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內容摘要：

近年來，生物科技相關技術進展迅速，諸多轉基因作物品種已成功開發，根據 2001年之統計，全世界種植轉基因作物之面積約為5260萬公頃，7 年來增加了30倍以上，其中68%之栽培地主要集中於於美國。近年來，世界各國政府為能有效管理轉基因品種之流通，轉基因品種在種植前需接受生物安全性評估，產品上市後除需標示屬轉基因作物生產外外亦對該產品進行長期追蹤管理。因此如何快速且有效的鑑定轉基因作物，是目前急待解決之問題。

美國是使用轉基因技術最廣泛的國家，目前在執行轉基因品種之檢定工作主要由私人公司負責，但政府相關研究部門則致力於檢定技術之開發。轉基因品種由於經由特定外源基因之轉殖程序，轉基因作物與其原目標作物在遺傳形質比較上，通常帶有一額外之遺傳形質。此遺傳形質則能透過正常生物程序產生蛋白質或酵素蛋白質而產生作用。因此，在檢定上可分別由DNA、RNA層次或蛋白質層次進行。部分帶有抗性基因之轉植株，則可直接利用活植物體進行功能特性檢定。

由目前已知之基因轉殖技術與相關轉殖程序，檢測調控基因之DNA序列是目前最常用之轉基因植物檢測方法，此類DNA序列主要包括與基因表現與轉錄調節有關之啟動子(promoter)及終止子(Terminator)。此外，經由對報導基因之直接檢測亦是判斷轉基因植物之有效方法。目前最常用之報導基因為GUS 基因與GFP基因。針對特殊外源基因所產生之蛋白質則可利用抗體抗原反應機並藉由酵素連結免疫球蛋白法(ELISA)進行檢測。

本次考察收集到許多有關轉基因品種之檢定技術資料，對縮短我國在建立轉基因品種鑑定技術之時程將有正面助益。考察過程亦針對美國有關轉基因品種之管理機制有所了解，由於我國在有關轉基因作物管理尚在起步階段，技術執行面上目前並無專責單位負責。有關轉基因品種之鑑定技術則散見於各試驗研究單位，缺乏有效整合。建議政府權責單位在重視法規制度之研擬外，亦應思考執行面如何落實轉基因品種之管理，特別是轉基因品種鑑定技術與相關資訊資料庫之建立應更具急迫性。

本文電子檔已上傳至出國報告資訊網
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考察植物轉基因品種之鑑定技術出國報告

壹
摘要

近年來，生物科技相關技術進展迅速，諸多轉基因作物品種已成功開發，根據 2001年之統計，全世界種植轉基因作物之面積約為5260萬公頃，7 年來增加了30倍以上，其中68%之栽培地主要集中於於美國。近年來，世界各國政府為能有效管理轉基因品種之流通，轉基因品種在種植前需接受生物安全性評估，產品上市後除需標示屬轉基因作物生產外外亦對該產品進行長期追蹤管理。因此如何快速且有效的鑑定轉基因作物，是目前急待解決之問題。

美國是使用轉基因技術最廣泛的國家，目前在執行轉基因品種之檢定工作主要由私人公司負責，但政府相關研究部門則致力於檢定技術之開發。轉基因品種由於經由特定外源基因之轉殖程序，轉基因作物與其原目標作物在遺傳形質比較上，通常帶有一額外之遺傳形質。此遺傳形質則能透過正常生物程序產生蛋白質或酵素蛋白質而產生作用。因此，在檢定上可分別由DNA、RNA層次或蛋白質層次進行。部分帶有抗性基因之轉植株，則可直接利用活植物體進行功能特性檢定。

由目前已知之基因轉殖技術與相關轉殖程序，檢測調控基因之DNA序列是目前最常用之轉基因植物檢測方法，此類DNA序列主要包括與基因表現與轉錄調節有關之啟動子(promoter)及終止子(Terminator)。此外，經由對報導基因之直接檢測亦是判斷轉基因植物之有效方法。目前最常用之報導基因為GUS 基因與GFP基因。針對特殊外源基因所產生之蛋白質則可利用抗體抗原反應機並藉由酵素連結免疫球蛋白法(ELISA)進行檢測。

本次考察收集到許多有關轉基因品種之檢定技術資料，對縮短我國在建立轉基因品種鑑定技術之時程將有正面助益。考察過程亦針對美國有關轉基因品種之管理機制有所了解，由於我國在有關轉基因作物管理尚在起步階段，技術執行面上目前並無專責單位負責。有關轉基因品種之鑑定技術則散見於各試驗研究單位，缺乏有效整合。建議政府權責單位在重視法規制度之研擬外，亦應思考執行面如何落實轉基因品種之管理，特別是轉基因品種鑑定技術與相關資訊資料庫之建立應更具急迫性。

貳 目的

近年來，生物科技相關技術進展迅速，諸多轉基因作物品種已成功開發，種植面積亦逐年增加。所謂轉基因作物，係指利用基因轉殖技術，將特定功能的外源基因轉殖至某些經濟作物中，而賦予這些作物得到其原來沒有之特性，這些特性主要包括抗蟲、抗病、抗旱、抗殺草劑、增加作物產品之品質或營養成分及特殊風味等。

雖然到目前為止尚無明確之科學證據顯示轉基因產品對人類健康有害，但有關轉基因作物對環境生態之影響仍受到大眾所關切。事實上，轉基因作物與其他一般植物相同，其遺傳形質可透過有性繁殖的機制，如花粉傳播，而遺傳至下一代或轉移至與該作物具雜交親和性其他物種，進而影響到該作物之生態分布。近年來，世界各國政府為能有效管理轉基因品種之流通，轉基因品種在種植前需接受生物安全性評估，產品上市後除需標示屬轉基因作物生產外亦對該產品進行長期追蹤管理。因此如何快速且有效的鑑定轉基因作物，是目前亟待解決之問題。

現有資料顯示，美國是轉基因品種開發及生產的主要國家，該國除針對轉基因品種之研發及推廣訂有嚴謹之法規制度外，亦已建立完善之轉基因品種鑑定技術與制度。農委會種苗改良繁殖場為政府唯一負責種苗改良繁殖之專責單位，為配合政策針對轉基因品種之管理，正積極建立轉基因品種之鑑定技術。此次奉派至美國考察該國有關轉基因品種鑑定技術，將有助於加速我國轉基因品種鑑定體系之建立，落實轉基因品種之管理工作。

參 行程

日    期
  行  程

10月19日


由Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia前往美國農部農業研究服務中心ARS-USDA

10月20日至10月22日


於美國農部農業研究服務中心ARS-USDA考察有關植物轉基因品種之鑑定技術及實務流程

10月23日至10月25日


搭機返國(因時差關係，回國日期10月25日)

肆 研習內容

一、轉基因作物產業現況

根據International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Application (ISAAA) 針對全球轉基因作物之產業應用分析報告，全世界種植轉基因作物之面積由1996年170公頃增加至 2001年之5260萬公頃，7 年來增加了30倍以上。其中68%之栽培地主要集中於於美國，其次依序為阿根廷(22%)、加拿大(6%)、中國大陸(3%)，其他1%之轉殖作物則栽培在包括南非、澳洲、墨西哥、保加利亞、烏拉圭、羅馬尼亞、西班牙、印尼、德國、法國等9個國家。
在轉基因作物種類方面，大豆仍是主要之目標作物，栽培面積分別佔轉殖作物總面積與該作物全世界總面積比例之33.3%與46%，其次為玉米(9.8%, 7%)、棉花(6.8%, 20%)、油菜(2.7%, 11% )，其他如馬鈴薯、南瓜、木瓜、蕃茄雖亦有轉基因品種上市，惟數量均低於1%。

在轉殖基因類別上，多數已商業化之轉基因作物以轉殖單一外源基因為主，目前已在美國或歐盟核准上市之轉基因品種所使用之外源基因如附表一所示。由表一所列各外源基因可看出，抗殺草劑基所佔比列最高佔40.6%，目前已知之大豆轉基因品種幾乎全部轉殖抗殺草劑基因。此外，部分油菜、棉花與玉米轉基因作物亦有轉殖抗殺草劑基因之商業品種。抗蟲基因為另一重要外源基因，約有7.8%之轉基因作物係轉殖抗蟲基因。轉殖之主要目標作物則以玉米、棉花為主。在所有商業生產之轉基因品種中，另有約4.2%之轉基因作物係同時轉殖前述兩類基因，例如，棉花與玉米已有複合抗蟲與抗殺草劑基因之轉基因品種。轉殖抗病毒基因所佔比例雖低於1%，但是有逐漸提高趨勢，且多數以園藝作物為轉殖對象。

二、轉基因作物之方法

基因轉殖所利用之外源基因在可被利用前須經分離、選殖、定序、構築等程序，而後再經過媒介系統(Vector)引入需要改良之作物組織或細胞內。目前已有許多種方法可用於植物基因之轉殖，其中最普遍的是：

· 農桿菌媒介法

· 原生質體或生殖細胞直接導入法

· 基因槍直接導入法

· 電穿孔導入法

· 花粉管導入法

三、轉基因作物之檢測原理

經由特定外源基因之轉殖之程序，轉基因作物與其原目標作物在遺傳形質比較上，通常帶有一額外之遺傳形質。此遺傳形質則能透過正常生物程序產生蛋白質或酵素蛋白質而產生作用。因此，在檢定上可分別由DNA、RNA層次或蛋白質層次進行。此外，部分帶有抗性基因之轉植株，則可直接利用活植物體進行功能特性檢定，惟，檢定之結果常因使用之藥劑濃度而有所差異。此類檢定結果通常多用於輔助性之判斷。

1. 分子層次之檢測原理

聚合酵素連鎖反應( Polymerase Chain Reaction, PCR ) 可將生物體內之DNA片段利用特定引子於短時間內迅速增殖，並利用電泳技術使此增殖之DNA片段呈現於電泳膠片上。利用PCR技術理論上可以很容易的將目標DNA核酸片段放大而加以比對。然而，作物所含之DNA如藉由逢機引子進行黏合反應，所產生的條帶不僅差異性極大，且並不一定能與目標核酸(外源基因)進行黏合。因此在利用PCR DNA 放大技術前必須對外源基因之特性有所了解，才能進一步經由設計過之引子將特定的DNA片段放大並加以比對。

由目前已知之基因轉殖技術與相關轉殖程序，檢測調控基因、報導基因與篩檢標誌基因之DNA序列是目前最常用之轉基因植物檢測方法。基本上，轉基因作物之外源基因需透過特定DNA之序列進行調控，此類DNA序列主要包括與基因表現與轉錄調節有關之啟動子(promoter)及終止子(Terminator)。

2. 蛋白質之檢測原理

基因轉殖過程中為能早期偵測到轉殖成功否，在轉殖外源基因之同時通常會將一已知之特定功能性基因(報導基因)一併導入以做為早期偵測之用。目前最常用之報導基因為GUS 基因與GFP基因，其中GUS基因產生GUS蛋白，以X-gluc染色，可呈現藍色GUS反應；而GFP基因可單獨作用而產生螢光蛋白，在螢光顯微鏡下檢測時，會產生螢光反應。針對特殊外源基因所產生之蛋白質則可利用抗體抗原反應機並藉由酵素連結免疫球蛋白法(ELISA)進行檢測。

3. 生物活體檢測

轉基因作物除了可針對外源基因或其產生之蛋白質進行直接檢測外，部分轉基因作物亦可經由生物活體檢測而確認。由於基因轉殖之效率問題，在基因轉殖過程中，並非所有之接受轉殖處理之細胞均可成功的被導入外源基因，因此轉殖過程中，常一併導入一些特殊抗性基因(抗性篩檢基因) 並藉由選擇性培養基篩選可含選擇性標示基因之細胞系。例如，含抗生素標示基因之細胞由於具有將抗生素去毒化機能，因此可於選擇性培養基下存活：又如含自營性標示基因之細胞系因可自行產生產生如氨基酸、維生素等一些必須的元素，在不含基本元素之選擇性培養基內仍可存活。目前較常用之抗性基因包括，由E-Coli plasmid vector 所轉譯出耐抗生素tetracycline, kanamycine, hygromycine, streptomycine, zeocine,及ampicillin，為由真菌 Streptomyces hygroscopicus 所得可合成 phosphinotricine acetyl-transferase之抗殺草劑基因、由 Bacteria Bacillus 所得可合成 endotoxin cryIA(b)之抗蟲基因。

四、轉基因植物之檢測技術

1. 分子層次之檢測技術

應用於轉基因植物之分子層次檢測技術大致可分為以傳統PCR技術為基礎之檢測技術及以微型生物晶片技術為基礎之檢測技術。

1) 以PCR技術檢測調節性DNA序列

藉由PCR技術所發展之檢測可分為定性檢測及定量檢測兩種方式。前者檢測目定在是否含有轉基因產品成分，後者則可對轉基因產品成分做精確之定量，此一方式在以混合材料當樣品時特別重要。就作物而言，有性繁殖作物主要以種子方式流通，無性繁殖作物則以組織或器官方式流通。就種子作物而言，可以直接以種子為檢測樣品，惟樣品數以檢測精確度而異。大多數之基因轉殖多利用外加之啟動子及終止子來驅動外源基因之表現。目前轉基因植物常用之啟動子及終止子分別為CaMV 35S promoter (花椰菜嵌紋病毒35S啟動子) 及NOS teminator (Nopaline systhaes gene terminator)。
在利用PCR技術進行標示基因時，最重要的過程是根據所要檢測之標示基因設計專用引子(Primer)。在檢測上，可直接利用市售READIT 產品 (Promega 公司)進行PCR檢測，在混合樣品中，如混雜轉基因產品超過2%即可被檢驗出。該產品原理系利用35S及NOS專一性查詢探針反應，在READIT系統下，經由 35S及NOS專一性引子所增殖之DNA片段產物與專一性探針反應，如轉殖植株帶有35S 啟動子或 NOS終止子則會有訊號產生。

目前有關引子之設計可利用與Identign’s system類似之策略。例如neomycin 抗性基因之檢測所使用之引子為Tn5-1及Tn5-2。5-enolpyrvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) 抗性基因之檢測所使用之引子為RR01及RR02或GM05 及GM09。上述這些引子可專一性的產生508個鹼基對及447個鹼基對之amplicon（指任何小且被複製的DNA序列）。CryIA(b)基因之檢測則利用CRYIA1及CRYIA2或CRY03及CRY04，這些引子可專一性的產生420個鹼基對及211個鹼基對之amplicon。另一種常用之檢測方法系利用Identigen之系統設計二組標準之引子35S-1及35S-2同時進行正反向黏合反應以產生小於200bp之片段。以PCR技術進行轉基因作物之檢測，由於PCR所增殖之DNA片段大小約在10,000b左右，因此在理論上，混雜樣品中GM crop混雜度如超過0.01%即可被檢測出。然而，實際檢測上由於樣品數大小、外源基因之DNA序列長度、PCR引子之設計、使用之試劑等技術本身之限制，接造成檢定結果之差異。

2) 晶片檢測

DNA晶片之原理為利用一種在固態表面上進行DNA分子間之雜化反應，再配合螢光訊號之檢測技術，得以快速且大量檢測樣品。其作法為將標的基因、報導基因、啟動子及終止子等欲檢測基因的DNA片段進行增殖，並利用微型生物晶片機器將之點在尼龍膜上，做為篩選之探針膜，欲檢測之DNA需先以隨機引子法標定螢光物質，再將檢體之DNA與探針進行雜交反應（hybridization），經判讀機讀取資料，依雜交反應點的螢光呈色而判定檢體DNA與欲檢測DNA的相似程度。此方法之優點為同時可檢測多種轉殖之基因、檢測之樣品數多、準確性高、敏感度強之快速檢定方法。尤其對於未標明轉殖基因為何之加工食品，可降低偽陽性之現象。

2. 蛋白質免疫分析法為基礎之檢測技術

免疫分析法之原理係利用單株或多株抗體與目標蛋白質進行反應，而後以酵素連結球蛋白免疫分析法(ELISA)來判讀結果。此外利用西方墨點分析法，以發光化學物質之光電比色判讀結果。上述兩種分析法主要是以呈色或光量度之測定並與標準品比對，因此抗體之製備為重要步驟，抗體對目標蛋白質的親和性及專一性會影響分析之正確性及靈敏度。目前美國、歐洲及亞洲多國皆有ELISA及檢測條片(strip)套組上市用於基因改造大豆及玉米之檢測，所需檢測時間短，靈敏度高，此方法操作方便，適於定性篩選進口檢疫測試用。然而上述之檢出效率是以標準品為檢樣之結果，免疫法若實際應用於經加熱、發酵或酵素水解的加工食品，其中之蛋白質可能已變性或食品內基質對抗體與目標蛋白質辨識、結合的干擾，皆可能影響到檢測之正確性及靈敏度，此方面之檢測技術仍在研究改進中。
3. 生物活體檢測

生物活體檢測基本上是直接檢測植物體是否具有標示基因(如報導基因及選擇性基因)所表現之特殊特性。一般而言，用於Bacteria 轉殖之標示基因，因其基因之表現受到Bacteria 啟動子(Promoter)所調控，因此在植物體內並不會表現。雖然如此，一些Vector如Kanamycin 的選擇性標示基因經遺傳工程改造而能順利的在植物細胞體內表現。
另一種選擇性標示基因序列是基於此標示基因在植物體表現以作為篩選轉殖細胞之用。目前常用被應用作為標示基因之種類有：

· Acetolactase synthase (常見於棉花及煙草轉基因植物)

· β-glucuronidase (由E-Coli所選殖，常見於蘋果及大豆轉基因植物)

· 5-enolpyrvylshikimate-3-phosphate synthase (由Agrobacteria tumefaciens 所選殖，常見於甜菜轉基因植物)

· Hygromycin phosphotransferase (由E-Coli 所選殖，常見於油菜轉基因植物)

· Glyphosate oxidoreductase (由Achromobater sp. 所選殖，常見於油菜轉基因植物)

· Phosphinothricin acetyl transferase (由Streptomyces hygroscopicus 所選殖，常見於油菜轉基因植物)

· Nitrilase (由Klebsiella ozanenae所選殖，常見於油菜轉基因植物)

· Neomycin phosphotransferase (由E. coli  所選殖，常見於蕃茄轉基因植物)

· Luciferase  (由Photinus pyralis 所選殖，常見於玉米轉基因植物)

· Chloramphenicol acetyltransferase (由E. coli 所選殖，常見於馬鈴薯轉基因植物)

除此之外，由Jellyfish及Aequorea victoria所選殖之綠色螢光蛋白基因 (GFP)近年來在許多作物亦被廣泛的應用。

基於部分之選擇性標示基因如抗生素篩檢基因對生態環境乃至人體健康的不確定性影響及選擇性標示基因對於轉殖株生長發育並無用處，近年來，科學家已陸續開發新的轉殖系統，使選擇性標示基因在轉殖完成階段會自行切離而不帶有標示基因序列。此類利用非選擇性標示基因之轉殖系統(Marker-free)，則無法利用上述PCR技術進行檢測。例如，以組織培養再生促進基因(ipt)為篩選基因時，可直接尤其在生能力判斷。

4. 轉基因植物檢測取樣技術

轉基因品種檢定之準確度除了與檢定方法有關外，與取樣方法亦有密切關係。事實上，除了單株鑑定外，轉基因品種之檢測結果是由少量受檢樣品之結果推估全體樣品，因此實際受檢樣品必須具有族群之代表性。根據美國農部非正式統計，不當的取樣方式是造成結果誤判之主要原因。目前各國從事轉基因品種之鑑定單位，其鑑定所需樣品之取樣多數依照國際種子檢查機構(International Seed Testing Agency, ISTA) 所訂取樣標準為依據而修正。

伍、檢討與建議

由農業發展之過程來看，品種是農業生產之根基，作物品種經由新品種之育成不斷的更新，對產業升級與提昇產業競爭優勢有極大貢獻。轉基因品種可藉由外源基因之導入，而能達到傳統育種所無法完成之目標。因此，可以預見轉基因品種之栽培推廣在未來數年將更為普遍。在應用上，轉基因作物產品對人體健康、生態環境和動植物、微生物安全的影響，目前在國際上尚無定論。但是各國對於轉基因產品標識問題已經達成共識，對轉基因產品管理趨嚴，也採取不同的管理辦法。

此次赴美考察轉基因品種鑑定技術過程中，除根據既定之計畫考察相關執行技術外，亦比較與我國相關轉基因品種管理制度之差異，以下特別針對制度面與技術執行面之主要心得說明如下：

一、 法規制度

美國是使用轉基因技術最廣泛的國家，也是轉基因生物安全管 理比較寬鬆的國家。其主要控管點在於轉基因作物核准上市之生物安全性評估審核，轉基因品種一但通過審核後，相關產品之生產、流通則以監控方式取代限制。值得注意的是，美國相關研究單位對已推廣或正在進行之各轉基因品種相關資訊之收集相當完整，針對在使用上有疑異之外源基因、標示基因甚至產品都有嚴謹之控管機制，以確保產品之安全性。

我國在有關轉基因作物管理方面，植物種苗法第四條之一規定，基因轉殖植物非經中央主管機關核准，不得輸入或輸出。 由國外引進或國內培育基因轉殖植物，則應向中央主管機關申請田間試驗並通過後，始得在國內推廣及銷售。此外，『基因轉移植物田間試驗管理規範』與『基因轉移植物委託田間試驗作業要點』兩行政規定中亦明確規範有關轉基因作物安全性評估之相關內容。

基本上，我國針對轉基因品種之管理規範之架構尚稱完整，但是相關的執行細則卻還在討論中，特別是轉基因品種之進出口如何控管及稽查還有主管機關費心思考。

二、 審查制度

美國轉基因品種之上市前生物安全性評估審核是採用書面審查制度。此制度之特色是，相關審查過程所產生之疑問或異議均由申請者負舉證及補充說明之責任。我國雖未明確規定採用何種審查方式，但是申請生物安全性評估案在送委員會審查前，轉殖植株需先委託政府認可之機關進行隔離田間試驗，委員會之審查則主要依據檢定機關所提出之報告為主。換言之，轉基因品種是否符合栽培推廣要件，是由官方之檢定機構負舉證責任，而非由申請者。此一制度雖然有不易發生誤給之優點，但是政府需為負舉證責任而投入龐大之人物力及經費。在此情況下，我國之審查制度是否要採官方實體審查制，還是修正由申請者負舉證責任的書面審查制度，應有很大之討論空間。

三、 檢定技術之建立與執行

轉基因作物之管理除了針對依法申請生物安全性評估之作物外亦須針對進出口種苗進行一般性稽核檢定，特別是為防範轉基因品種被非法引進推廣，對可疑之種苗抽檢工作亦不可避免。目前農委會針對轉基因品種之鑑定並無指定或授權相關機關執行，此外，所能掌握之各類轉基因作物鑑定技術更分散於各相關學研單位，相關檢定技術並無並無專責單位負責進行進一步整合、評估與利用。雖然目前有關轉基因品種管理尚在起步階段，但由過去執行新品種權利登記的經驗，前述有關轉基因品種之鑑定牽涉到設備與人力技術資源，在專家至上之原則下，未來執行轉基因品種檢定之執行單位若分散於各學校或農委會所屬試驗單位，將會造成權責不清之問題進而影響到轉基因品種檢定之公信力，我們是否應成立專責機構負責，有待主管機關深思。
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