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學生 i嗓玉雲論文題皆為使用非放射性原位雜交街於
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中文品要

已知許多與遺傳柱疾病相關之墓園其人鼠共爾基自高度保留

社會比類基問多為當駐性墓園;觀察其mRNA於組織中隨時間與空

閑之分布變化是探討該種基題功能及其異，當為變之機轉的重要基

礎研究之一 o

非放射性接誌、法進行Jfi. 位雜交其優點在於其益受免了放射性同位

素之使舟立刻於長期備放，利用車股、長度僅 45mer 之寡核甘矗立

錢可達到實驗之尋一拉;詞時應用各組寡核甘露支鍵之 G:C 比倒，

僅改變雜交緩街液中 formamide 的濃度可適用於多種不詞探針之雜

交?其結果兵相當的特異性 G

起罵本實戰法研究 F版R-l , PCM 基因產物於不同天數之胚胎

與成鼠組織切片，其結果/腳吐 n處NA 主要表現於發育早期，同時

於高度分化性組織有高度表現't7iJ於不同的序列組合之探針進行之

雜文中，我們發現，其mRNA 的表現強度與序列之五楠性組合有正相

關性，詞時其分布之麗域給廣泛，誰存在外?另於 alterna tive splicing 

form 臨RNA isoforms 發現其表現區域不同實意味著不同的fmr-l

甜RNA 其具有不同之‘組織專一位 o pCl1tmRNA 則著重於較高鼠

齡時期輯部書及各項分化活力高之組織如敵a肉骨絡系統中表現 o

應用本實驗法於此二項基由產物 'W其表現，型態之特異性研究證

實實此一非放射性探針標誌原位雜交法之種定性及應用性將可應罵

至其他基喝產物之研究，堪稱其為一便利而有效之研究工具 o 同

時也」有助於對此二項基臨之功能表現有更進一步瞭解 G

8 



ABSTRACT 

In this study the expression of FMR國1 and PCMT, two genes that 

are hl曾dy conserved in human and mouse, was locali.zed using 

nonra通ioac你re in si臨 hybridization. Mouse tissue and e臨bryo

sections of different develop臨ental stages were forma誼卜誼xe是 and

paraffin-e.mbeded. Oligonucleotides of the length of 45-mer were 

synthesized and labeled nonradioactively with digoxigenin. By 

ch甜頭ng the formamide concentra話。ns m the hybridization buffer, 
in si缸里 hybridization with probes of dif時rent GC content can be 

performed at the same temperature, whlch greatly improves the 

application of the teclmi哩ue. The expression of FMR-l was mainly 

in the early developmental stages, espedally in 祖母通y differentiated 

話ssues， such as brain. We desi伊ed three oligonucleotide probes 

that can distinquish different alternative splicing products of FMR闢1 . 

The strength and subtle localization differences of the mRNA 

expression can be obser再喝 by using these probes. The expression 

of PClVIT , althou碘 can be detected as early as in 10-day enlbryos, 
are strongest in certain areas of brain in aged mices. D蟬的'ent

expression pattern of these two widely expressed house- keeping 

genes suggests that the experimental results are genuine tis個e

specmc. Since oligonudeotides can be easily synthesize是 an挂 the

non-radioactive label is stable 會 the reprodudbili句í of our 

experiments suggests that in si細 hybridiza話。n with non- radioactive 

oligonudeo誼de probes has the potential to be applie_d generally for 

studying the expression of genes. 

9 



基臨之研究 G

本實驗選定兩種基搗雪易脫染色體症候群基閱( Fra頭leX 臨ental

retal甘ation， FMR-1 )與蛋白質甲基轉移居年( L-isoaspar句'1 protem 

carboxyl methyltransferase, PCM )基渴;進行原位雜交諧，於切片

土觀察此兩種在人、鼠不同物種閉會高度保留之基自其mRNA ，於

胚胎發育及特定成鼠臟器之空間與時問土的表現型態，藉此期能對

於比二種基固有更具體化瞭解 o

鼠類游船發育過期約需 17個18 天雪其器官組織發育程序與人類極

為相似(問團一)贊許多與遺傳疾病相關之基周被發現與人類其高

度基西共詞保留柱，同時其胚胎之收集較易會有利於研究人類丟失

馮 o

本實驗中我們試鷗利用此一特性，進一步瞭解此二種基周在胚胎

發育中所掛演之角色 o 期盼能藉此使我們獲得一詞便而不需使用

放射性崗位素的研究方式，並對人類遺傳性疾病致病機轉及修桶系

統對老化之影響有更明確的認知。

1.2. 應用非放射性原位雜交衛於易脆染色體症候群正常分侍型態

之研究:

易脆染色體症候群( Fra頭le X syndrome )館於 19是3 年由 Martin

與 Bell 等人發現某些智障患者，其下列特徵(Bell et al吋 1991 ) :中

度至重度智障，同時伴有亞全部拉長、耳朵較大、四肢關節肥大等外

觀土的特設;同時在男性於青春前期闊始會有巨摹現象，此外患者

通常有語言及學習上障礙並有過動行為，此症候群顯示有，挂聯遺傳

傾向 o

1969 年 Lubs 科馬細胞遺傳學的方法(Cytogenetic methods) 發現

11 



第一章

序論

(INTRODUCTION) 

1.1 總誨

原位雜交衛 (in si細 hybri品za話。n) 開始發展於 1969 年會藉由特

殊設計的揉針可於組織切玲、細胞和東色體上，經曲直接或間接方

式、在禎瀾基因表現之同時，可作形態學土觀察;藉此可進一步研

究特定基聽之於空間、時間土表現型態實使我們能更直接的對特定

基自作用機轉有更多瞭解 o

令香乎使用細胞免疫化學法(扭曲lUllocytochemistry )雪原位雜交衛

可以經由顯毅鏡操作，在局部解剖位置土觀察特定基囡於 DNA 、

mRNA 及蛋白階層之活性表現 Q

早期原位離交街使用放射性問位素標誌之核甘酸，以自動放射性

顯影( autor.adiography )家尋找與其相合互補之基喝序列 O 由於

技衛的進步， 1985 年聞聲有人蔣經由化學合成放射性標誌之寡接

甘酸序列( oligonudeotide ) ，應用於mRNA 之禎串串j上 O

雖然，這使得原位雜交衛兵高敏感性和高應用柱，但由於其放射

性深針之放射安全及半衰期之跟f闕，同時其曝光耗時頗長使得實驗

之應用受限，此外放射線自然的衰退使得原位雜交衛解軒度降低許

多 O

使用非放射性轉誌探針可避免掉土述缺陷 9 更進一步彼得一種以

土之不同的標誌，可運用於同一實驗中 G 詞時由於抗體續關系統

對於探針之敏感性增加，促使我們將其運用於人氣共同高度保駱推

AU ZA 



玄染色體本主真有不尋常收縮現象( Lu拙， 1969 ), 1977 年 Harv可等

人證實 Lubs 的觀察 o ( Harvey et aI.會 1977)

沈症候群在分子生物學( lVlolecular biolo部r)方面雪封了 1991 年

有實戰室發表還殖到一伯與易麓，染色體症候群相關的基間?命名

為. Fra頭Ie -X 三扭entaI Retardation-1 筒稱 F~IR-1 0 且也基因第一

個 exon 出現( CGG)n核酸序列重援現象曹且其重稜次數與症狀出

現與否相關 o 造成易混呻X 染色體症候群最常見的原因曾是 FMR-

1 基因第一個 exon 之不轉譯霞( 5'untra那lated region, 5'UTR)之

CGGtri咀nudeo蜢de tandem repeat 發生倍增突變(組np誼益ca話。n

mutation)。使得 FJVIR闇1 之啟動霞( promotor region) 的 CpGisland

發生超甲基化( hypermethylation) ，導致 F~IR-1 基自失去功能而

產生疾為 o ( Bell et al. , 1991; Oberle et al 會 1993; Pieretti et 氓，

1991; Sutcliff et al. , 1992) 

其他較少見原因尚有基因缺損 (deletion) ( Gedeon et al. , 1992; 

\Vohrle et 此， 1992; Gu et 埠， 1994) 和點突變( point mutation ) 

(Bo啞Ie et aI.會 1993 )。但對於造成易混染色體症候群之確實機轉型

以及其產物的功能在智能的表現中扮演何種角色都還不確定 o

易脫染色體症候群導致智障兒的比例僅次於唐氏症 (Down、S

syndrome) 而唐氏症為偶發性，易脆 X 染色體症候群Jl1j為遺傳性，

故而對其病因之瞭解愈顯重要( Sherman. 的泣， 1984 )。

目前已知 FMR-1 基因位於X 染色蓋章 q 臂 27.3處， Siomi 等人於

1993 年發現 FMR司1 含有若干 RNA 結合蛋白新發現之特有序列 9

並於試管中證實 FMR-1 蛋白可與 RNA 結合 o 而老鼠之 cDNA 選

殖及定序以及有aIternative splicing 之不同表現產物等之研究結果

由必措ey等人於 1993年發表。同時Abitol et aI. , 1993; Hinds et 鈍，

12 



1的99姑3; Ba舵ch站站E誼碰ne叮re咐ta甜l

O咄i誼ig伊O畫n摺lud扭eot鎧i(齡ie 當探針'以放射性標誌或免疫螢光的方式，進行原

位雜交稱其結果發現:在路胎時期 FMR-1 基間分停相當廣泛， ílij

於成氣質才特別在一些高度分化的組織中出現，尤其是中樞神短系統

及生殖系統有高密度表現。

我們覺得如果能進一步瞭解 F問R-1 賄受調控及所存在的位置等

時空土的分傅?一定能對探討 FMR-1 的功能有很大幫助 o 本研究

白兩年前閱始進行老鼠各階段各部位切玲，在實驗中我們利禹

臨goxige甜n(DIG) 結合之非放射性寡核甘露支鏈標誌為探針，標孟之、

援以其進行本實驗 o 玲希望技街之建立外，同時著跟於 FMR-1 基

因有多種aIternatÏve splicing products ilij 各產物之分布及變化仍未

確定(As描ey 1993)，本研究欲籍特殊序列探針之設計進行原位雜

交衛實驗，對此進行分析 o

我們預譯詩可愛稜 1993 年Hinds 等人的實草金會同時由於應用非放

射性是東針將使得實驗之輩稜柱、保存性、解析度增加，這將使我們

對於 FMR-1 基潛之表現型態有更多瞭解 o

1.3. í，龍舟非放射性原位雜交街於蛋白甲基轉移蹲在老化組織表琨

型態之研究:

老化是動物或人體，逐漸失去其維持住定性的功能，導說個體

本身易受疾病纏身、身體活力降低持至死亡的過程 o 導致生物體老

化的原菌，很多研究方向及被提出的假說，也非當多。(李權益 1996)

大致可分成為類:

一、命定論:認為老化是命定 (progr﹒拙臨ned) 及不可逆轉

13 



( irreversible )的過程，而控制此，一過程之基因被認為己記載於細

胞之 DNA 中 o

二、錯誤累積禱:認為生物在成長過程中，體細胞會不斷累積內

生性( endogenous )及外生性( exogenous )或壞崗子會對組織器

宮內的損傷，積至一定量並嚴重到影響維持其生命的各種生化功能

時，組織器官就會發生各種病變以至死去 o

相對於第二項理論會修補系統就顯相當重要 o

1965 年A.~elerod 和 Daly 首先描述蛋白甲基轉移路(protein

carboxyJmethyltransferas; PClVI )為一‘ methanol forming en勾rme'

(Axelord and Daly; 1965) 0 目前已知 PClVI 於J!j. 生類如細菌，真核

類生物如各種動、植物皆有，在一般真核生物其結號為 E.C.2.1.1.77

其主要功能為修誦，將蛋白質異常型態之L-isoaspar句rl and D由

aspaI吋l 經由把來自 SAlVI 曲( S-adenosylmethlomne )的甲基轉移至

最化義基酸倒錢之 Carboxyl group 土而將自然異化之蛋白做修

禱。(晴圓二)

在老化受損之愛白修椅上 PClVI 可能扮演一重要角色?在

。、 Connor et al., 1985; Johnson et al 吋1991; li and Clarke, 1992 等

人之 PCM 實驗中，發現 PCM 的活性廣泛的存在於動、植物及如

萬:這似乎意味著這樣一個修補系統會對於生命體是相當重要的 G

1992 年lVladaren 等人研究顯示L-isoasparty1lD-aspar句rl protein 

methyltransferase gene ( PCMT四1 ) ，位於人類染色體內 22.3團 6q

24 ，而鼠類之基喝位於第 10 染色體 8.2 土3.5 靠近 centromere 處?

比一酵素存於細胞質內其分子子量約 2位。(Clarke， 1985) 0 

為進一步瞭解 PClVl 的活，性，在真核生物及複合性組織之生理，注

意義，自 1992 年始陸續有人自細胞及鼠類鈕織中取mRNA 作為

i是



PCM 基因活，挂表現之研究 o Galus et a且， 1994; Romanil童的 al吋

1992 事實驗發現狀兌方墨點法在老鼠之路部、華丸、Jjf廳和腎臟，

有多重(臨ul世ple ) PCM mRNA 之表現;經由比較其基四序列後發

琨會 PCM 基閱顯然在脊推動物品一長駐性基自( house keeping 

gene) 0 

我們希望能饒由非放射性探針 9 禎瀾其在於胚胎與不詞天數之成

鼠聽器及腦部切x-中mRNA 在空聞與時間土的表琨裂態，進一步確

認 PCM 基因於生理過程中所掛潰的角色並和前人之研究作一處

對 o
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第二章

材科與方法

(MATERIALS AND METHODS ) 

2.1 實驗材耕:

2. 1. 1 實驗動輯:

小白鼠品系為 Babl血C 會購自台大醫學院動物中心，於中山

醫學院動物室飼養 o 自 6 過大未曾交聽過之成鼠開始飼養，

期間以一隻雄氣配鴨隻雌鼠為一籠街養;飼養期詞典予充份

飲水及偽科 G 餵養飼辛辛採用福壽牌老鼠實驗動轉混合飼將會

內含教委白 23.5 0/0以上，粗脂肪 4.5 0/0以土實扭鐵雄 6 0/0以

下，水份 12 010以下，灰份 9%0 飼養溫度為 21 0C 會濕度

為 45目的0/0 , 光彈、時間與無光照時問為 14:10 ，j、時 o

2.1.2 儀器設備:

儀器設備 廠牌

1.電動電子顯示天秤 PB302 , Mettler Toledo 

2.PH meter Beckmen 

3.microscop Nikon 

4.解剖顯微鏡 Stereomicroscope Olympus 

5. Centrifuge Eppendrof 5415c 

6.手動切片棧 Spencer(820) 

MICROTOME 
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7.電動切片機 Autocut microtome Leica 

8.Slide warmer Lab圖Line instrument 

9.Incubator Hotech 

10.Water bath TKS WB211 

11.Spectrophotometer DU-640 Beckman 

12.-70 0C deep freezer Rev<以rElmer Cetus Inc. 

13.Dissection scissors 

14. two pairs# 5 watchmaker' s (clean and sharp) 

forceps 

15.本生燈 Bumer 

16.真空烘箱 Vaccum Oven Hetch 

17.可去棄滅菌注射筒過法器 Nalgene 

Disposible membrane filter 

0.2μm 

18.可丟棄減茵過;這器 Nalgene 

19.磁式電動攪拌器(Stir plate) Coming 

2. 1.3.試藥:

名稱 廠牌
。

1.Sodium chloride Sigma 

2.Potassium chloride Merck 

3.Absolute ethanol Merck 

4.Xylene Merck . 

5.Paraformaldehyde Merck 

17 



6.Sodium hydrogen carbonate Merck 

7.Diethyl pyrocarbonate Merck 

8.25 % glutar-aldehyde Mikroskopie 

9.2 010 aminopyltriethoxysilane Merck 

10.Aceton Merck 

11.Paraffine Boehringer Mannheim 

12.Hematm可lin Carlton (1947) 

13.Eosin Y Carlton (45380) 

14.Glacial acetic acíd Sigma 

15.Phenol red Sigma 

16.Sodium citrate Sigma 

17.Maleic aci這 Siεma 

18.Blocking reagent Boehringer 1\在annheim

19. DIG oligonucIeotide 3'end Boehringer Mannheim 

labeling Kit 

20.N-lauroylsakosine Sigma 

21.Lithium chloride Sigma 

22.Lithium Carbonate Merck 

23.Tris Sigma 

24. EDTA Sigma 

25.MgCh Sigma 

26.Bovine serum albumin Sigma 

fraction V 

27.Dextran Sulfate Sigma 

28.Formamide Merck 

29. T riethanolamine Sigma 

30.Hydrogen chloride Merck 

18 



31.Acetic acid Merck 

32.Sodium citrate Sigma 

33.Pepsin Sigma 

34. t-RNA, E. Coli Boehringer Mannheim 

35.Levamisole Si皂ma

36.5-Bromo-4-chloro-3-indolyl岫 Boehringer Mannheim 

phosphate (BCIP) 

37.4 Nitrc• blue-tetrazolium Boehringer Mannheim 

chloride (NBT) 

38.Fast red solution Vector 

39.Luxol fast blue Merck 

40.AG 50卜X8 ion exchange Bio-rad 

resm 

41.Cresyl violet Merck 

42.Ap-anti-DIG antibody Boehringer Mannheim 

2.1.4.配製法:

溶液 商己製法

1.Fixative solution (自定液) 16 %Paraformadehyde 10 ml 

10 x Phosphate Bu宜ered Saline 

(PBS) 4 ml 

25 % Glutardaldehyde solution 

4ml 

d2H20 22 ml 

total volume : 40 ml 

2.Coating solution 

19 



2.TESPA 2%( v/v )aminopylt討eth。可rsilane

(TESPA) m acetone 

3.Delafied Hematm可rlin(Carlton hemato可lin 4gm 

1947) absolute ethyl alcohol 25 ml 

4.Eosin Y eosin Y 1.0gm 

70 % ethyl alcohol 1000 ml 

galcial acetic acid 

5.0.1 % Luxol fast blue solution Luxol fast blue.MBS 

95 % ethanol 500 ml 

的% acetic acid 

6.0 .1 % Cresyl echt violet Cresyl echt violet 0.1 gml 

solution ddH20 100 ml 

7.Deionzed formamide solution AG501咀X8 ion exchange resin: 

1 and formamide: 10 多 keep 30 

min then filter wÎth whatman 

filter paper. 

8.0.2 N HCL+Pepsin 0.2N HCL containing 

500μg / ml pepsin 

9.0 .1 M Triethanolamine HCL triethanolamine 9.3 gm 

DEPC water 480 ml 

PH:8.0 

10.0.1 M Triethanolamine + triethanolamine 9 .3 gm 

。.25 %acetic acid ddH20 480ml 

5 % acetic acid 1000 uI 

11 .20 X SSC NaCl 175 .3 gm 

Sodium citrate 88 .2 gm 

ddH20 800mI 

一
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PH: 7.0 

12.2 X SSC+ 50% formamide 20XSSC 2ml 

formamide 10 ml 

DEPC water 8ml 

13.10 mM Tris buffer tris base 24.2 gm 

DEPC water 1000 ml 

PH: 7.6 

14.Dextran sulfate dextran sulfate 20gm 

DEPC water 40ml 

stored at 岫20
0

C. before use 

warm up to 50 oC 0 

15.3 MNaCl 17.5 gm 

DEPC water 100 ml 

16.2 版 Tris iT帥帥 48 .44 gm 

DEPC water 160 ml 

17.500 mM EDTA 1.8625 gm 

DEPC water 10 ml 

18.Buffer I (緩衝液I ) lm脫 6.05 gm 

(in-situ hybridization) 2.922 gm 

DEPC water 400ml 

PH: 7.5 need autoclave. 

19. Buffer II (緩街液II) lT仙鶴 6.0555 gm 

(in-situ hybridization) 2.922 gm 

h在gC12 5.0825 gm 

DEPC water 400ml 

PH : 9.5 ; need autoclave. 

20.Buffer 1 iM枷的 100mM 
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(Dot-blot) NaCl 150mM 

21.Buffer 2 

(Dot blot) 

22.Buffer 3 

(Dot blot) 

AUV V 

掃
一
肘
，
湖

泊

-
m
p加

ω
-
m
倒

叫

-
o
e
J
U

t-nx d

一
甜
甜

、a
J
V
'

，
‘... 

J 

即

-
h
1

.9-bz 5

一
~
神
話

7-wm 
H

一%
-
m

DI--A 

Tris-base 

mM 

NaCl 

MgC口

A
υ
 

AV 
啥
a
i

100mM 

50mM 

23.Blocking reagent 

PH : 9 .5 ; need autoclave. 

block:ing reagent 1 gm 

bu註er 1 

need autoclave. 

m AV ' 

••• 

串

24.W，州ng 1 州tion (沖洗液。 11 % SDS 10 ml 

20XSSC 1 ml 

ddH20 10 ml 

25.Washing II solution 2XSSC 0.5 ml 

(沖洗液II) 1 010 SDS 1 ml 

ddH20 10 ml 

26.Prehybridization solution 20XSSC 3 ml 

(Dot- blot) 的% Block:ing reagent 120 

μi 

。.2 % SDS 120μl 

l%N啊lauroylsarcosine 120 J.!l 

ddH20 8640μi 

total volume 8 ml 

(20 ml / 100 ml) ; filter sterilized 

byO.2 μm filter is needed. 
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27.Hybrid泣ation solution probe con∞ntration: 10 pmol/mll 

(Dot-blot) (2.5 ml/ 100 cmz) 

j 
28.Prehybridization solution: Dionized formamide 100 % 

(鈕-situ hybridization) 叫
probe:FMR國lac，FMR-la NaC13 M 20μ11 

formamide : 35 % T討s-HC12M 2μ11 
TM: 50 0C 0 EDTA500mM 1μi 

Denhar，品、 s reagent 50 0/0 4 p.l 

DEPC water 的 μl

Dextran sulfate 50 % 40μl 

t-RNA( 10mg / ml ) 20μi 

tota1 vo1ume : 200μ1/ slide 

filter steilization by 

。.2 IJ.m filter is needed. 

29.prehybridization solution: Deionized formamide 100 % 

(in國situ hybridization) 585μi 

probe: 剛(鈴帥，anti…)INaC13 M 150μi 

formamide : 39 % Tris2 扎在 15μi 

TM: 50 0C 0 EDTA500mM 7.5 抖l

Denhardt、s50% 30 IJ.I 

DEPCwater 345μ1 

t-RNA (lOmg / ml ) 150μ1 

Dextran sulfate 50 010 200μi 

total volume : 1.5 ml. 

filter sterilization by 0 .2μm filter 

is needed. 
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3鉛O.Pri拙el呻hy拘b蜘bri討咐i攝di問Z摺at的i如on 吋u叫叩1t珀t討lOn:缸1缸 IDei伽O叫on叩1

(i扭n-s位it翱U hybl泣idi垃za棍ti叩on帥1) 7.5 ml 

、

pro彷be缸: 1993 FMR儡l(s邱en肘se荒
' 

ant卜sense)

fOffi1amide :50 % 

TM: 50 oc 0 

31.hybridization solution : 

(probe was D1G IabeIed) 

32.anti-body solution 

(AP吐nti叫DIG antibody ) 

33.substrate solution 

NaCl3 M 1.5 ml 

Tris2 師 150 J.lI 

EDTA500mm 75 J.ll 

Dehardt‘s reagent 50 % 300 J.ll 

DEPC water 1975μi 

t-RNA (lOmg I mI ) 1500 J.ll 

Dextran 50 % . 2000 

J.ll 

total amount : 15 ml. 

filterlization by 0.2 J.lm filter is 

needed . 

probe : prehybridization 

l 抖1: 200μ1 (2 pmol in 200~t1 ) 

antibody (l 50J.ll / 200μ1 ) : 

bufferI+BSA 

l J.ll : 1 ml 

NBT ( 100mg / ml): 3 .4 μi 

BCIP ( 50 mg I mI ) :3.6 J.Ll 

in bu品rII 1ml 0 

34.prehybridization solution : IDeionized formamide 100% 

(也 situ hybridization ) 6.645 ml 

probe : fÌnr-l co 

formamide: 66.45 % 

TM: 鉤。C

iNaC13 M 

Tris2 M 

EDTA500mM 

Denhar由、s50%

24 
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100J.ll 

50μi 
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t-RNA ( 10 mg / ml ) 

Dex1ran s的品te 50 0/0 2ml 

total volume : 10 ml 

filterlization 0 

35. prehybridization solution: Deion位ed fonnamide : 100 % 

( in sÍtu hybridization ) 12.9 ml 

probe: finr幽 1 c39 NaC13 M 2 ml 

finr-lc75 Tris 2 1\在 200μ11 

fonnamide: “.69% EDTA500mM 100μ11 

TM: 50 oc Denhardt、 s50% 400μl 

t-RNA (10 mg / ml) 2 ml 

Dextran sulfate 50 % 4ml 

DEPC water 40μi 

total volume 20ml 
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2.2.實驗方法:

2.2.1.實驗i夜，程:

鼠路之選取:

或鼠聽器還取:

日Æs扭扭ing

LFB staining 缸。
4sL a -z d 

挖
出

出

h

b

知

r
r
i
v
.

唔
，
A

ZEAF3 

的

b

TA DA 

observation and photography 

2.2.2.泉路之選取:

選擇遐齡介於六至八迪拉成養生之難鼠害將其與雄鼠以一比時之

比胡說於一籠中 o 以陰道沖洗抹Jì法(的醫三 a) 騙自進行抹Jì

按查其挂過期(階闢三 b) ，以預知其受孕期並混合觀察雌鼠是否

有陰道塞 (va頭nal plug) 作為判鸝交配與否之依莓，依此原則收集

不詞時期之胚胎標本 o 依據陰道抹片結果可預先~J定胚胎天數但

誤差較大;我們配合於解割後以間胎胚胎之平均體長與標史學胚胎
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體長及重量表比較並修正財可對腰身喜之天數作更精確之手j 定 o

(歸屬回)0

取路程序如于:

取出錢交配確定受孕之難鼠，以頭轉脫自法( cervical 

品sloca錯。n) 處理 o (時鸝五)

將腹部噴灑 75 0/0酒精消毒後會再以雙手的食指和拇指撕閱腹部

皮膚露出讓膜 G 以解割剪剪閱鍍膜，移開消化道雪將 Y 形子宮巍

出 o (情聽六)

以鴿子夾住靠近輪卵管論的子宮角，最i離輪卵管和卵巢闊的脂肪

和繫聽書將剪下之事會卵管置於蟲有事先預備之緩街液中;說蹋披

星棄使驅胎完全露出。(蹄麗是:; ) 

以緩街波 (1 x PBS) 沖洗後還入困定淚付0/0 parafomaldhyde ) 

中浸潤 2是小時後，以 DEPC 智taer 連續沖洗至完全去除由定讓;以

此法草備懷孕 8 、 10 、 11 、 12 、 13 、 14 、鈞、 16 、 17 、

18 天及出生後 24 、 48 小時之胚胎與幼鼠 o

2.2.3.成鼠聽器之採取:

4家成長記錄選取不闊天數之成鼠，以頭誰說白法處置後;撕閱腹

部皮膚篇膜露出聽器 o

選取~J蓮、肝臟、腎廳、牌麟、子宮及華丸 9 另剪閉路後皮膜，

以骨剪說悶頭骨以尖剪及尖嘴鎮移出路部;將聽器於緩街液中沖洗

投進行囡定、色捏 O

ùl 此獲得 7 天、 2 、 3 、 4 、 21 、 23 、 27 、 31 、話、 40 、銘、

再7 、 50 、 54 、肝、融、 62 遇大之成鼠器官純織切片 o
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2.2.4.切 J:ì 聾作:

標本經完全沖洗投書進入由低 (30 010 ethano旬至高濃度

( absolute ethanol )酒精序封中逐瀚進行兢水;並於酒精處理投進

入二甲萃(xylene)中浸潤 30 分鐘 o 完全說本後盡入已加這至 56

。C之;G蠟中，浸混豆豆加以色控 o

硬把後修除多餘J石蠟雪將其回定於小本塊土( bloc的上;設定

Leica autocut 2550 電動連續切片機以 7-15 um厚度、的之角度

進行標本之切片葉作 O

如下之標本於熱水中間展投贊將其臨定於已經商黏黏脅j或膠原蛋

自 (TESPA 會 2 % 3-aminoproyltriethoxysilane or gelatin coating) 

預先塗數處理之玻片土乾燥援標號收集 o

2.2.5. Hemafoxy臨時 I Eosm staining: 

組織切片援提 H I E staining 可辦議其一般組織形態?其柔色可見

知是色拉呈深藍而知是色質主深紅 o

將石蠟切 J:ì 脫纜、水今後於試液中浸藹，再依其染色深度以酸化

、酒輯或. Lithlum carbonate solution 處理;說水援封片。(圈- a) 

2.2.6. Luxol Fast BIue sta缸通ng:

地項染色 (LFB) 針對神經組織，可將 sp描ngomy臨le 及神經細

聽詞時業出 o 說中樞神經染色法而言賢一似 H/E 染色法之於一般

組織，可謂神經起織代表性染色法 o( 鸝- b) 

將石蠟切片說蠟後水洗，浸入 LFB 溶液中以 58 --60 oc過夜;水

洗徒以 75 010 ethanol 分色 o 再以已加熱呈的℃之 CresyI violet 

solu位。踐中浸謂書酒精分色、說求援封 J:ì 0 其結泉可見髓磷路為藍
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色習而一般腦細胞為紫色 o (閱uver-Barre時間etho益的53 ) 

2.2.6. 探針製備 (probe Iabe蛤19) : 

本次實鞍以非放射性標示(DIG: Digoxigenin -ddUTP 雪 alk越扭e

stable) ，連結於長度為 40-45 mer 之 oligo岫nudeotide 之 3'end 0 其

操作程序以 DIGoligo帽nudeotide 3'end labeling Kit ( Boehringer 

1\Ila扭曲e話。所提供為主 o (情圈八〉

實驗fJf使用之探針共六鈕，其中 1， 2，唔， 5， 6 組探針鋒根據Ashley

等人 1993 年發表之老鼠研fmr-l cDNA 基閻序列(Ashely; 1會93 )。

第 1 組探針鋒利用 BeckmanDNA 合成器合成 9 而其餘各組則由快

與科技發司令或 o 第三組探針鋒根撐 Rom甜甜k 等人於 1992 年發

表之老鼠pcm ( protein carboxymethyl甜甜sferase ) cDNA 基因序列

(Ro臨a扭ik; 1992) 0 

各組分序對于:

1.1.研fmr-lac : (anti-se酪es甜甜的

5'AGCAC CATGA GTACC AATAG CTAAA CCCAT 

CAGATCTTCT 

mfmr咀1ac and mfmr-1a 此組相對性探針序封館以Ashley 等人 1993

年發表之老鼠 11u吐 cDNA 而設計之互諸位接甘餒，其位妄為 801

-840 0 

1. 2. 用fmr-la: (sense stTand) 

5'AGAAG ATCTG ATGGG TTTAG CTATT GGTAC 

TCATG GTGCT 3'共特臨er 0 
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之1.甜ifmr-1A : (aI蝠-sense s甘and)

5'GAGAA GATGG AGGAG CTGGT GGTGG 

MGTG CGGGG CTCCA ATGGC 3‘ 

2.2. 崢F甜甜的: (se酷的甘租的

5'GCCAT TGGAG CCCCG CACTT CCACC 

ACCAG CTCCT CCATC TTCTC 3' 

共 45 聽er. 鈍，組揉針 mfmr-1A 與其特對之研fnu吐S 核甘酸序丹

舔依Hinds 等人 1993 年實驗發表中所用之採針序封t7Q設計，其F手

持位置為As磁旬的始發表之 cDNA 拉甘喜愛鍵序月 11串串 162 0 

3.1. pcmλ， : (銷路se酷的甜甜的

5'TGCAG GACCG ACTGG CAATA TCMT 

CTTCC ACCAG GCTTT AACTG 3 ‘ 

3.2.pcrn圖坪， : (sense strand) 

5‘CAGTT AAAGC CTGGT GGAAG ATTCA 

TATTC CCAGT CGGTC CTGCA 3' 

共 45臨街 ， pcm耐'+' pcn←V 此離揉針鋒依撐 Roma甜k1992 年發

表 PCMcDNA 基因序列中 exon 7 之核甘露主鍵序 1~設計而來 o

是. 1;特fmr-1 C75 : (sp監c扭gpro謹uct)

5'GAGTT CGTCTCTGTG GTCAG ATTCT 

GTTTC AGAAG CATTT GATGC 

冉升1I.r-1 C75 結甘酸暴自序 1~位置?位於 n!丹1u吐 cDNA region C 

接甘畫畫鍵序 1~ 1晶晶呻 45 0 

5. n~舟叫C39: (sp草c扭gproduct)

5' GAGTT CGTCT CTGTG GTCAG ATTCT 

GAAGT ATATC CAGGA CCGCG 3' 
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fmr-l C39 探針基因序列相對位置雪位於 mfnn申lcDNA 核甘援

鏈序列 region C 之 1558 間的， 1626-45 處 o

6. fmr-1 CO : (whlout re頭onC)

5' CTCCC TCTCT TCCTC TGTTG GAGCT 

GAAGT ATATC CAGGA CCGCG 3 ‘ 

fmr-l CO 探針序列位置不包含甜頭。nC在內，其核甘酸序列位

於 mfmr個1cDNA按甘酸鏈序列之 1567 回鈍， 1667 間86.( 舟圈九 a.b ) 

註: F~IR-1 mRNA 依據Ashley 1993 年研究報告以 RT-PCR 的方

法研究，顯示共有十數種 alterna話ve splicing 其組合分列如下:

risoform 1 :岳重1 exon 15. 1 
isofonn 2 : exon 15 acceptor 1. 

isoform 3 : exon 15 acceptor 2. J 
一→~ same team. 

isoform 4 : No exon 14 ，品盟 exon 15. 

isoform 5: No exon 14 , e革on 15 acceptor 1. 

isoform 6: No exon 14 , exon 15 acceptor 2. 1 岫 6 組有 exon 12. 

isofonn 7: 飽 exon 15. 1 
isoform 8 : exon 15 acceptor 1. • same team. 

isofrom 9: exon 15 acceptor 2. J 7 -12 組不合 exon 12. 

isoform 10: No exon 1唔，如蠶 exon 15. 

isoform 11 : No exon 14 , exon 15 acceptor 1. 

isofrom 12 : No exon 14 , exon 15 acceptor 2. 

1,,2, 3, 7, 8, 9 nudear location. 

本次實是告中應用之探針 fmr-1C呃， C誨， CO 種 exon 15 之 altera說ve

splicing complex, exon 15 acceptor site 前 75 倍 nudeotide 的部份亦

稱為 Region C. 
鹽



t 厲示臨如rr呻1A 短與m晶rr間1CO 各組探針於晶宮rr-l cDNA土分布區 G

ATG 

當單單富麗

m晶宮-1A& S 

2.2土標示投票1 : Dot Blot 

exon15 

缸C;ηte

體器蠶揖

臨矗nr-lC75

臨fmr-l臼9

m自nr-lCO

擇這、後探針 (100p血。1) 溶於 100 J.Ù d2H20 中，存於-20 0C 中備

用;為確定其標識及確認效果，施行墨點法以進一步確定其標楚、成

功 G

首先以含有用fmr-l 基因之賀禮(YlC 2.17) (Ashyle; 1993 )不闊

的稀釋濃度漓於 Nylon membrane 上 120 0C 20 分鐘烘乾自定，援將

PI咄ybridization buffer 以每 100 平方合分給予 4ml 之比制加入。該

血e臨扭扭le 於 68
0

C水浴中 60扭扭，後加入探針(10 pmoI / 00)以每 100

方公分給與 2.5 ml之比飼加入後;續於 54 0C 水浴中陪夜。以 washlng

solution 沖洗掉探針後. anti-DIG-Ap conjugate antibody 以 1:5000

比的加入會於宣言豆中浸潤 5 小時 O

以 Buffer 1 &口處理後加入受質(NBT)是.5 UI /掘和主色物質

(BCIP) 3.5 t過/財害於暗室中作用 16 小時以上後封讀其結果 o (階

留十}
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2.2.8.~ 位雜交衛( În-situ hybridization): 

原位雜交衛和1 si如 hybrid御街n)之進行:

石蠟切片以二斗中萃脫蠟後，控酒精序列，往會 100 %至 30%使組

織切片放復合水狀態 9 以溶於 0.2 NHCL之首蛋白將來去除多餘的

蛋白質;以 0.1 M Triethanola臨Îne +0.25 % acetic anhydride 去除非

特異性童電譜後會題時扭扭 T的緩街淚清洗完全並再經過酒精說

水並完全乾燥後會加入尚未加入探針之雜交緩街( þl咄ybridization

buffer) 0 

於 37 0C 中泊濤、切片援會每片加入 200 uI之相同的緩街淚，不過

在緩街或內加入各組不同己標誌之探針(1 : 200) 、 30 mMNaO 、

20 ml\1 Tris 、 2.5 m l\1 EDTA 、 0.02 % Denhar由's reagent 及 O.的

0/0 Dextran suIfa te 、依 T間位(泣)加入不同濃度之 deionized

formamide 0 

註: Tl\1 鐘之計算: (Molecular coloning 第二版 Sambrook 等人著}

~式:

T i't1 = 16.6 log (抽) + 0.41 (Pg.c) + 81.5 - B / L - 0.65( P f) 

M: 緩街液中盤類 (Salt)濃度。

P 草.c .探針序列中 g:GU位當時， c: Cytosm 所位之比

倒 O

B: 索數 675 0 

L: 探針序列長度 G

P f: 緩街液中 form品nide 所加入之比飼 G

呵呵
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進行原位雜交時空以上述之轉交緩衝波將起織切片革為會其土義

以蓋車支持後還入 50 0C議籍中實使探針與切J:ì~之 nlRNA 進行雜交

約 16-20 小時 o

接於銘。C 中以 2XSSC 溶波將草坡丹花掉 9 續以

2X SSC+50%) form融nide 的溶液會每 15 臨融更換一次新鮮溶液共

三次;將其續以 2X SSC 、 1X SSC 、 0.2X SSC 、 0.1 X SSC 溶

液進行每次的觀izE 之清洗 o

c.毒品挂磷酸是每免疫呈色反應:

將雜交及清洗結泉之切片以 Tris 生理食鹽緩街淚

(TBS) 清洗後，浸泡於含 3 0/0 胎牛血清妥白的 TBS 中會於安浪

中 60 臨Ín'以減低1卡特異性的反應 G

以相同溶液以 1:1000 財的比飼來稀釋可轉識並結合DigoxigCI臨

的拉體原淚，比抗體乃是標誌了酸性磷酸是每 o 於 37 0C 中 3 小時

錢會以 TBS 將采作用之抗體洗淨會續馬含 MgCh之高 PH: 9.5 的

TBS 清洗，以使切污吏適於與購受質(NBT)及呈色物質(BCIP)產

生反應;切片於此時成內生性最拉磷酸勝抑制劑Levamisole (0.2 

臨g/5:mI) 處理，提續與此二二種物質於避光情況于作用 16 小時

投賢以 1 X SSC 清洗後再用 Fast red ( Vector ) or methyl grcen 作對

黑三是色 G

切Jl麗水援封J:ì以供鏡按 O

( i克程見階簡十一)
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第三章

結果

(RESULT) 

3.1. 我們在實睡中，應用探針分>>1是 nifnu吐ac 、 la 與 mftw吐A 、

1S 和 pcm-'+ ，‘圈，以及 nt丹nr-1 CO 、 C39 、 C75 等針對不同

alterna揖ve splidng forn臨mRNA( As融ey; 1993) 而設計之三組探

針共六鈕，於相間階段之老鼠胚胎和成鼠路部與各器官切片中進行

反蟲 o 接原位雜交處理復以驗性磷靈童勝作主色反應; 切 11 加入

NBT 與 BCIP 反應 16 小時後會以 Fast red 敵對此染色 G 使用光

學顯毅鏡可較易於 10 倍數下，觀察其呈色部位與強度，藉以作為

臨RNA 分布之判斷依據並依其出現之時間性與至于布之空間社使我

們可以對fmr四1 與 pcnl 基爵的表現有更明確的瞭解 o

每組揉針重義進行實驗，為探針之 sense 、銷社sense 與不如採

針三種加入探針方式作為實驗品質控制;三者於同一反應程序相

同生長發育階段之不再切片均主蹺，反是哩於每 10 片切片中其

se臨的甜甜謹組探針呈現于接性反應小於 2 月以干?結果可愛接進

行 2 次以上證實其幸嘉定，挂 9 詞時每次實驗只須 72 小時，便可得封

結果 o 對於不時 T服鐘之探針只須改變 fo:rnla臨ide 濃度即可於一

毅的溫度于進行雜交反應，操作程序簡易 O

同時雪將不同探針處理之初 11 經顯教鏡觀察後，依其表現強度與

區主義作出表一至表十二 'W表中結果顯示其各有其不間表現，形態與

分布特性，顯示此一原位雜交街之發定性與應用性。

我們製備完成一系封不闊天數之胚胎實賢一袋中所示分支持為 8 、

帥、 12 、 14 、 16 天大小之駐賠切片經 Hematoxylin I Eosm 美色;
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聽聽書真能明確的確定臨RNA 之表琨吾吾位警我們在醫二與罷王中標

示出成孟之輯部與駐睡之主要部位以作為對照曹詞時於相對位置土搭

配以聽神經組織特殊業色法 Luxol F ast Blue 業色之輯部結構作為

對聽也較的基礎 o (簡- b ) 

3.2 .1 mfmr-1 翻RNA 在成鼠輯部之表現:

聽聽 nifmr-1A 議組長皮箱甜甜的探針賢以正單位雜交衛處理不同

遵義之成氣輯部石蠟切片每丹厚度約為 10Jlm 雪玄色援加入對比染

色處理，最援於先學顯徵鏡于觀察;發現於組織特定部位呈現藍紫

色輯聽輯，將其依不同部位之不詞強度之表現會作一比較封於表

-一。

t鐘表一中顯示成鼠路部fmr-1 之mRNA 會多表現於是a殼(Caudate

pu重棚en) 、小路顆粒層 (Cerebe單臨n grant通ar layer) 、聯駐體

(Co軍事酪 ca蠶的也n) 、海為時(Hippoca臨pus) 、大腦皮質

(Ne研ortex) 、路室(Ven甘ide) 等與智能發展、記憶、肢體乎聽相

關麗主義(階罷十二) ，將表一中所列與邊緣系統組成相關區域如海

馬輝、惡毒是在韓、尾敏、路室、阿蒙氏角 (Ammo鈍's horn) 、海為回錐

吾吾扭brin挂a of hlppocampus )等區域之表現強度相加後作線形鸝

一。發現加由1 臨RNA在避數較小之幼鼠購部會其表現強度與分

布藍藍藍毒害較高強蕉。(表- ，嗓子琴園一，鸝回事五會六〉

會最小島鼠一般平均生育觀雄鼠立起 6-18 館另雪離鼠約為 ι12

館建( Laboratory 說nimals 紹說e 是.1 )會本次實驗中發琨過數大於

22 至還(詩 6 館月)以上之成鼠切片中j♀Ilr-1 瞬之間A 之表蹺，多集中表

琨發太聽皮質層 o (聽五)
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tb嗓子多聽一中可發現邊緣系、繞在錯竄，糟段會有明顯高濃度之表現

為於過數較高者其邊緣系說與非邊緣系是主之表現相似 o

時龜實驗中 n你tr-1S ( sense strand )探針與控制組(本加探針)會

主重輯間處理後，於顯微鏡下並未發現有呈色反應 o

3.2.2 mfntr團1 翻RNA 在胚胎難之表現:

聽聽 mfmr-lA 起探針會於驅船不時時期之切片中進行A單位雜交

去之處書呈色授以接物鏡 10X 20 X 40X 顯徵鏡替數會進行觀察其結

家封於表二 O

車表二二及線形鸝二中可發現，於十五、十六、十七、十八天大的路

聽其 fmr-1 mRNA之主色顆拉多出現於航a肉骨懿系統，將其繪成線

潛鸝二:"a 可發現超接近成黃色顯其表現越強熬 9 同時於鸝七中可見結

綿起錢、路神經系統特別是神經管( Notochord) (線形鷗二 b ) , 

接駱胎早期之表現較明顯 o

東表二中可見是主接近成熱期其研fmr-l mRNA於組織中的表現越

蠶豆在會胚胎切Jt中可見於Jff露真有極敏密的顆粒，豆豆於誰問盤和心

廳廳等處有 mRNA 之穎拉出現;於鸝八中發現特.8IJ是銘、的天大

接近成票之胚胎其聽器的表現塑態與成鼠指似皆為農泛而知鐵之

玄色顆粒 G

那a肉骨聽系統之發育過程中管如飽會進行骨化以便過是出生援

環境，特別是出生講觀止一過程會加速，其一現象與美喜形圈二 a 中

顯示 fmr-l 之臨RNA 之強度出琨時期輯是和 G
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3.2.3 純fmr-l mRNA 於成鼠華丸 (Testis) 之表現:

聽不闊天委主之成鼠莘丸石蠟切J:1以扭曲lr-lA 起探針應用原位雜

交衛處理豆豆於呈色反應援加入對此染色會於顯換錢于以不同倍數

觀察會將其結果封於表玉。

醫九中顯示研fmr-lmRNA 明顯表現於華丸表皮層( Epithelia) 其

表現形態於不闊天數之切片中表現一致; 詞時由鸝十中發現

mfmr-1 臨RNA 之表現似乎會隨鼠齡之增加品改變其主色顆粒表現

的強度贊道數增加兩星色強度減弱如輯中i1f示 28 迪之表現，明顯小

於 14 過 O 同時於廳中可見其 mRNA 之表現在成鼠的桔子生成

(sper臨atogenesis )中多位於Leydig、 s Cell ，且於成氣如詩管土皮的

過期循環( cyde of the sen宙語lferous epithelium )中，路邊之 serto誼

cell 和患精細胞( spermatogoma )有強熬的表現 G

同時於圈九中可見未加入探針之控制組其表現與加入阻fmr-lA

起探針之表現相差甚多，配合組織學鷗譜表j定其表現區域鹿為周邊

之基底膜( basement membrane )與 sertoli cell ，問時亦Z藍色含精原

細胞在內 o 聞十中顯示其辭辛丸之表現小於華丸且高過數表琨小

於低過數這似乎意味著 nφw吐之 nlRNA 之表現著重於桔子生成之

早期 O

同時 mfnu吐血RNA 應用臨如rr-lA 組探針在成鼠肝廳、腎廳等亦

可f車票j其強熬表蹺.0 (鷗八)

3.3.1 n伊C的mRNA 在輯部之表現:

是罵街路er 長度之pcm -'+' '-'起探針，於不同過數之成鼠腦部

石蠟切片中進行原位雜交備會染土對照底色投進行顯敏鏡鏡控，其

結果整理援丹於表四 o
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說今醫三之成鼠且每部解剖鸝示與雄形鸝三會發現 PCM 基圓的表

現在成鼠輯部是相當顯著;其表現昆主義和臨fmr國1 之表現有明顯不

向 G

表回觀察結果顯示其訊息多集中表現於是誰躍在體( corpus 

c蟬的組n) 海為回雛部(晶咄咄a of hlppocampus )海，馬回體部

( CAl-3 of the hlppocampus )尾狀教( cadudate of putamen )等處

且其表現形態多為片狀分布，濃度顯示強於 fmr圓lA 組之表現 G

PCM 基陸的表現於成氣腦部其表現級數多為+朴實但於線形醫三

邊緣系統與武齡之比較閣中似乎並未見其mRNA 的表現歸過數增

加 ílij戒線性相關會但在 60 、 57 等高過數之路部其表現的確較強

忍i且分布範由本較廣泛。(簡十一)

由鷗十一、十二、十五、十四、十五中顯示 n伊cm mRNA 表現區

主義在成鼠路部為:嗅葉 (Bulb啦。lfactorius) 、尾毅(Caudate

put部臨時、研聽體 (Corpus callos咖啡、海為回轍部拉拉lbrila of 

ruppoca臨pus) 、大路皮質 (Neocortex)等，與思考、記韓、警覺，性

等與錦體功能發揮相關之部位 o

3.3.2 n伊cm mRNA 於胚胎發育之表現，:

n伊cnμJ 起探針於不椅天數之胚胎中實應用原位雜交衛處理援 o

於光學顯徵鏡下進行觀察會結果列於表五，詞時將其表現形態列示

於醫十六、十七、十八 G

切片呈色反應發現，會其於路給中表現強度普遍較藹雪但其於胚胎

中分布拉廣泛，特混在斯a肉骨聽系統(罷十六、十七)、分諦，挂器官

如甲狀線(圖未71 m) ， 結締組織、中樞神經系說(鶴十六盼哩詞時

橫鵑膜〈嵩十七皂、 h) 、氣管、說輯豆葉(醫未丹出)等處都有臨pc臨
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mRNA之表琨 O

由表五中發琨小於 1是天之駐踏實其 mpcm.ntRNA 之表現明顯減

弱?由顧二 a. b 與鸝四 a， b 論誰輯之比較中可明顯看m其差異 G

3.3.3n伊cm mRNA 於成鼠鸝器之表現:

mpcmmRNA 於騙過大成鼠之舌頭比一宮會結持組織與感覺細

胞之器官有接強起表現， 0 (屬十六)但於成鼠器官如肝臟、腎議

(屬十八}及華丸之切片(鷗十九)中之錢乎不表現 o

3.4.1 A.龍舟臨矗nr-lac 該報探針於組織切片之表現:

由於As磁ey 等人發現晶ru吐有 alterna航re splicing 不問之

阱。如ct ，我們利用 splicing se哇uence 設計了五組以其不同部份

sequence 為依據之赫鵬er 探針會以比進行原位雜交街期望能在組

織切片中對不同的 splicing product 之時、空分布有所發現;多次進

行投其結果到示於表六 G 我們經多次實驗，結果發現此紅探針於

成鼠華丸切片中矗UI吐ac ( sense strand )比合主要序 9~探針與不知

探針之控制極其反應呈現明顯豆豆rJ (隨二十) :但於胚胎中則如

表六所示， fì臨r-1a 亦呈現反應實驗結果之特異性無法確定 o

而晶lr-lac 組豆豆非 sp監cing se哇uence 的部份，在此組我們無法獲

得有效成果?其他離亦無法期望能獲得有意義的結果，故而目前對

該離實驗我們認為是失敗的 O

3.5. mfmr-l C75, C路， CO 三組探針於成鼠輯部之表現:

w於pcm. 組和fmr-1A 組探針的實驗所呈現之特異性，使我們誰
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串串!是否由於探針長度小於是5 臨e:r j(jj使得結果之呈現出現混港會故

而將晶III仕 CO 、C39 、 C75 等三離原先針對 alte:rnative splicing 

fo:rm臨RNA 而設計之探針由 40 甜甜加長為指 :mer 進行接誌後進

入實驗 o

mfnu吐C75 色含了整鶴 exon 的(:region C) 晶 llifmr-l C39則缺了

exon 的 accepto:r site 1 之前的部份會另外 mfmr-lCO 則不包括整偽

region C 的部份;這三組探針原則土應能積剩封大部份不時基聽

組合的mRNA ，我們期望能於組織中針對不闊的探針處理而有不同

的發現 o

其結果如于:

醫二十一顯示三組探針於相問過數大小之成鼠腦部表現強皮書

mfmr-lC恃強於純fmr-lC39 而 mfi甜甜lC39 之表現強度又大於

mftm吐CO 0 其分布罷或由表七、八、九配合屆二十二、二十三、

二十由、二二十五可發現其三組探針所禎淵之mRNA 表琨之玲、空

桂雖不輯問但卻有共詞主要表現麗或如:小路顆拉層、海為四綠

部、轎且還、研聽聽等問銷區域，時時其mRNA 出現與切片之鼠齡立在

無正相嚼，性，但在小於 4 趨之幼鼠其表現三組皆相當強熬 o

三至且 aiternative splicing fo:rm謀針表現，形態各不相詞但其表現強

度普遍大於晶rr-lA 組探針雪其表現對態多為丹狀其強度可達+++

接;其表現區域如小路顆粒層(鸝二十二)橋路(二十五)為本離

實驗特殊表現晨，此，霞於研fmr間lA 與 pcnt 飽喝拉探針表琨皆不同

該為經顯示於該處表現較藹甚或部份過數並不表現{罷未刊出}

與比三起探針強í!\的表現明顯不同 o

3.6. mfmr-1C75 、c3雪、 CO 三起探針於胚胎之表現:
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將切Jt還於 10X 顯擬鏡于觀察會我們發現比三組探針所積繩之

mRNA 似乎集中表現，於手。胚胎之骨聽脫肉系統(聞二十七}與海

為四{聞二十八〉與生殖鵑 {觀二十九)等分化活力相當明顯

之區域(列表於十、十一、十二) ，同時三組探針於同一階段之切

Jt之表現有明顯強度分別，多為晶臨吐C恃強， ßl矗E甘冒lC39 tpJQ 

mfmr-1CO 居後(闋二十五、二十六、二十七、二十八)。 與

n曲nr-1A 離不間比三組探針於M麟、辦朧幾乎不表現，但在心色腔

之表現財扭當明顯 o (圖二十五}

3.7. n你u-lC75 等三組探針於成鼠華丸之表現:

由顧三十中不難發現其表現形態與商九中時fnu吐A 組之表現太

不相筒，其表現於錯過輿論過成鼠莘丸切片由閩中可見其主要表

現於精細胞(spermatid)少部份表現於 sedoli cell 且其表現強度很

藹 G

我們由闋九與觀三十中發現偵擠!同一墓園的表現於華丸的表現

卻因為禎瀾mRNA 所周之探針序列不詞，其表現的形態與強度便有

大差異，這似乎意味著用f11U吐mRNA 具有組織之專一位 o

同時我們將pcm 起探針於華丸中的表現(圖二十)加入比較，

我們可以發現，不同謀針有不間表現形態，這使得本實驗方法之專一

往更加確定 O
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攝一個) :不悶受孕天數之 Balb-c mice 臨睡之三石蠟切片，厚度為 10μm

Hemato月rline I Eosin 染色 G

A 

A: 受孕 8 天之路胎切Ji 0 

C: 受孕 12 夭之胚胎切片。

E: 受孕 16 天之路胎切片。
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B: 受孕 10 天之胚胎切片 G

D: 受孕 14 天之胚胎切片。



攝一(b) : 40 過大成鼠輯部切片，厚度 10J1ID. , Lusol F ast Blue作對照

染色，藍色為神經磷脂賀，紫色為其他神經細胞 o

A: 顯示部位為游點體( corpus coallosum ) . 20 X . 

B: 顯示部位為海馬田( hlppocampus) ，離部(晶ubrila ) 20 X. 
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圖二:16 天大胚胎器官各部份標示， Hematoxyline I Eosm staining事

解剖顯教錢放大倍數: 17 0 

4v: fourth ventride 

DIEN: diencephalon 

formation neuroepi 

middle lobe of liver 

DM: dorsolmedial hypothalamic nu 

gentub: genital tuberde Hi : hippocampus 

Mesen : mesencephalon 悶eten : metencephalon Mliver: 

Myelen : Myelencephalon Rev : right ventride 

spinal : spìnal cord Telen : telencephalon Tongue 

Meten 

Spi的d
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團三: pcm-'-'antisense 組探針於 27 遇大成武腦部表現，其腦部結

構標示放大倍數為時，其背景染色為 }'ast 1吋 o

N: neocortex C: Corpus Ce: Cerebellunl CA:hippocampus 

Cpu: Caudate putamen f :誼b吋mla of hippocampus 

V: Ventricle 
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表一:應用探針時伽r-lA ' 以原位雜交衛於不同天數大小，

成鼠腦部組織切片中，用(mr-lmRNA 之表現強度比較 e

(殺向標示為腦部結構，橫向標示為老鼠年齡，以謂數為單位)

Tissue 62 60 57150 47! 43 27122 4 3 2 1 

Bulbus - - 抖;需 N N N N 

。Jfactorius

Caudate + 1++ ++ i + ++ ++ + +++ 
putamen 

Cerebellum(gra +++ + ++ i+++ ++ ++ N N 

nular layer) 

Corpus :++ +++ +++ m ++ 
caUosum 

Ammon's horn 抖 1++ +卅 恥 1++ , ++ + +++ +++ + 

l!Ípp_ocam IJUS +!+ -~ "!: 句 i+ ++ + ++ ++ 

Fibrimla of - ++ ++ + + 

hIpp()cam p lJs 

Neocortex +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ì + + +++ +++ +++ 
Pontin +自 ++ - - + + 翱

Ventride + ++ + + ++ +++ -H+ ++ ++ -

i先表所列之強度價數，以切片鐘里色處理後，所望現之紫藍色色素顆

較之多寡及呈色強弱表現形態為依擇:

。於該部位未見任何呈色顆粒出現;

“+"單一細胞於肉眼可見，成軍在狀分布:

“料"色澤深度增強，成團狀分布;

“抖抖分布範園較廣並單片狀分布也

N:事揖房本男指針 kfj，縛法要是許諾!Ø!tt:þ法!Øl亨
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線形攝一:應用探針 mfmr-此，以原位雜交銜，於不同天數大小之成鼠腦部

切片中，觀察其 mfmr-l mRNA 於邊緯系統之表現與鼠齡之關係 c

(緝軸第表現強度，橫軸躊鸝齡，以譜數為單位，強度之估計以表一為單)

42086420 •• 

A

電
g
a
-
-
A

62 60 57 50 47 43 27 22 4 3 2 1 
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圖問: mfmr吐A 鈕探針於成鼠購部切丹之表現.

g: 18 天大胚胎腦部海為回結構揖示， Hemato月rline / Eosin 染色， 20 X. 

h: 抽fmr-1A 於 3 過大劫鼠輯部切片整體顯示.

1: 臨fmr-1A 於 27 過大路胎輯部切片整體顯示.

j:rnfmr-1A 於 2 超大幼鼠轎路 (pontin) 處表現， 10 X. 

k: mfmr-lA 於 3 過大劫鼠小轎顆粒層表現， 20X.

1: mfrnr-lA 於 62 遇大成鼠大腦皮質表現， 10X.

m: mfmr-lS 於問題數部大路皮質表現， 10X.
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聽五: mfmr-1A 起探針於成鼠腦部之表現.

n: mfmr-1S 於封建大成鼠大腦皮質表現， 10X.

。: mfmr-1A 於 27 遇大成武大腦皮質之表現， 10 X. 

p: mfmr-1A 於 3 過大劫鼠之大腦皮質表現， 10 X. 

q: mfmr-1a 於 3 過大幼鼠之海馬回轍部表現， 10X.
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六: mfmr-lA 組探針於劫鼠路部之表現.

t: mfmr-lA 於 4 過大劫鼠腦部尾狀殼，聯點鐘處表現， 10 X. 

u: mfmr-1A 於 4 迪夫幼鼠之海為回 (amon、 s horn) 處表現， 20 X. 

v: mfmr-1A 於 2 遇大幼鼠大腦皮質表現，的 X.

w: mfmr-1A 於 4 遇大劫鼠踴躍且體表現， 10 X. 

x: mfmr-lA 於 2 過大劫鼠之海馬間(CAl-3 )表現， 10 X. 

v:mfmr-1A 於 4 題大幼鼠播室之表現， 10 X. 
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表二:應用探針時fmr.圖鈍，以原位雜交衡，於不間發育天數之老鼠腔胎切片

中 ， m.所r-l mRNA 之表現強度 e

(縱向標示為組織部位，橫向標示為胚胎成長天數，單位為夭。)

組織部位 18 17 16 15 14 13 12 11 

Bone + ÷ + + + + + + 

osteoblasts 

Epidermis + + + + + + + + 

Hair follic -t+ -t+ + -t+ - " 

Pericardium - -t+ + -t+ - N N N 

Intesteinal - + + . . - 但

epithelium 

Kidney(Browm -t+ + - -t+ ?可 N N N 

an‘s Capsule) 

Liver +++ -t+ + - -t+ - - N 

Lung +++ -t+ + + N N N 

Skeletal muscle -t+ -t+ +++ +++ + -t+ + + 

Smooth muscle -t+ + + 伸 司 - 備

" 

Spleen + + - - N N N N 

Notocord - -t+ + -t+ + + +++ +++ 

Telephalon -t+ + + 也 + + 

Hindbrain +++ +++ + -t+ -t+ + + + 

」一主entric 一村+止一」土什 + " 一國

*強度價數之估計以表一為準
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線形圖二:各系統強度之屬示:

a肌肉骨髓系統:

(韓軸講義二之肌肉脅曾在系統強度之總數輯部，橫軸露蛙胎輩有天數. ) 

吋
J
K
U
'

、
V
A
U可
句
3

司
卻

1
A
A
V

18 17 16 15 14 13 12 11 

b.臘神經系統:雛軸為強度以價數第單位穿

橫軸所標示搞不同天數之距胎 e

1. 神經管中表現強部度與胚胎天數之關係。

l 

0.8 

O 

0.6 

0.2 

0.4 

3 

2.5 

2 

1.5 

1 

0.5 

O 

18 17 16 15 14 13 12 11 

11. 終輝( telecephalon ) ，後腦( hind brain) ，曲線屬未此之
都位與JJf胎發育之關係 e
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聽七:臨fmr-1A 於胚胎之表現.

A: mfn汀-IA 於 16 天大駐胎表現整體顯示.

B: mfmr-1A 於 18 天大駐胎之中膳表現， 10 X. 

C: mfnll吋A 於 18 天大胚胎之海為四表現，的 X.
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攝入: mfmr-1A 於成鼠組織切片之表現.

a: 18 天大眼胎腎躇切片， 10 X , hemato月rline / Eosin 染色

b: mfmr-1A 在的天大胚胎之肺踐表現， 40 X. 

c: mfmr-1A 在 40 遇大成鼠腎直接切片中表現，紫黑色顆粒呈現為 postive

reaction , 40 X. 

d: mfmr-1S 於何一組腎臘切片表現， 40 X. 

e: mfmr-1A 於 18 夭大胚胎之肝踐表現， 20 X. 

f: mfmr-1S 於 18 天大路胎之肝驗表現， 10 X. 



表三:應用現fml'-1A 探針，於成鼠舉丸切片;

其 11份11'-1 mRNA表現強度，與部位分布表 e

(罐軸為單丸各部位，橫軸為鑄成鼠週數)

組織部位 14 28 30 43 三點

Spermatogonia +++ +++ +++ ++ + 
一

Leydig cells + + ++ + 
Sertoli cells + + + + 
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鷗九:m.fmr-1 A 組探針於成鼠華丸石蠟切片中，反是援進行對比染色，

於光學顯擻鏡下進行觀察 c

A: 控制鈕， 40X.

B: rnfrnr-1A 於 14 過大成鼠華丸，整體顯示

C: rnfrnr-1A 於 28 超大成鼠華丸，整體顯示-

D: rnfrnr-lA 於 14 遇大成鼠華丸切片表現， 20 X. 

E: 向上， 40 X 顯示.
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關十: mfmr-lA 起探針於成鼠華丸與時華丸之表現.

A: mfmr-lA 於錯過大成鼠蹄摹丸切片， 20 X. 

B: mfmr-lA 於錯過大成鼠華丸切片， 20 X. 

C: mfmr-lA 於 30 過大成鼠甜華丸切片， 20 X. 

D: mfmr-lA 於 30 遇大成鼠華丸切片， 20 X. 

E: mfmr-lA 於 40 過大成鼠華丸切片， 20 X. 

F:mfmr-lA 於 50 過大成鼠華丸切片， 20 X. 

SP:sperm L: leydig cell S: sertoli cell 

Arrow: 呈色顆粒

SP: Spermatid 



表問:應用探針pc，蹄JJP 以原位雜交街於不同天數大小，

成鼠腦部組織切片中 mpcm mRNA 之表現強度

比較 e

(鱗軸標示為腦部結構，橫軸為鼠齡，以週為單倍)

組織部位 60 57 50 47 27 4 3 2 

Bulbus ++-• + + -++ N N ?可

。IfactorÎus

Ca，!d~!e~utam~1l + +H- +H- -++ -++ +H- + + 

Cerebellum(granu . -++ -++ + +•+ -++ +H- +H-

lar layer) 

Corpus callosum +H- + + ++ +++ + + + 

Ammon、s angle +H- -++ ++ +H- + -++ 
Hippocampus -++ + + - -++ -++ + + 

Fibrimla of +++ -++ +H- ++ +•+ +H- -++ + 

hipocampus 

Neocortex -++ +H- -++ -++ +++ -++ + ++ 
Pontin + ++ + + + + + 

Ventric +H- ++ + ++ ++ + +•+ 

此表所列之強度價數，以切片罐里色處理後，所呈現之紫藍色色素顆

華宜之多靠及是借強囑表現形態為依攝:

。於該部位未見任何單色顆拉出現;

“+..單一細胞於肉眼可見，成點狀分布;

“-++..告擇深度增強，成體狀分布;

“抖抖卦布範觀較廣並皇片狀卦布，

舟子可麗矽本譯仿訝，甜甜笨蛋"f'liïJf妙方tÞ.策研主事
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線形屆三:應用探針呻cm-'-' 以原位雜交備，於不闊天數大小之成鼠，

腦部切片中觀察其即cm 咽RNA '於邊緣系統和鼠齡之相對性關係。

(鍛軸為表現強度:其單位與表問問;橫軸為鼠齡，計算單位為過.， ) 

反
U
A

且
可
勻
，
但

A
V
Q
O
K
U
A
U
Y

呵
，M
A
V

--A-ale-a 

•• 
A 

60 57 50 47 27 22 4 3 2 
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聽十一 :pcm 組探針於成鼠輯部之表現

A:pcm'-' m探於 27 越大成竄輯部整體顯示.

B: pcm'-'鈕探針於仍是量大成鼠屬部整體觀示

C: pcm'-'t起探針於 4 過大幼竄蜻部喚葉表現-

D:pcm'+' m探針於 4 畫畫大幼鼠路部喚葉表魂

E: pcm'-'經是東針於 60 貴重大成武輯部喚葉表現.

F: 同土放大 40 X. C. D.E放大倍數為 10X.
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聞十二: pcm 組諜針於成鼠5萬部表現.

H: pcm'+' 起探針於 57 過大成鼠腦部海馬由轍部表現， 20 X. 

1: pcm'+' 組探針於 57 過大成鼠大腦皮質之表現， 10 X. 

J: pc剖V 起探針於 60 越大成鼠大腦皮質之表現， 10 X . 

K:Pcm'+'組探針於 47 遇大成鼠大腦皮質之表現， 10X.

L: pcm'-'組探針於 2 過大成鼠大腦皮質之表現， 10 X. 
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輯十五: pcm 揖探針於成鼠購部切片之表現﹒紫累色顆粒為 postive reaction. 

C:pc恥‘忽謀針於 57 過大成鼠輯部鐵番事之表現﹒

D:pc甜甜，秘書家針最 4 過大幼鼠輯部鐵部表現﹒
C.D.E 顯示4多數為 20X . C: rorpu霄， F:ftmbrimla 

E:pcm'-'但探封封皮不組織

H:hipp研制npus
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圈十四: pcm 組揉針於成鼠腦部之表現.

M: pcm'-'組探針於 57 過大成鼠踏室，鵬聽聽與尾狀設之表現

N: 用土放大 20X.

。: pcm'-' 起探針 4 過大幼鼠之尾狀殼， 20 X. 

P: pcm'-' 組探針於掃過大成鼠之尾狀教表現， 20 X. 

。:閉上放大 40 X. V:路室 C: 耕點體 P: 尾狀毅.



續十五: pcm 紐探針於成鼠腦部海為盟 (CAl-3 ofthe hippocampus )之表現

R: pcm仁，組探針於 2 過大幼鼠腦部， 10 X. 

S: pc耐心，組揉針於 3 過大劫鼠輯部， 10 X. 

T: pcm'-'組探針於 4 過大劫鼠腦部， 10 X. 

U: pcm'+'組探針於 27 過大成鼠腦部， 10 X. 

V: pcm'-'扭揉針於 47 過大成鼠腦部， 10 X. 

W: pcm'-'紐探針於 57 超大成鼠路部， 10 X. 
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表五:應用探針 mpcm人"以原位雜交衛於不同發育天數，

之老鼠胚胎切片中 ， mJ1cm mRNA 之表現強度。

(縱向標示為組鐵部位，橫向標示為腔胎成長天數，單位為天。)

組織部位 18 16 15 14 13 12 11 

Bone + + + + + -
osteo blasts 

Epidermis + 十 -
Hair follic " 明 - 咱 N 

pericardium 帶

" ++ N N N 

Intestinal + " - - -
~ith(?li!且m

Kidney( Browm ++ - ++ N N N 

an ‘ s Capsule) 

Liver + + + " " 且 N 

Lung + + + N N I~ 
Skeletal musde ++ ++ ++ ++ ++ + + 
Smooth musde ++ + + -

Spleen 鴨 m N N N 

Notocord + ++ + ++ + - +t+ 
一

telence phalon ++ + + + + + + 
Hidbrain + + ++ + + + + 
Ventric ++ - + 峙 恤

Genital ridge ++ + + - . - + 
Diaphagram + " 

Tracheal + 
Eve + + m 咖 N 

Tongue 司 ++ . - 信

強度價數估計以表一為單﹒
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線形圖四:各系統表現強度國示:

3. 飢肉骨髓系統:

(融融揖表五之肌肉脅嚼系統，強度之總數相加;橫軸為飪胎鼠)

18 16 15 14 13 12 11 

b. 腦神經系統:韓軸為強度以續數為單位，橫軸躊胚胎天數

l:pcmm酬A於神鱷管中表現強度興旺胎體育之關係﹒

3 

2.5 
2 

1.5 

0.5 
8 

Ir\ Ir\ 
/ \J/ 

k 

18 15 13 11 

H. 將腦( telecephalon )與後腦(hlnd brain) 和Jff胎發育之鸝館也

181615141312II 
終腦
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攝十六: pcrn 組諜針於駐胎與各組織之表現.

a: pcrn'-'組探針於 14 天大胚胎矢狀切片中表現.

b: pc由仁，組探針於 15 天大胚胎之橫隔膜上表現， 20 X. 

c: pcm'-'組揉針於 16 天大駐胎之脊誰骨與 spinal 中表現， 20X.

d: pcm'-' 紐探針於 14 夭大胚胎神經苦之表琨， 20 X. 

e: pcm'+' 組探針於 40 過大成鼠舌頭表現， 20X.

f: pcm'-' t 組揉針於冉一過數之舌頭組織初片之表現.
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攝十七: pcm 詛探針於駐胎各鈕織部位之表現

g: pcm'-'組探針於 15 天大胚胎心包腔， 10 X. 

h: pcm'+' 組探針於 15 天大胚胎d 包麓， 10 X. 

1: pcm'-'組探針於 15 夭大接聽之脊髓( spinal ) , 10 X. 

j: pcm'-'組探針於 14 天大胚胎之脊髓( spinal ) , 10 X. 

k: pcm'-' 組探針於 15 天大駐胎之脊椎骨， 10 X. 

1: pcm'+'組探針於 16 夭大駐胎之跨學部表現， 10 X. 
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圈十八: pcm 組探針於駐胎之表現.

m: pcm'-' 組探針於 18 天大駐胎之肝議 (Hver) 表現， 20 X. 

n: pcm'+'組探針於 18 天大駐胎之肝麓， 20 X. 

。: pcm'-'組探針於 18 天大駐胎之路部海馬蹄表現， 40 X. 

p: pcm'-'組探針於 18 天大駐酷之相間位置之表現， 20 X. 

r: pcm'-'鈕探針於粉過大成鼠之肝蟻表現， 40 X. 

s: pcm'-'組探針於 18 天大駐胎腦部海馬由(CA1-3ofhippocampus)表現，的X.
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團十九:mpcm仁，組探針於 40 越大成鼠華丸石蠟切片(厚度 10μ冊)中進行1單位

雜交備錢以 Fast red 件對僻、染色，於學顯擻鏡下其 postive reaction 鹿為紫

;藍色顯載。 A: 控制鈕， 40 X. 

B: mpcm'-'鈕揉針， 40 X. 本圈可視，為陰性反應。

C: mpcm'+' 組探針， 20 X. 

L: leydig cell S: sertoli cell Se: Spermatid B: Basememt membrance 
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聞二十一 :mfmr-l splidng form 三妞探針 fmr-lCO ， C39 , C 75 於胚胎與成鼠

腦部切片表現強度之比較.

A: fmr-1C75 探針於 16 天大駐胎矢狀切片整體顯示深色處為呈現反應處

B: fmr-1C39 於間組制片表現.

c: fmr-1CO 於相同樣件下表現於 16 天駐胎

D: fmr-1 C75 於 40 遇大成鼠路部切片表現

E: fmr-1 C39 於相同切片表現.

F: fmr-1 CO 同組輯部切片表現.
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表六:應用戶r國lac 該組探針，於 16 天大之老鼠腔胎切片 G

(縱軸為探針標示，橫軸為組織部位。)

Vcntricular Ç~rutal ridgc Uvcr SlIleen Sp扭al

ft~，.-1ac + + - + 

+ + + + 

見11，.-1a

control -
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國二十: mfmr-l ac 詛探針在成鼠華丸切片(掰開n)中進行非放射性原位雜

交復以晶st green 作對照染色，於顯獄鏡下 postive reaction 呈現紫黑色額粒 O
A: 控制鈕 7 20 X 0 

(X: 顯徵鏡放大信數)

B: mfmr-lac 組探針， 40 X 0 

C: mfmr-la 鈕揉針， 20 X 0 

L:leydig cell 

Se: Sertoli cell 

Sp: Spermatid 椅細聽

Spe: Spermatogonia 原蜻翱跑

P. S: p吋maηr spermatogonia 初輒精母細胞

B: Basement membrance 基底膜



奉告:應用探針戶，紛前75，以 1單位雜交損害於不闊天數大小

成鼠驕部切片中fml'-l mRNA 之表現，強度與分布區域之比較 G

(輯是軸為腦部結輯， 橫軸為鼠齡以過數為單位)

級織部位 60 57 50 47 43 40 27 看

Bulbus olfato吋s N N " N + N N 

Caduatepu扭曲en + + + + 圖， + ++ ++ 

cerebeUum + + ++ + ++ + +t+ +t+ 

(gray laye吋

Co叩us 個1I0sum + + + + + +t +t +t 

Amon‘ shorn +t + 輸 +++ - +t +t +++ 

Hipp舵袋盟pus + + ++ " + + + + 

Ffbrimla +t + - + +++ + +++ +t 

Ne蛇。吋ex + + . +t + ++ + 

PO泌的m + - - +++ + +t ++ +t 

Ventrlc 圓" 甸 備 - - + 
一一一一一一-

成義所列之強度價數，以切片經星色處理後，所呈現之紫藍伯色素顆

監之多寡及單色強磁表現形態為依韓:

“-"於該部位未見任何墨色顆粒出現;

“+"單一細胞於自眼可見，成點狀分布;

“++"色澤深度增強，成體狀分布;

“抖抖分布範闢較廣並皇片狀卦布﹒

3 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+t+ 

+ 

N:事譚厚恭掙命品 8丘f1j黃華'f1fJJtIÆl斥中法ø.豆芽
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表九:應用探針fmr-lCO， 成 1單位雜交衛於不闊天數大小

成鼠腦部切片中 finr-l mRNA 之表現強度與分布區域之比較。

(縱軸為路部結構，橫軸為武聶以過數為單位)

級織部位 60 57 50 47 4J 40 27 4 

Bulbus olfatoris N N N N N 
一

Caduate putamen + + + - + +t +t + 

cerebeUum + N + + N N +t -

( gray layer) 

c。可us 曲lIosum +t +t + + . +H- +t + 

Amon'‘ shorn +t +t + + + +H- +t + 

Hipp舵ampus + + + - 備 + + + 

Fibrimla +t ++ +t +t ++ +H- +H- +H-

N研間Irtex 四 +H- + + +t " +t 

Pon級路 + +t +t ++ +t + + ++ 
Ventric + +t + + - . + ++ 

此表所列之強度價數，以切片經皇色鹿理後，所呈現之紫藍色色素穎

粒之多寡及呈色強屬表現形態躊依撐:

丸"於該部位未見任何單色顆拉出現:

“伊軍一細胞於肉瞋可見，成點狀分布;

“特"色澤深度增強，成獨狀分布;

“+++"分布範闢較嚴並星片狀分布﹒

舟子可揖身于本掃街訝f&.給法譚震fJJÆf1.l斥中J黃豆!JH
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鷗二十二: mfmr-l 三組探針於成鼠 .J、腦顆粒層之表現

G: mfmr-1CO 於 27 過大成鼠小騙顆粒層表現， 10 X. 

H: mfmr-1CO 於的過大成鼠小路顆粒層表現， 10 X. 

1: mfrnr-lC39 j令 4 遇大幼鼠小轎顆粒層表現， 10X. 

.1: rnfmr-lC39 於 57 遇大成鼠小且還顆粒層表現， 10X.

K: Itlfrn仁1C75 於 27 過大成鼠小轎顆粒層表現， 10X.

L: rnfmr-l C75 於的過大成鼠小路顆耘層表現， 10 X. 
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圖二十三:即fmr-l 三組探針於海再回轍部之表現

S: mfmr-1C75 於 3 過大幼鼠之轍部表現， 10 X. 

T: mfmr-1C75 於 57 遇大成武相同部位表現， 10 X. 

U: mfmr-1C39 於 4 過大幼鼠之離部表現，1OX.

V: mfmr-1C39 於的越大成鼠梧的部位表琨， 10 X. 

\V: mfmr-1CO 於 4 越大幼鼠之轍部表現， 10 X. 

X:" "'''ur-1CO 於的過大成鼠相問部位表現， 10 X. 
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關二十四: mfmr-l 玉扭 splidng form 探針於成鼠海馬回(CAl-3ofthe

hipocampu吋中表現.

悶: mfj鵬r-lC75 於 40 越大成鼠輯部切片表現， 10X.

N: mfmr-lC75 於的理大成鼠輯部切片表現， 10 X. 

0: mfmr-lC39 於 27 超大成鼠輯部切片表現， 10X.

P: 臨fmr-1C39 於 50 超大成鼠輯部切丹表現， 10X.

Q: mfnu吐CO 於 3 過大幼鼠螞部切片表現， 10 X. 

R: mfmr叫CO 於 60 過大成鼠購部切片表現， 10 X. 



關二十五:m伽lr-l 三組探針於成鼠攝腦( pontin) 之表現

M:mfmr-1C75 於 3 遇大幼鼠揖腦之表現， 10X.

N: mfmr-lC 75 於的過大成鼠轎牆之表現， 10X.

0: mfmr-1C39 於 4 過大幼鼠攝B鐘表現， 10X.

P: 附加叫C39 於 57 超大成武轎驕表現，1OX.

Q: mfmr明 1 CO 於 3 過大幼鼠攝腦表現， 10 X. 

R: mfmr-lCO 於 57 遇大成鼠轎驕表現， 10 X. 
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表十:是用探針如l'-lCO，以 A單位雜交街於不闊天數大小

胚胎切片中 fmr-l mRNA 之表現強度與分布最域之比較 G

(揖是軸為鼠駐各部份結構，橫軸為胚胎夭數〉

包織部位 18 17 16 15 14 13 12 11 

一
Bone， od開blast ++ ++ 十H- +++ + ++ ++ + 

Epidermic + + + + + + ++ + 

Hair folic + + + ++ N N ++ N 

Pericardium N + " ++ N + ++ 都

Tongue + - " ++ ". N ++ " 

Inte“inal N + + ++ e N ++ -
kidney 情

" N N N N N 

Liver " " ++ ++ 

Lung - . 甸 - - ++ 耐

Skeletal muscle ++ ++ ++ + + + ++ + 

Smoo撒 muscle + + + + - + + 

Spleen N . N + N N N N 
一

Not，馴:ord + ++ +++ ++ + + ++ + 

Telecephalon ++ + + + + ++ ++ + 

Hind brain + + + " + ++ + 

Ventric - + + + ++ + 

genital redge + +++ . N + - -

蛇表所列之強度價數，以切片鱷皇位處理後，所呈現之紫藍色色素顆

設之多寡及呈色強弱表現形態瑪依擇:

丸"於該部位未見任何草色顆粒出現;

“+"單一細胞於肉眼可見，成點狀分布;

“村"色澤深度增強，成聞狀分布;

“+←+"分布範圍較廣並里片狀分布﹒

10 

N 

N 

?可

備

N 

N 

N 

NI 

N 

司
++ 

++ 

N 

-

舟子可譚厚草房話訝，母均茉譚震r.tæø芹J/I法f;1]JfJ/
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表十一:應用探針戶U'咽lC紗，以 1單位雜交街於不闊天數大小

都胎切片中 fmr-l mRNA 之表現強度與分布區域之比較。

(蝦軸為鼠胚各部份結構，橫轉為是芸船夫數)

組織部位 18 17 16 15 14 13 12 11 

Bone, osfeoblast +t +t+ +t+ +t+ +t+ +t + +t+ 

Epidermic +t +t +t +t +t + N N 

Hair folic +t +t +t +t ++ +t + N 

Peri四rdium N " - N N 

Tongue . " + " - " -

Intestinal + + 句 - N 

kidney 了可 +t - ?可 ?可 N 

Liver + - 伽 N N 

Lung 備 . - - - +t 

Skele組Imusde + +t +t + + + + N 

Smootb muscle + + + + - + " 

、
Spleen N - N + N N N N 

Not紙:ord +t + + +t+ + +t +t 

Teloc叩balon + + + + + + +t 

Hind brain + + + + - + + +t 

Ventric + + + + + + 

genitaJ redge " +t+ +t +t+ +t+ ?可 + 備

-圓圓圓 一一 」且巴巴冉冉一 I 且 一- 一一一一

此表所列之強度價數，以切片經呈色鹿理後，所呈現之紫藍色色素贖

草堂之多寡及是色強弱表現形態為依攝:

“鳴"於該部位米見任何呈色顆粒出現;

“+"單一細胞於肉眼可見，成點狀分布;

“件"色澤深度增強，成團狀分布;

“抖抖分布範醋較廣並皇片狀分布﹒

10 

+t+ 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

NI 

NI 

N 

N 

+t+ 

+t 

+t 

N 

" 

N.﹒子可是會rJl!恭擇當訝 ßjj縛法嘉"fff!iÆ f;7l斥中法1ÆJJ!1
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表十二:應用探針戶u斗C75，以 1單位雜交街於不闊天數大小

胚胎切片中 fmr-lmRNA 之表現強度與分布區域之比較。

(縱軸為鼠驅各部份結構，橫轉為駐胎天數)

組織部位 18 17 16 15 14 13 12 11 

Bone.o81帥，bla81 -H+ -H+ -H+ + -H+ -H+ + + 

Epidermic ++ ++ ++ + + + ++ N 

Hairfolic + + + - - + N N 

Peri個rdium " + " . N N 

Tongue - + " - N N -
Intestinal " N - ++ N -H+ . N 

站d帥y N ++ . . " N N N 

Liver + . " - - N N 

Lung - - " - . 爛﹒ ++ -
Skele軸1 muscle ++ -H+ ++ + + + - N 

S閥oothmuscle + ++ + + + + + " 

Spl明n N - N + N N N N 

Not側目()rd + ++ - -H+ ++ -H+ + ++ 

Tel，肘:ephalon ++ ++ ++ -H+ -H+ ++ + ++ 

Hindbrain + + ++ ++ -H+ + + ++ 

Ventrk: ' + + + + + - + 

ge甜甜I redge -H+ -H+ + -H+ -H+ 輸 + -

j克表所列之強度價數，以切片轉車告廳理後，所呈現之紫藍色色素顧

誼之多寡及里告強弱表現形態為依蟑:

“-"於該部位未見任何墨色顆拉出現;

叫"單一細胞於肉眼可見，成點跌分布:

“料"告澤深度增強，成攝狀分布;

騙抖抖分布範闢較嚴並單片狀分布，

10 

-H+ 

+ 

N 

N 

N 

++ 

N 

N 

NI 

+ I 

+ 

N 

-H+ 

++ 

++ 

N 

N 

舟子可是會府承罪活法，即紛笨蛋':rff:iJ!ljIl斤巧合茉fØJfJ
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輯二十六: mfmr-l 三組探針應用於駐胎脊髓( spinal) 中表現

T: mfmr且lC75 於 17 天大胚胎切持表現， 10 X. 

U: mfmr-1C39 於 17 天大胚胎切月表現， 10 X. 

V: mfmr可lCO 於 17 天大胚胎切片中表現， 10X.

\V:mfmr-lc75 於 40 遇大成鼠腎麗是切片中表現、 10 X. 

X: mfmr-1C75 於 15 天大胚胎，心聽腔表現" 10 X. 

Y: mfmr-1C75 於 15 天大胚胎骨聽既表現， 10 X. 
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鵲二十七: mfmr司lC75， C諦， CO 等探針於駐胎脊雄骨( vertebrate )中表現，.

A: 控制鈕， 10 x. 

B: mfmr-lC75 於 16 天大胚胎中表現， 10 X. 

C: mfmr-1C39 於 17 天大胚胎中表現， 10 X. 

D: mfmr-lCO 於 17 天大胚胎中表現， 10 X. 
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關二十八: mfmr-l 三組揉針於海馬聞(CAI-3 ofthe hippocampus) 中表現

A: mfmr-1C75 於 13 天大胚胎路部表現， 10 X. 

B: mfmr-1C75 於 18 天大胚胎腦部表現， 10 X. 

C: mfmr-1C39 於 13 天大駐胎腦部表現， 10 X. 

D: mfmr-1C39 於 17 天大駐胎膳部表現， 10 X. 

E: mfmr-1CO 於 13 天大駐胎輯部表現， 10 X. 

F: mfmr咀 lCO 於 17 天大胚胎5萬部表現， 10 X. 
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輯二十九: mfmr-l 三組探針於成鼠耕攬生體(corpus)與胚胎生殖騙( geni叫}

G: mfmr-1 C75 於 31 遇大成鼠腦部研蜓，體表蹺，的X.

H: mfmr吐 C39 於 4 遇大幼鼠腦部研廳，體表現， 10X.

1: mlì臨下1 CO 於 40 遇大成鼠輯部耕風體之表現， 10X.

J: mfmr-1C75 於 17 天大胚胎生殖鵑表現， 10X.

K:mfmr“1C39 於 17 天大胚胎生殖鵑表現， 10X.

L: mfmr-1CO 於 17 天大胚胎生殖鵑表現， 10X.
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鸝三十: mfn汀-1 紐 splicing form 探針於成鼠華丸切片之表現

A:l受輯鈕， 40X.

B:mfl軸r-1 C75 探針於 40 過大成鼠華丸切片， 40X.

C: mfmr-1 C75 探針卦 28 越大成鼠摹丸切片， 40 正

D: mfmr-l CJ9 探針於 40 越大成鼠華丸切片， 40X.

E: mfmr-l C39 .l菜針於 28 畫畫大威武華丸切片， 40X.

F: mfmr-l CO 探針於 40 越大成鼠華丸切片， 40X.

G: mfmr-l CO ~茉針於 28 越大成鼠華丸制片， 40X.



第四章

討論

(DISCUSSION) 

本實驗結果，應用不同組探針作用於驅胎及成鼠腦部和各項器官

切片中，經原位雜交街援之主色反應於顯微鏡下可見其具有表現型

態的一鼓性:六組皆為細胞內藍紫色知小顆粒 O 但於不同基因其

分佈區域以及於切片中出現之時問與空間之表現各有其相異處，印

證此法之特異性及適用性 O

本次實驗早期設計f禮畫皓峭Omer 之曲u、斗1 組探針，期望能經由比紐探

針能於胚胎切}片f 中使不悶 f蜘n臨lr吐 cDNA 之 alternative s呻plid蜘ng

product ( Ashley ; 1993 )在組織發展之時間與空間土所扮演的角色

能接此一實較而得封佐證之基礎 O 但經多次實驗後發現其結果之

穩定性差雪同時其 sense sírand 紐探針於組織及胚胎中亦有反應會

其特異性明顯不足 G

為證明土述失敗之原問可能走出自探針本身的問題會而非實驗方

法之正確性有誤，因此，加入以 Hinds 等人 1993 年發表報告中所應

用之探針序列進行實驗 9 結果顯示此組長度 45mer 之探針於切片

中之表現高度特異性會其 sense strand 與控制組於切片中並不形成

呈色反應之結果 O 前人實驗(如 Hinds et. al叫 1993 )所使用之探針

長度:4 45 mer. ，顯示探針長皮影響實驗之專一性;同時前人實驗

多應用放射性同位素進行標誌會而本次實驗採用非放射性

( Digoxigenin , DIG )來標誌寡核甘酸( oligonudeotide ) ，於組織切

片中尋找 ml是NA 之表現，這使得實驗程序中所需之特殊處理與嚴謹

性倍增，相信此為我們無法成功應用品lr喘lac 40間mer 組探針之間 O

。。



本實驗以非放射性標誌法習成功的重援了 1993 年 Hinds 等人

之實驗，詞時再度經由此項實驗證明 fmr四1 基目的表現與胚胎之發

育以及椅子之生發過程有密切關鋒會在 fml斗A 組實驗中我們發現

其 mRl'lA 多表現於莘丸切片之為邊、組織推測應為 sertoli cell 與本成

熟之椅原細脆;將其與 pcm 組孝丸切片做一比較可輕易發現其不

同， pcm 組探針於莘丸幾乎息;去偵測到 pcm mRl~A之表現，這是否 1

表示莘丸組織不具 pcm mRNA? 199卓年lVIizobuchi 等人利用出

生後不闊天數之大白鼠抽取其辛丸之mRNA 並5JÞj 定其酵素活性，

其數值為 21 天以下約 1.93 左右(其單位為ρmol of - CH3/ miD I mg )而

超過 30 天其數值使增加至 5.42 以上 o (lVlizobuchi et. al吋 1994 )但

在本次實驗中型我們採用 14 、 28 、述。遇大 Balb-c 小白老鼠之

華丸切片進行雜交實驗 9 卻並未發現，其有年齡之相關性且其表現強

度亦甚弱，其分体豆豆未如用β'1lr-1A 有明顯表現之區域 O

究其可能因素其中大白鼠典小白鼠生長週期不間，以及切J1處

理後其mR~A 之流失雖然可能為一影響因素，但此可能性於本實驗

中應不成問題 O 另於 1994 年 Galus ( Galus et. al吋 1994 )等人的

實驗中發現無法生育( germ cell deficient )之成鼠其華丸中 PClVIT

(protein carboxyl methyltransferase) 的表現接少，這或許是另一為

何本實驗結果與l\Ilizobuchi 等人實是全結果不同之可能因素 O

在伽叮-1 與 pcm 組探針實驗結果中顯示m伽rr-1 mRNA 在幼齡鼠

之路部及鼠胚中，有較強而廣泛之表現，顯示該基因之表現確與早

期生命之發展有相關性;其於神經系統、泌尿生殖系統與肌肉骨銘

系統等高度發分化活力之區域有高度表現，和其臨床症狀之表現具

有正相關性 G 相信發由此一簡易之IIJ.R~A 偵測之表現可作為研究

FiVIR申1 蛋白質功能之依據，進而對此遺傳性疾為之鼓病機轉有更深
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的暸解 o

邊緣系統( Limbic System )是由大腦半球Z之間腦( Diencephalan ) 

的一些成分所構成，邊緣系統與此生存重要的情緒有闕，加土與防

衛、生殖相關的職繭運動反應，以及一些有關記，遠的程序 5 邊緣系

統也曾被稱為內藏的腦( Visceral bram ) 0 因為它可以透過自主

神經來影響內臟的功能，兩本次實驗於 pcm 組探針之結果顯示此

一與者化相關之修論性愛白基因會其 mRNA 分体區域，明顯集中

於邊緣系統且其強度與年齡之增加有相關性，其於胚胎中之表現立在

不顯著 o 199唔年 Mizobuchl 等人由大白鼠腦部各部份抽取

mRNA' 其結果顯示於海馬的、說丘、紋狀體、中麟、橋腦等與邊

緣系統相關之區域有 pcm mRNA之表現此一現象似乎說明:pcm 此

- L-isoaspartyl / D aspartyl methyltransferase 對於邊緣系統可能有

其重要性 o

本次實驗另三組探針為根據 1993 年Ashley 等人發表之 fmr-1

cDNA 基囡序列而來， Ashley 等人應用 RT團PCR 方法發現其中由

於 exon 之 alternative splicm草之不同會形成十數種不同序列組合

之mRNA 而此十數種mRNA 又可分為幾個類型 o

以往永曾有直接設計寡核甘酸探針於組織切片土直接觀察特殊

Alternative splicing 1產物，本實驗設計乃為擴大寡核甘酸探針於原

位雜交之應用而設計了 C75 等三個探針(見方法中探針製備)東

偵測於 exon 15 處不同 acceptor site 之 SpliCll增產物 o

結果發現該三級探針所測得之訊息於胚胎中表現，並非廣泛性存

在而是著重於肌肉骨路系統、腦神經組織和泌尿生處系統，與

fmr-1A 組其主要區域序列之探針於胚胎之表現不同 G 同時其表琨

訊號強度大於其它組探針表現， 而於成鼠華丸之表現多見於精細
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胞( sperma緝的之層次且其訊號表現形式與強度皆不同於 fmr目的

組之表現;另此之組探針於成鼠腦部之表現區域與形式亦不 i司於

fmr值lA 組表現，集中表現於邊緣系統等與生命中接相關區域而不

似 fmI吐A 飽之廣泛會同時典詩聞之相醋，推並不明顯 o

此三組探針於組織之表現強度與其序列之互補性相醋，一般多

為 fmr-lC75 > fmr-lC39 > fUlr-lCO 0 

由上述結果我們已知 FMR-IA 組表現為廣泛性晶晶111吐 CO~姐為

專一性，顯示 FMR喃1 基因其多形性表現，不同組織之發育有不同

之mRNA 作為引導，這可能可以作為何以 fmI吐基固不能表現時會

形成臨庫土病人表現形態之多樣，性的解釋之一 O

於A單位雜交衛之施行中 formamide 主要與基閱序列中氫鍵之形

成有闕，在本實驗中，我們運用改變單一藥物 formamide 的濃度，

可使得不詞 TM 值之探針於同一操作情況a下進行雜交反應;僅改變

formanrlde 的濃度即可達到應用於不同組之探針，這使得本實驗之

適應性及應用性增加 o 其它如雜交溫度、雜交後沖洗的嚴謹度、緩

衝液所含聾類濃度 9 對實驗的進行以及結果的呈現影響亦甚巨 G

本次實驗中所周之探針其 G 、 C 所含比例各組皆不相同，將其

換算為閱定 TM 值:冊。C 後依此加入不伺劑量之 formamide {e其

餘之雜交溫度與緩街波之聾類濃度則不變其結果呈現相當稽定 O

由於此項特拉我們可以節寫實驗所耗費之時間會同時由於操作程

序之單純化使得實驗之于投降低，結果的判定亦更具其可信性 G

'n 



欲對基因之作用機轉有更多的認知，是期盼能閱而對該項基因受

損所致疾病有更多的治療方法可以被發現實更進一步去畫畫免產生缺

憾期盼未來對此能有更多的訊息被發現 o 我們希望未來能在此一

非放射原位雜交衛之基礎土配合其它生物學技衛，藉此能對本實驗

中表竟之缺憾作一補足 o

結語:

經一系列實驗比較後，總結下列幾嘖結論:

一:我們成功的愛護了 1993 Hinds 等人的實驗 9 再度證實的1R申1

基濁主要表現於神經系統以及泌尿生殖系統 O

二:由缸廿四1A 合主要序列和如u-1C75 組針對 alternatÏve splicing 

product 設計之探針雜交實驗中於華丸切片中發現兩組表

現不同，配合 1993 年Ashley 等人的實鞍結果推測不同的

fmr-lmRNA 顯然有其組織專一性 G

三:簡易施行的方法且其結果於三組不同探針各有其特異社會顯示

本非放射性1單位雜交衛具穩定性及適應性 O

問:本實驗為Ashley 等人 1993 年以 RT岫PCRi，去研究發現 fml斗有

altrnative splicing product 作一組織學上的應證 o

五:應用非放射性原位雜交街我們將 pCßl gene 於組織上的表現形

態與前人所作之 pCßlmRNA 抽出實驗結果作一比對、映黑 O
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間錄

圈丹與圖表來源標示於句求，詳見參考資將 o

攝一:老鼠胚胎與人類胚之比較 O

(Allden, c.，“Laboprato可 Atlas of mouse Embryo" and carnegJe in喊細te ofwashingtoll) 
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圈二:蛋白甲基轉移購於真核類生物中之修補假說:

本聞摘自: Barfen et al叮 1990; Life Science 都會 pa伊 190.

Protein Methylatlon ln Eucaryotes 
Vol. 47. No. 3 , 1990 
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聞三 a :陰道抹Jt製作前取繞道抹月法 o

f三~_.ø

LPj: \ 

爵王 b: 雌鼠陰道細胞隨動，請避期而發生變化 O

動情週期以 4-5 天為一過JJ)J

A_ PRO[STRUS 

2 3 4 

分別以角化i二皮指11他 (II Íll球 巨!經細胞為主
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圈四:老鼠驅給自 10.5 天至 16.5 天之發育序列聞示 G

(本鋼摘自 Dyke， R. h. v吋 1969; tbe mouse its reproduction and developme泊的
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團五:以快速人道的頸椎脫白處理老鼠 O

向下盟軍
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醫六:母鼠生殖器官解剖圈示 o

A. h單線表示{}JIJI1皮膚位隨，質輯:表示拉Vl1皮!哥jjl i'tl 0 

日，盧線箭頭表示腹脹拉開方i旬，
C.}I寄腸道擺脫j以露出體腔緝部的生指諾言，白。

(本關捕自丁鴻志，199J;對老鼠二個!f胎施以顯徵輔助孵化撮{~:怯，備與古對HtJJfì

發育及孵化影曹之比較. "'111醫學院硝士論文 p: J6) 
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聞七: 10.5 天之子宮剖晶攝示 G

(本屬摘tJ Dyke, R. H.V., 1969; the 臨ouse its reproduction and develpo甜甜的
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觀八 DIG 標示系鈍，圖解 O

(本聞摘自 Boehringer Kannheim 公司 1996 ~級之 in situ hybridization 操作子彈哥)
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醫九 a 針對 mfmr-l alternative splidn霞 produd i1ij設計之探針序列 O

A. 
acceptor site 1 

acceptor site 2 

exon 14 exon 1 

c75 
一 c39

cO 

B. 
fmrl 一c75

<==== exon 14 exon15 ====> 
5' • CGGCAGACGC GGTCCTGGAT ATACTTCAGG AACTAATTCT GAA{;bA把A卉4品位科時A

3' 一GCCGTCTGCG CCAGGACCTA TATGAAGTCC TTGATTAAGA CTTCGTAGTT TACGAAGACT 
acl ac2 

以GAGAATCT ωα4ωωσ AOω'AC比1G JìωTTGGJ1α TTAGCTCCAA CAGAGGAAGA 
TTGTCTTAGA CTCCTCTCTC TCCTTCACfC ACTAACCAGT AATCGAGGTT GTCTCCTTCT 

GAGGGAGAGC 
CTCCCTCTCG 

fmrl 一c39

< = = = = exon 14 ac1 cxon 15 = = = = > 
5' 一CGGCAGACGC GGTCCTGGAT ATACTTCAGG AATCTGACCAC AGAωcωAC TCAG 
3' 一GCCGTCTGCC CCAGlωι'CTA TAJìι1ACJ'CC TTAω叮叮叮叮叮叮叮叮 d的℃

fmr-cO 
〈口口== cxon 1 吐 ac2 CXOll 15 = = = = > 

5' 一CGGCAGACGC GGTCCTGGAT ATACTTCAGC TCCAACAGAG GAAGAGAGGGA GAGC 
3' 一GCCGTCTGCC CCAGGACCTA TATCAACTCG AGCTTCTCTC CTJ1叮叮叮叮叮α
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圈九 b: 1993 年 Ashley 等人以 RT-PCR 方法研究發展之
FMR-l alternative splidng product 闋示 O

(本關騙自Ashley 等人 1993; Nature Genetics V :4, p:248 ) 
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聽十:揉針標誌 (Dot Blot) 按現j結果顯示 o

m戶lr-lA m戶tr-l S 
轟 車

lNFJf到 E 間
probe: 1 :200 1:400 1:200 1:200 1:400 1 :200 

Plasmidc: 1 1/100 J 1100 

* Fix the plasmidc ( MC2.17) 011 the mcmbranc . 

pcm-"-" 自1

pcm-' 

probe : 1110 11100 

* Direct fix the probe on the mcmbranc for Dot Ulot . 

* 

fmr-l a ，一暉，

fmr-lac 一呵，

probe : 1110 11100 111000 

plasmid: 1 

回 國 區1
mfmr-lC75 C39 CO 

probe: 1 :200 plasmid: 1 

Fix thc plasmidc ( MC2.17) on the mcmbranc . 
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醫十一:原位雜交衛實驗流程:

。句句 aminopyletho月rsilane)

fixation of material on slide 

pretreatment of specimen: 

1. prevent back ground staindin 

(endogenous enzyme inactivation) 

2. permeablization : 

(dilute acid , ethanol, protease) 

prehybridization : 

incubation of specimen with 

prehybridization solution 

minus probe was performed 

at the same temperature as 

hybridization. 

Hybridization: 

components of the solution were mainly: 

-Denhardt's mix (Ficoli,BSA,PVP) 

-heterologous nucleic acid(E.coli tRNA) 
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-sodium-phosphate ,EDT A,SDS,salt 

-foremamide. 

-dextran sulfate. 

immunological detection: 

-blocking step. 

-ann lJo<ly mcu lJanon. 

-coJorimetric su bstract. 

岫counter stainding . 

-mounting. 
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