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摘要:【目的】梳理应用较为广泛的蜜蜂分类方法,为今后蜜蜂属(Apis)的分类学研究工作提供参考。【方法】在Pubmed
和CNKI中检索注蜜蜂分类方法相关文献,对检索到的文献进行归纳与总结,获得蜜蜂属主要的分类学方法及分类法研

究进展。【结果】蜜蜂属的分类方法主要包括蜜蜂形态测定分类法、同工酶多态性分析法、分子遗传标记法和蜜蜂数量分

类法。蜜蜂形态学分类法仍然是蜜蜂分类研究最基础的方法,新发展的分类方法能够对形态学分析进行补充,从而得到

更准确的分类结果。但逐渐流行的分子鉴定分类法仍存在一定不足,如:RFLP法难以获得显示基因组DNA多态性的探

针;多拷贝的微卫星DNA不能跟踪分离群体中个体基因组的同源区域;显性的RAPD标记不能区分动物的纯合体与杂

合体等。【结论】蜜蜂属分类研究方法随着分子生物学技术的发展而逐渐丰富。通过建立多方法组合、筛选单独或多种分

子标记技术、构建自动化分子标记法等增加分类准确性和简化实验操作,将是今后蜜蜂属分类工作的研究重点。
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蜜蜂属(Apis)为膜翅目(Hymenoptera)细腰亚目(Apocrita)蜜蜂科(Apidae)昆虫,主要特征包括:体被密

毛、臀脉和后翅轭脉间具有凹浅、腹末有螫针、工蜂后足携有花粉篮、群居性生活、泌蜡筑造六角形巢房并垂直于

地平面的巢脾以及贮蜜等[1-2]。蜜蜂是重要的经济类昆虫,早在1758年林奈所著的《自然系统》定义了蜜蜂属并

把西方蜜蜂(ApismelliferaLinnaeus)作为模式种。随着科学技术的发展,国内外对蜜蜂的研究已从简单的形

态观察深入到细胞学、遗传学及分子生物学等方面的研究,学者们也对蜜蜂属的分类从各方面进行了深入探讨。
本文对目前应用较为广泛的蜜蜂分类方法进行了总结,为今后的蜜蜂属的分类学研究工作提供参考。

1形态测定法

蜜蜂的形态测定是蜜蜂分类最常用的一种方法,国内外很多学者都采用蜜蜂的形态指标对蜜蜂进行分类。
例如,在确定黑小蜜蜂(ApisandreniformisSmith)、小蜜蜂(ApisfloreaFabricius)、黑大蜜蜂(Apislaboriosa
Smith)、沙巴蜂(ApiskoschevnikoviButtel-Reepen)和绿努蜂(ApisnulunsisTingek.KoenigerandKoeniger)
的分类地位时均采用了这一方法[3-6]。值得一提的是,Damus等人[7]为了确定苏拉威西蜂(Apisnigrocincta
Smith)是一个独立的种,也运用了形态测定法。该方法首先对蜜蜂的形态特征进行测定,测定的标准主要参考

Ruttner等人[8]提出测定蜜蜂的38个形态指标。形态测定法的第1步是采集样品,将采集到的蜜蜂放入溶质体

积分数为75%的乙醇溶液中杀死并浸泡保存;第2步是制作蜜蜂翅膀、腿、背板和腹板的标本;第3步是镜测,主
要内容包括:测量第4背板绒毛带、第6背板覆毛的长度,胸部小盾片、头部喙及背板的颜色以及后翅的翅钩数;
第4步是将做好的标本在一体化数码显微镜下拍摄后足、前翅、第3和第6腹板、第3和第4背板、肘脉等的图像

并存储。随后,对测定所得数据用SPSS软件进行区变辩分析、聚类分析和因素分析[9]。最后将结果与周边地区

和国家的相关数据进行分析比较,以确定所测定地区蜜蜂的分类地位。目前,常用的蜜蜂形态学分类的具体指

标见表1,其中的主要指标测定内容如图1所示。
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表1 蜜蜂形态测定分类方法的常用指标汇总

Tab.1 Summaryofcommonlyusedindexesforclassificationanddeterminationofbeemorphology

部位 测量指标 英文缩写 部位 测量指标 英文缩写 部位 测量指标 英文缩写

绒毛

后足

背板颜色

背腹板

第5背板上的覆毛长度 HAIR1

第4背板上的绒毛长度1 TOM2

第4背板上的绒毛长度2 TOM1

股长 FEM

胫节长 TIB

跗节长 LTAR

跗节宽 WTAR

第2背板颜色 PT2

第3背板颜色 PT3

第4背板颜色 PT4

第3背板长 LT3

第4背板长 LT4

第3腹板长 LST3

蜡镜

腹板

盾片颜色

蜡镜

肘脉

喙

翅

第3腹板上的蜡镜长 LWM

第3腹板上的蜡镜宽 WWM

第3腹板上的一对蜡镜间距 DWM

第6腹板长 LST6

第6腹板宽 WST6

小盾片颜色1 SCUT1

小盾片颜色2 SCUT2

第3腹板上的蜡镜长 LWM

肘脉a CUB1

肘脉b CUB2

喙的颜色1 LAB1

喙的颜色2 LAB2

前翅长 LFW

翅

翅脉角A4 A4

翅脉角B4 B4

翅脉角D7 D7

翅脉角E9 E9

翅脉角G18 G18

翅脉角J10 J10

翅脉角J16 J16

翅脉角K19 K19

翅脉角L13 L13

翅脉角N23 N23

翅脉角O26 O26

翅钩数 HOOKS

  注:本表内容来源于文献[8-10]。

  注:图中英文缩写的中文含义参见表1。

图1 蜜蜂形态测定分类方法主要的指标

Fig.1 Commonindexesforclassificationand
    determinationofbeemorphology

2同工酶多态性分析法

同工酶是指催化的化学反应相同但酶的理化性质

与分子结构不同的一组酶,现已被广泛应用于昆虫的

遗传变异和种属鉴定。同工酶多态性分析主要方法

为:提取特定的同工酶,利用同工酶在电泳时的迁移率

不同而制作同工酶电泳谱;然后分析同工酶电泳谱带

的多样性来找出物种间或物种内酶基因的多样性,通
过相关性或聚类分析获得蜜蜂的遗传变异信息和相互

间的亲缘关系,进而对蜜蜂属进行分类[11]。同工酶多

态性分析法的应用一方面可以校正传统形态学对蜜蜂

的分类,例如欧阳燕等人[12]利用该方法对中华蜜蜂

(ApisceranaceranaFabricius)进行分类研究,得出了

与传统形态分类不一样的结果,对蜜蜂属的分类具有

更深远的意义。再者,它能够作为种间鉴别的一个重

要指 标;如 何 士 敏 等 人[13] 通 过 分 析 蜜 蜂 总 科

(Apoidea)中酯酶的多态性,确定了蜜蜂总科中种属的

分类地位。

3分子遗传标记法

分子遗传标记是以物种突变造成DNA片段长度多态性或位点多态性为基础的,突破了表型标记的局限性,
具有遗传稳定、无表型、多态性高、受环境条件的干扰较小、适用于不同类群之间比对等优点[14]。用于蜜蜂遗传

多样性及蜜蜂遗传分化研究的常用分子标记有蜜蜂线粒体DNA(mtDNA)标记、微卫星DNA标记、AFLP、

RFLP、RAPD等技术[15]。

3.1mtDNA标记

mtDNA是线粒体内的环状遗传物质,因具有缺乏重组、母系遗传、进化快等特点,已经被作为一种有效的分

子遗传标记应用于蜜蜂分类研究中[16]。例如,Maria等人[17]用两种不同的基因组区域(线粒体 ND2 基因和
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EF1-a 内含子)进行DNA序列的亲缘关系分析,系统发育分析强烈支持基本拓扑结构,可分为3个大集群:巨
型蜜蜂、小型蜜蜂和洞巢蜜蜂。Smith等人[18]利用线粒体DNA中COI与COII 基因间的一段非编码区域tR-
NAleu~COII,证实了苏拉威西蜂是蜜蜂属的一个新种。与形态学分类法相比,mtDNA分类法更能有效地减少

外界的干扰因素,从而减少对结果的误判[11]。由于 mtDAN分子量较小,因而目前的研究方法主要有直接测序

法和限制性片段长度多态性分析法(RFLP)[19],后者主要采用限制性内切酶对线粒体的特定位点进行酶切形成

不同大小的DNA片段并电泳分析[20]。

3.2微卫星标记

微卫星DNA是比小卫星DNA具有更小的重复单元的碱基序列,具有核心序列与两端的侧翼序列两部分。
微卫星的核心序列具有多态性,而侧翼序列通常为保守的单拷贝。微卫星标记具有分布广、实验程序简单、多态

性丰富、重复性好等特点[21-22]。微卫星标记技术已被应用于蜜蜂的种群进化分析中,例如殷玲等人[23]用微卫星

标记分析云南6个东方蜜蜂(ApisceranaFabricius)群体,研究结果表明云南6个东方蜜蜂群体间的遗传分化与

地理距离没有明显的相关性。Franck等人[24]使用微卫星标记证实了意大利分布的两个西方蜜蜂亚种应该属于

东南欧洲系。同时,微卫星标记技术在蜜蜂遗传多样性分析中也有广泛的应用;例如,徐新建等人[25]利用10个

微卫星DNA标记对海南岛蜜蜂群进行多样性分析,结果表明海南岛中华蜜蜂遗传多样性较高。

3.3RAPD
RAPD是随机扩增多态性DNA标记技术的英文简称,它是一项应用广泛的分子遗传标记技术。随着分子

生物技术的发展,RAPD技术在蜜蜂分类中得到了广泛的应用。RAPD的原理是以随机合成的脱氧核糖核苷酸

引物扩增出基因组DNA片段并电泳得到指纹图谱,通过分析不同图谱间的差异研究不同蜂群之间的关系[26]。
目前,该技术已在分析不同地区蜜蜂类群聚类、同一地区蜜蜂类群区分和蜂群亚家族分类中得以应用。

3.4AFLP
AFLP即扩增片段长度多态性标记技术,由荷兰科学家PieterVos发明的一项被广泛应用的DNA标记技

术。AFLP的基本原理是用限制性内切酶把基因组切割成限制性片段,将限制性片段与特定的人工接头连接,根
据连接产物设计的引物进行选择性的扩增,扩增产物经电泳分离,最后根据凝胶上的DNA指纹图谱进行长度多

态性分析[27]。AFLP技术在鉴定蜜蜂新亚种、独特生态型等方面得以应用。例如,Smith等人[18]采用AFLP技

术对印度尼西亚苏拉威西蜂和东方蜜蜂进行了分析,结果表明印度尼西亚苏拉威西岛的苏拉威西蜂和东方蜜蜂

之间没有基因交流,苏拉威西蜂是一个新的蜂种。姜玉锁等人[28]则利用该技术研究发现海南东方蜜蜂由于地理

隔离已经成为一个新的亚种。

3.5核酸序列分析技术的综合应用

核酸序列分析技术主要包括对DNA和RNA的序列进行分析。通过测序技术分析特定DNA或RNA片段

的序列,利用系统发育分析法推断蜜蜂类群间的演化关系,是蜜蜂系统发育方面的发展方向。直接测序法是非

常有效的遗传多样性检测手段。目前,为了提高分子遗传标记法如RAPD,AFLP,RFLP等的准确性,将核酸序

列分析法、PCR和分子遗传标记法相结合,可用于分析昆虫的进化关系及遗传多样性分析。例如,刘楠楠等

人[29]建立了稳定的 RAPD-PCR反应体系,以探索蜜蜂遗传多样性。而且,核酸测序技术与PCR,RAPD和

RFLP技术的联合使用,在昆虫分类学、昆虫遗传育种等研究中已成为趋势。

4蜜蜂数量分类法

数量分类学(Numericaltaxonomy)在生物学的分类中被广泛地应用,它综合了数学、统计学、生物学和电子

计算机技术,因此能够有效地处理大量、多元的各类数据,从而可应用到生物分类中,给生物分类学的发展带来

重大影响。曾志将和俞小明[30]选取匡邦郁等人[31-32]测定的实验数据为基础,对匡邦郁等人测定的实验数据进行

数量分类,结果表明,这种数量分类结果与匡邦郁等人用形态、同功酶等的分类结果一致———这表明了数量分类

法在蜜蜂分类中的运用的精确性。该方法的主要操作步骤为:首先将待测蜜蜂的种类作为分类单位,将蜜蜂的

形态特征数据如吻长、右前翅长、肘脉指数等作为分类性状;然后对有关数据进行聚类分析,并将分析后的数据

在计算机上运行,作出蜜蜂分类树状聚类图。蜜蜂分类树状聚类图可以反映各个分类单位的亲缘远近[30]。
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5展望

蜜蜂的分类一直是国内外蜜蜂生物学的研究重点之一,许多研究者已运用不同方法对蜜蜂的分类进行了研

究。这些方法各具优势,但依然存在一些不足之处:1)形态学分析法作为蜜蜂分类最基本的方法,要求研究者具

备较丰富的蜜蜂学知识,且分类指标多样较为复杂;对于不同类群需清晰地区分主成分指标;对于多指标的形态

数据的分析,还应采用多元统计分析方法,如主成分分析、判别分析、聚类分析等,以完成形态多样性分析。2)分

子遗传标记法在应用过程中也面临一定的困难,例如在应用RFLP技术时难以获得显示基因组DNA多态性的

探针;多拷贝的微卫星DNA不能跟踪分离群体中个体基因组的同源区域;RAPD技术重复性较差,需要优化实

验程序和反应条件;显性的RAPD标记并不能区分动物的纯合体与杂合体,在研究过程中容易出现非特异性。
虽然分子遗传标记法中的RFLP、RAPD逐渐被新方法取代,但如果将它们与核酸序列分析技术结合起来,仍可

以在蜜蜂分类学研究中得以应用。未来可着眼于以下几点来优化蜜蜂分类研究:1)运用数量分类学方法结合形

态分类学方法,增加蜜蜂分类结论的可靠程度。2)筛选单独或多种分子标记技术,在区分蜜蜂种、亚种、不同地

理型与生态型的工作中加以运用;同时实现自动化的分子标记方法,也能大大简化实验操作和降低研究成本。
此外,随着科学技术的进步,电镜技术、行为学方法、遗传学方法、生化分类方法、计算机及信息技术等都已经应

用到昆虫的分类学研究中[33],可考虑将这些方法引入到蜜蜂分类学的研究中去,这将会使蜜蜂分类学研究工作

更加准确和完善。
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ProgressoftheMethodofSpeciesTaxonomyfortheGenusApis

PENGQingchun,TONGJinfeng,MAZhengang,XUJinshan
(ChongqingkeyLaboratoryofVectorInsects,ChongqingkeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingNormalUniversity,

Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]InordertoprovidereferencesforthetaxonomicworkofthegenusApis,themethodsusedforclassificationof
thegenusApiswerereviewed.[Methods]ResearchpaperswereobtainedfromPubmedwebsiteorCNKIdatabaseandthepresent
researchsituationandtheresearchprogressofthemainclassificationmethodsApiswereanalyzedbysummarizingandrefiningthe
retrievedliteratures.[Findings]Fouraspects,includingdeterminationofbeesform,analysisonpolymorphismofisoenzyme,mo-
leculargeneticmarkersandnumericaltaxonomy,weredetailedsummarizedandfoundthatdeterminationofbeesformisstillthe
mostbasicmethodofbeeclassificationresearch.Thenewdevelopmentoftheclassificationmethodscanbeaddedtothemorphologi-
calanalysis,resultinginmoreaccurateclassificationresults.However,severalshortcomingswerealsofoundinthenewmolecular
classificationmethod.Forexample,RFLP,whichwasdifficulttoobtaintheprobeforshowingthepolymorphismofgenomicDNA.
MultiplecopiesofmicrosatelliteDNAcouldnottrackhomologousregionsofindividualgenomesinsegregatingpopulations.Theho-
mozygoteandheterozygotecouldnotbedistinguishedbydominantRAPDmarkers.[Conclusions]Withthedevelopmentofmolecu-
larbiologytechniques,thetaxonomyresearchmethodsofApisarebecomingmoreandmoreabundant.Theclassificationaccuracy
couldbeimprovedbyestablishingacombinationofmultiplemethodsandscreeningindividualormultiplemolecularmarkers.Sim-
plifyingtheexperimentaloperationscouldberealizedusingautomatedmolecularmarkeranalysismethod.Alltheabovewouldbe-
cometheemphasesforhoneybeetaxonomyresearch.
Keywords:Apis;classification;determinationofbeesform;molecularclassificationmethod
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