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摘  要 

 
    邊境農產品進口檢疫為防止害蟲入侵的第一道防線，因此快速準確鑑定查驗的害蟲身分有利

於制定適宜的因應措施；然而多數害蟲鑑定困難度高，傳統分子鑑定通常無法當天確認物種身分，

勢必降低農產品保鮮時效及減緩檢疫效率。為縮短鑑定時程，本研究旨在使用 Oxford Nanopore 

Technologies (ONT) 的 MinION 定序儀建立實驗室 DNA 條碼 (粒線體 COI 基因) 定序操作流

程，包括 ONT 建庫所需之 DNA 濃度、樣本混合的 PCR 產物體積、定序數據量及序列一致性整

合分析流程。實驗將檢疫果蠅樣本及農業部動植物防疫檢疫署 (防檢署) 委託分子鑑定的 14 批檢

疫樣本進行建庫，在 MinION 定序儀取得 DNA 條碼序列；上機數據共取得 108 萬條解序序列 

(reads)，總數據量為 652.88 Mb，序列的 N50 為 614 bp，定序檔案容量為 12.3 Gb。結果顯示樣

本的 DNA 濃度與得到的解序序列呈現正相關，成功定序的增幅樣本 DNA 濃度至少需達到 1.92 

ng/μl，方能取得 DNA 條碼，此數值可作為未來樣本進行 PCR 時所需濃度之參考。經序列比對結

果顯示，果蠅的相似度皆為 100%；防檢署各分署所送樣本，經 GenBank 比對的物種相似度則為

97.72~100%，皆能明確對應至已知物種。因此，檢疫樣本依循 ONT DNA 條碼標準作業流程操

作，將可在 1 至 1.5 天內取得序列，若能藉由混合樣本的操作將可降低 ONT 高定序成本費用，有

效鑑定邊境截獲之檢疫害蟲，強化邊境檢疫能力，縮短農產品進口檢疫作業時程。 

 

關鍵詞：定序技術、DNA 條碼、檢疫作業、物種鑑定。 
 
 
 
前  言 
 

世界貿易組織  (World Trade Organization, 

WTO) 提倡貿易自由、公平及可預測性，促使全球

貿易活絡，有害生物擴散的風險也隨著貨櫃、農產品

貿易增加，邊境農產品進口的檢疫作業遂成為各國

防堵有害生物入侵的第一道防線，可儘早發現即時

因應。生物的入侵已造成世界各地鉅額經濟損失 

(Zenni et al., 2021)，例如：北美損失累計已達 1.26

兆美元，亞洲則為 4,326 億美元。為積極防杜有害

生物入侵，我國應積極發展檢疫有害生物之快速鑑

定技術，先行布局以為因應。 

20 世紀末至 21 世紀初期，應用 DNA 於分類

鑑定為 Avise and Johns (1999)、Caterino et al. 

(2000)、Tautz et al. (2002, 2003) 等人所大力提倡；

Hebert et al. (2003) 更倡議粒線體基因的細胞氧化
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色素第一次單元 (cytochrome c oxidase subunit I, 

COI) 5’端序列 (長度約為 650 bp)，可應用於物種鑑

定；目前，COI 基因已廣泛應用於昆蟲物種分類及

鑑定 (Kress et al., 2015)，並能作為邊境進口農產

品檢疫害蟲鑑定的有力證據；其優點主要有：一、各

類群昆蟲粒線體基因體序列資料齊全，易於設計各

類昆蟲 COI 專用引子；二、轉譯區段  (coding 

region) 具 高 度 保 守 性 ， 少 有 核 苷 酸 插 入 

(insertion) 或缺失 (deletion)，定序片段長度一致，

可明確比對分析；三、COI 基因變異速率約為核醣

體 12S rDNA 或 16S rDNA 等基因的 3 倍，種間鑑

別效率佳；四、至今已累計約 23 萬 4 千種昆蟲物種

近 800 萬條 DNA 條碼可供比對 (https://www. 

boldsystems.org/index.php/Public_SearchTerms

)。DNA 條碼已成為昆蟲分類的基本分類特徵 

(Kanturski et al., 2018, Gopurenko et al., 2021)，

亦 可 有 效 連 結 完 全 變 態 昆 蟲 之 各 生 活 史 階 段 

(Kress et al., 2015)，使許多幼蟲期缺乏系統研究的

昆蟲類群能與成蟲形態連結，可促進基礎生態研究

進展。農業害蟲體型微小、種類繁多，鑑定至種位階

難度高，即使是訓練有素的分類專家，也常事倍功

半，費時甚長；尤其處理大量幼蟲樣本時，則無法迅

速得到正確鑑定結果；分子鑑定所常用的 DNA 條

碼在物種鑑定成效已有目共睹，並受到分類學者認

可，可應用於農產品進口所截獲之害蟲物種鑑定，以

強化檢疫效能。 

近 10 年來，DNA 定序技術日新月異，隨著高

通量定序 (high-throughput sequencing) 技術蓬

勃發展而有所突破，更加速昆蟲多樣性調查與監測

之研究進展 (Piper et al., 2019, Chua et al., 2023, 

Fikáček et al., 2023)，常見技術包括 DNA 條碼、

高 通 量 巨 量 條 碼  (megabarcoding) 、 元 條 碼 

(metabarcoding)、定量 PCR (quantitative PCR, 

qPCR)、droplet digital PCR (ddPCR) 與 shotgun 

metagenomics，這些方法能節省成本並有效快速地

應用於成千上萬的樣本分析鑑定，多數能提供至種

的鑑定結果 (Jennifer et al., 2016, Chua et al., 

2023, Hebert et al., 2023)；其中，高通量巨量條碼

主要係透過混合樣本方式進行大量標本定序 (Yeo 

et al., 2021, Hebert et al., 2023)，有效的將形態多

樣的節肢動物鑑定至種，大幅提升基礎研究效能暨

其相關生物學之研究效益。 

新 興 的 第 三 代 DNA 定 序 技 術  (Third-

Generation Sequencing) 主要優勢為基因體長片

段定 序， 以 PacBio (Pacific Biosciences)及

Oxford Nanopore Technology (ONT) 兩家公司所

開發之技術及產品為主；前者須將樣本送至核心實

驗室進行定序；後者開發的 MinION 定序儀操作簡

易，可在一般分生實驗室操作，預期將推動各種生物

基因體之研究進展。在全球貿易盛行的時代，落實檢

疫工作，準確、迅速地鑑定如昆蟲、線蟲、病毒及真

菌等檢疫有害生物，並將其阻絕於邊境，對於制定檢

疫管理策略至關重要；運用 MinION 定序儀可有效

定序長片段 DNA 條碼進行物種比對分析，準確將

昆蟲害蟲及病原菌鑑定至種位階  (Knot et al., 

2020, Frey et al., 2022)。 

本研究主要目的為使用 MinION 定序儀，建立

進口農產品所截獲檢疫害蟲之快速分子鑑定流程，

試 驗 標 的 係 採 用 國 際 重 要 檢 疫 物 種 斑 翅 果 蠅 

(Drosophila suzukii) 及其他 Drosophila 果蠅、以

及自進口農產品檢出之害蟲樣本，並應用 ONT 定序

技術建立 DNA 條碼 (粒線體 COI 基因) 定序操作

流程，包括 ONT 建庫所需之 DNA 濃度、樣本混合

的 PCR 產物體積、定序數據量及分析比對流程，以

作為日後建立邊境快速鑑定作業流程之參考。 

 

材料與方法 
 

一、ONT DNA 條碼資料建立及應用 

(1) 標本收集與保存：本研究雙翅目果蠅樣本來自美

國同儕、防檢分署及國立中興大學分子生物學研

究所曾振圓老師實驗室 (源自臺灣果蠅遺傳資

源中心)，共取得斑翅果蠅 (D. suzukii)、D. 

immigrans 、 D. simulans 及 黑 腹 果 蠅  (D. 

melanogaster) 等 4 種果蠅 14 隻個體樣本 (表

一)，另包括各防檢分署檢送分子鑑定的鞘翅目、

半翅目、膜翅目、鱗翅目、直翅目及纓翅目等 25

隻個體樣本 (表一)，編號以各目字首為流水號

編列，如 Dip100、Hem101 及 Col1111 分別為

雙翅目第 100、半翅目第 101 及鞘翅目第 1111

筆樣本，建立資訊後以 95%酒精保存，冷凍存放

-20℃冰箱。 

(2) 形態資料建立及 DNA 資料之管理：依循 DNA 

Barcode 標準流程 (圖一)，標本均拍照存證，參

考相關昆蟲圖鑑及文獻進行鑑定或請國內外各

類群昆蟲學者鑑定。 

(3) DNA 萃取：每個樣本僅使用 1 隻檢疫害蟲萃取

DNA，依標本體型決定組織取樣方式，多數雙

翅目、鞘翅目、鱗翅目取一足，半翅目蚜蟲則取

頭胸部組織，若標本蟲體太小則使用整隻標本，
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組織置入 1.5 ml 微量離心管後，加入 50 μl 

QuickExtract DNA extraction kit (Epicentre 

Biotechnologies, Lucigen Corporation, 

Middleton, WI) 進行研磨，隨後將萃取液置入

加熱器以 65°C 加熱 10 min，震盪 15 sec，98°C

加熱 2 min，最後將萃取完成的農業害蟲 DNA

保存於-20℃冷凍櫃中。 

(4) DNA 增幅：使用改良的通用引子 LCO1490 及

HCO2198 增幅 DNA 條碼  (Folmer et al., 

1994)，由於 ONT 定序之 DNA 樣本需混樣，

故參考 Fikáček et al. (2023) 的通用引子 (表

二)，於上下游引子上分別接上 4 組及 10 組標

誌序列，共可產生 40 種組合以區分各樣本 PCR

產 物 。 使 用 Biometra Tone 熱 循 環 儀 

(Biometra, Göttingen, Germany) 進行 PCR

反應，使用流程為 94°C 2 min →35 個循環

表一 本研究使用之檢疫害蟲採集資訊、奈米孔DNA條碼PCR引子對、PCR產物之DNA濃度、定序demultiplex
的解序序列數與 GenBank 比對的物種相似度 

Table 1. Specimen information for quarantine pests, Nanopore tagged primer pairs, DNA concentration of
PCR products, demultiplexed sequencing reads, and BLAST species similarities from GenBank 

Collection 
date 

ID Country  Crop Quarantine 
Bureau 

Primer_F Primer_R DNA concentration 
(ng/μl) 

Demultiplexed 
sequences 

Taxon Similarity 
(%) 

20190111 Dip258 New Zaland Avocado Hsinchu LCO_13_001 HCO_13_001 17.2 1375 D. immigrans 100 
– Dip336-1* USA – – LCO_13_001 HCO_13_002 6.88 560 D. suzukii 100 
– Dip337-1* USA – – LCO_13_001 HCO_13_004 8.4 788 D. suzukii 100 
– Dip337-2* USA – – LCO_13_001 HCO_13_005 6.08 639 D. suzukii 100 

20210807 Dip398-1 Japan Grapes Hsinchu LCO_13_001 HCO_13_006 7.74 539 D. simulans 100 
20210827 Dip399-1 Japan Grapes Hsinchu LCO_13_001 HCO_13_007 16.4 1487 D. suzukii 100 
20210908 Dip403-1 Japan Grapes Hsinchu LCO_13_001 HCO_13_008 2.6 175 D. melanogaster 100 
20210908 Dip403-2 Japan Grapes Hsinchu LCO_13_001 HCO_13_009 6.46 431 D. melanogaster 100 
20220511 Dip430-1 Australia Grapes Kaohsiung LCO_13_002 HCO_13_001 18.3 5521 D. simulans 100 
20220511 Dip430-2 Australia Grapes Kaohsiung LCO_13_002 HCO_13_002 24.2 5195 D. simulans 100 
20220511 Dip430-3 Australia Grapes Kaohsiung LCO_13_002 HCO_13_003 29.2 9858 D. simulans 100 

– Dip499-1* NCHU (lab) – – LCO_13_002 HCO_13_004 32.2 10460 D. melanogaster 100 
– Dip499-2* NCHU – – LCO_13_002 HCO_13_005 26.2 7788 D. melanogaster 100 
– Dip499-3* NCHU – – LCO_13_002 HCO_13_006 31 9440 D. melanogaster 100 

20230905 Hem2822 Vietnam Chinese 
cabbage 

Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_005 30.2 5373 Myzus persicae 100 

20230906 Hem2823 Vietnam Chinese 
cabbage 

Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_006 10.6 1372 Myzus persicae 100 

20230906 Hem2824 Vietnam Broccoli Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_007 36.6 7014 Myzus persicae 100 
20230907 Hem2834 USA Lettuce Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_008 3.2 397 Aulacorthum solani 100 
20230907 Hem2836 Indonesia Chinese 

cabbage 
Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_009 3.48 299 Lipaphis 

pseudobrassicae 
100 

20230907 Hem2837 USA Romaine 
lettuce 

Kaohsiung LCO_13_003 HCO_13_010 1.92 150 Aulacorthum solani 100 

20230907 Hem2838 USA Lettuce Kaohsiung LCO_13_004 HCO_13_001 10.1 2222 Aulacorthum solani 100 
20230928 Col935 Japan Japanese 

cedar 
Taichung LCO_13_004 HCO_13_003 6.38 2127 Sipalinus gigas 99.85 

20230928 Col936 Japan Japanese 
cedar 

Taichung LCO_13_004 HCO_13_004 6.38 1860 Sipalinus gigas 99.85 

20231002 Col937 USA Planks Taichung LCO_13_004 HCO_13_005 10.0 2687 Silvanus muticus 97.72 
20231002 Lep1440 Japan Apple Keelung LCO_13_004 HCO_13_006 34.4 10057 Grapholita molesta 100 
20231002 Lep1441 Japan Apple Keelung LCO_13_004 HCO_13_007 32.8 10714 Grapholita molesta 100 
20231004 Col932 Japan Timber Taichung LCO_13_004 HCO_13_002 10.0 2835 Silvanus bidentatus 99.85 
20231004 Lep1442 Japan Apple Keelung LCO_13_004 HCO_13_008 32.2 4423 Grapholita molesta 100 
20231011 Thy37 Japan Apple Keelung LCO_13_004 HCO_13_009 4.32 544 Scirtothrips dorsalis 99.24 
20231013 Ort193 Japan Logs Taichung LCO_13_003 HCO_13_003 12.9 2144 Gryllodes sigillatus 100 
20231020 Lep1459 Japan Apple Keelung LCO_13_002 HCO_13_007 33.2 10082 Grapholita molesta 100 
20231020 Lep1460 Korea Pear Keelung LCO_13_002 HCO_13_008 29.8 5024 Grapholita molesta 100 
20231024 Lep1461 Japan Apple Keelung LCO_13_002 HCO_13_009 22.6 3099 Grapholita molesta 100 
20231024 Lep1462 Japan Apple Keelung LCO_13_002 HCO_13_010 15.6 2011 Grapholita molesta 100 
20231024 Hym169-1 Japan Apple Keelung LCO_13_003 HCO_13_004 19.7 4165 Trichogramma 

chilonis 
98.63 

20231024 Hym169-2 Japan Apple Keelung LCO_13_003 HCO_13_001 14.5 2802 Trichogramma 
chilonis 

99.54 

20231024 Hym169-3 Japan Apple Keelung LCO_13_003 HCO_13_002 20.4 3583 Trichogramma 
chilonis 

99.67 

20231025 Thy38 Japan Apple Keelung LCO_13_004 HCO_13_010 5.54 951 Scirtothrips dorsalis 99.39 
20231025 Thy39 Vietnam Snap peas Taichung LCO_13_001 HCO_13_003 0.73 3 Unknown - 
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94°C 40 sec，45°C 2 min，72°C 40 sec →72°C 

10 min →16°C (直至從機中取出樣品)。為驗證

ONT 定序的 DNA 條碼正確性，我們使用通用

引子 LCO1490 及 HCO2198 增幅 DNA 條碼，

使用流程為 94°C 2 min →35 個循環 94°C 40 

sec，45°C 1 min，72°C 40 sec →72°C 10 min 

→16°C，隨後委由國立陽明交通大學腫瘤與免

疫學研究中心進行 Sanger 定序，定序結果將與

ONT 定序序列進行正確性比對。 

(5) 電泳分析：取 4.5 μl PCR 增幅產物與 1 μl 染劑

混合，以 1% 的瓊脂膠進行電泳分析，確認複製

產物的產量、大小是否足夠及正確，產物亮度至

少須達 40 ng，隨後將剩餘的 PCR 產物用於建

庫。 

 

二、ONT 文庫製備與定序 

參照 ONT 的 SQK-LSK109 kit 之 Ligation 

sequencing amplicons 操作指南 (version: PBAC 

圖一 使用 Oxford Nanopore Technologies 開發之 MinION 儀進行檢疫害蟲 DNA 條碼分析之標準操作流程。 
Fig. 1. Standard operation procedure of DNA barcoding for quarantine pests using the MinION sequencer developed by 

Oxford Nanopore Technologies. 
 

表二 奈米孔 DNA 條碼 PCR 反應具標誌之 4 組上游引子 (LCO) 及 10 組下游引子 (HCO) 
Table 2. Four and ten tagged sequences of forward (LCO) and reverse (HCO) primers for Nanopore DNA

barcodes 

Primer Tag Tagged Primer Sequence 

LCO_13_001 GCGACAAGCACCG GCGACAAGCACCGGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
LCO_13_002 GCTCCTACTGCCA GCTCCTACTGCCAGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
LCO_13_003 GTAGCCTATGGCG GTAGCCTATGGCGGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
LCO_13_004 GTTAGACAATACT GTTAGACAATACTGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
HCO_13_001 ATCCGGTCGGAGA ATCCGGTCGGAGATAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
HCO_13_002 CTGAGGTGATCAG CTGAGGTGATCAGTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_003 AGTGTCCTGCTAG AGTGTCCTGCTAGTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_004 ATAAGCAATTCGA ATAAGCAATTCGATAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_005 ATCTAACAGGACC ATCTAACAGGACCTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_006 CATTATATAGCCA CATTATATAGCCATAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_007 CCTGATTACGTAA CCTGATTACGTAATAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_008 CTAATACACACCG CTAATACACACCGTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_009 TTATGACCGTTGC TTATGACCGTTGCTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
HCO_13_010 TTCTCGGCCGCAT TTCTCGGCCGCATTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
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12_9067_v109_revN_14Aug2019) 及 Fikáček et 

al. (2023) 描述之實驗流程調整本研究樣本品質建

立文庫。 

(一) 磁珠回收與 PCR 產物混樣 

(1) 由於本研究測試的樣本數僅 39 個，故每個

樣本 PCR 產物取 7 μl 至一個新的 1.5 ml

微量離心管進行混合，樣本總體積為 273 μl，加入等量體積且未稀釋的 AMPure XP

磁珠  (Beckman Coulter, USA) 進行純

化，輕拍或搖晃來混合，使 DNA 與磁珠結

合。 

(2) DNA 清洗與洗析 

(a) 將微量離心管放在磁座上 2 min，吸

取上清液移至新的 1.5 ml 微量離心

管，注意勿吸到磁珠。 

(b) 微量離心管續留在磁座上，加入 1 ml 

70%酒精進行洗滌，輕輕轉動混勻，靜

置 2 min 後，吸乾所有液體，重複此

步驟 3 次，最後讓磁珠酒精揮發 5 

min，勿太久以免造成磁珠因過度乾燥

產生裂縫。 

(c) 將微量離心管移離開磁座，加入 35 μl 

ddH2O 將磁珠沖散，重複洗析 DNA，

在室溫下靜置 10 min。 

(d) 將微量離心管放回磁座，隨後將上清

液移至新的 1.5 ml 微量離心管。 

(二) 準備擴增子 (Amplicon) 文庫 

(1) 計算 DNA 體積 

需要約 200 ng 的 DNA 於文庫製備，使用

Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) 測量 DNA 濃度，測得混樣的 DNA

濃度為 104 ng/μl，因此須取 1.9 μl 的 DNA

進行後續實驗。 

(2) 修復 DNA 末端並連接 A-tails：在 0.2 ml 

PCR tube 中，混合加入以下試劑：(a) 1.9 μl，總量 200 ng 的 DNA；(b) 3.5 μl Ultra 

II End-prep reaction buffer；(c) 1.5 μl 

Ultra II End-prep enzyme mix；(d) 加入

ddH2O，總體積為 31 μl。使用 PCR 儀器，

在 20°C 下靜置 5 min，在 65°C 下加熱 5 

min。 

(3) 接 上 adapters ： 混 合 2.5 μl Ligation 

Buffer、5 μl NEBNext Quick T4 DNA 

Ligase 及 1.5 μl Nanopore AMX，體積為

19 μl，加入至 31 μl end-repaired DNA，

總體積為 50 μl，在室溫下靜置 10 min。 

(4) 片段選擇 (Size selection)： 

(a) 將文庫移到一個新的 1.5 ml 微量離心

管，將 AMPure XP 磁珠搖勻後，添

加與樣本等量體積且未稀釋的 50 μl 

AMPure XP 磁珠，輕輕拍打混勻，勿

使用微量分注器； 

(b) 靜置室溫 5 min 後，將文庫移至磁座

上，放置 5 min，直到 buffer 變清，

將上清液吸乾； 

(c) 文庫續留於磁座，添加 125 μl SFB，

輕輕轉動以混合，靜置 5 min 後，吸

乾所有液體； 

(d) 將文庫移至磁座外，使用 7 μl ddH2O

反覆清洗壁面，將所有的磁珠都沖洗

至管壁底下，輕輕拍打混合後，並在室

溫下靜置 10 min； 

(e) 將試管放回磁座上，待磁珠沉澱凝聚

後，將上清液移置一個新的 0.2 ml 微

量離心管； 

(f) 取用 2 μl 文庫，使用 Qubit 4 測得濃

度為 11.9 ng/μl，DNA 可在 4°C 下保

存 1-2 周，若為-20°C 則可保存更長時

間。 

(三) MinION 定序 

(1) 準備 priming mix：拿取 1 個新的 1.5 

ml 微量離心管，加入 117 μl flush buffer 

(FB) 與 3 μl flush tether (FLT)，使用

微量分注器混合。 

(2) 準備文庫：拿取 1 個新的 0.2 ml 微量離

心管，加入 5 μl DNA 文庫、15 μl 

sequencing buffer (SQB) 及 10 μl 

loading beads (LB)。 

(3) 將 Flow Cell (R9.4.1) 放入 MinION 

Mk1B (MIN-101B)，聽到一喀聲確認卡

緊，隨後載入文庫。 

(4) 拉動密封片以打開樣本導入開口，使用

200 μl 微 量 分 注 器 在 樣 品 開 口 加 入

Priming mix，緩慢穩定地將樣本載入

Flow Cell 中，確保樣品端口或微量分注

器未有空氣注入。 

(5) 使用 200 μl 微量分注器在樣品開口緩慢

加入 DNA 文庫，並將其全部載入到樣品

槽。確保樣品槽或微量分注器端部沒有

空氣，讓 DNA 文庫緩緩地進入 Flow 
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cell。 

(6) 連 接 MinION Mk1B 至 電 腦 ， 打 開

MinKNOW v. 23.07.15，定序儀加熱並

檢查 Flow cell 能用的孔數。 

(四) 鹼基判定(Basecalling)：在 GPU 電腦作業系

統 下 ， 使 用 軟 體 Guppy v. 6.5.7 (Oxford 

Nanopore Technologies) 將 FAST5 檔案格

式轉檔為序列檔，指令為 guppy_basecaller -

i [fast5_dir] -r -s [basecall_output_dir] -c 

dna_r9.4.1_450bps_hac.cfg--num_callers 1 

--gpu_runners_per_device 8 -x auto。 

(五) 多 工 解 訊 與 序 列 收 集 ： 使 用 軟 體

ONTbarcoder 2.2 (Srivathsan et al., 2021) 

區分各樣本序列，在 demultiplex 文字文件中

記錄樣本名稱、引子序列及引子標記等資訊 

(表二)，將 basecalling 獲得的 fastq 檔案進

行樣本序列區分，設定序列相似度閾值，整合

後即為該物種 DNA 序列。相關參數設定為：

(a) DNA 條碼長度及最小長度依據通用引子

增幅片段設定為 658 bp，產物和引子的搜尋

都設定為 100 bp；(b) consensus calling 使用

預設值分析(Main consensus calling：0.3；

Range of frequencies to assess：0.2-0.5；

step size：0.05 )；(c) 遺傳密碼使用無脊椎動

物粒線體編碼；(d) consensus by length 設

定：coverage 25、50、100、200 和 500，讀

取長度的最大誤差：50 bp，consensus by 

similar setting 的 coverage 設定為 100。軟

體分析流程為：(1) 依據 primer 及 tag 進行

Demultiplexing；(2a) 透過長度達成共識：選

出與預期條碼長度最接近的解序序列，達到指

定的覆蓋率，並使用 MAFFT 進行共識整合；

(2b) 透過相似性達成共識：從 2a 中選出與共

識最相似的解序序列 (相似度> 90%)，並使用

MAFFT 進行共識整合；(3) 透過條碼比較達

成共識：從 2a 中選出與共識最相似的解序序

列(相似度> 90%)，並使用 MAFFT 進行共識

整合。 

 

三、物種的序列比對 

將序列上傳至 GenBank (https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/) 與 Barcode Of Life Data System 

(BOLD) 進行序列物種比對，相似度達 97%以上作

為物種鑑定依據 (Hebert et al., 2003)，並下載對應

物種 DNA 序列進行親緣分析，確認物種之單源群

特性。 

 

四、DNA 序列排序 

使用 SeaView5 (Gouy et al., 2021) 之 Muscle 

Multiple Alignment 將 本 研 究 取 得 的 序 列 與

GenBank 下載的序列進行排序。 

 

五、親緣分析 

排序後的 DNA 序列，使用 MEGA 7.0 (Kumar 

et al., 2016) 的 鄰 接 歸 群 法  (neighbor-joining 

method, NJ) 檢視物種的單源群特性，核苷酸置換

模型選用 Kimura 2-parameter，任兩序列比對過

程設定為 Pairwise deletion，節點的支持度則使用

拔靴值 (Bootstrap method) 檢測，重複取樣數設

定為 1,000。 

 

結  果 
 

定序數據收到 108 萬條解序序列 (reads)，總

數據量為 652.88 Mb，序列的 N50 為 614 bp，定

序檔案容量為 12.3 Gb，上機時間為 2 小時 13 分。

樣本進行 demultiplex 後，樣本的解序序列介於 3-

10,714 條 (表一)；本次測試共成功定序 38 個樣本，

其中薊馬 Thy39 濃度極低 (0.76 ng/μl)，僅取得 3

條 序 列 ， 未 能 成 功 取 得 序 列 ； 而 次 低 的 蚜 蟲

Hem2837 (1.92 ng/μl) 及 果 蠅 Dip403-1 (2.6 

ng/μl)，分別有 150 條及 175 條解序序列，均可成

功取得整合序列，並比對到物種；其餘樣本濃度範圍

為 3.2~36.6 ng/μl，均可成功整合取得序列。分析顯

示樣本的 DNA 濃度與得到的解序序列呈現正相關 

(R= 0.89; P< 0.001) (圖二)，測試結果顯示 ONT 定

序成功的樣本 DNA 濃度至少須達到 1.92 ng/μl，方

可 取 得 足 夠 解 序 序 列 進 行 序 列 的 一 致 性 整 合 

(consensus) 分析，此數值可作為未來樣本 PCR 時

的濃度參考。透過 ONT 定序技術取得之 DNA 條碼

序列，與 Sanger 定序比對一致，可確保物種比對結

果正確性。 

物種鑑定比對上，檢疫害蟲斑翅果蠅及其同屬

物種 D. immigrans、D. simulans 及黑腹果蠅 (D. 

melanogaster) 等 4 種序列上傳至 GenBank 進行

物種比對，結果與各樣本對應的物種吻合，序列相似

性皆為 100% (表一，圖三)。防檢署各分署檢送的雙

翅目 (Dip)、鱗翅目 (Lep)、鞘翅目 (Col)、膜翅目 

(Hym)、直翅目 (Ort) 及纓翅目 (Thy) 等 25 個樣

本，除上述 Thy39 外，成功取得 24 個樣本序列，
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GenBank 比對的物種相似度介於 97.72~100% (表

一)；親緣分析結果也顯示，各個樣本序列均與同種

的樣本緊密群聚成一個單源群 (圖三)。上述 DNA 變

異分析及親緣分析均顯示，藉由 ONT 技術所定序 

出來的序列，可作為物種鑑定依據。 

 

討  論 
 

本研究應用檢疫害蟲斑翅果蠅及進口農作所檢

疫到的害蟲，建立 ONT 定序方法分析流程，除可提

供另一項害蟲檢疫技術方法外，也可加速害蟲的鑑

定速度，樣本送達後，有可能於 1 天內完成鑑定需

求。此方法雖然價格較高，但經由多樣本混樣的方

式，將可降低鑑定費用；也如同傳統 DNA 定序方

法，測試的樣本無論是成體或幼體均可進行操作。本

研究更發現，PCR 的 DNA 濃度大於 1.9 ng/μl，便

可經由 ONT 方法組合到準確的 DNA 序列。 

昆蟲類群繁多，邊境防檢疫實務常見的昆蟲包

括纓翅目、鱗翅目、半翅目、雙翅目及鞘翅目，通用

引子並無法成功複製所有物種的 DNA 條碼。本實

驗室長期協助防檢署使用 DNA 條碼鑑定各類群檢

疫害蟲，往昔經驗也顯示，無法使用單一通用引子複

製薊馬 DNA 序列；此外，ONT 技術在通用引子加

上 tag 標幟序列進行樣本區辨，使得 PCR 複製時未

若通用引子順利，造成 DNA 產物濃度較低。改善建

議如下：(1) 若有 PCR 增幅效果不佳而造成低濃度

的樣本，易造成樣本僅取得少量的解序序列，無法順

利進一步成功整合序列，故 DNA 濃度較低的樣本，

可加入較多體積的 PCR 產物建庫，提升磁珠純化回

收的 DNA 總量，增加定序成功的機率；(2) 先行使

用各類群適用的引子增幅 DNA 條碼區段，建庫時

再以外接方式黏上區辨樣本的 tag 標幟序列，將可

大幅提升標的 DNA 定序成功率。在儀器設備部分，

ONT 定序原理儀器讀取通過奈米孔的單股 DNA，

鹼基位 ATCG 以不同電子訊號記錄，生成的檔案容

量龐大，需要高運算的電腦工作站處理分析，應用

GPU 處理器加速將電序號轉檔為 ATCG 序列檔，

此部分與傳統定序不同。本研究使用 ONT 定序技

術，建立檢疫害蟲 DNA 條碼，可在實驗室建立標準

操作流程 (圖一)；樣本取得後，完成存證標本照拍

攝、DNA 萃取及 PCR 反應約需 4 小時，建庫操作

流程 1 小時後即可上機定序，最快可在 1 至 1.5 天

內取得序列，而傳統定序則需考量生技公司的處理

上機時間，通常需 3 天時間才能取得序列；顯見 ONT

技術對於鑑識邊境作物有害生物之物種鑑定，的確

可有效提高防檢疫流程處理效率。此外，官方的

圖二 樣本增幅後的 DNA 濃度與 ONT 解序序列 (reads) 數量之相關性分析。 
Fig. 2. Correlation analysis between amplified DNA concentration of samples and the number of ONT sequencing 

reads. 
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ONT 定序流程主要使用 New England Biolabs 生

技公司的 Kit，Roche 生技公司標榜建庫流程更加簡

單，後續將瞭解兩者建庫系統，檢視是否能更快速地

完成建庫，縮短實驗時間，提升快速鑑定效率。ONT

技術可定序單一樣本外，更可混樣處理多樣本，混樣

越多費用越便宜。舉例來說，一個樣本使用 Sanger

定序雙股 DNA 及 PCR 費用為 500 元；Nanopore

建庫一次約為 6600 元，1 個樣本的 PCR 費用為 50

元，定序 15 個樣本，則每個樣本均攤的費用為 490

元，故樣本數若達 15 個以上即能與 Sanger 定序費

用打平，若樣本數越多，則花費將越便宜。然而考量

到樣本數較多的情形，為使所有樣本皆分配到解序

序列，定序將需花費更長的時間。 

目前 ONT 定序技術相關研究日益增加，除可應

用於檢疫害蟲鑑定外，亦可在農業昆蟲多樣性研究

發揮重要角色。此技術曾應用在生物多樣性瀕危的

Ecuadorian Chocó 熱帶雨林進行兩棲爬蟲類調查 

(Pomerantz et al., 2018)，能在偏遠的雨林將採集

到的標本在 24 小時內成功定序並且比對至物種，準

確率> 99%。由於 MinION 定序儀生成的序列只需

圖三 使用 Oxford Nanopore Technologies 開發之 MinION 儀定序之 DNA 條碼與 GenBank 上搜尋所得相對物種的親緣分

析。物種學名標示於各群旁； 為本研究定序之序列。 
Fig. 3. Phylogenetic analysis of DNA barcodes from the ONT sequencer and their corresponding blast sequences from 

GenBank. Species names were labeled beside each group; : sequences acquired in this study. 
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要 30 條解序序列即可達到高準確度，加上可進行混

樣，故使用 ONT 定序為快速、經濟有效的大量定序

法，不僅可促進生物多樣性研究發展，亦可達到生態

保育的目的。Hebert et al. (2023) 使用 MinION 能

同時定序 100,000 個樣本，從標本 DNA 萃取到

DNA 條碼完成，每個樣本完成定序僅需 0.10 美元，

極有可能在二十年內完成普查所有物種的夢想。臺

灣近期也有學者應用 ONT 技術瞭解森林落葉層鞘

翅目昆蟲多樣性，發現不同種幼蟲對於微棲所環境

需求迥異，並與國際專家合作，檢視建立落葉層昆蟲

物種多樣性資料庫 (Fikáček et al., 2023, Hu et al., 

2024)。然而，目前尚未有研究全面建立農業昆蟲、

森林昆蟲及衛生昆蟲的 DNA 條碼，也無法瞭解分

析上述昆蟲在臺灣的組成及分布特性，遑論探討臺

灣地區各類昆蟲的多樣特性。近 5 年國內投注大量

經費在水稻田生態調查相關計畫  (Chen et al., 

2023)，若能搭配高通量巨量條碼技術，不僅能進一

步檢視水稻田各農業昆蟲多樣性暨建立水稻昆蟲基

礎資料，並可套用至各種作物，供作未來防治與監測

的重要資料。 

昆蟲物種數多，鮮有專家可鑑定所有害蟲種類，

在 DNA 條碼資料庫已建立 23 萬餘種昆蟲的基礎

上，應用 DNA 條碼將能有效快速確認檢疫攔截到

的害蟲身分。防檢署積極組織團隊全面建立檢疫害

蟲及國內重要害蟲的 DNA 條碼及快速鑑定技術已

行之有年，近期更開發使用 ONT 技術進行檢疫緊急

樣本的分子鑑定，最快可在 1 至 1.5 天完成物種鑑

定，預期可在農產品進口貿易通關上發揮效益，也符

合保鮮需求的農產品之加速通關，提升我國檢疫害

蟲分子鑑定的國際聲望及地位。 
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ABSTRACT 
 

Border quarantine of crops is the first line of defense against pest invasions. Therefore, 
rapid and accurate identification of detected pests is crucial to develop appropriate 
management measures. However, identifying most pests is challenging, and conventional 
molecular identification methods cannot acquire sequences to confirm species identity within 
one day. Such delays affect crops’ freshness and reduce quarantine measures’ effectiveness. 
This study aims to establish a laboratory DNA barcoding approach for sequencing 
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I (COI) using the MinION sequencer from Oxford 
Nanopore Technologies (ONT) to shorten identification time. This procedure evaluates the 
DNA concentration and PCR product volume required for ONT library preparation, 
sequencing reads counts, and priors for DNA consensus analysis. We prepared the ONT 
library using quarantine fruit fly species and 14 batches of border quarantine pests from the 
Quarantine Bureau. DNA barcodes were obtained using the MinION sequencer, yielding 1.08 
million reads, a data volume of 652.88 Mb, an N50 sequence length of 614 bp, and a 
sequencing file size of 12.3 Gb. Our results show a positive correlation between sample DNA 
concentration and sequencing reads, establishing a baseline DNA concentration of 1.92 ng/μl 
for ONT sequencing. Blast results in GenBank confirmed 100% species identity of the four 
fruit fly species and 97.73-100% for the quarantine pests, enabling accurate species 
identification. Consequently, DNA barcodes can be obtained within 1 to 1.5 days using the 
standard procedure of ONT. Although the cost of ONT sequencing is high, mixing multiple 
samples in a single reaction can be offset. Obviously, the ONT method significantly enhances 
quarantine capabilities by accelerating pest identification, effectively reducing the 
quarantine timeline of imported agricultural products. 
 
Key words: Sequencing technique, DNA barcodes, quarantine process, species 

identification 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


