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中文摘要  

    本研究從水稻 44K SNP 晶片分析得到 35,746 筆包含 413 個廣泛來源的水稻基

因型分析結果，經由篩選成功讀值率、SNP 類型、對偶基因位置、次要對偶基因

型頻度等資訊，得到表現較佳的 130 個 SNP 基因座，再經實驗測試，先選擇可判

讀且於次族群中遺傳距離較遠的品種間具多型性的 47 個基因座後，對本研究收集

到的 49 個目標品種基因型分析，挑選出適用於我國優良水稻推薦品種組合的 10

個 SNP 組成水稻 SNP 品種鑑別套件。使用的 10 個 SNP 標誌在 49 個包含我國優

良水稻推薦品種的水稻品種間之平均 PIC 值為 0.402，於 49 個品種間共 1,176 個兩

兩組合之中，僅無法鑑別‘臺南16號’/‘越光’、‘臺東30號’/‘臺東33號’、

‘臺中秈糯 1 號’/‘臺中秈糯 2 號’等背景相似度極高的三組品種。從篩選品種

中選取遺傳距離最大且不具品種權保護的 3 個品種組成標準品種，其涵蓋 100%的

對偶基因型。 

 

關鍵字：水稻、品種鑑別、單一核苷酸多型性 
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ABSTRACT 

The goal of this study is to develop a set of single nucleotide polymorphism (SNP) 

markers for identification of Taiwan rice varieties. At first, 130 candidate SNP were 

selected based on call rates, SNP types, allele positions and minor allele frequency 

(MAF) from 35,746 SNP datasets which derived from 413 rice varieties analyzed by 

rice 44K SNP microarray chip. By laboratory analysis around 130 SNP and 8 

genetically distinct japonica Taiwan rice varieties, we narrowed down the candidate 

SNP into 47 SNP loci. After genotyping 49 rice varieties with these 47 SNP markers, we 

found that a selected set of 10 SNP markers was capable to distinguish 1,173 pairs out 

of total 1,176 variety pairs except 3 pairs of closly related varieties, 

‘TN16’/‘Koshihikari’, ‘TT30’/‘TT33’ and ‘TCSG1’/‘TCSG2’. The average of 

polymorphism information contents (PICs) is 0.402 for the selected set. We also 

selected 3 varieties as reference varieties that they have largest genetic distance within 

49 Taiwan rice varieties and all without protect by Plant Variety Right. The reference 

varieties cover 100% of the alleles of 49 rice varieties used in this study. 

Keywords: rice, variety identification, single nucleotide polymorphism (SNP) 
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重要名詞縮寫對照表 

A-NE：最近區域收集系平均距離（Average distance between each accession and the 

nearest entry） 

ARM：香稻（Aromatic） 

AS：對偶基因專一性（allele specific） 

AS-marker：對偶基因專一性標誌（allele specific marker） 

AS-primer：對偶基因專一性引子（allele specific primer） 

CV：Coverage of alleles in the core subset 演算法（計算所有基因型占全部基因型的

覆蓋率，挑選最廣泛涵蓋所有基因座中所有可能基因型的核心收集） 

E-E：平均遺傳距離（Average genetic distances between entries） 

E-NE：最近加權平均距離（Average distance between each entry and the nearest 

neighbouring entry） 

IND：秈稻（Indica） 

JPN：稉稻（Japonica） 

MAF：次要對偶基因頻度（Minor Allele Frequency） 

MR：Modified Rogers 演算法（將每一個等位基因座視為獨立，計算兩兩收集系間

的歐幾里德遺傳距離） 

PCR：聚合酶鏈鎖反應（Polymerase Chain Reaction） 

PIC：多型性資訊含量值（Polymorphism Information Contents） 

RAD：限制酶位點標定（Restriction-site Associated DNA） 

SNP：單一核苷酸多型性（Single Nucleotide Polymorphisms） 

SSR： 簡單重覆序列（Simple Sequence Repeats） 

TEJ：溫帶稉稻（Temperate japonica） 

TILLING：定向誘導基因组局部突變（Targeting Induced Local Lesions in Genomes） 

TRJ：熱帶稉稻（Tropical japonica） 
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第一章 前言 

  水稻（Oryza sativa L.）是世界主要的糧食作物之一，依據聯合國糧食組織

（）的統計，2013 年全球水稻栽培面積為 1.6 億公頃，次於小麥（2.1 億公頃）

和玉米（1.8 億公頃），是世界第三大栽培面積的作物；而其年產量 7.4 億噸，僅

次於 10.1 億噸的玉米，為世界第二大產量的作物。亞洲是水稻最主要的生產地，

全球超過 90%的水稻於此區生產，世界前五大的水稻生產國亦皆位於亞洲，分別

為中國、印度、印尼、孟加拉和越南。 

  我國的稻米種植記錄在新石器時代大坌坑文化考古物中即有大量碳化水稻

的出土，這些水稻的米粒粒型較野生稻粒型更偏向秈稻粒型，顯示最遲在距今約

莫五千年前，已經有將野生稻馴化為栽培稻的紀錄，而隨著考古年代漸近，出土

的碳化稻粒型更增加爪哇稻之熱帶稉型稻的遺跡（王，2007）。水稻在臺灣的大

面積種植與推廣始於明朝末年，漢人及荷蘭人在臺灣活動引進秈稻，並因糧食自

給之政策而大面積墾地種植，而後日據時期日本人將優良稉稻品種引入臺灣並成

功馴化栽種，經過有系統的雜交育種與推廣，使我國人民食用米的習慣由秈稻改

變為稉稻。臺灣光復後各農業試驗場致力於水稻的育種改良與推廣，新品種不斷

推陳出新，截至目前為止已育成 302 個秈、稉稻品種，其中 197 個品種尚保存稻

種可供利用（呂與呂，2010）。 

  光復後為保持國內農作物優良品種遺傳特性與避免品種間之混雜造成生產

品質下降，確保國內糧食作物優良種子之供應，我國於 1959 年建立良種繁殖檢

查制度，列入檢查的作物有水稻、玉米、高粱、落花生等。自良種繁殖制度實施

以來，成效最顯著的即為水稻，各育種機關選育出具有推廣價值的新品種後，經

向農委會申請登記並命名後始得推廣繁殖；具有推廣價值之新品種，由育成機關

供應基本種（種原）與繁殖原原種，並按原原種、原種及採種三級繁殖檢查制度

生產優良種子，以供應農民種植。自三級繁殖檢查制度實施以來，已對我國糧食

作物優良種子之供應，產生極大的助益（林，2011）。 
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    水稻良種繁殖之種子檢查規範主要依據「臺灣地區農作物種苗檢查須知」與

國際種子檢查協會印行之「國際種子檢查規則」，辦理田間、室內及貯藏檢查，

內容涵蓋水分測定、潔淨度分析、發芽試驗、種與品種的鑑別等。在品種鑑別部

分，由於臺灣水稻育種常使用育成之優良品種做為雜交親本，導致品種間歧異度

小，外觀形態相近，不易由外觀區別。使用分子標誌輔助品種鑑別，可有效避免

人為誤判，提高品種鑑別可信度。此外，我國糧食管理法及其子法明文規定「包

裝或容器標示稻米品種者，其內容物含標示之品種含量，應達百分之八十以上」，

相關市場銷售糧食米抽查及檢驗辦法也於 103 年 12 月 18 日開始施行。專業檢查

人員雖可由水稻植株或稻穀外觀形態鑑別品種，但脫殼糙米或是精白米粒提供的

外觀形態資訊過少，已無法由外觀判別品種。分子標誌不受樣品外表形態的限制，

並提供相對於外觀鑑別準確且客觀的數據，是市售米品種鑑別不可或缺的工具。 

    作物育種研究室目前已開發三版水稻 SSR 品種鑑別套件，第一版套件包含

分散於水稻的 10 對染色體上的 12 個簡單重覆序列（Simple Sequence Repeats, 

SSR）標誌，其SSR為3或4個鹼基對重覆11至20次之完美重覆（perfect repeats），

於 192個水稻品種中多型性資訊含量值（Polymorphism Information Contents, PIC）

皆大於 0.6，引子標定 4 色螢光後，可單次多重（multiplex）聚合酶鏈鎖反應

（Polymerase Chain Reaction, PCR）完成增幅，並可於單次多重螢光毛細管電泳

（multiplex capillary electrophoresis）完成基因型分析（資料未發表）。第二版套

件改善第一版套件因重覆次數過多或重覆單位過小導致痕跡條帶（stutter band）

偏高，可能造成誤將同質結合基因座誤判為異質結合之情形，選取 4 鹼基對為單

位、重覆次數 6 至 15 次的 SSR，組成包含 12 個分散於水稻 12 條染色體的 SSR

品種鑑別套件，也可於單次多重 PCR 增幅後，單次多重螢光毛細管電泳完成基

因型分析（柯，2014），在第二版套件篩選 SSR 標誌時未考慮因重複單位提高

與重複次數降低造成之 SSR 在品種間的多型性程度，使用的篩選族群未考量水

稻次族群結果與臺灣稉稻品種間親緣關係較近，導致選得的 SSR 標誌之多型性

多半來自秈稻，造成在稉稻品種間之鑑別力不足。第三版套件則是綜合第一與第
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二版套件的經驗，並針對臺灣稉稻品種篩選適用之標誌，結果以 12 個 SSR 標誌

組成可於單次多重 PCR 增幅並於單次螢光毛細管電泳完成基因型分析之第三版

水稻 SSR 品種鑑別套件（資料未發表），目前此套件已實際應用於我國水稻品種

之分子檢測上。 

    SSR 標誌具有共顯性、高再現性、高多型性及具物種專一性等優勢，然 SSR

之特性亦常造成生物體內重覆次數改變或側翼序列點突變，降低分析穩定度。單

一核苷酸多型性（Single Nucleotide Polymorphisms, SNP）相對較穩定，且於基因

體中更廣泛存在（reference needed），並具分析系統多樣化、部分系統間可轉換

使用及可自動化判讀提高分析效率等優勢，隨著 SNP 資料庫陸續公開，序列資

訊取得更趨容易，使越來越多研究使用 SNP 做為分子的工具。本研究是作物育

種研究室開發水稻SNP品種鑑別套件的起點，我們參考實驗室前人開發水稻SSR

分子鑑別套件之經驗，逐步建立 SNP 篩選模式與優化的策略，以篩選具高多型

性與高讀值機率（call rate）潛力且能鑑別「臺灣優良水稻推薦品種」的水稻 SNP

組合為本次研究的目標，期望本次開發的品種鑑別套件可實際運用於輔助水稻三

級繁殖制度之種子檢查，也期許未來能拓展到開發可適用於世界水稻品種鑑別的

平台，成為此系列研究的最終目標。 
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第二章 前人研究 

一、 SNP 探勘與分析 

    探勘 SNP 的方法主要有比對序列差異、利用 SNP 物性與化性上的差異加以

區分及以酶切方式辨識 SNP 三個大方向。 

    由比對序列差異探勘 SNP 是最多人使用的方法，序列的來源可能來自現有

資料庫或解序特定片段序列，除了模式植物阿拉伯芥（Schmid et al., 2003）外，

在大麥（Kota et al., 2001）、番茄（Labate and Baldo, 2005）等作物或是原核生

物如分支桿菌（mycobacterium）（Wang et al., 2010）等，都有成功探勘 SNP 例

子。隨著科學發展演進，以次世代定序於全基因體探勘 SNP，已從大豆（Lam et 

al., 2010）、小鼠（Frazer et al., 2007）、西瓜（Guo et al., 2013）等材料獲得數

以萬計的 SNP；值得一提的是，Baird 等學者建立限制酶位點標定 （Restriction-site 

Associated DNA, RAD）技術，以限制酶處理樣品並接上條碼序列（barcode）後，

再以次世代定序集中定序限制酶切位相鄰之序列，能同時完成多個樣品的高密度 

SNP 探勘與基因型鑑別，改善全基因體定序過於廣泛導致得到過多累贅序列的

問題，並可於單次分析多個樣品（Baird et al., 2008）。 

    藉由偵測 SNP 造成 DNA 物性與化性不一致的表現探勘 SNP，如單股構型核

苷酸多態性（Single-strand Conformational Polymorphism(SSCP)-SNP）（Bertin et 

al., 2005）利用 SNP 造成單股 DNA 構型的差異探勘 SNP；溫度梯度膠體電泳

（Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE） （Rosenbaum and Riesner, 

1987）、變性梯度膠體電泳（Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE） （Ge 

et al., 1999 ）及高效能液相層析（ Denaturing High Performance Liquid 

Chromatography, DHPLC）（Wolford et al., 2000）以溫度或化學藥劑使 DNA 變

性（denature）、復性（renature）後產生結構差異以探勘 SNP；Zn
2+

-cyclen-PAGE

（Kinoshita‐Kikuta et al., 2002）藉由 DNA 帶電荷差異影響電泳結果偵測 SNP；

高解析熔點法（High Resolution Melting, HRM）（Reed and Wittwer, 2004）則利用
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SNP 造成雙股 DNA 變性溫度差異偵測 SNP。 

    以酶切探勘 SNP 也是常用的方法，利用限制酶辨識並裁切 SNP 差異序列組

合，如限制酶切片段長度多型性（Restriction Fragment Length Polymorphism, 

RFLP）、酶切增幅片段多型性（Cleavage Amplified Polymorphic Sequence, CAPS）；

利用特異性核酸內切酶可辨識並水解單股 DNA 的特性，處理復性後產生的異源

雜合雙鏈（heteroduplex），偵測 SNP，如裂解酶切片段長度多型性（Cleavase 

Fragment Length Polymorphism, CFLP）（Lyamichev et al.,  1993）、定向誘導基

因组局部突變（Targeting Induced Local Lesions in Genomes, TILLING）（McCallum 

et al., 2000）。 

    探勘 SNP 的系統同時也可做為 SNP 分析、檢測的工具，在已知 SNP 位置與

序列的前提下，除了前文提到的方法，也可藉由專一性引子、探針等策略檢測

SNP 基因型。在專一性引子的應用方面，Soleimani 等學者利用引子在 3’端較具

選擇性的特性，設計一組包含 SNP 側翼引子對（flanking primers）與 3’具 SNP

選擇性的對偶基因專一性引子（allele specific primer, AS-primer）組成之引子組

合，單次可增幅一個 SNP 基因型（Soleimani et al., 2003）。Latorra 等學者則以

甲基化修飾對偶基因專一性引子的構型，建立鎖核酸技術（Locked Nucleic Acid, 

LNA），優化對偶基因專一性 PCR（allele specific PCR, AS-PCR）之效果 （Latorra 

et al., 2003）；Ye 等學者於 SNP 的側翼序列設計成對的引子，並於 SNP 位置設

計在 3’端具對偶基因專一性且兩個基因型互為方向相反的引子，共計 4 支引子，

進行 tetra primer ARMS PCR，可於 1 個 PCR 反應同時偵測 2 個 SNP 基因型（Ye 

et al., 2001）；Orum 等學者利用黏合性較 DNA-DNA 佳的肽核酸（Peptide nucleic 

acid, PNA），與 DNA 序列互補為 PNA-NDA，阻礙 PCR 增幅，用以偵測 SNP（Orum 

et al., 1993）；Nikiferov 等學者將增幅目標位置之其中一引子磷酸化，於增幅後

高溫變性並以外切酶處理，保留磷酸化之單股，以標定不同顏色螢光的三磷酸雙

脫氧核苷酸（dideoxynucleotide triphosphates, ddNTP），延展（elongation）DNA

後，藉由比色法判讀 SNP 基因型（Genetic Bit Analysis, GBA）（Nikiforov et al., 
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1994）；而 Ahmadian 等學者則是以焦磷酸測序（pyrosequencing）原理為基礎，

藉由偵測 DNA 延展時 dNTP 釋出磷酸根產生的能量激發光，成功判讀 SNP 基因

型（Ahmadian et al., 2000）。以探針偵測 SNP 的方法更多且廣泛地被應用，Huang

等學者以專一性探針上標定不同類型抗原，與外加抗體結合後，偵測剩餘抗體量

以判讀 SNP 基因型（Huang et al., 2002）；Nilsson 等學者以兩端分別為 SNP 基

因型專一性序列與其鄰近序列之倒置序列設計 Padlock 探針，於雜合至目標位置

時形成環狀構造，當 SNP 基因型與探針相符時，DNA 連接酶可使探針黏合成環

狀，並以滾環式複製（Rolling circle replication, RCR）增幅後判讀（Nilsson et al., 

1997）；Ullman 等學者利用氧分子受到光能激發後，經由載體間電子傳遞機制，

建立 AlphaScreen 技術（Ullman et al., 1994），Beaudet 等學者分別在 SNP 專一

性引子或探針上標定電子傳遞載體，當成功增幅或雜合時，載體間距離足夠近，

將進行電子傳遞並釋放不同波長的光波，成功開發可使用 AlphaScreen 偵測 SNP

的 12 個專一性引子與 7 個探針（Beaudet et al., 2001）；以螢光探針偵測 SNP，

其好處是不需膠體電泳，可直接接收螢光強度進行結果判讀，也廣泛應用於科學

研究。螢光系統偵測 SNP 主要的方法有 TaqMan 系統與分子信標（Molecular 

beacon, MB），TaqMan 探針包含二個螢光標定，5’端為發光子（reporter），3’端

為消光子（quencher），探針與模板互補序列結合時，呈穩定狀態，當引子延伸

時因為 Taq DNA 聚合酶的外切功能（exonuclease）將與模版穩定結合的探針水

解，使得消光子脫離發光子而能接受外界能量激發螢光，藉由偵測螢光顏色，可

判讀目標序列的 SNP 基因型；MB 探針則是在游離狀態時呈穩定狀態，當與目

標序列結合時，激發螢光（Mhlanga and Malmberg, 2001）。 

    此外，近年來解序技術進步，隨著高通量資訊的產生與生物資訊學的發展，

有許多與農業相關物種的 SNP 晶片陸續且快速被開發，如水稻（Ebana et al., 2010; 

Tung et al., 2010; Zhao et al., 2010; Yu et al., 2014）、玉米（Ganal et al., 2011）、

櫻桃（Peace et al., 2012）、番茄（Sim et al., 2012）、蘋果（Chagné et al., 2012）、

鮭魚（Salmo salar）（Dominik et al., 2010）、豬（Ramos et al., 2009）、鯰魚（Liu 
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et al., 2011）、茶（Fang et al., 2014）等，以此已知 SNP 序列之晶片分析未知樣

品的 SNP 基因型，可快速且大量的獲得 SNP 資訊，許多這些資訊被放於公開的

平台供學者們取用，使科學的研究更加快速有效率。 

二、 SNP 用於品種鑑別 

    SNP 於基因體中大量存在，其標誌分析系統彈性大，目前已有許多物種以

SNP 建立品種鑑別套件。除了前文已提到的晶片系統套件外，也有許多非晶片系

統的套件被開發如橄欖（Reale et al., 2006; Consolandi et al., 2007）、分支桿菌

（Wang et al., 2010）、番椒（Jung et al., 2010）、葡萄（Cabezas et al., 2011）、

肉牛（Heaton et al., 2002）、柚（Wu et al., 2014）等。 

    這些品種鑑別套件在開發時，有各自選擇 SNP 的策略。在探勘 SNP 時，部

分文獻為了可以直接做為育種時選拔外表性狀的對照，於基因序列編碼區

（coding regions）內探勘能造成外表型差異的 SNP （Reale et al., 2006; Consolandi 

et al., 2007），也有文獻以隨機探勘特定或非特定位置之 SNP 後，再由實驗材料

挑選及驗證選取的 SNP 標誌（Wang et al., 2010; Jung et al., 2010）；在篩選 SNP

時，考量標誌使用的效率與開發標誌的擴充性，評估基因型分析成功率、次要對

偶基因頻度（Minor Allele Frequency, MAF）與 PIC 值等數值進行挑選（Cabezas et 

al., 2011; Wu et al., 2014），也有研究將側翼序列可與物理圖譜對照納入挑選 SNP

的考量條件（Wu et al., 2014）；另外考量標誌間的相關性，避免挑選到過份相

似的標誌，挑選分散於染色體（Cabezas et al., 2011）或兩兩 SNP 標誌間相關係

數（correlation coefficient）低的標誌（Heaton et al., 2002）。 

三、 水稻 SNP 資料庫 

    隨著科技進步，SNP 資料庫公開取得資源增加，在水稻目前已有超過 10 個

資料庫可做為研究的背景材料（表 1），這些資料庫有針對單一亞種內收集系探

勘 SNP 之資料庫（Thomson et al., 2011; 陳等，2013）、比較世界主要之水稻亞

種秈稻（Indica, IND）與稉稻（Japonica, JPN）間之 SNP 資料庫（Feltus et al., 2004; 
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Kim et al., 2009; Gao et al., 2013; Yonemaru et al., 2014）、僅收集秈稻與稉稻之

SNP 資料庫（Zhao et al., 2010; Thomson et al., 2011）、廣泛收集來自世界各地水

稻亞種之 SNP 資料庫 （McNally et al., 2009; Zhao et al., 2011, 2015; Thomson et 

al., 2011; Yonemaru et al., 2014; Alexandrov et al., 2014; Zheng et al., 2015），以及

栽培稻與野生稻（O. rufipogon）間之 SNP 資料庫（Thomson et al., 2011）等。 

    本研究於 2012 至 2013 年進行套件 SNP 的篩選，考量 SNP 資訊取得與需選

取於品種間具較高多型性的 SNP 標誌，選擇 Zhao 等學者於 2011 年發表的 44K

水稻 SNP 晶片對包含秈稻、溫帶稉稻（Temperate japonica, TEJ）、熱帶稉稻

（Tropical japonica, TRJ）、香稻（Aromatic, ARM）、早中稻（Aus）及小部分其

它（Admix）水稻亞種之 413 個水稻品種基因型分析結果，做為篩選標誌的起點，

爰此為取得的資料中品種數較多且次族群的種類涵蓋較廣，可針對不同次族群進

行分析與篩選 SNP。 

四、 水稻的核心收集 

    核心收集的概念起源於基因庫之種原收集，於保育的觀點下避免遺傳流失

（genetic erosion），保持基因多樣性，或應用於育種，基因庫收集、保存、交換

及評估各個收集到的種原。然而，隨著收集到的種原越來越多，數量越來越龐大，

在有限的資源下難以維持，更遑論基因庫的交換與利用等收集種原的目的，科學

家開始思考該如何從這些原始收集中挑選一部分最具「代表性」的收集系，以適

當的遺傳收集數量，盡可能最大限度代表整個遺傳資源的多樣性，提高基因庫之

管理與利用效率。挑選與建立核心收集的策略，考量不同目的而可將核心收集組

成的形式歸類為三種類型，(1) 組成核心收集的收集系廣泛涵蓋所有分佈；(2)

以表現極端的收集系彙集成核心收集；(3) 依收集的原始分佈等比例縮小組成核

心收集，相對應的收集系挑選策略則有：最近區域收集系平均距離（Average 

distance between each accession and the nearest entry, A-NE）、最近加權平均距離

（Average distance between each entry and the nearest neighbouring entry, E-NE）、
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平均遺傳距離（Average genetic distances between entries, E-E）及以匯總統計

（summary statistics）取得符合原始分佈之核心收集等方法。A-NE 先以最小平

均遺傳距離分群，再從分群內挑選相對遺傳距離最大的收集系組合組成核心收集，

E-NE 挑選收集系兩兩遺傳距離與最小遺傳距離加總最大的組合組成核心收集，

E-E 則挑選兩兩收集系的遺傳距離總合最大者組成核心收集（Odong et al., 

2012）。 

    第一類型的核心收集通常是代表一個地區範圍內的歧異之收集，例如日本

National Institute of Agrobiological Sciences（NIAS）基因庫為有效管理基因庫，

並解決重複收集日本水稻造成基因庫資源浪費問題，將取自日本各地收集到的

236 個水或陸稻收集系，以 32 個 SSR 標誌分析基因型，並調查 20 個外表性狀，

依據基因型分析的結果，選取涵蓋原始收集 87.5%基因型與大部分外表性狀的 50

個收集系組成核心收集，建立可代表日本稻米的核心收集（Ebana et al., 2008）；

Kojima 等學者從 NIAS 基因庫選擇來自 23 個國家共計 332 個收集系，以 179 個

RFLP 標誌分析基因型，挑選涵蓋 91%基因型的 67 個收集系與做為秈稉稻序列

背景參考用之‘日本晴’與‘Kasalath’共計 69 個收集系，組成適用於稻種歧異

度分析的核心收集（Kojima et al., 2005）；第二類型的核心收集常見於育種材料

之收集，Borba 等人從 EMBRAPA Rice Core Collection（ERiCC）收集來自 25 個

國家的 242 個稻收集系，以 82 個 SSR 標誌分析，選擇遺傳距離最大的 24 個收

集系組合做為核心收集的子收集，目標是用於稻米育種研究 （Borba et al., 2009）；

Li 等學者為了提高育種材料的運用性與方便管理，有效將水稻收集系用於品種

改良，以 15 個數量性狀與 34 個質量性狀從 2,262 個水稻收集系中挑出遺傳距離

最大的 150 個收集系組成核心收集（Li et al., 2011），Zhang 等學者以 274 個 SSR

標誌驗證此收集系與原始收集的關係，結果挑出的核心收集與原始收集中具有相

似的遺傳歧異度與族群結構（Zhang et al., 2011）；第三類型則是目標為保持與

原始收集系組成相類似的結構，如美國農部（United States Department of 

Agriculture, USDA）為了更有效的評估管理種原庫中稻收集系，從 18,412 個收集
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系中以隨機方式選取來自 114 個國家之 1,790 個收集系做為核心收集，調查 14

個性狀評估以隨機方式選取的核心收集，此核心收集與原始收集具高度相關（r = 

0.94, p < 0.0001），且可有效評估原始收集 88%的訊息（Yan et al., 2007）。 

五、 CoreHunter 

     CoreHunter於2009年發表，以改良之隨機區域搜尋法（stochastic local search 

algorithm）選取核心收集，於原始收集中隨機選取核心收集的目標數量後，以每

次替換 1 個收集系並比較替換前後之演算值，留下較佳的組合，組成核心收集。

Tachuk 等學者依據核心收集的挑選策略，開發一些演算值的計算方法，Modified 

Rogers（MR）將每一個等位基因座視為獨立，計算兩兩收集系間的歐幾里德遺

傳距離；Cavalli-Sforza and Edwards（CE）則模擬這些收集系是在有低突變率及

選拔壓力下產生，計算兩兩收集系間的歐幾里德遺傳距離；Shannon's diversity 

index（SH）會盡量保留所有的基因座，使遺傳訊息不會因為少量而被捨棄；

expected proportion of heterozygous loci（HE）著重基因座內多樣性的選擇，使選

到核心收集的基因座帶有較多可能性；number of effective alleles（NE）則是除了

選擇基因座內多樣性，也考慮多樣性在挑選到的核心收集內的平均分散程度；

Coverage of alleles in the core subset（CV）計算所有基因型占全部基因型的覆蓋

率，挑選最廣泛涵蓋所有基因座中所有可能基因型的核心收集，而 Proportion of 

non-informative alleles in the core subset（PN）則相反於 CV，以計算未覆蓋全部

基因型的程度，挑選最廣泛涵蓋所有基因座基因型的核心收集（Thachuk et al., 

2009）。使用者可依據不同目標選擇不同的「挑選策略」，分配各種評估策略的

權重計算演算值並組成核心收集。然由前人研究得知，歧異度的描述可由 E-NE、

E-E 或 A-NE 表示，當單以 E-E 挑選核心收集時，可能造成選到的核心收集分群

後群間差異極大但群內差異極小之情形，而使用 A-NE 或 E-NE 則可有效避免此

情形發生。CoreHunter 於 2012 年的版本新增 minMR 與 minCE 參數，與 MR、

CE 不同的地方是，MR、CE 是以 E-E 計算遺傳距離，而 minMR、minCE 則是

以 A-NE 計算遺傳距離（Beukelaer et al., 2012）。  
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表 1、水稻 SNP 資料庫。 

Database Data Material Reference 

Plant Genome 
Mapping Laboratory 

384,431 SNPs IND, JPN Feltus et al., 2004 

OryzaSNP@MSU 162,478 SNPs × 20 varieties IND, JPN, Aus McNally et al., 2009 

RSNMDB 12,829 SNPs IND, JPN Kim et al., 2009 

RIS 4,723,468 SNPs × 2 variety IND, JPN Gao et al., 2013 

臺南區農業改良場
研究彙報第 61 號 

123 SNPs JPN-Taiwan 陳等，2013 

SNP-Seek system 20 M SNPs × 3 K accessions IND, Aus, TEJ, 
TRJ, ARM, 
ADM 

Alexandrov et al., 2014 

RiceVarMap 6,551,358 SNPs IND, Aus, TEJ, 
TRJ, ARM, 
ADM 

Zhao et al., 2015 

RFGB >18,900,000 SNPs × 2,859 
accessions 

IND, Aus, TEJ, 
TRJ, ARM, 
ADM 

Zheng et al., 2015 

Q-TARO 3,894 SNPs × 76 accessions IND, Aus, 
TRJ, TEJ, 
ADM 

Yonemaru et al., 2014 

3,252 SNPs × 177 accessions IND, JPN Yonemaru et al., 2014 

Rice Diversity 44,100 SNPs × 413 accessions IND, Aus, 
TEJ, TRJ, 
ARM, ADM 

Zhao et al., 2011 

1,536 SNPs × 395 accessions IND, JPN Zhao et al., 2010 

96 SNPs (RiceOPA1.0) IND, Aus, TEJ, 
TRJ, ARM, 
ADM 

Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA2.1) IND Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA3.1) IND, JPN Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA4.0) JPN Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA5.0) IND,  

O. rufipogon 

Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA6.0) JPN,  

O. rufipogon 

Thomson et al., 2011 

384 SNPs (RiceOPA7.0) IND, JPN Thomson et al., 2011 

註 1：Oryza sativa 亞種之縮寫對照。 

IND: Indica; JAP: Japonica; TEJ: Temperate japonica; ARM: Aromatic TRJ: Tropical japonica; 

ADM: Admixed 

註 2：資料庫連結網址如下： 

Rice Diversity: http://www.ricediversity.org/data/ 

Q-TARO (QTL Annotation Rice Online) database: http://qtaro.abr.affrc.go.jp/index.html# 

RFGB (水稻功能基因組育種數據庫): http://www.rmbreeding.cn/Index/ 

SNP-Seek system: http://www.oryzasnp.org/iric-portal/ 

RiceVarMap: http://ricevarmap.ncpgr.cn/ 

RIS (Rice Information Syst): http://rice.genomics.org.cn/rice/index2.jsp 

Plant Genome Mapping Laboratory: http://www.plantgenome.uga.edu/snp 

OryzaSNP@MSU: http://oryzasnp.plantbiology.msu.edu/index.html 

RSNMDB (RSN marker database): http://nabic.niab.go.kr/SNP/ 

http://www.ricediversity.org/data/
http://qtaro.abr.affrc.go.jp/index.html
http://www.rmbreeding.cn/Index/
http://www.oryzasnp.org/iric-portal/
http://ricevarmap.ncpgr.cn/
http://rice.genomics.org.cn/rice/index2.jsp
http://www.plantgenome.uga.edu/snp
http://oryzasnp.plantbiology.msu.edu/index.html
http://nabic.niab.go.kr/SNP/
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第三章 材料與方法 

一、 試驗材料 

先前開發水稻 SSR 品種鑑別套件的經驗，得知臺灣的水稻品種歧異度低，

在稉稻中尤為明顯（柯，2014），為使開發之套件可實際運用在臺灣水稻品種鑑

別上，本次研究 SNP 挑選的策略是先尋找在 8 個歧異度較大的稉稻品種間具有

多型性的標誌，再擴大範圍篩選包含優良水稻推廣品種在內之 49 個常見的臺灣

水稻品種，參試水稻品種清單詳如表 2。 

  第一階段目標為挑選能成功增幅且可用於鑑別稉稻品種間的標誌。從實驗室

開發之第三版水稻 SSR 品種鑑別套件 RS3.4 的分析資料中，取其 53 個臺灣稉稻

品種，以 CoreHunter 分析（設定參數為 -MR 0.5 -MRmin 0.5 -mixrep -sample_size 

8 8），選出歧異度較大且基因型廣布於稉稻品種間的 8 個稉稻品種，用以作為臺

灣稉稻的核心族群，計有‘花蓮 19 號’（‘ HL19’）、‘花蓮 21 號’（‘ HL21’）、

‘高雄139號’（‘ KH139’）、‘桃園4號’（‘ TY4’）、‘桃園糯2號’（‘ TYW2’）、

‘臺稉5號’（‘ TK5’）、‘臺稉糯1號’（‘ TKGlu1’）、‘臺農77號’（‘ TNG77’），

其品種間最小遺傳距離為 0.791，平均的遺傳距離為 0.852。此外，由於已知第三

版水稻 SSR 品種鑑別套件尚無法鑑別‘臺東 30 號’（‘TT30’）/臺東 33 號’

（‘TT33’）與‘臺中秈糯 1 號’（‘TCSG1’）/‘臺中秈糯 2 號’（‘TCSG2’），

本研究在第一階段挑選 SNP 多型性時，加入分析此 4 個水稻品種的基因型，期

望能找到在此兩兩品種間具有多型性的標誌。 

    第二階段以 104 年臺灣優良水稻推廣品種與臺灣常見的水稻栽培品種為標

誌篩選標的，共計收集到 49 個水稻品種，包含 40 個稉稻（‘花蓮 19、20、21

號’（‘ HL19, 20, 21’）、‘高雄 139、144、145、146、147 號’（‘ KH139, 144, 145, 

146, 147’）、‘桃園 3、4 號’（‘TY3, 4’）、‘桃園糯 2 號’（‘TYW2’）、‘越光’、

‘臺中 192、194 號’（‘TC192, 194’）、‘臺中在來 1 號’、‘臺東 30、32、33

號’（‘TT30, 32, 33’）、‘臺東糯 31 號’（‘TTG31’）、‘臺南 11、13、14、16
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號’（‘TN11, 13, 14, 16’）、‘臺稉 2、4、5、8、9、11、14、16 號’（‘TK2, 4, 5, 

8, 9, 11, 14, 16’）、‘臺稉糯 1、3、5 號’（‘TKGlu1, 3, 5’）、‘臺農 71、74、77、

79、84 號’（‘TNG71, 74, 77, 79, 84’）、‘臺農糯 73 號’（‘TNGW73’））與 9

個秈稻 （‘高雄秈 7 號’（‘KHS7’）、‘臺中秈 10、17 號’（‘TCS10, 17’）、‘臺

中秈糯 1、2 號’（‘TCSG1, 2’）、‘臺秈 2 號’、‘臺農秈 14、22 號’（‘TNGS14, 

22’）與‘臺農秈糯 21 號’（‘TNGSW21’））。 

    試驗材料來源以農委會種苗改良繁殖場種子檢查室進行水稻種子檢查合格

之原原種、原種樣品為主，部分材料為各改良場提供之育種家種子。 

 

二、 水稻 DNA 萃取、定量與品質檢定 

DNA 萃取方式修改自 Jobes 等學者開發的 SDS（sodium dodecyl sulfate）法

（Jobes et al., 1995）。單一品種取水稻單粒稻穀加入 400 μL SDS 萃取液（1.25% 

SDS 、 100 mM Tris-HCl （ pH 8.0 ）、 500 mM NaCl2 、 50 mM EDTA

（ethylenediaminetetra-acetic acid, pH 8.0）），以均質機（SH-100, KURABO）均質

後置於 65 °C 水浴處理 30 分鍾。加入 125 μL 5M KOAc（Potassium acetate），並

立即混勻，於 4 °C 靜置 20 分鍾後，以 15,000 rpm 在 4 °C 下離心 10 分鐘。於

低溫下取上清液 400 μl 加入 800 μL 95 %酒精，混合均勻後在 4 °C 下靜置 10 分

鐘。以 15,000 rpm 在 4 °C 下離心 10 分鐘，倒去上清液，吸除殘滴，置於室溫下

待 pellet 風乾，加入 120 μl TE buffer 回溶 DNA。以分光光度計（NanoPhototmeter 

P360，IMPLEN）定量，並將樣品稀釋為 10 ng/μL。 

三、 聚合酶連鎖反應與電泳分析 

    聚合酶連鎖反應（Polymerase Chain Reaction, PCR）以 Taq DNA Polymerase 

Master Mix Red --2x and 1.5 mM MgCl2 （AMPLIQON）進行，反應總體積為 13 μL，

包含 20 ng 樣品 DNA、1X Taq DNA Polymerase 2x Master Mix Red（Tris-HCl pH 

8.5、(NH4)2SO4、3 mM MgCl2、0.2 % Tween 20、0.4 mM dNTP、0.2 U Ampliqon 
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Taq DNA polymerase）、0.3 μM AS-primer、0.3 μM 對應 AS-primer 之側翼引子、

0.15 μM AS-primer 同向之側翼引子。 

    聚合酶連鎖反應使用熱循環反應器（Veriti 96Well Thermal Cycler, Applied 

Biosystems）進行，反應條件為 94 °C、2 分鐘；94 °C、1 分鐘，Tm °C、40 秒，

72 °C、40 秒，共 2 個循環；94 °C、30 秒，Tm °C、20 秒，72 °C、20 秒，共

31 個循環；72 °C、10 分鐘；反應完成以 25 °C 保存。Tm 為引子黏合溫度，當

AS-primer 為具有 3’端 -3 位置鹼基與參考序列不相符時，Tm 為 58 °C；當

AS-primer 序列與參考序列完全相符時，Tm 為 60 °C。 

    電泳分析以 0.5x TAE Buffer（20 mM Tris、0.5 mM EDTA-Na、10 mM glacial 

acetic acid，pH 8.3，GeneMark ) 加入 5 μl SafeView DNA Stain（GeneMark）配

置 200 mL 之 2 %瓊脂膠片，將 PCR 擴增產物取 5 μl 載入瓊脂膠片，以 0.5x TAE 

Buffer作為緩衝液，經 200伏特分離30分鐘後以照相系統（Alpha Innotech Imaging 

System, Alphalmager 2200, Alpha Innotech）記錄後，以人工進行基因型判讀。 

四、 SNP 基因座挑選 

    從 Rice Diversity 網站（http://www.ricediversity.org/data/sets/44kgwas/）下載

水稻 44K SNP 基因型資料與側翼資料，取其交集 SNP 資訊後，比對染色體編號

與物理圖譜位置，將結果完全一致的 35,746 個 SNP 進行初步篩選。考量標誌的

可用性、可通用於不同分析系統、確保 SNP 在基因型間有充分流通性及避免選

到存活基因（survival gene）或花粉競爭基因連鎖的相關分子標誌，初步篩選階

段選擇整體的讀值機率 > 0.9、屬於非 A/T 或 C/G 組合型的 SNP、座落在非中節

區且整體的異質結合率 < 0.05 的 SNP 基因座，共獲得 22,213 個 SNP 標誌。我

們從 22,213 個通過初步篩選的 SNP 中，以 MAF 評估標誌的多型性，另考量主

要的水稻品種屬於秈稻與溫帶稉稻較多，因此只採用這兩類水稻分群的 MAF 進

行評估與篩選。由於溫帶稉稻內的歧異度較秈稻低很多，且同時在這兩類之中皆

具有高 MAF 的 SNP 數目相當少，對於無法選到在這兩類都具有較大 MAF 的染

http://www.ricediversity.org/data/sets/44kgwas/
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色體，將染色體分為兩臂（arms），先在一臂上盡可能選取對於其中一類中具有

較高 MAF 後，在另一臂上選取對於另一類具有較高 MAF 的 SNP。此階段選到

每一個染色體區段各 4-8 個 SNP，共獲得 130 個 SNP。 

五、 SNP 分子標誌設計 

    AS-PCR與 tetra-primer ARMS PCR不需訂購螢光引子且可以水平電泳判讀，

操作方便且於探勘多型性階段最省成本，考量 tetra-primer ARMS PCR 單次反應

需調合 4 支引子的相容性，設計成功率低且各引子組合 PCR 的最佳化條件較不

易調整，故於 SNP 多型性探勘階段選擇以 AS-PCR 探勘目標族群多型性。 

  擷取 130 個 SNP 側翼各 500 bp 的序列，批次送入 BatchPrimer3 網站（You 

et al., 2008），選擇‘Allele-specific primers and allele-flanking primers’，設定引

子大小介於 15-30 mer，偏好值為 20 mer、黏合溫度（primer Tm）介於 57 – 63 °

C，偏好值為 60°C、側翼產物大小介於 200 – 1,000 bp，偏好值為 300 bp，分別

勾選或不勾選 3' 錯誤配對（mismatch）選項，進行引子設計。將設計結果挑選 2

個側翼序列與 2 個 SNP 基因型皆成功設計的引子組合，淘汰側翼條帶與對偶基

因專一性條帶大小差異小於 50 bp 者，避免於水平電泳條帶無法分離，當

AS-primer 有超過 1 種組合可選擇時，以 Q-score 平均值較高者優先選擇。 

六、 評估 SNP 分子標誌與架構水稻 SNP 品種鑑別套件 

    130 個 SNP 以 BatchPrimer3 設計對偶基因專一性引子的結果，共成功設計

97 個在 SNP 專一性引子 3’端 -3 位置鹼基與參考序列不相符的 SNP 引子組，與

88 個 SNP 專一性引子序列與參考序列完全相符的 SNP 引子組。 

第一階段以設計之 185 個標誌對 8 個在歧異度較大的稉稻基因型分析，選取

可正常增幅且於稉稻間具有多型性的標誌，當同一個 SNP 基因座具有 2 個可使

用的標誌時，考量 AS-primer 同向者其系統通用性較高且引子黏合性較一致，較

好判讀結果，以同向 AS-primer 之標誌為優先。篩選結果共計得到 47 個標誌，

其中 40 個為 AS 引子方向相同的標誌，7 個為 AS 引子反向的標誌。 
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    CoreHunter 輸入資料的形式為「分子標誌的所有可能基因型之頻度」對「收

集系」的基因型分析兩向表，以 CoreHunter 軟體之 CV 參數可單純計算挑選到

的收集系中，所有基因型占原始收集全部基因型的覆蓋率，進而挑選到涵蓋最多

標誌基因型的最少收集系組合，以此概念將兩向表更改輸入資料的形式為「兩兩

收集系間的差異」對「分子標誌」的基因型分析兩向表（圖 1），預期可利用 CV

參數找到涵蓋最廣泛收集系間差異的最少分子標誌組合，即為可辨識最多收集系

的最少分子標誌組合。第二階段將 47 個標誌對 49 個臺灣水稻品種基因型分析，

將資料整理為兩兩收集基因型系差異對分子標誌之兩向表，於 CoreHunter 設定

參數 -CV 1.0，篩選可區別品種間差異的標誌組合，調整選取標誌數量至最小可

涵蓋所有基因型讀值的數量，獲得可區分 49 個臺灣水稻品種的最小標誌組合。 

七、 驗證套件標誌組合 

    為確認以 CoreHunter 之 CV 參數挑選出來的標誌組合符合實際需求，以窮

舉法排列出所有符合實際需求的可能性，驗證 CoreHonter 的挑選結果。由於無

效等位基因（null allele）無法提供 SNP 多型性資訊，我們剔除無效等位基因過

多的標誌，並依據 Patterson 等學者的方法（Patterson et al., 2006），將二元的

SNP 基因型資料正規化後，兩兩比對 SNP 間有效等位基因的相關，將有效等位

基因間完全一致的標誌剔除含無效等位基因較多的一個，若皆無無效等位基因，

則隨機剔除一個。兩兩比對品種間的相似性，為確保建立的分子鑑別套件可達到

辨識最多品種數且為縮小窮舉法排列組合的範圍，將基因型分析無差異的品種合

併後，優先選擇只有 1 個 SNP 差異組合的 SNP 標誌，固定必須要存在於 SNP 組

合的標誌後，以窮舉法尋找涵蓋水稻基因型最廣泛的最小標誌組合。 

八、 建立標準品種 

    為了利於套件的交換利用，確保套件交流時基因型分析的正確性，參考核心

收集的概念，我們選擇建立第一類型的核心收集（組成核心收集的收集系廣泛涵

蓋所有分佈），從水稻 SNP 品種鑑別套件候選標誌中，挑選能涵蓋全部基因型的
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最小品種組合。將水稻 SNP 品種鑑別套件候選標誌對 49 個參試水稻品種基因型

分析的結果，以 CoreHunter v2.0 提供之 R 套件介面（Beukelaer et al., 2012）輸

入參數 -MR 0.5 -MRmin 0.5 -mixrep，挑選以本套件分析基因型其品種間遺傳距

離最大且涵蓋最廣泛套件 SNP 基因型的臺灣水稻品種最小組合，建立對本套件

對偶基因判讀所需之標準品種（reference variety）。 
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表 2、參試水稻品種。49 個水稻品種中包含 40 個稉稻與 9 個秈稻品種 

No. 品種 英文縮寫 種子來源 
優良水稻

推廣品種 

第一

階段 

第二

階段 
備註 

1 花蓮 19 號 HL19 作物育種研究室 
 

○ ○   

2 花蓮 20 號 HL20 作物育種研究室 
  

○ #183 

3 花蓮 21 號 HL21 種子檢查室 ○ ○ ○   

4 高雄 139 號 KH139 種子檢查室 ○ ○ ○   

5 高雄 144 號 KH144 作物育種研究室 
  

○ #109 

6 高雄 145 號 KH145 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

7 高雄 146 號 KH146 作物育種研究室 ○ 
 

○   

8 高雄 147 號 KH147 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

9 高雄秈 7 號 KHS7 作物育種研究室 ○ 
 

○   

10 桃園 3 號 TY3 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

11 桃園 4 號 TY4 作物育種研究室 
 

○ ○   

12 桃園糯 2 號 TYW2 作物育種研究室 
 

○ ○   

13 越光   農業試驗所 ○ 
 

○   

14 臺中 192 號 TC192 作物育種研究室 ○ 
 

○   

15 臺中 194 號 TC194 作物育種研究室 
  

○ #086 

16 臺中在來 1 號   農業試驗所 
  

○   

17 臺中秈 10 號 TCS10 種子檢查室 ○ 
 

○   

18 臺中秈 17 號 TCS17 作物育種研究室 ○ 
 

○ #046 

19 臺中秈糯 1 號 TCSG1 種子檢查室 
 

○ ○   

20 臺中秈糯 2 號 TCSG2 種子檢查室 ○ ○ ○ 原種 

21 臺秈 2 號 TS2 作物育種研究室 
  

○   

22 臺東 30 號 TT30 種子檢查室 ○ ○ ○ 原種 

23 臺東 32 號 TT32 種子檢查室 
  

○ 原原種 

24 臺東 33 號 TT33 臺東改良場 ○ ○ ○   

25 臺東糯 31 號 TTG31 作物育種研究室 ○ 
 

○   

26 臺南 11 號 TN11 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

27 臺南 13 號 TN13 臺南改良場 
  

○ 原原種 

28 臺南 14 號 TN14 作物育種研究室 
  

○   

29 臺南 16 號 TN16 臺南改良場 
  

○ 原始種子 

30 臺稉 2 號 TK2 作物育種研究室 ○ 
 

○   
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31 臺稉 4 號 TK4 種子檢查室 
  

○ 原種 

32 臺稉 5 號 TK5 作物育種研究室 
 

○ ○   

33 臺稉 8 號 TK8 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

34 臺稉 9 號 TK9 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

35 臺稉 11 號 TK11 作物育種研究室 
  

○   

36 臺稉 14 號 TK14 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

37 臺稉 16 號 TK16 臺中改良場 
  

○ 展示用種子 

38 臺稉糯 1 號 TKGlu1 種子檢查室 ○ ○ ○   

39 臺稉糯 3 號 TKGlu3 種子檢查室 ○ 
 

○   

40 臺稉糯 5 號 TKGlu5 作物育種研究室 
  

○   

41 臺農 71 號 TNG71 種子檢查室 ○ 
 

○ 原種 

42 臺農 74 號 TNG74 種子檢查室 
  

○ 原原種 

43 臺農 77 號 TNG77 農業試驗所 ○ ○ ○ 原原種 

44 臺農 79 號 TNG79 作物育種研究室 
  

○   

45 臺農 84 號 TNG84 作物育種研究室 
  

○   

46 臺農秈 14 號 TNGS14 作物育種研究室 ○ 
 

○ #251 

47 臺農秈 22 號 TNGS22 種子檢查室 ○ 
 

○ 原原種 

48 臺農秈糯 21 號 TNGSW21 作物育種研究室 
  

○ #253 

49 臺農糯 73 號 TNGW73 作物育種研究室 ○ 
 

○   
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圖 1、CoreHunter 輸入資料之格式。橫列為每個標誌之基因型頻度，直行為不同

收集系（品種），填入的數值為各基因型的頻度。以 CV 參數挑選涵蓋最廣泛基

因型的分子標誌時，需先將兩向表轉換為兩兩品種之分子標誌頻度差異比較表。 

 

正規的

CoreHunter 輸入

資料格式 
 

 

 

 

 

 

 

整理成以 CV 參

數挑選標誌的兩

兩品種比較表 
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第四章 結果與討論 

一、 SNP 基因座挑選結果 

    對偶基因專一性標誌（allele specific marker, AS-marker）單次增幅一個 SNP

基因型，故偵測 2 個 SNP 對偶基因需由 2 次 PCR 完成。於增幅反應中加入與

AS-primer 同向之外側側翼引子，可避免錯誤增幅且可作為 PCR 正對照，故典

型的增幅結果為具備側翼條帶與 SNP 專一性條帶（圖 2 (A)）；有時因為 SNP 專

一性引子與同向之側翼引子互相競爭，造成能成功增幅 SNP 專一性條帶的產物

其側翼條帶微弱甚至消失（圖 2 (B)），在判讀時也可依據比較相同 SNP 基因座

之 2 個 PCR 結果，側翼條帶與 SNP 專一性條帶強弱差異，判別 SNP 基因型（圖 

2 (C)）。當(1) 任一 PCR 結果完全無增幅產物；(2) 增幅之條帶大小不符合預期；

(3) 增幅之條帶混雜無法辨識（圖 2 (D)、(E)）時，將其視為不良分子標誌並淘

汰。 

    第一階段以 130 個 SNP 基因座設計出的 185 組 AS-marker 分析 8 個歧異度

較大的稉稻品種。結果有 61 個標誌能成功增幅與判讀，剔除重覆基因座位置的

標誌，將散佈在水稻基因體不同 SNP 位置的 47 個標誌進行第二階段分析。 

    第二階段以 47個 AS-marker分析包含臺灣優良水稻推薦品種在內的 49個臺

灣水稻品種，結果 4,606 個資料點中，包含 8 個 SNP 位置為無效等位基因與 4,590

個同質 SNP 基因型，無異質結合基因型（附錄 1）。比較標誌於品種間基因型讀

值的結果，有 5 組標誌完全一致，分別為 id4011022 / id4011023、id10007165 / 

id10007166、 id1000948 / id1000955、 id1027576 / id1027513、 id12008144 / 

id12008149；而 id9002505 與 id9002494 之間，除了 id9002505 有 2 個缺值之外，

其餘完全一致；將高度相關的標誌刪去缺值較多的一個，完全相同者則隨機保留

一個後，兩兩比較 41 個 AS-marker 在 49 個品種基因型間之差異，結果有 3 組品

種在 47個標誌之基因型讀值完全一樣，分別為‘TT30’/‘TT33’、‘TCSG1’/‘TCSG2’、 

‘TN16’/‘越光’，其餘品種兩兩間皆至少有 1 個 SNP 標誌以上的差異（圖 3）。 
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    輸入 41 個標誌基因型分析之讀值，以 CoreHunter 設定參數 -CV 1.0，篩選

涵蓋最多品種間基因型差異的最少分子標誌組合，調整選取分子標誌數量至最小

可涵蓋所有基因型讀值的數量，結果至少需 10 個 SNP 才能達到可區分最多兩兩

品種差異的最小組合，將除了 3 組基因型完全相同的組合外，其餘水稻品種兩兩

組合間皆至少具有 1 個基因型不同的 SNP（表 3）。 

二、 驗證基因座挑選組合 

    以窮舉法驗證 SNP 基因座挑選組合時，考量本次研究目的為組成能區分最

多水稻品種的 SNP 組合，且為簡化排列組合的數量，優先選取兩兩品種間僅 1

個差異的必要 SNP。固定必須要存在的 4 個 SNP 之後，其餘的 37 個 SNP 取隨

機的組合，合併先前選出的 4 個必要 SNP 之後，計算兩兩品種間的差異。結果

顯示取隨機 4 與 5（總數為 8 與 9）個 SNP 都沒有辦法找到可以區分每一個品種

的組合，取 6（總數為 10）時可以找到 9 組能區分每一個品種的 SNP 組合，其

中的一組 SNP 組成與 CoreHunter 篩選出的結果相符。 

CoreHunter 所得到的挑選結果與每次隨機抽換的 SNP 有關，當符合篩選標

準的組合數大於 1 時，每次分析可能得到不同的結果。以相同的篩選標準執行

1,000 次，可以得到窮舉法獲得的全部 9 種組合（資料未呈現）。此一結果顯示以

兩兩品種差異涵蓋率取代對偶基因頻度，再以 –CV 1.0 條件進行篩選，是一個

尋找最小分子標誌組合的可行策略；雖然每次只能獲得一種組合，但是當需要鑑

別的品種數與分子標誌數目較多，窮舉法所需要的運算量在一般電腦已無法負荷

時，上述的策略不失為一個系統性、有效率的方法。 

三、 架構臺灣水稻優良品種 SNP 鑑別套件 

    觀察 9 個涵蓋所有基因讀讀的最小 SNP 基因座組合，其兩兩品種間差異數

的分佈無明顯差異（圖 3），在挑選建構臺灣水稻優良 SNP 品種識別套件之 SNP

組合時，為使套件具有較高的可靠性，檢查兩兩品種僅 1 個 SNP 差異的組合之

親緣關係，在確認其並非由少數幾個親緣關係非常近的品種組成後，採用差異只
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有 1 個的兩兩品種組合數盡可能低的組合做為挑選標準，選擇組合 1 做為臺灣水

稻優良 SNP 品種鑑別套件之 SNP 組合。 

    組合 1 包含 dd1001675、id1000948（或 id1000955）、id6003492、id7000308、

id8000978、id10000129、id10007137、id4005078、id6005779、id2010412 等 10

個 SNP 基因座，分散在水稻第 1、2、4、6、7、8、10 條染色體上，平均 PIC 值

為 0.402。組合之 MAF 介於 0.302 至 0.497 之間，於秈稻與溫帶稉稻有較佳的

MAF 表現，適用於臺灣水稻族群（表 4、圖 4）。 

四、 標準品種 

    以CoreHunter v2.0 挑選品種間遺傳距離最大的臺灣水稻組合做為標準品種，

結果當選取品種數為 3 時始可達到最大的遺傳距離（Modified Rogers’ distance

（MR）為 0.81597；minimum Modified Rogers’ distance（minMR）為 0.77460）

與最高對偶基因型百分比（100%），以 CoreHunter 輸入相同的篩選條件執行 1,000

次，共得到 4 個不同的品種組合，分別為組合 1：‘TCS10’、‘TK9’及‘TNG71’；

組合 2：‘TCS10’、 ‘TK9’及‘KH146’；組合 3：‘TCS10’、 ‘KH145’及‘TC194’；

組合 4：‘TNGW73’、 ‘HL19’及‘HL21’。這些候選品種組合的水稻品種中，‘KH146’、 

‘TC194’及‘HL21’具有植物品種權保護，考量標準品種取得與交流之實用性，優

先選取不具有品種權保護的品種組合，結果僅 1 個品種組合未包含具有品種權保

護的水稻品種，故以‘TCS10’ 、‘TK9’及‘TNG71’做為本套件之標準品種。 

五、 開發階段對偶基因專一性引子之選擇 

  在已知 SNP 位置與側翼序列的前提下，以對偶基因專一性引子 PCR 增幅後

用水平電泳分析基因型，不需於引子標定螢光或特殊處理，也不需以酵素酶切，

是相對成本低、操作方便且分析結果容易判讀的方法，常見的對偶基因專一性引

子分析系統有 Allele specific（AS）和 tetra primer ARMS。（表 5） 

    AS 系統單一反應由一 AS-primer、一相對應引子及一側翼引子組成，SNP

位置位於 AS-primer 的 3’ 端，在設計引子時也可將 AS-primer 3'端 3 位置設計為
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與參考序列不相符的鹼基，增加引子專一性之差異。比較側翼條帶長短對 PCR

增幅結果的影響，結果不論側翼條帶長或短皆能成功增幅目標條帶，故無明顯影

響（圖 5）；比較同一 SNP 位置之 2 個 AS-primer 同向或互為反向之增幅結果，

當 AS-primer 同向時，二 AS 條帶大小相同，於讀值時較易判別（圖 6 (B)、(D)、

(E)），當 AS-primer 互為反向時，因引子黏合性不完全相同，當需要比較條帶強

弱判別 SNP 基因型時，可能將黏合性較佳的條帶視為增幅之對偶基因，造成誤

判（圖 6 (A)、(C)）。有關 AS-primer 3’ 端錯誤配對有無之比較，AS-primer 3’ 端

無錯誤配對時，AS-primer 與側翼引子黏合性較接近，當 PCR 反應中 AS-primer

與側翼引子比例相當時，條帶強度相當（圖 6 (A)、(B)、(C)、(D)），而 AS-primer 

3’ 端錯誤配對時，AS-primer 黏合性明顯較差，故 AS 條帶強度較弱（圖 6 (E)）；

錯誤配對產生的黏合性差異也可由梯溫 PCR 觀察到，當引子序列與樣品序列完

全相配時，引子黏合性較不受溫度改變而影響，而具有錯誤配對的引子則隨溫度

增高黏合性明顯降低（圖 7），此部分的結果與 Sipos 與 Ishii 等學者將吻合或具

錯誤配對引子以梯溫 PCR 增幅的結果相符（Ishii and Fukui, 2001; Sipos et al., 

2007），推測錯誤配對雖造成引子黏合性減低，但其 PCR 黏合溫度可影響引子

黏合性，隨著錯誤配對鹼基數增加，更甚地拉大引子黏合專一性差距，利用此特

性可使設計之引子具有更高的敏感度。 

    Tetra primer ARMS 系統單一反應由一對側翼引子與一對分別偵測兩個不同

SNP 基因型且方向相反的基因型專一性引子組成，2 個 SNP 基因型增幅之條帶

具大小差異，單次反應可增幅出一條側翼條帶與 1 至 2 條基因型專一性條帶，故

可由1個PCR得到完整SNP基因型資訊。以BatchPrimer 3設計 tetra primer ARMS

系統之引子，成功率很低，130 個基因座僅有 35 個可成功設計，故引子設計階

段以 3 個引子組成的 AS 系統做為優先考量。觀察 AS 系統之引子組成，當

AS-primer 互為相反方向時，單一基因座之引子組成洽為 tetra primer ARMS 系統

之引子組合，我們將方向相反的 AS-marker 側翼引子與 AS-primer 共計 4 支引子

混合後一起 PCR（配方：1X Taq DNA Polymerase 2x Master Mix Red、2 μM flanking 
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primer F、2 μM flanking Primer R、4 μM AS-primer F、4 μM AS-primer R、20 ng 

DNA，反應總體積為 13.6 μL；條件同材料與方法），結果可成功增幅目標條帶，

但因為引子間黏合性不同，造成部分異結合條帶過淡，需依實際情形個別調整

PCR 配方條件後方可使用。 

    開發階段期望引子組合能廣泛地適用同一實驗操作流程，在本研究初期考量

PCR黏合適溫的廣泛性與AS系統和 tetra primer ARMS系統互相轉換之可能性，

選擇合成AS-primer 3’ 端與目標序列吻合且兩個基因型AS-primer方向相反的引

子進行實驗，結果 AS-primer 黏合性差異大且 PCR 產物大小之差距造成結果不

易判讀（圖 6 (A)、(C)）。Tetra primer ARMS 系統雖然可於單一反應完成 2 個 SNP

基因型之判讀，但需將每個基因座之引子組合濃度最佳化，於實務上將造成實驗

步驟複雜化，可能進而影響實驗或檢測結果之正確性。研究者認為 tetra primer 

ARMS系統較適合應用於僅需偵測少數SNP基因座之情境，本次開發之水稻SNP

品種鑑別套件預計使用 10 個 SNP 基因座，未來可能因為套件的擴充需納入更多

的 SNP 標誌，tetra primer ARMS 系統於擴充性與相關操作等方面，並不適用於

本研究之套件建立結果，故最終仍選擇以 AS 系統進行基因型分析。而研究過程

中歸納設計 AS 標誌需注意的地方：(1) 側翼條帶的大小目前尚未發現對增幅表

現的差異，唯需注意其與 AS 條帶之大小差異不應過小；(2) AS-primer 方向為同

向時較好判讀；(3) AS-primer 具少數錯誤配對時，引子專一性較序列完全吻合之

引子高，但對 PCR 的黏合溫度也較敏感；(4) 引子間或引子本身可能產生會自黏

或互黏的次級結構造成 PCR 增幅效率低；(5) 同一反應中各引子的黏合溫度不可

差距太大。 

六、 可能的分析系統 

    SNP 基因型分析系統非常多元，本研究成果期望未來能運用在大量樣品的定

性檢定，故以此方向羅列幾個未來可能使用的分析系統。在已知能以 AS 系統成

功判讀基因型的前提下，可將 AS 系統之兩個 AS-primer 標定不同色螢光，直接
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用於 open array （Brenan and Morrison, 2005）之分析；在品種純度或特定品種之

判定時，可將 DNA 混合後以側翼引子增幅並進行 TILLING（McCallum et al., 

2000），或重新設計符合 HRM 系統需求的短片段側翼引子進行 HRM（Reed and 

Wittwer, 2004） 分析。此外，Taqman 系統穩定性極高，是 SNP 基因型分析的 “gold 

standard”，其他 SNP 分析技術的成效都是與 TaqMan 來比較分析的穩定性，縱

其分析成本較高，於應用上恐有不切實際之疑慮，但可使用混合樣品或多重 PCR

方式，幫助節省品種檢查的成本。 

七、 無法區別的臺灣品種 

    SNP 標誌篩選結果，計有‘越光’/‘TN16’、 ‘TT30’/‘TT33’及‘TCSG1’/‘TCSG2’

三組品種間無具有多型性的 SNP。‘越光’為日本品種，米質佳但因其短日照的特

性，於臺灣種植時常因日照時間短照成提早抽穗，產量減低，‘TN16’以‘越光’與

‘臺農 67 號’為親本，取‘越光’之優良米質背景與‘臺農 67 號’對日照鈍感之特性，

將‘臺農 67 號’調控抽穗期相關基因 hd1、Hd6 和 ehd1 導入越光（陳等，2010），

成功育種出與‘越光’優良的米質相當且生育期較長，產量較高的‘臺南 16 號’，其

帶有高度與越光相同的基因背景（陳等，2012）；‘TT33’以‘TT30’為母本，‘basmati 

370’為父本，雜交後經過 14 代自交選拔，得到抗稻熱病、株型良好不易倒伏、

米粒外觀優良、米飯食味佳且耐儲藏的‘TT33’（丁等，2013）；‘TCSG2’ 以‘TCSG1’

為母本，‘臺中秈 17 號’與‘臺稉 16 號’的雜交後代為父本，選育出高產、強稈、

不易倒伏、氮肥利用效率高、抗稻熱病、縞葉枯病、斑飛蝨與白背飛蝨，碾米品

質佳但耐寒性較差的‘TCSG2’，其品種特性與‘TCSG1’的同質性高，但產量較

‘TCSG1’較高，且碾米品質較佳（楊，2006）為目前主要推廣的取代‘TCSG1’的

品種。 

    品種鑑別主要的目的有二，一為保護育種者智慧財產權，一為監控農產品產

銷和品質等（林，2005），本次套件無法區分的品種間，‘TT30’/‘TT33’、 ‘TCSG1’/ 

‘TCSG2’屬相同育種者的智慧財產權，於智慧財產權保護上，可視為同時保護同
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一育種者的多個品種；‘TN16’與‘越光’為近似同源系，其所導入的 3 個基因中，

Ehd1 外顯子（Exon）上的 SNP 可以用來區分這兩個品種（資料未顯示），保護

不同育種者的智慧財產權與必要時之監控農產品產銷及品質等使用；此外，

‘TCSG2’高產且與‘TCSG1’同質性高，育成目的為取代‘TCSG1’成為新興推廣品

種，此政策方向將慢慢使我國‘TCSG1’的種植面積與產出大幅減少，故其雖無法

以現有套件區分，惟於監控農產品產銷部分將不會有太大的影響。 

    柯（2014）由篩選世界水稻品種建立可廣泛鑑別全球水稻品種的第二版水稻

品種鑑別系統，發現平均分散於 12 條染色體的分子標誌在 64 個臺灣品種間，有

18 組無法區別的品種，實際相符率大於期望相符率，顯示臺灣水稻品種可能因

次族群內親緣性等因素存在族群次結構，不利於以可廣泛鑑別全球水稻的品種鑑

別套件使用在鑑別臺灣水稻品種（柯，2014）。本研究目的之一為建立 SNP 品

種鑑別系統之篩選模式與優化的策略，雖研究結果可能因為親緣關係造成基因背

景相似度太高，使無法由建立的篩選模式找到能區分 3 組品種兩兩間的標誌，但

由標誌之 MAF 與 PIC 值，可推測本次建立的套件應具有符合期望的辨識率。  
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圖 2、Allele specific ( AS )系統增幅結果。以 3 支引子組成的 Allele specific ( AS )

系統，側翼條帶約 700 bp，對偶基因專一條帶約介於 200-300 bp 之間。M 為

100-3000 bp 之 DNA ladder，由小至大分別為 100、200、300、400、500、600、

700、800、900、1000、2000、3000 bp；1 與 2 分別為 AS-primer 具有 SNP 基因

座之 A 對偶基因或 B 對偶基因的專一性，分別偵測 SNP 對偶基因 A 與 SNP 對

偶基因 B。(A)典型的增幅結果，具備側翼條帶與 SNP 專一性條帶，可藉由增幅

出基因座 A 之 SNP 專一性條帶，判定基因型讀值為 A；(B)側翼引子與對偶基因

專一性引子互相競爭的結果，有時對偶基因專一性引子黏合性較佳，可能造成側

翼條帶因增幅效率較差而看不到條帶，圖之基因型讀值為 A；(C)PCR 增幅結果，

雖側翼條帶與對偶基因專一條帶皆被增幅，但可藉由比較條帶強弱之差異，判讀

基因型讀值。圖之基因型讀值為 B；(D)PCR 無增幅產物；(E)條帶混雜且無目標

大小之條帶。 

 

 

 

(A)          (B)         (C)         (D)        (E) 

 M  1   2   M  1  2   1  2  M  M  1  2  1  2  M 

－500 bp －500 bp 

－500 bp 

－500 bp 
－500 bp 
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圖 3、兩兩品種間多型性量統計圖。(A) 以 41 個基因型分析結果不重覆的標誌

分析 49 個品種，結果在 3 組兩兩品種間完全無多型性；4 組兩兩品種間僅 1 個

標誌的差異，而兩兩品種間的差異數最多可達 30 個。(B) 以建立套件之候選組

合中 10 個 SNP 標誌對 49 個品種基因型分析的結果分佈，有 3 組兩兩品種間完

全無多型性；兩兩品種間差異數最多可達 10 個。 
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表 3、9 個候選 SNP 組合之兩兩品種間基因型差異數分佈。9 個候選 SNP 組合

為可區分除了 TT30 / TT33、TCSG1 / TCSG2、TN16 / 越光品種間之 SNP 最小集

合。 

 

差異數 組合 1 組合2 組合3 組合4 組合 5 組合6 組合 7 組合8 組合9 

0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

1 45 45 46 47 47 48 50 50 58 

2 126 132 128 125 138 127 112 117 143 

3 252 255 256 233 256 238 221 227 264 

4 290 318 300 277 322 282 294 294 311 

5 249 242 251 251 246 254 250 251 239 

6 134 125 126 157 117 154 152 151 109 

7 50 44 43 64 38 57 68 64 40 

8 23 9 19 16 7 12 20 17 7 

9 4 3 4 3 2 1 5 2 2 

10 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

註：各組合組成標誌如下 

組合 1：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id10007137、id4005078、id6005779、id2010412 

組合 2：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id4005078、id6005779、id11009990 

組合 3：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id2010412、id10007137、id6005779、id4005236 

組合 4：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id4005078、id6006625、id9002494 

組合 5：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id11009990、id6005779、id4005236 

組合 6：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id4005236、id6006625、id9002494 

組合 7：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id4005078、id6006625、id8000987 

組合 8：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000129、

id6012242、id4005236、id6006625、id8000987 

組合 9：dd1001675、id1000948 或 id1000955、id6003492、id7000308、id8000978、id10000170、

id6012242、id4005078、id6005779、id11009990 
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表 4、水稻 SNP 品種鑑別套件之 SNP 資訊。SNP 分子標誌的遺傳圖譜位置資料來自於 MapDisto Genetics Software web site 

( http://mapdisto.free.fr/cMconverter/ ) 上的 cM Converter；除了 PIC 值依本次研究結果計算，本表其餘資訊來自 Zhao 等學者(2011)文獻

提供之 44 K SNP 分子標誌分析 413 個水稻品種之結果，做為此 44K SNP 的基本資料。 

 

SNP id Chr
註 1

 Pos
註 2

 cM
註 3

 Alleles
註 4

 Call rate Hetero
註 5

 MAFall
註 6 

MAFaus MAFind
 

MAFtej MAFtrj PIC  

id1000955 1 p 1043946 7.28 G/A 0.985472 0 0.425061 0.25 0.344828 0.451613 0.135417 0.389838 

dd1001675 1 q 42335049 177.18 G/A 0.997579 0 0.395631 0.140351 0.471264 0.368421 0.43299 0.483132 

id2010412 2 q 24560641 98.66 G/A 0.992736 0 0.397561 0.267857 0.413793 0.4 0.257732 0.499792 

id4005078 4 q 17434802 38.41 T/C 0.937046 0 0.302326 0.227273 0.47619 0.46875 0.092784 0.324865 

id6003492 6 p 5181055 25.39 G/A 0.992736 0 0.480488 0.22807 0.383721 0.389474 0.257732 0.499792 

id6005779 6 p 8979465 54.92 T/C 0.968523 0 0.3025 0.017857 0.345679 0.419355 0 0.149938 

id7000308 7 p 1627513 7.56 G/A 0.970944 0 0.433915 0 0.116279 0.122222 0 0.369846 

id8000978 8 p 3088782 26.1 C/A 0.992736 0 0.407317 0 0.310345 0.442105 0.103093 0.474802 

id10000129 10 p 631626 1.83 A/G 0.96368 0 0.497487 0.446429 0.357143 0.244681 0.042553 0.424823 

id10007137 10 q 22497992 83.57 A/C 0.995157 0 0.313869 0.089286 0.022989 0.5 0.453608 0.408163 

註 1：Chr 為 SNP 位於第幾條染色體的位置，p 為短臂，q 為長臂。 

註 2：Pos 為 SNP 在該染色體上的第幾個鹼基位置。 

註 3：Alleles 為 SNP 的對偶基因型組合。 

註 4：Hetero 為 SNP 基因座在 413 個水稻品種中異質結合的機率。 

註 5：MAFall、MAFaus、MAFind、MAFtej 為 SNP 基因座於所有水稻品種（all）、早中稻（aus）、秈稻（ind）、溫帶稉稻（tej）之次要對偶基因頻度（MAF）值。 

 

http://mapdisto.free.fr/cMconverter/
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圖 4、水稻 SNP 品種鑑別套件於染色體位置示意圖。箭頭為 10 個 SNP 基因座之

位置，橘色箭頭為兩兩品種間僅 1 個標誌差異的「必選」標誌，若不考慮必選之

標誌，本次研究選到的 SNP 位置廣泛分佈於水稻的 12 條染色體。 
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表 5、AS 系統與 Tetra primer ARMS 系統之比較表。灰色為雙股 DNA，紅、藍、

桶、綠色箭號分別代表側翼引子（Flanking primer）與對偶基因專一性引子（Allele 

specific primer），星號代表 SNP 位置，其序列與 AS-primer A 相符，與 AS-primer B

不符。 

Allele specific system (AS-system) Tetra primer ARMS system 

( Reaction 1 ) 

 

( Reaction 2 ) 

 

( Reaction 1 ) 

 

3 primers / reaction 4 primers / reaction 

1 genotype / reaction 2 genotype / reaction 

設計成功率高 

（130個 SNP位置可設計超過 90組引子） 

設計成功率低 

（130 個 SNP 位置僅能設計 35 組引子） 

PCR 適應性註 1較高 PCR 適應性較低 

註 1：PCR 適用之引子黏合溫度範圍越廣表示 PCR 適應性高；PCR 適用之引子黏

合溫度範圍越窄表示 PCR 適應性低。 
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基因型讀值： 

 HL21 TY4 TKG1 HL19 TYW2 TNG77 TK5 KH139 

(A) G G G G G G G A 

(B) G G G G G G G A 

 
圖 5、比較側翼條帶大小差異對 AS 系統之影響。以 id6006625 SNP 基因座為例，

設計不同側翼大小之引子，偵測 HL21、TY4、TKG1、HL19、TYW2、TNG77、

TK5和KH139等 8個品種，每行分別偵測一個 SNP基因型（A或G）；M為 100-3,000 

bp 之 DNA ladder。(A)側翼條帶大小為 286 bp，AS 條帶為 133 bp；(B)側翼條帶大

小 706 bp，AS 條帶大小 305 bp。 

 
 
  

－500 bp 

－500 bp 

 HL21    TY4    TKG1   HL19   TYW2   TNG77    TK5   KH139  M 

 G  A  G  A  G  A  G  A   G   A  G  A  G  A  G  A 

(A) 

 

 

 

 

 

(B) 

HL21    TY4    TKG1   HL19  TYW2  TNG77   TK5   KH139  M 

 G  A  G  A  G  A  G  A   G   A  G  A  G  A  G   A 
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圖 6、AS-primer方向及序列造成之結果差異。以8個水稻品種（HL21、TY4、TKG1、

HL19、TYW2、TNG77、TK5 及 KH139)為例，M 為 100-3,000 bp 之 DNA ladder，

每個行偵測 1 個 SNP 基因型(A、T、C 或 G)。(A)二 SNP 對偶基因之 AS-primer 互

為反向且序列與參考序列吻合之典型結果；(B) 二 SNP 對偶基因之 AS-primer 同

向且序列與參考序列吻合之典型結果；(C) 二 SNP 對偶基因之 AS-primer 互為反

向且序列與參考序列吻合，AS-primer 與側翼引子互相競爭，造成結果非條帶有、

無之差異，需從條帶強弱判斷基因型讀值；(D) 二 SNP 對偶基因之 AS-primer 同

向且序列與參考序列吻合，AS-primer 與側翼引子互相競爭，造成結果非條帶有、

無之差異；(E)二 SNP 對偶基因之 AS-primer 同向且在 AS-primer 3’端-3 位置設計

一個配對錯誤。 

 
  

M  HL21  TY4  TKG1  HL19  TYW2  TNG77 TK5  KH139   

   A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C    

 

 

M  HL21  TY4  TKG1  HL19  TYW2   TK5     

   C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A    

 

M  HL21  TY4  TKG1  HL19     TK5    

   G  T  G  T  G  T  G  T  G  T  G  T  G  T  G  T   
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A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C  A  C 
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圖 7、AS-primer 之序列配對錯誤有無於梯溫 PCR 之差異比較。以 TT30 和 TT33

為例，M 為 100-3,000 bp 之 DNA ladder，每個行偵測 1 個 SNP 基因型。(A) AS-primer

序列與參考序列吻合時，通常增幅結果較不受溫度影響。(B) AS-primer 序列與參

考序列吻合，判讀基因型可能需由條帶強弱分辨，當黏合溫度太低時可能誤判其

基因型為異結合基因型。(C) AS-primer 3’端-3 位置具有 1 個錯誤配對鹼基，引子

黏合溫度較低，但黏合性差異較大，條帶皆為有/無之差異。 
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第五章 結論 

    SNP 具突變率較低且於基因體中廣泛存在的優勢，使其適合作為品種鑑別的

工具。偵測 SNP 方法多元，從單次偵測 1 個樣品中 1 個 SNP 基因型的低通量方法

至以晶片或以次世代定序結合基因分型測序（Genotyping-by-Sequencing, GBS）之

高通量方法皆有之。本研究目的為開發適用於鑑別臺灣優良水稻推薦品種的 SNP

品種鑑別系統，可實際應用在輔助水稻三級繁殖制度之水稻品種純度檢查及其他

相關水稻品種或純度鑑別上，考量開發套件之使用彈性與檢測成本等因素，選擇

以少量但優質的 SNP 組合組成本次開發的套件。 

    我們使用 Zhao 等學者（2011）以 44K SNP 晶片分析 413 個水稻得到的 35,746

筆 SNP 基因型分析資料為 SNP 篩選起點，先篩選 SNP 基因座的背景資訊，選擇

成功讀值率高、SNP 類型為同質結合與異質結合變性（denature）溫度差異大的組

合類型（A/C、A/G、T/C 或 T/G）、位置廣泛分散於水稻 12 條染色體、於臺灣主

要亞種秈稻與稉稻次族群間具有較佳 MAF 表現的標誌，得到共計 130 個候選 SNP

位置，再設計 AS-marker 進行實驗室測試，從這些 SNP 中先選擇可實際判讀且於

臺灣稉稻次族群中遺傳距離較遠的品種間具多型性的 47 個標誌，對包含我國優良

水稻推薦品種在內的 49 個目標品種基因型分析，最後以 CoreHunter 挑選涵蓋最廣

泛品種間兩兩差異的最小 SNP 基因座組合，建立適用於我國優良水稻推薦品種組

合的水稻 SNP 品種鑑別套件，此套件包含 10 個水稻 SNP 基因座，平均 PIC 值為

0.402，於本研究的 47 個水稻品種間的 1,176 個兩兩組合中，僅有 3 組遺傳背景極

度相似的品種組合無法鑑別。而為方便套件建立與交流等，我們從篩選品種中選

取遺傳距離最大且不具品種權保護的 3 個品種組成標準品種，其涵蓋 47 個品種中

100%的對偶基因型。（圖 8） 

    藉由篩選 SNP 基因座背景資訊後再進行實驗測試，可有效提昇篩選到表現較

優良的基因座，節省套件開發資源。本研究直接針對目標水稻品種挑選 SNP 基因

座組成套件，選到的 SNP 組合僅適合本次非隨機取樣之子集合，雖選到的基因座

為可達到該子集合最精簡、效率最高之組合，但其可能因取樣偏差造成建立的套

件無法廣泛適用於其他水稻子集合，當目標品種改變時需進行調整以符合需求。

理想中，以系統性的方式，依據每個 SNP 攜帶的資訊，挑選 SNP 基因座，組成水

稻 SNP 品種鑑別套件，可廣泛適用於整體水稻，不需隨子集合改變調整套件內容，
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然而，以臺灣水稻族群為例，其相對狹小的遺傳背景，將造成以系統性方式挑選

出來的 SNP 組合，可能需要太多標誌才能達到完全區分目標水稻品種的效果，或

在有限的標誌範圍中，無法完全辨別目標水稻品種，造成開發的套件無法符合實

際兩兩品種鑑別的需求。兩相折衷的結果，倘若在分析平台或資源允許的前提下

（如：open array 可單次分析 16 組 SNP 標誌），可結合本研究方法挑出最小適用標

誌組合（10 個）後，依據候選 SNP 基因型分析結果，增加取用（6 個）攜帶資訊

較佳的 SNP 至補足系統之單次分析數，使建立的套件能在「品種鑑別實務」及「帶

有廣泛歧異度鑑別能力」間，取得一個平衡。 
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圖 8、開發策略流程圖與研究結果概要。本研究先篩選 SNP 背景資訊，留下廣佈

於水稻基因體且表現較佳的 SNP 基因座，設計引子進行實驗篩選，將可實際使用

旳 SNP 對目標品種基因型分析後，挑選涵蓋最廣泛目標品種兩兩差異的 SNP 組合

建立套件，再從建立的套件中挑選涵蓋最廣泛基因型且不具品種權保護的品種建

立標準品種。 

開發策略                 研究結果 

‧讀值機率 > 0.9 

‧A/C、A/G、T/C、T/G 

‧位置座落在非中節區 

‧異質結合率 < 0.05 

‧MAF(IND、TEJ) 

‧每臂 4-8 個 

◆背景篩選 

‧分析系統選擇 

 -操作方便性 

 -成本 

‧可用 SNP 

◆實驗篩選 

‧臺灣優良水稻推薦品種 

‧臺灣常見水稻栽培品種 

◆目標品種基因型分析 

‧SNP數 

‧涵蓋目標品種兩兩差異 

◆建立套件 

‧涵蓋廣泛套件之歧異度 

‧避免品種權品種 

◆建立標準品種 

44 K SNP 晶片資料 

↓整理 

35,746 完整資訊 SNP 

↓篩選 

130 SNP 

‧以 allele specific 系統分析 

‧130 SNP x 8 歧異度大的 

↓         稉稻品種 

47 SNP 可正常增幅 

‧47 SNP x 49 參試品種 

‧2,295 / 2,303 有效資料點 

‧6 組高度相關標誌 

‧3 組兩兩品種基因型讀值完全一樣 

‧10 SNP 

‧可區分除了 3 組基因型讀值完全

一樣品種外之所有品種 

‧TCS10、TK9、TNG71 

‧基因型覆蓋率=100% 

‧遺傳距離：MR=0.816；minMR= 0.775 
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附錄 

附錄 1、以 47 個標誌對 49 個水稻品種基因型分析結果 

Variety 

Marker 
TN11 TK14 TC192 TCS10 TCSG2 TK2 TK16 KH139 TK9 TK8 

dd1001675 A A A G G G A G A A 

id11009466 A A A G G A A G A A 

id12008090 C C C C C C C C C C 

id2010155 G G G A G A G A G G 

id4005236 A A A G G G A G G G 

id4011022 T T T T T T T T T T 

id4011023 G G G G G G G G G G 

id7000308 A A A G A A G A A A 

id7002851 T G G N N G G T G G 

id9002505 G G G G N G G G G G 

id10000129 G A A A G G G A G G 

id10000170 A C C A A A A C A A 

id10001501 G G G G A G G A G G 

id10007165 C C C C C C C T C C 

id10007166 C C C C C C C T C C 

id1000948 T T T C C T T T T T 

id1000955 G G G A A G G G G G 

id1027576 T T T C C C T T T T 

id11009990 T C C T T T T C T T 

id12003239 T T T C C T T T T T 

id12008144 C C C C C C C C C C 

id2010166 A A A G G A A A A A 

id2010412 A A A A G G A G A A 

id2010974 A A A G A A A A A A 

id2010992 C C C C C C C C C C 

id6005779 T T T T T T T T C T 

id6012242 G G G G G G G T G G 

id8000978 C C C A A C A A A C 

id8002106 G G G G T G G T G G 

id9002494 A A A A G A A A A A 

wd7002626 A A A G G A A A A A 

id6006625 G A A A A A A A G G 

id8000987 C C C C C C C C C C 

id11002184 G A A G G G G A G G 

id2010969 T T T T G T T T T T 

id4005078 T T T T C C T C C C 

id7000276 A A A C A A A A A A 

wd9002354 T C C C C T C T C T 

id1027513 A A A C C C A A A A 

id11001787 C C C C C C C C C C 

id11002213 G A A N N G G A G G 

id12008149 G G G G G G G G G G 

id3004807 A A A G G A A A A A 

id6003492 A A G G G G G A A A 

id7002784-4 A A A G G A A A A A 

id10007137 C C C C C C C A C C 

id4011112 T T T C C T T T T T 
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Variety 

Marker 
TT30 TNG84 TKGlu3 TK4 TCS17 TT33 KH146 TKGlu1 TNG71 TCSG1 

dd1001675 A G A G A A G A G G 

id11009466 A A G G G A G G G G 

id12008090 C C C C T C C C C C 

id2010155 A G A A G A A A G G 

id4005236 G G G G G G G G G G 

id4011022 T T T T C T T T T T 

id4011023 G G G G A G G G G G 

id7000308 G A A A A G A A A A 

id7002851 T G G G T T T G T N 

id9002505 G G G G A G G G G A 

id10000129 G G G A G G G G A G 

id10000170 A A A C A A A A C A 

id10001501 G G G G A G G G G A 

id10007165 C T C C C C T C T C 

id10007166 C T C C C C T C T C 

id1000948 T T T T C T C T T C 

id1000955 G G G G A G A G G A 

id1027576 T C T C T T C T C C 

id11009990 T C T T C T C T C T 

id12003239 T T T T C T T T T C 

id12008144 C C C C T C C C C C 

id2010166 A A A A G A A A G G 

id2010412 G A G A G G G G G G 

id2010974 A A A A G A A A A A 

id2010992 C C C C T C C C C C 

id6005779 T T T T T T T T T T 

id6012242 G G T G G G G G G G 

id8000978 A A A A A A C A C A 

id8002106 G G G G G G G G G T 

id9002494 A A A A G A A A A G 

wd7002626 A A A A G A A A A G 

id6006625 G A G G A G G G G A 

id8000987 C C C C C C T C C C 

id11002184 G G G G G G G A G G 

id2010969 T T T T T T T T T G 

id4005078 C C C C C C C C C C 

id7000276 C A A A A C A A A A 

wd9002354 C C T C C C T T T C 

id1027513 A C A C A A C A C C 

id11001787 T C C C C T T C C C 

id11002213 G G G G N G G A G N 

id12008149 G G G G A G G G G G 

id3004807 G A A A G G A A A G 

id6003492 A G G A G A A G A G 

id7002784-4 A A A A G A A A A G 

id10007137 C A A C C C A C A C 

id4011112 C T T T T C T T T C 
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Variety 

Marker 
KH145 TY3 TN13 TK11 KH147 

TNGW 

73 
TN14 TK5 TN16 KHS7 

dd1001675 A A G A A A A G G A 

id11009466 A G G G G G G G G A 

id12008090 C C C T C C C C T C 

id2010155 A A G A A A G A G G 

id4005236 A G G G A G G G G G 

id4011022 T T T T T T C T C T 

id4011023 G G G G G G A G A G 

id7000308 A A A A A A A A A G 

id7002851 G G T G G G T G T N 

id9002505 G G G G G G G G G A 

id10000129 G A A G G A G G A G 

id10000170 A C C A A A A A C A 

id10001501 G G G G G G G G G G 

id10007165 T C C T C C C T T C 

id10007166 T C C T C C C T T C 

id1000948 T T C T T T T T C T 

id1000955 G G A G G G G G A G 

id1027576 T T C T T T T T C T 

id11009990 T T C C C T T C T C 

id12003239 T T T T T T T T T C 

id12008144 C C C C C C C C T C 

id2010166 A A A A A A A A G G 

id2010412 G G G G G G A G G A 

id2010974 A A A A A A A A A G 

id2010992 C C C C C C C C C T 

id6005779 T T T T T T T T T T 

id6012242 G T G T G T G T T G 

id8000978 A A C C A C C A A A 

id8002106 G G G G G G G G G G 

id9002494 A A A A A A A A A G 

wd7002626 A A A A A A A A A A 

id6006625 G G G G G G G G G A 

id8000987 C C C T C T T C C C 

id11002184 A G G G A G G G G G 

id2010969 T T T T T T T T T T 

id4005078 T C C C T C C C C C 

id7000276 A A A A A A A A A C 

wd9002354 C C C T C T C T T C 

id1027513 A A C A A A A A C A 

id11001787 C C C T C C C C C C 

id11002213 A G G G A G G G G G 

id12008149 G G G G G G G G A G 

id3004807 A A A A A A A A A G 

id6003492 A A A A G A G A G A 

id7002784-4 A A A A A A A A A A 

id10007137 A C C C C C C A A C 

id4011112 T T T T T T T T T C 
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Variety 

Marker 
HL21 TTG31 

TNGS 

14 
TNG77 TC194 TKGlu5 

TNGS 

22 
TNG79 TS2 

台中 

在來 1 

dd1001675 A A A G G A A A G A 

id11009466 A A G A G G G A G A 

id12008090 C C C C C C C C C C 

id2010155 G G G G G A A A A G 

id4005236 A G G G G G G G G G 

id4011022 T T T T C T T T T C 

id4011023 G G G G A G G G G A 

id7000308 G A A A A A A A G G 

id7002851 N G N G G G N G N T 

id9002505 G N G A A G G G G A 

id10000129 G G A G G G G G A A 

id10000170 A A A A A A A A A N 

id10001501 G G G G G G A G G A 

id10007165 C C C T C T C C C C 

id10007166 C C C T C T C C C C 

id1000948 T T C T T T C T T T 

id1000955 G G A G G G A G G G 

id1027576 T T T C C T T T C T 

id11009990 T T T C T C C T T T 

id12003239 T T C T T T C T C C 

id12008144 C C C C C C C C C C 

id2010166 A A G A A A G A G G 

id2010412 A A A A A G A G A A 

id2010974 A A G A A A G A G G 

id2010992 C C T C C C C C C T 

id6005779 C C T T C T T T T T 

id6012242 G G G G G T G T G G 

id8000978 A C A C C A C A A A 

id8002106 G G G G G G T G G T 

id9002494 A G A G G A A A A G 

wd7002626 G A G A A A G A G G 

id6006625 G G A G G G A A A A 

id8000987 C T C C C C C C C T 

id11002184 G G G G G G G A G A 

id2010969 T T T T T T T T T T 

id4005078 T C C C C C C C T C 

id7000276 C A A A A A A A C C 

wd9002354 C T C T C T C C C C 

id1027513 A A A C C A A A C A 

id11001787 C C C C C C C C C C 

id11002213 N G N G G G G A N A 

id12008149 G G G G G G G G G G 

id3004807 A A A A A A G A G G 

id6003492 G A G A G A G A G G 

id7002784-4 G A G A A A G A G G 

id10007137 C C C A C A C C C C 

id4011112 T T C T C T C T C T 
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Variety 

Marker 
越光 TNG74 TT32 TYW2 HL19 TY4 

TNGSW

21 
HL20 KH144 

dd1001675 G A A G G G G A A 

id11009466 G G A A A G G A A 

id12008090 T C C C C T C C C 

id2010155 G G G G A G G G G 

id4005236 G G A G G G G G G 

id4011022 C T T C T T C T T 

id4011023 A G G A G G A G G 

id7000308 A A A A G A G G G 

id7002851 T G G G T T N G N 

id9002505 G G G G G G N G G 

id10000129 A A G G G G G G G 

id10000170 C C A A A A A A A 

id10001501 G G G G G G G G A 

id10007165 T C C C C T C C T 

id10007166 T C C C C T C C T 

id1000948 C T T T C T C T C 

id1000955 A G G G A G A G A 

id1027576 C T T T T T C T T 

id11009990 T C T T T N T T C 

id12003239 T T T T C T T C C 

id12008144 T C C C C T C C C 

id2010166 G A A A A G G A A 

id2010412 G A A A G G G A A 

id2010974 A A A A G A A A A 

id2010992 C C C C T C C C C 

id6005779 T T T T T T T T T 

id6012242 T G G G T T G G G 

id8000978 A C A C A C A C A 

id8002106 G G G G G G N G G 

id9002494 A A A A A A A A A 

wd7002626 A A A A A A A A A 

id6006625 G G A G G G A G A 

id8000987 C T C T C T T C C 

id11002184 G G G G G G G G G 

id2010969 T T T T G T G T T 

id4005078 C C T C C C C C C 

id7000276 A A A A C A C A C 

wd9002354 T C C N C T N T C 

id1027513 C A A A A A C A A 

id11001787 C C C T T T C C C 

id11002213 G N G G G G N G G 

id12008149 A G G G G A G G G 

id3004807 A A A A G G G A A 

id6003492 G G G A G A G A A 

id7002784-4 A A A A A A G A G 

id10007137 A C C C A A C C A 

id4011112 T T T C T T T T T 

 


