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一、簡介

近年來，生物物理化學在自然科學的研發中日

趨重要。舉凡在光合作用中電荷分離、電子傳遞到

質子轉移，對於研發日光能量的儲存與運用是極重

要 的 ； 蛋 白 質 摺 疊 中 氫 鍵 效 應 與 疏 水 性

(hydrophobic) 作用對結構與功能之影響；DNA 分

子結構與藥物分子或蛋白質的交互作用與其功能的

相關性等，都與生物科技的發展息息相關，這些都

是二十一世紀初極重要的研究方向。要對這些反應

有深入的認識，就得回歸到基礎的研究：分子認知

(recognition)。分子認知是研究分子功能的基本課

題，而分子結構當然與分子認知以及分子功能都有

密切關係。本文將介紹兩組實驗：凝血酵素

(thrombin) 與特定 DNA 序列的認知，以及酵母中

Cdc13p 酵母蛋白與其 DNA 端粒 (telomere) 序列之

將染料分子鍵接在特定 DNA 序列的五端，根據其衛星燒孔光譜的變化探討 DNA 與蛋白質間

的認知機制。在凝血酵素與特定 DNA 序列的認知，以及酵母中 Cdc13p 酵母蛋白與其端粒序

列的認知之實驗結果顯示：適當的 DNA 結構是蛋白質認知的重要因素。
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認知。實驗方法則是先將一染料分子 (bodipy) 鍵接

在特定的 DNA 序列，根據染料分子的衛星燒孔光

譜 (satellite hole spectroscopy) 在不同環境中之變

化，探討 DNA 與蛋白質的認知機制。

二、DNA－蛋白質的認知

凝血酵素在血液凝結中可能引起冠狀動脈栓塞

與腦溢血型中風等疾病 (1)，因此如何抑制血液凝

結，減低血管栓塞的形成，成為今日重要的研究主

題。Bock 研究群(2)首先在一系列的 DNA 中，發現

凝血酵素可以認知特定之單股去氧核核甘酸序列

(d(G2T2G2TGTG2T2G2)，aptamer，文中以 Apt 代表

之)，經由耦合造成血液凝結時間的延長，其反應

機制可能與 Apt 的特殊結構有關。經由 NMR(3) 與

X-ray(4) 的研究，發現 Apt 具有非常穩定的單分子

四股結構 (如圖 1(a))；包含由一個 TGT 與兩個 TT

所形成的圈環相連接的兩個 G-quartet。有趣的

是，在 DNA 的端粒中也會具有類似的四股結構，

分子生物
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例如在 Oxytricha 的 DNA 端粒重複序列 d(G4T4)。

已知 d(G4T4G4) 序列 (在文中以 Oxy 代表之)，可以

經由其髮夾式雙分子聚合成不同結構的四股異構物

(如圖 1(b) 與(c))(5,6)。為了比較 Apt、四股、雙股等

不同的去氧核甘酸序列與凝血酵素之作用，另一組

單分子髮夾式雙股結構：d(GCGCT4GCGC) (在本

文中以 HD 代表之) 也被用來探討 Apt 與凝血酵素

的認知機制(7)。

為了進一步探討 DNA 結構對於蛋白質認知的

重要，我們研究酵母 (yeast) 的端粒序列

(d(TGTGTG3TGTG2TG)，文中以 YT 代表之) 與

Cdc13p 酵母蛋白之認知作用(8,9)。首先將 bodipy 分

子鍵接在 YT 序列的五端，由於 bodipy 分子與 YT

序列的耦合作用，干擾了 YT 序列的結構(10)，因此

有可能影響 Cdc13p 與 YT 的認知作用。本文中，

我們將介紹衛星燒孔光譜作為偵測方法來探討

DNA 與蛋白質的認知機制。

三、衛星燒孔光譜

染料分子與溶劑的作用一般可由紫外—可見光

的吸收光譜作初步的判定。在不同的溶劑環境中，

可經由譜線的位移、頻寬及強度的改變而探討其間

交互作用。但是吸收光譜經常受限於非均相增寬

(inhomogeneous broadening)，以致其實用性降低。

持久性燒孔光譜(11,12) 是一種消除譜線非均相增寬的

方法。在低溫下，利用頻寬小於吸收譜線頻寬的雷

射光激發樣品，使溶質產生光反應，造成與雷射光

頻率相同躍遷能階的分子減少，致使吸收光譜上產

生凹陷，稱之為燒孔光譜。燒孔的頻寬取決於雷射

光的頻寬與吸收譜線的均相增寬。通常燒孔的解析

度要比吸收光譜好上約千倍。有關持久性燒孔光譜

的實驗方法與應用，可以參考筆者先前的介紹性論

文(13)，以及這個領域傑出學者的回顧性論文(14-18)。

經由燒孔方式所提供的激發態振動光譜是在

1977 年由兩組研究群所提出(19,20)。當雷射光的波長

被調至非均相增寬的藍邊 (高能階)，該雷射波長可

以與數個甚至數十個不同的電子激發態的振動能階

相吻合。經由在高能階的振動能量的迅速消散，造

成在吸收光譜的紅邊 (低能階) 產生一系列的非共

振 (衛星) 燒孔譜線。衛星燒孔譜線的波長與雷射

波長的差值提供了符合 Franck-Condon 原理之電子

激發態的振動能階。相對之，每一條衛星燒孔譜線

都可被視為其共振燒孔譜線的電子躍遷。因此衛星

燒孔譜線的強度可大幅提昇 (21,22)。很可惜的，這項

特質在過去並未被重視，主要是因為長久以來，光

譜燒孔的方法過於著重在頻域光碟的發展。筆者近

年來致力於將衛星燒孔光譜發展成為研究激發態分

子振動的普遍光譜方法。

衛星燒孔光譜對於研究分子在激發態的振動光

譜是非常有用的，不僅可以提供互補於紅外線和拉

曼共振光譜的資訊，且由於其具有選位能力與高解

析度，更適用於研究非晶相固態中主客分子間耦合

作用及其反應機制 (21,22)。近年來，我們研發衛星燒

孔光譜的獨特性，首次將衛星燒孔光譜應用在研究

染料分子中官能基與溶劑分子間的耦合作用 (23-25)。

在 9-aminoacridine 與 thionin 的幾何異構物之研究

中，明確地強調衛星燒孔光譜的獨特性。特別是互

變異構物的結構差異，可經由特定振動能階的位

移，反映在衛星燒孔光譜而得到肯定的辨識。另外

由於燒孔光譜特有的累積性，可以用來鑑定光反應

的產物，進而研究光化學的反應機制。結果顯示氫

鍵效應在激發態電子轉移帶動質子交換過程中扮演

了重要的角色。

由於衛星燒孔光譜的高解析度與靈敏度，可以

用來辨識結構的差異。我們是國際上第一個將衛星

燒孔光譜應用於研究染料分子與 DNA 的交互作用

的研究團隊 (26,27)，特別是耦合模式與構形變化的探

討。由於染料分子在不同 DNA 序列的作用下，可

能會產生不同的衛星燒孔光譜，而這些特定振動模

的改變，可以提供耦合位置與其結構的資訊 (28-32)。

圖 1.四股結構與不同結構的四股異構物。
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不同的分子可經由嵌入 (intercalation)、溝槽

(groove binding)、共價鍵接 (covalent binding) 與

DNA 作用。我們的實驗結果顯示：對於嵌入在

DNA 序列中的 9-aminoacridine 與 thionin，衛星燒

孔強度均大幅下降；但是譜線漂移則不明顯 (28,29)。

至於染料 (DODC+) 在溝槽中，則觀察到少數低頻

的振動譜線之漂移 (30)。在研究 bodipy 分子鍵接

d(G10) 與 d(T10) 核甘酸鏈的實驗中，衛星燒孔光譜

顯出極大的差異(31)。前者僅在燒孔強度上有明顯的

減弱，後者在某些特定的振動模上有大幅的變化。

實驗結果說明衛星燒孔的變化可以提供 bodipy 分

子與鍵接核甘酸鏈的耦合位置。本文中，我們將利

用衛星燒孔的變化來探討 DNA 與蛋白質認知的機

制。

四、實驗結果

由於本文的重點是利用鍵接 bodipy 分子在不

同的單股核甘酸序列，經由其衛星燒孔光譜的變化

來研究 DNA－蛋白質的認知機制。Bodipy-DNA

序列之複合物的配製與純化可參考文獻 (27,32)。使用

HPLC (Shimadzu, SCL-6A) 配備二極體排列 (diode

array) 偵測系統 (SPD-M10A) 來分離樣品的混合

液。利用在 260 nm 與 590 nm 的光吸收相對強度，

鑑定與純化經由 HPLC 在不同時間收集的溶液。

我們例舉 bodipy-d(T10) 之化學結構，如圖 2 所示。

為了說明衛星燒孔光譜的優越性，以及強調

bodipy 分子中活性較強的振動模，圖 3 是 bodipy、

bodipy-d(T10) 和 bodipy-d(G10) 溶在甘油與水的溶劑

(體積比 5：4) 中之衛星燒孔光譜。我們將樣品由

室溫直接放入液態氦 (約 4.2 K)，實驗溫度約在 6

K。我們用一自組的同步激發染料雷射進行燒孔實

驗。光子能量約 2.5 µJ，在波長為 580 nm 照射 10

分鐘。比較圖 3 中的 bodipy 與 bodipy-d(T10) 之衛星

燒孔光譜，觀察到有非常明顯的譜線變化，特別是

頻率為 590 cm–1的衛星燒孔在 bodipy-d(T10) 的光譜

中完全消失。經由振動模的理論計算與相關分子的

實驗結果對應比較分析(31)，這 590 cm–1 的衛星燒孔

是與 bodipy 中 N2BF2 之振動模的運動有關。而這

個振動模的變化肯定與 d(T10) 之耦合作用有關。但

是在 bodipy-d(G10) 之衛星燒孔光譜中，除了譜線的

強度降低些，就沒有明顯的變化。由於單鏈的

d(G10) 可以經由 Hoogsteen 方式的氫鍵形成雙股，

進而可形成 G-quartet 的四股較穩定結構 (33)。我們

預測 bodipy 可能在 d(G10) 之外
(32)，因此光譜中沒有

呈現 bodipy 與 d(G10) 之特定耦合。至於在 bodipy-

d(T10) 中，由於 d(T10) 容易形成捲曲，進而 bodipy

之芳香環會與 d(T10) 耦合作用形成圈環 (loop)。所

以在光譜中，與耦合位置相關的譜線會有所改變。

明顯的，衛星燒孔光譜可被用來鑑定染料分子對

DNA 的耦合位置與其染料—核甘酸鏈複合體結構

之變化。

我們進而將 bodipy 鍵接在 Apt 序列的五端。

圖 4 是 bodipy/thrombin、bodipy-Apt 與 bodipy-

Apt/thrombin 在甘油水溶劑中之衛星燒孔光譜。其

圖 2. Bodipy-d(T10) 的化學結構。

圖 3. (a) bodipy、(b) bodipy-d(T10)、(c) bodipy-

d(G10) 在甘油水溶劑中之衛星燒孔光譜。部分

衛星燒孔由激發態振動能階所標示。
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中前二者的衛星燒孔光譜相似，並類似與 bodipy

之光譜。顯示 bodipy 並未受到凝血酵素的干擾，

同時 bodipy 鍵接在 Apt 序列，似乎也未受到 Apt

明顯的影響。但是在 bodipy-Apt/thrombin 的光譜

中，發現原先在 590 cm–1 的衛星燒孔漂移到 595

cm–1。由於 bodipy 沒有受到 Apt 之影響，換言之，

Apt 的結構也可能沒有因為 bodipy 而有明顯的變

化，因此凝血酵素仍然可以認知 Apt。由於 bodipy

具疏水性，經由凝血酵素對 Apt 之認知作用，使得

鍵接在 Apt 上的 bodipy 會傾向凝血酵素，進而產

生耦合作用。根據 bodipy/thrombin 之光譜，並未

發現 590 cm–1 衛星燒孔的漂移。我們相信雖然 590

cm–1衛星燒孔漂移到 595 cm–1是由於 N2BF2的振動

模受到凝血酵素之影響所造成，但主因卻是由於凝

血酵素對 Apt 之認知作用所誘導的(7)。

已經知道 Apt 可以形成單分子四股結構。為了

探討凝血酵素對 Apt 之認知機制是由於序列或是結

構，我們進而比較 bodipy-HD 與 bodipy-Oxy 在凝

血酵素中之衛星燒孔光譜。這是因為前者只能形成

單分子髮夾式的雙股結構(34)，後者卻能形成雙分子

髮夾式四股結構。圖 5 是 bodipy-Oxy、bodipy-

Oxy/thrombin、bodipy-HD 與 bodipy-HD/thrombin

之衛星燒孔光譜。結果顯示： 590 cm–1的衛星燒孔

在 bodipy-Oxy 光譜中沒有明顯的變化；但是當其

在凝血酵素中則漂移至 595 cm–1。這個光譜現象和

bodipy-Apt 及其在凝血酵素中類似。但是 bodipy-

HD 之衛星燒孔光譜與其在凝血酵素中的光譜則沒

有明顯差異。說明 G-quartet 的特殊結構，極可能

是 Apt 與 Oxy 被凝血酵素認知的主要因素(7)。我們

希望經由認知的特異性，可以提供藥物設計的資

訊，或許有助於控制血液凝結之病症。

由於在實驗中發現凝血酵素對 Apt 的認知與結

構有密切關係，我們選擇研究另一系統：酵母 YT

序列與 Cdc13p 酵母蛋白之認知作用 (7,8)。圖 6 是

bodipy-YT 與 bodipy-YT/Cdc13p 在甘油水溶劑中之

衛星燒孔光譜，顯示 bodipy-YT 與 bodipy-d(T10) 之

圖 4. (a) bodipy/thrombin、(b) bodipy-Apt、(c)

bodipy-Apt/thrombin 在甘油水溶劑中之衛星

燒孔光譜。

圖 5. (b) bodipy-Oxy、(b) bodipy-Oxy/thrombin、(c)

bodipy-HD、(d)  bodipy-HD/thrombin 在甘油

水溶劑中之衛星燒孔光譜。

圖 6. (a) bodipy-YT 與 (b) bodipy-YT/Cdc13p 在甘

油水溶劑中之衛星燒孔光譜。



43科儀新知第二十二卷第五期 90.4

衛星燒孔光譜相似。說明當 bodipy 共價鍵接 YT

時，bodipy 之芳香環會與 YT 耦合形成圈環。進而

可能改變 YT 原來的結構。我們希望經由 YT 結構

的變化，判別 Cdc13p 認知 YT 的機制是取決於序

列或結構。在圖 6 中，bodipy-YT 之衛星燒孔光譜

與其在 Cdc13p 中的光譜沒有明顯差異。有可能是

Cdc13p 喪失了認知 YT 之能力。我們進而在電泳

的實驗中，證實 Cdc13p 失去了對 bodipy-YT 認知

的能力 (10)。根據兩組 DNA—蛋白質的認知作用之

實驗結果，我們相信適當的 DNA 結構是蛋白質認

知的重要因素。

五、結論

我們的實驗結果說明：將一高靈敏度的染料分

子鍵接在特定 DNA 序列，經由其衛星燒孔的變

化，可以提供一個有效的實驗方法來鑑定 DNA－

蛋白質的認知作用。事實上，只要有一個夠靈敏的

振動模 (如 N2BF2 of bodipy) 就足以作為偵測系統的

探針。實驗結果顯示：染料分子鍵接在 DNA 序

列，有可能會直接干擾序列之結構，進而影響序列

與蛋白質之認知。另一方面，若是染料分子與其鍵

接序列沒有明顯的作用，則染料分子可能會因蛋白

質認知鍵接序列而靠近蛋白質，進而產生耦合作

用，造成特定衛星燒孔的譜線漂移。結果顯示，適

當的 DNA 結構是蛋白質認知的重要因素。由於衛

星燒孔的實驗方法具有選位能力與高靈敏度，因此

極有潛力發展成為一些基因疾病的診斷方法。

DNA 端粒序列在生命科學上有極重要的地

位。DNA 端粒是由重複的 G-rich 序列所組成。而

四股 G-rich 序列可形成特殊的結構，四個 G-base

可形成一環狀的平面結構：G-quartet。當 DNA 尾

端未形成 G-quartet 時，將導致染色體的不穩定。

在 DNA 複製過程中，其尾端的序列需要有特定的

端粒酵素 (telomerase) 來重建。有趣的是：在正常

細胞中很少發現端粒酵素。相反的，在幾乎所有的

癌細胞中都有端粒酵素。科學家也發現當尾端的

G-rich 變短時，與老化有密切的關係。因此研究

DNA 端粒成為今日重要的課題之一。我們希望藉

由不同染料分子或藥物分子對特定結構的 DNA 端

粒與 DNA 結合蛋白酵素之認知，探討分子結構與

耦合位置的相關性，進而研究耦合作用對藥物功能

與 DNA 結構之影響。這將是衛星燒孔光譜可以發

展的另一方向。
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