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中文摘要 

在大腸桿菌中第一型 DNA 聚合酶為高忠誠性聚合酶，具有校對活性為 3’端往 5’端核酸

外切酶，除了進行 DNA 複製外，也與許多 DNA 修復路徑相關，因此其校對活性相當重

要。 

先前時實驗室建立了 MALDI-TOF MS 的第一型 DNA 聚合酶校對活性試驗，結果發現

當錯誤配對發生距離 3’端 1 至 4 個核苷酸位置時可被第一型 DNA 聚合酶校對，發生距離 3’

端超過 6 個核苷酸位置時則無法被校對。至今仍未有報告 DNA 聚合酶校對活性之活體內試

驗，以印證試管中實驗的生物學意義，因此本篇研究致力於建立細菌體內試驗的方法，以與

DNA 聚合酶體外校對試驗比對。 

本篇研究以 pBluescript II SK(+) phagemid 載體製備在 5’端帶有 C:C 標誌，以及 3’有錯

誤配對之 G:T 或 C:C 錯配含三個核苷酸之 gap 受質及 C:C 錯配之 nick 受質，將受質轉型至

菌株 NM522(polA WT)進行校對活性的評估，同時也以大腸桿菌 KA796(polA+)及無 3'→5'核

酸外切酶活性菌株 KA796D424A (polAexo D424A mutation)比對校對活性。 

首先，以 3’端第一個核苷酸為 G:T 錯配之三個核苷酸 gap 受質測定第一型 DNA 聚合酶

錯誤配對校對能力，再由限制酶水解判讀校對結果，發現 KA796(55.33%)與

KA796D424A(49.33%)校對活性無顯著差異，懷疑為 mismatch repair system(MMR)所干擾，因

此將 G:T 錯配換成 C:C 錯配，以降低 MMR 影響。接著，以 NM522、KA796 及 KA796D424A

測定 3’端第一個核苷酸為 C:C 錯誤配對之 gap 受質皆有高的背景值，C:C 錯配結構會影響其

周圍配對之穩定性造成 strand loss 增加，而校對活性結果 NM522(51.33%)、

KA796(52.67%)、KA796D424A (44%)無顯著差異，可能為第二型與第三型 DNA 聚合酶之干

擾，因此設計 nick 受質以降低除了第一型 DNA 聚合酶以外的聚合酶干擾。以 NM522 測定

3’端第一個核苷酸位置 C:C 錯配之 nick 受質，C:C 錯配之 nick 受質(74%)較 C:C 錯配之 gap

受質(51.33%)顯示出較高的校對活性且有統計上的差異(p=0.008)以及較低的背景值，但仍因

C:C 結構於 3’末端位置不利於 DNA 連接酶作用，造成引子股損失增加，卻只觀察到少數的

無校對修復結果。而 3’端第四個核苷酸位置 C:C 錯誤配對之 nick 受質於 NM522 結果發現無
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校對成功結果，其可能受到 DNA 連接酶之干擾，因此後續需將受質之 5’端磷酸根去除，以

避免受質在未受到 DNA 聚合酶反應前就被黏合。實驗也觀察到 aberrant 結果，可能為受質

進行轉型作用引起 SOS 反應使 DNA polymerase I*增加，因其在複製過程中較容易插入錯誤

核苷酸造成。 

本研究顯示於 NM552 結果中當錯誤配對位於 3’端 1、2、3 個核苷酸位置時可被第一型

DNA 聚合酶校對，但校對比率呈下降趨勢(1:74%、2:64%、3:56.6%)。KA796 與 KA796D424A

之結果比對發現，無 3'→5'核酸外切酶活性菌株 KA796D424A其校對比率下降，但仍有校對成

功結果懷疑為 proofreading in trans 影響，為 KA796D424A內其他具有核酸外切酶活性蛋白與

第一型 DNA 聚合酶進行校對反應。因此，C:C 錯配且去除 5’端磷酸根之受質可使用於野生

型菌株 NM522 進行後續研究生物體內第一型 DNA 聚合酶校對錯誤配對與否於 3’端距離之

臨界點與試管試驗結果是否相符，而於 KA796 與 KA796D424A之校對活性比對則因仍無法排

除 proofreading in trans 之干擾，需後續實驗進行改善。 

 

關鍵字詞:DNA 聚合酶校對活性、第一型 DNA 聚合酶、DNA 複製忠誠性、錯誤配對、聚合

酶校對活性試驗、3'→5'核酸外切酶、細菌體內試驗。 
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Abstract 

DNA polymerase I is a high-fidelity polymerase in Escherichia coli with 3’→5’proofreading 

activity. DNA Pol I plays important roles in DNA replication and various DNA repair pathways, 

and it is crucail in maintain gene stability. 

 We had established a MALDI-TOF MS based proofreading activity analysis for DNA 

polymerase I in vitro. The results revealed that mismatch within the primer-template junction about 

1 to 4-nt from the primer 3’end provoked proofreading, mismatch at 6-nt away from the primer 

3’terminus escaped from proofreading. To date, there have been no reports of in vivo proofreading 

assay for DNA polymerase to validate the biological significance for in vitro data. Thus, this study 

aims to establish a phagemid-base substrates for in vivo Pol I proofreading assay, moreover, to 

compared the in vitro proofreading assay results.  

In this study, synthetic oligonucleotide-cloned pBluescript II SK(+) phagemid containing C:C 

marker at 5’end substrates, with a 3-nucleotide gap containing G:T or C:C mismatch, or a nick 

containing C:C mismatch. For evaluating proofreading activity of Pol I, mismatched substrates were 

transformed into E.coli wild-type strain NM522(polA WT). The assay also performed in PolI 

proofreading proficient strain KA796(polA+) and PolI proofreading deficient strain 

KA796D424A(polAexo D424A mutation). 

 First, the proofreading activity of DNA Pol I was measured by using 3-nucleotide gap 

containing G:T substrate. The proofreading activity showed no significant difference in strain 
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KA796(55.33%) and KA796D424A(49.33%), suggesting that mismatch repair system (MMR) may 

interfere the proofreading assay. To minimize MMR interference, the G:T mismatch was replaced 

by a C:C mismatch. However, the C:C mismatch gapped substrates caused high strand loss 

background in strain NM522, KA796, and KA796D424A, possibly due to the structure destabilization 

by the C:C mismatch surrounding base pairing. Moreover, no significant difference in proofreading 

activity among NM522 (51.33%), KA796 (52.67%), and KA796D424A (44%), possibly due to 

interference by DNA polymerase II and III. We then designed a nicked substrates that would reduce 

interference by Pol II and Pol III. The proofreading activity in NM522 with the gapped C:C 

substrate (51.33%) and the nicked C:C substrate (74%) showed significant difference (p=0.008). 

Moreover, the quick ligation by DNA ligase to the nicked substrates with C:C mismatch at the 

fourth nucleotide from 3’ end showed no proofreading results. Therefore, removing the 5' phosphate 

group from the substrate is solution to prevent premature ligation before proofreading reaction  

 This study demonstrates that proofreading activies of C:C errors from different positions at 

primer-template junction showed different efficiencies in the NM522, being highest 74% at 3'-end, 

64% at penultimate site, and 56.7% at 3rd position from the primer 3' end and the proofreading rate 

decreases in KA796D424A. Therefore, the C:C mismatch nicked substrates lacking the 5' phosphate 

group is suitable for in vivo studies in strain NM522 to investigate the proofreading patch of the 3' 

end, which shown a comparable results to the in vitro experiments.  
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Key word: DNA polymerase proofreading activity、DNA polymerase I、DNA replication 

fidelity、mismatch、DNA polymerase proofreading assay、3'→5' exonuclease activity、in vivo 

assay。 
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第一章 前言 

1.1 核酸複製校對活性的生物學意義 

 癌症具有不同突變表現型(Loeb, 2001)，突變率升高是惡性腫瘤發生原因之

一，錯誤配對修復系統(Mismatch repair system, MMR)的突變經常被發現於子宮內

膜癌，在人類腫瘤細胞株中發現若 DNA 複製後缺少 MMR 之檢查其修復突變率

會上升 100 倍(Parsons et al., 1993)。而最近研究發現除了 MMR 之突變，人類核酸

聚合酶 DNA polymerase epsilon 喪失校對活性之突變也存在於子宮內膜癌。人類

核酸聚合酶 DNA polymerase delta/epsilon 如果突變喪失校對活性，會造成 

Lynch symdrome，容易發生遺傳性大腸癌等癌症(Valle et al., 2014)。 

在大腸桿菌中，DNA 複製過程中鹼基配對錯誤機率約為 10-9 至 10-10，其中

校對能力提供約百倍之精準度，藉由體外試驗測試大腸桿菌中 3’端往 5’端核酸外

切酶活性缺失之第一型 DNA 聚合酶與第三型 DNA 聚合酶，發現第一型 DNA 聚

合酶合成錯誤機率提高 4 至 7 倍，第三型 DNA 聚合酶合成錯誤機率提高大於 10

倍(Pham et al., 1998)。透過無 3’端往 5’端外切酶活性 pol I I709F 突變體與野生型

pol I 之菌株比較，發現其突變率提高 40 倍(Shinkai & Loeb, 2001)。先前研究顯

示，大腸桿菌菌株 dnaQ49 ts其 pol III 缺失 3’端往 5’端外切酶活性，會增加三重

複序列之增加或減少，導致基因組的不穩定性(Bzymek et al., 1999; Saveson & 

Lovett, 1997)。 

1.2 核酸修復 

生物體的存活需要精確的基因組複製，每次鹼基複製錯誤機率約為 10-9 至

10-10，在原核生物複製系統中，主要是透過三種機制來保持來維持基因組複製的

高保真性；(1)鹼基選擇性(Base selection)，DNA 聚合酶在使用正確鹼基進行合成

的效率為錯誤鹼基的 104 至 105 倍，其原因可能為鹼基配對構型與 DNA 聚合酶催

化中心形成磷酸雙脂鍵有關；(2)聚合酶的校對活性(Proofreading activity)，DNA
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聚合酶的校對能力是透過其核酸外切酶活性，由於錯誤配對之鹼基較不穩定，容

易形成分開的單股 DNA，又再插入錯誤鹼基後下一個合成反應速率會降低導致核

酸外切酶更有機會移除配對錯誤之核苷酸；(3)錯誤配對修復系統(MMR)，在一些

MMR 失能的菌株中也發現其有較高的突變率(Echols & Goodman, 1991)。 

將帶有配對錯誤的受質送進細菌體進行修復測定，引發的反應除了核酸聚合

酶外，也有可能引起核酸配對修復系統的作用，因此對這個系統做一個介紹。 

當細胞核酸進行複製時，若 DNA 聚合酶進使用了受損的鹼基，又或是因滑

動而造成的錯誤配對，此錯誤經常由核酸配對錯誤修復系統(MMR)進行修復

(Modrich, 1991)。大腸桿菌的錯誤配對修復由 MutS 搜尋辨識錯誤配對之鹼基，接

著 MutL 會與之結合，將 MutH 召集並切割錯誤配對附近未被甲基化的 GATC 位

點使其產生 nick，之後解旋酶可將 DNA 的兩股分開，並由核酸外切酶開始水解

含錯誤鹼基之股直到經過錯配的鹼基，最後由 DNA 聚合酶重新合成被移除的

DNA 序列與 DNA 連接酶將 nick 黏合，而在大腸桿菌對 12 種可能的配對錯誤，

僅 C:C 不會修復(Modrich, 1989)。 

1.3 大腸桿菌 DNA 聚合酶 

大腸桿菌擁有五種不同的 DNA 聚合酶，按照發現的順序被命名為第一型至

第五型 DNA 聚合酶。第一型 DNA 聚合酶由 polA 基因編碼，分子量為

103KDa，是大腸桿菌中最豐富的聚合酶，每個細胞大約 400 個分子(Brutlag & 

Kornberg, 1972)。第一型 DNA 聚合酶經由枯草桿菌蛋白酶作用水解後會產生一大

一小之片段，一是靠近於多胜肽鍊之 C 端的 68 KDa 大片段，被稱為 Klenow 

fragment，另為 N 端之 35 KDa 小片段，而其中 Klenow fragment 同時具有 3’端往

5’端之外切酶活性以及 5’端往 3’端之聚合酶活性，而 N 段之小片段則具有 5’端往

3’端之外切酶活性(Joyce & Grindley, 1983)。第一型 DNA 聚合酶共同參與了 DNA

的複製與修復，其 5’端往 3’端之聚合酶活性負責在 DNA 複製過程中延遲股的合

成，其也參與了核苷酸移除修復時所產生的空隙填補(gap filling)。而其 3’端往 5’
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端之外切酶為在 DNA 複製過程中的校對活性，將錯誤配對的核苷酸移除以保持

DNA 複製的保真性，其 5’端往 3’端之聚合酶則能夠清除在延遲股上的引子以及

在 DNA 受損時的 nick translation(Friedberg, 2003)。第二型 DNA 聚合酶為 polB 基

因編碼，具有 3’端往 5’端之外切酶，為高保真性 DNA 聚合酶(Cai et al., 1995)，

參與 DNA 損傷的修復，如因紫外線引起之損傷，且在 DNA 複製叉可補救當第三

型 DNA 聚合酶在複製過程中停滯現象，也能與第四型 DNA 聚合酶競爭 DNA 3’

末端，以防止其進行 error-prone repair(Banach-Orlowska et al., 2005)。第三型 DNA

聚合酶為多聚合體，α-subunit 具有 5’端往 3’端之聚合酶活性，ε- subunit 具有 3’

端往 5’端之外切酶活性，主要負責 DNA 的複製(Nusslein et al., 1971)。第四型及

第五型 DNA 聚合酶由於缺乏校對活性，被認為是低保真度 DNA 聚合酶

(Goodman, 2002)，主要參與 translesion synthesis(Napolitano et al., 2000; Wagner et 

al., 2002)。 

 第一型 DNA 聚合酶在進行 DNA 複製主要由 Klenow fragment 進行，其有一

大一小兩個結構，較大的有 400 個胺基酸，主要由 alpha-helix 構成像是手的結

構，其包含拇指(thumb)、手指(fingers)及手掌(palm)三個部分(Garcia-Diaz & 

Kunkel, 2006)(附錄一)，以及較小的 200 胺基酸，外圍由 alpha-helix 構成，中心

由 beta-sheet 構成(Ollis et al., 1985)。 

 DNA 聚合酶是維持基因遺傳的重要核心元素，因此其中酵素活性中心位點一

直是具有高度保守性的，透過聚合酶活性位點之序列將其兩大家族其中之一為大

腸桿菌第一型 DNA 聚合酶之(pol I 家族，A 家族)(Delarue et al., 1990)，及人類

DNA 聚合酶 α(pol α 家族，B 家族)。許多 DNA 聚合酶之分子結構已被解析

(Brautigam & Steitz, 1998)，都具有部分相似之共同結構，就是聚合酶之拇指、手

指及手掌，正如同 Klenow fragment，雖然在拇指、手指及手掌序列及結構可能稍

有不同，但其普遍都包含了兩個天門冬胺酸殘基，負責與核苷酸及兩價金屬離子

結合來進行核酸合成反應(Brautigam & Steitz, 1998; Steitz & Steitz, 1993)。 
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 經由 DNA 聚合酶與 DNA 之二元結構，DNA 聚合酶、核苷酸及 DNA 之三元

結構比對(Doublie et al., 1999; Li et al., 1998; Pelletier et al., 1994)，第一型 DNA 聚

合酶剛開始合成時會先與 DNA 雙股結合，導致其拇指在 DNA 周圍閉合像是抓住

DNA，接著核苷酸在與此二元結構結合，誘導手指結構改變，使其往酵素活性中

心移動進行聚合反應(Doublie et al., 1998; Huang et al., 1998; Pelletier et al., 1994)。

而在複製過程中，若 DNA 聚合酶使用錯誤之核苷酸將其合成至 DNA 上時，因末

端錯誤配對之結構不穩定，使其末端四對核苷酸分開(Cowart et al., 1989)，引子股

接著會落入 3’端往 5’端之外切酶活性區域，移除錯誤配對之核苷酸(Brutlag & 

Kornberg, 1972)，接著引子股會重回 5’端往 3’端之聚合酶活性中心繼續進行 DNA

合成(附錄三)。DNA 聚合酶合成上正確配對之核苷酸比錯誤配對的效率高出 102

至 103 倍(Patel et al., 1991)，在合成上錯誤的核苷酸後，合成速率會大幅降低，而

使 DNA 聚合酶之 3’端往 5’端之外切酶更有機會去除錯誤的核苷酸而此種透過核

酸外切酶校對提高了 DNA 聚合酶在進行複製的保真度(Donlin et al., 1991)。 

1.4 研究動機 

由於 DNA 聚合酶是維持基因遺傳的重要核心元素，在不同生物體中的 DNA

聚合酶機制仍是許多研究探討的主題(Dorawa et al., 2022; Zhou et al., 2021)，在許

多突變表型研究顯示，DNA 聚合酶的校對活性於基因體穩定性有關鍵作用，但對

於 DNA 聚合酶之保真性之機制仍較少，透過 polA 突變的大腸桿菌發現其突變率

為野生型大腸桿菌之 10 倍(Agemizu et al., 1999; Coukell & Yanofsky, 1970; Fix et 

al., 1987)，目前仍未有任何研究透過生物體內進行 DNA 聚合酶之校對能力試

驗，由於第一型 DNA 聚合酶為大腸桿菌體內最多的聚合酶，應能較好測試其在

大腸桿菌內校對活性。 

先前實驗室透過 MALDI-TOF MS 的聚合酶校對活性試驗來研究第一型 DNA

聚合酶對於核苷酸錯配之校正能力，設計由引子股與模板股配對後會在距離 3’之

末段 1 至 9 個核苷酸位置之錯誤配對與 Klenow fragment 及核苷酸進行反應，結
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果顯示當錯誤配對發生距離 3’端 1 至 4 個核苷酸位置時可被 Klenow fragment 校

對，再插入正確之 ddNTP，而發生距離 3’端超過 6 個核苷酸位置時則無法被校對

直接合上後續正確之 ddNTP(Chang et al., 2020)(附錄三)，這些可解釋當錯誤配對

超過 Klenow fragment 所能辨識之區域，因無直接接觸而逃脫校對，但目前僅此

於體外試驗之結果。 

因此本研究想延續之前結果，設計一含有錯誤配對之質體，將其送入大腸桿

菌體內以觀察其 DNA 校對活性，先前本實驗室所設計之質體使用，首先 C:C 之

錯誤配對不會被大腸桿菌內已知任何 DNA 修復系統處理(Modrich, 1987)，因此實

驗室先前就以 C:C 標誌作為 DNA 是否有其中一股的遺失(Su et al., 2018)。透過設

計距離 3’之末段 1 至 9 個核苷酸位置之 C:C 錯誤配對，防止 MMR 之干擾，且有

一個 nick 之質體，防止除第一型聚合酶之其他 DNA 聚合酶干擾，建立活體內試

驗的方法，利用菌株 NM522(polA WT)進行校對活性的評估，同時也以大腸桿菌

KA796(polA+)及無 3'→5'核酸外切酶活性菌株 KA796D424A (polAexo D424A 

mutation)比對校對活性，並與先前 MALDI-TOF MS 的聚合酶校對活性試驗比

較，實現 DNA 聚合酶校對能力體外與體內試驗結果之比對。 
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第二章 材料與方法 

2.1 菌株 

本研究中所使用之菌種為大腸桿菌 Escherichia coli，其菌株如下: 

菌株 特徵 來源 

NM522 (Δ(lac-proAB), proAB+, lacIqlacZΔM15, supE 

thiΔ(hsdMS-mcrB)5)，DNA 聚合酶功能正常之大

腸桿菌，為建構受質及體外校對活性試驗所用。 

 

KA796 (Δ(lac proB)thi, polA+::Tn9(camR))為 KA796D424A之

isogenic polA+野生株大腸桿菌，具有

chloramphenicol 抗藥性基因，用於體外校對活性

試驗。 

Dr. Laurent 

Jannière 提供 

KA796D424A (Δ(lac proB)thi, polA-Exo(D424A)::Tn9(camR))為

polA exo 基因突變之大腸桿菌，其 DNA 第一型聚

合酶中的 3’-5’核酸外切酶失去活性，具有

chloramphenicol 抗藥性基因，用於體外校對活性

試驗。 

Dr. Laurent 

Jannière 提供 

2009 年 Makiela-Dzbenska 的文章所描述，KA796 菌株是將染色體上的 polA+置換

成 cat-containing polA+ 或 polAexo D424A mutation，因此兩種菌株為 isogenic 

strain(Makiela-Dzbenska et al., 2009)。 

2.2 載體 

 pBluescript II SK(+)(pBSK)為 phagemid 載體，全部含 2961 個鹼基配對，具

lacZα基因，能夠表現出 β-半乳糖苷酶 α 片段(αfragment of β- galactosidase)，且可

藉由 α-complementation 挑出建構之質體，具有多基因選殖限制酶切位(multiple 

cloning site, MCS)，且帶有 AmpR 為 ampicillin 抗藥基因。另外，pBSK 上還具有
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f1 ori，可藉由 helper phage M13KO7 噬菌體以 rolling circle replication 方式產生單

股 DNA。 

2.3 酵素 

本實驗所使用之酵素皆採購自 New England Biolabs 

本研究所使用之酵素 

1. 限制酶酵素: 

AflII, 20U/µL 

ApaI, 50U/µL 

BsaHI, 10U/µL 

BstXI, 10U/µL 

NcoI, 20U/µL 

PstI, 20U/µL 

SacII, 20U/µL 

XhoI, 20U/µL 

2. 其他酵素 

Quick CIP, 5U/µL 

RecBCD, 10U/µL 

T4 ligase, 400U/µL 

2.4 人工合成寡核苷酸 

1. AflII oligo 

AflII-f 5’TCGACCTCAGCTTAAGTCGAGAATTCCAGCT 3’ 

AflII-r 3’----GGAGCTGAATTCAGCTCTTAAGG---- 5’ 

2. XhoI oligo 

XhoI-f 5’TCGACCTCGAGTTAAGTCGAGAATTCCAGCT 3’ 

XhoI-r 3’----GGAGCTCAATTCAGCTCTTAAGG---- 5   
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3. MM0 oligo 

MM0-f 5’AATTTCTAGACCACTGCAGTGGC---- 3’ 

MM0-r 3’----AGATCTGGTGACGTCACCGTTAA 5 

4. MM1 oligo 

MM1-f 5’AATTTCTAGACCACTGCGGTGGC---- 3’ 

MM1-r 3’----AGATCTGGTGACGCCACCGTTAA 5’ 

5. Sm1-9-t oligo 

Sm1-9-t-f 5’AATTTCTAGACCACTGCAGTGGTGGC---- 3’ 

Sm1-9-t-r 3’----AGATCTGGTGACGTCACCACCGTTAA 5’ 

6. P0 oligo 

P0-f 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGGGTACCAGCT 3’ 

P0-r 3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCCCCCATGG---- 3’ 

7. P1 oligo 

P1-f 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGCCATGGAGCT 3’ 

P1-r 3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCCCGGTACC---- 5’ 

8. T0 oligo 

T0-f 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGCCCGTACCAGCT 3’ 

T0-r 3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGGGCATGG---- 5 

9. T1 oligo 

T1-f 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGCCCCATGGAGCT 3’ 

T1-r 3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGGGGTACC---- 5 

10. S1 oligo 

S1-f 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGCATGGAGCT 3’ 

S1-r 3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGTACC---- 5’ 

11. P3 oligo 
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P3-f 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGCGCCATGGAGCT 3’ 

P3-r 3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCGCGGTACC---- 5 

12. P4 oligo 

P4-f 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGCGGGGTACCAGCT 3’ 

P4-r 3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCGCCCCATGG---- 5 

13. S0 oligo 

S0-f 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGGTACCAGCT 3’ 

S0-r 3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCCATGG---- 5’ 

14. S2 oligo 

S2-f 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGCCATGGAGCT 3’ 

S2-r 3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCGGTACC---- 5’ 

2.5 建構 primer strand DNA 

使用 100U KpnI 及 100U SacI 將 20µg pBSK 上大部分多基因選殖限制酶切位

(multiple cloning site, MCS)移除，並插入帶有 AflII 及個別有特定酵素切位之人工

寡核苷酸，成功插入質體為 in-frame 但會出現 stop codon，菌落經由 α-

complementation 挑選白色菌落。挑出單一菌落，以 alkaline lysis 方法抽出質體，

確認有 AflII、BsaHI 及個別人工寡核苷酸上的酵素切位後，質體由定序確認序列

無誤，完成錯誤配對受質的 primer 雙股 DNA 之建構。 

2.6 建構 template strand DNA 

使用 100U KpnI 及 100U SacI 將 20µg pBSK 上大部分多基因選殖限制酶切位

(multiple cloning site, MCS)移除，並插入帶有 PstI 及個別有特定酵素切位之人工

寡核苷酸，成功插入質體為 in-frame 但會出現 stop codon，菌落經由 α-

complementation 挑選白色菌落。挑出單一菌落，以 alkaline lysis 方法抽出質體，

確認有 PstI、BsaHI 及個別人工寡核苷酸上的酵素切位後，質體由定序確認序列

無誤，完成錯誤配對受質的 template 雙股 DNA 之建構。 
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2.7 大量製備雙股 primer strand DNA 

將帶有 AflII(+)之 primer strand DNA 質體之菌落培養於 3mL 含有 150µg/mL 

ampicillin 的 2XTY medium，於培養箱 160rpm 37oC overnight。第二天，將菌液以

1:50 之比例放大於 50mL 含有 150µg/mL ampicillin 的 2XTY medium 於培養箱

160rpm 37oC overnight。第三天，將菌液以 1:40 比例放大於 500mL 含有

150µg/mL ampicillin 的 2XTY medium 於培養箱 160rpm 37oC 培養至吸光值 OD590

大於 1，將菌液轉移至 JA10 的離心瓶，於 4oC 離心 18 分鐘(7025xg, JA10, 

Beckman)後除去上清液，加入 9.4mL solution I (10mM EDTA, 25mM Tris-HCl 

pH8.0, 50mM glucose)使沉澱細菌懸浮，加入 2.5mL 25mg/mL lysozyme 在室溫作

用 10 分鐘使細菌細胞壁破損，再加入 25mL solution II (10 %SDS, 0.2N NaOH)置

於冰上以玻璃棒輕微攪拌置菌液變化為透明且黏稠狀，再加入 18.75mL solution 

III (11% acetic acid, 3M KOAc)混合均勻以中和酸鹼值與使蛋白變性，於 4oC 離心 

30 分鐘(7025xg, JA10, Beckman)。接著以紗布過濾上清液，由量筒計算體積加入

體積 0.6 倍的異丙醇(Isopropanol)與上清液混合均勻，在室溫沉澱 10 分鐘後，於

25oC 離心 30 分鐘(7025xg, JA10, Beckman)。去除上清液後，沉澱物以 3 至 5mL 

70%酒精清洗，待酒精揮發，以 3mL TE 回溶沉澱物，750µL 沖洗離心瓶吸取可

能殘餘之核酸。將回溶液體轉移至 JA20 離心管與 1mL 12.5M LiCl 混合均勻，於-

20oC 靜置沉澱 30 分鐘，於 4oC 離心 30 分鐘(8198xg, JA25.5, Beckman)去除大片

段 RNA。將上清液轉移至新的 JA20 離心管，加入體積 0.1 倍的 3M NaOAc 與體

積 2 倍的 100%酒精混合均勻，於-20oC 靜置沉澱 30 分鐘，於 4oC 離心 30 分鐘

(8198xg, JA25.5, Beckman)沉澱核酸。去除上清液後，將沉澱物以 1mL 70%酒精

清洗，等待酒精揮發以 2mL TE 回溶沉澱物，1mL 沖洗離心管吸取可能殘餘之核

酸。回溶液體轉移至 15mL 離心管，加入 10µL 10mg/mL RNase 在 37oC 作用兩小

時水解小片段 RNA，接著以等體積 phenol 將 RNase 與蛋白質移除，收集水層液

體轉移至 JA20 離心管，加入體積 0.1 倍的 3M NaOAc 與體積 2 倍的 100%酒精混
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合均勻，於-20oC 靜置沉澱 30 分鐘，於 4oC 離心 30 分鐘(8198xg, JA25.5, 

Beckman)沉澱核酸。去除上清液後，沉澱物以 1mL 70%酒精清洗，等待酒精揮發

以 1mL TE 回溶沉澱物，0.5mL 沖洗離心管吸取可能殘餘之核酸。將回溶核酸液

體放入透析袋，在 4oC 的 TE 溶液中進行透析以降低鹽類離子濃度，過程中於 3

小時、overnight、6 小時更換 TE 溶液。將經過純化的雙股 DNA 進行適當的稀

釋，使用石英比色管於分光光度計偵測 OD230、OD260、OD280 之吸光值分析 DNA

品質，最後由 agarose 電泳確認 DNA 濃度。 

2.8 製備單股環狀 template strand DNA 

將帶有 PstI(+)之 template strand DNA 質體之菌落培養於 3mL 含有 150µg/mL 

ampicillin 的 2XTY medium，於培養箱 160rpm 37oC overnight。第二天，將菌液以

1:50 之比例放大於 50mL 含有 150µg/mL ampicillin 的 2XTY medium 於培養箱

160rpm 37oC 培養至吸光值 OD590 於 0.3 至 0.4，取出 30mL 菌液加入 MOI 為 10

之 M13KO7 噬菌體於 37oC 水浴進行感染 30 分鐘，與 600mL 含有 5mM MgCl2 之

1% 2XTY soft agar 混合均勻，倒入培養皿中等待凝固，約為 20 盤的製作，將所

有培養皿倒置於培養箱 37oC overnight。隔日將所有 soft agar 刮除與 1200mL 含有

5mM MgCl2 的 2XTY medium 混合均勻，收集至塑膠錐形瓶，於培養箱 160rpm 

37oC 搖動三小時，加入 400µL chloroform 再搖動 5 分鐘殺死細菌讓噬菌體釋出，

將所有培養液以紗布過濾去除大部分 agar 雜質並轉移至 JA10 離心瓶於 4oC 離心 

30 分鐘(7025xg, JA10, Beckman)，將上清液轉移至新的 JA10 離心瓶於 4oC 離心 

30 分鐘(7025xg, JA10, Beckman)，接著以紗布過濾雜質至塑膠燒杯計算體積。以

每 300mL 加入 17.5g PEG6000 與 l0.3gNaCl 的比例於室溫攪拌至全部溶解，再於

室溫攪拌 30 分鐘。將溶液收集至 JA10 離心瓶於室溫沉澱 10 分鐘後，於 4oC 離

心 30 分鐘(7025xg, JA10, Beckman)去除上清。沉澱物以 TE 回溶完全後轉移至

JA20 離心管，於 4oC 離心 10 分鐘(8198xg, JA25.5, Beckman)。將上清液轉移至

50mL 離心管，沉澱物再以 1mL TE 回溶，再於 4oC 離心 5 分鐘(8198xg, JA25.5, 
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Beckman)，將上清液轉移至 50mL 離心管，加入 10µL 10mg/mL RNase 在 37oC 作

用兩小時水解 RNA，加入 phenol 打破噬菌體及將蛋白移除，再加入

phenol/chloroform 萃取單股 DNA，再加入 butanol 移除 phenol、chloroform 及縮小

體積至 2mL，將水層收集至透析袋，在 4oC 的 TE 溶液中進行透析以降低鹽類離

子濃度與移除 butanol，過程中於 3 小時、overnight、6 小時更換 TE 溶液。純化

出的單股 DNA 經過適當稀釋，以石英比色管於分光光度計偵測 OD230、OD260、

OD280 之吸光值分析 DNA 品質，最後由 agarose 電泳確認 DNA 濃度。 

2.9 含有錯誤配對之受質的製備 

首先使用 500U 酵素將 500µg primer strand DNA 於 37oC 作用 2 小時透過電

泳確認完全水解成線狀 DNA，再以 4U Quick CIP alkaline phosphatase 作用 15 分

鐘將 DNA 5’端 phosphate 移除，透過 phenol 萃取移除蛋白，再以酒精沉澱

DNA，離心取得 DNA 沉澱物並以 TE 回溶，接著在 4oC 的 TE 溶液中進行透析以

降低鹽類離子濃度。將線狀 primer strand DNA 移至 15mL 離心管，使用分子數

1:1 之比例將線狀雙股 primer strand DNA 和單股 template strand DNA 於 50mM 

Tris-HCl pH7.6, 10mM NaCl 的環境進行雜交， 加入 0.03 倍體積之 10N NaOH 於

室溫作用 5 分鐘，使所有線狀雙股 DNA 變性為單股狀態，接著陸續加入 0.1 倍體

積之 2.9N HOAC、0.145 倍體積之 3M KCl 和 0.124 倍體積之 1M 磷酸鹽溶液

(Kpi) pH7.6，使 pH 回到中性讓單股 primer strand DNA 與單股 template strand 雜

交，於 65oC 水浴作用 30 分鐘，37oC 水浴作用 30 分鐘，使錯誤配對之核酸可重

新黏合，以電泳確認 nick DNA、linear 雙股 DNA 及單股 DNA 比例。透過

hydroxyapatite 層析法將剩餘單股 DNA 移除，以 0.13M, 0.14M, 0.15M, 0.16M 濃

度梯度之磷酸鹽溶液(Kpi)將單股 DNA 沖出，最後再以 0.4M Kpi 將所有 nick 

DNA 與 linear 雙股 DNA 沖出，透過電泳確認將含有雙股 DNA 之溶液收集，在

4oC 的 TE 溶液中進行透析以降低磷酸鹽類濃度，使用石英比色管於分光光度計

偵測 OD230、OD260、OD280 之吸光值分析 DNA 品質。接著以每 1µg 雙股線狀
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DNA 加入 1U RecBCD 於 1x NEB buffer4(50mM potassium acetate, 20mM Tris-

acetate, 10mM magnesium acetate, 1mM DTT, pH7.9 at 25oC)、2mM ATP、37oC 反

應 2 小時，透過電泳確認雙股線狀 DNA 已被完全水解，經由 phenol 將 RecBCD

移除，使用 butanol 縮體積至 2.5 至 3mL，在 4oC 的 TE 溶液中進行透析以移除

butanol，過程中於 3 小時、overnight、6 小時更換 TE 溶液(表二) (附錄四)。 

2.10 細菌體內聚合酶校對活性試驗 

將 50 至 100ng 受質透過轉型作用分別送入大腸桿菌 NM522(polA WT)、

KA796(polA+)及 KA796D424A(polAexo D424A mutation)，接種在含濃度 150µg/mL 

ampicillin 之 2XTY 固態培養基，在 37oC 下培養 overnight，有轉型成功之細菌才

能於含有 ampicillin 環境下生長，挑選超過 50 個菌落以 alkaline lysis 方法將質體

抽出，再使用 AflII、PstI、BsaHI 與錯誤配對位點限制酶酵素進行 50 個反應分

析、限制沒反應需加入兩種酵素。第一種酵素 BsaHI 將質體作用成線狀 DNA，

第二種加入 AflII、PstI 或特定限制酶酵素進行反應，反應結束後加入 DNA 

loading dye 終止酵素反應，接著以 agarose 電泳確認 DNA 片段。當反應結果 AflII

及 PstI 皆為部分水解，表示其位於 5’上游 C:C 標誌未經由其他修復系統作用。當

以錯誤配對位點之限制酶進行反應時，其 DNA 切割片段有兩種可能的情形，若

錯誤配對位點之限制酶切位為完全水解的形式，表示為配對錯誤之 DNA 序列被

校對修復還原限制酶切位序列；無法水解表示其錯誤配對未被修復而失去限制酶

切位序列，若其為部分水解，表示發生 strand loss 的情形，若結果 AflII 被完全水

解則表示 template strand 喪失，PstI 被完全水解則表示 primer strand 喪失。 
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第三章 結果 

3.1 pBSK 質體製備 

以 NM522 作為載體透過轉型作用將 pBSK 送入並且養殖至少 500mL 之菌

液，之後以 alkaline lysis 方法將質體 DNA 抽出，透過分光光度計測量 DNA 濃度

與品質，260/230 需大於 2、260/280 須為 1.8~1.9。完成濃度與品質測量後，將

DNA 稀釋至 100ng，單獨使用 BsaHI 進行水解後的 DNA 片段大小約為 2.9Kb，

與 pBSK control 相同大小，再以 XhoI 與 BsaHI 進行水解後確認產物分別約為

1.8Kb 以及 1.1Kb 之片段 (圖一)。 

3.2 Primer strand DNA 建構與製備 

使用 100U KpnI 及 SacI 將 20µg pBSK DNA 水解，以電泳確認完全水解後(圖

二 A)，個別插入人工合成寡核苷酸(圖二 B)，以轉型作用將質體送入 NM522

中，以 α-complementation 挑選白色菌落，再經由 alkaline lysis 方法將 DNA 抽

出，使用 AflII 及 BsaHI 初步確認是否有接上人工合成寡核苷酸(圖二 C)，並將

DNA 送至定序確認序列無誤，再製備大量質體，以分光光度計測量 DNA 濃度與

品質，取出 100ng DNA 並以電泳確認濃度與 AflII 及 BsaHI 酵素切位(圖三 A)，

以相同方法完成數種 primer strand DNA 列舉如表一所示。 

3.3 Template strand DNA 建構與製備 

 使用 100U KpnI 及 SacI 將 20µg pBSK DNA 水解，以電泳確認完全水解後(圖

二 A)，個別插入 S2 之人工合成寡核苷酸(圖二 B)，以轉型作用將質體送入

NM522 中，以 α-complementation 挑選白色菌落，再經由 alkaline lysis 方法將

DNA 抽出，使用 PstI 及 BsaHI 初步確認是否有接上人工合成寡核苷酸(圖二 C)，

並將 DNA 送至定序確認序列無誤。之後以 helper phage M13KO7 製備成單股環狀

DNA，透過分光光度計測量 DNA 濃度與品質，並以 agarose 電泳確認濃度(圖三

B)，以相同方法完成數種 template strand DNA 詳列如表一所示。 
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3.4 具錯誤配對之受質製備 

位於 3’端倒數第三個位置為 C:C 的錯誤配對的 nick DNA 受質(nCC3)是以 2U 

NcoI 與 1µg DNA 的比例，將 400µg P3 DNA 於 37oC 作用 2 小時(圖四 A)，使用

電泳確認完全水解成雙股線狀 DNA(圖四 B)，之後以分子數比例 1:1 將雙股線狀

P2 DNA 與單股環狀 S2 DNA 進行雜交產生 nick DNA(圖四 C)，經電泳確認反應

後產生 nick DNA、雙股線狀 DNA、單股 DNA(圖四 D)。使用氫氧磷石灰層析

法，將所有 DNA 捕捉至氫氧磷石灰上，接著透過由低濃度 0.13M Kpi 至高濃度

0.16M Kpi 依序將單股 DNA 沖出與雙股 DNA 分離，然後以 0.4M Kpi 將雙股

DNA 全數沖出(圖四 E)，以電泳確認含有雙股 DNA 之溶液(圖四 F)，然後收集並

進行透析，後續由 nanodrop 與電泳測量品質及定量濃度，以適量 RecBCD 將雙股

線狀 DNA 水解(圖四 G)，最後再以電泳確認受質濃度(圖四 H)。後續使用相同方

法完成其餘錯誤配對之受質。 

3.5 細菌體內聚合酶校對試驗 

當錯誤配對之受質進入個別大腸桿菌之勝任細胞體內可能出現以下結果。 

1. 當未於 3’端特定位置之錯誤配對經由細菌體內校對修復後，限制酶切位序列

被還原或破壞而出現完全水解或完全不水解。而 5’端上游之 C:C 標誌為

strand loss 之 marker 應落於修復區域外而被保留，因而在複製之後產生一半

配對為 C:G 以及一半配對為 G:C，故經由 C:C 標誌之限制酶作用後產生

2.9Kb、1.8Kb、1.1Kb。 

2. 當未於 3’端特定位置之錯誤配對沒有經過細菌體內修復，錯誤配對個別保

留，之後形成一半以錯誤鹼基之股進行複製，一半以正確鹼基之股進行複

製，限制酶切位序列錯誤及正確各佔一半，因此出現 2.9Kb、1.8Kb、1.1Kb

之三個片段。而上游之 C:C 標誌應落於修復區域外而被保留，故經由 C:C 標

誌之限制酶作用後產生 2.8Kb、1.8Kb、1.1Kb 之三個片段。 
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3. 當 5’端上游 C:C 標誌因其他原因導致遺失，會出現完全為 C:G 之配對或 G:C

完全之配對，因此以限制酶進行反應會出現其中之一為完全不水解，另一完

全水解之結果。 

3.6 含有 gap 受質於細菌體內轉型作用效率 

MM0 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 3 個核苷酸的 gap 且無錯誤配對之

gap DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 KA796(polA+)及 KA796D424A 

(polAexo D424A mutation)之勝任細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、XhoI 或 PstI 兩種

酵素進行反應以分析結果。MM0(2927bps)，以 BsaHI(2549)與 AflII(679)、

XhoI(674)、PstI(707)進行反應。如圖五所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在

細菌體內發生 3 個核苷酸的 gap 填補，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 XhoI 為部分

水解，PstI 為完全水解。若發生 primer strand loss，則會出現 AflII 切位序列遺失

但 XhoI 仍保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 XhoI/BsaHI 與

PstI/BsaHI 雙水解都為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生 template strand loss 則會

出現 XhoI 切位序列遺失但 AflII 仍保留，結果為 XhoI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之

片段，而 AflIII/BsaHI 與 PstI/BsaHI 雙水解都為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 菌

落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss 的

情形，並且計算平均值與標準差。首先以大腸桿菌 KA796 測試含有三個核苷酸

gap 的 MM0 受質，如表三所示，結果為 65.3%為成功進行 gap filling，其背景值

包含 13.3%為 primer strand loss、8.6%為 template strand loss 及 12.6%為

aberration。如表四所示，以 KA796D424A測試 MM0 受質中，50.6%為成功進行 gap 

filling，背景值包含 24.6%為 primer strand loss、18%為 template strand loss 及 6.6%

為 aberration。 

3.7 含有 G:T 錯誤配對之 gap 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 
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MM1 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 3 個核苷酸的 gap 且倒數第一個核

苷酸位置為 G:T 錯誤配對之 gap DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌

KA796(polA+)及 KA796D424A (polAexo D424A mutation)之勝任細胞。經由 BsaHI 搭

配 AflII、XhoI 或 PstI 兩種酵素進行反應以分析結果。MM1(2927bps)，以

BsaHI(2549)與 AflII(679)、XhoI(674)、PstI(707)進行反應。如圖六所示，經過

agarose 電泳結果，若受質在細菌體內成功將 G:T 錯配校對也將 3 個核苷酸的 gap

填補，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 XhoI 為部分水解，PstI 為完全水解，若受質

在細菌體內未將 G:T 錯配校對就將 3 個核苷酸的 gap 填補，則當作為 C:C 標誌的

AflII 與 XhoI 為部分水解，PstI 之結果也為部分水解。若發生 primer strand loss，

則會出現 AflII 切位序列遺失但 XhoI 仍保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水解只有

2.9Kb 之片段，而 XhoI/BsaHI 與 PstI/BsaHI 雙水解都為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片

段。若發生 template strand loss 則會出現 XhoI 切位序列遺失但 AflII 仍保留，結

果為 XhoI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 與 PstI/BsaHI 雙水解

都為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 個

菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss

的情形，並且計算平均值與標準差。首先以大腸桿菌 KA796 測試含有 G:T 錯誤

配對之三個核苷酸 gap 的 MM1 受質，如表五所示，結果為 55.3%的錯誤配對被

成功校對修復，13.3%無進行修復，其背景值包含 14%為 primer strand loss、

17.3%為 template strand loss。如表六所示，以 KA796D424A測試 MM1 受質，有

49.3%的錯誤配對被校對修復，30%無進行修復，背景值包含 10%為 primer strand 

loss、10.6%為 template strand loss。 

3.8 含有 C:C 錯誤配對之 gap 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 

CC1 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 3 個核苷酸的 gap 且倒數第一個核苷

酸位置為 C:C 錯誤配對之 gap DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌
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NM522(polA+ WT)、KA796(polA+)及 KA796D424A (polAexo D424A mutation)之勝任

細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、PstI 或 ApaI 兩種酵素進行反應以分析結果。

CC1(2890bps)，以 BsaHI(2512)與 AflII(664)、PstI(663)、ApaI(681)進行反應。如

圖七所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在細菌體內成功將 C:C 錯配校對也將 3

個核苷酸的 gap 填補，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，ApaI 為完

全水解，若受質在細菌體內未將 C:C 錯配校對就將 3 個核苷酸的 gap 填補，則當

作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，ApaI 之結果也為部分水解。若發生

primer strand loss，則會出現 AflII 切位序列遺失但 PstI 仍保留，結果為

AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 PstI/BsaHI 與 ApaI/BsaHI 雙水解都為

1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生 template strand loss 則會出現 PstI 切位序列遺失

但 AflII 仍保留，結果為 PstI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 與

ApaI/BsaHI 雙水解都為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 個

菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss

的情形，並且計算平均值與標準差。首先以大腸桿菌 NM522 測試含有 C:C 錯誤

配對之三個核苷酸 gap 的 CC1 受質，如表七所示，結果為 51.3%的錯誤配對被成

功校對修復，1.3%無進行修復，其背景值包含 32.6%為 primer strand loss、14.6%

為 template strand loss。如表八所示，以 KA796 測試 CC1 受質，52.6%的錯誤配

對被成功校對修復，未觀察到無修復結果，其背景值包含 24.6%為 primer strand 

loss、22.6%為 template strand loss。如表九所示，以 KA796D424A測試 CC1 受質，

有 44%的錯誤配對被校對修復，未觀察到無修復結果，背景值包含 26%為 primer 

strand loss、30%為 template strand loss。 

3.9 含有 nick 受質於細菌體內轉型作用效率 

nCC0 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 nick 且無錯誤配對之 nick DNA，

以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 NM522(polA+ WT)。經由 BsaHI 搭配 AflII、
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PstI 兩種酵素進行反應以分析結果。nCC0(2890bps)，以 BsaHI(2512)與 AflII(664)

及 PstI(663)進行反應。如圖八所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在細菌體內

成功將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解。若發生 primer 

strand loss，則會出現 AflII 切位序列遺失但 PstI 仍保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水

解只有 2.9Kb 之片段，而 PstI/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生

template strand loss 則會出現 PstI 切位序列遺失但 AflII 仍保留，結果為 PstI/BsaHI

雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 個

菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss

的情形，並且計算平均值與標準差。如表十所示，以大腸桿菌 NM522 測試含有

nick 的 nCC0 受質，結果為 65.3%成功黏合 nick，其背景值包含 22%為 primer 

strand loss、12.6%為 template strand loss。 

3.10 含有 C:C 錯誤配對之 nick 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 

nCC1 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 nick 且於倒數第一個核苷酸位置為

C:C 錯誤配對之 nick DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 NM522(polA+ WT)

及 KA796D424A (polAexo D424A mutation)之勝任細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、PstI

或 NcoI 兩種酵素進行反應以分析結果。nCC1(2890bps)，以 BsaHI(2512)與

AflII(664)、PstI(663)及 NcoI(679)進行反應。如圖九 A 所示，經過 agarose 電泳結

果，若受質在細菌體內成功將 C:C 錯配校對也將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌

的 AflII 與 PstI 為部分水解，NcoI 為不水解，若受質在細菌體內未將 C:C 錯配校

對就將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，NcoI 之結果也

為部分水解。若發生 primer strand loss，則會出現 AflII 但 PstI 仍保留，結果為

AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 PstI/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之

兩片段。若發生 template strand loss 則會出現 PstI 切位序列遺失但 AflII 仍保留，



doi:10.6342/NTU202303613
20 

結果為 PstI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與

1.1Kb 之兩片段。 

每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 個

菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss

的情形，並且計算平均值與標準差。以大腸桿菌 NM522 測試含有 nick 的 nCC1

受質，如表十一所示，結果為 74%的錯誤配對被成功校對修復，2%無進行修復，

其背景值包含 16%為 primer strand loss、8%為 template strand loss。如表十二所

示，以 KA796D424A測試 nCC1 受質，有 64%的錯誤配對被校對修復，未觀察到無

修復結果，背景值包含 16%為 primer strand loss、20%為 template strand loss。 

nCC3 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 nick 且於倒數第三個核苷酸位置為

C:C 錯誤配對之 nick DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 NM522(polA+ WT)

及 KA796D424A (polAexo D424A mutation)之勝任細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、PstI

兩種酵素進行反應以分析結果。nCC3(2890bps)，以 BsaHI(2512)與 AflII(664)、

PstI(663)進行反應。如圖九 B 所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在細菌體內

成功將 C:C 錯配校對也將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水

解，BsaHI 為只有 2.9Kb 之片段，若受質在細菌體內未將 C:C 錯配校對就將 nick

黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，BsaHI 之結果為產生

2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 片段。若發生 primer strand loss，則會出現 AflII 但 PstI 仍

保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 PstI/BsaHI 雙水解為

1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生 template strand loss 則會出現 PstI 切位序列遺失

但 AflII 仍保留，結果為 PstI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 雙

水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

 每個 DNA 受質皆會進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取超過 50 個

菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及 strand loss

的情形，並且計算平均值與標準差。以大腸桿菌 NM522 測試含有 nick 的 nCC3
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受質，如表十三所示，結果為 56.6%的錯誤配對被成功校對修復，8%無進行修

復，其背景值包含 18%為 primer strand loss、17.3%為 template strand loss。如表十

四所示，以 KA796D424A測試 nCC3 受質，有 27.3%的錯誤配對被校對修復，

19.3%無進行修復，背景值包含 27.3%為 primer strand loss、22.6%為 template 

strand loss 及 3.3%為 aberration。 

nCC4 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 nick 且於倒數第四個核苷酸位置為

C:C 錯誤配對之 nick DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 NM522(polA+ WT)

勝任細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、PstI 及 SacII 兩種酵素進行反應以分析結果。

nCC4(2890bps)，以 BsaHI(2512)與 AflII(664)、PstI(663)及 SacII(674)進行反應。

如圖九 C 所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在細菌體內成功將 C:C 錯配校對

也將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，SacII 為完全水

解，若受質在細菌體內未將 C:C 錯配校對就將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的

AflII 與 PstI 為部分水解，SacII 為部分水解。若發生 primer strand loss，則會出現

AflII 但 PstI 仍保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而 PstI/BsaHI

雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生 template strand loss 則會出現 PstI 切

位序列遺失但 AflII 仍保留，結果為 PstI/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb 之片段，而

AflIII/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

 表十五所示，nCC4 於大腸桿菌 NM522 中，未觀察到校對修復結果，70%無

進行修復，其背景值包含 18%為 primer strand loss、12%為 template strand loss。 

nCC2 為 5’端上游存在 C:C 標誌且 3’端有 nick 且於倒數第二個核苷酸位置為

C:C 錯誤配對之 nick DNA，以 100ng 進行轉型作用至大腸桿菌 NM522(polA+ WT)

之勝任細胞。經由 BsaHI 搭配 AflII、PstI 及 SacII 兩種酵素進行反應以分析結

果。nCC2(2890bps)，以 BsaHI(2512)與 AflII(664)、PstI(663)及 PspOMI(675)進行

反應產生。如圖九 D 所示，經過 agarose 電泳結果，若受質在細菌體內成功將

C:C 錯配校對也將 nick 黏合，則當作為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，
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PspOMI 無法水解，若受質在細菌體內未將 C:C 錯配校對就將 nick 黏合，則當作

為 C:C 標誌的 AflII 與 PstI 為部分水解，PspOMI 為部分水解。若發生 primer 

strand loss，則會出現 AflII 但 PstI 仍保留，結果為 AflII/BsaHI 雙水解只有 2.9Kb

之片段，而 PstI/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。若發生 template strand 

loss 則會出現 PstI 切位序列遺失但 AflII 仍保留，結果為 PstI/BsaHI 雙水解只有

2.9Kb 之片段，而 AflIII/BsaHI 雙水解為 1.8Kb 與 1.1Kb 之兩片段。 

 如表十六所示，nCC2 於大腸桿菌 NM522 中，有 64%的錯誤配對被成功校對

修復，未觀察到無修復結果，其背景值包含 18%為 primer strand loss、18%為

template strand loss。 
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第四章 討論 

4.1 含有 G:T 錯誤配對之 gap 受質 

 先前本實驗室研究成果中，使用 MALDI-TOF MS 方法進行 DNA 聚合酶校對

活性試驗，以第一型 DNA 聚合酶的 Klenow fragment 與錯誤配對之寡核苷酸反

應，結果顯示當錯誤配對發生距離 3’端 1 至 4 個核苷酸位置時可被校對，而發生

距離 3’端超過 6 個核苷酸位置時則無法被校對(Chang et al., 2020)。實驗室先前以

phagemid 進行的生物體內核酸修復試驗反應中，得知可以利用轉型作用將含有特

定 DNA 損傷或錯誤的質體送入細菌體內進行反應，且可使用 C:C 標誌作為 DNA

是否有其中一股的遺失。(Su et al., 2018)。本實驗設計的錯誤配對受質也是以

phagemid 作為載體，在 5’端上游有 C:C 標誌，3’端有錯誤配對，及三個核苷酸

gap 以模擬試管內 Klenow fragment 與錯誤配對之寡核苷酸反應，以測試第一型

DNA 聚合酶在細胞體內對於錯誤配對之偵測、移除及填補空隙反應。 

以 MM0(無錯誤配對有 3 個核苷酸 gap)作為轉型作用之控制組，於大腸桿菌

KA796(polA+)及 KA796D424A(polAexo D424A mutation)中其 gap filling 之比率為

KA796(65.33%)及 KA796D424A (50.67%)，皆超過 50%有相當的校對活性，也在

KA796 中觀察到 13.33%的 primer strand loss 比 8.67%的 template strand loss 高，

而在 KA796D424A中，24.67%的 primer strand loss 也比 18%的 template strand loss

高。然而，也觀察到在 KA796(polA+)中出現 12.67%以及 KA796D424A(6.67%)的

aberration 結果，其為於 PstI/BsaHI 結果部分水解，懷疑可能為填補錯誤亦或是未

進行填補由 DNA 連接酶直接黏合(Kamble et al., 2021)導致 PstI 切位序列之缺失造

成。 

在 MM1(3’端倒數第一個核苷酸 G:T 錯誤配對有 3 個核苷酸 gap)的結果未修

復比率於大腸桿菌 KA796D424A(30%)比 MM1 KA796(13.33%)高出 16.67%，和

MM1 於 KA796 校對修復比率為 55.33%，於 KA796D424A校對修復比率為 49.33%



doi:10.6342/NTU202303613
24 

只有降低 6%，此結果無顯著差異，懷疑為 MMR system 所干擾，因此後續將 G:T

錯配換成 C:C 錯配，以降低 MMR system 影響。 

4.2 含有 C:C 錯誤配對之 gap 受質 

CC1(3’端倒數第一個核苷酸 C:C 錯誤配對有 3 個核苷酸 gap)於 NM522(polA+ 

WT)中其校對修復比率為 51.33%與 KA796D424A(44%)無顯著差異(p=0.234)，

KA796(52.67%)與 KA796D424A(44%)也無顯著差異(p=0.239)，其原因可能為其他具

有校對活性的 DNA 聚合酶如 pol II 或 pol III 之干擾，尤其在進行轉型作用後若引

起 SOS 反應，Pol II 之分子數量會上升七倍造成顯著干擾。而在 NM522 strand 

loss 之背景值(47.34%)，KA796(47.34%)，KA796D424A(56%)，皆比 MM1 於

KA796(31.33%)，KA796D424A(20.67%)還要高。由於較高的背景值與其他 DNA 聚

合酶之干擾，因此無法觀察出其校對活性之顯著差異。在 NM522 中未修復結果

比率只有(1.33%)，而於 KA796 與 KA796D424A中未能觀察到未修復結果可能為

C:C 之錯誤配對之結構相當不穩定(Tikhomirova et al., 2006)不利於 DNA 聚合酶作

用，導致其停滯在受質上，又因此受質包含 3 個核苷酸 gap，暴露之單股 DNA 容

易成為其他核酸酶或蛋白之作用對象，從而無法完成 gap filling，造成了更多

strand loss 之背景值。而目前已知大腸桿菌內只有第一型 DNA 聚合酶能進行 nick 

translation(Mathew, 1985)，因此後續將 gap 之受質重新設計成 nick 之受質，以降

低除了第一型 DNA 聚合酶之干擾，以及降低若因 DNA 聚合酶停滯而長時間暴露

之單股可能造成之 strand loss。 

4.3 含有 C:C 錯誤配對之 nick 受質 

nCC0(無錯誤配對有 nick)作為轉型作用之控制組於 NM522 中，有 65.33%成

功黏合 nick，其背景值為 34.67%與 MM0 於 KA796(34.67%)中相同，證明以無錯

誤配對之受質進行轉型作用有一定穩定之背景值，而第一型 DNA 聚合酶會進行

nick translation，因此也如預期所想 primer strand loss(22%)比 template strand 

loss(12.67%)高。 
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nCC1 於 NM522 中，有 24%的 strand loss 與 nCC0(34.67%)相比有較低之背景

值，而在 KA796D424A為 36%，但目前尚無 KA796D424A之 nCC0 數據做為背景值

之比較。nCC1 於 NM522 有 74%的錯誤配對被成功校對修復，於 KA796D424 中，

有 64%的錯誤配對被校對修復，修復比率下降 10%(p=0.018)。於 NM522 中，2%

無進行修復，於 KA796D424A中，未觀察到無修復結果可能仍是 C:C 之錯誤配對

於末端不利於 DNA 連接酶作用(Caglayan, 2020)，因此本應降低之修復比率 10%

未如期以無修復比率上升呈現，而可能是 primer strand loss 與背景值混雜一起。

從 nCC1(74%)結果與 CC1(51.33%)相比發現修復比率顯著上升(p=0.0006)，去除了

其他 DNA 聚合酶之干擾，也降低 mismatch repair system 影響，而背景值

nCC1(24%)與 CC1(47.33%)相比也顯著下降(p=0.009)，但仍因 C:C 結構不利於

DNA 連接酶作用，只有少數的無修復結果。而在 template strand loss 結果中，由

於 NcoI 序列設計位於 primer strand 應繼續存在，但其結果都隨著 template strand 

loss 而遺失，推測其因為已被第一型 DNA 聚合酶校對修復，但後續因其他原因

而遺失 template strand 所導致，而會發生此現象可能為 template strand 是由 helper 

phage 所製造，因此其 GATC 之序列上無進行甲基化，因此若再複製過後若產生

錯誤就會受到 MMR 影響，GATC 無甲基化之股受到 MutH 切出缺口而導致其遺

失。 

nCC4 於 NM522 中，其背景值為 30%，與 nCC0(34.67%)無太大差異，但是

未觀測到修復結果，且都為未修復結果，因仍未進行三重複實驗，懷疑是其 nick

直接被 DNA 連接酶所黏合，DNA 聚合酶無法進行校對修復，因此後續 nick 受質

都會經由 Quick CIP 移除位於 5’端之磷酸，使 DNA 連接酶無法先行作用。 

nCC3 於 NM522 中，有 35.33%之 strand loss 背景值與 nCC0(34.67%)無顯著

差異(p=0.43)，nCC3 在 NM522 中有 56.67%的錯誤配對被成功校對修復，於

KA796D424A中，有 27.33%的錯誤配對被校對修復，修復比率在 KA796D424A下降

29.34%有顯著差異(p=0.0006)，也於未修復比率中觀察到 KA796D424A 19.33%比
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NM522 8%高出 11.33%，於 nCC3 能夠觀察到較明顯的未修復比率上升可能為

C:C 不在於末端，可能對於 DNA 連接酶較無影響。 

nCC2 於大腸桿菌 NM522 中，其背景值為 36%與 nCC0(34.67%)相比無太大

差異，有 64%的錯誤配對被成功修復，未觀察到無修復結果。根據先前研究 C:C

之錯誤配對由於配對之熱動力極不穩定，會影響其附近 7 至 9 個核苷酸之配對穩

定(Tikhomirova et al., 2006)，本研究結果發現，其配對不穩定對 DNA 連接酶之影

響，於 NM522 結果 nCC1(2%)、nCC2(0%)都會造成 DNA 連接酶無法有效將 nick

黏合因此無未修復結果，於 nCC3 才有較多未修復結果(8%)。 

在與大腸桿菌 NM522 的 nCC1、nCC3 數據相比發現其修復比率從 nCC1(74%)、

nCC2(64%)、nCC3(56.67%)呈現逐漸下降趨勢，而在 nCC3 數據才有較明顯之未

修復結果，發現 C:C 之結構可能須與 3’末端距離超過兩個核苷酸才能避免影響

DNA 連接酶之黏合，但 nCC2 之數據並未進行三重複試驗，因此此結果仍需進行

後續實驗證明。 

此外先前實驗室之體外試驗結果，位於 3’端 1 至 4 個核苷酸之錯誤配對皆可

被 Klenow fragment 完全校對，但於本研究結果則顯示出第一型 DNA 聚合酶於 1

至 3 個核苷酸之錯誤配對校對活性會逐漸下降。而體內與體外試驗結果不同其原

因為:1.在細菌體內為完整之第一型 DNA 聚合酶，其 5’端往 3’端之核酸外切酶活

性會進行 nick translation 而導致 primer strand loss，2.錯誤配對結構於 DNA 連接

酶之活性也會影響結果，3.C:C 錯誤配對會影響其周圍配對之穩定性可能也會造

成 primer loss，4.雖然以 C:C 錯誤配對降低了 MMR 之影響，但因 template strand

之 GATC 序列無甲基化仍較容易成為 MMR 之標的。 

4.4 錯誤配對受質於大腸桿菌體內試驗方法之建立 

本研究方法是將每個 DNA 受質進行獨立三次 DNA 受質轉型作用，並且挑取

超過 50 個菌落抽取 DNA 並且以限制酶酵素分析 50 個 DNA，判讀校正效能以及

strand loss 的情形，並且計算平均值與標準差。而挑取超過 50 個菌落是因為質體
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於細菌體內之不確定性，多取以備用。G:T 錯誤配對(55.3%)改為 C:C 錯誤配對

(52.6%)之受質於 KA796 結果發現其校對活性無顯著差異，與先前實驗室 G:T 與

C:C 錯誤配對於 3’端倒數第二位置校對初速率無顯著差異結果相符，無錯誤配對

與含 C:C 錯誤配對於不同位置之 nick 結果顯示，此受質轉型至大腸桿菌中可有穩

定之背景值(30%至 36%)，實驗也觀察到 aberrant 結果，可能為受質進行轉型作用

引起 SOS 反應使 DNA polymerase I 增加(Lackey et al., 1985)，因其在複製過程中

較容易插入錯誤核苷酸造成，後續會透過改善轉型作用之條件以降低 SOS 反應。

透過 KA796 與 KA796D424A之結果比對發現，無 3'→5'核酸外切酶活性菌株

KA796D424A其校對比率下降，但仍有校對成功結果懷疑為 proofreading in trans 影

響(Albertson & Preston, 2006)，為 KA796D424A內其他具有核酸外切酶活性蛋白與

第一型 DNA 聚合酶進行校對反應，所以 KA796 與 KA796D424A之校對活性比對

因無法排除 proofreading in trans 之干擾，需後續實驗進行改善。最後，研究結果

發現校對活性於 NM522 之常用野生菌株有下降趨勢之結果(nCC1(74%)、

nCC2(64%)、nCC3(56.67%))，因此後續可透過此方法完成錯誤配距離 3’端 5 至 9

個核苷酸位置並使用於野生型菌株 NM522 進行後續研究生物體內第一型 DNA 聚

合酶校對錯誤配對與否於 3’端距離之臨界點與試管試驗結果是否相符。 
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圖表 

圖一:質體 pBSK 之製備 

將由 alkaline lysis 大量抽出之 pBSK 質體以限制酶進行確認。使用 XhoI 以及

BsaHI 水解質體，由單獨使用 BsaHI 進行水解後的 DNA 片段大小約為 2.9Kb，與

pBSK control 相同大小，再以 XhoI 與 BsaHI 進行水解後確認產物分別約為 1.8Kb

以及 1.1Kb 之片段。 

(M:marker, C:pBSK control, UC:uncut, B:BsaHI, X:XhoI) 
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圖二:primer strand DNA 及 template strand DNA 之建構 

A.使用 KpnI 及 SacI 將 pBSK 質體水解成線狀。B.插入 P3 及 S2 人工合成寡核苷

酸並使用 T4 DNA ligase 黏合，通過電泳確認產物。C.將建構之質體送入細菌體

內，抽出後 primer strand DNA 之 P3 質體使用 AlwnI 及 AflII 確認，template 

strand DNA 之 S2 質體使用 BsaHI 及 PstI 確認。 

(M:marker, b:before digestion or ligation reaction, a:after ligation reaction, K:KpnI, 

S:SacI, Al:AlwnI, Af:AflII, B:BsaHI, P:PstI) 
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圖三:大量製備雙股 primer strand DNA 與製備環狀單股 template 

strand DNA 

A.將 primer strand DNA 之 P3 質體送入細菌內大量培養後，大量抽出質體以單獨

用 AlwnI 水解與 200ng control 相比確認濃度，並與用 AlwnI 與 AflII 及 NcoI 搭配

確認酵素切位。B.將 S2 質體以 M13KO7 的 helper phage 製備成單股環狀 DNA，

經由電泳以 200ng 3K control 確認濃度。 

(M:marker, C:200 ng control, UC:uncut, Al:AlwnI, Af:AflII, N:NcoI) 
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圖四:具錯誤配對之受質製備 

A.使用 NcoI 將 primer strand DNA 水解成線狀，並使用 Quick CIP 去除 5’端磷酸

根 B.Primer strand DNA 水解成線狀電泳結果 C.將線狀 primer strand DNA 與環狀

單股 template strand DNA 進行雜交反應 D.雜交反應電泳結果由左至右為反應前、
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加入 10N NaOH、2.9N HOAc、3M KCl、1M Kpi 與反應後。E.將雜交反應產物以

氫氧磷石灰層析法將單股 DNA 與雙股 DNA 分離。F.經由電泳結果將有雙股

DNA 之溶液收集並進行透析。G.使用 RecBCD 將雙股線狀 DNA 水解。H.經由電

泳結果確認雙股線狀 DNA 與單股 DNA 皆以去除，只剩餘 gap 或 nick DNA 之受

質。 
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圖五:含有 gap 受質於細菌體內轉型作用效率 

受質 MM0 結果，gap filling 之受質由 AflII 與 BsaHI、XhoI 與 BsaHI 作用後為部

分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於 PstI 與 BsaHI 為完全水解只有

1.8Kb 及 1.1Kb 片段；primer loss 於 AflII 與 BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb

片段，於 XhoI 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段；

template loss 於 XhoI 與 BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 AflII 與

BsaHI、PstI 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 
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圖六:含有 G:T 錯誤配對之 gap 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 

受質 MM1 結果，Proofreading 之受質由 AflII 與 BsaHI、XhoI 與 BsaHI 作用後為

部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於 PstI 與 BsaHI 為完全水解只有

1.8Kb 及 1.1Kb 片段。No proofreading 於 AflII 與 BsaHI、XhoI 與 BsaHI 及 PstI 與

BsaHI 皆為部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段。Primer loss 於 AflII 與

BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 XhoI 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 為完

全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。Template loss 於 XhoI 與 BsaHI 只有因 BsaHI

水解產生 2.9Kb 片段，於 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及

1.1Kb 片段。 
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圖七:含有 C:C 錯誤配對之 gap 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 

受質 CC1 結果，Proofreading 之受質由 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 作用後為部

分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於 ApaI 與 BsaHI 為完全水解只有

1.8Kb 及 1.1Kb 片段。No proofreading 於 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 及 ApaI 與

BsaHI 皆為部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段。Primer loss 於 AflII 與

BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI、ApaI 與 BsaHI 為完

全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI 只有因 BsaHI 水

解產生 2.9Kb 片段，於 AflII 與 BsaHI、ApaI 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及

1.1Kb 片段。 
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圖八:含有 nick 受質於細菌體內轉型作用效率 

受質 nCC0 結果，成功將 nick 黏合之受質由 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 作用後

為部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段。Primer loss 於 AflII 與 BsaHI 只

有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及

1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，

於 AflII 與 BsaHI 為完全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 
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圖九:含有 C:C 錯誤配對之 nick 受質於細菌體內聚合酶校對試驗 

A.受質 nCC1 結果，Proofreading 之受質由 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 作用後

為部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於 NcoI 與 BsaHI 只有因 BsaHI

水解產生 2.9Kb 片段。No proofreading 於 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 及 NcoI

與 BsaHI 皆為部分水解有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段。Primer loss 於 AflII

與 BsaHI、NcoI 與 BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI 為

完全水解只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI、NcoI 與

BsaHI 只有因 BsaHI 水解產生 2.9Kb 片段，於 AflII 與 BsaHI 為完全水解只有

1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 

B.受質 nCC4 結果，No proofreading 限制酶水解皆有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個

片段。Primer loss 於 AflII 與 BsaHI 只有 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI、SacII 與

BsaHI 只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI、SacII 與 BsaHI

只有 2.9Kb 片段，於 AflII 與 BsaHI 只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 

C.受質 nCC3 結果，Proofreading 之受質於 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 有

2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於單獨使用 BsaHI 只產生 2.9Kb 片段。No 

proofreading 於限制酶水解皆有 2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段。Primer loss 於

AflII 與 BsaHI 及單獨使用 BsaHI 只有 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI 只有 1.8Kb 及

1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI 及單獨使用 BsaHI 只有 2.9Kb 片段，

於 AflII 與 BsaHI 只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 
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D.受質 nCC2 結果，Proofreading 之受質於 AflII 與 BsaHI、PstI 與 BsaHI 有

2.9Kb、1.8Kb 及 1.1Kb 三個片段，於 PspOMI 與 BsaHI 只有 2.9Kb 片段。Primer 

loss 於 AflII 與 BsaHI、及 PspOMI 與 BsaHI 只有 2.9Kb 片段，於 PstI 與 BsaHI 只

有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。Template loss 於 PstI 與 BsaHI、PspOMI 與 BsaHI 只有

2.9Kb 片段，於 AflII 與 BsaHI 只有 1.8Kb 及 1.1Kb 片段。 
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表一:建構合成受質使用之 DNA 

DNA 序列 限制酶標誌 

MM0 5’TCGACCTCGACTTAAGTCGAGAATTTCTAGACCACTGCAGTGGC---- 3’ 

3’----GGAGCTGAATTCAGCTCTTAAAGATCTGGTGACGTCACCGTTAA 5’ 

AflII/BstXI

/PstI 

MM1 5’TCGACCTCGACTTAAGTCGAGAATTTCTAGACCACTGCGGTGGC---- 3’ 

3’----GGAGCTGAATTCAGCTCTTAAAGATCTGGTGACGCCACCGTTAA 5’ 

AflII/BstXI 

Sm1-9-

t 

5’TCGACCTCGAGTTAAGTCGAGAATTTCTAGACCACTGCAGTGGTGGC---- 3’ 

3’----GGAGCTCAATTCAGCTCTTAAAGATCTGGTGACGTCACCACCGTTAA 5’ 

XhoI/PstI 

P1 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGCCATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCCCGGTACC---- 5’ 

AflII/NcoI 

T1 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGCCCCATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGGGGTACC---- 5 

PstI/ApaI 

P0 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGGGTACCAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCCCCCATGG---- 3’ 

AflII/Acc65

I 

S0 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGGTACCAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCCATGG---- 5’ 

PstI/SacII 

S1 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGGCATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGTACC---- 5’ 

PstI 

P3 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGCGCCATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCCGCGGTACC---- 5 

AflII/NcoI/ 

BsaHI 

S2 5’----ACTGCAGTTAAGGCCGCGGGGCCATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCGGTACC---- 5’ 

PstI 

P4 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGCGGGGTACCAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTGAATTCCGGCGCGCCCCATGG---- 5 

AflII/Acc65

I 
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表二:細菌體內校對活性試驗之受質 

受質 序列 判讀結果之限制

酶 

MM0 5’TCGACCTCGACTTAAGTCGAGAATTTCTAGACCACTGCA---GTGGC---- 3’ 

3’----GGAGCTCAATTCAGCTCTTAAAGATCTGGTGACGTCACCACCGTTAA 5’ 

AflII/XhoI/

PstI 

MM1 5’TCGACCTCGACTTAAGTCGAGAATTTCTAGACCACTGCG----GTGGC---- 3’ 

3’----GGAGCTCAATTCAGCTCTTAAAGATCTGGTGACGTCACCACCGTTAA 5’ 

AflII/XhoI/

PstI 

CC1 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGC---CATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCCGGGGTACC---- 5 

AflII/PstI/

ApaI 

nCC0 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGG’GTACCAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCC CATGG---- 5’ 

AflII/PstI 

nCC1 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGGGC’CATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCC GTACC---- 5’ 

AflII/PstI/

NcoI 

nCC3 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGGCGC’CATGGAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCG’GTACC---- 5’ 

AflII/PstI/

BsaHI 

nCC4 5’----ACTGCACTTAAGGCCGCGCGGG’GTACCAGCT 3’ 

3’CATGTGACGTCAATTCCGGCGCCCCC CATGG---- 5’ 

AflII/PstI/

SacII 
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表三:大腸桿菌 KA796 內之 gap 受質轉型作用效率 

KA796 

    

MM0 Gap 

filling(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 

Aberration(%) 

 

76 8 6 10 
 

60 14 10 16 
 

60 18 10 12 

average 65.3 13.3 8.6 12.6 

sd 7.5 4.1 1.8 2.4 

MM0 於大腸桿菌 KA796 中，gap filling 平均為 65.3%，primer strand loss 平均為

13.3%，template strand loss 平均為 8.6%，aberration 平均為 12.6%。 
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表四:大腸桿菌 KA796D424A內之 gap 受質轉型作用效率 

KA796D424A 

    

MM0 Gap filling(%) Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 

Aberration(%) 

 

70 14 6 10 
 

42 28 28 2 
 

40 32 20 8 

Average 50.6 24.6 18.0 6.6 

Sd 13.6 7.7 9.0 3.3 

MM0 於 KA796D424 中，gap filling 平均為 50.6%， primer strand loss 平均為

24.6%， template strand loss 平均為 18.0%，aberration 平均為 6.6%。 
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表五:大腸桿菌 KA796 內於倒數第一個核苷酸位置為 G:T 錯誤配對之

gap 受質校對活性 

KA796 

    

MM1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

56 20 10 14 
 

52 8 14 26 
 

58 12 18 12 

average 55.3 13.3 14.0 17.3 

sd 2.4 4.9 3.2 6.1 

MM1 於大腸桿菌 KA796 中，proofreading 平均為 55.3%，no proofreading 為

13.3%，primer strand loss 平均為 14.0%，template strand loss 平均為 17.3%。 
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表六:大腸桿菌大腸桿菌 KA796D424A內於倒數第一個核苷酸位置為

G:T 錯誤配對之 gap 受質校對活性 

KA796D424A 

    

MM1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

50 26 6 18 
 

52 18 20 10 
 

46 46 4 4 

Average 49.3 30.0 10.0 10.6 

Sd 2.4 11.7 7.1 5.7 

MM1 於 KA796D424A中，proofreading 平均為 49.3%，no proofreading 平均為

30.0%，primer strand loss 平均為 10.0%，template strand loss 平均為 10.6%。 
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表七:大腸桿菌 NM522 內於倒數第一個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對之

gap 受質校對活性 

NM522 

    

CC1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

42 0 36 22 
 

52 4 30 14 
 

60 0 32 8 

average 51.3 1.3 32.6 14.6 

Sd 7.3 1.8 2.4 5.7 

CC1 於大腸桿菌 NM522 中，proofreading 平均 51.3%，no proofreading 平均

1.3%，primer strand loss 平均 32.6%，template strand loss 平均 14.6%。 
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表八:大腸桿菌 KA796 內於倒數第一個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對之

gap 受質校對活性 

KA796 

    

CC1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

38 0 46 16 
 

54 0 18 28 
 

66 0 10 24 

average 52.6 0 24.6 22.6 

Sd 11.4 0 15.4 4.9 

CC1 於大腸桿菌 KA796 中，proofreading 平均 52.6%，無 no proofreading 數據，

primer strand loss 平均 24.6%，template strand loss 平均 22.6%。 
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表九:大腸桿菌 KA796D424A內於倒數第一個核苷酸位置為 C:C 錯誤配

對之 gap 受質校對活性 

KA796D424A 

    

CC1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

42 0 30 28 
 

32 0 30 38 
 

58 0 18 24 

Average 44.0 0 26 30.0 

Sd 10.7 0 5.6 5.8 

CC1 於大腸桿菌 KA796D424A中，proofreading 平均 44.0%，無 no proofreading 數

據，primer strand loss 平均 26.0%，template strand loss 平均 30.0%。 
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表十:大腸桿菌 NM522 之 nick 受質轉型作用效率 

NM522 

   

nCC0 Sealing(%) Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

62 24 14 
 

70 20 10 
 

64 22 14 

average 65.3 22.0 12.6 

sd 3.3 1.6 1.8 

nCC0 於大腸桿菌 NM522 中，sealing 平均為 65.3%，primer strand loss 平均為

22.0%，template strand loss 平均為 12.6%。 
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表十一:大腸桿菌 NM522 內於倒數第一個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對

之 nick 受質校對活性 

NM522 

    

nCC1 Proofreading(%) No proofreading(%) Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

70 2 22 6 
 

74 0 18 8 
 

78 4 8 10 

average 74.0 2.0 16.0 8.0 

sd 3.2 1.6 5.8 1.6 

nCC1 於大腸桿菌 NM522 中，proofreading 平均 74.0%，no proofreading 平均

2.0%，primer strand loss 平均 16.0%，template strand loss 平均 8.0%。 
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表十二:大腸桿菌 KA796D424A內於倒數第一個核苷酸位置為 C:C 錯誤

配對之 nick 受質校對活性 

KA796D424A 

    

nCC1 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

68 0 10 22 
 

64 0 22 14 
 

60 0 16 24 

average 64.0 0 16 20.0 

sd 3.2 0 4.8 4.3 

nCC1 於大腸桿菌 KA796D424A中，proofreading 平均 64.0%，無 no proofreading 數

據，primer strand loss 平均 16.0%，template strand loss 平均 20.0%。 
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表十三:大腸桿菌 NM522 內於倒數第三個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對

之 nick 受質校對活性 

NM522 

    

nCC3 Proofreading(%) No proofreading(%) Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

58 0 18 24 
 

58 16 14 12 
 

54 8 22 16 

average 56.6 8.0 18.0 17.3 

sd 1.8 6.5 3.2 4.9 

nCC3 於大腸桿菌 NM522 中，proofreading 平均 56.6%，no proofreading 平均

8.0%，primer strand loss 平均 18.0%，template strand loss 平均 17.3%。 
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表十四:大腸桿菌 KA796D424A內於倒數第三個核苷酸位置為 C:C 錯誤

配對之 nick 受質校對活性 

KA796D424A 

     

nCC3 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 

Aberration 

(%) 
 

24 14 38 18 6 
 

24 16 24 36 0 
 

34 28 20 14 4 

average 27.3 19.3 27.3 22.6 3 

sd 4.7 6.1 7.7 9.5 2.4 

nCC3 於大腸桿菌 KA796D424 中，proofreading 平均 27.3%，no proofreading 平均為

19.3%，primer strand loss 平均 27.3%，template strand loss 平均 22.6%，aberration

平均為 3.3%。 
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表十五:大腸桿菌 NM522 內於倒數第四個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對

之 nick 受質校對活性 

NM522 

    

nCC4 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

0 70 18 12 

nCC4 於大腸桿菌 NM522 中，無 proofreading，no proofreading 70%，primer 

strand loss 18%，template strand loss 12%。 
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表十六:大腸桿菌 NM522 內於倒數第二個核苷酸位置為 C:C 錯誤配對

之 nick 受質校對活性 

NM522 

    

nCC2 Proofreading(%) No 

proofreading(%) 

Primer 

loss(%) 

Template 

loss(%) 
 

64 0 18 18 

nCC2 於大腸桿菌 NM522 中，proofreading 64%，無 no proofreading 數據，primer 

strand loss 18%，template strand loss 18%。 
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附錄 

附錄一: Klenow fragment 之結構 

Klenow fragment 其構成像是手之結構，其包含拇指(thumb)、手指(fingers)及手掌

(palm)三個部分(Astatke et al., 1998)。 
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附錄二:第一型 DNA 聚合酶複製過程辨識錯誤配對及後續作用之示意

圖 

複製過程中，若 DNA 聚合酶使用錯誤之核苷酸將其合成至 DNA 上時，因末端錯

誤配對之結構不穩定，使其末端四對核苷酸分開，引子股接著會落入 3’端往 5’端

之外切酶活性區域，移除錯誤配對之核苷酸，接著引子股會重回 5’端往 3’端之聚

合酶活性中心繼續進行 DNA 合成(James Watson, Molecular Biology of the Gene 

Edition 7th)。 
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附錄三:第一型 DNA 聚合酶校對活性 

當錯誤配對發生距離 3’端 1 至 4 個核苷酸位置時可被第一型 DNA 聚合酶校對，

發生距離 3’端超過 6 個核苷酸位置時則無法被校對(Chang et al., 2020)。 
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附錄四:含有錯誤配對之受質 

使用 pBluescript II SK(+) phagemid 載體，插入在 5’端帶有 C:C 標誌，3’有錯誤配

對之人工寡核苷酸製備出 G:T 錯配、C:C 錯配含三個核苷酸之 gap 受質及 C:C 錯

配之 nick 受質。 
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