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摘要：如何准确测定蜂王交配次数和雄蜂母系来源，是研究蜜蜂亚家系行为生物学的关键。本研究利用王浆主蛋

白（OL!P=）的串联重复序列多态性（Q/RL）分子标记分别鉴定了蜂王单雄人工授精、双雄人工授精和自然交尾的中
华蜜蜂 !-+. "/0$&$ "/0$&$蜂群中的蜂王交配次数和雄蜂母系来源。结果表明：在蜂王单雄人工授精和双雄人工授
精蜂群中，蜂王的交配次数分别为 +和 ’；在蜂王自然交尾的 ’个蜂群中，蜂王的交配次数分别为 )和 *。另外，经
鉴定发现：在以上实验蜂群中，所有雄蜂都是由蜂王产的未受精卵发育而来。因此，作为一种分子标记，蜜蜂

OL!P= Q/RL能简单、有效地鉴定蜂群内蜂王的交配次数和雄蜂母系来源。
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蜜蜂社会行为学特性一直受到广大生物学家的

关注，其原因一方面是人们意识到蜜蜂给农作物授

粉的重要性，另一方面是蜜蜂社会行为学研究结果
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对整个社会生物学及行为生态学领域都有深远影响



（黄智勇，!""#；曾志将，#$$%）。近 #$ 年来，蜂群中
蜂王的交配次数（&’(() *+,-). /0(&’()12）和雄蜂母系
来源（*+,(0)-,2 3/ 403)(）一直是蜜蜂社会行为特性研
究的热门课题之一（5640324 !" #$ 7，#$$!；893,(0 !"
#$ 7，#$$!）。在蜂王自然交尾的蜂群中，处女蜂王通
常与 : ; 6<只雄蜂交配（=4+*9 !" #$ 7，!"<<），蜂王与
每只雄蜂交配时可获得 >$$ 多万个精子，精子储存
在贮精囊中，这些精子一般够蜂王一生受精时使用

（?30-,@，!"A:）。
研究处女王与雄蜂交配数量的方法很多，最早

的方法是研究者通过在蜂群巢门口观察处女蜂王交

配后带回的交配标志进行计数（B+C(0，!"::；D+-46+E
+)4 F+.(，!"AG）；这种方法要求工蜂体色必须存在
明显差异。F+.(和 ?(,1+6/（!"A#）应用同功酶标记技
术研究了处女王与雄蜂交配数量以及雄蜂精液的使

用情况。H+9+I-认为 F+.(的方法因分辨力低而不能
有效判断工蜂的父系来源，因此在 !"":年运用 JK=
指纹技术分析确认了蜂王是高度多雄交配（H+9+I- !"
#$ 7，!"":）；然而该方法受个体 JK=的数量限制，
且反应的条件要求很高。83)40I和 F+.(（!""%）应用
L=FJ标记和同功酶标记技术测定了每只工蜂的父
系来源，但 L=FJ作为一种分子标记，它的重复性
较差而不为人们所广泛接受。最近发展的微卫星

JK=技术可以很好地检测出蜂群中蜂王授精次数
和雄蜂母系来源（L+,)-(I9 +)4 MN(991O(0，!"A"；
5640324 +)4 L+,)-(I9，#$$$；F-0I !" #$ 7，#$$%），可是
该技术要有荧光染料标记和精密的 JK=片断分析
仪器等，费用昂贵，因此在一般的实验室中也受到限

制。

中华蜜蜂 %&’( )!*#+# )!*#+#（简称中蜂）是我国
宝贵的蜂种资源，其王浆主蛋白（*+P30 032+6 P(662
Q03,(-)9，?LRF9）基因的克隆及功能研究对获得有益
于人类健康的新功能基因具有重要意义。苏松坤等

构建了 A日龄中蜂头部的 1JK=文库，克隆和测序
了 ?LRF9基因家族的 G个基因（?LRF!，#，%和 :），同
时分别在?LRF#，%和 :的 1JK=序列中发现了串联
重复序列多态（N+0-3’9 )’*C(0 ,+)4(* 0(Q(+,，SKBL）
片段，这些 SKBL在中华蜜蜂中呈高度多态性，而且
遵循孟德尔遗传规律，呈共显性遗传（苏松坤等，

#$$G；H’ !" #$ 7，#$$:+，#$$:C）。本实验在前人研究
的基础上，运用中华蜜蜂 ?LRF#，?LRF% 和 ?LRF:
SKBL分子标记技术，分别鉴定了蜂王自然交尾、双
雄人工授精和单雄人工授精的中蜂群的蜂王交配次

数和雄蜂母系来源，现报道如下。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 实验蜂群：实验蜂群是由江西农业大学蜜
蜂研究所购自 %个相隔较远的江西山区蜂场（靖安、
上饶和遂川）的中蜂，然后饲养于江西农业大学蜜蜂

研究所院内。

!"!"# 主要试剂和仪器：主要试剂有：TO(6(UV!$$
（:W）；L-).(0 C’//(0（!%$ **36XD K+T6，!Y: **36XD
T+T6#，: **36XD MT6， QZ<YG）；JBB（! *36XD）；
F03,(-)+9( M（!$ *.X!D）；LK+9(（!$ *.X*D）；B+&
JK= F362*(0+9(（: [X!D）；?.T6#（#: **36XD）；!$ \
]’//(0（!$$ **36XD MT6，A$ **36XD（KZG）# H5G，!$$
**36XD B0-9VZT6，QZ"Y$，KFVG$）；4KBF（!$ **36XD）；
F0-*(0（*0PQ#，*0PQ%，*0PQ:）；?+0I（!$$ CQ）。
主要仪器有：高速冷冻离心机（^QQ()430/

:G!:L）、FTL仪（^QQ()430/ "> 孔）、琼脂糖凝胶电泳
系统（B+)3) ^FH%$$）、计算机自动成像系统（B+)3)
_‘H#$$"）和蜂王人工授精仪（吉林省养蜂科学研究
所）等。

!"# 方法
!"#"! 蜂王的人工授精：考虑到亲缘关系的影响，
实验采用来自靖安的中蜂培育处女蜂王，以上饶的

雄蜂精液进行单雄人工授精；以上饶和遂川的雄蜂

精液进行双雄人工授精。处女王的培育和蜂王的人

工授精方法参照文献（曾志将等，#$$:）。
!"#"# 样品的采集：为了避免成蜂错投而造成的
实验误差，实验分别在 #群单雄人工授精蜂群（=和
]）、#群双雄人工授精蜂群（T和 J）和 #群自然交尾
蜂群（^和 8）中采集蜂群内的工蜂蛹和雄蜂蛹各 :$
个。样品在蜂王产卵后 <周采集，所有样品采集后
马上放入 a #$b的低温冰箱中保存。
!"#"$ 蜜蜂基因组 JK=的提取：单只蜜蜂基因组
JK=的提取是根据 H’等的 TO(6(UV!$$ 方法稍加修
改的（H’ !" #$ 7，#$$<）。首先将保存在冰箱中的样
品取出，在常温下解冻后用 L-).(0 C’//(0清洗再浸泡
%$ *-)；然后取其胸部放入 !Y: *D的离心管中，加
入 :W的 TO(6(UV!$$ #$$!D（注意在加 TO(6(UV!$$ 时
一定要迅速并搅拌，否则容易凝固堵塞 B-Q 枪头）；
加入 !$ *.X!D的蛋白酶 M !$!D和 ! *36XD的 JBB <

!D；再加 !$ *.X*D无 JK=酶的 LK=酶 :!D，%<b
水浴 # O；震荡混匀 !$ 9，":b水浴 A *-)；再震荡混
匀 !$ 9，然后在 Gb低温下 !# $$$ 0X*-)离心 % *-)；
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取上清液保存。

!"#"$ !"# 扩增反应：!"# 扩增反应体系总体积
为 $%!&，其中包含 ’(")$（$* ++,)-&）$./!&；0% 1
234456（0%% ++,)-& 7")，8% ++,)-&（9:/）$ ;</，0%%
++,)-& =6>?@:")，A:B.%，9!@/%）$.%!&；上、下引物
各 %.8!&（序列见表 0）；C9=!（0% ++,)-&）%./!&；

=DE酶（* F-!&）%.G!&；模板 H9I（用量见表 0）；剩
下的用 CC:$<补足。!"#反应热循环为：B/J预变
性 * +>K；B/J变性 L% ?，退火 L% ?（温度见表 0），
M$J延伸 0$% ?，循环（次数见表 0）；M$J再延伸 0%
+>K；最后 /J保存。

表 ! %&’() *+,&引物序列及 (-&反应条件
,./01 ! 21341561) 78 9:;<1:) .5= (-& 675=;>;75) 87: %&’() *+,&

引物名称

9D+5 ,4
A6>+56

引物序列

;5E35KN5 ,4 A6>+56

模板 H9I体积（!&）
O,)3+5 ,4 P5+A)DP5

H9I

退火温度（J）
IKK5D)>K(
P5+A56DP365

循环次数（K）
93+Q56 ,4
NRN)5?

目标片断（QA）
;>S5 6DK(5

’#T!$ U：*V@==II=WIWIII=I"="I==W"W@GV
#：*V@II"WI"WII"==WI==I="I=="@GV $ *8 /% 0L% X $M%

’#T!G U：*V@"WII====WWW=W"WII=W@GV
#：*V@I=W=WI=====IIWII=WI=WIW"==W@GV $ L% GM **% X M*%

’#T!* U：*V@IWI"I"=="III"WW="W==W@GV
#：*V@"=W=II==="I=I"==IIIW""I="@GV L LG /% *%% X M%%

!"#"? !"# 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳：将 !"#
扩增产物 *!&和 0!&的 L 1 &,DC>K( 234456混匀上
样于 $Y的 %.* 1 =2Z琼脂糖凝胶中，以 0%% O电
压、L% +I电流电泳 0 [ $ \，取出染色后在自动成像
系统中成像，观察扩增效果。

!"#"@ !"#扩增产物片断分析和基因型判读：将
琼脂糖凝胶电泳图片用 2>,]+D(>K( ;R?P5+? ,4
&DQ^,6_?=’ ]+D(5 INE3>?>P>,K DKC IKD)R?>?（O56?>,K
/.%）软件（!\D6+DN>D 2>,P5N\公司）进行数据收集、泳
道线校正、分子量内标校正和迁移片断大小测量，并

进行基因型判读。

!"#"A 蜂王基因型的推导和雄蜂母系来源的确定：
由于任何双倍体工蜂都至少有一条等位基因来自母

系蜂王，因此蜂王的两条等位基因总能在工蜂身上

出现，所以由每群工蜂的基因型可以顺利地推导出

各自蜂王的基因型（!D)+56 !" #$ ‘，$%%$）。将单倍体
雄蜂的基因型和蜂王对照，当雄蜂出现了蜂王基因

型以外的等位基因时，便可以断定它是由工蜂所产。

然而，当雄蜂遗传了工蜂母系等位基因时，以及当工

蜂父系和母系等位基因重合时，我们不能直接将它

划分为不是工蜂所产，这种情况需要通过公式 0来
校正，另外由于采样不完全导致的误差也须由公式

$来校正（U,?P56 !" #$ ‘，$%%%）。

%# a !
&

’
0 X"

$’

(
（0 X %‘*)(’( )） %’ （0）

% a（0 X *）%# （$）
式中 $’为位点数，%’为 & 个蜂群中的第 ’ 群所分析
的雄蜂数，)(’为 ’ 蜂群在 ( 位点上母系蜂王与父系
雄蜂所不同的等位基因基因频率，* 为工蜂所产的

雄蜂数。

!"B 数据统计与分析
基因型频率是指某一基因型在群体中出现的概

率，其计算公式为：基因型频率 a（某基因型数目-
测定的样本总数）1 0%%Y。基因频率则是指一个群
体中某一基因对其等位基因的相对比率，其计算公

式为：)( a［$（ ((）b（ (’0）b（ (’$）b ⋯⋯ b（ (’K）］-
$%，其中，)(为第 + 个等位基因的频率；( 为纯合复
等位基因；’0，’$⋯⋯ ’&为与 + 共显的第 0到 & 个等
位基因。

# 结果

#"! %&’() *+,& (-&扩增结果
图 0是自然交尾蜂群的部分雄蜂样品（0$ 只）

在 ’#T!$位点上的 O9=# !"#扩增的产物经 $Y琼
脂糖凝胶电泳分离出来的条带，目标片断区域（见表

0）被成功扩增。
#"# 蜂王交配次数的计算
根据各蜂群的工蜂基因型计算出基因型频率，

然后用 #5)DP5CK5??/.$（W,CK>(\P DKC c35))56，0BB/）软
件分别计算出基因频率 )，个体间遗传相似系数 W;
以及与蜂王交配的雄蜂数量 &（表 $），结果发现：在
蜂王人工授精群 I，2，"和 H中，和蜂王授精的雄蜂
数量分别是 0.%B，0.$0和 0.B*，$.$0，经四舍五入取
整后分别为 0，0和 $，$，理论推导结果与实际人工授
精实验设计方案吻合，这说明 ’#T!? O9=#分子标
记能准确测定处女蜂王交配数量。在蜂王自然交尾

蜂群 Z和 U中，跟蜂王交尾的雄蜂数量分别是 M.*B

$$ 昆虫学报 ,-"# .&"/0/$/1(-# 2(&(-# *0卷



图 ! 自然交尾群工蜂 "#$%&’()#引物扩增的
%*#产物电泳图

+,-. ! %*# /012341 56 75/80/1 6/59 4:0 ;535<= 7:510
>200< 7?1 <?42/?33= 9?40@ ?4 "#$%& ’()#

和 ABCC，取整后分别为 D和 A。

表 ! 各蜂群蜂王交配的数量
"#$%& ! "’& (#)*+, +-($&. /0 )’& 1-&&+ *+ &#2’ 2/%/+3

蜂群

*535<=
位点

E5;21
蜂群中的等位基因

F330301 ,< ;535<=
基因频率 !

F3303,; 6/0>20<;=
遗传相似系数

GH（90?< I "#）
蜂王交配数量

(29J0/ 56 9?4,<-1（$）

F "#$%& &A&，&KL，&KK LBAL，LBCC，LB!M LBMN I LBLK !BLO
"#$%C K!&，KK!，MN! LB!O，LBAL，LBC!
"#$%A ADK，K&O，KN! LB&!，LBAL，LB&O

P "#$%& &&O，&CM，&ML LB&!，LB&O，LBAL LBMA I LBLC !B&!
"#$%C KC&，MLL，MAL LB&C，LBAL，LB&M
"#$%A ADK，K&O，KN! LB&M，LB&C，LBAL

* "#$%& &CL，&NA，&A& LBAL，LB&A，LB&A LBAL I LBLD !BOA
"#$%C K&M，KK!，KMN LB&A，LB&A，LBAL
"#$%A KLK，K!&，KN! LBAL，LB&A，LB&A

Q "#$%& !MO，!OM，&LM，&KC LB&C，LB!M，LB&M，LBCC LBNO I LBLK &B&!
"#$%C KM!，KDC，KOM，MC& LB&K，LB&M，LB&C，LB&N，
"#$%A AKC，AKM，AOC，KA& LB&M，LB&K，LB&C，LB&N

R "#$%& !KL，!KO，!M!，!MD，
!D!，!D&，!DC，!DD

LB&O，LBLD，LBLM，LB&!，
LBLO，LBLD，LBLM，LB!!， LBCM I LBLC MBAO

"#$%C AM!，AOL，KLL，K!C，
KN!，KML，MC&

LB&!，LB!L，LBLD，LBOL，
LB!!，LB!&，LB&O，

"#$%A ADD，AO&，K!N，K!M，K&!，
K&D，KAL，KO&，M!&

LB!L，LBLK，LBLN，LBLD，LBLD
LB&O，LBLD，LB&!，LBLK，

+ "#$%& !KL，!KM，!M!，!D!，
!D&，!DD，!OA

LBLD，LBLO，LB&O，LBLO，
LB&!，LBLD，LBLM，LBLO， LBCK I LBLO ABCC

"#$%C AM!，K&M，KAA，KDA，
MLL，M!K，MND

LB!L，LB&!，LBLD，LBOL，
LB&O，LB!!，LB!&，

"#$%A KLC，KLM，K!M，K&!，
KCA，KCO，KNK，KK!

LBLO，LB&O，LBLO，LBLM，
LB&!，LBLD，LBLD，LBLO，

!45 雄蜂母系来源的确定
蜂王的基因型由各蜂群工蜂的基因型推导而来

（表 C），然后将各蜂群中的雄蜂和本群蜂王进行基
因型对照，看其是否带有蜂王基因型以外的等位基

因，从而判断它们是由工蜂还是蜂王所产。结果发

现所有蜂群的雄蜂在 "#$#&，"#$%C和 "#$%A位点
上都没有出现各自蜂王基因型以外的等位基因，从

而表明所有雄蜂都是由蜂王所产的未受精卵发育而

来，即都是蜂王之子。

!46 结论
通过以上结果可知，利用蜜蜂 "#$%1 ’()# 分

子标记是一种有效测定蜂群内蜂王的交配次数和雄

蜂母系来源的方法。

5 讨论

蜂王可以随机利用储精囊中不同雄蜂的精液，

它的这种产卵特性必然使蜂群中存在许多同母异父

的亚家系。而蜂群中工蜂与其它工蜂之子的亲缘关

系可以用 % S LB!&A T LB&AU$ 来计算（其中 $ 为蜂王
交配的雄蜂数量）。当蜂王与 !只雄蜂交配时，工蜂
与其外甥，即其它工蜂之子的亲缘关系指数（ % S
LBCMA）要比工蜂与蜂王的儿子（工蜂的兄弟———雄
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表 ! 雄蜂母系来源的确定
"#$%& ! "’& (&)&*+,-#),.- ./ )’& +#)&*-,)0 ./ (*.-&1

蜂群

!"#"$%
位点

&"’()
父系等位基因

*##+#+) ", -./+0$1/%
蜂王等位基因

*##+#+) ", 2(++$
雄蜂等位基因

*##+#+) ", 30"$+
含蜂王以外等位基因的雄蜂个数

4(56+0 ", 30"$+) 7"#31$8 .##+#+) "/7+0 ,0"5 2(++$
* 9:;<= =>= =?@A=?? =?@，=?? @

9:;<B ??C ?C=ADEC ?C=，DEC @
9:;<> ?=F >G?A?EC >G?，?EC @

H 9:;<= =D@ ==FA=BD ==F，=BD @
9:;<B D@@ ?B=AD>@ ?B=，D>@ @
9:;<> ?EC >G?A?=F >G?，?=F @

! 9:;<= =E>，=B@A=>= =B@A=>= =B@，=>= @
9:;<B ?DE，?=DA??C ?=DA??C ?=D，??C @
9:;<> ?@?，?C=A?EC ?C=A?EC ?C=，?EC @

I 9:;<= CDF，=@D CFDA=?B CFD，=?B @
9:;<B ?DC，?FD ?GBA?FD ?GB，?FD @
9:;<> >?D，?>= >?BA>FB >?B，>FB @

J 9:;<= C?@，C?D，CGC，CGG，CF> CDCACG= CDC，CG= @
9:;<B >DC，?>>，?G>，DC?，DEG ?=DAD@@ ?=D，D@@ @
9:;<> ?@B，?CD，?=C，?BF，?E?，??C ?@DA?B> ?@D，?B> @

K 9:;<= C?F，CDC，CGC，CG=，CGB，CGG C?@ACDG C?@，CDG @
9:;<B >F@，?@@，?CB，?EC，?D@ >DCADB= >DC，DB= @
9:;<> >GG，>F=，?CE，?CD，?=C，?>@，DC= ?=GA?F= ?=G，?F= @

蜂）亲缘关系指数（ ! L @M=>）更高；若蜂王是与 =只
雄蜂交配，工蜂与其外甥的亲缘关系指数（ ! L @M=>）
和工蜂与蜂王的儿子亲缘关系指数（ ! L @M=>）相等；
若蜂王是与 B只以上雄蜂交配时，工蜂与其外甥要
比工蜂与蜂王的儿子亲缘关系指数（ ! L @M=>）更低
（N.51#/"$，CF?E）。因此根据理论推断，在蜂王单雄
交配蜂群中，雄蜂应该都是由工蜂所产；在双雄交

配蜂群中，雄蜂应该是蜂王产的和工蜂产的各占一

半；在多雄交配蜂群中，雄蜂应该都是由蜂王所产。

在本实验的 =个自然交尾蜂群 J和 K中，运用
9:;<=，9:;<B和 9:;<> O4P:分子标记技术鉴定与
蜂王交尾的雄蜂数量都分别为 G只和 >只，因此按
照理论推断，蜂群中的雄蜂应该都是由蜂王所产，实

验结果也正好符合以上理论依据；在蜂王双雄和单

雄人工授精蜂群中，与蜂王交尾的雄蜂数量经过计

算也正好分别是 = 只和 C 只，因此按照理论推断：
蜂群中应该有来自工蜂所产的未受精卵发育而来的

雄蜂，然而实验结果却表明这些蜂群中的雄蜂也全

部是由蜂王所产，这说明在中蜂群内也存在与西方

蜜蜂 "#$% &’(($)’!*、小蜜蜂 "#$% )(+!*’ 和黄蜂 ,’%#-(*
.-(/*!$% 蜂群中一样的工蜂监督行为（:./$1+Q) .$3
RS+))’7+0，CFGF； N.##1$8 ’0 *( T，=@@C； K")/+0 .$3
:./$1+Q)，=@@E；!701)/1.$ ’0 *( T，=@@E）。
本文首次利用 O4P:分子标记技术鉴定中蜂蜂

王交配次数和雄蜂母系来源，与以往的 :*<I标记
与微卫星 I4*技术相比，蜜蜂 9:;<) O4P:分子标

记能够产生在琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳中识别

的 I4*片断，并且不需要荧光和同位素标记，在一
般的实验室中便可完成，因此值得在蜜蜂研究工作

中应用。

致谢 在蜂王的人工授精过程中，得到了吉林省养

蜂科学研究所薛运波研究员的支持和帮助；另外浙

江大学的钟伯雄老师对本实验的完成进行了耐心的

指导，在此一并表示衷心感谢。
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