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摘要
由於全球人口快速增加及交通便利，導致許多外來種流入封閉基因庫。而台灣屬於海島型地形，各式物種受限於海洋屏障，理論上外來種不易流入。但近來頻因人民在有心或無意的情況下引入動物或植物，造成本土生物浩劫。每年6.5億人次的越境旅遊使觀光客媒介外來種的風險大增，水果、種子的入境可能帶進的昆蟲、微生物都會影響農業。如白輪盾介殼蟲使台灣園藝界的蘇鐵損失慘重。為杜絕國人夾帶保育類動物闖關，執法機關之鑑識單位絕對有必要加強各物種基因辨識能力。
此次奉命前往美國聖地牙哥參加第92屆國際鑑識科學教育年會(92nd IAI)，會中有多場演講強調鑑識科學實驗室認證的重要性，美國自O.J. Simpson案件後，許多鑑識實驗室痛定思痛決定改善鑑定之品質及正確性，國內積極推動鑑識科學實驗室認證正能與此呼應，此次參與盛會不僅學習鑑識新技術也拓展個人之國際視野。
隨後進入聖地牙哥野生動物園實驗室(CRES)實習逾一週，職雖已通過公務人員英檢資格，但因前無赴美實習之經驗，對於直接進入實驗室與美國當地科學家共事頗感壓力，所幸事前充分準備：包括廣閱科學期刊、勤作研究，甚至利用下班補習加強英文口說能力，終於獲得該實驗室人員的認同與讚賞。而實驗主軸則使用粒線體DNA, Cytochrome C Oxidase I（COI）引子（primers）進行基因定序（附件一）再與美國NCBI（National Center for Biotechnology Information）基因庫比對確定物種。經與該實驗室研究員討論後，未來工作重點應著重於尋求各物種PCR最佳實驗條件並建立台灣特有種基因庫。
此次實習最大收穫，應是從CRES基因實驗室主管 Dr. Ryder得知世界各國基因學家曾於去年開會，決定使用COI引子為各物種確認之工具。為使台灣也能與世界接軌，本局DNA實驗室也應急起直追，建立完善基因庫及鑑識條件。
1、 目的

（1） 執行本局九十六年度「生物多樣性之基因鑑定技術增進」出國研習計畫。
（2） 參加第92屆國際鑑識科學教育年會(92nd IAI)，學習鑑識新技術，`以彌補DNA鑑識之不足。
（3） 赴美國聖地牙哥野生動物園實驗室(CRES)實習，學習國際於野生動物種屬辨別之技術及對瀕臨絕種動物有關之復育計畫內容。

2、 經過

七月二十二日抵達聖地牙哥。當日直接前往國際鑑識科學教育年會(92nd IAI)會場報到。七月二十三日星期一上午大會舉行開幕儀式，一一唱名參與盛會的各國代表，輪到台灣時，心中浮出一絲驕傲，因為台灣的國旗亦出現在會場中。隨後全體參與人員大合照，光是調整角度就花了半小時，站在大太陽底下，才知聖地牙哥的太陽又大又辣。奇怪的是美國人不喜撐傘，聽說聖地牙哥屬於沙漠型氣候，去年整年皆無下雨，難怪沒看到聖地牙哥有人賣傘。以下為第92屆國際鑑識科學教育年會(92nd IAI)學習重點：
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圖解：開幕會後與主席會議桌上之中華民國國旗合影。

（1） Glitter as Forensic Evidence

學習前題：Everything leaves a trace.

既然任何東西接觸皆會留跡證，就可針對所留下的微物跡證檢驗推定來源。
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何為理想的接觸性微物跡證：

1. 幾乎不可見

2. 容易轉移且存留在所接觸的物體上

3. 極具特異性，不易受他物干擾測定結果

4. 極易收集、分離且濃縮

5. 可經由電腦檔庫搜尋資料並比較

6. 縱使環境不佳仍可留存

什麼是glitter?

完全是人造的，如化粧品、雕刻藝術品、髮膠或衣服上印刷字體等。

我們可根據glitter的形狀、顏色、 大小、厚度等去判斷

 此glitter 的特性。

觀察儀器？

1、 紅外線IlluminatIR
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二、顯微分光鏡（Raman Microspectroscopy）
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實際案例介紹：

一位患有癌症的婦女死於車禍，生前卻保了大筆保險，保險公司懷疑婦女家屬製造假車禍真詐財，故委請檢驗婦人是否於生前即坐在駕駛座或事後移花接木坐在駕駛座上。本案經由檢驗爆破之安全氣囊上殘留之glitter是否與婦人臉上所化之粧屬性相同，因而判定婦人家屬勝訴。
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圖解：此為真實案例之死者及該安全氣囊。
（二）The UV/IR Digital Camera（紫外線紅外線數位相機）運用簡介：

相機在刑事鑑識上極為重要，不只因為所有樣品皆須拍照存證，亦因相機功能大幅提升，增加拍照波域，使得許多樣品原本因背景顏色過深無法呈色的問題得以解決。
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人類肉眼及一般相機所見波域為380nm-700nm，而UV/IR Digital Camera波域則涵蓋350nm-1000nm，如此一來則可以看到一般看不到的證據。較大突破為：

1. Bruises and Bite Marks(瘀傷及咬痕)

長波長UV光比可見光可穿透皮膚直達較深層的地方，因此底片亦可接收更深層傷痕的影相。故一般深層瘀傷於肉眼所見並不明顯甚至無法以一般相機拍攝，但改換鏡頭及長波長UV光後即可輕易解決此類問題。

[image: image8.jpg]BIRCKRWITE,
7125018,
N Finer,





圖解：右圖為加裝UV Filter後，拍出較佳之瘀傷情形。

2. 背景色深及問題文書之潛藏指紋和字體
一般深色及花色繁複物上的指紋易受影響無法辨識。但以螢光粉末處理指紋合併紫外線紅外線數位相機即可得到清晰易辨的指紋。而問題文書之竄改字體或事後補寫之字體，亦可增加濾鏡以分辨字體是否曾遭塗銷或事後添加。
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圖解：經更改濾鏡後，可看出遭塗銷之字體。
3. 精斑、尿液及其他體液：

性侵案件之精斑或其他體液之拍攝存證極為重要，但因內褲顏色多變或為深色內褲，其於噴檢SM後亦無法觀察是否呈現紫色。此時若改為使用紫外線紅外線數位相機搭配紫外線濾光鏡頭即可解決此類問題。
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圖解：原始衛生紙上精斑只呈現黃色，但使用UV光及濾鏡後，可清晰見到精斑全貌。
4. 血跡鑑定及槍藥碎屑：

血跡及槍藥碎屑其實非常容易鑑定，但若發生在背景色相同的情況，則不易判別血跡大小及槍藥碎屑分佈情形。若使用紫外線紅外線數位相機搭配紅外線濾光鏡頭，即可清晰拍攝此類照片。
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圖解：血跡或子彈之火藥粉若出現在深色布料上，無法以噴檢觀察全貌，但搭配紅外線濾光鏡頭即可清楚看出血跡及火藥粉噴濺狀態。
（三）美國現今刑事鑑識實驗室認證情形及認證之必要性
鑑識科學（Forensic Science），是指有關犯罪現場勘查、證物搜尋、實驗分析、結果研判與提出報告，以供偵查或法庭使用為目的的科技內容都稱為鑑識科學。國際實驗室認證協會（International Laboratory Accreditation Cooperation, ILAC）列舉鑑識實驗室常做的十二類項目，分別為：
1.管制物品類
    管制藥品與違禁藥物、植物類物質、相關的化學藥品與器具
2.毒物類
    藥品、酒精、毒品
3.毛髮、血液、體液與組織類
    血清鑑定、DNA鑑定
4.微量證物類
    火災殘跡、碳氫燃料、縱火器具、炸藥與爆炸殘跡、玻璃、燈絲、油漆、汽車零件、金屬與合金、槍擊殘跡、纖維與毛髮、衣服、膠帶、染料與色素、油與脂、化妝品、催淚劑、土壤、肥料、腐蝕劑、酸性物質、鹼性物質、食物、潤滑劑與殺精劑、飼料與附屬品、電子零件、工藝或家用工具組件、工廠標記（包含號碼重現）、植物類物質（管制物品除外）
5.槍彈鑑識類
    槍枝、彈頭與彈殼
6.筆跡與文書鑑定類
    筆跡、墨水與打印物、紙張、影印機與印出物、橡皮章、筆壓凹痕、安全標記、打字機與打字文書、印表機與其他印出物、壓印物與壓印品
7.指紋類
    指紋、掌紋、腳紋
8.痕跡與印痕類
    工具痕、輪胎印痕、鞋印、纖維印痕、手套印、非指紋類的身體印痕、工具痕跡與印痕
9.影音與電腦分析類
錄音帶、聲音樣品、語言樣品、電腦（軟體與硬體）、影像強化、影像測量、面貌比對、資訊重現
10.車禍調查類
    車速記錄器、微量證物、零件故障、不安全的裝載、車速計算、電機故障、車輛制動系統
11.現場勘查類
    犯罪現場勘查、證物搜尋、電腦模擬、攝影、火災調查、血跡噴濺型態研判
12.法醫、昆蟲鑑識、牙科鑑識類
鑑識單位應如何確保鑑定報告的品質呢？首先必須有一套保證刑事實驗室測試能力且能符合刑事司法系統需要的制度，這套制度也就是刑事實驗室認證制度。
美國自1994年O.J.Simpson殺妻案，因起訴證據存有漏洞，刑事方面獲判無罪釋放。但O.J.妻家屬於1997年提起民事賠償，O.J.Simpson被法庭裁定須賠償受害者家屬三千八百萬美元，這無疑打了鑑識實驗室一個大巴掌。此案件亦讓美國刑事鑑識實驗室痛定思痛，了解確保鑑定報告品質的重要性。故自1998年起許多刑事鑑識實驗室開始申請認證。
依據本篇講者的研究統計，加州在西元2000年僅19家鑑識實驗室通過認證，但如今（2007）已有38家通過認證。而且各地政府也不斷地揖注金錢擴充鑑識實驗室規模，以Los Angeles County Sheriff’s Crime Lab為例，新落成之鑑識大樓是一棟花費超過一億美元之五層樓建築，已於今年（2007）五月落成啟用。未搬入新建大樓前有30位鑑識人員負責DNA鑑識工作，但預計擴充人力至70餘人，全部鑑識人員也將從原本的198人擴充為400多人。
台灣政府這幾年也十分重視科學鑑識技術之提升及實驗室設備之擴充，近幾年赴國外鑑識實驗室參訪者皆有深刻體認。
CRES(Conservation and Research for Endangered Species)實習：
七月二十七日轉往距聖地牙哥市區北邊約50公里處之野生動物園附屬實驗室CRES(Conservation and Research for Endangered Species)實習。CRES係屬民間捐款成立之實驗室，故經費來源均得尋求贊助，而Beckman公司為最大捐款單位，所以在CRES建築即標示Beckman Center，且於實驗室內到處可見Beckman 的儀器。
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圖解：CRES實驗大樓正面圖。

CRES共有員工140人，而基因實驗室有16人，其中七人具博士學位，寒暑假亦收高中、大學或研究所學生做實驗。CRES於十二年前成立基因實驗室，主管為Dr. Ryder（如附件二）。
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圖解：Dr. Ryder引導參觀Frozen Zoo（檢品皆保存於液態氮桶中）情形。

CRES因感於物種流失快速之危機，於三十年前陸續收集全世界各物種檢品，成立”Frozen zoo”，目前已收集8000個樣品，675個動物物種，其中百分之八十為哺乳類動物。而在Frozen zoo中已有二種物種絕種，但其已保存纖維母細胞(fibroblast cell)，等待未來基因技術更加成熟，再加以複製。這些檢品除與各學術單位交流亦提供自己實驗室研究用。除此之外，另保存瀕臨絕種動物之生殖細胞，如貓熊、加州禿鷹（California Condor）等供國際繁殖計畫有效利用及整合。亦因許多落後國家捕殺保育類動物，如海龜、猴猿類充當食物，乃再成立DNA bushmeat barcoding 計畫。主要目的希望能以DNA技術快速辨別已遭支解販賣的肉品物種。
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圖解：聖地牙哥動物園復育成功之貓熊及加州禿鷹，左圖之貓熊將於今年９月產下小貓熊。

基因實驗室因兼管Frozen Zoo，因此特別使用LIMBS系統以電腦監控管理，而此工作也特別指派二名電腦工程師專責管理。實驗室內-80℃冷凍冰箱有14個，依序編號並在冰箱上貼上內容物及負責人員緊急聯絡方式，為防止檢品因冰箱故障致使檢品腐敗，特別準備一個空冰箱以應萬變。
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圖解：CRES實驗室內-80℃冷凍冰箱有14個。
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圖解：-80℃冷凍冰箱貼上內容物貯存之檢品名稱及負責人員緊急聯絡方式。

除此之外，Dr.Ryder強調該實驗室目前重點工作除研究工作，最重要的是”教育”，實驗室內許多資深研究員常深入高初中教育青少年動物保育的重要性及如何做好保育工作。Dr.Ryder認為與其教育中老年人，不如教導年輕人保育觀念，再由年輕人影響父母親及下一代來得更加有效。

安全訓練：

CRES針對任何新進人員皆會進行安全訓練，其安全訓練經理約花一個半小時帶新進員工認識環境，尤其是實驗室安全簡介特別仔細，清楚介紹各種藥品擺放位置，毒性廢棄物及廢液收集地點，較特別處是CRES特別規劃一個房間約二十坪大，溫度調控在4℃來收集廢棄組織、細胞或血液。另在每個實驗室門口貼上危險等級以利員工及消防員辨識。且針對每種化學藥品製作MSDS卡(藥性安全使用指示卡)。
[image: image22.jpg]


[image: image23.jpg]



圖解：左圖為新進人員正在觀看CRES製作之電腦逃生講義，右圖為地震防災逃生設備（內裝如手電筒、繩索及藥品等物）。
CRES要求每個新進人員觀看大樓位置圖、逃生位置及地震災害實驗室防災應變計畫，接著小考。
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圖解：實驗室門口貼上危險等級
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圖解：左圖紅色垃圾桶專門收集致癌性試劑廢棄物，並隨時保持密封狀態。右圖最右之桶盛裝使用過之tips，中間桶則盛裝不能回收之塑膠盤、器皿。
CRES為使職能充分學習，遂安排職使用cytochrome C oxidase I(COI) primer針對鴿子、海豚、犀牛、熊及老虎等十三種動物進行序列分析。實驗步驟大同小異，較特別處為其習於使用touch-down PCR method尋找最適條件（實驗步驟及結果見附件四）。CRES對物品標識非常清楚且乾淨，所以皆可從冰箱中輕易尋找。另，其野生動物DNA皆放置固定冰箱供並依猿猴類、食肉類、鳥類、家畜類等序號放置在96well盒內，但其建議使用科學名而不要用俗名，因為各地所使用之俗名不一，非常不利未來尋找檢品。
[image: image27.jpg]Rerniees
.




[image: image28.jpg]



圖解：CRES依種類區分保存檢品，左圖為爬蟲類，右圖可見各檢品標示清楚。
CRES亦使用ABI公司9700系統進行PCR，但因其經費來源來自民間捐助，所以物資有限，許多溶劑及耗材皆會重覆使用。像本實驗室於進行PCR 後產物確認步驟，已開始使用e-GENE系統，本系統快速方便又有效，但在CRES仍使用2% agarose gel試驗，過程繁複且耗時。
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圖解：左圖為CRES使用之agarose gel；右圖為本科使用之e-GENE，可省略配製膠片及傳統跑膠的時間。
3、 心得

此次職赴美參加第92屆國際鑑識科學教育年會(92nd IAI)及進入美國加州聖地牙哥野生動物園實驗室實習共十五日，收獲豐富。於IAI年會之教育課程學習，當DNA微物證物不可得時，可考慮採取發光微物證物（glitter）之技術，亦可鑑識證明罪犯犯行之因果關係。另學習得知 UV/IR Digital Camera（紫外線紅外線數位相機）可經由改換鏡頭及拍照波域（如長波長UV光），解決許多案件因樣品原本背景顏色過深無法染色的問題。諸如此類的世界先進技術不僅拓展鑑識人員之國際視野，亦強化補足DNA鑑識之不足。

至於美國加州聖地牙哥野生動物園實驗室(CRES; Conservation and Research for Endangered Species)實習經驗，職直到進入該實驗室，始知其為美國頂尖野生動物實驗室。此次係由台北市立動物園王儷倩獸醫師介紹進入該實驗室實習，該實驗室主管DR. Ryder其個人國際期刊著作高達近三百篇，亦擔任美國國內許多瀕臨絕種或保育類野生動物復育計畫主持人，研究精神旺盛及工作態度認真。
因有感於第三世界國家人民物資缺乏，常濫殺許多保育類動物如猿猴、大型陸龜等食用。聯合國去年於英國舉辦第一次生物基因條碼國際國際年會（The 1st International Barcode of Life Conference），今年（96年）9月17日則於台灣中央研究院舉辦第二屆國際年會。去年大會已達成決議使用粒線體DNA Cytochrome C oxidase I 基因當作生物基因條碼的辨識工具。因為CRES亦屬生物基因條碼計畫之主軸實驗室，故職在CRES的一個多星期直接參與barcode 生物序列分析實驗，收穫頗豐，亦深深感受美國人認真努力的工作態度。以下為職在CRES實習期間之心得感想：
（1） CRES非常著重新進同仁安全訓練，而台灣則著重技術訓練。未來應可學習CRES作為，本人亦向CRES相關人員索取安全訓練相關文件以供參考（安全訓練講義如附件三）。

（2） CRES要求所有進入實驗室人員皆須穿著包鞋，以確保人員安全，並詳細說明沖洗器、滅火器使用方法及擺放位置。
（3） CRES對有毒廢棄物丟棄管制嚴格，如使用過Ethidiume Bromide之tips不僅須放置特定廢棄桶，且在尚未丟棄前使用夾鍊袋確保Ethidiume Bromide氣體不致從廢棄桶中散發出來。

（4） CRES對於實驗器材如eppendorf、tube、plate皆要求高溫滅菌後始可使用，但於實驗過程卻忽略穿實驗衣及戴口罩等基本動作，故不時聽到部分在CRES實習之暑期生，其本來是分析穿山甲，卻變成人類序列，可見是施做者污染所致。

（5） CRES雖然對於各物種DNA建檔得井然有序，但經觀察數日卻發現該單位將DNA檢品保存於4℃，故以2% agarose gel 判斷PCR最佳化條件時，常發現無明顯bands出現，此時施作者常懷疑所用之PCR條件未最佳化或重新抽提DNA以解決困擾，但以本人經驗來看，其最重要因素為DNA之保存條件不當。其至少應保存於-20℃以下，才能延長DNA使用之壽命，本人亦向內部人員表達正確保存DNA檢品之觀念，惟其行之有年之保存方式，尚無法立即改善。
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圖解：CRES直接將DNA檢品保存於4℃冰箱中，易使DNA裂解。
4、 建議

（1） 儘速成立野生動物DNA基因庫（Frozen Zoo），並以科學學名輔以阿拉伯數字編碼管理，如此不僅有利未來研究工作，亦能提升本局於野生動物鑑識之地位。
（2） 加強同仁實驗室安全觀念及新進實習生逃生安全教育，另於實驗室加裝沖淋設備，以防不幸遭化學藥劑噴濺或灼傷時使用。
（3） 加強毒性及醫療廢棄物管理及標示，可專設4℃冰箱貯存廢棄醫療檢品，以利廠商定期回收銷毀。
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圖解：本人實習最後一天，中間著淺綠色T恤之CRES小主管Leona買點心舉辦歡送茶會。
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圖解：本人於CRES實習時之指導研究員，Sarah, Ph.D.
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圖解：Julia為CRES中唯一華人，成績非常優秀，目前為高中生，申請至CRES當暑期實習生，負責Barcode PCR條件最佳化設定工作，其希望今年（2007）11月來本局參觀。
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圖解：Ms. Benbow為Dr. Ryder秘書，此次赴CRES接洽皆由她負責，非常熱情大方。
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圖解：Ms. Leona為Dr. Ryder之職務代理人，Dr. Ryder指定其為本人之小老板，目前為CRES研究員。
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圖解：Janette目前為依索比亞大學動物行為學教授，因當地居民物資缺乏，常射殺猿猴食用或販賣，故申請至CRES學習Barcode，是本人在CRES的同學。
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圖解：Bill目前為研究所學生，職在CRES實驗室若不知物品放何處，常向Bill尋問，人非常和善。Bill約200公分，本來他是站著和我拍照，但因無法對焦，只好請他坐著。
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