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Centraalbureau voor 

Schimmelcultures (CBS) 

為國際知名的生物資源

中心，該中心隸屬於荷

蘭 皇 家 藝 術 和 科 學 院

( R o y a l  N e t h e r l a n d s  

Academy of Arts and 

Sciences, KNAW)，菌種

資源收藏極為豐富，保

存超過五萬株微生物菌

種資源，其中主要是真

菌菌種及部份酵母菌與

細菌菌株。 CBS近年來

相當著重於菌株品質及

正確性，推動 DNA序列

之生物條碼研究，因此

本所生資中心執行經濟

部重要科技國際連結種子計畫「台荷真菌DNA條碼合作計畫」，與CBS研

究人員互訪，建立長期合作平台，並邀請CBS所長Pruf. Dr. Petro W. Crous 來

台參訪，簽訂雙方合作意向書，未來將共同致力於真菌命名的研究確認工作

與分享條碼相關資訊。

第八屆亞洲菌種聯盟大會暨微生物保存與永續利用研討會於今年 10月

10日至 11日於馬來西亞吉隆坡舉行，本所廖啟成副所長應邀出席，並於大

會中以“整合資訊技術發展BCRC服務系統”為講題，介紹本所生物資源保

存及研究中心 (BCRC)的營運策略與活動概況。

亞洲菌種聯盟設立 ABRCN(Asian Biological Resource Center Network)係

彙整亞洲數個生物資源中心可公開分讓之生物資源的資料分享網絡，提供單

一入口進行生物資源的資料檢索，目前資料主要來自日本生物資源中心

NBRC(NITE Biological Resource Center, Japan)、中國普通微生物菌種保藏管

理 中 心 CGMCC (China General Microbiological Culture Collection Center, 

China)、 韓 國 標 準 菌 種 中 心 KCTC (Korean Collection for Type Cultures, 

(文：生資中心 陳倩琪 研究員)

(圖：生資中心 陳思齊先生提供)

荷蘭CBS菌種中心所長來訪，簽署合作意向書

本所廖啟成副所長出席第八屆亞洲菌種聯盟大會

本所與荷蘭CBS菌種中心簽署合作意向書，

分別由簽約代表人CBS所長Dr. Crous及本所

所長陳樹功博士簽屬合作文件。
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生資中心副主任黃效民博士參加

2011世界幹細胞高峰會議

(World Stem Cell Summit)
2011第七屆世界幹細胞高峰會議 (World Stem 

Cell Summit)，於 2011年 10月 3-5日在美國加州洛

杉磯的帕賽迪納 (Pasadena convention center)舉行，

主 辦 單 位 為 Genetic Policy Institute (GPI)和

California Institute for regeneration medicine 

(CIRM)，參加人數約 400人，包括北美、南美、歐

洲和亞洲區域的幹細胞相關人員，本所生資中心副

主任黃效民博士參與會議，同時發表二篇論文 -- 

Alkaline Phosphatase-Positive Induced Pluripotent 

Stem Cells from Matrigel- coated Surface Selection，

以 及 A Defined Culture Condition for Human 

Embryonic Stem Cells。 本 次 大 會 的 主 軸 為

「Translational Regeneration Medicine: from Bench to 

Bedside」，主要探討幹細胞應用於臨床治療的進

展、商機和法規。大會除了邀請幹細胞研究領域專

家進行專題演講外，同時加入更多商業化的考量和

政策的配合等議題，提供 Science、 Business、  

Policy、Funding、Law、Ethics、Advocacy在同一

平台上討論和交流，同時也有病患團體訴求等。

會議選在加州舉行，同時由CIRM共同舉辦，

由於加州州民於 2004年公投決議 (59%贊成 )，同意

州政府投入 30億美元資金於幹細胞的研究和應用，

此即著名的加州第 71號法案 (California's Proposition 

71)。由於經費龐大，加州政府特別成立CIRM來統

籌經費的規劃及使用等，使CIRM成為經費最為充

裕的機構，希冀吸引全球頂尖的幹細胞研究人員到

加州，發揮創意，同時提供友善的環境和法規，讓

幹細胞相關的治療或商業應用可以發展，建立新的

醫療技術、積極拯救病患，最終目的為帶動加州的

生技醫藥經濟發展。

值 得 一 提 是 大 會 特 別 邀 請 前 英 特 爾 (Intel 

Co.)執行長 Dr. Andrew S. Grove進行專題演講，他

在 1979建立了 Intel公司，成為全球半導體業的龍

頭，制定電子業的新規格。演講中分享他的創新思

考和商業經驗，並鼓勵重新思考成為「 accidental 

pioneer of medicine」，作為破壞式創新醫療新技術

的研究者。幹細胞在最新醫療具有相當大的潛力，

所以政府及具前瞻的企業家應該更加投注於此領域

的發展，雖然幹細胞研究由 bench(實驗桌 )進展到

bed(病床 )，仍有許多需要克服和解決的困難，但

已經是指日可待。

BCRC Vedio 小教室 簡介

細胞培養技術，一直是細

胞相關實驗的重要基礎，實驗

的正確操作，不僅影響細胞實

驗的成功率與結果的可信度，

更可以避免因為污染所造成的

損失，所以歷年來，細胞單元

持續的開授細胞培養相關的訓

練課程，也與國衛院合作研究

資源週的細胞品管和生物安全

等課程，提供動物細胞培養、

黴漿菌污染、細胞鑑定等講

題，期望能讓操作細胞培養的

研究人員擁有正確的觀念。但

有鑒於實際操作對學員的感受

與課程講授有一段差距，所以

萌生了將這些操作或觀念拍攝

成影片的想法，適逢國際第一

大抗體製造公司亞諾法生技公

司有意合作拍攝細胞培養操作

相關影片，故本所即與亞諾法

公司簽定合作意願書，共同完

成細胞操作影片的拍攝，並以

youtube為平台，作為公開教育

訓練的一部分。

今年度已拍攝的影片，約

可分為六個主題，以下就各主

題作簡單的介紹：

一、細胞培養基相關

動物細胞在進行體外培養

時 ， 完 全 培 養 基 (complete 

medium)是細胞養份的來源，完

全培養基是以基礎培養基 (basal 

medium)，再額外添加各細胞所

需的各種營養物質，其中血清

是很重要的成分。因此基礎培

養基與血清品質的管控相當重

要。在這個主題中我們拍攝的

有：

1.基礎培養基 (Basal Medium)的

配製

2.血清的分裝與保存

二、細胞培養操作

細胞培養在操作從細胞解

凍開始，觀察細胞的生長狀

況，在其八 -九分滿時進行繼

代，同時必須做好冷凍儲存，

才能開始進行實驗，因此這部

分的影片包括有：

1.細胞解凍

2.細胞解凍 -對DMSO敏感的細

胞

3.懸浮型細胞的繼代

4.貼附型細胞的繼代

5.貼附型動物細胞的冷凍儲存

6.動物細胞的計數

三、冷凍裝置或設備的

使用

細胞凍管製備完畢之後，

必需以穩定的溫度下降，以使

細胞在結凍的過程中受到最低

的破壞，因此冷凍方式關係到

細胞凍後細胞的存活及狀態，

目前主要在使用的冷凍方式約

可分為三種：

1.冷凍裝置的使用 (Mr. Frosty, 

CoolCell and Styrofoam box)

2.程式降溫儀的使用

3.手動階段式降溫

四、收到活化細胞的處理

實驗室間細胞材料的相互

提供是常見的，且生資中心持

續有提供動物細胞株的活化培

養的服務，因此我們也針對客

戶收到活化細胞後的處理方式

拍攝影片，希望能減少處理不

當所造成的汙染問題，按照細

胞型態不同，處理上可分為：

1.收到貼附型動物細胞的處理

2.收到懸浮型動物細胞的處理

五、細菌、黴菌、黴漿

菌污染檢測

細胞培養的另外一個課

題，就是如何避免污染，汙染

源主要為細菌、黴菌或黴漿

菌，一旦汙染，即使沒有造成

細胞死亡，也會影響細胞實驗

結果的可信度，因此在實驗室

建立汙染檢測的系統，可以確

認細胞品質，也可及早將有問

題的細胞作處理，以免汙染了

同時在培養的其餘細胞。這部

分影片包括：

1.TSB培養基配置 (細菌、黴菌

檢測用 )

2.FTM培養基配置 (細菌、黴菌

檢測用 )

3.動物細胞培養樣品之細菌、

黴菌污染檢測

4.動物細胞培養樣品之黴漿菌

污染檢測：直接培養法

5.動物細胞培養樣品之黴漿菌

污染檢測：DNA染色法

六、人類胚胎幹細胞培養

從今年 9月開始，我們也

著手拍攝培養人類胚胎幹細胞

的相關影片，從滋養層 (feeder 

layer)的準備，到細胞的解凍觀

察，以及繼代工具的製備；人

Korea)及泰國生物技術菌種中心 BCC (BIOTEC 

Culture Collection, Thailand)等，同時每年的年

度會議並針對微生物資源的保存及永續利用進

行意見交流及工作檢討。

第八屆年度會議於今年 10月 10日起在馬

來西亞舉行，兩天的議程除了聯盟會員進行例

行性的檢討外，並由聯盟會員進行各資源中心

的營運或工作報告，並邀約亞洲其他非聯盟會

員發表演說分享資源中心的營運管理。本所廖

副所長以「整合資訊技術發展 BCRC服務系

統」為題發表演說，介紹 BCRC在 ISO國際驗

證 之 系 統 管 理 下 ， 以 符 合 ISO9001及

ISO17025精神下，致力於台灣本土資源之收集

保存，並建立超過 3萬株生物資源之分讓與至

少 150項相關技術服務，透過電子商務系統及

管理資訊平台的建立與客製服務，協助台灣生

技相關產業之品質管理、技術研發與產品驗證

等活動。同時也積極投入國際合作，特別是全

球或區域網絡的資料交換與分享，包括國際生

物 多 樣 性 資 訊 機 構 (Global Biodiversity 

Information Facility, GBIF)及StrainInfo發展之全

球虛擬資源中心目錄。 BCRC也建立以紅麴知

識百科為基礎之知識分享平台，提供產官學研

對產業用菌株之特性、技術研發產出及檢驗資

訊等，更期待未來能多與區域網絡建立互動及

合作關係，達成共贏的局面。

(圖：廖啟成副所長提供)

ACM8大會開幕誌慶。第八屆亞洲菌種聯盟

大會暨微生物保存與永續利用研討會於馬來

西亞吉隆坡舉行，由馬來西亞農業發展研究

所 (Malaysian Agricultural Research and 

Development Institute)主辦

(文：生資中心 陳倩琪 研究員)

生資中心／副研究員

楊瑤貞
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生資中心副主任黃效民博士參加

2011世界幹細胞高峰會議

(World Stem Cell Summit)
2011第七屆世界幹細胞高峰會議 (World Stem 

Cell Summit)，於 2011年 10月 3-5日在美國加州洛

杉磯的帕賽迪納 (Pasadena convention center)舉行，

主 辦 單 位 為 Genetic Policy Institute (GPI)和

California Institute for regeneration medicine 

(CIRM)，參加人數約 400人，包括北美、南美、歐

洲和亞洲區域的幹細胞相關人員，本所生資中心副

主任黃效民博士參與會議，同時發表二篇論文 -- 

Alkaline Phosphatase-Positive Induced Pluripotent 

Stem Cells from Matrigel- coated Surface Selection，

以 及 A Defined Culture Condition for Human 

Embryonic Stem Cells。 本 次 大 會 的 主 軸 為

「Translational Regeneration Medicine: from Bench to 

Bedside」，主要探討幹細胞應用於臨床治療的進

展、商機和法規。大會除了邀請幹細胞研究領域專

家進行專題演講外，同時加入更多商業化的考量和

政策的配合等議題，提供 Science、 Business、  

Policy、Funding、Law、Ethics、Advocacy在同一

平台上討論和交流，同時也有病患團體訴求等。

會議選在加州舉行，同時由CIRM共同舉辦，

由於加州州民於 2004年公投決議 (59%贊成 )，同意

州政府投入 30億美元資金於幹細胞的研究和應用，

此即著名的加州第 71號法案 (California's Proposition 

71)。由於經費龐大，加州政府特別成立CIRM來統

籌經費的規劃及使用等，使CIRM成為經費最為充

裕的機構，希冀吸引全球頂尖的幹細胞研究人員到

加州，發揮創意，同時提供友善的環境和法規，讓

幹細胞相關的治療或商業應用可以發展，建立新的

醫療技術、積極拯救病患，最終目的為帶動加州的

生技醫藥經濟發展。

值 得 一 提 是 大 會 特 別 邀 請 前 英 特 爾 (Intel 

Co.)執行長 Dr. Andrew S. Grove進行專題演講，他

在 1979建立了 Intel公司，成為全球半導體業的龍

頭，制定電子業的新規格。演講中分享他的創新思

考和商業經驗，並鼓勵重新思考成為「 accidental 

pioneer of medicine」，作為破壞式創新醫療新技術

的研究者。幹細胞在最新醫療具有相當大的潛力，

所以政府及具前瞻的企業家應該更加投注於此領域

的發展，雖然幹細胞研究由 bench(實驗桌 )進展到

bed(病床 )，仍有許多需要克服和解決的困難，但

已經是指日可待。

BCRC Vedio 小教室 簡介

細胞培養技術，一直是細

胞相關實驗的重要基礎，實驗

的正確操作，不僅影響細胞實

驗的成功率與結果的可信度，

更可以避免因為污染所造成的

損失，所以歷年來，細胞單元

持續的開授細胞培養相關的訓

練課程，也與國衛院合作研究

資源週的細胞品管和生物安全

等課程，提供動物細胞培養、

黴漿菌污染、細胞鑑定等講

題，期望能讓操作細胞培養的

研究人員擁有正確的觀念。但

有鑒於實際操作對學員的感受

與課程講授有一段差距，所以

萌生了將這些操作或觀念拍攝

成影片的想法，適逢國際第一

大抗體製造公司亞諾法生技公

司有意合作拍攝細胞培養操作

相關影片，故本所即與亞諾法

公司簽定合作意願書，共同完

成細胞操作影片的拍攝，並以

youtube為平台，作為公開教育

訓練的一部分。

今年度已拍攝的影片，約

可分為六個主題，以下就各主

題作簡單的介紹：

一、細胞培養基相關

動物細胞在進行體外培養

時 ， 完 全 培 養 基 (complete 

medium)是細胞養份的來源，完

全培養基是以基礎培養基 (basal 

medium)，再額外添加各細胞所

需的各種營養物質，其中血清

是很重要的成分。因此基礎培

養基與血清品質的管控相當重

要。在這個主題中我們拍攝的

有：

1.基礎培養基 (Basal Medium)的

配製

2.血清的分裝與保存

二、細胞培養操作

細胞培養在操作從細胞解

凍開始，觀察細胞的生長狀

況，在其八 -九分滿時進行繼

代，同時必須做好冷凍儲存，

才能開始進行實驗，因此這部

分的影片包括有：

1.細胞解凍
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(圖：廖啟成副所長提供)

ACM8大會開幕誌慶。第八屆亞洲菌種聯盟

大會暨微生物保存與永續利用研討會於馬來

西亞吉隆坡舉行，由馬來西亞農業發展研究

所 (Malaysian Agricultural Research and 

Development Institute)主辦

(文：生資中心 陳倩琪 研究員)

生資中心／副研究員

楊瑤貞
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2.生物安全操作櫃的落菌測試

3.微生物凍乾管的開封與活化

有貢獻的研究資源。目前已經

製作完成的影片有：

1.Gelatin 配製及使用

2.玻璃刀製作

小分子RNA與microRNA

由於分子生物學的進展，

核 糖 核 酸 (ribonucleotide，

RNA)分子除了大家過去所熟知

在合成蛋白質所須的各種結構

或 訊 息 RNA分 子 (rRNA、

tRNA、 mRNA)外，科學家們

發現有一些較小型的 RNA分子

可參與生物體內其他生理機

制 。 這 群 小 分 子 RNA(small 

molecular RNA)可分為在細胞

核內負責 mRNA剪切的 snRNA 

(small nuclear RNA)，或是在細

胞質中負責控制基因表現的調

控 RNA。在過去的十多年來，

相關研究的累積使人們對於這

群調控 RNA了解越來越詳細，

目 前 已 可 將 其 分 為 三 類 ：

microRNA (miRNA)、 small 

in terfer ing RNA (s iRNA) 與

piRNA (Piwi-interacting RNA)。

這些調控 RNA大多在轉錄後經

進一步修飾為成熟態後，藉由

與Argonaute (AGO) 蛋白質家族

分子結合並被送至標的發揮調

控作用， miRNA與 siRNA多與

其 中 的 AGO蛋 白 作 用 ， 而

piRNA則與 Piwi蛋白質結合。

本 文 將 藉 由 簡 要 地 說 明

miRNA的形成、作用原理與其

研究方法，介紹細胞中負責重

要生理調控作用的 miRNA分

子。

miRNA為目前調控RNA中

知識專欄

類胚胎幹細胞或是誘導型多能

性幹細胞的培養，因為耗費的

人力物力都較高，所以其訓練

課程的費用也更高，相信未來

若能將其培養及相關鑑定分析

的實驗完整規劃呈現，會是很

http://www.bcrc.firdi.org.tw/bcrcVedio/index.jsp

被 了 解 最 為 詳 細 的 小 分 子

RNA，  miRNA首先被發現於

1993 年 ， Caenorhabdi t i s 

elegans (C. elegans)幼蟲發育的

一個重要基因 lin-4中，具有一

段無法轉譯出蛋白質的 non-

coding RNA，此RNA含 22個核

　酸，可互補於 lin-4 基因 3'-

untranslated region (3'-UTR)中

7個 核 　 酸 長 度 的 conserved 

region，這個小分子 RNA可藉

由抑制蛋白質轉譯直接調控本

身的基因表現， lin-4與其專一

的轉譯抑制能力的發現使我們

瞭解發育中的新調控機制。目

前 miRNA已被認為是真核細胞

內豐富的調控性 RNA分子，且

已可在各個物種中發現他們的

存 在 ， 但 在 動 植 物 中 的

miRNA特性則具有顯著的差

異。植物體內的 miRNA與其調

控基因通常需要完全互補才能

發揮作用，因此植物細胞中個

別的 miRNA分子通常僅能調控

一個或少數標的，且通常傾向

於調控轉錄因子 (transcription 

factors)； 然 而 動 物 細 胞 中 的

miRNA僅需藉由 5'端的 7個核

　酸分子 (seed sequence)進行互

補即可達成調控的目的，因此

個別的 miRNA在動物細胞中通

常可以調控數十甚至數百個基

因標的，可想見地動物細胞中

所有的生物反應幾乎都可受

miRNA的控制，因此也挑起了

miRNA的研究熱潮。確實目前

研究顯示發育偏差、細胞生長

分化、生理代謝、病毒感染甚

至癌症的產生都與 miRNA的生

合成能力或機能不全相關。

miRNA的生合成與作用

機制

動 物 細 胞 中 的 成 熟 的

miRNA 總長多為 21-25核　酸的

non-coding RNA分子，可於真

核細胞染色體中發現專一序

列 ， 依 其 序 列 首 先 經 RNA 

polymerase II轉 錄 出 stem-

loop結構的 primary miRNA (pri-

miRNA)， 再 經 由 RNase III 

endonuclease Drasha 與 Pasha所

形成的 microprocessor複合物將

pri-miRNA分 解 為 長 度 約 為

60~70核 　 酸 的 pre-miRNA。

Pre-miRNA則藉由 Exportin 5將

其由細胞核運送至細胞質後，

經 D i c e r  ( R N a s e  I I I  

endonuclease) 分解為成熟的雙

股 miRNA duplex ， RNA-

induced s i l enc ing complex 

(RISC)可將 miRNA duplex雙股

分離且與 active strand其 5'端以

不穩定的氫鍵結合，另一互補

股 則 隨 即 被 分 解 。 RISC-

miRNA複 合 物 則 藉 由 與

mRNA進行 imperfect 結合進行

cis-regulation，以降低蛋白質的

轉譯效率，或直接與 mRNA結

合使 mRNA被分解，這些過程

皆可讓標的基因的 mRNA含量

下降以達成調控基因表現的目

的 (圖1)。

雖然 miRNA基因散佈於整

個基因體上，然而目前可發現

許多功能類似的 miRNA會以

polycistronic的方式同時表現，

此外有將近一半上的 miRNA序

簡介Micro RNA研究與分析方式

生資中心

張育甄

／研究員
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列存在於受其調控的標的基因

intron中，或與相鄰基因一同表

現，甚至有些 miRNA與相鄰基

因可共用啟動子，這些特徵都

顯 示 出 miRNA與 其 標 的

mRNA作用的相關性。更因如

此miRNA具有與其他RNA不同

的特性，首先相同調控特性的

miRNA會 協 同 表 現 證 明 ，

miRNA在生物發育上的可能具

有相似的路徑，目前亦有直接

的證據顯示 miRNA在調控機制

上的演化是先於單細胞與多細

胞 生 物 的 分 歧 度 。 其 次

miRNA在不同的生物體中具有

高度的序列保留性，且其 5'端

的 seed sequence亦具有跨物種

相似度，再者 miRNA對於其調

控的 mRNA大多屬於群體調控

而非單一標的。這些特點都證

明了 miRNA存在的重要性與其

在生物演化與細胞生理上扮演

的重要角色。不過由於病毒具

有高度變異與演化快速的特

性，即使屬於同一科 (family)之

下，大部分病毒中 miRNA並未

能像其他生物中一般具有高度

保留的一致性，目前推測可能

是因為病毒需要快速的適應環

境 與 宿 主 的 變 化 而 使 其

miRNA變異性大為提升，然而

也因此使預測或發現新的病毒

miRNA較其他物種困難的多。

基因的表現是複雜而受調

控的， miRNA的表現也不例

外， miRNA已被證實在個體發

育或組織特異性中扮演著重要

的角色，由此可知其生合成或

表現量高低必須受到嚴密的調

控作用。由於成熟的 miRNA片

段需經多種酵素處理後才能產

生，因此每個步驟都可能受到

生 理 變 化 的 影 響 而 調 控

miRNA的表現，目前了解有些

『雙股RNA結合蛋白質 (double 

strand binding proteins)』可藉由

與miRNA結合來控制miRNA的

功 能 性 。 此 外 有 文

調控miRNA的表現

獻 顯 示

miRNA的基因序列可因單一核

　 酸 多 型 性 (single nucleotide 

polymorphism, SNP)的改變或轉

錄分子的甲基化等特性，造成

miRNA表現的差異。

由基因體中搜尋miRNA

由於 miRNA未能轉譯出蛋

白質，如何從眾多的轉譯分子

中找出正確的 miRNA分子是研

究人員遇到的首要問題。一般

大致可由以下幾個特性作為尋

找 的 依 據 : (1)由 於 miRNA為

noncoding RNA可表現但不轉

譯，因此成熟的 miRNA可由小

分子 RNA library中以南方轉漬

法偵測出長度為約 22 個核　酸

長 度 的 片 段 。 (2)成 熟 的

miRNA是由特定二級結構前趨

產 物 (如 hairpin或 fold-back結

構 )發展而成，且 miRNA為其

中 hairpin其中之 stem部分，因

此可觀察所取得之 miRNA 序列

是否會形成正確的二級結構作

為 判 斷 標 準 。 (3)成 熟 的

miRNA為Dicer作用後形成，因

此在具有 Dicer缺損的突變株

中，應會造成該目標 miRNA前

趨產物的累積。以上特點成為

一個理想的 miRNA所需滿足的

要 件 ， 目 前 用 來 開 發 未 知

miRNA的方法大致上可分為實

驗導向或序列分析導向，前者

主要是以實驗建立各小分子

RNA片段，再利用生物資訊方

式 模 擬 其 是 否 形 成 合 乎

miRNA標準之二級結構作為進

一步的判斷；後者則先以電腦

運算方式於基因體上預測出合

乎結構之序列片段，再以實驗

驗證此片段是否真實表現出所

編碼之 miRNA。以下進一步就

二方法詳細說明：

(A) 以 實 驗 導 向 發 掘 新

miRNA的方式可採正向遺傳學

(forward genetics)或小分子RNA 

library進行。所謂正向遺傳學

sequencing)提高定序樣本的廣

度與深度加以克服。此外另一

個較難解決的困境在於，許多

miRNA因其序列組成或轉錄後

修飾等物理特性使其難以接上

載 體 ， 而 無 法 被 建 立 於

library中。因此以生物資訊作

為立基點的序列導向分析方式

近年來亦成為研究 miRNA基因

的重要研究主軸。

(B) 以序列導向方式尋找未

知 miRNA的方式其基礎需建立

於完整的生物資訊分析之上。

首先發展出的方式是以結構保

留 度 作 為 篩 選 的 依 據 ，

MirScan這個軟體藉由鑑別出基

因體上保留的 hairpins結構的特

性，已分別由線蟲與人類中找

出 35與 107個 新 的 miRNA標

的，目前這些標的大多經實驗

證明出他們的存在與作用。而

後 來 發 展 出 的 snarloop或

miRSeeker等亦都是以結構保留

作為出發點設計，所用以進行

miRNA標地搜尋的軟體。除了

結構保留度之外，序列保留度

亦為設計尋找 miRNA標的的重

要演算法則之一。主要概念是

以各轉錄分子 3'UTR端高度保

留的序列作為可能受到 miRNA 

seed sequence的調控依據，進

行互補搜尋，再加上結構分析

並對照已知的 miRNA資料庫藉

此尋找未知的 miRNA。此外利

用 miRNA在熱動力學的穩定度

(thermodynamic stability)亦可成

為 miRNA 與其他 hairpin結構物

的區分識別依據，因 miRNA摺

疊時所需之自由能明顯地較其

他具特殊二級結構之 tRNA或

rRNs來的低，因此熱動力學的

穩定度在預測不同生物體中的

miRNA已成為重要的演算因子

之一。近年來研究人員也發展

出 各 種 比 對 (alignment)的 方

式，用以鑑定與已知序列或結

構相近的 miRNA，然而需要注

意的是若標的 miRNA不具序列

或 結 構 的 保 留 性 仍 使 用

alignment方式時，容易在使用

此類型的運算中被忽略。為解

決這個問題，目前也發展出

「 ab initio (重頭起算法 )」的演

算方式來尋找新的 miRNA，這

個方法是集合各種 miRNA應具

有之特性 (如摺疊自由能、平均

loops大 小 、 可 能 的 stem長 度

等 )，再將現有資料庫之數據輸

入，加以訓練軟體區分出正確

miRNA的演算能力後，即可將

待預測之基因體資料輸入找尋

可能為miRNA的序列。

以生物資訊的方式找尋出

miRNA後，仍需進一步以實驗

方式驗證，用以確認其是否表

現 出 約 為 22核 　 酸 長 度 的

miRNA 片 段 。 欲 實 際 了 解

miRNA在組織或細胞內的表現

情形，目前可使用以下方式加

以偵測： (1) microarray: 目前已

有數家公司推出microRNA 晶片

分 析 服 務 ， 這 些 公 司 大 多         

以 S a n g e r  I n s t i t u t e  (  

http://microrna.sanger.ac.uk) 所

公開的miRBase database作為晶

片 探 針 的 基 礎 資 料 庫 。 (2) 

Northern blot 或 quantitative real-

time polymerase chain reaction 

(q-PCR): 合成特定的 probes偵

測細胞內特定 miRNA的表現，

亦可確認miRNA array的結果。

( 3 )  e n z y m e - l i n k e d  

immunosorbent assay: 使用特定

且加以標記的 probes進行特定

miRNA的偵測，此法亦可進行

大量偵測。

由基因體中搜尋miRNA 

的標的

microRNA的 標 的 預 測  

是利用觀察已發生的表型變化

再研究其對應的基因變化，因

此通常是發現生物或細胞生理

上的特殊表型改變或生理狀態

差異，進而分析出其對應的小

分子 RNA序列突變或缺損，此

過程亦為最早鑑定 miRNA的方

式，例如由 C. elegans中的 let-

7、 lin-4等 miRNA就是因為這

些 miRNA造成蟲體發育的改變

而發現。然而因 miRNA分子小

且對於突變具有容忍度 (若未能

改變 seed-sequence即無法影響

其標的基因 )，且許多 miRNA 

即使被正確地突變或移除，由

於標的基因可能受到許多不同

的 miRNA調控，使研究人員無

法觀察到其表型上的改變，由

此可知以正向遺傳學的方法來

尋找新 miRNA的方法效率著實

不佳。目前實務上以小分子

RNA library來發掘未知 RNA已

經成為較為研究人員所接受的

實驗方式，過程為利用變性的

聚 丙 烯 膠 電 泳 (denaturing 

polyacrylamide gel)將片段為 20-

25核　酸的 RNA分離出並於

5'與 3'端加上轉接子 (adaptor)

後，再以RT-PCR的方式將片段

放大並放入載體，建立出小分

子 RNA library，個別的 cDNA 

clones可依其定序結果利用生物

資訊分析出其基因體上小片段

RNA的原始編碼，但仍須排除

其 他 結 構 性 的 RNA或 僅 為

mRNA降解所剩之片段的可能

性，進一步再預測該片段產生

的二級結構是否符合 miRNA所

具有的特性用以作為最終之確

認。然而此法常遭遇到較難發

現在某些特殊狀態下低表現量

或某些微量特殊細胞中所存在

的 miRNA的限制，不過由於分

子生物學技術的進展目前這個

問 題 可 藉 由 深 度 定 序 (deep 圖1、miRNA 合成與作用示意圖。
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列存在於受其調控的標的基因

intron中，或與相鄰基因一同表

現，甚至有些 miRNA與相鄰基

因可共用啟動子，這些特徵都

顯 示 出 miRNA與 其 標 的

mRNA作用的相關性。更因如

此miRNA具有與其他RNA不同

的特性，首先相同調控特性的

miRNA會 協 同 表 現 證 明 ，

miRNA在生物發育上的可能具

有相似的路徑，目前亦有直接

的證據顯示 miRNA在調控機制

上的演化是先於單細胞與多細

胞 生 物 的 分 歧 度 。 其 次

miRNA在不同的生物體中具有

高度的序列保留性，且其 5'端

的 seed sequence亦具有跨物種

相似度，再者 miRNA對於其調

控的 mRNA大多屬於群體調控

而非單一標的。這些特點都證

明了 miRNA存在的重要性與其

在生物演化與細胞生理上扮演

的重要角色。不過由於病毒具

有高度變異與演化快速的特

性，即使屬於同一科 (family)之

下，大部分病毒中 miRNA並未

能像其他生物中一般具有高度

保留的一致性，目前推測可能

是因為病毒需要快速的適應環

境 與 宿 主 的 變 化 而 使 其

miRNA變異性大為提升，然而

也因此使預測或發現新的病毒

miRNA較其他物種困難的多。

基因的表現是複雜而受調

控的， miRNA的表現也不例

外， miRNA已被證實在個體發

育或組織特異性中扮演著重要

的角色，由此可知其生合成或

表現量高低必須受到嚴密的調

控作用。由於成熟的 miRNA片

段需經多種酵素處理後才能產

生，因此每個步驟都可能受到

生 理 變 化 的 影 響 而 調 控

miRNA的表現，目前了解有些

『雙股RNA結合蛋白質 (double 

strand binding proteins)』可藉由

與miRNA結合來控制miRNA的

功 能 性 。 此 外 有 文

調控miRNA的表現

獻 顯 示

miRNA的基因序列可因單一核

　 酸 多 型 性 (single nucleotide 

polymorphism, SNP)的改變或轉

錄分子的甲基化等特性，造成

miRNA表現的差異。

由基因體中搜尋miRNA

由於 miRNA未能轉譯出蛋

白質，如何從眾多的轉譯分子

中找出正確的 miRNA分子是研

究人員遇到的首要問題。一般

大致可由以下幾個特性作為尋

找 的 依 據 : (1)由 於 miRNA為

noncoding RNA可表現但不轉

譯，因此成熟的 miRNA可由小

分子 RNA library中以南方轉漬

法偵測出長度為約 22 個核　酸

長 度 的 片 段 。 (2)成 熟 的

miRNA是由特定二級結構前趨

產 物 (如 hairpin或 fold-back結

構 )發展而成，且 miRNA為其

中 hairpin其中之 stem部分，因

此可觀察所取得之 miRNA 序列

是否會形成正確的二級結構作

為 判 斷 標 準 。 (3)成 熟 的

miRNA為Dicer作用後形成，因

此在具有 Dicer缺損的突變株

中，應會造成該目標 miRNA前

趨產物的累積。以上特點成為

一個理想的 miRNA所需滿足的

要 件 ， 目 前 用 來 開 發 未 知

miRNA的方法大致上可分為實

驗導向或序列分析導向，前者

主要是以實驗建立各小分子

RNA片段，再利用生物資訊方

式 模 擬 其 是 否 形 成 合 乎

miRNA標準之二級結構作為進

一步的判斷；後者則先以電腦

運算方式於基因體上預測出合

乎結構之序列片段，再以實驗

驗證此片段是否真實表現出所

編碼之 miRNA。以下進一步就

二方法詳細說明：

(A) 以 實 驗 導 向 發 掘 新

miRNA的方式可採正向遺傳學

(forward genetics)或小分子RNA 

library進行。所謂正向遺傳學

sequencing)提高定序樣本的廣

度與深度加以克服。此外另一

個較難解決的困境在於，許多

miRNA因其序列組成或轉錄後

修飾等物理特性使其難以接上

載 體 ， 而 無 法 被 建 立 於

library中。因此以生物資訊作

為立基點的序列導向分析方式

近年來亦成為研究 miRNA基因

的重要研究主軸。

(B) 以序列導向方式尋找未

知 miRNA的方式其基礎需建立

於完整的生物資訊分析之上。

首先發展出的方式是以結構保

留 度 作 為 篩 選 的 依 據 ，

MirScan這個軟體藉由鑑別出基

因體上保留的 hairpins結構的特

性，已分別由線蟲與人類中找

出 35與 107個 新 的 miRNA標

的，目前這些標的大多經實驗

證明出他們的存在與作用。而

後 來 發 展 出 的 snarloop或

miRSeeker等亦都是以結構保留

作為出發點設計，所用以進行

miRNA標地搜尋的軟體。除了

結構保留度之外，序列保留度

亦為設計尋找 miRNA標的的重

要演算法則之一。主要概念是

以各轉錄分子 3'UTR端高度保

留的序列作為可能受到 miRNA 

seed sequence的調控依據，進

行互補搜尋，再加上結構分析

並對照已知的 miRNA資料庫藉

此尋找未知的 miRNA。此外利

用 miRNA在熱動力學的穩定度

(thermodynamic stability)亦可成

為 miRNA 與其他 hairpin結構物

的區分識別依據，因 miRNA摺

疊時所需之自由能明顯地較其

他具特殊二級結構之 tRNA或

rRNs來的低，因此熱動力學的

穩定度在預測不同生物體中的

miRNA已成為重要的演算因子

之一。近年來研究人員也發展

出 各 種 比 對 (alignment)的 方

式，用以鑑定與已知序列或結

構相近的 miRNA，然而需要注

意的是若標的 miRNA不具序列

或 結 構 的 保 留 性 仍 使 用

alignment方式時，容易在使用

此類型的運算中被忽略。為解

決這個問題，目前也發展出

「 ab initio (重頭起算法 )」的演

算方式來尋找新的 miRNA，這

個方法是集合各種 miRNA應具

有之特性 (如摺疊自由能、平均

loops大 小 、 可 能 的 stem長 度

等 )，再將現有資料庫之數據輸

入，加以訓練軟體區分出正確

miRNA的演算能力後，即可將

待預測之基因體資料輸入找尋

可能為miRNA的序列。

以生物資訊的方式找尋出

miRNA後，仍需進一步以實驗

方式驗證，用以確認其是否表

現 出 約 為 22核 　 酸 長 度 的

miRNA 片 段 。 欲 實 際 了 解

miRNA在組織或細胞內的表現

情形，目前可使用以下方式加

以偵測： (1) microarray: 目前已

有數家公司推出microRNA 晶片

分 析 服 務 ， 這 些 公 司 大 多         

以 S a n g e r  I n s t i t u t e  (  

http://microrna.sanger.ac.uk) 所

公開的miRBase database作為晶

片 探 針 的 基 礎 資 料 庫 。 (2) 

Northern blot 或 quantitative real-

time polymerase chain reaction 

(q-PCR): 合成特定的 probes偵

測細胞內特定 miRNA的表現，

亦可確認miRNA array的結果。

( 3 )  e n z y m e - l i n k e d  

immunosorbent assay: 使用特定

且加以標記的 probes進行特定

miRNA的偵測，此法亦可進行

大量偵測。

由基因體中搜尋miRNA 

的標的

microRNA的 標 的 預 測  

是利用觀察已發生的表型變化

再研究其對應的基因變化，因

此通常是發現生物或細胞生理

上的特殊表型改變或生理狀態

差異，進而分析出其對應的小

分子 RNA序列突變或缺損，此

過程亦為最早鑑定 miRNA的方

式，例如由 C. elegans中的 let-

7、 lin-4等 miRNA就是因為這

些 miRNA造成蟲體發育的改變

而發現。然而因 miRNA分子小

且對於突變具有容忍度 (若未能

改變 seed-sequence即無法影響

其標的基因 )，且許多 miRNA 

即使被正確地突變或移除，由

於標的基因可能受到許多不同

的 miRNA調控，使研究人員無

法觀察到其表型上的改變，由

此可知以正向遺傳學的方法來

尋找新 miRNA的方法效率著實

不佳。目前實務上以小分子

RNA library來發掘未知 RNA已

經成為較為研究人員所接受的

實驗方式，過程為利用變性的

聚 丙 烯 膠 電 泳 (denaturing 

polyacrylamide gel)將片段為 20-

25核　酸的 RNA分離出並於

5'與 3'端加上轉接子 (adaptor)

後，再以RT-PCR的方式將片段

放大並放入載體，建立出小分

子 RNA library，個別的 cDNA 

clones可依其定序結果利用生物

資訊分析出其基因體上小片段

RNA的原始編碼，但仍須排除

其 他 結 構 性 的 RNA或 僅 為

mRNA降解所剩之片段的可能

性，進一步再預測該片段產生

的二級結構是否符合 miRNA所

具有的特性用以作為最終之確

認。然而此法常遭遇到較難發

現在某些特殊狀態下低表現量

或某些微量特殊細胞中所存在

的 miRNA的限制，不過由於分

子生物學技術的進展目前這個

問 題 可 藉 由 深 度 定 序 (deep 圖1、miRNA 合成與作用示意圖。
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(micorRNA target prediction)

miRNA在演化上具有高度

保留的特性，且在不同種類細

胞 中 表 現 出 不 同 expression 

profiles， 這 個 現 象 顯 示

miRNA在調控系統中扮演重要

的角色。由於 miRNA為重要的

調控分子，

(圖

2)

因此進行各種基因

表現的相關研究時，針對可對

目標基因調控的相關 miRNA進

行分析與探討，已成為一門重

要 的 課 題 。 miRNA 與 target 

gene大多以 imperfect的方式結

合，其至少會有一個核     酸的

差異。這種 imperfect 的結合方

式使 miRNA與 mRNA間的相互

作用更有彈性，研究顯示同一

miRNA可調控不同的 mRNA轉

錄，而不同的 miRNA也有可能

與同一 mRNA結合進行作用，

因此 miRNA與其調控的目標基

因間的關係可能極為複雜

。然而這種 imperfect的結合

使得預測 miRNA序列或 miRNA 

作用的標的 mRNA成為一種挑

戰，因此許多生物資訊學家紛

紛投入相關的研究行列，目前

已有多種搜尋軟體或資料庫可

供生物研究人員使用。

由於 miRNA對於基因表現

具有重要的調控功能，藉由電

腦分析或實驗證實，在人類細

胞中已發現數百種 miRNA，且

應 有 超 過 30%的 蛋 白 質 可 被

miRNA所 調 控 。 然 而 在 預 測

miRNA的作用標的方面時由於

尚未有足夠的 miRNA作用標的

群 組 來 作 為 預 測 的 training 

set，且確認miRNA作用標的的

驗證實驗較為複雜，因此預測

miRNA作用標的困難度較預測

未知 miRNA來得高。目前預測

miRNA作用標的方式大部分採

用 e m p i r i c  e v i d e n c e 而 非

mechanism learning 運算，包括

( 1 ) b i n d i n g - s i t e  m e c h a n i c s :  

microRAN序列中 5'端約第 2-8 

的 seed region是其 target 

mRNA的重要結合部位，且其

5'端 通 常 不 互 補 或 flanked by 

核    酸

多能分化潛 (pluripotency)

細 胞 的 再 程 式 化

(reprogramming)，其意義與目

的是指讓成體細胞轉換成為具

有多能分化潛能特性的細胞的

過程。成體細胞組成建構生物

體的軀體，內部器官、皮膚、

骨骼、血液與結締組織等；隨

著有限的細胞生命周期，成體

細胞最終均會走向老化與凋

亡。具多能分化潛能之意，代

表細胞就其功能性而言，具有

使細胞可分化形成胚胎中的三

種胚層 (germlines)的細胞種類之

能力，內胚層 (endoderm)、中胚

層 (mesoderm) 與 外 胚 層

(ectoderm) 此三種胚層。於胚胎

的早期，自囊胚期 (blastocyst) 

到原腸胚時期 (gastrula stage)，

胚胎涵蓋一群具有多能分化潛

能的細胞，但於胚胎的晚期即

無法持續的保有這群具有分化

出三種胚層的多能分化潛能的

幹細胞。而胚胎幹細胞指的是

具有多能分化潛能的，並另具

有自我更新與無限分裂增生具

有多能潛能的細胞之特性。以

分子的觀點，要了解定義哪些

支持多能潛能的功能特性的分

子參與，須經由更多的發育學

研究與幹細胞生物學的研究舉
(1)證。  

多能分化潛能的幹細胞的

存在

adenosine。 (2) 3'-end 互補：以

miRNA 作用位置多在 mRNA 3'-

UTR作為搜尋的標的，尋找可

imperfect binding的 區 域 。 (3) 

multiple binding site: 目前研究結

果顯示在同一 mRNA上可能會

有多處的 miRNA結合部位，以

達到抑制 mRNA轉譯的結果。

因此比對 mRNA上是否具有多

處 miRNA結合序列亦是重要考

慮 因 素 。 (4) Target mRNA 

structure: 目前研究結果指出，

mRNA上 miRNA結合部位的二

級結構將是 miRNA是否能順利

結合的重要原因之一，所以對

於 mRNA序列中 miRNA的結合

部 位 區 域 需 具 有 較 低 的 free 

energy、且不具過於穩定的結構 

(如 stem)等特性。

然而截至目前為止尚未有

任一種方式可大量且快速地精

確找出 miRNA作用標的，因此

預測出結果後，仍須以生物性

的方式進行驗證，只是現今仍

缺乏 high-throughput 的生物性標

的確認方式。目前常用的方法

包括 (1) reporter-gene constructs: 

將預測出的 target mRNA 其  3'-

UTR部 分 構 築 於 luciferase或

g r e e n f l u o r e s c e n c e  p r o t e i n  

(GFP)之後並加以 mutation，比

較出突變前後二者表現量的差

異。 (2) gene-silencing technique: 

藉由送入 miRNA的 2-O-methyl 

antisense oligo-ribonucleotides 後

觀察預測標的基因表現是否因

此改變。這些生物資訊與分子

生物學的實驗，可更加確認生

物體內 miRNA對於標的基因的

調控關係。

miRNA調控著為數眾多的

mRNA，而其本身亦被眾多因

子所調控著，這其間的複雜關

係為近年來科學家欲解開生物

基因體的重要拼圖之一。越來

越多的研究成果顯示 miRNA在

基因控制上扮演舉足輕重的角

色，目前 miRNA的研究大多用

於了解細胞發育、生理調控或

疾病產生等方面的基礎研究

上。在分子生物學與次世代定

序技術發展之下，不同物種中

新的 miRNA正快速地被發現並

鑑定，相信在研究人員的努力

之下， miRNA將成為未來生物

與醫學上研發的重要利器。
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圖2、miRNA對標的基因的調控方式。

a.同一miRNA調控多個基因。

b. 多個miRNA調控同一基因。

c. miRNA 與調控標的基因為複雜網絡狀關係。

多能分化潛能的幹細胞的

存在，也使得許多人開始期許

如何使用幹細胞無限分裂的細

胞來源，應用於再生醫學中臨

床治療的新組織的開發應用。

多能分化潛能的細胞株，最早

成功由老鼠胚胎不同時期分離

而來。不論是利用形成胚球

體、 畸胎瘤與嵌合體老鼠試驗

來佐證，已全都被驗證這些多

能分化潛能的細胞株具有可以

分化誘導成為成體組織所有不

同種類的細胞，對其所在的組

織器官有著重建和修復的功

能。目前研究最多的多能潛能

的細胞株，是分離自老鼠與

2008年分離自人類胚胎囊胚期
(2, 3, 4)

之內細胞團的胚胎幹細胞 。

不論是針對這些細胞株具有的

多能分化潛能或自我更新與無

限分裂的特性，有關胚胎幹細

胞的建立、培養維持、基因分

化調控等相關技術與機制，皆

是非常活耀與受注目的熱門研

究。

細 胞 再 程 式 化 (cell 

reprogramming)

在 2006至 2007 年，日本京

都 大 學 的 研 究 學 者 Shinya 

Yamanaka證明，他們僅利用四

種基因 Oct-4、 Sox2、 c-myc、

Klf4導入，就能將老鼠與人類

皮膚細胞再程式化成為具有多

能分化潛能與尚未成熟的胚胎

般狀態，那能使該皮膚細胞轉

簡介microRNA於細胞再程式化

的研究

生資中心
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(micorRNA target prediction)

miRNA在演化上具有高度

保留的特性，且在不同種類細

胞 中 表 現 出 不 同 expression 

profiles， 這 個 現 象 顯 示

miRNA在調控系統中扮演重要

的角色。由於 miRNA為重要的

調控分子，

(圖

2)

因此進行各種基因

表現的相關研究時，針對可對

目標基因調控的相關 miRNA進

行分析與探討，已成為一門重

要 的 課 題 。 miRNA 與 target 

gene大多以 imperfect的方式結

合，其至少會有一個核     酸的

差異。這種 imperfect 的結合方

式使 miRNA與 mRNA間的相互

作用更有彈性，研究顯示同一

miRNA可調控不同的 mRNA轉

錄，而不同的 miRNA也有可能

與同一 mRNA結合進行作用，

因此 miRNA與其調控的目標基

因間的關係可能極為複雜

。然而這種 imperfect的結合

使得預測 miRNA序列或 miRNA 

作用的標的 mRNA成為一種挑

戰，因此許多生物資訊學家紛

紛投入相關的研究行列，目前

已有多種搜尋軟體或資料庫可

供生物研究人員使用。

由於 miRNA對於基因表現

具有重要的調控功能，藉由電

腦分析或實驗證實，在人類細

胞中已發現數百種 miRNA，且

應 有 超 過 30%的 蛋 白 質 可 被

miRNA所 調 控 。 然 而 在 預 測

miRNA的作用標的方面時由於

尚未有足夠的 miRNA作用標的

群 組 來 作 為 預 測 的 training 

set，且確認miRNA作用標的的

驗證實驗較為複雜，因此預測

miRNA作用標的困難度較預測

未知 miRNA來得高。目前預測

miRNA作用標的方式大部分採

用 e m p i r i c  e v i d e n c e 而 非

mechanism learning 運算，包括

( 1 ) b i n d i n g - s i t e  m e c h a n i c s :  

microRAN序列中 5'端約第 2-8 

的 seed region是其 target 

mRNA的重要結合部位，且其

5'端 通 常 不 互 補 或 flanked by 

核    酸

多能分化潛 (pluripotency)

細 胞 的 再 程 式 化

(reprogramming)，其意義與目

的是指讓成體細胞轉換成為具

有多能分化潛能特性的細胞的

過程。成體細胞組成建構生物

體的軀體，內部器官、皮膚、

骨骼、血液與結締組織等；隨

著有限的細胞生命周期，成體

細胞最終均會走向老化與凋

亡。具多能分化潛能之意，代

表細胞就其功能性而言，具有

使細胞可分化形成胚胎中的三

種胚層 (germlines)的細胞種類之

能力，內胚層 (endoderm)、中胚

層 (mesoderm) 與 外 胚 層

(ectoderm) 此三種胚層。於胚胎

的早期，自囊胚期 (blastocyst) 

到原腸胚時期 (gastrula stage)，

胚胎涵蓋一群具有多能分化潛

能的細胞，但於胚胎的晚期即

無法持續的保有這群具有分化

出三種胚層的多能分化潛能的

幹細胞。而胚胎幹細胞指的是

具有多能分化潛能的，並另具

有自我更新與無限分裂增生具

有多能潛能的細胞之特性。以

分子的觀點，要了解定義哪些

支持多能潛能的功能特性的分

子參與，須經由更多的發育學

研究與幹細胞生物學的研究舉
(1)證。  

多能分化潛能的幹細胞的

存在

adenosine。 (2) 3'-end 互補：以

miRNA 作用位置多在 mRNA 3'-

UTR作為搜尋的標的，尋找可

imperfect binding的 區 域 。 (3) 

multiple binding site: 目前研究結

果顯示在同一 mRNA上可能會

有多處的 miRNA結合部位，以

達到抑制 mRNA轉譯的結果。

因此比對 mRNA上是否具有多

處 miRNA結合序列亦是重要考

慮 因 素 。 (4) Target mRNA 

structure: 目前研究結果指出，

mRNA上 miRNA結合部位的二

級結構將是 miRNA是否能順利

結合的重要原因之一，所以對

於 mRNA序列中 miRNA的結合

部 位 區 域 需 具 有 較 低 的 free 

energy、且不具過於穩定的結構 

(如 stem)等特性。

然而截至目前為止尚未有

任一種方式可大量且快速地精

確找出 miRNA作用標的，因此

預測出結果後，仍須以生物性

的方式進行驗證，只是現今仍

缺乏 high-throughput 的生物性標

的確認方式。目前常用的方法

包括 (1) reporter-gene constructs: 

將預測出的 target mRNA 其  3'-

UTR部 分 構 築 於 luciferase或

g r e e n f l u o r e s c e n c e  p r o t e i n  

(GFP)之後並加以 mutation，比

較出突變前後二者表現量的差

異。 (2) gene-silencing technique: 

藉由送入 miRNA的 2-O-methyl 

antisense oligo-ribonucleotides 後

觀察預測標的基因表現是否因

此改變。這些生物資訊與分子

生物學的實驗，可更加確認生

物體內 miRNA對於標的基因的

調控關係。

miRNA調控著為數眾多的

mRNA，而其本身亦被眾多因

子所調控著，這其間的複雜關

係為近年來科學家欲解開生物

基因體的重要拼圖之一。越來

越多的研究成果顯示 miRNA在

基因控制上扮演舉足輕重的角

色，目前 miRNA的研究大多用

於了解細胞發育、生理調控或

疾病產生等方面的基礎研究

上。在分子生物學與次世代定

序技術發展之下，不同物種中

新的 miRNA正快速地被發現並

鑑定，相信在研究人員的努力

之下， miRNA將成為未來生物

與醫學上研發的重要利器。
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圖2、miRNA對標的基因的調控方式。

a.同一miRNA調控多個基因。

b. 多個miRNA調控同一基因。

c. miRNA 與調控標的基因為複雜網絡狀關係。

多能分化潛能的幹細胞的

存在，也使得許多人開始期許

如何使用幹細胞無限分裂的細

胞來源，應用於再生醫學中臨

床治療的新組織的開發應用。

多能分化潛能的細胞株，最早

成功由老鼠胚胎不同時期分離

而來。不論是利用形成胚球

體、 畸胎瘤與嵌合體老鼠試驗

來佐證，已全都被驗證這些多

能分化潛能的細胞株具有可以

分化誘導成為成體組織所有不

同種類的細胞，對其所在的組

織器官有著重建和修復的功

能。目前研究最多的多能潛能

的細胞株，是分離自老鼠與

2008年分離自人類胚胎囊胚期
(2, 3, 4)

之內細胞團的胚胎幹細胞 。

不論是針對這些細胞株具有的

多能分化潛能或自我更新與無

限分裂的特性，有關胚胎幹細

胞的建立、培養維持、基因分

化調控等相關技術與機制，皆

是非常活耀與受注目的熱門研

究。

細 胞 再 程 式 化 (cell 

reprogramming)

在 2006至 2007 年，日本京

都 大 學 的 研 究 學 者 Shinya 

Yamanaka證明，他們僅利用四

種基因 Oct-4、 Sox2、 c-myc、

Klf4導入，就能將老鼠與人類

皮膚細胞再程式化成為具有多

能分化潛能與尚未成熟的胚胎

般狀態，那能使該皮膚細胞轉

簡介microRNA於細胞再程式化

的研究

生資中心

陳瓊雲
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變成具有分化形成任何類型的

細胞的能力，具有類似胚胎幹

細胞的多能分化潛能特性，並

將這些誘導新生的細胞稱為誘

導 型 多 能 幹 細 胞 (induced 

pluripotent stem cells， iPS cells) 

。同時 2007年美國研究學者

James Thomson也發表利用除了

相同的Oct-4、Sox2 基因另外組

合加入 nanog、 Lin28的 4種基

因組合，也可以將人類成體細

胞再程式化轉變為類似胚胎幹

細胞。藉由特定已知幹細胞相

關的轉錄因子基因之表現與調

控，誘導體細胞進行再程式化

轉變為具有多能分化潛能之幹

細胞的技術，開啟新一波幹細

胞研究熱潮。利用轉錄因子誘

導使體細胞再程式化的過程其

成功率與效能很低，但大幅度

跨越將體細胞轉變成具有多能

分化潛能幹細胞的技術門檻。

以轉錄因子作為標的進行細胞

內再程式化建立的技術研究發

明，提供解決來自人類胚胎幹

細胞株醫學臨床應用中的組織

免疫排斥的問題，但仍存在

iPS細胞使用的安全風險。因為

Shinya Yamanaka導 入 的 c-myc 

基因即是一個致癌基因，其利

用病毒為載體將轉錄因子基因

轉染放入體細胞內表現，以此

產生的 iPS細胞因具有 c-myc基

因而產生癌化的風險，且若要

應用於臨床上使用需考量是否

有 安 全 疑 慮 。 2008年 Shinya 

Yamanaka剔除 c-myc基因的轉

染條件下，僅 3個轉錄因子仍可

成功建立 iPS細胞。近幾年，其

他科學家藉由傳遞這些基因所

編碼而成的蛋白質導入到成熟

的細胞內，在人類細胞中也達

成同樣的結果，不過那種程序

比 起 Shinya Yamanaka利 用

DNA載體再程式化的方式更加

昂貴、更低的效率與耗時。

MIT 研究人員首度證明，他們

能使用 RNA 來傳遞相同的再程

式化基因。但這也表示建立

iPS細胞，除了可透過DNA基因

導入方式，蛋白質或 RNA等其

他的方式的導入，應也可能應

用於建立 iPS細胞。

胚幹細胞相關的

microRNAs表現

M i c r o R N A s , 可 簡 稱

miRNAs。 屬 於 一 群 約 20至

25 大小，為近年發現之

胞內不轉譯的 RNA小分子。過

去認知的RNAs為主要參與基因

表現中 DNA遺傳訊息傳遞，經

轉錄 mRNA、 rRNA、 tRNA再

轉譯至蛋白質的過程。但小分

子的microRNA雖然不轉譯出蛋

白質的分子，但其會與細胞質

中 的 標 的 messenger RNAs 

(mRNAs) 序列互補產生不完美

核    酸

的 結 合 ， miRNAs藉 由 與

mRNAs的結合來調控mRNAs是

否 可 被 轉 錄 出 來 ， 或 者

miRNAs直 接 抑 制 被 結 合 的

mRNAs被轉譯為蛋白質，藉此

調節細胞內基因的表現，由此

可知microRNA於細胞內參與基

因 調 控 的 重 要 性 。 已 知 的

miRNAs有 數 百 種 ， 每 一 個

miRNA表 現 具 組 織 特 異 性 ，

miRNAs在細胞內的調控機制並

不清楚。研究分析顯示不論老

鼠或人類的胚胎幹細胞於自我

更新過程與細胞多能分化能力
(7)

的調控， miRNAs 也參與其中

的調控如表 2所示。主要調控胚

胎幹細胞的轉錄因子多與表現

miRNAs的啟動子有相關聯，例

如  microRNA 302 (mir-302)其標

的基因主要為發育或致癌相關

基因的轉錄因子，對人類胚幹

細胞專一之轉錄因子 Oct-4與

圖1、體細胞經再程式化或去分化(dedifferentiation)過程，取得

具全能或多能分化潛能細胞的方法有(1)利用體細胞核轉殖

技術(SNCT)的1997年Wilmut複製羊Dolly，(2)染色體轉殖

技術(chromosome transfer)， (3)直接再程式化誘導；誘導

媒介OSKM基因經病毒載體轉染、或質體、minicircle、

trasposon、導入OSKM蛋白質、加入小分子誘導或 IVT-
(5)

RNA等誘導。

表1、胚胎幹細胞的未分化與已分化胚球體的有差異表現
(6)          miRNAs。

 

表2 參與胚胎幹細胞的自我更新能力與多能分化能力表現相關
(7)         的miRNAs。

、

 

(8,9)
Sox-2具正向的調控 ， miR-

302表現於人類之胚幹細胞株與

誘 導 型 多 能 性 幹 細 胞 (iPSC)

中，但不表現於已分化之成體
(10,11)細胞 。藉由調控細胞內的

microRNAs表現，例如降低mir-

302之表現將導致人類胚幹細胞
(10)

走向分化 。相反的，若增加

成體細胞特定的 microRNA表

現，可達到誘導細胞再程式化
(10,11,12,13)

的進行 。

microRANs應用於體細胞

在程式化的現況

目前幹細胞的建立，主要

由胚胎或體內組織分離而來，

或由成體細胞經轉染 Oct-3/4、

Sox-2等 1至 4個轉錄因子或輔

以加入 volproic acid化學藥劑作

用刺激，促使啟動細胞的再程

式化程序，促使形成具有多能

分化潛能的 iPSCs細胞。今年

Morrisery研究團隊，發表最新

的高效 iPS細胞的建立技術，利

用由 miR-302與 miR-367組成之

一群 microRNAs集合，成功誘

導老鼠與人類體細胞形成具有

類 似 OSKM四 種 因 子 誘 導 之

iPS細胞，miR302/367誘導活化

Oct-4基 因 的 表 現 並 抑 制

Hdac2，最終證實該細胞成功的

被再程式化成具有多能分化潛

能的標記表現與畸胎瘤形成能

力的細胞，此miRNAs的方法其

再程式化效能較OSKM的 0.2%-
(14， 15)

1%成功率高 100倍效能 。

另於今年五月Blelloch團隊發表

於 Nature Biotechnology期 刊 ，

同樣利用一群microRNA集合，

miR-302與 miR-372，也成功將

老鼠體細胞成功再程式化為
(16)iPS細 胞 。 這 些 參 與 的

miRNAs群主要轉錄自 2種基因

座 :miR-302/367、 老 鼠 中 的

miR-290-295或 miR-371-373。

因為這些胚幹細胞專有表現的

miRNAs皆擁有相當相似的 5'端

序列 (seed sequence)，可能在參

與標的基因的作用功能是相重

複的。雖然這些miRNAs於細胞

內作用的機制尚不明朗，已知

miRNAs同時參與作用細胞內多

種不同的基因標的，包含細胞

週期、上皮與間葉系細胞轉換

( e p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l  

transition， EMT)、表現基因的

調節 (epigenetic regulation)與泡

膜運輸 (vesicular transport)，見
(15)

圖 2 。利用microRNAs，miR-

302與 miR-367對體細胞主要的
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變成具有分化形成任何類型的

細胞的能力，具有類似胚胎幹

細胞的多能分化潛能特性，並

將這些誘導新生的細胞稱為誘

導 型 多 能 幹 細 胞 (induced 

pluripotent stem cells， iPS cells) 

。同時 2007年美國研究學者

James Thomson也發表利用除了

相同的Oct-4、Sox2 基因另外組

合加入 nanog、 Lin28的 4種基

因組合，也可以將人類成體細

胞再程式化轉變為類似胚胎幹

細胞。藉由特定已知幹細胞相

關的轉錄因子基因之表現與調

控，誘導體細胞進行再程式化

轉變為具有多能分化潛能之幹

細胞的技術，開啟新一波幹細

胞研究熱潮。利用轉錄因子誘

導使體細胞再程式化的過程其

成功率與效能很低，但大幅度

跨越將體細胞轉變成具有多能

分化潛能幹細胞的技術門檻。

以轉錄因子作為標的進行細胞

內再程式化建立的技術研究發

明，提供解決來自人類胚胎幹

細胞株醫學臨床應用中的組織

免疫排斥的問題，但仍存在

iPS細胞使用的安全風險。因為

Shinya Yamanaka導 入 的 c-myc 

基因即是一個致癌基因，其利

用病毒為載體將轉錄因子基因

轉染放入體細胞內表現，以此

產生的 iPS細胞因具有 c-myc基

因而產生癌化的風險，且若要

應用於臨床上使用需考量是否

有 安 全 疑 慮 。 2008年 Shinya 

Yamanaka剔除 c-myc基因的轉

染條件下，僅 3個轉錄因子仍可

成功建立 iPS細胞。近幾年，其

他科學家藉由傳遞這些基因所

編碼而成的蛋白質導入到成熟

的細胞內，在人類細胞中也達

成同樣的結果，不過那種程序

比 起 Shinya Yamanaka利 用

DNA載體再程式化的方式更加

昂貴、更低的效率與耗時。

MIT 研究人員首度證明，他們

能使用 RNA 來傳遞相同的再程

式化基因。但這也表示建立

iPS細胞，除了可透過DNA基因

導入方式，蛋白質或 RNA等其

他的方式的導入，應也可能應

用於建立 iPS細胞。

胚幹細胞相關的

microRNAs表現

M i c r o R N A s , 可 簡 稱

miRNAs。 屬 於 一 群 約 20至

25 大小，為近年發現之

胞內不轉譯的 RNA小分子。過

去認知的RNAs為主要參與基因

表現中 DNA遺傳訊息傳遞，經

轉錄 mRNA、 rRNA、 tRNA再

轉譯至蛋白質的過程。但小分

子的microRNA雖然不轉譯出蛋

白質的分子，但其會與細胞質

中 的 標 的 messenger RNAs 

(mRNAs) 序列互補產生不完美

核    酸

的 結 合 ， miRNAs藉 由 與

mRNAs的結合來調控mRNAs是

否 可 被 轉 錄 出 來 ， 或 者

miRNAs直 接 抑 制 被 結 合 的

mRNAs被轉譯為蛋白質，藉此

調節細胞內基因的表現，由此

可知microRNA於細胞內參與基

因 調 控 的 重 要 性 。 已 知 的

miRNAs有 數 百 種 ， 每 一 個

miRNA表 現 具 組 織 特 異 性 ，

miRNAs在細胞內的調控機制並

不清楚。研究分析顯示不論老

鼠或人類的胚胎幹細胞於自我

更新過程與細胞多能分化能力
(7)

的調控， miRNAs 也參與其中

的調控如表 2所示。主要調控胚

胎幹細胞的轉錄因子多與表現

miRNAs的啟動子有相關聯，例

如  microRNA 302 (mir-302)其標

的基因主要為發育或致癌相關

基因的轉錄因子，對人類胚幹

細胞專一之轉錄因子 Oct-4與

圖1、體細胞經再程式化或去分化(dedifferentiation)過程，取得

具全能或多能分化潛能細胞的方法有(1)利用體細胞核轉殖

技術(SNCT)的1997年Wilmut複製羊Dolly，(2)染色體轉殖

技術(chromosome transfer)， (3)直接再程式化誘導；誘導

媒介OSKM基因經病毒載體轉染、或質體、minicircle、

trasposon、導入OSKM蛋白質、加入小分子誘導或 IVT-
(5)

RNA等誘導。

表1、胚胎幹細胞的未分化與已分化胚球體的有差異表現
(6)          miRNAs。

 

表2 參與胚胎幹細胞的自我更新能力與多能分化能力表現相關
(7)         的miRNAs。

、

 

(8,9)
Sox-2具正向的調控 ， miR-

302表現於人類之胚幹細胞株與

誘 導 型 多 能 性 幹 細 胞 (iPSC)

中，但不表現於已分化之成體
(10,11)細胞 。藉由調控細胞內的

microRNAs表現，例如降低mir-

302之表現將導致人類胚幹細胞
(10)

走向分化 。相反的，若增加

成體細胞特定的 microRNA表

現，可達到誘導細胞再程式化
(10,11,12,13)

的進行 。

microRANs應用於體細胞

在程式化的現況

目前幹細胞的建立，主要

由胚胎或體內組織分離而來，

或由成體細胞經轉染 Oct-3/4、

Sox-2等 1至 4個轉錄因子或輔

以加入 volproic acid化學藥劑作

用刺激，促使啟動細胞的再程

式化程序，促使形成具有多能

分化潛能的 iPSCs細胞。今年

Morrisery研究團隊，發表最新

的高效 iPS細胞的建立技術，利

用由 miR-302與 miR-367組成之

一群 microRNAs集合，成功誘

導老鼠與人類體細胞形成具有

類 似 OSKM四 種 因 子 誘 導 之

iPS細胞，miR302/367誘導活化

Oct-4基 因 的 表 現 並 抑 制

Hdac2，最終證實該細胞成功的

被再程式化成具有多能分化潛

能的標記表現與畸胎瘤形成能

力的細胞，此miRNAs的方法其

再程式化效能較OSKM的 0.2%-
(14， 15)

1%成功率高 100倍效能 。

另於今年五月Blelloch團隊發表

於 Nature Biotechnology期 刊 ，

同樣利用一群microRNA集合，

miR-302與 miR-372，也成功將

老鼠體細胞成功再程式化為
(16)iPS細 胞 。 這 些 參 與 的

miRNAs群主要轉錄自 2種基因

座 :miR-302/367、 老 鼠 中 的

miR-290-295或 miR-371-373。

因為這些胚幹細胞專有表現的

miRNAs皆擁有相當相似的 5'端

序列 (seed sequence)，可能在參

與標的基因的作用功能是相重

複的。雖然這些miRNAs於細胞

內作用的機制尚不明朗，已知

miRNAs同時參與作用細胞內多

種不同的基因標的，包含細胞

週期、上皮與間葉系細胞轉換

( e p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l  

transition， EMT)、表現基因的

調節 (epigenetic regulation)與泡

膜運輸 (vesicular transport)，見
(15)

圖 2 。利用microRNAs，miR-

302與 miR-367對體細胞主要的
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再程式化轉錄因子的基因調控
(16)機制並未全面了解 。但相較

於利用OSKM建立的 iPS含有外

源基因與致癌基因 c-myc的細

胞，存在形成癌化的安全性風

險，以miRNAs建立之細胞則無

癌化安全疑慮，且避免 hES倫

理爭議與 iPS安全性疑慮，提供

新的技術與方法。
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