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摘要
   本次出國研習之機構包括美國加州大學洛杉磯分校（University of California, Los Angeles, UCLA）何志明教授實驗室、美國亞歷桑納州土桑市的High Throughput Genomics 晶片公司及亞歷桑納大學（University of Arizona）病理科教授Lisa Rimsza實驗室，主要學習包括微流體晶片及qNPA 二種不同的晶片系統技術。

何志明教授專長是開發微機電系統（micro-electro-mechanical-system, MEMS）之微流體（microfluid）晶片，本次參訪重點有二項，一項是了解口腔癌檢測晶片之設計原理及檢測方式，這是一種電化學感測器（Electrochemical Sensor）的生物晶片；另一個學習的重點是藻毒素軟骨藻酸（domoic acid, DA）的實驗室晶片（Lab-on-a-chip）。口腔癌之電化學感測器是一種利用的唾液檢測出人體口腔癌之晶片，這是因為癌症病人體內會產生的介白素第八因子（interleukin-8）的核酸（mRNA）及蛋白（protein）的變化，此晶片可用以同時檢測二者的變化，此檢測具有便利、一致性及節省樣品等等優點。而藻毒素軟骨藻酸（domoic acid, DA）的實驗室晶片（Lab-on-a-chip）為正在研發中的晶片，當海水中擬菱形藻（Pseudo Nitzschia）發生藻華時（brown tide），可產生大量的軟骨藻酸，此種藻毒在魚貝類食入後，可再經食物鏈造成大量水鳥中毒死亡。本晶片可利用電化學的變化來檢測藻量變化，大約在10 pg/ml以上的軟骨藻酸即可被檢測到，大約為10個的藻細胞所產生的毒素。
美國亞歷桑納州土桑市的High Throughput Genomics 晶片公司主要是利用「可定量之核酸水解酶保護技術（Quantitative Nuclease Protection Assay, qNPA）」來研發不同的生物晶片，其檢測的標的物可為人類、動物、植物、石蠟包埋切片、微生物等等不同類型的樣品。本次研習的技術主要包括二項，一項是環保署未來預開發的技術，也就是空氣中致病真菌的晶片檢測，這是一種DNA基因的檢測技術；另一項則是學習淋巴癌福馬林固定的石蠟包埋組織（Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE）的晶片技術，此項技術是至亞歷桑納大學病理科教授Lisa Rimsza實驗室參訪學習。
此次出國研習成果可供未來研發不同晶片時，提供更多的方向。此次學習方向除了檢測技術，也包括晶片探針設計的經驗學習。未來除了傳統的檢測技術，可研發環境中各種不同的微生物（包括細菌、真菌及藻類等等）的檢測技術來提高檢測準確度及檢測效率。
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壹、進修目的

  生物晶片是目前較新的檢測技術，已有許多不同檢測原理及型式的晶片陸續被開發出來。如DNA晶片是將許多DNA 探針（probe）固著在一個極小的表面上，是一種用以一次大量篩檢基因的檢測平台，有著快速、簡便、大量篩檢、多目標檢測及操作統一等優點。環保署環檢所已著手開發包括空氣中真菌及水質中退伍軍人桿菌等不同的檢測晶片。生物晶片的開發將有助於不同類型環境，包括空氣、水質及土壤中不同種類的危害微生物之一次篩檢。
　本次研習的目的是學習不同晶片的檢測技術，參訪行程首先拜訪的是UCLA何志明教授，何教授也是目前台灣中央研究院院士。此次參訪主要在學習電化學感測晶片，除了學習此類晶片設計原理及檢測流程外，並了解與微生物相關之檢測晶片發展，以供本署未來晶片發展之參考。
另一參訪目的地為土桑的High Throughput Genomics, HTG公司，該公司主要為發展可定量之核酸水解酶保護技術（Quantitative Nuclease Protection Assay, qNPA）之生物晶片。本所己於98年購置該公司之SuperCapella Imager（夜視等級之晶片檢測系統），並於99年本所科技研究計畫中開發以此晶片系統為主的檢測晶片，將用以檢測環境中數種致病性退伍軍人桿菌。此行主要至該公司進行此計畫之前置設計（prior study），並學習晶片檢測技術。另藉此機會至亞歷桑納大學的病理科教授Lisa Rimsza實驗室參訪，除了學習淋巴癌福馬林固定的石蠟包埋組織（FFPE）的晶片檢測技術外，並分享該技術用戶之經驗。
 本計畫希能藉此研習機會，提昇本所生物晶片技術，並作為日後生物晶片發展之參考。
貳、進修過程

 本次研習的日程為6/2至6/13 日，進修過程簡表如下：

	台灣時間
	進修過程

	99.6.2  
	啟程，出發至洛杉磯(Los Angeles)

	99.6.3
	抵達洛杉磯

	99.6.4~6.5  
	參訪美國加州大學洛杉磯分校副校長何志明教授實驗室，學習微機電系統（micro-electro-mechanical-system, MEMS) 的微流體（microfluid）晶片，包括先前研究成果及目前正在開發的主題，除實驗操作外，並學習實驗設計原理。

	99.6.6~6.11
	搭機轉往土桑(Tucson)，前往HTG(High Throughput Genomics)公司學習qNPA系統的生物晶片技術。

	99.6.12
	至美國亞歷桑納大學（The University of Arizona）參訪Lisa Rimsza, M.D.病理科教授（Professor of Pathology）所建立之qNPA分析實驗室，學習福馬林固定且石蠟包埋組織（Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE）之晶片檢測流程。

	99.6.13
	返程，回到台北。


首先參訪的是加州大學洛杉磯分校（University of California, Los Angeles, UCLA）何志明教授實驗室，何教授是機器及航太工程部門（Mechanical and Aerospace Engineering Department）中工程及應用科學學校（School of Engineering and Applied Science）的教授，其所負責的微流體實驗室（Micro Systems Laboratories）分為三大部份：分子機轉實驗室（Molecular Mechanics Lab）、奈米流體實驗室（Nano Fluidics Lab）及生物奈米系統實驗室（Bio-Nano Systems Lab）。
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School of Engineering and Applied Science
目前在何教授領導數個不同的實驗室，首先參訪的是Bio-Nano Systems Lab實驗室，該實驗室主要是開發微機電系統技術（Micro-Electro-Mechanical System, MEMS）之生物晶片。利用這種技術可將數種大型生化分析儀器縮小化，並整合至微小的生物醫學晶片中，具有減少生物試劑耗量、降低人為操作誤差、節省能源及成本、縮短反應時間及提高檢測精確度等優點。電化學感測器（Electrochemical Sensor）的原理是一種可將外界欲測量物質之物理或化學的變化量轉換成電子訊號或光學訊號的裝置，再藉由測得的訊號數值大小來求得待測物質之數量大小。
目前該實驗室成員Dr. Fang Wei研發成功之晶片可由病人唾液來預測人體口腔癌，這是因為在癌症病人體內會產生一些生物標記（biomarker）的變化，這些生物標記可以是核酸（nucleic acid）、蛋白（protein）或是小分子（small molecules）。由於這些微量分子會釋放到體液或是血液，故可藉由檢測這些分子含量的變化來推測罹患癌症的可能性。但利用單一生物標記來預測癌症是非常不準確的，所以何教授實驗室研發出的電化學感測晶片可用以檢測唾液中數種微量標記（Multiplex Salivary Biomarkers）變化。
相對於傳統檢測只能分別針對DNA、RNA或是蛋白來設計檢測技術及流程，此研發是可用以同時檢測單一樣品中不同層級分子表現，也就是可同時檢測樣品中包括mRNA及protein的表現量變化，故稱之為多工分析（Multiplexing assay）。此檢測晶片最低可檢測到3.9 fM 的IL-8 mRNA 及7.4 pg/mL IL-8 protein，且分析時間大約只需要10分鐘。在28個病人及28個正常人對照組所得的檢測分析中，皆可達到90% 以上的靈敏度（sensitivity）及準確度（specificity），檢測結果與與現行常用的PCR及ELISA 等二項技術相較來看也有非常高的相關性。由於這一類的唾液性檢測具有採檢容易及對受檢者傷害性小，加上檢測高靈敏度，目前已經申請發明專利。
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Electrochemical Sensor是含有16個矩陣的金電極晶片（16 array of gold electrodes chip）
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利用儀器分析微流體晶片
    接下來至分子機轉實驗室（Molecular Mechanics Lab）學習新開發之檢測晶片，是由博士生Leyla Sabet負責開發的實驗室晶片（Lab-on-a-chip），可用於偵測海水中擬菱形藻（Pseudo Nitzschia）所分泌的藻毒素軟骨藻酸（domoic acid, DA）。所謂實驗室晶片(Lab-on-a-Chip)是將原本在實驗室不同階段之操作流程經修正後整合在一片晶片上，例如可以將聚合酶鏈鎖反應（Polymerase Chain Reaction, PCR）、電泳（electrophoresis）或微流體操作等不同的實驗結合在同一張晶片上來序列操作。利用這種實驗室晶片同時具有自動化操作與可平行化處理樣本的特色，也可增加實驗的信賴度。

軟骨藻酸最早被發現造成人類毒性危害，是在加拿大所暴發大規模的食物中毒事件，這是因為誤食有毒的貝類而產生的，當時造成3人死亡及100多人出現各種不同形式及程度的中毒症狀（Amnesic Shellfish Poisoning, ASP syndrome），而有毒貝類是因攝食擬菱形藻而堆積軟骨藻酸。所以此種毒素常會經由食物鏈造成水鳥、海豹甚至是海豚的死亡。由於此種中毒事件不斷發生，故此晶片將有助於掌控海水環境中分泌軟骨藻酸的濃度變化。
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在美國常見大規劃的藻毒地區（引用自http://channelislands.noaa.gov/focus/dom.html）

目前該實驗室晶片仍屬研發階段，故此行以規劃設計部份及已進行研發部份進行了解。以設計部份來看，由於海水中擬菱形藻在生長過程不一定要分泌軟骨藻酸，故一般檢測試劑會以檢測軟骨藻酸的存在為主，而非擬菱藻的存在。目前針對軟骨藻酸已有不同的檢測試劑上市，大多是採用酵素免疫分析法（Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）來偵測毒性蛋白的存在。而此晶片之檢測技術主要分為二個部份，一個是開發電化學免疫感應器（electrochemical immunosensor），另一個研究主題則是利用Feedback System Control (FSC)的設計理念所設計的晶片，來找出誘導此藻分泌軟骨藻酸原因。
電化學免疫感應器目前已經初步開發完成，主是利用競爭分析原理（competitive assay）來檢測DA毒素的存在，相較於目前市售的檢測極限相比，傳統ELISA檢測方法需有100 cells/ml以上的擬菱形藻所分泌的軟骨藻酸才可被偵測到，而此感應器則只需1/10數量的藻（即10 cells/ml）存在下即可被偵測到。另外由於軟骨藻酸是屬於小分子蛋白，傳統的檢測方式必須將此蛋白之分子量增量至2~3倍才能檢測出，而利用何教授研發之技術不需加大DA 分子量，且只要單一份子（single molecules）軟骨藻酸即可被偵測到。該感應器檢測完成只需要2小時，相較於傳統的ELISA 需時4小時以上，可節省非常多的時間且最低只要10pg/ml 濃度的藻酸就可被偵測到。未來這個晶片不但可以用於實驗室的操作檢測，也可直接用於田野（field sample）調查時之檢測。
由於在此藻產生藻華時不一定會分泌DA,也就是分泌DA的誘因未明，故在此研究另一重點是找出可導致此藻分泌軟骨藻酸的因素，包括微量金屬、營養源或是離子濃度等等的許多因子都被猜測是可能的誘因。目前該實驗室預計研發出的實驗室晶片，是1 cm 平方大小的矽膠材質的微流體晶片，可將微量的藻類培養在此體空間的晶片中，這再藉由同一晶片上控制不同的因子的培養條件，來找出可能誘導此藻分泌藻酸的原因。
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目前已研發之電化學法免疫感應器之檢測原理
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未來預計研發的實驗室晶片優點
  接下來啟程轉往亞歷桑那州土桑市的High Throughput Genomics, HTG公司，主要學習該公司發展之可定量核酸水解酶保護技術（Quantitative Nuclease Protection Assay, qNPA）的生物晶片。核醣核酸水解酶保護技術（RNase Protection Assay）是近十年發展起來的一種全新的RNA分析方法，利用這種方法可以檢測某種序列的微量RNA分子存在，利用這種方法可檢測所有類型的RNA（total RNA）或是mRNA。此技術基本原理是將標記（32P或 biotin）的特異RNA探針（probe）與待測的RNA樣品進行雜交，標記的特異RNA探針會依鹸基配對的原則與目標基因（target gene）進行特異性（specific）的結合，形成雙股RNA（ds RNA）；而未結合的單股RNA及未結合的探針可經核醣核酸水解酶RNAse A或是S1 nuclease 消化（digest），而待測目的基因與特異RNA探針結合後形成雙股RNA後，即可避免RNAse 的消化，故該方法命名為RNAse保護技術。利用這種技術可優於傳統北方點墨法（Northern blotting）50倍以上的靈敏性，而這種探針與樣品間的結合的準確性非常高，大部份可以準確的分辨出一段基因中只有一個鹼基的差異，也就是說，該技術的探針與樣品間的只要有一個鹼基的不同，二者即不會進行雜合反應。此技術的另一個優點是可用以對比出樣品量，也就是可用於樣品的定量分析。
 本公司早期是利用這種技術進行藥廠研發藥物之篩檢，因為這種技術可以用以分析細胞在mRNA層級的變化，可正確反應出細胞的基因表現（gene expression）的改變。目前該公司所研發的核酸水解酶保護技術的生物晶片，此晶片的操作平台是將數十個探針（16-47個）同時植種在96孔盤上；也就是這種技術可用以一次至少篩檢96個樣品以上，且可同部檢測每個樣品間的16-47個基因。與傳統的生物晶片最大的不同處在於：早期的生物晶片是用以分析單一或是二種樣品內的數萬至數百萬個基因的表現變化，例如：正常人與癌症病人間的基因表現量不同；而此技術平台則可用以一次篩檢大量樣品間（如十至數百個樣品）中數個至數十個基因的表現變化。且就經費上來看，一般的生物晶片分析數萬種基因大多是玻片晶片，且分析一樣品的經費約需數萬元；而以此技術分析單一樣品所需的經費大約在數千元內。
 空氣中的致病菌與人體內病原菌檢驗最大的不同在於：空氣中的微量病菌大多不足以直接進行分子生物學的檢測，大多需先進行培養至足量後才足以進行檢測，且環境介質中菌種太過繁複，也就是常包含太多未考慮到的菌種，故實驗檢測時易產生偽陽性反應（false positive），因為這些未考慮的菌種可能在檢測中產生反應。而人體內的病菌大多是已增殖過的，故在檢測上是相對容易的，且大多在病灶處所採集到的菌種種類會相對環境中的樣品單純。傳統的醫學微生物鑑定順序是先行培養後再由顯微鏡下依不同的染色方式進行鏡檢，先依人為判斷可能的菌種後再進行不同的生化代謝檢測。大抵而言，每種菌大多有其獨特的檢測方式，而一般的鏡檢大多只能準確到菌屬（genus）。若要能準確到菌種（speiceas），則常需要二種以上的生化分析才能確認。但是這種方法對於不易培養的菌種常會造成判定的困擾，而且針對每種不同的菌大多有不同的檢測確認方式，故檢測者必先經過長時間的訓練才可進行菌種鑑定及檢測操作，而即便是受過專業訓練的鑑菌者也有很高的誤判機會。
利用分子生物學鑑定菌種已經是一種準確及快速的方式，這是因為分子生物學的方法是直接檢測菌種的基因，而每種菌的基因都應該其足以與其他菌分辨之處。常用的分子生物學的鑑定方式可包括：聚合酶連鎖反應（PCR）、單鏈構形多態性分析（single -stranded comformational polymorphism, SSCP）、基因定序（gene sequence）、DNA 南方點墨法（Sothern blotting）及生物晶片等等不同的方式。這些方式各有其優缺點，但除了生物晶片外，其他方式大多只能一次鑑定一種菌，這些方式對於環境中數種欲偵測的菌，若一次只能偵測一種菌，不但需要較多的樣品，操作者也需花費較多的時間及經費才能完成數種或是數十種菌的檢測。由於環境中欲監控的菌多大多在數種到數十種間，以此方式會相對有利，故本所於98年底購置該公司的” The SuperCapella™ Imager”，希未來能以此技術以進行環境中大量檢體的篩檢。
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筆者（左一）與該公司負責人進行實驗討論會議

首先要了解的是在該公司的晶片技術的優點有:（1）細胞樣本可先不經核酸的萃取，只需將細胞以溶菌液（lysis buffer）溶解後置入檢測盤，可取代傳統需先行進行約2個小時的核酸萃取，亦可減少核酸萃取的經費。（2）樣品的種類多樣:除了人體及老鼠組織外，也適用於植物、細菌、真菌、果蠅及培養的細胞等等。（3）檢測結果一致性高：變異係數（coefficient of variation, CV）在10%左右。（4）實驗操作簡單及單一：不需進行基因放大，故可用以定量樣品。（5）靈敏度高：針對細胞內只有單一套（single copy）基因的檢測而言，只要約1000顆細胞即可被檢測到，若細胞內有多套基因則可更微量被檢測到。

本次至該公司研習的技術首先學的第一項是環保署未來預開發的技術，也就是空氣中致病黴菌的晶片檢測技術，這是一種DNA基因的檢測，這也是該公司首次利用該技術進行DNA 的檢測。在至該公司前，我們已先行合成10種空氣中致病黴菌qNPA晶片，這是依97年研發的可見光式的晶片，這是由成功大學張長泉教授提供之黴菌寡核苷酸探針，再轉換至該系統的，故此次除到該公司進行該晶片外，同時學習miRNA （micro RNA）的晶片檢測技術，二者因為皆為短片段的探針（18~25 mer），所以所進行的步驟是相同的。  

而由於先前本所已自行研發出可見光式的空氣致病性黴菌檢測晶片，是將不同的探針同時植種在尼龍薄膜上（nylon membrane）的不同位置，再由經PCR 放大黴菌ITS 序列後的樣品產物與之晶片探針結合，最後再由樣品上標定的毛地黃素產生的酵素反應，而產生可見光顏色變化。目前該晶片的檢測準確度及靈敏度雖高，但無法進行定量分析，也就是無法推估環境中的估計量，故有必要開發定量型之檢測晶片。目前本所晶片開發的方向之一是開發此qNPA 系統的晶片。可見光晶片之設計原理及檢測流程如下圖:
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尼龍薄膜晶片之檢測流程
什麼是miRNA? 這是近年來才被科學家發現在人體內一些本來被忽視的短片段RNA，為一種普遍存在於細胞中的非轉譯蛋白的核醣核酸 (Non-Coding RNA)， miRNA會由抑制核醣核酸的表現，來參與影響動植物的許多生理機制。一般的mRNA 本來就屬於細胞內的訊息中間產物，故由DNA 轉錄出的mRNA 之半衰期相對的短，其任務主要是繼續指令合成蛋白質（protein）。而這些短片段的miRNA 由於並不參與合成（encode）蛋白，所以一直被忽略其重要性，也無法了解其存在的意義。目前在人體內發現約有1000種miRNA，這些小片段的RNA 被發現有透過阻斷轉譯的方式抑制基因的表現，甚至有一些miRNA在癌症病人體內的表現量遠高於正常人如胰臟癌，故或可用以當做癌症指標，故miRNA 的研究的重要性越來越被重視。
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HTG 系統的晶片，可見此晶片中的每個槽內一次可進行16種不同的基因檢測，而操作者至少一次可進行96個樣品反應
HTG系統的qNPA晶片實驗的原理如下圖:
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筆者（左一）進行實驗操作及該公司指導員John
該實驗主要分為六個步驟，其方法及所需的儀器詳如附件。其步驟主要的內容及意義分別是：（1）樣品準備階段（prepare samples）：不同的樣品種類有不同的前置作業，這裡大約可分為四種不同的樣品，分別為人工培養的活細胞、活體取下之組織或是細胞、溶在水中的RNA及福馬林固定的石蠟包埋組織（FFPE）。每種樣品的前處理流程皆不相同，此步驟主要是將樣品與探針進行混合。（2）起始 qNPA 盤（start the Nuclease Protecion Assay（qNPA） plate）： RNA-probe進行雜合反應，這個反應必須在60℃中進行6-16小時。（3）利用S1 核酸水解酶消化（S1 nuclease digestion）：去除未結合之單股RNA，只保留與探針結合的樣品核酸的雙股片段。（4）晶片盤的標準反應程式（program the ArrayPlate）：洗去未結合的樣品及探針，預備下一個步驟。（5）反應中止並將反應物轉移到晶片盤（S1 inactivation and transfer to the ArrayPlate）：將S1 nuclease 反應中止，並將之轉移到晶片盤。（6）晶片偵測（ArrayPlate Detection）：進行一連串的酵素化學反應，最後利用該公司的儀器包括OMIX HD 或 SuperCapella 等儀器進行影像判讀，這二種儀器主要差別是在影像分析的速率，二者皆可利用已知對比組來進行樣品的定量分析。
本實驗之晶片呈色原理是利用冷光系統晶片，此儀器與一般冷光影像系統不同處是在於：一般的影像系統無法分別讀取96孔盤中每個晶片點的亮度，利用本系統可以分別量化每個點的亮度，可用以精準比對後進行量化分析。另一個優點是一般螢光系統晶片在影像進行分析後，由於螢光衰退後（decay）即無法再次讀取。此系統的反應是冷光酵素，可再重覆加入冷光受質後再進行冷光讀取，但是無法避免的是再次讀取的冷光強度有可能較弱。此分析方法一次進行實驗所需的時間大約為二到三天。
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進行OMIX HD 晶片分析，此儀器操作簡單，樣品置入後可直接由軟體讀取並進行分析
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進行SuperCapella晶片偵測實驗[image: image14.jpg]



進行圖像分析比對
另一項則是學習福馬林固定的石蠟包埋組織（Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE）用以檢測淋巴癌的qNPA晶片技術，這是到亞歷桑納大學病理科教授Lisa Rimsza實驗室參訪學習。欲從已經包埋的組織中萃取RNA是非常困難的技術，這是因為細胞組織包埋住的RNA 會因為被交聯住（cross-linked）而呈現非水溶性（insoluble），故不易被萃取出來。但是HTG 公司搭配qNPA 技術設計出一套可以有效偵測FFPE中的RNA，可不先去除石蠟或先將交聯部份回復（reverse cross-linking），也不需利用試劑萃取RNA（extract the RNA），即可利用此技術將組織內的RNA釋出。
在先前的研究發現，在900個FFPE樣品中，大約只有7個樣品無法利用此技術來分析特定的基因表現，分析發現有些樣品已經完全失去RNA，並非由於此技術失當而造成無法分析，整體而言約99％的樣品可用此技術分析。而且該技術針對已包埋不同年限的組織，如5、10及25年FFPE的組織檢體進行實驗，皆可以該技術進行RNA的偵測。此技術也非常的靈敏，只需3微米（micron）的組織切片即可測得。而且樣品不論包含以下的一些狀況，如先以H&E 染色、石蠟包埋、melanin干擾或是margin ink 染色等等，都不會影響樣品的分析。該研究成果刊載於2008年Blood期刊。
該實驗室負責人Betty Glinsmann-Gibson不但詳細解說有關實驗之操作步驟，此行最大的收穫在於該實驗室修正了一些原來HTG 公司所建議的實驗儀器，如原來該公司建議需購置三種不同的含震盪器之恆溫烘箱，分別為37、50及60℃等三種中型儀器。該實驗室經修正後改為桌上型之恆溫震盪器，不但可節省實驗室空間，也可有效節省電費及儀器經費。另外，該負責人也推薦了一些很好使用的實驗室耗材及實驗操作之工具，如不易殘留管壁之微量試管（microtube），將可有效維持實驗之定量試驗；省力型之八爪分注器，不但省力，其分注體積也具有均一及不易殘留液體之優勢。另有不易殘留毛屑之拭紙(wipers)，可減低因擦拭所殘留之毛屑所造成的實驗判讀的誤差。
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亞歷桑納大學病理科教授Lisa Rimsza實驗室
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震盪器之恆溫烘箱

參、進修心得
總體而言，此次出國參訪主要觀摩的三處不同實驗室，包括美國加州大學洛杉磯分校（University of California, Los Angeles, UCLA）何志明教授實驗室、美國亞歷桑納州土桑市的High Throughput Genomics 晶片公司及亞歷桑納大學病理科教授Lisa Rimsza實驗室，此三處實驗室之參訪，都提供了許多不同的資料及未來晶片實驗的方向。
（1） 加州大學洛杉磯分校副校長何志明教授實驗室參訪心得：
1. 何教授主要的研究是發展不同的電化學感測器（Electrochemical Sensor），如　口腔癌的唾液檢測。利用電化學變化可同時檢測唾液中數種微量標記（Multiplex Salivary Biomarkers）變化，包括核酸（mRNA）及蛋白（Protein）二種不同層級的分子。目前一般檢測只能分別針對DNA、RNA或是蛋白設計檢測流程，此研發除可用於一步性檢測同一樣品中不同層級分子表現，也可節省檢測所需樣品量。

利用此電化學晶片方式可以同時偵測到唾液中3.9fM的IL-8mRNA 及7.4 pg/mL IL-8 protein，與目前常用的ELISA 及PCR 方式的相關性可達90%以上，且比較28個正常人及28個臨床口腔癌病人後發現此法在檢測上具有臨床意義。（成果刊載於Clinical Cancer Research, Nucleic Acids Research）

2.  新興主題：目前研發一種可偵測藻毒素軟骨藻酸（domoic acid, DA）的實驗室　晶  片（Lab-on-a-chip）。當海水中擬菱形藻（Pseudo Nitzschia）發生藻華時（brown tide），可產生大量的軟骨藻酸，此種藻毒在魚貝類食入後，可再經食物鏈造成大量水鳥中毒死亡。不但如此，此種藻毒也會抑制人體麩醯胺酸合成酶（glutamate synthetase）之作用，輕則上吐下瀉，重則有致命。在2009年加州就因為藻華所產生藻毒導致大量水鳥死亡及中毒。

          目前已研發的晶片是以電化學方式檢測毒素的存在，且只需在10 pg/ml的DA即可被檢測出，相當於10個的藻細胞所產生的毒素。而其他的檢測技術則至少需100個藻細胞，未來將可有效利用於微量藻毒偵測。 

（2） 土桑HTG (High Throughput Genomics)公司:
1.  HTG的分子生物檢測平台可用於新藥開發測試，另可用於人體基因表現變化，故也可應用於疾病的檢測，如癌症的篩檢。其研發的可定量之核酸水解酶保護技術（Quantitative Nuclease Protection Assay, qNPA）可用於四種不同類型的樣品，包括血液及組織、體外培養之細胞、純化過的mRNA及福馬林固定且石蠟包埋組織（FFPE），尤其是FFPE的基因檢測更是困難度極高的檢測技術。

2. 本次研習的技術主要包括二項，一項是環保署未來研發的重點項目，黴菌的晶片檢測技術，為DNA基因的檢測；另一項則是學習淋巴癌FFPE技術，此項技術是至亞歷桑納大學病理科教授Lisa Rimsza實驗室參訪學習（此研發成果刊載於Blood期刊）。
3. 此技術可用以檢測短片段的miRNA或長片段的mRNA，二種檢測所需流程各約需二天至二天半，二者的實驗流程略有差異。另外學習該公司二種不同晶片的影像截取系統的操作，包括OMIX HD及SuperCapella 二種不同的儀器。本所於98年購入的型號為SuperCapella，故此行可學習比較二種系統的檢測差異。
肆、建議
1. 利用分子生物技術檢測藻類毒素已是目前研究的趨勢，雖然UCLA 何教授實驗室所開發的技術是以海水中的矽藻產生的毒素為主，未來應該可以利用此技術開發環境中不同有毒素蛋白質及微量微生物存在。
2. qNPA 技術不同於一般的晶片技術，傳統的晶片技術是用以一次檢測同一樣品中數百至數千種不同基因的表現；qNPA可一天完成數百至數千個樣品以上的基因檢測，且可用以定性及定量基因的多寡。此新技術的另一優勢是其可以用檢測基因上一個鹼基（base）的差異，此優勢對未來研發環境中各種不同的有害菌的檢測，將更準確及有效率。
附件
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Operating Procedure

DOC # REV | Page1of12
OP 42007 A

TITLE: 96-Well Format gNPA miRNA Procedure

“This document describes the procedure to be used to perform the quantitative Nuclease Protection Assay (qNPA) using
the 96-well format Universal ArrayPlate. This procedure is to be used for arrays that use 25-mer targets and/or detect
miRNA. The Protection Fragments must be biotinylated for this procedure.

+ 20X Wash Solution P/ 80006

« Imaging Oil /N 80011

« Luminescent Substrates A and B p/\ 80005/80010
« Detection Enzyme Stock p/N 70032

+  Detection Enzyme Buffer p/ 70033

« Lysis Buffer with 6X Probes P/ 85001

« Programming Solution p/N 85002

« 51 Nuclease Stock P/N 80002

Additional Supplies Required:

96-well flat or V-bottom sterile plate
96-well V-bottom non-sterile plate

Sterile, RNase/DNase free tubes and tips as needed
Distilled water

1 Nuclease Buffer P/ 80003
1 Stop Solution e/ 80004
Neutralizing Solution P/N 80005
Denaturation Ol /i 80001
Detection Linkers p/N 85003
ArrayPlate(s) e/ 87251 or 87252

Lysis Buffer without probes (i needed) p/N 70012

Equipment Required:

95°C Oven

50°C Oven (with plate shaker preferred)
60°C Oven (with plate shaker preferred)
37°C Oven (with plate shaker preferred)
Plate Washer (preferred)

Liquid handiing robots (preferred) or multi-
channel pipettes
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Operating Procedure

DoC # REV Page 2 of 12
OP 42007 A

TITLE: 96-Well Format gNPA miRNA Procedure

Testing Information

Project: Array:
Performed By: Start Date:
Run Type: Samples:
[] First Look Sample Type Number of Samples
= X Extracted RNA
Implementation (Repro/Sensi) Cell Lysates

Service

FFPE Tissue or Cells

Frozen Tissue

| Other: Other:

Describe sample preparation and concentration to use:
(9. 2 sectons piaced in 200ulof Lysis e, 250ng RNA por wll 25,000 cas per wel, etc)

Plate Layout:

1 2 3 a s 3 z 8 3

10

12
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Step 1: Prepare Samples

« Proceed to Step A If starting material is a 96-well plate containing live cells
« Proceed to Step B if starting material is previously lysed cells or tissue in lysis

buffer

« Proceed to Step C if starting material is isolated RNA in water
« Proceed to Step D if starting material is formalin-fixed paraffin embedded (FFPE)
tissue or cells.

A. Starting material is a 96-well plate containing cells
L

-

B. Starting material is previously lysed cells or tissue in Lysis Buffer
8

. Proceed to Step 2

. Heat samples to 60°C and vortex. Tissue may require homogenization

. Add 5ul per well Lysis Buffer with 6X Probes

Pre-warm Lysis Buffer with Probes and Denaturation Oil to 50°C
Remove media from 96-well plate with cells.

NOTE: ALL media should be removed from the wells prior to adding
the lysis buffer.

Pre-warm qNPA Lysis Buffer without Probes, qNPA Lysis Buffer with 6X
Probes, and Denaturation Oil to 50°C

and subsequent centrifugation to pellet solid material.

Dilute the samples in gNPA Lysis Buffer without Probes to the desired
concentration. Add 25l diluted sample per well to a 96-well flat
(preferred) or v-bottom sterile plate. (Note: Sample may not need to be|
diluted; follow recommendation from HTG)

‘Reagent Master Lot
Used

. Add 30ul per well of NPA™ Lysis Buffer with Probes to 96-well plate | Toriomer Tyss
Buffer with Probes

Tot Number: Lysis
. Proceed to Step 2 Buffer with 6X Probes
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C. Starting material is isolated RNA in water (mRNA or total RNA)

1. Pre-warm qNPA Lysis Buffer, qNPA Lysis Buffer with 6X Probes, and
Denaturation Oil to 50°C

2. Gently thaw frozen samples and gently mix.

3. Dilute the samples in gNPA Lysis Buffer without Probes to the desired
concentration. Add 25ul diluted sample per well to the 96-well flat o
v-bottom sterile plate. (Note: Volume of RNA should not exceed 5ul of
the total 25ul per well. Contact HTG if this is not possible.)

4. Add 5ul per well QNPA Lysis Buffer with 6X Probes N
Lot Number: Lysis
5. Proceed to Step 2 Bufor with 6X Probes

D. Starting material is FFPE Tissue or Cells

1. If sample is on a slide, scrape into a microcentrifuge tube using a razor
blade. Avoid scraping any excess paraffin. Remove any remaining
sample from the razor blade using the edge of a pipette tip.

2. Add 100uL of Lysis Buffer without Probes to the tube. (Lysis Buffer
should be pre-warmed to 50°C)

3. Overlay with 500uL of Denaturation Oil. (Denaturation Oil should be
pre-warmed to 50°C)

4. Centrifuge tube for 1 minute.
5. Incubate sample at 95°C for 15 minutes.

) 95°C Incubation Start
6. Allow sample to cool for a minimum of 10 minutes.

95°C Incubation Stop
7. Add 5uL of 20 mg/mL Proteinase K to the aqueous (lower) layer.

A. Final concentration of Proteinase K in the reaction is 1 mg/mL, If | TorRumber Frowmass K
the stock solution is at 20mg/mL, add 5ul. Proteinase K per 100ul
of Lysis Buffer.

8. Incubate at 50°C for 30 minutes. 50°C Incubation Start

50°C Incubation Stop
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9. Add 20uL of Lysis Buffer with 6X Probes to aqueous (lower) layer.
10. Centrifuge briefly to separate the il (upper) and aqueous (lower)

layers.

11. Incubate sample at 95°C for 15-20 minutes.
12. Incubate sample at 37°C for 16-24 hours.

13. Transfer the sample to a 96-well plate by dispensing 25uL of lysate per

well.

Proceed to Step 3.

Step 2: Start the Nuclease Protection Assay (QNPA™) Plate

A. Add 70yl per well Denaturation Oil to the 96-well plate containing samples

(Note: This plate will be referred to as the "qNPA plate”)

B. Heat the gNPA plate at 95 °C for 10-15 minutes to denature the RNA

C. Incubate the gNPA plate at 37°C for 6-16 hours to allow for RNA-probe

hybridization

37°C Hybri

Tot Number: Lysis
Buffer with 6X Probes

95°C Incubation Start
95°C Incubation Stop
37°C Incubation Start

37°C Incubation Stop

95°C Incubation Start

95°C Incubation Stop

37°C Hiybridization Stop
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Step 3: S1 Nuclease Digestion

A. Prepare an appropriate amount of S1 Nuclease Solution: Dilute S1 Nuclease

Stock 1:40 (v/v) in S1 Nuclease Buffer

B. Add 20u! per well S1 Nuclease Solution to the lower aqueous phase of the
GNPA plate. The aqueous solution will change from red to yellow.

(Note: Eliminate bubbles if present by popping with sterile pipette tips)
C. Incubate qNPA plate at 37°C for 60-90 minutes to digest unbound RNA and

probes

Volume of 51 Nuclease
Buffer used

Volume of S1 Nuclease
Stock used

37°C Incubation Start

37°C Incubation Stop
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Step 4: Program the ArrayPlate ArrayPlate Serial
A. Warm ArrayPlate Programming Solution to 50°C Number

B. Prepare ArrayPlate Wash Solution: Dilute the 20X Wash Buffer 1:20 (v/v) in
distilled water

C. Wash the ArrayPlate:
Lot Number: Wash

A. Dispense 2504l per well ArrayPlate Wash Solution Buffer
B. Incubate for 10-50 seconds

Plate Washer Used?
C. Empty wells but do not let them dry out completely TN e
D. Repeat six cycles at room temperature

TF Yes, Wash Program
Used

| TN, Number of
D. Remove Wash Solution and add 40yl per well ArrayPlate Programming Solution | washes
to the ArrayPlate (Note: Avoid touching the bottom of the ArrayPlate with tips

as this can adversely affect signal) Tot Number:
Programming Solution

E. Incubate the ArrayPlate at 60°C for 60-90 minutes.
60°C Incubation Start

60°C Incubation Stop

F. Wash ArrayPlate Plate Washer Used?

YIN
TF Yes, Wash Program
Used

1f No, Number of
Washes
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Step 5: S1 Inactivation and Transfer to the ArrayPlate
A. Prepare Stop Plate: To a new V-bottom non-sterile plate, add 10ul S1
Stop Solution

B. Transfer entire contents of GNPA™ Plate (120u) to Stop Plate. The aqueous
solution will change from yellow to purple (qNPA plate may be discarded at this
point)

C. Incubate Stop Plate at 95°C for 15-20 minutes to inactivate S1 Nuclease and to
hydrolyze bound RNA

95°C Incubation Start
95°C Incubation Stop

Room Temperature

D. Allow Stop Plate to cool for 5-10 minutes at room temperature Incubation Start

Room Temperature
Incubation Stop

E. Add 104! per well Neutralization Solution to the lower aqueous phase of the
Stop Plate and mix 6 times with pipette. The aqueous solution will change
from purple to red.

F. Remove Wash Solution from ArrayPlate
G. Transfer 60ul per well of the lower aqueous phase from the Stop Plate to the
ArrayPlate.

H. Transfer the remaining 70yl per well of the upper oil phase from the Stop Plate
to the ArrayPlate (Stop plate may be discarded at this point)

1. Incubate ArrayPlate at 50°C for 16-24 hours to allow probe hybridization to the | 50°C Incubation Start
ArrayPlate
50°C Incubation Stop
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Step 6: ArrayPlate Detection
A. Wash the ArrayPlate Plate Washer Used?
YIN

Tf Yes, Wash Program
Used

1f No, Number of
Washes

B. Prepare Detection Enzyme Solution by diluting Detection Enzyme Stock 1:600
(V/v) in Detection Enzyme Buffer

Volume of Detection
Enzyme Stock used

Volume of Detection
Enzyme Buffer used

C. Remove Wash Buffer

D. Add 40ul per well Detection Enzyme Solution

E. Incubate Arrayplate at 37°C for 60 minutes to allow detection enzyme
hybridization to the ArrayPlate 37°C Incubation Start.

37°C Incubation Stop
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F. Prepare ArrayPlate Luminescent Solution by adding equal volumes Luminescent
Substrate A and Luminescent Substrate B. Set aside and allow the mixture to
equilibrate to room temperature before use e

used

Volume of Substrate B
used

Plate Washer Used?

G. Wash the ArrayPlate i

F Yes, Wash Program
Used

1f No, Number of
Washes
H. Incubate ArrayPlate at Room Temperature with shaking for 15-30 minutes

Room Temp
Incubation Start

Room Temp
Incubation Stop

o
1. Wash the ArrayPlate :\/ihh% Washer Used:

1f Yes, Wash Program
Used
J. Completely remove wash solution from ArrayPlate and add 50u! per well

ArrayPlate Luminescent Solution If No, Number of

Washes
K. Overlay Luminescent Solution with 100u! per well Imaging Oil

L. Capture ArrayPlate image on the OMIX™, OMIX HD™, Capella™, or
SuperCapella™ Imager.
1. For the Capella and SuperCapella:

i. Place the plate in the imager, enter the information on the Data
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Acquisition tab of the Capella Imaging System Software, select
which wells to scan, and then select RUN.

2. For the OMIX and OMIX HD:

Vi

vil.

Viii.

Access the S| Image SGL Software

Set exposure time to 30 seconds and set acquisition to average
two images.

Acquire image and save to appropriate project folder on the Bio
Drive as a U16 TIF image.

a. File Name Format:  YYMMDD [user initials] [exposure time]
[test identification] [plate serial number]if

Set exposure time to 15 seconds and acquire image.

Save image to the project folder using the file name format
described above.

Leave the ArrayPlate with substrate and imaging oil shaking at
room temperature.

Evaluate the 15 sec image using VueScript. If any of the raw
values are greater than 10,000, re-image the plate 30-45
minutes after the initial image (use the same naming format as
above with a description as re-image1, re-image2, etc).

After the re-imaging, check the raw values in VueScript. If any
of the raw values are greater than 10,000, re-image the plate
30-45 minutes after the second image.

Repeat the imaging of the plate until all values are less than
10,000 or until the housekeeper signal falls below 100.

Once imaging is complete, dispose of plate by placing the
contents in the proper waste container and discarding the plate
into the trash.
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Additional Notes

1. Limit the number of freeze/thaw cycles for the frozen reagents and
samples. If it is expected that the materials will need to be thawed
more than 2 times, thaw, mix, and aliquot into smaller containers
with appropriate labeling.

2. ArrayPlates can be washed after imaging and stored at 4°C. To re-image the
ArrayPlate, first heat it at 37°C for 30 minutes. Remove the Wash Solution and
add fresh ArrayPlate Luminescent Solution and Imaging Oil. Note that re-
imaging an ArrayPlate will result in reduced signal depending on the length of
time it has been stored.

3. Flat bottom plates are preferred because bubbles tend to pop on their own in
these plates better than in v-bottom plates (important during the S1 Nuclease
Digestion).

4. The gNPA plate is transferred into the Stop plate to decrease S1 Enzyme
failure rates.
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