
第 ４２ 卷第 １１ 期

２０２２ 年 ６ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．４２，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．，２０２２

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：科技部科技基础资源调查专项（２０１８ＦＹ１００４０５）；国家自然科学基金（３１９７０４８４）；重庆市科技兴林项目（渝林科研 ２０２０⁃５）

收稿日期：２０２１⁃０８⁃１０； 　 　 采用日期：２０２１⁃１１⁃０１

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２０１７００５４＠ ｃｑｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０２１０８１０２２０４

张可，王林玲，党晓群，李旭东，李月，陆欢欢，牛泽清，袁峰，朱朝东，黄敦元．基于 ＤＮＡ 宏条形码技术的蓝彩带蜂粉源植物多样性研究．生态学报，
２０２２，４２（１１）：４５０４⁃４５１４．
Ｚｈａｎｇ Ｋ， Ｗａｎｇ Ｌ Ｌ， Ｄａｎｇ Ｘ Ｑ， Ｌｉ Ｘ Ｄ， Ｌｉ Ｙ， Ｌｕ Ｈ Ｈ， Ｎｉｕ Ｚ Ｑ， Ｙｕａｎ Ｆ， Ｚｈｕ Ｃ Ｄ， Ｈｕａｎｇ Ｄ Ｙ．Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ
ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ （Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ： Ｈａｌｉｃｔｉｄａｅ） ｕｓｉｎｇ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０２２，４２（１１）：４５０４⁃４５１４．

基于 ＤＮＡ 宏条形码技术的蓝彩带蜂粉源植物多样性
研究
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１ 重庆师范大学生命科学学院媒介昆虫重点实验室， 重庆　 ４０１３３１

２ 中国科学院动物研究所动物进化与系统学院重点实验室， 北京　 １００１０１

摘要：蓝彩带蜂（Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔｅ Ｓｍｉｔｈ， １８７５）隶属隧蜂科彩带蜂属，是一种典型的广访花性野生蜜蜂，广泛分布于我国东部地

区及日本、韩国、印度、缅甸等国家。 本研究基于我国东部 ９ 个省份 １８ 个不同样地 ２０ 份蓝彩带蜂蜂粮样本，包括安徽省

（ＡＨＧＺ、ＡＨＪＺ）、重庆市（ＣＱＳＭＳ、ＣＱＷＳ）、福建省（ ＦＪＳＭ）、广西省（ＧＸＨＰ、ＧＸＬＺ）、湖南省（ＨＮＨＹ、ＨＮＱＹ）、海南省（ＨＮＬＳ、
ＨＮＷＣ）、江西省（ＪＸＧＸ、ＪＸＪＧ６、ＪＸＪＧ８、ＪＸＱＹ６、ＪＸＱＹ８、ＪＸＹＺ）、山东省（ＳＤＬＬ）、浙江省（ＺＪＣＳ）。 利用 ＤＮＡ 宏条形码研究该蜂粉

源植物的多样性，为全面掌握该蜂的粉源植物及保护策略提供理论依据。 结果表明该蜂粉源植物共涉及 ４７ 科，９９ 属，１２４ 种，
其中黄荆（Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ）是最优势种、其次是罗伞树（Ａｒｄｉｓｉａ ｑｕｉｎｑｕｅｇｏｎａ）和山莓（Ｒｕｂｕｓ ｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓ）。 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析

显示：ＳＤＬＬ 样本的物种丰富度和多样性最高，ＦＪＳＭ 样本的丰富度和多样性最低。 不同样地的粉源植物多样性具有差异，但该

蜂同一样地不同时期的粉源植物多样性及结构无显著差异，主要粉源植物无变化，表明在同一样地该蜂成虫活动期主要粉源植

物的变化不大。
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ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｒｅａ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ａｃｔｉｖｅ ｐｅｒｉｏｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｍｕｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｒｅａ．
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昆虫授粉是一种重要的生态交互作用，不仅涉及超过 ８０％的被子植物繁殖还参与约 ７５％的农作物生产

过程［１—３］。 近年来由于农业扩张、传粉昆虫栖息地的丧失和破碎、杀虫剂和除草剂的使用、微生物病原体感染

等原因，传粉者数量呈大幅降低趋势［４—６］。 膜翅目蜜蜂总科作为生态系统重要的传粉类群，主要依靠植物的

花粉和花蜜作为食物来源，其中花蜜主要提供碳水化合物，花粉主要提供蛋白质和脂质［７］，因此，蜜蜂在特定

植物上采食花粉和花蜜以满足自身营养需求的同时帮助这些植物实现了授粉功能［８—１１］。 研究表明粉源植物

是生态系统中重要的组成部分，是蜜蜂等传粉者赖以生存的物质基础，它们的数量和质量会影响蜜蜂物种多

样性［１２—１３］。
野生蜜蜂与家养蜜蜂是相对而言的，野生蜜蜂具有种类多、分布广、适应性强等特性，诸多研究表明：特定

生态系统中，野生蜜蜂提供的授粉服务功能是家养蜜蜂无法取代的，如在苹果、蓝莓、覆盆子、油茶等经济作物

的授粉中，野生蜜蜂扮演非常重要的角色［１４—１８］。 Ａｎｇｅｌｅｌｌａ［１９］等人对美国中大西洋东岸和弗吉尼亚海滩地区

２１ 个农场的开花植物系统研究表明，家养蜜蜂和野生蜜蜂之间存在粉源植物资源的竞争。 该竞争不仅会抑

制野生蜜蜂的数量，而且会降低植物的座果率和结实率。 尤其在开花植物资源有限的情况下，这会增加家养

蜜蜂和野生传粉者之间的生态位重叠，并加剧对野生传粉者种群的负面影响。
野生蜜蜂类群是野生植物和农作物的重要传粉昆虫，如壁蜂属多数物种因具有易管理、低成本和高传粉

效率等特点，所以常作为人工放养野生蜜蜂被广泛应用于苹果、樱桃、梨等果树的授粉［２０］；大分舌蜂（Ｃｏｌｌｅｔｅｓ
ｇｉｇａｓ）和油茶地蜂（Ａｎｄｒｅｎａ ｃａｍｅｌｌｉａ）等野生蜜蜂是湖南、江西等南方地区油茶优势传粉昆虫［２１］；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，它的主要粉源

植物为黄荆和山牡荆，这对维持白斑切叶蜂种群的稳定具有重要作用［２２］。 野生蜜蜂的大部分服务和益处与

食物、药物和授粉等有关［２３］，但到目前为止对野生蜜蜂的研究多为形态学、线粒体基因、生活方式等方面，对
粉源植物研究甚少，而野生蜜蜂群落的丰富度和多样性与授粉有关［２４］，因此，了解野生蜜蜂的主要粉源植物

的种类组成及其分布情况对促进它们的种群繁衍有着重要意义。
ＤＮＡ 宏条形码技术是利用高通量测序手段快速获取混合样本中所有物种的混合条形码扩增序列，并通

过生物信息学分析手段来鉴定混合样本中物种组成及相对丰度的方法［２５—２６］。 目前，该方法在植物研究方面

常用的序列有：核基因 ＩＴＳ ／ ＩＴＳ２ 片段、叶绿体基因 ＭａｔＫ、ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、ｔｒｎＬ 等以及不同序列组合［２７］。 相比

传统的蜂蜜孢粉学（Ｍｅｌｉｓｓｏｐａｌｙｎｏｌｏｇｙ），ＤＮＡ 宏条形码技术在花粉鉴定方面具有鉴定速度快、分类分辨率高等

优势［２７—２９］。 Ｊｏｎｅｓ［３０］等人使用 ＤＮＡ 宏条形码技术鉴定来自英格兰和威尔士 ４４１ 个意大利蜜蜂蜂蜜样本中的

植物类群，将 ２０１７ 年与 １９５２ 年（蜂蜜孢粉学）的样本植物类群进行比较，推断出蜜蜂主要觅食植物的变化是

由植物在景观中的可用性变化所驱动的，同时也证明了 ＤＮＡ 宏条形码技术相比显微鉴定技术具有更高的植

物分类分辨率。
蓝彩带蜂（Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ Ｓｍｉｔｈ）属隧蜂科（Ｈａｌｉｃｔｉｄａｅ）彩带蜂属（Ｎｏｍｉａ），广泛分布于安徽、山东、江

西、福建、广西等我国东部地区，以及日本、韩国、印度、缅甸等国家［３１—３２］。 该蜂是一种典型的广访花性

（Ｐｏｌｙｌｅｃｔｉｃ）野生蜜蜂，主要在腐木及土中筑巢，巢室为一到多丛［３３］。 本研究基于蓝彩带蜂在国内的主要分布

区，在我国东部 １８ 个不同样地该蜂巢穴中获取 ２０ 份蓝彩带蜂蜂粮样本，利用 ＤＮＡ 宏条形码技术研究该蜂粉

５０５４　 １１ 期 　 　 　 张可　 等：基于 ＤＮＡ 宏条形码技术的蓝彩带蜂粉源植物多样性研究 　
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源植物的多样性，为全面掌握该蜂的粉源植物及保护策略提供理论依据。

１　 材料和方法

１．１　 样品采集

根据蓝彩带蜂成虫活动期，于 ２０２０ 年 ６ 月至 ８ 月在我国东部地区 ９ 个省份共采集 １８ 个样地 ２０ 份蓝彩

带蜂的蜂粮样品（在江西省吉安市的井冈山市和青原区分别于 ６ 月和 ８ 月进行 １ 次样品采集） （表 １，附图

１）。 由于蓝彩带蜂的独栖性，因此同一样地的蓝彩带蜂蜂粮采取混合多个巢穴内蜂粮样本至 １—２ｇ，置于

２ｍＬ 无菌离心管内密封保存，每个样品为 ３ 个重复，所有样品带回实验室后－２０℃留存并用于后续实验。

表 １　 蓝彩带蜂蜂粮样本采集信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｅ ｂｒｅａｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

经纬度 Ｌａｔｉｔｕｄｅ ａｎｄ Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

Ｎ° Ｅ°
海拔高度 ／ ｍ
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

采集日期
Ｄａｔｅ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＡＨＧＺ 安徽省蚌埠市固镇县 ３３．２５ １１７．３７ ４７．５ ２０２０．８．６
ＡＨＪＺ 安徽省六安市金寨县 ３１．３６ １１５．５６ １８９．４１ ２０２０．８．４
ＣＱＳＭＳ 重庆市四面山自然保护区 ２８．５８ １０６．３７ １１３３．７４ ２０２０．８．３０
ＣＱＷＳ 重庆市巫山县当阳乡 ３１．４０ １０９．９８ ７７４．０５ ２０２０．８．２９
ＦＪＳＭ 福建省三明市胡访镇 ２６．１８ １１７．２３ ４１３．９４ ２０２０．８．２３
ＧＸＨＰ 广西省北海市合浦县闸口镇 ２１．７１ １０９．４９ －１１．２４ ２０２０．７．２５
ＧＸＬＺ 广西省柳州市雒容镇 ２４．３８ １０９．６８ １００．６７ ２０２０．７．２４
ＨＮＣＳ 湖南省长沙市跳马镇 ２８．２５ １１３．１７ ４１．２７ ２０２０．８．２４
ＨＮＨＹ 湖南省衡阳市衡阳县 ２６．９８ １１２．４３ ８３．２４ ２０２０．８．１９
ＨＮＬＳ 海南省陵水黎族自治县 １８．４０ １０９．９９ －５．６６ ２０２０．７．２７
ＨＮＱＹ 湖南省永州市祁阳县 ２６．３９ １１１．８５ ９３．５２ ２０２０．７．２２
ＨＮＷＣ 海南省文昌市龙楼镇 １９．６８ １１１．０１ －０．６６ ２０２０．７．２６
ＪＸＧＸ 江西省赣州市赣县区 ２５．９９ １１４．８３ １５８．０２ ２０２０．８．１１
ＪＸＪＧ６ 江西省吉安市井冈山市 ２６．４７ １１４．２１ ３６５．７３ ２０２０．６．２５
ＪＸＪＧ８ 江西省吉安市井冈山市 ２６．４７ １１４．２１ ３６５．７３ ２０２０．８．１３
ＪＸＱＹ６ 江西省吉安市青原区 ２７．０７ １１５．１０ １１６．２５ ２０２０．６．２６
ＪＸＱＹ８ 江西省吉安市青原区 ２７．０７ １１５．１０ １１６．２５ ２０２０．８．１４
ＪＸＹＺ 江西省宜春市袁州区 ２７．７６ １１４．２１ １０８．０７ ２０２０．６．２７
ＳＤＬＬ 山东省临沂市兰陵县 ３４．９９ １１８．１２ １４５．００ ２０２０．８．１８
ＺＪＣＳ 浙江省衢州市常山县 ２８．９８ １１８．６４ １０４．９０ ２０２０．８．２５

１．２　 ＤＮＡ 提取

将混合样本加入液氮充分研磨后，使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， ＵＳＡ）按
照试剂盒说明书进行 ＤＮＡ 抽提，利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３　 ＰＣＲ 扩增和测序

对花粉核基因组的 ＩＴＳ２ 区基因序列进行扩增，使用引物 ＩＴＳＳ２Ｆ：５′⁃ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ⁃ ３′；
ＩＴＳ４Ｒ：５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′。 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ，其中：２ μＬ ＤＮＡ 模板（５ ｎｇ ／ μＬ），４ μＬ
ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ （５ ×）， ２． ５ μＬ ｄＮＴＰｓ （ ２． ５ｍｍｏｌ ／ Ｌ），上下游引物各 ０． ８ μＬ （ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ０． ４ μＬ ＦａｓｔＰｆｕ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，添加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９５℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，５５℃ 退火 ３０ｓ，７２℃ 延伸

４５ｓ，共 ２９ 个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ；１２℃保存。 ＰＣＲ 产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测后，使用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙ， ＣＡ， Ｕ．Ｓ．）将其纯化。 纯化后产物送至上海凌恩生物科技

有限公司基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台进行双端测序（２×２５０ ｂｐ）。
１．４　 数据处理

１．４．１　 数据质控与优化

测序原始数据使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ［３４］过滤 ｒｅａｄ 尾部低质量碱基（Ｑ＜２０）；利用 ＦＬＡＳＨ ｖ１．２．１１ ［３５］对短片段

６０５４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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进行拼接（重叠区长度≥１０ｂｐ，重叠区错配率≤０．２），根据引物方向校正拼接序列方向；用 Ｕｓｅａｒｃｈ ｖ１０．０
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／ ｕｐａｒｓｅ ／ ）去除嵌合体［３６］。 最终得到每个样本的有效序列并用于后续类别注释。
１．４．２　 ＯＴＵ 聚类及注释

使用 Ｕｓｅａｒｃｈ ｖ１０．０（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／ ｕｐａｒｓｅ ／ ）软件按照 ９７％相似性对非重复序列（不含单序列）进行可

操作性分类单元（ＯＴＵ）聚类，得到 ＯＴＵ 的代表序列［３６］。 基于 Ｕｎｉｔｅ ｖ８．２ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕｎｉｔｅ．ｕｔ．ｅｅ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）数据

库采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ｖ２．２ 贝叶斯算法（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｄｐ． ｃｍｅ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ）对 ＯＴＵ 代表序列进行物种分类注释分

析［３７］。 由于引物具有通用性，注释为真菌的 ＯＴＵ 序列在本研究中被舍弃，同时删除样本测序中小于 １０ 的序

列物种。
１．４．３　 分析数据

数据处理在 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行统计，运用 Ｒ 软件计算 ＡＣＥ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数，利用 ＳＰＳＳ ２２．０ 进行单

因素方差分析及多重比较，利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１９ｂ 进行柱状图绘制。 基于 ＯＴＵ 利用 Ｒ 软件计算各样本 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ
距离并采用 ｆａｃｔｏｅｘｔｒａ 包进行层次聚类（Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）绘图。 利用 Ｒ 软件 ｖｅｇａｎ 包利用非度量多维尺

度法（ＮＭＤＳ）对聚类进行 Ｂｅｔａ 多样性分析，进一步进行相似性分析（ＡＮＯＳＩＭ）检验组间是否存在显著差异。

２　 结果

２．１　 蓝彩带蜂蜂粮测序数据及物种注释

本研究中共获得 ２ ７２２ ２９４ 条有效序列，平均长度为（３３８．５±５．６） ｂｐ，序列按照 ９７％的相似水平进行聚类

获得 ４９１ 个 ＯＴＵｓ。 采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 贝叶斯算法对 ＯＴＵ 代表序列进行物种分类分析，注释结果为 ４７ 科，
９９ 属，１２４ 种粉源植物（表 ２）。

表 ２　 蓝彩带蜂蜂粮测序基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｏｕｔ ｂｅｅ ｂｒｅａｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

有效序列数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖａｌｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

平均长度
ＡｖｇＬｅｎ ／ ｂｐ

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

科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ 种 Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＡＨＧＺ ４３３４４ ３３７．４ １２ １８ １８
ＡＨＪＺ ５０３２０ ３３６．８ １２ １５ １６
ＣＱＳＭＳ ５３２８６ ３３３．２ ５ ５ ５
ＣＱＷＳ ４５５６５ ３２９．０ １３ １６ １９
ＦＪＳＭ ４４６８１ ３３７．０ ７ １０ １０
ＧＸＨＰ ３８７９７ ３３７．０ １４ １９ ２１
ＧＸＬＺ ５３８０９ ３３７．９ ８ ９ １３
ＨＮＣＳ ４６６８７ ３３７．０ ５ ５ ７
ＨＮＨＹ ４３２０９ ３３７．９ ９ １２ １２
ＨＮＬＳ ４４５２２ ３５６．６ １１ １３ １４
ＨＮＱＹ ３９０９８ ３３６．７ ５ ５ ５
ＨＮＷＣ ４５５８７ ３３８．２ ９ １２ １２
ＪＸＧＸ ４３８０２ ３３１．４ ６ ８ １１
ＪＸＪＧ６ ４３１４９ ３３７．７ ５ ６ ７
ＪＸＪＧ８ ４１０３２ ３４４．３ ７ ８ ８
ＪＸＱＹ６ ４６４０９ ３３６．５ ６ ８ ９
ＪＸＱＹ８ ４７６０４ ３４２．２ ５ ７ ８
ＪＸＹＺ ３５５９５ ３３９．６ ４ ５ ５
ＳＤＬＬ ４９２１４ ３４６．７ ２３ ４２ ４９
ＺＪＣＳ ５０８６７ ３３６．８ １１ １５ １６
总计 Ｔｏｔａｌ ９０６５７７ － ４７ ９９ １２４

２．２　 蓝彩带蜂粉源植物种类及相对丰度

基于 ＩＴＳ 扩增子获得的分类结果，获得蓝彩带蜂蜂粮样本粉源植物共 ４７ 科 ９９ 属 １２４ 种，统计分析粉源

７０５４　 １１ 期 　 　 　 张可　 等：基于 ＤＮＡ 宏条形码技术的蓝彩带蜂粉源植物多样性研究 　
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植物物种组成和相对丰度（图 １）。 在属分类阶元上，粉源植物相对丰度较高的属为牡荆属（Ｖｉｔｅｘ）、紫金牛属

（Ａｒｄｉｓｉａ）、悬钩子属（Ｒｕｂｕｓ）、耳草属（Ｈｅｄｙｏｔｉｓ）、破布叶属（Ｍｉｃｒｏｃｏｓ）、柏拉木属（Ｂｌａｓｔｕｓ）、稻属（Ｏｒｙｚａ）、凤仙

花属（ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ）、银莲花属（Ａｎｅｍｏｎｅ）、珍珠菜属（Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａ）等，所占比例分别为 ４３．４７％、１７．０７％、８．３５％、
５．５０％、５．００％、４． ０３％、２． ８３％、２． ２１％、２． １２％、１． ７３％。 在种分类阶元上，粉源植物主要包括黄荆 （ Ｖｉｔｅｘ
ｎｅｇｕｎｄｏ）、罗伞树（Ａｒｄｉｓｉａ ｑｕｉｎｑｕｅｇｏｎａ）、山莓（Ｒｕｂｕｓ ｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓ）、疏花耳草（Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｍａｔｔｈｅｗｉｉ）、破布叶

（Ｍｉｃｒｏｃｏｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ）、少花柏拉木（Ｂｌａｓｔｕｓ ｐａｕｃｉｆｌｏｒｕｓ）、野生稻（Ｏｒｙｚａ ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ）、野棉花（Ａｎｅｍｏｎｅ ｖｉｔｉｆｏｌｉａ）、
水金凤（ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｎｏｌｉ－ｔａｎｇｅｒｅ）、藜状珍珠菜（Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａ ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｏｉｄｅｓ）等，所占比例分别为 ４３．４６％、１７．０６％、
８．３５％、５．５０％、５．００％、４．０３％、２．８３％、２．１２％、２．０９％、１．５７％。

图 １　 蓝彩带蜂粉源植物在属、种水平的组成及相对丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ

２．３　 蓝彩带蜂粉源植物多样性分析

基于 ＯＴＵ 水平进行 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析，利用 ＡＣＥ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数来反映粉源植物物种丰富度及

多样性。 ＣＱＷＳ 、ＧＸＨＰ、ＳＤＬＬ 的 ＡＣＥ 指数（分别为 ４．６９±０．４０、４．６１±０．５４、４．４４±０．４６）较高，ＦＪＳＭ 的 ＡＣＥ 指

数（２．７２±０．１１）最低（图 ２）。 ＪＸＧＸ、ＳＤＬＬ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（分别为 ３．５２±０．０９、２．３９±０．０７）较高，ＦＪＳＭ 的
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Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（０．３３±０．０２）最低，不同样地间具有显著差异（附表 １，图 ２）。 综上，ＳＤＬＬ 样地的丰富度和多样

性最高，ＦＪＳＭ 样地的丰富度和多样性最低。

图 ２　 蓝彩带蜂粉源植物的 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ

图中数据为平均值±标准差；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数图中未标注显著性差异，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著性差异见附表 １

图 ３　 蓝彩带蜂粉源植物层次聚类图

Ｆｉｇ．３　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕａｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｎ． ｃｈａｌｙｂｅａｔａ

２．４　 蓝彩带蜂粉源植物层次聚类及结构差异

不同样地蓝彩带蜂粉源植物种类及相对丰度不同，
基于此对不同样地蓝彩带蜂粉源植物进行层次聚类分

析，采用 Ｂｒａｙ－ｃｕｒｔｉｓ 距离计算各样本间距离。 当类距

离为 ２７ 时，聚类结果可分为七类（图 ３），其中第一聚类

（Ａ 聚类，下同） 共 １０ 个样地分别为 ＡＨＧＺ、 ＡＨＪＺ、
ＦＪＳＭ、 ＧＸＨＰ、 ＧＸＬＺ、 ＨＮＣＳ、 ＨＮＨＹ、 ＨＮＱＹ、 ＨＮＷＣ、
ＺＪＣＳ；第二聚类（ Ｂ 聚类） 共 ５ 个样地分别为 ＪＸＪＧ６、
ＪＸＪＧ８、ＪＸＱＹ６、ＪＸＱＹ８、ＪＸＹＺ；剩余样地各为一个聚类。
各聚类的优势种都不同，Ａ 聚类优势种是黄荆，Ｂ 聚类

优势种是罗伞树，Ｃ 聚类（ＪＸＧＸ）优势种是疏花耳草，Ｄ
聚类（ＣＱＷＳ）优势种是野棉花，Ｅ 聚类（ＣＱＳＭＳ）优势种

是山莓， Ｆ 聚类 （ ＨＮＬＳ） 优势种是破布叶， Ｇ 聚类

（ＳＤＬＬ）优势种是野生稻。
利用非度量多维尺度法 （ＮＭＤＳ） 对 Ａ 聚类进行

Ｂｅｔａ 多样性分析结果显示十个样地距离都不远，进一步

对 Ａ 聚类的组间距离进行相似性分析，结果显示 Ａ 聚类两两对比不存在显著差异（Ｐ＞０．０５）。 对 Ｂ 聚类进行

Ｂｅｔａ 多样性分析，结果显示 Ｂ 聚类五个样地相聚很近（图 ４），对 Ｂ 聚类的组间距离进行相似性分析，结果显

示 Ｂ 聚类粉源植物结构两两对比不存在显著差异（Ｐ＞０．０５）。 其中相同地点不同时期的 ＪＸＪＧ６ 和 ＪＸＪＧ８ 粉源

植物结构不存在显著差异（Ｒ２ ＝ １，Ｐ ＝ ０．１）；ＪＸＱＹ６ 和 ＪＸＱＹ８ 粉源植物结构也不存在显著差异（Ｒ２ ＝ ０．５９３，
Ｐ＝ ０．１）。 因此在 ６ 月和 ８ 月两个时期蓝彩带蜂的粉源植物结构无显著差异。

３　 讨论

目前 ＤＮＡ 宏条形码作为一种新型鉴定手段在蜂蜜溯源、昆虫⁃植物传粉网络、水生态等研究领域中应用

９０５４　 １１ 期 　 　 　 张可　 等：基于 ＤＮＡ 宏条形码技术的蓝彩带蜂粉源植物多样性研究 　
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图 ４　 利用非度量多维尺度法（ＮＭＤＳ）对蓝彩带蜂粉源植物 Ａ、Ｂ 聚类进行 Ｂｅｔａ 多样性分析

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａ ａｎｄ Ｂ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ

（ＮＭＤＳ） Ｎｏｍｉａ ｃｈａｌｙｂｅａｔａ

广泛［３８—４０］。 对于植物鉴定而言，基于通用引物的可得性、高水平的分类分辨率，生命条形码联盟推荐 ｒｂｃＬ 和

ｍａｔＫ 的质体ＤＮＡ（ｐｔＤＮＡ）基因区作为标准 ＤＮＡ 条形码标记［４１］。 因为它们是植物核心 ＤＮＡ 条形码之一，而
且一些国家对本地植物区系建立了相应的 ｒｂｃＬ ＤＮＡ 条形码参考库，可大大提升对物种的鉴别能力［４２］。 ＩＴＳ２
作为条形码序列是基于通用引物保守区域的可用性、扩增的方便性以及足够的可变性，甚至可以区分密切相

关的物种［４３—４５］。 近年来在植物类群的定性分析方面， Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ［４６］ 等 人 利 用 蜂 蜜 孢 粉 学 和 ＩＴＳ２
ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 对美国俄亥俄州麦迪逊县蜂群采集的花粉进行鉴定，结果显示 ＩＴＳ２ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 鉴定到 １９ 个

植物科，蜂蜜孢粉学仅鉴定到 ８ 个科，ＩＴＳ２ 序列具有更高的灵敏度和分类分辨率，而且对于花粉的定量分析，
使用 ＩＴＳ２ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 和蜂蜜孢粉学共同鉴定优于单独的方法。 本研究虽未利用蜂蜜孢粉学进行对比，但
研究结果与文献记载基本吻合，进一步补充蓝彩带蜂等野生蜜蜂粉源植物 ＤＮＡ 宏条形码技术研究方面的

空白。
本研究在数据处理方面对样本数据进行一个阈值设置：去除每个样本最大计数数小于 １０ 的序列，这是由

于 ＤＮＡ 宏条形码会产生假阳性结果［４７—４８］。 假阳性通常是由于污染、嵌合序列和 ／或生物信息学管道的错误

识别驱动的、缺少条形码空白或样品的稀缺性等原因造成，因此尤其是在濒危物种和入侵物种的监测中，物种

的误判对生态系统的影响是非常严重的［４０］，ＤＮＡ 宏条形码在鉴定物种方面仍需与传统鉴定方法（蜂蜜孢粉

学）相结合才能更精确、快速的鉴定物种。
基于 ＯＴＵ 水平，对不同样地的 ＡＣＥ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数进行分析发现不同地区的 Ａｌｐｈａ 多样性是有差异

的，这可能是因为蓝彩带蜂的栖息地周围粉源植物不同造成物种丰富度和多样性均有一定程度差异。 在山东

省临沂市兰陵县采集的蜂粮显示此地蓝彩带蜂粉源植物的物种丰富度和多样性最高，物种丰富度和多样性最

低的是福建省三明市胡访镇采集的蜂粮。 在江西省吉安市井冈山市和江西省吉安市青原区的两次采集样品

（ＪＸＪＧ６、ＪＸＪＧ８、ＪＸＱＹ６、ＪＸＱＹ８）的 ＡＣＥ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均无差异，Ｂｅｔａ 多样性分析结果也显示距离很近，
且结构两两对比不存在显著差异，因此在 ６ 月和 ８ 月两个时期蓝彩带蜂的粉源植物多样性和结构无显著差

异。 六月这两个样地主要粉源植物罗伞树的相对丰度分别为 ７９．７％和 ７４．９％，而八月相对丰度分别为 ５２．８％
和 ６７．３％，表明该蜂成虫活动期主要粉源植物变化不大，优势粉源植物罗伞树花期约为五月，果期约十一

月［４９］，从六月至八月的主要粉源植物花期过时，蓝彩带蜂逐渐开始利用其他粉源植物。
早期研究者根据中国科学院馆藏各地送检标本的信息总结蓝彩带蜂到访植物主要有：黄荆、草木犀
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（Ｍｅｌｉｌｏｔｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ）、 醉 鱼 草 属 （ Ｂｕｄｄｌｅｊａ ）、 水 柳 （ Ｈｏｍｏｎｏｉａ ｒｉｐａｒｉａ ）、 紫 苜 蓿 （ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ ）、 槐

（Ｓｔｙｐｈｎｏｌｏｂｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ）、益母草（Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）等［３１］。 本研究鉴定到的粉源植物中

黄荆、草木犀、菊科、醉鱼草属、紫苜蓿、槐均有包含；益母草未被检测，但是本研究中检测到与益母草同属的细

叶益母草（Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ）及假鬃尾草（Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｃｈａｉｔｕｒｏｉｄｅｓ），可能是送检标本采集地有益母草物种分布而

没有同属细叶益母草和假鬃尾草的分布，也有可能形态学鉴定有误；水柳在本研究中也未被检测，水柳花期一

般为 ３ 至 ５ 月［５０］，而蓝彩带蜂成虫活动期为 ６ 至 ８ 月［３１］，所以标本采集者在水柳上采集到的只是栖息状态下

的蓝彩带蜂。
Ｂｉｅｓｍｅｉｊｅｒ［５１］等人在英国及荷兰境内的调查表明：蜜蜂和蜜（粉）源植物的多样性呈下降趋势，并对当地

的经济作物和野生物种产生不利影响。 在群落范围内植物⁃传粉者相互作用对维持生物多样性十分重要［５２］，
且粉源植物和传粉昆虫二者间具有密切关联；邓惠等［５３］的研究发现：忍冬属的 ４ 种植物花色发生变化则传粉

者的访花频率随之改变，花变色的特性、范围差异会导致该物种由不同种类的传粉昆虫进行授粉，这是开花植

物与昆虫长期相互适应并共同进化的结果；Ｇｏｕｌｎｉｋ 等［５４］ 对 ２０１７—２０１９ 年关于植物⁃传粉者互作网络等关键

词的文章进行分析发现土地利用集约化可能会导致花色的改变、花蜜管平均深度的降低以及花粉质量的降

低，花的性状可能与传粉者匹配性状的改变有关，传粉者与其传粉植物间有着十分的密切关系。 因此调查研

究蓝彩带蜂的主要粉源植物对于维持生物多样性具有重要作用，为研究野生蜜蜂⁃植物间的相互作用奠定

基础。
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