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[研究新領域報導]

高通量電泳分析

台灣大學化學系　張煥宗

一、前言

基因定序工程的研究突破與成果可說是 90
年代生命科學家的最偉大貢獻之一，期間牽涉

的領域甚廣，包括分子生物學、化學、數學和

工程學等。於今年（2001）在科學和自然雜誌
公開發表的基因定序草圖正是結合群體工作獲

致豐腴研究成果的結晶[1 ,  2]。隨著基因定序研
究的逐漸成熟，後基因質體學的研究 [3 ,  4]，
包括基因質體學  (genomics)、轉譯質體學
(transcriptomics)、蛋白質體學  (proteomics)、
藥物動力質體學 (pharmacogenomics)、代謝質
體學 (metabolomics)等已儼然成為目前生命科
學研究新熱潮。筆者在此大膽預期此類研究將

在未來數年甚至數十年內持續成為生命科學研

究之主流，而生物科技的發展亦會因此而蓬勃

發展。

和基因定序相比，後基因質體學的研究將

更加困難但有意義，因為它主要是探討個體差

異、生物分子和環境間之關係以及生物分子間

作用之動力學資訊等，故能提供更直接及詳實

的生物資訊，有助於藥物的發展、疾病的診斷、

生命演進的探討及生物工程的發展等。在研究

蛋白質體學和代謝質體學時，由於蛋白質和其

他小分子之訊號不若 DNA 般可藉由聚合 反
應來放大，因此當其含量極低時常造成偵測方

面之困難。另外欲從人體之 30 億鹼基對中找
出少數基因序列的差異、從至少 2 萬至超過十
萬種人類蛋白質中尋找蛋白質的差異、或從各

種體液中檢測代謝物之異同等工作，其困難猶

如海底撈針。因此為能在短時間內，得到較完

整且有用之訊息，新分析技術的研發是刻不容

緩且重要。目前以結合平板膠電泳與質譜技術

為探討各種質體學為最重要之技術 [5]。而具
高靈敏度之雷射誘導螢光技術則在偵測極微量

物質方面，佔有一席之地，如於單細胞分子方

面之研究 [6, 7]。為了提高分析速度及解析度，
適於高通量(high throughput)分析之各種電泳技
術便成為目前生物分析之主流。本篇將著重於

報導高通量毛細管電泳、晶片電泳和超薄型平

板膠電泳等技術之發展與應用。圖一為簡單高

通量分析儀器之示意圖。

二、高通量毛細管電泳

高通量分析技術指的是在數十根甚至上千

根毛細管電泳中同時進行分析之技術，由於毛

細管電泳具有單鹼基對解析度、快速、易自動

化等優點，故若同時在多根毛細管中進行分離

並用雷射誘導螢光技術偵測則可加速其分析速

度。目前已有數種商業化儀器如 ABI PRISM

3700 CPE Biosystems 、 MegaBACE  1000
(Amersham Pharmacia Biotech) 和 SpectruMedix
SCE9610 等問世，其中後者是筆者和多位同儕
於攻讀博士期間共同研發之專利  [8]。此類儀
器已在基因定序工作中扮演相當重要之角色。

DNA 定序的原理相當簡單，首先是將經由
Sanger 反應而帶有螢光物質之 DNA 打入毛細
管中，於高電場中，藉由高分子水溶液來篩選

大小不同之 DNA 片段，小片段易穿過，因此
較早於正極中被偵測到，最後藉由遷移時間及

螢光訊號，由程式找出 DNA序列。由於 DNA
於介質中移動的速度受電場影響，因此目前分

析技術僅適用於分析小於六七百鹼基對之 DNA
序列。為加速定序速度及降低成本，近年來已

有適於分析高至 1200 鹼基對 DNA定序之介質
被開發成功，但其定序準確度仍是問題，故積

極尋找新介質及開發各種溫度、電場或濃度梯

度式電泳之分離仍是 DNA 分析中重要之工
作。目前結合 single nucleotide polymorphisms
(SNPs)技術 [9]，高通量毛細管電泳更被廣泛
用於基因分析，例如麻省 Whitehead 技術中心
大量投入於研究人種、物種、或正常人與病人

間之基因序列的異同。

由於毛細管電泳亦極適於蛋白質、中性小

分子、離子或光學異構物之分析，因此其在後

基因質體學中之應用亦極為重要。由於生物樣

品之複雜性及各種分析物間之濃度差異性極

大，故實無法從一根毛細管或一種特定分析技
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圖一　高通量電泳裝置圖

術中得到足夠訊息。解決之道，乃利用高通量

毛細管電泳裝置，同時在多根毛細管中進行區

帶電泳、電層析、親和性電泳分離，並藉由吸

收、螢光﹙衍生化或直接﹚和質譜等不同方式

偵測。在偵測極微量分析物方面則可藉由線上

濃縮技術  [10] 或酵素免疫分析、能量轉移等
方式來完成。利用酵素具放大訊號及其專一性

之特性，科學家亦發展數種適於單細胞和單分

子研究之新技術，例如，經由單分子之研究，

吾人可區分出單一酵素分子之同異性，尤其是

在催化能力方面 [11]。若將此類技術應用於高
通量分析上，將有助於快速分析單一正常和病

變細胞之異同，有益於疾病之早期診斷。另外，

利用高通量技術來進行各種不同種類之單一分

子間之作用力的研究，亦將有利於瞭解細胞內

各種蛋白質間之作用及其功能，這正是目前蛋

白質體學研究中較重要之課題之一，因為在探

討許多生命現象時，常會因為訊息的欠缺而無

法突破，而這些訊息的取得常常又和細胞內含

量極少之蛋白質有關。

三、晶片電泳

晶片電泳分析具有快速（可在數秒內完

成）、高解析、樣品用量少、易進行線上衍生

化等優點，故近年來已被用於聚合 產物分

析、酵素免疫分析、重要生物小分子分析等。

若利用光蝕刻或壓版方式吾人可在 5 × 10公分
之晶片上製造數十甚至上百個之分離槽，然後

再於其中進行高通量之電泳分析，以提高分析

速度。光蝕刻方法雖較難，但其可用來製造高

密度及適合各種分析需求之分離槽樣式 [12]，
因此較常被用來製造高通量晶片電泳所用之電

泳分離槽。圖二簡單介紹一種用光蝕刻法來製

造晶片電泳之流程，其中較困難處，是在光柵

之製造。

和上述高通量毛細管電泳比較，晶片電泳

之好處是其成本低、易進行線上分析及自動化

且儀器本身所佔體積小。目前市面上已有

Agilent Technologies 生產之晶片電泳儀器
（Agilent 2100 Bioanalyzer），其主要是用於
DNA和 RNA之分析。另外值得一提的是，近
來在美國、日本及歐洲有許多生技公司投入在

晶片中進行酵素免疫分析之研究工作，其目的

是期望在短時間內可在同一晶片中同時偵測多

種疾病標記物 [13]。將所須檢測之 DNA經過
20至 30 次聚合 循環反應放大後，再進行晶
片電泳分離之新技術亦被成功應用於基因分析

及單一 DNA分子之偵測 [14, 15]。一般咸信單
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圖二　高通量晶片製作流程圖

一 DNA 分子之檢測除有助於早期偵測疾病
外，單一 DNA 分子及蛋白質間作用力的探討
將有助於蛋白質製造機制及對細胞功能之瞭

解，這對生命科學研究將有相當深遠的影響。

另外，在晶片上進行聚合反應和電泳分離，則

可減低成本並加速分析速度，將可應用於醫院

之臨床檢驗 [16]。
雖晶片電泳具有上述諸多優點，但其製造

較難、樣品注射量準度較差且須較靈敏之偵測

器（因注射量僅 pL），故其目前之發展尚未臻
至成熟。為能降低製造成本及達到丟棄式之設

計要求，目前有許多實驗室投入利用不同材質

製造高通量電泳之研究，較常被使用之塑膠材

質如表一所列。但由於許多塑膠材質具有微弱

螢光或吸光性質而造成較高背景訊號，致使靈

敏度降低，故須視實驗需求而慎選所須材質。

另外，易吸附分析物及不耐有機溶劑亦是塑膠

材質嚴重問題之一。為增加分析解析度及增進

再現性，吾人常利用適當化學物質或高分子來

塗覆材質表面以減少分析物和晶片表面之作用

力。另外塗覆亦有助於控制穩定或適當大小之

電滲流。在增加靈敏度方面則可經由增長光
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表一　電泳分析常用塑膠材質之物性與化性

耐酸鹼性 耐有機溶劑
熱導係數

λ(w/m·k)

壓微管道溫度

(℃)

黏合溫度

(℃)

電滲流

(cm2/V·sec)a

Poly(methyl methacrylate) + - 0.186 105 108 1.4 ×10-4

Polystyrene + - 0.18 112 105 1.8 ×10-4

Polycarbonate - - 0.21 150 155 3.0 ×10-4

Poly(ethylene terephthalate)
glycol

+ - - 80 - 4.3 ×10-4

Copolyester + - 0.32 80 75 4.3×10-4

a: 10 mM phosphate buffer, pH = 7

徑、線上濃縮、或利用各種高靈敏度之光學、

電化學或質譜儀等來達成。近年來亦有人在晶

片上同時進行液相層析及電泳分離以增加分析

解析度 [17]。而為增加分析物結構之鑑定，晶
片電泳和質譜之結合更是受到重視，目前已有

數種可將經由晶片電泳分析出來之分析物直接

送至質譜儀分析之新技術 [18]，此方面之研究
將有助於藥物篩選和藥物製程監控。

四、超薄型平板膠電泳

平板膠電泳和上述兩種電泳方法最大不同

是其可進行二維式電泳分析（例如先在蛋白質

等電點附近進行等電點聚焦式分離，之後再於

SDS和 polyacrylamide gel中進行大小不同之分
離），故可分離出上千甚至上萬種之分析物，

因此是目前蛋白質體學研究中極重要之工具之

一。但其缺點是須在較低電場中進行分離，故

速度較慢。為提高速度（在較高電場下進行分

離）及解析度，目前已有數種超薄型膠電泳被

用於分析蛋白質 [19]。但由於樣品進量少，故
其對靈敏度之需求將更加嚴格。平板膠板電泳

之其他缺點還包括不易自動化和線上偵測等，

例如通常須經由繁雜之染色及去染色步驟來發

現分析物之所在。為解決此問題，目前已有數

種具高量子產率之螢光染劑被用於增加蛋白質

之偵測靈敏度。目前本研究室亦利用自行開發

之儀器來偵測經由二維超薄型膠電泳分離之蛋

白質。我們分別使用 Nd:YAG 和氦氖雷射作為
激發源來激發本身具有螢光或經染色之蛋白

質，再藉由數位型照相機來偵測蛋白質，以增

進蛋白質偵測之靈敏度及判讀。為了能定出蛋

白質序列，目前較常用的方法是將蛋白質自膠

體中切割下來，再經由適當步驟處理和消化

後，送至質譜中分析，再由電腦比對其荷質比，

而定出較可能之蛋白質。但此方法耗時且易產

生誤差，為解決此問題，目前我們正和美國衛

生總署合作開發適於線上進樣之分析方法

[20]，主要的技巧是利用毛細管電泳將經由超
薄型二維膠電泳分離之蛋白質以電泳方式引至

毛細管中，再進行消化作用，最後以自動化方

式送入質譜進行分析。

五、未來展望

隨著電泳、螢光和質譜等分析技術之改

進、基因序列之建立、胜 片段質譜圖之建立

及電腦資訊之發達，未來數年內人們將在各種

質體學研究取得長足進步。利用高解析、靈敏

和快速之新分析技術來探討蛋白質和蛋白質

間、蛋白質和 DNA 間、或酵素分子和其受質
間之作用，將有助於藥物之開發、疾病之診斷

及生物演進之探討等。為了能透視更多奧秘的

生命現象，許多可偵測單分子和具單元子解析

度之分析工具亦將陸續被應用於生命科學的研

究。另外，筆者亦相信結合各種分離技術之多

維分離系統亦將逐漸被開發成功並應用於質體

學之研究。吾人可預期在未來數年中將有更多

重大的理論被提出，而患有癌症、巴金斯症、

愛滋等疾病之病人亦可能因而受惠。
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