中国养蜂学会团体标准
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一、工作简况
（一）任务来源
2024年9月，中国养蜂学会在其官方网站发布了《关于征集中国养蜂学会2024年度第二批团体标准项目的通知》。该通知旨在征集和推动养蜂行业的标准化工作，提升行业的整体技术水平和市场竞争力。根据通知要求，依托于国家重点研发计划《中蜂良种繁育关键技术集成应用》子课题《吕梁山区中蜂良种繁育关键技术集成应用》（2022YFD1600201-3)，由XXXX、XXXX等单位共同承担团体标准的制定工作，计划填写标准申报书，并着手制定《吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术》的标准草案。本文件由中国养蜂学会提出并归口，旨在规范吕梁山区及相似生态区域的中华蜜蜂遗传资源鉴定与评价工作，为中华蜜蜂的保护、利用和研究提供科学依据。
（二）制定背景

中华蜜蜂Apis cerana cerana（简称“中蜂”）是中国本土蜜蜂遗传资源，养殖历史悠久，具有养殖周期短、投资小、收益快、绿色环保等特点，成为了我国欠发达地区尤其是山区的重要经济动物，为当地经济发展和乡村振兴做出了重要贡献。中蜂虽然是我国的当家蜂种，但由于蜜蜂遗传资源意识的淡薄，蜂农对中蜂遗传资源保护认识有限，为了提高生产性能导致私自混乱引种，再结合中蜂分蜂性强、抗逆性强，可以在野外自然存活的生物学特性，导致我国多数地区中蜂遗传资源处于混乱的状态。

吕梁山区是我国中华蜜蜂遗传资源丰富地区。但由于缺乏定向选育工作，中蜂产值多数属于靠天吃饭，蜂群生产力不稳定，导致蜂农饲养中蜂的积极性不高，中蜂养殖产业发展在极大程度上受到限制。

针对中蜂资源丰富的吕梁山区中普遍存在中蜂遗传资源混乱、生产力低下、种质资源开发利用程度低及遗传改良进展缓慢等共性问题，通过自主研发中蜂遗传资源鉴定评价技术，构建中蜂商业化供王体系，形成一套可复制、可推广的中蜂遗传资源利用模式，加快优良蜂种推广，科技支撑中蜂产业振兴，提高山区养蜂人员的综合收益，为保障我国蜜蜂种源安全、推动生态文明建设、维护生物多样性以及实现乡村振兴奠定坚实基础。
主要起草过程
接到文件通知后，项目承担单位联合国内多家蜜蜂研究单位参考已有的研究成果和实践经验，如中国农业科学院蜜蜂研究所在蜜蜂遗传资源评价、育种以及中国农业科学院蜜普查方面的工作经验。此外，扬州大学和吉林省养蜂科学研究所等单位在蜜蜂遗传资源及蜂产品加工与质量控制等方面的研究等，召开关于起草《吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术》团体标准的任务落实会议。
2、成立团标起草组（成员构成详情见表1），明确每个起草组成员的责任和任务，制定了详细的工作计划实施方案。
表1 标准起草组人员构成表

	姓名
	性别
	专业
	所在单位
	职务/职称
	主要任务

	郭丽娜
	女
	蜂学
	山西农业大学
	副教授
	相关研究和标准起草

	郭媛
	女
	蜂学
	山西农业大学
	研究员
	工作内容细化与人员分工管理

	郭宝贝
	男
	蜂学
	山西农业大学
	副研究员
	样品采集和送检

	武敏
	女
	蜂学
	山西农业大学
	助理研究员
	形态特征测定和分子检测

	谢佼昕
	女
	蜂学
	山西农业大学
	讲师
	形态特征测定和分子检测

	张旭凤
	女
	蜂学
	山西农业大学
	副研究员
	形态特征测定和分子检测

	牛庆生
	男
	蜂学
	吉林省养蜂科学研究所
	研究员
	标准校对和中蜂调研

	徐凯
	男
	蜂学
	吉林省养蜂科学研究所
	副研究员
	样品采集和送检

	李志勇
	男
	蜂学
	吉林省养蜂科学研究所
	研究员
	标准校对和中蜂调研

	吉挺
	男
	蜂学
	扬州大学
	研究员
	标准校对和中蜂调研

	丁桂玲
	女
	蜂学
	中国农业科学院蜜蜂研究所
	研究员
	标准校对和中蜂调研


标准起草组成员明确任务分工后，本项目主要起草人员系统地查阅国际、国内相关标准、文献资料以及技术研究成果，收集了关于蜜蜂遗传资源鉴定评价的最新进展和方法。同时，收集了国内相关法律法规，确保本标准与现有法规无冲突。在此基础上，确定了参考所用的国内外相关法律法规、标准、书籍和论文。2024年项目组成员前往吕梁山区及周边地区，实地调研中华蜜蜂的生存环境、种群分布、养殖现状等情况。通过与当地蜂农、养蜂专家的交流，深入了解吕梁中蜂的生长习性、繁殖特点以及面临的威胁。此外还调研了已有的中华蜜蜂遗传资源鉴定评价方法在实际应用中的效果和存在的问题，为本标准的制定提供了实践依据。

根据调研结果和现有技术方法，工作组开展了相关试验和验证工作。选取了多个具有代表性的吕梁中蜂蜂群，按照拟定的鉴定评价方法进行样本采集、形态学标记测定、分子遗传标记分析等试验。通过对试验数据的分析和比对，验证了各项鉴定评价方法的科学性、准确性和可操作性，为本标准中技术要求的确定提供了数据支持。
在完成资料收集、专题调研和试验验证的基础上，工作组组织了多次会议，对标准的起草进行深入讨论。会议围绕标准的范围、术语定义、鉴定评价方法、技术要求、质量控制等方面进行了逐条梳理和分析。结合我国养蜂业的实际需求和吕梁中蜂的特点，确定了本标准的各项技术内容和规范要求。

6、标准起草组按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的要求，起草了本标准的征求意见稿，规范性引用了NY/T 2364《蜜蜂种质资源评价规范》（行业标准）。征求意见稿详细阐述了吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价的术语和定义、基本要求、鉴定与评价方法、评价报告的编写和提交、质量控制与风险管理等内容。起草完成后，工作组再次召开会议，对征求意见稿进行了全面审查和修改完善。
三、制订标准的原则和依据、与现行法律、法规、标准的关系
（一）编制原则

制定本标准时遵循“科学性和先进性、目的性、可操作性、协调性、公开性和透明度、动态更新”的原则，依据《中华人民共和国畜牧法》、《中华人民共和国农业法》等相关法律法规的规定，严格按照GB/T-2020《标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》、GB/T 20001.5-2017《标准编写规则第5部分：规范标准》中标准文本格式、条款要求进行编写。

（二）编制依据

1、法律法规依据

本标准的法律法规制定依据如下：《中华人民共和国畜牧法》、《畜禽遗传资源保种场保护区和基因库管理办法》、《国家级畜禽遗传资源保护名录》、《蜜蜂遗传资源调查技术规范》和《中华人民共和国标准化法》。

2、标准依据
本文件的制定主要参考了结合了吕梁山区中蜂饲养管理的特点和种质资源保护的方向，依据NY/T 2364《蜜蜂种质资源评价规范》（行业标准）以及《中国畜禽遗传资源志·蜜蜂志》，确定了吕梁山区蜜蜂种质资源的评价指标和要求。

上述法律法规和标准依据为吕梁山区中华蜜蜂遗传资源的鉴定评价提供了科学依据和具体的技术规范，确保了评价工作的科学性、系统性和规范性。
（三）与有关的现行法律、法规和强制性（国家、行业、地方）标准的关系

本文件符合国家现行法律、法规和强制性标准的要求，与其协调一致、无冲突。

四、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述
（一）主要技术指标和参数

1. 形态学标记鉴定

样品采集：从吕梁山区不同样点的蜂群中采集工蜂样本，每个样点采集10群，每群采集不少于90只工蜂，共采集不少于540只工蜂样本。将样本保存于 75% 酒精中备用。
测量指标：采用Ruttner的蜜蜂形态鉴定方法和 NY/T 2364-2013《蜜蜂种质资源评价规范》进行测量，测量指标包括吻长（Pr）、右前翅长（FL）、右前翅宽（FB）等 41个形态指标。
数据分析：利用单因素方差分析（one-way ANOVA）、主坐标分析（Principal coordinates analysis, PCoA）、判别分析（Discrimination analysis, DA）和聚类分析（Cluster analysis, CA）等统计方法对测量数据进行分析。
2.分子遗传标记鉴定

样品采集：同形态学标记鉴定。
微卫星标记分析：
DNA 提取：利用 TIANGEN 的 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA。
PCR 扩增：利用 TaKaRa 的 PCR 扩增试剂盒进行 DNA 扩增，反应体系和反应程序见标准文本附录B。
毛细管电泳测序：根据琼脂糖凝胶电泳结果估计 PCR 产物浓度并稀释，与 LIZ500 分子量内标混匀后进行毛细管电泳检测。
数据分析：利用 GenAlEx 6.51b2 计算多态信息含量（PIC）、观测等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）等指标；利用 POPGENE 21.0 计算 Nei's 基因多样性指数（H）及 AMOVA；利用 NTSYS-pc 软件对遗传相似性系数进行聚类分析。
线粒体 DNA 测序分析：
DNA 提取：利用 TIANGEN DNA提取试剂盒提取基因组 DNA。
PCR 扩增：利用 TaKaRa 的PCR扩增试剂盒进行 DNA 扩增，反应体系和反应程序见标准文本附录C。
Sanger 测序：将PCR产物送至通用生物（安徽）股份有限公司进行 Sanger 测序。
数据分析：利用Mega 11.0 将三段序列拼接为一个整体序列，利用 DNAsp 软件计算多态位点（SNP）、单倍型多样度（Hd）等指标。
（二）主要技术内容确定的依据 
标准主要技术内容确定的依据，从第三部分"术语和定义"开始。

术语和定义 定义了吕梁中蜂、遗传资源鉴定、遗传资源评价等关键术语，确保标准的准确性和一致性。这些术语的定义参考了国内外相关标准和文献，结合吕梁中蜂的实际情况，确保术语的科学性和实用性。
鉴定评价方法 包括形态学标记鉴定和分子遗传标记鉴定两种方法。形态学标记鉴定参考了Ruttner的蜜蜂形态鉴定方法和《NY/T2364-2013 蜜蜂种质资源评价规范》，选择了39个与蜜蜂经济性能相关的形态指标进行测量和分析。分子遗传标记鉴定则结合了微卫星标记和线粒体 DNA 测序技术，参考了国内外相关研究，确保鉴定方法的科学性和准确性。
技术要求 明确了形态学标记鉴定和分子遗传标记鉴定的具体技术要求，包括样品采集、测量指标、数据分析等。这些技术要求参考了国内外相关标准和技术文献，结合吕梁中蜂的实际情况，确保鉴定评价工作的标准化和规范化。
结果判定 规定了如何根据鉴定评价结果进行判定，为吕梁中蜂遗传资源的保护和利用提供科学依据。结果判定方法参考了国内外相关研究和技术规范，结合吕梁中蜂的遗传资源现状，确保结果判定的科学性和实用性。
质量控制 提出了质量控制的具体措施，确保鉴定评价工作的准确性和可靠性。质量控制措施参考了国内外相关标准和技术规范，结合吕梁中蜂的实际情况，确保鉴定评价工作的高质量完成。
记录和报告 要求详细记录鉴定评价过程，撰写鉴定评价报告，为遗传资源的管理和利用提供完整的资料。记录和报告的要求参考了国内外相关标准和技术规范，结合吕梁中蜂的实际情况，确保记录和报告的完整性和规范性。
（三）、实验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
1. 实验验证的分析、综述报告 
2024年起草组成员就吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术规范草案在陕西、山西等蜂场实地调研，结合吕梁山区中蜂饲养情况和调研情况，在山西农业大学园艺学院、吉林省养蜂科学研究所开展实验室水平的形态学测定及分子标记选择与遗传多样性分析。
具体结果如下：
（1）不同种群形态单因素方差分析
对吕梁山区6个地点 540 只中华蜜蜂工蜂的39个形态指标进行单因素方差分析，结果显示19个指标存在显著差异，将差异显著的18个指标分为飞行能力、采集力、体型大小及泌蜡能力4类经济性状相关指标。
（2）显著差异相关指标主坐标分析
中华蜜蜂 18 个形态数据进行主坐标分析发现，吴堡县及子洲县离散程度较大，米脂县次之，其余采样点离散程度并不明显。
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图1 不同样点中华蜜蜂PCoA分析
注：SD为绥德县、WB为吴堡县、MZ为米脂县、ZZ为子洲县、QJ为清涧县、SL为石楼县。下同。
（3）飞行能力相关指标分析
对飞行能力相关形态指标进行单因素方差分析和形态判别分析，发现吕梁山区 6 个样点间中华蜜蜂飞行能力相关指标测定值存在较大差异，子洲县中华蜜蜂飞行能力相关指标测定值最大，吴堡县中华蜜蜂测定值最小。
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图2 飞行能力相关指标形态判别分析
（4）采集力相关指标分析
对采集力相关指标的单因素方差分析和形态判别分析结果表明，吕梁山区 6 个样点间中华蜜蜂采集力不同指标测定值有不同的显著性差异，吴堡县中华蜜蜂采集力相关指标测定值较低。
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图3 采集力相关指标形态判别分析
（5）体型大小相关指标分析
对体型大小相关指标的单因素方差分析和形态判别分析结果表明，吕梁山区 6 个样点间，米脂县、子洲县、清涧县在体型大小相关指标测定值最大，吴堡县测定值最小。
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图4 体型大小相关指标形态判别分析
（6）泌蜡能力相关指标分析
对泌蜡能力相关指标的单因素方差分析和形态判别分析结果表明，吕梁山区 6 个样点泌蜡能力相关指标，不同样点不同指标存在不同显著性，米脂县、清涧县、石楼县中华蜜蜂泌蜡能力相关指标测定值较大，吴堡县测定值较小。
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图5 泌蜡能力相关指标形态判别分析
（7）聚类分析
利用遗传相似性系数对 6 个采样点进行样点聚类分析，吕梁山区 6 个采样点的中华蜜蜂根据形态指标可分为 2 个大的分支。
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图7 不同样点中华蜜蜂聚类分析
（8）基于微卫星标记的遗传多样性研究
利用 30 个微卫星位点对 6 个样点共 60 群中华蜜蜂进行琼脂糖凝胶电泳验证，筛选出 23 对微卫星位点用于试验分析。通过计算吕梁山区 6 个样点中华蜜蜂的遗传多样性，发现 6 个样点遗传多样性由高到低依次为清涧县＞吴堡县＞石楼县＞绥德县＞子洲县＞米脂县。利用 POPGENE21.0 计算种群遗传多样性 Nei's 分析和 AMOVA，结果表明有 4.72% 的遗传变异存在于样点间，95.28% 的遗传变异量存在于样点内。利用 GenAlEx 6.51b2 计算遗传距离和遗传相似度，结果表明绥德县与子洲县的遗传距离最远，遗传相似度最低；吴堡县与米脂县遗传距离最近，遗传相似度最高。通过 PCoA 二维散点图分析和样点聚类分析，可进一步了解中华蜜蜂的亲缘关系。
表1  6个样点间的遗传多样性分析
	样点编号
Populations
	多态信息含量PIC
	观测等位基因数Na
	有效等位基因数Ne
	Nei's基因多样性指数H
	Shannon 信息指数I
	观测杂合度H
	期望杂合度He

	SD
	0.294
	2.652
	1.816
	0.336
	0.596
	0.852
	0.645

	WB
	0.339
	2.913
	1.904
	0.380
	0.671
	0.734
	0.599

	MZ
	0.265
	2.304
	1.689
	0.303
	0.523
	0.852
	0.680

	ZZ
	0.287
	2.478
	1.762
	0.352
	0.560
	0.843
	0.657

	QJ
	0.341
	2.652
	1.907
	0.394
	0.677
	0.839
	0.585

	SL
	0.309
	2.783
	1.860
	0.349
	0.623
	0.843
	0.632

	总体
	0.349
	2.630
	1.823
	0.388
	0.608
	0.827
	0.608
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图8  6个样点60群中华蜜蜂PCoA分析
（9）基于线粒体测序的遗传多样性研究
mtDNA COⅠ~COⅡ、mtDNA COⅠ、mtDNA Cytb 扩增结果均为单一明亮条带，可用于后续试验。共筛选到 20 个核苷酸变异位点，构建了 19 个单倍型。单倍型 H4 在所有样点均有分布且数量最多，占总样本 30.0%。6 个样点的中华蜜蜂总体的单倍型多样度为 0.884，核苷酸多样度为 0.00157，平均核苷酸差异数 3.144。6 个样点遗传多样性由高到低为：子洲县 > 石楼县 > 吴堡县 > 清涧县 > 绥德县 > 米脂县。
表8 遗传多样性
Table 8 Genetic diversity
	
	样本数
Number
	多态位点
SNP
	单倍型数Number
	单倍型多样度Hd
	平均核苷酸变异数K
	核苷酸多样度Pi

	总样点
	60
	20
	19
	0.884
	3.144
	0.00157

	SD
	10
	3
	3
	0.689
	1.489
	0.00074

	WB
	10
	5
	5
	0.756
	1.667
	0.00083

	MZ
	10
	1
	2
	0.356
	0.356
	0.00018

	ZZ
	10
	12
	6
	0.889
	5.044
	0.00253

	QJ
	10
	9
	4
	0.711
	4.044
	0.00203

	SL
	10
	5
	5
	0.822
	1.822
	0.00091


2.技术经济论证
通过标准化的鉴定与评价技术，提高中蜂蜂群的生产力和蜂产品的质量，从而增加蜂农的经济收益。合理利用遗传资源，优化中蜂养殖结构，提高资源的利用效率，降低生产成本。标准的实施有助于提升整个中蜂养殖产业的技术水平和市场竞争力，吸引更多的投资，促进产业升级。
3.预期的经济效益、社会效益和生态效益
经济效益

提升产值：通过标准化的鉴定与评价技术，提高中蜂蜂群的生产力和蜂产品的质量，从而增加蜂农的经济收益。

优化资源配置：合理利用遗传资源，优化中蜂养殖结构，提高资源的利用效率，降低生产成本。

促进产业发展：标准的实施有助于提升整个中蜂养殖产业的技术水平和市场竞争力，吸引更多的投资，促进产业升级。

社会效益

科技支撑：标准的实施将加强科技在中蜂养殖中的应用，提高养蜂人员的科技素质和养殖技能。

乡村振兴：中蜂养殖作为山区重要的经济活动，标准的推广有助于推动当地经济发展，促进乡村振兴。

知识普及：通过标准的实施，提高公众对中蜂遗传资源保护重要性的认识，增强社会对生物多样性保护的意识。

（三）生态效益

生物多样性保护：通过有效的遗传资源鉴定与评价，有助于保护和恢复中蜂的遗传多样性，维护生态平衡。

生态环境改善：中蜂作为重要的授粉昆虫，其种群的健康发展对生态系统的多样性和稳定性具有积极影响。

可持续利用：确保中蜂遗传资源的可持续利用，减少对野生种群的过度捕捞，保护自然生态环境。

综上所述，实施“吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术”团体标准，不仅能够提升经济效益，促进社会发展，还能够对生态环境保护产生积极影响，实现经济、社会和生态的协调发展。

四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
本标准结合我国中蜂种质资源特点和饲养情况，参照2013年发布的NY/T 2364《蜜蜂种质资源评价规范》（行业标准）对《吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术》（团体标准）进行了规定。本标准在中蜂种质资源形态特征评价方面引用了行业标准，与行业标准相比增添了自主研发中蜂遗传资源鉴定评价技术和良种定向选育技指标。
五、以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因
本标准在制定过程中，参考了国际标准和国外先进标准，结合我国实际情况进行了适当的调整和补充。在中蜂种质资源形态特征评价方面，本标准引用了行业标准NY/T 2364《蜜蜂种质资源评价规范》，并在其基础上进行了扩展和深化，以适应我国中蜂种质资源的特点和保护需求。

六、与有关法律、行政法规及相关标准的关系
本文件符合国家现行法律、法规和强制性标准的要求，与其协调一致、无冲突。

重大分歧意见的处理经过和依据

在标准制定过程中，工作组充分征求了各方意见，对存在的分歧进行了深入讨论和协商，最终达成共识。对于重大分歧意见，工作组依据科学原理、实践经验和法律法规，进行了充分的论证和分析，确保标准的科学性和合理性。
涉及专利的有关说明

本标准在制定过程中，未涉及专利问题。
实施国家标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议

技术措施
培训与教育：组织专业培训，确保科研人员、养蜂从业者及相关管理部门能够理解和掌握标准中规定的技术内容，包括样本采集与处理、分子标记选择、遗传多样性分析等。

技术指导材料：制作并分发技术指导手册和操作流程图，以便用户能够准确执行标准中的要求。

技术更新：鼓励持续的技术研究和开发，以确保标准的技术内容能够跟上最新的科研进展。

（二）管理措施
监督与评估：建立一套监督机制，定期评估标准的实施情况，确保标准得到正确执行。

质量控制：实施严格的质量控制流程，确保鉴定与评价工作的准确性和可靠性。

风险管理：制定风险管理计划，以识别和应对在标准实施过程中可能遇到的风险和挑战。

（三）实施方案
宣传与推广：通过会议、研讨会、媒体发布等方式，广泛宣传团体标准的重要性和实施方法。

试点项目：在吕梁山区选定一些养蜂场作为试点，先行实施团体标准，收集反馈并优化实施策略。

合作与协调：与地方政府、科研机构、养蜂协会等相关部门合作，协调资源和行动，共同推动标准的实施。

反馈机制：建立有效的反馈机制，收集用户和相关方的意见和建议，不断改进标准的实施效果。
这些措施建议旨在确保“吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术”团体标准的有效实施，提升中蜂遗传资源的保护和利用效率，促进吕梁山区养蜂产业的可持续发展。

十、其他应当说明的事项
本标准在制定过程中，得到了中国养蜂学会、山西农业大学、吉林省养蜂科学研究所、中国农业科学院蜜蜂研究所、扬州大学等单位的大力支持和协助。标准起草组对所有参与单位和个人表示衷心的感谢。希望本标准的实施能够为吕梁山区及相似生态区域的中华蜜蜂遗传资源保护和利用提供科学依据，促进养蜂产业的可持续发展。

