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摘要：【目的】分析不同地理群体中华蜜蜂（Apis cerana cerana）csd 的多态性。【方法】以吉林长白山、

海南海口、广西南宁、湖北神农架和江西靖安 5个省市的中蜂工蜂为试验材料，提取每个工蜂样品的基因组 DNA，

对 csd 3区进行 PCR扩增、克隆和测序，分析 csd的多态性。【结果】对中国 5个省市的中蜂 csd 3区基因组序列

进行了克隆测序，获得 32条 csd基因单倍型，其中吉林长白山和江西靖安群体 csd的多态性显著高于其它群体，

而吉林长白山群体和江西靖安群体之间，广西南宁群体、海南海口群体和湖北神农架群体之间 csd 的多态性没有

显著差异。利用 csd 进行群体分析表明江西靖安中蜂与吉林长白山中蜂的核苷酸分歧度和遗传距离均最大，湖北

神农架中蜂与广西南宁中蜂之间核苷酸分歧度和遗传距离最小。系统进化树表明来自 5 个地理群体的单倍型在进

化树上混杂在一起，并没有按照地理来源分为 5支。【结论】中华蜜蜂 csd在各个地理群体中均具有很高的多态性，

并且多态性水平在群体间有差异。 
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Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to analyze the polymorphism of csd in different geographical populations 
of Chinese honeybee (Apis cerana cerana) (Hymenoptera: Apidae). 【Method】 Worker bees collected from Changbaishan (Jilin), 
Haikou (Hainan), Nanning (Guangxi), Shennongjia (Hubei) and Jing’an (Jiangxi) were used as materials, and genome DNA was 
extracted from each sample for PCR amplification of the csd region 3, PCR products were cloned and sequenced, polymorphism of 
csd in different geographical populations were analyzed by using the obtained sequences. 【Result】 The genomic region 3 of csd in 
Apis cerana cerana from 5 geographical populations were cloned and 32 csd haplotypes were obtained. The polymorphism of csd in 
Changbaishan (Jilin) and Jing’an (Jiangxi) populations were significantly higher than those in Nanning, Haikou and Shennongjia 
populations, while the polymorphism of csd between Changbaishan (Jilin) and Jing’an (Jiangxi) populations, and that between 
Nanning (Guangxi), Haikou (Hainan) and Shennongjia (Hubei) populations showed no significant difference. Meanwhile, population 
analysis based on csd haplotypes showed that the nucleotide divergence and genetic distance between Changbaishan (Jilin) and 
Jing’an (Jiangxi) populations were maximal, while those between Shennongjia (Hubei) and Nanning (Guangxi) populations were 
minimal. The phylogenetic analysis showed that all the haplotypes from these five geographical populations were mixed on the 
phylogenetic tree, not from 5 clade according to different geographical origins. 【Conclusion】 csd has a high level of polymorphism 
in all these populations, moreover, the polymorphism level showed some difference among populations. 
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0  引言 

【研究意义】中华蜜蜂（Apis cerana cerana，简

称中蜂）是中国特有的蜂种资源，也是东方蜜蜂最重

要的 1 个亚种，具有抗螨能力强、嗅觉灵敏和善于采

集零散蜜源等特性。近二十年来，国内学者对中蜂遗

传多样性和生物学特性进行了卓有成效的研究[1-6]，但

对于不同地理群体中蜂csd基因多态性的研究未见报

道。开展中蜂csd基因多态性研究，不仅能填补这方面

的空白，而且对于保护、开发和利用中蜂这一宝贵资

源具有重要意义。【前人研究进展】蜜蜂的性别是由

一种“互补性性别决定”（ complementary sex 
determination）机制决定的，早在 150 年前研究者就

推测在蜜蜂染色体上有 1 个“互补性性别决定因子

（csd）”决定个体的雌雄。此后发现该性别决定机制

是包括蜜蜂在内的大多数膜翅目昆虫的主要性别决定

机制[7-8]。Beye等通过定位克隆鉴定出蜜蜂csd [9]，分

析发现蜜蜂csd存在很高的多态性。当个体为二倍体且

含有 2个不同的csd等位基因时，编码的 2个异质的Csd
蛋白形成有功能活性的复合体调控下游基因使得个体

发育成雌性；当个体为只含有 1 个csd等位基因的单倍

体时，编码的Csd蛋白不具有功能活性，使得个体发

育成雄性。蜜蜂csd是果蝇Tra蛋白的远缘同系物，含

有 9 个外显子，它们被 2 个大的内含子分成 3 个区，

分别为 1、2、3 区。3 区有 1 个精氨酸/丝氨酸富聚区

和脯氨酸富聚区，在这 2 个结构域之间是 1 个高变区，

Hasselmann等、Cho等通过对意大利蜜蜂、东方蜜蜂、

大蜜蜂csd基因多态性的分析表明该基因受到平衡选

择[10-13]，并且csd的基因多态性是蜜蜂中性区域的 7
倍[12]。【本研究切入点】在中蜂遗传多样性和生物学

特性研究基础上，对中国不同地理群体中蜂csd基因多

态性分析。【拟解决的关键问题】本研究拟对中国境

内 5 个省中蜂csd 3 区进行克隆测序，分析csd的基因

多态性，并构建分子系统树，以期从分子水平上获得

中蜂种群间的相互关系，为培育中蜂新品种提供理论

基础。 

1  材料与方法 

试验于 2009 年 10 月至 2010 年 11 月在江西农业

大学蜜蜂研究所完成。 

1.1  试验材料 

从吉林长白山（东经 127°40′，北纬 41°35′）、海

南海口（东经 110°10′，北纬 20°3′）、广西南宁（东

经 108°19′，北纬 22°49′）和湖北神农架（东经 109°56′，
北纬 31°15′）每处分别采集 2 群中蜂，江西靖安（东

经 115°22′，北纬 28°53′）采集 3 群中蜂，每群随机采

50—100 只，放人无水乙醇（分析醇）中，置-20℃的

冰箱保存至 DNA 提取。 
1.2  样品的 DNA提取 

取每只个体的胸部肌肉用 Animal Genomic DNA 
Extraction 试剂盒（博凯，北京）提取基因组 DNA，

采用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测各模板有无降解；用

紫外分光光度计检测 DNA 浓度和纯度，-20℃保存备

用。每群中蜂提取 30 个体 DNA 样品，供 PCR 扩增、

克隆及测序使用。 

1.3  引物设计、合成 

PCR扩增引物主要参考Cho等[12]发表的关于csd基
因多态性的文章中使用的引物序列，并进行了适当修

改，引物由上海生工生物工程技术有限公司合成。引

物名称及其序列如下：CSD-3FMDC：AAT TGG ATT 
TAT TAA TAT AAT TTA TTA TTC AGG （正向）；

CSD-3RCD：ATY TCA TTA TTC AAT ATG TTN 
GCA TCA（Y=C/T）（反向）。 
1.4  PCR 扩增、克隆及测序 

以基因组 DNA 为模板，采用保真性很高的 LA 
Tag DNA 聚合酶进行 PCR 扩增。反应条件为：94℃  
3 min，94℃ 30 s，54℃ 30 s，72℃ 2 min，30 个循环，

72℃后延伸 10 min。PCR 反应结束后，取出 5 µL PCR
产物进行琼脂糖凝胶电泳 40 min，在凝胶成像系统

中观察结果。用 DNA GEL EXTRACTION 试剂盒（博

凯，北京）进行 PCR 产物胶回收。将回收的目的片

段与 pEASY-T3 载体（Transgene，北京）进行连接，

转化到 DH5α 感受态细胞，阳性克隆用 PCR 方法进

行鉴定并送到上海生物工程有限公司进行正反向测

序。 
1.5  DNA 序列数据处理 

测序结果采用 Chromas软件读取，并经人工仔细

核对，确保DNA序列的正确性。将测序获得的每一个

克隆的正反向序列去掉载体和引物序列，用DNAstar
软件包中Seqman程序进行拼接获得完整一致序列[14]；

采用DAMBE软件分析单倍型[15]；采用ClustalX1.8 进

行多序列比多并进行人工矫正[16]；采用MEGA4.0 软件

构建系统进化树以及计算品种间 Kimura 双参数遗

传距[17]；采用最小进化法（ME），2000 次自展重抽

样构建系统树；采用DNAsp5.0 软件分析核苷酸多态

性[18]。 
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2  结果 

2.1  5个中华蜜蜂地理群体 csd的核苷酸多态性 
取吉林长白山、海南海口、广西南宁、湖北神农

架和江西靖安 5 个区域的中蜂群体，用每只个体的胸

部肌肉提取DNA，用 csd 3区特异引物进行 PCR扩增，

对目的片段进行克隆，对每个个体挑取 1—3 个克隆进

行测序，总共获得 131 条 csd 3 区的序列，片段长度

为 705—861 bp。其中有很多序列在各个群体内部存在

重复，将各个群体内的重复序列去掉，5 个群体共有

80 条在各个群体内部无重复的序列（GenBank 序列号

为 HQ915642-HQ915721），这些序列归属于 69 个单

倍型，其中有 9 个单倍型为 2 个以上群体共有。 
在对csd进行PCR扩增时容易扩增出另一个与csd

基因序列高度相似的fem [19-20]，导致PCR产物中混入

fem的序列，在系统树上与csd序列形成完全分开的 2
支，并且 fem缺乏多态性。因此，笔者首先利用

MEGA4.0 软件构建中蜂各地理种群所有单倍型间的

ME分子系统树，如图 1 所示，所有的单倍型在分子

系统树上很明显地形成 2 支，将它们分别命名为type I
和type II，其中type I单倍型有 32 条，type II单倍型有

37 条。同时从进化树上也可看出，来自不同地理群体

的单倍型混杂在一起，在系统树上并没有按照地理来

源形成 5 支。多态性分析表明，type I单倍型具有很高

的多态性（π=0.07487±0.00738），远远高于 type II
（π=0.01655±0.00115）。并且本研究所获得的type II
型单倍型也与Hasselmann等[19-20]报道的fem序列具有

很高的一致性，因此本试验所获得的type II应该为

fem，而type I才应该是csd，故仅用type I单倍型来进行

进一步的分析。 
将 5 个中蜂群体的 32 个 type I 单倍型依次命名为

H1—H32（图 2），吉林长白山、海南海口、广西南

宁、湖北神农架和江西靖安 5 个群体的单倍型数分别

为 11、9、9、7 和 5 个。其中，H3、H10、H11、H15、
H23、H28 这 6 个单倍型分别为 2 个群体共有，H6 为

吉林长白山、广西南宁、湖北神农架、江西靖安 4 个

群体共有（表 1）。对 5 个群体 type I 单倍型的多态

性进行分析表明，吉林长白山、江西靖安、广西南宁、

海南海口和湖北神农架群体的多态性依次为 0.09425、
0.09987、0.05096、0.04612 和 0.03588（表 2）。其中，

吉林长白山和江西群体的多态性显著高于其它群体

（Z 检验，P＜0.01），而吉林长白山群体和江西靖安

群体之间，广西南宁群体、海南海口群体和湖北神农

架群体之间的的多态性没有显著差异。 
2.2  5 个中华蜜蜂地理群体间核苷酸分歧度和遗传

距离 

采用核苷酸分歧度（Dxy）来表示群体间 csd 核苷

酸多态性。各群体核苷酸分歧度在 0.03977—0.09208（表 
 

表 1  csd 3 区 type I 单倍型在 5个中蜂群体中的分布 

Table 1  Distribution of csd type I  haplotypes in five Apis cerena cerena populations 

群体 Population 单倍型 Haplotype 

吉林长白山 Changbaishan, Jilin  H1，H2，H3，H4，H5，H6，H7，H8，H9，H10，H11 

海南海口 Haikou, Hainan  H10，H12，H13，H14，H15，H16，H17，H18，H19 

广西南宁 Nanning, Guangxi  H3，H6，H11，H15，H20，H21，H22，H23，H24 

湖北神农架 Shennongjia, Hubei  H6，H23，H25，H26，H27，H28，H29 

江西靖安 Jing’an, Jiangxi  H6，H28，H30，H31，H32 

存在于 2 个以上群体的单倍型用粗体表示  Haplotypes exist in more than two populations are expressed in bold characters 

 
表 2  5个中蜂群体 csd 3 区 type I单倍型的核苷酸多态性 

Table 2  Nucleotide polymorphism of csd type I haplotypes in the region 3 from five Apis cerena cerena populations 

群体 
Population 

单倍型 
Haplotype 

变异位点数 
Variable site 

简约信息位点数 
Parsimony informative site 

核苷酸多态性 
Ucleotide polymorphism (π) 

吉林长白山 Changbaishan, Jilin 

海南海口 Haikou, Hainan 

广西南宁 Nanning, Guangxi 

湖北神农架 Shennongjia, Hubei 

江西靖安 Jing’an, Jiangxi 

11 

9 

9 

7 

5 

196 

92 

118 

74 

146 

91 

73 

45 

22 

75 

0.09425±0.01205a 

0.04612±0.01223b 

0.05096±0.01387b 

0.03588±0.00953b 

0.09987±0.01897a 
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JL：吉林；GX：广西；HN：海南；HB：湖北；JX：江西，图 3 同。节点处的数字为自展值 
JL: Jilin; GX: Guangxi; HN: Hainan; HB: Hubei; JX: Jiangxi. The same as fig. 3. Bootstrap percentages are shown on internal branches 

 

图 1  5个中蜂群体 csd 3区所有单倍型的 ME分子系统树 

Fig. 1  Minimum evolution tree of csd haplotypes in the region 3 from five Apis cerena cerena populations 
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.表示碱基相同；-表示插入间隔  Dot indicates the same bases; - indicates the inserting blank 

 

图 2  Type I单倍型及其变异位点 

Fig. 2  Variable sites in type I haplotpyes 

 
3）。其中湖北神农架中蜂与广西南宁中蜂之间分歧度

最小，为 0.03977；江西靖安中蜂与吉林长白山中蜂分

歧度最大，为 0.09208；江西靖安中蜂与湖北神农架中

蜂、海南海口中蜂的分歧度也很大。 

利用 csd 3 区单倍型序列计算 5 个中蜂地理群体

间 kimura 双参数遗传距离，看出各种群间遗传距离在

0.02367—0.05728（表 3）。江西靖安中蜂与吉林长白

山中蜂的遗传距离最大，湖北神农架中蜂与广西南宁 
 

表 3  5个中蜂地理群体间核苷酸分歧度（Dxy）和遗传距离 

Table 3  Nucleotide divergence ( Dxy) and genetic distance among five Apis cerena cerena populations 

群体 
Population 

吉林长白山 
Changbaishan, Jilin 

海南海口 
Haikou, Hainan 

广西南宁 
Nanning, Guangxi 

湖北神农架 
Shennongjia, Hubei 

江西靖安 
Jing’an, Jiangxi 

吉林长白山 Changbaishan, Jilin  0.07872 0.08054 0.07981 0.09208 

海南海口 Haikou, Hainan 0.04826  0.04978 0.04500 0.08329 

广西南宁 Nanning, Guangxi 0.04871 0.02974  0.03977 0.08165 

湖北神农架 Shennongjia, Hubei 0.04849 0.02615 0.02367  0.08510 

江西靖安 Jing’an, Jiangxi 0.05728 0.05111 0.05141 0.05181  

上三角为核苷酸歧异度（Dxy）；下三角为遗传距离  Upper diagonal is nucleotide divergence (Dxy); Lower diagonal is genetic distance  
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中蜂之间的遗传距离最小。 
根据遗传距离进行 UPGMA 聚类分析，结果显示

先是湖北神农架中蜂与广西南宁中蜂聚在一起，再与

海南海口中蜂聚成一支，然后与吉林长白山中蜂聚在

一起，最后才与江西靖安中蜂聚在一起（图 3）。 
 

 
 

图 3  5个中蜂地理群体遗传距离 UPGMA聚类图 

Fig. 3  UPGMA diagram of five Apis cerena cerena populations 

based on genetic distance 

 

3  讨论 

csd为蜜蜂性别决定基因，在同一个蜜蜂种的同一

群体中存在多种单倍型，表现出很高的多态性[10-13]。

本研究中通过克隆测序获得了csd的多种单倍型，并且

分析表明csd在 5 个群体中的多态性都很高，与前人研

究结果一致。 
笔者用所有获得 csd 的单倍型构建系统进化树，

理论上，如果 csd 在不同地理群体间由于进化形成的

变异很大，那么在进化树上就可能会根据不同地理来

源聚成不同的进化支，而本研究的结果表明来自不同

地理群体的 csd 的单倍型在进化树上并不能按照地理

来源分成 5 支，这可能说明 csd 在不同地理群体间的

遗传分化还没达到完全按照地理来源分开的程度。另

外一种可能就是由于人工养殖导致不同地理群体的中

蜂存在生殖交流，导致 csd 在不同地理群体间存在交

流。 
本研究发现，吉林长白山中蜂和江西靖安中蜂与

另外 3 个群体的遗传距离比较远。对于吉林长白山中

蜂，可能是由于在地理上与其它 3 个群体相隔较远，

彼此之间是相对隔离的群体，缺乏基因交流，因而遗

传距离远；而对于江西靖安中蜂，原因是中蜂样品取

自江西省靖安县中蜂种王养殖繁育场，可能是经过人

工定向选育的中蜂，csd 会丢失，表现在 type I 单倍型

较少，多态性较低，因此与其它群体的遗传距离最远。

至于广西南宁、湖北神农架、海南海口遗传距离较近，

可能是人为引进蜂种或蜂群转地饲养致使三地中蜂基

因交流。 

4  结论 

中华蜜蜂 csd 在各个地理群体中均具有很高的多

态性，其中吉林长白山和江西靖安群体的多态性显著

高于其它群体，而吉林长白山群体和江西靖安群体之

间，广西南宁群体、海南海口群体和湖北神农架群体

之间的多态性没有显著差异。群体分析表明，江西靖

安中蜂与吉林长白山中蜂的核苷酸分歧度和遗传距离

均最大，湖北神农架中蜂与广西南宁中蜂之间核苷酸

分歧度和遗传距离最小。系统进化树表明来自 5 个地

理群体的单倍型在进化树上混杂在一起，不能按照地

理来源分为 5 支。 
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