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基于线粒体和核基因序列的蜜蜂属系统发育分析 
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摘要: 文章测定了中国分布的蜜蜂属(Apis)5 种蜜蜂 22 个样本的线粒体基因 ND2、CO2、16S rRNA 以及核基因

ITPR 的序列, 对序列的碱基组成和蜜蜂种间的遗传距离进行了分析。结合下载的蜜蜂属其他 4 个种的相关序列, 

采用最大简约法、邻接法和最大似然法重建了蜜蜂属系统发育关系。系统发育分析结果支持蜜蜂属划分为 3 个

类群, 即小蜜蜂类群(包括小蜜蜂和黑小蜜蜂)、大蜜蜂类群(包括大蜜蜂和黑大蜜蜂)和穴居蜜蜂类群(西方蜜蜂、

东方蜜蜂、沙巴蜂、苏拉威西蜂、绿努蜂), 且小蜜蜂类群较早分化。结果还显示, 我国海南岛的大蜜蜂和大陆

的大蜜蜂之间可能存在较大的遗传分歧。 
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Phylogenetic relationships of honey bees (Hymenoptera: Apinae) 
inferred from mitochondrial and nuclear DNA sequences 

mainland. 
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Abstract:  The sequences of mitochondrial ND2, CO2, and 16S rRNA genes and nuclear ITPR gene were obtained from 
22 samples of 5 Apis species from China. The characteristics of the sequences and the pairwise distances among species 
were analyzed. Phylogenetic trees were reconstructed for Apis species using maximum parsimony, neighbor-joining and 
maximum likelihood methods together with the sequences of the other 4 Apis species downloaded from GenBank. Results 
supported that Apis species were divided into three major clusters: dwarf bees (A. florea and A. andreniformis), giant bees 
(A. dorsata and A. laboriosa), and cavity-nesting bees (A. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi, A. nigrocinta, and A. 
nuluensis). The dwarf honey bees were confirmed as basal lineage. Our study also revealed a high level of genetic 
divergence between A. dorsata from Hainan Island and China 
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蜜蜂属(Apis)隶属膜翅目、蜜蜂总科、蜜蜂科, 
不仅是重要的经济昆虫和授粉昆虫, 而且还是研究
社会性行为的重要模式生物[1, 2]。目前, 世界上蜜蜂
属公认有 9 个种, 西方蜜蜂的原产地在欧洲、非洲
和中东等地区, 现已分布于世界绝大部分地区, 蜜
蜂属其他种主要分布在亚洲地区[3]。众多学者利用

形态特征和分子数据等对蜜蜂属的系统发育关系进

行了研究, 并且得到了一致的结论, 将蜜蜂属划分
为 3 个大的类群, 即露天营巢的小蜜蜂类群(包括小
蜜蜂(Apis florea F.)和黑小蜜蜂(Apis andreniformis 
Smith))、大蜜蜂类群(包括大蜜蜂(Apis dorsata F.)和
黑大蜜蜂(Apis laboriosa Smith))和穴居蜜蜂类群(西
方蜜蜂(Apis mellifera L.)、东方蜜蜂(Apis cerana F.)、
沙巴蜂(Apis koschevnikovi Enderlein)、苏拉威西蜂
(Apis nigrocinta Smith)、绿努蜂 (Apis nuluensis 
Tingek , Koeniger and Koeniger)), 小蜜蜂类群较早
分化, 其次是大蜜蜂类群, 最后是穴居蜜蜂类群[4]。 

尽管蜜蜂属系统发育关系研究已臻成熟, 但是
一些问题还有待阐明。黑大蜜蜂是蜜蜂属个体最大

的蜜蜂, 主要栖息在喜马拉雅山区和横断山脉地区
的岩隙中, 也是蜜蜂和无刺蜂中(超过 500种)唯一不
在热带或亚热带地区生活的蜂类[3]。尽管系统发育

分析结果支持黑大蜜蜂的分类地位[5, 6], 然而包含的
样本却十分有限。由于分布局限, 黑大蜜蜂相关研
究资料也很少, 和大蜜蜂的生殖隔离机制还不明确, 
其分类地位还存在争议[3]。大蜜蜂的内部分化问题

也是蜜蜂属的研究热点。最近, 基于线粒体基因 16S 
rRNA、CO2和核基因ITPR的联合分析结果认为, 分
布于菲律宾的大蜜蜂亚种可能是一个新种[7]。线粒

体基因ND2 序列差异分析也显示不同地区间的大蜜
蜂的遗传分化也很明显[5]。 

中国分布有蜜蜂属 6 个种, 西方蜜蜂为外来引
入种, 其他 5 个种都是自然分布种。东方蜜蜂广布
于我国除新疆以外的各省区, 大蜜蜂主要分布于我
国的云南、海南和广西等地, 黑大蜜蜂主要分布于
我国云南西部和西北部, 小蜜蜂分布于广西、云南
等地, 黑小蜜蜂分布于云南[8]。然而迄今为止, 还没
有基于DNA分子数据的我国蜜蜂属的系统发育关系
研究。相关基础资料也十分匮乏, 在大蜜蜂世界分
布的相关研究文献中, 甚至没有我国海南分布的数
据[3, 9]。 

鉴于此, 本研究以中国分布的蜜蜂属为主要研
究对象, 利用线粒体基因和核基因序列进行蜜蜂属
系统发育分析, 探讨蜜蜂属各个种尤其是黑大蜜蜂
的系统发育地位, 同时分析了我国不同地区大蜜蜂
的遗传分化。从而为黑大蜜蜂的分类地位、大蜜蜂

的种内分化等提供数据支撑。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料和 DNA数据来源 

样本采集时间为 2010 年 4 月~6 月。采集获得
我国自然分布的 5种蜜蜂共 22群。具体样本信息见
表 1。除东方蜜蜂采自旧法饲养的自然蜂群外, 其他
蜜蜂均采自野外种群。每群随机采几十到几百只工

蜂, 放入无水乙醇中, 置−20℃冰箱保存备用。 
从 GenBank数据库下载蜜蜂属其他 4种蜜蜂的

相关序列用于比较分析, 麦蜂(Melipona bicolor)作
为系统发育分析的外群。下载序列的文献来源及登

录号见表 1。 

1.2  DNA提取、PCR扩增及序列测定 

每群随机取一只工蜂, 剪取胸部肌肉, 采用常
规的酚/氯仿法提取总DNA, 置−20℃冰箱保存备用。
PCR扩增线粒体ND2、CO2、16S rRNA基因以及核
1,4,5-三磷酸肌醇受体基因(ITPR)的序列。所用引物序
列来自相关文献, 具体序列见表2, 由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。PCR反应体系为 40 μL, 其
中 10× buffer 4 μL, 25 mmol/L MgCl2 4 μL, 10 mmol/L 
dNTP 4 μL, 10 nmol/L引物各 1.6 μL, DNA模板 3 μL, 
Taq酶 0.5 μL。反应程序为：94℃ 5 min; 94℃ 1 
min,55~58℃ 1 min, 72℃ 1 min, 35个循环; 72℃ 10 
min。PCR产物送上海生工生物工程技术服务有限公司
进行双向测序。对于直接测序效果不好的样品进行克

隆后测序。最终获得 22 个样本的 88 条序列, 序列已
提交至GenBank, 序列登录号见表 1。 

1.3  数据处理 

1.3.1  序列特征分析 

使用 DNAStar 5.0 (DNASTAR Inc., Madison, 
WI) 和 Clustal X 1.81 进行序列拼接和比对 [13]。

MEGA 4.0输出各数据组的碱基组成、变异位点、简
约信息位点、转换／颠换比率等信息并计算不同蜜 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tingek,_Koeniger_%26_Koeniger&action=edit&redlink=1
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表 1  材料来源及 GenBank 登录号 

GenBank序列号 
种名 样本名 采集地 

ND2 CO2 16S rRNA ITPR 

DORSAT1 云南西双版纳 JN107664 JN107699 JQ317310 JQ320414 

DORSAT2 云南西双版纳 JN107667 JN107702 JQ317311 JQ320415 

DORSAT3 云南普洱 JN107671 JN107703 JQ317312 JQ320416 

DORSAT4 广西南宁 JN107673 JN107706 JQ317313 JQ320417 

DORSAT5 广西南宁 JN107672 JN107707 JQ317314 JQ320418 

DORSAT6 海南琼中 JN107680 JN107716 JQ317315 JQ320419 

DORSAT7 海南琼中 JN107681 JN107719 JQ317316 JQ320420 

DORSAT8 海南保亭 JN107682 JN107718 JQ317317 JQ320421 

大蜜蜂 (A. dorsata) 

DORSAT9 海南保亭 JN107684 JN107717 JQ317318 JQ320422 

LABORI1 云南保山 JN107676 JN107710 JQ317319 JQ320423 黑大蜜蜂 (A. laboriosa) 

LABORI2 云南红河 JN107675 JN107709 JQ317320 JQ320424 

FLOREA1 云南普洱 JN107686 JN107722 JQ317323 JQ320427 

FLOREA2 广西南宁 JN107688 JN107726 JQ317324 JQ320428 

FLOREA3 云南红河 JN107687 JN107725 JQ317325 JQ320429 

小蜜蜂 (A. florea) 

FLOREA4 云南西双版纳 JN107685 JN107721 JQ317326 JQ320430 

ANDRENI1 云南西双版纳 JN107677 JN107713 JQ317321 JQ320425 黑小蜜蜂 (A. andreniformis) 

ANDRENI2 云南西双版纳 JN107678 JN107713 JQ317322 JQ320426 

CERANA1 广西南宁 JN107658 JN107695 JQ317305 JQ320409 

CERANA2 云南保山 JN107662 JN107696 JQ317306 JQ320410 

CERANA3 云南红河 JN107659 JN107697 JQ317307 JQ320411 

CERANA4 云南普洱 JN107655 JN107690 JQ317308 JQ320412 

东方蜜蜂 (A. cerana) 

CERANA5 云南西双版纳 JN107656 JN107693 JQ317309 JQ320413 

西方蜜蜂[6,10] (A. mellifera) MELLIF 未知 NC001566 NC001566 NC001566 DQ468657

沙巴蜂[5,6] (A. koschevnikovi) KOSCHE 马来西亚沙巴州 AY712677 AY587546 L22895 DQ468661

绿努蜂[5,6] (A. nuluensis) NULUENS 马来西亚沙巴州 AY712683 AY587543 AY588420 DQ468658

苏拉威西蜂[5,6] (A. nigrocincta) NIGROCI 印度尼西亚苏拉威西岛 AY712684 AY587545 AY588421 DQ468660

麦蜂 (Melipona bicolor) MBICOLO 未知 AF466146 AF466146 AF466146 na 

 

表 2  实验所用引物序列 

目的基因 引物名称 引物序列 (5′→3′) 

ILE TGATAA AAGAAATATTTTGA ND2[5]

L2 TGA AACTATTATATAAATTG 

tRNA(L) CCGGGAATTCGAATGAGTGCATTGAACTTA CO2[11]

tRNA(D) GGCCGTCTGACAAACTAATGTTAT 

16SmF TTATTCACCTGTTTATCAAAACAT 16S rRNA[12]

16S1R TATAGATAGAAACCAAYCTG 

IP3F GAATATCCTCTGGTGATGGATACA 

IP3R CCATGTTCTTCTGATGCTTTAGA 

IP3W3F GGTTTCCGATAGTGATGTTGAAT 

ITPR[6]

IP3R1781 AGGATTAAGAAATAAATCTAA 
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蜂种间的遗传距离[14]。 

1.3.2  系统发育分析 

结合下载的序列, 运用PAUP 4.0b10 软件, 分

别采用最大简约法(MP)、邻接法(NJ)和最大似然法

(ML)构建系统发育树[15]。系统树各分支的置信度由

Bootstrap 1 000 次重抽样检验。NJ法和ML法建树时

模型及参数设置根据 Modeltest 3.07计算得到[16]。 

2  结果与分析 

2.1  碱基组成和序列变异 

测定获得我国分布的蜜蜂属 5个种的 22个样本
的相关序列。其中, 线粒体 ND2基因为 432~503 bp, 
线粒体 CO2基因为 678 bp(东方蜜蜂为 681 bp), 线
粒体 16S rRNA基因为 467~474 bp, 核 ITPR基因为
1024~1059 bp。 

线粒体ND2 基因序列长度变异较大, 主要是由
于所扩增的序列包含了与ND2 序列相邻的一段
tRNAile序列, 在一些蜜蜂种中ND2 序列和tRNAile序

列间存在一个较长的插入片段。为了便于序列比对

和数据分析, 我们删除了插入片段, 从而获得长度
一致的序列用于比较分析。线粒体CO2 基因序列末
端由于无法正确比对, 为避免误差也进行了删除。
16S rRNA和ITPR基因序列的长度变异主要是由于插
入和缺失位点。 

比对校正后获得的序列长度及碱基组成和变异

位点信息见表 3。线粒体基因和核 ITPR基因都具有
较高的 AT含量。 

分别基于线粒体基因和核基因单倍型序列计算

5 种蜜蜂间的遗传距离(P-距离法), 如表 4 所示。基
于线粒体基因序列的平均遗传距离为 9.22%。种间
距离从 8.25%(小蜜蜂与黑小蜜蜂)到 13.44%(东方蜜
蜂与黑小蜜蜂)。大蜜蜂和黑大蜜蜂之间的遗传距离
也较小, 为 8.77%。基于核基因序列计算得到的平均
遗传距离为 2.67%。种间距离从 1.35%(大蜜蜂与黑
大蜜蜂)到 3.76%(大蜜蜂与黑小蜜蜂)。小蜜蜂和黑
小蜜蜂之间的遗传距离为 1.42%。 

2.2  系统发育关系 

结合下载的 4 种蜜蜂的相关序列, 分别基于线
粒体基因序列和核基因序列以及合并序列, 采用最
大简约法(MP)、邻接法(NJ)和最大似然法(ML)构建
蜜蜂属 9 个种系统发育树。结果显示不同基因序列
的构树结果以及合并序列的构树结果基本一致。 

基于合并序列构建的系统发育树如图 1 所示。
系统发育分析结果显示, 我国分布的蜜蜂属 5 个种
和下载的蜜蜂属 4 个种之间遗传分化明显, 黑大蜜
蜂的分类地位也得到了支持。蜜蜂属 9 个种可以划
分为 3 个类群, 小蜜蜂和黑小蜜蜂为一个类群, 大
蜜蜂和黑大蜜蜂为一个类群, 其他 5 种穴居蜜蜂为
一个类群。结果表明, 小蜜蜂和黑小蜜蜂具有较近的 

 
表 3  序列特征分析 

基因区域 序列长度 变异位点个数 简约信息位点个数 A+T含量 转换/颠换 

ND2 392 138 136 86.7% 4.03 

CO2 669 151 144 79.7% 1.97 

16S rRNA 467~474 80 80 78.5% 0.17 

ITPR 1024~1059 77 64 71.5% 4.52 

 
表 4  蜜蜂种间遗传距离 

 大蜜蜂 
(A. dorsata) 

黑大蜜蜂 
(A. laboriosa) 

小蜜蜂 
(A. florea) 

黑小蜜蜂 
(A. andreniformis) 

东方蜜蜂 
(A. cerana) 

大蜜蜂 (A. dorsata)  1.35 3.49 3.76 3.36 

黑大蜜蜂 (A. laboriosa) 8.77  3.18 3.51 3.21 

小蜜蜂 (A. florea) 10.88 10.10  1.42 3.03 

黑小蜜蜂 (A. andreniformis) 12.18 12.46 8.25  3.56 

东方蜜蜂 (A. cerana) 13.25 12.54 12.31 13.44  

注：左下角为基于线粒体基因序列, 右上角为基于核基因序列。 
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亲缘关系, 大蜜蜂和黑大蜜蜂具有较近的亲缘关系。 
基于线粒体基因序列的构树结果也支持了相同

的结论(图 2), 同时显示小蜜蜂和黑小蜜蜂位于蜜蜂
属系统发育树的基部, 说明小蜜蜂和黑小蜜蜂较原
始, 分化较早。 

此外, 由图 1所示, 3个分布于海南岛的大蜜蜂
样本单独聚在一起, 而另外 1 个海南岛的大蜜蜂样
本和广西的 1 个大蜜蜂样本聚在一起。图 2 也支持
了相同的结论。说明分布于我国的大蜜蜂内部可能

存在地理分化。 

3  讨 论 

3.1  蜜蜂属系统发育关系 

本研究基于我国分布的蜜蜂属 5 种蜜蜂样本, 
同时下载其他 4 种蜜蜂的相关序列, 系统发育分析
结果支持现有蜜蜂种的分类地位, 同时将蜜蜂属 9
个种划分为 3 个大的类群, 即小蜜蜂类群、大蜜蜂
类群和穴居蜜蜂类群, 且小蜜蜂类群较早分化。种
间遗传距离分析结果也显示小蜜蜂类群内的小蜜蜂

和黑小蜜蜂之间以及大蜜蜂类群内的大蜜蜂和黑大 

 

 
 

图 1  基于线粒体和核基因序列联合分析的蜜蜂属系统发育树 
图中数字分别表示 MP法、NJ法和 ML法的自展值(低于 50%未展示)。 
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图 2  基于线粒体基因序列的蜜蜂属系统发育树(麦蜂(Melipona bicolor)作为外群) 
图中数字分别表示 MP法、NJ法和 ML法的自展值(低于 50%未展示)。 

 
蜜蜂之间的遗传距离较小。我们的研究结果支持国

际上普遍认可的蜜蜂属系统发育关系。本研究首次

基于 DNA 分子数据对我国分布的蜜蜂属样本进行

系统发育分析, 相关数据可为世界范围蜜蜂属的起

源、进化及系统地理学等研究提供宝贵资料。 

3.2  黑大蜜蜂分类地位 

尽管黑大蜜蜂的分类地位已经得到了基本认可, 

但是黑大蜜蜂和大蜜蜂遗传关系较近, 生殖隔离机

制还未完全阐明, 有的学者对黑大蜜蜂的分类地位 

提出了质疑。近些年, 基于DNA分子数据的研究逐
渐兴起, 线粒体和核基因的研究结果支持黑大蜜蜂
的分类地位[5, 6]。然而已有研究中黑大蜜蜂的样本很

少, 且和大蜜蜂样本的采样地点距离很远, 考虑到
大蜜蜂类群内部明显的遗传分化, 需要更全面更深
入的研究。黑大蜜蜂和大蜜蜂在我国云南均有分布, 
地理距离较近。本研究基于分布于我国云南的黑大

蜜蜂和大蜜蜂样本的研究结果显示, 尽管两者分布
区域较近, 两者之间已经形成了明显的遗传分化。
我们的研究结果进一步支持了黑大蜜蜂的分类地 
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位。黑大蜜蜂和大蜜蜂在栖息环境、习性等方面差

异很大, 其分化及适应性进化有待于深入研究。 

3.3  大蜜蜂内部分化 

大蜜蜂在我国分布较广, 在云南、广西和海南
均有分布。我们的研究结果显示我国大蜜蜂可能存

在地理分化。海南分布的大蜜蜂绝大部分聚在一起, 
形成了单独分支, 且支持率很高, 推测可能和海南
岛的隔离环境有关。琼州海峡阻碍了海南岛和大陆

间大蜜蜂的基因交流, 造成了海南岛大蜜蜂和大陆
大蜜蜂之间的分化。然而, 少量海南岛大蜜蜂样本
和广西的大蜜蜂样本聚在了一起, 推测其可能与海
南岛是大陆岛且隔离时间较短有关, 也不排除大蜜
蜂随船迁移等因素的影响, 具体原因还有待进一步
阐明。我国大蜜蜂的研究不仅完善了世界大蜜蜂的

分布资料, 而且为世界大蜜蜂的分化研究提供了重
要资料。 
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