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研究內容：

野生動物產製品DNA鑑定技術、DNA比對技術、DNA證物採集技術。

行程說明：

1、 九十二年五月二日啟程赴美國康涅狄克州紐哈芬大學（University of New Haven），進行專題研究，至六月十六日，期間並由校方及李昌鈺博士安排，前往康涅狄克州州警實驗室與鑑識專家就實際案例實施研討。

專題研究係採研閱資料，專題討論及實驗操作同步進行，由李昌鈺博士，Dr. Albert Harper， Dr. Peter Bilus及Dr. Harry Morris就生物多樣性、DNA鑑定技術、DNA比對技術等課目實施指導。 

2、 六月十六日至六月二十一日於科羅拉多州丹佛市動物園參加野生動物研討會，該會議主題係野生動物保育教育，但內容較偏向地區性的觀念推廣，除野生動物保育概念及一般知識介紹外並未探討鑑定技術。
3、 六月二十二日至六月二十九日赴加州舊金山市應用生命系統公司總部實驗室，與該公司專家討論生物多樣性之應用及進行DNA鑑定應用實驗。
應用生命系統公司生產自動定序儀器系列及多種專利試劑套件，為大多數實驗室採用，在生命科學研究範疇內堪稱領導品牌，該公司專家在DNA鑑定應用方面亦頗具經驗，在一週的鑑定應用實驗操作中習得極寶貴的經驗。
心得報告：

自地球上有生命以來，生物受氣候及地形等環境變化的影響，以及生物間的生存競爭，在整個生態系的演變過程中，族群的消長、消長增減是必然的。但是野生動物快速絕跡的現象並非自然演化的結果，而是人類行為所導致。

野生動物一般是指所有非經人工飼養而生活於自然環境下的動物。野生動物對人類來說具有下列五大功能：

1、 野生動物在物質循環及食物鏈上扮演重要角色，有助於維持自然生態平衡。

2、 野生動物是人類生存的必需品，可以做為食物、衣料、醫藥的來源。

3、 野生動物是人類精神文明及野外休閒，欣賞大自然的對象，可以豐富人類的生活。

4、 野生動物在遺傳工程及基因移植等方面的發展，具有未可限量的潛力。

5、 野生動物為人類最寶貴的自然資產之一。

人類無法脫離地球生態體系的範疇而獨立生存，卻又擁有破壞生態秩序的巨大力量，經常毫不在意的摧殘同為生態要素之一的野生動物。我們必須體會到，一旦某種動物絕滅了，人類將無法使牠們再度出現。

國內自民國二十一年訂定狩獵法、六十一年全面禁獵、七十一年公布實施文化資產保存法至七十八年公布實施野生動物保育法，對於推展保育工作全面法制化，系統化的推動，但仍面臨以下保育問題：

1、 野生動物棲息地遭受破壞及改變：包括開路、築壩、採礦、觀光遊憩、工業用地、伐木等未經評估對野生動物影響的開發計畫，進行工程時也未將生態因素考慮在內，因而造成不必要及不可挽回的傷害。

2、 保育觀念仍未建立：食補觀念盛行，到處可見陳列販賣、甚至公開當眾宰食野生動物；獸夾、陷阱、鳥網等捕獵工具隨處可見，亟待遏止。

3、 國外保育類野生動物及產製品走私入國內：例如象牙作為裝飾品及印材；熊掌作為食材；虎鞭、虎骨、犀牛角等作為藥材；鸚鵡、猿類、紅龍及蜥蜴等活體作為寵物。不但對於國家形象損害至鉅，引起國際指責及經貿制裁行動；更對國內生態體系產生許多未可預知的衝擊。

中國人一向標榜自己是愛護野生動物的民族，孔孟學說為數千年來國人生活言行的準則，亦以仁民愛物為中心思想。但是近年來因為以上的保育問題，我們好像突然間變成一個完全不懂得尊重生命、不愛護野生動物、見棄於國際保育思潮的野蠻地區。

今天我們應該認知並且警覺到：人類只是大自然的一部份，依賴著大自然中的資源維繫生存，若其它所有動植物消失，人類也將不復存在，因此生命、自然與生態應當隨著經濟發展受到更多的重視。
臺灣由於地狹人稠，過度開發下，已經造成生態系統的破碎化及棲地的劣質化，嚴重影響了島上的生物多樣性，再加上部份國人錯誤的觀念或炫燿的心理作祟，認為愈稀有愈名貴，造成國內市場的需求，因此盜獵保育類野生動物的事件層出不窮，而國人出國觀光人數增加，也經常會買一些野生動物產製品回國，由於野生動物產製品利潤不錯，不法集團也因此鋌而走險，以致於境外攜入或走私進口之野生動物產製品多樣性逐年提高。野生動物產製品多係由保育類野生動物製成，近年來成為影響國家形象至鉅的問題。除以教育方式導正不當消費習慣外，加強查緝保育類野生動物產製品，亦屬於有效遏阻使用、收藏保育類野生動物產製品的手段。

境外攜入或走私進口之野生動物產製品以蛇製品、玳瑁製品、虎類製品、象牙製品最為普遍。而其來源多屬東南亞國家，該地區許多場所或商店可以買到此類產製品，部份產製品甚至有中文說明，這也是先進國家對我國產生維護保育類野生動物不力印象的重要原因之一。另外，來自於東南亞國家的野生動物產製品，其中不乏偽製品，以虎鞭為例，泰國、越南均有販賣，惟大多為牛筋混充之偽製品，眼鏡蛇膽可供入藥，價格高，經常有以其它蛇膽或雞鴨膽混充之情形。經常有消費糾紛發生。

我國自執行野生動物保育法以來常面臨野生動物或其產製品鑑定上的困擾。傳統鑑定物種的方法為進行蛋白質電泳、免疫及高效能液相層析（HPLC）等分析，主要係針對蛋白質特性進行鑑定，但因為蛋白質的存在並不具普遍性（非所有細胞一致，常隨細胞分化而有所不同），通常在動物死亡後即產生分解或變性，致無法進一步正確鑑別檢體的種屬。

近來，運用分子生物學技術進行物種辨識，已能有效解決上述問題。對生物個體而言，每一個細胞中去氧核醣核酸（deoxyribonucleic acid；DNA）所攜帶的遺傳訊息皆相同，並不因細胞種類而有差異，故不論檢體是血液、肌肉、骨骼、毛皮、甚或加工製品，鑑定結果均有一致性。此外，鑑定DNA所需檢體量亦較鑑定蛋白質為少，微量DNA經由複製特定片段，即可由此一片段的特徵遂行DNA鑑定。

DNA分子的化學特性相當穩定，可經較長時間保存，只要其化學鍵結未產生嚴重斷裂情形，都可以運用分子生物技術分析鑑定。由於聚合連鎖反應( polymerase chain reaction；PCR)方法的建立，利用粒線體DNA( mitochondrial DNA；mtDNA)序列分析鑑定動物種屬的技術，已簡易可行。目前以聚合連鎖反應配合粒線體DNA限制內切酵素片段長度多型性( restriction fragment length polymorphism；RFLP)分析或粒線體DNA定序分析，已成為種屬鑑定或親緣鑑定的主要方法。
高等動物的粒線體DNA分子量大約是16.5Kb（1Kb為1000鹼基對），為由雙股DNA分子構成的環狀結構。其中一股含較多數量的嘌呤（purines）氮鹼基，即腺嘌呤（adenine；A）與鳥糞嘌呤（guanine；G），這兩種鹼基的分子量較大，故稱為重股（heavy strand 或H-strand）；另一股則含較多數量的嘧啶（pyrimidines）氮鹼基，即胸腺嘧啶（thymine；T）與胞嘧啶（cytosine；C），這兩種鹼基的分子量較小，故稱為輕股（light strand 或L-strand）。

粒線體DNA序列包含了許多遺傳碼信息，有數個保留密碼區（Conserved coding region），編譯22個tRNA、2個rRNA、及13個酵素蛋白次元；及一個非密碼區（non-coding region），粒線體DNA （mtDNA）具有下列與細胞核染色體DNA （Genomic DNA）不同之特性：
1、 通常哺乳類動物的細胞內粒線體存在數百至一萬個mtDNA分子，雖然它僅佔細胞內DNA總量的1％，但它卻有極高複製數（copy number）的基因，此與細胞核染色體DNA（nucleus chromosomal DNA；genomic DNA）僅有兩個基因存在不同，這些較多的基因，有利於在抽取量有限或高度腐敗的生物檢品時，mtDNA較細胞核染色體DNA得到更多有利於基因分析的抽提量，PCR複製之後會有更高的檢出成功率。

2、 粒線體DNA普遍存在於所有動物細胞內，且不因組織不同而有差異。

3、 粒線體DNA分子為環狀雙股螺旋結構，不易遭外核酸酵素(exonuclease)的分解，即使陳舊腐敗的檢品中(細胞核染色體DNA已遭分解)仍可能含有完整的粒線體DNA分子。

4、 粒線體DNA之基因組為單倍體基因組，很少有重組現象發生，且缺乏修補系統（repair system），經過分析比較不同物種顯示，其演化突變的多態型較細胞核染色體DNA演化的速度快上5至10倍，這種高突變率表現在不同的生物種屬上，具有生物演化上的特異性

5、 整個粒線體DNA分子在D-Loop有兩個高變異區段，及低變異區段，可依研究目的設計不同引子（primer），探討物種分化及族群遺傳。

6、 粒線體DNA係由母系遺傳子代，在受精卵中有99.9％的粒線體是來自卵子，因此兄弟姊妹間、母親及所有與母系血緣相關的親屬都有相同序列的粒線體DNA結構，在人類演化上估計需有50至300個世代遺傳，方有可能產生一次突變機會。

由於粒線體DNA具有上述特性，人類學學者以分析粒線體DNA探討人類的演化過程，動物學學者則以分析粒線體DNA來瞭解動物種屬間的親疏遠近。

在動物種屬鑑定，大多以分析細胞色素b（cytochrome b；Cytb）基因區部份DNA序列，因為細胞色素b之胺基酸序列較為保守，但因遺傳密碼之退化簡併現象（degenerate，意即數個密碼子對應於相同的胺基酸，例如密碼GGU、GGC、GGA、GGG都編製甘胺酸），使得此基因在極親近種屬間都至少會有數個鹼基之差異，因此可分析細胞色素b基因序列以作為動物種屬鑑定的依據。

DNA序列差異的情形可以區分為：

6、 核酸鹼基轉換（transition）：同位置鹼基由一個嘌呤置換為另一個嘌呤，（腺嘌呤A置換為鳥糞嘌呤G，鳥糞嘌呤G置換為腺嘌呤A）；或由一個嘧啶置換為另一個嘧啶（胸腺嘧啶T置換為胞嘧啶C，胞嘧啶C置換為胸腺嘧啶T）。

7、 核酸鹼基顛換（transversion）：同位置鹼基由嘌呤置換為嘧啶或由嘧啶置換為嘌呤（AT，AC，GT，GC，TA，TG，CA，CG）。

8、 插入（insertion）：序列中插入核酸。

9、 缺失（deletion）：序列中核酸缺失。

由於粒線體DNA細胞色素b是細胞體中具有重要功能的蛋白質，是粒線體產生能量的呼吸作用鏈（respiration chain）中黃色素蛋白─細胞色素系統（flavoprotein-cytochrome system）中的重要角色，所以在胺基酸序列上的變化較為保守，鹼基序列中極少發現有插入或缺失的情形，不致因為遺傳密碼（genetic code）的改變而造成胺基酸順序的破壞，即所謂「架構移動突變」而影響細胞色素b的功能。

另外，粒線體DNA中COI、ND6、rRNA等基因之定序分析，亦可提供有利的判別參考。

對於一些動物產製品，如經過加工製造的肉品、皮毛等，因為其中之細胞核染色體DNA大多已遭分解破壞，粒線體DNA鑑定遂成為有效可行的鑑定方法。

本研究係進行動物粒線體DNA序列分析，研究有效正確的技術方法，從而建立基因基準比對資料庫，以應用於野生動物產製品鑑定案件，預期對於如經加工處理致使蛋白質變性、外型無法以形態學辨識或不能檢出細胞核染色體DNA等檢體無法鑑別的困境可以有效突破。

DNA序列分析是一項操作步驟繁複且條件極嚴謹的鑑定工作，在過程中除試藥及反應物（尤其DNA模板）必須精確量測添加外，尚應特別注意防範任何可能的污染，採取品質檢測控制，由檢體前處理、萃取檢體DNA至定序聚合連鎖反應操作等，各個程序均環環相扣，不能有絲毫差錯。

一般說來，進行蛋白質電泳分析所採用的檢體必須使用新鮮檢體，但以DNA聚合連鎖反應進行分析鑑定時，檢體品質的要求就比較低，因為通常送鑑檢體多為產製品，如骨骼、皮毛、肉類等，基本上已無法就「新鮮度」多作要求。

在萃取檢體DNA技術上，除有機溶劑萃取法（酚/氯仿萃取）外，以樹脂交換萃取法（Chelex resin extraction）亦屬可行，此二種DNA萃取方法在比較上，以有機溶劑萃取法所萃取的檢體DNA分子較完整，純度較高，但易造成檢體DNA損失。以樹脂交換萃取法再以純化過濾管將檢體DNA濃縮過濾，可得到較多量DNA，但所得到的DNA為單鏈結構，無法進行核酸光學濃度定量，而粒線體DNA亦無法以DNA反轉點漬（DNA reverse dot blot）濃度定量。

引子設計方面，部份保育類野生動物可能因物種粒線體DNA具特殊序列，必須設計專一引子，此問題尚有待參考相關文獻，考慮引子的適用性，方能解決。

建立並累積不同種屬之DNA序列基準比對基因庫，是須要持續的一項工作。建立此基因庫除了消極性的做為查緝及鑑定保育類野生動物產製品的依據外，尚可應用於生態調查、探討族群遷徙、分析族群遺傳結構等積極性的保育作為。

雖然依據野生動物保護法及文化資產保存法，對於保育類野生動物之獵捕、販售均可科以刑責，但在實務上對於保育類野生動物，尤其是產製品如毛皮、肉類製品或骨、牙、角類等，在辨識上較易產生盲點，以至於進入司法程序後，由於證的困難經常不能落實以處罰懲戒而收嚇阻的效果。以粒線體DNA細胞色素b片段序列區分動物種屬的鑑定方法，鑑定結果明確可信，是支援野生動物保育相關法令之執法快速且有效的工具。

運用分子生物學技術進行物種鑑識，必須有完整的基準比對資料庫，方能夠提供有效的鑑定結果，為建立完整的資料庫，亟需充實物種種類，以擴大比對空間，另外，增加各物種樣本數量，用以比對資料多形性。同時藉由申請巨分子分析帳號，以計算物種間的序列差異、遺傳距離及群體遺傳多態度，以提高分析鑑定結果的正確性，亦是努力的方向。

附件一

實驗技術

壹、實驗步驟綱要

1、 動物檢體或動物產製品檢體前處理

2、 萃取檢體DNA（酚/氯仿萃取）

3、 過濾、純化DNA

4、 DNA濃度定量

5、 聚合連鎖反應，複製擴增粒線體DNA細胞色素b片段

6、 過濾聚合連鎖反應中未結合之引子與dNTPs，電泳檢查複製擴增產物

7、 複製擴增產物進行定序聚合連鎖反應

8、 酒精沈降純化定序聚合連鎖反應產物

9、 以自動定序分析儀毛細管電泳，進行聚合連鎖反應產物定序

10、 分析檢體粒線體DNA細胞色素b片段序列

貳、實驗方法：

一、動物檢體或動物產製品檢體前處理： 

各種動物產製品檢體如血液、肌肉、器官組織、骨骼、角、毛之DNA萃取，需經不同的前處理程序，以避免污染或殘存蛋白質干擾，經前處理受的檢體，用蛋白質分解酵素（proteinase K）分離細胞內蛋白質與核酸後，再以酚/氯仿（phenol/ chloroform）萃取DNA。

前處理程序所使用的蛋白質分解酵素溶液濃度為10mg/ml，DTT（dithiothretol）溶液濃度為39mM。

1. 血液類檢體前處理：

(2) 取檢體200μl，加入1X SSC緩衝溶液200μl，置於1.5ml離心管中，混合均勻。

(3) 桌上型離心機14000rpm，離心五分鐘。

(4) 留下底部約20-30μl細胞碎片，抽去其餘上清液。

(5) 加入萃取緩衝溶液（extraction buffer）200μl，混合均勻。

(6) 桌上型離心機14000rpm，離心五分鐘。

(7) 留下底部約20-30μl細胞碎片，抽去其餘上清液。

(8) 加入萃取緩衝溶液400μl，proteinase K溶液 40μl，混合均勻。

(9) 置於37℃溫箱或水浴器至少二~八小時。

(10) 進行酚/氯仿萃取。

2. 肌肉、器官、組織類檢體前處理：

(1) 取檢體約0.5g，以剪刀儘量剪碎，置於1.5ml離心管中，加入1ml水，以震盪器劇烈震盪後靜置十分鐘。

(2) 桌上型離心機短暫離心，抽去上清液。

(3) 重複步驟(1)、(2)二~三次。

(4) 於離心管中，加入1ml乙醚，以震盪器劇烈震盪後靜置三十分鐘。

(5) 將乙醚倒入廢液回收容器中，依次以70%酒精和水沖洗檢體以除去乙醚。

(6) 加入萃取緩衝溶液500μl，proteinase K溶液 30μl， 30μl DTT溶液。

(7) 置於37℃溫箱或水浴隔夜。

(8) 進行酚/氯仿萃取。

3. 骨骼、角類檢體：

(1) 將檢體清洗，乙醚脫脂，乾燥後以液態氮急速冷凍研磨成粉狀

(2) 加入萃取緩衝溶液500μl，proteinase K溶液 30μl， 30μl DTT溶液

(3) 置於37℃溫箱或水浴隔夜

(4) 以震盪器劇烈震盪

(5) 以灼熱大頭針在微量離心管的上蓋和底部各穿一孔，將離心管套入另一已剪斷上蓋的離心管中

(6) 桌上型離心機7000rpm，離心三分鐘

(7) 取收集到之溶液進行酚/氯仿萃取

4. 毛髮類檢體：

(1) 將檢體用清潔劑和水清洗乾淨

(2) 以剪刀將檢體剪約0.3cm小段，置於微量研缽內，加入萃取緩衝溶液200μl與22μl DTT溶液，研磨至檢體全溶

(3) 收集溶液移轉到1.5ml離心管中，加入proteinase K溶液 5μl

(4) 置於37℃溫箱或水浴隔夜

(5) 進行酚/氯仿萃取

二、萃取檢體DNA（酚/氯仿萃取）：

酚與氯仿對人體均有危害，操作時應戴護目鏡及手套，並嚴格要求應在化學抽氣櫃中進行

1. 於檢體溶液中加入500μl酚，混合均勻。

2. 桌上型離心機14000rpm，離心三分鐘。

3. 將上清液移至另一乾淨離心管中，加入酚：氯仿=25：24混合液500μl，混合均勻。

4. 桌上型離心機14000rpm，離心三分鐘。

5. 將上清液移至另一離心管中，加入氯仿500μl，混合均勻。

6. 桌上型離心機14000rpm，離心三分鐘。

7. 將上清液移至另一離心管中，加入1ml絕對酒精，將離心管上下翻轉數次，置於-20℃冷凍十五分鐘。

8. 桌上型離心機14000rpm，離心十五分鐘。

9. 抽去絕對酒精，加入70%酒精750μl，短暫震盪。

10. 桌上型離心機14000rpm，離心十五分鐘。

11. 抽去70%酒精，置於真空乾燥機中至DNA完全乾燥。

12. 加入30μl TE緩衝溶液或純水，置於56℃水浴中一小時。

三、過濾純化DNA：

以Centricon 100純化過濾管純化DNA，即可得到純化的DNA檢體備用。（Centricon 100過濾純化管操作步驟參照產品說明書進行）

四、DNA濃度定量：

以本局現有之儀器設備，可操作DNA濃度定量之方法為：

（一）核酸光學濃度定量：

1. Hoefer DyNA Quant 200 DNA濃度測定儀：以內插法測定檢體吸光值在空白組與標準濃度（100ng/μl或1000ng/μl）間曲線位置，計算檢體DNA濃度，所測得DNA濃度為檢體中所有DNA的濃度，包括檢體細胞核染色體DNA濃度、mtDNA濃度及其它微生物之DNA濃度之總和，故以DyNA Quant 200 DNA濃度測定儀所測定的濃度值，為操作細胞色素b段聚合連鎖反應時檢體濃度的參考值。（操作步驟參照產品說明書進行）

2. GeneQuantⅡ核酸濃度計算儀：測定檢體吸光值，以計算檢體內核酸濃度，可顯示（1）A260/ A280比值；（2）所選定核酸種類（dsDNA、RNA、oligo DNA、oligo RNA或ssDNA）的濃度數值；（3）檢體內雜質（蛋白質）濃度；（4）回收率百分比等數據。（操作步驟參照產品說明書進行）

（二）DNA反轉點漬（DNA reverse dot blot）濃度定量：

QuantiBlot DNA濃度定量：檢體DNA經適當稀釋，固定於帶有特定探針（probe）的尼龍膜（Biodyne B Nylon membrane）上，經雜交及呈色，與DNA濃度系列標準品（濃度分別為1、0.5、0.25、0.125、0.0625、0.03125ng/μl）所呈色強度比較，再換算回檢體DNA未經稀釋的原始濃度。此DNA濃度定量方法適用於靈長類動物檢體細胞核染色體DNA濃度定量，所得濃度數據較為準確，但mtDNA濃度無法以此方法測定。（操作步驟參照產品說明書進行）

五、聚合連鎖反應（複製擴增粒線體DNA細胞色素b片段）：

（一）將備用DNA檢體依所測得濃度稀釋為1ng/μl。

（二）細胞色素b基因核酸引子委託廠商合成，序列為：

Cytb L： 5’－CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA－3’
Cytb H： 5’－CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC－3’
（三）反應物：

在反應試管中加入DNA聚合（DNA polymerase）、10X擴增反應緩衝溶液（10X amplification buffer）、細胞色素b基因核酸引子（Cytb L及 Cytb H）、及DNA檢體，各反應物量如下：

DNA檢體（濃度：1ng/μl）                          10μl

DNA聚合 （使用Ampli Taq Gold）              0.5μl

10X擴增反應緩衝溶液（含dNTPs）                   2.5μl

細胞色素b基因核酸引子Cytb L（1 pmole/μl）         5μl

細胞色素b基因核酸引子Cytb H（1 pmole/μl）         5μl

純水                                                 2μl

反應物總體積                                        25μl

（四）熱循環擴增反應：

以美商應用生命系統公司（Applied Biosystems）所製Gene Amp PCR System 9700型熱循環擴增反應器進行擴增反應，反應程式分起始反應，熱循環擴增反應及後續延伸（Final Extension）等三階段，各階段反應條件列於下表：

	反             應
	溫   度
	時   間
	循  環  數

	起始反應
	95℃
	10分鐘
	1

	熱循環擴增反應：
	　
	　
	　

	 變性（Denature）
	94℃
	45秒
	　

	黏合（Annealing）
	50℃
	45秒
	30

	延伸（Extension）
	72℃
	90秒
	　

	後續延伸（Final Extension）
	72℃
	5分鐘
	1


擴增反應全部完成後，將反應產物取出，或將熱循環擴增反應器設定於4℃保存。

六、過濾聚合連鎖反應中未結合之引子與dNTPs，電泳檢查複製擴增產物：

（一）過濾聚合連鎖反應中未結合之引子與dNTPs：

使用美商安瑪法亞（Amersham Pharmacia Biotech Inc.）公司產製MicroSpin S-200 HR Columns過濾離心管，將聚合連鎖反應中未結合之引子與dNTPs濾去，以純化擴增反應產物。（操作步驟參照產品說明書進行）

（二）電泳檢查複製擴增產物（粒線體DNA細胞色素b片段）：

取複製擴增產物1μl，使用Phast System電泳儀，以安瑪法亞8- 25梯度預鑄膠（Pharmacia Phast Gradient Gel 8- 25），進行電泳，電泳後將電泳膠片以銀染法（silver staining）染色，檢查複製擴增產物。（電泳儀操作步驟參照產品說明書進行），粒線體DNA細胞色素b片段分子量約為360bp.，電泳時的分子量比對標準為50bp. DNA ladder，濃度為100ng/μl，除對照分子量外，亦可評估粒線體DNA細胞色素b片段複製擴增產物之濃度。

七、複製擴增產物進行定序聚合連鎖反應：

評估粒線體DNA細胞色素b片段複製擴增產物之濃度，視需要適當稀釋，以此檢體進行定序聚合連鎖反應。

使用美商應用生命系統公司產品DNA Sequencing Kit；進行 BigDye Terminator Cycle Sequencing

（一）反應物：

粒線體DNA細胞色素b片段複製擴增產物                 4μl

Terminator Ready Reaction Mix                             4μl

細胞色素b基因核酸引子Cytb L或Cytb H（1 pmole/μl）  2μl

反應物總體積                                          10μl

（二）反應條件：

	反             應
	溫   度
	時   間
	循  環  數

	 變性（Denature）
	96℃
	10秒
	　

	黏合（Annealing）
	50℃
	5秒
	25

	延伸（Extension）
	60℃
	4分鐘
	　


八、酒精沈降純化定序聚合連鎖反應產物：

定序聚合連鎖反應完成後，以酒精沈降純化反應物，去除未反應的細胞色素b基因核酸引子Cytb L或Cytb H及dye terminators，操作步驟為：

（1） 定序聚合連鎖反應產物10μl移至1.5ml微量離心管中，加入3M NaOAc 2μl，水16μl及95%酒精64μl；翻轉離心管數次，使溶液混合均勻。

（2） 靜置十五分鐘，桌上型離心機13000rpm，離心十五分鐘。

（3） 吸除上層溶液。

（4） 加入70%酒精200μl，短暫震盪。

（5） 靜置十分鐘，桌上型離心機13000rpm，離心十分鐘。

（6） 吸除上層溶液，真空乾燥十分鐘。

九、以自動定序分析儀毛細管電泳，進行聚合連鎖反應產物定序：

加入25μl Template Suppression Reagent於酒精沈降純化之定序聚合連鎖反應產物中，於95℃加熱三分鐘，讓DNA變性（由雙股打開成單股），取出後迅速置於4℃冷凍盒或碎冰上，進行定序分析前保持於4℃。

以美商應用生命系統公司PRISM 310自動定序分析儀進行毛細管電泳，分析檢體粒線體DNA細胞色素b序列。（自動定序分析儀操作步驟參照產品說明書進行）

十、分析檢體粒線體DNA細胞色素b片段序列：

應用美商應用生命系統公司ABI PRISM DNA Sequencing analysis和Sequence Navigator軟體同時比對粒線體DNA細胞色素b基因核酸引子Cytb L及 Cytb H定序反應分別產生的結果，即可正確讀出粒線體DNA細胞色素b基因核酸序列。

將檢體的粒線體DNA細胞色素b基因核酸序列與資料庫中所有的序列比對，即可確認檢體的物種。

附件二

鑑定實驗結果

（疑似熊膽及犀牛角之鑑定）
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