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摘要：利用人工蜂巢收集白斑切叶蜂（Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ ｓｔｒｕｐｉｇｅｒａ）蜂粮样本，并通过克隆测序方法，比较分析了新余市水北镇（ＸＹＳＢ）、

吉安市戈坪乡（ＪＡＧＰ）、赣州市沙地镇（ＧＺＳＤ）和赣州市齐云山自然保护区（ＧＺＱＹＳ）的 ４ 种不同林地类型的白斑切叶蜂粉源植

物组成及多样性。 共鉴定出粉源植物 ９ 科 １０ 属 １５ 种。 其中黄荆 Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ 和山牡荆 Ｖｉｔｅｘ ｑｕｉｎａｔａ 为优势种。 Ｃｈａｏ１ 指数、

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分析结果表明，４ 个样地粉源植物的丰富度和多样性依次为 ＧＺＱＹＳ＞ＧＺＳＤ＞ＸＹＳＢ＞ＪＡＧＰ。

并且，４ 个样地七月上旬的物种丰富度均明显高于八月中旬。 同一时期的粉源植物种类及多样性存在显著差异，表明不同林地

利用方式对白斑切叶蜂粉源植物多样性的影响非常明显，并随人为干扰程度的增高而降低。 相同样地中 ２ 个不同时期均呈现

出粉源植物多样性随花期变化而降低的趋势，但其主要粉源植物种类没有发生改变，表明该蜂主要粉源植物没有受到花期变化

的影响。 因此，黄荆和山牡荆是白斑切叶蜂的主要粉源植物，对维持白斑切叶蜂种群的稳定具有重要作用。
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近年来，由于气候变化和人为因素的影响，野生蜜蜂面临多种风险，致使传粉者的服务功能在全球许多地

区严重下降［１⁃５］。 鉴于传粉蜜蜂在经济作物授粉和野生植物繁衍方面的重要性，研究人员逐渐重视并尝试保

护这些野生蜜蜂资源［６⁃８］。 粉源植物的多样性和筑巢地点的适应性是影响野生蜜蜂物种多样性最主要的因

素［９⁃１０］。 粉源植物多样性通常使用野外观察的方法，但具有一定的局限性，例如对观察的时间和空间具有敏

感性，并且在野外观察条件下传粉者的种类难以准确鉴别。
孢粉学（Ｐａｌｙｎｏｌｏｇｙ），作为一种基于形态学鉴定花粉种类的方法，促进了植物与传粉者相互作用机制方面

的研究［１１⁃１３］。 但其需要相当的分类学技巧和经验［１４］，并且有些植物类群的花粉因缺乏显著的物种识别特征

而难以区分，如：桔梗科（Ｃａｍｐａｎｕｌａｃｅａｅ）和唇形科（Ｌａｍｉａｃｅａｅ） ［１５⁃１６］。 随着 ＤＮＡ 条形码的发展，研究人员开

始利用该方法来识别蜜蜂蜂粮中含有的植物种类［１４， １７⁃１９］。 Ｈａｗｋｉｎｓ 等［２０］指出，与孢粉学相比，ＤＮＡ 条形码可

以更精确更迅速地鉴定出蜂粮中的物种组成，且不需要深厚的分类学研究基础。
白斑切叶蜂（Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ ｓｔｒｕｐｉｇｅｒａ）广泛分布于中国南方地区，是野生植物及农林作物的重要传粉昆虫之

一［２１］。 该蜂在江西地区 １ 年 ２ 代，可在芦苇管制作的人工巢箱内进行筑巢，并在其内制作蜂粮来繁育后代［２２］。
本研究使用芦苇管制作的人工巢管收集白斑切叶蜂，通过分子克隆并结合 ＤＮＡ 条形码技术鉴别蜂粮中的物种

组成，以揭示不同样地白斑切叶蜂粉源植物种类及多样性，为该蜂的保护和可持续利用提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究样地概况

本研究在江西省选择 ４ 种不同地貌类型的林地（图 １）。 其中，新余市水北镇（ＸＹＳＢ）和吉安市戈坪乡

（ＪＡＧＰ）地处中亚热带地区，年均温度 １９．１℃，这两个样地均为山地丘陵，森林植被类型以杉木（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ
ｌａｎｃｅｏｌａｔａ）、湿地松（Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ）和油茶（Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ）等人工林为主。 赣州市沙地镇（ＧＺＳＤ），地属低海

拔丘陵，年平均气温为 １９．１℃至 ２０．４℃；该样地以马尾松（Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ）为主，林下杂灌密集并零星种植

部分幼龄油茶。 赣州市齐云山自然保护区（ＧＺＱＹＳ），位于赣州市崇义县西北边缘地带，地处罗霄山脉的南

端，年平均气温 １７℃，属湿润型季风气候带，常年温暖湿润，雨量充沛；植被类型以常绿阔叶林为主，部分针叶

树种为辅的混交林。
１．２　 样品采集及 ＤＮＡ 提取

根据白斑切叶蜂 ２ 个世代的主要发生时期（７ 月上旬和 ８ 月中旬），野外收集该蜂的筑巢巢管，并带回实

验室解剖，置于－３０℃下保存备用（图 １）。 同时，对 ４ 个样地每个巢箱周围 ２ ｋｍ 为半径范围内［２３］的所有开花

植物进行采集，共收集到开花植物 ８１ 种，用于建立专用的植物 ＤＮＡ 参考数据库（相关 ＤＮＡ 序列已上传至

ＮＣＢＩ 数据库）。
蜂粮 ＤＮＡ 提取前先将每个样地单个时期采集的蜂粮混合成一个样本，共得到 ８ 份含有花粉混合物的样

本。 将每份样本加入液氮，研磨时充分混匀，取 １００ ｍｇ 用于 ＤＮＡ 的提取。 植物 ＤＮＡ 提取使用新鲜叶片 １００
ｍｇ 经液氮研磨后用于 ＤＮＡ 的提取。 实验具体步骤参照 ＱＩＡＧＥＮ 公司 ＤＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 中的使用手册。

３２１２　 ６ 期 　 　 　 何波　 等：基于 ＤＮＡ 条形码的白斑切叶蜂粉源植物种类及多样性分析 　
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图 １　 研究地点分布及样品收集

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１．３　 ＰＣＲ 扩增和测序

开花植物和蜂粮分别进行 ｒｂｃＬ、 ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 和 ＩＴＳ２ 基因序列的扩增。 ｒｂｃＬ 扩增引物为： ｒｂｃＬａ ＿Ｆｏｒ （５′⁃
ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＡＧＣ⁃３′）和 ｒｂｃＬａ＿Ｒｅｖ（５′⁃ＧＴＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＲＣＧ⁃ ３′）；ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 扩增引

物为：ｐｓｂＡ３（５′⁃ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ⁃３′）和 ｔｒｎＨ０５（５′⁃ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ⁃３′）；ＩＴＳ２ 扩增

引物为：ＩＴＳ２＿Ｓ２Ｆ（５′⁃ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ⁃ ３′）和 ＩＴＳ２＿Ｓ３Ｒ（５′⁃ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ⁃ ３′）。 ＰＣＲ
反应体系（２５ μＬ）：上下游引物各 １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ＤＮＡ 模板 １ μＬ（５０—１００ ｎｇ），ｄｄＨ２Ｏ １２．７５ μＬ，ｄＮＴＰ ４ μＬ，
１０×ＬＡ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２．５ μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２．５ μＬ，ＴａＫａＲａ ＬＡ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ）０．２５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４℃
预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，５２℃退火 ４５ ｓ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；最后 ７２℃延伸 ４ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％
琼脂糖凝胶电泳检测，扩增产物送北京中科希林生物有限公司进行纯化、克隆及测序。 其中，植物叶片扩增产物

直接测序，蜂粮扩增产物经克隆后，每个样本随机挑选 １００ 个单克隆用于测序。
１．４　 数据分析

序列分析用软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ ２．１［２４］进行多重序列比对，由 Ｍｏｔｈｕｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ｖ．１．３０［２５］软件在 ９９ ％相似度下进

行可操作分类单元（ＯＴＵ）聚类，随后将 ＯＴＵ 的代表序列与已建立的 ＤＮＡ 条形码数据库进行比对和分类。 最

后，统计蜂粮中各样本在各个分类水平上的植物群落组成及丰度。
数据处理使用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行统计分析，利用 ＳＰＳＳ １６．０ 软件进行单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。

运用 Ｒ 软件的 ｓｐａａ 包和 ｖａｇａｎ 包计算 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；Ｍｏｔｈｕｒ 软件计算 Ｃｈａｏ１ 指数。 统

计图由 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和 Ｒ 软件绘制。

２　 结果

２．１　 序列拼接与组装

　 　 白斑切叶蜂在 ４ 个样地的 ２ 个主要发生时期共采集到 ２９ 个筑巢的巢管，解剖后共获得 １２４ 个含有蜂粮

的虫室。 从蜂粮的 ｒｂｃＬ、ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 和 ＩＴＳ２ 基因测序中获得优质序列共 ２４００ 条。 在 ９９％相似度下将其聚类为

４２１２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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用于物种分类的 ＯＴＵｓ 共 １２０ 个（表 １）。

表 １　 白斑切叶蜂蜂粮样品和测序的基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｅｅ ｂｒｅａｄ ｏｆ Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ ｓｔｒｕｐｉｇｅｒａ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

地点
Ｓｉｔｅ

时期
Ｔｉｍｅ

巢管数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｅｓｔｉｎｇ ｔｕｂｅ

虫室数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｃｅｌｌ

有效序
列数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｖａｌｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＯＴＵｓ 数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ＯＴＵｓ

不同分类阶元的归类数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＸＹＳＢ ７ 月上旬 ３ ９ ３００ １５ ３ ４ ５

ＸＹＳＢ ８ 月中旬 ４ １１ ３００ １５ ２ ２ ３

ＪＡＧＰ ７ 月上旬 ５ １９ ３００ ２４ ４ ５ ５

ＪＡＧＰ ８ 月中旬 ３ ２１ ３００ ３０ ２ ２ ２

ＧＺＳＤ ７ 月上旬 ４ １３ ３００ ９ ６ ６ ８

ＧＺＳＤ ８ 月中旬 ３ １１ ３００ ６ ２ ２ ３

ＧＺＱＹＳ ７ 月上旬 ４ ２２ ３００ ９ ７ ７ １０

ＧＺＱＹＳ ８ 月中旬 ３ １８ ３００ １２ ３ ３ ４

总数 Ｔｏｔａｌ ２９ １２４ ２４００ １２０ ９ １０ １５

　 　 ＯＴＵ：操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ；ＸＹＳＢ：新余市水北镇；ＪＡＧＰ：吉安市戈坪乡；ＧＺＳＤ：赣州市沙地镇；ＧＺＱＹＳ：赣州市齐云山自然

保护区

２．２　 粉源植物 ＤＮＡ 条形码鉴定

白斑切叶蜂蜂粮的 ＯＴＵ 代表序列与专用的数据库比对结果表明：ｒｂｃＬ 序列比对后通常会出现多个一致

性高于 ９９％的物种，而无法准确鉴定到种。 例如，金毛耳草 （Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ） 和攀茎耳草 （Ｈｅｄｙｏｔｉｓ
ｓｃａｎｄｅｎｓ）序列的一致性为 １００％。 相反，ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 和 ＩＴＳ２ 序列虽然也有少数物种未被鉴定到种，但其鉴定成

功率比 ｒｂｃｌ 更高。 ３ 个基因序列的鉴定准确率为 ＩＴＳ２＞ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ＞ｒｂｃＬ。 然而，使用 ｒｂｃＬ、ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 和 ＩＴＳ２ 序

列综合分析，本实验中涉及到的 ＯＴＵｓ 代表序列均能与参考数据库中的开花植物物种序列相对应，物种划分

准确率为 １００％，结果见表 ２。

表 ２　 ＯＴＵｓ代表序列与参考数据库的比对结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＯＴＵｓ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ

鉴定植物种类
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｌａｎｔｓ

ｒｂｃＬ ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ ＩＴＳ２

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

儿茶 Ａｃａｃｉａ ｃａｔｅｃｈｕ Ａ． ｃａｔｅｃｈｕ １００ Ａ． ｃａｔｅｃｈｕ １００ Ａ． ｃａｔｅｃｈｕ １００

金合欢 Ａｃａｃｉａ ｆａｒｎｅｓｉａｎａ Ａ． ｆａｒｎｅｓｉａｎａ １００ Ａ． ｆａｒｎｅｓｉａｎａ １００ Ａ． ｆａｒｎｅｓｉａｎａ １００

藤金合欢 Ａｃａｃｉａ ｓｉｎｕａｔａ Ａ． ｓｉｎｕａｔａ １００ Ａ． ｓｉｎｕａｔａ １００ Ａ． ｓｉｎｕａｔａ １００

藿香蓟 Ａｇｅｒａｔｕｍ ｃｏｎｙｚｏｉｄｅｓ Ａ． ｃｏｎｙｚｏｉｄｅｓ １００ Ａ． ｃｏｎｙｚｏｉｄｅｓ １００ Ａ． ｃｏｎｙｚｏｉｄｅｓ １００

白花鬼针草 Ｂｉｄｅｎｓ ａｌｂａ ｖａｒ． ｒａｄｉａｔａ Ｂ． ａｌｂａ ｖａｒ． ｒａｄｉａｔａ １００ Ｂ． ａｌｂａ ｖａｒ． ｒａｄｉａｔａ １００ Ｂ． ａｌｂａ ｖａｒ． ｒａｄｉａｔａ １００

Ｂ． ｐｉｌｏｓａ ９９．８ Ｂ． ｐｉｌｏｓａ ９９．４

醉鱼草 Ｂｕｄｄｌｅｊａ ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ Ｂ． ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ １００ Ｂ． ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ １００ Ｂ． ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ １００

清远耳草 Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ａｓｓｉｍｉｌｉｓ Ｈ． ａｓｓｉｍｉｌｉｓ １００ Ｈ． ａｓｓｉｍｉｌｉｓ １００ Ｈ． ａｓｓｉｍｉｌｉｓ １００

Ｈ． ｍｅｌｌｉｉ ９９．８ Ｈ． ｍｅｌｌｉｉ ９９．１

金毛耳草 Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ Ｈ． ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ １００ Ｈ． ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ １００ Ｈ． ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ １００

Ｈ． ｓｃａｎｄｅｎｓ １００

Ｈ． ｈｅｄｙｏｔｉｄｅａ ９９．８

地耳草 Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ Ｈ． ｊａｐｏｎｉｃｕｍ １００ Ｈ． ｊａｐｏｎｉｃｕｍ １００ Ｈ． ｊａｐｏｎｉｃｕｍ １００

忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｌ． ｊａｐｏｎｉｃａ １００ Ｌ． ｊａｐｏｎｉｃａ １００ Ｌ． ｊａｐｏｎｉｃａ １００

蓝花鼠尾草 Ｓａｌｖｉａ ｆａｒｉｎａｃｅａ Ｓ． ｆａｒｉｎａｃｅａ １００ Ｓ． ｆａｒｉｎａｃｅａ １００ Ｓ． ｆａｒｉｎａｃｅａ １００
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续表

鉴定植物种类
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｌａｎｔｓ

ｒｂｃＬ ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ ＩＴＳ２

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

匹配物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｔｃｈｅｄ

一致性 ／ ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

佛光草 Ｓａｌｖｉａ ｓｕｂｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ Ｓ． ｓｕｂｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ １００ Ｓ． ｓｕｂｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ １００ Ｓ． ｓｕｂｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ １００

黄花稔 Ｓｉｄａ ａｃｕｔａ Ｓ． ａｃｕｔａ １００ Ｓ． ａｃｕｔａ １００ Ｓ． ａｃｕｔａ １００

Ｓ． ｒｈｏｍｂｉｆｏｌｉａ ９９．８

黄荆 Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ Ｖ． ｎｅｇｕｎｄｏ １００ Ｖ． ｎｅｇｕｎｄｏ １００ Ｖ． ｎｅｇｕｎｄｏ １００

Ｖ． ｑｕｉｎａｔａ ９９．４

山牡荆 Ｖｉｔｅｘ ｑｕｉｎａｔａ Ｖ． ｑｕｉｎａｔａ １００ Ｖ． ｑｕｉｎａｔａ １００ Ｖ． ｑｕｉｎａｔａ １００

Ｖ． ｎｅｇｕｎｄｏ ９９．４

　 　 ｒｂｃＬ：编码核酮糖⁃ １，５－二磷酸羧化 ／ 加氧酶的大亚基 Ｒｉｂｕｌｏｓｅ⁃１，５－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ／ ｏｘｙｇｅｎａｓ；ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ：ｐｓｂＡ 基因和 ｔｒｎＨ 基因的间隔

区序列 Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｒｎＨ ａｎｄ ｐｓｂＡ ｇｅｎｅ；ＩＴＳ２：内转录间隔区 Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ

２．３　 粉源植物种类及丰度分析

基于 ＯＴＵｓ 的分类结果，对白斑切叶蜂蜂粮样本中粉源植物种类和相对丰度进行了统计分析（表 １）。 在

科级分类阶元上， 共注释到了菊科 （ Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ ）、 忍冬科 （ Ｃａｐｒｉｆｏｌｉａｃｅａｅ ）、 藤黄科 （ Ｇｕｔｔｉｆｅｒａｅ ）、 豆科

（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）、唇形科（Ｌａｂｉａｔａｅ）、马钱科（Ｌｏｇａｎｉａｃｅａｅ）、锦葵科（Ｍａｌｖａｃｅａｅ）、茜草科（Ｒｕｂｉａｃｅａｅ）和马鞭草科

（Ｖｅｒｂｅｎａｃｅａｅ）共 ９ 个科，其中以马鞭草科植物为优势类群。 在属级分类阶元上，共注释到了金合欢属

（Ａｃａｃｉａ）、藿香蓟属 （ Ａｇｅｒａｔｕｍ）、鬼针草属 （ Ｂｉｄｅｎｓ）、醉鱼草属 （ Ｂｕｄｄｌｅｊａ）、耳草属 （Ｈｅｄｙｏｔｉｓ）、金丝桃属

（Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ）、忍冬属（Ｌｏｎｉｃｅｒａ）、鼠尾草属（Ｓａｌｖｉａ）、黄花稔属（Ｓｉｄａ）和黄荆属（Ｖｉｔｅｘ）共 １０ 个属，其中以黄荆

属植物为优势类群。 在种级分类阶元上，共注释到了儿茶（Ａｃａｃｉａ ｃａｔｅｃｈｕ）、金合欢（Ａｃａｃｉａ ｆａｒｎｅｓｉａｎａ）、藤金合

欢（Ａｃａｃｉａ ｓｉｎｕａｔａ）、藿香蓟（Ａｇｅｒａｔｕｍ ｃｏｎｙｚｏｉｄｅｓ）、白花鬼针草（Ｂｉｄｅｎｓ ａｌｂａ ｖａｒ． ｒａｄｉａｔａ）、醉鱼草（Ｂｕｄｄｌｅｊａ
ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ）、清远耳草（Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ａｓｓｉｍｉｌｉｓ）、金毛耳草（Ｈ． ｃｈｒｙｓｏｔｒｉｃｈａ）、地耳草（Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ）、忍冬

（Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ）、蓝花鼠尾草（Ｓａｌｖｉａ ｆａｒｉｎａｃｅａ）、佛光草（ Ｓａｌｖｉａ ｓｕｂｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ）、黄花稔（ Ｓｉｄａ ａｃｕｔａ）、黄荆

（Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ）和山牡荆（Ｖｉｔｅｘ ｑｕｉｎａｔａ）共 １５ 个种。 其中以黄荆和山牡荆为优势种，相对丰度分别为 ４９．０８％
和 ３０％。 ４ 个样地粉源植物种类之间有所不同，ＸＹＳＢ 和 ＪＡＧＰ 均注释到 ５ 种植物，优势种均为黄荆（分别为

６９．８％和 ７４％）；ＧＺＳＤ 注释到 ９ 种植物，优势种为山牡荆（５４．３％）；ＧＺＱＹＳ 注释到 １２ 种植物，优势种为山牡荆

（４５．８％）和黄荆（２６．６％）。 ４ 个样地的共有优势种为黄荆（图 ２）。
２．４　 粉源植物多样性分析

本研究选择 Ｃｈａｏｌ、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数对单个样本内植物种类的丰富度和多样性进行分析。
Ｃｈａｏｌ 指数反映样本中群落的丰富度，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数反映样本中群落的多样性，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映样本

中优势种的集中程度。 由表 ３ 可见，在七月上旬，ＧＺＳＤ 和 ＧＺＱＹＳ 的 Ｃｈａｏ１ 指数（分别为 ９．６７±１．１５ 和 １０．２２±
０．１９）均显著高于 ＸＹＳＢ 和 ＪＡＧＰ 的 Ｃｈａｏ１ 指数（均为 ５±０．００）；八月中旬，ＪＡＧＰ 的 Ｃｈａｏ１ 指数最低（为 ２±
０．００），ＸＹＳＢ 和 ＧＺＳＤ 的 Ｃｈａｏ１ 指数相同（为 ３±０．００），ＧＺＱＹＳ 最高（为 ４±０．００），表明 ＧＺＱＹＳ 具有最高的物

种丰富度。 ＧＺＳＤ 和 ＧＺＱＹＳ 在七月上旬的 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数（分别为 ２．１４±０．１７ 和 ２．４１±０．１８）均显著高于

ＸＹＳＢ 和 ＪＡＧＰ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数（分别为 １．５５±０．０２ 和 １．５３±０．０６）；八月中旬，ＧＺＱＹＳ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ
指数（１．６６±０．０５）显著高于 ＸＹＳＢ、ＪＡＧＰ 和 ＧＺＳＤ（分别为 ０．９１±０．１５、０．６２±０．２５ 和 ０．９５±０．２５），表明 ＧＺＱＹＳ 的

物种多样性最高。 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数统计结果与 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数统计的总体趋势成反比，表明 ＧＺＱＹＳ 优势种

的集中程度要高于 ＸＹＳＢ、ＪＡＧＰ 和 ＧＺＳＤ。 Ｃｈｏａｌ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数越大，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数越小，说明样

本中的物种丰富度和多样性越高。 因此，ＧＺＱＹＳ 粉源植物的丰富度和多样性最高，其次是 ＧＺＳＤ，较低为

ＸＹＳＢ，最低的是 ＪＡＧＰ。 并且，４ 个样地七月上旬的物种丰富度均明显要高于八月中旬。

６２１２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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图 ２　 不同样地白斑切叶蜂粉源植物组成及相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ ｓｔｒｕｐｉｇｅｒａ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｐｌｏｔｓ

表 ３　 白斑切叶蜂粉源植物的多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｍｅｇａｃｈｉｌｅ ｓｔｒｕｐｉｇｅｒａ

样地
Ｓａｍｐｌｅ
ｐｌｏｔｓ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

７ 月上旬
Ｅａｒｌｙ Ｊｕｌｙ

８ 月中旬
Ａｕｇ⁃Ｍｉｄ

７ 月上旬
Ｅａｒｌｙ Ｊｕｌｙ

８ 月中旬
Ａｕｇ⁃Ｍｉｄ

７ 月上旬
Ｅａｒｌｙ Ｊｕｌｙ

８ 月中旬
Ａｕｇ⁃Ｍｉｄ

ＸＹＳＢ ５．００±０．００ａ ３±０．００ａ １．５５±０．０２ａ ０．９１±０．１５ａ ０．４４±０．０１ａ ０．６６±０．０７ａ

ＪＡＧＰ ５．００±０．００ａ ２±０．００ａ １．５４±０．０６ａ ０．６２±０．２５ａ ０．４７±０．０２ａ ０．７３±０．１４ａ

ＧＺＳＤ ９．６７±１．１５ｂ ３±０．００ａ ２．１４±０．１７ｂ ０．９５±０．２５ａ ０．３０±０．０５ｂ ０．６４±０．１２ａ

ＧＺＱＹＳ １０．２２±０．１９ｂ ４±０．００ａ ２．４１±０．１８ｃ １．６６±０．０５ｂ ０．２７±０．０４ｂ ０．３７±０．０３ｂ

　 　 表中数据为平均值±标准差；同列数据后相同的小写字母表示样本间差异不显著（Ｐ ＞ ０．０５）

３　 讨论

ＤＮＡ 条形码能更精确更迅速的鉴定出蜂粮中的物种组成，且不需要深厚的分类学研究基础［１７，２０］。 本研

究运用该方法能有效鉴定出白斑切叶蜂蜂粮的植物群落组成。 然而，不同基因序列的物种鉴定准确性差异较

大。 Ｂｒｕｎｉ 等［１４］认为 ｒｂｃＬ 序列在蜂粮物种鉴定中的能力有限，而 ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 是鉴定准确性相对较高的序列。
Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ 等［２６］认为 ＩＴＳ２ 序列在种内和种间变异大，物种正确鉴定率高，具有较高的通用性。 本研究，ｒｂｃＬ、
ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ 和 ＩＴＳ２ 在单独进行物种鉴定时，部分物种不能准确鉴定到种。 而采用 ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ２ 组合作

为蜜蜂蜂粮的标准 ＤＮＡ 条形码，能准确的鉴定蜜蜂蜂粮中植物物种的组成。
本研究使用了克隆测序的方法来获取样本序列，共注释到粉源植物 １５ 种，隶属于 ９ 科，１０ 属。 然而，白

斑切叶蜂不同样地之间的粉源植物丰富度具有一定的差异，尤其是七月上旬 ＧＺＳＤ 和 ＧＺＱＹＳ 两个样地具有

显著高的物种丰富度。 从 Ｃｈａｏ１ 指数分析中可以看出，ＧＺＳＤ 和 ＧＺＱＹＳ 样地中估算的物种数分别为 ９．６７±
１．１５和 １０．２２±０．１９，而本研究实际观察到的物种数分别只有 ８ 和 １０ 种。 ４ 个样地不同时期的物种丰富度表

明，物种注释数量的准确性随着物种丰富度的增加而降低，一些样本的实际物种数可能会被低估。 另外，本研

究并没有鉴定到何波等［２２］之前在野外观察到的该蜂其他两种访花植物（红根草 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ 和二歧蓼

Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｄｉｃｈｏｔｏｍｕｍ）。 因此，我们认为挑取 １００ 个单克隆还不足以完全反应出样本的实际物种数量，但这

７２１２　 ６ 期 　 　 　 何波　 等：基于 ＤＮＡ 条形码的白斑切叶蜂粉源植物种类及多样性分析 　
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对其主要 ＯＴＵｓ 的丰富度和多样性影响不大。 而高通量测序技术作为一种主流的研究方法，可更全面提高白

斑切叶蜂粉源植物相对丰度的鉴定准确率。
传粉服务功能对生态系统的维持和稳定至关重要，而土地利用方式改变所引起的植物多样性丧失已成为

传粉者多样性丧失的主要驱动力之一［２７⁃２８］。 蜜蜂作为传粉昆虫的重要组成部分，与植物多样性之间存在显

著正相关关系［２９⁃３２］。 本研究发现不同林地利用方式对白斑切叶蜂粉源植物多样性的影响非常明显。 ＸＹＳＢ
和 ＪＡＧＰ 由于人为集约管理程度较高，人为干扰严重，导致粉源植物丰富度和多样性较低；ＧＺＳＤ 由于林区无

人管理，林内杂灌木较多，使粉源植物的丰富度和多样性较高；而 ＧＺＱＹＳ 地处保护区内，人为干扰程度最低，
粉源植物组成最为丰富。 由此表明，土地利用方式是影响白斑切叶蜂粉源植物多样性的主要因素，这可能与

人为干扰程度有关。
Ｒｅｑｕｉｅｒ 等［３３］研究发现：受当地植物生物多样性和季节性花期变化的影响，蜜蜂在不同时期或不同世代

访花差异性显著。 本研究通过对四种不同类型生境下白斑切叶蜂粉源植物组成进行分析，均显示 ２ 种黄荆属

植物在该蜂蜂粮中的植物组成中占主导地位，其他植物数量较少。 随着花期的变化和世代的交替，该蜂访花

植物的种类呈降低的趋势。 但是，四个样地不同时期的访花植物种类又存在一定的交叉，且其主要访花植物

都为黄荆属植物，即该蜂主要粉源植物种类没有受到花期变化的影响。 因此，我们认为黄荆和山牡荆是白斑

切叶蜂主要的粉源植物，对维持白斑切叶蜂种群的稳定具有重要作用。
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