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緒 言

台 灣 長 鬃 山 羊 Formosan serow

(Naemorhedus swinhoei) 是分布於臺灣唯一偶

蹄目牛科的大型草食性動物，全身黑褐色，

背頸中央一帶為黑色，膝頭為黑色，頰、喉

和上頸部為黃褐色，雌雄皆有一對洞角，呈

圓錐狀；為臺灣特有種。

有關台灣長鬃山羊的分布，據呂光洋

(1988) 的調查認為在臺灣本島分布範圍仍然

相當廣闊，由南到北均有，垂直分布於海拔

1,000m至 3,000m；目前山羊族群大部分以

2,000m 以上之原始林為主，並以中央山脈及

海岸山脈未受人類干擾地區為主，但較低海

拔地區仍可發現。另依據玉山國家公園 (歐及

林 1990) 、雪霸國家公園 (李及羅 1994) 及太

魯閣國家公園 (呂等 1990) 對該轄區內的台灣

長鬃山羊的調查報告均顯示台灣長鬃山羊分

布仍然很廣。

台灣長鬃山羊的真正數量並不清楚，但

有過度獵捕的壓力，即使在野生動物保育法

執行後，仍然有相關執行機關查獲獵捕山羊

的案例，尤以臺東及花蓮兩縣較多，故在進

行台灣長鬃山羊的保育工作，除了宣導勿獵
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摘要

本研究是從19隻台灣長鬃山羊的樣本中定出其粒線體 DNA的12S rRNA (395 bp) 及cytochrome

b (307 bp)的部分DNA序列，比較 DNA序列的結果顯示其中 12S rRNA有 4種單套型 (haplotype) ，

各單套型之間的遺傳變異在 0.3%至 0.8%之間，顯示在台灣長鬃山羊個體間的粒線體 DNA 的 12S

rRNA 演化速率很慢，利用這段基因的序列可作為物種間的鑑定。而cytochrome b DNA序列經比

對共得到6種單套型，各單套型之間的遺傳變異在 0.3%至 2.0%之間，和12S rRNA比較，其具有

較快的演化速率及較大的變異。利用cytochrome b親緣樹關係分析結果，發現台灣長鬃山羊的遺

傳變異可分為兩群，一群位在花蓮太魯閣地區，一群位在臺東地區，而兩群之間推測可能存在有

地理條件上的阻隔，這結果顯示著台灣長鬃山羊的基因差異性可能是由於臺灣的地理條件的阻隔

所造成演化上的差異。

關鍵詞：台灣長鬃山羊、粒線體 DNA、cytochrome b、12S rRNA   
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捕食用及進行台灣長鬃山羊棲息地保護及經

營管理外，建立台灣長鬃山羊之遺傳結構

DNA序列之資料庫，也是當前重要的工作。

此DNA序列庫的建立不僅可用來鑑定是否為

偷獵捕之台灣長鬃山羊外，更可追蹤其親緣

關係及未來應用於復育工作上。

動物細胞內之粒線體 DNA是一小形 (僅

約16 Kb) 且結構簡單的一雙股封閉的環狀基

因，僅存在於細胞質的粒線體內，能夠自行

複製，在粒線體內有很高的複製數量，如在

老鼠的一細胞內有 5,000-10,000個粒線體

DNA，並經由母系而遺傳。部分物種粒線體

DNA的序列已全部被定序出來，如人類 (

Anderson et al. 1981) 及牛(Anderson et al.

1982)，包含13個protein-coding基因、2個

rRNA (12S及16S)、22個 tRNA基因和一段控

制區 (D-loop control region)。

由於粒線體DNA於複製過程缺乏修補能

力，故於複製過程中發生單一鹼基突變(point

mutation) 及長度突變 (length mutation) 的機率

較高，經由長時間的累積而超越其各物種的

演化速率，利用檢視粒線體 DNA內發生突變

速率可以算出物種的演化速率 (Wilson et al.

1985) ，故利用粒線體 DNA高的演化速率，

可用於探討同一物種族群間或族群內之歧異

度及各物種間的親緣關係與演化上的關係。

在粒線體 DNA中，cytochrome b及 12S

rRNA常用於調查各物種間的演化速率及親緣

關係(Irwin et al. 1991； Graybeal  1993；

Gemmell and Westerman 1994； Chikuni et al.

1995；Nagata et al.  1995； Oshida et al .

1996；Masuda et al. 1996) ，故本研究的目的

即在建立台灣長鬃山羊之粒線體 DNA中

cytochrome b及12S rRNA之 DNA序列，並分

析比較個體間差異。

材料與方法

一、樣本的收集

收集來自花蓮、臺東、南投、臺北市立

動物園及相關單位的台灣長鬃山羊樣本共19

隻(表1)。

二、DNA的抽取

取 樣 本 的 肌 肉 研 磨 後 ， 採 用

phenol/chloroform法抽取細胞核酸 (total DNA)

，抽取的細胞DNA則以1.2﹪瓊脂膠體(agarose

gel)電泳檢視並用分光光度計(Beckman DU640)

定量後，保存於4℃下。

三、PCR核酸引子 (primers)

用來擴增 ( a m p l i f i c a t i o n )及定序

(sequencing)粒線體DNA內之 12S rRNA 及

cytochrome b 基因所需的引子序列則採用

Kocher et al.  (1989) 及 Masuda et al. (1996) 的

文獻中所設計的。這些引子分為輕股 (light

strand) 及重股 (heavy strand) ，編號則代表引

子 的3’端在人類粒線體 DNA內的位置：12S

rRNA，L1091 (5’-AATTGGATCCAAACTG

GGATTAGATACCCCACTAT-3’) 及 H1478

(5’-TTAAGAATTCGAGGGTGACGGGCGG

TGTGT-3’)；cytochrome b，L14841 (5’-

GCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-

3’)及 H15149 (5’-GCCCTCAGAATGATAT

TTGTCCTCA-3’)；這些引子劃線部分的核

酸序列在人類 (human；Anderson et al. 1981)

及牛 (bovine；Anderson et al. 1982 ) 具有相同

的序列。

四、聚合　連鎖反應 (PCR )

對 12S rRNA 及cytochrome b進行雙股

DNA擴增與延伸的PCR反應所使用的試劑，

採用AmpliTaq Gold reagent kit (Perkin-Elmer)

，並依據製造商所提供的說明書操作整個

PCR 反應包括5μl 的10X PCR buffer，5μl 的

25 mM MgCl
2

Solution ，各 1μl 的 10 mM
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d AT P、d C T P、d G T P、d T T P，0 . 2 5μl

AmpliTaq Gold (1.25 unit／reaction ) ，各5μl

的10μM的輕重兩股引子，5μl 的template

DNA (1μg) ，20.75μl 的 ddH
2
O，使反應總體

積為 50μl 。

整個P C R的反應使用P e r k i n - E l m e r

Thermal Cycler 480，其條件為先在 95℃下加

熱 10分鐘後，進行 94℃ 1分鐘、55℃ 1分

鐘、72℃ 2分鐘的循環流程，總共完成40次

循環，將此 PCR產物以含 0.05%溴化乙錠之

3% 瓊脂膠體電泳後在紫外光激發下觀察照

相。

五、DNA定序

PCR產物的純化採用 QuickStep PCR

Purification Kit (EdgeBioSystems) ，所得到的

純 PCR產物 DNA利用BigDye Terminator

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-

Elmer ) 及Perkin-Elmer Thermal Cycler 480進

行標定反應，反應後的產物在 ABI 310 DNA

自動定序儀定序。

六、DNA序列分析

經由定序完成的資料，採用Lasergene套

裝軟體 (Dnastar, Wisconsin 1999) 分析並編輯

每一樣本的DNA序列並進行排列 (alignment)

比對，遺傳距離 (sequence genetic distance) 的

分析則採用M E G A  電腦程式軟體1 . 0 1版

表1. 在本研究中台灣長鬃山羊的樣本編號、來源及各樣本cytochrome b、12S rRNA 的單套型

Table 1. Sample numbers and collection localities of the Formosan serow and the haplotypes of their

cytochrome b and 12S rRNA

Haplotype

Localities

cytochrome b                12S rRNA                

IM306       臺東利嘉林道 NS1                            TA1

IM364       臺東延平地區 NS1                            TA3

IM365       臺東延平地區 NS1                            TA1

IM315       臺東關山地區 NS1                            TA2

IM376       臺東壢坵地區 NS1                            TA3

IM377       臺東壢坵地區 NS1                            TA3

IM378       未知 NS1                            TA3

IM096       花蓮太魯閣地區 NS3                            TA1

IM097       花蓮太魯閣地區 NS3                            TA1

IM098       未知 NS2                            TA2

IM366       花蓮太魯閣地區 NS3                            TA1

IM374       花蓮銅門地區 NS4                            TA4

IM375       花蓮地區 NS5                            TA1

IM121       南投地區 NS6                            TA2

IM134       南投地區 NS1                            TA3

IM135       南投地區 NS1                            TA1

ZM059      臺北市立動物園 NS1                            TA1

ZM749      臺北市立動物園 NS2                            TA2

ZM750      臺北市立動物園 NS2                            TA2

Sample

number
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圖1. 比對台灣長鬃山羊12S rRNA的 395 bp序列的 4種單套型，點狀符號表示與第一個序列(TA1)

的 395 bp相同。橫線部分表示無鹼基。以GTL(市售羊肉)及BVL(Anderson et al. 1982)的序列當作

外群。

Fig. 1. Alignment sequences of the  haplotypes of  mitochondrial 12S rRNA (395 bp)of the Formosan

serow (TA1-TA4), goat meat (GTL) purphased from supermarket , and bovine (BVL) cited from

Anderson et al.(1982) (dots, nucleotides  identical to those in the sequence of TA1; dashes, gaps at

nucleotide sites). 
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( Kimura et al.  1993)中的Kimura’s two-

parameter genetic distance 方法估算， 而親緣

關係樹的建立同樣採用MEGA程式軟體中

neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987)

及 unweighted pair-group method with

arithmetic mean (UPGMA; Sneath and Sokal

1973)  。

結 果

一、12S rRNA 基因的 DNA序列

分析12S rRNA基因部分的序列共 395 bp

(base pair) (不含引子) ，得到 4種單套型，分

別為TA1 (IM135、IM365、IM366、IM096、

IM097、ZM059、IM375) 、TA2 (IM121、

IM315、IM306、IM098、ZM749、ZM750)

、TA3 (IM364、IM134、IM376、IM377、

IM378) 及TA4 (IM374) (表1及圖1)。

利用Kimura’s two-parameter genetic

distance method 對台灣長鬃山羊的 12S rRNA

中4種單套型的395 bp做遺傳距離的估算，則

發現4種單套型間的遺傳距離變異度最小的只

有0.3﹪(1/395 bases) ，而最大則為 0.8﹪

(3/395 bases) 。 從 12S rRNA的序列比較結果

顯示，在台灣長鬃山羊的粒線體中 12S rRNA

部分基因是相當一致的，族群內的遺傳變異

並無顯著差異。此外利用市售的羊肉及牛

(Anderson et al.  1982) 為外群 (outgroup) 進行

比對結果，其差異分別達到 5.6﹪-5.9﹪(21-

22/395 bases) 及 9.7﹪ -10.0﹪ (35-36/395

bases；表2) 。

二、cytochrome b  DNA序列

分析這 19隻主要來自臺東、花蓮及南投

地區的台灣長鬃山羊 cytochrome b的序列共

307 bp (不含引子) ，得到有 6種單套型，分別

為NS1 (IM121、IM134、IM135、IM315、

IM306、IM364、IM365、ZM059、IM376、

IM377、IM378) 、NS2 (IM749、IM750、

IM098) 、NS3 (IM096、IM097、IM366) 、

NS4 (IM374) 、NS5 (IM375) 及NS6( IM121)

。在這 6種單套型的 307 bp中有 6個位置發生

鹼基替換，結果如表 1及圖 2。

利用kimura’s two-parameter distance

method 對台灣長鬃山羊 6種單套型的 307 bp

做遺傳距離的估算，可以發現這 6種單套型

表2. 台灣長鬃山羊的 4種12S rRNA 單套型的Kimura兩參數遺傳距離(右上角部分)及 核　 酸替換

數(左下角部分)之比較

Table 2. Kimura’s two-parameter genetic distance (%) (above diagonal) and the numbers of nucleotide

substitutions (below diagonal) among the haplotypes of 12S rRNA (395 bp) of the Formosan serow

(TA1-TA4), goat meat (GTL) purphased from supermarket, and bovine (BVL) cited from  Anderson et

al. (1982)

TA1               TA2              TA3              TA4              GTL              BVL        

TA1                                                                    

TA2                                         

TA3                                            

TA4                                           

GTL                                                

BVL                              

0.5

3

3

21

35

0.3

0.8

2

22

36

0.3

0.8

0.5

22

36

5.6

5.6

5.9

5.9

35

9.7

9.7

10.0

9.9

9.7

2

1

1

21

35
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圖2. 比對台灣長鬃山羊 cytochrome b的 307 bp序列的 6種單套型，點狀符號表示與第一個序列

(NS1) 的 307 bp相同。JSb (日本長鬃山羊) 從基因銀行編號D32191號得到，用來當外群。

Fig. 2. Alignment sequences of the haplotypes of mitochondrial cytochrome b (307 bp) of the Formosan

serow (NS1 - NS6) and  the Japanese serow (JSb) ( dots, the nucleotides identical to those in the

sequence of NS1). The sequence for JSb is got from GenBank  acession number D32191.
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間 cytochrome b  DNA遺傳距離的差異範圍從

最小的0.3﹪(1/307 bases) ，到最大可達到 2.0﹪

( 6/307 bases) (表3) ，此結果顯示長鬃山羊個

體間 cytochrome b的遺傳變異具有差異性。另

外我們以日本長鬃山羊為外群，比較

cytochrome b 的 307 bp，結果其遺傳距離差異

在 3.7﹪至 5.1﹪(11-15/307 bases)，具有明顯

差異 (表3) 。

為了解這 19隻台灣長鬃山羊的親緣關

係，我們採用 neighbor-joining 方法及

unweighted pair-group method with arithmetic

mean (UPGMA) 方 法 建 立 其 親 緣 樹

(phylogenetic tree) ，結果如圖3及圖4。不論

使用 neighbor-joining 或 UPGMA的方法均可

將這 19隻的長鬃山羊分為A (NS3、NS5) 及B(

NS1、NS2、NS6) 兩群，其中A群的來源均來

自花蓮太魯閣地區 (IM096、IM097、IM366

及在花蓮市區查獲的IM375) ，而 B群則均來

自臺東地區及南投地區。另外來自花蓮銅門

村附近的IM374 (NS4) ，雖然用neighbor-

joining 方法時與A群親緣較近 (圖3) ，而用

UPGMA方法時，則屬於B群 (圖4) 。但經由

對 DNA序列進行 1,000次 replications 之

bootstrap test，UPGMA方法於 NS4與 NS1、

NS6 間所產生的可信度只有 25﹪，低於50﹪。

而用 neighbor-joining 方法於NS4與NS3、NS5

間其可信度則達69﹪，故採用neighbor-joining

方法將NS4 (IM374) 歸於A群。

討 論

由本研究結果得到這 19隻台灣長鬃山羊

的粒線體 DNA中部分 12S rRNA (395 bp) 4種

單套型的遺傳變異相當小 (0.3﹪-0.8﹪)，顯

示台灣長鬃山羊族群中粒線體 12S rRNA的序

列較為穩定，不易突變。若拿這段基因與市

售火鍋羊肉及於 1982年所發表的牛粒線體

DNA中的同一段 12S rRNA (Anderson et al.

1982) 做比較， 台灣長鬃山羊與市售羊肉和

牛的差異分別達到 5.6%-5.9% 及 9.7%-10.0%

(表2)，很容易將此兩物種分開，故利用這段

12S rRNA的基因除了能夠作為不同物種間的

親緣關係的建立外，也可以用於台灣長鬃山

羊肉的鑑定，可作為臺灣查緝盜捕野生動物

產製品時一個有利工具。

本研究利用從不同地點得到 19隻台灣長

表3. 台灣長鬃山羊的 6 種 cytochrome b 單套型的Kimura兩參數遺傳距離 (右上角部分) 及 核　 酸

替換數 (左下角部分) 之比較

Table 3. Kimura's two-parameter genetic distance (%) (above diagonal) and the numbers of nucleotide

substitutions (below diagonal) among the haplotypes of cytochrome b (307 bp) of the Formosan serow

(NS1-NS6) and the Japanese serow (JSb) 

NS1         NS2          NS3          NS4          NS5          NS6           JSb  

NS1                           0.7            1.3            0.7             1.0           0.3             3.7  

NS2          2                                2.0            1.3             1.7          1.0            4.4             

NS3          4                6                               1.3            0.3          1.7            5.1  

NS4          2                4               4                                1.0          1.0            4.4  

NS5          3                5               1                3                             1.3            4.8  

NS6          1                3               5                3              4                              4.1  

J S b 11              13             15              13            14            12   
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鬃山羊樣本 (圖5) 分析 cytochrome b 中 307 bp

得到 6種單套型，其變異在 0.3﹪-2.0﹪之

間，由親緣樹關係 (圖3及圖4) 初步可分為A

及B兩群的遺傳變異，在 Tamate et al. (1998)

研究日本梅花鹿的 cytochrome b 報告中指

出，根據 cytochrome b的 DNA序列 (367 bp)

可將日本梅花鹿分成北日本群與南日本群。

在我們的研究中也得到與 Tamate et al. (1998)

相似的結果。若再分析A、B群之組成則發現

A群中的NS3(IM366、IM096、IM097)、NS5

(IM375) 均來自花蓮太魯閣地區及來自木瓜溪

流域銅門地區的NS4 (IM374) ，而 B群則來自

圖3. 利用the neighbor-joining 方法建立6種台灣長鬃山羊粒線體DNA cytochrome b 單套型的親緣樹
關係圖，以日本長鬃山羊(JSb)當外群。
Fig. 3. Phylogenetic trees constructed for six haplotypes of mtDNA cytochrome b sequences of the
Formosan serow (NS1-NS6), using the neighbor-joining method with Kimura's two-parameter genetic
distance and the haplotype of the Japanese serow (JSb) as an outgroup (the bootstrap value derived from
1,000 replications is indicated as a number at each node when the value is＞50﹪).

圖4. 利用UPGMA 方法建立6種台灣長鬃山羊粒線體DNA cytochrome b 單套型的親緣樹關係圖，
以日本長鬃山羊(JSb)當外群。
Fig. 4. Phylogenetic trees constructed for six haplotypes of mtDNA cytochrome b sequences of the
Formosan serow (NS1-NS6) using the UPGMA method with Kimura's two-paraameter genetic distance
method and the haplotype of the Japanese serow (JSb) as an outgroup (the bootstrap value derived from
1,000 replications is indicated as a number at each node).
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臺東及南投地區。故由研究結果推測 A、B兩

群 間 可 能 存 在 有 地 理 條 件 上 的 阻 隔

(biogeographical boundary) ，經由地理條件上

的阻隔而造成演化上的差異。最近我們繼續

定序這些台灣長鬃山羊粒線體 DNA中演化速

率較快且遺傳變異較大的 D-loop，得到更顯

著的變異及相同遺傳上的分群 (unpublished

data )。

本研究已建立台灣長鬃山羊的粒線體

DNA的 12S rRNA 及 cytochrome b基因的部分

序列及多種單套型， 顯示台灣長鬃山羊在臺

灣的族群具有多樣性，並由分析的結果推測

台灣長鬃山羊的族群在臺灣可能受地理條件

的阻隔並經演化造成遺傳上的差異而有分群

現象，本研究將繼續收集更多樣本並以 D-

loop為對象，探討台灣長鬃山羊在臺灣的歷

史分布，以作為經營管理或設立保護區的依

據。
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Sequences of  the 12S rRNA and the

Cytochrome b Genes of  the Formosan Serow

Naemorhedus swinhoei

Dong-Chi Horng , Shu-Ya Lai , Hsien-Wen Huang ,Yu-Chuan Liang and Bor-Rung Ou

Taiwan Endemic Species Research Institute, Chichi, Nantou, Taiwan

Department of Animal Science,Tunghai University,Taichung,Taiwan

Partial sequences of mitochondrial 12S rRNA (395 bp) and cytochrome b (307 bp) of the Formosan

serow Naemorhedus swinhoei from 19 different sources were detemined by direct sequencing after PCR

amplification. Four haplotypes were detected for the 12S rRNA and six for the cytochrome b. Genetic

distance divergence between the haplotypes was estimated to be less than 0.8﹪for the 12S rRNA and 0.3﹪

-2.0﹪ for the cytochrome b. The results indicate that the genetic evolution rate is faster and the

nucleotide sequence is more variable for the cytochrome b than for the 12S rRNA. The phylogenetic tree

data revealed that the Formosan serow in Taiwan is divided into two geographical populations: one in the

Taroko area of Hua-lien and the other in the Taitung area with somewhere as the boundary.

Key words: Formosan serow, mitochondrial DNA, cytochrome b, 12S rRNA
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