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摘要 

組蛋白(Histone)是真核生物構成染色體的基本結構蛋白。它們富

含帶正電荷的鹼性胺基酸，能夠與 DNA中帶負電荷的磷酸基團相互

作用，使 DNA緊密纏繞於組蛋白上，因此組蛋白在真核生物細胞中

為參與基因調節(regulation of gene expression)的扮演重要角色。在許

多癌症相關的研究中發現參與了基因表達，組蛋白本身便是重要的角

色為了鑑定腫瘤細胞中的癌幹細胞，在表觀遺傳學機制的研究發現

H1.0 組蛋白與癌細胞的分裂程度呈現反比關係，藉此證實失去 H1.0

組蛋白是癌幹細胞之特徵。在此研究中，學生酸萃取出肝癌細胞

( Huh7 )中的組蛋白單體，並利用 uv-vis吸收波長為 280 nm偵測組蛋

白。分離組蛋白中的基本結構包括五種類型的小分子鹼性蛋白質: H1、

H2A、H2B、H3、H4。本實驗分離電壓為 15kV，並加入十二烷基硫

酸鈉( Sodium dodecyl sulfate )以微胞電動力層析法的分離機制，經由

改變緩衝溶液的濃度、pH 值，改善蛋白質會吸附在毛細管的表面，

所造成訊號解析度下降和靈敏度降低的問題。加入不同濃度的篩分介

質 250K Da羥乙基纖維（  Hydroxyethyl Cellulose ），使得可以得

到最佳的分離解析度。利用最佳化條件來分離不同種類的癌細胞，包

括鼻咽癌細胞( TW02 )、子宮頸癌細胞( Hela ) 、肺癌細胞( A549 )藉

此探討不同癌症細胞內組蛋白之差異。 

https://en.wikipedia.org/wiki/Regulation_of_gene_expression
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Abstract 

Histones are the basic structural units protein found in eukaryotic 

cell.They are highly basic amino acids which can interact with negatively 

charged phosphate groups in DNA. They are the chief protein components 

of chromatin, acting as spools around which DNA winds, and playing a 

role in gene regulation. Heterogeneity among cancer cells within individual 

tumors has emerged as a general feature of cancer,with critical implications 

for cancer diagnosis and treatment. That demonstrate a critical role for 

Histone H1.0 in inhibiting tumor maintenance. Here, we present standard 

protocols for acid extraction of histones from human liver cancer cells. 

Separation of five major families of histones include 

H1/H5, H2A, H2B, H3, and H4 with ultraviolet visible detection,and the 

detection wavelength is 280 nm. The separation condition of histone is 

Tris-Borate buffer add SDS (Sodium dodecyl sulfate),and the separation 

voltage is +15 kV. By changing the buffer solution concentration, pH value, 

and SDS concentration can improve the protein will be adsorbed on the 

surface of the capillary. By adding different concentrations of 250K Da 

hydroxyethyl cellulose, the best separation resolution can be obtained. 

Under through optimized experimental conditions and apparatus , it can 

separate the different kind of cancer cell include Nasopharyngeal 

carcinoma cells (TW02), cervical cancer cells (Hela), lung cancer cells 

(A549). We can explore the differences in histones between different 

cancer cells. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Histone_H1
https://en.wikipedia.org/wiki/Histone_H2A
https://en.wikipedia.org/wiki/Histone_H2B
https://en.wikipedia.org/wiki/Histone_H3
https://en.wikipedia.org/wiki/Histone_H4
https://www.bio-world.com/productinfo/4_847_925/140768/TB-Tris-Borate-Buffer-pH-liquid-concentrate-X.html
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第一章 毛細管電泳及組蛋白之介紹 

1.1 毛細管電泳之緒論 

Michaelis 於 1909 年所提出電泳（electrophoresis）一詞，電泳的

產生是在一具有帶電粒子的溶液中施加一外加高電壓，而溶液中的帶

電粒子會因為庫倫力的影響產生遷移，此現象稱之為電泳[1]。利用這

原理能讓不同荷質比(m/z)之帶電粒子產生不同的遷移速度，使溶液

之帶電粒子可以進行分離，此方法稱之為電泳分離。在 1937年 Tiselius

對電泳儀器作了改進，創造了 Tiselius 電泳儀，在此基礎上建立了研

究蛋白質的自由界面電泳方法，率先將電泳分離技術應用在分離人體

血清蛋白中的白蛋白及 α、β、γ 三大類的球蛋白，也因為此開拓性的

貢獻在 1984 年獲得諾貝爾化學獎[3, 4]。Wieland 和 Fischer 重新發展了

以濾紙作為支持介質的電泳方法，對胺基酸的進行分離。 

   電泳的分離效率會與外加電場大小成正比，電場增加，分離效率

隨之升高，不過隨著電場的升高，分離溶液所形成的導體通路會因為

電流運輸而產生焦耳熱，焦耳熱會造成然而傳統的平板(slab)電泳會

因為施加高電壓及在自由溶液中而產生過多的擴散現象及熱對流而

影響分離效率等缺點[5-7]。還有製備繁瑣以及消耗樣品量大和重複性

差等限制。與毛細管技術相比更凸顯了其具有、解析度高樣品需求量

少、分離速度快等多種優勢，能夠改善平板電泳許多缺點。電泳技術
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的發展在 1967 年 Hjérten 利用內徑為 3mm 的石英管柱，來改善傳統

平板電泳的缺點，並且以改變毛細管表面性質和結合 UV 偵測器的方

式，能夠有效的分離蛋白質、無機物以及核酸等物質，是由於其管壁

內徑小能有效的減少產生的焦耳熱[8]。所以到了 1974 年時 Virtanen 

改善了 Hjérten 的方法，縮小了毛細管柱的內徑至 200〜500 µm ，可

以在 10 分鐘內有效的分離 16 種陰離子，有效的控制了焦耳熱的產

生，也簡化了儀器裝置的設計，但礙於當時的技術問題毛細管內徑僅

能發展至毫米等級，且因為無法使用高於 5 kV/m 的電壓導致分離效

果不佳。Mikker 等人也嘗試利用管壁材質為聚四氟乙烯並將內徑縮

小至 200 µm，此設計因為其管壁較薄及較小的內徑，能有效的增加

其表面積減少焦耳熱所引起的困擾。至 1981 年 Lukacs 更進一步的證

明毛細管電泳是一個極具發展性的分離技術，他們使用內徑為 75 µm

的玻璃管柱把焦耳熱降至最低，能以高電壓進行分離，進而縮短了分

析時間，且有效的分離胺基酸衍生物[9, 10]，並結合螢光偵測器降低其

偵測極限，也開啟了毛細管電泳的新紀元。由於其分離效率高、樣品

消耗量低、儀器設備簡單等優點。其分析種類可以從有機樣品、無機

離子和 DNA 片段等[10, 11]，應用相當廣泛。 
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1.1.1 毛細管電泳分離原理 

現今所使用的毛細管分離管柱的材質為融熔態成型之二氧化矽

(fused silica)，毛細管外包覆一層高分子聚合物以增加毛細管的韌性，

防止在實驗過程中有斷裂的現象。可以利用壓力注射的方式將緩衝溶

液或洗劑清洗毛細管，而進行分離時以壓力進樣的方式將緩衝溶液注

入毛細管內，接著使用電壓差或壓力差使待測物進入毛細管內，在給

予兩側白金電極之電壓差讓毛細管內的物質進行電泳，當待測物通過

偵測窗口時就可以達成偵測的效果。 

 

1.1.1.1 淌度（mobility） 

毛細管電泳原理主要是利用在系統下施加一電場，不同電荷數之

離子會因為遷移速率不同而分離，帶電粒子在電場中會因庫倫力的影

響以一為（vep）的速度前進，而此速度會與電場(E)成正比，其關係

式為下列: 

μ
ep

 = 
νep

E
                                               （1-1）

為電泳淌度 (mobility) ，其定義為單位電場下粒子電泳遷移速度。即

為當施加一外加電場時，帶電粒子因受庫倫作用力 ( F ) 之影響而產

生加速度移動的現象，且此庫倫作用力會與電場 ( E ) 與有效電荷 

( q ) 具有成正比之關係，其關係式如下列: 

F = q E                                                 （1-2） 
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帶電粒子在運動的過程中，會與其他介質產生摩擦力(f)，而造成移動

速率下降，當帶電粒子受電場加速到某個程度時，摩擦力與庫倫作用

力會達平衡，此時帶電粒子不做加速而是為等速運動。 

在 Stokes 定律中，將帶電粒子假設為剛性球體，受到摩擦力時，其關

係式為： 

f = f v = 6 π η r νep                                       （1-3） 

f 為剛性球體的動摩擦係數，η 為緩衝溶液的黏度，而 r 為粒子半徑。

當帶電粒子其庫倫作用力與摩擦力相等時，帶電粒子會做等速運動，

其關係式如下列： 

F = q E = 6 π η r νep                                        （1-4） 

上述公式亦可寫成： 

vep = qE /6 π η r                                          （1-5） 

由以上公式代入方程式（1-1）可得證： 

μep = vep / E =  q /6 π η r                                    （1-6） 

由 1-6 公式亦可得知帶電粒子之電荷與淌度為正比關係，反之與粒子

半徑則為反比，由此可知粒子本身之大小與電荷的多寡都是影響淌度

的關鍵。 
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1.1.1.2 電滲流(electroosmotic flow, EOF) 

1.1.1.2.1 電滲流之形成 

在毛細管電泳中利用分析物在電場下荷質比之差異，產生不同淌

度達成分離效果。然而除了物質的遷移速率外，電滲流為第二種驅動

力，由於毛細管內壁是由熔融態的矽（fused silica）所組成，當毛細

管內溶液 pH 值大於 3 時，會使管壁上的矽醇基（SiOH）解離成矽醇

陰離子（SiO-），當溶液通過毛細管壁時的陽離子受到矽醇陰離子之吸

引，在毛細管上便會形成電雙層（electrical double layer）。若在此系統

施以一高電場，電雙層上的陽離子會被吸引至負極，此作用力會帶動

整體溶液（bulk solution）往負極移動而產生電滲流。在此系統中如圖

1-1 所示，內層被管壁所吸引的陽離子是為固定層(stern layer），固定

層外則為擴散層(diffusion layer)。與管壁距離越遠，被吸引之正電荷

數越少，因為固定層與擴散層之間電荷分布不均，體相溶液與電雙層

間會產生一個電位差，稱之為ζ電位(zeta potential)[12]。其表示方程式

為下列（1-7）: 

ζ = 4 π δ e / ε                                             （1-7） 

δ 為電雙層之厚度， e 為單位面積之總電荷，ε 為緩衝溶液之介電常

數。ζ電位與電滲流之關係式為（1-8）： 

μeo = ε ζ / η                                               （1-8） 
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淌度 µeo為電滲流大小，淌度與溶液的介電常數(ε)和ζ電位之間為正

比，反之與緩衝溶液的黏度(η)則為反比。Zeta 電位的強弱與毛細管壁

上的質子數有關，質子越多被吸引的陽離子也隨之增加，電雙層厚度

也會變厚，Zeta 電位變大，電滲流也會隨之加速。 

 

1.1.1.2.2 影響電滲流之參數 

電滲流的大小會受緩衝溶液的 pH 值影響，當緩衝溶液的 pH 值

較高時，毛細管內壁質子解離的數目會較多，Zeta 電位也會提升，電

滲流變大，pH 值大於 2 時矽醇基會開始解離出氫離子，當 pH 值高

於 4 可以明顯地觀察到電流值的上升，直至 pH 值大於 8.0 時，電滲

流才會趨近一個定值。這與溶液的離子強度有關，離子強度增加離子

數目也會增多，管壁也會吸附較多的陽離子，而電雙層厚度則會因為

離子變密集而變薄，Zeta 電位也會隨之變小，使的電滲流也會下降。

此外溫度也是影響電滲流的原因，當毛細管內產生焦耳熱溫度升高，

而使管內液體黏度降低，電解質溫度每改變一度，則黏度將會變化

2%~3%，電滲流也會藉此被影響。電滲流也會因為在毛細管內加入添

加劑影響其強弱，如在管內加入濃度較高的中性鹽類，則溶液離子強

度會增大，使溶液黏度增大，電滲流減小。若在毛細管內加入有機溶

劑如甲醇、乙腈，而電滲流增大。界面活性劑的加入則會因為其種類

不同而改變電解質之電性，可改變電滲流的大小和方向。 
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圖 1.1 1 

  

圖 1-1 (a) 電雙層之結構 (b) Zeta 電位。 
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1.1.1.2.3 電滲流的特性 

電滲流是因擴散層中對離子受電場影響而產生遷移現象，理論

上管柱內的溶液每一位置其流速都該相同，便產生獨特的平面流現

象。與其他層析管柱法相比，是以幫浦產生驅動力，其流速會再管

壁旁迅速減少，而靜止的液體會與毛細管壁產生摩擦力和剪切力，

進而形成層流（laminar flow），如圖 1-2 在管柱中會生成拋物狀。層

狀流注入毛細管中會造成樣品區帶分散，導致解析度不佳，相較之

下是使用電滲流之毛細管電泳系統，不但樣品區帶不會變寬，其理

論平板數甚至能提高至數百萬以上。 

 

1.1.1.3 毛細管凝膠電泳之分離機制 

毛細管電泳具有樣品需求量低和高解析度等優點，近年來常被利

用在分析生物樣品上，在此以分離 DNA樣品為例解釋其分離機制[13]。

在分離過程中需要考慮的參數包含: 溫度、毛細管表面性質、電場強

度、凝膠介質、進樣方式及偵測系統等。DNA 樣品在自由溶液下會

以隨機纏繞的方式存在，當施加電場時會展開成長鏈狀，在此狀況下

DNA 的長鏈碰觸到溶液時，DNA 鹼基對（base pair）之數目（N）會

與毛細管內之摩擦力成正比，其關係式為： 

f ∝ N                                                   （1-9） 

且 DNA 上磷酸根之負電荷（Q）也會與鹼基對之數目成正比， 
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圖 1-2(a)電滲流和(b)層流比較圖。 
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其關係式為： 

Q ∝ N                                               （1-10）  

因此 DNA 在自由溶液之淌度為： 

μ =   v/E =   q/f  ∝   N/N  =  constant                     （1-11） 

由上述可推斷 DNA 在自由溶液中淌度為定值，所以 DNA 在此狀 

況下是無法有效分離的。目前 DNA 的分離著重在凝膠的選擇，凝膠

是具有非傳導性的介質，能減低在分離過程中所造成的區帶擴散現象，

可利用改變凝膠所構成的網狀結構對 DNA 做分離。在分離的過程中

DNA 之長度不同在通過凝膠溶液時也會受到不同困難度而產生不同

淌度，藉此達到分離之效果。DNA 長度較短比較容易通過凝膠的孔

隙，所以所需分離時間較短，反之長度較長之 DNA 分離時間就會較

長。 

凝膠內的聚合物是以單體的狀態存在的，當聚合物在溶液內濃度

低時，分子間的碰撞機率也較低產生作用力的機率也隨之降低，聚合

物溶液的黏度也較低；倘若把聚合物濃度增加，分子間碰撞機率會上

升，當上升至一個臨界點時聚合物間會彼此間開始互相作用，生成一

網狀結構，當其濃度超過糾結界限（entangled limit）時此膠體溶液會

從網狀結構形成孔隙。然而糾結界限的定義是假設每個聚合物分子體

積都是相同的，所有聚合物所佔的總體積與溶液體積相同時的濃度。
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可表示為下列： 

φ＊ ≈ 3 Mw / 4 π NA Rg
3                                   （1-12）                        

或 

φ＊ ∝ N -0.8                                             （1-13） 

其中φ＊為糾結界限，MW為聚合物分子量，NA為亞佛加厥常數，Rg為

聚合物分子的迴旋半徑（radius of gyration），而N為聚合物分子所包

含的單體數目。但上述列式是以聚合物的平均分子量做計算的，事實

上聚合物的分子量並不為定值，所以實際的糾結界限數值必須透過實

驗才能得知[14]。 

由上述可知，膠體本身是為一具有非傳導性的介質，超過糾結界限所

形成的孔隙（mesh）能有效的分離出待測樣品，不過此網狀結構之孔

隙大小與聚合物濃度有關， 

其關係式為： 

ξ = Rg （ C / φ
*
）

-0.75

                                    （1-14） 

或 

ξ ∝ a φ *0.75                       （1-15） 

ξ為孔隙大小，C為聚合物濃度，a 為常數[15]，其數值會因為聚合物種

類而不同。 

早期學者探討生物分子在凝膠網狀結構中的遷移行為，將不同長度的 
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圖 1-3 毛細管凝膠電泳在電滲流存在下分離 DNA 片段之示意圖。 
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DNA 和不同電場條件來描述其遷移的變化，從早期的 Ogston 模型

（Ogston model）[23]及爬行模型（repatation model）[16]此兩種模型可

用來解釋 DNA 分子在凝膠介質中的分離機制。Ogston 模型中描述帶

電大分子通過高分子聚合物形成的網狀結構，形成的孔隙大小主要與

聚合物種類有關，尤其是聚合物濃度和其交聯程度有關，所以在 1958

年發展用來解釋一剛性球體在纖維隨機交錯所形成的網狀結構中的

運動模式。到 1966 年時 Morris 首度引用此模型來解釋 DNA 分子在

聚合網狀結構下的行為。Ogston 模型在 DNA 分子小於 3000bp 較適

用，並且在此模型中會將 DNA 分子視為一剛性球體。而片段較小的

DNA 會從聚合物所形成的大孔隙結構被篩分出來，較大片段的 DNA

則會無法通過，在 Ogston 模型的描述中，DNA 的淌度可被表示為下

式(1-16): 

 

μ = μ*P                                                (1-16) 

 

μ 為 DNA 在凝膠介質中的淌度，μ*為 DNA 在自由溶液中的淌度，

DNA 分子小於聚合網狀結構之孔隙機率則為 P。P 的關係是則如下列

(1-17): 

 

P = exp [ -KC (  Rg + r )
2
                                  (1-17) 

其中如上述所知 DNA 分子視為一剛性球體其半徑為Rg ，K為比例常

數，C 為聚合物濃度，r 為聚合物分子鏈厚度，上述二式經過計算後
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則能表示為 DNA 的淌度關係式： 

 

μ = μ* exp [ -KC ( Rg + r )
2
 ]                               (1-18)                      

接著把上式取對數後，log（μ/μ*）與濃度(C)會呈現線性關係，然而此

關係圖稱之為 Ferguson 圖（Ferguson plot），使用此關係式可以對聚合

物分子鏈之厚度及孔隙大小作估算[17]。 

當 DNA 分子為大片段分子時，則可以利用爬行模型（repatation model），

提出此模型的是 de Gennes ，DNA 本身為鏈狀分子並可以改變自身

構型，DNA 剛性球體的直徑大於孔隙時，DNA 則會變形其鏈狀結構，

以蛇行的方式通過聚合物所形成的網狀結構，所以 DNA 分子的移動

並不會受限於長度之長短，和所形成孔隙之大小，此時 DNA 的淌度

與 DNA 分子大小可表示為下式(1-19)： 

 

μ ∝ 
N

N
 = 

1

N
                                             (1-19) 

以上兩種模式都是建立於平板凝膠電泳發展的分離機制，由式中可得

知 DNA 的淌度與 DNA 的長度成反比，若將這兩個模型套用在毛細

管電泳時，會施加高電壓進行實驗，所以必須考慮 DNA 的構型會受

到電場而改變，聚合物所形成的孔隙會隨著時間而改變，是屬於暫時

性的（transient），所以若要深入探討 DNA 分子於毛細管凝膠電泳之

分離機制，必須將上述兩個變因考慮進去。 
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1.1.1.4 線上濃縮技術之模式 

線上樣品濃縮(on-line concentration)技術最早是 Mikker在 1979年

時，在實驗中發現樣品堆積(sample stacking)的現象，Chien 與 Burgi

等人在 1989 年進一步研究發現，可以利用樣品與緩衝溶液導電性的

差異產生不連續電場，使得帶電荷分析物在此兩種環技中遷移速率不

一樣，進而形成樣品堆積。而現今發表出不同的線上濃縮技術，研究

者可以依據分析物的特性選擇適合的方式進行實驗，以下則是對線上

濃縮技術做一個簡介。線上堆積主要是利用具有帶電荷分析物在樣品

與緩衝溶液間導電性不同所造成的電場強度差異，分析物在此兩種環

境中遷移速度改變，所形成的樣品堆積。然而樣品堆積又可以分成電

場放大堆積(Field-amplified sample stacking，FASS)，此方法分析物是

溶於低導電度的緩衝溶液中，而背景緩衝溶液則為高導電性物質，根

據歐姆定律，由於樣品區帶導電性低所受到的電場強度較強，緩衝溶

液區帶則反之，所以離子分析物會在樣品區前方介面處濃縮堆疊，綜

合以上機制利用電場強度不同進行分離。接下來介紹大體積樣品堆積

(Large-volume sample stacking，LVSS) ，此法的機制與電場放大堆積

相似，最大的不同是樣品注入的量為其兩倍，其作法是以壓力注射一

長段樣品，若分析物帶的電荷與電滲流方向相反，則電滲流會將樣品

區帶的基質帶出毛細管，分析物因受外加電場影響，會排斥向入口端
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移動，而壓縮樣品區段，當壓縮至最大電流值 95%-99%時，改變電極

方向則濃縮的分析物會像偵測端移動，但此方法只能單獨偵測陽離子

或陰離子。然而中性不帶電荷之分析物就適合使用掃掠式線上濃縮

( sweeping-MEKC ) ，它可以有效的改善電場放大堆積或大體積樣品

堆積，分析物受限於離子分析物的缺點，利用含有界面活性劑所形成

的微胞與不含界面活性劑的緩衝溶液其遷移速度不同，而形成樣品堆

積，並且可以利用改變界面活性劑的種類探討不同的堆積機制。 

 

1.1.1.5 偵測系統 

毛細管電泳所需的樣品進樣量小(nL 範圍) ，雖然管柱本身為透

明，但其光徑較短，對於微量的樣品常受限於偵測靈敏度不足的問題，

所以能選擇一套高靈敏度的方法是毛細管電泳重要的課題。毛細管電

泳之偵測系統有許多種類，包括螢光（Fluorescence）放射法此偵測方

法其優點為靈敏度高，其偵測器是放置在與激發光呈 90 度的方向來

偵測所放射出的螢光，但並非所有物質都具有螢光發色團

( Fluorophore )[18, 19]，必須透過衍生化的方式使生物分子接上染料或快

速的嵌入 DNA 內。質譜儀（mass spectroscopy, MS）[20, 21]本身便是能

提供最多有關分析物化學訊息的偵測器，例如偵測分析物的質量及判

定其結構，但由於毛細管電泳本身流速非常小，因此將其分展成與傳

統高效能液相層析更能有效的發揮其特長。及紫外光-可見光吸收
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（ ultraviolet-visible absorption）是將毛細管前幾公分之高分子

( polyimide )保護膜燒掉，入射光源透過裸露出的管壁照射在毛細管

內的樣品溶液上，然後在另一側偵測其吸收度，因為毛細管內徑的限

制，導致其靈敏度不慎理想，但因為適用的分析物相當廣泛，加上儀

器裝置便宜此方法的使用仍相當普遍[22]。 

 

1.1.1.6 樣品注射方式 

除了上述參數之外，毛細管樣品進樣方式的不同也會影響其分離

效率，而最常使用之樣品進樣方法有以下幾種:虹吸進樣( siphoning )、

壓力進樣（hydrostatically）及電動進樣（electrokinetically）。壓力進樣

是在進樣端施加壓力或在末端抽真空( pump )，將樣品引入毛細管中，

若毛細管兩端的壓力差為∆ρ，經過 ti 的時間後，樣品注入的體積 v 如

下式(1-20): 

    

v =
𝜌g𝜋𝑟4∆ℎ𝑡𝑖

8𝜂𝐿
                                            (1-20) 

ρ與 g 分別為樣品溶液的密度與重力加速度之常數。 

但此方法較繁瑣;虹吸進樣是將樣品放置一固定高度，利用重力差驅

使樣品進入毛細管中。虹吸及壓力進樣的優點為進樣之總量不會因

為受到離子移動力的影響而改變，此兩種方法又稱之為流體注入法

並符合下列公式(1-21): 
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v =
∆𝜌𝜋𝑟4𝑡𝑖

8𝜂𝐿
                                                                                                     (1-21) 

 

電動進樣是將毛細管進樣端與電極一同放置於樣品內，並施以一電壓

藉由離子移動與電滲流讓樣品進入毛細管內。與前述兩種進樣方式相

比，其優點為樣品進入毛細管內的體積較多。以內徑為 75 µm 為例，

若高度差為 5 公分進樣 10 秒，其進樣量約為 6 nL，電動進樣則能到

達 5 至 50 nL。 
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圖 1-4 毛細管凝膠電泳在電滲流存在下分離組蛋白之示意圖。 
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1.1.1.7 毛細管電泳對生物樣品之應用 

生物樣品的分析發展至今越趨於更細節的要求，然而毛細管電

泳具有分離效率高，分析速度快，樣品和試劑需求量少及易於實現

自動化等優點。但因為生物樣品其種類繁多，結構複雜樣品量少、

製備、濃縮及分離比較困難。然而核酸及蛋白質是兩類很重要的生

物大分子，是人類生命活動的基礎，因而一直是人們研究的重點。

特別是”人類基因組計畫”的實施，大大地推動了毛細管電泳技術

的發展，能夠有效地應用於 DNA 測序。而且在短序列重複( short 

tandem repeats,STRs )偵測及分析上也有貢獻。毛細管電泳在蛋白質

分析方面的應用也非常廣泛，包括物理常數測定、純度分析、微量

製備、蛋白質體學( proteomics )研究、生化反應及其過程分析、結合

蛋白及其衍生物研究、臨床醫學與疾病診斷等研究[23-25]。至今在蛋

白質體學的應用例如 Tong 等人採用這種技術，對酵母核醣體中所含

75 個蛋白質複合物進行了分析，成功的測定了混和物中 80%的蛋白

質[26]。與蛋白質有關的生化反應其過程包括酶催化反應過程監測、

動力學研究、蛋白質穩定性測定等，Viglio 等人利用 MEKC 研究了

不同蛋白酶進行蛋白質水解的動力學過程。[27]在蛋白複合物分析

上，種類包括金屬結合蛋白、抗原-抗體複合物、蛋白質-DNA 複合

物以及蛋白質-藥物複合物等。它們分子量很大，結構複雜，分離分
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析相對較困難，但是由於它們很可能是能發揮生物學功能的實際存

在型態，而且這些複合物在臨床診斷和藥物篩選具有非常重要的意

義。例如 Wan 等則利用 CE 研究了多肽-蛋白質，蛋白質-蛋白質以

及 DNA-蛋白質之間的相互作用[28]。修飾後的蛋白質之生物研究，

如醣基化、脂基化、磷酸化等，在調節蛋白質的生物學功能方面扮

演著重要的角色，有著重要的生物學意義，很多種藥物本身就是屬

於這類蛋白質。Camble 等人利用 CZE/UV，分離並測定了胺基酸序

列相同，只有殘基磷酰化修飾不同的磷蛋白[29]。 
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1.1.2 毛細管電泳的分離模式 

毛細管電泳至今已衍生出很多不同的應用模式，其中較為普遍常

見的模式有由 Jorgenson 和 Lukacs 所發展出來的毛細管區帶電泳

( capillary zone electrophoresis, CZE )[30] 、毛細管微胞層析( micellar 

electrophoresis capillary,MEKC )等等，以下為各類不同的模式說明[31]。 

 

1.1.2.1 毛細管區帶電泳(CZE ) 

毛細管區帶電泳其分離原理是對毛細管兩端施加一電位差時，不同分

析物根據其不同的荷質比( charge/mass ) ，會有不同的電泳遷移率，

會在毛細管中形成不同的區帶，可藉由電位差在毛細管內形成的電滲

流達到分離分析物的效果，但此系統只適用於分離陽離子或陰離子的

分析物，中性物質因為它本身不受電場和緩衝溶液 pH值改變影響[32]。 

 

1.1.2.2 毛細管凝膠電泳（CGE） 

與傳統的平板凝膠電泳相比，毛細管電泳能有效的降低成本、縮

短分離時間的特性，能夠有效的利用在 DNA 和蛋白質的分析，不過

DNA 是由小片段所鍵結的，而這些小片段具有相同的荷質比，在進

行分離時遷移時間會得到一樣的結果。接下來的研究就針對毛細管內

部改質，在毛細管內部塗佈高分子聚合物形成孔洞，可以分離不同分

子量的物質[33]。 
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1.1.2.3 微胞電動層析法（MEKC） 

普遍來說，中性的物質在緩衝溶液中並不會帶有電荷，且不受電

場作用影響，只靠著電滲流將物質帶至偵測端，因此中性的物質所遷

移的時間會相同。在 1984 年由 Terabe 修改了此方法，他在緩衝溶液

中添加界面活性劑，中性物質和界面活性劑之間會有選擇性，在分離

中性物質上有突破性發展[34]。其分離原理為當界面活性劑的濃度到達

臨界微胞濃度( CMC )時會形成微胞對於中性物質做選擇性分離。微

胞是由數十至數百個一端為疏水性而另一端為親水性界面活性劑分

子聚集而成，而不同中性物質其疏水性質也不同，通常疏水較高的物

質會較容易進入微胞內，就能有效的分離在微胞內的物質與未包覆完

全的物質。MEKC 同時兼具有電泳和層析的優點，在毛細管電泳的應

用中極為廣泛，並具備同時分離帶電離子和中性分析物的能力[35]。倘

若加入不同種類的界面活性劑，它與分析物的選擇性也會改變，形成

表面帶正電或負電的微胞，進而改變遷移速率便能分離中性物質。

2015 年，本實驗室學長以混合態微胞的形式結合聚乙烯吡咯烷酮成

功分離血漿中的胺基酸生物指標[36]。 
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1.1.2.4 毛細管等電聚焦法( CIEF ) 

此方法是用於同時帶有正電荷與負電荷的兩性化合物，也稱為兩

性離子( zwitterion )，再一特定的 pH 值條件下，陰陽離子具有相同濃

度總電荷為零，所以在系統中不會移動，而分析物無法分離，此時該

pH 為該物質等電點[37]。 

 

1.1.2.5 毛細管等速電泳( CITP ) 

等速電泳是一個”移動介面”的技術，在 CITP 中是使用兩種不同

緩衝溶液系統，分別稱之為前導電解質( leading electrolyte )與尾隨電

解質( terminating electrolyte )之緩衝溶液所構成。而前導緩衝溶液形

成前端層帶，尾隨緩衝溶液形成末端層帶，將欲分析之物質形成的區

帶夾在前端層帶與末端層帶之間，使區帶發生等速遷移之現象。若以

分析物陽離子為例，前導電解質陽離子的速度需大於分析物的所有離

子[38]，反之尾隨電解質陽離子的速度需小於分析物的所有離子。施加

一電場時，前導電解質之陽離子數量多其往陰極移動之速度便是最快，

分析物的陽離子數量次之所以移動速度也略為緩慢，尾隨電解質便是

最慢的。因此毛細管等速電泳的分離機制是利用分析物電泳速度的不

同來達到分離的效果。 
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1.1.2.6 毛細管電層析法（CEC） 

毛細管電層析法是結合毛細管電泳及高效能液相層析 ( high 

performance liquid chromatography，HPLC )兩種分離方法的一種新分

離技術，因兼具 CE 分離效率高、試劑量少與消耗樣品、分離速度快

以及 HPLC 動靜相選擇性高等優點，故近年來越受重視。CEC 之原

理是在毛細管兩端施以一高電壓，不同電性之分析物會被電滲流往前

帶，而分析物也會因為受到靜相之作用力而滯留。然而分析物本身同

時受到電滲流推動力、其自身電泳特性及動、靜相分配作用力之影響，

此三種作用力成為分析物滯留時間長短之關鍵。CEC 的解析度幾乎

可達氣相層析技術( GC )的效果，而選擇性則可和 HPLC 相比。其亦

具有極高的理論板數，其最大的優點在於推動動相往前的力量是電滲

流，而不是高壓幫浦，所以不會讓區帶變寬。又因為 CEC 所需樣品

量遠小於 HPLC，所以 CEC 是一種高選擇性、高解析度的分離模式。 
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1.2 組蛋白簡介 

1.2.1 組蛋白之歷史 

“Histon”這名詞是在 1884 年所創造的，裡面提及培養基原料的成

分是由豐富的鹼性胺基酸所組成。在染色質內組蛋白為染色體上主要

的蛋白質組成，核心組蛋白和接頭組蛋白是兩種主要類型的組蛋白，

根據其結構和基本功能分類[39, 40]。核心組蛋白（H2A，H2B，H3 和

H4）是 100-140 個胺基酸長的蛋白質如圖 1-6，其在結構上由組蛋白

折疊結構域（HFD）組成，側翼為固有無序的 N 和 C 末端區域[41, 42]。

組蛋白八聚體由組蛋白 H3 和 H4 的中心異源四聚體組成，側翼為兩

個組蛋白 H2A 和 H2B 的異源二聚體[43]。 

組蛋白本身帶正電而 DNA 帶負電的磷酸根交互作用時可以形成

穩定結構。並且此結合能有保護作用，可以防止 DNA 被酵素分解，

組蛋白緊縮的鬆緊度會影響基因表現的形式，例如極重要的基因組

( genome )通常會被組蛋白緊緊拴住，並且能有效的調節與組蛋白之

間之鍵結，反之若是較不重要之基因組與組蛋白之間的結合會較鬆散，

在 DNA 包裹上也扮演著重要的角色[44]。組蛋白與 DNA 之間的相互

作用如下，在 DNA 骨架與胺基之間的氫鍵對組蛋白的主鏈，組蛋白

與 DNA 的去氧核醣的非極性相互作用，鹼性胺基酸側鏈與 DNA 磷

酸氧旁鏈之間的鹽鏈及氫鍵[45]。 
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圖 1-5 組蛋白與染色質之關係圖。 
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因為上述組蛋白之特殊結構進而具有在演化上極具保守性，即使是在

不同種生物體內，組蛋白的胺基酸組成也是非常相近的，特別是 H3

的保守性很大[46, 47]，即使是動物與植物之間也只有幾個胺基酸之差異。

H2A 及 H2B 的差異性則較大[48]，H1 的變化更大，由 H3 及 H4 在胺

基酸的組成上極端保守性表明[49]，組蛋白在真核生物染色體扮演穩定

其結構的重要角色，即使經過長時間的演化，這些組蛋白的結構仍會

被保留下來。並且在組蛋白結構中，鍊上胺基酸分布的不對稱性，鹼

性胺基酸大部分會在 N 端[50]，而疏水基團會分布在 C 端上，此不對

稱分布可能與其功能和互相作用力有關，鹼性的半鍊易與 DNA 表面

所帶的負電所結合，而另一端則會跟組蛋白、非組蛋白結合。組蛋白

除了具有能夠作為 DNA 摺曲的線軸壓縮能讓出細胞核內的空間予較

大的基因組的功能之外，在過去的十年中已經積累證據，說明組蛋白

和核小體的作用不限於染色質的壓實，在生物過程染色質結構是動態

的，能夠在轉錄中發揮重要作用。例如，核小體遷移的發現具有重要

的生物學意義，位於啟動子的核小體在調節轉錄中起關鍵作用。 

 

  



29 

 

 

  

圖 1-6 組蛋白結構示意圖。 
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histone H1 [Homo sapiens]  219 aa             pI Mw

msetapaapa apapaektpv kkkarksaga akrkasgppv selitkavaa skersgvsla

alkkalaaag ydveknnsri klglkslvsk gtlvqtkgtg asgsfklnkk aasgeakpka

kkagaakakk pagaakkpkk atgaatpkks akktpkkakk paaaagakka kspkkakaak

pkkapkspak akavkpkaak pktakpkaak pkkaaakkk

11.03 21865

msgrgkqggk arakaktrss raglqfpvgr vhrllrkgny aervgagapv ylaavleylt

aeilelagna ardnkktrii prhlqlairn deelnkllgk vtiaqggvlp niqavllpkk

teshhkakgk

10.9 14091

mpepaksapa pkkgskkavt kaqkkdgkkr krsrkesysi yvykvlkqvh pdtgisskam

gimnsfvndi feriageasr lahynkrsti tsreiqtavr lllpgelakh avsegtkavt

kytssk

10.31 13920

martkqtark stggkaprkq latkvarksa patggvkkph ryrpgtvalr eirryqkste

llirklpfqr lmreiaqdfk tdlrfqssav malqeacesy lvglfedtnl cvihakrvti

mpkdiqlarr irgera

11.13 15508

msgrgkggkg lgkggakrhr kvlrdniqgi tkpairrlar rggvkrisgl iyeetrgvlk

vflenvirda vtytehakrk tvtamdvvya lkrqgrtlyg fgg
11.36 11367

histone H2A [Homo sapiens]  130 aa

histone H2B [Homo sapiens]  126 aa

histone H3 [Homo sapiens]  136 aa

histone H4 [Homo sapiens]  103 aa

表 1-1 組蛋白之序列[2, 3]。 
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1.2.2 組蛋白之修飾 

與原核生物不同，絕大多數真核生物 DNA 以結構複雜、高度折

疊的染色質為載體, 這使得兩者在基因表達上具有很大的差異，然而

整條染色質上，細胞需要在特定的時間或特定的空間調控某些特定的

基因表達。為了複雜的調控一系列的細胞核內的生命活動，組蛋白的

翻譯後修飾不僅與染色體的重塑和功能狀態緊密相關，而且在細胞生

長以及致癌作用的過程中發揮著重要的作用。例如在有絲分裂、DNA

損傷修復、細胞死亡、DNA 複製和重組過程中磷酸化後的组蛋白就

扮演著重要的角色。組蛋白乙醯化則能激活基因轉錄，去乙醯化則會

使基因轉錄受到抑制。 

然而組蛋白本身的結構中是帶有模體( motif )的 C 端結構域與其

他組蛋白分子間發生相互作用，並且與 DNA 之間纏繞有關，然而 N

端可以與其他調節蛋白和 DNA 作用，且具有高度精密的可變區域，

並富含離氨酸( Lysine )，在組蛋白的 N 部尾端的 15-38 個胺基酸殘基

是能進行組蛋白翻譯後修飾的重要位點，並具調節 DNA 的生物功能

[51]。對於組蛋白的修飾若是只有單一的修飾往往不能獨立的發揮作用，

所以一個或多個在組蛋白尾巴的不同共價修飾能依次發揮作用或組

合在一起，他們通過協同或拮抗來共同發揮作用。不同位點上的不同

修飾可形成大量特殊信號，，類似各種不同的密碼，供其他蛋白質識
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別，並影響一系列相關蛋白質的活動，最終調控真核生物基因表達，

這就是“組蛋白密碼”學說。[52-54]然而組蛋白密碼通過修飾組蛋白進

而控制基因表達的過程，存在幾個重要的關鍵，一個是共價修飾的位

點，組蛋白上能發生共價修飾的胺基酸殘基稱為修飾位點，修飾位點

通常會存在在四種( H2A、 H2B、H3 和 H4, 尤其是 H3 和 H4 )常見

的組蛋白的游離胺基端尾巴上，幾種較常見的修飾反應如乙醯化/去

乙醯化、甲基化/去甲基化[55-57]、泛素化/去泛素化[58-60]、磷酸化[61-65]和

研究較少的 SUMO 化[66-68]和生物素化，另一個則是蛋白複合體，共

價修飾的組蛋白的蛋白質是以複合的形式存在，然而在組蛋白密碼中

能發揮重要作用必須具有，轉移酶活性和識別功能此兩種功能。轉移

酶活性是蛋白質複合體的其中一個蛋白質亞基發揮酶活性轉移或脫

去甲基和乙醯基，其他的蛋白亞基則發揮輔助因子作用。蛋白複合物

的特殊結構域可以稱之為解讀者( readers )，特殊結構域是指蛋白質的

空間結構上距離較近的胺基酸殘基所形成的特殊結構，它可以通過疏

水作用或靜電作用等方式與被共價修飾的組蛋白發生相互作用，這種

相互作用也被稱為結構域的“識別”功能。接下來，就要討論到組蛋

白密碼與基因表達之間的關係，由前段敘述可知道，染色質是真核生

物 DNA 的載體，可以高度的折疊緊縮，其構型需要從壓縮狀態轉變

為鬆散狀態，即染色體的結構決定基因的轉錄狀態。 
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事實上只需利用單一位點的修飾就可以改變染色體構象，進而達到

調控基因表達的效果，Peterson 等人發現，位在 H4 組蛋白上的某特

異位點的 Lys 經乙醯化修飾後，可抑制染色體的折疊固縮，進而促

進基因表達。組蛋白密碼可影響 DNA 甲基化[69-71]、基因組印記、X

染色體失活、克隆動物發育異常、細胞分化和凋亡以及腫瘤等等，

從而造成廣泛生物學效應[72]。以下對於組蛋白各種類的修飾做一個

簡單的介紹: 

1.2.2.1 Histone acetylation 組蛋白乙醯化 

自從在 1976 年文森特·艾弗雷（Vincent Allfrey）的開創性研究以

來，20 世紀 60 年代初，我們知道組蛋白是經翻譯後修飾的[73]，首先

談論到組蛋白乙醯化，並且從那之後可以知道組蛋白上的離氨酸

(Lysine)是具高度動態的，並且受到組蛋白乙醯轉移酶( HATs )和組蛋

白脫乙醯酶((HDACs)的交互作用調節[74]。HATs 的作用機制是利用乙

酰化 CoA 作為輔助因子並催化乙醯基轉移至離胺酸( Lysine )側鏈上

的 ɛ-胺基。而此作用會中和離胺酸( Lysine )上的正電荷，藉此削弱組

蛋白與 DNA 上的作用力。在 HATs 主要可分為兩大類:包括 A 型和 B

型，B 型的 HAT 並不是被包裹在染色質中的組蛋白，而是經乙醯化

游離在細胞質中的組蛋白。HATs 是具保守性的結構，並寫所有 B 型

的 HAT 會與 scHat1 具有序列同源性，然而此種 HAT 最初始的類型
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包括，在新合成的組蛋白 H4 的 K5 和 K12 為位點乙醯化，並且這種

乙醯化模式對於組蛋白的沉積是相對重要的。相對於 B 型，A 型的

HAT 是較多樣化的酵素，然而根據胺基酸序列同源性和構象結構，他

們可以劃分為至少三類獨立的基團 : GNAT[75]、MYST[76, 77] 和 

CBP/p300[78-80]。一般來說，這些酶皆會修飾位於組蛋白尾部 N 末端

的多個位點，這些酶的確具有中和正電的能力，從而破壞靜電相互作

用的影響，與許多轉錄輔助因子的酶具有相似功能。 

 

1.2.2.2 Histone phosphorylation 組蛋白磷酸化 

就如同乙醯化組蛋白，組蛋白磷酸化具有高度動態的。磷酸化主

要發生在組蛋白尾巴N末端的酪氨酸( tyrosines )、絲胺酸( serine )及蘇

胺酸( threonines )。而對於修飾的控制是透過添加或去除激酶( kinases )

和磷酸酶( phosphatases )，所有對於組蛋白磷酸化的定義是為利用激

酶從ATP轉移一個磷酸基團到目標胺基酸側鍊的羧基團，而此時會增

加組蛋白上的負電荷，但此作用並不會影響染色質的結構[81-83]。然而

所知的激酶尚不清楚是如何準確的對應至染色質上的作用位點，舉例

來說，哺乳動物的MAPK1酶，具有能連接DNA之結構域。這對於具

體的受體位置是足夠的，類似於bona fide DNA結合轉錄因子。大多數

組蛋白磷酸化位點位於N末端尾部。組蛋白H1被細胞週期蛋白依賴的

激酶磷酸化，是其翻譯後主要的修飾作用。組蛋白H1的磷酸化能夠影



35 

 

響DNA二級結構的改變和染色體凝集狀態的改變[82, 84-86]。另一方面，

組蛋白H1的磷酸化需要DNA的複製，並且激活DNA複製的蛋白激酶

也是促進組蛋白H1的磷酸化。因此組蛋白H1磷酸化與DNA的複製存

在一個協同發生的機制[87-90]。  

 

1.2.2.3 Histone methylation 組蛋白甲基化 

組蛋白甲基化主要發生在側鏈上的離氨酸( Lysine )和精氨酸( A 

rginines )與乙醯化和磷酸化不同的地方是組蛋白甲基化時並不會改

變組蛋白本身的電荷。但組蛋白甲基化時必須考慮到複雜性的增加，

甲基化若是離胺酸的部分可以是單( me1 )、雙( me2 )或三( me3 )甲基

化，而精氨酸( Arginines )的部分可以是單、對稱或不對稱甲基化。

SUV39 蛋 白 是 第 一 個 被 發 現 的 組 蛋 白 轉 移 酶 ( histone 

methyltransferase, HMT )，人類的SUV39H1、鼠的SUV39H1、裂變酵

母( S.pombe )的Clr4都是屬於SUV39家族，能特異性的使組蛋白H3K9

甲基化。在2005年Shi等人首次發現了去甲基酶，先前人們認為組蛋白

的甲基化作用是穩定不可逆的，但這種去甲基化酶的發現使組蛋白甲

基化過程更具動態性。與離胺酸( Lysine )具有特異性的去甲基化酶

1( LSD1 )是特異性作用於H3K4位點的去甲基化酶，他只能作用於單

甲基化或雙甲基化，對於三甲基化卻無能為力[91]。該去甲基酶是一種

單胺氧化酶，通過胺基氧化作用生成甲醛和去甲基化的精氨酸殘跡達
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到去甲基的目的。舉例來說，哺乳動物體內的組蛋白精氨酸( Arginine )

的去甲基過程主要是利用肽酰精氨酸去亞氨酶4(peptidylarginine 

deiminase 4，PAD4)催化精氨酸( Arginine )轉變為瓜氨酸( citrulline )，

使PRMT等精氨酸甲基轉移酶失去作用位而達到抑制甲基化的效果。 

 

1.2.2.4  Ubiquitylation 泛素化 

以前對於組蛋白修飾地描述主要是把組蛋白側鏈變化是變成較

小的胺基酸，而泛素化則是將側鏈導致了一個更大的共價修飾。泛素

本身就是與組蛋白連接的76個胺基酸，而蛋白質的泛素化修飾就是蛋

白質的離胺酸殘基位點與泛素分子的羧端相互結合的過程。泛素化調

節的途徑共可分為三種酶催化，泛素激活酶 ( ubiqutin-activating 

enzyme，E1 )，泛素接合酶( ubiqutin-conjugating enzyme，E2 )，泛素

-蛋白質連接酶( ubiquitin-protein ligase，E3 )。多聚泛素化需要三種以

上的酶共同作用，而單泛素化則只需前兩種酶。對於組蛋白來說，單

一泛素化似乎是最相關的，儘管確切的修飾位點仍然在很大程度上難

以捉摸[92]。然而例如，組蛋白H2A泛素化修飾位點是具高保守度的

H2AK119位點。除了H2A以外[93]，組蛋白H2B也可以被泛素化修飾。

H2B的泛素化位點也定位於C端的離氨酸殘基;哺乳動物的H2BK120

位點和芽殖酵母的H2BK123位點[94, 95]。  
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1.2.3  非組蛋白 

 在染色體內除了大量的 DNA 和等量的組蛋白之外，還有大量

的非組蛋白蛋白質( nonhistone protein )。然而非組蛋白包含很多種類，

其中 80%為酸性蛋白質，並且具有種屬專一性。然而許多酵素為較常

見的非組蛋白蛋白質例如: RNA 聚合酶( RNA polymerase )[96]、激素受

體( Hormone receptor ) 、DNA 聚合酶( DNA polymerase )、與細胞分

裂有關的收縮蛋白、細胞骨架( Cytoskeleton )、肌動蛋白( actin )、肌

凝蛋白( myosin )、微管蛋白( Tubulin )、核孔複合蛋白等，他們也可

能是染色質的結構成份[97]。 

 非組蛋白與組蛋白不同的是非組蛋白為染色體上與特異DNA

序列結合的蛋白質，所以又稱序列特異性 DNA 結合蛋白，然而非組

蛋白的特性是所組成的胺基酸種類多為酸性蛋白質，含有較多的天門

冬氨酸( aspartic acid )、谷氨酸( glutamic acid )，所以帶負電荷，與組

蛋白所帶的正電荷不同特點是既有多樣性又有專一性，且含有組蛋白

沒有的色氨酸( Tryptophan )，是 DNA 複製 RNA 轉錄活動的調控因

子。所合成的時間組蛋白只在 S 期合成，非組蛋白整個細胞周期都能

進行合成，並且與 DNA 複製同步進行。非組蛋白能識別特異的 DNA

序列，識別信息存在 DNA 內，識別與結合氫鍵和離子鍵。非組蛋白

其功能為能幫助 DNA 分子折疊，以形成不同的結構域，從而有利於

http://big5.wiki8.com/guansuan_31325/
http://big5.wiki8.com/tongbu_105536/
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DNA 的複製和基因的轉錄。並且能有效的協助啟動 DNA 複製和控制

基因轉錄，調節基因表達。 

 非組蛋白能激活特定基因，非組蛋白蛋白質有幾個特性,非組

蛋白本身是由 20 幾種的蛋白質所組成，所以他們之間的結構差異性

很大( structural diversity ) ，在同種生物體內，隨著細胞種類不同，其

非組蛋白組成也不同，具有組織專一性。在轉錄作用( transcription )的

過程中較活耀的細胞，所包含的非組蛋白含量也較多，所以對於基因

表現的調控非組蛋白也佔有相當的角色。例如:高遷移族率蛋白 B1 

( high mobility group box1 protein )， B1 是一種真核生物細胞中的非

組蛋白染色體結合蛋白，參與多種生物學過程如基因的轉錄、DNA 損

傷修復、胚系基因片段重組、分化與發展。及單鍵 DNA 結合蛋白

( single-stranded DNA-binding protein，縮寫為 SSB 或 SSBP ) 是專門

負責與 DNA 單鏈區域結合的一種蛋白質，為 DNA 複製、重組和修

復所必需的成分[98-100]。A24 非組蛋白 有科學家用 0.2 mol/L 的硫酸

從小鼠肝臟中分離到一種稱為 A24 的非組蛋白[101]。這種蛋白質的溶

解性質與組蛋白相似。胺基酸序列測定發現 A24 的 C 端與 H2A 

相同。它與 H2A 大小相近，呈酸性，含有較多的谷氨酸和天冬氨酸。

A24 的總量大約是 H2A 的 1%，位於核小體內，目前對於其功能的

研究較不足[102]。 
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1.2.4 核小體之簡介 

核小體是真核生物構成染色質的基本單位，是由 DNA 纏繞在組

蛋白所形成的八聚體上構成，圍繞在旁邊的 DNA 稱之為核心 DNA 

(core DNA)或核小體 DNA(nucleosomal DNA)，其長度為 146bp，圍繞

長度約 1.65 圈。連接核小體間的 DNA 為連接 DNA(linker DNA)，長

度約在 20-54bp 不等[42, 103]。H1 扮演著固定核小體的角色，核小體之

間通過 linker DNA 串成念珠狀結構。現今組蛋白八聚體在 DNA 雙螺

旋上的精確的位置稱之為核小體定位(nucleosome positioning)，可分為

描述核小體 DNA 的中心點對於染色體的平移定位 (translational 

positioning)和描述 DNA 雙螺旋與組蛋白結合表面的旋轉定位

(rotational positioning)[104]。真核細胞內 75%-90%的 DNA 纏繞在組蛋

白上，組蛋白的靜電位阻作用會排斥其他蛋白質與核小體 DNA 結合，

從而阻斷那些負責基本生命過程的蛋白質(如: RNA 聚合酶、DNA 複

製與修復酶和轉錄因子)。研究發現核小體定位在基因轉錄調控[105, 106]、

DNA 複製與修復[107]、可變剪接等基本的生命過程都扮演著重要的角

色，甚至對 DNA 序列與基因表達調控[108-110]的進化也有著重要影響

[111, 112]。另外在核小體所組成的重要成分，組蛋白的修飾與腫瘤等重

大疾病的發生也有緊密的關聯，因此核小體定位及其功能的研究有助

於研究色質結構對基因表達的影響，可以為重大疾病特別是癌症的治
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療提供更多的機會。 

 

1.2.5 染色體之簡介 

人們對於遺傳的認知在二十世紀初時仍然是停留在認為生物遺

傳特是源自於某些分離的因子所控制而且可以在有機體傳遞到下一

代，漸漸的遺傳學家們發現此遺傳基因是存在於染色體內，此基因是

為大分子本身是由 DNA 所組成，並且能使生物體表現出其特殊性質

與生理機能。基因”Gene”為一特殊片斷 DNA，其功能為保存及傳達

訊息的單位，組成則為可轉譯的 DNA 序列，以及可調節其轉譯效率

之相關序列。作用則是製造特殊生物功能 RNA 產物和蛋白質。本身

含有組成裝配細胞結構之藍圖，以主導細胞活動之運作[113]。 

染色體與基因之相關研究在 1903 年時，Walter Sutton 在其發表的

論文直接指出染色體即為數十年前 Mendel 所發現的遺傳因子之物質

攜帶者。然而遺傳學發展的速度是緩慢的，當生物學家以顯微鏡觀察

出生物的受孕、減數分裂和細胞分裂的過程時[114]。遺傳學的研究學

者才明白有機體所發展之生物特性使由於染色體所包含基因的調控

和表現。有機體在日常活動當中，其組成細胞為持續性及具有一定分

化功能，且其從這一代到下一代。 

T. Boveri (德國學者) and W.S. Sutton (美國學者)在各別的研究中

皆得到相同的結論,認為染色體在細胞分裂中的行為與Mendel所發現
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的遺傳因子有關，其中包括:兩者在體細胞中都成對存在,在生殖細胞

中則是單獨存在及成對的染色體在細胞減數分裂時彼此分離,進入不

同的子細胞中,不同對染色體或遺傳因子可以自由組合。其對於遺傳

學之研究進展和突破為一巨大之里程碑。[115]於1943年，諾貝爾獎得

主Morgan以果蠅為對象證實生物特徵可連結到染色體上之一特定基

因位，發現染色體具有傳遞遺傳訊息的性聯遺傳之功能，也對日後科

學家探討基因之化學特性的開端。  

 

1.2.6 染色體之結構 

真核細胞再進行減數分裂和有絲分裂時，會緊縮成棒狀，因易被

鹼性染料染色故稱染色體。在 1879 年時，德國生物學家 Wilhelm 

Waldeye 稱這種絲狀體為染色體（chromosome），意即可染色的小體，

並猜測染色體與遺傳有關[116]。以人體具有 23 對染色體為例，如果將

這些染色體連接起來，其總長可高達 2 公尺，並且會有 6ｘ109 對鹼

基對。要將這麼長的 DNA 放入一個直徑僅 6-7 µm 的細胞核內並且

能正常行使功能，DNA 的折疊( folding )是相當重要。染色體勢必要

緊密纏繞，去氧核糖核酸分子為雙螺旋結構，一個去氧核糖核酸分子

就像是一條長長的雙螺旋的飄帶。在 1974 年，Roger Kornber 提出染

色質是由重複的單元所組成，核體是( nucleosome )為染色質和染色體

之超微結構的基本單位，保留蛋白質與 DNA 交互作用力的方法，將
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真核細胞中的 DNA 分離出，發現核蛋白複合物與 DNA 有等質量性，

其中在染色質含量最多的蛋白為組蛋白，然而核體的核心就是由四對

組織蛋白( H2A、H2B、H3 和 H4 )各兩分子構成的扁球狀八聚體。一

條染色體有一個去氧核糖核酸分子[117]。DNA 會依序在每個組蛋白八

聚體的表面纏繞 1.75 周，其長度約 146 個鹼基對，而兩個相鄰的核

體間會有長度約 50-60 的鹼基對的去氧核醣核酸相互連接。而在相連

接的地方有第五種組蛋白 H1，並密集串成長度約 100 埃的染色體”一

級結構” 。由核小體盤繞形成的一種中空螺線管，其外徑為 30 nm 每

圈包含六個核小體，因此螺縣管的形成縮小了一級結構六倍的體積，

稱之為螺線體。螺線體形成之後 DNA 被壓縮的程度仍不足以形成能

被細胞核容納的染色體，所以螺線體需再進一步螺旋化，成為直徑為

0.4 µm 的筒狀體，稱為超螺旋體，超螺旋體在經過摺疊之後會變成染

色單體，而兩條染色單體會形成一條染色體，經過包裝之後的染色體

DNA 總共被壓縮了數千倍，這樣才能使染色體有效的放入直徑為數

微米的細胞核中[118, 119]。 
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圖 1-7 染色體構造模型示意圖[120]。 
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第二章 以毛細管電泳暨紫外光/可見光偵測器分離癌

症細胞中的組蛋白 

2.1 緒論 

在人類文明的發展史中，疾病已是其重要的一個環節，然而

現今因為科技進步，對於疾病我們已經有相當的認識，並且也發

展出了許多預防的方式。關於疾病的致病原因有非常多種，在本

文中我們以探討細胞內染色體做一個簡單的介紹[1-4]。染色質本身

的重塑複合物依靠水解 ATP 來提供能量形成結構上的改變成為

染色體根據水解 ATP 的亞基不同，可將複合物分為許多不同種類

的複合物這些複合物及相關的蛋白均與轉錄的激活和抑制、DNA

的甲基化[5-7]、DNA 修復[8, 9]以及細胞周期[10]相關。對於癌症基因

之研究，最早是從觀察癌細胞染色體變化開始，而在慢性骨髓性

白血病中所發現的費城染色體（ Philadelphia chromosome ）[11, 12]，

為最早被發現的異常染色體，進而了解費城染色體造成兩個基因

的重組，即為造成慢性骨髓性白血病的致癌基因。而於大腸癌研

究中也發現最早期大腸黏膜細胞會出現基因的突變，陸續造成其

他基因及染色體的變化，進而發展成大腸癌[13, 14]。癌症為現今人

類重大疾病，目前推測癌症的發生原因，除了直接基因序列發生

突變，造成癌細胞具備增生或侵襲的能力外，也可能藉由改變基
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因的表現而促使細胞癌化，此種並非由基因序列突變所引起的基

因表現調控稱之為表觀基因體學 （Epigenetics）[15, 16]。 

過去幾年人類基因體學快速發展，解釋出表基因體學修飾的

各種作用與疾病結合的相關研究，在過去研究中發現，基因的表

現與癌症和遺傳疾病有關聯性。基因的表現分為兩種 : 遺傳學

（Genetics）與表觀基因體學 （Epigenetics）。表觀基因體學是一

種不影響DNA序列下，經由DNA甲基化 ( DNA methylation ) 或

組蛋白修飾( histone modifications ) 等過程，使基因表現受到影響

的生理現象。組蛋白是一群被 DNA 纏繞之核內蛋白，組蛋白與

DNA 的纏繞會形成染色質 ( chromatin )，當組蛋白與 DNA 纏繞

打開時，轉錄因子 ( Transcription factor ) 能結合至 DNA 上，促

使基因表達；若兩者纏繞緊密，則會抑制基因表現[17-21]。 

孟德爾在 1833 年提出用遺傳因子來描述及計算生物表徵的

遺傳現象，到了 1909 年約翰生( Wilhelm Johannsen ) 才提出 gene

這個名詞，並用 phenotype( 生物表徵 ) 和基因作區分，也就是

說基因只是用來計算生物表徵的抽象單位，但後來經過很多科學

家的努力後証實基因是有實體的，而且存在並排列於細胞的染色

體中，在 1940 年阿佛利( Oswald Avery ) 發現純化的 DNA 可以

轉化細菌的生物表徵[22, 23]及 1953年Watson及Crick發現DNA雙
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螺旋結構後，大家才認定 DNA 是生物的遺傳物質[24]，而 20 世紀

後期也成為以 DNA 為主導的分子遺傳學時代，但一段 DNA 並非

等於基因，透過現代表觀基因及基因表現的研究，我們才慢慢瞭

解基因的本質，基因是由一些 DNA 序列片段及其合作的蛋白質

或RNA組合形成的功能單位，若是以DNA是基因是肉身來比喻，

而伙伴的蛋白質或 RNA 就如同是基因的外衣，藉由改變基因的

「表觀」，所以才稱為「表觀基因」，因為是用組合的方式，因此

經由排列組合才可以把有限的資訊放大非常多倍，生物就是用這

種方式來產生許多不同的效果。 

因此我們將表觀基因之機制簡單的劃分成兩大類，第一種為

DNA 甲基化，去氧核醣核酸甲基化通常發生在 CpG 雙核苷酸

cytosine 的第五個碳上，基因啟動子區域到第一個表現序列區域

上有一群 CpG 雙核苷酸的重複序列，稱為 CpG islands，其中 p

是指磷酸雙酯鍵（ phosphodieaster bond ），CpG islands 的長度約

為 200到 1000個核苷酸，為 cytosine與 guanine高度聚集的區域，

即 C+G 之比例大於 50%。去氧核醣核酸的甲基化修飾作用與基

因表現的調控扮演著重要的角色，基因缺失、基因序列的突變、

染色體位移及染色體重組，可以改變基因序列造成基因的不表現，

而甲基化修飾作用則不需要改變基因序列就可以達到抑制基因
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的功能[25-28]。 腫瘤抑制基因的表現被抑制，將導致癌症的發生。

去氧核醣核酸甲基化會抑制其下游基因的表達，因此如果致癌基

因的 CpG islands 發生去氧核醣核酸甲基化將會導致腫瘤的抑制

功能，去氧核醣核酸甲基化如果在腫瘤抑制基因上發生，將會提

高腫瘤的發生。DNA 甲基修飾也是一種生物為了暫時應付演化壓

力而改變特定基因活性的策略，這是因為基因突變是隨機而且必

須經過長時間的篩檢，無法應付臨時產生的環境壓力，甲基修飾

可以讓生物有時間去作有效的基因表現及生理的變化來適應環

境，而且這種過渡的應變措施是可逆的，最後如果環境持續對生

物產生壓力再透過在已發展出來的表觀基因途徑上作定點突變，

產生永久的適應[25, 29, 30]。 

第二種則為組蛋白修飾，組蛋白是由長鍊的氨基酸組成，如

果其中的氨基酸被修飾，可能會改變組蛋白的結構，而影響基因

表現，稱為組蛋白修飾。DNA 纏繞的核心組蛋白分別由 H2A、

H2B、H3 及 H4 組蛋白構成，雖然組蛋白修飾可能會發生在所有

氨基酸序列上，但是研究顯示，組蛋白 N 端 ( 又稱為組蛋白尾

端 ) 特別容易被修飾，這些修飾包括乙醯化 ( acetylation )[31-34]、

甲基化 ( methylation )[35-37]、泛素化 ( ubiquitylation )[38-41]、磷酸

化 ( phosphorylation )[42-49] 以及 sumoylation[50-52]。其中對於組蛋
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白乙醯化的研究較多，目前已知組蛋白 H3 的尾端 lysine 9 及 14

位置的乙醯化，與基因轉錄有關。近年來研究顯示，組蛋白的乙

醯化可能會促使基因活化表達，其原因為 DNA 骨架上的磷酸帶

負電，能與組蛋白上帶正電的 lysine 互相吸引，當帶正電的 lysine

被乙醯化修飾後，會轉變為電中性，使 DNA 與組蛋白之間結合

變疏鬆，因此轉錄因子便能結合至 DNA 上，利於基因轉錄發生

[53-55]。 
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2.2 實驗部分 

2.2.1 研究動機 

癌症是人體細胞的一種疾病。它的起因是由控制細胞生長增殖機

制的失常而引起。然而癌細胞除了生長失控外，還會破壞周圍的正常

組織及經由體內循環系統或淋巴系統擴散至其他器官，變成侵襲性的

癌症。[56]癌症的發生係由致癌物質為引起基因突變之物質所造成，致

癌物質則可依照基因損傷的方式分類為物理性致癌物例如接觸放射

物質，或是受到周圍環境影響而引致的，及化學性致癌物。例如，吸

菸、輻射、不健康飲食。還有某幾類癌症是經由病毒將本身的基因插

入正常細胞的基因中，導致激活致癌基因，而由病毒引起的人類癌症

約佔所有人類癌症的 15 %[57]。但突變也會自然產生，所以即使已經

避免接觸上述的致癌因子，仍無法完全預防癌症的產生。癌症為十大

死因之首，有鑑於此，建立一個快速、經濟的癌症篩檢方法，能提早

發現潛在及早期無症狀的癌症是必然的。 

肝癌屬於全球最常見的癌症之一，尤其於亞太地區，有高度的致

死率及復發率，現階段肝癌治療效果依然僅於癌症初期較為顯著，於

肝癌晚期所獲得之醫療效果則較為勉強，因此發展一套用於癌症分期

與治療的新方法顯為重要[58, 59]。因此利用酸萃取法從肝癌細胞中萃取

出組蛋白[60]，先前研究組蛋白多以十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電
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泳分離，凝膠電泳最大的問題在於採用高電壓分離時所產生的焦耳熱，

會造成平板從中心至兩側或管柱內徑中的黏度與速度產生梯度變化，

導致分析物區帶變寬、降低分離效率，且其影響會隨電場強度增加而

加大，因而限制了電壓的使用範圍，以致分離時間過長和樣品消耗量

大。為了改善這些問題，學生使用紫外光/可見光偵測器結合毛細管

電泳，能夠有效的解決樣品消耗量和分離效率低等問題。 

2.2.2 實驗試藥  

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES, Free 

Acid）與 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, sodium salt

（HEPES, Sodium Salt）購自美國 J. T. Baker。 2-Hydroxyethyl 

cellulose(HEC, Mave 250,000 g/mol ) 購自英國 Alfa Aesar 。

trichloroacetic acid(TCA)、Tris-HCl、Boric acid、Sulfuric acid、聚乙

二醇（polyethylene glycol, Mave 8,000,000 g/mol）購自美國 Sigma 

Alderich，十二烷基硫酸鈉 ( Sodium Dodecyl Sulfate )購自美國

UniRegion Bio-Tech。培養基（DMEM）、胎牛血清（FBS）及 0.5% 

Trypsin-EDTA皆向Gibco公司購買，三合一抗生素 （Pen-Strep Ampho. 

Solution）及丙酮酸鈉（Sodium pyruvate）係向 Biological Industries

公司購買。  
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2.2.3 細胞培養 

將細胞培養於 10 cm 的培養皿內，加入 10 mL 培養液，其中含有

10% FBS、1% PSA、1 mM sodium pyrurate 及 DMEM，接著將細胞於

37℃，5% CO2的環境下，培養 2 至 3 天，待滿盤後，吸棄培養液，

用 1x PBS 清洗細胞代謝物，再加入 4 mL 1x trypsin / EDTA in PBS，

再 37℃下反應 3 分鐘，使細胞離開培養皿表面，用等量的培養液中

止反應，接著收集細胞於離心管中，以 400 xg 離心 5 分鐘，吸棄上

清液，以 3 mL 培養液沖散細胞，繼代培養。 

2.2.4 組蛋白萃取( Histone extraction ) 

首先以 1xPBS 清洗 Huh7 細胞,並且室溫下離心 400 xg，5 分鐘,

取得沉澱細胞，接著再加入 500 µL Hypotonic Lysis Buffer 沖散沉澱的

細胞並移至 1.5 mL 離心管，而 Lysis Buffer 在配製時總體積為 10 mL

其中包含 10 mM 的 Tris–Cl pH 8.0 1 mM 的 KCl、 1.5 mM 的 MgCl2

和 1 mM DTT ( Dithiothreitol ) 並且在 4℃的環境中在震盪器上震盪

30 分鐘。接著將離心管放入已經預溫好的離心機內 4℃下，轉速為

10000 xg，離心 10 分鐘，此步驟 Lysis Buffer 會將細胞膜打破，並且

透過離心的方式將細胞核沉澱下來，接著將上清液丟棄。在離心管內

加入 200 µL 的 0.2 M( 0.4 N ) H2SO4 重複吸吐以沖散核，並在 4℃的 
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圖 2-1 細胞培養。 
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環境下震盪 12 小時，在此步驟破壞細胞核並打斷 DNA 與組蛋白間

的鍵結，接著把離心管放入已預溫好的離心機，在 4℃的環境內，轉

速為 16000 xg，離心 10 分鐘，在此步驟會將分子量較大的核碎片離

心下來，所以要將含有組蛋白的上清液放入新的離心管內，隨後加入

100%的 TCA(trichloroacetic acid)，最終濃度為 33%的 TCA，重複吸

吐後，會出現乳白色沉澱。接著至於冰中 30 分鐘，使蛋白質溶液的

pH 改變，而達到蛋白質的等電點，使蛋白質沉澱下來。在 4℃的離

心機內，轉速為 16000 xg，離心 10 分鐘，吸棄上清液，留下已沉澱

的組蛋白。加入冰的丙酮清洗組蛋白顆粒，並去除剩餘的 H2SO4，在

4℃的離心機內，轉速為 16000 xg，離心 5 分鐘，並重複此步驟兩次。

之後吸棄上清液,於室溫下風乾組蛋白沉澱 20 分鐘，移至新 tube 並回

溶於 50 µL H2O。以十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳圖

(SDS-PAGE)進行定性的部分如圖 2-3，再使用吸收儀定量其濃度，而

理想 260 nm 與 280 nm 的吸收值（A260 / A280）必須小於 1.7 代表所

萃取出來的物質存在較多的蛋白質，倘若落在 1.7~1.9 之間則代表在

萃取的過程中留下過多的 DNA。 
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加入 Lysis Buffer  

Vortex 30min at 4℃ 

加入 0.2 M H
2
SO

4
 

4℃下,Vortex overnight  

4℃下離心 16000 xg 10 分鐘 

TCA-precipitation 

以丙酮洗組蛋白顆粒並回溶於 H
2
O 

以 1x PBS 清洗 Huh7 細胞室溫下離心， 

取得沉澱細胞 

4℃下離心 10000 xg 10 分鐘  

圖 2-2 組蛋白萃取流程圖。 
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圖 2-3 組蛋白之十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳圖。 

M 
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2.2.5 毛細管電泳結合紫外光可見光光譜儀之裝置 

進行毛細管電泳之高電壓電源供應器購自 Gamma High Voltage 

Research 公司( Ormond, FL, USA )，電壓範圍 0~20 kV。熔融矽毛細

管購自美國 Polymicro Technologies 公司，使用內徑為 75 µm，外徑為

365 µm 之毛細管，總長為 55 cm，有效長度為 42.5 cm。將毛細管插

入與 Thermo Fisher Scientific 公司購買的可見光/紫外光偵測器，最後

使用層析軟體 Clarity( DataApex, Prague, Czech Republic )將訊號轉換

成電泳層析圖。 
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圖 2-4 毛細管電泳結合紫外光可見光偵測器之裝置圖。 

 

+ - 
高電壓裝置 

緩衝溶液 緩衝溶液 

偵測窗口

紫外-可見光偵測器 
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圖 2-5 UV2000 之校正。 

a) 不同濃度的牛血清蛋白(BSA)在 UV2000 吸收儀之吸收度。 

b) 不同濃度的牛血清蛋白(BSA)在 DS-11(10mm)吸收儀之吸收度。 

c) UV2000 和 DS-11(10mm)對除之數據。 

d) UV2000 和 DS-11(10mm)之回歸曲線圖。 
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2.2.6 毛細管前處理  

實驗用的毛細管材質為熔融矽（ fused silica），購自於美國

PolymicroTechnologies 公司，毛細管外部塗覆了一層聚亞烯胺

（polyimide），在進行實驗之前，先以石英片切割一段 55 cm 的毛細

管並於末端 12.5 cm 處燒除長度約 1.2 cm 之聚亞烯胺，毛細管外之聚

合物後以甲醇擦拭，作為偵測視窗。將毛細管內壁以去離子水活化其

官能基，再通入 0.5 M NaOH 靜置至隔天。通過此步驟可以使毛細管

管壁矽醇基解離，管壁上充滿負電荷，隔日再通入 1.5 M TB buffer

（Tris-borate）pH 10.0 緩衝溶液將 NaOH 推出，就可以使用此毛細

管進行實驗。等待實驗結束之後，一樣可以使用 1.5 M TB buffer pH 

10.0 進行毛細管保存和清洗毛細管，而下次實驗之前會使用 0.5 M 的 

NaOH，電壓開至 1kV 通電 10 分鐘，藉此清洗毛細管壁上的物質，

讓毛細管回到最初始的狀態，藉此提高實驗再現性以利下次實驗的進

行。 

 

2.2.7 聚合物溶液製備 

緩衝溶液製備時會使用到的容器皆須經過清潔劑的刷洗，並且會

加入去離子水放入超音波震盪器震盪五分鐘，確保在容器內並沒有留

下上一位使用者留下的物質造成汙染。首先配置 1.5 M 的 TB buffer

（Tris-borate）pH 10.0 和濃度為 200 mM SDS ( Sodium Dodecyl 
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Sulfate ) ,在配置聚合物緩衝溶液前在將濃度調整為 400 mM TB pH 

10.0 並含有 20 mM SDS 的緩衝溶液，總體積為 15 mL 配製聚合物溶

液時先將磁石放入樣品瓶中，再放置於攪拌器上，接著慢慢的增加磁

石的轉速以在樣品瓶內會出現漩渦。取 0.075 g 的 250 K HEC，配製

0.5 % 250 K HEC 聚合物溶液，將聚合物粉末緩慢倒入樣品瓶，配製

過程中應避免倒入速度太快而導致粉末無法均勻分布於溶液中。溶液

須攪拌十二小時確定聚合物粉末已完全溶解且均勻分布。配置好的緩

衝溶液大約可保存一週。若放置時間過久，HEC 溶液在高 pH 值會水

解而無法使用。 

 

2.2.8 實驗流程 

每次實驗前都會將分離時會使用到的膠體溶液或者緩衝溶液放

入 1.5 mL 的離心管內，並且以 10000 xg 10 分鐘先將溶液中的氣泡去

除，以免在實驗的過程中會因為界面活性劑所形成的氣泡造成過多的

雜訊。在毛細管內會先通過數滴的 1.5 M TB buffer（Tris-borate）pH 

10.0 使毛細管內充滿緩衝溶液，末端毛細管以及負電極放入聚合物溶

液中。隨後將毛細管進樣端插入樣品試管中，利用虹吸進樣

( siphoning )的方式，進樣 10 秒鐘。再將毛細管放入正電極的聚合物

溶液中形成電通路，並以 15 kV 之高電壓進行電泳分離，電極在電解

水溶液時會在電極表面產生氣體，因此須避免毛細管尾端 直接碰觸
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電極表面，以免吸入空氣，造成在通電過程因為氣泡造成斷電的情況。

當分析物經過毛細管 42.5 公分偵測視窗時，儀器會依造所設定的波

長偵測出在此波長下此分析物的吸收度，最後再由層析軟體進行訊號

處理。分析完後，會先通入數滴 0.5 M NaOH、100 mM TB （Tris-borate）

pH 10.0 最後再通入數滴的 1.5 M TB（Tris-borate）pH 10.0，使毛細

管在每次進樣前都會回復至最初使的狀態，提高實驗的再現性。 

2.3 結果與討論 

2.3.1 偵測波長的選擇 

在此實驗的開端偵測波長的選擇是非常重要的，學生將萃取出來

的組蛋白來偵測其 UV 圖譜，來尋找其最佳的偵測波長由圖中 2-6 可

知，組蛋白在 UV 波長低於 300 nm 之後就開始有吸收的現象，然而

結合毛細管電泳之偵測後，學生選擇了280 nm 的波長作為偵測波長，

色胺酸(Tryptophan)和酪胺酸(Tyrosine)是為芳香族胺基酸吸收波長為

280 nm 時會有吸收峰，由於不需要化學反應所以廣泛的被使用在蛋

白質或胜肽的檢測，假設目標蛋白中的色胺酸(Tryptophan)和酪胺酸

(Tyrosine)的數量，因為它們的吸收值是能相加的，所以可以計算摩爾

消光係數。在實驗時發現雖然在更低的波長在偵測時可以有較高的吸

收值，蛋白質和胜肽也顯示 220 和 240 nm 之間的高吸光度，源於肽

鍵和羧基。該波長范圍只有在溶液純淨的情況下才能用於定量評估，  
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圖 2-6 組蛋白吸收圖。 
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因為大量的其他物質在該範圍內也具有很高的吸光度。但卻也讓整體

雜訊隨之提高，而影響到組蛋白的偵測。 

 

2.3.2 分離電壓對組蛋白分離之影響 

 在分離的過程中電壓也是一項重要的條件，在此學生探討利用不

同分離電壓分離組蛋白對訊號之影響，在圖 2-7 中可以看到當分離電

壓為+10 kV 時訊號出現時間約為 7 至 15 分鐘，並且可以清楚的看到

訊號的數量變多，但因為此研究所使用的毛細管長度為 55 公分，倘

若使用電壓為+10 kV 分離，在之後測試其他分離條件時常會因為淌

度太小而造成解析度反而下降的現象。當分離電壓為+20 kV 時訊號

出現時間約為 2 至 10 分鐘，此分離電壓雖然可以快速的分離出來，

但是因為在接下來的分離條件，皆會在緩衝溶液中添加 SDS，當 SDS

被添加在緩衝溶液中時，在操作實驗的過程中容易產生氣泡，而造成

分離訊號會有很多氣泡所造成的雜訊，而且也會產生過多的焦耳熱進

而導致分離解析度下降。 

 

2.3.3 緩衝溶液 pH 值對分離之影響 

當緩衝溶液濃度溶液 pH 值大於 3.0 時，管壁的矽醇基（SiOH）

會解離變成矽醇陰離子（SiO-），使得管壁帶負電荷，當溶液中陽離

子通過毛細管時會被 SiO- 吸引，當施加正電壓時，擴散層中的陽離 
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圖 2-7 電壓對組蛋白分離之影響。 

Sample：1 mg/mL Histone (Huh7)，Capillary,Inlet,Outlet：0.2 M TB pH 

9.0 + 20 mM SDS。a) +10 kV、b) +15 kV、c) +20 kV。  
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子會受到庫倫吸引力而往負極移動，此作用力會帶動溶液中的整體溶

液（bulk solution）一起往負極移動而產生電滲流。所以緩衝溶液的

pH 值也是在分離時一項重要的因素，並且溶液的種類也會影響分離 

的效率，然而上述我們是在高電滲流的存在下，對於界面活性劑的測

試，所以便配製了不同種類和 pH 值的緩衝溶液分離組蛋白，由圖

2-8 中可以發現在 pH 3.0、4.0 的 acetate buffer 和 pH 7.0 的 HEPES 

buffer，因為其電滲流較小導致沒有訊號或者波峰很寬，也因組蛋白

的 pka 約在 10.0，所以我們選擇高 pH 值的 TB buffer 進行接下來的

實驗。 

2.3.4 SDS 添加對組蛋白分離之影響 

 緩衝溶液條件在 0.4 M pH 9.0 TB buffer 時，我們發現組蛋白在分

離時會有組蛋白吸附的現象發生，所以選擇以添加界面活性劑十二烷

基硫酸鈉(sodium dodecyl sulfate)，會因為 SDS 所形成的微胞表面帶

負電包覆在組蛋白的表面，以改善吸附的現象，分別添加 10 mM SDS

和 20 mM SDS ，由圖 2-9 學生發現界面活性劑濃度為 20 mM SDS

時，可以有效的增加分離效率，所以我們選擇 20 mM SDS 進行接下

來的實驗。 
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圖 2-8 緩衝溶液 pH 值對分離之影響。 

Sample：1 mg/mL Histone (Huh7)，Voltage：+ 15 kV。

Capillary,Inlet,Outlet：a) 100 mM Acetate buffer pH 3.0、b) 100 mM 

Acetate buffer pH 4.0、c) 10 mM HEPES buffer pH 7.0。 
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圖 2-9 SDS 濃度對組蛋白分離之影響。 

Capillary,Inlet,Outlet：0.4 M TB buffer pH 10.0，SDS 添加在緩衝溶液

內。a) 0 mM SDS、b) 10 mM SDS、c) 20 mM SDS。其他條件同圖 2-8。 
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2.3.5 緩衝溶液濃度對於對分離時間之影響 

 本研究中，首先分別於 pH 8.0、9.0 與 10.0 的 TB buffer 添加了 20 

mM SDS 中，以尋求於高電滲流存在下最佳化的 TB 溶液之 pH 值。

溶液中的離子強度越強表示溶液中的離子數目越多，因此會有較多的

陽離子可以吸附於毛細管內壁上，但卻使得電雙層的厚度變得密集因

此減小，當電雙層厚度變小時連帶造成 Zeta 電位減小，使得電滲流

因此下降。所以測試了不同濃度之緩衝溶液對於組蛋白分離之影響。

因為上述兩種變因皆會影響電滲流的大小，所以觀察在不同在 pH 值

和不同濃度的緩衝溶液尋找最佳化的分離條件。緩衝溶液 pH 8.0 時

如圖 2-10 可以發現因為其離子強度相較於其他兩種條件是較低的，

所以形成的電滲流較小，即使是在 0.2 M 的條件下，分離組蛋白時其

分離時間也需要二十分鐘，而且其訊號之波峰也較寬。在圖 2-11 及

圖 2-12 內的 TB buffer pH 9.0 和 10.0 時即使將緩衝溶液濃度提高至

0.4M 也能將組蛋白有效的在十五分鐘內分離出來，所以組蛋白必須

在高電滲流的狀態下才能有效的分離，因此學生選擇 0.2 M TB buffer 

pH 9.0 和 10.0 繼續接下來的實驗。 
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圖 2-10 緩衝溶液 pH 值 8.0 時其濃度對分離時間之影響。

Capillary,Inlet,Outlet：a) 0.2 M TB buffer pH 8.0 + 20 mM SDS、b) 0.4 M 

TB buffer pH 8.0 + 20 mM SDS、c) 0.6 M TB buffer pH 8.0 + 20 mM 

SDS、d) 0.8 M TB buffer pH 8.0 + 20 mM SDS。其他條件同圖 2-8。 
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圖 2-11 緩衝溶液 pH 值 9.0 時其濃度對分離時間之影響。

Capillary,Inlet,Outlet：a) 0.2 M TB buffer pH 9.0 + 20 mM SDS、b) 0.4 M 

TB buffer pH 9.0 + 20 mM SDS、c) 0.6 M TB buffer pH 9.0 + 20 mM 

SDS、d) 0.8 M TB buffer pH 9.0 + 20 mM SDS。其他條件同圖 2-8。 
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圖 2-12 緩衝溶液 pH 值 10.0 時其濃度對分離時間之影響。 

Capillary,Inlet,Outlet：a) 0.2 M TB buffer pH 10.0 + 20 mM SDS、b) 0.4 

M TB buffer pH 10.0 + 20 mM SDS、c) 0.6 M TB buffer pH 10.0 + 20 

mM SDS、d) 0.8 M TB buffer pH 10.0 + 20 mM SDS。其他條件同圖

2-8。  
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2.3.6 聚合物種類和濃度對分離組蛋白之影響 

在本研究中發現組蛋白在緩衝溶液濃度為 0.2 M TB buffer pH 9.0

和 10.0 添加 20 mM SDS 的系統中能夠在 10 分鐘之內分離出來，然

而其訊號的解析度並不是這麼理想，因此透過聚合物的加入可以因為

其網狀結構的形成增加其解析度。選擇了羥丙基甲基纖維素

（Hydroxypropyl methylcellulose，HPMC）平均分子量為 100,000 Da，

和羥乙基纖維素（Hydroxyethyl Cellulose，HEC）, 平均分子量為

250,000 Da，此兩種聚合物將較於其他種類的聚合物，都具有黏度較

低，並且水溶性較高等特色，因此添加聚合物於 0.2 M TB buffer pH 

9.0 和 10.0 內含 20 mM SDS 溶液中，配製不同濃度的 HEC 及 HPMC

溶液，以尋求於高電滲流存在下最佳化的 TB 溶液之 pH 值及聚合物

之種類和濃度，聚合物濃度對於電滲流與解析度的影響。其中如圖

2-13，我們發現電滲流的電泳遷移率會隨著聚合物濃度的增加而產生

下降現象，可能是導因於聚合物吸附與黏度的增加。同樣地，聚合物

溶液對於電滲流的影響也會隨著 TB 溶液內的 pH 值不同而異。在圖

2-13 中因為其電滲流較小，所以添加了聚合物之後反而會更抑制其電

滲流。反觀在圖 2-14 的系統中，因為其電滲流較大，當 HEC 濃度提

高至 0.5%時會得到最佳化之條件。然而在平衡態電泳所測試之最佳

化條件，還有能發展的空間，所以將所測試出最佳化條件以非連續態 
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圖 2-13 緩衝溶液聚合物種類和濃度對組蛋白分離之影響。 

Capillary,Inlet,Outlet：0.2 M TB buffer pH 9.0 + 20 mM SDS， 

HEC 和 HPMC 添加在緩衝溶液內。a) 0.1% HPMC、b) 0.5% HPMC、

c) 0.1 % HEC、d) 0.5% HEC。其他條件同圖 2-8。 
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圖 2-14 緩衝溶液聚合物種類和濃度對組蛋白分離之影響。 

Capillary,Inlet,Outlet：0.2 M TB buffer pH 10.0 + 20 mM SDS， 

HEC 和 HPMC 添加在緩衝溶液內。a) 0.1% HPMC、b) 0.5% HPMC、

c) 0.1 % HEC、d) 0.5% HEC。其他條件同圖 2-8。 
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系統進行接下來的實驗。 

2.4 非連續態系統分離組蛋白 

非連續態系統首見於平板膠體電泳分析蛋白質，其主要為使用兩

種不同 pH 值的緩衝溶液配置膠體，可分為堆積膠體( stacking gel )及

跑動膠體(running gel)。一般而言，堆積膠體體內溶液的 pH 值應小於

跑動膠體並且它們在電泳槽內的排列順序為(由正極至負極):樣品區

帶，堆積膠體，跑動膠體。蛋白質由樣品區帶進入到堆積膠體時，由

於帶電荷的減少，會使得其電泳遷移率降低，產生農所，進而形成較

窄的區帶，將較於傳統單一 pH 的分離系統，可獲得較高的解析度；

此外，也可配置不同濃度的膠體，將它們至於電泳槽內，進行梯度分

析，同時提高 DNA 或蛋白質的解析度，我們將他稱之為非連續態聚

合物濃度的分離系統。 

毛細管電泳中也常見到非連續態系統的使用，通常可分為外在分

離條件的改變，如電場、溫度、毛細管的形狀等，以及內部緩衝溶液

系統的變化，如 pH、導電度、黏度、組成等，其主要目的為提高分

離效率及濃縮樣品。例如，(1)梯度分析 : 利用於不同分析時間內溫

度、電場或聚合物濃度變化，提高解析度；(2)場放大堆積法 : 利用

樣品區帶與緩衝溶液之間非連續態溶液濃度來造成場強的差異，進行

樣品濃縮；(3)毛細管等速電泳 : 使用非連續態緩衝液組成，來形成
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離子等速狀態，進而濃縮樣品；(4) pH 接合( junction ) : 利用兩溶液

間非連續態的 pH，來調節樣品的電泳遷移率，進行樣品濃縮；(5)非

連續態電滲流: 利用強鹼處理毛細管表面後，於極短時間內通一低 pH

緩衝溶液，即可在低 pH，高電滲流下分析樣品。 

 

2.4.1 緩衝溶液濃度之對組蛋白分離之影響 

由上述的實驗可知，最佳的分離條件是在聚合物濃度為 0.5% 

HEC 混合 20 mM SDS 分離效率是最佳的，所以透過改變緩衝溶液離

子強度的方式，進而改變電滲流的大小，矽醇基的解離程度會受到

pH 值的影響，當緩衝溶液有較高的 pH 值時，毛細管內壁質子解離

的程度會較高，Zeta 電位也因此提升，電滲流也會變大。pH 值大於

2 時矽醇基會開始解離出氫離子，在 pH 大於 4 時可觀察到電滲流值

明顯的上升。溶液中的離子強度越強表示溶液中的離子數目越多，因

此會有較多的陽離子可以吸附於毛細管內壁上，但卻使得電雙層的厚

度變得密集因此減小，當電雙層厚度變小時連帶造成 zeta 電位減小，

使得電滲流因此下降。所以如圖2-15當緩衝溶液濃度提高至 0.6 M 甚

至是 0.8 M 電滲流變弱訊號面積會增加，但會使分離的時間也隨之增

加，有部分的訊號會因為波峰變寬而導致出現難以判讀的現象，所以

在此學生選用 0.4 M TB buffer pH 10.0 做接下來的實驗。 

  



88 

 

 

圖 2-15 緩衝溶液濃度對組蛋白分離之影響。 

Capillary : 1.5 M TB buffer pH 10.0，Inlet,Outlet : 聚合物濃度為

0.5%HEC，SDS 濃度為 20 mM 。a) 0.2 M TB buffer pH 10.0、b) 0.4 M 

TB buffer pH 10.0、c) 0.6 M TB buffer pH 10.0、d) 0.8 M TB buffer pH 

10.0。其他條件同圖 2-8。 
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2.4.2 HEC 濃度對組蛋白分離之影響  

本實驗使用了羥乙基纖維素（Hydroxyethyl Cellulose，HEC），平

均分子量為 250,000 Da，此種聚合物在緩衝水溶液中溶解度高，與其

他介質不同的地方是它具有極佳的水溶性，所以在配製聚合物緩衝溶

液時較不會出現配製失敗的情況，因此學生測試了不同濃度的聚合物

對於分離效率的影響，一系列的濃度由 0 %、0.5 %、1 %、以及 2 % (w 

/ v)之 HEC。由圖 2-16 中我們可以看到當我們沒有添加任何聚合物於

緩衝溶液內時，其訊號高度很低，因此學生推測當在緩衝溶液內沒有

添加任何聚合物時，組蛋白會吸附在毛細管壁導致在分離時訊號降低，

然而當聚合物濃度增加，篩分介質會形成網狀結構可以有效的將訊號

提升，並且隨著濃度提高至 1 %其訊號高度也隨之增加，但分離的效

果並不如預期，在然而當濃度提高至 1 及 2 %時會因為 HEC 的濃度

過高在 11 分鐘時有一支 HEC 所產生的訊號，也因為黏度高造成了遷

移速度過慢，使得樣品在毛細管中產生了擴散。造成解析度增加但理

論平板數卻下降的情況，因此分離的時間也隨之增長。所以學生選擇

了聚合物濃度為 0.5 % 的緩衝溶液進行接下來的實驗。 
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圖 2-16 緩衝溶液內添加 HEC 對組蛋白分離之影響。  

Capillary : 1.5 M TB buffer pH 10.0，Inlet,Outlet：0.4 M TB buffer pH 

10.0，HEC 添加在緩衝溶液內。a) 0 % HEC、b) 0.5 % HEC、c) 1 % HEC、

d) 2 % HEC。其他條件同圖 2-8。 
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2.4.3 添加 SDS 對組蛋白分離之影響  

在只有鹽類緩衝溶液時，學生發現組蛋白會有吸附在毛細管壁的

現象，所以選擇添加界面活性劑，十二烷基硫酸鈉(sodium dodecyl 

sulfate)以改善吸附的現象，接著學生透過加入不同濃度的 SDS 觀察

界面活性劑的濃度對於分離效率的影響，由圖 2-17中可以發現當SDS

的濃度增加到 10 mM，因為 SDS 的臨界微胞濃度(critical micelle 

concentration, CMC)為 8.2 mM，故對分離並沒有明顯的改善。添加

20 mM SDS 時，在微胞的帶動下，分析物的遷移速度明顯加快且解

析度也變好。可是當濃度提高至 30 mM SDS 時會因為 SDS 所形成的

微胞表面帶負電能有效的加快分離速率，然而當帶負電的微胞過多時

會因為移動速度過快導致分離效率反而變差，所以在此學生選擇含有

20 mM SDS 的緩衝溶液進行接下來的實驗。 
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圖 2-17 緩衝溶液內添加 SDS 對組蛋白分離之影響。 

Capillary : 1.5 M TB buffer pH 10.0，Inlet,Outlet：0.4 M TB buffer pH 

10.0，SDS 添加在緩衝溶液內。a) 10 mM SDS、b) 20 mM SDS、c) 30 

mM SDS、d) 40 mM SDS、e) 50 mM SDS。其他條件同圖 2-8。 
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2.4.4 固定 HEC 濃度添加 SDS 對組蛋白分離之影響 

由上述的實驗我們發現在篩分介質濃度為 0.5% HEC，當篩分介

質加入緩衝溶液在進行毛細管電泳實驗時，電泳分離是利用每個帶電

粒子 m/z 質不同而達到分離效果，所以我們必須添加聚合物進行分離，

而在聚合物溶液中分子量大的組蛋白較不易通過聚合物孔隙中，所以

會先被拉至偵側窗口，而分子量小較容易通過聚合物溶液孔隙所以較

晚達到偵測窗口，藉此達到分離組蛋白的效果。所以當學生添加十二

烷基硫酸鈉( sodium dodecyl sulfate )時，會因為 SDS 所形成的微胞表

面帶負電包覆在組蛋白的表面，然而分子量較大的組蛋白會因為表面

所包覆的負電荷較多而會以較快速度被帶往正極，反之分子量較小的

組蛋白負電荷較小而會較慢被帶往正極。因此學生以篩分介質濃度

0.5% HEC 探討當界面活性劑濃度增加對分離效率的影響，由圖 2-18

中可以發現當 SDS 的加入可以有效的改善分離效率，解析度也隨之

增加，其最好的條件為添加 20 mM SDS 與上述未添加界面活性劑的

圖相比其解析度改善很多，但當我們將界面活性劑的濃度添加至 30 

mM SDS 時會因為所形成的微胞過多組蛋白移動速度過快而導致分

離效率變差，也會產生過多的焦耳熱，所以在此實驗中學生所測試分

離效率最佳的是為在 0.4 M TB（Tris-borate）pH 10.0 添加 0.5 % HEC

而界面活性劑濃度為 20 mM SDS。 
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圖 2-18 固定 HEC 濃度添加 SDS 對組蛋白分離之影響。 

Capillary : 1.5 M TB buffer pH 10。Inlet,Outlet：0.5% HEC in 0.4 M TB 

buffer pH 10，SDS 添加在緩衝溶液內。a) 10 mM SDS、b) 20 mM SDS、

c) 30 mM SDS、d) 40 mM SDS、e) 50 mM SDS。其他條件同圖 2-8。 
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2.4.5 固定 SDS 濃度改變 HEC 濃度對組蛋白分離之影響  

當界面活性劑被加入在緩衝溶液時，會形成微胞包圍著我們所偵

測的組蛋白，使組蛋白表面充滿負電荷，則會被帶往正極，所以學生

固定界面活性劑的濃度，使存在毛細管內的微胞數量和包圍在組蛋白

外的微胞為一固定值，由前述的實驗學生發現在界面活性劑的濃度為

20 mM SDS 分離效率是最佳的，所以接下來的實驗在此條件下改變

聚合物濃度探討在具有界面活性劑的緩衝溶液中，篩分介質不同的濃

度對分離效率的影響。在實驗中所選用的篩分介質為平均分子量

250,000 Da 的羥乙基纖維素(HEC)，因為與其他常用的篩分介質比較

其分子量較低，所以在製成濃度較高的聚合物緩衝溶液時，其形成的

孔隙會較小，所以會適用於分離組蛋白。在此實驗中學生所配置的濃

度由 0.1%、0.5%、及 1% 的 HEC 由圖 2-19 中發現把聚合物的濃度

降至 0.1%時，由於篩分介質的加入會抑制電滲流所以當加入的聚合

物濃度，僅包含 0.1%時，對於分離組蛋白並沒有太大的益處，若將

濃度提高至 1%時，HEC 的黏度會增加，進而抑制電滲流使分離時間

增加，導致分離效率變差，所以我們測試出來在毛細管內填充 1.5 M 

TB pH 10.0 ，而緩衝溶液濃度為 0.4 M TB pH 10.0 add 20 mM SDS 最

優化的分離聚合物濃度為 0.5% HEC。 
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圖 2-19 添加 SDS 後 HEC 濃度對組蛋白分離之影響。 

Capillary : 1.5 M TB buffer pH 10，Inlet,Outlet：0.4 M TB buffer pH 10 

add 20 mM SDS，HEC 添加在緩衝溶液內。a) 0.1% HEC、b) 0.5% HEC、

c) 1 % HEC。其他條件同圖 2-8。 

  



97 

 

2.4.6 利用樣品堆積偵測組蛋白 

在毛細管電泳中，樣品堆積時常被用來增加偵測極限，因為

UV-vis 偵測器其本身的偵測極限與其他如螢光系統相比並無法達到

這麼低的偵測極限，所以學生利用樣品堆積的方式能有效的增加圖譜

的判別性。其原理是藉由增加分析物進樣的時間，透過溶液黏度不同

或是緩衝溶液中離子強度不同，造成單位電場不同，使分析物能在毛

細管的區間內堆積濃縮，並大幅的增加毛細管電泳之偵測極限。從圖

2-19 可觀察到從進樣時間增長 10 秒，30 秒及 60 秒時，其吸收強度

也跟著增強，因此我們可以證明增長樣品進樣時間，此方法確實可增

加吸收度及圖形的辨別度，在將來訊號標定的部分打下良好的基礎。 
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圖 2-20 樣品堆積偵測組蛋白之影響。 

Capillary：1.5 M TB buffer pH 10.0，Inlet,Outlet：0.5% HEC in 0.4 M TB 

buffer pH 10 add 20 mM SDS。進樣時間為 a) 10 sec、b) 30 sec、c) 60 

sec。其他條件同圖 2-8。  
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2.5 組蛋白與腫瘤的發生 

惡性腫瘤一直是人類死因之首，然而關於癌症復發之原因以及癌

細胞會在人體內存活的原因，一直是各界熱烈討論並且關注的議題，

同時也是現代醫療能更加突破瓶頸之關鍵。現今有一項由倫敦克里克

研究院以及耶路撒冷希伯來大學的研究人員所共同領導的國際研究，

揭示了癌細胞即使在侵略性治療後，仍會復發的生存機制。在這項研

究中，研究學者針對癌腫瘤細胞轉變成癌幹細胞的機制進行闡述，這

可能便是讓癌細胞能長期生長且生存在人體內的原因[61]。 

癌症在人體內發展時，癌細胞在生物學性質上並不是均一的，並

且在腫瘤內的發展會有不同的貢獻。只有一部分的癌細胞會形成新的

腫瘤或轉移至其他地方，這些細胞我們便稱為癌幹細胞。目前在了解

腫瘤的性質、藥物敏感以及能夠有效治療並清除腫瘤細胞的主要挑戰，

然而人體經過化療藥物作用後，都會遺留下小部分的癌幹細胞，因此

如何辨識腫瘤中的癌幹細胞，並了解不同腫瘤之間的差異，以做為檢

測疾病發展進程中的弱點便有其重要性[62-64]。 

過去十年來對人類癌症基因組的綜合分析顯示，在許多癌症中參

與基因表達[65-67]，DNA 修復[68, 69]和 DNA 複製[70-72]的表觀遺傳調控蛋

白都出現了突變，在表觀遺傳學的研究中，組蛋白本身便是重要的角

色為了鑑定腫瘤細胞中的癌幹細胞，研究人員便進行表關遺傳學機制
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的研究，以區分出具有無限分裂性質與生長潛能的細胞以及缺乏這些

能力的細胞兩者之間不同的表現差異[73, 74]。結果顯示，H1.0 組蛋白

與癌細胞的分裂程度呈現反比關係，隨著 H1.0 組蛋白下降，癌細胞

失控分裂的潛能越大，反之 H1.0 組蛋白增加則可以有效的避免癌細

胞分裂之發生，藉此證實失去 H1.0 組蛋白是癌幹細胞之特徵，這項

特徵對於癌幹細胞維持分裂能力以及產生生長的潛能具有其必要性

[75, 76]。 

其他種類的組蛋白如組蛋白變體(Histone Variants)3.3，是常規組

蛋白的一種變體。H3.3 在蛋白質一級結構上與經典組蛋白 H3(H3.2

和 H3.1)[77, 78]高度相似，僅有 4 個和 5 個胺基酸殘基不同，但有一些

研究證據顯示 H3.3 在基因轉錄調控核細胞發育分化過程中表現出不

同於組蛋白 H3 的功能[79-82]。在哺乳動物中編碼 H3.3 的 H3F3A[83, 84]

和 H3F3B 基因突變，被發現與一些兒童及青少年腫瘤有關[85]，如非

腦幹小兒成膠細胞瘤(非 BS-PG)[86]、軟骨母細胞瘤和橋腦神經細胞瘤

(DIPG)[87-89]有關聯。軟骨母細胞瘤通常是在青春期的軟骨中發生的一

類良性腫瘤，有研究人員之前發現，約 95％的腫瘤樣品攜帶名為 H3

組蛋白的蛋白質突變。 

為了探討 H3 組蛋白突變是否導致腫瘤以及如何導致腫瘤，研究

人員將突變的 H3 組蛋白導入小鼠骨髓間充質祖細胞（mesenchymal 
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progenitor cells，MPC），正常情況下該細胞可發育分化成軟骨、骨和

脂肪。在實驗室培養過程中，這些帶突變的細胞失去了分化的能力。

接著，研究人員將突變細胞注入到小鼠體內，最終在小鼠體內發現了

富含 MPC 的未分化肉瘤。儘管之前的研究已證實某些類型的腫瘤（比

如軟骨母細胞瘤）帶有 H3 組蛋白突變且並無其他突變，但這項研究

第一次證明了該突變確實能導致腫瘤。接下來，研究人員試圖了解突

變如何導致腫瘤的發展。他們發現，當突變存在時，細胞鎖定在增殖

狀態，這意味著它不斷地分裂，從而導致腫瘤。具體來講，該突變抑

制了能為組蛋白添加甲基基團的酶（組蛋白甲基化酶），這類酶對基

因的正常表達至關重要。 

   近期對於 H3.3 突變的抑癌機制展開研究，證實在培養物模型以及

原代腫瘤中，H3.3K27M[90]不僅可以影響突變組蛋白尾(Histone tail)

的甲基化潛能，還可以影響 H3K27me 的整體甲基化。2014 年，來自

Stowers 醫學研究所發表在 Science 雜誌上的一項果蠅研究發現，

H3.3K27M 異位表達上模擬了 PRC2 突變，降低了 H3K27me3 整體甲

基化的現象，強有力地表明了這些突變實際上驅動了癌症，並鑑別出

了有可能為癌症治療靶向的互作夥伴蛋白和信號通路，進一步支持了

上述研究發現[91, 92]。而 Lewis 等證實 H3.3K36M 引起了 H3.3K36me

整體下降的狀態[93]。H3.3 突變有可能通過改變局部或整體的甲基化
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模式，重塑表觀基因組來發揮了致癌驅動因子作用[86]。Haitao Li 教授

也證實了在 H3.3 內的 BS69/ZMYND11 是為 H3.3K36me 的閱讀器此

研究可以的將組蛋白變體介導的轉錄延伸控制與腫瘤抑制關聯起來

[94]。藍蜚與施揚教授則在另一項研究中證實，BS69/ZMYND11 是

H3.3K36me3 特異性地閱讀器以及內含子保留的一個調控因子，揭示

出 BS69 將組蛋白 H3.3K36me3 與受控 RNA 剪接聯繫到一起，由此

位探討 H3.3 的生物學以及他與癌症的關聯提供了一條新途徑[95-97]。 

 

2.5.1 不同癌症細胞中組蛋白之分離 

 由上述文章中我們可知組蛋白與癌症之間有著密不可分的關係，

可以藉由分離組蛋白的圖譜有效的判別組蛋白在不同癌症細胞中的

差異性，因此我們利用前一節所測試出最優化的分離條件，本實驗使

用 0.5 % HEC，緩衝溶液則使用 0.4 M TB buffer pH 10.0 內含 20 mM 

SDS，進行電泳分離同樣以酸萃取的方式萃取出不同癌症細胞中的組

蛋白。其中包括: 鼻咽癌細胞(TW02)、子宮頸癌細胞(Hela) 、肺癌細

胞(A549)和肝癌細胞(Huh 7)若以肝癌細胞(Huh 7)為標準，由圖 2-21

中我們發現在不同種類的癌症細胞中的組蛋白其組蛋白的含量差異

性很大，然而因為尚未將訊號標定完成，並未能準確地將不同種類的

組蛋白含量之差異做一個有力的描述。  
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圖 2- 21 不同癌症細胞中組蛋白之分離。 

Hydrodynamic injection：60 sec，Capillary：1.5 M TB buffer pH 10.0，

Inlet,Outlet : 0.5% HEC in 0.4 M TB buffer pH 10 add 20 mM SDS。 a) 

Huh7 、b) A549、 c) Hela 、d) TW02。其他條件同圖 2-8。 
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2.6 利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光分離組蛋白 H1 

毛細管電泳暨雷射誘發螢光（ capillary electrophoresis with 

laser-induced fluorescence, CE-LIF）具有高分離效率、高靈敏度及消

耗樣品少等優點，因為 CE-LIF 能夠分離去氧核醣核酸（DNA）、核

醣核酸（RNA）、蛋白質（Protein）、胺基酸及醣類等生物樣品[98]，

已成為現今生物分析上重要的分析工具。在本研究中利用螢光抗體技

術，使一抗(Anti-5-methylcytosine mouse)能與組蛋白H1特異性結合，

在接上二抗(Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG) 其主要作用是檢測

抗體的存在放大一抗的信號，並且能有具有螢光標籤能夠專一的辨識

出一抗(Anti-5-methylcytosine mouse)。本實驗最終目的是透過毛細管

電泳暨雷射誘發螢光能夠有效的標識出不同種類的組蛋白，並且能夠

作為紫外光/可見光偵測器結合毛細管電泳所分離出來的圖譜的佐證，

進而標定不同種類組蛋白之訊號。 

2.6.1 戊二醛固定抗體之條件 

2.6.1.1 二抗(Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG)固定條件 

 首先會將二抗至於含有 25 mM HEPES pH 7.4 及 100 mM NaCl 的

溶液中 15 分鐘使蛋白能在溶液中平衡，接著將戊二醛加入溶液中反

應所需之時間，最後加入最終濃度為 6.9 mM SDS 終止反應。 
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2.6.1.2 一 抗 (Anti-5-methylcytosine mouse) 接 二 抗

(Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG)固定條件 

 首先會將一抗和二抗至於含有 25 mM HEPES pH 7.4 及 100 mM 

NaCl 的溶液中 15 分鐘使蛋白能在溶液中平衡，接著將溶液放置 37

℃反應一小時。接著將戊二醛加入溶液中反應所需之時間，最後加入

最終濃度為 6.9 mM SDS 終止反應。 

2.6.1.3組蛋白(Histone)接一抗(Anti-5-methylcytosine mouse)接二

抗(Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG)固定條件 

首先會將一抗和組蛋白至於含有 25 mM HEPES pH 7.4 及 100 

mM NaCl 的溶液中 15 分鐘使蛋白能在溶液中平衡，接著將溶液放置

37℃反應一小時。然後將二抗加入溶液內，放置 37℃反應一小時。

接著將戊二醛加入溶液中反應所需之時間，最後加入最終濃度為 6.9 

mM SDS 終止反應。 

 

2.6.2儀器設備及系統架構 

 所搭配的毛細管電泳裝置為自行組裝如圖 2-22。高電壓供應器由

Gamma High Voltage Research 公司（Ormond, FL, USA）購買，用來

驅動電泳，高壓電的電極輸出端會穿過自製的 plexiglass box 防止觸

電。所採用的激發光源係由唐裕有限公司所購買之固態雷射，其激發

波長為 532nm，功率為 10 mW。首先將雷射光平行置於桌面再由凸
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透鏡將雷射光聚焦於毛細管，當接上染料之抗體通過偵測視窗時，染

料就會被雷射激發而產生特定波長之螢光，螢光在 90°方向利用 10 

接物鏡（numerical aperture = 0.25）收集之後，藉由 568 nm 的干涉濾

片（interference filter）過濾光源干擾及不需要的散射光，最後再使用

光電倍增管（R3896, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）偵測

螢光訊號。訊號經光電倍增管放大後，經由 10 Ω 的電阻將產生的電

流訊號轉換成電壓訊號，並由 24 - bit 數位類比轉換器（A/D converter, 

JMBS Development）以 10 Hz 的頻率擷取訊號並轉換成數位資料儲存

於電腦中。最後運用層析軟體 Clarity（DataApex, Prague, Czech 

Republic）將訊號轉換成電泳圖。本實驗是在一密閉的黑箱裡進行以

避免環境光源的干擾。 
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圖 2-22 儀器裝置示意圖。 
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2.6.3 HEC 添加對分離之影響 

在本實驗中利用螢光抗體技術，目的是為了有效的標識出不同種

類的組蛋白，然而抗體與抗原之間的作用力完全是依靠非共價鍵的鍵

結，當以結合好的抗體與抗原在進入毛細管內分離時會因為電壓太大

導致鍵結斷裂，因此選用 Protein Cross-Linking 固定抗體與抗原之間

的鍵結，利用戊二醛固定蛋白質使抗體與抗原在分離時不會因為電壓

而分開，藉此觀察出訊號之變化。由圖中觀察當緩衝溶液僅包含鹽類

時，對於抗體的分離並沒有太大的幫助，因此學生利用加入聚合物的

方式，形成網狀結構增加分離效率，當緩衝溶液內加入 0.1%的

PEO(Mave 8,000,000 g/mol)，能夠觀察到訊號的明顯變化。 

2.6.4 戊二醛濃度對分離之影響 

 上述實驗所使用之系統，圖中可以看到很多訊號，但因為訊號太

多導致難以判別抗體反應是否成功，因此選用降低戊二醛濃度的方式

以減少再進行蛋白質固定時，將過多不必要的蛋白質固定，導致在判

斷訊號時會有誤判的現象發生，並且由圖 2-26 中學生利用改變一抗

濃度觀察是否為固定過多的蛋白質，可以發現當一抗濃度降低時訊號

隨之變低，由此可知所出現過多的訊號為其他蛋白質經由固定過程中

所產生的散色光，然而由圖 2-25 中可以觀察出當戊二醛濃度降低至
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2%時，與原本的 4%相比訊號高度降低許多，因此選用此條件做進行

接下來的實驗。 
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圖 2-23 緩衝溶液分離抗體。 

Voltage：+10 kV，Capillary：1.5 M TB pH10.0，Inlet, Outlet ：400 mM 

TB buffer pH 9.0 add 10 mM SDS。固定條件：25 mM HEPES pH 7.4, 

100 mM NaCl ，Glutaraldehyde 4% ,反應 10 分鐘。終止反應: SDS 6.9 

mM。a) Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

b) Anti-5-methylcytosine mouse(0.25 ng/µL) + Alexa Fluor 532-goat 

anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

c) Histone(12.5 ng/µL) + Anti-5-methylcytosine mouse (0.25 ng/µL) + 

Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)。 
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圖 2-24 HEC 添加對抗體分離之影響。 

Inlet, Outlet：0.1 % 8M PE0 in 400 mM TB buffer pH 9.0 add 10 mM 

SDS。固定條件： Glutaraldehyde 4% ,反應 10 分鐘。 

a) Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

b)Anti-5-methylcytosine mouse(0.25 ng/µL) + Alexa Fluor 532-goat 

anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

c) Histone(12.5 ng/µL) + Anti-5-methylcytosine mouse (0.25 ng/µL) + 

Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)。其他條件同圖 2-23。 
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圖 2-25 戊二醛濃度對抗體分離之影響。 

Inlet, Outlet：0.1 % 8M PE0 in 400 mM TB buffer pH 9.0 add 10 mM 

SDS。固定條件： Glutaraldehyde 2% ,反應 10 分鐘。 

a) Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

b)Anti-5-methylcytosine mouse(0.25 ng/µL) + Alexa Fluor 532-goat 

anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)、 

c) Histone(12.5 ng/µL) + Anti-5-methylcytosine mouse (0.25 ng/µL) + 

Alexa Fluor 532-goat anti-mouse IgG (0.5 ng/µL)。其他條件同圖 2-23。 
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圖 2-26 一抗濃度對抗體分離之影響之影響。 

Inlet, Outlet：0.1 % 8M PE0 in 400 mM TB buffer pH 9.0 add 10 mM 

SDS。固定條件： Glutaraldehyde 2% ,反應 10 分鐘。 

a) Anti-5-methylcytosine mouse(0 ng/µL)、 

b)Anti-5-methylcytosine mouse(0.025 ng/µL)、 

c) Anti-5-methylcytosine mouse (0.05 ng/µL)、 

d) Anti-5-methylcytosine mouse (0.25 ng/µL)、 

e) Anti-5-methylcytosine mouse (1 ng/µL)。其他條件同圖 2-23。 
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2.7 結論 

此實驗提供了簡單的以方法酸萃取出組蛋白，並且以毛細管結合紫外

光可見光譜儀能高效率與符合經濟效益樣品低消耗等優點來分離樣

品。並且透過平衡態電泳尋找出最佳化的濃度的聚合物和界面活性劑

的條件有效的在 10 分鐘內將癌症細胞內的組蛋白分離開來，然而十

二烷基硫酸鈉(SDS)及篩分介質的添加，有效的改善蛋白質吸附毛細

管壁與分離效率不佳的缺點。再以非連續態系統測試更佳的條件，而

且能探討聚合物濃度與界面活性劑濃度之間的關係。並且相較於平衡

態電泳能得到更佳的的解析度，再利用此條件對於不同癌症細胞做分

離探討之間的差異。再訊號標定部分與螢光系統配合期望能夠有效地

取得相關的資訊。未來希望可使用相同方法將更多組蛋白的部分分離

出來，例如組蛋白修飾，這些修飾包括乙醯化 (acetylation)、甲基化 

(methylation)、泛素化 (ubiquitylation)、磷酸化(phosphorylation)並能

去探討其與癌症之間的關聯性。 
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表 2-1 平衡態電泳條件總表(1) 
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表 2-2 平衡態電泳條件總表(2) 
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表 2-3 非連續態電泳條件總表(1) 
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表 2-4 非連續態電泳條件總表(2) 
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