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熊蜂 ISSR—PCR体 系的建立与优化及其 

在亲缘关系分析中的应用 

耿金虎 ，黄 强 ，徐希莲 ，曾志将 ' 
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摘要：以小峰熊蜂 Bomb~hypocrita P6rez为实验材料，建立并优化简单序列重复区间 (inter—simple sequence repeat， 

ISSR)扩增多态反应体系，并运用 ISSR标记和 NTSYS聚类软件分析群内亲缘关系和亚家系组成。结果表明：在 

10 L的PCR反应体系中各组分的适宜终浓度为 1×PCR缓冲液、0．3 mmo~L反应底物 、1．25 moL／L引物、3 mmo~L 

镁离子、2．5 U Taq酶和8．18～23．76 mL DNA模板。用此优化后的反应体系对小峰熊蜂基因组 DNA进行 ISSR— 

PCR扩增，能有效分析群内亲缘关系和亚家系组成。 
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Establishment and optimization of ISSR．PCR reaction system and its 

application in the genetic coeffi cient analysis of Bombus hypocrita P6rez 

(Hymenoptera：Apidae) 

GENG Jin—Hu ，HUANG Qiang ，XU Xi—Lian，ZENG Zhi Jiang (1．Institute of Information on Science 

and Technology of Agriculture，Beijing Academy of Agricultural and Forestry Sciences，Beijing 100097， 

China；2．Honeybee Research Institute，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China) 

Abstract：In this study．the ISSR—PCR reaction system was established．optimized and then used to analyze 

the genetic coe仿cient and the subfamily composition of Bombus hypocrita P6rez．The optimized reaction 

system was established as follows：1×PCR buffer，0．3 mmol／L dNTP．1．25 b~mol／L primer．3 retool／L 

Mg“ ，2．5U Taq polymerase and 8．18—23．76 LLg／mL DNA．Our results indicated that ISSR markers 

obtained with this optimized system could be effectively used to analyze the genetic coefficient and subfamily 

composition． 
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熊蜂 Bombus spp．为膜翅目 (Hymenoptera)蜜 

蜂科 (Apidae)熊蜂属 Bombus昆虫的总称，是多食 

性的社会性昆虫，进化上处于从独居到营社会性生 

活的中间阶段。虽然熊蜂的社会性程度低于蜜蜂和 

膜翅目其他一些社会昆虫，但是熊蜂群内仍有着明 

确的社会分工。大部分熊蜂种都是单雄交配，只有 

少数熊蜂种为双雄或多雄交配 (Goulson，2003； 

Payne et a1．，2003)。熊蜂既是研究昆虫社会行为机 

制的理想的模式昆虫，也是野生植物和温室作物最 

重要 的授粉 昆虫之一 (Sommeijer and De Ruijter， 

1999；Mommaerts et a1．，2006)。 

亲缘关系对昆虫社会行为的影响是昆虫学家研 

究的焦点问题 (Bourke and Ratnieks，2000；Alaux et 

a1．，2004)。蜜蜂属昆虫多为多雄交配，通常由几 

个或十几个亚家系组成，全同胞姐妹之间的亲缘关 

系指数为 0．75，半同胞姐妹之间亲缘关系指数为 

0．25+0．5／n(n为与蜂 王交配 的雄蜂 数量 ) 

(Hamilton，1964a，1964b)。由于其群内工蜂与其 

他工蜂所产雄蜂卵之间的亲缘关系指数小于工蜂与 

蜂王所产雄蜂卵的亲缘关系指数，工蜂一般选择培 

育蜂王所产的雄蜂卵，而清除其他工蜂所产的雄蜂 

卵，从而形成工蜂 监督 (worker policing)机制 

(Ratnieks and Visscher，1 989；Foster and Ratnieks， 

2001； Martin et a1．， 2004； Pirk et a1．， 2004； 

Beekman and Oldroyd，2005)。但是在熊蜂中，由于 

多数蜂种的蜂群一般由一个亚家系组成，工蜂之间 
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亲缘关系为0．75，所以工蜂与其他工蜂所产雄蜂卵 

之间的亲缘关系指数大于工蜂与蜂王所产雄蜂卵间 

的亲缘指数。按照工蜂监督与亲缘选择理论，熊蜂 

工蜂应该选择培育 自己或其他工蜂所产雄蜂卵，清 

除蜂王所产雄蜂卵。然而，熊蜂工蜂实际仍然选择 

培育蜂王所产雄蜂 (Cnaani et a1．，1997；Alaux et 

a1．，2004)。目前，对此现象产生的可能原因与其 

机制仍存较大争议(Ayasse et a1．，1999)，尚需要借 

助简便且经济的手段与方法进一步系统开展熊蜂行 

为生态学研究，以明确熊蜂社会行为机制。 

相对于形态标记、细胞标记以及生化标记等传 

统标记而言，分子标记技术已经在亲缘关系分析 

(Estoup et a1．，1 994；Takahashi and Nakamura， 

2003；Lopez—Vaamonde et a1．，2004)、生物 品种鉴 

别、系统发育、遗传多样性等方面显示出重要作用 

(Huang and Sun，2000)。其中，ISSR标记是一项 

基于微卫星序列，兼具 SSR和 RAPD的优点，具有 

模板用量少、操作简单，并且符合孟德尔遗传、遗传 

稳定性强、多态性丰富等特点 (Ziethiewicz et a1．， 

1994；Zhao et a1．，2007)，并作为研究手段已应用 

于蜜蜂 亲缘 关 系分析 中 (Paplauskien6 et a1．， 

2006)。本研究旨在建立熊蜂 ISSR—PCR反应体系， 

为熊蜂群内亲缘关系及亚家系组成的研究提供研究 

手段与实验方法，从而有助于从遗传角度研究和解 

释熊蜂的社会行为及遗传多样性等问题。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

2008年 5月上旬在河北省兴隆县雾灵山地区 

采集小峰熊蜂Bombus hypocrita P6rez蜂王98头，带 

回室内，分置于小盒(6．5 em x 10 cm x 7 cm)中， 

并加入4～5头意大利蜜蜂 mettifeFa工蜂刺激 

小峰熊蜂蜂王产卵(Roseler，1985；Duchateau and 

Vehhuis，1988；Duchateau，1989；Sladen，1989)。 

于29％，RH 60％的黑暗环境下，以足量60％糖液 

及其与新鲜花粉配制成的花粉团饲喂蜂群。选取同 
一 日龄产卵的 5群小峰熊蜂为实验蜂群，记为 

colony3，colony5，colony6，colony7和 colony8，分别 

有工蜂44，33，l0，66和47头。 

1．2 实验方法 

1．2．1 熊蜂基因组 DNA的提取 ：采用 chelex一100 

DNA提取法(Walsh，1991)。用紫外分光光度计检 

测 DNA的浓度和纯度。 

1．2．2 ISSR—PCR反应和扩增产物电泳检测：通过 

对模板 DNA含量、Mg 用量、dNTP用量、l0对不同 

引物序列(A1～A10)及其用量和对退火温度设置 

不同梯度(表 1)，依次对反应体系进行筛选优化。 

表 1 用于 ISSR-PCR反应体系筛选优化的反应参数 

Table 1 Parameters used to optimize ISSR-PCR reaction system 

因素Factors 反应参数 Reaction parameters 

退火温度Annealing temperature(oC) 

DNA (102．3—297 g／mL)( L) 

引物Primer(12．5 IxmolfL)(txL) 

dNTP(10 mmolfL)(IxL) 

Mg (25 mmol／L)( L) 

49，50，51，52，53，54 

0．4，0．5，0．6，0．7，0．8 

0．4，0．5，0．6，0．7，0．8，0．9，1．0，1．1 

0．4，0．5，0．6，0．7，0．8，0．9，1．0 

0．8，0．9，1．0，1．1，1．2，1．3，1．4，1．5 

PCR循环参数如下：94oC预变性 5 min，94℃ 

变性 1 min，退火 1 min(退火温度视引物不同而不 

同)，72~C延伸 2 min，循环 40次，72℃延 伸加 

时10 min。 

PCR产物电泳：取5 ILL PCR产物和1 IxL上样 

缓冲液(6 Xloading buffer)混匀，上样于 1．5％的琼 

脂糖凝胶，4 V／cm电泳，于凝胶成像系统上拍照。 

1．3 数据处理 

每头熊蜂 1SSR—PCR扩增出条带的记为 1，没有 

条带的记为0，据此建立 Excel表格。用 NTSYS软件 

计算个体问Nei’S相似系数，作 UPGMA聚类图，得 

到群内熊蜂个体间的遗传相似系数和各亚家系组成。 

2 结果与讨论 

2．1 ISSR-PCR反应体系建立 

对反应各组分进行筛选优化，最后确定5对有 

效多态引物和 ISSR—PCR最佳反应体系，优化后体 

系见表2。不同引物的退火温度也不完全相同，各 

引物序列和退火温度见表3。 
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表 2 P C R 反 应 体 系 中各 组 分 的 优 化 结 果

T a b l e 2 T h e o p t i m a l P C R c o m p o s i t i o n

成 分 C o m p o n e n t s 用 量 A m o u n t ( “ L ) 适 宜 终 浓 度 O p t i m a l fi n a l c o n c e n t r a t i o n

表 3 引 物 序 列 及 退 火 温 度

T a b l e 3 S e q u e n c e a n d a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e o f p r i m e r s

2 ． 2 I S S R 扩 增 结 果

用 以 上 5 对 引 物 进 行 基 因 组 D N A 扩 增 ( 如 图

1 ) ， 个 体 扩 增 出 的 条带 多 态 性 较 强 ， 通 常 为 2 ～ 1 5

条 ， 并 且 重 复 性 较 好 。 根 据 扩 增 结 果 运 用 N T S Y S

软件 计算 出 遗传相 似 系 数 ( 如 图 2 ) 。

2 ． 3 亲缘 关 系 分 析

根 据 熊 蜂 蜂 王 和 工 蜂 为 二 倍 体 ， 雄 蜂 为 单 倍

体 ， 同 一 亚 家 系 成 员 亲 缘 关 系 指 数 为 0 ． 7 5 的 标 准

而 划 分 ， 3 号 ，
5 号 ，

6 号 ，
7 号 和 8 号 这 5 个 实 验 蜂

群分 别 由 2
，

l
，

2
，

l 和 1 个 亚 家 系 组 成 ， 也 就 是 说

蜂 王 分 别 与 1 头 ，
1 头 ，

2 头 和 1 头 雄 蜂 进 行 了 有效

交 配 ， 这 也 与 小 峰 熊 蜂 自然 交 配 情 况 相 吻 合 ( P a y n e

e t a 1 ．

，
2 0 0 3 ) ， 同时 说 明 IS S R 标 记 体 系 能 够 有 效 分

析 小 峰 蜂 群 内亲 缘 关 系 和 亚 家 系 组 成 。

用 微 卫 星 测 定 遗 传 结 构 比 较 费 时 ， 操 作 也 比较

繁 琐 ， 而 R A P D 的 遗 传 稳 定 性 也 不 是 非 常 理 想

( J i a n g C 硝 a 1 ．

，
2 0 0 7 ； J i a n g F e t 口 z ．

，
2 0 0 7 ) 。 I S S R 标

记 不 但 简 单 经 济 ， 条 带 容 易 分 析 ， 而 且 遗 传稳 定 ，

重 复 性 好 。 结 合 上 述 研 究结 果 分 析 ， 本 研 究 所 确 立

的 I S S R 反 应 体 系 是 可 行 的 ， 将 为 熊 蜂 亲 缘 关 系 及

遗 传结 构 的 分 析 提 供 一 种 有 效 方 法 与 手 段 。

罔 1 A 1 引物 在 c o l o n y 8 扩增 图

F i g ． 1 P C R a m p l i fi c a t i o n o f c o l o n y 8 w i t h p r i m e r A 1

1 — 2 4 ： c o l o n y 8 中 2 4 个 不 同个 体 D i f f e r e n t i n d i v i d u a l s i n c l o n y 8

é
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图 2 三号蜂群间的亲缘关系系数 

Fig．2 The genetic coefficient of colony3 
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