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近年來分子生藥學在鑑定上的進展 

近年來，分子生物技術的迅速發展，尤其是聚合酶連鎖反應（PCR）技術的

誕生，使檢測物種的基因型變的簡化。它不但在植物分子系統學研究中的到

廣泛應用，同時也滲透到生藥（中藥）學研究領域。如隨機擴增多態 DNA
（RAPD）、任意引物 PCR（AF-PCR）、限制性片段長度多態性（RFLP）等

技術應用於人蔘、淫洋藿、蒼木、甘草、當歸；柴胡、大麻、蒲公英等基源

鑑定、植物親緣關係及品質評價的研究。應用直接測序技術，通過測定核糖

體基因（rDNA）族中的 18S rDNA、5S rDNA、內轉錄間隔區（ITS）、核酮

糖-1,5-二磷酸化羧酶大基（rbcL）基因的鹼基序列來辨鑑別升麻、石斛、蛇

床子、骨碎、砂仁、荳蔻等常用中藥材。近幾年來，採用分子生物學技術進

行基源鑑定、系統分類的藥用植物已數十種。 

採用 AP-PCR 和 RAPD 技術對不同產地的黨蔘 Codonopsis pilosula 進行指紋

分析，發現山西、甘肅、四川黨蔘有明顯區別，也有區別，表明 RAPD 技術

可用於藥材道地性的研究。RAPD 法具有省時、操作簡單的特點。但對 DNA
模板要求較高，模板的降解會直接影響擴增的結果。同時 RAPD 不但在種間、

屬間變異水平高，而且同一物種的不同產地（或居群）也有極大的差異。中

藥材在採收、加工、炮製、儲藏過程中，DNA 會發生不同程度的降解甚至產

量降解，這無疑限制了 RAPD 法的應用。 

採用直接測定法測定特定基因的鹼基排列，既可避免因藥材的特殊性造成的

誤差，又具高度的專屬性。對短片段的 DNA 進行序列分析，選用限制性內

切酶消化 PCR 產物，所獲得 DNA 圖譜具有較高的專屬性和穩定性。對黨蔘

類藥材 ITS 區 DNA 序列的 PCR 產物進行 RAPD 分析，可鑑別黨蔘及其偽品。

藉著序列分析，可建立中藥材高特異性 PCR 鑑定法。人蔘、西洋蔘、紫茉莉

Mirabilis jalapa、商陸 Phytolacca acinosa 的 ITS 鹼基序列，其 PCR 產物的 RFLP
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圖譜可資鑑別。 

RAPD 分析技術 

聚合酶連鎖反應（PCR）以其優越性極大影響到了分子生物學的所有領域，

並以其基本程序和變性梯度膠體電泳，開發出多種檢測核甘酸變異的方法。

逢機擴增多型性去氧核醣核酸（random  amplified  polymorphlc DNA，

RAPD）指紋分析技術就是其中的一種，它是 1990 年美國杜邦公司科學家 J. G. 
K. Williams 和加利福尼生物研究所 J. Welsh 領導的兩個小組幾乎同時發展發

展起來的一項新技術。Williams 稱之為 RAPD，Welsh 叫它 AP-PCR（Arbitrary 
Primer PCR）（Welsh et al, 1990；Williams J G K et al, 1990）；該技術經 PCR 
（polymerase chain reaction）修改而成，與一般 PCR 相比，RAPD 反應僅用

一條引物，且此引物只有 10 個核甘酸，它所擴增的片段並非如 PCR 用兩條

特定序列的引物，複製 DNA 上特殊的片段，而是任意序列逢機複製與其煉

合（anneal）的不特定片段。因此該反應的煉合溫度較低，36-40℃，並非如

PCR 的 55-68℃之間。該技術最大的特色在於它不需預先得知所欲測試草藥

的基因序列資料，就可用任意序列的引物，擴增 DNA 片段，將供試草藥的

DNA 差異性比較出來。它與其他指紋分析技術比較，其優點包括（l）只需

極少量的 DNA，幾個 ng 即可。（2）操作簡便，省時，省工。（3）無需做選

殖（4）不須預知序列的資料。因此該技術可在短時間內找到適合需要的多型

性 DNA 片段（標誌，marker），達到分析的目的。事實上 RAPD 的分析，就

是要從一連串引子的篩選當中，找出足以區分樣品基因組之間差異的標誌，

而這些還傳標誌可以分屬不同的分類地位（Hadrys et al., 1992）有「屬」特

異性的標誌，有「種」特異性的標誌當然也可篩得個體所特有的標誌。我們

可將該技術應用於中藥材基源的鑑定，甚至不同產地所衍生之不同生態型的

藥材植物上。值得注意的是，RAPD 亦有其再現性低的缺點，舉凡藥品（Taq，
dNTP，MgCI2）的廠牌及濃度，PCR 機器，甚至隨著操作者的不同，都可能

影響 RAPD 的結果（Meunier and Grimont，1993；MacPherson et al.,．1993；
Ellsoworth et al., 1993）。尤其中藥材的 DNA，污染物很高，更降低了結果的

可信度。因此，除了 RAPD 之外，應配合其它指紋分析生物技術，如 RFLP
（restriction  fragment  length  polymorphism）、 AFLP（amplified fragment 
length polymorphism）或 SSCP（single strand conformation polymorphism）等

方法，予以解決。RAPD 的優點就在於該方法可針對各種藥材，無限制篩選

所需的標誌，再分析這些標誌的序列，設計專一性高的特定引子，進行 PCR
反應。 

植物問基因組（genome）的大小，因重複序列多寡的影響即使是相近的品種，
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其差異亦可能甚大。這些變異較大的序列包括 rDNA（ribosomal DNA）

（Oxelman，1996），衛星 DNA （satellite DNA） （Ramser et al., 1997）和

VNTR （variable number tandem repeats）（Beyermann et al., 1992）。Ramser
等人（1996）就用一種 RAPD 技術，叫作以 RAMPO（random amplified 
microsatellite polymorphism），以（GA）8，（GA）8，（GTGA）4，（GAA）5
等當作探針，對 RAPD 圖譜進行雜合分析，去偵測各山藥品種之間的差異。

其他如芹菜（Vierling et al， 1994）、高粱（Yang and Quiros，1993）等植物

品種，亦以 RAPD 分析之。我們曾以此方法應用於臺灣金線連與高雄金線連

品種的鑑定上（Cheng et al., 1998）。除臺灣金線連興高雄金線連之外，我們

有發現少數金線植株的花部特徵介於這兩品種金線連之間。RAPD 分析為金

線連品種的鑑定，提供了一個既快速又簡便的工具。我們即針對該目的，進

行四十條引子的篩選，結杲自八條引子，得到共十九個具有種特異性的標誌，

其中九個標誌專一於臺灣金線連，另十個標誌則專一於高雄金線連。在這八

條引子當中，OPC－08 及 OPL－07 的 RAPD 圖譜均產生專一於臺灣金線連

與高雄金線連的標誌，且這些標誌又同時出現於雜交植株的圖譜之中。RAPD
分析，使得金線連的品種無需待其開花始可確定，只要取其葉部，抽取 DNA，
即可鑑定之。RAPD 標誌的篩選，將有利於今後藥用植物育種之用。 

除了藥用植物之外 RAPD 亦被應用於中藥材基源的鑑定上。中國的中藥材的

有 12000 之多，涵蓋範圍包括動物、植物、礦物及真菌等，其中植物佔 80﹪
以上。植物可供藥用的部分從根、莖、葉、花、果實到種子，無一不包括在

內。由於藥用成分的含量不定，中藥材的品質不—，因此，中藥的品管應從

基源著手，始可有效達成中藥科學化的目的。我們利用 RAPD 技術鑑別中藥

材的品種、真偽及方劑組成份，試圖為藥材的品管，在組織鏡檢、化學分析

之外，再開創另一個可以有效運用的工具。目前完成 DNA 分析的藥材包括

黃連（Cheng et al., 1997）、黃耆（Cheng et al.；Lin et al., 1995；Tseng et al., 
1991）、冬蟲夏草（Cheng et al., 1998）、當歸（Cheng el al., 1999）、枸杞 （Cheng 
et al., 2000）等，其他數種市售的藥材，目前正在分析中。除單方藥材之外，

複方藥材的成份分析，亦可藉由該技術，加以確認。我們已同時鑑定玉屏風

散中的黃耆、白木及防風三成份（Cheng et al., 1998）。我們希望在今後的研

究中，能收集更完整的中藥材樣品，篩選出足以鑑別其基源的 RAPD 引子，

並更進一步設計有效的 PCR 特異性引子，建立完整且準確的藥材 DNA 指紋

分析圄譜，作為中藥基源品質管制之用。此外，簡化 DNA 抽取程序，甚至

直接自藥材中進行 PCR 反應（Panaccio et al， 1993； Thomson and Henry, 
1995），將有助於提升該技術的發展潛力。 

AFLP 分析技術 
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擴增酶切片段多型性(amplified restriction fragment polymorphism, AFLP)是一

種基於 PCR，也是一種 RAPD 與 PCR 相結合的技術，它承襲了 RFLP 的可

靠性和RAPD的方便敏捷。AFLP只需要極少量的DNA材料，不需要Sourthern
雜交，不需預先知道 DNA 的順序信息，實驗結果可提供大量穩定可靠的信

息。AFLP 產物是典型的孟德爾方式遺傳。 

AFLP 的基本原理是對基因組 DNA 限制酶切片段進行選擇性擴增。首先限制

酶產生基因組 DNA 酶切片段，然後使用雙鏈接與基因組 DNA 的酶切片段相

連接形成擴增反應的模板。接與接相鄰的酶切片段的幾個鹼基序列作為引物

的結合位點。擴增的 DNA 限制性酶切片段由兩個限制性內切酶產生，一個

為酶切位點較少的限制酶（如 Eco R Ι），另一個為多酶切位點的限制酶（如

Mse Ι）。所以，AFLP 反應的結果是主要擴增那些由上述兩種酶共同酶切的片

段。採用雙酶切的原因是：（1）切點數少的酶可減少擴增片段的數目。（2）
經由不同引物的組合，產生大量不同的 AFLP 指紋。 

AFLP 是 1993 年 Zabeau 與 Vos 提出一個新的 DNA 指紋分析技術。其主要試

驗步驟為首先將基因組 DNA 以兩種限制酵素切開（double digestion），之後

再以帶有前述所使用之酵素專一序列的兩個雙股接子（adapter）分別黏於被

切出之 DNA 片段的兩端，以產生模板 DNA 進行後續的 PCR 擴增，而進行

PCR 擴增時所使用的引子，其 5＇端為與轉接子核心序列（core sequence）及

酵素專一序列互補的序列，而 3＇端則帶有選擇性的核甘酸延伸序列

（selective extension）。擴增程序分兩階段進行，第一個擴增程序稱為前擴增

（preamplification），係以帶有一個選擇性核甘酸延伸序列的引子進行擴增反

應；第二個擴增程序稱為選擇性擴增（selective amplification），係以帶有較

長選擇性核甘酸延伸序列的引子進行擴增反應。AFLP 的基本原理為針對基

因組內限制片段進行 PCR 擴增的技術，因此亦屬於以 PCR 反應為基礎的分

子標記，所以基本上也成襲了 PCR 分析流程＂快速＂的特色。Vos 等原創

AFLP 的學者稱 AFLP 是綜合了 RFLP 技術＂可靠＂（再現性高），以及 PCR
技術＂快速高效率＂的優點（Vos et al.,1995）。此外，利用 AFLP 分子標記每

次分析所可偵得的基因座數目，也較以往所使用的 RFLP、RAPD 與 SSR 為

多。就再現性而言，其中規模最大的研究比較是，1997 年數個歐洲分生實驗

室共同嘗試比較在同一種試驗操作步驟下，由各不同實驗室所作出的條帶圖

譜是否一致，以瞭解於各實驗室間交換彙集試驗結果資料的可行性，參與比

較的分子標記包括 RAPD、AFLP 與 SSR，結果顯示 AFLP 再現性最高，來

自於 6 個實驗室針對兩個甜菜品系，以 2 對引子組合進行 AFLP 分析所得的

條帶圖譜中，僅其中一個實驗室有一條帶缺失，其餘結果均同（Jones et 
al.,1997）。 
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目前已應用 AFLP 分子標記進行遺傳歧異研究之作物包括：水稻（Subudhi et 
al., 1998；Zhu et al., 1998）、玉米（Pejic al., 1998）、大麥（Schut et al., 1997）、
小麥（Bohn et al., 1999）、大豆（Powell et al., 1996）。這些研究大部分仍沿用

Vos 等學者的原始作法，係採用放射性磷進行引之標定；而少部分研究是以

非放射性螢光進行引子之標定（Lu et al., 1996；Hartl and Seefelder, 1998），和

不針對引子進行任何標定，直接於執行序列膠體電泳後以銀染方式偵測產物。 

AFLP 是 20 世紀 90 年代初期發展起來的用於檢測基因組限制性片段多態性

的 DNA 指紋技術。它類似於 RFLP，是對限制酶切片段進行分析，穩定而可

靠；又類似於 RAPD，是一種半隨機的 PCR 擴增。因此，這個技術兼顧了

PCR 的高效性與 RFLP 的準確性的雙重優點。另一方面它所顯示的只是擴增

片段的有與無，是顯性標記，並不能區分二倍體生物的純合與染合狀態，因

此在進行指紋分析時受到與 RAPD 指紋同樣的限制。由於 AFLP 引子設計的

巧妙與搭配的活使其成為當今獲得多太性效率最高的分子標記。 

AFLP-PCR 是一種半隨機擴增 

AFLP-PCR 是一種半隨機擴增，不需預先知道被分析基因組 DNA 的序列信

息。AFLP 引子 5’-端的核心部份與人工接點互補，而接點是按合成隨機物的

原則設計的。引子的中間部份與所採用的限制性內切酶的識別位點互補，引

子的 3’-端是 2~3 個選擇性鹽基。如此巧妙的設計使得 AFLP 技術在許多領域

得到廣泛應用，特別是對那些目前為止序列信息還很貧乏的野生物種的研究

更具現實意義。 

多態性高，信息量大 

設計不同的人工接點就會相應的產生不同的 AFLP 引子。進行雙酶切時，除

了通常採用 EcoR Ι和 Mse Ι外，還可用 Hind Ⅲ、Pst Ι、Bg Ⅲ、Xba Ι、Taq 
Ι等多種限制性內切酶。引子 3’端加的選擇性鹼基的數目可以是 2+2、2+3 也

可以是 3+3，這些鹼基的組成也是多種多樣的。因此在理論上，AFLP 能產生

的標記數目是無限的。通常進行一次 AFLP 可得 50~100 多條擴增帶。迄今為

止，每個 AFLP 反應所能檢出的多型性片段之多，效率之高，是任何一種其

他的分子標記無可比擬的。 

是定位與選殖基因的有利工具 

AFLP 不但是很好的 DNA 指紋技術，也是定位選殖的有利工具。AFLP 既可
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作為指紋技術用來分析不同複雜程度的基因 DNA，又是當前作圖效率最高的

一種分子標記，用於構建高密度的連鎖圖譜。它既可研究基因組，又可分析

選殖的 DNA 大片段。因此 AFLP 是定位選殖目的基因的強有利工具。經由

AFLP 多型性檢測，尋找到優良品系或抗逆品系專一的標記，建立起一個標

記與某一目的之間的連鎖關係，然後通過各種選殖策略，最終分離鑑定出該

目的基因。大多數 AFLP 擴增片段與基因組的單一位置相對應，因此 AFLP
也可作為遺傳圖譜與物理圖譜的界標。 

操作 AFLP 有一定難度 

進行 AFLP 的步驟多，流程長，提升每一步驟的條件十分重要。模板 DNA
的純化、內切酶的選擇與完全消化、接點的連接效率、預擴增的條件與產物

的稀釋、選擇性擴增時引子組合的篩選（選擇鹼基數目與組成）、引子對濃度

的比例以及在現實可能條件下檢測手段的確定等，一系列決定過程都需要反

覆摸索。因此簡化操作步驟勢在必行，按照我們的經驗，酶切點與連接兩步

完全可在一次反應中完成，因而大幅縮短反應時間，簡化了實驗流程。由此

可見，AFLP 指紋分析在操作上確有一定難度，但只要克服技術障礙，一切

將迎刃而解。在 ABI 310 或 377 自動測序儀上作螢光檢測，並使用 GeneScan
軟體處理數據，已可順利進行，但價格昂貴。一般實驗室仍需採用同位素檢

測，有些實驗室銀染效果也可行（Cho et al. 1996 , Chalhoub et al. 1999）。 

近年來中草藥生物科技已儼然成為臺灣發展生技產業的重點之一，保健

食品的開發亦蔚為風潮；惟功效之證據的科學化、栽培制度之規範、產品製

程之管控，亟待進一步加強，以符合世全球市場之需求。我們先進的農業技

術，是中草藥科學化的穩固基礎，亦是我們面對大陸及其他國家競爭，最有

發展潛力的關鍵。但在此過程中，活性主成份仍需確定，如此才能有效建立

cGMP 制度，產品製程之品管，也才會有所依據。 

中草藥品管包括兩部分，一是化學成分，二是品種（基源）。在選種、育

種方面，得到優良的品種是發展藥用植物生技產業的必要條件；因此，如何

建立該優良品種之 DNA 指紋圖譜，並得到專一性高的遺傳標誌或特定鑑別

序列，是刻不容緩的工作。常用來鑑別品種的 DNA 指紋分析技術主要包括：

RFLP (restriction fragment length polymorphism)、RAPD ((random amplified 
polymorphic DNA)、AFLP (amplified fragment length polymorphism)等；這些

分析技術各有其優缺點；面對草藥，甚至中藥的 DNA 萃取，量少且污染嚴

重，是造成聚合脢連瑣反應（ploymerase chain reaction）或限制脢分解不穩定

的主要原因；因此，DNA 指紋分析結果之再現性低，是分析過程中最要小心
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避免的地方；分析過程的軟、硬體條件，必須予以規範。與其標誌的篩選，

特定 DNA 序列之獲得，將可更清楚的將品種予以確定，就像鑑定人的身份

一樣準確；因此，中草藥 DNA 資料庫的建立，是龐大且必須執行的工作。

該資料庫建立的目的，是為了一、品質管控，二、品鑑定，三、真偽鑑別；

至於該資料庫界定的範圍，則有以下的考量，以決定材料的優先順序，一、

以臺灣每年中藥材進口量大的為主，二、以品種或真偽難以辨認的中藥材或

藥用植物為主，三、以保育類的中藥材或藥用植物為主，四、以道地藥材為

主，五、以臺灣特有藥用植物為主。除了顧及中藥的龐大市場，我們應選擇

性與大陸競爭之外，本土草藥的發展，仍需大家共同努力，而安全性是首要

的考量，如何證明不具有慢性毒性及長期不良副作用，是必須特別注意之處。

建立該資料庫的具體做法應有下列幾個方向，一、篩選有效成分作用的多目

標相關基因，二、篩選有效成分生合成的相關基因，三、篩選足以鑑別基源

品種的分子標誌，四、設計高專一性的引物，五、生物晶片的開發。 

面對中草藥龐大的生技市場，我們應認清我們的優勢何在，我們要克服

的瓶頸在哪裡；在品質管制方面，藥用植物開發過程中所面臨的難題與中藥

材類似，我們提出以下幾點，作為今後的參考，一、品種混雜，不易區分的

問題，二、同名異物，同物異名的問題，三、有效成分無法確定的問題，四、

主成分因方劑而異的問題，五、複方藥效無法決定的問題，六、加工之後，

原料鑑別的問題。 

目前藥用植物正進行開發的有金線連、石斛、樟芝、山藥、野苦瓜…..
等；值得一提的是，除了保健食品的開發之外，化妝品的市場亦具有十足的

潛力，例如護膚的系列產品。不論在製藥、保健或化妝品的生技研發，相信

我們很快就有更亮麗的成績展現。 
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