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論文摘要 

茶類是全球最為流行的飲品之一，因此，對於了解其中成份也是

相當重要的。本研究提出以毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法

(CE-ECL)，並以緩衝溶液為分離基礎，以進行偵測其胺類化合物。

電 激 發 化 學 放 光 偵 測 法 使 用 tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(II) 

(Ru(bpy)3
2+)為放光試劑，並於自製的化學反應槽中進行化學偵測。

本研究在具有電滲流(electroosmotic flow, EOF)之電泳環境下，使用緩

衝溶液成功地分離出較多茶葉的胺類化合物訊號，於優化的分離條件

下，最佳分離效果之緩衝溶液為 100 mM Boric acid (pH 9.0)。 

然而，在人體體液中脯胺酸(proline)的含量，對於腎功能不全或

慢性尿毒症患者是一個重要的生物參數。因此，本研究以毛細管電泳

結合電激發化學放光偵測法(CE-ECL)，並以緩衝溶液為分離基礎，

偵測人體血漿中的脯胺酸，並進行定量。於優化的偵測條件下，使用

電壓進樣並利用樣品堆積(sample stacking)的方式，使內標準品 TPA

的最低濃度可偵測至 1 μM，於真實樣品血漿中加入 TPA，可偵測到

的 TPA 濃度為 10 μM。而標準品脯胺酸的最低濃度可偵測至 1 μM，

其偵測極限為 0.17 μM。因此，本實驗相較於雷射誘發螢光、發光二

極體誘發螢光，提供了實驗裝置簡單、實驗成本低、樣品消耗量少及

高解析度等優點的分離方法。 
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Abstract 

 

  Tea is one of the most popular beverages in the world, therefore, to 

understand which ingredients are also very important. This study 

proposed an optimized buffer solution for the separation of amine 

compounds by capillary electrophoresis with electrogenerated 

chemiluminescence(ECL)detection. The tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(II) 

(Ru(bpy)3
2+

) was ultilized for ECL on the surface of indium tin oxide 

(ITO) electrode that embeded in a home-made PDMS detection cell. The 

electrophoretic separation of amines was performed by 100 mM boric 

acid (pH 9.0) in the presence of electroosmotic flow (EOF).  The 

detection of ECL was improved by electrokinetic sample stacking under 

optimal condition. The limit of detection of standard tripropylamine (TPA) 

could be reached to 1 μM while the plasma sample that spiked with TPA 

was riased to 10 μM, and the minimum detectable concentration of 

proline to 1 μM, which detection limit of 0.17 μmol/l. In this study, we 

demonstrated the CE-ECL is useful for the determination of amine 

compounds from tea and human plasma. Moreover, our data also shown 

the CE-ECL have enough sensitity for the determination of secondary 

amine from body fluid. Therefore, the CE-ECL may potentially be a 

powerful tool for the determination of proline in the clinical diagnosis of 

cancer ?
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第一章  毛細管電泳與電激發化學放光偵測法之簡介 

1.1 毛細管電泳緒論 

於 1909 年，由 Michaelis 提出[1]電泳（electrophoresis）一詞， 

藉由帶有電荷粒子之溶液，施加一個外加電場，帶電粒子因庫倫力受

到電的牽引，在溶液中產生遷移而往前泳動，稱為電泳。利用此原理

可將不同荷質比之帶電粒子，藉由產生不同的遷移速度而在溶液中進

行分離，此方法稱為電泳分離。一位瑞典的化學家 Tiselius，在 1937

年利用電泳分離技術，成功地從血漿蛋白中，將 α、β、γ 三大類的球

蛋白[2]分離出來，因此項突破性實驗，使 Tiselius 於 1948 年獲得諾貝

爾化學獎之肯定。 

  傳統的電泳大多使用平板(slab)式[3-5]的電泳，利用凝膠當作介質，

將樣品添加至凝膠板上，然後進行通電分離，利用分析物之不同大小，

進而達到分離的效果，隨後可將樣品染色直接進行觀察。平板電泳雖

然方便，但也有缺點，例如在進行分析時，需要利用通電進行分離，

因此，會產生焦耳熱，進而影響解析度[6]，所以通常無法使用高電壓

進行分離，實驗過程也就會顯得相當費時，除此之外，平板電泳消耗

樣品量大且過程製備繁瑣、重複性差等。因此，後來發展出毛細管電

泳，1967 年，Hjertén 使用內徑為 3 mm 的石英玻璃管柱，在自由溶

液中進行區帶電泳的實驗，並結合 UV 吸收偵測法進行分析，此方法
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可以成功地分離出核酸、蛋白質、病毒、無機離子[7]，由於使用的管

柱內徑較小，因而降低了熱對流所造成的影響，因此也證明了管柱內

徑與焦耳熱有相對的關係。1974 年，Virtanen 進一步地使用了內徑

縮減至 0.2 ~ 0.5 mm 之玻璃毛細管來分離十六種陰離子[8]，並於十分

鐘內成功地被分離出來，不僅克服了焦耳熱所造成的熱對流之影響，

同時也簡化了儀器裝置的設計，並提升了使用小孔徑的管柱電泳在分

析上的實用性。發展至此的毛細管電泳，仍然存在著靈敏度較差、內

徑大等問題，因此還無法達到快速分析、自動化等優點。 

  因此，直到 1981 年，Jorgenson 和 Lukacs 利用內徑為 75 μm 之

毛細管柱，進行分離胺基酸之衍生物[9,10]，因為管柱內徑縮小，散熱

效果佳，所以可使用高電壓進行分離，縮短了分析時間，並結合螢光

偵測法成功地偵測，且提高靈敏度，這為毛細管電泳之研究奠定了基

礎。近年來，依照不同的原理與機制而產生的分離技術，可以分為六

大類：毛細管區帶電泳（capillary zone electrophoresis, CZE）[11]、毛

細管電層析（capillary electrochromatography, CEC）[12]、微胞電動力

層析法（micellar electrokinetic chromatography, MEKC）[13]、毛細管

等電聚焦（capillary isoelectric focusing, CIEF）[14]、毛細管等速電泳

法（capillary isotachophoresis, CITP）[15]、毛細管凝膠電泳法（capillary 

gel electrophoresis, CGE）[16]。 
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  隨著技術的蓬勃發展，近年來科學家將其微小化並應用至微晶片

上，甚至在微晶片上以蝕刻技術刻出微小的通道（channel）[17,18]，使

得電泳技術可以小型化，與傳統的電泳相比，比較不占空間、成本較

低、多通道、分析時間短、樣品消耗量少及高通量等優點。後來甚至

有實驗室晶片（Lab-on-a-chip）[19]系統的產生，此技術是能將實驗的

前處理、分離、偵測等步驟，微小化至單一晶片中可以完成的技術。 

  早期的電泳實驗大多於自由溶液中進行分離，但因考慮到焦耳熱

所造成的熱對流會造成解析度不佳[6]，後來嘗試改用流動性較差的凝

膠進行篩分（sieving），以提高電泳解析度。篩分是藉由分子量之大

小，來分離樣品，因此適用於分離生物樣品中大分子量的樣品。毛細

管電泳發展至今，無論是分析帶電粒子還是有機、無機離子等，或是

單、雙股 DNA 以及 PCR（Lab-on-a-chip）產物，皆顯得重要。在毛

細管凝膠電泳初期，所用的凝膠為傳統平板凝膠電泳使用的交聯性聚

丙烯醯胺（cross-linked polyacrylamide）[20]，因為其黏度較高，所以

比較難以壓力的方式填充毛細管，因此會利用毛細管內聚合的方式來

填充毛細管，由於管柱內徑較小，不易製備，還會伴隨著凝膠體積之

差異、容易產生氣泡、聚合之再現性差、使用壽命不長等缺點，所以

必頇尋找其他可替代之凝膠介質。然而，在 1989 年，Zhu 和 Colbum

使用非交聯性的線性聚合物作為凝膠介質，且利用毛細管電泳成功地
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將 DNA 片段[21]分離，此線性聚合物的黏度較低，因此可先於毛細管

外聚合後，再以壓力的方式填入毛細管中，可藉由實驗結果發現，不

但可以提高實驗再現性，還可以延長毛細管之使用壽命，所以至今的

毛細管凝膠電泳皆以線性聚合物作為分離介質。目前文獻中最常見的

線性聚合物有：聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpyrrolidone, PVP）[22,23]、

線性聚丙烯醯胺（linear polyacrylamide, LPA）[24]、聚環氧乙烷 

（poly(ethylene oxide), PEO）[25]、聚乙烯醇（polyvinyl alcohol）[26]、

瓊脂膠（agarose）[27]、各種纖維素（cellulose）[28,29]衍生物等。 

  毛細管電泳經過長期不斷的改善，技術已趨近於成熟，現在發展

為具有多重性之設計及自動化等優點[30]，對於生物分析上是相當有幫

助的，現今的毛細管電泳已成為分離生化樣品之重要工具，無論是 

胺基酸（amino acid）[31,32]、蛋白質（protein）[33]、醣類（carbohydrates）

[34]、DNA
[35]、RNA

[36]以及藥物[37]等樣品，皆可利用毛細管電泳之技

術，達到良好的分離效果。 

 

1.1.1  毛細管電泳原理 

1.1.1.1  淌度（mobility） 

  帶電粒子因受到外加電場影響，使得帶電粒子會以一個速度（vep）

在溶液中移動，而且與電場強度成正比（E），其關係式可表示為： 
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vep = μep E                                                （1-1） 

μep 為電泳淌度（mobility），即在單位電場下，帶電粒子的遷移速度。 

當對於帶電粒子施以外加電場時，帶電粒子會受到庫倫作用力（F）

影響，而加速移動，並與有效電荷（q）及電場強度（E）成正比，關

係式可表示為： 

F = q E                                                   （1-2） 

帶電粒子在移動時，會與介質產生摩擦力（f），使得移動速度變慢，

影響淌度的主要因素即為庫倫力及摩擦力，當帶電粒子加速達一定程

度時，摩擦力與庫倫力會達到平衡，帶電粒子則會形成等速度移動。

於 Stokes 定律，假設帶電粒子為剛性球體時，受到之摩擦力(f)可表

示為： 

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

式子中 f 為剛性球體之動摩擦係數，ε 為溶液介質之黏度，r 為粒子

半徑。當帶電粒子因庫倫作用力與摩擦力達平衡時，帶電粒子會形成

等速度移動，並結合方程式（1-2）與（1-3），可得下列關係式： 

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

亦可表示為： 

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

若以淌度表示，可將式子再寫成： 
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μep = vep / E =  q /6 π ε r                                     （1-6） 

由以上公式可得知，淌度與帶電粒子之電荷成正比，而與帶電粒子的

半徑大小成反比，因此，帶電粒子的半徑大小及帶電量會影響電泳之

淌度。 

 

1.1.1.2  電滲流（electroosmotic flow, EOF） 

  於電場作用下，使得毛細管溶液中的離子會往前移動，而形成電

滲流(EOF)，為毛細管電泳中的第二種驅動力。毛細管的主要材質為

融熔矽（fused silica）毛細管，當通入電解質溶液 pH 值大於 3 時，

毛細管壁上的矽醇基（-Si-OH）解離，形成矽醇陰離子（-Si-O
-
），使

管壁帶有負電荷，因此會吸引溶液中之陽離子，在毛細管壁上形成電

雙層（electrical double layer）。如圖 1-1 所示，被矽醇陰離子所吸引

之陽離子為固定層（stern layer），固定層之外的為擴散層（diffusion 

layer），所被吸引之陽離子數目會隨著管壁的距離增加而減少。當毛

細管通電時，擴散層之陽離子會受到庫倫作用力的影響，而帶動體相

溶液（bulk solution）一起往負極移動，產生電滲流。毛細管內的擴

散層與固定層之陰陽離子，會因為分佈不均，使得電雙層之間形成電

位差，稱之為 δ 電位（zeta potential）。其方程式[38]如下： 

δ = 4 π δ e / ε                                             （1-7） 
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圖 1-1 電雙層結構及ζ電位之示意圖 
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δ為電雙層之厚度，e為單位面積之總電荷，ε為緩衝溶液之介電常數。

電滲流與 zata (δ)電位之關係式可表示為： 

μeo = ε δ / ε                                               （1-8） 

淌度 μeo，為電滲流之遷移速率大小，其正比於 zata (δ)電位及緩衝

溶液之介電常數(ε)，與緩衝溶液之黏度(ε)成反比。zata (δ)電位之

強弱與毛細管壁的矽醇基之解離程度有關，當解離程度越高時，就能

吸引到更多的陽離子，電雙層就會變厚，zata (δ)電位也會增強，電

滲流的遷移速率便會隨之變快。緩衝溶液之離子強度與電滲流之大小

有關，離子強度越強，表示緩衝溶液中有較多的離子數目，代表可以

吸引到較多的陽離子於毛細管壁上，使得電雙層厚度被縮減，zata (δ)

電位會隨之變小，因此，電滲流之遷移速率也會跟著變慢。 

  除此之外，緩衝溶液之 pH 值亦會影響電滲流的大小，當 pH 值

大於 3.0 時，矽醇基會開始解離，而 pH 值大於 4.0 以上時，可以發

現電滲流有明顯增加的趨勢，隨著 pH 值的上升，電滲流也跟著變大，

直到 pH 值大於 8.0 以上時，電滲流會逐漸趨於一定值。溫度也會影

響緩衝溶液之黏度，或是在毛細管壁進行表面修飾，皆會改變電滲流

的大小[39]。由於擴散層中的離子受到電場的影響而產生遷移，形成電

滲流，因此並無外在壓力，亦即沒有壓力差，使得在毛細管壁中的各

處流速呈現相同的平面流型，如圖 1-2 所示。 
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圖 1-2 (a)電滲流及(b)層流之比較圖 
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相較於使用幫浦作為驅動力之管柱層析，這會使得毛細管中的溶液與

毛細管壁產生摩擦力、剪切力，而形成溶液呈現拋物線狀態之層流

（laminar flow）。產生層流會使樣品區帶擴散、解析度降低，相較於

使用電滲流作為驅動力之平面流型，不僅樣品區帶不會變寬、解析度

佳、管柱效率大幅提升，且理論平板數也能提高至數百萬以上。 

  利用電滲流作為毛細管電泳之驅動力來偵測生物樣品(如：RNA、

DNA、蛋白質) 時，發現大多數生物樣品容易吸附於毛細管壁上，

因此，可在進行分析生物樣品前，先將毛細管壁塗覆一層聚合物來防

止吸附[40,41]，但這會造成 zata (δ)電位與電滲流消失，所以通常在進

行分析生物樣品時，是在無電滲流之環境下進行，而此時生物樣品之

遷移則是因樣品本身受到電場的影響而往前移動。 

 

1.1.1.3  毛細管電泳的進樣方法 

  在毛細管電泳中，有三種不同的進樣方法，分別為：虹吸進樣

（siphoning）、電動進樣（electrokinetically）、壓力進樣（hydrostatically），

這三種方法可依照實驗的不同需求來使用。虹吸進樣，是將樣品放至

一定高度後，利用前端與末端之高度重力差，讓樣品引入毛細管前端，

再通高壓電進行分離，此方法較為簡易、而且不會受到樣品離子的干

擾，而影響進樣量，若是在毛細管內徑為 75 μm 下，維持 5 公分以上

之高度差，進樣 10 秒，進樣量約為 6 nL。電動進樣，是利用電來作
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為驅動力，將樣品引入毛細管中，因此，必頇先將毛細管末端放入裝

有緩衝溶液之容器中，並放入電極，再將另一電極放入裝有樣品之容

器中，然後放入毛細管前端，並施加電壓，此時可讓樣品引入毛細管

中，最後再將樣品容器中的毛細管與電極取出，放回裝有緩衝溶液之

容器中，即可通電進行分離。此方法之進樣量，會相對於虹吸進樣與

壓力進樣來的多，通常注入之樣品量約為 5 至 50 nL，因此，若想要

偵測到更微量之樣品，會是一個比較好的方法。壓力進樣，是在毛細

管的前端施加壓力，將樣品引入毛細管中，或是在毛細管的末端設置

真空幫浦（pump），將樣品從前端吸入毛細管中，雖然此方法能將樣

品引入毛細管內，而且也能引入具有高離子強度之樣品，但此方法因

需要增加額外的儀器，所以不便於使用。 

 

1.1.1.4   偵測系統 

  使用於毛細管電泳之偵測系統有：紫外光 -可見光吸收

（ultraviolet-visible absorption）[42]、螢光測定（fluorimetry）[43]、 

質譜儀（mass spectroscopy, MS）[44]、電激發化學放光（ECL）[45]等。 

目前的螢光測定，以雷射誘發螢光（laser-induced fluorescence, LIF）

最為靈敏，有文獻指出雷射誘發螢光之偵測極限已可達到 50 

yoctomoles（10-24  
M）[46]，而此系統也可應用於偵測單分子或是單細

胞上[47,48]。 
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  近年來也有使用發光二極體作為激發光源[49]，不僅可以降低實驗

成本，還可以延長光源壽命等，接有螢光分子之樣品，只會受到特定

波長的激發光源而被激發，放出螢光訊號。但大部分的分析物並不含

有螢光之結構，因此，為了順利讓分析物能夠被偵測到，有時候會添

加染料，對分析物進行衍生化反應，但若考量到反應時間之長短，就

必頇考慮到衍生化之反應速率，所以除了可以利用共價鍵結的衍生化

方法之外，也可以利用高親和力(affinity)的染料來標記特定的分析物，

或是在實驗進行前，先讓螢光染料嵌入樣品中，再進行偵測。然而，

現在毛細管電泳結合螢光偵測法是最常被使用於研究基因突變[50]或

DNA 定序[51]上。 

 

1.1.2  毛細管電泳分析胺基酸之應用 

  現今的毛細管電泳也普遍使用於人體體液的定量與分析上[52-54]，

如：腦脊髓液[55]、唾液[56]、尿液[57,58]、血漿[59,60]等。人體體液中含有

大量的小分子，如：無機鹽類[61,62]、胺基酸[63,64]等，傳統的檢測方法

為酶聯吸附免疫測試法(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

[65-67]，此方法主要為檢測含有抗原與抗體[68,69]之體液。而近年來有許

多的醫學文獻指出人體體液中的胺基酸濃度與許多疾病[70,71]有關，如

癌症[72-74]。因此，藉由毛細管電泳等優點，除了可應用於 DNA、RNA

的檢測上，現在也被使用於人體體液中胺基酸[75]濃度之檢測與定量。 
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1.2 電激發化學放光偵測法(Electrogenerated Chemiluminescence) 

1.2.1  緒論 

  在自然界中具有放光性質的分析物不多，若想要以間接化學放光

偵測法來分析不具有螢光性質或紫外光/可見光之分析物時，可能需

要進行衍生化反應使分析物帶有可放光之官能基或是帶有特定之吸

收光基團，再進行偵測。因此，在 1986 年，Cooper 提出[76]了間接化

學放光偵測法，此技術是利用間接化學放光偵測法結合流動式注射分

析(flow injection analysis, FIA)，對於酸根與鹵素等陰離子進行分析。

除此之外，間接化學放光偵測法也可以結合毛細管電泳作為使用。 

一般而言，利用衍生化反應進行化學放光偵測的方式較為普遍，可進

行衍生化之分析物有：胜肽[77,78]、胺基酸[79,80]、蛋白質等。但進行衍

生化反應需要考慮到：有無適合之衍生化試劑、反應時間、反應之完

全性、衍生物之穩定性(單一分析物之衍生物有其他副產物)、及衍生

化反應條件對放光強度之影響等因素。 

  化學放光偵測法之裝置很簡單，只需要一個可進行化學反應之反

應槽，還有收集化學放光訊號之光電倍增管(PMT)，並不需要額外的

激發光源，進行偵測時，也不會受到所產生的迷光(stray light)干擾，

因此，背景雜訊較低，偵測極限可以達到 10
-7

 - 10
-10

 M。其應用範圍

也相當廣泛，例如：流動式注射分析(FIA)、液相層析、氣相層析等，
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都可以結合化學放光偵測法。而會影響化學放光反應的因素有很多，

例如：氧化劑與催化劑之種類與濃度、放光試劑等。化學放光偵測法

常用之放光試劑有：bis(2,4,6-trichlorophenyl)peroxyoxalate (TCPO)、

acridiniumesters、(5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) (luminol)、

tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(II) (Ru(bpy)3
2+)，其中最常被使用於水

溶液系統的是 luminol 與 Ru(bpy)3
2+。然而，會影響到化學放光強度

之環境因素為：溶劑、離子強度、pH 值及溫度等。由於影響化學放

光偵測法之影響因素與進行分離之最佳化條件與最理想條件無法一

致，因此，導致在實驗條件上會有所限制。 

  電激發化學放光(Electrogenerated Chemiluminescence or Electro 

chemiluminescence, ECL)是近幾十年發展出來的另一種化學放光

(Chemiluminescence, CL) 偵測法，其以間接或是直接的方式，並利用

電 化 學 反 應 所 產 生 出 來 的 化 學 放 光 ， 是 屬 於 光 電 化 學

(spectro-electrochemical)的一種。於 1927 年，Dufford 等人，在溶於

無水醚的格林鈉試劑溶液中，於陰極或陽極施加 500-1500 V 的電壓

之電解過程中所觀察到的光放射現象。在 1929 年時，Harvey
[81]發現，

當在鹼性溶液中之電極表面施加 2.8 V，進行電解可產生 luminol 的化

學放光反應。而電激發化學放光是指以下幾種的放光反應[82]： 
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I. 以電化學方法作為起始的化學放光反應，如：luminol 的電化學氧

化反應。 

II. 在電極之間利用電化學方法所產生之自由基進行高能電子轉移

反應，如：聚芳香烴類(Polyaromatic Hydrocarbons, PAHs)之間的

自由基離子重組。 

III. 將電化學方法進行修飾，參與化學放光反應中的分析物。 

IV. 陰極極化(cathodic polarisation)，在金屬電極上塗覆氧化物(如：

鋁、鎂、鎵、銦)，使高能電子轉移至電極表面，還原 O2、H2O2、

S2O8
2-
，產生放光，稱之為陰極放光。 

V. 無機離子(如：某些過渡金屬錯合物)之間的高能電子轉移反應。 

  電激發化學放光之實驗裝置簡易、低偵測極限及化學放光之高靈 

    敏度等。 

雖然化學放光分析法已發展了很長的一段時間，但以選擇性與靈敏度

來說，電激發化學放光相較於化學放光具有以下優點[82]： 

I. 藉由電極電位之調整，可以控制反應之起始、反應過程、反應速

率，在電極表面上可以直接原位(in-stiu)生成 ECL 反應所需之活

性試劑。 

II. 藉由電位之調整，可有效控制放光之訊號強度，ECL 反應之放光

區域集中於電極表面，偵測器容易定位，因此可提升靈敏度。 
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III. 在 ECL 反應中，某些分析物可以在電極表面藉由電化學的方法再

生，藉由分析物的循環生成，不僅可以提升放光量，也提高了偵

測靈敏度。 

傳統之化學放光反應可改由電化學方法開始，最多是以 luminol 作為

研究，傳統的化學放光反應與 luminol 的 ECL 反應類似，經過電化學

之氧化反應後，luminol 陰離子再氧化為 3-aminophthalate (3-APA)之

激發態，然後放光，如下圖。除此之外，可以利用 ECL 反應進行偵

測的，像是具有催化效果之過渡金屬離子或是可以產生過氧化氫之生

物酵素反應，及 luminol 和其衍生物等，其應用範圍相當之廣泛。 
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  有關於 HPLC 與 FIA 結合 ECL 的文獻很多，而在近幾年也逐漸

發展出結合 CE 的方法。HPLC 或 FIA 之進樣量約為 μL，CE 之進樣

量則約為 nL，因此在偵測器之設計上有相當的難度。在 1994 年時，

Gilman 等人[80]將偵測器設計為類似 end-column 之電化學偵測裝置[83]，

發展出 CE/luminol-H2O2之 ECL 偵測系統，其藉由 Pt 電極或是一支

在內徑為 25 μm 毛細管內之碳纖維，對 luminol 及 H2O2進行氧化反

應，產生 ECL。實驗結果顯示 Pt 電極之靈敏度較高，但是碳纖維之

穩定性較佳，這兩種電極對 luminol 之偵測極限分別為 92 amol 及 260 

amol 。 利 用 此 系 統 可 以 成 功 地 分 析 經 由

N-(4-aminobutyl)-N-ethylisoluminol (ABEI)或是 luminol 衍生後的胺

類化合物，理論平板數可高達約 90000-140000。1997 年，Forbes 等

人[84]以 Ru(bpy)3
2+作為 ECL 試劑，並將 Ru(bpy)3

2+混合於 CE 之高壓

端緩衝溶液中，並在毛細管低壓端插入約為深度 3 mm 之 Pt/Ir 纖維

工作電極，並施加電位 + 1.25 V (vs. Ag/AgCl)，使經由 CE 分離後之

分析物與Ru(bpy)3
3+進行反應，產生放光，並以反射鏡將光收集到PMT

上。此系統可以成功地分析一系列 β-blockers，發現添加 β-CD與 Triton 

X-100 並不會降低 ECL 之訊號強度，亦可改善 β-blockers 分離情形，

對於 oxprenolol，理論平板數將近有 15000，偵測極限為 2 μM (12 

fmol)。由於此系統是將 Ru(bpy)3
2+混合於 CE 之高壓端緩衝溶液中， 
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圖 1-3 Forbes 等人[84]設計的 Ru(bpy)3
2+/ECL 偵測器之示意圖 
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所以進行電泳時，Ru(bpy)3
2+會吸附於毛細管壁上，產生電滲流變化

大，導致平衡時間過長，而且當分析物與 Ru(bpy)3
2+之移動速度不同

時，會使得波峰有變寬之現象。 

  Tsukagoshi等人[85]也設計出一個類似於CL偵測[86]之ECL偵測系

統，藉由一個連接器將氧化劑導入毛細管末端。首先，利用幫浦(pump)

以 40 mL/min 的流速將溶於 H2SO4的 Ru(bpy)3
2+導入一個獨立的電化

學反應槽，碳電極會先將 Ru(bpy)3
2+氧化成 Ru(bpy)3

3+，Ru(bpy)3
3+會

隨著液體流至位於 PMT 前毛細管末端之 CL 反應槽中，並會與流出

毛細管之分析物混合而產生 CL 反應進而放光。此裝置需要幫浦來輸

送 Ru(bpy)3
2+，因而增加複雜度，且因為 Ru(bpy)3

2+的流速大，因此

藥品消耗量大，這不僅會增加成本，同時也產生了許多的廢液。後來

Dickson 等人[87]也同時發展出 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 偵測系統，其裝置類似

於 Forbes
[84]的設計，不同的是在於此系統的工作電極是位於毛細管末

端之出口處，未插入毛細管內。Ru(bpy)3
2+ 溶液是置於管柱末端

(end-column)之電化學反應槽中，並在反應槽中產生 Ru(bpy)3
3+進行

ECL 反應。此系統是使用內徑為 100 μm、外徑為 360 μm 的毛細管，

並以 proline 與 tripropylamine 作為測試之分析物，偵測極限則分別為

1.3 x10
-5

 M、3.7 x10
-5

 M。由於工作電極在管柱末端之外，因此間隙

體積大，造成波峰變寬之現象產生，proline 理論平板數則僅為 4225。 
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圖 1-4 Tsukagoshi 等人[85]設計的 CE/ECL 偵測器之示意圖 
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圖 1-5 Dickson 等人[87]設計的 CE/ECL 偵測器之示意圖 
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  在 1998 年時，Bobbitt 等人[88]以類似於 Forbes
[84]隔離電泳之高電

壓的方式，在距離毛細管末端 4 cm 處切一缺口，並塗覆具有陽離子

交換性質的 Nafion 高分子膜，且其偵測器之設計與 Dickson 之設計[87]

皆是以管柱末端偵測的形式，以 35 μm 之碳纖維為工作電極，施加電

位 1.15 V (vs. SCE)氧化 Ru(bpy)3
2+，經由毛細管分離後的分析物會在

電極表面上與 Ru(bpy)3
3+進行 ECL 反應。並以 15 mM 硼酸鈉緩衝溶

液(pH 9.5)，分離電壓為 20 kV 之實驗條件下，可以成功地分離 proline、

serine、triethylamine、valine，proline 的理論平板數約為 20000。 

對於 proline與 triethylamine有較高之靈敏度，偵測極限分別為 68 nM、

120 nM，而 serine 與 valine 之偵測極限則為 100 μM、58 μM。由於此

偵測反應槽的容積為 100 μL，而流出毛細管之背景電解液會使得反應

槽中之 Ru(bpy)3
2+ 濃度改變，因此每隔四小時需更換新的 Ru(bpy)3

2+

溶液，所以在操作上較不方便。 

  1999 年，Bobbitt 和 Wang
[89]將分離用之毛細管末端放置位於 T

型連接器內之反應毛細管中，並將分離用之毛細管末端燒除 2-3 mm

的polyimide作為偵測視窗，反應毛細管的另一端則放入Pt工作電極。

利用幫浦(pump)以10 μL/min的流速，再由T型連接器輸送Ru(bpy)3
2+

至反應毛細管，經由毛細管分離後的分析物會與 Ru(bpy)3
2+同時在反

應毛細管內的電極表面進行 ECL 反應。為了要避免電泳之高電場會 
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圖 1-6 Bobbitt 和 Wang
[89]設計的 Ru(bpy)3

2+/ECL 偵測器之示意圖 
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對偵測系統產生干擾，於是亦製作了可以隔絕高電場的裝置。此系統

具有良好的分離效果，以 15 mM 硼酸鈉(pH 9.0)混合 10 % (v/v)氰甲

烷作為背景電解質，在分離電壓為 20 kV 之實驗條件下，可分離 lysine、

methionine、phenylalanine、proline、triethylamine、valine，理論平板

數約為 74000-80000，對於 proline、phenylalanine、valine 之偵測極限，

分別為 0.2 μM、0.5 μM、0.7 μM。可以利用幫浦來固定輸送 Ru(bpy)3
2+

至電極表面之流速，即可解決偵測槽內需要更換 Ru(bpy)3
2+溶液的問

題，除了會增加 Ru(bpy)3
2+的消耗量之外，電泳之高電場與偵測器之

間的隔絕裝置亦增加了實驗操作上的難度。 

 

1.2.2   電激發化學放光系統之原理與應用 

  藉由化學反應而產生之光放射現象，稱為化學放光

(Chemiluminescence, CL)，其反應機制如下： 

 

A + B        C
*
 

C
*
 → C + hν 

化學反應是由反應物 A、B，經由催化劑，產生激發態 C
*，當激發態

C
*回到基態 C 時，將能量以放光的形式釋放出來，此現象即稱為化學

放光[90-92]。在自然界中也有少數生物會有化學放光之現象，如：螢火

蟲，稱之為生物放光(bioluminescence, BL)。 

→ 

catalyst 
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  最常被研究於可與 ECL 產生反應之有機金屬錯合物或是無機分

子的試劑是 tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(II) ( Ru(bpy)3
2+)，是水溶液

系統中最常使用之試劑之一。Ru(bpy)3
2+

 具有氧化還原之特性，在室

溫下也有很好的化學穩定性，就算是在含氧之水溶液中，也不會影響

到放光效率。在電極表面上 Ru(bpy)3
2+

 行氧化還原反應產生放光之機

制[82]，如下： 

 

Ru(bpy)3
2+

  +  e
-
  →  Ru(bpy)3

+                            
   (reduction) 

Ru(bpy)3
2+

  -  e
-
  →  Ru(bpy)3

 3+
                    (oxidation) 

Ru(bpy)3
+
 + Ru(bpy)3

 3+
 → Ru(bpy)3

2+
 + Ru(bpy)3

 2+*  (electron transfer) 

Ru(bpy)3
2+* → Ru(bpy)3

 2+
 + λmax (620 nm)      (chemiluminescence) 

 

從電化學反應中所產生的激發態 Ru(bpy)3
 2+

*，其量子產率高、半生

期長[93]，因而使得 Ru(bpy)3
2+在 ECL 研究中備受關注。Ru(bpy)3

2+之

放光機制亦可簡化為： 

 

Ru(bpy)3
2+         Ru(bpy)3

3+         Ru(bpy)3
2+*

 →Ru(bpy)3
2+ → hν 

 

在有 Ru(bpy)3
2+參與的 ECL 反應中，分析物有時候可當還原劑，取代

上述反應中之還原反應，其機制如下： 

 

Ru(bpy)3
2+

  -  e
-
  →  Ru(bpy)3

3+
                     (oxidation) 

Ru(bpy)3
3+

  +  A  →  Ru(bpy)3
2+

  +  [A] 
+ ·

          (reduction) 

[A] 
+ ·

  →  A
·  

+  H 
+
 

A
·  

+
  

Ru(bpy)3
3+ 

 →  Ru(bpy)3
2+

*
 
 +  products 

+
  (electron transfer) 

Ru(bpy)3
2+

*  →  Ru(bpy)3
2+

  +  hv (620 nm)  (chemiluminescence) 

→ 

(oxidation) 

→ 

(reduction) 

(analyte) 
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某些分析物不容易被進行衍生化，卻可以直接在電極表面上進行氧化

反應，例如：烷基胺(alkylamines)，更可以利用 Ru(bpy)3
2+來達到放

光進行偵測，其反應機構如下： 

 

Ru(bpy)3
2+

  -  e
-
  →  Ru(bpy)3

3+
 

Amine  -  e
-
  →  [Amine 

· 
] 

+  
→  Amine 

·  
+  H 

+
 

Ru(bpy)3
3+

  +  Amine 
·
  →  Ru(bpy)3

2+
*

 
 +  products 

Ru(bpy)3
2+

*  →  Ru(bpy)3
2+

  +  hv 

 

此外，非放光反應之草酸鹽(oxalate)，也可以藉由 Ru(bpy)3
3+產生 

自由基 CO2
- .，並進行反應，產生放光，其反應機構如下： 

 

Ru(bpy)3
2+

  -  e
-
  →  Ru(bpy)3

3+
 

C2O4
2-

  -  e
-
  →  C2O4

 - · 
 →  CO2

- .  
+  CO2 

Ru(bpy)3
3+

  +  CO2
- .

  →  Ru(bpy)3
2+

*
 
 +  CO2 

Ru(bpy)3
2+

*  →  Ru(bpy)3
2+

  +  hv 

 

在電極表面上氧化 Ru(bpy)3
2+，產生高氧化之活性試劑 Ru(bpy)3

3+後，

再與具有還原性之分析物在電極表面上進行高能之電子轉移，產生具

有放光性質的激發態Ru(bpy) 3
2+

*，當激發態Ru(bpy) 3
2+

*回到基態時，

會伴隨著放射出 620 nm 的光，其放光強度要視 Ru(bpy)3
3+還原為

Ru(bpy) 3
2+

*的機制[82]與效率而定，也可以利用放光強度之測定，可用

以推測出分析物之濃度。 
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    可 以 生 成 Ru(bpy)3
3+ 的 方 法 有 兩 種  ： 電 化 學 氧 化 法

(electrochemical)、化學/光化學法(chemical/photochemical)。若是利

用化學/光化學法所產生之 Ru(bpy)3
3+，是屬於化學放光；利用電化學

氧化法則是屬於電激發化學放光，即為 ECL。化學氧化法是利用氧化

劑(如：二氧化鉛[94]等)氧化 Ru(bpy)3
2+，形成 Ru(bpy)3

3+，此為一種

較為簡便又快速的製備方法，但是此方法無法穩定地持續提供

Ru(bpy)3
3+，因此在分析之應用上較為不普遍。Shinozaki 等人[95,96]利

用 UV 光去照射含有 S2O8
2- 的 Ru(bpy)3

2+ 溶液來產生 Ru(bpy)3
3+，並

結合 LC 來分析各種 amines
[95,96]與 amino alcohols

[97]。利用電化學氧化

法生成 Ru(bpy)3
3+的方式，以分析物與 Ru(bpy)3

3+的反應位置又可以

分 為 兩 種 ， 即 電 化 學 氧 化 與 原 位 電 化 學 放 光 (in situ 

electrochemiluminescence)。電化學氧化是在電化學反應槽中生成

Ru(bpy)3
3+，再以幫浦輸送 Ru(bpy)3

3+ 與分析物混合，產生 CL 反應進

而放光。而原位電化學放光則是在電極表面上產生 Ru(bpy)3
3+，直接

與分析物在電極表面進行反應，產生 ECL，是目前最常使用的方法。 

  近年來許多關於 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 分析方法之研究，大多都著重

於 Ru(bpy)3
2+ 

/ amine 的系統上，其他含有胺基或是胺類(amine)之分

析物，如：蛋白質、脂肪胺、胺基酸、環胺，及其他許多藥物分子等，

皆可利用 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL
[98]來進行測定。此系統對於胺類之分析物
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具有極高之靈敏度，ECL 的必要條件[99]為連接胺基的烷基鏈上之 α-

碳，具有容易移除的氫原子，而此原子經過去質子化後，形成自由基，

與 Ru(bpy)3
3+產生 ECL 反應進而放光。若是胺基上的氮或是 α-碳，接

有推電子基，如烷基，即可穩定去質子化後之自由基，藉此可加強

ECL 之強度。因此，增加烷基的碳數目或鏈長，就可以增強對於自由

基的穩定性，所以對於 ECL 強度來說，以三級胺最大，二級胺次之，

最弱的則是一級胺。但若是推電子基穩定自由基的能力太強的話，反

而會阻礙胺類分析物與 Ru(bpy)3
3+之間的反應，導致放光強度降低。 

由於芳香胺具有極佳的穩定自由基的能力，因此ECL強度相對較弱，

根據文獻指出，對於三苯基胺、二苯基胺、苯胺，均無法觀察到

ECL
[100]。 

  雖然 Ru(bpy)3
2+ 

/ amine 的 ECL 系統有優點，但相對的在使用上

也有一些限制。在 ECL 的反應上 Ru(bpy)3
2+選擇性低，因此在進行分

析前，必頇先將分析物與其他干擾物質分離，以提高選擇性。此外，

利用電化學方法所產生的 Ru(bpy)3
3+會與水分子進行反應，進而產生

背景雜訊[101,102]，因此在偵測上的影響很大，尤其是一、二級胺。 

  在胺類分析物中，其中以三丙基胺(tripropylamime, TPrA) 與

Ru(bpy)3
3+之反應，擁有最好的電激發化學放光強度，ECL 反應機制 

[100,103,104]如下： 
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Ru(bpy)3
2+

  -  e
-
  →  Ru(bpy)3

3+
 

TPrA  -  e
-
  →  [ TPrA

· 
] 

+
  →  TPrA

·  
+  H 

+
 

Ru(bpy)3
3+

  +  TPrA
·
  →  Ru(bpy)3

2+
*

 
 +  products 

Ru(bpy)3
2+

*  →  Ru(bpy)3
2+

  +  hv 

 

上述之反應機制，可以藉由高活性之自由基，還原 Ru(bpy)3
2+，產生

激發態之 Ru(bpy)3
2+

*。也可以藉由氧化 TPrA，再經過去質子化以形

成自由基，並與 Ru(bpy)3
3+進一步氧化或是進行 ECL 反應。 

  在 Ru(bpy)3
2+

 / ECL 系統中，TPrA 可以視為分析物，亦可以利用

其過量之濃度來定量 Ru(bpy)3
2+。此外，也可以藉由 Ru(bpy)3

2+與其

他分析物進行 ECL 反應來定量分析物。所以此系統常被廣泛使用於

DNA 檢測(DNA-probe assay)[105,106]或免疫分析(immunassay)[107,108]上。

在 ECL 檢測上，以 Ru(bpy)3
2+或 TPrA 為分析物，皆有很高之靈敏度，

有文獻指出，TPrA之偵測極限最低可達 2.8 x 10
-13

 M
[100]，而Ru(bpy)3

2+

之偵測極限最低則為 5 x 10
-13

 M
[109]。 

  Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 可以結合 CE 或 LC 作為一種偵測方法，具有分

析物之多樣性、低偵測極限、線性範圍寬等優點。與其他偵測方法相

比，例如：螢光偵測，分析物需要經由衍生化反應之後才能進行偵測，

但 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 則不需要，對於混合之分析物，可以直接藉由 CE

或 LC 分離，來提高偵測之選擇性。由於 CE 具有樣品消耗量少、分

離效率高、解析度佳、分析時間短等優點 [110] ，因此，結合
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Ru(bpy)3
2+

/ECL，儘管是極少之進樣量，亦可達到理想之偵測效果，

所以近年來對於 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 結合 CE 之研究已被廣泛運用。 
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1.3  胺基酸 

1.3.1  緒論 

  胺基酸，是構成蛋白質的基本單位，也是重要的生物指標之一，

其為雙性分子(amphoteric molecules)，在分子結構中同時含有羧基

(-COOH)與胺基(-NH2)。在溶液狀態下的各種胺基酸，會隨著不同

的 pH 值而改變，使羧基與胺基的帶電基團，形成不同的帶電型式，

例如：在酸性溶液環境下，羧基不容易解離，而胺基會解離帶有正電，

因此，整個胺基酸帶有正電荷；若是在鹼性溶液環境下，羧基會解離

帶有負電，胺基則不容易解離，因此，整個胺基酸帶有負電荷。 

  胺基酸可分為三大類：基本胺基酸、次要編碼胺基酸、其他胺基

酸；基本胺基酸又可分為兩類[111]：必需胺基酸、非必需胺基酸。必

需胺基酸，為動物體無法自行製造，或是體內生成的速度無法滿足身

體機能的需求，因此，需要藉由食物來取得。而人體可從外界攝取到

的胺基酸有 22 種，其中為 8 種必需胺基酸、12 種非必需胺基酸以及

2 種次要編碼胺基酸。 

  以分子量的大小來說，胜肽介於胺基酸與蛋白質之間。藉由兩個

胺基酸形成醯胺鍵(peptide bond)連結在一起，而其中一個胺基酸的

羧基與另一個胺基酸的胺基結合，並失去一個水分子，形成二胜類，

以此類推，將數個胺基酸進行此反應，即為胜肽類，而胜肽在人體中，
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有著抑制賀爾蒙[112]及免疫調節[113]等功效。若是把更多的胺基酸互相

連結聚合形成更大的巨分子，即為蛋白質。而其主要結構是以線性排

列而成，且會隨著胺基酸的序列不同，所生成的蛋白質構型、活性、

功能會有所不同，最主要是傳輸水分、養分以及催化生理代謝反應的

酵素等功能。當蛋白質失去功能時，會由蛋白酶水解成胜肽，再降解

為胺基酸，並經由血液的運送再被利用，或是藉由酵素轉換成其他的

代謝胺基酸，最後由尿液排至體外。因此，在許多的醫學文獻中，證

實人體體液中的胺基酸與胜肽的含量與許多疾病有關，例如：癌症

[114]。 

 

1.3.2  食品中的胺基酸 

  在人類所攝取的食品中，有許多豐富的胺基酸，並藉由這些胺基

酸，來維持人體的正常機能運作。但是過量的攝取或是缺乏都不好，

像是苯丙胺酸，其經由酵素轉換為酪胺酸，然後再轉換為多巴，也會

被其他不同的酵素轉換為神經傳導物質，例如：腎上腺素、多巴胺等。

當苯丙胺酸的含量過高時，會導致智力成長緩慢，因此，在飲食上需

要控制，避免攝取過多含有苯丙胺酸的食物，否則會因為肝臟無法將

人體中多餘的苯丙胺酸轉換為酪胺酸，造成體液中含有大量的苯丙胺

酸，因而患有苯丙胺酸尿症。 
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  在茶葉中，胺基酸與兒茶素及咖啡因等化合物，隨著發酵程度以

及製茶技術的不同，而有各自獨具特色的口感與香氣，像是經過特殊

烘焙的鐵觀音及凍頂烏龍茶，因為在加熱的情況下，胺基酸與醣類會

發生梅納反應(Maillard reaction)[115,116]，因此茶葉帶有焦糖香味。除

此之外，茶葉中的胺基酸含量也會影響到神經遞質含量，如：血清素、

去甲腎上腺素等，而對血壓及大腦有所影響；茶葉中的兒茶素約占茶

多酚總量的 70%，是重要的生物活性物質，其具有抗氧化、清除自由

基等功用；另外，對於哺乳動物的中樞神經系統，茶葉中的 γ - 氨基

丁酸(GABA)為抑制神經遞質的重要角色，且若是長時間飲用茶品，

發現可以降低血壓。目前已經發展出許多不同的方法來檢測茶葉中的

胺基酸濃度，甚至是茶葉中的農藥殘留等，因此，確切知道茶葉中胺

基酸的含量，對生物學上及臨床上的研究是有所幫助的。 

 

1.3.3  生物體內的胺基酸 

  胺基酸在人體內除了用於合成胜肽與蛋白質外，與某些疾病和人

體的修復機制亦有關，像是人體內的半胱胺酸為氧化還原反應的重要

角色，若是缺乏半胱胺酸，可能會產生皮膚損害、肝功能損害等疾病；

當人體受到放射線傷害，半胱胺酸也是修復的角色，同時更是芳香族

與丙烯睛的解毒用藥。在人體的中樞神經系統內，榖胺酸則為興奮性
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神經遞質，在醫學上可以改善智力發育與治療肝昏迷；在人體免疫方

面，為免疫細胞分裂的前導物質，可以加速細胞分裂、提高免疫力等

功用。穀胺醯胺在人體腎臟中，可以產生氨，來達到酸鹼平衡；在細

胞內可以作為替代能量，阻止蛋白質分解。 

  在人體尿液中的胺基酸，如：γ-氨基丁酸(GABA)，其含量可以

作為罹患癌症的指標[117]；而無法將苯丙胺酸(Phenylalanine)轉換為酪

胺酸(Tyrosine)之胺基酸代謝紊亂者，亦可稱為苯丙酮尿患者[118]。在

生物液體中，脯胺酸(Proline)是以游離、胜肽和蛋白質的形式呈現，

它的含量變化與各種疾病，如腫瘤[119]和慢性尿毒症[120]有關。體液中

游離的脯胺酸含量，對於腎功能不全或慢性尿毒症患者是一個重要的

生物參數，通常患者體液中的脯胺酸含量是高於健康的人[121]。因此，

藉由分析尿液中的脯胺酸含量，可以判斷病人是否腎功能不全或是患

有慢性尿毒症，所以，為了追蹤患者之康復狀況或是想要更了解自身

的身體健康狀況，則必頇確切知道尿液中胺基酸的正常值。 

 

1.3.4  與癌症相關之胺基酸 

  除了上述之胺基酸與癌症有關之外，像是從肝癌患者之血漿中的

支鏈胺基酸(Branched-chain amino acid, BCAA)與酪胺酸的比值[122,123]，

其與正常人的比值相較起來就有明顯的差異。而在胃的惡性腫瘤组織
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[124]中，牛磺酸、蘇胺酸、絲胺酸、脯胺酸、甘胺酸、丙胺酸、纈胺

酸、異亮胺酸、亮胺酸、酪胺酸、賴胺酸含量高(P < 0.05)。進展期腫

瘤與早期腫瘤相比，脯胺酸、纈胺酸、蛋胺酸、異亮胺酸、苯丙胺酸

高(P < 0.05)。癌症腫瘤與胺基酸代謝[125]的關係，這些癌症腫瘤包括

喉癌 HepⅡ细胞，急性非淋巴細胞白血病和急性淋巴細胞白血病，结

果顯示：(1)喉癌細胞株培養過程中亮胺酸、賴胺酸、絲胺酸、天門

冬醯胺、異亮胺酸、甘胺酸以及蘇胺酸等水平明顯降低，而色胺酸水

平明顯增加，說明喉癌細胞的生長繁殖必頇依賴以上 7 種胺基酸，同

时釋放色胺酸；(2)急性非淋巴細胞白血病(ANLL)患者血漿中的谷胺

酸、甘胺酸、亮胺酸、苯丙胺酸、酪胺酸和色胺酸等水平明顯升高，

而蘇胺酸、組胺酸、丙胺酸等水平明顯降低，這些結果與國際報導一

致；(3)經治療後，ANLL 患者血漿中的甘胺酸、色胺酸和苯丙胺酸等

水平明顯降低，而丙胺酸、組胺酸等水平明顯升高，表明腫瘤細胞是

處在無氧代謝。患者經治療後，色胺酸和苯丙胺酸水平降低和組胺酸

水平的升高對患者預後是有益的；(4)急性淋巴細胞白血病患者血漿

中的苯丙胺酸、賴胺酸、色胺酸和酪胺酸水平提高，這些胺基酸能促

進腫瘤生長，而天門冬醯胺、谷胺醯胺以及天門冬胺酸水平降低，說

明這 3 種胺基酸為腫瘤生長所必頇。此外，還發現 ALL 患者外周淋

巴細胞中精胺酸水平增加，精胺酸對癌症腫瘤細胞有直接殺傷作用。 
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1.3.5  胺基酸之檢測方法 

  目前在醫療上主要使用於檢測人體體液中胺基酸含量的方法有：

氣 相 層 析 (Gas chromatography, GC) 、 液 相 層 析 (Liquid 

Chromatography, LC)、毛細管電泳(Capillary Electrophoresis, CE)、 

液相層析串聯質譜(LC / MS)等。使用 LC 或 CE 進行分析時，需要先

將分析物進行衍生化，其分離效果會受到衍生化與衍生化後之結構影

響 。 以 下 為 常 見 的 衍 生 化 試 劑 ： 2,3- 萘 二 甲 醛

(Naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde, NDA)[126] 、 2,4- 二 硝 基 氟 苯

(2,4-dinitrofluoro-benzene, DNFB)[127] 、 異 硫 氰 酸 苯 酯 (Phenyl 

isothiocyanate, PITC)[128]、異硫氰酸螢光素(Fluorescein isothiocyanate, 

FITC)[129]、丹醯氯(5-(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl chloride, 

Dns-Cl)[130]等。其中，常使用於蛋白質胺端的胺基酸定序檢測之衍生

化試劑為：DNFB。雖然 LC / MS 具有快速、高靈敏度等優點，但進

行分析時，由於胺基酸的分子量小，因而容易受到基質影響訊號，而

且無法有效判斷同分異構物之訊號，進樣時，也容易在游離的過程中

受到基質鹽類的影響，而導致游離效果不佳。 
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第二章 以毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法 

分離茶葉中的胺類化合物 

2.1 緒論 

  台灣的民眾大多數皆有喝茶的習慣，喝茶不僅對身體有益處，還

有穩定情緒、集中注意力等優點。而在茶類中特有的主要胺基酸為：

茶氨酸(theanine)
[1]，是茶葉中的游離胺基酸，也是茶湯甘甜的主要來

源，愈是甘甜的茶葉含量也就愈高。而有研究指出茶氨酸可以促進腦

中樞多巴胺釋放，提高腦內多巴胺之生理活性，不僅具有減少焦慮、

舒緩疲勞等功效，甚至可降低出現憂鬱症的風險。而其他含量較高的

成分包括茶多酚、咖啡因及茶鹼等。茶多酚除了可幫助清除人體內的

自由基、有抗氧化的功效之外，還可以防齟齒、去口臭等。咖啡因則

有助於幫助消化。茶葉中還含有生物鹼，其大多為胺基酸之衍生物，

是一種含氮的鹼性化合物，雖然大部分的生物鹼對人體有毒，但它不

僅有顯著的生物活性，也是中草藥重要的有效成分之一。偵測胺類與

生物鹼的方法有：高效能液相層析串聯質譜(HPLC-MS
n
)、毛細管電

泳與發光二極體誘發螢光和電激發化學放光(CE-LEDIF-ECL)[2]、毛

細管電泳與發光二極體誘發螢光(CE-LEDIF)等。以上方法裝置較為

複雜，因此，本實驗利用簡易的毛細管電泳結合電激發化學放光偵測

法(CE-ECL)，在具有電滲流(EOF)之電泳環境下進行偵測並分離茶葉
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中的胺類化合物。 

 

2.2 實驗部分 

2.2.1  實驗試藥 

  Ru(bpy)3
2+(tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(II))、四硼酸鈉(Sodium 

tetraborate)、SDS(Sodium dodecyl sulfate)購自 ACROS。磷酸二氫鈉

(NaH2PO4)、β-CD(β-Cyclodextrin)購自 Merk。磷酸氫二鈉(Na2HPO4)

購自日本和光純藥工業株式會社。Triton X-100 購自 Alfa Aesar。

α-CD(α-Cyclodextrin)購自美國 Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）。 

 

2.2.2  毛細管電泳與電激發化學放光偵測法之裝置 

  實驗所使用的高電壓電源供應器，電壓範圍為0 - 20 kV，是購自

Gamma High Voltage Research公司(Ormond, FL, USA)。實驗中的毛

細管是使用內徑為75 μm、外徑為365 μm，總長為40 cm的熔融矽毛細

管，是購自美國的Polymicro Technologies公司。將自製的ECL反應槽

固定於光電倍增管（R3896, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）

之上方，所偵測到的化學放光訊號，經由光電倍增管將訊號放大，並

利用10 kΩ電阻將電流轉換為電壓訊號，再以10 Hz的頻率，由24-bit

數位類比轉換器（A/D converter, JMBS Development）擷取訊號並轉
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換為數位資訊，將資料儲存於電腦，最後由Clarity層析軟體（DataApex, 

Prague, Czech Republic）將儲存於電腦中的訊號轉換為電泳圖。 

本實驗是利用電化學放光的方式進行，為了避免外在光源會影響實驗

結果，所以實驗過程中是在密閉的黑箱內進行，其裝置如圖2-1所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2-1 毛細管電泳與電激發化學放光偵測法之裝置圖 
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2.2.3  ECL 反應槽之製作 

  取一片 50 mm x 75 mm x 0.7 mm 的 ITO(indium/tin oxide)玻璃電

極片(僅一面塗覆 ITO 導電薄膜，Rs ≦ 20 Ω / squre，Delta 

Technologies 公司(Stillwater, MN, USA)的產品)，並利用鑽石刀切割

成約為 10 mm x 15 mm x 0.7 mm 的大小，將切割好的電極片以稀釋

後的清潔劑，並使用超音波震盪 30 分鐘，先將殘留於電極片上的清

潔劑略微沖洗後，再使用去離子水震盪清洗 30 分鐘，最後再以酒精

震盪 10 分鐘兩次。並將清洗好的電極片置於拭鏡紙上，放置烘箱乾

燥後，最後保存於乾燥箱。 

  先將切割好的塑膠片(約 2 cm x 3 cm)架設好並黏貼固定於模型

塑膠盒內，再依序放入約為 0.5 cm 的矽膠彈性體墊片、ITO 電極片、

一側有開口之塑膠片(約 4 cm x 4 cm)、錐尖型的筆頭，調整好位置

後，再使用ㄈ型鐵夾固定。以 Sylgard 184 矽膠彈性體、固化劑、Al2O3  

(10 : 1 : 0.25 w/w)之膠體混合物，於混合後放置真空槽中，進行除氣，

以減少固化期間形成氣泡。將此膠體混合物灌入模型中，並放置 65 ℃

之烘箱內 1 小時，使其固化。最後再從模型中取出，使用前再將墊片

去除即可。ECL 反應槽之製作示意圖[3]，如圖 2-2。 
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圖2-2  ECL反應槽之製作示意圖 

 

 

 

 



55 

2.2.4  毛細管前處理 

  在進行實驗前，先利用石英片切一段 40 公分長的毛細管備用。

之後，先以去離子水注入毛細管中，活化毛細管內壁官能基，再將事

先配製好的 0.5 M NaOH 注入毛細管並靜置十二小時以上，讓毛細管

壁上的矽醇基解離。隔天再以實驗選用的緩衝溶液注入毛細管，洗掉

內部的 NaOH，並保存於緩衝溶液中。在每次實驗間，皆會使用當天

取出的緩衝溶液先將保存液推出，再注入緩衝溶液，提高實驗再現性

與靈敏度。 

 

2.2.5  緩衝溶液的配製 

  在配製緩衝溶液之前，需要先將所需容器用清潔劑刷洗，以去離

子水沖洗乾淨，並使用超音波震盪器震盪 5 分鐘。本實驗所使用的緩

衝溶液是 10 mM tetraborate，pH 9.0。配製緩衝溶液時，將秤取好的

sodium tetraborate 粉末以去離子水溶解，並測 pH 值，最後將 pH 9.0

的緩衝溶液加入去離子水至體積量瓶之刻度線，即配製完成，並將緩

衝溶液保存於 4 ℃冰箱中。而在使用之前需要先從冰箱拿出來，讓

溫度降回室溫，才能使用。其餘的緩衝溶液亦是相同之配製方法與保

存方法，由於本實驗之系統容易受電流之影響，因此，在調配 pH 值

時，皆是使用其相對應的弱酸或是弱鹼來調配。 
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2.2.6  分析物前處理 

  本實驗所分析之茶類樣品為一般市售的含有人蔘粉茶葉，首先，

秤取 2 克的茶葉，並倒入樣品瓶中，再加入 100 ℃的熱開水，浸泡

15 分鐘之後，以濾紙過濾，去除茶葉與大顆粒的雜質，並讓濾液溫

度降至室溫，最後分裝至 1.5 c.c 的 PCR tube，保存於 -20 ℃冰箱中。 

 

2.2.7  實驗流程 

  進行實驗之前，需要先將自製的 ECL 反應槽之偵測視窗對準於

PMT 正上方的洞口，並將其固定。把市售的兩顆 1.5 V 乾電池串聯成

一個電池組，利用三用電表來監視，再藉由可變電阻調整輸出值，以

提供 ITO 電極之所需電位，電池組的正極要連接至 ITO 電極上，電

池組的負極則是要接上一支白金電極，並放入 ECL 反應槽內。之後

將以緩衝溶液配製的 5 mM Ru(bpy)3
2+填入 ECL 反應槽內，並把前處

理過的毛細管，以當天取出的緩衝溶液先推出 3-5 滴後，再注入緩衝

溶液至推出 1-2 滴，而將毛細管之末端平貼於 ITO 電極表面上，且利

用 XYZ 微調整平台來調整毛細管末端與 ITO 電極的垂直距離與位置。

取 10 μL 之茶葉樣品於 200 μL 的 PCR tube，並放入毛細管之前端，

再將樣品放至 5 公分以上的高度後，利用前端與末端之高度差，進樣

10 秒，並快速將毛細管之前端放入裝有緩衝溶液且連接高壓電的白

金電極之容器內，再施加+10 kV、+15 kV 的高壓電進行電泳分離。 
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2.3 結果與討論 

  本實驗利用毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法(CE-ECL)，

在具有電滲流(EOF)之電泳環境下進行偵測，並分離茶葉中的胺類化

合物。實驗中除了利用不同的緩衝溶液來進行分離之外，也分別在進

樣端、末端及毛細管等緩衝溶液中添加不同的界面活性劑與篩分介質

來增加分離效率。由於本實驗是使用 ITO 電極自製成化學反應槽， 

因此，在末端緩衝溶液內添加中性界面活性劑 Triton X-100 來保護

ITO 電極，降低分析物之吸附情形，並在此探討於末端緩衝溶液中添

加不同濃度的 Triton X-100 是否為影響訊號高度之因素，但發現隨著

增加 Triton X-100 的濃度，其訊號高度並沒有太大的差異，因此證明

添加不同濃度的 Triton X-100，並不會影響訊號高度；除此之外，也

有探討毛細管末端是否碰觸到 ITO 會因而增加訊號高度，發現當毛細

管碰觸到 ITO 時，訊號高度有明顯的增加。最後使用不同濃度的 Boric 

acid 緩衝溶液來探討分離效果，結果發現 100 mM Boric acid (pH 9.0)

緩衝溶液之分離效果優於 10 mM Tetraborate (pH 9.0)緩衝溶液。因此

偵測茶葉中的胺類化合物之最佳分離效果的緩衝溶液為 100 mM 

Boric acid ( pH 9.0 )。 
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2.3.1  分離條件最佳化 

2.3.1.1   緩衝溶液之選擇 

  在 ECL 偵測法中，由於間接偵測相對於直接偵測的靈敏度來的

差，且為了盡量減少水合氫離子或氫氧根離子的干擾，所以緩衝溶液

之 pH 值限制於 3.0 - 10.0 的範圍內。一開始之實驗中，是使用 10 mM 

檸檬酸(Citric acid)與 10 mM 四硼酸鈉(Sodium Tetraborate)兩種緩衝

溶液進行比較，如圖 2-3，但由於使用 10 mM 檸檬酸(Citric acid)緩

衝溶液之實驗結果皆不是很穩定，因此，後續實驗是選用 10 mM 四

硼酸鈉(Sodium Tetraborate)緩衝溶液來進行分離條件最佳化。利用固

定的 pH 值 9.0，可以使茶葉中的胺類化合物解離並帶有電荷，使帶

有電荷的化合物進行分離。實驗最後選用硼酸(Boric acid)緩衝溶液與

10 mM 四硼酸鈉(Sodium Tetraborate)緩衝溶液進行比較，如圖 2-4，

結果顯示，使用硼酸(Boric acid)緩衝溶液的分離效果優於四硼酸鈉

(Sodium Tetraborate)緩衝溶液，而且 100 mM 硼酸(Boric acid)緩衝溶

液的分離效果又優於 50 mM 硼酸(Boric acid)緩衝溶液。 
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圖 2-3 使用不同的緩衝溶液分離二、三級胺之標準品，以尋找最佳的

分離緩衝溶液。 

(a)三級胺之標準品：1 mM TPA。 

(b)二級胺之標準品：1 mM Proline。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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圖 2-4 使用不同的緩衝溶液分離含有人蔘粉之茶葉樣品，並使用其中

一種緩衝溶液之不同濃度來尋找最佳的分離緩衝溶液。 

(a)、(b)、(c)：分析物為市售標榜含有人蔘粉之茶葉。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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2.3.1.2  添加界面活性劑 

  實驗中，於末端之緩衝溶液內添加中性界面活性劑 Triton X-100

是為了降低分析物吸附於 ITO 電極之情形。在尋找分離條件最佳化時，

亦分別於進樣端及毛細管之緩衝溶液中添加界面活性劑 Triton X-100

來分離含有人蔘粉之茶葉樣品，如圖 2-5，原本預期想利用與分析物

之間的疏水性差異來達到分離，但結果顯示分離效果不明顯。學生亦

探討於末端緩衝溶液中添加不同濃度的 Triton X-100是否為影響訊號

高度之因素，但發現隨著增加 Triton X-100 的濃度，訊號高度並沒有

太大的差異，如圖 2-6，因此證明添加不同濃度的 Triton X-100，並不

會影響其訊號高度。除此之外，也選用了不同的界面活性劑來進行分

離，分別於毛細管與末端緩衝溶液中加入不同濃度的界面活性劑 SDS

來分離含有人蔘粉之茶葉樣品，如圖 2-7，實驗過程中發現，當含有

SDS 之緩衝溶液與末端溶液混合時，SDS 會與放光試劑 Ru(bpy)3
2+結

合，因而產生沉澱，導致後續實驗難以進行，且實驗結果顯示分離效

果不佳，因此，後續實驗選擇在進樣端與毛細管中不添加任何界面活

性劑。 

 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-5 於進樣端及毛細管緩衝溶液中添加界面活性劑 Triton X-100來

分離含有人蔘粉之茶葉樣品。(a)皆未添加 Triton X-100。(b)於毛細管

緩衝溶液中添加 1 % Triton X-100。(c)於進樣端緩衝溶液中添加 1 % 

Triton X-100。      Runnig buffer：10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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圖 2-6 於末端緩衝溶液中添加不同濃度之界面活性劑 Triton X-100，

探討是否會影響訊號高度。分析物為市售標榜含有人蔘粉之茶葉。 

(a)未添加 Triton X-100。(b)添加 1 % Triton X-100。 

(c)添加 5 % Triton X-100。(d)添加 10 % Triton X-100。 

Runnig buffer：10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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圖 2-7 分別於毛細管與末端緩衝溶液中加入不同濃度的界面活性劑

SDS 來分離含有人蔘粉之茶葉樣品。(a)皆未添加 SDS。(b)於毛細管

緩衝溶液中加入10 mM SDS。(c)於末端緩衝溶液中加入20 mM SDS。

Runnig buffer：10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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2.3.1.3  添加篩分介質 

  由於實驗中使用緩衝溶液與添加不同的界面活性劑來進行分離

並沒有得到良好的分離效果，因此，試著在進樣端及毛細管緩衝溶液

中添加環糊精，利用其不同的葡萄糖分子個數，且其內部為疏水性之

空穴，想藉此是否能使分析物得到較為明顯的分離效果，但結果顯示

與前面之實驗結果相比並沒有較大的差異。在此並探討毛細管是否會

因為碰觸 ITO 電極而增加訊號高度，發現當毛細管碰觸到 ITO 電極

時，訊號高度有明顯地增加，如圖 2-8，因此證明毛細管碰觸 ITO 電

極進行實驗會增加訊號高度。接著，在進樣端及毛細管緩衝溶液中分

別添加不同之環糊精與不同的濃度來分離含有人蔘粉之茶葉樣品，如

圖 2-9，實驗結果顯示，雖然添加濃度 5 mM 的環糊精有較佳的分離

效果，且 α-環糊精的分離效果又優於 β-環糊精，但與最後選用硼酸

(Boric acid)緩衝溶液來進行分離的效果相比之下，還是比較差，因此，

最後實驗選擇在進樣端及毛細管之緩衝溶液中皆不添加篩分介質。 
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圖 2-8 於進樣端及毛細管緩衝溶液中添加 5 mM β-環糊精來分離含有

人蔘粉之茶葉樣品，並探討毛細管是否會因為碰觸 ITO 電極而增加訊

號高度。Runnig buffer：10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

(a)毛細管末端未碰觸 ITO 電極。(b)毛細管末端碰觸 ITO 電極。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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圖 2-9 毛細管末端碰觸 ITO 電極，於進樣端及毛細管緩衝溶液中分

別添加不同的環糊精與不同的濃度來分離含有人蔘粉之茶葉樣品。 

Runnig buffer：10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

(a)、(b)為 5 mM 的 α、β-環糊精。(c)、(d)為 1 mM 的 α、β-環糊精。 

Outlet 皆為：10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy) 3
2+。 
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2.3.2  茶葉樣品之檢測 

  在台灣，茶類已經有兩百多年的歷史，不但是台灣民眾傳統的飲

品之一，在日常生活中也是很常見的。在茶葉中含有許多對人體有益

的成分，例如：胺基酸、多酚、生物鹼化合物等，不僅具有抗氧化能

力、可清除生物體內的自由基，亦有一定的抑菌等功用。在種植茶葉

時，有時會噴灑農藥，因此，在泡茶時，農藥可能也會隨著釋放出來，

若是這樣被飲用，長期下來會對人體造成危害。而農藥中部分具有二、

三級胺結構的分子，也可利用本實驗來進行偵測。實驗中，取 2 克的

市售茶葉，再加入 100 ℃的熱開水，浸泡 15 分鐘後，以濾紙過濾，

去除茶葉與大顆粒雜質，並讓濾液溫度降至室溫，直接取 5 μl 的茶水

進樣。如以上的電泳圖所示，發現電泳圖上雖然有明顯強度較高的訊

號，但卻一直無法更進一步地進行定性[4-6]，因此，我們也送至本校

的貴儀檢測中心，使用 LC-MS 進行檢測，但初步也只能判定茶葉中

含有咖啡因、可可鹼、茶鹼、茶氨酸等以上之胺基酸，如圖 2-10。 
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圖 2-10  LC-MS-MS 檢測後之搜尋結果 
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LC-MS-MS 檢測後之搜尋結果 
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2.4 結論 

  本實驗以Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL作為偵測系統，並在具有電滲流之電泳

環境下進行毛細管電泳，透過毛細管電泳分離方法中的毛細管驅動電

泳，使用100 mM硼酸(Boric acid)緩衝溶液來進行毛細管電泳，成功

地在10分鐘內分離出較多茶葉中的胺類化合物的訊號。雖然目前只能

依據LC-MS檢測結果，初步判定茶葉中含有咖啡因、可可鹼、茶鹼、

茶氨酸等胺基酸，但此實驗提供了簡單的實驗裝置、低成本(自製ITO

電極的化學反應槽作為偵測器)、樣品需求量低、分析時間短等分離

方法。此偵測系統常被使用於免疫分析與DNA檢測上，而目前已經

發展出不同的方法來檢測不同種類茶葉中的胺基酸濃度，因此，確切

的知道茶葉中的胺基酸含量是有助於臨床檢驗及生物學上的研究。若

是此分離方法在未來能尋找到更佳的實驗條件或是結合其他的儀器，

期望能進行更準確的定性及定量，並檢測是否含有農藥殘留及其種類

等，如此一來則可應用於一般的食品檢測及環境分析上。 
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第三章 以毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法 

偵測人體血漿中之脯胺酸及其重要性 

3.1 緒論 

  隨著科技的進步，現代文明病也日益增加，雖然現在有許多疾病

已經有很好的預防及治療方式，如果可以利用容易取得的檢體又快速

的檢測方式，就可以在黃金治療時期提高治癒率。胺基酸在人體或是

飲食當中皆扮演重要的角色，在生物體中，某些特定胺基酸對於某些

疾病是一個重要的生物參數，例如：胺基酸代謝異常之患者，其尿液

中會有高含量的苯丙胺酸(phenylalanine)
[7,8]及脯胺酸(proline)

[9-11]，可

藉由分析尿液中胺基酸含量的多寡，來判斷患者是否患有腎功能不全

或是慢性尿毒症[12]等疾病。因此，確切了解尿液中胺基酸之正常值，

有助於了解身體健康狀況，甚至是追蹤患者的治療狀況。而從人體體

液中最容易取得的為尿液與血液，表2-1、2-2為血漿、尿液中所含苯

丙胺酸(phenylalanine)及脯胺酸(proline)之含量[13]。在目前的研究中，

使用於偵測脯胺酸(proline)的方法有：分光光度法[14]、液相層析(LC) 

[15]和化學發光(CL)[16]等。以上的方法解析度較低、偵測極限較差、

儀器昂貴等。因此，本實驗以毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法

(Capillary Electrophoresis-Electrochemiluminescence, CE-ECL)，並在

具有電滲流(Electroosmotic Flow, EOF)之電泳環境下進行實驗。 
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表3-1 血漿中的胺基酸含量(微莫耳/升)
[13]

。數值範圍為平均值±兩倍標準偏差。 

 

 

 

Amino acid 

 

 

Children 

(n＝52) 

 

Adolescents 

(n＝80) 

 

Women 

(n＝15) 

 

Men 

(n＝50) 

Infants 

< 3 mo 

(n＝17) 

Proline 40-332 58-324 112-220 97-297 97-254 

Phenylalanine 26-98 34-86 42-62 46-74 25-74 

 

 

 

 

表3-2 不同年齡的尿液樣品中的胺基酸含量(mmol/mol of creatinine)
[13]

。數值 

範圍為平均值±兩倍標準偏差。 
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month 
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month 
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years 

4-7 

 

years 

7-13 

 

years 

> 13 

 

years 

Proline 21-213 0-130 0-14 0-13 0-9 0-9 0-9 0-9 

Phenylalanine 4-32 7-28 11-28 10-31 7-21 6-26 5-20 2-19 
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  酶聯免疫吸附測試(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)

是使用於傳統的血液醫療檢驗的方法，大多使用於檢驗血液中的紅血

球[17,18]、白血球[19,20]、蛋白質[21,22]、病毒[23]等表面具有抗體抗原的檢

體，其可以區分為三種：間接法酶聯免疫吸附測試、競爭法酶聯免疫

吸附測試、三明治法酶聯免疫吸附測試。第一種間接法酶聯免疫吸附

測試[24]，是先將已知的抗原固定(coating)於多孔塑膠盤中，並洗去多

餘的抗原，再將待測的檢體加入多孔塑膠盤中，若是待測的檢體是含

有一次抗體，其會與多孔塑膠盤中的抗原鏈結。洗去多餘的待測物後，

再加入含有酵素的二次抗體與其鏈結，再洗去多餘的二次抗體，並加

入受質酵素，使其呈色。然後使用儀器量測多孔塑膠盤中待測物的吸

光值，以定量待測物與待測物上抗體的含量。此方法是用於檢測體內

所含的抗體及含量。 

第二種競爭法酶聯免疫吸附測試[25,26]，亦是先將抗體固定於多孔塑膠

盤上，並洗去多餘的抗體，再加入待測的檢體，等待測檢體中的抗原

與多孔塑膠盤上的抗體鏈結後，洗去多餘的待測檢體，並加入含有酵

素的抗原與多孔塑膠盤上的抗體鏈結，洗去多餘的抗原，再加入受質

酵素，使其呈色。此時，若是檢體的含量高或是檢體上的抗原含量高，

呈色會比較弱。此方法適用於檢測待測物上抗原的含量。 

 



76 

第三種三明治法酶聯免疫吸附測試[27,28]，是在多孔塑膠盤上先固定一

層具有專一性的抗體，固定抗體後，再洗去多餘的抗體。在固定抗體

的多孔塑膠盤中加入待測檢體，如果檢體中含有待測的抗原，其會與

多孔塑膠盤中的抗體進行專一性的鏈結。之後，洗去多餘的待測檢體，

並加入另一種對抗原具有專一性的一次抗體，使其鏈結後，再洗去多

餘的一次抗體，並加入含有酵素的二次抗體，洗去多餘的二次抗體後，

加入受質酵素，使其呈色，並讀取其呈色數據。此方法是用於檢測大

分子抗原的待測物，具有極高的專一性，但因為需要使用到多種抗體

及待測物需要有足夠的表面積，且抗原又需要為多價之抗原，所以，

此方法並不適用於半抗原、小分子抗原等分子量小的待測物。 

  現今除了以ELISA來篩檢血液中抗體抗原的血液檢測方法外，也

使用液相層析、液相層析串聯質譜、毛細管電泳等來分離血液中的胺

基酸、蛋白質、無機鹽類等分析物，並探討其訊號及定量。雖然ELISA

的呈色快速且具有專一性，但不適用於不含抗體抗原的待測分析物上，

如：血漿中的胺基酸、無機鹽類等。在血液分析上，液相層析[29]具有

便利、快速等優點，但分析物不具有光學之特性，因此，需將樣品進

行衍生化反應，分離效益也會隨著衍生化反應後所生成的不同結構而

有所差異。由於胺基酸及無機鹽類等分析物的分子量較低，因此，在

血液分析上，液相層析串聯質譜[30]的訊號容易受到基質影響，而造成
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解析度降低，且質譜無法分離樣品中的同分異構物。質譜分析，使用

樣品直接進樣，在樣品游離時，容易受到基質中高鹽類的影響，而造

成游離效益降低。而毛細管電泳可以結合雷射誘發螢光、發光二極體

誘發螢光等偵測系統[31-33]來分析血液樣品，此分析系統提供了快速、

樣品需求量少、高解析度、高靈敏度等優點。 

  而本實驗是使用毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法偵測人

體血漿中之胺基酸-脯胺酸。化學放光偵測法相較於雷射誘發螢光、

發光二極體誘發螢光，具有裝置較為簡單、只需一個可進行化學反應

之反應槽、光電倍增管(PMT)，不需要額外的激發光源、不受迷光干

擾等優點。利用緩衝溶液之 pH 值，可以使分析物解離，並帶有電荷，

以進行分離。在分離條件中，可藉由矽醇陰離子(SiO
-
)並調整施加的

高壓電的大小，即可縮短分析物之遷移時間，獲得分析訊號。 
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圖3-1  酶聯免疫吸附測試之示意圖 

取自網路上之搜尋圖片 
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圖3-2 酶聯免疫間接法之原理：(a)競爭法(b)夾心(三明治)法 

取自【http://www.rensheng2.com/600000/593601.shtml】 
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3.2  實驗部分 

3.2.1  實驗試藥 

  Ru(bpy)3
2+(tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(II))、四硼酸鈉(Sodium 

tetraborate)購自 ACROS。磷酸二氫鈉(NaH2PO4)購自 Merk。磷酸氫

二鈉(Na2HPO4)購自日本和光純藥工業株式會社。Triton X-100 購自

Alfa Aesar。脯胺酸(proline)、檸檬酸鈉(Sodium Citrate tribasic) 、異

丙醇（Isopropanol）購自美國 Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）。

檸檬酸(Citric acid) 購自 COTA Chemical。三丙基胺(tripropylamine, 

TPrA)。 

 

3.2.2  分析物前處理 

  本實驗使用的分析物有 1 種標準胺基酸(Proline)與 1 種標準品

(TPA)。血漿會先加熱至 95 ℃、10 分鐘(以去除蛋白質)，冷卻至室

溫後，並以 10000 xg，離心 10 分鐘，取上清液，保存於 -20 ℃。 
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3.3 結果與討論 

  本實驗是以毛細管電泳結合電激發化學放光偵測法(CE-ECL)，

在具有電滲流(EOF)之電泳環境下，偵測人體血漿中的脯胺酸(Proline)。

實驗一開始先探討可偵測到標準品脯胺酸之最低濃度，並想利用大體

積樣品堆積(Large-volume sample stacking, LVSS)的方式以測得更低

濃度，原本預期可以壓縮樣品區段來達到堆積效果，但實驗結果發現

並沒有預期來的好。於真實樣品-血漿中，發現其偵測之最佳解析度

為血漿稀釋 10 倍後，接著進行定性，加入脯胺酸標準品，以確認其

在電泳圖上出現的位置與時間。實驗中除了利用緩衝溶液來進行分離

之外，也在進樣端及毛細管等緩衝溶液中分別添加有機溶劑

Isopropanol、界面活性劑 SDS與篩分介質(環糊精)等來增加分離效率。

除了在進樣端緩衝溶液中添加界面活性劑之外，也同時在血漿樣品中

加入界面活性劑來進行分離，但分離效果也是不如預期。因此，於真

實樣品血漿中添加內標準品(Internal Standard, I.S.)以進行定量，在挑

選內標準品時，必頇為血漿中沒有且也不會干擾到其他的訊號，所以

最後選擇三級胺的 TPA 作為內標準品。 
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3.3.1  實驗條件最佳化 

3.3.1.1   分析物濃度之選擇 

  進行實驗時，即選擇最初實驗較為穩定之四硼酸鈉(Sodium 

Tetraborate)緩衝溶液來進行分離。由於 Ru(bpy)3
2+ 

/ ECL 的偵測靈敏

度與胺類結構有關，等級次序反應為：三級 > 二級 > 一級胺，除此

之外，電生成的 Ru(bpy)3
3+ 可與水反應，產生 ECL 背景，這會造成

胺類偵測能力的限制，特別是一級胺和二級胺。因此，一開始必頇先

探討可偵測標準品 proline 之最低濃度，如圖 3-3 所示，最低濃度為

10 μM，並以 proline 之濃度對訊號面積作檢量線圖，如圖 3-4。 

接著，我們想利用大體積樣品堆積的方式，原本預期可以利用分析物、

水與緩衝溶液之間電場的強弱不同而壓縮樣品區間，以期許可以達到

樣品堆積，由圖 3-5 可發現，隨著樣品的進樣時間增加，當進樣時間

增加至 30 秒時，雖然訊號高度有增加，但當增加至 1 分鐘時，發現

波峰前面已有變寬的現象產生，直到增加至 5 分鐘時，整個波峰幾乎

已經變寬。由於結果不如我們預期的，因此，後續實驗選擇不使用樣

品堆積的方式。 
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圖 3-3  探討可偵測到標準品 proline 之最低濃度。實驗條件為： 

High voltage : + 15 kV                    Working voltage : 1.70 V 

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet、Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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圖 3-4 脯胺酸 proline 之濃度對訊號面積作檢量線圖。 
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圖 3-5  增加脯胺酸 proline之進樣時間，對電泳的影響。實驗條件為： 

High voltage : + 15 kV                    Working voltage : 1.70 V           

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet、Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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3.3.2  血漿樣品之檢測 

  根據許多文獻報導，人體血漿中所含的脯胺酸對於某些疾病是一

個重要的生物指標，例如：腫瘤[34]、慢性尿毒症等。若是為胺基酸代

謝異常之患者，其體液中的苯丙胺酸(phenylalanine)與脯胺酸(proline)

含量是高於健康的人[35]。因此，本實驗進行人體血漿樣品之分離，並

探討其最佳的分離條件。由於原倍未處理過的血漿除了胺基酸之外，

還包含了胜肽與蛋白質等會與胺基酸競爭，所以本實驗對血漿進行去

除蛋白質之處理，將血漿以梯度循環溫控器設定 95 ℃加熱 10 分鐘，

冷卻至室溫後，以 10,000 xg 離心 10 分鐘，並取出上清液，此上清液

即視為原倍之去蛋白的血漿樣品。稀釋時，會取去除蛋白質後的原倍

血漿，直接以去離子水進行稀釋。由圖 3-6 的(a)可知，原倍去蛋白之

血漿樣品濃度太高，而導致解析度變差，因此，以 10 倍比例進行稀

釋作為比較，最後使用稀釋 10 倍之血漿樣品來進行分離。在尋找到

血漿樣品之最佳解析度後，進行定性的標定，如圖 3-7 所示，遷移時

間約為 1.5 分鐘位置的確定為脯胺酸(proline)。 

 

 

 

 



87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-6  將血漿樣品進行稀釋，以探討其最佳解析度。實驗條件為： 

High voltage : + 10 kV                    Working voltage : 1.70 V           

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet、Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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圖 3-7 真實樣品-血漿之定性，標定脯胺酸 proline 出現之位置。 

實驗條件為：High voltage : + 15 kV        Working voltage : 1.70 V 

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet、Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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3.3.2.1  添加有機溶劑、篩分介質與界面活性劑 

  進行定性後，接著探討最佳化之分離條件。本實驗於緩衝溶液中

嘗試添加有機溶劑來改變移動相之組成環境，因此，在進樣端之緩衝

溶液中添加 5 % 異丙醇 Isopropanol，如圖 3-8，發現其解析度雖有變

佳，但其分離效果卻比不添加時還差，因此，最後選擇不添加異丙醇。

接著，嘗試在進樣端添加相同濃度但不相同之篩分介質-環糊精，以

增加分離選擇性，如圖 3-9，以(a)與(c)相比較，α-CD 的分離效果看

似比 β-CD 好，因此，在進樣端添加 5 mM α-CD 時，並同時於樣品中

加入 100 mM SDS 來進行分離，由圖 3-10 可發現，當樣品中添加的

SDS 越多時，雖然似乎可以分離出幾個小波峰，但波峰之間卻無法分

離的較開。而圖 3-11 為毛細管之緩衝溶液中添加 10 mM SDS 進行分

離，由於本實驗之高電壓是使用正電壓，原本預期是想藉由帶負電的

SDS 在毛細管中可以往回放電端移動，與分析物形成掃掠，以增加其

分離效果，但由實驗結果可發現，當只有進樣 10 秒時，解析度有增

加，但當進樣時間增加至 1 分鐘時，波峰卻變寬了，解析度也變得較

差，因此，後續實驗選擇皆不添加有機溶劑、環糊精與 SDS。 
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圖 3-8  於進樣端添加 5 % Isopropanol，進行分離。實驗條件為： 

High voltage : + 15 kV                    Working voltage : 1.70 V           

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) + 5 % Isopropanol 

Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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圖 3-9  於進樣端添加 5 mM α-CD、5 mM β-CD，進行分離。 

實驗條件與圖 2-15 相同。Capillary : 10 mM Tetraborate ( pH 9.0 )。 

(a)、(b) Intlet : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) + 5 mM α-CD。 

(c)、(d) Intlet : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) + 5 mM β-CD。 

Outlet : 10 mM PB buffer (pH 7.5) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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圖 3-10   於進樣端添加 5 mM α-CD，並於樣品中加入 100 mM SDS

進行分離。實驗條件為：High voltage : + 15 kV      Capillary : 40 cm                

Working voltage : 1.70 V      Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec 

Intlet : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) + 5 mM α – CD 

Capillary : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

 

 + 5 % Triton X-100 
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圖 3-11  於毛細管緩衝溶液中添加 10 mM SDS 進行分離。 

實驗條件為：High voltage : + 15 kV         Working voltage : 1.70 V           

Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec     Capillary : 40 cm 

Intlet : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) 

Capillary : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) + 10 mM SDS 

Outlet : 10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy)3
2+ 

 

 + 5 % Triton X-100 
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3.3.2.2  血漿樣品之定量與再現性 

  此實驗直接以四硼酸鈉(Sodium tetraborate)緩衝溶液進行電泳分

離，成功的在 5 分鐘內於基質複雜之血漿樣品中分離出胺類之胺基酸

訊號，並將其定性，確定訊號代表的胺基酸訊號。而在臨床檢驗中，

有文獻指出，血漿中之脯胺酸與慢性尿毒症及腫瘤有關，因此，在實

驗最後於血漿樣品中添加內標準進行定量分析[36]。由於此實驗是在具

有電滲流之電泳環境下進行分離之胺基酸樣品，因而分離時間較短，

且 Ru(bpy)3
2+/ECL 的偵測靈敏度對於二級胺的偵測能力有限，因此

在挑選內標準品時，必頇找到可以用於定量脯胺酸之樣品訊號。 

圖 3-12為於血漿樣品中添加內標準品(Internal Standard, I.S.)之電泳圖 

，而由圖(b)可以觀察到三丙基胺(tripropylamine, TPrA)與脯胺酸(Pro)

之間不含分析物之訊號，而且是血漿中沒有而且也不會干擾到其他的

訊號，因此選擇三級胺的 TPA 作為內標準品。而實驗最後使用電壓

進樣並利用樣品堆積(sample stacking)的方式，使內標準品 TPA 的最

低濃度可偵測至 1 μM，添加內標準品於真實樣品血漿中，可偵測到

的 TPA 濃度為 10 μM，如圖 3-13。 

  實驗中，學生針對與慢性尿毒症及腫瘤有關之脯胺酸進行定量，

藉由胺基酸標準品的訊號面積與已知濃度使用公式 2-1來計算其胺基

酸之相關係數(Response factor, F)。 
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Ax / [X] = F(As / [S])                                       （2-1） 

Ax 為分析物訊號之面積，[X]為分析物之濃度，F 為相關係數，As 為

標準品之訊號面積，[S]為標準品之濃度。 

  經由上述公式所計算出的相關係數 F 為 0.5621，代入胺基酸標準

品之訊號面積與已知濃度及血漿樣品之訊號面積後，即可獲得血漿中

胺基酸之濃度。而本實驗所測出的脯胺酸濃度相較於文獻中的平均濃

度來的低，為 3.16 (μmol/l)。 
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圖3-12  於真實樣品-血漿中添加標準品TPA，探討是否可與血漿樣品

分離，可作為內標準品。實驗條件為：Capillary : 40 cm 

Working voltage : 1.70 V    Injection : 虹吸進樣（siphoning）10 sec 

High voltage : + 15 kV  Intlet、Capillary : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

 + 5 % Triton X-100 
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圖 3-13   於真實樣品-血漿中添加內標準品，探討可偵測到內標準品

之最低濃度。實驗條件為：High voltage : + 15 kV    Capillary : 40 cm 

Injection : 電動進樣（electrokinetically）+ 10 kV 

Working voltage : 1.70 V；Intlet、Capillary : 10 mM tetraborate ( pH 9.0 ) 

Outlet : 10 mM PB buffer ( pH 7.5 ) + 5 mM Ru(bpy)3
2+

  

       + 5 % Triton X-100 
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3.4 結論 

  本實驗以 Ru(bpy)3
2+/ECL 作為偵測系統，且在具有電滲流之電

泳環境下進行毛細管電泳，並透過毛細管電泳分離方法中的毛細管驅

動電泳，使用 10 mM Sodium tetraborate (pH 9.0)緩衝溶液來進行毛細

管電泳，成功地於 5 分鐘內將血漿樣品中之脯胺酸與其他胺類化合物

分離出來。除了成功的將脯胺酸分離出來並進行定量之外，實驗最後

使用電壓進樣並利用樣品堆積(sample stacking)的方式，使內標準品

TPA 的最低濃度可偵測至 1 μM，並於真實樣品血漿中加入 TPA，可

偵測到的TPA濃度為10 μM。而脯胺酸的最低濃度亦可偵測至1 μM，

其偵測極限為 0.17 μmol/l。本實驗相較於雷射誘發螢光、發光二極體

誘發螢光，提供了簡單(裝置簡易，容易配製之緩衝溶液)、成本低(自

製 ITO 電極的化學反應槽作為偵測器)、樣品需求量低及高解析度、

分析時間短等優點的分離方法。此偵測系統常被使用於免疫分析與

DNA 檢測上，而體液中游離的脯胺酸含量，對於腎功能不全或慢性

尿毒症患者是一個重要的生物參數，因此，確切的知道體液中的脯胺

酸含量，有助於我們了解身體健康狀況。若是此分離方法在未來能尋

找到適合的修飾電極方法，以提高偵測靈敏度及穩定性、增加 ECL

強度或是可以結合其他的儀器，提高選擇性及增加其廣泛性，即可應

用於體液與癌症上，對於偵測微量的生化樣品亦有所幫助。 
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