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摘要:通过人工添加中华蜜蜂王浆技术来培育江山 2 号与法国意蜂的杂交蜂王 ,并测定江山 2号 、法国意蜂 、中华蜜蜂 、营

养杂交子 1 代和子 4 代工蜂的微卫星遗传多态性。结果表明 ,经过营养杂交 ,亲本蜜蜂与营养杂交子代的遗传距离发生明显

的变化 ,中华蜜蜂和意大利蜜蜂的特有 DNA 条带发生了转移。说明通过蜂种之间的营养杂交可以改变其微卫星多态性。

关键词:江山 2 号;法国意蜂;中蜂;营养杂交;微卫星遗传多态性

中图分类号:S891.6　　　　　文献标识码:A　　　　　文章编号:1671-7236(2011)06-0107-04

　　蜜蜂营养杂交又称为蜜蜂无性杂交 ,根据曾志

将等(2005)对营养杂交的定义 ,可将其进一步归纳

为:在蜜蜂个体或群体的生长或繁殖期内 ,通过天然

换脾或人工饲喂蜂王浆等技术 ,将甲蜂种(或品种)

的新鲜蜂王浆饲喂给乙蜂种(或品种)的幼虫后 ,由
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乙蜂种(或品种)幼虫发育的蜜蜂具有甲蜂种(或品

种)遗传特性(张全华等 , 1991;曾志将等 , 2005)。

Ruttner 等对西方蜜蜂不同品种之间的营养杂交特

性进行了系统的研究(Ruttne r 等 , 1983 , 1988);中

国养蜂工作者根据中国同时饲养中蜂和意蜂这一特

点 ,系统研究了中蜂与意蜂营养杂交对工蜂出生重 、

形态指标等影响(谢宪兵等 , 2005 ,2008;何旭江等 ,

2010)。随后 ,人们对蜜蜂的分子标记进行了广泛而

深入的研究 。目前在蜜蜂中使用较多的分子标记 ,

主要有限制性片段长度多态性(RFLP)、随机扩增

多态性 DNA(RA PD)、微卫星标记和线粒体 DNA

标记。微卫星(micro satellite),又称简单序列重复

(simple sequence repeat , SSR)、短串联重复序列长
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Abstract:Po lymorphism of the serum pro teins for the pony in Guizhou pro vince w as car ried out by native po ly acry lamide

gel electr opho resis(native-PAGE).Based on the band types of three pro teins on native-PAGE , the pr otein variant types and its

gene allele frequency were compared among a lbumin(Alb),α1-B g ly copro tein(AlB)and tr ansfer ring(TF)pro teins.Bo th of the

Alb and TF lo ci , except fo r A lB , show ed polymo rphisms.Six pro tein va riants w ere found from the Alb pro tein o f Guizhou pony

and Southwest hor se , which cor responded to three alleles of A , B and C.Gene f requencie s o f Alb loci in Guizhou pony we re A

(0.2097), B(0.5645) and C (0.2258), respective ly.Seven variant types w ere found in the TF protein f rom Guizhou pony ,

which was contr olled by five gene alleles(A , B , C , D and E).Gene frequencies o f TF in Guizhou pony we re A (0.0484), B

(0.5806), C(0.1129), D(0.1452)and E(0.1129), respec tively.The polymo rphism info rmation content(P IC)and heter ozy-

gosis(H)w ere higher at A lb and TF lo ci compa red w ith other Chinese ponies and hor ses.Furthermo re , the power o f discrimi-

nation(DP)and probability of exclusion(PE)in Guizhou pony we re higher than o ther s.I t suggested tha t the genetic div ersity

of Guizhou pony was higher and bo th o f Alb and TF pro tein po lymorphism might be used to identify parentag e and indiv iduals

of Guizhou pony from each o the r , and low er hetero zy go sis of Guizhou pony implied a higher gene purity of Guizhou pony.
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度多态性(sho rt tandem repeat po lymo rphisms ,

S TRs),由核心序列和两侧的侧翼序列所构成 ,核心

序列一般由 1 ～ 6 bp的短核苷酸组成 ,呈 10 ～ 60次

串联重复状随机分布于生物体整个基因组 ,其重复

数的差异则形成微卫星高度的多态性 ,侧翼序列使

微卫星特异地定位于染色体某一部位(陈晶等 ,

2007)。至今关于微卫星技术在分子水平上检测中

蜂与意蜂营养杂交后代工蜂的遗传多样性鲜有报

道 ,鉴于此 ,开展了本项研究 ,现将研究结果报告

如下 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试验蜂群　试验蜂群为兰溪市鸿香生物科

技有限公司种蜂场江山 2号 、法国意蜂和中华蜜蜂 。

1.1.2　主要仪器 　Eppendorf mastercy cle r 96 孔

PCR仪 , Adventurer
TM
电子天平 , Anke TGL-16B高

速离心机 , Anke TGL-16G-A 低温高速离心机 ,

Tanon Fine-do X3凝胶图象处理系统 ,DYY-10C 电

泳仪等。

1.1.3　主要试剂 　1 kb DNA M arker、100 bp

DNA M arker 、Rnase 、Taq酶均购自 MBI;Po ly ac-

ry lamide 、 Pro tenase K 、 Bio-po ly acry lamide 均 为

Amresco 原装进口;dN TP 、GoldView Ⅰ型核酸染

料 、GoldView Ⅱ型核酸染料均购自博大泰克。

1.2　方法

1.2.1　亲本蜂群的组织　选择产浆性能优越且群

势很强的江山 2号 3 群 ,产蜜性能优越的法国意蜂

1群 ,群势强的健康中华蜜蜂 3群 。种蜂场周围 10

km 内无其他意蜂蜂群 。整个试验过程对蜂群进行

奖励饲喂 。

1.2.2　王台的制备与新鲜中蜂蜂王浆采集　人工

制作蜡质中蜂与意蜂王台 ,用中蜂王台生产足量中

蜂王浆 , -20 ℃保存备用。

1.2.3　蜜蜂营养杂交　本试验从春繁开始 ,每隔 7

d检查割除法国意蜂雄蜂蛹 ,直至试验结束。将固

定有蜡质意蜂王台的育王框放入中蜂群清理 12 h。

移中蜂幼虫 ,产浆 3 d 后 ,去除中蜂幼虫(不破坏王

浆),移入法国意蜂 1日龄幼虫。放入中蜂群继续哺

育 10 ～ 12 h后移出 ,放入江山 2号强群 ,每天用注

射器往王台中人工注射 50 μL 新鲜中蜂王浆 ,直至

封盖。营养杂交子 1代蜂王出房 ,并与江山 2号雄

蜂自然交尾产卵后 ,取其 1日龄幼虫按上述方法培

育子 2代 、子 3代和子 4代营养杂交蜜蜂 。并每隔

7 d割除子 1代 、子 2代和子 3代雄蜂蛹 ,直至试验

结束。

1.2.4　工蜂样品采样　本试验选取新旧程度一样

的巢脾 ,分别放入江山 2号 、法国意蜂 、本地中蜂 、营

养杂交子 1代和子 4代蜂群 ,并对蜂王进行控制产

卵 。当该巢脾有幼蜂出房时 ,将其抽出 ,扫落巢脾上

的蜜蜂 ,放入电子自动控温羽化箱中自然羽化待蜂

出房 ,试验温度控制在(34.5±0.2)℃,相对湿度控

制在 35%～ 45%(方文富等 , 2002)。采集刚出房

(禁止进食2 h)工蜂 30只 ,投入到标本瓶中 ,向瓶内

缓慢注入 CO 2 气体 ,待所有蜜蜂均麻醉不动时 ,再

向瓶内注入 75%的酒精溶液 ,留存备鉴定(李志勇

等 ,2004)。

1.2.5　工蜂 DNA 提取　采用苯酚-氯仿提取法

提取工蜂 DNA(邹阳等 , 2007), 参照刘益波等

(2009)的方法对 DNA 进行浓度和纯度检测。

1.2.6　引物设计及 PCR扩增　参照陈晶等(2007)

设计引物 ,引物序列及反应条件见表 1 ,所用 4对引

物均由北京三博远志合成 。PCR 反应体系为 10

μL:10×PCR Buf fers 1 μL , MgCl2(25 mmo l/L ,见

表 1), dNT P(10 mmo l/L)0.25 μL , F1 、F2(12.5

μmo l/L )各 0.25 μL , Taq酶 0.25 μL , DNA 0.25

μL ,双蒸水补足体系。PCR反应条件:94 ℃预变性

2 m in;94 ℃变性40 s ,退火 40 s(见表 1), 72 ℃延伸

60 s ,40个循环;72 ℃延伸 10 min。

表 1　引物序列信息

位点 引物序列(5′※3′) Mg2+浓度(mmol/ L) 退火温度(℃)

A14 F:GTGT CGCAATCGACGTAACC 1.4 58.5

R:G TCGAT TACCGATCG TGACG

A107 F:CCGTGGGAGGT T TAT TGTCG 1.2 60.0

R:GGT TCGT AACGGA TGACACC

A76 F:GTCCAA TT CACATG TCGACATC 1.2 58.0

R:GCCAATACTCTCGAACAA TCG

B124 F:GCAACAGG TCGGGT TAGAG 1.4 55.5

R:G TCGTCGGACCGATGCG
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1.2.7　PCR产物电泳检测　取 5 μL PCR产物和

1μL 上样缓冲液(Loadingdye)混匀 ,上样 1.0%加

有GoldView Ⅱ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。再采用变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳和强碱银染法进行扩增产物电泳 。

1.2.8　数据处理　根据每只蜜蜂 SSR扩增出的带

谱进行统计 ,用 Population Genetic A naly sis软件中

的 Co-dominant Diploid Data 对数据处理 ,得出遗

传距离和聚类分析。

2　结果与分析

2.1　DNA提取结果　试验电泳结果表明 ,所提取的

基因组 DNA 条带清晰 、无降解(图 1)。同时 , DNA

分光光度计检测 D值均在1.6 ～ 1.8范围之内 。

图 1　蜜蜂基因组 DNA

2.2　PCR扩增结果　琼脂糖凝胶电泳结果表明 ,

SSR扩增的目的条带清晰 ,无其他杂带 ,目的片段

区域被成功扩增(图 2 、3)。

2.3　遗传距离和聚类　由表 2可知 ,营养杂交子 1

代与子 4代在遗传距离上向中蜂靠拢 。由图 4 可

知 ,Nei' s的 UPGMA 法聚类图表明 ,营养杂交子 1

代与子 4代聚为一类 ,再与母本法国意蜂聚为一类 ,

然后与父本江山 2号聚为一类 ,最后与中华蜜蜂聚

为一类 ,这一结果和 5 个蜂种遗传进化关系上也是

一致的 。说明中蜂与意蜂营养杂交对意蜂的结构基

因表达产生了极大的影响。

表 2　Nei' s(1972)遗传距离

品系 江山 2号(A) 法国意蜂(B) 中华蜜蜂(C) 营养杂交子 1代(D) 营养杂交子 4代(E)

江山 2号(A) 0.0000

法国意蜂(B) 0.9209 0.0000

中华蜜蜂(C) 0.0550 0.0813 0.0000

杂交子 1代(D) 0.9719 0.9478 0.1362 0.0000

杂交子 4代(E) 0.9229 0.9671 0.1572 0.9769 0.0000

3　讨论

微卫星 DNA 存在于所有已检测过的真核生物

的基因组中 ,并在整个基因组中都有分布 ,其均一性

高于其它标记 ,且是唯一的一个分布在着丝粒区域

附近的多态性标记。微卫星主要位于基因组的非编

码区 ,由其得出的遗传距离更能反映分化时间的长

短 。本试验结果表明 ,中蜂与意蜂营养杂交子代意

蜂在遗传距离上向中蜂靠拢 ,而与亲本意蜂之间的

遗传距离有所增大;营养杂交子 1 代与子 4代聚为

一类 ,再与母本法国意蜂聚为一类 ,然后与父本江山
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图 4　Nei' s的 UPGMA法聚类图

2号聚为一类 ,最后与中华蜜蜂聚为一类 。黄康等

(2008)利用意蜂与中蜂营养杂交并进行中蜂抗囊幼

病研究 ,结果发现 ,营养杂交子代中蜂在遗传距离上

向意蜂靠拢 ,说明营养杂交可以改变蜂种与亲代之

间的遗传距离 ,这与本试验结果相吻合 。另外 ,从表

2中发现 ,子 4代与父本江山 2号的遗传距离小于

子 1代与江山 2号的距离 ,而子 4代与第一母本法

国意蜂的遗传距离大于子 1代与第一母本的遗传距

离 ,这可能说明母本的遗传效应大于父本 ,也可能由

于江山 2号本身就是由纯种意蜂培育 ,随着本研究

营养杂交代数的增加 ,与法国纯种意蜂的遗传距离

越来越近 ,具体原因有待进一步研究与分析。

　　营养杂交也可以突出杂交优势 ,但其营养杂交

机理至今尚未明了。目前推测可能是王浆中遗传信

息的携带者———核酸起作用。曾志将等(2005)研究

证实 ,中蜂蜂王浆和意蜂蜂王浆均富含 DNA 和

RNA ,且它们的含量与比例不同。利用营养杂交培

育蜂王过程中 ,蜂王幼虫获取了不同蜂种的遗传物

质 ,使其在分子水平上发生了基因偏离现象 ,如改变

了其机体内mRNA 或多肽链翻译后的加工方式 ,从

而改变了原来基因的表达 ,但其具体机理仍需进一

步研究与探讨。
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Abstract:In this paper , w e breed hybridizing queen of the Jiang shan honey bee No.2 and F rench Apis mel li f era ligustica

through the techno lo gy of ar tificially feeding ro yal je lly o f Ap is cerana cerana , and then the genetic po lymorphisms o f microsat-
ellite of the w orke rs w ere mea sured.The w orke rs w ere f rom the Jiangshan honey bee No.2 colonies , F rench Ap is melli f era li-

gustica colonies , local A pis cerana cerana co lonie s , the 1 hybridizing o ffspring as w ell a s the 4 consecutive hybridizing off-
spring of nutritio nal cro ssbreeding F rench A pis.merlli f era.L queen and the Jiang shan honey bee No.2 drone co lonies.The re-

sults show ed that the genetic distance o f parents and hybridizing offspring w as va ried , and the unique DNA bands of A pis cera-
na cerana and Ap is me lli f era ligustica we re shifted.

Key words:Jiang shan honey bee No.2;F rench Apis melli f era ligustica;Apis cerana cerana ;nutritio nal cr ossbr eed;gene tic
po lymorphisms of mic rosatellite
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