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摘要：【目的】比较和揭示 12 个长白山中蜂(长白山地方采样点中华蜜蜂)基因组多态性的分布规律。【方法】

采用 RAPD-PCR 技术选择性扩增基因组 RAPD 位点分子，以 NTsys-PC 方法建立基因组分子标记系统树状结构和计算

基因组分子标记相似系数。【结果】1104 号等 6个蜂基因组分子标记多态性图谱同时具有 240、400、700、和 1 500 

bp 等 4 个条带，其系统树状结构在相似系数值为 0.568 时呈现相对独立的一个分支；1083 号等 6个蜂基因组分子

标记多态性图谱同时具有 240、400、600 和 1 200 bp 等 4 个条带，其系统树状结构在相似系数值为 0.586 时呈现

相对独立的另一个分支；相似系数值二维矩阵与系统树状结构之间的相关系数值 r 为 0.7874（P＜0.01）。同时，

700 bp 条带在 12 个蜂基因组分子标记多态性图谱中有 10 个蜂同时出现，即 10﹕12。【结论】在相似度至少为 56.8%

和 PCA 占总变异度 69.3897%或 PCA1 为 30.5101%时，长白山中蜂基因组多态性按照 RAPD 分子标记特征拟初步聚

集为 2个地方类群，700 bp 条带可能是长白山中蜂基因组所特有的 DNA 序列片段。 
关键词：长白山中华蜜蜂；RAPD；分子标记；多态性  
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Abstract：【Objective】The article exposes comparing or demonstrating polymorphism of genome DNA of local Changbaishan 

Apis cerana ceranas.【Method】The experiment was conducted using the RAPD-PCR method for selectively amplifying molecular 

markers of polymorphism from genomes of 12 local groups by 12 pairs of random primers. Scientists then applied NTsys , as a kind 

statistics software, for figuring out similar coefficient values of these amplified moleculars in the matrix. It also aided in constructin 

tree structures among these molecules in dendrogerm.【Results】Results revealed that the 6 local groups (represented especially as 

No.1104) showed in common 4 DNA bands of 240bp, 400bp, 700bp and 1 500bp in their amplified mapping of genome. They 

furthermore showed on their own a trend of independent branch system in dendrogerm (or similarity relationship) when their similar 

coefficient value is 0.568. As opposed to the 6 groups, the others (represented especially as No.1083) showed the same 4 DNA bands 

of 240bp, 400bp, 600bp and 1 200bp in the mapping. They also showed an independent in dendrogerm trend when they had a similar 

coefficient value of 0.586 in the matrix；The relative value between matrix and dendrogerm on similar coefficient is 
0.7874(P＜0.01).【Conclusion】Results indicated that, based on different characteristics of mapping of genome, at more than 56.8% 

of similar coefficient and 69.3897% of PCA in total variation or 30.5101 % of PCA1, local Changbaishan Apis cerana ceranas in 

districts of preliminarily were classified into 2 local groups. 
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0  引言 

【研究意义】不同长白山中蜂（Apis cerana 
cerana）多样性由于漫长的生态隔离和选择进化，最

终表现为基因组DNA多态性（不同的单体型）[1,2]。基

因组多态性的核心含义，即真核基因组内不同序列长

度的等位DNA同源序列片段和与之连锁的一些不同

重复频率的短串联重复 DNA 序列片段（ short 
intersperse nuclear elements，SINEs），这些序列片段

既不编码功能性DNA片段，也不行使调控功能，只是

充当保守的多态性分子标记以揭示物种种内的系统规

律[3]。由于这些序列片段包含有与 10 个寡聚脱氧核苷

酸随机引物互补配对的一组可扩增位点序列，应用

RAPD-PCR （ random amplification polymorphism 
DNA-polymerase chain reaction）技术扩增长白山中蜂

基因组DNA可以获得一组RAPD位点分子，其中就包

括反映遗传多样性的同源等位序列：RAPD分子标记。

因此，本研究的实际意义是通过分析这些RAPD分子

标记自身携带同源等位序列的遗传学含义，提供体现

不同长白山中蜂在遗传多态性或遗传分化或选择进化

过程中出现的农艺性状等的分子证据。【前人研究进

展】 Suazo[4]等通过RAPD分子标记区别出非洲蜜蜂和

欧洲蜜蜂，蒋滢等[5~12]通过RAPD分子标记不仅进行了

中蜂与西方蜜蜂纯种之间和西方蜜蜂不同品系之间多

态性分析，而且通过基因组多态性分析意外地发现与

高产王浆性状相关的w-316（bp）DNA序列片段为高

产王浆西方蜜蜂所特有，董霞[13]等通过RAPD分子标

记对东方蜜蜂进行了遗传分化的研究；谭垦[14]等通过

RAPD分子标记研究了云南中蜂及其周边地区东方蜜

蜂不同品系之间的多态性；孙亮先[15]等通过RAPD分

子标记筛选出意大利蜜蜂重要农艺性状；吴黎明[16]等

通过RAPD分子标记区别出3个蜜蜂品种；苏松坤[17]综

述了熊蜂属系统分子进化（包括RAPD分子标记）和

蜜蜂遗传育种分子标记等方面的研究进展。【本研究

切入点】然而，鉴于目前国内外还没有在结构基因组

学水平系统研究体现长白山中蜂基因组多态性规律的

研究报道，对野生在长白山植物生态环境之中的长白

山中蜂类别及其基本分布不是十分清楚。【拟解决的

关键问题】本研究以尚处于传统饲养格局和近乎天然

分布轮廓的长白山中蜂为研究对象，以快速、简捷、

高灵敏度、低成本的RAPD-PCR为主要研究技术[18]，

以基因组分子标记多态性图谱（或电泳图谱）、基因

组分子标记相似系数（或 1-遗传距离）矩阵和基因组

分子标记分系统树状结构（或聚类分析）为主要研究

指标，以Mental 检测法进行相似性矩阵与系统树状结

构的相关性和以PCA主成分分析进一步检验系统树状

结构的变异度为主要检验手段，以分析长白山中蜂基

因组分子标记多态性的遗传学含义为主要研究内容，

其目的为首次系统性地揭示不同长白山中蜂之间基因

组水平的遗传多样性，即基因组多态性；通过比较不

同长白山中蜂基因组多态性的分布规律，区别和归纳

长白山中蜂品种资源的类别和基本分布轮廓，同时提

供体现长白山中蜂种质资源基因库的分子证据。 

1  材料与方法 

1.1  试验时间、地点 
本研究野外试验于 2003～2004 年在位于长白山

植物生态保护区境内的吉林省蜜蜂育种场进行，室内

试验于 2004～2005 年在吉林省养蜂科学研究所分子

与细胞遗传育种研究室和苏州大学医学院生物化学与

分子生物学实验室进行。 
1.2  试验材料 

通过选择取样的方法，从长白山植物生态保护区

12 个不同采样点取长白山中蜂样品（50 只/采集点），

从长白山1081号蜂采样点取不同的5群长白山中蜂样

品（50 只/蜂群），另外从与长白山植物生态环境完全

不同的华东南、中南及华南地区 7 个不同采样点取中

蜂样品（50 只/采集点），全部实验样品量 1 150 只，

平均实际用样品量 48 个/采集点，中蜂样品均浸泡在

70%乙醇溶液中，名单列于表 1。 
1.3  试验方法 
1.3.1  基因组分离和纯化  50 只由 70%乙醇浸泡过

的蜜蜂的头和胸，并且计数为 1 个采样点实验样本。

脱去其中的乙醇浸泡液，液氮贮存，研磨匀浆，蛋白

酶 K 消化，核糖核酸酶 A 消化，标准酚抽提法纯化基

因组 DNA。 
1.3.2  RAPD-PCR 扩增前质量控制  虽然 RAPD 技

术以其操作简单、分析量大和节省成本等特点被广泛

应用，但是正如任何一项应用技术所存在的不足一样，

它的最大缺点是重演性差。为此，本文对 RAPD 技术

进行了实验条件、引物筛选和实际操作等方面的质量

控制：所有样品基因组纯度为 OD260/OD280 值大于

1.8，不同样品基因组浓度在 PCR 之前要做适当调整

以保持反应浓度基本接近，PCR 所有反应组分必须购

自一个试剂公司；引物的退火温度低于 Tm 值的 
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表 1  12 个采样点长白山中蜂样品序号和编码（实验组样

品）与长白山 1081 号蜂采样点内不同 5群和其它地

区 7个不同采样点中蜂样品序号和编码（内对照组和

外对照组样品） 

Table 1  No. and code of the 12 Changbaishan Apis cerana 
ceranes (studied) and No. and code of 5 different 
colonies from the local No. 1081 and 7 different Apis 
cerana ceranes from other districts (control) 

样品序号 
No. of the sample 

样品编码 
Code of the sample

采样地点 
Sampling site 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

1005 
1083 
1033 
1104 
1081 
1068 
1086 
1123 
1129 
1065 
1024 
1097 
A1081 
B1081 
C1081 
D1181 
E1081 
N1 
N2 
G1 
G2 
J 
H1 
AH 

柳河     Liuhe 
桦甸-1   Huadian-1 
桦甸-2   Huadian-2 
西丰     Xifeng 
辉南     Huinan 
浑江     Hunjiang 
集安     Ji′an 
宽甸-1   Kuandian-1 
宽甸-2   Kuandian-2 
临江     Linjiang 
珲春     Huichun 
敦化     Dunhua 
辉南     Huinan 
辉南     Huinan 
辉南     Huinan 
辉南     Huinan 
辉南     Huinan 
海南 1   Hainan1 
海南 2   Hainan2 
广东 1   Guangdong1 
广东 2   Guangdong2 
江西 1   Jiangxi1 
湖北 1   Hubei1 
安徽    Anhui 

 
3～5℃，引物是否与最适 RAPD 位点互补需要进行预

扩增，参照标准 PCR 反应条件建立实际 PCR 反应体

系，建立 PCR 反应体系全过程保证无菌、低温和微量

操作，同时进行反复试验，结果表明：在保证引物可

扩增基因组多态性丰富度高的基础之上，RAPD 数据

保持其稳定性有 2 个前提，第 1 个前提是所提取的基

因组的纯度要足够的高，第 2 个前提是每次 PCR 试验

要采用统一的试验流程，在此条件之下不同实验室之

间可以进行交流和参考。 
1.3.3  PCR扩增RAPD位点分子  建立 50 μl反应体

系，连续 35 个热循环单位（94℃变性 1 min，36℃退

火 1min，72℃延伸 2 min）。 
1.3.4  琼脂糖凝胶电泳  制备基因组分子标记电泳

图谱（多态性图谱，1.2%凝胶），凝胶分析系统    
（Lab worlks）记录图谱。 
1.3.5  精密仪器和药品规格 

主要室内仪器：PCR 仪（2700，美国 Applied 
Biosystem 公司）等，12 条 RAPD 引物： 

W:5′-CGGCCCCGGT-3′ ， K:5′-CGGCCCCTGT- 
3′m，P1:5′-GGGACGATGG-3′，P9:5′-GAACACTGGG- 
3′，L:5′-CAGCGGTACC-3′，OPA-07:5′-GAAACGGGT 
G-3′，OPF-01:5′-ACGGATCCTG-3′，T:5′-CCCACCCT 
TG-3′，OPI:5′-TGTTCCACGG-3′，X:5′-GTAGTCACAC 
-3′，OPR:5′-CCCTACGGAC-3′，OPK-18:5′-CCTAGTC 
GAG-3′等[5~16]由上海生工生物工程有限公司提供。 
1.3.6  统计分析  每个试验用样品平均重复 4 次

AP-PCR或RAPD-PCR，在每个RAPD位点扩增出条带

计数为 1，未扩增出条带计数为 0，产生“0，1”二维

矩阵；采用Jaccard相似性系数法（Jaccard similarity 
coefficient，JSC）[19]进行二维矩阵分析产生相似性矩

阵，采用UPGMA算法[20]进行聚类分析产生系统树状

结构；采用Mental 检测法[21]对相似性矩阵和系统树状

结构进行相关分析，为了进一步证实相似性系数的系

统树状结构采用了主成分分析（PCA[22]，principal 
coordinate analysis），这些分析来自NTsys-PC统计软

件包[23]。 

2  结果与分析 

本研究结果显示1081号蜂采样点内不同的5群长

白山中蜂基因组分子标记多态性图谱完全相同，见图

1；其它地区 7 个不同采样点中蜂基因组分子标记多态

性图谱基本相同，见图 2。12 个采样点不同长白山中

蜂基因组分子标记多态性图谱不完全相同，见图 3；
基因组分子标记相似系数不完全一致，见表 2；基因

组分子标记系统树状结构不完全平行，见图 4；基因

组分子标记主成分分析趋向于不同的主成分变量值，

见图 5，具体结果与分析如下。 

2.1  长白山地区同一个采样点不同中蜂基因组 RAPD

分子标记多态性图谱（内对照） 
1005号蜂采样点内 5群不同长白山中蜂基因组多 

态性图谱丰富度高，图谱类型相同，见图 1。 
2.2  其他地区不同采样点中蜂基因组 RAPD 分子标记

多态性图谱（外对照） 
N1、N2、G1、G2、J、H1 和 AH 号蜂基因组多

态性图谱丰富度低，图谱类型相似，见图 2。 
2.3  长白山地区不同采样点中蜂基因组 RAPD 分子标

记多态性图谱 
1104 号蜂、1005 号蜂、1081 号蜂、1065 号蜂、

1086 号蜂和 1068 号蜂基因组多态性图谱类型相似， 
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A1081  B1081   C1081   D1081   E1081   Marker Marker 1005 1083 1033 1104 1081 1068 1086 1123 1129 1065 1024 1097   

 
 

图1  一个采样点(1081号蜂)内不同5群长白山中蜂基因组

RAPD 分子标记多态性图谱 
图 3  12 个采样点长白山中蜂基因组 RAPD 分子标记多态性

图谱 
Fig. 1  Mapping on RAPD molecular markers polymor-phism 

of genome from 5 colonies of a kind of local groups of 

Changbaishan Apis cerana cerana  

Fig. 3  Mapping on RAPD molecular markers polymorphism 

of genome in 12 local groups of Changbaishan Apis 

cerana cerana 
 

 

 

0.875，0.800，1.000，0.875，0.857，0.750，见表 2。 
2.5  不同采样点长白山中蜂基因组 RAPD 分子标记系

统树状结构（聚类分析） 
基于 Jaccard相似性系数的UPGMA方法对0.875，

0.800，1.000，0.875，0.857 和 0.750 相似性系数值进

行聚类分析，结果在相似度至少为 56.8%时将 12 个采

样点长白山中蜂分为 2 组，第 1 组（Group1）包括 1005
号等 6 个蜂，第 2 组（Group2）包括 1083 号等 6 个

蜂，见图 4；Mental 相关性检测结果发现 JSC 二维矩

阵与系统树状结构的相关系数值 r 为 0.7874（P＜
0.01）。 

N1     N2   G1    G2     J    H1   AH    Marker  

 

图 2  其它地区 7 个不同采样点中蜂基因组 RAPD 分子标记

多态性图谱 

Fig.2  Mapping on RAPD molecular markers polymor-phism 

of genome from 7 different local groups of Apis cerana 

cerana in other districts 

2.6  不同采样点长白山中蜂基因组分子标记相似性

系数主成分分析 
基于 RAPD 数据的 PCA 分析法对上述相似性系

数值之间聚类关系进行检验，结果发现 PCA 占总变异

度值为 69.3897%，其中 PCA1 为 30.5101%，PCA2 为

22.9546%，PCA3 为 15.9250（图 5 中 PCA3 未能在二

维结构图中显示）。PCA1 为 30.5101%时明显将 1005
号等 6 个蜂与 1083 号等 6 个蜂区分为 2 组。 

 
共享 240、400、700 和 1 500 bp 条带；1083 号蜂、1097
号蜂、1033 号蜂、1024 号蜂、1123 号蜂、1129 号蜂

基因组多态性图谱类型相似，共享 240、400、600 和

1 200 bp 条带；同时，700 bp 条带在 1005 号等 10 个

蜂基因组分子标记多态性图谱中同时出现，而在 1083
号等 2 个蜂基因组分子标记多态性图谱中未出现，即

10:12，见图 3。 
 3  讨论 

本研究在结构基因组学水平从多态性图谱、相似

系数值和系统树状结构 3 个层面系统地分析了体现基

因组多态性的变异规律。即在每个试验用样品平均重

复 4 次 RAPDC-PCR 的基础之上，采用 Jaccard 相似

性系数法进行二维矩阵分析产生相似性矩阵，采用

UPGMA 算法进行聚类分析产生系统树状结构；采用 

2.4  不同采样点长白山中蜂基因组 RAPD 分子标记相

似系数值矩阵 
1005 号蜂与 1104 号蜂之间，1081 号蜂与 1065

号蜂之间，1068 号蜂与 1086 号蜂之间，1083 号蜂与

1097 号蜂之间，1033 号蜂与 1024 号蜂之间，1123 号

蜂与 1129 号蜂之间的基因组相似系数值分别为 
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表 2  12 个采样点长白山中蜂基因组分子标记相似系数值矩阵 

Table 2  Matrix on similar coefficient value of molecular marks of genome between 12 differenn local groups of Changbaishan Apis 
cerana cerana 

 1(1005) 2(1083) 3(1033) 4(1104) 5(1081) 6(1068) 7(1086) 8(1123) 9(1129) 10(1065) 11(1024) 12(1097)

1(1005) 1.000            
2(1083) 0.600 1.000           
3(1033) 0.400 0.556 1.000          
4(1104) 0.875 0.500 0.444 1.000         
5(1081) 0.800 0.636 0.455 0.700 1.000        
6(1068) 0.667 0.500 0.625 0.556 0.545 1.000       
7(1086) 0.667 0.500 0.625 0.556 0.545 1.000 1.000      
8(1123) 0.364 0.500 0.625 0.400 0.545 0.400 0.400 1.000     
9(1129) 0.364 0.500 0.625 0.273 0.545 0.556 0.556 0.750 1.000    

10(1065) 0.778 0.778 0.556 0.667 0.800 0.500 0.500 0.500 0.500 1.000   
11(1024) 0.500 0.667 0.857 0.556 0.545 0.556 0.556 0.750 0.556 0.667 1.000  
12(1097) 0.500 0.875 0.625 0.400 0.545 0.556 0.556 0.556 0.556 0.667 0.750 1.000

矩阵中的横标和纵标数字为长白山中蜂样品序号和代码，中间数据为相似系数值，其中有下划线数据为可进行系统数状结构分析的相似系数值 
Numbers or codes in the matrix representing the Apis, items of the content representing similar coefficient values between two kinds of Apis , the items 
underlined representing similar coefficient values between two kinds of Apis analyzed and showed in the dendrogerm 

 

 
Jaccard similarity coefficient (r=0.7874, 1000 random permatation) 
 

系统树状结构中左边数据为相似系数值，右边数字为长白山中蜂样品代

码 
Left items in the dendrogerm representing similar coefficient values 
between groups of the Apis, right codes in the dendrogerm representing the 
Apis 

 

图4  12个采样点长白山中蜂基因组分子标记系统树状结构 

Fig. 4  Dendrogerm on similar coefficient of molecular marks 

of genome among 12 different local groups of 

Changbaishan Apis cerana cerana 
 
Mental 检测法对相似性矩阵和系统树状结构进行相关

性分析，采用 PCA 主成分分析法对相似性系数进行了

进一步的检验性证实，这种系统性地对蜜蜂多态性进

行的研究在国内外相关领域未见报道。 
在本研究中，一个采样点（1081 号蜂）内不同 5

群长白山中蜂基因组完全相同的多态性图谱表明：12 

 

 

横轴为 PCA 1 变异度，纵轴为 PCA2 变异度，未显示 PCA3 变异度 
x-axis representing PCA1,y-axis representing PCA2,not showing PCA3 

 

图 5  RAPD 数据的 12 个采样点长白山中蜂分子标记的主

成分分析 

Fig. 5  Principal coordinate analysis (PCA) of 12 local groups 

of Changbaishan Apis cerana cerana based on RAPD 

data 

 
个采样点长白山中蜂样品各自具有相对稳定的基因

组，可以代表各自采样点的所有中蜂；同时由 50 只中

蜂组成的一个试验样本保证了各个采样点中蜂基因组

池的稳定性（pool of 50 indivuduals[24]），这实际上就

相当于在每个采样点周围采集了 50 个试验样本，因此

各个采样点中蜂具有一致的遗传背景，可以作为内参

比，见图 1。其它地区 7 个不同采样点中蜂基因组之

间具有相似的多态性图谱和截然不同于 12 个采样点
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长白山中蜂基因组的多态性图谱，这表明：这些采样

点中蜂具有不同于长白山中蜂的基因组，可以代表其

采样点的中蜂，具有不同于长白山中蜂的遗传背景，

可以作为外参比，见图 2 和图 3。 
12 个采样点长白山中蜂基因组分子标记相似系

数值及其系统树状结构（聚类分析）提示：这些长白

山中蜂基因组之间存在多态性的同时聚集于不同的类

群（表 2，图 4）。相似性系数值与系统树状结构之间

的相关系数 r（0.7874，P＜0.01，Mental 检测后的 t
检验）以及主成分分析 PCA1 值为 30.5101%时 12 个

采样点中蜂明显聚集为 2 个类群，这提示系统树状结

构的可能和可信（图 4，图 5）。 
总之，不同长白山中蜂基因组内含有不同的

RAPD位点，这些等位的不同RAPD位点构成了基因组

内不同的同源序列[25]，这些保守的同源序列占据基因

组不同长度的序列座位[26,27]，即不同的亲缘关系[28]。

因此，这些不同长白山中蜂基因组RAPD分子多态性

可以反映各地方样点之间的多态性规律[29,30]。 
此外，700（bp）条带在 10 个蜂基因组分子标记

多态性图谱中同时出现，这可能为长白山中蜂基因组

所特有的 DNA 序列提供了线索，本文对此不进行详

细讨论。 

4  结论 

1104 号蜂、1005 号蜂、1081 号蜂、1065 号蜂、

1086 号蜂和 1068 号蜂基因组多态性图谱同时具有

240、400、700 和 1 500 bp 条带，相似系数值为 0.568，
可以聚集为一个地方类群（Group1）；1083 号蜂、1097
号蜂、1033 号蜂、1024 号蜂、1123 号蜂、1129 号蜂

基因组多态性图谱同时具有 240、400、600 和 1 200 bp
条带，相似系数值为 0.586，可以聚集为另一个地方类

群（Group2）见图 4。因此，长白山中蜂按照 RAPD
分子标记多态性规律可能分为两个地方类群。 
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