
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偵測傳遞核醣核酸 

Determination of transfer RNA by capillary electrophoresis 

with laser-induced fluorescence 

 

 

陳涵鈺 

Han-Yu Chen 

指導教授：張柏齡 博士  

Advisor：Dr. Po-Ling Chang 

中華民國 105年 7月 



 



 

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偵測傳遞核醣核酸 

Determination of transfer RNA by capillary electrophoresis 

with laser-induced fluorescence 

 

 

 

陳涵鈺 

Han-Yu Chen 

指導教授：張柏齡 博士  

Advisor：Dr. Po-Ling Chang 

中華民國 105年 7月 







謝誌 

    在這二年的碩士生涯中，首先要感謝我的指導教授張柏齡老

師，很感謝張老師在實驗上提供許多寶貴的知識，也給予很多鼓

勵，我才能順利完成碩士的學業，之後即將步入職場，也會繼續努

力的遵循和實踐老師的教誨。感謝兩位口試委員，百忙抽空前來的

莊旻傑老師及林泱蔚老師，在論文的修訂上給予專業的意見和指

正，使得本論文的內容更加充實。 

     此外，我要感謝實驗室已經畢業的所有成員們，當我剛進入實

驗室時，教導我關於實驗上的知識及技巧，讓我更快進入狀況，還

有也要感謝郁萍學姊，帶著我跑公文和報帳等事務。感謝瑋諭跟也

唐陪我度過兩年的碩士生活，不管是在實驗上或是日常生活上，都

給我很多靈感與支持。謝謝實驗室的成員雅琳、珮綺、芋蓁、心

媛、蔚青、肇宣一起幫忙實驗室的相關事宜。另外要感謝系上其他

老師對我的關心，及非常感謝化學系系辦藍姐幫忙許多公文的處

理。我要感謝東海大學化學系，在我大學到碩士期間給了我無數資

源與幫助。最後要謝謝所有老師同學及學弟妹，讓我在碩士這二年

的生活中充滿著快樂，也讓我成長許多。 



I 

 

中文摘要 

    傳遞核醣核酸(transfer RNA , tRNA)在蛋白質生成上扮演重要的角

色，且近來發現 tRNA 上所攜帶的特定胺基酸與癌症疾病的發展有密

切的關係。先前文獻之偵測方法多為使用微陣列(Microarray)及反轉錄

聚合脢連鎖反應(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-

PCR)，但此兩種方法所需之成本相對較高，而北方末點法(northern blot)

其靈敏度較低。因此發展一種成本較低且樣品不需經過 PCR放大，可

以直接對樣品進行偵測的方法。從先前的研究可得知四種 tRNAs分別

與不同癌細胞相關 : Tyr-tRNA 與卵巢癌細胞；Arg-tRNA 與尿路上皮

癌細胞；Met-tRNA、Phe-tRNA與乳癌。此實驗是以毛細管電泳暨雷射

誘發螢光(CE-LIF)來探討分離 tRNA 之 3’端處所攜帶不同胺基酸與癌

症的關聯。此方法利用 PVP(Mave 1,300,000 g/mol)作為分離 tRNAs(Tyr-

tRNA、Arg-tRNA、Met-tRNA及 Phe-tRNA)之篩分介質，並將尿素溶解

在聚合物溶液中讓特定長度的短鏈雙股寡核苷酸變性，將雙股的位置

解開成單股。於雜合反應過程中添加含氯化鎂之 PCR緩衝溶液，成功

將四種 tRNAs給分離開來。此實驗之最佳條件可應用於檢測九種人體

癌症細胞中的 tRNAs，並使用添加內標準將所有癌症細胞中氨醯

tRNA(Aminoacyl-tRNA)進行定量。其實驗結果與文獻內容相當一致。 
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Abstract 

Transfer RNA (tRNA) are key adaptor molecules in the protein translation 

machinery. Recently, several reports have indicated that some tRNA 

molecules may alter their expression levels in specific cancers. Only a few 

available methods can be used for the determination of tRNA, for example, 

microarray, reverse transcription-quantitative PCR and northern blot. 

However the cost of microarray and RT-PCR are expensive, and northern 

blot have lower sensitivity. We propose a method for detecting sample 

directly and without for PCR amplification. Electropherograms of different 

cancer cells showed varying expression levels of the four tRNAs, which 

correspond to those reported previously in the literature (Tyr-tRNA for 

ovarian cancer, Arg-tRNA for urothelial cancer and Met-tRNA and Phe-

tRNA for breast cancer). This experiment is based on capillary 

electrophoresis with laser-induced fluorescence (CE-LIF) to explore the 

relation between different amino acids to cancers at the 3 '-end of tRNA. 

Four tRNAs (Tyr-tRNA, Arg-tRNA, Met-tRNA and Phe-tRNA) could be 

separated by PVP (Mave 1,300,000 g/mol). To denature the specific length 

oligonucleotide, we will let urea dissolved in the polymer solution. We add 

the MgCl2 in sample solution to separate tRNAs when the hybridization 

reacts. The optimize condition can detect the other nine species tumor cell. 

Finally, we use internal standard to quantity aminoacyl-tRNA in cancer cell. 

The results performed as the literature we mention above. 
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第一章 毛細管電泳與核醣核酸簡介 

1.1 毛細管電泳緒論 

    電泳(electrophoresis)是指將具有帶電荷粒子的溶液在一外加電

場作用下，使溶液中的帶電粒子發生遷移的現象，此為庫倫靜電力所

造成的結果。電泳的技術是在 20 世紀初由 Michaelis 提出[1]。而電泳

之所以可以達到分離的效果是利用不同荷質比(z/m)的帶電粒子產生

不同的遷移速度。瑞典科學家 Aren Tiselius 改善電泳之技術，並投入

於血清蛋白的研究，因此成功在 20 世紀中證明血漿蛋白是由白蛋白

及 α、β、γ 三大類的球蛋白所組成的[2]。由於 Tiselius 在電泳技術方

面做出的開拓性貢獻，且其在化學及生化領域上是一種非常重要的技

術，使得 Tiselius 在 1948 年獲得諾貝爾化學獎之殊榮。 

    電泳的技術發展至今已有百年的歷史。由於早期的電泳是在自由

溶液下操作的，但在自由溶液下進行實驗會產生熱擴散及對流的問題，

進而造成譜帶變寬及解析度不佳。之後科學家將研究朝向使用流動性

較差的凝膠介質來作為篩分（sieving）樣品的物質，即為平板凝膠電

泳（slab gel electrophoresis）[3-5]。平板凝膠電泳是以凝膠板方式進行，

分離依據為樣品分子的大小。此技術適合用於分子量較大的樣品，如

蛋白質（protein）、去氧核醣核酸（DNA）、胜肽（peptide）等生物樣

品。平板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，

https://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E5%88%86%E6%95%A3%E7%B2%92%E5%AD%90&action=edit&redlink=1
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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。為了改善這

些問題，瑞典科學家 Hjérten 於 1967 年成功使用內徑為 3 mm 的石英

管柱取代傳統管柱，並改善散熱效率。這項技術成功分離蛋白質、核

酸、病毒及無機離子[6]。1974 年，Virtanen 及 Mikkers 以內徑 0.2~0.5 

mm 的玻璃毛細管來進行實驗，成功將十六種陰離子在十分鐘內分離

出來[7]，也證實了使用內徑較小之毛細管可控制焦耳熱的產生。但仍

受限於靈敏度不夠及內徑太大而無法在高電壓下分離等問題。於是

1981 年 Jorgenson 和 Lukacs 利用內徑 75μm 的毛細管柱來分離胺基

酸之衍生物[8, 9]，並以螢光的方法進行偵測，靈敏度及電滲流的問題

也一同解決。且因為內徑變得更小，散熱效果變得更好，故可以使用

較高電場來進行分離。這證明毛細管區帶電泳法（capillary zone 

electrophoresis, CZE ）[10]是一種高效率且具實用價值的分離技術。近

年來發展出許多不同的毛細管電泳分離模式，包括毛細管區帶電泳法

等六種分離模式。其餘五種為毛細管等電聚焦法（capillary isoelectric 

focusing, CIEF） [11]、微胞電動力層析法（micellar electrokinetic 

chromatography, MEKC） [12]、毛細管凝膠電泳法（ capillary gel 

electrophoresis, CGE ） [13] 、 毛 細 管 電 層 析 （ capillary 
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electrochromatography, CEC）[14]、以及毛細管等速電泳法（capillary 

isotachophoresis, CITP）[15]。隨著時代的變遷，科技的進步，近幾年有

將電泳系統發展於微晶片上進行分離的研究。因為現今社會都追求以

微小化來進行實驗。因此科學家將小型化後的微晶片，利用線壓法或

蝕刻的技術在晶片上刻出小通道（channel）[16, 17] ，於其上進行電泳

分離。其優點為樣品需求量更低、分析時間短及高通量之效果。未來

發展趨勢為將實驗的所有過程，包含前處理、分離及偵測同時在一個

晶片上完成，因而有晶片實驗室（Lab-on-a-chip）之詞誕生[18]。 

     傳統平板凝膠電泳和毛細管凝膠電泳皆是利用凝膠介質的篩

分機制在毛細管中進行電泳分離。比起平板凝膠電泳耗時、製備繁瑣、

分析效能不佳等缺點[19] ，毛細管凝膠電泳具有速度快、解析度佳、

靈敏度高、所需樣品量少及自動化操作等優點。傳統平板凝膠電泳所

用的介質以交聯性的聚丙烯醯胺（cross-linked polyacrylamide, CPA）

[20] 為主，毛細管凝膠電泳所用之凝膠也沿用交聯性的聚丙烯醯胺，

但此種凝膠介質黏度過高，無法利用壓力的方式來將其填充至毛細管

中，所以只能直接在毛細管內進行聚合反應，但使用此方法會產生些

許問題，例如：熱效應、產生氣泡、體積的差異等問題。且因毛細管

內部空間狹小，也無法確定聚合反應是否完全，因此造成製備好的毛

細管再現性不佳，凝膠壽命不長。所以學者們開始找尋其他凝膠介質
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來代替。1989 年，Zhu 和 Colbum 等人利用非交聯性的線性聚合物作

為篩分介質，成功分離 DNA 片段[21, 22]。此種聚合物之黏度比交聯性

聚合物來的低，且也不須在毛細管內部進行聚合反應，所以就可以使

用壓力將聚合物推入至毛細管中。且實驗結果顯示利用線性聚合物來

進行分離之結果，不僅大大提升實驗之再現性，毛細管的壽命也提升

不少。現今毛細管凝膠電泳所用之分離介質以線性聚合物為主，包括

線性聚丙烯醯胺（ linear polyacrylamide, LPA） [23, 24]、聚乙烯醇

（polyvinyl alcohol）[25]、聚環氧乙烷（poly（ethylene oxide）, PEO）

[26, 27]、瓊脂膠（agarose）[28]及各種纖維素（cellulose）[29-31]之衍生物

等。 

     目前毛細管凝膠電泳發展已經相當成熟，以往所面臨的問題也

依依解決，甚至具有自動化及多樣性之設計等優點。毛細管電泳已經

成為分離生物樣品的重要工具，包含 DNA[32]、RNA[33]、蛋白質 

（protein）[34]、胺基酸（amino acid）[35, 36]、醣類 （carbohydrates）[37]

及藥物[38, 39]等各類物質。而科學家們為了使毛細管電泳應用於更多層

面上，開始結合其他分析技術，以達到更多元化的發展。2010 年，

Alkhalaf 等人使用毛細管電泳串聯質譜(CE-MS)針對糖尿病腎病變患

者體內之尿蛋白進行檢測[40]。同年，Delles 團隊也是針對尿蛋白之診

斷，他們則是利用毛細管電泳結合飛行時間質譜(CE-TOF/MS)來診斷
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出冠狀動脈疾病[41]。由於質譜儀是目前分析技術中能提供最多有關分

析化學訊息的偵測器，例如：分析物之分子量與化學結構。因此學者

們藉由此特性再搭配毛細管電泳優異的分離效果進而使毛細管電泳

應用在更多領域上。毛細管電泳已成為分析化學中舉足輕重的分析技

術。 

 

1.1.1 毛細管電泳的分離模式 

    毛細管電泳技術發展至今已衍生出數種不同的分離模式，其命

名通常按照分離原理而來。主要包括毛細管區帶電泳法、微胞電動

力層析法、毛細管凝膠電泳法、毛細管電層析法、毛細管等速電泳

法及毛細管等電聚焦法等。此六種毛細管電泳技術的分離原理與應

用分別如下：  

 

1.1.1.1 毛細管區帶電泳法(capillary zone electrophoresis, CZE ) 

    毛細管區帶電泳是毛細管電泳中最基本、最普遍的分離模式。

其分離機制是依照樣品離子本身電荷與質量的不同，使其存在差異

而達到分離效果。在此分離模式下，由於有電滲流的存在，所以可

用來分離陰、陽離子。而中性物質不受電場的影響，因此中性物質

與電滲流的移動速度一致，故無法使用此模式將中性物質給分離出

來。實驗中可藉由改變緩衝溶液的 pH 值、濃度或添加有機修飾劑
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等方法來改善分離效率。因為 CZE 操作簡單及多樣化，所以應用的

範圍很廣包含：蛋白質、胺基酸、鏡像異構物及離子態的分離。

2013 年，Xue 團隊利用分散微微萃取法(dispersive liquid−liquid 

microextraction, DLLME)結合高效能(high-performance, HP)毛細管區

帶電泳對化妝品中的防腐劑進行萃取[42]。 

 

1.1.1.2 微胞電動力層析法（micellar electrokinetic chromatography, 

MEKC） 

    微胞電動力層析法兼具電泳和層析的特點。其特色是唯一可以

同時分離中性物質及帶電離子的電泳技術[43]。在緩衝溶液中添加大

量界面活性劑，當界面活性劑之濃度達到臨界微胞濃度 (critical 

micelle concentration, CMC) 時，溶液中的界面活性劑分子聚集形成

微胞(micelle)。由於微胞內部為疏水性，因此中性分析物受電場作用

而移動的過程中會依據本身親水性或疏水性之強弱差異，與溶液中

的微胞產生分配(partition)作用，藉此造成分析物之間的移動速率不

同而達到分離。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[44]。 
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1.1.1.3 毛細管凝膠電泳法（capillary gel electrophoresis, CGE） 

    毛細管凝膠電泳是目前所有分離技術中，具有最高分離效率的

一種。其理論平板數可達每米數百萬。此方法主要用於分離生物大

分子，如 DNA、RNA、碳水化合物和蛋白質等。CGE 是在毛細管

內填充具有分子篩作用之聚合物，在電場驅動下，分析物會因本身

分子大小所受到不同程度的阻礙進而達到分離之目的。本實驗所用

的毛細管電泳分離模式即是毛細管凝膠電泳法。後續會有針對毛細

管凝膠電泳法更深入的介紹。 

 

1.1.1.4 毛細管電層析法（capillary electrochromatography, CEC） 

    毛細管電層析是一種結合毛細管電泳與高效能液相層析技術

(HPLC)的分離方法。其分離的原理是在進樣端施加高電壓，不同電

性的分析物會被電滲流往前推，且分析物也會受到靜相的作用力而

滯留。所以分析物同時受到本身電泳特性、電滲流推動力和動、靜

相分配作用力的影響，這三種作用力的總和即為影響分析物滯留時

間長短的關鍵。其最大的優點在於推動動相往前的力量是電滲流，

而不是 HPLC 的高壓幫浦，因此不會使區帶變寬。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，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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1.1.1.5 毛細管等速電泳法（capillary isotachophoresis, CITP） 

    毛細管等速電泳是一種等速移動界面的電泳技術。CITP 是使用

非連續的電解質系統，而非連續的電解質是由前導緩衝溶液(leading 

electrolyte)與殿後緩衝溶液(terminating electrolyte)構成。在毛細管

中，前導緩衝溶液會形成前端層帶，殿後緩衝溶液則形成末端層

帶。分離時各種分析物形成的區帶夾在前端層帶與末端層帶之間，

一起等速移動。以分析陽離子為例，前導緩衝溶液的陽離子速度需

大於所有分析物離子，而殿後緩衝溶液的陽離子速度需小於所有分

析物離子。當施加電場時，陽離子向陰離子移動，由於前導緩衝溶

液的陽離子速度最大，因此往陰極移動速度最快，接著是移動速度

次之的各種分析物陽離子，最慢的是殿後緩衝溶液的陽離子。所以

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

離之目的。2011 年，Bahga 等人改良傳統毛細管等速電泳之技術，

將等速聚焦及電泳分離這兩項技術結合發展出雙向等速電泳

(bidirectional isotachophoresis)[45]。 

 

1.1.1.6 毛細管等電聚焦法（capillary isoelectric focusing, CIEF） 

    毛細管等電聚焦法主要是針對兩性化合物分離的一種模式。兩

性化合物即為同時帶有正電荷和負電荷的化合物。其分離原理是在

具有 pH 梯度的毛細管中依據等電點(isoelectric points, pI)的不同而達
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到分離效果。在一特定 pH 值下，兩性分析物的正電荷與負電荷相

等，即淨電荷為零，所以在電場中不會移動，此時的 pH 稱為該物

質的等電點。由於不同的兩性化合物會有不同的等電點，因此可藉

由 pH 梯度達到堆積效果，再經由其他方式將分析物帶到偵測視窗

進行偵測。在使用 CIEF 進行實驗時，必須要抑制電滲流的產生，

是因為要避免在聚焦步驟結束前電滲流就將分析物給帶出毛細管。

此分離模式常用來分離胜肽、蛋白質或胺基酸等兩性物質。 

 

1.1.2 毛細管分離之原理 

1.1.2.1 淌度（mobility） 

    毛細管電泳中，在施加電場作用下，不同電性及不同電荷數之離

子會因為遷移速率不同而達到分離作用，而帶電粒子在電場中因受到

庫倫力的影響會以一個速度（νep）前進，而此速度與電場強度（E）

成正比關係，即： 

μ
ep

 = 
νep

E
                        （1-1） 

其中 μep 為電泳淌度（mobility），可簡單定義為單位電場下帶電粒子

遷移的速度。意思是當施加一個外加電場時，帶電粒子因受庫倫作用

力（F）影響，而加速移動，且此庫倫作用力會與有效電荷（q）及電

場強度（E）成正比之形式，其關係式為： 

F = q E                                                 （1-2）   
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當帶電粒子在運動的過程中，會因為與其他介質產生之摩擦，而造成

移動速度下降，但當帶電粒子受電場加速到某個程度的同時，庫倫作

用力會與摩擦力達到一個平衡值，此時帶電粒子將不會再繼續加速，

而形成等速運動。在 Stokes 定律中，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） 

此 f 為剛性球體的動摩擦係數，η 為緩衝溶液之黏度，而最後 r 為剛

性球體半徑。若當帶電粒子因庫倫作用力與摩擦力相等時，此時帶電

粒子會行等速運動，其關係式為： 

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

上述公式可寫成： 

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

若將方程式（1-5）帶入方程式（1-1）將得到： 

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成正比關係，而淌度與帶

電粒子的大小成反比，其帶電粒子的大小及電荷都將影響電泳淌度的

大小。 

 

1.1.2.2 電滲流（electroosmotic flow, EOF）產生 

    毛細管電泳主要分離機制是依據樣品在電場下質荷比的差異產
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生不同的淌度而達到分離效果。除了物質本身的遷移速率外，還有一

個控制毛細管內液體流動的重要參數：電滲流。由於毛細管主要材質

為融熔矽（fused silica），當毛細管內電解質溶液 pH 值大於 3 的情況

下，毛細管內壁的矽醇基（SiOH）會解離成矽醇陰離子（SiO-），使

毛細管內壁帶負電，此時緩衝溶液中若有陽離子通過，就會受到 SiO-

吸引，便會在毛細管內壁上形成電雙層（electrical double layer）。當施

加一高電場，在電雙層中的陽離子被吸引至負極，此作用力會帶動整

體溶液（bulk solution）一起往負極移動而產生電滲流。其中被 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。而毛細管中擴散層與固定層之電荷

分布不平均的情形，使體相溶液與電雙層間產生一個電位差，而此電

位差稱之為 ζ 電位（zeta potential）。其方程式表示為[46]： 

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

δ 為電雙層的厚度，ε 為緩衝溶液的介電常數， e 為單位面積之總電

荷。ζ 電位與電滲流關係式表示為： 

μeo = ε ζ / η                                             （1-8） 

而淌度 μeo 為電滲流之遷移速率，它與溶液的介電常數（ε）及 ζ 電位

成正比關係，η為緩衝溶液之黏度，電滲流之遷移速率與緩衝溶液之

黏度成反比。毛細管內壁矽醇基解離程度與 ζ 電位的大小有關。假設 
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圖 1-1 電雙層的結構及 ζ 電位 
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毛細管壁表面矽醇基解離越多，就會吸引越多陽離子，因此所形成的 

電雙層厚度也越厚，ζ 電位也會跟著變大，使得電滲流遷移速率增快。

電滲流速率主要與毛細管壁表面電荷及緩衝溶液有著密切的關係。包

括緩衝溶液之離子強度、添加物之種類、pH 值，皆會影響電滲流大

小。毛細管內壁進行修飾或改變溫度也會影響電滲流的大小[47]。緩衝

溶液的離子強度是影響電滲流的關鍵之一。當提高離子強度時，毛細

管內壁上的陽離子數目與溶液裡的陽離子數目相近時，電雙層會更緊 

密，ζ 電位也隨之變小，此時電滲流速率也會變小。而在不同 pH 值

下，電滲流的大小會隨著改變。緩衝溶液之 pH 值大於 3.0 時，電滲

流會明顯增加，之後電滲流會隨著 pH 值的上升逐漸變大，直到 pH

值大於 8.0 時，電滲流才會趨近一個定值。電滲流是由擴散層中離子

受電場的影響，而產生遷移的現象。理論上毛細管內壁的每一個位置

流速幾乎相同，因此若將毛細管內壁溶液以切面觀察的話，會趨近於

一平面，如圖 1-2a 所示。使用其他管柱層析法，其驅動力是以壓力的

方式，這使管柱中的液體與毛細管壁之間產生摩擦力和剪切力，進而

產生層流（laminar flow）。若將管柱以橫切面觀察，會發現溶液以拋

物線的形式前進，如圖 1-2b 所示。雖然層流在管柱中會使樣品前進，

但也會使區帶變寬，造成解析度下降。使用具有電滲流之毛細管，因

為切面幾乎成一直線，所以樣品區帶不會變寬，且解析度相對使用層 
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圖 1-2 ( a ) 電滲流及 ( b ) 層流之比較圖 
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流的方式來得好，理論平板數也能提昇到數百萬以上。 電滲流現象

雖然能使解析度變得更好，但由於毛細管壁的解離，會使得在分析

蛋白質或 DNA 樣品時，常會有吸附的現象發生。因此若進行此方

面的實驗時，通常會將毛細管內壁塗覆一層聚合物，來降低吸附現

象[48, 49]。塗覆聚合物之毛細管，會因為內層管壁不帶電荷，使 ζ 電

位消失，以至於在無電滲流的情況下分析生物樣品，此時遷移速率

會與生物樣品本身受電場的影響程度有關。 

 

1.1.2.3 毛細管凝膠電泳之分離機制  

    毛細管凝膠電泳有著極高的分離效率，且樣品用量比傳統平板

電泳少很多，因此近幾年常被用於分析複雜生物樣品或 DNA。實驗

進行完後須考慮的實驗參數包含進樣方式、偵測系統、溫度、毛細

管內壁、凝膠介質及電場強度等。由於 DNA 樣品會以隨機纏繞的

方式存在於自由溶液中，當施加一電場使 DNA 受影響因而展開成

長鏈狀，此時 DNA 長鏈的每一處都會接觸到溶液，而 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， 



16 
 

其關係式為： 

Q ∝ N                                              （1-9） 

因此 DNA 在自由溶液之淌度為： 

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

由方程式 1-11 可得知 DNA 在自由溶液下之淌度為定值[50]，是無法

進行分離的。分離 DNA 著重在凝膠的選擇，可利用凝膠的網狀結

構特性來對 DNA 進行分離。由於不同長度之 DNA 在通過網狀結構

時所受的困難程度不同因而得到不同淌度，因此可達到分離的效

果。長度較短之 DNA 因為較容易通過凝膠孔隙，所以分離時間相

較長度較長之 DNA 短。藉由此原理來分離不同長短之 DNA，可減

少樣品在毛細管中擴散導致區帶變寬的現象。 

    在毛細管內填充具有孔隙的凝膠介質，使得原本具有相同淌度之

樣品，現在可藉由大小的不同，在毛細管電泳中達到分離之效果。凝

膠是以單體的形式存在，當凝膠聚合物的濃度較低時，凝膠分子間的

碰撞機率也較低，且溶液之黏度也相當低，因此彼此之間較不易發生

任何作用；當凝膠聚合物之濃度增加時，分子間碰撞機率上升，彼此

間開始互相作用、產生糾結，此時就會開始形成網狀結構。而從網狀

結構到形成孔隙是當凝膠聚合物的濃度超過糾結界限（entangled limit）

時才會形成。糾結界限的定義是假設每個聚合物分子的體積都相同時，
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所有聚合物所佔的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） 

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），N是聚合物分子所

含的單體數量。但因為聚合物的分子量不是定值，而是用平均分子

量來做表示，所以如果要得到實際的糾結界限數值必須透過實驗才

能得知[51]。 

    從上述可知，當聚合物濃度高於糾結界限而形成之網狀結構會再

繼續形成孔隙（mesh），而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

                                    （1-13） 

或 

ξ ∝ a φ *0.75                       （1-14） 

ξ為孔隙大小，C為聚合物濃度，a 為常數[52]，不同聚合物溶液可得到

不同的數值。由 1-13 之方程式可得知聚合物的的聚合程度與聚合物

的特性和濃度有關，而與膠體孔隙大小並無關聯，也就是聚合物單體

濃度越高所形成的孔隙就越小。 
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由於毛細管凝膠電泳可有效的分離 DNA 分子，因此早期學者探討

生物分子在凝膠網狀結構中的遷移行為可分為兩種機制，Ogston 模

型（Ogston model）[53]及爬行模型（repatation model）[54]。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 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。Morris 則在 1996 年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 模型適合用於較小的 DNA 分子（< 

3000 bp）之遷移，且需要將 DNA 分子視為一剛性球體。最後利用

網狀結構中大孔隙將小片段的 DNA 分子給篩選出來，而較大的

DNA 分子則會無法通過，Ogston 模型中 DNA 的淌度可表示為： 

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，P

則是 DNA 分子小於聚合網狀結構之孔隙機率。此時 P 可以表示

為： 

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

K為比例常數，C 為聚合物濃度，Rg為將 DNA 分子視為剛性球體時

的半徑，r 為聚合物分子鏈厚度，由上述兩式加以整合，可得到

DNA 的淌度關係式： 

μ = μ* exp [ -KC ( Rg + r )2
 ]                            （1-18） 
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而將式子取對數後，以 log（μ/μ*）對 C 會與呈線性關係，其斜率與

DNA 大小Rg 有關，在此稱之為 Ferguson 圖（Ferguson plot），使用

此方法可大致猜測聚合物分子鏈之厚度及孔隙大小[55]。 

在爬行模型中，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 可被視為會隨機變形的長鏈

分子，並以蛇行方式在聚合物中前進，所以 DNA 的移動不會受限於

孔隙的大小，此時 DNA 的淌度與 DNA 分子大小其關係式為： 

μ ∝ 
N

N
 = 

1

N
                                             （1-18） 

以上兩種模式都是建立於平板凝膠電泳發展的分離機制，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。聚合物的網狀結構會隨著時間而改變，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，必須將電場效應及聚合物溶液之網狀結構這兩點問題考慮進去。  

 

1.1.2.4 毛細管內壁塗覆修飾 

    毛細管內壁上的負電荷會吸附正電荷的分析物，像是 DNA 或是

蛋白質之分析物，因此常會出現樣品吸附於毛細管內壁的情況，進而

導致偵測結果的解析度與再現性不佳。毛細管在使用前，會先將毛細

管內壁塗覆一層聚合物，以降低分析物吸附至毛細管內壁之現象。於

毛細管內壁塗覆聚合物除了能避免吸附現象以外，還能抑制電滲流的
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產生。若毛細管內有電滲流的現象發生，會影響訊號的再現性。過去

用來抑制電滲流的方法需要降低 pH 值、高離子強度的陽離子表面活

性劑或是在緩衝溶液中加入有機溶劑，但這些方法皆不適用於 DNA

的生物樣品。於管壁上塗覆之原理為聚合物分子與毛細管內壁表面的

矽醇基形成共價鍵結，使聚合物完整覆蓋於內壁表面，讓溶液中的陽

離子無法被吸附至管壁上，如圖 1-3。在沒有電滲流的情況下，對 DNA

或其他生物樣品進行分離時，小片段的 DNA 會先到達偵測視窗，是

因為在沒有電滲流的時候，小片段的 DNA 淌度會明顯增大，故會最

先被偵測到。 

 

1.1.2.5 進樣方法 

    進樣方式的選擇是依照實驗需求不同來使用。在毛細管電泳中有

三種進樣方法：電動進樣（electrokinetically）、虹吸進樣（siphoning）

以及壓力進樣（hydrostatically）。電動進樣是利用電驅動的方式使樣

品進入毛細管內部。進樣前需先將末端毛細管及電極放至緩衝溶液中，

而進樣端的毛細管和電極插入樣品溶液，接著施加電場就能使樣品進

入到毛細管內，最後再將毛細管與電極從樣品溶液中取出並放回緩衝

溶液，即可通電進行分離。電動進樣所注入的樣品體積相較於其他兩

種方法是最多的，若毛細管內徑及進樣時間皆相同的話，電動進樣注 
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圖 1-3 無電滲流的毛細管電泳系統中分離 DNA 片段之示意圖 
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射體積約為 5 至 50 nL，而虹吸進樣只有約 6 nL 的樣品量。因此若是

要對微量樣品進行偵測，此進樣方式是絕佳的選擇。虹吸進樣，是將

待測樣品放置一定高度，藉由重力驅使樣品溶液進入毛細管中，再通

電進行分離。此方式之優點在於簡單以及不受樣品內離子干擾而影響

進樣的總量。壓力進樣則是在樣品的進樣端施予壓力，由此壓力將樣

品導入毛細管內部或是在毛細管的出口端裝一真空幫補（pump），使

樣品從入口端吸入毛細管中，但在使用此方式進樣時需要額外的儀器，

故不方便使用，不過若想進樣具有高離子強度的樣品，可選擇此進樣

方式。 

 

1.1.2.6 偵測系統 

    毛細管電泳之偵測系統有許多種類，包括螢光（Fluorescence）放

射法[56] 、紫外光-可見光吸收（UV-Visible absorption）[57]及質譜儀

（Mass spectroscopy, MS）[58, 59]。其中螢光放射法又可細分為傳統光

源激發螢光及雷射誘發螢光（Laser-induced fluorescence, LIF）。比較

兩者之靈敏度，雷射誘發螢光之方法具有較高的偵測靈敏度，且因雷

射能聚焦到微米（micrometer）級大小的直徑，使單位面積的功率密

度提高，即可大幅減少因偵測器造成的譜帶變寬問題。已經有文獻指

出利用雷射誘發螢光此技術的偵測極限可達 50 yoctomoles（1 

yoctomole = 1×10-24 M）[59]，且此系統也可應用到偵測單細胞或單分
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子上[60, 61]。 

    通常會以激發波長來當作選擇雷射種類的首要條件。一般常用的

雷射有固態雷射（solid-state laser）、氬離子雷射（argon ion laser）、紅

寶石雷射（Nd：YAG laser）以及氦氖雷射（He-Ne laser）等。上述這

些雷射都可以被拿來當作毛細管電泳中的激發光源[62-66]。近幾年也有

學者將發光二極體來當作激發光源[67]，這不僅降低實驗成本，還大幅

增加光源壽命。由於大部分的生物分子不含有螢光結構，因此為了使

生物分子能夠被偵測到，在進行毛細管電泳實驗時，必須先使用螢光

染料將生物分子進行衍生化或者將螢光染料加入至緩衝溶液中即時

與 DNA 嵌合[68]。當生物分子接有螢光染料時，在光源激發後便能產

生訊號以進行分析。 

 

1.1.3 毛細管電泳對生物樣品之應用 

    由於毛細管電泳具有高解析度、高靈敏、分離時間短、樣品需求

量少、高通量以及能自動化等優點。因此在許多領域中，毛細管電泳

都是主要的分析工具，而它能應用的範圍相當廣泛，如生物化學、臨

床化學、有機化學、分析化學以及法醫學等。尤其在生物化學，近幾

年來，毛細管電泳被廣泛使用於短序列重複（short tandem repeats, 

STRs）的偵測及分析上[69, 70]。而其他應用包括偵測病毒或植物 DNA

基因突變、粒線體 DNA 定序和 Y 染色體[71]、細胞種群[72]分析[73] 、
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定量聚合酶連鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）[74]之產物、以

及單核苷酸之多型性（single nucleotide polymorphisms, SNPs ）[75, 76]。

在生物體之 DNA 序列中，發現許多不同的 DNA 序列之間只有單個

鹼基的差異，且已知 SNPs 與疾病的表現有密切關連，因此檢測單個

核苷酸之差異已經成為往後研究的目標。 

  

1.1.3.1  DNA 於毛細管電泳之相關應用 

    在分析 DNA 樣品時，通常會以兩種方式讓 DNA 分子與螢光發

光團產生 DNA 錯合物。第一種方法為利用 DNA 分子與螢光發光團

以共價鍵的形式形成鍵結。常使用的螢光團有螢光黃（fluorescein）或

玫瑰紅（rhodamine）；另一種是以螢光團嵌合 DNA 的方式來形成具

有螢光團之 DNA 錯合物，而此方法經常使用溴化乙錠（ethidium 

bromide, EtBr）、TOTO1 以及 YOYO1。其中 EtBr 是一種致癌物質，

在使用上須格外小心。螢光團嵌合之方式是將螢光團嵌合到 DNA 的

雙股螺旋結構中，若螢光團順利嵌合至 DNA 結構裡，染料會變得比

較剛性。因此經雷射激發後會產生較強的螢光訊號，也會有較好的訊

號雜訊比（S/N）。使用螢光團嵌合至 DNA 的方式，能偵測到的訊號

強度可達 10-21 M[77]。毛細管電泳暨雷射誘發原生螢光（laser-induced 

native fluorescence, LINF）[78]與嵌合方式相同，皆需要有螢光團分子，

才能產生訊號。此方法所用的 DNA 分子本身因不具有螢光放光之機
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制，因此先將螢光染料與 DNA 分子做修飾後，使 DNA 分子帶有螢

光染料結構，接著使用光源激發此 DNA 分子，就會產生螢光訊號。 

    DNA 定序（Sequencing）是指分析特定 DNA 片段的鹼基序

列，因快速的 DNA 定序方法出現進而推動了生物學和醫學的研

究。DNA 定序的方法有兩種，Maxam-Gilbert 化學斷裂法及 Sanger

酵素合成法。這兩種方法的發明使 Dr. Maxam、Dr. Gilbert 及 Dr. 

Sanger 獲得 1980 年諾貝爾獎的殊榮。其中，以 Sanger 酵素合成法

最為常用，定序過程需要先經過 PCR 反應。PCR 過程中的組成物包

括：專一性的引子（primer）、模板（template）DNA、DNA 聚合

酶、dNTP（dATP* or dCTP*）及雙去氧核苷酸（dideoxynucleotide, 

ddNTP）。進行反應時，將四種核苷酸的類似物（dNTP）隨機加入

到正在合成的 DNA 片段裡，而由於 ddNTP 的 3’端缺乏氫氧基

（hydroxyl droup），無法與下一個核苷酸形成磷脂鍵（phosphoester 

bond），所以一旦 ddNTP 與模板 DNA 形成配對後，就會終止 PCR

的反應。簡單來說，當聚合酶反應進行到模板 DNA 的鹼基 T 時，

試管中若含有 ddATP，ddATP 就會與鹼基 T 以氫鍵方式結合並終止

聚合反應，所以模板 DNA 含有多少個 T，就可表示此試管有幾個以

A 結尾的不同長度 DNA 片段，因此又稱為鏈終止法。其他試管工作

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
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物，即可依片段大小判讀出模板 DNA 的序列。但由於定序實驗的

成本耗費高，也相當耗時，因此使用毛細管凝膠電泳作為基因定序

的方法已被開發出來。其優點可在同一試管中進行 PCR 反應[79]，將

引子標幟上四種不同波長的染料或四種 ddNTP，並使用分光裝置將

螢光訊號分散至四個偵測器，最後經由軟體分析收集數據。後來發

展出自動化的毛細管陣列（array）電泳，因為具有解析度高、分析

快速、高通量等優點，因此在 2000 年時就已經將基因體計畫完成。

近幾年來許多學者對於 DNA 做了相當多的研究，Wan 等人利用

PEO-PEO-PEO 之共聚合物來當作分離 DNA 分子的篩分介質，且因

為共聚化合物具有周期性的親水與疏水結構，因此可形成 2-D 六面

堆積之圓柱網狀結構，可用來分離雙股 DNA[80]；Fogarty 等人則利

用雙雷射系統之共聚焦螢光光譜儀（two-beam fluorescence cross-

correlation spectroscopy coupled with continuous flow capillary 

electrophoresis , 2bFCCS-CFCE）偵測單股 DNA5’-R6G-polyT40，這

是藉由在不同電場強度及鎂離子濃度會影響單股 DNA 之構型，之

後就可得到 DNA 的平移擴散係數及有效電荷[81]；Fundador 等人同

時分離 DNA 大小與監控和癌症相關序列的特異性[82]；Li 等人利用

滾環式擴增法（rolling circle amplification, RCA）來進行小分子核醣

核酸（small RNA）之檢測，將環式模板與目標物進行擴增，再利用

毛細管凝膠電泳來進行分離，此方法對於小分子核醣核酸具有專一
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性且高靈敏之效果[83]；Meagher 等人利用 end-labeled free solution 

electrophoresis（ELFSE），並設計合成 127 胺基酸長度之蛋白質聚

合物，成功將序列長達 180 鹼基之 DNA 定序[84]；Jiang 及 Ma 利用

尿液樣品並修飾其核苷酸，當作癌症生物標記，並成功利用毛細管

電泳在 10 分鐘內分離 10 種不同之核苷酸[85]；Wang 則是利用抗體

來偵測 DNA 之甲基化（methylation）程度，並不使用酵素消化

（enzyme digestion）、重亞硫酸鹽轉換（bisulfite conversion）及 PCR

放大等步驟，就能偵測到 0.3 nM 之濃度，且在 10 μM 至 10 nM 能

維持線性[86]；本實驗室學長則利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光搭配

重亞硫酸鹽限制分析法（combined bisulfite restriction analysis, 

COBRA），成功偵測 DNA 之異質性（heterogeneity）[87]。 

 

1.1.3.2  基因突變之偵測 

    在生物學上，基因突變係指細胞中組成基因的 DNA 核苷酸序列

發生改變，包括單個鹼基改變所引起的點突變，或多個鹼基的缺失、

重複及插入，進而導致細胞運作不正常或死亡，在高等生物體中甚至

會引發癌症。而在所有可能的 DNA 序列差異性（ sequence 

differenciation）中，SNPs 是最普遍發生的一種遺傳變異。隨著分子生

物醫學的進步，對於癌症的了解越多，目前已經發現許多癌症和基因

之突變有關，所以如果能及早偵測出可能突變之基因，就能夠及早發
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現病症。基因突變之分析方法必須要有高度的準確性，因此 DNA 核

苷酸定序技術被認為是最佳選擇，因而被視為黃金級標準實驗（gold 

standard）[88]，但若在一般臨床診斷室裡設置定序儀的經濟效益很低，

因此大規模快速且精確的基因突變檢測研究受到高度的重視。 

    基因突變檢測方法大致可分為篩選及偵測兩大類。篩選法非常適

合在大規模的 SNPs 檢測上，較常用來檢測未知樣品中是否發生突變。

此方法具有快速且符合經濟效益等優點，但無法分析出實際突變的鹼

基。篩選法包括：異股多形性檢測（heteroduplex polymorphism analysis, 

HPA） [89] 、溫度梯度毛細管電泳（ temperature-gradient capillary 

electrophoresis, TGCE） [90, 91] 、單股構型多形性（ single-strand 

conformation polymorphism, SSCP）[92-94]及錯位酵素切割（enzymatic 

cleavage of mismatches, EMC）[95]等方法。HPA 是將 DNA 樣品經 PCR

放大後的產物，在電泳中因同股與異股構形不同以及鹼基 G 和 C 的

數量差異而產生不同的淌度，此法適用於檢測大片段的 DNA 突變。

TGCE 則是先經由 HPA 加熱變性後，緩慢降溫的過程中，正常與突

變的 DNA 發生雜合形成異源雙鏈核酸分子（heteroduplex），由於

heteroduplex 之間的鹼基對並不完全互補，所以在進行分離時，是藉

由熔點溫度（melting temperature, Tm）不同而達到分離效果，適用於

SNPs 的篩選。SSCP 主要是利用高溫及甲醯胺（formamide）處理下，
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讓雙股螺旋 DNA 變性（denature）形成單股 DNA，再急速冷卻。此

時因加熱所形成之單股 DNA，會瞬間以較穩定的形狀維持構形，若

此 DNA 有發生基因突變，在電泳中淌度就會與正常 DNA 不同，因

此最後以電泳分析就能分辨正常 DNA 與突變 DNA 之差異。迄今為

止，SSCP 技術是最被廣泛使用的，由於使用此方法的設備及操作過

程簡單，且靈敏度高，甚至可以區分出單一核苷酸變化。學者也將

SSCP 結合毛細管電泳應用於鑑定綠膿桿菌（Pseudomonas aeruginosa）

的 16S rRNA 基因[96]、血型偵測[97]及家族性高膽固醇血症[98]等。 

    另一類檢測方法為偵測突變，包括對偶基因特定寡核苷酸雜交法

（allele-specific oligonucleotide hybirdization）[99] 、接合酶連鎖反應

（ligation chain reaction）[100]、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） [101]、以及單核苷酸引子延伸（single-

nucleotide primer extension, SNuPE）[102]等相關技術。對偶基因特定寡

核苷酸可與微陣列晶片結合，方法為將寡核苷酸滴在晶片上進行

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。在 PCR-

RFLP 中，特定的引子經聚合酶連鎖反應將序列放大後，再利用具有

專一性的限制酶（restriction enzyme）去對特定 DNA 序列進行切割，
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由於有些序列因無法被限制酶所切割，故會有長度上的差異，最後再

使用毛細管電泳進行分離及鑑定[103, 104]。在台灣有許多分子實驗室都

以 PCR-RFLP 此技術來偵測基因突變，因此法具有較高靈敏度及專一

性。 

    然而上述的分析方法還是存在著些許缺點，例如：耗時、製備過

程繁瑣及試劑昂貴等，所以無法適用於大規模的篩選上。於是現今許

多科學家極力發展具有精確、快速、低成本的檢測方法。 
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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）是生物重要的分子類型，由一長串的核苷酸

（nucleotides）為組成單位，每個核苷酸皆由三個部分所組成，包含

五碳醣、磷酸根以及含氮之鹼基（base）。其中含氮鹼基主要有四

種，腺嘌呤（Adenine, A）、鳥嘌呤（Guanine, G）、胞嘧啶

（Cytosine, C）及尿嘧啶（Uracil, U）。而 RNA 與去氧核醣核酸

（DNA）非常相似，其中 DNA 的四種鹼基分別為腺嘌呤（Adenine, 

A）、胸腺嘧啶（Thymine, T）、胞嘧啶（Cytosine, C）及鳥嘌呤

（Guanine, G）。兩者在鹼基上只相差於胸腺嘧啶（T）及尿嘧啶

（U）。而在配對作用上，尿嘧啶（U）相當於 DNA 中的胸腺嘧啶

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

結，而由於 RNA 中沒有 T，所以 DNA 在進行轉錄的過程中，DNA

上 A 會形成 mRNA 中的 U。RNA 與 DNA 組成方式皆為四種鹼基經

由排列組合，形成許多不同之序列片段。兩者除了在鹼基上的不同

外，在序列結構上，RNA 通常是以單股分子的型態存在於細胞中，

且具有核醣並非去氧核醣，而單股 RNA 在水溶液中會與自己本身互

補之區域互相雜合形成二級及三級結構。RNA 序列包含許多基因遺

傳訊息，進而合成出具有特定功能之蛋白質。大部分的 RNA 都存在
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細胞質內，根據結構功能的不同，主要可分成三類，即訊息核醣核

酸（messenger RNA, mRNA）、傳遞核醣核酸（transfer RNA, 

tRNA）及核醣體核醣核酸（ribosomal RNA, rRNA）。mRNA 是經由

轉錄（transcription）作用而來，並將 DNA 的遺傳訊息紀錄下來。

轉錄作用也可稱為 RNA 合成，過程中是將 DNA 之雙股解開，使用

RNA 聚合酶（RNA polymerase）先讀取 DNA 上的序列合成出相對

應的 mRNA，因此須進行轉錄作用才能使 mRNA 密碼子離開細胞核

進入細胞質，接著讓核醣體經由轉譯（translation）作用，使用

mRNA 製造所需的蛋白質，如圖 1-4 所示。轉譯過程中會有兩種

RNA 出現，分別為 tRNA 及 rRNA。tRNA 會攜帶胺基酸到核醣體

上，且 tRNA 與 mRNA 會以三個鹼基為一組序列來當作密碼子

（codon）及反密碼子（anticodon）之配對，此密碼包含胺基酸種類

啟動合成及終止合成等指示；rRNA 是組成核醣體（ribosome）的部

分，並與 mRNA 一併進行蛋白質合成。RNA 之轉譯過程是經由啟

動密碼子（start codon）來進行反應，核醣體沿著 mRNA 的序列行

進且在相對應的密碼子上連接對應之胺基酸，最後經由終止密碼子

（stop codon）終止反應，即可完成蛋白質之合成。 

    細胞中還有許多種類、功能不一的小型 RNA，像是組成剪接體

（spliceosome）的核內小核醣核酸（small nuclear RNA, snRNA）、核 
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圖 1-3 DNA 轉錄轉譯之示意圖 

 

 

 

 



34 
 

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

RNA, miRNA）、負責 rRNA 成型的小核仁核醣核酸（Small nucleolar 

RNAs, snoRNAs）及反義 RNA（antisence RNA）等，這些小型 RNA

經由 DNA 轉錄後，不會再進行轉譯形成蛋白質，它們被稱為非轉譯

核醣核酸（noncoding RNA），亦可稱之為核醣核酸干擾（RNA 

interference），因為可以調節基因的表現，如細胞增生、細胞死亡、細

胞分化、生物個體發育、激素分泌等現象發生，甚至會引起腫瘤之生

成。 

 

1.2.2 核醣核酸歷史 

    在 1869 年 Miescher Friedrich 藉由分離遺傳物質時於細胞核中

發現核苷酸，當時他將該物質稱作核素。不過早期化學家及生物學家

並不清楚DNA與RNA之間的差異，直到學者分析出核苷（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 DNA 是藉由轉錄而生成 RNA，RNA 則再經由

轉譯生成蛋白質，這項說法也就是之後分子生物學的中心教條

（central dogma of molecular biology）。而這也清楚解釋遺傳訊息在生

物體中如何傳遞及運行。另外有一實驗可在老鼠肝臟組織中清楚觀察

到胺基酸轉變到蛋白質的過程，轉變過程中發現 RNA 會與胺基酸結
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合並與 rRNA 結合來生成特定功能之蛋白質，這項研究明確解釋了

RNA 轉譯到蛋白質之過程。Robert W. Holley 等人於 1958 年從酵母

菌上定出 77核苷酸長的丙胺酸 tRNA（alanine transfer RNA , Ala-tRNA）

序列及結構，此項發現對於 mRNA 轉譯至蛋白質的過程提供相當重

要之依據，此研究使Holley等人於 1968年獲得諾貝爾醫學獎之殊榮。

1993 年時 Lee 等人發現長度約為 22 個核苷酸的 RNA，此 RNA 現稱

為微小核醣核酸（micro RNA, miRNAs）。micro RNA 發現於秀麗隱

桿線蟲（Caenorhabditis elegans）上，學著們將秀麗隱桿線蟲的 lin-14

基因序列進行研究，發現 lin-14 基因會轉譯成 LIN-14 蛋白質，而在

其他不同基因中，lin-14 基因表現也會受 lin-4 基因所影響，這也會導

致 LIN-14 蛋白質有所變化，因此可以判定 lin-4 可調控 LIN-14 之蛋

白質表現量[105]。其中 lin-4 是由 22 nt 所組成的成熟 miRNA，而此基

因是先由 61 個核苷酸所組成的 miRNA 轉變而來，且因為這段序列

能與 lin-14 mRNA 3 端非編碼區序列產生互補的作用，若此區域被

miRNA 互補，將會影響 lin-14 mRNA 轉譯的量，最後會導致 LIN-14

蛋白質之表現差異。在 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，才能形成成熟的 mRNA， 

之後再進行蛋白質生成[106, 107]。到 2000 年 Reinhart 等人在 miRNA 的

研究中，發現秀麗隱桿線蟲上第二個 miRNA let 7[108]，而此 let 7 不單
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純只影響一種基因表現，它影響的基因分別有 lin-14、lin-28、lin-41、

lin-42 及 daf-12。由於 miRNA 對於蛋白質生成有極大的關聯性，使得

往後有許多 miRNA 陸續被發現，而在人體 miRNA 之研究中，已被

順利發現上千種 miRNA 的存在[109]，其他生物種也有相關的報導，包

含病毒[110]、昆蟲[111]、植物[112]及其他高等脊椎動物等。 

 

1.2.3 訊息核醣核酸（messenger RNA, mRNA） 

    在細胞質中，成熟的 mRNA 會經由核醣體進行轉譯作用生成蛋

白質。核醣體將 mRNA 上的三個核苷酸轉變成一個胺基酸分子，不

同的基因密碼，就會有不同的胺基酸，它們攜帶獨特的三位一體組合，

稱為密碼子（codons），接著再經由胜肽鍵（peptide bond）將胺基酸

們連接起來形成多肽鏈，最後此多肽鏈經過修飾後會形成具有特定功

能之蛋白質。經過這一連串生化反應，造成生物體內蛋白質的多樣性，

這種現象可在不同組織中受到嚴密的調控已符合生理功能。 

 

1.2.4 核醣體核醣核酸（ribosomal RNA, rRNA） 

    核醣體（Ribosome）是由兩個次單元（subunits）共同組成，大

的次單元為核醣體蛋白質，小的次單元為 rRNA。其中 rRNA 在生物

中廣泛存在，是一種具有催化能力的核醣酶，但單獨存在時無法發

揮其作用，必須與大的次單元一同構成核醣體。rRNA 在核醣體中
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扮演催化活性之骨架，而核醣蛋白則扮演穩定核醣體立體結構之角

色。rRNA 為單股結構，但由於本身會自行雜合形成許多雙股區

域，使它會互補成較穩定之結構。而在真核生物體中，rRNA 在總

核醣核酸中約有 80%~85%之含量，且可依高速離心時之沉降速率

（S : Svedberg unit）將它們分為 5S、5.8S、18S 及 28S 等四類。

rRNA 可以輔助 mRNA 附著到核醣體上，並形成 mRNA-核醣體複體

（mRNA-ribosomal complex）。 

 

1.2.5 傳遞核醣核酸（transfer RNA, tRNA） 

    tRNA 在蛋白質生成上扮演重要的角色，被稱為第二遺傳密碼。

mRNA 在 tRNA 的幫助之下，成功使核苷酸與特定胺基酸結合，而

mRNA 上的三個核苷酸會對應一個特定胺基酸結合。tRNA 與 rRNA

相同，雖然是單股 RNA 之結構，但它會自己進行雜合折疊，形成穩

定的四葉苜蓿（cloverleaf）形狀之二級結構與三級結構，如圖 1-5 所

示。這種特殊結構可能是為了讓 tRNA 較容易進入核醣體進行轉譯時

的功能。其序列長度約為 74~95 個鹼基（Nucleotide, nt）[113]。由於

tRNA 的稀有鹼基含量非常豐富，約有 70 餘種，因此不論在一級結構

上，還是二、三級[114]的 tRNA 結構中發現其鹼基配對除了一般的

Watson- Crick 鹼基配對之外，還具有其他稀有鹼基配對模式，如 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 
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圖 1-4 tRNA 之二級結構示意圖 
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而生成，稱這些配對模式為擺動式（Wobbling），雖然此配對較不穩

定，但會形成雙股螺旋（double-helix）之結構，使 tRNA 可維持著二

級結構。在二級結構中，從 5’端起的第一個環是二氫尿嘧啶環

（Dihydrouracil Loop, D Loop），以含二氫尿嘧啶（Dihydrouracil, D）

為特徵；第二個環為反密碼子環（Anticodon Loop），其環中的三個鹼

基可與 mRNA 中的三聯體密碼子互相配對，構成所謂的反密碼子，

在蛋白質合成中解讀密碼子，把正確的胺基酸帶領到正確的地方；第

三個環為 TΨ 環，此環以含胸腺嘧啶（Thymine, T）和假尿嘧啶

（Pseudouridine, PD, Ψ）為特徵；最後在所有 tRNA 3’端均有相同的

CCA-OH 結構，此處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。大部分看到的 tRNA 序列都會接

上一個胺基酸，稱為氨醯 tRNA（aminoacyl-tRNA），例如: Tyr-tRNA、

Arg-tRNA 及 Phe-tRNA 等等。所有 tRNA 均具專一性，實驗發現若改

變其 3’端之胺基酸，而不改變反密碼子的序列，結果並不會影響反密

碼子與密碼子間的配對，由此可知，tRNA 之專一性與 3’端上之胺基

酸無關，而是由反密碼子決定。在蛋白質的生成過程中，tRNA 扮演

著不可缺少之角色，因此當轉譯過程中發生錯誤時，可能會合成出完

全不同的蛋白質。 
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1.2.6 小分子核醣核酸（small RNA, sRNA） 

1.2.6.1 微小核醣核酸（mircoRNA, miRNA） 

    miRNA 是一段長度約 22 個核苷酸的核醣核酸分子，經由 DNA

轉錄而來，但無法進一步轉譯成蛋白質。其主要的功能為調控動物和

植物的轉譯後修飾，很多癌症的形成是受到這些小 RNA 分子所影響

[115]。miRNA 的序列長度並不是一轉錄出來就這麼短，而是在體內經

過一連串的修飾後才產生的，如圖 1-6 所示。一開始先從 DNA 轉錄

出一段長度為數千鹼基的初始核糖核酸（primary miRNA, pri-miRNA），

而 pri-miRNA 會被細胞核中的 Drosha 酵素裁切形成約 70~90 個鹼基

的單鏈 RNA，稱為前驅核糖核酸（precurcor miRNA, pre-miRNA）。

由於 pre-miRNA 本身序列彼此互補，因此會形成 3 端羥基上有兩個

核苷酸突起莖環（stem-loop）之髮夾結構。接下來藉由 RNA GTP-

dependent transporter exportin 5 的幫助，將 pre-miRNA 從細胞核送至

細胞質中，讓水解酵素 Dicer 將其切割成雙股。此雙股 RNA 與 RNA

誘導沉默複合體（RNA-induced silencing complex, RISC）之蛋白結合

時，RISC 會把雙股的部分裂解成長度約為 19~25 個鹼基的單股成熟

miRNA。 
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圖 1-6 miRNA 生成與調控基因的生化路徑 
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1.2.6.2 小干擾核醣核酸（small interfering RNA, siRNA） 

    siRNA 是長度約 20~25 個核苷酸的雙股 RNA。在生物學上有許 

多不同的用途，主要是參與核糖核酸干擾（RNA interference, RNAi）

現象。RNAi 是生物體內協助控制基因表現的一套系統，其以 miRNA

及 siRNA 這兩種小片段 RNA 為主要干擾蛋白質的表現，即可達到抑

制基因表現的結果，稱為基因沉默（gene silencing）。小干擾 RNA 可

以用於病毒性疾病的基因治療。RNA 干擾可以被看成是一種與免疫

系統類似的防禦機制。用小干擾 RNA 抑制人類免疫缺陷病毒（HIV）

中的某些基因表達，阻礙 HIV 在細胞內複製。用 RNA 干擾技術抑制

HIV 的受體（CD4）或輔助受體（CXCR4 或 CCR5）在細胞內表達，

即可阻礙 HIV 感染細胞，進而防止艾滋病的發生。也有其他通過 RNA

干擾技術而達到抑制病毒在細胞內複製的例子，例如脊髓灰質炎病毒、

人乳頭瘤病毒、乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒等。 

 

1.2.6.2 piwi 核醣核酸（piwi-interacting RNA, piRNA） 

    piRNA 是由 Aravin 等人於 2006 年新發現的小分子 RNA[116]。它

屬於非編碼小型核糖核酸中最主要的一種[117]，其長度約為 29-30 個

核苷酸。piRNA 目前還沒有明確的二級結構，但大致可從結構上得知

5 端處有許多鹼基 U 存在。目前只在老鼠、果蠅、斑馬魚等哺乳動物

細胞中發現[118, 119]，且 piRNA 主要分布於常見動物的生殖腺細胞中，
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學者推測 piRNA 與動物精子之發育及生殖有關[120]。piRNA 的發現不

僅為非編碼小型核醣核酸的研究開闢了一個新領域，同時，也能進一

步了解生物配子發生的分子調控及機制，具有十分重要的理論價值及

應用前景。 
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第二章 以毛細管電泳暨雷射誘發螢光偵測傳遞核醣

核酸 

2.1 緒論 

    癌症即為惡性腫瘤，是人體細胞的一種疾病。它是由控制細胞生

長增殖機制的失常而引起。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。致癌物質為引起基因突變之物質，可依照基因損傷的方式

分為物理性致癌物及化學性致癌物。例如接觸放射物質，或是受到周

圍環境影響而引致的，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 %[1]。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，且已蟬聯 33 年，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。 

    早在數十年前學者們就已經發現了傳遞核醣核酸( transfer RNA, 

tRNA )。而在 RNA 的家族中，tRNA 之序列長度約為 95 個核苷酸左

右或更小，其在哺乳動物細胞中的含量為總核醣核酸的 10%~15%[2]。

由於在蛋白質合成的過程中，tRNA 扮演非常重要的角色，因為如果
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轉譯過程中發生錯誤，就可能會合成出不同的蛋白質。且近年來在一

些文獻中指出 tRNA 與癌症的形成相當密切，例如乳癌（breast cancer）

[3]、卵巢癌（ovarian cancer）[4]、尿路上皮癌（urothelial cancer）[5]等。

毛細管電泳可應用於 RNA 分析上，但由於 RNA 具有結構不穩定性

及較高的複雜性，因此 RNA 相關研究相對於 DNA 來的少。Santiago

等人利用等速電泳並搭配預前濃縮技術整合於微晶片電泳中來偵測

小型 RNA[6, 7]。2003 年 Yeung 等人成功利用毛細管電泳暨雷射誘發螢

光為基礎進行高通量的 RNA 表現之分析[8]。在 2007 年，Maroney 等

人以夾板式結合反應（splinted ligation）為基礎偵測 miRNA [9, 10]。2008

年，吾師成功利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光直接偵測鼻咽癌細胞中

Epstein-Barr 病毒( EBV )的 miRNA[11]，其分析方法之特色能分離出相

同長度之短序列核苷酸，此為第一篇使用毛細管暨雷射螢光之裝置對

miRNA 進行檢測。此方面研究相較於現今商品化儀器設計，已具備

快速、經濟及高靈敏之基礎。 

   想要對細胞中的特定 tRNA 進行定量是一件困難的事情。因

為 tRNA 在人體中的序列長度較短(約有 74~95 個核苷酸)，且不同

tRNA 之間除了序列相似外，也有類似的二級和三級結構[12]。而目前

市面上有許多偵測 tRNA 的方法，包括即時定量聚合酶連鎖反應(Real 

Time qPCR)、反轉錄聚合酶連鎖反應(RT-PCR)、北方墨點法(Northern 
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blot)及微陣列分析(Microarrays)[13]等等。其中，微陣列分析是一種小

型的分析裝置，是以微小化技術將生物有機分子作為探針，再以大量

矩陣的方式，置於一個指甲大小的矽晶片、玻璃片或尼龍薄膜上面，

用以檢測經過標記的分子。此技術可廣泛應用於檢測和量化 DNA 或

RNA 上。其優勢是可提供快速、精確性高及高通量的方法去研究生

物體的基因組資訊。另一種可檢測 tRNA 的方法為反轉錄聚合酶連鎖

反應。RT-PCR 的定義就是將目標細胞內的 RNA 反轉錄成 DNA，接

著以此為模板進行 PCR 反應使 DNA 擴增。RT-PCR 的指數擴增是一

種很靈敏的技術，可用於檢測低濃度的 RNA。至於即時定量聚合酶

連鎖反應是一種在 DNA 擴增反應中，以螢光染劑偵測每次聚合酶鏈

鎖反應循環後產物總量的方法。其偵測範圍廣、靈敏度高、準確、專

一及快速。因而用於癌症監測、診斷個別基因差異等應用大幅提高。

此處所討論之最後一種方法為北方墨點法，北方墨點是利用標記的探

針與轉印膜上的標靶 RNA 片段進行雜合，雜合完成後再針對要研究

的 RNA 進行鑑定。此方法已被普遍用於研究生物體中的特定基因表

現量，也是這類研究中最基本的方法。上述所提及的幾種檢測 tRNA

之方法，目前都是市面上被大家所熟知的偵測方式。不過它們還是存

在著些許缺點，像是微陣列分析方法之再現性不佳，且其實驗設計繁

瑣、複雜。而 RT-PCR 及 Real Time qPCR 缺點皆為成本耗費高、所需
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試劑太過昂貴。至於北方墨點法的缺點為耗時、樣品需求量大以外還

具有放射性危害。因此需要發展出一檢測方法具有成本低，且專一及

快速之優點。而本篇論文研究利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光結合夾

板式結合反應偵測技術，以填充 7%聚乙烯吡咯烷酮及加入高濃度尿

素，能夠在 30 分鐘內成功進行螢光偵測特定 tRNA。其中，實驗上所

使用之藥品試劑相較於 Syber Green 等螢光染劑便宜許多，且此方法

也能針對特定 tRNA 進行偵測，是屬於具有專一性之分析方法。本實

驗除了試劑成本低以外，在實驗設計上也相當容易，僅需運用到簡單

的雜合原理，而在反應過程中不用經過 DNA 擴增步驟，且只使用一

種螢光探針即可辨識出不同種 tRNAs。 
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2.2 實驗部分 

2.2.1 實驗試藥 

PVP（polyvinylpyrrolidone, Mave 1,300,000 g/mol）購自英國 Alfa 

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

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

（HEPES, Sodium Salt）、異丙醇（isopropanol）皆購自美國 J. T. Baker。

尿素（urea）購自比利時 Acros Organics 公司。10PCR buffer, without 

MgCl2、10PCR buffer, with MgCl2皆向瑞士 Roche 購買，T4 DNA 結

合酵素(T4 DNA Ligase)是向美國 New England Biolabs 購買。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。TRI reagent、

氯仿（chloroform）向美國 Ambion 公司購買。培養基（F12K）、DEPC 

Treated Water 皆向美國 Invitrogen 公司購買。乙醇（ethanol）購自台

灣景明公司。核醣核酸酶 A（Ribonuclease A, RNase A）向台灣旭基

公司購買。表 2-2 為實驗中使用到的 HPLC 等級之寡核苷酸序列，其

序列皆購自美國 Integrated DNA Technologies 公司，DNA Bridge 以及

螢光探針之序列參考 PubMed、Transfer RNA Database、Human mt 

tRNA & Pathologies 所公布的 tRNA 序列來設計，螢光探針的 5’端部 
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分修飾磷酸根，3’端部分修飾有螢光分子。 

 

2.2.2 細胞培養（cell culture） 

本實驗中所使用到的癌症細胞除了 SV-HUC-1 此種細胞培養於

F12 培養液以外，其他癌症細胞皆培養於 DMEM 培養液中。所有細

胞皆於 6 公分的培養皿中進行培養，於培養皿中加入 3mL 的培養液，

其中 DMEM 培養液中包含 10% FBS、0.01× PSA 及 1mM 丙酮酸鈉，

而 F12 培養液中僅含有 7% FBS 之營養來源；接著將細胞置於 37°C，

5% CO2 環境下，當細胞生長至佔滿整個培養皿時，細胞會停止生長

進入平穩期，若繼續培養，細胞會因培養物殆盡，代謝物增加，生長

環境惡化而進入死亡期，因此若要維持細胞的存活，即需進行繼代培

養，由於本實驗所使用之癌症細胞皆屬於貼附性生長的細胞，因此細

胞於培養皿中生長時會貼附於盤底。於繼代培養時先以 PBS 含 EDTA

之溶液清洗細胞，清洗完後將溶液吸棄，再加入 1× trypsin-EDTA（in 

PBS），於 37°C 下反應 3 至 5 分鐘，使細胞離開培養皿表面，並加

入等量之培養液終止 trypsin-EDTA 反應，收集細胞懸浮液至 15mL 離

心管， 以 400×g 離心 5 分鐘使細胞沉澱，吸去上清液後，立即加入

培養液，並反覆吸吐使沉澱之細胞完全懸浮，吸取適量之細胞分散加

入至培養皿，最後將培養皿放到培養箱中持續培養。 
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2.2.3 核醣核酸萃取（RNA extraction） 

    從人體細胞中將 RNA 萃取出來主要的步驟包括打破細胞、以特

定方式移除細胞內的蛋白質和 DNA，及將 RNA 沉澱出來。先將細胞

以 PBS 清洗後，加入 TRIzol reagent[14]，以吸吐的方式使細胞脫離培

養皿，收集 TRIzol 溶液（若未立即進行 RNA 萃取程序，應保存至-

60°C~-70°C，可放置一個月）至 10ml 離心管，接著在混合液中加入

氯仿（chloroform）（1ml TRIzol 溶液:0.2 ml 氯仿），並以 Vrotex 劇

烈震盪均勻 30 秒後靜置 3 分鐘，以 12000×g，4°C 離心 15 分鐘。當

離心完成後可以明顯看出分成三層，上層是透明的水層，中間層為蛋

白質，最下層粉紅色溶液為有機層和 DNA，而我們要的 RNA 就溶解

在水層中。將上層水溶液分段吸取到 1.5ml 的離心管中，此步驟需謹

慎操作，若不慎吸取到有機溶液和蛋白質，可能會造成後續實驗處理

上的困擾甚至失敗。在 1.5ml 離心管中加入 TRIzol 溶液用量一半的

異丙醇（isopropanol），混合均勻並靜置 10 分鐘後，以 12000×g，4°

C 離心 10 分鐘。RNA 會呈現膠狀或白色沉澱。移除離心後的上清液，

加入與 TRIzol 溶液用量一樣的 4°C ，75%乙醇（ethanol）震盪，以

7500×g，4°C 離心 5 分鐘。將乙醇小心的移除，再用真空幫浦抽 3~5

分鐘，讓殘留的乙醇揮發後，再回溶於 60°C 的 DEPC 水。其流程如

圖 2-1。最後在進行後續實驗之前，都必須先進行 RNA 品質的測定。 
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圖 2-1 核醣核酸萃取流程圖 
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學生會先去測 RNA 的吸收值，而理想 A260nm 與 A280nm 的吸收值

（A260/ A280）必須在 1.9~2.1 之間，若 A260/ A280 低於 1.9，代表

萃取出來的總 RNA 中殘留了過多的蛋白質。但是單頻測定 RNA 的

吸收值無法確定 RNA 片段是否完整，因此除了吸收值的測定還需要

配合電泳才能判斷 RNA 品質的好壞，而完整 RNA 的電泳圖如圖 2-

2[15]。不論採用哪一種方法，皆需注意 RNase 所造成的問題。由於

RNase 非常穩定存在於溶液、空氣及實驗器材表面，使的萃取的 RNA

不易保存，因此在萃取 RNA 的過程中，除了玻璃、塑膠器皿要預先

處理滅菌過以外，學生需全程戴手套操作，才能降低 RNase 對 RNA

的污染，以維持所獲得 RNA 之完整性。 

 

2.2.4 實驗裝置 

    本實驗除了毛細管電泳裝置外，還需其他儀器來處理樣品，這些

儀器包括空離心濃縮機、離心機、聚合酶連鎖反應加熱器。聚合酶連

鎖反應加熱器係由日商公司 Astec 所製造生產，型號為 PC-818A。加

熱器內部所使用到的金屬模板皆採用全鋁材質，可使增加熱傳導速率

增快，並由微電腦 PID 控制升降溫，使得在升降溫過程中，讓每個部

位的鋁塊皆能受熱均勻。加熱器於本實驗中是用來加熱 DNA、RNA，

並進行雜合反應( hybridization )及結合反應( ligation )，可以藉由程式 
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圖 2-2 完整 RNA 之電泳圖 
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設定進而控制 DNA、RNA 變性、黏合的溫度與時間。除了可精密控

溫外，鋁塊上方具有 96 個孔洞( well )可以進行大量的聚合酶連鎖反

應，而且升降溫速度也快，可達每秒 3℃，精確度可達到± 0.1℃，因

此節省許多時間，來累積更多數據。離心機是由日商 KUBOTA 公司

所生產，其目的在於加速 DNA 樣品的沉澱速率。真空離心濃縮機由

英國 Genevac 公司所製成，型號為 DUC-12060-C00，其旋轉盤型號為

DRC-15EPP-048。在本次實驗濃縮樣品以及清洗樣品後所進行抽乾的

動作所需要。 

 

2.2.5 毛細管電泳暨雷射誘發螢光 

    本實驗所使用的激發光源系由中國大陸 Changchun New 

Industries Optoelectronics Tech.公司所生產的固態雷射，其主要激發波

長為 640nm，功率為 10mW。高電壓電源供應器是向 Gamma High 

Voltage Research 公司（Ormond, FL, USA）購買，並以此裝置來驅動

電泳。本實驗所使用的毛細管電泳裝置都是自行組裝而成。實驗裝置

如圖 2-3 所示。首先將雷射光源平行射向毛細管，並用凸透鏡將雷射

光聚焦在毛細管偵測視窗上，再以 10× 接物鏡( numerical aperture = 

0.25 )於 90°的方向接收光源後，先以一 notch 濾片 NF03-633E (購自

Semrock, Rochester, NY, USA) 消除大部分的雷射散射光，接著加裝 
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圖 2-3 毛細管電泳暨雷射誘發螢光裝置圖 
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671nm的干涉濾片與RG-665之截斷濾片（皆購自 Edmund, Barrington, 

NJ, USA )，此兩種濾片是為防止散射光與其他發散螢光波長影響背景

值。由於此款雷射在雜訊方面會比其他雷射大許多，故在雷射前端加

裝一雷射濾片 LD01-640，此濾片是由美商 Semrock 所購得。其中當

雷射光照射到毛細管之偵測視窗時，若毛細管內部添加聚合物緩衝溶

液有可能會因為拉曼散射的原因，使散射光紅位移，因此才需要添加

干涉濾片以及截斷濾片來過濾散射光源。最後再使用光電倍增管

( R3896, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan )偵測光學訊號，當

訊號進入光電倍增管放大後，再由 10 Ω 的電阻將電流訊號轉換成電

壓訊號，並由 24-bit 數位類比轉換器 ( A/D converter, JMBS 

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

於電腦中，最後用層析軟體Clarity ( DataApex, Prague, Czech Republic )

將其轉換成電泳圖。本實驗是利用光學的方式來進行，因此為避免不

必要的光源干擾，整個實驗過程需使用黑布將其遮蔽。 

 

2.2.6 毛細管前處理 

本實驗所使用之熔融矽毛細管購自美國 Polymicro Technologies 公司，

選用內徑約為 75 m，外徑約為 365 m 之毛細管進行後續實驗。而

在進行電泳分析前，需先用石英片切一段 40 公分長之毛細管，並在
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末端 7 公分處用打火機將毛細管外壁之聚亞醯胺（polyimide）燒掉，

露出約為 0.5 公分的玻璃面來當作偵測視窗，接著先用去離子水活化

表面之官能基，再通入 PVP 聚合物溶液( 5% in H2O )於毛細管內塗覆

內壁，靜置至隔天，最後再使用去離子水洗掉內部多餘的聚合物，經

由以上處理後，除了可有效防止 DNA 及 RNA 吸附，還能抑制 EOF

使分離的解析度得以改善，以提高實驗之再現性與靈敏度。 

 

2.2.7 聚合物溶液製備 

配置聚合物溶液前，所有玻璃器具、磁石皆須以去離子水清洗乾

淨，並使用超音波震盪器震盪 5 分鐘。首先配置 10mM HEPES pH8.0

緩衝溶液，再將含有高濃度的尿素( 7 M )溶於緩衝溶液中，待完全溶

解後，將此緩衝溶液後倒入 125 ml 錐形瓶內，秤取 3.5 g 的 PVP 粉末

後，再將粉末緩慢倒入錐形瓶中，再以封口蠟膜將瓶口封上，並攪拌

至隔天，最終配置成 7% PVP 。攪拌至少要十二小時以上才能確保已

完全溶解且均勻。將配置好的聚合物溶液倒入 50 mL 離心管，之後可

放置室溫，當要使用時，吸取 1.5 mL至 1.5 mL離心管柱，再以 10000×g

離心 10 分鐘去除裡面的氣泡，便可使用。 
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2.2.8 變性電泳系統 

實驗用毛細管是選用內徑為 75 μm、外徑為 365 μm 的尺寸，購

自美國 Polymicro Technologies 公司，材質為熔融矽( fused silica )。毛

細管長度為 40 公分，有效長度為 33 公分，並於實驗前在末端 7 公分

處燒一約 0.5 公分之偵測視窗。本系統因毛細管會在使用前先以去離

子水活化毛細管內壁的官能基，再利用 5% PVP 塗覆於毛細管內壁，

並靜置一晚，因此本系統是在沒有電滲流的情況下分離。而因為有此

塗覆動作，可預防之後進行電泳時，會有 RNA 或 DNA 吸附之問題，

亦可使電滲流的現象被抑制。毛細管變性電泳系統主要是用來分離單

股與雙股 DNA 片段，在高濃度的尿素( 7 M )輔助之下，可以維持單

股去氧核醣核酸探針的構型並使雜交後之雙股核酸結構不致發生變

性行為，因此能夠於毛細管中被分離。在實驗過程中，便可藉由含高

濃度尿素之聚合物溶液，使特定長度的短鏈雙股寡核苷酸（~10 bp）

在雙股的位置解開成單股，接著再藉由雷射誘發螢光之技術來進行偵

測。高濃度尿素的聚合物溶液須以高壓方式推入毛細管內，再插入白

金電極，但為安全起見，高電壓輸出端須穿過自製的 plexiglass box 防

止觸電，並施以高電壓來達到電泳的目的。 
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2.2.9 實驗流程 

    在進行毛細管電泳前，除了會先使用去離子水清洗毛細管外，還

會以針筒注射器注入 10 mM HEPES pH 8.0, 7M Urea, 7 % PVP 之聚合

物溶液到鐵氟龍管中 (此時管內不得有氣泡產生)，接著使用高壓氮

氣( 約 200 psi 左右 )將鐵氟龍管中的聚合物溶液推入毛細管中，使聚

合物溶液充滿整個毛細管( 40 公分)，再將末端毛細管以及正電極插

入聚合物溶液中。隨後將負電極與毛細管進樣端插入樣品試管中，利

用電動力進樣( electrokinetic injection )的方式，在 200 V/cm 的電場下

進樣 10 秒鐘。最後將毛細管進樣端插入聚合物溶液中形成電通路，

並以 10kV 之高電壓進行電泳分離，當分析物經過毛細管 33 公分(偵

測視窗)處時，樣品中的螢光探針能被雷射激發出螢光，最後再由層析

軟體進行訊號處理。分析完後，同樣以高壓氮氣將高黏度的聚合物溶

液推出，再以去離子水洗清殘留之聚合物溶液，即可進行下個實驗。 

 

2.2.10 雜合反應（hybridization）與夾板式結合反應（splinted ligation）                                                  

實驗中所設計的 DNA bridges 及螢光探針，都是由 PubMed、Transfer   

RNA Database、Human mt tRNA & Pathologies 所公布的 tRNA 序列來

設計。首先進行雜合反應溶液之配製，添加 0.5 L 的 10含鎂離子之

PCR 緩衝溶液（20mM）、1 L 的螢光探針（0.5 M）、1 L 的 tandem 

adenosine-tailed bridge DNAs（0.5 M）、及真實樣品（total RNA），最
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後將混合液體積用去離子水稀釋至 5 L。接著使用震盪器將樣品混

合均勻後，放入聚合酶連鎖反應器中加熱，此時便開始進行雜合反應。

雜合反應一開始會先將溫度上升到 70℃持續加熱 10 分鐘，此時是為

了要把糾纏在一起的 DNA 及 RNA 序列以高溫方式解開。隨後再以

梯度方式將加熱溫度緩慢下降，在 30 分鐘內溫度從 70℃下降至 60℃

（速率：約 0.3℃/分鐘），這是為了將 tandem adenosine-tailed bridge 

DNA 的 3’序列與 tRNAs 進行雜合，之後再將溫度下降至 20℃維持 10

分鐘，此時能將螢光探針雜合至 bridge 的 5’序列上。當雜合反應結束

後，即可形成一夾板狀的形式。將完成雜合之溶液加入 1 L 的 10

結合酶緩衝溶液、0.2 L T4 DNA ligase（5 Weiss units/L），最後同樣

以去離子水稀釋至 10 L。將樣品溶液混合均勻並放入聚合酶連鎖反

應器中，以溫度 16℃維持 30 分鐘。T4 DNA ligase 主要目的是將 5’上

螢光探針的磷酸基及 tRNA 3’上 2 號碳位置的氫氧基接合，形成磷氧

鍵結構，因此此處會有雙股 DNA 的結構生成，其實驗示意圖如 2-4。

然而在溶液中，螢光探針與 tandem adenosine-tailed bridge DNA 皆是

屬於過量試劑，而這兩者在進行雜合反應時，序列會互補在一起，但

為了使這 10 bp 的互補序列氫鍵部位解開，可以利用含有 7 M 尿素之

變性電泳來進行此工作，這也使得此實驗達到更具專一性的偵測效果。 
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圖 2-4 實驗設計之流程圖 
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2.2.11 酒精清洗 

為了使雜合反應及夾板式結合反應能夠順利進行，會在反應過程

中加入高濃度的離子鹽類。因此經過一連串的生化反應後，樣品溶液

中不僅含有待測產物，還會有高濃度的離子鹽類，但高濃度的離子鹽

類會在電泳分析時，使樣品的進樣量減少及改變毛細管內離子之平衡，

進而導致訊號區帶有變寬的情形，影響最後實驗結果之解析度。因此

有效的去除溶液中之鹽類，便是電泳分析前必備的工作。其清洗步驟

如圖 2-5。在進樣之前，必須使用酒精將樣品溶液中的離子鹽類去除，

因為對於離子鹽類而言，在酒精溶液中的溶解度比 DNA 要來的好，

因此當酒精加入樣品溶液時，離子鹽類會溶於酒精當中，而 DNA 則

會產生沉澱，利用此特性以離心的方式可加速 DNA 沉澱析出，如此

方可將產物純化。此純化方法首先將 190 μL 的 60%酒精緩慢加進

10μL 的樣品溶液中，並倒立一次後，使用離心機以 15,000g 離心 30

分鐘。結束離心後，小心地以移液管沿著液面吸取 190 μL 的上清液，

並要注意吸取的動作，勿吸取到沉澱於離心管底的 DNA，之後再添

加 80%的酒精 190 μL，來回倒立五次混合均勻，同樣使用離心機以 

15,000g 離心 5 分鐘，再以上述吸取上清液之方法吸取溶液。接著重

覆上述 80%酒精清洗方法動作四次。清洗完畢後，將上清液吸到剩下

約 10 μL，便將剩餘溶液放入真空離心機濃縮機進行抽乾，乾燥完畢 
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圖 2-5 酒精清洗示意圖 

 

 

 



76 
 

後以 60℃，10 μL 去離子水將沉澱在底部的 DNA 產物回溶，方可進

行毛細管變性電泳之分離。 

 

2.2.12 核醣核酸酶 A（Ribonuclease A, RNase A）之水解作用 

    此實驗進行完生化反應以及酒精清洗步驟後，會在樣品溶液中加

入 RNase A，得以證實反應完成後的產物是否如原先所預期之實驗結

果。RNase A 來自牛胰腺，是一種具有廣泛應用且為高度專一性之核

酸內切酶，此酵素僅對單股的 RNA 有水解作用，對雙股 RNA 及 DNA

則不起作用。而 RNase A 在鹼基 C 和 U 處專一地進行催化，將 3’與

5’之間的磷酸二酯鍵斷裂，形成具有 2’與 3’的環磷酸衍生物寡具核苷

酸，其反應機構圖如圖 2-6。於樣品溶液中加入 1μL 的 RNase A

（50ng/μL），放置室溫反應 10 分鐘，結束反應後方可進行電泳分析。 
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圖 2-6 RNase A 水解反應示意圖 
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2.3 結果與討論 

2.3.1 PCR 緩衝溶液之選擇 

    由於傳遞核醣核酸與許多疾病息息相關，因此需要一種能夠及時

針對真實樣品偵測之方法，而在先前本實驗室學長利用夾板式結合反

應檢測複雜微小核醣核酸，使原本序列長短相似的微小核醣核酸在毛

細管電泳中能夠被分離開來。而本實驗首先將總核糖核酸萃取出來後，

再同樣使用夾板式結合反應進行傳遞核醣核酸序列長短改變。實驗中

學生先針對四種與癌症相關之傳遞核醣核酸進行分析，分別是 Tyr-

tRNA、Arg-tRNA、Met-tRNA 及 Phe-tRNA，而要將這四種傳遞核醣

核酸分離開來，因此，設計四種序列長度各相差 10bp 的橋樑 DNA

（bridge DNA）與總核糖核酸中的核糖核酸進行生化反應，反應結束

後再進行電泳分析。進行生化反應時，須於樣品溶液中加入緩衝溶液，

以提供適合聚合酶行使功能的化學環境，其中 PCR 緩衝溶液可分為

含有氯化鎂（MgCl2）及不含氯化鎂兩種，而氯化鎂主要是提供鎂離

子作為聚合酶的輔因子。在進行實驗時分別於樣品溶液中加入含有氯

化鎂及不含氯化鎂兩種，其結果如圖 2-7。可明顯看出圖 2-7a 無法將

四種混合之 tRNAs 完全分離，其第一根訊號高於其它兩根是因為單

獨進樣一種 tRNA 時，四種 tRNAs 分別都在相同位置有訊號，累加而

得，會造成此種結果可能是因為模板變性不完全，且鹼基 G 與 C  
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圖 2-7 於雜合反應過程中使用不同 PCR 緩衝溶液，其分離之電   

       泳圖：a）不含氯化鎂 PCR 緩衝溶液。b）含氯化鎂 PCR 緩 

        衝溶液。 
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配對的數目較多變性溫度也會比較高，為了使 tRNAs 能夠分離，將

PCR 緩衝溶液換成含有氯化鎂的條件，其結果如圖 2-7b 所示，由於

鎂離子的濃度會影響引子的黏合、雙股模板變性溫度、產物的特異性

及酵素的活性，所以當反應過程中有鎂離子時，DNA 變性溫度降低，

使 DNA 與模板 DNA 之間的打開及黏合過程變的更容易，不易發生

錯誤。本實驗最後選擇含有氯化鎂之 PCR 緩衝溶液作為雜合反應的

條件。 

 

2.3.2 聚合溶液之選擇 

    此實驗與本實驗室之學長先前所進行的研究相似，因此學生也利

用 7% PVP 聚合物進行不同長度之核醣核酸序列分離，且內含有 7 M

的尿素，配製聚合物所使用的緩衝溶液則使用 10 mM HEPES pH 8.0。

由於經實驗結果得知，緩衝溶液在低 pH 值下能有效抑制 EOF 的產

生，如圖 2-8。因此學生嘗試將配製聚合物所使用的緩衝溶液 pH 值

調為 7.0，藉此希望能使分離效率更好，但由實驗結果可看出分離速

率雖然有稍微提升，但解析度卻降低，如圖 2-9。因此在聚合物溶液

的選擇上，由於原先之聚合物緩衝溶液條件能有效克服解析度問題，

也能夠提升分離的速率，所以最後還是以 10 mM HEPES pH 8.0 來當

作配製聚合物的緩衝溶液。 
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圖 2-8 於不同實驗條件下，連續進樣 TB11 Alexa647，探討 EOF 的  

     變化，實驗條件為電壓 10 kV 進樣 10 秒，分離電壓為 10  

       kV：a）10 mM HEPES pH 7.0。b）10 mM HEPES pH 8.0。 
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圖 2-9 配置不同聚合物緩衝溶液進行 4 個 tRNAs 之分離，實驗條件 

為電壓 10 kV 進樣 10 秒，分離電壓為 10 kV：a）7% PVP  

in 7M Urea 10 mM HEPES pH 7.0。b）7% PVP in 7M Urea 10 

mM HEPES pH 8.0 
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2.3.3 使用 RNase A 進行水解反應 

    核醣核酸酶 A 的功能包括將 RNA 分解為小分子的核酸酶、催化

核醣核酸降解、改變宿主細胞代謝、抑制病毒合成、水解蛋白樣品中

的 RNA、在 DNA:RNA 或 RNA:RNA 單鹼基錯配時用核醣核酸酶 A

切割、確定 DNA 或 RNA 中單鹼基突變的位置及純化 DNA 樣品。本

實驗主要是運用到催化核醣核酸降解之功能。實驗中分別於四種

tRNAs 之樣品溶液中加入 RNase A。經由此步驟即可確定用來與

bridge DNA雜合之 tRNA已成功鍵結。而其結果如圖 2-10。由於RNase 

A 此種酵素僅會對單股 RNA 中的鹼基 C 或 U 進行水解作用，因此經

過水解作用後，這四種 tRNAs 序列長度分別為 30 （Tyr-tRNA）、49 

（Arg-tRNA）、50（Met-tRNA）及 60（ Phe-tRNA）個核苷酸。由

於毛細管電泳對於分離的解析度無法達到單一核苷酸的程度，因此無

法將 Arg-tRNA 及 Met-tRNA 兩者分離。 

 

2.3.4 訊號標幟 

    經由上述的最佳化實驗條件將四種 tRNAs 分離出來後，接著要

確定圖 2-9b 中的四根訊號是否為正確產物，因此分別將四種 tRNAs

單獨進行電泳分離，其結果如圖 2-11。將圖 2-11a~d 對應至 2-11e，

可明確的將四種 tRNAs 之訊號位置給標定出來。由圖 2-11e 中，  
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圖 2-10 使用 RNase A 將各別 4 種 tRNAs 進行水解反應：a）Tyr-

tRNA。b）Arg-tRNA。c）Met-tRNA。d）Phe-tRNA。 
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圖 2-11 將 4 種 tRNAs 進行訊號標幟：a）Tyr-tRNA。b）Arg-tRNA。

c）Met-tRNA。d）Phe-tRNA。e）混合 4 種 tRNAs。 
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Tyr-tRNA 的訊號前面有其他訊號存在，這些可從圖 2-11a~d 看出，在

最高訊號峰產生前都會有其餘的訊號峰，因此當混合四種 tRNAs 去

進行電泳分離時，這些其餘的訊號峰累加而成圖 2-11e 中 Tyr-tRNA

前之訊號。學生認為這是序列長度較小之副產物訊號。由於此實驗系

統裝置為負電系統，因此樣品溶液中若含有短序列之副產物，在進行

電泳分析時短序列產物之訊號相較長序列產物之訊號就會比較快出

現，進而造成 Tyr-tRNA 前的訊號，不過這些訊號並不會影響這四種

tRNAs 的訊號判定。 

 

2.3.5 定量癌症細胞中的 tRNAs 

   由於癌症嚴重威脅著人們的生命安全，而癌症種類多達數十種，

若是不能明確診斷出病症，只會造成更嚴重的後果，所以需要一種

檢測方法能夠針對各種癌症細胞進行分析，並且快速得到結果。經

由訊號標幟步驟後，即可判定正確的 tRNAs 訊號位置，接著要找到

一個適合的 RNA 濃度來進行後續的實驗，因此進行不同 RNA 濃度

的測定。圖 2-12 為分析濃度從 25 ng/μL 到 400 ng/μL 不同濃度的人

類肝癌細胞（Huh7）總核醣核酸。由結果得知隨著 RNA 濃度的增

加，訊號面積也會跟著上升，因此學生將每個濃度重複三次，其各

種 tRNA 濃度與訊號面積之線性圖如圖 2-13 所示。而 Tyr-tRNA 之  
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圖 2-12 進行不同 RNA 濃度之測定：a）400 ng/μl。b）200 ng/μl。

c）100 ng/μl。d）50 ng/μl。e）25 ng/μl。其中 1 為 Tyr-

tRNA，2 為 Arg-tRNA，3 為 Met-tRNA，4 為 Phe-tRNA。 

 



88 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-13 RNA 之濃度對螢光強度作圖。 
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線性方程式為 y = 0.04097x +1.37951，R2為 0.9794；Arg-tRNA 之線

性方程式為 y = 0.04196x + 0.56815，R2為 0.9808；Met-tRNA 之線性

方程式為 y = 0.03531x + 0.90297，R2為 0.9875；Phe-tRNA 之線性方

程式為 y =0.0290x + 0.9220，R2為 0.9775。目前學生最低能偵測到

的 RNA 濃度為 25 ng/μL，可從這些 RNA 濃度中挑選出一個最適當

的條件去進行後續的實驗。後續實驗皆使用 200 ng/μL 的人類癌症

細胞進行毛細管電泳分離，由於在此 RNA 濃度下，四種 tRNAs 之

訊號並不會被其餘訊號給影響，而造成判定錯誤的情況。因此之後

的所有癌症細胞濃度皆選擇 200 ng/μL。接下來學生嘗試將本實驗室

所有自行培養之癌症細胞進行最佳化實驗程序，其結果如圖 2-14 及

2-15。人體癌症細胞包含鼻咽癌細胞（TW02 及 TW04）、肝癌細胞

（Huh7 及 H7R）、肺癌細（A549）、口腔癌細胞（OECM）、卵巢癌

細胞（SKOV3）、乳腺癌細胞（MCF-7）和尿路上皮癌細胞（SV-

HUC-1）等九種。由實驗結果可得知使用此方法可將九種癌症細胞

之傳遞核醣核酸成功分離出來，因此可證實此方法不僅可分離單一

種癌症中的傳遞核醣核酸，還可應用於分析其他人體癌症上。其

中，SV-HUC-1 此種癌症細胞中之 tRNAs 的訊號表現量相對其他癌

症細胞低很多。除了重複數次實驗以確定此細胞表現量之再現性以

外，也針對每種細胞的完整性再做一次確認，如圖 2-16。由電泳分 
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圖 2-14 使用相同分析方法分離九種人體癌症細胞中之 tRNAs，包 

括：a）OECM。b）SKOV3。c）MCF-7。d）SV-HUC-1。   

其中 1 為 Tyr-tRNA，2 為 Arg-tRNA，3 為 Met-tRNA，4

為 Phe-tRNA。 
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圖 2-15 使用相同分析方法分離九種人體癌症細胞中之 tRNAs，包 

 括：a）TW02。b）TW04。c）Huh7。d）H7R。e） 

A549。其中 1 為 Tyr-tRNA，2 為 Arg-tRNA，3 為 Met-

tRNA，4 為 Phe-tRNA。 
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      圖 2-16 九種癌症細胞之完整性電泳圖：a）OECM。 

             b）SKOV3。c）MCF-7。d）SV-HUC-1。e）TW02。   

             f）TW04。g）Huh7。h）H7R。i）A549。 
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析結果可看出，SV-HUC-1 中的 tRNAs 含量與他種細胞比較是正常

的，並未有偏低的狀況。學生認為 tRNAs 的種類有很多，而此實驗

只針對四種 tRNAs 進行檢測，所以可能是這四種 tRNAs 在 SV-

HUC-1 此種癌症細胞中本身的含量就較低，所以會造成圖 2-14d 此

種實驗結果。 

本實驗使用 7% PVP 內含有 7 M 的尿素，緩衝溶液則使用 10 mM 

HEPES pH 8.0 進行電泳分離，成功將四種傳遞核醣核酸分離出來。

使用此最佳實驗條件將傳遞核醣核酸分離出來後，最重要的就是要將

其進行定量分析。因此學生將上述九種癌症細胞皆使用添加內標準之 

定量方法將四種傳遞核醣核酸進行定量。由於此實驗在 15 分鐘處因

雜訊訊號較高，因此在挑選內標準時，需在背景雜訊較乾淨之地方。

最後則選擇 BART9 來當作內標準，其訊號位置大約出現在 17 分鐘。

如圖 2-17。這是為觀察 Tyr-tRNA、Arg-tRNA、Met-tRNA 及 Phe-tRNA

的總量。將九種癌症細胞都使用相同內標準進行定量，其每種癌症中

之 tRNAs 含量如表 2-3。在進行定量的工作時，由於每次內標準經電

泳分析出來後的訊號面積不完全相同，因此需要以一內標準之數值為

基本值調整訊號後算出表 2-3 的結果。由於從先前文獻得知在卵巢癌

細胞中，Tyr-tRNA 之訊號表現量相較於他種 tRNAs的訊號表現量高，

在尿路上皮癌細胞中則是 Arg-tRNA之訊號表現量較高，而Met-tRNA  
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圖 2-17 於真實樣品中添加內標準進行電泳之分離圖譜。 
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及 Phe-tRNA 的表現量則會影響乳腺癌細胞之形成。其中，Phe-

tRNA 的表現量在乳腺癌中還是比較低的，但若去跟他種癌症細胞比

較的話，其訊號表現量還是有提升。 
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2.4 結論 

    本實驗利用 tandem adenosine-tailed DNA bridge-assisted splinted 

ligation 結合變性毛細管凝膠電泳暨雷射誘發螢光之分析方法將序列

長短相似之 tRNA 分離開來。且此實驗方法僅需一種螢光探針即可

辨識數種 tRNA，比起市面上的產品還要更經濟實惠，對於降低實驗

成本也有很大的幫助。而此方法以毛細管電泳為基礎具有以下優點

如：快速、經濟、不需聚合酶放大等多項優點。生化反應過程中使

用含氯化鎂之 PCR 緩衝溶液成功將四種 tRNA 分離出來，且為了提

高實驗之訊號解析度與降低毛細管電泳時間，學生最後選擇使用 10 

mM 之 HEPES 配置 7% PVP 內含 7 M 尿素之聚合物來進行電泳分

析。由實驗結果得知，使用相同分析方法可將九種人體癌症細胞中

之 tRNAs 給分開，因此學生可推斷此方法確實有助於檢測生物樣品

中傳遞核醣核酸。經由添加內標準將癌症細胞中的四種 tRNAs 進行

定量，其結果與文獻結果相符合。 
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2.5 未來展望 

    於本實驗中已經能夠分離四種序列長度相似的 tRNAs，如果

藉由改善其他的分離條件以及設計出不同橋梁 DNA，相信未來可以

在一根毛細管中分離數種 tRNAs。值得注意的是在本實驗中，學生只

使用一種螢光探針就能辨識出四種 tRNAs，若是使用兩種不同波長的

螢光探針，應該可以大幅提高分離的效率進而同時偵測兩種不同的樣

品。由於目前使用相同實驗程序僅針對九種癌細胞進行電泳分離，希

望未來能夠去對更多人體癌症細胞進行分析，藉此能整合出完整的資

料庫，這對於未來疾病診斷及臨床研究將有極大幫助。 
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