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运用 ISSR分析蜂螨
对雄蜂及雄蜂蛹的选择性寄生机制

刘益波 ,吴小波 ,颜伟玉 ,曾志将
＊

(江西农业大学 蜜蜂研究所 ,江西 南昌 330045)

摘要:以被大蜂螨(Varroadestructor)寄生的意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica)为实验材料 , 分别采集有螨雄

蜂 、无螨雄蜂 、有螨雄蜂蛹和无螨雄蜂蛹各 40只 , 运用 ISSR(inter-simplesequencerepeat)标记对各样品进行

DNA扩增 ,通过 fine-dox3型凝胶成像系统分析各条带的片段大小 , 计算各特异性条带在有螨与无螨样品中的

概率。结果表明:有些特异性条带在有螨与无螨样品中的概率差异极显著(P<0.01), 由此推测 , 这些条带可

能与蜂螨的选择性寄生有关。
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StudiesontheSelectiveParasitismMechanism
ofMitestoDroneandDrone-PupabyISSR
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　　Abstract:ExperimentswereconductedwithApismelliferaligustica, whichwasinfectedbyVarroade-

structor.40 droneswithvorroamites, non-mitedrones, pupaswithmitesandnon-mitepupas, individually

werecollected.Thelengthofthebandswasanalyzedbyfine-dox3chemidoc, itimagingsystemafterPCRam-

plificationandtheprobabilityofthepeculiar-bandsinthesampleswithandwithoutmiteswascalculated.The

resultsshowedthattheprobabilityofsomepeculiar-bandsinthesampleswithandwithoutmiteswassignifi-

cantlydifferent(P<0.01), Itishenceconcluededthatthesebandshavesamethingtodowiththeselective

parasitismofmites.
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狄斯瓦螨(Varroadestructor)俗称大蜂螨 ,受大蜂螨危害的蜂群 ,轻者群势迅速削弱 ,生产力迅速下

降 ,重者蜂群全群覆灭
[ 1-2]

。自从 1958年在中国饲养的蜂群中发现大蜂螨 ,由于蜂群转地饲养的特性 ,

大蜂螨迅速蔓延全国 ,已经成为危害养蜂生产最为严重的疾病之一
[ 3]
。为了及时控制和治疗蜂群 ,几

十年来 ,中国主要是用药物来防治大蜂螨。但是随着我国生活水平提高和加入 WTO后对蜂产品质量

要求越来越高 ,绿色环保的蜂产品已被提上议事日程
[ 4]
。依靠药物防治蜂螨已经很难适应时代发展需

求 ,利用分子技术进行抗螨蜂种培育已尤显重要。

法国 LeConteY博士
[ 5-6]
通过实验发现 ,大蜂螨能利用幼虫信息素找到即将封盖的幼虫 ,雄蜂幼虫
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表 1　PCR反应引物

Tab.1　PCRprimers

引物

Primer

引物序列

Primersequence

退火温度 /℃

Annealingtemperature

A1 GTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGA 54

A2 AGCAGCAGCAGCAGCAGCG 54

A3 AGACAGACAGACAGACGC 54

A4 GACAGACAGACAGACAGT 55

A5 ATGATGATGATGATGGA 55

A8 ACACACACACACACACT 55

表 2　PCR反应体系中各组分的优化结果

Tab.2　OptimalPCRcomponentscomposition

成分 Component 用量Dosage/μL

10×PCRBuffer 1.0

MgCl2(25 mmol/L) 1.0

dNTPs(10 mmol/L) 0.3

ddH2O 5.4

Taq酶 /(1 U/μL)Taqenzyme 0.5

引物(20 μmol/L)Primer 1.0

模板 DNA(终浓度 60 ～ 80ng/μL)

TemplateDNA(finalconcentration60 ～ 80ng/uL)

0.8

总量 Total 10.0

的这种信息素的含量明显高于工蜂幼虫 。在蜂群中 ,雄蜂具有无界性 ,其传播蜂螨的概率远大于工

蜂
[ 7]
,因此 ,利用雄蜂进行抗蜂螨育种显得更有意义 。本研究以意大利蜜蜂为材料 ,运用 ISSR标记对各

样品进行 DNA扩增 ,通过 fine-dox3型凝胶成像系统分析各条带的片段大小 ,计算比较各特异性条带

在有螨与无螨样品中的概率 ,推测各特异性条带与蜂螨选择性寄生的相关性 ,为利用雄蜂培育抗螨蜂种

提供理论依据 ,现总结报道如下 。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验样品的采集　从江西农业大学蜜蜂研究所饲养的意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica)蜂群

中 ,采集有螨雄蜂 、无螨雄蜂 、有螨雄蜂蛹 、无螨雄蜂蛹各 40只。采集雄蜂蛹时 ,用镊子小心挑破巢房 ,

将蜂蛹取出 。将各类样品储存于 φ(乙醇)=95%中 ,置于 -20 ℃冰箱中备用。

1.1.2　主要仪器设备　Adventurer
TM
ARRV70电子天平(北京星瑞华仪科技发展有限公司)、XW-80A

旋涡混合器(上海琪特分析仪器有限公司)、AnkeTGL-16G-A型冷冻离心机(北京医用离心机厂)、

AnkeTGL-16B型 Eppendorf小型高速离心机(上海安亭科学仪器厂)、Eppendorf成套移液器和 Eppen-

dorfmastercyclerPCR仪 (德国 Eppendorf公司)、DYY-10C成套电泳设备和 fine-dox3型凝胶成像系

统(上海天能科技有限公司)。

1.1.3　主要试剂　Taq酶 、Taqbutter、MgCl2、1 bpDNAMark(均购于立陶宛 Fermentas公司), ISSR引物

(由上海生物工程合成), dNTPs(均购于北京博大泰克生物基因技术有限公司), Agarose西班牙原装进口。

1.2　实验方法

1.2.1　蜜蜂 DNA的提取　采用苯酚 -氯仿提取法提取雄蜂及雄蜂蛹 DNA
[ 8 -9]
。

1.2.2　DNA浓度和纯度检测　琼脂糖凝胶电泳检测:取 2 μL待测 DNA和 1μL上样液(loadingdye)

混匀 ,上样于 8g/L加有 goldview琼脂糖凝胶 , 5 V/cm电泳 ,待样品跑到 4 /5处时取下凝胶 ,在紫外灯

下观察电泳结果并拍照保存
[ 10]
。

紫外分光光度计检测:取 6 μL待测 DNA溶液稀释 500倍到 3 mL,分别在紫外分光光度计 260 nm

和 280 nm处测定其 OD值 。

DNA质量浓度(μg/mL)=OD260 ×稀释倍数 ×50;DNA质量纯度 =OD260 /OD280。

1.2.3　PCR反应及 ISSR产物扩增　6对 ISSR引物的碱基序列见表 1 ,对 PCR反应的各组分用量进行

优化 ,建立最佳的 PCR反应条件 ,优化结果见表 2。

PCR循环参数如图 1所示 。ISSR扩增产物电泳:取 4.0μLISSR扩增产物和 1.0 μL上样缓冲液混

匀 ,上样于 15 g/L的琼脂糖凝胶 , 4 V/cm电泳 1 h,用凝胶成像系统拍照并保存 。
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图 1　PCR循环参数

Fig.1　PCRcycleparameters

图 2　雄蜂 DNA电泳图

Fig.2　GenomicDNAextractedfromdrone

图 3　引物 A1扩增电泳图(无螨雄蜂)

Fig.3　PCRproductofprimerA1(non-mitedrone)

1.2.4　数据处理　运用 fine-dox3型

凝胶成像系统精确分析电泳图片中各条

带的片段大小 ,删除各非特异性条带 ,计

算各特异性条带在有螨样品与无螨样品

中出现的概率。

特异性条带出现概率(%)=特异

性条带在各类样品中出现的次数 /40 ×

100%。

采用 χ
2
检验(STATView5.0, AN-

VOAandt-tests, onegroupvariancetest)对各有螨雄蜂与无螨雄蜂 、有螨雄蜂蛹与无螨雄蜂蛹中特异性

条带出现的概率进行统计分析 。

2　结果与分析

2.1　DNA提取结果

DNA提取的质量往往是决定 ISSR分析成功与否的关键 ,电泳结果表明 ,所提取的雄蜂及雄蜂蛹

DNA主带清晰 ,无降解(图 2)。运用紫外分光光度计测得 DNA的 OD值为 1.6 ～ 1.8,符合实验要求。

2.2　ISSR扩增结果

用以上 6对 ISSR引物对样品

DNA进行扩增 ,琼脂糖凝胶电泳检测

扩增结果(图 3)。

2.3　特异性条带分析

从表 3可见 ,条带 182 bp在有螨

雄蜂和无螨雄蜂之间存在差异显著

(0.01 <P<0.05);条带 654 bp和

557 bp在有螨雄蜂和无螨雄蜂之间

差异极显著(P<0.01);从表 4可知 ,

条带 1 056bp和 189 bp在有螨雄蜂

蛹和无螨雄蜂蛹之间差异显著(0.01

<P<0.05);条带 654 bp和 557bp

在有螨雄蜂蛹和无螨雄蜂蛹之间差异

极显著(P<0.01)。

由以上结果推测 , 条带 182 bp、

1 056bp和 189 bp可能与蜂螨选择

性寄生有关 , 条带 654 bp和 557bp

可能是抗螨基因条带 。

3　讨　论

目前 ,除了使用化学杀螨剂外 ,还

没有更有效地控制蜂螨的办法 。化学

杀螨剂只能作为一种短效的抗螨措施 ,国外许多学者在生物方法治螨上进行了积极的探索。早在 1994

年 , Stephen
[ 11]
利用一个电脑软件(ModelMaker)模拟瓦螨的繁殖过程 ,蜂农可以用这个软件监控瓦螨的

繁殖 ,有利于蜂农对蜂螨的控制注。 Colin等
[ 12]
发现不同电流强度对瓦螨有不同的吸引力 ,通过改变蜜

蜂身上的电流强度来诱杀瓦螨 。蜜蜂选择育种是根据蜜蜂的遗传和变异的特性 ,通过选择和繁育 ,不断

扩大 、积累和加强蜜蜂群体中因基因突变或基因重组而产生的某些有益变异 ,并使这种有益变异得到稳

定遗传
[ 13]
。
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表 3　有螨与无螨雄蜂中各特异性条带出现的概率

Tab.3　Theprobabilityofthepeculiar-bandsbetweenthedroneswithmitesandnon-mitedrones %

体表有无蜂螨

Surfaceavailabilityofbeemites

条带片段大小 /bp

1 156 654 557 462 306 182

有螨雄蜂 Dronewithmites 62.5a 42.5 A 75.0 A 72.5a 67.5 a 60.0aA

无螨雄蜂 Non-mitedrone 50.0 a 82.5B 22.5 B 65.0a 82.5 a 45.0 bA

P值 Pvalue 0.069 0.008 0.002 0.062 20.056 0.048

　　同一列比较 , 相同的大写字母代表差异不显著(P>0.05),同一大小写字母代表差异显著(0.01<P<0.05), 不同的

大写字母代表差异极显著(P<0.01)。

　　Whencomparedthedataofthesamebpinthesamecolumn, thecapitalandsmalllettersindicatesignificantdifferenceatthe

1% and5% level, respectively, thesameasbelow.

表 4　有螨与无螨雄蜂蛹中各特异性条带出现的概率

Tab.4　Theprobabilityofthepeculiar-bandsbetweenthedrone-pupaswithmitesandnon-mitedrone-pupas%

体表有无蜂螨

Surfaceavailabilityofbeemites

条带片段大小 /bp

1 238 1 056 982 654 557 420 215 189

有螨雄蜂蛹 Drone-pupaswithmites 67.5a 75.0 aA 72.5a 40.0A 90.0A 87.5a 75.0 a 67.5aA

无螨雄蜂蛹 Non-mitedrone-pupas 77.5a 92.5 bA 67.5a 77.5 B 27.5B 80.0a 62.5 a 55.0bA

P值 Pvalue 19.258 0.036 25.246 0.007 0.001 20.059 12.562 0.042

　　同一列比较 , 相同的大写字母代表差异不显著(P>0.05),同一大小写字母代表差异显著(0.01<P<0.05), 不同的

大写字母代表差异极显著(P<0.01)。

　　Whencomparedthedataofthesamebpinthesamecolumn, thecapitalandsmalllettersindicatesignificantdifferenceatthe

1% and5% level, respectively, thesameasbelow.

　　雄蜂是蜂王产生的单倍体配子 ,在蜂群中 ,一些优良的性状通过雄蜂遗传应该会取得更好的效

果
[ 14]
。利用雄蜂进行抗螨蜂种的选择育种则是控制蜂螨危害的一种长期有效的根本措施 ,综合比较化

学防治 、生物防治和基因育种防治 3种治螨途径 ,无论从治螨持久性还是环保角度来讲 ,基因育种防治

蜂螨明显优于化学防治和生物防治。本试验利用 ISSR标记分析雄蜂及蛹特有扩增条带基因频率 ,分别

找出可能与抗螨相对应的特异 DNA片段。根据本实验结果 ,我们认为可以利用基因工程技术 ,选择可

能含有抗螨基因的雄蜂作为育种素材 ,给处女王进行人工授精 ,来培育出抗蜂螨品种 。
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