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　　摘要：分析油茶花期不同饲喂条件对蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶活性的影响，以探讨蜜蜂油茶花蜜中毒的原因。采用
糖浓度为３５％的糖水饲喂西方蜜蜂蜂群，试验组采用柠檬酸分别将糖水的 ｐＨ值调整为３．５、４．５，对照组不添加柠檬
酸。观察并记录不同饲喂条件下的蜂群群势和烂子情况，测定蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的活性。结果表明，当ｐＨ值为
３．５时，蜜蜂烂子情况轻微，蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的比活力随喂食时间的增长呈明显升高趋势，比活力差异显著
（Ｐ＜０．０５）；当ｐＨ值为７．０时，乙酰胆碱酯酶的比活力随喂食时间的增长呈缓慢升高趋势甚至有所下降，饲喂１周后
比活力差异不显著（Ｐ＞０．０５），烂子情况比其他２组严重。饲料中添加柠檬酸喂食蜜蜂后，柠檬酸与蜜蜂采食的油茶
花蜜中的生物碱结合，从而释放乙酰胆碱酯酶，使乙酰胆碱酯酶活性升高。
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　　油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ．）别称茶籽树、茶油树、白花
树等，属山茶科山茶属，为常绿灌木或小乔木，是我国重要的

木本油料植物，与油橄榄、油棕、椰子并称为世界四大木本油

料植物，被誉为“东方橄榄油”［１］。油茶花花期长、流蜜量大，

是很好的蜜源植物。但油茶具有自花不育性，虽然树大花多

但结果很少，有“千花一果”之称，亟需传粉蜜蜂授粉。开发

利用油茶蜜源［２］不仅可增加养蜂户的收入，还能大幅提高茶

籽的产量和出油率［３］。由于油茶花蜜中含有对蜜蜂具有毒

性的物质，蜜蜂采食后出现腹部膨胀、丧失飞翔能力等症状，

成蜂在地面上爬行，幼虫中毒后死亡腐烂，出现蜂群群势下降

等现象［４］。对于蜜蜂油茶花蜜中毒现象，康雪冬等研究认

为，油茶花蜜中含半乳糖的寡糖成分，棉子糖和水苏糖是引起

蜜蜂中毒的主要因素，可能是蜜蜂不能利用寡糖中的半乳糖

而造成消化、代谢上的障碍所致［５］。棉子糖和水苏糖中均结

合有半乳糖成分，因此认为半乳糖是油茶花蜜中导致蜜蜂中

毒的物质。黄坚研究认为，茶花引起蜜蜂中毒是由于茶树花

蜜、油茶花蜜中均含有较高浓度生物碱等不易消化的物

质［６］。蜜蜂幼虫食后不易消化，后肠阻塞造成营养不良而死

亡。生物碱不仅会造成蜜蜂消化障碍，还是一种乙酰胆碱酯

酶抑制剂［７－９］。乙酰胆碱酯酶是昆虫神经系统中最重要的酶

系之一［１０］，在中枢及外周神经系统中与乙酰胆碱受体共同参

与完成神经 －神经、神经 －肌肉突触之间动作电位的传递。

乙酰胆碱酯酶的主要生理功能是催化水解阳离子性神经递质

乙酰胆碱，维持神经冲动正常传递［１１］。油茶花蜜中的生物碱

可能影响了蜜蜂神经系统中的乙酰胆碱酯酶，导致神经信号

传递阻断而致使昆虫死亡。根据蜂农多年的养蜂经验，酸饲

料可中和茶花蜜中的生物碱，并能促进蜜蜂消化，是其常用的

方法，包括柠檬酸、醋酸等。本试验采用喂食柠檬酸的方法，

测定蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的活性，以探讨蜜蜂油茶花蜜中

毒的现象，以期为油茶花蜜生物碱的进一步开发提供依据，并

有望将其作为新型乙酰胆碱酯酶抑制剂。

１　材料与方法

１．１　供试虫源
采用浓度为３５％且ｐＨ值分别为３．５、４．５、７．０的糖水喂

食西方蜜蜂，每个梯度３群，共９群。白天蜜蜂正常采集油茶
花蜜粉，隔天晚上饲喂１次，饲喂量为每群８００ｍＬ，连续饲喂
４周。第１次测定蜂群群势后，每周记录蜂群的成蜂量（脾）、
封盖子数（包括健康和不健康封盖子）、烂子数。每群蜜蜂取

样３只进行试验。
１．２　试验地点

试验于西双版纳地区普文蜂场进行，普文镇位于东经

１０１°２３′、北纬２２°３３′，地处云南省西双版纳地区景洪市最北
部。该地区最高海拔１７９７．３ｍ、最低海拔７７２ｍ、年平均气
温２０．２℃、年平均降水量 １６７５．６ｍｍ、全年日照时数
１９９０ｈ，属于北亚热带高原季风气候，适宜茶叶、咖啡、水果
等植物的生长。

１．３　主要试剂和仪器
主要试剂为 １ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋白标准品（Ａｌｂｕｍｉｎ

ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，云科生物工程公司），考马斯亮蓝Ｇ－２５０（北京
索莱宝科技有限公司），１．６ｍｍｏｌ／Ｌ碘化硫代乙酰胆碱
（Ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏｃｈｏｌｉｎｅｉｏｄｉｄｅ，ＡＴＣｈＩ，ＡＣＲＯＳＯＲＧＡＮＩＣＳ公司），

—８５３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



５，５′－二硫代双硝基苯甲酸［５，５′－ｄｉｔｈｉｏ－ｂｉｓ（２－ｎｉｔｒｏ
ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ）］（ＤＴＮＢ，Ｄａｍａｓ－ｂｅｔａ公司）。主要仪器为高速
冷冻离心机、ｘＭａｒｋ型酶标仪、玻璃匀浆器。
１．４　活体抑制粗酶液制备

采用０．９％ ＮａＣｌ溶液清洗蜜蜂样品，以１ｇ∶５ｍＬ的比
例于０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００、１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值８．０）中冰浴，研磨成匀浆，匀浆液于
４℃、１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液作为待测酶液。
１．５　蛋白质及ＡＣｈＥ活性测定

参照考马斯亮蓝Ｇ－２５０法［１２］测定酶源蛋白质含量，以

牛血清蛋白为标准蛋白。参照张莹等的酶活性测定方法［１３］

测定ＡＣｈＥ活性，以０．８ｍｍｏｌ／Ｌ碘化硫代乙酰胆碱（ＡＴＣｈＩ）
为反应底物，以０．１２５ｍｍｏｌ／Ｌ５，５′－二硫代双硝基苯甲酸
（ＤＴＮＢ）为显色剂。取５０μＬ待测酶液、１００μＬＡＴＣｈＩ底物，
混匀后置于４０℃酶标仪中保温１０ｍｉｎ，加入１００μＬＤＴＮＢ显
色剂显色并终止反应。于４１２ｎｍ处测定吸光度（Ｄ值），按
以下公式计算ＡＣｈＥ的比活力［１４－１５］。

ＡＣｈＥ比活力＝ ΔＤ×Ｖ
ｅ×Ｌ×Ｖ１×ｔ×ｍ

。 （１）

式中：Ｖ表示反应体系的总体积，ｍＬ；Ｖ１表示反应体系中所加
酶液的体积，ｍＬ；ｍ表示反应体系中 ＡＣｈＥ的实际蛋白质含
量，ｍｇ；消光系数（ｅ）为１３．６，光程（Ｌ）为１ｃｍ。
１．６　数据处理分析

所有测定均重复３次，采用Ｏｒｉｇｉｎ８．５、ＳＰＳＳ软件对试验
数据进行处理和分析。

２　结果与分析

２．１　蜜蜂中毒症状
经过１个月的观察，采食了油茶花蜜的蜜蜂陆续出现幼

虫中毒后死亡腐烂、蜂群群势下降等现象。在饲料中添加柠

檬酸的蜂群，其烂子数低于未喂食柠檬酸的蜂群，饲料 ｐＨ值
为３．５的蜂群其烂子情况最为轻微。
２．２　蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶活性的变化

当ｐＨ值为３．５时，乙酰胆碱酯酶的比活力随着柠檬酸饲
喂时间的增长呈明显增加趋势（图１）。当ｐＨ值为４．５时，乙
酰胆碱酯酶的比活力随着柠檬酸饲喂时间的增长而增加，但有

逐渐变缓的趋势（图２）。当ｐＨ值为７．０时，即糖水中未添加
柠檬酸的３个蜂群，乙酰胆碱酯酶的比活力开始时随着饲喂时
间的增长而增加，但趋势更加缓慢，甚至有下降的趋势（图３）。
２．３　喂食柠檬酸对蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶活性的影响

由表１可知，针对３个梯度中的第２个蜂群，喂食之前蜂

群之间蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的比活力为 ０．１６～
０．１８Ｕ／ｍｇ。饲喂柠檬酸１个月之后，在ｐＨ值为３．５、４．５的
２个组中，其蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的比活力均升高至
０．２３Ｕ／ｍｇ，与饲喂柠檬酸前相比差异显著；饲料中未添加柠
檬酸的蜂群中，其蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶的比活力仍在

０．１７Ｕ／ｍｇ左右，与饲喂柠檬酸前相比差异不显著（表 １）。
从整体来看，ｐＨ值为３．５的３个蜂群中，其蜜蜂体内乙酰胆
碱酯酶的活性高于另外２个组（图４、图５）。

表１　第２群蜜蜂中不同饲喂时间下乙酰胆碱酯酶的比活力

饲喂时

间（周）

比活力（Ｕ／ｍｇ）
ｐＨ值为３．５ ｐＨ值为４．５ ｐＨ值为７．０

０ ０．１８０６±０．００９３８ｃ ０．１５８９±０．００９６８ｃ ０．１６３８±０．００３９６ｂ
１ ０．１９１０±０．００２７８ｃ ０．１７９８±０．０１７８２ｂｃ ０．１６９１±０．００４３４ａｂ
２ ０．２１０６±０．００８６６ｂ ０．１９０４±０．０１７４４ａｂｃ ０．１７４６±０．００４９８ａ
３ ０．２２９９±０．００９６６ａ ０．２０５７±０．０２６５５ａｂ ０．１７５０±０．００４０２ａ
４ ０．２３９０±０．００６８１ａ ０．２３０５±０．０３３９７ａ ０．１７５０±０．００４９０ａ

　　注：表中数据为“平均值±标准偏差”，ｎ＝３。同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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３　结论与讨论

蜜蜂自然中毒是指蜜蜂采食某种天然植物的花粉、花蜜、

甘露蜜（蚜虫、介壳虫等昆虫分泌的甜汁经蜜蜂采集酿成）后

出现的中毒现象。在养蜂生产中，多见于有毒植物中毒、枣花

中毒、茶花中毒、油茶中毒、甘露蜜中毒［１６］。对于蜜蜂枣花期

中毒的原因，目前多认为是由于花粉和花蜜中的生物碱、游离

钾离子浓度不当所引起［１７－１８］。对于蜜蜂油茶中毒现象，目前

认为是蜜蜂不能消化棉子糖和水苏糖等，并未探讨油茶期蜜

蜂体酶的变化。

本研究从乙酰胆碱酯酶活性变化的角度探讨蜜蜂油茶花

蜜中毒现象。结果表明，在饲料中添加柠檬酸并喂食４周后，
蜂群蜜蜂体内的乙酰胆碱酯酶活性升高，与喂食柠檬酸前呈

显著性差异，烂子情况减弱；在空白组即未喂食柠檬酸的蜂群

中，蜜蜂体内乙酰胆碱酯酶活性的升高趋势缓慢，与喂食前酶

活性的差异不显著，烂子情况比其他２组严重。本研究证实，
喂食柠檬酸可改善蜜蜂采食油茶花蜜后的烂子情况和蜂群群

势。油茶花蜜中含有生物碱，生物碱是一种乙酰胆碱酯酶抑

制剂，会与蜜蜂神经系统中的乙酰胆碱酯酶结合，导致神经信

号传递阻断而致使蜜蜂死亡。在饲料中添加柠檬酸，蜜蜂食

用后，柠檬酸与蜜蜂采食的油茶花蜜中的生物碱结合，从而释

放乙酰胆碱酯酶，使乙酰胆碱酯酶活性升高。

对于蜜蜂油茶花蜜中毒现象，不仅要关注棉子糖、水苏糖

等蜜蜂不能消化的糖，还要重视生物碱的作用［１９－２１］。明确蜜

蜂油茶花蜜中毒的真正原因，深入探讨蜜蜂油茶花蜜中毒的

作用机理，进而找到更好的解毒剂，使蜜蜂安全有效地采集油

茶蜜粉，对油茶进行授粉并提高油茶籽产量。本研究为进一

步定量分析油茶花蜜中生物碱对乙酰胆碱酯酶活性的抑制作

用奠定了基础，并有望开发油茶花蜜生物碱作为新型乙酰胆

碱酯酶抑制剂。
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