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摘要 

細菌DNA 的複製需要一個由三種酵素所組成的複製體(replisome)，

包括聚合酶 (DNA polymerase)、解旋酶 (DNA helicase) 與引子合成

酶 (DNA primase)。在原核生物中，解旋酶的結構大約可以分為 

兩種：一種是六個單套體所組合成的六套體；另一種則是由三個雙套

體所組成的六套體結構。為了了解這兩種結構差異性究竟對於原核生

物DNA複製機制產生什麼影響，本計劃欲研究由三個雙套體所組成

的六套體解旋酶與引子合成酶間的交互作用為何。我們首先選定革蘭

氏陽性菌中的耐熱菌Geobacillus kaustophilus 作為研究標的，並利用

聚合酶鏈鎖反應將其解旋酶與引子合成酶的基因增幅出，且選殖入表

現載體。目前解旋酶與引子合成酶的重組蛋白質已可在大腸桿菌中大

量表現，且解旋酶已利用金屬螯合的親和管柱層析法純化出純度高的

蛋白質。接下來的工作將是找出引子合成酶的純化最適化條件、使用

各種突變法來得到不同片段的解旋酶與引子合成酶並利用分析蛋白

質複合體分子量的方法來探討這兩個酵素間的作用方式。本計劃執行

結果將可能解答不同的四級結構的解旋酶是否使用不同於大腸桿菌

系統的DNA 複製機轉 
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前言 

細菌 DNA 的複製需要相當多的蛋白質有次序的在DNA 上作用，所

以需要像由聚合酶(DNA polymerase)、解旋酶(DNA helicase)和引子合

成酶(DNA primase)組成的複製體(replisome)幫忙。在此過程中，單套

體的引子合成酶會與六套體的解旋酶相互作用，並製造一段短的RNA 

片段用來合成「岡崎片段」(Okazaki fragments)，是聚合酶合成DNA 所

必需。目前絕大部分已知的DNA 複製機制都是以大腸桿菌作為模型，

其中引子合成酶稱為DnaG，含有三個功能區：鋅原子結合區、RNA 轉

移酵素功能區與解旋酶DnaB 結合區。至於大腸桿菌的解旋酶稱之為

DnaB，是一個多功能的ATP 水解酶，可與多個蛋白質結合，如DnaA、

DnaC、DnaG、SSB 與聚合酶等。DnaG和DnaB的週期性循環可以作

為引發新的岡崎片段合成和抑制片段合成重要的驅使力。然而在其他

的物種如噬菌體T7 卻顯示引子合成酶與解旋酶是同一條多胜肽鏈而

共價鍵相連的。在革蘭氏陽性菌，引子合成酶稱為DnaG 而解旋酶稱

為DnaC (非革蘭氏陰性菌系統如大腸桿菌的DnaB)，其中解旋酶的結

構最近被發現是兩兩相對的單套體所組成的六套體，與普遍為六個獨

立飛鏢狀的四級結構相當不同 

    解旋酶（Helicases）是所有生物體維持生命所必需的一類酵素， 
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可分為多種類型。這類酵素是能夠依循核酸磷酸雙酯骨架

（phosphodiester backbone）的方向性，而往特定方向移動的馬達蛋白

（motor protein）。移動過程中可將相連的兩條核酸長鏈（如DNA、

RNA或兩者的混合分子）解開，作用時所需能量來自核苷酸水解。解

旋酶可以利用三磷酸腺苷（ATP）或三磷酸鳥苷（GTP）水解產生的

能量，將DNA雙股螺旋或自我黏合的RNA分子解開。此種酵素會依

循其中一股核酸長鏈的方向（3'→5'或5'→3'）而移動 

各類型的helicase具有不同的結構和寡聚（oligomerization）性質，

例如DnaB與相似的類型，是以環狀排列的六聚體（hexamer）產生作

用；而其他類型則可能是單體或二聚體。所有helicase都含有包含核

酸的鍵結、水解NTP和NTP依賴水解解開雙股核酸等生化特性。    

    DNA引子合成酶（primase）是一種RNA聚合酶酵素，由一條多

肽鏈組成，MW為60KD，每個細胞中有50-100個分子由大腸桿菌的dna 

G基因編碼。引子合成酶催化引物RNA分子的合成，可以與ssDNA模

板配對。引子合成酶在DNA複製是重要的，因為DNA聚合酶沒有起

始RNA或DNA引子是無法起始DNA的合成，且引子合成酶只在複製

起始點處合成RNA引子而引發DNA的複製。在細菌內，引子合成酶

與DNA解旋酶結合形成一個叫引子合成體的複合物。DNA解旋酶活 
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化引子合成酶，使引子合成酶合成約11個核苷酸長的RNA引子，而之

後由DNA解旋酶增加新的核苷酸。 

 

 

材料和方法 

 

壹、 聚合酶鏈鎖反應 

 

我們設計含有 Nde I 與 Xho I 限制切點的引子，以 1μl 的 DNA

為模板，加入 0.2ml 的微量離心管中，之後分別加入 10X 的 PCR 反

映緩衝溶液 10μl、一對 10mM 的引子各 1μl、10 mM dNTP 1μl、Taq 

DNA polymerase 1μl，以及 85μl 的無菌水，最後反應體積為 100μl。

將此微量離心管放置於 Bio-Rad My Cycler Thermal cycler PCR 

machine 進行反應。PCR 反應溫度梯度為 95℃加熱 3 分鐘，95℃ 加

熱 30 秒、55℃ 加熱 30 秒以及 72℃ 1 分鐘的 35 次熱循環反應，72℃ 

7 分鐘。反應結束後，取出 PCR 產物，利用瓊脂凝膠電泳來分析產物

  

 

貳、 質體的小量製備（small-scale preparation） 
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    將經 colony PCR 檢視重組基因成功的單一菌落，接種於 4 ml 

含適當抗生素的 LB 培養基，37℃，培養 12~16 小時。隔天取出菌

液，用 14000rpm 的轉速離心 1 分鐘，再將上清液去掉，重複 4 次後，

加入 250μl  的 solutionⅠ，回溶 cell pellet 後，室溫下靜置 5 分鐘，

然後加入 250 μl 的 solutionⅡ，溫和翻轉數次後，室溫下靜置 5 分鐘，

再加入 250 μl 的 solutionⅢ，此時會有白色雲霧狀沈澱產生，利用

13000rpm 離心 15 分鐘；再將上清液取至收集管中，9000rpm 離心 1 

分鐘，倒掉置於收集管之廢液後，加入 500 μl wash buffer 9000rpm 離

心 1 分鐘，重複兩步驟。13000rpm 離心 1 分鐘來移除殘留酒精，將

收集管移至一個 1.5mL 微量離心管上，在在管柱裡膜的中心處加入

50μL 之滅菌二次水，靜置 10 分鐘，之後 13000 rpm 離心 2 分鐘 以

沖提 plasmid DNA 

 

 

參、 DNA 電泳分析 

 

1.取 1x TAE buffer，配置 1％ agarose gel(2%分析 0.1~2kb DNA， 

0.8%分析 0.5~10kb DNA)。將 agarose 溶液配好後，用微波爐加熱至

沸騰，使 agarose 完全溶解，等溶液溫度降至約 60℃時，鑄膠。 
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2.將做好的膠體放入充滿 1x TAE buffer 的電泳槽中，並將 PCR 產物

5μl 與 6X loading dye 1μl 互相混合後，注入膠體內，以電壓 100 V 來

進行電泳約 35 分鐘。跑完電泳後，將膠體浸泡於 0.01%  ethidium 

bromide 溶液中染色 15 分鐘，在 Ultraviolet transilluminator 上照射以

得到電泳圖照片 

 

 

肆、 DNA 的酵素處理(enzyme digestion) 

 

    在construct方面，insert DNA 利用PCR分離出DNA 片段，且創

造5’端和3’端有Nde I 與Xho I的限制脢DNA 序列。而載體 (vector) 

則以抽取小量質體的方式獲得DNA。在接合反應 (ligation) 之前，必

須要分別將insert DNA 及載體 (vector) 進行以下的限制脢處理： 

取出少量的 DNA 溶液(insert DNA或載體)，加入適量的限制酵素

(1ug DNA/ unit 的限制酵素)及加入0.1X 總體積的酵素反應緩衝 

液(reaction buffer)，再以去離子水(ddH2O)補足總體積，然後於37℃

加熱板中反應2 小時；2 小時後， 利用PCR purification kit 回收insert 

DNA並保存於4℃的冰箱中。而經限制脢處理的載體 (vector)，則利

用gel extraction kit 回收DNA 片段 
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伍、 DNA 的回收(Elution of DNA) 

 

1. Viogene Gel-MTM Gel Extraction System： 

 

    將DNA樣品 (insert DNA，plasmid) 依據大小不同，可使用不同

濃度的gel來進行膠體電泳分析。在 EtBr 之染色後，將gel 置於紫外

燈下，切下欲回的DNA 片段。放入一個1.5 ml的微量離心管，然後

依DNA的重量加入等量的GEX buffer；置於60℃加熱板中加熱10分鐘，

每隔2∼3 分鐘再取出混勻；10分鐘後，將之取出並使之冷卻至室溫，

然後將溶液加到置於Gel-MTM Column 上的收集管，以13000rpm 的

轉速離心1分鐘，倒掉flow-through，再加入0.5 ml WF buffer，13000 rpm 

離心1 分鐘，倒掉flow-through；再加入0.7 ml WS buffer 13000rpm 離

心1 分鐘，倒掉flow-through，然後再以13000 rpm離心3 分鐘；然後

將收集管移至另一個1.5 ml 的微量離心管上，加入30-50 μl 的Elution 

buffer，靜置5 分鐘，然後以13000 rpm 轉速離心3 分鐘，最後利用

電泳分析、用於DNA 連接實驗，或保存於4℃冰箱中。 

 

 

2. PCR 產物純化法(PCR product purification) 
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    將 PCR 產物或是經限制脢處理的反應，與5 倍體積的PX buffer

混合均勻。將混合好的反應物加至 column 內，以12000 rpm 離心約

1分鐘。倒掉flow-through後，加入500μl WF buffer。以 12000 rpm 離

心約1分鐘。倒掉flow-through後，加入700μl WS buffer。以12000 rpm 

離心約1分鐘。倒掉flow-through後，以12000 rpm 離心15-30秒。然後

將收集管移至另一個1.5 ml 的微量離心管上，加入30-50 μl 的Elution 

buffer，靜置10分鐘，然後以13000 rpm 轉速離心3 分鐘，最後利用

電泳分析 

 

 

陸、 DNA 黏合實驗(ligation) 

 

    將切好的PCR產物與質體黏合。將濃縮的PCR產物6μl與質體2μl， 

10x反應體積的ligation buffer，及1 unit T4DNA ligase混勻，置於4℃反

應一天後，作為細胞轉型實驗用。 

 

 

柒、 細胞轉形(transformation) 

 

 

從-80℃ 冰箱中取出E. coli competent cell 放置冰上回溶。加入要 

transform的plasmid DNA (約1 ng/μl) 或接合反應產物 (ligation) 到菌 
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管內，放置冰上約30分鐘。將離心管放在 42℃ 加熱板中約30秒(heat 

shock)，再放回冰上45秒。將溶液均勻塗抹於含適當抗生素的 LB plate 

上。將 plate 放置於37°C 培養箱中約12~16 小時。 挑起白色菌落 

(colony) 進行篩選，進行colony PCR 檢視是否有DNA insert。 

 

 

捌、 蛋白質表現 

 

大腸桿菌重組蛋白質（DnaG 和 DnaC）的製備 

 

    含重組質體的大腸桿菌 BL21(內含質體 pET21-DnaG 或

pET21-DnaC)菌落生長於含 100 ug/ml ampicillin 的 LB 培養液。經過 4

小時，取菌液以 1:2000 稀釋倍數加入新的含 100 ug/ml ampicillin 的

LB 培養液，培養於 37℃的溫箱 12 小時(濁度約 OD595nm = 1.7)後，

再加入 1mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 至培養液培

養在 37℃的溫箱約三小時為誘導表現最大量。最後將培養液經離心

(11000rpm，4℃，10min)，取得細菌沉澱物。將細菌沉澱物溶解在

binding buffer 內，在冰上利用超音波震盪法將大腸桿菌打破，然後在

4℃以 14000rpm 離心 20min，取上清液，再進行重組蛋白純化 
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玖、 製備 His-trap 親和管柱及純化方式 

 

    首先用去離子水清洗管柱約 12分鐘，幫浦的流速定為 2.5ml/min，

利用 charge buffer 將連接子-鎳和膠體結合，再用去離子水清洗管柱

約 12 分鐘，最後利用 binding buffer (pH7.8)來平衡管柱，此時已置備

好 His-trap 親和管柱。將已經純化好的重組蛋白（GkDnaC）稀釋 20

倍，並注入 His-trap 親和管柱，當作與 GkDnaG 結合的觸手。將含有

大腸桿菌表現的重組蛋白（GkDnaG）溶液通過先前置備好的 His-trap

親和管柱，利用不同濃度的 imidazole elution buffer （5mM. 60mM. 

80mM. 100mM. 150mM. 200mM. 300mM. 500mM）把重組蛋白

（GkDnaG 結合 GkDnaC）沖提出來，以 SDS-PAGE 鑑定 GkDnaG 是

否與 GkDnaC 結合在一起 

 

 

壹拾、 聚丙醯氨膠體電泳分析重組蛋白(SDS-Polyacrylamide gel 

electrophoresis)  

 

1. 做膠 
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（1）準備材料 

•ddH2O •30%Acrylamide/Bis•0.5M Tris-HCl(PH=6.8)•1.5M 

Tris-HCl(PH=8.8) •10%SDS•10%APS•TEMED 

（2）將電泳玻璃片用ddH2O、酒精洗乾淨，並用試鏡紙擦拭乾淨 

（3）將洗好的玻璃片放入電泳座中 

（4）於2玻璃縫隙間注滿水，等約5min(要確定裝置是否有放好) 

（5）檢查完畢後將水倒掉 

（6）先做下層膠(Resolving gel 12%) 

 

 

成分 1片 2片 3片 4片 

ddH2O 1.65ml 3.35ml 5.00ml 6.70ml 

30%Acrylamide/Bis 2.00ml 4.00ml 6.00ml 8.00ml 

1.5M Tris-HCl(PH=8.8) 1.25ml 2.50ml 3.75ml 5.00ml 

10%SDS 50µl 100µl 150µl 200µl 

10%APS 50µl 100µl 150µl 200µl 

TEMED 2.5µl 5µl 7.5µl 10µl 

  •依上表比例加各種材料於大離心管中 

    note: APS.TEMED.Acrylamide/Bis要放在冰內 

•將配好的膠用1000µl micropipet 注入縫隙內至離頂端1/4 

•將剩餘1/4用酒精注滿(要沿縫隙.平均施力)， 等約20~30min 

•膠凝固後將酒精倒乾淨 
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（7）做上層膠(Stacking gel 4%) 

成分 1片 2片 3片 4片 

ddH2O 1.50ml 3.00ml 4.50ml 6.00ml 

30%Acrylamide/Bis 0.33ml 0.66ml 0.99ml 1.32ml 

0.5M Tris-HCl(PH=6.8) 0.63ml 1.26ml 1.89ml 2.50ml 

10%SDS 25µl 50µl 75µl 100µl 

10%APS 25µl 50µl 75µl 100µl 

TEMED 2.5µl 5µl 7.5µl 10µl 

 

    •依上表比例加各種材料於大離心管中(配好的膠要Mix) 

     ※APS.TEMED.Acrylamide/Bis要放在冰內 

•將配好的膠用1000µl micropipet 注入縫隙內，注滿 

•插入電泳梳(不可有氣泡)，待膠凝固，抽出電泳梳(若不立即使

用要先用保鮮模包起來拿去冰) 

 

2. Sample的製作 

 

將前述之大腸桿菌重組蛋白20λ和non-reducing protein loading buffer 

10λ混合後，98.5℃加熱10分鐘，再把此sample加進電泳槽中  

 

3. 跑膠 
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（1）將配好之整組電泳玻璃膠體置入電泳槽中 

（2）倒running buffer於電泳槽內槽 

（3）將maker、sample依序加入各個well中 

（4）於內槽將buffer加至蓋過內側玻璃之上緣，外槽加至蓋 過導線 

（5）連接電源(正接正 ，負接負) 

（6）先以70V跑到separating gel與stacking gel界面處再改以   

     120V，直到Bromophenol blue染劑跑到膠體下方邊緣為止 

（7）取出跑完的膠，用staining solution染膠 

（8）將染完之膠取出，用 destain solution退染  

（9）封膠 

 

 

壹拾壹、  蛋白質定量  

 

1.將10μL 待測試樣，加入990μL 之Bio- Rad protein Assay Dye 

Reagent 試劑中以振盪 (Vortex) 混合均勻。  

2. 置於室溫作用10分鐘後，於一個小時內，利用分光光度計測定其

在595 nm 波長的吸收值。  
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3. 以不同濃度 (0、5、10、15、20 m g / m L) 之BSA，加入Bio-Rad 試 

劑中，測其595 nm 波長之吸光值，即可求出標準曲線，再由標準曲

線換算出被測樣本之濃度。  

 

 

壹拾貳、 膠體遲滯分析 (Electrophoresis mobility shift assay) 

 

    EMSA（Electrophoretic mobility shift assay）是DNA 與protein 的

結合實驗。通常將純化的蛋白和32P同位素標記的DNA探針一同保溫，

在非變性的聚丙烯凝膠電泳上，分離複合物和非結合的探針。DNA-

複合物或RNA-複合物會比非結合的探針移動得慢。由於解旋酶可結

合單股 DNA，因此可將DNA 標定同位素後，在加入解旋酶後慢慢

少量加入引子合成酶或其片段，並觀察有無交互作用所發生的遲滯現

象。若有多個顯色帶出現，則可能有多個結合型態。 

 

1. 6％、8％或10％ Native Acrylamide Gel 
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成分 6％ 8％ 10％ 

ddH2O 3.95ml 3.55ml 3.15ml 

5X TBE 0.6ml 0.6ml 0.6ml 

30%Acrylamide/Bis(29:1) 1.2ml 1.6ml 2ml 

Glycerol 0.15ml 0.15ml 0.15ml 

TEMED 3µl 3µl 3µl 

10%APS 100µl 100µl 100µl 

 

2. Label oligo-ssDNA 

 

10X T4 kinase buffer(NEB) 1 

T4 polynucleotide kinase 1 

1µM shorter ssDNA 1 

ddH2O 6.5 

γ-P
32

ATP(250  µCi/mmole) 0.5 

Total Volume 10µl 

 

將上述物品加入 eppendorf 試管中，於室溫下反應一天 

 

3. Sample 的製作 

(1)將 8.5μl GkDnaC 或 GkDnaG、0.5 μl ssDNA(ssDNA ，10nM)和

1 μl H2O 加入 eppendorf 試管中，於室溫下反應一小時 
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(2) 將 GK DnaC  4.25 ml、 72.2 mM GK DnaG  5 ml 、1 mM ADP  

0.5 ml 和 10 nM dT60  0.25 ml 加入 eppendorf 試管中，於室溫下

反應一小時 

 

4. 製作 6 ％的非變性聚丙醯氨膠體，待膠體凝固完成後，將樣本進

行 loading，進行 110V 跑膠 30 分鐘，之後以 90V 跑 30-45 分鐘。

跑膠完成後，利用 FLA3000(Fujifilm)偵測其螢光量，並將檔案儲

存成 TIF 檔。 
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實驗動機 

     生物雖具有如此高的多樣性，但DNA 複製機制一般來說差異

並不十分巨大，但這些差異性卻造成在各種DNA 複製與調控機轉上

產生根本的不同，例如真核生物與原核生物的DNA 複製所需要參與

的蛋白質在數量與種類都不相同。今年我們實驗室與合作者所共同解

出的革蘭氏陽性菌Geobacillus kaustophilus 解旋酶的結構發現，其與

一般所認知的四級結構相異：以前普遍的是六個單套體所組合成的六

套體；但新發現的則是由三個雙套體所組成的六套體結構。 

    這使得我產生很大的興趣欲從結構的差異性去重新探討革蘭氏

陽性菌的DNA 複製機制是否與革蘭氏陰性菌(如大腸桿菌等)或甚其

他生物有何不同，而第一步就是先研究會與解旋酶相結合的引子合成

酶。既然解旋酶的四級結構有這麼大的差異，那後續引子合成酶的結

合位置與比例到底會不會改變，很直接的疑問就是：幾個引子合成酶

結合一個六套體的解旋酶，並啟動幾條單股DNA 的岡崎片段生成是

我在本計畫最想研究出的問題。 
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實驗結果 

 

1. 我們利用革蘭氏陽性菌Geobacillus kaustophilus 的引子合成酶與

解旋酶的基因設計合適的寡核甘酸引子，並加上限制酶切點 (Nde I 

與Xho I)，利用聚合酶鏈鎖反應 (polymerase-chainreaction, PCR) 增幅

出這兩個基因。並將這兩個基因分別接上pET21 表現載體上，並經

基因定序無誤(圖一) 

 

2. 添加誘導劑IPTG 誘導大腸桿菌大量表現重組蛋白(GkDnaG或

GkDnaC)  

 

將PET21e-DnaC或  PET21e-DnaG轉殖至大腸桿菌，在菌液

OD600 為1.6時利用IPTG 誘導，實驗結果顯示：相較於未加IPTG 誘

導的，有加IPTG 的在3小時有最大量蛋白表現 (圖二)。  

 

3. 重組蛋白之純化 (GkDnaG或GkDnaC) 

 

    大量培養經IPTG 誘導之BL21/PET21e-DnaC或 PET21e-DnaG 

菌液，利用Ni
2＋

親和性管柱進行純化，以不同濃度的imidazole 將重

組蛋白(GkDnaG或GkDnaC)沖提出來，初步以濃度5-500 mM (5mM.  

60mM. 80mM. 100mM. 150mM. 200mM. 300mM. 500mM) 進行實 
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驗。在大約100 mM 的imidazole 緩衝溶液可開始沖提出GkDnaC，但

仍有大量的雜蛋白質。以200 mM imidazole 的緩衝溶液沖下時，可得

到純度相當高的蛋白質。收集各fraction，以12% SDS-PAGE 確定重

組蛋白含量最高之fraction 是在200 mM (圖三)。 

 

 

4. 重組蛋白之BSA 定量  

 

所獲得之重組蛋白採用Braford 方式進行定量，以不同濃度 (0、

5、10、15、20 μg /μL) 之BSA，加入Bio-Rad 試劑中，測其595 nm 波

長之吸光值，即可求出標準曲線，再由標準曲線換算出重組蛋白之濃

度為0.09μg/μL  

 

5.重組蛋白( GkDnaG或GkDnaC)之EMSA (Electrophoretic mobility 

shift assay)分析 

 

(1)為了要研究GkDnaG和GkDnaC是否與ssDNA結合與GkDnaG

和GkDnaC是否會結合在一起形成複合物，於是我們利用EMSA 

(Electrophoretic mobility shift assay)的實驗特性，來研究GkDnaC分別 
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與dT6、dT20、dT30、dT40、dT50和dT60作用，在dT6時，沒有

形成複合物(圖七)；但dT25與GkDnaC開始結合形成複合物，隨著dT 

(0μM、0.0255μM、0.031μM、0.038μM、0.76μM、1.51μM、2.28μM、

3.03μM、6.07μM、12.14μM)濃度越高，形成的複合物也越來越多(圖

八)；在dT40中，可以發現有第二個複合物形成(圖十)；隨著寡核苷酸

大小的增加，此兩個複合物也越來越多(圖十二)，由此可以知道，每

25個寡核苷酸與GkDnaC作用會形成一個複合物 

 

    (2)我們研究GkDnaG分別與dT6、dT20、dT30、dT40、dT50和dT60

作用，在dT6時，沒有形成複合物(圖十四)；但dT20與GkDnaG開始結

合形成複合物，隨著dT (0 M、M、 M、M、 

M、 M、 M、 M、7.55M、15.11M)濃度越高，

形成的複合物也越來越多(圖八)；在dT50中，可以發現有第二個複合

物形成(圖十八)；隨著寡核苷酸大小的增加，此兩個複合物也越來越

多(圖十九)，由此可以知道，每20個寡核苷酸與GkDnaG作用會形成一

個複合物 
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    (3)由於解旋酶(GkDnaC)可以與單股 DNA結合，因此可將DNA 標 

定同位素後，在加入解旋酶後慢慢少量加入引子合成酶(GkDnaG)或其 

片段，並觀察有無交互作用所發生的遲滯現象。我們可以發現在固定 

GK DnaG量後加入不同濃度的GkDnaC(0mM, 0.89mM, 1.78mM, 2.68mM, 

3.57mM, 5.36mM, 7.14mM, 10.71mM, 14.28mM)，在10.71Mm和14.28mM

濃度下可以發現顯色帶有向上移的傾向，代表解旋酶與引子合成酶可

能有結合。 
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討論 

    我們在基因體資料庫中找出革蘭氏陽性菌Geobacillus 

kaustophilus 的引子合成酶與解旋酶的基因，接著設計合適的寡核

甘酸引子並加上限制酶切點 (Nde I 與Xho I)，利用聚合酶鏈鎖反應 

(polymerase-chainreaction, PCR) 增幅出這兩個基因，並將這兩個

基因分別接上pET21 表現載體上，並經基因定序得到pET21-DnaG或

pET21-DnaC 

    接下來我們為了得到引子合成酶與解旋酶的蛋白質，首先利用含

重組質體的大腸桿菌BL21，大量表達引子合成酶與解旋酶蛋白質，確

認有添加誘導劑IPTG 的大腸桿菌BL21(內含蛋白質表現質體)皆有明

顯額外的色帶產生，分別位於50 KDa 的上方與70 KDa 的下方 (圖二)，

極有可能就是Geobacillus kaustophilus 解旋酶(DnaC, 56 KDa) 與

引子合成酶 (DnaG, 67 KDa) 蛋白質被大量表現。 

    將解旋酶的蛋白質純化，利用金屬螯合的親和管柱層析法得到質

純的解旋酶蛋白質(圖三)，選擇以200 mM imidazole 的緩衝溶液沖

下，可得到純度相當高的解旋酶蛋白質。將已經純化好的解旋酶蛋白

質稀釋20倍，並注入His-trap 親和管柱，當作與GkDnaG結合的觸手。

將含有大腸桿菌表現的重組蛋白（GkDnaG）溶液通過先前置備好的

His-trap親和管柱，利用不同濃度的imidazole elution buffer把重 
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組蛋白（GkDnaG結合GkDnaC）沖提出來(圖五)，可以發現在200mM、

300mM和500mM 中GkDnaG- GkDnaC複合物有純化出來 

    利用His-trap親和管柱沖提下來的GkDnaG- GkDnaC複合物與 

GkDnaG加上GkDnaC利用SDS-PAGE分析(圖六)，可以發現兩者沒有太大

的差異。為了更確定GkDnaC和GkDnaG可以形成複合物，我們利用

EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)作解旋酶是否結合

單股 DNA與引子合成酶是否結合單股 DNA，發現解旋酶與引子合成酶

都能與單股DNA形成複合物。因此我們將DNA 標定同位素後，加入解

旋酶後慢慢少量加入引子合成酶或其片段，觀察解旋酶與引子合成酶

有因互相作用而產生遲滯現象，代表解旋酶與引子合成酶可能有結

合。 
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圖表 

 

 

(A)                        (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 一 ： 利 用 分 子 生 物 的 技術分別得到具有可表達

Geobacillus kaustophilus 解旋酶(DnaC)與引子合成酶(DnaG)的質

體。 
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圖二：利用SDS-PAGE 分析蛋白質的表現。 

M, marker. Lane 1, 未添加誘導劑IPTG 的大腸桿菌BL21(內含質體

pET21-DnaC). Lane 2, 已添加誘導劑IPTG (1 mM) 的大腸桿菌

BL21(內含質體pET21-DnaC). Lane 3,未添加誘導劑IPTG 的大腸桿菌

BL21(內含質體pET21-DnaG). Lane 4, 已添加誘導劑IPTG (1 mM) 的

大腸桿菌BL21(內含質體pET21-DnaG).  
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圖三：利用SDS-PAGE 分析在解旋酶DnaC 純化過程中，蛋白質的

純度 

此次是使用金屬螯合的親和管柱層析法。M, marker. Lane 1, 經超

音波破碎儀破菌後經離心的上清液，並加以通入管柱。Lane 2, 利

用內含有5 mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱沖出的溶液。Lane 

3, 利用內含有60mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱沖出的溶液。

Lane 4, 利用內含有100mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱沖出

的溶液。Lane 5, 利用內含有200mM imidazole 的緩衝溶液通入管

柱沖出的溶液 

由上圖的結果可知，解旋酶 DnaC 有相當程度為可溶 (lane 1)，

在大約100 mM 的imidazole 緩衝溶液可沖下(lane 4)，但仍有大量

的雜蛋白質。以200 mM imidazole 的緩衝溶液沖下時，可得到純

度相當高的蛋白質。 
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圖四：利用 SDS-PAGE 分析 GkDnaC 和 GkDnaG。 

     M，marker. Lane 1，GkDnaC. Lane 2，為 GkDnaG 
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圖五：利用SDS-PAGE 分析將在200mM沖提下來的GkDnaC（30ml）

稀釋20倍，通入已經有NiSO4的column內，而GkDnaG通入已經有

GkDnaC結合的column內，將GkDnaG-GkDnaC複合物純化出來的過

程中，蛋白質的純度。此次是使用金屬螯合的親和管柱層析法。 

M, marker. Lane 1，利用內含有EDTA的緩衝溶液通入管柱沖出的溶液。

Lane 2, 利用內含有500mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱沖出的溶

液。Lane 3, 利用內含有300mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱沖出

的溶液。Lane 4, 利用內含有200mM imidazole 的緩衝溶液通入管柱

沖出的溶液。Lane 5, 利用內含有150mM imidazole 的緩衝溶液通入

管柱沖出的溶液。Lane 6, 利用內含有100mM imidazole 的緩衝溶液

通入管柱沖出的溶液Lane 7, 利用內含有80mM imidazole 的緩衝溶

液通入管柱沖出的溶液Lane 8, 利用含有60mM imidazole 的緩衝溶

液通入管柱沖出的溶液    28 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖六：利用 SDS-PAGE 分析 GkDnaC 和 GkDnaG 是否可以形成

GkDnaG-GkDnaC 複合物。 

M，marker. Lane 1，GkDnaC 加上 GkDnaG.Lane 2，為

GkDnaG-GkDnaC 複合物 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

29 



 

 

圖七：不同的 dT 6濃度(0 M、 M、 M、 M、 

M、 M、 M、 M、6.07M、12.14M)與 GkDnaC

之 EMSA 分析 
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圖八：不同的 dT 20濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT20濃度為 M、 M、 M、 M、6.07M、

12.14M 時，GkDnaC 與 ssDNA 有結合 
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圖九：不同的 dT 25濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT25濃度為 0 M、 M、 M、 M、 M、

 M、 M、 M、6.07M、12.14M 時，GkDnaC

與 ssDNA 有結合 
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圖十：不同的 dT 30濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT30濃度為 0 M、 M、 M、 M、 M、

 M、 M、 M、6.07M、12.14M 時，GkDnaC

與 ssDNA 有結合產生複合物 
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圖十一：不同的 dT 6 dT 40濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT40濃度為 0 M、 M、 M、 M、 M、

 M、 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第一

個複合物；在 dT40濃度為 M、 M、 M、 M、

 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第二個複合物 
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圖十二：不同的 dT 50濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT50濃度為 0 M、 M、 M、 M、 M、

 M、 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第一

個複合物；在 dT40濃度為 M、 M、 M、 M、

 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第二個複合物 
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圖十三：不同的 dT 60濃度與 GkDnaC 之 EMSA 分析 

dT60濃度為 0 M、 M、 M、 M、 M、

 M、 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第一

個複合物；在 dT40濃度為 M、 M、 M、 M、

 M、 M、6.07M、12.14M 時，產生第二個複合物 
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圖十四：不同的 dT 6濃度(0 M、M、 M、M、 

M、 M、 M、 M、7.55M、15.11M)與 GkDnaG

之 EMSA 分析 
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圖十五：不同的 dT 20濃度與 GkDnaG 之 EMSA 分析 

    dT 20濃度為 0 M、M、 M、M、 M、

 M、 M、 M、7.55M、15.11M 時，GkDnaG 與

ssDNA 有一些結合 
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圖十六：不同的 dT 30濃度與 GkDnaG 之 EMSA 分析 

    dT 30濃度為 0 M、M、 M、M、 M、

 M、 M、 M、7.55M、15.11M 時，GkDnaG 與

ssDNA 有結合 
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圖十七：不同的 dT 40濃度與 GkDnaG 之 EMSA 分析 

    dT 40濃度為 0 M、M、 M、M、 M、

 M、 M、 M、7.55M、15.11M、30.2M 時，GkDnaG

與 ssDNA 有結合 
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圖十八：不同的 dT 50濃度與 GkDnaG 之 EMSA 分析 

dT50濃度為 0 M、M、 M、M、 M、 

M、 M、 M、7.55M、15.11M、30.2M 時，產

生第一個複合物；在 dT50濃度為 15.11M、30.2M 時，產生

第二個複合物 
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圖十九：不同的 dT 60濃度與 GkDnaG 之 EMSA 分析 

dT60濃度為 0 M、M、 M、M、 M、 

M、 M、 M、7.55M、15.11M、30.2M 時，產

生第一個複合物；在 dT50濃度為 M、 M 、15.11M、

30.2M 時，產生第二個複合物 
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圖二十：固定 GkDnaG 量，加入不同濃度的 GkDnaC(0mM, 0.89mM, 

1.78mM, 2.68mM, 3.57mM, 5.36mM, 7.14mM, 10.71mM, 4.28mM)，

以 EMSA 分析之 

    在 GkDnaC 濃度為 10.71mM, 4.28Mm 時，GkDnaG 與 GkDnaC

有結合 
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