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一. 重組DNA（recombinant DNA）
將選取的DNA（基因）與另一段來自不同生物的DNA互相
接合，兩者的DNA經接合後，叫重組DNA。 

二. 遺傳工程（genetic engineering）
只要是有關遺傳或遺傳作用機制的任何設計、製造、管理、修
護、運用等工 程，都包括在內，重組DNA亦屬此範疇。 

遺傳工程是綜合了分子生物學、遺傳學、微生物學、生理學等基礎理論科學，而衍生之應用科學。
遺傳工程的原理為：生物學家以細菌為材料，將重組DNA放入細菌中，於是重組DNA便能在細菌體內進行複製，並進行轉錄、轉譯以合成蛋白質。由於細菌繁殖速度快，因此所選取的基因和其蛋白質便可大量生產，運用在人類的生活上，例如植物病蟲害的防治、有毒廢物的清除、血液凝塊的溶解、矮小侏儒的生長等。 

「圖19.1」
遺傳工程的四大步驟
基因的選取。 

使選取的基因與某些物質連接（載體）。 

藉載體使選取的基因攜帶進入細菌體內。 

在細菌體內進行複製和表現其性狀等。
三. 遺傳工程的三大工具
1. 限制性內切脢（restriction enzymes）
限制性內切脢會認出特定序列（recognition sequences），此特定序列為雙股DNA上4－8個核甘酸，有相同的序列，但序列之方向相反。
限制性內切脢切斷共價磷酸二脂鍵，形成限制性斷片（restriction fragment），它是雙股DNA斷片，其兩端各有著一小段單股DNA，稱為sticky end。
利用DNA接合脢（DNA Ligase）藉著催化磷酸二脂鍵的形成，來將兩段來自不同生物體的DNA相接合。
「圖19.2」
2. 載體（vectors）
攜帶基因進入細菌體內的物質，本身容易進入細菌內，並且可在菌體中自行複製而增殖，此等複製與細菌染色體無關。 

最常用的載體有兩種：細菌的質體（plasmid）、病毒（逆轉錄病毒－retroviruses）。
溶原性噬菌體也可作為載體，透過感染將重組DNA注入細菌細胞中，和細菌共生。在共生一段時間後，便破壞細菌，合成新的噬菌體，再繼續去感染其它的細菌細胞。
在真核生物中，質體是很罕見的，但單細胞真菌－酵母菌，便有質體。將細菌和酵母菌的質體DNA重組，可在兩者中任一種細胞中複製。
3. 寄主生物體（host organisms）
最常使用在遺傳工程中的寄主是細菌細胞
優點：其質體易由細胞中脫離，也易再導入回細胞中及培育快速。 

缺點：真核生物和原核生物的轉錄及轉譯有所差別，所以真核生物的基因最好還是用真核生物寄主。
酵母菌便可利用質體將外來的DNA導入植物或動物之中，但通常大部分的真核生物細胞難以接受遺傳工程的DNA。
四. 基因（gene of interest）來源
      要用來增殖的DNA有二大來源
1. 直接由生物細胞中脫離出來。
2. 在實驗室中，由mRDA為模板，逆轉錄出「反向轉錄DNA」－cDNA（complementary DNA）。
「圖19.5」
五. DNA進入細胞內的方法
利用噬菌體感染細菌。 

電子穿透作用：DNA分子在強電場的影響下進入細胞中。 

用「槍」直接注射進入單細胞真核生物，主要用在植物細胞。
「圖34.13」
六. 如何找出所需的基因（gene of interest）
基因圖書館（genomic library），舉例：假如人有一萬個基因，將其編號（1－10000）；又取一萬個細菌，也將其編號（1－10000）。 然後將1號基因和1號細菌之質體重組，2號基因和2號細菌之質體重組，......以此類推。當每個細菌增殖後，會形成一萬群細菌，各群所含的 基因皆各不相同。這些細菌群每一群就含有一種基因，即為一本書，那麼總共有一萬本書，每本書代表一種基因。將這一萬本書存放在基因圖書館中，即可隨時取閱使用。 

「圖19.4」
探測物（probe）
「圖19.6」
將培養皿上的細菌轉移印到一處理過之濾紙（filter）上。 

加熱濾紙使細菌之DNA成單股（single－stranded），以便雜交（hybridization）
加入含放射性的probe，probe帶有可和欲尋找基因（gene of interest）配對的序列，使其和濾紙上的單股DNA雜交，若probe和單股DNA雜交成功（即單股DNA的序列可和probe的序列配對），則此DNA則為欲尋找之基因。 

利用自動射線照像術（Autoradiography）拍照，有雜交的DNA會因probe所含的放射性，而使底片曝光、變黑。 

比照底片變黑處及培養皿上細菌群落的相對位置，便可得知那個細菌群落含有欲尋找的基因（gene of interest）。
七.如何確定載體成功進入細菌及DNA重組成功
確定載體成功進入細菌體的方法
有一種抗生素－amp（ampicillin氨比西林）－會阻礙細菌生長，而E.coli此種細菌的質體，含有可抵抗amp的基因－amp^R，若質體載入細菌不成功，則細菌便缺乏質體（即缺乏amp^R），那麼將其置於含有amp之培養基中培養，便不會生長，會生長的都是質體載入成功的（即含amp^R）。 

確定DNA重組成功的方法 

細菌質體中，含有一基因－－laz，它能形成B－galactosidase（B－半乳糖甘脢），而B－galactosidase和X－gal（一化學物質）反應會生成藍色。將gene of interest 嵌入切開的laz之間使DNA重組，若重組不成功， 則laz基因又會接回去，將帶有此種重組不成功之質體的細菌，置於含有X－gal的培養基中培養，laz產生作用，便會呈現藍色。若重組成功，laz因被分開而不作用，將帶有此種重組成功之質體的細菌，置於含有X－gal的培養基中培養，便不會呈現藍色。 

「圖19.3」
　
