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中文摘要 

 

紅麴菌 (Monascus spp.) 為當今保健食品與傳統中藥材研究的熱門題材，特別

是作為傳統中藥材的紅麴米。紅麴米的製備方法與功效雖已流傳數百年，但其主

要菌種仍不清楚，因此探討傳統中藥材紅麴米中的主要紅麴菌種，將有助於了解

中藥材紅麴米的功效主要來自於哪一種紅麴菌。另一方面，紅麴菌種於鑑定上因

紅麴菌株外觀多樣性高及現今分子分型方法的分辨力仍有侷限，目前尚未能快速

有效的進行紅麴菌種分型。因此本研究對臺灣市售紅麴米中的紅麴菌種進行調

查，同時利用紅麴的二次代謝物生合成基因進行紅麴菌種的分型引子設計，並結

合具有鑑別力的引子以複式 PCR 進行菌種快速鑑定方法的建立。本研究自臺灣市

售中藥材紅麴米中共分離出 66 株紅麴菌株。紅麴菌種鑑定結果顯示臺灣市售紅

麴米的菌種大多為 M. purpureus (87.8%)，而 M. pilosus 和 M. ruber 分別有 7 株 

(10.6%) 和 1 株 (1.5%)，推測過去文獻上所記載紅麴米的功效很可能來自於 M. 

purpureus。本研究於紅麴菌種的分型引子測試結果顯示具有鑑別力的引子為 

pksδ、pksθ 以及 RubPil。將 pksδ、pksθ 以及 RubPil 引子合併應用於 multiplex 

PCR，其結果顯示能有效區分 M. pilosus、M. ruber、M. kaoliang、M. purpureus、

M. barkeri、M. albus 和 M. sanguineus。本研究所開發的 multiplex PCR 方法具有

應用於紅麴產品常態性的監測篩檢的潛力。 

 

關鍵字:紅麴菌、紅麴米、複式聚合酶鏈鎖反應、二次代謝物生合成基因  
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英文摘要 

 

Currently Monascus spp. is a popular subject of health food and traditional Chinese 

medicine research, especially the traditional Chinese herbal medicines-red mold rice. 

The preparation and bioactivity of red mold rice were known for centuries, but the 

species responsible for red mold rice remains unclear. Due to the variability of 

morphology and underdevelopment of rapid molecular method for Monascus, the 

accurate identification of Monascus is limited at a small scale. Thus, we investigated the 

major species of Monascus in Taiwan red mold rices in this study. Besides, we proposed 

to use secondary metabolite biosynthesis genes for rapid identification of Monascus. 

Sixty-six Monascus strains were isolated from Taiwan red mold rice in this study. There 

were three species includes Monascus purpureus (69.7%), M. pilosus and M. ruber 

strains, 7 (10.6%) and 1 (1.5%) were isolated from red mold rice. Thus we propose that 

the bioactivities of traditional Chinese herbal medicines-red mold rice were mainly 

contributed by M. purpureus. Genotyping primer test of Monascus showes that the 

combination of pksδ, pksθ and RubPil has maximum identification power. The pksδ, 

pksθ and RubPil primer sets were merge into a multiplex PCR. The results of multiplex 

PCR showed that M. pilosus, M. ruber, M. kaoliang, M. purpureus, M. barkeri, M. 

albus and M. sanguineus could be clearly distinguished. It showed that the multiplex 

PCR method developed in this study is a potential rapid Monascus identification 

method for routine screening and regulation of Monascus products. 

 

Key words: Monascus spp., red mold rice, multiplex PCR, secondary metabolite 

biosynthesis genes.   
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一、 前言 

(一) 文獻回顧 

1. 紅麴菌 

(1) 紅麴菌特性 

紅麴菌屬 (Monascus) 是由法國學者 Van Tieghem (1884) 依據在馬

鈴薯培養基上所分離的兩種真菌所建立的，兩種菌株分別為 M. ruber 

Tiegh 和 M. mucoroides Tiegh (Van Tieghem, 1884)。紅麴菌廣泛存在於穀

類、澱粉、新鮮牧草、泥土、魚乾、河床表面沉積物及松樹根組織中 (陳

和莊，2003)。紅麴菌的特徵是菌絲呈無色、紅色或褐色，具有橫隔 

(septa)，於末端會產生一個大型的有性厚壁子囊 (ascocarp)，無性生殖是

由菌絲頂端往下切割，形成鏈狀分生孢子，與同一目的麴菌 (Aspergillus) 

與青黴菌 (Penicillium) 有所區別，故被獨立為單一個屬 (林，1983)。紅

麴菌目前的分類地位為真菌界 (Fungi)、子囊菌門 (Ascomycota)、散囊菌

綱  (Eurotiomycetes)、散囊目  (Eurotiales)、紅麴菌科  (Monascaceae) 

(Patakova, 2013)、紅麴菌屬 (Monascus)。 

在早期文獻中曾被命名的紅麴菌約有  20 個不同的物種，

Hawksworth 和 Pitt 兩位學者根據紅麴菌在不同培養基上的生長速度、

菌落顏色大小以及閉囊果  (cleistothecia) 與分生孢子的大小顏色等特

性，將紅麴菌分成  M. pilosus、M. purpureus 和 M. ruber 三個物種 

(Hawksworth and Pitt, 1983)，其後又有 M. floridanus、M. sanguineus、M. 

lunisporas、M. pallens 和 M. argentinensis (Barnard and Cannon, 1987; 

Cannon et al., 1995; Udagawa and Baba, 1998; Stchigel et al., 2004) 等陸續

被命名發表。表一為目前國際上公認的紅麴菌種有九種 (Shao et al., 

2014)。紅麴菌為雌雄同體 (homothallic)，其營養菌絲呈不規則狀分歧，

內有大型液泡與隔膜結構，可產生子囊果進行有性生殖或藉由分生孢子 

(conidium) 行無性生殖。有性生殖時，位於菌絲頂端之精子器 

(antherdium) 會延長為一多核管狀細胞，雌性母細胞也同時分裂為受精絲 

(trichogyne) 與造囊果(ascogonium)，精子器內核藉由受精絲移入造囊果而

融合。結合後，造囊果發育成直徑約 20-40 μm 之子囊果，待成熟後從子

囊果裂口處釋出，再開始其新的生活史(圖一) (蘇等，1970)。  
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表一、國際公認的紅麴菌種 

Table 1. Internationally accepted species of Monascus spp. 

Taxon BCRC
1
 ID ATCC

2
 ID CBS

3
 ID 

Monascus pilosus 31502
T
 16363

T
 286.34

T
 

Monascus ruber 31532
T
 15670

T
 135.60

T
 

Monascus purpureus 31542
T
 16365

T
 109.07

T
 

Monascus floridanus 33310
T
 64205

T
 - 

Monascus sanguineus 33446
T
 200613

T
 123568* 

Monascus lunispora 33640
T
 204397

T
 113675* 

Monascus pallens 33641
T
 200612

T
 - 

Monascus argentinensis 33998
T
 - 109402* 

Monascus eremophilus - 62925
T
 123361

T
 

*: No type strain present. 

-: Not in collection. 

1: Bioresource Collection and Research Center. 

2: American Type Culture Collection. 

3: Netherlands Culture Collection.  
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(2) 紅麴米 

過去文獻上常用於發酵以生產紅麴米的主要菌種為 M. pilosus、M. 

ruber 和 M. purpureus (Patakova, 2013)。在許多東方國家對於紅麴米有不

同的名稱，如在日本稱為 beni koji 或 anka koji，而在其他地方是以 

Hongqu、red yeast rice、Hon-Chi、Anka、red koji、red Chinese rice、或 red 

fermented rice 來稱呼，實際上應以 red mold rice (RMR) 較為恰當。紅麴

菌是亞洲地區發酵食品的重要菌種，可見於紅麴米、米酒、高梁酒白蘭

地 (Hesseltine, 1965; Lin, 1973; Lin, 1975)、黃豆奶酪 (Tsai et al., 1978) 和

食品著色顏料 (Su et al., 1973; Hosono et al., 1977) 等。紅麴米在中國除了

是一種傳統發酵食品，同時也是用來治療消化不良、止痛和痢疾的傳統

藥物 (Li and Guo, 2003; Lin et al., 2008)。 

紅麴的食用記錄最早於三國時代王粲 《七釋》 中就有提及：「西旅

遊梁，御宿秦粲，瓜洲紅麴，參揉相拌軟滑膏潤，入口流散」 (蘇，2001)。

西元 960 年，北宋初期有更多的典籍記載，如陶谷雜採隋、唐、五代典

故所撰寫的 《清異錄》 中已提及「紅麴煮肉」；胡佰的 《苕溪漁隱叢

話》 則有：「江南人家造紅酒，色味兩絕」；李之儀的 《姑溪居士集》 述

及：「紅糟筍」；莊綽的 《雞肋編》 亦有「江南閩酒中公私醞釀皆紅麴

酒」的記載 (蘇，2001)。 

元朝後紅麴的使用更為普遍，許多調理食物的書與藥典上均有紅麴

的記載，飲膳太醫忽思慧在 《飲膳正要》 中記錄紅麴之製法：「選擇土

壤為暗紅色的地方，挖一深坑，上下周圍鋪以篾席，把粳米倒入其中，

上壓以重石，使其發酵而變為紅色」，並提及紅麴具有「健脾、益氣、溫

中」功效 (忽，1330)。元朝吳端的 《日用本草》 則敘述 「紅麴釀酒，

破血行藥勢」。到了明朝，紅麴的製法改為用蒸熟的米飯作為培養基質以

縮短培養時間，李時珍所著作的 《本草綱目》 中所記述紅麴的功效:「紅

麴主治消食活血，健脾燥胃，治赤白痢，下水榖。釀酒，破血行藥勢，

殺山嵐瘴氣，治打撲傷捐，治女人血氣痛及產後惡血不盡」 (Li, 1596)。

明末宋應星所著作的 《天工開物》 的「丹麴」一節中，除了指出製紅

麴要選用精白在來米外，其中還記載蒸飯及接種後的管理方法，均是目

前國人製造紅麴的重要管理依據 (蘇，1978)。  
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圖一、紅麴菌之生活史。(蘇等，1970)  

Figure 1. Life cycle of Monascus species. 

1, 2: ascospore germination is formed vegetative hyphae; 3-7: genital formation and 

development of ascogenous hyphae; 8, 9：mature ascocarp; 10: asexual conidia of a 

single cell. 

  

an: 精子器；ag: 造囊果；tg: 受精毛；ah: 造囊菌絲；p: 擬護膜；a: 子囊；

as: 子囊孢子；c: 分生孢子 
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除此之外在本草 《衍義補遺》、《本草備要》 和 《醫林纂要》 等

也均有紅麴藥效之記載。臺灣紅麴的起源則相傳於明末清初鄭成功光復

台澎後，由福建渡海來台的製酒匠人所帶入。臺灣早期民間流傳，紅麴

用來治小孩和老人夜尿及輕微氣喘的功效極為良好 (陳，2000)。紅麴米

除了是歷史悠久的中藥材，紅麴菌與其發酵產物也成為近年熱門的保健

食品原料，根據經濟部工業局 「保健食品工業技術推廣與輔導計畫」-

「2011 年國內保健食品產值暨產業概況分析」，真菌類及其代謝物 (包

括紅麴、靈芝、樟芝等之粉末、膠囊和錠劑等相關產品) 產值約 41 億元。

(經濟部工業局，2011) 

隨著科學的進步，由紅麴菌所分離出的活性成分已經得到許多的研

究證實而成為國際矚目的經濟真菌。圖二為紅麴屬所產生的主要色素化

合物，可分為黃色素 (monascin 和 ankaflavin)、橘色素 (rubropunctatin 和 

monascorubrin) 和 紅 色 素  (rubropunctamine 和  monascorubramine) 

(Patakova, 2013)。除了這六個主要色素之外，還有許多從不同的紅麴菌種

所分離出來的次要色素  (圖三 )，包括  xanthomonasin A、yellow II 

pigment、monascopyridines A/B、monascusones A/B、xanthomonasin B、

ompounds R3/Y3、monasfluor A/B、monafilones A/B/C、monarubrin 和 

rubropunctin、purpureosone、monasnicotinates A/B/C/D、新紅色素以及 

monapurpyridine A (Akihisa et al., 2005a; Campoy et al., 2006; Cheng et al., 

2011; Hsu et al., 2010; Hsu et al., 2012; Huang et al., 2008; 

Jongrungruangchok et al., 2004; Loret and Morel, 2010; Mukherjee and 

Singh, 2011; Sato et al., 1992; Wild et al., 2003; Wu et al., 2011; Yongsmith 

et al., 1993)等。橘色素是經由一連串酵素反應合成的對胺基酸有高度親和

力的化合物。紅色素 (monascorubramine 和 rubropunctamine) 是由橘色

素與胺基酸、胺基多醣和胺基醇進行氧化反應所形成的  (Carels and 

shepherd, 1977; Carels and shepherd, 1978) ，而黃色素則可能為橘色素的

還原產物。紅麴色素通常是紅麴菌於營養菌絲 (vegetative hyphae) 階段所

產生，並堆積在菌絲體內，由菌絲尖端的微孔或細胞壁之破裂部分擠出

色素結晶 (蘇，1970)。目前紅麴色素類物質已知的生物活性有抗微生物、

抗人類免疫缺陷病毒、抗腫瘤、抗氧化和抗發炎等等。其中 monascin 和   
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圖二、主要紅麴色素。(Patakova, 2013)  

Figure 2. Major Monascus-produced pigments.  



 

7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三、次要紅麴色素。(Akihisa et al., 2005a; Campoy et al., 2006; Cheng et al., 2011; 

Hsu et al., 2010; Hsu et al., 2012; Huang et al., 2008; Jongrungruangchok et al., 2004; 

Loret and Morel, 2010; Mukherjee and Singh, 2011; Sato et al., 1992; Wild et al., 2003; 

Wu et al., 2011; Yongsmith et al., 1993) 

Figure 3. Minor Monascus-produced pigments. 

BF: blue fluorescent, R: red, Y: yellow. 
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其中 monascin 和 ankaflavin 具有抗發炎、抗腫瘤、降血脂和抗肥胖等

生物活性 (Patakova, 2013)。Monascorubin 和 rubropunctatin 具有抗發

炎、抗氧化、抗細菌、抗酵母菌和抗真菌等生物活性 (Martinkova et al., 

1995; Sato et al., 1997)。Rubropunctamine 和 monascorubramine 具有抗有

絲分裂的生物活性 (Knecht and Humpf, 2006)。過去的研究發現除了黃、

橘、紅以及螢光藍等色素活性物質之外，還有無色的活性物質，如

ankalactone (3-unsaturated-7- lactone derivative) (Jůzlová et al., 1996) 和 

monascopyridine A-D (Daigle et al., 1999)。Ankalactone 是由 M. anka 培

養濾液中所分離出來，該物質具有抗菌活性，尤其是對 Escherichia coli 

和 Bacillus subtilis (Nozaki et al., 1991)，而 monascopyridine A-D 的功效

目前尚待確認。 

除了上述的功效之外，表二為近年來紅麴菌的發酵產物所具有的功

效，如有降血清膽固醇、抗疲勞、降低 amyloid β peptide 的累積、預防

肥胖的發展、預防糖尿病的發展和抗癌等功效 (Hsu and Pan, 2012)。另外 

Mostafa 和 Abbady 學者於 2014 年將紅麴的代謝物根據生物活性分為

八大類 (Mostafa and Abbady, 2014)，包括抗癌物質、抗心血管疾病物質、

人類營養補充物質、免疫調節物質、香氣和風味物質、抗微生物物質、

抗氧化物質和降膽固醇物質 (Lin and Iizuka, 1982; Zhu et al., 1998; Zhang 

et al., 2004; Pattanagul, 2007; Anese, 1997; Moharram , et al., 2012)。簡述如

下： 

I. 抗癌物質： 

紅麴菌有許多代謝物被用於治療和預防人類癌症疾病，包含 

ergosterol、ergothioneine、essential fatty acids、eicosanoids、α-glucan、

glycoproteins、 lectins、monacolin K、pyran derivatives、phenols 和 

triterpenoids。另外有 88 個代謝物曾被分離鑑定，包括 25 個丁酸的

衍生物、19個脂肪酸與其衍生物、22 個吡喃 (pyran) 與其衍生物和其

他 22 代謝物。其中吡喃、丁酸、亞油酸 (linoleic acids) 和其他衍生物

具有抗乳腺癌、抗結腸癌和抗前列腺癌的活性。有研究發現類黃酮 

(flavonoid) 可做為抗肺癌物質 (Kaur et al., 2009)，而 monacolin K 可

抑制體內腫瘤生長，其活性在於抑制類異戊二烯化合物的合成如多萜  
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表二、紅麴發酵產物在醫學預防的應用 (Hsu and Pan, 2012) 

Table 2. Applications of Monascus-fermented products on iatrical prevention. 

Beneficial properties Functional ingredients References 

Cholesterol lowering 
Monacolin K Endo, 1979 

Monascin/ankaflavin Lee et al., 2010 

Hypolipidemic effects 
RMR Lee et al., 2006a 
RMD Lee et al., 2007b 

Blood pressure lowering 
GABA Kohama et al., 1987 

RMD/RMR Wu et al., 2009 
Immunomodulation Monascin/ankaflavin Martinkova et al., 1999 

Hepatoprotection Dimerumic acid Aniya et al., 2000 
Anti-oxidation Dimerumic acid Taira et al., 2002 

Anti-fatigue properties RMR Wang et al., 2006 
Alzheimer's disease 

prevention 

RMRE Lee et al., 2007a 
RMR Lee et al., 2008 

Obesity prevention 
RMR Chen et al., 2008 

Monascin/ankaflavin Jou et al., 2010 

Anti-diabetic effects 
RMD/RMR 

Shi and Pan, 2010a 

Shi and Pan, 2010b 

Monascin Lee et al., 2011 

Anti-cancer activity   

Skin 

Pigments Yasukawa et al., 1994 
Orange pigments Yasukawa et al., 1996 

Monascin Akihisa et al., 2005a 
Liver Ankaflavin Su et al., 2005 

Colon 
RMR Hong et al., 2008a 

RMRE Lin et al., 2007 

Lung 

Monacolin K Ho and Pan, 2009 
RMR Chen et al., 2010 

RMRE Ho et al., 2010 

Oral 

RMRE Tsai et al., 2009 
RMDE Hsu et al., 2010a 
RMDE Hsu et al., 2010b 

Monascin/ankaflavin Hsu et al., 2011 

Amyloid β peptide 

accumulation 

RMR Lee et al., 2007d 

RMR Lee et al., 2010a 
RMR Lee et al., 2010b 

Anti-fatigue RMR Wang et al., 2006 

RMR: red mold rice, RMD: red mold dioscorea, GABA: γ-aminobutyric acid, RMRE: 

ethanol extract of red mold rice, RMDE: ethanol extract of red mold dioscorea.  
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醇 (dolichol)、ubiquinone 和 isopentenyl-tRNA (Jůzlová et al., 1996; 

Hong et al., 2008a)。 

 

II. 抗心血管疾病物質： 

紅麴色素代謝物包含類黃酮、monacolins、脂肪酸、萜類化合物和

吡喃衍生物在過去研究中被發現具有抗心血管疾病活性 (Jůzlová et al., 

1996; Radu et al., 2011)。 

 

III. 人類營養補充物質： 

脂肪酸類物質具有支撐皮膚、抗發炎、皮膚保溼劑以及增強腎功

能等功用，因此能用於治療關節炎、狼瘡和哮喘。此外 γ-aminobutyric 

acid 或氨基甲酸脂 (carbamate) 具有降高血壓、肌肉鬆弛劑、免疫系

統激活和維持肝功能的活性。Dimerumic acid 具有抗脂質過氧化活

性。萜類化合物的麥角甾醇 (Ergosterol) 是維他命 D2的前驅物，具有

抗真菌和抗腫瘤活性。類黃酮物質可作為抗過敏、抗發炎和抗腹瀉劑 

(Kaur et al., 2009)。 

 

IV. 免疫調節物質： 

醣蛋白、多醣、甾醇和脂肪酸 (特別是油酸、棕櫚酸、硬脂酸、花

生油酸和 γ-linolenic acid) 等化合物可能具有免疫調節活性 (Kaur et 

al., 2009)。 

 

V. 香氣和風味化合物： 

目前紅麴菌中有 42 個芳香化合物，包括 4 個醇類、2 個苯甲

醛、27 個酯類、3 個內酯、1 個苯酚、1 個萜類、2 個硫醇和 1 個巰

基化合物被鑑定出來。這些代謝物被應用於食品、香料、化妝品和製

藥工業上。 

 

VI. 抗微生物物質： 

麥角甾醇 (Moharram et al., 2012)、類黃酮 (Kaur et al., 2009; Wong 
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and Bau, 1977) 和 monascidin A (citrinin) 有抗細菌以及抗真菌活性，而 

ankalactone 和黃色色素 (rubropunctatin 和 monascorubrin) 具有抗細

菌活性。 

 

VII. 抗氧化物質： 

Xanthomonasin A/B、glycylrubropunctatin、laccaia acid A/B/C、

glycylmonascorubrin、curcumin 和 dimerumic acid 具有抗氧化和預防

肝損傷的活性 (Radu et al., 2011)。 

 

VIII. 降膽固醇物質： 

Monacolins 具有抑制 HMG-CoA 還原酶的合成，進而達到降低膽

固醇的效果 (Lian et al., 2007; Ishiwata et al., 1974; Endo et al., 1985a; 

kimura et al., 1990; komagata et al., 1989; Endo et al., 1986; Chen et al., 

2008; Wong and Bau, 1977; Yongsmith, 1999; Daigle et al., 1999; Palo et 

al., 1960)。 

 

除上述的紅麴色素與代謝產物外，蘇等 (1970) 以葡萄糖為碳源培

養 M. anka，經七天後發現有琥珀酸 (succinic acid)、檸檬酸 (citric 

acid)、葡萄糖酸 (gluconic acid)、草酸 (oxalic acid) 及乙醇等一級代謝

產物的產生。紅麴也會產生不飽和脂肪酸、醇和酯等芳香物質 (Jůzlová 

et al., 1996; Rasheva et al., 1997) 以及多種水解酵素，如澱粉分解酵素 

(amylase、glucoamylase)、蛋白分解酵素 (protease) (Lakshman et al., 

2010)、半乳糖分解酵素  (galactosidase) 和核糖核酸分解酵素 

(ribonuclease) 等，因此被視為製造多種酵素食品的重要材料。 

 

(3) 紅麴菌之二次代謝物生合成基因研究 

絲狀真菌可以產生多種二次代謝物，主要包括 polyketides (PKs)、

non-ribosomal peptides (NRPs)、terpenes (TPs) 和 indole terpenes (ITPs) 等 

(Staunton and Weissman, 2001; Fox and Howlett, 2008; Brakhagea and 

Schroeckha, 2011; Wiemann et al., 2013)，這些化合物的生合成基因通常是
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聚集成為基因簇 (Fox and Howlett, 2008; Brakhagea and Schroeckha, 2011; 

Brakhage, 2013)。紅麴菌屬的二次代謝物因具有多種生理活性 (Feng et 

al., 2012; Patakova, 2013; Dufosse et al., 2014) 而備受矚目。隨著紅麴基因

操作技術的進步，許多紅麴菌的二次代謝物基因已逐漸被選殖出來，其

中最為重要的是 citrinin、monacolin K 和色素生合成基因。 

 

I. Citrinin： 

Citrinin 是第一個在紅麴菌中被發現的抗菌物質，早先被命名為 

monascidin A (Wong and Koehler, 1981)。隨後  Blanc 等人證實 

monascidin A 與 citrinin 為相同的化合物 (Blanc et al., 1995a; Blanc et 

al., 1995b)。為了降低 citrinin 的含量，許多學者一直注重紅麴米的發

酵條件優化以及紅麴菌育種 (Chen and Hu, 2005; Lee et al., 2007; 

Pattanagul et al., 2008;Hajjaj et al., 2012)，但成效有限。因此目前許多研

究主要集中在 citrinin 的生合成基因剔除。 

在 2005 年，Shimizu 等人在 M. purpureus 中首次選殖出 citrinin 

生合成的主要基因 pksCT (accession no. AB167465)，並於研究中將菌株

的 pksCT 基因剔除，結果顯示 pksCT 基因被剃除的菌株無法產生橘

黴素，但對色素的生產沒有影響。由此可知 pksCT 基因是直接負責 

citrinin 的生合成 (Shimizu et al., 2005)。接著在 2007 年，Shimizu 等

人將包含轉錄調控因子基因 ctnA 在內的 21 kbps pksCT 基因周邊片

段 (5 個 open reading frames (ORFs) orf1、orf2、orf3、orf4 和 orf5) 選

殖並定序 (accession no. AB243687) (Shimizu et al., 2007)。Fu 等人在研

究中構築缺少 pksCT 基因的 M. aurantiacus 突變株，導致 citrinin 的

產量減少 97.2%，而紅色素和黃色素的產量分別增加 49.4% 和 28.8% 

(Fu et al., 2007)。隨後，Li 等人則在 2012 年分離出 M. aurantiacus 的

citrinin 生合成基因簇，全長 43 kbps 的序列中包含 pksCT 等 16 個

相關基因 (pksCT 的同源性基因、15 個 ORFs (ctnD、ctnE、orf6、orf1、

ctnA、orf3、orf4、orf5、ctnF、orf7、ctnR、orf8、ctnG、ctnH 和 ctnI) 

(accession no. EU309474.1)，並於研究中將菌株的 orf4 基因 (ctnB) 剔

除，結果顯示 orf4 基因被剔除的菌株幾乎沒有產生 citrinin，由此可
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知 orf4 基因是 citrinin 生合成所必須的 (Li et al., 2012)。 

 

II. Monacolin K： 

在  1970 年代，日本遠藤學者在  M. ruber 的發酵液中發現 

monacolin K，該化合物擁有和 lovastatin 和 compactin 相近的結構 

(圖四)，後兩者分別由 Aspergillus terreus 和 Penicillium citrinum 產

生，且都具有降膽固醇的生物活性 (Endo, 1979)。隨後遠藤學者進一步

從紅麴菌屬分離出一系列的類似物，包括 monacolin L、X和 J 等 (圖

四) (Endo et al., 1985a; Endo et al., 1986)。 

現今 monacolin K 已成為安全的降膽固醇藥物之一，使得許多學

者對於提升  monacolin K 的生合成產生濃厚興趣  (Grabley and 

Thiericke, 1998)，其中 Aspergillus spp. 中的 lovA、lovB、lovC、lovD 和 

lovF 基因已被選殖出來 (Kennedy et al., 1992; Hutchinson et al., 2000; 

Sorensen et al., 2003a; Sorensen et al., 2003b)。Monacolin K 生合成基因 

cluster 是由  Chen 等人於  2008 年  (Chen et al., 2008b) 利用 

Aspergillus terreus 的 lovastatin 生合成基因序列中的保守區域，由 M. 

pilosus BCRC38072 所選殖出 (accession no. DQ176595) 。Monacolin K 

生合成基因 cluster 片段全長 42 kbps，其中 9 個基因與 lovastatin 以

及  compactin 相關生合成基因具有高度的同源性  (Chen et al., 

2008b)。將 mokA 基因加以剃除 (負責 nonaketide 骨架的合成基因) 

會導致 M. pilosus BCRC38072 完全喪失 monacolin K 生合成能力，顯

示 mokA 為 monacolin K 生合成的必須基因 (Chen et al., 2008b)。

Sakai 等人於 2009 年將 mokB 基因剔除也會造成 monacolin K 生合

成能力喪失，但中間產物 monacolin J 的產量則會大幅提升，顯示 

mokB 基因負責的是 monacolin K 的 diketide 側鏈合成 (Sakai et al., 

2009)。此外 mokH 基因被證實與 monacolin K 生合成調控有關，過度

表現 mokH 基因能夠提升 monacolin K 的生合成產量 (Chen et al., 

2010)。  
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圖四、Monacolin K 與其類似物的化學結構。(Endo et al., 1985a; Endo et al., 1986) 

Figure 4. Chemical structure of monacolin K and it analogs.  
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III. 色素： 

紅麴色素是天然的食用色素，主要包括黃色、橘色和紅色色素，

已廣泛應用於食品工業中，特別是東南亞國家  (Feng et al., 2012; 

Patakova, 2013)。近年來紅麴色素被證明具有多種生理活性，如抗突

變、抗癌特性、抗微生物活性和潛在的抗肥胖等。紅麴色素在不同領

域有應用的潛力，尤其是黃色素 monascin 與 ankaflavin 備受重視 

(Feng et al., 2012)。紅麴色素的生合成通常被認為與  citrinin 以及 

monacolin K 的生合成近似，但紅麴色素的生合成路徑爭議了很長一段

時間 (Turner, 1971; Jůlová et al., 1994; Feng et al., 2012)。 

在 2013 年 Xie 等人利用 T-DNA insertion 的方式找出 M. ruber 

色素生合成基因以及其鄰近 53 kbp 片段，其中包含 PKS 基因、脂肪

酸合成酶基因、esterase 基因、脫氫酶基因 (dehydrogenase) 以及調控

蛋白 pigR 基因，其中 pigR 基因的剔除會造成產生色素的能力完全喪

失 (Xie et al., 2013)。Liu 等學者在 2014 年將 M. ruber 中的 MpigE 

基因 (推測功能為 alfatoxin aldehyde reductase) 剔除，剔除 MpigE 基

因的轉型株只會產生四種黃色素和極少量的紅色素，這樣的結果顯示 

MpigE 基因可能參與不同色素之間的轉換 (Liu et al., 2014)。Yang 等

人於 2015 年研究中對紅麴色素生合成路徑做全面性的分析。研究中

發現 M. pilosus 與 M. purpureus YY-1 的 PKS-FAS 基因簇具有同源

性，並於轉錄體分析的結果顯示，在高色素生產的條件下，PKS-FAS 基

因簇中許多基因的表現量非常高 (圖五和圖六)，特別是 PKS 基因 

(C5.137)，這進一步證實 PKS-FAS 基因簇在色素生合成中扮演重要的

角色。M. purpureus YY-1 的 PKS-FAS 基因簇比 M. pilosus 小，其中

有些功能不明的基因並不存在於 M. purpureus YY-1 (如在 M. pilosus 

中的 2373-2379 區域) (圖七)，這表示那些功能不明的基因對於色素合

成可能是不必要的。其中 PKS 和 FAS 基因序列之間具有高度保守

性，顯示其可能為色素生合成的核心基因。Yang 等人根據預測的基因

功能和轉錄體分析推論出紅麴色素的生合成路徑，包括橘色素、黃色

素、紅色素和水溶性色素 (圖八) (Yang et al., 2015)。  
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圖五、在 M. purpureus YY-1 中六個 PKS 基因的基因表現。(Yang et al., 2015) 

Figure 5. Gene expression of six PKS genes in M. purpureus YY-1.  
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圖六、在 M. purpureus YY-1 中色素生合成基因簇的基因表現。(Yang et al., 2015)  

Figure 6. Gene expression of the pigment biosynthetic gene cluster in M. purpureus 

YY-1.



 

18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、在 M. pilosus 和 M. purpureus 中色素生合成基因簇的共線性分析。(Yang et al., 2015) 

Figure 7. Synteny analysis of the pigment biosynthetic gene clusters in M. pilosus and M. purpureus. 

The upper panel shows the gene cluster in the M. pilosus genome. The bottom panel shows the gene cluster in the M. purpureus genome. 
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圖八、可能為紅麴色素的生合成路徑，包括橘色素  (rubropunctatin)、黃色素 

(monascin)、紅色素 (rubropunctamine) 以及水溶性色素。(Yang et al., 2015) 

Figure 8. The proposed biosynthetic pathway for Monascus pigments, including orange 

pigment (rubropunctatin), yellow pigment (monascin), red pigment (rubropunctamine) 

and water-soluble pigments.  
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2. 紅麴菌的菌種鑑定 

(1) 外觀形態與生長特性 

早期紅麴菌是基於分離源、培養基上的形態及色素產生等特徵來分

類。過去曾有兩位日本學者依菌絲及菌叢顏色之不同將紅麴分成兩大

類，A 類菌絲為無著色孢子，菌叢全為白色；B 類菌絲為具有著色孢子，

因而菌叢成紅色 (中澤和佐籐，1930)。目前紅麴的分類以 Hawksworth 等

學者的分類依據為大多數人所接受，依據紅麴在不同培養基是否生長、

顏色、生長速度、菌落大小和顏色等外觀形態特徵進行分類 (圖九) 

(Hawksworth and Pitt, 1983; Barnard and Cannon, 1987; Hocking and Pitt, 

1988; Cannon et al., 1995; Stchigel et al., 2004; Li and Guo, 2004; Pitt and 

Hocking, 2009)。 

圖九是以未知紅麴菌株培養於 25% glycerol nitrate agar (G25N)、malt 

extract agar (MEA) 以及 CYA (Czapek yeast extract agar) 培養基上，於 25

℃ 下培養 7 天後觀察菌株的生長情況、菌落大小及顏色來進行菌種鑑

定的流程。鑑定過程首先依據未知紅麴菌株於 G25N 培養基上菌落生長

的有無做區分。若未知紅麴菌株於 G25N 培養基上有菌落生長，則觀察

未知紅麴菌株於 G25N 和 MEA 培養基上的菌落顏色。若未知紅麴菌株

於 G25N 培養基上菌落顏色為白或淡紅色且在 MEA 培養基上菌落顏

色為橙紅色，則該菌株為 M. purpureus。若未知紅麴菌株於 G25N 培養

基上之菌落中心顏色為橄欖色，邊緣為灰黃色且在 MEA 培養基上之菌

落中心顏色為暗綠色，邊緣為白色，則該菌株為 M. floridanus。若未知

紅麴菌株於 G25N 培養基上菌落顏色為灰黃色且在 MEA 培養基上之

菌落顏色為橘灰色，則該菌株為 M. lunisporas。若未知紅麴菌株於 G25N 

培養基上之菌落顏色為白色與 MEA 培養基上之菌落顏色為柔和的紅色

或橙褐色，則該菌株分別為 M. pilosus 和 M. ruber。 

若未知紅麴菌株於 G25N 培養基上無法生長，則根據未知菌株於 

MEA 是否生長、菌落直徑大小和菌落顏色加以區分。若未知菌株於 MEA 

上無法生長，則該菌株為 M. eremophilus。若未知菌株於 MEA 培養基上

之菌落顏色為白色或透明，菌落直徑為  9-10 mm，則該菌株為  M. 

pallens。若未知菌株於 MEA 培養基上之菌落顏色為淺灰色，菌落直徑
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圖九、紅麴菌的形態分類。(Hawksworth and Pitt, 1983; Barnard and Cannon, 1987; Hocking and Pitt, 1988; Cannon et al., 1995; Stchigel 

et al., 2004; Li and Guo, 2004; Pitt and Hocking, 2009) 

Figure 9. Morphological classification of Monasucs species. 
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為 20-22 mm，則該菌株為 M. argentinensis。若未知菌株於 MEA 培養

基上之菌落顏色為柔和的紅色至灰紅色，菌落直徑為 8-10 mm，則該菌

株為 M. sanguineus。 

除了外觀形態之外，部分紅麴菌株需藉由額外的生化測試進行區

分，如 M. purpureus 和 M. kaoliang 需分別以含有 6% 的 PDA 培養基

和含有 30% 酒精的 PDA 培養基觀察是否會生長才能區分 (圖十) (飯

塜，1987)。若於上述兩種培養基中皆有生長，則該菌株為 M. kaoliang。

若於上述兩種培養基中皆無生長，則該菌株為 M. purpureus。 

 

(2) 紅麴菌的分子分型 

紅麴菌屬自 1983 年至 2003 年有超過 20 個菌種曾被發表 (Li and 

Guo, 2003; Park and Jong, 2003)。而現今只有 9 個紅麴菌種被國際所公

認，大多數過去被提出的其他菌種都被證明是同種異名的菌株。過去已

有許多分子分型技術如隨機擴增多型性  DNA (random amplified 

polymorphic DNA, RAPD)、LSU rRNA 的 D1/D2 區域 (LSU rRNA) 序

列、內轉錄間隔區 (internal transcribed spacer, ITS)、β-tubulin 基因、紅麴

反轉錄跳動子  (Monascus retrotransposon, MRT)、簡單序列重複區間 

(inter-simple sequence repeat, ISSR) 和 相 關 序 列 增 幅 多 型 性 

(sequence-related amplified polymorphism , SRAP) 曾被用於紅麴菌分類和

親緣關係的研究，這些技術都免於受到外觀形態不穩定的影響，可提供

區別紅麴菌的替代方法 (Park et al., 2004)。 

RAPD 分子分型技術是第一個被用於研究紅麴菌株的親緣關係。

Lakrod 等人將 25 株紅麴菌以 RAPD 分子分型技術研究不同的紅麴菌

種之間的遺傳岐異度，結果顯示在亞洲地區不同的紅麴菌種之間遺傳岐

異度非常有限 (Lakrod et al., 2000)。在 2009 年 Shinzato 等人以 RAPD 

分子分型技術與微晶片電泳來分辨紅麴菌株並繪製親緣關係樹，結果顯

示每一株菌皆有獨特的 RAPD 圖譜，但缺乏對 M. pilosus 與 M. ruber 

及 M. kaoliang 與 M. purpureus 的鑑別力 (Shinzato et al., 2009)。Park 和 

Jong 將 65 株紅麴菌和 Xeromyces 屬 的 LSU rRNA 的 D1/D2 區域序

列以 PCR 擴增並定序。將定序結果以 maximum-parsimony analysis (最  
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圖十、早期紅麴菌的分類依據 (飯塜，1987)。 

Figure 10. Early classification of Monascus spp.  
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大簡約分析) 後繪製成保守性親緣關係樹，結果顯示 M. lunisporas、M. 

floridanus、M. pallens 和  X. bisporus 分別在不同的分支上，但  M. 

eremophilus、M. ruber、M. pilosus、M. purpureus 和 M. sanguineus 被分

在同一分支，由此可知  LSU rRNA 的  D1/D2 區域序列對於  M. 

eremophilus、M. ruber、M. pilosus、M. purpureus 和 M. sanguineus 缺乏

鑑別力 (Park and Jong, 2003)。在 2004 年的研究當中，Park 等人將 17 

個參考紅麴菌株以 ITS 和 β-tubulin 基因來推斷親緣關係。親緣關係樹

的結果顯示，ITS 序列對於紅麴菌的分型效果不佳，且缺乏對 M. pilosus 

與 M. ruber 的鑑別力，同時也不易分離 M. sanguineus、M. kaoliang 與 

M. purpureus，而 partial β-tubulin 的分辨力雖然較 ITS 序列佳，但仍存

在 M. pilosus 與 M. ruber 無法鑑別的情況 (Park et al., 2004)。Chen 等

人藉由南方墨點法確認紅麴菌種的紅麴反轉錄跳動子存在與否，並結合 

β-tubulin 序列所建立的親緣關係樹來將紅麴菌種分群，結果顯示紅麴反

轉錄跳動子存在於 M. pilosus、M. ruber、M. sanguineus 和 M. barkeri，

而 M. pilosus 和 M. ruber 於親緣關係樹屬於同一分支，此方法亦缺乏對 

M. pilosus 與 M. ruber 的鑑別力且非常耗時 (Chen et al., 2007)。在 2011 

年 Shao 等學者將 37 個紅麴分離株與 14 個標準菌株針對 ISSR 和 

SRAP 進行分析，其分析比對結果顯示紅麴菌物種間的基因體變異度不

大，並推測紅麴菌種間的基因體岐異度不高，可能是造成紅麴菌種不易

區分的原因之一 (Shao et al., 2011)。上述這些分子分型方法是紅麴菌屬在

種間和種內分型的替代方法，但目前文獻中所使用分子分型方法皆有其

限制和適用範圍 (Shao et al., 2014)，尚無以單一方法就可以完全分辨所有

紅麴菌種。因此目前要獲得可靠的菌種鑑定結果，必須同時結合形態與

分子分型分析 (Shao et al., 2014)。 

 

3. 紅麴菌種快速鑑定方法開發策略 

在過去文獻中缺乏能有效快速的紅麴菌種分子分型技術，因此大多需

仰賴外觀形態鑑定方法。建立有效且快速的紅麴菌種分子分型方法，對於

紅麴產業的永續發展有其必要性。Serrano 等學者提到過去臨床研究中發現

許多真菌因外觀形態與 Aspergillus fumigatus 相似而被誤認為同一種菌。雖
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然目前已有分子技術能將 A. fumigatus 與 section Fumigati 的部分菌種區

分開來，如 multilocus sequence typing、RAPD、RFLP 和 microsphere-based 

Luminex asssy。但因耗時、勞動力高和價格昂貴而無法用於大量樣本的臨

床研究中。因此需要一個快速、實用且廉價的方法來區分 A. fumigatus 與 

section Fumigati 內的菌種。Serrano 等學者利用過去已用於區分  A. 

fumigatus 與相關菌種的基因，如 rodA 和 β-tubulin 來設計引子，並以 

multiplex PCR 進行快速的菌種鑑定，結果顯示能區分 13 個獨立的種，並

能將 A. fumigatus 與 section Fumigati 內的部分物種區分開來 (Serrano et 

al., 2011)。Rashmi 等學者於 2013 年的研究中，為了從食物中檢測四大產

毒真菌 (mycotoxingenic fungi)，利用其黴菌毒素的生合成基因，包括 nor1 

(aflatoxin)、Tri6 (trichothecene)、FUM13 (fumonisin) 和 otanps (ochratoxin 

A)，並以 multiplex PCR 來同時檢測此四大產毒真菌，結果顯示能快速、

可靠且靈敏檢測出產黃麴毒素的 Aspergillus 菌株、新月毒素和伏馬毒素的 

Fusarium 菌株以及赭麴毒素的 Penicillium 菌株 (Rashmi et al., 2013)。 

本研究擬採取近似的策略，利用紅麴的二次代謝物基因來設計引

子，並選出具有鑑別力的引子以 multiplex PCR 來達成快速鑑別紅麴菌

種的目標。 
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(二) 研究動機與目的 

紅麴於三國時期就已有食用記錄，元朝後更有許多藥典提及其功效並作為中

藥材使用。現今隨著紅麴產業的的發展，紅麴已成為當今保健食品與傳統中藥材

研究的熱門焦點。紅麴菌是亞洲發酵食品的重要菌種，特別是作為傳統中藥材的

紅麴米。在過去文獻中所記載的紅麴米之常見紅麴菌種包括 M. purpureus、M. 

pilosus 與 M. ruber 三種菌株，其製備方法與功效雖已經流傳數百年，但其主要的

紅麴菌種仍不清楚。探討傳統中藥材紅麴米中的主要紅麴菌種，將有助於了解中

藥材紅麴米的功效主要來自於哪一種紅麴菌或二次代謝物。現今市面上中藥行所

販賣的散裝紅麴米大多是由中國進口，其所使用的紅麴菌種與其來源均缺乏相關

資訊，使得藥效或功效無法獲得保障，亦無法分辨以染色的方式所製的劣質品，

形成中藥材與保健食品安全的管理漏洞。 

現今紅麴菌鑑定方法須結合外觀形態與分子鑑定，但因紅麴菌株外觀多樣性

高及目前常用於真菌的 ITS 與 β-tubulin 基因序列進行分子分型的方法在鑑別力

方面尚有不足，因此現行的紅麴菌種鑑定方法皆有其受限之處，也使得目前現行

的紅麴菌種鑑定流程所需要的時間較長 (完成整個流程至少 15-25 天)。若要處理

大量的樣品，分析效率不足以作為常態性的監測篩檢使用。因此建立有效且快速

的紅麴菌種分子分型方法，對於紅麴產業的永續發展有其必要性。紅麴菌的二次

代謝物基因是紅麴菌最受矚目的功能性基因，過去的研究顯示 citrinin 生合成基因 

cluster 中的 ctnA 基因僅出現在 M. purpureus 中，而 pksCT 基因只出現在 M. 

purpureus 與 M. sanguineus 中。由此推論，如果針對 pksCT 與 ctnA 進行PCR 增

幅，可以根據 PCR 產物的有無鑑別紅麴菌種是否為 M. purpureus 或  M. 

sanguineus。因此本研究認為紅麴菌的二次代謝物基因應該是相當有潛力的分子分

型依據。本研究中對臺灣市售紅麴米中的紅麴菌種進行調查，同時利用紅麴菌的

二次代謝物基因進行紅麴菌種的分型引子設計。最後希望能結合有鑑別力的引子

以複式 PCR (multiplex polymerase chain reaction, multiplex PCR) 進行菌種快速鑑

定方法的建立 (圖十一)。 
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圖十一、研究架構。 

Figure 11. Framework of this study. 

  



 

28 

 

二、 材料與方法 

(一) 實驗材料 

1. 儀器設備 

i. 滅菌釜 (Speedy Autoclave) 

Model TM-328, Tomin Medical Equipment Co., Ltd, Taipei, Taiwan 

ii. 熱風循環烘箱 (Forced Convection Oven) 

Model DK600D,Yihder Co., Ltd, Taipei, Taiwan 

iii. 真空烘箱 (Vacuum Drying Oven) 

Model VO 30L, Channel Business Co,. Ltd, Taipei, Taiwan 

iv. 電磁攪拌器 (Magnetic stirrers) 

Model MGS-1001, LMS, Taipei, Taiwan 

v. 紫外光燈箱 (UV light box) 

Model UV2020-2, Top Bio Co., Taipei, Taiwan 

vi. 照相系統 (Digital Gel Image System) 

Model DGIS-8, Top Bio Co., Taipei, Taiwan 

vii. 無菌操作臺 (Laminar flow) 

Model JW-5N, Lian Shen Enterprise Co., Ltd, Taichung, Taiwan 

viii. 迴轉式振盪恆溫培養箱(Orbital Shaking Incubator) 

Model S300R, Firstek Scientific Co., Ltd, Taipei, Taiwan 

ix. 振盪器 (Vortex-Genie 2) 

Model G560, Scientific Industries Inc, New York, NY, USA 

x. PCR 反應器 (PCR Machine) 

Model RoboCycler
®
 Gradient 96, Stratagene, La, CA, USA 

xi. PCR 反應器 (PCR Machine) 

Model 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA 

xii. 精密天帄 (Precision Balance) 

Model ML203, Mettler-Toledo International Inc, Leicester, UK 

xiii. 離心機 (Centrifuge) 

Model Refrigerated table top centrifuge Z326 K, Hermle Labortechnik GmbH, 

Wehingen, Germany 
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xiv. 電泳槽 (Electrophoresis) 

Model Mupid-2, Cosmo Bio Co., Ltd, Tokyo, Japan 

xv. 螢光定量儀 (Qubit fluorometer) 

Model Qubit 2.0, Life Technologies Co., Carlsbad, CA, USA 

 

2. 藥品 

(1) 培養基 

i. Agar (Focus Bio-Inova, Inc) (Herndon, VA, USA) 

ii. Copper (II) sulfate pentahydrate (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

iii. Glycerol (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

iv. Iron (II) sulfate heptahydrate (Showa Chemical Co.,Ltd) (Tokyo, Japan) 

v. Magnesium Sulfate, Anhydrous (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

vi. Malt Extract Agar Base (MEA) (Himedia Laboratories) (Mumbai, India) 

vii. Potassium Chloride (Bionovas Biotechnology Co., Ltd) (Toronto, ON, 

Canada) 

viii. Potassium Phosphate Dibasic (BioShop Canada Inc) (Burlington, ON, 

Canada) 

ix. Potato Dextrose Broth (PDB) (Becton, Dickinson Co) (Franklin Lakes, NJ, 

USA) 

x. Sodium nitrate, 98+% (Alfa Aesar
®  

A Johnson Matthey Co)(Ward Hill, 

MA, USA) 

xi. Sucrose (Taisugar) (Taitung, Taiwan) 

xii. Yeast Extract (Becton, Dickinson and Company) (Franklin Lakes, NJ, 

USA) 

xiii. Zinc sulfate heptahydrate (Sigma-Aldrich Co) (Saint Louis, MO, USA) 

 

(2) DNA 抽取試劑 

i. Cetyl Dimethylethyl Ammonium Bromide (BioShop
®
) (Burlington, ON, 

Canada) 

ii. Ethylenediaminetetraacetic acid (BioShop
®
) (Burlington, ON, Canada) 
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iii. EtOH absolute (Panreac Chemicals) (Barcelona, Spain) 

iv. Hydrochloric (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

v. 2-propanol (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

vi. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol mixture (PCI, SIGMA) (MO, USA) 

vii. Sodium hydroxide (Panreac Chemicals) (Barcelona, Spain) 

viii. Sodium Chloride (Kanto Chemical Co., Inc) (Tokyo, Japan) 

ix. TRIS Base (Bioman Scientific Co., Ltd) (Taipei, Taiwan) 

 

(3) 電泳試劑 

i. Agarose Low EEO (Focus Bio-Inova, Inc) (Herndon, VA, USA) 

ii. Tris-Acetate-EDTA buffer (TAE Buffer) (Gene Star Biotechnology Co., 

Ltd) (Shanghai, China) 

 

(二) 紅麴菌株鑑定 

1. 紅麴菌株來源 

(1) 參考菌株 

參考紅麴菌株購自食品工業發展研究所之生物資源保存及研究中心 

(Bioresource Collection and Research Center, BCRC) 以及由國立臺灣大學

生化科技學系潘子明教授研究室提供 (表三)。 

 

(2) 未知菌株 

包含由國立臺灣大學潘子明教授研究室、晨暉生物科技股份有限公

司 (SunWay Biotech Co., Ltd) 提供以及本研究自紅麴米中所分離得到的

菌株 (表四)。 

 

2. 紅麴菌株繼代培養與 DNA 萃取 

本研究中紅麴菌株接種於 potato dextrose agar (PDA) 培養基上，於 28

℃ 下培養 7-14 天進行繼代培養。將培養於 PDA 培養基上的菌株接種於

含有 100 mL PDB 培養基的 500 mL Hinton’s 三角瓶中，於 28℃ 下震盪

培養 10 天後，以不鏽鋼濾網收集菌體。將菌體的水份擠乾後放置於研缽  
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表三、本研究所使用的參考菌株 

Table 3. Reference Monascus strains used in this study 

Strain ID Speices Remark 

BCRC 31499 M. purpureus  

BCRC 31502T M. pilosus Type strain 

BCRC 31506T M. kaoliang Type strain 

BCRC 31526 M. pilosus  

BCRC 31530 M. purpureus  

BCRC 31532T M. ruber Type strain 

BCRC 31534 M. ruber  

BCRC 31540 M. purpureus  

BCRC 31542T M. purpureus Type strain 

BCRC 31615 M. purpureus  

BCRC 32808 M. purpureus  

BCRC 33309 M. barkeri  

BCRC 33310T M. floridanus Type strain 

BCRC 33372 M. albus  

BCRC 33446T M. sanguineus Type strain 

BCRC 33640T M. lunisporas Type strain 

BCRC 33641T M. pallens Type strain 

BCRC 33998T M. argentinensis Type strain 

NTU568 M. purpureus  

NTU301 M. purpureus  

YM1 M. purpureus  
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表四、紅麴菌分離株 

Table 4. Monascus isolates 

Isolates ID Source Isolates ID Source Isolates ID Source Isolates ID Source Isolates ID Source Isolates ID Source 

CA-A 

Taitung 

CH 

Taitung 

TST 

Taipei 

YF 

Taipei 

China NTU 860 

Sunway 

CA-B JS TYT DHT-A BM 

Sunway 

A-1 

CA-B-1 MD SJ DHT-B HJT A-2 

CA-C HRT-A-1 J-SIN DHT-C HS SW3 

DYH HRT-A-2 JD DHT-D JFC SW4 

TY-A HRT-B-1 S-YUAN DHT-E LC 803 

TY-B HRT-B-2 TPN-A LA SL 430 

TY-C DS 

Taipei 

TPN-B M13 

NTU 

ST CA505 

TY-D SA TPN-C DH SY BS 

Tainan GH-A STS AB-A NiB TW HJY 

GH-B SJY AB-B Ch30 UN Hong-JT 

CA：賜安；DYH：東英行；TY：調元；GH：冠惠；CH：存厚；JS：忠興；MD：明德；HRT：和仁堂；DS：德興；SA：杏安；

STS：杏泰蔘；SJY：新建源；TST：同生堂；TYT：同元堂；SJ：修濟；J-SIN：九信；JD：種德；S-YUAN：笙源；TPN：Taipei 

unknow；AB：安保；YF：永豐；DHT：德慧堂；M 13：M. anka M13；DH：Monascus sp. DH；NiB：Monascus sp.NiB；Ch30：

Monascus sp. Ch30；China：Monascus sp. China；BM：大紅曲；HJT：懷結堂；HS：鴻翔；JFC：金豐春；LC：聯盛；SL：樹林；

ST：協泰；SY：勝益；TW：臺灣產地；UN：未知；BS：寶樹；HJY：黃正一；Hong-JT：宏進堂。

3
2
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中，加入液態氮進行研磨。研磨後的菌粉裝入 50 mL 離心管中並以真空烘

箱抽乾水份。 

DNA 萃取以  CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) 法進行 

(Winnepenninckx et al., 1993)，首先秤取 0.05 克的乾燥菌體粉末並放置於 

2 mL 微量離心管中，加入 0.8 mL CTAB extraction buffer 混合均勻後於 60

℃ 下反應 1 小時 (每 15 分鐘震盪一次，每次震盪 5 秒)。反應完後，加

入 0.8 mL phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) 於室溫中混合均勻後

離心 10 min (14,000 x g, 4℃)。取上清液至新的 1.5 mL 微量離心管中 (約 

0.6 mL)，加入 0.6 mL isopropanol 混合均勻後離心 15 min (14,000 x g, 4

℃)，去除上清液。沉澱以冰過的 95% 酒精清洗 2 次。去除酒精並於抽風

櫃中將殘餘酒精抽乾。以 50 μL 的無菌水回溶 DNA 樣品，並保存於 -20

℃ 中。DNA 濃度以 Qubit
®
 dsDNA BR Assay Kit 進行定量。 

 

3. 以現行紅麴菌鑑定法進行分離株鑑定 

(1) 菌落外觀 

將分離菌株和標準菌株分別培養於 malt extract agar (MEA)、25% 

glycerol nitrate agar (G25N) 和 czapek yeast extract agar (CYA) 培養基

上，於 25℃ 下培養 7 天後，以掃描器記錄菌落形態並測量菌落大小。

根據菌落的生長與否、正反面顏色與大小，進行分離菌株的菌種判定 (圖

九與表五)。 

 

(2) ITS 序列的 PCR 擴增與比對 

PCR 反應的總體積為 25 μL，其中包含 1 倍 PCR 緩衝液 (S-T 

Exsel buffer with 20 mM MgSO4)、 1 U Exsel high fidelity DNA 

polymerase、0.1 mM deoxynucleoside triphosphates (dNTPs)、50 ng 紅麴菌

株 DNA 以及 0.12 μM primer ITS 1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 

和 ITS 4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al., 1990)。PCR 反

應條件為起始 denaturation 95°C，5 分鐘。接著以 95°C 45 秒；62°C 45 

秒；72°C 1 分鐘為一循環，進行 35 循環，最後進行 72°C 10 分鐘後保

存於 4℃。產物大小 (500-600 bp) 經由電泳確認後，交由明欣生物科技
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表五、文獻中在 25℃ 下培養 7 天後，紅麴菌各菌種的菌落外觀與生長特性 

Table 5. Colony size and morphology of Monascus spp. incubated at 25℃ for 7 days in previous reports. 

B: Brown, BO: brownish orange, DB: dark brown, DG: dull green, DO: dark orange, GR: greyish red, GG: greenish grey, GY: greyish 

yellow, H: hyaline, K: khaki, LO: light orange, O: orange, OB: orange brown, OG: orange grey, OLB: olive brown, OR: orange red, OW: 

orange white, P: pale, PR: pastel red, PG: pale grey, PB: pale brown, R: reddish, RO: reddish orange, U: uncoloured, W: white, YG: 

yellowish grey.

Species 
BCRC 

ID 

CYA MEA G25N 

Diameter, 

mm 

Colony color Diameter, 

mm 

Colony color Diameter, 

mm 

Colony color 

obverse reverse obverse reverse obverse reverse 

M. pilosus 31502
T
 15.0-25.0 R P to PR 30.0-40.0 LO to PR DO 14.0-18.0 W U/W 

M. ruber 31532
T
 20.0-32.0 W U/B 30.0-42.0 B to OB K/BO 16.0-22.0 W U/B 

M. purpureus 31542
T
 12.0-18.0 R/W PR/OR 15.0-22.0 RO O to DO 8.0-15.0 W/R PR/OR 

M. floridanus 33310
T
 14.0-15.0 OW OW 16.5-18.5 PB to DG GG 3.0-6.0 YG OLB 

M. sanguineus 33446
T
 7.5-8.5 PR to GR PR to GR 8.0-10.0 PR to GR DB No growth 

M. lunisporas 33640
T
 ND ND ND 13.0-15.0 OG PB 10.0-12.0 GY GY 

M. pallens 33641
T
 9.0-10.0 H H 9.0-10.0 H H No growth 

M. argentinensis 33998
T
 22.0-25.0 H to PB H to PB 20.0-22.0 PG PG No growth 

M. eremophilus - No growth No growth No growth 

3
4
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有限公司進行定序。 

 

(3) β-tubulin 序列的 PCR 擴增與比對 

PCR 反應的總體積為 25 μL，其中包含 1 倍 PCR 緩衝液、1 U Exsel 

high fidelity DNA polymerase、0.1 mM dNTPs、20 ng 紅麴菌株 DNA 以

及  0.12 μM primer β-tubulin F (5'-CAAGATCCGTGAGGAGT-3') 和 

β-tubulin R (3'-GTGAACTCCATCTCGTCCATA-5') (Park et al., 2004)。PCR 

反應條件為起始 denaturation 95°C，5 分鐘。接著以 95°C 45 秒；55°C 2 

分鐘；72°C 2 分鐘為一循環，進行 30 循環，最後進行 72°C 10 分鐘後

保存於 4℃。產物大小 (800-900 bp)經由電泳確認後，交由明欣生物科技

有限公司進行定序。 

 

(4) 序列比對分析 

定序完成的紅麴菌分離株序列與標準菌株序列進行比對，序列比對

分析以  Geneious R8 (Biomatters Limited) 軟體進行，比對演算法為 

MAFFT alignment (Katho et al., 2002)。菌種之間的親緣關係是以 

Tamura-Nei 演算法  (Tamura and Nei, 1993) 估計遺傳距離，並以 

molecular evolutionary genetics analysis 軟體 (MEGA6) (Tamura et al., 

2013) 進行  Maximum Likelihood (ML) 和  Minimum Evolution (ME) 

(Rzhetsky and Nei, 1992) 建立 ITS 和 β-tubulin 序列親緣關係樹，並進

行 1000 次 bootstrap 檢驗 (Felsenstein, 1985)。 

 

(三) 紅麴菌種鑑定方法開發 

1. 分子分型方法之策略與候選基因比對分析 

本研究以紅麴菌二次代謝物相關基因包含 citrinin、monacolin K 以及

色素生合成基因作為紅麴菌分子分型方法的基礎。首先以已知的重要二次

代謝物相關基因包含 monacolin K (M. pilosus, accession no. DQ176595) (圖

十二)、citrinin (由三組序列組合而成，分別為 M. purpureus, accession no. 

AB243687；M. purpureus, accession no. AB167465；M. aurantiacus, accession 

no. EU309474) (圖十三) 與色素生合成基因  (M. pilosus, accession no. 



 

36 

 

KC148521) (圖十四) 對 M. purpureus NRRL1596 (BCRC31542
T
) 與 M. 

ruber NRRL1597 基因體進行交叉比對，找出二次代謝物相關基因在這三個

菌種之間的分布。 

比對方式為先以 M. purpureus NRRL1596與 M. ruber NRRL1597 基因

體序列  (JGI project 1006097 以及 1006101) 建立  custom BLAST 

databases，再將上述已知的二次代謝物相關基因序列分別針對此二基因體進

行 discontinuous megablast 以搜尋相對應的 scaffold 片段。找到相對應的 

scaffold 片段之後，再以 map to reference 的方式將二次代謝物相關基因序

列的位置進行標記，以找出特定基因的有無。PKSs 基因是以 PKS 基因的

核心保守性區域-β-ketoacyl synthase domain 針對 M. purpureus NTU568 全

基因體進行收尋比對之後所得到的 8 個候選基因，其中 pksα 與 pksβ 已

知為黃色素生合成基因。另外以 M. pilosus 和 M. ruber 的色素生合成基因

簇中的保守性序列設計 RubPil 作為兩菌種辨識之用。 

 

2. 分子分型方法之建立 

本研究針對不同菌種間特定基因的有無或是種保守性差異區域  (如 

PKSs、mokH、pksCT、ctnR1 基因和 RubPil 保守性序列) 進行引子設計 (圖

十五和圖十六)，其引子序列列於表六。 

 

(1) 複式 PCR (multiplex PCR) 

首先將針對二次代謝物生合成相關基因所設計的引子對，引子對 Tm 

值範圍為 60  4℃，PCR 產物的大小差別至少 20%。設計完成的引子以

紅麴菌標準菌株進行 PCR 測試。在 PCR 測試完成後挑選具有菌種鑑別力

的引子對，進行複式 (multiplex) PCR 的設計與組合測試，目標為可以藉

由單一複式 PCR 反應的結果，區分最多種類的紅麴菌種，尤其是常見的

M. purpureus、M. pilosus 以及 M. ruber。複式 PCR 引子組合先以紅麴菌

標準株進行測試，並且依據測試結果做必要的調整，以驗證分子分型方

法的鑑別力。
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圖十二、M. pilosus 的 monacolin K 生合成基因簇。(accession no. DQ176595)  

Figure 12. Monacolin K biosynthetic gene cluster of M. pilosus. 

3
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圖十三、M. purpureus 的 citrinin 生合成基因簇。 (accession no. AB243687；accession no. AB167465；accession no. EU309474)  

Figure 13. Citrinin biosynthetic gene cluster of M. purpureus. 
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圖十四、M. pilosus 的色素生合成基因簇。(accession no. KC148521)  

Figure 14. Pigment biosynthetic gene cluster of M. pilosus. 
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圖十五、候選 PKS 基因及引子放大區域。 

Figure 15. Candidate PKS gene and it's amplicon (A) pksα、(B) pksβ、(C) pksγ、(D) pksδ、(E) pksε、(F) pksθ、(G) pksκ and (H) pks1 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 

(F) 

(G) 

(H) 
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圖十六、M. purpureus 菌種專一性引子 mkH 的設計。 

Figure 16. Design of M. purpureus species specific primer set mkH. 
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圖十七、Citrinin 生合成基因簇的 pksCT 基因與引子放大區域。 

Figure 17. Amplicon and primer design of primer set pksCT according to the pksCT gene in the citrinin biosynthesis gene cluster.
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圖十八、Citrinin 生合成基因簇中的 ctnR1 基因與引子放大區域。 

Figure 18. Amplicon and primer design of primer set ctnR1 according to the ctnR1 gene in the citrinin biosynthesis gene cluster.  
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圖十九、M. pilosus 和 M. ruber 的保守性序列引子 RubPil 的設計。 

Figure 19. Design of primer set RubPil according to the conserved sequence in the pigment biosynthesis gene cluster..
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表六、本研究所設計的引子 

Table 6. Primers designed in this study. 

Oligo ID Target gene Sequence (5'→3') 
Amplicon 

size 

pksα F 
pksα 

GACTGCGGTCATCCGGCCC 
1380 bp 

pksα R TGCGTGTCCCCGGAGCTACA 

pksβ F 
pksβ 

CGCAAGGCTGTCGCCTCGAT 
1250 bp 

pksβ R GCCGTTCGTCGGCTGGGTAG 

pksγ F 
pksγ 

CGGGCCAGCCTGCAGTGAG 
1252 bp 

pksγ R GCCATCCCGGGAAAGTCTGC C 

pksδ F 
pksδ 

GCGAGCCAACCGTCTGGACC 
1024 bp 

pksδ R CGAGACGACCACCGTTGCCC 

pksε F 
pksε 

CGCCTCCCTCGTCCCAGTCA 
1270 bp 

pksε R GGGTTTCAGAAGCCGCCGCA 

pksθ F 
pksθ 

AGCACCTCGGAGCAACGGTTC 
1296 bp 

pksθ R AGCACTGTGGCCCTGTCACG 

pksκ F 
pksκ 

CTGGCAACGGCAATGCGAGC 
1160 bo 

pksκ R TAGGATGCGGTTCGCGGGGA 

pks1 F 
pks1 

GCCGGTCTGAGCAAAGGCCA 
1191 bp 

pks1 R AGCCCAGAGGCGAGTGAGGG 

mkH F 
mkH 

TCTTCTCCTTCAGCTTCTTCACC 
804 bp 

mkH R GGGTTGAAGAGGGGTATGGTATC 

ctnR1 F 
ctnR1 

GATTTCAATGGCATCACAACCCA 
537 bp 

ctnR1 R GATCTCCCCGAAGAAATCATGGA 

RubPil F 
RubPil 

CGTGCCGCTTTGATCTTTTGG 
158 bp 

RubPil R AGGGGAGTTGGTGGGCA 

pksCT F 
pksCT 

CATATCAGGCCGTCGAACAAT 
406 bp 

pksCT R CAGTACCCATCCCCCTTAGC 
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三、 結果 

(一) 紅麴菌株鑑定 

1. 參考菌株 

以紅麴準菌株包括 M. pilosus BCRC 31502
T、M. ruber BCRC 31532

T、M. 

purpureus BCRC 31542
T、M. floridanus BCRC 33310

T、M. sanguineus BCRC 

33446
T、M. lunisporas BCRC 33640

T、M. pallens BCRC 33641
T、M. argentinensis 

BCRC 33998
T
 和 M. eremophilus ATCC 62925

T，加上已知菌種的紅麴菌株 M. 

purpureus NTU 568、M. purpureus NTU 301 和 M. purpureus YM1 與其他 

BCRC 菌株進行外觀形態觀察與建立 ITS 和 β-tubulin 序列的親緣關係樹。由

於標準菌株中的 M. eremophilus 需在 MY50G (malt extract yeast extract 50% 

glucose) 培養基上培養八週才能觀察外觀形態，且在一般用於菌落外觀判斷的

培養基，如 MEA、CYA 與 G25N 中皆不生長，屬於罕見的紅麴菌種。加上 M. 

eremophilus 目前尚無出現在紅麴米中的文獻記載，且食品工業發展研究所之

生物資源保存及研究中心並不提供此菌株，因此不列入鑑定目標。此外由於食

品工業發展研究所之生物資源保存及研究中心將 M. kaoliang BCRC 31506
T
 

正式列為紅麴菌種，因此列入本研究當中。將紅麴菌株接種於 MEA、G25N 和 

CYA 培養基上，於 25℃ 下培養 7 天後，以掃描器記錄菌落形態並測量菌落

直徑大小並與過去文獻做比較 (圖九和表五)。 

圖二十至圖二十八為標準菌株的菌落外觀圖，表七為參考菌株培養於 

MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落直徑大小與正反面顏色，結果發現除了 

M. kaoliang BCRC 31506
T
 因無文獻可比對之外，其餘標準菌株的顏色或者是

生長情況皆與過去文獻有所差異。M. pilosus BCRC 31502
T
 在 CYA 和 G25N 

培養基上的菌落直徑大小 (45.33 mm 和 25.51 mm) 比文獻記錄大 1.5 倍 

(15-25 mm 和 14-18 mm)，而菌落正反面顏色在 MEA 和 CYA 培養基上皆為

白色，文獻記錄則是淡紅色 (MEA) 和紅色 (CYA)。M. kaoliang BCRC 31506
T
 

在 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落直徑大小分別為 19.29 mm、24.57 

mm 和 2.28 mm；而菌落正反面顏色皆為白色，除了 MEA 背面顏色為粉桃紅

色。M. ruber BCRC 31532
T
 在 CYA 和 G25N 培養基上的菌落直徑大小 

(47.68 mm 和 31.92 mm) 比文獻記錄大 1.5-2 倍 (20-32 mm 和 16-22 mm)，

而菌落正反面顏色在 MEA 培養基上為白色，文獻記錄則是棕色至棕橙色。  
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圖二十、M. pilosus BCRC 31502
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形

態。 

Figure 20. Colonies morphology of M. pilosus BCRC 31502
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  

MEA 

CYA G25N 

(A) 

(B) 

MEA 

CYA G25N 
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圖二十一、M. kaoliang BCRC 31506
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀

形態。 

Figure 21. Colonies morphology of M. kaoliang BCRC 31506
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B): reverse.  
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CYA G25N 
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圖二十二、M. ruber BCRC 31532
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形

態。 

Figure 22. Colonies morphology of M. ruber BCRC 31532
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  
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CYA G25N 

(A) 

(B) 

MEA 

CYA G25N 



 

50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十三、M. purpureus BCRC 31542
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外

觀形態。 

Figure 23. Colonies morphology of M. purpureus BCRC 31542
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  

MEA 

CYA G25N 

(A) 
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MEA 

CYA G25N 



 

51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十四、M. floridanus BCRC 33310
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外

觀形態。 

Figure 24. Colonies morphology of M. floridanus BCRC 33310
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  
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CYA G25N 
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圖二十五、M. sanguineus BCRC 33446
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外

觀形態。 

Figure 25. Colonies morphology of M. sanguineus BCRC 33446
T
 on MEA, CYA and 

G25N medium. (A) obverse. (B) reverse.   
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圖二十六、M. lunisporas BCRC 33640
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外

觀形態。 

Figure 26. Colonies morphology of M. lunisporas BCRC 33640
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  
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圖二十七、M. pallens BCRC 33641
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀

形態。 

Figure 27. Colonies morphology of M. pallens BCRC 33641
T
 on MEA, CYA and G25N 

medium. (A) obverse. (B) reverse.  
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圖二十八、M. argentinensis BCRC 33998
T
 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落

外觀形態。 

Figure 28. Colonies morphology of M. argentinensis BCRC 33998
T
 on MEA, CYA and 

G25N medium. (A) obverse. (B) reverse.
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表七、在 25℃ 下培養 7 天後所觀察到的紅麴菌菌落外觀與直徑大小 

Table 7. Colony size and morphology of Monascus spp. incubated at 25℃ for 7 days. 

B: Brown, DB: dark brown, DK: dark khaki, DO: dark orange, GG: greenish grey, H: hyaline, K: khaki, LO: light orange, NW: navajo 

white, O: orange, OR: orange red, OW: orange white, PR: pastel red, PG: pale grey, PGE: palegoldenrod, PP: peachpuff, R: reddish, RO: 

reddish orange, W: white, YG: yellowish grey.

Species 
BCRC 

ID 

CYA MEA G25N 

Diameter, 

mm 

Colony color Diameter, 

mm 

Colony color Diameter, 

mm 

Colony color 

obverse reverse obverse reverse obverse reverse 

M. purpureus 31499 25.18 R PR 20.82 O O 3.16 O OR 

M. pilosus 31502
T
 21.83 W W 16.32 W W 6.13 W W 

M. kaoliang 31506
T
 24.57 W W 19.29 W PP 2.28 W W 

M. pilosus 31526 47.30 W W 44.95 W W 27.91 W W 

M. purpureus 31530 31.68 R PR 30.19 O DO 6.42 O OR 

M. ruber 31532
T
 47.68 W W 48.45 W B 31.92 W W 

M. ruber 31534 44.95 W W 45.74 W B 27.27 W W 

M. purpureus 31540 25.91 R PR 26.68 O O 8.30 O PR 

M. purpureus 31542
T
 27.12 R PR 27.89 PP RO 8.95 O OR 

M. purpureus 31615 25.62 R PR 23.00 O O 8.37 O OR 

M. purpureus 32808 36.23 R PR 29.52 PP O 19.58 W LO 

M. barkeri 33309 31.46 W NW 31.76 W K 27.10 W W 

M. floridanus 33310
T
 21.12 OW GG 20.53 OW DK 6.26 H W 

M. albus 33372 22.61 W W 26.93 PP PP 8.71 NW LO 

M. sanguineus 33446
T
 15.76 PP DB 15.54 PP PR 12.79 LO RO 

M. lunisporas 33640
T
 15.63 PG GG 16.68 PG GG 18.26 W YG 

M. pallens 33641
T
 20.25 H W 23.89 H PGE 8.72 H W 

M. argentinensis 33998
T
 16.29 PG GG 17.09 PG GG 17.05 W W 

M. purpureus NTU568 26.52 R PR 25.79 PP RO 7.45 O OR 

M. purpureus NTU301 42.09 R PR 46.95 PP RO 28.79 PP LO 

M. purpureus YM1 22.71 OR LO 20.67 PP PP 7.19 W O 

5
6
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M. purpureus BCRC 31542
T
 在 MEA 培養基上的菌落正反面顏色為粉桃紅

色和紅橙色，文獻記錄則是紅橙色和橘色至深橘色。M. floridanus BCRC 

33310
T
 在 G25N 培養基上的菌落正反面顏色為透明和白色，文獻記錄則是

黃灰色和橄欖褐色。M. sanguineus BCRC 33446
T
 於三種培養基上的菌落正

反面顏色皆不符合過去文獻記載，且過去文獻在 G25N 培養基上無法生

長，而在本研究中 G25N 培養基上有菌落生長且菌落直徑大小為 12.79 

mm。M. lunisporas BCRC 33640
T
 於三種培養基上的菌落正反面顏色皆不符

合過去文獻記載，此外在 CYA 培養基上的菌落直徑大小與正反面顏色於

文獻上皆無記載，因此無法比較。M. pallens BCRC 33641
T
 在 MEA 和 CYA 

培養基上的菌落直徑大小 (23.89 mm 和 20.25 mm) 皆比文獻記錄大 2 倍 

(9-10 mm)，且過去文獻在 G25N 培養基上無法生長，而在本研究中 G25N 

培養基上有菌落生長且菌落直徑大小為 8.72 mm。M. argentinensis BCRC 

33998
T
 在過去文獻中的 G25N 培養基上無法生長，而本研究在 G25N 培

養基上有菌落生長且菌落直徑大小為 17.05 mm 且菌落正反面顏色只有 

CYA 培養基上的菌落正反面顏色 (淺灰色和灰綠色) 不符合過去文獻所記

載 (皆為透明至淺棕色)。其他 BCRC 紅麴菌株與已知菌種的紅麴菌株 M. 

purpureus NTU 568、M. purpureus NTU 301 和 M. purpureus YM1 的菌落形

態請參見附錄一。 

親緣關係是以 MEGA6 軟體 (Tamura et al., 2013) 建立紅麴標準菌株

的 ITS 和 β-tubulin 序列親緣關係樹，使用的方法為 maximum likelihood 

和 minimum evolution，並進行 1000 次 bootstrap 檢驗 (圖二十九至圖三

十二)。圖二十九是使用 maximum likelihood 建立紅麴標準菌株的 ITS 序

列親緣關係樹，結果顯示標準菌株分為五群，分別為 (1) M. argentinensis 

BCRC 33998
T
 和 M. pallens BCRC 33641

T。(2) M. eremophilus ATCC 62925
T
 

和 M. floridanus BCRC 33310
T。(3) M. pilosus BCRC 31502

T
 和 M. ruber 

BCRC 31532
T。(4) M. sanguineus BCRC 33446

T、M. kaoliang BCRC 31506
T
 

和 M. purpureus BCRC 31542
T。(5) M. lunisporas BCRC 33640

T
 自成一群。

圖三十是使用 minimum evolution 建立紅麴標準菌株的 ITS 序列親緣關係

樹，分群結果與圖二十六相同。圖三十一是使用 maximum likelihood 建立

紅麴標準菌株的 β-tubulin 序列親緣關係樹，結果顯示標準菌株分為五群，  
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圖二十九、利用最大概率法所建立的紅麴標準菌株 ITS 序列親緣關係樹。 

Figure 29. Phylogenetic tree of Monascus type strain ITS sequence using by maximum 

likelihood method. The evolutionary history was inferred by using the Maximum 

Likelihood method based on the Tamura-Nei model. The tree with the highest log 

likelihood (-1096.1227) is shown. The percentage of trees in which the associated taxa 

clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for the heuristic search 

were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a 

matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood 

(MCL) approach, and then selecting the topology with superior log likelihood value. 

The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions 

per site. The analysis involved 10 nucleotide sequences. All positions containing gaps 

and missing data were eliminated. There were a total of 396 positions in the final 

dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA6. 
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圖三十、利用最小演化法所建立的紅麴標準菌株 ITS 序列親緣關係樹。 

Figure 30. Phylogenetic tree of Monascus type strain ITS sequence using by minimum 

evolution method. The optimal tree with the sum of branch length = 0.27387873 is 

shown. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together 

in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. The tree is drawn 

to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances 

used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the 

Tamura-Nei method and are in the units of the number of base substitutions per site. The 

ME tree was searched using the Close-Neighbor-Interchange (CNI) algorithm at a 

search level of 1. The Neighbor-joining algorithm was used to generate the initial tree. 

The analysis involved 10 nucleotide sequences. All positions containing gaps and 

missing data were eliminated. There were a total of 396 positions in the final dataset. 

Evolutionary analyses were conducted in MEGA6 
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圖三十一、利用最大概率法所建立的紅麴標準菌株 β-tubulin 序列親緣關係樹。 

Figure 31. Phylogenetic tree of Monascus type strain β-tubulin sequence using by 

maximum likelihood method. The evolutionary history was inferred by using the 

Maximum Likelihood method based on the Tamura-Nei model. The tree with the 

highest log likelihood (-1483.2834) is shown. The percentage of trees in which the 

associated taxa clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for the 

heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ 

algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite 

Likelihood (MCL) approach, and then selecting the topology with superior log 

likelihood value. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the 

number of substitutions per site. The analysis involved 10 nucleotide sequences. All 

positions containing gaps and missing data were eliminated. There were a total of 477 

positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA6. 
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圖三十二、利用最小演化法所建立的紅麴標準菌株 β-tubulin 序列親緣關係樹。 

Figure 32. Phylogenetic tree of Monascus type strain β-tubulin sequence using by 

minimum evolution method. The evolutionary history was inferred using the Minimum 

Evolution method. The optimal tree with the sum of branch length = 0.35134234 is 

shown. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together 

in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. The tree is drawn 

to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances 

used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the 

Tamura-Nei method and are in the units of the number of base substitutions per site. The 

ME tree was searched using the Close-Neighbor-Interchange (CNI) algorithm at a 

search level of 1. The Neighbor-joining algorithm was used to generate the initial tree. 

The analysis involved 10 nucleotide sequences. All positions containing gaps and 

missing data were eliminated. There were a total of 477 positions in the final dataset. 

Evolutionary analyses were conducted in MEGA6.  
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分別為  (1) M. pilosus BCRC 31502
T、M. ruber BCRC 31532

T
 和  M. 

sanguineus BCRC 33446
T。(2) M. kaoliang BCRC 31506

T
 和 M. purpureus 

BCRC 31542
T。(3) M. floridanus BCRC 33310

T、M. argentinensis BCRC 

33998
T
 和 M. lunisporas BCRC 33640

T。(4) 和 (5) 分別為 M. eremophilus 

ATCC 62925
T
 和 M. pallens BCRC 33641

T，兩種紅麴菌各自為一群。圖三

十二是使用 minimum evolution 建立紅麴標準菌株的 β-tubulin 序列親緣

關係樹，結果顯示標準菌株分為五群，分別為  (1) M. kaoliang BCRC 

31506
T、M. purpureus BCRC 31542

T
 和 M. sanguineus BCRC 33446

T。(2) M. 

pilosus BCRC 31502
T
 和 M. ruber BCRC 31532

T。(3) M. floridanus BCRC 

33310
T、M. argentinensis BCRC 33998

T
 和 M. lunisporas BCRC 33640

T。(4) 

和 (5) 分別為 M. eremophilus ATCC 62925
T
 和 M. pallens BCRC 33641

T，

兩種紅麴菌各自為一群。 

 

2. 未知菌株 

表八為紅麴菌分離株培養於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落直

徑大小與正反面顏色，其菌落外觀形態請參見附錄一。將紅麴標準菌株與

未知菌株的 ITS 和 β-tubulin 序列以 MEGA6 軟體建立親緣關係樹 (圖

三十三至圖三十六)。圖三十三是使用 maximum likelihood 建立紅麴標準菌

株與未知菌株的 ITS 序列親緣關係樹，結果顯示未知菌株 430、CA505、

860、Ch30、DH、NiB、DYH 和 China 與 M. pilosus BCRC 31502
T
 和 M. 

ruber BCRC 31532
T
 屬於同一分支，其餘未知菌株與 M. kaoliang BCRC 

31506
T、M. purpureus BCRC 31542

T
 和 M. sanguineus BCRC 33446

T
 屬於同

一分支。圖三十四是使用 minimum evolution 建立紅麴標準菌株與未知菌株

的 ITS 序列親緣關係樹，結果顯示未知菌株 430、CA505、860、Ch30、

DH、NiB、DYH 和 China 與 M. pilosus BCRC 31502
T
 和 M. ruber BCRC 

31532
T
 屬於同一分支，其餘未知菌株與 M. kaoliang BCRC 31506

T、M. 

purpureus BCRC 31542
T
 和 M. sanguineus BCRC 33446

T
 屬於同一分支。圖

三十五是使用  maximum likelihood 建立紅麴標準菌株與未知菌株的 

β-tubulin 序列親緣關係樹，結果顯示未知菌株 430、CA505、860、Ch30、

DH、NiB、DYH 和 China 與 M. pilosus BCRC 31502
T
 和 M. ruber BCRC 
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表八、在 25℃ 下培養 7 天後紅麴菌分離株的菌落外觀與菌落直徑大小 

Table 8. Colony size and morphology of Monascus spp. incubated at 25℃ for 7 days. 

Isolates ID 

CYA MEA G25N 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

obverse reverse obverse reverse obverse reverse 

CA-A 29.62 R PR 29.84 O RO 9.41 LO O 
CA-B 22.91 W W 27.23 PP PP 9.01 NW LO 

CA-B-1 20.08 W W 27.33 H W 10.42 H W 
CA-C 26.34 O PR 27.31 O O 6.65 NW RO 
DYH 39.29 W W 39.95 W B 26.98 W K 
TY-A 28.19 R PR 31.63 O O 7.07 LO RO 
TY-B 24.32 PP O 24.23 PP PP 10.92 LO O 
TY-C 25.05 W W 28.83 PP PP 9.12 W LO 
TY-D 26.09 W W 30.95 PP PP 9.17 W DO 
GH-A 29.59 PP PP 30.52 PP PP 9.83 O OR 
GH-B 36.12 R PR 32.87 O PP 6.24 LO OR 

CH 31.69 R PR 33.59 O RO 6.83 LO DO 
JS 24.69 O PR 29.49 O O 6.88 LO DO 

MD 28.24 PP PR 27.98 PP PP 5.50 W O 
HRT-A-1 27.42 W W 28.85 PP LO 6.46 W OR 
HRT-A-2 25.85 W W 32.98 W PP 8.58 W W 
HRT-B-1 27.48 PP PP 30.19 PP PP 7.04 W O 
HRT-B-2 24.28 W W 28.83 PP PP 11.57 W DO 

DS 27.13 O PR 30.65 O O 6.72 LO DO 
SA 21.96 R PR 25.84 O O 8.70 LO O 
STS 33.35 O PR 42.02 O OR 4.10 LO DO 
SJY 28.00 R PR 30.62 O OR 7.82 LO O 

B: Brown, DO: dark orange, H: hyaline, K: khaki, LO: light orange, NW: navajo white, O: orange, OR: orange red, PR: pastel red, PP: 

peachpuff, R: reddish, RO: reddish orange, W: white.  

(接下頁) 

6
3
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表八、在 25℃ 下培養 7 天後紅麴菌分離株的菌落外觀與菌落直徑大小 (續上頁) 

Table 8. Colony size and morphology of Monascus spp. incubated at 25℃ for 7 days. (continued) 

Isolates ID 

CYA MEA G25N 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

obverse reverse obverse reverse obverse reverse 

TST 24.07 O PR 26.21 O OR 7.49 LO DO 
TYT 29.62 O PR 33.04 O OR 5.37 LO DO 
SJ 27.72 O PR 29.87 O O 4.87 LO O 

J-SIN 27.37 PP PP 30.44 PP O 7.28 W O 
JD 28.30 R PR 30.56 O O 8.94 LO RO 

S-YUAN 30.09 O PR 33.05 O O 7.10 LO DO 
TPN-A 26.94 O PR 27.83 O O 5.04 O DO 
TPN-B 24.00 W W 29.26 W PP 5.08 W W 
TPN-C 27.35 PP PR 25.67 O O 7.12 LO O 
AB-A 27.77 PP PP 33.23 PP PP 7.17 LO O 
AB-B 24.67 PP PP 32.09 W W 6.08 LO DO 

YF 32.46 O PR 28.44 O RO 7.96 LO O 
DHT-A 22.56 W W 27.66 W PP 7.34 W W 
DHT-B 27.92 PP PP 29.45 PP PP 7.95 W O 
DHT-C 27.59 O PR 23.78 O RO 8.78 LO DO 
DHT-D 27.12 PP PP 31.64 PP O 7.92 W OR 
DHT-E 32.06 PP PP 35.03 PP PP 5.56 W O 

M13 26.05 PP PP 26.08 O O 7.80 LO OR 
DH 39.90 PP PR 48.79 PP RO 29.13 W OR 
NiB 41.15 PP PR 48.11 PP RO 28.08 W OR 
Ch30 43.00 PP PR 48.07 PP RO 29.69 W OR 
China 42.64 PP PR 47.28 PP RO 30.16 W OR 

B: Brown, DO: dark orange, H: hyaline, K: khaki, LO: light orange, NW: navajo white, O: orange, OR: orange red, PR: pastel red, PP: 

peachpuff, R: reddish, RO: reddish orange, W: white.  

(接下頁) 
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表八、在 25℃ 下培養 7 天後紅麴菌分離株的菌落外觀與菌落直徑大小 (續上頁) 

Table 8. Colony size and morphology of Monascus spp. incubated at 25℃ for 7 days. (continued) 

Isolates ID 

CYA MEA G25N 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

Diameter, mm 
Colony color 

obverse reverse obverse reverse obverse reverse 

BM 26.60 R PR 21.74 O O 13.33 W O 

HJT 27.74 O PR 28.01 O RO 9.65 LO OR 

HS 24.98 O PP 25.52 O PP 9.58 LO O 

JFC 27.25 O PR 28.28 O RO 5.96 LO OR 

LC 33.29 O PR 33.61 O RO 6.23 LO OR 

SL 29.46 O PR 31.81 O RO 5.71 LO OR 

ST 29.76 O PR 29.89 O RO 3.77 LO OR 

SY 29.26 O PR 31.11 O RO 6.79 LO OR 

TW 26.91 O PR 28.72 O RO 7.39 LO OR 

UN 23.04 PP PP 22.96 O O 9.28 LO OR 

860 37.55 PP PR 44.99 PP RO 27.48 W OR 

A-1 27.33 O PR 26.99 O RO 7.20 LO OR 

A-2 25.77 O PR 27.74 O RO 10.52 LO OR 

SW3 25.18 O PR 28.21 O O 6.83 LO OR 

SW4 26.08 O PR 28.78 O RO 5.44 LO O 

803 24.01 O PR 25.53 O O 7.55 LO OR 

430 36.19 PP PR 36.67 PP RO 8.30 W W 

BS 26.28 O PR 30.04 O RO 9.91 LO OR 

HJY 31.74 O PR 33.16 O RO 6.95 LO OR 

Hong-JT 29.14 O PR 31.24 O OR 5.05 LO DO 

LA 28.05 R PR 27.96 O RO 8.82 LO O 

CA505 43.13 PP PR 46.42 PP RO 29.23 W OR 

B: Brown, DO: dark orange, H: hyaline, K: khaki, LO: light orange, NW: navajo white, O: orange, OR: orange red, PR: pastel red, PP: 

peachpuff, R: reddish, RO: reddish orange, W: white. 

6
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圖三十三、利用最大概率法所建立的紅麴菌分離株 ITS 序列親緣關係樹。 

Figure 33. Phylogenetic tree of Monascus isolates ITS sequence using by maximum 

likelihood method.  
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圖三十四、利用最小演化法所建立的紅麴菌分離株 ITS 序列親緣關係樹。 

Figure 34. Phylogenetic tree of Monascus isolates ITS sequence using by minimum 

evolution method.  
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圖三十五、利用最大概率法所建立的紅麴菌分離株 β-tubulin 序列親緣關係樹。 

Figure 35. Phylogenetic tree of Monascus isolates β-tubulin sequence using by 

maximum likelihood method.  
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圖三十六、利用最小演化法所建立的紅麴菌分離株 β-tubulin 序列親緣關係樹。 

Figure 36. Phylogenetic tree of Monascus isolates β-tubulin sequence using by 

minimum evolution method.  
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31532
T
 屬於同一分支，其餘未知菌株與 M. kaoliang BCRC 31506

T、M. 

purpureus BCRC 31542
T
 屬於同一分支。圖三十六是使用  minimum 

evolution 建立紅麴標準菌株與未知菌株的 β-tubulin 序列親緣關係樹，結

果顯示未知菌株 430、CA505、860、Ch30、DH、NiB、DYH 和 China 與 

M. pilosus BCRC 31502
T
 和 M. ruber BCRC 31532

T
 屬於同一分支，其餘未

知菌株與 M. kaoliang BCRC 31506
T、M. purpureus BCRC 31542

T
 屬於同一

分支。 

將未知菌株的 ITS 和 β-tubulin 序列 BLAST 後記錄可能的菌種，同

時依照未知菌株的外觀形態判斷其菌種，再結合三者的判斷結果確認其菌

種後並列於表九。表九的結果顯示共有 54 個紅麴菌分離株可辨識其菌

種，其中有 46 株為 M. purpureus、7 株為 M. pilosus 以及 1 株為 M. 

ruber。另外有 12 個紅麴菌分離株無法依據 ITS、β-tubulin 和外觀形態的

判斷結果來辨識其菌種，包含紅麴菌分離株 CA-A、CA-B-1、TY-B、GH-A、

HRT-A-2、HRT-B-1、TPN-B、AB-A、AB-B、DHT-A、DHT-B 和 DHT-E。

上述 12 個紅麴菌分離株只能確定為 M. purpureus 或 M. kaoliang 其中一

種。 
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表九、以紅麴菌分離株的 ITS、β-tubulin 序列和菌落外觀進行菌種判斷 

Table 9. Strain identification of Monascus isolates with the ITS, β-tubulin sequence and 

colony morphology. 

Isolates ID ITS β-tubulin Colony morphology Final 

CA-A PP/K PP/K PP PP 

CA-B PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

CA-B-1 PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

CA-C PP/K PP/K PP PP 

DYH R/P R/P R R 

TY-A PP/K PP/K PP PP 

TY-B PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

TY-C PP/K PP/K PP PP 
TY-D PP/K PP/K PP PP 
GH-A PP/K PP/K P/PP//K PP/K 

GH-B PP/K PP/K PP PP 
CH PP/K PP/K PP PP 
JS PP/K PP/K PP PP 

MD PP/K PP/K PP PP 
HRT-A-1 PP/K PP/K PP PP 
HRT-A-2 PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

HRT-B-1 PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

HRT-B-2 PP/K PP/K PP PP 
DS PP/K PP/K PP PP 
SA PP/K PP/K PP PP 
STS PP/K PP/K PP PP 
SJY PP/K PP/K PP PP 
TST PP/K PP/K PP PP 
TYT PP/K PP/K PP PP 
SJ PP/K PP/K PP PP 

J-SIN PP/K PP/K PP PP 
JD PP/K PP/K PP PP 

S-YUAN PP/K PP/K PP PP 
TPN-A PP/K PP/K PP PP 
TPN-B PP/K PP/K P/PP/K PP/K 
TPN-C PP/K PP/K PP PP 
AB-A PP/K PP/K P/PP/K PP/K 
AB-B PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

YF PP/K PP/K PP PP 

UD: undeterminalde, PP: M. purpureus, K: M. kaoliang, R: M. ruber, P: M. pilosus. 

(接下頁) 
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表九、以紅麴菌分離株的 ITS、β-tubulin 序列和菌落外觀進行菌種判斷 (續上頁) 

Table 9. Strain identification of Monascus isolates with the ITS, β-tubulin sequence and 

colony morphology. (continued) 

Isolates ID ITS β-tubulin Colony morphology Final 

DHT-A PP/K PP/K P/PP/K PP/K 
DHT-B PP/K PP/K P/PP/K PP/K 
DHT-C PP/K PP/K PP PP 
DHT-D PP/K PP/K PP PP 
DHT-E PP/K PP/K P/PP/K PP/K 

M13 PP/K PP/K PP PP 
DH R/P R/P P P 
NiB R/P R/P P P 
Ch30 R/P R/P P P 
China R/P R/P P P 
BM PP/K PP/K PP PP 
HJT PP/K PP/K PP PP 
HS PP/K PP/K PP PP 
JFC PP/K PP/K PP PP 
LC PP/K PP/K PP PP 
SL PP/K PP/K PP PP 
ST PP/K PP/K PP PP 
SY PP/K PP/K PP PP 
TW PP/K PP/K PP PP 
UN PP/K PP/K PP PP 
860 R/P R/P P P 
A-1 PP/K PP/K PP PP 
A-2 PP/K PP/K PP PP 
SW3 PP/K PP/K PP PP 
SW4 PP/K PP/K PP PP 
803 PP/K PP/K PP PP 
430 R/P R/P P P 
BS PP/K PP/K PP PP 

HJY PP/K PP/K PP PP 
Hong-JT PP/K PP/K PP PP 

LA PP/K PP/K PP PP 
CA505 R/P R/P P P 

UD: undeterminalde, PP: M. purpureus, K: M. kaoliang, R: M. ruber, P: M. pilosus.  
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(二) 引子測試與 multiplex PCR 分析 

1. 各候選引子的測試結果 

將 M. purpureus 與 M. pilosus 兩者的 monacolin K 生合成基因簇進

行比對，結果發現 M. purpureus 的 monacolin K 生合成的主要基因 mokH 

並不在 monacolin K 的生合成基因簇內，反而出現在其他位置上，因此本

研究推測 M. purpureus 的 monacolin K 生合成基因簇有可能是損壞的。因

此利用此損壞的基因序列作為菌種專一性引子 (mkH) 的設計目標 (表六

和圖十六)，並對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種進行測試 (圖三十

七)，結果顯示只有 M. purpureus、M. albus 和 M. kaoliang 具有此一損壞

的 mokH 基因。 

針對 polyketide synthases (PKSs) 基因設計的引子，其中包括色素生合

成基因  pksα (type II polyketide synthase) 和  pksβ (type I polyketide 

synthase)，還有 pksγ、pksδ、pksε、pksθ、pksκ 和 pks1。將這些引子對標

準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種進行測試 (圖三十八至圖四十五)。另外針對 

citrinin 生合成基因簇中的 pksCT、ctnR1 基因以及 M. pilosus 和 M. ruber 

的保守性序列所設計的引子 (pksCT、ctnR1 和 RubPil) 對標準菌株與其他 

BCRC 紅麴菌種進行測試 (圖四十六至圖四十七)。各引子之 PCR 條件列

於表十。上述引子的測試結果顯示 M. pilosus 能被 pksβ、pksδ、pksε、pksθ、

pksκ、pks1、ctn R1 和 RubPil 引子偵測到。M. ruber 能被 pksβ、pksδ、

pksε、pksκ、pks1、ctn R1 和 RubPil 引子偵測到。M. kaoliang 能被 pksα、

pksβ、pksγ、pksδ、pksε、pksθ、pksκ、pks1、mkH、ctn R1 和 pksCT 引子

偵測到。M. purpureus 能被 pksα、pksβ、pksγ、pksε、pksθ、pksκ、pks1、

mkH、ctn R1 和 pksCT 引子偵測到。M. barkeri 能被 pksδ、pksε、pksθ、

pksκ、pks1、ctn R1 和 RubPil 引子偵測到。M. albus 能被 pksα、pksγ、

pksε、pksθ、pksκ、pks1、mkH、ctn R1 和 pksCT 引子偵測到。M. sanguineus 

能被 pksα、pksβ、pksγ、pksδ、pksε、pksκ 和 ctn R1 引子偵測到。M. lunisporas 

能被 pks1 引子偵測到。M. floridanus、M. pallens 和 M. argentinensis 無法

被任一引子偵測到。  
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圖三十六、引子 mkH 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 36. Specificity test of primer mkH to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1: M. kaoliang BCRC 31506
T
. Lane 

2-8: M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus BCRC 31530, M. purpureus BCRC 

31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus BCRC 31615, M. purpureus BCRC 

32808 and NTU568. Lane 9-10: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. pilosus BCRC 31526. 

Lane 11-12: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. Lane 13-19: M. 

barkeri BCRC 33309, M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. 

sanguineus BCRC 33446
T
, M. lunisporas BCRC 33640

T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and 

M. argentinensis BCRC 33998
T
.  

3 KB 
2 KB 

1.5 KB 
 

1KB 
900 bp 
800 bp 

 
500 bp 

 

M  1  2   3  4   5  6  7   8  M  9  10  11 12  13 14  15 16  M  17  18 19  M 
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圖三十七、引子 pksα 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 37. Specificity test of primer pksα to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

1KB 

1  2  M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11 M  12  13  14  15 16  17  18 
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圖三十八、引子 pksβ 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 38. Specificity test of primer pksβ to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

1  2  M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11  M 12  13  14  15  16  17  18 

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

1KB 



 

77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三十九、引子 pksγ 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 39. Specificity test of primer pksγ to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

1  2  M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11  M 12  13  14  15  16  17  18 

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

1KB 
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圖四十、引子 pksδ 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測試

結果。 

Figure 40. Specificity test of primer pksδ to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

1  2   M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11  M  12  13 14  15  16  17  18 

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

 

900 bp 
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圖四十一、引子 pksε 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 41. Specificity test of primer pksε to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

 

900 bp 

1  2   M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11  M  12 13  14  15  16  17  18 



 

80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四十二、引子 pksθ 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 42. Specificity test of primer pksθ to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

1  2   M  3   4   M  5   6   7   8   9  10  11 M  12  13  14  15  16  17  18 

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

1KB 
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圖四十三、引子 pksκ 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 43. Specificity test of primer pksκ to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  
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圖四十四、引子 pks1 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 測

試結果。 

Figure 44. Specificity test of primer pks1 to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  

3 KB 

2 KB 

1.5 KB 

 

1 KB 

1  2   M  3   4  M  5   6   7   8   9  10  11  M 12  13  14  15  16  17  18 
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圖四十五、引子 pksCT 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 

測試結果。 

Figure 45. Specificity test of primer pksCT to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  
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圖四十六、引子 ctnR1 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 

測試結果。 

Figure 46. Specificity test of primer ctnR1 to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.  
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圖四十七、引子 RubPil 對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的專一性 PCR 

測試結果。 

Figure 47. Specificity test of primer RubPil to reference Monascus strains and other 

BCRC Monascus species. M: 100 bp maker. Lane 1-2: M. pilosus BCRC 31502
T
 and M. 

pilosus BCRC 31526. Lane 3-4: M. ruber BCRC 31532
T
 and M. ruber BCRC 31534. 

Lane 5-11: M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus 

BCRC 31530, M. purpureus BCRC 31540, M. purpureus BCRC 31542
T
, M. purpureus 

BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 12-18: M. barkeri BCRC 33309, 

M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. sanguineus BCRC 33446

T
, M. 

lunisporas BCRC 33640
T
, M. pallens BCRC 33641

T
 and M. argentinensis BCRC 

33998
T
.
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表十、各引子之 PCR 反應條件 

Table 10. PCR reaction condition of each primer. 

 pksα pksβ pksγ pksδ pksε pksθ pksκ pks1 mkH ctnR1 RubPil 

PCR buffer 1X 

dNTPs 0.1 mM 

Primer F&R 0.08 μM 

DNA polymerase 1 U 

DNA 10 ng 

Total (volume) 25 μL 

PCR annealing condition 

Annealing 
64°C, 

1 min 

60°C, 

1 min 

63°C, 

1 min 

63°C, 

1 min 

65°C, 

1 min 

63°C, 

1 min 

63°C, 

1 min 

63°C, 

1 min 

66°C, 

1 min 

61°C, 

1 min 

66°C, 

1 min 

 

8
6
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2. Multiplex PCR 分析結果 

表十一為上述各引子的結果，從結果可知合併 pks1、pksδ、pksθ 以及 

RubPil 引子對 M. pilosus、M. ruber、M. kaoliang、M. purpureus、M. barkeri、

M. albus、M. sanguineus 和 M. lunisporas 具有鑑別力，因此本研究將 

pks1、pksδ、pksθ 以及 RubPil 引子進行組合後進行 multiplex PCR。圖四

十八與表十二為 pksδ、pksθ 以及 RubPil 引子組合後應用於  multiplex 

PCR，並對紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種進行測試結果，結果顯示

將紅麴菌種區分為五群，出現 band ABC 為 M. pilosus 和 M. barkeri。Band 

BC 則為 M. ruber。Band AB 為 M. kaoliang。僅出現 band A 為 M. 

purpureus 和 M. albus。僅出現 band B 代表 M. sanguineus。M. pallens、

M. argentinensis 和  M. floridanus 無法以此方法進行分類。表十三為 

multiplex PCR 反應條件，起始 denaturation 95°C，5 分鐘。接著以 95°C 45 

秒；63°C 1 分鐘；72°C 1 分鐘為一循環，進行 35 循環，最後進行 72°C 10 

分鐘。  
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圖四十八、紅麴標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的 multiplex PCR 分析。 

Figure 47. Multiplex PCR analysis of reference Monascus strains and other BCRC 

Monascus species. M: 100 bp maker. A、B and C: band. Lane 1-3: M. purpureus BCRC 

31542
T
, M. purpureus BCRC 31615 and M. purpureus BCRC 32808. Lane 4-8: M. 

barkeri BCRC 33309, M. floridanus BCRC 33310
T
, M. albus BCRC 33372, M. 

sanguineus BCRC 33446
T
 and M. lunisporas BCRC 33640

T
. Lane 9-16: M. pilosus 

BCRC 31502
T
, M. pilosus BCRC 31526, M. ruber BCRC 31532

T
, M. ruber BCRC 

31534, M. kaoliang BCRC 31506
T
, M. purpureus BCRC 31499, M. purpureus BCRC 

31530 and M. purpureus BCRC 31540. Lane 17-18: M. pallens BCRC 33641
T
 and M. 

argentinensis BCRC 33998
T
.
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表十一、各引子對標準菌株與其他 BCRC 紅麴菌種的測試結果 

Table 11. Specificity test of each primer to reference Monascus strains and other BCRC Monascus species. 

 P1 P2 R1 R2 K PP1 PP2 PP3 PP4 PP5 PP6 B F A S L Pa Ar 

pksα - - - - + + + + + + + - - + + - - - 
pksβ + + + + + + + + + + + - - - + - - - 
pksγ - - - - + + + + + + + - - + + - - - 
pksδ + + + + + - - - - - - + - - + - - - 
pksε + + + + + + + + + + + + - + + - - - 
pksθ + + - - + + + + + + + + - + - - - - 
pksκ + + + + + + + + + + + + - + + - - - 
pks1 + + + + + + + + + + + + - + - + - - 
mkH - - - - + + + + + + + - - + - - - - 
ctnR1 + + + + + + + + + + + + - + + - - - 
RubPil + + + + - - - - - - - + - - - - - - 
pksCT - - - - + + + + + + + - - + - - - - 

P1: M. pilosus BCRC 31502
T
, P2: M. pilosus BCRC 31526, R1: M. ruber BCRC 31532

T
, R2: M. ruber BCRC 31534, K: M. kaoliang BCRC 

31506
T
 , PP1: M. purpureus BCRC 31499, PP2: M. purpureus BCRC 31530, PP3: M. purpureus BCRC 31540, PP4: M. purpureus BCRC 

31542
T
, PP5: M. purpureus BCRC 31615, PP6: M. purpureus BCRC 32808, B: M. barkeri BCRC 33309, F: M. floridanus BCRC 33310

T
, A: M. 

albus BCRC 33372, S: M. sanguineus BCRC 33446
T
, L: M. lunisporas BCRC 33640

T
, Pa: M. pallens BCRC 33641

T
, Ar: M. argentinensis 

BCRC 33998
T
.

8
9
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表十二、Multiplex PCR 結果 

Table 12. Multiplex PCR assay. 

 P1 P2 R1 R2 K PP1 PP2 PP3 PP4 PP5 PP6 B F A S L Pa Ar 

pksδ + + + + + - - - - - - + - - + - - - 

pksθ + + - - + + + + + + + + - + - - - - 

RubPil + + + + - - - - - - - + - - - - - - 

P1: M. pilosus BCRC 31502
T
, P2: M. pilosus BCRC 31526, R1: M. ruber BCRC 31532

T
, R2: M. ruber BCRC 31534, K: M. kaoliang 

BCRC 31506
T
 , PP1: M. purpureus BCRC 31499, PP2: M. purpureus BCRC 31530, PP3: M. purpureus BCRC 31540, PP4: M. purpureus 

BCRC 31542
T
, PP5: M. purpureus BCRC 31615, PP6: M. purpureus BCRC 32808, B: M. barkeri BCRC 33309, F: M. floridanus BCRC 

33310
T
, A: M. albus BCRC 33372, S: M. sanguineus BCRC 33446

T
, L: M. lunisporas BCRC 33640

T
, Pa: M. pallens BCRC 33641

T
, Ar: M. 

argentinensis BCRC 33998
T
. 

 

 

9
0
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表十三、Multiplex PCR 反應條件 

Table 13. Multiplex PCR reaction condition . 

PCR buffer 1X 

dNTPs 0.4 mM 

Primer RubPil F&R 0.06 μM 

Primer pksθ F&R 0.04 μM 

Primer pksδ F&R 0.06 μM 

DNA polymerase 1.5 U 

DNA 20 ng 

Total (volume) 25 μL 
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四、 討論 

紅麴菌從 1884 年被發現以來，其菌種的鑑定判斷一直處於不完全可靠的

狀態。近年來雖已利用各種分子分型技術，如 LSU rRNA 的 D1/D2 區域、ITS、

β-tubulin 和 RAPD 等等，但仍有多個重要菌種無法區分或是具有爭議 (M. 

ruber 和 M. pilosus 以及 M. purpureus 和 M. kaoliang) (Park and Jong, 2003; 

Park et al., 2004; Hong et al., 2004)。過去有學者曾建議 M. purpureus 和 M. 

kaoliang 應為同一菌種，因為在 ITS 和 β-tubulin 與外觀形態上無法區分，而 

M. ruber 和 M. pilosus 兩個菌種雖然在 ITS 和 β-tubulin 無法區分，但在外觀

形態上卻有明顯差異 (Naoya et al., 2009)，與本研究所觀察到的結果一致，顯示

紅麴菌種的分類地位仍有需解決釐清的部分。Alberto 等學者曾提出依照細胞形

態，如孢子囊的分隔及子囊孢子的大小形狀等，或利用生理生化特徵如選擇性

培養基的生長外觀以及是否產生色素等進行紅麴菌種的區分 (Alberto et al., 

2004)。在本研究中若單以外觀形態作為判斷依據，同為 M. purpureus 的菌株於 

MEA、CYA 和 G25N 三種培養基上會出現幾種不同的外觀形態，可能會造成

過去研究中所提到的同種異名 (Hawksworth and Pitt, 1983)。以紅麴菌分離株 

DHT-A/B/C/D/E 為例，只有紅麴菌分離株 DHT-C/D 於三種培養基上的外觀形

態較符合過去文獻所描述，而 紅麴菌分離株 DHT-A/B/E 的外觀形態與 M. 

pilosus 或其他菌種較為相符。在 ITS 和 β-tubulin 親緣關係樹中，紅麴菌分離

株 DHT-A/B/C/D/E 與 M. purpureus 和 M. kaoliang 的親緣關係較近，所以單

以外觀形態作為判斷依據有相當的誤判風險。本研究中有 18% 的紅麴菌分離株 

(12/66) 無法依據外觀形態、ITS 和 β-tubulin 的結果來判定菌種。 

在本研究中從傳統中藥材紅麴米上所發現的紅麴菌種有  M. ruber、M. 

pilosus 和 M. purpureus 三種，與過去文獻所描述的相符 (Patakova, 2013)，但

過去文獻中並無提及紅麴米的主要菌種。本研究中從紅麴米分離出來的 66 株

紅麴菌的菌種大多為 M. purpureus (69.7%)，而 M. pilosus 和 M. ruber 分別有 

7 株 (10.6%) 和 1 株 (1.5%)。由此得知市面上的紅麴米所使用的菌種大多是

以 M. purpureus 為主，因此可以推論目前市面上的中藥材紅麴米或甚至是古書

上所記載的紅麴米功效很可能來自於 M. purpureus。M. purpureus 於過去的研究

中最常被提出具有降膽固醇的功效成分為 monacolin K、monascin 和 ankaflavin 

(Endo, 1979; Ho and Pan, 2009)。然而 Zhang 等學者於 2014 年的研究顯示由 
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M. purpureus 所發酵的產物中發現  monacolin K 的產量極低 (Zhang et al., 

2014)。本研究將 M. purpureus 與 M. pilosus 兩者的 monacolin K 生合成基因

簇進行比對，結果發現 M. purpureus 的 monacolin K 生合成的主要基因 mokH 

並不在 monacolin K 生合成基因簇內，且基因序列呈現退化失去功能的狀態。

由於 mokH 為 monacolin K 生合成的必須基因 (Chen et al., 2010)，因此 M. 

purpureus 應該已失去  monacolin K 的生合成能力。這樣的結果顯示  M. 

purpureus 在過去研究中被發現的生理活性很可能不是來自於 monacolin K，而

是其他化合物如黃色素。 

在過去文獻中尚未發現以紅麴二次代謝物生合成基因作為紅麴菌種的分類

方式。目前只有 Aspergillus、Penicillium 和酵母菌等真菌以代謝物生合成基因

設計成引子並組合後以 multiplex PCR 進行快速鑑定，以代謝物生合成基因作

為菌種分類依據，其再現性、實用性和鑑定效率都相當好 (Elias et al., 2012; 

Serrano et al., 2011; Luo and Mitchell, 2002)。本研究所開發的 multiplex 方法能

有效區分 M. pilosus、M. ruber、M. kaoliang、M. purpureus、M. barkeri、M. albus 

和 M. sanguineus。雖然 M. pallens、M. argentinensis 和 M. floridanus 三種紅麴

菌無法被任一引子所偵測到，但這三種紅麴菌並無食用或應用的記錄，較無快

速鑑定的需求。現行的紅麴菌的形態分類依據相當依賴菌落的顏色，尤其是在 

ITS 和 β-tubulin 的親緣關係樹無法區分的 M. pilosus 和 M. ruber 這兩種紅麴

菌過去僅能依據顏色來區分。目前已知紅麴菌的色素生合成是由 PKS 基因所負

責 (Shao et al., 2014)，因此本研究認為 PKS 基因可能能作為有效的紅麴分類依

據。候選引子的測試結果顯示 pksθ 引子能成功作為區分此 M. pilosus 和 M. 

ruber 的依據。此外  M. albus 和  M. purpureus 以及  M. kaoliang 和  M. 

purpureus 可分別由 pksβ 和 pksδ 引子來區分。pksβ (type I polyketide synthase) 

為已知的色素生合成基因，M. albus 無法被偵測到可能是因為缺少 pksβ 基因或

是色素生合成基因簇有損壞。然而 M. albus 在 ITS 與 β-tubulin 序列上和 M. 

purpureus 極為相近，因此本研究推測 M. albus 可能為 M. purpureus 的白化

種。M. kaoliang 和 M. purpureus 於本研究所建立的 multiplex 方法雖然可區分

開來，但由於兩者的其他生理特性幾乎相同，因此 M. kaoliang 的分類地位仍有

待進一步研究。  
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五、 結論 

本研究於臺灣市售紅麴米的紅麴菌種調查結果得知，目前市面上的中藥材紅

麴米的主要菌種為 M. purpureus，因此過去文獻上所記載紅麴米的功效很可能來自

於 M. purpureus。本研究結果確認以現行的紅麴菌種鑑定方法 (ITS、β-tubulin 和

外觀形態) 無法將部分的分離菌株確實區分，如 M. ruber 和 M. pilosus 以及 M. 

purpureus 和 M. kaoliang。因此現行的紅麴菌種鑑定方法有其受限之處，也使得目

前現行的紅麴菌種鑑定流程所需要的時間較長。本研究所設計的 pksδ、pksθ 以及 

RubPil 引子對 M. pilosus、M. ruber、M. kaoliang、M. purpureus、M. barkeri、M. 

albus、M. sanguineus 和 M. lunisporas 具有鑑別力且 multiplex PCR的結果顯示可

快速準確的鑑定。Multiplex PCR 分析效率足以作為紅麴常態性的監測篩檢使用，

可有助於中藥材與保健食品的管理成效。  
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附錄一 

圖一至圖六為參考菌株的菌落外觀。M. purpureus BCRC 31499 在 G25N 培

養基上的菌落直徑大小 (3.16 mm) 比文獻記錄小 2 倍 (8-15 mm)。M. pilosus 

BCRC 31526 在 G25N 培養基上的菌落正反面顏色符合過去文獻記載，而在 

MEA 和 CYA 培養基上的正反面菌落顏色 (正反面顏色皆為白色) 不符合過去文

獻記載 (MEA 和 CYA 的菌落正面顏色分別為淺橘色至粉彩紅色和淡紅色，菌落

反面顏色分別為深橘色和蒼白色至粉彩紅色)。 M. purpureus BCRC 31530 在 CYA 

培養基上的菌落直徑大小 (31.68 mm) 比文獻記錄大 2 倍 (12-18 mm)。M. ruber 

BCRC 31534 在 CYA 和 G25N 培養基上的菌落直徑大小 (44.95 mm 和 27.27 

mm) 比文獻記錄大 1.5-2 倍 (20-32 mm 和 16-22 mm)。M. purpureus BCRC 

31540 和 M. purpureus BCRC 31615 的菌落正反面顏色和菌落直徑大小皆與過去

文獻相符合。M. purpureus BCRC 32808 在 CYA 培養基上的菌落直徑大小 (36.23 

mm) 比文獻記錄大 2 倍 (12-18 mm)。M. barkeri BCRC 33309 在 MEA、CYA 和 

G25N 培養基上的菌落直徑大小分別為 31.76 mm、31.46 mm 和 27.1 mm，而菌

落正面顏色皆為白色，菌落反面顏色則分別為黃褐色、納瓦白色和白色。M. 

purpureus NTU568 的菌落正反面顏色和菌落直徑大小皆與過去文獻相符合。M. 

purpureus NTU301 於三種培養基上的菌落直徑大小皆比文獻記錄大 2 倍。M. 

purpureus YM1 在 G25N 培養基上的菌落正反面顏色符合過去文獻記載，而在 

MEA 和 CYA 培養基上的正反面菌落顏色不符合過去文獻記載，文獻記錄上 

MEA 和 CYA 的菌落正面顏色分別為紅橘色和淡紅色，菌落反面顏色分別為橘色

至深橘色和粉彩紅色或橘紅色，本研究在 MEA 和 CYA 上所觀察到的菌落正面

顏色分別粉桃紅色和橘紅色，菌落反面顏色分別為粉桃紅色和淺橘色。圖七至圖

三十九為紅麴菌分離株的菌落外觀，共有 12 個紅麴菌分離株無法依照外觀形態

來判斷其菌種。  
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圖一、M. purpureus BCRC 31499 (A 和 B) 和 M. pilosus BCRC 31526 (C 和 D) 

於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態。 

Figure 1. Colonies morphology of M. purpureus BCRC 31499 (A and B) and M. pilosus 

BCRC 31526 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and 

D): reverse.  
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圖二、M. purpureus BCRC 31530 (A 和 B) 和 M. ruber BCRC 31534 (C 和 D) 於 

MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 2. Colonies morphology of M. purpureus BCRC 31530 (A and B) and M. ruber 

BCRC 31534 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and 

D): reverse.   
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圖三、M. purpureus BCRC 31540 (A 和 B) 和 M. purpureus BCRC 31615 (C 和 D) 

於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 

反面 Figure 3. Colonies morphology of M. purpureus BCRC 31540 (A and B) and M. 

purpureus BCRC 31615 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): 

obverse; (B and D): reverse.   
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圖四、M. purpureus BCRC 32808 (A 和 B) 和 M. purpureus BCRC 33309 (C 和 D) 

於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 

反面 Figure 4. Colonies morphology of M. purpureus BCRC 32808 (A and B) and M. 

barkeri BCRC 33309 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; 

(B and D): reverse.  
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圖五、M. albus BCRC 33372 (A 和 B) 和 M. purpureus NTU568 (C 和 D) 於 

MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 5. Colonies morphology of M. albus BCRC 33372 (A and B) and M. purpureus 

NTU568 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): 

reverse.  
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圖六、M. purpureus NTU301 (A 和 B) 和 M. purpureus YM1 (C 和 D) 於 MEA、

CYA 和 G25N 培養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 6. Colonies morphology of M. purpureus NTU301 (A and B) and M. purpureus 

YM1 (C and D) on MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): 

reverse.   
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圖七、CA-A (A 和 B) 和 CA-B (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 7. Colonies morphology of CA-A (A and B) and CA-B (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖八、CA-B-1 (A 和 B) 和 CA-C (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 8. Colonies morphology of CA-B-1 (A and B) and CA-C (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖九、DYH (A 和 B) 和 TY-A (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 9. Colonies morphology of DYH (A and B) and TY-A (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十、TY-B (A 和 B) 和 TY-C (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 10. Colonies morphology of TY-B (A and B) and TY-C (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十一、TY-D (A 和 B) 和 GH-A (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 11. Colonies morphology of TY-D (A and B) and GH-A (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十二、GH-B (A 和 B) 和 CH (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 12. Colonies morphology of GH-B (A and B) and CH (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十三、JS (A 和 B) 和 MD (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌

落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 13. Colonies morphology of JS (A and B) and MD (C and D) on MEA、CYA and 

G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十四、HRT-A-1 (A 和 B) 和 HRT-A-2 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培

養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 14. Colonies morphology of HRT-A-1 (A and B) and HRT-A-2 (C and D) on 

MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十五、HRT-B-1 (A 和 B) 和 HRT-B-2 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培

養基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 15. Colonies morphology of HRT-B-1 (A and B) and HRT-B-2 (C and D) on 

MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十六、DS (A 和 B) 和 SA (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌

落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 16. Colonies morphology of DS (A and B) and SA (C and D) on MEA、CYA and 

G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十七、STS (A 和 B) 和 SJY (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 17. Colonies morphology of STS (A and B) and SJY (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十八、TST (A 和 B) 和 TYT (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 18. Colonies morphology of TST (A and B) and TYY (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖十九、SJ (A 和 B) 和 J-SIN (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 19. Colonies morphology of SJ (A and B) and J-SIN (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖二十、JD (A 和 B) 和 S-YUAN (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 20. Colonies morphology of JD (A and B) and S-YUAN (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖二十一、TPN-A (A 和 B) 和 TPN-B (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養

基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 21. Colonies morphology of TPN-A (A and B) and TPN-B (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖二十二、TPN-C (A 和 B) 和 AB-A (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養

基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 22. Colonies morphology of TPN-C (A and B) and AB-A (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖二十三、AB-B (A 和 B) 和 YF (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 23. Colonies morphology of AB-B (A and B) and YF (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖二十四、DHT-A (A 和 B) 和 DHT-B (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養

基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 24. Colonies morphology of DHT-A (A and B) and DHT-B (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse. 
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圖二十五、DHT-C (A 和 B) 和 DHT-D (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養

基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 25. Colonies morphology of DHT-C (A and B) and DHT-D (C and D) on 

MEA、CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖二十六、DHT-E (A 和 B) 和 M13 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基

上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 26. Colonies morphology of DHT-E (A and B) and M13 (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖二十七、DH (A 和 B) 和 NiB (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 27. Colonies morphology of DH (A and B) and NiB (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖二十八、Ch30 (A 和 B) 和 China (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基

上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 28. Colonies morphology of Ch30 (A and B) and China (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖二十九、BM (A 和 B) 和 HJY (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 29. Colonies morphology of BM (A and B) and HJY (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十、HS (A 和 B) 和 JFC (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的菌

落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 30. Colonies morphology of HS (A and B) and JFC (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖三十一、LC (A 和 B) 和 SL (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 31. Colonies morphology of LC (A and B) and SL (C and D) on MEA、CYA and 

G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十二、ST (A 和 B) 和 SY (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 32. Colonies morphology of ST (A and B) and SY (C and D) on MEA、CYA and 

G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  

MEA 

CYA G25N 

(A) 

(B) 

MEA 

CYA G25N 

MEA 

CYA G25N 

(C) 

(D) 

MEA 

CYA G25N 



 

142 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三十三、TW (A 和 B) 和 UN (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 33. Colonies morphology of TW (A and B) and UN (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十四、860 (A 和 B) 和 A-1 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 34. Colonies morphology of 860 (A and B) and A-1 (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十五、A-2 (A 和 B) 和 SW3 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 35. Colonies morphology of A-2 (A and B) and SW3 (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十六、SW4 (A 和 B) 和 803 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 36. Colonies morphology of SW4 (A and B) and 803 (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十七、430 (A 和 B) 和 BS (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上的

菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 37. Colonies morphology of 430 (A and B) and BS (C and D) on MEA、CYA and 

G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.  
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圖三十八、HJY (A 和 B) 和 Hong-JT (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養

基上的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 38. Colonies morphology of HJY (A and B) and Hong-JT (C and D) on MEA、

CYA and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse.   
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圖三十九、LA (A 和 B) 和 CA505 (C 和 D) 於 MEA、CYA 和 G25N 培養基上

的菌落外觀形態 (A 和 C): 正面; (B 和 D): 反面 

Figure 39. Colonies morphology of LA (A and B) and CA505 (C and D) on MEA、CYA 

and G25N medium. (A and C): obverse; (B and D): reverse. 
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