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摘要:选取重庆武陵山脉、大巴山脉以及大娄山脉的4个中华蜜蜂地理种群,对它们的形态和 mtDNA非编码区遗传多样

性进行了比较分析。6项形态指标聚类分析显示4个地理种群主要分为武隆-南川-江津支、南川-江津-城口支、城口支共

3个大支。对 mtDNAtRNAleu~COⅡ段的序列进行测定并分析其中的非编码区,发现4个地理种群呈现5个单倍型,包
括3个共有单倍型和2个种群特有单倍型,整体单倍型多样度为0.754±0.00559,核苷酸多样度为0.01819。单倍型网

络中介分析和聚类分析发现,单倍型 H1,H3为武隆与城口中华蜜蜂所共有,与湖北荆门中华蜜蜂2个单倍型最为近缘,

而与南川-江津中华蜜蜂单倍型H4距离较远;单倍型H2,H5分别为城口和南川中华蜜蜂所特有,单倍型H2起源于单倍

型 H3,单倍型 H5与其余单倍型表现出分离。以上结果暗示重庆市4个中华蜜蜂地理种群形态分化与三大山脉地理环

境具有关联性,但 mtDNA多样性与地理无直接关系。
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东方蜜蜂(Apiscerana)在分类学上属于昆虫纲(Insecta)、膜翅目(Hymenoptera)、蜜蜂科(Apidae)、蜜蜂属

(Apis)。东方蜜蜂与西方蜜蜂一样,是人类能够系统饲养的一类蜂种。中华蜜蜂(Apisceranacerana)为东方蜜

蜂的一个亚种,在中国俗称“中蜂”,驯养历史悠久[1]。20世纪中期,蜜蜂遗传资源分析、品种及品系的鉴定和遗

传结构分析的主要手段是形态学方法,目前该方法仍然是许多学者在蜜蜂遗传多样性分析时的常用方法[2-9]。
然而,由于蜜蜂属于社会性昆虫,故通过分析线粒体母系遗传方式能够简便快捷地研究整个群体的遗传多样性。
已有研究表明,不同亚种的蜜蜂会呈现出 mtDNA的多态性[10-11]。蜜蜂 mtDNAtRNAleu~COⅡ基因间包含了

1个转运RNA编码基因和1个A+T富集区,该富集区为蜜蜂属特有的非编码区,是蜜蜂亚种分析的重要标

记[12]。有研究者根据蜜蜂mtDNAtRNAleu~COⅡ基因间的A+T富集区进行多肽性分析,在150多群东方蜜

蜂中共发现了40多种单倍型[13],因此该区域已成为研究蜜蜂多样性和地理进化的有力工具[14-18]。
重庆市地处中国西南部,长江上游地区,地貌以丘陵、山地为主,有几大山脉贯穿。重庆市几大自然保护区

植物资源颇为丰富,为中华蜜蜂的繁衍生息提供了优越的自然条件;而蜜蜂作为主要的授粉昆虫,对重庆市各地

区的植物多样性又起着重要作用。已有研究者对重庆市部分中华蜜蜂种群进行分析,例如于增源等人[19]对重庆

4个区县117群东方蜜蜂样品的mtDNA细胞色素b基因(Cytb)部分序列进行了分析,认为4个区县的中华蜜

蜂群体没有明显的遗传分化;曹联飞等人[20]对重庆市金佛山地区东方蜜蜂进行了遗传多样性分析,发现3个新

的单倍型。但目前为止,对重庆市所属的大巴山脉、大娄山脉和武陵山脉的中华蜜蜂地理种群之间的多样性关

系尚不明确。因此,本研究选取了以上区域的4个中华蜜蜂地理种群进行形态和mtDNA的鉴定分析,以期找出

它们的遗传多样性差异,为重庆市中华蜜蜂的保护和发展提供理论依据。

1材料与方法

1.1材料

采集重庆市中华蜜蜂4个地理种群和湖北荆门地区的中华蜜蜂,所有样本均为老桶养殖,每个蜂群采集成
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年工蜂50~100只,样本采集后用95%乙醇处理并浸泡于50mL离心管中,不同地理种群样本信息见表1。

表1 本研究中中华蜜蜂地理种群采样信息表

Tab.1 ThesamplesinformationofA.ceranaceranainthisstudy

种群 编码 海拔/m 采样地点经纬度 样本个数

重庆城口(CK)

CK1 825 北纬32°02′,东经108°31′ 2

CK2 861 北纬32°02′,东经108°31′ 2

CK3 750 北纬32°06′,东经108°28′ 2

CK4 1058 北纬32°06′,东经108°28′ 2

重庆江津(JJ)
JJ1 1114 北纬28°38′,东经106°24′ 3

JJ2 835 北纬28°41′,东经106°24′ 2

重庆南川(NC) NC1 900 北纬29°00′,东经107°18′ 4

重庆武隆(WL)
WL1 184 北纬29°19′,东经107°45′ 1

WL2 310 北纬29°19′,东经107°28′ 2

湖北荆门(HB)
HB1 258 北纬31°18′,东经113°03′ 2

HB2 258 北纬31°18′,东经113°03′ 2

1.2方法

1.2.1形态测定方法 中华蜜蜂

外部形态指标的测定采用 Rutt-
ner于1988年提出的方法[21],并
根据国家畜禽遗传资源委员会组

编的《中国畜禽遗传资源志(蜜蜂

志)》中 所 要 求 检 测 的 指 标 内

容[22],每群蜜蜂随机选取5只工

蜂,对选取的工蜂测定右前翅的

长、宽、面积,以及吻长、第3、4背

板总长、肘脉指数共6个指标。

1.2.2分子测定方法 采用动物

基因组DNA快速抽提试剂盒(上
海生工)提取中华蜜蜂全基因组

DNA,并将之保存于-20℃,用
于后续实验。本研究所用引物为mtDNAtRNAleu~COⅡ段通用引物E2:5′-GGCAGAATAAGTGCATTG-3′,

H2:5′-CAATATCATTGATGACC-3′[23]。PCR扩增反应体系为:1μL质量浓度为100ng·μL-1的 DNA,

2.5μL10×Buffer,2μL浓度为2.5mmol·L-1的dNTPMixture,0.125μL的Taq聚合酶(5U·μL-1),浓度

为10pmol·L-1上下游引物各0.5μL,最后加入ddH2O补足25μL。反应程序如下:95℃预变性5min;94℃
变性45s,50~50.5℃退火45s,72℃延伸1min,35个循环;72℃延伸5min。用1%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR扩增结果。PCR产物送上海生工生物公司进行双向测序。

1.2.3数据分析 利用SPSS16.0软件对所获得的形态指标值进行分析,包括指标间的相关性比较、聚类分析以

及判别分析。利用DnaSP5[24]分析序列的多态性,并估计序列的变异程度、和核苷酸替代率、基因差异程度。对

原始序列用Mega6软件进行比对[25],用DnaSP5分析序列单倍型,再利用Bayes法构建各地理种群单倍型系统

进化树。用Arlequin3.5[26]软件进行分子方差分析(AMOVA)。利用Network5[27]软件绘制种群单倍型的网络

中介图。

2结果与分析

2.1重庆市4个中华蜜蜂地理种群的工蜂形态测定值

采集自重庆市4个地理种群的中华蜜蜂形态指标测定值如图1所示。翅长、翅宽、翅面积以及吻长之间有

明显的线性相关性;而肘脉指数与上述指标相关性最为散乱,表明该指标为一个相对独立的指标。这与之前的

报道结果相符[28]。

2.2重庆市4个中华蜜蜂地理种群形态指标聚类分析

对几个种群中华蜜蜂6项形态指标进行判别分析,结果显示重庆市的4种群中华蜜蜂与湖北荆门中华蜜蜂

能够明显分隔开,重庆南川、江津、武隆等地的中华蜜蜂聚为核心群,而重庆城口部分样本分散在核心群外(封二

彩图2)。进一步对6项形态指标进行聚类分析,结果显示重庆市的中华蜜蜂与湖北荆门明显分化为两支,具有

地理差异性,重庆市内部中蜂可分为两大群,一类是城口中华蜜蜂,一类是南川、江津、武隆中华蜜蜂(图3)。以

上两个结果表明,重庆市中华蜜蜂形态指标与地理分布位置间具有相关性。由于在地理分布上城口属于大巴山

脉,南川、江津属于大娄山脉,而武隆属于武陵山脉,据此推测重庆市这4个地理种群的中华蜜蜂形态特征可分

为大巴山型和大娄山-武陵山型。

2.3重庆市4个中华蜜蜂地理种群mtDNA非编码区多态性分析

测定获得了所有样本的mtDNAtRNAleu~COⅡ段的部分序列,包括一段非编码区和部分COⅡ序列,分析

了非编码区序列,大小为97bp。非编码区A,C,G,T等4种核苷酸的平均比例分别为48.0%,7.0%,5.1%,

39.9%;A+T所占比例为87.9%,表明该区域是一段A+T富集区,具有碱基偏倚性。进一步对重庆市4个地
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理种群和湖北荆门中蜂的分子遗传多样性进行分析(表2),所有种群整体的平均核苷酸差异数为1.764,核苷酸

多样度为1.819%。对各地理种群非编码区序列采用 Tajima’sD 值进行中性检验,所有群体中性检验的

Tajima’sD 值为-0.18345,经显著性检验,其中p>0.10,符合中性突变。同时,对4个地理种群进行AMOVA
分析(表3),结果显示各地理种群mtDNA非编码区序列群体间的遗传变异为31.86%,小于群体内的遗传变异

(68.14%)。这说明样本种群的变异主要来自种群内部,而种群间的遗传变异较小。固定系数(Fst)为0.31859,
差异显著(p<0.05),表明4个地理种群间存在遗传分化。

   
  注:Pr表示吻长,FL表示翅长,FB表示翅宽,AW 表示翅面积,Ci
表示肘脉指数,T3+4表示第3、4背板总长。

图1 重庆市不同中华蜜蜂地理种群的6项形态指标测定值

Fig.1 SixmorphologicalfeaturesofA.ceranacerana

populationsinChongqingarea

   注:各种群编号前两个字母具体含义见表1。下同

图3 重庆市4个中华蜜蜂地理种群的形态指标聚类分析

Fig.3 TheclusteringofChongqingA.ceranacerana

populationsbasedonsixmorphologicalindexes

表3 重庆市4个中华蜜蜂地理种群 mtDNA非编码区变异的分子方差分析

Tab.3 TheanalysisofmolecularvarianceofmtDNAnon-coding
regionamongChongqingA.ceranaceranapopulations

变异来源 自由度 平方和 方差组分 方差比率 固定系数

群体间 4 8.125 0.29939 31.86 0.31859*

群体内 19 12.167 0.64035 68.14

总变异 23 20.292 0.93974

   注:*表示差异显著(p<0.05)。

表2 重庆市4个中华蜜蜂地理种群地理种群内 mtDNA非编码区序列多态性

Tab.2 Haplotypediversityofmitochondrialnon-codingregioninChongqingA.ceranaceranapopulations

地理

种群
样本数

单倍

型数

变异位

点数

单倍型

多样度

平均核苷酸

差异K

核苷酸

多样度Pi

中性检验

Tajima’sD

中性检验

显著性

CK 8 4 5 0.75±0.01936 1.78571 0.01841 -0.33547 p>0.10

JJ 5 1 0 0  0 0  0 0

NC 4 2 2 0.500±0.07031 1 0.01031 -0.70990 p>0.10

WL 3 2 1 0.667±0.09877 0.667 0.00687 -0.1839 p>0.10

HB 4 4 4 1.000±0.03125 2.500 0.02577  1.36522 p>0.10
总计 24 8 7 0.754±0.00559 1.764 0.01819 -0.18345 p>0.10

2.4重庆市4个中华蜜蜂地理种群mtDNA非编码区单倍型分析

对本研究中的中华蜜蜂非编码区序列

进行单倍型分析,共发现了8个单倍型,以
单倍型H1为标准进行比较,共发现7个变

异位点,占分析位点总数的7.22%,单倍型

变异度总体为0.754±0.00559(表2),可
见整体单倍型多样度较为丰富,其中城口

单倍型有4种,最为丰富,江津只发现1个

单倍型。根据获得的非编码区单倍型变异

02 重庆师范大学学报(自然科学版) http://www.cqnuj.cn          第33卷



位点,利用Network5绘制单倍型的网络中介图(封二彩图4),结果显示H1,H3,H4为共有单倍型,其余为种群

特有单倍型;单倍型H1和H4为两个主要的聚类簇,但是它们之间距离较远,H1主要为城口中蜂,而单倍型H4
则是南川和江津中蜂,武隆中蜂与城口中蜂为共有单倍型。

图5 使用贝叶斯法构建的重庆各地理种群

mtDNA非编码区单倍型分子系统树

Fig.5 Bayesiantreesofeighthaplotypesderivedfromnon-coding
regionofmtDNAtRNAleu~COⅡfragmentinChongqing

A.ceranaceranapopulations

利用Bayes法对所获得的8个单倍型进行聚

类分析(图5),结果显示这些单倍型聚为两大支,
单倍型H4,H5,H6聚为一支,其余单倍型聚为另

一支。结合网络中介图(封二彩图4),可以发现湖

北荆门的中华蜜蜂仅有1个与重庆中华蜜蜂为共

有单倍型,其余为种群特有单倍型,整体单倍型种

类表现出与重庆中华蜜蜂的差异。然而在单倍型

聚类结果中,荆门中华蜜蜂单倍型与重庆中华蜜

蜂单倍型并没有表现出分离;重庆内部中华蜜蜂

同一个地理种群单倍型也发生了分化,例如城口

中蜂的4个单倍型分为 H1,H2,H3和 H4,各自

分化为两支。

3讨论

本研究选取了湖北荆门的中华蜜蜂做为外群比较,主要是考虑到湖北省紧邻重庆市,但两地地形地势仍有

差异,对中华蜜蜂遗传多样性比较具有一定辨识度。6项形态指标聚类发现,湖北中华蜜蜂可区别于重庆中华蜜

蜂,也表明本研究选取的外群中华蜜蜂具有参考价值。值得一提的是,调查的重庆4个中华蜜蜂地理种群的

6项指标均高于湖北荆门,存在显著性差异(p<0.05)。由于重庆4个地理位置相对于湖北荆门地势为多山、丘
陵地带,海拔更高,推测这种环境差异导致重庆4个中华蜜蜂地理种群需要更强的飞翔与寻觅蜜源的能力,这也

是中华蜜蜂适应环境的结果[29]。
进行形态指标聚类分析,发现城口中蜂与南川、江津中蜂具有明显差异,它们与地理位置具有一定关系:南

川、江津属于大娄山脉,而城口位于大巴山脉。气候上城口为北亚热带山地气候,其他3个区县均为亚热带季风

气候,可见地理差异与气候类型对中蜂形态差异也有影响[30]。但是结果中有个别蜂群不符合地理差异,这可能

是由于重庆中华蜜蜂养殖业的不断发展,蜂种的区县辗转导致了中华蜜蜂遗传资源的变化[31-32]。

mtDNA分子量小,具有严格的母系遗传方式和遗传自主性,研究动物种间和种内的 mtDNA多态性,不仅

可以了解近缘种及种内群体间亲缘关系,动物群体的遗传结构,也可以了解物种的形成和进化历程[33],但是地理

距离绝不是影响蜜蜂种群间的遗传亲缘关系的决定因素[28],不同地理亚种之间的基因交流也会影响 mtDNA的

遗传多样性[34]。本研究结果也支持了以上观点,即重庆市4个地理种群与湖北荆门的中华蜜蜂在形态差异上与

地理有关,但是分子水平上并没有显示出地理相关性,比如城口和武隆中蜂形态上属于两个地理型,但是在分子

上却具有共有单倍型。
总之,得益于重庆市独特的多山地势,三大山脉蕴藏着丰富的中华蜜蜂资源。本研究也证明了重庆市中华

蜜蜂具有形态和分子水平的多样性,特别是城口中华蜜蜂,它的非编码区序列核苷酸突变位点数目相对最多,单
倍型种类也最为丰富。但是当前重庆市养蜂业发展迅猛,部分区县存在商业育王的情况;又由于中华蜜蜂普遍

具有较强的迁徙能力,存在频繁的自然分蜂现象;因而蜂群不断向外扩张,并与周边蜂群发生基因流动,终将导

致遗传资源的混杂。因此,对重庆市不同中华蜜蜂地理种群资源的保护尤为必要。此外本研究仅用线粒体标记

对重庆市中华蜜蜂遗传多样性进行调查研究,在今后的研究中可运用更多的遗传标记如微卫星DNA、SNP标记

等,这样将更加有助于深入了解重庆市乃至三峡库区中华蜜蜂的遗传结构。
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MorphologicalandmtDNADiversityofFourApisceranaceranaPopulationsinChongqing

BINXianli1,LIULu1,GUYing1,TANHongwei2,WANGRuisheng3,ZHOUZeyang1,XUJinshan1

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.ChongqingCityAnimalHusbandryTechnologyExtensionStation,Chongqing401121;

3.ChongqingAcademyofAnimalSciences,Chongqing402460,China)

Abstract:Inthisstudy,fourApisceranaceranapopulations,collectedfromChongingWuling,DabaandDalouMountainsrespec-
tively,weresubjectedtosurveytheirmorphologicaldiversityandhaplotypespolymorphism.Theclusterofsixmorphologicalinde-
xesshowedthatthesefourpopulationscanbeformedthreeapparentclades,whichincluded Wulong-Jiangjinclade,Nachuan-
Jiangjin-ChenkoucladeandChenkouclade.Aftersequencingandanalyzingofnon-codingregionfrommtDNAtRNAleu~COⅡseg-
ment,thesepopulationpresentedfivehaplotypes,threeofwhichweresharedcommonlyandtwowereexclusiveinacertainpopula-
tion.Thehaplotypesdiversityofallpopulationssurveyedherewerecomputedtobe0.754±0.00559,andnucleotidespolymor-
phismwere0.01819.Basedonphylogenetictreeofhaplotypes,itcanbeshownthathaplotypeH1andH3,whichsharedcommonly
amongWulongandChenkouApispopulations,werecloselyrelatedtothetwohaplotypesfromJinmenofHubeithanhaploytypeH4
thatsharedamongNanchuanandJiangjinpopulations;HaploytypeH2presentedonlyinChengkoupopulationsandH5onlyexistin
Nanchuanpopulations.AlltheresultsabovesuggestedthatmorphologicaldiversityofChongqingbeeswasrelatedtothegeographic
distributionofChongqingthatsurroundedbythreemountains;however,therewasnocorrelationbetweenthemtDNApolymor-
phismofChongqingbeesandgeographicdistribution.
Keywords:Apisceranacerana;morphological;mtDNA;haplotype;diversity
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