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第三章 

質譜技術與蛋白質體學 

Mass Spectrometry and Proteomics 

陳玉如 

中央研究院 化學研究所/基因體研究中心 副研究員 

 

一、前言  

近來，幾種重要的生物基因體定序計畫陸續完成，蛋白質體學成為後基因時代生命科學

領域最重要的課題之一，以質譜為主的技術平台已成為研究蛋白質體學的主力工具之一。基

於蛋白質在定性及定量分析上的需求，生物質譜儀器的發展日新月異；質譜技術因為能對大

量蛋白質進行快速、靈敏的鑑定及定量分析，因此對蛋白質體學的研究造成革命性的衝擊；

藉由分析蛋白質體在不同狀態下的表達量差異及其轉譯後修飾，我們得以一窺細胞生理變化

奧秘，找尋擔任調控的關鍵因子，以利於新藥開發的研究，本篇文章，我們將以質譜技術為

出發點，介紹質譜儀的硬體設備、運作原理及蛋白質的鑑定技術，並簡介質譜技術搭配蛋白

質分離方法在蛋白質體定量分析上的策略。 

 

二、蛋白質體學的興起和質譜技術的發展  

廿一世紀初，人類基因體密碼提早被科學家破解(1, 2)，其他的物系如酵母菌（yeast），大

腸桿菌（E. coli）⋯等也陸續完成，這些大量的基因結構訊息提供了生命科學領域一個全新

的藍圖，可用以研究基因、疾病及生命在不同階段或生理狀態之間的關連性；相較於基因，

蛋白質往往才是功能的執行者；蛋白質體學（proteomics）的概念自從 1995年被提出後(3)，

蛋白質體（proteome）的分析便成為後基因時代生命科學領域最重要的課題之一；簡單地說，

蛋白質體學是針對整體蛋白質作定性、定量及功能的分析，但由於蛋白體在數量及結構上的

複雜性遠超過基因體，人類 30,000個基因(1, 2)所能表現的蛋白質即可能超過 100,000個，再

加上轉譯後修飾作用（post-translational modification，PTM），其複雜性難以估計，這些蛋

白質體的複雜程度和其中許多蛋白質的低含量（low abundance）驅使了高靈敏度分析儀器

的需求；質譜法在近十年來彷彿進入文藝復興時期，不論在游離方法的開發、偵測的靈敏度、

解析度或精確度方面，都以讓人應接不暇的高倍率成長，隨著生化學家們從後基因體時代正

式跨入蛋白質體學的領域，在這波蛋白質體的研究熱潮中，質譜技術成為分析方法的主流之
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一，以質譜法研究蛋白質結構的序列（sequence），蛋白質轉譯後修飾及蛋白質-蛋白質作用

（protein-protein interaction），有許多成功的例子，蛋白質身分鑑定（protein identification，

protein ID）已是一個可例行性操作的技術(4, 5)，對於針對不同狀態的蛋白質體之全面性分析，

近來也有許多技術的突破，以質譜技術為主的技術平台及相關應用極廣，因此本文前半段將

著重於質譜儀的硬體設備、運作原理及蛋白質的鑑定技術，後半段將描述相關蛋白質體分離

技術的配套及在蛋白質體定量分析上的應用。 

 

三、質譜儀技術  

1. 質譜技術在蛋白質體研究中的角色 

以質譜法分析蛋白質體是一新興的分析技術，它之所以成為分析蛋白質體的主力工具，

主要來自幾個領域技術的突破。首先是新的游離法出現，90年代末期，John B. Fenn教授及

F. Hillenkamp教授，Koichi Tanaka先生分別以電噴灑游離法（electrospray ionization，ESI）

和基質輔助雷射脫附游離法（matrix-assisted laser desorption/ionization，MALDI）成功地

偵測到蛋白質分子(6-8)，開啟了質譜技術在蛋白質分析的新紀元，同時，質譜儀器不斷地改良

研發，解析度（resolution）、精確性（accuracy）、質量範圍（mass range）及分析通量

（throughput）等各方面日進千里，以因應蛋白質量少複雜的分析需求，相對地，此需求也

促進了各類型的串聯式（hybrid）質譜儀不斷地推陳出新，並可任意搭配 ESI或 MALDI等不

同游離法。另一個重要關鍵則是胜肽質量指紋（peptide mass fingerprinting，PMF）作為蛋

白質身份鑑定的技術，這個概念首先由 Cleveland 等人提出(9)，直到 1993年才由 Henzel、

Stults等研究群利用 MALDI-TOF MS並配合電腦資料庫搜尋演算法(10)，證實 PMF進行蛋白

質身份鑑定的可行性。本章節將簡介質譜儀運作的基本原理及蛋白質身份鑑定技術（protein 

identification technology）。 

 

2. 質譜儀的構造與原理 

質譜法是一個測帶電離子（ion）的方法，圖一為基本的硬體組成元件，當分析樣品進入

質譜儀後，首先在離子源使分析物進行游離化（ionization）以轉換為氣相的帶電離子，進入

質量分析器後，在電場、磁場等物理力量的作用下，偵測器可測得不同離子的質荷比

（mass-to-charge ratio，m/z），便可從電荷推算出分析物的質量，以下將簡介蛋白質分析常

用的游離法及質量分析器。 

(a)游離源（ionization source） 

電噴灑游離法（electrospray ionization）：以質譜分析蛋白質的應用中，前端的游離法
最常用的是 ESI及 MALDI。美國 Fenn教授在 1984年首度發表以電噴灑的方法將蛋白

質分析物轉成離子(11)，其示意圖如圖二，當分析物溶液經由施加高電壓的毛細管流出時，

高壓電產生的電場會造成溶液中的正負離子分離；以施加正電場的的毛細管為例，正電
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荷離子會因為排斥的原理往毛細管出口移動，負離子則遠離液體表面，最後在毛細管尖

端累積大量的正電荷離子，而形成類似圓錐的帶電液滴，我們稱之為泰勒錐（Taylor 

cone），此時若加於毛細管的電壓夠大，這些極微小的帶電液滴便會從泰勒錐前端噴灑

出來，在帶電液滴受電場進入質譜儀之前，溶劑會在飛行的過程中快速揮發，使得體積

快速變小，但是原本液滴中的正電荷數目並不會改變，因此帶電液滴表面的電荷密度會

升高，當在液滴表面的電荷間形成的庫倫斥力大於表面張力時，帶電液滴會分裂成更小

的液滴，在不斷重複這個過程之後，分析物便會形成帶多價電荷的離子，再進入質量分

析器測量其 m/z值。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一、質譜儀的硬體組成元件。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二、電噴灑游離法。 
 

基質輔助雷射脫附游離質譜法（matrix-assisted laser desorption ionization）：基質
輔助雷射脫附游離法則由德國的 Hillenkamp教授及日本的 Tanaka先生分別於 1988年

提出(8,12)，此種離子源主要是由雷射光源和金屬樣品盤所構成（圖三），將分析樣品和基

質（matrix）混合後，將樣品與基質的混和液均勻點至金屬盤之樣品槽中，使其混合物

在空氣中自然風乾，待溶劑揮發後，混合液會在金屬盤中形成樣品─基質的共結晶，再

以雷射光束照射此固態樣品時，結晶中的基質會吸收雷射光的能量，產生質子並由樣品

盤中脫附而出，此過程會同時將分析樣品脫附氣化，產生氣相離子，以進入質量分析器
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測量其 m/z比值，進而推算其質量。由於基質所扮演的角色有吸收雷射能量及將樣品離

子化的功能，因此，選擇基質時除了要配合雷射光源的波長外，還需要考慮樣品的特性。 

 

圖三、基質輔助雷射脫附游離法 

 

  (b)質量分析器（mass analyzer） 

產生氣相離子後，離子即進入質量分析器（圖一）進行 m/z 的測量，近年來商業質

譜在蛋白質的分析應用上蓬勃發展，在靈敏度（sensitivity）、解析度（resolution）及精

確度（accuracy）等各方面突發猛進，四種常用的質量分析器之構造見圖四，其運作原

理分述如下： 

飛行式時間質量分析器（time-of-flight analyzer，TOF analyzer）：飛行式時間質量分
析器是由一飛行管構成（圖四 a），游離後，所有的離子經由相同的加速電壓進入飛行管，

這些質量不同的離子會得到相同的電位能，電位能會再轉換成離子的動能（kinetic 

energy），在無場區中，質量重的離子飛行速度較小、質量輕的離子則有較大的飛行速度，

到達偵測器時會有不同的飛行時間，從飛行時間可推算其質量。此種分析器有兩個優點，

第一，分析速度快，可結合基質輔助雷射脫附游離法，節省樣品分析時間；第二，可以

分析的質量範圍相當廣大，甚至可以到達 m/z ~1,000,000，對於大分子量的生化樣品，

可以輕易的偵測。 
四極棒質量分析器（quadrupole analyzer）: 四極棒質量分析器由四根電極所組成，如
圖四 b。兩兩相對於 X軸及 Y軸的電極則分別通入相位一樣的正、負直流電，並同時通

入交流電壓（無線電頻率），在固定的直流電以及交流電壓下，只有一定範圍質荷比的離

子可以通過而到達偵測器，其餘的離子則會碰撞到電極棒，失去電荷後被真空系統排出；

在一定直流電與交流電壓比值下，不斷加大直流電壓與交流電壓，可掃描不同的質荷比，
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即可得到完整質譜圖。對生化樣品而言，此種分析器有兩個優點：第一、此分析器是利

用直流電與交流電壓來進行掃描，所以可以在較高壓力下（~5x10-5 torr）進行分析，因

此可以結合連續式進樣法的電噴灑游離法來進行樣品分析；第二、掃描範圍可以到達 m/z 

~6,000，大部分的蛋白質或生化樣品電噴灑游離法游離之後，帶多重電荷的離子質荷比

分佈大概就落在 400~6,000之間，因此相當有利於進行生化樣品的分析。 

離子阱質量分析器（ion trap analyzer，IT analyzer）：離子阱質量分析器由一個環狀電
極（ring electrode）以及兩個端蓋電極（end cap electrode）所構成（圖四 c）。離子阱

質量分析器跟四極棒分析器不同之處在於：離子阱只使用交流電壓來進行不同質量離子

的掃描，離子在四極棒分析器中，只會受到來自 X、Y 軸的電場，在離子阱分析器中則

是加入了 Z方向的電場，離子會因為受到三個軸的電場影響而被捕捉（trap），繞著電場

中心以一穩定軌道運動，反之，當我們改變交流電壓的大小，會造成與此頻率共振的離

子不穩定，因此被排出離子阱而進入偵測器，持續改變此交流電壓，即可掃描不同質荷

比離子。此種分析器最大的優點在於它可以使有興趣的離子留在分析器中，經由在軌道

運行中與氣體碰撞產生碎片，可進行多次誘導碰撞解離（ collisional-induced 

dissociation，CID）實驗；而蛋白質經過酵素水解後所得到的胜肽分子在經過碰撞誘導

解離後，可將碎片和電腦資料庫中比對碎片，進行蛋白質身分鑑定，此部分將於稍後章

節詳述。 

傅立葉轉換質量分析器（Fourier transform-ion cyclotron resonance，FT-ICR）：此
種分析器主要由極板（plate）以及一高均勻的磁場所構成（圖四 d），當離子進入後，由

於磁場作用進行迴旋（cyclotron）動作。當離子被兩個激發極板（transmitter plates）

激發到適當的迴旋半徑後，會經由感應作用在訊號接收極板（signal receiver plates）上

產生影像電流（image current），處理此影像電流可得到一類比電子訊號，以傅立葉轉換

運算此訊號後，即可得到這個離子質量大小以及相對強度的訊息，並換算成質譜圖。傅

立葉質量分析器具有相當高的解析度以及準確度，並可加入激發源進行大分子生化樣品

高能量解離實驗，以得到更多結構上的訊息。 

 

(c)串聯式質譜法（tandem mass spectrometry，或簡寫為MS/MS） 

除了質量的測量外，另一種質譜法是利用分析物的碎片段進行質量測量，稱為串聯

式質譜法。顧名思義，串聯式質譜儀（tandem mass spectrometer，或簡寫為 MS/MS）

是由兩個以上的質譜分析器在空間上或時間上聯結在一起，所組成的質譜儀器，當分析

物經過離子源游離後，第一段質量分析器可以從混合物中選擇欲研究的離子作為母離子

（parent ion），經過分離後進入一個碰撞室，以外力（碰撞氣體、光子、電子等）使該

母離子進行誘導碰撞解離（CID），並產生碎片離子，最後由第二段質量分析器進行碎片

離子的質量分析。這些碎片資訊可以用來分析胜肽序列、醣、核酸等生物分子的結構鑑

定。 
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圖四、四種分析蛋白質常用的質量分析器。 

(a)飛行式時間質量分析器；(b)四極棒質量分析器；(c)離子阱質量分析器；(d)離子阱質量分析

器。 

 

在硬體設計上，串聯式質譜儀可依串聯特性區分為兩大類： 

第一類，在空間上將兩個質量分析器及一碰撞室（collision cell）聯結而成，母離子選擇、

碰撞解離及離子掃描分別在不同區域進行。第二類，在不同時間、同一個質量分析器中

依序進行母離子選擇、碰撞及子離子掃描。兩者的比較可見圖五。第一類的串聯式質譜

儀通常含兩個或以上的質量分析器，並可串聯不同原理的分析器，如三段四極棒質譜儀

（triple quadrupole mass spectrometer，QQQ）、四極棒─飛行式質譜儀（quadrupole 

time-of-flight mass spectrometer，Q-TOF）(13,14)、飛行式串聯質譜儀（time-of-flight/ 

time-of-flight mass spectrometer，TOF-TOF）(15)等。第二類代表為離子阱質譜儀（ion-trap 

mass spectrometer，ITMS）及傅立葉轉換質譜儀（Fourier transform-ion cyclotron 

resonance mass spectrometer，FT-ICR）(16)，有別於第一類串聯質譜儀，此類串聯法

可使選擇的離子穩定滯留在同一個質量分析器中，連續進行多次的碰撞碎裂。 

 

3. 蛋白質身份鑑定 

(a)胜肽質量指紋（peptide mass fingerprinting，PMF） 

質譜法配合生物資訊軟體可以鑑定蛋白質身份，圖六為其原理的示意圖，如同人類
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(1) 空間 (in space)

(2) 時間 (in time)

質量分析器 1

時間 1

碰撞室

時間 2 時間 3 

質量分析器 2 

選擇母離子 碰撞 子離子掃瞄 

(1) 空間 (in space)

(2) 時間 (in time)

質量分析器 1

時間 1

碰撞室

時間 2 時間 3 

質量分析器 2 

選擇母離子 碰撞 子離子掃瞄 選擇母離子 碰撞 子離子掃瞄 

的指紋鑑定可用來辨別每個人的身份，胜肽質量指紋可以用來辨別不同蛋白質的身份；

將分離或純化後的蛋白質經過水解酵素（如 trypsin）的消化反應（digestion）後，由於

這些酵素會辨認特定胺基酸，如 trypsin會切在 arginine（R）及 lysine（K）的 C端，蛋

白質由二十種胺基酸經過不同數目和排列組合而成，每一個蛋白質都有其獨特的序列，

酵素水解後其所得到的胜肽片段，將因胺基酸組合不同而具有不同質量，這些質量分佈

將隨著蛋白質不同而具特異性，因此我們可將質譜圖中的胜肽質量分佈，以搜尋引擎和

電腦資料庫中已知序列的蛋白質所對應的胜肽質量作比對，以統計的方式找出最有可能

產生該胜肽質量分佈圖的蛋白質序列，即可鑑定出蛋白質的身份，MALDI-TOF-MS是最

常用的質譜方法，其具有操作容易、測量速度快、樣品耐鹽度較高、可自動化等特點，

非常適合以胜肽質量指紋鑑定技術作蛋白質身份的初步鑑定。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五、串聯式質譜分析法。 

(a)以空間作串聯；(b)以時間作串聯。 
   

 (b)以串聯式質譜法鑑定蛋白質（Identification by tandem mass spectrometry，

MS/MS） 

胜肽質量指紋鑑定的概念是將蛋白質以酵素消化後所產生胜肽質量的“獨特性”作

為資料庫比對的依據，適用於一至數個蛋白質的簡單樣品，遇到混合物或當此技術無法

百分之百確認時，以 tandem質譜（MS/MS）技術來判定胜肽序列則是另一個比較深入

的鑑定方式；在此技術中（圖六），蛋白質仍先經過酵素消化成胜肽的步驟，串聯式質譜

儀中的第一段質量分析器先選取某一特定胜肽的質荷比（mass-to-charge ratio，m/z）

為母離子，送入碰撞氣室後，母離子和氣室中充滿的氣體產生碰撞，其動能會轉變成內

能，造成胜肽母離子的碎裂，產生的子離子則進入第二段質量分析器以得到碎片質譜。

胜肽在質譜的氣相環境中特別容易在胜肽鍵斷裂，其離子片段的命名詳見圖七(17,18)；a、

b、c系列離子同屬斷裂在不同位置氨端碎片（N-terminal fragment），x、y、z則為羧端

碎片（C-terminal fragment），數字則代表胺基酸的排列順序，由同一系列的碎片（如 y1、

y2、y3⋯）間的質量差距可計算出該胜肽母離子的部分甚至全部序列，以此序列同樣可

和資料庫中的蛋白質比對，此時，它所根據的除了原來的胺基酸排列組合後的胜肽質量，
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（database search）
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(a)

(b)
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(d)

胜肽質量指紋
(peptide mass fingerprinting)

串聯式質譜
(tandem mass spectrometry)

m /z
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A T D L K D W V Q E T M A K

D IT P T L T L Y V G K  

N A N F R

V G Y V S G W G R
Y V M L P V A D Q D K

V L V T E R

D Y IA P G R  

G S F P W Q A K
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(a)

(b)

(c)

(d)

還多了由胜肽碎片得到特定的一段或多段胜肽序列，故比對結果的專一性及正確率遠高

於胜肽質量指紋鑑定得到的結果，常用於蛋白質身份的確認或後修飾結構鑑定，此項技

術也稱為序列標籤法（sequence tag）(3,19)。 

圖六、以質譜法鑑定蛋白質身份的實驗示意圖。 

(a)以酵素將蛋白質分解成胜肽；(b)以基質輔助雷射脫附游離或電噴灑游離串聯質

譜法做質譜分析；(c)電腦資料庫搜尋；(d)經電腦比對所得之蛋白質序列。 

 

這些胜肽離子碰撞所產生碎片的模式和游離方式及儀器設計有很大的關聯，以 ESI

方法所游離的離子帶多電荷，如一價、二價、三價⋯等，一般認為帶二價的離子產生的

MS/MS圖譜品質較佳(20)，因為除了羧端的電荷外，兩價的胜肽在其骨架上（backbone）

也帶有電荷，可以使 CID時的碎裂更臻完全，得到比較完整的碎片資訊，這也是 ESI比

MALDI 更適合作 MS/MS 序列分析（sequencing）的原因。在低能量的碰撞情形下

（low-energy collision），由於 trypsin消化後的胜肽其羧端（C-terminal）為鹼性的 lysine

m  /  z
1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0

1 4 7 .1 3  
2 7 6 .2 0  

3 3 3 .2 2  

4 0 4 .2 6  

5 0 3 .3 5  
 6 0 4 .3 9  

 7 1 8 .4 5  

8 1 7 .5 3  

1 0 0 3 .6 0  

K E G A V T N V W y n

[ M + 2 H ] 2 +

蛋白酶水解 
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或 arginine，所以碎裂時的電荷大多留在羧端，故 y 系列的碎片離子為主要的產物，這

也大大地簡化了 MS/MS 圖譜的判讀。但是胺基酸的支鏈不容易斷，低能量的碰撞模式

並不能分辨 leucine及 isoleucine等分子量相同結構不同的胺基酸，只有在高能量的碰撞

模式下，如利用 TOF-TOF質譜儀，撞裂出 d、v或 w等含支鏈結構訊息的碎片離子（見

圖七），以不同支鏈碎裂產物分辨這些同分異構胺基酸(21)。 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、胜肽離子碎片的命名法。 
 

(c)電腦資料庫比對（Database search） 

以質譜分析技術測得蛋白質水解胜肽或其碎片的質量後，如何將這些數據轉換成蛋

白質的身份鑑定，則有賴於生物資訊軟體。基於各種物系的基因解碼陸續完成，這些基

因序列可轉譯成蛋白質序列，並建構成一個龐大的蛋白質序列資料庫，針對每一筆蛋白

質序列，電腦可模擬酵素水解後所得到的胜肽及其碎片之分子量分佈，再將質譜測得數

據和電腦所預測數值作比對，即可由統計出的機率找出最符合該質量分佈圖的蛋白質序

列，以鑑定出蛋白質的身份。下列為可作為電腦資料庫比對的網路搜尋引擎 :  

 

 MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu/) 

 Mascot (http://www.matrixscience.com/) 

 ProFound (http://prowl.rockefeller.edu/) 

 PepIdent (http://www.expasy.ch/) 

 

四、蛋白質體學的方法 

廣義的蛋白質體學泛指大規模的蛋白質體分析，大致可分為三大類：表達性蛋白質體學

（expression proteomics）研究細胞、體液、血清和組織中各種蛋白質表現量的差異；功能

性蛋白質體學（functional proteomics）研究範圍包含蛋白質的轉譯後修飾（post-translational 

modification）鑑定、蛋白質-蛋白質交互作用（protein-protein interaction）等；結構蛋白質

體學（structural proteomics）則研究蛋白質的一級、二級、三級及四級結構。由於相關應用

涵蓋層面極廣，本章節我們將僅略述不同的蛋白質體學研究策略。如圖八所示，以蛋白質體
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學的分析方法研究生物樣品，可略分為樣品前處理、樣品分析及資料分析等過程，樣品前處

理、蛋白質分離和後段的質譜分析同等重要。 

 
 

 

 

 

 

圖八、蛋白質體學的進行流程 

1. 樣品前處理 

對於數量龐大而複雜的蛋白質體而言，現階段的質譜儀仍無法一次分析數以千計的蛋白

質，因此在樣品進行質譜分析之前，必須藉助適當的蛋白質分離技術降低樣品複雜程度。搭

配質譜儀技術的蛋白質分離技術，大致可分為兩類：﹙一﹚以二維凝膠電泳（two-dimensional 

gel electrophoresis，2-DE）分離蛋白質混合物，再以質譜儀分析鑑定膠體所呈現出的蛋白

質；﹙二﹚以液相層析法（liquid chromatography）分離蛋白質或胜肽，再以液相層析—電

噴灑串聯式質譜儀分析蛋白質。這兩類方法各有不同的優缺點，可依不同實驗需求選擇適當

方法。但不論是上述何種策略，解析出一個生物體全部的蛋白質，而得到此生物體的完整蛋

白質體輪廓（proteome profiling），對現今技術仍是很大挑戰(22)，因此在進行蛋白質體學研

究時，可以先使用前分群（prefractionation）策略來減少蛋白質體的複雜程度，增加標的蛋

白質被偵測到的機會，由前分群策略所得到的部分蛋白質體可稱為次蛋白質體

（subproteome）。 

 (1)前分群（prefractionation)策略 

因為組織或細胞內的蛋白組成異常複雜，原核生物和真核生物可能分別由數千個和

10,000個以上不同特性的蛋白質所組成，受限於現今分離技術的解析度不足，無法在一次

分析中就能夠將所有的蛋白質分離，因此在要研究特定蛋白質體時，例如膜蛋白質體，可

以先使用前分群（prefractionation）策略來減少研究標的蛋白質體的複雜程度，這些策略可

以顯著增加低含量蛋白質（low abundant proteins）被偵測到的機會。因為在單一細胞中的

不同蛋白質的含量差異可以到達107-1010倍，所以低含量的蛋白質（在單一細胞中的數目小

於100個）通常會被細胞中含量較高的蛋白質所遮蓋而無法被偵測到，這些含量較高的蛋白

質包括housekeeping proteins或結構蛋白等，如此得到的結果是不完整的蛋白質體，只表

示出特定生物系統的部份蛋白質體輪廓。而一些在細胞生理上扮演調控角色的蛋白在整個

蛋白質體中的含量通常很低，如kinases、phosphatases及GTPases等，只有在經過適當的

前分群技術處理後才能夠被偵測到。因此，針對不同的研究目標來使用前分群策略，可以

偵測到更多的蛋白質，提升目標蛋白質體的完整性，如此才能以功能性蛋白質體學來深入

瞭解各種生理、病理機制。前分群方法有：從組織中分離特定細胞、次細胞分群（subcellular 

• 計畫管理 
• 分析所得資料與臨床 
  狀況的相關性 
• 評估可能的標的蛋白質
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fractionation）、階段萃取方式（sequential extraction method）、特定轉譯後修飾

（posttranslational modification，PTM）蛋白的純化。 

 (a) 從組織中分離特定細胞：研究疾病時，從疾病組織中分離標的細胞（如癌細胞）

可提高研究樣品的同質性。目前已有數種顯微切割技術（microdissection）可以用來純

化目標細胞，例如活細胞雷射顯微擷取（laser capture microdissection，LCM），已證

明可以純化癌症組織(23)，此一方法的缺點是需要大量的時間來擷取細胞，以獲得足量蛋

白質以進行後續蛋白質體分析。另一種方法是用螢光激發細胞分選（ fluorescence 

activated cell sorting，FACS）來分離出會與特定抗體結合的細胞(24)，但此一方法是否

會對細胞造成傷害，對細胞蛋白質表現有何影響目前並不清楚。 
 (b) 次細胞分群（subcellular fractionation）：次細胞分群適合於分析細胞內胞

器及蛋白質複合體，分離出的樣品可有效的以二維電泳或液相層析質譜的方法分析。次

細胞分群技術已成功地應用於各種胞器的分離純化及蛋白質體的分析，包括有細胞核

（nucleus）、粒線體（mitochondria）、高基氏體（Golgi）、溶小體（lysosomes）、

外來體（exosomes）、過氧化小體（peroxisomes）、吞噬體（Phagosome）(25-29)。

胞器的分離主要可分為兩個步驟：第一步先要破壞細胞架構，此步驟稱為均質化

（homogenization）；第二步接著將均質後的混合物分離成不同的部分，每一部份含有

不同的胞器；離心是最有效且常用的分法(26)，利用不同胞器具有不同的大小、形狀、密

度等物理特性，可先用低轉速將完整細胞離下，接著將細胞均質化後，先以低速離心的

方式，除去細胞核及未破碎的細胞或細胞破片，取上述離心後上清液（post-nuclear 

supernatant，PNS），進一步根據胞器的不同密度再以層次比重離心法（density-gradient 

centrifugation）來做細分離。影響分離效果的因素，除了細胞內的胞器組成複雜程度，

所選用的層次比重溶液的特性也會影響。蔗糖為最常用來配此溶液的物質，因為它可高

度溶於水，而也有其他可用的物質，如Ficoll、Percoll、Nycodenz、Metrizamide。而其

他方法，如free flow electrophoresis、 immunoisolation等也已被利用來分離胞器(30)。 

除了胞器純化外，蛋白質複合體的純化及研究，可以提供關於細胞內訊息傳遞或代

謝途徑的重要的資訊，因為蛋白質在細胞中通常會與其他蛋白質結合成複合體才能夠展

現其功能。可用來純化蛋白質複合體的方法有：親合性分離方法（如用專一性抗體的免

疫共同沈澱法；coimmunoprecipitation）、recombination protein pull-down、blue native 

gel electrophoresis、free flow electrophoresis(22, 26, 30-32)等。 

 (c) 階段萃取方式（sequential extraction method）：階段萃取蛋白質的原理是
依溶解度做蛋白質的分群。Abdolzade-Bavil等人(33)使用階段萃取的方法可將蛋白質依其

在細胞中的位置分離，以此法可分出四種次細胞群（subcellular fraction），包括細胞質

蛋白質、膜蛋白質及胞器蛋白質、可溶性細胞核蛋白質、細胞骨架蛋白質。此法是用四

種萃取液破壞細胞結構並同時選擇性的萃取出某一次細胞群。第一個萃取液會使細胞釋

放出細胞質的部份，但仍維持細胞完整性；第二個萃取液會使細胞膜及由膜構成的胞器
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溶解，但細胞核、細胞骨架仍維持完整；第三個萃取液會溶解細胞核蛋白質；第四個萃

取液會溶解細胞骨架蛋白質。此法所需樣品量較少並可維持細胞骨架的完整，而不會被

含量多的細胞骨架蛋白質污染(34)。此法也常用於分離膜蛋白質，將PNS以超高速離心將

細胞膜與細胞質分離後，可以不同的萃取液分離出附著性蛋白質（peripheral membrane 

protein）和貫穿性蛋白質（integral membrane protein）(35)。 

 (d) 特定轉譯後修飾蛋白質的純化：細胞內蛋白質生成後會進行各式的轉譯後修
飾，對蛋白質的功能調控扮演重要的角色，如磷酸化對訊息傳遞路徑蛋白質的活性調控、

某些蛋白質的泛素化（ubiquitination）決定其是否進入分解路徑，因此純化特定轉譯後

修飾蛋白質，可減少蛋白質體複雜度，更可找出低含量的轉譯後修飾蛋白質，深入研究

轉譯後修飾對特定蛋白質的功能影響。純化轉譯後修飾蛋白質，通常是用親合性純化的

方法，對磷酸化而言，可用對磷酸化胺基酸具有專一性的抗體來純化磷酸化蛋白質(36)，

IMAC（immobilized metal affinity chromatography）法則是利用Fe3+和Ga3+等金屬離子

將帶負電的磷酸化胜肽純化出(37)；對醣蛋白而言，可用對醣蛋白有高度親和性lectin來純

化(38)。 

 

2. 定量蛋白質體學分析 

  (1) 前言 

蛋白質的身份鑑定是蛋白質體學的首要工作，而定量分析蛋白質表現量在不同生理狀

態下的變化，則能進一步瞭解他們的功能，或與病理機制的關係(39)；就目前的技術層面要

做蛋白質體中每一個蛋白質的絕對定量之可行性不高，僅侷限於數個蛋白質的範圍，目

前大部分採行的是蛋白質相對定量分析(40)。比較在兩種不同的狀況下的樣品，如健康的

組織和癌症組織，再找出受到調控而產生變化的蛋白質，並鑑定其身份。目前定量蛋白

質體常用的方法有﹙一﹚二維膠體電泳來分離、定量；或﹙二﹚以液相層析分離配合蛋

白質標定的方法﹙圖九﹚，以下將簡述其原理及優缺點。 

  (2) 二維凝膠電泳（two-dimensional gel electrophoresis，2-DE） 

二維膠體電泳是利用等電點（isoelectric point）和分子量（molecular weight）這兩個

特性來分離蛋白質的技術。二維膠體電泳的第一維是利用具酸鹼梯度的凝膠（immobilized 

pH gradient gel，IPG），在電場作用下，凝膠中的蛋白質會受電場驅使而移動到凝膠 pH相

等於蛋白質等電點的位置上，值得注意的是蛋白質的等電點除了決定於蛋白質本身序列之

外，還會受到轉譯後修飾或是構形的不同所影響；第二維的電泳分離（SDS-PAGE）則依

照蛋白質分子量的大小，在電場中進行分離。二維電泳分離完畢之後則利用染劑染色顯示

其分佈，相對的定量可藉由二維膠體電泳上蛋白質染色的深度而定。利用不同尺寸的凝膠

及 pH梯度範圍，2-DE可以同時分離超過 5,000個蛋白質的樣品（一般大約為 2,000個）。

2-DE 最大的優點之一便是它可以直接研究有轉譯後修飾的蛋白質（例如磷酸化、醣化），

此類蛋白質在凝膠上會呈現水平或垂直的排列。因此，提供了一個更完整的蛋白質地圖，
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幫助我們瞭解蛋白質表現、異構物組成及轉譯後修飾程度的變化。至於要鑑定出 2-DE上所

觀察到的蛋白質的身份，一般使用 MALDI MS或 LC-MS/MS來分析，轉譯後修飾的分析則

以 LC-MS/MS較佳。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖九、蛋白質體學最常用的兩種定量分析策略。 

(a)二維凝膠電泳法；(b)液相層析串聯式質譜搭配同位素標定。 

 

二維電泳是目前用在蛋白質體學的研究上最廣泛應用的一個技術，但二維電泳的許多

缺點限制了其應用範圍。最為人知的缺點，包括所偵測蛋白質的等電點及分子量有所限制

（對於高酸性或鹼性的蛋白質及分子量極小或極大的蛋白質無法有效的分離）、實驗流程

耗時、實驗重覆性差；此外，因為受限於染色技術的靈敏度或是與高含量蛋白質移動到同

一點上而被遮蔽住，低含量蛋白質的偵測有極大限制；此外，疏水性的膜蛋白質因為溶解
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度差，不容易在膠體上出現；這些缺點促使免膠體電泳的分離方法（gel-free approaches）

的發展，包括了毛細管液相層析法（capillary liquid chromatography）或是較少用的毛細管

電泳法（capillary electrophoresis）等。 

  (3) 液相層析分離 

近年來毛細管液相層析法的技術有顯著的進步，毛細管液相層析配合串聯式質譜儀，

可以解決許多二維膠體電泳分析的限制，尤其是奈流液相層析質譜（nanoflow liquid 

chromatography mass spectrometry，nano-LC MS）的應用，顯著的增加了蛋白質體分析

的靈敏度，並可達到自動化及高通量（high-throughput）。以液相層析質譜儀研究蛋白質

體時，所有的蛋白質先經酵素分解成胜肽，得到一個十分複雜的胜肽混合物，再將這些胜

肽經由層析分離後，送入質譜儀做蛋白質鑑定或序列分析，這樣的實驗流程可稱為由下

而上的（bottom-up）研究策略。常用的胜肽分析是用直徑為 50-100 µm的管柱，以奈米

流速（奈升/每分鐘）和串聯式質譜儀連接，全部的胜肽混合物裝載到填充 C18的逆相管柱

中後，以有機相溶劑沖堤及分離出的胜肽溶液直接進入質譜儀中分析。胜肽流出的速率很

慢，通常為 100-200奈升/每分鐘，每個胜肽的流出期間約為 10-30秒。流出的胜肽進入質

譜儀的游離源後，質譜儀會先掃瞄某一段時間中所有的胜肽的質荷比（m/z），在資料依靠

收集模式中（information-dependent acquisition），質譜儀會根據所掃瞄到胜肽的強度、質

荷比及帶電狀況，來判斷要選擇哪些胜肽來進行裂解及收集其裂解後片段質量。使用

LC-MS/MS的方法，可以在三小時內偵測到 103個胜肽，對十分複雜的細胞蛋白質體作酵

素水解後的全部產物能作靈敏的偵測(41, 42)。 

Bottom-up策略利用了層析對胜肽的解析度比對蛋白質好的優點，但整個蛋白質體胜

肽組成還是太過複雜，而利用多維的液相層析（multidimensional liquid chromatography）

的技術則可大幅增加胜肽的解析。例如，第一維可根據胜肽帶電性以離子交換層析來分

離，而第二維可利用疏水性的性質以逆相層析來分離，經二維分離後的胜肽最後以電灑法

游離進入液相層析串聯式質譜儀中，這樣的方法可稱為多維蛋白質鑑定技術

（multidimensional protein identification technology），串聯更多的液相層析分離步驟，

可提高偵測到的蛋白質數目。 

使用液相層析的技術可以大幅減少使用凝膠電泳的限制，但是使用液相層析的方法則

無法像凝膠的方法可以直接地定出蛋白質的表現量，為了解決這個問題，目前發展了許多

種定量標示的方法，在這裡我們針對一些較常用的標示方法作介紹。目前定量標定的方法

主要分為兩類：(a) 活體內標定（in vivo labeling）；(b) 活體外標定（in vitro labeling）；在

此將分述如下： 

(a) 活體內標定（in vivo labeling） 

Oda 等人(43)首先利用活體內標定的方法將酵母菌分別培養於兩種不同的培養

液，一組含有重的同位素（heavy isotope，在這個例子中為 15N）；另一組則為輕的

同位素（14N）。這兩種酵母菌先混合在一起，然後進行蛋白質萃取、分離，再將蛋
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白質水解後以質譜儀分析，並根據同一段胜肽由於同位素不同，在質譜中會形成特

定質量差異的胜肽對（如圖九），其質譜訊號的強度可以反應其對應之蛋白質的表

現量，故從胜肽對的強度比較可得到相對定量。活體內標定的缺點是無法應用於組

織或體液，只能限定於細胞標定；這個方法在實驗早期就進行同位素標定，因此定

量較為準確。 

(b) 活體外標定（in vitro labeling） 

(b-1)同位素編碼親合性標籤（isotope-coded affinity tags，ICATs）: Gygi

等人(44)用同位素編碼親合性標籤（isotope-coded affinity tags，ICATs）來標定萃

取出的蛋白質，並使用液相層析串聯質譜儀來進行定量蛋白質體學。比較活體內標

定方法，這個方法的創新是使用了親合性標籤，其結構如圖九所示，此試劑包含了

可標示 cysteine的反應端（reaction group），含不同同位素的定量標示端（linker）

和含有 biotin可作純化的親和端（affinity group），其定量原理也是利用輕同位素

（如 1H）和重同位素（如 2D）所造成具質量差異的胜肽對，再由質譜上的強度進

行蛋白表現定量。此法的特色是可純化反應後的 cysteine，可減少樣品的複雜度，

此法可以偵測到二維電泳無法偵測的低含量蛋白質。早期 ICAT試劑（圖九）的應

用反應了幾個缺點。首先，標籤分子量較大，在進行質譜分析時，標籤與所結合的

胜肽同時進行誘導碰撞解離而產生碎片，這些標籤的碎裂離子使串聯質譜圖變得複

雜而難以判斷。第二，早期試劑裡使用 8個氘原子來做質量標籤，會引起同位素效

應（isotope effect）：分別以輕或重標籤標定的胜肽，在逆相液態層析分離時，並

不會在同樣時間被流析出來(45)；因此，在分析複雜樣品時則容易造成層析峰的誤

判造成定量上的誤差，這使得自動化的資料分析變得困難(46)。Applied Biosystems

公司（Foster City，CA）發展了一種以可酸解的 linker，來連接同位素標籤和 biotin

的 cICAT試劑(47, 50)。第二代 cICAT試劑方法的實驗流程與第一代相同，其差異是

在進行質譜分析之前必須先經過酸切的步驟以分離 biotin及被標定的胜肽。此種同

位素標籤是由 12C和 13C組成，在分子量上的差異相對較小，所以被 13C或 12C標

定的胜肽在逆相液態層析分離時具有相同的滯留時間，可降低同位素效應，增加定

量正確性。 

ICAT或是 cICAT試劑針對 cysteine做專一性的反應，具有從複雜樣品混合物

中將標定後的胜肽純化出來的優點，因此可在質譜分析之前先降低此樣品的複雜

性，但是這種試劑也有缺點，如果蛋白質並不具有任何 cysteine 胺基酸時，將不

會被觀察到，而且被鑑定出來的蛋白質序列通常較少。為了要增加胜肽的鑑定成功

率，標定氨端的方法也被開發出來(48, 49)。雖然這種方法確實可以定量所有的胜肽，

但是複雜的蛋白質混合物的水解消化後所產生更複雜的胜肽樣品，使這種氨端標定

的方法，在應用到整個蛋白質體分析時，困難重重。 
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(b-2)酵素催化的 18O 和代謝穩定同位素標籤（enzyme-catalyzed 18O and 
metabolic stable isotope labeling）：除了利用化學試劑來做胜肽的同位素標定

之外，也有利用酵素水解作用，成功地將 H2
18O中的 18O交換至 carboxyl基上(50)，

雖然這是一種簡單而且可行的同位素標定方法，由於輕與重標籤的質量相距太小使

定量分析變得複雜，尤其在低解析度電灑游離法質譜儀中；18O的交換會因為尿素

的存在而被抑制，而且交換速率會因結構不同而改變。除化學和酵素催化的方法

外，代謝性蛋白質標定（metabolic protein labeling）也可以進行蛋白質體的定量

分析。在過去是利用含有同位素的含鹽培養液來進行代謝性同位素標定，而現在則

為利用含有同位素的胺基酸(51)來做標定，這些發展提供對體外培養哺乳類細胞進

行代謝標定的機會，但是要應用在更高階級，如組織的蛋白質，代謝性同位素標定

方法仍在研發階段。 

(b-3)非同位素的試劑：這是由 Cagney和 Emili所提出(52)，其原理與 ICAT試

劑相似，但卻不使用同位素。這種稱為 mass-coded abundance tagging（MCAT）

的方法，是利用經由胰蛋白酶消化水解蛋白質而產生的胜肽，用 C 端的 lysine 胺

基酸進行選擇性及定量性的 guanidination，使 lysine轉換成 homoarginine。將經

過修飾反應標定的胜肽混合物與未標定的樣品混合，利用質譜測量就可以測得此樣

品中有標定與未標定胜肽的相對訊號強度。 

 

五、以蛋白質體學尋找新的藥物標的蛋白質 

蛋白質體學的發展結合了許多不同領域的技術，亦可針對不同的目的有廣泛的應用，最

常見的應用是用來比較生物系統中蛋白質表現量的差異。蛋白質體學可以用來觀察細胞生理

或代謝途徑改變所造成的蛋白質表現差異，在生物醫學領域上，蛋白質體學最有價值的應用

之一，是找出正常樣品與疾病樣品中細胞蛋白質體的表現差異；經由這樣的比對，人們有機

會找到疾病專一的生物標籤（biomarkers）應用於臨床診斷；或是找到具有潛力的疾病相關

藥物標的蛋白質，以應用於新藥開發或治療評估。 

由於不同個體彼此間的蛋白質表現原本就不相同（遺傳、代謝、生活習慣、環境、營養

等都是造成差異的因素），因此要尋找疾病專一性的蛋白質需要十分嚴格的驗證。必須在一個

足夠大的疾病樣本中出現的頻率來作為判斷的依據，再進行其後的功能確認實驗。此外，由

於單一疾病常可細分為不同的階段，因此可依疾病進行的階段或特別病徵來分類，如對癌症

而言，可分為癌症階段、轉移的程度、有無特定的遺傳缺失等。因此在實驗中需要研究大量

的疾病個體與正常個體，同時對每個個體的狀況有良好的掌握。 

在蛋白質體分析上，要分析處理大量來至於不同個體的樣品，實驗流程的可重覆性是十

分關鍵的要素。而二維電泳需要許多的操作過程，多仰賴人為操作，因此操作員的技術需要

十分嫻熟；此外，適當的樣品分群有助於觀察到更多的低含量蛋白質。相對的，液相層析搭
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配串聯式質譜儀易於自動化的特性，除了提供分析大量樣品需要的重覆性外，並可達到高通

量的流程。此外，實驗流程必須標準化，包括分析前樣品製備、分析樣品、所得資料分析等，

都必須嚴格地控管。而實驗設計也必須包含大量的樣品，如此才能提供足夠的樣品數來達到

統計信心。雖然蛋白質體學可以找出在特殊疾病中表現量與正常不同的蛋白質，但表現差異

的蛋白質與疾病的關係仍需要更進一步的研究，而是否能當作藥物治療的目標也需要更進一

步的驗證。 

 

六、結語 

蛋白質體學是一個以系統生物學（systems biology）的角度研究細胞中或個體中蛋白質

在表現量上或型態上（如 posttranslational modification）的變化，蛋白質體學的方法不僅能

提供學術研究之用，製藥工業也應用蛋白質體學來尋找疾病治療標的蛋白質，目前許多蛋白

質體學的研究團隊都致力於蛋白質體學研究方法的改進：如(1)樣品取得和準備的方法，增加

蛋白質體中各種蛋白質的偵測率；(2)蛋白質或胜肽分離技術，減少樣品複雜度，增加低含量

蛋白質偵測機會；(3)質譜儀鑑定的效能，減少單一分析時間並增加偵測靈敏度；(4)資料處理

軟體，正確快速分析所得的大量資料，並能提供相關文獻資料，幫助找出之後進一步深入研

究的方向。這些努力都是為了能夠快速正確地找到有價值的蛋白質表現差異，再由此差異找

到與疾病相關的蛋白質，並期望於其中找出有治療價值的新標的蛋白。以現今蛋白質體學相

關領域發展的速度來看，今後要找出疾病治療標的蛋白質的速度及成功率是令人期待的。 
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