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應用 PCR-RFLP 技術分析千代蘭和蝴蝶蘭

雜交後代 
 

蔡奇助、翁一司、劉文粦1 
 

摘  要 
蝴蝶蘭是花卉產業中深具發展潛力的高經濟價值作物，本研究應用聚合

酶連鎖反應 - 限制片段長度多型性 (PCR-restriction fragment length 

polymorphism, PCR-RFLP)技術來探討千代蘭(Ascocenda John De Biase 

"Blue")(♀)與池上線條蝴蝶蘭(Phalaenopsis Chih Shang's Stripes)(♂)屬間雜

交後代 (F1)之遺傳特性。在細胞核核糖體DNA之內轉錄間隔區 (internal 

trandscribed spacer, ITS)，共分析 27 個F1雜交後代，發現雜交後代在ITS 區

域具雙親的條帶型；因此證實這些後代皆是千代蘭與蝴蝶蘭的雜交後代。進

一步分析雜交後代之葉綠體基因組trnL intron發現，雜交後代的葉綠體基因組

遺傳自母系，因此也證實蝴蝶蘭的雜交後代之葉綠體基因組為母系遺傳

(maternal inheritance)。 

關鍵字：聚合酶連鎖反應-限制片段長度多型性、細胞核核糖體 DNA、內轉

錄間隔區、葉綠體基因組、母系遺傳 

前  言 
蘭科植物(Orchidaceae)是被子植物中最大、最具多樣性的科(family)，

約有 900 個屬及 35,000 種(6)，為目前世界上重要的花卉產業之一。根據台灣

98 年外銷金額資料顯示，花卉外銷總金額為 1 億 1,070 萬美元，蘭花約占

78％，金額達 8,680 萬美元，其中蝴蝶蘭為 6,387 萬美元，佔台灣花卉

外銷總金額 58％ (2)，可知蘭花深受大眾喜愛頗深，所以培育新品種，將可

增加經濟效益(1)。新品種培育包括種間雜交(interspecific hybridization)與屬

間雜交 (intergeneric hybridization) 二類，其中種間雜交 (interspecific 

hybridization)方面，天然雜交(natural hybridization)普遍存在(16,49)，如長距

白鶴蘭(Calanthe × dominii)。屬間雜交(intergeneric hybridization)大部份是

人工雜交，從英國皇家園藝協會(RHS)的記錄中，發現目前約有一千四百多

個人工雜交屬(artificial genus)(5)。 

近年來利用分子技術進行雜交後代之鑑定，已成為重要的參考依據，在 

1高雄區農業改良場副研究員、助理研究員、研究助理 

-  1  -



 
 
 
高雄區農業改良場研究彙報  第20卷第1期      Research Bulletin of KDARES Vol.20(1) 

DNA分子標誌技術方面，早期有限制片段長度多型性，簡稱RFLP(restriction 

fragment length polymorphisma)(8)，之後也有逢機擴增多型性DNA，簡稱

RAPD(random amplified polymorphic DNA)(53)、簡單重複區間擴增多型性，

簡稱ISSR(inter simple sequence repeat)(55)、DNA擴增指紋，簡稱DAF(DNA 

amplification fingerprinting)(12)和聚合酶連鎖反應-限制片段長度多型性，簡稱

PCR-RFLP出現，使雜交品種鑑定之DNA分子標誌技術發展趨於成熟。其中

PCR-RFLP技術由於價格便宜、方法簡單，可在短時間內得到結果(32)，已廣

泛使用在植物中細胞核DNA(38)、粒線體DNA(mitochondrial DNA)(10,24,30)與葉

綠體DNA(chloroplast DNA, cpDNA)(18,21,23,45,48)等不同基因的分析上。 

細 胞 核 核 糖 體 DNA(nuclear ribosomal DNA, nrDNA) 與 葉 綠 體

DNA(chloroplast DNA, cpDNA)在雜交後代的遺傳特性分析上已有許多的報

導，在nrDNA通常以雙親遺傳為主(9,31,38)。cpDNA屬於細胞質的基因，其遺

傳方式有別於細胞核基因的遺傳方式，通常是單親遺傳為主(17,35,37,44)。高等

植物中可分為裸子植物(gymnosperms)與被子植物(angiosperms)，裸子植物

的cpDNA大部份以父系遺傳(paternal inheritance)為主(37,44,51)，而被子植物

的cpDNA約佔 73％(26)以母系遺傳(maternal inheritance)為主(17,25,35,40)，但有

少數被子植物屬於父系遺傳，如胡蘿蔔屬(Daucus)(11)、獼猴桃屬(Actinidia 

spp.)(14,46)、Turnera(42)、牽牛屬(Pharbitis)(27)和Larrea屬(55)等。此外，亦有

少 數 被 子 植 物 為 雙 系 遺 傳 ， 如 天 竺 葵 屬 (Pelargonium)(34) 和 苜 蓿

(Medicago)(33)等。 

本研究利用聚合酶連鎖反應-限制片段長度多型性技術(PCR-RFLP)來分

析細胞核基因組(nuclear genome)的nrDNA，以及葉綠體基因組(chloroplast 

genome)的trnL intron，來探討千代蘭(Ascocenda John De Biase "Blue", ♀) 

× 池上線條蝴蝶蘭(Phalaenopsis Chih Shang's Stripes, ♂)的屬間雜交後代

F1植株之細胞核基因組與葉綠體基因組之遺傳性。 

 
材料與方法 

一、試驗材料 

本研究對象為以千代蘭(Ascocenda John De Biase "Blue", ♀)為母本，

與池上線條蝴蝶蘭(Phalaenopsis Chih Shang's Stripes, ♂)為父本進行屬間

雜交後代所產生之F1植株，材料種植於高雄區農業改良場花卉研究室的溫室

內。 

二、試驗方法 
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(一)總 DNA 的萃取 

利用 DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)的方法進行植物總 DNA 的萃取，

取 0.1 克新鮮蘭花葉片置於研缽，加入液態氮，快速研磨葉片成粉末狀，加

入 AP1 buffer 400 μl，充分混合後，再加入 RNase A 4 μl，於 65℃水浴作用

10 分鐘後，再加入 AP2 buffer 130 μl，充分混合後，冰浴 5 分鐘，以 13,000 

rpm 離心 5 分鐘，將上清液倒入由 QIA shredder spin column 及 2 

ml-collection tubes 組成的過濾管組，以 13,000 rpm 離心 2 分鐘，再將過濾

後的溶液放入新的 1.5 ml 離心管，加入 1.5 倍過濾後的溶液體積之 AP3 

buffer 充分混合，取 650 μl 混合液(分二次)放入由 DNeasy mini spin column

及 2ml-collection tubes 組成過濾管組，以 8,000 rpm 離心 1 分鐘，再把

DNeasy mini spin column 移到新的 2 ml-collection tubes 上，加入 AW buffer 

500 μl，充分混合後，以 8,000 rpm 離心 1 分鐘，再一次加入 AW buffer 500 

μl，充分混合後，以 13,000 rpm 離心 1 分鐘，將 DNeasy mini spin column

移到新的 1.5 ml 離心管上，加入 AE buffer 100 μl，於室溫靜置 2 分鐘後，

以 8,000 rpm 離心 1 分鐘，即得總 DNA。 

(二) nrDNA 之 ITS 的 PCR-RFLP 分析 

反應液之總體積為 50 μl，反應試劑為無菌水(ddH2O)取 33 μl、10X PCR 

buffer取 5 μl、10 mM dNTP取 1 μl、DMSO取 5 μl、引子組 10 μM為IT1-1

及IT2-1(47)各取 2 μl、總DNA取 1 μl、Advantage ΙΙ DNA polymerase Mix 

(Clontech)取 1 μl。將PCR反應液放入 0.2 ml離心管中，置於PCR反應儀

(Biometra)中進行PCR反應，其條件開始先以 94℃變性 10 分鐘，再以 94℃

變性 45 秒、59℃煉合 20 秒、72℃延長 1 分鐘、重覆進行 10 循環，接著以

94℃變性 45 秒、57℃煉合 20 秒、72℃延長 1 分鐘、重覆進行 30 循環，最

後再延長 72℃作用 7 分鐘，以 4℃保存。將PCR產物取 11.5 μl、10X PCR 

buffer B取 1.5 μl、限制酶AluI (10 units/μl)取 2 μl，於 37℃作用 12-16 小時，

再利用 2％瓊脂凝膠(agarose gel)進行電泳分析。 

(三)葉綠體 DNA trnL intron 的 PCR-RFLP 分析 

反應液之總體積為 50 μl，反應試劑為ddH2O取 33 μl、10X PCR buffer

取 5 μl、10 mM dNTP取 1 μl、引子組(10 μM)為trnL-1及trnL-2 (Taberlet et al., 

1991)各取 2 μl、總DNA取 1 μl、Advantage ΙΙ DNA polymerase Mix (Clontech)

取 1 μl，進行PCR反應，其條件開始先以 94℃變性 5 分鐘，再以 94℃變性

25 秒、65℃煉合 25 秒、72℃延長 30 秒、重覆進行 10 循環，接著以 94℃

變性 25 秒、64℃煉合 25 秒、72℃延長 30 秒、重覆進行 30 循環，最後再

延長 72℃作用 7 分鐘，以 4℃反應終止。取PCR產物 11.5 μl、10X PCR buffer 
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E取 1.5 μl、限制酶TaqI (10 units/μl)取 2 μl，於 65℃作用 12-16 小時，再利

用 2％瓊脂凝膠(agarose gel)進行電泳分析。 

結 果 
分別針對細胞核中核糖體DNA(nrDNA)之ITS區域與cpDNA之trnL intron

區域進行PCR-RFLP分析。nrDNA之ITS區域PCR產物約為 746 bp(圖 1)，將

ITS區域之PCR產物利用限制酶AluI進行切割，然後電泳分離(圖 2)，發現親

本中的千代蘭有二個條帶，分別約為 604 和 142 bp，而親本中的池上線條蝴

蝶蘭ITS區域PCR產物並無AluI限制酶之限制切位，所以維持約為 746 bp。

在所分析的 27 個F1植株方面，可發現有三個條帶，分別約為 746、604 和

142 bp，因此雜交後代同時具有千代蘭(母本)與池上線條蝴蝶蘭(父本)的條帶

型，因此可以證實 27 個F1植株在 ITS區域，屬於雙親遺傳 (biparental 

inheritance)。 
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圖 1. 細胞核中核糖體DNA之內轉錄間隔區(ITS) PCR產物。Lane 1:表示千代蘭(母本); 

Lane 4:表示池上線條蝴蝶蘭(父本); Lanes 2-3:表示 F1植株; Lane 5: 表示negative 

control; M:100 bp DNA ladder marker. 

Fig. 1. PCR products of internal transcribed spacer of nuclear ribosomal DNA. Lanes 1 

and 4 represent maternal parent (Ascocenda John De Biase "Blue") and paternal 

parent (Phalaenopsis Chih Shang's Stripes), respectively. Lanes 2 and 3 represent 

F1 hybrids. Lane 5: negative control. M:100 bp DNA ladder marker. 
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圖 2. 利用PCR-RFLP分析細胞核中核糖體DNA之內轉錄間隔區(ITS) PCR

產物，使用限制酶AluI進行切割。Lanes 1, 12 及 23:表示千代蘭(母本); 

Lanes 11, 22 及 33:表示池上線條蝴蝶蘭(父本)。Lanes 2-10, 13-21

及 24-32:表示F1植株; M: 100 bp DNA ladder marker. 

Fig. 2. PCR-RFLP analysis of internal transcribed spacer of nuclear 

ribosomal DNA PCR product for each sample was cut by AluI 

restriction enzyme. Lanes 1, 12, 23 and 11, 22, 33 represent 

maternal parent (Ascocenda John De Biase "Blue") and paternal 

parent (Phalaenopsis Chih Shang's Stripes), respectively. Lanes 

2-10, 13-21, 24-32 represent F1 hybrids. M: 100 bp DNA ladder 

marker. 

 

-  5  -



 
 
 
高雄區農業改良場研究彙報  第20卷第1期      Research Bulletin of KDARES Vol.20(1) 

利用PCR-RFLP分析cpDNA之trnL intron區域，trnL intron區域之PCR產

物約為 785 bp(圖 3)，將其PCR產物利用限制酶TaqI進行切割(圖 4)，在親本

中的千代蘭有四個條帶分別大約為 305、214、149 和 117 bp，而池上線條

蝴蝶蘭的四個條帶分別大約為 300、250、149 和 86 bp。在 27 個雜交後代

F1植株之條帶，分別大約為 305、214、149 和 117 bp，與千代蘭(母本)的條

帶型一致，因此千代蘭與蝴蝶蘭的屬間雜交屬於母系遺傳 (maternal 

inheritance)。 
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圖 3. 葉綠體基因組之 trnL intron 的PCR產物。Lane 1:表示千代蘭(母本)； 

Lanes 2-3:表示F1植株；Lane 4:表示池上線條蝴蝶蘭 (父本)；Lane 5:

表示negative control; M: 100 bp DNA ladder marker. 

Fig. 3. PCR products for the trnL intron of chloroplast DNA. Lanes 1 and 4 

represent maternal parent (Ascocenda John De Biase "Blue"), 

paternal parent (Phalaenopsis Chih Shang's Stripes), respectively. 

Lanes 2-3 represent F1 hybrids. Lane 5: negative control M: 100 bp 

DNA ladder marker. 
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圖 4. 利用PCR-RFLP分析葉綠體基因組之trnL intron PCR產物，使用限制

酶TaqI切割。Lanes 1, 12 及 23:千代蘭(母本); Lanes 11, 22 及 33: 池

上線條蝴蝶蘭(父本); Lanes 2-10, 13-21及 24-32:表示F1植株; M: 100 

bp DNA ladder marker. 

Fig. 4. PCR-RFLP analysis of trnL intron of chloroplast DNA for each 

sample was cut by TaqI restriction enzyme. Lanes 1, 12, 23 and 11, 

22, 33 represent maternal parent (Ascocenda John De Biase 

"Blue") and paternal parent (Phalaenopsis Chih Shang's Stripes), 

respectively. Lanes 2-10, 13-21, 24-32 represent F1 hybrids. M: 

100 bp DNA ladder marker. 
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討 論 
利用 TS區域研究雜交後代之遺傳特性，直接以PCR 物定序或

PCR-RFLP行之

I 產
(3,22,29,36,38,39,52)。本研究利用PCR-RFLP分析 27 個屬間雜交

後代F1植株，結果呈現雙親遺傳，此與曾被報導的香蕉(bananas)(Musa 

acuminata Colla × M. balbisiana Colla)(38)、文心蘭雜交種Oncidium Twinkle 

(O. ornithorhynchum × O. cheirophorum) (3)有相同的結果。 

nrDNA之ITS區域在進行有性生殖過程中，會經由不均勻重組(unequal 

crossing over)和基因轉變 (gene conversion)的調控，發生協同演化

(concerted evolution)現象，使rDNA能保持均質性(homogeneity)(7,20,57)，如

棉屬Gossypium(52)及Cardamine(22)。本研究的屬間雜交雜交後代之ITS區

域，依然存在著異質性，同時具有雙親不同形式的ITS區域序列，表示協同演

化尚未完成，此肇因於雜交後代F1為近期事件。上述現象也在芍藥屬

(Paeonia)的天然四倍體雜交種(42)、香蕉(Musa)(38)、百香果雜交種Passiflora 

Aurora、P. Paola Gastaldo和P. Manta(36)等。此外，亦有異源四倍體Nicotiana 

tabacum rDNA 存 在 著 異 質 性 (heterogeneity) 與 序 列 發 生 重 組

(rearrangement)現象(49)。 

由於蘭科植物為被子植物，而被子植物的葉綠體基因組多數是母系遺

傳，其多數比例約佔 73％(26)。本研究利用PCR-RFLP技術分析葉綠體DNA

之trnL intron區域，以探討千代蘭(Ascocenda John De Biase "Blue", ♀) × 池

上線條蝴蝶蘭(Phalaenopsis Chih Shang's Stripes, ♂)屬間雜交後代F1植株

的葉綠體DNA遺傳方式，發現與曾報導的雜交後代如酸橙(Citrus aurantium 

L.) × 枸橘(Poncirus trifoliata (L.) Raf)雜交種(23)、番木瓜(Carica papaya L.) × 

Vasconcellea species雜交種(19)和歐洲黑楊(Black Poplar) (Populus nigra 

L.)(28)一樣，皆為母系遺傳。前人研究利用RFLP分析葉綠體DNA之rbcL基因，

探討Phalaenopsis × Doritis與Doritis × Phalaenopsis雜交種之葉綠體DNA的

遺傳性，結果也支持了本研究，屬於母系遺傳(13)。但並不是指所有的被子植

物的葉綠體DNA皆為母系遺傳，如胡蘿蔔屬(Daucus)(11)、獼猴桃屬(Actinidia 

spp.)(14,46)、Turnera(41)、牽牛屬(Pharbitis)(27)和Larrea genera(55)等，則是提

供了父系遺傳的證據，此外，亦有少數如天竺葵屬(Pelargonium)(34)和苜蓿

(Medicago)(33)等，提供了雙系遺傳。在另一方面，裸子植物在 1986 年首先

利用RFLP方法發現父系遺傳方式(37)，可了解父系遺傳在裸子植物中較為普

遍(25)。 

另外，高等植物細胞質經有性生殖之遺傳規律分析中，當雜交種為母系
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遺傳時，通常會因為母本的配子細胞大，含有大量的細胞質，而父本的配子

細胞較小，往往只含有少量的細胞質，所以母本對子代具有決定性的作用，

也就是子代的葉綠體DNA會源自於母本，不會與父本葉綠體DNA進行遺傳重

組。如一些植物利用超微結構的觀察，證明配子融合時精細胞的細胞質被排

除在卵細胞之(25,35)，因此可得知植物的葉綠體的遺傳方式為單親遺傳居多
(17,35,37,44)。例如在已確定一個雜交種的兩個親本的情況下，可以利用葉綠體

DNA的遺傳特性來判斷雜交種的母本與父本，同時，反過來利用葉綠體DNA

的遺傳特性來幫助確定雜交種的親本(14,15)。 
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