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■ 先加入 RNA 變性溶液後再上課：

準備RNA 樣品：

5) 每一組有兩管 RNA 樣品，分別標示為 E. coli RNA 與
Rice RNA，其內各含 4 L RNA (RNA 含量為 30 g)。

6) 每管加入 20 L RNA 變性溶液，以 tip 吸放溶液使混合
均勻。

7) 置 55℃反應 1 小時（等待期間，請至 B01 教室上課）

4.2.3 操作步驟：



■ RNA 實驗要點：

(3) 保持清潔

(1) 避免被 RNase 作用

(2) 避免污染
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避免 RNase 作用

操作區域保持清潔，維持良好操作習慣。

戴手套操作。

容器需先經高溫滅菌。

水及各種溶液需以 diethylpyrocarbonate (DEPC) 處理後再滅菌。

準備一套 RNA 專用試劑及用具。

不能用 DEPC 處理的試劑，需以滅過菌的容器及 DEPC 處理過
的水配製。

在反應中加入RNase 抑制劑。
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■ 核酸部分的學習目的：
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■ Northern hybridization 常用於分析基因表現：

General procedures for northern hybridization --

Separation of RNA according to sizeGel electrophoresis

Transfer and fixation of denatured RNA to membranesBlotting

Detection of target RNA by DNA or RNA probesHybridization



Secondary structure of RNA

圖取材自：Nelson, D. L. and Cox, M. M. (2000) Lehninger Principles of Biochemistry. 3rd ed., Worth Publishers. Fig. 10-26 (a)



Secondary structure of RNA

圖取材自：Nelson, D. L. and Cox, M. M. (2000) Lehninger Principles of Biochemistry. 3rd ed., Worth Publishers. Fig. 10-26 (b)



L-shape tertiary structure of yeast tRNAPhe :

圖引用自：Nelson, D. L. and Cox, M. M. (2000) Lehninger Principles of Biochemistry. 3rd Ed., Worth Publishers. Fig. 27-15



Formaldehyde: HCHO

Glyoxal (diformyl): OHCCHO

■ RNA 電泳常用的變性劑：
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■ Northern hybridization 常用於分析基因表現：

General procedures for northern hybridization --

Separation of RNA according to sizeGel electrophoresis

Transfer and fixation of denatured RNA to membranesBlotting

Detection of target RNA by DNA or RNA probesHybridization



■ 轉移膠體上的核酸至轉印膜上：

圖引用自：Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith,
J. A. and Struhl, K. (1987) Current protocols in molecular Biology. Fig. 2.9.1.



Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith, J. A. and
Struhl, K. (1987) Current protocols in molecular Biology. Table 2.9.1



■ Northern hybridization 常用於分析基因表現：

General procedures for Northern hybridization --

Separation of RNA according to sizeGel electrophoresis

Transfer and fixation of denatured RNA to membranesBlotting

Detection of target RNA by DNA or RNA probesHybridization



Campbell, M. K. (1999) Biochemistry. 3rd. Harcourt Brace College Publishers. Fig. 7.14.

Denaturation & Renaturation■ 核酸的物理性質：



圖
引

用
自

：
Le

hn
in

ge
r,

A
.L

.,
N

el
so

n,
D

.L
.a

nd
C

ox
,M

.M
.(

19
93

)
B

io
ch

em
is

tr
y.

2nd
E

d.
W

or
th

P
ub

lis
he

rs
,I

nc
.F

ig
.1

2-
31

■
序
列
互
補
的
核
酸
可
互
相
雜
合
：



■ 以探針進行雜合反應可偵測到轉印膜上的目標基因：

圖引用自：Voet, D., Voet, J. G. and Pratt, C. W. (1999) Fundamentals of Biochemistry. John Wiley & Sons, Inc. Fig. 23-28.

32P-labeled
probe

Hybridization



■ 各種轉印分析方法 ：

DNA蛋白質southwestern

抗體蛋白質western

DNA 或 RNARNAnorthern

DNA 或 RNADNASouthern

偵測工具轉印膜上的分子方法
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■ 本週實驗進行要點：

電 泳

轉 印

製備膠片RNA 變性

等待期間請至 B01 上課

以 methylene blue 染色

等待期間請 TAs 示範 membrane 處理及轉印操作

影像分析

染 色

各組先處理 membrane

中午 12: 15 到實驗室第二天

雙數組先進行轉印

單數組先觀察色帶


