
 

 

東海大學理學院化學研究所 

碩士論文 

 

Graduate Institute of Chemistry 

College of Science 

Tunghai University 

Master Thesis 

 

以毛細管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在下分析總核醣

核酸之完整性與組裝暗視野顯微鏡偵測金奈米粒子 

 

Analysis of the total RNA integrity by capillary 

electrophoresis with laser-induced fluorescence in the 

presence of electroosmotic flow and assembly of dark field 

microscope to detect gold nanoparticles 

 

研究生:施雅筑 Ya-Chu Shih 

指導教授：張柏齡 博士 Dr. Po-Ling Chang 

中華民國 102年 7月 



謝誌 

  兩年碩士班生涯就這樣結束了，也即將揮別伴隨我六年的東海

大學。在東海大學的這段期間，有歡樂亦有感傷，以後我還是會常

常想念著東海大學的不管人、事、物。 

  對於我碩士論文的完成，首先要先感謝指導教授張柏齡老師，

感謝您總在百忙之中耐心聽取我不定時的進度報告並予以指導。另

外，也感謝口試委員陳昭慧教授與黃承文教授在論文上的指導與建

議。在研究過程中亦感謝樓助教，總是麻煩您空出一段時間讓我使

用儀分實驗室的儀器。還要感謝化學系最美麗的藍姐，每次只要一

有問題就跑去求助您。 

  實驗室的瑞民學長及子學學長，謝謝兩位學長在我剛進實驗室什

麼都不懂情況下耐心的教導我。亦感謝實驗室的宜蓁、孟璇、彥竹、

俐雯、思樺、元裕、宜安、宜欣、靜洳、雅琪、宇君及郁萍，在實驗

上的幫忙以及指教。其中還是最感謝宜蓁學妹，謝謝這兩年來的陪伴，

因為有你在碩士班的這兩年我並不孤單，亦希望你在未來的這一年，

在實驗上更加油。最後還要感謝大學同窗好友亭君，謝謝你老是聽我

訴說在生活上各個大大小小的事。 

  最後僅將此獻給我摯愛的父母親及家人，因為有你們的栽培，才

有今天的我。在未來的日子，我一定會更加努力。 



I 

 

中文摘要 

  RNA 之完整性在生物領域中扮演著很重要的角色，因為純度不

佳之 RNA 可能對下游實驗結果造成很大的影響。在此研究中發展了

一種快速及經濟之方法分析總 RNA（total RNA）之完整性，是以毛

細管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在下（capillary electrophoresis 

with laser-induced fluorescence in the presence of electroosmotic flow）

為基礎進行分析。此方法利用 PEO（Mave 4,000,000 Da）作為分離 RNA

之篩分介質，並將溴化乙錠（微克/毫升）溶解在聚合物溶液作為標

定 RNA 之染料。成功地在 25 分鐘內完全分離出總 RNA 中的 28S、

18S、5.8S、5S核醣體 RNA（robosome RNA）及傳遞 RNA（transfer 

RNA）。此研究中，利用線上濃縮技術注入大體積樣品可增加實驗靈

敏度，使實驗可偵測到最低 28S及 18S rRNA濃度為 100 pg/μl。最後

利用加熱不同時間成功監測 RNA 的降解情況。結果顯示，使用毛細

管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在下可有效的分析 RNA 之完整性。

實驗的第二部分是組裝暗視野顯微鏡偵測金奈米粒子。利用高數值接

物鏡（high numerical objective）、擋光片（field stop）以及視野限制

（iris），成功地觀察 32 nm金奈米粒子的布朗運動（brownian motion），

並利用商業化相機收集此影像。結果顯示，此儀器可以用來偵測以金

奈米為基礎的奈米感測器（nanosensing）。 
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Abstract 

RNA integrity plays an important role in RNA studies because poor 

RNA quality may have a great impact on downstream methodologies. 

This study proposed a rapid, and cost-effective method to analyze RNA 

integrity based on capillary electrophoresis with laser-induced 

fluorescence(CE-LIF)in the presence of electroosmotic flow. This 

proposed method used the poly(ethylene) oxide (Mave 4,000,000 Da) as 

sieving matrix for total RNA separation. The ethidium bromide (μg/mL) 

was dissolved in polymer solution as interchelating dye for the on column 

fluorescent labeling. The separation of the 28S rRNA, 18S rRNA, 5.8S 

rRNA, 5S rRNAs and tRNA from cell extracted human total RNA was 

accomplished within 25 minutes. In this work, online concentration 

technique was used to increase the sensitivity by larger volume sample 

injection. The lower detectable concentration of 28S and 18S rRNAs is 

100 pg/μL. In addition, the temperature-induced degradation of total 

RNAs could be monitored by CE-LIF. The result demonstrated the 

separation of total RNA by CE-LIF in the presence of EOF is useful for 

determination of RNA quality. The second part of this thesis is to build a 

dark field microscope to detect gold nanoparticles. By using high 

numerical objective, appropriately field stop and iris, observation of 

brownian motion of 32 nm gold nanoparticles was successfully recorded 

by commercial CCD camera. This result indicated the proposed 

instrument may potentially be use for sensitive detection of 

nanoparticle-based nanosensing. 
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第一章 毛細管電泳及核醣核酸之簡介 

1.1 毛細管電泳之簡介 

  電泳（electrophoresis）此名詞在 1909 年由 Michaelis 所提出[1]，但

直到 1937 年之後 Tiselius 才利用電泳技術，從血漿蛋白中成功分離出

白蛋白及 α、β、γ 三大類的球蛋白[2]，使得電泳技術間隔 28 年終於有

突破性發展，並於 1948 年獲得諾貝爾化學獎。電泳的原理為溶液中帶

有電荷的物質，在施加電場時會因庫倫吸引或排斥作用力而產生遷移

運動[3]，而電泳之所以可以達到分離的效果是利用不同質荷比（m/z）

的帶電粒子產生不同遷移速度，使得溶液中帶電粒子能夠分離，而此

技術稱為電泳分離。 

  電泳技術發展至今已有百年的歷史，早期電泳是在自由溶液下進

行，當施加高電壓時會產生焦耳熱問題，對分離的解析度造成嚴重影

響[4]，因此後來科學家發展出平板凝膠電泳（slab gel electrophoresis）[5-7]，

將原本在自由溶液下進行實驗改為使用流動性較差凝膠作為篩分

（sieving）樣品的物質，平板凝膠電泳可同時分離多種樣品，最常使

用的樣品為蛋白質（protein）、去氧核醣核酸（DNA）、胜肽（peptide）

等生物樣品。但因製備平板凝膠不易且散熱效果差，使得進行平板凝

膠電泳時只能施加低電壓進行分離，造成分析時間較久。所以瑞典科

學家 Hjérten 於 1967 年，使用 3 mm 的玻璃管柱在自由溶液下進行區帶
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電泳的實驗，並結合了 UV 吸收光譜儀來偵測分析物，可成功地分離

無機離子、核酸、蛋白質以及病毒[8]。此外，因玻璃管柱變小可減少熱

對流的影響，所以接著 Virtanen 於 1974 年以相同方法將毛細管內徑縮

小至 0.2～0.5 mm，成功地在 10 分鐘內分離 16 種陰離子[9]。雖然可以

大幅減低熱對流的影響，但是當施加高電壓時還是會有熱對流的問題

存在，而造成無法達到快速分離、高靈敏度等多項優點，使得電泳無

法成為當時主要的分析工具。直到 1981 年由 Jorgenson 及 Lukacs 等人

使用內徑 75 μm 毛細管成功地分離衍生化的胺基酸[10-12]，並且結合螢

光系統完成了線上偵測。此方法不僅提高實驗靈敏度，也因為內徑變

小，使表面積與體積比值變大，散熱效果大幅提升，分離時間減少許

多，其理論板數可達到數十萬以上，使得毛細管電泳成為良好的分離

技術。 

  上文已提到平板凝膠電泳是使用流動性較差的凝膠作為篩分的物

質而改善電泳的解析度。凝膠的篩分原理是根據分子量大小來達到分

離效果，而平板凝膠電泳最常使用的樣品為生物巨分子。但因為使用

平板凝膠電泳還是會受到焦耳熱的影響，所以後來發展出毛細管凝膠

電泳（capillary gel electrophoresis）此分離技術[13]，發展初期使用的凝

膠為交聯性聚丙烯醯胺（cross-linked polyacrylamide, CPA）[14]和當初平

板凝膠電泳使用的凝膠相同，但因製備繁瑣、黏性高，難以利用壓力
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方式注入到毛細管中，所以利用管內聚合方式注入到毛細管中。但由

於毛細管徑小，要在管內聚合其製備的困難度比製備平板凝膠來的高，

且管內聚合常遇到凝膠體積變化、產生氣泡、聚合的再現性低及毛細

管使用壽命短等問題存在，因此發展可用的凝膠或聚合物溶液成為當

時毛細管電泳的重要目標。 

  直到 1989 年，Zhu 和 Colbum 找到一個可以替代交聯性聚丙烯醯

胺的凝膠，利用非交聯性的線性聚合物成功分離 DNA 片段[15, 16]，而線

性聚合物的優點在於黏度低，可以先在毛細管外完成聚合，再利用壓

力方式注入毛細管，因使用黏度低的凝膠提升了實驗的再現性，也增

加了毛細管的使用壽命，而今日毛細管凝膠電泳所使用的凝膠還是以

線性聚合物為主，常見的線性聚合物包括，聚環氧乙烷（poly (ethylene 

oxide), PEO）[17, 18]、線性聚丙烯醯胺（linear polyacrylamide, LPA）[19, 20]、

聚乙烯醇（polyvinyl alcohol）[21]、各種纖維素（cellulose）衍生物[22-24]

以及瓊脂膠（agarose）[25]等，至今毛細管凝膠電泳已廣泛的應用於生

物樣品上。 

  近年來毛細管電泳已經成為良好的分析工具之一，可適用於有機

分子、無機分子、帶電分子及中性分子，近幾年來更廣泛運用於生物

分子，例如：DNA[26]、RNA[27]、胺基酸（amino acid）[28, 29]、蛋白質[30]

及醣類（carbohydrates）[31]等。毛細管電泳具有高分離效率、樣品需求
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量少、分析時間短、高偵測靈敏度、高通量以及易於自動化等優點[32, 33]，

毛細管電泳發展至今大致可分為六大類：毛細管區帶電泳（capillary 

zone electrophoresis, CZE）[34]為毛細管電泳中最常使用且最簡單的一種

方法、毛細管等電聚焦法（capillary isoelectric focusing, CIEF）[35]、毛

細管等速電泳法（capillary isotachophoresis, CITP）[36]、毛細管凝膠電

泳（capillary gel electrophoresis, CGE）[37]、毛細管電層析法（capillary 

electrochromatography, CEC）[38]及用來分離中性分子和帶電粒子的微胞

電動力層析法（micellar electrokinetic chromatography, MEKC）[39]等方

法。隨著科技日漸發展，科學家也將電泳技術應用於微晶片上，利用

蝕刻在微晶片上形成小型通道（channel）[40, 41]，其優點有分析時間短、

樣品消耗量少以及具有高通量等，並朝著可在單一晶片上完成樣品前

處理、分離及偵測等步驟來發展，亦即實驗室晶片（lab-on-a-chip）[42]。 

 

1.1.1 分離原理 

1.1.1.1 淌度（mobility） 

  毛細管電泳分離的原理是利用不同物質在施加電場時會因為遷移

速率不同而達到分離，帶電粒子在電場中會以一個速度（vep）前進，

而且與電場強度（E）成正比，其關係式為： 

μ
ep

 = 
νep

E
                        （1-1） 
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μ
ep
為電泳淌度（mobility），為單位電場下粒子的電泳遷移速度。當施

加一電場時，帶電粒子因庫倫作用力（F）而加速移動[27]，其庫侖作用

力會與有效電荷（q）和電場強度（E）成正比，其關係式為： 

F = q E                                                 （1-2）       

帶電粒子在運動過程中會與介質碰撞而產生摩擦力（f）造成移動速率

變慢，但是當帶電粒子加速到某個程度時，庫倫作用力與摩擦力會達

到一個平衡，此時帶電粒子不再做加速運動而變成等速運動。從 Stokes

定律中，假設帶電粒子為剛性球體，當受到摩擦力時，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 為緩衝溶液黏度，而 r 為粒子半徑。當

帶電粒子作等速運動時，其庫倫作用力與摩擦力相等，其關係式為： 

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

由以上公式代入方程式（1-1）可得： 

μ
ep

 = 
νep 

E 
 = 

  q   

6πηr
                                    （1-5） 

以上公式可以說明電泳淌度與有效電荷成正比關係，並且與粒子半徑

成反比關係。因此可得知電泳淌度會受粒子電荷及半徑影響。 

 

1.1.1.2 電滲流（electrosmotic flow, EOF） 

    電滲流為毛細管電泳中驅動力的其中一種，因毛細管的主要材質
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為融熔矽（fused silica），毛細管中溶液的離子在電場作用下移動而產

生電滲流，當電解質溶液 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，而在毛細管內壁產生雙電層（electrical 

double layer）。被 SiO- 所吸引的陽離子為固定層（stern layer），固定層

外則是擴散層（diffusion layer），如圖 1-1 所示。當施加正電壓時，擴

散層中的陽離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。毛細

管內固定層與擴散層的電荷分布不均勻，導致整體溶液與電雙層之間

產生一電位差，稱之為 ζ 電位（zeta potential）。其關係式為[43]： 

ζ = 
4 π δ e 

 ε
                              （1-6） 

δ 為電雙層之厚度，e 為單位面積之總電荷，而 ε 為緩衝溶液之介電常

數。電滲流與 ζ 電位，其關係式為： 

μ
eo

 = 
ε ζ

η
                               （1-7） 

μ
eo
為電滲流之遷移速率，η為緩衝溶液之黏度。由此公式可看出，電滲

流之遷移速率與 ζ 電位和緩衝溶液之介電常數（ε）成正比關係，並與

緩衝溶液之黏度成反比關係。而 ζ 電位的大小與毛細管內壁矽醇基的

解離程度有關，假設毛細管內壁的矽醇基解離愈多，就會吸引愈多的

正離子，形成的電雙層厚度也會愈厚，ζ 電位也會變大，使電滲流之遷 
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圖 1-1 電雙層的結構及 ζ 電位 
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移速率變快了。緩衝溶液的組成也與電滲流之遷移速率有關，包括緩

衝溶液之 pH 值、離子強度、種類及添加物。緩衝溶液之 pH 值大於 3.0

時，電滲流值也會明顯增加，且隨著 pH 增加而變大，直到 pH 值大於

8.0 時，電滲流才會趨於一個定值。而緩衝溶液的離子強度也是影響電

滲流的因素之一，當離子強度增強時，毛細管壁上所吸附的陽離子會

與溶液中陽離子的數目相近，使電雙層變緊密，ζ 電位變小，相對的電

滲流也會變小，另外改變溫度或將毛細管內壁進行改質也會影響電滲

流之大小[44]。電滲流是因擴散層中對離子受電場影響而產生移動，不

需要在毛細管壁施予額外的壓力，所以理論上毛細管內壁的每一個地

方的流速幾乎相同，如圖 1-2 所示，導致毛細管內壁的溶液形狀趨近於

一平面。其他管柱層析法，管柱中的動相是利用幫浦產生壓力來推動，

受到溶液與管壁間的摩擦力及剪切力的影響而產生層流（laminar flow），

使管柱中的溶液形狀呈現拋物狀。層流會使得樣品注入後區帶分散，

造成解析度下降，所以具有電滲流之毛細管不會使樣品區帶變寬，其

理論板數也提升到數百萬以上。毛細管電泳本身雖具有電滲流的特性，

但一般在分析蛋白質或 DNA 時，常常會有樣品吸附於毛細管壁的問題

存在，因此通常在進行電泳分析實驗時，會於毛細管壁上塗覆一層聚

合物，可減少樣品的吸附[45, 46]，但在毛細管壁塗覆聚合物的同時其本

身的 ζ 電位也消失了，所以通常分析生物樣品時都會在電滲流很小的 
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圖 1-2 ( a ) 電滲流及 ( b ) 層流之比較圖 
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情況下進行，生物分子的遷移是利用本身的電荷受到電場影響而移

動。 

 

1.1.1.3 DNA 於毛細管凝膠電泳中之分離機制 

  毛細管凝膠電泳因具有高解析度及所需樣品少等優點，近年來已

成功地應用於分析 DNA。其中影響分析 DNA 的實驗參數包括：凝膠

介質、毛細管表面、溫度、電場強度、進樣及偵測系統等。DNA 在自

由溶液下會以隨機盤繞的方式存在，但當受到電場的影響時會展開成

長鏈狀，使得 DNA 長鏈的每一處都會接觸到溶液，而 DNA 分子中鹼

基對（base pair）之數目（N）會與摩擦力成正比，其關係式為： 

f ∝ N                                             （1-8）

且 DNA 分子中的磷酸根之負電荷（Q）也會與鹼基對之數目成正比，

其關係式為： 

Q ∝ N                                              （1-9）

所以在自由溶液中的 DNA 之淌度為一定值[47]： 

μ = 
V

E
 = 

Q

f
 ∝ 

N

N
 = constant                 （1-10）

由以上推論可得知 DNA 在自由溶液下是無法進行分離的，到目前為止

DNA 分離皆著重在凝膠的選擇，凝膠具有非傳導性的介質，減低樣品

於毛細管中擴散導致區帶變寬的現象，且凝膠具有網狀結構之特性可
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對 DNA 進行篩分的動作進而分離，不同長度 DNA 分子利用通過網狀

結構困難程度不同而得到不同淌度，達到分離的效果。長度較短之DNA

容易通過凝膠孔隙中，所以分離時間短，相對的長度較長之 DNA 則分

離時間較長。 

  凝膠為聚合物是以單體的形式存在，當聚合物分子在濃度低時，

分子間碰撞機率較低彼此之間也較難產生任何作用，聚合物溶液的黏

度也較低，當濃度增加至某一程度時，分子間碰撞機率增加了，彼此

之間作用產生糾結，則會開始形成網狀結構，當聚合物的濃度超過糾

結界限（entangled limit）時網狀結構就會形成孔隙。糾結界限的定義

是假設每個聚合物分子的體積都相同時，所有聚合物所佔的總體積與

溶液體積相同時的濃度。可表示為： 

φ＊ ≈ 
3 Mw

4 π NA Rg
3
                                            （1-11）

或 

φ＊ ∝ N -0.8                                               （1-12）

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為聚合物分子所含的單體

數目。但因為聚合物的分子量不是定值而是以平均分子量表示，所以

如果要得知其實際的糾結界限必須透過實驗才能得知[48]。 

  凝膠為一分離介質，是利用凝膠之網狀結構所形成的孔隙（mesh）
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來篩分分析物進而達到分離效果，當聚合物濃度高於糾結界限時就會

形成網狀結構，而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

                                           （1-13）

ξ ∝ a φ＊
0.75

                        （1-14）

ξ為孔隙大小，C為聚合物濃度，而 a 為常數[49]，不同聚合物溶液可得

不同的值。由以上公式可得知凝膠的孔隙大小與聚合物的濃度及特性

有關，而聚合物單體濃度越高形成的孔隙就越小。 

  毛細管凝膠電泳可以有效的分離 DNA 分子，研究者探討生物分子

在凝膠網狀結構中的遷移行為上，從早期的Ogston模型（Ogston model）

[50]及爬行模型（repatation model）[51]。這兩種模型可以解釋 DNA 於毛

細管凝膠電泳中的分離機制。Ogston 模型適合用來解釋小片段的 DNA

分子（< 3000 bp）之遷移，但前提必須先假設 DNA 分子為剛性球體，

並利用較小片段之 DNA 分子能通過網狀結構中大孔隙之理論，使小片

段之 DNA 分子能被篩分出來，而大片段之 DNA 分子則沒辦法通過，

其 DNA 之淌度關係式為： 

μ = μ*P                                                （1-15） 

μ*為 DNA 在自由溶液下之淌度，P為 DNA 分子小於網狀結構之孔隙的

機率。 
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P 可表示為： 

P = exp [ -KC ( r + Rg )
2
 ]                                   （1-16） 

K為比例常數，C 為聚合物濃度，r 為聚合物分子鏈厚度，而Rg為假設

DNA 分子為剛性球體時的半徑，結合了上述兩公式，其 DNA 之淌度

關係式為： 

μ = μ* exp [ -KC ( r + Rg )
2
 ]                                 （1-17）

爬行模型適合用來解釋大片段之 DNA 分子，當 DNA 剛性球體的直徑

大於網狀結構之孔隙時，DNA 會以隨機變形的長鏈分子的形式存在，

並以蛇行方式通過聚合物往前移動，所以 DNA 的移動不會受限於孔隙

的大小，此時 DNA 之淌度與 DNA 分子大小其關係式為： 

μ ∝ 
N

N2  = 
1

N
                                              （1-18）

以上兩種模式一開始皆建立於平板凝膠電泳上，因毛細管凝膠電泳是

在高電壓下進行實驗的，所以必須考慮 DNA 的構型會受到電場而改變。

另外毛細管內的線性聚合物，形成之網狀結構可能會隨著時間而改變，

並非永久性的（permanent），所以若要深入探討 DNA 分子於毛細管凝

膠電泳之分離機制則必須考慮電場強度及聚合物溶液之網狀結構這兩

個問題，目前 DNA 分子於聚合物溶液中之分離機制都以上述兩個模型

作解釋，但實際上詳細的分離機制到目前為止已經有許多學者致力於

研究膠體相關之力學，期望未來學者們可以利用更精確的儀器及電腦
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模擬分析才能有較完整之分離機制的理論出現。 

 

1.1.1.4 流動式毛細管凝膠電泳 

  到目前為止，使用毛細管凝膠電泳分離 DNA 片段，為了避免電滲

流會隨時間而改變，以及 DNA 分子和聚合物溶液易吸附於毛細管壁，

而造成再現性不佳。所以實驗前必須先進行毛細管壁的塗覆，抑制電

滲流產生，因此過去在分離DNA片段時，皆是在無電滲流情況下進行。

但由於經過塗覆的毛細管生命期較短、製備昂貴及塗覆的聚合物容易

隨時間改變，所以過去已有許多研究者開發多種在電滲流存在下分離

DNA 片段的技術 [52, 53]，先把樣品注入到充滿高濃度聚合物之 TB

（tris-borate）緩衝液中，並直接將電滲流引入毛細管中，因為 DNA 分

子在系統中的移動方向與電滲流反向，且較大片段之 DNA 在聚合物溶

液中的淌度較小，所以大片段之 DNA 會先被偵測到，DNA 於毛細管

凝膠電泳在電滲流存在下的分離過程，如圖 1-3 所示。進行實驗的聚合

物溶液包括纖維素衍生物（cellulose derivatives）、聚環氧乙烷、聚乙烯

吡咯烷酮（polyvinyl pyrrolidone, PVP）會在毛細管壁進行動力學之塗

覆（dynamic coating），因此減少 DNA 分子毛細管壁之作用，電滲流也

隨著時間而減少[54, 55]。為了使得實驗的再現性佳，於每次實驗完後，

以 0.5 M 的氫氧化鈉溶液在 1 kV 電壓下清洗毛細管壁，並持續 10 分鐘 
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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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使毛細管壁再次充滿負電荷。過去已有學者在電滲流存在下以毛細管

區帶電泳方法成功地分析大體積 DNA 分子量標準液（DNA markers）

及聚合酶連鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）產物[56]。 

 

1.1.1.5 樣品注射方式 

  在毛細管電泳中最常使用之樣品導入方法為壓力進樣

（hydrostatically）、虹吸進樣（siphoning）及電動進樣（electrokinetically）。

壓力進樣為在樣品端施加壓力或是末端抽真空（pump），將樣品引入毛

細管中，此方法缺點為較不方便使用；虹吸進樣是將樣品放置於一高

度，利用重力差方式，驅使樣品溶液進入毛細管中。壓力及虹吸進樣

之優點為不會受到離子之移動力使進樣總量改變；電動進樣，樣品導

入是將毛細管末端與其電極一起放置於樣品中，對其施加電場藉由離

子移動與電滲流兩現象，促使樣品進入毛細管中。最後再將毛細管末

端及電極放回緩衝溶液中，即可進行分離。電動進樣之優點為注射之

體積量較多。一般而言虹吸進樣，使用 75 μL 內徑的毛細管，維持 5

公分高度差進樣 10 秒時，進樣總量大約為 6 nL；電動進樣，注射之體

積量大約為 5 至 50 nL。 
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1.1.1.6 偵測系統 

  毛細管電泳之偵測系統有許多種類，包括紫外光-可見光吸收

（ultraviolet-visible absorption）[57]、螢光（fluorescence）放射法[58]及質

譜儀（mass spectroscopy, MS）[59, 60]。而螢光放射法又可以分為傳統光

源激發螢光及雷射誘發光螢光，其中以雷射誘發螢光（laser-induced 

fluorescence, LIF）偵測器的靈敏度最高。雷射可輕易聚焦至微米

（micrometer）大小的直徑，可減少訊號峰因偵測器造成的譜帶變寬。

已有文獻發表利用雷射誘發螢光的偵測極限可達 50 yoctomoles（1 

yoctomole = 1 ymol = 1×10-24 M）[60]，且此系統可應用於偵測單分子及

單細胞[61, 62]。 

  雷射波長的選擇也極為重要，一般都使用氦氖雷射（He-Ne laser）、

氬離子雷射（argon ion laser）、固態雷射（solid-state laser）及紅寶石雷

射（Nd：YAG laser），以上這些都可作為毛細管電泳之激發光源[63-67]，

由於生物分子大部分都不具有螢光，所以生物分子必須使用染料進行

衍生化或者將染料加入至緩衝溶液中快速 DNA 嵌合[68]後才能進行分

析，到目前為止毛細管電泳結合了雷射誘發螢光偵測系統廣泛地被應

用於 DNA 定序[69]及基因突變[70]等研究。 
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1.1.1.7 線上濃縮技術 

  線上濃縮技術（on-line concentration）於 1979 年由 Mikkers 在實驗

過程中發現樣品堆積（sample stacking）的現象[71]，當提高分析物注射 

的時間時，樣品區帶亦會隨著增加。其原理為樣品溶液與緩衝溶液之

間的導電度不同，產生的電場強度也不同，使分析物在此兩種環境中

的遷移速度有所改變，造成樣品區帶堆積，並稱此方法為樣品堆積技

術。於 1989 年 Chien 和 Burgi 等人進一步研究樣品堆積，才成為毛細

管電泳線上濃縮的重要技術之一[72-74]。學者亦成功開發了在電滲流存

在下，使用聚環氧乙烷溶液分離 DNA，並進行線上濃縮技術[52, 53, 75, 76]。

樣品進樣最高注入量約為 5 μL，利用此技術可降低偵測極限及提高靈

敏度。於具有電滲流的系統下，電滲流的方向與 DNA 剛好為反向，當

施加電場時樣品會開始移動進入聚合物溶液中，受到高濃度的聚合物

溶液阻擋，樣品具有堆積作用。且線上濃縮技術與篩分樣品同時進行

的，與聚合物溶液的黏度有關，實驗過程若先推入一段較低聚合物之

後再推入一段較高濃度的聚合物時，也會產生第二次堆積的效果。 
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1.1.2 毛細管電泳之應用 

   毛細管電泳具有高解析度、高靈敏度、樣品需求量少、分析時間短

及易於自動化等優點。到目前為止，毛細管電泳在許多領域中都已作

為主要的分析工具包括分析化學、臨床化學、生物化學及有機化學等

等。尤其在近幾年，在生物學中廣泛的被應於短序列重複（short tandem 

repeats, STRs）的偵測及分析上[77, 78]。而其他應用包括植物或病毒 DNA

的基因突變偵測[79]、定量聚合酶連鎖反應產物[80]、單核苷酸多型性

（single nucleotide polymorphisms, SNPs）[81, 82]、粒腺體 DNA 定序及 Y

染色體[83]，並於 DNA 定序中發現不同個體間的序列幾乎都只有改變單

一核苷酸，且已知 SNPs 可能與疾病的表現有關，其單一核苷酸之微小

差異已成為日後研究的目標。 

 

1.1.2.1 毛細管電泳於 DNA 之相關應用 

  毛細管電泳暨雷射誘發原生螢光（laser-induced native fluorescence, 

LINF）[84]，主要分析 DNA 所使用的激發光源為可見波長範圍的氦氖

雷射（543.5 nm）及氬離子雷射（488 nm）。DNA 分子與發光團產生共

價鍵結或是與螢光團嵌合（intercalated）產生 DNA 錯合物。常用於與

DNA 產生共價鍵結的發光團為玫瑰紅（ rhodamine）或是螢光黃

（fluorescein）；與螢光團嵌合產生 DNA 錯合物的螢光團為溴化乙錠
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（ethidium bromide, EtBr）、TOTO1 以及 YOYO1 等等。當螢光團嵌合

到 DNA 雙股螺旋結構中時，受到 DNA 結構的影響，使得染料變得較

剛性。使用雷射激發後，便會產生較強的螢光訊號，因此可得到較好

的 S/N 值，使得與螢光團嵌合的 DNA 錯合物的偵測極限可降至

zeptomole（10-21 M）[85]。 

  DNA 定序（sequencing），已成為可信度最高的 DNA 檢測方法，

其應用最廣泛的是以 Sanger 法為基礎的定序分析儀，定序過程中需經

PCR 反應。PCR 過程中的組成物包括：專一性的引子、DNA、DNA

聚合酶、dNTP 及 ddNTP，進行反應時，分成四管，每管都含有 ddATP、

ddTTP、ddCTP、ddGTP 及其他三種的 dNTP。與一般 PCR 不同的地方

在於多添加 ddNTP，由於 ddNTP 與 dNTP 相較下 ddNTP 少了一個氧原

子，所以 PCR 反應接到 ddNTP 時，便不能在接下一個 dNTP 上的磷酸

根，而使反應終止。利用其方法，當一試管中若含有 ddATP 時，聚合

酶反應進行到 template DNA 的鹼基 T 時，ddATP 會與鹼基 T 以氫鍵方

式結合並終止聚合反應，所以 template DNA 含有多少個 T，則此試管

就會有幾個以 A 結尾不同長度的 DNA 片段，其他試管其原理也相同，

最後再利用平板凝膠電泳分離四個試管中的 PCR 產物，依照片段大小

即可知道 template DNA 的序列。但由於每做一次定序就必須在四個試

管下進行，不僅耗時也耗成本，因此使用毛細管凝膠電泳作為基因定
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序之方法已被開發出來。其優點為可在同一試管中進行 PCR 反應[86]，

將引子標幟上四種不同波長的染料或四種 ddNTP，並以分光裝置將螢

光訊號分散至四個偵測器，最後藉由軟體分析及收集數據。後來發展

自動化的毛細管陣列（array）電泳，因為具有分析快速、解析度高及

高通量等優點，使得基因體計畫提前於 2000 年完成人類基因的定序草

圖。近年來研究 DNA 之文獻也相當多，Fogarty 等人使用共焦螢光光

譜儀結合連續流動毛細管電泳（two-beam fluorescence cross-correlation 

spectroscopy coupled with continuous flow capillary electrophoresis , 

2bFCCS-CFCE）偵測單股 DNA 5 -́R6G-polyT40，是利用不同電場強度

及鎂離子濃度增加而影響單股 DNA 的結構變化，再經由簡單計算得知

其有效電荷[87]；Wan 等人則是利用 PEO-PPO-PEO 的共聚合物作為分

離 DNA 的篩分介質，因共聚合物有週期性的疏水及親水區域，成功地

在此共聚合物所形成的 2-D六面堆積圓柱網狀結構中分離雙股DNA[88] 

；Meagher 等人使用 end-labeled free solution electrophoresis（ELFSE），

並設計及合成 127 胺基酸長度的蛋白質聚合物，成功完成 180 個鹼基

的定序[89]；Jiang 及 Ma 利用修飾過之核苷作為癌症篩選的生物指標，

成功地在 10 分鐘內以毛細管電泳分離 10 種核苷，且線性範圍佳[90]；

Wang 等人利用抗體偵測 DNA 甲基化（methylation）程度，而不使用

消化（digestion）作用、重亞硫酸鹽轉換（bisulfite conversion）或進行
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PCR 放大等步驟，偵測極限最低可達 0.3 nM，且線性範圍在 10 nM～

10 μM[91]；吾師 Chang 則是利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光組合重亞硫

酸鹽限制分析法（combined bisulfite restriction analysis, COBRA），偵測

DNA 甲基化的異質性（heterogeneity），達到快速、簡易及符合經濟效

益之分析方法[82]。 

 

1.1.2.2 基因突變之偵測 

  基因突變其定義為細胞中的 DNA 發生了改變，包括單一鹼基對的

改變所引起的點突變或多個鹼基對缺失、重複及插入。人類基因體中，

每個個體之間的差異大部分都為 SNPs。基因突變之檢測在基因遺傳疾

病上及腫瘤學上有密切的關聯性，其中又以 DNA 定序法被視為黃金級

的標準實驗（gold standard）[92]，但要在一般臨床診斷室裡設有定序儀

作為基因突變檢測之工具，明顯的經濟效益太低，所以發展快速、精

確及具經濟的基因突變檢測方法，已成為現今最熱門的研究主題之

一。 

  在基因突變的方法中，依據實驗目的和功能不同，大致可分為篩

選及偵測兩大類。篩選法具有較快速及經濟等優點，用於檢測於未知

樣品中是否發生基因突變，非常適合在大規模的 SNPs 檢測上，但缺點

為無法分析出實際突變的鹼基。此類篩選法包括：單股構型多形性
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（single-strand conformation polymorphism, SSCP）[93-95]、異股多形性檢

測（heteroduplex polymorphism analysis, HPA）[96]、溫度梯度毛細管電

泳（temperature-gradient capillary electrophoresis, TGCE）[97, 98]及錯位酵

素切割（enzymatic cleavage of mismatches, EMC）[99]等方法。SSCP 是

利用 PCR 產物加熱至 94°C 5 分鐘使其雙股螺旋打開，再迅速放在冰

上冷卻形成單股DNA，並於低溫環境下進行電泳將單股DNA分離開。

若有基因突變發生，單股 DNA 之構形會改變而影響其在電泳中的淌度，

造成與正常 DNA 之電泳圖有所差異，即可得知 DNA 是否有鹼基的改

變。HPA 是利用 PCR 放大後的 DNA 產物，其同股與異股之間構形不

同及 GC 鹼基數量的差異在電泳中產生不同的淌度，適合用於檢測大

片段的 DNA 突變。TGCE 則是利用 HPA 經加熱變性後，在緩慢降溫

時，正常與突變的 DNA 發生雜合形成異源雙鏈核酸分子（heteroduplex），

因 heteroduplex 之間的鹼基對並不完全互補，因此在 TGCE 中進行分離

時，會因熔點溫度（melting temperature, Tm）不同，在不同溫度下打開

雙股 DNA，因淌度不同而達到分離效果，適用於 SNPs 的篩選。到目

前為止，還是以 SSCP 作為主要的基因突變篩檢，除了篩檢 SNPs，學

者也將毛細管電泳結合 SSCP 應用於鑑定綠膿桿菌（Pseudomonas 

aeruginosa）的 16S rRNA 基因[100]、血型偵測[101]及家族性高膽固醇血

症[102]等。 
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  偵測突變的技術包括：DNA 定序法、對偶基因特定寡核苷酸雜交

法（allele-specific oligonucleotide hybirdization）[103]、接合酶連鎖反應

（ligation chain reaction）[104]、單核苷酸引子延伸（single-nucleotide 

primer extension, SNuPE）[105]及聚合酶連鎖反應結合限制酶片段長度多

形性（polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism, 

PCR-RFLP）[106]等技術。對偶基因特定寡核苷酸可與微陣列晶片結合，

於晶片上同時點上許多寡核苷酸進行 DNA 雜合反應，能夠一次偵測多

種基因突變，但因微陣列晶片製作不易且判讀困難，所以無法普遍用

於一般的臨床實驗中。PCR-RFLP 此法先用特定的引子進行聚合酶連鎖

反應，再用具專一性的限制酶（restriction enzyme）切割特定 DNA 序

列，會與無法被切割的 DNA 序列長度上有所差異，進而使用毛細管電

泳進行分離及鑑定[107, 108]，因其方法具有較高靈敏度及專一性，在台灣

有許多分子實驗室都以這種實驗方法偵測基因突變。 

  然而上述的分析方法還是有缺點存在，例如：試劑昂貴及製備過

程繁瑣等，所以無法適用於大規模的篩選上。因此發展精確、快速、

低成本的檢測方法，成為現今許多科學家共同研究的目標。 
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1.2 核醣核酸（ribonucleic acid）之簡介 

1.2.1 緒論 

  核醣核酸（RNA）是由核苷酸（nucleotides, nt）單元長鏈組成，

每個核苷酸單元含有含氮的鹼基（base）、五碳醣及磷酸根。RNA

的鹼基主要有四種，包含腺嘌呤（Adenine, A）、鳥嘌呤（Guanine, G）、

胞嘧啶（Cytosine, C）及尿嘧啶（Uracil, U）[109]。藉由四個鹼基排

列組合可以形成一連串的序列。而與去氧核醣核酸（DNA）不同的

是，RNA 為單股分子，但在水溶液中單股 RNA 會與互補的區域自

行雜合成二級結構及三级結構[110]。DNA的鹼基大部分與RNA相同，

不過其中尿嘧啶（U）在配對上的作用，相當於 DNA 中的胸腺嘧啶

（Thymine, T），在 DNA 中 A 與 T 以兩個氫鍵鍵結，G 與 C 以三個

氫鍵鍵結，而RNA中沒有T所以DNA上的A，在轉錄（transcription）

mRNA即為U[111]。RNA序列包含著基因遺傳訊息能合成蛋白質[112]，

在細胞中根據結構及功能不同，RNA 主要可分為三類包括傳遞核醣

核酸（transfer RNA, tRNA）、核醣體核醣核酸（ribosomal RNA, rRNA）

及訊息核醣核酸（messenger RNA, mRNA）。mRNA 藉由轉錄作用

將DNA的遺傳訊息紀錄下來，轉錄作用指的是將DNA的雙股打開，

使 RNA 聚合酶（RNA polymerase）可依照 DNA 上的鹼基序列合成

相對應的 mRNA 的過程，須進行轉錄作用才能將 mRNA 密碼子離
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開細胞核進入細胞質，讓核醣體進一步的利用 mRNA 轉譯

（translation），合成所需的蛋白質，如圖 1-4 所示。DNA 經由轉錄

轉譯過程得到所需蛋白質，因此 mRNA 的表現量也就相當程度上代

表蛋白質的表現。mRNA後轉錄調控錯誤時會造成人類疾病的發生；

tRNA 會攜帶胺基酸到核醣體上[113]；rRNA 是組成核醣體（ribosome）

的部分，並參與蛋白質的合成。RNA 分子兼具了生物基因型及表現

型，mRNA 與 tRNA 分別以三個鹼基為一組的序列作為密碼子

（codon）及反密碼子（anticodon）[114]的配對，包含起動合成、胺

基酸種類及終止合成等指令。RNA 的轉譯過程是由啟動密碼子（start 

codon）開始進行反應，核醣體沿著 mRNA 的序列行進且相對應的

密碼子將相對應的胺基酸連接起來，最後由終止密碼子（stop codon）

終止反應，即完成蛋白質合成。 

  細胞中還有許多不同種類及功能的小型 RNA，如組成剪接體

（spliceosome）的核內小核醣核酸（small nuclear RNA, snRNA）、

負責 rRNA成型的小核仁核醣核酸（small nucleolar RNAs, snoRNAs）

及核醣核酸干擾（RNA interference, RNAi）作用的微小核醣核酸

（micro RNA, miRNA）[115]及反義 RNA（antisence RNA）[116, 117]等，

可以抑制體內基因的表現，並將 miRNA、snoRNAs、antisense RNA 
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圖 1-4 DNA 轉錄轉譯之示意圖 
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及 piRNA（piwi-interacting RNA），稱作非轉譯核醣核酸（noncoding RNA）

[118]，即所謂的 DNA 轉錄 RNA 卻不會轉譯成蛋白質的 RNA 序列，亦

可稱為核醣核酸干擾（RNA interference），可調控 mRNA 使生物達到

個體發育、細胞分化[119]、細胞增生[120]、細胞死亡[121]、激素分泌[122]

及腫瘤生成[123]等等。 

 

1.2.2 核醣核酸歷史 

  在 1869年Miescher Friedrich 藉由分離遺傳物質發現核苷酸[109]，

早期化學家及生物學家並不清楚 DNA 與 RNA 之間的差異，直到學者

分析核苷（nucleoside）的組成，才能利用五碳醣結構及鹼基組成分類

出 DNA 與 RNA。1958 年 Francis Crick 提出了分子生物學的中心教條

（central dogma of molecular biology），DNA 藉由轉錄生成 RNA，RNA

在轉譯中能使蛋白質生成[124]。另外也有實驗提供一個較明確的證據解

釋從胺基酸到蛋白質之間過程。此實驗是對老鼠的肝臟分析，發現 RNA

能夠與胺基酸及 rRNA 結合來幫助蛋白質生成[125]。於 1958 年由 Holley

等人從酵母上定出 77 核苷酸長的丙胺酸 tRNA（alanine transfer RNA , 

Ala-tRNA）序列及結構，在解釋 mRNA 轉譯成蛋白質過程中提供重要

的關鍵資訊[126, 127]，並於 1968 年獲得諾貝爾醫學獎。1997 年 Berget 等

人發現基因為非連續性，必須經過 RNA 剪切（splicing）的動作，才能
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形成成熟的 mRNA，之後再進行蛋白質生成[128, 129]。1993 年 Lee 等人

發現長度約 22 核苷酸長的短片段 RNA，稱為微小核醣核酸（micro 

RNAs, miRNAs）[130]。 

 

1.2.3 傳遞核醣核酸（transfer RNA, tRNA） 

  tRNA 在蛋白質生成上扮演重要的角色，因為 mRNA 上的三個核

苷酸會對應到一個特定胺基酸，而 mRNA 有 tRNA 的幫助才可使得核

苷酸與特定胺基酸結合[131]。tRNA 約 74～95 鹼基長，其 tRNA 雖然為

單股 RNA，但會自行雜合形成二級結構[126]，如圖 1-5 所示，為四葉苜

蓿（cloverleaf）的型態及三級結構。從 tRNA 的二級結構中發現其鹼

基配對除了一般的 Watson-Crick 鹼基配對之外，還具有其他鹼基配對

模式，G 與 U 配對、G 與Ψ配對及 A 與Ψ配對，Ψ為 U 分子內碳與氮

位置互換而生成，稱這些配對模式為擺動式（wobbling），雖然此配對

較不穩定，但形成雙股螺旋（double-helix）之結構，使 tRNA 可維持

著二級結構。tRNA 具有兩個很重要特色，包括 3’端可以攜帶一個胺基

酸及反密碼子與 mRNA 上的密碼子互補，而 tRNA 之 3’端可攜帶胺基

酸是利用鹼基上五碳醣的氫氧鍵會藉由酯鍵（ester bond）與胺基酸鍵

結。一般看到的 tRNA 序列都會接上一個胺基酸，稱為氨醯 tRNA

（aminoacyl-tRNA），例如： Ala-tRNA、Arg-tRNA 及 Asn-tRNA 等等。 
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圖 1-5 tRNA 之二級結構示意圖 
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當 tRNA 接上胺基酸之後，可將胺基酸帶至核醣體進行轉譯作用，再

將胺基酸連接起來形成多肽鏈（poly peptidy chain）。從實驗中可觀察

到 tRNA 之專一性，研究發現改變 tRNA 其 3’端之胺基酸，而不改變反

密碼子的序列，並不會影響反密碼子與密碼子間的配對，tRNA 之專一

性是由反密碼子決定，與 3’端之胺基酸無關。tRNA 扮演著生成蛋白質

重要的角色，所以轉譯過程中的精確度相當重要。蛋白質生成的錯誤

可能發生於兩個階段，一為 tRNA 和胺基酸相接時受合成酶所影響；

二為反密碼子與密碼子配對時由核醣體所調控。當 DNA 序列發生單一

鹼基之插入（insertion）或是缺失（delection）時，雖然核醣體依舊會

與 tRNA 作用，但突變點之後的 DNA 序列完全改變，而生成出完全不

同的蛋白質。 

 

1.2.4 訊息核醣核酸（messenger RNA, mRNA） 

  成熟之 mRNA 被運送至細胞質中，由核醣體進行轉譯作用生成蛋

白質。核醣體沿著 mRNA 將三個核苷酸轉為一個胺基酸，再經由胜肽

鍵（peptide bond）連接形成多肽鏈。最後經由修飾作用形成具功能性

之蛋白質。在不同種類的細胞裡會表現不同的蛋白質並且執行特定的

生物功能以維持細胞正常運作。當 mRNA 轉譯成蛋白質時，只有外顯

子（exon）才會形成蛋白質，如圖 1-6 所示，而 DNA 上的內含子（intron） 
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圖 1-6 形成穩定之 mRNA 過程 
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會被轉錄到前驅 RNA（precursor messanger RNA）中，但在形成成熟

mRNA（mature mRNA）之前會經剪切將內含子切除。於轉錄之後，在

pre-mRNA 5’端上的三磷酸根接上 7-甲基鳥苷（7-methylquanosine, m7G）

稱為加帽（capping）。其目的是為了確保成熟 mRNA 轉譯能力，並在

剪切之後進行多腺苷酸化（polyadenylation）作用使得 mRNA 之 3’端

帶有約兩百個鹼基之聚腺甘酸（polyadenylic acid 或 poly(A)）。聚腺甘

酸會與蛋白質黏合，稱為聚腺甘酸黏合蛋白（poly(A)-binding protein, 

PABP）[132]，以 10～20 鹼基長黏合於 poly（A）上，因此 mRNA 3’端

上有 poly（A）及蛋白質。poly（A）可保護 mRNA 不被分解且穩定

mRNA，如果沒有 poly（A）會造成 mRNA 分解，而無法進行轉錄作

用，最後成熟之 mRNA 才輸出至細胞質中。 

  mRNA 之穩定性是受許多成分所影響，到目前為止有兩種成分較

常被研究，一為 mRNA 之 3’端存在有 AU-rich 序列，約 50 個鹼基長的

序列，稱為 ARE[133, 134]，其中有一個序列由五個核苷酸（AUUUA）所

組成，並在 50 個鹼基長內重複複製。ARE 作用的步驟為 mRNA 3’端

因為有 poly（A）核醣核酸酶（ribonuclease）使 mRNA 被去腺甘酸

（deadenylate），接著核醣內切酶（endonuclease）使其因失去保護而被

分解；二為運鐵蛋白（transferrin）mRNA 上的胰島素反應元素（insulin 

response element, IRE）序列，運鐵蛋白的功能為維持體內中鐵離子濃
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度，IRE 可隨著改變體內中鐵離子濃度調控 IRE 與蛋白質（IRE-binding 

protein）[135]之間的作用力大小。當鐵離子濃度較低時，IRE 與蛋白質

結合 mRNA 不被分解。 

 

1.2.5 核醣體核醣核酸（ribosomal RNA, rRNA） 

  rRNA 為生物細胞中重要的核醣核酸之一，是具有催化功能之核醣

酶，單一的 rRNA 存在並無法發揮任何功能，必須與核醣蛋白共同構

成核醣體。核醣體主要功能為轉譯工作，並促使蛋白質生成。核醣體

帶有具催化活性的 rRNA 骨架，約由 80 個核醣蛋白支撐起來，因此核

醣蛋白具有穩定核醣體立體結構之功能。rRNA 亦為單股 RNA，但因

本身會自行雜合，所以形成許多雙股區域，其二級結構如圖 1-7 所示[136]。

在真核生物中包含四種沉降係數（S：svedberg unit），包括 28S、18S、

5.8S 及 5S rRNA。 

 

1.2.6 小分子核醣核酸（small RNA, sRNA） 

  sRNA 為長度約 20～30 鹼基長的小片段 RNA 分子，sRNA 大約可

分為 siRNA（small-interfering RNA）、miRNA 及 piRNA。siRNA 為長

度約 20～25 鹼基長的雙股 RNA，siRNA 主要參與 RNA 干擾現象，且

具有專一性的方式調節基因的表達。Thomas 等人於 2001 年發現合成

的 siRNA，可誘導哺乳動物體內的 RNAi 作用。miRNA 為長度約 22  
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圖 1-7 真核細胞中 18S rRNA 之二级結構 
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鹼基長，具有調控基因的重要任務，且與癌症疾病的發展有關。亦發

現miRNA與腫瘤的形成及抑制相關，當目標基因是致癌基因（oncogene）

時，miRNA 會進行腫瘤抑制的功能，被抑制的致癌基因無法產生腫瘤

細胞生長所需的蛋白質，因此無法生成腫瘤[137]。而目標基因是腫瘤抑

制基因時，因腫瘤細胞增殖少了負調控因子而造成癌症的惡化，與

miRNA 有關的癌症包括急性骨髓白血病[138]、肺癌[139]及前列腺癌[140]

等等。piRNA 為長度約 29～30 鹼基長，目前只於動物細胞中發現，且

piRNA 主要分布於人類等動物睪丸的精原細胞內，學者推測 piRNA 與

動物精子之發育及生殖有關[141]。 
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第二章 以毛細管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在下 

分析總核醣核酸之完整性 

2.1 緒論  

  近年來核醣核酸在生物領域中廣泛地被研究，包括核醣核酸沉默

（RNA silencing）[1, 2]、研究轉錄體學（transcriptomics）[3, 4]及調控性小

分子核醣核酸[5, 6]等等，所以RNA之完整性對於其相關研究非常重要。

RNA 雖為熱力學穩定分子，但其本身非常不穩定，只要有少量的核醣

核酸酵素（ribonuclease enzymes）就會使大片段 RNA 降解。實驗過程

中如果有不適當的操作手法或是溫度也都有可能造成 RNA 降解[7, 8]，

並且造成下游 RNA 之應用或實驗數據出現誤差[9, 10]。因此，RNA 之純

度及完整性已成為研究 RNA 相關實驗中是否成功的重要因素之一。其

相關實驗包括反轉錄聚合酶連鎖反應（reverse transcription polymerase 

chain reaction, RT-PCR）[11]與基因表現檢測（gene expression profiling）

[12, 13]。Opitz 等人證明 RNA 樣品之完整性可減少下游實驗數據出現誤

差[14]。Ibberson 等人證明 RNA 樣品當品質不佳時，會影響偵測微小核

醣核酸表現（microRNA expression profiles）分析資料時的再現性[11]。 

  從生物體中萃取出的總核醣核酸，其成分為80 %～85 %的 rRNA，

依照其片段大小可分為 28S、18S、5.8S 及 5S 四個單元、10 %～15 %

的 tRNA 及 1 %～5 %的 mRNA[15]。早期利用變性瓊脂凝膠電泳分析
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RNA 之完整性，使用溴化乙錠（ethidium bromide, EtBr）染色核苷酸[16-19]，

或者使用較靈敏之 SYBR Green 染料染色核苷酸[20]，以比較 28S 及 18S 

rRNA 片段的帶寬（band）比值，當比值為 1.8～2.0，可視為純度高之

完整 RNA[8]。但使用變性凝膠電泳有許多缺點存在，包括操作不易及

低通量等等。爾後發展紫外吸收光譜儀偵測 RNA 之完整性，藉由樣品

在 260 nm 及 280 nm 的吸收度，當 A260：A280吸收強度比值大於 1.8 時

可視為純度高之 RNA[21, 22]，雖然吸收度比值能比較 RNA 之純度，但

受到降解之 RNA 在 260 nm 與 280 nm 吸收度仍然有可能與未降解之

RNA 相同。因此如果要偵測 RNA 之完整性，就必須利用更精確之方

法來判定。以毛細管電泳偵測RNA之完整性為一種有效的分析工具[9]，

而商業化的微晶片電泳系統的儀器 Agilent Bioanalyzer 2100 也可以幫

助 RNA 之定性，並且利用 2100 Expert 軟體（Agilent Technologies）可

從光譜圖中計算 RNA 之完整度指標（RNA integrity number, RIN）[10, 23, 

24]，RIN 值由一到十個等級，RIN 值越高代表 RNA 之完整性愈高，成

為分析 RNA 之完整性的一項參考指標。 

  本實驗則使用毛細管電泳暨雷射誘發螢光（capillary electrophoresis 

with laser-induced fluorescence, CE-LIF）偵測 RNA 之完整性，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、核醣核酸、蛋白質及醣類等生物樣品[25]，已成為現
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今生物分析上重要的分析工具[26-28]。但到目前為止，以毛細管電泳分

析 RNA 的研究卻相當地少[29]。而以毛細管電泳分析核醣核酸，其實驗

參數也相當重要，例如：篩分介質種類及濃度、電場強度[30, 31]、分離

溫度[31]以及電解質緩衝溶液之組成，包括變性劑的選擇等。分析 RNA

常用之篩分介質包括羥乙基纖維素（hydroxyethyl cellulose, HEC）[31-38]、

羥丙基甲基纖維素（hydroxypropyl methyl cellulose, HPMC）、聚環氧乙

烷[39-42]、聚乙烯吡咯烷酮[43]及衍生物聚 N,N-二甲基丙烯醯胺（derivative 

poly-N,N-dimethylacrylamide, PDMA）[44-47]等等。本實驗所選之篩分介

質為聚環氧乙烷，過去常使用聚環氧乙烷作為分離 DNA 之篩分介質。

本實驗室學長則成功利用聚環氧乙烷，Mave（8,000,000 Da）分離 miRNA

分子（22 核苷長(nucleotides, nt））及 miRNA 複合物（50～90 鹼基對(base 

pair, bp)）[48, 49]。以毛細管電泳分析核醣核酸，由於 RNA 分子內有許

多自行雜合的部位而造成分離效率差，所以過去已有許多研究者提出

在電解質中添加以下這些化合物都可提升分離效率，包括羥基添加劑：

甘露醇（mannitol） [35, 36, 38]以及變性劑：尿素（urea） [32]、甲醛

（formaldehyde）[50]及醋酸（acetic acid）[37]等。Todorov 等人顯示增加

尿素濃度可降低 RNA 之淌度，但在尿素濃度 4～7 M 的變性條件下，

其 RNA 仍然具有高級結構[32]。為了克服此問題，Sumitomo 等人將醋

酸作為強變性劑，可使 RNA 分子內氫鍵斷裂，所以當進行毛細管凝膠



51 

 

電泳分離時，在分離介質中添加醋酸可提高 RNA 分離效率，並成功地

分離小鼠纖維母細胞（NIH 3T3 cells）總核醣核酸中的 18S 與 28S 

rRNA[37]。                                                                

  過去以毛細管電泳分析 RNA，大多是在無電滲流情況下進行，目

的是避免 RNA 樣品吸附於毛細管壁上。實驗室學長以毛細管電泳暨發

光二極體誘發螢光偵測核醣核酸之降解作用，在無電滲流存在下進行

實驗[51]，成功發展出一種經濟、靈敏度佳及快速的方法偵測 RNA 之完

整性，並且在 15 分鐘內完全分離 18S 及 28S rRNAs。但使用以上方法

偵測 RNA完整性還是有缺點存在，包括在無電滲流存在下分析 RNA，

必須先將毛細管壁進行聚合物溶液塗覆，使其生命期較短、使用電動

進樣較容易受到樣品中鹽類濃度影響進樣總量以及使用 SYTO 9 此染

料標定 RNA，雖然靈敏度高但成本相對也較高。所以本實驗希望在電

滲流存在下分析 RNA 完整性，由於毛細管壁不需要進行聚合物塗覆，

使其生命期變長。並且使用虹吸進樣，較不會受到鹽類影響。最後實

驗選用成本較低之 EtBr 染料，取代成本較昂貴的 SYTO 9，成功發展

快速、操作方便及經濟之方法偵測 RNA 之完整性。 
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2.2 實驗部分 

2.2.1 實驗試藥 

  PEO（poly(ethylene oxide), Mave 4,000,000 Da）、三羥甲基氨基甲烷

（tris(hydroxymethyl)aminomethane, tris）、硼酸（boric acid, H3BO3）、

氫氧化鈉（sodium hydroxide）係由美國 Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, 

USA）購買。25 bp DNA Ladder、Yeast tRNA 及溴化乙錠（ethidium 

bromide, EtBr）係由美國 Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）公司購買。

所有化學試劑皆屬於分析級。 

 

2.2.2 細胞培養（cell culture）與核醣核酸萃取（RNA extraction） 

  實驗所用的人類鼻咽癌細胞（HK-1）係由長庚大學分子醫學中心

所提供。細胞皆培養於 RPMI 培養基，在 37°C 的培養箱中培養，經由

5 % CO2處理三天，並利用商業化的萃取試劑萃取總核醣核酸，根據操

作手冊之方法萃取（Qiagen, Germany）。所有的 RNA 樣品皆儲存於-20

°C 冷凍庫中，使用前須先放置於冰上，等候樣品解凍。 

 

2.2.3 儀器裝置 

  本實驗所使用的儀器裝置包括：聚合酶連鎖反應加熱器、自組裝

之雷射誘發螢光偵測系統。加熱器作為避免 RNA 交叉雜合（cross 

hybirdization）之反應器；雷射誘發螢光偵測系統則是用來激發染料收
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集螢光訊號，並且將螢光訊號轉換成一般的電泳圖。 

 

2.2.3.1 聚合酶連鎖反應加熱器  

  本實驗所使用的聚合酶連鎖反應加熱器係由 Astec 公司所生產製

造，型號為 PC-818A，因加熱容器為全鋁材質可以增加熱傳導速率，

並經由微電腦 PID 控制升降溫，使得在升降溫過程中，鋁塊的每個部

位都能均勻受熱，其精確度可達± 0.1°C。 

 

2.2.3.2 毛細管電泳暨雷射誘發螢光偵測系統 

  毛細管電泳之實驗裝置為自行組裝。高電壓供應器係由 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。圖 2-1 為

毛細管電泳裝置圖。本實驗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 532 nm，功率為 10 mW。首先將雷射光

平行置於桌面再由凸透鏡將雷射光聚焦於毛細管，當有染料嵌於 RNA

中並通過偵測視窗時，染料就會被雷射激發而產生特定波長之螢光，

在 90°方向利用 10接物鏡（numerical aperture = 0.25）收集螢光之後，

藉由 610 nm 的干涉濾片（interference filter）及 RG 610 nm 的截斷濾片

（cut-off 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。 
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圖 2-1 毛細管電泳暨雷射誘發螢光裝置圖 
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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。 

 

2.2.4 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，毛細管內徑為 75 μm，外徑為 365 μm， 

毛細管外部塗覆了一層聚亞烯胺（polyimide），每根新的熔融矽毛細管

先以石英片切割成總長度為 40 公分，並於 33 公分處燒出約 1 公分的

偵測視窗，接著注入 0.5 M 的 NaOH 溶液浸泡十二小時以上，使毛細

管內壁矽醇解離。在每次實驗之間，先以高壓氮氣將毛細管內的 PEO

溶液沖出後，注入 TB（tris-borate）1.5 M pH 10.0 緩衝溶液，推出殘

餘的 PEO。接著再通入 0.5 M 的 NaOH 溶液，以 1 kV 電壓清洗毛細

管壁 10 分鐘，將毛細管內壁殘餘的 PEO 洗淨，使得毛細管內壁再度

矽醇解離以進行下次實驗。 
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2.2.5 聚合物溶液製備 

  緩衝溶液及聚合物溶液配製前，都須先用沙拉脫將容器刷洗乾淨，

接著用容器裝滿去離子水，再以超音波震盪器震盪五分鐘來清洗容器。

首先配製 100 mM tris-borate, pH 9.0 緩衝溶液（100 mM Tris 加入 boric 

acid 將 pH 調至 9.0 即可得到緩衝溶液）。配製聚合物溶液時先將攪拌

子放入錐形瓶中，再放置於攪拌器上，可幫助聚合物溶液能攪拌均勻。

接著取 50 mL配製好的 100 mM TB pH 9.0緩衝溶液倒入量筒再倒入錐

形瓶中，慢慢增強攪拌速度使緩衝溶液成漩渦狀。取 0.5 g的 4 M PEO，

配製 1.0 % 4 M PEO 聚合物溶液，將聚合物粉末緩慢倒入錐形瓶，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

須攪拌至少十二小時確定聚合物粉末已完全溶解且均勻分布。最後加

入 5 μL 的原倍 EtBr 染料，使染料最終濃度為 1 μg/mL，攪拌後使染料

均勻分布於聚合物溶液之中，將配製好的聚合物溶液倒入乾淨的 50 mL

離心管中，再利用鋁箔紙包覆離心管避光，並儲存於 4°C 冰箱中，大

約可保存兩週。若放置時間過久，PEO 溶液在高 pH 值會水解而無法使

用。 

 

2.2.6 螢光染料 

  本實驗使用EtBr螢光染料標定核苷酸，EtBr已成為現今實驗室內常 
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用的DNA或RNA染劑，具扁平結構，其分子式為C21H20BrN3，結構如

圖2-2（a）所示。EtBr可嵌入雙股DNA或單股RNA的螺旋體結構中而

緊密結合，每2.5個鹼基對約可嵌入1個ethidium分子，且EtBr與DNA嵌

合後的螢光強度比未嵌合時增加了10倍[52]。EtBr（λex：493 nm，λem：

590 nm），在532 nm雷射激發下，EtBr可放射橙紅色的螢光，圖2-2（b）

為EtBr之螢光光譜圖。 

 

2.2.7 軟體分析 

  實驗計算總 RNA 之二级結構是使用 RNA structure（version 5.4）

軟體[53]，計算總 RNA 在室溫 25°C 及加熱 70°C 的結構變化。首先利

用 Oligo 7（molecular biology insights, Inc. USA）軟體計算總 RNA 分子

量。 28S rRNA（ 5070 nt, NR_003287.2）、 18S rRNA（ 1869 nt, 

NR_003286.2）、 5.8S rRNA（ 156 nt, NR_003285.2） 5S（ 121 nt, 

NR_023363.1）以及 tRNA（72 nt, NT_167244.1）的參考序列是從美國

國家衛生研究院生物科技資訊中心（national center for biotechnology 

information）網站所下載（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7154）。 

 

2.2.8 實驗流程 

  每次注入樣品前，須先以注射針筒推入 1.5 M TB pH 10.0 緩衝溶液

至毛細管中，以清除毛細管內壁的 0.5 M NaOH 溶液，使樣品注入前毛 
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圖 2-2（a） EtBr 之結構圖 及（b）螢光光譜圖 
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細管充滿緩衝溶液。為了防止核醣核酸樣品之間交叉雜合，導致實驗

上出現問題，RNA 樣品使用前都須先加熱 70°C 5 分鐘，加熱完馬上放

入冰盒中冷卻樣品。將欲引入之樣品置於 25 公分處，利用虹吸的方式

將樣品引入毛細管中，接著將毛細管兩端擺放在 PEO 溶液中，在毛細

管兩端插入白金電極，施加 5 kV 電壓進行電泳分離，並在毛細管入口

處 33 公分以 CE-LIF 方法作偵測。 

 

2.3 結果與討論 

  本實驗使用雷射誘發螢光，並在毛細管具電滲流存在下結合電泳

作為分析 RNA 之系統。實驗中的緩衝溶液是以具篩分作用的 PEO 溶

液添加 EtBr 染料標定 RNA，將欲分析之 RNA 樣品利用虹吸方式引入

毛細管中，並藉由 EOF 將 PEO 溶液引入毛細管中。當施加正電壓時，

RNA 帶負電荷會往正極方向移動，與電滲流帶動的 PEO 溶液方向相反，

電滲流遷移速度較 RNA 分子快，所以 RNA 分子會被帶往負極的偵側

窗口。小片段的 RNA 比大片段 RNA 較易通過 PEO 溶液的孔隙往正極

移動，因此大片段的 RNA 會先被偵測到，越小片段之 RNA 則越晚被

偵測到。實驗所使用的染料 EtBr，在溶液中解離成 Et
＋，往負極方向移

動，其自身淌度加上電滲流淌度，所以 Et
＋電泳遷移速度最快，因此在

電泳圖中可以看到未接上 RNA 之 EtBr 染料遷移時間會比電滲流來的
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短。 

  實驗最後選擇 1.0 % 聚環氧化乙烷( poly(ethylene) oxide )，Mave 

( 4,000,000 Da )作為篩分的介質，分離電壓為 5 kV，此分離系統可在

25 分鐘內完全分離 28S、18S、5.8S、5S 的 rRNAs 及 tRNA。並且利用

增長進樣時間，達到線上樣品濃縮的效果，可偵測最低 28S及 18S rRNA

濃度為 100 pg/μL。針對 RNA 之完整性，利用加熱能成功觀察到 RNA

的降解，發現大片段之 rRNA 較容易降解，而 tRNA 較不易受到加熱而

降解。此研究可成為未來偵測 RNA 之完整性新的指標。 

 

2.3.1 聚合物濃度對 RNA 分離效率的影響 

  由於 PEO 易吸附於毛細管壁[54-57]，目前已有學者認為 PEO 之所以

會吸附主要是因為聚合物以氫鍵（hydrogen bonding）及疏水性

（hydrophobic）和毛細管的矽表面作用而產生。如果要提升再現性及

增加分離速度，最有效方法為降低 PEO 的黏度或避免 PEO 吸附於毛細

管壁進而提高電滲流。有研究指出如果在進行電泳之前先在毛細管內

填充 pH 10.0的高濃度 TB緩衝溶液，以及每次實驗間注入 0.5 M NaOH，

以 1 kV 電壓沖洗毛細管壁 10 分鐘，皆可使 PEO 吸附情況大幅降低[57]

以及提高電滲流，使實驗獲得到較好再現性[58]。本實驗亦利用此方法，

使 EOF 淌度為（5.02 ± 0.16）× 10-4 cm2v-1s-1，藉此提高了實驗再現性。
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實驗首先使用100 mM TB pH 9.0緩衝溶液配製濃度不同的PEO聚合物

溶液，虹吸進樣 10 秒，使用 15 kV 電壓測試總核醣核酸在某個 PEO

濃度能夠快速完全分離 28S、18S、5.8S、5S rRNAs 及 tRNA。如圖 2-3

（a）所示，在沒有添加聚合物溶液只有緩衝溶液時，電泳圖中顯示總

核醣核酸全部堆積在一起，並無分離效果。圖 2-3（b）當聚合物溶液

濃度提高到0.1 %時，開始有篩分作用，電泳圖中主要分為兩個訊號峰，

根據毛細管電泳在電滲流存在下其分離機制，大片段 RNA 其遷移時間

較短，而小片段 RNA 其遷移時間較長。因此可推斷圖 2-3（b）遷移時

間較短之第一個波峰為核苷酸長度較大的 28S 及 18S rRNA，其核苷酸

長度分別為 5070 nt、1869 nt而第二個波峰為核苷酸長度較接近的 5.8S、

5S rRNA 及 tRNA，其核苷酸長度分別為 156 nt[59]、121 nt[60]及 72 nt[61]。

兩個訊號峰的面積比大約為 6：1，因為總核醣核酸成分 rRNA 含量約

佔 80～85 %，而 tRNA 含量約佔 10～15 %。圖 2-3（c）～（d）聚合

物濃度從 0.5 %提高至 1.0 %時，28S及 18S rRNA解析度（resolution, Rs）

從 0.76 提升至 1.745，且小片段 RNA 解析度也從 0.65 提升至 2.589。

圖 2-3（e）聚合物溶液濃度為 2.0 %，雖然 28S 及 18S rRNA 可完全分

開，但為了減短分離時間及避免 PEO 聚合物溶液吸附於毛細管壁，本

實驗最後選擇 1.0 % 4 M PEO 作為分離的聚合物溶液來進行後續的實

驗。 
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圖 2-3 聚合物溶液濃度對 HK-1 的總量 RNA 分離的影響，實驗條件為

100 ng/μL HK-1 的總量 RNA 及分離電壓為 15 kV。a) 100 mM TB buffer 

pH 9.0。b) 0.1 % PEO。c) 0.5 % PEO。d) 1.0 % PEO。e) 2.0 % PEO。 

訊號峰 1 為 28S rRNA、2 為 18S rRNA、3 為 5.8S rRNA、4 為 5S rRNA

及 5 為 tRNA。 
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2.3.2 分離電壓對 RNA 分離效率的影響 

  過去曾有學者指出，大片段之 DNA 容易受到外加電場的影響[42, 62]。

因此希望利用不同的電壓，找到一個最佳的分離條件。圖 2-4，其電泳

圖表示利用不同電壓，以 1.0 % 4 M PEO 分析總核醣核酸，虹吸進樣

10 秒，四張電泳圖的遷移時間及螢光強度刻度範圍都相同，可比較四

種不同電壓彼此之間訊號大小的差異。圖 2-4（a）以 20 kV 電壓分離

RNA，外加電場分別為 500 V/cm 高電場，此電壓分離 rRNA 的遷移時

間縮短至 3 分鐘內，但分離效率較差，其 28S 及 18S rRNA 解析度為

1.054。由圖 2-4（b）當分離電壓降至 15 kV，外加電場為 375 V/cm 的

高電場時，28S及 18S rRNA解析度為 1.245，這結果顯示當電壓從 20 kV

降至 15 kV 時，其分離效率未提升太多。接著將分離電壓降至 10 kV

時，28S 及 18S rRNA 解析度提升至 1.602，且 28S rRNA 的訊號峰比在

15 kV 電壓分離時高出約兩倍的高度，整體的螢光訊號面積從 2207.260 

mv.s 增加至 5057 mv.s，但由於過去使用變性瓊脂凝膠電泳分析 RNA，

其實驗結果顯示 28S及 18S rRNA片段大小比值為 2.0才能視為完整之

RNA[8]。所以最後將分離電壓降至 5 kV， 由圖 2-4（d）電泳圖中觀察

到當電場變小時，雖然分離時間變長，但 28S 及 18S 已可完全分離， 其

解析度為 1.702，且 28S 與 18S rRNA 訊號比值約為 2.0，整體的螢光訊

號面積也增加至 10226.576 mv.s。從實驗結果得知無論 28S、18S rRNA 
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圖 2-4 電場對 HK-1 的總量 RNA 分離的影響，實驗條件為 100 ng/μL 

HK-1 的總量 RNA 及分離介質為 1.0 % 4 M PEO。a) 20 kV。b) 15 kV。

c) 10 kV。d) 5 kV。 
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以及小片段 RNA，當使用低電壓進行分離時會使得螢光訊號強度較大，

推斷可能原因為RNA在高電場會破壞染料與RNA分子之間的鍵結[63, 

64]。Yeung 等人也發現單股 DNA 在高電場或是高功率雷射下，DNA

有斷裂情況發生[65, 66]。而從圖 2-5 線性圖中，則發現 28S 較 18S rRNA

及小片段 RNA 更容易受到高電場的影響，推斷可能原因為 28S rRNA

在高電壓分離時，會造成 rRNA 的水解。在以前研究中，Hadjiolov 等

人也觀察到 28S rRNA 在高溫容易受到水解而斷裂[67]。所以本實驗最

後選擇 5 kV 當作分離電壓，並以濃度 1.0 % 4 M PEO 聚合物溶液偵測

RNA 之完整性。 

 

2.3.3 RNA 濃度的影響 

  由前面結果得知的最佳化條件，進行不同濃度RNA對分離的影響。

圖 2-6 為分析濃度從原倍 500 ng/μL 到 1 ng/μL 不同濃度的人類鼻咽癌

細胞（HK-1）總核醣核酸。圖 2-6（a）由電泳圖觀察到當使用原倍的

HK-1 時，電泳圖中 EtBr 染料的訊號峰已完全不見，原因為 EtBr 染料

全部都接上 RNA 導致沒多餘的 EtBr 往負極遷移，發現 28S 及 18S 的

訊號強度已超過 Clarity 軟體設定的螢光強度範圍，但還是可以清楚看

到 28S 及 18S rRNA 可完全分離。由圖 2-6（b）～（d）用水稀釋原倍

500 ng/μL 的 HK-1 至 100 ng/μL、10 ng/μL 及 1 ng/μL，從電泳圖中得 
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圖 2-5 不同片段 HK-1 的總量 RNA 之螢光強度對電壓作圖 
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圖 2-6 偵測不同濃度人類鼻咽癌細胞 HK-1 的總量 RNA，實驗條件為

1.0 % 4 M PEO 及分離電壓為 5 kV。a)500 ng/μL。b)100 ng/μL。c)10 

ng/μL。d) 1 ng/μL。 
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知 28S及 18S rRNA兩個訊號峰在不同濃度下都可完全分離。圖 2-6（c）

得知當濃度低至 10 ng/μL 時，小片段 rRNA 及 tRNA 之訊號峰強度開

始變小，到 1 ng/μL 時只能看到 28S 及 18S rRNA 兩個訊號峰，無法清

楚看到小片段 RNA。圖 2-6 顯示，在相同分離條件下，對不同 HK-1

濃度之分離效果是一樣的，並可得知當未進行線上濃縮技術時，可偵

測到 28S 及 18S rRNA 最低濃度為 1 ng/μL。 

 

2.3.4 線上濃縮 

  在檢驗醫學需具備高靈敏度且快速分析的特點，才能符合臨床檢

驗的需求。毛細管電泳分析過去常受限於樣品注入量（nL）及光徑長

度（50～100 μm）。因此過去已有人成功利用線上濃縮技術[68-70]來改善

實驗偵測靈敏度。 

  圖 2-7，此四張電泳圖皆為 1 ng/μL 的 HK-1 細胞。過去已有人證

實，線上濃縮技術可對生物樣品進行樣品堆積，其濃縮原理可參照第

一章，圖 2-7（a）～（d），分別為使用虹吸進樣時間從 60 秒、120 秒、

180 秒及 360 秒，發現當進樣時間增長，其螢光訊號強度也會增強。亦

可觀察到注入時間愈長，其遷移時間也愈長，這是因為樣品在低離子

強度下進樣過多，使 PEO 較易吸附在毛細管壁。電泳遷移時間隨著樣

品的注入量提高，其分離的解析度也可能會略微提高。將圖 2-7 以螢光 
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圖 2-7 1 ng/μL HK-1 的總量 RNA，進行線上濃縮，改變進樣時間對訊

號強度的影響，實驗條件為 1.0 % 4 M PEO 及分離電壓為 5 kV。a)60

秒。b)120 秒。c)180 秒。d)360 秒 
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強度對進樣時間作圖，製作成圖 2-8 的線性圖，可觀察到隨著進樣時間

增長，28S 及 18S rRNA 螢光強度也成線性增強，因此可證明進行線上

濃縮技術，具有樣品堆積效果，可增加實驗之靈敏度。因此試著使用

此方法，將偵測核醣核酸之濃度降低至 100 pg/μL。由圖 2-9（b）可看

到當使用虹吸進樣時間增長至 360 秒時，從圖中可清楚看到 28S 及 18S 

rRNA 兩個訊號峰。因此可證明將樣品進行線上濃縮之後，樣品確實有

濃縮的效果，並且可偵測到 28S 及 18S rRNA 最低濃度為 100 pg/μL。 

 

2.3.5 使用標準品標定小片段 RNA 

  過去分析核醣核酸之完整性都是觀察大片段 28S 及 18S rRNA，而

本實驗不僅可觀察到大片段 rRNA 還可觀察到小片段 rRNA 及 tRNA。

為了確定電泳圖中最後三個訊號峰為 5.8S、5S rRNA 及 tRNA，所以使

用 25 bp DNA Ladder 標定 5.8S 及 5S rRNA，且利用 Yeast tRNA 標定

tRNA。圖 2-10（a）為 25 bp DNA Ladder，由於使用分析核醣核酸相同

分離條件（1.0 % 4 M PEO）時，無法完全分離每個訊號峰，而造成標

定困難，所以分離條件改為 1.5 % 8 M PEO。由實驗結果得知小片段

rRNA 及 tRNA 較不會受電場影響分離，所以為了減短分析時間，分離

電壓為 15 kV。從圖 2-10（a）可看到 DNA 標準品每個訊號峰，接著

即可進行標定小片段 RNA。圖 2-10（b）為 HK-1 的總量 RNA 加入 25  
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圖 2-8 28S 及 18S rRNA 之螢光強度對進樣時間線性圖 
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圖 2-9 進行線上濃縮，偵測 HK-1 的總量 RNA 其進樣時間為 360 秒，

可偵測到 28S 及 18S rRNA 最低濃度為 100 pg/μL，實驗條件為 1.0 % 4 

M PEO 及分離電壓為 5 kV。a) 1 ng/μL。b) 100 pg/μL。 
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圖 2-10使用 25 bp DNA Ladder及 Yeast tRNA 標定小片段 HK-1的總量

RNA。a) 25 bp DNA Ladder。b) 25 bp DNA Ladder 加入 HK-1 的總量

RNA。c) HK-1 的總量 RNA。d) HK-1 的總量 RNA 加入 Yeast tRNA。 
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bp DNA Ladder，由於 5.8S 片段約為 156 nt、5S rRNA 為 121 nt 及 tRNA

為 72 nt，所以初估訊號峰位置在 70～150 bp，但從圖卻觀察到此三個

訊號峰分別在 50 bp、75 bp 及 100 bp 位置，推斷其原因為 RNA 為二極

結構而 DNA 為長鏈狀，DNA 在聚合物溶液中的淌度較小，所以 DNA

會先被偵測到，因此 5.8S、5S rRNA 及 tRNA 才會落在 50～100 bp 位

置。圖 2-10（d）為 HK-1 的總量 RNA 加入 Yeast tRNA，與圖 2-10（c）

RNA 電泳圖相比，觀察到最後一個訊號峰強度明顯增強。因此可證明

電泳圖中最後三個訊號峰分別為 5.8S、5S rRNA 及 tRNA。  

 

2.3.6 溫度降解 RNA 

  本實驗利用加熱的方式降解 RNA，使 RNA 完整性下降並觀察降

解後的變化。許多 RNA 的研究中，在反應前都需將 RNA 做短時間加

熱打開氫鍵，為了將 RNA 自行雜合的部位解開，才能減低二级結構隨

機纏繞，以便進行一系列的研究[71]。 

  為了證明加熱能觀察到 RNA 完整性的降解程度，以加熱 70°C 10

分鐘至 24 小時，觀察其降解之後的變化。圖 2-11（a）當加熱 70°C 10

分鐘時，與原本實驗條件加熱 70°C 5 分鐘相比沒有太大變化。為了避

免每次實驗電滲流遷移時間的些微變化，而無法確切觀察RNA之降解，

所以加入 PCR 產物作為內標準，此產物為 342 bp[72]，其遷移時間會在 
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圖 2-11 以 70°C 加熱不同時間，觀察 HK-1 的總量 RNA 降解程度，且

加入 342 bp PCR product 當作內標準。a)加熱 10 分鐘。b) 加熱 1 小時。

c) 加熱 8 小時。d) 加熱 24 小時。 
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18SrRNA（1869 nt）及小片段 5.8S rRNA（156 nt）之間。圖 2-11（b）

當加熱時間提升到 1 小時後，28S 及 18S 大片段之 rRNA，已降解成不

同長度。從圖中可看見原本未加熱長時間前可清楚看到 28S 及 18S 

rRNA 兩個訊峰，加熱 1 小時後遷移時間比加熱 10 分鐘慢，由訊號峰

的遷移時間可以判定其降解片段小於 2000 nt。圖 2-11（c）當加熱時間

增長至 12 小時，從圖觀察到 PCR 產物之後的區域背景值變高，代表

著大片段都已被降解成不同片段 rRNA。圖 2-11（d）當加熱一天之後，

5.8S rRNA 之後的區域背景值變高，代表著大片段 rRNA 皆已降解成約

100 nt 左右。從圖 2-11（a）～（d）發現 rRNA 較容易受到加熱降解，

而 tRNA 經加熱之後沒有降解的情況發生。推斷可能原因為雙股 RNA

經加熱後解開氫鍵形成單股 RNA，而單股 RNA 較雙股 RNA 易受熱水

解[73]。圖 2-12、2-13 及 2-14 為軟體預測的總 RNA 在室溫下及 70°C

的二級結構圖，從圖 2-14 可觀察到 tRNA 的二级結構較為紮實，且其

Tm約為 72.1°C ，所以較不易受到加熱而降解。在合成蛋白質中，tRNA

作為主要傳遞胺基酸的功能，所以 tRNA 的完整性對於後續研究也是

相當重要。由圖 2-11，加熱降解解 RNA 之數據可證明此系統能成功地

監測其降解情況。 
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圖 2-12 軟體預測大片段 rRNA 結構圖。a) 25°C 時 28S rRNA。b) 70°

C 時 28S rRNA。c)25°C 時 18S rRNA。d) 70°C 時 18S rRNA。 
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圖 2-13 軟體預測小片段 rRNA 結構圖。a) 25°C 時 5.8S rRNA。b) 70°

C 時 5.8S rRNA。c) 25°C 時 5S rRNA。d) 70°C 時 5S rRNA。 
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a) 

 

b) 

 

圖 2-14 軟體預測 tRNA 結構圖。a) 25°C 時 tRNA。b) 70°C 時 tRNA。                                                                                                                          
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2.4 結論 

  此實驗使用了毛細管電泳結合雷射作為激發光源來誘發螢光，

並在電滲流存在下分析核醣核酸之完整性。在電滲流存在下進行電

泳分離，其毛細管管壁不需要聚合物塗覆，使得毛細管生命期較長。

利用虹吸進樣，不需考慮樣品因鹽類而影響進樣總量。最後使用

1.0 % 4 M PEO及分離電壓5 kV，可在25分鐘內完全分離28S、18S、

5.8S、5S rRNAs 以及 tRNA。並且結合線上樣品濃縮技術，使本系

統可偵測到 28S 及 18S rRNA 最低濃度為 100 pg/μL，此分析結果

不但可以與雷射誘發螢光的微晶片電泳儀器（Agilent 2100 

Bioanalyzer）之靈敏度相當。最後利用加熱可成功觀察到 RNA 降

解情況，並且發現 tRNA 較不易受到加熱而降解。此實驗成功發展

一種快速、操作方便及經濟之方法分析 RNA 之完整性。 
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第三章 組裝暗視野顯微鏡偵測金奈米粒子 

3.1 暗視野顯微鏡（dark-field microscopy）之簡介 

  暗視野照明指的是觀察物之背景為暗黑，而對觀察物體輪廓有清

晰的映像。相較於傳統亮視野照明，由於觀測之樣品為水溶液其折射係

數與水的折射係數相當，導致背景視場對比度低難以觀測。而暗視野照

明系統因結構不同，可用於觀測較低弱光訊號之物體，過去暗視野顯微

鏡常作為偵測粒子散射光之工具[1]。 

  暗視野顯微鏡主要是在普通光學顯微鏡的基礎結構上改造而成，

如圖 3-1 所示，利用一個折射聚光鏡（condenser lens）及一個擋光片

（field stop）所組成。擋光片將直射光（zero-order light）擋住，只允許

未聚焦的散射光由周圍空隙通過，再經由聚光鏡將光柱聚焦於一點並

投射在樣品上。進光量與物鏡之數值孔徑（numerical aperture, N.A.）成

正比，物鏡數值孔徑愈大表示可通過光量愈大。在暗視野顯微鏡中，通

常使用的物鏡數值孔徑略小於聚光鏡，因此將樣品置於觀測平台時，物

鏡所產生空心光錐入射至樣品上，利用物鏡收集物體所產生之光線散

射，最後以目鏡進行觀測。當無任何樣品置於觀測平台時，其空心光錐

聚焦後發散，由於物鏡孔徑數值小於聚光鏡，使得空心光錐無法被物鏡

所收集，產生深暗背景。暗視野顯微鏡主要利用樣品邊緣輪廓所產生之

散射光且背景視野暗黑，與樣品產生較高對比度以利於觀測。因此暗視 
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圖 3-1 暗視野顯微鏡光路徑圖 
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野顯微鏡常用於觀測未染色或金屬奈米粒子等樣品。除了此傳統暗視

野成像方法之外，Brown等人利用偏振技術，只偵測物體其邊緣所反射

的散射光，原理與傳統暗視野顯微鏡相同[2]。而 Yao 等人使用 Axicon

透鏡取代擋光片，保留大部分的光源亮度，藉此得到較高訊噪比（signal 

to noise ratio, S/N），以增強粒子散射光[3, 4]；亦有學者利用拋物線形狀

之反射面作為聚光鏡，獲得較高的孔徑數值及消除因折射光產生的像

差現象[5]。 

  過去已有許多文獻成功利用暗視野顯微鏡偵測各種不同生物分子，

Yeung等人在暗視野顯微鏡下偵測單一分子，利用金屬奈米粒子具有表

面電漿共振之原理，可以即時監測多種的單一奈米粒子，進而發展偵測

多種的目標細胞[6]。Lin等人在暗視野照明系統架構下，使用連續波長

激發光源，成功地在微流體晶片中同時偵測不同大小及不同螢光標記

的細胞[1]。Xie等人則發展一種具有微秒時間解析度及奈米空間精確度

的暗視野顯微鏡，成功地在活細胞中進行金奈米粒子追蹤，未來則希望

將此技術應用在其它細胞研究[7]。Chang 等人利用適體-金奈米粒子

（aptamer-gold nanoparticles）具瑞利散射之特性，成功地在暗視野顯微

鏡中，辨認正常細胞中某些類型的癌細胞[8]。 

 

 

 



90 

 

3.2 金奈米粒子（gold nanoparticle, Au NPs）之簡介 

  奈米（nanometer）是一個尺度的度量單位，一奈米為一公尺的十

億分之一，奈米粒子通常指的是尺寸在 1～100 nm 之間，其形狀可分

為球狀、線狀、柱狀或層狀。當物質小至奈米尺寸時，可能會出現表面

效應（surface effect）、小尺寸效應（small size effect）、量子效應（quantum 

effect）等，導致奈米粒子之光學、物理及化學性質都有明顯改變，光

學訊號的改變可藉由奈米粒子之顏色變化及吸收波長位移來判定。常

用的金奈米粒子尺寸通常為幾奈米到 30 奈米左右，在波長 510～550 

nm之間有特徵吸收峰，隨著粒徑增加，特徵吸收峰也會往長波長位移

（red shift），且溶液顏色隨著粒子大小的不同而不同。 

  在感測器中最常使用的奈米材料為金奈米粒子，具有製備簡易、生

物相容性高、無毒性、穩定性好及符合經濟效益等優點[9]。最重要之特

性為硫基修飾之探針（probe）可藉由金硫（Au-thiol）鍵自組裝方式固

定於金奈米粒子表面以及金奈米表面吸附能力強之特性將生物分子附

著。使得金奈米粒子已廣泛地應用於免疫分析[10, 11]、DNA分析[12, 13]及

生物晶片[14, 15]等研究。 

  以金奈米粒子作為感測器材料之偵測方法有很多種，包括使用可

見光吸收光譜可決定金奈米粒子大小及聚集程度、具有瑞利（rayleigh）

散射訊號，粒徑及聚集程度愈大散射光愈強、具有表面增強拉曼散射
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（surface enhanced raman scattering, SERS），當分子吸附於金奈米表面

時，因表面電漿共振造成局部電場增加，使原本較微弱的拉曼散射訊號

增強 104～107倍。以及金奈米粒子具有表面電漿共振（surface plasmon 

resonance, SPR），利用分析物吸附於金奈米表面引起介電常數的變化來

進行偵測。而本實驗則是利用金奈米粒子本身具有瑞利散射（rayleigh 

scattering）訊號作為偵測。奈米粒子之散射訊號與粒徑的六次方成正比，

但吸收訊號只與粒徑三次方成正比，意指當奈米粒子粒徑變大時，散射

強度也愈強。因此可利用此特性應用於生物分析，當未加入分析物時散

射光強度較弱，而加入分析物時造成金奈米粒子聚集，且粒徑變大，因

此散射光訊號也變強。除了金奈米粒子具散射特性之外，過去亦有文獻

報導銀奈米粒子（silver nanoparticle）其共振瑞利散射效率相當於螢光

團 106倍[16]。 

 

3.2.1 瑞利散射應用於生物檢測及影像 

  瑞利光散射具有高靈敏度以及高選擇性，將其應用於生物晶片或 

其它生物檢測及分析上，由於不需要將生物分子進行螢光標記

（labeling），使瑞利散射可達到快速、即時（real time）、高靈敏度（high 

sensitivity）、不需事先標定生物分子（label-free）、定性（qualitative）、

定量（quantitative）以及可大量平行篩選（high throughput screening）
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等優點，成為具發展潛力的偵測方法之一。 

  當白光照射到金奈米粒子時，依照粒子的形狀及大小不同，會和特

定波長產生共振，使得瑞利散射強度有增強的效果。由於瑞利散射是藉

由入射光共振而發光不會因為時間而減弱，所以可長時間觀察粒子運

動，但前提是金奈米粒子必須夠穩定，在進行照射實驗後不會因為不穩

定造成聚集，而影響實驗的再現性。進年來已有許多文獻利用瑞利散射

增強偵測各種生物分子。Mirkin等人在基板上固定探針（probe）DNA，

當目標（target）DNA存在時，將修飾上另一端互補之 probe DNA金奈

米粒子固定於基板表面，再利用銀放大試劑將銀沉積於金奈米粒子表

面增強散射訊號[17]。Sang 等人在金奈米粒子表面修飾 SH-(OEG)6-

COOH 與抗體形成醯胺鍵，當與特定抗原接上時利用暗視野顯微鏡可

觀察到瑞利散射增強[18]。 

  由於金奈米粒子瑞利散射靈敏度比螢光高，且具有較高的再現性

以及可重複使用等優點，相信未來更可以發展到基因學、免疫學、臨床

診斷等研究。 

 

3.2.2 布朗運動 

  西元 1827年英國植物學家 Robert Brown（布朗）利用顯微鏡發現

懸浮在水中的花粉微粒，不停地作無固定方向的快速運動，稱為布朗運
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動（brownian motion）。布朗運動具有下列的特性包括粒子運動永不停

止、粒子運動沒有固定的軌跡、溫度的改變會影響粒子運動以及粒子大

小影響粒子運動速度。1905 年愛因斯坦利用布朗運動以及擴散係數的

關係，推導出微粒單位時間平均位移以及擴散係數之間關係式。1908年

Jean Baptiste Perrin 使用暗視野顯微鏡測量已知粒徑的布朗運動位移，

證明了愛因斯坦推導之公式是正確的。 

 

3.3 實驗部分 

3.3.1 實驗試藥 

  四氯金酸鈉（sodium tetrachloroaurate（III）dehydrate）係向美國 Alfa–

Aesar購買、檸檬酸鈉（sodium citrate tribasic）、MPA（3-mercaptopropionic 

acid）係向美國 Sigma–Aldrich購買。 

 

3.3.2 暗視野顯微鏡裝置圖 

  此系統整合不同元件建立於 Olympus 公司所製造之倒立式顯微鏡

（inverted microscopes）IX70型，並配合物鏡型暗視野照明（objective 

type-dark-field illumination）進行偵測。圖 3-2為物鏡型暗視野顯微鏡裝

置圖，本實驗主要是參考過去文獻裝置而成[7, 19, 20]。本實驗激發光源為

二極管泵浦固態雷射其激發波長為 532 nm，功率為 25 mW，使用寬帶 
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圖 3-2自組裝暗視野顯微鏡裝置圖 
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介電體鏡（broadband electric mirror）、透鏡（lens）及 20低數值接物

鏡（numerical apeature = 0.4）增強雷射光強度，並將雷射光源反射至顯

微鏡背後，接著使用一個小反射鏡呈 45度角將入射光反射至 20高數

值接物鏡（numerical apeature = 0.75），如圖 3-3，並利用一個半圓擋光

片（half-circle Field stop）改善激發雷射光所產生之強背景光而造成金

奈米粒子散射訊號比低弱的缺點。當產生之散射光由顯微鏡側邊出來，

利用透鏡收集散射光以及視野限制（iris）將多餘反射光移除產生一個

乾淨視場。最後使用單眼相機（Canon EOS 550D, Japan）收集金奈米粒

子散射之影像。 

 

3.3.3 製備金奈米粒子 

  本實驗使用化學還原法製備金奈米粒子，利用還原劑將 AuCl4
- 溶

液中的三價金離子還原成零價的原子態[21]。首先於圓底燒瓶中加入

249.75 mL去離子水，再加入 250 μL AuCl4
-（0.25 mM），加熱迴流至完

全沸騰，接著加入 2.5 mL還原劑 sodium citrate tribasic（0.01 %），待溶

液變紫色開始計時八分鐘，移開加熱器後使用冰塊降溫，即完成製備

[22]，此時溶液顏色為紫色，在 528 nm有最大吸收峰，32 nm金奈米粒

子濃度約為 0.27 nM[23]，圖 3-4（a）為 32 nm金奈米粒子的高解析度穿

透電子顯微鏡（HRTEM, high-resolution transmission electron microscopy,  
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圖 3-3自組裝暗視野顯微鏡原理圖 
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JEM-2100, jeol Ltd., Japan）影像圖，平均粒徑大小為32.6 ± 2.0 nm。而

本實驗合成 13 nm金奈米粒子[24, 25]，其製備方法大致與 32 nm金相同，

只改變 AuCl4
- 及還原劑的濃度，製備步驟為在圓底燒瓶中加入 249 mL

去離子水，再加入 1 mL AuCl4
- （1 mM）加熱迴流至沸騰，接著加入 5 

mL的 sodium citrate tribasic （3.88 mM），待溶液完全變黑色開始計時

十五分鐘，其餘步驟與製備 32 nm 金奈米粒子相同，此合成完之溶液

為酒紅色，在 518 nm有最大吸收峰，圖 3-4（b）為 13 nm金奈米粒子

的 HRTEM影像圖，平均粒徑大小為13.1 ± 0.8 nm。 

  以上製備完成的金奈米粒子，為了避免金奈米粒子聚集與維持金

奈米粒子的穩定狀態，需要將金奈米粒子進行表面修飾，加入 MPA

（1×10-6 M or 1 mM）攪拌一天，即完成 Au NPs-MPA溶液的製備。 

   

3.4 結果與討論 

3.4.1 偵測 32 nm及 13 nm金奈米粒子 

  此實驗裝置圖參照過去文獻[7, 19, 20]，並改進幾個部分包括使用聚光

元件增強激發光源、高數值接物鏡提供了一個斜對角視場照明雷射光

束和有效的收集金奈米粒子產生的散射光以及使用半圓擋光片改善了

激發雷射光所產生之強背景光。 

  將 32 nm 金奈米粒子溶液加至玻片，放置於觀測平台當轉動 z軸 
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圖 3-4金奈米粒子高解析度穿透電子顯微鏡圖。a) 32 nm。c)13 nm。 
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至焦距時，從相機影像成像中可觀察到視野為暗黑，只看得到單一金奈

子粒子散射光，且粒子不停地在進行布朗運動，而圖 3-5（a）（b）為 32 

nm金奈米粒子影像擷圖，從圖觀察到每個單一奈米粒子的形狀呈現橢

圓形及拖尾情況，推測原因為後面收集散射光之透鏡未到達光聚集之

焦點的距離，接著慢慢移動聚光鏡，當調到適當距離時，從圖 3-5（c）

可以看到金奈米粒子的形狀為圓形，且沒有拖尾情況出現。從這三張圖

觀察到由顯微鏡側邊出來的散射光必須需經由透鏡收光，且必須在焦

距上才會出現圓形的單一金奈米粒子。接著即可藉由單一 32 nm 金奈

米粒子影像圖，使用電腦軟體計算單一金奈米粒子移動軌跡，藉此得知

擴散係數，最後經由 Stokes-Einstein方程式： 

dH = 
kB T

3 π η Dt
                                                （3-1） 

dH為粒子半徑，kB為波茲曼常數（boltzmann constant），T為絕對溫度，

η為黏度，而Dt為擴散係數。將擴散係數代入以上公式即可得到金奈米

粒徑。 

  由於化學或生物感測器的靈敏度經常與感測物體的總表面積有關，

而粒子尺寸愈小時，其表面積對體積比大增。所以為了增加實驗靈敏度

就必須測試小於 32 nm 的金奈米粒子，以下瑞利方程式為光散射強度

與粒徑大小關係式： 

I ∝ 
d

6

λ
4  |

( n )2 − 1 

( n )2 + 2
|

 2

                                         （3-2） 



100 

 

（a） 

 

（b） 

 

圖 3-5 32 nm金奈米粒子。a)金奈米形狀為橢圓型。b)拖尾情形。 
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（c） 

 

 

 

 

 

 

圖 3-5 32 nm金奈米粒子。c)圓形。 
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I 為光散射強度，d 為 粒子半徑，λ 為照明的波長而 n是粒子折射率與 

溶劑折射率之比值（金奈米粒子的 n值為 2.78，水為 1.33）。 

由以上公式得知粒子半徑愈大時瑞利散射光也愈強，當粒子半徑增加 2

倍其光散射強度增強 64倍，所以理論上 13 nm金奈米粒子散射光強度 

會比 32 nm弱 222 倍。所以觀測 13 nm金奈米粒子，從影像圖中無法

看到任何單一金奈米粒子，推斷可能原因為合成完的金奈米粒子初始

濃度太高、反射光造成的高背景值以及移動太快，皆可能造成無法觀測

到單一 13 nm 金奈米粒子。首先探討是否因為 13 nm金奈米粒子濃度

太高而無法觀測到單一金奈米粒子，所以使用水作為稀釋液將 13 nm

金奈米粒子稀釋 10倍，從圖 3-5（a）中也沒有觀察到任何單一金奈米

粒子。接著再探討是否因移動太快而無法觀測到金奈米粒子，所以使用

丙三酸（Glycerol, 俗稱甘油）作為稀釋液將 13 nm金奈米粒子稀釋 10

倍，從圖 3-5（b）可觀測到單一金奈米粒子，但無法清楚觀察到是否進

行著布朗運動。為了確定使用甘油稀釋確實可以看到單一金奈米粒子，

做了一個陰性對照組，圖 3-5（c）為甘油影像圖，從圖中也未觀察到有

任何的粒子在移動。最後為了證明實驗觀察到的單一 13 nm 金奈米粒

子，不是因為使用甘油稀釋而造成 13 nm 金奈米粒子聚集，粒徑變大

散射光強度增強才可觀測到單一 13 nm 金奈米粒子，所以實驗透過紫

外光可見光吸收光譜（UV/VIS Spectophotometer, ultraviolet visible 
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（a） 

 

（b） 

 

圖 3-6 13 nm金奈米粒子。a)水稀釋。b)甘油稀釋。 
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（c） 

 

（d） 

 

圖 3-6 13 nm金奈米粒子。c)陰性對照組。d)吸收光譜圖。 
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spectrophotometer, UV1800, shimadzu Ltd., Japan）測量金奈米粒子聚集

程度，從圖 3-5（d）可見光吸收光譜可以觀察到使用水稀釋的 13 nm金

奈米粒子最大吸收峰為 518 nm，而使用甘油稀釋的金奈米粒子最大吸

收峰為 522 nm，所以使用甘油稀釋確實會造成 13 nm金奈米粒子有些

微聚集情況發生。因此在未來實驗有必要再找到一個方法，可以降低 13 

nm金奈米粒子移動速度，並且不會造成 13 nm金奈米粒子聚集。  

 

3.5 結論 

  此研究發展了一種即時、快速、經濟、水溶液下進行分析以及所需

樣品少等優點之方法偵測單一金奈米粒子的布朗運動。本實驗所組裝

的物鏡型暗視野顯微鏡，使用高數值接物鏡、半圓擋光片及限制視野，

不僅能有效收集金奈米粒子也降低了反射光造成的背景雜訊，增加訊

噪比，藉此達到暗視野顯微鏡的特性。此儀器裝置可觀察到單一 32 nm

金奈米粒子的布朗運動，未來可將此影像檔代入電腦軟體中，計算其奈

米粒徑大小，使此研究不僅可取代過去常用動態光散射分析儀

（dynamic light scattering, DLS）[26, 27]及穿透式電子顯微鏡[28]，也已可

與 Nanosight 所生產的奈米追蹤分析儀（nanoparticle tracking analysis, 

NTA）[29]相當。 
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3.6 未來展望 

  研究初期已可以即時觀察到單一金奈米粒子的布朗運動，未來目

標是發展一種無螢光標記法應用於生物之分析上，由於螢光奈米粒子

容易光漂白（photobleaching）及光閃爍（blinking），而金奈米粒子則能

提供一個更強與更穩定的訊號，所以至今已有許多學者利用金奈米粒

子取代螢光標記法。其主要應用包括免疫分析、腫瘤細胞治療以及DNA

分析等研究領域。本實驗未來則是著重在免疫分析上，先在金奈米粒子

修飾抗體，當抗體與特定抗原結合後，金奈米粒子的布朗運動速度，會

因為抗體吸附於金奈米表面，粒徑變大而造成金奈米粒子移動軌跡改

變，藉此方法應用於免疫分析。希望未來可以發展出一種不需任何螢光

標之方法偵測各種不同生物分子。然而，要完成此實驗之前還有許多問

題需要解決，例如金奈米粒子修飾抗體時，必須在鹽類溶液下才能進行

反應，但純化過後的金奈米粒子缺乏還原劑的保護，所以易受到高鹽類

影響造成金奈米粒子聚集，而無法進行分析。所以當前最重要的問題為

找到一個最佳實驗條件，抗體可修飾在金奈米表面，且沒有聚集情況發

生，才能進一步進行免疫分析法。未來如果要提高實驗靈敏度，前提為

必須清楚觀測到單一 13 nm 甚至更小的金奈米粒子的布朗運動，可利

用靈敏度較高的 CCD相機或使用其它方法降低背景雜訊，或許有機會

清楚看到更小金奈米粒子進行布朗運動，進而增加實驗的靈敏度。 



107 

 

3.7 參考文獻 

 

1. Lin SW, Wang PY, Chen A, Chang CH, Lin CH： Wavelength-Resolved Flow 

Cytometer Under a Dark-Field Illumination Configuration. IEEE Sens J 2011, 

11(11)：2845-2851. 

2. Biss DP, Youngworth KS, Brown TG： Dark-field imaging with cylindrical-

vector beams. Appl Opt 2006, 45(3)：470-479. 

3. Noda N, Kamimura S：  A new microscope optics for laser dark-field 

illumination applied to high precision two dimensional measurement of 

specimen displacement. Rev Sci Instrum 2008, 79(2 Pt 1)：023704. 

4. Lei M, Yao B： Multifunctional darkfield microscopy using an axicon. J 

Biomed Opt 2008, 13(4)：044024. 

5. Debus C, Lieb MA, Drechsler A, Meixner AJ： Probing highly confined optical 

fields in the focal region of a high NA parabolic mirror with subwavelength 

spatial resolution. J Microsc 2003, 210(Pt 3)：203-208. 

6. Xiao L, Wei L, He Y, Yeung ES： Single molecule biosensing using color coded 

plasmon resonant metal nanoparticles. Anal Chem 2010, 82(14)：6308-6314. 

7. Nan X, Sims PA, Xie XS： Organelle tracking in a living cell with microsecond 

time resolution and nanometer spatial precision. Chemphyschem 2008, 9(5)：

707-712. 

8. Huang YF, Lin YW, Lin ZH, Chang HT ：  Aptamer-modified gold 

nanoparticles for targeting breast cancer cells through light scattering. J 

Nanoparts 2009, 11：775-783. 

9. Wang Z, Ma L： Gold nanoparticle probes. Coord Chem Rev 2009, 253：1607-

1618. 

10. Faulk WP, Taylor GM ：  An immunocolloid method for the electron 

microscope. Immunochemistry 1971, 8(11)：1081-1083. 

11. Liu Y, Liu Y, Mernaugh RL, Zeng X：  Single chain fragment variable 

recombinant antibody functionalized gold nanoparticles for a highly sensitive 

colorimetric immunoassay. Biosens Bioelectron 2009, 24(9)：2853-2857. 

12. Harpster MH, Zhang H, Sankara-Warrier AK, Ray BH, Ward TR, Kollmar JP, 

Carron KT, Mecham JO, Corcoran RC, Wilson WC et al： SERS detection of 

indirect viral DNA capture using colloidal gold and methylene blue as a 

Raman label. Biosens Bioelectron 2009, 25(4)：674-681. 

13. Zhang D, Carr DJ, Alocilja EC： Fluorescent bio-barcode DNA assay for the 

detection of Salmonella enterica serovar Enteritidis. Biosens Bioelectron 2009, 

24(5)：1377-1381. 



108 

 

14. Storhoff JJ, Marla SS, Bao P, Hagenow S, Mehta H, Lucas A, Garimella V, Patno 

T, Buckingham W, Cork W et al：  Gold nanoparticle-based detection of 

genomic DNA targets on microarrays using a novel optical detection system. 

Biosens Bioelectron 2004, 19(8)：875-883. 

15. Wang Z, Lee J, Cossins AR, Brust M： Microarray-based detection of protein 

binding and functionality by gold nanoparticle probes. Anal Chem 2005, 

77(17)：5770-5774. 

16. Yguerabide J, Yguerabide EE： Light-Scattering Submicroscopic Particles as 

Highly Fluorescent Analogs and Their Use as Tracer Labels in Clinical and 

Biological Applications. Anal Bioanal Chem 1998, 262：157-176. 

17. Thaxton CS, Hill HD, Georganopoulou DG, Stoeva SI, Mirkin CA： A bio-bar-

code assay based upon dithiothreitol-induced oligonucleotide release. Anal 

Chem 2005, 77(24)：8174-8178. 

18. Cao C, Sim SJ： Resonant Rayleigh light scattering response of individual Au 

nanoparticles to antigen-antibody interaction. Lab Chip 2009, 9(13)：1836-

1839. 

19. Braslavsky I, Amit R, Jaffar Ali BM, Gileadi O, Oppenheim A, Stavans J： 

Objective-type dark-field illumination for scattering from microbeads. Appl 

Opt 2001, 40(31)：5650-5657. 

20. Kim S, Blainey PC, Schroeder CM, Xie XS： Multiplexed single-molecule 

assay for enzymatic activity on flow-stretched DNA. Nat Methods 2007, 4(5)：

397-399. 

21. Grabar KC, Freeman RG, Hommer MB, Natan MJ ：  Preparation and 

characterization of Au Colloid Monolayers. Anal Chem 1995, 67(4)：735-743. 

22. Frens G, Kolloid Z： Controlled Nucleation for the Regulation of the Particle 

Size in Monodisperse Gold Suspensions. Nature 1973, 241：20-22. 

23. Jana NR, Gearheart L, Murphy CJ： Seeding Growth for Size Control of 5-40 

nm Diameter Gold Nanoparticles. langmuir 2001, 17：6782-6786. 

24. Grabar KC, Freeman RG, Hommer MB, Natan MJ ：  Preparation and 

Characterization of Au Colloid Monolayers. Anal Chem 1995, 67：735. 

25. Gearheart LA, Ploehn HJ, Murphy CJ： Oligonucleotide Adsorption to Gold 

Nanoparticles ：  A Surface-Enhanced Raman Spectroscopy Study of 

Intrinsically Bent DNA. J Phys Chem B 2001, 105：12609-12615. 

26. Berne BJ, Pecora R：  Dynamic light scattering：  with applications to 

chemistry, biology, and physics： Courier Dover Publications; 1976. 

27. Bootz A, Vogel V, Schubert D, Kreuter J： Comparison of scanning electron 

microscopy, dynamic light scattering and analytical ultracentrifugation for 

the sizing of poly (butyl cyanoacrylate) nanoparticles. Eur J Pharm Biopharm 



109 

 

2004, 57(2)：369-375. 

28. Wang Z： Transmission electron microscopy of shape-controlled nanocrystals 

and their assemblies. J Phys Chem B 2000, 104(6)：1153-1175. 

29. Malloy A, Carr B： NanoParticle Tracking Analysis–The Halo™ System. Part 

Part Syst Charact 2006, 23(2)：197-204. 

 

 

 

 

 



110 

 

總結論 

  實驗的第一部分是以毛細管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在

下分析總 RNA 之完整性。過去本實驗室學長曾以毛細管電泳在無電

滲流存在下分析總 RNA 之完整性，但由於有以下這些缺點，包括毛

細管壁必須進行聚合物溶液塗覆，使其生命期較短、使用電動進樣法

較容易受到樣品中鹽類，而影響進樣總量以及利用 SYTO 9染料標定

RNA，雖然靈敏度高但相對的成本也較高。所以本實驗為了改善以上

缺點，使用毛細管電泳暨雷射誘發螢光在電滲流存在下分析總 RNA，

不僅毛細管壁不需進行聚合物溶液塗覆，使其生命期變長、使用虹吸

進樣較不會受到樣品中鹽類而影響進樣總量以及利用溴化乙錠作為

標定 RNA 之染料，不僅在一般生化實驗室較易取得且成本也較低。

本實驗成功地找到一個最佳實驗條件 1.0 % 4 M PEO以及分離電壓 5 

kV，可在 25分鐘內完全分離 28S、18S、5.8S、5S rRNA以及 tRNA。

並進行線上濃縮技術增加進樣時間以增加實驗靈敏度，使實驗可偵測

到的 28S及 18S rRNA最低樣品濃度為 100 pg/μl。最後成功地利用加

熱監測總 RNA 的降解情況。發展了一種快速、經濟及操作方便之方

法分析 RNA之完整性。 

  實驗第二部分為組裝暗視野顯微鏡偵測金奈米粒子，實驗自組裝

的暗視野顯微鏡，利用高數值接物鏡，可有效收集金奈米粒子散射光，
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且使用半圓擋光片與視野限制，可降低激發光源所產生的高背景雜訊，

藉此達到暗視野顯微鏡的效果。從暗視野顯微鏡影像中觀察到單一 32 

nm 金奈米粒子的布朗運動，未來則可將此影像檔代入電腦軟體中，

計算出奈米粒徑大小，使此研究不僅可以取代動態光散射粒徑分析儀

及穿透電子顯微鏡，也可與奈米粒子追蹤分析儀相當。發展一種即時、

快速、經濟及所需樣品少等優點之方法偵測單一金奈米粒子的布朗運

動。 
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