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第一章 緒論

第一節 澱粉生合成作用

1.1 澱粉的組成及結構

大部分高等植物是以澱粉為儲存醣類的形式，其在植物體中以結晶

(crystalline) 及非結晶 (amorphous) 部分組成之水不溶性 (water-

insoluble) 的顆粒存在。澱粉主要是由二種葡萄糖聚合物所組成，分

別為 20 - 30 % 直鏈澱粉 (amylose)，以及 70-80 %支鏈澱粉 (amylo-

pectin)。直鏈澱粉主要是由 840 至 22,000 個α-1,4 linked glucose 單位

及少數α-1,6 branch points 所形成的長直鏈結構，平均分子量為

136, 000~3.5×106 (Martin and Smith, 1995；Ball et al.,1996；Preiss and

Sivak, 1998)，而支鏈澱粉則是具有高度α-1,6 分支的複雜結構，可

含有超過 3×106的 Glc 單位，是自然界中的巨大分子，平均分子量為

106~108 (Sun et al., 1998)。 支鏈澱粉依據其鏈的分布，可分成三大

類：(1) C chain，是唯一含有 glucosyl 的還原端且作為 glucan tree 的主

幹；(2) B chain，是由 C chain 分支出來且自行進一步分支；(3) A chain，

是最外邊的分支，其本身為直鏈 (圖一) (Robin et al., 1974；Martin and

Smith, 1995)。
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圖一、 支鏈澱粉的分支結構 Robin et al., 1974

Fig. 1 Branched structure of the amylopectin molecule.

1.2 澱粉的生合成與參與酵素

澱粉生合成會發生在光合作用組織 (photosynthetic tissue) 如葉

子，與能源儲存組織 (sink tissue) 如根、塊莖、種子等的澱粉體
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(amyloplast) 當中，前者會生成 transient starch，以蔗糖 (sucrose)運送到

後者，再以生成 starch granule 形式作能源儲存。

(一) 植物澱粉體內主要合成澱粉的酵素：

(1) ADP-Glucose pyrophosphorylase (AGPase；EC 2.7.7.27) :

是澱粉生合成的第一步驟，主要作用為將 Glucose-1-phosphate 轉變

為 ADP-Glucose，作為基質使用。

(2) Starch synthase (SS,α-1,4-glucan-glucosyltransferase；EC 2.4.1.21):

將 ADP-Glucose 以α-1,4 glucosidic bond 鍵結至直鏈 glucan chain 的

非還原端。根據玉米基因選殖研究證實，至少有 6 種 SS 的異構

型 (Cao et al., 2000) -分別為可溶性澱粉合成酶 (soluble starch

synthases, SSSI、SSSIIa、SSSIIb、SSSIII) 及澱粉粒結合性澱粉合

成酶 (granule- bound starch synthases , GBSSI、GBSSII)。二者皆

是以 ADP-Glucose 作為反應基質，延伸α-1,4-glucoside 的長度，但

是 GBSS 與直鏈澱粉 (amylose) 生合成有關，而 SSS 則被認為同時

參與直鏈澱粉 (amylose) 及支鏈澱粉 (amylopectin) 之生合成

(Visser and Jacobson, 1993)
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(3) Debranching enzyme (DBE):

參與支鏈澱粉 (amylopectin) 裂解及合成，主要作用為水解α-1, 6-

glucosidic bond，移除不正確的分支點 (Myers et al., 2000 ; Nakamura Y,

2002)。 根據其對受質的專一性主要分成 isoamylase (EC 3.2.1.68) 及

pullulanases (EC 3.2.1.41 ) 二種，isoamylase 作用於支鏈澱粉及肝醣,

但不能作用於 pullulan (一種真菌葡聚糖，包含α-1,6 及α-1,4 鍵結)，

然而 pullulanases 則偏好以 pullulan 作受質且對支鏈澱粉或肝醣的影

響很小 (Genschel, et al., 2002)。

(4) Starch branching enzyme (SBE,α-1,4-glucan-6-glucosyltransferase；

EC 2.4.1.18):

主要作用為水解直鏈或支鏈澱粉上之α-1,4- glucosidic bond，產生非

還原端的直鏈葡聚醣，同時將其以α-1, 6-glucosidic bond 接到原鏈

或另一條α-1,4-葡聚醣終端葡萄糖分子的 C6 hydroxyls 形成分支狀

態，在支鏈澱粉 (amylopectin) 合成上扮演相當重要的角色 (Preiss

and Sivak, 1998)，有二種以上 SBE 的異構型，SBEI 及 SBEII 詳述

於後。

(二) 合成路徑 (圖二):

首先，由碳源供應組織生成 Sucrose 後，在韌皮部 (phloem)，經細
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胞壁的蔗糖轉化酶 (Invertase，β-D-fructofuranoside fructohydro -lase；EC

3.2.1.26) 轉變成葡萄糖及果糖進入細胞質。Sucrose + UDP 經蔗糖合成

酶 (Sucrose synthase，UDP-D-glucose: D-fructose 2-α-D-

glucosyltransferase；EC 2.4.1.13) 轉換成 UDPglucose + Fructose，

UDPglucose 經 UDPglucose pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) 轉變成

G-1-P，再經由二種不同的路線運送至合成澱粉組織的澱粉體胞器中：

路線一 (主要的)：G-1-P 經 phosphoglucomutase (EC 2.7.5.1) 轉變成

G-6-P 後，經由 transporter 運送至澱粉體 (amyloplast) 中，再轉變

成 G-1-P，G-1-P 經 AGPase 合成 ADPglucose。

路線二：G-1-P 經 AGPase 合成 ADPglucose，直接經由特殊的

transporter 運送至澱粉體中 (Smith, 2001；Emes et al., 2003)。

而後以 ADPglucose 為先驅物，經澱粉合成酶 (包括 GBSS 或 SSS)

合成直鏈澱粉 (amylose) 後，再經可溶性澱粉合成酶 SSS、SBE

及 DBE 作用共同合成支鏈澱粉 (amylopectin)。
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圖二、澱粉的生合成路徑圖 (Smith, 2001；Emes et al., 2003)

Fig. 2 The pathway of starch biosynthesis.

1.Sucrose synthase
2 UDPglucose pyrophosphorylase
3. phosphoglucomutase
4. ADPglucose pyrophosphorylase (AGPase)
5. ADPGlc transporters
6. hexose phosphate transporters
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第二節 澱粉分支酶之分子生物學研究

在原核生物中如 E. coli 或其它細菌中，發現有一種是進行類似澱粉

的分支酶存在，即是 glycogen synthase (Baecker et al., 1986)。然而，在

植物方面，經由基因及生化分析，證實有二種以上的分支酶異構型存在

(Sivak and Preiss, 1998 )。

2.1 澱粉分支酶的基因選殖(gene cloning)研究

在植物方面，經過分析及鑑定不同植物 BE 的分子結構，可將澱粉分

支酶分為 family A 與 B 二大類 (Burton et al., 1995) (表一、二)。

而在部分物種中，例如: maize (Boyer and Preiss, 1978 a,b; Gao et al.,

1997)、Arabidopsis (Fisher et al., 1996)、barley (Sun et al., 1998)..等報告

中均指出，SBEII 可進一步分為 SBEIIa 及 SBEIIb 二種異構型，他們有

以下特色：(a) 分別由 sbeIIa 及 sbeIIb 二種不同的基因編碼； (b) 在植

物生長期間，顯示出不同的表現型態 (空間性及時間性)；(c) sbeIIb 有

組織特異性，例如在 maize 及 sorghum 研究發現，存在胚乳及胚芽，而

在 barley研究顯示僅存在胚乳中。由上述研究證實，因為有多組的 SBE

異構型存在於不同物種中，顯示植物發育或支鏈澱粉合成期間，是需要

不同形式的 SBE 參與作用。
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表一、不同物種屬於 family B 之 SBE 異構型的研究

Family B (以多數 SBEI 代表)

酵素 物種 參 考 文 獻

maize Baba et al., 1991
Fisher et al., 1993
Gao et al., 1996

potato Kossman et al., 1991
Khoshnoodi et al., 1996

cassava Salehuzzaman et al., 1992
wheat Morell et al., 1997

SBEI

kidney bean Hamada et al., 2001
RBE1 rice Nakamura and Yamanouchi, 1992

Kawasaki et al., 1993
SBEII pea Burton et al., 1995
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表二、不同物種屬於 family A 之 SBE 異構型的研究

Family A (以多數 SBEII 代表)

酵素 物種 參 考 文 獻

maize Boyer and Preiss, 1978 a,b
Fisher et al., 1993
Gao et al., 1997

potato Larsson et al., 1996
Larsson et al., 1998
Jobling et al., 1999

Arabidopsis Fisher et al., 1996
wheat Morell et al., 1997

Nair et al., 1997
Rahman et al., 2001

barley Sun et al., 1998

SBEII

kidney bean Hamada et al., 2001
Nozaki et al., 2001
Hamada et al., 2002

RBE3
RBE4

rice Yamanouchi and Nakamura, 1992
Mizuno et al., 1992, 1993, 2001

SBEI pea Smith, 1988
Bhattacharyya et al., 1990
Burton et al., 1995
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2.2 基因結構 (gene structure) 的研究

根據不同物種之編碼基因序列比對及結構分析，在澱粉及醣類中，

所有參與澱粉水解的相關酵素，包含水解α-1,4 -linkages 的酵素，例如

cyclodextrin glucanotransferase、α-glucosidases、水解α-1,6- linkages 的去

分支酶 (isoamylase, pullulanase) 及 dextran glucosid -ase、影響α-1,4 與

α-1,6- linkages 的 neopullulanase 及α-amylase- pullulanase、以及參與

α-glucan 轉移的分支酶 (branching enzyme) 與肝醣去分支酶 (glycolgen

debranching enzyme)，均屬於α- amylase family，其包含特有的催化區

(β/α)8-barrel domain 及四個活化部位的保留區間 (active conserved

region)。在所有α- amylase family 的酵素中，只有八個胺基酸是不變的，

分別為 region 1 的 Asp,Val,His；region 2 的 Arg, Asp；region 3 的 Glu 和

region 4的His , Asp，其中七個 (粗體) 為活化中心 (Jespersen et al., 1993;

Svensson, 1994; Burton et al., 1995)。

2.2.1 (β/α)8- barrel domain (圖三)

結構是由八個β-strands (β1-8) 及α-helices (α1-8) 所組成，具有βα/βα....

連接的特性，還有一額外的α-helice (α0) 位於第六個β-strand 之後。

2.2.2 活化部位的保留區間 (active conserved region)

 將不同物種之屬於α- amylase family 的酵素序列，並排比對，獲得
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 四個保留性較高的區域 (conserved regions) 及七個活化中心的胺基

酸。Kuriki et al. (1996) 指出，BE 的四個保守區域對反應的催化及基質

結合很重要，經 site-directed mutagenesis 研究證實，催化部位第二、四

區間的 Asp (D) 及第三區間的 Glu (E)，對於分支酶的活性有很大的影

響，然而，其確切的作用機制仍不清楚。Cao and Preiss (1996)利用化學

修飾法證實 Arg (R) 對基質結合很重要；同樣地，Funane and Preiss (1996;

unpublished) 也確認 His (H) 與基質結合的重要性。(Preiss and Sivak,

1998)

2.2.3 胺基酸序列之 N- 和 C-端的影響

  比對各物種之分支酶胺基酸序列，其差異主要在於 N- 和 C-端。

Kuriki et al. (1997) 報告指出，利用 maize BEI 與 maize BEII 嵌合形基因

(chimeric gene) 在大腸菌以 T7 起動子的基因表現一系列的嵌合酵素，

發現兩種異構型性質的差別，結果將 maize BEI 的 C 端以 maize BEII 的

C 端代替，所表現出的 maize BEII-I Bsp HI 嵌合酵素比野生型 maize BEI

或 maize BEII 活性更高，但對基質的特異性卻和 maize BEI 相似，顯示

出 C 端對基質結合的特異性與催化能力很重要；在鏈的轉移 (chain

transfer) 實驗顯示，將 maize BEII 的 N 端以 maize BEI 的 N 端代替，所

表現出的 maize BEI-II Hind III 和 BEII 相似，轉移較短的 glucan 鏈，相
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反的，maize BE II-I HindIII 和 BEI 相似，轉移較長的 glucan 鏈，顯示 N

端與鏈長度的轉移相關，因此 C 及 N 端可能對基質結合的特異性與催

化能力、鏈的轉移及支鏈的長度都具有重要性。
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Martin and Smith 1995

圖三、SBE family A 與 B 之基因結構

Fig. 3 Gene structure of starch branching enzyme family A and B

β-strand 及α-helice 分別以 S 及 H 表示

Black bars：conserved regions in family A and B

Green bars：conserved regions in family A

Brown bars：conserved regions in family B

active conserved region of family A：HSHA/SS, GFEFDGVT, GEDVS, AESHDC

active conserved region of family B：HSHAS, GFRFDGV/IT, AEVV/E
T/S, AESHDC

2.3 SBEII (family A)與 SBEI (family B) 異構型間的差異

SBEII

SBEI

N-terminal arm
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2.3.1 立體結構方面

(一) N 端結構

經由稻米、豌豆、大麥及玉米等物種的 SBE 胺基酸序列並排比對的

研究指出，SBEII的N端序列較SBEI長，SBEII的N端含 extra-N- terminal

domain”，而 SBEI 則缺乏 (Mizuno et al., 1993；Burton et al., 1995；Sun et

al., 1998)。根據 Choy-Fasman algorithm 預測，此 domain 可能是”flexible”，

其末端含有二或三個連續的 proline 殘基 (Burton et al., 1995)。N-terminal

domain 功能的重要性仍不清楚，推測可能影響 SBE 與其他酵素間或 SBE

與澱粉顆粒間的接觸 (Burton et al., 1995；Martin and Smith, 1995)。

(二)連接 β-strand 與α-helice 間的 loop 結構

經細菌 (E. coli) 肝醣分支酶 (glycogen branching enzyme) 與玉

米澱粉分支酶序列比對結果發現，連接β-strand 7 與α-helice 7 及

β-strand 8 與α-helice 8 間的β αloop 長度差異很大，推測可能與

肝糖及支鏈澱粉間分支長度的差異有關 (Jespersen et al., 1993)。

Burton et al. (1995) 研究指出，β-strand 8 與α-helice 8 間的 loop，有一

段由 11 個胺基酸組成的序列 (P/EQXLPS/NGKF/I
I/VP) 存在所有的 SBE

family A 族群，然而 SBE family B 則缺乏。Takeda et al. (1993) 證實

此段序列與轉移的分支長度有關，此結果支持β-strand 與α-helice 間
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的 loop 影響支鏈長度的假設 (Jespersen et al., 1993)。

2.3.2 催化特性方面：

Guan and Preiss (1993) 及 Sivak and Preiss (1998) 報告中指出

出，以 amylose 及 amylopectin 為 SBE 作用基質，利用碘染的方法，使

iodine 與基質結合形成 amylose/iodine complex (OD660) 及

amylopectin/iodine complex (OD 530)，測此二種 complex 的吸光值，發現

在 SBEI 作用下 amylose /iodine complex 的吸光值大量減少；同時測量

SBE 活性，發現在 amylose 存在下 SBEI 活性明顯大於 SBEII，相對的以

amylopectin 作為 primer 時，SBEII 活性則明顯大於 SBEI，尤其是 SBEIIb；

結果顯示 SBEII 偏好以 amylopectin 為作用基質，而 SBEI 則偏好以

amylose 為作用基質；Takeda et al. (1993) 報告中指出，觀察 SBE 對

amylose 作用發現 SBEII 催化轉移的 glucan chain 較 SBEI 短，結果顯示，

SBEII 組成 amylopectin 的支鏈長度較 SBEI 短。此不同的催化特性，很

可能是因為 SBEII 與 SBEI 間 conserved structural ((β/α)8- barrel domain)

的差異造成。

表三、澱粉分支酶異構型的催化特性比較
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酵素 作用基質 轉移鏈長度 參與反應

SBEII amylopectin 短鏈 主要參與 amylopectin A chain 的合成

SBEI amylose 長鏈 主要參與 amylopectin B chain 的合成

(Guan and Preiss, 1993; Takeda et al., 1993; Sivak and Preiss, 1998)

2.3.3 生長發育期間表現的時間點

利用北方點墨法 (Northern blot)，分別以豌豆 SBEI 及 SBEII cDNA

片段為探針，研究豌豆胚芽的發育時期發現，SBEI (family A) 活性表

現在早期，而 SBEII (family B) 表現的時間則較晚 (Burton et al.,

1995)。此相同的情形亦發生 rice (Mizuno et al., 1992)，maize (Gao et al.,

1996)，wheat (Morell et al., 1997)，kidney bean (Hamada et al., 2001) 以

及 barley (Mutisya et al., 2003)..等，表示分支酶之異構型在澱粉生合成

過程中，對支鏈澱粉的分支度及鏈的長度，各自具有不同貢獻。
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第三節豆科植物之澱粉分支酶的研究

3.1 豌豆 (Pisum sativum；Pea)

Smith (1988) 研究 round-及 wrinkled-seeded 豌豆胚芽 (pea embryo)

發育時期之 SBE，發現此二種表現型的差異主要在 r (rugosus) 基因部

位，分別為 RR, Rr 及 rr 基因型。由成熟的胚芽中純化出 SBE，發現

round peas 中有二種分子大小及分支 amylose 能力不同的異構型，而

wrinkled peas 中僅有一種蛋白質，其分支的特性與 round peas 的其中

一個異構型相同；同時，分析二種表現型的酵素活性，觀察到 round

phenotype 在胚芽發育的早期快速增加而

wrinkled phenotype 的酵素活性僅在晚期出現，推測 SBE 活性的差異，

可能與僅存在於 round phenotype 的異構型有關。

Bhattacharyya et al. (1990) 選殖出豌豆的 r (rugosus, wrinkle) 基因部

位，發現 wrinkled (rr) 種子缺乏存在於 round (RR 及 Rr) 種子的

SBEI 異構型，因此認為豌豆的 SBEI 基因位於 r 基因部位。隨後，

Burton et al. (1995) 利用 SBEII 抗體 (Denyer et al., 1993) 於噬菌體

λgt11 建構的 cDNA 表現庫 (expression library) 中篩選出 SBEII

cDNA；而以 Bhattacharyya et al. (1990) 獲得的 SBEI 部分序列為探

針，由λgt10 cDNA 基因庫中篩選出 SBEI cDNA。SBEI cDNA 之全長



18

為 3549 bp，其 open reading frame (ORF) 的長度為 2766 bp，編碼出

922個胺基酸，包含 875個胺基酸的成熟蛋白質及 47個胺基酸的 transit

peptide，預估分子量大小為 99.8 kDa；然而，SBEII cDNA 因缺乏起始

密碼子"ATG"，並未獲的全長序列，其 ORF 的長度為 2355 bp，編碼

出 769 個胺基酸的成熟蛋白質，預估分子量大小為 87.7 kDa。將 SBEI

與 SBEII cDNA 演繹出之成熟蛋白質的胺基酸並排比對，觀察序列結

構的差異，發現：(1) 成熟的 SBEII 較 SBEI 的 N 端缺少一段 121 個

胺基酸的序列 (N-terminal domain)。在接近此序列 C 端的部分，有 3

個連續的 prolines (位於成熟 SBEI 的 113-115)，且包含大量的 serine。

並經由 Chou-Fasman algorithm (Peptideplot；Chou and Fasman, 1978;

Devereux et al., 1984) 分析序列的二級結構，推測此 N-terminal domain

是非常"flexible"的。(2) 有一段 11 個胺基酸組成的序列 (EQHLP

NGKIVP)，僅存在於 SBEI (644-654)。(3) 有 3 個額外的胺基酸僅出現

在 SBEII (298-300)。(4) 在 SBEI (590-599) 與 SBEII (496-505) 序列的

相對位置，出現"break"情形。(5) 有一段由 8 個胺基酸組成的序列

(PEGIPGIP)，僅存在於 SBEII (669-676)。此外，將 SBEI 與 SBEII cDNA

演繹出的胺基酸序列與酵母菌、哺乳動物和原核生物的 glycogen

branching enzyme 以及玉米、稻米、馬鈴薯、樹薯的 SBE 並排比對發
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現，豌豆 SBEI 屬於澱粉分支酶 family A 而 SBEII 則歸類為 family B

族群 。

3.2 菜豆 (Phaseolus vulgaris；Kidney bean)

Nozaki et al. (2001) 由生長中的菜豆種子分離出二種 SBE 異構型，

KBE1 與 KBE2，分子量大小分別為 80 kDa 及 77 kDa。經 N 端定序比對，

發現 KBE1 與 KBE2 的相似度很高，N 端序列為" IIPRPGAGQ

KIYEIDPSLLAYRDHL"。將此段序列與豌豆、阿拉伯芥、大麥、小麥、

玉米、馬鈴薯及稻米之 SBE 異構型 (SBEI, SBEIIa, SBEIIb) 並排比對，

發現與屬於 family A 的 SBE 異構型相似度較高，因此將 KBE1 與 KBE2

歸類於 family A 族群。分析此二種蛋白質可知除了分子量及對 amylose

的親和力外，其它的酵素特性，例如 pH 值、Tm 值及對檸檬酸 (citrate)

與鈣離子 (Ca2+) 的反應等都很接近，且 KBE1 與 KBE2 N 端部分序列的

相似度較其他物種之異構型 (例如 barley BEIIa, BEIIb) 間的相似度

高，因此認為 KBE1 與 KBE2 是由單一基因演繹出來的。隨後，Hamada

et al. (2001) 並將 KBE1, KBE2 重新命名為 PvSBEII2, PvSBEII2-1，該研

究是由 PvSBE2 獲得的序列設計引子，以發育中期之菜豆種子分離出的

mRNA 為模板，進行反轉錄及 PCR 反應，得到二條不同的序列，經資

料庫比對，其中一條和 family A 的相似度很高 (命名為 pvsbe2)，另一條
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則不同於 family A (命名為 pvsbe1)。將 pvsbe2, pvsbe1 當作探針，用於篩

選由生長中之菜豆種子分離出的 mRNA 所建構的基因庫，成功的獲得全

長序列為 3360 的 pvsbe2 與 2732 bp 的 pvsbe1。pvsbe2 之 ORF (open

reading frame) 長度為 2613 bp，編碼出 870 個胺基酸 (PvSBE2)，預估分

子量大小為 99.8 kDa；而 pvsbe1 其 ORF 為 2544 bp 並編碼出 847 個胺基

酸 (PvSBE1)，預估為 96.3 kDa 分子大小的蛋白質。北方點墨法分析不

同生長時期 (DAF 4~16) 之澱粉分支酶的表現，發現 pvsbe2 主要表現在

種子發育的中期，而 pvsbe1 則表現於晚期。

第四節 綠豆之簡介

  綠豆 (mungbean)，學名 Vigna radiata L.，屬豆科豇豆屬。別名青

小豆、植豆，原產於印度，在熱帶及亞熱帶地區都有種植。依綠豆的

外觀，可分為油綠豆及粉綠豆二種，油綠豆種皮厚且具光澤，適合加

工製餡用；粉綠豆種皮略帶粉質，煮後味香無硬粒，較受消費者喜愛。

一般市面上多為東南亞進口的油綠豆，主要提供作為生產豆芽菜、冬

粉絲及餅飴等。而國產則以粉綠豆為主，主要種植地區為嘉南平原，

其品質優良且易煮爛，尤其適合加工製成綠豆湯，目前廣為栽培的品

種為「台南五號」。(吳昭慧和連大進, 1996)
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台南五號 (VC3890A) 是由台南區農業改良場 (台南場) 及亞洲

蔬菜研究發展中心 (AVRDC) 共同選育而成之高產量、高品質、抗白

粉病之品種。此品種之雜交母本為粉綠豆品系 VC2750A，為大粒種

(60 克/千粒重)，成熟具一致性及抗白粉病性優良；父本為油綠豆品

系 VC2768A，亦為大粒種 (65.3 克/千粒重)，早熟且適應性廣，產量

高為其特色。植物性狀為一年生直立草本雙子葉植物，植株高 45-62

公分，被有茸毛；莖呈淡綠色，表面具疏毛；葉為三小複葉，小葉全

緣呈腎臟形；花數朵呈淡黃色；花後結莢，果莢具莢毛，未熟莢為綠

色，成熟時轉黑；種子近方形，臍白色不凹陷，種皮色澤為粉綠色。

結莢習性集中於頂端且集中，開花期整齊，早熟且成熟一致不易裂

莢，採收方便 (翁廷賜和賴森雄, 1992)。

  組成分方面，綠豆含約 46-54% 澱粉及 20-26% 蛋白質 (AVRDC,

 1975)，其蛋白質富含米、麥中最缺乏的離胺酸 (lysine)，且脂肪多屬

不飽和脂肪酸，主要為棕櫚酸和亞麻油酸 (Um et al., 1990)。綠豆澱粉

中含有較多的戊聚糖、半乳聚糖、糊精和半纖維素，這些成分因為人

體腸胃道沒有相應的水解酵素系統而很難被消化吸收，所以綠豆所提

供的熱量較其他穀物低，對於肥胖和糖尿病患者有輔助治療的作用



22

(Li , 2001)，在營養上非常重要。

物理特性方面，綠豆澱粉顆粒為不規則狀 (橢圓形、球形)，因

此直徑變化很大，範圍約為 7-26μm，較其它豆類 (12-48μm) 小

(Hoover et al., 1991 1997)，糊化溫度約為 65℃ (Li et al., 1987)。

功效方面，根據 ＜開寶本草＞記載：煮食，消腫下氣，清熱解

毒，生研絞之服，治丹毒煩熱，風疹，藥後發動，熱氣奔豚。＜本草

綱目＞記載：綠豆，消腫治痘之功雖同予赤豆，而壓熱解毒之力過之。

且益氣、厚腸胃、通經脈，無久服枯人之忌。外科治癰疽，有內托護

心散，極言其效。綠豆肉平皮寒，可解金石、砒霜、草木一切諸毒。

又根據＜本草求真＞記載：綠豆味甘性寒，據書備極稱善，有言能厚

腸胃、潤皮膚、和五臟及資脾胃，按此雖用参、芪、歸、白术，不是

過也。第所言能厚、能潤、能和、能資者，緣因毒邪內熾，凡臟腑經

絡皮膚脾胃，一不受毒擾，服此性善解毒，故凡一切等症不用此奏效。

由此可知，各家本草對於綠豆清熱消屬，解毒，利水等藥用功效都極

力推崇 (中藥大辭典) 。

加工性質方面，Zhu et al., 1990 報導綠豆澱粉加工製作的麵條，平

滑且柔軟並具有良好的烹調特性；綠豆澱粉為我國許多傳統食品的主

要原料，其中綠豆冬粉具有久煮不爛的特性、良好的透明度及特殊的
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咀嚼感，是因為綠豆澱粉的結構較特別，其 amylose 的含量約為

32-35%，較一般澱粉的 15-30% 為高，且 amylopectin 的分支多，使其

能彼此產生架橋作用而具有適當的結合力，黏度屬於在高溫下較安定

的 C 型 (Hodge and Osman 1976; Li et al., 1987; Hoover et al., 1997)，因

為以上的特性而使其不能為其他種類的澱粉所取代作為製造冬粉的原

料。
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第五節 本論文之研究起源與目的

參與澱粉合成的酵素，在植物醣類代謝的能量儲存方面具生理上

的必要性，而不同種類的澱粉合成酵素在澱粉的結構上扮演著特異性

的角色。 在國內外關於綠豆澱粉生合成的研究非常有限，Tsay et al.

(1983) 分析綠豆開花到結莢的種子生長期間與澱粉合成有關的酵

素，包括sucrose synthetase, ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase)

及starch synthase (SS)，發現在開花後 (DAF，day after flowering) 11-14

天，sucrose synthetase的活性降至最低，取而代之的是AGPase和SS的

活性迅速增加，然而此篇報告僅局限於對酵素活性的測試，隨後就沒

有和綠豆澱粉合成酵素相關的發表。

由於目前缺乏對綠豆澱粉合成酶 (starch synthase, SS) 及綠豆

澱粉分支酶 (starch beanching enzyme, SBE) 在分子生物層次的報

告。因此本研究根據 Tsay et al. (1983) 的報導，取自於 DAF 14 (開花

後 14 天) 天的 「台南五號」綠豆種子作為材料，針對綠豆澱粉分支

酶著重於探討其基因結構，包含 cDNA 的選殖與特性分析。
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第二章 材料與方法

第一節 材料

1.1 樣品

未成熟 (約 DAF14) 台南五號綠豆 (Vigna radiate cv. Tainan no.5；

VC3890A) 於台南農業改良場的朴子分廠進行田間採收，連同豆莢一起

儲存於 -80 ℃冰庫中，使用時才由豆莢中取出完整之綠豆種子。

1.2 藥品

本研究均採用分生級藥品，dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 購自

ABgene (Epsom, U.K.)。Agra, Ampicillin, Bacto- tryptone, Bacto-yeast

extract, NaCl (Sodium Chloride), MgCl2購自 Amersco,Inc. (Ohio, USA)。

SDS, Tris-base 購自 Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)。Smart TM

RACE cDNA Amplification Kit 購自 Clontech (Palo Alto, CA, USA)。DNA

標準品(Gen-100 DNA ladder) 購自慕容科技有限公司(Taichung,

Taiwan)。SuperScript TM One-Step RT-PCR Systems 購自 Invitrogen

(Carlsbad, CA, USA)。LB Broth Miller 購自 Athena Enzyme Systems

(Maryland, USA)。限制酶EcoRI, NotI購自New England BioLabs (Beverly,

MA, USA)。EDTA (N,N,N1, N1-Ethylenedi aminetetraac -etic) 購自 USB

(Cleveland, Ohio, USA)。pGEM-T Easy Vector Systems, PolyATtract○R

mRNA isolation systems 購自 Promega Corporation (Madison, WI, USA)。
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IPTG, X-Gal 購自 Protech (Taipei, Taiwan)。FastStart Taq DNA Polymerase

購自 Roche (Mannheim, Germany)。Agarose 購自 Cambrex Corporation

(Rockland, ME, USA)。Absolute alcohol (100%酒精), Bromophenol blue,

Chloroform/iso -amylalcohol (24/1), DEPC (Diethyl pyrocarbonate), DMF

(N,N’- dimethyl-formamide), EtBr (Ethidium Bromide), Formaldehyde,

Formamide, Glucose, KCl (Potassium Chloride), LiCl (Lithium Chloride),

Lauro-sarcrosyl, β-mercaptoethanol, MOPS (3-[N-Morpholino] propane

-sulfonic acid) , Phenol, Sodium acetate, Xylene cyanol FF 購自 Sigma

Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA)。Glycerol 購自 Tedia Company

(Fairfield, Ohio, USA)。Gel Extraction, PCR-MTM Clean Up System,

Plasmid DNA Extraction System 購自 Viogene Biotek Corp. (Taipei,

Taiwan)。JM110 中興大學徐堯煇老師提供。DH5α購自益生生技公司

(Taipei, Taiwan)。

1.3 儀器設備

(1) 分光光度計 (Amersham Biosciences GeneQuant pro)

(2) 影像文書處理系統 (AlphaImager；AlphaInnotech IS2000)

(3) pH 酸鹼度計 (pH meter；Mettler MP220)

(4) 水平電泳裝置 (Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis Systems；Bio-Rad)

(5) 高速冷凍離心機 (Speed refrigerated centrifuge；Hitachi CR21)

(6) 迴轉式震盪培養箱 (Orbital shaking incubator；Firstek scientific S300R)

(7) 搖擺式震盪器 (Rocking shaker；Firstek scientific RS101)
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(8) 微量離心機 (Microcentrifuge；Labnet 16M)

(9) 超音波洗淨器 (Ultrafiltration stirred cell；Amicon model 8550)

(10) 微波爐 (microwave oven；大同 TMO-2010)

(11) 無菌操作台 (Biological Safety Cabinet；NuAire NU-425-600)

(12) 離心乾燥機 (MAXI dry plus；Heto)

(13) PCR 機器 (Bio-Rad iCycler)

(14) 水浴加熱器 (Firstek scientific B206)

(15) 紫外光觀察箱 (UV Box；Uvitec)

(16) 滅菌鍋 (Autoclave；Vertical sterilizer AS-3560)

(17) 處理型排氣櫃 (Model captair；Filtair 824)

第二節 引子的設計與合成

2.1 設計引子

利用國家衛生研究院巨分子序列分析資料庫 ( GCG SeqWeb ) 查

出澱粉分支酶相似物種序列 (Lookup or StringSearch)，利用 MEME

(MotifSearch) 找出序列的 conserved motif，由 Reading Frame 得到分別

對 N,C-端之最遠端的二個 Motif。假設最遠端為 Motif 2 及 Motif 4，將

此二段序列分別跑 Primer Selection，由 motif 4 設計 reverse primer、由
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motif 2 找設計 forward primer，將找到符合條件的 Primer 跑 Blastn (確

認其專一性)，相似性愈少愈好。

2.2 合成引子

設計好的引子，送交騰達行 (Taipei, Taiwan) 代為合成。得到乾燥

的引子，以 DEPC -H2O 復水後，儲存於-20℃。

第三節 RNA 之抽取與分析

3.1 Total RNA 之抽取

採用 hot phenol 法: 參考自 Shirzadegan et al. (1991)

【試劑】

1.萃取緩衝液

2. Phenol、Chloroform/isoamylalcohol (24/1)、

Phenol/ Chloroform/isoamylalcohol (25:24:1)

3. 2 M 及 4 M LiCl 溶液

4. 0.1% Lauro-sarcrosyl

5. 3 M 醋酸鈉溶液，pH 4.3 (以冰醋酸調整 pH 值)

6. 80%及 100% 酒精
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【藥品配製】

萃取緩衝液 (100 mL)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

Tris-base 1.2114 g 100 mM
LiCl 0.4239 g 100 mM
0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 mL 100 mM
10% SDS 10 mL 1%
β-mercaptoethanol 0.7813 mL 100 mM

先以 50 mL 水溶解 Tris-base，以 HCl 調整 pH 值至 7.5 後，加入其他

藥品，溶解後，加水定量至 100 mL，滅菌，於 4℃保存。

【步驟】

先取 20 mL 萃取緩衝液預熱至 65 ℃，加入等體積之預熱 phenol，

混合均勻後備用。自-80 ℃冰庫取出 4 g 綠豆種子，加入液態氮以研缽

研磨呈粉末狀後，加入上述之混合溶液 (比例 4 g bean/40 mL) 並研磨

至均質。將樣品轉置入離心管中，於 65 ℃水浴槽中加熱 5 分鐘，間歇

震盪維持均勻，接著，再加入 1/2 體積 Chloroform：isoamyl -alcohol

(24:1)，震盪 1 分鐘，於 4 ℃以 15,000 rpm 離心 20 分鐘。取出上清液，

加入等體積 Phenol：Chloroform: isoamylalcohol (25:24:1)，震盪 1 分鐘，

於 4 ℃以 15,000 rpm 離心 10 分鐘。又取出上清液，並加入等體積

Chloroform：isoamylalcohol (24:1)，震盪 1 分鐘，於 4 ℃以 15,000 rpm
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離心 5 分鐘以去除 phenol，此步驟重複二次，均取上清液。隨後，於

上清液中加入等體積 4 M LiCl 後，置於 -70 ℃冰庫 1-2 小時幫助 RNA

沈澱。接著，於 4 ℃以 15,000 rpm 離心 30 分鐘後，沈澱物回溶於 10 mL

之 2 M LiCl，再以 15,000 rpm 離心 10 分鐘，所獲沈澱物遂加入 5 mL

之 0.1% Lauro-sarcrosyl，於室溫下震盪溶解 RNA。然後準備 2 mL 之

離心管數個，先加入 1 mL 之 100%酒精及 40μl醋酸溶液 (3 M, pH

4.3)，再將溶解之 RNA 平均分裝至離心管(約 1 mL/管)中，輕微振盪後，

置於 -70 ℃冰庫過夜。隨後於 4 ℃以 14,000 rpm 離心 15 分鐘，去除上

清液，取 80% 酒精清洗沈澱物，再於 4 ℃以 14,000 rpm 離心 15 分鐘

後，去除上清液，以真空離心乾燥沈澱物。隨即將 RNA 沈澱物溶於 200

μL之 0.1% Lauro-sarcrosyl，再測 total RNA 濃度及 A260/A280比值，或

儲存於 -80 ℃備用。每批 RNA 製備是取 20 ng total RNA 跑甲醛洋菜膠

體電泳確認品質。

3.2 PolyA mRNA 之分離

原理: 利用商品化的 biotinylated oligo (dT) 在高鹽溶液下 (20x SSC)

會與mRNA 3’端的poly(A) tail以氫鍵鍵結，而biotinylated oligo (dT) 會

和 SA-PMPs (streptavidin- paramagnetic particles)結合，再利用磁板吸住

SA-PMPs，以低鹽溶液 (0.5x 及 0.1x SSC) 洗去不吸附的物質，最後以
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RNase-free 水將 polyA RNA 溶離出來。

【試劑】

1. PolyATtract® mRNA isolation systems (Promega, Cat. No. 5200 )

2. Stock solutions:

a) 1.2 mL：0.5x SSC: 30 μL 20x SSC+1.170 mL H2O (RNase Free)

b) 1.4 mL：0.1x SSC: 7 μL 20x SSC+1.393 mL H2O

c) 20 SSC

3. 0.1% DEPC-treated 水

【步驟】

取 0.1-1 mg total RNA 加 DEPC 水至總體積為500 μL，在 65 ℃下反

應 10 分鐘後，加入3 μL oligo(dT) probe及13 μL 20x SSC，混合均勻 (勿

用 vortex)，置於室溫直到完全冷卻約 10 分鐘。利用磁板抓取 SA-PMPs

原理以 0.5x SSC(300 μL/次) 清洗 SA-PMPs 三次。將準備好的樣品取至

SA-PMPs 中混勻，室溫下反應 10 分鐘，過程中每 2-3 分鐘輕輕混勻一

次。以磁板吸附 SA-PMPs 移除上清液 (注意不要吸到 SA-PMP pellet)。

以0.1x SSC (300 μL/次) 清洗 SA-PMPs四次，移除上清液。最後以100 μL 

RNase Free H2O 自 SA-PMPs 溶離出 poly A RNA，再次以150 μL RNase 

Free H2O 溶離出 poly A mRNA，測吸光時需 A260/A280比例≧2.0。

第四節 DNA 片段的製備與純化
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以得到的 PolyA mRNA 為模板，利用不同的引子對進行下列步驟：

4.1 反轉錄酶-聚合酶鏈鎖反應

(Reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR)

【試劑】

1. SuperScript TM One-Step RT-PCR Systems (Invitrogen, Cat. 10928 -042)

2. SBE 特異性引子 (10 μM)

3. 0.1% DEPC-treated 水

【步驟】

於 0.2 mL 離心管中依序加入25 μL 2X Reaction Mix (0.4 mM 

dNTP、2.4 mM MgSO4)、10 pg-1 μg polyA mRNA、10 μM的 sense 及

antisense primer 各1 μL及1 μL RT/Platinum Taq Mix，最後加水至50 μL

混合均勻。進行 RT-PCR 的反應程式設定為：(1) cDNA synthesis and

pre-denaturation：45 30℃ min、94 2℃ min。(2) PCR amplify -cation：

94 ℃ 15 s (變性)、60 ℃ 30 s (煉合)、72 ℃ 1-3 min (延伸)，重複 35 次

循環。(3) Final extension：72 ℃ 10 min。反應完成後，取 2-5 μL產物

跑電泳確認。

【備註】

1. 煉合溫度由引子的 Tm 值決定，一般約低於 primer Tm 的 5-10 ℃。

2. 延伸時間為 1 min/1 Kb，由欲放大的 DNA 長度決定。
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3. 當 target DNA 濃度較低時，增加 PCR amplification 的 cycles 數。

4.2 聚合酶鏈鎖反應 ( polymerase chain reaction, PCR)

【試劑】

1. FastStart Taq DNA Polymerase (250 U ﹔Roche)

2. 10 X PCR buffer

3. dNTP: dATP、dCTP、dGTP 及 dTTP (10 mM ﹔ABgene)

4. SBE 特異性引子(10 μM)

【步驟】

於 0.2 mL 離心管中依序加入5 μL 10x PCR buffer、10 mM dNTP 各

1 μL、10 μM的 sense 及 antisense primer 各3 μL及0.4 μL FastStart Taq 

DNA Polymerase ( 250 U)，混合均勻後再加入 Template DNA (>500ng/

reaction)，最後加無菌水至總體積為50 μL。進行 PCR 反應，條件為：(1)

95 ℃ 3 min。(2) 95 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 1-3 min，重複 35 次。(3) 72

℃ 10 min。取 2-5 μL反應產物跑電泳確認。

【備註】

鎂離子最後濃度為 2 mM (一般建議為 1.5- 4 mM)

4.3 快速放大 cDNA 末端序列

(Rapid Amplification of cDNA Ends, RACE)

【試劑】

Smart TM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Cat.K1811-1)
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TE buffer﹕10 mM Tris-HCl、1 mM Na-EDTA

Tricine-EDTA buffer ：10 mM Tricine-KOH (pH8.5)、1 mM EDTA

【步驟】5’RACE

1.合成第一股 cDNA

取 1-3 μL(50 ng-1μg) polyA mRNA加入1 μL 5’CDS primer及 1 μL 

Smart II A oligo，加滅菌水至總體積為5 μL。於 70 ℃加熱 2 分鐘後，

置於冰浴 2分鐘，再加入Mix reaction (2 μL 5X first-strand buffer、1 μL 20 

mM DTT、1 μL10 mM dNTP Mix、1 μL PowerScript reverse transcriptase

( 200 U))，總體積為10 μL。離心混合均勻，於 42 ℃下反應 1.5 小時，

以 100-250 μL Tricine-EDTA buffer (kit 附的) 稀釋，於 72 ℃反應 7 分鐘

後，離心數秒即可。測量其吸光值後，保存於 -20 ℃。

2.進行 RACE PCR

取2.5 μL合成之第一股 cDNA，加入5 μL 10X Universal Primer A Mix 

(UPM) 及 1 μL antisense (reverse) primer 後，混合均勻，再加入 Mix

reaction (43.6 μL 滅菌水、5 μL 10X PCR buffer、1 μL dNTP Mix (10

mM)、0.4 μL Taq DNA Polymerase ( 250 U))，總體積為50 μL。進行 PCR

反應，條件為：94 ℃ 5 s、68 ℃ 10 s、72 ℃ 3 min，重複 25-35 次。取

2-5 μL反應產物跑電泳確認。
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圖四、5’-RACE 反應的機制

Fig. 4 Detailed mechanism of the 5'-RACE reactions.

3. Nested PCR 反應

當 primary RACE PCR 獲得的產物為 smear 現象時，利用 TE buffer 將

產物稀釋 50-100 倍作為模板，由已知的序列片段設計趨向5’端的基因

特異性引子(GSP)，配合套組之 NUP (Nested Universal Primer A)，再次

進行 RACE PCR。取 2-5 μL反應產物跑電泳確認。
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【步驟】 3’RACE：

1.合成第一股 cDNA

取 1-3 μL ( 50 ng-1 μg ) polyA mRNA加入1 μL 3’CDS primerA後，加滅

菌水至總體積為5 μL。於 70 ℃加熱 2 分鐘後，置於冰浴 2 分鐘，再加

入 Mix reaction(2 μL 5X first-strand buffer、1 μL 20 mM DTT、1 μL 10 

mM dNTP Mix、1 μL PowerScript reverse transcriptase)，總體積為 10

μL。離心混合均勻，42 ℃下反應 1.5 小時，以 100-250 μL Tricine-EDTA

buffer 稀釋，於 72 ℃反應 7 分鐘後，離心數秒即可。測量其吸光值後，

保存於 -20 ℃。

2.進行 RACE PCR

取2.5 μL合成之第一股 cDNA，加入5 μL 10X Universal Primer A Mix

(UPM) 及 1 μL sence (forward) primer後，混合均勻，再加入 Mix

reaction ( 34.5 μL 滅菌水、5 μL 10X PCR buffer、1 μL dNTP Mix (10 

mM)、1 μL Taq DNA Polymerase )，總體積為50 μL。進行 PCR 反應，

條件為：94 ℃ 5 s、68 ℃ 10 s、72 ℃ 3 min，重複 25-35 次。取 2-5 μL

跑電泳確認。
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圖五、3’RACE反應的機制

Fig. 5 Detailed mechanism of the 3'-RACE reactions.

3.Nested PCR 反應

當 primary RACE PCR 獲得的產物為 smear 現象時，利用 TE buffer 將

產物稀釋 50-100 倍作為模板，由已知的序列片段設計趨向3’端的基因

特異性引子(GSP)配合套組之 NUP (Nested Universal Primer A)，再次進

行 RACE PCR。取 2-5 μL反應產物跑電泳確認。
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4.4 DNA 片段之純化方法

1. Ultrafree-DA (Millpore Cat. 4260 Bedford, USA)

2. PCR-MTM Clean Up System (Viogene Cat. PF1001)

3. Gel Extraction (Viogene Cat. EG1001)

【方法】離心均為室溫操作

當得到的產物為單一條紋時，直接以 PCR-M™ Clean Up System

進行純化；若得到的產物有二條以上條紋時，先跑電泳，切下目標

產物再以 Ultrafree-DA 或 Gel Extraction 進行純化。

1.以 Modified TAE buffer (40 mM Tris-acetate、pH 8.0，0.1 mM Na- EDTA)

製膠。取適量樣品跑膠、EtBr 染色後，以 UV 確認，切下目標條紋放

入 column，5,000 xg 離心 10 分鐘，收集 Vial 中液體，測其吸光值並

取 2-5 μL跑膠確認大小後，儲存於 -20 ℃。

2.取 10-100 μL PCR產物和 0.5 mL Px buffer 混合均勻，將 spin column 置

於 2 mL 微量離心管中，加入混合物 (每次勿超過 0.7 mL) 13,000 rpm

離心 1 分鐘，丟棄流出液，此時 DNA 片段已與 column 上之 membrane

結合。接著，加入 0.5 mL WF buffer，13,000 rpm 離心 1 分鐘後，丟棄

流出液，再加入 0.7 mL WS buffer，13,000 rpm 離心 4 分鐘後，將 spin

column 置於新的 1.5 mL 離心管，再加入 30-50 μL的滅菌水，放置 1-2
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分鐘，13,000 rpm 離心 2 分鐘，收集含有 DNA 之溶離液，此步驟重複

二次。測溶離液之吸光值及取 2-5 μL跑膠確認大小後，儲存於 -20 ℃。

3. 將 RT-PCR、PCR 或 RACE 產物跑 1%電泳分析確認後，切下目標片

段置於 1.5 mL 微量離心管中，每管膠體不可超過 300 mg。加入 0.5 mL

gel solubilization buffer (GEX)，於 60 ℃水浴中作用 10-20 分鐘，至膠

體完全溶解，冷卻至室溫。將 spin column 置於 2 mL 微量離心管中，

加入溶解的膠體 (每次勿超過 0.7 mL)，以 13,000 rpm 離心 1 分鐘，丟

棄流出液，此時 DNA 片段已與 column 上之 membrane 結合。加入 0.5

mL WF buffer，13,000 rpm離心 1分鐘後丟棄流出液，再加入 0.7 mL WS

buffer，13,000 rpm 離心 30 秒後丟棄流出液，再以 13,000 rpm 離心 3

分鐘以完全去除殘留的 ethanol。將 spin column 置於新的 1.5 mL 離心

管，加入 30-50 μL的滅菌水，放置 2 分鐘， 13,000 rpm 離心 2 分鐘，

收集含有 DNA 之溶離液，測其吸光值及跑膠確認大小後，儲存於 -20

℃。

第五節 cDNA 之選殖與分析

5.1 T-A cloning
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【試劑】

1. pGEM-T Easy Vector Systems (Promega Cat.A1380)

2. Competent cells:DH5α 及 JM110

3. Gel extraction kit (Viogene Cat.GF1001)

4. LB broth Miller

5. Agar

6. N,N’-dimethyl-for-mamide (DMF)

7. IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside)

8. X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)

9. Ampicillin solution

10. NaCl 、KCl 、MgCl2、Glucose

11. 限制酶：EcoRI、NotI (10,000 U/mL 酵素活性單位)

【藥品配製】

1. LB/Amp 固態培養基：12.5 g LB broth、7.5 g Agar 溶解於 0.5 L 水中，

滅菌，冷卻至 55 ℃，加入 ampicillin 至終濃度為100 μg/mL，倒入 8.5

cm 直徑培養皿中，儲存於 4 ℃。

2. LB 液態培養基：12.5 g LB broth 溶解於 0.5 L 水中，滅菌，儲存於 4

℃。於使用前加入 ampicillin 至終濃度為100 μg/mL。

3. LB/Amp/IPTG/X-Gal 固態培養基：在 LB/Amp 固態培養基上均勻加入

100 μL IPTG (0.1M) 及50 μL X-Gal (50 mg/mL)，使用時配製。

4. 0.1 M IPTG：1.2 g IPTG 溶於 50 mL 無菌水並以0.2 μm filter過濾，每

1 mL 分裝一管，儲存於 4 ℃。
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5. 50 mg/mL X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)：100 mg

X-Gal 溶於 2 mL DMF，以鋁箔紙包住避光，儲存於 -20 ℃。

6. Ampicillin solution (100 mg/mL)：1 g Ampicillin 溶於 10 mL 無菌水並

以0.2 μm filter過濾，每 1 mL 分裝一管，儲存於 -20 ℃。

7. SOC 培養液 (液態培養基) ( 100 mL)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

Bacto-tryptone 2 g
Bacto-yeast extract 0.5 g
1 M NaCl 1 mL 10 mM
1 M KCl 0.25 mL 10 mM
2 M Mg2+ stock 1 mL 20 mM
2 M Glucose 1 mL 20 mM

取 Bacto-tryptone、Bacto-yeast extract、 NaCl、 KCl 加水至 90 mL，

滅菌後，冷卻至室溫，加入 Mg2+ stock 及 Glucose，調整 pH 值至 7.0，

加水定量至 100 mL，以0.2 μm filter過濾，儲存於 4 ℃
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圖六、pGEM-T Easy 載體結構圖 (Promega)

Fig. 6 pGEM-T Easy Vector circle map and sequence reference points.

【方法】

PCR 反應中，Taq DNA Polymerase 會在 DNA 的3’尾端加上幾個額

外的腺核苷酸(A)。pGEM-T Easy Vector 的 MCS (multiple cloning site)

的尾端皆有一個 ”T”(位於 lacZ 基因上)，可與插入的 PCR 產物進行接

合反應，再用藍白菌落篩選法得到正反應株。

1. PCR 產物純化：將產物跑 1%電泳分析確認後，切下目標片段，利用
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Gel extraction kit 將切下的膠片純化，測吸光定量及再次跑膠確認大

小。

2. Ligation (接合)：將純化後的產物與 pGEM-T Easy Vector 以 3：1 的比

例進行接合反應 (取3 μL的樣品加1 μL vector(50 ng)，依序加入5 μL 

2X Rapid ligation buffer 及1 μL T4 DNA ligase (3U)，再加滅菌水至總

體積為10 μL，室溫下作用 1 小時後，4 ℃隔夜反應。

3. Transformation (轉形)：分別取5 μL ligation reactions加入50 μL之

Competent cells (DH5α及 JM110) 混合均勻後，置於冰浴中 20 分鐘

後，42 ℃加熱 40-45 秒 (heat shock)，馬上冰浴 2 分鐘。接著加入 950

μL SOC培養液，於 37 ℃、150 rpm 震盪培養 1.5 小時後，取出 1 mL

塗抹於 LB/Amp/IPTG/X-Gal 固態培養基，在 37 ℃培養箱培養隔夜。

4. 藍白篩選：利用菌落的藍白呈色來判別 DNA 是否有接到 vector 上，

若呈現白色菌落 (positive clone)，表示 DNA 已接到 vector 上。將 plate

上之 positive clone 接種到 2 mL 的 LB 液態培養基中，37 ℃、150 rpm

震盪隔夜培養。

5. 抽取質體 DNA：以小量抽取質體 DNA 套組 (Viogene) 得到的質體

DNA，再以限制酶 (EcoRI 或 NotI ) 作用，將接入載體上之 DNA 切

出，確認大小後，進一步作定序確認，以作株系保存。
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6.菌液冷凍保存：將剩餘菌液取20 μL加 2 mL LB 液態培養基，於 37

℃、150 rpm 震盪隔夜培養。取800 μL菌液加200 μL 80% glycerol

保存於 -80 ℃。

5.2 抽質體 DNA

Plasmid DNA Extraction System (Viogene Cat. EG1001)

【方法】

取 1.5 mL 菌液離心 2 分鐘，除去上清液，加250 μL MX1 buffer將

pellet 完全溶解後，加250 μL MX2 buffer混勻，室溫下反應 1-5 分鐘，

加入350 μL MX3 buffer混勻後，13,000 rpm 離心 5-10 分鐘。將上清液

取至 column 中，13,000 rpm 離心 60 秒丟棄流出液，加 0.5 mL WF

buffer，13,000 rpm 離心 60 秒丟棄流出液，再加 0.7 mL WS buffer，13,000

rpm 離心 60 秒丟棄流出液，空轉 3 分鐘。將 column 取至一新的離心管

中，加100 μL的滅菌水，靜置 1-2 分鐘後，13,000 rpm 離心 2 分鐘。

收集含有質體 DNA 之溶離液，測其吸光值，並以限制酶切割進行 DNA

電泳分析，確認無誤後，保存於-20 ℃。

第六節 核酸電泳分析法

6.1 DNA 洋菜膠體電泳分析法
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【藥品配製】-均使用 DEPC-H2O 滅菌水 調配

1. 50X TAE (100 mL)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

Tris-base 24.2 g 40 mM
Glacial acetic acid 5.71 mL 20 mM
0.5 M EDTA pH 8.0 10 mL 1 mM

加滅菌水定量至 100 mL。 電泳緩衝液-稀釋為 1X TAE 使用

2. 6 X Gel loading buffer (10 mL)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

50 % Glycerol 6 mL 30 %
2 % Bromophenol blue 1 mL 0.2 %
2 % Xylene cyanol FF 1 mL 0.2 %

加水定量至 10 mL，滅菌 30 分鐘，每 1 mL 分裝，儲存於 -20 ℃

3. 鑄膠(1%)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

Agarose 0.3 g 1%
1X TAE buffer 30 mL

取 agarose 加入 buffer，微波加熱溶解後，降溫至 60 ℃，混合均勻，

無氣泡下倒入鑄膠器，再插入適當樣品槽梳 (comb)，待其凝固(約 30

分鐘) 後即可

4. EtBr 染劑 (10 mg/mL)：取 10 mg EtBr 加 1 mL 滅菌水溶解，管壁以鋁

箔紙包覆 (避光)，儲存於室溫。
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5. DNA 分子量標準品 ( Gen-100 DNA ladder )：100 bp - 3 kb 共 13 個 DNA

片段，濃度為0.12 μg/μL。

【方法】

將製備好的膠體置入電泳槽中，加入約 300 mL 1X TAE 至蓋住膠

體，將 DNA 樣品加入 1/10 體積的 loading dye，混合均勻後，注入樣品

槽內，以 75 伏特進行電泳，待染劑泳動到達膠體 2/3 處即可停止，以

EtBr 進行染色，於長波 UV 燈下觀察 DNA 色帶。

6.2 RNA 甲醛洋菜膠體電泳分析法

原理: RNA 經甲醛變性處理，打開二級結構，再進行電泳，RNA 依分

子大小分開，可分析出 RNA 之完整性。甲醛具毒性，需小心操作。

【藥品配製】-均以 DEPC-H2O 滅菌水 調配

1. 10X MOPS (1 L)

試 劑 需 要 量 終 濃 度

MOPS 41.2 g 0.2 M
Sodium acetate 6.65 g 80 mM
0.5 M EDTA pH8.0 20 mL 10 mM

加水至 800 mL，以 6 N NaOH 調整 pH 至 7.0，定量至 1000 mL，滅菌

後溶液呈黃色。電泳緩衝液：稀釋為 1X MOPS 使用。

2. 10X Gel loading buffer (10 mL)
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試 劑 需 要 量 終 濃 度

Glycerol 5 mL 50 %
0.5 M EDTA pH8.0 20 μL 1mM
2 % Bromophenol blue 2 mL 0.4 %
2 % Xylene cyanol FF 2 mL 0.4%

加水定量至 10 mL，滅菌 30 分鐘，每 1 mL 分裝，儲存於-20 ℃

3. 鑄膠 ( 1.2% Formaldehyde Gel )

試 劑 需 要 量 終 濃 度

Agarose 0.36 g 1.2%
DEPC-H2O 25.5 mL
10X MOPS 3 mL 1 X
37% formaldehyde 1.5 mL 2.2 M

取 agarose 加水，微波加熱溶解後，降溫至 60 ℃，加入 MOPS 及

formaldehyde，混合均勻，倒入鑄膠器，再插入適當樣品槽梳，待其

凝固(約 30 分鐘)後即可

4. 樣品前處理

試 劑 需 要 量 終 濃 度

RNA 樣品 x μL (20 μg)
DEPC-H2O (4.5-x) μL
10X MOPS 2 μL 1 X
37% formaldehyde 3.5 μL 0.22 M
Formamide 10 μL 50%

混合均勻於 60 ℃水浴 10 分鐘後，立即冰浴 3 分鐘 (避免回復二級結

構)，再加入 2μL 10X gel loading buffer 及 1μL之 1μg/μL EtBr。

【注意事項】

電泳槽每次使用前需先浸泡 3% H2O2 溶液 10 分鐘後，再以 DEPC- H2O
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清洗。

【方法】

將製備好的膠體置入電泳槽中，加入約 300 mL 1X MOPS 至蓋住膠

體，將 RNA 樣品注入樣品槽內，以 75 伏特進行電泳，待染劑泳動到

達膠體 2/3 處即可停止，以 DEPC-H2O 清洗去除多餘的甲醛，15 分鐘

洗二次，於長波 UV 燈下觀察 RNA 色帶。

第七節 DNA 序列分析

7.1 定序部份

送至中興大學生物科技發展中心核酸定序實驗室，使用 ABI

PRISM 3100 genetic analyzer and ABI PRISM 377-XL 機器，以

Dideoxy-Mediated Termination 原理反應。

7.2 DNA 序列比對分析

7.2.1 NCBI (National Center for Biotechnology Information) Database

網站 www.ncbi.nlm.nih.gov

Blast-將未知的序列進入資料庫比對，搜尋任何可能的已知相似序列

Search-尋找序列的相關資訊，例如 accession number、物種…等等
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7.2.2 國家衛生研究院巨分子序列分析 GCG

(Genetics Computer Group) Seqweb Database

網站 gcg.nhri.org.tw:8003/gcg-bin/seqweb.cgi

Pretty-多條序列並排比對，預測出相同 (consensus) 序列

FrameAlign-密碼子與所編碼之胺基酸序列對照

MEME (MotifSearch)-尋找序列之高保留性區域

GrowTree-分析物種間的演化關係

Map-尋找限制酶切位

Primer Selection-尋找合適的引子

Translate-將核酸序列轉譯為蛋白質序列

Reverse-可獲得反向之互補序列
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第三章 結果與討論

第一節 RNA 的抽取與品質分析

綠豆 total RNA 的製備方面，最初以 Clontech NucleoSpin Plant Kit

利用 column centrifugation 的方式萃取時，可能由於台南五號綠豆種子

的澱粉含量高，成熟綠豆的澱粉佔乾重 46.3% (Ko, et al., 2004)，以及不

明原因導致 column 容易被沉澱物塞住而無法順利的分離出 RNA。之後，

參考 Shirzadegan et al. (1991) 報告利用傳統之 Hot phenol 法抽取 total

RNA，才得到足夠的含量作後續實驗，收率為 0.4 mg RNA/g bean，並

經 1.2%甲醛洋菜膠電泳分析，觀察到 28S 及 18S rRNA 沒有降解情形後

(圖八) ，確認得到不錯的品質，再使用 poly dT column 進行 Poly(A)

mRNA 的純化，得到的 mRNA 之 A260/A280比值為 2.0 (表五)，收率為

0.006 mg mRNA/ mg total RNA，以此作為 cDNA 選殖的模板。

第二節 綠豆澱粉分支酶 cDNA 之選殖

對於綠豆澱粉分支酶 cDNA 序列之選殖共分為三階段，首先利用已

知 SBE 保守區間設計的引子以 RT-PCR 方法獲得一段 SBE cDNA 序列，
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再根據該段 cDNA 序列分別設計靠近 5’及 3’端之專一性引子，進行 5’

RACE 和 3’RACE 延伸兩端序列，企圖獲得全長之 cDNA 序列，結果成

功的獲得綠豆 SBE 異構型 II (VrsbeII) 與異構型 I (VrsbeI) 之全長

cDNA，分述如下。

2.1 選殖 VrsbeII cDNA

2.1.1 RT-PCR

以純化過之綠豆 polyA mRNA 為模板，利用 F1 與 R1 引子 (表六) 進

行 RT-PCR 反應，經取產物 1/25 ( 2μL) 作電泳分析與染色，發現得到

一段主要約 0.8 kb DNA 條紋，但是訊號很弱，不足夠直接純化後作定

序，因此將產物以 PCR-MTM Clean Up System 作純化，當作模板，再次

利用 F1 與 R1 引子，進行 PCR 放大；經取產物 1/25 ( 2μL)作電泳分析

與染色，結果一共獲得三個大小不同的片段，分別約為 0.8 kb、0.35 kb

與 0.1 kb，其中因為 0.8 kb 大小的片段 (圖九) 與最初 RT-PCR 得到的主

要產物大小相同 (序列代號 VrsbeII- 0.8)，因此切出並純化送定序，經

過與資料庫比對後，發現與 sbeII 最為相似，而且獲得為中間的部分；

隨即根據 VrsbeII-0.8 的 3’及 5’端序列，設計出 3’RACE 和 5’RACE 所

需的引子，分別為 F2 及 R5, R6。

此外，經過第一階段獲得的這段VrsbeII- 0.8 cDNA，也以TA cloning
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方式放入 pGEM-T Easy vector 中，並轉形到 JM110 及 DH5α宿主。接

著，利用小量菌液培養、抽取質體 DNA，並以 EcoRI 將接入載體上之

DNA 切出，跑膠確認其大小 (圖十三)，且進一步切出、純化、送定序

確認後，便成為永久保存的部分 cDNA 株系 (partial cDNA clone；命名

為 VrsbeIIp- 0.8)。

2.1.2 3’RACE

以純化的 polyA mRNA 為模板，利用 3’-CDS primer A 引子合成第

一股 cDNA，並在 3’端的部分接上一段 DNA adapter 進行第二階段的 3’

RACE 反應。 結果雖然使用專一性 DNA adapter 之引子 (套組專用引子

UPM，為反股) 及 F1 進行 RACE PCR 反應，經取產物 1/25 ( 2μL) 作

電泳分析與染色，並未得到單一產物 (smear)；因此，接續以 TE buffer

稀釋 50 倍後之 3’RACE 產物為模板，利用 F2 及 NUP (套組專用引子，

當作反股) 為引子進行 nested PCR，結果得到約 1.2 kb 及 0.8 kb 大小的

兩個片段 (圖十)，分別自膠體切出並純化後，經定序比對，發現此 0.8 kb

片段是屬於 1.2 kb 片段之內部序列，同時此 1.2 kb 片段 (序列代號

VrsbeII-1.2) 與前述之 VrsbeII- 0.8 有 307 bp 的重複區域 (overlap

region)，因此，得以將該 1.2 kb 此片段序列與 VrsbeII-0.8 組合並連接成

靠 3’端的一段約 1.7 kb 之 VrsbeII cDNA。
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2.1.3 5’RACE

以純化的 polyA mRNA 為模板，5’-CDS primer 及 SMART II A

oligonucleotide為引子合成第一股 cDNA，並在 5’端的部分接上一段DNA

adapter。 使用專一性 DNA adapter 之引子 (套組專用引子 UPM，為正

股) 分別與 R5, R6 進行 RACE PCR 反應，結果不是沒有產物，就是沒

有單一性產物 (smear)，推測可能原因為 5’RACE 的產物過大 (預期約

1.5 kb 左右)，Chenchik et al. (1996) 的報告中指出 RACE 的產物若大於

1-1.5 kb 成功率就會偏低。

幸而，3’RACE 獲得之 1.2 kb 序列 (VrsbeII-1.2)與 VrsbeII-0.8 組合成

的 1.7 kb，經比對發現與菜豆 (kidney bean; Phaseolus vulgaris) 的相似度

最高，因此參考菜豆澱粉分支酶 pvsbeII (Hamada et al., 2001) 之 5’端起

始序列，設計 5’端引子- F6 與 R5 (表六) 進行 RT-PCR，終於成功獲得

包含轉錄起始位置之 1.3 kb 左右的 5’端片段 (圖十一，序列代號

VrsbeII-1.3)，經定序比對後，確定為 sbeII，且與 VrsbeII-0.8 有 125 bp

的重複區域，故將此片段與 VrsbeII-0.8 左端序列連接，並和 VrsbeII-1.2

組合成假想之綠豆 SBEII 的 cDNA 全長 (VrsbeII)，如以下示意圖。

VrsbeII-0.8

VrsbeII-1.2VrsbeII-1.3

307 bp overlap125 bp overlap
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此外，當再度由 VrsbeII-1.3 設計更靠近 5’端的引子，R18 及 R19，

進行 RACE PCR 反應 (預期大小僅約 200-250 bp)，卻仍無法得到轉譯起

始位置的上游片段。

2.2 選殖 VrsbeI cDNA

2.2.1 RT-PCR

由於前述所獲得之 VrsbeII 序列比對結果與菜豆及豌豆的相似度高，

因此將菜豆 pvsbeI (Hamada et al., 2001) 及豌豆 pea sbeII (Burton et al.,

1995) cDNA 序列，並排比對找出高保留性的區域，設計合適的引子 F9,

F10, R13 及 R17 引子 (表七)，試圖進一步選殖出另一個 SBE 異構型之

cDNA。

以純化過之 polyA mRNA 為模板，利用 F9 與 R13 和 F10 與 R17 二

組引子對 (表七) 進行 RT-PCR 反應，分別獲得 0.82 kb (圖十六，序列代

號 VrsbeI -0.82) 及 0.72 kb (圖十七，序列代號 VrsbeI-0.72) 大小的片

段，經定序比對後，發現 VrsbeI -0.82 屬於前段，且包含轉錄起始位置，

而 VrsbeI -0.72 屬於後段序列；因此，分別根據 VrsbeI -0.82 設計出引子

F11，根據 VrsbeI -0.72 設計出引子 R16。接著，以 F11 及 R16 為引子進

行 RT-PCR 反應，成功獲得 1.2 kb 大小的片段 (圖十八，序列代號

VrsbeI-1.2)，經定序比對，發現 VrsbeI -0.82 與 VrsbeI-1.2 片段間有 142 bp
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的重複，而 VrsbeI-1.2 及 VrsbeI-0.72 的片段間有 124 bp 的重複，故將

此三片段連接組合成假想之綠豆 SBEI 的 cDNA 全長，如以下示意圖。

2.2.2 5’RACE

選殖過程中，很幸運的已由 RT-PCR 獲得轉譯起始位置的序列

(VrsbeI -0.82)，因此由此段序列設計 5’端的引子，R14 及 R15 (表七)，與

專一性 DNA adapter 之引子 (套組專用引子 UPM，為正股)，進行 RACE

PCR 反應 (預期大小僅約 100-150 bp)，但仍無法得到轉譯起始位置的上

游片段。

因此，經由與已知的 SBEI 及 SBEII cDNA 比對，本論文所獲之

VrsbeII 的 5’端上游部分似乎尚缺約 200 bp 序列，而 VrsbeI 似乎尚缺約

60 bp。 推測 5’端部分的序列可能為 GC-rich 區域，因此在 cDNA 選殖

過程中，不易得到 5’端完整序列。雖曾於 PCR 反應物中添加 GC-rich

solution (5% glycerol or DMSO；Wang and Young, 2003)，以增加 PCR yield

及 specificity，仍無法獲得產物。

2.3 VrsbI 與 VrsbII 全長 cDNA 序列確認

VrsbeI-1.2

VrsbeI-0.82 VrsbeI-0.72

142 bp overlap 124 bp overlap
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為了確認上述反應獲得 cDNA 片段之連接全長序列為實際之 cDNA

產物，並且確認 VrsbeII 與 VrsbeI 是分別來自於不同轉錄出的 mRNA

transcript 族群，因此針對所得到的 VrsbeII 與 VrsbeI cDNA 全長序列之 5’

及 3’端各設計一對引子 F6、R9 與 F 9、R21 (表六、七)，對純化的 polyA

mRNA 進行 RT-PCR。結果顯示分別獲得 2.5 kb (圖十二) 及 2.2 kb (圖十

九) 大小的產物，經自膠體切下、純化、定序比對後，證實上述所獲得

之 VrsbeII 與 VrsbeI cDNA 片段，是分別屬於不同 mRNA transcript 族群，

兩條 cDNA 將可以進一步以 TA cloning 方式殖入載體中進行株系保存。

第三節 綠豆 SBE 全長 cDNA 序列之特性分析

3.1 cDNA 及胺基酸序列之特性

3.1.1 VrsbeII

本研究成功獲得 VrsbeII 酵素編碼區全長 2571 bp cDNA，並已於

Genebank 資料庫註冊 (accession no. AY622199 )，其包含起始碼 (ATG)

到終止密碼子 (TGA) 的完整 ORF，演繹出 856 個胺基酸 (VrSBEII；圖

十五)，預估約 97 kDa 分子大小蛋白質，pI 為 5.47。經以 Blast 程式作

序列分析比對，發現 cDNA 序列部分發現和菜豆的 pvsbe2 (AB029548)
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全長序列的重疊部分有 94%的相同性，和豌豆的 sbeI (X80009) 有 89 %

的相同性。而胺基酸序列部分，發現和菜豆 PvSBE2 蛋白質最為相似，

有高達 91%的同質性 (表八)，主要差異在於綠豆 VrSBEII 較 PvSBE2 短

少 15 個胺基酸，ASSPVDVDIPAKKTS (125-139)，且綠豆亦較其它物種

短少 15-18 個胺基酸 (圖二十二)，由於此段序列為菜豆 PvSBE2 N-

terminal domain 的一部份，也因此綠豆 VrSBEII 的 N- terminal domain 較

菜豆短，推測可能會影響 N- terminal domain 的功能，譬如影響 SBE 與

其他酵素分子間的交互作用或影響 SBE 與基質或與澱粉顆粒間之分子

接觸。然而，為何綠豆 VrSBEII N- terminal 較短? 是否因為此段序列賦

予其他物種 SBEII 特定功能，或因此使綠豆 SBEII 功能有別於其他物種?

要明瞭這短少之 15-18 個胺基酸的確切功能，有待進一步的研究探討。

3.1.2 VrsbeI

VrsbeI cDNA 酵素編碼區全長為 2208 bp，並已在 Genebank 資料庫

註冊 (accession no. AY667492 )，其也含蓋起始 (ATG) 到終止密碼子

(TAA) 的完整 ORF，演繹出 735 個胺基酸 (VrSBEI；圖二十一)，預估

分子大小約為 84 kDa，pI 為 6.35。經同上比對，其序列組成同樣與菜豆

及豌豆相似度最高，cDNA 序列部分發現和菜豆的 pvsbe1 (AB029549)

全長序列的重疊部分有 95%的相同性，和豌豆的 sbeI (X80009) 有 88%
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的相同性。而胺基酸序列部分，發現和菜豆 PvSBE1 蛋白質最為相似，

有高達 95%的同質性 (表八)，差異僅在於綠豆 VrSBEI 較 PvSBE1 (847

a.a.) 在 C 端短少 112 個胺基酸 (圖二十二)。

當單獨比較 VrsbeII 與 VrsbeI 序列，發現兩異構型之 cDNA 相同性

只有 59%，胺基酸同質性也只有 56% (表八)，因此推測，VrsbeII 與 VrsbeI

是屬於不同的 mRNA 族群所表現。相對於菜豆之 pvsbe2、 pvsbe1

cDNA，兩者相同性有 60%，胺基酸同質性有 57 %，因此，可預知這差

異性或許也會影響綠豆 SBE 異構型的催化特性如 Km、轉移鏈的長度、

對受質的專一性等。

3.2 VrSBEII 與 VrSBEI 之酵素活性區域結構

經由與各種不同植物 SBE 胺基酸序列的並排比對，顯示綠豆之 SBEI

與 II 也具有符合α-amylase family 的特徵，包括(β/α)8-barreal domain

及四個活化部位的保留區域 (Jespersen et al., 1993 ; Svensson, 1994 )。此

相關位置在綠豆 VrSBEII 分別為 HSHS/AS (410- 414)、GFRFDGVT

(474-481)、G/AEDVS (532-536) 及 AESHDQ (597- 602)。其中值得注意

的是，在 G/AEDVS 的區域中，”G”主要出現在 SBEII 異構型，而 A 則出

現在 SBEI 異構型 (圖二十二) 與 Martin and Smith (1995) 報告相符合

(圖三)。
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3.3 比對分析綠豆與各種植物 SBE 胺基酸序列間的差異

經利用 Pretty 程式功能作序列並排比對，發現兩種 SBE 異構型間有

下列幾點差異 (圖二十二)：

3.3.1 N 端序列

前人研究指出 SBEII 的主要特徵為 N 端序列較 SBEI 長且各物種之

SBEII N 端部分序列的相似性很低 (Burton et al., 1995)；前人也發現

SBEII-specific N- terminal 序列含有許多 Ser 且末端含有二或三個連續的

Pro 殘基 (即 PP 或 PPP) (Burton et al., 1995；Sun et al., 1998)，而綠豆

VrSBEII之序列則為PRP。 Burton et al. (1995) 及Martin and Smith (1995)

報告中指出，這種 N- terminal domain 可能是一個 ”flex -ible arm”，扮演

著影響 SBE 與其他酵素間或 SBE 與澱粉顆粒間接觸的角色，此特性也

可能適用於綠豆的情況。

3.3.2 連接 β-strand 與α-helice 間的 loop

綠豆 VrSBEII 之序列，在β-strand 8 與α-helice 8 間的 loop，也發現

有一段由 11 個胺基酸組成的序列 eQXLPnGsviP (675-685)，大寫表示完

全相同、小寫表示並非 100%相同，而 X 則表示可為任何胺基酸，前人

研究指出這 loop特性存在所有的 SBEII，然而 SBEI則缺乏 (Burton et al.,

1995)，當綠豆 SBEII 與 I 比較時，發現亦有此特性。
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綠豆 VrSBEI 之序列較 VrSBEII 多出 3 個額外的胺基酸 VGQ

(367-369)，與 Burton et al., 1995 報告結果相同，且經由與各種植物 SBE

比對 (圖二十二)，結果顯示這 3 個額外的胺基酸僅存在於 SBEI；此

外，尚有一段由 8 個胺基酸組成的序列 PEGiPGIP (738-745)，以菜豆

PvSBEI 序列表示，也僅出現在 SBEI，大寫表示完全相同、小寫表示

並非 100%相同，然而因綠豆 VrSBEI 序列較短 (735 a.a.)，而大部分

物種 SBEI 序列範圍 820-847 a.a.，所以綠豆 VrSBEI 亦缺乏此段序列。

3.4 預測訊息胜肽 (signal peptide) 之切位

根據神經網路系統工具，TargetP (www.cbs.dtu.dk/services /TargetP/)

(Emanuelsson et al., 2000; Nielsen, et al., 1997) 分析綠豆 VrSBEII 及 VrSBEI

胺基酸序列，結果預測出分別在 VrSBEII 之 Lys 47-Ser 48 和 VrSBEI 之 Ser

12-Val 13 的位置，可能為訊息胜肽 (signal peptide) 之切位；並且發現

VrSBEII 之切位與菜豆及豌豆很接近 (Burton et al., 1995；Hamada et al.,

2001)，然而，VrSBEI 則明顯不同 (表四)。此預測結果，仍需進一步將具

有酵素活性的 VrSBEI 與 VrSBEII 從綠豆純化出來後，再經由蛋白質的 N

端定序加以證實。
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表四、綠豆與菜豆及豌豆之 signal peptide 切位的比較

Predicted
Mature protein

kDa / a.a.

Transit peptide
a.a.

Cleavage site

Family A Family B Family A Family B Family A Family B

Mungbean 92.3/809 83/722 47 13 Lys 47-Ser 48 Ser 12-Val 13

Kidney bean 82/823 88.5/777 47 70 Lys 47-Ser 48 Ala 69-Val 70

Pea 99.8/875 87.7/769 47 ＞57 Tyr 47-Ala 48 KGVSer-Val

3.5 分析綠豆與各物種 SBE 之演化關係

根據 Kimura protein-distance algorithm 方法 (Kimura, 1983) 分

析各物種 SBE 異構型之胺基酸序列間的關係，建立系統發生學 (phylo

-genetic) 上的演化位置。此方法因為忽略序列並排當中的 gap 位置，所以

得到的相似度較高。分析結果發現綠豆 SBE 和菜豆的相似度最高，分別

為 VrSBEII (96.14 %)、VrSBEI (96.76 %) (表九)。 以樹狀圖來表示分子演

化的相關性，發現綠豆與同屬於豆科的菜豆及豌豆的演化關係最相近，同

時證實 VrSBEII 與菜豆 PvSBEII 及豌豆 SBEI 同屬於 Family A 族群，而

VrSBEI 則屬於 Family B 族群 (圖二十三)。因此，除了各物種之間的演化

關係分析與 Burton et al. (1995) 報告中提出的分類結果相符合之外，本研

究利用 VrSBEI 與 VrSBEII 的胺基酸序列定位出綠豆的演化位置，具有重

要意義。
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第四章 結論

4.1 論文總結

本論文利用生物資訊的檢索以及 RT-PCR、PCR 及 RACE 等分子生物學

技術，成功的選殖出兩種綠豆澱粉分支酶異構型之 cDNA的全長 ORF (open

reading frame)序列。選殖過程是先得到 cDNA 的片段，經由 GCG SeqWeb

比對序列之間的重複區域並組合，繼而成功的量化出兩段推定性 (putative)

SBE 之 cDNA 序列，並且確定內部之序列，分別命名為 VrsbeII 和 VrsbeI。

此兩段 cDNA 序列與所編碼之胺基酸特性為：

包含完整的 ORF，長度為 2571 bp 和 2208 bp

編碼出 856 個及 735 個胺基酸

預估分子量為 97 kDa 及 84 kDa

 pI 值為 5.47 及 6.35

具有α-amylase family 的保留區間，分別為 HSHS/AS、GFRFDG VT、

G/AEDVS 和 AESHDQ，及特有的催化區(β/α)8-barrel domain

已於 GenBank 資料庫註冊，accession No. 分別為 AY622199 及

AY667492
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VrsbeII VrsbeI
編碼區之全長 cDNA 2571 bp 2208 bp
胺基酸長度 856 a.a. 735 a.a.
預估分子大小 97 kDa 84 kDa
pI 值 5.47 6.35
GenBank 註冊

accession No.
AY622199 AY667492

4.2 未來研究方向

未來可以將所獲得的 VrsbeII 和 VrsbeI cDNA subclone 到表現載體，如

pET-23d (+) (Hamada et al., 2001; Libessart and Preiss, 1998)、pET-30a

(Genschel et al., 2002)、pET-29 (Jobling et al., 1999) 等，再 transform 到 E.

coli 宿主，如 BL21、BE-deficient strain KV832 ( Kiel, et al., 1987) 或

yeast，如 Saccharomyces cerevisiae、Pichia pastoris (Parent, 1996;

Romanos, 1995; Cregg, 1993) 中表現出 SBE 蛋白質，分析表現的 SBE 活

性，以確認所選殖到的序列可表現出酵素活性，並確實為功能性蛋白質。

Tsay et al. (1983) 報告，藉由分析綠豆不同發育時期的澱粉合成

酵素，包括 sucrose synthetase, AGPase 及 starch synthase 活性，證實不

同階段酵素的表現量確實不同，因而需進一步分析不同階段 SBE 異構

型活性的表現量是否不同。分別由純化出或宿主表現出的 SBE 蛋白質

製備 SBE 抗體，以 Western blot 偵測在不同生長階段 SBE 異構型蛋白

質的表現。同時，也可將 clone 的 SBE 異構型 cDNA 分別設計出
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gene-specific probe，利用 Northern blot 分別對不同生長階段 total RNA

做 SBE 基因表現的定量偵測，因而可以分別得到 SBE 異構型基因在轉

譯與轉錄表現上的答案，藉以探討他們在澱粉合成生理上扮演的角色。

應用方面，可參考 SBE 活性在在宿主表現的結果，進一步利用基

因工程技術，藉由 SBE cDNA 序列之部分修飾，獲得特殊功能的 SBE

活性，如耐高溫、以長鏈或短鏈澱粉為基質、增加對不同基質的廣效

性等，或利用 SBE 在細菌、酵母菌等的基因表現載體表現出特殊結構

的澱粉或其他醣類產物；或許，也可以利用基因轉殖植物生物技術，

將 SBE cDNA 放入植物表現，從事在植物體內澱粉生成時即改變它所

具有的特性，來產生新品種作物，或用來生產高價值的特殊澱粉。
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比對已知物種之澱粉分支酵素 cDNA 序列

找出高保留性之 cDNA 序列 (conserved cDNA srquence)

設計專一性引子

綠豆種子抽 total RNA 並純化為 polyA mRNA

進行 RT-PCR

(將 RT-PCR 得到的目標產物進一步作 PCR 放大)

純化目標產物

定序 TA-cloning

資料庫比對與確認 抽質體 DNA

由得到的序列訊息設計5’及3’端引子進行 RACE

交互比對獲得之序列

企圖得到完整的全長序列

圖七、選殖綠豆 SBE cDNA 的流程圖

Fig. 7 The procedure of cloning SBE cDNA in mungbean.

株系保存
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結果圖與表

表五、綠豆 total RNA 與 poly(A) RNA 之萃取純化結果

Table 5. Isolation of total RNA and poly(A) RNA from seeds of mungbean.

Method RNA (mg) A260/A280 Yield (%)

Hot phenola 1.63 1.8 4.705c

PolyATtract○R mRNA

isolation systemsb
0.006 2 0.6d

a. The data was obtained from 4 g of seeds of mungbean
b. The data was obtained from 1 mg of total RNA of mungbean
c. The data was obtained from total RNA/mungbean
d. The data was obtained from mRNA/1mg total RNA
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1 2

圖八、綠豆 total RNA 之甲醛洋菜膠體電泳

1 和 2 為不同時間抽取的 total RNA

Fig. 8 Formaldehyde gel electrophoresis of total RNA isolated
from seed of mungbean.

Lane1：20 μgof total RNA
Lane2：20 μgof total RNA

28S rRNA

18S rRNA
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表六、VrsbeII cDNA 專一性引子對照表

Table 6. The gene-specific primers used in cloning VrsbeII cDNA.

Name sequence Length(mer)
/Tm℃ /GC%

SBE F1a TGG ATA TTG TTC ACA GTC ATG C 22/ 56.5/ 40.9

SBE F2b AAG ATG AGG ACT GGA AAA TGG GCG 24/ 62.7/ 50

SBE F6c ATG GTT TAC ACC ATC TCG GGA ATT CGA TTT CCG 33/ 68.2/ 45.5

SBE R1a CTT GGG AAA TCT ATC CAT TCA GGA TGC C 28/ 65.1/ 46.4

SBE R5b AAG ACG AGA ATC CCA CAT CC 20/ 57.3/ 50

SBE R6b GCA TTC CAC TCA CAT CTT CAC C 22/ 60.3/ 50

SBE R9e TCA AGG ATC AAC TGG CTC TGG TTC A 25/ 63/ 48

SBE R18d ACA ACC GGA AAT CGA ATT CCC GAG ATG GTG 30/ 68.1/ 50

SBE R19d TGAGAA AAA CAG GAA GAG ACG CTG CC 26/ 64.8/ 50

a. 由資料庫之 SBE cDNA 保守區間所設計出的引子

b. 由第一階段所獲得之 VrsbeII-0.8 所設計的 nested 引子

c. 參考菜豆澱粉分支酵素 pvsbeII (Hamada et al., 2001)之 5’端起始序列設計

d. 由第三階段所獲得之 VrsbeII-1.3 設計

e. 由所得到的 VrsbeII cDNA 之 3’端設計
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bp 1 2

圖九、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，以 SBEF1 及 SBER1 為

引子進行 RT-PCR 及 PCR 二次放大後，得到產物的洋

菜膠體電泳圖

Fig. 9 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR and PCR
amplification using SBEF1 and SBER1 as primers.

Lane1: 3kb ladder marker
Lane2: SBEF1 and SBER1 PCR 二次放大產物
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800
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400
300
200
100

800 bp

350 bp

100 bp
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bp 1 2

圖十、以 SBEF2 及 NPU 為引子進行 3’RACE 之產物的洋菜

膠體電泳圖

Fig.10 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from 3’RACE using SBEF2
and NPU as primers.

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF2 and NPU
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100

1200 bp
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bp 1 2

圖十一、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF6 及 SBER5 為

引子進行 RT-PCR 及 PCR 二次放大後，得到產物的

洋菜膠體電泳圖

Fig. 11 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared
from RT-PCR and PCR amplification using SBEF6 and
SBER5 as primers.

Lane1: 3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF6 and SBER5
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100

1387 bp



72

bp 1 2

圖十二、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF6 及 SBER9 為引子對進行 RT-PCR 放大後

所得全長 VrsbeII cDNA 的洋菜膠體電泳圖

Fig. 12 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR using SBEF6
and SBER9 as primers.

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF6 and SBER9

2571 bp3000
2000
1500
1000

500

100
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

圖十三、由 VrsbeIIp-0.8 抽出之質體 DNA，及以 EcoRI 切出接入載體上之 DNA
(VrsbeII-0.8)的洋菜膠體電泳圖

Fig. 13 Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA fragments isolated from VrsbeIIp-0.8

and treated with EcoRI.

Lane 1： 3 kb ladder marker

Lane 2-5： plasmid DNA from JM110

Lane 6-7： plasmid DNA from DH5α

Lane 8-11：plasmid DNA from JM110 treated with EcoRI

Lane 12-13：plasmid DNA from DH5α treated with EcoRI
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500

100
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圖十四、SBEII cDNA 基因選殖之 RT-PCR 及 RACE 對照圖

Fig. 14 Cloning SBEII cDNA by RT-PCR and RACE.

SBEII

NUP F2 NUP

UPM F6 F1 R5 R1 R9 UPM

Mungbean starch branching enzyme cDNA
Adaptor  3’ 

5’ Adaptor

RT-PCR：801bp

RT-PCR：1387 bp

RT-PCR：2571bp

3’RACE：約1200 bp

ORF
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1 ATG GTT TAC ACC ATC TCG GGA ATT CGA TTT CCG GTT GTT CCT TCG CTG AAC GTC TCC AGC CTC CGT GGC GAT CGC AGG GCA GCG TCT CTT CCT GTT TTT CTC 102

1 M V Y T I S G I R F P V V P S L N V S S L R G D R R A A S L P V F L 34

103 AGA AAG AAC GAC TTC TCT CGG AAA ATC CTT GCC GTA AAA TCT TCT CAC GAT TCT GAT TCC CCG TCT TCT GCA ATT GCT GAA TCT GAT AAG GTT CTT ATT CCT 204

35 R K N D F S R K I L A V K S S H D S D S P S S A I A E S D K V L I P 68

205 CAA GAT CAA GAT AAC TCT GCA TCC TTG ACA GAT CAA CTT GAA ACT CCT GTT ATA ACC TCA GAG GAT GCA CAT AAT TTA GAG GAT TTA ACA ATG GAA GAT GAG 306

69 Q D Q D N S A S L T D Q L E T P V I T S E D A H N L E D L T M E D E 102

307 GAT AAA TAC AGC ATT AGT GAA GCA GAT ACC AGT TAC AGA CAG ATT GAA GGT GAG CTA GGT TCT GTG GTT TCT GTT GGC AAG AAA GTA AAT ATA CCA AGT GAT 408

103 D K Y S I S E A D T S Y R Q I E G E L G S V V S V G K K V N I P S D 136

409 GAA GCT AAA CCT AAG ACC ATT CCC CGA CCT GGT GCT GGA CAG AAA ATA TAT GAG ATT GAT CCA TCT TTG CTA GCC CAC CGT GAG CAT CTT GAT TTC CGT TTC 510

137 E A K P K T I P R P G A G Q K I Y E I D P S L L A H R E H L D F R F 170

511 GGA CAA TAC AAA AGA TTG CAC GAT GAA ATT AAT AAG TAT GAA GGT GGT CTG GAT ACA TTT TCT CGT GGC TAT GAA AAA TTT GGC TTC ATA CGC AGT GCT ACA 612

171 G Q Y K R L H D E I N K Y E G G L D T F S R G Y E K F G F I R S A T 204

613 GGC GTT ACT TAC AGA GAG TGG GCA CCT GGA GCT AAG TCA GCA GCA TTA ATT GGA GAC TTC AAC AAT TGG AAT TCA AAT GCA GAT GTA ATG ACT CGG AAT GAG 714

205 G V T Y R E W A P G A K S A A L I G D F N N W N S N A D V M T R N E 238

715 TTT GGT GTT TGG GAG ATT TTT TTG CCA AAC AAT GTG GAT GGT TCA CCA CCA ATT CCT CAT GGT TCT CGG GTC AAG ATC CGC ATG GAT ACT CCC TCT GGA GTC 816

239 F G V W E I F L P N N V D G S P P I P H G S R V K I R M D T P S G V 272

817 AAG GAC TCG ATT CCT GCT TGG ATC AAG TTT TCT GTA CAG GCT CCT GGT GAA ATT CCA TAT AGC GGA ATA TAC TAT GAT CCC CCA GAA GAG GAA AAA TAT GTA 918

273 K D S I P A W I K F S V Q A P G E I P Y S G I Y Y D P P E E E K Y V 306

919 TTC AAA CAT CCA CAG CCA AAG AGA CCA AAA TCA CTT AGA ATA TAC GAG TCA CAT GTT GGA ATG AGT AGT CCG GAG CCA ATG ATC AAC ACA TAT GCC AAT TTT 1020

307 F K H P Q P K R P K S L R I Y E S H V G M S S P E P M I N T Y A N F 340

1021 AGA GAT GAT GTA CTA CCT CGC ATT AAA AAG CTT GGC TAC AAT GCT GTC CAG ATT ATG GCC ATT CAA GAA CAT TCT TAT TAT GCC AGC TTT GGG TAC CAT GTC 1122

341 R D D V L P R I K K L G Y N A V Q I M A I Q E H S Y Y A S F G Y H V 374

1123 ACA AAT TTC TTT GCA CCT AGC AGC CGA TTT GGA ACT CCA GAG GAA CTT AAA TCT CTG ATA GAC AAA GCC CAT GAA CTA GGT CTG CTT GTT CTG ATG GAT ATT 1224

375 T N F F A P S S R F G T P E E L K S L I D K A H E L G L L V L M D I 408

1225 GTA CAC AGC CAT GCC TCA AAT AAT ACT TTG GAT GGC CTA AAC ATG TTT GAT GGA ACT GAT AGT CAT TAC TTC CAT CCT GGG TCA CGG GGT TAT CAT TGG ATG 1326

409 V H S H A S N N T L D G L N M F D G T D S H Y F H P G S R G Y H W M 442

1327 TGG GAT TCT CGT CTT TTC AAT TAT GGA AGC TGG GAA GTA CTA AGG TAT CTA CTT TCA AAT GCA AGA TGG TGG CTG GAT GAA TAC AAG TTT GAC GGA TTT CGA 1428

443 W D S R L F N Y G S W E V L R Y L L S N A R W W L D E Y K F D G F R 476

1429 TTT GAT GGT GTT ACA TCA ATG ATG TAC ACT CAT CAT GGG TTG CAG GTA GCA TTC ACT GGA AAT TAC AGT GAG TAC TTT GGT ATG GCA ACT GAT GTT GAT GCT 1530

477 F D G V T S M M Y T H H G L Q V A F T G N Y S E Y F G M A T D V D A 510

1531 GTG GTT TAC CTG ATG CTG GCT AAT GAT CTC ATT CAT GGG CTC TTC CCC GAG GCT GTT ACC ATT GGT GAA GAT GTG AGT GGA ATG CCA ACA TTC TGC CTT CCT 1632

511 V V Y L M L A N D L I H G L F P E A V T I G E D V S G M P T F C L P 544

1633 ACA CAA GAT GGT GGT GTT GGT TTT GAT TAT CGC CTG CAA ATG GCC ATT GCA GAC AAG TGG ATT GAG ATT CTC AAG AAG CAA GAT GAG GAC TGG AAA ATG GGC 1734

545 T Q D G G V G F D Y R L Q M A I A D K W I E I L K K Q D E D W K M G 578

1735 GAT ATT GTC CAC ACA CTA ACA AAC AGA AGA TGG CTG GAA AAA TGT GTA GCT TAT GCT GAG AGT CAT GAT CAG GCC TTG GTT GGT GAC AAG ACA ATT GCA TTT 1836

579 D I V H T L T N R R W L E K C V A Y A E S H D Q A L V G D K T I A F 612

1987 TGG TTG ATG GAC AAG GAT ATG TAT GAC TTC ATG GCG TTA GAC AGG CCA TCT ACA CCT CGT ATA GAT CGT GGT ATA GCA TTA CAC AAA ATG ATT AGG CTT ATT 1938

613 W L M D K D M Y D F M A L D R P S T P R I D R G I A L H K M I R L I 646

1939 ACC ATG GGA CTT GGT GGT GAA GGG TAT TTG AAT TTT ATG GGG AAT GAG TTT GGC CAT CCT GAG TGG ATT GAT TTT CCA AGG GGT GAA CAA CAA CTT CCT AAT 2040

647 T M G L G G E G Y L N F M G N E F G H P E W I D F P R G E Q Q L P N 680

2041 GGC TCA GTA ATT CCA GGG AAC AAC TAC AGT TAT GAT AAA TGC AGG CGA AGA TTT GAC TTG GGA GAT GCG GAC TAT TTA AGA TAT CGA GGA ATG CAA GAA TTT 2142

681 G S V I P G N N Y S Y D K C R R R F D L G D A D Y L R Y R G M Q E F 714

2143 GAT CGA GCC ATG CAG CTT TTA GAA GAA AAG TTT GGA TTC ATG ACT GCT GAG CAC CAA TAT ATT TCA CGG AAA AAT GAA GGT GAC AAA GTT ATA ATC TTT GAA 2244

715 D R A M Q L L E E K F G F M T A E H Q Y I S R K N E G D K V I I F E 748

2245 AGG GGC AAC CTC GTC TTT GTC TTC AAT TTT CAT TGG CAT AAC AGT TAT TCA GAT TAC AGA GTT GGC TGC TCA ACC CCT GGG AAA TAT AAG ATT GTC TTG GAT 2346

749 R G N L V F V F N F H W H N S Y S D Y R V G C S T P G K Y K I V L D 782

2347 TCA GAT GAT GCC TTG TTT GGT GGC TTC AAT AGG CTC AAC CAC TCT GCT GAG TAC TTC ACT AAT GAA GGA TGG TAT GAT GAC AGA CCT CGA TCC TTT CTT GTC 2448

783 S D D A L F G G F N R L N H S A E Y F T N E G W Y D D R P R S F L V 816

2449 TAT GCA CCT TCT AGG ACA GCA GCA GTT TAT GCC CTT GCA GAT GAT GAT CTG GAA CCA GCC CTT TCA GAC GAA GCT GAA CCA GTC CTT GCA GAT GAA GCT GAA 2550

817 Y A P S R T A A V Y A L A D D D L E P A L S D E A E P V L A D E A E 850

2551 CCA GAG CCA GTT GAT CCT TGA 2571

851 P E P V D P * 856

圖十五、VrsbeII cDNA 及其演繹出之胺基酸序列對照圖

Fig. 15 Nucleotide and deduced amino acid sequences of VrsbeII cDNA.

The boxed highlighted amino acids indicate four conserved regions of theα-amylase family.
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表七、VrsbeI cDNA 專一性引子對照表

Table 7. The gene-specific primers used in cloning VrsbeI cDNA.

Name sequence Length(mer)
/Tm℃ /GC%

SBE F9a ATG TTT AAC TGT CTG TGC CTT AAT CCG TTC 30/ 64/ 40

SBE F10a GAG GGC TAC CTT AAT TTC ATG GGC AAT G 28/ 65.1/ 46.4

SBE F11b TTT GCA GCC CCA TAT GAT GGT G 22/ 60.3/ 50

SBE R13a TTA TGC GAG GTT CAG AGC TAC TCA TC 26/ 63.2/ 46.2

SBE R14b AGA CGC TGC CTG CTT CTT ACA GTG TGA G 28/ 68/ 53.6

SBE R15b CCG ATA GCC AAG AGC AAG ATC AAC TGA C 28/ 66.6/ 50

SBE R16c AGT GAT CTG TAT CCA CCA GAT TCC ACT G 28/ 65.1/ 45.4

SBE R17a TTA AAT TTC CCT ATC CAA AGA AGC TGC CAC 30/ 64/ 40

SBE R21d TTA CCC CCA GAG ATT AGG GCT CCT TAC TCT 30/ 58/ 50

a. 參考菜豆澱粉分支酵素 pvsbeI (Hamada et al., 2001) 及豌豆 pea sbeII (Burton et al.,
1995) cDNA 序列之保守區間所設計出的引子

b. 由第一階段所獲得之 VrsbeI-0.82 所設計的 nested 引子

c. 由第二階段所獲得之 VrsbeI-0.72 所設計的 nested 引子

d. 由所得到的 VrsbeI cDNA 之 3’端設計
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bp 1 2

圖十六、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF9 和 SBER13 為引子對進行 RT-PCR 後產

物的洋菜膠體電泳圖

Fig. 16 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR using SBEF9
and SBER13 as primers

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF9 and SBER13
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bp  1 2

圖十七、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF10 和 SBER17
為引子進行 RT-PCR 後，得到產物的洋菜膠體電泳圖

Fig. 17 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR using
SBEF10 and SBER17 as primers.

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF10 and SBER17
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bp 1 2

圖十八、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF11 和 SBER16 為引子進行 RT-PCR 後得到

產物的洋菜膠體電泳圖

Fig. 18 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR using
SBEF11 and SBER16 as primers.

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF11 and SBER16
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bp 1 2

圖十九、以綠豆 poly (A) RNA 為模版，SBEF9 及 SBER21 為引子對進行 RT-PCR 及 PCR
二次放大後所得全長 VrsbeI cDNA 的洋菜膠體電泳圖

Fig. 19 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments prepared from RT-PCR and PCR
amplification using SBEF9 and SBER21 as primers.

Lane 1：3 kb ladder marker
Lane 2：SBEF9 and SBER21
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圖二十、SBEI cDNA 基因選殖之 RT-PCR 及 RACE 對照圖

Fig. 20 Cloning SBEI cDNA by RT-PCR and RACE.

NUP F10 R17 NUP

UPM F9 F11 R13 R16 R21 UPM

Mungbean starch branching enzyme cDNA
Adaptor  3’ 

5’ Adaptor

RT-PCR：1234 bp

RT-PCR： 2208bp

RT-PCR：826 bp RT-PCR：725 bp

SBEI

ORF
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1 ATG TTT AAC TGT CTG TGC CTT AAT CCG TTC ATT TCC GTC TCT TCA ACC GTT GCC TGC ACC TCT CAC ACT GTA AGA AGC AGG CAG CGT CTT GCA CCA CAA AAG 102

1 M F N C L C L N P F I S V S S T V A C T S H T V R S R Q R L A P Q K 34

103 TCA GTT GAT CTT GCT CTT GGC TAT CGG AAT CCA CTT GGA TAT GGG TTT GGT TTT GGA TTG AGA AGA TCA CTG CAC GAG ATG GTG AGC TCT CGT TTC AAG GGT 204

35 S V D L A L G Y R N P L G Y G F G F G L R R S L H E M V S S R F K G 68

205 GTA GCT GTT ATG ACT GAT GAC AAA TCA ACA ATA TCA TCC ACT GAG GAA TAC TTA GAA AAC ATT GGC ATC TTT TCT ATT GAT CCG TCC CTA AAG CCA TAT AAA 306

69 V A V M T D D K S T I S S T E E Y L E N I G I F S I D P S L K P Y K 102

307 GAT CAC TTC AAA TAT AGA CTG AAG AGA TAC GTA GAT CAG AAA AAG CTT ATT GAA GAA TAT GAA GGA GGT CTT GAG GAA TTT GCC AAA GGT TAT TTG AAA TTT 408

103 D H F K Y R L K R Y V D Q K K L I E E Y E G G L E E F A K G Y L K F 136

409 GGA TTT AAC AGA GAA GAA GGT GGA ATT GTG TAC CGC GAG TGG GCA CCT GCT GCT CAG GAA GCA CAA ATT ATT GGA GAC TTT AAT GGA TGG GAT GGT TCC AAC 510

137 G F N R E E G G I V Y R E W A P A A Q E A Q I I G D F N G W D G S N 170

511 CAC CAA ATG GAA AAA AAT CAG TTT GGT GTC TGG AGT ATT AAG ATC CCT GAT GCT GAT GGA AAT CCA GCT ATA CCA CAC AGT TCG AGA GTG AAG TTT AGA TTC 612

171 H Q M E K N Q F G V W S I K I P D A D G N P A I P H S S R V K F R F 204

613 CGC CAT GGG GAT GGA GTT TGG GTT GAT CGC ATA CCT GCT TGG ATC AAA TAT GCC ACT GTT GAT CCT AAC AGA TTT GCA GCA CCA TAT GAT GGT GTC TAC TGG 714

205 R H G D G V W V D R I P A W I K Y A T V D P N R F A A P Y D G V Y W 238

715 GAT CCA CCA CTT TCA GAG AGA TAT GAG TTT AAA TAT CCA CGT CCA CCA AAG CCG AAG GCC CCA CGG ATA TAT GAG GCT CAT GTG GGG ATG AGT AGC TCT GAA 816

239 D P P L S E R Y E F K Y P R P P K P K A P R I Y E A H V G M S S S E 272

817 CCT CGC ATA AAC TCT TAC AGG GAA TTT GCA GAT GAG ATT TTG CCC CGT ATT CGA GCA AAT AAC TAT AAT ACA GTC CAG CTG ATG GCC GTT ATG GAA CAT TCT 918

273 P R I N S Y R E F A D E I L P R I R A N N Y N T V Q L M A V M E H S 306

919 TAT TAT GCA TCG TTT GGA TAT CAT GTA ACA AAT TTT TTT GCT GTG AGC AGT AGA TCT GGA ACC CCT GAA GAT CTT AAA TAT CTG ATA GAT AAG GCT CAT AGC 1020

307 Y Y A S F G Y H V T N F F A V S S R S G T P E D L K Y L I D K A H S 340

1021 CTA GGA TTG CAG GTT TTG ATG GAT GTT ATC CAT AGT CAT GCC AGT AAT AAC ATC ACC GAT GGA CTC AAT GGC TTT GAT GTT GGC CAA ACT TCA CAA GAT TCT 1122

341 L G L Q V L M D V I H S H A S N N I T D G L N G F D V G Q T S Q D S 374

1123 TAC TTC CAT GCT GGA GAT AGA GGT TAT CAC AAG TTG TGG GAT AGT AGA CTA TTT AAC TAT GCC AAC TGG GAA GTT CTT CGT TTC CTT TTA TCT AAT TTA AGG 1224

375 Y F H A G D R G Y H K L W D S R L F N Y A N W E V L R F L L S N L R 408

1225 TGG TGG CTC GAG GAG TTT AAA TTT GAT GGA TTT CGA TTT GAT GGA GTA ACA TCA ATG CTG TAT CAT CAC CAT GGA ATC AAC ATT GCT TTT ACA GGG GAT TAT 1326

409 W W L E E F K F D G F R F D G V T S M L Y H H H G I N I A F T G D Y 442

1327 AAT GAA TAT TTT AGC GAA GCA ACA GAT GTG GAT GCT GTT GTC TAT CTG ATG CTG GCT AAT TCT CTG ATC CAC AGT ATT TTG CCA GAT GCA ACT GTA ATT GCT 1428

443 N E Y F S E A T D V D A V V Y L M L A N S L I H S I L P D A T V I A 476

1429 GAA GAT GTT TCT GGC ATG CCA GGA ATT GGT CAA CAA GTT TCT GAC GGT GGA ATT GGT TTT GAC TAT CGT CTA GCC ATG GCT ATC CCT GAT AAA TGG ATT GAT 1530

477 E D V S G M P G I G Q Q V S D G G I G F D Y R L A M A I P D K W I D 510

1531 TAC TTG AAG AAC AAG AAT GAG TAC ACA TGG TCA ATG AAG GAA ATC TCT TGG AGT TTG ACA AAT AGG AGA TAC ACT GAG AAA TGT GTT TCC TAT GCT GAA AGC 1632

511 Y L K N K N E Y T W S M K E I S W S L T N R R Y T E K C V S Y A E S 544

1633 CAT GAC CAG GCC ATC GTT GGT GAT AAG ACT GTT GCG TTT CTC CTA ATG GAT GAG GAA ATG TAT TCT GGC ATG TCT TGC TTG GTT GAT CCT TCT CCT ATT GTT 1734

545 H D Q A I V G D K T V A F L L M D E E M Y S G M S C L V D P S P I V 578

1735 GAG CGA GGC ATT GCT CTT CAG AAG ATG ATA CAC TTC ATA ACC ATG GCA TTA GGT GGA GAG GGC TAC CTT AAT TTC ATG GGC AAT GAG TTT GGC CAT CCG GAG 1836

579 E R G I A L Q K M I H F I T M A L G G E G Y L N F M G N E F G H P E 612

1837 TGG ATT GAT TTC CCA AGA GAA GGC AAT GGA TGG AGT TAT GAG AAG TGC AGG CGT CAG TGG AAT CTG GTG GAT ACA GAT CAC CTG AGA TAC AAG TTC ATG AAT 1938

613 W I D F P R E G N G W S Y E K C R R Q W N L V D T D H L R Y K F M N 646

1939 GCA TTT GAT AGG GCA ATG AAC TTG CTT GAT GAT AAA TTT TCG TTC CTT GCA TCA AGT AAA CAA ATA GTG AGC AGT GCA GAT GAT GAA GAC AAG GTT ATA GTC 2040

647 A F D R A M N L L D D K F S F L A S S K Q I V S S A D D E D K V I V 680

2041 TTT GAG CGA GGA GAT CTG ATA TTT GTA TTC AAT TTT CAT CCA GAG AAT ACA TAT GAA GGG TAT AAA GTT GGA TGT GAC TTA CCT GGG AAA TAT AGA GTT GCA 2142

681 F E R G D L I F V F N F H P E N T Y E G Y K V G C D L P G K Y R V A 714

2143 TTG GAT AGT GAT GCT TGG GAA TTT GGA GGT CAT GGA AGA GTA AGG AGC CCT AAT CTC TGG GGG TAA 2208

715 L D S D A W E F G G H G R V R S P N L W G * 735

圖二十一、VrsbeI cDNA 及其演繹出之胺基酸序列對照圖

Fig. 21 Nucleotide and deduced amino acid sequences of VrsbeI cDNA.

The boxed highlighted amino acids indicate four conserved regions of the α-amylase family.
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表八、綠豆 SBE 與不同物種 SBE 胺基酸序列之同質性比較

Table 8 Comparison of the dentity of the amino acid sequences derived from
starch branching enzyme cDNAs of mungbean and various species.

Blast

  

 物種

綠豆 SBEII

856 a.a.
%

綠豆 SBEI

735 a.a.
%

Kidney bean SBEII
870 a.a. (BAA82348)

91 59

Kidney bean SBEI
847 a.a. (BAA82349)

57 95

Pea SBEI
922 a.a. (CAA56319)

81 57

Pea SBEII
826 a.a. (CAA56320)

55 83

Maize SBEII
799 a.a. (AAA18571)

80 60

Maize SBEI
823 a.a. (AAA82735)

54 74

Wheat SBEII
823 a.a. (CAA72154)

74 59

Wheat SBEI
833 a.a. (AAG27622)

57 71

Rice RBE4
841 a.a. (BAA82828)

76 59

Rice RBE1
820 a.a. (BAA01584)

58 73

Arabidopsis thaliana SBE2-2

805 a.a. (CAB82930)
76 58

Arabidopsis thaliana SBE2-1

858 a.a. (NP-181180)
73 58
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圖二十三、根據綠豆與不同物種之 SBE cDNA 演繹出之胺基酸序列所推測

出之演化樹狀圖

Fig. 23 Dendrogram to illustrate the degree of relatedness between the plant
SBE isoforms.



Kidney bean SBEII

Mungbean SBEII

Potato SBEA

Kidney bean SBEI

Mungbean SBEI

Potato SBEB

Pea SBEI

Pea SBEII

Rice RBE1

Wheat SBEI

Wheat SBEII

Maize SBEI

Maize SBEII

Rice RBE4

Rice RBE3

Barley SBEIIa

Barley SBEIIb
Family A

Family A

estimated number of substitutions per 100 amino acids

Family B
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