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摘要  

 

 子宮內膜癌是目前世界上女性第四常見的癌症，其中子宮內膜樣腺癌佔

了病例之九成，其發病率更在近年來大幅上升，因此早期診斷子宮內膜樣腺癌的

分析平台有其迫切需求。據先前研究指出，microRNA-205 之表現水平與子宮內膜

樣腺癌具有高度相關性，可作為子宮內膜樣腺癌之生物標誌分子。本篇研究首先

藉由鏈結合素及生物素之間的親和作用，將核酸探針修飾到磁珠上，再以強力磁

鐵進行磁吸分離並將目標核酸 microRNA-205 進行分離純化。接著加入核酸聚合酶

及核酸限制酶，於磁珠上進行鏈置換增擴放大反應以產生核酸產物。反應後再次

磁吸分離並蒐集產物之上清液後，加入與產物序列互補之產物核酸探針，並形成

富含腺苷酸及胸苷酸之雙股核酸分子，產物探針之利用可做為第二道檢測專一性

之檢查點。而本篇研究著重於磁珠對於鏈置換增擴放大反應的使用策略，在確立

酵素反應之最佳化反應時間為六十分鐘後，核酸聚合酶與核酸限制酶可於修飾於

磁珠上的探針附近持續進行反應，並發現可對於產物之產率產生影響：於相同反

應時間內，相較於未使用磁珠的組別，使用磁珠的組別之產率明顯較高，並且保

持在無目標核酸出現時的良好反應專一性，不會有偽陽性之結果發生。而修飾於

磁珠上的探針選擇性，與未修飾於磁珠上的探針相同，對於非目標序列之真實存

在 microRNA 序列具有良好的選擇性。經本篇研究確立：磁珠之使用，於使用鏈

置換增擴放大反應作為放大訊號的方式，具有良好的產率增加之效果；磁吸分離

之方式亦可簡化子宮內膜樣腺癌之偵檢流程，於疾病檢測上更為便利。 
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ABSTRACT 

 

 Endometrioid Endometrial Carcinoma (EEC) is the fourth most common 

cancer among women in the world, and the incidence of EEC has increased sharply in 

recent years. Therefore, it is urgent to develop an EEC diagnostic platform for early 

detection of EEC. MicroRNA-205 was previously reported as a potential biomarker for 

EEC, which motivated us to develop an ultrasensitive sensing platform to further 

confirm its correlation to EEC. Strand displacement amplification (SDA) reaction is an 

isothermal technique to amplify nucleic acid target, relying on a polymerase and a 

restriction enzyme. We herein utilized the concept of SDA, and designed a new 

isothermal amplification method for the detection of EEC-related miR-205. We first 

conjugated DNA probe on magnetic beads via streptavidin-biotin interaction, it was 

followed by the enrichment of miR-205 present in the sample through magnetic 

separation. DNA polymerase (3' → 5' exo-) and nicking enzyme were added afterwards 

to induce the synthesis of the product DNA. After SDA reaction time optimization as 60 

min, we found that applying magnetic beads to SDA amplification reaction can increase 

the yield of product DNA, compared with the magnetic bead- free group. In specificity, 

probes conjugated on magnetic beads can distinguish microRNA-205 from others 

non-target microRNA. Magnetic separation can also simplify the process of diagnosis of 

Endometrioid Endometrial Carcinoma. 
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第一章 緒論 

1.1. 精準醫療概念結合生醫感測器領域的興起 

1.1.1 精準醫療 (Precision Medicine) 

  精準醫療（Precision Medicine）屬於近幾年來在生醫分析領域積極投入的項

目。這個名詞首先由是美國國家研究委員會提出 1，因為實行上可配合受檢者個別

的基礎資料，因此概念上又等同於個人式的醫療方法：在進行疾病或癌症診斷的

過程，首先蒐集受檢者的個人相關資訊來診斷。而傳統醫療常常以病患對於發病

徵狀的自述，再加上目前可用的診斷疾病手段，確認疾病的種類以及進程，而這

其中也需要有相當程度資歷的檢驗技術人力來參與過程，以便提高準確性；一般

會使用的偵檢方式不外乎是蒐集受檢者的血液來做病理檢定，或者是利用放射性

的檢驗手段確認，精準醫療則再利用各種新型生醫檢驗的手段如基因層級的檢驗

與蛋白質層級的檢驗等等，而後再依照如病患之性別、病患之年齡、病患之種族，

包含病患的家人是否有罹患相關疾病，還有鑑定基因層級的表現情況等等，再以

持續蒐集取得的資料所建立的資料庫來一一確認，選擇並設計受診斷者最恰當的

治療策略，因而使得標靶藥物概念的發展受到重視 2。精準醫療概念之所以會成為

時興的檢測核心理念，其目的在於希望對於患者可以達到盡早發現、盡早治療，

而且可以精確地判定出是否有罹患特定疾病，然後評估情況揀選最得當的治療方

式，預期在採取這樣的治療方式在效果可以有最佳表現、最低程度的非預期結果。

精準醫療在實際運作機制上，需要藉由檢測臨床上會表現在某些相關疾病或癌症

的生物標記分子(biomarker)來獲得結果，而有相關研究領域的學者發現到，核酸層

級及蛋白質層級都出現可當作相關疾病或癌症的 biomarker3,4,5,6。而可用於偵檢各

種生物層級 biomarker 的平台，就形成生醫感測器領域崛起的原動力。 

 

1.1.2 生醫感測器 (biosensor) 

  生醫感測器係指可測量生物性或化學性之待分析物並進行定量或是定性判定

並且輸出相應訊號的平台系統７，發展出的應用領域極其廣闊：包含了針對特定疾

病藥物的開發８、環境中汙染物性質或數量的相關監測 9、具致病性的微生物如流

感病毒等偵檢 10、疾病的快速篩檢檢測 11、生物體內的分子的檢視與監測 12及癌症
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biomarker 之偵測 13 等。生醫感測器領域近年來的發展最早可追溯到 1962 年由

Leland C. Clark 團隊首先提出的葡萄糖偵測器雛形 14，而生醫感測器的組成元件主

要可分為三部分：可感測待測物的生物性接受體(bioreceptor)、生物訊號與輸出訊

號之間的轉換傳感器 (transducer)及最終輸出訊號的訊號加工處理器 (signal 

processor)15。拜生醫感測器的興起，精準醫療的概念現今適用於疾病及癌症的檢

測，而檢測癌症相關之 biomarker 時，需依據待分析物之特性、含量及何種採樣樣

品中可發現此待分析物，並且進行嚴謹的設計：如果待分析物為蛋白質層級，在

bioreceptor 的設計上就需要根據其含量及特性設計可抓取目標分子之抗體或適

體；如果待分析物屬於核酸，就需要斟酌在取樣樣品中所含有的核酸序列及核酸

含量多寡，而一般 biomarker 目標分子屬於核酸的實驗設計，由於目標於樣品中含

量極少，因此實驗設計多會採取核酸增擴放大的相關策略。 

 

1.1.3 核酸增擴放大技術 

  核酸增擴放大技術發展的淵源可從Kary Mullis團隊於1983年發表的聚合酶連

鎖反應 (Polymerase Chain Reaction, PCR)開始算起 16，PCR 技術的應用能夠把少量

的核酸分子進行增擴反應，在較短的反應時間，就可以達到偵測系統能夠檢測到

的範圍內。在現今，生物基礎研究以及臨床相關的醫學診斷領域普遍利用此技術

來進行研究。於臨床診斷領域的應用實例，PCR 技術也可應用在癌症以及遺傳相

關疾病的確診１７、鑑定臨床蒐集各式樣品中的致病病原體。PCR 機制是如何運作

的，依照溫度的不同以及對應之目的分成了三個部分，包含 95 ℃高溫使核酸雙股

變性分開 (Denaturation)、50 ℃使引子 (Primer) 和變性分開後所形成的單股核酸

依照序列互補的關係產生黏合 (Annealing) ，60 ℃使核酸聚合酶可以在最佳酵素

作用溫度來延長序列 (Extension) 。雖然此技術確實可以達到目的，但在過程中需

要進行升降溫循環 (Thermal Cycle)，而且，活體細胞內的核酸檢測並無法利用此

技術來達到放大，這些缺點侷限 PCR 技術在實際上的運用，生醫分析相關領域為
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因應此技術需變溫的限制，近年來已有許多研究團隊發表文獻提出各式各樣的恆

溫核酸增擴放大策略 (Nucleic acid isothermal amplification)。 

 

1.1.4 恆溫核酸增擴放大技術(Nucleic acid isothermal amplification) 

  現行恆溫核酸增擴放大技術的策略發展快速、日新月異，其中較廣為人知的

技術，包含 SDA (Strand displacement amplification) 、 RCA (Rolling circle 

amplification)、EXPAR (Exponential amplification reaction)、HDA (Helicase-dependent 

amplification)等，如表 1-1 所示。 

 

 

 

 

表 1-1. 恆溫核酸增擴放大策略的優缺比較。 

策略 參與酵素 需要時間 策略增擴效率 文獻 

SDA 

DNA polymerase 

Nicking enzyme 

1-2 h 107 fold 18-20 

RCA 

DNA polymerase 

Ligase 

1-2 h 109 fold 21-26 

EXPAR 

DNA polymerase 

Nicking enzyme 

< 0.5 h 106 - 108 fold 27-30 

HDA 

DNA polymerase 

Helicase 

2 h 107 fold 31-32 
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1.1.4.1 鏈置換增擴放大法 (Strand displacement amplification, SDA) 

  鏈置換增擴放大法的策略在 1992 年被提出，GT. Walker 的研究團隊所發表，

此放大策略會使用到兩種酵素，一種為具有高度專一性可辨認剪切位序列活性而

且可進行剪切功能的核酸限制內切酶 (Restriction endonuclease)，另一使用酵素為

具有鏈置換(strand-displacement)活性的 DNA 核酸聚合酶 (DNA polymerase)18。此

技術運作機制如圖 1-1 所示，首先設計一段可以和目標核酸的序列完美互補並且具

有核酸限制內切酶可專一性辨認的剪切序列和作為產物序列互補模板的核酸。當

想要進行增擴放大的目標核酸出現，目標核酸因為序列與模板互補的關係，模板

序列進行鹼基的互補雜合，接著 DNA 核酸聚合酶可以接合到目標核酸的 3'端，並

依照模板之序列進行酵素延長反應，而核酸限制內切酶就可以利用其專一性辨認

剪切位序列的活性來進行剪切，DNA 核酸聚合酶就可再次作用於限制內切酶產生

的切口處繼續進行酵素延長反應形成新的核酸產物，原有被延長的核酸因為酵素

所有的鏈置換活性，從模板離開。隨著此機制的持續進行，最後會得到相當數量

的預期核酸產物。而此技術在現今研究的運用十分普遍，也可利用在癌症的診斷，

例如：可作為胃癌 biomarker 的核酸, miR-16-5p 和 miR-19b-3p19。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-1. SDA 技術運作機制 20。(參考 reference 20 另製圖) 

Nicking enzyme miRNA 

dNTPs DNA polymerase 
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1.1.4.2 滾環式增擴法 (Rolling circle amplification, RCA) 

  滾環式增擴法機制是借鏡於噬菌體本身所獨具的基因組複製機制， Andrew 

Fire 就參考此機制發表了 RCA 技術的原型 21，此技術作用原理如圖 1-2 所示，需

要被放大的目標分子在序列上與核酸探針具有互補的區域，可以依鹼基互相雜

合，其中探針被設計成掛鎖型(Padlock probe)。DNA 連接酶 (ligase)可於此時進行

反應，接合未閉合的探針，形成頭尾封閉的環形 DNA 模板  (Circular DNA 

template)。模板完成接合之後，具有鏈置換活性的 DNA 核酸聚合酶加入，並以環

形 DNA 作為核酸模板進行酵素延長作用，當聚合酶持續作用並且回到酵素延長反

應的起始點，延長後的產物會因為鏈置換活性而被置換取代出，並且產生一條含

有重複序列的長鏈 DNA 核酸產物 22。RCA 技術提出以來備受重視，有團隊提出可

使用在醫診層面，如：早期前列腺癌的偵測診斷平台 23、miRNA 單核苷酸多型態

的鑑定 24以及病毒的篩驗平台 25。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-2. RCA 核酸增擴放大技術的作用原理 26。 (參考 reference 26 另製) 
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1.1.4.3 指數增擴放大法 (Exponential amplification reaction, EXPAR) 

  EXPAR 的技術由 Jeffrey 以及他的研究團隊在 2003 年發表了一個完整的實驗

設計 27。基礎運作的原理如圖 1-3 所示，酵素方面使用到 DNA 核酸聚合酶還有核

酸限制內切酶，在實驗設計中設計了一段可以和目標核酸序列完美互補雜合並含

有核酸限制內切酶可以專一性辨認的剪切位還有與預期產物序列互補的模板探

針，與 SDA 技術相比，兩者相異的地方在於，模板在產物互補區的序列和要放大

的核酸序列也是相同的。等到核酸和模板成功互補，DNA 核酸聚合酶的加入，可

以在核酸的末端開始以酵素活性延長，核酸限制內切酶則可以進行專一性剪切作

用，新的合成股利用其鏈置換的活性可以置換出舊的合成股，而新合成股的序列

因為和目標核酸相同，可以被其他的探針雜合開始新一輪的反應，兩種酵素可更

快地持續反應，達到指數層級的增擴放大效果 28。該技術的反應速度是其亮點，有

研究團隊以此技術為基底，提出 H7N9 的新型檢測平台。29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-3. EXPAR 技術作用機制圖 30。(參考 reference 30 另製圖) 
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1.1.4.4 解旋酶增擴放大技術 (Helicase dependent amplification, HDA) 

  2004 年期間，M. Vincent 和所屬的研究團隊報導了 HDA 這項技術 31，，HDA

技術的基本機制原理如圖 1-4所示。核酸解旋酶(helicase)的活性是可以將雙股DNA

核酸進行解旋作用形成兩個單股結構的 DNA，單股去氧核醣核酸結合蛋白 

(Single-stranded DNA-binding protein, SSB) 的利用，和新形成的單股 DNA 進行交

互作用結合。因此而穩定的單股結構於其中可以當作是一個引子序列來和模板結

合，聚合酶就此引子開始反應出新的互補股核酸。而解旋酶此時就可以再次利用

其酵素活性把合成出的雙股螺旋解開兩個單股的結構，形成了循環，再隨著時間

持續得到放大後的結果。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-4. HDA 核酸增擴放大技術之原理。(參考 reference 32 重新繪製) 

  以上提及的技術都屬於將生物分子訊號的來源進行放大的技術，對於進行各

式疾病及癌症的偵檢及確診的生醫偵檢平台系統，無異為一大助力。因為採樣樣

品中可以蒐集到的量極少，如果平台設計上使用到核酸增擴放大相關技術作為策

略，在實行上，能再預先分離純化出想偵測到的目標分子，偵測平台的偵測極限

範圍就能夠因此而提高，偽陽性或者是偽陰性等不希望出現的情況也能夠因此被

改善。 
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1.1.5 磁珠之應用 

磁珠的使用在目前常見的生醫分析策略中，採樣樣品的樣品前處理或是分離 

純化目標分子中常常會使用到磁珠 33。一般的磁珠利用與設計，首先會利用化學官

能基的結合或是親和性作用將分子修飾到磁珠，修飾完成後，此結構物就具有辨

認特定分子的特性，利用之，來把樣品中可以和磁珠上修飾分子進行專一特異結

合的目標分子。接著，憑藉磁珠對於外在磁場的靈敏反應，藉由外加強力磁場分

離磁珠，將上清液去除，接著利用適合目標分子存在環境的緩衝液進行沖洗然後

回溶，實現把目標分子從採樣樣品中簡易地分離純化出來的目的。磁珠常見的運

用方式則如圖 1-5 所示。磁珠在目前生醫檢測領域研究中，有團隊的報導顯示，可

以用於基質金屬蛋白酵素數量偵測，僅需採樣病患的血漿樣品 34，利用磁珠作為分

離採樣樣品中目標分子的純化策略，如果能在欲檢測的目標分子為 DNA 核酸或是

RNA 核酸為生醫檢測平台系統實驗設計上運用，同樣可以作為一個相當有利的辦

法。 

 

 

圖 1-5. 磁珠在分離純化的應用示意圖。 
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1.2.   微型核醣核酸 (MicroRNA) 

  微型核醣核酸(MicroRNA)，名稱可簡短為 miRNA。其發現可以參考 Lee 的研

究團隊所提出的報導，根據其在 1993 年的研究結果顯示，由 lin-4 編碼基因而產生

的 RNA 片段，可以調控 LIN-14 蛋白，造成表現不同，可影響線蟲 (Caenorhabditis 

elegans) 發育的進程，這篇文章確立了 miRNA 有基因調節功能的定位，因此相關

研究大為興起 35。定義上，通常是指一段長度大概 22 個核苷酸 (Nucleotide)的單

股非編碼核醣核酸 (non-coding RNA)，由 RNA 核酸聚合酶根據編碼基因轉錄 

(Transcription) 得到，而在下游並無法透過轉譯作用 (Translation) 得到蛋白質 36。

miRNA 具有的功能包含了轉錄後 (Post-transcripitional) 層級調控基因表現，並且

會參與細胞週期的階段調控 (Cell cycle)37、細胞的增生現象 38 以及細胞的凋亡現

象 (Apoptosis)39,40。除此之外， RNA 干擾作用 (RNA interference)也屬於相關的現

象，其基本機制是 miRNA 可以和一些特定的基因之間進行兩者的交互作用導致影

響下游轉譯蛋白質層級 ，也就是與 miRNA 有相關的基因沉默 41。 

 

1.2.1 miRNA 之生合成路徑與作用機制 

  MiRNA在生物體內的生合成機制依據其長度與結構可以分為三個較主要的階

段，首先為轉錄階段、再到核加工階段以及最後的核輸出階段。由研究文獻得到，

在動物細胞所屬的細胞核中，RNA 核酸聚合酶會連接到轉錄基因附近的啟動子序

列 42,43 (promotor)，並且經過 RNA 核酸聚合酶酵素反應的轉錄作用，生長一段包

含 5'端帽子 (5' cap) 以及多聚腺苷酸尾 (poly-A tail) 的初級轉錄核酸產物，這時候

稱之為 primary miRNA (Pri-miRNA)，而這時候核酸的長度可達數百個核苷酸，是

為轉錄階段。接著，具有可辨認 pri-miRNA 功能的 Pasha 蛋白，此時就會辨認之，

並且結合另一個蛋白，Drosha 蛋白 44，進而構成一個稱為微型加工複合體 

(Microprocessor complex)的結構，此結構具有核醣核酸酶的活性 45。而這個複合體

所具有的酵素活性是可以辨認出在 pri-miRNA髮夾區 (hairpin)中的特定 11 個核苷

酸進行剪切，經剪切反應後所得到的產物，結構上在末端多出二個核苷酸，在這

個加工階段後所得到的核酸產物稱為 miRNA 前體 (pre-miRNA)，此階段稱核加工

階段 46。經核加工後，具有核質間物質交換活性的核細胞穿梭蛋白 Exportin-5 此

時接近，藉由辨識 pre-miRNA 在髮夾區 3'端的 2 個核苷酸所產生的凸出結構，從
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細胞核中的 pre-miRNA 運送到細胞核外的細胞質中，利用主動運輸的機制 47，到

此是核輸出之階段。而存在於細胞質中的 RNase III 核酸內切酶，可以利用其酵素

活性，對運送到細胞質中的 pre-miRNA 的雙股部分進行剪切，生成長度大概 22 個

核苷酸的雙股 miRNA，經過解螺旋的反應把雙股打開，就產生出成熟的 miRNA 

(Mature miRNA)48,49。具有和不同類型的 RNA 結合蛋白結合的能力，並構成稱為

RNA 誘導沉默複合體 (RNA-induced silencing complex, RISC)的結構 50，其功能是

可以影響基因表現。同時也有研究團隊發現，miRNA 也可以當作引導 RNA (guide 

RNA)，和 mRNA 序列進行結合，RISC 就具有把該 mRNA 降解的能力，在後段的

表現部分也因應而變 51。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-6. MiRNA 體內生合成路徑及調節基因表現之機制。(參考 reference 52 重繪) 
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1.2.2 miRNA 偵測方法 

  生物標記分子檢測平台的首要目的，就是必須在目標細胞、組織或體液中精

準地檢測 miRNA 於其中的存在數量。因為結構上的限制，包含了本身 5'端缺乏 cap

以及 3'端缺少的 poly-A tail，成熟 miRNA 使得 miRNA 在特定的選擇分離純化核酸

技術無法有效被分離出來。miRNA 之平均長度約為 22 個核苷酸，因此一般常使用

的反轉錄聚合酶連鎖反應(RT-PCR)經序列設計後的引子(Primer)，則因為長度上的

限制，無法和作為模板核酸(Template)的 miRNA 進行高效結合。另外，檢測 miRNA

在實際執行中還有含量的問題， miRNA 一般樣品中的量少之又少，只有樣品中全

部 RNA 數量的 0.01%，而此含量通常低於一般生醫相關檢測平台系統可以偵測到

的最低偵測極限，此外，一些 miRNA 還包含有同源家族，之間的差異僅有幾個核

苷酸鹼基，miRNA 的檢測方法到底精不精準常受到大家的重視 53。一般用在檢測

核酸的方法有北方墨點法 (Northern blotting)、微陣列晶片技術 (Microarray) 還有

即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應技術 (Real-time qRT-PCR)。其中北方墨點法的基

本檢測機制如圖 1-7 所示，首先利用膠體電泳讓分子量大小不同的 miRNA 可以被

區隔出來，再將分離出後 miRNA 片段轉印於尼龍膜上，此時再加入與目標序列互

補且具有放射性或非放射性之標記探針，與目標序列雜合以偵測 miRNA54。微陣

列之檢測原理如圖 1-8 所示，首先將探針修飾於晶片上後，把先前從採樣樣品中經

萃取手段取出的 miRNA 進行反轉錄反應反轉錄成 cDNA，再利用具有不同放射波

長的螢光分子進行個別標記，使用上可於同一時間進行多種 miRNA 的檢測，優點

就是高通量 (High throughput)55。即時定量反轉錄 PCR 技術在現行的方法中，發展

出兩個類別的分析試劑，：第一種類的原理如圖 1-9 所示，利用 miRNA 互補的髮

夾結構核酸當作模板，與 miRNA 互補後可藉由反轉錄酶活性沿模板生成相對的

Cdna 序列，再以化學修飾有特定放射波長螢光分子的核酸探針來定量

miRNA56,57；第二種分析試劑則如圖 1-10 所示，首先利用 poly A polymerase 之固

有活性，在 miRNA 的 3'端部分進行延長反應並且生成一段長度約為二百個到三百

個核苷酸長度的 poly-A tail，接著是引子的部分，可以藉末端具 oligo dT 序列且其

中有可以和 miRNA 的 3'端序列雜合的序列區的核酸探針，先使 oligo dT 序列跟

poly-A 的部分配對，開啟反轉錄並且合成 cDNA58,59。以上提及技術大部分原理利

用 miRNA 的序列與核酸探針的序列個別以一對一的比例進行雜合實現檢測目的，
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但是因為 miRNA 存在在檢體中的量非常少，如果研究及改良目標是增強檢測平台

的偵測極限(Limit of detection, LOD)，強大且穩定的核酸放大技術會有相當程度的

助益。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-7. 北方墨點法示意圖。(參考 reference 54 作圖) 

 

圖 1-8. 微陣列示意圖。(參考 reference 56 作圖) 
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圖 1-9. 即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應應用在 miRNA 偵測技術之示意圖。(參考    

       reference 57 另繪) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-10. 即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應應用在 miRNA 偵測示意圖二。 

        (參考 reference 59 繪之) 
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1.2.3 miRNA 與癌症 

  自從發現了 miRNA 在生理機制的角色，癌症的產生與對應發現的 miRNA 表

現改變都在不同學者的研究中被報導 60， 這方面的研究也方興未艾，更是造成生

醫感測器的概念不斷地推陳出新。miRNA 研究欣欣向榮，以存在於特定病患的表

現不同，可將 miRNA 進行區分：某些 miRNA 根據研究發現會在癌組織中扮演致

癌性或抑癌性的角色，若特定 miRNA 在癌細胞中，其表現和正常細胞相比相對上

調，就屬於致癌性 miRNA (Oncogenic miRNA)61；如果特定 miRNA 在癌細胞中的

表現水平和一般正常細胞相比是相對降低，則屬於抑癌性 miRNA (Tumor 

suppressor miRNA)。前者在基因的調節功能上，多數會具有促進細胞增生作用或

是抑制細胞凋亡的作用，從而造成腫瘤會有增生現象和擴大現象；抑癌性 miRNA

則相對於致癌性 miRNA，於基因調控上會抑制細胞的增生現象或是分裂作用或是

加劇細胞凋亡的作用 62。到現在，研究文獻指出了很多被認為是致癌性或抑癌性的

miRNA，如表1-2整理所示。有研究團隊發現到miR-21在大腸癌作為致癌性miRNA

的角色，藉由下調抑癌基因 PDCD4 在轉錄後的表現水平，刺激大腸癌細胞侵犯和

癌細胞轉移發生 63，另一團隊則報導乳癌細胞中發現到 miR-21 可以造成抑癌基因

PDCD4 下調的機制 64；還有文獻指出 miR-4534 對於攝護腺癌是作為致癌性 

miRNA，本身具過表現的情況，會造成抑癌基因 PTEN 在訊號傳遞路徑上的轉錄

後層級表現降低，而且伴隨著腫瘤增生的現象 65；miR-223 有報導確認在胃癌中會

讓抑癌基因 EPB41L3 表現水平減低，因此有侵犯和遷移的現象 66；另外，miR-221

則有研究團隊發現，在非小細胞型肺癌造成了抑癌基因 PTEN 的表現低下，使癌

細胞遷移現象加劇 67；miR-182 有學者的報導顯示於子宮頸癌中抑制了抑癌基因

FOXO1 的表現水平 68；miR-205-5p 的相關研究說明子宮內膜癌的患者中，除了對

抑癌基因 PTEN 轉錄出的 mRNA 有降解現象，更刺激子宮內膜癌細胞的細胞增生

現象 69。抑癌性 miRNA 也有眾多的報導，甲狀腺癌患者出現的 let-7a，透過對 AKT2

基因的表現抑制，進而抑制其生長 70；在攝護腺癌中，相關文獻則確立 miR-204-5p

抑癌的性質，可影響抗細胞凋亡基因 BCL2 表現  71；於肝細胞癌中出現的

miR-1285-3p 抑制基因 JUN，癌細胞的進程受阻 72；胃癌患者體內的 miR-488 被報

導為抑癌，抑制 PAX6 基因，癌細胞的發展受限 73；在另一研究報導中，miR-193b-3p

可以在 T 細胞急性白血病病患中有抑癌的功能，致癌基因 MYB 被抑制 74；miR-34a
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它的存在導致卵巢癌患者 HDAC1 量降低，更使卵巢癌細胞進程被限制和化學抗性

低落 75；miR-204-5p於乳癌細胞內的表現水平是被減低的，也因為此調控了PIK3CB

基因，導致乳癌細胞對此基因所設計的抑制劑或是抗癌藥物敏感性有明顯不同，

miR-204-5p 的高程度表現也會顯著降低乳癌細胞之生長速率 76。 

 

 

 

 

 

表 1-2.miRNA 與相關癌症 

 

 

 

微核糖核酸 功能 目標基因 相關癌症 參考文獻 

miR-21 Onco-miR PDCD4 
colorectal cancer; 

Breast cancer 
63, 64 

miR-4534 Onco-miR PTEN prostate cancer 65 

miR-223 Onco-miR EPB41L3 Gastric cancer 66 

miR-221 Onco-miR PTEN 
Non-small cell lung 

cancer 
67 

miR-182 Onco-miR FOXO1 Cervical cancer 68 

miR-205-5p Onco-miR PTEN Endometrial cancer 69 

Let-7a Tumor suppressor-miR AKT2 thyroid cancer 70 

miR-204-5p Tumor suppressor-miR BCL2 prostate cancer 71 

miR-1285-3p Tumor suppressor-miR JUN 
Hepatocellular 

carcinoma 
72 

miR-488 Tumor suppressor-miR PAX6 Gastric cancer 73 

miR-193b-3p Tumor suppressor-miR MYB 

T-cell acute 

lymphoblastic 

leukemia 

74 

miR-34a Tumor suppressor-miR HDAC1 Ovarian cancer 75 

miR-204-5p Tumor suppressor-miR PIK3CB Breast cancer 76 
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1.3.  子宮內膜樣腺癌 (Endometrioid endometrial carcinoma, EEC) 

有統計資料報導顯示子宮內膜癌在被診斷出女性生殖道癌症患者數量排名第 

一 77，也是女性常見罹患癌症的第四位 78。由隸屬美國的國家癌症研究中心所蒐集

並統計的資料發現，子宮內膜癌的易發病族群為 50 歲後的高齡女性或是已停經女

性，另外，醫療技術快速發展導致人類平均存活年齡提高，子宮內膜癌的發病機

率大為提升 79,80,81。子宮內膜癌在臨床所觀察到的發病症狀包括女性經期的紊亂、

月經以外的子宮不正常出血或陰道不正常的出血等 82。此外，身體質量指數超過一

定範圍 83、肥胖 84,85、罹患糖尿病 86、具高血壓症狀 87、雌激素過量 88、女性不曾

產子 89、年事高都是可能造成發病的原因。此癌症以病理定義有二類別：子宮內膜

樣腺癌(Endometrioid endometrial carcinoma, EEC, Type I)及非子宮內膜樣腺癌

(Non-endometrioid endometrial carcinoma, NEEC, Type II)，最常發現的是前者，比

例佔八成。此外，不屬於前者的，例如：鱗狀上皮類型等等都歸類在後者 90。而如

以腫瘤存在及涉及的部位來劃分，則可分成四個主要期，分期階段如表 1-3 所示：

第一期腫瘤的位置主要會僅存在於子宮體內，如再以侵入子宮肌肉層的程度則可

再將其分成 IA、IB 期；第二期腫瘤的位置以是否侵入子宮頸的間質組織來界定，

而腫瘤位置無擴散到子宮外部；第三大期為腫瘤開始出現區域性的擴張：這期可

分 A、B、C1、C2 期，依侵入狀況，A 期的判定是擴散至子宮的漿膜層以及旁邊

的附屬部分，B 期則以陰道、子宮頸旁的組織是否有擴散來判定，C 期開始有遷移

現象，需確認骨盆區域的淋巴結是否有轉移，其中可以再細分 1 期、2 期；第四期

屬於癌症的轉移，4A 期的界定是擴散到黏膜層，4B 期則在腹腔中有淋巴的異常遷

移現象 91。 
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表 1-3. 子宮內膜癌之分期 91。 

Stage I Tumor confined to the corpus uteri. 

IA No or less than half myometrial invasion. 

IB Invasion equal to or more than half of the myometrium. 

Stage II Tumor invades cervical stroma, but does not extend beyond the uterus. 

Stage III Local and/or regional spread of the tumor. 

IIIA Tumor invades the serosa of the corpus uteri and/or adnexae. 

IIIB Vaginal and/or parametrial involvement. 

IIIC Metastases to pelvic and/or para-aortic lymph nodes. 

IIIC1 Positive pelvic nodes. 

IIIC2 
Positive para-aortic lymph nodes with or without positive pelvic lymph 

Nodes. 

Stage IV Tumor invades bladder and/or bowel mucosa, and/or distant metastases. 

IVA Tumor invasion of bladder and/or bowel mucosa. 

IVB Distant metastases, including intra-abdominal metastases and/or 

inguinal lymph nodes. 

 

1.3.1 子宮內膜樣腺癌之診斷 

  今日有許多醫學方法用於子宮內膜癌的鑑定，施行手段大致分為侵入式還有

非侵入式兩種方式。於今醫學上普遍使用的侵入性診斷方式有：子宮內視鏡

(hysteroscopy)、子宮內膜擴張搔刮術(curettage)。當有子宮內膜癌常見發病病狀出

現時，例如子宮不正常出血或是腹部下方有疼痛感，首先醫療人員利用內視鏡，

從子宮頸穿入直達子宮來對子宮腔內部進行觀察及檢視，檢查有無可見的病灶並

確認病灶尺寸以及生長情況還有型態 92。子宮內膜擴張搔刮術的施行較為繁複，需

要事先將患者全身性麻醉，再以物理器械撐開子宮頸口，然後使用長刮勺進到腔

內來刮取內壁，再把取得的組織進行相關醫療鑑定 93。醫院多採取較直接的侵入性

手段進行癌症確診的工作，再加上病患自述的病理相關症狀，輔以醫療人員長期

以來的檢診經驗，常具有相當的準確性，但需要一段時間的持續監測，而會需要

確認自身是否有子宮內膜癌的族群大部分屬於 50 歲後高齡女性，如果一律以侵入

式的診斷手法，在檢查過程導致的傷口還有不適會讓受診者有相當程度的不舒

服。隨醫療技術的發達，醫學領域將非侵入性診斷作為一個研究的主要方向。現
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在可見非侵入性診斷方式如抽血檢驗子宮內膜癌中高度表現的生物標記分子，常

使用的指標為醣蛋白抗原 125 (Carbohydrate antigen 125, CA125)94，以及利用造影

方式，例如：進行電腦斷層掃描造影技術(Computed Tomography, CT)、磁共振造影

成像技術 (Magnetic resonance imaging, MRI)。於醫學領域中，現在也有大量研究

報導鑑定 CA 125 的平台設計 95，在 2019 年，B. Szymańska 以及他的研究團隊就

曾發表一則以表面電漿共振為基礎發展出血液循環 CA125 偵測的生醫感測器研究

96，研究方向以蛋白質當作目標分子來進行檢測的研究文獻時有所聞。但在這幾年

的研究文獻也有許多證實 miRNA 確實可當作生物標記分子來鑑別子宮內膜癌，由

這些研究內容可以瞭解到，除了蛋白質當作生物標記分子，疾病診斷平台的設計

策略中，也可以思考把 miRNA 視為子宮內膜癌的一個檢測對象。截至現今，專門

為了確診子宮內膜樣腺癌且以 miRNA 為主要偵測目標的檢測平台的報導相對較

少。 

 

1.3.2 miRNA 作為子宮內膜樣腺癌診斷之生物標記分子 

  miR-205 量的改變普遍在子宮內膜樣腺癌的相關研究中可發現到，如表 1-4 整

理所示，2014 年的 Ozora Tsukamoto 以及其研究團隊所發表的文章內容顯示， 

miR-205 在患者血液的表現水平與一般健康的人不同，具有高度表現的現象，不僅

如此，患者將子宮摘除以後，miR-205 水平出現了下調的趨勢，因此可以確認

miR-205 表現量因為子宮內膜樣腺癌發病有上升的現象。在這篇文獻中的 ROC 

curve 有如圖 1-11 所示，作者蒐集而得資料顯示 miR-205 在曲線下的面積為 1.0，

統計意義上顯示以此當作確診子宮內膜樣腺癌的生物標記分子是具有高度準確性

的，可以將正常人與子宮內膜樣腺癌病患進行區隔 97。另外，還有更多研究團隊的

結果支持 miR-205 與子宮內膜樣腺癌的巨大關聯性：在 2014 年，Guiyu Zhang 團

隊發表的文章證實，miR-205 在子宮內膜癌的水平上調，造成 PTEN 基因轉錄能力

的下調，導致細胞凋亡的現象減弱 98； Ning Su 的團隊則在 2013 報導 miR-205 在

於此癌症有高度表現， ESRPG 基因因而下調，導致癌細胞的侵入情況加劇 99；2015

年，Chenyu Jin 及所屬團隊亦證明了 miR-205 在此癌症病患中水平上調的情況，調

控 AKT 基因，影響了其增生現象和侵入性，當加入 miR-205 inhibitor 時，增生現

象被減低，侵入性也有相當程度的削弱，再次突出 miR-205 與子宮內膜癌的進程
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存在相聯 100。這些報導都闡述了 miR-205 與子宮內膜癌的巨大關聯，且 miR-205

可於血漿樣品中被偵測到，因此本篇研究希望針對此核酸分子，發展一個子宮內

膜樣腺癌的檢診平台。 
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圖 1-11. miRNA 於子宮內膜樣腺癌患者中 Plasma 之 ROC curve。 

       (參考 reference 97 重新標示) 
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第二章 實驗材料與方法 

2.1 核酸序列 

本篇研究所使用之核酸及序列如表 2-1 所示。 

表 2-1. 核酸序列 

Name Sequence 

DNA- 

Target 

(miR-205) 

22bp 

5’- TCCTTCATTCCACCGGAGTCTG – 3’ 

Probe1 

49bp 

5’- 

ATATATATATACCTCA/GCCAGACTCCGGTGGAATGAAGGAGTCT

GTTTT -3’ 

Probe2 

48bp 

5’- 

ATATATATATACCTCA/GCCAGACTCCGGTGGAATGAAGGAGTCT

TTTT – 3’ 

Probe3 

50bp 

5’- 

ATATATATATACCTCA/GCCAGACTCCGGTGGAATGAAGGACTGG

CTTTTT -3’ 

Biotin- 

Probe3 

50bp 

5’- 

ATATATATATACCTCA/GCCAGACTCCGGTGGAATGAAGGACTGG

CTTTTT-biotin-3’ 

Target-5m 

22bp 

5’ – AAA TTC ATT CCA CCG GAG TCT G – 3’ 

 



doi:10.6342/NTU202000461

 22 

 

2.2 實驗試劑與材料  

本篇研究所使用之實驗試劑與材料如表 2-2、表 2-3 所示。 

表 2-2. 實驗試劑與材料 

Target-3m 

22bp 

5’ – TCC TTC ATT CCA CCG GAG TAA A – 3’ 

 

Target-mm 

22bp 

5’ – TCC TTC ATT CAT ACG GAG TCT G – 3’ 

 

Product 

16bp 

5’ – TGA GGT ATA TAT ATA T – 3’ 

CP1 

16bp 

5’ – ATA TAT ATA TAC CTC A – 3’ 

CP2 

21bp 

5’ – TGA GGA TAT ATA TAT ACC TCA – 3’ 

藥品名稱 化學式/縮寫 來源廠商 

Acrylamide/Bis-acrylamide, 29:1  

MDBio Inc. 

(Taipei, Taiwan) 

Ammonium persulfate APS 

MDBio Inc. 

(Taipei, Taiwan) 

Boric acid H3BO3 

Riedel-de-Haen 

(St. Louis, MO, USA) 

Cutsmart buffer (10 ×)  

New England Biolabs 

(Beverly, MA, USA) 

Deoxynucleotide Triphosphate dNTP Thermo Scientific 



doi:10.6342/NTU202000461

 23 

(Rockford, IL, USA) 

DNA Gel Loading Dye (6 ×)   

Ethylenediaminetetraacetic acid 

disoudium salt dehydrate 

EDTA-Na2 

Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) 

GeneRuler Ultra Low Range 

DNA Ladder 
 

Thermo Scientific 

(Rockford, IL, USA) 

Klenow fragment(3'→5' exo) 

polymerase 

 

New England Biolabs 

(Beverly, MA, USA) 

Nb. BbvCI nicking enzyme  

New England Biolabs 

(Beverly, MA, USA) 

Potassium chloride KCl 

J.T. Baker 

(Philipsburg, NJ, USA) 

Potassium phosphate monobasic K2HPO4 

J.T. Baker 

(Philipsburg, NJ, USA) 

Sodium chloride NaCl 

Riedel-de-Haen 

(St. Louis, MO, USA) 

Sodium phosphate dibasic Na2HPO4 

Riedel-de-Haen 

(St. Louis, MO, USA) 

SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain  

Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) 

Super Mag Streptavidin Beads,  

100 nm 

 

Ocean NanoTech (San 

Diego, CA) 

Tetramethylethylenediamine TEMED 

MDBio Inc. 

(Taipei, Taiwan) 
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表 2-3. 緩衝溶液 

 

2.3 實驗儀器 

本篇研究所使用之實驗儀器如表 2-4 所示。 

表 2-4. 實驗儀器 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane Tris-base 

J.T. Baker 

(Philipsburg, NJ, USA) 

緩衝溶液(buffer) 成分組成 

5× TBE buffer 500 mM Boric acid, 10 mM EDTA, 500 mM Tris-Base, 

1× Cutsmart buffer 

50 mM Potassium Acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM 

Magnesium Acetate, 100 μg/mL BSA, pH 7.9 

10 mM PBS buffer 

137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

K2HPO4 , pH 7.4 

儀器 型號 來源廠商 

酸鹼度計 

pH meter 

PB-10 

Sartorius AG 

(Göttingen, Germany) 

核酸增擴儀 

Thermal cycler 

C1000TM 

Bio-RAD 

(Hercules,California, 

USA) 

Varioskan LUX 

多功能微量盤式分析儀 

Varioskan LUX 

VLBLATD2 

Thermos Scientific 

(Vantaa, Finland) 
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multi-mode microplate 

reader 

冷凍乾燥機 

lyophilizer 

Modulyod-1115 

Thermo Electron co. 

(Massachusetts, America) 

電源供應器 

Power supply 

PowerPacTM 

Bio-RAD 

(Hercules,California, 

USA) 

迴旋式震盪培養箱 

Orbital incubator 

S300S 

Firstek 

(New Taipei City, 

Taiwan) 

離心機 

Centrifuge 

Z36HK 

Hermle 

(Baden württemberg, 

Germany) 

ChemiDocTM Touch 

影像系統 

ChemiDocTM Touch 

Imaging system 

1708370 

Bio-RAD 

(Hercules,California, 

USA) 

垂直式電泳系統 

Mini-PROTEAN tetra 

cell 

 

Bio-RAD 

(Hercules,California, 

USA) 

動態光散射粒徑分析儀

及界面電位分析儀 

Zetasizer Nano ZS 

Zetasizer Nano ZS Malvern Panalytical 
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2.4. 實驗方法 

2.4.1. 聚丙烯醯胺膠體電泳 (Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) 

  本實驗以 15%之聚丙烯醯胺膠體 (Polyacrylamide gel)鑑定核酸序列之雜合情

況及酵素延長、剪切之情況。15%之聚丙烯醯胺膠體成分：Acrylamide/Bisacrylamide 

= 29:1、1× TBE Buffer、1% APS、0.1%TEMED。電泳緩衝液為 0.5× TBE Buffer。

施加 70 V 之電壓跑 90-120 分鐘，結束後將膠體以 1× SYBR Gold 浸染 15 分鐘後，

以 ChemiDocTM Touch 影像系統照膠成像，並將圖像以 image J 軟體做定量分析。 

2.4.2.核酸探針之最佳化 

以濃度 100 nM 不同序列之三種核酸探針 Probe1(P1)、Probe2(P2)及 Probe3(P3)分別

與 100 nM、50 nM、25 nM 之目標核酸(Target)進行雜合，實驗之條件為反應體積

10 μL，反應溫度 37 ℃，反應時間 60 分鐘，並以 15 % PAGE 進行分析，從而選

擇與目標核酸分子雜合能力最好者。Stock 濃度：P1, P2 and P3 500 nM 2 μL/ Target  

250 nM 4 μL。 

2.4.3. 核酸探針(P3)之選擇性 

(1) 位點不互補(mismatch site)之雜合探討：以濃度 100 nM 發生於 Target3 端(T3m)、

5 端(T5m)、及中央(Tmm)之三個核苷酸之差異的三種核酸及 Target 與 P3 進行雜合，

實驗之條件為反應體積 10 μL，反應溫度 37℃，反應時間 60 分鐘，並以 15 %PAGE

進行分析，從而觀察核酸探針之正確辨認 Target 之能力。Stock 濃度：P3 500 nM 2 

μL/ Target, T3m, T5m and Tmm 500 nM 2μL。 

 

旋轉試管混合器 Intelli-Mixer RM-2 ELMI Ltd. 
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(2).非目標核酸模擬真實 microRNA 序列之核酸雜合探討：以根據真實存在之

microRNA 序列所合成的 DNA 序列與濃度為 100 nM 之 P3 雜合。濃度為 100 nM

之 Target/DNA-21/DNA-155/DNA-182-5p/DNA-223/DNA-885，實驗之條件為反應

體積 15 μL、反應溫度 37 ℃、反應時間 60 分鐘進行雜合反應。磁吸分離後抽取上

清液以 15 %PAGE 進行選擇性之探討。Stock 濃度：P3 500 nM 3 μL/ Target, DNA-21, 

DNA-155, DNA-182-5p, DNA-223 and DNA-885 500 nM 3 μL。 

 

2.4.4. 磁珠-探針(P3b@MB)之製備 

(1) 取出 10 μL之直徑 100 nm 磁珠，先以銣鐵硼強力磁鐵磁吸 10 分鐘抽去儲存液，

並補入等體積之 1× PBS buffer 沖洗。 

 

(2) 利用強力磁鐵磁吸 10 分鐘後抽去上清，再補入 10 μL 1× PBS buffer 沖洗，重

複此步驟三次。 

(3) 將磁珠重新懸浮於等體積 1× PBS buffer，並加入 2 μL 之 10× PBS buffer、2μL 

1.25 μM p3-biotin 探針、16 μL ddw，使探針之反應濃度為 125 nM，混合均勻後以

mixer b1 mode RPM10 於室溫下旋轉反應 1 小時。 

(4) 利用強力磁鐵磁吸分離 10 分鐘，抽去上清，再加入 1× PBS buffer 沖洗，重複

此步驟三次 

(5) 回溶於 10 μL 1× PBS buffer，待實驗備用。 
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2.4.5. 磁珠上探針之鑑定及定量 

  利用磁珠上的鏈親和素(Streptavidin)以及 5'端修飾有生物素(biotin)的核酸探針

(P3b)，藉由鏈親和素-生物素之親和作用，將核酸探針修飾於磁珠上。為確認核酸

探針確實修飾於磁珠表面之事實，以下列方法鑑定及進行定量： 

 

(1). 以動態光散射粒徑分析儀及界面電位分析儀對修飾探針前後的磁珠進行粒徑

大小(Particle size)及界面電位(Zeta potential)之鑑定。以5 μL修飾後磁珠加入 995 μL 

1× PBS buffer 稀釋 200 倍，進行粒徑大小及 Zeta 電位之測量。 

(2). 收集相同濃度之核酸探針原液及用於修飾磁珠後之上清液，以 1× SYBR Gold

浸染 15 分鐘後，觀察螢光強度之變化。在定量之前以反應濃度為 0、20、40、60、

80、100、120、140 nM 之 P3b 以 1× SYBR Gold 浸染 15 分鐘並偵測螢光強度，建

立探針之檢量線。 

(3). 配置 125 nM 及 62.5 nM 之 P3b 加入 1× SYBR gold 並以 384-well plate 測量螢

光讀值，並蒐集反應濃度為 125 nM 及 62.5 nM P3b 修飾磁珠後之磁吸分離上清液，

視為修飾後 P3b 之剩餘量，加入 1× SYBR gold 以 384-well plate 測量螢光讀值，兩

者差值視為修飾上磁珠之 P3b 量，作為每個磁珠修飾上多少條 P3b 探針之定量分

析。其計算方式如下： 

 Biotin-P3 amounts per magnetic beads 

 

＝ 

 

 

 
 

① 

② 

③ 

④ 
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① 將螢光讀值之差值帶回螢光檢量線之方程式，換算成 P3b 之濃度。 

② 偵測螢光讀值使用 384-well plate，而每個 well 之體積為 20 μL，將 P3b

濃度乘以體積轉換成 P3b 之總莫耳數。 

③ 乘以亞佛加厥數，將 P3b 總莫耳數換算為 P3b 總條數。 

④ 根據磁珠廠商提供之 datasheet，每 μL 之磁珠原液含有 1.3 × 108個磁珠， 

將 P3b 總條數除以磁珠總數，可視為每個磁珠上應有多少條 P3b 探針。 

 

2.4.6. 磁珠-探針(P3b@MB)之抓取效率鑑定 

(1). 以 10 μL P3b@MB，先磁吸分離 10 分鐘後抽去上清液並加入反應濃度為 25 

nM、50 nM、100 nM 之 Target 於 37℃中雜合 60 分鐘，再度磁吸分離 10 分鐘後抽

取上清液以 15 % PAGE 分析。 

(2). 反應後磁珠以 95 ℃、10 分鐘破壞 streptavidin-biotin 之結合，並磁吸分離 10

分鐘後抽取上清液以 15% PAGE 分析。 

(3). 以 10 μL P3b@MB，先磁吸分離 10 分鐘後抽去上清液並加入反應濃度為 100 

nM 之 Target 於 37℃中雜合 60 分鐘；反應後磁珠以反應後磁珠以 95 ℃、10 分鐘

破壞 streptavidin-biotin 之結合，並磁吸分離 10 分鐘後抽取上清液；另外準備 1 μL、

2 μL、4 μL 之 P3b@MB 加入與不加入 100 nM Target，不進行磁吸分離直接 loading，

以 15% PAGE 分析。 

 

2.4.7 .P3b@MB 之 SDA 增擴反應時間最佳化  

  以 10 μL P3b@MB 先磁吸分離抽去上清液，加入 100 nM Target 雜合並於反應

條件為 0.05 U/μL Klenow fragment polymerase(KF)、0.2 U/μL Nb. BbvCI nicking 
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enzyme(NE)、500 μM dNTP 及 1× Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL、反應條件為

37 ℃的情況進行 SDA 反應，反應時間取 45 分鐘、60 分鐘、75 分鐘、90 分鐘，

以 15 % PAGE 分析比較。Stock 濃度: Target 500 nM 3 μL/ 0.5 U/μL Klenow fragment 

polymerase(KF) 1.5 μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 1.5 μL/ 5 mM dNTP 

1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

2.4.8. P3b@MB 之 SDA 增擴反應情況探討 

(1). Free form 組別之 SDA： 

加入反應濃度為 100 nM P3b 探針、100 nM Target、0.05 U/μL Klenow fragment 

polymerase(KF)及 0.2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE)、500 μM dNTP 及 1× 

Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL，反應條件為 37 ℃、60 分鐘進行 SDA 增擴反

應。Stock 濃度：P3b 500 nM 3 μL / Target 500 nM 3 μL/ 0.5 U/μL Klenow fragment 

polymerase(KF) 1.5 μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 1.5 μL/ 5 mM dNTP 

1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

(2).p3b@MB 組別之 SDA： 

取 10 μL P3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 

nM/10 nM Target、0.05 U/μL Klenow fragment polymerase(KF)及 0.2 U/μL Nb. BbvCI 

nicking enzyme(NE)、500 μM dNTP、1× Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL、反應

條件為 37 ℃、60 分鐘進行 SDA 增擴反應。Stock 濃度： Target 500 nM 3 μL/ 0.5 

U/μL Klenow fragment polymerase(KF) 1.5 μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 

1.5 μL/ 5 mM dNTP 1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 
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(3).P3b@MB 加入 KF 及 dNTP： 

  取 10 μL P3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為

0.05U/μL Klenow fragment polymerase(KF)、500 μM dNTP、1× Cutsmart buffer，反

應體積為 15 μL、反應條件為 37 ℃、60分鐘進行反應。Stock濃度： 0.5 U/μL Klenow 

fragment polymerase(KF) 1.5 μL / 5 mM dNTP 1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

(4).P3b@MB 加入 NE： 

  取10 μL P3b@MB先磁吸分離10分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為0.2 U/μL 

Nb. BbvCI nicking enzyme(NE)、1× Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL、反應條件

為 37 ℃、60 分鐘進行反應。Stock 濃度： 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 1.5 

μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

(5). P3b@MB 加入 Target、KF、dNTP： 

  取 10 μL P3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM 

Target、0.05 U/μL Klenow fragment polymerase(KF)、500 μM dNTP、1 × Cutsmart 

buffer，反應體積為 15 μL、反應條件為 37 ℃、60 分鐘進行反應。Stock 濃度： Target 

500 nM 3 μL/ 0.5 U/μL Klenow fragment polymerase(KF) 1.5 μL / 5 mM dNTP 1.5 μL/ 

10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

(6). P3b@MB 加入 Target、NE： 

  取 10μL P3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM 
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Target、0.2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE)、1 × Cutsmart buffer，反應體積為

15 μL、反應條件為 37 ℃、60 分鐘進行反應。Stock 濃度：Target 500 nM 3 μL/ 2 U/μL 

Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 1.5 μL / 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

2.4.9. 動態光散射儀確認 P3b@MB 進行 SDA 反應之各階段磁珠 

分別取 5 μL 磁珠原液、P3b@MB、P3b@MB 與 Target 雜合後之磁珠、P3b@MB 

進行 SDA 反應後之磁珠，並加入 995 μL 1× PBS buffer 稀釋 200 倍，測量各階段磁

珠之粒徑大小及 zeta 電位。 

 

2.4.10. P3b@MB 之選擇性探討 

本實驗對 P3b@MB 之選擇性探討實驗包含： 

(1).位點不互補(mismatch site)之雜合探討： 

以發生於 Target3 端(T3m)、5 端(T5m)、及中央(Tmm)之三個核苷酸之差異的三種

核酸與 P3b@MB 雜合。取 10 μL P3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加

入反應濃度為 100 nM Target/T3m/T5m/Tmm，反應體積為 15 μL、反應條件為 37 ℃、

60 分鐘進行雜合反應。磁吸分離後抽取上清液以 15 %PAGE 進行選擇性之探討。

Stock 濃度: Target, T3m, T5m and Tmm 500 nM 3 μL。 

   

(2).非目標核酸模擬真實 microRNA 序列之核酸雜合探討： 

以根據真實存在之 microRNA 序列所合成的 DNA 序列與 P3b@MB 雜合。取 

10μL p3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM 

DNA-21/DNA-155/DNA-182-5p/DNA-223/DNA-885，反應體積為 15 μL、反應條件
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為 37 ℃、60 分鐘進行雜合反應。磁吸分離後抽取上清液以 15 %PAGE 進行選擇

性之探討。Stock 濃度：Target, DNA-21, DNA-155, DNA-182-5p, DNA-223 and 

DNA-885 500 nM 3 μL。 

 

(3). 位點不互補(mismatch site)之 SDA 反應探討：以發生於 Target3 端(T3m)、5

端(T5m)、及中央(Tmm)之三個核苷酸之差異的三種核酸與 P3b@MB 進行 SDA 反

應。取 10 μL p3b@MB 先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM 

Target/T3m/T5m/Tmm、0.05 U/μL Klenow fragment polymerase(KF)及 0.2 U/μL Nb. 

BbvCI nicking enzyme(NE)、500 μM dNTP、1 × Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL、

反應條件為 37 ℃、60 分鐘進行 SDA 增擴反應。磁吸分離後抽取上清液以 15 

%PAGE 進行選擇性之探討。Stock 濃度: Target, T3m, T5m and Tmm 500 nM 3 μL/ 0.5 

U/μL Klenow fragment polymerase(KF) 1.5 μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 

1.5 μL/ 5 mM dNTP 1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

  (4). 非目標核酸模擬真實 microRNA 序列之核酸 SDA 反應探討：以根據真實

存在之 microRNA 序列所合成的 DNA 序列與 P3b@MB 雜合。取 10 μL P3b@MB

先磁吸分離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM DNA-21/DNA-155/ 

DNA-182-5p/DNA-223/DNA-885、0.05 U/μL Klenow fragment polymerase(KF)及 0.2 

U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE)、5 mM dNTP、1 × Cutsmart buffer，反應體積

為 15 μL、反應條件為 37 ℃、60 分鐘進行雜合反應。磁吸分離後抽取上清液以 15 

%PAGE 進行選擇性之探討。Stock 濃度：Target, DNA-21, DNA-155, DNA-182-5p, 

DNA-223 and DNA-885 500 nM 3 μL/ 0.5 U/μL Klenow fragment polymerase(KF) 1.5 
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μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE) 1.5 μL/ 5 mM dNTP 1.5 μL/ 10× Cutsmart 

buffer 1.5 μL。 

 

2.4.11. P3b@MB 與 miR-205 之 SDA 反應探討 

利用 miR-205 序列與 P3b@MB 進行 SDA 反應。取 10 μL P3b@MB 先磁吸分

離 10 分鐘抽去上清液，再加入反應濃度為 100 nM miR-205、0.05 (1×) / 0.03125 

(0.625×)/ 0.0625 (1.25×)/ 0.0375 (0.75×)/ 0.075 (1.5×) U/μL Klenow fragment 

polymerase(KF)及 0.2 (1×)/ 0.2 (1×)/ 0.2 (1×)/ 0.3(1.5×)/ 0.4 (2×) U/μL Nb. BbvCI 

nicking enzyme(NE)、500 μM dNTP、1 × Cutsmart buffer，反應體積為 15 μL、反應

條件為 37 ℃、150 分鐘/210 分鐘進行雜合反應。Stock 濃度：miR-205 500nM 3 μL/ 

0.5 U/μL Klenow fragment polymerase(KF) 0.625/1.25/0.75/1.5 μL/ 2 U/μL Nb. BbvCI 

nicking enzyme(NE) 1/1/1.5/2 μL/ 5 mM dNTP 1.5 μL/ 10× Cutsmart buffer 1.5 μL。 

 

2.4.12. SDA 產物與產物探針(product probe)之結合 

    利用 100 nM product 與兩條序列設計有可與 product 互補之序列(CP1、CP2)

分別以反應濃度為 100 nM CP1/CP2，即濃度 1:1/1:2/1:5 之比例，反應體積為 10μL

進行 37 ℃、60 分鐘之雜合反應。Stock 濃度：500 nM product 2μL/ 1μM CP1 1/2/5 

μL/1 μM CP2 1/2/5μL 
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第三章 實驗結果與討論 

3.1. 實驗設計 

    本實驗欲開發並建立一個可偵測子宮內膜樣腺癌(EEC)之生物標記微型核糖

核酸分子(microRNA)之平台，用於 EEC 之早期診斷，於此，本實驗設計了一個結

合鏈置換增擴反應(Strand Displacement Amplification, SDA)與磁珠分離及產物探針

之生醫感測器偵檢策略(圖 3-1)，其主要可分為數個部分: 

一、從血清樣品中抓取目標核酸 miR-205，利用強力磁鐵進行磁吸分離，將   

 miR-205 分離出來。 

(Target enrichment) 

二、加入 Klenow Fragment 及 Nb. BbvCI nicking enzyme 進行 SDA 延長反應。 

(SDA reaction) 

三、利用溶液中的產物探針結合產物核酸進行後續之訊號輸出。 

(Signal Output) 

第一部分利用磁珠表面之鏈親合素(streptavidin)與 3 端修飾有生物素(biotin)且

可與目標 miR-205-5p 互補之 DNA 探針進行親和性結合形成磁珠-探針，將磁珠-

探針加入到 Sample 中，以核酸序列互補的方式抓取 miR-205-5p，再利用強力磁鐵

進行磁吸分離將磁珠吸取下來，抽去上清並補入 1× PBS buffer 進行清洗，重複此

步驟兩次，完成萃取分離之步驟。 

第二部分則將第一部分清洗後之磁珠加入 0.05 U/μL Klenow fragment 

polymerase 及 0.2U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme 及 500 μM dNTP，以抓取到的

miR-205-5p 作為引子進行 SDA 之反應。經序列設計的探針，於其上有 Nb. BbvCI

可辨認之切位及產物模板序列，可不斷延長並切出所要之產物序列，其溫度控制
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在 37 度 C，反應 60 分鐘。再以強力磁鐵進行磁吸分離將磁珠吸取下來，抽取上清

產物溶液備用。 

第三部分將第二部分之上清產物溶液加入產物探針。此探針為髮夾莖環結

構，與產物有互補序列，可作為一檢查點。當產物出現時可打開產物探針，並且

互補雜合形成經序列設計後的富含腺苷酸及胸苷酸之雙股核酸(AT-rich duplex)。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-1. 結合 SDA 增擴反應和磁珠分離及產物探針之生醫感測器偵檢策略，可用    

       於子宮內膜樣腺癌之早期診斷。 
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3.2. 核酸探針(Probe)序列之最佳化 

為了能有效率地從樣品中抓取目標核酸分子(Target)，以三種不同序列 probe

與不同濃度之 Target DNA-205-5p 進行雜合並確認何者雜合效率最高。序列設計如

表 3-1、圖 3-2 所示，Probe1(P1)形成莖環結構之自由能為-7.36 kcal/mol，Probe2(P2)

形成莖環結構之自由能為-5.70 kcal/mol，Probe3(P3)形成莖環結構之自由能為-5.54 

kcal/mol，前二者形成之構型較穩定，預期 Probe3 可與 Target 有較佳雜合效率。 

結果如圖 3-3 所示，可發現 lane11 到 lane 13 的 P3 雜合 band 較 P1、P2 組別

明亮，證明 P3 與 Target 雜合效率較佳，以 Image J 進行雜合 band 之螢光定量分析

後結果如圖 3-4 所示，可發現 P3 與 Target 雜合效率較佳。因此在後續實驗中，本

實驗選擇 P3 作為偵測目標核酸之最佳探針。 
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表 3-1. 核酸探針序列，藍字者為 nicking enzyme 辨認之切位，畫底線者為形成莖

環結構之雙股區域，綠字者為 Target 互補序列區域。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-2. 以 NU PACK 分析 Probe 序列形成之結構及自由能。 

 

 

 

 

Probe1(49bp) 

 

5’- ATA TAT ATA TAC CTC A/GC CAG ACT CCG GTG GAA 

TGA AGG AGT CTG TTT T-3’ 

Probe2 (48bp) 

 

5’- ATA TAT ATA TAC CTC AGC CAG ACT CCG GTG GAA TGA 

AGG AGT CTT TTT – 3’ 

Probe3 (50bp) 

 

5’- ATA TAT ATA TAC CTC AGC CAG ACT CCG GTG GAA TGA 

AGG ACT GGC TTT TT-3’ 
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圖 3-3. 不同探針與不同濃度之目標分子(DNA-205-5p)雜合情況之條帶對應圖。 

以 15% PAGE 於 70V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1)100 nM Target；(2)100 nM P1；(3)100 nM P2；(4)100 nM P3；(5)100 nM 

P1 與 100 nM Target 之雜合；(6)100 nM P1 與 50 nM Target 之雜合；(7) 100 nM P1 

與 25 nM Target 之雜合；(8) 100 nM P2 與 100 nM Target 之雜合；(9) 100 nM P2 與

50 nM Target 之雜合；(10) 100 nM P2 與 25 nM Target 之雜合；(11) 100 nM P3 與

100 nM Target 之雜合；(12) 100 nM P3 與 50 nM Target 之雜合；(13) 100 nM P3 與

25 nM Target 之雜合。 
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圖 3-4. P1、P2、P3 與不同濃度 Target 雜合情況之螢光定量結果。 
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3.3. 磁珠探針之鑑定及定量 

利用核酸 3 端修飾有生物素之 P3(p3-biotin, P3b)與表面修飾鏈親合素之直徑

100 奈米之磁珠(streptavidin-MB)，藉由 biotin 與 streptavidin 之親和力，將 P3b 修

飾於磁珠上。並以動態光散射粒徑及 zeta 電位分析儀(Dynamic Light Scattering/zeta 

Potential Analyzer)及 SYBR gold 之螢光讀值進行鑑定及定量。 

3.3.1. DLS 之磁珠修飾前後之鑑定 

 

(1). 鑑定磁珠修飾前後之粒徑大小： 

若 DNA 核酸探針確實有修飾上磁珠表面，則修飾後磁珠之粒徑大小相較於修

飾前磁珠之粒徑，應會增加。本實驗共重複三次，結果如圖 3-3、圖 3-4、圖 3-5、

圖 3-6、圖 3-7、圖 3-8 所示，修飾前之磁珠平均粒徑大小分別約為 159/164/168 nm，

而修飾上 P3b 核酸探針後，測得平均粒徑大小分別為 180/201/197 nm，證明磁珠表

面確實有修飾上 P3b 核酸探針。 

 

(2). 鑑定磁珠修飾前後之 zeta potential 大小，DNA 核酸探針具有磷酸骨架，   

而磷酸根帶有負電，若是核酸探針確實有修飾上磁珠表面，則修飾後磁珠之 zeta 

potential 應會趨向負值更大。結果如表 3-1 所示，磁珠修飾前平均 zeta potential 分

別為-13.53 /-11.03/-13.53 mV，而修飾後磁珠 zeta potential 為-20.03/-19.90/-21.77 

mV，表示因為修飾上 DNA 核酸探針而趨向負值更大的 zeta potential，證明磁珠表

面確實有修飾上 p3b 核酸探針。 
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圖 3-3. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾前之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       159 nm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-4. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾後之粒徑大小，其 Z-average 約為 

180 nm。 
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圖 3-5. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾前之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       164 nm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-6. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾後之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       201 nm。 
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圖 3-7. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾前之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       168 nm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-8. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾後之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       197 nm。 
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表 3-1. 磁珠修飾前後之 Zeta potential 偵測結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Zeta 

Potential (mV) 
Mean (mV) 

100 nmMB 

-10.2 

-11.2 ± 1.32 -10.7 

-12.7 

-10.0 

-11.03 ± 1.31 -10.6 

-12.5 

-10.6 

-13.53 ± 2.70 -14.1 

-15.9 

100 nm 

P3b@MB 

-18.7 

-20.03 ± 1.30 -20.1 

-21.3 

-17.7 

-19.90 ± 1.95 -20.6 

-21.4 

-19.9 

-21.77 ± 1.63 -22.5 

-22.9 
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3.3.2. SYBR gold 之螢光定量 

(1). 以 0、20、40、80、100、120、140 nM 濃度之 P3b 加入 1× SYBR gold 建

立螢光檢量線。結果如圖 3-9 所示。 

 (2). 配置 125 nM 及 62.5 nM 之 P3b 加入 1× SYBR gold 並以 384 well plate 測

量螢光讀值，並蒐集反應濃度為 125 nM 及 62.5 nM P3b 修飾磁珠後之磁吸分上清

液，視為修飾後 P3b 之剩餘量，加入 1× SYBR gold 以 384 well plate 測量螢光讀值，

兩者差值視為修飾上磁珠之 P3b 量，作為每個磁珠修飾上多少條 P3b 探針之定量

分析。其計算方式如下： 

 P3b amounts per magnetic beads 

 

= 

 

 

① 將螢光讀值之差值帶回螢光檢量線之方程式，換算成 P3b 之濃度。 

② 偵測螢光讀值使用 384well plate，而每個 well 之體積為 20 μL，將 P3b 濃度乘

以體積轉換成 P3b 之總莫耳數。 

③ 乘以亞佛加厥數，將 P3b 總莫耳數換算為 P3b 總條數。 

④ 根據磁珠廠商提供之 Datasheet，每 μL 之磁珠原液含有 1.3 × 108個磁珠， 
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本實驗使用 20 μL 磁珠原液。將 P3b 總條數除以磁珠總數，可視為每個 

磁珠上應有多少條 P3b 探針。結果如圖 3-10 所示，經計算後，125 nM P3b 探針修

飾組別，每個磁珠上應有 427 條 P3b 探針，而 62.5 nM P3b 探針修飾組別，每個磁

珠上應有 144 條 P3b 探針，也證實 P3b 探針確實是因為修飾於磁珠表面導致修飾

組別之螢光強度下降。SYBR gold staining 之放射光譜圖如圖 3-11 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-9. 由不同濃度 P3b 加入 1× SYBR gold 之螢光檢量線。 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202000461

 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-10. 磁珠上 P3b 探針之定量分析結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-11.P3b 與 SYBR 結合之放射光譜。 
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3.4. 磁珠-探針(P3b@MB)之抓取效率鑑定 

為確認修飾上磁珠之探針具有抓取目標核酸分子之能力，以磁珠-探針與不同

濃度目標核酸分子進行雜合，並以 15 % PAGE 進行分析。結果如圖 3-12 所示，在

Target 濃度為 100 nM、50 nM、25 nM，P3b@MB 均可將 Target 完全抓取。 

為了確認 P3b@MB 確實有抓住 Target，將此實驗之磁珠以強力磁鐵磁吸分離

10 分鐘，抽去上清液並補入等體積之 DDW，以 95 ℃, 10 分鐘之反應條件，使磁

珠與 P3b 間的 streptavidin-biotin 親和性結合斷開，並磁吸分離 10 分鐘抽取上清液

以 15 % PAGE 進行分析，預期看到掉落之 P3b 以及所抓取的 Target。結果如圖 3-13

所示，lane5 為僅有磁珠-探針之組別，加熱後掉落可看到 P3b 位置有明顯之 band，

證明 P3b 探針確實有接上磁珠；lane6、7 為磁珠探針與 25 nM Target 雜合後加熱掉

落之組別，可看見除了掉落之 P3b 探針，在 Target 位置有 band 的出現；lane8、9

為磁珠探針與 50 nM Target 雜合後加熱掉落之組別，可看見在 Target 位置有較明亮

之 band；lane10、11 為磁珠探針與 100 nM Target 雜合後加熱掉落之組別，在 Target

位置有更明亮的 band 產生。經 Image J 定量之結果如圖 3-14、3-15 所示，P3b 之

掉落情況均勻，而 Target 掉落之情況與當時加入 Target 之濃度有正相關性，證明

磁珠-探針確實可抓住 Target 之情況。 

另外為了確認 P3b@MB 是否會隨電泳進入膠體產生特定之 band，以不同體積

之 P3b@MB 以及雜合 100 nM Target 之 P3b@MB 不經磁吸分離直接進行電泳，結

果如圖 3-16 所示，lane5、6、7 分別為 1 μL、2 μL、4 μL P3b@MB 無磁吸分離之

結果，可發現沒有特定之 band，lane8、9、10 分別為 1 μL、2 μL、4 μL P3b@MB

與 100 nM Target 雜合後無磁吸分離之結果，可發現沒有特定之 band。於圖 3-17

可發現磁珠積留於 well 底部。 
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圖 3-12. P3b@MB 抓取目標核酸分子之情況條帶對應圖。 

以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1)100 nM P3b；(2)100 nM Target；(3)未修飾之磁珠與 100 nM Target 之雜

合；(4)P3b@MB 與 100 nM Target 之雜合；(5) P3b@MB 與 50 nM Target 之雜合；

(6) P3b@MB 與 25 nM Target 之雜合；(7) P3b@MB 與 100 nM Target 之雜合；(8) 

P3b@MB 與 50 nM Target 之雜合；(9) P3b@MB 與 25 nM Target 之雜合；(10) 

P3b@MB 與 100 nM Target 之雜合；(11) P3b@MB 與 50 nM Target 之雜合；(12) 

P3b@MB 與 25 nM Target 之雜合。 
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圖 3-13. P3b@MB 雜合 Target 後加熱掉落之條帶對應圖。 

以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM P3b 與 100 nM Target 之雜

合情況；(4)100 nM P3b；(5)P3b@MB 加熱掉落之情況；(6)(7) P3b@MB 與 25 nM 

Target 雜合後加熱掉落之情況；(8)(9) P3b@MB 與 50 nM Target 雜合後加熱掉落之

情況；(10)(11) P3b@MB 與 100 nM Target 雜合後加熱掉落之情況。  
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圖 3-14. 以 100 nM P3b 為相對定量之基準，各組別 P3b 作相對定量之結果。

Group1 為 100 nM P3b；Group2 為 P3b@MB only 組別；Group3、4 為 P3b@MB 與

25 nM Target 雜合後加熱掉落之組別；Group5、6 為 P3b@MB 與 50 nM Target 雜合

後加熱掉落之組別；Group7、8 為 P3b@MB 與 100 nM Target 雜合後加熱掉落之組

別。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-15. 以 100 nM Target 為相對定量之基準，各組別 Target 掉落量作相對定

量之結果。 

1    2    3    4    5    6    7    8 
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圖 3-16 P3b@MB 雜合 Target 後加熱掉落之條帶對應圖。 

以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) P3b@MB 與 100 nM Target 之雜合

情況；(4)P3b@MB 與 100 nM Target 雜合後加熱掉落之情況；(5)1 μL P3b@MB 無

磁吸分離直接電泳之情況；(6) 2 μL P3b@MB 無磁吸分離直接電泳之情況；(7) 4 μL 

P3b@MB 無磁吸分離直接電泳之情況；(8) 1 μL P3b@MB 與 100 nM Target 無磁吸

分離直接電泳之情況；(9) 2 μL P3b@MB 與 100 nM Target 無磁吸分離直接電泳之

情況；(10) 4 μL P3b@MB 與 100 nM Target 無磁吸分離直接電泳之情況。  
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圖 3-17. 磁珠殘留於膠體 well 中。 
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3.5. SDA 增擴反應時間最佳化 

    以 P3b@MB 加入 100 nM Target 雜合並於反應條件為 0.05 U/μL Klenow 

fragment polymerase (KF)、0.2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme (NE)、5 mM dNTP

及 1 × Cutsmart buffer 的情況進行 SDA 反應，反應時間取 45 分鐘、60 分鐘、75

分鐘、90 分鐘進行比較。結果如圖 3-18、3-20 所示，圖 3-18 之 lane 6、7、8 為

P3b@MB與100 nM Target進行SDA反應45分鐘後之結果，與 lane5的 free form P3b

與 100 nM Target 進行 SDA 反應 45 分鐘後之結果相比，產生產物的產率較高，而

lane11、12、13 為 P3b@MB 與 100 nM Target 進行 SDA 反應 60 分鐘後之結果，與

lane10 的 free form P3b 與 100 nM Target 進行 SDA 反應 60 分鐘後之結果，產生產

物之產率較高。將同反應時間組之 P3b@MB SDA 組別之產物亮度除以 free form 

p3b SDA 組別之產物亮度做相對定量之結果如圖 3-19，反應時間 45 分鐘組別之比

例為 1.68，反應時間 60 分鐘組別之比例為 2.01。圖 3-20 之 lane6、7、8 為 P3b@MB

與 100 nM Target 進行 SDA 反應 75 分鐘後之結果，與 lane5 的 free form p3b 與 100 

nM Target 進行 SDA 反應 75 分鐘後之結果相比，產生產物的產率較高，而 lane11、

12、13 為 P3b@MB 與 100 nM Target 進行 SDA 反應 90 分鐘後之結果，與 lane10

的 free form P3b 與 100 nM Target 進行 SDA 反應 90 分鐘後之結果，產生產物之產

率較高。將同反應時間組之 P3b@MB SDA 組別之產物亮度除以 free form P3b SDA

組別之產物亮度做相對定量之結果如圖 3-21，反應時間 75 分鐘組別之比例為

1.53，反應時間 90 分鐘組別之比例為 1.28，可發現反應時間 60 分鐘之產率最佳，

且於 0nM Target 反應 60 分鐘後並未發現有非專一產物之產生，因此最後以反應時

間 60 分鐘作為 SDA 反應的最佳反應時間。 
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圖 3-18.以 P3b@MB 加入 100 nM Target 進行 SDA 反應之結果條帶對應圖。 

以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM Product；(4) P3b@MB without 

Target SDA 45 min ；(5) 100 nM P3b with 100 nM Target SDA 45 min；(6) (7) (8) P3b 

@MB with 100 nM Target SDA 45 min；(9) P3b@MB without Target SDA 60 min；(10) 

100 nM P3b with 100 nM Target SDA 60 min；(11)(12)(13) P3b @MB with 100 nM 

Target SDA 60 min。 
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圖 3-19.以同反應時間組之 P3b@MB SDA 組別之產物亮度除以 free form P3b SDA

組別之產物亮度做相對定量之結果。SDA反應時間 45分鐘組別之產率為 1.68，SDA

反應 60 分鐘組別之產率為 2.01。 
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圖 3-20.以 P3b@MB 加入 100 nM Target 進行 SDA 反應之結果條帶對應圖。 

以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA ladder。

(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM Product；(4) P3b@MB without Target 

SDA 75 min ；(5) 100 nM P3b with 100 nM Target SDA 75 min；(6) (7) (8) P3b @MB 

with 100 nM Target SDA 75 min；(9) P3b@MB without Target SDA 90 min；(10) 100 

nM P3b with 100 nM Target SDA 90 min；(11)(12)(13) P3b @MB with 100 nM Target 

SDA 90 min。 
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圖 3-21. 以同反應時間組之 p3b@MB SDA組別之產物亮度除以 free form p3b SDA

組別之產物亮度做相對定量之結果。SDA反應時間 75分鐘組別之產率為 1.53，SDA

反應 90 分鐘組別之產率為 1.28。 
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3.6. P3b@MB 進行 SDA 增擴反應之情況 

以未修飾上磁珠之 P3b 探針與修飾上磁珠之 P3b 探針，分別進行 SDA 增擴反

應，反應條件為 37℃、60 分鐘，並比較分別加入 0.05 U/μL Klenow fragment 

polymerase(KF)及 0.2 U/μL Nb. BbvCI nicking enzyme(NE)、100 nM Target 之情況，

進行平台可行性之檢視。 

結果如圖 3-22 所示，lane3 P3b 加入 100 nM Target、0.05 U/μL 之 KF 及 5 mM 

dNTP 之組別，可發現 P3b 確實有與 Target 雜合，而 KF 可將雜合產物延長為完全

互補之雙股。Lane4 為 p3b 加入 100 Nm Target、KF、NE、dNTP 之組別，可見 SDA

反應確實有進行，並產生產物。Lane5 為 P3b@MB 加入 0 nM Target、KF、NE、

dNTP 進行 SDA 增擴反應之情況，於上清液中未發現任何 band 之出現，足見

P3b@MB 並無明顯 leakage 之情況發生。Lane6 為 P3b@MB 加入 10 nM Target、

KF、NE、dNTP 進行 SDA 增擴反應之組別，Lane7 為 P3b 加入 100 nM Target、KF、

NE、dNTP 進行 SDA 增擴反應之組別，條帶顯示兩者均會產生 SDA 增擴反應之

產物，且依濃度不同而反映在其產物 band 之亮度上。Lane8、9、10、11、12 作為

P3b@MB之可行性之測試，Lane8為 P3b@MB之組別，於上清液中未發現任何 band

之出現；lane9 為 P3b@MB 加入 KF 及 dNTP 之組別，未發現 KF 有作用並產生任

何非專一產物；lane10 為 P3b@MB 加入 NE 之組別，並無發現 NE 進行非專一剪

切而導致上清液有任何產物之出現；lane11 為 P3b@MB 加入 Target 進行雜合並加

入 KF 及 dNTP 之組別，由於 P3b 探針修飾於磁珠上，經酵素反應後形成完全互補

雙股亦會在磁珠之上，所以未發現任何Band之出現；lane12為 P3b@MB加入Target

進行雜合並加入 NE 反應之組別，並未發現 NE 會與接上 Target 之 P3b@MB 反應

剪切而有非專一之產物。 
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為確認 lane8-12 之組別磁珠上之情況，將反應後磁珠以 95 ℃、10 分鐘之反

應條件使磁珠上之核酸脫落並以 15 %PAGE 進行分析。結果如圖 3-23 所示，lane4

為 P3b@MB 之組別，可看到加熱掉落後之 P3b；lane5 為 P3b@MB 與 KF、dNTP

之組別，可看到加熱掉落後仍只有 P3b 的 band 出現，也間接證明 P3b@MB 與 KF

反應並無 leakage 情況之發生；lane6 為 P3b@MB 與 NE 之組別，經加熱後掉落可

看見 P3b 的 band 出現，且無其他 band 的出現，證明 NE 並不會對 P3b@MB 有剪

切之情況發生；lane7 為 P3b@MB 與 100 nM Target、KF、dNTP 反應之組別，經

加熱掉落後，可發現P3b與Target雜合後經KF反應形成完全互補雙股之產物；lane8

為 P3b@MB 與 100 nM Target、NE 反應後之組別，經加熱掉落後，可發現掉落之

P3b 及 Target，並無發現其他 band 的產生，證明 NE 並不會對 P3b@MB 與 Target

雜合後之產物有非專一的剪切。 
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圖 3-22.以未修飾上磁珠之 P3b 進行 SDA 反應與 P3b@MB 進行 SDA 反應做比較，

反應條件為 37 ℃、60 分鐘，並分別加入 KF、NE、Target 觀察反應後之結果條帶

對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM P3b + 100 nM Target；(4) 100 

nM P3b + 100 nM Target SDA；(5) 100 nM P3b SDA without Target；(6) P3b@MB + 

10 nM Target SDA ；(7) P3b@MB + 100 nM Target SDA；(8) P3b @MB；(9) P3b@MB 

with KF and dNTP；(10) P3b@MB with NE；(11) P3b@MB + 100 nM Target + KF + 

dNTP (12) P3b@MB + 100 nM Target + NE。 
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圖 3-23. 將可行性實驗反應後磁珠加熱後掉落產物之結果條帶對應圖。以 15 % 

PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 

nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM P3b + 100 nM Target；(4) P3b @MB；(5) 

P3b@MB with KF and dNTP；(6) P3b@MB with NE；(7) P3b@MB + 100 nM Target + 

KF + dNTP (8) P3b@MB + 100 nM Target + NE。 
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3.7. 動態光散射儀確認 SDA 反應各階段磁珠之粒徑大小及 zeta potential 

利用動態光散射儀分別確認 SDA 反應各階段之粒徑大小以及 zeta potential 之 

改變。結果如圖 3-24、3-25、3-26、3-27 所示，未修飾之磁珠測得粒徑大小為 153.3 

nm、P3b@MB 粒徑大小為 163.6 nm、P3b@MB 與 Target 雜合之粒徑大小為 165.6 

nm、P3b@MB 進行 SDA 反應後粒徑大小為 171.5 nm，與預期結果相同，粒徑大

小有增大之傾向；於 zeta potential 方面如表 3-2 所示，未修飾之磁珠測得之 zeta 

potential 為-3.39 mV、P3b@MB 之 zeta potential 為-12-8 mV、P3b@MB 與 Target

雜合之 zeta potential 為-13.43 mV、P3b@MB 進行 SDA 反應後之 zeta potential 為

-20.40 mV，當預期磁珠上之核酸量越多時，測得之 zeta potential 確實有更趨向負

電，確認 SDA 反應之磁珠各階段與實驗設計階段相符。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-24. 以 DLS 粒徑分析儀偵測磁珠修飾前之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       153.3 nm。 
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圖 3-25. 以 DLS 粒徑分析儀偵測 P3b@MB 之粒徑大小，其 Z-average 約為  

       165.6 nm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-26. 以 DLS 粒徑分析儀偵測 P3b@MB 與 Target 雜合之粒徑大小，其

Z-average 約為 165.6 nm。 
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圖 3-27. 以 DLS 粒徑分析儀偵測 P3b@MB 與 Target 進行 SDA 反應後之粒徑

大小，其 Z-average 約為 171.5 nm。 

表 3-2. 進行 SDA 各階段磁珠之 zeta potential 測量結果。 

 Zeta Potential (mV) Mean 

MB 

-2.67 

-3.39 ± 0.62 -3.72 

-3.78 

P3b@MB 

-12.10 

-12.8 ± 0.75 -12.70 

-13.60 

P3b@MB + Target 

-13.20 

-13.43 ± 0.68 -14.20 

-12.90 

P3b@MB SDA 

-20.5 

-20.4 ± 0.1 -20.4 

-20.3 
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3.8. Free form P3b 及 P3b@MB 之選擇性探討 

本實驗對 free form P3b 及 P3b@MB 之選擇性探討實驗包含： 

(1) 位點不互補(mismatch site)之雜合探討：以發生於 Target 3 端(T3m)、5 端(T5m)、

及中央(Tmm)之三個核苷酸之差異的三種核酸及 Target 分別與 free form P3b 及

P3b@MB 雜合並以 15 %PAGE 進行選擇性之探討。Free form P3b 之結果如圖

3-28 所示，於圖中可發現 Target 組別與 mismatch Target 皆有較明顯之雜合情

況。雜合 band 之定量結果如圖 3-29 所示。P3b@MB 之結果如圖 3-30 所示，於

結果圖可發現各組均有掉落之 P3b 探針，定量之結果如圖 3-31；而 P3b@MB

抓取到 Target 的結果如 lane6、7，相較於 T3m(lane8-9)、T5m(lane10-11)、T-

mm(lane12-13)之組別，其剩餘 band 的量較高，剩餘量 band 之定量圖如 3-32 所

示。 

 

(2) 非目標核酸模擬真實 microRNA 序列之核酸雜合探討：以根據真實存在之

microRNA 序列所合成的 DNA 序列及 Target 分別與 free form P3b 及 P3b@MB

雜合，磁吸分離後收集其上清液並以 15 %PAGE 分析，進行選擇性之探討。 

Free form P3b 之結果如圖 3-33 所示，可看到 Target 組別有較明顯之雜合 Band，

而 DNA-155 剩餘 Band 較暗，但並未發現與 P3b 雜合之 band，可能為 DNA-155

自己形成其他非專一構型。經 Image J 定量之結果如圖 3-35 所示。P3b@MB 之

結果如圖 3-34 所示，可以發現，僅有在 Target 雜合組別，Target 之剩餘 band

亮度有明顯下降，其餘 band 以 imageJ 進行相對定量後之結果如圖 3-36，可發

現除了 Target 剩餘量明顯下降，其餘序列均無明顯減少之情況，證明 P3b@MB

對於非 Target 序列良好的選擇性。 
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圖 3-28. 以與 Target 有不同位點 mismatch 之序列與 free form P3b 雜合之結果條帶

對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA 

ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM T3m；(4) 100 nM T5m；(5) 100 

nM Tmm；(6)(7) 100 nM P3b + 100 nM Target；(8)(9) 100 nM P3b + 100 nM T3m；

(10)(11) 100 nM P3b + 100 nM T5m；(12)(13) 100 nM P3b + 100 nM Tmm。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-29. Free form P3b 與 Target 及 mismatch Target 雜合之相對定量結果。 
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  圖 3-30. 以與 Target有不同位點mismatch之序列與 P3b@MB雜合後以高溫加

熱磁珠後掉落產物之結果條帶對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析

120 分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 

nM P3b + 100 nM Target；(4) 100 nM P3b；(5) P3b@MB；(6)(7) P3b@MB + 100 nM 

Target；(8)(9) P3b@MB + 100 nM T3m；(10)(11) P3b@MB + 100 nM T5m；(12)(13) 

P3b@MB + 100 nM Tmm。 

 

 

 

 

M 1 3 2 4 5 7 6 8 10 9 11 12 13 

15 

10 

20 

25 

35 

50 

75 
100 
150 
200 
300 



doi:10.6342/NTU202000461

 70 

 

圖 3-31. 以 100 nM P3b 為相對定量之基準，加熱後掉落各組別 P3b 之相對定

量結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-32. 以 100 nM Target 為相對定量之基準，加熱後掉落之各組別所雜合之

target 及 mismatch target 之相對定量結果。 
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圖 3-33.以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 free form P3b 進行雜合之結果

條帶對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range 

DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM DNA-21；(4) 100 nM 

DNA-155；(5) 100 nM DNA-182；(6) 100 nM DNA-223 (7) 200 nM DNA-885；(8) 100 

nM P3b + 100 nM Target (9) 100 nM P3b + 100 nM DNA-21；(10) 100 nM P3b + 100 

nM DNA-155 (11) 100 nM P3b + 100 nM DNA-182；(12) 100 nM P3b + 100 nM 

DNA-223 (13) 100 nM P3b + 200 nM DNA-885。 
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圖 3-34. 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 P3b@MB 進行雜合之結果

條帶對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range 

DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM DNA-21；(4) 100 nM 

DNA-155；(5) 100 nM DNA-182；(6) 100 nM DNA-223 (7) 100 nM DNA-885；(8) 

P3b@MB + 100 nM Target (9) P3b@MB + 100 nM DNA-21；(10) P3b@MB + 100 nM 

DNA-155 (11) P3b@MB + 100 nM DNA-182；(12) P3b@MB + 100 nM DNA-223 (13) 

P3b@MB + 100 nM DNA-885。 
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圖 3-35. 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 free form P3b 雜合之 band 相

對定量結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-36. 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 P3b@MB 進行雜合後各

序列剩餘量相對定量圖。以各序列之 100 nM band 為相對定量之基準，剩餘量 band

作相對定量。 
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(3) 位點不互補(mismatch site)之 SDA 增擴反應探討：以發生於 Target3 端(T3m)、5

端(T5m)、及中央(Tmm)之三個核苷酸之差異的三種核酸分別與 free form P3b 及

P3b@MB 進行 37℃、60 分鐘 SDA 反應後磁吸分離抽取上清液，Free form P3b

之結果如圖 3-37 所示，於圖中可發現 Target (lane6-7)組別與 T5m(lane10-11)、

Tmm(lane12-13)皆有 SDA 產物生成，產物之相對定量結果如圖 3-39 所示。

P3b@MB 之結果如圖 3-38 所示，與 free form P3b SDA 有相似的結果，

T5m(lane10-11)、Tmm(lane12-13)之組別仍有 SDA 產物之生成，由此可知磁珠的

使用於 SDA 的選擇性上並無明顯之增益。產物之相對定量結果如圖 3-40 所示。 

 

(4) 非目標核酸模擬真實 microRNA 序列之核酸 SDA 增擴反應探討：以根據真實

存在之 microRNA 序列所合成的 DNA序列分別與 free form P3b 及 P3b@MB進

行 37℃、60 分鐘 SDA 反應後磁吸分離抽取上清液，最後以 15%PAGE 進行分

析確認是否有產物之生成。Free form P3b 之結果如圖 3-41 所示，可發現僅有在

lane4、5 的 Target SDA 反應組別才有明顯之產物生成，其餘之組別則無明顯之

產物生成，產物之相對定量結果如圖 3-43 所示；P3b@MB 結果如圖 3-42 所示，

與 ftee form P3b SDA 組別相同，僅在 Target SDA 反應組別才有明顯之產物生

成，產物之相對定量結果如圖 3-44 所示。由此確認，P3b@MB 對於非目標核

酸之 microRNA 有辨認之能力。 
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圖 3-37.以與 Target 有不同位點 mismatch 之序列與 free form P3b 進行 37 ℃、

60分鐘 SDA反應後之條帶對應圖。以 15 % PAGE於 70 V電壓下進行電泳分析 120

分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM 

Product；(4) 100 nM P3b + 100 nM Target；(5) 100 nM P3b without Target SDA；(6) (7) 

100 nM P3b + 100 nM Target SDA；(8)(9) 100 nM P3b + 100 nM T3M SDA；(10) (11) 

100 nM P3b + 100 nM T5M SDA；(12) (13) 100 nM P3b + 100 nM TMM SDA。 
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圖 3-38.以與 Target 有不同位點 mismatch 之序列與 P3b@MB 進行 37 ℃、60

分鐘 SDA 反應後之條帶對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120

分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM 

Product；(4) 100 nM P3b + 100 nM Target；(5) P3b@MB without Target SDA；(6) (7) 

P3b@MB + 100 nM Target SDA；(8)(9) P3b@MB + 100 nM T3M SDA；(10) (11) 

P3b@MB + 100 nM T5M SDA；(12) (13) P3b@MB + 100 nM TMM SDA。 
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圖 3-39. Free form P3b SDA 反應位點選擇性之產物相對定量圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-40. P3b@MB SDA 反應位點選擇性之產物相對定量圖。 
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圖 3-41. 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 100 nM P3b 進行 37 ℃、

60分鐘 SDA反應後之條帶對應圖。以 15 % PAGE於 70 V電壓下進行電泳分析 120

分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Product；(3) 100 nM 

Target；(4) 100 nM DNA-21；(5) 100 nM DNA-155；(6) 100 nM DNA-182；(7) 100 nM 

DNA-223；(8) 100 nM DNA-885；(9) 100 nM P3b + 100 nM Target SDA；(10) 100 nM 

P3b + 100 nM DNA-21 SDA；(11) 100 nM P3b + 100 nM DNA-155 SDA；(12) 100 nM 

P3b + 100 nM DNA-182 SDA；(13) 100 nM P3b + 100 nM DNA-223 SDA；(14) 100 

nM P3b + 100 nM DNA-885 SDA。 
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圖 3-42. 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 P3b@MB 進行 37 ℃、60

分鐘 SDA 反應後之條帶對應圖。以 15 % PAGE 於 70 V 電壓下進行電泳分析 120

分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 100 nM Target；(3) 100 nM 

DNA-21；(4) 100 nM DNA-155；(5) 100 nM DNA-182；(6) 100 nM DNA-223 (7) 100 

nM DNA-885；(8) P3b@MB + 100 nM Target SDA；(9) P3b@MB + 100 nM DNA-21 

SDA；(10) P3b@MB + 100 nM DNA-155 SDA；(11) P3b@MB + 100 nM DNA-182 

SDA；(12) P3b@MB + 100 nM DNA-223 SDA；(13) P3b@MB + 100 nM DNA-885 

SDA。 
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圖 3-43 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 100 nM P3b 進行 37 ℃、

60 分鐘 SDA 反應後產物之相對定量圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-44 以不同序列模擬 microRNA 之 DNA 序列與 P3b@MB 進行 37 ℃、60

分鐘 SDA 反應後產物之相對定量圖。 
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3.9. P3b@MB 與 miR-205 之 SDA 反應 

以 P3b@MB 與 100 nM miR-205 進行 SDA 反應，並於不同酵素之比例進行比

較，結果如圖 3-45 分別於 150 分鐘及 210 分鐘，於 Lane7、9 之 KF 濃度提升為 1.25×

之組別，可看見較明顯之產物，與 DNA 組別相比，產物較少。 

 

3.9. SDA 產物與產物探針(product probe)之結合 

  利用兩種序列設計之 product probe(CP1、CP2)與 100 nM product 進行雜合，結

果如圖 3-46 所示，兩者並無明顯之結合 band 產生，在 lane9 的 product probe2 與

product 以 5:1 之比例較有結合之情況發生。 
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圖 3-45. 以 miR-205 與 P3b@MB 進行 37 ℃、150 分鐘/ 210 分鐘 SDA 反應後

之條帶對應圖。以15 % PAGE於70 V電壓下進行電泳分析120分鐘。Ultra low range 

DNA ladder。(1) 100 nM P3b；(2) 200 nM Target；(3) 200 nM Product；(4) 100 nM P3b 

+ 100 nM Target；(5) P3b@MB + 100 nM TDNA SDA 60 分鐘(KF: 1×/ NE: 1×)；(6) 

P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 150 分鐘(KF: 0.625× /NE: 1×)；(7) P3b@MB + 100 

nM TRNA SDA 150 分鐘(KF: 1.25× /NE: 1×)；(8) P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 150

分鐘 (KF: 0.75× /NE: 1.5×)；(9) P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 150 分鐘(KF: 1.5× 

/NE: 2×)；(10) P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 210 分鐘(KF: 0.625× /NE: 1×)；(11) 

P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 210 分鐘(KF: 1.25× /NE: 1×)；(12) P3b@MB + 100 

nM TRNA SDA 210 分鐘(KF: 0.75× /NE: 1.5×)；(13) P3b@MB + 100 nM TRNA SDA 

210 分鐘(KF: 1.5× /NE: 2×)。 
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圖 3-46. 以兩種序列設計之 product probe(CP1、CP2)，並分別以 1:1/1:2/1:5 之

比例與 100 nM product 進行 37 ℃、60 分鐘雜合反應之條帶對應圖。以 15 % PAGE

於 70 V 電壓下進行電泳分析 120 分鐘。Ultra low range DNA ladder。(1) 100 nM 

CP1；(2) 100 nM product；(3)100 nM product 與 100 nM CP1 雜合；(4)100 nM product

與 200 nM CP1 雜合；(5)100 nM product 與 500 nM CP1 雜合；(6)100 nM CP2 雜合；

(7)100 nM product 與 100 nM CP2 雜合；(8)100 nM product 與 200 nM CP2 雜合；

(9)100 nM product 與 500 nM CP2 雜合； 
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第四章 結論 

  本篇研究欲利用磁珠並結合鏈置換增擴放大法，開發可診斷子宮內膜樣腺癌

之偵檢策略。首先透過序列設計進行探針序列最佳化，並以動態光散射進行磁珠

修飾前後大小及界面電位之檢測，確認磁珠上修飾核酸探針，再以磁珠探針進行

鏈置換增擴放大法，並確認了最佳反應時間，於產率方面也發現，在磁珠表面進

行鏈置換增擴放大法與未修飾之核酸探針相比，由於核酸聚合酶及核酸限制酶可

在磁珠上之探針持續反應，產率有明顯之提升，並藉此進行相對定量，確認了磁

珠探針進行反應之最佳時間，而產率的增加對於核酸訊號放大策略具有明顯的助

益。可行性測試中，確認核酸聚合酶及核酸限制酶分別具有作用且同時存在後才

可產生預期之產物，也同時確認在目標核酸未出現時，並不會啟動增擴反應。再

以動態光散射確認 SDA 反應各階段之磁珠粒徑大小與界面電位，確認磁珠於各階

段確實有對應的粒徑大小及界面電位改變。於磁珠上之選擇性，於雜合、增擴反

應階段中，並未看到有如產率之明顯提升。輸出產物並結合產物探針的策略，亦

可與雙股AT-rich專一性結合之有機分子結合，建立另一檢查點並構成訊號輸出源。 
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