
摘 要:本研究以中华蜜蜂 ( Apis cerana cerana)和意大利蜜蜂 ( Apis mellifera ligustica)为实验材料 , 进行中华蜜蜂与意大利

蜜蜂营养杂交 , 然后应用聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳( IEF- PAGE)技术检测亲本和营养杂交后代的工蜂苹果酸脱氢酶Ⅱ

的基因型、基因型频率、等位基因频率、杂合度和纯合度 , 结果表明 :经过营养杂交后 , 杂交后代工蜂的苹果酸脱氢酶基因型

发生了变化 ,并且苹果酸脱氢酶条带位置朝着对方蜂种偏移。
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Abstract: The experiments were conducted with Apis cerana cerana and Apis mellifera Ligustica. In this paper, the genotype、geno-

type frequency、allele frequency、heterozygosity and homozygous degrees of workers' malate dehydrogenase Ⅱ (MDHⅡ)were de-

tected by IEF- PAGE , the workers were the offspring of parent colonies and the offspring of hybridization colonies which took place

between Apis cerana cerana and Apis mellifera Ligustica. The result showed that the genotype of workers' malate dehydrogenase

(MDH)has changed, and the places of electrophoretic band of MDH are slightly shifted in direction the other honeybees races.
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蜜蜂营养杂交又称为蜜蜂无性杂交,是指当把甲蜂种(或品种)的幼虫提给乙蜂种(或品种)饲喂后,

甲蜂种(或品种)幼虫发育的蜜蜂具有乙蜂种(或品种)遗传特性。人们对同一蜂种不同蜜蜂品种之间的营

养杂交研究较早,比如 Ruttner、Smaragdova、Rinderer等系统研究了西方蜜蜂不同品种之间营养杂交特性,

并发现:当甲蜜蜂品种的工蜂哺育乙蜜蜂品种的幼虫后,这些幼虫发育成的工蜂则不同程度具有甲蜜蜂

品种的形态和体色特性[1~3]。

东方蜜蜂和西方蜜蜂是蜜蜂属里形态特征、生物学习性最为接近的两个种[1],由于它们存在生殖隔

离,因此东方蜜蜂和西方蜜蜂之间不能进行正常生殖杂交。Sperlin等进行东方蜜蜂和西方蜜蜂 DNA杂交

实验表明:两个蜂种的 DNA杂交重组率约 60 %[4]。我国许多养蜂工作者利用我国同时大量饲养东方蜜蜂

和西方蜜蜂的优势, 先后进行过中华蜜蜂 ( Apis cerana cerana Fabricius, 简称中蜂) 与意大利蜜蜂(Apis
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mellifera ligustica Spinola,简称意蜂)之间的营养杂交实验,并且也发现:当把中蜂的卵或幼虫放入意蜂群

中饲喂后,中蜂腹部出现了意蜂特有的 2~3条浅黄环;同理当把意蜂的卵或幼虫放入中蜂群中饲喂后,结

果意蜂也具有中蜂某些体色特性[5~8]。谭垦等研究了东方蜜蜂和西方蜜蜂互相交换子脾进行哺育的行为[9],

曾志将等研究了中蜂与意蜂营养杂交对工蜂形态指标的影响[10]。至今还没有人研究过中蜂与意蜂营养杂

交对工蜂苹果酸脱氢酶Ⅱ(MDHⅡ)的影响研究。正是鉴于此,本文对中蜂与意蜂营养杂交的亲本中蜂、亲

本意蜂以及杂交意蜂子 1代、子 2代、子 3代和杂交中蜂子 1代 6群蜂的工蜂苹果酸脱氢酶Ⅱ的基因型、

基因型频率、等位基因频率、杂合度和纯合度进行了研究,现将结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验蜂群来源 实验蜂群为江西农业大学动物科技学院饲养的中蜂与意蜂。

1.1.2 主要仪器设备 LKB电泳系统: LKB2197型电泳仪, LKB2117型电泳槽, LKB2219型冷却水循环仪

以及成套滤纸桥、上样纸; 5417R型 Eppendorf小型高速冷冻离心机; Eppendorf移液器。

1.2 主要实验试剂

安福林(pH4～6、pH6～9);辅酶Ⅰ( NADⅠ) ;氯化硝基四氮唑蓝( NBT) ;硫酸酚嗪二甲酯( PMS) ;苹果酸;

三羟甲基氨基甲烷 ( Tris) ; 丙烯酰胺 ( Acr) ; N,N′-甲叉双丙烯酰胺 (Bis); N,N,N′,N′- 四甲基乙二胺

( TEMED)。

1.3 实验方法

1.3.1 蜜蜂营养杂交

1.3.1.1 亲本蜂群的组织 选择颜色较纯的中蜂与意蜂各 3群, 分别将它们合并成群势很强的中蜂群 A

和意蜂群 B。整个实验过程对蜂群进行奖励饲喂。

1.3.1.2 中蜂与意蜂营养杂交 在亲本中蜂群 A中加入育王框,等工蜂清理 12 h后,在王台中移入 A群

中的 1日龄小幼虫。24 h后,将育王框取出,轻轻取出王台中小幼虫,保留王台中的蜂王浆,马上移入亲本

意大利蜜蜂蜂群中的 1日龄的小幼虫,把育王框插入亲本中华蜜蜂蜂群中哺育 12~24 h,抽出育王框,轻

轻抖落育王框上的蜜蜂,并将育王框插入亲本意大利蜜蜂蜂群中继续哺育。然后为使幼虫尽可能多食对方

蜂种的王浆,本文参照陈裕文等人工饲养蜜蜂幼虫的技术[11],每隔 8 h用移虫针将亲本中蜂蜂群的新鲜王

浆轻轻地沿着王台壁转移到王台中进行人工辅助饲喂,饲喂王浆时要注意王浆不能太多,以幼虫能漂浮在

食物上不被淹死为准。王台封盖后第 4 d,选择外形大的王台安装在框式贮王笼中,并把框式贮王笼放入

亲本意蜂群中。待处女蜂王成熟时,参照文献[12]方法,取意蜂雄蜂的精液,对营养杂交意蜂处女蜂王进行

人工受精。处女蜂王人工受精后,放入已经组织好的小群中。蜂群巢门口安上隔王栅,防止蜂王出巢自然交

尾,蜂王产卵培育的后代即为营养杂交意蜂子 1代。用同样的方法,用中蜂王浆继续培育营养杂交意蜂子

2代和子 3代。

同理,在亲本意蜂群 B中加入育王框,等工蜂清理 12 h后,在王台中移入 B群中的小幼虫。24 h后,将

育王框取出,轻轻取出王台中小幼虫,保留王台中的蜂王浆,马上移入亲本中华蜜蜂蜂群中的 1日龄的小

幼虫,把育王框插入亲本意大利蜜蜂蜂群中哺育 12~24 h,抽出育王框,轻轻抖落育王框上的蜜蜂,并将育

王框插入亲本中华蜜蜂蜂群中继续哺育。然后参照陈裕文等[11]的人工饲养蜜蜂幼虫的技术,定期人工饲喂

亲本意蜂蜂群的新鲜王浆(方法同上)。在王台封盖后第 4 d,选择外形大的营养杂交中蜂王台分别诱入已

组织好中蜂交尾群中,待处女蜂王成熟后,进行自然交尾,蜂王产卵培育的后代即为营养杂交中蜂子 1代。

为了识别工蜂日龄,将每群中刚羽化的 1日龄工蜂用不同颜料作好标记。

1.3.2 样品采集与准备 从亲本中蜂、亲本意蜂以及杂交意蜂子 1代、子 2代、子 3代和杂交中蜂子 1代 6

蜂群中各取 30只 8日龄工蜂将其及时放入冰箱中冷冻致死,然后再用密封袋装好,贴好标签并放入- 20 ℃

冰箱中冷冻保存。取 1只冷冻工蜂的头部, 置于 0.5 mL eppendorf管中, 加入 40 μL提取液 ( 0.5 mol·L-1

pH8.3的 Tris- Hc l4μL,ddH2O 34.4μL,浓盐酸调至 pH为 6.5～7.5, Triton X- 100 0.1μL,ddH2O定容至 40 μL) ,
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用玻璃棒研磨 1 min。然后在 4～10℃, 12000 r·min-1的条件下离心 2 min,取上清液用于点样。

1.3.3 电泳 参照文献[13]和[14]中的方法。采用薄层聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦技术( IEF- PAGE) ,在 LKB

(瑞典生产)多相电泳系统中检测MDHⅡ同工酶基因型。电泳参数为 700 V恒压 9 h,电流 3～4 A。

主要操作步骤有:模具的准备、凝胶的配制、灌胶、铺胶

片、加电极条和加样纸、加样、电泳、取胶、染色和烘干保存。

1.3.4 数据的收集与统计分析 根据MDHⅡ的六种基因型

图谱(见图 1) ,确定每个样品电泳图谱的基因型,然后统计

同一蜂群 6种基因型的样本数目。

基因型频率=(某基因型数目/测定的样本总数)×100%

基因频率由基因型频率求得:

a%=aa%+ab%/2+ac%/2; b%=bb%+ab%/2+bc%/2;

c%=cc%+bc%/2+ac%/2

杂合度、纯合度同样由基因型频率求得:

杂合度= ab%+bc%/+ac%;纯合度=1-杂合度=aa%+bb%

+cc%

2 实验结果

实验结果见表 1和表 2、图 2和图 3。

表 1 实验蜂群工蜂MDHⅡ基因型数量

Table 1 The MDHⅡ genotype numbers in test colony

表 2 实验蜂群工蜂MDHⅡ基因型频率、基因频率、杂合度和纯合度

Table 2 List of genotype frequency ,allele frequency ,heterozygosity and homozygosity of MDHⅡin test colony

从表 2可知:亲本意蜂、营养杂交意蜂子 1代、子 2代、和子 3代的苹果酸脱氢酶Ⅱ的基因型频率都是

以 cc为主,分别为 50.0 %、53.1 %、53.1 %和 50.0 %;基因频率都以 c为主,分别是 70.3 %、70.3 %、67.2 %

和 68.7 %;亲本意蜂杂合度为 50 %,而营养杂交意蜂子 1代、子 2代、子 3代分别为 46.9 %、46.9 %和

43.7 %;杂交意蜂子 3代中出现了 aa基因型,这是亲本意蜂所没有的基因型。

从图 2可见,在 MDHⅡ的位置处,亲本中蜂和营养杂交中蜂都没有被发现苹果酸脱氢酶Ⅱ,只是在

实验蜂群
Test colony

测定数目
Test No.

亲本意蜂 32

杂交意蜂子 1代 32

杂交意蜂子 2代 32

杂交意蜂子 3代 32

亲本中蜂 32

杂交中蜂子 1代 32

基因型数量 Genotype No.

0 3 5 0 8 16

0 4 4 0 7 17

0 6 6 0 3 17

2 2 7 0 5 16

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

aa ab ac bb bc cc

阳极

PH

6.5

7.0

7.5

阴极

aa ab ac bb bc cc

图 1 意大利蜜蜂 MDHⅡ6 种基因型电泳图谱
Fig.1 The electrophoretic band of six genotypes of
MDHⅡ in Apis mellifera Ligustica

实验蜂群
Test colony

亲本意蜂

杂交意蜂子 1代

杂交意蜂子 2代

杂交意蜂子 3代

亲本中蜂

杂交中蜂子 1代

0 9.4 15.6 0 25.0

0 12.5 12.5 0 21.9

0 18.8 18.8 0 9.4

6.3 6.3 21.9 0 15.5

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

aa ab ac bb bc

基因型数量 Genotype No.

50.0

53.1

53.1

50.0

0

0

cc

12.5 17.5 70.3

12.5 17.2 70.3

18.8 14.1 67.2

20.4 10.9 68.7

0 0 0

0 0 0

a b c

基因频率 Allele frequency/%

50 50

46.9 53.1

46.9 53.1

43.7 56.3

0 0

0 0

杂合度
Heterozygosity/%

纯合度
Homozygosity/%
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pH值为 5.22~5.65之间,也就是在MDHⅠ处,亲本中蜂和营养杂交中蜂才有其特殊的条带,并且营养杂交

后代中蜂的MDH条带明显向着MDHⅡ位置( pH为 6.5~7.5之间)偏移。另外从图 3的MDH条带 pH位置

(都在 7.0以下)可以看出,营养杂交意蜂子代的也会朝着MDHⅠ( pH在 5.1~5.6)方向偏移。

以上结果说明经过营养杂交后,杂交后代工蜂的MDH基因型发生了变化,并且 MDH条带位置朝着

对方蜂种偏移。

3 讨论

苹果酸脱氢酶( malate dehydrogenase,MDH)作为一种同工酶是糖代谢途径中的一个关键酶,在线粒体

中, MDH催化苹果酸氧化成草酰乙酸;在细胞质中, MDH又将草酰乙酸还原成苹果酸。由于MDH同工酶

在蜂种中是按照孟德尔遗传方式分离的,并且遗传性很稳定,在蜜蜂遗传变异的研究及品系鉴定中都有很

大意义[13,14]。

与以往相比, 本文首次应用聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳技术研究了中蜂与意蜂营养杂交工蜂苹果

酸脱氢酶Ⅱ的基因型、基因型频率、基因频率、杂合度和纯合度规律,在同工酶蛋白质水平上检测中意蜂营

养杂交机理,为蜜蜂营养杂交品种提供了新理论基础。并发现经过营养杂交后,杂交后代工蜂的MDH基

因型发生了变化,而且MDH条带位置朝着对方蜂种偏移。此现象很可能就是由于通过杂交,有些遗传物

质已经发生了转移或得到表达。另外在研究过程中,我们发现中蜂工蜂MDH同工酶具有多态性,这与 Lee

等报道的东方蜜蜂的 MDH也呈现多态性一致[15],但与有些学者研究结果不同[16,17],其根本的原因,目前尚

不清楚,有待于进一步探讨。

致谢:在实验过程中,得到了吉林省养蜂科学研究所薛运波研究员和浙江大学童富淡教授的支持和帮助,

在此表示感谢。
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段的出生率低,其一是 p53基因据研究表明具有胚胎致死性[10~12];其二是由 GFP的毒副作用引起的[13,14]。
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