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在 1969 年 Lubs '首先在一個家族的研究中發現，在家族中患有

智能障礙的男性成員，其 X 崇色體的長臂末端都有一細桿的小結

(尬的)出現， Lubs 將此種 X 染色體稱為"A marker X chromosome" 

[Lu切， 1969] ，但是當時這個理論並沒有引起大家的注意。直到 1977

年 Harvey 等人的報告才進一步的證實 Lubs 的發現。此種有標記的 X

染色體就是現在所稱的"易脆 X 染色體(金agile X chromosome)'" 其所

引起的遺傳性疾病被稱為"易脆 X 染色體症候群(音agile X 

syndrome )"。此症候群在細胞遺傳學上可在 X 染色體長臂 27.3 的位置

(Xq27.3) ，利用低葉酸含量的培養液誘發出葉酸敏是義的易脆位置

(Folate-sensitive fragile site) [Brown, et al., 1990; Sutherland, et al吋

1977]o(附圈卜1)此種遺傳性疾病在臨床上的表徵包括1.輕度到重

度的智能障礙(IQ 平均在 20--60); 2. 男性在青春期具有大的華丸;

3. 臉都伸長並且上頓凸出 4. 大立外翻的耳朵 5. 語言方面的障

礙 6. 過動的行為[Hagerman， et al., 1991] 

易脆 X 最色體症候群是最常見的遺傳性智能障礙性疾病，其發

生的頻率僅次於唐氏症(Down syndrome) [Gustavson et al., 1986; Webb 

et al., 1986; Li et al., 1988; Brown et al., 1990] 。易脆 X 染色體症候群發

生的比例在男性族群中大約 1250 分之 1 '在女性族群中大約 2500 分

之 1 [Sutherland et al., 1986; Nussbaum and Ledbetter, 1986; Richards 

and Sutherl阻止 1992] 。但是唐氏症多為偶發性(sporadic) ，而易脆 X 染

色體症候群是一種家族性遺傳的疾病，因此本症候群要比唐氏症來的

重要。

隨著分子生物學技術的進步，從 1991 年開始接連有幾但實驗室

室佈選殖到一個和易脆 X 紮色體症候群有關的基因- Fragile X 
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Mental Retardation-1 (FMR -1) gene [Heitz et al., 1991; Kremer et 此，

1991 , Oberle et al., 1991; Verkerk et al., 199 1]。 從此對幸于易脆 X 染色

體症候群的診斷由細胞遺傳的方法進入了 DNA 分析的診斷技術。進

一步的研究顯示 ， FMR-l 基因延伸 38 kb '含有 17 個 exons '且從

這基茵的第 10 個 exon 開始有改變接合 exon (altemative splicing)的現

象發生(的國卜2) ，茵比比基茵所表現出來的蛋白質(F恥恨的最大含有

631 個氛基酸，而最小含有 436 個氛基酸[Eichler et al., 1993; Verkerk et 

al., 1993; Dev抖， et al., 1993 ]。目前所知造成易跪 X 染色體症候群的

大多數原因都是位於 FMR-l 基因 5'端不轉譯區 (5' untranslated region, 

5' UTR)內的 CGG trinuc1eotide tandem repeat [p(CGG)n]發生倍增突變

(expansion mutation) ，使得在 FMR-l 基國轉錄起點上游的 CpG island 

發生超甲基化(hypermethylation) ，因而導致 FMR-l 基因無法表現而造

成疾病的發生[Bell et 泣， 1991; Pieretti et 祉， 1991; Sutc1iffe et 泣，

1992] 。這 CGG 的重複次數在正常人是一種多形性(polymorphic)的存

在，一般正常的族群 CGG 的重複次數在 6~54 次，平均大約 30 次重

複[Fu et 泣， 1991; Verkerk et al., 1991] 。在帶困者(ca口iers) ，或稱為

"premutation"的族群中，這 CGG 重複的次數介於 52~200 次的重複，

但是在發病的病人(包11 mutation)其 CGG 的重複次數超過 200 次

[Oberle et al., 1991; Kremer et al., 1991;Rousseau et al., 1991; Fu et al., 

1991] 。另外還有少數造成此疾病的原因，去口基茵的缺失

(deletion)[Gedeon et al., 1992; Wohrle et al., 1992; Momet et al., 1993;; 

Tarleton et al., 1993 ; Meijer et al叮 1994; 軒1annermaa et 泣， 1996掙點突

變(point mutation)[Boulle et al., 1993; Wang et al., 1997]' 這些突變的原

因不是使得 FMR-l 基囡無法表現，不然就是f吏得 FMR-l 基由表現出
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來的蛋白失去了正常的功能，因此造成易脆 X 染色體症候群的發生。

FMR-l 基困所轉錄和轉譯出來的蛋白被稱為 F1依P , FJ\;飲P 在結構

上含有兩個 KH domain (KH1 和 KH2)及一個 RGG box (附屬卜3) ，此

種蛋白質為一 RNA結合蛋白(RNA binding protein) [Ashley et al., 1993; 

Giboson et al., 1993; Siomi et al., 1993 and 1994] 0 FMRP 是一種廣泛

表現在各種組織的蛋白，尤其在華丸和腦組織中的表現量最高，在腦

組織中，主要位於海馬角 (hippocampus)和大腦皮質的灰質區 (gray

matter ofthe cortex)的神經元(neuron) [Hinds, et al., 1993; Abitbol , et 泣，

1993; Verheij et al. 1995] 。而且也發現 F1依P 在細胞內的位置主要位

於細胞質[Dev戶， et 祉， 1993; Verheij , et al., 1993] 。到 1996 年多位學者

的研究證實 FJ\;依P 可以經由 RNA 和 ribosomes 60s subunit 結合

[Khandjian, et 泣， 1996; Tamani剖， et al., 1996] ，而且會和 ribosomes 一

起的著到內質網(endoplasmic reticulum) 所Tillemsen et 泣， 1996; Feng 

et al., 1997] ，同時有研究者發現 F1依P 含有 nuc1ear localiztion signal 

仔見的和 nuc1ear export signal 0'恆的兩個區域[Eberha泣， et al., 1996; 

Fridell, et 祉， 1996; Sittler et al., 1996] ，並且在核內 FJ\依P 可和核仁的

顆粒成份連結在一起 [Willemsen et al., 1996] 。另外，有兩個和 FMR-l

暴自高度相似性的基因已經被證實…FXR-l 和 FXR-2一-[Siomi et 泣，

1995; Zhang et al., 1995]' 且這兩個基因所表現出來的蛋白已經被證實

和 FJ\獄P 之間有交互作用，且其在細胞內的位置也是位於細胞質

[Zhang et al., 1995] 。稍後進一步的證明 FMRP 和 FXR 蛋白可一起和

ribosome 60s subunits 結合[Siomi et al., 1996] ，由以上的結果顯示至11 目

前為止的飯P 可能的生理功能與 ribosome 的功能有闕，包括轉譯的

調控(translational regulation)和 mRNA 的穩定(mRNA stability) ;另外
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也可能控制著 posttranscription processin皂、 transportation 和 mRNAs

的位置(localization) 。
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附屬 1-1 帶有易脆 X 染色體的男性染色體核型島(Kaηrotype of a male 
with 企agile X chromosome) 。在 X 奈色體上箭頭所指的部位是
一個企agile site 0 
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(CGG)n 

口 口 口 口 口 亡立 口市1
Exon II III IV V VI VII VIII IX X 

Size bp 298 51 53 94 72 149 94 117 171 79 110 

Intron 2 3 4 5 6 7 8 9 

Size kb 9.9 3.7 2.5 0.35 1.3 0.18 2.3 0.09 2.9 

Exon XI XII xrn xrv 
196 

XV 

183 

XVI XVII 

1794 S Îze bp 135 63 87 83 159 

Intron 

Size kb 

11 12 13 

0.5 2.6 2.4 

14 

1.7 

15 16 

0.65 2.9 

附屬 1-2 IntronJexon distances of FMR-l. Exon are depicted as open 
boxes and numberd with roman numerals ' introns are indicated 

by arabic numerals and sizes are show below èach gap. Shaded 
portions at the 3' and 5' end signify untranslate吐 regions of the 

gene.(Eichler et al., 1993) 
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Ml Q222 V285 P632 

(CGG)n 問士立_______RGGb

GRRR旦GGGRGQGGRG豆豆豆GFKGKG

附圈 1-3 月岱lcDNA 和 protein (F~欽的的結構圖

在最左邊灰色的 box 所指的市 CGG repeat 的單域，中間兩

個灰色 box 分別是 KHl 和 KH2 domain 。黑色的 box 是指 RGG

box 所在區域，且下方有其部份的氛基酸序列。上方的英文
字母和數字所指的是義基盟友位置。
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館工單

各段 F悶RP 蛋白及抗體的製備

(Expression of FMRP and antibody 
preparation) 
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第一館

中文摘要

易脆 X 染色體症候群是一種很常見引起人類智能障礙的原因之

一。造成易脆X染色體症候群的主要原因是由於 FMR-l 基因不表現，

使得的依P 缺乏而產生疾病。至於時依P 在這疾病上所扮演的角色

和致病機轉目前還不是很清楚。已知 F:tv依P 是一種 RNA 結合蛋白且

可以和 ribosome 結合，此外也發現兩種和 F瓦依P 相關的蛋白，

"FXR-l"和刊FXR呵2刊所表現的蛋白，可以和 F卸恨P 形成複合體。為了探

討的依P 真正生理上的功能，我們實驗室想要發展 F1依P 的抗體。

為了製造 F:tv依P 抗體，我們利用大腸桿菌的蛋白表現系統(pQE

system)表現出三種含有不同的依P 這域的蛋白質(全長、 N端和中段

的時做的，並且利用這些蛋白質製造出三種 polyclonal 抗體 (anti-E 、

anti“H 和 anti-M) 。這三種抗體經實驗證明力價才民高且具有專一性。我

們也利用西方轉潰法 (Westem blot) 和兔疫沈澱"西方轉潰法

(Immunoprecipitation哺Westem blot)兩種技術成功的偵測封 HeLa cell 

中的 F:tv飯p 。由於這些蛋白表現系統、抗體和偵測技街的建立將使

我們在探討時很P 的功能、致病機轉土和臨床上診斷易脆 X 染色體

症候群更為方便。

AV 



書館 Z 露自

英文摘要 (Abstract)

Fragile X syndrome is the most common form of inherited mental 

retardation and usual1y results from the absence ofF恥依P(F~依-1 protein) 

expression. F1v依P is an RNA binding protein and it have been indicated 

出at the RNA can mediate the association of 品位P and ribosomes. 

Recent妙， it have been demonstrated that F11RP組d 泊位P-related

proteins, FXR -1 protein and FXR -2 protein (FXRPs), can interact with 

each other to form a dimer and a trimer. As a first step to gain insight into 

the F1v飯P 臼nction and the molecular mechanism causing the fragile X 

syndrome, we raised antibodies again different regions of F11RP. 

To make antibodies, three polypeptides covering N-terminal, 

middle, or 如ll-length F1v恨P were expressed using an 丕白色 protein

expression system (PQE system), and then injected into rabbits to induce 

immune reaction. Three antibodies raised against different regions of 

m依P， anti-E, anti品， and antÎ-M were then tested for the titer and 

specificity. Using HeLa cell extract in an immunopreciptation coupled or 

Westem blot analysis, we demonstrated that all of these antibodies are 

very efficient in precipiting down and recognizing F1-獄R

Hopefully, there reagents wiI1 be helpful in detecting the presence 

of F1-依P， in studying the Fl\依P-associated proteins, and final妙， m

elucidating the Fl\恨P function. 
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第星節

序論(直盟trod臨的峙的

目前已知造成易脆 X 染色體症候群的主要原因，主要是位於

FMR-l 基因的第一個 exon 內 5'端不轉譯島(untranslated region) CGG 

三聯核苔酸發生擴增突變(expansion mutation) [Fu e t. al., 1991; Kremer 

et al., 1991; Nakahori et al., 1991; Verkerk et al., 1991; Yu et 泣， 1992] , 

造成起動區(promoter)的 CpG island 發生超甲基化(hypermethylation)

[Oberle et al., 1991; Rousseauet al., 1991; Steinbach et al., 1993] ，使j寺

FMR-l 基園的不表現，導致 FMR團 l 蛋白 (F孔欽的無法產生而造成疾病

的發生[Bell et 鈍， 1991; Pieretti et 泣， 1991; Sutcliffe et al., 1992] 。

早期診斷易脆 X 染色體的傳統方法是利用細胞遺傳學的方法，

檢示分裂中期染色體(metaphase chromosome)有無易脆 X 索色體

(金agile X chromosome; 金a(X))的顯現。由於細胞培養特須要使用葉酸

含量低的培養液來誘發易脆位置(全agile site)的產生來診斷，但不是每

一分裂中期染色體(metaphase chromosome)均能看到[Sutherland，試試，

1977; 1979月 1979呵，因此有時會有假陰性或假陽性的結果出現，且

在帶有前突變基因 (premutation)的男性在外表上走正會的，稱為"正常

傳遞男性(normal transmittin皂 males; NTMs)阱，此種 NTMs 的男性在細

胞遺傳學上是誘發不出易脆 X 黛色嫂，但 NTMs 所帶的前突變基因

可以傳給他的女兒，使她們成為外表正常的女性帶菌者(female

ca叮ier) ，在細胞遺傳學上同樣是誘發不出易跪 X 玲色麓，但是 NTMs

的孫子往往會發病 [Jacobs， et al., 199日。所以傳統診斷易脆 X 染色體

12 



的方法不但很費玲、須培養大量細胞而且結果也不是百分之百正確，

也無法診斷出 NTMs 男性和女性帶自者。然而隨著與易脆 X 黛色體

症候群有關的基囡 "FMR-l 基囡"的被選殖出來，這個困擾獲得轉機

[Heitz et 泣， 1991; Kremer et 此， 1991; Oberle et al可 1991; Verkerk et 泣，

199月。自此對於易脆 X 染色體症候群的診斷白細胞遺傳的方法進入

了 DNA 分析的診斷技術'包括南方氏轉潰法(Southem analysis)和聚

合時連鎖反應(PCR)等方法。雖然南方氏轉潰法(Southem analysis)可

以更容易的診斷出前突變的帶函者，然而此種方法須要約 10 抖g

DNA' 如此大量的 DNA 很難直接從產前診斷的樣本中獲得，除非細

胞再經過培養，但這也相對的降低診斷的時效性，而且南方氏轉潰法

(Southem analysis)對於 CGG 重複次數只增加一點點的前突變基函，

很難作正確診斷。

利用聚合鷗連鎖反應(PCR)來診斷易脆 X 染色體症候群確實是

一個快速、經濟的方法，特別是應用在產前診斷上。 1991 年 Fu 等人

及 1992 年 Pergolizzi 等人，已成功的利用此法來診斷易脆 X 染色體

症候群，並且確定出正常人的 CGG 三聯核苔段之重複次數介於 6~54

次之間，前突變基由別介於 52-200 次之問 [Fu et al., 1991; Pergolizzi et 

al., 1992] 。但是由於 CGG 三聯核苔酸序列本身不易複裂，當 CGG 重

複次數太太也無法被 PCR 複裂，使得 PCR 反應不易成功，使得在診

斷上出現困擾，且 PCR 的方法常須要用 α_32p-dCTP 來標定 DNA'

最後以放射顯影的方法得知產物的大小，使得實驗上多了一項放射性

廢棄物要處理，因此增加了實驗室的負擔及實驗危險性。的94 年 Pai

等人進一步的利用 RT-PCR 的方法來看 FMR-l 基因的表現[Pai et 泣，

1994] ，向我們實驗室志已成功的利用比方法在易脆 X 染色體症候群
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的產前診斷上，但是如果運用在大量的篩撿?也是很浪費時間的。最

近的研究報告顯示已經成功的運用品很P 的抗體來大量的篩檢易脆

X 染色體症候群[Willemsen， et al., 1995; 1997] 。加上最近也已經發現

F斜眼P 和細胞悶的組成之問有交互作用，如 ribosome 等[Khan再jian， et 

al., 1996; Tamanini，試試， 1996; Siomi et al., 1996] ，另外也發現和兩個

相闋的蛋白質(FX品 1 an吐 FXR翱2 基因所表現出來的蛋白)之閱有交互

作用 [Siomi et 泣， 1995; Zhang et al., 1995] ，基於以上的種種理由我們

實驗室製造 F卸眼P 的抗體:在診斷技術上，可利用抗體來發展一個

更快速、更簡便的、更安全的大量篩檢易脆 X 染色體症候群的方法;

在研究方面，使我們更容易去瞭解點很P 的真正生理上的功能為何?

FJ'v故P 與那些細胞內的組成和那些蛋白質之間有交互作用?本章將

詳細描述抗體的製備過程及製造的抗體是否具有專一性。
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第盟章告

方法 (Metho是s)

一、 pBSHAF27XE 質體的建構:

(Construction of pBSHAF27)也)

取凹陷含有全長 FMR-l 基茁 cDNA 的質體(p凹-ISI耐F27X

Siomi et al., 1993) ，經由 Bst 沼限制鷗(New England BioLab)在 37
0

C

下作用 60 分鐘，將含有 FMR-l cDNA 的環形質體切成線形，將 DNA

純化後(方法參照附錄一) ，再使用 Klenow 酵素(Promega)在 30
0

C 下作

用 30 分鐘，將線形質體的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純化

後(方法參照附錄一) ，最後經由 ApaI 限制鵲(New England BioLab)在

37
0

C 下作用 60 分鐘，將全長的 FMR-l cDNA切下，經由 1X TAE buffer 

1.0 %洋菜膠電泳分離後，將全長的 FMR-l cDNA 從膠上切下，再利

用 QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN ;方法參照附錄一)將全長的

FMR-l cDNA 回收，大約 2.0 Kb (insert) 。

取凹陷 pBluescript KS( +) phagemid (pBSKS+) ，經由 Bst 刃限

制時(New England BioLab)在 37 vC 下作用 60 分鐘，將環形的 pBS KS+ 

切成線形，將 DNA 純化後(方法參照附錄一) ，再使用Klenow 酵素

(Promega)在 30
0

C 下作用 30 分鐘，將線形 pBSKS+的兩端修補成平端

(blunt end) ，將 DNA 純化後(方法參照附錄一) ，最後經由 Apa 1 限制

勝(New England BioLab) 在 37
0

C 下作用的分鐘，經由 1 X T AE buffer 

1.0 %洋菜膠電泳分離後，將處理好的載體從膠上切下，再利用

QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參照的錄一)回收大約
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2.85 Kb (vector) 。

將處理好的 FA彼-1 cDNA(inse抗)和 pBSKS+ phagemid (vector) , 

以約 3:1 的分子數比，利用 T4 DNA 連接限制梅(New England BioLab) 

在 16
0

C 下作用過夜，將兩者連接起來形成 pBSHAF27XE 質體(圈 L

1) 。取連接好的質體 5μi 送到經由 100 mM CaC12處理的大腸桿菌

藹祿 JM109 內(方法參照附錄一) ，並且塗抹在含 ampicillin(1 0 mg!ml) 

的 Luria-Bertani 培養基 (LB ag訂)上，在 37 Oc 下過夜培養

(Transformation 方法參照附錄一) ，再從垮養基上挑選單一菌落到令

ampicillin( 1 0 mg!ml)的 Luria-Bertani 培養液 (LB 地edium) 中在 37 0C 下

過夜次垮養，再將過夜次培養的菌液離心，使用 Plasmid

minipreparation kit (QIAGEN 方法參照附錄一)將質體抽出，最後利

用限制搗切點定位 (enzyme mapping) 和核 IJ 竣定序 (DNA

sequencmg 方法參照附錄一)等方法來檢測質體是否正確。

二、 FMR-l 蛋白表現質嫂的建構:

(Construction of expression plasmid) 

在 FMR“l 蛋白表現質麓的製備上，我們共設計了 4 段含有不同

FMR-1 cDNA 片段的質體(如圈 2-2): A. 令全長 FMR-1 cDNA (Sac 

I-Apα1 ; pQEF27XE); B. 含 N峭的 FMR-1 cDNA' 即 SacI細HindIII

之片段(pQEF27泊。 C. 合中段的 FMR-l cDNA '只包含兩個 K狂

domain (Xho 1- Kpn 1 之片段; pQEF27池。 D. 含 C-端的 FA岱l

cDNA' 只包含 RGG box (Kpn I-Apa 1 之片段; pQEF27XT) ，其製備

過程敘述如下:
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A.pQEF27XE 蛋白表現質體的建構:

(Construction of pQEF27)亞)

取 1。他含有全長 FMR-l cDNA 的質體(pBSHAF27XE) ，經由

ApaI 限制鷗(New England BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將環形的

pBSHAF27XE 切成線形，將 DNA 純化後(方法參照的錄一) ，再使用

Klenow 酵素 (Promega) 在 30 OC 下作用 30 分鐘將此線形的

pBSHAF27泊的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純化後(方法參

照附錄一) ，最後經由 Sac 1 限制峰(New England BioLab)在 37
0

C 下作

用 60 分鐘將全長的 FMR-l cDNA 切下，經由 lX TAE buffer 1.0 0/0 洋

菜膠電泳分離後，將全長的 FMR-l cDNA 從膠上切下，再利用 QIAEX

II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參煦的錄一)將全長的 FMR-l

cDNA 回收，大約 2.0 Kb (insert) 。

取 10 抖g pQE30 (QIAGEN) ，經由 Pst 1 限制峰(New England 

BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將環形的 pQE30 切成線形，將 DNA

純化後(方法參照的錄一) ，再使用 Klenow 韓素(Promega)在 30
0

C 下作

用 30 分鐘將線形的 pQE30 的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純

化後(方法參照附錄一) ，最後經由 Sac 1 限制晦(New England BioLab) 

在 37
0

C 下作用 60 分鐘，經由 lX TAE buffer 1.0 %洋菜繆電泳分離

後，將處理好的載體從繆上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit 

(QIAGE1叫;方法參照的錄一)回收大約 3 .4 Kb 的片段(vector) 。

將處理好的 FMR-l cDNA(inse抗)和 pQE30(vector) ，以約 3:1 的

分子數比，利用 T4 DNA 連接限制勝(New England BioLab)在 16
0

C 下
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作用過夜，將兩者連接起來形成 pQEF27XE 質體(圈 2-3) 。取連接

好的質體 5μi 送到經由 100 mM CaClz處理的大腸桿茵茵株 JM109 內

(方法參煦的錄一)，並且塗抹在令 ampicillin(10 mglml)的 Luria-Bertani

培養基 (LB agar)上，在 37
0

C 下過夜培養(Transformation 方法參照

附錄一) ，再從培養基上挑選單一菌落到含 ampicillin(1 0 mg/ml) 的

Luria回Bertani 堵養液 (LB Medium)中在 37
0

C 下過夜次培養，再將過

夜次垮養的菌液離心，使用 Plasmid minipreparation kit (QIAGEN ;方

法參煦的錄一)將質體抽出，最後利用限制露每切點定位(enzyme

mapping)和核苦酸定序(DNA sequencing 方法參照附錄一)等方法來

檢湖質體是否正確。

B. pQEF27沼f 蛋白表現質嫂的建構:

(Construction of pQEF27封封

取凹陷含有全長 FMR-l cDNA 的質體(pBSHAF27XE) ，經由

Sac 1 限制梅(New England BioLab)在 37
0

C 下作馬 60 分鐘，將環形的

pBSHAF27XE 切成線形，將 DNA 純化後(方法參照的錄一) ，再經由

HindIII 限制晦(New England BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘將N端的

FMR-l cDNA 切下，經由 1X TAE buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離後，

將 N個端的 FMR-l cDNA 從膠上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction 

Kit (QIAGEN ;方法參照附錄一)回收大約 900bp 的片段(inse抗)。

取凹陷 pQE30 的IAGEN) ，經由 Sac 1 限制略(New England 

BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將環形的 pQE30 切成線形，將 DNA

純化後(方法參照的錄一) ，再經由 Hind III 限制輯們ew England 

BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘會經由 1X TAE buffer 1.0 %洋菜膠電
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泳分離後，將處理好的載體從膠上切下，再利用 QlAEX II Gel 

Extraction 哀it (QIAGEN ;方法參照附錄一)回收大約 3 .4 Kb 的片段

(vector) 。

將處理好的 N端 FMR-l cDNA(insert)和 pQE30(vector) ，以約 3:1

的分子數比，利用 T4 DNA 連接限制峰(New England BioLab)在 16
0

C

下作用渴夜，將兩者連接起來形成 pQEF27泣f 質禮。(國 2-4) 取連接

好的質體 5 凶送到經由 100 mM CaC12處理的大揚桿菌齒株 JM1的內

(方法參煦的錄一)，並且塗抹在令 ampicillin(1 0 mglml)的 Luria-Bertani

培養基 (LB agar)上，在 37
0

C 下過夜垮養(Transformation 方法參照

附錄一) ，再從培養基上挑選單一盈落到含 ampicillin(1 0 mglml) 的

Luria-Bertani 培養液 (LB Medium)中在 37
0

C 下過夜次培養，再將過

夜次主告養的菌液離心，使用 Plasmid minipreparation kit (QIAGEN 方

法參照的錄一)將質體抽出，最後利用限制鵑切點定位(enzyme

mapping)和核 iJ 竣定序(DNA sequencing 方法參照附錄一)等方法來

檢測質體是否正確。

C. pQEF27站在蛋白表現質體的建構:
(Construction ofpQEF27XM) 

取悶悶含有全長 FMR-l cDNA 的質體(pBSHAF27XE) ，經由

.xho 1 限制鷗(New England BioLab)在 37 vC 下作用 60 分鐘，將環形的

pBSHAF27XE 切成線形，將 DNA 純化後(方法參照的錄一) ，再使用

Klenow 韓素 (Promega) 在 30 oC 下作用 30 分鐘將此線形的

pBSHAF2T粗的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純化後(方法參

照附錄一) ，最後經由 KpnI 限制梅(New England BioLab)在 37
0

C 下作
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罵 60 分鐘將中段的 FMR-l cDNA(只令 2 個 KH domain)切下，經由

1X TAE buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離後，將中段的 FMR-l cDNA 從

膠上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參照

附錄一)回收大約 530 bp 的片段(insert) 。

取 10μg pQE32 (QIAGEN) ，經由 Bam 目限制峰(New Englan吐

BioLab)在 37
0

C 下作用的分鐘，將環形的 pQE32 切成線形，將 DNA

純化後(方法參照附錄一) ，再使用Klenow 酵素(Promega)在 30 0C 下作

用 30 分鐘將線形的 pQE32 的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純

化後(方法參照附錄一) ，最後經由 KpnI 限制鵲(New England BioLàb) 

在 37
0

C 下作用 60 分鐘，經由 1X TAE buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離

後，將處理好的載體從膠土切下，再利用 QlAEX 11 Gel Extraction Kit 

(QIAGEN ;方法參照附錄一)回收大約 3 .4 Kb 的片段(vector) 。

將處理好的中段 FMR-l cDNA(insert)和 pQE32(vector) ，以約 3:1

的分子數比，利用 T4 DNA 連接限制晦(New England BioLab)在 16
0

C

下作用過夜，將兩者連接起來形成 pQEF27X11質體(圖刊)。取連

接好的質體 5μi 送到經由 100 mM CaC12 處理的大腸桿菌葛株恥1109

內(方法參煦的錄一) ，並且塗抹在令 ampicillin(1 0 mglml) 的 Lu討恥

Bertani 培養基 (LB agar)上，在 37
0

C 下過夜垮養(Transformation 方

法參照的錄一)，再從培養基上挑選單一萬落到含 ampicillin(10 mglml) 

的 Luria-Bertani 垮養液(LB Medium)中在 37
0

C下過夜次培養，再將

過夜次培養的語液離心，使用 Plasmid minipreparation kit (QIAGEN 

方法參照附錄一)將質體抽出，最後利用限制晦切點定位(enzyme

mapping)和核苔竣定序(DNA sequencing 方法參照附錄一)等方法來

檢測質體是否正確。
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D.pQEF27XT 蛋白表現質嫂的建構:

(Construction of pQ EF2 7XT) 

取凹陷含有全長 FMR-l cDNA 的質體(pBSHAF27XE) ，經由

ApaI 限制晦(New England BioLab)在 37
0

C下作用的分鐘，將環形的

pBSHAF27XE 切成線形，將 DNA 純化後(方法參照附錄一) ，再使用

Klenow 酵素 (Promega) 在 30 oC 下作用 30 分鐘將此線形的

pBSHAF2T粗的兩端f飢餓平端(blunt end) ，將 DNA 純化後(方法參

照附錄一) ，最後經由 KpnI 限制晦(NewEnglan吐 BioLab)在 37
0

C 下作

用 60 分鐘將 C端的 FMR-l cDNA切下(含 2 個 RGGbox)'經由 lXTAE

buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離後，將 c-端的 FMR-l cDNA 從膠上切

下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參照附錄一)

回收大約 890 bp 的片段(insert) 。

取 10μg pQE31 (QIAGEN) ，經由 Hind III 限制鵲(New England 

BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將環形的 pQE31 切成線形，將 DNA

純化後(方法參照附錄一) ，再使用Klenow 酵素(Promega)在 30
0

C 下作

用 30 分鐘將線形的 pQE31 的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純

化後(方法參照附錄一) ，最後經由 KpnI 限制鴉們ew England BioLab) 

在 37
0

C 下作用 60 分鐘，經由 lX TAE buffer 1.0 0/0 洋菜膠電泳分離

後，將處理好的載體從膠上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit 

(QIAGEN ;方法參照附錄一)回收大約 3 .4 Kb 的片段(vector) 。

將處理好的 C 端 FMR-l cDNA(insert)和 pQE 31(vector) ，以約

3:1 的分子數比，利用 T4 DNA 連接限制鷗(New England BioLab)在 16

℃下作用過夜，將兩者連接起來形成 pQEF27XT 質體(萬 2-6) 。取
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連接好的質體 5μi 送到經由 100 mM CaC12 處理的大腸桿葛菌株

JM109 內(方法參照附錄一) ，立在立塗抹在含 ampicillin(10 mglml)的

Luria-Bertani 場養基 (LB agar) 上，在 37 "C 下過夜培養

(Transformation 方法參照的錄一) ，再從培養基上挑選單一菌落到含

ampicillin( 1 0 mglml)的 Luria-Bertani培養液 (LB Medium)中在 37
0

C 下

通夜次培養，再將過夜次培養的菌液離心，使用 Plasmid

minipreparation kit (QIAGEN 方法參照附錄一)將質體抽出，最後利

用限制嗨切點定位 (enzyme mapping) 和辛亥苔竣定序 (DNA

sequencmg ，方法參照的錄一)等方法來檢測質體是否正確。

-、 FMR-l 蛋白的表現:

(Expression of F孔恆的

取 3μi 先前製備好的蛋白質表現質體(protein express plasmi吐)送

入經 100 mM CaC12處理的太陽桿藹菌株M15 中(方法參照附錄一) , 

將其塗抹在含有抗生素(10 mglml ampicil1ine 和 25 mg/ml kanamycine) 

的 Luria-Bertani 培養基 (LB ag訂)中在 37
0

C 過夜培養。然後挑單一萬

落到含抗生素(10 mglml ampici1line 和 25 mglml kanamycine)的 Luria

Bertani 培養液 (LB Medium)中過夜次垮養，取過夜次培養的菌液轉

殖在新鮮的含抗生素(10 mglml ampicilline 和 25 mglml kanamycine)的

Luria-Bertani 培養液 (LB Medium)中堵養，直到菌液的濃度達到 OD600

約 0.6 心.7 左右，加入 isopropyl-ß闇D-thiogalactopyranoside (IPTG)最後

濃度達 1 mM誘導蛋白的表現，經迫在 37
0

C培養箱中培養二小時後，

取出菌液並將齒液離心，離下的萄體以減現齒的 d2日20 洗掉殘留的培

養液，再將 pellet 懸浮在 cel1 ex甘act buffer (buffer A 50 mM Tris ' 
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10 rnM ß-rnercaptoethan仗， 1 rnM PMSF ' 1 % Nonidet P-40) 中，以超

音波震盪器將細胞震碎，直至11 j遠液澄清為止，離，心後將上清液轉移到

新的離心管，取部份上清液跑 12.5% SDS PAGE ' SDS

polyacrylarnide gel 經由 Coornassie blue 染色和西方轉潰法(Westem

Blot 1st Ab anti-histidine 1 :5000 2nd Ab peroxidase-labelledεoat-

anti-rnouse IgG 1 :5000) 以確定蛋白是否有表現。

四、 F1位P 蛋白的純化:

(Purification ofF1傲的

取 2 rnl Ni-NTA resin (QIAGEN) 放入 colurnn 中，並且加入 2 rnl 

buffer B (20 rnM Tr站， 100 rnM KCl, 10 rnM戶-rnercaptoethanol , 10 % 

(v/v) glycerol, 20 rnM irnidazole, pH 8.5 at 4 OC)平衡 colurnn '然後將溶

在 bufferA(50 rnM Tris ' 10 rnM ß-rnercaptoethanol ' 1 rnM PMSF ' 

1 % Nonidet P-40)中的上清液加入 colurnn 中，收取通過 colurnn 後的

液體(Flow through) ，再利用含有不同 irnidazole 濃度的 buffer (20 rnM 

Tris, 100 rnM KCl, 10 rnM戶-rnercaptoethanol , 10 % (v/v) glycerol, pH 

8.5 at 4 OC)來清洗 colurnn '收取清洗 colUnin 後的液體 (Wash 1 3 

rnl 含 20 rnM irnidazole and 3 rnl 含 30 rnM Ìrnidazole Wash 2 3 rnl 

含的rnM irnidazole and 3 rnl 含 50 rnM irnidazole) ，最後以含有 100 rnM 

irnidazole 的 buffer C (20 rnM Tr泊， 100 rnM KCl, 10 rnM ß

rnercaptoethanol , 10 % (v/v) glycerol, 100 rnM irnidazole, pH 8.5 at 4 OC) 

4 rnl 將結合在 Ni-NTA resin 的 F1依P 蛋白洗下來，每管收取 1 ml 

(Elute 1 Elute 2 Elute 3 Elute 4) 。

各取 20μi 收下來的 Flow through Wash 1 研Tash 2 Elute 
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1 Elute 2 Elute 3 Elute 4 液體，跑 12.5% SDS PAGE ' SDS-

polyacrylamide gel 經由 Coomassie blue 禁色和西方轉潰法(Westem

Blot 1 st Ab anti-histi吐出e 1 :5000 2nd Ab peroxidase-labelled goat-

anti-mouse IgG 1 :5000)以確定蛋白是否被 Ni-NTA resin 純化出來。

五、抗體的製備(Preparation of如tibody) : 

將 Ni割TA resin 純化的各段 F孔依P 蛋白，利用呈色反應(sample

取 10μi 純化的蛋白，加 200μ1 Bradford '補 d2H20 至 1000μ1)與標

準蛋白 [(Bovine serum albumin , BSA) 取 o ' 5 ' 10μ1 BSA 蛋白(1

μg1 1 μ1) ，加 200μ1 Bradfor忌，補也H20 至 1000μ1]告文比較，經由測其

可見光 595 的吸光質(ODS9S) ， 來決定蛋白質的含量。

依據測得之蛋白質濃度計算，取 500 闊的蛋白質來免疫兔子，

在免疫兔子前先抽取 5 ml 的血液靜置4---5 小時，雄心抽取血清(pre

immune)。取出免疫兔子的蛋白質與 adjuvant complete freund 以 1: 1(體

積比)的比例均勻混合，再將混合均勻的液體注射入兔子的皮下(first

immune) 。注射後 2 星期，抽取 5 別的血液靜蓋 4--5 小時，離心抽取

血清測其抗體力償(titer)的情況，詞時再追加注射蛋白質，取 300 沌

的純化蛋白質與叫juvant incomplete freund 以 1: 1(體積比)的比例混合

均勻，再將混合均勻的液體注射到兔子的皮下(second immune)' 2 星

期後抽取血液測其抗體力償(antibody title)的高低。
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六、西方轉潰法(Westem Blot): 

12.5 % SDS-PAGE 

resolving gel (4 ml): 

1.66 ml Acrylamide-bisacrylamide(30:0.8) 

1.0 ml 1.5 M Tris-HCl (pH8.8) 

0.04 mll0 % SDS 

1.11 ml d2H20 

0.1 5 mll0 %位nmoniurn persulfate 

3μ1 TE弘1ED

Stacking gel (2 臨時:

0.25 ml Acrylami忌。-bisacrylamide(30:0.8)

。 .5 ml 0.5 M Tris-HCl (pH6.8) 

。.02 ml 10 % SDS 

1.03 ml d2H20 

0.1 ml lO % ammoniurn persulfate 

3μ1 TEMED 

1. Sample: 加入 3x Sample buffer 之後，在加入之前先煮沸五分鐘，

使蛋白變性，用 120 V 跑土層 stacking gel '下層 resolving gel 則

改成 150 V 0 

2. Wash 將跑完電泳之 SDS中olyacrylarr吐吐e gel '浸泡於 50 ml 

blotting buffer '溫和搖晃五分鐘。( blotting buffer 9.1 g Tris-

HCl ' 43.2 g Glycine ' 600 ml methanol '加水到 3000 ml ) 

3. Transfer 將膠緊貼於 Nitrocellulose 或 plus-PVDF 濾紙上，置於

mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad)' 100 V 通電一小時或 30V 過夜。

4. Blocking 將濾紙浸泡於 50 ml TBS buffer(含 3% skim milk) ，室

溫溫和搖晃三十分鐘或 4
0

C放蓋過夜。 (TBS buffer 1.33 g Tris-

HCl ' 9.0 g NaCl '加水至 1000 ml '調 pH 7.4) 

5. 1st 個Ab :將濾、紙荳於塑膠袋中，加入的 ml TBS buffer (合 1% skim 

milk) ，再加入 2μ1 anti “ 6x His Ab 115000 '將塑膠袋密封搖晃一

小日寄。

6. Wash 以 50 ml TBS buffer 浸泡 paper '室溫溫和搖晃五分鐘，
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洗三次。

7. 2nd-Ab: 將j慮、紙荳於塑膠袋中，加入 10 ml TBS buffer(合 1% skim 

milk) ，再加入 2μ1 peroxidase-labelled goat anti-mouse Ig G 

(115000) ，將塑膠袋密封搖晃一小時。

8. Wash 重複步驕 6 。

9. Substrate 配製新鮮 substrate solution 30 mg 4-chloro-1-

napthol(0.06 % g1ml)(Merk)溶解於 10 ml methanol 中，加入 TBS

buffer 至 50 ml 。將港、紙置於 substrate solution 中，再加入 20μi

H20 2 '即主色;或使用 ECL kit (Amershem)呈色。

七、兔疫沈澱…西方轉潰法(Immunoprecipitation--Westem blot) 

本實驗方法主要參考 Verheij et al., 1993 年的報告稍加修改。首

先取 10 ml HeLa cell 堵養液在 1500 中m 離心的分鐘，去除上清液後

加入 1 ml cell homogenized buffer ( 10 mM HEPES ' 30 mM KCl ' 

100μM CaC12 ' 5 mM Mg C12 ' 0.05 % Tween 20 ' 0.45 % Trixton X 

100) 使細胞破裂，離心 2500 rpm 10 分鐘後將上清液轉移到新的小離

心管(micro-centrifuge tube) ，存放在-20 Oc '並取 2μ1 totallysate 利用

呈色反應，加 200μ1 Bradford '補也H20 至 1000 抖。與標準蛋白 (Bovine

serum albumin , BSA，)取 o ' 5 ' 10μlBSA 蛋色(1 μg/ lμ1) ，加 200μi

Bradford '補也同0 至 1000 抖做比較，經由淇，1其可見光 595 的吸光

質(OD595) ，來決定蛋白質的濃度。

取 30μ1 protein A agarose (BRL) 和自製的 polycolonal antibody 

20μ1 (如tÌ-E 、 anti-H 、 anti-M) ，在總反應體積 100μ1 TBS buffer (20 
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ml 1 M Tris pH 7.4、 9.0 gNaCl 、加 d2H20 至 1000 ml) ，且在 4
0

C 下

以 end吋ver個end 方式旋轉作用 2 小哼，離心 6000 rpm 5 分鐘去除上清

液，用 200 抖1 TTBS(20 ml 1 M Tris pH 7.4、 9.0 g NaCl 、 0.05 % 

Tween 20 '加也同0 至 1000 ml)洗三次。

取 350 J.lg total lysate 加到己和 polycolonal antibody 作用後的

protein A agarose 在 4
0

C下以 end-over吋nd 方式旋轉作用 2 小峙，離

心 6000 rpm 5 分鐘將上清液轉移到新的小離心管(micro-centrifuge 

tube) , "supematant S刊，舟 200μ1 TTBS(20 ml 1 M Tris pH 7.4、 9.0

gNaCl 、 0.05 % Tween 訝，加 d2日20 至 1000 ml)洗三次和用 200μl

TBS (20 ml 1 M Tris pH 7.4、 9.0 g NaCl '加 d2H20 至 1000 ml)洗二

次 '''pellet P" 。

分別取 20μ1 supematant (S) 和 pellet (P) 分別加入 10 和 30μi

SDS sample buffer (NEB) ，在的。C下煮 5 分鐘，跑 10 % SDS PAGE ' 

然後進行西方轉潰法(方法月六 )(1st Ab antÌ-F:tv依P monoc1onal 

antibody IC3 1 :5000 、 2nd Ab peroxidase-labelled goat anti-mouse IgG 

1 :5000) 。
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第五畫眉

結果(Res前的

一、檢測 pBSHAF27XE 質體:

為證實抽出的 pBSHAF27XE 質體(參照實驗方法一)是否正確，利

用限制梅切點定位(enzyme mapping)和核苔酸定序(DNA sequencing) 

兩個方法來確認。

對於 pBSHAF27XE 質體的限制鵲切點定位(enzyme mapping)方

法，我們設計了 4種不同限制鵲…Apα1 (New England BioLab) 、 Eco 閱

(New England BioLab) 、 Eco RV (Promega) 、 Nco 1 (New England 

BioLab) 一分別位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上。每一樣本

取 3μi 的賀禮 DNA' 取 10U 的限制鷗於 1X 限制鷗專用 buffer 的濃

度下，總反應體橫在 10μ1 '在 37
0

C 下作罵 30 分鐘，經由 1X TAE buffer 

0.7% 的洋菜繆電泳分析。(如圖 2-7)

ApαI 限制晦的切點位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)的交

接處，因此只有一個切點，可被切成一大小約 4.8Kb 的線形 DNA(如

圈 2刁 Lane 3) 。而 EcoRI 和 NcoI 的切點位於 msert 上且只有一個切

點，因此線形 DNA 的位置也在 4.8 kb (如圖 2-7 Lane 4 、 6) 0 Eco RV 

限制嚼的切點雖然、位於 pBSKS+上，但是經過限制鷗處理過的 vector

並不合這切點，所以正確的 pBSHAF27XE 質體並不會被 Eco RV 切

成線形(如圈 2-7 Lane 5) 。

經過初步限制鵑切點定位的確認後，更進一步的利用核苔酸定序
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法 (DNA sequencing) 來確認(方法參煦的錄一)。使用兩個引子

(primers) ，順向為其引子--- 5 '-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3 , ; 

逆向為 Reverse 引子---5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3' ，其結果如

圈 2品可見全長 FMR-l cDNA 被正確的接在 pBSKS+載體上。圈 2-9

也指出 pBSHAF27XE 質體的 cDNA 序列和氯基竣序列。

二、含有不同片段 FMR-l cDNA 質體(PQEF27旭、

pQEF27XH 、 pQEF27XM 、 pQEF27XT)的檢測:

為證實抽出令不同 FMR-l cDNA 片段的質體(參照實驗方法二)是

否正確，利舟限制鵲切點定位(enzyme mapping)和核苔酸定序(DNA

sequencing)兩個方法來確認。

限制鵑切點定位(enzyme mapping) ，我們分別各設計了 4 種不同限

制晦(enzyme)來檢測舍不同 FMR-l cDNA 片段的質體:

檢測 pQEF27XE 質體，利用 Bam 閱(New England BioLab) 、 Hind

III (New England BioLab) 、 Kpn 1 (Promega) 、 Sαc 1 (New England 

BioLab)等切點分別位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上的 4 種

不同限制梅呆檢測。每一樣本 DNA 取 3μ 的質體 DNA' 取 10U 的

限制晦於 1X 限制梅專用 buffer 的濃度下，總反應體積在 10 抖，在

37
0

C 下作用 30 分錢，經由 1X TAE buffer 0.7 %的洋菜繆電泳分析(如

鸝 2-10) 0 Bam HI 限制鶴的切點同時位於載體(vector)和 FMR-l

cDNA(insert )上，因此有二個切點，可被切成一大小約1.9 kb 和 3.5 泌

的片段(麗 2-10 Lane 3) 0 Hind III 限制晦的切點也同時位於載體

(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上，茵此有二個切點，可被切成一大小

約1.3 油和 4.1 kb 的片段(國 2-10 Lane 4) 0 Kpn 1 限制鶴的切點只位
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於 FMR-l cDNA(insert)上，且 Sac 1 限制嚼的切點位於載體(vector)和

FMR-l cDNA(insert)的交接處，因此兩者都只有一個切點，可被切成

一大小約 5.4 kb 的線形 DNA 片段(圈 2-10 Lane 5 、 6) 。

檢測 pQEF27站直質體，利用 Eco RI (New England BioLab) 、 Hind

III (New England BioLab) 、 Sac 1 (New England BioLab) 、 Xho 1 (New 

England BioLab)等切點分別位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert) 

上的 4 種不同限制鵲來檢測。每一樣本取 3 抖的質體 DNA' 取 10 U 

的限制晦於 1X 限制晦專用 buffer 的濃度下，總反應體積在 10 抖，

在 37
0

C 下作用 30 分鐘，經由 lX TAE buffer 0.7 %的洋菜膠電泳分

析(如圈 2-11) 0 Eco RI 限制晦的切點同時位於載體(vector)和 FMR-l

cDNA(insert)上，因此有二個切點，可被切成一大小約 100 bp 和 4.2 她

的片段(如國 2-11 Lane 3) 。且 X古o 1 限制臨的切點也同時位於載體

(vector)和 FM忍1 cDNA(insert)上，因此有二個切點，可被切成一大小

約 800 bp 和 3.5 胎的片段(如竄 2-11 Lane 6) 。而 Hind III 和 Sac 1 限

制誨的切點同時位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)的交接處，因

此兩者都只有一個切點，可被切成一大小約 4.3 kb 的線形 DNA 片段

(如圈 2-11 Lane 4 、 5) 。

檢測 pQEF27XJ\t1質體，利用 Bag II (Promega) 、 Hind III (New 

England BioLab) 、 Kpn 1 (Promega) 、 Sac 1 (New England BioLab)等切

點分別位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上的 4種不同限制鵲來

檢測。每一樣本取 3 抖的質體 DNA' 取 10 U 的限制鷗於 1X 限制勝

專用 buffer 的濃度下，總反應體積在 10μ1 '在 37
0

C 下作用 30 分鐘，

經由 1X TAE buffer 0.7 %的洋菜膠電泳分析(如麗 2-12) 0 Bag II 限

制嚼的切點只位於 mse此內且只有一個切點，自此可被切成一大小約
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4.0 kb 的線形 DNA 片段(如圖 2-12 Lane 3) 0 Hind III 限制晦的切點冉

時位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上，因此有二個切點，可被

切成一大小約 400 bp 和 3.6 泊的片段(如圈 2-12 Lane 4) 0 Kpn 1 限制

誨的切點位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)的交接處，因此只有

一個切點，可被切成一大小約 4.0 kb 的線形 DNA 片段(如 2-12 Lane 

5) 。而 Sac 1 限制晦的切點雖然原本存在 pQE32 載體上，但是經過限

制鵲處理過的載體挂不含這切點，所以正確的 pQEF27池f 質體並不

會被 SαcI 切成線形(如圈 2-12 Lane 6) 。

檢;其1 pQEF27XT 質體，利用 Bam閱(New England BioLab) 、 Kpn

1 (Promega) 、 Sac 1 (New England BioLab) 、 Pst 1 (New England 

BioLab)等切點分別位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(inse的上的 4 種

不同限制梅來檢測。每一樣本取 3μi 的質體 DNA' 取 10 U 的限制

晦於 1X 限制鵲專用 buffer 的濃度下，總反應體積在 10μ1 '在 37 0C

下作用 30 分鐘，經由 1X TAE buffer 0.7 %的洋菜膠電泳分析(如國

2是3) 0 Sac 1 限制嚼的切點只位於載體內且只有一倡切點，因此可

被切成一大小約 4.3胎的線形 DNA 片段(如國 2-13 Lane 5) 0 BαmHI 

限制晦的切點聞自守住於載體(vector)和 FM忍1 cDNA(insert)上，茵此有

二個切點，可被切成一大小約 600 bp 和 3.7 峙的片段(如麗 2-13 Lane 

3) 0 Kpn 1 限制晦的切點位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)的交

接處，因此只有一個切點，可被切成一大小約 4.3 泊的線形 DNA 片

段(如圖 2-13 Lane 4) 。而 Pst 1 限制嚼的切點雖然原本存在 pQ曰:載

體上，但是經過限制晦處理過的載體並不合這切點，所以正確的

pQEF27站在質體並不會被 PstI 切成線形(如園 2-13 Lane 6) 。

這些含不同 FMR“1 cDNA 片段的質體經過初步的限制時切點定位
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(enzyme mapping)確認無誤後，進一步的利用手交苔酸定序法(DNA

sequencing)來確認(方法參照的錄一)。分別使用兩個引子(primers) , 

j嗔向引子(pQE 1)-一 5 '-CGGATAACAATTTCACACAG-3 , ;進向為

Reverse 引子---5'-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3' ，其結果 4 個舍不同

FMR-l cDNA 片段的質體(pQEF27XE 、 pQEF27廷卜的EF27浴卜

pQEF27XT)依序如鸝 2-14 、 2-15 、 2-16 和 2-17 '可以明顯看到在

insert 和載體的交接處都確定無誤。

三、各段時依P 蛋白的檢測:

各段時依P 蛋白經由 IPTG 的誘導而在大腸桿萬萬株 M15 中表現

(參照實驗方法三) ，經由 Ni-NTA resin column 純化出來(參照實驗方

法四) ，分別各取 10 抖或 20μ! 純化過程中通過 column 出來的各部

分收集液，加上 10μ1 3x SDS sample buffer (New England BioLab) ，在

95
0

C下煮 5 分鐘，跑 12.5 % SDS PAGE 後經 Coomassie blue 染色 30

分鐘以上，再用 destain buffer (10 % glacial acetic aci吐， 30 % methonl) 

使非特異性結合的最料洗掉來檢測，詞時也利用西方轉潰法(Westem

blot)進一步的檢測(參照實驗方法六)。西方轉潰法(Westem blot)所使

用的第一抗體(first antibody)是 anti-Histidine antibo旬，其稀釋的比例

為 1 :5000 '第二抗體為 peroxidase-labelled goat舟nti-mouse IgG '其

稀釋的比例為 1 :5000 。

全長的點很P(pQEF27XE ; i1 2-3)在 Coomassie blue 黛色(屬 L

18 Elute 1~Elute 4)和西方轉潰法(Westem blot) (屬 2-19 Elute 1 ~ Elute 

4)都呈現一個大小約 70 kDa 的主要 band '還有一些比 70 kDa 小的
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band '這些小的 band 是 FMRP 的降解形式(degradation form) 0 N 端

的 F1依P(pQEF27延-I ;麗 2-4) 在 Coomassie blue 染色(圈 2剖 Elute

1- Elute 4)和西方轉潰法(Westem blot) (麗 2-21 Elute 1- Elute 4)都呈

現一個大小約 35 kDa 的主要 band '和在下方有一個大小 30 kDa 的

降解形式(degradation form) 。 中抖手段丈的 F恥L偎即P(pQEF27舟1 圈 2-側刁5勻) 在

Co∞omas認Sl記eb訕lu間e 染色(圈 2-咽22 Elute 1- Elute 4吋)和西方轉潰法(Westem

blot) (圈 2.♂.

band '和在下方有一些降解形式(degradation form) 0 C 端的 FMRP

(pQEF27XT 圈 2-6)雖然所製備出來的質體經限制鵑切點定位

(enzyme mapping)和核苔酸定序(DNA sequencing)兩個方法的確認都

無誤，可是蛋白質還未被誘導表現出朵，目前正進一步的在克服困難

誘導蛋白的表現。

四、各個抗體(anti-E 、 anti岳、組ti扎在)力價 (titer)的測定:

將各段恥依P 蛋白打入兔子皮下之前，先抽取 5 ml 的血液，靜

置後離心 2500 rpm 10 分鐘技取血清，成為兔疫前的血清(pre

immune) 。在各段 Ftv但P 受白作第一次免疫(參照實驗方法五)打入兔

子皮下後二星期抽取 5 甜的血液，靜萱後離心 2500 rpm 10 分鐘收取

血清，測定抗體力價上升的情況。

為了測定各個抗體(anti-E 、 anti-H 、 a的i-M)力償，分別利用純

化出來的各段蛋白(pQEF27旭、 pQEF27油、 pQEF27訕。來偵瀾，

每條 lane 分別加入 5 闊的蛋白量，跑 12.5% SDS PAGE 後轉印到 NC

paper 上，分別檢定各種抗體(anti-E 、 anti針、 anti
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的比例為 1 :50 、 1 :100 、 1:200 、 1:400 、 1:800 、 1 :1600 、 1 :3200 ' 

與免疫前稀釋l:1000(陰性對I~~'~且)和 monoclonal antibody IC3(陽性對

照組)稀釋 1 :5000 作比對，結果發現 anti-耳抗麓的力慣在 1:200 的稀

釋可以清楚的看到 N 端 F孔依P 的 band ' 1:400 的稀釋比例下看到的

是較糢糊 N 端 F恥1RP的 band 。問樣的 anti-E 抗體的力續在 1:400 的

稀釋可以清楚看到全長 F1-偎P 的 band 。而 an咄t拉i

1:1口20∞0 的稀釋比例下就可看到中段 F扎偎P 的 banc往主。

為使抗體力價更高又作第二次免疫(參照實驗方法五) ，同樣的在

注入蛋白二星期後抽取 5 ml 兔子的血液靜萱後離心 2500 rpm 10 分鐘

收取血清，測定抗體力價是否再上升。向上面的方法，以每兩條 Lane

為一組分別加入 5 、 10 闊的蛋白量，分別儉定各種抗體(anti-E 、

anti-H 、 anti-M)力償，其稀釋的比例為 1 :1000 、 1:3000 、 1 :5000 ' 

結果發現三種抗體(anti-E 、 anti-H 、 anti扎在)的力價都可達到 1 :5000 

的稀釋比例。(資料未附)

因此為更確定抗體的力價及其專一性，分別季各個不同的抗體來

彼此偵測各個不同的 F1-依P 片段。我們分別以三種不同稀釋倍數來

偵測(1 :1250 、 1 :2500 、 1:5000) ，並且也拿免疫前血清當陰性對照組

稀釋倍數為 1 :1250 及 monoclonal antibody IC3 當陽性對照組稀釋倍數

為 1 :5000 0 結果同樣的發現三種抗體的力續確實達到 1 :5000倍以上 9

而且可以彼比偵測到各個不同大小的 FMRP 片手支(如閣 2-24 、 2-鈞、

2-26) 。而且也拿這三種抗體(anti石、 antÎ-H 、 anti-M)去偵琪~ HeLa 

cel1內的 F弘飯p ，首先直接拿 HeLa cell 之 total 1 ysate 每二條 Lane 一

組分別加入不同的蛋白量(70 陀、 140 時 total protein)分別使用三種

不同抗體(anti-E 、 antÌ-H 、 anti-M)和免疫前血清(陰性對照組)及
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monoclonal antibody IC3( 陽性對照組)去作西方轉潰法 (Westem

blot) ，三種抗體和免疫前血清稀釋比例為 1: 1 000 ' monoclonal 

antibody IC3 稀釋比例為 1 :5000 '結果在陽性對照組和 antÌ-E 、

antÍ-H 、 anti-M 三種抗麓，可在 70~80 Kda 之間看到微弱 F卦1RP的

band (資料末的)。另外我們還利用免疫沈澱，西方轉潰法

(Immunoprecipitation-Westem blot) 的技術來偵測 HeLa cell 中的

F孔聽到參照實驗方法七) ，並且拿免疫前血清當對照組。結果顯示在

免疫前的血清組中間很P 的訊號出現在上清波(supematant S) ，並

沒有出現在 pellete (P)。而在 anti-E 、 anti-H 、 antÍ-M 這三組中的依P

的訊號一致的出現在 pellete (P) ，並沒有出現在上清液(S) 中(如麗 2-

27) 。因此證實這三種抗體確實可以偵測到細胞內的恥偎P 0 白這一

連串的實驗證賞我們所合成的三種抗體確實可以偵測到叫做P 且具

有專一性。
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第六館

討論(Disc祖ss峙的

從結果知道我們已經成功的在大腸桿菌菌內誘導出不同片段的

F~依P' 包括全長的 F~飲p 、 N 端的 Fl\依P 和服iddle F1vfRP '而且

已經從兔子體內獲得各段路很P 的 polyclonal抗體 (anti石、 antiH 、

anti品f) ，這些抗體對從大腸桿菌表現出來的各段 FMRP 蛋白其力價

達 1 :5000 '且也成功的偵測到 HeLa cell 內的時眼p 0 

至於我們為何要製備令全長的依斗cDNA 的 pBSHAF27XE 質

體?因為令全長叫做-1cDNA 的 p甜甜-F27XE 質體 (Siomi et al.提

供) ，需在特殊的菌種內進行複裂，此種菌種不好培養且 p阻-ISI-F27X

質體在培養的過程中常會造成突變的菌種，因此義們將令全長 FMR-1

cDNA 從 p血-ISI-F27XE 質艘中切下轉接到 pBluescript KS+質體內

(pBSHAF27XE 參照方法) ，以方使我們複製全長 F~依-1 cDNA 用

來從事更多的實驗，結果也顯示我們已經成功的製備好pBSHAF27XE

質艘。

我們製備的 pBSHAF27XE 質體雖然含有其 promoter且含有 ATG

轉譯(translation)的起始密碼，因此可以利用 in vitro 轉錄(transcription)

和轉譯(translation)的方法將全長的到很P 表現出來，但是在 in vitro 

轉錄(transcription)和轉譯(translation) 出來的 F~依P 並無法被純化出

來，且對於合成不同片段的到很P 有一點困難，所以我們又設計了

一些能在大腸釋菌內表現的質體(參照方法二) ，我們所採用的是 pQE

type IV 系統(含 pQE30 、 pQE31 、 pQE32 三種我聽) ，此系統是利用

E. coli. phage T5 promoter 來進行轉錄，另外在這來統中的所有載體在
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表現出我們所要蛋白前面都含有 6 個 Histidir嗨，因此我們可以利用

Ni-NTA resin 純化出我們所需的蛋白。而且此系統所含的三個質體有

多個限制晦切點和分別含有多餘的核苔酸(base) (多。、 1 、 2 個

base) ，所以可讓我們接任何片段的 cDNA 不會改變其氛基酸的順序，

由結呆顯示我們也成功的利用這個系統表現出三種含有不同點很P

片段的蛋白。

原本設計要表現四種不同大小片段的 FlV依P 蛋白，而在結果中

可以明顯的看出我們只表現出三種不同大小片段的的位P 蛋白(全長

的的位P 蛋白、 N端的的依P 蛋白和中段的時做P 蛋白) ，唯獨缺少

C 端的恥依P 蛋白。由結果我們可以清楚的知道表現 C 端的故P 蛋

白的質體(PQEF27XT)在限制鵲切點定位和核苦酸定序兩種檢測方法

都是正確的，那為何無法表現?我們認為可能在 cell 內或破 cell 後存

在著某種特定的 protease 使這段的目依P 蛋白被降解(degradation) 。

由全長 FlV依P 的純化情形(如圈 2-18 、 2-19 ) ，可以明顯的看出全長

FMRP 被降解(degradation)的情形，且我們對全長 F~依P 在作西方轉潰

法(Westem blot)時，除了使用 anti-Histidine 抗體外，我們還另外使用

anti-FlV依P monoc1onal 抗體 IC3 作比對其結果都一樣(資料未附) ，此

種抗體是偵測 FlV恨P 的 N 端，因此更加深我們對 C 端 F1\依P 蛋白被

某些 protease 降解(degradation)的推論。另外我們也認為這些 protease

是存在於 cell 內並不在破 cell 的過程中，因為我們曾經作過在破 cell

的過程中額外加入 protease 抑制劑(如 EDTA 、 Aprotinin

Leupeptin 、 Berzamidine 、 Pepstin 等) ，其降解(自gradation)的，請形並

沒有改善跟不加入 protease 抑制劑是相同的結果(資料末的) ，這結果

也進一步證實我們的推論。
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另外，在全長 FMRP 表現蛋白的純化情形中，我們發現用

Coomassie blue 染色債測昌等在誘導和不誘導兩個 Lane 中並無法清楚

的區分有無 F瓦飯P 的表現(圖 2-18) ，但用西方轉潰法(Westem blot)可

以明顯的區分(圖 2-19) 。另外和 N 端 Fl'v依P 及中段的位P 表現的蛋

白作比較(圈 2孔。、 2-22 )，可見全長 F孔飯P 蛋白的表現量不是很高。

我們認為這全長 FMRP 蛋白表現量不高的原昆可能:一、表現的

恥依P 蛋白被 protease 降解(degradation) ;二、由於 1993 年的hley 等

人已經證嚼的做P 可以和自己的 mRNA 結合，所以我們推論在細菌

內表現的 Ftv依P 和自己的 m如.JA 結合，國而造成的1RP表現量不高。

在三種抗體製備的過程中，我們發現在進行第一次兔疫後，所得

抗體的力績不一樣，尤其是 anti-M polyclonal 抗體達到 1:1250 的稀

釋，而在 anti-H polyclonal 抗體僅達到 1:400 的稀釋，雖然三者最後

皆可達到 1 :5000 稀釋(圈 2-24 、 2-25 、 2-26) ，但在 anti-H polyclonal 

抗麓的製備過程是經過免疫三次，我們推論這是兔子問個體的差異

性。

我們所製備的是一種 polyclonal 抗體，再加止在純化蛋白的過程

中有少數的蛋白會隨著主要蛋白(各段 Ftv眼P 蛋白)一起被純化出來，

因此我們所製造出來的抗體去偵測大腸桿菌表現的各段蛋白峙，在低

帶數的稀釋比例下會出現一些非特異性的 band (國 2-24 Lane 6 、 8

和 10 比較) ，但在偵淇，IJ cell 內的時很P 並沒有發現此種現象。當我們

製備的三個 polyclonal 抗體(anti咱E 、 anti-H 、 anti-M)在偵現j從大腸桿

菌表現的各段蛋白時，皆可達到 1 :5000 稀釋(圖 2-24 、 2-鈞、 2-26) 。

然而我們使用這三個抗體去偵測 HeLa cell 中的 F孔恨P 峙，並不像偵

測從大腸桿葛表現的各段蛋白時可達到 1 :5000 稀釋，僅達到 1: 1000 
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或 1:2000 稀釋條件下可偵測到 F瓦依p ，而且其訊號很弱(資料末的)。

我們推論這跟 FMRP 蛋白量有直接的關像。在偵測從大腸桿菌表現

各段蛋白的實驗中我們所加入的蛋白量達 10 時，而在偵測 HeLa cell 

中的 F卸恨P 待我們所加入的蛋白量在 70寸的時，雖然加入的量很高

可是這是 HeLa cell 總蛋白量，而 F~依P 在 HeLa cell 中的量我們並無

法估計，不通由這個結果我們可以提出一個推論， F~依P 在 HeLa cel1 

總蛋白量中所佑的比例還是少數。我們也拿 monoclonal 抗體 IC3

1:5000 的稀釋來偵測 HeLa cell 中的時很p ，獲得同樣的結果訊號也

不強(資料未附)。另外，我們也拿這三種抗體來偵測不同的 HeLacell

總蛋白量(70 、 140 和 210μg)' 其結果發現確實隨著蛋白的量增加，

其訊號強度也會隨著增加。這些證據就可以解釋這三種抗體為何在偵

淇1從大腸桿菌表現的各段蛋白和偵 j貝.1 HeLa cell 中的 F~依P 峙，其稀

釋的比例不一樣。因此我們設計一個兔疫沈澱岫西方轉潰法

(Immunoprecitation-Westem blot 參照方法七)來偵測 cell 內的

F~飲p ，而且也成功的利用比方法偵測到 HeLa cell 內的 F扎眼p 0 另

外在西方轉潰法(Westem blot) 中的呈色方法也對抗體的偵瀾能力有

模大的差別，我們使用兩種呈色方法:一、利用牛chloro翩 1-napthol

泡在甲醇和 TBS buffer (1 0 mM Tris pH 7.4、 9.0 g NaCl 加也鈍。到

1000 ml) ，再加入 H202 呈色;二、用 ECL Kit (Amersham)來呈色。在

免疫沈澱，西方轉潰法(Immunoprecitation-W estem blot) 中，我們同時使

用這兩種草色方法，結果發現用付一"的方法只看到一個弱的訊號 9

而使用"二 H 的方法可以很明顯的看出 F其缺P 的 band (圖 2-26) 。

綜合以土的結果我們作一個結論，我們合成的三種抗體(Anti

E 、 anti旦日、 anti-M)確實能偵測到 cell 內的泊位p ，如能配合上兔
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疫沈j殿"西方轉潰法(Immunoprecitation欄Westem blot)和 ECL kit 呈色

法，將能夠有效的應用來偵測 cell 內有無 Fl\但P 蛋白的表現。由於這

些技街的建立，將可以使我們在大量篩檢易脆 X 染色體症候群上更

快速、更簡便和更安全。如再加上我們實驗室原本有的診斷技術…南

方氏轉潰法 (Southem blot) 、眾合昌每連鎖反應(polymerase chain 

reaction) 、 RT早CR-咀嚼將使我們更能準確的診斷易脆 X 染色體症候

群。
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F品很1 cDNA ofpBSHAF27XE 
島生 l Q222 V285 P632 

SacI KHdo臨ain RGG box Apa 1 

Xho 1 Hind III Kpn 1 

L FMRl gene 

pQEF2失XE

i(如lllength F品很1 gene ; about 70 KDa) J 

pQEF2失XH

~ιterminalF占很1 gene ; about 35 KDa) 

pQEF27XM 
(Middlef'MRl gene; 給rtnKDa)

pQEF2失XT

(C-terminal F占很1 gene ; about 26KDa) 

圈 2-2 各段蛋白表現質體建構(Construction of expression 
plasmid) 
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FMRl cDNA ofpBSHAF27XE 
時n Q222 V285 P632 

SacI KH 通omain RGG box ApaI 

SmaI 
6X His Baml亞布h 1 Sac 1 Kpn 1 xn摺 1 SalI PstI" Hind翻

--GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT 

Xho I Eco 
Promoter/operatorl RBS II 岳ICS Stop 

單
呵
ω
Z
g
d、 pQE30 

3462 bp 
風
刊
軸
國
時

ongm 

圈 2刁 pQEF27XE 蛋白表現質體的建構(Construction of 
pQEF27XE) 
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SmaI 
6XHis Bam 睡在'ph 1 Sac 1 Kpn 1 xn揖 1 SalI PstI H.的d啞

--GGATCCGCATGCGAGCTCGGTA尸尸尸尸r.r.r廿

Xho 1 Eco Rl 
Promoter/operator I RBS U -MCS Stop 
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3462 bp 
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ongm 

圖 2-4 pQEF27范王蛋台表現質體的建構(Construction of 
pQEF27XH) 
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FMRl cDr可A of pBSHAF27XE 
問1 Q222 V285 P632 
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麗 2δpQEF27品f 蛋白表現質麓的建構(Construction of 
pQEF27XM) 
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FMRl cDNA of pBSHAF27XE 
Ml Q222 V285 

SacI K誼通omain
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P632 
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萬 2而 pQEF27XT 蛋白表現質體的建構(Cons甘uction of 
pQEF27XT) 
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圈 2-7 pBSHAF2T祖質體限制鵲切點定位(enzyme mapping) 
經洋菜膠電泳分析情形

分別取 3μ1 pBSHAF27班質體 DNA 經不同限制鵲

(enzyme)在 37
0

C 下作舟 30 分鐘後，加 2μlDNA 加入吐戶，

分別加入到不同 Lane '跑 lx TAE buffer 0.7 % agarose gel 分
析。 M 是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在左邊。

其餘的 lane 依序為一 Lane 1 pBluescript KS+ vector 的
DNA Lane 2 pBSHAF2T迎質體未經限制晦(e也yme)作

用的 DNA Lane 3 pBSHAF27XE 質體經 Apa 1 限制晦

(如zyme)作用後的 DNA ; Lane 4 : pBSHAF27XE 質體經Eco

Rl 限制鵲(enzyme)作用後的 DNA Lane 5 pBSHAF27XE 
質體經 Eco RV 限制酪(enzyme)作用後的 DNA Lane 6 
pBSHAF27XE 質體經 NcoI 限制梅(enzyme)作用後的 DNA 0 

右邊所指的是各限制梅(en可rme)作用後各 DNA 片段 slze 大
。、

-EZ'

, 
', 
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觀 2-8

分別使用兩個引子 (primers) 來進行核苔酸定序 (DNA

sequencing) }I項向 (Forword) 為 T7 引子"一 5'

GTAATACGACTCACTATAGGGC刁逆向 (Reverse) 為

Reverse 引子…-5 '-GGAAACAGCTATGACCATG-3 ，來確認

pBSHAF27XE 質艘，兩個引子順序分別被指示在上方。在邊

所指的區域全部是 insert 的單域 ， F~o/fR-l start site 所指的是

F孔飲P 的第一個氛基酸。右邊下方所指的 ApaI 限制時切點是

insert 和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 0 
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題 2-9 FMR咀1 cDNA sequence ofpBSHAF27XE 
The pBSHAF27XE is a plasmid that based on pBlues--cript KS( + ). The 

insert is an HA嘲tagged sequence followed by FMR-l cDNA se吐uence under 
the control of T7 promo紀r. The fine map of this cloning region is showing 
below: 

T7 promoter; T7 primer r - Sac 1 Msc I;Bal INco 1 
TAATA豆GACTCACTATAGG~CGAATTG5d且已♀Z♀CACCTGGCCACCATGGGATACCCA

9抄

M G Y P 
Nhe 1 Sma 1 Sal 1 Eco RI 

TACGATGTTCCAGATTAC5d♀TAG♀TTGCCCGGGTCGACGAATTCCGGGGAGGAGCTG 

Y D V P DY A S L P G S TN S G E EL 

GTGGTGGAAGTGCGGGGCTCCAATGGCGCT' 

V V E V RG S N G A F Y KA F V K DV 

CATGAAGATTCAATAACAGτTTGCATTTGAAAACAACTGGCAGCCTGATAGGCAGATT 

H E D S 工 T V A F E N N WQ P D R Q 工

CCATTTCATGATGTCAGATTCCCACCTCCTGTAGGTTATAATAAAGATATAAATGAA 

P F H D VR F P P P V G YN K D 工 N E 

AGTGATGAAGTTGAGGTGTATTCCAGAGCAAATGAAAAAGAGCCTTGCTGTTGGTGG 

S D E V EV Y S R A N E KE P C C WW 

TTAGCTAAAGTGAGGATGATAAAGGGTGAGTTTTATGTGATAGAATATGCAGCATGT 

L A K V R M 工 K G E F Y V 工 E Y A A C 
且ffe 1 Bf!l II 

GATGCAACTTACAATGAAATTGTCA♀品TTGAACTGCTAb早在工♀TGTTAATCCCAAC

D A T Y N E 工 V T 工 E R L R S V N P N 

AAACCTGCCACAAAAGATACTTTCCATAAGATCAAGCTGGATGTGCCAGAAGACTTA 

K P A T KD T F H K 1 K LD V P E DL 

CGGCAAATGTGTGCCAAAGAGGCGGCACATAAGGATTTTAAAAAGGCAGTTGGTGCC 

R Q M C AK E A A H K D FK K A V GA 

TT' 

F S V T YD P E N Y Q L V 工 L S 工 N E 

G叫CCTC心GCGAGCAc!t5監GCT叫GAT叫CA吋A
V T S K R λH M L 工 D M H F 可 R S L R T 

AAGTTGTCTCTGATAATGAGAAATGAAGAAGCTAGTAAGCAGCTGGAGAGTTCAAGG 

K L S L 工 M R N E E A S KQ L E S SR 
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Xho 1 Bgl II 
CAGCTTGC♀工♀GAGATTTCATGAACAGTTTATCGTAAGAGAAGAT♀工GATGGGTCTA

壘.. FMRUS #工
Q L A S RF H E Q F 工 V RE D L M GL 

Sso 1 
GCTATTGGTACTCATGGTGCT且AT且TTCAGCAAGCTAGAAAAGTACCTGGGGTCACT

且工 G T H G λN 1 Q Q A RK V P G VT 
XbaI 

GCTATTGAI早早吳三ATGAAGATACCTGCACATTTCATATTTATGGAGAGGATCAGGAT

A 工 D L DE N T C T F H IY G E D QD 

GCAG叮τTG品A站A泊A泊叫AG叫GωC叮TA悶G摺豐 TCTCGA站叫A'Iτ叮I
一一一一…… 矗掛伽 RGG 工

A V K K AR S F L E F A E D V 工 Q V P 

AGGAACTTAGTAGGCAAAGTAATAGGAAAAAATGGAAAGCTGATTCAGGAGATTGTG 

R N L V GK V 1 G K N G KL 1 Q E IV 

GACAAGTCAGGAGTTGTGAGGGTGAGGATTGAGGCTGAAAATGAGAAAAATGTTCCA 

D K SG VV R V R 工 E A E N E' K N V P 

CAAGAAGAGGAAATTATGCCACCAAATTCCC'I刊rCCTTCCAATAATTCAAGGGTTGGA

Q E E E 工 M P P N S L P SN N S R VG 

CCτTAATGCCCCAGAAGAλAAAAAACAτTT' 

P N A P EE K K H L D 工 KE N S T HF 

TCTCAACCTAACAGTACAAAAGTCCAGAGGGTGTTAGTGGCTTCATCAGTTGTAGCA 

S Q P N S T R V Q R V L VA S S V VA 
Acc65 1: K的11

GGGGAATCCCAGAAACCTGAACTCAAGGCTTGGCAGGGTATG豆TACCATTTGTTTTT
RGG 2 一一一于一 þ

G E S Q KP E L K A W Q GM V P F VF 

GTGGGAACAAAGGACAGCATCGCTAATGCCACTGTTCTTTTGGATTATCACCTGAAC 

V G T K D S 工 λN A T V LL D Y H LN 

TATTTAAAGGAAGTAGACCAGTTGCGTTTGGAGAGATTACAAATTGATGAGCAGTTG 

Y L K E VD Q L R L E R LQ 工 D E Q L 

CGACAGATTG叩C則可也bACCACCACC叫TCGTAC叫TAAGGAAAAAAGC
R Q 1 G AS S R P P P N RT D K E KS 

TATGTGACTGATGATGGTCAAGGAATGGGTCGAGGTAGTAGACCTTACAGAAATAGG 

Y V T D DG Q G M G R G SR P Y R NR 

GGGCACGGCAGACGCGGTCCTGGATATACTTCAGGAACTAATTCTGAAGCATCAAAT 

G H G R RG P G Y T S G TN S E A SN 
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GCTTCTGAAACAGAATCTGACCACAGAGACGAACTCAGTGATTGGTCATTAGCTCCA 

A S E T ES D H R D E L SD W S L AP 

ACAGAGGAAGAGAGGGAGAGCTTCCTGCGCAGAGGAGACGGACGGCGGCGTGGAGGG 

T E E E RE S F L R R G DG R R R GG 

GGAGGAAGAGGACAAGGAG-AAGAGGAC T GGAGGAGGCTTCAAAGEBE等GACGAT

G G R G QG G R G R G G GF K G N DD 

CACTCCCGAACAGATAATCGTCCACGTAATCCAAGAGAGGCTAAAGGAAGAACAACA 

H S R T DN R P R N P R EA K G R TT 

GAT盤盤tCTT叫A叫GA
D G S L Q 工 R V D C N N ER S V H TK 

ACATTACAGAATACCTCCAGTGAAGGTAGTCGGCTGCGCACGGGTAAAGATCGTAAC 

T L Q N TS S E G S R L RT G K D RN 

叫叫AA叫G叫AAGCCAGACAGCGTGGATGGT也GCAACcd鎧~AATGGAGTA
Q K K E KP D S V D S Q QP L V N GV 

CCCTAAACTGCATAATTCTGAAGTTATATTTCCTATACCATTTCCGTAATTCTTATT 
RGG 5 

P ter 

CCATATTAGAAAACTTTGTTAGGCCAAAGACAAATAGTAGGCAAGATGGCACAGGGC 

Csp45 1; Bst BI 
ATGAAATGAACACAAATTATGCTAAGAATTTTTTATTTTTTGGTATTGGGGGT工♀♀8.

Apa 1 Acc的 1; Kpn 1 
8.ATCGCTAGAGGGCCCGGTAC~AGCTTTTGTTÇ;CCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAG 

CTTGGCGTMTFTGGTCATAGCTGTt叮CC T3 primer 

Reverse primer 
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一\

U 抖的

圈 2-10 pQEF27XE 質體限制梅切點定位(enzyme mapping)經

洋菜膠電泳分析情形

分別取 3μlpQEF27XE 質體 DNA經不同限制梅(enzyme)

在 37
0

C 下作用 30 分鐘後，加 2μ1 DNA 加入 dye '分別加

入到不同 Lane '跑 1 x T AE buffer 0.7 % agarose gel 分析。 M

是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在在邊。其餘的

lane 依序為一 Lane 1 pQE30 vector 的 DNA Lane 2 
pQEF27XE 質體未經F阱憐(enzyme)作用的 DNA ; Lane 3 
pQEF27XE 質體經 Bαmr挂帥~時(enzyme)作用後的 DNA;

Lane 4 : pQEF27XE 質體經HindIII 限制嗨(enzyme)作用後的

DNA ; Lane 5 : pQEF27XE 質體經 KpnI 限制梅(enzyme)作

用後的 DNA Lane 6 pQEF27XE 質體經 Sac 1 限制晦

(enzyme)作用後的 DNA 0 右邊所指的是各限制晦(enzyme)作

用後各 DNA 片段 slze 大小。
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4.0 Kh 

3.0 Kh ……… 

2. 0 Kb 

0.5 1的…一

服 1 2 345 6 

明/4.3Kb

六'- 3.5 Kb 

…-0.8 Kb 

圈 2-11 pQEF27范f 質體限制梅切點定位(en勾rme mapping)經

洋菜膠電泳分析情形

分別取3μ1 pQEF27延至質體DNA經不同限制鵲(en勾rme)

在 37
0

C 下作用 30 分鐘後，加 2μlDNA 加入 dye '分別加

入到不同 Lane '跑 1 x T AE buffer 0.7 % agarose gel 分析。 M

是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在左邊。其餘的

lane 依序為一 Lane 1 pQE30 vector 的 DNA Lane 2 
pQEF27泣f 質體未經限制務(enzyme)作用的 DNA ; Lane 3 
pQEF27范王質體經 Eco RI 限制蜂(enzyme)作用後的 DNA

Lane 4 pQEF27浩1 質體經 Hind III 限制鵲(enzyme)作用後

的 DNA ; Lane 5 : pQEF27延1 質體經 Sac 1 限制鵑(enzyme)

作用後的 DNA Lane 6 pQEF27班王質體經刃101 限制鷗

(enzyme)作用後的 DNA 0 右邊所指的是各限制轉(enzyme)作

用後各 DNA 片段 slze 大小。
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4.0 Kb 

2.0 Kb 

O. 其 Kb

~ 1 2 3 456 

J4Kb 

~3.6Kb 

一一一- 0.4 Kb 

圈 2-12 pQEF27XM 質體限制勝切點定位(enzyme mapping)經

洋菜膠電泳分析情形

分別取3μ1 pQEF27別質體DNA經不同散會憐(enzyme)

在 37
0

C 下作用 30 分娃後，加 2μ1 DNA 加入 dye '分別加

入到不同 Lane '跑 1 x T AE buffer 0.7 % agarose gel 分析。 M

是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在左邊。其餘的

lane 依序為一 Lane 1 pQE32 vector 的 DNA Lane 2 
pQEF27XM:質體未經限制梅(enzyme)作用的 DNA Lane 
3 pQEF27別質體經 Bag Il 限制晦(enzyme)作用後的

DNA ; Lane 4 : pQEF27站在質體經HindIIl 限制鵲(enzyme)

作用後的 DNA Lane 5 pQEF27池f 質體經 KpnI 限制晦

(enzyme)作用後的 DNA ; Lane 6 pQEF27品f 質體經 SacI

限制鷗(enzyme)作用後的 DNA 0 右邊所指的是各限制時

(enzyme)作用後各 DNA 片段 slze 大小。
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3.0 的一-

2.0Kb F 
0.5 Kb …… 

~ 1 2 3 456 

J 4.3Kb 

六一 3.7 Kb 

一一一-0.6 Kb 

圈 2-13 pQEF27XT 質體限制嗨切點定位(enzyme mapping)經

洋菜膠電泳分析情形

分別取 3μlpQEF27XT 質體DNA經不同限制鵲(enzyme)

在 37
0

C 下作用 30 分鐘後，加 2μ1 DNA 加入 dye '分別加

入到不同 Lane '跑 1x TAE buffer 0.7 % agarose gel 分析。 M

是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在左邊。其餘的

lane 依序為… Lane 1 pQE31 vector 的 DNA Lane 2 
pQEF27XT 質體未經限制晦(enzyme)作用的 DNA ; Lane 3 
pQEF27XT 質體經 Apa 1 限制晦(enzyme)作用後的 DNA

Lane 4 pQEF27XT 質體經 EcoRI 限制晦(enzyme)作用後的

DNA ; Lane 5 pQEF27XT 質體經 EcoRV 限制鵑(enzyme)

作用後的 DNA Lane 6 pQEF27XT 質體經 Nco 1 限制晦

(enzyme)作用後的 DNA 0 右邊所指的是各限制鵲(enzyme)作

用後各 DNA 片段 Slze 大小。
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圈 2-14 pQEF27XE 質體核苔酸定序(DNA sequencing) 
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分別使用兩個引子 (primers) 來進行核苔竣定序 (DNA

sequencing) ，順向引子(Forw訂吐 primer)為 pQE 1 引子一 5'

CGGATAACAATTTCACACAG-3' ;逆向引子(Reverse primer) 

為 pQE 2 ~I 子… 5'-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3'來確認

pQEF27XE 質嫂，兩個引子順序分別被指示在上方。左邊下

方 ATG 所指的是轉譯(translation)起始位置;在邊中問 6xHis

所桔的是比區域可表現出 6 個 Histidine 在邊上方 Sac 1 限

制鵲切點是 insert 和 vector 交接處。右邊下方橫線所指的是

insert 和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 。
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圈 2-15 pQEF27沼1 質體核苔酸定序(DNA sequencing) 

-
3酬
。
為

分別使用兩個引子 (primers) 來進行核苔酸定序 (DNA

sequencing) , J嗔向引子(Forw訂d primer)為 pQE 1 Sl 子一 5'

CGGATAACAATTTCACACAG-3' ;逆向引子(Reverse primer) 

為 pQE 2 SI 子… 5'-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3'來確認

pQEF27范1 質體，兩個引子順序分別被指示在上方。左邊下

方 ATG 所指的是轉譯(translation)起始位置;左邊中間 6xHis

所指的是此區域可表現出 6 個 Histidine 左邊上方 Sac 1 限
制鵲切點是 insert 和 vector 交接處。右邊下方 HindIII 限制鵲

切點是 insert 和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 0 
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圖 2-16 pQEF27品f 質體核草酸定序(DNA sequencing) 
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分別使用兩個引子(primers) 來進行核苔酸定序 (DNA

sequencing) , )嗔向引子(Forward primer)為 pQE 1 ~I 子一夕，
CGGATAACAATTTCACACAG闢3' ;逆向引子(Reverse primer) 

為 pQE 2 ~I 子一 5'-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3'來確認

pQEF27池何體，兩個 51 子j嗔序分別被指示在上方。左邊下

方 ATG 所指的是轉譯(translation)起始位置;左邊中間 6xHis

所指的是此區域可表現出 6 個 Histidine 在邊上方 Bam 凹

限制時切點是 insert 和 vector 交接處。右邊上方 KpnI 限制鵲

切點是 insert 和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 。

58 



圈 2-17 pQEF27XT 質體核苔竣定序(DNA sequencing) 

分別使用兩個引子 (primers) 來進行核 IJ 酸定序 (DNA

sequencing) , )1頃向引子(Forward primer)為 pQE 1 ~I 子… 5九

CGGATAACAATTTCACACAG刁逆向引子(Reverse primer) 
為 pQE 2 引子一 5'-GTTCTGAGGTCATT ACTGG刁'來確認

pQEF27XT 質體，兩個引子順序分別被指示在上方。左邊下

方 ATG 所指的是轉譯(translation)起始位置;在邊中問 6xHis

所指的是比區域可表現出 6 個 Histidine 左邊上方 Kpn 1 限

制鵲切點是 insert 和 vector 交接處。右邊下方 HindIII 限制晦

切點是 mse抗和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 。
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麗 2-18 全長的故P 蛋白(PQEF27XE)經 Ni-NTA resin 純化情
形

題詞樹喝姆恥

a 

KDa 

97 一.... 

18一枷

68一，

43一.... 

29一.... 

pQEF27XE 蛋白表琨賀禮在 1 mM IPTG 誘導 2 小時，表

現出全長的 F1v飲P 經 Ni國NTA resin 純化。純化過程中各部份

收取物標示在圓的上方，其每條 Lane 所加入的量由在互之右依

序為 2， 10多凹，悶，帥，凹，初， 20，鉤， 20 抖的 sample '再加上
10μ1 SDS sample buffer 。在粥。C下裝 5 分鐘，跑 12.5 % SDS 

PAGE 0 M所指的是 pre-stain protein marker '其 Slze 大小被

指出在左邊，右邊F1v依P所指的是全長F卸fRP蛋白位置， Slze 

大小約 70 kDa 0 本詞是 CoomassÍe blue 紮色的結果。
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圈 2-19 全長的依P 蛋白 (pQEF27XE)經 Ni咽NTA resin 純化情

形

釁嘗膽暢 ~FMRP*

續續繁

喝臘鵬
嘟嘟勝收

29 一個，

pQEF27XE 蛋白表現質體在 1 mM IPTG 誘導 2 小疇，表

現出全長的 Ftv飲P 經 Ni-NT A resÎn 純化。純化過程中各部份
收取物標示在國的土方，其每條 Lane 所加入的量由左至右依

序為 2，悶， 10, 10，悶， 10，初，泊，泊， 20 凶的 sample '再加上
10μ1 SDS sample buffer 。在 95

0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % SDS 

PAGE 0 M所指的是 pre-stain protein marker '其 slze 大小被

指出在左邊，右邊的依P所指的是全長FMRP蛋白位置， Slze 

大小約 70 kDa 0 部位?所指的走的依P 的 degradation

form 。本崗是西方轉潰法(Westem blot)的結果(1st Ab anti
Histidine antibody 1: 5000 2nd Ab peroxidase喃labelled goat
anti-mouse-IgG 1 :5000) 。
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喝一-FMRP/H Fragment 

喝一-FMRPIH* Fragment 

圈 2必 N 端 F1銀P 蛋白(PQEF27泣。經 Ni揖NTA resin 純化情

形

18--

pQEF27范f 蛋白表現質體在 1 mM IPTG 誘導 2 小時，表

現出全長的路很P 經閥割了A resin 純化。純化過程中各部份

收取物標示在麗的土方，其每條 Lane 所加入的量由左至右依

序為 2，悶，凹， 10，凹，凹，鉤，鉤，泊， 20μ1 的 sample '再加上

10μ1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分錢，跑 12.5 % SDS 
PAGE 0 M 所桔的是 pre-stain protein marker '其 slze 大小被

指出在左邊，右邊 FN欽P疋1 fragment 所指的是 N端自欽P 蛋

白位置，大小約 35 kDa ' F1-依PIH*size 所指的是 degradation

form '大小約 30 kDa 0 本圈是 Coomassie blue 染色的結果。
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喝一FMRP/H* Fragmcnt 

N 端 F孔飯P 蛋白(PQEF27泊I)經 Ni國NTA resin 純化情

形

M 
KDa 

97 一輛，

29 一輛，

68 一闕，伽

43--

閻乞討

pQEF27刃1 蛋白表現質體在 1 mM IPTG 誘導 2 小時，表

現出全長的 F1偎P 經 Ni-NT A resin 純化。純化i過程中各部份

收取物標示在圖的上方，其每條 Lane 所加入的量由在至右依

序為 2，凹，凹，悶，凹，凹， 20多鉤，鉤， 20μl 的 sample '再加上

10μ1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % SDS 
PAGE 0 M 所指的是 pre-stainprotein marker '其 slze 大小被

指出在左邊，右邊為依PlH f全agment 所指的是N端恥依P 蛋

白位置，大/J、約 35 kDa '叫做PIH* 所指的是 degradation

form '大小約 30 kDa 0 本國是西方轉潰法(Western blot)的結

果(1st Ab anti呵Histidine antibody 1 :5000 2nd Ab peroxidase蝴
labelled goat-anti-mouse個IgG 1:5000) 。
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劍"劍..翎.， -4- FMRP/M fragment 

中段 F~飯?蛋白(PQEF27站在)經 Ni團NTA resin 純化情

形

18 一個，

圈 2-22

pQEF27浴f 蛋白表現質體在 1 mM IPTG 誘導 2 小時，表

現出全長的點很P 經 Ni小JTA resin 純化。純化過程中各部份

收取物標示在麗的上方，其每條 Lane 所加入的量由左至右依

序為 2，凹，悶，凹，凹，凹，鉤， 20，鉤， 20μl 的 samp誨，再加上

10μ1 SDS sample buffer 。在坊。C下去 5 分鐘，跑 12.5 % SDS 
PAGE 0 M所指的是 pre-stainproteinmarker '其 slze 大小被

指出在左邊，右邊 FIv欽PIM 所指的是中段路很P 蛋白位置，

Slze 大小約 23 kDa 0 本崗是 Coomassie blue 索色的結果。
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圈 2-23 中段的故P 蛋白(PQEF27舟。經 Ni團NTA resin 純化情

形

KD轟

的峙。學

;在咕嚕

14 呻啥

29 呻嗜

pQEF27XM 蛋白表現質體在 1 mM IPTG 誘導 2 小時，表

現出全長的時很P 經 Ni-NT A resin 純化。純化過程中各部份

收取物標示在國的上方，其每條 Lane 所加入的黃由在至右依

序為 2， 10，凹，悶，凹，悶， 20，鉤，鉤， 20 凶的 sample '再加上

10μ1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % SDS 
PAGE 0 M所指的是 pre-stainprotein marker '其 slze 大小被

指出在左邊，右邊 F~依PIM 所指的是中段的依P 蛋白位置，

Slze 大小約 23kDa 0 本麗是西方轉潰法(Westem blot)的結果

(1st Ab anti-Histidine antibody 1 :5000 2nd Ab peroxidase-τ 

labelled goat咀anti-mouse-IgG 1 :5000) 。
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圖 2-24 anti-E polyclonal antibody 力價(titer)的偵測

以每兩個 Lane 為一組分別加入全長(的傲的和中段

(Fl\1RPIM)的路很P 蛋白。拿 monoc1onal antibody IC3(anti
Fl\1RP)當陽性對照組，只有一條峙的加入全長的時依p 0 並

且拿 pre-lmmune 的 serum 當陰性對照組，三種抗體的稀釋倍

數被指示在上方。每條 Lane 所加入的蛋白量都是悶悶，加

上 10 抖1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % 

SDS PAGE 0 M 所指的是 pre-stain protein marker '其 slze 大

小被指出在左邊，右邊 F~飲P 和 Fl\t飲P品f 所持的分別是全長

和中段泊位P 蛋白的位置。本圈是西方轉潰法(Westem blot) 

的結果(anti-F1位P 所使用的 2nd Ab 是 peroxidase-labelled

goat-anti-mouse-IgG 1 :5000 其餘抗體所使用的 2nd Ab 是

peroxidase也labelled goat-anti-rabbit-IgG 1 :5000) 。
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麗 2-25 anti-H polyc1onal antibody 力價(titer)的偵測

以每兩個 Lane 為一組分別加入全長(恥恨的和 N 端

(F1怨PIH)的 F~依P 蛋白。拿 monoclonal antibody IC3( anti
F~仗的當陽性對照組，只有一條 lane 加入全長的 F~依P 0 並

且拿 pre-lmmune 的 serum 當陰性對照組，三種抗麓的稀釋倍

數被指示在上方。每條 Lane 所加入的蛋白量都是凹陷，加

上 10μ1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % 
SDS PAGE 0 M 所指的是 pre嘲stain protein marker '其 slze 大

小被指出在左邊，右邊 F~依P 和 F恥依PIH 所指的分別是全長

和 N 端 F1v恨P 蛋白的位置 'F孔依PIH*所桔的 N 端 F~但P 蛋

白的 degradation form 。本園是西方轉潰法(Westem blot)的結

果(anti-F~飯?所使用的 2nd Ab 是 peroxidase-labelled goat
anti-mouse四IgG 1:5000 其餘抗體所使用的 2nd Ab 是

peroxidase-labelled goat-anti-rabbit-IgG 1 :5000) 。
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聞 2咀26 anti-M polyclonal antibody 力價(titer)的偵測

以每兩個 Lane 為一組分別加入全長(FMRP)和中段

(F孔位PI恥1)的的很P 蛋白。拿 monoclonal antibody IC3( anti
m恆的當陽性對照鈕，只有一條 lane 加入全長的泊位P 0 並

且拿 pre-lmmune 的 serum 當陰性對照組，三種抗體的稀釋倍

數被指示在上方。每條 Lane 所加入的蛋白輩都是 10時，加

上的 μ1 SDS sample buffer 。在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5 % 
SDS PAGE 0 M所指的是 pre-stain protein marker '其 slze 大

小被指出在在邊，右邊泊位P 和的依PIM 所指的分別是全長

和中段 F弘欽P 蛋白的位置。本圖是西方轉潰法(Westem blot) 
的結果(anti-Fl\1RP所使用的 2nd Ab 是 peroxidase-label1ed

goat-anti-mouse-IgG 1 :5000 其餘抗體所使用的 2nd Ab 是

peroxidase-labelled goat-anti-rabbit-IgG 1 :5000) 。
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麗 2-27 用三種 polyclonal antibody 偵測狂eLa cell 內 F:tv依P

的情形

利用免疫沈澱m西方轉潰法(Immunoprecipitation吊Testem

blot)來偵測 HeLa cell 內的的依P(參照方法七)。每條 Lane 加

入量分別是取 20 III supematant (S) 和 pel1et (P) ，加入 10 和

狗叫 SDS sample buffer (NEB) ，在的℃下煮 5 分鐘，跑 10%

SDS PAGE '然後進行西方轉潰法(1 st Ab 是 monoc1onal

antibody 2nd Ab 是 peroxidase-labelled at -anti -mouse-IgG 
1 :5000) 。蛋白質 Marker 的 slze 大小被指示在左邊，右邊分別

指出 F扎依P 和一個 non-specific band 的位置。 S 是搞上清液

(supematant) ; P 是指 Pellet 。
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第一館

中文摘要

易脆 X 染色體症候群是一種人類的遺傳性疾病，主要引起人類

遺傳性的智能障礙。隨著 FMR-l 基菌的發表，從FMR-l 的產物(Ftv做到

的氛基竣序列發現， F孔恨P 含有兩倡 heterogeneous nuclear RNP K 

homology (KH) domain 和 RGG box 0 因此 Fìv飯P 季度認為是一種 RNA

binding protein 0 並且在 in vitro 的實驗中已被證實和知叫A 有結合能

力。

我們已經成功的在大腸桿菌內表現出全長的 Ftv依P 蛋白和突變

的的依P的46H 蛋白，而且也根據已知的實驗方法加以修改，證明了正

常的全長 FlvfRP在 in vitro 的實驗中可以和 poly G 及 FMR-l 本身的

mRNA 結合。而在不同 NaCI 的濃度下，全長 F1'v依P 蛋白和突變的

Ftv恨pR546H 蛋白與 poly G 的結合能力同樣會隨著 NaCl 的濃度提高而

有減弱的現象。當 NaCl 的濃度達到 O.5M 時正常 Ftv依P 和 poly G 的

結合幾乎已不存在，而突變的路很p的46日蛋白在 NaCl 濃度達到 O.25M

時即已失去與 poly G 的結合能力，這結果使我們認為 RGG box 的突

變(R546日)在易脆 X 染色體症候群上可能扮演著很重要的角色。另外

這技術的建立將有助於我們將來對 Ftv依P 結構和功能上的研究有極

大的幫助。
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第 一
，包間，圓圓圓E 草草

英文摘要 (Abstract)

Fragile X syn社ome is one of the most common human genetic 

diseases and the most common cause of hereditary mental retardation. 

The gene that causes 企agile X syndrome, FA主R-1 , have been identified 

and sequenced. The FA主R-1 encoded protein，的銀P， contains two types 

of structural motifs: two heterogeneous nuc1ear RNP K homology (KH) 

domains and a RGG box. Therefor, it was suggested that Frv偎P is an 

RNA binding protein. In vitro, it has been show that F1\-依P could bind 

RNA. 

To establish the methodology used to detect the RNA binding 

ability of F1\-依P in our laboratory, we have successfully expressed the 

扣ll-length F~依P and mutant F1\-仗pR546日 in an E. Coli. protein ex沖pr記es叩S討10∞n 1 

system and demonstrated t由ha前t F扎偎P can bind tωo po叫ly G and in vitro 

transcribed F恥孔f偎偎R斗.

and F刊孔依pR盯54村6H tωo po叫ly G decreases with increasing NaCl concentrations. 

The binding ofF~依P to poly G was still stable in NaCl concentrations up 

to 0.25 M. However, the binding of this mutant protein (F恥飲pR546日) to 

poly G is severely impaire吐 in 0.25 M NaC l. These results demonstrate an 

essential role for RGG box in RNA binding. Hopefully, the establishment 

of this meth。如logy will enable us to study the structural and functional 

relationship ofF~依P.
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第鸝

序論 (1臨時臨的峙的

易脆 X 染色體症候群(Fragile X Syndrome)是一種遺傳性的智能

障礙疾病。目前所知造成易脆 X 染色體症候群的大多數原因都是

CGG trinucIeotide tandem repeat [p(CGG)n]發生倍增突變(expansion

mutation) ，使得 FMR-l 基茵的轉錄起點上游的 CpG island 發生超甲

基化(hypermethylation) ，茵而導致 FMR-l 基茵無法表現，使得 FMR-l

的蛋白(F卸脹的缺乏，而造成疾病的發生[Bell et a l., 1991; Pier前ti et 泣，

1991; Sutc1iffe et al., 1992] 。還有少數造成此疾病的原區，如基茵的缺

失(deletion)[Gedeon et al., 1992; Wohrle et al., 1992; Momet et 泣， 1993;

Tar1eton, et 泣， 1993 ; Meijer et 泣， 1994; Mannermaa, et 祉， 1996; 

Wiegers, et 此， 1994]和點突變(point mutation)[Boulle et al., 1993; 

乳Tang, et al., 1997] ，這些突變的原茵不是使得 F品1R-l 基自無法表現缺

乏點很p ，不然就是使得 FM忍l 基因表現出來的蛋白(Fl'v恨的失去了

正常的功能，自此造成易脆 X 染色體症候群的發生。由此可發現

Flv依P 在易脆 X 染色體症候群中扮演很重要的角色。

隨著 FMRP 的氯基酸序列(amino acid se哇uence)被發表[Verkerk

et al., 1991]揭開了此很P在易跪X染色體症候群中扮演何種角色的一

連串研究。在 1993 年 Siomi 等人發現FMRP在結構上帶有 Khomology

(KH) domain 和 RGG box (是一個 arginine- and glycir詔-rich domain)兩

個這域，如同一些已經知道的 RNA binding protein 如 Fibrillarin [Aris 

and Blobel et al., 1991 和 heterogeneous nuclear ribonuc1eoprotein 
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(hnRNP) [Buvoli et al., 1988]一樣含有這兩個區域，所以 FMRP 被認為

是一種 RNA binding protein '並且在 in vitro 的 RNA homopolymer 

binding assay 實驗中發現正常的 F卸恨P 確實可以和 poly G 、 polyU

強力的結合，但是不能和 poly A 、 polyC 結合，而I1e刁04-Asn 點突

變(point mutation 位於K.H domain 上)和不同片段缺失(deletion)的突

變蛋白 (mutate protein)在 poly G 、 polyU 的實驗中，發現其結合的能

力確實減弱 [Siomi et al., 1993] 。同年 Ashley 等人證明泊位P 可以和

FMR-l 基因本身的 mRNA 及與 4% 人類胎兒腦內的 mRNA 結合

[Ashley et al., 1993] 。這些實驗更加的證明的飯P 是一種 RNA binding 

protein '且K.H domain 和 RGGbox 在 F卸fRP結構上扮演著很重要的

角色。

由於我們實驗室在患有易跪X染色體症群的病人的 FMR-l 基茵

發現一個 point mutation (G • A) ，其位置再 RGG box 上，這個點突

變導至 RGG box 上的一個氛基酸由Arginine 變成 Histidine '自此本

章將探討這個突變所表現的突變蛋白和正常的 F孔依P 在功能上的有

何差異?另外，在 1996 年的研究證實 FMRP 可以經由 RNA 和

ribosomes 60s subunit 結合[Khan共jian， et al., 1996; Tamanini , et al., 

1996] 由此本章也將建立一個 F孔依P 和mRNA 結合的模式(model) 好

將來可以進一步的暸解 F~依P 可以和那些mRNA 結合，籍以找出和

那些基因或其產物之闊的關像。
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第四節

方法(闊的hods)

一、兩步驟-PCR 的方法製造點突變:

(Two咽step PCR國based targeted mutagenesis) 

我們主要是利馬聚合梅連鎖反應(polymerase chain reaction 

PCR)來製造點突變(site欄directed mutagenesis) [Ito et al., 1990 Good 

and Nazar et 泣， 1992] 。其過程如圈子1 所示。主要是利用兩組引子

(primers): RGG 1 和帶有我們要製造突變點的引子 RGG 3 為一組;

另一組為帶有將原有限制晦切點改變的引子 RGG2 和 RGG5 。將這

兩組引子分別以 pBSHAF27XE 當模板進行第一次 PCR 放大， PCR 

的反應條件為: 95 0C 5 分鐘 denature 95
0

C 1 分鐘、 50
0

C 30 秒、

72 0C 1 分鐘經過 35 次的循環 72
0

C 10 分鐘 4 oC soke 。這兩組

PCR 產物有一段重疊的 DNA 序列，所以將第一次 PCR 反應後的產物

混合作為第二次 PCR 的模板，第二次 PCR 所使用的引子是 RGG 1 

和 RGG5 '其反應條件向第一次 PCR 的條件。第二次 PCR 的產物中

含有我們所要製造的單一突變 DNA 、限制鵲切點被改變的 DNA 、

完全沒改變的 DNA 和含有兩種突變點的 DNA 0 

二、突變質體的製備:

(Mutant plasmid construction) 

將第二次 PCR 產物在純化後(方法參照附錄一) ，用限制晦 Hind
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1日 (New England BioLab)在 37 vc 下作用 60 分鐘，將反應後的產物純

化(方法參煦的錄一) ，再用限制嗨 BamI丑(New England BioLab)在 37

℃下作用 60 分鐘，使 PCR 產物兩端都形成尖端(sticky end) ，經由 lX

TAE buffer 1.0 %洋菜繆電泳分離後，將處理好的 PCR 產物從繆上切

下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參照附錄一)

回收大約 850 bp 的片段(insert) 。

取 10 抖g pBSHAF27XE 質體 DNA' 用限制鷗 Hind III (New 

England BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將反應後的產物純化(方法

參照附錄一) ，再用限制晦 Bam 盟(New England BioLab)在 37
0

C 下作

用 60 分鐘，使 pBSHAF27XE 質體兩端都形成尖端(stickyend) ，且切

成大小約 3.95 kb 和 850 bp 兩個片段，經由 lX TAE buffer 1.0 %洋菜

膠電泳分離後，將處理好的 pBSHAF27XE 質體從繆上切下，再利用

QlAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN 方法參照附錄一)回收大約

3.95 bp 的片段(vector) 。

將處理好的 PCR 產物(insert)和 pBSHAF27XE (vector) ，以約 3:1

的分子數比，利用 T4 DNA 連接限制時(New England BioLab)在 16 0C

下作用過夜，將兩者連接起來形成 pBSHAF27泡-M 質嫂。取連接好

的質體 5μl 送到經由 100 mM CaC12處理的大腸桿茵茵株恥1109 內(方

法參照附錄一) ，立在且塗抹在含 ampicillin(1 Omglml)的 Luria-Bertani 培

養基 (LB 悍的上，在 37
0

C 下過夜培養(Transformation 方法參照附

錄一) ，再從培養基上挑選單一菌落到含 ampicillin(1 Omglml)的 Luria

Bertani 培養液 (LB Medium) 中在 37
0

C下站夜次培養，再將過夜次垮

養的菌液離心，使用 Plasmid minipreparation kit (QIAGEN 方法參照

的錄一)將質體抽出，最後利用限制晦切點定位(enzyme mapping)和核
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苦飯定序(DNA sequencing 方法參煦的錄一)等方法來檢測質體是否

正確。

二、突變蛋白表現質體的建構:

(Construction of mutate protein expression plasmid) 

取凹陷突變質體(pBSHAF27XE-M) ，經由 A牛pα1 F限良阱申制~憐j

England B趴10ιLa幼b)煒在 3幻7
0

C 下作舟 6ωO 分鐘，將環形的 pBSHAF27X忍M

切成線形，將 DNA 純化後(方法參照的錄一) ，再使用 Klenow 酵素

。romega) 在 30
0

C 下作用 30 分鐘將此線形的 pBSHAF27XE-M 的兩

端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純化後(方法參照的錄一) ，最後經

由 Sac 1 限制鵲(New England BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘將全長的

FMR-l cDNA 切下，經由 1X TAE buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離後，

將全長的 FMR-l cDNA 從繆上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction 

Kit (QIAGEN ;方法參照附錄一)將全長的 FMR-] cDNA 回收，大約

2.0 Kb (insert) 。

取 10μg pQE30 (QIAGEN) ，經由 Pst 1 限制鷗(New England 

BioLab)在 37
0

C 下作用的分鐘，將環形的 pQE30 切成線形，將 DNA

純化後(方法參照附錄一) ，再使用 Klenow 酵素(Promega)在 30 0C 下作

用 30 分鐘將線形的 pQE30 的兩端修補成平端(blunt end) ，將 DNA 純

化後(方法參照附錄一) ，最後經由 Sac 1 限制梅(New England BioLab) 

在 37
0

C 下作用 60 分鐘，經由 lX TAE buffer 1.0 %洋菜膠電泳分離

後，將處理好的載體從膠上切下，再利用 QlAEX II Gel Extraction Kit 

(QIAGEN ;方法參照的錄一)回收大約 3 .4 Kb 的片段(vector) 。
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將處理好的 FMR-l cDNA(insert)和 pQE30(vector) ，以約 3: 1 的

分子數比，利用 T4 DNA 連接限制晦(New England BioLab)在 16
0

C 下

作用過夜，將兩者連接起來形成 pQEF27XE-M 質體。取連接好的質

體 5μl 送到經由 100 mM CaC12處理的大腸桿茵茵株JM109 內(方法參

照附錄一) ，立在且塗抹在含 ampicillin(1 OmgJml)的 Luria-Bertani 培養基

(LB agar)上，在 37
0

C 下過夜培養(Transformation ;方法參照附錄一) , 

再從培養基上挑選單一菌落到含 ampici1lin(1 OmgJml)的 Luria-Bertani 

培養液 (LB Medium)中在 37
0

C 下竭夜次培養，再將過夜次培養的菌

液離心，使用 Plasmi社 minipreparation kit (QIAGEN ;方法參照的錄一)

將質體抽出，最後利用限制梅切點定位(enzyme mapping)和核苔竣定

序(DNA sequencing 方法參照附錄一)等方法來檢測質體是否正確。

三、突變蛋白的表現: (Expression of mutant Fl\依pR546H)

取 3μl 先前製備好的突變蛋白表現質體( mutant protein 

expression plasmid)送入經 100 mM CaC12處理的大腸桿茵茵株 M15 中

(方法參照附錄一)，將其塗抹在含有抗生素(10 mgJml ampicilline 和 25

mgJml kanamycine)的 Luria晶ertani 培養基 (LB ag訂)中在 37 0C過夜垮

養。然後挑單一菌落到合抗生素(10 mgJml ampicilline 和 25 mgJml 

kanamycine)的 Luria岫Bertani 培養液 (LB Medium)中過夜次培養，取過

夜次培養的菌液轉殖在新鮮的含抗生素含抗生素 (10 mgJml 

ampicilline 和 25 mgJml kanamycine) 的 Luria-Bertani 垮養液 (LB

Medium)中培養，直到菌液的濃度達到 OD600 約 0.6 倆 0.7 左右，加入

isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG)最後濃度達 1mM誘導蛋白
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的表現，經過在 37 0C培養箱中培養二小時後，取出萬液立在將菌液離

心，離下的菌體以減過齒的 d2H20 洗掉殘留的培養液，再將 pel1et 懸

浮在 cell ex.tract buffer (buffer A 50 mM T肘， 10 mM ß

mercaptoethanol ' 1 mM PMSF ' 1 % Nonidet 弘40) 中，以超音波震

盪器將細胞震碎，直到菌液澄清為止，離心後將上清液轉移到新的離

心管，取部份上清液跑 12.5% SDS PAGE ' SDS回polyacηlamide gel 

經由 Coomassie blue 染色和西方轉潰法(Westem Blot 1 Ab anti輛

histidine 1 :5000 2 Ab peroxidase-labelled goat-anti-mouse IgG 

1 :5000 )以確定蛋白是否有表現。

四、突變蛋白的純化: (Purification of mutant F品仗P R546日)

取 2 ml Ni-NTA resin (QIAGEN) 放入 column 中，並且加入 2 ml 

buffer B (20 mM Tr詣， 100 mM KCl, 10 mM ß-mercaptoethanol, 10 % 

(v/v) glycerol, 20 mM imidazole, pH 8.5 at 4 OC)平衡 column '然、後將溶

在 buffer A (50 mM Tr峙， 10mM 戶-mercaptoethanol ' 1 mM PMSF ' 

1 % Nonidet P-40)中的上清液加入 column 中，收取通過 column 後的

液體(Flow through) ，再利用含有不同 imidazole 濃度的 buffer (20 mM 

Tr泊， 100 mM KCl, 10 mM ß-mercaptoethanol, 10 % (v/v) glycerol, pH 

8.5 at 4 OC)來清洗 colu帥''19:取清洗 column 後的液體 (Wash 1 3 

ml 含 20 mM imidazole and 3 ml 含 30 mM imidazole Wash 2 3 ml 

舍的mMimi吐azole and 3ml 含 50 mM imidazole)' 最後以含有 100mM

imidazole 的 buffer C (20 mM Tr泊， 100 m時 KCl， 10 mM ß

mercaptoethan仗， 10 % (v/v) glycerol, 100 mM imidazole, pH 8.5 前 4
0

C)
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4 ml 將結合在 Ni-NTA resin 的 F恥1RP蛋白洗下來，每管收取 1 ml 

(Elute 1 Elute 2 Elute 3 Elute 4) 。

各取 20μi 收下來的 Flow through Wash 1 Wash 2 Elute 

1 Elute 2 Elute 3 Elute 4 液體，跑 12.5% SDS PAGE ' SDS

polyacrylamide gel 經由 Coomassie blue 染色和西方轉潰法(Westem

Blot 1 Ab anti-histidine 1 :5000 2 Ab peroxidase-labelled goat-anti-

mouse IgG 1 :5000 )以確定蛋白是否被 Ni-NTA resin 純化出來。

五、 polyG 結合分析(poly G binding assay) : 

比方法主要參考 Siomi et 泣， 1993 所發表的方法加以修改。主要

是取 poly G agarose (Sigma)和在大腸桿茵茵株 M15 所表現出來的全

長恥恨P 蛋白，加 binding buffer (10 mM Tris國Cl pH 7.4、 2.5 mM 

MgC12 、 0.5 % Triton X 100 和舍不同 NaCl 的濃度OM 、 0.1 M 、 0.25

M 、。.5M 、1.0 M)總反應體積 0.5 剖，在 25
0

C 下作用 2 小時，離

心 6000 rpm 2 分鐘，將上清液(supematant ' "S")轉移到新的小離心管

(micro-centrifuge) ，再用 binding buffer 洗五次，每次加 0.5 ml 。最後

加的 μ13x SDS sample buffer '在 95
0

C下煮 5分鐘，跑 10 % SDS PAGE 

再利用西方轉潰法(Westem blot)加以偵測， 1 Ab 分別使用兩種作比

較 (monoclonal antibody IC3 1 :5000 和 anti團E polyclonal 

antibodyl :5000) 。

六、 Biotin-labelled FMR-l mRNA 的製備:
(Preparation of biotin四labelled凡岱1 mRNA) 
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首先取凹陷 pBSHAF27)也質體用 Apa 1 限制略((New England 

BioLab)在 37
0

C 下作用 60 分鐘，將環形的 pBSHAF27XE 切成線形，

將 DNA純化後(方法參照附錄一)，取 3μg 線形的 pBSHAF27XE DNA 

當模板，利用了7 RNA polymerase (BRL)作 in vitro transcription 反應，

其反應條件如下 NTP mix (2.5 mM ATP 、 UTP 、 GTP 和 12.5 mM 

biotin耐 14個CTP (BRL) 及 12.5 mM CTP) 20μ1 10 X T7 polymerase 反

應 buffer 20μ1 ; 10 mM DTT 5μ1 ; placental Rnase inhibitor (10 u I μ1) 

5μ1 3μg 線形的 pBSHAF27XE DNA ;其 RNA polymerase (1 0 u I 

μ1) 總反應體積 50 抖，在 37
0

C 下作用的分鐘，然後加 5μ13 M sodium 

acetate 和 50μ1 isopropanol '放在-20 "C 冰箱 30 分鐘將 RNA 沈澱，

離心 12000 rpm 10 分鐘(室溫) ，倒掉上清液用 200μ70 %的酒精洗

掉殘留的鹽類離心 5 分鐘，再用 200μ198 %的酒精洗一次，風乾後

加 100μ1 DEPC-treated 的 d2日20 '取 2μi 去測 OD260 決定 RNA 的濃

度。

七、 Biotin-labelled mRNA 結合實驗 (Biotin-labelled mRNA 

binding assay) : 

本實驗方法主要參考 Ashleyet 此， 1993 年的報告稍加修改。首先

取主要是取 biotin-labelled mRNA 160 ng 和在太陽桿茵茵株 M15 所表

現出來的全長站在RP 蛋白，加 binding buffer (1 0 mM Tris-Cl pH 7.4、

2.5 mM MgC12 、 0.5 % Triton X 100 和舍不同 NaCl 的濃度 OM 、 0.1

M 、 0.25 M 、 0.5M 、1.0 M)總反應體積 0.2 ml '在 25
0

C 下作用 2

小時。然、後加入 30μ1 strepavidine agarose (BRL)和 biotin-labelled
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mRNA 結合在 25
0

C 下作用 2 小時，離心 6000 rpm 2 分鐘，將上清液

(supematant '''S'')轉移到新的小離心管(micro臨cent泣如ge)' 再用 binding

buffer 洗五次，每次加 0.5 ml 0 最後加的 μ1 3x SDS sample buffer ' 

在 95
0

C 下煮 5 分鐘，跑 10 % SDS PAGE 再利用西方轉潰法(Westem

blot)加以偵測。 1 Ab 分別使用兩種作比較(monoclonal antibody IC3 

1 :5000 芳o anti-E polyclonal antibody1 :5000) 。
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第五蜜語

結果(Res甜的

一、檢測突變 pBSHAF27祖國M 質體:

為證實含點突變的 pBSHAF27XE-M 質體(參照實驗方法二)是否

正確含有我們所要的突變，利用限制鵲切點定位(enzyme mapping)和

核苔酸定序(DNA sequencing)兩個方法來篩選。

對於突變的 pBSHAF27XE-M 質體限制晦切點定位 (enzyme

mapping)方法，我們用 2 種不同限制勝…Apa 1 (New England BioLab) 、

Kpn 1 (Promega) …分別位於載體(vector)和突變的 FMR-l cDNA(insert) 

上。每一樣本取 3μl 的質體 DNA' 以各 10U 的限制鵲於 lX F良制晦

專用 buffer 的濃度下，總反應體積在 10 抖，在 37
0

C 下作用 30 分鐘，

經由 lX TAE buffer 0.7 %的洋菜繆電泳分析。

Apa 1 限制臨的切點位於載體(vector)和 FM扎1 cDNA(insert)的交

接處，因此只有一個切點，可被切成一大小約 4.8 Kb 的線形 DNA 。

而且pn 1 的切點位於 insert 上且原本有一個切點，但是在突變的過程

中此限制峰的切點不存在，因此突變的 pBSHAF27泡-M 質體並不會

被 KpnI 切成線形(資料未附)。

經過初步限制時切點定位的診斷後，更進一步的利用核苔酸定序

法(DNA sequencing)來確認(方法參照附錄一)。總共使用三個引子

(primers)來確認:一、為站在RUS#1 ~I 子… 5'-CTTGCCTCGAGATTT

CATGAACAG-3'來確定 insert 和 vector 的接點是否正確，結果如麗

3♂;二、為 RGG5 引子…5'-CAGAATTATGCAGTTTTAGGG-3'來確
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定我們在 RGG box 上的突變點，其結果如圖 3刁;三、為 RGG 1 引

子… 5'-AAGCTAGAAGCTTTCTCGAATTTGCTG-3'來確定 Kpn 1 限

制路被改變的突變點，其結果如國 3-4 '並且利用 RGG 1 、 RGG2 、

RGG3 和 RGG5 等四個引子將雙突變點的 PCR產物贅個核苔酸序列

確定無誤，只含有設計的兩個突變點。

二、含有突變 FMR-l cDNA (PQEF27XE叫)表現質體的檢

測:

為證實抽出的突變 FMR-l cDNA (pQEF27XE叫)表現質體(參照實

驗方法)是否正確，利用限制鷗切點定位(enzyme mapping)和核苔酸定

序(DNA sequencing)兩個方法來確認。

限制鷗切點定位(enzyme mapping) ，我們分別設計了 4 種不同限制

鷗來檢測突變 FMR-l cDNA (PQEF27XE輛M)表現質體，利用 Bam 閱

(New England BioLab) 、 Hind III (New England BioLab) 、 Kpn 1 

(Promega) 、 Sac 1 (New Englan吐出oLab)等切點分別位於載體(vector)

和 FMR-l cDNA(insert)上的 4 種不同限制嗨來檢測。每一樣本 DNA

取 3μi 的質體 DNA' 以各 10 U 的限制鵲於 1X 限制晦專用 buffer

的濃度下，總反應體積在 10μ1 '在 37
0

C 下作用 30 分鐘，經由 1XTAE

buffer 0.7 0/0 的洋菜膠電泳分析(簡 3δ) 0 Bam f召限制鶴的切點同

時位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上，因此有二個切點，可被

切成一大小約1.9 惱和 3.5 kb 的片段(屬 3-5 Lane 3) 0 Hind III 限制晦

的切點也同時位於載體(vector)和 FMR-l cDNA(insert)上，因此有二個

切點，可被切成一九j、約1.3 協和 4.1 kb 的片段(國 3-5 Lane 4) 0 Kpn 
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I 限制嚼的切點原本位於 FMR-l cDNA(insert)上，但是在製造突變的

通程中此限制晦的切點已不存在，自此正確的 pQEF27泡-M 質體立在

不會被 KpnI 切成線形(圈 3-5 Lane 5 ) ，且 Sac 1 限制晦的切點位於載

體(vector)和 FM忍1 cDNA(insert)的交接處，因此兩者都只有一個切

點，可被切成一大小約 5.4泊的線形 DNA 片段(圈 3-5 Lane 6) 。

這含有突變 FMR-l cDNA (pQEF27XE-M)表現質體經過初步的限

制梅切點定位(en勾rme mapping)診斷後，更進一步的利用核苔竣定序

法(DNA sequencing)來確認(方法參照附錄一)。分別使用兩個引子

(primers) , J嗔向引子(PQE 1)輛-- 5'翩CGGATAACAATTTCACACAG刁

逆向為 Reverse 引子…5 '-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3 , ，其結果如

圈 3峙。

三、突變的 FJ\;依pR546H 蛋白檢測:

前面已經利用限制晦切點定位(enzyme mapping)和核苔酸定序

(DNA sequencing) 等兩個方法都確認此含有突變 FMR-l cDNA 

(PQEF27XE細M)表現質體是正確的。進一步的將含有突變 FMR-l

cDNA (PQEF27XE-M)表現質體送到大腸桿懿菌株 M15 中，而

F1依P側的蛋白可經由 IPTG 的誘導而在大腸桿萬萬株M泊中表現，

經由 Ni割TA resÎn column 純化出來(參照實驗方法三) ，分別取 20μl

純化出來的蛋白加上 10μ1 3x SDS sample buffer (New England 

BioLab) ，在的。C下煮 5 分鐘，跑 12.5% SDS PAGE 後經 Coomassie blue 

紮色 30 分鐘以上，再用 destain buffer (1 0% glacial acetic acid ' 30% 

methonl)使非特異性結合的染料洗掉來檢測，同時也利舟西方轉潰法
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(Westem blot)進一步的檢測(參照第二章實驗方法六)。西方轉潰法

(Westem blot) 所使用的第一抗體 (first antibody) 是 antÌ-FMRP

monoclonal antibody IC3 '其稀釋的比例為 1 :5000 '第二抗體為

peroxidase-labelled goat-anti-mouse IgG '其稀釋的比例為 1:5000 。

其結果突變的到飯pR546H 蛋白都可在 Coomassie blue 染色(圈子

7)和西方轉潰法(Westem blot)(屬于8)中明顯看到叫做pR546日蛋白被

Ni-NTA column 所純化出來，其大小約為 70 kDa '在 70 kDa 下方還

有一些時依P的46日的降解形式(degradation form) 。

四、 poly G 結合實驗(poly G binding assay): 

1993 年 Siomi et al.已經在 in vitro 的實驗中證實了 FMRP 可以和

polyG 和 polyU 有結合能力，且會隨著 NaCl 濃度的增加而結合能力

減弱 (Siomi et al., 1993) 。本實驗主要是探討在大腸桿菌中所表現出來

的正常 F扎偎P 與 poly G 結合的情形，由實驗中我們發現當 poly G 的

量自定(30μ1) ，正常 FI\1RP 蛋白量依等差數列的增加(2 閱、 4 陀、

6 閱、 8μg)' 其與polyG結合的蛋白除了在加入2 悶和 4 沌的 F1依P

蛋白峙，在 po1yG 和 FMRP 的結合量上有少許的變化外(圖 3θLane 3 

和 lane 5) ，其餘並沒有很明顯的差異(麗 3-9 Lane 7 和 Lane 9) 。當正

常 Ftv依P 蛋白量固定(6μg) ，而 po1y G 依序的增加(20μi 、 30μl 、

40μ1 、 50μ1) ，可以發現正常叫做P 和 poly G 的結合量，隨著 polyG

的增加而增加(屬于10)。前面兩個實驗都在不合NaCl 的情況下作的，

自此我們想進一步的去瞭解在不再 NaCl 濃度下 polyG 和正常 FMRP

的結合情形，所以我們取正常 F~飯P 的蛋白 4 陶和 poly G 的 μ1 '分
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別在含不同 NaCl 濃度(0 M 、 0.1 M 、 0.25 M 、 0.5 M 和1.0 M)的

binding buffer 下進行結合實驗。結果發現在 NaCl 的濃度增加持其

FlV氓P 與 poly G 的結合能力相對的減弱(輯于11 、于12) ，甚至於至11

含 0.5 MNaCl 的濃度以上持幾乎看不到 polyG 與正常的 FMRP 有結

合能力(圈子11 、于12 Lane 5 和 Lane 6) 。

另外我們也，取突變的 F斜眼p的峭的蛋白 4 肉和 poly G 的抖，分

別在令不同 NaCl 濃度(0 M 、 0.1 M 、 0.25 M 、 0.5 M 和1.0 M)的

binding buffer 下進行相同的結合實驗。結果發現在 NaCl 的濃度增加

持其 F卸fRP的46日與 poly G 的結合能力相對的減弱(圈子13) ，甚至於至11

含 0.25 MNaCl 的濃度以上時幾乎看不到 poly G 與突變的 F孔依P的46日

有結合能力(圈子13 Lane 3) 。

五、 Biotin咀labelled mRNA 結合實驗 (Biotin嘲label1ed mRNA 

binding assay): 

1993 年 Ashley 等人發表正常的 F卸fRP在 in vitro 的實驗中可以和

本身的 mRNA及4% 人類胎兒腦細胞的mRNA有結合能力(Ashleyet

al., 1993) 。本實驗主要是建立在大腸桿菌中所表現出來的正常 F:tv依P

與 mRNA 結合的情形。在預備實驗中我們自定正常 F扎做P 的蛋白量

(6 抖g)和 streptavidin agarose (BRL) 30 抖 ，然千妥依序增加 biotin

labelled mRNA 的曼(160 玲、 320ng 、 480 ng 、 640 ng) 。這個實驗

我們主要分為兩個方法來作:一、先取正常的路很P 和 biotin-labelle吐

mRNA 作結合反應，再加入 streptavidin agarose 作結合反應，結果發

現 FMRP 和 biotin-labelled mRNA 的結合隨著 mRNA 的量而增加(圈
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3-14); 二、改以 biotin-labelled mRNA 和 streptavidin agarose 先進行結

合反應，再加入正常的恥獄?作結合反應得到相冉的結果(圈子15 )。

但是二的反應中共 Fl\位P 和 biotin-labelled mRNA 的結合量比一的反

應來的少，自此接下來的實驗我們採用一的方法。我們取自定量的

biotin-label mRNA (1 60 ng) ，然後依序增加正常 Frv依P 的量，從 O 間

開始以 0.5 時等差級數的增加至最高蛋白量為 2.5 時，從結果我們可

以發現當正常的很P 的量增加峙，與等量的 biotin糊labelled mRNA 結

合的量相對增加。
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第六館

討論(Disc啪啪的

我們成功利用聚合梅連鎖反應(PCR)的技術製造出 RGGbox上的

點突變(point mutation 國 3刁、屬于4) ，並且將含有點突變的站在R-l

cDNA 轉接到大腸桿菌蛋白表現象統的質體(pQE30)中，進一步在大

腸桿菌中將突變的 F扎偎pR546日蛋白利用 IPTG 誘導產生。然而對於正

常的 Frv恨P 蛋白與 RNA 的結合能力，我們已經成功的建立 poly G 

binding assay 和 biotin-labelled mRNA binding assay 等兩個系統(參照

方法五、方法七) ，並且成功的利用 poly G binding assay 系統比較出

正常的的依P 蛋白和突變的 Frv依pR546日蛋白在令不同 NaCl 濃度下其

蛋白和 poly G 的結合能力。

在正常 FJV飲P 蛋白和 poly G agarose 的結合實驗中，當在不合

NaCI 的情況下我們自定 poly G agarose 的量逐漸增加正常 Ftv飯P 蛋白

的量時，除了在加入 2 悶和 4 闊的刊位P 蛋白在結合量上有少許的

變化外，其餘並無明顯變化(圈子9) ，而在固定 F孔飯P 蛋白量，逐漸

增加 polyG 的暈持?確可看到 poly G agarose 和 Fl\恨P 的結合逐漸增

加(屬于10) ，不過我們也可以清楚的看到在這兩個反應後的上清液

(supematant S) 中還有很強的 F瓦恨P 訊號(圈 3-9 和富 3-10) ，我們認

為在這兩個結合實驗中我們加了太多的正常點很P 蛋白。所以我們

降低到很P 蛋白暈封 0.5 間做相同的實驗同樣可以看到 poly G 和

叫做P 還是有結合反應只是訊號較弱(資料未附) ，茵此為避免實驗過

程的誤差我們選擇固定正常時很P和突變 F品很pR546日的蛋白量在 4 悶

和 poly G agarose 的童在的 μ! 進行令不同 NaCl 濃度下的結合實驗。
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當我們詞時間定正常 F1v依P 和突變 Fl\I眼pR546日和 poly G agarose 的量

時，來改變 binding buffer 中 NaCl 濃度，我們發現正常 F卸1RP和 poly

G 結合的結果(國 3-11)和 Siomi 等人在 1993 年發表的結呆很類似。即

隨著 NaCl 的濃度增加其結合能力相對減弱，尤其在含 NaCl 濃度達

到 0.5 M 時幾乎看不到正常 F1v依P 和 poly G 的結合，而在突變

F加1RPR546位蛋白和 poly G 的結合能力的實驗中，結果也是隨著 NaCl

的濃度增加其結合能力相對減弱，與且會的故P 和 poly G 結合實驗

結果不同的是當含 NaCl 濃度達到 0.25M 時突變的 F其依P的46H 蛋白和

poly G 的結合能力就減弱很多(屬于13) ，由圖 3-11 和圈子13 的比較

我們可以推論這RGGbox上的點突變可能影響 F1v依P 和 RNA 的結合

能力，我們將進一步的加以分析這 RGG box 上的點突變在易脆 X 染

色體症候群上所扮演的角色。另外我們也可以比較在 poly G agarose 

和正常品很P 結合實驗中上清液(supematant) 、 pellet 的 band '我們

可以發現在 pellet 的部份只有全長叫做P 的訊號才會出現，一些

degradation 的 FJ\依P 片段並不會出現(國 3-9 、于10) ，這結果可能符

合 Siomi 等人 1993 年所發表的在 C 端的 deletion 片段只要 deletion 超

通 RGGbox 就失去與 RNA 結合的能力。由於 Siomi 等人在作 polyG

結合實驗峙，叫做P 的獲得是利用 in vitro 轉錄(transcription)和轉譯

(translati on)的方法，且在合成的 F孔依P 蛋白上 label 上放射性同位素

(S3丸 methionine) ，最後再以自動放射顯影的方法得知結果。由於放射

性同位素的使用，使得實驗上多了一項放射性廢棄物要處理，增加實

驗室的負擔和實驗上的危險性，而且時閉上也比較久通常需要二~三

天甚至於一星期。所以為避免上述的缺點，我們已成功的發展一項較

快速且較無危險性的方法來進行poly G binding 的實驗(參照實驗方法
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五) ，我們所使用的品很P 是從大腸桿菌內表現出來，再利用西方轉

潰法(Western blot) ，利用抗體來偵測 FMRP 和 poly G agarose 結合情

形。此種方法只要大約一天的特間就可獲得結果，是一個很經濟又省

時的方法。

在 FMRP 與 biotin-labelled mRNA 結合實驗方面，我們使用兩種方

法來作實驗(參照實驗方法七和結果五) ，在相冉的條件下 H方法二"

比 H方法一"其正常的 F1依P 和 biotin-labelled mRNA 的結合量來的

少(屬于悅和圈子15) ，我們推論可能造成這差異的原因:是由於我們

是利用 T7 RNA polymerase 在 in vitro 下合成 biotin-labelled 的 FlY.使J

mRNA' 且我們是將 biotin-labelled 好的 CTP 加入反應的 buffer 中(參

照實驗方法六)。因此在合成的 mRNA 上 biotin-Iabelled 的位置是任意

的，因此如果把 biotein label 的mRNA 和 strepavidine agarose 作結合

反應，可能發生mRNA 和正常 Frv依P 蛋白的結合位置被 strepavidine

agarose 佔據了而造成上述的原因。

在 poly G 或mRNA 和正常 FMRP 蛋白的結合實驗中，我們都同

時使用兩種抗體(monoc1onal antibody IC3 和 anti-E polyclonal antibody) 

來偵瀾，其結果都是一致的(圈 3-11 、于 12) ，這結果更進一步證明了

我們製造的抗體是可謂的。不過仔細比較(屬于11 、于12)我們可以發

現 anti-E polyc1onal antibody 的 single 較弱，我們推論是茵為我們兩種

抗體的偵測是使用同一張 membrane '我們先用 monoclonal antibody 

IC3 來偵測，再利用 stripping buffer (2 % SDS 、 62.5 mM Tris-Cl pH 

6.8 、 100 mM ß-Meca中toethanol)將上面的抗體 strip 掉，重新使用

antÎ-E polyc1onal antibody 來偵測，因此可能在 stripping 的過程中將部

份的蛋白一起 stripping 掉，而造成上面的結果。
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另外，在 poly G 成 mRNA 和正常 F扎依P 蛋白的結合實驗中有一

個很重要的問題也是必須特別要小心注意的，就是在取 poly G 

agarose 和 streptavidine agaroseg 時，由於這兩種都是 agarose 的樹路

很難取和在 wash 的過程中也很容易 lose 常造成實驗結呆的誤差，如

富于15 Lane 9 原本其 signal 應最強，可是 signal 卻變的很弱。

綜合以上的結果，我們確實已經建立了 FI\-依P 和給他

(homopolymer 或mRNA)結合分析系統，並且已經應用在暸解 RGG

box 上的。點突變對 F~依P 功能的影響，而且這系統和前人的系統最大

的不同是免去放射性同位素的困擾和縮短反應的時間，將有助於我們

往後對的依P 功能的瞭解。
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3. Cut this fragment with Hind III an社 Bam HI (850 bp) . Then subclone 
this fragment into Hind III and Bam HI double digested pBSHAF27XE. 

4. 利用限制晦切點定位 (enzyme mapping)和核苔酸定序法(DNA

sequenceing)來確認。

圈 3-1 兩步驟-PCR 的方法製造點突變(Two-step PCR -base吐
targeted mutagenesis) 

兩組引子(primer- RGG 1 和 RGG 3 ; RGG 2 和 RGG 5)的位

置請參照鸝 2-9 0 
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圓 3-2 pBSHAF27XE-M 質體核苔駿定序(DNA sequencing)(一)

使用 F孔1RUS#l ~I 子(primer)--- 5'-CTTGCCTCGA GATτ 
TCAτGAACAG-3'來確定 insert 和 vector 的接點是否正確。

此很US#l 引子(primer)的位置請參照圖 2-9 。在下方所標示

的 Hind III 限制鵲切點位置是 mse討和 vector 的接點。 6%

sequencing gel 。
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圖 3-3 pBSHAF27祖國M 質體核苦酸定序(DNA sequencing)(二)

f吏用 RGG 5 引子(primer)---5'-CAGAATTATGCAGTTTT 
AGGG-3'來確定我們在 RGG box 上的突變，點。 RGG 5 引子

(primer)的位置請參照鷗 2θ 。在邊 G 、 A 、了、 C 四個 Lane

是正常的核草酸序列，右邊 G 、 A 、 T 、 C 四個 Lane 是突

變的核苔酸序列。中間箭頭所指的是突變的位置(C→ T) 0 6 

% sequencing gel 。
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圈 3-4 pBSHAF27XιM 質體核苔酸定序(DNA sequencing)(三)

ACAAGeeTGTTTTTGTTTACeTTGGTAm-*GGGACGGT 

• 

在 Normal 已 rMu純伽
A T t G A T C 

鴨鞠了物

咽駒，帶嗯，

鸝
獨闖鬱

f史用 RGG 1 ~I 子(primer)…﹒ 5'-AAGCTAGAAGCTTTCT

CGAATTTGCTG-3'東確定 Kpn 1 限制梅被改變的突變點。

RGGl 引子(primer)的位置請參照國 2-9 0左邊 G 、 A 、 T 、

C 四個 Lane 是正常的核 IJ 酸序列，右邊 G 、 A 、 T 、 C 四

個 Lane 是突變的核苔酸序列。中問青青頭所指的是突變的位置

(A• T) 0 4 % sequencing gel 0 
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圖 3-5 pQEF27XE-M 質體限制晦切點定位(enzyme mapping) 
經洋菜繆電泳分析情形

分別取 3μ1 pQEF27XE-M 質體 DNA 經不同限制鵲

(enzyme)在 37
0

C下作用 30 分鐘後，加 2μlDNA 加入 dye ' 
分別加入到不同 Lane '跑 lx TAE buffer 0.7 % agarose gel 分
析。 M 是指 1 kb DNA marker '其 slze 大小被指示在左邊。

其餘的 lane 依序為… Lane 1 pQE 30 vector 的 DNA Lane 
2 pQEF27XE-M 質體未經限制晦(如勾rme)作用的 DNA

Lane 3 pQEF27XE-M 質體經 Bam f笠限制鵲(enzyme)作用

後的 DNA ; Lane 4 pQEF27XE-M 質體經 Hind III 限制鵑

(enzyme)作用後的 DNA ; Lane 5 : pQEF27XE-M 質體經Kpn

l 限制梅(enzyme)作用後的 DNA ; Lane 6 : pQEF27X忘M 質
體經 Sac 1 限制鵑(enzyme)作用後的 DNA 。右邊所指的是各

限制時(enzyme)作用後各 DNA 片段 Slze 大小。
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pQEF27XE-M 質體核苦酒友定序(DNA sequencing) 

喘臨

嘲枷

繪恥

』O
怒
也
〉

圖 3-6

分別使用兩個引子(primers) 來進行核苔竣定序 (DNA

sequencing) , )嗔向引子(Forward primer)為 pQE 1 51 子… 5'

CGGATAACAATTTCACACAG刁逆向引子(Reverse primer) 
為 pQE 2 51 子--- 5'-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3'來確認

pQEF27XE-M 質嫂，兩個引子順序分別被指示在上方。在邊

下方 ATG 所指的是轉譯(translation)起始位置;左邊中問 6x

His 所指的是比區域可表現出 6 個 Histidine 在邊上方 Sac I 
限制鵲切點是 insert 和 vector 交接處。右邊下方橫線所指的

是 insert 和 vector 交接處。跑 6 % sequencing gel 0 
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峙- FMRPR54岳H

商 3-7 變異到很pR546日蛋白(PQEF27X巳M)經 Ni-NTA resin 純
化情形

發擲

轉機

M KDa 

97扭扭

29可恥

68 曲曲，

的一個伽

pQEF27XE-M蛋白表現質體在 1 mM IPTG誘導 2 小時，

表現出變異的 F1依P的46H 經 Ni-NT A resin 純化。純化過程中

各部份收取物標示在圈的土方，其每條 Lane 所加入的量由在

至右依序為 2，悶，凹， 10， 10，凹，鉤， 20，鉤， 20 抖的 sample ' 
再加上 10μ1 SDS sample buffer 。在 95

0

C 下煮 5 分鐘，跑 12.5

%SDSPAGE 0 M 所指的是 pre明stain protein marker '其 slze

大小被指出在左邊，右邊 F~依P 所指的是變異 F1依pR546討蛋

白位置 ， Slze 大小約 70 kDa 0 本圖是 Coomassie blue 染色的

結果。
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圈 3-8 變異點很pR546H 蛋白(PQEF27XE-M)經 Ni-NTA resin 純

化情形

峙-FMRPR546H* 

M KDa 

97甜枷

的自枷

29 耐嘲枷

的自枷

pQEF27XE“M蛋白表現質體在 1 mM IPTG誘導 2 小時，

表現出變異的 F孔依pR546日經 Ni剖TA resin 純化。純化過程中

各部份技取物標示在麗的上方，其每條 Lane 所加入的暈由在

至右依序為 2， 10，悶， 10, 10，凹，鉤， 20, 20， 20 凶的 sample ' 
再加上的 μ1 SDS sample buffer 。在 95

0

C 下去 5 分鐘，跑 12.5

%SDSPAGE 0 M 所指的是 pre-stain protein marker '其 slze
大小被指出在左邊，右邊 F1依P 所指的是變異 F11RP的4個蛋

白位置， Slze 大小約 70 kDa o本圖是西方轉潰法(Westem blot) 
的結果 (1st Ab anti耐Histidine antibody 1 :5000 2nd Ab 
peroxidase-label1ed goat個anti-mouse也IgG 1 :5000) 。
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96 一…
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場辭令 導鞠醫學 獨鵬影

的一一

"一一

b 茍蟬勵
句闕，孵

哺蜘 ... 

圈 3-9 正常品很P 蛋白和 poly G agarose 結合實驗(一)

在 binding buffer 中不含NaCl 的情況下，把 poly G agarose 
的量問定在 30 抖，正常恥偎P 蛋白的量是由在五右依等差

數列的增加(2 悶、 4 閱、 6 閱、 8μg) , Lane 1 單獨加入全
長的 F孔飲P 蛋白 2時當陽性對照組。除 Lane 1 外每兩個 Lane

一組，分別代表 Supernatant (Lane 2 、 4 、 6 、 8)和 pellet

(Lane 3 、 5 、 7 、 9)' 每條 Lane 加入的 μ1 sample buffer(參
照方法五) 0 95 uc 煮 5 分鐘跑 10 % SDS PAGE '利用西方轉

潰法(Western blot)偵測(l st Ab 使用 monoclonal antibody IC3 

1 :5000 ; 2nd Ab 1史，用 peroxidase-labelled goat -anti -mouse-IgG 
1 :5000) 0 protein marker size 大小被標示在右邊。左邊箭頭所
指的是全長 F孔飯P 的位置。
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kDa 2 3 4 5 岳 7 8 9 
學

發

200…… 響

96 叫…

68 呵… ,-rr-F 

的叫… 噩噩 增

讀讀學 獨霸鬱 嘲鸝

29 叫…

司副廳 欄P 學

圈子10 正常 F~飲P 蛋白和 poly G agarose 結合實驗(二)

在 binding buffer 中不含 NaCl 的情況下，把正常泊位P

蛋白的量扇定在 6μ皂， poly G agarose 的量是由在五右依等

差數列的增加(20 111 、 30μ1 、 40μi 、 50μ1)' Lane 1 單獨

加入全長的恥怯P 蛋白 2時當陽性對照組。除 Lane 1 外每兩

個 Lane 一組，分別代表 Supematant (Lane 2 、 4 、 6 、 8)和

pel1et (Lane 3 、 5 、 7 、 9) ，每條 Lane 加入的 μ1 sample 
buffer(參照方法五) 0 95

0

C 眾 5 分鐘跑 10 % SDS PAGE '利
用西方轉潰法(Westem blot) 偵淇，1( lst Ab 使用 monoc1onal

antibody IC3 1 :5000 2nd Ab 1.支舟 peroxidase-labelled goat咀

anti-mouse-IgG 1 :5000) 0 protein marker size 大小被標示在右
邊。左邊箭頭所指的是全長 F孔欽P 的位置。
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96 一-

68 叫一

43 一一

29 叫一

1 2 3 4 5 6 學

一-FMRP

圈 3-11 正常 F卸1RP蛋白和 poly G agarose 結合實驗(三)

把正常 F1飯?蛋白的暈目定在 4 時， poly G agarose 的
量茁定在的 μ1 '由在至右依序改變 buffer 中含 NaCl 的濃度

。 M 、 0 .1 M 、 0.25 M 、 0.5 M 、1.0 M ) 0 Lane 1 單獨加

入全長的到很P 蛋白 2的當陽性對照組。每條 Lane 加入的

μ1 sample buffer(參照實驗方法五) 0 95 oc 煮 5 分鐘跑 10 % 
SDS PAGE '利用西方轉潰法(Westem blot)偵測(1 st Ab 使馬

monoclonal antibody IC3 1 :5000 2nd Ab 使用 peroxidase

labelled goat-anti-mouse-IgG 1 :5000) 0 protein marker size 大小
被標示在右邊。左邊箭頭所指的是全長 FMRP 的位置。
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43 咖叫

z，仰叫

圈子12 正常的故P 蛋白和 poly G agarose 結合實驗(三)

把圖 3-9 的 membrane 經 stripping buffer(參照材料)在 65

。C 下作用 30 分鐘，用 TBS buffer wash 2 次，重新 blocking

f矣 1st Ab f吏用 anti-E polyclonal antibody 1 :5000 2nd Ab f吏
用 peroxidase-label1ed goat耐anti-rabbit-IgG 1 :5000 來偵測結合
情形。 protein marker size 大小被標示在右邊。在邊箭頭所指
的是全長 Fïv獄P 的位置。
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200…… 
。。一一
喘一…

明…輛 F悶RP純真品的

43 一…

29 向…

圈子13 變異 F1欽pR546H 蛋白和 poly G agarose 結合實驗

把變異 F~飲pR546日蛋白的鞏固定在 4 時， poly G 

agarose 的量囝定在的抖，由在至右依序改變 buffer 中含NaCl

的濃度(0 M 、 0.1 M 、 0.25 M 、 0.5 M 、1.0 M ) 0 Lane 1 
單獨加入全長的 F已做P 蛋白 2 時當陽性對照組。每條 Lane

加入的 μ1 sample buffer(參照實驗方法五) 0 95
0

C 煮 5 分鐘跑

10 % SDS PAGE '利用西方轉潰法(Westem blot)偵測(1 st Ab 
f史用 monoclonal antibody IC3 1 :5000 2nd Ab 1吏罵

peroxida詔-labelled goat-anti-mouse-IgG 1 :5000) 0 protein 

marker size 大小被標示在右邊。在邊箭頭所指的是變異
F1怯pR546H 的位置。

105 



l、 Da 2 3 .t 5 6 7 8 9 

。。一一-

。只…一一

的一一

'。

- 種輛翎翱攤頭紗

嘲-.嘲圈Þ -FMRP 

嘲間團Þ_.. 一-FMRP*

。阱~ • 

圈子14 正常 FJ\.飯P 蛋白和 biotin闢labelled mRNA 結合實驗(一)

自定正常點很P 的蛋白量(6μg)和 streptavidin agarose 
(BRL) 30 凶，然後由左至右依序增加 biotin團labelled mRNA 的

量(1 60 玲、 320 玲、 480 玲、 640 ng) 。先取正常的 F1-依P

和 biotin-label1ed mRNA 作結合反應，再加入 streptavidin 
agarose 作結合反應。 Lane 1 單獨加入全長的時依P 蛋白 2時

當陽性對照組。除 Lane 1 外每兩個 Lane 一組，分別代表

Supematant (Lane 2 、 4 、 6 、 8)和 pellet (Lane 3 、 5 、 7 、

9) ，每條 Lane 加入的 μ1 sample buffer(參照方法五) 0 95 oc 
煮 5 分鐘跑 10 % SDS PAGE '利用西方轉潰法(Westem blot) 
禎測(1 st Ab 1.史，用 monoclonal antibody IC3 1 :5000 2nd Ab 1史
用 peroxidase-labelled goat-anti-mouse-IgG 1 :5000) 0 protein 
marker size 大小被標示在右邊。左邊 F孔欽P 箭頭所指的是全

長泊位P 的位置，的做?箭頭所指的是FMRP 的 degradation

form 0 
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68 向…
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29 呵呵

何一 FMRP

何一FMRP*

圈子的正常的依P 蛋白和 biotin國labelled mRNA 結合實驗(二)

自定正常 FMRP 的蛋白量(6μg)和 streptavidin agarose 
(BRL) 30 抖，然後由在至右依序增加 biotin-labelled mRNA 的

量(160 ng 、 320 ng 、 480 ng 、 640 ng) 。以 biotin-labelled

mRNA 和 streptavidin agarose 先進行結合反應，再加入正常的

點很P 作結合反應。 Lane 1 單獨加入全長的路很P 蛋白 2時

當陽性對照組。除 Lane 1 外每兩個 Lane 一組，分別代表

Supematant (Lane 2 、 4 、 6 、 8)和 pellet (Lane 3 、 5 、 7 、

9) ，每條 Lane 加入的 μ1 sample buffer(參照方法五) 0 95 oc 
煮 5 分鐘跑 10 % SDS PAGE '利用西方轉潰法(Westem blot) 
偵淚~(1 st Ab 使用 monoc1onal antibody IC3 1 :5000 2nd Ab 1吏，
用 peroxidase-labelled goat-anti-mouse-IgG 1 :5000) 0 protein 
marker size 大小被標示在右邊。左邊 F孔依P 箭頭所指的是全

長的很P 的位置，的獄?箭頭所指的走到很P 的 degradation

form 0 
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本論文從蛋白表現質體的設計和製備闊始，已經成功的將四種

蛋白表現質體(PQEF27XE 、 pQEF27XH 、 pQ盯27品f 浮宮 pQEF27XT)

製備完成，史進一步的在大腸桿菌內表現出三種不同片段的的但P

蛋白(全長、 N 端和中段的 FMRP 蛋白)，尤其在全長的依P 的表現，

將使將來研究恥依P 的功能有很大的幫助。可惜 C 端的恥偎P 尚未

表現出來，我們將進一步克服困難來表現 C 端的主孔依P 蛋白。表現

出東的蛋白我們也已經獲得三種不同 polyclonal 的抗麓，並且對其

的依P 有專一性(論文第二章)。

我們也已經將我們實驗室從病人身土所發現的 RGGbox上的點

突變(G→A ; R546H)成功的利馬 PCR 的方法製造出來並且也將其轉

接到蛋白表現質殼中(PQEF27XE-I\在) ，並且在大腸桿菌內表現這突變

蛋白(FI\-依pR546日)。另外，我們已經成功的利用正常的叫做P 蛋白建

立了 RNA 結合分析系統，其得到的結果和前人研究的結果相似，同

時我們也拿突變的蛋白(F孔依P的46日)做即是A 結合的實驗。在與 poly G 

結合的實驗中在不同 NaCl 的濃度下，全長 F1飯?蛋白和突變的

的依P的46H 蛋白與 poly G 的結合能力同樣會隨著 NaCl 的濃度提高而

有減弱的現象。當 NaCl 的濃度達到 O.5M 時正常 F恥依P 和 polyG 的

結合幾乎已不存在，而突變的 F其依pR546H蛋白在 NaCl 濃度達到 O.25M

E寄即已失去與 poly G 的結合能力，這結果使我們認為 RGGbox 的突

變(R546昀在易脆 X 染色體症候群上可能扮演著很重要的角色。(論文

第三章)。

隨著在大腸桿菌內表現蛋白系統的建立、抗體的合成和 RNA

binding assay 系統的建立，將使我們將來在對於突變蛋白的製備和

自依P 蛋白結構和功能關餘的研究或在診斷易脆 X 紮色嫂的診斷上
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將有很大的助益。

未來我們實驗玄將朝向製備 monoc1onal antibody 和去找出被

站在R-l 暴自產物所調控的下游基因發展，如能順利達成將使我們對

於 F品位明 1 基國的功能和調節機制有更進一步的暸解和在臨床上診斷

易脆 X 染色體症候群將會吏，快速、準確。
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附錄一、實驗步轉 (Procedures)

一、核苦難定序法 (DNA sequencing) : 

甲、 fmol sequence reaction: 

1. Add G, A, T, C, to eppendorf, each tube 2μ1 , then store on ice. 

2. reaction sample prepare: 

Sterile H20 8μl 

fmol sequencing 5x buffer 5μi 

Primer (5 pmole) 1μl 

Template DNA(about 50 ng) 1μi 

α_S35_dATP 1μi 

Final 16μi 

3. Add 1μ1 of sequencing Grade Taq DNA polymerase(5uJ J.!l) 

4. Add 4μ1 to G, A, T, C, each tube 

5. Add one drop of mineral oil to each tube and PCR machinery 

6. PCR cycle: 

95 0C 5 min. 

95 OC 1 mÎn. 55 oc 30 sec. 72 oc 1 min. 35 cycles 

soak file 4 OC 

7. Add 4μ1 sequencing stop solution, then spin down. 

8. Heat the reaction at 75 oc for 3 min. 

9. Load 3μ1 of each reaction on the each lane. 

10. run 6% acrylamind with 7 M urea, 2500V, 100mA, 60W, about 150 

虹口n.

11. Fix (methanoll00 ml add acitic acid 100 ml a往往也旺20 to 2000 ml) 

about 30 min. 
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12. Dry gel in 75 oc 1 hr. 

13. Exposure X-ray slice about 2行 day.

乙、 Sequence reaction: Sequencing by "Sequenase" 

A. Primer annealing: 

1.To 2μg (20 Jll) of template, add 2μ1 of 2N NaoH, incubate at 

room temperature for 5 min. 

2.Add 3μ1 primer (5 pmol/抖。 mix gently by pipetting up and down. 

3.Immediately add 3μ1 of 3M NaOAc (pH 4.5}, mix well. 

4.A吐d 75μ1 of 100% EtO日， which have been pre-coole吐 at -20 oC. 

5.Invert 4Q times, store往前胸70 oc for 10 min. 

6.Thaw the solution at room temperature for 10 min before spin. 

7.Spin down the DNA at 12.5Krpm for 20 min. 

8.Wash once with 70% EtOH, spin down for 10 mins. 

9 .Dry, resuspend in 10μ1 lx sequenase Rx. buffer.(8μ1 H20+2 抖

sequenase Rx. buffer). 

B. Labelling reaction: 

1. Dilute proper amount of the labelling mix with H20. (Labelling 

mix:H20=1 :4) 

2. Finish step C 1-C3 before going to the nex steps. 

3. Dilute the sequenase enzyme in ice cold dilute sequenase buffer. 

(enzyme : dilute sequenase buffer= 1 :7) 

4. Add followings to the annealed template solution: 

DTT 1μl 

di1uted labelling mix 2μ1 (Sequencing mix) 
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Mix and incubate at room temp for 5 min, and put it back on ice 

immediately after reaction. 

C.Termination reaction: 

1. Precool tubes that labelled G，A，T兀 on lce. 

2. Add 2.5μ1 of the appropriate termination mix (dideoxy-nucleotide 

mix) to each of the four tubes. 

3. Cap the tubes immediately after addition of this termination mix 

above. And put them back on ice. 

4. Prewarm the tube above at 37 Oc water bath for at least one min. 

5. Add 3.5μ1 of sequencing mix into each termination mix. Mix it by 

pipetting up and down for several times. Put it into water bath. 

Incubate for 5 min. 

6. Add 4μ1 of stop solution into each tube, mix well, store on ice. 

7. Before 加入， heat the samples at 75忌。 oc for 2 min. then load 

immediately on the gel. Use 2-3μ1 in each lane. 

8. Run 6% acrylamind with 7M urea, 2500V, 100mA, 60W, about 

150 min 

9. Fix (methanol 100 ml add acitic acid 100 ml ad位 4日20 to 2000 

ml ) about 30 min. 

10.Dry gel in 75 oc 1 hr. 

11.Exposure X-ray slice about 2δday. 
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二、 DNA 純化(Purification of DNA) 

甲 、 品質anual : 

1. Extract with 1x Volume phenol (one times). 

2. Centri扣跌， 12000 rpm, 10 min. 

3. Transfer supematant to new microtube. 

4. Extract with 1x Volume phenol/choloroform (one times). 

5. Centri扣敏， 12000 rpm, 10 min. 

6. Transfer supematant to new microtube. 

7. Extract with 2x Volume choloroform (two times). 

8. Centrifu阱， 1200。中m， 10 min. 

9. Transfer supematant to new microtube. 

10.Ppt. with 1000/0 EtOH, -70 oC , 10min. 

11. Centrifu阱， 12000 rpm, 10 min. 

12.Pour off supematant. Wash pellet with 70% EtOH, air dry. 

13.Disolve DNA in 30μ110 mM Tris-HCl ,pH 8.5. 

乙、 PCR purification Kit 的IAGEN) : 

1. Add 5 volumes of buffer PB to 1 volume of the PCR reaction an吐

mlX 

2. Place a QIAquick spin column in a 2 ml collection tube and apply 

the sample 

3. Centri扣ge 60 sec，忌。。。中m.

4. Discard flow“ through and place QIAquick column back into the 

same tube 

5. To wash, add 0.75 ml buffer PE to QIAquick column and centrifuge 

60 sec, 6000 中m.
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6. Discar益 flow國through and place QIAquick column back in the same 

tube. Centrifuge QIAquick column for an a吐ditional 1 min at 

maximum speed 

7. Place QIAquick column in a clean 1.5 ml microfuge tube 

8. To elute, add 30μ1 10 mM TrÌs-HCl ,pH 8.5 to the center of the 

QIAquick column and centrifuge 1 min. 

丹、 Purification use QIAEX II agarose gel extraction Kit (QIAGE的

1. Excise the DNA band 企om the agarose gel (1 % TAE agarose gel). 

2. Add 3 volumes of buffer QX 1 to 1 volume of gel. 

3. Add 30μ1 of QlAEX II an吐 mÎx. Incubate at 50 oc for 10 min. 

4. Centrifuge 30 sec and remove the supematant. 

5. Wash the pellet with 500μ1 ofbuffer QX I. 

6. Wash the pel1et twice with 500 抖 of buffer PE. Completely remove 

supematant. 

7. Air-dry the pellet for 10-的 mm.

8. Add 30μ1 of 10 mM Tris-HCl, pH 8.5 and incubate according to 

the following table. 

9. Incubate at 50 oc 10 min. 

10. Centrifuge for 30 sec and collect supematant containing pure DNA. 

11. Optional: repeat steps 9 and 10 and combine elutes. 

三乙、質體的純化(Puri誼cation of plasmids) 

甲 、 島生inipreparation of Plasmid DNA 

1. Take 2 ml of ovemight culture oftransformed E. coli strain JM109 

2. Centrifuge at 12Krpm for 10 sec. 
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3. Pour off supernatant as clean as possible. 

4. Resuspend cell in 100 j.û of solution 1, vortex. 

5. Add 200 ,.û of solution II. Invert the tube gently and quickly. 

6. Add 150 J.!l of solution III. Invert the tube gently and quickly until 

the solution becomes fluidity. 

7. Centrifuge at 12000 rpm for 10 min. 

8. Transfer the supernatant into a new tube.( discard the pellet) 

9. Add 1 ml of 98% ethano1, -70 oc for 10 min. 

10.Centrifuge at 12000 rp血 for 10 min. 

11.Pour off supernatant. 

12可Tash pellet with 1 ml of 70% ethanol, twice. 

13.Air dry. 

14.Resuspend in 30 抖1 of 10mM Tris buffer. (pH 8.5) 

* Solution 1 : 50 mM glucose, 10 mM EDTA pI至 8.0， 25 mM TrÌs-CI 

pH8.0 

* Solution II : 0.2 N NaO日， 1% SDS 

* Solution III : 3 M Sodium acetate pH 4.8 

L 、 Minipreparation of Plas臨id DNA (QIAGEN 臨iniprept kit ) 

1. Take 2 ml of overnight culture oftransformed E. coli strain 此1109

2. Centrifu皂e at 12Krpm for 10 sec. 

3. Pour off supernatant as clean as possible. 

4. Resuspen吐 the bacterial pellet in 0.3 ml ofbuffer P l. 

5. Add 0.3 ml of buffer P2, mix gently, and incubate at room 

temperature for 5 min. 

6. Add 0.3 ml of chil1ed buffer P3 , mix immediately but gent妙， and 
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incubate on ice for 10 mÌn. 

7. Centri在1ge at for 15 min at 10000 rpm in a mini扣ge. Remove 

supematant promptly. 

8. Equilibrate a QIAGEN-tip 20 by applying 1 ml buffer QBT, and 

allow the column to empty by gravity flow. 

9. Apply the supematant from step 4 onto the QIAGEN-tip 20 and 

allow it to enter the resin by gravity flow. 

10. Wash the QIAGEN-tip 20 with 4x1 ml buffer QC. 

11. Elute DNA with 0.8 ml buffer QF. 

12. Precipitate DNA with 0.7 volumes of isopropan仗， previously 

equilibrated to room temperature. Centrifuge immediately at 10000 

rpm in a micro扣ge for 30 min, and carefully remove the 

supematant. 

13. Wash DNA with 1 ml of cold 70% ethanol, air dry for 5 min, and 

redissolve in 30μ110mM Tris buffer. (pH 8.5) 

四、 Competent ceU 的製館(Preparation of competent ceH) 

1. Take a single colony JM109(in LB plate) into 2 ml LB broth, 37 

Oc ovemight. (no antibotic). 

2. Take 2 ml ovemight culture into 50 ml LB broth 37 Oc shake for 

2.5 hours (OD600 about 0.6-0.7). 

3. Take cell 50 ml, centrifuge 5000rpm 4 Oc 10 min. (roter 吐 tube

need pre-col吐)

4. Pour off solution then add 15 ml 100 mM CaC12 . 

5. Votex 30 secon忌， then put on 0 oc 30 min. 
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6. Centrifuge at 500。中m 4 oc 10 min. then pour off solution. 

7. Add 3 ml 100 m孔1 CaC12, votex 30 secon益， store in 4 oC. 

五、 Transformation

1. Add the 3μ1 DNA into 200, . .d competent cells, Mixe吐， iced for 30 

mm. 

2. Heart shock at 42 oC water bath for 2 mins and shake, 

3. Quickly put into ice box, and shake 10 sec. put on ice 2 mins.( add 

water in iced, and shack several sec.) 

4. Add 2ml LB broth, incubated at 37 Oc for 60 min. 

5. Plating to LB/amp plates.(took 200111 Iplate; 3 plates) 

6. Cultured overnight in 37 oc incubator. 

六、 Ni-NTA resÎn 的再生(Regeneration ofthe Ni-NTA resin) : 

1. Wash the column with 2 volumes of 6 M guanidine hyclrochloridel 

0.2 M acetic acid. 

2. Wash the column with 2 Volumes ofwater. 

3. Wash the column with 3 Volumes of 2 % SDS. 

4. Wash the column with 1 Volumes of 25 % ethanol. 

5. Wash the column with 1 Volumes of50 % ethanol. 

ι 執Tash the column with 1 Volumes of75 % ethanol. 

7. Wash the column with 5 Volumes of 100 % ethanol. 

8. Wash the column with 1 Volumes of75 % ethanol. 

9. Wash the column with 1 Volumes of 50 % ethanol. 

10. Wash the column with 1 Volumes of25 % ethanol. 

129 



11. Wash the column with 1 Volumes ofwater. 

12. Wash the column with 5 Volumes of 100 mM EDTA, pH 8.0. 

13. Wash the column with 2 Volumes ofwater. 

14. Recharge column wwith 2 volumes of 100 mM NiS04 • 

15. Wash the column with 2 Volumes ofwater. 

16. Wash the column with 2 volumes of 6 M guanidine hydrochloride/ 

。.2 M acetic acid. 

17. Equilibrate the column in buffer (20 mM Tris pH 8.5 (at 4 OC) , 

100 mM KCl, 20 mM imidazole, 10 mM弘mercaptoethanol， 10 % 

glycerol). 
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附錄二.實驗材料研1aterials)

1.韓素(en耳聽e) : 

名 稱 廠 牌 名 手再 廠 牌

Apa/ NewEngland Klenow Promega 

BioLab 

Bag11 NewEngland Kpn/ NewEngland 

BioLab BioLab 

BamH1 NewEngland Nco/ NewEngland 

BioLab BioLab 

BstXI NewEngland Pst1 New England 

BioLab BioLab 

EcoR1 New England Sac1 NewEngland 

BioLab BioLab 

EcoR V Promega 了4 DNA ligase New England 

BioLab 

Hind 111 NewEngland X古01 New England 

BioLab BioLab 

RNA inhibitor BRL T7 RNA BRL 

polymerase 

2. 試藥(Drugs) : 

名 稱 廠 牌 名 稱 廠 牌

Postassium chloride E. Merck Glacial acetic acid E. Merck 

(KCl) 

Tris E. 卸ferck EDTA E. Merck 

Methanol E. Merck NaCl E. Merck 

ß-Mercaptoethanol E. 軒1erck MgC12 E. Merck 

SDS (Natriumlauryl- Bio-rad isopropyl-弘D個thiogala- BRL 
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sulfat) ctopyranoside(IPTG) 

Ethidium Bromide Sigma 2-propanol E. Merck 

Phenol Sigma Chloroform E. Merck 

Agarose (ultrapure) E. 孔1erck Nonidet P斗。 Sigma 

P孔1SF BRL Glycine Bio-rad 

Acrylamide BRL bisacrylamide Biotech 

HCl E. Merck TEMED E. Merck 

IGlycerol Sigma bromophenol blue E. Merck 

Coomassie blue E. 孔1erck Tritone-l 00 X Sigma 

Ampicillin Sigma Kanamycin Sigma 

3 x SDS sample buffer New Pre 索色 ed protein BRL 

England Molecular Weight 

BioLab standards 

Imidazole Sigma Tween 20 E. Merck 

Protein A agarose BRL polyguanylic acid Sigma 

agarose 

Streptavidine agarose BRL Monoc1onal anti細聆聽P Euromedex 

IC31a -Strasbourg 

Peroxidase-Labeled Kirkegaard Peroxidase-Labeled Kirkegaard 

affinity purified & Perry affinity purified & Perry 

antibody to rabbit IgG Labories antibody to mouse IgG Labories 

(H+L) Inc. (H+L) Inc. 

Broadford Bio-rad PVDF輛PLUS membrane 恥1icron

separatlOns 

Inc. 

Cellulosenitrate(E) Schleicher 3弘1M Chr 46x57 cm Whatman 

& Shuell 

Agarose BRL Bacto-agar DIFCO 

Yeast extract DIFCO Tryptone DIFCO 

4-chloro咀 l-napyhol E. 弘1erck
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3. 藥品的製備 (Preparation of regents and buffers) : 

Solution Metho益。fpreparation 

10% Ammonium To 19 of ammonium persulfate, add H20 to 10 ml. 

persulfate 

l 孔1 Tris-Cl 溶 12 1. 1 g Tris base 於 800 ml 蒸餾水中，然後以 j農鹽

酸調 pH{直

pH 值 j農鹽竣大概的用量

7.4 70 ml 

7.6 60ml 

8.0 42ml 
上述溶液於達室溫後，再調整其正確 pH 值。然後再

加蒸餾水至 1 L '分裝後高溫滅齒。

0.5MEDTA 186.1 g 的 disodium ethylene diamine tetraacetate 

pH8.0 2H20 與 800 ml 的蒸餾水混合，再以 NaOH 調整 pH

至 8.0 (-20 g) 。高溫滅齒。

5 MNaCl 溶解 292.2 g 的 NaCl 於 800 ml 蒸餾水中，再加水至

1L 。分裝後高溫滅齒。

1 MMgC12 
溶

203.3 g 的 MgC12 • 6話20 於 800ml 蒸餾水中，然

後加水至 1 L 0 分裝後高溫滅菌。

10 % Sodium 取 100 g 電泳紋的 SDS 於 900ml 蒸餾水中，加熱至

dodecyl sulfate 的℃使其溶解。以濃鹽酸調整 pH 至 7.2 '再加水

(SDS) 至 1L 。

10XTBE 取 108 g 的 Tris base 和 55 g boric acid ~.容於 800 ml 

的蒸餾水，再加的 ml 的 0.5 MEDTApH8.0 。最後

加水至 1 L. 

10XDNA 加入 50% glycerol 、 12.5 mM Tris甸Cl pH8.0 、 60mM

dye EDTApH8.0 、 0.01% bromophenol blue 、 0.01%

xylene cyanol FF 0 

Ethidium 取 0.1 g ethidium bromide 於 10 ml 蒸餾水中，以電磁

bromide 攪拌器攪拌數小時使其溶解。將溶液保存於不透光

(10 mglml) 的溶器中。

phenol 之再蒸餾 phenol 以 163 Oc 蒸餾'冷凝管以 70 Oc 熱水冷凝'
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以防止 phenol 結晶。收集瓶先稱重(Wl) ，收黨後的

瓶子再稱重(W2) ，求出 phenol 體積[(W2-Wl )11.071] 

後，加入 1/10 倍體積的蒸餾水，標示好製備日期，

保存於"的。C 冰箱。

buffer saturate 蒸餾通的 phenol 以 68 "C 水浴溶解，以等體積的 1M

phenol Tris-Cl pH8.0 萃取一次，再以等體積的 0.1 M Tris-

Cl pH8.0 萃取二次。利用 pH 試紙測定上層溶液直到

pH>7.6 即可使用。加拉-mercaptoethanol (ß-MSH) 

至將濃度為 0.2 % '並保留部份 buffer 複蓋 phenol

phenol/Chlorofo 68 OC 水浴溶解的 phen哎，分裝至 50 ml 的離心管每

r口1 管 15 ml '加 chloroform 14.4 ml ' isoamyl alcohol 

600 抖，加 ß-mercaptoethanol (戶-MSH)至終濃度為

0.2% 。

Luria-Bertani 取 bacto-tryptone 10 g 、 bacto-yeast extract 5 g 、

medium (LB NaC15 g 溶於 950 ml 的去離子水中，以 5NNaOH

broth) 調整 pH 至 7.0 。加水至 1 L '高溫滅菌。

1 M CaC12 Dissolve 54 g of CaC12' 6H20 in 200 ml of pure H20 

(Milli-Q or equivalent). Sterilize the solution by 

passage through a 0.22-micron fi1ter. Store in 1 ml 

aliquots 仗 -20 OC. 

50XTAE 取 242 g 的 Tris base;.容於 800 ml 的蒸餾水，再加 57.1

mlg1acial acetic acid 及 100 ml 的 0.5MEDTA

pH8.0 。最後加水至 1 L. 

TE buffer 10 mM Tris'Cl (pH 8.0) , 1 mM EDTA (pH 8.0) 

(pH 8.0) 

0.1 M IPTG 取 1 .4 1 g IPTG (isopropylφ-D-thiogala叫opyranoside)

(isopropyl-科D- ，然後加 d2H20 到 50ml' 混合均勻後經 fi1ter 過濾'

thiogala咽 儲存在“鉤。c 0 

ctopyranosi吐e)

Westem blot gel 1. Acarylamide輛Methylenebisacrylamide (30:0.8) : 

solution 取 Acarylamide 30 g 和 Methylenebisacrylamide

0.8 g ，加 d2旺20 至 100 ml '混合均勻後經 filter 過

濾'儲存在 4
0

C 。
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2. Stacking gel solution 

取 6.0 g Tris '加 4日2040 ml '調 pH 值五 6.8(lM

HCl) ，最後加 4日20 至 100 ml 混合均勻後經 filter

過濾'儲存在 4
0

C 。

3. Resolving gel buffer stock 

取 18.15 g Tris '加 1 M HCl 48 叫，調 pH 值五

8.8 (lM NaOH) ，最後加 d2H20 至 100 ml 混合均句

後經 filter 過法，儲存在 4
0

C 。

RNA binding 11. 0 M NaCl 

buffer 取 1 M Tris (pH 7.4) 0.5 ml 和 1 M MgC12 0.125 ml 

和 100% Tritox-l00 0.25 ml ~昆合，然後補 d2H20
至 50 ml 0 

2.0.1 MNaCl 

取 1 M Tris (pH 7.4) 0.5 ml 和 1 M MgC12 0.1 25 ml 

和 100% Tritox-l00 0.25 ml 混合，加 5 M NaCl 

lml '然後補也H20 至 50 ml 0 

3.0.25 M NaCl 

取 1 M Tris (pH 7.4) 0.5 ml 和 1 M MgC12 0.125 ml 

和 100% Tritox-1 00 0.25 ml 混合，加 5 MNaC12.5 

ml '然、後補 d2H20 至 50 ml 0 

4.0.5 MNaCl 

取 1 M Tris (pH 7.4) 0.5 ml 和 1 M MgC12 0.1 25 ml 

和 100% Tritox峭 100 0.25 ml 混合，加 5 M NaCl 5 

ml '然後補 d2H20 至 50 ml 。

5.1 MNaCl : 

取 1 M Tris (pH 7.4) 0.5 削和 1 M MgC12 0.125 划

和 100% Tritox-l00 0.25 ml 混合，加 5 MNaCII0 

m1 '然後補 d2H20 至 50 ml 0 

Blotting buffer I取 3.03 g Tris 和 14.4 g glycine '加 me出ano1200 混

合均勻，再加也見。至 1000 ml '儲存在 4 0C 。

5 X Electro 取 15 g Tris 和 5 g SDS (Natriumlauryl-sulfat)和 72 g 

buffer Iglycine' 加 4日20 至 1000 ml 0 
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Coomassie blue I取 208 ml methanol 和 208 mld2日20 和斜 ml glacial 

紮色 solution lacetic acid 混合均勻後，加入 0.5 g coomassie blue 

powd肘，然後經 filter 過濾。

De 紮色

solution 

Sequence gel 

solution 

100 mM 

Phenylmethyl團

sulfonyl fluoride 

(PMSF) 

2MKCl 

1 恥f

取 150 ml methanol 和 50 ml glacial acetic acid 混合，

再加也H20 至 500 ml 0 

.40/0 sequence gel 

取 Acarylamide 3.1 8 g 和 Methylenebisacrylami吐e

0.16 g和 Urea40 g' 加 10 XTBE 8 ml' 然後補也H20
至 80 則，混合均勻後經 filter 過濾。

. 6% sequence gel 

取 Acarylamide 4.55 g和 Methylenebisacrylamide 0.25 

g 和 Urea 40 g. ，加 10 X TBE 8 ml '然才妥補 d2H20
至 80 ml '混合均勻後經 filter 過j處。

取1.742 g PMSF 加 isopropano1 至 100 ml 。

取 14.91g KCl 力白色H20 至 100 ml ' autoclaved 。

Dissolve 3.09 g of DTT in 20 ml of 0.01 M sodium 

Dithiothreitol lacetate (pH 5勾. Sterilize by filtration. Dispense into 1 

(DTτ) Iml aliquots and store 叫“20
0

C.

Protein 11. Buffer A 

purification 

buffer 

50 mM Tris ' 10 mM ß“ mercaptoethanol ' 1 mM 

PMSF(企esh) , 1 % Nonidet P-40 。

. BufferB 

20 mM Tris '的o mM KCl ' 10 mM ß翱

mercaptoethanol ' 10% (VN) glycerol ' 20 mM 

imidazole 0 

. Buffer C 

20 mM Tris ' 100 mM KCl ' 10 mM ß
mercaptoethanol ' 10% (V N) glycerol ' 100 mM 

imidazole 。

Alkaline lysis ISolution 1 
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buffers for 50 mM glucose ' 25 mM Tris' CI (pH 8.0)' 10 mM 

minipreparat10ns EDTA (pH 8.0) 0 Autoclaved for 15 minutes at 10 

of plasmid DNA lb/sq. in. on liquid cycle, and store at 4 oc. 
olution II 

0.2 N NaOH (freshly)' 1% SDS 

。lution III 

3 M potassium acetate 60 ml ' glacial acetic 11.5 

ml '封2028.5 ml 

Fixative solution 取 100 ml methanol 加 100 ml glacil acetic ac泣，然後

補 d2H20 至 2000 ml 0 

Cell 10 mM HEPES ' 300 mM KCl ' 100μM CaC12 ' 

homogenized 0.05% Tween 訝， 0.45% Triton X 100 

buffer 

TBS buffer 取 9.0 gNaCl 加 10 ml 1 M Tris pH 7.4 '補也H20 至
1000 ml 0 

3% Milk 取1.5 g 脫脂奶粉加 TBS buffer 至 50 ml 。

Stripping buffer 2 % SDS 、 62.5 mM TrÎs-Cl pH 6.8 、 100 mM ß-I 
Mecarpt。你nol 0 

4. 儀器設備:

儀 器 名 稱 廠 牌

CO2 incubator Nuaire 

Laminar flow hood Bellco Glass Inc. 

Centrifuge Kubota 

Microfuge Eppendorf 

Power supply Pharmacia LKB Inc. 

Horizontal gel electrophoresis tank BRL 

Water bath Toyo 

Spectrophotometer DU-640 Beckman 

-70 oc refrigerator Revco scientific Inc. 

137 



DNA thermal cycler Perkin個Elmer Cetus Inc. 

“ 20 oc refrigerator Kelvinator 

U.V. box Vilber Lourmat 

MP-4 Land camera system Polaroid 

Electrophoresis transfer: 品1in卜Cel1 Bio闢阿拉

Vertical Gel Electrophoresis Tank BRL 

Microfuge with refrigerator Hitachi 

Supercentrifuge BecKman 

Sequencing Electrophoresis Tanks BRL 

Gel dryer Heto Dry GD-l 

Mighty small II SE260 Hoefer 

pHmeter Hanner 
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