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	研究緣起與目的
	南投縣以農立縣，縣民從事農作比例甚高。隨著生物科技的進步，許多種苗接採生技技術育種，但國內農技研究單位研發的基因改造作物遭惡意流入市面；如:中興大學葉錫東教授的基因轉殖木瓜；造成農民田間作物無意間遭基因汙染。若遭媒體擴散報導，往往讓一般民眾造成恐慌，甚至危及農民生計，後果不堪設想。

本研究目的為逐步分析與建立GMO外來基因資料庫，屬於建立基因改造食品檢測系統的工作項目之一，讓基因轉植作物檢驗更加便利與快速，且讓一般縣級農政檢驗單位在取得採樣之DNA定序後，快速進行比對辨認。

本研究目的如下：

1.建立GMO Blast Database來比對及預測外來基因

2.提供建立特定基因之Blast Database模式

	研究方法與過程
	收集GMO作物外來基因清單＞撰寫Perl程式擷取外來基因序列＞建立GMO 外來基因Blast資料庫＞安裝Blast介面程式winblast與wwwblast＞使用實驗室序列進行比對＞分析驗證Blast比對結果

	研究發現與建議
	本研究所建立的GMO Blast Database系統平台則能提供相關研究員，快速的序列同源性分析，以偵測是否為基因轉殖植物。本系統平台的優點如下：

1.建置簡單、Web介面易操作、查詢速度快

本系統建置速度快，包含資料庫建置僅需半個工作天，本系統可在本機上運作沒有頻寬速度限制的問題。
2.可單機或於區域網路(Intranet)內使用，網路安全性較高

本系統平台為B2D Linux Server，可單機獨立（stand-
alone）或作為實驗室和學術單位的區域網路主機，網路安全防護較網際網路(internet)佳。

3.自建資料庫，自動更新且擴充性高

    本系統平台增建資料庫速度快，僅需鍵入新序列或資料庫的查詢字串，即可在短時間內將目標序列自動轉換成資料庫，效率高。自動更新更是一項省時省力的便捷功能。

	選擇獎勵
	 eq \o\ac(□,ˇ) 行政獎勵          □ 獎勵金


第一章、緒論
第一節 研究背景
生物資訊的產生和分子生物學(molecular biology)、電腦科學(computer science)的發展有相互的關聯。自1953年DNA雙螺旋構造發現後，生物學便起了革命性的改變，分子生物學從此誕生。1970年代末期基因重組技術(recombinant DNA techniques)興起，以及1980年代中期開始之自動化去氧核糖核酸(DNA)及蛋白質定序(sequencing)分析，快速地累積大量DNA序列及蛋白結構方面的數據，加上1980年開始，電腦軟體程式的利用，使得分子生物在基因序列資料的收集分析，及資料庫的建立與基因功能探究上時，有了極大的助力，且更進一步地幫助了基因序列的比較和其功能的預測，這些都使得生物資訊學(bioinformatics)，又稱為計算生物學(computational biology)或資訊生物學(information biology)，應運而生。因此生物資訊是立基於在過去數十年來在科學和技術上最有革命性發展的兩門學科的結合: (1)分子生物學：充分了解細胞組成物的構造和功能，(2)電腦科學：在數據符號化的分析、電腦運算、圖型解析和資料管理上，提供各種各樣硬體設施以及有效率的演繹法 (Baxevanis and Ouellette, 2005) 。
生物資訊學（bioinformatics）是利用分子生物學之專業知識和技術，配合電腦和資訊處理的高速運算能力，去收集、分析、傳播及應用生物以及與生物相關之資訊，不僅搜尋比對和利用生物資料(例如基因體鹼基序列)，更發展出新方法以利資料庫之查詢，所以說生物資訊學是整合生物學、電腦科學及資訊科技而成的跨領域學門。生物資訊學之主要工作可分為三部份：（1）生物資料庫及網站之建立、（2）生物資訊的搜尋、（3）生物資訊的分析。其中除了生物資訊原始數據取得以外，生物資料庫如何建立，搜尋與分析方法的設計原理等，均為資訊科學之專業領域，其目的在於快速解析生物學上複雜的種種問題 (宣大衛，2003)。
     生物資訊最早開始於生物資料庫的建立，最有名的是GenBank。GenBank現在是由NIH (National Institute of Health, USA)底下的NCBI (National Center for Biotechnology Information) 來管理。這個資料庫也是世界最大的公共生物資料庫，收集來自不同物種的DNA序列(圖1-1)。
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圖1-1 genbank資料成長累積曲線圖(NCBI,March 7,2009)

自從1990年「人類基因體計畫」(Human Genome Project)開始運作以來，存入的資料更是以級數般的累積。GenBank提供一個方便易用的整合型檢索系統(search and retrieval system)Entrez，以利研究人員調閱GenBank的序列 (NCBI, 2009)。生物資料庫的建立是生物資訊學中非常重要的課題，尤其是如何使資料庫能夠支援高效率的搜尋、資料的比對、及不同資料庫間的聯繫；並藉由生物資訊的分析工具以便解決許多生物學問題。
目前利用資訊科學分析預測基因的方法大致可分為兩種：一是根據機率與統計的方法，另一是尋找相似性(smilarity or homology)也就是運用序列比對（sequence alignment）的方法(呂慈純、張簡尚偉，2001)。序列比對是一個基本且相當重要的研究工具，它可以比較及分析出兩條或多條序列之間的相似程度。相似度高的序列彼此間會有相似的結構及功能，這意味著它們可能源自共同的祖先。因此，生物學家一旦拿到一段沒有任何註解片段的DNA或蛋白質序列時，最常做的事情就是與已知有註解功能的序列做比對，藉此推測手中序列的生物功能。
生物序列相似性之搜尋分析軟體於1980年代末早已出現，其間雖曾有過漸進地改進，然而面對與日俱增的各種生物基因體定序和圖譜及其衍生的龐大資料，現今搜尋時多必須在速度(speed)與靈敏度(sensitivity)間做一折衷選擇以克服大量資料所造成的瓶頸。換言之，每當想要極快速地分析序列相似性時，則不太可能同時達到極高的搜尋靈敏度，相對地，若欲達到極高靈敏度的徹底搜尋程度，則所需花費的分析時間必然相對提高許多。對於生物序列比對的分析，最早期的研究以Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970) 的廣域性排比（global alignment）問題最具代表性，其提供了兩個生物序列整體相似性的分析；另外Smith-Waterman (Smith and Waterman, 1981) 的區域性排比（local alignment）則提供了瞭解兩個生物序列局部近似的完整描述。
Perl是一種程式設計語言於1987年開發完成。Perl具有非常傑出的文字處理能力是一種直譯式語言，因此可以避免在各種不同系統上，還需要重新編譯的麻煩。Perl試圖填補低階語言和高階語言之間的空隙。低階語言通常既難寫，程式的結構又不容易瞭解，但是執行速度很快，而且不受限制。高階語言又是另外一個極端，它們通常速度緩慢、程式可以較為精簡，但是限制重重。而Perl則相當容易撰寫，幾乎不受限制，執行速度通常亦很快，為生物學家常用來分析序列的程式語言 (Randal, 2002) 。
Bioperl是一個包含生物學、生物資訊、與計算機科學家的跨領域國際開放原始碼計畫，已逐步發展成Perl模組中用於管理和運用生命科學資訊最廣泛的資料庫(Library)。Bioperl為生物資訊應用程式設計師提供一個易於使用、穩定、一致的程式界面。Bioperl透過一個富彈性的序列輸入輸出模組與公開生物資料庫中新興序列資料格式，提供存取資料庫的功能(Stajich JE et al., 2002)，如GenBank 和SwissProt。若要從公開生物資料庫擷取研究者所需要的序列，來建立一個特定的核酸資料庫，使用Bioperl進行序列自動化擷取是最佳的選擇。

第二節 研究動機與目的
基因轉殖食品之鑑別檢驗方法目前主要以聚合酵素鏈鎖反應(polymerase chain reaction, PCR)方法應用最廣，可供定性與定量分析。經PCR 方法反應後之產物，可再行確認檢驗，常用方法如核酸定序、核酸內切酵素圖譜、探針雜交等 (Wolfram, 1997)。而核酸定序後的序列比對工作正是序列比對資料庫可應用之處。
生物資訊運用了資訊技術來解決生物問題，透過網路的傳播把成果分享給各國研究學者。隨著網路應用技術與服務的日漸成熟，許多來自民間與政府建置的線上生物資料庫提供許多生物資訊的線上服務，此舉可讓學術交流發展更快速，資料更新也更及時，但也讓線上資料庫暴露在網路攻擊的威脅與不確定之中，即使是防護較周密的大型網站也難倖免。美國著名入口網站雅虎Yahoo！在2000年2月遭到駭客以「阻絶服務」（Denial of Service, DoS）方式攻擊，對網站伺服主機傳送大量封包，使其窮於應付連線要求，耗竭系統資源，導致負荷過重而癱瘓，無法服務數百萬的網路使用者。2006年12月26日的恆春地震，造成多條海底電纜故障中斷，影響了台灣、香港、日本、中國及韓國之間的電訊網路服務以及這些地區連接到美國、英國的電訊網路服務，直到隔年2月14日才完成所有的維修工作。此外，開放性大型資料庫在尖峰網路使用時間，無法避免的出現網路連線擁塞，造成連結逾時甚至讀取錯誤的情形。如NCBI於2007年4月進行Blast查詢介面版本更新時，Blast伺服器因短時間內連線負荷過重，而無法提供比對服務的情況。由以上可知，線上公用資料庫的安全性與連線品質，常受到無法避免的不確定因素所影響，故在區域網路或單機環境下建立符合需求的資料庫才是最佳模式。

本研究目的如下：

1.建立GMO Blast Database來比對及預測外來基因 

以基因轉殖作物外來基因(foreign gene)為研究對象，利用AGBIOS之GM Database取得已通過評估可釋放於環境之基因轉殖作物外來基因等資訊，並以BioPerl設計操作指令對NCBI Genbank送出查詢字串查詢核酸序列，自動取得相關的核酸序列建立本機Blast資料庫，並使用圖形化的Blast介面提高操作便利性。為GMO檢測後的核酸定序比對工作，提供快速且有效率的比對。

2.提供建立特定基因之Blast Database模式
透過本研究的結果，提供一個免費且能快速建立符合自身所需的特定基因之Blast資料庫的模式，如：建立引子(primers)與探針（probe）的Blast資料庫，以配合研究員相關需求。
第三節 研究架構
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圖1-2 研究架構圖
本研究共分為六章，分述如下：

一、緒論 

本章主要描述研究背景、研究動機目的以及研究架構等三部分。 
二、文獻探討

本章探討的內容包含外來基因(foreign gene)、以及序列排比與Blast的介紹。

三、研究材料與方法 

本章探討的內容包含本研究所建立的GMO Blast核酸資料庫與進行比對檢驗的序列來源，與運用的程式套件，並以Papaya Ring Sport Virus Coat Protein之coden gene為例，嘗試建立Blast資料庫。 
四、結果 

本章主要是將資料擷取的結果與Blast資料庫的建立、檢驗測試，做一完善的呈現與解釋。 
五、討論 

本章主要是討論本機Blast資料庫之功能與優點，及未來GMO BLAST Database可以範疇延伸的參考，並比較本機各種Blast介面。 
六、參考文獻 
本章內容主要是詳細列表出本研究所參考之文獻著作。
第二章、文獻探討
第一節 基因轉殖作物的外來基因(foreign gene)
AGBIOS (http://www.agbios.com/main.php)為一加拿大公司，其主要服務內容在於：為生物科技產品提供公共政策、管理與風險評估等專業知識；與政府部門或代理機構合作，處理與基因轉殖或其他新食物、農作物、植物種類有關的政策面與法規面議題。agbios在農業生物技術領域公眾宣導的努力，已成功的獲得國際認同，網站上公開的資料更常受學術研究與科學報導所引用。 
[image: image2.jpg]2 AGBIOS - HOME
BED #ED BA0 HOREW IED HIO

- Microsoft Internet Explorer

T ———

= Welcome Page

Essential Information

Biotech Crop Database:

Principles and Practce of Environmental
Safety Assessment of Transgeni lants

“The Safety of G Livestock Feads
Biilography Database

Principies and practice of Novel Food
Safety Assessment

“The Regulation of Agricultural
Bitechnology Products

South Asia Biosafety Program

ABOUT U

AGBIOS is dedicated to providing public policy,
resulatory, and risk assessment expertise for
produsts of botechnoiogy.

AGBIOS has worked with government departments
and_ agencies on issues of policy and regulation
pertaining to genetically modified and other novel
foads, crops, and forest tree species. The Company
a0 provides experience and expertise to
commercial enterprises seeking reaulatary approval
of bitechnology products, and to other pubic and
private sector groups seeking clarification of fssues
associted with the development and utiization of
biotechnoiogy processes and prosucts.

Our website offers access to a database of safety
information on al genstically modified plant products
that have receved regulatary appraval, nformation
on the inplementation of biosafety systems, including
case studies for food and enwvironmental safety
assessments, and a searchable fbrary of biasafety-
related oitatians i key topic areas.

For a more detaiied description of our services and
how to contact us, please click here.

Recent Additions

Harket Acceptance of GH Canola fax Foster and
Siman French Download GEE} [PDF Size:
466864 bytes]

Ten Years of Genetically Modified Crops in
Argentine Agriculture Eduardo J. Trizo and Eugenio
1.Cop Download G} [PDF Size: 991560
bytes]

DATAB
Latest Crop Biotech News

AP Bt cotton brands leave AP
farmers confused ©

NEW DELHI - Gentcallemodified crops
Continue o' make news for e iang ressons
e Andhis Fraesh govamment. recantly
Zaught 3 ban on Bt cotonsacds fallowing ihe
et o "Caie wnich reposdly grazed on
o Bt atontilds

M Reboot o offer safer food &

Food business s growing beyond borders. s
thaworld debstes ha naw gusity noms baing
5affor Tood Tndudey, marny third world sounes
Sie “laiming developed sountiesznontarit
Bmier Tt Srimgent Santary and prytacanian
(575} norms and quarantine massures 3 niair
Hage practioss

Centre refuses to divulge details
of GM field trials @
NEW DELHI - In an ara of tansparency, the
govamment has' baen less than candld on
E2UaE" T ublls hadih. 1 nas. dezpie an SC
ey “aloides | sxpicily mertioning the
implicafions nd Blological Tacul of fiels
i3l of ganstically modfiad sops.In fact, it
his questoncd fhe competenca of ihe cour 1o
E5ida mater of Seenes and teennolagy

Africa: Bill Gates Funds $37.5m
Initiative ©

The iniistve, simed at safeguarding 21 of the

world? most ical food sops thiough secuing

hair ssad, was 3 Joint piogramme of sioba

Ciop ‘Diversty Trust and he. United Nations

Fondstion.

B> Retailers enter battle for high
groundin GM foods &

CAPTE TOWN - South Africas threa major
food retaler ara acthely souting the organic
Braduce maket e, somannat parssodaally
Gevarmment sgincia are haping 1o nave e
Tt enctcally mdfied (o) orops on
Slpermatet shelves Soon

© R





圖2-1 Agbios網站首頁

網站上所提供之資訊可分為五大項目，分別如下：
1.首頁：分為三大欄位，各別為基本資訊簡介、最新作物生物科技消息與新增資料。基本資訊簡介包含六子項：生物科技作物資料庫、轉基因植物環境安全評估原則、基改家畜飼料之安全、參考書目資料庫(包含環境、人類食物安全、家畜飼料等有關之GMO參考文獻)、新穎食物安全評估之原則與慣例、農業生物科技產品之規範。
2.文章區：此區置放之文章共分十一類， (1)正式通過文獻、(2)生物安全、(3)環境衝擊、(4)倫理學議題、(5)食品安全、(6)未來科學、(7)基因流動、(8)公眾觀感、(9)規章、(10)安全議題、(11)社會經濟。
3.摘要區：此區又分生物安全交流、案例研究、規範等三個部分，皆有簡短之介紹。
4.基改作物資料庫：此區提供基改作物相關資訊之搜尋。
5.新聞區：除了首頁的最新消息外，此區亦提供過往新聞之搜尋。
其中的基改作物資料庫包含，可利用作物別、性狀、外來基因、安全性通過型式、國家、研發者搜尋出世界各國已通過安全性評估的GM作物資訊。

以下分就其搜尋欄位Inserted gene內所提及的外來基因(foreign gene)，與Agbios內的詳細的基因名稱進行整理，並參考台灣大學潘子明教授研究室的基因轉殖生物資料庫，將目前各國已核准釋放於環境的基因轉殖作物的外來基因做用途說明與分類。

一般轉殖作物的外來基因(foreign gene)，除轉殖用載體與調控基因外包含兩個主要類別：
(一) 目標基因

例如抗除草劑、抗蟲、抗病毒基因，常為單一基因，但也有可能是多個基因組成。目前各國已核准釋放於環境的基因轉殖作物中(AGBIOS，2007)，目標基因及其用途如下：
1.抗蟲基因

自然界裡有些物種體內具有抗蟲基因，能對某些昆蟲有抗性。若能將其內在的抗蟲基因加以分離、選殖，並轉殖於農作物上，則可減少殺蟲劑的使用，不僅節省成本，又可減低對環境的污染，目前已獲准環境釋放的蘇力菌(Bacillus thuringiensis，BT) cry(crystal proteins)毒素蛋白質基因就是應用最成功的例子(表2-1)，BT 在產孢時期會產生cry，這類結晶蛋白在經過昆蟲腸道內鹼性環境下，會分解成前毒素 (protoxin)，進一步再被蛋白質酵素水解成毒蛋白時，即會與昆蟲腸道上皮細胞 (epithelial cell)上的接受器 (receptor) 結合，造成腸道穿孔，殺死昆蟲。蘇力菌毒蛋白和它們的基因依防治對象不同可分為：cryⅠ(鱗翅目)、cryⅡ(鱗翅目和雙翅目)、cryⅢ(鞘翅目)和cry IV(雙翅目)、 cryⅤ(鱗翅目和鞘翅目昆蟲及線蟲)、cryⅥ(線蟲)( Feitelson et al，1992)。

 
pinII（proteinase inhibitor II，PINII)是馬鈴薯的蛋白質酶抑制素基因，蛋白毒性及致死性較BT為弱，可減少能量消耗過多及表達蛋白大量累積時所造成的負面影響(Ussuf et. al，2001)。

營養生長期殺蟲蛋白(Vegetative Insecticidal Protein，Vip) vip3A是BT在生長期分泌產生的一類新型殺蟲蛋白，vip3A廣泛存在於Bt中不具有多樣性，在遺傳上比較保守。vip3A蛋白通過誘發細胞凋亡,最終導致細胞死亡,與Bt內毒素的作用機制不同. (Lee et.al, 2003)。

表2-1 各國已核准釋放於環境的抗蟲基因

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	應用作物/件數

	1
	cry1Ab
	Cry1Ab delta-endotoxin (Btk HD-1)
(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk))
	Maize/14

	2
	cry1Ac
	Cry1Ac delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk))
	Cotton/11、Tomato/1

Maize/1

	3
	cry1F
	Cry1F delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis var. aizawai)
	Cotton/4、Maize /5

	4
	cry2Ab
	Cry2Ab delta-endotoxin(Bacillus thuringiensis)
	Cotton/4

	5
	cry34Ab1
	Cry34Ab1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis strain PS149B1)
	Maize/4

	6
	cry35Ab1
	Cry35Ab1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis strain PS149B1)
	Maize/4

	7
	cry3A
	cry3A delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis)
	Potato/4

	8
	cry3Bb1
	cry3Bb1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis)
	Maize/6

	9
	cry9c
	cry9c delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. Tolworthi)
	Maize/1

	10
	mcry3A
	Cry3A delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis)
	Maize/1

	11
	pinII
	protease inhibitor (S. tuberosum)
	Maize/1

	12
	vip3A
	VIP3A vegetative insecticidal protein
(Bacillus thuringiensis strain AB88)
	Maize/1


 (資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)
2.抗病毒基因

自第一起抗病毒轉基因煙草誕生以來，植物抗病毒基因工程獲得迅速發展，已成爲解決植物病毒病害的主要手段。植物抗病毒基因工程主要的領域，在於利用病毒本身的基因導入受體植物，獲得抗性植株，所獲得的抗性也稱病原誘導性抗病(pathogen-derived resistance)。這一領域的研究較多，近年來有許多重大突破，已育成了不少抗性品種。一般植物病毒有數個轉譯架構 (open reading frames，ORFs)，分為最基本的三類基因產物：RNA複製酶(replicase)、三重疊蛋白 (triple-gene-block proteins，TGB)，以及鞘蛋白(capsid protein，CP)如圖2-2為竹嵌紋病毒(Bamboo Mosaic Virus，BaMV)的基因圖(Liu et al.，1997)。

[image: image3.emf]
圖2-2 竹嵌紋病毒基因圖 (Liu et al., 1997)
單股正極性的竹嵌紋病毒RNA含有五個轉譯區(ORFs)，分別為合成155 kDa之RNA複製酶，28 kDa、13 kDa和6 kDa三重疊基因的移動蛋白，以及位於3’端的25 kDa鞘蛋白。
目前已獲准釋放於環境的抗病毒基因(表2-2)，依其獲得的方法可分為：

(1) 利用病毒鞘蛋白(coat protein，CP)基因誘導病毒抗性
　利用病毒鞘蛋白誘導病毒抗性，最早是根據病毒株系間的交叉保護現象而提出的，依照這個做法成功地獲得了抗煙草嵌紋病毒TMV的轉基因植株(Powell et al.，1986)。此後，這一方法被迅速應用於其它病毒和植物。一些早期的病毒鞘蛋白誘導病毒抗性實驗中，認爲此抗性機制是轉基因植物表達的病毒鞘蛋白，干擾了病毒入侵早期的脫鞘(uncoating)過程(Reimann-Philipp et al.，1993)。目前通過已核准環境釋放的抗病毒抗性品種的基因為木瓜輪點病毒(Papaya ringspot potyvirus，PRSV)、黃瓜嵌紋病毒(Cucumber mosaic virus，CMV)、矮南瓜黃化嵌紋病毒(Zucchini yellow mosaic virus，ZYMV)、西瓜嵌紋病毒(Watermelon mosaic virus 2，WMV2)、馬鈴薯Y病毒(Potato potyvirus Y strain O，PVY)。

(2) 利用病毒複製酶(replicase)基因誘導病毒抗性
植物RNA病毒的複製酶屬於依賴於RNA的RNA聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase,RdRp)，通常由1到2種病毒轉譯的蛋白和多種寄主成份組成。在病毒轉譯的複製酶中存在多個保守序列(conserved sequences)，其一是存在於所有RNA聚合酶中的Gly-Asp-Asp三基元胺基酸序列，爲複製酶的核心組成部分，對聚合酶活性是不可少的；另一個是NTP binding domain，此保守序列與螺旋酶(helicase)活性有關，在病毒複製過程中對RNA雙股複製的解旋非常重要。兩保守序列共處於同一種複製酶蛋白中，或位於不同的複製酶亞基(subunit)中(Hodgman，1988)。目前通過已核准釋放於環境的抗病毒抗性品種的基因為馬鈴薯捲葉病毒(potato leafroll luteovirus, PLRV)ORF1的rep (replicase)基因與ORF2的hel (helicase)基因。

表2-2各國已核准釋放於環境的抗病毒基因

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	應用作物/件數

	1
	CP
	viral coat protein (Papaya ringspot virus (PRSV))
	Papaya/1

	
	
	viral coat protein (Cucumber mosaic virus)
viral coat protein (Zucchini yellow mosaic virus)
viral coat protein (Watermelon mosaic virus 2)
	Squash/2

	
	
	viral coat protein

(potato potyvirus Y (PVY) strain O (common strain))
	Potato/1

	2
	rep
	replicase (RNA dependent RNA polymerase) 

(Potato leafrollvirus (PLRV) orf 1)
	Potato/1

	3
	hel
	helicase (Potato leafroll virus (PLRV) orf 2)
	Potato/1


 (資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)
3.延緩採收後老化與軟化基因
乙烯(ethylene)是造成採後農產品快速老化的因子，乙烯的形成加速農產品的成熟、老化。高等植物體內所產生的乙烯是源自（methionine），經酵素催化後形成SAM（S-adenosylmethionine），然後經由ACC合成酶(1-aminocyclopropane-1-carboxyllic acid synthase)的作用，將 SAM(s-adenosylmethionine)轉變成 ACC。現今由於乙烯整個生成途徑已相當了解，因此有許多乙烯合成相關基因已被分離、選殖，如：acc合成酵素基因(ACC synthase)、acc氧化酵素基因(ACC oxidase)。SAMase基因的產物S-adenosylmethionine hydrolase，會將SAM轉變成ACC。accd(1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid deaminase)基因的產物，亦與SAM轉變成ACC相關。此外，聚半乳糖醛酶(polygalacturonase，PG)基因會產生聚半乳糖醛酶，分解果肉中的果膠使細胞壁軟化，是番茄果實中主要的細胞壁水解酵素。將上述酵素的反義基因(antisense sequence)轉入植株中，影響乙烯生成，即可延緩農產品老化 (Jakubowicz, 2002)。

表 2-3 各國已核准釋放於環境的延緩採收後老化與軟化基因
	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	應用作物/件數

	1
	acc
	1-amino-cyclopropane -1-carboxylic acid synthase (Dianthus caryophyllus L.)
	Carnation/1

	
	
	aminocyclopropane cyclase synthase (Tomato)
	Tomato/1

	2
	accd
	1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid deaminase (Pseudomonas chlororaphis)
	Tomato/1

	3
	pg
	polygalacturonase (Tomato)
	Tomato/2

	4
	samase
	S-adenosylmethionine hydrolase

(E. coli bacteriophage T3)
	Melon/1、Tomato/1


(資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)

4.改變作物成分基因

世界上主要糧食作物如水稻、小麥和玉米，大多有維生素或微量元素不足的問題，需另外補充以免影響人體健康，故倘能於這些作物中因基因轉殖使這些成分提高的話，對人類營養的供給將有莫大裨益。目前已有含提高營養成分的基因轉殖大豆、玉米上市(表2-4)。以下基因性狀與說明參考台灣大學潘子明教授研究室的「基因轉殖生物資料庫」：

dapA基因會產生dihydrodipicolinic acid synthase (dhdps)，dhdps 是離胺酸(lysine)生合成的酵素，對離胺酸濃度的回饋抑制效應不敏感，在葉綠體中表現，持續合成離胺酸。

fad2基因會產生fatty acid desaturase，使C18:1脂肪酸轉化為C18:2 and C18:3 脂肪酸。經過ethylnitrosourea誘發突變的fad2基因無法進行上述反應而能累積較多的油酸。gmfad2基因在大豆中，以基因靜默(gene silencing)的方式，使fatty acid desaturase失去作用，而讓油酸(oleic acid) 減少轉為亞油酸linoleic acid，而能提高油酸含量。取自Umbellularia californica 的bay te (ACP thioesterase)基因可提高油菜種子中月桂酸(lauric acid (12:0))與降低豆蔻酸(myristic acid (14:0))含量。菸草尼古丁合成途徑的最關鍵的酵素是phosphoribosyltransferase。qtpase即是NtQPT1(nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase)，於菸草中引入NtQPT1反義序列，在菸草中會干擾qtpase mRNA 轉譯成酵素，使尼古丁生成量降低。
表 2-4 各國已核准釋放於環境的改變植物成分基因

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	性狀
	應用作物/件數

	1
	cordapA (dhdps)
	dihydrodipicolinate synthase
(Corynebacterium glutamicum)
	提高離胺酸量
	Maize/2

	2
	fad2
	fatty acid desaturase
	改變成

不飽和脂肪酸
	Argentine Canola/2

	3
	gmfad2-1
	delta(12)-fatty acid dehydrogenase (Glycine max)
	改變脂肪酸成分
	Soybean/1

	4
	 bay te
	thioesterase (Umbellularia californica)
	降低月桂酸

與豆蔻酸
	Argentine Canola/1

	5
	qtpase
	nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase(carboxylating)
(Nicotiana tabaccum)
	減低尼古丁含量
	Tobacco/1


(資料來源: Agbios，潘子明研究室之基因轉殖生物資料庫，Updated April 1 2008，本研究製表)
5.改變花色基因

影響植物花色的化學成分很多，其中以花青素最為重要。目前矮牽牛的花青素生合成路徑已被研究得很清楚，Florigene 及Suntory 公司發表一紫色花品系的康乃馨 (Moondust)，其花色的改變就是將矮牽牛dfr及hfl基因轉殖進入白色的康乃馨品系中，並成功的使顏色轉變為紫色(mauve)，同時指出其顏色的強度(intensity)與植入的矮牽牛基因表現有密切相關(Mol et al.，1999)。dfr (dihydroflavonol 4-reductase)酵素基因控制深花色素的產生，Flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’,5’H)，F3’,5’H是屬於細胞色素P450酵素家族(cytochrome P450,Cyt P450)之一員，能在花青素生合成途徑上引導藍色花的呈現，故在其合成途徑中扮演著關鍵酵素(key enzyme)的角色，亦可將其結構基因稱為藍色基因 (Mori et al., 2004)。

表 2-5 各國已核准釋放於環境的改變植物花色基因

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	應用作物/件數

	1
	hfl
	flavonoid 3p, 5p hydroxylase
(Petunia hybrida)
	Carnation/2

	2
	dfr
	dihydroflavonol reductase
(Petunia hybrida)
	Carnation/2


(資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)
6.雄性不育與不育回復

雄性不育基因主要在便於製造雜交種，提供生產大規模雜交種的良好條件。雄性不育回復基因則能使雜種恢復育性，便於研發新品種。Bacillus amyloliquefaciens的barnase基因，是一種RNA分解酵素，藉由僅在花粉中表現的煙草pTa29花粉特異性啟動子，分解RNA造成雄性不育。Bacillus amyloliquefaciens 的barstar gene，則會產生RNA 分解酵素的抑制劑 (Spaar et al., 2006)。大腸桿菌(Escherichia coli)的DNA adenine methylase(Dam)受到玉米的512del花葯特異性啟動子的控制，dam基因的表現會使玉米無法產生花藥或花粉，導致雄性不育(Robbins et al., 2005) 。目前已核准的雄性不育與不育回復基因如表2-6。

表 2-6 各國已核准釋放於環境的雄性不育與不育回復基因

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	性狀
	應用作物/件數

	1
	barnase
	barnase ribonuclease 
(Bacillus amyloliquefaciens)
	雄性不育
	Argentine Canola/5   Chicory/1、 Maize/2

	2
	barstar
	barnase ribonuclease inhibitor
 (Bacillus amyloliquefaciens)
	雄性不育回復
	Argentine Canola/5

	3
	dam
	DNA adenine methylase
 (Escherichia coli)
	雄性不育
	Maize/1


(資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)
 (二)標示基因(selection marker gene)

標示基因的目的為供確認細胞是否成功轉入目標基因。標示基因由其作用可分成四類 （Metz and Nap, 1997）。第一類為具抗生素抗性的篩選基因，如對 hygromycin 抗生素具有抗性的hpt(aph4)基因；使 kanamycin、G418、neomycin及paromomycin等抗生素失效的酵素Aminoglycoside-3’-phosphotransferaseⅡ(又稱nptⅡ)nptII(aph3)基因；使Streptomycin、Spectinomycin抗生素失效的酵素Aminoglycoside-3”–adenyltransferase，aad基因；使Streptomycin抗生素失效的酵素Streptmycin phosphotransferase，spc基因；使Ampicillin抗生素失效的bla基因。第二類為對殺草劑具抗性的基因，例如可耐嘉磷塞（Glyphosate）的epsps基因與gox基因；可耐固殺草（Glufosinate）及畢拉草（Bialaphos）的bar基因與pat基因；可耐硫醯尿素類(sulfonylureas)除草劑的als基因；可耐Bromoxynil除草劑的nitrilase 基因；可抑制乙醯輔酵素A竣化脢(acetyl-CoA carboxylase，ACCase)活性的accase基因(袁、蔣，2004)，抗殺草劑的基因有時也是基改作物設計時的目標基因。第三類為代謝性基因，殖入的基因與植物的代謝相關，如會產生與碳水化合物代謝相關的酵素6-Phosphomannose isomerase(pmi)的manA基因。第四類為報告基因(report gene)，報告基因是為了確認基因是否成功地完成移轉至受體基因上而設計的。報告基因通常會導致受體宿主內增加一種酵素活性，而這酵素活性原本是不存在於受體宿主內的，Agbios網站上已核准釋放的報告基因是gus(uigA)基因(表2-7)。

在確認所選殖之目標基因後，利用各種基因工程技術，接上調控基因如: 一般常用的Camv 35S啟動子(promoter)、nos終止子(terminator)或促進子(enhancer)、調節子(regulatory element)等，使目標基因便於控制與提高表現後，構築於含有篩選基因之轉殖載體，即可進行基因轉殖。例如抗木瓜輪點病毒的基因轉殖木瓜，農桿菌T-DNA在兩端具有right border(RB)及left border(LB)其目標基因為木瓜輪點病毒鞘蛋白PRSV CP基因，轉錄啟動子為Camv 35S基因，轉錄終止子為nos基因，標示基因為kanamycin抗藥篩選基因nptII（圖2-3）。
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圖2-3基因轉殖木瓜基因構築簡圖 (Cheng et al., 1996)
表 2-7 各國已核准釋放於環境的篩選基因(Selected marker genes)

及報告基因(reporter genes)
	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	類別
	應用作物/件數

	1
	bla
	beta lactamase
	抗生素
	Soybean/3、Maize/8

Flax Linseed/1

	2
	aad
	3"(9)-O-aminoglycoside adenylyltransferase
	抗生素
	Cotton/8、Tomato/1   Potato/1

	3
	aph4

(hpt)
	hygromycin-B phosphotransferase
 (Escherichia coli)
	抗生素
	Cotton/1

	4
	spc
	Spectinomycin/streptomycin resistance
	抗生素
	Flax Linseed/1

	5
	neo
(nptⅡ)
	neomycin phosphotransferase II
(Escherichia coli)
	抗生素
	Sugar Beet/1、Papaya/1

Argentine Canola/4     Chicory/1、Melon/1   Squash/1、Cotton/10

Tomato/6、Tobacco/1   Potato/4、Maize/7

Flax Linseed/1

	6
	accase
	acetyl-CoA-carboxylase (Z. mays)
	除草劑
	Maize/1

	7
	als
	acetolactate synthase
(Brassica napus)
	除草劑
	Argentine Canola/1、Carnation/3、Cotton/1、Sunflower/1、Lentil/1
Flax Linseed/1、Maize/3

Rice/3、Wheat/5

	8
	epsps
	5-enolpyruvylshikimate-
3-phosphate synthase
(Agrobacterium tumefaciens CP4)
	除草劑
	Creeping Bentgrass/1、
Sugar Beet/2、Argentine
Soybean/1、Cotton/7、Alfalfa/1、Potato/1、Wheat/1、Maize/16 Canola/2、

Polish Canola/1

	9
	gox
	glyphosate oxidoreductase
(Ochrobactrum anthropi)
	除草劑
	Sugar Beet/1、Argentine Canola/2、Maize/4
Polish Canola/1

	10
	nitrilase
	nitrilase (Klebsiella pneumoniae subspecies ozanae)
	除草劑
	Argentine Canola/1、Cotton/2、Tobacco/1

	11
	pat
	phosphinothricin N-acetyltransferase
(S. viridochromogenes)
	除草劑
	Sugar Beet/1、Maize/18
Argentine Canola/8   Polish Canola/1、Rice/2   Chicory/1、Soybean/4   Cotton/7

	12
	pmi
	Phosphomannose isomerase
	代謝
	Maize/1

	13
	gus
	β-glucuronidase (Escherichia coli)
	報告基因
	Sugar Beet/1、Papaya/1

Soybean/2、Cotton/4

	14
	nos
	nopaline synthase
(Agrobacterium tumefaciens CP4)
	調控基因

啟動、終結子
	Sugar Beet/1、Papaya/1

Soybean/2、Cotton/4


(資料來源: Agbios，Updated April 1，2008，本研究製表)
※部分耐除草劑基因可為篩選基因外亦可用作目標基因

第二節 常用核酸資料庫

一般而言，生物資訊資料庫可以分爲一級資料庫和二級資料庫。一級資料庫的資料直接來自於實驗獲得的原始資料，只經過簡單的歸類整理和注釋；二級資料庫是在一級資料庫、實驗資料和理論分析的基礎上針對特定目標衍生而來。國際上著名的一級核酸資料庫有Genbank、EMB和DDBJ等；蛋白質序列資料庫有SWISS-PROT、PIR等；蛋白質結構庫有PDB等。本研究所欲建立的資料庫為核酸資料庫，茲將國際著名的核酸序列生物資訊資料庫取得序列資料方式作簡要整理。

 1. Genbank 

GenBank成立於1988年，由美國國家衛生院(National Institutes of Health, NIH)的醫藥圖書資料部門(National Library of Medicine, NLM)所支持，1992年起資料庫為Natioan Center for Biotechnology Information (NCBI)所管理與維護，GenBank是NIH的註冊商標。GenBank的資料來源主要來自世界各地的研究人員直接向GenBank提出、由工作人員自相關期刊上攫取。GeneBank並與位於歐洲的EMBL(European Molecular Biology Laboratory)、日本的DDBJ(the DNA Database ofJapan)資料庫，每天進行資料的交流，使這三個資料庫的資料同步，以確保三大基因資料庫都保有完整的資料。
NCBI主要服務的項目有六方面：
（1）PubMed：含Medline醫學文獻資料庫之文獻資料。
（2）Entrez：Entrez是NCBI發展的整合性搜尋系統，可以搜尋全世界最大最完整的MEDLINE醫學文獻資料庫、GenBank的DNA序列、GenBank的蛋白質胺基酸的序列、生物分子的三級結構、以及完整的基因體資訊。搜尋的方法很簡單，關鍵字、作者名字、期刊名稱等擇一輸入就可以了。
（3）BLAST：NCBI提供了5支Blast軟體，blastp、blastn、blastx、tblastn、tblastx，分析所發展出來的快速尋找相似序列的機制，可作為DNA或蛋白質序列比對或快速比對資料庫序列的工具。
（4）OMIM：研究人類基因與遺傳性疾病關聯的資料庫。
（5）Taxonomy Brower：可查詢各種生物之分類資料。
（6）Structure：包含蛋白質、碳水化合物等3D結構之資料庫。
NCBI網址是：http://www.ncbi.nlm.nih.gov 。 

2. EMBL核酸序列資料庫 

EMBL核酸序列資料庫成立於1980年，是由位於英國的歐洲生物資訊研究中心(European Bioinformatics Institute，EBI)負責維護，它是歐洲分子生物實驗室EMBL的一個分支機構，收集全球的DNA與RNA序列及其相關的資料。資料來源來自於各地的實驗室直接提出註冊，或是收集歐洲主要的分子生物期刊文獻、歐洲專利局(European Patent Office，EPO)中的DNA與RNA序列，每一季的最新資料會以光碟片CD-ROM的形式出版。自1982年起與美國GenBank、日本的DDBJ，每天交流並更新全世界的核酸序列資料，成為國際性的整合資料庫。取得EBI資料庫的資料有二種方法，第一種方法是輸入登錄號碼(accession number)，或選擇Simple Sequence retrieval(SRS)查詢系統便可進行搜尋；第二種方法是利用FASTA序列比對軟體，比對序列。 

EMBL網址是：http://www.ebi.ac.uk/embl/ 。 

SRS的網址是：http://srs.ebi.ac.uk/ 。 

3. DDBJ資料庫 

日本核酸資料庫(DNA Data Bank of Japan，DDBJ)是由日本的國家基因研究院(National Institute of Genetics，NIG)負責管理，自1984年起開始運作，是日本境內唯一的DNA資料庫，資料來源主要是日本的研究工作者的研究成果，同時也收集其它研究者的成果。DDBJ已與歐洲的EBI及美國的GenBank進行例行的資料流通，組成了國際性的基因資料庫。取得DDBJ資料的方法有三種，分別為輸入登錄號碼(accession number)、輸入關鍵字搜尋、序列比對。可以使用BLAST和 FastA電子郵件伺服器進行核酸序列的相似性比較。事實上BLAST電子郵件伺服器是使用NCBI的相關伺服器進行的。FastA電子郵件伺服器則使用EBI的相關伺服器。
DDBJ的網址是：http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 。 

第三節 BLAST(Basic Local Alignment Search Tool)介紹 

Blast是由Altschul，Gish，Miller，Myers及 Lipman等幾位專家於1990年最先提出 (Altschul et al., 1990)，Blast的設計以速度為主要考量，以在短時間內提供大量使用者對龐大且眾多的資料庫作查詢。針對不同的需求，可以不同的輸入，查詢不同資料庫，並分析查詢結果以求取所要的資訊。
Blast演算法相當直接簡要，其重點是片段配對（segment pair）， 也就是兩條序列間能夠形成無空格配對（ungapped alignment）的一對等長的次序列。Blast會計算查詢序列與資料庫序列所有高於某一定臨界值的片段配對。一開始Blast會先搜尋某一定長的片段配對，然後再依據某些條件將這些片段配對延長直到某些特定的參數達成為止。最後得到的這些較長的片段配對稱為高分配對（high scoring pairs，HSPs），HSP是無空格Blast配對的特色。原始的Blast程式有一個限制，就是不能夠容許有空格的片段序列配對。可是依據經驗，通常好幾個高分配對才能結合形成組序列的配對，其缺點即為搜尋效果不夠精細。為了解決這個問題，Altschul等人於1997年提出一個修正版本(Altschul et al.，1997)。在這個新版的Blast中，程式會在兩條相比較的序列間自動搜尋「一個」有空格的配對，而不再是像原始版本一樣找好幾個高分配對。這種修正的結果使得料庫搜尋的速度大為提升。這個修正版的運作方式，是先找到兩條序列中央部位的片段配對，再使用動態編程的方式往序列的兩側延伸配對長度。修正版因為揚棄了必順同時找好幾個高分配對的舊方法，其速度比原始版本要快上2倍，也已針對精細程度做了很大的改進。

Blast受歡迎的原因主要是其程式編寫非常有效率，它的運算速度使得它在生物序列資料庫的搜尋上有很大的優勢，也因此它可說是目前最常被使用的序列分析工具 (Gusfield et al., 1997)。此外，一開始設計時，就已經為UNIX的平行作業系統量身定作，所以有許多公用的伺服器都採用這個程式，以使大量的序列比對需求得以同時進行，較具代表性的網站就是NCBI DatatBase。使用 Blast時，一旦選定某一資料庫，就會與該資料庫中所有的序列比對。Blast會根據使用者提供的序列與指定的資料庫，自動選擇適當的程式來做資料庫搜尋。一般常用blastall.exe這組程式中，計有 Blastn、Blastp、Blastx、tBlastn、tBlastx 等子程式，就其比對功能分類，有以下幾種： 

1.Blastn：當查尋序列為核苷酸序列時，對核酸資料庫進行比對。
2.Blastp：當查尋序列為胺基酸序列時，對蛋白質資料庫進行比對。
3.Blastx：當查尋序列為核苷酸序列，將查尋序列可能轉譯成的六種胺基酸序列，在蛋白質資料庫內進行比對，以此運算可以找到未知核苷酸序列潛在的蛋白質產物。
4.tBlastn：查尋序列為胺基酸，在核苷酸資料庫中經過轉譯核苷酸為胺基酸進行比對，以尋找此胺基酸可能所在基因之序列。
5.tBlastx：查尋序列為核苷酸，將其可能轉譯的六種結果胺基酸與核苷酸資料庫中轉譯而成的胺基酸進行相似度比對，可得知查尋序列中可能產生之胺基酸與核苷酸資料庫中的資料所產生之胺基酸其相似度。
Blast網頁提供BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）程式、使用說明與常見問題解答（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）。提供的Blast種類服務如表2-8與表2-9。
表 2-8  NCBI Basic BLAST
	類型
	程式名稱
	說明

	核酸
	blastn
	核酸序列比對

	
	megablast
	可搜尋一批EST序列、長序列cDNA或基因體序列

	
	discontiguous megablast
	不連接的megablast

	蛋白質
	blastp
	蛋白質序列比對

	
	psi-blast
	Position-Specific Iterated BLAST（Altschul, et al., 1997）輸入蛋白質序列查詢蛋白質資料庫，搜尋是否屬於某個蛋白質家族

	
	phi-blast
	Pattern Hit Initiated BLAST（Zhang, et al., 1998）
輸入蛋白質序列查詢蛋白質資料庫，搜尋是否存在某種特定序列形式

	轉譯
	blastx
	轉譯核酸與蛋白質資料庫比對

	
	tblastn
	蛋白質序列與轉譯核酸資料庫比對

	
	tblastx
	核酸序列與轉譯核酸資料庫比對


表 2-9  NCBI Specialized BLAST

	名稱
	說明

	Trace Archive
	搜尋經過定序後的原始基因體資料的資料庫，通過對原始序列掃描能夠發現原來並不知道的內共生細菌

	RPS-BLAST
	Reverse Position-Specific BLAST輸入蛋白質序列查詢Conserved Domain Database（蛋白質保留區資料庫）是否存在保留區

	CDART
	利用RPS-BLAST比對蛋白質輸入序列與CDD資料庫

	GEO
	搜尋具有基因表現圖譜的序列

	IgBLAST
	分析GenBank的免疫球蛋白序列，使用blastp或blastn程式搜尋人類與老鼠基因的nr或特定資料庫。

	SNPs
	使用blastn或tblastn搜尋SNPs blastdatabase 

	vecscreen
	偵測載體是否受污染

	bl2seq
	BLAST 2 Sequences，2條核酸或蛋白質序列比對


第三章、研究材料與方法
第一節 GMO序列材料 

(一) 目標序列清單
GMO作物基因外來基因眾多，本研究以Agbios網站上各國已核准釋放於環境的外來基因為依據。
Agbios網站外來基因(foreign gene)選項欄共計42種基因。基因轉殖作物中一般使用最常使用的啟動子為花椰菜嵌紋病毒(Cauliflower mosaic virus，CaMV)35S Promoter，也列入本研究的第43種基因目標基因。
此外，鞘蛋白(coat protein，CP)基因視其抗病毒的標的植物而使用不同病毒的鞘蛋白基因；在Agbios網站上分為5種，分別為木瓜輪點病毒(Papaya ringspot potyvirus，PRSV)、黃瓜嵌紋病毒(Cucumber mosaic virus，CMV) 、矮南瓜黃化嵌紋病毒 (Zucchini yellow mosaic virus，ZYMV)、西瓜嵌紋病毒2號(Watermelon mosaic virus 2，WMV2)、馬鈴薯Y病毒O株系(Potato potyvirus Y strain O，PVY)，也一併列入本研究的目標基因。

綜合上述，本研究目標序列共源自48種基因(表3-1)，詳細介紹與整理，請見第二章第三節基因轉殖作物的外來基因。

表3-1 本研究目標序列基因一覽表

	編號
	Gene code
	所coding的蛋白質或基因名稱
	類別

	1
	aad
	3"(9)-O-aminoglycoside adenylyltransferase
	抗生素

	2
	acc
	1-amino-cyclopropane -1-carboxylic acid synthase (Dianthus caryophyllus L.)
	果實成熟

	3
	accase
	acetyl-CoA-carboxylase (Z. mays)
	耐除草劑

	4
	accd
	1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid deaminase (Pseudomonas chlororaphis)
	果實成熟

	5
	als
	acetolactate synthase
(Brassica napus)
	耐除草劑

	6
	aph4(hpt)
	hygromycin-B phosphotransferase
 (Escherichia coli)
	抗生素

	7
	barnase
	barnase ribonuclease
(Bacillus amyloliquefaciens)
	雄性不育

	8
	barstar
	barnase ribonuclease inhibitor
(Bacillus amyloliquefaciens)
	雄性不育回復

	9
	bla
	beta lactamase
	抗生素

	10
	dhdps
	dihydrodipicolinate synthase
(Corynebacterium glutamicum)
	改變離胺酸

	11
	PRSV CP
	viral coat protein 
(Papaya ring spot virus (PRSV))
	病毒

	12
	CMV CP
	viral coat protein 
(Cucumber mosaic virus)
	病毒

	13
	ZYMV CP
	viral coat protein 
(Zucchini yellow mosaic virus)
	病毒

	14
	WMV2 CP
	viral coat protein
 (Watermelon mosaic virus 2)
	病毒

	15
	PVY CP
	viral coat protein
(Potato potyvirus Y (PVY) strain O
 (common strain))
	病毒

	16
	cry1Ab
	Cry1Ab delta-endotoxin (Btk HD-1)
(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk))
	抗蟲

	17
	cry1Ac
	Cry1Ac delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk))
	抗蟲

	18
	cry1F
	Cry1F delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis var. aizawai)
	抗蟲

	19
	cry2Ab
	Cry2Ab delta-endotoxin(Bacillus thuringiensis)
	抗蟲

	20
	cry34Ab1
	Cry34Ab1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis strain PS149B1)
	抗蟲

	21
	cry35Ab1
	Cry35Ab1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis strain PS149B1)
	抗蟲

	22
	cry3A
	cry3A delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis)
	抗蟲

	23
	cry3Bb1
	cry3Bb1 delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis)
	抗蟲

	24
	cry9c
	cry9c delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. Tolworthi)
	抗蟲

	25
	dam
	DNA adenine methylase
(Escherichia coli)
	雄性不育

	26
	dfr
	dihydroflavonol reductase
(Petunia hybrida)
	花色

	27
	epsps
	5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
(Agrobacterium tumefaciens CP4)
	耐除草劑

	28
	fad2
	fatty acid desaturase
	改變脂肪酸

	29
	hfl
	flavonoid 3p, 5p hydroxylase
(Petunia hybrida)
	花色

	30
	gmfad2-1
	delta(12)-fatty acid dehydrogenase (Glycine max)
	改變脂肪酸

	31
	gox
	glyphosate oxidoreductase
(Ochrobactrum anthropi)
	耐除草劑

	32
	gus
	beta-D-glucuronidase (Escherichia coli)
	染色標記

報導基因

	33
	hel
	helicase (Potato leafroll luteovirus (PLRV) orf 2)
	病毒

	34
	mcry3A
	Cry3A delta-endotoxin
(Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis)
	改良型抗蟲

	35
	nitrilase
	nitrilase 
(Klebsiella pneumoniae subspecies ozanae)
	耐除草劑

	36
	nos
	nopaline synthase
(Agrobacterium tumefaciens)
	調控基因

(Promoter)

	
	
	A. tumefaciens nopaline synthase (nos) 3'-polyadenylation signal
	調控基因

(Terminator)

	37
	neo
(nptⅡ)
	neomycin phosphotransferase II
(Escherichia coli)
	抗生素

	38
	pat
	phosphinothricin N-acetyltransferase
(S. viridochromogenes)
	耐除草劑

	39
	pg
	polygalacturonase (Tomato)
	軟化

	40
	pinII
	protease inhibitor (Solanum  tuberosum)
	抗蟲

	41
	pmi
	Phosphomannose isomerase
	代謝，可作為篩選標記

	42
	qtpase
	nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase(carboxylating)
(Nicotiana tabaccum)
	改變尼古丁

	43
	rep
	replicase (RNA dependent RNA polymerase)
(Potato leafroll luteovirus (PLRV) orf 1)
	抗病毒

	44
	samase
	S-adenosylmethionine hydrolase
(E. coli bacteriophage T3)
	延緩成熟

	45
	spc
	Spectinomycin/streptomycin resistance
	抗生素

	46
	bay te
	thioesterase (Umbellularia californica)
	降低月桂酸與豆蔻酸

	47
	vip3A
	VIP3A vegetative insecticidal protein
(Bacillus thuringiensis strain AB88)
	抗蟲

	48
	35S
	35S RNA of  cauliflower mosaic virus
	調控基因

(Promoter)

	
	
	
	調控基因

(Terminator)


(二) 測試序列
本研究測試序列來自亞洲大學生物科技與生物資訊系范宗宸教授研究室，共5條詳見附錄一，序列名稱與長度分別如下：
1. PRSV CP (Papaya ringspot potyvirus Coat protein)，1070 bp。
2. 35S Promoter，835 bp。
3. GUS (β-glucuronidase)，1812 bp。
4. NPTII (neomycin phosphotransferase II)，795 bp。
5. NOS(nopaline synthase)，260 bp。

第二節 研究方法 

本研究之步驟如下：


圖3-1 本研究實驗進行步驟
(一) 自動擷取外來基因程式
由前一節獲得目標序列清單後，接下來撰寫Perl程式來自動擷取foreign gene序列，程式碼詳見附錄二。

本研究利用數個Bioperl模組撰寫程式，進行GenBank遠端資料庫自動搜尋與下載。所使用的Bioperl模組如下:

1.Bio::Perl、Bio::SeqIO：對序列進行操作或呼叫與轉換序列檔
2.Bio::DB::GenBank：獲取遠端資料庫(Genbank)資料

3.Bio::DB::Query::GenBank：對Genbank進行遠端資料庫查詢

先搜集全部目標基因名稱，利用Qualifier(檢索限定子)中的基因名稱[GENE]與[Title]兩個限定子進行搜尋，並將這些字串存於gm_ID.txt。使用Bioperl中Bio::DB::GenBank模組對NCBI Genbank資料庫進行操作；並利用Bio::DB::Query::GenBank模組進行迴圈詢問（query），查詢GMO目標基因。得到最新GMO目標基因序列之accession number(登錄碼)，再將所有得到的accession number清單儲存於gm_AN.list。

接下來利用Bioperl中之get_sequence 函數對NCBI Genbank下載gm_AN.list內全部accession number所對應之FASTA格式的GMO目標基因序列資料，並全部存放在gmo.fasta，為建立Blast資料庫作準備。

find_AN.pl中Genbank詢問使用$query_string後面接著詢問字串。在Perl裡，資料放在引號中表示它是一個字串；單引號(' ')內不能進行變數內插，雙引號(" ")可內插變數的。若字串本身也包含著引號，則Perl解譯器會以為字串中的引號是第二個引號，無法判讀字串造成錯誤。為了避免Perl無法判讀字串，故使用具轉譯作用的倒斜線"\"，倒斜線可以讓Perl略過倒斜線之後一個字元不去解譯它，如「Aad\[Title\] AND Aad\[gene\]」。另外建立 $query_obj進行查詢操作時，使用參數-db(protein or nucleotide database)與-query(query string)，程式執行流程與說明如圖3-2。

圖3-2 序列擷取程式執行流程
程式動作說明：

(1)find_AN.pl：將gm_ID.txt每行搜尋字串讀入變數$line中，進行輪詢並將結果全部寫入gm_AN.list。

(2)get_GM_Seq.pl：將gm_AN.list每行accession number讀入變數$line中，進行序列下載，並將結果全部寫入gmo.fasta。
(二) 建立Blast資料庫

建立Blast資料庫之前，需將序列格式化。由NCBI FTP下載blast-2.2.16-ia32-win32.exe。解壓縮後，取得formatdb.exe。formatdb.exe是格式化Blast資料庫的工具程式。利用formatdb.exe將gmo.fasta進行格式化，GMO Blast資料庫即建置完成。

(三) 安裝Blast介面程式

資料庫建置完成後，接下來安裝存取資料庫的使用者介面。本研究所使用的Blast介面為Winblast與NCBI WWWBlast。

1.Winblast：

此軟體需另外安裝「Windows .NET framework」2.0。「Windows .NET framework」是用於建構和執行下一代軟體應用程式和XML Web服務的Windows元件，可在Windows官方網站上免費下載。NCBI提供Windows環境下的Blast程式為純文字命令列模式（Command Line Interface），若想在Windows下使用Blast 圖形化使用者介面(graphical user interface,GUI)操作，則需另外安裝介面程式。Winblast是Windows作業系統單機版的Blast程式，採用GUI介面，雖然功能陽春，但符合最基本需求，可在網路上免費下載，網址為https://sourceforge.net/projects/winblast/，本研究主要用來作為Blast Database測試之用。Winblast共五支Blast小程式(blastn、blastp、blastx、tblastn、tblastx)可供運用。
2.NCBI WWWBlast
由NCBI FTP免費下載的blast伺服器版為WWWBlast程式，版本為2.2.16，2007/3/25更新版，亦可轉為Linux作業系統的單機版，需安裝於Apache伺服器上。本研究的使用平台為B2D Server Linux (stable s1版)，下載相對應的WWWBlast-2.2.16-ia32-linux.tar.gz。NCBI WWWBlast以仿照NCBI線上Blast介面為主，是網頁版（Web-base）的Blast系統。由Regular BLAST、PSI/PHI BLAST、Mega BLAST、RPS BLAST、BLAST 2 sequences五組程式所組成，每組並包含有無支援主從式架構(client-server)模式，共計10種查詢類別。解壓縮後需注意權限設定，TmpGifs資料夾權限為777(完全開放)，logfiles (WWWBlast.log 與 psiblast.log)權限為666(可寫入)。 

B2D Linux Server為國人所維護的全中文化Debian-like作業系統，完全免費且適用於架設網路伺服主機，安裝過程僅需5~40分鐘非常快速，視主機效能而論，安裝完成時已同時安裝Apache伺服器。本研究需安裝的應用軟體與伺服器，Perl、Apach2，B2D Linux Server均已內建，僅需再自行安裝Bioperl 1.4 Tutorial即可。

NCBI WWWBlast內之blast軟體為CGI(Common Gateway Interface) 程式。CGI中文翻譯為『共通閘道介面』，它是一種標準介面程式，能讓你的網頁跟server溝通，達到跟使用者互動的效果。透過CGI 程式，當使用者連結到一個CGI物件時，其取回的文件並非是一份靜態資料，而是一個藉由程式動態產生的HTML資料。WWWBlast透過CGI來執行blast，故需啟用Apache伺服器的CGI功能，才能支援CGI程式。本研究系統架構圖如圖3-3。



圖 3-3 GMO Blast Database 系統架構圖 
(四)測試資料庫
為了確保最後系統平台能正常運作，我們使用Winblast進行單一基因序列的Blast資料庫建置與測試，詳細的方法與流程請見下一節。測試成功後，再將資料庫匯入本研究所建立的GMO Blast Database，以完成全部系統平台建置。最後再使用實驗室序列進行比對，並分析比對後的結果。
第三節 資料庫建立與測試-以PRSV CP 為例 
(一) 取得序列

首先，在PRSV_CP_ID.txt內鍵入搜尋字串。由於搜尋目標是PRSV(木瓜輪點病毒)與CP(鞘蛋白)的交集，故鍵入字串「PRSV AND CP[GENE]」。

接下來只需要執行find_AN.pl與get_GM_Seq.pl即可。執行find_AN.pl將PRSV_CP_ID.txt內檢索字串送至NCBI Entrez，搜尋到的accession number全部自動寫入PRSV_CP_AN.list；執行get_GM_Seq.pl將PRSV_CP_AN.list內的accession number送至NCBI Genbank取得序列，所有序列存入PRSV_CP.fasta。PRSV_CP_AN.list內獲得149條accession number，PRSV_CP.fasta有149條fasta格式的序列。

(二) 格式化資料庫

先從NCBI下載Blast程式，把blast-2.2.9-ia32-win32.exe 解開後，所使用到的執行檔有兩個：formatdb.exe 和blastall.exe。

formatbd.exe將PRSV_CP.fasta轉換成BLAST所需的資料庫格式；blastall.exe是比對序列的工具。formatdb參數表位於doc目錄下的formatdb.html檔中，本研究使用的參數如表3-2，進行格式化資料庫的操作指令為「formatdb -i PRSV_CP.fasta -p F -o F」其中，-i 是指定資料庫序列檔案的名稱位置，-p是描述轉換的資料庫，此處是核酸資料庫參數為F，-o則是分析選項，可選擇是否做目錄清單與NCBI連結。結果將會產生以下檔案 :
(1) PRSV_CP.fasta.nhr (2) PRSV_CP.fasta.nin (3) PRSV_CP.fasta.nsq
表3-2 formatdb常用參數

	參 數
	說 明

	-i
	指定轉換檔案的名稱位置

	-p
	轉換檔案的類型：
T代表protein，F代表nucleotide。

使用方法為「-p T/F」，預設操作為T。

	-o
	分析選項：

          T - True: 分析SeqId且產生索引
          F - False: 不分析SeqId且不產生索引
使用方法為「-o T/F」，預設操作為F。


(三)以Winblast測試資料庫


將格式化完成的資料庫檔案，交由Winblast進行測試，已確定資料庫是否能運作。步驟如下：

1.設定新資料庫

執行WinBLAST.exe，點選Database旁的路徑，選擇Add(新增)為新增的Blast Database設定名稱，指定資料庫Fasta檔案路徑，在此為PRSV_CP.fasta，最後點選OK，新增資料庫即完成連結。接下來資料庫比對的第一個步驟即是開啟剛新增的資料庫(圖3-4)。
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圖3-4 Winblast設定Blast Database的步驟
說明：(1) 點選Database旁的路徑

(2) 點選Add，新增資料庫

(3) 鍵入新增的Blast Database名稱

(4) 指定資料庫Fasta檔案路徑

(5) 點選OK，完成新增設定

(6) 點選Open，開啟剛新增的資料庫
2.進行測試比對


接下來選擇單條序列進行比對，可直接將序列貼在Sequence欄，或選擇由File選項開啟，檔案必須是fasta格式檔。
本次比對的目的是測試資料庫是否能成功運作，故為了作業方便我們選擇PRSV_CP.fasta來源檔內之一序列作為測試。點選File開啟PRSV_CP.fasta時，會出現PRSV_CP.fasta內所有序列名稱，滑鼠移動至序列名稱時會出現該條序列內所有核酸，選擇第一條DQ500117，該序列所有核酸即匯入Sequence欄，等待進行比對測試。
Program Parameter(程式參數設定)可設定E值與輸出模式，我們選擇預設值並將Html打勾，將結果輸出為Html格式，最後點選BLAST!完成比對(圖3-5)。
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圖3-5 Winblast內Blast參數設定
說明:
E值、Alignments筆數、Alignment Views採
預設值不更動。
(1)勾選Html(網頁格式)輸出

(2)點選BLAST!送出比對
3.檢視比對結果

BLAST的結果顯示，送出比對的序列(Query)756字元，資料庫(Database)有149條序列，共131,033字元。比對結果資料庫內Score得分最高且E值為0的序列為DQ500117，與送出比對的序列(DQ500117)為同一條，符合預期，資料庫測試成功(如圖3-6)。
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圖 3-6  DQ500117測試PRSV CP Blast資料庫結果

說明:比對結果資料庫內Score得分最高且E值為0的序列為DQ500117與送出比對序列為為同一條(DQ500117)

點選Score的分數(1499分)，可檢視雙序列筆對細目結果，包含序列名稱，Identities與顯示一對一核苷酸比對結果(圖3-7)。
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圖 3-7  DQ500117比對結果細目

說明:點選得分最高的序列之連結畫面，包含詳細的序列名稱，序列
 
 長度(Length)、得分(Score)，期望值(Expect)、相同處(Identities)
第四章、結果

第一節 序列蒐集結果

序列擷取日期為2007年4月，所有基因搜尋使用的字串如下：

(1) aad：使用字串為Aad[Title] AND Aad[gene]，Aad[gene]搜尋結果含有許多全基因體(complete genome)與全染色體序列(complete chromosome sequence)資料，故增加限定詞[Title]，結果為9條序列。

(2) acc：使用字串為ACC[Title] AND ACC [gene]，搜尋結果為33條序列。

(3) accase：使用字串為ACCase[Title] AND ACCase[gene]，搜尋結果為61條序列。
(4) accd：使用字串為ACCd[Title] AND ACCd [gene]，搜尋結果為681條序列。
(5) als：使用字串為ALS[Title] AND ALS [gene]，搜尋結果為87條序列。
(6) aph4(hpt)：使用字串為Hpt[Title] AND Hpt[gene]，aph4 [gene]搜尋結果為無此基因，改用一般較廣泛的名稱Hpt，Hpt [gene]搜尋結果含有許多全基因體(complete genome)與全染色體序列(complete chromosome sequence)資料，故增加限定詞[Title]，搜尋結果為22條序列。
(7) barnase：使用字串為Barnase[gene]，搜尋結果為2條序列。

(8) barstar：使用字串為Barstar[gene]，搜尋結果為1條序列。
(9) bla：使用字串為Bla[Title] AND Bla[gene]，搜尋結果為114條序列。
(10) dhdps：使用字串為DHDPS[Title] AND DHDPS[gene]，搜尋結果為4條序列。
(11) PRSV CP：使用字串為 PRSV AND CP[gene]，搜尋目標為PRSV(Papaya ringspot potyvirus)之CP(Coat protein)，搜尋結果為149條序列。
(12) CMV CP：使用字串為CMV AND CP[gene]，搜尋目標為CMV

(Cucumber mosaic virus)之CP(Coat protein)，搜尋結果為244條序列。
(13) ZYMV CP：使用字串為ZYMV AND CP[gene]，搜尋目標為ZYMV(Zucchini yellow mosaic virus)之CP(Coat protein)，搜尋結果為11條序列。

(14) WMV2 CP：使用字串為WMV2 AND CP[gene]，搜尋目標為WMV2 (Watermelon mosaic virus 2)之CP(Coat protein)，搜尋結果為2條序列。

(15) PVY CP：使用字串為PVY AND CP[gene]，搜尋目標為PVY (Potato potyvirus Y strain O)之CP(Coat protein)，搜尋結果為142條序列。
(16) cry1Ab：使用字串為cry1Ab[gene]，搜尋結果為7條序列。
(17) cry1Ac：使用字串為cry1Ac[gene]，搜尋結果為11條序列。
(18) cry1F：使用字串為cry1F[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
(19) cry2Ab：使用字串為cry2Ab[gene]，搜尋結果為5條序列。
(20) cry34Ab1：使用字串為cry34Ab1[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
(21) cry35Ab1：使用字串為cry35Ab1[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
 (22) cry3A：使用字串為cry3A[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
 (23) cry3Bb1：使用字串為cry3Bb1[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
 (24) cry9c：使用字串為cry9c[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
(25) dam：使用字串為Dam[Title] AND Dam[gene]，搜尋結果為16條序列。
(26) dfr：使用字串為DFR[Title] AND DFR[gene]，搜尋結果為188條序列。
(27) epsps：使用字串為EPSPS[gene]，搜尋結果為21條序列。
(28) fad2：使用字串為fad2[Title] AND fad2[gene]，搜尋結果為80條序列。
(29) hfl：使用字串為F3'5'H[gene]，hfl [gene]搜尋結果為無此基因，改用其酵素基因名稱F3’,5’H (Hpt Flavonoid 3’,5’-hydroxylase)，搜尋結果為2條序列。
(30) gmfad2-1：使用字串為"Glycine max" AND Fad2-1[gene]，為Glycine max大豆品系的fad2-1基因，搜尋結果為2條序列。
(31) gox：使用字串為Gox[Title] AND Gox[gene]，搜尋結果為8條序列。
(32) gus：使用字串為Gus[gene]，搜尋結果為30條序列。
(33) hel：使用字串為helicase [title]AND hel[gene]，搜尋結果為78條序列。
(34) mcry3A：使用字串為mcry3A[gene]，取消全部限定詞，搜尋結果仍為0條序列。
(35) nitrilase：使用字串為Nitrilase[Title] AND Nitrilase[gene]，搜尋結果為1條序列。
(36) nos：使用字串為Nos[Title] AND Nos[gene]，搜尋結果為81條序列。
(37) neo(nptⅡ)：使用字串為neomycin AND NPTII[gene]，搜尋目標限定為neomycin 抗生素與其簡稱NPTⅡ，搜尋結果為128條序列。
(38) pat：使用字串為PAT[Title] AND PAT[gene]，搜尋結果為71條序列。
(39) pg：使用字串為PG[gene]，搜尋結果為32條序列。
(40) pinⅡ：使用字串為pin-II2x[gene]，pin-II[gene]查無資料，改用全名proteinase inhibitor 2 protein(Pin-II2x)gene查詢，搜尋結果為2條序列。
(41) pmi：使用字串為pmi[Title] AND pmi[gene] ，搜尋結果為11條序列。
(42) qtpase：qtpase[gene] 查無資料，改用其酵素QPT，使用字串為QPT[gene]，搜尋結果為6條序列。
(43) rep：使用字串為replicase[title] AND Rep[gene]，搜尋目標限定為replicase(RNA複製酶)與其簡稱Rep，搜尋結果為44條序列。
(44) samase：使用字串為SAM[gene]，搜尋結果為15條序列。
(45) spc：使用字串為spectinomycin AND Spc[gene]，搜尋目標限定為spectinomycin抗生素與其簡稱Spc，搜尋結果為18條序列。
(46) bay te：使用字串為thioesterase AND te[gene]，搜尋目標限定為Thioesterase基因與其簡稱te，搜尋結果為1條序列。
(47) vip3A：使用字串為vip3A[gene]，搜尋結果為23條序列。
(48) 35S：使用字串為CaMv AND 35s[gene]，為CaMv
(Cauliflower mosaic virus)的35S基因，搜尋結果為4條序列。
本研究使用Perl程式對NCBI送出字串，為避免Perl對字串解譯錯誤，故在特殊符號前，如雙引號(" ")、中括號([])等，加上具轉譯作用的倒斜線"\"，讓Perl略過倒斜線之後一個字元不去解譯它。全部基因檢索字串如表4-1，共得到2447條accession number，基因總數48個，41個有序列資料的基因。其中cry1F、cry34Ab1、cry35Ab1、cry3A、cry3Bb1、cry9c、mcry3A皆為抗蟲基因，使用[GENE]限定檢索，查無資料，取消限定檢索改用NCBI廣義的全文搜尋，仍然無相關資料。全部序列以fasta格式儲存在gmo.fasta。利用formatdb.exe程式將gmo.fasta格式化，GMO Blast Database即建置完成。

本研究資料庫檔案如下：

(1) gmo.fasta (119,448KB)

(2) gmo.fasta.nhr(460KB)
(3) gmo.fasta.nin(29KB)
(4) gmo.fasta.nsq(29,166KB)

表4-1基因檢索字串總表與取回筆數(Updated 2007/5/05)

	編號
	Gene code
	檢索字串
	搜尋筆數

	1
	aad
	Aad\[Title\] AND Aad\[gene\]
	9

	2
	acc
	ACC\[Title\] AND ACC \[gene\]
	33

	3
	accase
	ACCase\[Title\] AND ACCase\[gene\]
	61

	4
	accd
	ACCd\[Title\] AND ACCd \[gene\]
	681

	5
	als
	Als\[Title\] AND Als \[gene\]
	87

	6
	aph4(hpt)
	Hpt\[Title\] AND Hpt\[gene\]
	22

	7
	barnase
	Barnase\[gene\]
	2

	8
	barstar
	Barstar\[gene\]
	1

	9
	bla
	Bla\[Title\] AND Bla\[gene\]
	114

	10
	dhdps
	DHDPS\[Title\] AND DHDPS\[gene\]
	4

	11
	PRSV CP
	PRSV AND CP\[gene\]
	149

	12
	CMV CP
	CMV AND CP\[gene\]
	244

	13
	ZYMV CP
	ZYMV AND CP\[gene\]
	11

	14
	WMV2 CP
	WMV 2 AND CP\[gene\]
	2

	15
	PVY CP
	PVY AND CP\[gene\]
	142

	16
	cry1Ab
	cry1Ab\[gene\]
	7

	17
	cry1Ac
	cry1Ac\[gene\]
	11

	18
	cry1F
	cry1F\[gene\]
	0

	19
	cry2Ab
	cry2Ab\[gene\]
	5

	20
	cry34Ab1
	cry34Ab1\[gene\]
	0

	21
	cry35Ab1
	cry35Ab1\[gene\]
	0

	22
	cry3A
	cry3A\[gene\]
	0

	23
	cry3Bb1
	cry3Bb1\[gene\]
	0

	24
	cry9c
	cry9c\[gene\]
	0

	25
	dam
	Dam\[Title\] AND Dam\[gene\]
	16

	26
	dfr
	DFR\[Title\] AND DFR\[gene\]
	188

	27
	epsps
	EPSPS\[gene\]
	21

	28
	fad2
	fad2\[Title\] AND fad2\[gene\]
	80

	29
	hfl
	F3'5'H\[gene\]
	2

	30
	gmfad2-1
	\"Glycine max\" AND Fad2-1\[gene\]
	2

	31
	gox
	Gox\[Title\] AND Gox\[gene\]
	8

	32
	gus
	Gus\[gene\]
	30

	33
	hel
	helicase [title]AND Hel[gene]
	78

	34
	mcry3A
	mcry3A[gene]
	0

	35
	nitrilase
	Nitrilase\[Title\] AND Nitrilase\[gene\]
	1

	36
	nos
	Nos\[Title\] AND Nos\[gene\]
	81

	37
	neo(npt II)
	neomycin AND NPTII\[gene\]
	128

	38
	pat
	PAT\[Title\] AND PAT\[gene\]
	71

	39
	pg
	PG[gene]
	32

	40
	pin II
	pin-II2x[gene]
	2

	41
	pmi
	pmi\[Title\] AND pmi\[gene\]
	11

	42
	qtpase
	QPT[gene]
	6

	43
	rep
	replicase [title]AND Rep[gene]
	44

	44
	SAMase
	SAM[gene]
	15

	45
	spc
	spectinomycin AND Spc\[gene\]
	18

	46
	bay te
	thioesterase AND te\[gene\]
	1

	47
	vip3A
	vip3A\[gene\]

	23

	48
	35S
	CaMv AND 35s\[gene\]
	4

	
	總計
	
	2447


第二節 建立GMO Blast Database系統平台

完成GMO Blast Database之建置後，加入NCBI WWWBlast介面與B2D Server Linux平台，即可建置GMO Blast Database系統平台。
(一)將GMO Blast Database匯入系統平台

(1)先將檔案gmo.fasta、gmo.fasta.nhr、gmo.fasta.nin、gmo.fasta.nsq放入系統的db目錄下，為了區別資料庫縮短名稱將gmo.fasta皆縮短為GM_DB，成為GM_DB、GM_DB.nhr、GM_DB.nin、GM_DB.nsq。

(2) 於資料庫連結設定檔blast.rc新增核酸資料庫GM_ DB，該檔第28行起新增tblastn GM_ DB、tblastx GM_ DB、blastn GM_ DB。

(3)修改目錄下所有的blast.html，blast.html、blast_cs.html、megablast.html、megablast_cs.html、psiblast.html、psiblast_cs.html、rpsblast.html、rpsblast_cs.html、wblast2.html、wblast2_cs.html共五組十個檔案。所有的blast.html原始檔中，在選單區<option>下，新增「<option VALUE = "GMO_ DB "> GMO_ DB」，此目的在於將所有的html查詢畫面的資料庫選單皆增加新增的GMO_ DB資料庫，如此即完成資料庫匯入。

(二)GMO Blast Database系統首頁
本平台B2D Server Linux架設於一般個人電腦，區域網路部份，使用具有動態主機設定協定(Dynamic Host Configuration Protocol，DHCP)功能的集線器(HUB)一部。本機使用時，網址為127.0.0.1，
系統首頁如圖4-1。[image: image8.png]2 GMO Blast Database - Microsoft Internet Explorer.
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圖 4-1 GMO Blast Database系統首頁

首頁由Regular BLAST、PSI/PHI BLAST、Mega BLAST、RPS BLAST、BLAST 2 sequences五組程式所組成，每組並包含有無支援主從式架構(client-server)模式，共計10種查詢類別。有無主從式架構(client-server)的差異在於是否要連接回NCBI的gi查詢碼，本研究以一般最常使用的Regular BLAST without client-server support作為主要應用說明。

(三) Regular BLAST without client-server support之應用
點選「Regular BLAST without client-server support」連結後，進入Regular BLAST主要查詢畫面，擇一比對程式(blastn、blastp、blastx、tblastn、tblastx五支程式)與資料庫，資料庫欄位可點選下拉，選擇GM_DB，test_na_db與test_aa_db分別為預設測試用的核酸與蛋白質資料庫。
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圖 4-2 Regular BLAST查詢畫面
說明： (1)資料輸入區：貼上或指定序列檔案位置與選擇比對資料

(2)參數設定區：設定Blast參數(通常使用預設值)

(3)輸出設定區：設定Blast輸出模式
1.資料輸入

輸入框中可輸入欲比對的序列，建議輸入FASTA格式的序列檔，若輸入無說明標頭(非FASTA)格式的序列，不影響比對結果，但比對結果畫面中Query(查詢列)則出現空白，沒有該序列的名稱。另一種輸入方式為送出檔案查詢，可點選[image: image10.png]


指定所欲比對序列的本機檔案位置。如果只想拿欲比對序列的某一段核酸比對，則可在[image: image11.png]Set subsequence: From

To




空格內填入起始與終止核苷酸的位置。以輸入框中貼上PRSV CP測試序列為例作說明。
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圖4-3 Regular BLAST資料輸入區

2.Blast結果畫面


比對結果畫面由內容與橫線可區分如下(圖4-4)：
(1)系統與序列資訊區

包含所使用的Blast程式版本、來源文獻、資料庫與查詢序列。

本平台使用Blast 2.2.16版，2007/3/25更新。程式參考文獻為Altschul等人於1997年提出的Blast修正版(Altschul et al.，1997)。此版因為揚棄了必順同時找好幾個高分配對的舊版方法，使得資料庫搜尋的速度大為提升，較原始版本要快上2倍，同時也對針對精準程度做了很大的改進。


GMO_DB共有2447 條序列， 119,436,868個字元。查詢(Query)序列為1070個字元，由於查詢序列非Fasta格式，故無顯示序列名稱。

(2)圖形顯示區


分數由黑(<40)、藍(40-50)、綠(50-80)、粉紅(80-200)、紅(>200)組成區間。滑鼠移至代表序列的色線，上方空格內會出現該條序列的編號、名稱、得分(S)、與期望值(E)，若加以點選，則會連結至該條序列的比對詳細資料。

(3)文字比對結果區

此區詳盡的呈現序列具有意義(significant)的比對結果，分為得分(Score)與期望值(E Value)的排名，與Alignment結果的呈現方式。
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圖 4-4 GMO Blast Database系統之比對結果畫面

說明： (1)系統與序列資訊區：包含所使用的Blast程式版本、
來源文獻、資料庫與查詢序列。
(2)圖形顯示區：移動滑鼠點選代表序列的色線可在資訊框

中呈現序列的編號、名稱、得分(S)、與期望值(E)。 

(3)文字比對結果區：詳盡的呈現具有意義(significant)的
比對，如：序列長度、雙序列間單一核苷酸的配對等。

第三節 序列實測
以下均採Blast預設值比對結果，分為圖形結果顯示與文字比對結果。為了分析上的便利，將比對結果以Hit Table的方式呈現，並轉至成表格。
1. PRSV CP (Papaya ringspot potyvirus Coat protein)的比對結果
(1) 圖形結果顯示
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圖 4-5 PRSV CP之Blast圖形結果顯示頁面

說明：資料庫中共有83個Blast Hits，滑鼠移至其上，資訊窗(紅色橢圓內)即出現該序列的資訊。包含編號、序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，第一條即是S最高E值最小的序列。
(2) 文字比對結果


為了版面說明，僅擷取前十條的比對結果(圖4-6)。
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圖 4-6 PRSV CP之Blast文字比對結果頁面

說明：詳盡的呈現具有意義(significant)的比對結果，包含序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，並由大至小依序排列。滑鼠點選某序列得分(S)可超連結至該序列(Sbjct)與查詢(Query)序列間，雙序列起始核苷酸逐一比對的結果。由圖可發現X97251與查詢序列間共有975個核苷酸相同，一致性100%。
(2) Hit Table顯示


為了版面說明，僅擷取前20條比對的結果(表4-2)。

表 4-2 PRSV CP 之Blast結果-以Hit Table表格顯示
	編號
	Subject id
	identity% 
	alignment length
	mismatches
	gap openings
	 q. start
	q. end
	s. start
	 s. end
	e-
value
	bit score

	1
	gi|1771470|emb|X97251|
	100
	975
	0
	0
	96
	1070
	9352
	10326
	0
	1933

	2
	gi|575956|emb| X78557|
	100
	975
	0
	0
	96
	1070
	1986
	2960
	0
	1933

	3
	gi|90308922|gb|DQ419573|
	95.08
	976
	46
	1
	97
	1070
	88
	1063
	0
	1548

	4
	gi|12744693|gb|AF319499|
	92.95
	965
	68
	0
	106
	1070
	100
	1064
	0
	1374

	5
	gi|23305595|gb|AF506841|
	96.08
	766
	30
	0
	99
	864
	81
	846
	0
	1281

	6
	gi|12744689|gb|AF319497|
	91.71
	965
	80
	0
	106
	1070
	100
	1064
	0
	1279

	7
	gi|23305629|gb|AF506858|
	95.96
	768
	31
	0
	97
	864
	73
	840
	0
	1277

	8
	gi|12744699|gb|AF319502|
	91.61
	965
	81
	0
	106
	1070
	94
	1058
	0
	1271

	9
	gi|23305601|gb|AF506844|
	95.83
	768
	32
	0
	97
	864
	79
	846
	0
	1269

	10
	gi|23305605|gb|AF506846|
	95.83
	768
	32
	0
	97
	864
	79
	846
	0
	1269

	11
	gi|12744671|gb|AF319488|
	91.5
	965
	82
	0
	106
	1070
	100
	1064
	0
	1263

	12
	gi|12744675|gb|AF319490|
	91.5
	965
	82
	0
	106
	1070
	100
	1064
	0
	1263

	13
	gi|23305597|gb|AF506842|
	95.71
	769
	33
	0
	96
	864
	78
	846
	0
	1263

	14
	gi|23305631|gb|AF506859|
	95.7
	767
	33
	0
	98
	864
	71
	837
	0
	1259

	15
	gi|23305633|gb|AF506860|
	95.7
	767
	33
	0
	98
	864
	71
	837
	0
	1259

	16
	gi|23305635|gb|AF506861|
	95.7
	767
	33
	0
	98
	864
	71
	837
	0
	1259

	17
	gi|23305609|gb|AF506848|
	95.57
	768
	34
	0
	97
	864
	79
	846
	0
	1253

	18
	gi|23305613|gb|AF506850|
	95.57
	768
	34
	0
	97
	864
	79
	846
	0
	1253

	19
	gi|23305719|gb|AF506903|
	95.57
	768
	34
	0
	97
	864
	79
	846
	0
	1253

	20
	gi|23305623|gb|AF506855|
	95.44
	767
	35
	0
	96
	862
	72
	838
	0
	1243


說明:

將結果以Hit Table方式輸出，並轉至成表格。項目包含Subject id、identity%、alignment length、mismatches、gap openings、q.(Query) start、q.(Query)end、s.(Subject)start、s.(Subject)end、e-value、bit score。由此表可查知查詢序列與X97251及X78557，完全相同，且可以很容易的找到相同段序列的起點(start)與終點(end)的位置。X97251與X78557經NCBI查詢結果，皆為PRSV 台灣YK株系，X78557核酸區段1831-2751為coat protein與本查詢序列一致區(1986-2960)接近。
2. 35S Promoter的比對結果
 (1) 圖形結果顯示
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圖 4-7 35S Promoter之Blast圖形結果顯示頁面

說明：資料庫中共有148個Blast Hits，且全部為完整紅線，一致性程度相當高。
(2) 文字比對結果


為了版面說明，僅擷取前20條的比對結果(圖4-8)。
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圖 4-8 35S Promoter之Blast文字比對結果頁面

說明：詳盡的呈現具有意義(significant)的比對結果，包含序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，並由大至小依序排列。由圖可發現前20條序列的一致性均100%，且全部為一般基因選殖所用的Ti二元體(Binary vector)。
(2) Hit Table顯示


為了版面說明，僅擷取比對的前20條結果(表4-3)。

表 4-3 35S Promoter 之Blast結果-以Hit Table表格顯示

	編號
	Subject id
	identity%
	alignment length
	mismatches
	gap openings
	q. start
	q. end,
	s. start
	s. end
	e-
value
	bit score

	1
	gi|19569229|gb|AF485783|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	2
	gi|38327505|gb|AY456412|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	3
	gi|122703313|dbj|AB289765|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	4
	gi|122703336|dbj|AB289769|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	5
	gi|122703346|dbj|AB289771|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	6
	gi|122703351|dbj|AB289772|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	7
	gi|122703361|dbj|AB289774|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	8
	gi|122703366|dbj|AB289775|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	9
	gi|122703376|dbj|AB289777|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	10
	gi|122703381|dbj|AB289778|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	11
	gi|122703391|dbj|AB289780|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	12
	gi|122703396|dbj|AB289781|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	13
	gi|122703406|dbj|AB289783|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	14
	gi|122703411|dbj|AB289784|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	15
	gi|122703421|dbj|AB289786|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	16
	gi|122703426|dbj|AB289787|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	17
	gi|122703436|dbj|AB289789|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	18
	gi|122703441|dbj|AB289790|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	19
	gi|122703451|dbj|AB289792|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655

	20
	gi|122703467|dbj|AB289795|
	100
	835
	0
	0
	1
	835
	4974
	5808
	0
	1655


說明:

將結果以Hit Table方式輸出，並轉至成表格。項目包含Subject id、identity%、alignment length、mismatches、gap openings、q.(Query) start、q.(Query)end、s.(Subject)start、s.(Subject)end、e-value、bit score。由此表可查知，序列相似區全部一致，經NCBI查詢結果顯示該區段基因為35S Promoter。
3. GUS (β-glucuronidase)
(1) 圖形結果顯示
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圖 4-9 GUS之Blast圖形結果顯示頁面

說明：資料庫中共有41個Blast Hits，前20條大致為完整紅線，一致性程度高，後10條差異性較大。
(2) 文字比對結果


全部共30條比對結果(圖4-10)。
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圖 4-10 GUS之Blast文字比對結果頁面

說明：詳盡的呈現具有意義(significant)的比對結果，包含序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，並由大至小依序排列。由圖可發現前20條序列的期望值均100%，主要以載體(vector)為主，第21條起得分(S)過低，期望值(E)也高，誤差較大。
(2) Hit Table顯示


為了版面說明，僅擷取比對的前20條結果(表4-4)。

表 4-4 GUS之Blast結果-以Hit Table表格顯示

	編號
	Subject id
	identity% 
	alignment length
	mismatches
	gap openings
	 q. start
	q. end,
	s. start
	 s. end
	e-value
	bit score

	1
	gi|19569229|gb|AF485783|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	5833
	7644
	0
	3592

	2
	gi|55418080|gb|AY781296|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	5746
	7557
	0
	3592

	3
	gi|38327505|gb|AY456412|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	5833
	7644
	0
	3592

	4
	gi|122703318|dbj|AB289766|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	6721
	8532
	0
	3592

	5
	gi|122703492|dbj|AB289800|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	6721
	8532
	0
	3592

	6
	gi|55418080|gb|AY781296|
	100
	1812
	0
	0
	1
	1812
	5746
	7557
	0
	3592

	7
	gi|23392741|emb|AJ414112|
	99.94
	1812
	1
	0
	1
	1812
	1282
	3093
	0
	3584

	8
	gi|67089186|gb|DQ062658|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	4753
	6554
	0
	3572

	9
	gi|67867072|gb|DQ071887|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	5106
	6907
	0
	3572

	10
	gi|57634578|gb|AY860533|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	4157
	5958
	0
	3572

	11
	gi|67089186|gb|DQ062658|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	4753
	6554
	0
	3572

	12
	gi|67867072|gb|DQ071887|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	5106
	6907
	0
	3572

	13
	gi|57634578|gb|AY860533|
	100
	1802
	0
	0
	11
	1812
	4157
	5958
	0
	3572

	14
	gi|89475510|gb|DQ408591|
	99.89
	1808
	2
	0
	5
	1812
	2868
	4675
	0
	3568

	15
	gi|126149146|dbj|AB294454|
	100
	1800
	0
	0
	13
	1812
	2065
	3864
	0
	3568

	16
	gi|29568874|gb|AY178048|
	100
	1800
	0
	0
	13
	1812
	11400
	9601
	0
	3568

	17
	gi|29568874|gb|AY178048|
	99.44
	1794
	10
	0
	19
	1812
	14281
	16074
	0
	3477

	18
	gi|29568877|gb|AY178049|
	100
	1800
	0
	0
	13
	1812
	11248
	9449
	0
	3568

	19
	gi|29568877|gb|AY178049|
	99.44
	1794
	10
	0
	19
	1812
	14129
	15922
	0
	3477

	20
	gi|14594806|emb|AJ298139|
	99.94
	1794
	1
	0
	19
	1812
	92
	1885
	0
	3548


說明:

將結果以Hit Table方式輸出，並轉至成表格。由此表可查知，本查尋(Query)序列為1812bp，序列一致的區段長度可分為1812、1802、1808、1800、1794，共5組。經NCBI查詢結果顯示該區段基因是GUS。
4. NPTII (neomycin phosphotransferase II)

(1) 圖形結果顯示
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圖 4-11 NPTII之Blast圖形結果顯示頁面

說明：資料庫中共有100個Blast Hits，且全部為完整紅線，一致性程度相當高。
(2) 文字比對結果


為了版面說明，僅擷取前20條的比對結果(圖4-12)。
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圖 4-12 NPTII之Blast文字比對結果頁面

說明：詳盡的呈現具有意義(significant)的比對結果，包含序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，並由大至小依序排列。由圖可發現前20條序列的一致性均100%，且全部為一般基因選殖所用的Ti二元體(Binary vector)。
(2) Hit Table顯示


為了版面說明，僅擷取比對的前20條結果(表4-5)。

表 4-5 NPTII 之Blast結果-以Hit Table表格顯示
	編號
	Subject id
	identity%
	alignment length
	mismatches
	gap openings
	q. start
	q. end,
	s. start
	s. end
	e-value
	bit score

	1
	gi|19569229|gb|AF485783|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	2
	gi|55418080|gb|AY781296|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	318
	1112
	0
	1576

	3
	gi|38327505|gb|AY456412|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	4
	gi|122703308|dbj|AB289764|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	5
	gi|122703313|dbj|AB289765|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	6
	gi|122703318|dbj|AB289766|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	7
	gi|122703324|dbj|AB289767|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	8
	gi|122703336|dbj|AB289769|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	9
	gi|122703341|dbj|AB289770|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	10
	gi|122703346|dbj|AB289771|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	11
	gi|122703351|dbj|AB289772|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	12
	gi|122703356|dbj|AB289773|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	13
	gi|122703361|dbj|AB289774|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	14
	gi|122703366|dbj|AB289775|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	15
	gi|122703371|dbj|AB289776|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	16
	gi|122703376|dbj|AB289777|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	17
	gi|122703381|dbj|AB289778|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	18
	gi|122703386|dbj|AB289779|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	19
	gi|122703391|dbj|AB289780|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576

	20
	gi|122703396|dbj|AB289781|
	100
	795
	0
	0
	1
	795
	2838
	3632
	0
	1576


說明:

將結果以Hit Table方式輸出，並轉至成表格。項目包含Subject id、identity%、alignment length、mismatches、gap openings、q.(Query) start、q.(Query)end、s.(Subject)start、s.(Subject)end、e-value、bit score。由此表可查知，序列相似區全部一致，經NCBI查詢結果顯示該區段基因為nptII。
5. NOS (nopaline synthase)
(1) 圖形結果顯示
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圖 4-13 NOS之Blast圖形結果顯示頁面

說明：資料庫中共有高達230個Blast Hits，一致性程度相當高。
(2) 文字比對結果


為了版面說明，僅擷取前20條的比對結果(圖4-8)。
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圖 4-14 NOS之Blast文字比對結果頁面

說明：詳盡的呈現具有意義(significant)的比對結果，包含序列名稱、得分(S)、與期望值(E)，並由大至小依序排列。由圖可發現前20條序列的一致性均100%，且全部為一般基因選殖所用的Ti二元體(Binary vector)，但因查詢(Query)序列長度短，影響E值(期望值)。
(2) Hit Table顯示


為了版面說明，僅擷取比對的前20條結果(表 4-6)。

表 4-6 NOS 之Blast結果-以Hit Table表格顯示
	編號
	Subject id
	identity%
	alignment length
	mismatches
	gap openings
	q. start
	q. end,
	s. start
	s. end
	e-value
	bit score

	1
	gi|19569229|gb|AF485783|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7711
	7970
	1.00E-145
	515

	2
	gi|67089186|gb|DQ062658|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6621
	6880
	1.00E-145
	515

	3
	gi|67867067|gb|DQ071886|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	5882
	6141
	1.00E-145
	515

	4
	gi|67867072|gb|DQ071887|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6974
	7233
	1.00E-145
	515

	5
	gi|57634578|gb|AY860533|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6025
	6284
	1.00E-145
	515

	6
	gi|57634588|gb|AY860535|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	4933
	5192
	1.00E-145
	515

	7
	gi|122703308|dbj|AB289764|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6709
	6968
	1.00E-145
	515

	8
	gi|122703313|dbj|AB289765|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7560
	7819
	1.00E-145
	515

	9
	gi|122703318|dbj|AB289766|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	8599
	8858
	1.00E-145
	515

	10
	gi|122703324|dbj|AB289767|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7426
	7685
	1.00E-145
	515

	11
	gi|122703336|dbj|AB289769|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	8282
	8541
	1.00E-145
	515

	12
	gi|122703341|dbj|AB289770|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6722
	6981
	1.00E-145
	515

	13
	gi|122703346|dbj|AB289771|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7578
	7837
	1.00E-145
	515

	14
	gi|122703351|dbj|AB289772|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7580
	7839
	1.00E-145
	515

	15
	gi|122703356|dbj|AB289773|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6728
	6987
	1.00E-145
	515

	16
	gi|122703361|dbj|AB289774|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7584
	7843
	1.00E-145
	515

	17
	gi|122703366|dbj|AB289775|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7586
	7845
	1.00E-145
	515

	18
	gi|122703371|dbj|AB289776|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	6824
	7083
	1.00E-145
	515

	19
	gi|122703376|dbj|AB289777|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7680
	7939
	1.00E-145
	515

	20
	gi|122703381|dbj|AB289778|
	100
	260
	0
	0
	1
	260
	7682
	7941
	1.00E-145
	515


說明:

將結果以Hit Table方式輸出，並轉至成表格。項目包含Subject id、identity%、alignment length、mismatches、gap openings、q.(Query) start、q.(Query)end、s.(Subject)start、s.(Subject)end、e-value、bit score。由此表可查知，序列相似區全部一致，經NCBI查詢結果顯示該區段基因為NOS Promoter。
第五章、討論
第一節 NCBI Entrez之檢索技巧
NCBI整合性搜尋系統Entrez進行核酸資料庫檢索時，直接在檢索欄位 (Search Field)鍵入欲搜尋基因名稱，大小寫並無差異，以gus(β-glucuronidase)基因為例，結果如圖5-1。
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圖5-1 NCBI全文檢索gus(β-glucuronidase)基因

說明:使用一般全文檢索，查詢GUS可得到4228條序列
仔細檢查搜尋結果，可發現有些非目標序列亦在搜尋結果之內，須再次加以過濾，以第二條序列NM_202701為例，如圖5-2，該序列全長1580bp，基因名稱為「WRI1」並非我們所要的gus，若使用此全文檢索方式搜尋，結果會夾雜許多非目標基因名稱的序列。為了進行有效率的搜尋，需利用Entrez的限定搜尋功能，常用檢索限定詞如表5-1。
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圖5-2 非目標序列 NM_202701
說明: GUS檢索結果中，NM_202701的序列為WRI1基因，

非檢索目標找尋的GUS基因。
表5-1  Entrez常用檢索限定詞

	索引標籤
	說 明
	檢索限定詞

	All Fields
	包含所有搜尋欄位
	[ALL] or [ALL FIELDS]

	Accession
	序列登錄碼
	[ACCN] or [ACCESSION]

	Gene Name
	基因名稱
	[GENE]

	Keyword
	關鍵字
	[KYWD] or [KEYWORD]

	Properties
	屬性
	[PROP]

	Organism
	物種名稱
	[ORGN] or [ORGANISM]

	Title
	每筆資料的標題說明行
	[Title]


將gus限定為基因名稱搜尋(即[GENE]限定詞)，結果如圖5-3，可獲得30條序列，序列數量減少且結果較未限定搜尋的結果精確。最後，將序列輸出為FASTA格式，以建立GMO Blast Database。
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圖5-3 使用限定詞檢索gus基因
說明:使用GUS[GENE]為檢索字串，搜尋結果僅30條序列
NCBI Entrez支援布林邏輯，如一般常用的交集(AND)、聯集(OR)、差集(NOT)，使用這些邏輯運算子時需使用大寫以作辨識，使用布林邏輯可將多個限定詞組合，提高搜尋結果的品質。為了能獲得更精準且符合需求的結果，避免包含過多全基因體(complete genome)與全染色體序列(complete chromosome sequence)的資料。本研究使用檢索限定詞，以基因名稱的[GENE]與標題說明[Title] 組合為檢索字串，進一步篩選以提高效率。某些基因的公開資料較少，故僅用[GENE]為限定詞；部分基因如APH4(hygromycin-B phosphotransferase)使用[GENE]限定詞查詢無資料，改用一般較廣泛的名稱HPT(hygromycin phosphotransferase)作為搜尋字串。

第二節 本機Blast不同介面的比較
NCBI提供了免費的單機Blast套裝軟體，供使用者下載，網址為http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/download.shtml。適用的平台有win32-ia32、win64-x64、linux-ia32、linux-x64、macosx-universal、solaris-sparc64、solaris-x64，版本為Blast、NetBlast、WWWBlast。WWWBlast是在本機伺服器建立Blast服務的網頁(Web-base)版，無法直接按裝於Windows作業系統(win32-ia32、win64-x64)。本研究使用個人電腦本機端的前兩大平台Windows與Linux及其相對應的Blast、WinBlast、WWWBlast介面，與目前使用率最高的桌上型套裝生物資訊軟體Vector NTI的Blast Search與Blast Viewer，進行討論與比較。


(一) 操作平台

Blast、WinBlast、Vector NTI 均安裝於Windows作業系統，在安裝與操作上符合大多數Windows使用者的操作習慣。WWWBlast需安裝於Apache伺服器上，本研究所使用的B2D Linux Server亦提供與Windows類似的桌面環境，易用性與Windows XP非常接近。
(二)核心程式
Blast、WinBlast所能使用的僅一組Blast程式。Vector NTI的Blast Search則有BLAST、PSI/PHI BLAST、Mega BLAST，共三組程式。WWWBlast則有BLAST、PSI/PHI BLAST、Mega BLAST

RPS BLAST、BLAST 2 sequences，共五組，且每組包含兩種模式。

(三) 工作模式

Blast、WinBlast、Vector NTI的Blast Search均為單機模式，但Blast Search預設與NCBI Gene Bank連線，如在離線環境下無法進行比對。WWWBlast則提供基於Web的跨平台多人多工模式，可作為單機或伺服器使用。

(四) 使用介面
NCBI提供Windows作業系統下的Blast，是以文字命令列(command line)來執行，使用者可以開啟一個MS-DOS模式視窗，執行MS-DOS命令列來操作電腦所能接受的命令，為一般使用者介面(Common User Interface)模式。Vector NTI與本研究使用的WWWBlast為圖形化使用者介面(Graphical User Interface,GUI)，GUI允使用者藉由滑鼠等點選設備(pointing device)來操作選單(menu)、按鈕(button)及捲軸(scrollbar)等元件(component)以操控系統，免除使用者記憶一大串指令的困擾，這可以縮短使用者的學習時間及減少使用者操作錯誤的機(Peddie，1992)。因Windows系統不易使用Blast，網路上熱心人士開發在Windows環境下可免費使用的圖形化使用者介面(Graphical User Interface,GUI)的Blast，本研究於第三章第三節測試資料庫所使用的Winblast即是一例。但此類的軟體，礙於人力與技術不如商用軟體，功能較為陽春。


(五) 使用參數

1. Windows作業系統下的Blast由於是使用文字介面，必須直接鍵入參數來進行，安裝與使用流程較為複雜。常用指令如下：
blastall  –p blastn  –i seq.fa     -d nt_db    –e 10  –o  seq.out
        程式名    輸入檔    比對資料庫   e值

輸出檔
必要的參數與說明如表5-2，此外，還有其他參數如-m(比對模式)、-T(html格式輸出)等，使用越多結果，命令列的長度越長。
表5-2  blastall 必要參數表

	參數
	屬性
	類型
	預設值

	-p
	比對程式
	如：blastn, blastp, blastx等
	無

	-d
	資料庫名稱
	自行設定名稱
	核酸資料庫

	-i
	比對來源輸入
	檔案名稱

(必須輸入路徑)
	stdin (standard input device)
標準輸入設備(通常是鍵盤輸入)

	-o
	比對結果輸出
	檔案名稱

(必須輸入路徑)
	stdout (standard output device)
標準輸出設備(通常是螢幕輸出)


2. Winblast僅提供一般參數Expectation Vaule與Alignment筆數，輸出參數Alignment View、Html(圖5-4)。介面雖然較CUI版的Blast有所改善，但功能陽春。

3. WWWBlast的參數設定包含(1)程式參數設定有E-Value、計分矩陣(scoring matrix)、blastx與tblastn及tblastx轉換比對、Frame shift、及其他等。(2)輸出參數設定有Alignment View、Alignment筆數、Description筆數、Color schema等。Vector NTI的Blast Search參數與WWWBlast相若(圖5-5)。
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圖5-4 Winblast 參數設定區

說明：Winblast提供的參數：
(1)一般參數：Expectation Vaule與Alignment 

(2)輸出參數Alignment View與Html

圖5-5 Blast Search 的參數設定


(六) 資料庫建立與擴充
Blast、WinBlast、Vector NTI 均須逐項建立與擴充資料庫。本系統的WWWBlast則因結合了自行撰寫的自動擷取序列程式，只需鍵入欲建立的目標基因搜尋字串，即可由程式自動建立與擴充。


(七) 輸出結果

Blast、WinBlast、WWWBlast均可將結果輸出成Html，WWWBlast更包含了圖形色彩顯示。Vector NTI 的Blast Viewer的輸出畫面最為詳細，且圖形化比例最高、內容配置也最有彈性。


圖5-6 Blast Viewer的結果檢視

說明：結果分為四區，左邊為瀏覽列，右一、二為比對區段圖形顯示，
下方視窗為比對區段的詳細結果。

(八) 取得成本

Blast、WinBlast、WWWBlast均可透過網路免費下載，完整的Vector NTI套裝軟體則視使用版本而花費8-24萬不等。本系統平台不僅WWWBlast可免費取得，B2D Linux Server更可免費下載，且由台南縣教育網路中心團隊提供Linux核心維護與版本更新。下載網址為ftp://ftp3.tnc.edu.tw/b2d/B2D-Server。
綜合上述比較，本節結果整理如表5-3。
表5-3  本機Blast不同介面比較表

	項
次
	項目
	Blast
	WinBlast
	Vector NTI

Advance 10.3
	本系統
wwwBlast

	1
	操作平台
	windows
	windows
	windows
	B2D Linux

	2
	核心程式
	NCBI Blast 
1組
	NCBI Blast 
1組
	NCBI Blast 
3組
	NCBI Blast 
5組

	3
	單機/伺服器
	單機(離線)
	單機(離線)
	單機(連線)
	單機/伺服器

	4
	使用介面
	文字命令列
	圖形
	圖形
	圖形

	5
	使用參數
	多(手動查表)
	少
	適中
	適中

	6
	資料庫

建立/擴充
	逐項自建擴充
	逐項自建擴充
	逐項自建擴充
	程式建立
自動更新

	7
	輸出結果
	文字/html
	文字/html
	圖形多樣
	html

	8
	取得成本
	免 費
	免 費
	8~24萬
	免 費


第三節 GMO Blast Database的更新與效能探討
隨著全球GMO作物的蓬勃發展，GMO外來基因的研究資料也逐漸增加。以本研究GMO外來基因的accd基因為例，透過NCBI Entrez的限定詞[MDAT]查詢歷年公開序列累積筆數，歷年累計成長至2007年5月如圖5-7。序列資料的增加快速成長，資料的蒐集也需同步更新，以免發生資料過時，而降低資料庫的實用性。
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圖5-7  NCBI的 accd 序列資料歷年累計成長筆數

本研究建立的GMO Blast Database系統在序列蒐集部分，於程式設計之初已將序列更新列入考量。更新步驟可以利用批次檔（Batch file），將find_AN.pl、get_GM_Seq.pl與formatdb.exe這三支程式集合而成單一檔案。批次檔就是將一群可以在DOS下執行的命令（Command）集合而成的檔案，副檔名為「.bat」。透過批次檔將所有更新動作包裹成單一檔案autoget.bat，只要執行autoget.bat即可將所有序列重新下載完成更新，並產生新資料庫取代舊資料，對系統維護人員非常方便。若有新增GMO外來基因，則僅需將新的基因檢索條件鍵入gm_ID.txt，再執行autoget.bat，使資料庫更新即可。本資料庫首次建置完成於5/05日，內有2447條序列，設定一個月更新一次，6/05為2489條序列，新增42條序列。


以往蒐集序列是從NCBI的查詢結果中勾選，用人工的方式來來逐一判斷是否符合需求，需要花費大量的時間與人力才能完成。以上述accd基因為例，自NCBI Entrez鍵入accd搜尋，結果共計1798條序列，決定該條序列是否含有accd基因序列，必須逐筆檢視是否於注釋欄位中包含accd基因，若有再回上一頁勾選該條序列，最後再將全部勾選的序列匯出Fasta檔。整個作業共需檢視1798條序列資料，選取681條，若不考慮網路連線速度，以檢視一條序列是否會有目標基因需30秒計算，共花費900分鐘，本資料庫共計48個基因，需檢視超過20,000條序列，選出2247條序列，費時超過166個工作天，若考慮連線速度與之後的資料庫建置，所花費的人力物力非常驚人。透過本研究建立的自動擷取序列與建立資料庫系統，只需要4~5小時(視連線狀況)即可完成，若使用作業系統的排程設定，將更新建置的時間設定在凌晨，研究人員不需要花費任何工作天數即可完成，此項自動更新資料庫也是本系統的一項特色。
第四節
總結
逐步分析與建立GMO外來基因資料庫，屬於建立基因改造食品檢測系統的工作項目之一 (闕麗卿、施養志，2005)。
本研究所建立的GMO Blast Database系統平台則能提供相關研究員，快速的序列同源性分析，以偵測是否為GM植物。本系統平台的優點如下：
1. 建置簡單、Web介面易操作、查詢速度快
本系統建置速度快，安裝B2D Linux Server僅需10~30分鐘(視硬體主機效能而定)，包含資料庫建置僅需半個工作天。NCBI為大型綜合資料庫，一般查詢時先將使用者的查詢資訊送入佇列(queue)，等待時間不一，依伺服器忙碌程度而定。較忙碌的尖峰使用時間與比對長序列時，使用者端的頻寬與網路穩定度也會造成等候查詢結果的明顯延遲，本系統可在本機上運作沒有頻寬速度限制的問題。
2.可單機或於區域網路(Intranet)內使用，網路安全性較高

本系統平台為B2D Linux Server，Web伺服器為Apache2.0，Blast Web介面為WWWBlast，可單機獨立（stand-alone）或作為實驗室和學術單位的區域網路主機，網路安全防護較網際網路(internet)佳。

3. 自建資料庫，自動更新且擴充性高
本系統平台增建資料庫速度快，僅需鍵入新序列或資料庫的查詢字串，即可在短時間內將目標序列自動轉換成資料庫，效率高。自動更新更是一項省時省力的便捷功能。
本系統對於偵測不明序列是否為已知的GM植物，具有非常實用的價值。但對於偵測未知(unknown)的GM植物，受限於資料庫本身序列的來源，可能無法出現令人滿意的結果。綜合本研究的文獻可歸納出對於偵測未知GM植物的可行方法：首先以標示基因(selection marker gene)為偵測標的，現今的基因轉植作物皆使用篩選基因作為確認細胞是否成功轉入目標基因的依據。其次偵測啟動子 (promoter)與終止子(terminator)，一般植物基因表現需有啟動子及終止訊號。若該未知(unknown)的GM植物為全新型態的基因轉殖作物，則可逃避上述的偵測方法，但出現此情況的機會極低。此外，若能將本系統搜尋字串輸入部分網頁化，使全系統以網頁的方式呈現，則更提高本系統的友善度與親和性，這也是本系統的後續發展方向。
生物資訊學（bioinformatics）的目的於在快速解析生物學的問題，而非僅電腦科學及資訊科技的展現。本研究提供一個免費且能快速建立的特定基因之Blast資料庫的模式，以其能符合研究人員相關需求，免除了學習資訊操作的入門障礙，提升工作效率。未來還會有更多生物學家與資訊學家共襄盛舉，創造更方便、更完善的生物資訊軟體系統，讓生命科學領域的發展一日千里，為人類社會提供更多的服務。
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附錄一 測試序列
1. PRSV CP (Papaya ringspot potyvirus Coat protein)

tccaaaaatgaagctgtggataccggtctgaatgagaagctcaaagaaaaagaaaagcagaaagaaaaagaaaaagataaacaacaagataaagacaatgatggagctagtgacggaaacgatgtgtcaactagcacaaaaactggagagagagatagggatgtcaatgccggaactagtggaaccttcactgttccgaggataaagtcatttactgataagatgatcttaccaagaattaagggaaaaactgtccttaatttaaatcatcttcttcagtataatccgaaacaagttgacatctcaaacactcgcgccactcaatctcaatttgagaagtggtatgagggagtgagaaatgattatggccttaatgataacgaaatgcaagtaatgttaaatggtttgatggtttggtgtatcgaaaatggtacatctccagatatatctggtgtctgggttatgatggatggggaaacccaagtcgattatcccattaaacctttgattgaacacgcaactccttcatttaggcaaatcatggctcacttcagtaacgcggcagaggcatacatcgcgaagaggaatgcaactgagaagtacatgccgcggtatggaatcaagagaaatttgactgacattagtctcgctagatatgctttcgatttctatgaggtgaattcgaaaacacctgatagggctcgtgaagctcatatgcagatgaaggctgcagcgctacgcaatactaatcgcaaaatgtttggaatggacggcagtgtcagtaacaaggaagaaaacacggagagacacacagtggaagatgtcaacagagacatgcactctctcctgggtatgcgcaattgaatactcgcgctagtgtgtttgtcgggcctggctcgaccctgtttcaccttataatactatgtaagcattagaatatagtgtggctgcgccaccgcttctattttacagtgagggtagccctccgtgcttttagtgttattcgagttctctgagtctccatacagtgtgggtggcccacgtgctattcgagcctcttggaatgagag
2. 35S Promoter
agattagccttttcaatttcagaaagaatgctaacccacagatggttagagaggcttacgcagcaggtctcatcaagacgatctacccgagcaataatctccaggaaatcaaataccttcccaagaaggttaaagatgcagtcaaaagattcaggactaactgcatcaagaacacagagaaagatatatttctcaagatcagaagtactattccagtatggacgattcaaggcttgcttcacaaaccaaggcaagtaatagagattggagtctctaaaaaggtagttcccactgaatcaaaggccatggagtcaaagattcaaatagaggacctaacagaactcgccgtaaagactggcgaacagttcatacagagtctcttacgactcaatgacaagaagaaaatcttcgtcaacatggtggagcacgacacacttgtctactccaaaaatatcaaagatacagtctcagaagaccaaagggcaattgagacttttcaacaaagggtaatatccggaaacctcctcggattccattgcccagctatctgtcactttattgtgaagatagtggaaaaggaaggtggctcctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggccatcgttgaagatgcctctgccgacagtggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagagaacacg
3. GUS (β-glucuronidase)
ggtcagtcccttatgttacgtcctgtagaaaccccaacccgtgaaatcaaaaaactcgacggcctgtgggcattcagtctggatcgcgaaaactgtggaattgatcagcgttggtgggaaagcgcgttacaagaaagccgggcaattgctgtgccaggcagttttaacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgcgggcaacgtctggtatcagcgcgaagtctttataccgaaaggttgggcaggccagcgtatcgtgctgcgtttcgatgcggtcactcattacggcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggcggctatacgccatttgaagccgatgtcacgccgtatgttattgccgggaaaagtgtacgtatcaccgtttgtgtgaacaacgaactgaactggcagactatcccgccgggaatggtgattaccgacgaaaacggcaagaaaaagcagtcttacttccatgatttctttaactatgccggaatccatcgcagcgtaatgctctacaccacgccgaacacctgggtggacgatatcaccgtggtgacgcatgtcgcgcaagactgtaaccacgcgtctgttgactggcaggtggtggccaatggtgatgtcagcgttgaactgcgtgatgcggatcaacaggtggttgcaactggacaaggcactagcgggactttgcaagtggtgaatccgcacctctggcaaccgggtgaaggttatctctatgaactgtgcgtcacagccaaaagccagacagagtgtgatatctacccgcttcgcgtcggcatccggtcagtggcagtgaagggcgaacagttcctgattaaccacaaaccgttctactttactggctttggtcgtcatgaagatgcggacttgcgtggcaaaggattcgataacgtgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattggggccaactcctaccgtacctcgcattacccttacgctgaagagatgctcgactgggcagatgaacatggcatcgtggtgattgatgaaactgctgctgtcggctttaacctctctttaggcattggtttcgaagcgggcaacaagccgaaagaactgtacagcgaagaggcagtcaacggggaaactcagcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgatagcgcgtgacaaaaaccacccaagcgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccggatacccgtccgcaaggtgcacgggaatatttcgcgccactggcggaagcaacgcgtaaactcgacccgacgcgtccgatcacctgcgtcaatgtaatgttctgcgacgctcacaccgataccatcagcgatctctttgatgtgctgtgcctgaaccgttattacggatggtatgtccaaagcggcgatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaacttctggcctggcaggagaaactgcatcagccgattatcatcaccgaatacggcgtggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacatgtggagtgaagagtatcagtgtgcatggctggatatgtatcaccgcgtctttgatcgcgtcagcgccgtcgtcggtgaacaggtatggaatttcgccgattttgcgacctcgcaaggcatattgcgcgttggcggtaacaagaaagggatcttcactcgcgaccgcaaaccgaagtcggcggcttttctgctgcaaaaacgctggactggcatgaacttcggtgaaaaaccgcagcaggga
4. NPTII (neomycin phosphotransferase II)
atgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggcgttccttgcgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgcgcatgcccgacggcgatgatctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctatcaggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcctcgtgctttacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttctga
5. NOS(nopaline synthase)Promoter 
gagctcgaatttccccgatcgttcaaacatttggcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgccggtcttgcgatgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataattaacatgtaatgcatgacgttatttatgagatgggtttttatgattagagtcccgcaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaatatagcgcgcaaactaggataaattatcgcgcgcggtgtcatctatgt
附錄二 WWWBlast之參數設定說明

使用BLAST參數設定，大部分使用者均採用Blast預設的參數，但不一定了解其參數與數值所代表的意義。本節將就WWWBlast之參數設定做一番的探討。

[image: image29.png]The query sequence is filtered for low complexity regions by default.
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圖1 WWWBLAST的參數設定

說明:
WWWBlast的預設參數如圖，包含

(1)一般參數：Filter、Expect、Matrix、Query Genetic Codes、
Database Genetic Codes、Frame shift penalty for blastx、
Other advanced options。

(2)輸出參數：Graphical Overview、Alignment view、

Descriptions、Alignments、Color schema。
1.一般參數

(1)[image: image30.png]Filter ™ Low complexity [ Mask for lookup table only




在WWWBlast程式裡使用的參數，可以將可能沒有意義的低複雜度區域(low complexity regions, LCRs)過濾去除，讓使用者得到較清楚的結果。它的操作原理是，把有問題的子序列轉化為不明確的字元（核酸序列用N，蛋白質用X），這樣它們就不會對比對貢獻正分了。程式預設過濾LCRs，另一選項為Mask for lookup table only，使用Blast所建構的對照表(lookup table)進行過濾，不過，此功能目前仍在實驗中，若不使用過濾功能，取消勾選即可。
(2)[image: image31.png]Expect





BLAST程式中的E-Value(Expected value)期望值，是由Extreme Value Distribution(Karlin and Altschul，1990)所統計得到。E值表示僅因為隨機性而造成獲得此一比對結果的可能次數。這一數值越接近零，發生隨機比對結果的可能性越小。例如E值為10，表示比對結果中有10個配對序列是由隨機產生，Blast結果報告會列出E值小於10的配對序列。換句話說，比較低的E值將使配對要求較嚴格，Blast結果報告中隨機產生的配對序列也較少。 
因此E-value越高，則代表比對結果越有可能是逢機獲得的，也就越不可信，或越不具有生物意義。可選擇特定E值以下的選單，0.001、0.01、1、10、100、1000共六種，預設值10。
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選擇計分矩陣(scoring matrix)是SCORE的品質的重要關鍵，計分矩陣主要有兩種，PAM(Accepted Point Mutation) 與BLOSUM矩陣。PAM它的做法是先收集序列一致性(sequence identity) 達到99%的序列來計算矩陣，所得的矩陣稱為PAM1，接著再由PAM1推到其它的PAM 矩陣。例如PAM 30就是將PAM 1自乘30次所得。這種矩陣的缺點為一旦PAM 1的矩陣有小的誤差，那麼自乘30次後的PAM30矩陣的誤差將會變得非常大(Schwartz andDayhoff，1978)。BLOSUM矩陣是根據blocks這個資料庫的資料算出來的，如BLOSUM80的矩陣便是收集blocks資料庫中序列一致性為80%的序列，再由這些序列推導出計分矩陣，較不會有像PAM矩陣有誤差放大的缺點(Henikoff andHenikoff,1992)。此選項有共PAM30、PAM70、BLOSUM80、BLOSUM62、BLOSUM45，五種計分法，預設值為一般最常用的BLOSUM62。[image: image33.png][] Perform ungapped alignment



可選擇是否執行無缺口(gap)的比對。

(4)[image: image34.png]uery Genetic Codes (blastx only)
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與[image: image35.png]Database Genetic Codes (tblast[nx] only)
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此兩者僅「轉譯核酸與蛋白質資料庫比對」(blastx)與「蛋白質序列與轉譯核酸資料庫比對」(tblastn)及「核酸序列與轉譯核酸資料庫比對」 (tblastx)使用，預設選項為Standard(1)。

(5)[image: image36.png]Frame shift penalty for blastx
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Bastx轉譯讀碼框的位移(Frame shift)之扣分設定。在mRNA上的密碼被轉譯時，核糖體以三個核苷酸為一組密碼為其閱讀框架(frame)，所以當突變的發生是造成核苷酸的增加或是減少（只要增加或減少的核苷酸數目不是3的倍數時就會影響轉譯時的閱讀框架的正確性）而致影響所有胺基酸編譯時種類就會變化。轉換的扣分設定預設值為無讀碼框位移（no out-of-frame）。
(6) [image: image37.png]Other advanced options:





其他進階的參數設定，上述的一般參數未能滿足需求時使用。使用方法同CUI( Common User Interface)文字模式的Blast，於空格內鍵入其他參數值。
2.輸出參數

(1) [image: image38.png]Graphical Overview




比對結果的輸出分為純文字與圖形兩種，預設值為圖形輸出。
 (2)[image: image39.png]Alignment view

Pairwise





Alignment結果的呈現方式共7種，預設值為pairwise。
(a) pairwise：查詢與資料庫序列的核苷酸成對顯示(圖2)。

(b) master-slave with identities：查詢序列與全部資料庫配對的序列定位排列顯示，查詢序列的核苷酸完整顯示，資料庫序列僅顯示與查詢序列有差異的核苷酸，相同的部份以黑點代替，有標示(identities)
出單一核苷酸差異(圖3)。
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圖 2  pairwise的輸出樣式
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圖 3 master-slave with identities的輸出樣式

 (c) master-slave without identities：查詢序列與全部資料庫配對的序列定位排列顯示，查詢序列的核苷酸完整顯示，但無標示(identities)出單一核苷酸差異(圖4)。
(d) Flat master-slave with identities：將用減號表示基因插入插入(insert)、刪除(delete)情形，包含標示(identities)單一核苷酸差異(圖5)。
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圖 4  master-slave without identities的輸出樣式

說明：查詢序列與全部資料庫配對的序列定位排列顯示，查詢序列與

資料庫序列核苷酸皆完整顯示，但無標示(identities)出單一核

苷酸差異。
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圖 5  Flat master-slave with identities的輸出樣式

說明：結果同master-slave with identities，但用減號

      表示基因插入插入(insert)、刪除(delete)情形，
有標示(identities)出單一核苷酸差異。
(e) Flat master-slave without identities：同上，但不包含序列標示。
(f) BLAST XML：將結果以XML格式來顯示。
(g) Hit Table：將hit records用表格來顯示。
(3)[image: image44.png]Descriptions





限定輸出報告中可清楚看出簡短名稱的配對序列(matching sequences) 數量。共有0、10、50、100、250、500選項，預設值為100條。
(4)[image: image45.png]Alignments





 
限定資料庫的高分片段對(High Scoring Segment Pairs，HSPs)序列詳細結果的數目。共有0、10、50、100、250、500選項，預設值為50條。
 (5)[image: image46.png]Color schema
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比對結果示意圖的設定有No color schema、Color schema1、Color schema2、Color schema 3、Color schema 4、Color schema 5、Color schema 6，共7種選項，可將序列兩兩比對時相互差異的核苷酸以顏色標示出來。預設值為無顏色示意圖(No color schema)。
附錄三 本系統平台建置環境
(1) 硬體部分
中央處理器 : P3 1G

主記憶體 : 256 SDRAM

硬碟 : Segate 20 Gb

(2) 軟體部分
作業系統 : B2D Linux Server，stable s1版
運用程式與套件：Apache2、Perl 5.8、Bioperl 1.4
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