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Restriction endonucleases

 限制內切酶可對具有特定核苷酸序列的DNA 進行切割。所
謂的切割是打斷DNA 的phosphodiester bond，且斷裂
點會發生於DNA 的雙股，因此可造成DNA 斷裂。

 限制酶的生理功能：細菌中存在一種restriction-
modification 系統，對於防禦嗜菌體(bacteriophage) 的
感染扮演關鍵角色。限制酶 與DNA methylases 是這個
系統中的兩個主角，前者可以辨認DNA 上特定的序列，並
水解phosphodiesterbonds；後者則對限制酶辨認的序列
進行甲基化(methylation) 修飾，一但序列上有甲基化修
飾，限制酶即無法對其作用。DNA methylases 可對細菌
染色體DNA 上的特定序列進行甲基化修飾，保護染色體
DNA 不會受到細菌自己的限制酶水解，但入侵的噬菌體
DNA 由於不具有甲基化修飾或甲基化修飾形式不同，細菌
的限制酶可將之水解，使其複製與增殖受到限制。



Restriction endonucleases

許多限制內切酶切割的DNA 片段會產生黏性端
(sticky ends)。例如EcoRI會在每一個DNA 片段
的兩端，產生單股的四個鹼基的尾巴。而此特有的
單股尾巴會趨向於另一互補的單股尾巴，以鹼基配
對的方式接合在一起，故此種特有的單股尾巴被稱
為黏性端。

兩個不同的DNA 片段若有相同的黏性端，則有機
會互補配對，再加上DNA ligase形成
phosphodiester bond，便可進行in vitro site
specific 遺傳重組。





Restriction endonucleases

有些限制內切酶切割出齊平端 (blunt end)，進行
遺傳重組時，可以用terminal
deoxynucleotidyltransferase在切口的3’端接上
核苷酸（不需模板，只接上一股），製造出sticky
end。





Restriction endonucleases
 限制酶的種類：主要可分為Type I、Type II 及Type III 三

大類。
 Type I 及Type III：通常是由數個次單元體組成，同時
具有endonuclease 及methylase 的活性。這兩類酵素
對phoshodiester bond 水解的位置（以下簡稱為切位）
與辨識的序列不同。Type I 酵素需要ATP 的參與，ATP
提供酵素由辨識區移動到距離1 ~ 10kb 之處作用所需的
能量；Type III 酵素則不需要ATP 參與反應，其辨識序
列與切位通常相距100 bp 以內。

 Type II：這類酵素僅具有endonuclease 活性，不具
methylation 的作用。大部分的Type II 限制對DNA
之切位就在辨識序列上，不需要ATP 參與反應，但通常需
要二價金屬離子Mg2+ 作為cofactor。三類限制酶中以此
類最具實際應用價值。



Restriction endonucleases
 限制酶之命名：依據其來源細菌命名，由三至四個英文字母

及一個羅馬數字組成，前三個字母依序為來源細菌屬名的第
一個字母及種名的前兩個字母，第四個字母來自菌株(strain)
名，羅馬數字則代表在同一菌種中被發現的順序。

 例如，EcoRI:
 E = genus Escherichia
 co = species coli
 R = strain RY13
 I = first endonuclease identified

 例如， BglII：
 B = genus Bacillus
 gl = species globigii
 II = second endonuclease identified



Restriction endonucleases
限制酶的應用：限制酶的應用相當廣泛，例如重組

DNA (recombinant DNA) 的建構、DNA 的檢定
等都可以利用限制酶來進行。
1) 重組DNA 分子的建構：利用適當的限制酶將兩種不同
的DNA 作用成sticky ends，使彼此的5’與3’端序列互補
而能黏合在一起，再用DNA ligase 將缺口的
phosphodiester bonds 補起來；或是以限制酶將兩種
DNA 作用成blunt ends，再以DNA ligase 將兩種DNA
末端接合而形成重組DNA。

2) DNA 的檢定：在DNA 上，限制酶能夠作用的位置及
次數隨DNA 序列不同而不同，有時兩種DNA 僅存在1 bp
的差異，但就足以造成限制酶作用結果的不同，因此可以
利用限制酶作為檢定DNA 的工具及建立DNA 的physical
map（稱為限制圖譜，restriction map）。
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Fig. 7.3 Cleavage of DNA by the restriction enzyme EcoRI



Vectors

 Definition: synthetic DNA to clone or delivering foreign DNA
by modifying nature plasmid or virus particle or chromosome for
recombination purpose.

 Classification:
 Plasmid: the bacterium origin. insert size 1-10Kb.
Bacteriophage: such as lambda phage. insert size 5-40Kb
Cosmid: the lambda phage derivative contains the cos (stands

for cohesive) sites of phage. insert size around 50Kb
Artificial chromosome: use in the genomics study

yeast artificial chromosome (YAC). insert size 100-
2000Kb.

bacterial artificial chromosome (BAC). insert size around
300Kb.





Vector use in recombinant techniques
(contd)

C: Feature of recombinant DNA vector.
1. multiple cloning sites (MCS): recognized by

many restriction endonuclease
2. procar./eucar. origin site of replication (Ori sites)
3. procar./eucar. antibiotic selection marker.
4. under tissue specific promoter or universal

promoter. (found in expression vector)
5. appropriate termination.
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The plasmid cloning vector pUC19
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Insertion of a piece of DNA into the plasmid cloning vector pUC19
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Scheme for using phage DNA as a cloning vector
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Cosmid cloning vector
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Example of a yeast artificial chromosome (YAC) cloning vector



Libraries

 cDNA 基因庫 (cDNA library)：
mRNA 帶有合成蛋白質的完整信息，以 reverse
transcriptase 可逆向翻製成 DNA 分子，稱為 cDNA
(complementary DNA)，不含 intron； cDNA 再植入載
體，送入宿主中，即得 cDNA 庫。 但需注意，此種基因庫
只代表正在表現中的基因，並不包括所有的基因。 cDNA 可
以表現出蛋白質，並以其專一性抗體篩選之。

 染色體基因庫 (genomic library)︰
染色體 DNA 以限制酵素切成隨意片段後，植入載體，再送
入宿主建庫。 此基因庫可能含有所有的基因，包括正在表現
的，與休眠中的基因；也包含 intron，以及基因上游的調控
區域 (如 promotor, enhancer 等)。 通常使用噬菌體為載
體，以便容納較大的 DNA 片段。



Hosts

 E. coli
 Yeast
Mammalian cells



DNA-mediated gene transfer

Microinjection: a fine glass needle
Calcium phosphate precipitation:
Cationic lipids：high efficiencies
 Electroporation: 用於Calcium phosphate

precipitation失敗時
 Viral vectors



Recombinant DNA techniques
A: gel electrophoresis. 電泳

ex, The chemical properties of DNA.
Agarose gel (用於水平電泳)
acrylamide gel (用於垂直電泳)
DNA marker.

B: types of enzymes.
ex, restriction enzyme, reverse transcriptase, RNase
H, DNA polymerase, DNA ligase….







Recombinant DNA techniques (contd)

C: types of vector.
1. the cloning vector (複製DNA) and the expression
vector (同時表現蛋白質)
2. type of vector

D: types of library to be constructed.
1. looking for genomic structure: genomic library.
2. looking for expression gene: cDNA library.









Recombinant DNA techniques (contd)

E: probe preparation.探針
 radiolabel. 32p incorporated by kinase (end-label),
 PCR incorporated methods
Nonradiolabel (DIG or biotin)
 synthetic DNA.
F: blotting and detection.



墨點技術
南方墨點(Southern Blot)、北方墨點

(Northern Blot)、西方墨點(Western Blot) –
基因變異檢測技術
先使用電泳法將大分子切開成小分子並予以分離
將小分子轉印(blotting)至濾膜上用標記之探針

(probes)與之進行雜交(hybridization)
辨識雜交後之資訊，即可對有興趣的序列進行鑑定或
分離







Chromosome Walking
每次定序一小段; 利用重疊區域將小段匯整為大
段; 直到整個染色體被定序為止.
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The polymerase chain reaction (PCR) for selective amplification of
DNA sequences





DNA
sequence
Sanger
method





Comparative genome hybridization (CGH)

是細胞分子基因診斷方法, 用以探討癌變基因
的變異. 以 DNA 的增減變異做分類, 可以透露
出突變的特性.

將對照細胞的DNA放大後染成
紅色，再將欲檢測細胞的DNA放大後染成綠
色，再視綠色/紅色的比率線與標準中央線的偏
離率(0.75-1.25)作出染色體是
monosomy(偏左過0.75) or trisomy(偏右
過1.25)的診斷。





Gene expression analysis

 Northern blotting: 找出某RNA
 RNA interference:破壞某mRNA
 Reverse transcription PCR: 少量RNA便可測出
 Quantitaitve real-time PCR: 可及時定量RNA
 Genetic reporters: 利用enzyme
 Promoter bashing: 看promoter哪一段會被

repressor抑制
 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA): 看

transcription factor由細胞質跑到細胞核
 Chromatin immunoprecipation (ChIP)
 Protein-DNA interaction arrays (ChIP-Chips)
 Microarray to assay gene expression









Electrophoretic
mobility shift
assay (EMSA)







Chromatin immunoprecipation (ChIP)



Protein-DNA interaction arrays (ChIP-
Chips)



生物晶片原理

將數千甚至數萬個點(spot)-單股DNA，別名
探針(probe)，以高密度方式植在約拇指大小
之晶片，利用生物結合特性做到同時大量偵測
反應效果。
探針來源：寡核甘酸(oligonucleotide)或已經存在
於基因庫中的互補核甘酸cDNA

晶片材質：玻璃片、尼龍薄膜
除DNA外，亦可將蛋白質(proteins)、抗原

(antigen)、抗體(antibody)放在晶片上做不同之
偵測及應用



生物晶片種類–依特性分類

 (一)基因晶片(Gene chip, DNA
microarray)：利用共軛互補的核酸為探針，
整齊排列晶片之上。使用其互補序列之核酸雜
交結合，藉此進行樣品檢驗或環境檢測。另外
依晶片上之探針種類不同，基因晶片尚可細分
為下列兩種：
寡核酸陣列(oligonucleotides microarray)
互補核酸陣列(cDNA microarray)



生物晶片種類–依特性分類

 (二)晶片實驗室(Lab-on-a-chip )：整合若干
微管道及微反應於一塊晶片上以完成各種樣品
處理、反應或分析檢測，功能類似一個小型實
驗室之縮影。依功能尚可細分成下列兩種：
聚合酶連鎖反應晶片(PCR chip)
毛細管電泳晶片(capillarylectrophoresis chip)
 PCR + CE



生物晶片種類–依特性分類

 (三)蛋白質晶片：以蛋白質為生物探針，整齊
的排列在晶片上，進行抗原-抗體免疫反應，用
以檢測蛋白質。其尚待克服之技術瓶頸如下：
有效提升結合於晶片上之抗體或結合物之穩定性
有效鍵結具正確方向及足夠數量之抗體或結合物於
晶片上

研發足夠數量可資辨識不同生命物質的擷取抗體或
晶片結合物

有效提升晶片的偵測靈敏度
依不同用途、材質、訊號傳導、生物相容性等等上
有諸多問題待解決







Protein analysis
Western blotting: 找出某protein
 Antibody production:
 Immunoprecipation: 看protein-protein

interaction
 Far Western blotting: 用Western blotting看

protein-protein interaction
 Fluorescent proteins
 Two-Hybrid Screening: 看protein-protein

interaction
 Proteomics: 2D electrophoresis等電點


