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利用RAPD分子標誌研究臺灣山毛櫸之
族群變異1

王亞男2、林建良3
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【摘要】臺灣山毛櫸（Fagus hayatae Palib. ex Hayata）是法定珍稀植物之一，目前臺灣地區僅在插

天山自然保留區及銅山地區有發現，本實驗以 RAPD 分子標誌技術探討族群的變異性，於 2000 年

9 月間在北插天山取一個樣區，銅山地區則選取三個樣區，每樣區逢機選取 25 株樣本，共 100 株

樣本，使用 6 個 10-mer 的人工合成逢機序列引子，共得到 108 條擴增片段，其中 98 條(90.74%)

為多形性片段，10 條(9.26%)為單形性片段，相似性分析的結果顯示銅山地區的 75 株樣本間的平

均相似度為 0.547，北插天山族群的 25 株樣本間則為 0.651，顯示兩族群內的變異頗高。POPGENE

分析則顯示平均族群總變異(Ht)為 0.1951，平均族群內變異(Hs)為 0.1756，平均族群差異性(Gst)

為 0.1001，意謂族群間的變異僅佔總變異的 10.01%，主要的變異存在於族群內單株間，族群的分

化則不顯著。

【關鍵詞】臺灣山毛櫸、逢機擴增多形性 DNA、族群遺傳變異。
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【Abstract】The Taiwan beech (Fagus hayatae Palib. ex Hayata), a rare plant in Taiwan, can be found
only in Chatienshan Nature Reserve and Tongshan area of North-eastern Taiwan. We studied the popula-
tion variation by RAPD molecular marker. A total of 100 samples were collected from four plots with 25
samples each during Sept. in 2000. One plot was from Peichatienshan and three plots were from Tong-
shan. Six arbitrary sequenced 10-mer primers were used in this study and 108 DNA fragments were re-
corded. Among them, 98 fragments were polymorphic (90.74%) and 10 fragments were monomorphic
(9.26%). Average similarity coefficient for 75 samples of Tongshan population and 25 samples of
Peichatienshan population were 0.547 and 0.651 respectively, indicating high variation within popula-
tions. POPGENE software analysis showed that average total population genetic diversity (Ht) was
0.1951, average genetic diversity within population was 0.1756, and Gst index was 0.1001, indicating
that the major variation existed within population and population genetic differentiation was not signifi-
cant.
【Key words】 Fagus hayatae, RAPD, population genetic variation.
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I、前言

臺灣山毛櫸（Fagus hayatae Palib. ex Ha-

yata）是冰河時期的孓遺植物，為法定保護的

珍稀植物之一，1975 年臺灣省林務局為保護北

插天山之臺灣山毛櫸，將烏來事業區 41、42

林班劃為北插天山山毛櫸保護區，烏來事業區

43~45、49~53 林班及大溪事業區 13~15、

24~26、32、33 林班設置臺灣北部自然保護區

（拉拉山自然保護區），1992 年 3 月 12 日將

此二保護區合併，依文化資產保存法公告為插

天山自然保留區。

山 毛 櫸 屬 （ Fagus ） 植 物 在 更 新世

（Pleistosene）冰期中曾為臺灣東北部的主要成

林份子，種類不只一種（Liew and Huang,

1994），且當時它的分佈極可能達到臺灣中部

的北迴歸線附近 （Liew et al., 1994）。但現今

臺灣的山毛櫸屬植物僅存臺灣山毛櫸一種，僅

分佈在插天山自然保留區及宜蘭銅山一帶的稜

線上。依據呂等（1998）對插天山自然保留區

內的臺灣山毛櫸所做的調查指出，臺灣山毛櫸

在該區雖仍極具優勢，但幼苗數量稀少，天然

更新能力不強，若未能重視其保育問題，其族

群將可能繼續萎縮，而為其他樹種所取代。

在臺灣有關山毛櫸的研究甚少，且多集中

於插天山自然保留區的研究，植群調查（呂等，

1998；邱，1996；邱等，1998；歐等，2000；

謝等，1987）及土壤（林，1987）相關的背景

資料較為完整，相較之下，銅山地區山毛櫸所

擁有的資料就格外地缺乏，目前僅有土壤動物

組成及部分土壤理化性質的分析資料（賀，

2000），此地區的相關基礎研究也就顯得格外

的重要。

RAPD 是 1990 年 Williams 所發展出來的

技術，配合 PCR （Polymerase Chain Reaction）

及逢機取樣的概念，利用統計的方式推算出基

因所在的相對位置。數年前，RAPD 開始被應

用在族群遺傳學的研究上，筆者希望藉由

RAPD 的技術對銅山地區的山毛櫸族群進行遺

傳變異的分析，並與插天山自然保留區的山毛

櫸族群進行比較，以瞭解臺灣地區臺灣山毛櫸

的遺傳結構。

II、材料與方法

(I) 材料

於銅山地區選定三個樣區，每樣區面積約

一公頃，分別為銅山-1、銅山-2、銅山-3，於每

樣區內逢機採取 25 株樣本，共 75 株樣本，分

別編號為 01~25、26~50、51~75，每株樣本任

選一小枝條以高枝剪取下，於小枝條上選取約

10 片之健全葉片，盡量選擇幼嫩葉片，置入封

口袋中，封口袋上編上號碼，置於冰桶中保存，

冰桶則以冷凍塊保持低溫，攜帶回實驗室後立

即置入-70℃冰箱中保存，以供實驗之用；北插

天山地區選定一個樣區，面積亦約一公頃，於

樣區內逢機選取 25 株樣本（編號 76~100），

取樣及保存方式與銅山樣區相同。

(II) 方法

1. 秤取冷凍葉片約 0.3 g，以 ddH2O 清洗兩

次，70%酒精清洗一次，以液態氮研磨成

細粉置入離心管。

2. 加入 500L 萃取液 [2%（w/v） CTAB；

100mM Tris-HCl，pH 8.0；20mM EDTA；

1.4M NaCl 0.2%(v/v) -mercaptoethe-

nol]，震盪混合 5sec，置 65℃水浴 30min。

3. 以 14,000 rpm 離心 10min，取上清液置入

新的微量離心管。

4. 加入等體積的 CI [Chloroform : Isoamyl

alcohol=24:1（v/v）]，充分混合，以 14,000

rpm 離心 10min，取上清液置入新的微量

離心管，並再重複此步驟一次。

5. 加入等體積冰冷的 isopropanol，-20℃靜

置過夜以析出 DNA。

6. 以 14,000 rpm 離心 10min，倒去上清液，
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加入 1mL 清洗液 [76% ethanol （v/v）；

10mM ammonium acetate]，輕輕混合，以

14,000 rpm 離心 10min，倒去上清液，倒

置於室溫下風乾。

7. 加入 50L 無菌水回溶 DNA，再加入

RNase （10g/mL）去除其中的 RNA，

稀釋液冷藏於-20℃，母液則冷藏於-70℃

冰箱備用。

8. 將 DNA 溶液做 100×稀釋，以分光光度

計測定 260nm及 280nm 的吸光值並計算

OD260/OD280 ratio，超過 1.5 才取用，否

則該樣本重新萃取。

9. PCR 反應各項反應物及濃度如下：10mM

Tris-HCl、2.0mM MgCl2、50mM KCl、

0.1% Triton X-100、dNTP 各 0.2mM、

primer 0.6M、DNA 20ng、DNA poly-

merase 1U，總體積為 25L；反應迴圈設

定如下：95℃-5min，（95℃-1min，39

℃-1min，72℃-2min）35 cycles，72℃

-5min，4℃直至停止。

10. 由 operon 購得的引子組 OPW（01-20）、

OPY（01-20）及 pharmacia 購得的引子

1-6 共 46 個 10-mer 引子中進行篩選，選

擇 6 個電泳色帶強度較強者進行後序實

驗。

11. 以 NuSieve 3:1 agarose 及 0.5×TBE buffer

製作 1.5%的膠體，稍冷卻後加入 EtBr 及

loading dye，以 120 Volt 進行電泳約 70

min，待第一條 marker 到達距膠體底端約

1 公分即可結束電泳，電泳結果以拍立得

667 底片拍照留存。

12. 以 NTSYS 進行色帶辨識、計算單株間的

Nei’s 相似性指數、作 UPGMA 群團分析

並利用 POPGENE 估算族群遺傳總變

異、基因歧異度、族群內遺傳變異及 Gst

值。

III、結果

(I) NTSYS 分析結果

拍立得照片之電泳圖譜經掃瞄成圖形檔

後，經 NTSYS 電腦分析軟體作條帶辨識，共

得到 108 條條帶，其中 98 條（90.74%）為多

形性條帶，10 條（9.26%）為單形性條帶。

NTSYS 分析軟體將辨識出的條帶數位化

後存於資料庫中，再由資料庫中將資料彙整後

作單株間的 Nei’s 相似性比較，銅山地區的 75

株樣本間的遺傳相似度為 0.36~0.88，平均相似

度為 0.547，北插天山族群 25 株樣本間的遺傳

相似度則為 0.47~0.83，平均相似度為 0.651。

NTSYS 分析軟體將算出的 Nei’s 相似性指

數以 UPGMA 作群團分析，作出相似性樹形

圖，銅山地區三個樣區的樣本沒有明顯地分成

三群，但單就銅山地區的 75 株樣本（01~75）

而言，以相似度 30%左右做為分界，大略可看

出是一大群及一小群（29,30,31,46），北插天

山族群樣本（76~100）除 79 及 89 號樣本外，

則是相當明顯的一群。

(II) POPGENE 分析結果

以 POPGENE 分析臺灣山毛櫸 108 個基因

座之 Nei’s 基因歧異度，基因座的樣區總變異

(Ht)為 0.0000~0.4940，平均樣區總變異(Ht)為

0.1951，基因座的樣區內變異(Hs)為 0.0000~

0.4486，平均樣區內變異(Hs)為 0.1756，基因

座的族群間差異度(Gst)為 0.0000~0.6246，平均

族群間差異度(Gst)為 0.1001。

以 POPGENE 分析樣區間相似度的結果

（表 1），列出臺灣山毛櫸四個取樣樣區間之

Nei’ s 遺傳相似度及遺傳距離，樣區銅山-1 與

樣區銅山-2 間的遺傳相似度為 0.9861，樣區銅

山-2 與樣區銅山-3 間的遺傳相似度為 0.9878，

樣區銅山-1 與樣區銅山-3 間的遺傳相似度為

0.9894，樣區銅山-1、銅山-2、銅山-3 與北插
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天山樣區間的遺傳相似度分別為 0.9553、

0.9518、0.9659；銅山地區三個取樣樣區間的

遺傳相似度均將近 99%，北插天山族群與銅山

地區三樣區的相似度也有 95.18~ 96.59%的水

準，但仍較銅山地區三樣區間的相似度稍低。

POPGENE 利用算出的臺灣山毛櫸四個取

樣樣區族群間 Nei’s 相似性指數作 UPGMA 群

團分析所得的樹形圖（圖 1），銅山第 1 樣區

與銅山第 3 樣區長度最短，長度為 0.53282，其

次是銅山第 2 樣區，長度為 0.65750，最遠的則

是北插天山樣區，長度為 2.16373。

表 1 臺灣山毛櫸四個取樣樣區間之 Nei’s 遺
傳相似度及遺傳距離

Table 1 Nei’s genetic similarity and genetic 
distance between four plots of Taiwan
beech

銅山-1 銅山-2 銅山-3 北插天山

銅山-1 **** 0.9861 0.9894 0.9553
銅山-2 0.0140 **** 0.9878 0.9518
銅山-3 0.0107 0.0123 **** 0.9659
北插天山 0.0458 0.0493 0.0347 ****

* Nei’s genetic identity (above diagonal) and genetic
distance (below diagonal)

pop1 (銅山-1)
1

2

3

pop3 (銅山-3)

pop2 (銅山-2)

Between And Length

3 2 1.50623

2 1 0.12467

1 pop1(銅山-1) 0.53282

1 pop3(銅山-3) 0.53282

2 pop2(銅山-2) 0.65750

3 pop4(北插天山) 2.16373

圖 1 臺灣山毛櫸四個取樣樣區間之 UPGMA

群團分析圖

Fig. 1 UPGMA cluster analysis between four

plots of Taiwan beech

以 POPGENE 分析臺灣山毛櫸北插天山及

銅山族群共 100 株樣本、108 個基因座，基因

座的族群總變異(Ht)為 0.0000~0.4940，平均族

群總變異(Ht)為 0.1974，基因座的族群內變異

(Hs)為 0.0000~0.4627，平均族群內變異(Hs)為

0.1804 ，基因座的族群間差異度 (Gst) 為

0.0000~0.7133，平均族群間差異度 (Gst)為

0.0862，意謂族群間的變異僅佔總變異的

8.62%，主要的變異存在於族群內單株間，族

群的分化則不顯著；分析族群間相似度，顯示

出臺灣山毛櫸銅山族群與北插天山族群間之

Nei’ s遺傳相似度及遺傳距離分別為0.9613及

0.0394（表 2）。

表 2 臺灣山毛櫸兩族群間之 Nei’s 遺傳相似

度及遺傳距離
Table 2 Nei’s genetic similarity and genetic 

distance between two Taiwan beech
population

銅山族群 北插天山族群

銅山族群 **** 0.9613

北插天山族群 0.0394 ****

* Nei’s genetic identity (above diagonal) and genetic 
distance (below diagonal)

IV、討論

本試驗中測得兩族群的族群內平均遺傳相

似度分別為 0.547 及 0.651，族群間遺傳距離為

0.0394，平均族群總變異(Ht)為 0.1974，平均族

群內變異(Hs)為 0.1804，族群分化度值(Gst)為

0.0862。葉（1996）利用 RAPD 研究臺灣另一

珍稀樹種-臺灣穗花杉的族群遺傳變異，分析大

武及茶茶牙賴山兩個族群，測得族群內平均相

似度分別為 0.9901 及 0.9894，族群間遺傳距離

為 0.0127。族群內平均相似度明顯較臺灣山毛

櫸高出許多，遺傳距離也較臺灣山毛櫸小。阿

里山與棲蘭山兩臺灣扁柏族群之遺傳變異

（郭，1998），族群總變異 0.380，族群內變

異 0.338，Gst 值為 0.1105；阿里山及棲蘭山紅
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檜族群的遺傳變異（林，1998），族群的遺傳

變異平均值為 0.261，Gst 值為 0.1513，兩樹種

的族群分化均不明顯，此二者是臺灣重要的樹

種，其族群變異均較臺灣山毛櫸為高，分化程

度也較臺灣山毛櫸族群高。其他樹種的類似研

究數據有:臺灣櫸族群（張，1995），族群內遺

傳變異佔總變異量之 91%，族群間之遺傳變異

量僅佔 9%；琉球黃楊族群（黃，2000），平

均族群總變異(Ht)為 0.2830，平均族群內變異

（Hs）為 0.1796，族群分化度值(Gst)為 0.3654；

北美花旗松族群（Aagaard et al., 1998），平均

族群總變異(Ht)為 0.27，平均族群內變異(Hs)

為 0.19，族群分化度值(Gst)為 0.34。由上列幾

個樹種資料相較可知，臺灣山毛櫸族群總變異

量及族群內變異量均較上列樹種稍低，族群分

化程度除了臺灣櫸外，均較其他樹種為低。這

可能可由族群的地理分佈上來解釋，兩族群距

離並非十分遙遠，其間有檜山、三星山、望洋

山等，但高度上均非十分高大，花粉可能仍有

機會相互交流，而導致遺傳變異及分化程度較

低。

對四個樣區進行分析的結果顯示平均樣區

總變異為 0.1951，平均樣區內變異為 0.1756，

平均樣區分化度為 0.1001；對兩個族群進行分

析的結果顯示平均族群總變異為 0.1974，平均

族群內變異為 0.1804，平均族群分化度為

0.0862。兩次分析間未有明顯的差異，顯示在

銅山三個樣區間的遺傳變異甚低，在相似度分

析中也可看出銅山三樣區間的相似度將近

99%，另外，變異主要存在於單株間，且變異

的分佈可能相當均質。

臺灣山毛櫸由於族群數量極少且分佈範圍

狹隘，又加上生長環境遭受破壞，是以族群正

面臨衰退生長之情形（歐等，2000）。假設族

群間未有基因的交流而處於長期的近交狀態，

遺傳歧異度應逐漸縮小，但實驗中兩族群仍具

有不低的遺傳歧異度，意謂兩族群間可能存有

某種程度的基因交流，這點需要再進一步加以

證實。Aagaard 等（1995）發現花旗松的 RAPD

條帶部分是母系遺傳的，這導致族群間表現高

度的分化。Latta 及 Mitton（1997）利用 allozyme

及 RAPD 研究 limber pine 的 mtDNA 及

cpDNA，認為族群間的分化主要來自於母系遺

傳的粒線體 DNA，少數來自父系遺傳的葉綠體

DNA，意謂花粉的飛散是基因流動的主要機

制。Demesure 等（1996）以 PCR 分析歐洲山

毛櫸的 cpDNA，發現分析的 85 個族群呈現高

度的分化，但早先學者以 isozyme 分析的結果

卻顯示分化程度甚低（Comps et al., 1987,

1990；Cuguen et al., 1988），推斷歐洲山毛櫸

族群間基因的流動主要是靠花粉的傳播，種子

傳播所對基因流動的作用不高。

在山毛櫸屬植物的分佈上，以歐洲山毛櫸

（Fagus sylvatica）分佈最廣，臺灣山毛櫸分佈

最狹窄，山毛櫸屬的研究報告則多集中於 F.

sylvatica, F. crenata, F. japonica 等少數幾種，

有關臺灣山毛櫸的研究報告可說是少之又少，

且多是有關採集地點及生態模式的報告，少數

是有關地質的報告，利用分子工具找尋族群變

異或親緣關係的報告僅發現 Kato 等人（2000）

利用RFLP分析拉拉山自然保護區 15株樣木的

mtDNA，報告中指出該地區臺灣山毛櫸族群的

遺傳變異相當有限且粒線體組態（chondriome

type）與 F. crenata 十分相近，然報告中並未有

數據明確指出該族群究竟有多大的遺傳變異，

另外，mtDNA 序列較為保守，較不易發生改變

（Palmer, 1992），用於族群變異的研究上不排

除可能會有低估的機會發生。
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