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中文摘要 

粒線體釋放之細胞色素 c (cytochrome c)會引發細胞凋亡(apotosis)內源路徑，

而此釋放行為與細胞色素 c 和心磷脂(cardiolipin)之間交互作用有關；在電子傳遞

鏈(electron transport chain)中氧化態細胞色素 c 及還原態細胞色素 c 對複合體

(complex III and complex IV)的交互作用有所不同，因此了解氧化及還原態細胞色

素 c 與心磷脂之作用機制將有助於解析細胞凋亡路徑。 

我們運用最佳化的羧酸基和醇基混合的自組裝單分子層 (self-assembled 

monolayer)靜電吸附細胞色素 c，並利用電化學技術分析經心磷脂吸附後之細胞

色素 c 氧化還原反應(redox reaction)，循環伏安圖(cyclic voltammogram)及交流伏

安圖(AC voltammogram)指出氧化態細胞色素 c 與心磷脂作用後均比還原態細胞

色素 c 造成較大的電位負方向偏移，並且氧化態細胞色素 c 與心磷脂作用後形式

電位(19.5 mV 和 15 mV)和峰值(24.1 mV 和 9.2 mV)電位差值均比後者還原態細

胞色素 c 大。我們進一步使用石英晶體微天平─耗散監測 (Quartz Crystal 

Microbalance with Dissipation monitoring)系統對細胞色素 c 和心磷脂之間交互作

用進行探討，結果顯示氧化態細胞色素 c 與心磷脂的結合量(經模擬後以質量表

示)大於還原態的兩倍，氧化態細胞色素 c 與心磷脂的能量耗散也顯示比還原態

大；還原態細胞色素 c 與心磷脂結合後則表現出較大的彈性係數(shear modulus)

為 µ = 4.325  103 Pa，經由耗散對頻率圖(D-f plot)中的斜率得知，細胞色素 c 於

第一層吸附作用時單位質量氧化態細胞色素 c 比還原態造成較大的能量耗散，兩

者於開始吸附後的第一分鐘亦有不同行為表現，綜合上述結果，我們推知氧化態

細胞色素 c（相對於還原態）和心磷脂交互作用後可能呈現較鬆散的結構，例如

解折疊(extended)狀態。此結果和近期文獻中所報導的結論呼應，證實石英晶體微

天平─耗散監測系統具有依時間解析(time-resolved)氧化態及還原態細胞色素 c

對於心磷脂之間交互作用的能力，此結果亦助於釐清細胞凋亡的病理學機制。  
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Abstract 

Cytochrome c (cyt c), a protein inherent with a redox-centered heme in 

ferric/ferrous states, locates in the mitochondrial intermembrane space in eukaryotic 

cells. The oxidation state of heme regulates structure of cyt c and its affinity to electron 

transport complexes, in which the ferric cyt c tends to bind to complex III and the 

ferrous cyt c associates with complex IV. Approximate 15 % of the positively charged 

cyt c associates with the mitochondrial cardiolipin (CL) in homeostatic conditions and 

function as a peroxidase to promote CL oxidation which is referred as an early step 

towards apoptosis. Although ferric and ferrous cyt c have been shown to form 

complexes with CL, the exact mechanism leading to apoptosis in connection to 

oxidation state of cyt c remains unresolved. 

We performed electrochemical techniques to interrogate effect of redox switch (cyt 

c) upon the interaction between cyt c and CL. Cyt c was functionalized on a carboxylic- 

and hydroxyl-groups terminated self-assembled monolayer on gold electrode by 

electrostatic and hydrophobic attraction. Cyclic voltammogram reveals that the formal 

potentials acquired from both ferric and ferrous cyt c shifted to less positive potential 

(by 19.5 and 15 mV) upon the association with CL. The potential separation of redox 

waves also increased upon the cyt c-CL association. The results correlated with the 

conclusion obtained in AC voltammetric experiments wherein the feeric cyt c exhibited 

a potential shift (24.1 mV), remarkably greater than 9.2 mV of ferrous cyt c, inferring 

a substantial structural change of ferric cyt c upon the association with CL. A molecular 

modeling also suggested a more perpendicular orientation of heme-plane (in the 

adsorbed ferrous cyt c) to the electrode surface. 

The cyt c-CL interaction was further interrogated using Quartz Crystal 

Microbalance with Dissipation monitoring (QCM-D). The mass the ferric cyt c 
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adsorbed onto a phosphatidylcholine (PC)/CL (4:1 in molar ratio) lipid bilayer was 2.4-

fold greater than the ferrous one which, however, represented greater shear modulus 

(by a difference ofµ  = 1.44  103 Pa) for the binding of cyt c to CL. The D-f plot revealed 

different slopes given by ferrous and ferric cyt c, presumably ascribed to distinct 

adsorption kinetics and different affinity to CL. Moreover, we used the D-f plot and the 

time-resolved with ∆D and ∆f to assume that the effect of the interaction between 

ferric/ferrous cyt c with CL. Finally we hope to understand deeply the mechanism of 

the interaction between ferric/ferrous cyt c with CL, which is a cause to pro-apoptosis 

signal released, that can use into regulation and clinical applications in the future.
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第一章緒論 (Introduction) 

1.1 細胞色素 c (cytochrome c, cyt c) 

西元 1884 年 MacMunn 首先發現肌肉中含有“色素物質(myohaematin and 

histohaematin)” [1]但不被當時廣泛的科學家接受；直到西元 1925 年 Keilin 再次

證實細胞具有這些有色物質並命名為細胞色素(cytochromes)。 

細胞色素為以鐵為中心離子和四個氮配位卟啉環(prophyrin)結構所形成的

血基質(heme)蛋白質，而粒線體中的細胞色素家族可分為三種: 細胞色素 a、細

胞色素 b 以及細胞色素 c，因為具有不同的輔基(prosthetic group)鍵結於卟啉環

上，因此，可利用最長波長的吸收峰來區分三種不同細胞色素，還原態(Fe2+ )細

胞色素 a 約於 600 nm、細胞色素 b 約於 560 nm、及細胞色素 c 約於 550 nm 有吸

收峰[2, 3]。其中細胞色素 a 和細胞色素 b 其血基質上的輔基較為緊密，因此與

蛋白質分子為非共價鍵鍵結。細胞色素 c 血基質上的輔基以尾端的半胱氨酸

(cysteine)與蛋白質分子形成共價鍵鍵結[4]。 

細胞色素 c 是一種球狀的水溶性血基質蛋白質，分子量約為 12000，具有 104

個胺基酸基團，普遍存在於真核生物的粒線體中。因為其具有水溶性特性，因此

易被從細胞中提取結晶，大部份研究使用馬心臟中所含有的細胞色素 c，其主要

結構包含有五個 α-螺旋(α-helix)以及位於中心的血基質，其血基質上的輔基以 14

和 17 號位置的胱氨酸與蛋白質形成硫醚鍵(thioether linkage)共價結合[5]，四個

吡咯(pyrrole)的氮以及 18號組氨酸(histidine)和 80號蛋胺酸(methionine)分別與血

基質中的鐵離子配位[6]。 

 

細胞色素 c 在生物體中所扮演的重要功能包括： 

1. 在粒線體製造能量的電子傳遞鏈(electron transport chain)中，細胞色素 c 負責

由複合體 III 傳遞電子至複合體 IV [7]。 
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2. 細胞色素 c從粒線體釋出與凋亡蛋白酶活化因子-1(apoptosis protease activating 

factor-1, Apaf-1)結合，引發細胞凋亡[8]。 

3. 作為催化劑，催化反應的進行（如：羥基化和芳香族氧化），並表現有過氧化

物酶的活性，可以還原活性氧化物質(reactive oxygen species, ROS)[9]。 

 

 

 

圖 1.1 細胞色素 c 示意圖(A)細胞色素 c 結構圖[10]；(B)細胞色素 c 血基質[3]。  



 

3 
 

1.2 心磷脂(cardiolipin, CL) 

磷脂質(phospholipid)為細胞膜主要的組成。西元 1941 年 M. C. Pangborn 首

先從牛心萃取出心磷脂 (cardiolipin) ，心磷脂也可稱為雙磷脂醯甘油

(diphosphatidylglycerol)為粒線體中獨特的磷脂質，普遍存在於哺乳動物和植物細

胞中粒線體內膜，含量約佔總磷脂質的百分之二十，其主結構為甘油骨架

(glycerol backbone)，與兩個磷脂酸(phosphatidic acid)基團形成的二聚結構，因此

帶有兩個負電荷以及四條醯基長碳鏈(acyl chain)，如圖 1.2 所示。 

研究指出心磷脂有助於維持四級結構的穩定及功能性，例如粒線體內電子傳

遞鏈複合體 III、IV 和 ATP 合成酶[11, 12]。粒線體內帶有正電價的陽離子和蛋白

質可與帶有負電的磷酸根相互靜電吸引，因而吸附靠近內膜表面，也可做為質子

阱 (proton trap) 在氧化磷酸化作用中維持粒線體膜間腔 (mitochondrial 

intermembrane space)裡的 pH 值[13]。另外有文獻指出，當心磷脂被過氧化並從

粒線體內膜分佈至粒線體外膜，氧化的心磷脂改變粒線體膜的結構及通透性

(permeabilization)，進而釋放細胞色素 c 並觸發細胞凋亡的產生[14]。同時心磷脂

也是研究細胞相關疾病的重要指標[如：巴氏症候群(Barth syndrome)、帕金森氏

症(Parkinson's disease)和阿茲海默症(Alzheimer's disease)等][13]。 

 

 

 

圖 1.2 心磷脂(18:1, tetraoleoyl cardiolipin)結構圖。  
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1.3 電子傳遞鏈(electron transport chain, ETC) 

粒線體因具有氧化磷酸化(oxidative phosphorylation)、電子傳遞、貯存 Ca2+等

重要生理作用，因而成為提供細胞各種生命活動基礎能量的來源。西元 1961 年

Peter D. Mitchell 提出化學滲透學說(chemiosmotic hypothesis)，其主要論點為受質

(substrate)氧化期間建立的質子濃度梯度提供了驅動 ADP 和 Pi 形成 ATP 的能量

[15]，並於西元 1978 年獲得諾貝爾化學獎。 

電子傳遞鏈位於粒線體內膜上，其功能是產生一個跨膜質子電化學梯度作為

氧化還原反應(圖 1.3)；傳遞電子的複合體(complex)位於粒腺體內膜上，除了負

責傳遞電子之外，還具有質子泵(proton pump)功能，使膜間腔和基質之間形成一

個電化學梯度，膜間腔內的質子通過 ATP 合成酶複合體進入基質，釋放的能量

用來合成 ATP。而粒線體中細胞色素 c 在電子傳遞鏈扮演著重要的角色，其中電

子從 complex III (coenzyme Q - cytochrome c reductase)藉由細胞色素 c 傳遞到

complex IV (cytochrome c oxidase) [7]。 

 

圖 1.3 電子傳遞鏈示意圖[16]。  
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1.4 細胞凋亡(apotosis)與相關疾病 

 細胞凋亡是一種細胞程序性死亡(programmed cell death)的方式，因為細胞受

到外在因素的影響，接受特定的訊號後所產生的自然死亡，並且對於生物體發育、

分化以及維持細胞間的恆定具有絕對的重要性[17]。然而，細胞凋亡與細胞壞死

(necrosis)有明顯差異，細胞壞死通常因受到外來的物理性刺激或化學物質侵入使

細胞受到傷害而崩解，並伴隨著嚴重的發炎反應；反之，細胞凋亡時可發現細胞

質中產生小泡囊(membrane blebbing)、細胞皺縮(cell shrinkage)、染色質濃縮

(chromatin condensation)、DNA 斷裂(DNA fragmentation)、粒線體膜電位去極化

(depolarization)，細胞色素 c 由粒線體釋放至細胞質(cytosol)，以及細胞崩潰分解

成片段的凋亡小體(apoptotic body)等現象，並不會引起發炎反應，因此，細胞凋

亡對於周圍的細胞以及組織造成傷害不大[18]。 

 

圖 1.4 細胞凋亡機制路徑圖[19]。 
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細胞凋亡可分為內源路徑(intrinsic apoptosis pathway)和外源路徑(extrinsic 

apoptosis pathway)。內源路徑又可稱為粒線體介導途徑(mitochondria-mediated 

pathway)；則外源路徑，亦即死亡受體介導途徑(death receptor-mediated pathway)，

主要是依賴死亡受體(death receptor)如 Fas/CD95、腫瘤壞死因子受體-1(tumour 

necrosis factor receptor 1,TNF-R1)及腫瘤壞死因子相關的凋亡誘導配體 TRAIL-R1

與TRAIL-R2 (TNF related apoptosis inducing ligand receptors 1,2)所形成的複合物，

直接觸發半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶，又可稱為凋亡蛋白酶(cysteinyl asparate 

specific proteinase, caspase)的活化[20]。 

 內源路徑中，由於細胞受到各種不同的外界環境刺激如紫外線、γ 輻射線、

內質網(endoplasmic reticulum, ER)壓力、生長因子剝奪(growth factor deprivation)

以及氧化壓力(oxidative stress)等的作用而產生過多的活性氧物質(reactive oxygen 

species, ROS)，並經由誘導凋亡因子 Bcl-2 家族蛋白如 Bax 和 Bak 啟動內源性凋

亡途徑，在粒腺體外膜上產生聚合作用(oligomerisation)導致粒線體功能失調。Bax

及 Bak 的促凋亡功能可被 Bcl-2 家族的抑制凋亡因子如 Bcl-XL 所抑制[21]；若

粒線體功能失恆，則凋亡因子如細胞色素 c 及第二粒線體衍生的凋亡蛋白酶啟動

劑/低等電點之凋亡抑制蛋白直接結合蛋白(second mitochondria derived activator 

of caspases/direct inhibitor of apoptosis binding protein with low pI, SMAC/DIABLO)

會經由粒腺體內膜間隙被釋放至細胞質(cytosol)。釋出的 SMAC/DIABLO 經由凋

亡抑制蛋白質(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs)來啟動凋亡蛋白酶連鎖反應；

而釋出的細胞色素 c 與凋亡蛋白酶活化因子-1(Apaf-1)結合，並與前凋亡蛋白酶-

9 (procaspase-9)形成凋亡體(apoptosome)，啟動凋亡蛋白酶-9 活化凋亡蛋白酶-3,-

6,-7，促使細胞降解(degradation)[19, 22]。 

細胞凋亡與許多疾病的產生有關，例如巴氏症候群、帕金森氏症、阿茲海默

症、肌萎縮性脊髓側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis)、亨丁頓舞蹈症



 

7 
 

(Huntington's disease)及中風 (stroke)等，這些神經退化疾病 (neurodegenerative 

disorder)都因死亡的神經原(neuron)細胞過多，造成系統功能損傷[20]。 

以亨丁頓舞蹈症為例，這是一種體染色體顯性遺傳所造成的腦部退化疾病。

起因於第四對染色體內Huntingtin基因的CAG三核甘酸重複序列異常，造成腦局

部的神經細胞凋亡，並使神經系統部分區域訊息傳遞嚴重功能不全，使得運動等

神經功能一直處於興奮狀態而無法被抑制，因此會有不自主運動產生[23]。 

然而，在癌症等其他疾病中，由於細胞凋亡的異常，具有兩條途徑—細胞過

度增殖或細胞凋亡的機制失常。導致在正常情況下應該死亡的細胞仍然繼續存活，

並於細胞凋亡的路徑上出現缺陷，導致癌細胞的形成且持續不正常生長和增生；

無法活化細胞凋亡，使腫瘤細胞的存活期延長，存活下來的細胞多於死亡的細胞，

使得腫瘤細胞數目持續增多且體積持續增大[24]。 

 

 

 

圖 1.5 亨丁頓舞蹈症(Huntington's disease)示意圖[20]。 
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1.5 細胞色素 c 與心磷脂之相互作用 

 心磷脂具有兩個帶負電的磷酸根，因此與帶許多正電荷胺基酸基團(lysine)

的細胞色素 c 可藉由靜電吸引力相互作用後形成複合體。 

 

 

圖 1.6 細胞色素 c 與心磷脂作用釋放至細胞質之示意圖[18]。 

 

  文獻指出約有百分之十五的細胞色素 c 會與粒線體內膜上的心磷脂之間相

互作用[25]，而此時膜上的心磷脂與細胞色素 c 相互作用後形成過氧化物酶複合

體，進而催化心磷脂被氧化[26, 27]，這些被氧化的心磷脂逐漸分佈到粒線體外

膜，因而改變粒線體膜的通透性使得細胞色素 c 被釋放至細胞質，與細胞凋亡活

化蛋白酶因子-1 結合啟動凋亡蛋白酶，引發細胞凋亡的路徑。 

 早期科學家以傳統的方法（如 x 光繞射、螢光染劑等）研究細胞色素 c 與心

磷脂交互作用後所產生的複合體是相當困難的，近期運用時間解析-螢光能量共

振轉移(time-resolved FRET)等方法，探討細胞色素 c 與心磷脂之相互作用，推測

出幾種模式：(i) 1999 年 Gorbenko 認為是細胞色素 c 嵌入含有心磷脂之細胞膜內

[28]；(ii) 1995 年 Rytömaa 和 Kinnunen 等人認為是心磷脂的醯基鏈插入進細胞色

素 c [29-31]；(iii) 西元 2012 年 Hanske 等人認為細胞色素 c 在含有心磷脂之細胞

膜表面呈現展開的狀態（解摺疊）[32-34]。然而，至目前為止，其詳細的交互作
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用機制仍未完全被證實。 

 

 

 

圖 1.7 推測細胞色素 c 與心磷脂相互作用之示意圖[6]。  
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1.6 氧化態及還原態細胞色素 c 

 利用蛋白質資料庫(protein data bank, PDB)分析來自於馬心的氧化態(1OCD)

及還原態(2FRC)細胞色素 c 結構可以得知氧化態和還原態細胞色素 c 擁有不同

的二級結構(secondary structure)，與血基質鍵結的鍵結位點(binding site)和蛋白質

表面帶電的區塊及強度均有些許不同[35]，因此造成物理性質上的差異[例如：靜

電吸引力、氫鍵(hydrogen bond)和疏水性作用力等]，結果可能導致氧化態和還原

態有不同的行為。 

 

 

 

圖 1.8 還原態細胞色素 c (2FRC)序列結構圖[35]。 

 

 

 

圖 1.9 氧化態細胞色素 c (1OCD)序列結構圖[35]。 
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研究指出將氧化態細胞色素 c 加入到細胞質萃取液，會活化凋亡蛋白酶-9 和

凋亡蛋白酶-3，引發細胞凋亡，然而還原態細胞色素 c 並不會有此反應[36, 37]；

反之，加入還原劑還原細胞色素 c [如：穀胱甘肽(glutathione)、抗壞血酸鹽

(ascorbate)、半胱氨酸(cysteine)和 N-乙酰基半胱氨酸(N-acetyl-cysteine)]則會抑制

細胞凋亡的活性[36, 38, 39]。 

 Brown 等人認為氧化態和還原態細胞色素 c 可能是調節細胞凋亡的機制，無

論是在釋放凋亡信號細胞色素 c 前氧化態和還原態的影響；亦或者是釋放凋亡信

號細胞色素 c 後，氧化態及還原態細胞色素 c 對於和 Apaf-1 形成凋亡體複合體

可能有不同的親和力(binding affinity)，因而影響細胞凋亡[38]。 

 

 

 

 

圖 1.10 細胞凋亡時細胞內的細胞色素 c 氧化還原狀態的調節示意圖[38]。 
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1.7 動機 

長久以來，科學家認為構成細胞膜的脂質其主要功能是維持細胞的完整性以

及區隔不同的胞器，卻忽略脂質其他重要功能，經由修飾後行為來達成傳遞訊號

物質使反應進行；在哺乳動物生理反應中，含有不飽和雙鍵的心磷脂因為與細胞

色素 c 相互作用使心磷脂氧化修飾為引發細胞凋亡的重要因素。 

目前研究顯示以時間解析螢光共振能量轉移(time-resolved FRET)觀察螢光

染劑標記(labeled)特定殘基(residue)之細胞色素 c 與心磷脂相互作用後，使得細胞

色素 c 的構型產生改變(conformational change)，主要由 50 號、66 號和 72 號位置

標記的胺基酸殘基解摺疊(unfolded) [34]。且心磷脂與細胞色素 c 相互作用後形

成複合體，由於展開之細胞色素 c 其血基質暴露，進而過氧化(peroxidation)心磷

脂，因此造成粒線體膜的通透性改變使得細胞色素 c 被釋放至細胞質引發細胞凋

亡[27]。 

另一方面，研究指出氧化態及還原態細胞色素 c 對於細胞凋亡活性有著“開

關”的功能，當氧化態細胞色素 c 被釋放至細胞質會刺激細胞凋亡而還原態細胞

色素 c 則不會[38]。 

因此，我們推論如果細胞色素 c 與心磷脂相互作用後產生構型改變，那麼從

電化學的角度來看應該會有氧化還原電位(redox potential)的差異產生，亦有可能

造成氧化還原電流峰值(redox peak)的差異；而從石英晶體微天平─耗散監測系統

我們可以觀察細胞色素 c 與心磷脂相互作用隨時間變化之關係，預期藉由觀察能

量耗散的程度可反映出結構改變的不同，藉此兩種分析方法，我們希望瞭解氧化

態及還原態細胞色素 c 對於心磷脂之間相互作用的差異。 

由於不正常的細胞凋亡行為會造成許多疾病的產生（如：巴氏症候群、帕金

森氏症和阿茲海默症等），心磷脂與細胞色素 c 複合體為細胞凋亡的前導路徑，

我們試圖了解氧化態及還原態細胞色素 c 對於心磷脂之間的相互作用機制，期待

對於臨床的控制及治癒有所幫助。  
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第二章實驗材料與方法 

2.1 藥品試劑 

藥品名稱 化學式/縮寫 廠牌 

1',3'-bis[1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phospho]-sn-glycerol (sodium salt)  

C81H148O17P2Na2 

(18:1) CL 

Avanti Polar Lipids 

3-Mercaptopropionic acid HS(CH2)2CO2H Sigma-Aldrich 

6-Mercaptohexanol HS(CH2)6OH Sigma-Aldrich 

7-Mercaptoheptanoic acid HS(CH2)6CO2H  

10-N-Nonyl acridine orange C26H38BrN3 Enzo Life Sciences 

11-Mercaptoundecanoic acid HS(CH2)10CO2H  

Ammonium hydroxide NH4OH Sigma-Aldrich 

Protein assay dye reagent concentrate - Bio-Rad 

Chloroform CHCl₃ J.T. Baker 

Cytochrome c (from equine heart) - Sigma-Aldrich 

Dimethyl sulfoxide (CH₃)₂SO Merck Millipore 

Dodecyl sulfate sodium salt C₁₂H₂₅NaO₄S Merck Millipore 

Ethenol C₂H₅OH Sigma-Aldrich 

Hydrochloric acid HCl Sigma-Aldrich 

Hydrogen peroxide H2O2 Sigma-Aldrich 

L-α-Phosphatidylcholine (from egg yolk) - Sigma-Aldrich 

L(+)-Ascorbic acid sodium salt C6H7NaO6 Sigma-Aldrich 

Nitric acid HNO3 J.T. Baker 

TRIS (Base) NH₂C(CH₂OH)₃ J.T. Baker 
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2.2 實驗儀器與材料 

儀器/材料名稱 型號 廠牌 

2 mm Diameter Gold Working Electrode 

2 mm 金電極 

CHI101 CH Instruments 

Amicon Ultra 0.5 mL Centrifugal Filters 

0.5 毫升處理量離心預濃縮管 (10K) 

UFC501024 Millipore 

Delta Ultrasonic Cleaners 

Delta 小型超音波洗淨機 

D150H Delta 

Electrochemical Analyzer/Workstation 

電化學分析儀 

CHI 660 CH Instruments 

Elite Dry Bath Incubator 

Elite 恆溫乾浴器 

MD-MINI Major Science 

Horizontal Shaking Bath 

往復式震盪水槽 

KEO-150D Cheng Yang 

Instrument 

Microprocessor Controlled Dispensing 

Pump 

微處理控制蠕動幫浦 

ISM596D Ismatec 

Mini-Extruder 

微脂體整粒器 

610020 Avanti Polar Lipids 

MS Orbital Shaker 

MS 迴轉式振盪器 

MS-NOR Major Science 

Multimode Microplate Spectroscopy 

多功能微量盤分析儀 

SpectraMax M2e Molecular Devices 

pH Meter 酸鹼度計 UB-10 Denver Instrument 
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Polycarbonate Membrane 

聚碳酸酯膜 

800309 Whatman 

Quartz Crystal Microbalance with 

Dissipation Monitoring 

石英晶體微天平耗散監測系統 

E1 Q-Sense 

Research Inverted Microscope 

研究級倒立式顯微鏡 

IX71 Olympus 

Rotary Vacuum Evaporator 

真空減壓旋轉濃縮機 

N-N Series Eyela 

Table Top Refrigerated Centrifuge 

高速低溫離心機 

Z326K Hermle 

UV/ozone 

自製紫外光/臭氧清洗機 

  

Vortex 

震盪器 

G-560 Scientific Industries 

Ag/AgCl reference electrode 

銀/氯化銀參考電極 

CHI111 CH Instruments 

Particle Size Analyzer 

粒徑分析儀 

3000HSA Malvern 
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2.3 電極製備 

    實驗使用柱狀金電極，具有 2 mm 直徑的柱狀金工作電極、輔助電極為白金絲和

銀/氯化銀參考電極。在金電極上修飾自組裝單分子層(self-assembled, SAM)利用靜電吸

附氧化態細胞色素 c (ferric cytochrome c, ferric cyt c)。 

本實驗自組裝單分子層使用羧酸基(carboxylic groups)、醇基(hydroxyl group)混合官

能基團的烷基硫醇(alkanethiol)，莫耳比為 3-mercaptopropionic acid (MPA) : 6-

mercaptohexanol (MCH) = 1 : 3，總濃度為 5 mM 配置在絕對酒精中。 

    首先將柱狀金電極以 0.05 μm 氧化鋁粉拋光 8 分鐘，然後用二次去離子水潤洗 (di-

water rinsed)數次，最後用氮氣吹乾。將拋光完的工作電極以電化學方式活化、清潔，

在 0.1 M H2SO4的溶液中，施加電壓0.4 V  1.6 V，以循環伏安法掃描 20 圈，掃描速

率為 0.1 V/s 於工作電極，使其活化金的表面以避免氧化物鈍化電極，同時也將表面的

有機物及無機物一起去除；接著，以二次去離子水潤洗後，氮氣吹乾，並快速地放入

已配置好的硫金鍵自組裝混合溶液以形成自組裝單層膜於柱狀金工作電極上，靜置隔

夜(over-night)放置於抽屜中避光，使金電極修飾上自組裝單分子層。修飾完成後，將

金電極取出先用酒精潤洗，再使用二次去離子水潤洗並以氮氣吹乾，即可獲得自組裝

單分子層金電極。   

    將製備好自組裝單分子層的柱狀金電極放入 50 µΜ 氧化/還原態細胞色素 c 中【回

溶於 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液】，靜置兩小時於 4C 冰箱，使細胞色素 c 靜電

吸附於具有自組裝單分子層之金電極表面，之後小心以二次去離子水潤洗，即可獲得

修飾有氧化/還原態細胞色素 c 的自組裝單分子層柱狀金電極。 
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2.4 微脂體 (liposome) 製備 

圓底燒瓶使用前一晚，預先以王水清洗、烘乾。確認圓底燒瓶內部乾淨且乾燥，

如有灰塵將圓底燒瓶倒置用氮氣吹落。 

本實驗所使用的微脂體是以逆相蒸發法製備。將溶於氯仿的 230 µM (18:1) CL 和

920 µM egg PC 以莫耳比 1：4 混合於樣品瓶，震盪 2 分鐘使其分佈均勻，並取混合溶

液放入圓底燒瓶中，封上石蠟膜保持瓶內乾淨。固定真空減壓旋轉濃縮機水浴槽溫度

於 45C (不能超過 60C 以免氯仿突沸造成膜分佈排列不整齊)，用甲醇擦拭真空減壓

旋轉濃縮機銜接管口數次，裝上含有混合溶液的圓底燒瓶。開啟抽氣機，調整旋轉閥

以中速旋轉 (圓底燒瓶在水浴槽中盡量傾斜角< 45使溶液貼附瓶壁較大面積)，保持每

分鐘抽氣 15 秒，並持續抽氣至濃稠快乾，再以每 15 分鐘抽氣 10 秒直至全乾。在水浴

下持續抽低壓 30 分鐘使氯仿完全揮發後取出，此時圓底燒瓶壁上形成明顯地脂質薄

膜。 

將抽乾的圓底燒瓶用氮氣吹乾，並將瓶口用石蠟膜封口。隨即以事先預熱至 60C 

(脂質之相轉移溫度之上) 的 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液沿著圓底燒瓶壁慢慢加

入後，並小心將瓶口用石蠟膜完全封起，放入水溫 60C 的往復式震盪水槽，以 70 rpm

來回震盪 30 分鐘，使圓底燒瓶底部薄膜完全脫離瓶壁，包附水相形成微脂體，隨後靜

置 90 分鐘，等待微脂體狀態穩定。 

預熱超音波震盪機至 60C (脂質之相轉移溫度之上)，放入以石蠟膜封口的微脂體

溶液，震盪 30 分鐘。接著將溶液放入含有孔徑 100 nm 聚碳酸酯膜的微脂體整粒器，

來回擠壓 21 次，即形成約 100 nm 直徑大小的微脂體，並於 4C 冰箱保存。 
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2.5 還原態細胞色素 c 製備 

   本實驗之 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液事先預冷於 4˚C 冰箱。以保持細胞色素

c 蛋白質之活性。 

    將凍乾之 1 mg 氧化態細胞色素 c 以 50 µL 的 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液回

溶並混合均勻，接著加入 50 µL 以 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液溶解的 100 mM 

檸檬酸鈉鹽震盪 2 分鐘使其混合均勻，並於 4C 冰箱還原氧化態細胞色素 c 30 分鐘。 

將 500 µL 二次去離子水加入 0.5 mL 處理微量離心預濃縮管(10K, 10 kDa)，放入事

先預冷至 4C 的高速低溫離心機，以 14000 G 離心 5 分鐘潤洗濾膜；接著，加入還原

30 分鐘之 100 µL 還原態細胞色素 c 混合溶液及 400 µL 的 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩

衝溶液於 0.5 mL 處理微量離心預濃縮管，震盪 1 分鐘後，置於 4C 的高速低溫離心

機，以 14000 G 離心 14 分鐘，使分子量相較小的檸檬酸鈉鹽稀釋脫去。離心後，不斷

重複加入 450 µL 的 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液於 0.5 mL 處理微量離心預濃縮

管，震盪 1 分鐘後至 4C 的高速低溫離心機，以 14000 G 離心 14 分鐘，共離心六次。 

最後更換乾淨外管，將內管倒置放立，外管蓋朝向離心機內打開，置於 4C 的高速

低溫離心機，以 1000 G 離心 2 分鐘，回收還原態細胞色素 c；加入約 1500 µL 的 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液，使濃度調整至稍微高於最終實驗需要的 50 µM 還原態細胞

色素 c，並於稍後再利用 Bradford 蛋白質定量法調整回 50 µM 還原態細胞色素 c。 
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2.6 Bradford 蛋白質定量法 

    將蛋白質濃縮檢測染色試劑與二次去離子水以體積比 1：4 稀釋混合均勻。以氧化

態細胞色素 c 作為標準品，序列稀釋至線性範圍 0.02 - 0.3 mg/mL 內，濃度分別稀釋為

0.25、0.03125、0.0625、0.125 mg/mL；待測約 50 µM 的還原態細胞色素 c 以 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液稀釋十倍，使濃度進入線性範圍內。個別加入 10 µL 的氧化

態及還原態細胞色素 c 於 96 孔盤中，並同時加入 200 µL 稀釋後的蛋白質檢測染色試

劑混合均勻，計時 5 分鐘後量測 595 nm 的吸收波長。 

將標準品吸收波長作圖，求得氧化態細胞色素 c 的線性，代入檢測的還原態細胞

色素 c 吸收值換算成濃度，最後以 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液調整還原態細胞

色素 c 至 50 µM。 

 

2.7 紫外可見吸收光譜確認還原態細胞色素 c 

由於氧化態細胞色素 c 及還原態細胞色素 c 於紫外可見吸收光譜吸收分別有不同的

特徵峰藉以區別及判斷是否還原完成。 

將氧化態細胞色素 c 和以檸檬酸鈉鹽還原並脫鹽的還原態細胞色素 c 分別放入 200 

µL 於透明 96 孔盤中，並觀測 350 ~ 600 nm 之吸收光譜。紫外可見吸收光譜主要判斷氧

化/還原態細胞色素 c 特徵峰分別以 500 ~ 600 nm 之間的區段，氧化態細胞色素 c 約於

540 nm 有一特徵峰，而還原態細胞色素 c 約於 520 nm 及 550 nm 有兩個特徵峰。 
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2.8 電化學感測 

本實驗使用三電極系統，工作電極為柱狀金電極，對電極為白金絲，參考電極為銀

/氯化銀電極；檢測溶液為 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液。 

  

2.8.1 感測氧化/還原態細胞色素 c： 

將修飾有氧化/還原態細胞色素 c的自組裝單分子層柱狀金電極以循環伏安法感測：

掃描範圍為 –0.2 V ~ +0.3 V 掃描速率為 0.5 V/s，掃描 5 圈；接著，再以交流電伏安法

進行電化學感測：–0.15V ~ +0.25 V，掃描振幅 0.025 V，掃描頻率 0.1 Hz。 

 

2.8.2 感測心磷脂 CL (18:1) 與氧化/還原態細胞色素 c 的相互作用力： 

將修飾有氧化/還原態細胞色素 c 的自組裝單分子層柱狀金電極浸入莫耳比 4/1 之

egg PC/CL (18:1) 微脂體溶液中靜置 30 分鐘，使氧化/還原態細胞色素 c 能與馬心之心

磷脂 CL (18:1) 相互作用，再以 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液潤洗移除多餘之微脂

體溶液後，以循環伏安法感測：掃描範圍為 –0.2 V ~ +0.3 V，掃描速率為 0.5 V/s，掃描

5 圈；接著，再以交流電伏安法進行電化學感測：–0.2 V ~ +0.3 V，掃描振幅 0.025 V，

掃描頻率 0.1 Hz。 
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2.9 二氧化矽感測晶片實驗前處理 

    本實驗處理利用紫外臭氧 (UV/Ozone) 反應所產生大量具有強氧化能力的氧自由

基打斷碳-碳鍵分解有機物，而氧自由基與被切斷之分子結合成為高親水性官能基 (如：

-OH、-CHO、-COOH 等)，因此使二氧化矽感測晶片表面具有極佳的親水性，易於與微

脂體的親水端吸附。 

    二氧化矽感測晶片分別以酒精、二次去離子水多次沖洗表面後以氮氣吹乾。將晶片

表面朝上放入乾淨之玻璃皿，並置入於自製紫外臭氧照射燈台下，以 185 nm、254 nm 照

射 10 分鐘，再以二次離子水多次沖洗表面並以氮氣吹乾。接著將二氧化矽晶片放置於

鐵伏龍清洗架上，放入含有 2% 十二烷基硫酸鈉 (SDS) 水溶液的燒杯中，使溶液蓋過

晶片表面靜置一小時於室溫，隨後將晶片從清洗溶液中取出並快速用二次離子水多次沖

洗並用氮氣吹乾。最後再放置於自製紫外臭氧照射燈台下，照射 30 分鐘使二氧化矽表

面改質，具較佳的親水性表面。  
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2.10 心磷脂 CL (18:1)吸附於二氧化矽感測晶片 

本實驗用於石英晶體微天平─耗散監測系統所使用之二氧化矽感測晶片(QSX 301)。

將含有心磷脂 CL (18:1) 之微脂體吸附於二氧化矽感測晶片，並利用此介面探討與氧化

/還原態細胞色素 c 的相互作用力。 

預設實驗機台溫度於 25C，並設定乾浴槽溫度於 27C，凡要流入感測槽之液體皆事

先以超音波震盪除氣 5 分鐘，並放置於乾浴槽內恆溫。將前處理完的二氧化矽感測晶片

放入感測槽中，流入 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)緩衝溶液 10 分鐘後，設定基礎共振頻率為

4.95 MHz 及不同共振諧波 (3、5、7、9、11、13) 建立實驗基準線後即可開始實驗，考

量實驗數據的穩定及偵測深度選用第 7 泛頻作為數據的呈現[40]。 

以流速 200 µL/min 流入 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液建立實驗基準線，基準線

穩定後再以流速 200 µL/min 流入約 100 nm 直徑大小，濃度為 1.052 mg/mL 的 4PC/1CL 

(18:1) 微脂體溶液循環兩小時，使 4PC/1CL (18:1) 微脂體吸附在二氧化矽感測晶片上，

接著再以 200 µL/min 流入 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液沖洗 30 分鐘，將多餘未吸

附在晶片上的微脂體移除。 

等訊號穩定後以流速 200 µL/min 流入配置於 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液之

50 µM 氧化/還原態細胞色素 c 循環四小時達到平衡狀態，並以流速 200 µL/min 流入 50 

mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液沖洗 30 分鐘，將多餘未吸附在微脂體上的氧化/還原態

細胞色素 c 移除。 

計算軟體採用 Q-Tools，軟體參數採用 Kelvin–Voigt 模式，用以計算出吸附質量、

黏/彈性參數等數據處理。 
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2.11 使用螢光染劑 (10-N-Nonyl acridine orange) 確認心磷脂 CL (18:1) 於

二氧化矽感測晶片 

10-Nonyl acridine orange (NAO) 是目前可用於化學檢測心磷脂的少數螢光染料，於

1982 年被使用後發現 NAO 鍵結粒線體中的心磷脂為標靶，NAO 帶有一正電可與心磷

脂靜電吸附外，且具有一個非常大的頭和小尾的結構，與心磷脂的小頭大尾結構相互補

償，並安排在一個高度有序的形式[41, 42]。而本實驗用 NAO 來確認我們的目標物心磷

脂 CL (18:1) 是否有被吸附於二氧化矽感測晶片。 

 

本實驗分別為實驗組：含有 4PC/1CL (18:1) 吸附之二氧化矽感測晶片；以及兩組對

照組：無脂質和含有 PC 吸附之二氧化矽感測晶片。 

 

以二次去離子水稀釋溶劑為二甲基亞碸 (DMSO) 之 1 mM NAO 至 1 µM 振盪五分

鐘使其混合均勻。將待測的二氧化矽感測晶片表面覆蓋滿 1 µM NAO 於 37C，靜置 15

分鐘等待染色，接著將晶片小心地潤洗並浸泡在二次去離子水中 5 分鐘，更換二次去

離子水重複浸泡 3 次，隨後將二氧化矽感測晶片表面貼附於載玻片上。以雷射激發光

488 nm 照射，收 520 nm 之放射波長 (擋螢光濾鏡為 515 nm，實際收螢光範圍為 520 ~ 

825 nm)。 
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第三章結果與討論 

3.1 測定氧化/還原態細胞色素 c 

細胞色素 c 是電子傳遞鏈中的一個重要部分，為含有血基質(heme)的蛋白質，而血

基質中存在的鐵原子可以為+2 或+3 價。本研究中使用抗壞血酸鈉(sodium ascorbate)還

原細胞色素 c，為確認氧化態細胞色素 c (ferric cyt c)已成功被抗壞血酸鈉(sodium 

ascorbate)還原為還原態細胞色素 c (ferrous cyt c)，我們可以藉由紫外/可見吸收光譜圖得

知，還原態細胞色素 c 具有 α、β、γ 吸收峰，其吸收峰波長分別為 550 nm、520 nm、415 

nm；而氧化態細胞色素 c 其吸收峰波長分別為 530 nm、408 nm [2, 39]。 

 

 

 

圖 3.1 細胞色素 c 之吸收光譜圖；氧化態(紅色曲線)和還原態(藍色曲線)。 

 

 



 

25 
 

3.2 自組裝單分子層靜電吸附細胞色素 c ─電化學法之鑑定 

 利用循環伏安法探討細胞色素 c 的氧化還原行為，因為自組裝單分子層為帶有羧酸

基(carboxylic groups)及醇基(hydroxyl group)之烷基硫醇(alkanethiol)，在金電極表面形成

硫─金鍵結，表面羧酸根帶有負電，因此可靜電吸附帶正電的細胞色素 c 於電極表面[由

於馬心臟的細胞色素 c 其等電位點(isoelectric point, pI)為 10.0-10.5 ][43]。 

在 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 緩衝溶液中，以修飾有氧化態細胞色素 c 的自組裝單分

子層金電極掃描循環伏安法(cyclic voltammetry)可得如圖 3.2 結果，以羧酸、醇混合官能

基團的烷基硫醇自組裝單分子層利用靜電吸附氧化態細胞色素 c，我們發現氧化態細胞

色素 c 的氧化峰及還原峰分別位於 0.030 V 及 0.015 V，其峰值間距(peak separation)為 15 

mV，證明其氧化還原反應為可逆的。氧化態細胞色素 c 的形式電位 (formal potential) 約

在 0.025 V。掃描速率高於 0.5 V/s 時，所得到的峰淨電流值趨於定值[如圖 3.2(B)所示]。 

由圖 3.2 (C)為峰電流值相對於掃描速率所做的圖，我們可發現其關係為線性關係，

氧化峰值對掃描速率的迴歸係數(R2)為 0.9956；還原峰值對掃描速率的迴歸係數為

0.9997，說明細胞色素 c 的氧化還原反應微電極表面反應(surface reaction)。 
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圖 3.2 自組裝單分子層靜電吸附細胞色素 c；圖(A)利用修飾有氧化態細胞色素 c 的自組

裝單分子層金電極循環伏安圖(cyclic voltammogram)，掃描速率分別為 0.05、0.075、

0.10、0.25、0.50、0.60V/s；圖(B)為氧化還原峰淨電流值比較圖，掃描速率分別

為 0.25、0.50、0.60V/s；圖(C)為電流對掃描速率圖，掃描速率分別為 0.05、0.075、

0.10、0.25、0.50V/s，緩衝溶液為 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)。 
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3.3 自組裝單分子層羧酸、醇官能基比例最佳化 

根據 Bowden 等人的研究指出，細胞色素 c 於混合分子所形成的自組裝單分子層比

單一帶負電的羧酸基自組裝單分子層表現出較大且可逆的氧化還原峰[44]。我們探討擁

有不同比例的羧酸(carboxylic groups)、醇(hydroxyl group)兩種官能基團形成的自組裝單

分子層對於吸附得到的電流強度。 

將混合兩種不同比例官能基團烷基硫醇 (alkanethiol) 依莫耳比分別為  3-

mercaptopropionic acid (MPA) : 6-mercaptohexanol (MCH) = 1:1、1:3、4:1，總濃度為 5 mM 

配置於酒精中，並進行電極自組裝後吸附氧化態細胞色素 c。所得電極在緩衝溶液 50 

mM Tris-HCl (pH 7.0) 中，所得循環伏安圖如圖 3.3(A)及還原峰淨電流值如圖(B)所示，

比較氧化態細胞色素 c 的還原峰電流強度，得到最大還原峰訊號發生於羧酸基：醇基 = 

1:3，最小還原峰訊號則發生於 4:1，說明還原峰電流強度並不能完全以羧酸基多寡來判

定，相反地，含羧酸基比例最低(1:3)反而獲得較大的還原峰訊號。結果暗示影響細胞色

素 c 吸附於自組裝單分子層的因素不只有靜電吸引力，還與混合官能基團的親疏水性作

用力(hydrophilic/hydrophobic interaction)有關，除此之外，由於含有羧酸基和醇基分子的

烷基長度不同，不同比例將造成不同分子層表面結構，亦會影響如細胞色素 c 大分子吸

附的效果。 
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圖 3.3 自組裝單分子層羧酸、醇官能基比例最佳化。圖(A)為吸附氧化態細胞色素 c 之循

環伏安法圖；圖(B)為還原峰淨電流值比較圖。莫耳比分別為 3-mercapto-propionic 

acid (MPA) : 6-mercaptohexanol (MCH) = 1:1 (紅色)、1:3 (綠色)、4:1 (藍色)。 

 

3.4 自組裝單分子層羧酸官能基長度選擇最佳化 

探討不同鏈長羧酸基的自組裝單層膜在盤狀金電極上，其吸附氧化態細胞色素 c 後

之循環伏安法圖如圖 3.4(A)所示。在固定比例(1:3)及使用相同的醇基烷基硫醇(6-

mercaptohexanol)，探討羧酸基上不同碳鏈長度的影響，我們分別使用 3-mercaptopropionic 

acid (MPA)、7-mercapto-heptanoic acid (MHA)、11-mercaptoundecanoic acid (MUA)並量測

還原峰電流強度，我們發現 3-mercaptopropionic acid (黑色曲線) 得到的還原峰電流訊號

最大，說明帶負電羧酸基的碳鏈長影響細胞色素 c 的電流強度，推測此行為與吸附氧化

態細胞色素 c 到電極表面的距離有關；然而，7-mercapto-heptanoic acid (藍色) 所得的還

原峰電流訊號最小，我們推測含有羧酸基及醇基之烷基硫醇碳鏈長度相同，形成緻密且

平坦的單分子層，不利於細胞色素 c 吸附。然而，當碳鏈長度增加為 10 時，由於碳鏈

間凡得瓦力(van der Waals force)增強，可形成較穩定且大區域面積含羧酸基單分子層，

分子層表面因碳鏈長度和醇基烷基硫醇不同而產生相異結構，利於細胞色素 c 吸附，然
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而，因較長的碳鏈長度而抑制了電子傳遞效率。 

 

 

 

圖 3.4 自組裝單分子層羧酸官能基長度最佳化。圖(A)為已吸附氧化態細胞色素 c 之循環

伏安法，分別為 3-mercaptopropionic acid, MPA (黑色)、7-Mercapto-heptanoic acid, 

MHA (藍色)、11-Mercaptoundecanoic acid, MUA (紅色)；圖(B)為電流峰值比較圖。

自組裝單層膜官能基比例為 MPA: MCH = 1:3，掃描速率為 0.5 V/s，氧化態細胞

色素 c 濃度為 50 μM 溶於 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)緩衝溶液中。  
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3.5 交流伏安法分析氧化態及還原態細胞色素 c ─心磷脂交互作用 

圖 3.5 (A)表示自組裝單層膜金電極經吸附氧化態及還原態細胞色素 c 後所得之交

流伏安圖(AC voltammograms)。結果顯示氧化態細胞色素 c 訊號峰峰電位為 70.6 mV，

還原態細胞色素 c 訊號峰峰電位為 67.2 mV，兩者差異僅 3.4 mV。將修飾有氧化態及還

原態細胞色素 c 之電極靜置吸附含有心磷脂(cardiolipin, CL)之微脂體(liposome)[莫耳比

CL (18:1): PC = 1:4]後，其所得到細胞色素 c 訊號峰如圖 3.5 (B)所示，相對於未經微脂

體交互作用之結果，訊號峰峰電位皆往負電位偏移。氧化態細胞色素 c ─心磷脂偏移 24 

mV，則還原態細胞色素 c ─心磷脂則偏移 9.2 mV，推測心磷脂和細胞色素 c 交互作用

後造成細胞色素 c 結構的轉變，進而導致峰電位往負值偏移（暗示有較小的電子交換阻

抗）。 

 

 

 

圖 3.5 氧化/還原態之細胞色素 c 與含有心磷脂之微脂體作用之交流伏安圖；圖(A)為氧

化態及還原態細胞色素 c 修飾於自組裝單層膜之金電極；圖(B)為氧化態及還原

態細胞色素 c 靜置吸附含有 230 μM 心磷脂之微脂體 30 分鐘，自組裝單層膜官能

基比例為 MPA: MCH = 1:3，細胞色素 c 濃度皆為 50 μM 溶於 50 mM Tris-HCl (pH 

7.0)，掃描頻率為 0.1 Hz。 
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3.6 循環伏安法分析氧化態及還原態細胞色素 c ─心磷脂交互作用 

圖 3.6 (A)(B)表示自組裝單層膜金電極修飾氧化態細胞色素 c，並與心磷脂作用後所

測得之循環伏安圖。結果顯示氧化態細胞色素 c 與心磷脂作用後其形式電位往負電位偏

移 19.5 mV；圖 3.7(A) (B)則顯示自組裝單層膜金電極經修飾還原態細胞色素 c 且與心磷

脂作用後，形式電位往負電位偏移 15 mV。從循環伏安圖可觀察到氧化態和還原態細胞

色素 c 經與心磷脂作用後，其氧化及還原峰值間距皆有些許變大(4 mV)，說明氧化還原

反應相較於未與心磷脂作用前具有較差的可逆性。結合圖 3.5 交流伏安圖結果，我們推

論氧化態細胞色素 c 與心磷脂相互作用後會在結構上有較大的改變。 

 

 

 

圖 3.6 循環伏安法分析氧化態細胞色素 c ─心磷脂交互作用；圖(A)氧化態之細胞色素 c

與含有 230 μM 心磷脂之微脂體作用 30 分鐘後之交流伏安法圖；圖(B)氧化還原

峰淨電流值比較圖，自組裝單層膜官能基比例為 MPA: MCH = 1:3，細胞色素 c 濃

度皆為 50 μM 溶於 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)，掃描速率為 0.5 V/s。 
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圖 3.7 循環伏安法分析還原態細胞色素 c ─心磷脂交互作用；圖(A)還原態之細胞色素 c

與含有 230 μM 心磷脂之微脂體作用 30 分鐘後之交流伏安法圖；圖(B)氧化還原

峰淨電流值比較圖，自組裝單層膜官能基比例為 MPA: MCH = 1:3，細胞色素 c 濃

度皆為 50 μM 溶於 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)，掃描速率為 0.5 V/s。 

 

表 3.1 氧化態及還原態之細胞色素 c 與含有 230 μM 心磷脂之微脂體作用 30 分鐘後之峰

電位結果。 
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3.7 石英晶體微天平─耗散監測氧化態及還原態細胞色素 c ─心磷脂 

藉由石英晶體微天平─耗散(dissipation)監測系統來探討氧化態細胞色素 c 與含有心

磷脂[PC:CL (18:1)= 4:1]之雙層膜之間的相互作用。將含有心磷脂之微脂體吸附於二氧化

矽微量石英天平晶片上(圖 3.8，區段 A：流入含有 230 μM 心磷脂之微脂體)後，移除未

吸附的微脂體[區段 B：流入 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)]，接著，分別流入氧化態或還原態

之細胞色素 c (區段 C)觀察兩者間差異，最後移除多餘未吸附的細胞色素 c [區段 D：50 

mM Tris-HCl (pH 7.0)緩衝溶液]。從圖 3.8 (A)得知，流入氧化態細胞色素 c 前頻率為-

56.52 Hz，而於區段 D 達平衡時頻率為-82.50 Hz，表示氧化態細胞色素 c 與含有心磷脂

之微脂體之間的吸附變化量為│∆f│= 25.98 Hz；另一方面，流入氧化態細胞色素 c 前耗

散值為 4.07  10-6，在區段 D 時，耗散為 5.85  10-6，氧化態細胞色素 c 對於含有心磷

脂之微脂雙層膜造成耗散值增加為 1.78  10-6。 

另一組流入還原態細胞色素 c 所得結果如圖 3.8 (B)所示，在區段 B 時，頻率為-56.22 

Hz，於區段 D 抵達平衡時，頻率為-72.50 Hz，還原態細胞色素 c 吸附變化量為│∆f│= 

16.28 Hz；在區段 B 時，耗散值為 4.07  10-6，在區段 D 時，耗散為 4.93  10-6，還原態

細胞色素 c 對於含有心磷脂之微脂雙層膜造成耗散值增加為 0.86  10-6。由圖 3.8 (A)(B)

結果得知，氧化態細胞色素 c 於含有心磷脂之微脂雙層膜上的吸附量(質量)及耗散量(結

構鬆散)皆大於還原態。此耗散結果暗示相較還原態細胞色素 c，氧化態細胞色素 c 與含

有心磷脂之微脂雙層膜結合後展現出較為鬆散的結構，且可能有不同的親和力(affinity)。 

 

 

圖 3.8 氧化/還原態細胞色素 c 與心磷脂於二氧化矽感測晶片吸附示意圖。 
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圖 3.9 微量石英天平頻率及耗散隨時間變化圖，區段 A：流入含有 230 μM 心磷脂之微

脂體[PC/CL (18:1) = 4/1]；區段 B：流入 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)緩衝溶液；區段

C：分別流入 50 μM 氧化態[圖(A)]及還原態[圖(B)]細胞色素 c；區段 D：50 mM 

Tris-HCl (pH 7.0)緩衝溶液。[實驗數據以第 7 泛頻(f7、D7)呈現]  
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3.7.1 石英晶體微天平─耗散監測氧化態及還原態細胞色素 c ─心磷脂 (質量) 

實驗結果經由 QTOOL 軟體模擬運算後得到氧化態及還原態細胞色素 c 於心磷脂修

飾之微脂雙層膜上的靜吸附量，氧化態細胞色素 c 為 455 ng/cm2，還原態細胞色素 c 為

185 ng/cm2。氧化態為還原態細胞色素 c 的 2.4 倍，此結果暗示氧化態細胞色素 c 對含有

心磷脂的雙層膜呈現較大的親合力，或因為氧化態細胞色素 c 與心磷脂雙層膜結合後，

其結構較為鬆散，使細胞色素 c 攜帶較多的水分子，導致較大的質量增加。 

 

 

 

圖 3.10 氧化/還原態細胞色素 c 與心磷脂吸附量；氧化態(黑色曲線)及還原態(紅色曲線)

細胞色素 c 與含有心磷脂之雙層膜[PC/CL (18:1) = 4/1]吸附量。[實驗數據以第 7

泛頻(f7、D7)計算]   
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3.7.2石英晶體微天平─耗散監測氧化態及還原態細胞色素 c─心磷脂(D-f 圖) 

我們將細胞色素 c 溶液流入石英天平並接觸到含有心磷脂[PC/CL (18:1)= 4/1]雙層

膜之二氧化矽晶片的時間點定為 a 點，且視為 t = 0 秒，此時所得到的頻率為-56.40 Hz，，

耗散為 4.071  10-6；接著，流入氧化態細胞色素 c，觀察發現頻率快速往負值偏移，耗

散值則呈現下降的趨勢，並將觀察得到耗散值最低點稱為 b 點，此時的 t = 15 秒，頻率

為-58.33 Hz，耗散為 3.995  10-6；之後耗散量持續增加，約一分鐘時稱為 b’點，此時的

頻率為-74.64 Hz，耗散為 4.827  10-6；此增加趨勢持續至 D-f 圖斜率明顯改變時稱為 c

點，此時的 t = 1117 秒，頻率為-87.44 Hz，耗散為 5.191  10-6。 

在還原態細胞色素 c 方面，流入還原態細胞色素 c 前，稱為 a 點，並且將此時間點

假設為 t = 0 秒，頻率為-56.27 Hz，耗散為 4.032  10-6；接著，流入還原態細胞色素 c，

觀察發現耗散也先有下降的趨勢，並將最低點稱為 b 點，此時的 t = 15 秒，頻率為- 59.30 

Hz，耗散為 3.820  10-6；之後耗散量持續上升至一分鐘時稱為 b’點，此時頻率為-66.70 

Hz，耗散為 4.322  10-6；直到斜率明顯改變前稱為 c 點，此時 t = 755 秒，頻率為-76.08 

Hz，耗散為 4.667  10-6。 

將耗散值相對於頻率作圖(D-f 圖)所得結果如圖 3.10 所示。 
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圖 3.11 氧化/還原態之細胞色素 c 與心磷脂之質量對耗散圖(D-f plot)。圖(A)為氧化態細

胞色素 c 及；圖(B)為還原態細胞色素 c 與含有心磷脂之雙層膜[PC/CL (18:1) = 

4/1]之質量對耗散圖(D-f plot)。[實驗數據以第 7 泛頻(f7、D7)呈現] 

 

由 D-f 圖觀察得知，於點 c 之後頻率隨時間變化明顯變小，且於 D-f 圖上斜率卻在

點 c 處有一明顯轉折點，我們推測點 c 為細胞色素 c 第一層及第二層吸附層的轉換點，

除此之外，根據文獻指出細胞色素 c 和心磷脂接觸後 60 秒內發生細胞色素 c 分子等級
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的構形變化，其中包括細胞色素 c 嵌入到脂質雙層膜內，導致細胞色素 c 結構展開[34]。 

由區間 I (a 點到 b 點)來看，並觀察到氧化態細胞色素 c 約於 15 秒時耗散量降至最

低點，頻率往負值移動 1.93 Hz，耗散量減少 0.076  10-6；還原態細胞色素 c 約於 29 秒

時耗散量降至最低點，頻率增加 3.03 Hz，耗散量減少 0.212  10-6。我們推測細胞色素 c

嵌入含有心磷脂之微脂質雙層膜內，擾亂(disorder)了雙層膜的排序分佈，因此造成整層

膜耗散量降低，除此之外，氧化態及還原態細胞色素 c 和心磷脂形成複合體後，造成細

胞色素 c 構形上的變化，其中氧化態分子構形上的變化大於還原態，形成較為鬆散結構

（對於原本脂質層耗散特性影響較小），還原態則維持較紮實(compact)構形，因此還原

態造成較大的耗散量降低。另一方面，由於氧化態的鬆散結構（相較於還原態較紮實的

分子構形），可吸附較多的水，因此造成頻率有較大的負偏移。 

我們亦分析加入細胞色素 c 後一分鐘內（區間 I & II）頻率及耗散量的變化，文獻

指出加入細胞色素 c 後一分鐘內，細胞色素 c 與心磷脂之間相互作用且造成細胞色素 c

分子構形上的轉變(conformational change)，從我們的結果發現，此段區間氧化態細胞色

素 c 的頻率負偏移 18.24 Hz，耗散量增加 0.756  10-6；還原態細胞色素 c 造成頻率負偏

移 10.43 Hz，耗散量增加 0.290  10-6。此結果說明氧化態在含有心磷脂的雙層膜有較高

的吸附量，因此造成不只質量的增加，亦造成耗散量大於還原態細胞色素 c，此與上述

我們推測氧化態細胞色素 c 和心磷脂形成複合體後結構較為鬆散(loose)的結論一致。 

在區間 III (b'點到 c 點)，斜率逐漸降低，推測由於第一層吸附分子層逐漸被細胞色

素 c 佔滿，心磷脂脂質層對於細胞色素 c 的靜電吸引力逐漸降低，導致吸附細胞色素 c

的速率減緩。統整第一吸附層(a 點到 c 點)氧化態細胞色素 c 斜率為0.0351，還原態細

胞色素 c 斜率為0.0297，指出氧化態細胞色素 c 單位頻率（質量）所貢獻的耗散能量平

均較還原態細胞色素 c 高，也符合文獻中所推論氧化態細胞色素 c 於開始吸附一分鐘後

即可能進行結構上較大幅度的展開變化，然而，相對於氧化態，還原態細胞色素 c 結構

展開或鬆散程度較低。 

在區間 IV (c 點之後)中，不論氧化態或還原態，頻率隨時間變化量明顯降低，推論
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是第二層細胞色素 c 和第一層細胞色素 c 的作用力明顯小於細胞色素 c 和心磷間的靜電

作用力，然而單位質量造成耗散量的增加卻大於第一層細胞色素 c，其中氧化態細胞色

素 c 尤其顯著。 

 

表 3.2 微量石英天平─耗散系統監測氧化態及還原態之細胞色素 c 與含有心磷脂之雙層

膜作用之質量對耗散圖(D-f plot)數據。 

 

 

 

 

實驗結果經由 QTOOL 軟體模擬運算後，模擬採用 Kelvin–Voigt 模式，心磷脂參考

參數選用負電價脂質 PS 之密度為 1100 kg/m3 [45, 46]，細胞色素 c 參考參數選用蛋白質

之密度為 1350 kg/m3 [46, 47]；以計算出吸附質量、黏/彈性參數等數據處理。由表 3.3 得

知氧化態及還原態之細胞色素 c 與含有心磷脂之雙層膜[PC/CL (18:1)= 4/1]作用後對於

shear viscosity 並沒有造成太大影響，而 shear modulus 氧化態細胞色素 c 大於還原態 µ  = 

1.44  103 Pa，由此證明還原態細胞色素 c 的剛性大於氧化態。 
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表 3.3 微量石英天平─耗散系統監測氧化態及還原態之細胞色素 c 與含有心磷脂之雙層

膜作用。 
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3.8 以 10-N-nonyl acridine orange (NAO)螢光檢測心磷脂 

為了確認微量石英天平─耗散監測系統所使用之二氧化矽晶片，所吸附之微脂體含

有心磷脂，以 NAO 螢光檢測心磷脂(CL)，NAO 對於心磷脂具有獨特性，實驗結果表示

含有 egg PC/CL 之螢光訊號為 21000，兩組控制組分別是 egg PC 螢光訊號為 7200，沒

有流過脂質螢光訊號為 2700。實驗證明具有心磷脂吸附於二氧化矽晶片上。 

 

 

 

圖 3.12 NAO 螢光強度圖。(A) egg PC/CL；(B) egg PC only；(C)無脂質吸附於二氧化矽

晶片。  
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3.9 蛋白質定量還原態細胞色素 c 

為了使氧化態細胞色素 c 經由檸檬酸鈉還原後，於預濃縮管中回收之還原態細胞色

素 c，為了要固定還原態細胞色素 c 的濃度能夠與氧化態細胞色素 c 進行實驗比較，並

以 Bradford assay 蛋白質定量法由氧化態細胞色素 c 建立之校正曲線。Bradford assay 蛋

白質定量法是利用Coomassie Brilliant Blue G-250在酸性環境下會與蛋白質結合的特性，

在 G-250 與蛋白質結合後，G-250 的顏色會從紅色轉變成為藍色，此時在 595 nm 波長

下，會偵測到較高的吸收峰，且吸收峰值與蛋白質變化量呈正比。 

未知濃度之還原態細胞色素 c 測得吸收峰值分別為 0.421 及 0.418，以二重複實驗組

取平均值，換算還原態細胞色素 c 濃度為 0.6875 mg/mL，並以 50 mM Tris-HCl (pH 7.0)

緩衝溶液稀釋回 0.6192 mg/mL (50 µM 還原態細胞色素 c)，確認還原態細胞色素 c 與氧

化態細胞色素 c 的濃度相同。 

 

 

 

圖 3.13 蛋白質定量校正曲線圖 (細胞色素 c)。 
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第四章結論 

研究指出氧化態及還原態細胞色素 c 對於細胞凋亡活性有著“開關”的功能，當氧化

態細胞色素 c 被釋放至細胞質會刺激細胞凋亡而還原態細胞色素 c 則不會。然而，不正

常的細胞凋亡行為會造成許多疾病的產生，而心磷脂與細胞色素 c 複合體為細胞凋亡的

前導路徑，因此了解其相互作用機制十分的重要。 

我們的研究發現氧化態及還原態細胞色素 c 與心磷脂結合後，其電位皆以負方向偏

移且氧化態大於還原態，意指與心磷脂結合後細胞色素 c 電子傳遞效率變好；並輔以石

英晶體微天平─耗散監測系統，並藉由即時監測其行為的過程來了解，我們得知氧化態

細胞色素 c 與心磷脂的結合量是還原態的 2.4 倍，且與心磷脂的結合後氧化態細胞色素

c 能量耗散大於還原態；由此得知，氧化態細胞色素 c 對於心磷脂有著較好的親和力，

且結合後結構較還原態疏鬆。 

我們希望藉由更加了解細胞色素 c 對於心磷脂互相作用的機制，對於將來在臨床的

控制及治癒有所幫助。 
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