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一、緒論

某些疾病直接緣起於基因之變異。過去二十年

來，科學家逐漸掌握了某些去氧核糖核酸 (DNA)

序列與疾病之因果性，這些成果提供了醫界更準確

的疾病診斷及有效的藥物治療，進而可利用為疾病

預防之重要參考。細胞核內染色體上的 DNA，從

序列定序至立體結構的分析法，是二十世紀分子生
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微生物會引發許多的疾病，特別是在人體免疫功能下降時，受到的侵犯會顯現急驟的發燒等

病症，甚至引起死亡。近年隨著跨領域科技的抬頭與進步，已使各種檢驗方法及技術趨於簡

單、快速、經濟之勢，且往更高靈敏度及高專一性之方向邁進。其中最受矚目的 DNA 晶片，

除已被用來鑑定基因的突變之外，亦有用於鑑定各種病原菌感染之成功報導，不啻為臨床微

生物感染醫學注入一股強心劑。本文將從微生物的分類與其所引起的疾病，進而就 DNA 檢測

核 酸之基本原理、設計與製作，以及它們在國內外的相關產品與臨床診斷的運用，作一概

述。

物學專家們投入大量研究的課題之一。PCR 體外

複製法的發現，配合多項限制�的商品化，分子生

物學的進步更是日以千里。DNA 研究的成果斐

然，該成果也應用於一些特定的微生物鑑定上。

迄今在臨床醫學上，鑑定微生物感染大都先行

採樣及培養，俟形成菌落後，初步依各菌所特有之

特徵型態辨別，配合系列生化反應來加以鑑定。這

種傳統式的檢驗方法雖然準確，但仍需花費 1 到 7

天不等的時間始能成功，其中可能會因化學反應過

程繁雜，加上技術人員經驗上的因素，判斷錯誤的

機率偶有發生。近年來，分子生物技術 (molecular

biology technology) 蓬勃的發展，使得微生物的檢

測方法趨向更快速及簡單；先有以免疫學為基礎的

生物感測器 (biosensor) 之發展，現又有結合分子生

物技術，開啟分子生物晶片 (biochip) 檢測新紀
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元。尤其已颳起全球旋風的 DNA 微矩陣晶片，非

但是細胞生物學的探討利器，更將成為臨床檢驗的

必備試片。本文將以微生物檢測晶片之發展為主，

從微生物的分類及其所引起的疾病開始介紹，繼之

陳述 DNA 檢測核 酸的基本概念與各檢測方法之

原理，以及設計與製作，最後將把國內外之相關研

究、產品及臨床診斷的應用，加以介紹。

二、微生物之分類與感染

微生物可分為原核 (prokaryotes) 及真核生物

(eukaryotes) 兩大類。細菌 (bacteria) 是屬於原核生

物，而真菌 (fungi) 及原蟲 (protozoa) 則屬於真核生

物。兩者之差別在於原核生物無細胞核，其 DNA

是存在細胞質中。真核生物由細胞核、粒腺體、高

基氏體、內質網、溶�體等胞器構成，DNA 存在

於細胞核內，核膜將之與其他胞器隔離。原蟲是單

細胞動物，有些原蟲是與人類共通的，透過寄主供

應營養而繁殖。病毒所含的遺傳物質被包在保護性

蛋白質殼內，並無細胞膜及細胞質的構造，故必須

靠寄主提供所需來進行其代謝機轉而繁殖。表 1 所

示為一些主要微生物之特徵。

感染常由各種不同的病毒、細菌、真菌或原蟲

所引起。一般感染菌會在人體免疫力下降時侵犯人

體而產生各種疾病，嚴重則導致死亡。人體比較容

易被微生物感染部位有尿道及胃腸道，其他如上呼

吸及下呼吸道、皮膚或神經系統之感染則比較少。

表 2 所示為一般比較常見的感染菌，及其引起之感

染性疾病。微生物很少只造成一種疾病，如金黃色

葡萄球菌可造成心內膜炎、肺炎、毒素休克症及敗

血症等。有些病原菌像細菌、病毒、真菌和寄生蟲

都可能會產生相同的的疾病，如腦膜炎。有些屬於

外來的微生物 (流行性感冒病毒) 及人體內正常微

生物，會在人體免疫力下降時引發各種疾病。微生

物在人體內有些是短暫的，有些是長期共生的，有

些則會產生疾病。若有準確的快速鑑定方法可幫助

醫師診斷。

三、核 酸之基本構造及 DNA之複製

許多遺傳疾病 (genetic disease) 乃基因發生變

化所致，在 DNA 之轉錄 (transcription) 及轉譯

(translation) 過程中，若出現反常現象 (突變) 或人

體受到壓力外在因素的影響，都有可能使基因發生

變化，而這些微小的變化很可能就會使基因出現病

變。

1. DNA之結構
DNA 是構成遺傳的基本物質，也是一種核酸

(nuclei acid)。DNA 分子以去氧核糖 (deoxyribose,

D)、磷酸 (phosphate, P)、鹼基 (base, B) 組成的核

酸 (nucleotides) 為單位，如圖 1 所示。去氧核糖與

磷酸形成外側的鏈部分，鹼基則朝向內側。DNA

中的鹼基有 4 種，如圖 2 所示，分別為腺嘌呤

(adenine, A)、胸腺嘧啶 (thymine, T)、鳥嘌呤

(guanine, G) 及胞嘧啶 (cytosine, C)。DNA 是由兩條

長鏈的分子靠一定的鹼基配對 (base pairing)，也就

是 A 配 T 及 G 配 C，各以兩個及三個氫鍵結合而

成，並以同一個軸為中心捲成螺旋狀形成雙螺旋結

構分子。

種類 直　徑 構　造 增殖過程

病毒 18－300 nm 不屬於細胞，只有 DNA 或 RNA 須靠寄主細胞才能增殖
及蛋白質成分。

細菌 1－20 µm 原核單細胞生物，無細胞核。 無性方式進行分裂繁殖

真菌 1－50 µm 真核生物，有完整的細胞組織如細 可以有性或無性方式進
胞核、粒腺體、內質網、高基氏體 行增殖。
等，以單細胞或絲狀型態存在。

原蟲 1－100 µm 屬於真核單細胞動物，有完整的細 以二分裂法或多重分裂
胞組織。 的有性方式進行繁殖。

表 1.

微生物之分類。
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2.遺傳與 DNA
蛋白質是細胞重要的組成物質，係二十種胺基

酸以各種順序相連的高分子。製造蛋白質時，那個

胺基酸以何種順序排列是由 DNA 的鹼基序列指

定；而 DNA 上的鹼基序列決定了蛋白質分子的胺

基酸序列，進而決定了此蛋白質分子之構造及功

能。然 DNA 要製造蛋白質需要如下所述之三種核

糖核酸 (RNA) 的協助。RNA 是單股鏈狀分子，也

是核酸的一種，雖與 DNA 同以糖、磷酸、鹼基形

成的核 酸的構成單位，但 RNA 的糖為核糖

(ribose)，四種鹼基中的 A、G、C 與 DNA 相同，

但 T 則被尿嘧啶 (uracil, U) 取代。RNA 依角色不

同，分為 mRNA (messenger RNA)、tRNA (transfer

RNA)、rRNA (ribosomal RNA) 三種。此三種 RNA

之順序均由 DNA 來決定，即 DNA 將遺傳訊息經

由 RNA 聚合�作用傳遞給 RNA 分子，此過程稱

為轉錄。

3. DNA的複製
DNA 的複製在自然的狀況下，會在某特定點

開始分開成為兩條單股 DNA。細胞內分別含有許

多擁有 A、T、G、C 鹼基的核 酸，這些核 酸

對應單股 DNA 的鹼基排列方式連接成新股

DNA。DNA 兩股的鹼基並不相同，一股的鹼基序

列為另一股鹼基序列的模版。DNA 合成時都是從

5' 到 3' 的方向，所以在 DNA 複製時，一股是連續

的複製，另一股則是不連續的複製，兩股的複製機

制有一些不同。故每條雙股 DNA 由原來的一股

DNA 與新合成的一股 DNA 構成，所形成的兩條

雙股 DNA 與原來的雙股 DNA 一模一樣。

四、微生物之傳統檢測法

傳統的鑑定是在感染部位或從臨床檢體取一些

樣本培養後，以生長型態及生化反應來鑑別病原

菌。有時也採用生化套組來鑑定，如 API

(Hazelwood, Mo.)、RapID (Remel, Leneza, Ka.) 等。

表 2.

常見之病原菌及其所引

起之感染疾病。

微生物 疾病

狂犬病毒 (Rabies virus) 狂犬病

金黃色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 毒素休克症、敗血症

沙門氏桿菌 (Salmonella spp.) 霍亂、腹瀉、敗血症

大腸桿菌 (Escherichia coli) 敗血症、尿道感染

肺炎黴漿菌 (Mycoplasma pneumoniae) 異型肺炎

肺炎披衣菌 (Chlamydia pneumoniae) 異型肺炎

結核分枝桿菌 (Mycobacterium tuberculosis) 肺結核病

梅毒密螺旋體 (Treponema pallidum) 梅毒

人類免疫缺乏病毒 (Human immunodeficiency virus, HIV) 愛滋病

白色念珠菌 (Candida albicans) 念珠菌症、鵝口瘡

髮癬菌 (Trichopyton spp.) 皮癬症

B 型肝炎病毒 (Hepatitis B virus) 肝炎

腸球菌屬 (Enterococcus) 尿道感染

圖 1. DNA 之基本組成。
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一般細菌的生長比真菌快，大約 24 小時便可長出

一定的菌落來進行型態的觀察。真菌中，酵母菌的

生長需要 24－72 小時，而黴菌則需要 3 到 7 天不

等的培養時間。不同的培養時間會造成醫師在診斷

及藥劑用量上有時間的耽誤，對病人的安危有時影

響很大。

本研究群主要針對引起真菌性疾病的病原菌，

開發臨床微生物感染的快速鑑定方法。圖 3 所示為

檢測真菌的流程。以鏡檢法觀察檢體中菌種的基本

型態，同時將菌種以固體培養基培養，由其生長型

態分辨酵母菌及黴菌兩大類。酵母菌的生長通常需

要 24 至 72 小時的培養，才會有明顯的菌落長出。

雖然白色念珠菌 (Candida albicans) 可以利用發芽

管實驗 (germ tube test) (以血清將菌種培養三小

時，然後利用顯微鏡觀察菌種是否有發芽管長

出)，來與其他菌種區分。但其他念珠菌種如 Candida

glabrata、Candida krusei，甚至 Saccharomyces、

Trichosporon及 Rhodotorula等酵母菌種，也是重要

的病原菌 (1-3)，卻無法用上述方法鑑定。有些菌種

有相同的生化反應，而且在特殊培養基上也有類似

的生長型態，因此傳統方法不但耗時且無法準確的

鑑定。真菌對一般常用的抗真菌藥物 (如

fluconazole) 具不同程度的抗藥性 (4,5)，因此若無法

準確鑑定所感染的菌種時，在藥物的決定和用量上

會有困擾，故發展快速鑑定真菌的方法有其重要

性。

圖 2.

(A) DNA 之基本結構

(A、 T、 G、 C 四 種

核 酸) 及它們之間的

配對；(B) 雙股的 DNA

片段由 A-T 或 G-C 結合

而成。

圖 3.真菌的檢測流程。
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五、分子生物學之方法

近年來科技的進步，帶動了分子生物技術的迅

速發展，已有許多利用這些技術來檢測及鑑定微生

物的成功例子(6,7)。甚至有許多的病原菌，不易由傳

統的方法鑑定，卻可藉分子生物學法進行鑑定。這

些技術具備快速、高靈敏度、特異性及再現性等優

點(8)。

1.聚合�連鎖反應
聚合�連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR)

為目前最普遍應用的分子生物技術，此技術為近代

分子生物學開創出新的紀元。PCR 是一種可以在

生物體外增殖 DNA 的技術，所需要的樣品量小，

並可在短時間內將微量之 DNA 以 2 的次方倍放大

幾百萬倍。圖 4 所示為 PCR 之原理，乃某一雙股

DNA 經過高溫加熱而分開成兩條單股 DNA，其次

所選擇的引子 (primer) 將分別與這兩條單股 DNA

黏合後，在 PCR 的溶液內配合聚合�的協同作用

複製成為兩條新的雙股 DNA。此程序反復進行，

經過約 30－35 個適當溫控的循環後，DNA 的量因

而呈指數增加。PCR 產物經由電泳分離後，在經

過染色及紫外光照射後，即可觀察到結果。

PCR 之優點為敏感性高、特異性強、快速及

簡便。在臨床上之應用也越來越廣，許多臨床微生

物檢體，如細菌或病毒等，都需要經過培養以取得

較大量的樣本後始能進行偵測。然近年來許多研究

群改以 PCR 來檢測微生物。這樣非但可達到準確

鑑定之目的，而且只需要微量的 DNA 樣本即可。

由於一般的檢測過程都會遭遇樣本量太少而無法分

析的問題，故許多研究者亦利用 PCR 配合其他分

子生物學或是各種生物感測器來進行致病性微生物

的偵測。表 3 為以 PCR 或配合其他偵測方法來快

速鑑定酵母菌之發展過程。各研究群採用 PCR 增

殖所要偵測的菌種後，再利用不同的分子生物學的

方法，包括以限制�切割 DNA 片段或酵素免疫分

析法來鑑定之，這些方法將在下文做詳細的介紹。

(1) PCR反應

PCR 反應過程中，必須有三個程序：� 變性

(denaturation)：高溫 (90－95 °C) 加熱使雙股 DNA

分開成兩條單股 DNA，一般所需時間為 1－5 分

鐘；� 粘合 (annealing)：此時單股 DNA 將在一適

當之溫度下與所選擇之引子結合。一般溫度控制在

30－65 °C，依所選擇之引子而定，時間為 0.5－1

分鐘；以及�延伸 (elongation)：引子結合上 DNA

後，在 Taq 聚合�的催化下，按照單股 DNA 之序

列的情報延伸而合成其互補性之 DNA 片段，一般

溫度為 65－75 °C，且需時 1－4 分鐘。這三個程序

連續循環 25－40 次，DNA 之量將會增加幾百萬倍。

一般 PCR 產物經過凝膠電泳 (gel electrophoresis)、

溴化乙啶 (ethidium bromide) 染色處理後，藉由紫

外光的照射便可觀察其結果。

(2) PCR之其他技術

除了運用最基本的 PCR 增殖原理外，還有其

他新的技術先後發展出來。� 反轉錄 PCR (reverse

transcription PCR, RT-PCR)：這種技術是以 RNA 為

樣本。由於 Taq 聚合�只適用於對 DNA 催化，所

以當待測物是 RNA 時，需將之與逆轉錄� (reverse

transcriptase) 合成 cDNA，然後再進行 PCR 反應增

殖。�套式 PCR (nested PCR)：此方法是將第一次

之 PCR 產物作為第二次 PCR 反應之模版來選擇其

互補的序列。這種技術可以提高靈敏度及特異性。

� 多套式 PCR (multiplex PCR)：此方法利用多對

引子同時進行 PCR，其好處在於可同時檢測有多

處基因突變的序列或是可同時鑑定多種菌種。

圖 4. PCR 之原理。
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(3) PCR引子的設計

以上的技術都必須有特定的引子才會有高靈敏

度及高特異性，所以引子之選擇是非常重要的。引

子是一段設計合成與要測試 DNA 片段之互補的

核 酸，可分為三大類：� 普遍性引子 (universal

primer)：針對微生物的核糖體 DNA 片段而設計

的；� 專一性引子 (species-specific primer)：針對

某特定菌種或菌株可增殖之 DNA 片段而設計的，

� 隨機增殖多型性引子 (random primer)：可任意

增殖任何菌種之任何 DNA 片段，並不需要了解

DNA 之序列而可直接進行增殖。而所擴增出來之

DNA 片段有很大的差異，一般用在同種不同菌株

之區別。這種引子通常是以單一引子進行增殖，而

前兩種則是需要一對引子才可以進行複製。由於這

種引子沒有專一性，因此在 PCR 反應時，粘合引

子之溫度需比較低，一般是在 30－50 °C 之間，而

且引子之核 酸數通常較少。

許多研究群利用這些不同的引子對基因突變或

菌種鑑定進行研究。在 1992 年，Miyakawa 等(29)利

用 PCR 區分 C. albicans 與其他菌種，此方法之靈

敏度為 2－10 cells。Niesters 等(15) 也利用套式 PCR

來鑑定念珠菌種。Makimura 等 (13) 由真菌的 18S

rRNA 序列中設計合成一對普遍性引子，以識別真

菌種類，其偵測靈敏度可達 1 pg 之 DNA。在 1996

年 Liu 等(19)利用隨機增殖多行型引子來區分各念珠

菌菌種。他發現以這種方法來鑑定不同的菌種的效

果非常好。本研究室也利用多套式 PCR 之方法來

鑑定引發菌血症之酵母菌，PCR 之靈敏度可達 4

pg 之 DNA(30)。PCR 技術固然好，但是它本身只是

一種 DNA 增殖的工具，依然需靠凝膠電泳分析其

表 3.

以 PCR 快速鑑定酵母菌

之發展過程。

年份 鑑定方法 靈敏度 鑑定時間 參考文獻

1992 RAPD NA* NA 9

1993 Nested PCR＋REA or hybridization NA 1 day 10

1994 PCR 1－2 cells NA 13

1994 PCR＋dot-blot hybridization NA NA 11

1995 PCR＋REA NA ~ 1 day 12

1995 PCR＋EIA NA NA 13

1996 RAPD NA NA 14

1997 PCR＋hybridization 1 CFU/mL < 12 hr 15

1997 PCR＋ EIA 100 cell/0.2 mL 7 hr 16

1998 PCR＋EIA or southern blotting 1－4 cell/mL 8 hr 17

1998 PCR＋EIA NA 7 hr 18

1999 PCR＋CE NA < 7 hr 19

1999 PCR＋REA 5 CFU/mL 24－36 hr 20

2000 PCR＋liquid hybridization 2－20 CFU/mL < 2 days 21 

2000 PCR＋LiPA 2－10 cell/mL 8 hr 22

2000 PCR＋CE NA NA 23

2000 Nested PCR 2 cell/mL 6.5 hr 24 

2000 PCR＋EIA 1 cell/assay 6 hr 25

2000 PCR＋cross-blot hybridization 2 cell/mL 7 hr 26

2001 PCR＋EIA NA NA 27

2001 PCR NA 5.5 hr 28

2001 PCR 20 CFU/mL < 8 hr 30

*NA: not applicable; RAPD: random amplified polymorphic DNA analysis; REA: restriction enzyme
analysis; EIA: enzyme immunoassay; CE: capillary electrophoresis; LiPA: line probe assay
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結果，在樣本數量及解析度的限制下，使鑑定工作

出現困難度，所以許多研究者利用 PCR 配合其他

偵測儀器以提高檢測效率(31-35)。

2.脈衝式電場凝膠電泳法 (PFGE)
首先將臨床樣本培養在固狀或液狀培養基上到

一定程度，然後取出與凝膠混合後，再用溶�劑

(detergent-enzyme) 將菌之 DNA 以限制� (restriction

enzyme) 切割，最後再利用凝膠電泳分離。經切割

後的 DNA 之分子量大小不同，所以會使其在電泳

中之移動率隨施加的電場方向及大小而產生差異。

由於各菌種之 DNA 序列不同，而使所切割的片段

會有差異，所以經過溴化乙啶染色後便可以在紫外

線照射下觀察其不同點。這種方法雖然好，但費

時，需要 2 到 3 天的時間才可將樣本完整分析出

來。

3.南方點墨法 (Southern Blotting)
南方點墨法是最早用來區分菌種 DNA 的技

術。此方法利用限制�將 DNA 切開，經過凝膠電

泳分離後，轉印到硝酸纖維素或尼龍濾紙上，再與

有標誌之特定的 DNA 探針雜交，然後觀察各菌種

被限制�切開後的位置來進行鑑定。

4.限制性片段長度多態性 (RFLP)
這種方法乃是利用少切點的限制�將特定的

DNA 片段切開，其切割後的片段結果將會明顯的

比脈衝式電場凝膠電泳法與南方點墨法來得少，在

電泳上看起會比較簡單。但是其區分效果一般比脈

衝式電場凝膠電泳法差。Williams 等(17) 在 1995 年

以 PCR 及 RFLP 來鑑定念珠菌種，而在 1999 年這

種技術被 Velegraki 等(36)用來鑑定真菌之種類。

5.酵素免疫分析法
酵素免疫吸附分析法 (enzyme immunosorbent

assay, EIA) 是一個相當普遍用來偵測及鑑定菌種的

方法。此方法是利用抗原抗體結合的反應特性。將

欲測試之抗原或抗體附在一固相 (solid phase) 上，

反應後產生的聚合體亦隨之結合在固相上，再加入

酵素受質，使其呈色，最後將訊息傳出，達到定量

分析之目的。固相之選擇有許多因素考量，如在一

定的體積下，要能附著高量的抗原抗體，附著後解

離度要低，且附著後對巨分子的三級結構不能有太

大的影響，才能保有免疫反應的特性。最普遍的固

相是由塑膠材料製成的微量反應盤 (microliter

plate)。目前免疫反應都有完善的偵測系統可以判

讀訊號。不同的基質將需要不同的偵測儀器。如呈

色基質 (chromogenic substrate) 要用比色計

(spectrophotometer)，螢光計 (fluorometer) 則偵測螢

光基質 (fluorogenic substrate)，而冷光基質

(luminogenic substrate) 是利用冷光計 (luminometer)

偵測的。一般偵測 DNA 都是在微量反應盤上反

應，然後以比色計偵測其反應(18,21,23,30)。雖然 EIA 有

高特異性及高敏感性，即利用抗體的專一性及酵素

不斷催化基質的功能加強敏感度，其反應後要將未

結合的抗原抗體與固相上之聚合體分離之清洗

(washing) 步驟相當複雜。Fujita 等(18)利用 PCR-EIA

之方法來偵測血液中念珠菌之感染，其靈敏度可達

每毫升 10 個 C. albicans 細胞。另一組研究群，

Shin 等(21) 也同樣的以 PCR-EIA 檢測陽性血瓶中之

念珠菌，其靈敏度提高為 1 個 C. albicans 細胞 /2

µL，而偵測時間只需 7 小時。

六、生物晶片

近年來因人類基因密碼的解開而使生物晶片蓬

勃發展。生物晶片是當今一種可以提供快速分析生

物化學的重要工具。它屬於微型裝置，科學家把大

圖 5. DNA 晶片之檢測過程。

尼龍薄膜或玻
璃材質的晶片

可由螢光儀或以呈色
法觀察及分析結果

將DNA探針固定
於尼龍薄膜表面

待測物與探針雜交

標定發光或螢光
物質之待測物
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量特定的生物材料依序放在一片非常微小的玻璃、

矽片、塑膠或尼龍薄膜等材質上，然後可用於各種

的生化測定。這種方法既快速又準確，而且其靈敏

度及重複性又高，不但可以節省時間還可以減低人

力資源。目前有人利用此技術來分析 DNA 序列以

檢測出基因突變的所在點，亦可對微生物或是病原

菌作分類及鑑定。一般高密度排列整齊的晶片稱為

微矩陣技術 (microarray)。目前比較普遍的有 DNA

微矩陣 (DNA microarray)、蛋白質微矩陣 (protein

chip) 及生醫感測器晶片 (biosensorchip)，以 DNA

微矩陣發展最快。DNA 微矩陣是將數千或數萬個

單股 DNA 或 cDNA 片段，以高密度之點陣固定在

特定材質上，如圖 5 所示。若待測物是標有發光或

螢光物質之 DNA (稱為 target)，當與固定於表面的

互補 DNA 探針雜交後，可由呈色法或晶片檢測儀

來分析其結果。

目前許多在臨床應用上具有潛力的 DNA 晶片

不斷被發展出來，最主要運用在基因表現分析及快

速檢測病原菌。根據 Khan 等 (37) 的報告，利用

DNA 微點陣之技術，可以提供科學家對目前人類

所罹患的疾病，透過基因表現有更進一步的認識，

在診斷上有更準確的判斷。在一個面積小 (1 cm2)

的晶片表面固定上 25000 個 cDNA 探針，然後與

互補之 cDNA 進行雜交反應。晶片上的基因表現

則利用雷射顯微鏡將影像傳送到電腦進行分析，由

此可得知那些基因有異常的表現，進而找出引起疾

病的原因，以提供正確的疾病治療。在 Young 等(38)

的報告中指出，除了疾病的診斷及治療外，DNA

微點陣還可以被利用在醫療藥物的發展上，不僅如

此，此技術也可以配合 PCR 技術鑑定引起感染病

之微生物，是一個又快又準確的鑑定方法。目前

DNA 晶片之發展大多著重於人類基因之表現，以

便可以有適當的治療或預防遺傳疾病的發生 (39-41)。

另一方面，對於各種病原菌之偵測也在積極的研發

中(42,43)。

1. DNA晶片的製造
DNA 晶片的製造可分為三種：(1) 機械點記法

(mechanical spotting)：以機械手臂將已合成的 DNA

探針點觸到晶片上；(2) 噴墨法 (ink-jetting)：用噴

墨印表的技術將已合成的 DNA 探針噴點到晶片

上； (3) 光罩法 (photolithography)：目前是

Affymetrix 公司所使用的技術，一層一層的用光罩

法將鹼基固定在晶片上。首先必須在晶片上修飾連

結體及保護膜，保護膜將因紫外光的照射而被破

壞，而 DNA 鹼基則是透過生化反應被固定在被破

壞之保護膜位置。機械點記之技術最簡單而且價位

低，但是其產量較低。噴墨法最普遍，因為其成本

圖 6.

DNA 晶片的酵素呈色反

應機制。
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較低且有高密度的產品。至於光罩技術，雖然可以

有多變化、高密度及產量高的晶片，但是其成本高

而且製作時間長。

2. DNA探針之設計
DNA 晶片特性首重具有高特異性的 DNA 探

針，即是固定於晶片上的單股 DNA 將與待測

DNA 進行雜交反應而提供準確的鑑定結果。每一

種菌之 DNA 探針必須是高專一性，這樣在進行雜

交反應時，才不會因交叉反應而錯誤判斷結果。在

選擇 DNA 探針時必須注意下列幾個條件：�

核 酸之長度：一般是 20－30 個核 酸，太短會

減低其專一性，太長並不會提高專一性，反而在合

成時會增加費用；� 核 酸之熔解溫度 (melting

temperature, Tm)：一般溫度範圍在 55－65 °C，溫

度太低會降低靈敏度及專一性；�探針之序列：G

與 C 的總數量應在 40% 以內，序列要避免有連續

5 個相同的核 酸 (例：-AAAAA- 或 -GGGGG-)，

或在探針的 3' 端要防止 G 與 C 的含量太高，因為

會產生非特異性的結合，造成探針的專一性減弱；

� 物理特性：要防止探針本身的互補現象，這會

減低可與待測 DNA 結合之引子的量；�探針之間

的相互作用：探針間互相雜交會使欲與待測 DNA

結合之探針量減少，而使雜交的靈敏度下降；�

待測 DNA 之長度：一般在 700－1000 bp 以內，過

長 DNA 片段會影響雜交的效果。

表 4.

國外生物科技公司與其

生物晶片產品。
公　司 產　品 產品簡介

Affymetrix GeneChip 主要研發造成基因突變的基
(www.affymetrix.com) 因晶片

Research Genetics GeneFilter microarray 探討人類無表現的基因表現
(www.resgen.com)
CLONTECH Atlas cDNA arrays 研究哺乳類動物細胞週期基
(www.clontech.com) 因的表現

Incyte Genomics Membrane expression arrays 主要針對人類基因表現，也
(www.incyte.com) 研究植物組織裡的基因序列

Genometrix Inc. Expression microarray 主要針對致癌基因
(www.genometrix.com)

Vysis Inc. Genomic microarray 主要針對致癌細胞
(www.vysis.com)

Display System Biotech DiscoveryARRAY 探討人類基因序列的表現
(www.displaysystems.com) Gene Display

3.偵測方法及結果分析
雜交反應之前，待測 DNA 必須先進行處理。

待測 DNA 以 PCR 擴增特定的 DNA 片段。此時的

引子是以放射性元素、螢光或非放射性物質為標記

物，以便雜交後可觀察結果。目前較少用放射性物

質因為其保存期限較短，且有危險性，故改用螢光

物質或非放射性物質，如生物素 (biotin) 及毛地黃

素 (dioxigenin)。DNA 晶片在雜交反應之後，可利

用不同的分析儀器來觀察其結果。由於生物素本來

就存在於生物體內，在反應過程中會造成干擾。所

以只存在於毛地黃植物 (digitalis) 中(44) 的毛地黃素

已逐漸的成為首選標記物。

(1)酵素呈色法

當酵素抗體與待測 DNA 片段上的抗原結合

後，加入呈色受質，受質被酵素催化形成不溶性的

有色物質。這種方法的好處在於呈色快，且不需特

殊儀器來分析結果。毛地黃素 (digoxigenin) 與抗毛

地黃素之抗體有極高結合能力，不但具高靈敏度，

還有低背景值的優點(45)。抗毛地黃素之抗體通常帶

有鹼性磷酸酵素 (alkaline phosphatase, AP)，而其受

質為 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) 及

nitroblue tetrazolium salt (NBT)，圖 6 所示為酵素呈

色的原理，在 AP 的催化下，BCIP 之磷酸根會被

氫鍵取代，而後被氧化形成 5,5'-dibromo-4,4'-

dichloroindigo。同時，NBT 將與兩個氫結合而形
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表 5.

國內發展生物晶片的研

究機構。

公司／研究機構 產品

晶宇生物科技公司 腸病毒型別鑒定晶片、病原體抗藥性及分型晶片、
(www.biodr-chip.com.tw) 動物疾病檢驗、食品病原菌檢測

工業研究院 微流體晶片、發燒晶片
(www.itri.org.tw)

晶�生化科技股份有限公司 MasterGeneTM、GalazyGeneTM、腦膜炎晶片、蛋白質
(www.genemaster.com.tw) 晶片

佑寧生物科技股份有限公司 蛋白質晶片、抗癌生技及基因藥品

(www.u-gene.com.tw)

成 diformazan，與受質反應後可由顏色上的變化

(由無色變成藍紫色) 來鑑定菌種。酵素呈色法適用

於尼龍薄膜上的雜交反應。

(2)螢光分析法

螢光分析法是一種簡單及可信賴的偵測方法。

螢光抗體與待測的 DNA 抗原結合，置於紫外光線

下，會出現綠色螢光 (fluorescein) 或紅色螢光

(rhodamine)。FITC (fluorescein isothiocyanate) 和

TMRITC (tetramethylrhodamine isothiocyanate) 為實

驗室常用的螢光劑，因為 isothiocyanate 的衍生物

較穩定，能與抗體蛋白質分子上的 free amino

group 鍵結成 carbamido linkage。大多數的螢光物

質是屬於有機物環狀結構，當分子被適當波長的光

線激發，分子的電子因吸收光線的能量而跳躍至較

高的能階 (激發態)，然後激發態的電子釋放出能量

(光子) 而回到基態。各種螢光物質有特定的吸光波

長，fluorecein 會吸收 492 nm 的波長，而發射出

520 nm 呈黃綠色的光，rhodamine 則吸收 550 nm

的波長，發射出 580 nm 成橘紅色的光。由於螢光

會隨時間逐漸消失，因此必須利用 X 光軟片把反

應結果感光以便保存。

(3)電化學分析法

電化學分析法的主要原理為利用生物分子在電

化學上的電子傳輸作用 (electron transfer)，即氧化

還原反應，作為訊號產生方式，這些訊號包括電流

(amperometric)、電壓 (potentiometric)、電導

(conductance) 及電阻抗 (impedance)。對 DNA 的偵

測是當兩股單股 DNA 經雜交後形成雙股 DNA，

透過結合在 DNA 中的雜交指示劑 (hybridization

indicator) 之氧化還原反應，進而偵測待測 DNA 是

否有與探針結合。當待測 DNA 與固定在電極表面

的探針結合時，指示劑在電極表面之濃度會增加，

由所量測到的電流訊號可以知道待測 DNA 結合之

量 。 這 些 雜 交 指 示 劑 包 括 cationic metal

complexes(46)、intercalators(47) 及 groove binder(48)。掃

描電化學顯微鏡 (scanning electrochemical

microscope, SECM) 是把樣品基材和微探針電極，

置於含電解質溶液的電解槽中，當探針電極慢慢靠

近基材表面時，發生電化學反應而產生法拉第電流

(Faradic current)。探針電極可作三維掃描，同時把

法拉第電流轉化，而得知基材表面形貌，並可推導

相關電化學反應。這些電化學反應主要發生於探針

電極和樣品基材。掃描電化學顯微鏡已成功應用於

觀察基材表面形貌，及對數種基材 (Si、Cu 等) 進

行沉積、蝕刻等作用。亦可直接於基材掃描、蝕刻

圖案，比傳統光學微影簡便。若縮小電極探針，可

達奈米級微影解像度。此技術也開始應用在生化領

域。Shiku 等(49)以 SECM 來偵測極少量的癌細胞特

有的抗原 carcinoembryonic antigen (CEA)。他們利

用山葵過氧化� (horseradish peroxidase, HRP) 促進

ferrocenylmethoanol (FMA) 的氧化還原反應，並透

過 SECM 來偵測過氧化氫 (H2O2) 的改變，以便得

知 carcinoembryonic 抗原與其抗體結合的結果。此

方法可以在半徑為 20 µm 的點內偵測大約 104 的

CEA 分子。其他用來偵測的物質有 glucose oxidase

(GOD) 及 fluorescein isothiocyanate (FITC)(50)。

國外在這方面的發展相當快，許多基因晶片已

經商品化，大部份的產品是應用在臨床基因表現

上，用來檢測各種基因疾病的源由。國內則有許多

生物科技公司及研究機構，如工研院、中央研究
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院、各所大學的相關研究單位等，已極集開發相關

產品及研究，將台灣帶入分子醫學診斷的領域，並

配合微小化技術將使產品更精細。表 4 及表 5 分別

為國內外一些生物晶片的研究機構及其產品與研究

方向。Affymetrix 是國外製造微矩陣的著名公司，

發展相當多的基因晶片，而國內晶宇生技公司則是

國內首家製造出腸病毒感染晶片的公司。

本研究室目前在發展一套檢測真菌之 DNA 晶

片。其原理是把致病性真菌之 DNA 探針在尼龍膜

片上點成微點陣，經過紫外線照射處理使之固定

後，將要偵測之 DNA 檢體與點陣上之探針做雜

交。本實驗所選擇的探針有 20 至 30 個核 酸，

是以非共價鍵與膜片接合。DNA 檢體先用有標記

毛地黃素之引子進行增殖，然後再與已標定酵素之

抗毛地黃素抗體結合。當加入受質時，酵素將催化

受質使其呈色，可以以肉眼觀察，最後再依據反應

點之探針鑑定檢體之種類。圖 7 所示為本實驗製作

DNA 微點陣之過程。若是標定物為螢光物質，亦

可利用螢光顯微鏡觀察其反應。

七、結論

隨著社會的進步、科技的發達，各領域皆積極

研發生物科技的技術，希望能夠多了解 DNA。這

些相關資訊非但可以應用在遺傳學、細胞學、結構

生物學、基因學上，對於臨床檢測、醫藥的研發或

農業發展上也扮演極重要的角色。因此，近年來應

用分子生物學並配合以電化學、光學、聲波學為基

礎之 DNA 感測器陸續被發展出來。隨著醫藥界的

需求，更微小化、快速、簡便且高靈敏度的 DNA

偵測方法，許多不需經 PCR 放大過程之偵測技術

及產品亦將被開發出來。
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