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运用 RAPD技术检测中华蜜蜂
蜂群中亚家庭数量
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摘要:以中华蜜蜂(Apisceranacerana)为实验材料 , 运用随机扩增多态 DNA(RAPD)技术和 NTSYS聚类软件分

析蜂群亲缘关系指数和亚家庭数组成。结果表明:RAPD技术是检测中华蜜蜂亚家庭数量的一种有效方法。
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DetectingofSubfamiliesofHoneybee(Apisceranacerana)
withRAPDTechnique

HUANGQiang1 , LIUZhi-yong2 , ZHENGJia-lan1 , ZENGZhi-Jiang1＊

　　(1.CollegeofAnimalScienceandTechnology, JAU, Nanchang330045, China;2.JiangxiInstituteof

LaborhygieneandOccupationalMedicine, Nanchang330006, China)

　　Abstract:TheexperimentswereconductedwithApisceranaceranaandthenanalyzetherelatednessand

subfamilycompositionofthecolonywereanalyzedwithRAPDtechniqueandNTAYSsoftware.Theresults

showedthatRAPDtechniqueisaneffectivewaytoidentifythesubfamiliesofthecolony.
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蜜蜂社会行为学特性一直受到广大生物学家关注 ,其原因一方面是人们意识到蜜蜂给农作物授粉

的重要性 ,另一方面是蜜蜂社会行为学研究结果对整个社会生物学及行为生态学领域都有深远影

响
[ 1]
。由于蜂王属于多雄交配方式 ,因此造成了蜂群由许多 “同母异父 ”亚家庭组成 ,这样必然造成了

蜂群中蜜蜂个体之间的亲缘关系指数不同
[ 2 ～ 4]

。正是由于蜜蜂个体之间的亲缘关系指数差异 ,工蜂表

现出了亲属的辨认 、优惠及监督行为
[ 5 ～ 11]

。研究处女蜂王与雄蜂交配数量的方法很多 ,最早的方法是

研究者观察蜂群巢门口处女蜂王交配后带交配标志进行计数 ,显然这种方法不够科学和准确 ,因为处女

蜂王交配标志有可能在归巢前丢失 ,另外观察者也很可能漏计算蜂王交配后归巢的次数 ,后来有人利用

蜂群内工蜂体色来估算处女蜂王与雄蜂交配数量以及雄蜂精液的利用情况 ,这种方法要求工蜂体色必

须存在明显差异 。Page和 Metcal用同功酶标记技术研究处女蜂王与雄蜂交配数量以及雄蜂精液的使

用情况 ,但是 ,同工酶在膜翅目中缺乏多态性 ,这就大大限制了它们的用途。 Sasaki认为这种方法因分

辨力低而不能有效判断工蜂的父系来源 ,便运用 DNA指纹技术分析确认出蜂王是高度多雄性交配 ,但

由于采集许多 DNA样品的指纹 ,很耗时间且受个体提取的 DNA数量的限制 ,必需的每个反应和产生复

合带模型也都很难分析 , Fondrk等应用随机扩增多态 DNA(randomamplifiedpolymorphicDNA, 简称
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表 1　PCR反应体系中各组分的优化结果

Tab.1　 TheoptimalPCRcomponentscomposition

成分 用量 /μL

10＊PCRBuffer 2

MgCl2(25 mmol/L) 2.4

dNTP(10 mmol/L) 0.3

F(引物)(12.5μmol/L) 1

Taq酶 0.5

DNA 0.5

H2O 13.3

总计 20

RAPD)标记和同功酶标记技术 ,正确地测定了西方蜜蜂(Apismellifera)工蜂的父系来源 。VNTR在蜜蜂

亲缘关系鉴定上的应用也非常广泛 ,它们是具有高度多态性的遗传标记 ,多位于基因非编码区以及染色

体的近端粒区。本文应用 RAPD技术检测了中华蜜蜂蜂群中亚家庭数目 ,现总结报道如下 。

1　材料与方法

1.1　实验材料

以三群中华蜜蜂(Apisceranacerana)为实验蜂群 ,分别为 39号蜂群 , 43号蜂群和 58号蜂群 。蜂群

饲养于江西农业大学蜜蜂研究所。 Taq酶 、DNAmarker、RNA酶 、蛋白酶和 loadingdye均购自 MBI,

dNTP购自美灵宝 ,西班牙原装进口琼脂糖 , Goldview购自博大泰克 ,其它产品为国产分析纯。

1.2　实验方法

1.2.1　取样　工蜂个体用 φ(乙醇)=95%浸泡保存 。

1.2.2　蜜蜂基因组 DNA的提取　用苯酚 -氯仿提取法
[ 12, 13]

。

1.2.3　DNA浓度和纯度检测　琼脂糖凝胶电泳检测:取 2 μL待测 DNA和 1μL上样液(loadingdye)

混匀 ,上样于 8g/L加有 goldview的琼脂糖凝胶 , 5 V/cm电泳 ,待样品跑到 4/5处时取下凝胶 ,在紫外

灯下观察电泳结果并拍照保存 。

紫外分光光度计检测:取 6 μL待测 DNA溶液稀释 500倍到 3 mL,分别在紫外分光光度计 260 nm

和 280 nm处测定其 OD值 。

DNA质量浓度(μg/mL)=OD260 ×稀释倍数 ×50 (1)

DNA质量纯度 =OD260 / OD280 (2)

1.2.4　PCR反应和 RAPD产物电泳检测 　所用 14 对 RAPD引物由上海生工合成 , AW1:

GAAACGGGTG;AW2:ACGGATCCTG;AW3:TGAGCCTCAC;AW4:CACCCGGATG;AW5:GGTCGGAGAA;

AW6:TGGTCGCAGA;AW7:TGTTCCACGG;AW8:CCCTACCGAC;AW9:TTTGCCCGGT;AW10:CGGC-

CCGGGT;AW11:CCTAGTCGAC;AW12:TCATCCGAGG;AW13:CGGACGGCGG;AW14:GTACCGCCCG。

最佳 PCR反应条件的建立:对各组分

用量进行优化
[ 12, 14]

,优化结果见表 1。

PCR循环参数如下:94 ℃预变性

5 min;94 ℃变性 1 min;36℃退火 1 min,

以 0.5℃/S速度到达延伸温度;72 ℃延

伸 2 min;72 ℃后延伸 10 min,循环 40次 。

PCR产物电泳:取 5μLPCR产物和

1 μL上样液(Loadingdye)混匀 , 上样于

15 g/L的琼脂糖凝胶 , 4 V/cm电泳 ,待样

品跑到 4 /5处时将胶取出 ,在紫外灯下观

察扩增结果 ,在凝胶成像系统上拍照 。

1.2.5　数据处理　根据每只蜜蜂 RAPD

扩增出的带谱进行统计分析 ,有条带的记为 1,没有条带的记为 0,建立 Excel表格 。用 NTSYS软件对表

格进行聚类分析 ,得到蜜蜂个体间的遗传相似系数和各亚家庭组成 。

2　实验结果

2.1　DNA提取结果

DNA提取的质量往往是决定 RAPD分析成功与否的关键 ,电泳结果表明 ,所提取的基因组 DNA主

带清晰 ,无降解(图 1)。

2.2　RAPD扩增结果

用以上 14对随机引物对基因组 DNA扩增(图 2),根据扩增结果用 NTSYS软件计算出个体间的遗

传相似系数表(图 3)。
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　　图 1　蜜蜂基因组 DNA

Fig.1　GenomicDNAextractedfromhoneybee

　　图 2　引物 AW14扩增

Fig.2　PCRproductofprimerAW1

2.3　亚家庭成员分析

　　图 3　39号蜂群个体之间的遗传相似系数

Fig.3　Thegeneticcoefficientamongtheworkersofcolony39

根据全同胞姐妹亲缘关系指数为 0.75, 39号蜂群可以聚类出 13个亚家庭 , 43号蜂群可以聚类出 9
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个亚家庭 , 58号蜂群可以聚类出 12个亚家庭 ,即蜂王分别与 13只雄蜂 , 9只雄蜂和 12只雄蜂进行了交

配 。这与中华蜜蜂蜂王自然交配次数相吻合
[ 15]
,同时说明了 RAPD技术能有效鉴定中华蜜蜂蜂群中的

亚家庭数目 。

3 　讨　论

蜜蜂是多雄性交配社会昆虫 ,蜂群由全同胞姐妹和半同胞姐妹组成 ,全同胞姐妹的亲缘关系指数 r

=0.75,半同胞姐妹的亲缘关系指数数 r=0.25+0.5 /n(n为与蜂王交配的雄峰数量),亚家庭成员间

的社会行为关系一直是各国昆虫学家关注的焦点 。用 RAPD技术鉴别雄蜂来源比较简单经济 ,条带的

分析也比较容易 ,显然 RAPD技术是分析中华蜜蜂亚家庭数量的一种简单有效的方法 。
致谢:在实验过程中得到了江西省动物生物重点开放实验室任军研究员的帮助 ,在此表示感谢。
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