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摘要 

數量稀少且孤立之族群容易遭逢遺傳隨機事件（stochastic events）以及遺傳漂變

（genetic drift）的負面影響而威脅其生存，故對受脅物種的保育而言，如何執行有

效的遺傳管理是十分重要的研究議題。臺灣狐蝠（Pteropus dasymallus formosus）

為琉球狐蝠五個亞種之一，為瀕臨絕種保育類野生動物，原分布於綠島，因過度獵

捕及棲地破壞曾幾近消失，近幾年在龜山島和花蓮出現穩定的小族群。為進一步釐

清琉球狐蝠各亞種的遺傳多樣性及族群分化的形式，我們以兩套分子標記—粒線體

及微衛星 DNA 進行遺傳分析；另外針對龜山島的族群，以微衛星和性染色體基因

型進行個體和性別辨識，期望能對島上的族群數量和結構有進一步的了解。成對的

島嶼族群間多具有顯著的遺傳分化，其中，粒線體的單倍型呈現跨區域的混合型態，

表示歷史上可能曾出現頻繁的拓殖及播遷事件；而微衛星分析的結果，則呈現「距

離隔離」的分化模式（Isolation by distance），並與地理上深層海峽的存在有顯著

相關性。龜山島族群組成分析的部分，從 109 年度採集的樣本中成功辨識出 36 隻

不同的個體（23 雄、13 雌），未來將持續累積更多的樣本。總結本研究，琉球狐

蝠的近期分布及亞種的遺傳多樣性，很可能受到隔離分化（vicariance）及長期大洋

形成的基因交流屏障所形塑，然而隨著個體於鄰近島嶼間有限度的播遷，遺傳結構

持續處於動態的變化。我們認為長時間隔離之下的島嶼亞群應視為獨立的保育單元，

並執行具體的保育措施以減緩族群的衰減，尤其族群數量小的亞種更須嚴密監測族

群的變動；而晚近才形成的龜山島族群，具有相對較高的遺傳多樣性及多來源的個

體組成，未來除持續監測族群動態趨勢和組成結構，另須釐清其與臺灣本島族群及

鄰近八重山亞種的交流狀況。 

 

 

 

 

 

關鍵字：遺傳分化、島嶼生物地理學、跨洋播遷、族群結構、狐蝠科、琉球群島 
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Abstract 

Small isolated populations are vulnerable to both stochastic events and the 

negative consequences of genetic drift. For threatened species, the genetic 

management of such populations has therefore become a crucial aspect of 

conservation. The Formosan flying fox (Pteropus dasymallus formosus) is one 

of the five subspecies in the Ryukyu flying fox (Pteropus dasymallus). The 

population was once abundant on Lyudao (Green Island), however extensive 

hunting and habitat loss led to its near extinction. Small populations of the 

Formosan flying fox were recorded on Gueishan Island (Turtle island) and the 

main island of Taiwan (Hualien city) in the recent decades. To examine the 

genetic diversity and differentiation pattern among subspecies, we used two 

different types of genetic markers, mitochondrial DNA (mtDNA) and 

microsatellite loci, to conduct the genetic analysis. On the other hand, for the 

effective monitoring of the population dynamics on Gueishan Island, we 

established an identification procedure by polymorphic microsatellite loci and 

sex-linked markers. Significant genetic differentiation was detected among most 

island populations, with mitochondrial haplotypes showing some mixing across 

the regions, likely reflecting historical colonization and/or dispersal events. In 

contrast, microsatellite markers showed an overall pattern of isolation by 

distance appeared to be driven by the presence of deep ocean trenches 

between geographically distant populations. To date, there were 36 individuals 

(23 males and 13 females) recognized on Gueishan Island in 2020 by molecular 

identification. More samples will be collected in the future to build a more robust 

demography. The current distribution of P. dasymallus and its subspecific 

diversity therefore appears to have arisen through vicariance coupled with a long 

history of gene flow across oceanic barriers. However, with the limited dispersal 
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occurs through stepping stones model, the pattern of genetic structure remains 

to be dynamics and ongoing. We conclude that isolated island subgroups should 

be managed separately, with efforts directed at reducing further declines and 

performing an effective population monitoring, especially for subspecies with 

conservation concerns. In addition, for the recently colonized population on 

Gueishan Island, with high genetic diversity and multiple ancestral origins, it is 

important to keep monitoring its population demography and further examine its 

potential gene flow with other populations on adjacent islands. 
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前言 

小規模且孤立的族群容易遭受隨機事件及遺傳漂變等壓力，這些威脅將直接減

損遺傳多樣性、降低繁殖之適存值，最終導致物種滅絕(Ellstrand & Elam 1993; 

Frankham 2010; Jordan et al., 2016)。遺傳管理對於數量瀕危或破碎化之族群保育

至關重要，特別是正處於瀕臨滅絕邊緣及生存威脅的物種。藉由分析遺傳資訊，我

們可以有效地監測遺傳多樣性之逸失及精確估算各類型的族群參數─如族群的數量

動態變化、基因的交流等，若可善加掌握，將幫助我們了解一個物種的長期存續潛

能(Allendorf et al., 2010, Shafer et al., 2015)。若妥善整合遺傳及非遺傳面向(如行

為、生態、族群變動及環境等)的各項考量，更可有效規劃族群管理策略及提升保育

行動成效(Frankham et al., 2017; Hoban et al., 2013, Polechová & Barton, 2015)。 

舊世界果蝠(翼手目、狐蝠科)於熱帶及亞熱帶生態系中扮演授粉及種子傳播者

的重要角色，被視為生態系中的基石物種(Cox et al., 1991; Fujita & Tuttle 1991)。

狐蝠具有長距離傳播種子的能力，除了可有效促進森林的復育外(Nyhagen et al., 

2005; Shilton & Whittaker 2009)，許多具有生態及經濟重要價值的植物(如榴槤)，

也相當依賴狐蝠的授粉來繁衍(Sheherazade et al., 2019)。然而，雖身為生態系服

務的重要提供者，諸如棲地喪失、劣化及狩獵壓力等生存壓力近年來卻有增無減，

已嚴重威脅舊世界果蝠的生存並導致族群的衰減(Cox & Elmqvist, 2000, Florens et 

al., 2017; McConkey & Drake, 2006; Mickleburgh et al., 2002)，有將近半數的果蝠

物種有保育上的危急性，其中即包括 30 個狐蝠屬的物種(IUCN, 2020)。 

舊世界果蝠體型大，通常被認為是強壯且擅於長距離飛行的物種。根據紅狐蝠

(P. scapulatus)及黃果蝠(Eidolon helvum)的遺傳分析顯示，基因流分別橫跨澳洲大
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陸及非洲，距離長達數千公里(Peel et al., 2013; Sinclair et al., 1996)。歸納其長距

離移動的原因，可能是因為幼蝠的播遷(natal dispersal)、自然界的暴風或颱風，或

者為了尋找糧食資源。以狐蝠屬的模里西斯狐蝠 (P. niger)、太平洋狐蝠 (P. 

tonganus)及馬來狐蝠(P. vampyrus) (Larsen et al., 2014; McConkey & Drake, 2007; 

Tsang et al., 2018)為例，遺傳分析顯示了長距離且廣泛的跨島基因交流，相鄰的島

嶼族群形成一隨機交配群(panmictic)；相對而言，也有部份狐蝠物種—例如：科莫

洛狐蝠 (P. livingstonii) 、 馬利安納狐蝠 (P. mariannus) 及薩摩亞狐蝠 (P. 

samoensis—群島間則呈現明顯的遺傳結構，顯示其島間的基因流非常有限(Brown 

et al., 2011; Ibouroi et al., 2018; Russell et al., 2016)。因應這些不同遺傳結構型態

的物種，需要不同的保育管理對策，對前者而言，群島可被視為單一的管理單元；

而後者，不同的島嶼族群則應視作獨立的經營管理單位(management units, MU) 

(Epstein et al., 2009, Oleksy et al., 2019)。 

琉球狐蝠(Pteropus dasymallus)廣泛分布於西太平洋諸島，包含日本琉球群島、

臺灣及菲律賓北部的島嶼(Kinjo & Nakamoto, 2015; 圖一)。目前已知五個亞種，可

根據其分佈之島群作區分，包含位於日本琉球群島的四個亞種─大東狐蝠(P. d. 

daitoensis)、永良部狐蝠(P. d. dasymallus)、折居氏狐蝠(P. d. inopinatus)及八重

山狐蝠(P. d. yayeyamae)，以及位於臺灣的第五個亞種─臺灣狐蝠(P. d. formosus）

(Yoshiyuki, 1989, Mickleburgh et al., 1992)。而較晚近才發現的菲律賓族群，則棲

息於呂宋島北方的兩處海島群，包含巴丹群島(Batanes islands)及巴布延群島

(Babuyan Islands)，目前尚未被正式命名為一亞種(Heaney et al., 1998) 。 

琉球狐蝠近期在國際自然保育聯盟紅皮書 (IUCN Red list)歸類為易危

(Vulnerable)的保育等級(IUCN, 2020)，各亞種實際上的保育現況不盡相同(Vincenot 
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et al., 2017)。族群數量稀少並具保育迫切性的是大東、永良部及臺灣狐蝠這三個

亞種，野外約僅剩 50-300 隻個體(Wu, 2010, Saitoh et al., 2015)，皆已受國家層級

的法律保護。其中，大東及永良部亞種被指定為日本的天然紀念物 (Natural 

Monuments)，尤其大東亞種更被列為國家瀕危物種(National Endangered Species)；

而在臺灣，臺灣狐蝠也已名列瀕臨絕種保育類野生動物。另外三個亞種─折居氏、

八重山以及菲律賓狐蝠，數量相對較為豐富，並未歸類在區域性的受脅等級(Heaney 

et al., 1998, Saitoh et al., 2015)。 

大東亞種在地理分布上僅侷限於大東群島的兩處島嶼─南大東島(Minamidaito-

jima)及北大東島(Kitadaito-jima)(圖一)，其大部分自然棲地皆已經開發為農地，最主

要的威脅是颱風(Saitoh et al., 2015)。永良部亞種則主要見於大隅群島(Ōsumi 

Islands)及圖克拉群島(Tokara Islands)，為琉球狐蝠的分布北界(Yoshiyuki, 1989)。

臺灣狐蝠過去主要分布於臺灣東南方的綠島，然而該島族群卻在 1970 至 80 年代之

間，遭受嚴重的狩獵及棲地喪失，數量幾近滅絕(Lin & Pei, 1999)。晚近至 2004 年，

在本島東北方 9.7 km 處的龜山島首度記錄到狐蝠的出現，是目前臺灣數量最多且

穩定的狐蝠族群。此外，自 2006 年以降，在臺灣本島東部及東北部也陸續有零星

的通報紀錄(Wu, 2010)。目前為止，對於龜山島及臺灣本島個體的來源仍尚未有過

定論。 

琉球狐蝠亞種之間的親緣關係及族群分化型式仍然未知，但推測可能與琉球群

島的地理及地質歷史有密切關聯。此島鏈由 150 座島嶼構成，自日本本島至臺灣跨

幅近 1200 km，其中有部分島嶼在末次冰盛期(Last Glacial Maximum, LGM)曾藉陸

橋相連(Ota, 1998)。過往於兩棲爬行類的遺傳研究顯示，在北、中及南琉球的族群

間存在分化現象(Ota, 1998, 2000)，此三大區即使在末次冰盛期時也仍被寬廣的海
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峽隔絕─分別是圖克拉海峽 (Tokara Gap)及慶良間海峽 (Kerama Gap)(圖一 ) 

(Nakamura et al., 2013)，這些海峽形成天然的地理屏障，促進了生物族群在北、中

及南琉球之間的遺傳漂變及族群分化(Lin et al., 2002; Toda et al., 1997)。臺灣地

理上最靠近南琉球(110 km)的島群，無論是物種及遺傳多樣性上，臺灣與南琉球的

相似程度皆大於鄰近區域的其他島嶼(>270 km)(Ota, 2000, Tominaga et al., 2015)。

而兩個座落南方的大洋島群─巴丹 (Batanes Islands)及巴布延群島 (Babuyan 

Islands)，約在三百多萬年前的上新世晚期形成，相較於與呂宋島的距離(200 km)，

巴丹島與臺灣南端(150 km，以巴士海峽相隔)更為接近(Bellwood & Dizon, 2013)。

然而，哺乳類的遺傳結構在這串島鏈中卻鮮少有研究探討(Yoshikawa et al., 2016)，

也一定程度反映了履及這些邊陲島嶼進行系統性調查之困難。 

使用非侵入式的採樣方法進行珍稀、敏感或生性隱密野生動物的保育遺傳研究，

已廣泛應用在各類群，包括哺乳動物，於翼手目也已應用在物種鑑定(Puechmaille 

& Teeling, 2014; Korstian et al., 2015; Williams et al., 2020) 及族群調查

(Puechmaille & Petit, 2007; Zarzoso-Lacoste et al., 2018)，然而，如果與其他哺乳

動物相比，應用實例仍不多或侷限於特定物種(Ortega & Maldonado, 2020)。本計

畫於去(108)年度，已初步測試非侵入式樣本的採集與分析，確定可取得品質良好的

排遺 DNA，並應用於亞種分化的研究，本年度將持續優化相關技術，並初探將之應

用於族群尺度的調查。 

本研究於去年度已藉由粒線體 DNA 及微衛星基因座兩種遺傳標記，初步檢驗

臺灣狐蝠及其他亞種的遺傳多樣性及遺傳結構。具體目的包含─(a)量化琉球狐蝠亞

種於不同島群中的遺傳多樣性；(b)評估遺傳分化是否在島群之間發生，且其型式是

否與其亞種的劃分單元一致；(c)建立遺傳結構之模式，特別是釐清臺灣龜山島的新
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紀錄族群(龜山島及臺灣本島)及菲律賓族群與其他亞種族群之間的關聯。 

對應研究目標，至今所得的重要成果如下：(a)目前在各亞種之中，已知八重山

狐蝠和臺灣狐蝠有較高的遺傳多樣性，而大東狐蝠的族群變異則相對較低；(b)不同

亞種內，鄰近族群之間有明顯頻繁的基因交流，而深廣的海峽為重要的地理屏障，

侷限了亞種間的基因交流，故大多數亞種之間仍可見顯著的遺傳分化，尤其折居氏、

大東及菲律賓三個族群可互相視為獨立的族群單位；(c)臺灣與八重山狐蝠之間的分

化並不顯著，存在多個祖先支系的潛在來源。其中，臺灣本島與綠島的族群組成相

對接近，而龜山島族群除有與臺灣本島和綠島接近的來源外，亦存在一支自身的祖

先支系、甚至也不乏與八重山乃至折居氏亞種的近緣個體存在。然而受限各族群的

代表樣本數並不均等、所選用的遺傳標記或許無法反映完整演化歷史，臺灣狐蝠的

來源，仍有必要加以檢視更多的樣本，謹慎釐清族群間的分化。 

本年度的工作項目，於「亞種之間層次」之分析，目標包含在去年度研究基礎

上，加入更多遺傳標記(包含粒線體、核基因，並以能夠涵蓋完整的基因片段為實驗

目標)以及增加各亞種族群的代表樣本數，以能更完整重建琉球狐蝠的遺傳分化現況。 

而在「族群之內的層次」，目標如下: (a)針對臺灣狐蝠最大、最穩定的族群─龜

山島，進行例行採集，擴大個體資料庫，透過每季的個體標定，進行個體數量估算、

性別比及譜系親緣等基礎資料的蒐集，協助評估族群的中、長期生存趨勢。(b)花蓮

及綠島地區個體稀少、出沒範圍掌握不易，難以蒐集到排遺樣本，故測試以野外較

易採集到的果實食渣作為 DNA 萃取來源，以提升取樣效率。 
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材料與方法 

1. 取樣方法 

於 2009~2020 年期間，我們所取得的樣本來源包括：野外捕捉的活體、屍體、

救援、圈養個體以及非侵入式採樣的排遺及食渣樣本。所有的樣本皆來自八處不同

的島嶼，並進一步根據其地理位置區分為五亞種(Mickleburgh et al. 1992) (圖一)。 

樣本類型包括翼膜切片、血液、冷凍肌肉組織及排遺樣本。每次翼膜取樣約為

3mm 大小，並保存於 99.5%的酒精液體、Allprotect Tissue Reagent (Qiagen)或乾

燥矽膠微粒之中，直至萃取。血液樣本則是由專業獸醫採 0.5 cc 血液，保存於 EDTA

的真空採血管中。冷凍肌肉組織採自死亡屍體標本；新鮮排遺則保存於 99.5%的酒

精或 RNAlater RNA 穩定試劑(Stabilization Reagent, Qiagen)中。 

在 2020 年期間，受限於新冠肺炎疫情影響，我們未能親赴國外取得更多的琉

球狐蝠樣本，故本年度採集的樣本均為臺灣的族群。為累積足夠的樣本數作為個體

辨識及族群估算之用，我們分別於 5、8、10、11 月於龜山島登島進行多日調查採

集，共採得了 130 件排遺及 2 件新鮮食渣樣本，並於 10 月進行捕捉，採集到 12 隻

個體的翼膜組織。 

綠島地區則於 12月採得 3件食渣樣本、花蓮市亦於同月採得 11件食渣樣本。

另於 2021 年 1 月，花蓮地區採得 3 件排遺及 5 件食渣樣本、綠島於 3 月採得 6 件

樣本。就遺傳多樣性研究的部分，龜山島族群將在去年度的樣本庫基礎上，再加上

本年度(2020 年)的 12 隻捕捉個體進行分析(扣除重複及親子對個體後，n = 38)，由

於該地區的樣本數已經足夠，故本年度所採集的排遺樣本，僅應用在個體辨識及親

子配對的分析，不納入遺傳多樣性之分析中；花蓮及綠島地區之樣本則相對較少，



 

7 
 

只要通過初步品質篩選，即進行粒線體及微衛星基因座之後端遺傳分析。 

2. DNA 萃取及 PCR 引子選擇 

若樣本類型為翼膜、血液、冷凍肌肉組織，我們使用DNeasy Blood and Tissue 

Kit (Qiagen)進行萃取操作；若為排遺樣本，則使用 QIAamp Investigator Kit 或者

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen)萃取。自 2020 年 10 月之後所採集的排

遺及食渣樣本，均以 Labturbo Nucleic Acid Purification Kit 搭配 Labturbo 自動萃取

儀(諾貝爾生物科技)萃取。 

參考狐蝠屬物種之親緣地理學研究(Brown et al., 2011; Tsang et al., 2019b; 

Mohd-Yusof et al., 2020)，於核基因選擇了八組基因(八組引子)、粒線體基因選擇

了三組基因(五組引子)進行測試。為了解選用引子是否適用琉球狐蝠，會先以各亞

種挑選 1~2 隻進行前測，若具多型性才會往下進行全體樣本的實驗。除了選用已發

表引子外，本研究也以八重山亞種之粒線體序列(NC_002612.1)作為模板，設計可

增幅粒線體基因(cytb, COI)全長之專一性引子，加入測試比較。引子名稱、條件及

出處詳列如附錄一。 

聚合酶鏈鎖反應(Polymerase chain reaction, PCR)的總反應體積為 15 μl，包

含 20-100 ng 的模板 DNA、0.375μl 的 10 μM 正反股引子及 7.5μl 的 Quick Taq 

HS DyeMix (TOYOBO)。PCR 使用下列溫度調控：(1).初始解離溫度為 94 ℃(2 分

鐘)；(2).解離溫度 94 ℃ (30 秒)、引子專一性黏合溫度℃ (30 秒)及延長溫度 68 ℃ 

(50 秒)，此階段進行 40 次循環；(3).最終延長溫度為 68 ℃ (10 分鐘)。 

本研究使用 ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems)進行定序，層析

圖以 SeqMan 及 MegAlign (DNASTAR)進行編輯及比對排列(align)。我們亦自

NCBI Genbank 上取得三筆琉球狐蝠部分控制區序列，包含一筆來自伊良部島
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(Irabu-jima)的八重山狐蝠序列(accession NC_002612.1)(Nikaido et al., 2000a, b)；

以及兩筆來自巴丹群島(Batanes Islands)的菲律賓狐蝠序列，分別來自巴丹島

(Batan Island)及沙坦島(Sabtang Island)，其 NCBI 號碼分別為 MN477630 及

MN477629 (Tsang et al., 2019a, b)。 

微衛星 DNA 分析的部分，我們使用 26 個多型性的微衛星分子標誌進行(Chen 

et al., 2021)，PCR 的總體積為 10 μl，包含 10-50 ng 的模板 DNA、0.5μl 的 10 μM

正反股引子及 5 μl的Quick Taq HS DyeMix (TOYOBO)。PCR使用下列溫度調控： 

(1).始解離溫度為 94 ºC (2 分鐘)；(2).離溫度 94ºC (30 秒)、黏合溫度 54ºC (30 秒)

及延長溫度 68ºC (1 分鐘)，此階段進行 40 次循環；(3).終延長溫度為 68ºC (10 分

鐘)。 

PCR 產物亦使用 ABI 3730XL DNA Analyzer 進行分析，再以軟體 GeneMarker 

4.2 (SoftGenetics)檢視每一個基因座的等位基因，使用軟體 Cervus 3.0.7 

(Kalinowski et al., 2007) 及 MLrelate (Kalinowski et al., 2006)進行個體和親子鑑定

(方法詳述於後)，刪除重複的個體以及親子對其中的一個樣本。 

3. 粒線體 DNA 分析 

3.1 遺傳多樣性 

根據粒線體 DNA 序列資料，我們估算不同亞種間的單倍型數量、多型性的點

位數量(Ps)、單倍型多樣性(h)、核甘酸多樣性(π)、平均成對差異(average number 

of pairwise differences for each subspecies)，上述分析以 Arlequin 3.5.2.2 

(Excoffier & Lischer, 2010)進行。 
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3.2 遺傳分化 

我們以分子變異數分析(analysis of molecular variance, AMOVA)，判定亞種間

的遺傳分化程度(Excoffier et al., 1992)，只有族群數大於一者方納入資料分析。總

變異依其變異的貢獻來源，區分為「亞種內」(within subspecies)及「亞種間」

(among subspecies)兩尺度加以探討，菲律賓族群在分析上視為一亞種，以與其他

亞種進行分析比較。為計算亞種間的分化程度，我們同時估算整體族群的 ΦST 值，

上述分析以 Arlequin 3.5.2.2 進行，並以 20,000 random permutation 檢驗顯著值。

我們另以 ΦST/(1 - ΦST)值作為遺傳距離(genetic distances)的指標，檢視亞種間的分

化程度(pairwise differentiation among subspecies)，以及島嶼間「距離隔離」

(isolation by distance)的模式。兩兩島嶼間的地理距離(geographical distances, km)

是根據島嶼中心的經緯度座標，取直線的歐式距離(Euclidean distances)並取自然

對數值。共計納入 11 座島嶼於距離隔離的分析之中，分別為龜山島、綠島、臺灣

本島、西表島、石垣島、伊良部島、沖繩島、口永良部島、南大東島、巴丹島及沙

坦島，並以 Arlequin 3.5.2.2 進行 Mantel test，以 20,000 個 permutation 檢視分析

的顯著程度。 

3.3 單倍型網絡圖 

為進一步了解遺傳距離及亞種的關聯，我們以軟體 Popart 1.7 (Leigh & Bryant, 

2015)建立 TCS 方法(Clement et al., 2002)的單倍型網絡圖(haplotype network)，

以檢視琉球狐蝠的遺傳結構。 

3.4  親緣樹重建 

經前測後，我們挑選適宜基因座組合，進行 jModeltest2 (Darriba et al., 2012) 
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決定親緣樹的分析模型，並以 MEGAX 以 Maximum likelihood 方法(bootstrap = 

1000)重建最可信的亞種親緣關係，以馬來狐蝠(Pteropus vampyrus, NC_026542)

為外群。 

4. 微衛星 DNA 分析 

4.1 遺傳多樣性 

於每一基因座我們記錄等位基因數量(NA)、異型合子率觀測值(HO)及異型合子

率期望值(HE)；而針對每一亞種，我們計算的指標包含：平均等位基因數量(Na)、等

位基因豐富度(校正各亞種樣本數而得的等位基因數, AC)、平均 HO 及 HE，並亦計

算每個亞種平均的成對親緣值(RI)，以推估個體之間的親緣關係(Ritland, 1996)。以

上分析均以 GenAlEx 6.51 (Peakall & Smouse, 2006, 2012)進行。 

4.2 遺傳分化 

如同粒線體 DNA，我們亦以微衛星資料進行遺傳結構分析，包含藉 FST 估算

AMOVA 及成對分化(pairwise differentiation)檢定，分析均以 GenAlEx 6.51 進行。

我們亦檢測島嶼間的「距離隔離」(isolation by distance)的模式，分析涵蓋八個島

嶼(排除欠缺微衛星資料的伊良部、巴丹島及沙坦島)，使用 Arlequin 3.5.2.2 進行

Mantel test，以 20,000 個 permutation 檢視分析的顯著性。 

4.3 族群遺傳結構  

為檢驗族群間的親緣關係，我們藉由貝葉氏分群方法 (Bayesian clustering 

approach)為基礎的軟體 STRUCTURE 2.3.4 加以判斷遺傳分群上的顯著單位

(Pritchard et al., 2000, Falush et al., 2003)。分析時的設定值如下：以校正後的等
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位基因頻率、使用 admixture ancestry model 計算，burnin period 為 100,000 

iterations、Markov Chain Monte Carlo (MCMC)重複值為 1,000,000。祖先族群數

(K)設定為 1~10，每個 K 值皆跑 10 個獨立回合以確定結果的一致性。並藉線上軟

體 Structure Harvest，根據平均值的似然值(likelihood)及變異數決定最佳的 K 值，

再以 Evanno 方法求得 ad hoc statistic ΔK (Evanno et al., 2005, Earl & vonHoldt, 

2012)。最終輸出的資料，以 Clumpak 1.1 產出圖形(Kopelman et al., 2015)。 

5. 個體鑑定 

為了判斷多少微衛星基因座足以用於龜山島族群的個體鑑定，本研究以

GenAlEx 6.51計算兩機率值─PID及PIsibs 。PID代表一族群中在逢機交配的假設下，

兩個無親緣個體帶有相同基因座的機率，可作為基因座解析度的極限(上限)，以值

小於 0.0001 為較適當的標準；PIsibs 則為族群中，兩手足個體恰帶有相同基因座之

機率，可作為基因座解析度的底限(下限)，為評估基因座解析力的保守指標，以值小

於 0.02 為較適當的標準(Eiken et al., 2009; Lorenzini et al., 2011; Mishra et al., 

2014)。我們檢視需要累積使用多少個基因座，以使 PID 及 PIsibs 數值能夠符合適當

的標準。為對野外採集樣本的品質作一有效控管，我們挑選三個成功率及多型性較

佳的微衛星基因座(A206, A214, A226)，進行一次 PCR 反應，以對樣本作初步篩

選，若三個基因座有任一成功，則繼續完成其餘的基因座，再以 Cervus 3.0.7 比對

全數樣本的基因型，進行個體鑑定(Kalinowski et al., 2007)。 

6. 性別鑑定 

本研究將測試包含前人已發表，適用於哺乳類或翼手目之引子 (Aasen & 

Medrano, 1990; Sánchez et al., 1996; Cathey et al., 1998; Shaw et al., 2003; Korstian et 
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al., 2013; McMichael et al., 2017; Guan et al., 2020)；除此之外，也嘗試以軟體

PrimerSelect (DNASTAR)自行設計適用於狐蝠屬物種的專一引子(詳見附錄二)。

一般哺乳類性別鑑定引子組會包含兩組引子─正控制組和目標片段引子(Y 染色體)，

以下詳述設計過程。 

Y 染色體的部分，本研究以 Sry 基因(XM_006914921)為模板，設計兩對引子

Pd-Sry1-F/R 及 Pd-Sry2-F/R，以放大 Y 染色體部分片段，鑑別雄性個體。為確定

Y 染色體片段未被放大並非是受到樣本品質影響而呈現偽陰性，故設立正控制組之

引子(無論雌、雄皆可成功放大)。本研究嘗試使用了六組引子作測試，包含以黑狐

蝠(Pteropus alecto)位於 X 染色體之 AML 基因(XM_006906040)為參考模板，設計

兩對引子(Pd-AML1-F/R 及 Pd-AML2-F/R)，以作為可放大 X 染色體片段之正控制

組；也以另一物種馬來狐蝠(Pteropus vampyrus)(XM_023532279.1)之 AML 基因，

設計另外一對引子(Pv-AML2-F/R)作測試；最後，也直接挑選兩核基因之微衛星(A1

及 A15)及一對粒線體 DNA 引子(RodmitU/L)加入比較。以上所使用引子之序列及

目標片段大小，見附錄二。 

聚合酶鏈鎖反應(Polymerase chain reaction, PCR)由 10 μl 的總反應體積內進

行，包含 20-100 ng 的模板 DNA、0.375μl 的 10 μM 正反股引子及 5μl 的 Quick 

Taq HS DyeMix (TOYOBO)。PCR 使用下列溫度調控：(1).初始解離溫度為 94 ℃ 

(2 分鐘)；(2).解離溫度 94 ℃(30 秒)、引子專一黏合溫度(以 45~60 ℃作梯度溫度

確認最佳溫度) (30 秒)及延長溫度 68 ℃(50 秒)，此階段進行 35~40 次循環。(3).最

終延長溫度為 68 ℃(10 分鐘)。 

並直接以 2.0 % agarose 電泳膠於 UV 光下照射成像，檢視產物片段數量及大
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小來鑑定性別(若為雄性，將有兩條產物；若為雌性，將只在正控制組有產物)。 

經測試所取得的最適引子應用至非侵入式採樣(排遺及食渣)以補齊原本闕如的

性別資訊。除了臺灣狐蝠外，也測試引子應用在馬來狐蝠(Pteropus vampyrus)、黎

氏狐蝠(Pteropus lylei)及小狐蝠(Pteropus hypomelanus)等其他三種狐蝠屬物種於

性別鑑定之適用性。 

7. 親緣鑑定及譜系重建 

為增加親緣鑑定的可信度，每個個體分析 12 個基因座，再以 Cervus 3.0.7 及

MLrelate 檢視個體之間的親緣關係。若為親子對，兩者的基因型配對需吻合，沒有

任何基因座 mismatch。若為母子對、全手足或同母的半手足對，應具有相同的母

系遺傳來源，故亦以引子 RodmtU/L 檢視兩個體粒線體 D-loop 片段之單倍型是否

相同，並結合個體的成熟狀況和出現時序作合理的親緣關係判斷。 

結果 

1. 粒線體 DNA 分析 

經前測結果(詳見附錄一)，僅有粒線體基因(D-loop, cytb, COI)具有多型性，並

以 D-loop 片段具有最高變異性，故本節分析，將呈現兩部分結果，第一部份是 D-

loop 序列，擷取 consensus 序列所得之 418 bp 結果，以最高變異性的單一片段反

映六個亞種(n = 93)的分化狀況，尤其納入本年度採集的臺灣地區樣本數，探討八重

山及臺灣兩亞種族群的親緣關係，並再次檢視菲律賓族群與各亞種的分化狀況；第

二部分，我們以可取得 D-loop, cytb 及 COI 三段全長(3103 bp)的樣本(n = 63，涵

蓋五個已命名亞種)作分析，以較多元且覆蓋範圍較長的片段，檢視五亞種的親緣關
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係。 

1.1 遺傳多樣性 

於粒線體 DNA 控制區序列，93 個琉球狐蝠樣本共顯示了 37 個單倍型及 49 個

具多型性的點位(包含 segregating site 及 indel)，在這些樣本之中，單倍型多樣性、

核苷酸多樣性及成對平均差異分別為 0.944、0.011 及 4.672；而若以 63 個結合序

列的樣本來看，則共有 41 個單倍型及 67 個多型性點位，單倍型多樣性、核苷酸多

樣性及成對平均差異分別為 0.968、0.002 及 6.521，其中菲律賓的族群呈現最高的

多樣性；另一方面，大東亞種之多樣性則最低。在亞種層次的分析中，我們皆排除

了樣本數僅為一的永良部亞種(表一)。 

單倍型網絡圖中，在部分控制區的結果(圖三)菲律賓的沙坦島個體仍然明顯與

其餘個體不同，而日本及臺灣個體則未有明顯的單倍型分化趨勢。在結合序列的結

果(圖三)，不同單倍型與亞種則有相對較清楚的對應關係，但各單倍型的親緣關係

仍十分接近。 

1.2 遺傳分化 

AMOVA 分析證明了五個亞種(包含臺灣、八重山、折居氏、大東及菲律賓等

樣本數大於一的族群)具有遺傳上的分化。部分控制區及結合序列的 ΦST 分別為

0.155 及 0.134，顯著大於 0 (P < 0.001, 表三)，這意味約有 13~16%的粒線體 DNA

遺傳變異可由亞種間的差異所解釋。當兩兩亞種比較，除了臺灣及八重山亞種之外，

其他成對族群間的遺傳距離在統計上均呈現顯著(表三)。而以 Mantel test 檢視地理

距離與遺傳距離之相關性，無論是部分控制區(r2 = 0.000, P = 0.550)或結合序列(r2 

= 0.019, P = 0.245)皆未達顯著(圖二)。 
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1.3 親緣樹重建 

本研究以三段粒腺體序列(418 bp D-loop, 1140 bp cytb, 1545 bp COI)，共計

3103 bp 的結合序列(concatenated sequence)，以 HKY 模型來建立 Maximum 

likelihood 親緣樹(圖五)，大多數分支的 bootstrap 值皆小於 50，且並未和亞種的劃

分有一致趨勢。 

2. 微衛星 DNA 分析 

2.1 遺傳多樣性 

在去年度，本研究已建立藉 76 個琉球狐蝠之樣本、26 個具多型性的微衛星基

因型之分析結果，本年度再以此基礎，加入一品質較佳的花蓮文創園區樣本，增加

匱乏且珍稀的臺灣本島樣本數，最後總計共 77 個樣本來重新分析各多樣性指標。

平均異型合子率觀測值(HO)及期望值(HE)分別為 0.533 及 0.543，各亞種之中，遺傳

多樣性最高者為臺灣及八重山亞種。而與粒線體 DNA 的資料趨勢相同，大東狐蝠

所具有的遺傳多樣性最低(表二)。所有族群之 FIS值皆沒有顯著性，顯示整體並未顯

著偏離哈溫平衡。最後，除了八重山亞種，平均成對之親緣值(Relatedness)於四受

檢族群中皆呈現顯著，而大東亞種的親緣值則相對較高(0.147)。 

2.2 遺傳分化 

AMOVA 結果顯示亞種間存在顯著的遺傳分化，FST 值為 0.07 (P < 0.001, 表

三)。在成對的族群比較中，臺灣和八重山亞種為唯一不具顯著的族群組合。而距離

隔離之模式則呈現顯著(r2 = 0.231, P < 0.01，圖二)，顯示琉球狐蝠橫跨琉球群島至

臺灣的遺傳分化符合距離隔離的模式。 
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2.3 族群遺傳結構 

以軟體 STRUCTURE 分析族群遺傳結構，在地理區位及亞種單位上可觀察到

明顯的次結構出現(圖四)。根據 Evanno 方法、以最高之 ΔK 及降低變異數之平均

似然值(mean likelihood value without an increase in variance)，最可能的遺傳分群

為 4 (K = 4)。幾近全數的大東及折居氏亞種樣本皆可清楚歸類至其所屬的分群(僅

有一隻折居氏個體除外)；臺灣狐蝠中的 TW2(綠島)和 TW3(臺灣本島)組成明顯接

近；然而，TW1(龜山島)個體及八重山亞種則呈現了跨越遺傳分群的混合結構。而

本年度新增的一隻花蓮個體，依然與其他本島個體歸屬於同樣的分群中。 

3. 個體鑑定 

當使用的基因座累積達 5 個以上時，PID可降至 0.00005，PIsibs可降至 0.016，

即已滿足個體辨識之底線標準(圖六)，為提升實驗的精準度，我們以 9 個基因座作

為個體辨識的基礎，當使用 9 個基因座時，PID 及 PIsibs 可分別降至 3.03*10-7 及

0.0015。 

2020 年於龜山島進行的四次調查，採得 132 件排遺或食渣樣本，其中共計 72

件通過篩選(成功率 54.55%)，加上十月份進行兩捕捉夜所得之 12 隻個體樣本，共

成功鑑定出 36 隻個體(23 雄及 13 雌)(表七)，每季可鑑定出的個體數介於 7~16 隻

不等(圖七)。有 6 隻個體(4 雄及 2 雌)出現兩季以上的紀錄(16.67%)、1 隻雄性個體

曾出現於 2019 年 5 月。而綠島的樣本皆未成功；花蓮則有 7 個樣本通過篩選，鑑

定出 2 隻個體(1 雄及 1 雌；其中一雄性個體樣本完成 26 個基因座的微衛星分析)。 

4. 性別鑑定 

本研究測試前人已發表的引子，若非全無成功的電泳產物、便是非專一產物過
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多，而干擾了正確性別的判讀，經調整反應溫度及細項條件皆未改善，研判並不適

用於琉球狐蝠。故此節將只闡述本研究自行開發之引子，測試結果詳見表六。 

兩對自行設計之Y染色體引子皆可成功放大包含臺灣狐蝠等四種狐蝠屬物種的

目標片段，而尤其以引子 P-Sry1 效率較佳、且片段大小約 150bp，並不易與電泳

時易產生的小分子(<100 bp)非專一片段 primer dimer 混淆。而正控制組，兩組 X

染色體引子(P-AML2 和 Pv-AML2)都各自有一個狐蝠屬物種無法成功放大；然而，

若以微衛星基因座 A1 及 A15 作為正控制組，則所有測試物種都能成功，而以後者

有較明顯清晰的訊號(電泳判定圖見圖九，挑選成功結果較清晰的四對比較組合呈

現)，故本研究以P-Sry1搭配A15作為性別鑑定的組合引子。性別判定的標準如下：

每個樣本進行兩次重複的實驗，結果一致即判定為該樣本的性別；若兩次性別不一

致，則再進行第三次判定。而此標準建立後，本年度新增的非侵入採樣樣本的性別

結果可見表七。 

5. 親子對鑑定及譜系重建 

以今年 12 隻捕捉個體作為子代的初步結果顯示，鑑定出一對父女對，雌性個

體(TW-G-45)的父親可追溯至 2011 年八月捕捉之個體(TW-G-27)，而 TW-G-45 另

有一半手足 TW-G-36 於 2020 年八月已經被標定。另外，也鑑定出兩對半手足：一

對同父手足是 10 月捕捉的個體(TW-G-40 及 TW-G-44)；另一對同母手足，則橫跨

了九年，於本年度 8 月開始有分子標定紀錄的雌性個體(TW-G-37)，其同母姊妹可

追溯至 2011 年的另一雌性個體(TW-G-15)(圖十)。 
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討論 

自去年度開始，本研究嘗試檢視琉球狐蝠各亞種的遺傳多樣性及遺傳結構。本

年度在過去基礎上，擴大對遺傳標記的選用，經前測發現琉球狐蝠在核基因層次除

了微衛星基因座外多型性不高，故本年度主要工作在於開發粒線體的基因標記─除

了原有的 D-loop 增加長度至 418 bp 外，也將親緣地理分析常用的 cytochrome b 及

COI 的全長基因(分別為 1140 bp 及 1545 bp)納入分析；而樣本數上，則於臺灣亞

種新增了來自龜山島、花蓮及綠島的樣本。根據粒線體序列及 26 組微衛星的基因

座結果顯示，島群之間存在顯著的遺傳分化(表四、五)，其中以折居氏和大東兩亞

種獨特性最明顯；而台灣亞種及八重山亞種則仍然未呈現顯著的分化(圖四)。 

兩種遺傳標記揭示了不同的分化模式，有助我們了解各島嶼亞種過去的族群歷

史。值得注意的是，我們並未在亞種間檢測到非常大的差異，部分控制區的單倍型

與島嶼之間僅顯示微弱的對應關係(圖三)，即使以 mtDNA 長達 3103 bp 所重建的

親緣樹也無法依亞種單位劃分出分明的單系群(Monophyletic group)(圖五)。整體而

言，這些模式顯示過去族群之間可能藉多次頻繁的基因交流、拓殖事件

(colonization)及族群混合(admixture)構成了現今的遺傳特徵，而其分化明顯受到地

理隔離及遺傳漂變的作用影響，也吻合某些亞種(如大東狐蝠)具有較小族群量的事

實。單倍型網絡圖我們呈現了兩部分結果，一部份是較高變異的部分控制區片段、

另一部分為綜合三段不同演化速率(包含第一部分的部分控制區片段和 cytb 以及

COI 之全長片段)的 mtDNA 基因，若將兩結果互相比較(圖三)，可發現一旦加入了

多元但演化速率較慢的蛋白質譯碼片段(protein-coding gene)，亞種與單倍型之間，

便可呈現較清晰的對應關係(不同亞種幾乎無重覆的單倍型，除了八重山與臺灣亞種
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有一單倍型共享)，可能代表族群之間的變異是較晚近才出現，並透過基因交流在不

同島群的亞種內累積。這樣種內呈現高單倍體多樣性，卻未能在亞種之間形成單系

群的案例，也在另一飛行能力優異且廣泛分布於馬來西亞、印尼及菲律賓等地的馬

來狐蝠(P. vampyrus)研究中可見(Tsang et al., 2018)。而無論是單就高變異度的控

制區片段、亦或綜合三段 mtDNA 基因的結果，位於中央的單倍型，皆主要為折居

氏亞種個體(橘色標示)，顯示該亞種可能是其他琉球地區及臺灣族群的起源處。由

此可見，其他亞種族群是藉由拓殖事件往東向大東島分布及往西進入臺灣。我們僅

檢驗了兩筆 Genbank 資料庫中菲律賓個體的序列，在未能取得更多樣本之下，本年

度嘗試在粒線體的部分加長增幅控制區 D-loop 片段，讓其他亞種皆可與菲律賓的

兩段序列進行比較，結果與去年趨勢相仿：沙坦島的序列與其他所有個體皆有明顯

差別，而另一條來自巴丹島的序列則與八重山及大東亞種相對較為接近。菲律賓的

兩條序列之間則有 17 bp 的差異，推測該區族群存在著高度多樣性，未來需納入更

多該區樣本以探究其多樣性與族群結構。 

根據我們粒線體及微衛星分析的結果，仍與去年度的趨勢相仿，臺灣及八重山

亞種擁有相對較高的遺傳多樣性，最低的則是大東亞種(表一、二)。相較其他亞種，

大東亞種明顯擁有「低遺傳多樣性及高分化程度」的特徵，且不同 K 值之下，皆屬

於一個相對獨立的分群(圖四，推測可以以下原因解釋：(1)地理隔離：大東群島坐落

於琉球群島最東側，與其他琉球諸島有較長的地理距離(距離沖繩島約 360km 遠)；

(2)缺乏「踏腳石」(stepping stones)，可供播遷者(dispersers)往來諸島。大東群島

形成於 120~160 萬年前的更新世中期，為菲律賓海洋板塊抬升後的珊瑚礁島嶼

(Shiroma et al., 2015)，與其他琉球諸島之間存在深廣的琉球海溝(Ryukyu Trench) 

(圖一)，因此不若其他大陸型島嶼，在冰河期大東群島從未藉陸橋與其他大陸板塊
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接穰。值得注意的是，在粒線體 DNA 分析的部分，當增加了遺傳標記的長度，大東

亞種的單倍型多樣性(h)並不若其他亞種明顯提升，在三段結合序列的部分甚至呈現

下降，說明大東亞種在分化以後於粒線體所累積的獨有變異，高度集中在控制區片

段，顯示該亞種可能是琉球狐蝠亞種之中較晚近才出現的分支。優雅角鴞(elegant 

scops owl, Otus elegans)也在大東群島及其他琉球諸島之間，呈現相似的遺傳分化

型式以及有限的基因流(Hsu, 2005)。 

儘管研究結果顯示亞種之間曾存在頻繁的基因流動，但遺傳分化也仍然在族群

之間發生，且比較兩種遺傳標記，粒線體 DNA 分化程度更高於核基因(表三)，兩種

標記所呈現的遺傳模式差異，除反映了粒線體基因組本身有較小有效族群量的事實，

也透露了琉球狐蝠在島群之間，應主要以雄性作為基因交流者(雄性偏差播遷，male 

biased dispersal)(Chen et al., 2008; Arnold & Wilkinson, 2015)。然而，當我們試

圖以「距離-隔離模型」(Isolation by distance, 後文以 IBD 代稱)檢視遺傳距離與地

理距離之間的相關性，卻仍然如去年度的資料僅在微衛星遺傳結果有顯著正相關(圖

二)。IBD 模型為一典型「遷徙及漂變平衡」(migration-drift equilibrium)，基因交流

在連續相鄰的島嶼族群間頻繁發生，形成有如「踏腳石」(stepping-stone)般循序漸

進的移動模式(Kimura & Weiss, 1964)。通常 IBD 模型於較大空間尺度比較容易彰

顯 (Bossart & Prowell, 1998)，本研究也可應證，各島嶼兩兩族群中較大的遺傳分

化值，皆在深層海溝的兩對側發生(Hutchison & Templeton, 1999)，包括分隔北-中

部琉球群島的圖克拉海峽、分隔中-南部琉球群島的慶良間海峽、琉球群島東側的

琉球海溝及臺灣-菲律賓群島之間的巴士海峽。雖粒線體遺傳於本年度增加了片段

長度，仍然未達顯著性，也符合過往研究顯示，粒線體基因通常不若微衛星適合探

討 IBD 模型，可能是因比預期低的種內突變率、並非全然中性演化以及其基本上為
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單一基因型(single locus)的特性，不若多基因型(multi-loci)的微衛星容易呈現空間上

的遺傳分化所致(Teske et al., 2018)。 

過往研究中，曾指出狐蝠族群之間的基因流可跨越數百至數千公里之遠，而多

集中在陸地及沿海岸線之移動。於本研究中，於臺灣及八重山亞種可見相似的遺傳

組成，支持了兩處族群可能因末次冰盛期、臺灣東北部及南琉球「陸橋」的形成而

促進交流，而確實此兩個亞種不只地理距離上最為接近，且遺傳結構的分化程度也

最低。另一方面，在相距超過 200~300 km 的島嶼族群之間可觀察到明顯的分化(如

折居氏相對於八重山狐蝠、大東狐蝠相對其餘亞種)，顯示這段物理距離代表基因流

在族群之中所可觸及的上限。而在折居氏亞種的無線電追蹤資料(Nakamoto et al., 

2009, 2012)及八重山亞種於島內基因交流的研究(Taki et al., 2021)，也支持了狐蝠

儘管飛行能力優異，但長途的移動仍有限。儘管如此，於微衛星清楚分化的遺傳結

構中，我們仍然發現有少數可能的遷移者存在─特別有兩個於臺灣龜山島地區(TW1)

出現的個體及一個出現在八重山亞種的個體，很可能可追溯自折居氏亞種。且方向

多為東往西遷移，可能與該區冬季盛行的東北季風有關(Yang, 2007)。 

本研究較出乎意料之外的發現是，臺灣的龜山島族群(TW1)呈現頗高程度的遺

傳多樣性。龜山島自 1977 年起成為軍事管制區，據當時龜山島的居民訪談所述並

不曾有狐蝠的目擊紀錄(Wu, 2010)，因此這一族群被認為是晚近才經由海洋播遷移

入的。此一族群相較於其他的臺灣族群(TW2, TW3)，與來自西表島的八重山個體顯

然有更近的親緣關係，其高遺傳多樣性很可能是來自多個遺傳分群混合的結果(e.g., 

Comas et al., 2004)。我們的結果也指出龜山島族群很可能包含多個祖先起源的建

立者(founders)，包括來自八重山、折居氏、TW2(綠島)、TW3(臺灣本島)甚至是菲

律賓族群的個體。八重山亞種在僅有十個樣本下即呈現了高於其他亞種的多樣性、
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最低的自交係數，也與近期研究所發現西表及石垣島所在的中央島區擁有高多樣性

的結論一致(Taki et al., 2021)，可能反映了八重山狐蝠為一擁有較長演化歷史的支

系(Grant & Bowen, 1998)。值得注意的是，臺灣及折居氏都擁有偏高的自交係數

(FIS)，然而臺灣亞種在其他遺傳多樣性的指標值均顯示相對較高，進一步檢視其遺

傳結構，當依地理國境劃分，將龜山島、綠島及臺灣本島之狐蝠個體視為一亞種，

可能取樣了多個具遺傳結構的次族群，造成「華倫得效應」 (Wahlund effect) 

(Wahlund, 1928; Waples, 2015; Zhivotovsky, 2015)，雖整體遺傳多樣性呈現無虞，

但因異型合子期望值(HE)與觀測值(Ho)之間的落差，而呈現偏高的自交係數。這樣

的類似案例也可見於中美洲的小長鼻蝠(Leptonycteris yerbabuenae) (Arteaga et 

al., 2018)。然而，遺傳組成較單一的折居氏狐蝠，在亞種之中擁有最高的自交係數，

應就無法以華倫得效應解釋，而可能歸因於族群有非逢機交配(non-random mating)

的傾向。雖沒有任何一個亞種的自交係數在統計上達顯著標準，然而親緣值除八重

山狐蝠外都顯著偏高，故未來仍需持續謹慎監測各亞種遺傳多樣性的變化。 

我們試提出以下解釋，探討龜山島遺傳多樣性的起源。首先，狐蝠很可能經由

季節性強勁的颱風或東北季風而帶到龜山島；再者，食物資源在島嶼之間存在季節

變異，狐蝠個體有可能為了尋找資源而主動播遷(Nakamoto et al. 2011, 2012)；第

三種可能是八重山族群主動向外擴張播遷。日本的與那國島是八重山亞種分布的西

界(Kinjo & Nakamoto, 2015)，距離龜山島 110 km 之遠。根據 Nakamoto et al. 

(2011)指出，八重山狐蝠曾有跨海拓殖到約 50 km 之外的新棲地(自多良間島到宮

古島)。若狐蝠在相鄰島嶼的移動並非偶見，無論是與那國島、或臺灣本島東部之零

星狐蝠個體都很可能遷移至龜山島，形成一個廣泛分布且組成多樣的族群。本研究

各亞種呈現的多樣遺傳結構及組成，也符合我們對於太平洋及印度洋島嶼型狐蝠的
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認知，其展現了多樣且獨特的生態特性，多半以族群量小且對於環境波動具高敏感

性而著稱(Jones et al., 2010; Wiles & Brooke, 2010)，遺傳結構則會隨物種族群的

移動能力、資源需求及演化歷史有別，並未有絕對的一致趨勢(Moussy et al., 2013; 

Ibouroi et al., 2018)；而舊世界大陸狐蝠順應季風的移動拓殖模式，亦可見於棲息

於東非沿岸、印度洋零星諸島的塞島狐蝠(P. seychellensis)(O’Brien, 2011)，其中

一支葛摩亞種(P. s. comorensis)棲息於非洲葛摩群島，為晚近才拓殖至不同火山島

的族群，其四個島嶼族群皆尚未累積足量的獨有變異、彼此分化的程度便較低

(O’Brien et al., 2009; Ibouroi et al., 2018)，以此對照龜山島與八重山亞種之間呈現

的相似結構、個體成員亦或鑲嵌著臺灣及綠島的遺傳特徵，也同樣支持了龜山島為

一尚處於成形中的新族群。 

狐蝠科物種雖然以移動能力著稱，但仍普遍存在程度不等的族群量及遺傳多樣

性隱憂(Okada et al., 2014; Ibouroi et al., 2018)，且也受限邊陲島嶼的調查履及不

易，而難以掌握精確的族群資訊。琉球狐蝠現有三個亞種數量瀕危，尤其臺灣亞種

近年除了龜山島之外，在臺灣本島及綠島的出現紀錄零星，不易獲得充足的分析樣

本。本年度為求能擴大樣本收集的來源及效率，嘗試以狐蝠進食後所吐出的食渣進

行測試，成功在新鮮食渣樣本萃取出足以辨識個體及提供足量遺傳訊息的 DNA；同

時，為確知非侵入式採樣樣本的性別資訊，本年度也成功設計了適用於至少四個狐

蝠屬物種的性別鑑定引子，也證實可應用於野外排遺及食渣等品質變異極大的樣本。

未來應擴展於臺灣及其他琉球狐蝠分布地區的採樣，以持續探討亞種之間的親緣關

係，尤其是遺傳結構明顯呈顯多來源的臺灣及八重山亞種，以及樣本數仍偏少的菲

律賓族群及永良部亞種。 

針對台灣境內的兩個近代新記錄的族群─龜山島及花蓮市區，本年度已分別累
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積了 36 隻及 2 隻不同個體，其中龜山島性別比於各季皆明顯偏向雄性，接近 2:1。

另外，本研究嘗試以龜山島確知成熟狀況的 12 隻個體重建譜系，初步證明 2020 年

出現的一隻雌性個體，可追溯至 2011 年就已存在的雄性親代；而另一雌性個體其

手足更可回溯至 2011 年存在的雌性個體。保育瀕危物種除須考量各亞種遺傳結構

的獨特性，還要顧及可長期存續的最小族群數(Minimum viable population)，確實掌

握自然族群的族群變動以及族群分化的程度，為非常基礎且重要的工作(Nunney & 

Campbell, 1993)。考量本研究目標物種數量稀少，未來可持續透過非侵入式採樣方

法，針對台灣狐蝠族群進行持續的動態追蹤，以利有系統的估算現今的族群量，透

過「直接」的家庭譜系重建以及「間接」的遺傳結構監測，自族群動態及遺傳面向

掌握臺灣狐蝠的具體族群現況，以利進行瀕危臺灣狐蝠的中、長期保育策略規劃。 
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表一、琉球狐蝠的粒線體遺傳多樣性 

以粒線體 DNA 部分控制區(418 bp)及三段粒線體基因之結合序列(D-loop, cytb, 

COI 共 3103 bp)所估算。N: 樣本數(sample size), H: 單倍型數量觀測值(number 

of haplotype observed), Ps: 具多型性的點位數(number of polymorphic site), h: 

單倍型多樣性(haplotype diversity), π: 核苷酸多樣性(nucleotide diversity), k: 平均

核苷酸差異數(average number of nucleotide differences)。永良部族群(n = 1)不納

入亞種層次的分析中。 

  粒線體 DNA 

      D-loop     concatenated sequence 

亞種 N H PS h π k   N H PS h π k 

臺灣 49 18 29 0.858 0.012 4.932   26 15 40 0.911 0.003 7.803 

八重山 11 10 15 0.982 0.010 4.109   8 8 23 1.000 0.002 7.179 

折居氏 22 10 14 0.909 0.007 2.835   22 14 21 0.948 0.001 3.775 

永良部 1 1 - - - -   1 1 - - - - 

大東 8 3 7 0.679 0.007 3.000   6 4 12 0.278 0.002 5.867 

菲律賓 2 2 17 1.000 0.041 17.000   - - - - - - 

*: 統計顯著（P 值 < 0.05） 

 

 

表二、琉球狐蝠的微衛星遺傳多樣性 

以 26 個微衛星基因座所估算。Na: 每基因座平均的等位基因數(mean number of 

alleles per locus), AC: 等位基因豐富度(allelic richness), HO: 異型合子觀測值

(observed heterozygosity), HE: 異型合子期望值(expected heterozygosity), RI:親

緣值(relatedness), FIS: 自交係數(inbreeding coefficient)。永良部族群(n = 1)不納

入亞種層次的分析中。 

 

 

 

 

 

 

*: 統計顯著（P 值 < 0.05） 

  微衛星 DNA 

亞種 N Na AC HO HE RI FIS 

臺灣 37 4.962  3.597  0.574  0.600  0.004* 0.058  

八重山 10 3.731  3.479  0.588  0.581  0.004  0.039  

折居氏 22 3.846  3.351  0.542  0.575  0.030* 0.081  

永良部 1 - - - - - - 

大東 7 2.885  2.885  0.429  0.415  0.147* 0.045  
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表三、琉球狐蝠的分子變異數分析(Analysis of molecular variance, AMOVA) 

部分控制區 D-loop (418 bp)之分析包含 5 個族群，分別為臺灣(Formosan)、八重山

(Yaeyama)、折居氏(Orii’s)、大東亞種(Daito)及菲律賓(Philippine)族群；粒線體結

合序列(D-loop, cytb, COI 共 3103 bp)及微衛星 DNA (26 個基因座)之分析包含上述

除菲律賓之外的 4 個族群。 

*：統計顯著 

 

 

 

 

表四、以粒線體 DNA 分析琉球狐蝠於亞種之間的成對遺傳分化(ΦST) 
對角線上方為以部分控制區 D-loop 片段(418bp)之分析結果；對角線下方為以粒線

體結合序列(D-loop, cytb, COI 共 3103 bp)之分析結果。永良部亞種(n = 1)不納入

分析中。統計顯著性亦標註於表中。 

NS：統計上非顯著 

*：統計顯著（P 值 < 0.05） 

 粒線體 DNA  核基因 DNA 

 D-loop  concatenated sequence  微衛星 DNA 

變異來源 variation (%) P value  variation (%) P value  variation (%) P value 

亞種之間 15.51 < 0.001*  13.42 < 0.001*  7.01 < 0.001* 

亞種之內 84.49   86.58   92.99  

亞種 臺灣 八重山 折居氏 大東 菲律賓 

臺灣  0.013NS 0.138* 0.207* 0.389* 

八重山 0.020NS  0.071* 0.160* 0.341* 

折居氏 0.130* 0.113*  0.233* 0.518* 

大東 0.197* 0.183* 0.284*  0.421* 
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表五、以微衛星基因座分析琉球狐蝠於亞種之間的成對遺傳分化(FST) 

永良部亞種(n = 1)不納入分析中。統計顯著性亦標註於表中。 

亞種 臺灣 八重山 折居氏 大東 

臺灣     

八重山  0.011NS    

折居氏 0.058* 0.035*   

大東 0.135* 0.141* 0.161*  

NS：統計非顯著   

*：統計顯著（P 值 < 0.05） 

 

 

 

 

 

 

表六、本研究開發性別鑑定引子在四狐蝠屬物種之測試結果 

Y：成功; N：失敗。 

 

 

 

  

物種 學名 P-Sry1 P-Sry2 P-AML1 P-AML2 Pv-AML2 A1 A15 RodmitU/L

臺灣狐蝠 Pteropus dasymallus formosus Y Y Y Y Y Y Y Y

馬來狐蝠 Pteropus vampyrus N N N N Y Y Y N

黎氏狐蝠 Pteropus lylei Y Y N Y Y Y Y Y

小狐蝠 Pteropus hypomelanus Y Y N Y N Y Y Y

Y 染色體引子 正控制組引子 (X染色體) 正控制組引子 (其他)
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表七、本年度鑑定個體各季出沒狀況一覽表 (2020 五月~2021 一月) 

呈現各季調查結果所得的個體出沒紀錄。數字代表該個體經由分子鑑定發現的樣本

數。M：雄性；F：雌性。 

個體名稱 地點 性別 2020/05 2020/08 2020/10 2020/11 2021/01 備註

GSF-202001 龜山島 M 1

GSF-202002 龜山島 F 3

GSF-202003 龜山島 M 2

GSF-202004 龜山島 M 1

GSF-202005 龜山島 F 1

GSF-202006 龜山島 F 1

GSF-202007 龜山島 M 1

GSF-202008 龜山島 M 1

GSF-202009 龜山島 M 1

GSF-202010 龜山島 M 5 2 6

GSF-202011 龜山島 F 4

GSF-202012 龜山島 M 6

GSF-202013 龜山島 M 2

GSF-202014 龜山島 M 3 3

GSF-202015 龜山島 M 2

GSF-202016 龜山島 M 2 1

GSF-202017 龜山島 M 1

GSF-202019 龜山島 F 1

GSF-202020 龜山島 M 1

GSF-202021 龜山島 F 1

GSF-202023 龜山島 F 1

GSF-202024 龜山島 M 1

GSF-202025 龜山島 M 1

GSF-202026 龜山島 M 1

TW_G_34 龜山島 F 1 10月捕捉個體

TW_G_35 龜山島 F 1 10月捕捉個體

TW_G_36 龜山島 M 1 1 10月捕捉個體

TW_G_37 龜山島 F 1 1 10月捕捉個體

TW_G_38 龜山島 M 1
10月捕捉個體；2019年5月曾採集

過排遺，ID為TW_G_F003

TW_G_39 龜山島 F 1 10月捕捉個體

TW_G_40 龜山島 F 1 10月捕捉個體

TW_G_41 龜山島 M 1 10月捕捉個體

TW_G_42 龜山島 M 1 10月捕捉個體

TW_G_43 龜山島 M 1 10月捕捉個體

TW_G_44 龜山島 M 1 10月捕捉個體

TW_G_45 龜山島 F 1 1 10月捕捉個體

HLF-2021001 花蓮市區 F 1

HLF-2021002 花蓮市區 M 5
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圖一、琉球狐蝠地理分布圖 

本研究所使用之樣本數皆標明在該區域的括弧內。星號(*)代表 DNA 序列來自

Genbank 資料庫。  

 

 

 

  

(TW3, 7) 

(TW1, 49) 

(TW2, 4) 
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圖二、琉球狐蝠島嶼間的遺傳和地理距離之成對比較 

(a)粒線體部分控制區 (b) 粒線體結合序列 (c) 微衛星DNA結果。X 軸為地理距離

取自然對數值、Y 軸為以 linearlized ΦST (粒線體)或者 FST (微衛星)呈現之遺傳距

離，並標上回歸趨勢線及相關性的顯著值。 
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圖三、琉球狐蝠的單倍型網絡圖 

(a)粒線體部分控制區 (b)粒線體結合序列。每一顏色代表一個亞種，每個圓圈的尺

寸大小與單倍型的出現頻率成比例。每一線段代表單一突變步驟；而每一小點則代

表一假想的中間單倍型。 
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圖四、以 STRUCTURE 分析琉球狐蝠個體的遺傳結構圖 

建構來自五亞種、77 隻琉球狐蝠的遺傳結構圖，每一直條代表單一個體，每一顏色

代表一個遺傳分群，每種顏色的長度與該個體被歸類至某一分群之機率成正比。K

值則代表可能的遺傳分群數，而最可能的分群數目為 4。垂直黑線用以區隔不同的

亞種及島嶼群；Y 軸則代表比例，範圍在 0~1 之間。 
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圖五、粒線體之結合序列親緣樹 

以共計 3103 bp 的結合序列(concatenated sequence)、以 Maximum likelihood 方

法重建。不同顏色的圓圈，代表單倍型所屬的亞種。Bootstrap 值標示於節點(node)

旁，而分支的長度(branch length)則以每個點位的置換率(substitutation rate)加以換

算，並標示比例尺於左下方。 
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圖六、PID、PIsibs與微衛星基因座累積數量關係圖 

PID代表一族群中，假設逢機交配下，兩個無親緣個體帶有相同基因座的機率；PIsibs

則為一族群中，兩手足個體恰帶有相同基因座之機率。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、本年度龜山島個體各季分布圖 

灰色與白色分別代表雄性與雌性的個體數目。 
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圖八、性別鑑定之測試電泳圖 

1: 馬 來 狐 蝠 (Pteropus vampyrus); 2: 黎 氏 狐 蝠 (P. lylei); 3: 小 狐 蝠 (P. 

hypomelanus); F: 臺灣狐蝠(P. dasymallus formosus)：已知雌性個體(TW-G-32)，

正控制組; M: 臺灣狐蝠：已知雄性個體(TW-G-33)，正控制組; N: 負控制組，以二

次水取代 DNA template。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖九、本年度龜山島族群之親緣鑑定 

方塊與圓圈分別代表雄性與雌性個體，括弧內是首次記錄到該個體的日期。附照片

者，為捕捉當下具影像紀錄者。 
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附錄一、本研究所選用之粒線體引子一覽表 

基因名稱 引子名稱 
Tm

℃ 
F/R 序列 

大小

(bp) 

出處 評估 

Cytochro

me b 

(cytb) 

Pd-cytb-F 

Pd-cytb-R 

53 F 

R 

5'-GTTCGAAATCCACACCT-3' 

5'-ACTTGAGTTTCTTCCTTGAG-3' 

1557 本研究設計 

具多型性，可以一對引子增

幅完整全長 1140 bp；亦包

含部分 tRNA, D-loop 片段

約 400 bp     

Cytochro

me c 

oxidase 

subunit I 

(COI) 

Pd-COIc-F 

Pd-COIc-R 

Pd-COId-F 

Pd-COId-R 

53 

  

F 

R 

F 

R 

5'-GTTAAACACAGACCAAGAGC-3' 

5'-TCATACGATAAAGCCGAGGAAT-3' 

5'-CCGCCGGAATTACGATACTGC-3' 

5'-TTTTACTAATACCTCTCCA-3' 

1900 

  

本研究設計 

  

具多型性；兩端接合可包含

完整 COI 1544 bp; 同時亦

包含部分 ND2, tRNA 序列

約 400 bp 

Displace

ment loop 

(D-loop) 

RodmtU 

RodmtL 

53 F 

R 

5'-GCTGAGGTTCTACTTAAACT-3' 

5'-GAGATGTCTTATTTAAGGGG-3' 
429 

Brown et al. 

(2011) 

具多型性 
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附錄二、琉球狐蝠性別鑑定測試之引子 

 基因片段 引子名稱 F/R 序列 片段大小 出處 結果 

SRY gene 
P-Sry 1 F 5'-AAC-GCA-TTC-ATA-GTG-TGG-TCT-CG-3’ 150 自行設計 成功適用 

  R 5'-CAA-GGC-GCG-TAG-TCT-CTG-TGC-3’      

SRY gene 
P-Sry 2 F 5'-GCG-ACT-GGG-ATA-TCA-ATG-GAA-AAT-3' 60 自行設計 產物淡 

  R 5'-CAA-GGC-GCG-TAG-TCT-CTG-TGC-3'      

AML P-AML 1 F 5'-ATG-GGG-ACC-TGG-ATT-TTG-3' 300 自行設計 非專一產物多 

    R 5'-GTA-GGG-CGT-GAT-TCG-GGG-GAT-TC-3’      

AML P-AML 2 F 5'-CAG-GCT-ATG-AAT-ATT-GGC-AGG-AC-3’ 500 自行設計 成功適用 

    R 5'-GTA-GGG-CGT-GAT-TCG-GGG-GAT-TC-3’      

AML Pv-AML 2 F 5'-TCC-GCA-ACT-TTC-AGA-GCC-AAC-T-3' 250 自行設計 成功適用 

    R 5'-AGC-GGA-AAG-GGT-GTG-ACT-AT-3'      

Microsatellite A1 F 5'-TCT-CGG-TCT-GTT-CCC-TGA-GG-3' 300 自行設計 產物淡，正控制組 

      R 5'-TGA-CTA-TTT-AAG-TCA-TTT-GCC-CAT-TT-3'    

Microsatellite A15 F 5'-TTT-GGA-AAA-ACG-ACC-CCC-TT-3' 260~300 自行設計 
成功適用，正控制組 

  R 5'-GCA-TCA-AAG-CAT-TAG-GGA-GGA-A-3'   

D-loop RodmitU F 5'-GCT-GAG-GTT-CTA-CTT-AAA-CT-3' 500 
Brown et al. (2011), 成功適用，正控制組 

 RodmitL R 5'-GAG-ATG-TCT-TAT-TTA-AGG-GG-3'  
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附錄三、野外調查照片 

  

研究人員於龜山島架設霧網 於龜山島捕捉到之雄性臺灣狐蝠 

  

研究人員對狐蝠進行保定和測量 研究人員量測狐蝠翼長 

  

停棲於海棗樹上的臺灣狐蝠 環湖步道稜果榕覓食中的臺灣狐蝠 
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401 高地步道的新鮮食渣及排遺 涼亭井口旁的新鮮排遺 

  

龜山國小前海棗樹上 2 隻互動中的狐蝠 海棗樹上 5 隻互動中的狐蝠 

  

蒲葵樹上的狐蝠個體 蒲葵樹上的個體理毛行為 
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蒲葵樹上互動中的狐蝠 狐蝠降落後在蒲葵葉上攀爬 

  

海棗樹下的排遺 狐蝠的排遺 

  

花蓮美崙溪出海口可記錄到狐蝠的出現 花蓮市校園的大王椰子可記錄到狐蝠的出現 

 


