
家畜基因之選殖

林忘返 黨珍珍“

T前言

分子生物與生物技衛在近十年來風起雲湧，各個不同組閣，之研究老莫不加入此一行列

。尤其在醫學及遺傳，上，譜曲基因之研究每年都有突破性之發展。在畜牧界方面 ，也已

逐步朝向分子遺傳層次進展，以期開創另一新機。

’，由基因之研究，人類終於解開許多遺傳性疾病（例如練刀型貧血症、地中海貧血症

、白血病...... ）之起固，也發現在人艙內本來就存在許多致瘋基因（例如C·!!ll'.:皂， c至盔

, C全fil"' ... ），只是這些基因在正常情形之下不袋現或表現很弱純71 如今，在實驗室中
更創逾也不同聲囡”殖動物，竊以研究各項基因架構、組合之功能。然而，還用微生物製

造大.昂貴，廣州的技衡，卻早已遁入商品行列。

在盜”，會枚研究看跨進分子生物之領域才只不過兩年的光景， 一切均在直在創之隙，

所以買東畜基因品種殖就更顯得重要，因為有了最原始的基因片段與資訊才能進行往後的一系

列研究。＊畜基因還買賣即在家畜總基因種（genome )DNA上篩透出特定的一段基因序列

，其一般流程如下：一、基因還殖策略之決定﹔二、家畜基因組集合，但（genomic libra

ry）之建立﹔ 三 、基因組集合庫之篩選工作﹔四、篩選所得之基因組DNA分析，此步驟文

可細分錢：﹛一 )i直認基因片段之DNA。（二） DNA限制自個稽之建立及次選殖。

（三） DNA序列分析﹔五、重組特殊用途之基因架構。（喝一）

本文即針對家會基因這殖之一般流種做更詳蜜之描述並介紹一些基本的篩還程序。

三家畜基因還殖之一般流程

（一）基因連殖鍍略之決定

自胞大的基因組集合，但中還殖一段特定基因的穗有如大海撈針，所以被動，研究者本身

之實際狀況骰定正稽的還殖饋略乃為基因還M成功最重要之步驟 。

2鍵時之決定因，聽很多，因應研究者本身專長及貨驗室般備變化種犬。但一般而霄，有

三項重大方針有待決定： （ 一）基因組集合庫建立之模式﹔（二）還殖方法之磁定﹔（三）

所還買宜昌基因之用途（闖三）。實體、凝聚實體及噓茵儼均可為基因是a•合，但之戰髓，運

用這三糧戰種各有利，事：貿體操作容易，但所能接入之家畜基因太短（約5kb以下），所

’，建立之，但合路過於臟六：凝聚賞自量所能發入之家畜基因最主要（約泊～40kb），但續作不

易也不穩定﹔也菌，重可接入家畜基因約15～20kb ﹒穩定但據作不易，較為一般研究者所採

用。還殖方法大多採核酸雜交法，但若所欲還殖之基因帶有某些生化衰務之特饋，則遺傳

學及免疫化學之飾品盤”t產值得運用。採用核酸雜交法時，探針之來海決定還殖難易程度，

一般多悶悶瞥了不同－~ii基因之cDNA , mRNA或有部份同Hrf列 。 hgomer ﹒利

用各種限制自） 'J飾圓區進行DNA重組梨構工作，進行其他各項研究。

所洞核酸，交法（即DNA-DNA雜交）之基本原理﹛團三）乃利用互總DNA.1'列可哥哥

也氫縫、.子 ，l· ....續給能力結合一起成雙股DNA ，敏在難交前先將－段巴知序列之

DNA製造成37P 1J1: biotin· 等之dNTP 的探針 ， 而多段未知序列之D~A亦先驅變性處理

成為單股DNA持與探針進行雖交作用 ， 若雜交成功即可在x-ray底片上呈現曝光點或在硝

化纖維.紙上墨色（使用bintin 時之結果）。

• W§l 'tT.中，耳火＂＂畜牧研究所三年級

’”固＇＼＇lrf:r興火~宇宙枚，其
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決定探針之後，往往會免在欲還殖基因之家畜基因組DNA進行偵測，以確定探針線蜈

且＊畜基因是！！DNA中亦具有所欲還殖之基因片段。團四RP顯示在總基因組DNA上tt出一

個假想的基因序列之限制t'fi圖裕之方法 。

（ 二 ）家畜基因組錄合，但之建立

以隨菌種為戰，學建立且在因組集合庸的方法最常被應用， ;tt:詳細之模式如圖五。戰飽之

處連為抽取眩葛體之DNA （於本文以 λEMBL3為例），平等以Sall處理（亦可說狀沈決定

局BamHI或EcoRIJ&理 ）後回收入EMBL3之在、右兩’，DNA ﹔ 畫展畜之基因組DNAt:JF

以相同之限制團軍處理，再用CIP ( calf intestinal alkaline phosphatase ：小牛盼.. 
佐磷酸Ii ）去除5惜之磷酸，如此哥姆也會和3端一樣形成經莓，故DNA之兩鍋切頭就不會

自行接合。最後將切成片段之＊畜基因組DNA與戰恆的在、右雨，rDNA利用黏按國甚密合

起來，再進行，畫外唱UI體包撞車及感染宿主細胞行增殖之作用就可以建立起完整的基因組集

合庫。

基因組集合陣3日U＊要多六才能包紹所有的家畜基因組DNA呢？值六列舉一個說明， 其
5 

結果就是所建立之基因組，但合陣必須大於9.2× 10 容積（titration ）所.括之家畜總昌在國的

被拿始可達99% 。可是一般所運用之基因組集合庫都會先經呵，擻，所以容積量大多鑄1～9×

lO~pfu/ml(plaque forming unit） 。
（ 三 ） 基因組集合陣之飾這工作

基因篩選工作是一反II而且值大的工程，固七乃以種菌種為驗，量的基因組集合庫之基因篩

選的一般流程。通常於第一給篩選時，在15cm繕，till上佈有50,00叫固溶菌麓， .llP50,000pfu 

/plate 15cm ﹔第二給則減少1.£800～1，切O pf u/plate 9cm ﹔第三輪為100～300

pf u /plate 9cm ，如此之飾迦步驟如正常的話在第三、 四輪後即可得純的學一草書商斑，御

通工作也告一段落 。但是在.核細胞之任一特定基因往往均大於lOkb ，所以在篩選所得之

基因片段不一定涵括研究者所欲利用之段落，再加上於實際之續作程序的影響 ， 童基因篩選

工作更益顯得困難 。

（四）篩選所得之昌在因組DNA分析

在上述篩還所得之.一溶lU!E之噬菌體！！P帶有研究看所欲得之家畜基因片段，此段

DNA必須由載體上切翻出來，再經原篩選時所周之探針聽聽，而後行限制圖每個指分析，以

上各步驟都必須經各種不同限制自切割、跑電流、南方吸潰語及雜交等程序（個八）。所

”限制跨國擒，就是定出一段DNA上各種不同限制庸的切創位置及其相關距離 ，闡九IlP1夸

大鼠 r -casein基因之部份DNA限制侮圖錯。磁雪u基因組DNA片段最直接的種續就是進行

DNA序列分析，但由於目前DNA序列分析技術僅限於lkb以下之片段 ，所以依績不同限

制團軍切割位置進行次選刻一即是將所選殖到之家畜基因組DNA分切為不同長種片段寫梨按

在賀，量，如此即使於序列分析。 DNA序列分析之原還是利用雙去氧核.核酸ddNTP以這

機終止自引子（ primer）所引導被製之DNA片段，如此老分成ddATP 、 ddCTP 、 d

dT~P及ddGTP等四管反應且並列跑聚丙聾跤，”，便可以在X-ray底片上讀出DNA

序列（ 圖十﹜

DNA序列讀出後，即可利用各種方法來確認啟動T ( promotor ) • exon哥兒 intron
甚至其他之各項鍵給位世（ binding site ）。上述基因之各項特質，研究者說可利用各種
限制自及修飾連接黨組特殊用速之茲因架構，進行更進一步之實驗。

三結論

基因之篩選工作直在庸大而繁瑣，但研究者可根畫，本身之實際狀況設定正確之道殖領略

~可建立正權而迅速之街道流程模式。如此對自後DNA之研究或基因轉殖動物之..生均可
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﹛申.這般虜的空悶，而不必rltl受制古今分子生物學的技衡。

總之， ~iH基因這殖工作A•教研究者跨越分子遺傳領域之第一要磨，而基因’，殖家

畜可a突破目前，ta育種對改良..品撞所面路之紅頭，同時利用＊畜萊大量量生產~賣的

，醒” 、疫苗及各遺物質紡車車全人類帶來莫大的祖祉，肉串串也可獲升畜哎，區之經營管理登.

。
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