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摘　要：采用５个微卫星ＤＮＡ分子标记，测定武夷山自然保护区６个样点的中华蜜蜂的遗传多样性及遗传分

化。结果共检测到２３个等位基因，平均多态信息含量 （犘犐犆）在０．４０２９～０．４９７８，处于中等多态水平；平均

杂合度 （犎犲）在０．４５２５～０．５６１３，处于中等水平。经犉犻狊犺犲狉精确检验，武夷山自然保护区６个样点，５个微卫

星位点的遗传结构存在显著差异 （犘＜０．０１）。各样点中华蜜蜂均存在一定遗传分化，犉犛犜在０．０２００～０．１４３５，

特别是麻粟中华蜜蜂与其他所有样点、最高峰黄岗山与西坡山脚西坑的中华蜜蜂存在明显的遗传分化，各自形

成独立种群，说明较高海拔山峰能够阻碍中华蜜蜂基因流。
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　　中华蜜蜂犃狆犻狊犮犲狉犪狀犪犮犲狉犪狀犪是我国土生土长

的蜂种资源，是东方蜜蜂的一个亚种。随着分子生

物学的发展，微卫星标记因具有多态性高、共显

性、重复性好等优点［１］，已应用于我国华东地区江

西南昌、安徽黄山、浙江桐庐、山东费县和宜兴以

及福建的中华蜜蜂遗传多样性分析，期望杂合度分

别为０．６３２９、０．６０９９、０．６２０３、０．５７３２、０．４９０

０、０．５０４０～０．５５４０，武夷山中华蜜蜂的遗传多

样性相对较低，杂合度为０．４５２５
［２－５］。尽管前人

对武夷山中华蜜蜂已进行了一些探索性研究，但武

夷山自然保护区复杂的地理条件，采样点数量的不

足，直接影响结果的代表性。

武夷山自然保护区地处东经１１７°２７′～１１７°５１′，

北纬２７°３３′～２７°５４′，总面积５６５２７ｈｍ
２，为典型

的亚热带季风型气候。区内气候多样，环境多样，

动植物资源丰富，海拔１８００ｍ以上的山峰有３４

座，地势高低悬殊［６－７］，中华蜜蜂种群分化形成天

然屏障，为研究中华蜜蜂生态隔离机制提供了典型

条件。因此，本研究在武夷山自然保护区不同生态

区采集大量样本，采用微卫星ＤＮＡ技术进行遗传

分析，以期研究武夷山自然保护区内中华蜜蜂遗传

分化和遗传多样性，探索中华蜜蜂种群生态隔离机

制，这对进一步揭示中华蜜蜂生态隔离规律具有重

要价值，同时也为中华蜜蜂种质资源保护与利用提

供理论基础。
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１　材料与方法

１．１　材料

中华蜜蜂样本采自武夷山自然保护区内武夷山

脉最高峰黄岗山、黄岗山西坡山下江西境内的西坑、

被高山环绕山坳内的麻粟、光泽的干坑和寨里镇大

洲以及武夷山低地共５个样点。武夷山低地（海拔

低于１０００ｍ）的样点包括桐木、江墩、关坪，保护区

南部建阳的桂林、华侨，东坡洋庄的大安、葛仙，以及

中部的高桥、岚上，共３１群（表１）。

１．２　微卫星检测及数据分析

取蜜蜂胸部研磨匀浆，用消化液、蛋白酶 Ｋ

消化，采用 ＵＮＩＱ１０柱式动物基因组ＤＮＡ 抽提

试剂盒 （上海生工有限公司）提取基因组ＤＮＡ。

引物序列参考ＮＣＢＩ网站微卫星信息，选择中

等多态且片段大小适中的２０对西方蜜蜂微卫星引

物，筛选出５对微卫星引物用于中华蜜蜂遗传分析

（表２）。基因分型采用８％的非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳，Ｍａｒｋｅｒ为ｐＢＲ３２２ＤＮＡ／犕狊狆Ｉ。硝酸银

染色拍照。根据电泳结果判断每一个体的基因型。

用 Ｍｓｔｏｏｌｓ软件计算各微卫星位点的等位基

因频率、多态信息含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ，犘犐犆）、观察杂合度 Ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏ

ｓｉｔｙ，犎狅、期望杂合度 （Ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，

犎犲）。ＧＥＮＥＰＯＰＶＥＲＳＩＯＮ３．４软件进行Ｆｉｓｈｅｒ

精确检验和遗传分化系数 （犉ＳＴ）的计算。ＤＰＳ软

件根据样点间遗传分化系数进行聚类分析。

表１　武夷山自然保护区中华蜜蜂样本信息

犜犪犫犾犲１　犔犻狊狋狅犳狊犪犿狆犾犲犾狅犮犪犾犻狋犻犲狊狑犻狋犺犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犮狅狅狉犱犻狀犪狋犲狊狅犳犠狌狔犻犕狅狌狀狋犪犻狀狀犪狋狌狉犲狉犲狊犲狉狏犲

地区 采样点
样本量

（只）

海拔

（ｍ）
经度 纬度

武夷山主峰 黄岗山 ２６ １７７０ Ｅ１１７°４７′ Ｎ２７°５２′

江西 西坑 ３０ ７００ Ｅ１１７°４６′ Ｎ２７°５９′

麻粟 ３０ １２５０ Ｅ１１７°４４′ Ｎ２７°４６′

光泽 干坑 ３８ ５２０～７２０ Ｅ１１７°３２′ Ｎ２７°５５′

大洲 ４６ ３０５ Ｅ１１７°１０′ Ｎ２７°４３′

武夷山低地 桐木 ４ ７２０ Ｅ１１７°４０′ Ｎ２７°４５′

江墩 ５ ８４０ Ｅ１１７°４１′ Ｎ２７°４７′

关坪 ３ ９４０ Ｅ１１７°４２′ Ｎ２７°４８′

桂林 ３ ３８０ Ｅ１１７°４２′ Ｎ２７°３８′

武夷华侨农场 ３ ２７０ Ｅ１１７°５０′ Ｎ２７°３２′

大安 ６ ５００ Ｅ１１７°５２′ Ｎ２７°５４′

葛仙 ３ ２７０ Ｅ１１７°５８′ Ｎ２７°４７′

高桥 １ ８２０ Ｅ１１７°４３′ Ｎ２７°４４′

岚上 ３ ４９０ Ｅ１１７°５０′ Ｎ２７°４１′

表２　微卫星ＤＮＡ引物信息

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲犿犪狉犽犲狉狊

位点 染色体 引物序列
退火温度

（℃）

Ａｐ０８５ ＣｈｒＬＧ１２ ５′ＧＡＴＣＡＡＡＣＡＣＡＣＡＡＡＣＧＡＡＡＧＣ３′ ６３．５

３′ＡＣＣＧＧＡＡＧＣＣＴＡＡＴＣＡＡＧＧ５′

Ａ１０７ ＣｈｒＬＧ７ ５′ＣＣＧＴＧＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴＧＴＣＧ３′ ５７．９

３′ＣＣＴＣＧＴＡＡＣＧＧＡＴＧＡＣＡＣＣ５′

Ａｐ３１３ ＣｈｒＬＧ４ ５′ＴＡＧＣＧＣＣＣＴＡＡＣＧＴＣＣＡＡＣ３′ ５８．１

３′ＣＣＣＴＴＣＴＡＣＣＡＣＣＧＡＣＧＣ５′

ＡＴ１０１ ＣｈｒＬＧ１２ ５′ＧＣＧＴＴＣＣＡＡＧＴＧＡＡＴＧＡＡＣＡ３′ ５７．２

３′ＧＴＴＧＧＣＴＡＴＴＴＴＣＧＴＡＴＣＧＣ５′

Ａｐ０４３ ＣｈｒＬＧ３ ５′ＧＧＣＧＴＧＣＡＣＡＧＣＴＴＡＴＴＣＣ３′ ６０．０

３′ＣＧＡＡＧＧＴＧＧＴＴＴＣＡＧＧＣＣ５′
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２　结果与分析

２．１　武夷山中华蜜蜂遗传多样性

２．１．１　微卫星５个位点等位基因多态性　武夷山

自然保护区中华蜜蜂在５个微卫星位点共检测到

２３个等位基因，平均每个位点４．６个等位基因。

Ａｐ０８５、Ａ１０７、Ａ３１３、Ａｐ０４３、ＡＴ１０１分别检测

到８、５、４、３、３个等位基因，等位基因片段大小

范围分别为１８７～２１７ｂｐ，１６０～１８０ｂｐ，３４２～３５６

ｂｐ，１３０～１４０ｂｐ，２４５～２４９ｂｐ （表３）。其中稀有

等位基因有５个，Ａ１０７位点的１８０、Ａ３１３的３４５

和３５６、Ａｐ０８５的２１７和１８７，前２个等位基因仅

在１个样点出现，它们出现的频率分别为０．３７％、

０．５７％、４．６０％、２．０２％、０．７６％。

２．１．２　多态信息含量　Ａｐ０８５和 Ａ１０７位点多态

信息含量在各样点样本中 平均为 ０．７５５１ 和

０．５７４５，为 高 度 多 态 位 点。其 次 为 Ａ３１３ 和

Ａｐ０４３位点，犘犐犆在０．３以上，ＡＴ１０１多态性最

低，这３个位点为中度多态位点 （表４）。Ａｐ０８５

和Ａ１０７位点各样点均处于平均水平。Ａ３１３位点

在武夷山低地和西坑样本中，表现出较低的多态

性，犘犐犆低于０．３。Ａｐ０４３位点在麻粟样本中多态

性最低，犘犐犆为０．１７６０，其次为黄岗山、武夷山

低地也较低，犘犐犆低于平均水平，而西坑超过平

均水平，达０．５以上。ＡＴ１０１位点除在麻粟和大

洲样本中表现出一定多态性，在其他样点样本中多

样性均较低 （表４）。武夷山自然保护区中华蜜蜂

在５个微卫星位点上，平均 犘犐犆 在０．４０２９～

０．４９７８，处于中等多态水平。

表３　武夷山自然保护区中华蜜蜂５个微卫星位点的等位基因频率

犜犪犫犾犲３　犃犾犾犲犾犲犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳犺狅狀犲狔犫犲犲（犃狆犻狊犮犲狉犪狀犪犮犲狉犪狀犪）犳狅狉犳犻狏犲犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犻狋犲狊犻狀犠狌狔犻犿狅狌狀狋犪犻狀狀犪狋狌狉犲狉犲狊犲狉狏犲

位点 等位基因
等位基因频率（％）

武夷山低地 黄岗山 麻粟 西坑 大洲 干坑

Ａｐ０８５ １８７ ４．８４ ０ ３．５７ ５．００ ０ ０

１９３ １．６１ ０ １４．２９ ６．６７ ８．７０ ３．９５

１９５ ２９．０３ １７．３１ ３０．３６ ２０．００ ２０．６５ １１．８４

２０１ １９．３５ １１．５４ １６．０７ ３１．６７ ２８．２６ ２２．３７

２０３ ６．４５ １３．４６ ５．３６ １．６７ ８．７０ １０．５３

２０５ ９．６８ ３８．４６ １４．２９ ８．３３ １７．３９ ３４．２１

２１１ ２９．０３ １７．３１ １６．０７ ２６．６７ １６．３０ １４．４７

２１７ ０ １．９２ ０ ０ ０ ２．６３

Ａ１０７ １６０ ０ ２５．００ １４．２９ １．７９ ０ ０

１６５ ３１．２５ ３１．２５ ３０．９５ ４２．８６ ３１．０８ １６．６７

１７０ ５０．００ ４３．７５ ４５．２４ １６．０７ ３３．７８ ３３．３３

１７２ １２．５０ ０ ９．５２ ３９．２９ ３５．１４ ５０．００

１８０ ６．２５ ０ ０ ０ ０ ０

Ａ３１３ ３４２ ８４．００ ６１．５４ ８１．０３ ８１．４８ ６４．１０ ７５．８６

３４５ ０ ０ ３．４５ ０ ０ ０

３４８ １２．００ ３０．７７ １０．３４ １４．８１ ３２．０５ ２０．６９

３５６ ４．００ ７．６９ ５．１７ ３．７０ ３．８５ ３．４５

Ａｐ０４３ １３０ ２０．００ １８．００ ８．６２ １５．５２ ５．９５ １５．１５

１３５ ８０．００ ８２．００ ８９．６６ ５６．９０ ７８．５７ ７４．２４

１４０ ０ ０ １．７２ ２７．５９ １５．４８ １０．６１

ＡＴ１０１ ２４５ ６．６７ １６．６７ ０ ６．９０ ６．６７ １４．２９

２４７ ９０．００ ８３．３３ ４３．３３ ９１．３８ ６８．８９ ８５．７１

２４９ ３．３３ ０ ５６．６７ １．７２ ２４．４４ ０
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表４　武夷山自然保护区中华蜜蜂５个微卫星位点多态信息含量（犘犐犆）

犜犪犫犾犲４　犘犐犆狏犪犾狌犲狊狅犳犺狅狀犲狔犫犲犲犳狅狉犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犻狋犲狊犻狀犠狌狔犻犕狅狌狀狋犪犻狀狀犪狋狌狉犲狉犲狊犲狉狏犲

位点
多态信息含量（犘犐犆）

武夷山 黄岗山 麻粟 西坑 大洲 干坑

Ａｐ０４３ ０．２６８８ ０．２５１６ ０．１７６０ ０．５０７６ ０．３２１０ ０．３７６４

Ａｐ０８５ ０．７４４２ ０．７２７１ ０．７８６３ ０．７４０４ ０．７７７６ ０．７５５２

ＡＴ１０１ ０．１７５４ ０．２３９２ ０．３７０５ ０．１５１５ ０．３９９８ ０．２１４９

Ａ１０７ ０．５７０３ ０．５７４９ ０．６１２８ ０．５６１５ ０．５９１７ ０．５３５５

Ａ３１３ ０．２５５８ ０．４４３４ ０．３０９６ ０．２８１７ ０．３９８９ ０．３２９８

Ａｖｅｒａｇｅ ０．４０２９ ０．４４７３ ０．４５１０ ０．４４８５ ０．４９７８ ０．４４２３

２．１．３　杂合度　武夷山自然保护区大部分样点中

华蜜蜂５个微卫星位点平均期望杂合度处于中等水

平，平均杂合度在０．４５２５～０．５６１３。武夷山低地

中华蜜蜂在 Ａ３１３和 ＡＴ１０１位点，黄岗山中华蜜

蜂在ＡＴ１０１位点，麻粟中华蜜蜂在 Ａｐ０４３位点，

西坑中华蜜蜂在ＡＴ１０１位点，杂合度较低，均低

于０．３，杂合子缺乏。西坑在Ａｐ０４３位点，麻粟在

ＡＴ１０１位点，黄岗山在Ａ３１３位点的杂合度较高，

均超过平均水平 （表５）。

各样点中华蜜蜂在 Ａｐ０８５位点杂合度最高，

平均在０．７７５３～０．８２６０，其次是Ａ１０７位点，也

具有较高的杂合度，平均在０．６２２６～０．６８６４，

Ａｐ０４３、Ａ３１３和ＡＴ１０１位点杂合度总体平均分别

为０．３６４２、０．３９１１、０．３０８０ （表５）。

表５　武夷山自然保护区中华蜜蜂５个微卫星位点观察杂合度和期望杂合度

　　犜犪犫犾犲５　犗犫狊犲狉狏犲犱犺犲狋犲狉狅狕狔犵狅狊犻狋犻犲狊犪狀犱犲狓狆犲犮狋犲犱犺犲狋犲狉狅狕狔犵狅狊犻狋犻犲狊狅犳犺狅狀犲狔犫犲犲犳狅狉犳犻狏犲犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犻狋犲狊犻狀犠狌狔犻犕狅狌狀狋犪犻狀

狀犪狋狌狉犲狉犲狊犲狉狏犲

位点
观察杂合度（犎狅）

武夷山低地 黄岗山 麻粟 西坑 大洲 干坑

Ａｐ０４３ ０．２６６７ ０．３６００ ０．２０６９ ０．６２０７ ０．１４２９ ０．３９３９

Ａｐ０８５ ０．５８０６ ０．６９２３ ０．８５７１ ０．８０００ ０．５６５２ ０．６３１６

ＡＴ１０１ ０．０６６７ ０ ０ ０．０３４５ ０ ０．０５７１

Ａ１０７ ０．２５００ ０ ０．２３８１ ０．１０７１ ０．２９７３ ０．１１１１

Ａ３１３ ０．０８００ ０．３０７７ ０．０３４５ ０．２５９３ ０．３３３３ ０．２７５９

Ａｖｅｒａｇｅ ０．２４８８ ０．２７２０ ０．２６７３ ０．３６４３ ０．２６７７ ０．２９３９

ＳＤ ０．０３８８ ０．０４１１ ０．０３７８ ０．０４０２ ０．０３０６ ０．０３５８

位点
期望杂合度（犎犲）

武夷山低地 黄岗山 麻粟 西坑 大洲 干坑

Ａｐ０４３ ０．３２５４ ０．３０１２ ０．１９１８ ０．５８６２ ０．３５９４ ０．４２１０

Ａｐ０８５ ０．７９０６ ０．７７５３ ０．８２６０ ０．７８７６ ０．８１４４ ０．７９５１

ＡＴ１０１ ０．１８７６ ０．２８３７ ０．４９９４ ０．１６２７ ０．４６６４ ０．２４８４

Ａ１０７ ０．６７５０ ０．６６９４ ０．６８６４ ０．６４７４ ０．６７４９ ０．６２２６

Ａ３１３ ０．２８４１ ０．５３０９ ０．３３４５ ０．３１８７ ０．４９１２ ０．３８７２

Ａｖｅｒａｇｅ ０．４５２５ ０．５１２１ ０．５０７６ ０．５００５ ０．５６１３ ０．４９４９

ＳＤ ０．１１８０ ０．０９７７ ０．１１４７ ０．１１３７ ０．０８１１ ０．０９６０

２．２　武夷山自然保护区中华蜜蜂遗传分化

经犉犻狊犺犲狉精确检验，武夷山自然保护区６个

样点，５个微卫星位点的遗传结构存在显著差异

（犘＜０．０１）（表６）。两两样点间的分化系数犉ＳＴ值

显示，麻粟样点的中华蜜蜂与各样点的遗传分化最

大，犉ＳＴ值在０．０４９９～０．１４３５。其次黄岗山与西坑

２个样点的中华蜜蜂存在明显遗传分化，犉ＳＴ值为

０．０９５５。另外，黄岗山与大洲和干坑的中华蜜蜂也

存在 一定 的遗传分化，犉ＳＴ 值 分 别 为 ０．０４６５、

０．０５０８ （表６）。

８３９ 福建农业学报 第２６卷



表６　武夷山自然保护区中华蜜蜂遗传分化和遗传结构差异分析

　　犜犪犫犾犲６　犜犺犲犉犛犜狏犪犾狌犲犪狀犱狋犲狊狋狅犳狋犺犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狅犳犵犲狀犲狋犻犮狊狋狉狌犮狋狌狉犲犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狅犳犺狅狀犲狔犫犲犲犳狉狅犿 犠狌狔犻犿狅狌狀狋犪犻狀狀犪狋狌狉犲

狉犲狊犲狉狏犲犻狀犪犾犾狊犻狋犲狊

样点 大洲 干坑 武夷山低地 黄岗山 麻粟 西坑

大洲 － ０．０００００ ０．０００００ ０．０００００ ０．０００００ ０．００００１

干坑 ０．０２００ － ０．００００５ ０．０００００ ０．０００００ ０．０００１１

武夷山低地 ０．０３２６ ０．０３７２ － ０．０００１５ ０．０００２１ ０．０００００

黄岗山 ０．０４６５ ０．０５０８ ０．０２０９ － ０．０００００ ０．０００００

麻粟 ０．０４９９ ０．１３０４ ０．０７８０ ０．０９９２ － ０．０００００

西坑 ０．０３４５ ０．０３４８ ０．０３９８ ０．０９５５ ０．１４３５ －

注：左下数据为犉ＳＴ值，右上数据为差异显著性犘值。

　　武夷山自然保护区内麻粟与武夷山所有样点存

在明显的遗传分化，为一个独立种群。武夷山最高

峰黄岗山山顶与黄岗山西侧山下西坑间存在明显的

微卫星遗传分化。光泽的大洲和干坑样点与武夷山

存在明显的微卫星遗传分化 （图１）。

图１　武夷山自然保护区样本遗传分化

　犉犻犵．１　犎犲狉犲犱犻狋狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狅犳犠狌狔犻犿狅狌狀狋犪犻狀狀犪狋狌狉犲

狉犲狊犲狉狏犲

３　讨　论

３．１　本研究结果表明武夷山低地中华蜜蜂具有比

其他样点相对较少的遗传多样性，多态信息含量和

杂合度分别为０．４０２９和０．４５２５。与吉挺等测定

的武夷山中华蜜蜂杂合度０．４２８０相似
［３］。

３．２　对武夷山自然保护区中华蜜蜂的形态遗传分

析表明，最高峰黄岗山与黄岗山下西坑表现出明显

的形态遗传差异，黄岗山中华蜜蜂具有较大个体，

较深的体色［８］。本研究发现这２个样点在检测的５

个微卫星位点上，存在较大的遗传分化。遗传分化

的原因可能是黄岗山西坡陡峭，垂直的生态差异造

成基因交流受阻。

３．３　麻粟样点的中华蜜蜂在小盾片Ｓｃ区的颜色多

数为白色，与其他各样点存在显著差异［８］，本研究

发现麻粟中华蜜蜂具有明显不同的遗传结构，进一

步证实了麻粟中华蜜蜂为一个独立种群。说明较高

海拔山峰环绕有可能阻碍中华蜜蜂基因流。

３．４　在研究中华蜜蜂遗传多样性，种群分化等问

题时，微卫星位点的选择与结果具有很大关系。目

前还不清楚选择什么位点，选择几个位点才能充分

体现遗传多样性和种群遗传结构。理想情况是少数

具有代表性的位点即可获得准确结果，但还没有对

中华蜜蜂众多微卫星位点的评价，需更多数据的

积累。

３．５　多少样本量能准确反映中华蜜蜂种群的遗传

多样性和遗传结构，还没人研究。在其他生命科学

领域从理论上认为微卫星样本量应在２０～５０个个

体。根据重叠论 （ｃｏａｌｅｓｃｅｎｔｔｈｅｏｒｙ），样本量在

２０～５０之间能检测到种群内单倍型的９５％以上
［９］。

根据种群遗传学和概率论理论，理想二倍体种群，

等位基因频率为０．０３时，需采样量为５０，频率为

０．０５时，３０样本量即可
［１０］。在遗传学研究中多数

采用３０以上的样本量，４０～５０
［１１－１３］，个别研究样

本量高达９０～１００
［１３－１４］。蜜蜂科学领域蜜蜂样本

量在２５～４０群，１只／群水平
［２－４］。值得提出的是

多态性不同的位点对样本量的要求也不同。多态性

低的微卫星位点，可能较少的样本量即可反映种群

的遗传结构，多态性丰富的位点，则需较大的样本

量才能减少实验误差，较好反映种群遗传结构。
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