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摘要:以人工选育的浆蜂为材料，提取每个工蜂样品的基因组 DNA，对 csd 基因 3 区进行 PCＲ 扩增、克隆和测
序，最终获得了 13个浆蜂 csd基因单倍型。对浆蜂与原种意大利蜜蜂 csd 基因的多态性进行比较。结果表明
浆蜂和原种意大利蜜蜂的核苷酸多样度( π) 分别为0．057 85±0．004 92和0．043 80±0．005 75，两者之间没有显著
差异。系统进化树表明来自浆蜂和原种意大利蜜蜂的单倍型混杂在一起，没有形成完全独立的 2 个分支。群
体分析表明浆蜂和原种意大利蜜蜂之间的 Fst 距离是0．036 9，两者之间的遗传分化很弱。这些结果说明人工
选育对浆蜂 csd基因的多态性没有产生显著影响。
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Comparison of csd gene polymorphism between artificially bred
high royal jelly producing honeybee and native Italy honeybee
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Abstract: In this study，artificially bred high jelly producing honeybees were used as the experimental mate-
rial．Genome DNA was extracted from each honeybee sample for PCＲ amplification of the csd region 3，PCＲ prod-
ucts were cloned and sequenced．Finally 13 csd haplotypes were obtained．The difference in the polymorphism of
csd gene between high royal jelly producing honeybee and native Italy honeybee was compared． The results
showed that the nucleotide diversity ( π) values of csd in these two strains are 0．057 85±0．004 92 and 0．043 80
±0．005 75，respectively．Z test indicated that there is no significant difference between the π values of these two
strains．Phylogenetic tree showed that csd haplotypes do not form two branches reflecting the two strains．Ｒather，
they are well mixed among each other．The Fst distance between high royal jelly producing honeybee and native
Italy honeybee is 0．036 9，indicating a weak genetic differentiation between these two strains．These results indica-
ted that artificial selection has no effect on the polymorphism of csd gene in high royal jelly producing honeybees．
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csd基因是决定蜜蜂性别的主调控基因，该基因在蜂群中存在很多等位基因，当蜜蜂个体为二倍体
且含有 2个不同的 csd等位基因时，发育成雌性; 当个体为只含有一个 csd等位基因的单倍体时，发育成
雄性; 而当个体为含有 2个相同的 csd 等位基因的二倍体时，发育成不育的雄性［1-3］。这一性别决定机
制在自然蜂群中运作得很好，能够防止蜂群产生不育的二倍体雄蜂导致能量和资源的浪费。蜜蜂 csd
基因是果蝇 tra基因的直系同源体，它编码 1 个 SＲ 蛋白［4］。该基因含有 9 个外显子，它们被 2 个大的
内含子分成 3个区域，分别为 1、2、3区。区域 3含有 1个 Ｒ( 精氨酸) 和 S( 丝氨酸) 丰富的区域和 1个 P
( 脯氨酸) 丰富的区域，在这 2 个结构域之间是一个高变区。Hasselmann 等［5-7］、Cho 等［8］、刘志勇
等［9-10］、Wang等［11］先后对意大利蜜蜂、东方蜜蜂、大蜜蜂、小蜜蜂和黑大蜜蜂 csd 基因的多态性进行了
分析，结果表明蜜蜂 csd基因由于受到平衡选择而导致存在很高的多态性，并且 csd 基因的多态性是蜜
蜂基因组中性区域的 7倍［8］。Lechner等［12］通过对大量 csd 基因序列的分析推测在自然界中可能存在
116～145个 csd等位基因。
浆蜂是通过对引进的原种意大利蜜蜂经过若干世代的定向选择培育而成的遗传稳定的蜂王浆高产

品种，其蜂王浆产量显著高于原种意大利蜜蜂［13］，目前已被列入国家种畜禽资源遗产名录。由于人工
定向选育使得 csd等位基因发生纯合的机会增多，这有可能会导致 csd 基因的多态性降低，从而影响蜂
群的性别比例，该种群就可能会灭绝。因此，为了解人工选育后 csd 基因与原种意大利蜜蜂的差异，本
文对浆蜂与原种意大利蜜蜂 csd基因的多态性进行了比较，以了解育种过程中该基因的变化，为蜜蜂育
种实践提供理论指导。

1 材料与方法
1．1 材料
浆蜂采自浙江江山健康种蜂场有限公司，为江山 2 号意蜂，采集 2 个蜂群，每群随机采集 50 ～ 100

只工蜂，放入无水乙醇中，置于－70 ℃的冰箱保存至 DNA提取。
1．2 方法
1．2．1 DNA提取 取每只蜜蜂的胸部肌肉用 Animal Genomic DNA Extraction 试剂盒( 北京博凯) 提取
基因组 DNA，采用 8 g /L的琼脂糖凝胶电泳检测各 DNA有无降解; 用紫外分光光度计检测 DNA的浓度
和纯度，－20 ℃保存备用。共提取 30只蜜蜂个体的基因组 DNA用于 PCＲ扩增。
1．2．2 引物设计、合成 PCＲ扩增引物主要参考 Cho 等［8］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，由上海生工生物工程有限公司合成，引物名称及其序列如下:

CSD-3FMDC: AATTGGATTTATTAATATAATTTATTATTCAGG
CSD-3ＲCD: ＲTCATCTCATWTTTCATTATTCAAT ( Ｒ=A /G，W=A/T)

1．2．3 PCＲ扩增、克隆及测序 以上述提取的基因组 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 ℃ 4 min，30个循环，72 ℃延伸
10 min。PCＲ反应结束后，取出 5 μL PCＲ产物用 10 g /L的琼脂糖凝胶进行电泳，在凝胶成像系统中观
察结果。用 DNA GEL EXTＲACTION试剂盒( 北京博凯) 对目的条带进行胶回收。将回收的目的片段与
pEASY-T3载体( Transgene，北京) 进行连接，连接产物转化到 DH5α感受态细胞，随后将菌液均匀地涂布

于含有 Amp，IPTG，X-gal的平板上，在 37 ℃培养过夜。挑取白色菌落于 5 mL 液体培养基培养 8 h，用
PCＲ方法对克隆进行鉴定。阳性克隆进一步送到上海英俊生物技术有限公司进行正反向测序。
1．2．4 DNA序列数据处理 测序结果采用 Chromas软件读取，并经过人工仔细核对，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 软件包中的 Seqman
程序进行拼接获得完整的一致序列; 采用 DAMBE 软件分析单倍型; 采用 ClustalX1．8 进行多序列比多
对，对明显错误的比对进行人工校正; 采用 MEGA4．0软件构建系统进化树; 在构树过程中采用最小进化
法( ME) ，Kimura双参数模型，2 000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。

2 结果与分析
2．1 浆蜂 csd基因 3区的单倍型
通过克隆测序，从人工培育的浆蜂群体获得了 13 个 csd 基因单倍型，依次命名为 Amhrj1 至 Am-
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hrj13( GenBank登录号: KM199790至 KM199802) ) 。通过对这 13 个单倍型进行比较分析，结果共发现
140个多态位点，多态位点的位置见图 1。其中单一多态位点为 60个，简约信息位点为 80个。

·表示碱基相同，－表示插入间隔。
Dot indicates the same bases，－indicates inserting blank．
图 1 浆蜂 csd基因 3区单倍型及其变异位点

Fig．1 Haplotpyes and variable sites in the region 3 of csd gene from high royal jelly producing honeybee

2．2 浆蜂和原种意大利蜜蜂 csd基因 3区核苷酸多样度
由于浆蜂是由原种意大利蜜蜂选育而来的，本文将浆蜂 csd基因序列与原种意大利蜜蜂 csd 基因序

列进行比较。原种意大利蜜蜂 csd序列为本实验室在前期研究中所获得的 7条单倍型序列［14］。
多态性分析表明浆蜂和原种意大利蜜蜂的核苷酸多样度分别为0．057 85±0．004 92和0．043 80±

0．005 75( 表 1) 。Z检验表明 2个品种之间的核苷酸多样度没有显著差异( P＞0．05) 。
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表 1 浆蜂和原种意大利蜜蜂 csd基因 3区核苷酸多样度
Tab．1 Nucleotide diversity of haplotypes in the region 3 of csd from the high royal

jelly producing honeybee and the native Italy honeybee

蜜蜂品种
Honeybee strain

单倍型数量
Haplotype number

核苷酸多样度( π)
Nucleotide diversity

浆蜂
High royal jelly producing honeybee

13 0．057 85±0．004 92

原种意大利蜜蜂
Native Italy honeybee

7 0．043 80±0．005 75

2．3 浆蜂和原种意大利蜜蜂 csd基因 3区的系统进化树
将浆蜂和原种意大利蜜蜂的所有单倍型构建系统进化树，如图 2所示，来自浆蜂和原种意大利蜜蜂

的单倍型混杂在一起，没有形成完全独立的 2个分支。

Amlig: 原种意大利蜜蜂; Amhrj: 浆蜂。
Amhrj: high production of royal jelly bee; Amlig: Apis mellifera ligustica．
图 2 浆蜂和原种意大利蜜蜂 csd基因 3区单倍型系统树
Fig．2 The gene genealogy of haplotypes in the region 3 of csd

from the high royal jelly producing honeybees and the native Italy honeybees

2．4 浆蜂和原种意大利蜜蜂间的遗传分化
用浆蜂和原种意大利蜜蜂的所有 csd 基因 3 区单倍型进行群体间遗传分化分析，结果表明浆蜂和

原种意大利蜜蜂之间的 Fst 距离为0．036 9，说明浆蜂和原种意大利蜜蜂之间的遗传分化很弱。

3 结论与讨论

csd为蜜蜂性别决定关键基因，该基因在蜜蜂群体中表现出很高的多态性。本研究通过克隆测序获
得了 13个浆蜂 csd单倍型，分析表明浆蜂 csd 基因具有较高的多态性，这与前人报道 csd 基因在意大利
蜜蜂、中蜂、大蜜蜂、小蜜蜂和黑大蜜蜂中具有很高的多态性结果一致。
本研究比较了浆蜂与原种意大利蜜蜂 csd基因的多态性。尽管浆蜂 csd 基因的核苷酸多样度略高

于原种意大利蜜蜂，但是 Z检验表明两者差异不显著，说明 2个品种 csd基因核酸序列的变异没达到显
著水平。基于 csd单倍型的群体分析结果显示 2个群体间的 Fst值为0．036 9。Fst值通常表示 2个物种
之间的遗传分化水平，Fst＜0．05表示低水平的遗传分化，0．05＜Fst＜0．15，表示中等程度的遗传分化，0．15
＜Fst＜0．25 表明高水平的遗传分化，Fst＞0．25 表明遗传分化程度非常高［15］。这表明浆蜂和意大利蜜蜂
之间的遗传分化程度很低。这些结果说明经过人工选育后对蜂群整体的遗传结构影响不大。
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