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第一章

肌強直型肌肉萎縮症診斷程序之建立

Establ ishment of a new diagnostic procedure for 
myotonic dystrophy 



中文摘要

肌強直肌肉萎縮症(myotonic dystrophy, dystrophia myotonia, 

DM)是位於第十九對染色體上之 DMPK (myotonic dystrophy protein 

kinase)基因第 15 個 exon 上一段 CTG 三聯核苦酸重複序列發生擴增

突變(expansion mutation)所造成，而 CTG 的擴增長度和 DM 臨床症

狀的嚴重性以及患者發病年齡有很大的關像。傳統上 CTG 擴增突變

之偵測以南方點潰法(Southern blot)為主， PCR 技術之發展使得 DM

分子診斷更為簡單方便，然而 PCR 的應用上易受限於不良品質的模

版及高比例(CtG) 的 CTG 重複區域，為了改進這些缺點，我們發展了

FTA@-PCR 分析象統。此系統不僅操作方便而且非常的靈敏，它包括

了檢體的收集、保存、 DNA 純化及 PCR 分析序程，是一套非常完整的

偵測系統。利用此系統只需以微量的 DNA 或極少數細胞，即可偵測

出 CTG 重複序列數目。此外我們以口腔內膜細胞以及羊水細胞作為

檢體，開發比分析系統在 DM 盛行率調查及產前診斷方面的應用，研

究結呆顯示 FTA@-PCR 系統不僅可應用於M 遺傳諮詢及臨床診斷上，

未來應可以用於其他三聯核苦酸增生疾病的偵測。



英文摘要

班yotonic dystrophy (DM) is caused by a CTG trinucleotide expansion 

mutation at exon 15 of the myotonic dystrophy protein kinase (DMPK) gene. 

The clinical severity of this disease correlates with the length of the 

CTG trinucleotide repeats as well as the age of onset. Determination of 

the CTG repeat length has been primarily relied on Southern blot analysis 

on restriction enzyme-digested genomic DNA. The development of PCR 

technology provides a much more sensitive and simpler protocol for DM 

diagnosis. However, the quality of the template and the high (GtC) ratio 

of the amplified region hamper the use of PCR on the diagnosis of DM. Here 

we describe a procedure, FTA@-PCR system, including sample collection, DNA 

purification, and PCR analysis of CTG repeat length without using 7一

deaza-dGTP. This protocol is very sensitive and convenient since high 

quality DNA sample can be obtained with only few nucleate cells, including 

lymphoblastoid cells, buccal cells, and amniotic fluid cells, for the 

detection of CTG repeat length. Therefore, FTA~-PCR system could be very 

useful in genetic counseling and prenatal diagnosis as well as prevalence 

study of other trinucleotide repeat diseases. 
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序言侖

肌強直型肌肉萎縮症(Myotonic dystrophy, dystrophia 

myotonia DM)是一種體染色體顯性遺傳(autosoma1 dominant) 、神

經肌肉方面的疾病。在臨床症狀的表現上主要包括肌肉收縮後不易

放鬆、肌肉(臉部、頸部、和四肢)無力及漸進性萎縮等。除此之外，

也可能影響眼睛、腦、皮膚、肺等器官及內分泌系統疾病而出現白

內障、智能障礙、禿頭、肺炎、糖尿病及男性不孕等症狀(Harper

1989) 。造成比一多系統疾病的主要原因靜、因位於第十九對染色體長

臂(1 9日 13.3)上一段 CTG 三聯核苦酸重複序列發生倍增突變所導致

(Brook et a1. 1992; Fu et a1. 1992; Mahadevan et a1. 1992)( 附

園一)。在正常人的染色體內，此段 CTG 核苦酸重複次數是 5-40 次，

而 DM 患者之 CTG 數目則超過 50 次，甚至可達千次之多。若重複次

數在 50-200 次之間，員lJ 大多無臨床症狀(asymptomatic carrier)或

僅有輕微肌肉無力、白內障等症狀(稱為 benign D抽)。隨著 CTG 核苦

竣重複次數之增加， DM 患者之臨床症狀也愈明顯;如超過 200 次以

上，員lJ 會顯現出典型肌強直症神經肌肉的特徵，並伴隨漸進性肌肉

無力和四肢末端萎縮。典型 DM(c1assic DM) 多在成人或成人早期

(20-40 歲)問始發病，其 CTG 核苦酸重複之次數絕大多數在1， 000 次

以下。最嚴重的 DM 型式是先天性的肌強直型肌肉萎縮症(congenita1

myotonic dystrophy ，簡稱 CDM) ，其臨床症狀通常在出生前或出生

時就已顯現出來，此類患者的 CTG 核苦酸重複次數大多在1， 000 次

以上。主要症狀包括低肌張(hypotonia) 、呼吸無力、發育遲緩等
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(Harris et a1. 1996) 。所以 CTG 擴張重複序列的長度與患者的發

病年齡和疾病的嚴重程度成正比，其 p(CTG泊的 n 值愈大，通常發

病年齡越早，而且發病症狀也越嚴重。如同 frag i 1 e X syndrome ' DM 

家族內亦常出現所諒的期望現象Cphenomenon of anticipation) ，亦

即子代珊的發病年齡通常比親代早而且症狀也比較嚴重CRe也lan et 

a1. 1993) 。

D間是成人肌肉萎縮症中最常出現的一種，在全世界分佈的範圍

很廣，然而其發生率有區域性，在日本發生率約為 1: 18000CDavies et 

a1. 1992) ，西歐及北美地區約為 1 :8000CHarper et a1. 1989) ，而

在加拿大魁北克省 Saguenay-Lac-St-Jean 區域則高達 1 :475 

CBouchard et a1. 1989) 。根據 Ashizawa 及 Epstein 等人對各大醫

院之間卷調查結果顯示，東南亞地區 DM 的流行率遠比上述區域為低

CAshiza惘， Epstein 1991)。由於 DM 分子診斷技術在 1992 年才被發

表出來，所以此一統計資料乃基於臨床診斷結果。而根據 Tishkoff

等人對 84 位正常中國人 CTG 序列數目之分佈的調查結果顯示他們的

CTG 序列重複次數皆小於 18 CTishkoff et a1. 1998) 。這些數據顯

示 DM 在中國之流行率可能非常低。然而，截至目前為止，在東南亞

區域各個國家，包括台灣在內的 DM 流行率並無確實數字之報告。由

於肌肉萎縮症Cmuscu1ar dystrophy)有很多種，包括性聯隱性基因

遺傳的進行性肌肉萎縮症(有 Duchenne type 及 Becker type) ，體染

色體顯性遺傳的顏扇絃型肌肉萎縮症CFacio-scapu1o-humeral type) 

和強直型肌肉萎縮症。M) ，及體染色體隱性遺傳的肢帶型肌肉萎縮
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症CLimb girdle type '此病亦有出現以體染色體顯性遺傳者)等等(臺

灣遺傳性神經肌肉疾病研究小組等印行 1997) 。在診斷上，除了臨

床特徵、生化檢驗，分子層次的基因診斷提供特異性高且準確之參

考。為建立起本土性強直型肌肉萎縮症的盛行率資料，了解其遺傳

特徵'並進一步調查 CTG 倍增突變之途徑和研究造成 CTG 倍增突變

之源、由，以作為遺傳諮詢和探討致病機轉之依據，我們首先發展帥

的分子診斷技術。

由於聚合晦聯鎖反應CPCR)之方法無法有效放大 CTG 倍增突變

的區域，為要檢測出 CTG 重複是否有倍增突變，傳統上周南方點潰

法CSouthern blot)來作分析。因為此方法需大量 DNA (>5μg) 、費時、

耗力，且不易測出小片段 CTG 倍增突變在 DM 臨床分析、遺傳諮詢、

及產前診斷等應用上有其侷限性。近年來， Cheng 等人(Cheng et a l. 

1996)發展出用 PCR 方法來判定倍增突變後 CTG 重複序列數目。其所

發表之 PCR 條件及診斷程序雖然非常靈敏且能準確偵測大範圓的 CTG

倍增突變，但是因其所用的引子(primer set)距離CTG 區域超過 2 恤，

所以 PCR 產物大於 2. lkb '對於偵測小範圓的 CTG 倍增突變之解析度

較差，加上偵測不同程度的 CTG 倍增長度須加入不同濃度之下

deaza-dGTP 於 PCR 反應、液中，以及 PCR 反應效率常受到 DNA 模版品

質之影響等等，使 PCR 在 DM 診斷上的應用主要仍停留在實驗室內。

為克服這些限制，我們發展出一套 FTA-PCR 分析系統來偵測正常及

突變染色體內 CTG 重複序列數目 (Hsiao et al. in press) 。此分析

系統包括用位於 CTG 序列附近之 DNA 序列被設計當作引子以增加偵
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測小範圓的 CTG 倍增突變之解析度，用 Advantage GC cDNA polymerase 

和 GC-melt(Clontech)來降低因 (GtC) ratio 高造成的二級結構妨礙

PCR 之進行的影響以提高 PCR 反應效率，並結合 FTA gene guard 樣

品收集及 DNA 純化系統以穩定 DNA 品質。利用血液檢體，我們證實

此一 FTA-PCR 分析系統能準確判定正常人及具不同 CTG 倍增突變程

度病人之 CTG 長度。為使此一分析系統流程化以期能更廣泛應用在

臨床檢驗以及盛行率調查之研究上，我們利用正常人、及 DM 病人的

口腔內膜細胞和正常的羊水細胞作為分析樣本，進一步探討 FTA-PCR

分析系統在利用不同體細胞作為檢體以進行 DM 分子診斷之可能性。

我們的實驗結果顯示，不論是血液細胞、口腹內朕細胞、或羊水細

胞之檢體，皆可以長期保存在 FTA card 上，要偵測 CTG 重複的長度

時，只需將合檢體的 FTA card 取出、加以純化，再行 PCR 或 PCR -

based Southern blot 分析即可，非常的方便。而且只要約二十個細

胞就可以快速診斷出 CTG 的擴增長度。因此 FTA-PCR 分析系統對於帥

的盛行率調查、產前診斷、及遺傳諮詢方面皆有所助益，且未來可

將此系統應用在其他三聯核苦酸增生疾病之偵測土。
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結果

一、正常 CTG 三聯核苦酸序列長度之偵測: 32p_ i ncorpora ted 

PCR 

正常 allele 之 DM 基因座內 CTG 重複序列數目之偵測俘、利用

α_32p-dCTP 吾友入 PCR 產物之方法行之(詳見方法與材料部分)。圈

一列出涵蓋 CTG 重複序列區域兩側，位於 DMPK 基西 3'-UTR(非轉

譯臣， untranslated region)部分鹼基序列以及各引子所在位

置。由圈可知，用 primer-H 及-ER 可夾出 (132+3n)bp 之 PCR 產

物，其中 n 為 CTG 重複次數。(圈二)靜、利用 primer-H 及-ER 為

引子組來偵 j貝1臺灣地匡正常 alleles 內 CTG 重複次數之代表例

子。相對於左側一個已知的 marker se口uence' 可知道 PCR 產物

的大小並能計算出所含 CTG 重複的次數。分析結果顯示 CTG 重複

的次數主要分佈於(CTG\ 及(CTG) 1l -13 兩個區域(圖二 and data 

not shown) 。囝二中 lane 7 的檢體除了 (CTG\ 外，還有至少 (CTG)42

和 (CTG)50 的兩個訊號，表示比方法可以偵測到至少 50 次的 CTG

重複序列長度。而為進一步證實這種單一個體內出現二種以上

CTG 重複次數之 DNA 長度異質性，我們以選殖及定序的方法發現

此檢體同時其有至少 5 、鈞、在2 、鈞、 50 五種不同長度的 CTG 重

複序列 (data not show) 。

二、 DM allele 內 CTG 重複序列長度之偵測: PCR-based 

Southern blotting 
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絕大部分 DM alleles 之 CTG 重複序列次數高於 50 '甚至達

2 ， 000 以上，由於在此區域之CGtC)比例高達 66% '使得 PCR 效率

很低，加上 DNA 二級結構Csecondary structure)之影響，常造

成 PCR 產物之異質性。而 genomic Southern blot 之方法雖然特

異性高，但過程繁複且靈敏度差。結合兩者之優點，我們發展

出 PCR-based Southern blotting 分析方法。比方法利用一種可

克服並放大 GC-rich 這域之聚合嗨CAdvantage@-GC cDNA 

polymerase; Clontech) ，以合適的反應條件進行 PCR 後，再以

Alkaline phosphatase-conjugated CCTG)l。為探針與以1. 5% 

agarose 分離 PCR 產物後進行雜交Chybridization) 0 C 國三)所分

析之檢體包括一位正常人CN) ，一位 DM 替因者，及四位其有不同

CTG 擴增長度之 DM 患者CDMl-4) ，並以一般 PCR 反應、自守所用模版

DNA 的濃度 100ng 來進行 PCR 。由於此- PCR 反應是以 primer-H

和 ER 為引子，若 CTG 重複次數為 n' 則 PCR 產物大小為 132t銜，

因此正常 alleleC CCTG)<42)之 PCR 產物應小於 258 bp 。由結呆可

知，在上述條件下比方法能清楚分辨檢體 DNA 內 CTG 突變程度，

特別是CCTG)<150 之長度偵測。而一般已出現臨床症狀之 DM 患者

之檢體貝11 呈現出帶狀的訊號Csmearing signal)CDM卜珊的 o 這可

能是因 DM 檢體 DNA 內存在 CTG 長度異質性的關條CMonckton et 

a l., 1995; Fueta l., 1996) 。經 32p-PCR 之偵測，從 N 至 DM4

檢體內正常 a11e1es 之 CTG 重複次數分別為 (5/11) , (5) , (5) , 

(5) , (1 2) , (1 1) (data not shown) 。相對於(園三)之結果，這

些代表較短 CTG 長度之訊號顯得較弱(間，即3'D臨4) ，甚至無法

8 



測得訊號(C ' DMl ' DM2) 。這些結果顯示我們所使用之膠體電泳

條件無法有效分離代表其不同 CTG 長度之正常 alleles 的 PCR 產

物，而且當(CTG)lO探針與較短 CTG 長度 PCR 產物之結合較弱，

容易在清洗步驟中被洗掉。

為更精確偵測出 DM 檢體 CTG 擴增長度，我們探討了不同 DNA

模版濃度之影響。於(圈四)之實驗中，在 20Jl l 之 PCR 反應溶液

中加入不同量從一位正常人及二位 DM 患者側， DM2 ' DM4 '如圖

四之檢體編號)取得之血液檢體 DNA 為模版。結果顯示偵測 CTG

擴增長度之最適量 DNA 為 100 picograms (pg) (圈四)。應用此

一通化後 PCR 條件於偵淚11不同程度 CTG 擴增突變之結果示於圈

五。其中 lanes 5-12 DNA 檢體內突變 alleles 之 CTG 重複次數

約為位， 70 ' 73 ' 160 ' 290 ' 450 ' 700 '和(1 050/1180) 。而據 32p-PCR

之方法， lanes 1-12 DNA 檢體內正常 a11e1es 之 CTG 重複次數分

別為 (5/13) , (5/11) , (5/5) , (5/11) , (5) , (5) , (5) , (1 3) , 

(5) , (1 4) , (5) ，和(1 1 )。由以上結呆可知 PCR-based Southern 

blotting 之分析方法能精確測出 DM 檢體內主要之 CTG 擴增長度。

三、 FTA@…PCR 分析系統的建立

利用 32p-PCR 及 PCR-based Southern b10tting 之方法可快

速偵測出正常及 DM a11eles 內 CTG 序列長度，而微量檢體之收

集、保存、 DNA 的純化、以及 DNA 品質之維持在臨床診斷及盛行
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率調查之研究上亦非常重要。因此我們開發了 FTA@ Gene Guard 

System (Gibco BRL)在 CTG 序列長度偵測方面之應用，稱之為

FTA@-PCR 分析系統(請參考方法與材料)。利用 11.11 正常人的血

液檢體，國六清楚顯示利用 FTA@ Gene Guard System 取得之 DNA

可用於 32P-PCR 之方法測出正常 DM alle1es 內 CTG 序列長度。於

園七我們利用不同數目、已轉型的病人淋巴母細胞(1anes 1-4 

分別為 200 、 100 、 20 、 10 個細胞)經 FTA@card 收集、 DNA 純化、

以及 PCR-based Southern b10tting 分析，發現檢體含 10-20 個

細胞時，可以得到一明確之訊號。而細胞數在 100 以上時，所得

之訊號呈現帶狀。一個人體細胞約含有 5 pg 的 genomic DNA ' 

因此 10-20 個細胞之 DNA 的含量約為 50-100 眩，所以圖七的結

果更加確定先前之假設，就是由於 CTG 長度異質性的關餘，所以

模版 DNA 濃度或檢體細胞數會影響分析之結果。圖八走以一個 DM

家族為例，比較 Southern b10t 以及 FTA@-PCR 方法之分析結果。

利用 10 個已轉型的淋巴母細胞 FTA@-PCR 分析出 11-4 、 11-6 、 11-8

及 III-3 之擴增 CTG 數目為 1020 、 1080 、 720 及 950 '而利用閃閃

血液 DNA 之南方點潰法的結果則約為 1060 、 1060 、 730 、及

(800-1300) 。二者結果非常吻合。

因為在 myotonic dystrophy protein kinase (DMPK)基因的

intron 8 其有 A1u 多型性(A1u lkb insertion/deletion 

po1ymorphism)的存在(Mahadevan et a1. 1993)( 附園一) ，以限
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制嗨 EcdJ.. I 來做切割之南方點潰法可偵測得到 8.6 kb 或者 9.6 她

的訊號。目前函外的研究指出 DM 擴增的 a11e1e 均發生於 A1u

insertion 的 a11e1e 上，唯一的例外是在非洲奈及利亞的一個

家族CKrahe et a1. 1995) ，其 DM allele 為 Alu deletion 。根

據我們的調查，台灣地區的 D班 allele 皆屬於 Alu insertionC請

參閱單套型分析: hap10type ana1ysis) 。因此於南方點潰法測

得之訊號若大於 9.6kb 時即代表是 DM 患者，而 CTG 的次數為 n

時，訊號將位於C9， 600t3n)bp 處。因此，南方點潰法不易區分

正常和 CTG 長度少於 150 之間 alleleC如圈五 lanes 5-7 之檢

體)。

三、以 FTA@-PCR 系統偵測口腔及羊水細胞檢體之 CTC 序

列長度

由於血液檢體之抽取得、一具有侵襲性之方式，須要醫護專業

人員之協助，所以在大量篩選之調查上成本高且困難度也高。

囡此，我們嘗試用口腔內朕細胞為 FTA@-PCR 系統之分析檢體以

利正常 CTG 長度之分佈頻率及 D班盛行率調查之研究。同時，羊

水細胞亦被作為檢體來探討 FTA@-PCR ~統在產前診斷之應用。(國

九)之結呆顯示在 2.5% dimethyl su1foxide CDMSO)存在下，中­

PCR 方法可明確偵測口腔內膜細胞(圈九 A)及羊水細胞內(圈九

B)正常 alleles 之 CTG 長度。以口腔內祺細胞為檢體調查正常

a11eles 內不同 CTG 長度之分佈頻率時，我們發現臺灣地區的確

存有 CCTG)>17 之 a11e1esC女口 CCTG)20 of N3 , 國九 A) 。雖然以前在
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中國人口中從未發現有 CCTG) 18-35 之 allelesCTishkoff et al. 

1998) ，此一新證據顯示臺灣地區洲之發生亦可能經CCTG)18-35

alleles 擴增至CCTG)沌。之 DM allelesC請參閱 CTG 擴增途徑之分

析)。

個體內二個 a11e1es 之 CTG 序列長度有可能一樣稱為向

型合子Chomozygous)或不同稱為其型合子Cheterozygous) 。

臺灣地區非 DM 人口中 heterozygous 對 homozygous 之比例約

為 81% CHsiao et a1. unpub1ished data) ，與白種人口中

之比例極為相似CBrook et al. 1992, Fu et a1. 1992, 

Mahadevan et a1. 1992) 。因此， 32p-PCR 方法若僅偵測出一

個 CTG 序列長度，則比檢體有可能是 homozygousCN3 and N12 , 

圈九)或者是 DM 患者CP1一凹，國九)。因此，接著我們將只

測得一個訊號的檢體以 PCR-based Southern blotting 做進一

步的分析來決定是否為 DM 患者(雷十)。這些結果證明利用

FTA@-PCR 系統，以 10-20 個細胞，無論是血液細胞、口腔細

胞、或羊水細胞，即可診斷出 DM a11e1es 之擴增突變。
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討言侖

隨著三聯核苦酸重複序列增生的疾病日漸被發掘，此類疾病

之分子診斷技術之開發也益發顯得重要，尤其是發生率高的一些疾

病如:易脆 X 染色體症候群(l/850)(Brown et al. 1990)及肌強直

肌肉萎縮症(1/8000)(Harper et a1. 1989) 。在肌肉方面會導致肌

肉萎縮的疾病有很多種，而在臨床特徵上和 DM 相似的疾病也不少，

所以可以利用分子生物的技術來診斷、分類這些疾病。在診斷上，

你從有細胞核的細胞中粹取 DNA' 然後進行 PCR 或南方點潰法來做

分析。而在傳統上純化及保存 DNA 時，微生物的污染、 DNA 水解晦

(nuc1ease)及紫外線的傷害(UV damage) ，常常使 DNA 的品質產生

變化，使接下來的分析結呆受到影響。因此，老舊的 DNA 並不適合

用來偵測 CTG 的擴增，造成有時需要第二次採血，相當不方便。在

我們的經驗中，多數人對於抽血都非常排斥，特別是長期受到病痛

煎熬的病人，若是要求抽血時，常會遭到拒絕。為此，我們嘗試一

種檢體收集、保存及 DNA 純化的方法，稱為 FTA@Gene Guard System 0 

利用此一系統，檢體可以長期保存而不影響純化後的 DNA 品質。因

此，不只在採取檢體時更方便，且因不其侵襲性，受檢者的接受程

度較高(表二) ，可使此一疾病在家族檢體收集、遺傳特性分析、及
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盛行率調查等方面更為順利。

傳統上，督 genomic DNA 進行 Southern b10t 的分析，其流程

約需 7-10 天，除了技術上的困難度較高之外，所需的 DNA 量至少

在 5μg 以上(表一)。此外，臨的adevan 等人的文獻報告也指出，約

有 30% 的 DM 病人無法以南方點潰法檢測出來CMahadevan et a1. 

1992) 。在 PCR 技術之應用方面，除了特異性的考量， CTG 重複序列

的長度愈長時 PCR 效率愈低，產物也就愈難偵測。為了提高偵測之

敏成度以及縮短分析時程，我們利用 Advantage-GC DNA po1ymerase 

進行 PCR' 並以 A1ka1ine phosphatase-conjugated CCTG)l。為探針

對 PCR 產物作 Southern b10t 之分析。以 CCTG)lO 為探針進行雜交時，

雖然含擴增 CTG 重複序列的 PCR 產物較少，但由其含有較多的 CTG

重複'所以較多 CCTG)lO探針會黏合上去，因此訊號較易偵測得到(附

菌十一)。此-- PCR-based Southern b10tting 方法用來偵測 DM 條

Mahadevan 等人於 1992 年時首先提出 CMahadevan et a1. 1992) 。

他們以向位素標幟之CCTG)l。為探針，雖能這分正常及 DM a11e1es ' 

但無法定出患者 CTG 重複次數。 Cheng 等人CCheng et a1. , 1996) 

在 PCR 反應溶液中加入 7-deaza-dGTP/dGTP 代替原來的 dGTP 以改進

反應效率，但其結果顯示，依不同的 CTG 長度需加入含 20% 至IJ 90 
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%不等 7-deaza-dGTP 之 7-deaza-dGTP/dGTP 。由於一般臨床受檢者

CTG 重複次數並不清楚，比方法在實際應用上並不容易。在此論文

中，我們呈述一種不需要使用 7-deaza-dGTP且能準確偵測大片段CTG

重複序列次數之方法。

在 PCR 反應最適件條之建立方面，除了 DNA polymerase 之測

試外，我們亦探討了以下變因:

1. 引子延伸 (extension)時間:若是延伸的時間不夠，將無法偵

測到已擴增較長的 CTG 序列，因此我們將延伸的時間定為 5 分

鐘。在此條件下，目前偵測過最高 CTG 重複次數為 1 ， 200 次，

所以一般典型 D班病人( (CTG)<lOOO)之偵測應無問題。

2. 引子的位置:以 ER 為例(如園一) ，因 ER 緊鄰著 CTG 重複區

域，所以當 CTG 重複序列擴增時，可能由於 CTG 垣域二級或三

級結構的改變，使得 ER 不易在模版 DNA 找到相對庭、之互補序列

(annea1 ing) ，而導致 PCR 效率低。因此對於 PCR-based Southern 

b10tting 方法，我們建議以 DR 或其他非緊鄰 CTG 區域之序列為

引子。

3. 模版 DNA 的濃度:可能是囡為常出現在病人體內 CTG 長度之

異質性的關餘，當 DNA 用量過高時(>1 ng) ，易使測得之訊號呈
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現帶狀而不易判定 CTG擴增長度，若將模版的濃度降至 100pg-1ng

峙，可以得較清新的單一訊號(國四)。

結合 FTA 檢體收集、保存、 DNA 純化及 PCR 分析方法(32p一

incorporated PCR 或 PCR-based Southern b1otting) ，我們發展出

一可以偵測正常範圍及擴增突變 CTG 序列長度之 FTA@-PCR 系統。利

用此一象統，約 10-20 個細胞，無論是血液細胞、口腔細胞、或羊

水細胞，即足夠一次分析之用。因此 FTA@-PCR 系統可應用在淵之

產前診斷及盛行率調查。茲將 CTG 序列長度之分析流程示於(圖十

二)。除 DM 之外，比分析流程應可診斷其他因三聯核酸擴增導致的

疾病，如: Huntington's disease (HD) , Spinal bulbar muscular 

atrophy (SBMA) , Dentatorubral pallidolusyian (DRPLA)，及

Machado-Joseph disease (MJD) 等等。

結論，第一點:我們建立了一個簡單又方便的採檢、可長期保

存檢體及迅速檢測的系統;第二點:比方法在偵測突變之 CTG 重複

不只是非放射性操作、操作容易、靈敏度高而且操作時間短;第三:

此系統僅需很少量的血液細胞、口腔細胞、或羊水細胞即可診斷 CTG

重複序列的長度。
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13061CACGGCACAG AAGCCGCGCC CACCGCCTGC CAGTTCACAA 

13101 CCGCTCCGAG CGTGGGTCTC CGCCCAGCTC CAGTCCTGTG 
|PrimerHI 

13141 TACCGGGCCC GCCCCCTAGC GGCCGGGGAG GGAGGGGCCG 

13181 GGTCCGCGGC CGGCGAACGG GGCTCGAAGG GTCCTTGTAG 

Primer cl 
i CTG l1 I 

13221 CCGGGAATGC TGCTGCTGCT GCTGCTGCTG CTGCTGCTGC 

13261 TGGGGGGATC ACAGACCATT TCTTTCTTTC GGCCAGGCTG 
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13301 AGGCCCTGAC GTGGATGGGC AAACTGCAGG CCTGGGAAGG 

‘ |PrimerDRI 

圖- ï3[子的位置:在 DMPK 基因上，於 CTG 重複序列兩側的引子

的位置，灰色框框部分為 CTG 重複的位置;而引子H 及 C 為

順式的引子，引子 ER 及 DR 則為反式的引子;左側的數字是

表示於 DMPK 基因上 genomic 的序列。
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圈二 32p_PCR 偵測正常 CTG 重複次數:以 32p_PCR 的方

式來計算 CTG 重複的次數， lane 1 、 2 、 4 、 6 、 8 、 9

為 DM 患者， lane 3 ' 5 、 7 則為正常人。 PCR 產物大

小是以(pGEM-3Zf(寸)為 DNA sequence marker 。
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一
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寧靜

‘ . 

圖三正常及擴增 CTG 重複序列之偵測:以 100月

之 genomic DNA 為模版進行 PCR樹based

Southern blotting 來偵測正常及擴增的 CTG 重

複序列。 N 表示為正常入 'C 表示帶因者，而

DM1 至 DM4 則表示具有不同長度 CTG 重複

次數之 DM 患者。
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PCR Template : N DMl DM2 

Amount (pg) : 000 000 o o o 
o 0 o 0 o o 

o o o 

鸝
4k~一

‘國暐

2 kb …一

1 kb -一一 體

的Obp 一一

200bp 一一-
轟轟

聾，

圖四 DNA 模版的濃度對偵測擴增 CTG 重複序列的影響:以 PCR國

based Southern blotting 偵測擴增的 CTG 重複序列，將一個

正常人們)及兩個 DM 患者(DMl 及 DM2)的 DNA 依不種濃

度做稀釋(詳見材料與方法)。
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騙軒聽聽嘟嘟嘟

-

園五擴增 CTG 重複次數之偵測:從血液中純化 DNA'

並稀釋成 100pg 作為 PCR 模版，進行 PCR based 

Southern blotting 分析。 Lane 1-4 為正常人， lane 

5-7 為 asymptomatic carrier( 帶因者) , lane 8-12 

則為 DM 患者。
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圖六正常 CTG 重複次數之偵測:將 1μ1 血液滴於

FTA card 上乾燥及純化後，以 32p_PCR 來偵

測正常人的 CTG 重複次數
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圓七 FTA九PCR 系統靈敏度分析:將不同數目之己轉

型淋巴細胞滴於 FAT card '並進行 PCR巾ased

Southern blotting 分析。 Lanes 1-4 細胞數分別為

200 、 100 、 20 及 10 個。
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圖八以 10 個細胞進行 FTA中CR 分析 DM 家族 :A 圖為 Dl\'l 家族之

圖譜，其中六個人的 10 個轉型細胞進行 FTA~-PCR 來分析 CTG

重複序列(C 圖) ，並經南方點潰法來証明 CTG 重複次數(B 圖)。
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AF ceIls 

N 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1 2 3 4 

4 揖

體鸝晶申

喜事研

、體盟會鸝觀轉轉 空

蟲

喝一… 20

4一-14

‘一-12

喝一一 5

圈九利用羊水細胞及口腔內膜細胞偵瀾 CTG 重複次數:

以 2 ，000 個於 FTA card 上的羊水細胞及口腔內膜細

胞為模版，進行 32p“PCR 來偵測 CTG 重複的次數。

N1-N12 為正常人; P1-P4 為 DM 患者。 N1-N7 為羊

水細胞(AF cells) ; N9-N12 及 P1-P24 則為口腔內膜細

胞(buccal cells) 。
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己缸切叫叫p抑m阿an削ns…S

嚕一旬，一 Normal aIIele 

圖十偵測羊水及口腔內膜細胞正常及擴增 CTG 重

複:利用 10-20 個羊水細胞及口腔細胞的 FTA

card 為模版進行 FTA幽PCR 來偵瀾 CTG 重

複。 N3 ' N12 ' P1-P4 和圖十的檢體標示是
相同的。
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圖十- PCR based Southern blot 的原理
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血液細胞/口腔細胞/羊水細胞

DNA 純化FT A gene guard 系統

AU rA a PL 
A T Ea 

存
i
i
i
i
可

保體A杖
，

4
R
仆
，

DNAstock 

FTA card 純化

(FT A purification reagent) 

~ PCR, 2.5% 膠體電泳分離/EB 染色

Two bands ( Normal) One bands (DM or Homozygous) 

32P-incorporated PCR 
(偵測正常 CTG 重複次數)

PCR國based Southern blotting 
(偵測擴增的 CTG 重複次

圖十二肌強直肌肉萎縮症(DM)之診斷流程
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(表一)

Genomic Southern blot 和 PCR-based Southern blot 分析方法之比較:

Southern blotting PCR-Based Southern 
1.DNA Jij暈 5μg-10 μg 1ng 至 100pg

2.特異性 「位司司 局， (以(CTG) 10 探針)

3.標幟 同位素或非放射線 非放射線

4.操作所費時間 3-5 天 2 天
5.壓片時問 2-7 天(視訊號強弱) 10-20 分鐘

6.敏感性 a 低 品

備註

a1992 年 M. Mahadevan 指出 30%的檢體無法以 Southern blot 分析偵測到突變

的 allele '但以 PCR-based Southern blot 方法只有 2/98 的家族偵測不到。
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(表二)

FTA@Gene Guard System 和傳統血液檢體在保存及 DNA 純化的優點:

FTA@ Gene Guard system Blood 
1.受檢者的接安度 局 非常排斥

2.所需檢髓的量 約十數個至數十個細胞 1-10 ml 不等
3.安全性 可防止微生物生長 易污染

4.穩定性 至少 2 個月，(最長達 9 年) 不宜存放過久

5.分離 DNA時間 少於 l 個小時 1-2 天
6.使用範閻 1. PCR咱based Southern blot 1. PCR-based Southern blot 

2. PCR 2. PCR 
3. Southern blotting 
4. Transform cell 

7.應用 a.大量篩選檢體 a.一般檢查

b.血液以外的檢體

備註
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(附圖一)
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Myotonic Dystrophy Protein Kinase (DMPK)基因圖

Hum. Mo l. Genet. 1994, Ne耳Tille et al. 
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第二章

台灣地區肌強直型肌肉萎縮症突變途徑之遺傳分析

Genetic analysis of the expansion pathway of 
myotonic dystrophy in Taiwan 



英文摘要

Myotonic dystrophy (DM) is an inherited, autosomal dominant 

neuromuscular disease caused by an expansion mutation of a (CTG)n 

trinucleotide repeat in the 3' untranslated region (3' UTR) of myotonic 

dystrophy protein kinase (DMPK) gene. By studying the linkage 

disequi1 ibrium between Alu polymorphism and various CTG repeat lengths ' 

1mbert et al. proposed that the DM mutations were derived from the pool 

of alleles with 19-30 CTG repeats, and themselves derived from a very small 

number of ancient expansions from the major (CTG)s allele. Howevèr, our 

data indicated that the expansion pathway could be continuous, that is , 

the mutation process is random, progressive from (CTG)s to (CTG)so. Through 

the study of the relationship between CTG repeat lengths and several single 

base polymorphism present flanking the CTG region , our resu1ts showed that 

the DM alleles in Taiwanese population have a specific haplotype, which 

is the same as that observed in Caucasian population. Since our prel iminary 

result is consistent with the continuous model of CTG expansion, a more 

complete haplotype analysis inc1 uding additional markers using (CTG)18-

40 alleles will further elucidate the CTG mutation pathway. 
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序論

肌強直肌肉萎縮症(DM)是目前已知盛行率最高的一種神經肌

肉方面的遺傳疾病，特別是在西歐(2.2-5.5/100 ， 000; Harper, 1989) 

及日本(5.5/100 ， 000; Davies et a1. , 1992)地區。高於 99% DM 

之發生是因為一段位於染色體 19q13.3 之 CTG 三聯核酸重複序列

擴增突變而導致(Harley et a1. , 1992) 。在正常人的染色體內，

比一存在於 DMPK 基因 3'UTR 之 CTG 重複序列次數在 5-40 之間，

而 DM alle1es 之 CTG 重複序列次數則超過 50 (Brook et a1. , 1992; 

Fu et a l., 1992) 。一般而言，叫患者體內的 CTG 重複序列長度

愈長，貝IJ 其發病年齡愈早，臨床症狀也愈嚴重。可能是由於較長

之 CTG 三聯核酸重複序列較不安定的緣故， DM 家族內常呈

現"phenomenon of anticipation" ，也就是說，子代臨床症狀之

出現較親代早且嚴重(As1anidis et a1. , 1992; Buxton et a1. , 

1992) 。

在 DMPK 基因第八個 intron 距離(CTG)n 重複序列約 5kb 處存

在有一 Alu lkb 的多型性(A1u lkb insertion/de1etion 

po1ymorphysim) 。根據 Mahadevan 等人對白種人口中 DM a11e1es 
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之分析CMahadevan et a1. , 1992)' A1u 多型性和 DM alle1es 有

聯鎖不平衡的現象，也就是說 CTG 擴增皆發生於 A1u 1kb insertion 

的 a11e1e' 唯一的例外是非洲奈及利亞的一個 DM 家族(Krahe et a1. 

1995) ，因此推測珊的突變很可能是來自於同一個或少數的祖先。

基於 DM 與 A1u 多型性連鎖不平衡之關餘， 1mbert 等人CImbert et 

a1., 1993)調查正常範圍內 CTG 重複序列數目與A1u 多型性及距CTG

序列約 90kb 處之(CA)n 雙核酸重複序列多型性之相關性，結呆發

現(CTG)5 ' (CTG)10 '及(CTG)19-3。只出現在 A1u+1kb a11e峙，而

(CTG)lH3 貝11 幾乎只出現在 A1u-1kb alle1e '並且不同 (CA)n 雙核

酸重複序列長度與(CTG)5 、 (CTG)lH3 、及 (CTG)>19 之 a11e1es 也有

一定程度之聯鎖關條。所以提出 CTG 倍增突變途徑俘、經由 (CTG)5-

10 '跳過(CTG) l1一13 '到 (CTG)19一切，而最後至(CTG)>50 '而且當 (CTG)

序列變長時其突變速率(mutation rate)也相對變大。而 Mahadevan

及 Nevi11e (Mahadevan et a1. , 1993; Nevi11e et a1. , 1994) 等

人則是利用多個位於 CTG 區域兩側附近的單一驗基多型性組合而

成的單套型 (hap1otype)來作分析。結果發現閃患者具有一特定

的單套型 (DM hap1otype) ，而由 (CTG)5-35 之 a11e1es 中有部分和 DM

a11e1es 相同的單套型看來，突變過程中， (CTG)5 也有可能擴增至

CCTG) l1一 13 再到 CCTG)>13 '也就是說，這是一連續式突變過程。最近，
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Tishkoff 等人CTishkoff et a1. 1998)分析了 25 個不同族群共

1 ， 235 個正常人之單套型，發現少數(CTG)>19 之 a11e1es 為 A1u

deletion '這樣的結呆亦說明了 Alu deletion allele 可能並不如

預期的穩定。在台灣地亞我們分析了 10 名 DM 患者和 53 位正常人

CTG 重複序列數目與單套型的關餘，結呆顯示台灣地區 DM

haplotype 與以前之報告一致，符合"DM 之發生具有 Founder

effect"之說法。而研究正常人的單套型之結果顯示多個 (CTG)1卜17

之 a11eles 具有和 DM'alleles 相同的單套型。而且，非 DM haplotype 

並不僅出現於(CTG)ll一13 之 alleles '還出現於(CTG)6… 17 。配合臺灣

地區正常 CTG 序列長度分佈曲線之資料，顯示原本可能有二個主

要不同 CTG 序列長度之 alleles 族群( ( CTG) 5 & C CTG) 11-13) ，它們

各有其 haplotype' 在演化過程中經突變Cexpansion & retraction) 

以及 DNA 重組而產生具有不同 haplotype 之各種 CTG 序列長度之

alle1es 。可能是因為 genomic compositions 會影響突變之發生，

所以其有 DM haplotype 之 allelesC不論其 CTG 序列長度)較易發

生擴增突變而致病。總之，我們的結果更加肯定 CTG 序列的擴增

突變靜、連續且漸進式的一種突變過程。
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結果

一、單套型分析方法之建立:

所使用的方法是參考班ahadaven (Mahadevan et a1. , 1993) 

及 Nevi11e (Nevi11e et a1. , 1994) 等人的方法。比方法俘、利用

CTG 重複序列兩側約 30kb 內八個單一核酸多型性位置，設計 PCR

反應條件並以核駿限制晦來分析單套型(詳細步驗請見材料與方

法;分析結果如表一及國一)。我們依據核酸限制晦反應情形將

每個檢體特別位置之 a11e1e type 可分為三種:一、 PCR 產物不

被限制晦作用而只出現大片段者為[1， 1] (lane 4) ;二、若部

分 PCR 產物被限制晦作用而出現一大一小兩個訊號者為[1， 2] 

(lane 5-6) ;三、若全部 PCR 產物被限制晦作用而只出現小片段

者即判定為【2， 2] (lane 3) ;為方便對照，在旁邊附有未經過

限制晦切割的 PCR 產物(1ane 2) ，而產物的大小則以 100 bp marker 

[1ane 1] 判斷，未切割及切割後的 PCR 產物大小，請參考表一;

而 A1u 1kb 的多型性則是以 A1u-PCR 來決定(詳見材料與方法) , 

可分為 A1u 1kb insrtion 同型合子 [1 ， 1 】、 A1u 1kb de1etion 

同型合子缸， 2] 及異型合子[1， 2】(附圈一)。
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二、 DM alleles 之單套型分析:

為了分析台灣地區 DM 單套型的情形，我們以收集到的六個 DM

家族來析 DM alle1e 的單套型。國二條、以一個 DM 家族為例，利用

上述方法經聯鎖分析八個多型性後得到之 DM 單套型。經和 Nevi lle 

等人CNevi11e et a1. , 1994)所統計的結果(的圖三)比較，發現

DM alle1es 的單套型均為單套型 A Chap10type A) 。此結果顯示

DM 之發生確有 "founder effect" 。

三、早期 CTG 序列增生突變途徑之分析:

為了解 CTG 重複序列擴增的路徑，所以我們挑選了完全沒有

血源關餘的 109 個人之檢體，首先進行 CTG 序列長度以及 A1u 多

型性分析。接著將 A1u 多型性為同型合子的檢體挑選出來，利用

單套型分析中的 Hinf 1 及 Fnu4HI 二種限制晦來分析這些檢體的

alle1e type '最後再將這些多型性標幟均為同型合子之檢體(也

就是二個 alle1es 其有相同之單套型)主己錄其 CTG 重複次數及單套

型(表二)。因為 A1u 、 Hinf 卜及 Fnu41日三個多型性組成之單套

型主要集中於二種，西比我們將其分成α型及P型，其中α型可代

表 DM 單套型(單套型 A 型) ，而戶型貝11 包含了 Nevi11e 等人所分析

的單套型 B 、 c、或 Do 結果發現CCTG\alle1es 皆為α型，而 CCTG\卜14
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alleles 主要為P型。但a型分佈於(CTG泣， (CTG)12-14 '以及(CTG)>ll

之 alleles' 而戶型貝11存在於(CTG)的7之alleles。顯示 DM 突變 (CTG>50)

之發生極可能從(CTG)5 之 allele 開始，並且會經過(CTG)則是，最

後再到 (CTG)>16 以上。而含P型之(CTG) 1l -14 alleles 亦不如以往預

期穩定，可能發生擴增突變(expansion)到達 CTG17 或減少

(retraction mutation)至叮G6 。
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討論

在進行單套型分析時我們靜、利用存在於 CTG 重複區域兩側的單

一驗基多型性造成之 restriction-site po1ymorphism C您的作為

標熾CMahadevan et a1. , 1993; Nevi11e et a1. , 1994) 。分析結

呆發現台灣地區的 DM a11e1es 皆具有同一單套型 CHap10type A or DM 

hap1otype) 。而 CTG 重複次數較高之正常 alle1esC CCTG)25 & CCTG)40) 

也其有同樣之單套型。其中具有 CCTG)的-a11e1e 者之子代已出現 DM

的臨床症狀，經分析後得知其子代的 CTG 重複次數擴增至 1000 次，

而 CCTG)25 正常人之子代的 CTG 重複次數則維持在 25 次。這些結果

顯示 CCTG)>50 之 DM a11e1es 極可能來自所謂 1arge-sized 之正常

的 1e1es C CCTG)3。一50) 。根據臨床家族資料中 CTG expansion pathway 

的文獻報告，有擴增突變之最短 CTG 序列重複次數是 3是 CDow et al. 

1997) ，而突變途徑大致上可分為二個階段。第一階段發生在正常

人體內(i. e. CCTG)n<50) 。此階段的擴增以很緩慢的速度進行，如 CCTG)

34->35 CDow et al. 1997) 以及CCTG44叫6)CYamagata et al. 1994) ，而

且正常 CTG 長度之 a11e1es 安定性高，因此其突變率非常低。而第

二階段發生在 DM carrier 或病人體內 Ci. e. CCTG)叫0) ，此階段的

擴增速度很快且伴隨著 CTG 長度異質性CCTG 1 ength heterogene i ty ) 
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的出現CBarce10 et a1. 1993 ;Lavedan et a1. 1993) 。截至目前

為止，雖然有 CCTG)的擴增至CCTG330 ) 的報告CYarnagata et a l. 199是) , 

但從未有 CTG 長度異質性出現在CCTG)<5。正常個體內的報告。探討

CCTG)<4。正常個體內 CTC 長度異質性之研究或將對 CTC 突變途徑之

闡釋有所助益。

根據 lrnbert 等人之研究CIrnbert et a l., 1993) C 附表二) , A1u 

1kb insertion 與 CTG 數目為 5 、大於 19 及 DM 的 allele 有非常緊

密之聯鎖關餘，而 Alu 1kb deletion 則主要出現在 CTG 次數為 11-

13 之 a11e1es '因此推測 CTG 的擴增突變是從 5 次跳過 11-13 次直

接到 19-30 次，再跳至 30-50 次，最後導致 DMoNevil1e 等人CNeville

et a l., 1994)利用 CTG 重複區域兩側的 restriction site 

po1yrnorphisrn CRSP) ，來觀察這些 RSP 組成之單套型與 CTG 序列長

度的關條(附表一)。結果發現 DM a11eles 皆具有相同的單套型一單

套型 A 型 Chaplotype A) ，而在正常人的單套型中 A 型者大約佔了

所有的單套型的 50% '而且 CTG 次數從 5 次到 35 次均有單套型 A

型，其中 CCTG)5者佔了 73% 'CCTG)>19 者估了 l眺，亦有少部分CCTG)13

有單套型 A 型。最近， Tishkoff 等人CTishkoff et a l., 1998)使

用三種 RSP 的單套型分析包含了 25 族群的 1 ， 235 個人，結果發現
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從 CTG5“35 都有和掰一樣的單套型，而且不同的人種其 CTG 重複長

度和單套型的關條並非完全一致，因此不同人種可能有不同的增生

途徑;另外 Tishkoff 等人也發現在某些人種中也可以見到 (CTG)>19

卻出在 A1u de1etion 的 a11e1e 上，所以 A1u de1etion 的 a11e1e

也有可能由 (CTG)>19增加到 (CTG)羽毛。及(CTG)>50 。而我們的結果顯示

不論單套型a或0型均存在(CTG)lH7之前 1e1es '因此我們認為 CTG

重複序列擴增的途徑可能是由 (CTG)5 漸漸的增加至(CTG)>19 '並不會

跨過(CTG)lH4 的區域;而且 A1u de1etion a11e1e(單套型台型)者也

很有可能會增生到 (CTG\悶。此外，我們分析的結果顯示正常人中

約有 1% (CTG)>19 之 alle1es '因此台灣地區 DM 之發生途徑有可能

是經由漸進、連續之方式。未來經由更大規模之篩選及單套型分析，

希望未來能對台灣地區 DM 之發生途徑有更深入之暸解。
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圖- Hinf I-Restriction-site polymorphism (RSP): 利用引子 458/424所得

到的 PCR產物，經由 Hinf 1 限制醋的切割後，切割片段則以膠體電

泳來分離， lane 1 為未經切割的 350bp PCR產物，具有 253bp產物

者為 allele 1 '具 151 bp 產物則為 allele 2 (A 囝) ;所有產物的大小是

以 100 bp marker 為準(如'1)。
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A 

B 

C 

Restriction-Site 

Polymorphism 

DraIII 1 1 1 1 1 1 
HphI 2 2 2 1 1 1 

HhaI 1 1 1 2 2 2 

Alu 1 1 1 2 2 2 
HinfI 2 2 2 1 1 1 
BpmI 2 1 1 1 1 1 

Fnu4HI 1 1 1 2 2 2 
(CTG)n 5 40 E 11 11 11 

TaqI 2 2 2 1 1 1 

Haplotype: G/A A/C C/C 

圈二肌強直肌肉萎縮症的單套型: (圖 A)為一個肌強直肌肉萎縮症的家

族團譜，灰色表示帶囡者，黑色實心表示 DM患者，空心表示正常

人。將多組的 RSP經聯鎖分析可以得到單套型的組合(園 B) ，數字

1 、 2 表示 RSP的 allele type ' E表示擴增的 CTG重複序列。(圈。

表示其所屬之單套型。
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(表一)

Linkage Analysis Summary 

DraIII HphI HhaI Hinfl BpmI Fnu4ID TαqI 

PCR F: 839 F: 463 F: 445 F: 458 F: 458 F: 473 F: 565 
Primer R: 823 R: 600 R: 42 R: 424 R: 424 R: 474 R: 564 

PCR 183bp 334bp 544bp 350bp 350bp 428bp 676bp 
Product 
Allele 1 183bp 189bp 491bp 253bp 350bp 282bp 676bp 

+ 145bp +53bp +. 
Allele 2 158bp 189bp 419bp 151bp 299bp 155bp 574bp 

+25bp + 124bp + 72bp +102bp +51bp + 127bp +102bp 
十21bp +53bp + .... 

Location Telomere Intron Intron Intron Exon Intron 15kb 
In to 4 5 9 10 11 centro國

DMPK exon 1 menc 
Annealing Tm 59

0

C 59
0

C 59
0

C 55
0

C 55
0

C 55
0

C 59
0

C 
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(表二)台灣地區 CTG 重複次數和單套型相關性之分析
:、

Haplotypeα Haplotype ß 
(CTG)n No. of chromosomes No. of chromosomes 

5 19 
6 1 
7 1 
8 2 
9 
10 2 
11 11 
12 2 是2

13 2 16 
14 1 12 
15 3 
16 2 
17 2 2 
25 1 
40 1 

Expansion 10 

Total 38 94 

NOTE: Haplotypeα: (Alu lkb/ HinfI/ Fnu4HI) - > (1/ 2/ 1 ) 
Haplotype ß : (Alu lkb/ HinfI/ Fnu4HI) -> (2/ 1/ 2) 
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(附屬二)

圓圓圈圈圈圈圈闡

1kb 

(DraIII) G/T (HphI) G/T PCN400(TaqI) (HinfI) G/T (BpmI) C/G (CTG)n 

Exon: 1 

帶一- Telomere 
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Restriction-Site Polymorphism (RSP) 

RSP 於 DMPK 的相關位置
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(Fnu4HI) G/T 

Centromere 向自由φ

Hum. Mol. Genet. 1994, Neville et al. 



(附圓三)

DraIII 

Haplotype (G/T) 
DM 1 
A 1 
B 2 
C 1 
D 1 
E 2 
F 1 
G 1 
H 2 
I 1 

Haplotype I A 
(CTG)n repeat I 5品

HphI 

(G/T) 
2 
2 
2 
1 
2 
2 
1 
2 
2 
1 

B 
11-14 

HhaI 

(C/T) 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
1 
2 
2 

C 
11-14 

Alu+/-

ßlkb 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
1 
2 
2 

D 
11-14 

HinfI 

(G/T) 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 

49 

BpmI Fnu4HI TaqI Haplotype 

(C/G) (G/T) (DI9S463) Frequency 
2 1 2 100% 
2 1 2 49% 
2 2 1 27% 
1 2 1 16% 
2 2 1 8% 
2 2 2 <1% 
2 2 1 <1% 
1 1 2 <1% 
2 2 2 <1% 
2 1 1 <1% 

Hum. Mol. Genet. 1994, Neville et al. 



的?表一)

串 昏昏

Association of (CTG)n alleles and the Alu 1kb insertion/deletion 

polymorphism 

@ 體

Allele 1 number Allele 2 number 

CTG repeats (insertion) (deletion) 

5 104 

6 1 

7 1 

10 4 

11 45 

12 42 

13 1 43 

14 11 7 

15 2 

16 1 

17 1 

19 1 

20 9 

21 3 

22 2 

23 1 

24 3 
25 3 

26 3 

27 3 

28 1 

30 2 

36 1 

Total 155 140 
體自 體

nαture genetics 1993, Imbert et al . 
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材料和方法

1.檢體的收集及淋巴球細胞的轉型

正常人血液檢體的收集餘透過自願的方式，每位自願者抽取

約 1m1 '取得 DNA 後，以聚合晦聯鎖反應CPCR)和南方點:責法

CSouthern b10t ana1ysis)進行分析。即病人及其家屬檢體的收

集靜、透過醫師的合作，跟病人及其家屬溝通、並取得同意後，在

醫護人員陪同下到其家裡抽取約 10m1 血液或刮取少許口腔細胞

以進行分析。或者，醫師取得檢體後直接將血液或血液 DNA 送給

我們分析。由於檢體收集不易，我們儘可能將 DM 病人及其家屬

之淋巴球細胞轉型為 1ymphob1astoid ce11 1i悶，以備將來分析

之用。淋巴球細胞轉型之方法俘、參考 Neitze1 的報告修改而來

CNei tze l, 1986) 。詳細步膝呈述如下: 7.5m1 含有 heparin 之血

液，用 1XPBS 等量稀釋，同時準備 15m1 之離心管並加入欲注入

之 1XPBS 稀釋後血液量 1/2 體積的 Fico11-Hypaque CPharmacia 

Biotech) 。接者緩緩加入稀釋血液，在1， 500rpm 下離心 30 分鐘

之後(離心機: HITACHI 05P-21) ，將 buffy coatC離心後分成四

層，此為灰白色之第二層)置於新的離心管並加入 10m1 的 1XPBS

清洗(上下 pipeting 3-5 次) ，離心 1 ， 500r帥， 10 分鐘之後，倒
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掉上清液再重覆此一清洗步驟。然後，倒掉上清液並視 pe11et

之大小加入至少 2m1 之 transformation medium 。此 medium 的成

份如下: 2μg/m1 cyc1osporin A (Sandoz)十1/7(v/v)fi1tered

Epstein-Barr virus (EBV : ATTCC 1395-8)+RPMI medium(RPMI 

凹的十20% FBS+1% L-g1utamine+l% PSN) 。混合均勻後再將約 2ml

含淋巴球細胞的 medium 轉置到直徑為 16mm 之 well 中(每一 plate

dish(NUNC)有 2是個 we11s) ，放入 incubator 中 (3TC ， 5% CO2 )培

養。 3 天後，加入 2-3 點(用 26G 的針頭)的

PHA(Phytohemagg1utinin ; GIBCO) ;再四天後，培養液更換為

maintenance medium(1~g/m1 cyc1osporin A+RPMI medium) 。每

七天換一次 medium '視細胞生長狀況(co1ony 之多寡) , 2-4 個禮

拜後將細胞轉置到 25cm2 flask 中繼續培養。

取得的羊水細胞約 10-20m卜將其分裝到 10m1 的離心管，以

1 ， 500rpm 離心 10 分鐘(centrifuge 05P-21, Hitachi)' 倒掉上

層液後，加入 5m1 的 Bio-A盯-1 media 培養液也io1ogical

Industries, Kibbutz Beit Haemek) ，並換至培養瓶並於 3TC ， 5 

% CO2 垮養箱中垮養 ， 5 天後換掉舊的垮養液，加入 5ml 新的垮養

液，往後每 3-4 天置換新的培養液，一直垮養至細胞數夠使用為

止，回收細胞前一天需換上新的堵養液。接著將培養液倒掉，再
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以 5血1 1XHBSS 清洗玲養瓶 2 次，將 1XHBSS 倒掉後，加入 0.5m1

trypsin-EDTA 並置於 37
0

C培養箱作用數分後(本見細胞脫離垮養冊

的情形而定，通常在 5 分鐘以內) ，加入 2m1 垮養液終止

trypsin-EDTA 的作用，取出細胞後於 phase contrast microscope 

CNikon)下做細胞計數，並計算細胞總數，之後將細胞溶成 2000

cells/μl 的濃度，再將此濃度的細胞懸浮液稀釋為 20 cells/川、

100 cells/川及 200 ce11s/凶，並取 1 111 不同濃度的細胞懸浮

液滴於 FTA card 上，每一個濃度可以多點 10-20 點保存。

口腔細胞的處理方式，得、先請受檢者以牙籤於口腔內壁輕

輕地來回刮五曰，再將牙籤置含 500μ1 1XPBS 的離心管壁來回磨

擦使口腔細胞懸浮於 1XPBS 中，再以 phase contrast microscope 

計算細胞數目及細胞數總和，把細胞以凹， 000rpm 離心沉澱，再

加入 1XPBS使細胞濃度成為 2000 ce11s/凶，再稀釋成 200 ce11s/叫

及 20cells/μl 兩種濃度，接著取 1111 不同濃度的溶液漓於 FTA

card ，每一個濃度可滴 10 至 20 點保存，以方便往後使用。或者

將合口腔細胞的牙籤直接塗於 FTA card 上，不過由於如止一來便

無法估計細胞的數目，因此對於實驗上又多一個不可控制的變

數，所以我們主要還是使用前述的方法來採取檢體。
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2. Genomic DNA 的純化:

方法一:利用 Genomic DNA iso1ation kit CPuregene, Gentra 

system) 。比方法較省時、簡單，可很快取得 DNA 以進行以下的

實驗。操作方法乃參照 Genomic DNA iso1ation kit CPuregene, 

Gentra system)所附的操作手冊。

方法二:參考 Maniatis 的方法並做一些修改CManiatis et a l. 

1988) ，以含有 heparin 的針筒抽血 5m1 混合均勻後，加入相對

量的 so1ution 1 (l OMm Tris pH:7. 6 ; 10mM KC1 ; 10Mm MgC1 2 )。

然後加入 120111 Nonidet P哇。 (NP-40 ， Sigma) ，並混合均勻。以

2000rpm 離心 10 分鐘後，移去上層液，加入 so1ution 1 至 10m1 。

以 2000rpm 離心 10 分鐘，吸去上層液。加入 300μ1 solution 卜

混合均勻後轉換到 1.5m1 離心管。加入 350μ1 solution 11 (l OmM 

Tris pH:7. 6 ; 10mM MgC1 2 ; 1% SDS; 4mM EDTA) ，在 60
0

C 至 65
0

C

水浴至溶液澄清為止。待細胞核溶解後，加入 700 凶的 phenol (含

0.2% ß-mercaptoethanol)粹取一次。再以 700 抖的

phenol/ch1oroform (令 0.2% ß-mercaptoethanol )粹取一次。

最後以 700m1 的 chloroform 粹取二次。然、後加入 0.8 倍體積的

異丙醇(isopropanol)來沉澱 DNA' 經 70% 酒精洗去多餘的鹽類

一次，乾燥後，將 DNA ~:容於 200μ1 TE buffer '再以光度比色儀
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(Spectrophotometer ; DU-640 ' Beckman)測波長 260n臨的相對吸

光值及 260nm/280nm 吸光比值，來得知 DNA 的質與量。

3. CTG 三聯核苦酸重複序列長度之偵測:

A. 正常 a11e1e 之 CTG 三聯核苦酸重複序列數目之偵測一以 32p一

incorporated PCR 方法行之。 Primer 的設計和反應條件靜、參

考阻onckton et a1. (1995)及 Monckton et a1. (1997)的方法。

在 20μi 的 PCR 反應溶液中，含有1. 5mM MgC1 2, 0.2mM dNTP, 

0.5μM primer, 50mM KC1 , 10 mM Tris-HC1 (pH9.0) , 0.1% 

Triton X-100 , 4μCi 的α一[ 32P]dCTPC1 OmCi/m1) , 2. 5% D班SO

和 O. 吐unit 的 Pro-Taq DNA po1ymerase (PROtech 

techno1ogy) 。將此反應溶液置於迴反應器 (Perkin-E1mer480)

中，反應條件為的。C ， 5min, 96
0

C ，的sec/ 62
0

C ，的sec/ 72 

。C ， 1min 30sec 35cyc1es, 72 0C, lOmin 。所使用之 forward

prlmer 為 primer DM-H: 5'一TCTCCGCCCAGCTCCAGTCC-3';reverse

prlmer 為 primer DM-ER : 5' 一AAATGGTCTGTGATCCCCCC-3' 0 PCR 

反應產物經加熱的oC ， 5 分鐘後以定序膠體電泳分析(Bio-Rad.

acylamide : bisacylamide= 19 : 1 並合 7M urea) ，電泳B守所

使用的功率為 60W' 舟來分離 DNA 片段的時間為 I 小時的分
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鐘，完成後將膠體浸置於 5% methanol 及 5% acetic acid 溶

液中固定(fix)15 分鐘，以真空乾燥機(MODEL 583 GEL DRYER, 

BIO-RAD)乾燥膠體後並壓片，並視訊號強弱調整壓片時悶，

再以 autoradiography (BIOMAX一肘， Kodark)上的訊號判讀產

物大小，經與 D的A marker se口uence(Pgem-3Zf(一))比對後即

可決定 CTG 重複的數目。

B. DM allele 內 CTG 三聯核苦酸重複序列長度，傳統上主要以南

方點潰法(Southern blot analysis)來偵測大範園 CTG 序列的

擴增突變。其步驟詳述如下:在 200μl 反應溶液，加入 5μg-

10μg 的 genomic DNA 及 100unit 的限制晦 EcoR卜於 3TC 中

作用 16-20 小時。在作用完全之反應溶液中加入 500川的 98

%酒精後，置於一20
U

C ，經 3-4 小時，於桌上型離心機

(centrifuge 5415c, Eppendorf)離心1， 2000rpm 10 分鐘，去

除上層液之後，將沉澱之 DNA pellet 置於室溫中乾燥 3-5 分

鐘，再將 DNA ~容於 30 J.l l TE buffer 0 接著以 0.8% 洋菜膠

(agarose gel) 在的伏特的電壓下分離 16 小時，以投影片

將 marker 位置記錄下來，並拍照存檔。接著以 O. 5M NaOH/l. 5M 

NaCl 處理洋菜膠的分鐘，使 DNA 變性，再以 0.5M

Tris(pH7. 4)/1. 5M NaCl 45 分鐘來中和膠體。按著以 10XSSC
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將變性之 DNA 轉移至 nitrocellulose membrane 

(CELLULOSENITRAT(E) , Sch1eicher & Schue1 1) ，止步腺至

少需 18 小時。將 DNA 以昕一cross 1 ink (1. 5 焦耳/每平方公

分)國定在 membrane 之後，將 membrane 置於合 sing1e-

stranded sa1mon sperm DNA(50μg/m1)的 pre-hybridization 溶

液中，在位。C下作用 4-6 小時。DNA probe 以 primer-a-gene ki t 

(Promaga)和 α一[ 32PJdCTP 來標幟(labe1)'probe 則是以 prlmer

X 及 primer DR 經 PCR 並且經過純化之方式獲得，標幟方式靜、

參照套組所附的操作手冊，標幟完成後，再以 co1umn 來分離

探針及多餘的放射性同位素。 Co1ume 的製作過程如下:以 1m1

的針筒填上一層玻璃棉 (glass wood) ，再填入經 TE

buffer(pH:8.0)處理過的 Sephadex G50 樹脂，待樹脂沉j殷勤j

達特定高度時，將針筒置於離心機(HIMAC CENTRIFU凹，

HITACHI)以 1 ， OOOrpm 離心 1 分鐘，以取得高度在 0.8m1 左右

之 Sephadex G50 co1umn '取出過濾液(含標幟好的探針)並以

95 0C, 5 分鐘將探針變性，再將變性的探針加入雜交溶液中。

雜交溶液(hybridization so1ution) 中則含有 50% formamide , 

5X SSC, 5X Denhardt's so1ution, 0.02M Na2P04 , 10% dextran 

su1fate 和 100 Jlg/m1 sing1e-stranded DNA 0 雜交反應在 42
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℃下用 16-20 小時。清洗的步驟分為冷洗及熱洗;冷洗得、於含 2X

SSC 和 O. 1% SDS 溶液，在室溫下清洗二次，每次各 15 分鐘。熱

洗則在合 0.2X SSC 和 O. 1% SDS 溶液， 59
0

C 下清洗二次，每次 30

分鐘，若背景質 (background)小於 3cps(count per second) 即可，

將 membrane 放在 3服紙上，並置於通風櫥中使其乾燥後並壓片。

最後以 autoradiography(BIOMAX-MS， Kodark)的結果來判定 CTG

是否有倍增突變及判定擴增的大小。引子序列為 primer X : 5' 一

CTCCGGGATCTCCCTAGATAACCTCC-3'及 primer DR : 5' 一

CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCCATC-3' 。

4. FTA-PCR 分析:

比一系統靜、利用 FTA gene guard system (Li fe Technologies) 

來收集、保存檢體，以及純化 DNA' 方式是將檢體目著在 FTA 濾、

紙後，並純化 FTA card 作為模版，進行聚合晦聯鎖反應以放大 CTG

三聯核苦酸重複監域。其中 'FTA gene guard system 包括 FTA card 

及 FTA purification reagent 0 FTA card 內含強力的變性物質

(denatures)可防止微生物的生長，避免核酸梅、氧、以及紫外
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線的傷害，囡此可以長時間保持良好的 DNA 品質。操作時，只要

先將 1-2μl 血液檢體、少量的口腔細胞、羊水細胞、或合已轉型

之淋巴球細胞之溶液滴至 FTA card 上，於室溫下，讓濾、紙上的

溶液乾燥至少一個小時以上。若將合檢體之 FTA card 覆以膠膜

(p1astic warp) ，在室溫下可保存至少二個月以上，假如將 FTA

card 置於乾燥器 (desiccator)內，甚至可以保存數年之久，而且

不影響 PCR 分析的結果。接著以1. 2酬的打洞器 (HARRIS MICRO­

PUNCWM from Li fe Techno1ogies)將合檢體之濾紙打出，置於 PCR

amplification tube 內。用 200μ1 FTA purification reagent 清

洗三次後再用 200μ1 Tris-EDTA (10mM Tris-HCl , pH8.0 , O.lmM 

EDTA)清洗二次，乾燥至少一個小時後，加入 20~1 PCR 反應溶液

即可進反應。

5. PCR-based Southern blot : 

首先，先進行- PCR 反應，而 PCR 反應所需模版靜、從血液檢

體或細胞抽取之 DNA' 或是純化過已困在 FTA card 上的 DNA 。在

20~1 PCR 反應溶液中，含有 1XGC 2 PCR Buffer, 1M GC-Melt珊，

1XdNTP, 0.6μ1 Advantage-GC 2 Polymerase mix (Clotech)及
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0.5~M primer CH/ER 或 H/DR) 。將此反應溶液置於迴溫反應器

CPerkin-Elmer 9600) 中，反應之條件為 94
0

C 3血泊， 940C 

20sec/680C 5min 35cycles, 680C 5min' 之後保持在 15
0

C 0 接

著 PCR 產物之 Southern blot 之分析，乃利用非放射性的 Quick­

Light detection system CLife Codes) 。其步驟簡述如下:首

先將 PCR 產物以1. 5% 洋菜膠分離，後轉移至 filter

membraneCGeneScreen Plus, NEWM Li fe Science) ; f i 1 ter 

membrane 與探針Calkaline phosphatase-coupled (CTG)10)於 42

℃做雜交，再依操作手冊條件清洗。接著將 Lumi-Phos 480 

dioxetane solution 均勻噴灑在 filer membrane 上，用

development folder 封好，等待 30 分鐘後壓片 Cexpose 約 15 分

鐘即可) ，以 autoradiagraphy(X-Omat Blue XB-l , Kodak)來計

算 CTG 重複擴增的大小，所得之結果再和南方點潰法之結果比

對，加以証實。

6. Alu+/- lkb 多型性(polymorphism)之判定:

位於 DMPK 基因 intron 8 內有 1kb A1u insertion/de1etion 多

型性(polymorphism)的現象，為確定台灣地區 DM 患者其 CTG 之
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倍增突變是否發生於 Ah汁 1kb insertion 之 a11e1e '我們利舟

PCR 的方法(稱為 A1u-PCR)來偵測。此法參考班ahadevan 等人之

作法(Mahadevan et a1. 1993) ，所周之 prlmer 包含二個 forward

primer(primer 的5 位於 1kb A1u insertion 之 upstream' 以及

primer 491 位於 1kb A1u insertion 內)和一個 reverse

primer(primer 486 位於 1kb A1u insertion 之 downstream)(如

附園一)。在 20 Jl 1 的 PCR 反應溶液中，含有 100-200ng 的 genomlc

DNA, 1. 5呱啦C1 2 ， 200μM dNTP, 0.5 凶 prlmer 以及 0.4unit

的 pro-Taq 聚合梅。將此反應溶液置於迫溫反應器 (Perkin-E1mer

2的0) 中，反應之條件為 94
U

C ，在m凹， 94 0C , 15sec/ 60 0C, 1min 

30sec/ 72 0C, 2min 40cyc1凹， 72 0C, 10min 0 PCR 產物以1. 5% 

洋菜膠來分離，以 ethidium bromide(EB) 染色後並以 Po1aroid

type 667 拍照、存檔。以 primers 405/486 放大可得 1470bp(含有

A1u 1kb insertion)或的是bp(不合 A1u 1kb insertion) 的 PCR 產

物(如附圈一) 0 Primer 的序列如下: primer 405, 5' 一

CTGTATACTCAGCTACTAGGGT -3' ; primer 491, 5'-

AAATAGGCTGGACCGCGG-3' ; primer 486, 5'一

CTCAGGGGTTATCTAAAGTGGC 。
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7. 正常及突變 D阻 alleles 單套型分析( Haplotype 

analysis ) 

在 D說 locus 附近，有多個多型性限制嗨切點

(restriction-site polymorphism, RSP)存在。為了調查這些多

型性和正常及突變 DM allele 之間的關餘，我們將利用聚合晦聯

鎖反應的方法，在存有多型性的鹼基附近區域合成 prlmer' 經 PCR

放大後，將 PCR 產物純化，再以限制晦來分析(程序請參考 Nevi lle 

et al. 1994) 。經由這樣的分析可將這些多型性分為兩種，若 PCR

產物不會被限制晦切割者稱之為" al1e1e 1 "而會被切割者則

稱為" alle1e 2 "。而方法第 6 點中的 A1u 1kb insertion 

/de1etion也包含於此單套型的分析中，其中含A1u 1kb insertion 

者為 a11e1e 1 '不合 A1u 1kb insertion 者為 a11e1e 2 '比方

法乃參考 Mahadevan 及 Nevil1e 等人的方法(Mahadevan et al. 

1993 及 Nevi lle et al. 199在)。所使用的限制晦包括了: Hinf卜

BpmI 、 Fnu41日、HhaI 、 DraIII 、 HphI 及 TaqI 共七種，其個自所

使用的引子如下: DraI 1 1 紐: primer 839 (5-' AGG GCC CCT CAT CAA 

AGT CCA CGG TGT-3') 、 primer 823 (5'-ACG GTT CTG CAG AGT GGA 

AGT-3') ; HphI 組: primer 463 (5'一CCG TCT CCA CTC TGT CTC 
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ACT -3') 、 primer 600 (5'一GCT CTT GTC CCT CTT CCT AGg C-3') ; 

BpmI 組; primer 458 (5'一CTG CAG AAG GTT TAG AAA GAG C-3') 、

424 (5' TCA TCC TGT GGG ACA CCG AGG 3') ; Fnu4HI : primer 473 

(5'-AGC CAC AGG CAG CCT TAA GC-3') 、 474 (5' TCC GGG GAA GGG 

GAC ACA TGA 3') ; TaqI 組 primer 565 (5' 一TCT AGA ACA CAT GGG 

AAA TAA TGT-3') 、 56在 (5'一ATC TAA ATG CTA AGT GGC AAG TGT-

3') ;他aI 組 primer 4的 (5'-GAC CTG CTG ACA TGC TGA GC-3') 、

是72 (5'-GTG CCT TCC ATC CCT CAT CAG-3') ; HinfI組 primer 458 

(5'-CTG CAG AAG GTT TAG AAA GAG C-3') 、 42是 (5'-TCA TCC TGT GGG 

ACA CCG AGG-3') ，引子的驗基下方若有"一"者，表示此鹼基無法

和模版的驗基配對(mismatch) 。而 PCR 所用之條件: Hinf 1 、 BpmI

及 Fnu4HI 三是且之 PCR 條件相同為: 960C 4m凹，的。C 30sec/ 55 

。C 1min/ 720C 1. 5m泊的cyc1郎， 720C 5min; 而Hha I， DraI 口，

Hp肘，及 TaqI 四組則使用同一個條件為: 96
0

C 翻出， 94 0C 

30sec/590C 1min/720C 1. 5min 40cyc1e, 720C 5min 。而 PCR 反

應溶液所含的成分請參照方法第 6 點。至於 PCR 產物的純化則是

使用套組(伯森 PCRclean Kit) 方法請參照操作手冊，最後溶於

10 f.l l 的滅菌過的 d2H02 。接著進行限制晦反應，反應、溶液中含 1X

reaction buffer 及 2unit 的限制嗨並加入上述的粹取物至
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10J!1 '和加入一滴滅過齒的礦物油，置於適當的溫度中至隔夭，

以往%的聚丙蘊膠 (po1yacry1amide ge1 (acry1amide 

bisacryamide= 19 : 1) )於直立式電泳槽(間odel V16, GIBCOL BRL, 

LIFE TECHNOLOGIES) 中分離限制晦所作用的產物，並以

ethidiumbromide 染色並拍照存檔，分析電游結果。最後需將親

代和子代 RSP 的結呆相互比普及組合，經過聯鎖 (linkage

ana1ysis)分析，才能進一步判讀出單套型的結果。再和 199是年

Nevi lle 單套型的結果比對，看看是屬於那一型的單套型。

8.CTG 重複序列長度異質性之確定:

如果以 32p-PCR 結果若出現兩個以的不同的 CTG 數目的

allele 存在同一個個體內，則進一步將其選殖出來並利用 DNA

定序來証實。首先我們以非放射性的 PCR 來將欲選殖的片段放

大，再以協的洋菜膠分悶不再片段的 PCR 產物，以 EB 來染色，

在長波的手提紫外燈(臨ODEL UVL一切， San Gabriel)下，將欲還

殖的片段從洋菜膠上挖下來，並以套系且(Gel Extraction Ki t/300 , 

JETso的， GENOMED)將 DNA 從洋菜膠中回收，再將這些回收的產

物和載體(TA-vector(pGEM-T Easy Vector System, Promega))接
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在一起後，送入 competent ce11(XLI-b1ue) 中，詳細步勝如下:

將剛從一800C拿出來的 competent ce11 置於冰上符其融解後，加

入 1/2 的 DNA 及載體接合反應溶液至 competent ce11 中(體積勿

超過 10!l1) ，並混合均勻，再置於冰上 30 分鐘，接著放在 42
0

C

水浴中 90 秒，迅速放回冰上等待 1 分鐘後加入 900μl 的凹，並

於 3rc垮養 45 分鐘至 1 個小時，再以 1 ， 000rpm 離心 3 分鐘，

吸去 800州的 LB 後，將合菌的溶液混合均勻並加入 10μ1 50mg/m1 

ampici 11 i 口， 10μ1 100mM IPTG 及 25μ1 4% X-Ga l. '取 100 !l 1

菌液塗在 LB 的培養血，置於 3rc培養 12 至 16 小時。第二天時，

從垮養血上挑選白色(無色)的菌落至 2m1 的 LB 在 3rc培養 18

至 20 小時，將質體 DNA 抽取出來，以限制晦來確定欲序的 DNA

是否有插入載體中，若有則以順式或反式的 M13(l acZ)為引子來

定序(Amp1iCyc1e Sequencing Kit , Perkin E1mer) ，壓片後，

從 autoradiography(B1 OMAX 脈， Kodark)光片上讀取序列並算出

CTG 重複的次數。 Forward M13 C1acZ) primer: 5' 一

GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3' ; revese M13 (lacZ) PRIMER : 5'一

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3' 。

質體 DNA 的純化Cmini preparation) : 2m1 菌液中取 1m1 至

1. 5m1 的小離心管，用桌上型離心機以最高迷離心 20 秒，將上
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層液吸乾淨，加入 200μ1 的 solution I(50rnM glucose, 25rnM 

Tris-cl pH:8.0, 10rnM EDTA pH:8.0)並混合均勻，加入 200μl

新泡的 so1ution II(0.2N NOH, 10% SDS)後輕輕來回搖動 7 次，

符作用 3-5 分鐘，再加入 200μl 的 solution III(5M potassium 

acetate 60ml+glacial acetate acid 11.5ml/100ml)輕輕搖動 7

次，待作用 3-5 分鐘。以 1 ， 5000rpm 離心 10 分鐘，吸取 500μi

的上層液至新的離心管，並加入 500州的 phrenol/CHCl 3 '劇烈

振盪 30 秒，再以 1 ， 5000rpm 離心 2 分鐘。小心的吸取上層液鈞。以

至另一新的離心管後，加入 100% 酒精 1ml 來回搖動數次，在 4

℃下離心 5 分鐘，倒去上清液，並加入 200μ1 70% 的酒精洗掉

多餘的鹽類後，最後乾燥之並加入含 RNase(50nglμ1)的水。

Competent cell 的製備:取 100叫菌液(stock) 至IJ 2ml 含抗

生素的 LB 培養液中，以 3TC培養至隔天，第二天取 1ml 菌液至

50ml LB 垮養液中並加入抗生素 '3TC垮養至 OD 260 吸光值為 O. 6 

左右時，以落地式離心機(阻odel J2-2阱， BECKMAN)於 40C 以

5, OOOrpm 離心是分鐘，倒掉上層液後，並將細菌輕輕拍散，再

加入 25ml competent cell solution 1 (Mops 10訓， RbCl lOmM) , 

於 4
0

C 以 5 ， 000rpm 離心 5 分鐘，倒掉上清液，加入 25ml competent 

cell solution II(Mops 100m間， RbCl 10rnM, CaCl 2 50mM)拍散細
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菌後，置於冰上 30 分鐘，再以 5， 000rpm 在 4
0

C離心 5 分鐘，吸

去上清液。加入1. 5m1 的 competent ce11 so1ution 11 將細菌

拍散並加入 60% 甘油 (g1ycero1) ，將此兩者混合均勻，以每 100μ:

為單位分裝至 0.5m1 的小離心管內，標示好日期及菌種，放置於

一80
0

C 的冰箱保存。
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