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摘要 
 

正確而精準的分子鑑定基源是避免藥

用植物誤用的必要步驟。石斛藥材自古即

為著名的治眼疾中藥材；然而石斛藥材的

種類繁多，品種紊亂，再加上加工處理，

導致外形辨認不易。本研究以逢機擴增多

型性去氧核糖核酸反應得到的遺傳標誌序

列而設計的聚合酶連鎖反應引物，區分四

個收集的石斛品種：粉花石斛(Dendrobium 
loddigesii)、束花石斛(D. chrysanthum)、鐵
皮 石 斛 (D. candidum)、黃草石斛 (D. 
denneanum)、細葉石斛(D. hancockii)、紫瓣
石斛(D. parishii)。並將這些石斛品種的核
醣體內轉錄區序列，以限制酶 Taq I分解，
可將這四種石斛品種予以鑑別。我們運用

逢機擴增多型性去氧核糖核酸反應篩選二

十條引物，結果自其中 OPT-17所擴增的六
個產物的序列中，設計較長的六組聚合酶

連鎖反應引物；結果僅其中兩組引物可將

本研究的石斛材料擴增產生多型性圖譜，

若兩組引物同時使用，更可將此四個石斛

品種清處鑑別。由本研究的結果我們建

議，運用逢機擴增多型性去氧核糖核酸反

應的引子開發更多足以鑑別藥材品種的未

知片段。再由這些片段的序列所設計而得

的聚合酶連鎖反應引子，分析得到更可

靠、更具再現性的結果。 
關鍵詞：石斛，內轉錄區，逢機擴增多型

性去氧核糖核酸，聚合酶連鎖反

應 
 
Abstract 
 

Positive molecular identification of 
medicinal plants is necessary to avoid their 
misuse. Dendrobii Caulis is a famous 
Chinese herbal medicine traditionally used in 
ophthalmology. However, identifying the 

species based on morphology is difficult. In 
this study, four Dendrobium species were 
collected and differentiated by RAPD 
(random amplified polymorphic DNA)- 
derived PCR (polymerase chain reaction) 
primers and by the fingerprints generated 
from their partial rDNA (ribosomal DNA) 
regions with restriction enzyme digestion. 
The Dendrobium species used, providing by 
Dr. Tsay in Taiwan Agricultural Research 
Institute, included Dendrobium loddigesii, 
Dendrobium chrysanthum, Dendrobium 
candidum, Dendrobium denneanum, 
Dendrobium hancockii and Dendrobium 
parishii. The rDNA fragments of these 
samples are to be amplified in PCR reaction, 
which followed by sequence determination. 

The sequences of the rDNA region, 
containing partial 18S, ITS-I, 5.8S, and 
ITS-II, of the Dendrobium species used in the 
study was revealed as approximately 850 bp 
in length. The relationship between D. 
denneanum and D. hancockii show the 
closest. D. parishii is the most far with the 
others species in genetic relationship. The 
rDNA sequence similarity of the five 
Dendrobium species used showed range from 
87% to 91%. 
Keywords: Dendrobium, RAPD, RFLP, 

rDNA, ITS 
 
一、前言 
 

台灣為因應中藥規格化的品質要

求，藥材基源的確認，是開發中藥的基

礎，分子識別遂成為重要的鑑定工具之

一。在 DNA一級結構層次上，檢測多型
性最直接的方法是進行 DNA 序列的分
析；近幾年中藥材的指紋分析技術甚多， 
這些生物技術的應用，因藥材性質的不

同，可靈活運用，以解決中藥材基源品
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管的問題。  
石斛屬(Dendrobium)為蘭科植物之

大屬之一，約 1500種，主要分佈於亞洲
熱帶地區及太平洋島嶼，其中絕大多數

集中於東南亞一帶，中國有 80種之多，
大多為名貴中藥；石斛為多年生附生草

本，主產於大陸四川、雲南、貴州、廣

西、廣東及福建等省分。過去該屬植物

的分類，主要依據花器的構造加以鑑

別，但因石斛品種混雜，在未開花期間，

無法根據外部形態及內部構造加以明確

區分‧在中藥材市場，偽品更是充斥，

無法辨識。 

本研究以農業試驗所蔡新聲博士收

集的粉花石斛(Dendrobium loddigesii)、束
花石斛(Dendrobium chrysanthum)、鐵皮石
斛 (Dendrobium candidum)、黃草石斛
(Dendrobium denneanum) 、 細 葉 石 斛
(Dendrobium hancockii) 、 紫 瓣 石 斛
(Dendrobium parishii)， rDNA ITS (包括
完整的 5.8S片段)經 PCR擴增後，加以定
序。以瞭解其親緣關係，並作為中藥 DNA
資料庫的參考。 

 
二、研究目的 
 
    本計劃的目的在於建立石斛分子鑑定
技術的模式，以釐清其基源；所希望達成

的目標包括(1)設計足以區別各品種的專一
性引子，以 PCR產生的多型性片段(分子標
誌)迅速且有效的達到鑑別的目的；或是(2)
解讀石斛品種的部分 DNA序列，作為分類
的依據。 

 

三、研究方法 
 
甲、品種收集： 

粉花石斛(Dendrobium loddigesii ㄝ
DL) 、 束 花 石 斛 (Dendrobium 
chrysanthum, DCH) 、 鐵 皮 石 斛
(Dendrobium candidum, DC)、黃草石
斛(Dendrobium denneanum, DD)、細
葉 石 斛 (Dendrobium hancockii, 
DH)、紫瓣石斛(Dendrobium parishii, 
DP) 

乙、DNA的抽取 

先取石斛葉片 0.1克，加 1毫升 urea 
extraction buffer (50mM 
Tris-HCl,pH8.0; 50mM NaCl; 20mM 
EDTA; 2.5M urea; 1% sarcosine)，在
研缽中予以研磨，再將研磨液倒入

1.5ml eppendorf中，靜置於室溫 10
分 鐘 後 加 入 一 倍 體 積

phenol/chloroform/isoamyl alcohol = 
25:24:1，混勻並以 13000 x g，離心
10 分鐘；取上層液，加入 0.1 倍體
積 的 4.4M NH4OAc ； 再 以

phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol=25:24:1 抽取一次，離心，
留下 DNA pellet，並以 70﹪酒精清
洗之；最後溶於 1/10 TE buffer中。 

丙、RAPD分析 
本研究以二十條經過挑選，較易顯

現多型性之僅含十個核甘的引子

(primer)，對石斛進行RAPD分析。
每一PCR (polymerase chain reaction)
樣品反應總體積為25μl，其中包含
1X PCR buffer (ProTech, U.S.A.), 
0.2 mM dNTP, 0.8 μM primer，
0.625 U Taq polymerase (ProTech)和
5 ng DNA。以Perkin Elmer Cetus 
2400反應器，進行DNA的擴增反
應；反應條件為45次循環的94℃, 1
分鐘; 40℃, 1分鐘; 72℃, 1分鐘。
RAPD的反應產物用2%的瓊脂膠體
電泳，在1X TAE buffer (40 mM 
Tris-aceate, 2 mM EDTA, pH 8.0)
中，予以分離。並以ethidium bromide
染色，觀察之。 

丁、PCR分析 
將各石斛品種以PCR擴增，反應條
件為1X PCR buffer (ProTech, U.S.A.) 
0.2 mM dNTP, 0.8 μM primer，
0.625 U Taq polymerase (ProTech, 
U.S.A.) 和 40 ng DNA 。 10F: 
ACCCTATCTCGGTCT, 10R: 
CGATGGCATGACAGT, and 12F: 
CCTTTCTCGCCACGT, 12R: 
CCAGAAACGCTGGTG，以Perkin 
Elmer Cetus 2400反應器，進行DNA
的擴增反應；反應條件為30次循環
的94℃, 1分鐘; 55℃, 1分鐘; 72℃, 
45秒。 
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四、結果與討論 
   

    本研究計劃針對所收集的六個石
斛品種，進行 rDNA 多型性分析；我
們以朝陽科技大學蔡新聲教授所提供

的 一 、 鐵 皮 石 斛  Dendrobium 
candidum，二、疊鞘石斛 Dendrobium 
denneanum，三、細葉石斛 Dendrobium 
hancockii，四、束花石斛 Dendrobium 
chryscmfhu，五、環草石斛 Dendrobium 
loddigesii，六、紫瓣石斛 Dendrobium 
parishii；其中束花石斛乾品材料，沒
有做出來，其他材料均為鮮品，均可

定出這六種石斛的 rDNA 的序列（圖
一）。由結果顯示，它們的 ITS-I（約
115 bp）及 ITS-II（約 240 bp）區域，
呈現較高度的差異性。其中以環草石

斛和疊鞘石斛的 ITS-I相似度最低，僅
71%；而以細葉石斛和鐵皮石斛的相
似度達 86%為最高；在 ITS-II方面，
鐵皮石斛分別與細葉石斛、環草石斛

的相似度最低，均只有 78%，而以紫
瓣石斛和環草石斛的相似度達 87%為
最高。就整段 ITS-I- 5.8S- ITS-II序列
加以分析的結果顯示，疊鞘石斛和細

葉石斛的親源關係最近（圖二），序

列相似度為 91%，並與鐵皮石斛形成
一群叢；該群叢再與環草石斛次相

近；環草石斛與其他四種石斛的親緣

關係最遠，序列相似度為 87%（表
一）。 

  這些片段的在 ITS-I 及 ITS-II 區
域，呈現較高度的差異性，但因樣品

數難以收集完全，因此仍應繼續得到

更多的品種序列資料，始可歸納出石

斛品種內的序列具有一致性而品種之

間具有差異性的關鍵片段，這些片段

將可放在生物晶片上，作為快速、大

量之藥材樣品品種鑑定的技術平台。

本研究計劃在建立石斛及天麻品種的

分子鑑定模式，我們成功地完成了石

斛的鑑別，但因為藥材的 DNA經常受
污染或斷裂嚴重或太少，導致 RAPD、
RFLP或 AFLP等分析結果的不穩定性
高；因此，我們認為惟有 DNA序列才

是鑑別藥材品種的最可靠工具；再

者，中藥材積源鑑定分析的標準化，

必須藉由 DNA的序列資料，才可以達
到國內外之標準的統一性，不會因為

人為、藥品、儀器或其他因素而造成

誤差。 
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DC GATCGCTGTGATGCGGGCGGTTCGCTGCTCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 

DD GATCGCTGTGACGCGGGCGGTCCGCCGCCCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 

DH GATCGCTGTGATGCGGGCGGTTCGCCGCCCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 

DL GATCGCTGTGATGCGGGCGGTTCGCCGCTCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 

DP GATCGCTGTGATGCGGGCGGTTCGCCGCTCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 

Co GATCGCTGTGATGCGGGCGGTTCGCCGCTCGTGACTCTGCGAGAAGTCCA 
                 

      DC TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

    DD TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

    DH TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

    DL TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

    DP TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

Co TTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 

 

DC GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGAAACACAACGAGCGATTT 

DD GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGAAATGCATCGAGTGATCT 

DH GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGAAATACATCGAGCGATTT 

DL GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACTGAAATATATTGAGCGATCT 

DP GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGATTAAAATATATTGAGTGATCT 

Co GTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGAAATACATCGAGCGATCT 

                  

DC TGTGAACCTGTAAAAATAAGCGGTGGCTCTTGCTGCTGCGATAAA-ATCC 

DD TGAGAACCCATCAAAATAAGCGGTGGCCGCTGCTGCTGCGAAAAAGATCC 

DH TGAGAACTCGTCAAAATAAGAGGTGGCTGTTGCTGCTTCGATAAA-ATCC 

DL TGAGAACCCGTCAAAATAAGCGATGGCTATAGTTGTCGAGATAAA-ATTC 

DP TGAGAACCCGTCAAA-TAATCGGTGGCTATAGCTTCCGAGATAAA-ATTC 

Co TGAGAACCCGTCAAAATAAGCGGTGGCT TTGCTGCTGCGATAAA ATCC 

                  

DC ACCCGAGTCATTGCCTCATCCCCTCTT-TGGGGT-GGGGACGTGATGAAG 

DD AGCCCAGTCGTCGCCTCGCCCCAGCCT-TGGGGC-GGGGACCCGACGAAG 

DH GTCTCAGTCGTCGCCTCATCCCCTCTT-TGGGGC-GGGGGCGCGATGAAG 

DL ATCCCAGTCGTCATGTCATCCTCTTTTGCGGGGTTGGGGACATGATGAAG 

DP ATCCCAATCTTCGCCTCATCCCCTCTT-CGGGGT-GTGGACGTGATGAAG 

Co ATCCCAGTCGTCGCCTCATCCCCTCTT TGGGGT GGGGACGTGATGAAG 

                  

DC GATGGATGAACCCTCAAATCGGCGCAGCGTTGCGCCAAGGGAATCTTGAA 

DD GACGGATGAACTCTCAAACCGGCGCAGCGTCGCGCCAAGGAAAAATTGAA 

DH GATGGATGAACACTCAAACCGGCGCAGCATCGCGCCAAGGCAATATCGAA 

DL GATGGATGAACCCACAAATCGGCGCAGCATCGCGCCAAGGAAATAATGAA 

DP GATGGATGAACCCCCAAATCGGCGCAGCGTCGCGCCAAGGAAATATCGTA 

Co GATGGATGAACCCTCAAATCGGCGCAGCGTCGCGCCAAGGAAATATTGAA 
 
DC GCACAAGCCCATAAATGGGTTTCGTGGGATGGGAGTGCTGTCGCACGCCA 

DD ACACGAGACCTAAAAAGGGCTCTGTGGCTTGGG-GTGCTGTTGCATGCCA 

DH ACACGAGCCCTAAAATGGGTTTTATGGCATGGT-GTGCTTTTGCACGCCA 

DL ATACGAGCCCTAAAATGGGTTTTATGAAATGGG-GTGTTGTTGCATTCCT 

DP GCACAAGCCCTTAAATGGATTTG-TGGAATGGG-TTGCTGTTGCATGCCA 

Co ACACGAGCCCTAAAATGGGTTTT TGG ATGGG GTGCTGTTGCATGCCA 

                 

DC TATTGATTGACACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 

DD TATGGATTCACACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 

DH TATGGATTGACACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 

DL TATG-ATTGACATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 

DP TATGGATTGACACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 

Co TATGGATTGACACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT 
 
DC GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATATGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

DD GAAGAGCGCAGCGAAATGTGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

DH GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

DL GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATATGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

DP GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATATATGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

Co GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATATGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGA 

                  

DC ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAGGCCAACCGGCTGAGGG 

DD ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAACAGGCCAAGGG 

DH ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAACCGGCCAAGGG 

DL ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAACCGGCCAAGGG 

DP ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAATCGGCCAAGGG 

Co ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAACCGGCCAAGGG 
 
DC CACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCATTTTATCACTCCGTGCCTA-CTCTCCC 

DD CACGTCTGCCTGGGCGTCAAGCGTTACGTCGCTCCATGCCAA-GTCACCC 

DH CACGTCTGCCTGGGCGTCGATCGTTACGTCGCTCCGTGTCAAAGTCCCCC 

DL CACGTCCGCCTGGGCGTCAGTCATTTTATCGCTCTGTGCCAA-GCTACCC 

DP CACGTCCGCCTGGGCGTCAGGCATTTTGTCGCTTCGTGCCTA-GCCACCC 

Co CACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCATTTTGTCGCTCCGTGCCAA GTCACCC 

                  

DC ATCCATGGATGTGTTG-CTAAGGCTCGGATGTGCACGGTGGCTCGTCGTG 

DD ATCGATGGATGGGCCGGTGAAGGCTCGGATGTGCATAGTGGCTCGTCGTG 

DH ATCGTCGGATGGGTTGGCGAAGGCTCGGACGTGCACAGTGGCTCGTCGTG 

DL ATCGATTGATGTGTTGGCGAAGGCTTGGATGTGCATTATGGCTCATCGTG 

DP ATCGATGGATGTGCTGGCGAGGGCTCGGATGTGCATGGTGGCTCGTCGTG 

Co ATCGATGGATGTGTTGGCGAAGGCTCGGATGTGCAT GTGGCTCGTCGTG 

                  

DC CCCCTTGGTGCGGCGGGCTGAAGGGCGGGTCATCTTCTCGTTGGCTGCCA 

DD CCCCTCGGTGCGGCGGGCTGAAGAGCGGGTCATTATCTTGTTGGCTGCGG 

DH CCCCCCGGCGCGGCGGGCTGAAGAGCGGGTCATCATCTCGTTGGATGCGG 

DL CCCCTGGGCGCGGCGGGCTGAAGAGCGGGT-ATCATCTCGTTGGCTGCGA 

DP CCCCTCGGCGCGGCGGGCTGAAGAGCGGATCATCGTCTTGTTGGCTGCGA 

Co CCCCTCGGCGCGGCGGGCTGAAGAGCGGGTCATCATCTCGTTGGCTGCGA 
 
DC ACAATAAGGGGTGGATT-AAATAAGGCCTATGCTATTGTGTCAAGCGCGC 

DD -CAATAATGGGTGGATAAACGCGAGGCCTATGTTATTGTGTCGTGCATGC 

DH ACAATAAGGGGTGGATTAAAGTGAGGCCTATGTTATTGTGCCGTGCATGC 

DL ACAATAAGGGGTGGACTGAAGGGAGACCTATGCTATTGTGTCGTGCATGC 

DP ACAATAAGGGGTGGATTTAAATGAGGCCTATGCTATTGTGTCGTGCATGC 

Co ACAATAAGGGGTGGATT AAGTGAGGCCTATGCTATTGTGTCGTGCATGC 

                  

DC CCGAGAGATGGTCATGCTTTTTAGGTGATCCCAATTCATGCGTTGATCCA 

DD CTAAGATATGATTAAACTTTTTAGGTGATCCCAAATCATGCGTCGATCCA 

DH CTAAGAGATGATAGTGCTTTTTTGGTGATCCCAAATCATGCGCCGATCCA 

DL CTAAGAGTTGATCATACCTTTGAGGAGATCCCAAATCATGCGTCGATCTA 

DP CTAANAGATGATCACACCTTTGAGGTGATCCCAAATCATGTGCCGATCCN 

Co CTAAGAGATGATCATACTTTTTAGGTGATCCCAAATCATGCGTCGATCCA 
 
DC TGGATGGCGTATCGAATGTGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCTGAG 

DD CGGATGGCGTTTTGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCCGAG 

DH CAGATGGCGTTTTGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCCGAG 

DL TGGACGGCGCTTTGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCCGAG 

DP TGGATGGCGCTTTGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCCGAG 
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Co TGGATGGCGTTTTGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCCGAG 

                  

DC TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTA 

DD TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTA 

DH TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTA 

DL TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCTTA 

DP TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTA 

Co TTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTA 
 

圖一、本研究之石斛樣品的rDNA序列 
 
 
 
 

DC (0.0595)

DD (0.0493)

DH (0.0349)

DL (0.0467)

DP (0.0342)
 

 
圖二、本研究之石斛樣品的親緣關係圖 

 
 
 
表一、本研究之石斛樣品的rDNA相似度 

 DC DD DH DL DP 

DC 100 87 89 87 89 

DD  100 91 87 88 

DH   100 88 89 

DL    100 91 

DP     100 
 


