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1. 摘要 

政府加入 WTO 後，農產品貿易競爭

激烈，使各國對植物種源和優良品種

加強智慧財產權觀念。香蕉黃葉病在

全球肆虐，不但造成經濟損失，也導

致東南亞以香蕉為主食的國家糧食短

缺的問題。台灣香蕉研究所從北蕉培

養出具有中高度抗病性的台蕉 5 號、

與台蕉 7 號等優良品系，為申請「種

苗權」品種專利以保護優良蕉種，我

們利用基因組序列比較的技術，尋找

北蕉與台蕉 5 號、與台蕉 7 號香蕉品

系差異序列做分子標誌，以成為作物

品種專利的鑑定工具。 

一般我們分辨物種，最普遍方式是

依外型性狀(phenotype)來分辨。由於

台蕉 5 號與台蕉 7 號為同源於北蕉之

近繼代營養品系(clone variants)變化而

來，使得這三種品種間外表的相當酷

似不易分辨時，就必頇以利用序列差

異，即基因型(genotype)的差異性，

之分子鑑定較能區分以便記錄、保存

下來，使物種得到保障。 

 

2. 簡介 

(一)  黃葉病 

  黃葉病(Fusarium wilt)是由尖孢鐮刀

菌古巴專化（Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense）真菌所引起出現在香蕉根部

的病症。此真菌會透過分泌毒素，引

發香蕉細胞程序性的死亡。 

 

(二)  香蕉品種 

北蕉、 V34 為一般常見香蕉品系做

不抗性對照。台蕉 5 號與台蕉 7 號是

台灣香蕉研究所先後培養出抗病性的

優良品系。本實驗以上品系之蕉苗、

蕉葉樣品皆由台灣香蕉研究所提供。 

 

(三) 研究動機 

香蕉黃葉病，固然會造成經濟損失

與糧食短缺的問題，有別於一般植物

病蟲害的襲擊，由於香蕉是從親代植

株以無性生殖出芽生長而來，缺乏遺

傳變異性，(1)一旦染病，同一品系會

幾乎全面性地同時滅亡。(2)潛在病株

分芽再傳下一代的隔離技術，會有漏

網之魚，防疫很難。因此像台蕉 5 號、

與台蕉 7 號這樣經過長時間篩選並拓

寬遺傳變異性，培養達到穩定並具有

高度抗病性的優良品系就很珍貴。 

普遍且廣泛使用的分子鑑定方式有

RFLP、RAPD、ADLP 及 SSLP…等，常出

現的親子鑑定、DNA 指紋。但以上所提

及的分子鑑定方式，工作量大、技術

步驟繁瑣以及對同品系先後變種之辨

別度不佳，不適合本計畫使用，我們

利用基因組地毯式比對，設計差異性
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專用引子且選用聚合酶連鎖反應，準

確性、專一性皆非常優良。本計畫就

是研發如何協助台灣香蕉研究所以分

子鑑定序列可作為維持苗種的純度、

異品種（off-type）、混雜率、均一度

等品種純度的依據。進一步可保護優

良蕉種與智慧財產，以申請「種苗權」

品種專利。我們以「V34」做為常見香

蕉品系做一般不抗性香蕉之背景值對

照，「北蕉」做不抗性之種源對照，與

抗病性台 5 與台 7 的優良品系的為分

析目標樣本，我們利用基因組序列比

較的技術，發展出品系差異序列，以

有效的鑑別不抗病性與抗病性香蕉品

系[2]。 

 

3. 專題進行流程 

我們將來自香蕉研究所提供白化

「V34」與「北蕉」品系之蕉苗 (為了

排除葉綠體 DNA 的干擾) 抽取數個樣

本，做全基因組 DNA 的萃取，再去除

香蕉特殊膠質的問題，成功取得高品

質的基因組 DNA，送基隆米克斯廠商

做全基因組讀序，之後利用軟體作序

列組合和貼序成全基因組，進行「北

蕉」與台 5、台 7 全基因組比對有差異

性，再以「V34」序列作背景扣除，找

出台 5、台 7 專一 Indel 序列。這些差

異性(Indel)序列經過挑選設計成引子

(primer) ，再做聚合酶連鎖反應

(Polymerase Chain Reaction, PCR)

對「北蕉」與台 5、台 7 樣品做鑑別測

試（如圖一）。 

 

圖一 實驗流程 

 

4. 實驗材料與方法 

(一) 實驗藥品 

CTABヽ(NH4)2SO4ヽTrisヽEDTA

ヽNaCl、ß-mercaptoethanol 等都是從

SIGMA-ALDRICH CO. 購得，所使用

的藥品均為試藥級或以上等級藥品。 

(三) CTAB 植物基因體 DNA 萃取法 

白化的「V34」與「北蕉」品系之蕉

苗取 12g種苗，將 45 ml 的 CTAB(cetyl 

trimethyl ammonium bromide)[1] 

[ 0.1M Tris HCl (pH8.0), 1.4M NaCl, 

20mM EDTA, 2% (w/v) CTAB ]加入
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1% (v/v) 的 ß-mercaptoethanol，以液態

氮磨碎。放入水浴槽 55 ℃/15 min，低

溫離心 8500 rpm 10 min 後，抽取上清

液。加入 1/10 體積的醋酸銨並且加

95%酒精至滿管，放入-20 ℃沉澱 1 

hr。沉澱離心將酒精倒掉，以 70~75%

酒精清洗、離心再將酒精倒掉。自然

烘乾後回溶在 2 mL TE 溶液。為去除

樣本的蛋白質，加入等體積的苯氯仿

混合後離心 13000 rpm 1 min，重複至

中間層變透明為止。離心後以 95%酒

精 -20℃靜置沉澱 1 hr。之後離心 

13000 rpm 1 min 將酒精倒掉，以

70~75%酒精洗淨離心後再倒掉酒精。

自然烘乾後回溶 200 λ TE。加入 2 λ 

10mg/mL RNase A 放入水浴槽 50 ℃ 

20 min，之後加入 2 λ 100 mg/mL 

Proteinase K 放入水浴槽 50 ℃ 20 

min。樣本純化後加入苯氯仿清洗 2 次

在做沉澱的步驟。自然烘乾後再加入

1000λ TE 回溶。其中 CTAB 溶液活性只

能維持 2-3 天，為使 CTAB 能更有效率

保護 DNA，故頇於實驗當天泡製溶液，

泡製比例如【表 1】，其中所含

ß-mercaptoethanol(ß-ME)是用來去除

香蕉特殊膠質。。 

表 1  CTAB 泡製比例 

CTAB  PVP ß-ME 

0.5 mL 0.02 g 2.5 μL 

5 mL 0.2 g 25 μL 

 

(四)  設計 Primer  

由序列比對結果中找尋可能區域，

在從中找出適合的序列片段做為設計

Primer 及 Probe，在此我們將使用的程

式為 Vector NTI、PerlPrimer。 

(五) 聚合酶連鎖反應 (PCR) 

取 出 1 μLGenomic DNA 

μg/μL )被當作模板，在 90℃ 

去二級結構 5 分鐘。PCR 連鎖反應將

以 30 μL在 PCR 反應， 20 mM 引子

對各 1 μL、3 μL的 10 × PCR buffer、

1μL VioTaq DNA 聚 合 酶 (5 

units/μL)、15μL DEPC 處理過的

水。PCR 連鎖反應程式設定如下: 以 

94℃作用 5 分鐘模板單股化，再以

55℃作用 30 秒、72℃作用 1 分鐘、94℃

作用 30 秒，這三相溫度進行 30 個循

環，經最後延長步驟才反應完全。所

得擴大子 (Amplicon)，以 2.0% 洋菜

膠作電泳分析，經 Ethidium Bromide

染色後切出 DNA 擴大子，再以 DNA

純化試劑 (Viogene)，得到純化 DNA

擴大子。片段經過克隆再讀序後，將

以 NCBI BLAST program 作進一步序

列分析。 

 
圖 2  PCR 溫度程序設定 

星號部分的溫度，依各 primer 的特

性，合適溫度會有所不同。 

 

4. 主要成果 

（一）genomic DNA 品質檢測結果 

由於香蕉的全基因

體是 300 Mb，用 0.8 的

洋菜膠和1kb的ladder

跑膠，結果 DNA 的 band

帶會在 10kb 上。依跑膠

結果分析 DNA 是否純淨

圖3 
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無降解斷裂【圖 3】。 

Qubit：染料試劑，DNA 樣本濃度高時

(0.05-5 μg/mL)用 dsDNA BR 試劑； 

DNA 樣本濃度低時(1-500 ng/mL)用

dsDNA HS 試劑。 

調製標準 DNA Assay【圖 4a,b】 及

調製待測樣本 DNA Assay【表 2】，依

步驟放入機器後，即可測定 DNA 濃度。

在測定過後機器會產生一份詳細資訊

以便記錄 

 

圖 4 (a)備製標準 DNA；(b) 備製待測

樣本 DNA  

 

表 2  Qubit 定量後資料 

 

 

 

(二) 基因體定序結果 

 北蕉、台五與台七定序結果，有相

似大小的預估讀序資料與接近的 GC%。 

 

表 3  北蕉、台五與台七初始定序結果 

 

 

 

 

 

(三) 依照 NCBI 香蕉公布版貼序 

基因體貼序主要有三種方法: BWA, 

SOAP2, Bowtie2。(1)建立 Bowtie2 所

需之貼序索引。(2)進行 Bowtie2 基

因體貼序。(3)SAM 格式貼序結果轉為 

BAM 格式。(4)BAM 格式貼序結果排序 

。(5)建立 BAM 格式貼序結果索引。

如【圖 5】。我們將香蕉的基因體組序

後，會到 BLAST 進行核對，我們所使

用的範本是 Musaceae[2]，核對的目的

在於檢查基因體的組序是否有誤。 

 
圖 5 貼序示意圖暨貼序過程 

 

（四）基因體貼序結果 

 北蕉、台五與台七定序結果，有相

似大小的貼序資料。 

 

表 4  北蕉、台五與台七貼序結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（五）基因體序列差異分析結果 

(a) (b) 

北蕉 

台五 

台七 



IA3-4-009-A 

  將北蕉與台蕉 5 號比對差異後共發

現 51,967 處 Indel 基因變異, 如（表

5）；將北蕉與台蕉 7 號共發現 47,798

處 Indel 基因變異，如（表 6）。 

 

 

 

(六) 候選引子之鑑定測試 

 

圖 6 抽驗香蕉流程。 

 

在實驗中我們找出適合分辨蕉種

的引子後，便利用 PCR 實驗來測驗未

知香蕉品種【圖 6】。如【圖 7】經由

跑膠確認 DNA 片段的長度為原先設計

的長度但不唯一，確實分辨北蕉及台

蕉 5 號。而圖片上也很明顯得看出，

引子編號INS01是可以有效擴充台蕉5

號 DNA 但北蕉沒有這段序列。 

 

 

圖 7 確認 INS01 引子之 PCR 跑膠

結果 

M: 100 bp marker；1: 台五 A；

2: 台五 B；3: 北蕉 A；4: 北蕉 B。 

 

 在設計引子的過程，為使引子達

到最佳化的夾取動作，我們測試引子

的最佳化溫度， Tw5_INS01 引子在 51

⁰ C 時，可擴大台蕉 5 號呈現

200-300bp 的兩條條帶，是北蕉所沒有

的序列【圖 8】。 

 

圖 8  Tw5_INS01 引子之 51⁰ C，PCR

作用後台蕉 5號夾取到兩條條帶 

M: 100 bp marker；1: 北蕉 A；2: 北

蕉 B；3: 北蕉 C；4: 北蕉 D；5: 無；

6: 台五 A；7: 台五 B；8: 台五 C；9: 

台五 D。 

 

表 5 台五的 Indel 表 6 台七的 Indel 
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 當溫度修正為 53⁰ C 如【圖 9】，

夾取到兩條條帶，只剩下唯一專一性

的條帶且正確的位置上。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 9 Tw5_INS01 引子之 53⁰ C，PCR 跑

膠結果 

M:  100bp marker；1: 台五 A；2: 台

五 B；3: 台五 C。 

 

5. 評估與展望 

香蕉不僅對台灣來說是相當重要

的一項農產品與經濟來源，對國外一

些亞熱帶國家亦同。專家在香蕉還是

種苗時就可依據香蕉之外型的判斷台

五與台七的外表相異之處，但是一般

人卻無法在種苗時判斷。但若要完整

外型來判斷品種的話，需要花約兩年

的時間。所以若要申請種苗權的話，

進行基因體的鑑別序列序來鑑定品中

相對較快。 

我們針對不同品種香蕉各自專有

的 marker 序列去做辨別，以便日後能

簡單利用成本低廉且準確度高的 PCR

技術產生條帶來鑑定香蕉品種與確定

品質的依據，進一步保護台灣所研發

的栽培香蕉種與維護研發者的權力及

利益等。 

  研究實驗已成功將四種品種之相交

的基因體 DNA 抽出來。並以達成了定

序標準，也同時成功的將四種香蕉定

序完成，再定序之後順利的組成香蕉

之基因體的草圖。在使生物資訊的相

關軟體進行比對後，目前得到了台五

與北蕉比對出來的 Indel，共有 51967

個位點以及台七與北蕉比對出來的

Indel，共有 47798 個位點。再從中找

尋差異序列來設計 primer 後，我們先

將設計出來的primer 與 Musaceae (範

本香蕉)進行 BLAST 比對，比對的結果

如果一對primer是在相同之基因片段

上的話即可進行 PCR 的步驟來做進一

步的確認了。 

然而我們和一般植物的品種鑑定

有何不同？普遍實驗都是做種、亞種

間的鑑定，然而我們的難度在於要辨

別演化而來的兩代。如同辨別是否同

父母簡單，但辨別誰是大哥、誰是小

弟則有一定的困難度。不過我們不單

單只是要分辨北蕉、台蕉 5 號，更希

望我們找到的 primer 中，或許未來可

以從這些primer之中找到專抗黃葉病

的 DNA 基因片段，進而研發出黃葉病

疫苗造福農民。 

擁有這項技術，我們能推展更多

台灣的農產品使其發揚國際，擁有科

學的資料能夠更確保台灣的的未能站

在世界上屹立不搖。不僅為台灣帶來

經濟的效益，更向全球宣示台灣不僅

擁有品種，更擁有保護品種的科學能

力，這將為台灣利下一個全新的里程

碑，讓我們的未來擁有無限可能。 

 

6. 結語 

由於一開始需要大量濃度的 DNA

做定序，因此採取 CTAB 法抽取 DNA，

得到的 DNA 量值大、品質穩定，但缺

點是費時長。進行 PCR 的時候需要抽

取許多不同種類的香蕉 DNA，CTAB 法
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過於耗時，因此改利用 Kit 抽取 DNA，

此方法速度快且適用於 PCR，能在一樣

的時間內獲取更多種不同的 DNA，同時

也因實驗時間短，降低了 PCR 受到雜

質干擾或汙染的可能性。 

台蕉五號比起北蕉，更有對抗黃

葉病的特性，香蕉為世界重要糧食，

全球香蕉都有染上黃葉病的隱憂，因

此保護種苗權就變得極為重要。 

利用引子夾取特定序列的特性，

來正確判別北蕉與台蕉五號。由於北

蕉與台蕉五號序列太相似，跑 PCR 時

只要溫度有偏差，就可能會導致引子

誤夾，我們便要找出最適當的溫度，

其溫度在多次實驗後發現確認不會誤

夾序列，便利用此引子配合 PCR 設定

溫度，可順利地分辨未知香蕉為北蕉

或台蕉五號，依此分辨機制可將台灣

農作物放心的推向世界的舞台。 
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