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　　同工酶是一组催化功能相同 , 分子组成和分子

结构不同的酶 , 它由染色体上不同基因座的基因或

同一基因座的等位基因编码 , 广泛用于昆虫种属鉴

定和遗传变异研究。蜜蜂幼虫或蛹中的苹果酸脱氢

酶 ( malate dehydrogenase , MDH ) 、苹 果 酸 酶

(malatese , ME) 、酯酶 (esterase , EST) ( Shep2
pard et al . , 1984) 、乙醇脱氢酶 (alcoho dehydro2
genase , ADH) ( Gartside , 1980) 、外肽酶 (exopep2
tidase , EPEP) (Lama et al . , 1984) 和普通蛋白

- 3 (protein23 , P23) (Mestriner et al . , 1972) 的

基因具有多态性。蜜蜂属 ( A pis) EST同工酶由

一对共显性等位基因编码 ( Mestriner et al . ,

1972) , 不同种之间的同工酶型差异显著 (李绍文

等 , 1986) 。西方蜜蜂 MDH Ⅱ的等电点位于 p H

617～715范围内 , 由 a、b和 c三个基因编码 , 能

稳定遗传且无组织和发育特异性 , 对蜜蜂种内鉴

定、遗传变异和亲缘关系的确定很有价值 ( Rozal2
ski et al . , 1996) 。本实验采用薄层聚丙烯酰胺凝

胶等电聚焦电泳 ( IEF2PA GE) 技术 , 测定了喀尔

巴阡蜂 ( A . mellif era carpatica) 、东北黑蜂 ( A .

mellif era ssp . ) 、浙农大 Ⅰ号意蜂 ( A . mellif era

ligustica) 和卡尼鄂拉蜂 ( A . mellif era carnica )

的 EST和 MDHⅡ同工酶 , 分析了 MDHⅡ同工酶

基因型频率、基因频率、纯合度和杂合度及其遗传

差异 , 为蜜蜂的品种选育、种属鉴定和遗传变异的

研究提供基础资料。

1　材料与方法

111　材料

喀尔巴阡蜂 ( C) 、东北黑蜂 (D) 、卡尼鄂拉

蜂 ( K) 来自吉林省养蜂科学研究所种蜂场 ; 浙农

大Ⅰ号意蜂 ( Ea) 和中华蜜蜂来自浙江大学实验

蜂场。

112　酯酶同工酶型测定

每种蜂分别取外勤蜂、内勤蜂和幼蜂 (工蜂)

各 20 只 , 取头部 , - 30℃冻存 , 以 1∶2 ( W/ V)

加入提取液 (0105 mol/ L p H 710 的 Tris2HCl缓冲

液 , 含 0125 % Triton X100) , 在 015 ml Eppendrof

管中研磨 (冰浴) 后离心 10 min (12 000 r/ min ,

4℃) , 取上清在 L KB (瑞典产) 多相电泳系统中

检测同工酶型 , Ampholin 为 L KB 公司产品 (p H

315～1010) , 酶活性染色液为 011 mol/ L , p H 615

的磷酸缓冲液 , 含 0133 mg/ mlα2乙酸萘酯 , 0133

mg/ mlβ2乙酸萘酯 , 0167 mg/ ml坚牢蓝 RR盐 (均

为 A. R级) 。

113　MD HⅡ同工酶型和基因型测定

取一个工蜂头部置于 015 ml Eppendrof 管中 ,

加入 0105 ml 提取液 , 研磨离心 , 上清用于测定

MDHⅡ同工酶型 (方法同上) , Ampholin 为 L KB

公司产品 (p H 610～810) , 酶活性染色液为 0101

mol/ L p H 813的 Tris2HCl缓冲液 , 含 0124 mg/ ml

苹果酸 , 0124 mg/ ml NAD + , 0116 mg/ ml PMS和

0112 mg/ ml NB T (SIGM产品) 。

114　统计分析

根据 MDHⅡ同工酶型图谱 , 确定同工酶基因

型 , 分别统计基因型频率、基因频率、纯合度和杂

合度 , 用χ2分析的独立检验方法进行检验。

2　结　果

211　酯酶同工酶和 MD HⅡ同工酶



酯酶同工酶电泳图谱显示 , 不同发育阶段的 4

种西方蜜蜂在 p H 315～1010 的范围内都有酯酶活

性带 , 分别集中在 p H 411～610、p H 610～713、

p H 713～911和 p H 911～1010 四个区域 , 其中在

p H 610～713和 p H 713～911 之间为强活性带区 ,

4种西方蜜蜂的酯酶分别显示 3条强活性带 (p I值

分别为 617、619 和 711) 和 4 条强活性带 (p I值

分别为 716、717、718 和 719) 及若干弱活性带 ;

其余为弱活性带区。另外 , 同一种蜜蜂的不同发育

阶段所表达的酯酶同工酶有差异 , 幼蜂期的喀尔巴

阡蜂和卡尼鄂拉蜂酯酶的部分基因表达量高 , 而东

北黑蜂和浙农大Ⅰ号意蜂酯酶的部分基因表达量低

(图 1) 。

西方蜜蜂 MDHⅡ是一个二聚体蛋白 , 由 3 个

基因编码 , 形成 aa、bb、cc、ab、bc 和 ac 等 6 种

基因型的同工酶 , 都出现在本实验中 (图 2) 。

212　MD HⅡ同工酶的基因型频率、基因频率、纯

合度、杂合度及独立性检验结果

在四个西方蜜蜂亚种中 , 喀尔巴阡蜂出现 aa、

ab、ac、bb和 bc 5种基因型 , 其中 bb基因型频率

为 41130 % ; 东北黑蜂出现 ab、ac、bc和 cc 4种基

因型 , 各基因型频率接近 ; 浙农大 Ⅰ号意蜂出现

ac、bc 和 cc 3 种基因型 , 纯合子 cc 频率最高

(63139 %) ; 卡尼鄂拉蜂出现 aa、ab、ac和 cc 4种

基因型 , ac基因型频率为 73112 %。在 4个西方蜜

蜂亚种中 , a、b和 c 3个基因的频率各不相同 , 喀

图 1　蜜蜂酯酶同工酶图谱

Fig. 1 　The esterase isozyme of Apis mellifera

1～3 : 喀尔巴阡蜂的幼蜂、内勤蜂和外勤蜂 ( Young and mature A . mellif era carpatica workers inside and outside the hive) 　4～6 : 卡尼鄂

拉蜂的幼蜂、内勤蜂和外勤蜂 ( Young and mature A . mellif era carnica workers inside and outside the hive) 　7～9 : 中华蜂的幼蜂、内勤蜂

和外勤蜂 ( Young and mature A . cerana workers inside and outside the hive) 　10～12 : 浙农大Ⅰ号意蜂的幼蜂、内勤蜂和外勤蜂 ( Young and

mature“Zhejiang Agricultural University No. 1”A . mellif era ligustica ( Ea) workers inside and outside the hive) 　13～15 : 东北黑蜂的幼蜂、

内勤蜂和外勤蜂 ( Young and mature A . mellif era ssp . workers inside and outside the hive)

图 2　蜜蜂苹果酸脱氢酶Ⅱ同工酶基因型 ( aa、ab、ac、bb、bc和 cc为 MD HⅡ同工酶的基因型)

Fig. 2　The genotypes MD HⅡ isozyme of Apis mellifera ( aa , ab , ac , bb , bc and cc are the genotypes of MD HⅡ isozymes)
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表 1　西方蜜蜂四个亚种 MD HⅡ同工酶基因型及其分布

Table 1　The genotype MD HⅡ isozyme in four subspecies of Apis mellifera

亚种名称

Name of subspecies

测定数目

Number of measured

基因型 Genotype

aa ab ac bb bc cc

Ea

D

C

K

112

96

92

93

0

0

2

3

0

19

31

2

31

24

15

68

0

0

38

0

10

25

6

0

71

28

0

20

表 2　西方蜜蜂四个亚种 MD HⅡ同工酶基因型频率、基因频率、纯合度和杂合度

Table 2　Genotypes frequency , allele frequency , homozysity and heterozysity of the MD HⅡ

isozyme in four subspecies of Apis mellifera

亚种名称

Name of

subspecies

基因型频率 ( %) ( Genotype frequencies)
基因频率 ( %)

(Allele frequencies)

aa ab ac bb bc cc a b c

纯合度

( Homozysity)

( %)

杂合度

( Heterozysity)

( %)

Ea

D

C

K

0100

0100

2117

3123

0100

19179

33170

2115

27168

25100

16130

73112

0100

0100

41130

0100

8193

26104

6152

0100

63139

29117

0100

21151

13184

22140

27117

40186

4146

22192

61141

1108

81170

54169

11141

58106

63139

29117

43148

24173

36161

70183

56152

75127

表 3　MD HⅡ同工酶基因型频率、基因频率、纯合度和杂合度统计检验结果

Table 3　The results of singnif icance tests for differences in genotype frequencies , allele frequencies ,

homozyosity and heterozyosityof the MD HⅡ isozyme in four subspecies of Apis mellifera

亚种 Subspecies

(两两比较)

( Paired comparison)

基因型频率

Genotypes frequencies

基因频率

Allele frequencies

纯合度和杂合度

Homozysity & heterozysity

χ2 df χ2 df χ2 df

Ea×D

Ea×C

Ea×K

D×C

D×K

C×K

C , D , Ea and K

4410333

14810333

5611333

8415633

6411133

12315333

34216533

5

5

5

5

5

5

15

2111333

10817633

2012133

4313633

2317333

8515933

16413633

2

2

2

2

2

2

6

2412833

810833

3015933

41173

0147

712433

3911133

1

1

1

1

1

1

3

　　3和33分别达到 0105和 0101显著水平 ( 3 , 33 Significance at P = 0105 and P = 0101 level , respectively)

尔巴阡蜂中 b基因占优势 , 频率为 61141 % ; 东北

黑蜂和浙农大Ⅰ号意蜂中 c基因频率最高 , 分别为

54169 %和 81170 % ; 卡尼鄂拉蜂中 a、c基因频率

较高 , 分别为 40187 %和 58107 %。喀尔巴阡蜂和

浙农大 Ⅰ号意蜂的纯合度较高 , 分别 43147 %和

63139 % , 东北黑蜂和卡尼鄂拉蜂杂合度较高 , 分

别为 70183 %和 75127 % (表 1 , 表 2) 。

独立性检验结果表明 , 4 个亚种的 MDHⅡ同

工酶基因型频率、基因频率、纯合度和杂合度均显

示极显著差异 (χ2 >χ2
0101) ; 两两配对检验 , 基因

型频率和基因频率差异极显著 (χ2 >χ2
0101) ; 纯合

度和杂合度 D ×K差异不显著 , D ×C差异显著 ,

其余均达到极显著水平 (表 3 , 表 4) 。

3　讨　论

311　酯酶同工酶型的遗传差异

酯酶在各种生物体内广泛存在 , 酯酶同工酶由

一对共显性等位基因编码 ( Mestriner et al . ,
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1972) , 同工酶型的不同反映了基因型的不同。蜜

蜂属不同种之间具有特征性的酯酶同工酶 , 即酯酶

同工酶型在种间有显著差异 , 而在种内几乎没有差

别 (李绍文等 , 1986) 。本实验结果显示喀尔巴阡

蜂、东北黑蜂、浙农大Ⅰ号意蜂和卡尼鄂拉蜂等西

方蜜蜂不同亚种间的酯酶同工酶型基本一致 , 但不

同于东方蜜蜂的酯酶同工酶型 , 反映了西方蜜蜂与

东方蜜蜂 EST同工酶基因型的差异 , 酯酶同工酶

型可作为蜜蜂属不同种鉴定的生化指标。

312　MD HⅡ同工酶基因的来源和遗传差异

许多研究表明西方蜜蜂各亚种在 MDHⅡ基因

座上存在着的 3 个基因 , 非洲蜜蜂 ( A . mellif era

scutellata) 和非洲化蜜蜂中基因 a 的频率最高

(Nunamaker et al . , 1981) , 欧洲黑蜂 ( A . mel2
lif era mellif era) 中基因 b 的频率最高 ( Sheppard

et al . , 1984) , 意大利蜜蜂 ( A . mellif era liguis2
tica) 中基因 c 占有优势比例 (Nunamaker et al . ,

1985) , 由于蜂王的商业出口 , 导致各种种群都含

有不同比例的基因 a、b和 c , 基因 a、b和 c 频率

的不同在一定程度上反映了不同蜜蜂种群血统组成

的差异。本实验结果表明 , 喀尔巴阡蜂属于欧洲黑

蜂型蜜蜂 , 浙农大 Ⅰ号意蜂属于意大利蜜蜂型蜜

蜂。东北黑蜂是 19世纪末 20世纪初由俄罗斯引入

黑龙江和吉林山区 , 经自然选择和人工培育形成的

一个优良品种 , 有报道认为它是中俄罗斯蜂 (欧洲

黑蜂的一种) 和卡尼鄂拉蜂的过渡类型 , 并在一定

程度上混有意大利蜂和高加索蜂 ( A . mellif era

caucaasica) 血统 , 本实验 MDHⅡ同工酶的基因型

频率和基因频率的结果证实了这种观点。Rinder et

al . (1986) 认为喀尔巴阡蜂和卡尼鄂拉蜂是一个

品种 , 都属于欧洲黑蜂型蜜蜂 , 但本实验发现它们

的 MDHⅡ同工酶基因型频率、基因频率、杂合度

和纯合度差异极显著 , 其原因可能是早期欧洲黑蜂

和卡尼鄂拉蜂被阿尔卑斯山严格隔离在北部和东南

部 , 在俄罗斯没有这样的天然屏障 , 表现出北部类

型向南部类型的缓慢变化 ; 而蜜蜂引种往往仅引入

几个蜂王 , 经过数个世代 , 某些基因型频率增高 ,

而另一些基因型频率降低 , 与原种群基因型频率和

基因频率产生较大的差异 (关迎辉等 , 1994) , 基

因型频率、基因频率是群体的特征参数 , 决定了群

体的行为特性和生产性能 , 可用于种内亚种或品系

的鉴定。
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外　文　摘　要 ( Abstract)

GENETIC DIFFERENCES IN PATTERNS OF EST ISOZYMES

AND GENOTYPES OF MD HⅡ ISOZYMES IN FOUR SUBSPECIES

OF A PIS M ELL I F ERA 3

TON G Fu2Dan33　WAN G Qiao2Mei　L IU Yan2He
( Zhejiang U niversity , Hangz hou　310029)

The esterase ( EST) and the malate dehydrogenase Ⅱ (MDHⅡ) isozymes in A . mellif era carpatica (C) ,

A . mellif era ssp . (D) ,“Zhejiang Agricultural University No. 1”A . mellif era ligustica ( Ea) and A . mel2
lif era carnica ( K) , and the genotypes of MDHⅡisozymes in four subspecies of A . mellif era were analysed by

IEF2PA GE. The results indicate that the four subspecies of A . mellif era showed the same EST zymogram ,

while A . cerana showed a different EST zymogram , which suggests that the genotypes of EST isozymes in A .

mellif era are different f rom those in A . cerana. The genotypes of the MDHⅡ isozymes in four subspecies of

A . mellif era were aa , ab , ac , bb , bc and cc. The C and Ea subspecies exhibited high homozyosity , while D

and K displayed high heterozyosity. The allele b appeared to be the highest f requency in C , while the allele c had

the highest f requency in Ea. The frequencies of the alleles a , b and c in sub2species D were very similar. The al2
leles a and c were common , while allele b was rare in sub2species K. There were highly significant differences in

genotype frequencies , allele f requencies , homozyosity and heterozyosity among these four subspecies.

Key words　Western bee ( A pis mellif era) , Esterase , Malate dehydrogenase Ⅱ, Isozyme
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