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[57]申請專利範圍
1.　一種將一核酸接上一小分子的方法，包括下列步驟：(a)將 5’端具有單一磷酸根的核酸
與一 EDC溶於一咪唑緩衝液中進行反應；(b)將步驟(a)中的溶液以酒精沉澱純化得到一
5’-phosphorimidazolide；以及(c)將該 5’-phosphorimidazolide溶於含有伸乙二胺四乙酸的
一 EPPS緩衝液中，並加入一親核劑進行反應，其中該 EPPS緩衝液為 pH 7.0-8.0。

2.　如申請專利範圍第 1項所述之方法，其中該 5’端具有單一磷酸根的核酸的濃度為
3.2-12.6μM；該 EDC的濃度為 0.1-1.2M；該咪唑緩衝液的濃度為 0.1-1M；該(a)步驟的反
應時間為 30-180分鐘；該親核劑的濃度大於等於 187mM；當該核酸為核糖核酸時，該
EDC緩衝液與 EPPS緩衝液中更包含 8M尿素，該親核劑包括 1,6-己二胺與 1,2-乙二
胺；該核酸為雙股去氧核糖核酸或單股去氧核糖核酸；該親核劑為帶胺基之分子。

3.　如申請專利範圍第 2項所述之方法，其中該親核劑為帶有一個胺基之分子。
4.　如申請專利範圍第 2項所述之方法，其中該小分子包括生物素衍生物、螢光劑、顯影
劑、蛋白質及胜肽，而該帶胺基之分子包括生物素衍生物、顯影劑、蛋白質及胜肽。

5.　如申請專利範圍第 3項所述之方法，其中該核酸保留鹼基配對特性。
6.　一種將一核酸接上一小分子的方法，包括下列步驟：(a)將 5’端具有單一磷酸根的核酸
與一 EDC溶於一咪唑緩衝液中進行反應；以及(b)加入含有伸乙二胺四乙酸的一 EPPS緩
衝液，並加入一親核劑進行反應，其中該 EPPS緩衝液為 pH 8.0-8.5。

7.　如申請專利範圍第 6項所述之方法，其中該 5’端具有單一磷 酸根的核酸的濃度為
3.2-12.6μM；該活化劑的濃度為 0.1-1.2M；該咪唑緩衝液的濃度為 0.1-1M；該(a)步驟的
反應時間為 20-180分鐘；該親核劑的濃度大於等於 187mM；更包括下列步驟：(c)以酒
精沈澱純化核酸-小分子產物；當該核酸為核糖核酸或雙股去氧核糖核酸，該咪唑緩衝液
與 EPPS緩衝液中更包含 8M尿素；當該核酸為核糖核酸時，該親核劑包括 1,6-己二胺與
1,2-乙二胺；該核酸為單股去氧核糖核酸；該親核劑為帶胺基之分子。

8.　如申請專利範圍第 7項所述之方法，其中該親核劑為帶有一個胺基之分子。
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9.　如申請專利範圍第 7項所述之方法，其中該小分子包括生物素衍生物、螢光劑及顯影
劑，而該帶胺基之分子包括生物素衍生物及顯影劑。

10.   如申請專利範圍第 8項所述之方法，其中該核酸保留鹼基配對特性。
圖式簡單說明

第 1圖(A)~(F)為 32P標定的 TW17 RNA與 11分別改變不同單階段 phosphoramidation反
應的反應條件(A)EDC活化時間(B)RNA濃度(C)11濃度(D)EPPS緩衝溶液 pH值及與 11的反
應溫度(E)咪唑的濃度與 11的反應溫度(F)EDC濃度。實驗結果利用於 8%尿素聚丙烯醯胺凝
膠電泳的 SAv gel shift方法分析。

第 2圖為 32P標定的 TW17 RNA與 11改變不同 EPPS緩衝溶液 pH值進行兩階段
phosphoramidation反應。實驗結果利用於 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳的 SAv gel shift方法分
析。

第 3圖為 32P標定的 TW17 RNA與 11的單階段 phosphoramidation反應。實驗結果利用
於 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠 電泳的 SAv gel shift方法分析。圖中由左至右的 RNA樣品，分別
為(1)未經 phosphoramidation反應的 TW17 RNA；(2)在沒有加入尿素的 phosphoramidation反
應時，所獲得的 TW17 RNA-11鍵結產物；(3)在有加入尿素的 phosphoramidation反應後，所
獲得的 TW17 RNA-11鍵結產物。

第 4圖為利用單階段 phosphoramidation反應形成 32P標定的 TW17 DNA與 11的鍵結產
物。實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳的 SAv gel shift方法分析。圖中由左至右的樣
品，分別為(1)未經 phosphoramidation反應的 TW17 DNA、(2)在沒有加入尿素的
phosphoramidation反應時，所獲得的 TW17 DNA-11鍵結產物；(3)在有加入尿素的
phosphoramidation反應後，所獲得的 TW17 DNA-11鍵結產物。

第 5圖為利用單階段 phosphoramidation反應形成 32P標定的 3’引子 DNA與 11的鍵結
產物。實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳的 SAv gel shift方法分析。圖中由左至右的
樣品，分別為(1)未經 phosphoramidation反應的 3’引子 DNA；(2)在沒有加入尿素的
phosphoramidation反應時，所獲得的 3’引子 DNA-11鍵結產物；(3)在有加入尿素的
phosphoramidation反應後，所獲得的 3’引子 DNA-11鍵結產物。

第 6圖(A)~(C)為 32P標定的 RNA及 DNA與 11的兩階段 phosphoramidation反應。第 6
圖(A)為 TW17 RNA的反應產物，利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳的 SAv gel shift方法分析
後的結果。第 6圖(B)為雙股 DNA(TW17 DNA)的反應產物，利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電
泳的 SAv gel shift方法分析後的結果。第 6圖(C)為單股 DNA(3’引子 DNA)的反應產物，利
用 20%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳的 SAv gel shift方法分析後的結果。每一張表中的由左至右
的核酸樣品，分別為(1)未經 phosphoramidation反應的核酸；(2)在沒有加入尿素的
phosphoramidation反應時，所獲得的核酸-11鍵結產物；(3)在有加入尿素的 phosphoramidation
反應 後，所獲得的核酸-11鍵結產物。

第 7圖(A)~(D)為 32P標定的核酸與 1,6-己二胺或 1,2-乙二胺的單階段 phosphoramidation
反應的實驗結果。第 7圖(A)為 TW17 RNA與 1,6-己二胺的反應產物，利用 8%尿素聚丙烯醯
胺凝膠電泳分析後的結果。第 7圖(B)為 TW17 DNA與 1,6-己二胺的反應產物，利用 8%尿素
聚丙烯醯胺凝膠電泳分析後的結果。第 7圖(C)為 3’引子 DNA與 1,6-己二胺的反應產物，利
用 20%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析後的結果。第 7圖(D)為 3’引子 DNA與 1,2-乙二胺的
反應產物，利用 20%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析後的結果。

第 8圖(A)~(F)為利用 phosphoramidation反應製備 32P標定的核酸-牛血清白蛋白鍵結產
物。第 8圖(A)製備 TW17 RNA-牛血清白蛋白的實驗中不加 3M氯化鈉，並且實驗結果利用
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8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析；第 8圖(B)製備 TW17 RNA-牛血清白蛋白的實驗中加入 3M
氯化鈉，並且實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析；第 8圖(C)製備 TW17 DNA-牛
血清白蛋白的實驗中不加 3M氯化鈉，並且實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析；
第8圖(D)製備 TW17 DNA-牛血清白蛋白的實驗中加入 3M氯化鈉，並且實驗結果利用 8%尿
素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析；第 8圖(E)製備 3’引子 DNA-牛血清白蛋白的實驗中不加 3M
氯化鈉，並且實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分析；第 8圖(F)製備 3’引子 DNA-
牛血清白蛋白的實驗中加入 3M氯化鈉，並且實驗結果利用 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分
析。每一張圖中的樣品，由左至右分別為(1)反應前的 RNA；(2)聯結體為雙琥珀亞胺醯辛二
酸，且核酸與牛血清白蛋白反應 2小時的產物；(3)聯結體為雙琥珀醯亞胺戊二酸酯，且核酸
與牛血清白蛋白反應 2小時的產物；(4)聯結體為雙琥珀亞胺醯辛二酸，且核酸與牛血清白蛋
白反應 16小時的產物；(5)聯結體為雙琥珀亞胺醯辛二酸，且核酸與牛血清白蛋白反應 16小
時的產物。

第 9圖為經過 phosphormaidation反應修飾後的 3’引子 DNA 產物，利用於 PCR反應的
結果。第 9圖(A)為 32P標定的 3’引子 DNA-11鍵結產物，在經過 PCR反應的反應產物，最
後利用雙相尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳(上層 6%，下層 20%)分析所得的結果。 第 9圖(B)為
3’引子 DNA-1,6-己二胺-異硫氰酸螢光素鍵結產物，在經過 PCR反應的反應產物，最後利用
雙相尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳(上層 6%，下層 20%)分析所得的結果。第 9圖(A)及第 9圖(B)
中的樣品，由左至右分別為(1)PCR反應前的 3’引子 DNA，及(2)PCR反應後的產物。

第 10圖(A)~(C)為 32P標定的 RNA及 DNA與 18的兩階段 phosphoramidation反應的實驗
結果。第 10圖(A)為 TW17 RNA的反應產物，利用高解析的 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠電泳分
析後的結果。第 10圖(B)為 TW17 DNA的反應產物，利用高解析的 8%尿素聚丙烯醯胺凝膠
電泳分析後的結果。第 10圖(C)為 3’引子 DNA的反應產物，利用高解析的 20%尿素聚丙烯
醯胺凝膠電泳分析後的結果。

第 11圖為代表性 phosphormaidation反應的產率。a 沒有加入尿素；b 加入尿素；c 進行 3
小時的 phosphoramidation反應；d 進行 16小時的 phosphoramidation反應；e 由 EDC活化 15
分鐘再和 1,6-己二胺反應 10分鐘；f 用雙琥珀亞胺醯辛二酸作為聯結體；g 在沒有加入 3M氯
化鈉的條件下與牛血清白蛋白反應 2小時；h 在沒有加入 3M氯化鈉的條件下與牛血清白蛋白
反應 16小時；i 在加入 3M氯化鈉的條件下與牛血清白蛋白反應 2小時；j 在加入 3M氯化鈉
的條件下與牛血清白蛋白反應 16小時；k 用雙琥珀醯亞胺戊二酸酯作為聯結體。
第 12圖(A)~(D)為介面活性劑的種類及濃度，對兩階段 phosphoramidation反應產率之影

響。TW17 RNA與 11，分別是在加入(A)15%(B)20%(C)25%(D)32%的介面活性劑的濃度條件
下，進行兩階段 phosphoramidation反應，並且反應之產物，皆利 用於 8%尿素聚丙烯醯胺凝
膠電泳的 SAv gel shift分析。
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