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前 言 

• 轉基因植物 DNA 分析，主要是為了偵測轉
殖基因是否存在轉基因植物染色體中，及
分析轉殖基因在植物染色體中形成多少個
插入數 

 

• 最常用的技術有聚合酶鏈鎖反應 

(polymerase chain reaction, PCR) 和南方雜合
分析法 (Southern hybridization) 兩種技術。 



前 言 

• PCR 技術是利用針對轉殖基因設計好的專一
性引子對 (specific primers)，增幅染色體內
的目標轉殖基因 

 

• 經過模板雙股 DNA 分離 (denature)、 

                            引子對黏合 (annealing)、 

                             DNA 合成 (synthesis)  

   的步驟，並重複30~40個循環的反應，利用
瓊脂膠體電泳 (agarose gel electrophoresis) 觀
察所增幅的 DNA 片段。 

 



PCR之原理 

Antibiotic or 

herbicide  

resistance gene 

Promoter 

Transgene 

Termination  

sequence 



PCR之優點 
• 可進行大量偵測 

 

• 較高之特異性及靈敏度 

 

• 多種轉殖基因之偵測為可行 

 

• 可檢驗之產品形式較多 

 

• DNA純化方法不因檢測項目不同而有所差異，因此
在樣品的前處理上較為一致 

 

• 操作簡易較能系統化 



PCR之限制 
• 純化DNA程序較為複雜 (相較於ELISA) 

 
• 產品成分不含DNA者不適之，如沙拉油、純化之大豆卵
磷脂、澱粉抽出物等產品，另外加工程序可能破壞DNA ，
如高溫、酵素水解使結果呈偽陽性如醬油、麵包 
 

• 根據歐盟實驗室經驗，純化DNA長度若短於400 bp ，結
果呈偽陽性 
 

• CaMV 35S promoter、NOS、nptII序列會自然存在於
食品中，所以其檢驗不能斷定有重組DNA的存在 
 

• 樣品與試劑的污染，包括樣品的交互污染或之前PCR分析
的殘留，會有偽陽性的結果 



前 言 

• 針對轉基因植物的 RNA 進行分析，主要目
的是分析轉殖基因在轉基因植物體內是否
表現及表現的量如何 

 

• 常用的分析技術包括反轉錄-聚合酶鏈鎖反
應 (reverse transcription-polymerase 
chain reaction, RT-PCR) 及北方雜合分析
法 (northern hybriization) 兩種技術。 



前 言 

•  RT-PCR 與 PCR 原理類似，同樣是用來增幅特定
的核酸片段，差別在於 RT-PCR 較 PCR 在增幅前
多了一個反轉錄 (reverse transcription) 的步驟 
 

• 利用反轉錄酶 (reverse transcriptase, RNA-
dependent DNA polymerase) 的特性，使RNA
在反轉錄的過程中先被反轉錄成互補股DNA 
(complement DNA, cDNA)，cDNA 在接下來的 
PCR 過程中再被大量增幅 
 

• RT-PCR 除了具有與 PCR 相同的優缺點外，當基
因表現的量少或是總量 RNA (total RNA) 純化的
效率太差時，都可能導致偽陰性結果的發生。 
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PCR Product Detection 

 

反應後所得產物，以含0.8% Ethidium 

bromide的agarose gel電泳，配合適當的
DNA marker，來觀察是否得到正確的
產物。 
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Real time PCR(Q-PCR) 

• Real-time PCR 或稱Quantitative PCR (Q-PCR)是一
種藉著PCR操作協助定量DNA or RNA (進行RT-
PCR) 濃度的方法。 

 

• Real-time PCR跟傳統PCR不同之處在於前者可經
由光學系統去監測反應中產物量(螢光物質)的變
化而反應在電腦上，後者則必須等反應結束後再
進行洋菜膠體電泳分析。 

 

• 目前Real-time PCR螢光系統可大致分為「非探針
型」及「探針型」。  





Real-Time PCR的應用： 
1.絕對定量(Absolute Quantification)     3.基因型鑑定(SNP  genotyping) 

2.相對定量(Relative Quantification)      4.微小RNA偵測及定量 



Real time PCR類型 

• 「非探針型」的系統就是在反應中加入會與雙股DNA嵌合
而釋放出螢光的物質，目前最常被使用的螢光染劑是
SYBR-green I，這種物質會嵌入在雙股DNA的小凹槽(minor 

groove)而釋放出可被偵測的螢光，所以當PCR產物越多時，
嵌入的SYBR-green I就越多，釋放出的螢光也就越多。  

 

• 「探針型」系統相對上就較為複雜，反應中除了要有專一
性的引子對之外，另外還要在引子對之間DNA序列中找到
具有專一性的片段來作為探針，如果不是目標序列來做偵
測，探針就不會雜合到核酸上，之後也就不會釋放出螢光
而被偵測到，所以「探針型」系統的專一性也就相對比較
高。主要又分為Hydrolysis probe (TaqMan system) & 

Molecular Beacon  



DNA-binding agents  5’ nuclease oligoprobes  

Real-time PCR Detection of PCR products using fluorescent 



DNA-binding agents – SYBR®  Green I  

dsDNA minor-groove binding dye 





特定序列螢光探針 



TaqMan®   

5‘ -- Reporter(R) 

3’ -- Quencher(Q) 

 












