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摘要：近年來 DNA 條碼被廣泛使用於親緣分析及物種鑑別上，不過

目前常用之葉綠體及核醣體 DNA 條碼往往無法有效區分近緣物種，而

為了改善現有植物 DNA 條碼解析度不足之問題，本研究先以紅豆品種

間 Adh 基因序列變異為基礎，延伸至其他豆科物種，再試圖擴展至禾

本科等其他作物，期能開發廣適用性之 DNA 條碼。比對 9 個臺灣紅豆

品種之 Adh1 及 Adh2 基因序列發現，在紅豆品種間 Adh1 基因不具多

型性，而 Adh2 基因則具有 15 個多型性位點，顯示對於紅豆種內品種

鑑別 Adh2 基因比 Adh1 基因更具種內區分之潛力。依據豆科物種之

Adh1 及 Adh2 基因以及禾本科之 Adh1 基因序列分析結果，本研究分別

針對豆科及禾本科各開發出兩組 Adh DNA 條碼，這些 Adh DNA 條碼

皆可以長度多型性區別不同物種，種內也具有定序多型性，均可有效地

應用在物種層級之鑑別及親緣分析，而在種內之鑑別則依物種而異，這

些結果顯示本研究所開發之 Adh DNA 條碼確實可補充現今 DNA 條碼

解析度不足之問題。 
 
關鍵詞：DNA 條碼、酒精脫氫酵素(Adh)、物種鑑別、親緣分析、

豆科、禾本科 

 

前    言 

DNA 條碼泛指可區分世界上大部分物種之短片段 DNA 序列 (Hollingsworth, 

2011)，常被使用於辨識未知物種 (Ferri et al., 2009)、解析物種複雜之演化(DiMeglio 

et al., 2014)及檢測商品內含物等 (Stoeckle et al., 2011; Galimberti et al., 2013;  
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Newmaster et al., 2013)，不論在學術研究抑或是商品檢測上，DNA 條碼是不可或

缺且易於使用之工具。DNA 條碼具有以下主要之優點：包括檢驗流程快速簡便且

便宜，不受待測物形式 (如粉狀或甚至輕微加工) 所限，且由於 DNA 條碼具有廣

適用性，可廣泛擴增大部分物種之目標 DNA 片段，因此不須因待測物種不同而替

換分子標誌。CBOL (Consortium for the Barcode of Life) 是致力將標準化 DNA 條

碼應用於物種鑑別的國際協會，其曾提出三個評估 DNA 條碼的面向，即廣適用度 

(universality)、序列品質 (sequence quality) 及區辨力 (discriminatory power) (CBOL 

Plant Working Group, 2009)，此三面向除了可用來評估已開發之 DNA 條碼，也是

開發新 DNA 條碼的重要條件。 

目前在動物方面已有一好用的 DNA 條碼―CO1 (cytochrome c oxidase I) 

(Hebert et al., 2003)，其在評估 DNA 條碼之三面向皆表現良好，已被證實在魚類、

鳥類及昆蟲等不同族群中具有良好的區辨力 (Hollingsworth, 2011)。然而，目前在

植物方面並無一理想的 DNA 條碼 (Li et al., 2015; Coissac et al., 2016)，常見的葉

綠體 DNA 條碼 (如：rbcl 及 matK) 及核醣體 DNA 條碼 (如：ITS) 皆有其缺點，

尤其是解析度不足以區分親緣相近之物種 (Sang, 2002)。因此，為了補充目前 DNA

條碼解析度不足之狀況，學者提出可利用低拷貝數的核內基因，這類基因具有

intron 演化較快速、序列變異大的特點，可望區分不同物種甚至是品種 (Choi et al., 

2006; Zimmer and Wen, 2013)，並可藉此彌補葉綠體及核醣體 DNA 條碼解析度不

足之問題。因此，本研究使用低拷貝數核內基因之一的酒精脫氫酵素 (alcohol 

dehydrogenase, Adh ) 基因，探討其在物種間或物種內的解析能力。 

Adh 基因在生物中大多以基因家族 (gene family) 的形式存在，而開花植物通

常有 2~4 個 Adh 基因 (Gottlieb, 1982; Preiszner et al., 2001)，但隨不同物種演化，

可能如阿拉伯芥少至 1 個 Adh 基因 (Koch et al., 2000)，或如四倍體棉花屬物種至

少有 14 個 Adh 基因 (Small and Wendel, 2000)。在 Adh 基因序列結構方面，其通常

具有 10 個 exon 及 9 個 intron，但也有例外，如大麥之 Adh2 及 Adh3 基因僅有 9 個

exon  (Trick et al., 1988)，阿拉伯芥只有 7 個 exon (Koch et al., 2000)。然而即使有

intron 缺失的情形，但 exon 之分布及排列仍具保守性，如阿拉伯芥 Adh 基因之 exon 

4 可對應玉米 Adh1 及 Adh2 基因之 exon 4、5、6，exon 5 則對應玉米 exon 7 及 8 

(Chang and Meyerowitz, 1986)。 
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Adh 編碼區之序列亦十分保守，如豌豆與玉米 Adh1/2 之相似度為 75%，與阿

拉伯芥 Adh 之相似度為 80%  (Llewellyn et al., 1987)，馬鈴薯 Adh 胺基酸序列與

玉米、水稻、大麥及豌豆相似度介於 83-85% (Matton et al., 1990)，水稻與玉米胺

基酸序列之相似度在 Adh1 之間為 93.7%，而在 Adh2 之間為 88.7% (Xie and Wu, 

1990)。相對於 exon 保守之特性，Adh 在非編碼區則具有變異大之特性，如菊科

Brachyscome 屬在種間發現 intron 3 有多個長片段插入所造成之長度變異，差異最

大可達 435 bp (Denda et al., 1995)；大麥在栽培種 (Hordeum vulgare ssp. vulgare)與

野生種 (H. vulgare ssp. spontaneum) 之間，也發現 intron 3 因為微衛星體 

(microsatellite) 重複次數不同及 InDel 所造成之長度差異 (Petersen and Seberg, 

1998)。 

前人已有數篇研究利用 Adh 基因進行屬間或種間之親緣分析 (Morton et al., 

1996; Fukuda et al., 2005; DiMeglio et al., 2014)，但這些研究中所使用的 Adh 引子

對大多只適用於單一屬，並無法廣泛適用在大部分物種，於是本研究擬開發適用

於大部分物種並能區分種間或種內物種之 Adh DNA 條碼，期望能補充目前植物

DNA 條碼解析度不足之問題，並對 Adh 種內變異有更多了解。本研究先以紅豆品

種間 Adh 基因序列變異為基礎，延伸至其他豆科物種，再試圖擴展至禾本科等其

他作物，最後透過 Adh 基因序列的比對，開發廣適用性高且高鑑別效能之 DNA 條

碼。 

 

材料與方法 

一、試驗材料 

本研究之研究材料包括 7 個豆科物種及 5 個禾本科物種 (表一)，豆科之參試

物種包含紅豆 (9 個品種)、綠豆 (1 個品種)、菜豆 (2 個品種)、樹豆 (3 個品種)、

大豆 (3 個品種)、豌豆 (3 個品種)及花生 (1 個品種)，禾本科之參試物種則包含水

稻 (4 個品種)、高粱 (3 個品系)、玉米 (3 個品系)、小米 (2 個品系) 及燕麥 (4 個

品系)。所有品種 (系) 皆種植於以細砂為基質之穴盤中，每穴依種子大小播 4~10

顆種子，每品種 (系) 各兩穴，早晚澆水；約兩周後，每品系隨機取樣 4 株植株並

混合收取葉片，以進行 DNA 萃取。 
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表一、本研究之豆科及禾本科參試物種 
Table 1. List of tested leguminous and gramineous species 
(A) 豆科 Leguminosae        

物種 植物分類 染色體數目 品種 代號 來源 

紅豆(Adzuki bean) 
Vigna angularis 

蝶形花亞科 Faboideae 

菜豆族 Phaseoleae 
2n = 22 

高雄選 1 號 AB_KS1 高雄區農業改良場 

高雄 2 號 AB_KS2 高雄區農業改良場 

高雄 3 號 AB_KS3 高雄區農業改良場 

高雄 5 號 AB_KS5 高雄區農業改良場 

高雄 6 號 AB_KS6 高雄區農業改良場 

高雄 7 號 AB_KS7 高雄區農業改良場 

高雄 8 號 AB_KS8 高雄區農業改良場 

高雄 9 號 AB_KS9 高雄區農業改良場 

高雄 10 號 AB_KS10 高雄區農業改良場 

    

綠豆(Mung bean) 
Vigna radiata 

蝶形花亞科 Faboideae 

菜豆族 Phaseoleae 
2n = 22 台南 5 號 MB_TN5 台南區農業改良場 

    

菜豆(Common bean) 
Phaseolus vulgaris 

蝶形花亞科 Faboideae 

菜豆族 Phaseoleae 
2n = 22 

台中 3 號 CB_TC3 台中區農業改良場 

台中 5 號 CB_TC5 台中區農業改良場 
    

樹豆(Pigeon pea) 
Cajanus cajan 

蝶形花亞科 Faboideae 

菜豆族 Phaseoleae 
2n = 22 

台東 1 號 PP_TT1 台東區農業改良場 

台東 2 號 PP_TT2 台東區農業改良場 

台東 3 號 PP_TT3 台東區農業改良場 
    

大豆(Soybean) 
Glycine max 

蝶形花亞科 Faboideae 

菜豆族 Phaseoleae 
2n = 40 

大豆花蓮 1 號 SB_HL1 花蓮區農業改良場 

毛豆高雄 9 號 SB_KS9 高雄區農業改良場 

黑豆台南 3 號 SB_TN3 台南區農業改良場 
    

豌豆(Pea) 
Pisum sativum 

蝶形花亞科 Faboideae 

蠶豆族 Vicieae 
2n = 14 

台中 11 號 PE_TC11 台中區農業改良場 

台中 13 號 PE_TC13 台中區農業改良場 

台中 15 號 PE_TC15 台中區農業改良場 
    

花生(Peanut) 
Arachis hypogaea 

蝶形花亞科 Faboideae 

岩黃耆族 Hedysareae 
2n = 40 台南選 9 號 PN_TN9 台南區農業改良場 
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表一、 本研究之豆科及禾本科參試物種(續) 

Table 1. List of tested leguminous and gramineous species (continued) 

(B) 禾本科 Gramineae         

物種 植物分類 染色體數目 品種/品系 代號 來源 

水稻 (Rice) 
Oryza sativa 

稻亞科 Oryzoideae 
稻族 Oryzeae 

2n = 24 

台南 13 號 R_TN13 台南區農業改良場 

台南 16 號 R_TN16 台南區農業改良場 

台稉糯 1號 R_TGN1 台南區農業改良場 

大陸秈 R_Ind 地方品種 
  

高粱 
(Sorghum) 

Sorghum bicolor 

黍亞科 Panicoideae 
蜀黍族 Andropogoneae 

2n = 20 

e28 S_e28 臺灣大學 

F7X S_F7X 臺灣大學 

BTx623 S_BTx623 臺灣大學 
  

玉米 (Maize) 
Zea mays 

黍亞科 Panicoideae 
蜀黍族 Andropogoneae 

2n = 20 

B73 M_B73 農業試驗所 

CML494 M_494 台南區農業改良場 

Su963106 M_Su 農業試驗所 
  

小米 (Millet) 
Setaria italica 

黍亞科 Panicoideae 
黍族 Paniceae 

2n = 18 
PI433445 L_445 臺灣大學 

PI433446 L_446 臺灣大學 
  

燕麥 (Oat) 
Avena sativa 

羊茅亞科 Festucoideae 
燕麥族 Aveneae 

2n = 6x = 42

Gehl O_Gehl AAFC§ 

Vao51 O_Vao51 AAFC§ 

TX07CS1948 O_TX AAFC§ 

NTU1 O_NTU1 臺灣大學 

Note: § Kindly provided by Dr. Nicholas A. Tinker and Ms. Charlene P. Wight, Agriculture and Agri-Food 
Canada, Ottawa Research and Development Centre. 
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表二、 紅豆 Adh1/Adh2 增幅(A)及 Adh DNA 條碼(B)之引子列表 
Table 2. List of primers used for the amplification of Adh1 and Adh2 of adzuki bean (A) 

and Adh DNA barcodes (B) 

(A) Primers used to amplify the Adh1 and Adh2 genes in 9 adzuki bean varieties 
Target gene Primer Sequence (5' → 3') G/C (%) Tm (℃) 

Adh1 

W1F TGTACTCTCTTCTTCAAGGTCAC 43 54 
W1R GTGAAACCTTATTGAATGTCTTGG 38 53 
W2F TCTGGGAAGCCAAGGTAAGA 50 56 
W2R CTACAAGCACAGATGAGAATGA 41 53 
W3F ACCATTTTGTCGGTACTTCT 40 52 
W3R GCATTAAATAGAGCAAGCAAGG 41 53 
W4F GAGATGTGAATGTTGGCTTCC 48 55 
W4R CTCATCCACAAAACGGCATT 45 55 

Adh2 

T1 CCATGTCTGCTACTGCTGGT 55 57 
4LB-1 ACTTCACCTTTCCCAGGTGGTG 55 58 
E7F TTCTCACTTTTGAAGTTGATTCTGA 32 54 
E4R GGTATGTCCTACTTTTCACTCCG 48 56 
D1F AATCCCAAAACCAGCTTCTC 45 54 
D2R TGTAACATCATACCCTGAAGC 43 53 
B1F GCTTTTCAGGGTCAGAATCC 50 54 
C2R GGTTCCACAAAACACAAAA 37 50 
C3F CACATCAAATTCCGCATAG 42 50 
C4R TACCTTTAGTGCCACATCTC 45 52 
C5F AGAGCACAACAAACCAGT 44 52 
C6R CAGGAAGATGACCAAGAAAG 45 51 

 
(B) Adh DNA barcodes     

Target gene Region Primer Sequence (5' → 3') 
G/C Tm 
(%) (℃) 

Adh1 of Leguminosae
Exon 
2-4 

Dex2F-11 TACTTCTGGGAAGCCAAGGT 50 56 
Dex4R TCACCTACACTCTCCACAATC 48 54 

Adh2 of Leguminosae
Exon 
5-7 

EX5F TTGGTGCTACTGTAAATGTTGC 41 55 
EX7R TGGTTTGTTGTGCTCTTTGGG 48 57 

Adh1 of Gramineae
Exon 
2-4 

Mex2F ATCCTCTTCACCTCGCTCTG 55 57 
Mex4R GCAGATCACACATGTTGCTCTC 50 57 

Adh1 of Gramineae
Exon 
6-8 

Mex6F GCAGAAGGTGCAAGGATTGC 55 58 
Mex8R GCGTTGATGTTGCCAGTGCA 55 60 
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圖一、 紅豆Adh1及Adh2基因全長擴增之引子位置示意圖。實心長方形表示 exon，
實線表 intron，斜線長方形則為 5＇及 3＇UTR，下方虛線表示用以擴增

Adh1/2 全長之引子對及擴增範圍。 
Fig. 1. Locations of primers used to amplify full length Adh1 and Adh2 genes of adzuki 

bean. Shaded boxes represent exons and solid lines represent introns. Slash boxes 
at both ends of gene respectively represent 5’ and 3’ UTR. Dotted lines below the 
genes represent the regions amplified with primers used to confirm the Adh1/2 
sequences. 

 

二、DNA 萃取 

每物種取 0.05 g 植物鮮葉及 2 顆直徑 3 mm 玻璃珠置入 2.0 ml 的離心管中，

再將離心管開蓋放入冷凍乾燥機 24 小時，取出後以均質機 (Mini-BeadBeater-8) 打

碎乾葉，並利用改良式 CTAB 法 (Doyle and Doyle, 1990)萃取 DNA。萃取出的 DNA

以微量分光光度計 (Nano Drop) 檢測品質及定量，檢測標準為 OD260/OD230 值

須介於 2.0~2.3 以及 OD260/OD280 值 > 1.8，未達標準之樣本則予以淘汰，通過品

質檢測之DNA (原液) 以二次蒸餾水稀釋至 20 ng/μl，作為工作液於後續實驗使用，

其餘原液則儲存於-20℃冰箱備用。 

三、紅豆 Adh1 及 Adh2 序列擴增及比對 

為探討 Adh1 及 Adh2 在紅豆品種間的差異，於是以紅豆全基因體定序資料庫

VigGS (http://viggs.dna.affrc.go.jp) 中預測之紅豆 Adh1 及 Adh2 序列為模板設計引
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子對 (圖一、表二 A)，對紅豆 9 個品種進行 PCR 擴增。PCR 溶液含 2 μl DNA、

正/反向引子 (2 μM) 各 1.5 μl 及 5 μl Taq 2x Master Mix RED (Ampliqon)，PCR

進行條件為：94℃ 5 分鐘，35 個循環之 94℃ 30 秒、55℃ (依各引子黏合溫度調

整) 30 秒、72℃ 10 秒，最後以 72℃ 5 分鐘完成反應。之後以 1.5% LE (70 伏特，

110 分鐘) 進行電泳分析，確認為單一產物後進行定序，定序結果以 CLC Genomic 

Workbench 6 軟體將各品種之序列修剪及連接，再以 BioEdit v7.2.5 進行排列比對。 

四、Adh DNA 條碼之開發及親緣分析 

本研究首先於 NCBI 資料庫 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 中搜尋較

完整且可信之 Adh 序列 (表三)，將其匯入 SnapGene® Viewer 2.8.1 軟體中記錄，

之後比對相鄰同源或相對同源之 Adh 序列結構，且以 Clustal Omega 軟體 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 計算序列相似度，並依照分析結果推測可

能較適於作為 Adh DNA 條碼之區域。 

本研究分別針對構成世界上主要糧食作物之兩大科―豆科禾及本科物種設計

Adh 基因上之分子標誌，方法為比對已公布 Adh 序列之編碼區 (禾本科包含玉米、

水稻及大麥，豆科則包含大豆、豌豆、紅豆、菜豆及同為雙子葉之草莓及馬鈴薯) 

(表三)，於 10 個 exon 上皆尋找長度約 20 mer、相似度高 (尤其在引子末端連續 5 

bp 相同者為佳)、且符合 G/C 所佔百分比介於 40%與 60%之間、黏合溫度為 55~60

℃之序列，以設計正向及反向引子，共設計約 35 組分子標誌 (未列)。接著以同前

述 PCR 反應溶液、條件以及電泳條件進行反應，依電泳結果圖篩選能擴增出參試

物種、條帶清晰且大部分為單一條帶之分子標誌，並以具長度多型性及條帶分子

量較大者優先選擇進行定序。 

將篩選出的 Adh DNA 條碼 (表二 B) 擴增序列進行定序，定序結果以 BioEdit 

v7.2.5 去除兩端不穩定序列，再以 MEGA 6 進行排列比對 (alignment) 以及親緣樹 

(phylogenetic tree) 之繪製，親緣關係樹的繪製採用 maximum likelihood 法，模式

為 Kimura 2-parameter model，並以 500 次 bootstrap 歸還抽樣估算機率。此外，也

將定序結果於 NCBI 網站進行 BLAST 分析，以確認擴增出的產物是否為 Adh，以

及能否正確地比對到目標作物。 
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結    果 

一、紅豆 Adh1 及 Adh2 基因序列分析 

紅豆 Adh1 基因全長 2543 bp，編碼區長 1143 bp，本研究結果顯示紅豆 9 個品

種間並沒有任何多型性，且序列與 VigGS 所預測之 Adh (Vigan.03G212600.01) 完

全相同。而在紅豆 Adh2 基因方面，9 個紅豆品種之 Adh2 基因序列共發現 14 個

SNPs 及 1 個 InDel (4 bp)，其中 2 個多型性位在 exon 上，其它 13 個位在 intron 上

且集中於 intron 1 和 2。此外，這些多型性以 exon 3 為分界，在其之前及之後的多

型性可各合併為一單倍型 (haplotype)，而此兩個單倍型可將 9 個參試臺灣品種紅

豆分為三群，前面之單倍型可區分出第一群 (高雄 1、2、5 號)，之後的則可分出

第三群 (高雄 6、10 號)，剩下的一群 (第二群) 則為高雄 8、9 號，而高雄 3、7 號

因在大多數多型性位點為異結合，無法判斷分群。此外，比對紅豆 Adh1 及 Adh2

基因之 DNA 序列，因為 intron 間差異太大而無法排列比對，編碼區的相似度則為

79.88%。 

二、跨科別物種間 Adh 基因之 DNA 序列比對 

開花植物存在 Adh 基因數目差異 (通常有 2~4 個)，其 DNA 序列間亦可能具

有變異，本研究經比對多個物種之參考序列，各物種 Adh DNA 序列之 exon 數量

及長度都十分保守，除了大麥 Adh2 及 Adh3 基因僅有 9 個 exon (exon 9 和 10 合

併，並缺失 18 bp) 以外，其他物種不論 Adh1 及 Adh2 基因在 exon 2~9 之長度依

序皆為 137、47、326、83、76、62、96、162 及 117 bp，僅 exon 1 在起始密碼子

後有 3 個鹼基之長度差異 (紅豆、菜豆、豌豆、大豆及草莓皆為 37 bp，水稻、玉

米、大麥及馬鈴薯為 34 bp)，編碼區總長為 1140/1143 bp (380/381 個胺基酸)。 

紅豆兩 Adh 基因與其他物種 Adh 編碼區之相似度列於表四，由表中可見不論

在 DNA 序列 (表四 A) 或是胺基酸序列 (表四 B) 皆顯示紅豆 Adh1 基因與其他物

種 Adh 基因之相似度高於 Adh2 之趨勢，其中 Adh1 與豆科物種胺基酸序列 (除了

多花紫藤以外) 相似度高於 92.37%，與另兩個雙子葉物種 (草莓及馬鈴薯) 相似

度也達 82.37%以上，與單子葉物種之相似度也至少 76.94%；紅豆 Adh2 基因與其

他豆科物種相似度介於 69.49-85.96%，與草莓和馬鈴薯之相似度約 75%，而與單

子葉物種則介於 72.65-76.52%。在 DNA 序列的部分，相似度則介於 67.81-73.51%

之間。 
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三、Adh1 與 Adh2 DNA 序列之比對―以紅豆、大豆、玉米及水稻為例 

相對同源 Adh 基因間在 exon 長度的部分沒有差異，而在 exon 相似度的部分 

(圖二 A)，分就禾本科之水稻及玉米而言，其 Adh1 與 Adh2 間之相似度在 exon 1

和 2 處約為 90%，之後遞減至 exon 6 為最低 (約 70%)，再逐漸增加至 exon 9 和

10 區域 (約 85%)。紅豆 exon 相似度之趨勢與禾本科作物相反，基因兩端之 exon

相似度較低，尤其 exon 1 只有 70%，其他 exon 相似度約 80%。大豆則缺少 exon 

1 及 exon 10 的資料，若單以 exon 2-9 之數值來看並無一明顯趨勢，但其相似度介

於 83~94%之間，則明顯高於同為豆科之紅豆。玉米和水稻在 Adh1 與 Adh2 編碼

區之相似度相近 (82.37 及 82.63%)，紅豆則較低 (79.88%)，大豆相似度數值雖高

達 88.71%，但其計算範圍僅包含 exon 2~9 之部分。 

Adh1 與 Adh2 之間在各對應 intron 之長度差異如圖二 B 所示，紅豆之 intron 1

及 2 長度差異極大 (369 及 594 bp)，intron 3、4、6 也有約 100 bp 之長度差異；大

豆如同紅豆在 intron 2 有最大之長度差異 (313 bp)，但其他 intron 長度僅 intron 6

差異稍大 (62 bp)；與豆科植物不同，玉米及水稻在 intron 2 長度差異小，差異最

大者則為 intron 1，其餘只有水稻之 intron 3、玉米之 intron 6 差異較大 (此處定義

差異小為 50 bp)；整體來看，有前端 intron 變異較大之趨勢。 

四、Adh DNA 條碼開發及其擴增結果 

本研究依據不同物種 Adh 的序列長度及核苷酸差異，共開發出四組廣適用性

之 Adh DNA 條碼—Dex2F-11 + Dex4R、EX5F + EX7R、Mex2F + Mex4R 及 Mex6F 

+ Mex8R，分別針對豆科 Adh1 exon 2-4、Adh2 exon 5-7 及禾本科 Adh1 exon 2-4、

exon 6-8 進行擴增及分析。其中 Dex2F-11 + Dex4R 引子對係針對豆科 Adh1 exon 

2-4 進行擴增 (圖三 A)，可得到菜豆族物種之清晰條帶，但大豆及樹豆同時擴增出

兩個 Adh，花生及豌豆為多產物，僅有紅豆、綠豆及菜豆為單一產物。排列比對此

三物種之 DNA 序列，可發現物種間有多處 SNPs，尤其菜豆在 intron 3 有 12 bp 之

缺失，而造成與另兩物種之長度多型性，紅豆與綠豆長度僅差 1 bp。此外，在品種

間的比對，紅豆及菜豆品種間序列完全相同。 

EX5F + EX7R 引子對可擴增出所有豆科參試物種 Adh2 exon 5-7 (圖三 B)，產

物長度約 400~600 bp，但在大豆、豌豆及花生條帶較不清晰，綠豆則有非單一產

物。物種內的比對發現紅豆品種間有 2 個 SNPs，菜豆間則有 2 個 InDel (27 及 4 
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bp) 及 3 個 SNPs，大豆品種間有 2 個 SNPs，樹豆品種間則無差異，豌豆台中 13

與 15 號相同，而 11 號與它們有多處 SNPs。物種間的比對則發現，exon 6 及 7 序

列大多保守，但仍有 SNPs 存在，且僅利用這些 SNPs 即可區分參試豆科；而在

intron 6 的部分，豌豆無法與其他豆類進行比對，而在可以排列比對的四個豆類中，

紅豆及菜豆很明顯地共同具有幾段缺失，樹豆則在 241-269 特有一段缺失。將這些

序列做親緣分析 (圖五 A)，第一分支區分出菜豆族及蠶豆族，而後，菜豆族分支

中也可區分不同物種。 

Mex2F + Mex4R 引子對可擴增禾本科物種之 Adh1 exon 2-4 (圖四 A)，條帶介

於 700-1200 bp，其中水稻為單一條帶 (約 1200 bp)，高粱主條帶約 1050 bp，玉米

主條帶長約 750 bp，燕麥各品種皆因為多條帶而難定序，而小米只成功定序分子

量較小之條帶。進行種內之比對發現秈稻與稉稻間有 3 個多型性，高粱 e28 和 F7X

品系間有 2 個 SNPs，玉米及小米在品種間皆無差異。此外，水稻與玉米於 NCBI

皆 BLAST 到該物種之 Adh1 且 100%相同，小米則和珍珠粟 (Pennisetum glaucum) 

之 Adh1 DNA 序列相似度為 85%，而高粱僅比對到同屬物種之可能 Adh1。將這些

序列進行親緣分析 (圖五 B)，首先分出稻亞科及黍亞科，而後黍亞科分支區分出

高粱，而小米及玉米則位於同一分支。  

Mex6F + Mex8R 引子對可擴增出禾本科物種之 Adh1 exon 6-8，由電泳結果圖 

(圖四 B) 可見，僅玉米條帶與其他物種相差大，其餘物種條帶約 350-380 bp，而高

粱與燕麥皆為長度相近之多條帶。在序列比對上，水稻、玉米及小米在品種間皆無

差異，但物種間差異大。將此段序列做 BLAST，水稻與玉米皆分別與該物種 Adh1

具有 100%相似度，而小米也與 BLAST 得到的小米 Adh1 序列有 98%之相似度。 
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圖二、Adh1 與 Adh2 基因序列之比較。(A) Adh1 與 Adh2 基因之 exon DNA 序列相

似度 (B) Adh1 與 Adh2 基因內 intron 長度之差異。 
Fig. 2. Comparative analysis of Adh1 and Adh2 DNA sequences. (A) Similarity of exons 

between Adh1 and Adh2 genes. (B) Intron length difference between Adh1 and 
Adh2 genes. 
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圖三、豆科物種 Adh DNA 條碼之電泳分析圖。 
Fig. 3. Electrophoresis patterns of Adh barcodes for leguminous species. 
註：使用之分子標誌分別為 (A) Dex2F-11+Dex4R，擴增區域為豆科 Adh1 之 exon 2-4；(B) 

EX5F + EX7R，擴增區域為豆科 Adh2 之 exon 5-7。各參試品種代碼請參照表 1A。 

Note: (A) Adh1 exon 2-4 of leguminous species (amplified with Dex2F-11+Dex4R); (B) Adh2 

exon 5-7 of leguminous species (amplified with EX5F+EX7R). The full names of 

leguminous varieties are listed in table 1A. 
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圖四、禾本科物種 Adh DNA 條碼之電泳分析圖。 
Fig. 4. Electrophoresis patterns of Adh DNA barcodes for gramineous species.  
註：使用之分子標誌分別為 (A)Mex2F+Mex4R，擴增區域為禾本科 exon 2-4；
(B)Mex6F+Mex8R，擴增區域為禾本科 exon 6-8。各參試品種代碼請參照表 1B。 
Note: (A) Adh1 exon 2-4 of gramineous species (amplified with Mex2F+Mex4R); (B) 
Adh1 exon 6-8 of gramineous species (amplified with Mex6F+Mex8R). The full names 
of gramineous varieties are listed in table 1B. 
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圖五、依據 Adh DNA 條碼所建立之豆科及禾本科物種親緣關係樹  
(A) 以豆科物種 Adh2 intron 5 至 intron 6 之 DNA 序列進行親緣分析  
(B) 以禾本科物種 Adh1 intron 2 至 intron3 之 DNA 序列進行親緣分析 

Fig. 5. Phylogenetic trees of leguminous and gramineous species based on the DNA 
sequences amplified with Adh DNA barcodes.  
(A) Adh2 intron 5-6 DNA sequences of leguminous species (amplified with 
EX5F + EX7R)  
(B) Adh1 intron 2-3 DNA sequences of gramineous species (amplified with 
Mex2F+Mex4R) 
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討    論 

一、Adh 序列分析及其 DNA 條碼開發 

良好之 DNA 條碼須可廣泛適用於親緣遠之物種間 (在高分類層級具廣適用

性)，以及能區分親緣近之物種 (在低分類層級具高解析度)，因此 DNA 條碼具有

兩個基本特點，一為足夠之序列變異以區分物種，二為保守之兩端序列以利應用

於不同物種，此外應易於 PCR 擴增、定序，並產生可信之資料 (Hollingsworth et 

al., 2011; Galimberti et al., 2013)。因此本研究為開發廣適用性及高解析度之 Adh 

DNA 條碼，首先分析紅豆 Adh 基因種內差異，以及不同物種間 Adh 序列相似性。 

1. 紅豆種內 Adh 基因之差異 

Adh2 基因在臺灣 9 個紅豆品種間有 15 個多型性位點，如同預期地，多數位

點(13 個)出現於 intron 區域，而雖然有 2 個 SNP 落在 exon 上，但因皆轉譯為相同

之胺基酸 (synonymous substitutions)，因此在胺基酸序列上仍具保守性，不影響其

功能。此些多型性位點可將 9 個臺灣紅豆品種分為三群，這表示 Adh2 基因能區分

不同紅豆品種且具有區分種內之潛力。不同於紅豆 Adh2 基因具有多個多型性位

點，紅豆 Adh1 基因於品種間之比較並無發現多型性，這可能是 Adh1 在紅豆品種

間確實無多型性存在，或是因為參試紅豆品種親緣相近而無變異發生，不過就本

研究結果來看，Adh1 基因並不具有區分紅豆不同品種之能力。此外，紅豆品種高

雄 10 號之 Adh2 序列皆與 VigGS 預測 Adh (Vigan.02G148500.01) 完全相同，這顯

示紅豆品種高雄 10 號可能與 VigGS 定序所用之京農 6 號血緣相近。 

據我們所知目前尚未有比較相對同源 Adh 種內變異之研究，前人研究皆僅針

對單一 Adh 基因進行種內分析，如：具有單一 Adh 基因之阿拉伯芥在品種間有多

型性 (Innan et al., 1996)、大麥在品種間有少數多型性 (Petersen and Seberg, 1998)。

本研究首次對相對同源 Adh 種內變異進行探討，以紅豆 Adh1 及 Adh2 基因種內之

DNA 序列分析來看，Adh2 基因變異大於 Adh1 基因，由此推測 Adh2 基因之演化

速度較 Adh1 基因快，因此才造成 Adh2 基因在品種間變異較多的情況，而此 Adh

基因演化速度不一的情形在棉屬中也有被觀察到 (Small and Wendel, 2000)。綜上

所述，若要進行 DNA 條碼之開發，由於 Adh2 基因 DNA 序列變異大於 Adh1 基

因，Adh2 較適宜用於開發區分不同品種之 DNA 條碼。 
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2. 不同物種 Adh DNA 序列分析 

由物種間 Adh 基因之比對可發現 exon 長度十分保守，其中 exon 2、4、9、10

長度較長，較有機會找到符合引子設計條件之片段。在 intron 長度部分，以 intron 

1-3 變異最大、intron 7-9 差異小，而為了能以長度多型性區分物種，因此以長度差

異大者作為擴增片段為佳。從相對同源 Adh 基因間的分析來看 (圖二)，可發現玉

米及水稻有前端及末端 exon 相似度較高的現象，而紅豆則相反，這表示若將引子

設計在高相似度 exon 上較有可能同時擴增出兩個 Adh 基因。此外，相對同源 Adh

基因間以長度差異較大之 intron 為佳，因為即使無法避免同時擴增出兩個 Adh 基

因，亦能以長度多型性區分。 

二、Adh DNA 條碼分析不同物種之效果 

本研究各開發出兩組豆科及禾本科之 Adh DNA 條碼，使用者可根據分析之

「目的」及「分類層級」，選擇合適之分子標誌，甚至同一分子標誌之部分片段。

在豆科物種方面，以 EX5F + EX7R 引子對為佳，Dex2F-11 + Dex4R 引子對作為補

充。EX5F + EX7R 引子對可擴增出所有參試豆科物種，大部分為單一產物且條帶

清晰，且物種間可以長度多型性區別，這使豆科物種間之鑑別快速且容易；而從種

內來看，紅豆、菜豆、大豆及豌豆品種間皆具有 DNA 序列之多型性，表示此組分

子標誌具有種內鑑別之能力。在親緣分析上，本研究與王 (2005) 利用 Adh1 基因

和葉綠體基因建構之豆科物種演化樹大致相符，其中蠶豆族和菜豆族物種先被分

開，菜豆族中豇豆屬與菜豆屬親緣最近。總結以上結果，可知 EX5F + EX7R 引子

對在種間可以長度多型性區分、種內也具有 DNA 序列多型性，並可用於演化樹之

建立，因此推薦作為豆科在親緣分析或是物種鑑別上之工具。 

EX5F + EX7R 引子對仍有些不足之處，如綠豆兩條帶無法區分，此時便可嘗

試使用 Dex2F-11 + Dex4R 引子對，其能成功擴增出菜豆族物種 Adh1 exon 2-4 的

部分，但在部分物種 (如大豆及樹豆) 中專一性可能較低，會同時擴增出兩個 Adh

序列，不過若僅要進行物種鑑別，此狀況反而利於判別。此分子標誌無法區分不同

品種，因此僅適於種間之鑑別。此外， Dex2F-11 + Dex4R 引子對 (擴增 Adh1) 之

解析度低於 EX5F + EX7R 引子對 (擴增 Adh2)，這可應證 Adh2 基因變異較大，比

Adh1 更有潛力做種內鑑別之依據。 

本研究也開發出兩個禾本科 Adh DNA 條碼，其中以 Mex2F + Mex4R 引子對
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為主，Mex6F + Mex8R 引子對為輔。Mex2F + Mex4R 引子對可擴增禾本科物種

Adh1 exon 2-4 的部分，其產物在物種間有明顯之長度多型性，主要因為 intron 3 長

度變異很大，這與在菊科 Brachyscome 屬及大麥所觀察到 intron 3 變異大的結果一

致 (Denda et al., 1995; Petersen and Seberg, 1998)，不過因為 intron 長度差異太大，

物種間無法排列比對。在其 exon 的部分，物種間長度完全相同且相似度大多高達

90%，而有趣的是 exon 3 及 exon 4 在物種間皆具有多型性，且這些多型性足以區

分所分析之禾本科物種。親緣分析結果(圖五 B)顯示，稻亞科與黍亞科先被分開，

此符合植物分類之判定，但接著玉米與小米成一群與高粱分離，即不符高粱與玉

米為蜀黍族而小米為蜀族的分類，不過小米與玉米分支之歸還取樣成功機率 

(bootstrap 值) 僅 52%，信心水準不足以認定該處有一節點，或許增加不同屬之物

種能使親緣分析更加正確。而物種內之多型性則依物種而異，在高粱中可區分不

同品種，在水稻中僅能區分秈稻及稉稻，在小米及玉米中則無任何多型性。綜合來

說，Mex2F + Mex4R 引子對在物種層級的區分表現良好，物種內則因物種而異，

此外，此組引子對有一缺點，其最佳黏合溫度 (介於 53-57℃間) 依物種有所不同，

不過此缺點易於實驗中調整而予以克服。 

另一組禾本科之 Adh DNA 條碼為 Mex6F + Mex8R 引子對，其與 Mex2F + 

Mex4R 引子對同針對禾本科 Adh1 擴增，不過位置是 exon 6-8，物種間條帶長度差

異小，僅玉米在 intron 6 有約 250 bp 的插入而具明顯之長度多型性。由序列比較

發現物種間可利用 exon 上的多型性區分，而特別的是 intron 7 長度差異小，在不

同屬物種間可以排列比對，因此此段 intron 或許可與 exon 一同用於較高層級 (科

內) 之親緣分析，可望能提供更多演化上的資訊。由於此組分子標誌在每個物種內

都不具多型性，因此其解析度可能僅達種的層級。另外，由兩組禾本科 Adh 引子

對擴增之區段可發現 Adh1 exon 2-4 的變異度高於 exon 6-8，此結果與紅豆品種間

多型性集中於前端 intron，以及 Adh1 與 Adh2 intron 長度的差異也有前端較大之趨

勢相類似，可推論 Adh 基因前端 intron (1-3) 有較大變異，不過此說法需更多證據

支持。 

本研究利用核內基因演化較快速及 intron 變異大之特點，以 Adh 基因開發四

組適用於豆科及禾本科物種之 DNA 條碼，其中 EX5F+7R 引子對及 Mex2F+4R 引

子對分別可針對豆科及禾本科物種進行物種及品種鑑別，並應用於親緣分析。

CBOL 協會提出的 DNA 條碼三大評估指標包含廣適用性、序列品質及區辨力，而
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本研究開發之 Adh DNA 條碼，除了在廣適用性方面達到分類學上科的層級並具備

良好之序列品質外，在區辨力方面亦可進行種內 (品種間) 之區分，此顯示 Adh 

DNA 條碼可補充目前植物 DNA 條碼解析度不足之問題，因此未來可將其納入植

物 DNA 條碼系統，以使整個系統更加完善。 
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Summary: DNA barcodes have been widely applied in phylogeny 
analysis and species identification. However, chloroplast and nuclear 
ribosomal gene sequences, which are commonly used as plant DNA barcodes, 
usually couldn’t distinguish closely related species. To solve this problem, 
sequences of a nuclear gene, Adh, of several adzuki bean varieties, 
leguminous and other gramineous species were obtained. Adh1 and Adh2 
genes of nine adzuki bean varieties developed in Taiwan were sequenced and 
aligned. Among nine adzuki bean varieties, no sequence difference was 
found in the Adh1 gene and 15 polymorphic sites were detected in the Adh2 
gene. It suggested that the Adh2 gene showed higher potential to distinguish 
closely related species. Based on the variations of Adh DNA sequences, we 
developed four Adh DNA barcodes including two for Adh1 and Adh2 genes 
of leguminous species and additional two Adh DNA barcodes forAdh1 genes 
of gramineous species. These Adh DNA barcodes were successfully used to 
reconstruct phylogenetic tree and identify plants at inter-species and intra-
species levels. 
 
Key words: DNA barcode, alcohol dehydrogenase (Adh), species 

identification, phylogeny, Leguminosae, Gramineae 
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