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序 一 

 

    蜜蜂是上天最神奇的創造，化石記錄顯示蜜蜂遠在一億三千萬年

前的白堊紀就已經出現。而大自然因為有了蜜蜂的授粉，不但直接豐

富了整個生態系、也間接促成了生物的多樣性；地球正因為有了蜜蜂

如此的貢獻，方能充滿盎然生機。當人類發展出智慧時，馬上汲取了

蜜蜂的社會性優點，魚牧、農耕正有如蜜蜂的採粉、採蜜；神農氏嘗

百草的過程，彷彿蜜蜂尋覓適合蜂膠植物歷程。至今，其族群內豐富

有趣的訊息溝通、嚴謹分明的社會行為、以及許多內在的神經生理、

族群遺傳、個體免疫、群體防禦等特質，均足為人類研究、師法的大

自然導師。更不用說人們懂得養殖蜜蜂後，蜂蜜、花粉、蜂膠、蜂王

漿等具有益壽養生功效的珍貴天然食品，以及蜂蠟、蜂毒等可資應用

的蜂產品，逐漸在人類技術發展之下，成為一般民眾普遍接受的健康

食品。 

 

    正當蜂產品成為熱門產業項目時，「蜂群崩解失調」現象的出現，

不但嚴重影響依賴蜜蜂授粉繁殖的植物，也造成蜂產品生產的危機，

雖然其原因，仍眾說紛紜，但是根據科學家的歸納，主要仍指向人類

直接、間接對於自然環境的破壞，造成蜜蜂生存環境與蜂產品生產的

惡化；這現象對於蜜蜂產業的負面效應，正隨著時間而逐步顯現。在

面對自然環境對於養蜂產業的挑戰時，因為產業經濟規模的擴大，良

莠不齊產品的混充，對於產業管理發展的壓力亦同時發生。因此，如

何保存傳統養蜂技術的優點，投入科學管理技術，擴大以生理為基礎

的蜜蜂學術研究課題；使得蜂產品從生產質量的提升、附加價值的創

新、產銷方式的多元，達到開創整體產業規模與價值的新局，均是本

學會關注與努力的方向。 

 

    海峽兩岸蜂學交流緣起於何鎧光教授、謝豐國博士與中國農科院

蜜蜂研究所張復興所長等人的倡議，並於 1994 年 4 月由福建省蜜蜂

研究學者多人組團來台考察；代表團繆曉青所長、高文仲副團長與何

鎧光教授、安奎教授提議舉辦海峽兩岸蜜蜂生物學研討會，促成了



2000 年於苗栗區農業改良場舉辦首屆"兩岸蜜蜂生物學研討會"。自

此，輪流在兩岸城市舉辦了十屆研討會，本屆（第十一屆）循例由台

灣養蜂協會與本學會共同主辦，並由中興大學、台灣大學、宜蘭大學、

虎尾科技大學等學校共同協辦。承蒙兩岸籌備同仁的努力，有關會前

學者的聯繫，時間場地安排，研討會主題等工作，都能縝密規劃，協

調執行，充分展現歷年來所累積的交流成果。 

 

    本屆廣邀兩岸蜂學 30多位專家共襄盛舉，研討會內容豐富多元，

從蜜蜂生物學到蜂產品面，皆有涵蓋，相信可以讓與會人員，透過不

同主題，開拓視野，交換經驗心得。除此之外，研討會後亦安排數天

的養蜂業參訪，期能兼顧理論實務交流，推昇兩岸養蜂產業競爭力。

為將此次研討會寶貴成果留下紀錄，特將論文集結成冊，做為研討會

專刊，期望藉以廣泛流傳，讓更多人可以深入瞭解有關蜜蜂與蜂產業

的資訊。對此，本人謹代表學會，感謝諸位專家熱忱的奉獻與專業付

出、感謝台灣養蜂業者熱情贊助幫忙，並期許本次交流研討會議，對

於蜂學的研究與推展，帶來正面與實質的量能。 

 

台灣蜜蜂與蜂產品學會 理事長  

 杜武俊 謹識 

2016年 8月 14日 

 



序 二 

 

海峽兩岸蜜蜂與蜂產品研討會，這個兩岸蜂界交流盛事，自 2000

年首次於苗栗區農業改良場舉辦，迄今已堂堂邁入第十一屆。今年很

榮幸由台灣養蜂協會與台灣蜜蜂與蜂產品學會共同主辦，首先感謝兩

岸科研專家學者，分享多年研究成果，使論文集內容更為豐富充實。

更要感謝不辭舟車勞頓，遠道來訪的大陸友人，使本次研討會更臻完

美。 

 

    台灣地處亞熱帶，氣候溫暖，非常適合養蜂。然而近年因氣候變

遷對環境生態所造成的衝擊、蜜蜂病蟲害與農藥施作對蜜蜂的影響等

因素，使養蜂產業面臨前所未有的挑戰。解決此問題，端賴產、官、

學三方合作，而海峽兩岸蜜蜂與蜂產品研討會便提供一個絕佳平台，

使兩岸蜂界產、官、學界人員得以齊聚一堂，共同尋求解決之道。同

時，更可藉由研討會開拓雙方視野並學習彼此長處，在科研交流與產

業技術之提升，共同攜手努力並進。 

 

最後，身為台灣養蜂界代表，期許未來兩岸養蜂產業持續交流，

在養蜂技術與蜂產品之研發更加精進，提升養蜂業之生產力與競爭力，

進而活絡產業發展，為這甜蜜產業再創新局。 

 

 

台灣養蜂協會理事長 

江順良 謹識 

2016 年 8 月 10 日 
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Functional and Proteomic Investigations Reveal Roles of Major 

Royal Jelly Protein 1 in Anti-hypertension in Mouse Vascular 

Smooth Muscle Cell 

Pei Fan1,2, Bin Han1, Mao Feng1, Yu Fang1, Lan Zhang2, Han Hu2, Yue Hao2, Yuping Qi2, 

Xiaozhen Zhang2, Jianke Li1,* 

* Corresponding author 

1. Institute of Apicultural Research/Key Laboratory of Pollinating Insect Biology, Ministry of Agriculture,  

Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100093, China 

2. College of Biological Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China 

Abstract  

Royal jelly (RJ) is widely reported to have anti-hypertensive effects. As the most abundant 

RJ protein, the function and mechanism of major royal jelly protein 1 (MRJP1) regulating blood 

pressure still remains largely unknown. Hence, a cellular model that vascular smooth muscle 

cells (VSMC) of mouse with delivered mrjp1 was created to investigate the functionality and 

mechanism of MRJP1 modulating hypertension. Consequently, mrjp1 was expressed at both 

RNA and protein levels. MRJP1 significantly reduced VSMC contraction, migration and 

proliferation, suggesting its vital roles in decreasing hypertension. To achieve such function, the 

proteome setting of mouse VSMC was changed. Among 675 differential proteins of 6,380 

identified (3,058 groups), 646 were down-regulated. They were significantly enriched essential 

pathways implicated in muscle filament sliding, actin filament polymerization and assembly, and 

ATPase activity, which manifests the fact that the diminished VSMC contraction and migration 

drive the reduction of blood pressure. The significantly enriched carbohydrate/nucleoside 

metabolic processes, RNA splicing and transport by the down-regulated proteins indicate the 

lowered VSMC proliferation lessens blood pressure. The data gain functional and mechanistic 

understanding of MRJP1 in anti-hypertensive activity in VSMC via a new genetic model. This 

offers a promising avenue to control hypertension by gene-therapy approach using bee-products. 

 

Keywords: Major royal jelly protein 1; Vascular smooth muscle cell; Hypertension 

                                           
This work is supported by China Postdoctoral Science Foundation Grant (2014M550908), Agricultural Science and Technology 
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Introduction 

Cardiovascular diseases (CVDs) severely jeopardize human health and victimize the largest 

number of people (17.5million deaths per year) among all diseases worldwide [1]. Particularly, 

hypertension, one of the major causes for CVDs, was assessed the leading risk factor for global 

disease burden [2]. Vascular smooth muscle cells (VSMCs), the main cellular constituents of 

blood vessels, are localized in the tunica media and control vascular contraction/relaxation, thus 

determining blood pressure [3]. Normally, there are two types of VSMCs in blood vessels, 

proliferating or contractile ones. The differentiated VSMCs from proliferating to contractile type 

usually happen with the high expression of specific marker genes, including smooth muscle actin 

α (αSMA), smooth muscle protein 22α (SM22) and calponin[4, 5]. Therefore, the VSMC 

contractile ability can be determined by the expression levels of these markers. Also, the VSMC 

proliferating ability is closely related to blood pressure regulation[6]. The increasing number of 

VSMCs in blood vessels is regarded as a major contributor to the thickness of the blood vessel 

wall in vascular remodeling, which is a major driving force of increasing contraction in blood 

vessels, thus in turn driving the blood pressure to be up regulated [7]. Consequently, VSMC 

contraction and proliferation are widely referred to as the key elements that regulate the blood 

pressure. Moreover, abnormal proliferation and migration of VSMCs may eventually result in 

atherosclerosis [8, 9], another severe cardiovascular disease that also has a close relationship to 

hypertension. It is known that blood pressure can also be regulated by endogenous and/or 

exogenous molecules in vivo [10, 11]. This provides potentials to regulate VSMC contraction, 

proliferation and migration using specific molecules, such as genes and proteins, for the safe and 

effective treatment of hypertension.  

 

 Royal jelly (RJ), a well-known functional food secreted by the hypopharyngeal and 

mandibular glands of honey bee workers, has documented wide ranges of biological activities in 

promoting human health, including anti-hypertension, anti-tumor, anti-infectious and anti-

oxidative effects [12]. It is known that proteins are the main constituents of royal jelly, accounting 

for more than 50% of its dry weight. Particularly, major royal jelly proteins (MRJPs) 1-9 are >80% 

of the protein components, among which MRJP1 is of the highest abundance, consisting 

approximately 31% of the MRJPs and 48% of the water soluble proteins in RJ with a molecular 

weight of 55-57 kDa [13-15]. Given the importance of MRJP1 for honeybee biology and human 

health promotion, several works have characterized the biochemical nature of MRJP1 in recent 

years [12, 16]. For honeybees, continuous ingestion of RJ is required for the formation of queen 

from larva, in which MRJP1 plays the dominate role in determination of larval fate, either 
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developing into queen or worker bees [17], indicating that MRJP1 is the most pivotal functional 

composition in RJ. In regards to the regulation of hypertension, it is reported that enzymolysis 

fragments of RJ proteins are capable of down regulating blood pressure in hypertensive animal 

models [18, 19], however the specific component works are still unknown. Only very recently work 

reports that glycosylated MRJP1 has a potential in regulating the blood pressure [12]. How and 

which specific MRJPs, however, regulate blood pressure at cellular and molecular levels still 

remain to be discovered.  

 

Viral vectors are commonly used as robust tools in delivering specific genes into the 

mammalian cells, which are characterized by high efficiency, low toxicity and strong targeting 

[20]. Thus, it is usually applied as a promising channel in the area of gene therapy to treat human 

diseases [21]. To fill the knowledge gap of how MRJP1 functions in control of blood pressure, the 

present work was performed in the aim of illuminating the function and mechanism of blood 

pressure regulation by the expressed MRJP1 in the mouse VSMC genome by integrated mrjp1 

gene (A. m. ligustica). This offers a potentially new avenue to treat the hypertension disease 

using natural bee products. 

 

Results 

Lentivirus can deliver mrjp1 into mouse VSMC genome 

In an effort to deliver mrjp1into the mouse VSMC genome, the coding sequence (CDS) of 

mrjp1 (A. m. ligustica) was inserted into the multiple cloning site of the lentiviral vector as shown 

in Fig.1A. The successfully transduced VSMCs by the lentivirus were able to express EGFP 

(Fig.1B). The CDS of mrjp1 was amplified by PCR and visualized on agarose gel. As expected, 

no band was found in the control VSMCs (Fig.1C). Comparing to EGFP, the mRNA expression 

level of MRJP1 was slightly higher but without a statistically significant difference. Noticeably, 

melting curve was performed to ensure the specificity of MRJP1 mRNA amplification (Fig.1D). 

In the mrjp1 CDS delivered VSMCs, the unique peptides (LTSNTFDYDPK and 

EALPHVPIFDR) of MRJP1 were detected by LC-MS/MS analysis and searched against the 

protein database of Apis mellifera (Fig.1E). In contrast, no such peptides of MRJP1 were found 

in the control VSMCs, indicating mRNA of mrjp1 gene can be translated into the corresponding 

protein of MRJP1 in VSMCs. Altogether, the CDS of mrjp1 gene was able to be integrated into 

the VSMC genome and transcribed into mRNA that was finally translated to MRJP1. 

 

Expressed MRJP1 inhibits mouse VSMC contraction 
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To determine the role of MRJP1 regulating VSMC contractibility, a collagen gel 

contraction assay was performed for control and MRJP1 expressed VSMCs. The contraction 

index of MRJP1 expressed VSMC was significantly lower than that of the control, showing that 

the contractibility of mouse VSMC was down-regulated by MRJP1 (Fig.2A). Moreover, the 

expression levels of αSMA, SM22 and calponin (Fig.3B) by Western blotting analysis showed 

that all these VSMC markers that determine VSMC contraction and differentiation were found 

to be significantly down regulated in MRJP1 expressed VSMCs. In addition, αSMA expression 

in VSMC was significantly down regulated by MRJP1 through an immunofluorescence assay. 

Altogether, mouse VSMC contractibility was reduced by MRJP1. 

 

Expressed MRJP1 decreases mouse VSMC migration 

To compare the VSMC migrating abilities between control and MRJP1 expressed VSMCs, 

a wound healing assay was applied. The migration indexes of MRJP1 expressed VSMC were 

significantly reduced after 6 h and 12 h relative to those in the control, respectively (Fig.2C), 

indicating MRJP1 could suppress the migrating ability of mouse VSMC. 

 

Expressed MRJP1 hinders mouse VSMC proliferation 

To examine the function of MRJP1 in regulating VSMC proliferating ability, a cell number 

counting assay for control and MRJP1 expressed VSMCs was carried out. The cell numbers of 

MRJP1 expressed VSMC at 24 h, 48 h and 72 h were significantly reduced relative to controls 

(Fig.2B). Moreover, the expression level of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in MRJP1 

expressed VSMCs was significantly reduced compared to controls by Western blotting analysis 

(Fig.3B). This evidence suggests that mouse VSMC proliferative ability is inhibited by MRJP1. 

 

Expressed MRJP1 in mouse VSMC significantly alters its proteome setting  

To determine the proteome setting change by the expression of MRJP1, a state of the art 

MS-based proteomics was performed. Subsequently, 6,380 proteins (3,058 protein groups) were 

identified in both control and MRJP1 expressed VSMCs, 675 ones (after redundancy removal) 

were found to have significantly altered their expression levels (fold change ≥ 1.5 and p < 0.05). 

Noticeably, among those 675 differential proteins between two samples, 646 were down-

regulated in MRJP1 expressed VSMCs whereas only 29 were up-regulated. By GO term 

categorization, the down-regulated proteins were significantly enriched into 31 major functional 

groups containing 148 pathways. For instance, pathways of muscle filament sliding, regulation 

of actin polymerization or depolymerization and glycosyl compound metabolic process were 
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included. However, the up-regulated proteins were only significantly enriched into one pathway 

(the pathway of mineral absorption). The expression levels of specific markers of VSMC and 

PCNA also showed similar trends as they did in the Western blotting analysis. Specifically, the 

expression level of αSMA, calponin and PCNA were found significantly down-regulated in 

MRJP1 expressed VSMCs in both proteomics and Western blotting analysis. SM22, or transgelin, 

was significantly down-regulated by Western blotting analysis. Instead, SM22 homolog, or 

transgelin-2, was significantly down-regulated in proteomics analysis (Fig.3A). 

 

Expressed MRJP1 in mouse VSMC induces down regulation of blood pressure pathways 

related to VSMC contraction, migration and proliferation 

To elucidate the mechanism of MRJP1 regulating VSMC functionalities, a series of 

bioinformatic tools were used based on a list of differentially expressed proteins. Furthermore, 

these proteins were significantly enriched to pathways related to VSMC contraction, including 

muscle filament sliding (p=0.028019) and myosin-actin filament sliding (p=0.041833). 

Meanwhile, the functional group relevant to VSMC contraction and migration was also found 

significantly enriched with actin filament activity. The leading term of actin filament activity 

was “regulation of actin polymerization or depolymerization (p=7.38×10-4)”. Furthermore, 

pathways closely related to VSMC proliferation, including carbohydrate/nucleoside metabolism, 

RNA splicing and RNA transport, were significantly enriched. The leading terms of these groups 

were “glycosyl compound metabolic process (p=2.91×10-10)”, “spliceosome (p=1.51×10-12)” 

and “nucleic acid transport (p=3.97×10-5)”, respectively (Fig.4B). All the significantly enriched 

pathways were shown in Table S4. For the down-regulated proteins in the PPI networks, 109 

terms were significantly involved (Table S5). Especially, terms related to VSMC proliferation, 

including “glycosyl compound metabolic process (q=0.00028)”, “mRNA splicing, via 

spliceosome (q=0.015)”, “nucleic acid transport (q=0.00016)” and ATPase activity (q=0.0012), 

were significantly enriched (Fig.5B, D, F & H). The important down-regulated proteins in some 

essential pathways were highlighted by KOBAS mapping in Fig.5A, C, G & I and shown in the 

network by NetworkAnalyst (Fig.5E).  

 

Discussion 

Hypertension is one of the major risk factors resulting in many CVDs and other diseases in 

humans [22]. RJ is a well-known natural product that benefits human health. Albeit plenty of 

reports claim that RJ has a potential function in resisting against hypertension [18, 19], the specific 

functional components and working mechanisms still have remained to be discovered. To this 
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effect, we created a model system by cloning the CDS of mrjp1 (A. m. ligustica) into mouse 

VSMC by the lentivirus, which successfully expressed MRJP1 in mammalian cells. Using our 

established model, we performed wide ranges of functional analysis to elucidate whether MRJP1 

can regulate the blood pressure in mammalian cells. This was achieved by the down-regulated 

contraction, migration and proliferation in MRJP1 expressed mouse VSMCs. These observations 

indicate that MRJP1 displays significant roles in controlling blood pressure. This is in 

accordance with our finding that the purified MRJP1 from RJ displays anti-hypertensive effects 

by treating mouse VSMCs [12]. To investigate the mechanism of introduced MRJP1 regulating 

VSMC functions, high resolution and accuracy MS-based proteomic approach was applied to 

quantify the proteome changes. Interestingly, > 90% of differential proteins were down-

regulated by expression of MRJP1 into mouse VSMCs. Those down regulated proteins 

significantly enriched to a wide array of pathways closely relevant to VSMC contraction and 

migration, these observations suggest that introducing MRJP1 into VSMC can significantly 

down regulate the blood pressure via reduction of the functionality of a cell’s contraction, 

migration and proliferation. 

 

Many severe cardiovascular diseases, including hypertension and arteriosclerosis, result 

from abnormal contraction, migration and proliferation of VSMC’s. In blood vessels, VSMC’s 

maintain vascular tone and determine blood pressure via vessel constriction/dilation. The 

contractile VSMCs, which are non-proliferative and fully differentiated, is usually indicated by 

the expression of several specific marker genes at high levels, such as αSMA, SM22 and calponin 

[4, 5]. Briefly, αSMA, the major and specific isoform of actin expressed in VSMCs, is responsible 

for VSMC contraction. An αSMA deficiency can result in decreased contractibility of VSMCs 

and hypotension in mice [23, 24]. SM22 is a calponin-related protein that is specifically expressed 

in adult smooth muscle [25], which is functionally important in maintaining the contractibility and 

mobility of VMSC [26]. Meanwhile, calponin, identified as thin filament-binding protein, is 

considered to serve in the role as contractile apparatus and cytoskeleton of SMC [27]. Hence, 

expression levels of such VSMC specific marker genes are key to determining the VSMC 

differentiating and contractile ability [28]. In our study, the reduced VSMC contractibility and 

down-regulated expression levels of αSMA, SM22 and calponin in MRJP1 expressed VSMC are 

indicative of the fact that MRJP1 is functionally important for down-regulating blood pressure 

by decreasing VSMCs contractile phenotype. Moreover, VSMCs, with higher migrating and 

proliferative ability tend to constitute thicker blood vessel walls of higher lumen/media ratios, 

posing risk to hypertension and arteriosclerosis [29]. The significantly reduced migrating and 

proliferative abilities in the MRJP1 expressed VSMCs are a manifestation that MRJP1 plays key 
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roles to inhibit VSMC growth, and thus this provides sound evidence in the treatment of 

hypertension and arteriosclerosis using the specific proteins in RJ. It is reported that the over 

expression or knockout/knockdown of certain genes or proteins in VSMCs can result in up or 

down regulation of blood pressure [11, 30, 31]. However, most genes or proteins discussed above 

are endogenous molecules. Here MRJP1 is an exogenous protein transferred into VSMCs, 

suggesting that the encoding protein of MRJP1 in VSMCs has biological activities in mammalian 

cells. MRJP1 is the most abundant protein in RJ, which is secreted by the hypopharyngeal gland 

of nurse honeybee workers in order to feed the larvae and queen bees [12]. As a highly nutritious 

and functional food, it imposes no toxic risks on VSMCs. Applying lentivirus as a vector is a 

widely used tool for generating genetically modified organisms. It is also applicable in gene 

therapeutic researches. For example, salusin-β, a bioactive peptide involved in the pathogenesis 

of atherosclerosis, has been delivered into rats through intravenous injection of lentivirus, and 

this has been successful in creating hypertension in rats [11]. Therefore, the introduction of 

MRJP1 into mouse VSMCs by the lentiviral vector makes MRJP1 function well to inhibit the 

over contracted, migrating or proliferative VSMCs for remedying hypertension or 

arteriosclerosis. Hence, the reported data here bring a promising new avenue to treat 

hypertension or arteriosclerosis for humans by using gene therapy of natural bee-products. 

 

Blood regulatory function is largely dependent on VSMCs contractile and migrating 

abilities [32]. To better understanding the mechanisms of MRJP1 functionalities in regulating 

VSMC contraction and migration, proteome alteration between the control and MRJP1 

expressed VSMCs was compared. For those 646 down regulated proteins, they were significantly 

enriched to a wide cascade of pathways associated with myosin-actin filament sliding, actin 

filament polymerization/depolymerization and ATPase activity, suggesting they are essentially 

important to regulate the VSMC contraction and migration. Generally, in the VSMC contractive 

process, calcium binds to calmodulin and then activates a myosin light chain kinase by 

phosphorylating myosin light chains. Then, a cross-bridge between myosin heads and actin 

filaments is formed [33],thus this sliding process results in VSMC contraction. During the 

phosphorylation process of myosin light chains, ATP is required to facilitate the phosphorylation 

to form a cross-bridge between myosin heads and actin filaments [34]. Here, the down-regulated 

proteins by expression of MRJP1 in VSMCs, were significantly enriched to these pathways. For 

example, Myl6b (MLC1SA) is part of myosin light chains with the function of ATPase activity 

[34, 35] and αSMA is the actin filament. The reduced expression of these two proteins caused by 

expression of MRJP1 in VSMCs suggests that the strength of the cross-bridge is lowered, thereby 

diminishing the VSMC contraction. Moreover, actin monomers go through 

http://www.baidu.com/link?url=o0Ub41rXeXujFB1axsD6qUA8zhDH3hWcRftSzXGN-9Q8DGY6l0LBSi_EBuLyEEw-foAbkQubpwdl6YlwliC73Ds8yKUconCF94gcgIo5YB4wUZxLgljSE3nKhAlFYWYZ&wd=&eqid=bcfa06cf00076a960000000456343542
http://www.cvphysiology.com/Cardiac%20Function/CF020.htm
http://www.cvphysiology.com/Cardiac%20Function/CF020.htm
http://www.cvphysiology.com/Cardiac%20Function/CF020.htm
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polymerization/depolymerization to cause elongation of actin filaments [36, 37], which engage in 

cell contraction and migration [38, 39]. During this process, actin filament assembly is powered by 

ATP hydrolysis [36, 37]. In our work, the down-regulated functions of pathways related to actin 

filament polymerization/depolymerization in MRJP1 expressed VSMCs indicate that actin 

filament formation is inhibited. Additionally, the actin filaments are assembled into bundles in 

the cells. This crosslink can strengthen the actin filaments and their tension, and increase ATPase 

activity of myosin as well [40]. Here, the significantly enriched pathway of actin filament bundle 

assembly by the down-regulated proteins in MRJP1 expressed VSMCs indicate that the VSMC 

contractibility is decreased to reduce actin filaments, elongation, and bundle assembly. For 

example, in the ras homolog gene family, member A (RhoA) is engaged in the pathways of actin 

filament polymerization and actin filament bundle assembly, for it activates myosin phosphatase 

target subunit 1 and myosin light chain in VMSCs [41]. So, the down regulated RhoA in MRJP1 

expressed VSMCs suggests its importance in inhibiting VSMC contraction. ATPase catalyzes 

ATP hydrolysis to provide energy and phosphates to the donor molecules to promote 

phosphorylating processes within the cells [42].The down-regulated proteins implicated in 

ATPase activity in MRJP1 expressed VSMCs imply that the lowered ATPase activity hinders 

the phosphorylation of myosin light chains, a crucial process prior to cross-bridge formation, 

thus inhibiting the VSMC contraction. In addition, there are positive relationships between 

ATPase and calcium binding activities. For instance, SERCA2a, a calcium-transporting ATPase 

ATP2A2, engages in calcium reuptaking during excitation-contraction coupling [43]. Its 

significant down regulation in MRJP1 expressed VSMCs makes manifest the fact that such 

proteins that participate in both actin filament and ATPase activities contribute to reinforce the 

contractibility reduction. Collectively, MRJP1 has potential to reduce VSMC contractibility by 

the down regulation of functionality in the contracting process involving muscle filament 

sliding/myosin-actin filament sliding, actin filament polymerization/depolymerization and 

ATPase activity. 

 

Energy metabolism is essential to cell proliferative ability [44]. This is reflected in our data 

that the down regulated proteins by MRJP1 expression were significantly enriched to energy 

metabolizing pathways in mouse VSMCs, such as glycolysis, citrate cycle and pyruvate 

metabolism, which are essential for ATP production. The declined energy supply within the cell 

definitely results in the lowered VSMC growth [45]. For instance, dihydrolipoamide S-

acetyltransferase (Dlat), an enzyme anchored in mitochondrion, catalyzes pyruvate to acetyl-

CoA that is a basic necessity to the tricarboxylic acid cycle, the key process to produce ATP. 

The observed down-regulation of Dlat by the expression of MRJP1 signifies that the efficiency 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolysis
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of ATP production is reduced and thus energy provision for cell growth is diminished. Given 

ATPase activity was reduced by MRJP1 expression, this can give rise to the decreased ATP 

utilization, and in turn hamper the growth of VSMCs. For majority of cancer cells, fundamental 

energy metabolism changed to support high proliferation [46]. Recent reports show that VSMCs 

have increased rates of glycolysis in pulmonary artery hypertension [47], indicating there is close 

correlation between carbohydrate catabolism and hypertension. In addition, cell proliferation 

requires nucleosides to duplicate the genome. That a large number of down regulated proteins 

participated in the pathway of nucleoside metabolism is suggestive of the fact that nucleoside 

metabolism is minimized, thereby leading to the inhibitory effect of VSMC growth due to the 

dwindled provision of nucleosides materials. For example, phosphoribosylaminoimidazole 

carboxylase engages in inosine monophosphate (IMP) biosynthesis via de novo pathway [48]. 

IMP is then transferred to adenosine monophosphate and guanosine monophosphate, which are 

utilized as genetic materials. It is well known that cell maintenance and growth demand RNA 

biogenesis and transport. This is reflected in our data that the down regulated proteins 

significantly enriched to the pathways of RNA splicing and mRNA nuclear transport. For 

example, serine/arginine-rich splicing factor 1 plays a wide spectrum of essential roles in RNA 

splicing, including preventing exon skipping and ensuring splicing accuracy, as well as mRNA 

nuclear transport [49-51]. Flotillin-1 is reported to enhance cancer cell growth [52], which was also 

enriched in the down regulated pathway of RNA transport. Hence, the expression of MRJP1 in 

VSMCs makes manifest the significant roles in reduction of RNA splicing and transport, thus 

the VSMC growth is inhibited. In all, it is clearly demonstrated that the expression of MRJP1 

diminishes the VSMC growth by down-regulating the metabolic processes of carbohydrate, 

nucleoside, and RNA splicing and transport, which ultimately result in the weakening function 

of VSMC proliferation.  

 

Conclusion  

In this work, we have successfully cloned the CDS of mrjp1 into the lentiviral vector 

followed by the production of the corresponding lentivirus. After the lentiviral transduction, 

mouse VSMCs are able to express proteins of MRJP1. Applying our created mouse VSMC 

model that can express the MRJP1, the most abundant RJ protein, it is found that the contractile, 

migrating and proliferative abilities of VSMCs are significantly reduced by the expression of 

MRJP1. This clearly demonstrates that MRJP1 plays a key role in regulating blood pressure. To 

achieve the functionality in modulating blood pressure, the proteome setting has reshaped in 

VSMCs to tune the protein activity to optimize cellular behavior for lowering blood pressure. 

Thus the functionality of wide repertoire of pathways involved in regulating VSMC contraction, 



10 

 

migration and proliferation, including myosin-actin filament sliding, actin filament 

polymerization, actin filament bundle assembly, ATPase activity, carbohydrate/nucleoside 

metabolism, RNA splicing and transport are down-regulated. The reported data significantly 

extend the functional and mechanistic insights into blood pressure regulation by MRJP1. This 

provides sound clues and potential novel approaches for the treatment of hypertension and the 

relevant cardiovascular diseases using genetically engineered natural products as gene therapy. 

Future animal experiments are needed to test the functionality in vivo of MRJP1 in vascular 

smooth muscle cell.  

 

Methods 

Chemical reagents 

The chemical reagents were bought from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Otherwise 

the sources were specified.  

Mouse VSMC culture  

Mouse (C57BL/6 strain) VSMC immortalized with SV40 large T antigen was purchased from American 

Type Culture Collection (CRL-2797, LOT: 60521753) and cultured in Dulbecco's modified eagle medium 

(DMEM, GIBCO ® , ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) containing 10% fetal bovine serum (FBS), 

under the condition of 37°C and 5% CO2. Cells were dissociated by 0.25% trypsin-EDTA (GIBCO® ) and 

thawed in DMEM containing 10% dimethyl sulfoxide (DMSO, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) at - 

80°C and further in liquid nitrogen. The thawed cells were revivified in water bath at 37°C precipitated at 1000 

r, 3 min to remove DMSO, then suspended and grown in the above-mentioned cell cultural media. 

 

Construction and genotyping of MRJP1 expressed VSMC 

To construct the MRJP1 expressed VSMCs, the CDS of mrjp1 was synthesized and cloned 

into the multiple cloning sites of lentiviral vector (PLV-EGFP (2A) Puro), followed by lentivirus 

production according to the manufacture’s protocol (Inovogen Tech. Co., Beijing, PR China). 

Briefly, HEK293T cells were co-transfected by pLV-MRJP1 and helper plasmids for 48 h. The 

supernatant was centrifuged 25,000 g for 2 h at 4°C  to purify the lentivirus. The cultured VSMCs 

were then transduced with the lentivirus carrying mrjp1 gene and screened by puromycin with 

the concentration of 2ug/ml. The EGFP fluorescence can be observed in the VSMCs successfully 

transduced by the lentivirus. Meanwhile, VSMCs used for control were transduced with 

lentivirus that has no mrjp1 gene expression but has puromycin resistance and EGFP expression. 

To genotype the MRJP1 expressed VSMCs, the CDS of mrjp1 gene was amplified by PCR from 

the total cellular DNA and identified by agarose gel electrophoresis to ensure its integration in 

https://www.google.co.nz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAAahUKEwjy4qXcppvIAhVDNJQKHTSCABc&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimethyl_sulfoxide&usg=AFQjCNGxLWZdcospKI6aAq1cGUFWfVqxpA
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the VSMC genome (primers in Fig. S1). Furthermore, the expression of mrjp1 mRNA was 

detected and quantified by real-time RT-PCR, normalized by the mRNA of EGFP (EGFP, an 

indicator protein from the lentiviral vector, is visible in successfully transduced VSMCs. 

Therefore, its mRNA level is suitable for the normalization of mrjp1 mRNA expression), the real 

time RT-PCR procedure was described in “Real time RT-PCR analysis of mrjp1 mRNA 

expression”. Finally, the unique peptides of MRJP1 were detected in mrjp1 expressed VSMCs 

by LC-MS/MS analysis to confirm the translation from mrjp1 mRNA to MRJP1 protein. The 

LC-MS/MS analytical method was described in “Quantitative Proteomic Analysis of VSMC”. 

 

VSMC contractile ability assay 

Collagen gel was used to determine the VSMC contractile abilities of both control and 

MRJP1 expressed VSMCs. The procedure generally followed the previously reported methods 

with minor modifications [5, 53]. In brief, VSMCs were added to the collagen type I (Corning, NY, 

USA) from rat tail and cultured in a 24-well plate at 37°C for 30 min (the mixture of 500 ul in 

each well containing collagen of 1.67 mg/ml and VSMCs of 1.2×105). After the mixture (gel) 

was coagulated, the edge of the gel was separated by a pipette. Then DMEM containing 10% 

FBS was added to each well to culture for 72 h. The gel was photographed by a gel imaging 

system, and measured by NIH image J software (National Institute of Health, USA). The VSMC 

contractibility was determined by the contraction index (area of well – area of collagen gel/ area 

of well), which was shown as mean ± S.D from three independent experiments with a p value < 

0.05 considered significant by student’s t test. In addition, the expression levels of αSMA, SM22 

and calponin were determined by Western blot for further verification of VSMC contractile 

ability as described in “Western blotting”. 

 

VSMC migrating ability assay 

The cell wound healing assay was performed to compare the migrating ability between 

control and MRJP1 expressed VSMCs. Briefly, 1×106 VSMCs were planted in each well of the 

6-well plate and cultured in DMEM containing 10% FBS at 37°C and 5% CO2. Having been 

100% confluent, the cells were scratched by a 200 ul pipette and immediately photographed. The 

wound distances were measured at 0 h, 6 h and 12 h. The migration indexes were calculated as 

(D 0h - D 6h or 12h)/D 0 h.  

 

VSMC proliferative ability assay 

The cell number counting method was used to determine the VSMC proliferative ability 

between control and MRJP1 expressed VSMCs. Briefly, 1×105 VSMCs were planted in each 
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well of the 6-well plate and cultured in DMEM containing 10% FBS at 37°C and 5% CO2. Cells 

were dissociated and then counted by using cell counting chamber after 24 h, 48 h and 72 h. Cell 

numbers were shown as mean ± S.D from three independent experiments with p value < 0.05 

being considered significant by student’s t test. The expression level of PCNA was determined 

by Western blotting as described in “Western blotting” for further verification of VSMC 

proliferative ability.  

 

VSMC immunofluorescence 

Immunofluorescence was applied to further verify that αSMA was down regulated in 

VSMCs with MRJP1 expression. In brief, VSMCs, planted in a 24-well plate, grow to 70-80% 

confluent followed by fixation of 4% paraformaldehyde. The fixed cells were then treated with 

blocking buffer containing 3% bovine serum albumin and 0.1% Triton X-100. Afterwards, the 

cells were incubated with primary αSMA and secondary antibodies, and mounted with 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) as well. The fluorescence was observed and photographed in 

an Olympus X71 microscope (Olympus, Tokyo, Japan). The fluorescent intensity was measured 

by NIH imageJ software (National Institute of Health, USA) to measure the expression levels of 

αSMA and DAPI. The αSMA/ DAPI ratio was shown as mean ± S.D from three independent 

experiments with a p value < 0.05 considered significant by student’s t test. 

 

Real time RT-PCR analysis of mrjp1 mRNA expression 

To ensure that the CDS of mrjp1 were able to be transcribed into the corresponding mRNA, 

real time RT-PCR analysis was applied to detect the mrjp1 mRNA expression. To achieve this, 

pooled VSMCs growing in DMEM containing 10% FBS were collected for total RNA isolation 

using TRIZOL method. Briefly, VSMCs were homogenized in TRIZOL reagent followed by 

chloroform extraction and then centrifuged by 12,000 g for 15 min at 4°C. The recovered 

supernatant was added to isopropanol to precipitate RNA by centrifuge at 12,000 g for 10 min. 

The isolated RNA was purified in 75% ethanol and dissolved in DEPC water to avoid RNA 

degradation. The total RNA was reversely transcribed to cDNA by using RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit (THERMO) following the manufacturer’s instruction. Then SYBR-Green 

(Applied Biosystems® ) based real-time RT-PCR was conducted on a Bio-Rad  CFX Connect™ 

system to quantify the mRNA level of MRJP1 (the primers in the Table S1). The PCR protocol 

began at 95°C for 3 min, followed by 40 cycles of 95°C for 10 s, 55°C for 20 s and 72°C for 20 

s; then the fluorescence was measured. Melting curve analysis was performed to ensure the 

specificity of the PCR product by heating from 65°C to 95 °C in increments of 0.5 °C / s. The 

relative expression of mRNA in MRJP1 was normalized to that of EGFP. The mRNA 
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expressions were quantified by -2△△Ct method and were shown as mean ± S.D from three 

independent experiments with a p value < 0.05 considered significant by student’s t test. 

 

Western blotting  

VSMCs at the logarithmic stage were lysated in radioimmune precipitation assay buffer 

(Solarbio, Beijing, PR China) containing 1% phenylmethanesulfonyl fluoride as proteinase 

inhibitor. After precipitation in 13,000 g for 10 min, the supernatant containing proteins were 

collected and followed by denaturing in 100°C with bromophenol blue. The protein samples 

were loaded to an 8% SDS-PAGE gel for electrophoresis to separate the proteins, and then 

transferred to the PVDF membranes. The membranes were blocked in 5% fat free milk to avoid 

non-specific bindings and incubated in primary antibodies against αSMA (BOSTER, Wuhan, 

PR China), SM22 (Abcam, Cambridge, UK), calponin (BOSTER, Wuhan, PR China), PCNA 

(Abcam, Cambridge, UK) and GAPDH (CWBIO, Beijing, PR China), followed by incubating 

in the corresponding secondary antibodies. The membranes were illuminated and photographed 

in the ChemiDoc imaging system (Bio-Rad). The bands were quantified by QuantyOne software 

and the abundance level of proteins was normalized by GAPDH. The protein of interest / 

GAPDH ratio was shown as mean ± S.D from three separated experiments and p value < 0.05 

was considered significant by student’s t test. 

 

Protein sample preparation for LC-MS analysis  

The total proteins of both control and MRJP1 expressed VSMCs were extracted according 

to our previously described methods [54]. Briefly, VSMCs were ultrasonicated on ice and lysated 

in lysis buffer containing 8 M urea, 2 M thiourea, 4% 3-[(3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS), 20 mM Tris-base and 30 mM dithiothreitol 

(DTT), followed by centrifugation of 15000 g for 15 min at 4 °C to obtain a protein supernatant. 

The proteins were precipitated by acetone for 30 min at -20°C prior to being centrifuged twice 

at 15000 g, 4 °C for 10 min. The precipitated pellets were redissolved in 40mM NH4HCO3. The 

final protein concentration was quantified using a Bradford assay. The protein samples were 

reduced with a solution of 10 mM DTT for 1 h. Then the samples were incubated in 50 mM 

iodoacetamide for alkylation in the dark for 1 h. Proteins were digested using trypsin (sequencing 

grade, Promega) overnight at 37 °C in a 1:50 trypsin-to-protein mass ratio. The enzymatic 

digestion was stopped by adding 1 μL of formic acid. Finally, peptides were vacuum-dried using 

a SpeedVac system (RVC 2-18, Marin Christ, Osterod, Germany) for the following LC-MS 

analysis.  

 

https://www.google.co.nz/search?biw=1050&bih=445&q=cambridge+england&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAjWaQkEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYjZjkr57JAhVnGaYKHRyTDkYQmxMIgwEoATAX
https://www.google.co.nz/search?biw=1050&bih=445&q=cambridge+england&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAjWaQkEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjYjZjkr57JAhVnGaYKHRyTDkYQmxMIgwEoATAX
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Quantitative Proteomic Analysis of VSMC 

To create the quantitative proteomic profiles of control and MRJP1 expressed VSMCs, 

peptide samples were re-dissolved in 0.1% formic acid and loaded onto an LC-MS system with 

three replicates. The EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) nano liquid 

chromatography system was coupled with Q-Exactive plus (Thermo Fisher Scientific) via the 

nanoelectrospray source. Reverse-phase chromatography and trap column packed with 2 µm 

C18 (100Å, 75 µm x 50 cm, Thermo Fisher Scientific) were used for peptide enrichment, and 

peptides were further separated on a column packed with 2 μm C18 (100Å, 75 μm x 50 cm, 

Thermo Fisher Scientific) for analysis. The mobile phase buffer consisted of buffer A (0.1% 

formic acid in water) and buffer B (0.1% formic acid in acetonitrile). Peptides were separated at 

a flow rate of 350 nl/min using the following gradients: from 3 to 8% buffer B for 10 min, from 

8 to 20 % buffer B for 80 min, from 20 to 30% buffer B for 20 min, from 30 to 90% buffer B for 

5 min, and 90% buffer B for 10 min. Ion signals were collected in a data-dependent mode with 

the following settings: full scan resolution at 70,000, scan range: m/z 300-1,800; MS/MS scan 

resolution at 17,500, isolation window: 2 m/z, normalized collision energy: 27, loop count 10, 

and dynamic exclusion was also used (charge exclusion: unassigned 1, >8; peptide match: 

preferred; exclude isotopes: on; dynamic exclusion: 10 s).                                                                                                            

 

The MS/MS data were retrieved using Xcalibur software (version 2.2, Thermo Fisher 

Scientific). Subsequently, the extracted spectra were searched by in-house PEAKS software 

(version 7.0, Bioinformatics Solutions, Waterloo, Canada) against the mouse database generated 

from UNIPROT containing 76079 protein sequences (released in August 2015). Precursor mass 

tolerance was set at 15.0 ppm, and fragmention tolerance was set at 0.05 Da. The following 

modifications were applied: carbamidomethylation (C)/+57.02 Da was selected fixed 

modification, and oxidation (M)/+15.99 Da was selected as variable modifications. The other 

parameters used were the following: enzyme, trypsin; allowing a nonspecific cleavage at neither 

end of the peptide; maximum missed cleavages per peptide, 2; maximum allowed variable PTM 

per peptide, 2. A fusion target-decoy approach was used for the estimation of the false discovery 

rate (FDR) and controlled at ≤1.0% (−10 log P ≥20.0) at both protein and peptide levels.  

 

Protein identifications were used only if at least two spectra were identified in one sample. 

The relative quantification was performed through the label-free approach in the Q module of 

PEAKS by using the expectation-maximization algorithm as described previously. Peptide 

features and proteins of statistical p value< 0.05 and fold change ≥1.5 were considered 

significantly different between groups. 
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Bioinformatics analysis  

To produce the differential protein profile between control and MRJP1 expressed VSMCs, 

the differentially expressed proteins were clustered using uncentered Pearson correlation and 

average linkage by gene cluster 3.0 and visualized by Java Treeview software. Furthermore, to 

interpret the mechanisms of MRJP1 regulating VSMC functions, the down or up regulated 

protein lists with mouse Uniprot ID were analyzed by CluoGo v. 2.1.6, a Cytoscape plugin 

(http://www.ici.upmc.fr/cluego/) [55] software through the functional ontology categories in 

biological process and KEGG pathways. The significances of the enriched pathways were 

calculated by a right-side hypergeometric algorithm and an FDR was done by Bonferroni step 

down test to correct the p value in the software.  The p value < 0.05 was considered significant. 

Additionally, to better understand the biological significance in a systematic way of the identified 

proteins engaged in blood pressure regulatory activities, protein-protein interaction (PPI) 

networks were constructed by GeneMANIA [56, 57], the database includes genetic and protein 

interactions with the settings of all enabled networks and 50 displayed related genes using GO 

biological process based weighting.  The networks were visualized by Cytoscape. Finally, to 

enrich the significant pathways with the identified proteins which were highlighted, the KOBAS 

(http://kobas.cbi.pku.edu.cn) [58] system was used to annotate the pathways following the 

previously described methods elsewhere [54] and the important proteins of the pathways shown 

in the network were achieved by NetworkAnalyst online software 

(http://www.networkanalyst.ca) [59, 60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ici.upmc.fr/cluego/
http://kobas.cbi.pku.edu.cn/
http://www.networkanalyst.ca/
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Figures 

 

Fig.1. Delivering mrjp1 gene into mouse VSMC genome by lentiviral vector and its 

correctly expression in VSMC. A. Mode plot shows that the synthesized CDS of mrjp1 gene 

was inserted into lentiviral vector and promoted by CMV. The lentiviral vector also contained 

EGFP, the visible marker that is promoted by PGK. B. Both control and the one with mrjp1 gene 

inserted lenviruses successfully transduced VSMCs, in which EGFP is observed. C. PCR 

amplification of CDS of mrjp1 gene was visualized on agarose gel by electrophoresis from the 

transduced VSMCs. D. EGFP and mRNAs of mrjp1 gene are both detected by real time RT-

PCR from mrjp1 integrated VSMCs. Results are represented by mean ± S.D and the relative 

expression of mrjp1 RNA is higher than that of EGFP but without statistical significance from 

three replicates. Melting curves indicate that RNA amplifications of both mrjp1 and EGFP are 

specific. E. Specific peptides of MRJP1 are indentifed in mrjp1 integrated VSMCs by LC-MS 

analysis. 
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Fig.2. MRJP1 expressed VSMCs show reduced contractive, migrating and proliferative 

phenotypes. A. Contraction index is significantly reduced in MRJP1 expressed VMSCs 

compared to control from three independent experiments by collagen gel assay (n=3, mean ± 

S.D). Results are shown as mean ± S.D and ** p < 0.01. B. Cell are counted at 24 h, 48 h  and 

72 h, respectively, to compare the proliferative rates between control and MRJP1 expressed 

VSMCs (n=3, mean ± S.D). * p < 0.05, *** p < 0.001. C. Migration index is significantly 

decreased by the expression of MRJP1 in VSMCs at 6 h and 12 h, respectively by wound healing 

assay (n=3, mean ± S.D). * p < 0.05. 
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Fig.3. MRJP1 expression changed mouse VSMC protoeme setting. A. Clustered heatmap 

displayed differentially expressed proteins between control and MRJP1 expressed mouse 

VSMCs with three replications in each group. B. The expressions of αSMA, SM22, calponin and 

PCNA in MRJP1 expressed VSMCs are significantly reduced by Western blotting analysis 

compared with controls, the band intensities were normalized to GAPDH (n=3, mean ± S.D) 

from three independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Fig.4. MRJP1 expression altered essential pathways related to VSMC contraction, 

migration and proliferation. Functinal classes and biological pathway enrichment of 

differential proteins identified between control and MRJP1 expressed VSMCs. The signifcantly 

enriched pathways are analyzed by ClueGo, a Cytoscape plugin. p values < 0.05 were considered 

significant by a right-side hypergeometric algorithm and an FDR is done by Bonferroni step 

down test to correct the p value of the enriched terms. 
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Fig.5. Protein-protein interaction (PPI) network of the down-regulated proteins in MRJP1 

VSMC. A, C, G and I denote the down-regulated proteins by MRJP1expression in VSMC are 

mapped and enriched to pathways of “vascular smooth muscle contraction”, “spliceosome”, 

“TCA cycle” and “RNA transport”, respectively, by Kobas software. B, D, F and H represent 

the PPI network of the down-regulated proteins are visualized by GeneMANIA plugin within 

Cytoscape. Networks are all enabled and the top 50 related genes and at most 20 attributes were 

displayed via GO biological process-based weighting. The terms are shown as “glycosyl 

compound biosynthetic process”, “ATPase activity”, “mRNA splicing, via spliceosome” and 

“nucleic acid transport”, respectively. q values <0.05 are considered to be significantly enriched. 

E The important nodes of down-regulated protein in the pathways of “vascular smooth muscle 

contraction”, “TCA cycle”, “RNA splicing, via spliceosome” and “Nuclear transport” are shown 

in the networks analyzed by online software NetworkAnalyst (www.networkanalyst.ca). 

Enrichment pathways are considered to be significant when p values < 0.05. 
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 利用氣相層析－離子泳動光譜分析技術（GC-IMS）快速

鑑別農畜產品 

陳裕文、魏于凡 

國立宜蘭大學生物技術與動物科學系 

 

摘要 

農畜產品的產地與品質鑑別一直是全民關切但不易科學驗證的議題，諸多人為不當

混摻狀況不勝枚舉，儼然已經成為國安議題。氣相層析－離子泳動光譜分析儀（gas-

chromatography ion-mobility spectrometry, GC-IMS），這是一種快速檢測、高靈敏度、操

作簡便且低成本的新穎檢測技術，其結合氣相層析與離子泳動光譜分析技術，可選擇性

偵測分析樣品的揮發性有機化合物(VOCs)，呈現測試樣品特有指紋型態  (fingerprint 

pattern)，再利用多種變異資料分析軟體工具，可以快速鑑別食品與農產品的產地鑑別、

鮮度鑑別、風味評估…等。利用這項技術，我們分別探討蜂蜜的蜜源鑑別、龍眼蜂蜜的

產地鑑別、肉品的種類鑑別和牛樟菇的種類鑑別等，皆能達到快速鑑別之目的，提供農

畜產品鑑別品質的參考。 
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參加第 26 屆國際 APIMONDIA 養蜂大會紀實 

安奎博士 

台灣養蜂協會顧問、明新科技大學榮譽教授 

 

    第 26 屆國際 APIMONDIA 養蜂大會 (26th International Congress of Apiculture of 

APIMONDIA)，於 1977 年 10 月 13-19 日在澳洲的亞特蘭大 (Adelaide)舉行。該會議係由

「國際養蜂協會聯合會(The International Federation of Beekeeping Associations)」主辦，總

部設在羅馬尼亞 (Romania)的布加勒斯特 (Bucharest)，主要目的在促進養蜂業者聯誼及

相關產業發展。與會有 65 個會員國及 2000 多位代表。台灣代表團一行六人，是首次參

加該項國際養蜂會議。大會討論內容分為五個主題：養蜂技術及裝備、蜜蜂生物學、蜜

源植物及授粉、蜜蜂病蟲害學及養蜂經濟學。會議的活動，除開幕迎賓、期中餐會、閉

幕大會及參訪養蜂場外，並安排室外的「養蜂器具」及室內的「蜂產品」兩項展覽。 

    作者當年是台灣養蜂協會執行秘書，1977 年 1 月 20 日在主編出版的「中華養蜂試

刊本」內，專文刊登中英文版本的國際 APIMONDIA 養蜂大會開會通報，鼓勵養蜂業者

踴躍參加。台灣代表團結果有五位報名組成：中華蜂王乳公司董事長張朝琴、養蜂協會

常務理事李錦洲、中國蜂業公司董事長邱坤豐、台灣蜂王乳公司董事長陳榮輝及三宜養

蜂公司董事長林宜鐘 (圖 1)。亞洲國家除台灣外，尚有日本、馬來西亞、泰國及印度。 

      台灣養蜂代表團參加該次國際 APIMONDIA 養蜂大會，是為了拓展蜂王乳外銷，並

暸解國際養蜂運作及廣結善緣。經深入了解，台灣的養蜂事業，從 1956年 7月日本井上

晃先生帶來「採收蜂王乳技術」影片，指導台灣養蜂業者生產蜂王乳 (陳源祥，1977)，

給養蜂事業帶來一番新景象。1961 至 1962 年間，養蜂業者開始採收蜂王乳。1964 年台

灣的蜂王乳年產約有 50 公斤(Inoue & Inoue, 1964)。 

        到 1966 年開始外銷蜂王乳，輸往日本 10 公斤，價值新台幣 24,000 元，平均每公斤

2,400 元。1967 年輸往美國 75 公斤，價值新台幣 209,600 元，平均每公斤 2,795 元 (程發

和，1974)。1973年外銷蜂王乳已經有 48公噸，1976年 91公噸。金額分別為 2億 2千餘

萬元，3 億 7 千餘萬元 (廖瑞仁，1977)。依統計數據看來，蜂王乳產量從 1966 年後不斷

增加，品質也逐年提高。至 1977年，台灣已經有「蜂王乳王國」的美譽 (毛潤豐，1977)。

惟蜂王乳外銷與國內產地價格相差數倍，產銷利潤未能合理分配。因之省政府農林廳規

劃，由養蜂協會會員共同投資，於 1975 年 8 月 15 日成立「中華蜂王乳產銷股份有限公

司」，統籌蜂王乳外銷業務。該公司 1976 年 8 月 1 日與日本京都海友通商株式會社簽約

三年，成為日本的總經銷，限價收購 (張朝琴，1977)。 

        作者領隊前往澳洲，負責與大會聯絡報名、訂行程、購機票，並辦理參加國際會議

的相關事宜。代表團分兩批出發，張朝琴、李錦洲與作者同行，出國前翁文炳理事長親

自到機場送行 (圖 2)。其餘三位董事長則自行前往澳洲，在大會報到處會面。作者等三

人到雪梨後，先拜訪當年駐澳洲「遠東貿易代表團」，承蒙羅世琪代表 (圖 3)熱忱介紹

澳洲國情及當地中國人概況，並帶領參觀著名的雪梨歌劇院、博物館及風景區。會議結

束後，10 月 22 日參觀墨爾本市，並拜訪遠東貿易公司常董唐賢仁先生。 
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        大會於 10 月 13 日開幕，十月份南半球澳洲春暖花開，氣候宜人。開幕典禮由大會

主席杜爾博士 (Dr. K. M. Doull)主持，在亞特蘭大市可容納兩千人的文化中心大廳舉行。

大會期間，在室外的「養蜂器具展覽」，看到許多以前只在書本上見過的養蜂器具，如

塑膠蜂箱 (圖 4)、吊運蜂箱的大型吊車(圖 5)、蜂王運送器 (圖 6)、塑膠巢框 (圖 7)等，印

象深刻。展覽場中巧遇美國蜜蜂皇后 (Honey Queen)與觀眾握手，她是大會邀請的貴賓，

引起眾人圍觀(圖 8)。另有一場非常特別的澳洲原住民「毛利人長茅及迴旋鏢」表演，L

型的迴旋鏢投到約 20 ~30 公尺的空中，盤旋後又飛回原表演者的手中。表演時大會主席

也到場觀賞，機會難得主動邀請他合照存念 (圖 9)。他得知我們來自台灣，也很好奇，

詳細詢問了台灣養蜂事業的情況。參加大會的世界各國人士都有，難得遇到穿裙子又打

領帶的男人，特別與這對愛爾蘭夫婦合照留念 (圖 10)，他們也很高興遇到台灣來的養蜂

業者。 

    「蜂產品展覽」在室內廊廳展出，展場正面是「澳洲蜂蜜局歡迎」的牆面設計 (圖

11)，展場中展出電動搖蜜機 (圖 12)、手工型巢礎壓製機及蜜蜂觀察箱 (圖 13)、蜂蜜品

嚐器組 (圖 14)、各種蜂蜜及包裝 (圖 15)、蜜源植物與蜂蜜 (圖 16)、蜂蠟用途及製品 (圖

17)等。 

        歐美普遍使用繼箱飼養蜜蜂，使用繼箱後的蜂箱很重，無法用人工搬運，需要靠大

型吊車懸吊並使用拖車拖運。以前從未想過蜂箱及巢礎，還可以使用塑膠材質製作。展

出的各式電動搖蜜機，設計精良又合乎衛生。展覽室中展出許多各地古代的蜂巢、模型

及照片，蜜源植物、各種蜂蜜容器及包裝等。從這些養蜂展品及器具觀察，台灣小農式

的養蜂方式，與歐美集約式大規模的養蜂方式，確實有很大差異。 

    參加大會時，認識了各國養蜂研究者及養蜂公司負責人，例如日本名古屋養蜂研究

所的井上凱夫、神戶大學農學部農業昆蟲研究室的內藤親彥博士、全日本蜜蜂協同組合

的副理事長清水進一及日新蜂蜜株式會社的社長岸野憲逸。瑞士的 Paul Yaques、和

Eh.Bonwrd 博士，紐西蘭蜂蜜市場行銷總經理 Curtis Wicht，芬蘭養蜂業的 Kari 

Koivulehto，捷克養蜂雜誌社的 Mr. DuroSulimanovic 等。各國養蜂同好都非常友善，交

談甚歡。當年蜜蜂蟹蟎在台灣的養蜂場中已形成危害，但是歐美養蜂業者及多國養蜂專

家，仍然不知蜂蟹蟎危害的嚴重性，這也成為在大會中與歐美專業人士交談的話題。回

國後仍與國外專業人士保持聯絡，在蜜蜂病蟲害防治問題上互相切磋。 

    作者首次出國，第一次參加國際 APIMONDIA 養蜂大會，正巧剛考入博士班攻讀

「蜜蜂研究」，有緣參與盛會，實屬榮幸。雖僅短短七天的國際養蜂會議，卻可快速暸

解歐美的養蜂型態，廣增見聞拓展視野，獲益良多。台灣與世界各先進國家的養蜂型態，

確實有很大落差。政府的養蜂主管機構、養蜂業者及學術界，都需要在養蜂技術方面更

加努力，才能儘快趕上世界水平。 
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1.台灣代表團員 2.台灣養蜂協會翁文炳(左一)理事長到機

場送機 

  

3.「遠東貿易代表團」羅世琪代表(右

起)與張朝琴、李錦洲及作者 

4.塑膠蜂箱及繼箱 
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5.吊運蜂箱的大型吊車 6.李錦洲常務理事與蜂王寄送器 

  

7.塑膠巢框 8.美國蜜蜂皇后與毛利人 

  

9.大會主席 Dr. Keith M. Doull 與我代表團合影 
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10.穿裙子打領帶的愛爾蘭男人夫婦 11.澳洲蜂蜜局的歡迎主題板 

  

 

12.電動搖蜜機(54 片巢脾) 13.手工型巢礎壓製機(下角)及蜜蜂觀察

箱(三片巢脾直立) 

  

14.蜂蜜品嚐器(10 個一組) 15.各種蜂蜜及包裝 
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16.蜜源植物與蜂蜜展示 17.蜂蠟用途及製品展示 
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五种蜂花粉氨基酸分布及破壁前后氨基酸变化 

张红城 

中国农业科学院蜜蜂研究所 
 

利用飞行时间二次离子质谱（Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry, TOF-

SIMS）分析技术分析莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉、茶花蜂

花粉五种蜂花粉中氨基酸的分布情况，以期为破壁提供理论支撑，并通过氨基酸分析仪

测定分析五种蜂花粉破壁前后的氨基酸含量变化。 

 

1.实验材料与设备 

1.1.实验材料与试剂 

莲花蜂花粉，油菜蜂花粉，杏花蜂花粉，五味子蜂花粉，茶花蜂花粉，由中国农业

科学院蜜蜂研究所提供，具体信息见表 2-1。新鲜蜂花粉真空冻干至恒重，-18 ℃条件

下储存备用。 

磷酸盐缓冲液 Thermo Fisher 公司；环氧树脂 812 上海北诺生物科技有限公司；锇

酸、戊二醛 上海榕柏生物技术有限公司；茚三酮 上海贺康生物技术有限公司；0.0025 

mol/L混合氨基酸标准液 仪器制造公司；盐酸、氢氧化锂、乙醇、苯酚、二甲基亚砜、

丙酮、柠檬酸钠、冰乙酸 均为分析纯，购自北京化工厂。 

 

1.2.仪器与设备 

Leica EM UC6 型超薄切片机 德国 Leica公司；TOF.SIMS 5 型飞行时间二次离子质谱

仪 德国 ION-TOF GmbH 公司；HITACHI L-8900 氨基酸分析仪 日本日立公司；DCTZ-

1000 三频多用途恒温超声提取机 北京弘祥隆生物技术开发有限公司；FLUKO 弗鲁克

FA25 高剪切分散乳化机 上海弗鲁克流体机械制造有限公司；LGJ-18S 冷冻干燥机 北京

松源华兴科技发展有限公司；Seven Easy型 pH 计、AL104 型电子天平 Mettler-Toledo 公

司；Milli-Q 超纯水系统系列 Merck Millipore 公司。 

 

1.3.实验方法 

1.3.1.氨基酸分布分析 

将自然蜂花粉样品固定、漂洗、过渡、包埋后，进行超薄切片，切片厚度要求 1 
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μm，并将切片捞至铜网干燥，干燥好后送入仪器样品室待测。 

采用 TOF-SIMS 分析蜂花粉中氨基酸分布。样品分析室真空度为 3.0×10-9 Torr；离

子源为铋（Bi3
+）源，一次离子束的能量为 30 keV，束流为 0.3 pA；使用低能电子枪消

除荷电效应；二次离子为正离子。 

 

1.3.2.氨基酸含量分析 

按照 GB/T 5009.124-2003食品中氨基酸的测定方法进行。 

2.结果与分析 

2.1. 氨基酸分布分析 

TOF-SIMS 原理：使用脉冲化的一次离子入射到样品表面，把从样品表面溅射出来

的二次离子加速到一定的能量（通常 1～3keV），飞行一定的距离后，不同质量的原子

或碎片离子、相应的飞行时间不同，从而得知样品中元素、化学成分的组成和分布。近

年来，TOF-SIMS 已经成为化学分析中的重要手段，应用 TOF-SIMS 表面质谱、化学成

像和深度剖析技术可以鉴定样品表面的有机成分乃至生物成分的二维、三维分布。可获

得生物分子在细胞表面及组织切片上的二维分布以及生物分子在细胞和生物体组织中的

空间分布。 

在阅读一些关于使用飞行时间二次离子质谱分析氨基酸的文献后，归纳整理出部分

氨基酸特有的碎片峰（表 2），并认为含有这些特有碎片峰的有机分子为对应的氨基酸，

因此特有碎片峰在一定程度上可以反应出对应氨基酸的分布情况。 

 

表2  特有碎片峰及其可能来源 

序号 

特有碎片峰 

可能来源 
分子式 质量数 

1 C3H6N+ 56.05 赖氨酸 

2 C2H5S+ 61.01 甲硫氨酸 

3 C4H6N+ 68.05 脯氨酸 

4 C4H5O+ 69.03 苏氨酸 

5 C4H10N+ 72.08 缬氨酸 

6 C5H12N+ 86.09 亮氨酸或异亮氨酸 

7 C5H8N3
+ 110.07 组氨酸 

8 C8H10N+ 120.08 苯丙氨酸 
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2.1.1. 赖氨酸分布分析 

 

（a）                    （b）                    （c） 

 

（d）                   （e） 

图 1  碎片峰 C3H6N+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、

五味子蜂花粉和茶花蜂花粉。 

图 1 呈现了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C3H6N
+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉

来说，花粉壁内碎片峰 C3H6N
+的信号强度较强，花粉壁外碎片峰 C3H6N

+的信号强度较

弱，所以赖氨酸主要分布于花粉壁内部。对于莲花蜂花粉来说，花粉壁内的碎片峰

C3H6N
+信号强度强于花粉壁的碎片峰 C3H6N

+信号强度，所以赖氨酸在花粉壁内的含量

要高于花粉壁上的含量。 
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2.1.2.甲硫氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 2  碎片峰 C2H5S+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、

五味子蜂花粉和茶花蜂花粉。 

图 2 呈现了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C2H5S
+的信号强度。由图可知，对于莲花蜂花粉和五味子

蜂花粉来说，花粉壁内外的碎片峰 C2H5S
+信号强度相差不大，并且信号较弱，所以甲硫

氨酸均匀分布于花粉壁的内部和外部，并且含量较少。对于油菜蜂花粉来说，花粉壁上

的碎片峰C2H5S
+信号强度强于花粉壁内的碎片峰C2H5S

+信号强度，所以甲硫氨酸在花粉

壁上的含量要高于花粉壁的内部的含量。对于杏花蜂花粉和茶花蜂花粉来说，花粉壁内

的碎片峰C2H5S
+信号强度强于花粉壁外的碎片峰C2H5S

+信号强度，所以甲硫氨酸主要分

布于花粉壁内部。 
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2.1.3.脯氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 3  碎片峰 C4H6N+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花

粉和茶花蜂花粉。 

图 3 展示了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C4H6N
+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉

来说，花粉壁内的碎片峰 C4H6N
+信号强度远强于花粉壁外的碎片峰 C4H6N

+信号强度，

所以脯氨酸主要分布于花粉壁内部。对于莲花蜂花粉来说，花粉壁内的碎片峰 C4H6N
+

信号强度强于花粉壁的碎片峰 C4H6N
+信号强度，所以脯氨酸在花粉壁内的含量要高于

花粉壁上的含量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

60

40

20

0

6040200μm

C4H8N+
MC:    21; TC: 7.023e+004

20

16

12

8

4

0

30

20

10

0

3020100μm

C4H8N+
MC:    30; TC: 6.212e+004

30

25

20

15

10

5

0

50

40

30

20

10

0

40200μm

C4H8N+
MC:    41; TC: 2.256e+005

40

30

20

10

0

30

20

10

0

3020100μm

C4H8N+
MC:    22; TC: 6.675e+004

20

16

12

8

4

0

50

40

30

20

10

0

40200μm

C4H8N+
MC:    41; TC: 1.825e+005

40

30

20

10

0



37 

 

2.1.4.苏氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 4  碎片峰 C4H5O+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、

五味子蜂花粉和茶花蜂花粉。 

图 4 展示了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C4H5O
+的信号强度。由图可知，对于莲花蜂花粉来说，

碎片峰 C4H5O
+信号强度在花粉壁内外的各处均匀分布，但花粉壁上的信号明显较弱，

所以苏氨酸均匀分布于花粉壁的内部和外部。对于油菜蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂

花粉来说，花粉壁内的碎片峰 C4H5O
+信号强度略微强于花粉壁外的碎片峰 C4H5O

+信号

强度，小切片五味子蜂花粉壁内的 C4H5O
+信号强度较大，所以苏氨酸主要分布于花粉

壁内部。对于杏花蜂花粉来说，花粉壁内某些点及花粉壁的碎片峰 C4H5O
+信号强度最

强，花粉壁外的碎片峰 C4H5O
+信号强度最弱，所以苏氨酸主要分布于花粉壁内部。 
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2.1.5.缬氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 5  碎片峰 C4H10N+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花

粉和茶花蜂花粉。 

图 5 呈现了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C4H10N
+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉

来说，花粉壁内的碎片峰C4H10N
+信号强度较强，花粉壁外的碎片峰C4H10N

+信号强度较

弱，所以缬氨酸主要分布于花粉壁内部。 
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2.1.7.亮氨酸或异亮氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 6  碎片峰 C5H12N+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、

五味子蜂花粉和茶花蜂花粉。 

图 6 展示了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉中碎片峰 C5H12N
+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉来说，碎

片峰 C5H12N
+在花粉壁内的信号强度强于在花粉壁外的信号强度，所以亮氨酸或异亮氨

酸主要分布于花粉壁内部。 
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2.1.8.组氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 
（d）                   （e） 

图 3-7  碎片峰 C5H8N3
+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、

五味子蜂花粉和茶花蜂花粉。 

图 7 展示了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉中碎片峰 C5H8N3
+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉来说，碎

片峰 C5H8N3
+在花粉壁内的信号强度略强于在花粉壁外的信号强度，所以组氨酸主要分

布于花粉壁内部。 
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2.1.9.苯丙氨酸分布分析 

 
（a）                    （b）                    （c） 

 

 
（d）                   （e） 

图 8  碎片峰 C8H10N+的位置分布 

注：图片（a）（b）（c）（d）（e）分别来自莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花

粉和茶花蜂花粉。 

图 8 呈现了莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等

五种蜂花粉样品切片上碎片峰 C8H10N+的信号强度。从图中可以看出，对于五种蜂花粉来

说，碎片峰 C8H10N+在花粉壁内的信号强度强于在花粉壁外的信号强度，所以苯丙氨酸主

要分布于花粉壁内部。 

综上所述，对于莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花

粉等五种蜂花粉来说，总体看来赖氨酸、甲硫氨酸、脯氨酸、苏氨酸、缬氨酸、亮氨酸

或异亮氨酸、组氨酸、苯丙氨酸主要分布于花粉壁内部。另外，也有个别蜂花粉的个别

氨基酸在花粉壁上的含量较高，如油菜蜂花粉的甲硫氨酸和杏花蜂花粉的苏氨酸；也有

个别蜂花粉的个别氨基酸均匀分布于花粉壁的内部和外部，如莲花蜂花粉的甲硫氨酸、

苏氨酸和五味子蜂花粉的甲硫氨酸。 
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2.2.氨基酸含量分析 

由表 2 可知，总体看来，破壁后的莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子

蜂花粉和茶花蜂花粉等五种蜂花粉的氨基酸含量增高，这些氨基酸包括赖氨酸、甲硫氨

酸、脯氨酸、苏氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、组氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、天冬

氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸和精氨酸。对于莲花蜂花粉、杏花蜂花粉、五

味子蜂花粉、茶花蜂花粉来说，脯氨酸含量增加率最高；对于油菜蜂花粉来说，酪氨酸

含量增加率最高。 

对于赖氨酸、脯氨酸、苏氨酸来说，破壁后杏花蜂花粉中的含量增加率最高；对于

甲硫氨酸、异亮氨酸、酪氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸来说，破

壁后油菜蜂花粉中的含量增加率最高；对于缬氨酸、组氨酸、苯丙氨酸、精氨酸来说，

破壁后茶花蜂花粉中的含量增加率最高；对于亮氨酸来说，破壁后莲花蜂花粉中的含量

增加率最高。 
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表3  蜂花粉中氨基酸的含量 

编

号 

 自然蜂花粉（g/100g）   破壁蜂花粉（g/100g）   增加率（%）  

 A B C D E   A B C D E   A B C D E  

1 0.60 0.61 0.97 0.72 0.99 0.69 0.82 1.43 1.02 1.42 15.00 34.43 47.42 36.00 43.43 

2 0.37 0.49 0.51 0.46 0.64 0.36 0.51 0.53 0.46 0.66 2.70 4.08 3.92 0.00 3.13 

3 0.53 0.78 1.74 1.31 1.46 0.67 1.09 2.68 1.89 2.12 26.42 39.74 54.02 44.27 45.21 

4 0.73 0.89 0.86 0.93 0.98 0.79 1.09 1.07 1.01 1.12 8.22 22.47 24.42 8.60 14.29 

5 0.86 0.99 1.23 1.00 1.37 0.95 1.11 1.40 1.13 1.56 10.47 12.12 13.82 13.00 13.87 

6 1.41 1.61 1.94 1.63 2.16 1.63 1.74 2.16 1.74 2.37 15.60 8.07 11.34 6.75 9.72 

7 0.73 0.85 0.96 0.87 1.12 0.75 0.91 1.01 0.90 1.18 2.74 7.06 5.21 3.45 5.36 

8 0.39 0.41 0.49 0.42 0.57 0.42 0.44 0.58 0.50 0.69 7.69 7.32 18.37 19.05 21.05 

9 0.84 0.81 0.84 1.10 1.01 0.84 0.96 1.03 1.31 1.25 0.00 18.52 22.62 19.09 23.76 

10 0.35 0.53 0.79 0.97 0.88 0.38 1.07 0.77 1.01 0.89 8.57 101.89 2.53 4.12 1.14 

11 2.17 1.93 3.12 2.32 2.76 2.19 2.33 3.08 2.38 2.79 0.92 20.73 1.28 2.59 1.09 

12 0.96 1.06 1.31 1.16 1.41 0.93 1.36 1.33 1.17 1.42 3.12 28.30 1.53 0.86 0.71 

13 2.14 2.23 3.15 2.75 3.37 2.23 2.68 3.19 2.84 3.34 4.21 20.18 1.27 3.27 0.89 

14 0.81 0.93 1.07 1.04 1.18 0.79 1.16 1.20 1.08 1.24 2.47 24.73 12.15 3.85 5.08 

15 1.17 1.25 1.70 1.22 1.79 1.18 1.27 1.72 1.23 1.81 0.85 1.60 1.18 0.82 1.12 

16 0.84 0.97 1.39 0.97 1.34 0.87 1.01 1.43 1.01 1.41 3.57 4.12 2.88 4.12 5.22 

注：蜂花粉样品 A-E 分别是 A.莲花蜂花粉；B.油菜蜂花粉；C.杏花蜂花粉；D.五味子蜂花粉；E.茶花蜂花粉。编号 1-16 分别是 1.赖氨酸；2.甲硫氨酸；

3.脯氨酸；4.苏氨酸；5.缬氨酸；6.亮氨酸；7.异亮氨酸；8.组氨酸；9.苯丙氨酸；10.酪氨酸；11.天冬氨酸；12.丝氨酸；13.谷氨酸；14.甘氨酸；15.丙氨酸；

16.精氨酸。 
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结合氨基酸分布和氨基酸含量分析可知，赖氨酸、甲硫氨酸、脯氨酸、苏氨酸、缬

氨酸、亮氨酸或异亮氨酸、组氨酸、苯丙氨酸主要分布于花粉壁内部，而且破壁后这些

氨基酸含量都有增加。此外，花粉壁内的特有碎片峰信号强度的强弱与对应氨基酸含量 

增加率的高低存在一定关系，呈现出信号强度越强，对应氨基酸含量增加率越高的

规律。 

 

3.结论 

（1）通过飞行时间二次离子质谱（TOF-SIMS），结合相关文献数据分析，莲花蜂花

粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子蜂花粉和茶花蜂花粉等五种蜂花粉的花粉壁内的

碎片峰 C3H6N
+、C2H5S

+、C4H6N
+、C4H5O

+、C4H10N
+、C5H12N

+、C5H8N3
+、C8H10N

+信号

强度较强，这些碎片峰的可能来源为赖氨酸、甲硫氨酸、脯氨酸、苏氨酸、缬氨酸、亮

氨酸或异亮氨酸、组氨酸、苯丙氨酸，因此以上这些氨基酸主要分布在花粉壁内部。 

（2）经超声-高剪切联用法破壁后，莲花蜂花粉、油菜蜂花粉、杏花蜂花粉、五味子

蜂花粉和茶花蜂花粉等五种蜂花粉的氨基酸含量有所增加，其中油菜蜂花粉总氨基酸含

量增加最高，增加率为 347.96%；莲花蜂花粉总氨基酸含量增加最低，增加率为 76.33%。 
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蜜蜂病虫害风险评估研究现状与发展趋势 

余林生 1,李耘 2, 张友华 1,李方东 1,刘芳 1, 汪天澍 1, 施腾飞 1, 齐磊 1 

        （1.安徽农业大学蜂业研究所,合肥， 230036；2. 中国农业科学院农业质量标准与检测

技术研究所，北京，100081） 

Current Situation and Development Trends of Risk Assessment for Bee Pests &Disease 

YU LingSheng 1; LI Yun2; ZHANG YouHua1; LI FangDong1; LiuFang1; Wang Tianshu1; Shi Tengfei1; Qi Lei1 

1. AnHui Agricultural University, Anhui, 230036, P.R. China  

2. Institute of Quality Standards and Testing Technology for Agro-products, the Chinese Academy of 

Agricultural Sciences, Beijing, 100081, P.R. China 

 

摘 要 

鉴于蜜蜂病虫害风险评估对蜂产业健康、可持续发展的战略意义及迫切性，本文首

先阐述了当前国内外蜜蜂风险评估的分类及领域；其次，重点介绍了利用 META 方法评价

蜜蜂病虫害风险、利用气候相似性原理评价蜂螨对西蜂风险、利用风险指标体系评价囊

状幼虫病对中蜂风险、利用场景建模方法评价白垩病对蜜蜂风险，以及利用云计算实现

蜜蜂病虫害风险估计等蜜蜂病虫害风险评估主要且可实现的技术、方法及其应用现状；

最后提出了我国蜜蜂病虫害风险评估当前存在的主要瓶颈和未来发展方向等。 

 

关键词：蜜蜂病虫害；风险评估；研究现状；发展趋势 
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Abstract 

In view of importance for bee industry health and sustainable development to carry out the 

bee pest risk assessment, this paper put forward the classification and fields of  current risk 

assessment for bee health; meanwhile, introduce the main and operational methods, technologies 

and application for assessing the risk to bee, which are including using META method to evaluate 

pest & disease of bee, climate similarity principle to evaluate the effects of mites in Chinese bee, 

the risk index system to evaluate Saclike larva disease to West bee, scene modeling methods to 

evaluate the halkbrood disease, and cloud computing to assess the bee pest risk estimation; finally, 

raise the main bottleneck and the future development direction of bee pests  risk assessment in 

China.  

 

Keywords: Bee pests & diseases; Risk assessment; Current situation; 

Development trends 

 

蜜蜂是自然界十分重要的一类生物，不但给消费者提供营养和丰富多样的蜂产品，

同时与人类生活密切相关。在欧洲的自然区系中， 80%被子植物由昆虫传粉，在 395 种植

物上所采到的 838 种传粉昆虫中，膜翅目占 43.7%，而蜜蜂总科又占膜翅目总数的 55.7%，

蜜蜂在演化过程中，己逐渐代替了其他物种，成为最主要的传粉昆虫[1]。由此可见，健康

蜜蜂不但带来高品质、高产量的蜂产品，同时还对维护大农业可持续发展具有直接和间

接的影响，保证蜜蜂健康是维护蜂产品质量安全和促进蜂产业健康发展的基本前提和必

要保障。但目前生态环境恶化、外来生物入侵以及病虫害等原因导致蜂群衰竭失调

（CCD），引起蜜蜂抗病虫害能力降低以及群势大量损失，所以有针对性开展风险评估

已迫在眉睫。随着在其他领域应用上取得的成功，可预计不久的将来，合理、科学、有

步骤、有重点地将风险评估技术与蜜蜂病虫害防控的重大需求相结合，必将成为今后蜂

产业科研创新和行业发展的新契机和必然途径。 
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1. 国内外蜜蜂风险评估分类及领域 

1.1. 农药对蜜蜂健康影响风险评估 

农药（尤其是杀虫剂）大面积喷洒后，易引起蜜蜂直接接触药剂而中毒，有时则因

蜜蜂吸食有毒的花蜜或水而中毒，而有时则是蜜蜂将带药的花粉带回蜂房，使整群蜜蜂

中毒死亡。因为蜜蜂对农药的敏感性，因此以蜜蜂为环境靶标指示物来评价环境健康风

险可为农药登记管理和合理用药提供依据。农药对蜜蜂健康评估方法具有比较成熟的体

系，包括蜜蜂毒理评估、田间和半田间评估等几部分，在国外欧盟食品安全局（EFSA）、

美国环境保护署（EPA）等官方农药登记管理上应用广泛。该方法是以各农药对蜜蜂毒性

有大有小来判定，毒性通常以半数致死中量(LD50）来表示（即将意大利蜜蜂的成年工蜂

饲养在 23~27℃微光条件下使其接触农药 24 h 后中毒死亡 50%的农药剂量水平，以 μg/蜂

为单位。按 LD50 值的大小，把农药对蜂蜜毒性划分为三个等级。  

——高毒级为 0.01~1.99μg/蜂； 

——中等毒级为 2.0~10.99μg/蜂； 

——低毒级为大于 11.0μg/蜂。 

1.2.  蜜蜂生物入侵风险评估 

我国引进西方蜜蜂(意大利蜜蜂、欧洲黑蜂等)后，西蜂在部分城市周边农村迅速扩

散，取代了生存在靠近城市平原和半山区的中蜂群，并逐步向各地发展，目前，全国中

华蜜蜂种群数量比引进西方蜜蜂前减少 80%以上。因此，西方蜜蜂对我国中蜂而言属于

入侵生物，但当时是在未针对外来蜂群入侵当地蜂群的风险进行合理评价的情况下的引

入。美国针对非洲蜜蜂和欧洲蜜蜂入侵其他区域进行定性评估，并基于高、中和低风险

来描述[3]。 

1.3. 蜜蜂病虫害风险评估 

针对蜜蜂病虫害实施风险评估在发达国家才刚刚起步，相关研究和报道较少，有的

更多是定性评价和分析，如美国动植物卫生检验局(APHIS)于 2002年 3月至今持续针对澳
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大利亚蜜蜂入侵美国境内的概率以及澳大利亚蜜蜂可能携带的 15 种病毒和虫害对美国境

内蜜蜂出现不明衰竭失调（Colony Collapse Disorder, CDD）的影响展开调查与风险评

估[2]。而在国内，蜜蜂病虫害风险评估研究及应用几乎空白，一是由于经济昆虫蜜蜂在生

理学和生物学等各方面存在特殊性前端数据储备较少，带来实现蜜蜂病虫害风险评估难

度较大；二是蜜蜂产业规模较小，其影响力和重要性无法在短期内得到足够的重视；三

是全世界蜜蜂资源及蜂产品主产区主要集中和分布在亚洲、欧洲、和北美洲，而亚洲，

尤其我国是全球蜂产品出口和蜜蜂资源储备最丰富的大国，而我国在蜜蜂病虫害风险评

估相关研究和工作几乎空白导致全球在此领域严重滞后。 

2. 国内外蜜蜂病虫害风险评估技术及发展趋势 

2.1.应用 META 方法对蜜蜂病虫害相关数据进行筛选和分析 

META方法是对同一议题下多个独立实验或研究结果进行综合统计与分析的方法。该

方法脱胎于 1976 年，但直到 90 年代，MTEA 方法才被生态学家发现，虽然目前在生态学

中应用实例还很少，但已引起生态学界的高度重视。META方法在应用于对照实验的综合

研究中，判断实验中处理会对实验对象产生效应正负相关性、大小、一致性、变异性和

不确定性等具有一定意义。主要步骤首先是提出收集与议题相关资料的标准，其中资料

可来已发表的正式期刊论文、会议论文、摘要及未发表但通过明确研究方法得出的资料

等。然后对资料进行分类和分级，以作比较。然后是开展定性或定量 META 分析，定性

META分析即制定标准，对研究议题主要特点进行专家评判打分和评估，综合研究结果和

专家打分结果得出结论。也有人称这一步为定量 Meta 分析，以相对于定性 Meta 分析。定

量 META 方法是先提出假设，构造一个统计量，然后计算各研究结合统计量，并用其在

定性 META 分析中所得分数去权重它的结合统计量，计算各级别研究中的加权平均结合

统计量做各级别研究间统计量的异质性检验。异质性检验表针参数包括同质性（Qwi）、

自由度（df）、X 2检验的 p 值及级别间同质性（Qb）、级别内总同质性（Qw）和总同质

性（Qtotal）等。如果某一级别内同质性（Qwi）经检验显著，说明该级别内各研究效应

值差异较大，应该进一步划分此级别，再分析，直到 Qwi 经检验不显著。 

    如蜜蜂受病虫害影响因素众多，且研究来源资料广泛，可设定利用当前国内外相关资

料证明气候参数对蜜蜂病虫害影响是否最重要的议题。 
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2.2. 采用“气候相似距”针对蜜蜂蜂螨建模及风险评估  

蜜蜂蜂螨会受到多维因素的影响，包括气候、蜂农养殖行为、蜜蜂群势、处于同一

生态位的大蜂螨和小蜂螨及其本身的生活遗传史等（见图-1），相对复杂。但多维因素

中气候因素是影响蜂螨定殖 (见图-2)，及蜜蜂生长的重要因素，估计出气候因素对蜂螨

影响蜜蜂健康影响的权重值，就可以利用“气候相似性原理”来开展风险评估。 

  

 

 

 

 

 

     

图-1 蜂螨及相关因素综合对蜜蜂健康影响的关系 

Figure 1 The relationship between bee health and the mites with related comprehensive factors 

 

 

   

 

 

 

 图-2 蜂螨形态，其中A:蜜蜂幼虫上的蜂螨；B:成蜂上的蜂螨；C:电镜下的蜂螨 

Figure 2 Bee mites forms, where in A: mites in bee larvae; B: mites on adult bee; C: mites 

in electron microscope  

气候因素 养蜂行

为 

 农药 杀螨剂及其他化学

措施控制 

 

蜂 螨 导致蜂产品污

染 

病原菌 

病毒、微生

物、寄生虫 

有益生物 蜜蜂健康 
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所谓“气候相似性”是利用蜜蜂主要虫害（蜂螨）生长繁殖区域敏感的温度、湿

度、风向、光照等气候指标及其时空分布规律的相似性来做为评定目标区域该虫害适宜

分布区域时所遵循的原则。运用该原则，可较准确地预测虫害在目标区域适生的可能性

和范围等，达到评估和预测风险的目的。目前，课题组已根据历年我国蜜蜂虫害（蜂

螨）爆发积累的数据和征求行业专家意见，提出蜜蜂虫害（蜂螨）敏感的气候参数及优

先排序序列，同时构建这些参数形成的空间矩阵。各气候要素 C=(C1,C2,C3……CM)个，每

个要素序列 S有 N个；其次，寻求固定空间矩阵相似度计算方法并提出基础模型，所谓

“气候相似性”是使蜂螨爆发区域 A空间矩阵与评估目标区域 B空间矩阵具有结构相似

性，目前采用常用单一和多气象因素的欧氏距离和海明距离计算相似离度。改进后的欧

式距离法计算相似距，模型见公式-1： 

   

                                                        公式-1  

 

模型中dab代表相似距，     、    代表A、B两个区域点第k种敏感气候因子的数据结果，其

中： 

 

                 

 

 

 

公式-1 中 kx


为第 k 种敏感气候因子的平均值，   是第 k 种敏感气候因子的均方差。 

课题组针对 1960 年我国首次在江西发现的小蜂螨爆发情况为假想 A 地进行模拟分

析。时间段选择 1960 年 1 月至今逐月数据，B 地点选择 9 个综合试验站,气候参数选择平

均气温 K1、平均相对湿度 K2、日照时数 K3、降水量 K4 这四个气象指标的数据。然后
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对所有结果进行分级，设定爆发预警的级别，根据以上划分预警级别就可以确定适生区

的等级标准，继而可以确定目标区域是属于那种等级的适生区。 

根据该方法得出新乡综合实验站各站点中浚县、新乡市、长葛市都属于最佳适生

区，卢氏县为中度适生区，郑州市为轻度适生区。乌鲁木齐综合实验站各站点中尼勒克

县、博湖县为中度适生区，布尔津县、新源县、伊宁市都是非适生区。合肥综合实验站

各站点中，桐城市、巢湖市、绩溪县、徽州区都是属于最佳适生区（风险图谱见图-

3）。目前课题组已完成相关方法研究并纳入实际平台应用。 

 

图-3 利用气候相似性原理计算风险并绘制的风险图谱 

Figure 3 The risk map according to the results calculated by climate similar methods 

2.3.  采用构建场景模式针对蜜蜂白垩病建模及风险评估 

通过构建不同场景更为精准模拟蜂球囊菌孢子数量在侵染蜜蜂整个动态过程中变化来

实现风险预测具有可实现性，从观察指标（如温度、相对湿度和降雨量等），即可实现

对后一段时期内蜜蜂感染白垩病的风险。采用的步骤是确定蜜蜂感染白垩病球囊菌孢子

的不同以及可能的场景，确定每个场景中的风险事件，进而采用数学模型来描述场景中

球囊菌感染蜜蜂不同过程，最后通过模拟（主要是蒙特卡洛模拟）和采用极大似然估计

提出其发生概率（蒙特卡罗方法原理见图-4） 

                             𝑓(𝑥, 𝑦, 𝑧 … )   

 

X=(X1,X2…
Xn) 

Z=(z1,z2…zn

) 
Y=(y1,y2…y

n) 
…… 
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注：f(x,y,z…) 表示球囊菌孢子在某评估建模场景中的含量水平; X=(x1,x2,x3…xn)表示影响含

量水平的主要相关参数数据集 

Note: f (x, y, z... ) indicate the balloon spore number in certain model scene; X=(x1,x2,x3…xn) 

indicate the main parameter sets related with contents . 

图-4 Monte Carlo 模拟评估蜜蜂白垩病的球囊菌孢子数量水平分布 

Figure 4  Balloon spore number of chalkbrood in bee acquired by Monte Carlo simulation 

通过该方法的研究，可探寻到导致部分蜜蜂致病、死亡以及蜂群崩溃等不同危害级别

相关的球囊菌孢子存在的阈值水平，从而在实际工作中，只要针对前端的环境因子以及

蜜蜂食物（球囊菌孢子主要携带源）中球囊菌阈值水平的监测，就可以预测影响蜜蜂健

康的相关危害级别。首先，确定蜜蜂感染球囊菌孢子的所有途径，并建立以人类行为、

蜜蜂行为、盗蜂行为为大场景，以家养、野生，未感染、已感染，工蜂、雄蜂，幼虫、

成虫等作为划分子场景的依据，因为蜜蜂主要传播媒介是花粉和蜂蜜等，由于这两个途

径较容易实验重现和模拟，所以最终选择工蜂摄入花粉和蜂蜜两种途径为主要研究对象。

所以首先要描绘出蜜蜂感染球囊菌孢子的整个暴露途径。其次，获取球囊菌孢子在主要

场景的主要载体中的生长预测模型。蜜蜂球囊菌的孢子存在于自然环境中，与温度和湿

度的关系非常密切，所以在建立生长预测模型时，温度、湿度和 pH 参数为首选。再确定

蜜蜂摄入带有球囊菌孢子的蜂蜜和花粉在蜜蜂体内感染的情况，球囊菌孢子在蜜蜂体内

F=(f1, 
f2,f3…fn) 
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有一个繁殖阶段，最后确定蜜蜂健康的阈值研究。表征此阈值水平的研究和报道较少，

需要进一步开展研究，还需要考虑蜜蜂自清洁行为的影响以及蜂王和气候等影响的因素，

而这些因素非常难于控制，且很多清理行为在夜晚发生。 

当模拟确定出球囊菌孢子含量水平分布后，通过与既定的爆发阈值水平比对，即可确

定是否存在风险及风险大小水平。 

2.4.针对蜜蜂病虫害建立风险指标体系实现风险评估 

风险评估指标体系主要方法是层次分析法，即 AHP 法。该方法是一种定性与定量相

结合的分析决策方法，将复杂问题分解成多个组成因素，形成一个多目标、多层次、有

序的逐阶层次结构模型，通过两两比较的方式确定层次中诸要素的相对重要性，对这些

元素的整体权重进行排序判断，最后确立各元素的权重。 

该方法首先是通过专家打分、资料文献分析或经上述介绍的 META 分析筛选出指标

体系；然后对这些指标的相对重要性进行比较和赋值，得到 m 个指标间的判断矩阵

C=(cij)m*m。其中 cij(i,j=1,2…m)满足: cij=1 表示指标 i 比指标 j 极端重要，3、5、7、9 分

别表示非常重要、一般重要、重要、偏重要，2、4、6、8 分别表示介于相邻两者之间；

倒数则表示指标 j 比指标 i 重要，程度级别与上述对应。 

判断矩阵 C 依据以下步骤计算权重因子过程如下： 

a) 判断矩阵列向量归一化 ：
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d) 利用特征根法，对最终的权重向量进行一致性检验，修正偏离过大的结果，即主观

性过强。计算最大特征值：
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j j

jij
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i w
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n 11
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  目前课题组已利用该方法针对中蜂囊状幼虫病筛选出 13 个关键指标，然后利用上述

方法开展风险评估得出相关结论（见表-1），结果显示：蜂种（蜂种抗病性、蜂王质量）

是影响中蜂囊状幼虫病最重要的因素。 
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表-1 利用 AHP 法评价得出中蜂囊状幼虫病风险排序结果 

Table 1 Risk ranking results of cystidium in bee using the AHP method 

序号 指标 风险排序权重值 

1 蜂种（蜂种抗病性、蜂王质量） 0.1547 

2 疫区（新病区、老病区、引种、爆发间隔年数） 0.1088 

3 春繁初期成年蜂体内病原量 0.0922 

4 蜂群中蜂子比（哺育负担） 0.0874 

5 蜜粉源条件（尤其春繁初蜜粉源） 0.0769 

6 蜂群群势（尤其越冬后蜂群群势） 0.0767 

7 春繁初期幼虫体内病原量 0.0756 

8 蜂场卫生消毒措施 0.0710 

9 蜂巢（巢脾年限、换脾次数） 0.0644 

10 气侯[蜂场朝向、温度（越冬保温）、湿度、通风透

气、光线] 
0.0572 

11 饲料（食物） 0.0540 

12 蜂脾关系（紧松程度） 0.0489 

13 春繁时间（早繁） 0.0322 

2.5.利用云计算实现蜜蜂病虫害风险评估   

云是用语言描述的定性概念与其数值表示之间的不确定性转换模型，反应自然语言中

概念的模糊性和随机性，并构成两者的映射。云模型所表达概念的整体特性利用期望、



 

56 

 

熵、超熵三个数字特征来表征。本模型的处理流程：从上述 A 区域的定性概念模糊描述

中得出各指标对应的概念取值，匹配标尺云，得到隶属度矩阵，经过加权运算得到融合

指标集信息的全等级数字特征矩阵，利用正向云发生器生成综合评估云图，通过分析云

图确定最终评估结果。图-5 为方法流程图。 

标尺云
定性概念表示

隶属度矩阵 加权归一化处理 正向云发生器 综合评估云

AHP计算

单个概念取值隶属度正向云发生器 逆向云发生器

指标权重因子 判断矩阵
专家评估

专家评估

综合评估流
AHP计算流
标尺云流

                             

图-5 云计算流程图 

Figure 5 Cloud computing flow chart 

针对目标对象的程度等级，专家对各个指标下的所有取值进行独立重复评估，给出

概念取值对于目标对象程度等级的隶属度分别为：vi,wi,xi,yi,zi,且 0≤vi,wi,xi,yi,zi≤1，其中

i≤n,n 为专家的个数。n 组隶属度构成云滴，利用逆向云发生器得到反映这一概念的程度

等级为（重度、偏重、中度、偏轻、轻度）的数字特征 Ex,En,He。然后，利用正向云发

生器生成这一概念对应 5 个程度等级的云图，同理可得上述不同指标的不同取值情况的概

念隶属云，即评估标尺云。 

然后从专家对于某区域态势模糊描述中，取一个指标概念值与标尺云匹配，对应于

不同程度级数的数学期望值作为此指标的隶属度，同理匹配指标的一系列隶属度向量构

成相应矩阵，矩阵元素均为隶属度，行代表各个指标，列代表程度等级（概念矩阵见图-

6）。 





















o13l1313mh13v13

o2l22mh2v2

o1l11mh1v1

Ex    Ex    Ex   Ex    Ex

......

Ex     Ex      Ex    Ex     Ex

Ex     Ex      Ex     Ex     Ex

     

图-6 概念矩阵  

    Figure 6 Concept matrix 
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程度矩阵每列进行加权求和，使不同列元素归一化为全等级行向量，行向量的的值为

评估目标的数学期望。熵和超熵的计算方法与期望相同。计算得出多维全等级向量，构

成融合所有指标信息的全等级数字特征矩阵。熵越大，则评估数据离散程度越大；超熵

越大，则云滴厚度越厚，目标对象确定度的随机性也就越大（综合评估云图见图-7）。 

 

图-7 4 个区域（广州、福州、扬州、合肥）等级为重度的中蜂囊状幼虫病

综合评估云图 

Figure 7 The cloud figure by comprehensive evaluation for the 4 

regions (Guangzhou, Fuzhou, Yangzhou, Hefei) with severe ranking 

3. 蜜蜂病虫害风险评估发展瓶颈及未来展望 

蜜蜂病虫害风险评估技术体系经过 2-3年的研究储备，已在相关基础数据库建设、

风险监测、评估和预警方法研究及其平台建立等方面取得初步进展。但同时也发现很多

问题。 

3.1. 病虫害对蜜蜂健康影响基础性研究相对薄弱 

相对其他风险评估研究和工作开展较好的领域，蜜蜂病虫害风险评估前端研究基础

储备相对薄弱，主要包括为风险评估提供关键技术支撑的病虫害与蜜蜂致病和发病机理

机制，病原物诊断鉴定，病虫害生物学特性、生活史（迁飞、扩散、繁殖与传染行为

等）及关键遗传基础，病虫害导致蜜蜂致病预警指标和敏感标记物筛选等。上述基础性

和支撑性研究储备不足无法满足风险评估模型建立及其验证，更无法确保预测预报的精
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准性。但从我国发表蜜蜂病虫害相关基础性研究论文呈现逐年上升趋势来看（见图-

8），蜜蜂病虫害基础性研究方兴未艾。 

 

             图-8 我国蜜蜂病虫害相关文献发表数量及趋势 

Figure 8 Quantity and trend of published literature about Chinese bee pests & diseases 

3.2. 蜜蜂病虫害风险评估数据严重不足 

风险评估所需大量基础数据储备的严重缺乏和不足是风险评估技术无法真正实现以

及应用的最大瓶颈，风险评估领域有“输入垃圾，输出垃圾”说法，即使风险评估技术

手段非常先进和风险建模非常完美，但因为本身建模所依靠的数据缺乏或基础信息导向

错误，则风险评估模型得到的结论就会存在偏差，甚至错误。因此，开展蜜蜂病虫害风

险评估研究，首要工作应当从收集系统、连续和精确数据开始，并确保数据来源及实验

条件和水平尽量一致性。 

3.3.蜂产业相对较小且风险评估人才严重缺乏 

我国蜂产业生产的总体状况是产业规模较小，蜜蜂养殖的散养化程度高，蜂农文化

程度相对低。蜜蜂病虫害领域专业性相对较强，风险评估结合和配套的专业人才极度缺

乏，该缺陷导致风险评估研究和工作连续性和科学性存在一定制约，最终导致风险防控

技术具体应用示范和推广上出现障碍。 

基于上述问题，并结合蜂产业发展未来需求，应当加强蜜蜂病虫害传播机制和机理

等方面的基础性研究，建立蜜蜂病虫害基础数据储备；做好风险评估技术与蜜蜂病虫害
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防控目标吻合的风险评估技术体系；强化蜜蜂病虫害风险防控技术的集成、应用和示

范，注重成果的固化和可操作性，服务产业有明确的目的性，不可为评估而评估；培养

一批从事蜜蜂病虫害风险评估专家队伍，为蜜蜂病虫害的防控和蜂产业的可持续发展提

供技术支撑和保障。 
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臺灣林地養蜂芻議 

趙榮台 

行政院農業委員會林業試驗所森林保護組 

台北市南海路 53號 

jtchao@tfri.gov.tw 

 

摘要 

 

臺灣的蜂農過去多在農業區 (尤其是果園) 養蜂，由於農藥噴撒相當普遍，蜂農必須

尋找農藥施用量較低的地區，或與果農達成協議，在花季停止噴藥，以避免農藥汙染蜂

蜜，甚至毒殺蜜蜂。相對而言，森林地區完全沒有農藥汙染的問題，而且森林蜜源植物

的多樣性遠高於農業作物，具備發展多元蜂產品及特色蜂產品的潛力。此外，林地養蜂

有可能增加林農收益，並提高林木結果率，促進森林更新與健康。然而養蜂的規模太大，

卻有可能與原生的授粉蜂類競爭，對生物多樣性造成負面影響。而林地養蜂作業和林業

經營可否互補，也有待評估。筆者於 2015 年選定人工林 (臺灣糖業公司嘉義鰲鼓東石農

場 16號地) 一處，天然林 (林業試驗所所蓮華池研究中心) 一處，委請蜂神養蜂場在兩

處各放置西洋蜜蜂 (Apis mellifera) 35 箱，雖然面臨諸多環境影響，東石農場與蓮華

池兩地在半年之內仍能生產蜂蜜約 1,600公斤，收穫量與農作區不相上下，頗具開發潛力。

不過，要落實林地養蜂，還需要更廣泛的考量與規劃，進行更多的研究、評估並建立規

範。 
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蜜蜂(Apis mellifera)老化及長壽機轉之研究 

徐錦源 1, 2, 3，呂政諺 2 

1長庚大學醫學院生物醫學系 

2長庚大學醫學院生物醫學研究所 

3林口長庚醫院婦產科 

 

摘要 

蜂王與工蜂擁有相同基因，但是蜂王的壽命比工蜂長 10-20 倍。因此，蜜蜂適合作為

探究老化及長壽機轉的模式動物。過去，在營養細胞 (trophocytes) 和扁桃細胞 (oenocytes) 

的研究指出工蜂的粒線體能量代謝、能量調節活性、細胞降解活性及細胞能量代謝呈現

老化趨勢，在蜂王則維持長壽趨勢。進一步探究發現膽固醇  (cholesterol) 的量及

cytochrome P450 314A1 20-hydroxylase、ecdysone receptor isoform A、ecdysone receptor 

isoform B1 、 ultraspiracle 、 ecdysone-induced protein 74 、 ecdysone-induced protein 75 、

broad-complex、vitellogenin 和 yolkless 等基因的 mRNA 表現量，在工蜂維持低量，在蜂王

則維持高量，證實膽固醇-蛻皮素-卵黃蛋白原 (cholesterol-ecdysone-vitellogenin) 路徑維持

蜂王營養細胞 (trophocytes) 和扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽，此機轉可能參與蜂王的長壽。 

 

簡介 

蜜蜂(Apis mellifera)是獨特探討老化及長壽機轉的模式動物，因為蜂王與工蜂擁有相

同基因，但是蜂王的壽命比工蜂長 10-20 倍 (Page and Peng, 2001; Omholt and Amdam, 2004; 

Rueppell et al., 2007; Remolina and Hughes, 2008)。除此之外，蜜蜂族群數量大、容易飼養

與操作、基因已解碼、基因體接近脊椎動物使得蜜蜂適合做為探討老化及長壽機轉的模

式動物 (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006; Barchuk et al., 2007; Elsik et al., 

2014)。 

工蜂與蜂王皆是雌性蜂，但是壽命明顯差異。比較蜂王與工蜂的差異指出蜂王終身

食用蜂王乳，然而工蜂食用蜂蜜及花粉 (Winston, 1987)。雖然蜂王大部分時間住在蜂巢內，

只有交配及分蜂時會離開蜂巢，但是每天產一千五百至兩千個卵 (Camazine, 1991)。工蜂
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只住在蜂巢內兩星期擔任蜂巢建造、蜂房清理及哺育的工作，之後每天約飛 21 公里採集

花蜜及花粉 (Neukirch, 1982)。雖然蜂王與工蜂的工作不一樣，但是牠們的工作量對壽命

的影響有限 (Hsu and Chan, 2013)，主要是受到食物影響 (Kamakura, 2011)。 

細胞是構成生物體的基本單位，探討生物體老化及長壽的機轉，可以先探討細胞老

化及長壽的機轉，經由細胞老化及長壽的機轉，了解生物體老化及長壽的成因。營養細

胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 在蜜蜂腹腔緊密結合形成細胞層環繞在腹腔。營養

細胞 (trophocytes) 的型態較大及呈不規則狀，扁桃細胞 (oenocytes) 的型態較小及呈圓形狀，

兩者緊密結合分不開。因為營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的生物功能類似

哺乳類的白色脂肪組織或肝組織、容易由腹腔取出、方便操作及羽化後不再分裂使得營

養細胞 (trophocytes)及扁桃細胞 (oenocytes) 已經被用來當作研究細胞老化及長壽的標的細

胞(Haunerland and Shirk, 1995; Hsieh and Hsu, 2011a, b; Nilsen et al., 2011; Chan et al., 2011; 

Seehuus et al., 2013; Hsu and Chan, 2013; Chuang and Hsu, 2013; Hsieh and Hsu, 2013; Hsu and 

Chuang, 2014; Hsu and Hsieh, 2014; Hsu et al., 2014; Hsu and Hu, 2014; Hsu and Lu, 2015; Hsu 

et al., 2016)。 

 

工蜂營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的老化研究 

相對於蜂王，工蜂是易老化的群體。為了探討工蜂的老化過程，我們研究工蜂營養

細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的細胞老化狀態。分析其粒線體能量代謝、能量

調節活性、細胞降解活性及細胞能量代謝在老化過程的差異。 

在粒線體能量代謝的研究指出(1)粒線體 (mitochondria) 數量隨年紀增加而增加。(2)粒

線體的膜電位 (∆m) 、菸鹼醯胺腺嘌呤雙核苷酸氧化態 (NAD+) 的量、腺嘌呤核苷三磷酸 

(ATP) 的量和 NAD+/NADH 的比率隨年紀增加而降低。 (3)NADH 去氫酶 1 (NADH 

dehydrogenase 1, ND1)、ATP 合成酶 (ATP synthase)及電位調控型陰離子通道 1 (voltage-

dependent anion channel 1, VDAC1) 隨年紀增加而增加。(4) ND1 及 ATP synthase 除以粒線

體 (mitochondria) 及電位調控型陰離子通道 1 (voltage-dependent anion channel 1, VDAC1) 的

比例不變。這些結果顯示年輕工蜂比老年工蜂有高的粒線體能量代謝及老化導致粒線體

能量代謝的下降 (Chuang and Hsu, 2013)。 
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在能量調節活性的研究指出 (1)腺嘌呤核苷單磷酸活化蛋白激酶 2 (adenosine 

monophosphate-activated protein kinase 2, AMPK-2) 的表現量隨年紀增加而增加，然而磷酸

化腺嘌呤核苷單磷酸活化蛋白激酶 2 (pAMPK-2) 的表現量、pAMPK/AMPK 的比例及

AMPK 活性隨年紀增加而降低。(2)腺嘌呤核苷雙磷酸(ADP) 的量及腺嘌呤核苷三磷酸 

(ATP) 的量隨年紀增加而降低，但是腺嘌呤核苷單磷酸 (AMP) 的量沒有差異。ADP/ATP

的比例不隨年紀增加而增加，但是 AMP/ATP 的比例隨年紀增加而增加。(3)環狀腺嘌呤核

苷單磷酸 (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) 隨年紀增加而降低及 cAMP 專一磷酸雙

酯酶(phosphodiesterases, PDE) 隨年紀增加而增加。(4) Silent information regulator T1 (SirT1) 

的表現量隨年紀增加而增加，然而它的活性隨年紀增加而降低。這些結果顯示年輕工蜂

比老年工蜂有高的細胞能量調節活性及老化導致細胞能量調節活性下降 (Hsu and Chuang, 

2014)。 

在細胞降解活性的研究指出(1)20S 蛋白體酶 (20S proteasome) 的活性隨年紀增加而降

低，然而其表現量隨年紀增加而增加。(2)微管相關蛋白輕鏈 3 (microtubule-associated 

protein 1 light chain 3-II, LC3-II) 和 70 kD 熱休克蛋白同源 (70 kD heat shock cognate protein, 

Hsc70) 的表現量隨年紀增加而降低。(3)自噬泡 (autophagic vacuoles) 的大小及數量隨年紀

增加而降低。(4) p62/SQSTM1 和多聚泛素聚合體 (polyubiquitin aggregate) 的表現量隨年紀

增加而降低。(5)溶酶體  (lysosome) 的活性隨年紀增加而降低。(6) molecular target of 

rapamycin  (mTOR) 的表現量隨年紀增加而增加。這些結果顯示年輕工蜂比老年工蜂有高

的細胞降解活性及老化導致細胞降解活性下降 (Hsu et al., 2014)。 

在細胞代謝的研究指出(1)脂質氧化(β-oxidation)、非酯化脂肪酸 (non-esterified fatty 

acid, NEFA) 的濃度、脂酶 (lipase) 的活性、磷酸化肝糖合成激酶 (phosphorylated glycogen 

synthase kinase 3, p-GSK3) 的表現量、真核起始因子 4E (eukaryotic translation initiation factor 

4E, eIF4E) 的表現量及磷酸化真核起始因子 4E 鍵結蛋白 (phosphorylated eIF4E binding 

protein 1, p-4EBP1) 的表現量隨年紀增加而降低。(2)脂肪酸合成酶 (fatty acid synthase, FAS) 

的活性、脂質堆積 (fat accumulation) 及肝糖堆積 (glycogen accumulation) 隨年紀增加而增

加 。 (3) phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase 3 (PFKFB3) 、 丙 酮 酸 激 酶 

(pyruvate kinase, PK)、乳酸 (lactate) 的濃度及糖解作用 (glycolysis) 不因年紀而改變。這些

結果顯示年輕工蜂比老年工蜂有高的細胞代謝活性及老化導致細胞代謝活性下降(Hsu et 

al., unpublished data; Hsu and Chan, 2013)。 
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 以上的研究指出工蜂的營養細胞(trophocytes)及扁桃細胞(oenocytes)呈現出老化型態 

(aging phenotypes)。 

 

蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的細胞長壽研究 

相對於工蜂，蜂王是長壽的群體。為了探討蜂王的長壽過程，我們研究蜂王營養細

胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的細胞長壽機轉。分析其粒線體能量代謝、能量調

節活性、細胞降解活性及細胞能量代謝在長壽過程的差異。 

在粒線體能量代謝的研究指出粒線體 (mitochondria) 數量、粒線體的膜電位(∆m)、菸

鹼醯胺腺嘌呤雙核苷酸氧化態 (NAD+) 的量、菸鹼醯胺腺嘌呤雙核苷酸還原態 (NADH) 的

量、腺嘌呤核苷三磷酸  (ATP) 的量、NAD+/NADH 的比率、NADH 去氫酶 1 (NADH 

dehydrogenase 1, ND1)/粒線體數量的比率及 ATP 合成酶 (ATP synthase)/粒線體數量的比率，

在年輕及老年蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 沒有差異。這些結果顯

示老年蜂王的粒線體能量代謝維持類似年輕蜂王的狀態及粒線體能量代謝參與維持蜂王

營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽 (Hsu and Lu, 2015)。 

在能量調節活性的研究指出腺嘌呤核苷單磷酸活化蛋白激酶 2 (adenosine 

monophosphate-activated protein kinase 2, AMPK-2) 的表現量、磷酸化腺嘌呤核苷單磷酸活

化蛋白激酶 2 (pAMPK-2) 的表現量及 cAMP 專一磷酸雙酯酶(phosphodiesterases, PDE) 隨年

紀增加而增加。pAMPK/AMPK 的比例、AMPK 活性、ATP 的量、ADP 的量、AMP 的量、

ADP/ATP 的比例、AMP/ATP 的比例、 cAMP 的量、 forkhead box protein O (FoxO) 的表現

量、Silent information regulator T1 (SirT1) 的表現量及活性，在年輕及老年蜂王的營養細胞 

(trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 沒有差異。這些結果顯示老年蜂王的能量調節活性維

持類似年輕蜂王的狀態及能量調節活性參與維持蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 

(oenocytes) 的長壽 (Hsu and Hu, 2014)。 

在細胞降解活性的研究指出 20S 蛋白體酶 (20S proteasome) 的活性及自噬泡 (autophagic 

vacuoles) 的大小隨年紀增加而降低。20S 蛋白體酶 (20S proteasome) 的表現量及效率、多

聚泛素聚合體  (polyubiquitin aggregate) 的表現量、微管相關蛋白輕鏈 3 (microtubule-

associated protein 1 light chain 3-II, LC3-II)、70 kD 熱休克蛋白同源 (70 kD heat shock cognate 

protein, Hsc70) 的表現量、自噬泡 (autophagic vacuoles) 的數量、p62/SQSTM1 的表現量、
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溶酶體 (lysosome) 的活性、molecular target of rapamycin (mTOR) 的表現量，在年輕及老年

蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 沒有差異。這些結果顯示老年蜂王的

細胞降解活性維持類似年輕蜂王的狀態及細胞降解活性參與維持蜂王營養細胞 

(trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽 (Hsu et al., 2016)。 

在細胞代謝的研究指出脂質氧化 (β-oxidation) 、非酯化脂肪酸 (non-esterified fatty acid; 

NEFA) 的濃度、脂酶 (lipase) 的活性、脂肪酸合成酶 (fatty acid synthase, FAS) 的活性、

phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase 3 (PFKFB3) 的 表 現 量 、 糖 解 作 用 

(glycolysis) 、真核起始因子 4E (eukaryotic translation initiation factor 4E, eIF4E) 的表現量及

磷酸化真核起始因子 4E 鍵結蛋白 (phosphorylated eIF4E binding protein 1, p-4EBP1) 的表現

量，在年輕及老年蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 沒有差異。然而，

脂質堆積 (fat accumulation) 及肝糖堆積 (glycogen accumulation) 隨年紀增加而增加。這些

結果顯示老年蜂王的細胞代謝維持類似年輕蜂王的狀態及細胞代謝參與維持蜂王營養細

胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽 (Hsu et al., unpublished data)。 

以上的研究指出蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 呈現出長壽型態 

(aging phenotypes)。 

比較工蜂及蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的粒線體能量代謝、能

量調節活性、細胞降解活性及細胞能量代謝，我們提出蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁

桃細胞 (oenocytes) 擁有長壽的機轉維持營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長

壽，因為工蜂及蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 在羽化後不再分裂。此

種蜂王細胞長壽的機制可能與蜂王的長壽有關。  

 

膽固醇 (cholesterol) - 氫氧蛻皮激素 (hydroxyecdysone) - 卵黃蛋白原 (vitellogenin) 路徑參

與蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽 

因為蜜蜂的循環系統屬於開放式循環，所以活化營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 

(oenocytes) 的細胞外物質皆存於血淋巴  (hemolymph) 中。因此工蜂及蜂王營養細胞 

(trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的粒線體能量代謝、能量調節活性、細胞降解活性及

細胞能量代謝皆由位於細胞外的物質調控。為了找尋工蜂及蜂王營養細胞 (trophocytes) 及
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扁桃細胞 (oenocytes) 的粒線體能量代謝、能量調節活性、細胞降解活性及細胞能量代謝

的差異緣由，於是分析工蜂及蜂王的血淋巴 (hemolymph)，發現蜂王的血淋巴 (hemolymph) 

有較高的卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 表現。卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 是卵黃蛋白的

先驅物質，由脂肪體 (fat body) 合成 (Engels et al., 1990; Sappington and Raikhel, 1995)，而

營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 是脂肪體 (fat body) 的主要細胞。過去的研

究指出蜂王及長壽的工蜂表達高量的卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) (Robinson et al., 1991; 

Seehuus et al., 2006)，卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 基因敲除會降低工蜂的壽命 (Corona et 

al., 2007) 及卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 有抗氧化的能力可以促進蜂王的長壽 (Corona et 

al., 2007) 。根據這些研究成果，蜂王的長壽及蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 

(oenocytes) 的長壽可能與卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 的生成有關。 

卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 的基因表達由轉錄因子(transcriptional factors) ecdysone-

induced protein 74  (E74)、ecdysone-induced protein 75  (E75)及 broad-complex  (BR-C) 調控 

(Pierceall et al., 1999; Sun et al., 2002; Yang et al., 2014)。而 E74、E75 和 BR-C 的基因表達

由 EcR/USP/20-hydroxyecdysone (20E) 細胞核接受體複合物調控  (Paul et al., 2005)。

Ecdysone receptor isoform A (EcR-A) 、ecdysone receptor isoform B1 (EcR-B1) 及 ultraspiracle 

(USP) 細胞核接受體複合物是 20-氫氧蛻皮激素 (20-hydroxyecdysone,  20E) 的接受體 (Yao 

et al., 1992; Talbot et al., 1993; Barchuk et al., 2004, 2008; Takeuchi et al., 2007; Hill et al., 2013; 

Hansen et al., 2014; Mello et al., 2014)。 20-氫氧蛻皮激素 (20-hydroxyecdysone, 20E) 是活化

的蛻皮激素，由蛻皮激素 (ecdysone) 經 Cyp314A1 酵素轉化而來。而蛻皮激素(ecdysone) 

由膽固醇 (cholesterol) 經蛻皮固醇生成路徑 (ecdysteroid biosynthesis pathway) 轉化而來 

(Petryk et al., 2003; Yamazaki et al., 2011)。 

在膽固醇 (cholesterol) - 氫氧蛻皮激素 (hydroxyecdysone) - 卵黃蛋白原 (vitellogenin) 路

徑的研究指出膽固醇 (cholesterol) 的量、cytochrome P450 314A1 20-hydroxylase (Cyp314A1)、

ecdysone receptor isoform A (EcR-A)、ecdysone receptor isoform B1 (EcR-B1)、ultraspiracle 

(USP) 、 ecdysone-induced protein 74 (E74) 、 ecdysone-induced protein 75 (E75) 、 broad-

complex (BR-C)、卵黃蛋白原 (vitellogenin, Vg) 及 yolkless (Yl) 的 mRNA 表現量在蜂王營

養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的表現量高於工蜂的。yolkless (Yl) 是卵黃蛋

白原 (vitellogenin, Vg) 的細胞膜表面接受體。這些結果顯示膽固醇 (cholesterol) - 氫氧蛻皮
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激素 (hydroxyecdysone) - 卵黃蛋白原 (vitellogenin) 路徑參與蜂王營養細胞 (trophocytes) 及

扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽及參與蜂王的長壽 (Lu and Hsu, unpublished data) 。 

基於上述的研究成果，我們提出一假說，說明膽固醇 (cholesterol) - 氫氧蛻皮激素 

(hydroxyecdysone) - 卵黃蛋白原 (vitellogenin) 路徑如何參與蜂王營養細胞 (trophocytes) 及

扁桃細胞  (oenocytes) 的長壽及蜂王的長壽。蜂王食用蜂王乳(royal jelly) 導致膽固醇 

(cholesterol) 濃度上升，經由蛻皮固醇生成路徑 (ecdysteroid biosynthesis pathway)的

Cyp314A1 生成 20-氫氧蛻皮激素 (20-hydroxyecdysone, 20E)。20-氫氧蛻皮激素  (20-

hydroxyecdysone, 20E) 與 EcR-A/EcR-B1/USP 複合體結合錄製 ecdysone-induced protein 74 

(E74)、 ecdysone-induced protein 75 (E75) 及 broad-complex (BR-C) 複合體。 ecdysone-

induced protein 74 (E74)、ecdysone-induced protein 75 (E75) 及 broad-complex (BR-C) 複合體

再錄製卵黃蛋白原 (vitellogenin) 。卵黃蛋白原 (vitellogenin) 與蜂王營養細胞 (trophocytes) 

及扁桃細胞 (oenocytes) 及卵巢的 yolkless (Yl) 結合維持營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 

(oenocytes)及卵巢活性導致蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽及蜂

王的長壽 (Lu and Hsu, unpublished data) 。 

 

結論 

蜜蜂是一獨特研究老化及長壽的模式動物，因為蜂王與工蜂有相同基因，但是蜂王

的壽命比工蜂長。了解蜂王長壽的機轉不僅可以幫助延長生物壽命而且可以促進他們的

健康，特別是人類。細胞功能的研究指出工蜂的營養細胞  (trophocytes) 及扁桃細胞 

(oenocytes) 呈現老化的型態但是蜂王的營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 呈現

出長壽的型態。蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的細胞長壽促進機轉跟

蜂王的長壽有關。膽固醇 (cholesterol) - 氫氧蛻皮激素 (hydroxyecdysone) - 卵黃蛋白原 

(vitellogenin) 路徑是蜂王營養細胞 (trophocytes) 及扁桃細胞 (oenocytes) 的長壽促進機轉之

一與可能與蜂王的長壽有關。 
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蜂胶活性成分对脑中风的防治作用 

孙丽萍 

 (中国农业科学院蜜蜂研究所  北京 100093） 

 

摘 要  

研究蜂胶中具有神经保护功效的活性成分，对 N2a 细胞进行氧糖剥夺（OGD）模拟

体内缺血再灌注模型，采用 CCK-8 法检测细胞存活率并以其作为活性筛选指标，以吉姆

萨染色法观测细胞形态学指标，对蜂胶分级醇提物进行抗脑缺血再灌注损伤的活性研究，

结合 HPLC 进行成分检测分析。结果表明：蜂胶分级醇提物的最大作用质量浓度不超过

20μg/mL，以 ODG4h 复糖复氧 24h 为最佳模型条件，对蜂胶分级醇提物进行活性筛选，

蜂胶 70%醇溶物活性最高，5，10μg/mL 和 15μg/mL 剂量组细胞存活率和细胞形态较模型

组细胞均显示有极显著差异，且神经保护活性存在剂量依赖关系。HPLC 分析结果表明，

70%醇溶物中含量较高的黄酮类成分为白杨素和松属素，可作为评估蜂胶神经保护功效活

性的指标。 

关键词： 蜂胶分级醇提物；神经保护功效；氧糖剥夺；高效液相色谱 

 

前言 

脑血管疾病是常见的临床的多发病，为目前三大致死疾病之一，其致残率、致死率

均呈逐年上升的趋势[1]。脑中风等脑血管疾病大部分为缺血性脑血管疾病。脑缺血后恢复

缺血区的血流供应是防治损伤的最有效措施 [2]，但是有些时候，恢复血供，它的功能不但

不能恢复，还会出现更加严重的脑功能障碍，这种现象被称为脑缺血再灌注损伤

（Ischemia re-perfusion injury，IRI）[3]。脑缺血再灌注损伤是脑中风防治过程中的关键环

节，深入探究脑中风的发病机制，探寻有效的药物来降低脑中风损伤，减少患者的致残

率、死亡率，有重要的医学意义和社会意义。近年来从天然产物中寻找抗缺血再关注损

伤的活性因子已成为一大研究热点，而蜂胶因其在神经保护方面表现出较高的活性而受

到国内外的广泛关注。 

蜂胶是蜜蜂从胶源植物的树芽、树皮等部位采集的树脂，并混入其上颚腺的分泌物

和蜂蜡，经蜜蜂反复咀嚼代谢而合成的一种胶状物质[4]。蜂胶中含有丰富的萜烯类、酚类、
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黄酮类等生物活性物质，具有抗癌，抑菌，抗炎，抗氧化，保肝，护脑等丰富的药理活

性[5-7]。近年来，研究发现蜂胶乙醇提取物（EEP）可以舒张血管，改善血管的渗透性和

弹性，清除血管内壁积存物[8]，具有清除自由基，抗氧化和抗缺血再灌注损伤作用[9]。蜂

胶黄酮可以通过增加 SOD、CAT 活性，降低 MDA 含量，增强对自由基的清除作用从而

保护神经细胞膜的完整性和稳定性[10]；且通过抑制炎症因子 IL-1β、TNF-α、IL-6 的表达

抑制再灌注后的炎症反应，缩小脑梗死体积，从而对缺血性损伤具有保护作用[11]；能促

进 bcl-2 表达增强，减弱 bax 与 caspase-3 表达，从而有效减少脑缺血再灌注损伤引起的神

经细胞凋亡[12]。目前的相关活性研究多停留在蜂胶提取物层面上，关于蜂胶提取物中保

护神经元活性成分的系统研究鲜有报道。 

OGD 模型是目前国际模拟缺血再灌注损伤的通用模型[13]，其损伤机理以缺氧缺血所

造成的能量代谢障碍为其发病基础，再灌注时由能量代谢障碍引发的钙离子超载，氧自

由基（ROS）损伤和兴奋性氨基酸的毒性作用及炎性细胞因子损伤以及细胞凋亡通路的激

活等各种因素和环节互为因果，相互影响，共同导致了细胞的损伤，凋亡和死亡[14-15]；

现已成为研究脑损伤，评价神经保护功能活性物质的活性及其机理的重要方法[16]。N2a 细

胞为小鼠母神经瘤细胞株，是一株含有神经元、胶质细胞和星性胶质细胞等的杂细胞，

目前实验室主要将该细胞系用于对脑缺血再灌注，脑卒中和 PD 模型的病理研究。 

川芎嗪是中药川芎的有效成分之一，其化学结构为四甲基吡嗪（C8H12N2），具有抑

制血小板凝集，抗脂质过氧化，扩张血管，改善微循环的作用。有研究[14,17]表明它能对大

鼠脑缺血再灌注损伤起到一定的抑制作用，目前在临床上已制成盐酸川芎嗪注射液、盐

酸川芎嗪复方丹参注射液等用于对脑卒中等脑血管疾病的治疗，对急性缺血脑血管疾病

有一定的疗效[18]。 

本实验以川芎嗪为阳性品，用来对比供试样品抗缺血再灌组损伤活性的差异，通过

对 N2a 细胞进行氧糖剥夺（OGD）处理模拟体内缺血再灌注损伤模型，以细胞存活率为

指标，研究蜂胶分级醇提物抗脑缺血再灌注损伤的功效，结合 HPLC 确定蜂胶分级提取物

的活性组分，旨在系统确定蜂胶提取物中保护神经元的活性成分，为开发具有拮抗缺血

再灌注损伤，保护心脑血管功效的功能食品、药品提供试验依据和理论基础。 

 

1. 材料与方法 

1.1材料与试剂 
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蜂胶，产地山东，-20℃保存；小鼠神经瘤母细胞 N2a，北京协和细胞库。 

胎牛血清，美国 hyclone 公司；DMEM 高糖培养基，美国 Thermo 公司；胰蛋白酶-

EDTA 消化液（0.25%）、1×PBS（pH7.2~7.4）、细胞培养级 DMSO、吉姆萨染色试剂盒、

川芎嗪，北京索莱宝科技有限公司；CCK-8 试剂盒，日本同仁化学研究所；甲醇（色谱

纯），美国 Fisher 公司；芦丁、杨梅酮、槲皮素、松属素、山奈酚、芹菜素、高良姜素、

白杨素，美国 Sigma 公司。 

1.2仪器与设备 

DJR-250 恒温电加热真空干燥器，兰格自动化有限公司；5%CO2、95%N2 混合气体，

北京海谱气体有限公司；LC20AD高效液相色谱仪，日本岛津公司；HERA-cell150 CO2 培

养箱，美国 Thermo公司；Synergy HT酶标仪，BioTek基因有限公司；SW-CJ-1FD洁净工

作台，苏州安泰空气技术有限公司；IX71 型荧光倒置显微成像系统，日本 Olympus 公司；

D-1 型自动蒸气灭菌锅，北京发恩科贸有限公司；旋转蒸发仪、平行蒸发仪，瑞士 Buchi

公司；KQ-500DB 型数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；AL204 电子天平，瑞

士梅特勒-托利多公司； 

1.3方法 

1.3.1 样品制备 

 取粉碎后蜂胶依次用 40%，70%，95%乙醇溶液进行浸提，取滤液减压浓缩，其中 40%

醇提液脱醇，静置分离沉淀和上清；沉淀干燥后得到 40%醇溶物，上清冷冻干燥得到 40%

水溶物。70%和 95%醇提液分别减压干燥得到 70%醇溶物和 95%醇溶物。各提取物作为供

试样品置于-20℃保存备用。 

精确称取各供试样品及阳性品，加入适量 DMSO 配制成储备液，于 4℃保存备用。以

DMEM 高糖培养基稀释至所需浓度即为样品工作液，该工作液中 DMSO 终含量不超过

0.1%[19]。 

精密称取芦丁、杨梅酮、槲皮素、山奈酚、芹菜素、松属素、白杨素、高良姜素标准

品各 5.000mg，甲醇溶解并定容至 5mL，得 1g/L 对照标准品储备液，使用时稀释成合适

质量浓度。 

1.3.2CCK-8法检测细胞存活率[20] 
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在96孔板中加入CCK-8液，每孔10µL，放入CO2培养箱中继续孵育1h，用酶标仪在

450nm波长处测定吸光度值。每组实验设置3个复孔，根据如下公式计算细胞存活率。 

%100
A0-A2

A0-A1
% 细胞存活率

 

式中，A1——各试验组吸光值；A2——正常对照组吸光值；A0为调零孔吸光值。 

1.3.3 N2a细胞的培养及蜂胶分级提取物的干预 

N2a细胞以含10%胎牛血清的DMEM培养基培养，以一传三的方式进行传代保证细胞

的持续生长，取处于对数期的细胞用于试验。将生长状态良好的细胞随机分为正常组、

样品处理组和阳性对照组，分别以5，10，15，20μg/mL的工作液孵育24h。根据1.3.2节以

CCK-8法检测细胞存活率。 

1.3.4 OGD模型的建立及蜂胶分级提取物的干预 

OGD模型的建立：取对数生长期N2a细胞，消化后调整细胞密度为1×105个/mL，加入

96 孔培养板中，每孔100μL细胞悬液，于37℃、5%CO2培养箱中孵育24h，使细胞生长达

到最佳状态。OGD模型参照田映红[21]、莽靖[22]等方法，将N2a细胞随机分为正常组、模

型组和阳性对照组，除正常组外，模型组和阳性对照组进行如下处理：阳性对照组提前

以10μg/mL的工作液孵育24h，模型组及阳性对照组细胞均用无糖Earle液更换原来的培养

基，然后放入自制缺氧装置 [21-22]中，打开进气阀和出气阀，持续缓慢的通入95%N2、

5%CO2的混合气体，分别缺氧培养1，2，4h和6h，继而以PBS清洗3次，用DMEM高糖培

养基更换无糖Earles液，并将细胞放回5%CO2培养箱中孵育24h。根据1.3.2节，以CCK-8法

测定细胞相对存活率。 

蜂胶分级提取物的干预：将生长状态良好的N2a细胞随机分为正常组、模型组、阳性

组、样品处理组。将对数期N2a细胞加入96孔板，培养24h，阳性组及样品处理组分别以5，

10，15μg/mL的工作液孵育24h。除正常组外，其余组细胞均按1.3.4节的造模方法进行

OGD处理，时间为4h，根据1.3.2节的方法测定细胞相对存活率。 

1.3.5 吉姆萨染色 

     将生长状态良好的N2a细胞铺到细胞爬片上，生长至80%左右后，细胞随机分为正常组、

模型组、阳性组、样品处理组。将细胞爬片置于甲醇中固定2～3min，以配置好的吉姆萨

染色液（吉姆萨浓缩液：吉姆萨稀释液=1:9）室温染色15～30min，用自来水冲洗爬片，

晾干镜检。 
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1.3.6 HPLC 分析 

  HPLC 分析条件：按照 GB/T 19427-2003《蜂胶中芦丁、杨梅酮、槲皮素、坎菲醇、

芹菜素、松属素、柯因、高良姜素含量的测定方法 液相色谱---串联质谱检测法和液相色

谱-紫外检测法》的标准方法[23] 稍加修改进行测定。以芦丁、杨梅酮、槲皮素、山奈酚、

芹菜素、松属素、白杨素、高良姜素为标准对照品，色谱柱：  C18 色谱柱

（4.6mm×150mm，5µm）；流动相中溶剂 A 为 0.05%的磷酸水溶液，溶剂 B 为甲醇，线

性梯度洗脱，洗脱程序为：0~10min，40%甲醇；10~20min，40%～45%甲醇；20~25min，

45%～55%甲醇；25~42min，55%～75%甲醇；42~52min，75%甲醇；52~53min，75%~40%

甲醇；53~73min，40%甲醇。流速 0.8mL/min，柱温 30℃，进样量 5µL，检测波长 270nm。

各供试样品以适量甲醇溶解，过 0.22μm 滤膜后进行 HPLC 测定。 

1.3.7 统计学处理 

     采用 SPSS 17.0 统计软件分析，实验结果以均值加减标准差（ sx ）表示。多组间均数

比较采用 ANOVA 分析，P<0.05 表示有统计学意义。 

2 结果与分析 

2.1 蜂胶分级提取物对正常 N2a 细胞的影响 

  以 5，10，15，20μg/mL剂量的蜂胶 40%水溶物、40%醇溶物、70%醇溶物、95%醇溶

物及川芎嗪作用于正常 N2a 细胞并检测细胞存活率，结果见图 1。 

 

图 1   蜂胶分级醇提物对正常 N2a 细胞活力的影响 

   Fig.1.  Effect of ethanol extracts of propolis on cell viability of N2a cells（n=3） 

注：Δ. 与正常组相比 P<0.05；ΔΔ. 与正常组相比 P<0.01。 

  由图 1可知，各供试样品在 5 ~15μg/mL范围内不影响正常N2a细胞的生长，而 40%，

Δ Δ Δ 
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70%，95%醇提物在 20μg/mL的质量浓度下可减低 N2a 细胞的存活率，与正常组比对有统

计学差异（P<0.05），提示蜂胶分级醇提物作用于 N2a 细胞的最大质量浓度最好在

20μg/mL以下，由此本研究选取 5，10，15μg/mL进行后续试验。 

2.2  N2a 细胞 OGD 时间的确定 

考察了 OGD1，2，4，6h 并复糖复氧 24h 对细胞存活率的影响，结果见图 2。 

 

注：Δ. 与正常组相比 P<0.05；(2)ΔΔ. 与正常组相比 P<0.01；(3)*. 与模型组相比 P<0.05；(4)**. 与模型组相比 P<0.01。图 4同。 

图 2  不同 OGD 时间对 N2a 细胞活力的影响 

Fig.2.  Effect of different treating time of OGD on cell viability of N2a cells 

由图2可知，与正常对照组相比，细胞存活率随OGD时间的延长呈下降趋势。OGD损

伤1~2h细胞相对存活率大于60%，细胞损伤不明显，若用于造模可能会夸大试样抗脑缺血

再灌注损伤的活性作用；OGD损伤6h时细胞相对存活率为32.10%，细胞损伤明显，而阳

性品干预后细胞存活率仅有40%，说明细胞损伤严重，川芎嗪无法逆转，无法准确反映保

护作用[22]。OGD4h组细胞存活率为50%左右，细胞损伤明显，与正常组细胞有极显著差

异（P<0.01），加入阳性品后细胞存活率接近80%，显示与模型组细胞有极显著差异

（P<0.01），说明OGD4h的细胞损伤是可以逆转的。 

根据1.3.5节的方法对各组细胞进行吉姆萨染色，结果如图3所示。 

 

 

 

 

 

Δ 

ΔΔ 

 ΔΔ 
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正常组                                                        OGD4h组                                                    OGD4h川芎嗪10μg/mL组 

                                  图3. Giemsa染色显示N2a细胞形态(200×) 

Fig.3. Morvhology of N2a (stained by Giemsa,200×) 

染色结果显示，正常组细胞生长密集，呈多边形，有折光性，突触伸展良好；

OGD4h组大部分细胞死亡脱落，其余细胞皱缩变圆，体积缩小，结构显示不清，核固缩，

突触消失。经10µg/mL川芎嗪干预可见部分N2a细胞发生皱缩，大部分贴壁生长，部分细

胞突触伸展良好，与模型组相比细胞数目明显增加。结果表明OGD4h的处理条件可使正

常细胞出现明显的形态学损伤，川芎嗪干预后可明显抑制细胞形态学损伤的产生。 

由此后续试验选择4h为OGD处理时间，用以评价蜂胶分级提取物的抗缺血再灌注损

伤功效。 

2.3  蜂胶分级醇提物的活性筛选试验 

参照 1.3.4节的方法以不同质量浓度的蜂胶分级醇提物对模型细胞进行干预并测定细胞

相对存活率，结果见图 4。 

 

 

图 4  蜂胶分级醇提物对 OGD 损伤 N2a 细胞活力的影响（n=3） 

   Fig.4.  Effect of ethanol extracts of propolis on cell viability of N2a cells（n=3） 

由图 4 可知，与正常组比对模型组细胞存活率为不足 50%，具有统计学差异

（P<0.01），说明 N2a 细胞 OGD 损伤模型造模成功。 

ΔΔ 
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与模型组比较，各供试样品显示出截然不同的活性。70%及 95%醇溶物在质量浓度为

5，10，15μg/mL 时均显示有极显著差异（P<0.01），表明 70%，95%醇溶物均对 OGD 致

损 N2a细胞有保护作用，而 70%醇溶物的 3 组的活性均明显高于 95%醇溶物；40%醇溶物

在 10μg/mL 显示有显著性差异（P<0.05），15μg/mL 时显示有极显著性差异（P<0.01），

表明 40%醇溶物在中高质量浓度下对 OGD 致损 N2a 细胞有保护作用；而 40%水溶物各质

量浓度组均未显示明显的改善细胞存活率的效果。 

根据1.3.5节的方法对蜂胶各级醇提物（10μg/mL）组细胞进行吉姆萨染色，结果如图5

所示。 

        

40%水溶物组（10μg/mL）                  40%醇溶物组（10μg/mL）   

       

 70%醇溶物组（10μg/mL）                  95%醇溶物组（10μg/mL） 

图 5 Giemsa 染色显示各级醇提物组 N2a 细胞形态(200×) 

Fig.5. Morphology of N2a cells treated by ethanol extracts of propolis (stained by 

Giemsa,200×) 

由图 5 可知，蜂胶分级醇提物中，70%醇溶物组细胞形态学损伤最少，细胞生长状态

最好。70%醇溶物组细胞生长较为密集，呈多边形，有折光性，突触伸展良好，少部分细

胞皱缩、核固缩、突触消失，与模型组相比细胞数量明显增加；95%醇溶物组细胞明显比

70%醇溶物组细胞数量少，部分细胞死亡脱落，大部分细胞贴壁生长良好，部分细胞皱缩
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变圆，核固缩，与模型组相比细胞数量明显增多；40%醇溶物组细胞密度明显低于 70%，

95%醇溶物组，密度明显高于模型组，较多细胞死亡脱落，部分细胞皱缩变圆，核固缩，

大部分贴壁生长；40%水溶物组大部分细胞死亡脱落，其余细胞皱缩变圆，体积缩小，结

构显示不清，核固缩，突触消失，与模型组细胞状态差异不明显。 

细胞存活率和吉姆萨染色结果表明蜂胶分级醇提物中，70%醇溶物抗缺血再灌注损伤

活性最高，可以明显抑制 OGD 诱发的细胞形态学损伤，说明 70%乙醇有效的富集了蜂胶

中抗缺血再灌注损伤的主要活性成分，95%醇溶物次之。 

2.4 HPLC 法测定蜂胶分级醇提物成分及含量 

目前已有大量研究[8-11]表明蜂胶总黄酮具有较好的神经保护作用，对蜂胶中起神经保

护作用的具体活性成分的研究也有了一定进展[25-29]。按 GB/T 19427-2003《蜂胶中芦丁、

杨梅酮、槲皮素、坎菲醇、芹菜素、松属素、柯因、高良姜素含量的测定方法 液相色谱--

-串联质谱检测法和液相色谱---紫外检测法》方法[23] 稍加修改进行蜂胶黄酮的测定，以芦

丁、杨梅酮、槲皮素、山奈酚、芹菜素、松属素、白杨素、高良姜素 8 种标准品绘制的标

准曲线见图 6。 

           

注：1. 芦丁；2. 杨梅酮；3. 槲皮素；4. 山奈酚；5. 芹菜素；6. 松属素；7. 白杨素；8. 高良姜素。 

图 6.八种黄酮标样的 HPLC 谱图 

Fig.6HPLC chromatogram of Flavonoids 

如图 6 所示，1 号峰为芦丁，出峰时间 12.761min；2 号峰为杨梅酮，出峰时间

18.513min；3 号峰为槲皮素，出峰时间 30.208min；4 号峰为山奈酚，出峰时间 35.758min；

5号峰为芹菜素，出峰时间 37.129min；6号峰为松属素，出峰时间 42.093min；7号峰为白

杨素，出峰时间 44.548min；8 号峰为高良姜素，出峰时间 45.404min。 
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对蜂胶分级提取物进行 HPLC 测定，以确定具有神经保护活性的蜂胶提取物所含的黄

酮成分及含量，结果见表 1。 

表 1  HPLC 法测定蜂胶分级醇提物黄酮类化合物单体的含量(g/100g) 

Table 1   HPLC method for determination of propolis ethanol extracts flavonoids  

 
保留时间

/min 

40%水溶物 40%醇溶物 70%醇溶物 95%醇溶物 

芦丁 12.761 — — — — 

杨梅酮 18.513 — — — — 

槲皮素 30.208 — — 0.21 — 

山奈酚 35.758 — 0.33 0.29 0.06 

芹菜素 37.129 — 0.25 0.45 0.15 

松属素 42.093 0.42 5.45 5.79 1.79 

白杨素 44.548 0.53 2.17 9.44 6.87 

   高良姜素     45.404 0.18 2.32 5.07 2.09 

合计  1.13 10.52 21.25 10.96 

 

由表 1 可知，各分级提取物中均未检出芦丁和杨梅酮，说明本试验用蜂胶不含有这两

种成分，其它 6种黄酮均有检出，黄酮合计量以 70%醇溶物最高，为 21.25%；95%醇溶物

和 40%醇溶物次之，分别为 10.96%和 10.52%；而 40%水溶物仅为 1.13%，约为 70%醇溶

物的 1/20，说明采用乙醇分级提取方法可以有效富集蜂胶黄酮类成分。 

关注文献提及的活性成分松属素[25-26]、白杨素[25-26]和芹菜素[29]，可以发现，70%醇溶

物中白杨素、松属素和芹菜素的合计量为 15.68%，显著高于 3 种成分在 95%醇溶物中的

合计量（8.81%）和在 40%醇溶物中的合计量（7.87%），而 40%水溶物中合计量仅为

1.13%，详见表 2。 
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表 2   蜂胶分级醇提物黄酮含量和松属素、白杨素、芹菜素的含量对 OGD 损伤 N2a 细胞

活力的影响（n=3）    

Table 2  Content of flavone and pinocembrin,chrysin,apigenin of ethanol extracts of 

propolis and Effect of ethanol extracts of propolis on cell viability of N2a cells（n=3） 

 
10μg/mL 组

细胞存活率 

8 种黄酮

总含量

/% 

白杨素、松

属素、芹菜

素总含量/% 

白杨素含量

/% 

松属素含

量/% 

芹菜素含

量/% 

正常组 100±0.017   — — — 

模型组 
42.88±3.038Δ

Δ 
  — — — 

川芎嗪 
77.79±1.517*

* 
  — — — 

40%水溶

物 
47.17±0.785 1.13 0.95 0.53 0.42 — 

40%醇溶

物 
53.27±1.160* 10.52 7.87 2.17 5.45 0.25 

70%醇提

物 
70.27±0.485*

* 
21.25 15.68 9.44 5.79 0.45 

95%醇提

物 
64.54±0.633*

* 
10.96 8.81 6.87 1.79 0.15 

注：ΔΔ. 与正常组相比 P<0.01；**. 与模型组相比 P<0.01；*. 与模型组相比 P<0.05。 

结合分级醇提物活性及其黄酮含量分析如下：由表 2 可知，蜂胶分级醇提物活性和 8

种黄酮含量的顺序均为 70%醇溶物>95%醇溶物>40%醇溶物>40%水溶物，说明蜂胶各分

级提取物的活性与黄酮含量呈正相关，即蜂胶对受损神经细胞的保护作用随着黄酮含量

的增加而增加。 

值得注意的是，蜂胶分级醇提物活性中白杨素、松属素、芹菜素合计量的顺序均为

70%醇溶物>95%醇溶物>40%醇溶物>40%水溶物，与各分级提取物的活性强弱的顺序吻

合，说明这 3 种成分在蜂胶各级醇提物中的含量与其抗缺血再灌注损伤活性成正比。 

比较松属素、白杨素和芹菜素的含量可知，活性最高的 70%醇溶物 3 种成分的含量依

次为白杨素（9.44%）>松属素（5.79%）>芹菜素（0.45%）；95%醇溶物含量顺序相同，

只是含量有所下降，为白杨素（6.87%）>松属素（1.79%）>芹菜素（0.15%）；而 40%醇

溶物含量顺序有所不同，为松属素（5.45%）>白杨素（2.17%）>芹菜素（0.25%）；40%

水溶物仅存少量的白杨素（0.53%）和松属素（0.42%），未检出芹菜素。 

app:ds:apigenin
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研究[25-26]表明松属素和白杨素均能抑制 Caspase-3 及其上游通路的激活，从而抑制

H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡，对脑缺血再灌注损伤具有神经保护作用。松属素可明显

增加动脉栓塞大鼠的存活率，减小脑梗死体积，降低神经行为学评分[27]；其作用机制主

要与降低 ROS 和 NO 的生成，抑制 Caspase-3 的激活等有关，对体外模拟的皮层神经元缺

血性损伤具有神经保护作用[28]。芹菜素能显著提高氧糖剥夺再灌注损伤神经元的存活率，

降低受损神经元细胞 LDH 漏出率和凋亡率[29]，对缺血再灌注致损的神经元有较强的保护

作用。 

结合表 2 活性推断白杨素、松属素、芹菜素为蜂胶中抗缺血再灌注损伤的功能因子，

贡献较大的可能是白杨素和松属素，因芹菜素含量极少，贡献率可能有限，而活性提取

物中存在的高良姜素、山奈酚和微量的槲皮素对蜂胶神经保护活性是否有贡献，需要进

一步证实。 

3 结论 

本试验通过蜂胶分级提取物对正常生长的 N2a 细胞进行干预，结果表明质量浓度在

15μg/mL以下的蜂胶分级提取物不影响 N2a细胞的正常生长，没有细胞毒性；对 N2a进行

OGD4h 并复糖复氧 24h 为模型模拟体内脑缺血再灌注损伤，并以此对蜂胶分级醇提物进

行细胞学筛选，结果表明 70%醇溶物神经保护活性最高，95%醇溶物次之，再次为 40%醇

溶物，40%水溶物无活性。对蜂胶分级醇提物进行 HPLC 分析，结果表明 8 种黄酮总含量

以 70%醇溶物最高，95%醇溶物和 40%醇溶物次之，40%水溶物含量极微，黄酮含量与各

分级提取物神经保护活性呈正比；且蜂胶分级醇提物中白杨素、松属素和芹菜素 3 种成分

的合计量与各分级提取物活性成正比，推断白杨素、松属素和芹菜素为蜂胶中抗缺血再

灌注损伤的有效物质，因芹菜素含量极少，故可重点将松属素和白杨素作为评估蜂胶神

经保护功效的活性指标。 
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The preventive role for stroke with active components of chinese 

propolis 

Sun Liping 

(Institute of Apicultural Research, Chinese Academy of Agricultural Science, Beijing, 100093） 

 

Abstract 

To confirm the neuroprotective effective components in ethanol extracts of propolis, a model 

of N2a cells injured by OGD was established. Cell survival rate measured by CCK-8 assay was 

considered as the screening criterion. GIMSA dying assay was used to observe morphology 

changes of N2a cells. HPLC were used as detection and analysis method. The result showed that 

the action concentration was no more than 20μg/mL. The appropriate time of OGD that could 

induce N2a cells injury was 4 hours. 70% ethanol extract group showed the highest protective 

effect that the cell survival rate and the morphology of N2a cells of 5μg/mL group,10μg/mL group 

and 15μg/mL group was significantly higher than the model group. The result of HPLC qualitative 

analysis of 70% ethanol extract suggested that major constituents were chrysin, pinocembrin, 

which can be used as evaluation index of the neuroprotective effect of propolis. 

 

Keyword： ethanol extracts of propolis; neuroprotective effect; Oxygen Glucose Deprivation; 

High Performance Liquid Chromatography 
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不同移虫日龄蜂王卵巢蛋白组学研究 

 

吉挺*2，庞倩 1，王莹 1，沈芳 2，孟祥金 2，牛庆生 3 

（1．扬州大学动物科学与技术学院，江苏扬州 225009；2. 安徽省蜂业协会，安徽合肥 

230001；3. 吉林省养蜂科学研究所，吉林省吉林市 132108） 

摘要 

[目的]通过研究不同移虫日龄对意大利蜂王卵巢组织蛋白质表达的影响，探讨移虫日

龄对蜂王卵巢发育的分子调控机制。[方法]对不同移虫日龄培育的蜂王卵巢组织蛋白质进

行 iTRAQ 定量分析，筛选差异表达蛋白，探究其在此生理过程中的作用。[结果]iTRAQ

定量分析共鉴定到蛋白质二级图谱 452,966 个，最终获得 3642 个蛋白。GO 富集结果表明，

不同日龄移虫的蜂王卵巢组织蛋白在细胞代谢、分裂以及蛋白质合成方面存在显著差异。

Pathway富集分析表明，1日龄移虫和 2日龄移虫发育蜂王差异蛋白主要富集在代谢通路；

1 日龄移虫和 3 日龄移虫发育蜂王差异蛋白主要富集在有机体发育通路、核糖体通路和溶

酶体代谢。对差异表达蛋白——储存蛋白（Hex 110、Hex 70b）进行荧光定量 PCR和蛋白

免疫印迹检测。结果表明，Hex110、Hex70b 无论是在 mRNA 水平还是蛋白水平，随着移

虫日龄的增加，其表达量均呈现降低的趋势。1 日龄移虫发育蜂王卵巢 Hex110 基因表达

量显著高于其他组（P < 0.05），1 日龄移虫发育蜂王卵巢的 Hex70b 基因的表达量极显著

高于其他组（P < 0.01）。[结论]初步对不同日龄移虫的蜂王之间差异表达蛋白进行系统研

究，为进一步研究蜂王生殖发育及级型分化的调控机制提供理论依据。 

关键词：移虫日龄；卵巢；蛋白质组学；Hex 110；Hex 70b 
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Abstract 

Objective: To explore the molecular regulation mechanism of instar of the grafted larvae on queen 

ovaries development, the effect of different instar of the grafted larvae on ovaries protein 

expression of queen (Apis mellifera) were studied. Method: To select differentially expressed 

proteins and explore its function during the process, iTRAQ method was used to explore the 

proteins of queen ovaries of different instar of the grafted larvae. Result: A total of 452,966 

spectrum were obtained and 3642 proteins were identified. Go enrichment analysis suggested that 

there were differences in metabolism, cell division and protein biosynthesis. The differential 

proteins of 1 day age and 2 days age group enriched in the carbohydrate metabolism, lipid 

metabolism, exogenous degradation. The differential proteins of 1 day age and 3 days age group 

was mainly enriched in developing pathways, ribosome pathways and lysosome metabolic. 

Furthermore, mRNA and protein expression level of hexamerins were exaimed by qRT-PCR and 

Western blot. The results of qRT-PCR and Western blot showed that the expression of Hex110 

and Hex70b decreased with the increasing of grafted instar, the expression levels of Hex10 in 

queen ovaries of 1 day instar of the grafted larvae were significantly higher than that of 2 days and 

3 days i (P < 0.05). Meanwhile, the expression levels of Hex70b in queen ovaries of 1 day instar 

of the grafted larvae were extremely significantly higher than that of 2 days and 3 days (P < 0.01). 

Conclusion: In order to provide theoretical basis for the regulatory mechanism of the queen 

reproductive development level, preliminary research were conducted on differentially expressed 

proteins in queen ovaries of different instar of the grafted larvae. 

Keywords: instar of the grafted larvae; ovary; proteomics; Hex110; Hex70b 
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前言 

蜜蜂是社会性昆虫，以群体为单位，包括蜂王、雄蜂以及工蜂。蜂王和工蜂都是由

受精卵发育而来的雌性蜂，两者的遗传组成完全一致，但它们在外部形态、生理结构和

行为上都存在巨大的差异。蜂王个体大、寿命长并且繁殖力极强，而工蜂却个体小、寿

命极短，没有繁殖能力[1-2]，这种现象称为蜜蜂级型分化，是现今蜜蜂研究的热点问题。

石元元[3]以及陈璇等[4]研究发现，幼虫摄取的食物会影响其级型分化，决定其是发育成具

有繁殖力的蜂王还是无繁殖性能的工蜂。自 2006 年完成西方蜜蜂全基因组测序后，众多

学者在基因及蛋白质水平上对蜜蜂级型分化机制进行了深入研究[5-9]。 

在实际人工育王生产中，移虫日龄影响蜂王的繁殖性能。实践证明，蜂王的培育与

移虫时间有一定关系，移虫时间的延长会导致工蜂幼虫双向发育能力降低[10]，但移虫时

间越早，蜂群对王台的接受率就越低。此外，卵巢作为雌性蜜蜂生殖系统的重要功能组

织，其大小和发育程度代表着蜂王的繁殖能力，而移虫日龄会影响蜂王的卵巢发育[11]，

因此寻找最佳移虫时间是蜜蜂育种的关键点。本研究探究不同移虫日龄对蜂王繁殖性能

的影响，运用 iTRAQ 技术对蜂王卵巢组织进行高通量测序，筛选差异表达蛋白

（differentially expressed proteins，DEPs），通过蛋白注释、功能预测等分析方法探究其

分子调控机制，以期为实际生产提供理论依据。 

1 材料和方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 实验蜂群 

处女王出房后 8 d，人工注射单只雄蜂的精液，获得单雄授精的意大利蜂王，然后组

织单雄授精蜂王进行产卵。单雄受精蜂王及组织蜂群工作均在吉林蜜蜂研究所实验蜂场

进行。 

1.1.2 主要试剂 

Bradford 蛋白定量试剂盒（Bio-Rad，USA），Trichloroacetic acid (abbreviation: TCA)，

Dyeing buffer，Loading buffer，Electrophoretic buffer，Destain buffer，Lysis buffer (PH 8.5)，
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2-D Quant Kit (GE Healthcare)，Trypsin Gold (Promega)，TEAB (Applied Biosystems)，

Formic acid，iTRAQ Reagents-8plex Chemistry (Applied Biosystems)，UltraSYBR Mixture 

(With Rox)，无水甲醇，Wstern转膜液，Trizol购自 Invitrogen公司，Fast Quant RT Kit (with 

gDNase) Fast Quant cDNA 第一链合成试剂盒（KR106）购自北京天根生化科技有限公司，

荧光定量 PCR 试剂盒（cw0956）购自北京康为世纪生物科技有限公司，RIPA 裂解液、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公司，β-Actin 小鼠单克隆抗体购自上海艾博抗贸易

有限公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG、Hexamerin110 单克隆抗体、Hexamerin70b

单克隆抗体购自艾比玛特生物医药（上海）有限公司，ECL 显色试剂盒、硝酸纤维素膜。  

1.1.3 主要仪器 

高速离心机（5430R，Eppendorf），组织匀浆器（precellys24，Bertin），超纯水仪

（Milli-Q Advantage，Millipore），超声波细胞粉碎机（VCX130，Sonics），电泳仪

（Mini PROTEAN tetra Cell，BIO-RAD），SCX Luna（SCX，Phenomenex），液相色谱

（LC-20AD nanoHPLC， LC-20AB HPLC，SHIMADZU），串联质谱仪（UltrafleXtreme，

Bruker；LTQ Orbitrap Velos，Thermo fisher）和 ABI7500 荧光定量 PCR 仪。 

1.2 实验方法 

1.2.1 蜂王的培育 

将灭菌后的空巢脾放入限王产卵器中，经工蜂清理 24 h 后，控制单王授精蜂王产卵 6 

h，将空脾转移到继箱中孵育。98 h 后移取巢脾上的幼虫（1 日龄幼虫），122 h 后移取巢

脾上的幼虫（2 日龄幼虫），146 h 后移取巢脾上的幼虫（3 日龄幼虫），培育至蜂王出房

的前一天，全部转移至昆虫培养箱等待蜂王出房。 

 

1.2.2 蛋白质的提取及检测 

剖取各组 15 只处女蜂王单侧卵巢样本，混池，加入裂解液，匀浆、超声破碎、离心，

取上清备用。参照伯乐公司的 Bradford 蛋白定量试剂盒操作说明书及 Zor 的试验方法进行

操作。每个样品 95 ℃加热 5 min 后于 12 %的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶、120 V 恒压电泳 120 

min。电泳结束后，考染液染色 2 h，用每次 30 min 用脱色液脱色 3-5 次。 

 

1.2.3 蛋白质酶解及 iTRAQ 标记 
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每个样品取出 100 μg 蛋白；蛋白和酶以 20:1 的比例添加 Trypsin，37 ℃酶解 4 h；按

上述比例再加一次 Trypsin，继续酶解 8 h。 

 胰蛋白酶消化后，用真空离心泵抽干肽段；加入 0.5M TEAB 复溶肽段，进行 iTRAQ

标记；使用不同的 iTRAQ 标签标记每一组肽段，室温下培养 2h；各组肽段混合标记后，

使用 SCX 柱进行液相分离。 

 

1.2.4 SCX 分离 

使用岛津 LC-20AB 液相系统，4.6 × 250 mm 型号的 Ultremex SCX 分离柱对样品进行

液相分离。在标记后抽干的混合肽段加入 4 mL buffer A（25mM NaH2PO4 in 25% CAN，

pH 2.7）重复溶解。进柱后用 1 mL/min 的流速进行梯度洗脱：首先 buffer A 洗脱 10 min，

然后逐渐加入 5-35% buffer B (25mM NaH2PO4，1M KCl in 25% CAN，pH2.7) 洗脱 11 min，

最后混入 35-80% buffer B 洗脱 1 min。整个过程在 λ = 214 nm 吸光度下进行测定，通过筛

选共得到 12 个组分。每个组分均用 StrataX 除盐柱除盐，最后冷冻抽干。 

 

1.2.5 基于 Triple TOF 5600 的 LC-ESI-MS/MS 分析 

和质谱仪结合的液相系统是 nanoACQuity (Waters)，所用的流动相 A 液（水:乙腈:甲

酸 = 98 : 2 : 0.1）与 B 液（水:乙腈:甲酸 = 2 : 98 : 0.1）中均加入一定比例的校正液（Thermo 

Fisher3 Scientific）。每次上样量均为 2.25 μg（9μL），A 液以 2 μL/min 的速率洗脱 15 min，

然后使用含 5%的 B液流动相以 300 nL/min 速率洗脱 1min，开始建立洗脱梯度：40 min以

内 B 液梯度线型从 5%上升到 35%，再 5 min 从 35%增加到 80%，接着 80%持续进行洗脱

5 min，最后 2 min恢复柱料。对于 iTRAQ这样的项目，离子碎裂能量的设定是 35 ± 5eV；

母离子动态排除设置是：在一半的出峰时间中（约 18 s），相同母离子的碎裂次数不超过

2 次。 

1.2.6 引物设计与合成 

根据 Genebank 中 Hexamerin110 的序列（NM_001101023.1）、Hexamerin70b 的序列

（NM_001011600.1），按照荧光定量引物设计原则，设计引物，Hexamerin110 上游：5'-

AACGTGCCAGGCGCAGTTGT-3'，下游：5'-TTCACCAGCATGGAGGTTCTGGA-3'；
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Hexamerin70b 上游：5'-TGCCGCCAATGTACGAGGTG-3'，下游: 5'-

GCTCGGGCACGTTGTGTTTG-3'；以 β-actin 作为内参基因，上游：5'-

TCCTGCTATGTATGTCGC-3'，下游：5'- AGTTGCCATTTCCTGTTC-3'，引物由上海生

工生物工程有限公司合成。 

1.2.7 qRT-PCR 

取各组 6 只蜂王卵巢，将卵巢组织样品匀浆后按试剂说明书操作，用 Trizol 提取卵巢

总 RNA，根据各样品总 RNA 浓度，对 RNA 样品进行稀释，使终浓度为 200 ng/μL，然后

按照天根的 FastQuant RT Kit (with gDNase) FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒（KR106）

操作程序进行反转录。根据北京康为世纪生物科技有限公司的荧光定量 PCR 试剂盒

（cw0956）说明书进行操作，所有步骤均在冰上进行，qRT-PCR反应体系为 20 μL体系：

2 × Ultra SYBR Mixture（With ROX）10 μL，上游引物 1 μL，下游引物 1 μL，DNA 模板 2 

μL，RNase-Free Water 6 μL，PCR 扩增程序为 95℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，共 40

个循环。 

1.2.8 Western Blot 检测 

将提取的蛋白样品先在沸水中水浴煮沸 5min，使蛋白变性，然后用 10%聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白后，将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，封闭液封闭，TBST 冲洗后，分别

与一抗、二抗杂交，ECL 暗室中显色，利用高灵敏蛋白印迹成像和多色荧光定量分析系

统观察 Western blot 结果。 

1.3数据分析流程 

经 MS/MS 分析后的得到 WIFF 格式的原始数据，转换成 MGF 后提交到参考数据，

用 Mascot 2.3.02 软件进行检索[8]。将设定参数为 MS/MS Ion search 的收缩类型、碎片质量

公差为± 0.1Da、肽段误差范围为 ± 0.05 Da 等，鉴定蛋白信息[12]。 

比较各蛋白在各样品之间的相对含量，以差异倍数 > 1.5 倍且经统计检验其 P < 0.05

的蛋白作为差异蛋白。对蛋白进行功能注释分析，预测出这些蛋白可能的功能，之后对

其做功能分类统计。对差异表达蛋白进行 pathway及 GO 的富集分析及表达模式聚类分

析，探究不同日龄移虫影响蜂王卵巢发育的分子调控机制。 
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利用 2
－ΔΔCt方法对不同移虫日龄蜂王卵巢内 Hexamerin110 和 Hexamerin70b 基因的表

达量进行统计，利用 SPSS 的 ANOVA 的 LSD 法对其进行显著性分析，以 0.05 为显著性

水平。 

2结果与分析 

2.1蛋白质检测 

蜂王卵巢总蛋白提取后用 BSA 法测定浓度，凝胶电泳结果中蛋白条带清晰完整无杂

质（图 3-1），蛋白定量结果中各样品的蛋白浓度高于 4 µg/µL，总量超过 900 µg，符合

iTRAQ 蛋白标记的定量要求。 

 

图 3-1 卵巢蛋白质定量检测 

Figure3-1 Standard curve and SDS-PAGE of total proteins of ovary 
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表 3-1 卵巢蛋白定量结果 

Table 3-1 Quantification of protein isolated from ovary 

样品 Concentration（μg 

/μL） 

Volume（μL） Total Protein（μg） 

1日龄移虫组 17.63 200 3526 

2日龄移虫组

组 

15.62 200 3124 

3日龄移虫组 4.89 200 978 

 

2.2 蛋白质鉴定及质量评估 

2.2.1 蛋白质鉴定结果 

蛋白鉴定后，获得二级图谱（Total Spectra）总数为 452966 个，匹配图谱（Spectra）

为 55600 个，匹配的特有肽段图谱（Unique Specra）为 53239 个，鉴定到的肽段（Peptide）

为 22423 个，匹配的特有肽段（Unique Peptide）为 21958 个，最终获得 3642 个蛋白。大

于 100 KDa 的蛋白有 933（25.64%）个；其余蛋白分子量大部分都集中在 20-80 KDa，共

计 2508（68.92.74%），占总蛋白数量的一半以上。 

2.2.2 肽段质量评估 

对肽段序列长度分布进行统计，结果显示多数肽段长度在 7-17 之间，其中 8-15 的肽

段最多。大部分被鉴定到的蛋白所含的肽段数量在 10 个以内，且蛋白数量随着匹配肽段

数量的增加而减少。如图 3-2 所示，覆盖度 0%-10%的蛋白数量占总量的 48%，35%以上

的蛋白数量占总量的 13%。 
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图 3-2 肽段序列覆盖度分布 

Figure 3-2 Distribution of protein’s sequences coverag
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2.3 差异表达蛋白质分析 

2.3.1 差异表达蛋白的筛选和维恩图分析 

对获得的差异表达蛋白进行筛选，利用维恩图进行分析。由图 3-3 可知，d1-vs-d2

组蜂王的差异蛋白 424 个，d1-vs-d3 组蜂王的差异蛋白 305 个和 d2-vs-d3 组蜂王的差异

蛋白 335 个。如图 3-4 所示，d1-vs-d2 特有差异蛋白 242 个，d1-vs-d3 特有差异蛋白 114

个，d2-vs-d2 特有差异蛋白 155 个。三组差异蛋白之间共有差异蛋 38 个，这些蛋白可

能是蜂王发育的必需蛋白。 

 

图 3-3 不同日龄蜂王 DEPs 分布及表达情况 

Figure 3-3 Distribution and expression profiling of DEGs  
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图 3-4 差异蛋白的维恩分析 

Figure 3-4 Venn Diagrams of different expressed protein  

2.3.2 差异表达蛋白的 GO 富集分析 

对不同日龄移虫蜂王卵巢组织差异表达蛋白进行 GO 富集分析（图 3-5，3-6，3-

7）。DEPs 大多富集在碱基代谢（23.9%，BP），单一生物代谢过程（28.7%，BP），

细胞质（53.5%，CC），细胞膜（41.4，CC），离子结合（35.7%，MF），大分子复

合物（50.5%，CC），和蛋白质复合体（36.0%，CC）。GO 富集结果表明，不同日龄

移虫的蜂王卵巢在细胞代谢、分裂以及蛋白质合成方面存在显著差异。 
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图 3-5 卵巢 DEPs GO 富集分析(1d-vs-2d) 

Figure 3-5 GO enrichment of DEPs in ovary(1d-vs-2d) 
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图 3-6 卵巢 DEPs GO 富集分析(1d-vs-3d) 

Figure 3-6 GO enrichment of DEPs in ovary(1d-vs-3d) 
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图 3-7 卵巢 DEPs GO 富集分析(2d-vs-3d) 

Figure 3-7 GO enrichment of DEPs in ovary(2d-vs-3d) 

2.3.3 DEPs 的 pathway 富集分析 

将不同日龄移虫蜂王卵巢的 DEPs 两两比对，1 日龄移虫蜂王组和 2 日龄移虫蜂王

组之间鉴定到的 424 个差异蛋白共集中在 207 个 pathway。显著富集的有 17 个，其中

代谢通路最为富集，其次为焦点粘连通路（表 3-2）。 
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1 日龄移虫蜂王组和 3 日龄移虫蜂王组之间鉴定到的 305 个差异蛋白集中于 181 个

pathway。显著富集的有 11 个，其中核糖体通路最为富集，其次为溶酶体通路（表 3-

3）。1 日龄移虫蜂王组和 3 日龄移虫蜂王组之间鉴定到的 335 个差异蛋白共集中在 172

个 pathway。显著富集的有 17 个，其中氧化磷酸化和亨廷顿氏舞蹈症通路最为富集，

其次为震颤性麻痹通路（表 3-4）。 

表 3-2 DFPs pathway 显著富集分析结果（1d-vs-2d） 

Table 3-2 Pathway significant enrichment of DEPs (1d-vs-2d) 

Pathway DFPs with pathway 

annotation (360) 

Pvalue Pathway ID 

Fructose and mannose 

metabolism 

9 (2.5%) 0.00240698

5 

ko00051 

Hematopoietic cell lineage 6 (1.67%) 0.00247158

8 

ko04640 

Renin-angiotensin system 4 (1.11%) 0.00260522

3 

ko04614 

Amoebiasis 10 (2.78%) 0.00538022

6 

ko05146 

Steroid biosynthesis 4 (1.11%) 0.00550025

3 

ko00100 

Steroid hormone 

biosynthesis 

7 (1.94%) 0.00923995

2 

ko00140 

Glutathione metabolism 9 (2.5%) 0.01116017 ko00480 

Focal adhesion 18 (5%) 0.01274657 ko04510 

Metabolism of xenobiotics 

by cytochrome P450 

8 (2.22%) 0.01491999 ko00980 

Galactose metabolism 7 (1.94%) 0.01572944 ko00052 
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表 3-3 DFPs pathway显著富集分析结果(1d-vs-3d) 

 Table 3-3 Pathway significant enrichment of DEPs (1d-vs-3d) 

Pathway 
DEPs with pathway 

annotation (248) 
Pvalue 

Pathway 

ID 

Arachidonic acid metabolism 4 (1.61%) 0.01370989 ko0050 

Glutathione metabolism 7 (2.82%) 0.01423081 ko0040 

Ribosome 13 (5.24%) 0.01516226 ko0300 

Hematopoietic cell lineage 4 (1.61%) 0.01852978 ko0460 

Glycine, serine and threonine 

metabolism 
6 (2.42%) 0.02946432 ko0020 

Olfactory transduction 4 (1.61%) 0.03099191 ko0470 

Phototransduction 3 (1.21%) 0.03306556 ko0474 

Lysosome 11 (4.44%) 0.0373622 ko0412 

Cell adhesion molecules 

(CAMs) 
4 (1.61%) 0.03869068 ko0454 

Calcium signaling pathway 6 (2.42%) 0.03972304 ko0400 
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表 3-4 DFPs pathway显著富集分析结果(2d-vs-3d) 

Table 3-4 Pathway significant enrichment of DEPs (2d-vs-3d) 

Pathway 
DEPs with pathway 

annotation (278) 
Pvalue Pathway ID 

Drug metabolism - 

cytochrome P450 
10 (3.6%) 8.74E-05 ko00982 

Metabolism of xenobiotics 

by cytochrome P450 
10 (3.6%) 0.000124931 ko00980 

Oxidative phosphorylation 16 (5.76%) 0.002092483 ko00190 

Drug metabolism - other 

enzymes 
8 (2.88%) 0.006185456 ko00983 

Glutathione metabolism 8 (2.88%) 0.007594787 ko00480 

Rheumatoid arthritis 6 (2.16%) 0.013076 ko05323 

Herpes simplex infection 9 (3.24%) 0.03100609 ko05168 

Steroid hormone 

biosynthesis 
5 (1.8%) 0.04030873 ko00140 

Synaptic vesicle cycle 7 (2.52%) 0.04564869 ko04721 

Phagosome 12 (4.32%) 0.04728712 ko04145 

2.4 差异表达蛋白的验证结果 

2.4.1 不同移虫日龄蜂王卵巢 Hexamerin110、Hexamerin70b 基因的表达 

由图 3-8 可见，随着移虫日龄的增加，Hex110 基因的表达量呈降低趋势。1 日龄移

虫培育的蜂王卵巢 Hex110 基因的表达量最高，显著高于 2 日龄和 3 日龄移虫组（P < 

0.05）。而 2 日龄和 3 日龄移虫培育的蜂王卵巢 Hex110 基因的表达量相近，差异不显
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著（P > 0.05）。Hex70b 基因的表达趋势和 Hex110 基因基本一致，但其在 1 日龄移虫

培育的蜂王卵巢表达量极显著高于其他组（P < 0.01）（图 3-9）。 

 

图 3-8 Hex110 基因的表达量 

Figure 3-8 Expression levels of Hex110 
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图 3-9 Hex70b 基因的表达量 

Figure 3-9 Expression levels of Hex70b 

2.4.2 不同移虫日龄蜂王卵巢 Hexamerin110、Hexamerin70 蛋白的表达 

由图 3-10 所示，随着移虫日龄的增加，蜂王卵巢中 Hex110、Hex70b 蛋白的表达

水平均呈现降低趋势，与其基因表达趋势一致（图 3-10）。 

 

图 3-10 Hexamerin110 蛋白和 Hexamerin70b 蛋白的表达 

Figure 3-10 Expression levels of Hexamerin110 protein and Hexamerin70b protein 



 

105 

 

3 讨论 

卵巢是雌性蜜蜂生殖系统的重要功能组织，卵巢的大小和发育程度代表着蜂王繁

殖的能力，而移虫日龄是影响蜂王卵巢发育的关键因素。不同移虫日龄的差异蛋白质

在碳水化合物代谢和产能类蛋白质代谢聚集较多，一方面是可能由于能量代谢影响到

蜂王卵巢的发育；另一方面由于蜂王破茧出房过程中具有很高的呼吸率和代谢率，需

要大量的能量和代谢类蛋白质来完成剧烈的代谢活动。由于不同日龄的蜂王组织器官

发育相似，因此 90%以上的代谢通路是一致的，差异代谢通路较少。 

值得注意的是，筛选获得的差异蛋白中发现王浆主蛋白 1（major royal jelly protein 

1， MRJP1）及其前体（major royal jelly protein 1 precursor）。有研究表明 MRJP1 的单

体 Royalactin 是级型分化的关键因素[13]。研究发现 Royalactin 作用于果蝇可以产生缩短

发育时间，增大成年体型，增强产卵力、延长寿命等类似于蜂王的发育特性，

Royalactin 可以通过脂肪体细胞表皮生长因子受体通路调节蜜蜂幼虫的发育时间、出房

重以及卵巢体积。本研究发现 MRJP1 及其前体在处女王卵巢中表达，并且 2 日龄和 3

日龄移虫蜂王组 MRJP1 的表达量显著低于 1 日龄移虫蜂王 ，结合前文中对蜂王其他指

标的鉴定结果，推断 MRJP1 可能是引起不同移虫日龄蜂王发育产生差异的关键蛋白之

一。MRJP1 对蜂王卵巢的分子调节机制，有待进一步深入研究。 

此外，我们还发现储存蛋白(Hexamerin)表达差异性明显，呈持续下调模式。储存

蛋白为非进食期的昆虫提供物质和能量[15]，并参与角质层的形成[16]，有的可以结合保

幼激素[17]以及蜕皮激素[18]等有机物，还有的可以参与幼虫期激素的调控[19]。实验结果

表明，随着移虫日龄的增加，Hex 呈持续下调模式，可能是因为 Hex 受保幼激素的调

控，而且在幼虫期间高蛋白摄入阶段，JH会诱导Hex的高表达[20]。qRT-PCR和Western 

Blot 的结果显示，随着移虫日龄的增加，Hex110 的表达量无论是在 mRNA 水平还是蛋

白水平，均呈现降低趋势，可能是因为 Hex110 与产卵有关，并且在产卵蜂王的卵巢中

高表达，而移虫日龄会对蜂王的生长发育以及繁殖性能产生影响，随着移虫日龄的增

加，蜂王的卵巢重显著减轻，卵巢管数显著减小[11]，移虫越晚，人工培育的蜂王的卵

巢发育的越不完全，从而导致与产卵有关的Hex110表达量的降低。Hex70b基因的表达

受保幼激素和蜕皮激素的调节，Adriana [21]用保幼激素处理或者注射蜕皮激素会使工蜂

Hex70b 的高表达期延长。随着移虫日龄的增加，Hex70b 的表达量无论是在 mRNA 水
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平还是蛋白水平，均呈现降低趋势，与随着移虫日龄的增加，蜂王幼虫的保幼激素和

蜕皮激素的含量显著降低的结果一致[11]，Hex70b 的表达之所以会随着移虫日龄的增加

而降低可能是因为不同移虫日龄培育的蜂王取食到的蜂王浆不同，而蜂王浆会影响成

幼虫的保幼激素浓度[22-23]，保幼激素和蜕皮激素又会诱导、调节 Hex70b 的表达，从而

导致 1 日龄移虫培育的蜂王卵巢的 Hex70b 基因的表达量高 2 日龄和 3 日龄移虫培育的

蜂王卵巢的 Hex70b 基因的表达量。 

本研究对不同移虫日龄蜂王的卵巢蛋白质组学进行了分析，获得了大量的差异表

达蛋白，如 MRJP1 及其前体、Hex110 和 Hex70b 在不同移虫日龄下发育的蜂王卵巢中

呈现差异表达。初步对不同移虫日龄发育的蜂王之间差异表达蛋白进行系统研究，为

进一步研究蜂王生殖发育及级型分化的调控机制提供理论依据，并为指导针对繁殖性

状的蜜蜂育种实践提供理论基础。 
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蜂胶醇提物脂质体制备及表征 

郭夏丽，蓝雅惠，邹艺红，李熊，罗丽萍 

（南昌大学 生命科学学院，江西 南昌  330031） 

 

摘要 

脂质体具有良好的细胞膜亲和性，适合体内降解、无毒性和无免疫原性的特点，

可作为药物载体可控制药物的释放和具有器官靶向性。本文以大豆卵磷脂和胆固醇为

膜材，采用薄膜分散-动态高压技术制备蜂胶醇提物（EEP）脂质体，通过粒度分析仪、

透射电子显微镜、清除DPPH自由基、低温储存试验等进行性状表征。研究结果表明，

制备的蜂胶脂质体形状为大小均匀球形，粒径为 78±14 nm，包埋率和稳定性参数分别

达到 7.80±5.21%和 2.53±0.05%。4 ℃下保存 90 天和 180 天后，包埋率分别下降了 16.74%

和 28.77%，分散系数（PDI）分别增加了 6.61%和 14.32%，DPPH 自由基清除指数 AAI

分别为 2.78 和 2.71；HPLC 分析贮存 180 天后 EEP 脂质体中 7 种物质变化分别为

1.08%~6.63%，低于 EEP 的 5.55%~19.42%，说明对 EEP 中的活性物质具有一定的保护

作用。 

关键词：蜂胶醇提物；脂质体；形状表征；稳定性 
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The preparation and characterization of EEP liposomes 

 

GUO Xiali, LAN Yahui, ZOU Yihong, LI Xiong, LUO Liping 

(School of life sciences, Nanchang University, Nanchang Jiangxi, 330031, China) 

Abstract 

Based on liposomes having a cell affinity, for degradation in vivo, non-toxic and non-

immunogenic characteristic, liposomes as drug carriers and controlled release of a drug having 

a targeted organ. The thin film evaporation-dynamic high pressure microfluidization was used 

to prepare EEP liposomes with soybean lecithin and cholesterol as the membrane materials. 

The characterization of prepared EEP liposomes was examined by dynamic light scattering, 

transmission electron microscopy, DPPH radical scavenging activity, low temperature storage 

test The results showed that the average size was 68±14nm, encapsulation efficiency was 

97.80±5.21%, the appearance is uniform spherical, Ke value was 2.53±0.05%. The liposomes 

obtained were incubated at 4 ℃ for 90 and 180 days and its encapsulation efficiency fell 16.74% 

and 28.77%, PDI fell 6.61% and 14.32%, AAI was 2.78 and 2.71, respectively. Contents change 

of 7 compounds in EEP liposome were 1.08% ~ 6.63% analyzed by HPLC after 180 days 

storage time, lower than 5.55% ~ 19.42% in EEP. This study highlights the protection of 

liposome for EEP. 

Keywords: Ethanol extract of propolis; Liposome; Characterization; Stability 

 

前言 

蜂胶是蜜蜂采集植物幼芽、树皮与树干裂缝处的树脂，混入其上颚腺分泌物和蜂

蜡咀嚼后加工而成的具芳香气味的胶状固体物[1]。其含有丰富的营养素和生物活性成分，

如多糖、维生素、多酚类化合物、芳香酸及芳香酸酯、醛及酮类化合物、萜类化合物

等[2-4]。蜂胶具有抗菌消炎、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化、调节血脂与血糖、促进组织再

生等广泛的生物学作用[5-8]。近年来，食品行业对天然产物越来越感兴趣，一方面可以

从天然原料获得生物活性化合物，另一方面可以利用天然产物生产稳定的功能产品[9]。

蜂胶易因黄酮等活性物质氧化变性而失去活性[10]，气味浓烈影响产品气味[11]，目前主

要采取乙醇提取法对蜂胶活性物质进行提取，得到的蜂胶醇提物（Ethanol extracts of 
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propolis, EEP）由于在水相或油中不易分散[9]，从而影响蜂胶在日化产品、食品、药物

中的广泛应用。脂质体是一种由磷脂在水中自组装形成双层膜小囊泡，对细胞膜亲和

性良好[12]，作为药物载体具有靶向、高效、缓释、副作用小等特点，已被广泛应用于

医药领域[5]。蜂胶中极性较强的物质包裹在脂质体的水相中，而一些极性较弱的脂溶性

物质则包裹在脂质膜内，很好的阻止光、热、氧气和金属离子等环境因素对蜂胶活性

成分的破坏[13]。 

关于蜂胶脂质体的制备研究，国内外都鲜有报道，仅有Yunpeng Fan等[14]将蜂胶黄

酮、大豆卵磷脂、胆固醇、维生素 E 溶于乙醇-氯仿中，采用薄膜超声法制备淫羊藿多

糖-蜂胶黄酮脂质体，蜂胶黄酮最大包封率为 85.48%，粒径＜200 nm；汤志勇等[15]采用

薄膜超声法、逆向蒸发法、乙醇注入法 3种方法制备蜂胶脂质体，薄膜超声法获得最高

包埋率 85.7%的脂质体；吴亚妮等[16]采用乙醇注入法进行研究，发现制备得到的脂质

体粒径大、包封药物易变性、乙醇难以除去等问题。动态高压微射流技术(Dynamic 

High Pressure Microfluidization，DHPM)是一种新型连续化处理技术，它可将液体在极

小空间进行强烈的垂直撞击，形成持续高速的剪切力，从而将液体粒径有效减小到分

布均匀的纳米级[17]，利用 DHPM 法和传统的薄膜法结合来制备 EEP 脂质体，目前还未

见到有类似报道。 

为了阻止外界环境因素对蜂胶活性成分的破坏，本文以大豆卵磷脂和胆固醇为膜

材，采用薄膜分散-动态高压技术制备 EEP 脂质体，考察 EEP 脂质体的理化性质和稳定

性，包括形态学观察、粒径分布、包封率、储藏稳定性等，通过清除 DPPH 自由基能

力对 EEP 脂质体的保护能力进行评价和验证。 

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

EEP 浸膏：实验室自制。以 1:20(w/v)比例将青海大通蜂胶粉末溶于 60%无水乙醇

于 60 ℃水浴提取 3 次，合并上清液后真空条件 50 ℃旋转蒸发至无水状态。 

大豆卵磷脂购自 lipoid GmbH公司，碳支撑膜（铜网）购自中镜科仪，Tween-80购

自阿拉丁试剂，咖啡酸、表儿茶素、芦丁购自中国药品生物制品检定所（北京），山

奈酚、p-香豆酸、阿魏酸购自中药固体制剂制造技术国家工程研究中心（江西），3，

4- 二 甲 氧 基 肉 桂 酸 、 白 杨 素 （ 纯 度 ≥95% ） 、 胆 固 醇 、 DPPH （ 2,4-

Dinitrophenylhydrazine）购自 Sigma-Aldrich，磷钨酸、无水乙醇和甲醇，均为分析纯。 
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1.2 仪器与设备 

JEM-2100 透射电子显微镜，日本电子株式会社(JEOL)；Microfluidizer Processor M-

700 微射流仪，美国 Microfluidics 公司；美国 Agilent 1200 型高效液相色谱仪，光电二

极管阵列检测器(DAD)，G2170BALC 化学工作站；Nicomp380 ZLS 超细微粒粒度分析

仪，美国 PSS 粒度仪公司，California，USA；紫外可见分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司；JAC-300 超声波震荡仪，山东奥波超声电器有限公司；RE52-05 旋转

蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；SHZ-Ⅲ型循环水真空泵，上海亚荣生化仪器厂；B13-3

型磁力加热搅拌器，上海司乐仪器有限公司；KQ-50E 型超声波清洗器，昆山市超声仪

器有限公司。 

1.3 实验方法 

1.3.1 薄膜分散-DHPM 法[13]制备 EEP 脂质体 

将大豆卵磷脂与胆固醇（质量比 20:3，总壁材 368 mg）溶解在 20 mL 无水乙醇中，

45 ℃旋转蒸发。加入 20 mL pH 5.4 的 PBS 缓冲溶液，蒸馏水稀释至 50 mL旋转蒸发 40 

min。将得到的脂质体悬液，用微射流均质机 140 MPa 下处理 2 次，即得空白脂质体。 

取一定量 EEP 与大豆卵磷脂（质量比 280:1）、胆固醇混合溶解于乙醇中，步骤同

上，制备 EEP 脂质体。 

1.3.2 EEP 脂质体性质的测定 

1.3.2.1 EEP 脂质体形态观察[18]及其粒径和 ζ 电位[19]、稳定性参数 Ke 值[20]、包封率的

测定[17] 

取蒸馏水稀释适当倍数（卵磷脂终浓度为 1 mg/mL）的 EEP 脂质体滴加在培养皿

中，将铜网浸入脂质体液滴中，4 min 后滤纸吸干，用 pH 6 的磷钨酸溶液对铜网进行染

色 4 min，室温自然干燥，透射电子显微镜 200 KV 下观察。 

采用 NICOMP380/ZLS 激光纳米粒度分析仪，角度 90°，温度为(25±0.1) ℃，光波

长为 632.8 nm。样品在测试前用去离子水稀释 10 倍。ζ 电位的测量需每个样品读取 10

次取平均值。 
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将脂质体悬浮液于 5000 rpm 离心 10 min，分光光度法测定脂质体悬浮液离心前后

在 λ=415 nm 处吸光值，以蒸馏水为空白。按下面的公式计算 Ke 值。 

Ke=(Ao-A)/Ao×100%                                           (2) 

其中：Ke 为稳定性参数，Ao 和 A 分别为脂质体悬液离心前和离心后在 λ=415 nm

处的吸光度。 

芦丁标准曲线绘制[21]：精密称取干燥至恒重的芦丁标准品 0.005 g 于 25 mL容量瓶

中，用无水乙醇溶解并定容，配成 0.2 mg/mL 的标准溶液。准确吸取 0.1，0.2，0.8，

1.6，3.2，6.4 mL标准液于 25 mL容量瓶中，加入无水乙醇至 10 mL。各瓶加入 0.5 mL 

100 g/L 氯化铝水溶液，混匀，蒸馏水定容，室温静置 15 min。以芦丁空白溶液作对照，

415 nm 测定吸光值，以吸光值为横坐标，芦丁终浓度为纵坐标绘制标准曲线。 

总黄酮的测定：准确吸取 50 μL 10 mg/mL EEP 于 25 mL容量瓶中，加入无水乙醇

至 10 mL，0.5 mL 100 g/L 氯化铝水溶液，蒸馏水定容，室温静置 15 min，415 nm 测定

吸光值，结果用 mg 芦丁/g 蜂胶表示。 

包封率的测定：取一定量 EEP 脂质体悬浮液置于透析袋中，以 pH 6.8 的磷酸盐缓

冲液为外液透析 8 h。吸取透析内液加甲醇，超声振荡充分破乳，离心后取上清液，测

定其吸光值，通过芦丁标准曲线计算总黄酮含量。取等量 EEP 脂质体悬浮液不经透析，

直接加甲醇，超声振荡破乳，离心后取上清液同上法计算总黄酮含量。 

包封率 EE(%)=n/m×100                                                (1) 

其中，m 为 EEP 脂质体中总蜂胶的总黄酮含量，n 为包封的蜂胶总黄酮含量。 

1.3.2.2 HPLC 检测 180 d 贮存期 EEP 脂质体中 7 种物质的含量变化 

取 180 d贮存期的 EEP脂质体用甲醇充分破乳后，4000 rpm离心 10 min取上清液，

稀释一定倍数过滤后，采用课题组之前研究HPLC的条件[22]检测咖啡酸、表儿茶素、p-

香豆酸、阿魏酸、山奈酚、白杨素 7 种物质的含量变化。 

1.3.2.3 EEP 脂质体清除 DPPH 自由基能力[23]及其稳定性的测定 

将 EEP 和包埋等量 EEP 的脂质体用甲醇分别释成 100，200，300，400，500，600 

μg/mL样液。取样液 0.1 mL，加入 3.9 mL 0.1~0.2 mmoL/L DPPH 甲醇溶液(现配现用)，



 

113 

 

0.1 mL 甲醇作空白。室温黑暗条件下静置 90 min，517 nm 测定吸光值。自由基清除率

I%=［(A0-AS)/A0］×100%。IC50（50%抑制浓度）可通过自由基清除活性-样品浓度的

线性关系计算出。抗氧化活性用 AAI 表示。 

AAI=
C[DPPH]e

IC50
                                                 (3) 

AAI：抗氧化活性指数；C［DPPH］e：DPPH 终浓度，μg /mL；IC50：50%抑制浓度，

μg/mL。 

将制备好的 EEP 脂质体置于离心管中，4 ℃冰箱中分别冷藏 90 d 和 180 d，然后检

测脂质体粒径大小、尺寸分布、包封率等参数变化。 

1.4 数据处理 

利用 Excel 绘制各对照品标准曲线，获得线性回归方程及相关系数。所有试验平行

3 次，取平均值。 

 

2 结果与分析 

2.1 EEP 脂质体的包封率测定结果 

根据芦丁标准曲线，得出新鲜制备的 EEP 脂质体包封率为 97.80±5.21%。汤志勇[15]

使用了 3 种不同方法制备的蜂胶脂质体包封率为 85.7%，张冰慧[19]制备的蜂胶脂质体包

封率最高为 90.69%。脂质体内包埋药物量多少是衡量脂质体性能的最关键因素，而根

据薄膜分散-DHPM 法制备得到的 EEP 脂质体包埋蜂胶能力强，蜂胶在制备过程中损失极

少，有利于蜂胶脂质体在保健药物、食品添加剂等产品上的大规模应用。 

2.2 观察 EEP 脂质体的形态图片 

与蒸馏水对比，制得的 EEP 脂质体溶液为乳白色透明状。图 1 透射电镜观察到，

EEP 脂质体外观呈分散、单一的圆球形球粒，大小分布较均匀，粒径＜100 nm，脂质

体球体无明显不规则结构及大规模聚集现象，这一特性有助于 EEP 脂质体添加至日化

用品中生产中。 
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图 1 EEP 脂质体透射电子显微镜观察图片 

Fig. 1. TEM micrograph of EEP liposome 

2.3 脂质体的粒径和ζ 电位 

 

图 2.新鲜制备 EEP 脂质体粒径分布 

Fig. 2. Particle size distribution of freshly prepared EEP liposome 

EEP 脂质体平均粒径为 78.60 nm(图 2)，PDI 平均值 0.353，ζ 电位-22.69mV，以上

结果验证了透射电子显微镜的观察结果，所制得的 EEP 脂质体粒径较小，分散性好。ζ

电位的绝对值越大，体系中颗粒之间的排斥力越大，则体系越稳定，绝对值越趋于零，

颗粒之间可发生凝聚，生成比较大的絮体。但不能认为粒径越小的脂质体就意味着该

脂质体性能越好，而需要考虑在有较高包封率的前提下，来制备有较高稳定性的 EEP

脂质体。 

2.4 稳定性参数 Ke 值 

离心过程中，比重小于分散介质的粒子将上浮，大于分散介质的粒子将下沉，从

而引起稳定性参数Ke值的变化。Ke值越小，则体系的物理稳定性越好，反之则越差。

本文制得的 EEP 脂质体 Ke 值为 2.53±0.05%之间，小于张冰慧[24]通过优化实验制得蜂

胶脂质体的 Ke值 9.70±1.13%，由此可见本文制得的 EEP脂质体稳定性良好，说明 EEP

脂质体对包埋物质具有保护能力，防止 EEP 被氧化从而保持其活性能力。 
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2.5 清除 DPPH 自由基能力测定 

不同贮存时期 EEP 和 EEP 脂质体的 DPPH 自由基半抑制率 IC50和清除 DPPH 自由

基活性指数（AAI）见表 1。 

表 1. 不同贮存时期 EEP 和 EEP 脂质体清除 DPPH 自由基能力 

Tab.1. DPPH radical reducing activity of EEP and EEP liposomes during different storage 

time 

 
校正曲线 

Calibration curve 

相关系数 

R2 

半抑制率 

IC50(μg/mL) 

清除指数 

AAI 

新鲜 EEP y = 0.0007x - 0.0007 R² = 0.9997 715 3.21 

新鲜 EEP脂质体 y = 0.0007x - 0.0124 R² = 0.9967 732 3.14 

贮存 90 d的 EEP y = 0.0006x - 0.0128 R² = 0.9841 854 2.69 

贮存 90 d的脂质

体 
y = 0.0006x + 0.0046 R² = 0.9949 825 2.78 

贮存 180 d的 EEP y = 0.0006x - 0.0209 R² = 0.9909 868 2.65 

贮存 180 d的脂质

体 
y = 0.0006x - 0.0081 R² = 0.9946 846 2.71 

芦丁 y = 0.0008x + 0.0143 R² = 0.9998 607 3.79 

Rodrigo[25]指出当 AAI＜0.5 时，说明清除 DPPH 自由基活性不强，0.5＜AAI＜1.0

时，活性适中，1.0＜AAI＜2.0时，活性较强，当 AAI＞2.0时，则说明其活性很强。由

此看出，所有 EEP 和 EEP 脂质体都具有很强的清除 DPPH 自由基活性。通过比较新鲜

的 EEP 和 EEP 脂质体，EEP 的清除活性较强，可能是由于在制备脂质体的过程中 EEP

出现少量损失原因所致；贮存 90 d 和 180 d 的 EEP 和 EEP 脂质体中，均发现被脂质体

包埋的 EEP 具有更强的清除 DPPH 自由基能力，从而验证了脂质体对包埋物质的保护

能力，防止 EEP 被氧化从而保持其活性能力。 

2.6 HPLC 检测 180 d 贮存期 EEP 脂质体中 7 种物质的含量变化 
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表 2. 贮存 180 d 的 EEP 和 EEP 脂质体中 7 种标准对照品含量(mg) 

Tab. 2. Content of 7 standards in EEP and EEP liposomes for 180 days storage time 

 咖啡酸 表儿茶素 p-香豆酸 阿魏酸 
3,4-二甲氧基肉桂

酸 
山奈酚 白杨素 

新鲜 EEP 9.18 3.20 1.96 6.11 3.14 16.52 32.04 

贮存 180 d 的 EEP 脂

质体 
8.94 3.09 1.83 6.02 2.95 16.34 30.67 

贮存 180 d 的 EEP 8.67 2.84 1.66 5.17 2.53 14.98 29.86 

 

图 3. 280 nm 下 7 种混合对照品色谱图(a)，贮存 180 d 的 EEP 脂质体色谱图(b)，贮存

180 d 的 EEP 色谱图(c) Peak：1.咖啡酸；2.表儿茶素；3.p-香豆酸；4.阿魏酸；5.3,4-二甲氧基

肉桂酸；6.山奈酚；7.白杨素。 

Fig. 3. HPLC chromatogram of mixed seven standards(a), HPLC chromatogram of EEP 

liposome after six months(b) and HPLC chromatogram of EEP after six months(c) under 280 

nm. Peak:1.Caffeic acid;2.Epicatechin;3.p-Coumaric;4.Ferulic acid;5.3,4-Dimethoxycinnamic 

acid;6.Keampferol;7.Chrysin. 
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7 种对照品、贮存 180 d 的 EEP 和 EEP 脂质体色谱图（图 3）。贮存 180 d 的 EEP

脂质体中咖啡酸、表儿茶素、p-香豆酸、阿魏酸、3,4-二甲氧基肉桂酸、山奈酚、白杨

素含量分别下降了 2.61，3.43，6.63，1.47，6.05，1.08 和 4.27%，而 180 d 的 EEP 中相

对应的物质含量分别下降了 5.55，11.35，15.54，15.38，19.42，9.32 和 6.80%（表 2），

对比两者的物质含量变化，发现贮存 180 d 的 EEP 脂质体中物质含量明显高于 180 d 的

EEP，说明脂质体对包埋的EEP起保护作用，EEP脂质体中物质在贮存期间的含量损失

比裸露 EEP 少。 

2.7 脂质体稳定性的检测 

 

 

图 4. EEP 脂质体粒径分布图:90 d 贮存期(a)，180 d 贮存期(b) 

Fig. 4 Particle size distribution of EEP liposomes during three months (a) and six 

months(b) storage 

将贮存在 4 ℃冰箱 90 d 和 180 d 的 EEP 脂质体按公式(1)进行计算，得出包封率分

别为 81.42±6.78%和 69.66±10.01%，平均粒径分别为 89.22 nm 和 97.63 nm(图 4)，PDI

值分别为 0.378 和 0.412，ζ 电位分别为-20.62 mV 和-20.15 mV。结果发现，脂质体粒径

和分散系数值有所增大，可能是因为脂质体在储存过程中，粒子之间发生相互碰撞而

倾向于黏着在一起，进而团聚成更大的脂质体微粒，使得脂质体的分散系数变得更大，

ζ 电位绝对值降低，造成不均一性。经过 90 d 和 180 d 的贮存，EEP 脂质体的包封率、

粒径、分散系数变化不大，显示出薄膜分散-DHPM 法制得的脂质体具有较好的稳定性。 
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3 结论 

本文采用薄膜分散-DHPM 法成功制备蜂胶醇提物脂质体，制备的 EEP 脂质体粒径

在 68~82 nm 之间，包埋率高达 97.80±5.21%，透射电镜观察结果为大小均匀球体，且

证明了 4 ℃下贮存 180 d 的 EEP 脂质体都具有很强的 DPPH 自由基清除活性，HPLC 分

析 EEP脂质体中的咖啡酸、表儿茶素、p-香豆酸、阿魏酸、山奈酚、白杨素 7种物质含

量减少低于 7%。蜂胶中黄酮类化合物是其主要成分和主要的抗肿瘤活性成分，脂质体

作为抗肿瘤药物的载体，能够将抗肿瘤药物选择性地分布于体内癌变部位，既可提高

癌变部位药物浓度，从而提高药效和药物利用率，又可降低其对正常组织的毒副作用。

EEP 脂质体的成功制备克服了 EEP 稳定性差、水溶性差、气味强烈等缺点，为蜂胶在

保健食品中的应用提供了新原料。 

 

参考文献: 

[1] KASOTE D, SULEMAN T, CHEN Weiyang, et al. Chemical profiling and chemometric 

analysis of South African propolis[J]. Biochemical Systematics and Ecology 2014, 55:156-

163. 

[2] LUIS-Villaroya A, ESPINA L, GARCIA-Gonzalo D, et al. Bioactive properties of a 

propolis-based dietary supplement and its use in combination with mild heat for apple juice 

preservation[J]. International Journal of Food Microbiology, 2015, 205(16):90-97. 

[3] 崔庆新，刘国富. 蜂胶乙醇提取物化学成分的GC/MS研究[J]. 天然产物研究与开发, 

2001, 13(6):36-38. 

[4] 蒋春红，吕武清，胡裳洪. 蜂胶的药理作用研究概况[J]. 中国医药指南, 2011, 

9(17):42-43. 

[5] GABRIELA V, CONSUELO C, CATALINA F, et al. Anti-inflammatory activity and 

phenolic profile of propolis from two locations in Región Metropolitana de Santiago, 

Chile[J]. Journal of Ethnopharmacology, 2015, 168: 37-44. 

[6] CHEN Yan Feng, LI Ying, WANG Yanwen, et al. Berberine improves free-fatty-acid–

induced insulin resistance in L6 myotubes through inhibiting peroxisome proliferator–

activated receptor γ and fatty acid transferase expressions[J]. Metabolism, 2009, 

58(12):1694-1702. 

[7] 谢国芳，刘春梅，曹长靓，等. 基于响应面分析方法蜂胶总黄酮提取条件的优化[J]. 

粮油加工, 2010, (8):156-160. 

[8] 曹小燕，杨海涛. 蜂胶中黄酮的提取及其自由基清除活性研究[J], 粮油食品科技, 

23(5):45-49. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160515001592
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160515001592


 

119 

 

[9] DA S F C, DA F C R, DE A S M, et al. Assessment of production efficiency, 

physicochemical properties and storage stability of spray-dried propolis, a natural food 

additive, using gum Arabic and OSA starch-based carrier systems[J]. Food and 

Bioproducts Processing, 2013, 91: 28-36. 

[10] Yuan Ju, Liu Jiaguo, Hu Yuanliang, et al. The immunological activity of propolis 

flavonoids liposome on the immune response against ND vaccine[J]. International journal 

of biological macromolecules, 2012, 51: 400-405. 

[11] NORI M P, FAVARO-TRINDADE C S, MATIAS D A S, et al. Microencapsulation of 

propolis extract by complex coacervation[J]. LWT - Food Science and Technology, 2011, 

44: 429-435. 

[12] DE P E, MARTIN Á, COCERO M J. Formulation of β-carotene with soybean lecithin by 

PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions)-drying[J]. The Journal of Supercritical 

Fluids, 2012, 72:125-133. 

[13] 单良，汤志勇，刘元法，等. 蜂胶黄酮萃取物脂质体制备工艺的优化及体外缓释特

性[J]. 食品科学，2008, 29(8):232-237. 

[14] FAN Yunpeng, LIU Jiaguo, WANG Deyun, et al. The preparation optimization and 

immune effect of epimedium polysaccharide-propolis flavone liposome[J]. Carbohydrate 

polymers, 2013, 94:24-30. 

[15] 汤志勇，王兴国，金青哲，等. 蜂胶脂质体的制备[J]. 食品工业科技，2005, 3:136-

138. 

[16] 吴亚妮，徐云龙，孙文晓. 木瓜蛋白酶纳米脂质体的制备及其粒度控制[J]. 上海交通

大学学报(农业科学版)，2007, 25(2):105-109. 

[17] 杨水兵，刘伟，刘成梅，等. Vc 纳米脂质体的制备研究[J]. 食品与机械，2011, 

27(6):222-225. 

[18] ZOU Liqiang, PENG Shengfeng, LIU Wei, et al. Improved in vitro digestion stability of 

(−)-epigallocatechin gallate through nanoliposome encapsulation[J]. Food Research 

International, 2014, 64:492-499. 

[19] ZOU Liqiang, LIU Wei, LIU Weilin, et al. Characterization and bioavailability of tea 

polyphenol nanoliposome prepared by combining an ethanol injection method with 

dynamic high-pressure microfluidization[J]. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 

2014, 62(4):934-941. 

[20] XIONG Fei, XIONG Chen, YAO Juan, et al. Preparation, characterization and evaluation 

of breviscapine lipid emulsions coated with monooleate-PEG-COOH[J]. International 

journal of pharmaceutics, 2011, 421:275-282. 

[21] 丽艳.中国不同地区蜂胶醇提物化学组成及抗氧化活性[D]. 南昌大学，2008. 

[22] GUO Xiali, CHEN Bin, LUO Liping, et al. Chemical compositions and antioxidant 

activities of water extracts of Chinese propolis[J]. Journal of agricultural and food 

chemistry, 2011, 59: 12610-12616.  



 

120 

 

[23]张茜，罗丽萍，陈滨，等. 不同来源中国蜂胶水提物的化学组成及抗氧化性[J]. 天然

产物研究与开发, 2012, 24:444-449. 

[24] 张冰慧. 蜂胶脂质体的制备及其对高血糖小鼠降糖作用的研究[D]. 合肥工业大学, 

2009. 

[25] SCHERER R, GODOY H T. Antioxidant activity index (AAI) by the 2, 2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl method[J]. Food Chemistry, 2009, 112: 654-658. 

  



 

121 

 

（郭夏丽, 蓝雅惠, 邹艺红, 李熊, 罗丽萍. 蜂胶醇提物微胶囊制备及表征[J]. 现代食品科技, 已接受，拟发

表在 2016 年第 10 期上） 

蜂胶醇提物微胶囊制备及表征 

郭夏丽，蓝雅惠，邹艺红，李熊，罗丽萍 

（南昌大学 生命科学学院，江西南昌  330031） 

摘要 

微胶囊具有保护物质免受环境条件影响、掩盖异味和颜色、降低毒性、延长挥发

性物质的储存时间，延缓或控制囊心物的释放等功能。本文采用复凝聚技术制备蜂胶

醇提物（EEP）海藻酸钠-壳聚糖微胶囊，利用粒度分析仪、激光共聚焦显微镜、红外

光谱仪和 X 射线衍射仪分析、体外释放试验和加速试验等表征微胶囊性状。研究结果

表明，制备的 EEP 微胶囊形状为大小均匀球体，粒径大小为 265±25 nm，包埋率和载

药量分别达到 72.80±3.8%和 19.96±2.4%，海藻酸钠和壳聚糖反应形成微胶囊。模拟胃

液和肠液条件下体外释放 8 h，释放率 46.60±0.80%；HPLC 分析加速试验 EEP 微胶囊

中 7 种物质含量变化为 14.01%~39.68%，显著低于 EEP 中 37.01%-77.45%。制得的 EEP

微胶囊粒径小、稳定性良好、释放率符合肠溶体系要求，对 EEP 中的活性物质具有一

定的保护作用。 

 

关键词：蜂胶醇提物；海藻酸钠；壳聚糖；微胶囊 
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The Preparation and Characterization of EEP Calcium Alginate-

chitosan Microcapsules 

Guo xiali, Lan yahui, Zou yihong, Li xiong, Luo liping* 

(School of life sciences, Nanchang University, Nanchang 330031, China) 

Abstract 

 

Microcapsules could protect substance from the harsh environment conditions, cover up 

the smell and color, reduce toxicity, prolonged storage of volatile substances, delay or control 

the release of the capsule core materials, etc. The calcium alginate-chitosan microcapsules of 

the ethanol extract of propolis (EEP) were prepared by the complex coacervation, and were 

characterized by particle size analyzer, confocal laser scanning microscope (CLSM), FITR, X-

ray diffraction, a simulated gastrointestinal tract model and a temperature-accelerated test. The 

results show that EEP microcapsules were spherical with a mean particle diameter of 265±25 

nm. The encapsulation efficiency and loading capacity values was 72.80±3.8% and 19.96±2.4%, 

respectively. The in vitro release rate of EEP microcapsules in 8h was 46.60±0.80%. Contents 

change of seven compounds in EEP microcapsules was 14.01%~39.68% analyzed by HPLC 

after a temperature-accelerated test, lower than 37.01%-77.45% in EEP. The prepared 

microcapsules have small particle size and better stability with a fitting release rate to the enteric 

system. Therefore, the active substances inside EEP microcapsules were well protected. 

 

Keywords: ethanol extract of propolis; alginate; chitosan; microcapsules 
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前言 

蜂胶是蜜蜂采集植物树脂经咀嚼加工之后，用于蜂巢内墙保护、填充缝隙，避免

和减少昆虫与微生物入侵的芳香味胶状物[1]，由于具有抗氧化[2]，抑菌[3]，消炎[4]，抗

肿瘤[5]，免疫调节[6]等多种生物活性，引起了研究人员的重视。蜂胶的化学成分复杂，

不同类型或产地的蜂胶的化学成分各异，目前已鉴定的化学成分有 300多种，含有黄酮

类、萜烯类、酮类、酯类、醇类、酚类、醚类、有机酸和大量的氨基酸、酶类、维生

素 ABC 类、以及矿物质等[7]。目前对蜂胶的研究和利用主要以其醇提物（Ethanol 

extract of propolis, EEP）为主，而 EEP 因气味浓烈[8]、易氧化变质[9]、水溶性差[10]等缺

陷，造成了蜂胶的应用范围受限、贮存性能不佳和货架期短等问题。 

微胶囊技术是一种用成膜材料把固体或液体进行包覆使其形成微小粒子的技术，

其中海藻酸钠是一种从天然褐藻中提取的聚阴离子多糖的钠盐，由 B-1,4结构的 D型甘

露糖醛酸的钠盐(M)和 A-1,4 结构的 L 型古罗糖醛酸的钠盐(G)共聚而成。因其具有无毒

性、生物黏附性、生物相容性和生物降解性以及胶凝特性，被广泛用于食品工业、医

药工业、农业以及日用化工业，作为细胞载体、药剂辅料和药物载体等的应用备受关

注[11]。海藻酸钠的分子中含有-COO-基，当向海藻酸钠的水溶液中添加二价阳离子时，

G 单元（α-L-古罗糖醛酸）中的 Na+会与这些二价阳离子发生交换[12]，使海藻酸钠溶液

向凝胶转变，因此用 Ca2+交联制备海藻酸钠微胶囊是最常见方法。壳聚糖(chitosan)是

直链阳离子聚合物，由甲壳素(chitin)经脱乙酰化反应脱去 50％以上乙酰基制备而成，

它无毒、生物相容、可生物降解。可与聚阴离子海藻酸钠在静电作用下形成海藻酸钠/

壳聚糖微胶囊，且具有很好的生物相容性。 

樊英[13]等通过喷雾式锐孔凝固浴方法制备黄芪多糖-海藻酸钠微胶囊，得到的微胶

囊在柠檬酸钠溶液和不同 PH磷酸缓冲液中进行药物缓释研究；李沙[14]等采用乳化胶凝

制备方法，以牛血清白蛋白为模型研究海藻酸钠-壳聚糖微囊成型机理及其对大分子药

物的载药及释药特性，得到的微胶囊平均粒径是(59.7±0.9) μm，包埋率最高为 38.12%。

Mírian[8]采用复凝聚技术包埋蜂胶提取物微胶囊，以大豆蛋白和果胶为原料，可有效封

装蜂胶提取物，获得稳定的具有抗氧化、抗金黄色葡萄球菌能力的微胶囊以及在食品

中控制释放的可能性。 
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目前，研究微胶囊的粒径大小通常在 2-200 μm，而理论上制成粒径为 10-2-104 μm

是可行的[15]，但该方面研究较少，且蜂胶纳米微胶囊的研究目前还尚未发现。纳米微

胶囊具有其比表面积大，利于分离扩散，具有良好的缓释作用，利于人体的吸收利用

的特定功效。 

樊英[13]等的研究中发现，药物在不同的释药介质中释药性能差异很大。李沙[14]等

在释药研究中发现药物在前 1 h 突释，且已释放超过 80%的药物，这显然不符合肠溶药

物的要求。为了更好地研究载药微胶囊在人体中的释药特性，释药介质有必要进一步

完善，达到更加接近人体胃肠道环境的要求。 

为了解决蜂胶的应用范围受限、贮存性能不佳和货架期短等问题，拓展蜂胶应用

范围，本研究以蜂胶醇提物为材料，采用复凝聚技术制备 EEP 微胶囊，再通过粒度分

析仪、激光共聚焦显微镜、红外光谱仪和 X 射线衍射仪分析、体外释放试验、加速试

验等对制备的微胶囊进行表征，从而评价其稳定性及保护内含物能力。本研究结果将

有利于蜂胶以 EEP 微胶囊的形式在药物、日化行业中的应用，使得蜂胶宝贵的药用价

值得到进一步开发利用。 

1 .材料与方法 

1.1. 材料与试剂 

EEP 浸膏：本实验室自制。以 1:20(w/v)比例将青海大通蜂胶粉末溶于 60%无水乙

醇于 60 ℃水浴提取 3 次，合并上清液后真空条件 50℃旋转蒸发至无水状态[16]。 

PBS 缓冲液（pH 6.5）实验室自制，壳聚糖(脱乙酰度≥95%，粘度 100-200 mpa.s)、

海藻酸钠(CP，粘度 200±20 mpa.s)、Tween 80(分析纯)，CaCl2(分析纯)、胰蛋白酶和脂

肪酶购自阿拉丁试剂，表儿茶素和桑黄素购自中国药品生物制品检定所(北京)，p-香豆

酸、肉桂酸、柚皮素、阿魏酸和槲皮素购自中药固体制剂制造技术国家工程研究中心

(江西)，3，4-二甲氧基肉桂酸、生松素、白杨素、胆粉、胃蛋白酶和胰酶购自 Sigma-

Aldrich。 

1.2. 仪器与设备 

LSM 710 激光扫描共聚焦显微镜(Confocal Laser Scanning Microscope, CLSM)：德国

CARL ZEISS；多功能 X-射线衍射仪：英国 Bede公司；美国 Agilent 1200型高效液相色
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谱仪，光电二极管阵列检测器（DAD），G2170BA LC 化学工作站；Nicolet 5700 傅里叶

变换红外光谱仪：美国热电尼高力公司；Nicomp380 ZLS 超细微粒粒度分析仪：美国

PSS 粒度仪公司，California，USA；紫外可见分光光度计：北京普析通用仪器有限责

任公司；JAC-300 超声波振荡仪：山东奥波超声电器有限公司；RE52-05 旋转蒸发仪：

上海亚荣生化仪器厂；SHZ-Ⅲ型循环水真空泵：上海亚荣生化仪器厂；B13-3 型磁力

加热搅拌器：上海司乐仪器有限公司；KQ-50E 型超声波清洗器：昆山市超声仪器有限

公司。 

1.3. EEP 微胶囊制备 

在 Pakamon C[17]等的方法基础上稍作改进。取 0.6 mL的 EEP 甲醇溶液(10 mg/mL)

缓慢滴入 20 mL海藻酸钠水溶液[0.6 mg/mL，其中含有 1%(w/v) Tween 80]，40 ℃，450 

rpm 的搅拌速度下超声 20 min，待温度自然降至室温后，加入 4 mL CaCl2 溶液(0.67 

mg/mL)，550 rpm 搅拌 30 min 得到的微胶囊悬浮液，向悬浮液中加入 4 mL的壳聚糖溶

液[0.3 mg/mL，其中含有 1% (v/v) 醋酸溶液]，40 ℃，550 rpm 搅拌 30 min 形成微胶囊

悬浮液，真空冻干后获得装载有 EEP 的海藻酸钠-壳聚糖微胶囊粉末，简称为 EEP 微胶

囊（图 1）。 

1.4. EEP 微胶囊形态观察、尺寸分布、包埋率、载药量和得率测定 

采用异硫氰酸荧光素（Fluorescein Isothiocyanate，FITC）标记壳聚糖，壳聚糖与

FITC 质量比为 25:1，将 FITC 加入壳聚糖溶液中，在 25 ℃条件下反应 4 h 后即可标记

壳聚糖溶液。再用此壳聚糖溶液按 1.3法制备微胶囊，制得微胶囊溶液置于 PBS缓冲液

中透析 4 次以上，至透析液清亮去除游离 FITC，在 CLSM 下观察微胶囊壁膜形态。 

尺寸分布测定用 NICOMP380/ZLS 激光纳米粒度分析仪，测试角度 90°，测试温度

为(25±0.1) ℃，测试光波长为 632.8 nm。样品在测试前用去离子水稀释 10 倍。 

包埋率（Encapsulation efficiency，EE）：分别取两等份的微胶囊悬液，一份用透析

法透析 8 h（前期实验证明透析 8 h 后透析完全）后取透析内液采用无水乙醇破坏乳化

剂 Tween 80 的方法充分破乳后进行总酚量测定，即为微胶囊内包埋蜂胶总酚量 W1；另

一份不经过透析直接充分破乳进行总酚测定，即为加入总蜂胶的总酚量 W2。载药量按

公式（1）计算。 

EE%=(
W1

W2
)×100%                                                 (1) 

载药量（Drug loaded content，DLC）：取一定质量的 EEP 微胶囊，称量其质量记为

W3，将其充分破乳后测定其总酚含量，通过福林试剂法测得的 EEP 中总酚含量，推算

http://baike.baidu.com/subview/81733/12259266.htm
http://baike.baidu.com/subview/296085/296085.htm
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出包埋的 EEP 质量为 W4。按公式（2）计算载药量。 

DLC%=(
W3

W4
)×100%                                               (2) 

得率（Yield percent，YP）：取一定质量配方比原材料，称量其总质量记为 W5，按

照“1.3”制备 EEP 微胶囊悬浮液，得到悬浮液冷冻干燥得微胶囊粉末，称量其质量记为

W6。按公式（3）计算载药量。 

YP%=( 
W5

W6
)×100%                                                  (3) 

1.5. 采用 FTIR 和 X 射线衍射仪分析评价微胶囊形成与否 

取海藻酸钠、壳聚糖、EEP微胶囊 3种样品进行 FTIR分析。取 1-2 mg 样品加入到

200 mg KBr粉末（经过研磨并干燥）中，在红外灯照射下置于玛瑙研钵中研磨 2-3 min，

使其充分混合。将研磨好的混合物粉末压片后置于红外光谱仪内全波段扫描（扫描范

围 4000 cm-1-400 cm-1），获得红外光谱图。 

将海藻酸钠、壳聚糖、EEP、EEP 微胶囊样品研磨为粉末，采用 X 射线衍射仪分析，

Cu靶，管压 43 kV，管流 100 mA，扫描范围 3~20°。 

1.6. 体外释放研究——模拟猪胃肠环境中的释放率（Release%，R%）[13] 

1% EEP 微胶囊加入模拟猪胃液（Simulated Gastric Fluid, SGF）（w/v），SGF 由 3 

g/L NaCl、1.1 g/L KCl、0.15 g/L CaCl2、0.6 g/L NaHCO3、3 g/L SDS、0.21 g/L 胃蛋白酶

和 0.25 g/L 脂肪酶组成，用 1.0 M HCl 分别在 0、5、30、120、180 min 的时间将 pH 值

调整至 6.0、3.5、3.0、2.5 和 2.0。整个试验是在 39.0±0.5 ℃，100 rpm 搅拌速度的条件

下进行。分别在 0、5、10、20、30、40、60、80、100、120、180、210 和 240 min 时

取 1 mL 溶液，福林试剂法测定总酚含量，每次取样后即添加等量新鲜 SGF。240 min

后，添加 1 mL胰蛋白酶溶液（2 mg/mL），14 mL胆汁溶液（40 mg/mL），7.5 mL的胰

腺溶液，和 7.5 mL的模拟猪肠液（Simulated Intestinal Fluid, SIF）（0.6 g/L KCl、5.0 g/L 

NaCl、0.23 g/L CaCl2·2H2O 和 3 g/LSDS）至 SGF 中。分别在 240 min 和 300 min 时使用

1 M NaHCO3调整 pH 值到 5 和 6.5。4 h 内在预定时间间隔（30 min）收集 1 mL的溶液

用来测量吸光度，每次测定添加等量新鲜 SIF 补充。 

第 n 次测定的总酚含量推算至 EEP 质量记为 Wn，第 n 次测定时的模拟环境中体积

记为 Vn，最初加入的微胶囊质量记为 W，微胶囊质量 W与载药量 DLC%相乘即可得到

加入的 EEP 质量。释放率的计算公式如下。 
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%DLCW

VW
% R






nn
×100%                                                 (4) 

1.7.加速试验测定 EEP 微胶囊稳定性 

取一定量 EEP 甲醇溶液和包埋等量 EEP 的微胶囊悬浮液放入 60±0.5 ℃的恒温培养

箱进行 9 d 加速试验，加速试验结束后微胶囊悬浮液充分破乳后，两者均用甲醇溶剂定

容于 50 mL 容量瓶，HPLC 法测定其中咖啡酸、表儿茶素、p-香豆酸、阿魏酸、3,4-二

甲氧基肉桂酸、山奈酚、白杨素 7种物质含量变化，通过标准品标准曲线计算上述物质

的保留量。HPLC 色谱条件为色谱柱：ZORBAX Eclipse XDB C18 色谱柱 4.6 mm×150 

mm×5 μm；流动相：甲醇（流动相 A）和 0.1%甲酸-水溶液（流动相 B）；流速：1.0 

mL/min；柱温：35 ℃；检测波长：256 nm、280 nm；进样量 20 μL。采用梯度洗脱，

条件见表 1。 

表 1. 梯度洗脱流动相比例 

Table 1. Ratio of mobile phases for gradient elution 

时间 (min) 0 5 6 7 40 50 55 60 

流动相 A：甲醇 (%) 5 30 30 40 47 55 65 25 

流动相 B：0.1 %甲酸-水 (%) 95 70 70 60 53 45 35 75 

1.8.数据处理 

利用 Excel 绘制各对照品标准曲线，获得线性回归方程及相关系数。所有试验平

行三次，取平均值。 

 

2.结果与讨论 

2.1. EEP 微胶囊形态观察和尺寸分布、包埋率、载药量和得率 

经过冷冻干燥得到的微胶囊粉末（图 1）易溶于水。微胶囊形成过程中海藻酸钙可

壳聚糖发生络合反应形成一层薄膜（图 2 中绿色部分）。该薄膜的形态会影响药物的缓

释性能，膜厚度不均一易引起微胶囊的不可控破裂，造成药物的突释。可见壳聚糖全

部包裹在微胶囊外表面均匀分布，且微胶囊呈规则球形。粒度分析仪测得微胶囊粒径

为 265±25 nm，多分散系数（PDI）值为 0.3419±0.025，较低的 PDI 证明制得的微胶囊

粒径大小均匀。 
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图 1.微胶囊粉末（a）及其 CLSM（b）照片。 

Fig. 1. EEP microcapsule powder (a) and its CLSM (b) photograph. 

a b 
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图 2.海藻酸钠(a)、壳聚糖(b)、EEP 微胶囊(c)的 FTIR 图谱。Fig.2. FTIR spectra of sodium alginate (a), chitosan (b), EEP microcapsules (c). 
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EEP 海藻酸钠/壳聚糖微胶囊 EE、DLC 和 YP 分别为 72.80±3.8%，19.96±2.4%，

11.06±8.2%。相同的壁材包埋不同的物质时 EE、DLC 各有不同。Azevedo[18]用海藻酸

钠和壳聚糖作为壁材包封维生素 B2的 EE、DLC分别为 55.9±5.6%和 2.2±0.6%。李胜[19]

使用海藻酸钠/壳聚糖包埋 β-榄香烯的 EE、DLC 分别为 70.8%和 9.5%，虽然它具有较

高的包埋率，但它微胶囊粒径尺寸为 98.7 μm，显著高于本试验的 265 nm。通过本试验

研究方法，获得的 EEP 海藻酸钠/壳聚糖微胶囊具有较高的包埋率和载药量。 

 

2.2. FTIR 分析 

图 2a可见海藻酸钠特有官能团的特征峰：在 1616 cm-1由不对称伸缩振动引起的宽

峰，在 1417 cm-1处由对称伸缩引起的窄峰，在 1032 cm-1处有一个更宽的吸收峰是由于

COH-的伸缩振动。壳聚糖在 3434 cm-1左右出现了一个较宽的吸收峰（图 2b），是因为

它在酸性条件下合成，壳聚糖的氨基带上了电荷（基本就是 NH3
+）所产生的。在 1650、

1600和 1424 cm-1处的峰也是主要振动方式为 NH3
+的对称和不对称的弯曲振动产生峰。

图 2c 中，壳聚糖-海藻酸钠微胶囊在 1623 cm-1处出现尖峰，这是因为海藻酸钠的 COO-

基团使得壳聚糖的氨基在 1600 cm-1 处的吸收峰消失了。同样的，可能是因为微胶囊表

面的 COH-和 NH3+基团之间的离子间作用，在 1080 cm-1附近处的小吸收峰也消失了。

这表明了壳聚糖中的氨基和海藻酸钠中的羧基发生了静电相互作用，由此可知，所制

得的微胶囊是壳聚糖-海藻酸钠微胶囊。 

 

2.3. X 射线衍射仪分析 

在微胶囊 XRD 图谱（图 3）中，可以观察到海藻酸钠、壳聚糖、EEP 的主要衍射

峰基本消失，表明反应进行得很完全，并且微胶囊（图 3d）在 27°处出现特征锐峰，表

明新的物相生成。这些变化说明形成的微胶囊体系不存在海藻酸钠、壳聚糖和 EEP 的

物理混合物，而是海藻酸钠和壳聚糖发生反应形成微胶囊，也验证了红外光谱分析的

结果。 
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图 3. 海藻酸钠(a)、壳聚糖(b)、EEP(c)、EEP 微胶囊(d)的 X 射线衍射图。 

Fig.3. X-ray diffraction pattern of sodium alginate(a), chitosan(b), EEP(c) and EEP 

microcapsules(d). 

2.4. 模拟猪胃肠液环境中的释放率 

 
图 4. 模拟猪胃液和肠液条件 8h 内 EEP 微胶囊释放率(%)。 

Fig.4. EEP microcapsule release rate in SGF and SIF for 8h (%). 

 

由图 4 可见，在模拟猪胃液环境中停留 240 min 后，微胶囊中酚类物质的释放率为

15.54±1.42%，而微胶囊在肠液中共有 30.96±2.32%的酚类物质被释放。说明在酸性条

件下，微胶囊表面的壳聚糖膜及壳聚糖与海藻酸钠的复合膜遭到破坏，导致内容物释

放，被包埋物分子量越小，释放率越高。此外，在酸性溶液中停留时间越长，微胶囊

表面的复合膜破坏越严重，对被包埋物的扩散限制作用越差，进而导致微胶囊在模拟

肠液环境中的控释能力降低，释放率较高。EEP 的释放主要是靠酸性溶液对外层壳聚

糖的溶解，因此模拟胃液中表现为缓释及较小的释放量。 

 

 

 

肠液 30.96% 

46.60% 

胃液 15.54% 
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当将微胶囊移入近中性模拟肠液环境中时，由于外层壳聚糖在模拟胃液中的溶解，

且剩余的部分壳聚糖发生了脱质子化作用，因此尽管海藻酸盐羧酸根离子解离度增大，

两者结合力也呈下降趋势。微胶囊的 EEP 包裹作用主要是靠海藻酸钠核心来完成的，

核心中交联剂钙离子与海藻酸钠分子中的羧基相结合，处于羧酸根负离子的包围之中，

常被称为“鸡蛋箱”模型。而模拟肠液中的钠离子能与钙离子发生交换反应，使其与海

藻酸钠的交联减弱；同时由于海藻酸盐羧酸根离子解离度增加，分子间斥力增大，微

胶囊网孔变大，结构疏松而迅速膨胀，通透性增大；另外由于“鸡蛋箱”模型中钙离子

的去除，微胶囊发生瓦解，海藻酸盐由于大分子间斥力的增大也逐渐发生溶解。这时，

EEP 主要靠微胶囊的瓦解及海藻酸盐核心的溶解而大量释放，因此在模拟肠液中后期

表现为缓释及较大的释放量。在模拟猪胃肠体液条件下释放 8 h，微胶囊中 EEP 总释放

率为 46.60±0.80%。 

对比 Pakamon C[13]相同体外模拟条件下的微胶囊释放率为 89.5%~91.6%，以及 J.P. 

Meunie[20]的微胶囊释放率为 87.2±4.3%，本试验制得的微胶囊释放率较低，8 h 在胃肠

体系内无法释放完全，可能的原因是本试验采用的壁材与以上两者不同，胃肠液对壁

材的消融需要时间较长；在整个模拟体系中，微胶囊的投放量较大，体系中的溶液与

微胶囊之间接触面较小。 

 

2.5. EEP 微胶囊的稳定性 

加速试验过程中，EEP 中的酚类化合物由于氧化反应等原因而减少。HPLC 对其中

的 7 种化合物测定结果表明（表 2 和图 5），9 d 加速试验后的 EEP 微胶囊中咖啡酸、表

儿茶素、p-香豆酸、阿魏酸、山奈酚、白杨素含量较新鲜 EEP 分别下降了 38.67、39.68、

34.18、36.17、25.48、19.37和 14.01%，而未经微胶囊包埋的 EEP，9 d加速试验后其中

的咖啡酸、表儿茶素、p-香豆酸、阿魏酸、山奈酚、白杨素含量分别下降了 77.45、

86.56、58.16、63.01、48.40、43.28和 37.01%，未包埋EEP中酚类化合物含量损失比微

胶囊内 EEP 中相应化合物多了 50%以上。说明微胶囊包埋对 EEP 中的酚类化合物具有

良好的保护作用。 

表 2. 9 d 加速试验后 EEP 和 EEP 微胶囊中 7 种标准对照品含量(mg/g EEP) 

Table 2. Content of 7 standards in EEP and EEP microcapsules for 9 days acceleration test 

 咖啡酸 表儿茶素 p-香豆酸 阿魏酸 3,4-二甲氧基肉桂酸 山奈酚 白杨素 

新鲜 EEP 9.18 3.20 1.96 6.11 3.14 16.52 32.04 

加速试验后 EEP 微胶

囊 
5.63 1.93 1.29 3.90 2.34 13.32 27.55 

加速试验后 EEP 2.07 0.43 0.82 2.26 1.62 9.37 20.18 
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图 5. 280nm 下加速试验后的对照品色谱图(a)、EEP 微胶囊(b)和 EEP 色谱图(c)。 

Peak：1.咖啡酸；2.表儿茶素；3.p-香豆酸；4.阿魏酸；5.3,4-二甲氧基肉桂酸；6.山奈

酚；7.白杨素 

Fig.5. HPLC chromatogram of mixed 7 standards(a), EEP microcapsule (b) and EEP (c) after 

acceleration test  under 280 nm. 

3. 结论 

本研究以海藻酸钠和壳聚糖为壁材包埋 EEP，成功制备 EEP 海藻酸钠壳聚糖微胶

囊，制得微胶囊粒径大小为 265±25 nm，包埋率和载药量达到 72.80±3.8%和 19.96±2.4%，

外观为大小均匀球体；并通过 FITR、X 射线衍射仪验证海藻酸钠和壳聚糖反应形成微

胶囊；在模拟猪胃液和肠液条件下微胶囊 8 h 释放率达到 46.60±0.80%；HPLC 分析表

明微胶囊对包埋物质 EEP 中的生物活性成分具有良好的保护作用。EEP 具有良好的生
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物活性，将 EEP 制成水溶性的微胶囊产品，既保护其活性成分，又利于人体吸收，更

便于进一步制成具有保健功能的食品或药品。这将吸引越来越多的研究人员将 EEP 应

用到食品和化妆品的封装实验中，并提高蜂胶在药物递送系统中的利用潜能。 
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以常壓下化學游離質譜法鑑定蜂蜜之蜜源與產地 
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摘要 

蜂蜜，主要為蜜蜂採集各種植物之蜜汁或是植物外泌液所釀製而成的天然甜味物

質。因此蜂蜜會因其來源於不同植物或者地區而產生不同的揮發性氣味。目前已有文

獻利用氣相質譜儀結合固相微萃取(SPME)、超音波萃取法( USE)、動態頂空(HS)等方

法，分析蜂蜜中揮發性有機物質(VOCs)以鑑定蜂蜜蜜源。但蜂蜜中揮發性物質繁多，

不易找出單一的指標性物質來鑑定不同蜜源的蜂蜜。本研究利用我們所開發的氣盾式

大氣壓下化學游離介面(GS-AP)結合大氣壓下質譜儀來分析蜂蜜中揮發性物質的成份。

我們以純水將蜂蜜稀釋十倍再以氮氣流將氣味成分送入介面分析以獲得不同蜂蜜樣品

之指紋質譜，並將所得到的結果建立指紋圖譜資料庫。結果顯示利用本方法建立之

「稀釋/吹氣/GS-AP/MS」分析平台配合蜂蜜氣味質譜資料庫比對，可以對於不同蜜源

與不同產區的蜂蜜進行快速之鑑別分析。 
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臺灣北部野生蜜蜂(Apis cerana)養殖 

陳柏融 

川樹野生蜜蜂生態農場 

 

台灣野生蜜蜂乃屬原生種，對於環境生態變遷非常敏感，且其飼養與管理條件與

西洋蜂不盡相同。本人之野蜂實務養殖乃承習蘇清吉老師與黃圳來師兄，目前飼養將

近一百多箱的野蜂群，分散於三個蜂場，相隔約兩公里。環境蜜源對於野蜂養殖相當

重要，北部山區一年四季皆有蜜源，如：楠木、芸香科植物、蔓藤類植物、山棕樹、

紅淡樹、莿桐、咸豐草和鴨腳木等，去年只針對封蓋蜜採收，共產約 1400 罐，皆通過

農藥與抗生素的檢驗，此亦證明野蜂於北部山區放養是可行，且所產之蜜由於來自森

林植物群，因此無農藥之慮。不過野蜂飼養仍有幾個難題需多著墨，如：虎頭蜂危害、

巢蟲為害、蜂群間的盜蜂和逃蜂等，若能克服這幾個問題，相信可以更擴大規模飼養，

除了可以採收蜂蜜外，對於山區生態之植物授粉亦有相當的幫助，希望相關單位可以

更重視野蜂養殖與研究，有興趣的人可以一起共襄盛舉養殖野蜂。 
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Beekeeping Development in the World 

Xu Ming, Chen Lihong*, Siriwat Wongsiri  

Abstract 

This review recounted the general situation and trend of development of world apiculture 

through analyzing the changes on honeybee colonies in key beekeeping countries from 1961-

2013. The result shows: the world colonies had experienced rapid development in the twentieth 

century, which slowed down in early twenty-first century; while the number of colonies is still 

growing in Asia and Africa, it is declining in developed countries. It is prediction the whole, 

the apiculture will continue to grow especially developing countries, the number of world 

honeybee colonies will also continue to rise. 

 

Keyword:  beehive, beekeeping, honeybee, colony, world 

Honeybees are social insects (Crane, E. 1990) that benefit human society, the ecosystem, 

agriculture and biodiversity. The value of honeybees lies not only in their products, but more 

importantly, in the role they play as pollinators. Globally, 80% of flowering plants rely on insect 

pollination, of which 80% were conducted by honeybees, 90% of fruit trees are pollinated by 

honeybees (Jurgen Tautz, Helga R. Heilmann, 2007). In North America, honeybees enable the 

production of at least 90 commercially grown crops; native pollinators contribute more than 24 

billion dollars annually to the United States economy, of which honeybees account for more 

than 15 billion dollars through their vital role in production of fruits, nuts, and vegetables 

(USDA Forest Service: Pollinator Fact Sheet, 2014). The quality and quantity of crops, fruits 

and vegetables are increased through pollination by honeybees. However, to our dismay, the 

past decades have witnessed severe upheavals in managed colony numbers that may have strong 

repercussions for certain countries.   

 

1. World Total Honeybee Colonies 
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In the early 1960s, the total world population of honeybee colonies was 44.17 million, 

according to the incomplete statistics by Food and Agriculture Organization (FAO); this 

number increased slightly from 1960 to 1970. In early 1970s, the total had grown to 46.02 

million, up 4% from the early 1960s. The number of honeybee colonies worldwide maintained 

this growth trend in the 1980s. In early 1990s, colony numbers grew to 59.74 million, up 26% 

from the 1960s. By 2009, the world had 65.38 million hives, up 8.6% from the early 1990s, and 

a 32% increase since the 1960s. In general, it bodes well that the worldwide total of honeybee 

colonies has been growing in a consistent upward trend (FAO Statistics Division 2011) (Table 

1, Figure 1).  

 

Table 1. World Total Honeybee Colonies (1961-2009; Unit: Million) 

Year 1961 1962 1963 1964 1965 1966 1967 1968 1969 1970 

Number 44.17 44.647 44.97 44.62 44.07 44.58 44.79 45.07 45.987 46.029 

Year 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 

Number 46.17 46.48 47.01 46.90 47.45 47.44 4.790 49.40 49.99 51.20 

Year 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 

Number 53.25 54.22 55.17 56.46 57.96 57.63 58.04 58.58 59.74 59.64 

Year 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 

Number 61.00 57.68 56.48 56.07 56.36 56.35 56.70 57.30 58.70 59.38 

Year 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009  

Number 60.33 61.71 61.93 63.36 63.62 65.43 64.91 65.43 65.38  

 

 

Figure 1. Changes of the World Total Honeybee Colonies (1961- 2009).  
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2. Continental Distribution of Honeybee Colonies 

 

In the early 1960s, Europe was the leading beekeeping continent with 21.09 million 

honeybee colonies, accounting for 48% of total world honeybee colonies (44.17 million). 

Americas ranked second with 10.02 honeybee colonies, accounting for about 23% of world 

honeybee colonies. Africa had 6.85 million colonies, accounting for 15% of the world honeybee 

colonies, ranking third in the world. Asia ranked fourth with 5.7 million colonies.  Oceania 

(including Australia & New Zealand, Melanesia and Polynesia) had 0.5 million colonies, 

accounting for 1% of the world total.  

From the 1960s-1970s, honeybee colonies in the above continents continued to grow, but 

the ranking remained the same.  

After 1980, the colonies in all continents kept growing, though Asia and Africa grew faster, 

surpassing Americas to take the second and third position respectively; Americas and Oceania 

grew steadily, ranking fourth and fifth, while Europe continued to account for the most colonies 

in the world.  

In the 1990s, the number of colonies in Europe reached 22.69 million, up 7% compared to 

the same period of 1960s, making it a peak record not yet topped by any other continent. 

Meanwhile, Asia and Africa both experienced fast growth. Compared to the same period of the 

1960s, Asia’s colonies more than doubled, reaching 13.43 million; Africa increased 48% with 

its colony numbers attaining 12.69 million. By contrast, Americas and the Oceania experienced 

slight increases. With the advent of industrial revolution, the gradual aging of the population 

engaged in beekeeping, and the occurrence of mysteriously disappearing honeybees in Europe, 

the number of honeybee colonies and the apicultural industry plunged sharply, leaving Asia the 

number one beekeeping continent in the world. 

In the twentieth century, all continents except for Europe maintained a growth trend. 

According to the incomplete statistics released by the FAO in November 2011, the number of 

honeybee colonies in Asia reached 22.35 million by 2009, accounting for 34.5% of the world 

total (65.38 million). This represents an increase of 39.9% compared to the 1990s, and growth 

of 74.5% compared to the 1960s. During the same time period, the number of honeybee 
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colonies in Africa reached 15.99 million, accounting for 24.5% of world total honeybee 

population, slightly surpassing Europe, an increase of 20.7% and 57.2% compared to the 1990s 

and 1960s respectively, making it the second largest beekeeping continent in the world. In 

contrast, Europe experienced sharp decreases in numbers of honeybee colonies; its 15.85 

million colonies accounted for 24.2% of the world honeybee population, a reduction of 30.1% 

and 24.8% compared to the 1990s and 1960s respectively, falling from the top spot to third. 

Americas maintained a steady marginal growth; its possession of 10.48 million colonies ranked 

it the forth in the world, accounting for 16% of the world honeybee colonies, an increase of 3% 

and 4.3% compared to 1990s and 1960s respectively.  Oceania owned 0.71 million colonies, a 

reduction of 5.3% compared to 1990s, but an increase of 28.1% compared to 1960s, accounting 

for 1.1% of the world honeybee colonies (FAO Statistics Division, 2011; Chen L., 2009) (Table 

2, Figure 2). 

 

Table 2. Continental Honeybee Colonies Distribution (1961-2009; Unit: Million) 

Continent\Year 1961 1970 1980 1990 1995 2000 2001 

Africa 6.85 8.15 9.37 12.69 14.12 14.39 14.68 

Americas 10.02 8.96 10.03 10.17 9.55 10.75 10.71 

Asia 5.70 7.23 9.62 13.43 15.80 18.09 18.49 

Europe 21.09 21.11 21.42 22.69 16.08 15.34 15.69 

Oceania 0.51 0.57 0.76 0.75 0.80 0.80 0.74 

Continent\Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 

Africa 15.55 15.99 15.53 16.37 16.05 16.51 15.99 

Americas 10.59 10.60 10.46 10.71 10.41 10.48 10.48 

Asia 19.48 20.15 20.84 21.25 21.35 21.73 22.35 

Europe 15.60 15.9 16.10 16.41 16.37. 16.00 15.85 

Oceania 0.706751 0.676759 0.675329 0.69 0.71 0.71 0.71 
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Figure 2. Changes of the Continental Honeybee Colonies (1961-2009，unit: million). 

 

3. Apiculture Development in Key Beekeeping Countries in the Twentieth 

Century 

The former Soviet Union used to be the biggest beekeeping country in the world. As early 

as 1961, the Soviet Union alone accounted for 10.25 million colonies, a quarter of the world 

honeybee colonies. At the same time period, China’s was home to only 3.35 million, just one 

third of the Soviet Union. The top ten beekeeping countries in the world were: the Soviet Union, 

the United States, China, Ethiopia, Germany, Mexico, Turkey, Poland, Angola, and France 

(Figure 3).  

In the 1970s, former Czechoslovakia, with its colonies exceeding one million, overtook 

Angola, becoming one of the top ten beekeeping countries in the world (Figure 4). In the 1980s, 

China moved up to second place in the top ten after a quick expansion of its honeybee colonies. 

Later Angola and France were replaced by Greece and Argentina when their honeybee colonies 

passed one million (Figure 5). At that time, other countries with more than one million colonies 

were Romania and Kenya.  

Before its break-up, the Soviet Union had led the world in hive numbers. Even until the 

early 1990s, as the number one beekeeping country, it owned 9+ million colonies, a historical 

record which so far has never been broken by any other country. Concurrently, China’s colonies 
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had doubled to 7.48 million compared to the early 1960s, ranking second in the world. Other 

key beekeeping countries, such as Tanzania, Egypt, Poland, took the spots of Germany, Greece 

(Figure 6). And Iran, Argentina, Span got into the world top ten when their honeybee colonies 

increased rapidly (Figure 7). In the beginning of the 1990s, the break-up of the former Soviet 

Union and the split of hive numbers into independent countries, led China to the top spot in 

colony numbers (Figure 7). Toward the end of twentieth century and into the new millennium, 

only China, the US and Turkey remained in the top ten, while all the others were all overtaken 

by countries of South America and Africa, leading to a reshuffled top ten list: China, Turkey, 

Russia, Iran, Ethiopia, Argentina, United States, Tanzania, Kenya and Spain (FAO Statistics 

Division 2011) (Table 3). 

 

Table 3. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Countries (1961-2000; Unit: 

Millions) 

Country 1961 Country 1970 Country 1980 Country 1990 Country 2000 

USSR 10.25 USSR 9.52 USSR 8.19 USSR 9.10 China 7.49 

USA 5.51 USA 4.63 China 5.55 China 7.48 Turkey 4.27 

China 3.37 China 4.17 USA 4.14 Ethiopia 3.85 Russia 3.46 

Ethiopia 2.4 Ethiopia 2.90 Ethiopia 3.42 Turkey 3.28 Iran 3.35 

German

y 
2 Turkey 1.79 Mexico 2.38 USA 3.21 Ethiopia 3.22 

Mexico 1.98 Mexico 1.67 Turkey 2.23 Mexico 2.11 
Argentin

a 
2.80 

Turkey 1.48 
German

y 
1.50 Poland 2.21 Kenya 2.00 USA 2.62 

Poland 1.2 Poland 1.39 
German

y 
1.53 Tanzania 1.80 

Tanzani

a 
2.60 

Angola 1 France 1.07 Greece 1.13 Egypt 1.65 Kenya 2.49 

France 0.89 CZekh 1.06 
Argenti

na 
1.10 Poland 1.65 Spain 2.13 
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Figure 3. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Country (1960’s, unit:million). 

 

 

Figure 4. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Country (1970’s,unit:million). 

 

 

Figure 5. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Country (1980’s,unit:million). 
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Figure 6. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Country (1990’s,unit:million). 

 

 

 

Figure 7. Honeybee Colonies in World Top Ten Beekeeping Country (2000, unit: million ). 

 

4. Trend of Apiculture Development in World Key Beekeeping Countries 

in the Twenty-first Century 

 

Entering the twenty-first century, with the development of science and technology, 

industrial transformation and the influence of various factors, the number of honeybee colonies 

declined in most of the developed countries, leading to Europe falling from the world’s number 

one beekeeping continent to the third. Meanwhile, apiculture in Asian and African countries 

started to boom; it also grew steadily in the Americas and Oceania (FAO Statistics Division 

2011) (Table 2).  
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The statistics of FAO released in 2011 shows that, during 2000-2009, the following 

countries could be found in the world top ten beekeeping countries list: China, remained number 

one; Turkey, stayed in second place; Ethiopia, Iran and Russia kept their third, fourth, and fifth 

positions respectively since 2002; Argentina and Tanzania steadily held the sixth and seventh 

position; the United States, due to the impact of Colony Collapse Disorder (CCD), dropped 

from eighth in 2000 to the tenth in 2009; Kenya and Spain surpassed the United States, rising 

to eighth and ninth place. 

 

 

Figure 8. Changes of Honeybee Colonies in Key Beekeeping Country (2000’s, unit: million). 

 

4.1. China 

 

In the twenty-first Century, China's apiculture industry maintained the trend of rapid and 

steady development; the country retained the top position in terms of colony possession and the 

yield of honeybee products. Based on the 2011 incomplete statistics by FAO, in 2009, China 

had 8.77 million colonies, accounting for one seventh of the world total honeybee colonies, 

having grown 17.1%, 58.1% and 162% respectively compared to colony numbers in 2000, 1980 

and 1961 (FAO Statistics Division 2011) (Table 4). 
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As the world second biggest beekeeping country in the twenty-first century, Turkey’s 

apiculture enjoyed rapid growth. In 2009, its colony numbers reached 5.32 million, accounting 

for one twelfth of the world total, up 29.4%, 139.6% and 257.1% respectively compared to 

2000, 1980 and 1961. In comparison, Turkey’s apiculture grew faster than most of the key 

beekeeping countries. 

 

4.3. Ethiopia 

Ethiopia ranked first in Africa and third in the world in terms of beekeeping colonies. In 

2009, its colonies reached 4.6 million, accounting for one fourteenth of world honeybee 

colonies, up 38.5%, 34.5% and 91.6% respectively compared to 2000, 1980 and 1961. 

 

4.4. Iran 

In the twentieth century, Iran’s beekeeping industry enjoyed rapid expansion and 

maintained steady growth in the twenty-first century. In 2009, it registered 3.5 million colonies, 

ranking fourth in the world, up 4% compared to 2000, an increase of 159% and 379% 

respectively compared to 1990 (1.35 million colonies) and 1980 (0.73 million colonies). Iran 

experienced tremendous growth of 900% when compared with the 0.35 million colonies it 

possessed in 1961, signifying that Iran is experiencing the fastest growth of beekeeping in the 

world (FAO Statistics Division 2011) (Table 4). 

 

4.5. Russia 

As one of the key beekeeping countries, Russia owned 2.97 million colonies in 2009, 

making it the biggest beekeeping country in Europe after the break-up of the former Soviet 

Union. Ranked fifth in the world, Russia accounts for one twentieth of the world honeybee 

colonies, down 13.9% and 35% compared to colony numbers in 2000 and 1992. Judging by 

hive numbers, Russia’s apiculture industry is in decline (FAO Statistics Division 2011) (Table 

4). 

 

4.6. Argentina 
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Argentina is well-known for its abundant high quality honey favored by world consumers. 

The country experienced a boom in colony numbers throughout last century, and in twenty-first 

century its number of hives continues to grow steadily. In 2009, it owned 2.97 million colonies, 

up 6% compared to 2000. But compared to colony number in 1980 and 1961, it rose by 170% 

and 356.9% respectively, the second highest growth rate after Iran. 

Table 4. Honeybee Colonies in Key Beekeeping Countries (2001-2009; Unit: millon) 

 

NB: the data here are for countries with more than one million honeybee colonies only. 
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4.7. Tanzania 

As one of the top beekeeping countries in the world, Tanzania ranks second in 

Africa. Its coffee honey is quite popular among European consumers. Colony growth 

boomed in the last century, but seemed to come to a halt in late twentieth century. In 

the twenty-first century, Tanzania maintained a marginal growth rate. In possessed 2.7 

million colonies, placing Tanzania seventh in the world in 2009, the same rank it held 

in 2000, up 182% and 382% compared to 1980 and 1960 respectively, making it one of 

the moderately developing beekeeping countries. 

 

4.8. Kenya 

Kenya’s apiculture ranked third in Africa, growing at a similar rate as Tanzania. 

Ranking eighth in the world in 2009, it had 2.51 million colonies, similar to its colony 

numbers in 2000, but up 137.9% and 402% compared to the 1980 (1.08 million colonies) 

and 1961 (0.5 million colonies) respectively, rendering it the country with the greatest 

colony growth in Africa. 

 

4.9. Spain 

As a key beekeeping country in Europe, Spain’s apiculture boomed in the 

twentieth century. Ranking ninth in 2009, it owned 2.43 million colonies, up 14.6%, 

204.9% and 233.7% compared to 2000, 1980 and 1961 respectively. 

 

4.10. The United States 

As early as in 1960s, the United States had mechanized its beekeeping industry. 

Beekeeping is practiced mainly for pollination. The value for pollination far exceeds 

the value of the honeybee products. Because of the value of honey bee pollination, the 

United States attached great importance to Colony Collapse Disorder when it was first 

recognized in 2006, and invested heavily in research to prevent the honeybee from 

disappearing. 
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The United States had more colonies than most of the beekeeping countries in the 

world at the time the FAO started to collect this data in the 1960s. Regrettably, as 

economic development and scientific progress increased, the numbers of beekeepers 

and managed colonies in the United States kept declining. In the 1960s, the US 

managed 5.51 million colonies, second behind the former Soviet Union. In the 1970s, 

it was still ranked the second in the world in terms of the honeybee colonies. However 

by the 1980s, China exceeded the United States to take second place. In 1990, the 

United States fell to fifth place, its colonies number reduced to 3.21 million, down 41% 

compared to the 1960s. In 2000, it dropped to seventh, with colony numbers continuing 

to decline to 2.62 million. By 2005, with 2.41 million colonies, the US fell in rank to 

9th place. In 2009, its colonies had shrunk 126% from a peak of 5.5 to 2.4 million, 

ranking 10th in colony numbers. Nonetheless, the United States is still one of the 

world’s top ten and maintains more colonies than most European developed countries 

(FAO Statistics Division 2011) (Table 4) 

In addition to the top ten, Korea, Mexico, Poland, Central Africa, Greece, Egypt, 

Angola and France all maintain in excess of 1 million honeybee colonies (FAO 

Statistics Division 2011) (Table 4). 

 

5. Conclusion 

By examining the changes in the numbers of managed honeybee colonies in the 

world in key beekeeping countries over the past five decades, we conclude that: 

worldwide apiculture has experienced rapid development in the twentieth century, 

which slowed down in early twenty-first century; while the number of colonies is still 

growing in Asia and Africa, it has declined in developed countries. The beekeeping 

industry, judging by the number of managed colonies, grew relatively faster in the 

developing countries; while in developed countries the beekeeping industry slowed as 

honeybee colony numbers continue to shrink.  

We cannot help but ask ourselves: Is this the inevitable consequence of social 

progress and the industrial revolution? Based on the analysis of the past statistics, we 
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predict that in the next ten years, apiculture in developing countries will keep growing, 

and so worldwide the number of honeybee colonies will continue to increase. But what 

will happen after twenty or thirty years? Will China and other developing countries 

experience the same drop as currently experienced by developed countries? We hope 

the emerging economies and developing countries will not follow the same track in 

colony decline as taken by some of the developed countries.  
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《中国蜂业》杂志发展历程 

方兵兵，刘世丽 

（中国农业科学院蜜蜂研究所 《中国蜂业》杂志社，北京 100093） 

 

摘  要 

《中国蜂业》杂志由《中国养蜂》杂志更名而来，其前身为《中国养蜂杂

志》，1934年1月由当代著名养蜂家黄子固先生创办。1956年7月，经农业部批

准，中国农业科学院接手《中国养蜂杂志》。1957年3月，中国农业科学院正式

成立后，《中国养蜂杂志》由院办公室直接领导和管理，并更名《中国养蜂》，

刊名是郭沫若同志题写的。1958年，中国农业科学院养蜂研究所在北京香山成

立。《中国养蜂》也交由养蜂所主办，编辑部也随迁到北京香山养蜂所内。

1997年，根据对外开放形势的需要和读者的要求，并经农业部办公厅批准，增

加中国养蜂学会作为杂志的主办单位。2005年，应发展需要，经农业部和国家

新闻出版总署批准，改为月刊发行。2006年，根据蜜蜂产业的发展需要，在大

量调研的基础上，经农业部和国家新闻出版总署批准，正式更名为《中国蜂

业》。 

 

关键词：中国养蜂；中国蜂业 

 

一、杂志发展情况 

《中国蜂业》从1956年至今，经历了“三起两落”发展阶段。从中国农业

科学院接管到20世纪60年代初，是刊物起步阶段。在这个阶段，《中国养蜂》

积极配合国务院、农业部和农垦部，大力发展中国养蜂业方针、政策的宣传，

开展养蜂新技术的宣传。通过有力的宣传和报道，使养蜂在现代农业生产中的
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重要意义为各级领导和广大劳动群众所认识，显著地促进了养蜂这一古老行业

在新中国的蓬勃发展，养蜂已逐渐成为我国农村的一项重要副业。《中国养

蜂》在这一阶段发挥了很好的行业导向作用，此后成为我国养蜂行业的指导性

科技期刊。 

1960年下半年，国家遭受三年自然灾害，《中国养蜂》停刊2年，到1962年

下半年复刊。复刊后，主办单位——中国农业科学院养蜂研究所根据当时我国

养蜂生产和科研工作迅速发展的需要，在充实了编辑部力量的同时，在《中国

养蜂》的宣传报道方面也作了调整，即在宣传党和国家发展养蜂生产的方针和

政策，报道各地发展养蜂生产组织领导经验的同时，逐步增加科研动态和成果，

养蜂新技术、先进典型的报道，尤其是对推广中蜂新法饲养技术和生产蜂王浆

技术等方面进行大量介绍和报道。这一阶段的宣传和报道，极大地促进了我国

养蜂科研工作的开展，推动了养蜂科研成果迅速转化为生产力。使我国养蜂生

产技术显著进步，生产力明显提高，为20世纪70～80年代我国养蜂生产迅速发

展打下了良好的基础。在促进养蜂生产发展的同时，也确立了《中国养蜂》成

为中国养蜂科技第一刊的地位。 

1966年因“文革”缘故，《中国养蜂》再度停刊，5年后，1972年再度复

刊。复刊后的《中国养蜂》进入了第三个发展阶段。1978年后，中国养蜂业在

党的十一届三中全会的精神指导下，获得迅猛发展，我国也一跃成为世界第一

养蜂大国和第一蜂产品出口国。《中国养蜂》随着养蜂业的发展进入发展最为

明显的阶段。这主要表现在编辑部人才建设和设备得到加强，人员素质有了很

大提高，编辑手段也日益进步。尤其是编辑、出版工作完成了由传统的计划经

济模式向着市场经济条件的转变，走上良性的自立和自我发展之路，为今后杂

志在市场经济环境中的生存和发展找到出路。在这一阶段，《中国养蜂》根据

我国养蜂生产和科研工作的需要及存在问题，调整和增加了相应的栏目，对推

广国内外养蜂科技成果和先进的科学技术及管理经验，对提高生产、经营、管

理水平，改进和提高蜂产品质量，加速蜂产品综合加工开发利用等方面，及时

地进行了全面报道和宣传。对推动我国养蜂业向现代化方向发展起到巨大的作

用，使《中国养蜂》成为国内外蜂业科技和成果交流的平台，成为我国青年科

学工作者成才的园地，成为我国养蜂生产者的良师益友。 
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2005年恢复月刊发行以来，在中国农业科学院蜜蜂研究所的正确领导和大

力支持下，杂志的编辑出版工作再次呈现出蓬勃的发展态势。随着编辑队伍的

年轻化和知识化，编辑手段全部实现微机化，原来的手工编辑技巧已基本退出

历史舞台。编辑队伍得到加强的同时作者队伍得到大幅拓宽，全国几十所大专

院校的学者加入到作者队伍中来，一线工作者中文笔优秀的作者也得以被认可

并扩充到通讯员队伍中。 

为进一步树立和提倡“以读者为本”的出版观，2006年开展了大型读者评

刊活动，评选出12位热心读者和一位最热心读者。大量的读者来信为编辑部提

供了改进意见，同时拉近了读者与编者的距离。继1996年后再次恢复编委会议

制度，在2007年分两次召开在京编委和全国编委会议，广开言路，综合办刊。

时刻不忘养蜂人是弱势群体和养蜂业的根本，为养蜂人呼吁的同时继续联合企

业开展送种王下乡和送杂志下乡活动。 

此时已进入信息高速发展的时期，各种媒体，包括网络对平面媒体产生了

强烈的冲击。业内大型企业由于实力的加强和意识的觉醒开办了自己的内部刊

物和报纸，随着企业文化改革的日益深化，图书市场也异常活跃，刊物的发展

面临了前所未有的挑战。但在大多数杂志发行量快速下滑的大形势下，《中国

蜂业》杂志仍以其昂扬的姿态继续在蜂业发展中发挥重要作用，并不断在发展

中调整，在改革中创新。 

 

二、办刊宗旨和刊风 

《中国蜂业》始终秉承“全心全意服务于我国广大蜂业工作者，紧密结合

我国的养蜂科研与生产，理论联系实际，普及与提高相结合，积极传播养蜂科

学技术，推动我国养蜂业的进步和发展”的办刊宗旨。遵照这一宗旨，经过几

代编委和编辑几十年共同努力和不断创新下，形成了“创新、求真、科学、严

谨”的办刊传统和刊风，并以栏目多、内容丰富、信息量大受到广大读者的欢

迎，在推广养蜂科研成果，交流先进养蜂经验和促进学科发展方面发挥积极作

用。 
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20世纪50年代，《中国养蜂》根据我国中蜂饲养技术极端原始和落后的现

状，大量开展推广中蜂新法饲养技术的报道并及时进行先进典型的宣传，推动

了中蜂新法饲养技术在全国各地的推广和普及，使中蜂新法饲养数量大幅上升，

由解放初期不足千群上升到20万群，每群产量也由2.5 kg提高至20 kg。60年代

《中国养蜂》及时报道了有王群蜂王浆生产技术的科研最新成果，使得这一世

界领先的生产技术迅速在国内推广并普及。王浆产量一下由年产不足50吨上升

到500吨，成为世界第一王浆生产和出口大国。其中在介绍先进生产技术的同时，

也对开展高产蜂种选育工作进行了介绍和报道，使得高产蜂种及时得到推广，

并由此带动我国蜂王浆产量再次大幅度提高，由年产500吨上升到目前的1300吨。

为我国养蜂生产增加巨大的经济效益。此外，在蜂螨的生物学特性及防治，中

蜂囊状幼虫病，蜂王人工授精技术的应用，蜜蜂良种选育和杂种优势利用，蜜

蜂为农作物授粉提高农作物产量，以及提高蜂产品质量等关系到我国养蜂业进

步和发展的热点问题或难题，及时报道了其科研进展情况和成果，使广大生产

者能迅速吸收和转化科研成果，解决生产问题，提高产量和生产效益，促进养

蜂业稳步发展，使我国成为世界第一养蜂大国和蜂产品出口大国。 

近年来，在秉承优良传统的基础上，把四项使命作为工作重点： 

1. 做好科普工作，服务三农。我国拥有丰富的蜜粉资源，发展养蜂有着巨大的

潜力。蜂业被誉为“空中农业”，在很多地区尤其是贫困山区是快速引领农民致

富的好途径。 

2. 站在科技前沿，报道最新科技成果。科技成果是支撑整个行业发展的动力，

无论是饲养、蜜蜂保护、还是产品质量监控，都需要科研作为支撑，尤其要使

我们的产品超越以原料出口的瓶颈，推广品牌意识，就更需要有科研的支撑。

做好科研宣传工作，是杂志义不容辞的责任。 

3. 正确引导产品宣传，扶植行业龙头企业。作为行业的当家媒体，有义务引导

行业的正确导向，服务整个行业。 

4. 及时传播最新资讯和报道行业最新标准、法规和大政方针。 

围绕这四项工作重点，报道近年来蜂业科研工作的新进展，例如在种质资

源保护和利用方面围绕基因分析作出的新成果，围绕功能性食品的功能因子的
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科研做最新报道并适时题写编者按，促进了科技成果的宣传和转化。将信息快

速化后也拓展了信息的来源。 

 

三、出版发行情况 

从1934年黄子固先生在北平李林园养蜂场创刊算起，《中国蜂业》已有80

年历史；如从1956年中国农业科学院接管算起，也有51年的历史。在80年中，

《中国蜂业》共出版65卷340期。其中，1956年前共出版13卷145期，1956年后

共出版52卷195期。其间，1937年抗日战争时期，1948年解放战争时期，1960年

三年困难时期和1966年“文革”动乱时期曾四度停刊。1960年前《中国养蜂》

为月刊；1963年后改为双月刊，2005年恢复月刊发行，2011年旬刊发行。2015

年，因新闻出版总署广电总局对期刊管理的要求，又恢复月刊。 

《中国养蜂杂志》创刊初期，20世纪40年代和50年代初发行量很少，每期

只有3千～4千册。被中国农业科学院养蜂研究所接管后，50年代末、60年代初

发行量开始上升，每期7千～8千册。70年代初第4次复刊后。随着养蜂在我国农

村广泛兴起，杂志发行量也不断攀升，到70年代末最高时曾达12万册。80年代

以后，发行量逐年下降。到1995年降到最低，每期不足1万册。1995年后开始回

升，发行量每期2.3万册。从20世纪80年代开始，《中国养蜂》就同世界多个国

家的大学、研究机构、养蜂协（学）会等团体组织建立了期刊交换业务。2005

年恢复月刊发行后，编辑队伍得到了有利加强。2006年更名《中国蜂业》后，

全年共发行14期杂志，发行量稳定增长。2007年，编辑队伍进一步加强，网站

和世纪检索光盘项目建设得以纳入年度发展规划实施，发行工作进入网络化。

2011年，为了顺应研究人员、蜂农、从业企业家们不同的需求，进一步细化工

作改为旬刊。旬刊发行三个版本，分别为普及版、学术版、商业版，报道专业

性更加细化，时效性大幅提高，2011年到2013年共出版79期，年发行杂志18万

册左右。2015年恢复月刊发行，全年发行杂志15万余册，在当前纸媒受网络冲

击严重下滑的形势下，保持稳定发展态势。 

 

四、获得荣誉 
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《中国蜂业》创刊以来，为我国养蜂事业的发展作出了重要贡献，在得到

了读者认可的同时，也受到有关部门的表彰：1992年，被评为“全国优秀期刊

三等奖”、“农业部优秀科技期刊”、“农科院优秀科技期刊”；1993年，在

第33届国际养蜂大会和博览会上，荣获银奖期刊称号；2001年，入选新闻总署

期刊方阵，并评选为双效期刊；2006年，获得中国农学会“全国农业期刊金犁

奖”。2011年入选“中国农业核心期刊” 。 

岁月悠悠，几代蜂业人的辛勤汗水，结下了累累硕果。在新时代到来之际，

编辑部一定会加快步伐，与广大读者、作者同心协力，为促进我国蜂业的发展，

为使蜂产品走入千家万户并且造福人类，作出应有的贡献。 
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养蜂是贫困山区农民脱贫致富的捷径 

 

王建梅  陈黎红*  吴杰  胡玭玭  齐烟舟  刘雪菊 

（中国养蜂学会，北京，100093） 

 

摘要 

为了使贫困山区农民摆脱贫困，中国养蜂学会对云南、陕西、重庆、河南

4 省的贫困山区进行了考察并向贫困户赠送蜂箱、蜂具、养蜂书籍共 3000 余套，

开展蜜蜂标准化养殖技术、蜂产品安全与标准化生产技术培训，使 1000 余户蜂

农受益。农民的养蜂收入以养蜂 100 箱计算，平均年增收 5-7 万余元，不仅可

使山区贫困农民脱贫，同时也促进了农业增产增质、生态增效。充分体现了养

蜂是贫困山区农民脱贫致富的一条捷径。 

 

关键词：养蜂；贫困山区；脱贫；致富；捷径 

 

养蜂是一项不占田、不占地、成本低、收益快、无污染、低碳环保的朝阳

产业，贫困山区具备丰厚的天然养蜂资源，适合发展养蜂。本项目以“滚动扶

贫”方式，发展长期不间断可持续养蜂扶贫；以点带面、以“小规模，大群体”

的战略、以“学会+企业/合作社+养蜂户”的形式发展贫困山区养蜂；利用中国

养蜂学会拥有专家学术优势开展技术培训；利用会员资源优质优价收购蜂产品，

使农民脱贫增收；同时，开展蜜蜂授粉宣传与指导，以达到贫困户、养蜂业、

农业、生态多重收益。 

在民政部、农业部的大力支持与指导下，我会对云南、陕西、重庆、河南

共 4 省的贫困山区进行了养蜂扶持，免费发放蜂箱、蜂具、养蜂书籍共 3000 余
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套，开展了蜜蜂标准化养殖技术、蜂产品安全与标准化生产技术、蜂农应急救

灾等培训指导。典型事例汇报如下： 

 

1. 新式蜂箱惠农 

云南省维西县是国家级贫困县，地处世界自然遗产“三江并流”腹地，土地

面积4661平方公里，森林覆盖率74.83﹪,该县生物多样、资源丰富。现有养蜂户

5025户，蜂群50793群，但养蜂技术落后，基本上都是采用传统方式饲养，蜂群

被放置在房前屋后，缺乏相应的科学管理，处于自生自灭的状态。生产方式主

要是毁巢取蜜，产量低，质量差，生产力未能获得解放，不能把资源优势变为

经济优势，存在很多弊端。我会经过调研，对贫困农户开展了标准化养蜂培训，

演示了新式蜂箱使用方法和过箱技术的实践操作，此次培训达到了预期的效果，

为实现广大群众养蜂脱贫增收致富开辟了新的渠道。 

 

1.1.赠送标准蜂箱 

中国养蜂学会向云南维西县贫困蜂农免费发放 600 套特制蜂箱及其配套用

具，直接受惠34个养蜂场试点，涉及该县6个乡镇14个村委会23个村民小组。

从传统的饲养方法到应用新式蜂箱，极大地提高了经济效益。 

1.1.1. 新式蜂箱容量大，蜂群旺，产蜜比一般传统蜂箱多 5 至 10 市斤。 

1.1.2. 便于蜂群的日常饲养管理，比原始养殖法省时省工并节省劳动力成本。 

1.1.3. 新式蜂箱在割蜜、修理巢础、清扫蜂箱时不会伤到蜂群，保证了蜂群的正

常发展。   

1.1.4. 新式蜂箱能及时发现和处理病虫性灾害，从而杜绝了因病虫性灾害而导致

的蜂群死亡现象的发生或扩散。 

1.1.5. 新式蜂箱里的蜂蜜因蜜质好，每市斤销售价格比传统蜂箱的蜂蜜高 10 元

左右，每箱蜜蜂就能多获利 300 元左右，经济效益更好。 
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1.1.6. 新式蜂箱的使用带动了更多蜂农科学养蜂的积极性，使科学养蜂产业得到

普及推广，促进了蜂产业的发展。 

 

1.2. 通过培训，使蜂农掌握科学饲养技术，提高了效益 

为了使蜂农转变传统养蜂方式，我会开展了中蜂科学饲养管理培训。扶植

使用活框中蜂箱收养、驯养野生中蜂后，蜂农们体会到在操作、管理、取蜜等

方面比传统蜂桶有更大的方便性，并且生产出来的蜂蜜在产量、质量方面都远

远超出了传统蜂桶养殖，产量是传统蜂桶的4倍。蜂农们学到了野生中蜂过箱技

术（即将收到的野生中蜂转移至新发放的中蜂活框蜂箱中）及中蜂继箱生产技

术（以往都是小平箱），蜂农们自己过箱成功率都超过了80%，增产、增收达

到了100%，他们亲身体会到科学规范养殖中华蜜蜂带来的经济效益。 

           

 

 

2.  扶贫责任到人到户 

陕西黄龙县是贫困县，为了更好地发展和壮大中蜂产业，使广大中蜂养殖

户尽快脱贫致富，中国养蜂学会向黄龙县贫困蜂农免费发放 900 套中蜂标准蜂

箱及其配套用具，直接受惠蜂农 84 个养蜂场试点。发放蜂箱期间，黄龙县养蜂

试验站及我会领导、专家走访受扶持的养殖户，查看指导蜂箱的安装使用，并

与养殖户签订了《中国养蜂学会扶贫管理责任书》。 

原始蜂箱传统饲养与活框蜂箱标

准化饲养对照蜂场 
当地蜂农学习实践“中蜂过箱技术” 

（将中蜂从原始蜂箱转移到赠送的活框标准蜂箱） 
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2.1. 听取汇报、现场调研 

中国养蜂学会一行先后实地考察了崾崄乡天顺立体式中蜂养殖基地、石堡

镇庙河中蜂养殖点和部分中蜂养殖点，并深入了解了中蜂养殖现状、病虫害防

治情况、销售情况和蜂农在中蜂产业发展中所遇到的困难。调研期间，专家在

充分肯定黄龙县中蜂养殖取得成绩的同时，认为要充分利用和发挥好得天独厚

的地理优势和自然优势，加大中蜂养殖力度，打造蜂蜜的生态品牌，促进养蜂

脱贫致富，并提出了建设性指导意见。 

 

2.2. 以点带面 发展中蜂养殖 

蜂农通过对中蜂标准蜂箱的使用，改变了以前土法饲养的方法及意识，开

始发展活框饲养，扩大了养殖规模，提高了蜂蜜产量，增加了经济效益，达到

了脱贫目的。周边群众也受到影响，开始积极发展中蜂养殖，对黄龙县整个中

蜂养殖产业起到推动作用。黄龙崾崄乡贫困蜂农张业明，因土地缺、劳力少，

以饲养少量土蜂为副业。在得到我会扶贫的 10 套蜂箱后，产蜜量得到提高，尝

到活框饲养的甜头后，又贷款自行购买 30 套郎氏蜂箱，加上政府扶持的蜂箱，

当年饲养中蜂达到 100 箱，收入达到 5 万多元，成功实现脱贫致富，并带动了

周围村民开始饲养中蜂。 

在蜂农使用中蜂标准箱过程中，蜂农学到了一定的知识，认为中蜂标准蜂

箱繁蜂快、可继箱取蜜，充分利用中蜂向上贮蜜的习性，生产纯净的分离蜜和

巢蜜。该蜂箱空间相对较小，保温保暖性好，早春促进繁殖，夏天有利于散热

适应黄龙本地气候条件。流蜜期集中群势采蜜，可以生产优质蜂蜜，对实现现

代化、机械化饲养中蜂具有重大意义。我会扶持的中蜂标准蜂箱和其他型号种

类蜂箱相比在黄龙山区优势凸显，受到了蜂农的广泛认可。目前，中蜂养殖数

量不断扩大，蜂农饲养中蜂积极性不断提高，已成为农民增收、畜牧业发展的

重要新生力量。 
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3. 建设规模蜂场 

    重庆彭水县是国家级贫困县。长期以来，彭水县广大山区农户就有养殖中

蜂的习俗，中蜂是这里土生土长的野生蜂种，对山区自然条件十分适应，也是

山区贫困农民赖以生存的途径。饲养中蜂投入较少，主要投入是蜂箱，蜂箱成

为他们发展养蜂、扩大规模、增收脱贫的关键。 

中国养蜂学会为彭水县贫困蜂农免费发放标准蜂箱 800 套，重点扶持当地

100 个养蜂场试点发展中蜂养殖，并开展养蜂技术培训。此次养蜂扶贫活动受

到广大贫困蜂农的热烈欢迎，他们兴奋地说，养蜂扶贫活动不仅进一步学到了

中蜂养殖病虫害防治技术和中蜂养殖标准化技术，还了解了养蜂政策及法律法

规，现在养蜂成本大大减少，只通过少量蜂种购入，自繁扩群，就可形成一定

规模的蜂场。 

3.1 传统饲养得到改造。蜂农采取活框蜂箱饲养方式替代了靠天养殖及毁灭式的

木桶养殖方式，蜂箱排放规范，定期或不定期检查巢脾，蜂料准备充足等。 

3.2 科学养蜂技术大力推广。通过理论和现场培训，使蜂农掌握了中蜂标准化养

殖技术、优质蜂王的培育、圆桶蜂群的过箱技术、蜜蜂病虫害防治技术、生产

优质蜂蜜等技术。 

3.3 养蜂规模逐步扩大。随着养蜂技术的提高和中蜂蜜市场供不应求，农户养蜂

积极性高涨，越来越多的农户加入到了养蜂队伍，中蜂的饲养数量得到了一定

养蜂扶贫蜂箱发放仪式 赠送中蜂标准蜂箱及其配套用具 
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扩大，由最初的户均饲养3-5群，到目前户均饲养20-30群的规模，农户中蜂饲

养正朝着标准化和规模化发展。 

3.4 蜂蜜品质大大提高。摇蜜机替代了传统取蜜方式，蜂农取封盖成熟蜜，使

得蜂蜜品质大幅提升。 

3.5 蜂农收入显著提高。饲养技术和规模的提高让农户的养蜂效益也明显提高

了。据调查，采用活框饲养技术后，每群蜂每年可以取蜜 4次以上，蜂群年均

产量为 24.5公斤，而未采用活框饲养前，每年可以取蜜 1-2次，蜂群年均产蜜

8.5-15 公斤。目前，彭水中蜂蜜每公斤价格在 120-160元，以贫困农户饲养 10

群中蜂计算，收入在 2.94-3.92万元之间，可见，只要掌握科学的养蜂技术，

加上中蜂生产的蜂蜜，售价远远高于西蜂蜜，其经济效益十分显著，一次投资

长期受益。 

 

 

         

4.农民增收 

中国养蜂学会为河南卢氏县贫困蜂农实施科学养蜂培训和技术指导，免费

发放 600 套意蜂标准蜂箱及其配套用具，直接受惠 66 个养蜂场试点。受惠蜂农

在学习掌握标准化科学养蜂技术后，又得到中国养蜂学会赠送的标准蜂箱，养

蜂生产积极性猛增，取得了明显的经济增收。卢氏县依靠山区蜜源植物丰富的

优势，通过技术培训推广，完善养蜂设施等一系列工作，本地的养蜂户将从现

养蜂扶贫蜂箱发放仪式及基蜜蜂标准化养殖技术培训 

 

http://www.cqxumu.com/upload/2013/01/20130104160759632824.jpg
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在 200 户发展到 300 余户，规划蜂群由 8100 群发展到 10000 群，优质蜂蜜年产

量由 45 万公斤提高到 50 万公斤。 

官道口镇黑牛村蜂农马章学，领到扶贫蜂箱 30 套，养蜂由原来的 75 箱发

展到 110 箱蜂，收蜂蜜 7200 多公斤，年收入 7 万余元。文峪乡望家村蜂农马浩

然，领到扶贫蜂箱 30 套，养蜂由 150 箱发展到 215 箱，收蜂蜜 12000 多公斤，

年收入 11 万余元。文峪乡南窑村蜂农李长富，10 多年来一直在家坐地养蜂，领

到扶贫蜂箱 30套，养蜂由原来 20箱发展到 50箱，收蜂蜜 1500多公斤，年收入

2 万余元。沙河乡果角村蜂农李九龙，是坐地养蜂户，领到扶贫蜂箱 20 套，现

在发展到 90箱蜂，收蜂蜜 3700多公斤，年收入 4万余元，等等。目前，卢氏县

新增蜂农 10余户，新增蜂群 2100箱。全县现已成立了 6个养蜂专业合作社，新

增收入 50 余万元。 

     

 

 

5. 小结 

此项扶贫项目的实施远远超出了既定目标。有的放矢地以点带面促进发展

养蜂脱贫致富，让养蜂户掌握科学的养殖技术，改变传统饲养方式，大力推广

活框饲养提高蜂蜜产量和质量，以养蜂 100箱计算，每年增收达 5-7万余元，进

一步促进了农作物增产增质，大大提高了农民的整体收入。由此可见，养蜂业

不仅是现代农业的重要组成部分，也是促进农民脱贫致富的一条重要捷径。 

  

养蜂扶贫蜂箱发放仪式 

 

养蜂扶贫现场技术培训 
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中蜂授粉对蓝莓产量及品质的影响 

韦小平 1，林黎 1，徐祖荫 1，何成文 1，孙秋*3，杨丰 2 

(1.贵州省现代农业发展研究所, 贵州 贵阳 550006; 2. 贵州省麻江县果品办， 

贵州 麻江 557600) 

摘要 

以中蜂为试验手段，以蓝莓为试验对象，对贵州蓝莓主产区麻江县的三个

主栽品种进行了授粉试验。结果表明，中蜂授粉可显著提高蓝莓产量和品质。

经中蜂授粉的蓝莓，其坐果率与结实率达 46%与 42.86%，分别较对照高 44.5 与

41 个百分点；其可溶性固形物（13.85%）与维生素 C（12.57mg/g）分别为对照

的 1.5 与 2.2 倍。此外，中蜂授粉对蓝莓单果重、果实直径、花色苷、总酚也

有提高作用。研究结果表明，中蜂可作为早春低温期活动的授粉昆虫，用于提

高蓝莓的产量与品质，可在生产中进行推广应用。 

 

关键词：中蜂授粉；蓝莓；产量及品质 
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Effects of honeybees-pollination on the yield and quality of 

blueberry 

WEI Xiaoping1, LIN Li, XU Zuyin1, HE Chengwen1，SUN Qiu*1, 

YANG Feng2 

(1.Guizhou Institute of Rural Development Research, Guiyang, Guizhou, 550006; 2. 

The Blueberry Research Center, Majing, Guizhou, 557600） 

Abstract 

Honeybees (Apis cerana) were used to pollinate three blueberry varieties in 

Guizhou Majiang, and test the pollination effects on blueberry’s yield and quality. 

Study results showed that honeybees-pollination method significantly increased the 

yield and quality of blueberry. Pollinated by bees, blueberry’s setting rate, seed-setting 

rate were 46% and 42.86% respectively, which were 44.5 and 41percentage higher than 

that of control; its soluble sugar content(13.85%) and vitamin C (12.57mg/g) were 1.5 

and 2.2 times higher than that of control. Moreover, its average fruit weight, diameter, 

anthocyanin, total phenol also increased. The study results indicated that honeybees 

could be used as important pollination insects to pollinate blueberry and other plants 

blooming in low temperature season.  

 

Keywords: Honeybees pollination; Blueberry; Yield and quality 
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1.背景 

蓝莓又名越橘（Vaccnium uliginosum）、蓝浆果，杜鹃花科（Ericaeeae）

越橘属（Vaccinium spp.）植物，多年生浆果类灌木果树[1] [2]。果实深蓝色，近

圆形，外被果粉。蓝莓果实富含花色苷、类黄酮、酚酸等生物活性成分和营养

物质[3]，不仅具有极高的营养价值，还具有保护视力、提高免疫力等多种功能[4] 

[5]，被联合国粮农组织列为人类五大健康食品之一。近 20 年来蓝莓在德国、新

西兰、日本、中国等地迅速发展，成为最优良的小浆果果树之一。贵州自 2000

年开始引种栽培[6]，由于蓝莓对酸性土壤（pH4.5-5.5）的特殊要求和贵州酸性

黄壤的典型特点，使得贵州蓝莓种植面积迅速扩大,成为全省发展山地特色高效

农业的重要措施之一。2013 年止，全省蓝莓面积 10.7 万余亩，约占全国的 28%，

鲜果产值约 3.6 亿元；其中黔东南州蓝莓种植面积已达 10.3 万亩，该州的蓝莓

面积已近全国的 1/4，成为中国南方规模最大的蓝莓生产基地。其核心种植区麻

江县种植的蓝莓，于 2012 年成功入围全国第二批有机产品认证示范创建县。 

然而，蓝莓的高产稳产一直是制约全省蓝莓产业发展的关键问题[6] [7]。一方面蓝莓

花量大，花器独特。其花为总状花序，花两性，侧生，倒挂如钟状，且子房下位，雄

蕊比柱头短，这导致蓝莓无论风媒还是人工授粉效果都不理想[8]。另一方面，蓝莓花期

为早春 3-4月，阴雨低温时期长，自然界有效授粉昆虫数量有限。中蜂在贵州山区生息

繁衍，一直是当地早春低温开花植物的主要传粉昆虫[9]。近二十年来，退耕还林等政策

与项目的实施，加之 2008 年国家现代蜂产业技术体系的成立，有效推动了中蜂的发展

[10]。如何利用本土蜂种耐寒、易采集白色蜜源的特点，寻找提高蓝莓产量与品质的路

径，是贵州发展特色山地农业的关键环节。本研究以中蜂为试验蜂种，以麻江县有机

蓝莓园为试验点，以 3 个主栽品种为试验对象，于 2015 年 3-9 月对蓝莓授粉、果实生

长发育及品质等 9 项指标进行了比较分析，以期总结出有效提高蓝莓产量与品质的措

施，为蓝莓产业与蜜蜂授粉业发展提供依据。 

 

2.材料与方法 

2.1.试验材料与地点 
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中蜂 40 群、4 年生蓝莓林 100 亩、网罩大棚及标识挂牌若干；试验选择在

贵州省蓝莓中心种植区域即麻江县宣威镇一蓝莓园进行，试验园土壤 pH4.24-

5.11,有机质 41.3g/kg, 全氮 0.5g/kg，全磷 0.46 g/kg，全钾 13.6 g/kg。试验蓝莓树

所在坡向、风向与栽培管理措施一致，试验所用鲜果采于该园。试验于 2015 年

3 月初中蜂进场开始，4 月初末花时蜂群转场，至 9 月蓝莓采收完毕结束。 

 

2.2.试剂与设备 

试剂：甲醇、磷酸、草酸分析纯、VC 对照品(批号：HG/T1534F1994，纯

度：99.0%，上海试四赫维化工有限公司)、盐酸、氯化钾、醋酸、醋酸钠及乙

醇分析纯、矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（批号:7084-24-4，纯度：98.5%，上海永恒

生物科技有限公司)。 

仪器设备：岛津高效液相色谱仪、AS3120A 超声波提取器（天津奥特赛恩

斯仪器有限公司）、BCFCO 型电热恒温水浴锅（北京长凤仪器仪表有限公司）、

FA2004 分析天平（上海精密科学仪器有限公司）、TMS-PRO 型物性测定仪

（美国 FTC 公司）、UV-2006 紫外可见分光光度计（尤尼柯科学仪器有限公

司）、AIPU 404 乙二醇丙二醇冰点折光仪。 

 

2.3.试验方法 

试验选择在蓝莓初花期，即 5%的花开放时进场，蜂群均匀分散摆放于试验园。试

验设计 3 个品种、3 个对照、3 次重复，对比研究中蜂授粉对蓝莓产量及品质的影响。

对照处理以网罩大棚隔离，网罩密度控制在蜜蜂等大型昆虫不能进入，但小型昆虫可

进入，即对照处理的蓝莓花仅能依靠风媒、自花和其它小昆虫来完成传粉工作。中蜂

授粉处理以 40 目网罩大棚隔离，内置数量相同的蜂群（3 足框/群）。定时观察记录蜜

蜂出勤情况、携粉情况等数据。每品种选取 30 株蓝莓树为对象，挂牌标记，详细记录

其花芽数、授粉情况，每周统计一次开花量、坐果率与结实率。待蓝莓果实陆续成熟

后，分批次采摘标记的果实，随机选择适量蓝莓，对比检测果实的各项生理指标。平

均单果重用电子秤测定（精确程度为 0.01g），平均直径用游标卡尺测量，硬度用质构

仪测定，可溶性固形物用折光仪测定，总酚与总花色苷用分光光度法测定，维生素 C

用高效液相法测定。 
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3.试验结果 

3.1.蓝莓产量指标检测结果 

试验结果表明，中蜂对 3种蓝莓授粉后，均能明显提高其坐果率（46%）、

结实率（42.86%）、单果重和单果直径这 4项产量指标（表 1）。数据显示，蓝

莓对蜜蜂授粉具有高度依赖性，仅依靠风媒、自花和自然界小昆虫授粉，其坐

果率低于 2%。在同样的中蜂授粉环境下，不同品种蓝莓的坐果率与结果率也有

差异，坐果率从高到低依次为粉蓝（66.96%）＞ 巴尔德温（51.82%）＞ 灿烂

（19.20%）（图 1a），结实率依次为粉蓝（61.01%）＞ 巴尔德温（47.48%）＞ 

灿烂（18.1%）（图 1b）。对比分析结果还显示，中蜂授粉的成熟果数与坐果

数比值高达 93%，而对照的比值仅为 54%，即是说自花或风媒授粉后有近一半

的果实脱落。此外，中蜂授粉的果实平均重量(1.87g)较对照高 0.33g，平均单果

直径(16.26mm)较对照大 0.69mm，说明中蜂授粉对提高和稳定蓝莓产量有积极

作用。 
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3.2.蓝莓品质指标检测结果 

数据分析结果显示，中蜂授粉对粉蓝、巴尔德温和灿烂三个品种的蓝莓品

质均有明显改善作用，尤其是对果实的维生素 C（图 2）与可溶性糖（图 3）这

两项指标，差异达显著水平，分别较对照高 1.54 与 2.2 倍（表 1）。 不同品种

对中蜂授粉的反应不同，其可溶性糖的含量低依次为粉蓝（14.85%）＞ 巴尔德

温（13.83%）＞ 灿烂（12.88%）＞ 对照最大值（10.15%），维生素 C 的含量

依次为粉蓝（20.59mg/g）＞ 巴尔德温（9.92 mg/g）＞ 灿烂（8.80% mg/g）＞ 

对照最大值（6.46mg/g）。由于可溶性糖含量的变化，导致授粉后的蓝莓果实

表 1  中蜂授粉后蓝莓果各项指标检测结果 

 中蜂授粉 对照 

坐果率(%) 46.00** 1.50 

结实率(%) 42.86** 1.86 

平均单果重(g) 1.87 1.54 

平均单果直径(mm) 16.26 15.57 

硬度(N) 5.86 6.18 

可溶性糖(%) 13.85* 9.10 

维生素 C(mg/g) 12.57** 5.69 

花色苷浓度(mg/g) 2.18 2.12 

总酚(mg/g) 0.78 0.66 

注：**表示差异极显著，*表示差异显著 
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硬度降低，平均较对照低 0.32N（表 1）。此外，中蜂授粉也提高了蓝莓花色苷

总浓度与总酚含量，但差异不显著。 

 

 

 

3.讨论 

研究结果表明，中蜂授粉后蓝莓的平均坐果率（46%）、结实率（42.86%）

等产量指标均高于对照，可溶性糖与维生素 C 也分别为对照的 1.5 与 2.2 倍，说

明中蜂授粉对蓝莓产量与品质有明显提高与改善作用。但试验所用网罩大棚为

40 目，在隔离蜜蜂进出的同时，也隔离了部分中小型昆虫，不能很好地模拟自
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然状况，未来的研究设计中，应考虑放大网罩孔格。另外，在为蓝莓授粉的同

时，试验蜂群收获蓝莓蜜 307kg，平均波美度为 38.3 度。蓝莓蜜呈淡琥珀色，

色泽透明，气味幽香，味微酸，很受市场欢迎。这表明中蜂授粉既可为蓝莓业

服务，也可采收商品蜜，做到授粉采蜜两不误，在生产中有一定推广价值[11]。

最后，试验后期观察结果显示，经中蜂授粉的果实，果蒂干且小，其贮藏期也

较未授粉的果实长，但具体的延长时间与原因有待进一步研究确定。 
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新疆南疆蜂业发展现状及建议 

 

阿衣努尔.尤里达西 

新疆维吾尔自治区蜂业技术管理总站 

 

一、新疆养蜂史 

新疆养蜂历史，据 1933 年吴绍磷编《新疆概观》记载：“蜜蜂甚多，土人

亦知养蜂，但用旧法。”1957 年，自治区农业科学研究所张爱平的调查报告：

“新疆养蜂始于 1910-1912年间。”据尼勒克种蜂场有关《新疆黑蜂资源调查与研

究实验报告》介绍，黑蜂是本世纪 20 年代，约 1925 年或 1926 年由俄罗斯人从

中亚西亚经哈萨克斯坦带入新疆，带入时只有十群，并定地在伊宁饲养。经过

几十年的传播，才逐渐由伊宁市发展到特克斯、新源及北疆的阿勒泰地区。上

世纪 50 年代末，由于自治区政府的重视，业务部门开始有计划、有重点发展养

蜂生产，制定了“大力发展国营养蜂，社办国营并举；老区的蜂群以采蜜和分蜂

并重，新区分蜂为主；积极发展扩大农区和果树区以及牧区的养蜂业，重点建

立新的养蜂基地”的养蜂生产方针。为发展新蜂区奠定了基础，使养蜂生产由北

向南、由山区草原区扩展到 40 个县市。自此打开南疆养蜂之路。 

 

二、南疆四地州养蜂现状 

1.南疆养蜂生产基本情况 

南疆地区各市县因气候、土壤及种植业结构的调整，蜜源各有其特点，饲

养的主要为意大利蜜蜂，各地养蜂生产情况分述如下： 

 

1.1.喀什莎车县 

该县是全国乃至亚洲最大的巴旦木生产基地，种植面积为 100 万亩，其中

出于盛果期的巴旦木为 50 万亩，因此巴旦木是该县主要的蜜源植物，蜜蜂授粉
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收入成为该县蜂农的主要收入。2015 年该县自有蜂农 90 户，蜂群 3 万群，蜂机

具新旧参差不齐。蜂场卫生条件一般。户均收入（主要授粉收入）3.5 万元，主

要的病虫害为螨害，有少量白垩病发生。 

 

1.2.和田地区 

整个地区共有蜂农 251 户，全部为维吾尔族蜂农，生产期蜂群 2 万群上下。

生产期户均纯收入（包括授粉收入、从外地调入蜂蜜出售收入）3万元左右，养

蜂技术落后，蜂群无法越冬，蜂机具老、旧、落后，。蜂场卫生条件差。其中

墨玉县、洛浦县、和田市为重点养蜂地区。主要蜜源为棉花、红枣、沙枣、玉

米、骆驼刺，红柳。主要蜜蜂病虫害为螨害。 

 

1.3.阿克苏地区 

阿克苏地区有蜂农 190 户，生产期蜂群为 4.7 万群，相对喀什、和田蜂农的

养蜂技术较高，蜂群采集力高，正常年份下单继箱可采棉花蜜 60 余公斤，生产

期户均纯收入 3—4 万元，主要是由授粉收入、蜂产品收入及春季出卖越冬蜂收

入构成。蜜源有棉花、油葵、油菜、红枣、沙枣、苹果、红柳。主要蜜蜂病虫

害为螨害。另外棉花花期使用农药对蜜蜂的损失也较大。 

 

1.4.巴州地区 

该地区有蜂农 230 余户，养蜂技术较高，生产期蜂群 4 万群上下，生产期户

均收入4-5万元，蜜源为：棉花、香梨、葵花、杏子、罗布麻、沙枣等。主要蜜

蜂病虫害为螨害。另外棉花花期使用农药对蜜蜂的损失也较大。 

2.南疆地区生产现状分析 

2.1.蜂农的养蜂生产技术各地极为不平衡 

巴州地区、阿克苏地区主要为汉族蜂农，养蜂技术水平相对较高，在整个

养蜂生产周期中，根据季节变化，能够依据蜜蜂生物学特性保持较强的群势，

饲养的蜜蜂采集力高，蜜蜂能够安全越冬，正常年份一箱蜜蜂平均采蜜 35-45公
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斤，养蜂成本在 200 元左右，纯收入达 600 元，而且在春繁期间将当地的越冬

蜂群出卖给和田、喀什地区蜂农，因此经济效益较好。 

和田、喀什地区主要为维吾尔族蜂农，养蜂卫生条件差，维文养蜂资料匮

乏，几乎没有科学的培训机会，对蜜蜂生物学了解不多，仅靠师傅“口传身授”，

蜂机具功能性差，因此养蜂技术薄弱，一般蜂势较弱，采集力低，不能安全越

冬，蜂蜜的产量不高，正常年份每箱蜜蜂采蜜 15-30 公斤，成本高达 500 元左

右，由于当地没有企业，蜂产品主要自产自销，蜂产品零售价格比巴州、阿克

苏地区高2-3倍，加上小范围内参加当地林果花期的授粉，因此一箱蜂收入并不

低于巴州、阿克苏地区。 

2.2.各地蜂农的收入均高于当地农民的收入 

经在各地探访，南疆各地蜂农的收入普遍高于当地农民的平均收入，如喀

什地区莎车 2015 年当地蜂农人均收入 1 万元左右，当地大田农民人均收入 0.62

万元。如和田地区墨玉县养蜂户相对集中的芒来乡和卡尔赛乡，2015 年蜂农人

均收入在 1.3 万元左右，大田农民人均收入 0.48 万元，与该县紧邻的和田市、

洛浦县大田农民人均收入分别 0.3 万元和 0.61 万元。 

 

2.3.各地促进养蜂业发展的源动力不同 

南疆各地区养蜂业的发展的源动力各有其特点，如莎车县由于巴旦姆授粉

的需求，当地农业局不但成立了相应的管理机构，而且在资金上给予蜂业大力

支持，2015 年莎车县组织本地及外地蜂群 7 万余群参加巴旦姆授粉，授粉补贴

资金 500 余万元（巴旦姆授粉补贴每箱达到 80 元），授粉收入成为当地蜂农的

主要收入，由于莎车农业局将蜜蜂为巴旦姆授粉的工作列入农业工作的整体，

这样不但促进了当地养蜂业的发展，而且吸引了外地蜂群积极参加巴旦姆的授

粉工作。 

巴州地区由于存在当地香梨、苹果、红枣授粉、葵花制种及蜂产品销售需

求，因此该地存在两种主要收入形式：如巴州库尔勒蜂缘养蜂专业合作社在苹

果、葵花及巴旦木授粉期有蜂群 1.2-1.3 万群蜜蜂（均为继箱）授粉收入成为该

合作社主要的收入，同时也成为当地专业授粉队伍。 
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库尔勒市甜源养蜂专业合作社年蜂蜜加工量 100 吨，外调蜂产品 300—500

吨，产品主要销往山东、北京、广州、上海等地。和田、喀什地区主要是养蜂

的高收入吸引蜂农，尽管养蜂技术水平低，但由于蜂蜜零售价格高和参与林果

授粉，一箱蜜蜂的纯收入可达 400-1000 元不等。 

2.4.养蜂培训和养蜂资料极为缺乏 

南疆地区除莎车县外，当地农业局对养蜂业缺乏关怀，各地养蜂培训工作

开展的很少，尤其和田地区 98%以上为维吾尔族蜂农，由于语言障碍和汉族蜂

农沟通困难加之维文资料极度缺乏，该地区的养蜂技术水平仍停滞在八十年代，

因此出现了蜜蜂越冬及养强群的瓶颈问题。 

 

2.5.蜂牧矛盾突出 

一方面，许多牧民对蜜蜂为草场植被授粉的增产增效作用不慎了解，使一

些牧民以牧场私有为由不允许蜂农在自己承包的草场内放蜂，甚至有些人打着

草原管理站的旗号，“卡”“要”蜂农。另一方面，为了追求牧草质量，牧民

打草期不断提前，许多草场在牧草刚开花时就开始打草，不等花种成熟落地，

这不仅使蜜源植物减少，还造成草场退化严重。蜜源植物大幅缩减，如草木犀，

现在基本不种。加之牧区牛羊过载，不合理放牧，也使牧区蜜源植物遭破坏。

这些因素也导致蜂产品产量下降。 

 

2.6.蜜蜂授粉对农牧业增产增效作用宣传不够 

在南疆地区，由于对养蜂业宣传力度的欠缺，因此蜜蜂授粉促进农作物增

产增效作用还没有被一些政府部门和从事种植业、畜牧业的人们所认识，蜜蜂

授粉在农牧业中的重要作用、养蜂业为蜂农增加收入，并吸纳农村剩余劳动力、

减轻就业压力的功效也未真正得到充分肯定。致使有些地方出现蜂业无人管理，

蜂农、牧民之间的“蜂牧矛盾”比较突出。 

3.发展养蜂生产建议 

3.1.把养蜂业作为当代广大群众脱贫致富的抓手之一和当地新的经济增长点来抓 
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养蜂是一项经济效益好、授粉效率高、不占耕地、不争粮食，不耗能源、

不污染环境的典型“资源再利用”项目。如和田蜂农购买一群蜂（3 张脾）300 元

左右，备脾，买蜂箱等费用一箱蜜蜂成本在 500 元左右，经过一个生产周期，

纯收入达到 400-1000 元左右。且投资一次，如能安全越冬，可年复一年的使用。

蜜蜂繁殖快，一群蜂一年可增加 2 群，而且养蜂技术要求不很高，通过一般的

培训就可掌握基本技术，易于推广。尤其在当前国家实施精准扶贫政策的大好

时机下，各地应充分利用这一机遇，做大做强蜂业产业，为持续稳定增加贫困

群众收入，加快当地精准扶贫步伐，起到了非常重要的作用，要让养蜂业成为

各地精准扶贫工作的加“分”项。 

发展养蜂业不仅是当地农民脱贫致富的好门路，也是安置富裕劳动力发展

当地经济新的增长点。如和田地区的墨玉县，农民人均占有土地 1.1 亩左右，

2015 年人均收入 0.48 万元，贫困人口（人均 0.3 万元以下）有 20 万人左右。喀

什地区莎车县农民人均收入 0.62 万元，0.28 万元以下的贫困人口达 20.6 万人。

在各地农民增收渠道有限的情况下，发展养蜂业增加农民收入无疑应成为当地

农业局脱贫致富的抓手之一 

各地还要通过举办各种类型的培训班、印发学习资料等形式，积极向果农、

牧民以及广大农民群众，宣传蜜蜂授粉的好处及产生的社会效益，使他们自觉

主动的为蜂农提供放蜂的有利环境。如蜜蜂进场期间不要喷农药，保证蜜蜂的

安全，并尽可能地给蜂农提供生活等各方面便利，已达到互利互助，共同发展

的目的。 

3.2.大力推广蜜蜂健康高效饲养技术，提高蜂产品的产量和质量 

养蜂业的稳步快速发展需要科学技术的支撑，对南疆地区而言，传统农业

生产给当地农民致富空间很有限，目前推广蜜蜂高效健康饲养是发展养蜂生产

帮助广大群众脱贫途径之一，各地农业部门应提高当地养蜂业认识水平并以经

济效益好的养蜂示范场为榜样，通过示范，带动当地养蜂户采用健康高效饲养

技术，增强蜂群群势，使蜂蜜产量和效益得到较大提高。 

3.3.加大蜂产业人才培训力度 
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与大宗农产品相比，蜂产业产值低，就业规模小，长期以来得不到政府的

重视，蜂农养蜂多靠多年经验的积累，以及简单的师傅带徒弟的传统方式。蜂

业管理与从业人员学历普遍偏低，受过正规蜂业专业高等教育的人员匮乏。培

育新型蜂农，提高蜂业管理与从业人员的业务素质是蜂产业发展的关键。蜂产

业人才培训以政府为主导，蜂业合作经济组织和协会、蜂产品加工企业等蜂业

经济主体协助完成。蜂农是蜂业发展的源头，对蜂农的培训放在首位。针对蜂

农的技术水平层次不同，对蜂农的培训可分为骨干蜂农培训和一般蜂农培训；

培训形式采取定期和不定期的课堂讲授、现场指导、师徒传帮带相结合的形

式；培训内容应涵盖具体的蜜蜂日常饲养管理技术、蜂病防治、蜂产品质量控

制，以及宏观的蜂产业政策、蜂农权益保护和纠纷的解决等知识和信息；培训

资源采取外聘蜂业专家与本地农广校、职业教育学校等现有教育培训资源相结

合的方式。蜂业管理与其他从业人员包括政府蜂业管理部门人员、蜂业合作经

济组织和协会养蜂技术人员、蜂产品加工企业人员、蜂产品经纪人等。对这些

人员的培训以集中授课为主，培训内容主要以蜂产品的市场营销、安全生产、

质量安全控制、国家蜂产业政策走向为主。采取定期培训和临时培训互相补充

的形式。 

3.4.增加养蜂业发展的资金保障 

全方位、多渠道的增加资金物资投入，是加快蜂业发展的最重要的经济保

障。要加快建立和完善多渠道蜂业投入新机制。政府财政要加大在黑蜂保护区

建设、蜂产业布局升级、生产、经营、管理、科技、信息服务体系建设等方面

的投入力度，力争财政直接用于蜂业的支出占到当年财政预算总支出的 0.3%。

农业、畜牧、财政部门要参照其他农业补贴政策和其他地区的养蜂补贴办法，

制定适合本地区的养蜂补贴办法，对蜂农、养蜂专业合作社等生产主体给予资

金或物质上的补助、支持，帮助其发展壮大；建立政府扶持、多方参与、市场

运作的农村信贷担保机制，降低贷款风险，增加蜂农小额贷款总量。认真落实

中央和新疆各项惠农政策，整合财政、农业、畜牧和环保等渠道的资金向蜂业

投入。 

3.5.提高养蜂认识，做好引导宣传 
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各地要进一步提高养蜂业对农业生产农民增收的重要作用的认识，按照

《养蜂管理办法（试行）》的要求，把蜂业生产作为农业行业管理工作的重要

内容之一来抓，各地要高度重视养蜂和蜜蜂授粉工作，通过下发文件、组织学

习培训，媒体宣传，技术培训等多种方式，大力宣传养蜂及蜜蜂授粉的作用与

意义，要通过培训，提高涉蜂主管部门与蜂农、养蜂授粉户、种植业主的认识

水平，强化蜜蜂授粉产业化意识，要组织技术推广部门、相关行业协会、科研

院所等有关专家加强对蜂农的技术培训和指导工作。要探索建立授粉中介服务

机构，为种植业主提供授粉信息和技术服务。 

3.6.将养蜂业和庭院经济进行有机结合 

近年来,很多地方把发展庭院经济作为引导农民发家致富的一项重要措施来

抓,使不起眼的农家小院成为发家致富的“聚宝盆”。各地农业部门要以开发庭

院经济的活动为契机,引导蜂农或农民对庭院以小见大，合理安排，开展农产品

和蜂产品的特色经营，因地制宜，综合规划。发展庭院经济科技是第一生产力，

以效益优先为原则，各地农业部门要引导蜂农或农民充分利用现有农业、蜂业

科技成果，认真管理，合理安排几种经济产业并行，充分利用空间，时间，

“精耕细作”来获取效益的最大化。 

3.7.建立蜂产品加工基地，抓好产品流通工作 

目前，南疆地区的蜂产品加工厂很少，和田地区没有一家，为加速养蜂业

的发展，必须建立蜂产品加工基地，搞好蜂产品的深度开发，实现产品多元化、

优质化、品牌化，并向药用型、保健型、礼品型扩展。可采取公司+基地+项目

的形式，既抓生产又抓加工和市场营销，即“扶持蜂农养、引导蜂农卖，保质

保量购”，各地把养蜂业的发展纳入到农业工作的日程中来。 

 

四、南疆各地发展养蜂生产的主要措施建议 

南疆地区养蜂生产不仅给蜂农带来蜂产品、授粉等收入，而且促进了当地

经济发展，经过走访，我们给出以下地区发展养蜂业主要建议措施是： 
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4.1.喀什莎车县由于巴旦姆花期早，需要大量的授粉昆虫才可以保证其挂果率，

因此对授粉蜂群的需求量较大，2015 年本地授粉蜂群喂 3 万箱和外地授粉蜂群

4万群（合计达到 7万群），由于巴旦姆进入盛果期，2016年预计授粉蜂群缺口

为 6 万群，如何保证巴旦姆增产，加强养蜂生产是关键，因此我们政府：一是

要采用“内培外引”的办法，一方面通过政策扶持引导、技术培训等措施加强本

地蜂农的饲养水平和提高蜂群的饲养量。另一方面采取更加优惠人性化的政策

吸引外地蜂群给巴旦姆授粉；二是积极争取国家自治区有关项目来支撑本地蜂

业发展；三是利用产业结构调整的有利时机，大量种植能给果农、蜂农带来经

济效益好的蜜源环境；四是吸引本地贫困、富裕人员参加养蜂生产，积极引导

他们争取申请当地的创业小额担保贷款来创业。 

 

4.2.和田墨玉县  一是该县养蜂生产并没有引起当地政府的高度重视，在农民增

收空间有限的情况下，也没有将养蜂业列入工作日程，因此我们建议当地政府

要将养蜂工作纳入农业工作整体来考虑；二是加强养蜂业对农牧业增产的宣传

工作，为养蜂业创造好的社会舆论环境；三是采取请专家学者和经验丰富的蜂

农授课，加强养蜂关键技术的培训工作，以解决当地维吾尔族蜂农蜂群群势弱

采集力差、蜂群无法越冬的技术瓶颈；三是着力解决维文养蜂资料极为匮乏的

问题；四是以养蜂效益好的蜂场为示范点通过大力宣传，鼓励一批维吾尔族贫

困人员或富裕劳动力从事养蜂生产。 

 

4.3.阿克苏地区 当前蜜蜂为林果授粉在当地已有商业化趋势，但仍处于不成熟

阶段，蜜蜂授粉对作物的增产作用没有引起相关部门的足够重视，因此我们建

议：一是大力宣传过蜜蜂授粉对农作物、林果增产作用，创造好的社会舆论环

境；二是当地政府要将农业和蜂业工作齐抓共管让蜜蜂授粉真正成为当地农艺

增产措施之一。三是加强对果农、蜂农的培训工作，尤其是阿克苏地区的蜜蜂

对林果授粉的培训，发展壮大当地的林果产业。四是大力培育蜂业龙头企业，

带动蜂农增收的同时也可带动富裕劳动力加入到养蜂队伍中来。 

4.4.巴州地区 一是当地政府要高度重视养蜂业的发展，要解放思想、提高认识，

加强领导；二是积极宣传与实践蜜蜂对当地林果授粉的生态作用，摆正蜜蜂授
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粉在农业中的地位；三是注重选拔奖励卓有成就的优秀蜂农，树立学习榜样鼓

励带动富裕劳动力加入养蜂队伍；四是培育龙头企业和名牌产品，增强竞争意

识，鼓励蜂产品走向全国。 
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利用小鼠 PTSD 動物模式探討台灣綠蜂膠抗焦慮之

效果及 CRMP1 基因影響恐懼記憶之固化 

吳學府 1 余思賢 2 陳怡伶 3 

 
                                

  1國立宜蘭大學 生物技術與動物科學系 
2國立宜蘭大學 休閒產業與健康促進學系 
3國立宜蘭大學 生物技術與動物科學系 

 

摘要 

    焦慮是一種模糊、不舒服、籠罩全身的掛慮感受，常伴隨著頭痛、出汗、心悸、胸悶、胃痛，以及坐立

不安的狀況。適度的焦慮是生物體對於環境反應的自我保護，但當過度焦慮時往往造成許多負擔。面對現

今社會壓力及外在因素，精神疾病逐漸成為全球性疾病負擔 (Global burden of Disease) 前十名，根據

衛生署統計台灣在精神科看診的病人中，就有三分之一是屬於焦慮性精神官能症 (Anxiety Disorders)，

其盛行率約有 10％。本篇研究目的是藉由植物萃取物和基因剔除鼠各別探討和焦慮之關聯性。蜂膠，早在

三千多年前就有人類將之作為天然醫療用的記載，近年來的研究證實蜂膠具有抗氧化、抗腫瘤、抗發炎以

及保肝的功能。本實驗所使用的是台灣綠蜂膠 (Taiwanese green propolis) 富含許多類黃酮成分，目前

已知具有神經保護以及抗癌之功效，然而目前對於抗焦慮效果仍然未知，因此本篇研究給予小鼠台灣綠蜂

膠評估其抗焦慮之效果。結果顯示隨著台灣綠蜂膠萃取物濃度提高 (＜10 mg/kg)，小鼠於行為實驗中有顯

著的減緩焦慮，並能降低血清中的 MDA (malondialdehyde) 和 Cortisol 的含量。分子機制也以微陣列分

析尋找生物標記，並以西方墨點法分析其路徑。在基因剔除鼠研究中 CRMP1 (Collapsing response 

mediator protein-1) 為神經發育一重要蛋白質，目前已知會影響小鼠大腦發育及認知功能，並在基因剔

除小鼠 CRMP1 KO (CRMP1 knock-out) 小鼠中呈現憂鬱現象，然而是否會影響小鼠焦慮仍然未知，因此我

們利用剔除基因小鼠 CRMP1 KO 小鼠探討是否可能為焦慮易感基因。在行為分析中 CRMP1 KO 小鼠與野生

型小鼠並沒有顯著差異，因此 CRMP1 可能不影響焦慮的發生。我們更進一步以恐懼制約 (fear 

conditioning) 方式誘導小鼠產生恐懼記憶以判定 CRMP1 在記憶形成過程中所影響之時機點。恐懼制約為

研究恐懼記憶中最為廣泛之動物模式，並可以於制約後的時間點判定記憶之過程，以制約後 2 到 4 小時

認定為短期記憶 (Short term memory, STM)，之後則判定為長期記憶 (Long term memory, LTM)，而恐懼

記憶的形成仰賴著海馬迴的功能。實驗結果發現制約後的 CRMP1 KO 小鼠在短期記憶中明顯低於正常小鼠，

而在長期記憶中則沒有顯著差異，因此我們可以知道 CRMP1 影響短期記憶的發生。此外我們以不同時間點

進行小鼠海馬迴之收樣，在機制之探討，以西方墨點法分析小鼠海馬迴組織發現當恐懼記憶形成後會調控

下游之 Fyn  路徑，並活化 NR2B (N-methyl D-aspartate receptor subtype 2B) 和 PSD95  

(Postsynaptic density protein 95) 以影響記憶之形成但 CRMP1 KO 小鼠其 Fyn 及上游蛋白質明顯受

到抑制，並且也減少了 NR2B 之活化。此外利用免疫沉澱進行蛋白質交互作用分析發現 CRMP1 本身會和思
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覺失調症相關基因 TRIOBP (TRIO binding protein) 結合，因此依上述實驗我們證實了 CRMP1 在記憶中

所扮演之角色及調控之路徑，並提供可能的思覺失調症之生物標記。 

 

關鍵字: 台灣綠蜂膠；CRMP1；Sema3A；潰縮；恐懼制約；恐懼記憶；短期記憶；長期記憶；海馬迴；思

覺失調症 
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The Anxiolytic-like Effects of Taiwanese Green Propolis (TGP) By PTSD 

Animal Model And CRMP1 Regulates Consolidation Of Contextual Fear 

Memory 

 

Hsueh-Fu Wu1 Szu-Haien Yu2 Yi-Lin Chen3 

 

1 Department of Biotechnology and Animal science, National Ilan University 

2 Department of Leisure Industry and Health Promotion, National Ilan University 

3 Department of Biotechnology and Animal science, National Ilan University 

Abstract 

Anxiety “is characterized by a diffuse, unpleasant, vague sense of apprehension, often accompanied by 

autonomic symptoms, such as headache, perspiration, palpitations, tightness in the chest, and mild stomach 

discomfort”. Moderate anxiety helps the individual focus of attention for learning, solving problems and protect 

themselves, but reach the highest level it will be a problem. Face to social stress and life stress, psychiatric disease 

is the top ten of Global burden of Disease, in Taiwan, there have more one-third of people belong anxiety disease of 

psychiatric disease, and it’s in approximately 10% prevalence in Taiwan. The aim of this study was to evaluate the 

effect of Taiwanese Green Propolis on anxiolytic and relation of anxiety with CRMP1 (Collapsing response mediator 

protein-1). Propolis is a complex mixture of which the main bioactive compound is polyphenolic. Several studies 

show that propolis has antibacterial, antiviral, antioxidant, anti-inflammatory and anti-tumor activity. 

Prenylflavanones is main bioactive of Taiwanese green propolis, but whether it have the effect of anxiolytic. In this 

study, we use Taiwanese green propolis to investigate the effect of anxiolytic. The result showed that Taiwanese 

green propolis (＜10 mg/kg) increase central locomotion in the OF test and decrease the level of MDA and cortisol 

in mice serum. Furthermore, we still use microarray to investigate the marker of anxiety disease. In the other hand, 

CRMP1 mediates signals from several extracellular molecules that play essential roles in synapse formation and 

originally identified knock-out mice will more depressed than WT (wild-type), but it’s not about anxiety in our study, 

However, the roles of CRMP1 in the regulation of fear memory still unknown. Here we used fear conditioning (FC) 

animal model to investigate hippocampal memory processes, after training it could divide two phase, short term 

memory (1-4h) and long term memory (after 4h). In this study we found that CRMP1 KO (CRMP1 knock-out) mice 

exhibited impaired STM (short term memory)  consolidation after Fear condition training. And more, we evidence 

that CRMP1 is involve in Reelin signaling, which regulate Fyn downstream pathway and influence the activity of 

NR2B  (N-methyl D-aspartate receptor subtype 2B) and PSD95 (Postsynaptic density protein 95), but it were not 

found in knock-out mice. This finding reveal that CRMP1 is importer in memory formation and consolidation. The 

last, we use Immunoprecipitation to investigate the protein-protein interaction, we found CRMP1 will interaction 

with TRIOBP (TRIO binding protein), which is a marker of schizophrenia. In above of our study provide a possible 

mechanism in fear memory consolidation and probably a biomarker of schizophrenia. 

 

Keyworlds：CRMP1；collapse；fear conditioning；fear memory； short term memory；long term memory；

schizophrenia 
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前 言 

第一節 焦慮與蜂膠抗焦慮研究 

1.1  本節概要 

    焦慮是一種模糊、不舒服、籠罩全身的掛慮感

受，常伴隨著頭痛、出汗、心悸、胸悶、胃痛，以

及坐立不安的狀況 1。面對現今社會壓力及外在因

素，精神疾病逐漸成為全球性疾病負擔  (Global 

burden of Disease) 前十名，而其中又以情緒障礙如

憂鬱症、焦慮症為首，因此是否能藉由傳統草藥做

為新藥開發是本節實驗目的。 

1.2 焦慮與氧化壓力 

正常情況下生物體內會透過適當的機制維持

氧化還原的平衡，但是一旦體內自由基的數量超出

人體天然防禦的範圍，將造成氧化壓力，促使蛋白

質、碳水化合物、脂肪、核酸等構成細胞物質的氧

化，造成過氧化脂質的堆積，進而破壞體內的細胞

膜、蛋白質及核酸等2，並且氧化壓力是許多退化性

疾病的根源3，在動物實驗中也發現飲食缺乏維生素 

E 的小鼠明顯增加焦慮行為，並增加氧化壓力指標

4,5，而在氧化代謝酵素中乙二醛  (glyoxalase 1, 

GLO1) 會和麩胱甘肽  (glutathione, GSH) 將高毒

性的甲基乙二醛 (methylglyoxal, MG) 代謝成無毒

的物質6，如附圖一；然而因為甲基乙二醛會活化 γ-

Aminobutyric acid type A (GABAA) receptors，因此

研究發現過表現乙二醛會因為代謝甲基乙二醛而

減少 GABAA receptors 活化使小鼠產生焦慮現象

3,7，此結果也顯示 GABAA receptors 可能也參與焦

慮的調控，並且需要更深入探討抗氧化壓力酵素和

焦慮的平衡性。此外在動物實驗或是臨床實驗也證

實氧化壓力和焦慮有所關聯3，如附表一，但目前氧

化壓力影響焦慮的確切機制仍然不清楚。 

 

 

附圖 一、 甲基乙二醛之代謝與來源 

(Hassan et al., 2014) 

 

附表 一、 氧化壓力參與焦慮相關疾病之文

獻 (Hassan et al., 2014) 

1.3  焦慮與發炎反應 

    氧化壓力和發炎反應是密不可分的相互關係，

在正常情況下，生物體是有防禦機制對抗這些壓力，

其中當外在壓力上昇時，會促使大腦中下視丘釋放

促 腎 上 腺 皮 質 激 素 釋 放 激 素  (corticotropin-

releasing hormone, CRH)，CRH 到了腦下垂體前葉

促 使 促 腎 上 腺 皮 質 激 素  (adrenocorticotropic 

hormone, ACTH) 釋放，到了腎上腺皮質進而促使

糖皮質激素  (glucocorticoid) ，主要是皮質醇 
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(cortisol) 釋放。因此當壓力上昇時，cortisol 含量會

增加傳導壓力的線路 8 如附圖二，而在這過程中也

會釋放大量的細胞激素。 

 

附圖 二、 壓力與細胞激素於神經生理之作

用機制 (Miller et al., 2009) 

    細胞激素是免疫反應中負責傳遞細胞間訊息

的一群小分子，成份是蛋白質、胜肽或是醣蛋白 

(glycoproteins)，其主要是因輔助性  T 細胞  (T 

helper cell, Th) 受到刺激時被釋放出來的，功能為

幫助細胞間傳遞訊息，而在免疫系統中，細胞激素

會促進淋巴球增生、吸引嗜中性球往受傷處移動、

活化免疫細胞及抑制腫瘤生成等，而不同的細胞激

素會有不同的生理功能；因此，常見的細胞激素包

括有腫瘤壞死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-

α)、介白素 -1 (interleukin-1, IL-1) 及介白素 -6 

(interleukin-6, IL-6) 等。在腦中，發炎反應的形成主

要有兩種類型的膠質細胞參與，即微小膠細胞 

(microglia) 與星狀膠細胞 (astrocyte)9,10。於正常生

理狀況下，腦中的免疫細胞，即微小膠細胞，扮演

著監控與防禦的角色；而星狀膠細胞的功能在於維

持離子恆定、緩衝神經傳遞物質的作用，以及釋放

神經生長因子。然而，為了調控免疫刺激與外來傷

害，膠質細胞非常容易活化，活化後的星狀膠細胞

會釋放一些滋養因子以增加神經細胞的存活，而活

化後的微膠細胞會產生多種發炎因子與神經毒素，

如 TNF-α 與  IL-1β、脂肪酸代謝物如類花生酸 

(eicosanoids) 一氧化氮(nitricoxide, NO) 與活性氧

物質 (reactive oxygen species, ROS) 如 H2O2 11，這

些物質的產生與釋放構成先天免疫的一部份，以便

抵禦並破壞外來侵犯的病原及恆定腦中的壓力平

衡 12,13，但同時過度活化這些發炎激素時會增加腦

中 IDO ( indoleamine 2,3 dioxygenase) 含量並將血

清素分解，最終抑制神經傳遞物質運輸及回收，並

減少神經滋養因子的釋放，如附圖三。因此不少學

者認為發炎激素是憂鬱症的主要病因 8,14。 

 
附圖 三、 發炎反應與細胞激素於憂鬱症之

分子機制 (Miller et al., 2009) 

    此外，發炎激素在研究中也指出和焦慮症有關

15，並在臨床上也發現患者的檢體中 TNF-α、IL-6 

和 IL-1β 都明顯高於對照組 16,17。並給予抗焦慮藥

物 SSRI 有降低患者 IL-6 的表現 18。因此目前認

為氧化壓力和細胞激素的交互作用是引發憂鬱、焦

慮的根本。 

1.4  蜂膠 

    蜂膠的來源是由蜜蜂在外採集植物之嫩芽或

果皮外表的分泌物質，經由蜜蜂的唾液酵素混合著

蜂蠟而成，呈現膠狀黏性 19。蜂膠的成分複雜，其

主成分會因為產地或是季節的變化而有所不同，根

據 Bankova 博士的分類，他將全世界的蜂膠分為

五大類，分別為楊樹屬 (populous nigra) 蜂膠、樺

樹蜂膠、巴西綠蜂膠、紅色蜂膠以及太平洋蜂膠，

主要活性成分是以生物類黃酮或多酚類化合物為

主 20,21，其中五類之一的太平洋蜂膠其膠源為血桐 

(Macaranga tanarius) 的果實外皮分泌物，蜂膠產地

分佈日本沖繩群島、台灣、菲律賓群島以及所羅門

群島，其中主要產區在台灣。在台灣太平洋蜂膠或

稱台灣蜂膠  (Taiwanese propolis, TP) 又區分為 
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TW-1，TW-2 與 TW-3 三種等級的蜂膠，等級越高，

其蜂膠總酚含量也越高。而 TW-1 因其色澤呈翠綠

色故將 TW-I 蜂膠通稱為臺灣綠蜂膠 (Taiwanese 

green propolis, TGP)。臺灣蜂膠目前分離出十種主要

活性物質，並命名為蜂膠素 A-J (propolin A-J)。其

中又以蜂膠素 C, D, F, G 及 H 含量占最多。目前

已知蜂膠具有許多生物活性功能，例如抗癌 22,23、

抗菌 24、抗病毒 25、抗發炎 26以及保肝 27等。 

1.5  蜂膠抗焦慮之研究 

    臺灣綠蜂膠  (TGP) 經研究證其有效成分 

propolins 具有抑制  HDACs (histone deacetylases) 

活性，而 HDACs 將與記憶形成、抗癌等活性有關

28，此外  propolins 具有良好的神經滋養活性 

(neurotrophic factor-like activity)。尤其以 propolins 

C, D, G, A, B 及 F 等活性優越；其中更以 propolin 

C 及 propolin G 活性最佳。但目前少以台灣綠蜂

膠進行動物行為相關研究。而近年來研究發現其他

地區蜂膠，如巴西蜂膠油萃物、韓國蜂膠酒精萃取

物，可能有減緩小鼠憂鬱及焦慮的功效29,30，因此是

否台灣綠蜂膠也有其減緩焦慮的功效仍需更進一

步探討。 

第二節 CRMP1 之相關研究 

2.1  本節概要 

本節主要針對研究背景做論述，主要包含了恐

懼制約模式、恐懼記憶、突觸可塑性與記憶形成、

CRMP-1 背景與記憶之研究、本實驗的背景和研究

動機。 

2.2  恐懼制約模式 

恐懼制約 (fear conditioning) 是最被常用於研

究恐懼記憶形成之路徑探討與焦慮的動物模式之

一 31，主要經由給予一個無傷害性的條件刺 

(conditional stimulation, CS)，例如燈光或聲音，隨

後 立 即 再 給 予 一 厭 惡 性 的 非 條 件 刺 激 

(unconditional stimulation, US)，例如電擊。在經過

幾次配對刺激後，再度給予小鼠條件刺激 (CS) 時，

所誘發出動物表現出如靜止不動 (freezing)、驚嚇

反射等反應，這種現象與記憶模式和長期的神經可

塑性非常有關聯性 32,33，在配對中通常只需一次的

配對強度 (CS-US) 就足以使小鼠形成長期記憶 34。

而在分析的結果中可以分為兩部份，一為 context 

freeze，將制約後的小鼠再度放回訓練箱，即使不給

予任何 CS 刺激，小鼠仍然能自發性的感到恐懼而

產生靜止不動、驚嚇反射的現象 (freezing)，而此為

海馬迴所掌控 35，另一為 cue freeze，則是將制約後

的小鼠放回另一完全不同的訓練箱，小鼠因對於此

環境不會感到恐懼而有探索之行為，但給予 CS 刺

激後小鼠呈現靜止不動、驚嚇反射等反應  

(freezing)，此行為由杏仁核所影響 36-38。其恐懼制

約動物模式如附圖四。 

 

附圖 四、 恐懼制約動物模式 (Johansen et 

al., 2011) 

2.3  恐懼記憶與杏仁核及海馬迴 

    學習與記憶為生物體適應環境重要的關鍵，並

且可以預測環境所造成之危害而有所適當的防禦

反應 39，學習記憶有各種不同類型，恐懼記憶則為

其中之一。然而在現代社會中，過度的恐懼可能造

成生活中不必要的困擾，甚至可能引發焦慮症、憂

鬱症等精神疾病，並且也有許多患者深受恐懼記憶

之影響，例如 post-traumatic stress disorder (PTSD) 

患者 40。因此，釐清恐懼記憶的形成與消除之機轉

為當今重要之研究，同時，可以更進一步探討焦慮

症之機制。 

    恐懼記憶中所牽涉腦區很多，主要分為杏仁核 

(amygdala) 及海馬迴 (Hippocampus)，杏仁核位於

大腦顳葉中的邊緣系統 (limbic system)，主要由 

basolateral complex (BLA) 及 central nuclear group 

(CEA) 所組成，而 BLA 包含 lateral (LA) nuclei，
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basolateral (BL) nuclei 及 basomedial (BM) nuclei 三

個腦區，而  CEA 則包含  central nucleus medial 

(CEm) 及  central nucleus lateral (CEl) 兩個腦區

39,41。在杏仁核調控的路徑中以 BLA 先接受各種

訊息並將訊息傳至 CEA ，而 CEA 再投射到腦幹

或下視丘產生各種調控恐懼的生理反應，例如靜止

不動的行為 (freezing) 、心跳加快、血壓上升、增

加壓力荷爾蒙的釋放 39,42-44。另一方面，海馬迴所

影響的為背景調控，將對於環境之訊息整合後傳至

杏仁核中或直接傳至下視丘以調控生理反應 39,45，

其訊息路徑如附圖五。因此海馬迴和杏仁核是整合

恐懼記憶的關鍵腦區。 

 

附圖 五、 恐懼記憶訊息路徑 (Maren et al., 

2011) 

2.4  突觸可塑性與記憶形成 

    記憶形成過程中牽涉到大腦突觸可塑性 

(synaptic plasticity) 的改變，其中長期突觸訊息 

(synaptic transmission) 的增強，稱之長期增益現象 

(long-term potentiation, LTP) 被認為是記憶形成的

分子機制，且廣泛的受到研究 46。此外記憶過程中

可以分成三階段: Encoding、Consolidation、Retrieval，

又可以藉由時間點不同分為短期記憶 (short term 

memory, STM) 及長期記憶  (long term memory, 

LTM)47-49，短期記憶 (制約後 1 到 4 小時) 的形

成需活化一些激酶 (kinase) 進而將訊息往下游傳

遞，但形成長期記憶則需要產生新的蛋白質增強突

觸傳訊作用 50,51。而目前已有許多文獻指出其長期

記憶的相關分子機制及其迴路 52-54，但 CRMP1 對

於記憶形成所扮演的角色仍然未知。 

2.5  CRMP1 背景與記憶之研究 

CRMP 最早於 1995 年在兩棲動物的卵母細

胞中所分離出55，而後陸續發現其相關次單位，可

以分為 CRMP1-5。主要功能則是影響神經纖維的

導向。CRMP1 專一的表現於所有中樞及週邊神經

系統，其他的器官及組織幾乎沒有表現56，以腦而

言，CRMP1 表現於皮層、海馬迴和小腦，其中又

以海馬迴表現量為最高，此外在脊髓和背角神經結

也都偵測得到其表現。如果以表現的時間點來分析，

CRMP1 在胚胎期第十五天開始大量表現，直至出

生後一天達到最高點，出生後到成鼠表現量則下降

到基礎表現量56。 

    在分子路徑研究中  CRMP1 最早認為承接 

Sema 3A 所傳遞的訊息促使神經軸突潰縮57,58，也

有研究證實 CRMP1 可以在 NT3 的刺激誘發神

經軸突延展 59，但都以  Sema3A 路徑為主。當 

Sema3A 活化後調節下游 Cyclin-dependent kinase 

5 (Cdk5) 表現而磷酸化 CRMP1/2 ，當 CRMP1/2 

呈現磷酸化態時  Glycogen synthase kinase 3 beta 

(Gsk3β) 才會進一步磷酸化 CRMP1/2 以調節神經

細胞之潰縮現象60,61。近年來更發現 Gsk3β/Axin-

1/β-catenin 會承接 Sema3A 調控先形成一複合物

再活化下游之 CRMP1 的表現。然而這些分子如 

Gsk3β62、Cdk563-66及β-catenin67-69。除了調控神經細

胞導向外也分別影響生物體之正常生理功能，而在

行為分析中也證實 CRMP1-/- 小鼠不但影響海馬迴

神經纖維生長之外在水迷津試驗中有顯著降低空

間學習記憶，並於西方墨點分析中發現 CRMP1-/- 

小鼠腦中 NR2B、PSD95 及 Gap43 蛋白質表現量

有明顯降低70，但確切記憶之分子機制仍然未知。 

    除了  Sema3A 的調控，也有部分文獻指出 

CRMP1 可能承接 Reelin-Fyn 路徑所調控71,72。而 

Fyn 為 Src 家族一員，是一種非受體酪氨酸激酶 

(non-receptor tyrosine kinase)73，Src 家族成員共同

的結構特徵為: N 端的豆蔻酰化 (myristoylation)，

SH2、SH3 結構和C-端的激酶結構74。Src 以其 SH2 

結構與  PSD95 的  PDZ3 結構相結合，並在 

PSD95 的作用下促使  NR2B 磷酸化以增強 

NMDA 受體通道的功能，增加記憶的形成75,76。另
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一方面，先前文獻提出 CRMP1 和 Dab1 可能有

共定位之現象72，但 Dab1-/-  (Dab1 knock-out) 小鼠

雖會影響記憶形成但不影響  PSD95、NR2B 和 

NR2A 的表現量 77，因此  CRMP1 可能不參與 

Dab1 的路徑調控，此外 Fyn 能磷酸化 CRMP1，

而 Dab1 和 Fyn 兩者又有相互作用，其可能之機

制圖如附圖六。因此本實驗提出假說認為 CRMP1 

有可能承接 Fyn 訊號和 Dab1 交互作用，強化彼

此下游路徑調控記憶的生成，附圖六之紅色線條為

探討之目標。綜合上述所言，CRMP1 是否經由 

Reelin-Fyn 及下游 PSD95 路徑調控恐懼記憶之形

成以及和 Dab1 的交互作用是值得探討的。 

 

附圖 六、CRMP1 可能參與 Reelin 路徑機

制圖 

2.6  CRMP1 與思覺失調症之研究 

    思覺失調症 (schizophrenia) 舊名為精神分裂

症，是種高度遺傳性及受環境變因很大的精神疾病，

而 Disc1 (disrupted-in-schizophrenia-1) 為目前思覺

失調症最具代表性的標記基因，最早在蘇格蘭一家

族中發現此基因變異和許多精神疾病有關，又以思

覺失調症最為顯著78,79。近年來在臨床實驗中卻發

現 Disc1 於患者死後腦組織中和對照組相比並沒

有顯著的表現80，在周邊血液淋巴細胞中則有文獻

指出沒有顯著差異80，也有結果顯示 Disc1 其表現

量反而較低81。其差異原因仍需更進一步研究。此

外，對於思覺失調症好發於青年的病灶也有學者針

對腦中不可溶蛋白進行研究，發現 Disc1 可能會形

成一巨大的不可溶蛋白  (aggresome) 影響患者正

常生理功能，其中會和 CRMP1 及 TRIOBP 兩蛋

白質結合，在患者死後腦組織染色分析中也發現 

Disc1 和 CRMP1 有共定位現象，而在患者周邊血

液淋巴細胞及腦組織中也發現 CRMP1 表現量高

於正常組別80，因此這些結果都顯示 CRMP1 有較

高機率為一臨床診斷指標，目前台灣也有研究團隊

以 CRMP1 基因變異為標的，分析其在思覺失調症

患者中的影響。此外，在分子機制中 CRMP1 和 

Disc1 都有參與記憶形成的調控，其可能之相關路

徑如附圖七所示。然而，在參與生理功能時，蛋白

質往往會彼此交互作用增強訊息傳遞或穩定其結

構，因此本實驗提出假說認為這些於思覺失調症患

者中發現的蛋白質聚集體 (aggresome) 可能因為

參與生理過程而聚集，而非單純錯誤摺疊。 

 

 

附圖 七、 CRMP1 及 Disc1 可能之分子路

徑 (Bader et al., 2012) 

材料與方法 

一、 CRMP1-/- 小鼠取得 

    本實驗之實驗動物均由國立台灣大學醫學院

實驗動物中心 蘇剛毅老師提供，其動物飼養及操

作均於國立宜蘭大學動物中心進行，小鼠年齡為六

至十週大，採 12/12  hr 光暗週期 (6:00 a.m 至 

6:00 p.m.)，任動物自由進食及飲水。 

二、 蜂膠取得 

台灣綠蜂膠萃取物由國立宜蘭大學生物技術

與動物科學系 陳裕文老師實驗室提供。本文中台

灣綠蜂膠原塊經磨碎均質後，以溶質比溶劑 = 1: 5 

的比例萃取台灣綠蜂膠，經超音波震盪 3 小時，常
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溫靜置約一天，過濾後的萃取液經減壓濃縮後，乾

物質以 DMSO 回溶至濃度 100 mg/ml 分裝置 -20

℃ 保存。 (圖九) 

三、 實驗儀器 

37℃ 恆溫細胞培養箱 (CO2 incubator)：NUAIRE # 

NU5500, Plymouth, MN 

震盪器 (Vortex Mixer)：Velp Scientifica# WX, 

Bohemia, NY 

離 心 機  (Centrifuge) ： Beckman coulter # 

AllegraTMX-12, Brea, CA 

微量冷凍離心機 (Microcentrifuge)：eppendorf # 

5415 R, Hauppauge, NY 

全波長微量盤分光光譜儀 (Microplate reader)：

Molecular Devices Corp# Spectramax M2, 

Sunnyvale, CA 

迷你垂直電泳槽 (Mini-PROTEIN ○R Tetra Cell 

System)： Bio-Rad Scientific# 165-8004EDU, 

Hercules, CA 

電泳轉漬器 (Electrophoretic transfer cell)：

Bio-Rad Scientific # 170-3930, Hercules, CA 

電源供應器 (Electrophoresis power supply)：

Bio-Rad Scientific# Power   Pac
TM
 Basic, 

Hercules, CA 

酸鹼測量器 (pH meter)：JENCO ELECTRONICS# 

6173, Grand Prairie, Texas 

高壓滅菌器 (Autoclaver)：CHIN KU # AS-1060L, 

Osaka, Japan 

微量天秤 (Electronic balance)：Sartorius # 

TE214S, Goettingen, Germany 

冷光螢光影像分析儀  (Imaging System)：GE 

Healthcare # Image Quant LAS  4000, UK 

恐懼行為學習箱 (Fear Conditioning Chamber 

Package):Med Associates, St. Albons, VT 

恐懼行為即時分析軟體 (FreezeScan Real-time 

Software): Clever Systems, Reston, VA 

動物行為軌跡追蹤分析系統 (Ethovision XT): 

Noldus, Long Beach, CA 

四、 實驗藥品試劑 

2-Propanol：Sigma # SI-I9516-500ML, St. Louis, 

MO  

10X TG - SDS buffer： Amresco # 0783-5L, Solon, 

OH 

10X Trypsin-EDTA： GIBCO # 15400-100 ML, Grand 

Island, NY 

40% Acryl/Bis 37.5:1 solution：  Amresco# 0254-

500ML, Solon, OH 

Ammonium persulfate： Sigma# SI-A9164-100G, St. 

Louis, MO 

Bovine serum albumin ：  Sigma# A3803-10G, St. 

Louis, MO 

Dimethyl sulfoxide： Sigma# RD-34943-1L, St. Louis, 

MO 

ImmobilnTM Western ：  Millipore# WBKLS0500-

500ML, Billerica, MA 

Lysis buffer： intron# 17081.1-100ML, Kyungki-Do, 

Korea 

Methanol： Sigma# RD-3016-22, St. Louis, MO 

Octyl Phenol Ethoxylate (Triton X100)： J. T. Baker# 

X198-07-500ML, Center Valley, PA 

Potassium chloride ：  Sigma# SI-P5405-500G, St. 

Louis, MO 

Potassium phosphate monobasic： Sigma# SI-P5655-

100G, St. Louis, MO 

Protein 5X assay dye： Bio-Rad# 500-0006-500ML, 

Hercules, CA 

PVDF： Bio-Rad# 162-0177, Hercules, CA 

Sodium bicarbonate：  Sigma# SI-S5916-1KG, St. 

Louis, MO 

Sodium dodecyl sulfate ：  Amresco# 0227-500G, 

Solon, OH 

Sodium phosphate dibasic： Sigma# 30427-250G , St. 

Louis, MO 

TEMED： Amresco# 0716-25ML, Solon, OH 

Tris： Amresco# 0826-1KG, Solon, OH 

安佳脫脂奶粉 (non-fat milk) 

五、 抗體 
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(一) 一級抗體： 

Mouse anti β-actin： Sigma-Aldrich # 5441, St. Louis, 

MO 

Mouse anti Dab1： SANTA CRUZ# 271136, Dallas, 

TX 

Mouse anti PSD95： Abcam# 2723, Cambridge, UK 

Rabbit anti Akt：Cell signaling# 9272, Danvers, MA 

Rabbit anti CRMP1：Origene#  TA306259, Rockville, 

MD 

Rabbit anti Disc1：Abcam# 192258, Cambridge, UK 

Rabbit anti Fyn：SANTA CRUZ #16, Dallas, TX 

Rabbit anti Gsk3β：Abcam #32391, Cambridge, UK 

Rabbit anti NR2B：GeneTex #109713, Irvine, CA 

Rabbit anti p-Akt：Cell signaling #9271, Danvers, MA 

Rabbit anti p-Dab1：SANTA CRUZ#133292, Dallas, 

TX 

Rabbit anti p-Gsk3β：Cell signaling #9336, Danvers, 

MA 

Rabbit anti Pi3k：Cell signaling #4255, Danvers, MA 

Rabbit anti TRIOBP：Abcam # 151320, Cambridge, 

UK 

(二) 二級抗體： 

Anti-mouse IgG HRP-linked antibody ：  Sigma-

Aldrich # A9044, St. Louis, MO 

Anti-rabbit IgG HRP-linked antibody ： Sigma-

Aldrich # A0545, St. Louis, MO 

六、 蜂膠實驗流程 

    取 6 至 10 週大的雄性 C57BL/6 小鼠，分為 

6 組，每組 8 隻進行實驗，分別為控制組、電擊組、

蜂膠萃取物組 (2 mg/kg、10 mg/kg、20 mg/kg、200 

mg/kg)。實驗前七天為蜂膠 pre-treatment，第七天

灌食完進行 training session，第八天為 behavior test，

每次進行實驗前均會將小鼠移至行為室以適應環

境一小時再進行實驗。以下分別說明: 

pre-treatment : 利用管灌方式餵食小鼠蜂膠，而正常

組及電擊組則給予佐劑，於灌食後 3 小時將小鼠放

置恐懼行為學習箱中適應 10 分鐘，之後放回飼養

籠。持續 6 天。 

Train session : 第七天灌食完 3 小時，利用一單一頻

率之聲音  (conditioned stimulus, CS) 及足部電擊 

(unconditioned stimulus, US) 的組合配對 (pair) ，

對小鼠進行訓練，每次訓練有 3 次配對，每次配對

條件為給予持續 20sec 之單一頻率聲音  (2 kHz, 

85 dB) 並於最後 1sec 時給予強度為 0.8 mA 的

足部電擊，讓小鼠誘發焦慮的現象，之後放回飼養

籠。而對照組則不給予電擊，但仍有進行上述其他

之操作。 

Behavior test : 受過訓練之小鼠進行曠野實驗 

(Open field test) 以分析小鼠焦慮程度。流程圖為 

(圖十) 

七、 恐懼制約試驗 (Fear conditioning test) 

    取 6 至 10 週大的雄性 C57BL/6 Wield-type 

(WT) 小鼠及 CRMP1-/- 小鼠進行恐懼學習與記憶

實驗，本實驗分析小鼠 Freeze 行為以進行評估小

鼠之恐懼記憶31,36。而所使用的儀器為恐懼行為學

習箱 (Med Associates, St Albons, VT)，而分析軟體

為 FreezeScan Real-time Software (Clever Systems, 

Reston, VA)，一隻小鼠需經過 5 至 6 天的實驗過

程，前四天為  match sessions，之後為  training 

session，最後為 behavior test，每次進行實驗前均會

將小鼠移至行為室以適應環境一小時，在進行實驗，

以下分別說明: 

Match sessions : 將小鼠放入恐懼行為學習箱中適

應 10 分鐘，之後放回飼養籠。持續 4 天。 

Train session : 接下來的訓練過程是利用一單一頻

率之聲音  (conditioned stimulus, CS) 及足部電擊 

(unconditioned stimulus, US) 的組合配對 (pair) ，

對小鼠進行訓練，每次訓練有 3 次配對，每次配對

條件為給予持續 20sec 之單一頻率聲音  (2 kHz, 

85 dB) 並於最後 1sec 時給予強度為 0.8 mA 的

足部電擊，讓小鼠對原本無意義的聲音產生強烈恐

懼反應。而對照組則不給予電擊，但仍有進行上述

其他之操作。 

Behavior test: 因為先前文獻指出 CRMP1-/- 小鼠於 

cue freeze test 和野生型小鼠並無差異，因此只有分

析 context freeze test。 
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制約後進行分析測試，觀察小鼠是否對恐懼箱

產生恐懼反應，分為三個不同時間點，制約後 0、

2 和 24 小時以評估小鼠產生的恐懼記憶。將制約

後的小鼠放入恐懼學習箱中，不給予任何外在刺激 

(CS)，單就小鼠靜止不動的行為 (freezing) 分析對

於環境的恐懼記憶程度，每次分析時間為 3 分鐘。 

由以下公式換算成 freezing 百分比: (mice freezing 

time/total test time) x 100。 

八、 曠野實驗 (Open field test) 

    實驗前將小鼠放置行為室一小時以適應環境，

於實驗開始時將小鼠放置 Open field 中央 (20 × 

20)，每一 Open field 為 (40 × 40 × 30 cm).。以軟

體分析小鼠之移動軌跡、待在中央區時間、小鼠不

動之時間，以判定小鼠焦慮程度。 

九、 小鼠組織取得及切片 

(一) 小鼠腦部灌流 

    小鼠灌流採用心臟全身性灌流  (cardiac 

perfusion)，先將小鼠以2.5% Avertin (100% Avertin, 

10 g 2,2,2-tribromoethyl alcohol in 10 ml tert-amyl 

alcohol) (SIGMA-ALDRICH, 麻州 , 美國 ) 麻醉 

(0.015 ml/g) 後，固定於灌流台上。小心以解剖用具

剪開小鼠胸腔，使心臟裸露；將連接塑膠導管之 

24G 靜脈留滯針由左心室插入，並用動脈夾固定。

開啟幫浦以 3 ml/min 速度灌流，同時以解剖剪刀

於右心房剪開小洞以利灌流液循環全身。灌流分兩

階段，以注射用生理食鹽水灌流十分鐘後更換為固

定液 (15% picric acid, 4% paraformaldehyde, 0.1% 

glutaaldehyde in PBS) 繼續等速灌流十分鐘。成功

的灌流可以小鼠肝臟血色明顯退去作為判斷標準。 

(二) 小鼠腦組織固定及切片 

    將灌流完成之小鼠頭部剪下，將頸部以前之皮

毛由頭頂中線對剪後往兩邊拉開露出顱骨，用剪刀

將鼻骨和顱骨交界處剪開小洞後，以尖形手術鑷子

由小洞邊緣小心將顱骨剝除至整個腦部呈現。小心

將腦下方與脊髓連接處切除，取出整個腦部，以手

術刀片將腦由中線切成左右兩半腦  (for sagittal 

section)，以固定液繼續固定隔夜。將固定好的腦脫

完水以欲觀察的方位放置後用石臘包埋，利用石臘

切片機 (Leica RM2125, 德國) 切片 (8μm) 做後續

實驗。 

十、 西方墨點法 (Western blot) 

(一) 小鼠海馬迴之蛋白質萃取 

    小鼠斷頸犧牲後迅速取出腦部，在解剖顯微鏡

下將腦置於冰上並取出海馬迴  (hippocampus) 之

部份。並以每  100 mg 之海馬迴重量加入  1 ml 

PRO-PREPTM (iNtron) Protein lysis buffer，在均質研

磨器中磨碎至均勻液狀，全速離心15 分鐘 (4℃) 

後取出上清液定量備用。 

(二) 樣品蛋白質濃度的定量分析 

以 BSA (bovine serum albumin) 作為蛋白質

含量標準，利用蛋白質測定劑  (Bio-Rad protein 

assay dye reagent) 與蛋白質結合後呈現藍色反應，

以微量盤分光光譜儀在波長 595nm 下測其吸光值，

計算出標準曲線換算出樣本中所含的蛋白質濃度。

將濃度為 100 μg/ml 的 BSA 以二次蒸餾水將每

管稀釋成 20 μg/ml, 40 μg/ml, 60 μg/ml 及 80 μg/ml，

再將待測樣本各以二次蒸餾水稀釋 100 倍，之後

將各管不同濃度的 BSA 溶液與稀釋過的樣本各

取 50 μl 至 96 孔微量盤後，每個 well 再加入 

200 μl 的蛋白質測定劑均勻混合，以微量盤分光光

譜儀在波長 595 nm 下測其吸光值。 

(三) 聚丙烯醯胺膠體電泳 

依欲觀測蛋白分子量大小配製不同濃度

SDS-polyacrylamide gel 進行電泳分析。先將電壓

調為 60 伏特，待樣品通過 stacking gel 後轉為 

120 伏特，當染劑到達膠片底部時即可關閉電源，

再將蛋白質轉漬至 PVDF 膜，條件為 300 毫安培 

120 分鐘。  

(四) 西方墨點分析法 

PVDF 膜浸置於  blocking buffer  (以  1X 

PBST 配製的 5% 脫脂奶或 BSA) 室溫下 1 小

時或 overnight/4°C。之後加入一級抗體，置於室溫

下緩慢搖晃作用 2 小時，再以 PBST 清洗 PVDF 

膜 10 分鐘 3 次，加入二級抗體，使其在室溫下緩

慢搖晃作用 1 小時之後，再用 PBST 清洗 10 分

鐘 3 次，將 PVDF 膜與 HRP substrate 反應後，
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以全自動冷光分析儀偵測反應強度。 

十一、 反轉錄酶-聚合酶鏈合反應 ( RT-PCR) 

(一) 取得小鼠海馬迴之 RNA 

    小鼠斷頸犧牲後迅速取出腦部，在解剖顯微鏡

下將腦置於冰上並取出海馬迴  (hippocampus) 之

部份。並以每  100 mg 之海馬迴重量加入  1 ml 

Trizol 將細胞團塊沖散並且混合均勻，之後室溫靜

置 5 分鐘，接著加入 200 μl 的 chloroform (相當

於總體積的 1/5)，充分均勻，室溫靜置 3 分鐘後，

再以 12,000 rpm 離心 15 分鐘，4℃。小心吸取上

層液至新的微量離心管，再加入等量體積的 

chloroform (v/v = 1:1) 充分混勻後離心 12,000 rpm，

4℃ 15 分鐘，重覆此步驟兩次，之後將上清液取至

新的微量離心管，輕輕吸取上清液至新的微量離心

管中，加入等量體積的異丙醇 (iospropanol)，緩慢

混勻後，置於冰上作用 5~10 分鐘。以 4℃，12,000 

g 離心 10 分鐘後並將廢液去除，此時 RNA 呈現

膠狀或白色沉澱，再接著使用 0.5 ml 75 % 酒精清

洗團塊，於 4 ℃，7,500 rpm 離心 5 分鐘，重覆此

步驟兩次，抽掉所有上清液後待其適度乾燥，最後

溶於 DEPC 處理過的滅菌水回溶 RNA。取少許回

溶的  RNA 稀釋  100 倍後，以分光光度計偵測 

OD 260/280 nm 波長，其比值應介於 1.6-2.0，並進

行反轉錄作用以形成 cDNA，剩餘的 RNA 可儲存

於 -80℃ 冰箱。 

(二) 反轉錄酶反應 (Reverse Transcription) 

本實驗使用 QIAGEN Omniscript RT-PCR kit 

反應，實驗步驟如下：首先利用組織中抽取出的 2 

μg RNA 加入 RNase-free water 定量至 14 μl，之後

放入聚合酶鏈鎖反應儀中，設定 65 °C 作用 5 分

鐘，反應結束後將樣本取出，再加入 2 μl 的 10X 

reverse transcription buffer、2 μl 的 5X Mixture、1 

μl 的 oligo (dT) primer、最後再加入 1 μl 的 reverse 

transcriptase，混合均勻後放入聚合酶鏈鎖反應儀中，

設定 37°C 作用 60 分鐘，以進行反轉錄作用，使 

mRNA 反轉錄為 cDNA。 

十二、 基因微陣列分析 (Microarray) 

    將抽好 RNA 之樣品委託台大基因體中心進

行基因微陣列實驗，取得之原始結果以線上軟體 

MetaCoreTM 進行分析。 

十三、 免疫沉澱法 (Immunoprecipitation, 

IP) 

    將組織以 1 毫克添加 1 毫升的組織裂解液 

(lysis buffer) 比例進行組織的裂解，再添加 IgG 和 

A/G agarose 進行 Pre-cleaning 的步驟，經 4 ℃ 

震盪一小時後取其上清液 500ug 濃度的蛋白質裂

解液，加入 1 ug 抗體於 4 ℃ 震盪一小時。在加入 

protein A/G agarose 震盪 16~18 小時，離心取其上清

液，在以 lysis buffer 清洗數次即可接續西方墨點

法。 

十四、 統計分析 

    實驗結果以平均值標準差 (mean±SD) 顯示，

使用 Student’s two-tailed t-test 評估實驗組與對照

組間差異，群組 (組間組內) 相比則使用 SAS 9.3 

軟體進行 GLM (genera linear model) 及 one-way 

ANOVA (one-way analysis of variance) 分析 

結果與討論 

一、 動物行為分析發現台灣綠蜂膠 (TGP) 

於低濃度即可達到減緩小鼠焦慮之功

效 

    利用灌食方式給予小鼠台灣綠蜂膠萃取物 

(TGP) 連續 6 天後利用電擊誘導小鼠焦慮，再以

行為紀錄分析焦慮程度。圖一. (A) 結果顯示電擊足

部傷害明顯誘導小鼠產生高度的焦慮程度，停留於

中央區時間顯著降低，而預給予  TGP 濃度  2 

mg/kg 以上組別均有顯著回復小鼠焦慮的效果。圖

1. (B) 行為軌跡圖顯示小鼠於電擊後明顯停留在 

Open field 周圍，少以穿越中間區域，並於 TGP 濃

度 2 mg/kg 以上組別均有明顯改善。圖一. (C) 則

為分析其間小鼠行走總距離，顯示給予小鼠 TGP 

及電擊傷害並不會影響小鼠行走功能。 
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圖 一、 動物行為分析發現台灣綠蜂膠 

(TGP) 於低濃度即可達到減緩小鼠焦慮之功

效 

(A) 電擊傷害組有降低小鼠於中央區停留時間，預

給予 TGP 10 mg/kg 以上於小鼠其待在中央區時間

有顯著提高 (B) 電擊傷害組小鼠軌跡幾乎在箱子

周圍，預給予 TGP 10 mg/kg 以上於小鼠其穿越中

央區軌跡有所提高 (C) 電擊或是 TGP 預處理均

不影響小鼠行走功能。結果以平均值標準差 (mean 

± SD) 顯示，使用  GLM 及  one-way ANOVA 

Duncan 分析。a：和 control 比 p <0.05；＊：和 shock 

比 p <0.05；NS : non-significant，每組小鼠為 4 隻 

二、 台灣綠蜂膠  (TGP) 能降低壓力荷爾

蒙  Cortisol 及脂質過氧化物  MDA 

的表現 

    為了分析焦慮程度的生化指標，分別以整體實

驗前和實驗結束後採取小鼠血清並偵測血清中 

Cortisol 及 MDA。圖二. (A) 結果顯示在實驗前各

組別小鼠血清中的 Cortisol 表現量均無顯著差異，

在實驗前後組內相比， Control、Shock 和組別 20 

mg/kg 雖有差異，因為生物體對壓力時 Cortisol 表

現量會立即上生，其他組別則可能因為個體差異導

致沒有統計差異，在實驗結束後則發現電擊傷害組

別血清中的 Cortisol 則明顯高於控制組，預給予 

TGP 2 mg/kg 組別以上均有明顯降低。圖二. (B) 則

為分析血中 MDA，結果顯示電擊傷害組別其血中 

MDA 表現量有顯著高於對照組，預給予 TGP 濃

度  2 mg/kg 以上組別均有顯著降低小鼠血清中 

MDA 的表現量。 

 

圖 二、 台灣綠蜂膠 (TGP) 降低壓力荷爾

蒙 Cortisol 及脂質過氧化物 MDA 的表現 

(A) 電擊傷害組和對照組相比有顯著提高血清中 

Cortisol 的表現，預給予 TGP 預處理其血清中 

Cortisol 的表現隨劑量依賴性而顯著降低 (B) 預

給予 TGP 2 mg/kg 以上於小鼠和電擊傷害組相比其

血清中 MDA 均有效降低。結果以平均值標準差 

(mean ± SD) 顯示，使用 GLM 及 one-way ANOVA 

Duncan 分析。†：pre 和 post 組內差異比 p <0.05；

a：和 control 比 p <0.05；＊和 shock 比 p <0.05 

三、 利用基因微陣列分析台灣綠蜂膠與焦

慮症可能之生物標記 

    根據先前實驗結果發現 TGP 10 mg/kg 既有減

緩小鼠焦慮之效果，並在血液生化指標中有顯著降

低，因此此次實驗分別收擊對照組、電擊傷組及 

TGP 10 mg/kg 組小鼠之半腦進行實驗，主要以電擊

組和對照組相比有顯著差異，但在 TGP 處理有回

復之基因為目標進行找尋，結果如表一. (A) 此為前 

10 名與疾病高度相關之基因，發現以思覺失調症

為最有相。表 1. (B) 則是藉由找尋到的基因進行分

子路徑之比對，發現多為發炎及記憶之分子路徑。

表一. (C) 則是和焦慮症有關聯之基因，此外我們將

從這些基因、路徑、疾病三者交叉比對 Pubmed 線

上期刊找尋最有機會之基因標的，結果發現 
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Cannabinoid receptor 1 (CNR1) 較為可能，此基因不

但參與焦慮之調控，也有文獻探討和思覺失調症的

關係，此外此家族 CNR1、CNR2 均有調控發炎反

應之文獻。 

 

表 一、利用基因微陣列分析台灣綠蜂膠與焦

慮症可能之生物標記 

(A) 微陣列分析出所有差異之基因和疾病的關聯性，

前十名多為精神疾病  (B) 微陣列分析出所有差異

之基因進行分子路徑之比對，其中前十名以發炎反

應為主 (C) 和焦慮症有關聯之基因  

四、 利用西方墨點法驗證  CNR1 及其相

關路徑於小鼠腦組織中的表現量 

    先前研究發現 CNR1 會活化 MAPK pathway 

促進血清素受體(serotonin receptor) 上升82,83，但過

度活化時會增加 MAPK pathway 下游 COX-2、IL-

1β84,85的表現造成星狀細胞發炎進而影響記憶形成

及焦慮，因此本實驗利用西方墨點法分析針 CNR1 

及相關路徑的蛋白質表現量。結果顯示 TGP 有效

提高 CNR1 並減少 pro-IL1β 的表現，但不影響 

COX-2 的生成。圖三. (A) 因此結果可推測 TGP 

藉由調控 CNR1 並減少下游發炎因子達到減緩焦

慮之效果。圖三. (B) 

 

圖 三、 TGP 藉由上調 CNR1 並降低 pro-

IL1β 達到減緩焦慮之效果 

(A) 西方墨點法分析  TGP 上調  CNR1 並降低 

pro-IL1β 的表現，但不影響 COX-2 的表現 

(B) TGP 分子調控路線圖 

五、 CRMP1-/- 小鼠於焦慮行為分析和野生

型小鼠沒有顯著差異 

    在分析焦慮行為實驗，將小鼠直接放置 Open 

field 實驗中的白色壓克力箱中央分析 5 和 10 分

鐘兩個時間點，評估 CRMP1 此基因剔除後是否自

發性誘導小鼠焦慮的現象，圖四. (A) 為測試 5 分

鐘，結果顯示不論在中央區停留時間、小鼠不動時

間和行走的距離都沒有顯著差異，圖四. (B) 測試 

10 分鐘，其結果也沒有顯著差異，因此本實驗說明 

CRMP1-/-小鼠並不會自發性產生焦慮現象，且不影

響其行走功能。 
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圖 四、 CRMP1-/- 小鼠於焦慮行為分析和野

生型小鼠沒有顯著差異 

(A) 分析 5 分鐘  (B) 分析 10 分鐘，結果顯示 

CRMP1 KO 小鼠和 WT 相比小鼠在中央區停留

時間、不動時間和總行走距離均沒有差異。結果以

平均值標準差 (mean ± SD) 顯示，使用 Student’s t-

test 統計分析。NS : non-significant，每組小鼠為 4

隻 

六、 CRMP1-/- 小鼠影響短期記憶而非環境

資訊獲取及長期記憶 

    為了進一步分析 CRMP1 在記憶過程所扮演

之角色，以恐懼調控方式做為探討模式，流程圖為 

(圖十一)。將制約後之小鼠隨不同時間點利用行為

分析小鼠 context freeze 以評估對於環境之恐懼記

憶是否存在，圖五. (A) 結果發現制約後 0 小時野

生型小鼠靜止不動  (freezing) 程度和  CRMP1-/-  

小鼠並沒有顯著差異，此說明缺少 CRMP1 基因之

小鼠不影響資訊獲取，也不會因為聽力或是疼痛程

度受損影響實驗結果。圖五. (B) 則為制約後 2 小

時，結果發現 WT 小鼠靜止不動 (freezing) 程度

明顯高於 CRMP1-/-  小鼠，因此可知 CRMP1 顯著

影響其短期記憶之形成，圖五. (C) 則為各時間點傷

害組之分析圖。 

 

圖 五、 CRMP1-/- 小鼠影響短期記憶而非環

境資訊獲取 

利用恐懼制約分析 CRMP1 KO 小鼠和 WT 小鼠

其恐懼記憶程度，(A) 為制約 0 小時，結果顯示

CRMP1 KO 和 WT 小鼠均能誘發恐懼記憶 (B) 

為制約 2 小時，結果顯示 CRMP1 KO 小鼠雖能誘

發恐懼記憶，但和 WT 相比顯著降低 (C) 為比較 

KO 和  WT 傷害組程度。結果以平均值標準差 

(mean ± SD) 顯示，使用 GLM 及 one-way ANOVA 

Duncan 分析。 *p <0.05； **p ＜0.01； #p ＜0.001 。

每組小鼠為 4 隻 

七、 恐懼記憶形成過程中  CRMP1 調控 

NR2B 之活化並參與  Fyn 之分子路

徑 

    將制約後之小鼠隨各時間點立即犧牲並取其

海馬迴，利用西方墨點法分析其中蛋白質表現量，

圖六. (A) 先行比較這些蛋白質於 WT 和 KO 的

差異，由結果發現原先 Fyn 路徑之蛋白沒有顯著

改變。圖六. (B) 則為制約後 0 小時之樣品，結果

發現 WT 小鼠制約後有提升 NR2B 的表現，並在 

Fyn 中 CRMP1-/- 小鼠顯著低於 WT 組別，圖六. 

(C) 為制約後 2 小時，結果發現 CRMP1-/- 小鼠明

顯的降低了 NR2B 之表現量，且無法提升 Fyn 之

表現進而影響下游路徑的活化。 
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圖 六、恐懼記憶形成過程中 CRMP1 調控 

NR2B 之活化並參與 Fyn 之分子路徑 

(A) 先行比較這些蛋白質於 WT 和 KO 小鼠海馬

迴中的差異 (B) 則為制約後 0 小時，結果發現 

WT 小鼠制約後有提升 NR2B 的表現，並在 Fyn 

中 CRMP1-/- 小鼠顯著低於 WT 組別 (C) 為制約

後 2 小時，結果發現 CRMP1-/- 小鼠明顯的降低了 

NR2B 之表現量，且無法提升 Fyn 之表現。使用 

GLM 及 one-way ANOVA Duncan 分析。 *p <0.05； 

**p ＜0.01； #p ＜0.001 。每 land 蛋白質濃度為 

30ug，每張蛋白質分析實驗均三重複 

八、 CRMP1 會和  TRIOBP 結合而非 

Disc1，並在參與恐懼記憶形成過程中

會和 Dab1 相互結合 

    先前文獻指出 CRMP1、Disc1、TRIOBP 相互

結合影響生物體正常生理功能，可能是導致思覺失

調症發生之原因，因此本實驗利用免疫沉澱及西方

墨點法分析這三者蛋白質的交互作用及是否參與

恐懼記憶之形成。圖 七. (A) 為分析此蛋白於 WT 

和 KO 的差，結果顯示 CRMP1-/- 小鼠其 Disc1、

TRIOBP 和 WT 小鼠相比都有較高的表現，但沒

有顯著差異，圖七. (B) 為制約後 0 小時的分析圖，

結果顯示 WT 小鼠其電擊制約後 Disc1 有顯著高

於對照組，且 CRMP1-/- 小鼠電擊制約後無有效提

高 Disc1 之表現，在 TRIOBP 中則均沒有顯著差

異。圖七. (C) 則為制約後 2 小時，結果發現在 WT 

小鼠中其 Disc1 和 TRIOBP 均有顯著上升，反之

在 CRMP1-/- 小鼠則沒有變化，圖七. (D) 為 WT 

小鼠海馬迴組織進行免疫沉澱，分析這些蛋白質是

否本身就會聚集，結果顯示沒有進行任何實驗情況

下  CRMP1 是會和  TRIOBP 結合，但不會和 

Disc1 及 Dab1 作用。圖七. (E) 為制約後 2 小時 

WT 小鼠海馬迴組織進行免疫沉澱分析，發現 

CRMP1 仍然會和 TRIOBP 結合而非 Disc1，但在 

Dab1 則似乎有結合的情況。 
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圖 七、 CRMP1 會和 TRIOBP 結合而非 

Disc1，並在參與恐懼記憶形成過程中會和 

Dab1 相互結合 

(A) CRMP1-/- 小鼠其 Disc1、TRIOBP 和 WT 小鼠

相比於海馬迴中都有較高的表現，但沒有顯著差異 

(B) 為制約後 0 小時，結果顯示 WT 小鼠其電擊

制約後 Disc1 有顯著高於對照組，且 CRMP1-/- 小

鼠電擊制約後無有效提高  Disc1 之表現，在 

TRIOBP 中則均沒有顯著差異 (C) 則為制約後 2 

小時，結果發現在  WT 小鼠中其  Disc1 和 

TRIOBP 均有顯著上升，反之在 CRMP1-/- 小鼠則

沒有變化 (D) 為 WT 小鼠海馬迴組織進行免疫

沉澱，結果顯示 CRMP1 會和 TRIOBP 結合但不

會和 Disc1 作用 (E) 為制約後 2 小時 WT 小鼠

海馬迴組織進行免疫沉澱分析，發現 CRMP1 仍然

會和 TRIOBP 結合而非 Disc1，但在 Dab1 則似

乎有結合的情況。使用 GLM 及 one-way ANOVA 

Duncan 分析。 *p <0.05； **p ＜0.01； #p ＜0.001 。

每 land 蛋白質濃度為 30ug，每張蛋白質分析實驗

均三重複，免疫沉澱以 500ug 蛋白質濃度進行分

析 

九、 本實驗驗證目前  CRMP1 可能之機

制圖  

    綜合先前實驗結果 CRMP1 和 TRIOBP 結合，

影響  Fyn 蛋白並強化 Dab1 之表現，但不參與 

Pi3k 下游調控。此外可能影響生理機制包含記憶調

控、思覺失調症及情緒障礙如：憂鬱症 (圖八)。 

 

圖 八、 CRMP1 機制圖 

綜合本實驗結果提供 CRMP1 於海馬迴中影響之

機制圖 
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台灣西洋蜜蜂種源品系調查 

 

吳明城 呂庭萱 路光暉 

國立中興大學昆蟲系 

 

摘要 

 

台灣地處亞熱帶交界處，孕育出眾多蜜源植物，一年四季皆有蜜源可供蜜

蜂取食，以致養蜂事業在台灣很興盛。目前記錄顯示西洋蜜蜂最早於 1911 年引

進台灣，隨後陸續又有多種西洋蜜蜂亞種引進，截至目前，推測台灣西洋蜂應

屬於多種亞種的混合種。本研究乃針對台灣各地養蜂場(共 33 個)之西洋蜜蜂樣

本(280 個)，利用粒腺體 DNA 之 cytochrome b (Cyt b)、cytochrome c oxidase 

subunit I (COI)、large subunit rRNA (Ls rRNA)和 intergenic tRNAleu-COII region 基

因片段搭配限制酶酵素進行蜜蜂種源品系分析。發現所採樣本中 87%是屬於 C

品系，而 13%的樣本是屬於 Z品系。然而原本有引進的 A 與 M 品系則沒有在這

次採樣中被偵測到。經由此研究可以確切知道現在台灣蜜蜂以 C 品系為主流，

但 Z 品系族群相較於引進時的比例，有逐漸擴大之跡象。未來會更進一步進行

品系間的雜交率分析，及各蜂群之生理反應特徵檢視，此資料將有利於未來針

對台灣西洋蜂之保種與育種之工作。 

 

 

關鍵字：西洋蜜蜂、粒線體 DNA、蜜蜂品系 
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一、台灣西洋蜂概況 

 

台灣因氣候地理條件適宜而擁有 570 多種蜜源植物(An et al. 2004)，加上大

面積種植之水果植株，如荔枝與龍眼樹，間接造就養蜂業的興盛。目前就官方

統計，西元 2015 年台灣由職業蜂農所管理的蜂群數量有約 12 萬群，除了協助

作物授粉外，亦生產 1萬 2千噸的蜂蜜與 430噸的蜂王漿，其中蜂王漿產量更是

居世界第二(Bogdanov 2015)。 

 

西洋蜂於 1911 年被引入台灣

飼養，隨後陸續引進多種亞種(表

一 ) ， 如 ： armeniaca, capensis, 

carnica, caucasica, cypria, ligustica 

and mellifera 等，進行品種優化。

不過 1997 年後，官方已停止從國

外引入蜂種(An et al. 2004, Sung et 

al. 2006)，距今將近二十年間的閉

鎖集團式選育，蜂農自行根據採蜜

量與產漿量，分品系培育，因此台

灣現在的西洋蜂種己被推測是各亞

種間互相雜交後的混種。 

 

二、西洋蜂品系之分類 

    

 根據蜜蜂形態，全球已有28個西洋蜜蜂亞種被辨認，它們可以更進一步藉

由地理起源而歸納成四個品系，分別為：非洲品系(Africa, A)、西北歐品系

(Western Europe, M)、東南歐品系(South-Eastern Europe, C)和中東品系(Middle 

East, O) (Ruttner 1988, Engel 1999, Gupta 2014)。親源地理關係的研究發現形態特

徵會因環境適應而有所改變，進而產生誤判品系的結果，也因此多種分子鑑定

的方法被發展，以不同分子資訊為基礎，如：粒線體 DNA (mtDNA)、微衛星

表一、各西洋蜂亞種引進史(參考 Sun et al., 2006)。 
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(micorsatellites) 和 單 核 酸 多 型 性 (single nucleotide polymorphisms, SNPs) 

(Meixner, Pinto et al. 2013)。粒線體 DNA 經限制酶酵素剪切後，不同片段大

小或組成可代表不同品系，例如：粒線體 DNA 之 tRNAleu-COII region 不同

品系間有不同的 P element 與 Q element 嵌入數，因此粒線體 DNA 廣泛被利

用來鑑定西洋蜜蜂品系(Garnery et al. 1992, Garnery et al. 1993) 。 

 

根據粒線體 DNA 資訊，西洋蜜蜂可以區分出五個品系(Meixner, Pinto et al. 

2013)。其中粒線體品系 A、M 和 C，可以與根據形態區分的 A、M 和 C 品系吻

合(Cornuet and Garnery 1991, Garnery et al. 1992)；不過根據形態分類的 O 品系，

經粒線體分析，會分裂成兩群，C 與 Z 品系(Meixner et al. 2013)。最後，第五個

粒線體品系是 Y 品系，分布於衣索比亞(Franck et al. 2001)。 

 

 

三、台灣西洋蜂之品系調查 
 

現在的蜜蜂生存受到多種因子的威脅，如：殺蟲劑、棲地的破壞、病原菌

與寄生蜂等(Antunez et al. 2009, Rosenkranz et al. 2010, Sanchez-Bayo et al. 2016)。

就如歐美國家發生的蜂群崩解症正迅速蔓延，去年美國共損失42%以上的蜂群

(Stokstad 2007, van der Zee et al. 2012, Lee et al. 2015)。除此之外，蜜蜂基因的多

樣性正因蜂農為了蜂產品的利益而減小，這也是導致蜜蜂弱勢的原因之一。鑒

於台灣尚無蜂群崩解症發生，且該蜂種之蜂產品產量高，實有必要了解台灣西

洋蜂的種源起始，因此本研究乃採集台灣各地的西洋蜜蜂樣本，並藉由分析粒

線體四個基因，如：Cyt b、COI、Ls rRNA和intergenic tRNAleu-COII之限制酶酵

素剪切結果，辨認目前台灣有哪幾個西洋蜜蜂品系，與引進西洋蜜蜂資料交叉

比對，建立此基本資料。 

 

在2015年9月到2016年2月期間，280個蜂群樣本分別採自台灣北(7個養蜂

場)、中(6個蜂場)、南(11個蜂場)和東(9個蜂場)部，共33個養蜂場(圖一)。四個

粒線體DNA片段經限制酶酵素分析結果可發現280個樣本中，35個樣本是屬於Z

品系，245個樣本是屬於C品系(詳細電泳圖可見於發表文章)。根據Ruttner的形

態分類規則，引進台灣的西洋蜂亞種中，C品系佔70 %，O品系佔18 %，M品系



 

 

210 

佔6 %和A品系佔6 % (Ruttner 1988)。如果是以粒線體DNA分類系統為規則，有

些原本屬於O品系的亞種會合併到C品系中，以致引進之亞種中，C品系佔76%，

Z品系佔6%, M品系佔6%和A品系佔6% (Meixner et al. 2013)。今年度共採的280

個樣本中，粒線體C品系佔87.5% 而Z品系佔12.5%，其中C品系廣泛分佈全台各

地，而Z品系則局部分佈於中部，大部分分佈於南與東部，且相較於引進的數

量，是有擴張的趨勢(圖一)。 

 

 
圖一、33 個採樣地點與 280 個西洋蜂樣本中，西洋蜂品系 C 和 Z 於北、中、南和東部所佔的比

例。 
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蜂毒胜肽 Mastoparan-AF 對多重抗藥性鮑氏不動桿

菌臨床分離株之抗菌效能 

 

林峻賢 杜武俊 

 

國立中興大學昆蟲學系 

 

摘要 

多重抗藥性鮑氏不動桿菌的出現已經成為臨床醫療上的重要問題，其已造

成用藥選擇之困難。因此，急需開發新型抗菌藥劑或替代療法來對抗多重抗藥

性鮑氏不動桿菌之感染。本研究的主要目的為探討自黃腰虎頭蜂毒液分離之兩

性胜肽 MP-AF 對多重抗藥性鮑氏不動桿菌之影響。與臨床常用抗生素相較之下，

MP-AF 對於七株鮑氏不動桿菌臨床分離株具有良好抗菌效能，最低抑菌濃度介

於 4 到 8 μg/ml。抗菌藥劑合併試驗顯示 MP-AF 與特定抗生素，如 ciprofloxacin、

trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT)，對於某些多重抗藥性分離株可發揮協同抑

菌作用。值得注意的是，與 MP-AF 合併使用，可以減少抗生素使用劑量，降低

抗生素之副作用，進而提高藥物治療的安全性。第二，天然資材分離之抗菌胜

肽 MP-AF 與化學合成之抗生素，可以降低抗生素對病原菌之選汰壓力，並減少

抗藥性菌株之發生。由本試驗結果可知，MP-AF 單獨使用或與特定抗生素合併

使用或許可成為對抗多重抗藥性鮑氏不動桿菌感染之替代方案。 

 

關鍵詞：Mastoparan-AF、多重抗藥性鮑氏不動桿菌、抗菌活性 

 

(本文已投稿於 Saudi journal of biological sciences) 
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近年來，在人類與動物疫病治療大量使用抗生素，使得細菌衍生出抗藥性的情況

日趨嚴重，多重抗藥性鮑氏不動桿菌的出現已演變為全球性問題，在醫療端幾乎面臨

無藥可用窘境，因此亟需開發新型態之抗菌製劑或發展有效之替代方案，而從昆蟲等

自然資材分離出抗菌胜肽或是將不同抗菌作用機制之抗菌製劑合併使用或許可以解決

目前所面臨的難題。虎頭蜂蜂毒為虎頭蜂用以抵禦外來入侵者的主要物質，其成分富

含許多具有生物活性之分子，蜂毒胜肽(mastoparan, MP)為蜂毒內含量最多之小分子胜

肽(Nakajima, 1984; Palma, 2006)，最初於1979年自黃胡蜂(Vespula lewisii)毒液中分離出

來(Hirai et al., 1979)，由14個胺基酸組成，組成胺基酸包含2至4個陽電性lysine及7至10

個疏水性胺基酸，且C端胺基酸具醯胺化修飾(Nakajima, 1984)。蜂毒胜肽於適當環境下

會形成雙極性α螺旋構型(amphipathic α-helical conformation)(Lin et al., 2011)，此一結構

特性使蜂毒胜肽具有抗菌活性，可藉由靜電作用力(electrostatic interaction)和細菌細胞

膜陰電性部位作用，形成穿孔，進而造成細菌死亡(Brogden, 2005; Zasloff, 2002)。本實

驗室先前研究發現MPs對於革蘭氏陽性菌和陰性菌可發揮廣效性抗菌效能，本試驗擬

探討黃腰虎頭蜂之蜂毒胜肽MP-AF與不同抗菌作用機制之抗生素對多重抗藥性鮑氏不

動桿菌之抗菌效能，並評估兩者合併使用對多重抗藥性鮑氏不動桿菌是否可以發揮協

同抗菌效能。期望解決治療多重抗藥性鮑氏不動桿菌面臨無藥可用之窘境，提升其在

抗菌醫療之應用潛力，為昆蟲生物資源開發創新領域。 

 

黃腰虎頭蜂蜂毒胜肽 MP-AF 與不同抗菌作用機制之抗生素對多重抗藥性鮑氏不動桿菌

臨床分離株之抗菌效能試驗 

 

黃腰虎頭蜂蜂毒胜肽 MP-AF 與七種臨床上常用抗生素對多重抗藥性鮑氏不動桿菌

臨床分離株之最低抑菌濃度如表一所示。MP-AF 於濃度 4-8 μg/ml 對 7 株臨床分離株皆

可發揮良好抗菌效能。Ampicillin、cephalothin 及 gentamicin 於濃度 256 μg/ml 時，仍然

無法抑制其生長。Ciprofloxacin 於濃度 64 μg/ml 時僅對一株具抑菌效能，而其餘 6 株則

於濃度 256 μg/ml 時，仍無法抑制其生長。Neomycin 於濃度 256 μg/ml 時僅對 2 株菌具

抑菌效能，其餘5株則於濃度 256 μg/ml時，仍無法抑制其生長。SXT於濃度 64 μg/ml、

256 μg/ml 時分別對 2 株菌具抑菌濃能，其餘 5 株則於濃度 256 μg/ml 時，仍無法抑制其

生長。Tetracycline 於濃度 128-256 μg/ml 對 7 株分離株可發揮抗菌效能，其中 128 μg/ml

濃度下可抑制 4 株菌生長，其餘 3 株則需在濃度 256 μg/ml 才能被抑制生長。由試驗結
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果顯示，多數一線抗生素於劑量高達 256 μg/ml 尚無法有效抑制分離株之生長，僅 MP-

AF可發揮良好抗菌活性，且MP-AF在有效抑制濃度下對於人體紅血球細胞幾乎沒有影

響，顯見 MP-AF 在對抗多重抗藥性鮑氏不動桿菌之感染具發展潛力。 

 

 

黃腰虎頭蜂蜂毒胜肽 MP-AF 與不同抗菌作用機制之抗生素合併使用對多重抗藥性鮑氏

不動桿菌臨床分離株協同抑菌效能之探討 

以不同濃度之 MP-AF 分別與七種抗生素合併使用，其抗菌效能如表二所示。結果顯示，

當 MP-AF 分別 ampicillin、cephalothin 合併使用時，僅對分離株 A 可發揮部分協同抑菌效能，

對於其他分離株之抗菌效能則沒有差異。與 ciprofloxacin合併使用時對分離株 A、D、G可發揮

協同抑菌效能，對其餘分離株則沒有差異。與 gentamicin 或 neomycin合併使用時，對七株分離

株之抗菌效能皆沒有差異。MP-AF與 SXT合併使用時抗菌效能最佳，對分離株 B、C、D、F、

G 可發揮協同抑菌效能，對於分離株 E 可發揮部分協同抑菌效能，僅對分離株 A 之抗菌效能沒

有差別。與 Tetracycline 合併使用時，對分離株 A、B 具部分協同抑菌效能，對分離株 C、D、

E、F 則僅具加成抑菌效能，對分離株 G 之抗菌效能則沒有差別。顯示 MP-AF 與特定抗生素合

併使用時可有效發揮協同抑制效果，且合併使用也能降低抗菌藥劑的使用劑量，減少藥物副作

用之發生，增加用藥之安全性。使用劑量之減少也能降低藥物對病原菌之選汰壓力，進而延緩

抗藥性菌株發生機率。更加凸顯蜂毒胜肽 MP-AF 在抗菌醫療上之發展潛力,不僅能解決菌株抗

藥性嚴重之難題,也為昆蟲資材開創應用新方向。 
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本試驗結果顯示，MP-AF 不論單獨使用或與特定抗生素合併使用皆可對多重抗藥性鮑氏不

動桿菌臨床分離株發揮抗菌效能，在抗菌應用上極具發展潛力。然而，未來若能進一步開發病

原菌抗藥性基因即時診斷方法，不僅在治療細菌感染上可提供更精確之診斷依據，更能有效選

擇適合的抗生素與 MP-AF合併使用，以期未來能應用於抗菌醫療上。 
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台灣城市養蜂推行與社區營造-以台北為例 

Urban-beekeeping and community empowerment 

江敬晧 1 蔡明憲 2 

1.德霖技術學院 休閒事業管理系；2.松山社區大學 

摘要 

城市養蜂(Urban-beekeeping)在世界各大都會已行之有年，例如，德國柏林、日本

的東京銀座商業街樓頂層、大阪的大企業大廈頂樓。美國紐約也為城市養蜂而訂定了

養蜂相關的規範，日本首相夫人在訪美過程中也參觀白宮花園飼養的蜜蜂，並與美國

第一夫人對全球蜜蜂大量消失議題交換意見，可見關懷蜜蜂生存已深入人心。台北於

2014 年結合企業資源、社會福利機構、學術單位及蜂農等，開啟城市養蜂序幕，所飼

養的蜂種為西洋蜜蜂(Apis mellifera)。本文內容描述台北地區城市養蜂的蜂群生長狀況，

結合社區營造的推廣經驗及都市環境探討。經過一年的觀察，放置於台北市區兩處(各

5 群)的蜂群，群勢在春秋兩季可達 7-9 片，其中有四群失王群，其新蜂后均能順利交尾

成功，也收取了約 5 公斤自然成熟蜜。同時因蜜蜂為重要環境指標物種，2015 年底檢

測位於臺北市仁愛圓環區域的城市養蜂示範場的花粉之結果，331 種農藥為未檢出，而

5 大重金屬檢測中的砷、鉛、鉻、汞零檢出，只有檢出約 10.5ppm 微量的銅。另一方面，

也透過社區型大學之體系，每年開設四次的城市養蜂體驗課程，由都市發起並灌輸學

員蜜蜂對人類生活環境與糧食作物的重要性。 

城市養蜂，不但提升企業對生態環境的貢獻，社區大學的養蜂推廣課程可使都會

人在繁忙的生活步調中，彼此間分享養蜂的樂趣及蜂產品的收穫的喜悅，使原本毫無

交集的市民，因城市養蜂而建立互動活絡關係。城市養蜂可以反應出都會環境的綠美

化程度，可以是市民及企業員工的休閒活動，增進居民参與社區營造，是生態教育的

重要資源，藉由民眾的環保與生態自覺，透過親身養蜂身體力行的方式，期望能挽救

蜜蜂族群消失的危機，這也是一種環境教育的體現！目前台北城市養蜂是重要的開端，

透過民眾熱情參與，在台灣扎根，更能讓世界看見台灣的城市養蜂特色及對蜜蜂生存

環境友善的積極作為，力挽蜜蜂族群逐漸下降的危機。 

 

關鍵字：城市養蜂、社區營造、台北 
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j1050901@gmail.com 
 

吳佳貞 
臺北醫學大學附設醫院 
kdilu0112@gmail.com 
 

王重鈞 
吉木家養蜂農場 
zerowilter@gmail.com 
 

吳佳錡 
a6221234kimo@yahoo.com.tw 
 

王重雄 
國立臺灣大學昆蟲系 
wangch@ntu.edu.tw 
 

吳明城 
國立中興大學昆蟲系 
mcwu12@gmail.com 
 

王家璽 
宜蘭縣復興國中 
wang6192001@yahoo.com.tw 
 

吳杰樺 
鹿草養蜂產銷班 
 

王國全 
旺品蜂城 
T25236789@yahoo.com.tw 
 

吳俊龍 
萊福養蜂場 
 

王惠珊 
自營蜂農 
beedynasty@yahoo.com.tw 
 

吳姿嫺 
行政院農業委員會苗栗區農業改良場 
thwu@mdais.gov.tw 
 

王朝棟 
鼎豐養蜂場 
 
 

吳謹全 
三奇蜜蜂生態農園 
 

王朝燈 
瑞發養蜂場 
 
 

呂玉潔 
法紀地政士事務所 
yujie0712@yahoo.com.tw 
 

王瑜慈 
中華民國蜂針研究會 
 
 

呂兒芫 
山好蜜 
 
 

古建凱 
宏家養蜂場 
 
 

呂森榮 
山好蜜 
 
 

宋威霆 
峰谷蜂業 
swt61021@ms25.hinet.net 
 

杜武俊 
國立中興大學昆蟲學系 
tuujiun@gmail.com 
 

參加者資訊 (按筆畫順序) 

mailto:tuujiun@gmail.com


李仁傑 
蜂之鄉有限公司 
 
 

沈湘娜 
蜜蜂故事館 
 

李立文 
蜂信子天然養生食品企業股份有限公司 
tigerlee1101@yahoo.com.tw 
 

沈敬紘 
來成實業股份有限公司 
 

李佩林 
信德養蜂場 
 
 

周千琪 
宏家養蜂場 
 

李佳芳 
永生蜂業 
oldman520oldwoman@yahoo.com.tw 
 

林文鵬 
自營蜂農 
taison550201@yahoo.com.tw 
 

李宗銘 
金日村養蜂園 
 
 

林宏達 
永生蜂業 
honda0309@gmail.com 
 

李倫德 
時代養蜂場 
 
 

林明寬 
m86130121@gmail.com 
 

李張桂燕 
信德養蜂場 
 
 

林俊良 
新南養蜂場 
 

李清杞 
中華民國蜂針研究會 
 

林美嬅 
永豐養蜂場 
 

李舒晴 
mountainhigh168@gmail.com 
 
 

林英杰 
廣閎科技 
mej00@ms14.hinet.net 
 

李慶裕 
芳喬生物科技股份有限公司 
 
 

林峻賢 
國立中興大學昆蟲學系 
roung123@gmail.com 
 

李慶燦 
信德養蜂場 
 
 

林健銘 
蜜蜂合夥人 
dandylin5868@gmail.com 
 

李鴻洲 
阿洲蜜蜂工廠 
edward8_5@hotmail.cm 
 

林進通 

采蜂林蜂業 

 

林椿淞 
采蜂林蜂業 
iceman20520@yahoo.com.tw 
 

康眉香 
新興養蜂園 
 



林慧甄 
陪王家璽前往 
wang6192001@yahoo.com.tw 
 

康席榛 
吉翔蜂園 
amanda94139413@gmail.com 
 

林錫村 
永豐養蜂場 
 

康進德 
新興養蜂園 
 

姚立龍 
萊福養蜂場 
 

張至程 
日新蜂業有限公司 
 
 

柯孝瑋 
bastian7414@gmail.com 
 

張志文 
三峰養蜂場 
 
 

柯明群 
鹿草養蜂產銷班 
 

張進乾 
曾文養蜂場 
 
 

柯純妃 
森悅蜂園 
 

張萬得 
阿枝蜂蜜 
 
 

范秀蓉 
新竹市民農園租地種菜及養蜂 
juliefann0520@gmail.com 
 

張碧芳 
鹿草養蜂產銷班 
 
 

唐賢融 
asdr16783@gmail.com 
 

張綺真 
來成實業股份有限公司 
 

徐巧容 
j1050901@gmail.com 
 

張燕玲 
神經內科診所 
a08240912961596@gmail.com 
 

徐培修 
行政院農業委員會苗栗區農業改良場 
pshsu@mdais.com.tw 
 

曹張騫 
森林蜜境 
 
 

徐培榕 
hsu425@gmail.com 
 
 

許殿麟 
GP蜜工坊 
jj5303084572@gmail .com 
 

袁聖 
石羽石材有限公司 
top112020@yahoo.com.tw 
 
 

許煥謀 
自家養蜂場 
hhmhinet1974@yahoo.com.tw 
 

許曉婷 
鞋全家福 
clover7s@gmail.com 
 

陳浩琦 
SGS 台灣檢驗科技股份有限公司 
meg.chen@sgs.com 
 

mailto:juliefann0520@gmail.com


郭淑真 
千甲生機農園 
jksevensa1688@gmail.com 
 

陳國峯 
鹿草養蜂產銷班 
 

陳文琦 
大禾工作室 
u50080@yahoo.com.tw 
 

陳滄松 
cts0812@ms37.hinet.net 
 

陳宗顯 
新興養蜂園 
 
 

陳漢豋 
自營養蜂 
 

陳怡伶 
國立宜蘭大學生技動物系 
a221865880@yahoo.com.tw 
 

陳德謙 
自營蜂農 
dcchen0929@hotmail.com 
 

陳泓瑋 
田蜜園養蜂農場 
nocti790211@gmail.com 
 

陳鴻文 
全真有限公司 
ricky@ilifeup.com 
 

陳俊宇 
田蜜園養蜂農場 
nocti790211@gmail.com 
 

陳麗華 
自然花園養蜂園 
 

陳信坤 
吉木家養蜂農場 
zerowilter@gmail.com 
 

陳麗潏 
來成實業股份有限公司 
 

陳思竹 
start0170@yahoo.com.tw 
 

彭及忠 
國立虎尾科技大學生物科技系 
bocky@nfu.edu.tw 
 

陳昭鈞 
國立中興大學昆蟲穴學系 
jjchen@nchu.edu.tw 
 

曾國平 
養蜂場 
aa854854@yahoo.com.tw 
 

陳昶璋 
行政院農業委員會苗栗區農業改良場 
ccchen@mdais.gov.tw 
 

程冠瑋 
茂盛蜂業(股)公司 
 

陳美惠 
山好蜜 
 

程淑婷 
蜜蜂故事館 
 
 

陳倫祥 
實耐格科技股份有限公司 
Chenray0123@gmail.com 
 

童秋芳 

土蜂世家 

 

黃有財 
申豐蜜工坊 
u50080@yahoo.com.tw 
 

詹承霖 
蜂和小鎮 
 



黃志立 
阿立養蜂場 
hwang7155@yahoo.com.tw 
 

廖貫博 
國立中興大學 
v100274634123@gmail.com 
 

黃怡儒 
時代養蜂場 
 

劉日貴 
朝陽養蜂農場 
 

黃俊豪 
蜂信子 
hjh861515@gmail.com 
 

劉啟明 
愛蜂坊蜂園 
 

黃唯洲 
愛蜂園有限公司 
 
 

劉瑞金 
自然花園養蜂園 
 

黃清揚 
情人蜂蜜股份有限公司 
 
 

劉筱葶 
田蜜園養蜂農場 
janet3132@yahoo.com.tw 
 

黃連旺 
臻靓養蜂世家 
 
 

劉銘賢 
volvo0325@yahoo.com.tw 
 

黃進森 
森悅蜂園 
 
 

劉靜芳 
土蜂世家 
 

黃溫雄 
永農養蜂場 
tashu0881@gmail.com 
 

蔡文傑 
行政院農業委員會農業試驗所 
twj1412@yahoo.com.tw 
 

黃鈺婷 
金日村養蜂園 
 
 

蔡文裕 
台中精機 
m3808@mail.or.com.tw 
 

黃鐘頤 
綠竹生態蜂業 
 
 

蔡世茂 
自耕小農 
Tsaysm06@yahoo.com.tw 
 

楊建良 
地瓜妹迷你蜂場 
lampberger.tw@gmail.com 
 

蔡志洋 
shoyoung98@gmail.com 
 

楊恩誠 
國立臺灣大學昆蟲學系 
ecyang@ntu.edu.tw 
 

蔡明憲 
臺北市松山社區大學 
ben30003@gmail.com 
 

蔡婷伃 
大地養蜂場 
 
 

鍾享鵬 
好蜜多養蜂場 
 
 



蔡慧玲 
海納百川人文與生技/台灣女科技人學會 
huiling858209@yahoo.com.tw 
 

鍾景和 
椰園蜂場 
a0910788303@gmail.com 
 

鄧斯為 
鹿草養蜂產銷班 
kevin318318@gmail.com 
 

龔吉光 
佛光養蜂場 
 
 

鄧象 
鹿草養蜂產銷班 
 
 

彭俊偉 
環虹錕騰科技股份有限公司 
 
 

鄭紹春 
中華科技農漁牧業發展協會 
chun995@gmail.com 
 

張偉軍 
環虹錕騰科技股份有限公司 
 
 

盧偉岸 
台灣世界展望會 
luwayan@gmail.com 
 

黃偲佳 
環虹錕騰科技股份有限公司 
 
 

蕭辛諭 
采蜂林蜂業 
 
 

徐于婷 
明道大學 
babypig7280@gmail.com 
 

蕭詳宸 
吉翔蜂園 
emma94139413@gmail.com 
 

李岳隆 
臺一蜂業 
Kkk0912310885@yahoo.com.tw 

賴奕成 
瀚成實業有限公司 
hc54064705@gmail.com 
 

林麗娟 
臺一蜂業 
 

賴朝賢 
宏基蜜蜂生態農場 
 
 

 

賴德成 
鳳形養蜂園 
 
 

 

謝光霓 
沙鹿國中 
marsisibest@yahoo.com.tw 
 

 

謝再添 
行政院農業委員會藥物毒物試驗所 
htt@tactri.gov.tw 
 
鍾坤旺 
野外營 
 
 
 

 

mailto:kevin318318@gmail.com


 
方信中 

吳明德 陳惠雲 
 

李和展 
 

陳翠華 
 

李美滿 
 

陳顯宗 
 

李嘉祥 
 

程啟宗 
 

林見山 
 

黃永勝 
 

林俊佑 
 

黃吉義 
 

林意臻 
 

黃惠暖 
 

林祺水 
 

楊聯國 
 

柯宇揚 
 

劉柏裕 
 

洪月英 
 

劉謊傑 
 

徐林美 
 

蔡牡丹 
 

徐建庭 蔡帛晏 

康席羚 鍾瑜潔 
 

張世杰 簡武諺 
 

張永坤 簡輔孝 
 

張彥文 
 

簡誌良 
 

梁鳳娥 
 

陳國昌 

許慶杠 
 

 

許慶松 
 

 

郭泓霖 
 

 

陳文政 
 

與會者無提供足夠個人資訊，因此僅呈
現與會者之姓名於此頁，若想與之聯
絡，請通知本會，會協助聯絡事宜。 

陳啟川  

  
  



中國養蜂學會代表团 

第十一届海峡两岸蜜蜂与蜂产品研讨会名单 

陈黎红 
中国养蜂学会 
chenlihong@caas.cn 
 

张其安 
山东华康蜂业有限公司 
honey@hkhoney.com 

李建科 
中国农业科学院蜜蜂研究所 
apislijk@126.com 
 

吴健新 
黄山市徽州区西溪南蜂业合作社 
243374435@qq.com 

孙丽萍 
中国农业科学院蜜蜂研究所 
caasun@126.com 
 

战立新 
黑龙江神顶峰黑蜂产品有限公司 
heifeng998@126.com 

张红城 
中国农业科学院蜜蜂研究所 
460414874@qq.com 
 

许金亭 
山东莱芜市朗野蜂业有限公司 
lwlangyefengye@163.com 

方兵兵 
中国农业科学院蜜蜂研究所 
fangbingbing@caas.cn 
 

王  斌 
山东莱芜市朗野蜂业有限公司 
lwlangyefengye@163.com 

余林生 
安徽农业大学动物科技学院 
yulinsheng@ahau.edu.cn 
 

王建梅 
中国养蜂学会 
wangjianmei01@126.com 

吉  挺 
扬州大学动物科学与技术学院 
jiting12@sohu.com 
 

 

林宇清 
丽水市畜牧兽医局 
lsyuqing@163.com 
 

 

仇志强 
扬州蜂行天下文化发展有限公司 
404494881@qq.com 
 

 

刘富海 
北京天宝康高新技术开发有限公司 
liufuhai7627@126.com 
 

 

李彬之 
北京天宝康高新技术开发有限公司 
mifengjiankang@126.com 
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2016第十一屆海峽兩岸蜜蜂與蜂產品研討會 

贊助捐款芳名錄 

序號 代表人 公司名稱 

1 李仁傑 蜂之鄉有限公司 

2 陳浩琦 台灣檢驗科技股份有限公司 

3 孫文耀 泰裕祥股份有限公司 

4 王清賢 捷恩麥克生物科技有限公司 

5   陳金堆 永祥蜂蜜實業有限公司 

6   吳慶泉 清蜂巢企業社 

(編排順序依造贊助時間先後) 

 




