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前言 

文心蘭（Oncidium spp.）為一種多年生草花，花盛開時宛如一群少女婆娑起舞，故又
稱跳舞蘭，英文稱之為 dancing-doll orchid oncidium。花色多變化，有紫、黃、褐、黃綠及
洋紅等。文心蘭為複莖地生或著生，品種多達 750 種以上，大部分原產於熱帶美洲，由平
地到冷涼的高山地帶都有其蹤跡。文心蘭十多年前自泰國引進本省，由於花農及出口業者

的努力，其切花已能終年出口至日本市場，因此栽培面積快速增加，已超過 150 公頃，也
成為台灣第三大外銷切花。 
文心蘭的繁殖法以下列三種為主：（1）單一新生芽繁殖法，此法生長期較短，且成本

較低。（2）成熟已開花之單一偽莖繁殖法，因偽莖發芽發根後才成新個體，故費時較久，
無法達到快速供應市場的目的。（3）組織培養苗繁殖法，現在業者多以此組培苗為種苗，
快速且能大量生產，但遺傳組成不穩定，常有差異大的兄弟株存在，在栽培過程中必須淘

汰生長不良或特質不符合需求的植株，且往往需要等到開花才知道該如何進行篩選，費時

又不合成本。目前在台灣，為了能快速繁殖到新植株，多以組織培養苗做為文心蘭的種苗，

其來源有三種：（1）經種莢播種，（2）由走莖抽出之新苗，（3）新苗增生出之幼芽。後兩
者的新苗之遺傳組成變異小，但如果由種莢播出，則會因父母本雜交的結果，造成不同遺

傳組成之兄弟株，這些幼苗在營養期不會有太大的差異，但所用的花朵之外表形態會有所

差別（林等，1999; 賴，1998）。 
文心蘭為二倍體（2n）植物，但各品種間染色體的總個數並不一定，其中期（metaphase）

的染色體大小約 0.5∼5µm。然而在染色體數目較多的品種，除了這些大小的染色體外，還
有許多介於 0.5∼1.5µm的小型染色體的存在（Nakaata and Hashimoto,1990）。雖然Karyotypic
的分析曾被用於植物之多樣性及親緣的研究（Ohri and Pal,1991; Li et al., 2000），但顯示的
多樣性並不高。賴（1998）曾以 AFLP 技術分析文心蘭品種間的遺傳相關性，而能將所研
究的 8個品系依切花栽培用及盆花栽培用的兩大群分開。雖然 RFLP、RAPD及 AFLP等技
術近來常用以評估物種間的異質性（heterogeneity），但在某些種其所顯示的多樣性
（polymorphism）很低（Udupa et al.,1993）。本計畫欲藉由目前最常用於 DNA指紋分析（DNA 
fringerprint analysis）的微衛星（microsatellite）DNA marker來分析文心蘭不同品系間的遺
傳多樣性（genetic diversity），尤其期望能在組培苗期就能預測未來植株開花的良莠。就經
濟觀點而言，花為主要的銷售標的，當花開時才知道其形態再篩選，已浪費相當高的成本，

但進行品種間交配時，如何篩選優良的子代，尤其困難。因此利用新發展的分子生物技術

來分析文心蘭的遺傳組成，如能在幼苗時期即能淘汰不合經濟價值的種苗，就可節省大量

的成本。 
1999 年 Rostiana et al.發現微衛星 DNA 中的（CAGA）4可用以分析 horseradish 之

leaf-derived calli的 somaclonal variation。其中 71％的再生株顯示與母株有不同條帶型，而
在葉的形狀及顏色上則只有 5％的不同，可見在 horseradish 組織培養的過程中基因組中有
可突變的位置存在，也顯示在 horseradish inter-SSR PCR 技術是偵測 horseradish 之
somaclonal variation的一種非常有效的方法。 
微衛星 DNA 又稱為 short tandem repeats (STRs)，simple sequence repeats (SSRs)或

variable-number-of-tandem-repeat (VNTR)，存在於至今所有被研究過的生物之基因組中。其
主要特徵為由一段短的 DNA單位（通常小於 10個鹽基對）作直線排列 (Jeffreys et al., 1985; 
Winberg et al., 1993; Richard et al., Kumar and Rostad, 1998)，這類 DNA在基因組中量非常
多。在 1993年，Morgante及 Olivieri對 EMBL及 GenBank databases作探索，發現以 2∼3
個核甘酸為單位的 STR，在植物之基因組中，每 50 kb就有一個存在。再加上它具有高度



的變異性（ hypervariability）、共同優勢性（ codominance）及高度之重現性（ high 
reproducibility），使微衛星 DNA成為最有用且廣泛地應用於遺傳作圖及基因體的分析（Liu 
et al., 1996; Chen et al., 1997;Ramsay et al., 1999），基因組成的鑑定及變種的保護（Smith and 
Helentjaris, 1996; Rajora et al., 2001），純種子的評鑑及生殖體的保存（Brown et al., 1996；
Hahn and Grifo, 1996），多樣性的研究（Xiao et al., 1996），親系的鑑定及宗譜的分析（van de 
Ven and McNicol, 1996; Ayres et al., 1997; Bowers et al., 1999; Li et al., 2000），藉助標幟之早
期篩選（Ayres et al., 1997; Weising et al., 1998）等方面。 

 

方法及材料 

吾人將選擇本省用於切花最多的品種之一的 Onc. Gower Ramsey （俗稱南西）及主要
的盆花品種 Onc. Sweet Sugar（俗稱蜜糖）為材料（林等, 1999）。利用M13mp18為載體，
建立 genomic DNA library，並篩選，分析其 STR。 
文心蘭 DNA的萃取： 

DNA之萃取將依個人過去抽取日日春 DNA的方法執行（Ho et al., 2001）。簡述
如下: 
首先將文心蘭植株或癒合組織在液態氮存在下將其磨碎成粉末，再加入萃取的緩

衝液（500 mM NaCl、100 mM Tri-HCl, pH 8.0、10 mM EDTA、1％ N-lauroyl sarcosine）
攪拌，並放於 55oC 1∼2小時。之後於 4oC下以 10,000 xg離心 10分鐘（重覆 2∼3次），
取上清液，加入 0.6倍體積的異丙醇混合，於 4oC下以 10,000 xg離心 30分鐘後取沈
澱物。 
將沈澱物回溶於 TE buffer（10 mM Tri-HCl、1 mM EDTA, pH 8.0）後，每 1ml TE 

buffer，加入 25 µl 之 20％ SDS、20 µl 之 5mg/ml proteinase K混合好後放於 37oC下
1小時。之後對每 ml TE buffer，加入 175 µl的 5 M NaCl、140 µl的 CTAB/ NaCl 溶液
混合後，放置於 65oC中 10分鐘。 
之後加入等體積的 chloroform/isoamyl alcohol（24:1）之溶液，混合後低速離心 4

∼5分鐘後取上清液，並且重覆 3次。再加入等體積的 phenol/chloroform/isoamyl alcohol
（25:24:1）之溶液，混合後低速離心 4∼5分鐘取上清液，並且重覆 3次。再加入 0.6
倍異丙醇到上清液，輕輕地混合後，於 4oC以 12,000 xg離心 20分鐘，取其沈澱物。
將沈澱物以 70％酒精洗去 CTAB，再以 12,000 xg離心後並將沈澱物烘乾，最後以適
當體積的 TE buffer回溶。 
基因庫的建立及篩選： 
這方面將參考 Dayanandan et al. (1998) 及個人過去所用之方法（Ho et al., 1992; 

Ho et al., 1993）。 
100µg DNA於 200µl 的緩衝液，經 Sau3A 於 37 oC下處理 3小時後，經由 1％的

agarose gel 電泳分離，純化 250∼1000 bp的片段，再接至M13mp18之載體，之後將
重組 DNA分子轉形至 E. coli XL1-Blue MRF’。 
含 microsatellite DNA之選殖株的篩選 
將轉形株長於含 tetracyclin (15 µg/ml)之 LB agar plate 上，之後轉移至 nylon 

membrane，經 80oC烘 2小時後浸於 2X SSC 10分鐘，再用 5X SSC，0.5％ SDS洗滌
1小時後晾乾備用。 
雜交溶液含 6X SSC、5X Denhardt及 0.4％ SDS。雜交條件為 prehybridization 過

夜，hybridization 則為 4∼12 小時，溫度則視所用之探針而定，於 45∼55 oC 之間，



雜交後以 0.1％及 6X SSC於室溫洗滌一次，再於 45 oC洗滌一次。 
因目前尚無蘭花的 microsatellite DNA 組成發表，故將參考其他植物種類

microsatellite DNA 的組成，合成 oligonucleotide 作為篩選基因庫的探針。
Oligonucleotides如下： 

 (AAAG)7, (AGAT) 7, (AAAT) 7, (AT) 15, (AG) 15, (ACG) 10, (CA) 15, (TC) 15, (TG) 15, 
(TAA)8, (CATC)4, (GGTA)4, (GTAG)4, (AGTG)4, (GTGA)4, (ACAG)4, (CAGA)4, (ACTG)4, 

(GAA)8, (GTG)5, (GACA)4 
Sequencing of positive clones, design of primers and resolution of SSR polymorphism. 
純化自 positive plaques 之 DNA將以 ABI Prism 377 automated sequencer 定序，將

依據 repeat 兩端的序列來設計 PCR反應的引子，所產生的 DNA再作進一步分析。 
資料分析： 
每一種 microsatellite 的 polymorphism information content (PIC) 將依Weir (1996)

的方法決定：PIC＝1-∑Pi2，Pi為所偵測的 species或 cultivars中第 i個對偶基因出現的
頻率。而其多樣性指數（diversity index,H）將根據 Nei (1987) 的方法來計算： 

H = n/ n-1(1-∑Xi2)，Xi為第 i種 genotype在 population中的出現頻率，n為被分析
之材料數。 
遺傳相似性指數（genetic similarity index,S）則依 Nei and Li（1979）的方法計算：

S = 2Nij / (Ni + Nj)，Nij為第一個及第二個 genotype共有之 band的數目，Ni及 Nj為
其各別之 band的總數。 

 

結果與討論 

第一年已完成Ramsey及Sweet sugar兩種文心蘭之基因體基因庫的建立，並篩選出含微
衛星DNA選殖株，共獲得13種微衛星DNA【[TA]4、 [AG]23、[TC]5、[GGA]2[GA]3AG[GA]3、

TCATCT[TCA]4 、 [CA]5GACT[CA]5CCA 、 [TAT]9[TAA]2ATAC[TAA]5C[AAT]2 、

[TG]3TT[TG]2[TTTG]2、  [TTG]9、 [ATAA]4、  [TTC]28[TAA]12CAA[TAA]13、 [TTA]14、 
[TAA]4CAG[TAA]7CAA[TAA]3CAG[TAA]12】。另外，利用文心蘭EST基因庫，我們找到56
種微衛星DNA（表1）。第二年則利用這69種微衛星DNA進行ISSR—PCR分析，發現在這69
種微衛星DNA序列中，只有4種可以用為ISSR—PCR分析的引子，而在這可用的四種中，只
有2種（TCATCT[TCA]4與[GGA]2[GA]3AG[GA]3）可以用來進行ISSR—PCR分析。 

由於第一年利用所找到的微衛星DNA兩旁序列合成探針對所收集的文心蘭品系基因體
DNA進行PCR反應做SSR的分析，無法獲得大量可用的資訊。鑑於1999年Rostiana等人利用
簡短重複序列間隔法(inter-SSR)用以分析辣根(horseradish)之leaf-derived calli的體細胞，所偵
測到的變異(somaclonal variation)高達71%。因此第二年朝兩方面同時進行：（1）持續自文
心蘭Ramsey及Sweet Sugar的基因體基因庫中，篩選微衛星DNA；（2）以1999年Rostiana等
人所發表的文章為基礎，設計出52組微衛星DNA引子，利用 ISSR—PCR分析文心蘭。 

在持續篩選微衛星DNA上，本實驗室陸續獲得36種微衛星DNA序列【[AAAC]4、

[AAG]5、[AAG]9、[AAG]4、[ACAA]4、[ACTTCC]4、[AG]23、[AG]5、[AG]21、[AGA]5、[AGA]4、

[AGC]4、[AGC]5、[AT]5、[ATC]4、[CAA]4、[CAG]4、[CAT]4、[CCA]4、[CCG]5、[CT]6、[CCT]4、

[GA]13、[GA]5、[GAA]7、[GAT]6、[GGA]4、[TA]5、[TC]5、[TC]10、[TCA]4、[TCT]4、[TGA]4、

[TTC]4、[TTC]5、[TTTG]5】。 



根據再設計的52組微衛星DNA引子進行ISSR—PCR分析，在這52組中有24組可以用來
進行ISSR—PCR，但只有其中的14組引子【[AAAG]4、[CATA]4、[GATA]4、[AACC]4、

[AACG]4、[AAGC]4、[ACAG]4、[ATCC]4、[ACTG]4、[CAGA]4、[CATC]4、[GTAG]4、[GTGA]4、

[CAGA]4】可以鑑別出文心蘭品系間或品系內的差異。經初步的ISSR—PCR分析，已可以
成功的分別出Ramsey及Sweet sugar兩種文心蘭品系，也就是說可以經由本實驗室所建立的
分析系統，區別出文心蘭切花與盆花品系。 

目前由楊梅達明蘭園提供76株Ramsey種文心蘭，利用上述的分析系統來進行分析，本
實驗是利用[GGA]2[GA]3AG[GA]3、TCATCT[TCA]4及[ACAG]4分析76株文心蘭之間的差
異。以[GGA]2[GA]3AG[GA]3為例，76株文心蘭進行ISSR-PCR後，經polyacrylamide gel分析
可以分為14群（圖1），並利用軟體分析計算這14群間的遺傳距離（genetic distances，表2）。
達明蘭園提供的Ramsey種文心蘭主要由7顆母株而來，進一步由彼此的遺傳距離建構一親
源關係樹（圖2）來分析，這14群之中 A、D、F、K 可歸為一群（Ⅲ，圖1B），G、H、I、
J可歸為一群（Ⅱ，圖1B），而C與B可歸為一群（Ⅰ，圖1B），因此可歸納為7大群，與達明
蘭園所提供的文心蘭資料相符。另外，在Ⅱ、Ⅲ與E更可以進一步歸作一群。 

雖然達明蘭園所提供的 Ramsey種文心蘭是由 7顆母株繁殖而來，利用
[GGA]2[GA]3AG[GA]3為引子對76株文心蘭作ISSR—PCR分析，除了可以將這76株文心蘭依
親源關係分為7大群，也由ISSR—PCR的分析可以看7大群之中的差異（Ⅰ、Ⅱ與Ⅲ）。就Ⅲ
來看，利用[GGA]2[GA]3AG[GA]3可以發現有4種變異。此外，Ⅱ、Ⅲ與E的親源關係相近，
所以推斷達明蘭園所提供的7個Ramsey種文心蘭品系可能是有5種不同品系而來，而Ⅱ、Ⅲ
與E可能是有同一品系變異所產生。 

利用ISSR—PCR初步可區分不同植株之文心蘭，但無法區分文心蘭植株的個別特徵，
此乃因為實驗室沒有具不同特徵的文心蘭植株，目前已再請達明蘭園收集不同特徵的文心

蘭植株，以便作進一步的分析，達成總計畫的預期目標。 

 

圖1、以[GGA]2[GA]3AG[GA]3為引子利用簡短重複序列間隔分析法分析文心蘭南西品
系。 A∼N分別代表不同之文心蘭南西品系，由達明蘭園所提供。達明蘭園提
供76株文心蘭植株，而76株文心蘭依來源可以分為14種品系。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



圖2、Ramsey文心蘭品系親源關係圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1、利用文心蘭EST基因庫所找出的微衛星體DNA。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表2、Genetic distances of Oncidium spp. 
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