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　　摘要：利用筛选后的１２对荧光标记微卫星引物，研究太湖地区与皖南山区中华蜜蜂（以下简称中蜂）间的遗传多
样性并分析其遗传分化。研究检测判定了６０个中蜂个体的基因型，计算２个群体的优势等位基因频率（Ｐｉ）、期望杂

合度（Ｈｅ）、多态信息含量（ＰＩＣ）、群体内近交系数（Ｆｉｓ），并分析中蜂群体内与群体间的遗传变异，采取配对试验均数

差异ｔ检验比较太湖中蜂与皖南中蜂群体的遗传差异。结果表明，太湖地区与皖南山区２个中蜂群体间的 Ｐｉ、Ｈｅ、

ＰＩＣ、Ｆｉｓ差异均不显著（Ｐｉ＝０．３５６＞０．０５，ＰＨｅ＝０．３９１＞０．０５，ＰＰＩＣ＝０．２６０＞０．０５，ＰＦｉｓ＝０．４２８＞０．０５）。可见，太湖地

区与皖南地区两地中蜂群体存在一定的遗传多样性，但遗传分化程度不大。本研究结果对江苏与安徽两地中华蜜蜂

品种的选育和保护也具有一定的指导意义。
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　　中华蜜蜂（Ａｐｉｓｃｅｒａｎａｃｅｒａｎａ）简称中蜂，指分布于我国境
内东方蜜蜂地理亚种的总称，是我国特有的遗传资源，家养历

史悠久，２００６年被列入国家畜禽保护名录中［１］。江苏省自古

是我国野生中蜂的聚居区，也是最早引入新法饲养的地区之

一［２］。近几十年来，由于西方蜜蜂大量引入及自然条件的破

坏，江苏省中蜂遗传资源已消失迨尽，目前仅在环太湖地区略

有分布，种质资源保护迫在眉睫［３］。同时，随着近几年环太

湖地区设施农业的快速发展，蜜蜂授粉尤其是中蜂授粉的需

求越来越多，现有的中蜂资源已不能满足农业生产的需求。

皖南地区地形复杂，植被丰富，适宜中蜂栖息，中蜂资源十分

丰富［４］，而且皖南地区与太湖地区相隔较近，没有任何地理

隔离，所以从皖南地区引入蜂群可能是解决太湖地区中蜂资

源缺乏的有效方法。但是引入后是否会改变太湖地区原有中

蜂的遗传结构，继而对当地种质资源保护造成负面影响是应

该考虑的首要问题，所以需要对２个地区现有中蜂资源的遗
传结构与遗传多样性进行比较分析。

微卫星是目前普遍使用的分子遗传标记，具有多态性好、

共显性、易于鉴定、检测重复性好、在基因组分布广泛等优点。

联合国粮农组织（ＦＡＯ）在其持续发展和管理动物遗传资源
的战略计划中，推荐将微卫星标记作为优先考虑的分析工

具［５－６］。近几年来，微卫星标记已广泛应用于我国各地蜜蜂

种质资源的分析中，但是目前普遍采用聚丙烯酰胺电泳加放

射显影或银染的方法，不仅费时费力效率低，而且误差较

大［７－９］。本研究利用筛选后的１２对荧光标记微卫星引物对
太湖地区与皖南地区的中蜂进行遗传多样性比较和遗传分化

分析，旨在初步评价２个地区中蜂群体遗传结构的差异，继而
探讨江苏省太湖地区异地引入蜂群的可能性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
太湖地区中蜂（ＤＳ）来自于江苏省苏州市吴中区东山镇，

皖南山区中蜂（ＪＸ）来自于安徽省宣城市泾县山区，每个地区
各随机选取３０群，蜂群尽量以野生种群为主，每群随机采集
成年工蜂１０只，用无水乙醇溶液浸泡保存。中蜂群体的采集
信息见表１。
　　参照吉挺所建立的方法［１０］提取中蜂基因组ＤＮＡ，用微量
紫外可见光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ－１０００）测定其含量与纯度，
－２０℃ 保存备用。
１．２　微卫星引物的筛选及ＰＣＲ条件的优化

根据笔者所在课题组对中华蜜蜂转录组测序结果［１１］所

获得的３０００多个微卫星位点进行筛选，每条染色体选择２～
３对微卫星引物，共初步选取５４对微卫星引物，送往上海生
工生物工程有限公司合成。根据 ＧｅｎＢａｎｋ和相应文献提供
的微卫星引物对所选 ５４对引物进行优化，进一步筛选出
３０对扩增效果较好的微卫星引物，具体所选微卫星引物信息
见表２。
　　由于ＰＣＲ反应中影响因素较多，试验分别设计了以ＤＮＡ
模板浓度、Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ酶用量、退火温度为因素的梯度试
验，最终确定ＰＣＲ的反应体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２１．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．５μＬ，１０ｐｍｏｌ／μＬ上游引
物１．０μＬ，１０ｐｍｏｌ／μＬ下游引物１．０μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚
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表１　试验中蜂群体的采集信息

采集地点 采集群数 纬度 经度 海拔（ｍ）
江苏省苏州市吴中区东山镇 ３０ 北纬３１°０５′０５″ 东经１２０°２４′２４″ １７．３
安徽省宣城市泾县山区 ３０ 北纬３０°４１′０６″ 东经１１８°２４′４６″ １６９．４

表２　３０对微卫星引物信息

编码 引物名称 序列（５′→３′） 重复单元 ＮＣＢＩ登录名
Ａ ２７－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｆ ＡＡＴＡＡＴＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＴＧＣＡＡＡＧ （ＡＴ）６ ＮＷ＿００３３７８０１７．１

２７－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｒ ＴＴＧＴＧＴＴＧＣＡＴＣＡＡＣＡＴＡＣＴＴＧＴＣ
Ｂ ２８－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＴＴＧＴＧＴＴＧＣＡＴＣＡＡＣＡＴＡＣＴＴＧＴＣ （ＡＴ）６ ＮＷ＿００３３７８０１７．１

２８－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＡＡＴＡＡＴＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＴＧＣＡＡＡＧ
Ｃ ３１－ＣＬ１１５７．Ｃｏｎｔｉｇ１５Ｆ ＴＧＡＴＧＣＧＡＧＡＴＡＴＡＧＧＡＧＡＧＡＧＣ （ＴＡ）６ ＮＷ＿００３３７７８９２．１

３１－ＣＬ１１５７．Ｃｏｎｔｉｇ１５Ｒ ＡＴＡＡＴＣＣＧＧＴＣＴＣＴＴＡＣＡＣＡＣＣＣ
Ｄ ３６－ＣＬ１１２１．Ｃｏｎｔｉｇ４Ｆ ＴＣＧＴＧＡＴＣＣＧＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＴＡＴ （ＣＧ）８ ＮＷ＿００３３７８０９５．１

３６－ＣＬ１１２１．Ｃｏｎｔｉｇ４Ｒ ＣＧＡＴＧＡＴＧＴＴＧＡＧＡＴＴＧＴＴＴＧＴＣ
Ｅ ２１－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＡＡＣＡＡＡＧＡＴＴＴＴＡＴＧＡＧＣＧＡＣＧＡ （ＧＣ）６ ＮＷ＿００３３７８０５９．１

２１－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＡＣＴＣＴＣＡＴＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＣＣＴＣＴ
Ｆ ３０－ＣＬ１８２．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＣＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＡＡＧＡＣＡＴＴＴＡＴ （ＧＡ）６ ＮＷ＿００３３７７９８６．１

３０－ＣＬ１８２．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＡＣＧＣＧＴＴＧＡＴＡＴＡＣＡＣＧＡＴＴＣＴＴ
Ｇ ３４－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＧＡＧＴＧＧＡＡＣＡＡＧＡＡＣＧＡＡＡＧＡＧＡ （ＧＡ７ ＮＷ＿００３３７８１１３．１

３４－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＣＴＣＴＣＴＧＧＡＴＡＴＴＣＣＣＴＧＧＡＴＴＴ
Ｈ ４１－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｆ ＧＡＡＡＡＡＣＧＡＧＴＧＡＡＧＡＧＣＧＡＧＴ （ＣＴＴ）６ ＮＷ＿００３３７８０８５．１

４１－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｒ ＡＣＴＴＣＴＴＣＡＧＧＧＡＧＡＧＡＧＧＧＴＣＴ
Ｉ ２４－ＣＬ１７２．Ｃｏｎｔｉｇ５４Ｆ ＧＴＡＣＴＡＡＡＴＴＴＣＧＣＡＣＧＧＴＧＴＴＣ （ＡＴ）７ ＮＷ＿００３３７８１５２．１

２４－ＣＬ１７２．Ｃｏｎｔｉｇ５４Ｒ ＧＴＧＣＧＡＧＡＴＧＧＴＧＴＧＴＴＣＴＣＴ
Ｊ ２６－ＣＬ１３２４．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｆ ＧＧＣＡＴＡＣＴＣＴＣＴＡＣＴＣＧＴＴＣＣＣＴ （ＴＴＧ）７ ＮＷ＿００３３７８１７１．１

２６－ＣＬ１３２４．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｒ ＧＡＧＣＧＴＴＣＴＴＧＡＣＧＡＴＧＴＧＡＣ
Ｋ ２９－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ３３Ｆ ＣＡＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＴＴＴＣＴＣＧＡＣＡＴ （ＡＴ）８ ＮＷ＿００３３７７９２９．１

２９－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ３３Ｒ ＴＴＣＣＡＣＣＧＴＡＴＴＧＧＡＡＴＴＧＡＴＴＡ
Ｌ ３３－ＣＬ１３６０．Ｃｏｎｔｉｇ１４Ｆ ＡＧＴＴＣＧＡＣＡＧＡＣＣＡＡＧＣＴＧＴＡＡＧ （ＴＧ）６ ＮＷ＿００３３７８０４１．１

３３－ＣＬ１３６０．Ｃｏｎｔｉｇ１４Ｒ ＣＴＴＧＴＧＣＧＡＡＣＡＴＡＧＡＡＣＡＡＡＧＡ
Ｍ １－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ２７Ｆ ＡＴＴＣＴＡＣＧＡＴＡＣＧＧＣＡＣＧＴＴＡＣＡ （ＡＴ）８ ＮＷ＿００３３７８１２２．１

１－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ２７Ｒ ＡＴＴＧＴＧＡＧＴＧＧＧＴＡＣＡＧＴＴＴＣＧＴ
Ｎ ３－ＣＬ１２４４．Ｃｏｎｔｉｇ６Ｆ ＧＧＡＴＴＡＴＴＡＧＧＡＣＡＡＣＴＡＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡ （ＡＡＴ）６ ＮＷ＿００３３７８１８３．１

３－ＣＬ１２４４．Ｃｏｎｔｉｇ６Ｒ ＣＡＴＧＣＴＧＴＴＴＴＴＡＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＡ
Ｏ ５－ＣＬ１３０６．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＣＡＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＡＴＣＣＴＣＴＣＧＴＣ （ＴＴＣ）５ ＮＷ＿００３３７８０７４．１

５－ＣＬ１３０６．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＡＡＡＣＡＣＧＡＡＡＡＧＡＣＣＧＧＡＴＴＣ
Ｐ ７－ＣＬ１２７８．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＴＧＴＧＡＴＡＧＡＡＴＣＧＴＧＴＧＴＣＴＴＡＣＧ （ＴＧ）７ ＮＷ＿００３３７８１２３．１

７－ＣＬ１２７８．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＧＣＣＡＡＴＧＴＡＡＴＡＡＣＧＡＴＡＧＴＧＣＣ
Ｑ １１－ＣＬ１３３．Ｃｏｎｔｉｇ４１Ｆ ＡＧＡＧＧＧＧＧＡＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＡＡ （ＴＣＧ）６ ＮＷ＿００３３７７９４３．１

１１－ＣＬ１３３．Ｃｏｎｔｉｇ４Ｒ ＧＡＣＣＧＧＴＴＡＡＴＣＡＣＴＧＧＴＧＴＣ
Ｒ １４－ＣＬ１５４９．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＣＧＴＣＣＡＡＧＴＣＴＧＴＡＣＴＣＣＡＧＣ （ＣＣＧ）５ ＮＷ＿００３３７８１４３．１

１４－ＣＬ１５４９．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＧＡＡＣＡＣＣＧＴＡＴＣＧ
Ｓ １７－ＣＬ１４６２．Ｃｏｎｔｉｇ５Ｆ ＡＡＣＡＡＡＴＡＧＧＣＣＴＣＧＴＴＡＡＴＧＴＴＴ （ＡＣ）９ ＮＷ＿００３３７７９０９．１

１７－ＣＬ１４６２．Ｃｏｎｔｉｇ５Ｒ ＣＧＧＣＴＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＴＴＴＴＡＴ
Ｔ １８－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＡＡＴＣＧＡＴＡＧＡＣＧＡＴＧＡＡＴＴＴＧＧＡ （ＴＡＡ）５ ＮＷ＿００３３７７９０９．１

１８－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＧＧＡＣＧＡＡＡＴＧＧＡＴＣＡＡＡＧＴＡＡＧＡ
Ｕ ２３－ＣＬ１７２．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＴＧＡＴＣＴＣＧＡＡＴＴＣＣＣＧＴＡＴＡＡＴＣ （ＴＡ）６ ＮＷ＿００３３７８１５２．１

２３－ＣＬ１７２．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＴＡＴＴＴＴＧＧＣＣＡＡＧＧＴＴＴＴＴＡＴＣＣ
Ｖ ３２－ＣＬ１２４９．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＣＣＴＴＡＣＣＴＴＧＴＧＣＧＡＡＡＣＴＴＴＡＣ （ＡＧ）６ ＮＷ＿００３３７８０５６．１

３２－ＣＬ１２４９．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＴＴＧＧＡＣＴＴＧＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＴＴＣ
Ｗ ３７－ＣＬ１２９３．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＧＡＴＡＧＴＴＡＣＡＣＧＣＣＧＣＴＴＡＡＡＴＧ （ＡＴ）８ ＮＷ＿００３３７７９９９．１

３７－ＣＬ１２９３．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＧＡＴＴＡＣＴＡＧＡＴＣＣＡＧＣＧＣＡＣＡＴＣ
Ｘ ３９－ＣＬ３０８．Ｃｏｎｔｉｇ６Ｆ ＴＡＧＡＧＧＴＧＧＡＡＧＧＣＡＡＴＴＡＴＣＴＧ （ＡＴ）６ ＮＷ＿００３３７７９９９．１

３９－ＣＬ３０８．Ｃｏｎｔｉｇ６Ｒ ＡＡＡＴＴＡＴＧＴＧＡＴＴＡＴＴＡＣＡＡＴＧＡＧＴＡＣＣ
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　续表２

编码 引物名称 序列（５′→３′） 重复单元 ＮＣＢＩ登录名
Ｙ ４２－ＣＬ１８１８．Ｃｏｎｔｉｇ４Ｆ ＣＴＴＴＧＣＡＣＴＴＧＴＴＴＣＣＡＴＴＴＴＣＴ （ＡＴ）８ ＮＷ＿００３３７８０７８．１

４２－ＣＬ１８１８．Ｃｏｎｔｉｇ４Ｒ ＴＴＴＴＧＴＣＧＴＣＣＧＴＡＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡ
Ｚ ４３－ＣＬ１２２８．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｆ ＴＣＴＴＧＡＴＡＴＣＡＣＴＣＧＴＴＡＧＴＧＧＣ （ＡＧ）９ ＮＷ＿００３３７８０８８．１

４３－ＣＬ１２２８．Ｃｏｎｔｉｇ３Ｒ ＧＴＣＣＡＡＡＴＣＧＴＴＣＡＧＡＣＴＴＣＡＡＴ
α ４５－ＣＬ１５４０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｆ ＡＴＴＡＡＡＴＴＴＣＧＴＴＴＣＡＣＣＧＡＴＧＧ （ＣＧ）８ ＮＷ＿００３３７８０８８．１

４５－ＣＬ１５４０．Ｃｏｎｔｉｇ２Ｒ ＧＧＡＴＣＡＴＣＧＴＴＣＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＣ
β ５０－ＣＬ１１２６．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＣＡＴＣＣＴＴＣＧＴＴＴＴＣＴＴＣＴＧＴＧＡＴ （ＣＧ）８ ＮＷ＿００３３７８０６５．１

５０－ＣＬ１１２６．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＡＡＡＡＡＴＴＣＴＡＴＧＣＧＴＣＧＴＴＴＴＣＡ
γ ５１－ＣＬ１１１４．Ｃｏｎｔｉｇ１５Ｆ ＴＣＧＡＡＴＧＴＴＡＧＧＡＴＴＴＴＣＧＴＧＡＴ （ＣＧ）６ ＮＷ＿００３３７８０３９．１

５１－ＣＬ１１１４．Ｃｏｎｔｉｇ１５Ｒ ＡＴＧＣＧＡＧＴＡＣＧＴＧＴＧＡＡＴＧＴＡＴＧ
δ ５３－ＣＬ１３９２．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｆ ＣＧＡＧＡＧＴＧＴＧＡＧＡＧＡＡＡＧＧＡＧＡＧ （ＴＡ）９ ＮＷ＿００３３７７９３８．１

５３－ＣＬ１３９２．Ｃｏｎｔｉｇ１Ｒ ＴＡＴＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＡＡＴＡＧＣＣＡＣＴ

　　注：引物纯化方式为高亲和纯化（ｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＨＡＰ）。

合酶０．２μＬ，１００ｎｇ／μＬＤＮＡ模板１．０μＬ，超纯水１３．３μＬ。
ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性５０ｓ，５９～６２℃
（因不同引物而异）退火 ５０ｓ，７２℃延伸 ５０ｓ，３０个循环；
７２℃ 再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．３　ＰＣＲ产物检测

配制３％琼脂糖凝胶，点样６μＬ，１２０Ｖ电泳２０ｍｉｎ，检查
产物的有无。如有产物，配制８％聚丙烯酰胺凝胶８０ｍＬ体
系，１００Ｖ预电泳５ｍｉｎ，点样１０μＬ，１２０Ｖ电泳３ｈ。进行硝
酸银染色，直至出现清晰的等位基因条带。

１．４　荧光引物的筛选和组合
根据聚丙烯酰胺凝胶电泳的结果，尽量选择不同染色体

上的标记，淘汰掉无法扩增以及无多态性的引物，最终选出相

对较 理 想 的 １２对 多 态 性 较 丰 富 的 微 卫 星 引 物：
７－ＣＬ１２７８．Ｃｏｎｔｉｇ１（Ｐ）、５１－ＣＬ１１１４．Ｃｏｎｔｉｇ１（γ）、３９－
ＣＬ３０８．Ｃｏｎｔｉｇ６（Ｘ）、１７－ＣＬ１４６２．Ｃｏｎｔｉｇ５（Ｓ）、１８－ＣＬ１４７０．
Ｃｏｎｔｉｇ３（Ｔ）、３７－ＣＬ１２９３．Ｃｏｎｔｉｇ１（Ｗ）、２９－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ３３
（Ｋ）、２８－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ３（Ｂ）、３３－ＣＬ１３６０．Ｃｏｎｔｉｇ１４（Ｌ）、
１－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ２７（Ｍ）、１４－ＣＬ１５４９．Ｃｏｎｔｉｇ３（Ｒ）、１１－
ＣＬ１３３．Ｃｏｎｔｉｇ４１（Ｑ）。每对引物的上游５′端分别用荧光染料
ＦＡＭ（蓝色）、ＨＥＸ（绿色）、ＴＡＭＲＡ（黄色）进行标记，获得的
荧光标记引物避光保存。按照微卫星引物的碱基长度进行组

合，为了便于区分得精确一些，组合的引物长度至少相差

２０ｂｐ，获得的５个荧光标记微卫星引物组合信息见表３。

表３　荧光标记微卫星引物组合信息及反应条件

组合 编码 引物名称 基因名称 修饰
产物长度

（ｂｐ）
退火温度

（℃） 染色体位置

１ Ｐ ７－ＣＬ１２７８．Ｃｏｎｔｉｇ１ ＬＯＣ４１０８５１ ＦＡＭ １５９ ５９．５ ＬＧ２
γ ５１－ＣＬ１１１４．Ｃｏｎｔｉｇ１ Ｍｂｌｋ－１ ＨＥＸ １４５ ５９．９ ＬＧ１５
Ｘ ３９－ＣＬ３０８．Ｃｏｎｔｉｇ６ ＬＯＣ４１２７８４ ＴＡＭＲＡ １１４ ５７．５ ＬＧ９

２ Ｓ １７－ＣＬ１４６２．Ｃｏｎｔｉｇ５ ｃｏｍｐｌｅｘｉｎ ＦＡＭ １５９ ５９．９ ＬＧ４
Ｔ １８－ＣＬ１４７０．Ｃｏｎｔｉｇ３ ＬＯＣ４１３９３６ ＨＥＸ １４２ ５９．６ ＬＧ４
Ｗ ３７－ＣＬ１２９３．Ｃｏｎｔｉｇ１ ＬＯＣ１００７４９７９０ ＴＡＭＲＡ ８９ ６０．１ ＬＧ９

３ Ｋ ２９－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ３３ ＬＯＣ１００８７０９４６ ＦＡＭ １５６ ６０．１ ＬＧ７
Ｂ ２８－ＣＬ１６５０．Ｃｏｎｔｉｇ３ Ｖｈａ１６ ＨＥＸ １３８ ５９．７ ＬＧ６

４ Ｌ ３３－ＣＬ１３６０．Ｃｏｎｔｉｇ１４ ＰＭＣＡ ＦＡＭ １５１ ５９．７ ＬＧ８
Ｍ １－ＣＬ１２２９．Ｃｏｎｔｉｇ２７ ＬＯＣ１００８７０９４６ ＨＥＸ １３７ ６０．３ ＬＧ１

５ Ｒ １４－ＣＬ１５４９．Ｃｏｎｔｉｇ３ ＲｆＣ４ ＦＡＭ １５０ ６０．２ ＬＧ３
Ｑ １１－ＣＬ１３３．Ｃｏｎｔｉｇ４１ ＬＯＣ１００５７７２７８ ＨＥＸ １３６ ６０．１ ＬＧ３

　　注：ＬＧ即连锁群（ｌｉｎｋａｇｅｇｒｏｕｐ），表示染色体位置。

１．５　荧光ＰＣＲ产物ＳＴＲ分型
ＰＣＲ荧光产物ＳＴＲ分型送至上海生工生物工程有限公

司进行，使用 ＡＢＩ－３７３０ＸＬＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ全自动测序仪检
测。上样的总体积为 １３．５μＬ，其中的上样液 Ｈｉ－Ｄｉ
Ｆｏｒｍａｍｉｄｅ１０μＬ、ＧＳ－５００ＳｉｚｅＳｔａｎｄａｒｄ０．５μＬ，另外的３μＬ
为混合 ＰＣＲ产物。将 Ｈｉ－ＤｉＦｏｒｍａｍｉｄｅ和 ＧＳ－５００Ｓｉｚｅ
Ｓｔａｎｄａｒｄ混合均匀后与等量的同一个体的 ＰＣＲ产物进行混
合，然后进行个体编号，依次加样到９６孔板中，接着变性和检
测。检测结束后，使用ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０软件自动生成独立的

图谱文件，读取片段长度、峰值和峰面积，判断纯合子和杂合

子（单峰为纯合子，双峰为杂合子），最后导出 Ｅｘｃｅｌ数据
表格。

１．６　遗传多样性分析公式
１．６．１　等位基因频率

Ｐｉ＝（２ｎｉｉ＋ｎｉｊ１ ＋ｎｉｊ２ ＋…＋ｎｉｊｎ）／（２Ｎ）。
其中：Ｐｉ为第ｉ个等位基因频率；ｎｉｉ为第ｉ个等位基因纯合个
数；ｊｎ为与ｉ共显的第ｎ个等位基因；ｎｉｊ为含 ｉ与 ｊｎ共显的等
位基因个体数；Ｎ为群体中个体数。
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１．６．２　杂合度

Ｈｅ＝１－∑
ｋ

ｉ＝－１
Ｐ２ｉ。

其中：ｋ为等位基因数；Ｐｉ为第ｉ个等位基因频率。
１．６．３　多态信息含量

ＰＩＣ＝１－∑
ｋ

ｉ＝１
Ｐ２ｉ－∑

ｋ－Ｊ

ｉ＝１
∑
ｋ

ｊ＝ｉ＋１
２Ｐ２ｉＰ

２
ｊ＝２∑

ｋ－Ｊ

ｉ＝１
∑
ｋ

ｊ＝ｉ＋１
ＰｉＰｊ（１－ＰｉＰｊ）。

其中：ｋ为等位基因数；Ｐｉ为第ｉ个等位基因频率；Ｐｊ为第ｊ个
等位基因频率。

１．６．４　群体内近交系数
Ｆｉｓ＝（Ｈｓ－Ｈｏ）／Ｈｓ。

其中：Ｈｏ为观察杂合度；Ｈｓ为平均期望杂合度。
１．６．５　统计分析　利用 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ－Ｔｏｏｌｋｉｔ软件根据
ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０软件导出的Ｅｘｃｅｌ表格来计算等位基因频率
与期望杂合度，根据 Ｂｏｔｅｓｔｅｉｎ等的公式设计、计算群体的多
态信息含量，再根据ＦＳＴＡＴ程序计算群体内近交系数。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
ＤＮＡ提取出来以后，将其稀释到１００ｎｇ／μＬ，部分琼脂糖

凝胶用紫外透视成像系统检测，其结果如图１所示：纯度比较
高，无拖尾现象。

２．２　荧光产物ＳＴＲ分型结果
使用 ＡＢＩ－３７３０ＸＬＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ全自动测序仪进行检

测扫板，得到的部分微卫星引物的扩增结果与 ＳＴＲ分型结果
见图２。图２所示的是太湖地区中蜂 ＤＳ０１个体在 Ｂ位点的
扩增结果，基因型为１３２／１３４（杂合子）；皖南山区中蜂 ＪＸ０３
个体在Ｔ位点的扩增结果，基因型为１３２／１３２（纯合子）。
２．３　太湖地区与皖南山区中蜂优势等位基因的比较

由表４可见，利用配对试验均数差异双尾 ｔ检验对２个
群体优势等位基因频率进行处理，结果 Ｐｉ＝０．３５６＞０．０５，即
太湖地区与皖南地区中蜂群体在这１２对微卫星引物标记上
检测出来的优势等位基因差异不显著。

２．４　群体间相关参数分析
由表５可知，太湖地区中蜂群体的 Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｆｉｓ平均为

０５５１、０．５１９、０．０５３，均略高于皖南山区中蜂群体（０．４７３、
０４２３、０．１２５）。对２个群体的 Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｆｉｓ进行 ｔ检验，结果
显示，２个群体的３个参数差异均不显著（ＰＨｅ＝０．３９１、ＰＰＩＣ＝
０．２６０、ＰＦｉｓ＝０．４２８）。

３　结论与讨论

从２００６年开始，陆续有研究者利用西方蜜蜂微卫星标记

表４　２个中蜂群体在１２个微卫星位点的优势等位基因及其频率

位点
优势等位基因

（ｂｐ）
频率（％）

ＤＳ ＪＸ
Ｐ １６１ ３８．３３ １５．００
Ｓ １４７ ９６．６７ ６５．００
Ｋ ２５８ ８０．００ ８３．３３
Ｌ １５１ ９６．６７ ９６．６７
Ｒ １４７ ６８．３３ ６０．００
γ １３９ ２３．３３ ４０．００
Ｔ １３２ ３６．６７ ６３．３３
Ｂ １３２ ２５．００ １００．００
Ｍ １４７ ８５．００ ７８．３３
Ｑ １４６ ６６．６７ ６３．３３
Ｘ １１２ ３０．００ ４８．３３
Ｗ ９３ ２６．６７ ５３．３３

对我国中蜂遗传资源及遗传多样性进行分析，但普遍方法是

在ＰＣＲ扩增后采用聚丙烯酰胺电泳加放射显影或银染的方
法，通过人为观察主观地对多态性条带进行分析，这种方法最

令人质疑的在于很难将相邻近的２个条带准确区分开来，从
而造成判型误差［７－８］。目前利用荧光引物扩增的微卫星位点

具有较高的分辨率和灵敏度，对扩增产物在单碱基水平和表

达量方面也具有较高的准确性。本试验利用 ＡＢＩ基因测序
分析仪对荧光标记ＤＮＡ片段进行检测，并利用分子量内标对
ＤＮＡ片段长度进行计算，使２个地区的中蜂ＳＴＲ分型方法较
传统方法更精确，更能真实反映２个群体内的遗传多样性及
群体间的遗传分化。

本研究在笔者所在课题组对中华蜜蜂转录组测序结果所

获得的３０００多个微卫星位点基础上筛选出１２个微卫星位
点，尽量保证其在多条染色体或连锁群中都有分布，因此得出

的数据有一定的代表性和可比性。群体中频率最高的等位基

因是该物种中最原始、最保守的等位基因，其余等位基因是进

化过程中由该等位基因突变形成的，因此微卫星的多态性能
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表５　２个中蜂群体在１２个微卫星位点的期望杂合度、多态信息含量、群体内近交系数的比较结果

位点
Ｈｅ ＰＩＣ Ｆｉｓ

ＤＳ ＪＸ ＤＳ ＪＸ ＤＳ ＪＸ
Ｐ ０．８２２０ ０．８５２５ ０．７９３６ ０．８１９２ ０．１９２ ０．０２３
Ｓ ０．０６６１ ０．４８４７ ０．０６４０ ０．３９１４ －０．００９ ０．８６４
Ｋ ０．３５９３ ０．３００６ ０．３４４８ ０．２８１６ ０．１６７ ０．５６１
Ｌ ０．０６５５ ０．０６６１ ０．０６２４ ０．０６４０ １．０００ ０．５００
Ｒ ０．４９８９ ０．５４５８ ０．４５００ ０．４６１７ ０．１３３ ０．０８５
γ ０．７８７０ ０．７４８０ ０．７４２４ ０．６９６８ ０．１１２ ０．０６５
Ｔ ０．６５９９ ０．５２４９ ０．５７９７ ０．４４９３ ０．５５０ －０．０８１
Ｂ ０．８７５１ ０．００００ ０．８４６８ ０．００００ ０．２４１ ＮＡ
Ｍ ０．２６９５ ０．３５８２ ０．２４６９ ０．３１０３ ０．０１１ －０．０２４
Ｑ ０．５２９４ ０．５４１２ ０．４８８８ ０．４７８２ ０．１８４ －０．０４８
Ｘ ０．８５３７ ０．５８５３ ０．８２２８ ０．４８５２ ０．１０３ －０．７３０
Ｗ ０．８２８２ ０．６７４６ ０．７８９６ ０．６３２５ ０．３２０ ０．２６２

平均值±标准差 ０．５５１±０．０８７ ０．４７３±０．０７４ ０．５１９±０．０８４ ０．４２３±０．０６９ ０．２５０±０．０８０ ０．１２３±０．１１５

　　注：ＮＡ为无效分析，即该位点只有１种等位基因，分析Ｆｉｓ平均值时视为０。

够反映物种的进化历史［１２］。本研究发现２个群体的优势等
位基因频率间存在差异，但差异不显著（Ｐｉ＝０．３５６＞０．０５），
表明太湖地区中蜂群体（ＤＳ）与皖南地区（ＪＸ）各自维持着一
定的种质特性，但两者之间遗传分化较小。这可能与这２个
地区相隔距离较近、两者基因流动值较高有关，表明从皖南山

区引入部分中蜂蜂群，扩大太湖地区中蜂种群数量，进行蜂蜜

生产与授粉，不会对当地中蜂遗传资源产生较大影响。

多态信息含量是衡量基因片段多态性较好的指标，当

ＰＩＣ＞０．５时，该座位为高度多态性座位；当０．２５＜ＰＩＣ≤０．５
时，为中度多态性座位；当ＰＩＣ≤０．２５时，为低度多态性座位。
同时，多态信息含量关系到该座位可用性与使用效率［１３］，多

态信息含量越大，说明在群体中的杂合子比例越大，提供的遗

传信息就越高。本研究首次选用中蜂转录组测序结果所筛选

的１２个微卫星位点，其中有５个位点处于高度多态，４个位
点属于中度多态。２个群体的ＰＩＣ平均为０．５１９、０．４２３，说明
所选择的绝大部分微卫星能为分析遗传多样性提供信息。

期望杂合度别称基因多样度，是一个度量群体遗传变异

的最适参数［１４］。本研究所选用的微卫星标记中，Ｐ、γ、Ｔ、Ｒ、
Ｑ、Ｘ、Ｗ等７个标记有较高的多态性，群体遗传多样性丰富，
具有较高的选择潜力；而Ｂ标记在２个群体间表现出完全不
同的多态性，其在皖南山区中蜂群体中为纯合子，而在太湖地

区群体中表现为高度多态（Ｈｅ＝０．８７５１），今后可将其作为候
选遗传标记区别２个地理群体。
　　本研究通过对太湖地区与皖南山区中蜂群体进行遗传多
样性检测，对２个群体主要遗传参数进行比较，结果显示，２
个群体间的Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｆｉｓ差异均不显著，其中太湖地区中蜂群
体的Ｈｅ、ＰＩＣ还略高于皖南山区，表明太湖地区中蜂遗传多样
性仍较丰富，这可能与太湖地区蜜源植物资源丰富，适宜中蜂

生存，同时该地区与种群数量较多的浙北和皖南山区没有明

显的地理隔离，造成相互基因流动有一定的关系。这也说明

在分析中蜂群体遗传多样性时，种群数量与其拥有的遗传多

样性高低没有直接联系。

综上所述，本研究利用筛选后的１２个微卫星 ＤＮＡ荧光
标记分析了太湖地区与皖南山区中蜂群体的遗传多样性与群

体间的差异，结果表明，２个地理群体遗传多样性均较丰富，

具有较高的保种价值，且两者间遗传分化不明显，完全可能从

皖南地区引入中蜂蜂群扩大太湖地区种群数量。
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