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應用隨機增幅多型性去氯核醋核酸 (RAPD) 及憲合晦連鎖反應-限制晦切割片
段多型性 (PCR-RFLP) 方法 , 鑑別日本鰻 Anguilla japonica 、美洲鰻 A. rostrata

與歐洲鰻 A. anguilla

摘要

本試驗成功地分別應用 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 及 P 仁 R-RFLP

(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism) 方法
,
鑑別高親緣

性之日本鰻 Anguilla japonica 、美洲鰻 A. rostra 的與歐洲鰻 A. anguilla 0

分別增幅此 3 種鰻魚、粒線體 DNA 中
,
具高度保留性之部分 Cytochrome b 基因

,
其核酸

序列長度為 410 坤
,
而將此高度保留性基因片段分別定序後

,
分析核酸長度為 374 bp 之

共識序列
,
結果美洲鰻與歐洲鰻核酸序列之百分比相似性 (Percent similarity) 最高 ,

達 97.6
'

而日本鰻與美洲鰻或歐洲鰻間之核酸序列百分比相似性均為 92.0
; 顯示美洲鰻與歐洲鰻之親

緣關係最為接近。

關提詞 : 鰻魚品種鑑別
, 隨機增幅多型性去氧核醋核酸

,
聚合臨連鎖反應-限制臨切割片段多

型性

台灣地區自 1957 年起
, 開始嘗試產業化之日本鰻

Anguilla japonica 養殖
'
由於蓬勃發展且經濟價值

高
, 很快地成為水產養殖業重要之一環

(1)
。鰻屬

(Anguilla) 是降海迴游性 (Catadromous) 魚類 ,
天然

環境中之成熟鰻需降海產卵
, 而孵化之柳葉鰻

(Leptocephalus) 變態成鰻線 (Elver) 後溯回 �B 岸河

口
, 進而上游至河川。然而至目前為止

, 人工養殖所

需之鰻線尚無法以人工繁殖方式取得
,
必須從 �B 岸河

口捕撈
,
因此

, 鰻線天然資源量之多寡成為決定鰻魚、

養殖業是否能正常營運之一大重要因素。

鰻屬在分類上有 18 種
(2) ,
目前已知有養殖價值者即

為日本鰻、歐洲鰻及美洲鰻。此 3 種鰻魚彼此間之親

緣關係強
, 較不易從體表特徵判定種別 (尤其是鰻線

期 ) ; 其中
, 由於日本鰻最可口且最易養成

, 其鰻線與

成鰻之單價及消費市場需求量也就最高 o 多年來
,
為

防止購買到低價之美洲鰻或歐洲鰻鰻線
, 養殖漁民主

要是以 0.46 ppm T 矯酸 (Ciodrin) 藥浴 1 小時之方

式
, 判定出活存者為日本鰻鰻線

,
另 Z 種鰻線則無法
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存活 ; 或利用脊椎骨數目之不同區分此 3 種鰻魚。惟

上述方式在學術上有爭議
(3,4) ,

實應發展出科學性更高

之鑑定方法。

近年來
, 生物科技之發展迅速

, 一些分子生物技術

如 RAPD 、 RFLP 、 PCR-RFLP 及 AFLP 等已被應用於許

多親緣關係之鑑定上
,

本試驗嘗試分別以 RAPD 及 PCR-RFLP 技術 '
就分

子基因層次鑑別此 3 種親緣關係強且不易從外觀區

別之鰻魚
, 並比較其在實際應用上之優、缺點。

在 RAPD 方面
, 本試驗是選取單一隨機引子 (Single

random primer) 分別增幅 3 種鰻魚、 Total genomic

之片段
, 利用所出現之種特異性

(Spec ies-spec ific) 電泳標記 (Marker) 鑑定種別。

真核生物之 total genomic DNA 包括位於細胞核

之核 DNA (Nuclear DNA) 及位於細胞質粒線體問質
(Matrix) 之粒線體 DNA (Mitochondrial DNA; 簡稱

mtDNA) 0 MtDNA 之分子型式較單純 ,
不像核 DNA

常有複雜之插入序列 (I ntron s) 及重複序列

DNA
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(Repetitive sequences)(SI � MtDNA 因位於細胞質內 ,

所以其基因不會重組 , 另外 , mtDNA 之突變速率約

為核 DNA 之 10 倍 , 即使是因演化而剛分開不久之品

種
,
其種聞之核酸置換 (Nucleotide substitution) 數量

也會快速地累積 , 所以是很好的親緣系統樹研究

(Phylogenetic stud ies)(6) 材料。其中 , mtDNA 之

Cytochrome b gene 含有從種內 (Intraspecific) 至屬

問 (lntergeneric) 之親緣系統訊息
(71

。

在 PCR-RFLP 方面
,
本試驗先增幅各種鰻魚

cytochrome b g

conserved region) 同一位置之片段後 ,
選定限制臨

(Restriction enzyme) 予以進一步地切割 (或者無法切

富的成不同之片段
, 藉以鑑別不同之品種 ; 另外

,
找

出其共識序列 (Consensus sequences) 並繪出親緣系

統樹 (Phylogenetic tree) �

材料與方法

一、品展史背乏正紅燒

日本鰻 Anguilla japonica 取自水產試驗所鹿港分

所及彰化縣鹿港鎮養殖戶之養殖鰻
, 歐洲鰻 A

anguilla 與美 11+1 鰻 A. 的 strata 分別取自水產試驗所

鹿港分所之歐洲鰻養殖池與美洲鰻養殖池。以上3 種

鰻魚均為成鰻
,
體長 51-70 公分。鱷鰻 A. marmorata

則購自台中市北屯市場
,
為漁民自彰化溪流捕獲之野

生種 ,
體長為 49 公分

, 僅作為親緣分析之對照用。

二、封說有 Total genomic DNA 之表1fl

(一 ) 全血 Total genomic DNA: 萃取步驟主要依據

Harris 等人 (81 之方法並作部份修飾。

1 .於鰻魚肛門正後方約 2 公分處
(9) ,
垂直插入套在

無菌塑膠針筒 (容量為 2.5m!) 上之無菌 23 號針頭
,

自其尾靜脈抽取 0.2 ml 左右之全血
, 注入已合適量

(約 0.2 mg) EDT A 之 Eppendorf 內
, 輕微翻轉與混合

後
,
於 3,300xg 、室溫下離心 10 分

, 倒掉上清液
,

加入 1 ml {水溫之 SPBS' 翻轉與混合後離心 (條件同

上 ) , 倒掉上清液
, 加入 1 ml high TE buffer (100 mM

Tris 司 HCI, pH 8.0 ; 40 mM EDT A) , 再翻轉與混合後離

心 (條件同上 ) , 倒掉上清液
, 加入 1.5 mflysis buffer

(100 mM Tris-HCI , pH 8.0 ; 40 m 如1 EDTA ; 0.2 月Yo

SDS ; 0.2 mg/ml proteinase K) , 於 56 �C 水浴過夜 (約

12 小時 ) 。

接著將其分裝至 Eppendorf 內 , 加入等體積之

phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) 溶液 ,

劇烈搖晃、混合後 , 於 1,2000 x g' 室溫下離心 5 分
,

以寬口 Tip 取上清液 ,
置於新 Eppendorf 內

, 加入等

體積之的 loroform/isoamyl alcohol (24 : 1) 溶液
,
劇

烈搖晃與混合後
, 於室溫下離心 5 分 (條件同上 )

以寬口 Tip 取上清液置於新 Eppendorf 內 , 加入其

1/10 體積之 3 M ammonium acetate 及 2 倍總體積

之冰溫絕對酒精 (100 %)
, 輕微翻轉數次後

, 於

1,2000 x g 、室溫下離心 20 分 , 吸除酒精並加入室

溫酒精 (70 %) 1 ml 後 ,
於 1,2000 x g 、室溫下離心

15 分 , 吸除酒精、自然乾燥 10 分後
,
加入 100 μ flow

TE buffer (10 mM Tris-HCI , pH 8.0 ; 1 mM EDT A)
,

2

置於 4
�

C 冷藏。
(二 ) 肌肉細胞 Total genomic DNA: 萃取步驟主要

依據 Taggart 等人
(10)
之方法並作部份修飾。

1 .秤取 1 00 mg 之骨悟肌置於 eppendorf 內。

2. 加入 150 μ I , 0.5 M EDTA ; 375 fJ.I, 0.5 %

sarcosyl 及 10 μ f proteinase K 溶液 (20 mg/m!) 。混合

後
, 置於 3rc 培養箱內過夜 (約 12 小時 ) 。

3. 同 (一 )之 2 。

三、 DNA 濃度之激古

將萃取之 Total genomic DNA 抽取 1 μl 稀釋 100

倍後
, 使用 Genequant II 核酸分析儀 (Pharmacia

Biotech) 測定於 O.D. 260 nm 下之吸光值並計算出

其濃度。

E 、 RAPD (Random Ampli 而ed Polymorphic

DNA) 品檢

( 一 ) 隨機引子 (Random primers) 之種類一購自

Operon 公司與 Protech 公司之 10-mers kits' 包括

ABl - AB20 、 El - E20 、們 -)20 (Operon) 及 RAPD

primer set 1-40 (簡稱 Pl - P40) (Protech) ,
計 100 種

隨機引子。
( 二 ) PCR 主要乃依據 Bielawski 等人

(11)
之方法

並作部份修飾。

增幅反應、液: 以 20 ng Total genomic DNA (註 :

AB17 primer 組於最後階段使用 60 嗯 , 以增加增幅產

物在電泳圖上之強度 ) 作為增幅模版 (Template) 、 1 x



PCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3 ; 50 mM KCI ;

1.5 mM MgClz ; 0.001 % (w/v) gelatin) 、 250 μ M

dNTPs 、 2 U Taq DNA polymerase 、 0.6
μ M primer'

用滅菌逆滲透水補足成 50 μ I ; 陰性對照組則不添加

模片反DNA 。

增幅條件 : 每一回合反應依序為變性

(Denaturation) : 94 � C - 30 秒、煉合 (Annealing) :

36 � C - 30 秒、延長 (Extension) : 72 。仁 - 2 分 ,
計

的回合 , 最後一次反應則於 72
�

C 作用 7 分。所使

用之 PCR 反應機型為 GeneAmpPCR@system 2400

(Perkin Elmer) 。增幅產物 (Amplicons) 置於 4 � C 冷

2.

藏備用。
(三 ) 電泳分析 (Agarose gel electrophoresis) 一增幅

產物用 2% agarose gel 進行電泳分析 o 電泳設備為

Mupid-2 Minigel (Cosmo Bio 仁 0, LTD) ,
電壓 100 V,

緩衝液為 0.5 xTAE (Tris-Acetate-EDTA) 。將 10 μ l 增

幅產物與 2 μ I 6 xloading buffer 混合均勻後
, 注入

膠片孔
, DNA ladder marker 為 200 bp °電泳膠片於

Ethidium bromide (0.05 mg/ml) 溶液染色 30 秒後 ,

置於逆滲透水中脫色 30 分。
( 四 ) 判讀一電泳膠片用 Alphaimager

(Alpha-Innotech) 顯像、紀錄並作分析 o

2000

z 、 PCR-RFLP 封餘

先增幅鰻魚粒線體 DNA 具高度保留性 (Highly

conserved) 、核酸長度為 41 0 bp 之部分 Cytochrome b

基因
(1
丸增幅片段經核酸定序、分析後 ,

以限制醋 Hinf

I 進行切割。
(一 ) 引子之設計

Forward primer: 5 - A TGGCAAACCT ACGAAAAAC 3

'
。

Reverse primer: 5- TGTCCTCATGGAAGTA 仁ATA3

'
。

(二 ) P 仁R 條件

1. :t輔j刃師 : 借舌 20 ng total genomic DNA 、 2 種

pnmer 各為 0.6 μ
M, 其它與葫訂述 RAPD 部份相同。

2. :t師副劇牛 : 每一個合反應的芋為變 |生 : 94 �C - 30 秒、

煉合 : 60 �C - 30 秒、延長 : 72 �C - 30 秒 ,
計 35 回合

,
最

後一吹反應具 l淤 72 。仁作用 7 分。 PCR 反應機型及1師苗軒勿

之間報方力賄古述 RAPD 音盼相同。
(三 ) 進行與前述 RAPD 試驗一樣之電泳分析與判

讀
,
不過 DNA ladder marker 為 1 00 bp 0
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(四 ) 增幅之各種鰻魚、 410 bp 基因片段核酸序列之

比較與分析

將所增幅之 Cytochrome b 基因片段經定序 (明欣

生物科技公司 )後
, 再將所定出之共識序列相互比較各

種鰻魚彼此間之鹼基置換 (Base substitution) 數量與

比率
, 同時計算鹼基置換中轉換 (Transition) 及顛換

(Transversion) 之數量。另外 ,
用 Lasergene (DNAST AR,

Inc.) 分析軟體 MEGALIGN 單元之 Jotun

method 比較共識序列之百分比相似性

similarity) 並繪出親緣系統樹 (phylogenetic tree) 。

(五 ) 增幅之各種鰻魚、 410 bp 基因片段以限制臨

Hinf I 切割。先測定增幅產物之 DNA 濃度後 ,
直接

將 4 μ g 左右之增幅產物與 1 μ l 之 Hinf T (New

England Biolabs) 及相關緩衝液與滅菌逆滲透水等混

合於 Eppendo 叫
,
置於培養箱 (37

� C) 反應 1 小時後
,

再依前述方法進行電泳分析與判讀。

Hein

(Percent

結果

一、RAPO 品檢

所試驗之 100 種隨機引子中
,
有 7 種引子

(AB14 、 AB17 、 AB18 、 P4 、 P16 、 P17 、 P18) 對日本

鰻、美洲鰻與歐洲鰻之 Total genomic DNA (前置實

驗各採樣 1 尾受測鰻魚 ) 可以產生較明顯之 RAPD 增

幅標記 (Markers) 。不過只有 AB17 及 P17 (Table 1) 所

產生之 Markers 再現性良好且有日本鰻、美洲鰻與歐

洲鰻間之種特異性 (Species-specific) Marker (s) 呈

現。

Table 1. Random primers used to generate the
species-specific RAPD markers for discrimination of
Anguilla japonica, A. rostrata and A. anguilla.

Primer Sequence (5 仁3')

TCGCATCCAG

G + C (%)

AB17 60

P17 CCTGGGCCTC 80

其中
, AB 17 引子組之 Template DNA 使用量為

60 呵
,
所增幅 RAPD markers 之核酸長度主要約介於

400-1600 bp 之間 ,
種特異性 Markers 則約介於

400-800 bp 之間 , 可以用來鑑別日本鰻美洲鰻與
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美洲鰻一歐洲鰻 (Fig. 1) 。另外 , P 17 引于組之

Template DNA 使用量為 20 呵
,
增幅 RAPD markers

之核酸長度主要約介於 35 。一 1,200 bp 之悶
,
種特異

性 Markers 則約介於 600 - 800 bp 之間
, 可以用來鑑

別日本鰻 -美洲鰻、美洲鰻
p

歐洲鰻與日本鰻歐

洲鰻 (Fig. 2)

Fig. 1. RAPD banding patterns of amplified genomic DNA (in whole blood, with

exception of 4,8, 12 in skeletal muscle), obtained from the eels, using primer AB17.

Arrows indicating the species-specific markers. Lane 1-4: A. japonica; 5-8: A

rostrata; 9-12: A. anguilla; C: control; M: 200 bp DNA ladder marker.

Fig. 2. RAPD banding patterns of amplified genomic DNA (in whole blood, with

exception of 4, 8, 12 in skeletal muscle), obtained from the eels, using primer P17.

Arrows indicating the species-specific markers. Lane 1-4: A. japonica; 5-8: A

rostrata; 9-12: A. anguilla; C: 仁 antral; M: 200 bp DNA ladder marker



二、 PCR-RFLP 晨5驗

從分別自日本鰻、美洲鰻、歐洲鰻與鱷鰻肌肉抽取

之 Total genomic DNA, 增幅到各種鰻魚粒線體 DNA

cytochrome b gene 具高度保留性之 41 0 bp 片段 ,
長

度約 500 bp 之片段為非特異性產物 ( Fig. 3) 。其中 ,

鱷鰻組僅供建立親緣系統樹 (Phylogenetic tree) 之對

照用。從各種鰻魚、所增幅到之前述DNA 片段經核酸

定序後
, 分別得到 377 - 382 bp 不等之序列 , 經序列

15

比對後
,
得到共識序列為 374 bp (Fig. 4) 。

就限制臨 Hinf I 而言
, 日本鰻於共識序列之 198 bp

附近有 1 個切割位 ( 仁 ut site) , 美洲鰻與歐洲鰻均無

此切割位
,
另外

, 於共識序列之 31 5 bp 附近
, 日本

鰻與美洲鰻均各有 1 個切割位
, 歐洲鰻則無 , 即 : 日

本鰻之此高度保留區片段計有 2 個切割位
,
可分成 3

段
,
美洲鰻有 1 個切割位

, 可分成 2 段 , 歐洲鰻則無

切割位
,
保持原狀 (Fig. 4) , 可藉此現象區別日本鰻、

美洲鰻與歐洲鰻 (Fig. 5) 。

Fig. 3. Amplified a 410 bp segment of mitochondrial cytochrome b gene (in

skeletal muscle) from the eels. Lane 1: A. japonica; lane 2: A. rost 悶的 ; lane 3: A.
anguilla; lane 4: A. marmorata (just for comparison). 仁 : control. M: 100 bp DNA

ladder marker.

三、摸敢妄晨6 在于� (Phylogenetic relation 的 ip)

分析各種鰻魚、 374 bp 共識序列之組成 , 結果顯示美

洲鰻與歐洲鰻間之鹼基置換 (Base substitution) 數量

最少
,
只有 9 對 , 置換率為 0.0241 ' 相對於美洲鰻與

歐洲鰻
,
日本鰻反而與鱷鰻之親緣較相近 , 鹼基置換數

為 19 對
,
置換率為 0.0508 (Table 2)

在各對之鹼基置換中
,
轉換 (Transition; 曝時間或略

目定間之置換) 之現象都比顛換 (Transversion; 日軍玲、略

陡間或瞎日定、嘿時間之置換 ) 高出許多 (Table 3) 。

另外
,
從 374 bp 共識序列中

,
計算出日本鰻與鱷

鰻核酸序列之百分比相似性 (Percent similarity) 為

94.9
' 美洲鰻與歐洲鰻則高達 97.6 (Table 4) ; 在親

緣系統樹之分析上 (Fig. 6)
, 日本鰻與鱷鰻在同一群

(Group) , 美洲鰻與歐洲鰻則形成另一群。 Fig. 6 用尼

羅魚、Oreochromis ni/otica 之相對共識序列 (引用自

N 仁 BI GenBank database No.ABO18989) 作為

Outgroup 所建立之系統樹 , 可以凸顯出日本鰻、美

洲鰻、歐洲鰻與鱷鰻之高度親緣關係。

討論

本試驗所採樣之鰻魚皆為成鰻
, 事實上就成鰻而

言
, 日本鰻之頭型較細長 ,

眼珠較小
,
易於將其與美
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(美 11+1 鰻 ) 與丹麥 (歐洲鰻 ) 哥 !進。另外 , 驢鰻鰻線尾

部有大量黑色素沉積且成長後之身驅佈滿黑色斑點 ,

其外表特徵易於與日本鰻、美洲鰻與歐洲鰻區別
,
所

以在本試驗中僅選擇做為另一對照組進行親緣分析。

16

洲鰻及歐洲鰻作區隔。不過美洲鰻與歐洲鰻就不易區

別了 (雖然一般而言美洲鰻之身軀較短 ) , 成鰻來自水

產試驗所鹿港分所之美洲鰻池與歐洲鰻池
,
當初為自

水產試驗所基隆總所分賽 , 據瞭解其係分批從美國

MAMTIGCI' AA臼ATG α::c TAG1GGA TCT AIα:AA αx:J:A TCCAACAT 叮

T T

T

A. japonica

A. rostrata

A.angujlla
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A. japonica

A. rostrata
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A. marmorata
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A. anguilla
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TaJTAGGATA TGTAm αA TGAG
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G

17

Ti

中
4

A

A

Fig. 4. 374 bp consensus sequence of the 410 bp segment of mitochondrial cytochrome b gene (in

skeletal muscle) from the eels. Bases underlined are recognition sequences (5'--GJ\ANTC--3 ＼ N=A, T, C

or G) for Hinf I

A.
A.

ros t rata

anguilla

A. marn. 盯 rata

AAAAAHH

japOnlCa

rostrata

anguilla

A. marmorata G

A.
A.

japOnlCa

rostrata

A. anguilla

A. marmorata

Fig. 5. Cleavage, with Hinf I , of the 410 bp segment of mitochondrial

cytochrome b gene (in whole blood, with exception of 4,9,14 in skeletal muscle)

from the eels. Lanes 1 -5: A. japonica; 6-10: A. rostrata; 11 -15: A. anguilla., lanes
5,10,15: control. M: 100 bp DNA ladder marker.
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Table 2. Pairwise differences in number of variable sites of the 374
bp consensus sequences. A. marmorata just for comparison.

A. japonica

A. japonica 0.0802

A. a 盤空 ilia

0.0802

A. marmorataA. rostrata

0.0508

A. rostrata 30 0.0241 0.0695

A. anguilla 30 9 0.0802

A.marmorata 19
Above diagonal: mean distance
Below diagonal: absolute distance

26 30

Table 3. Pairwise differences in number of transitions and transversions of

the 374 bp consensus sequences. A. marmorata just for comparison.

A. japonica

A. japonica 23

A. ar盟uilla

22

A. marmorataA. rostrata

14

A. rostl 司的 7 8 22

A. anguilla 8 25

A. marmorata 5
Above diagonal: transition
Below diagonal: transversion

4 5

Table 4. Pair distances of the 374 bp consensus sequences. A. marmorata just

for comparison.

92.0

A. ar 草竺 ilia

92.0

A. marmorataA. japonica A. rostrata

A. japonica 94.9

A. rostrata 8.6 97.6 93.1

A. anguilla 8.6 2.5 92.0
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A. japonica
A. marnrOrala

仁二
A. rostrala
A. anguilla.
O. nilolica

120 100 80 60 40 20 O

Fig. 6. Phylogenetic tree (phenogram) made from the 374 bp consensus

sequences in the 410 bp segment of mitochondrial cytochrome b gene from the

fishes. Oreochromis ni/otica as the outgroup.
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本試驗應用 RAPD 技術成功地鑑別台灣地區目

前所養殖之 3 種鰻魚、日本鰻、美洲鰻與歐洲鰻 ;

Takagi 等人 (131
用 RAPD 技術鑑別日本鰻、澳洲鰻

Anguilla austra/is 及雙色鰻 A. bicolor 0 顧名思

義
, RAPD 技術係以隨機引子隨意地嘗試與 total

genomic DNA 之可能互補序列煉合 ,
可進而增幅到

某些核酸長度不一之 DNA 片段產物 , 因為模版

DNA 不同時 , 所增幅到之產物也就不盡相同
,
而會

產生多型性 (Polymorph ic) 現象。再從此些產物尋

找是否有可用來分辨種別之 Marker (s) 。欲分辨之物

種如果在演化地位上相近 , 一般而言其核酸序列就

較相似
,
親緣關係也較密切 , 在理論上也就較不易

找出適當之隨機引子及其種別特異性之 Marker

(s) 。本試驗共計使用 100 種隨機引子 ,
最後才找出

2 種引子可藉以鑑別此 3 種鰻魚 , 可見其親緣之相

近 o 有些引子雖可以對此 3 種鰻魚之 Total genomic

DNA 增幅到一些 Markers' 不過其卻都是種間所共

有之單型性 (Monomorphic) markers
(141,

無法用以

鑑別此 3 種鰻魚
, 但或可做為與其它不同魚種之區

別標準。

本試驗所採用之 RAPD 增幅條件係參考 Bielawski

等人
( 11)
所發表之論文。其試驗生物有條紋鱷

(Striped ba 蚓、推 (Pheasant) 、南美洲老鼠 (South

American mouse) 及青蛙 (Frog) 等
,
均有良好之試

驗結果
, 其並建議可應用在一般脊椎動物之種別鑑

定上。

RAPD 技術在操作上常見的問題是增幅產物在電泳

圖上有時候會呈現明暗、深淺不一之現象
(14,15) 。模版

DNA 最好是瞬間地 (Instantaneously) 加入增幅反應

液中
, Tip 不要在液中浸太久 ,

以免因毛細管作用使

一部份模版 DNA 被回收
(16) ,

影響實驗結果。

另外
, Taq DNA polymerase 有可能會污染到

外因性 D'NA, 一些研究者認為其並非來自

Escherichia coli 或 Thermus aquaticus
' 而是偏

向台令 Corynebacterium variabilis 、 Arthrobacter

glob iform is 及 Mycobacterium hiberniae 等細菌之部

份核酸序列
(I
几本試驗所使用之 Taq DNA polyme 悶兒

係以 Escherichia coli 表現載體大量生產 ,
由對照組有

bands 甚至 smears 出現之情況 ,
可瞭解其某些 DNA

polymerase 亦有可能會被污染 , 不過並未影響到試驗

組之判讀 o

RAPD 與傳統 PCR 不相同之另一項特點是由於其煉

合溫度低
,
允許引于與模版 DNA 錯配 (Mismatch) 之

19

情況發生 , 造成所使用之單一隨機引子可以特異地或

非特異地與模版DNA 結合
(1
叭在此條件下 ,

於 Agarose

gel 電泳圖同 -位置出現、核酸長度相向之Bands 極

有可能並不一定是同一基因片段 ,
其核酸序列可能不

一樣(15)
。但是無論如何 ,RAPD 技術可以在受測 DNA

未知任何核酸序列之情況下
,
能快速呈現種特異性

Marker (s) 為此分析方法之最大優點
(181 ,
畢竟

,
若只

是比較種別問之 DNA 片段產物在電泳圖上之表現
,

RAPD 方法最具能同時兼顧方便性與精確性。不過在

進行比較時 , 除了種特異性 Marker (s) 外
, 最好也注意

到電泳圖上是否有每次皆能出現該種生物特有之特異

性 Pattern '
以避免偽陽性造成之誤判。

如果用 RAPD 電泳圖資料分析物種之遺傳變異與

親緣關係 , 所使用之計算式必須將每個 Sample 之全

部 RAPD markers 一一定出
,
比較各個 Marker 之存在

與否。由於 Markers 之明晴、深淺不一 ,
其出現是真

的多型性 (Tr

(Artifactual variation) 經常無法區別 (181
計算結果之

準確度也就較低。所以本試驗使用 PCR-RFLP 技術建

立親緣關係。

傳統 RFLP 技術於實驗上所需要之 DNA 量較多
,

約 2�10 μ g' 且有時需用輻射性同位素加以偵測
(19) ,

至於 PCR-RFLP 技術則是先以 PCR 技術大量增幅所需

之 DNA 後 , 才進行 RFLP 之分析
,
故其 DNA 之原

始需求量較少 , 僅為若干個 Nanogram (ng)
, 叉不必

利用到輻射性同位素
,
在採樣上與執行上比傳統之

RFLP 方法既方便文安全。

在 PCR-RFLP 方面
,
本試驗參考 Aoyama 等人

( 12)
所

定出之 8 種鰻魚、 (包括日本鰻、美洲鰻、歐洲鰻與鱷

鰻等 ) 粒線體 DNA 仁 ytochrome b gene 高度保留區

共識序列 (410 bp)
, 設計 1 對 Primers' 增幅產物經

定序得到之共識序列為 374 坤 , 至於 Aoyama 等人

所使用之 primers 則是修飾自 Kocher 等人
(71
所發表

之保留性 (Conserved) Prime 悶
, 此對保留性 Primers

之增幅產物核酸長度僅 307 bp 0

應用 DNAST AR lasergene 軟體之 MAPDRAW 單元

可得知本試驗中 , 日本鰻、美洲鰻與歐洲鰻之 374 bp

共識序列若以 CviJ I 、 CviK I 、 Hinf I 或 Mnl I 等限

制酪切割
, 所產生之片段會因切割位之不同呈現數量

與大小不完全相同之片段 , 可藉以鑑別此 3 種鰻魚、 o

另外
, 所增幅日本鰻、美洲鰻與歐洲鰻之 410 bp 片段

扣除 374 bp 共識序列後
, 剩餘之 36 bp 核酸序列中並

無 Hinf I 限制臨之切割位
(41

0 本試驗僅使用 Hinf I 限

ue
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制晦 , 事實一丘 , 用 Hinf I 限制晦切割所增幅之

Cytochrome b gene 部份片段 , 藉以分辨鰻魚品種之

報告已有多起 14,20,211 , 雖然其所切割之核酸長度不盡相

同。

各種鰻魚間之鹼基置換數均以轉換比顛換高出甚

多
,
其中以美洲鰻與歐洲鰻間之置換數為最少

,
其在

親緣系統樹自成一群 (Group)
, 而日本鰻與鱷鰻另成

一群 , 此現象與 Aoyama 等人
112)
所建立之親緣系統

樹類似
,
不過其所使用之分析軟體為 Phylip' 與本試

驗所使用之軟體不同。而 Bastrop 等人 1211 以粒線體之
165 rDNA 部份片段建立一些鰻魚之親緣系統樹 ,

結

果顯示美洲鰻與歐洲鰻也是同一群 ,
但是鱷鰻則被認

為是最古老之祖先
, 由其分衍出日本鰻與其它種別之

鰻魚。

若將取樣自清華大學生命科學系曾晴賢副教授等

人登錄在 NCBI GenBank 上關於日本鰻、美洲鰻、歐

洲鰻與鱷鰻 Cytochrome b 基因核酸序列 (1,140 bp)

與 Aoyama 等人
(12)
所發表之核酸序列 (410 bp)

, 兩

者與本試驗相對應之 374 bp 共識序列分別同樣以

(a)

I
」
llo9qu

T
120 100

Y

80

DNA5T AR lasergene 軟體 MEGALIGN 單元之 Jotun

Hein Method 建立其親緣系統樹 ,
依序分別為 Fig. 7

(a) 及 Fig. 7 (b)
, 並與本試驗之結果 (Fig. 6 ) 互相比

較
, 可以發現彼此間均不相同。其差異性可能與鰻魚、

採樣個體、地點與核酸序列分析法之不同有關。不過 ,

若將上述 3 組 374 bp 共識序列一起建立親緣系統樹
(Fig, 8) , 顯示美洲鰻與歐洲鰻分在同一群 ,

日本鰻與

驢鰻則形成另一群。

在 374 bp 共識序列之百分比相似性方面 (Table

5) ,
可以看到 3 組鰻魚之日本鰻或歐洲鰻於同種鰻魚、

彼此間之百分比相似性均在 99,5 以上 O 相似性比較小

的是美洲鰻第 2 組與第 3 組間之 98.7, 尤其是本試驗

之鱷鰻與其它 2 組間之 95.7 與 95,2 '
原因也許是鱷

鰻個體間之遺傳變異較大或是本試驗之鱷鰻為與日本

鰻之雜交種。不過仔細觀察 3 組鱷鰻之核酸序列
,
可

以發現若是同樣以本試驗之 410 bp 核酸長度用限制

醋 Hinf I 切割
, 結果都是只有一個相同之切割位。男

外 ,3 組內或 3 組問之美洲鰻及歐洲回壘
,
彼此間之百

分比相似性在 97,1-97.9 之間
, 相當穩定。

已
仁二三 A. anguilla

A. rostrata
A 斤lar 押10rata

A. japonica
O. nilotic 。

可

O

T

60 40 20

* The sequences acquired from GenEank database (accession nos
AFO06714, AFOO6717, AFO74863, AFO06703, ABO18989)

(b)

120 100 80

c 仁二二 A. rostrata
A. anguilla
A.japonica
A. mannorata
O. nilotica

O60 40
7

20

*
The sequences acquired from Aoyama et 01.( 1996) 自ld GenE 自甘〈

database (accession nos. 084302, 084305, 084299, ABO18989)

Fig. 7. Phylogenetic tree (phenogram) made from the 374 bp consensus sequences,

in mitochondrial cytochrome b gene of the fishes. Oreochromis ni/otica as the
outgroup.
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11 8.9 6.7 5.0 8.6 25.5 6.7 8.3 8.6 1.1 8.9 92.0 93.3 11

12 0.3 8.2 8.3 2.2 �2�7eå 8.9 0.3 2.7 8.0 2.4 8.6 92.0 12

13 8.9 0.3 5.6 8.9 27.0 0.3 8.9 8.9 6.4 8.6 7.0 8.6 13
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應用 RAPD 及 PCR-RFLP 方法鑑別日本鰻、美洲鰻與歐洲鰻 21

A. rostrata
2)

A. rostrata
I)

A. rostrata
3)

A. anguiU α Y

A. anguilla
��

A. angutlla J!.
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Fig. 8. Phylogenetic tree (phenogram) made from the same 374 bp consensus sequences,

data
1)

from Fig. 6,
2)

from Fig. 7 (a) and
3)

from Fig. 7 (b), in mitochondrial cytochrome b gene

of the fi 的 es. Oreochromis ni/otica as the outgroup.

Table 5. Pair distances of the 374 bp consensus sequences. A. marmorata just for comparison,

data the same as in Fig. 8. Oreochromis ni/otica as the outgroup.

A. anguilla
I)

A. japonica
I)

A. marmorata
I)

A. rostrata
I)

O. ni/otica

A. japonica 21

A. angllilla
2)

A. rostrata
2)

A. marmorata 21

A. rostrata :11

A 國 marmorata :11

A. angllilla :I)

A. japonica :11

Above diagonal: percent similarity
Below diagonal: percent divergence
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PCR-RFLP 技術之執行過程與結果相當穩定 ,
不會

如 RAPD 一樣產生明暗不一之 Markers 。比較麻煩的

是 PCR-RFLP 之增幅產物必須先經過定序後
,
才能知

道可以用何種限制酪切割。另外
,
操作 RAPD 與

PCR-RFLP 所需之時間也不相同 , 就本試驗而言
,
其

差異點在於 RAPD 之 PCR 時間約為 4 小時 30 分
,

而 PCR-RFLP 之 PCR 時間約 2 小時
,
再加上限制臨切

割時間約 1 小時
,
計約 3 小時。不過 P 仁化 RFLP 第 1

次操作時 (就欲分析之同種生物而言 ) 必須先知其核

酸序列
,
故需先行走序

, 在建立方法上所需時間較為

繁複 '
惟一且經建立後可縮短其時間。

總之 , RAPD 與 PCR-RFLP 技術均可以用來鑑別日

本鰻、美洲鰻與歐洲鰻 , 不過後者之表現較穩定、所

需時間較少叉可以快速地進一步瞭解親緣關係 , 實為

應用上之優先選擇。
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Identification of Anguilla japonica, A. rostrata and A. anguilla by RAPD and
PCR-RFLP Techniques

Abstract

Three related freshwater eels Anguilla japonica, A. rostrata and A. anguilla were discriminated by RAPD

(random amplified polymorphic DNA) and PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length

polymorphism) techniques.

A 410 bp highly conserved segment of mitochondrial cytochrome b gene was amplified, respectively, and

phylogenetic relationship was analyzed according to the 374 bp consensus sequences of cytochrome b gene.

The results showed that A. rostrata and A. anguilla were most closely related, with the highest 97.6 of percent

similarity, while between A. japonica and A. 的 stra 但 or between A. japonica and A. angiuilla was with the

same percent similarity, 92.0.

Key words: Identification of eel species, RAPD, PCR-RFLP
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