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摘要
隨著社會環境之變遷，國內的犯罪型態逐漸多樣化，許多以往罕見的態樣逐漸增多，其中以高經濟作物的仿冒混充情形最普遍，例如：以外地米混充池上米、以平地茶或進口茶混充高山茶、或非法繁殖有品種權之蝴蝶蘭等。此外，有些保育類植物由於具有藥效或高經濟價值，常遭盜採；再者，管制類植物如大麻、罌粟的非法進口、栽種；基因改造作物的非法種植等等，都成為本局DNA實驗室(以下簡稱本實驗室)必須面對的挑戰。為有效保障經濟作物的生産者或育種者的權益，打擊非法進口、持有、種植管制類植物、基因改造作物或盜採保育類植物，實有必要研發一套可行的鑑定技術。為此，我遠赴美國亞利桑那州立大學相關實驗室尋求新知，以期有助於建立本實驗室相關之鑑定系統。
亞利桑那州面積有台灣的16倍大，人口數卻僅台灣的1/4，境內屬於熱帶氣候沙漠地形，年降雨量不及60毫米，孕育出許多沙漠性植物，其中以仙人掌最負盛名，原因在於仙人掌的生長速度極緩慢，10公尺以上的仙人掌恐怕都有數百年的歲數，受到當地政府極嚴密的保護，然而在該州的郊區放眼望去，仙人掌數量不計其數，面對如此龐大的仙人掌族群，該如何保護? 當地政府的作法是落實流向控管制度，境內受保護的仙人掌均拍照存檔，因此對於沒有合法來源證明的仙人掌均屬非法持有或種植，將遭受取締，頗值得台灣農政單位學習。僅有少數無法以外觀辨識的産製品或其他法令無法釐清之案件才以DNA檢驗技術進行鑑定。
鳳凰城是亞利桑那州的最大城市，發展迅速，目前已成為全美第六大城、第二大工業城，亞利桑那州立大學即位於鳳凰城，是一所大型的綜合大學，分成數個校區，每個校區均佔地廣大，沒有校門、沒有圍牆，學生總數在6萬人以上，規模之大絕非國內任何一所大學能比擬。該校於數年前聘請名校哥倫比亞大學的副校長Melvin L. Holcom擔任校長後，即大力整頓，網羅各界菁英，於是學術水準不斷提昇，Holcom校長是一個務實派人士，要求校內各研究所的計畫主持人均應與産業界合作，讓研究成果真正落實到産業界。本次參訪的生物設計研究所植物實驗室計畫主持人陳教授(Dr. Qiang Chen)即是在這種情況下被網羅至該校從事植物相關技術研究，其中以植物疫苗的研究最獲肯定，其成就甚至獲得媒體的大篇幅報導。
陳教授為人親切友善，參訪期間給我許多寶貴的意見及參考資訊，讓我在其實驗室觀摩研習，瞭解相關技能，作為本實驗室運作的參考。其所提供的植物鑑種技術稱為ITS(Internal-Transcribed Spacer)，是該州甚至全世界先進國家廣泛運用的技術。此外，由於該實驗室擅長基因重組，我也順便瞭解其實驗操作的流程，相信對於基改作物的鑑定有很大的助益。
一、目的

為執行98年度「研習最新DNA鑑識技術」出國計畫，學習高經濟價值作物、基因改造作物與管制類、保育類植物之種屬鑑定技術及相關比對資料庫，並培育植物鑑識專門人才，以因應未來與植物相關犯罪案件之鑑定。
二、經過

此行的參訪對我而言，意義非凡。因為是我首次來到美國參訪，為了不負使命，我事先做足了功課，先到國內植物相關實驗室-台大園藝系杜老師實驗室、茶改場文山分場、衛生署藥物食品檢驗局-研習，並蒐集相關文獻，最後得到的綜合結論如下：目前常用之植物DNA鑑定技術有細胞核基因組核糖體DNA（rDNA）的ITS (Internal-Transcribed Spacer) 等基因位與葉綠體基因組（cpDNA）中的trnL intron及trnL-trnF IGS之序列分析，由於植物細胞核的演化速率高於葉綠體，因此在檢驗上通常先分析ITS基因位序列，其中在該基因位的不同片段分別有ITS1、ITS2、ITS3、ITS4等通用性引子為大部分實驗室所運用，對於ITS基因無法鑑別的品系再輔以trnL intron及trnL-trnF IGS序列分析以提高鑑別力。

出發前準備了來自茶改場文山分場的茶種樣本如下圖，希望能派上用場。
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在我抵達美國的隔天，陳教授伉儷即邀請我一起用餐以表歡迎之意，並研討未來兩週的研習計畫。陳教授是一位極優秀的華裔美籍植物學家，為人謙和、待人親切、處事嚴謹務實。首先，他先瞭解我的學經歷及本實驗室的業務狀況，然後也介紹他們實驗室的特色及專長，對於此行的目的-學習植物之種屬鑑定技術，陳教授提供了多種方法，其中以ITS定序最符合本實驗室的需求，這樣的見解與我前述的結論相同，這說明參訪前所做的功課之重要性，讓參訪期間的研習集中於關鍵、重點部分以提高效率，因此陳教授對我認真的態度表示極大的肯定。考量研習時間非常有限，陳教授表示，植物的生命條碼ITS與動物的生命條碼Cyt-b，除了引子不同，以及植物DNA抽提上有細胞壁的考量外，在基本的分析操作上並無不同，因此僅需演練植物DNA抽提及PCR部分，其餘時間則用來研習重組基因之操作，建立基本概念以便將來可以鑑定基因改造作物。
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經過週日的調適及準備，隔天即來到美國亞利桑那州立大學生物設計研究所植物實驗室，展開為期不到兩週之研習生涯。
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完成報到手續後，該所警衛人員核發給我參訪者證件，方便我在其內部之進出。
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在該所的中庭走廊上，安裝著電子看板，讓內部人員即時掌握該所的各種消息及各實驗室的研究進展。
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 [image: image7.jpg]Aug. 19, 11 am-1:30 pm. Skysong, Ingenuity Room 301.
Lunch provided. Register at https:/Avw.azbio.org
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下圖是我進行DNA抽提的抽氣櫃，除了使用植物抽提專用之套件外，其他與本實驗室的作法無異。
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在抽提前，陳教授先讓我觀察從台灣帶來的茶葉樣本，由於該樣本經過冷凍乾燥及研磨過程，可以發現細胞壁均已破裂，使後續的抽提更容易進行。
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抽提所得之DNA，以引子ITS1、ITS4進行 PCR後，經由Agarose電泳槽的電泳過程，即可檢視其PCR産物，結果因有明確之條帶，顯示操作成功，由於後續定序作業流程與本實驗室無異，為節省時間，不再進行後續程序。

材料：茶種1：台茶12號。 茶種2：台茶13號。 茶種3：台茶18號。 茶種4：台茶19號。茶種5：台茶20號。 茶種6：青心烏龍。 茶種7：青心大冇。 茶種8：青心柑仔。
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接下來即進入重組基因操作流程：陳教授表示，由於植物的生長速率很緩慢，整個流程演練下來恐怕要數個月之久，然而我的研習時間不及兩週，且重組基因的操作有其實驗室安全規範，在我未接受安全訓練的情況下，實不宜直接進行操作，因此僅能以「蜻蜓點水」方式從旁觀摩。陳教授也事先告知，從事植物研究工作的人必須非常有耐心，因為很多操作流程需要長時間「等待」，這一點在我未來幾天的研習也深刻地體會到，因為很多時候，我的工作就是「等待」，為了打發枯燥乏味的時間，我只能在位子上瀏覽相關的文獻資料，但我觀察到仍有一些人很懂得利用時間，他們多管齊下地進行很多個實驗，互相填補空檔，想必成效比別人高。
下圖中，助理人員正在將重組DNA注射進入寄主植物中。
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隨後，放置於溫室中生長數日，讓重組DNA能順利進入寄主植物的細胞中。
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接著進行組織培養工作，研究助理在無菌操作檯將寄主植物之組織細胞放入培養基中培養，培養基中含有特殊的營養成分或篩選藥物，僅有具特定重組基因之寄主細胞能夠生長。
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經過數日，果然只有特定重組基因的細胞能夠生長發育。
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當植株長到一定程度後，研究人員還需要進一步採樣進行第二次分析確認工作，確保寄主植物體內存在特定重組基因。
[image: image22.jpg]


 [image: image23.jpg]e 4 B

Plant Tissue Culture Facility

*Emergency Exite
Please keep doorway clear

Restricted Access- authorized personnel only

Please use entrance located on back corridor

24/08/2009





當寄主植物繼續成長時，研究人員仍需不斷測驗其生理、生化反應，以追蹤重組基因相關的特性。
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這位研究助理名叫Lisa，長得嬌小可愛，個性活潑開朗，是我研習期間主要帶領我做實驗或介紹相關實驗之人。
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植物疫苗的先驅(Charles J.Arntzen)，美國人特別尊崇各領域的先驅者，這也是美國科技領先的動力。所謂「植物疫苗」係指利用植物體來生産人類或其他動物的疫苗，由於高等植物與高等動物同樣屬於真核生物，再考量植物不帶人畜共通傳染病，經由植物體可生産類似經由其他細菌或動物體生産的疫苗，但其安全性更高。而且技術轉移容易，在非洲等落後地區甚至已大量種植能生産特定疫苗的基因改造作物，大大改善當地居民的生活。
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總算完成研習工作，離開前再照一張相片以資紀念。
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3、 心得與建議
本次參訪，讓我實地觀摩植物實驗室的運作及相關實驗技術，對於未來本實驗室在建立植物種屬及基改作物鑑定上，將有很大的幫助。尤其是基改作物鑑定上，由於實地觀摩建立更具體的概念，更知道如何著手，現行國內的法令是允許進口基改食品但禁止種植基改作物，其業務主管單位分別為行政院衛生署及農業委員會，經深入瞭解後得知，有關大豆、玉米及木瓜等基改食品的進口，廠商均需提出查驗證明，查驗證明上附有重組基因的相關訊息，可作為DNA 鑑定上的依據；至於基改作物是禁止種植的，一旦查獲，可從作物外觀初步判斷係何種品種之作物，再上網查詢相關的重組基因，因此鑑定上也不難。然而，誠如上述所提美國政府的作法，最經濟有效的管理仍以流向管制為主，DNA 鑑定為輔，畢竟DNA 鑑定成本不低。例如：主管單位若能真正落實流向管制，高山茶、池上米等高經濟作物之混充、保育類植物盜採情形就會大幅降低。

此外，由於本實驗室未來要申請增項認證項目：動物種屬鑑定Cyt-b序列分析法，其中有關待測檢體之Cyt-b序列在資料庫NCBI 網站上比對後，與參考物種之相對應序列其種緣相似度(homology)該有多高才能認定為同一物種?這個問題顯然與ITS序列分析法之後續作為完全相同。陳教授除提供我相關的文獻外，並明確地表示，這個問題並無固定的數據可供參考，因為可能隨物種、基因種類、序列長短而異。儘管未能得到直接的答案，但由於交互討論，激發出更多的想法。回國後，我突然想到，不管是Cyt-b序列或ITS序列，刪除其引子序列後，上資料庫NCBI 網站比對後，必然可得到一系列參考物種的序列及相對應之種緣相似度，我們取最高種緣相似度的物種及相同物種之最低種緣相似度值，如此則可計算出該物種該序列之種內歧異度(Diversity)，如果待測序列與最高種緣相似度的物種序列歧異度小於該物種之種內歧異度，則可認定為同一物種。例如：假設有一件疑似犀牛角的檢體，分析其Cyt-b序列後，再刪除其引子序列，然後上資料庫NCBI 網站比對，得到與非洲白犀牛的種緣相似度從99.9%至99.5%，由於1-99.9%<99.9%-99.5%，因此認定該待測檢體為非洲白犀牛應屬合理。
其他在實驗室的設備及作法上，雙方大同小異，甚至由於我們實驗室已完成認證工作，各方面的要求反而更加嚴謹，例如本實驗室為避免DNA污染，嚴格要求實驗人員應著實驗衣、戴手套及口罩，故本局DNA實驗室人員素質及硬體設施應已達國際水準，但對方實驗室的安全管理及鑑定技術仍有值得本局參考之處，若能落實在本局DNA實驗室的業務中，將更加提昇本局鑑定水準。

對本處之建議如下： 
(1) 強化本處主題討論專區功能：處理重大措施時，宜即時通告週知。

(2) 逐步建立植物種屬ITS鑑定技術：目前已提列民國100年的法務部科技計畫為「植物種屬通用性DNA鑑定法之研究」。
(3) 逐步建立基因改造食品及作物的DNA鑑定技術。
(4) 重視實驗室安全訓練及加強廢棄物的處理。
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ITS PCR Products
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