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　　摘要：利用筛选后的１２对荧光标记微卫星引物分析皖南中蜂野生群与皖南中蜂保种场保种群，探讨小群保种效
果。共检测确定６０个个体基因型，通过计算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）分析了皖南中蜂群体内和群体间的遗传变异，采用配对试验均数差异 ｔ检验，比较了保

种群体与野生群体的遗传差异。结果表明：保种群体与野生群体间的Ｐｉ无显著性差异（Ｐ＝０．４４０＞０．０５）；Ｈｅ略高于

野生群体，差异均不显著（Ｐ＝０．１２２），ＰＩＣ显著高于野生群体（Ｐ＝０．０４７＞０．０５）；Ｆｉｓ显著高于野生群体（Ｐ＝０．０１９＜

０．０５）。结果说明，皖南中蜂采用小群保种效果良好。
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　　皖南中蜂是中华蜜蜂的重要组成，皖南中蜂具有适应性
强、嗅觉灵敏、善于利用零星蜜粉源、抗病虫害、群势强、产量

高等优良性状［１］。皖南中蜂已被农业部和安徽省列入第一

批“地方畜禽保护品种名录”。但是长期以来，由于保种经费

不足，加上西方蜜蜂的大量饲养，皖南中蜂群数锐减［２］。近

几年安徽中锋开始实行小群保种。

微卫星是目前普遍使用的分子遗传标记方法，具有多态

性好、共显性、易于鉴定、检测重复性好以及基因组中分布广

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［２－３］。近几年来微卫星标记已广泛应用于我国各

地蜜蜂种质资源分析，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［４－６］。本研究利用筛选后的１２对荧光标记微卫星引物，对
保种场与野生种群遗传多样性进行比较分析，旨在初步评价

小群保种的效果，继而探讨小群保种的可能性。

１　材料和方法

１．１　试验材料
本研究所用皖南中蜂为皖南地区保种场群体和原产地野

生群体，各随机选取３０群，每群随机采集成年工蜂１０只，用
无水乙醇溶液浸泡保存。

１．２　试验方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　基因组 ＤＮＡ提取参照吉挺等所
建立的方法［７］，提取的基因组ＤＮＡ用微量紫外可见分光光度
计（ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ－１０００）测定含量与纯度，－２０℃保存备用。

１．２．２　常规引物的筛选　根据课题组成员对中华蜜蜂转录
组测序结果［８］所获得的３０００多个微卫星位点进行筛选，选
择的原则为等位基因数目多，具有高度多态性，结合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。引物均由生
工（上海）生物工程服务有限公司（Ｓａｎｇｏｎ）提供。
１．２．３　ＰＣＲ反应体系与产物扩增　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。ＰＣＲ
反应体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．０μＬ，
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．５μＬ，１０ｐｍｏｌ／μＬ上游引物 １．０μＬ，
１０ｐｍｏｌ／μＬ下游引物 １．０μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶
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，共３０个循环；
７２℃再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｒｏＳ）。
１．２．４　聚丙烯酰胺凝胶电泳检测和硝酸银染色　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。

１．２．５　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引物进行标记，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（表１）。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１。
１．２．６　荧光 ＰＣＲ产物 ＳＴＲ分型　ＰＣＲ荧光产物送至生工
（上海）生物工程有限公司进行ＳＴＲ分型，使用ＡＢＩ－３７３０ＸＬ
ＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ全自动测序仪检测。上样的总体积为１３μＬ，
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表１　荧光标记微卫星引物组合信息及反应条件

组合 编码 Ｐｒｉｍｅｒ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ＬｉｎｋａｇｅＧｒｏｕｐ（连锁群），表示染色体位置。

其中的上样液Ｈｉ－ＤｉＦｏｒｍａｍｉｄｅ１０μＬ，ＧＳ－５００ＳｉｚｅＳｔａｎｄ
ａｒｄ０．５μＬ，另外的３μＬ为混合 ＰＣＲ产物。将 Ｈｉ－ＤｉＦｏｒ
ｍａｍｉｄｅ和ＧＳ－５００ＳｉｚｅＳｔａｎｄａｒｄ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，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，读取出片段长度、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。
１．３　群体内遗传多样性分析
１．３．１　等位基因频率

Ｐｉ＝（２ｎｉｉ＋ｎｉｊ１＋ｎｉｊ２＋…＋ｎｉｊｎ）／（２Ｎ）。
式中，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，ｎｉｊｎ为含ｉ与ｊｎ共显的等
位基因个体数，Ｎ为群体中个体数。
１．３．２　杂合度

Ｈｅ＝１－∑
ｋ

ｉ＝１
Ｐｉ
２。

式中：ｋ为等位基因数，Ｐｉ为第ｉ个等位基因频率。
１．３．３　多态信息含量

ＰＩＣ＝１－∑
ｋ

ｉ－１
Ｐｉ
２－∑

ｋ－ｔ

ｉ－１
∑
ｋ

ｊ＝ｉ＋１
２Ｐｉ

２Ｐｊ
２＝２∑

ｋ－ｊ

ｉ＝１
∑
ｋ

ｊ＝ｉ＋１
ＰｉＰｊ（１－ＰｉＰｊ），

式中：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。

１．３．４　群体内近交系数
Ｆｉｓ＝（Ｈｓ－Ｈｏ）／Ｈｓ。

式中：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［９］设计、计算群体的

多态信息含量，再根据ＦＳＴＡＴ程序［１０］计算群体内近交系数。

２　结果与分析

２．１　中华蜜蜂基因组ＤＮＡ提取结果
将提取的基因组ＤＮＡ经 ＴＥ过夜溶解后，用ＤａｎｏＤｒｏｐ－

１０００浓度检测仪测定其吸光曲线与浓度。由图１可见，曲线
平滑单峰，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ介于１．８～２０之间，满足微卫星位点
序列扩增的要求。

２．２　荧光ＰＣＲ扩增产物检测分型结果
图２－Ａ中个体Ｇ位点核心序列相差７ｂｐ，表现为双峰，

为杂合子，基因型为１３３／１４０。图２－Ｂ图中个体为单峰，纯
合子，基因型为１４２。均无杂峰污染，扩增效果良好。

２．３　保种场群体与原产地野生群体优势等位基因的比较
２个中蜂群体优势等位基因及其频率见表２。由表２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
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基因频率进行处理，结果Ｐ＝０．４４＞０．０５，即２个群体在这１２
个微卫星标记检测出的优势等位基因上的差异不显著。

２．４　基因库保种群体与保种场Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｆｉｓ
由表３可见，保种场的平均Ｈｅ为０．５３０９，略高于原产地

野生群（０．４７３５）、对２个群体的Ｈｅ进行ｔ检验，结果显示，２
个群体间无显著差异（Ｐ＝０．１２２）。保种场群体 ＰＩＣ、Ｆｉｓ分别
为 ０．５３０９、０．４０７２，均高于原产地野生群（０．４２２５、
０．１２３８），ｔ检验结果显示，保种场群体和野生群体之间差异
显著（Ｐ值分别为０．０４７、０．０１９）。

３　讨论

当前保种方法有活体保种、冷冻保种和生物技术保种３
种方法，活体保种包括原产地保种和异地保种２种方式，活体
保种是目前中华蜜蜂保种的唯一方式。本研究对皖南中蜂保

种场和原产地野生群进行分析研究，旨在为今后中华蜜蜂的

表２　２个中蜂群体在１２个微卫星座位的优势等位基因及其频率

位点
优势基因大小

（ｂｐ）
基因频率（％）

绩溪 泾县

Ｐ １６５ ２０．００ １６．６７
Ｓ １４７ ７８．３３ ６５．００
Ｋ ２５８ ６３．３３ ８３．３３
Ｌ １５１ ５３．３３ ９６．６７
Ｒ １４７ ５５．００ ６０．００
γ １３９ ２３．３３ ４０．００
Ｔ １３２ ０．００ ６３．３３
Ｂ １３２ ９０．００ １００．００
Ｍ １４５ ８３．３３ ０．００
Ｑ １４６ ０．００ ６３．３３
Ｘ １１２ ８０．００ ４８．３３
Ｗ ９３ ３０．００ ５３．３３

表３　２个群体在１２个微卫星座位的期望杂合度、多态信息含量及群体内近交系数比较

位点
Ｈｅ ＰＩＣ Ｆｉｓ

绩溪（库） 泾县（保） 绩溪 泾县 绩溪 泾县

Ｐ ０．８７５７ ０．８５２５ ０．８４６４ ０．８１９２ ０．３１５ ０．０２３
Ｓ ０．３７２３ ０．４８４７ ０．３４１１ ０．３９１４ ０．９１０ ０．８６２
Ｋ ０．５８１４ ０．３００６ ０．５４９４ ０．２８１６ ０．５４１ ０．５５６
Ｌ ０．５９８９ ０．０６６１ ０．５１５８ ０．０６４０ ０．７７７ ０．４９６
Ｒ ０．５６５５ ０．５４５８ ０．４６８７ ０．４６１７ －０．００２ ０．０８４
γ ０．８５７６ ０．７４８０ ０．８２４７ ０．６９６８ ０．２２３ ０．０６４
Ｔ ０．５３３９ ０．５２４９ ０．４６５３ ０．４４９３ ０．３１３ －０．０８０
Ｂ ０．１９１５ ０．００００ ０．１８５６ ０．００００ ０．３０４ ＮＡ
Ｍ ０．３０２３ ０．３５８２ ０．２８５６ ０．３１０３ ０．４４９ －０．０２４
Ｑ ０．７８７０ ０．５４１２ ０．７４１１ ０．４７８２ ０．３２２ －０．０４７
Ｘ ０．３５８８ ０．５８５３ ０．３４３５ ０．４８５２ ０．５３５ －０．７０８
Ｗ ０．８３２２ ０．６７４６ ０．７９６３ ０．６３２５ ０．１９９ ０．２５９
ｘ±ｓ ０．５７１４±０．２３ ０．４７３５±０．２５ ０．５３０９±０．２２ ０．４２２５±０．２０ ０．４０７２±０．２５ ０．１２３８±０．３９

保种工作提供参考依据。

　　群体中的优势等位基因是物种中最原始、最保守的等位
基因，其余等位基因均是由该等位基因突变形成的，因此微卫

星的多态性可以反映物种的进化史［１１］。本研究中保种场和

原产地野生群之间优势等位基因频率存在差异，但是差异不

显著（Ｐ＝０．４４０＞０．０５），表明保种场保种方式有效地保存了
皖南中蜂的种质特征。期望杂合度是衡量遗传变异程度的最

佳参数；多态信息含量表示微卫星 ＤＮＡ变异程度的高低，反
映群体内个体遗传变异的程度，数值越高表明变异程度越高。

本研究中保种场 Ｈｅ、ＰＩＣ均高于原产地野生群，表明保种场
群体的遗传多样性得到了很好的保存。

本研究对皖南中蜂保种场和原产地野生群进行遗传多样

性检测分析。结果表明，皖南中蜂保种场和原产地野生群之

间的Ｐｉ、Ｈｅ均差异不显著，ＰＩＣ显著增加，Ｆｉｓ显著上升。其
中，保种场群体的Ｈｅ略高于原产地，ＰＩＣ显著高于原产地；表
明基因库通过利用群体内随机交配和家系间随机交配高效保

持了保种群体的多样性。出众的飞翔能力使得蜂王在野生状

态独特的自然环境中可以和其他起源的雄蜂发生基因交流，

所以Ｆｉｓ很低；但是保种场群体有限，蜂王雄蜂的交配又难以
控制，最终导致Ｆｉｓ显著升高；这提醒我们在以后的保种工作
中应该扩大群体规模，采用人工授精技术，准确记录系谱资

料，并且根据群体的具体情况适当引入雄蜂血统，避免近交对

保种效果的不利影响，降低Ｆｉｓ，有效避免近交衰退。
综上所述，本研究利用筛选的１２对微卫星 ＤＮＡ标记分

析皖南中蜂保种群和原产地群体的遗传多样性，对皖南中蜂

保种效果进行评价。结果表明，皖南中蜂遗传多样性丰富，具

有很高的保种价值；同时也表明对地方中蜂品种进行小群保

种是可行的，为更好地评价、保护和利用我国的中蜂资源提供

一定的科学依据。
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烟草合子时期特异表达基因的克隆与分析

罗　岸
（长江大学生命科学学院，湖北荆州４３４０２３）

　　摘要：在烟草合子中克隆到１种新型的未知功能基因 ＮｔＺＥ５８３，编码包含有９１个氨基酸残基的多肽链。生物信
息学分析显示：该蛋白的Ｎ端含有１段疏水性信号肽，但在其他物种中没有发现同类蛋白。ＮｔＺＥ５８３－绿色荧光蛋白
（ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ）融合蛋白亚细胞定位显示，该蛋白可能存在于液泡中。利用染色体步移技术获得该基因５′端上游３
８６６ｂｐ的侧翼序列（启动子和５′ＵＴＲ），经检测发现，具有较强的启动子活性。研究结果为进一步研究该基因在烟草早
期胚胎发生中的功能奠定了基础。
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作者简介：罗　岸（１９８４—），男，湖北荆州人，博士，讲师，研究方向为
植物生殖发育。Ｅ－ｍａｉｌ：Ａｎｌｕｏ＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　被子植物的受精过程被称为双受精，即来自同一花粉的
２个精子同时进入胚囊，１个与卵细胞结合形成二倍体的合
子，另２个与中央细胞结合形成三倍体的胚乳母细胞。受精
完成后，胚胎逐渐形成基本的形态和生理结构［１］，而胚乳则

在此过程中扮演支持者的角色［２－３］。

对于受精和早期胚胎发生过程的分子机制在动物中研究

得比较深入，但是在植物中由于技术手段的限制导致对这方

面的认识一直有许多空白。因为植物的受精和胚胎发生过程

都存在于深埋在植物孢子体内的胚囊中，所以很难对整个过

程直接进行观察并了解背后的分子机制。随着现代生物学技

术的发展，目前已能获得玉米、拟南芥、大米、大麦等一些植物

的配子、合子和早期胚胎；此外，这些植物中与生殖发育息息

相关的细胞ｃＤＮＡ文库、转录谱等也已陆续获得［４－７］。这些

进展对于研究植物的受精和胚胎发生过程起到了推动作用。

为了探索受精和早期胚胎发生的分子机制，特别是早期

胚胎发生中的表观调控机制、合子不等分裂、细胞间通信等重

大问题，笔者所在实验室用前期建立的胚胎分离技术［８－９］和

ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ试剂盒构建了烟草合子和
卵细胞的ｃＤＮＡ差减文库，通过筛选获得了许多在合子时期
特异表达的基因［１０］。对其中１个具有信号肽结构的未知基

因ＮｔＺＥ５８３进行克隆和染色体步移，获得了其完整ＣＤＳ序列
和有活性的５′侧翼调控序列，为进一步利用基因敲除和过表
达技术来研究其在烟草早期胚胎发育中的作用打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株与质粒　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）融合蛋白表达载
体，ＧＦＰ核定位表达载体在ｐＡＲＴ２７载体上改造而成，由武汉
大学彭雄波副教授提供。大肠杆菌ＤＨ５α感受态为笔者所在
实验室自制。

１．１．２　植物材料　试验材料为野生型烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａ
ｃｕｍｖａｒ．ＳＲ１），种植于长江大学生命科学学院所属温室内，
室温２５℃，光照时间１６ｈ。
１．１．３　主要试剂　普通 ＤＮＡ片段回收试剂盒、琼脂糖凝胶
回收试剂盒、质粒小提试剂盒（天根生化科技有限公司）；

ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ公司）；ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｅ
ＷａｌｋｅｒＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）；ＤＮＡ聚合酶 ＥｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ公
司）；ＤＮＡ聚合酶ＰｈｕｓｉｏｎＨｉｇｈ－ＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅｈｅ、限
制性内切酶（ＮＥＢ公司）；Ｔ４ＤＮＡｌｉｇｎａｓｅ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；Ｄｙ
ｎａｌｂｅａｄｓｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＭｉｃｒｏＫｉｔ（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；
ＳＭＡＲＴｅｒ ＰｉｃｏＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　烟草 ｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ文库的构建和 ＮｔＺＥ５８３基因５′
侧翼区的克隆　取烟草幼叶，按照 ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒
的要求提取ＤＮＡ。用ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｅｒ试剂盒构建
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