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摘　　要

西方蜜蜂 (Apis mellifera) 是臺灣蜂產業主要經濟蜂種，也是農糧產業重要的授

粉昆蟲。蜜蜂繁殖是蜂后與多隻雄蜂空中交尾，無法建立父系品系譜，並且在同一

蜂場可能近親交配增加選育優質蜂種的困難，因此蜂產業需發展人工授精以提升育

種效率。精子保存是發展人工授精的關鍵，本研究探討精子稀釋液與溫度對精子保

存的影響。研究結果顯示，蜜蜂精子體外保存適合溫度為 10~20℃。本研究篩選稀

釋液 E 保存蜜蜂精子 72 小時維持 81.3±3.5% 存活率為最佳配方，保存性顯著優於其

他稀釋液；以鏡檢評分精子活動力，發現懸浮在稀釋液 D、E 的精子，活動力指數

為 2.37~3.49，顯著優於懸浮在其他稀釋液。依據精子存活率與活動力試驗結果，選

擇 3 種稀釋液與 DMSO 配製成冷凍液試驗精子液態氮保存確效，保存 7 天後存活率

最高為 62.4±5.6%。後續以提升冷凍保存確效為研究目標，研究結果可供臺灣蜂產業

發展以人工授精培育蜂后之基礎。

關鍵詞：西方蜜蜂、精子保存、精子存活率、人工授精、精子稀釋液

前　　言

臺灣西方蜜蜂（Apis mellifera）所生產的產品產值約 23 億元新臺幣，蜜蜂授

粉對農作物產值約達 200 億至 300 億元新臺幣（陳及張，2017），是維持農糧生產

不可缺少的授粉昆蟲。在美洲、歐洲地區發生蜂群崩解症（colony collapse disorder, 

CCD）（van Engelsdorp et al.,  2009），蜂群大量消失使得蜜蜂健康成為全世界糧食
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安全的重要議題。研究指出，蜂群崩解症是由氣候變遷、寄生蟎危害、疫病發生、

農藥等複合因素引起（Simon-Delso et al.,  2014; vanEngelsdorp et al.,  2009）。為降低

氣候變遷與病蟲害威脅，農糧產業將抗性育種視為提升調適能力維持生產的重要

策略（Okada et al.,  2017; Oladosu et al.,  2019），傳統育種仰賴雜交組合以選育優良

子代，豐富的遺傳資源是選育優勢子代的重要基礎，國際上有 IRRI（International 

rice research institute）、CIMMYT（International maize and wheat improvement center）等

機構保存豐富的稻米、小麥品系種子並選育出高產、抗逆境品系（Peng and Khush 

2003; Gourdji et al.,  2013）。畜禽業利用人工授精選育優質畜產動物，並以冷凍卵及

精細胞保存家畜動物遺傳物質，以保護遺傳多樣性（Leroy et al.,  2019; Sadeghi et al.,  

2020），具有提供親本基因選擇與減少保種飼育空間等優點。蜜蜂自然繁殖是蜂后

與多隻雄蜂空中交尾（Bastin et al.,  2017），無法建立父系譜系與無法避免近親交

尾的特性使蜂種選育費時耗工，若改以人工授精則可提升育種效率（Hopkins et al.,  

2012）。

精子保存是人工授精的關鍵，精子體外活性易受環境影響（Mohamed et al.,  

2012; Thijssen et al.,  2014），需要保存在稀釋液以維持細胞滲透壓、提供細胞代謝能

量並避免乾燥失去活性（El-Shahat et al.,  2020; Parodi, 2014）。Ruttner（1976）提出

Kiev solution 作為蜜蜂精子稀釋液可維持蜜蜂精子活性（Ruttner, 1976），亦有 Tris

緩衝液（Rhodes, 2008）、TES 緩衝液（Hopkins et al.,  2012）與葡萄糖生理食鹽水等

（薛，2016; Ruttner, 1976）為基礎的相關研究用以保存蜜蜂精子。近年來研究蜜蜂

精液發現含有豐富的蛋白質滋養精細胞成熟（Collins et al.,  2006），並有過氧化氫酶

減少精子氧化損傷（Gonzalez et al.,  2018）。依據蜜蜂精液特性，利用 EDTA、海藻

糖、胺基酸等研究蜜蜂精子稀釋液，維持精細胞滲透壓與提供代謝能量（Hopkins et 

al.,  2010; Rajamohan et al.,  2020），以及利用過氧化氫酶減少細胞氧化損傷（Taylor et 

al.,  2009）。

臺灣蜂產業目前仍以自然繁殖繼代飼養，需要長時間篩選以育成優質蜂種，為

因應急遽的氣候變遷，需要發展人工授精提高選育效率。建立蜜蜂精子短期及長期

保存方法是進行人工授精的重要關鍵，本研究目的在探討精子稀釋液配方與溫度對
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蜜蜂精子活性之影響以及蜜蜂精子冷凍保存後活性確效，以作為臺灣蜂產業蜜蜂人

工授精技術與遺傳資源保存之基礎。

材料與方法

一、蜜蜂精子採集及稀釋液配製

試驗蜂群飼養在苗栗區農業改良場 ( 苗栗縣公館鄉 )。本研究利用雄蜂脾讓蜂后

大量生產雄蜂，羽化後進行標記。精液採集是捕捉 14~20 日齡雄蜂，固定後壓碎胸

節再輕壓腹部使生殖器外翻，以玻璃毛細管採集生殖器末端黃褐色精液，並保存在

高壓滅菌後的蜜蜂精子稀釋液，本研究使用稀釋液成分如表一。

表一、蜜蜂精子稀釋液成分 

Table 1. The components of semen diluents in this study

Diluent Concertration Reference

A 273.8mM Sodium chloride, 26.8mM potassium chloride, 
33.3Mm glucose 薛，2016

B
1.9 M Sodium chloride, 55.5mM glucose, 404.4mMM Tris 
aminomethane （Base7~9）, 95.2mMM Tris  aminomethane 
hydrochloride,  2.6mM L-arginine, 6.8 mM L-lysine

Rhodes, 2008

C 82.2mM Sodium citrate, 24.9mM sodium bicarbonate, 5.3mM 
potassium chloride, 16.7mM glucose, 1.7mM sulfanilamide Ruttner, 1976

D 82.2mM Sodium citrate, 24.9mM sodium bicarbonate, 5.3mM 
potassium chloride, 0.8mM amoxicillin, 0.02%w/v catalase l

Taylor et al.,  
2009

E

30mM TES free acid, 1mM disodium hydrogen phosphate, 
1.1mM sodium citrate, 82mM potassium chloride, 82.9mM 
Sodium ch lor ide ,  5mM sod ium b ica rbona te ,  10μM 
ethylenediaminetetraacetic acid, 1.5mM penicillin, 0.7mM 
streptomycin, 1.2mM kanamycin, 34.9μM tylosin, 2.6mM 
arginine, 4.3mM proline, 0.002%w/v BSA, 0.1mM glycine, 
0.002%w/v catalase

Hopkins et al., 
2012

F Components were same with diluent E and containing 16.7mM 
glucose
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二、蜜蜂精子保存及品質分析

( 一 ) 蜜蜂精子保存：蜜蜂精液採集後分別懸浮在稀釋液 A、B、C、D、E、F（蜜

蜂精液：稀釋液 =1：99），分別保存在 4、10、15、20、25℃，72 小時後

進行精子存活率檢測。

( 二 ) 存活率檢測：蜜蜂精子以 live/dead sperm staining kit（Thermo Fisher Scientific 

Inc., MA, USA.） 進 行 螢 光 染 色， 以 倒 立 式 顯 微 鏡（Nikon Eclipse Ts2, 

Japan）200 倍記錄死亡精子與具活性精子數量，每處理 3 重複。

( 三 ) 活動力檢測：蜜蜂精液與稀釋液混和（蜜蜂精液：稀釋液 =1:99）後分別

於 4、10、15℃保存 24 小時，再利用血球計數盤（Paul Marienfeld GmbH & 

Co. KG, Germany）以光學顯微鏡（Zeiss ScopeA1, Japan）記錄蜜蜂精子活動

力，活動力評分標準如表二。

表二、蜜蜂精子活動力評分標準

Table 2. Standard scores of mobile honey bee sperm 

分　數 活動狀態 參考文獻

1 沒有移動

Rhodes, 2008

2 精子鞭毛擺動 <50%

3 精子鞭毛擺動 >50% ，但無圓周運動或前進移動

4
精子鞭毛擺動 > 50% ，但精子圓周運動或前進移

動 < 50% 

5 精子圓周運動或前進移動 >50% 

三、蜜蜂精子冷凍保存

( 一 ) 冷凍液 CP1 及 CP2 為細胞冷凍保存液商品，冷凍保存哺乳動物細胞、幹細

胞、組織等（Shimazu et al.,  2015; Jiang et al.,  2020 ），為本試驗對照試劑。

CP1 為 STEM-CELLBANKER® （Zenoaq resource CO., LTD., FKS, Japan）；

CP2 為 NutriFreez® D10（Biological Industries, CT, USA）。 冷 凍 液 CP3 及

CP4 分 別 為 利 用 精 子 稀 釋 液 C 配 製 含 有 10% 及 15% DMSO（Dimethyl 
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sulfoxide）之冷凍液。冷凍液 CP5、CP6 分別為利用精子稀釋液 D 配製含

有 10% 及 15% DMSO（Dimethyl sulfoxide）之冷凍液。冷凍液 CP7 及 CP8

分別為利用精子稀釋液 E 配製含有 10% 及 15% DMSO 之冷凍液。

( 二 ) 冷凍與解凍流程：蜜蜂精液與冷凍液混和（蜜蜂精液：冷凍液 =1：9）（Taylor 

et al.,  2009），在室溫以 0.5mL 冷凍管儲放在冷凍盒（BioCision, LLC, CA, 

USA）。蜜蜂精液以冷凍盒從室溫移入 4℃保存 1 小時，冷凍盒降溫速率

為 1℃ / 分鐘，再移入 -65℃儲放 24 小時後移入液態氮內 7 天。蜜蜂精液

樣本從液態氮取出以 30℃乾浴槽 30 秒快速解凍，再利用 live/dead sperm 

staining kit（Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA.）進行精子螢光染色，以

倒立式顯微鏡（Nikon Eclipse Ts2, Japan）檢視解凍後活性精子。

四、統計分析

( 一 ) 蜜蜂精子存活率分析：所得數據經過角度轉換以 SAS Enterprise Guide7.1 

進行 ANOVA 分析，處理組差異以 LSD （Fisher's protected least significant 

difference test）進行比較（P < 0.05）。

( 二 ) 蜜蜂精子活動力分析：蜜蜂精子活動力評分以 IBM SPSS statistics 25.0 進行

Kruskal-Wallis 檢定，處理組差異以 Dunn’s multiple comparison test 進行比

較（P < 0.05）。

結　　果

一、蜜蜂精子品質分析

( 一 ) 不同稀釋液對蜜蜂精子保存之影響：本試驗為探討稀釋液以及體外溫度對

蜜蜂精子保存的影響，表三為蜜蜂精子保存 72 小時之存活率，蜜蜂精子

以稀釋液 E 保存在 4~20℃有 70~80% 存活率，以稀釋液 A、B 保存在 4~15℃

有 70~80% 存活率；蜜蜂精子保存在稀釋液 C、D、F 存活率低於 56%，又

以稀釋液 F 保存的精子衰退速度最快，48 小時存活率低於 60% ( 資料未呈

現 )，顯示稀釋液 A、B、E 有較好的保存性，顯著高於稀釋液 C、D、 F。

蜜蜂精子以任何配方保存在 25℃，存活率皆低於 25%，顯示短期保存之適
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合溫度為 4~20℃。Green and Fishel（1999）指出異常精子有頭部膨大、縮小，

鞭毛捲曲，雙鞭毛等形態（Green and Fishel, 1999）。蜜蜂精子以稀釋液 A、

B 在 4℃保存 72 小時，可觀察到精細胞有頭部膨大現象（圖一紅色箭頭所

示），蜜蜂精子以稀釋液 E 保存則無明顯形態異常（圖一 D），保持精細

胞完整性。

表三、稀釋液與溫度對蜜蜂精子保存 72 小時活性之影響

Table 3. The vital efficacy of honey bee sperm was suspended in diluents and preserved in 

different temperatures 

Temperature(℃ )

Diluents
4 10 15 20 25

A 75±7.9 Aa 78.2±5.9 Aa 68.5±2.9 ABa 4.0±1.8 Cb 0±0 Ab

B 72.5±5.8 Aa 80.8±5.1 Aa 71.2±6.7 ABa 42.8±10.3 Bb 0±0 Ab

C 15.6±3.7 Ba 7.3±3.7 Cb 13.1±7.6 Ca 24.9±4.7 Ca 0±0 Ab

D 30.8±14.6 Ba 37.2±18.6 Ba 28.6±14.1 Ca 14.4±12.7 Ca 6.7±.6.7 Aa

E 71.3±2.7 Ab 79.2±3.1b Aa 81.3±3.5 Aa 79.4±1.1 Aab 22.4±2.5 Ac

F 34.0±6.0 Ba 56.9±14.3 ABa 53.1±2.8 Ba 3.2±3.2 Ca 7.5±4.8 Aa

Means and standard errors were represented in each column. The capital letters within 

vertical column were represented significance at the same temperature. The lowercase letters 

within horizontal column were represented significance in the same diluent. Means within 

each treatment followed by the same letter are not significantly different at 5% by Fisher,s 

protected LSD test.

( 二 ) 蜜蜂精子活動力檢測：蜜蜂精子以稀釋液 F 保存，活性衰退快，未再進行

活動力檢測。蜜蜂精子以稀釋液 A、B、C、D、E 懸浮 24 小時後記錄活動力，

每處理記錄 70 個以上蜜蜂精子。蜜蜂精子保存在稀釋液 D、E 活動力分數

介於 2.7~3.2，優於稀釋液 A、B、C，以 Kruskal-Wallis 檢定具顯著差異（表

四）。另分析溫度對精子活動力的影響，稀釋液 A、B、C、D 保存的蜜蜂

精子，溫度對活動力無明顯差異；稀釋液 E 保存於 15℃的蜜蜂精子，活動

力顯著優於保存在 4℃（表四）。
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圖一、正常蜜蜂精子與保存在 4℃，72 小時之蜜蜂精子形態。(A) 正常精子。(B) 蜜

蜂精子稀釋液 A 保存 4℃，72 小時。(C) 蜜蜂精子稀釋液 B 保存 4℃，72 小時。

(D) 蜜蜂精子稀釋液 E 保存 4℃，72 小時。紅色箭頭為異常膨大的蜜蜂精子

頭部。

Fig. 1.  A light microscope was used to monitor the morphology of honey bee spermatozoa. 

Origin of honey bee spermatozoa was collected from ejaculated drones (A). Honey bee 

spermatozoa suspended in diluents A, B, C and preserved at 4 ℃ for 72 hours, denoted 

by(B), (C), (D) respectively. The red arrows were represented large head of abnormal 

spermatozoa.
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表四、蜜蜂精子活動力評分表

Table 4. The motility of honey bee sperm was assessed by scores 

Temperature(℃ )

Diluents
4 10 15

A 1.01±0.01 Ba 1.06±0.03 Ba 1.07±0.03 Ca

B 1.18±0.06 Ba 1.10±0.04 Ba 1.43±0.06 BCa

C 1.45±0.12 Ba 1.52±0.12 Ba 1.86±0.16 Ba

D 2.76±0.17 Aa 3.34±0.17 Aa 3.49±0.14 Aa

E 2.37±0.18 Ab 3.00±0.22 Aab 3.11±0.12 Aa

Means (n=70) and standard errors were represented in each column. The capital letters within 

vertical column were represented significance at the same temperature. The lowercase letters 

within horizontal column were represented significance in the same diluent. Means within 

each treatment followed by the same letter are not significantly different at 5% by Kruskal-

Wallis test.

二、蜜蜂精子冷凍液保存確效分析

由存活率與活動力試驗發現，稀釋液 F 保存的蜜蜂精子衰退速度快，稀釋液 A、

B 保存的蜜蜂精子活動力低，因此選擇稀釋液 C、D、E 為基礎配方再進行液態氮

保存試驗。本試驗以 DMSO 為抗凍劑與稀釋液 C、D、E 再分別配製成含有 10%、

15%DMSO 之試劑，以研究稀釋液配方與抗凍劑濃度組合之精子冷凍保存確效。試

驗結果顯示，CP5 為利用稀釋液 D 配製含 10%DMSO 之冷凍液，蜜蜂精子解凍後

具最高存活率 62.4±5.6%（圖二），高濃度 DMSO 無顯著增加精子冷凍保存活性。

CP1、CP2 為冷凍保存商品，於本試驗中蜜蜂精子解凍後存活率低於 10%（圖二），

不適用於冷凍保存蜜蜂精子。

討　　論

稀釋液 E 是以 TES 緩衝液添加胺基酸與鹽類，有效維持精子活性與活動力，體

外保存性優於本研究其他配方。蜜蜂利用胸節肌肉維持蜂巢核心溫度 32~35℃，保

持蜂巢溫度恆定（Stabentheiner et al.,  2010），本研究蜜蜂精子體外適合保存溫度為
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低於蜂群核心溫度 10~20℃，與哺乳動物保存精子的研究相同（Freitas-Dell’Aqua et 

al.,  2013; Thijssen et al.,  2014），Thijssen 等人（2014）認為精子在體外保持在低溫環

境，降低代謝速率呈現休息狀態，能減緩細胞衰退（Thijssen et al.,  2014）。本研究

篩選具潛力稀釋液配方與適合保存溫度，提供人工授精所需精子短期保存與運送參

考。

圖 二、 蜜 蜂 精 子 以 液 態 氮 保 存 7 天 後 精 子 存 活 率。CP1：STEM-CELLBANKER® 產 品 ( 

ZENOAQ  RESOURCE  CO.,  LTD. )。CP2：NutriFreez® 產品 ( Biological  Industries )。

CP3：精子稀釋液 C 包含 10%DMSO。CP4：精子稀釋液 C 包含 15%DMSO。CP5：

精子稀釋液 D 包含 10%DMSO。CP6: 精子稀釋液 D 包含 15%DMSO 。CP6：精子稀

釋液 E 包含 10%DMSO。CP7：精子稀釋液 E 包含 15%DMSO。

Fig. 2.  Viability (means ± standard error) of thawed honey bee sperm after cryopreserved in liquid 

nitrogen for 7 days. CP1: STEM-CELLBANKER® (ZENOAQ RESOURCE CO., LTD.). 

CP2: NutriFreez® (Biological Industries). CP3: Diluent C contain 10%DMSO. CP4: Diluent C 

contain 15%DMSO. CP5: Diluent D contain 10%DMSO. CP6: Diluent D contain 15%DMSO. 

CP6: Diluent E contain 10%DMSO. CP7: Diluent E contain 15%DMSO. Means within each 

diluents followed by the same letter are not significantly different at 5% level by Fisher,s 

protected LSD test.
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精子的鞭毛運動與卵子結合的活化反應（hyperactivation）受陽離子（Na+、K+、

Ca2
+）調控，因此稀釋液需要維持陽離子濃度以增加人工授精的成功率（Darszon et 

al.,  2007; Parodi, 2013）。蜜蜂生殖是交尾後，精子進入蜂后儲精囊，可維持 2 年以

上活性（Al-Lawati et al.,  2009）。蜜蜂受精卵發育雌性工蜂或蜂后，未受精卵則發育

為雄蜂（Ratnieks and Keller, 1998）。Gül 等人（2017）發現蜂后儲精囊儲存精子濃

度低時會增加未受精卵生產（Gül et al.,  2017）。本研究發現稀釋液 D 及 E 短時間保

存（24 小時）的蜜蜂精子活動力優於其他保存配方，但配方對精子進入儲精囊的影

響仍需進一步研究。 

哺乳動物研究利用 DMSO 與甘油冷凍保存精子，避免細胞內水分子因低溫凝

成冰晶造成冷凍傷害（Hall et al.,  2017; Villaverde et al.,  2013），亦有研究指出牛血清

蛋白（Bovine serum albumin, BSA）可提高精子冷凍保存確效（Ugur et al.,  2019）。

Hokins and Herr（2010）及 Taylor 等人（2009）發現以 DMSO 冷凍蜜蜂精子比使用

甘油冷凍存活率高約 20~30%，顯示 DMSO 適合用於冷凍蜜蜂精子（Hokins and Herr, 

2010; Taylor et al.,  2009）。為建立蜜蜂精子長期保存技術，本研究利用不同稀釋液與

不同濃度 DMSO 組合探討蜜蜂精子冷凍保存確效，以 CP5 配方保存蜜蜂精子最佳，

解凍存活率 62.4%，與 Talyor 等人研究結果精子解凍後存活率達 60~65% 結果相似

（Talyor et al.,  2009），增加 DMSO 濃度未能提高蜜蜂精子解凍後存活率的結果，與

Hokins and Herr（2010）研究結果相似（Hokins and Herr, 2010）。研究指出，調整冷

凍流程減少細胞內冰晶形成，以及調整冷凍液配方減少細胞內自由基氧化傷害，能

提升精子冷凍保存確效（Ugur et al.,  2019）。本研究蜜蜂精子在冷凍及解凍過程損失

約 40% 精子活性，未來應進一步研究蜜蜂精子冷凍流程，或研究冷凍液配方以提高

蜜蜂精子解凍後存活率。

結　　論

本研究顯示稀釋液 E 對蜜蜂精子具良好保存性，適合保存溫度範圍在 10~20℃

間，提供蜜蜂精子短期保存與運送之條件。另本研究篩選之精子冷凍液，能維持蜜

蜂精子液態氮保存 7 天後 62.4% 活性，可作為臺灣發展蜜蜂精子長期保存與人工授

精之研究基礎。
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Study on the preservation quality of honey bee 
(Apis mellifera) sperm
Pen-Han Chen*, Zih-Hao Huang
Miaoli District Agricultural Research and Extension Station, Council of Agriculture, Executive Yuan

ABSTRACT

Honey bee (Apis mellifera) is not only contributing major bee products profit in 
Taiwan apiculture but also the main pollinator in agriculture. The reproduction of honey 
bee is carried out by polyandry and mating in flying. It is increasing the risk of inbreeding 
in the same apiary cause from the patrilineal donor coming from in the same colony. It has 
to increase honey bee breeding efficiency by using artificial insemination. The key point 
of developing artificial insemination is preservation of sperm. In this study, we evaluated 
effects of diluents and temperatures on preserving sperm of drones. Our results show that 
is suitable for preservation of honey bee sperm in vitro at 10 ℃ to 20 ℃.  Moreover, we 
carried out the selection of diluents by assessing the viability of sperm after preservation 
for 72 hours. It is suggested that diluent E should be the most suitable to preserve sperm 
of honey bees. The motility of sperm was assessed visually. The motility of sperm 
suspended in diluents D and E was significantly higher than that of sperm suspended in 
the other diluents, with indices of motility was assessed as 2.37-3.49. As assessments of 
sperm viability and motility, three diluents were selected for cryopreservation experiments 
in combination with dimethyl sulfoxide (DMSO). The highest viability of sperm after 
thawing was 62.4±5.6%. This study will be contributed the development of artificial 
insemination technique for honey bee breeding in Taiwan apiculture.

Keywords: Apis mellifera,  sperm preservation, sperm vitality, artificial insemination, 
sperm diluent
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