽下腺小囊排列紧密，并相互挤压成簇，囊泡分支较多；淘汰

阶段工蜂咽下腺小囊出现脱落和崩解。

２．２　不同日龄工蜂咽下腺超微结构透射电镜观察
透射电镜结果（图３）显示，３日龄工蜂咽下腺小囊细胞

内线粒体较为丰富，并出现分泌颗粒，表明此阶段细胞较为活

跃，可能已经合成王浆蛋白，并以分泌颗粒的形式，存储在分

泌泡中［９］。６日龄出现了粗面内质网和胞外管，表明蛋白质
合成转运结构已经发育完善，为后续王浆分泌高峰期打下基

础。９日龄的线粒体明显增多，分布较为分散，出现大量的存
储泡和分泌颗粒，大小不一，着色较深，占据细胞的大部分体

积，呈现聚集现象。１２日龄小囊细胞体积萎缩，线粒体数量
减少，细胞质出现了空泡结构。１６日龄中几乎没有线粒体出
现，核仁增大，溶酶体数量增多。

越冬蜂在其越冬阶段，工蜂咽下腺小囊细胞形态与１６日
龄相似，排列紧密，细胞器较少；春繁阶段，工蜂咽下腺小囊细

胞内线粒体、粗面内质网和分泌颗粒增多，胞外导管发达，但

和内勤蜂９日龄相比，细胞器排列相对较为稀疏，且细胞器的
数量也较少；越冬蜂在淘汰阶段，细胞结构明显不完整，细胞

质偏移，出现了崩解现象。

３　讨论

电镜技术越来越多地应用到了生物样本组织结构变化、

超微结构观察等分析中，为在生理调节过程等生物学研究提

供形态依据，在生命科学研究领域发挥着重要作用。

扫描电镜结果表明，３日龄卡蜂工蜂咽下腺尚未发育完
全，存在很多皱褶，形态不规则，无法准确测量小囊直径和进

行数据统计。而冯毛在对１日龄的浆蜂和原意工蜂头部解剖
中都发现了发育较为完备的咽下腺［１１］，表明意蜂内勤蜂咽下

腺较卡蜂发育早。和意蜂相比，卡蜂的工蜂泌浆能力较低，可

能与其咽下腺发育迟缓有一定关系。３日龄的工蜂不承担王
浆分泌工作［１２］，但透射电镜结果显示，３日龄卡蜂的咽下腺
小囊细胞内已出现了数量较多的线粒体，可能此时小囊内已

有王浆合成，此结果与 Ｋｎｅｃｈｔ研究结果［５］相似；同时透射电

镜未见细胞间的分泌导管结构，表明３日龄工蜂咽下腺小囊
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内有王浆合成，但不能分泌王浆，其现有细胞结构将为后续日

龄工蜂咽下腺大量合成和分泌蛋白质提供支持。

在工蜂社会分工中，６～１２日龄是其分泌王浆、饲喂小幼
虫的时期。电镜结果表明，从６日龄始，工蜂咽下腺小囊渐变

饱满，细胞结构和细胞器出现相应改变，具体表现在粗面内质

网、线粒体等细胞器渐变丰富，存储泡和转运导管大量出现，

其中以９日龄最为显著。９日龄工蜂咽下腺小囊直径最大
（Ｐ＜０．０１），各种与蛋白合成与分泌相关的细胞器最为丰富，
表明在此日龄王浆蛋白得到充分合成并存储在细胞内的存储

泡，使咽下腺小囊膨大。而到１６日龄，咽下腺小囊细胞内出
现较多的溶酶体，细胞结构的完整性被破坏，细胞崩解，细胞

功能丧失，导致王浆蛋白合成和分泌功能丧失，在形态学上体

现为小囊萎缩。由此可见，内勤蜂咽下腺小囊细胞器的丰富

程度变化与其分泌王浆活性是一致的。

同样越冬蜂在其越冬阶段里，工蜂咽下腺形态饱满，但细

胞器结构较少，仅有少量的粗面内质网和线粒体结构，蜂群内

囚王限卵的状态制约着越冬蜂咽下腺分泌王浆的活性，使其

泌浆行为趋于停滞［１３］。而春繁阶段越冬蜂在幼虫信号和采

食花粉等营养物质的刺激下，细胞内蛋白合成和分泌相关细
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胞器结构丰富，使咽下腺小囊膨大，咽下腺呈现分泌活性。但

越冬蜂在春繁阶段咽下腺小囊细胞器水平低于９日龄工蜂，
表明春繁阶段工蜂王浆合成和分泌的能力较９日龄工蜂低，
这一点与春繁蜂饲喂养能力不如适龄工蜂强［１４］相一致。由

此，不同日龄、不同阶段工蜂的饲喂能力差异在电镜分析得到

合理解释。

综上所述，通过对卡蜂咽下腺小囊外部形态和细胞内部

结构电镜分析表明，卡蜂工蜂咽下腺小囊总体发育较为迟缓，

随着日龄增加，咽下腺小囊直径呈现“饱满—萎缩”的趋势，

细胞结构出现“渐变增多—逐渐减少”的变化。不同日龄内

勤蜂中，９日龄工蜂咽下腺小囊直径最大，细胞器水平最高；
在越冬蜂中，春繁阶段工蜂咽下腺小囊直径最大，细胞器水平

最高，但其细胞器水平均低于９日龄工蜂，表明咽下腺小囊内
细胞器的水平反映了蜜蜂泌浆能力的高低。
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