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摘　　要

本研究已建立分子鑑定蜂花粉來源植物之技術，以 rbcL 及 trnH-psbA  雙基因條

碼對花粉 DNA 進行 PCR 增幅，與 GenBank 資料庫比對序列以鑑定植物種類。調查 

2020 年春季南投縣名間鄉西方蜜蜂蜂場收集之蜂花粉，分離出 17 種蜂花粉，鑑定

出 16 種植物，結果顯示 rbcL  單條碼種級鑑別力低，但 trnH-psbA  單條碼即可鑑定

出多種植物。優勢粉源植物前三者為藿香薊 (Ageratum conyzoides)、山黃麻 (Trema 

orientalis)、 大 花 咸 豐 草 (Bidens pilosa var. radiata)， 重 量 佔 比 分 別 為 21%、21%、

12%。臺灣植物基因條碼資料庫的建立，應有助於蜂花粉分子鑑定應用技術之基礎。

關鍵詞：基因條碼、蜂花粉、西方蜜蜂

前　　言

西方蜜蜂 (Apis mellifera) 是常見的植物授粉媒介，被認為是極具經濟重要性的

農作物授粉昆蟲 (Watanabe, 1994; Klein et al.,  2007; Le Conte and Navajas, 2008; Rader et 

al., 2009)，亦為全球主要飼養的經濟蜂種。臺灣蜂產業目前普遍飼養的蜂種也是西

方蜜蜂 (Lu, 2018)，以生產蜂蜜、蜂王漿及蜂花粉等為主，我國蜂產品年產值（2019

年）估計超過新臺幣 30 億元（行政院農業委員會，2020；財政部關務署，2021），

此外需蜂類授粉之農作物年產值（2019 年）估計達新臺幣 662 億元（行政院農業委

員會，2020），可見西方蜜蜂對於我國農業之貢獻不容小覷。
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近 20 年來西方蜜蜂遭遇生存困境，歐洲及北美洲等地區出現西方蜜蜂消失的

現象 (Stokstad, 2007; Brown and Paxton, 2009; Potts et al., 2010)，棲地受到破壞或劇變導

致食物資源匱乏推測為蜂群異常的原因之一 (Naug, 2009)，營養不良是影響蜜蜂健康

的壓力根源 (Brodschneider and Crailsheim, 2010)。蜜蜂主要藉由造訪植物的花朵採集

花蜜及花粉以獲取營養，花蜜提供碳水化合物作為能量來源 (Nicolson et al., 2007)，

花粉則提供蛋白質、脂質及其他微量營養素等生長發育不可或缺的物質 (Vaudo et 

al., 2015)。由於不同植物的花粉對蜜蜂的營養價值差異甚鉅 (Haydak, 1970; Crailsheim, 

1990)，因此粉源植物種類的調查對於維繫蜂群健康至關重要，且粉源植物多樣性及

其組成直接或間接影響蜂產品（包括蜂蜜、蜂王漿、蜂花粉及蜂膠）的品質及安全。

確認環境中的蜜粉源植物是挑選蜂場之重要先決條件，蜂農須藉此評估蜂產

品生產潛能。調查某一特定區域之粉源植物種類傳統上採用目視法，在蜂場周邊觀

察蜜蜂採集植物花粉的行為，再鑑定植物種類。目視法之優點為可詳細記錄蜜蜂

採集行為、植物生長環境及開花特性等（徐，2018；許等，2018），缺點諸如野外

調查相當耗費時間人力，且外勤蜂覓食半徑平均為 5.5 公里 (Beekman and Ratnieks, 

2000)，等於調查範圍約需涵蓋 9,500 公頃，難以收集完整資料，同時調查人員須具

備植物分類學專業知識。由於目視法具直觀且操作簡易之特性，雖然無法避免調查

偏差，且常發生非專業調查人員誤判植物種類之情事，目視法仍為我國調查粉源植

物種類之主要方式（徐，2018；許等，2018）。另一種調查方式為孢粉法，收集蜂

花粉以顯微鏡觀察花粉形態鑑定植物種類 (Shubharani et al., 2013; Alves and dos Santos, 

2014)。孢粉法之優點為免除野外調查作業即可收集蜂群覓食之完整資訊，缺點為須

設置光學顯微鏡甚或電子顯微鏡，設備成本較高，同時調查人員須具備孢粉分類學

專業知識，製作玻片標本及鑑定流程須累積豐富經驗並熟稔專業技術，且常有種級

分類鑑別度不足之情形 (Rahl, 2008; Khansari et al., 2012)。孢粉形態研究須建構於植

物分類學基礎之上，是近百年開始發展的學門領域，臺灣孢粉分類學系統至 1972 年

黃增泉編著之臺灣植物花粉圖誌出版後才有所依循（黃，1984），可惜至今我國孢

粉分類專業人才仍屬少數，在蜂產業僅應用於蜂蜜產地鑑定技術 (Yang et al., 2012)，

並無應用於臺灣粉源植物辨識之研究。
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隨著分子生物技術演進，近年利用基因條碼 (DNA barcoding) 鑑定生物物種成為

生物多樣性領域之顯學 (Gregory, 2005)，基因條碼具備分析快速且富含分子演化資

訊之特性，應用於花粉 DNA 研究即展現突破傳統孢粉形態分類瓶頸之潛力 (Bennet 

and Parducci, 2006; Matsuki et al., 2008; Longhi et al.,  2009)。基因條碼技術為利用生物

基因組中特定相同位序的短 DNA 片段作為分子特徵，建立 DNA 片段資料庫用以

比對鑑定生物物種，最先發現的動物基因條碼已廣泛應用於動物分類研究 (Hebert 

et al., 2003)。植物基因條碼歷經多年研究仍有很大局限性，至今尚未找到一個特定

基因座可作為植物通用基因條碼 (Chase and Fay, 2009; Chen et al.,  2010)，辨識度較高

的 DNA 片段主要位於質體 DNA 的 matK、rbcL 及 trnH-psbA  非編碼間隔區，以及核

醣體 DNA 的 ITS 等 4 個區域 (Li et al., 2015)。matK 具高演化速率、適合的長度、明

顯的種間差異及低核鹼基置換率 (Min and Hickey, 2007; Selvaraj et al., 2008)，可惜目

前尚未設計出通用引子對 (universal primer)。rbcL  具極易增幅的特性，廣泛應用於系

統發生研究，但此基因演化速率緩慢，在被子植物種間差異小，僅適合作為科級或

屬級通用基因條碼 (Kress et al., 2005)。trnH-psbA  兩端均為高度保守的編碼區，目前

已設計出被子植物通用引子對 (Shaw et al., 2007)，且非編碼間隔區序列具極明顯的

種間差異 (Kress and Erickson, 2007)，然而因分子演化複雜度過高、序列長度變化過

大 (Chang et al., 2006) 及高插入 / 缺失率 (insertion/deletion rate) 導致序列比對易出現

歧異的結果 (Chase et al., 2007)。ITS 位於 rRNA 基因之間，而 rRNA 基因高度保守的

序列普遍存在於各種生物，目前已設計出通用引子對 (White et al., 1990; Cheng et al., 

2016)，且 ITS 序列具極明顯的種間差異，已廣泛應用於系統發生研究 (Álvarez and 

Wendel, 2003)，但由於分子協同演化 (concerted evolution) 不完整及其易受真菌 ITS 序

列污染之特性導致擴增及定序的難度大幅提升 (Hollingsworth et al., 2011)。綜上所

述，多數研究建議植物基因條碼須包含兩個以上基因座 (Chase et al., 2007; Kress and 

Erickson, 2007; Fazekas et al., 2008; CBOL Plant Working Group, 2009; Hollingsworth et al., 

2011)，近期應用於花粉 DNA 研究的組合有 rbcL + matK (Richardson et al., 2015)、rbcL 

+ trnH-psbA (Galimberti et al., 2014; Bruni et al., 2015) 及 rbcL + ITS (Bell et al., 2017) 等。
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鑒於臺灣針對蜜粉源植物種類之研究或調查報告非常少（安及鄭，1993；徐等，

2019），蜂產業卻極需瞭解蜜粉源植物種類及分布，因此必須建立精準、快速及簡

易之調查方式以改善現況。考量各基因座之特性，以使用通用引子對且易增幅為前

提，本研究嘗試利用 rbcL + trnH-psbA 的組合鑑定蜂花粉來源植物，評估此方法於我

國應用之可行性。本研究以分析春季南投縣一處蜂場收集之蜂花粉為例，期望能夠

以此方法瞭解蜂場周圍環境中粉源植物的物種組成及其生物學特性。

材料與方法

一、蜂花粉樣本來源

本研究場域為苗栗區農業改良場南投蜂場，位於南投縣名間鄉 (E23.85183, 

N120.69447)。調查期間自 2020 年 3 月 9 日至 2020 年 3 月 13 日，共 5 日，此段期

間以目視法判定蜂場周邊主要開花植物為藿香薊 (Ageratum conyzoides)、大花咸豐草 

(Bidens pilosa var. radiata) 及荔枝 (Litchi chinensis)，荔枝栽培面積約為 41 公頃。場域

內共飼養 66 群西方蜜蜂 (Apis mellifera)，平均蜂勢為 8 脾，每日自 7:00 至 12:00 於

蜂箱出入口架設花粉收集器，採集到之蜂花粉立刻保存至 -20° C 直到後續分析時才

取出使用。調查期間採集到的蜂花粉總重量約為 22 公斤，將所有蜂花粉混合均勻

後，隨機自其中取出 205.2g 作為本研究分析使用的樣本。

二、花粉粒形態分類及鑑定

本研究以光學顯微鏡 (Zeiss, Axio Scope A1, China) 觀察樣本中所有花粉團，總

計約有 36000 個花粉團。依花粉粒形態特徵區辨，當一個花粉團中相同形態的花粉

粒數量達 90% 以上時定義為單一植物來源花粉團，計算方式為每 100 顆花粉粒中有 

90 顆以上相同，否則為混合植物來源花粉團。本研究之樣本分離出 17 種單一植物

來源花粉團，分別編號為 A~Q 並記錄其重量，總計 160.3g，混合植物來源花粉團為 

44.9g。後續分析僅使用單一植物來源花粉團，觀察其花粉粒形態並依臺灣植物花粉

圖誌分類檢索表鑑定植物種類 (Huang, 1972)。
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三、花粉基因分子鑑定

分別取花粉團樣本 A~Q 各 100mg，以 Plant Genomic DNA Purification Kit (Protech, 

Taiwan)，依照說明書之步驟進行 DNA 萃取。以萃取之 DNA 為模板，分別利用 

rbcL  及 trnH-psbA  兩個基因通用引子對進行 PCR 反應擴增序列，rbcL 使用的引子

對為 F: 5'-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3' (Kress and Erickson, 2007) 

和 R: 5'-ATGAATGTCTACGCGGTGGACT-3' (de Vere et al., 2012)，trnH-psbA  

使 用 的 引 子 對 為 F: 5'-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3' (Sang et al., 1997) 和 R: 

5'-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3' (Ford et al., 2009)，兩者之 PCR 反應設定相

同，分別進行處理及分析。每一 PCR 反應總體積為 50µl，內容物含 F 引子 1µl、R 

引子 1µl、Fast-RunTM Taq 5x Master Mix (Protech, Taiwan) 10µl、花粉團樣本 DNA 4µl 

及滅菌二次水 34µl。反應條件為 (1) 94° C，9 分鐘 (2) 90° C，30 秒、58° C，30 秒、

72° C，40 秒為一循環，進行 40 循環 (3) 72° C，7 分鐘。反應結束後，PCR 產物以 

1.5% 瓊脂膠體進行電泳，於紫外光下觀察是否有產物及產物分子量大小，再將產物

樣本送交商業公司 (Genomics, Taiwan) 進行一代定序 (Sanger sequencing) 分析。後續

以 Clustal Omega (Sievers et al., 2011) 軟體針對雙向序列人工比對及除錯，將修正完成

之 rbcL 及 trnH-psbA 兩組樣本序列移除引子片段後以 BLASTn (Altschul et al., 1990) 軟

體與 GenBank 資料庫序列比對相似程度以鑑定植物種類。

結　　果

以花粉粒形態特徵區辨分離出的 17 種單一植物來源花粉團，樣本編號 A~Q，

其花粉團顏色、外觀及花粉粒形態如圖一所示。比較孢粉分類與分子分類之判定結

果並無歧異，而 rbcL 與 trnH-psbA 兩組基因條碼之判定結果亦無歧異。但三種特徵

鑑定之分類單元 (taxon) 不盡相同，以致分類階層鑑別度有所差異，孢粉形態特徵種

級、屬級鑑別度均為 47%、科級鑑別度為 94%；rbcL 單條碼之種級鑑別度最低，僅 

35%，屬級鑑別度為 71%，科級鑑別度為 94%；trnH-psbA  單條碼之種級鑑別度較高，

為 82%，屬級、科級鑑別度均為 94%；若結合雙條碼之種級鑑別度最高，達 88%，

屬級、科級鑑別度均為 94%（表一）。
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依據花粉團樣本之 rbcL 及 trnH-psbA  基因條碼與 GenBank 資料庫序列比對結

果，再以雙條碼序列交叉對照後鑑定出 16 種植物，相似度最高之序列登錄編號及

其序列相似度皆列於表二。其中樣本 G 雖僅能鑑別至屬級，但臺灣該屬僅 1 種，因

此判定該樣本為王棕 (Roystonea regia)；另樣本 P 雙條碼序列比對相似度均太低，且

花粉粒形態特徵不明，因此無法判定為何種植物。rbcL 基因條碼序列相似度較高，

相似度 100% 的種類有 14 種，相似度 99% 以上的種類有 2 種；trnH-psbA 基因條碼

序列相似度較低，相似度 100% 的種類僅 5 種，相似度 99% 以上的種類有 7 種，相

似度 90-99% 的種類有 4 種。由於非編碼間隔區序列中常會出現多個重複之腺嘌呤

或胸腺嘧啶 (AT-rich region)，此片段可能影響定序分析之結果 (Devey et al.,  2009)，本

研究之樣本中具同元聚合情形 (homopoly) 的種類有 8 種，此 8 種 trnH-psbA  基因條

碼序列相似度均未達 100%（表二）。

花粉團樣本之個別重量占樣本總重量之百分比列於表三，前三名分別為藿香

薊、山黃麻 (Trema orientalis)、大花咸豐草 (B. pilosa)，重量佔比分別為 21%、21%、

12%，重量佔比 2-5% 的種類有 6 種，重量佔比 1% 以下的種類有 8 種，混合植物來

源花粉團重量佔比為 22%。在本研究已鑑定之 16 種蜂花粉來源植物中，25% 為農作

物，75% 為非農作物；38% 為栽培植物，62% 為野生植物；44% 為草本植物，56% 

為木本植物；62% 為外來種，38% 為原生種（表三）。

討　　論

本研究分離出 17 種蜂花粉，以植物基因條碼成功鑑定其中 16 種，分別歸屬

於 13 科 16 屬，鑑別度高達 94%；若以孢粉分類特徵僅能成功鑑定其中 7 種，鑑別

度為 47%，因此分子鑑定技術未來應用於我國蜜粉源植物調查之可行性極高。儘

管 rbcL  的種級鑑別能力有限，但在大多數情況下 trnH-psbA  的種級鑑別度很高，而

本研究樣本中有 9 種必須依賴 trnH-psbA  序列才得以成功鑑定，是此方法成功的關

鍵所在。rbcL  在本研究樣本分析中的表現不佳並非異常，其實與多數研究結果相

符 (Hollingsworth et al.,  2011; Bruni et al.,  2012)，不過 CBOL Plant Working Group (2009) 
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建議選用此基因條碼，以維持一定程度的標準化及全球基因資料庫之兼容性。雖然 

trnH-psbA  單條碼幾乎可辨別本研究樣本中所有物種，但這是一個非編碼間隔區，富

含單核苷酸重複序列，可能導致定序錯誤以致物種鑑定錯誤 (Devey et al.,  2009)，而

本研究樣本中有 8 種有此情形。其中樣本 G 的 trnH-psbA  序列片段較長，同元聚合

物使得定序讀取提早終止，導致序列比對難度增加。此外樣本 L 的 trnH-psbA 序列

片段較短，Kress et al. (2005) 發現某些物種的 trnH-psbA  序列過短以致缺乏種級鑑別

力，所幸本次分析仍可比對至種級階層。綜上所述，本研究建議分子鑑定技術仍須

採用 rbcL + trnH-psbA 雙基因條碼的組合才能確保種級鑑別力。

本研究認為臺灣孢粉分類系統鑑別度不高之原因有三：(1) 許多物種之花粉粒

具多型性，易造成誤判或特徵混淆。(2) 花粉經蜜蜂混合花蜜及唾液後，常有花粉

壁破裂或特徵模糊的情形。(3) 許多外來物種於參考文獻中未有紀錄。相較於以花

粉粒形態鑑定蜂花粉來源植物，基因條碼無疑是更快速且高度標準化的方法，而此

技術也更適合分析包含不同物種 DNA 的複雜環境基質，像是蜂花粉這類多種花粉

的混合物 (Hajibabaei et al.,  2011; Galimberti et al.,  2012, 2014; Yoccoz et al.,  2012)。基因

條碼可與次世代定序技術 (Next-Generation Sequencing) 結合使用以獲得更多 DNA 片

段數，進而可以處理大量花粉樣品或深度分析植物與授粉者之間的交互反應 (Bell et 

al.,  2017)，甚至花粉含量非常少的蜂蜜也可進行分析 (de Vere et al.,  2017; Lucas et al.,  

2018; Utzeri et al.,  2018)。然而花粉分子鑑定技術之應用成效取決於本土植物基因條

碼資料庫完整與否 (Burgess et al.,  2011; Bruni et al.,  2012; de Vere et al.,  2012)，例如樣

本 N 的 trnH-psbA  序列相似度僅 90.99%（表二），在此樣本孢粉特徵及 rbcL  序列沒

有鑑別力的狀況下，樣本 N 很可能其實並非兔仔菜 (Ixeris chinensis) 而是同族近似物

種，只是 GenBank 未收錄該物種之序列。又例如樣本 P 在資料庫中無法交叉比對到

相應物種（表一），可能為經濟重要性很低或較為稀少的物種，然而使用孢粉特徵

亦難以檢索，本研究不排除該樣本並非花粉之可能性。總之，臺灣植物總數眾多且

歧異度相當高，約有 3600 種被子植物（許等，2010），目前我國並未有計畫性的建

立植物基因條碼資料庫，這將會是未來應用分子鑑定技術之最大瓶頸。

由蜂花粉的物種組成及花粉團樣本重量占比可得知本研究場域之優勢粉源植物

（表三）。調查期間南投蜂場的主要蜜源植物為荔枝，然而在本研究分離出的 17 
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種花粉團樣本中不存有荔枝花粉，可能原因有三：(1) 荔枝雄花花期已過，蜜蜂沒有

採集到荔枝花粉。(2) 因環境氣候或植物生理原因，荔枝花粉產出率低下。(3) 多數

造訪荔枝花之外勤蜂以採蜜為主，採集花粉量極低。然而本研究無法證實上述理論。

另針對主要粉源植物，原先僅觀察到藿香薊及大花咸豐草，除此二者外本研究證實

山黃麻亦為產粉量高之主要粉源植物，此外大花咸豐草僅占 12% 位居第三名，有別

於坊間普遍認定之刻板印象。本研究無法釐清造成花粉採集量差異之原因來自於蜜

蜂天生偏好不同，或植群面積、距離不同，或植物開花數、花粉量不同等，然而三

種主要粉源植物重量占比合計為 54%，顯見蜂群能利用的粉源植物雖然非常多元，

但仍有選擇特定主要造訪植物之趨勢，de Vere et al.  (2017) 研究亦指出英國威爾斯出

產的蜂蜜中含有 39 種花粉，不過其中 3 種花粉數量合計即占 60%，為主要蜜粉源

植物。另本研究樣本中菊科 (Asteraceae) 植物花粉為大宗，重量占比合計為 34%，研

究已證實菊科花粉對蜜蜂之營養價值較差，不易吸收消化，長期食用會增加蜂群死

亡率 (Nicolson and Human, 2013; Frias et al.,  2015)，所以應補充餵飼非菊科之花粉蜂糧

來維持蜂群健康。本研究統計蜂群能利用的粉源植物主要以非農作物、野生的外來

種植物居多，因樣本過小並無代表性，但本研究提出之方法後續非常值得擴大採樣

範圍，用於初步對養蜂地點周邊蜜粉源植物的探勘，或探索未知林地蜜粉源資源，

幫助蜂農挑選適合場地或深入瞭解當地環境，將可提供決定性的輔助資訊。

結　　論

本研究闡明藉由植物基因條碼分析本地蜜粉源植物類群將有助於蜂農養蜂管理

及蜂產品生產之決策，而分子鑑定技術精準、快速及簡易之操作方式是耗時費力的

孢粉分類學之有效替代方法，此技術對其他研究領域如植物與授粉者交互作用的生

態學研究，至蜜蜂營養來源的生理學研究均有廣泛的參考價值。
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Study on identification of bee pollen flora using 
DNA barcoding
Pei-Shou Hsu*1, Shi-Wen Luo2
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ABSTRACT

In the present study, we investigated molecular identification technology of species 
origin for bee pollen pellets using rbcL and trnH-psbA multibarcoding to amplify pollen 
DNA, and to identify plant species by sequence aliments with GenBank database. The 
investigation was carried out in Apis mellifera  apiary at Mingjian Township, Nantou 
County in 2020 spring. The bee pollen samples were collected from the apiary, 17 bee 
pollen pellets were separated, and 16 plant species were identified. It was suggested that 
rbcL alone has low species level taxonomic resolution, but trnH-psbA  identified a variety 
of plant species. The top three dominant pollen source plants are Ageratum conyzoides, 
Trema Orientalis,  and Bidens pilosa  var. radiata,  which account for 21%, 21%, and 
12% by weight, respectively. Establishment of barcoding database for nectar sources is 

fundamental for application of molecular approaches to pollen identification in Taiwan.

Keywords: gene barcoding, bee pollen, Apis mellifera
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