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摘要：本研究針對多種藥用石斛屬植物，如霍山石斛、鐵皮石斛、銅

皮石斛、黃花石斛、金釵石斛(春石斛)、櫻石斛、流蘇石斛、紫皮石斛、

本場雜交種-種苗金皇 1 號(金釵石斛 x 黃花石斛)、種苗金童 1 號(金釵

石斛 x 銅皮石斛)、銅皮石斛 x 霍山石斛、金釵石斛 x 櫻石斛，及非石

斛屬之滇金石斛等，利用擴增及分析葉綠體 matK 之 DNA 序列，以判

斷不同石斛種間植物遺傳差異性。結果顯示，葉綠體 matK 基因存在鹼

基插入與缺失之序列差異性，適合作為品種間親緣分析工具。利用

MEGA 5.10 軟體對所有石斛品種進行群叢分析，所有測試石斛屬植物

可區分為 3 群，第 1 群為黃花石斛與鐵皮石斛；第 2 群為霍山石斛、

銅皮石斛、紫皮石斛、金釵石斛、櫻石斛；第 3 群為流蘇石斛與滇金

石斛，本場育成雜交品種種苗金皇一號與黃花石斛為相同分群，雜交

品種種苗金童一號與金釵石斛分群一致。本研究另開發一組由葉綠體

trnL-trnF 間隔區序列之分子標誌，只擴增霍山石斛特定 DNA 序列，其

餘藥用石斛屬植物無法擴增 DNA 條帶，雖然雜交品種(銅皮 x 霍山)並
未擴增出 DNA 條帶，仍值得進一步確認作為霍山石斛專一性分子標誌

可行性。 
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前    言 

藥用石斛屬於蘭科(Orchidaceae)石斛屬(Dendrobium)，具有滋陰養胃、潤肺止

咳、清熱明目、抗腫瘤、抗衰老、增強免疫力及擴張血管等功效，在「神農本草

經」中被列為上品。由於人為過度採收、生態環境遭受破壞、生長極為緩慢等因

素，已被中國列入《國家重點保護野生藥材物種名錄》，重點保護野生珍貴品種。

由於藥用石斛種類繁多、遺傳背景複雜，藥材乾燥或粉碎後外表形態鑑別困難度

高，更因石斛價格昂貴及外觀相近導致各種偽品充斥，尋找有效鑑別藥用石斛方

法顯得非常重要。 
分子標誌技術鑑定結果不受檢測個體組織器官、生育時期及生長環境影響，

故近年利用 DNA 分子標誌技術鑑別石斛屬植物逐漸受到重視，如 RAPD、ISSR、
SSR、AFLP、核糖體 rDNA ITS 及葉綠體 matK 基因等(朱等，2011；黃等，2010；
楊等，2010；劉等，2008；劉等，2009；魏和方，2005；Pathak and Jaroli, 2012；
Wu et al., 2009；Xu et al., 2005)。 

本研究針對多種藥用石斛植物，如霍山石斛(D. huoshanense)、鐵皮石斛(D. 
officinale)、銅皮石斛 (D. moniliforme)、黃花石斛 (D. tosaense)、紫皮石斛 (D. 
devoninum) 、金釵石斛 (D. nobile) 、櫻石斛 (D. linawianum) 、流蘇石斛 (D. 
fimbriatum)、滇金石斛(Flickingeria albopurpurea，非石斛屬植物)及本場雜交種-種
苗金皇 1 號(D. Taiseed Tosnobile Taiseed Emperor No.1)與種苗金童 1 號(D. Cassiope 
Taiseed Golden Boy No.1)、銅皮石斛 x 霍山石斛等，利用擴增及分析葉綠體 matK
之 DNA 序列，以判斷不同石斛種間植物遺傳差異性，並希望建立霍山石斛專一性

分子標誌。 
 

材料與方法 

本研究針對多種藥用石斛屬植物，如霍山石斛、鐵皮石斛、銅皮石斛(來自奮

起湖及杉林溪)、黃花石斛、金釵石斛、櫻石斛、流蘇石斛、紫皮石斛、滇金石斛、

本場雜交種-種苗金皇 1 號(金釵石斛 x 黃花石斛)與種苗金童 1 號(金釵石斛 x 銅皮

石斛)、銅皮石斛 x 霍山石斛、及金釵石斛 x 櫻石斛等，利用擴增及分析葉綠體

matK 之 DNA 序列，以判斷不同石斛屬間植物遺傳差異性。 



 藥用石斛屬植物葉綠體 DNA 序列的遺傳親緣分析與霍山石斛分子鑑定  31 
 
 
 

Genomic DNA 萃取 
取測試品種新鮮葉片 0.1 g，利用植物 DNA 萃取試劑組（Plant Genomic DNA 

Extraction Miniprep System, Viogene 公司生產）進行 DNA 萃取純化，淋洗出之

DNA 保存於-20℃冰箱備用並進行 PCR 反應。 

PCR 反應 
聚合酶連鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）以 MJ Research 公司製造之

PTC-200 Peltier Thermal Cycler 儀器進行。樣品 DNA 取 200 ng 做為模版（template 
DNA），使用特定核酸引子序列(表一)，以 KlenTaq DNA 聚合酶（購自 Protech 公

司）為反應酵素，最終反應液之各成分濃度為 50 mM Tris-HCl pH 9.1，16 mM 
ammonium sulfate，3.5 mM MgCl2，150 μg/ml BSA 以及 200 μM dATP、200 μM 
dTTP、200 μM dCTP、200 μM dGTP；反應體積為 25 μL，置於 0.2 mL 之微量離

心管。PCR 反應條件為 94℃反應 2 分鐘，1 個循環；94℃反應 45 秒，45℃反應

45 秒，72℃反應 1 分，30 個循環；72℃反應 7 分鐘，1 個循環。 
 

表一、 本試驗使用之葉綠體 matK 及 trnL-trnF 核酸引子序列 
Table 1. The primer sequences used for PCR analysis and the molecular size amplified 

by these sequences of chloroplast matK and trnL-trnF genes in Dendrobium 
Gene Primer Sequence of DNA 

marker (5’ → 3’) 
Produced DNA 

fragment 
matK 
 

matKP1 
matKP2 

CCT ATA TCC GCT ACT CCT TC 
CTC AGT GAA TTT CAC CAC G 

1410 bp 
(劉等，2009) 

trnL-trnF 
 

DENS 
DENA 

TCG AAA TGA CAG AAA GGA 
GTG CAT CAT CCC TAG TTT 

596 bp 
(Wu et al., 2009) 

trnL-trnF 
 

trnLF450F 
DENA 

TTA GAT GAA GAA TCT ATC 
GTG CAT CAT CCC TAG TTT 

450 bp 

 

電泳分析 
經 PCR 後之反應液取 5 μL 進行電泳分析，加入 2 μL 追蹤染劑，以 1.5﹪之

瓊脂膠（agarose）膠片(0.6 g agarose 溶於 40 mL 0.5×TBE 緩衝液（1×：0.089 M Tris, 
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0.089 M Borate, 0.002 M EDTA）中，內含 DNA 染劑（Safe view DNA stain，C118-5，
禾鑫生技開發企業社）)，在 100V 之電壓下進行，電泳槽中之緩衝液亦為

0.5×TBE；電泳結束後以 Gel-Pro analyzer（Media Cybernetics）影像軟體，擷取電

泳核酸條帶成影像檔，並進行條帶分子量大小及核酸片段型態分析。 

DNA 回收及純化 
以 Gene purification kit（Genemark）回收純化 DNA。以解剖刀切取 DNA 條

帶膠塊，置入 1.5 mL 微量離心管中並加入 0.5 mL solution。移入 50℃水浴 5 min.
至膠塊完全溶解，加入適量 glass milk 使均勻混合，離心使 glass milk 沉澱，丟棄

上層液。以 0.5 mL wash solution 清洗沉澱物 2 次，最後以 EB buffer 淋洗出沉澱物

之 DNA。 

DNA 序列分析 
將回收純化之 DNA，寄送至源資國際生物科技股份有限公司(台北縣汐止市康

寧街 169 巷 25 號 5F)進行定序分析，將獲得之 DNA 序列文字檔利用 NCBI 基因庫

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ )進行搜尋比對。 

群叢分析 
將各品種 matK 序列利用 MEGA 5.10 軟體以不加權相對組法(unweighted 

pair-group method analysis, UPGMA)，進行群叢分析(cluster analysis)及繪製親緣關

係樹狀圖。 
 

結    果 

圖一顯示藥用石斛種類繁多，只由未開花植株或花朵外表形態鑑別品種差異

性困難度相當高。本研究利用擴增特定葉綠體 matK 基因(如圖二)，藉由 DNA 解

序後分析各品種間序列差異性，利用 MEGA 5.10 軟體進行親緣關係群叢分析。所

有測試藥用石斛植物可區分為 3 群，第 1 群為黃花石斛與鐵皮石斛；第 2 群為霍

山石斛、銅皮石斛、紫皮石斛、金釵石斛、櫻石斛等；第 3 群為流蘇石斛與滇金

石斛(如圖三)。種苗改良繁殖場雜交育成新品種種苗金皇一號(金釵石斛 X 黃花石

斛)之遺傳親緣關係與黃花石斛關係較密切，雜交新品種種苗金童一號(金釵石斛 X
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銅皮石斛)之遺傳親緣關係與金釵石斛關係較密切，銅皮石斛 X 霍山石斛雜交種與

銅皮石斛關係密切。滇金石斛非 Dendrobium 屬植物及流蘇石斛均與其他藥用石斛

有較遠遺傳距離，鐵皮與黃花石斛、金釵與櫻石斛之 DNA 序列呈現非常相似，植

株外觀亦不易區分。 
本次試驗另開發一組由葉綠體 trnL-trnF 間隔區序列之專一性分子標誌

(trnL/F450)同時比較 Wu 等人(2009)開發之分子標誌(DENA/S)，測試結果顯示分子

標誌 DENA/S 可擴增霍山石斛 596 bp DNA 條帶，但亦擴增其餘藥用石斛品種(鐵
皮、金釵、流蘇、黃花石斛等) 900 bp DNA 條帶；分子標誌 trnL/F450 可擴增霍山

石斛 450 bp DNA 條帶，其餘藥用石斛品種均未出現 DNA 條帶。本次實驗 2 組分

子標誌(DENA/S與 trnL/F450)均無法擴增雜交品種(銅皮石斛 x霍山石斛)(如圖四)。 
 

討    論 

藥用石斛種類繁多，只由植株或花朵外表形態鑑別品種差異性困難度相當

高，必須具有多年栽培經驗或資深中藥從業人員方能辨識，但過於近似或雜交品

種尤其不易鑑定，藉由分子標誌技術或能彌補外表形態鑑定之不足。以鐵皮石斛

與黃花石斛為例，二者植株外觀非常近似，鐵皮石斛因葉表皮呈鐵綠色(紫斑)而得

名，唇瓣中部以上具 1 個明顯紫紅色斑塊為其特色(傅等，2002)；黃花石斛原生地

為台灣、中國大陸及日本，唇瓣斑塊較小(傅等，2002)。金釵石斛與櫻石斛植株外

觀亦非常相近，但櫻石斛莖在近兩端節的部分會內縮為其特徵，舌瓣上金釵石斛

為一紅紫色大斑塊，櫻石斛為二小紅紫色斑塊(傅等，2002；Su, 2000)。 
本研究利用 matK 基因進行群叢分析，可將所有測試藥用石斛植物區分為 3

群，黃花石斛與鐵皮石斛為親緣相近一群；霍山石斛、銅皮石斛、紫皮石斛、金

釵石斛、櫻石斛等較相似；流蘇石斛與滇金石斛(非石斛屬植物)與上述石斛品種有

較遠遺傳距離，此結果與外表形態表現一致，並與國外研究結果類似(丁等，2001；
周等，2010；鄧等，2009；劉等，2009；Asahina et al., 2010；Cheng et al., 2004；
Wang et al., 2009；Zha et al., 2009)。種苗改良繁殖場雜交育成新品種種苗金皇一號

(金釵石斛 X 黃花石斛)之遺傳親緣關係與父本黃花石斛、鐵皮石斛關係較密切，

雖然多數植物葉綠體具有母系遺傳(maternal inheritance)特性，Corriveau與Coleman 
(1988)研究發現百香果花粉生殖細胞中存在葉綠體 DNA，已陸續發現許多植物葉 
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圖 1.continue 
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圖一、藥用石斛屬種原。1-1.霍山石斛；1-2.紫皮石斛；1-3.金釵石斛；1-4.櫻石斛；1-5.黃花
石斛；1-6.鐵皮石斛；1-7.奮起湖銅皮石斛；1-8.杉林溪銅皮石斛；1-9.種苗金皇一號
石斛；1-10.種苗金童一號石斛；1-11. 杉林溪銅皮石斛 X 霍山石斛；1-12. 金釵石斛
X 櫻石斛；1-13.流蘇石斛；1-14. 滇金石斛 

Fig.1. Source of Dendrobium species. 1-1. D. Huoshanense; 1-2. D. Devoninum; 1-3. D. Nobile; 
1-4. D. Linawianum; 1-5. D. Tosaense; 1-6. D. Officinale; 1-7. D. moniliforme(in Fenqihu); 
1-8. D. moniliforme(in Sunlinksea); 1-9. D. Taiseed Tosnobile Taiseed Emperor No. 1; 1-10. 
D. Cassiope Taiseed Golden Boy No. 1; 1-11. D. moniliforme(in Sunlinksea)X D. 
huoshanense; 1-12. D. nobile X D. linawianum; 1-13. D. fimbriatum; 1-14. Flickingeria 
albopurpurea. 
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圖二、藥用石斛品種擴增葉綠體 matK 序列之 PCR 產物電泳圖。1~3.雜交種(銅皮

X 霍山)，4~6.鐵皮石斛，7.紫皮石斛，8~10.金釵石斛，11~13. 櫻石斛，14.
雜交種(金釵 X 櫻)，15.流蘇石斛，16~17.黃花石斛，18~20.滇金石斛，21~23. 
雜交種-種苗金皇一號(金釵 x 黃花)，24~26.雜交種-種苗金童一號(金釵 x 銅

皮)，27~30. 銅皮石斛，31~32.霍山石斛，M. molecular marker，-. 水。 
Fig. 2. The chloroplast DNA matK gene region of Dendrobium species and hybrids 

were amplified by PCR, separating on 1.5% agarose. 1-3. Hybrid (D. 
moniliforme X D. huoshanense), 4-6. D. officinale, 7. D. devoninum, 8-10. D. 
nobile, 11-13. D. linawianum, 14. Hybrid (D.nobile X D. linawianum), 15. D. 
finbriatum, 16-17. D. tosaense, 18-20. Flickingeria albopurpurea, 21-23. 
Hybrid (D. Taiseed Tosnobile Taiseed Emperor No. 1- D. nobile X D. tosaense), 
24-26. Hybrid (D. Cassiope Taiseed Golden Boy No. 1- D. nobile X D. 
moniliforme), 27-30. D. moniliforme, 31-32. D. huoshanense, M. molecular 
marker, -. Water. 
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圖三、石斛屬植物利用葉綠體 matK DNA 序列，進行親緣關係樹狀圖分析 
Fig. 3. Dendrogram of Dendrobium species using NJ phylogenetic cluster analysis 

based on genetic similarities of DNA sequences from chloroplast DNA matK. 
 

綠體具有雙親 (biparental)或父系遺傳 (paternal inheritance)現象  (Hansen et al., 
2007；Zhang, 2003)，金皇一號外表型態表現亦呈現與黃花石斛較多有較相似性

狀，尤其植株直立性，葉形，花形趨近於黃花石斛 只是花大小與花色較接近金釵

石斛，另外在成分上總多醣與生物鹼含量，也接近黃花石斛(資料未發表)，此結果

與分子層次資料吻合。雜交新品種種苗金童一號(金釵石斛 X 銅皮石斛)之遺傳親

緣關係與金釵石斛關係較密切，雜交種(銅皮石斛 X 霍山石斛)與銅皮石斛之遺傳

相似度高，符合母系遺傳特性。此分子標誌結果可明確彌補外表型態不易區分雜

交品種分類屬性之缺點。由於鐵皮與黃花石斛、金釵與櫻石斛之 DNA 序列呈現非

常相似，植株外觀亦不易區分，目前尚無法開發出此 4 種石斛專一性分子標誌。 
霍山石斛莖節部縊束如米粒狀，亦稱米斛，花瓣黃綠色，植株生長緩慢且非

常矮小，常數株或數十株叢生一團。由於單價非常高，常造成偽品充斥中藥市場。 
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圖四、比較霍山石斛專一性分子標誌(DENA/DENS, A 與 trnLF450/DENA, B)擴增

石斛屬植物之電泳圖。1.雜交種(銅皮 X 霍山)，2.鐵皮石斛，3.紫皮石斛，

4.金釵石斛，5.雜交種(金釵 X 櫻)，6.流蘇石斛，7.黃花石斛，8.滇金石斛，

9. 雜交種-種苗金皇一號(金釵 x 黃花)，10.雜交種-種苗金童一號(金釵 x 銅

皮)，11. 銅皮石斛，12.霍山石斛，M. molecular marker，-. 水。 
Fig. 4. PCR product of Dendrobium species and hybrids obtained with D. 

huoshanense-specific primers, DENA/S (A) and trnL/F450 (B) trnL-trnF rigion. 
1. Hybrid (D. moniliforme X D. huoshanense), 2. D. officinale, 3. D. devoninum, 
4. D. nobile, 5. Hybrid (D.nobile X D. linawianum), 6. D. finbriatum, 7. D. 
tosaense, 8. Flickingeria albopurpurea, 9. Hybrid (D. Taiseed Tosnobile Taiseed 
Emperor No. 1- D. nobile X D. tosaense), 10. Hybrid (D. Cassiope Taiseed 
Golden Boy No. 1- D. nobile X D. moniliforme), 11. D. moniliforme, 12. D. 
huoshanense, M. molecular marker, -. Water. 
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本研究進一步利用霍山石斛與其他藥用石斛品種之 trnL-trnF 間隔區序列呈現差異

性之特性，設計 forward 引子(trnLF450F)配合 Wu 等人(2009)設計 reverse 引子

(DENA)，此引子組只能擴增霍山石斛特定 DNA 序列，其餘藥用石斛屬植物無法

擴增 DNA 條帶。Wu 等人(2009)設計引子組(DENS/DENA)雖能擴增霍山石斛 596 
bp DNA 條帶，但鐵皮、黃花及金釵石斛等均出現 900 bp DNA 條帶，可能與內含

子(intron)或嵌入(insertion)之 DNA 不同有關。本次試驗使用霍山石斛雜交種(銅皮

石斛 x 霍山石斛)材料未出現 DNA 條帶，可能葉綠體 trnL-trnF 間隔區之分子標誌

並未遺傳至 F1 所致，由於目前以霍山石斛為母本與其他石斛屬品種為父本雜交，

均無法獲得種子，本研究可進一步測試較多以霍山石斛為父本之雜交後代以確認

之。 
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Summary: Dendrobium species have been used as important herbal 
medicines in Asia. This study, based on the analysis of chloroplast 
maturase-conding (matK) gene, conducted an genetic study to identify 
Dendrobium species (D. officinale, D. devoninum, D. nobile, D. 
linawianum, D. finbriatum, D. tosaense, D. moniliforme, D. huoshanense), 
hybrids (D. moniliforme X D. huoshanense, D.nobile X D. linawianum, D. 
Taiseed Tosnobile Taiseed Emperor No. 1- (D. nobile X D. tosaense), D. 
Cassiope Taiseed Golden Boy No. 1- (D. nobile X D. moniliforme) ) and 
Flickingeria albopurpurea species. Results revealed that the matK gene 
was diverse and could be used for phylogenetic study. Based on the 
phylogenetic trees (MEGA 5.10 software) constructed from matK gene 
sequences, it was successfully to group Dendrobium species and 
Flickingeria albopurpurea into 3 clusters. The cluster 1 included D. 
tosaense, and D. officinale, whereas the cluster 2 composed by D. 
huoshanense, D. moniliforme, D. devoninum, D. nobile and D. linawianum. 
The cluster 3 containd D. finbriatum and Flickingeria albopurpurea. 
Taiseed Emperor No. 1 (D. nobile X D. tosaense) and Taiseed Goldenboy 
No. 1 (D. nobile X D. moniliforme) was clustered with D. tosaense and D. 
nobile, respectively. The developed marker trnLF450/DENA based on the 
chloroplasr DNA trnL-trnF spacer region was successful to specific 
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amplify the DNA of D. huoshanense, but not other Dendrobium species and 
Flickingeria albopurpurea. The marker trnLF450/DENA could be 
functional as a specific marker for D. huoshanense identification. 
 
Key words: Dendrobium, molecular marker, chloroplast, phylogenetic 

analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Received for publication 21 August 2013. 


