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一、前言

奈米材料在現今奈米科技領域當中佔相當重要

的部分，奈米材料的顆粒尺寸定義為 1－100 nm，

常見的奈米材料有奈米粒子 (nanoparticles)、奈米

纖維 (nanofibers)、奈米薄膜 (nanofilms)、奈米塊體

(nanobulks) 及奈米管 (nanotubes) 等，其中又以奈

米粒子的研發與應用最受重視，利用奈米粒子尺寸

小與表面積大等優勢，結合生物分子的專一辨識

性，可用於生醫檢測，發展成為感應系統或影像顯

功能化奈米粒子結合質譜儀之生物分
子檢測平台的發展及應用
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奈米材料的發展與應用在近年於不同領域的研究中皆有很成功的結果，其極小的尺度優勢大

幅度提昇了反應時的靈敏度及效率。尤其在生物感測分析的開發與應用上，奈米粒子更是在

受質的辨認與純化上扮演極為關鍵的角色。配合在生物大分子分析上極為重要的基質輔助雷

射脫附質譜儀的分析，可建立一個快速、準確的檢測平台。從大如細胞到小如蛋白質及小分

子的萃取與鑑定，此一平台都展現相當優異的能力。在本文中，將針對目前台灣數個團隊在

此領域的優異研究成果進行介紹，並詳細討論本實驗團隊所發展之奈米探針結合親和性質譜

分析平台 (NBAMS) 在幾個重要領域的研究成果。

In recent studies, nanomaterials show the excellent performance in diverse fields. Due to the high
surface area to volume ratio, nanomaterials obviously improve the sensitivity and efficiency compared
with conventional micro-scaled materials. Combined with matrix-assisted laser desorption/ionization
mass spectrometry (MALDI), functionalized nanoparticles established a rapid and reliable platform
for various biomolecules extraction and analysis, from cell to protein and small molecule. In this
article, we will introduce several important works done by Taiwan research groups and the new
developed technique “nanoprobe-based affinity mass spectrometry” (NBAMS) by our group. 
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影試劑，這些應用可幫助了解生物反應動力學與複

雜性，並監測多種蛋白與細胞的相關作用。另外在

免疫分析醫學治療的應用，如藥物攜帶的載體以及

傳遞等方面，也都具有相當成功的研究成果
(1)

。

在分析檢測上儀器則扮演非常重要的角色，其

中質譜儀方法在近十年來有相當快速的發展，在游

離方法的開發、偵測的靈敏度、解析度或精確度方

面都有十足的進步，而能提供愈來愈多的應用，如

以質譜為基礎的蛋白質體學研究，已有非常顯著研

究成果的相關應用，因此結合奈米粒子和質譜儀也

成為化學家們努力的目標。相較於傳統上使用的微

粒子 (microbead)，奈米粒子與標記蛋白質的尺度

相當，故可以提供更佳反應均勻性以及更大的總表

面面積與體積的比，還有更強的多價性作用

(multivalency)，因此結合奈米粒子質譜儀在蛋白質

檢測上可提供更高的偵測靈敏度，於是近些年愈來

愈多的研究著重在結合奈米粒子與質譜儀分析技

術，以發展高效率且專一的生物分子檢測方法。本

文主要介紹目前台灣相關的研究成果
(2)

。

癌症對於人類的危害與影響日益嚴重，各領域

的專家無不致力於醫學診斷與治療方面相關的研

究，雖然癌症被認定是一種基因疾病，然而蛋白質

是直接影響基因表現的基本因素之一，如蛋白質能

控制細胞的生長。許多相關的研究結果顯示細胞在

蛋白質表達過程中所具有的差異性，對於癌症的發

展息息相關，因此蛋白質生物標定在疾病的診斷上

是相當重要的，故本文著重於功能化奈米粒子結合

質譜儀在目標蛋白質的相關研究。

二、奈米質譜生醫檢測平台

1.奈米材料之特性及優勢
在近期奈米材料的研究發展範疇中，奈米粒子

主要可分為三種，說明如後。(1) 非金屬奈米粒

子，如樹枝狀分子 (dendrimer) 組成的奈米粒子或

高分子奈米粒子具有好的生物分解性。(2) 半導體

奈米材料又可分為元素組成的奈米粒子，主要以矽

和鍺為代表，化合物半導體材料則有 TiO2、CdSe

和 CdS 等，而 CdSe 和 CdS 所構成的奈米粒子又

稱為量子點 (quantum dot)，利用其所表現出的特殊

光學特性：如較寬的激發波長、狹窄且對稱的放射

光譜和量子產率高，量子點和蛋白質、胜或抗體

等生物分子結合後，能有效的應用於活體顯影及生

物感測
(3)

。(3) 金屬奈米粒子，如常見的金、銀、

氧化鐵等，在本文中將著重於金奈米粒子 (gold

nanoparticles) 與 磁 性 奈 米 粒 子 (magnetic

nanoparticles) 的介紹。由於金奈米粒子具有表面電

漿共振 (surface plasmon resonance, SPR) 的現象，可

以增加光的吸收和散射，隨著金奈米粒子直徑增

加，其表面電漿共振帶會位移到較高的波長，因此

改變粒子的大小可以在可見光的範圍內得到不同的

顯影顏色，若改變表面電漿共振帶位移到近紅外線

的區域，則金奈米粒子可應用在活體中顯影，對於

生物和細胞在癌症的診斷和光熱療法，具有高效能

的顯影，故可藉由金奈米粒子與抗體結合到癌細胞

的受體上來標記特定的分子
(1)

。金奈米粒子表面能

藉由靜電作用力促使帶電的配位子能容易固定於粒

子表面，這有助於粒子表面修飾上各種不同的生物

分子。如圖 1(a)，藉由化學還原法製備金奈米粒子

的同時加入檸檬酸鹽 (citrate)，則粒子表面所露出

帶負電荷的檸檬酸鹽，便能有效的和免疫血球素 G

(immunoglobulin G) 上帶正電荷的胺基酸分子產生

靜電吸附力。此外，金奈米粒子可藉由化學吸附力

和硫基分子形成穩定的硫－金鍵，將功能性的分子

修飾於金奈米粒子表面，圖 1(b) 以半胱氨酸

(cysteine) 為例，支鏈上的硫基分子和金奈米粒子

圖 1.在金奈米粒子表面修飾生物分子。(a) 利用靜

電吸附力將表面修飾為蛋白質。(b) 蛋白質支

鏈上的硫基分子可和金奈米粒子形成硫金鍵

結，而將蛋白質裝配在奈米粒子上
(3)
。
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表面作用，而產生蛋白質包覆金奈米粒子，因此採

用相同的方法亦可將甘露醣或半乳醣等裝配於金奈

米粒子上，並應用於各式各樣探針
(3)

的發展。

另外，磁性奈米粒子能夠受到大家的注意，主

要的原因之一是具有高表面原子數，粒子總表面面

積與體積的比增加，利用此特性將奈米表面功能化

時，達到多重價作用的效果，所以表面修飾的磁性

奈米粒子可廣泛的運用於催化 (catalysis)、生物標定

(biolabling)，以提升反應的效率。尺寸大小會影響氧

化鐵所構成之奈米粒子的磁鐵特性，當粒子介於

10－20 nm 時會表現出超順磁 (superparamagnetic) 特

性，且修飾後的磁性奈米粒子於水溶液中具有好的

分散性 (high dispersion)，形成磁性流體 (magnetic

fluids)，在無外加磁場下並無自發性磁偶極，但在

施以外加磁場後，液體內奈米粒子的磁矩會傾向沿

著外加磁場的方向而產生磁偶極，移除外加磁場

後，又再度呈現零磁偶極的狀態。因此在使用上磁

性奈米粒子更具有容易分離的優勢，有別於其他奈

米粒子需藉助高速離心方法才能達到分離效果，能

夠節省等待分離時間，同時避免其他大分子在分離

時的干擾，可以有效的應用在生物分離方面，如純

化微量的生物分子磷酸化蛋白質、胜片段和醣蛋

白等。此外磁性奈米粒子亦可應用於核磁共振影像

(magnetic resonance imaging) 的相關研究上
(1)

，奈米

粒子會改變生物體內局部的磁場，並影響橫向的鬆

弛時間 (T2) 而提高影像對比的效果，成為好的顯

影劑
(4)

。

2.質譜儀於生物大分子之偵測
質譜技術在 20 世紀初即已問世，但受限於生

化分子本身不耐高溫與低揮發性的性質及與當時的

樣品離子化方法不相容，質譜技術於生物分析領域

上的應用受到諸多限制。直到八零年代末期出現兩

種突破性的軟式樣品離子化方法：電噴灑游離法
(5)

和基質輔助雷射脫附游離法
(6)

，以生物質譜技術為

主的分析平台才得以被應用於生物化學及生物醫學

等研究領域。如今隨著質譜儀器不斷地改良研發，

再加上基因體及蛋白質體學的蓬勃發展，以質譜儀

偵測不同的生物大分子，例如胜片段或蛋白質分

子等，逐漸成為常規的鑑定方法之一，以質譜儀為

主的技術平台已成為生命科學研究的主力工具之

一。

簡單而言，質譜儀可以視為一種能夠量測分子

等級質量的 磅秤 ，由於不同的原子、 分子各有

其獨特的質量 (分子量)，藉由高準確度的質譜儀進

行帶電離子的量測，可以分離、辨認出各種不同的

分析物。質譜儀的硬體構造基本上可以區分成五大

部分：(1) 樣品進樣區：待分析樣品由此處進入儀

器中進行偵測。(2) 樣品游離源：樣品於此區域藉

由 不 同 的 游 離 方 法 ， 例 如 ： 電 噴 灑 游 離 法

(electrospray ionization, ESI）、基質輔助雷射脫附

游離法 (matrix-assisted laser desorption/ionization,

MALDI)，使待測樣品轉換成氣相帶電離子。(3) 質

量分析器：帶電的樣品離子進入質量分析器後，在

電場、磁場等物理力量的作用下進行分離。(4) 偵

測器：通過質量分析器的帶電樣品，將由偵測器測

得不同離子的質荷比 (mass-to-charge ratio, m/z)。(5)

資料處理系統：藉由所測得的質荷比即可推算出分

析物的原始質量大小。前面所提及的質譜技術的突

破性發展就在於軟式樣品游離源的開發，使化合物

不容易在游離化過程中裂解成片段，進而得以偵測

到完整的生化分子訊號。

其中於 1987 年由 Tanaka 及 Hillenkamp 兩個研

究團隊所提出的基質輔助雷射脫附游離法
(6)

是最常

被使用的游離方法之一。此種游離方法藉由分析物

與過量基質 (matrix) 的均勻混合後，將少量混合液

點至金屬樣品盤上使其自然風乾，形成一分析物－

基質的共結晶體，再以雷射光束激發此結晶體，由

於結晶中的基質會吸收雷射光能量，產生質子，並

從樣品盤上脫附，此過程會同時將分析物脫附氣

化，產生氣相帶電離子，以進入質量分析器中進行

偵測 (圖 2)。時至今日，科學界對於基質輔助雷射

脫附游離法的離子產生機制仍不十分清楚，實際操

作上通常根據經驗法則，針對不同特性的分析物來

選擇適宜的基質使用，例如胜和蛋白質通常使用

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid 作為基質；此外，

雷射光源的波長也是選擇基質時必須考慮的要素。

除了胜和蛋白質偵測外，基質輔助雷射脫附游離

法也已被用於細菌與胺基酸等方面的研究上。
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近年來結合了飛行時間質量分析器 (time-of-

flight analyzer, TOF analyzer) 的基質輔助雷射脫附

游離飛行時間質譜 (MALDI-TOF MS)，因為其具

備的高準確性、高靈敏度、樣品耐鹽度較高、分析

快速及可自動化操作等特質，MALDI-TOF MS 已

是目前最廣為應用於生化分析上的質譜技術之一。

胜指紋鑑定 (peptide mass fingerprinting, PMF) 是

MALDI-TOF MS 最常用於蛋白質身分鑑定的應

用。將純化後的蛋白質以辨認特定胺基酸切點的水

解酵素進行消化反應 (digestion)，例如胰蛋白

(trypsin) 會在精胺酸 (arginine, R) 與離胺基酸

(lysine, K) 的 C 端進行反應，由於每個蛋白質都以

其獨特的胺基酸排列方式組合而成，進行酵素水解

所得到的胜片段也會各有不同的質量，這些質量

分布將隨著蛋白質的不同而具有特異性，藉著與電

腦資料庫中已知序列的蛋白質做比對，加上利用統

計方法找出最有可能產生相同胜質量分布圖，即

可初步鑑定出未知蛋白質的身分。

3.奈米粒子與質譜儀在生物分子檢測之應用
奈米粒子材料的製備與應用在近年來有大幅度

的進展，除了在奈米尺度與形狀及均勻度的控制

外，發展具專一性及高靈敏性的功能化奈米粒子更

是在新開發之奈米生醫研究中扮演相當關鍵的角

色。藉由奈米粒子本身高表面積對體積比的特性，

可以在奈米粒子表面裝配上高密度的探針生物分

子，以進行特定的辨認、親和強度或相關分子作用

研究。藉由物理吸附、靜電作用力、共價鍵結或專

一性辨識等作用力，許多有趣的生物分子可被裝配

於各種材料的表面，而這些生物分子所展現的專一

辨識性與互補作用力，例如抗原與抗體的免疫親和

反應、DNA 的雜交反應、酵素與受質的專一辨

認、醣分子與醣結合蛋白質 (lectin) 的親和結合作

用等，在檢測的應用上皆扮演相當重要的角色。本

實驗室在 2002 年發表於美國化學學會會誌中，以

甘露醣 (mannose) 修飾之金奈米粒子和大腸桿菌之

纖毛 (type 1 pili) 上的 FimH 蛋白質之專一結合性來

證明醣包覆奈米粒子對特定細胞分子的專一辨認

性，其中甘露醣包覆之金奈米粒子製備流程及設計

概念，如圖 3 所示。

配合穿透式電子顯微鏡 (TEM) 的偵測，可以

清楚觀察到吸附於細菌表面的金奈米粒子。如圖 4

所示
(7)

。相對地在實驗控制組，即不具有 FimH 蛋

白質的大腸桿菌纖毛上，則不會有任何金奈米粒子

附著的圖像。

此研究證明奈米粒子配合適當的探針分子即可

表現出優異的專一辨認能力並有效的與目標分子反

應。發展能更快速檢測特定待測目標物的新技術平

台一直是生物分析研究發展上的重要工作之一，如

上述對近幾十年來質譜儀分析技術的發展介紹，質

譜分析確實為一個相當準確且具大量樣品分析能力

的工具。開發結合質譜儀分析技術的方便性與奈米

圖 2.基質輔助雷射脫附游離法。
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圖 3.在金奈米粒子上修飾甘露醣： (a) Ac2O,

pyridine, DMAP, 90%，(b) HBr/HOAc, 80%，

(c) 4-pentenyl alcohol, Hg(CN)2, 88%，(d) HSAc,

AIBN, dioxane, 80%，(e) NaOMe (cat.), MeOH,

97%，(f) HAuCl4, NaBH4
(7)
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粒子的操作便利、高反應性等優點，相信能提供一

個嶄新的高靈敏度及高準確性的生物分子檢測平

台。在此方面的研究中，國立交通大學應用化學研

究所陳月枝教授實驗室發展了將人類免疫球 G

(human immunoglobulin G, IgG) 以共價鍵結的方式

修飾在金奈米粒子與磁性奈米粒子表面，細菌細胞

壁上的蛋白質 A (protein A) 能夠選擇性的與人類免

疫球 G 上的 FC 區域結合，因此修飾人類免疫球 G

的奈米粒子便成為一種親和性探針，可從樣本溶液

中收集微量存在的細菌，磁性奈米粒子在外加磁鐵

下可快速的從樣品溶液中分離，接著利用質譜儀技

術鑑定出經由專一性作用力留在奈米粒子上的目標

細菌
(8)

。再進一步發展廣用的細菌辨認分離探針，

則 利 用 大 家 所 熟 知 的 抗 生 素 萬 古 黴 素

(vancomycin)，利用它會和格蘭氏陽性 (gram-

positive) 細菌細胞壁上末端的 D-Ala-D-Ala 部分進

行專一性結合，陳月枝教授實驗室把萬古黴素固化

在奈米粒子上形成一針對格蘭氏陽性細菌有專一辨

識的親合性探針，如圖 5。再透過基質輔助雷射脫

附游離法質譜儀分析，這樣的分析技術有效的降低

細菌內其他蛋白質或代謝物在分析上所造成的干

擾，其結果如圖 6 所示
(9)

。

除了細胞等級的分子辨認，本實驗室與中央研

究院化學研究所陳玉如教授實驗室也將奈米粒子和

質譜儀的結合應用在免疫分析上，利用表面修飾抗

體的磁性奈米粒子設計為有效的免疫親和性探針，

即使在極微量的濃度下，能夠偵測人類血清中數種

和疾病相關的蛋白質抗原，省略了沖提的步驟，而

直接以基質輔助雷射脫附游離法質譜分析技術，可

快速比較胃癌病患與健康個體血清中目標蛋白質含

量的不同，有效且快速的促使篩選多樣性的抗原與

描述抗原間的差異性
(10)

。

另外，表面修飾抗體的奈米粒子再加以修飾較

短鏈的 methoxyethyl-terminated ethylene glycol 保

護，可以改善在免疫分析上存在的非專一性結合
(11)

，相關的研究結果在下面第三部分有更詳細的介

紹。在另一方面，國立台灣大學化學系張煥宗教授

發展利用類紅外線吸收的金奈米粒子為具有選擇性

的探針和基質，藉由表面輔助雷射脫附游離技術

圖 4. (a) 穿透式顯微鏡下可以清楚觀察到吸附於纖

毛第一型大腸桿菌 (type 1 pili) 表面的金奈米

粒子。(b) 不表達 Fim H 蛋白質之纖毛第一型

大腸桿菌與金奈米粒子反應後無奈米粒子吸

附之圖像。
(7)

圖 5.

表面修飾有萬古黴素的磁性奈米粒

子與細菌細胞壁上的 D-Ala-D-Ala

末端部分利用分子間氫鍵結合。
(9)

(a) (b)

bacterium

Fe3O4

bacterium



71科儀新知第二十九卷第四期 97.2

(surface-assisted laser desorption/ionization mass

spectrometry) 分析所偵測到的 aminothiol 化合物，

如麩胱甘 (glutathione)、半胱氨酸和高半胱氨酸

(homocysteine)，當金奈米粒子和 aminothiol 化合物

結合後，金奈米粒子會聚集，進而導致顏色及螢光

的變化，在實驗控制組中，若無 thiol 支鏈的胺基

酸，如精胺酸 (arginine) 存在，則不會使金奈米粒

子聚集。因此待分析的樣品和金奈米粒子作用後，

沉澱的部份即是含有 aminothiol 的金奈米粒子，此

法可運用於紅血球細胞中 GSH 與血清中的半胱氨

酸偵測分析，配合質譜譜圖的分析可以提供較快速

的醫學診斷，如圖 7 所示
(12)

。

除了常見的磁性奈米粒子及金奈米粒子被設計

成專一探針，在分析檢測上有相當好的成效，具高

化學穩定性及生物容忍度的鑽石奈米粒子也被應用

在生物分析上，中央研究院原子分子研究所張煥正

教授實驗室在鑽石奈米粒子表面包覆聚離胺酸

(polylysine) 分子，利用離胺基酸 (lysine) 帶正電的

特性和酵母菌 cytochrome C 的表面負電荷產生良

好的親合性，如圖 8 及圖 9 所示
(13)

。在此研究中也

提到，奈米粒子在分析上優於微粒子的，主要為奈

米粒子具有高表面積對體積比，是微粒子的三倍，

於質譜分析時，雷射吸收和離子化的過程中所受到

的干擾比較小，另外，奈米粒子和 LDI 基質可以

形成較完整的結晶，可以減少樣品的損失，結合此

奈米粒子和質譜技術運用在人類血清中蛋白質分析

研究上，提供了高靈敏度，且操作簡單化，為臨床

上具有潛力的診斷工具。

將奈米粒子結合質譜的概念應用至蛋白質體學

的研究上，國立成功大學化學系陳淑慧教授實驗室

也發展出以奈米粒子為管柱填充物，作為純化並增

強磷酸化胜分子的檢測方法
(14)

。在文獻研究中

顯示二氧化鈦分子和磷酸根分子具有強的結合力，

於是他們採用光聚合反應 (photopolymerization)，

合成出二氧化鈦奈米粒子，並以矽化反應在奈米粒

子表面修飾有機矽化物而露出丙烯酸官能基，接著

藉由丙烯酸官能基成功的將二氧化鈦奈米粒子固化

圖 6.表面修飾萬古黴素的磁性奈米粒子作為親合

探針在不同濃度下偵測大腸桿菌 JM109 的質

譜分析結果。(a) 1.2 ¥ 108 cfu/mL，(b) 2.6 ¥
108 cfu/mL，(c) 濃度為 1.2 ¥ 108 cfu/mL 的大

腸桿菌不經由奈米粒子放大直接以直譜分析

的結果
(9)
。

圖 7.

(a) aminothiol 分子 (GSH, Cys,

HCys) 和類紅外線吸收的金奈

米粒子結合後，奈米粒子聚

集，進而釋放出類紅外線吸收

產物，造成溶液的螢光有明顯

的變化。(b) 若在樣品溶液中

加入非 aminothiol 分子，如精

胺酸，則螢光或顏色上均沒有

變化，同樣以金奈米粒子作為

質譜儀的基質進行分析
(12)
。
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圖 8. 

在鑽石奈米粒子表面包

覆 polylysine 分子，利

用外露的胺基官能基將

酵母菌 cytochrome C 固

化奈米粒子表面
(13a)
。

於管柱內，此方法可以有效的降低純化過程中因沖

提清洗的次數頻繁而損失奈米粒子。

圖 10 的質譜圖則是以二氧化鈦奈米粒子從混有

ribonuclease A (標示為 RnA)、a-lactalbumin (標示為

L)、insulin (標示為 In) 和 a-casein (標示為 a) 的樣

品溶液中，選擇性純化磷酸化胜分子 b-casein。

(A) 是樣品溶液未經過奈米粒子放大直接以質譜分

析的結果，所偵測到的磷酸化分子的強度相當的

低。(B) 和 (C) 是經過奈米粒子放大後所分析的結

果，可以清楚的看到原本濃度微弱的目標物可以選

擇性的被放大。(D) 和 (E) 則是利用市面上買到的

大小為 5 mm 的二氧化鈦粒子作為實驗的對照組，

並藉由在質譜分析時加入已知濃度的標準品 In 來

進行目標物的定量，可以得知利用奈米粒子作為探

針，可以得到較好的純化放大效果，約為 5 mm 的

二氧化鈦粒子的 3.9 倍。

由上述討論可得知，結合奈米粒子與質譜檢測

的相關研究，從大分子生物 (如細胞) 到小生物分

子 (如蛋白質)，皆表現極優異且深具潛力。我們也

將在下文中詳細討論本團隊在奈米探針親和性質的

相關研究成果。

三、奈米探針之親和性質譜檢測

在醣包覆金奈米粒子於各種不同的生物檢測系

統中皆可發揮優異的靈敏度及專一性的基礎下，本

研究團隊在國立清華大學化學系林俊成教授與中央

研究院化學研究所陳玉如教授共同帶領下，開發一

套兼具高靈敏性與高準確性之快速生物分子檢測平

台，此平台利用高效能之功能化奈米粒子 (包含金

奈米粒子及磁性奈米粒子)，進行重要標的蛋白質

之萃取，因金屬奈米粒子為具導電性，故可結合基

質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀成為快速檢測

的方法，成功地證明此一奈米探針之親和性質譜檢

圖 9.基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜分析結

果 (a)、(b) Bovine cytochrom C (BCC ) 和 horse

heart myoglobin (Mb) 沒有經過鑽石奈米粒子

的放大。(c)、(d) 在不同濃度 50 nM 下以鑽石

奈米粒子作為親合探針進行放大後所測得譜

圖。(e)、(f) 是濃度為 0.2 nM 的結果(13b)
。
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測平台於特定蛋白質之純化鑑定及特異性反應區域

決定 (epitope mapping) 的極佳效能表現。於下文將

逐一討論此平台的工作方式與結果。

1.醣包覆金奈米粒子於蛋白質抗原結合區之
決定

在細胞表面的醣蛋白與醣酯質在細胞間的訊息

傳遞、繁殖及分化扮演相當重要的角色。越來越多

的研究指出這些細胞表面的醣體與許多重要疾病有

緊密的關連性，例如癌症細胞表面有不正常的醣基

化表現。
(15)

而與這些細胞表面重要醣蛋白進行溝

通的媒介是由一群重要的醣分子所扮演。然而這些

醣體具多元化的醣基鍵位向及分支結構，使得整個

系統相當複雜，並缺乏適當平台來進行相關研究。

在眾多困難而待解決的問題中，如何決定蛋白質與

探針醣分子的結合區域更是一項重要且充滿挑戰性

的課題。一旦此一抗原結合區域完成定位，即可利

用此一結構訊息來設計活化或去活化此一蛋白質的

分子結構，這些訊息將可加速新藥的開發。在上述

的研究中證明了奈米粒子具相當潛力可應用於醣生

物學的研究，因此我們嘗試利用奈米粒子與質譜檢

測的結合，來進行重要的醣蛋白抗原結合區定位

(epitope mapping)(16)
。

由於奈米粒子的大小與蛋白質、病毒等重要生

物分子相近，因此奈米粒子可被視為一理想之探針

載體。表面在經過適當的功能化修飾後，可有效與

目標分子進行親和性吸附，進而將其目標分子捉取

於奈米粒子表面以達分離之目的。基於上述具專一

性的接合作用，我們設計一平台來進行目標蛋白質

的萃取，並進一步以蛋白質水解消化反應而得到

蛋白質的水解胜片段。以植物親醣蛋白結構研究

為例，由於蛋白質與金奈米粒子醣探針透過多重價

作用造成強親和性結合，而其他遠離抗原結合的低

親合強度胜片段則經清洗過程後被移除。接著再

利用基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜獲取胜

片段數據，並進行資料分析搜尋，即可決定出蛋白

質與重要抗原結合區的定位，如圖 11 所示。

在驗證實驗概念的系統中，我們選擇了半乳糖

與其具高專一性之親醣蛋白質 PA-1 lectin 作為研究

模組。經半乳醣包覆製備的金奈米粒子呈現相當均

勻的大小及形狀分布，如圖 12(a) 所示。而在與相

對應之 PA-1 lectin 反應後，經由穿透式顯微鏡

(TEM) 的影像分析，可發現明顯的奈米粒子聚集現

象，如圖 12(b)，代表金奈米粒子表面之半乳醣有

效與 PA-1 lectin 進行親和性結合。再進一步沖洗金

奈米粒子表面非專一性吸附之蛋白質後，再以胰凝

乳蛋白 (chymotrypsin) 進行奈米粒子表面之 PA-1

lectin 的消化反應。在經過反覆清洗並移除低親和

圖 10.

基質輔助雷射脫附游離飛

行時間質譜分析結果：△

表磷酸化胜，○ 表磷酸

化 胜  減 去 磷 酸 根 ，

ribonuclease A 標 示 為

RnA，a-lactalbumin 標示

為 L，insulin 標示為 In，

a-casein 標示為 a (14)
。
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性之胜片段後，直接將金奈米粒子送入基質輔助

雷射吸附脫離質譜儀中進行偵測。如圖 13(a) 所示

為 PA-1 lectin 經胰凝乳蛋白作用後所有胜片段

之複雜譜圖。圖 (b) 為經半乳醣包覆金奈米粒子所

捉取之 PA-1 lectin 再經消化並清洗後，所殘留於金

奈米粒子表面之高親和性胜片段的譜圖。在經過

序列比對後，由此方法所決定出之高活性結合區與

文獻報導之 X 光晶體繞射結構吻合
(17)

，也證明了

此一奈米粒子結合親和性質譜分析的方法確實具極

大潛力，可應用於蛋白質抗原結合區的決定。

1.磁性奈米粒子於血液中特異性抗原的偵測
開發金奈米粒子的系統中，我們成功證明生物

分子修飾之奈米粒子於複雜生物問題的研究可展現

優異的能力。但是，金奈米粒子的分離純化需藉助

高速離心的方式，而直徑越小的粒子需要越高的轉

速才可達分離效果，因此容易造成其他非專一大生

圖 11.

醣包覆金奈米粒子進行蛋白質

抗原結合區定位的示意圖
(16)
。

圖 12.穿透式電子顯微鏡圖，(a) 半乳醣包覆之金

奈米粒子 (b) 與 PA-1 lectin 反應一小時後之

半乳醣包覆金奈米粒子
(16)
。
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unbound free peptides

gold nanoparticles

MALDI-TOF-TOF MS

proteins protease

protein
digestion

MS
analysis

protoin mixtures

centrifugation

(supernatant)
HO

HO

OH

OH

O
O

O
O

O S

(pellet)

物分子同時被分離，進而造成潛藏的污染，因此發

展一個同時兼具高靈敏性且可快速操作的奈米材料

平台成為一極具潛力的重要課題。

血液中重要生物標記的檢測為一重要卻困難的

工作，因為這些重要的生物標記的總含量只佔血液

約 1%，而且正常人之血液中含有超過兩千種以上

的蛋白質，因此要自血液樣品分析單一生物標記蛋

白更是一件難度極高的工作。由於抗體對相對應抗

原具高度專一辨識能力，抗體可扮演著最重要的探

針角色，在複雜的血液環境專一且靈敏地將目標蛋

白質捉取並分離，因此我們嘗試設計一個承載抗體

的奈米粒子系統來進行生物標記的純化，再配合質

譜進行分析
(18)

。

近年來磁性奈米粒子被廣泛應用於各個重要的

領域，例如核磁共振造影
(19)

、病毒分子檢測等，

因其具有獨特的磁性物理特性，可在簡易磁場作用

下進行吸引分離動作。配合粒子表面的功能化修

飾，功能化磁性奈米粒子可成為一個靈敏且快速的

檢測載體。我們利用溶膠 (so-gel) 的合成策略，可

將氧化鐵奈米粒子表面修飾為具氨基的官能基，接

著引入雙端活化酯基的聯接鍊 (DSS)，進一步將奈

米粒子表面活化為高活性基團。再加入抗體後，即

可利用抗體上支鏈的胺基進行親核性加成，而以共

價鍵形式將抗體固化至奈米粒子表面，如圖 14 所

示。但在實際人類血清試驗中，高含量血清蛋白造

成相當嚴重的非專一性吸附，進而影響實驗的準確

性。我們因此更進一部發展一種可以有效抑制非專

一性蛋白質吸附的粒子表面封閉試劑 (blocking

(a) (b)
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圖 14.

抗體功能化之磁性奈米

粒子的製備
(11)
。

圖 13. 

(a) PA-1 lectin 經水解之完整

胜態片段水解之完整胜片段

譜圖。(b) 經金奈米粒子萃取

之高親和吸附之胜片段。

(c) 偵測到之胜片段分析(16)
。

(a)

(b)

(c)

TEOS

MEG

DSS

MEG (1)

TEOS: Tetraethyl orthosillcate
APS:  3-Aminopropyltrimethoxysilane

APS

Fe3O4

NH2

DSS

MNP 2(MNP 1)
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reagent) MEG (methoxy ethyleneglycol) 分子處理功

能化後之磁性奈米粒子，可有效地達到抑制非專一

性吸附之目的，並提升檢驗的可信度
(11)

。

我們所開發的磁性奈米粒子具快速且方便操作

的優勢，將抗體修飾的磁性奈米粒子與人類血清進

行短暫 10 分鐘反應後，再以磁鐵進行簡單快速的

分離。接著以磷酸鹽緩衝液作數次清洗，此時血液

中特定抗原已被磁性奈米粒子上的抗體捉取於表

面。不需進行任何繁瑣的沖提或除鹽的動作，可直

接將奈米粒子置於基質輔助雷射脫附游離法所使用

之承載不鏽鋼盤，即可直接進行偵測的動作。由於

所使用的奈米粒子，如金或氧化鐵，皆為金屬材

質，所以可滿足偵測過程中所需的導電特性。整個

實驗的流程如圖 15 所示，快速簡單的操作及偵測

過程可在半小時內同時完成多件樣品檢測。由於具

有上述操作上的優勢及檢測的高準確性，相信磁性

奈米粒子與質譜儀的緊密結合會是一個具高通量快

速檢驗潛力的檢測平台。此外，我們亦選擇了三種

重要的目標蛋白質，分別是 C-反應蛋白 (CRP)、血

清澱粉蛋白 A(SAA) 與血清澱粉蛋白 P(SAP)，作

為多重鑑定的目標蛋白質，因此在同一組的檢測樣

品下，可同時觀察三種檢測之目標蛋白質。理論上

此方法可擴充至同時檢測十種以上之目標蛋白質。

利用質譜儀檢測目標蛋白質的優點為不僅在譜

圖上能出現準確分子量的訊號，亦會表現出更具意

義的蛋白質後轉譯修飾，如醣基化、磷酸化等訊

息。在傳統蛋白質的分析方法中，如免疫染色與酵

素免疫分析法等，能有效進行目標蛋白質的定量卻

無法分辨其後轉譯修飾的變化。然而越來越多的研

究顯示這些重要的後轉譯修飾程度，關係著許多重

要疾病的發生與機制。如圖 16 所示，利用三個裝

配不同抗體的磁性奈米粒子進行血液特定抗原的檢

測，可以清楚地觀察目標 SAA 及 SAP 和此兩種抗

原的 isoforms 及後轉譯醣基化修飾，因此我們所發

展的此一平台不僅可有效的濃縮純化低含量抗原，

還可以進一步分析其後轉譯修飾的變化。在未來的

研究中，將會朝向更完整地發展高靈敏性的蛋白質

及後轉譯修飾定量之分析方法。

圖15 .

磁性奈米粒子為基礎之免疫分析

方法的工作流程
(11)
。

圖 16.同時偵測多種目標蛋白質之基質輔助雷射脫

附游離法之質譜圖
(11)
。
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四、結論

奈米粒子的高靈敏性及專一性配合質譜儀的低

偵測極限，兩者的優勢提升了在低含量生物分子辨

認及分析上的研究。功能化奈米粒子顯現出極佳探

針載體的表現，從巨大細胞分子到蛋白質分子，高

表面積對體積比的奈米粒子對目標物的萃取純化擁

有很好的效能。而基質輔助雷射脫附游離法的高通

量檢測特性，可以進行多樣品數的檢驗，並可進行

蛋白質的 isoform 及後轉譯修飾的分析。相信此一

快速準確的方法可廣泛地應用於各類研究及生醫檢

測的領域。
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