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摘要 

    肝癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) 是台灣最常見的惡性腫瘤之一，位居台

灣十大癌症死亡原因的前二位。目前肝癌血液檢查的診斷方式是偵測甲型胎兒蛋

白 (alpha-fetoprotein, AFP) 的含量，若 AFP 的量超過 20 ng/mL 則可能罹患肝

癌，然而在慢性肝炎病人中肝細胞再生時 AFP 也會增高表特異性不佳，此外腫瘤

小於兩公分的肝癌病人 AFP 的靈敏度只有 43 %，顯示 AFP 在肝癌早期無法成

為有效的檢測工具，因此尋找有效的生物標記作為診斷肝癌早期的指標是非常重

要的。腫瘤細胞異常表現的蛋白質會引發身體的免疫反應產生自體抗體 

(autoantibody)，這些引起免疫反應的蛋白質稱為腫瘤相關抗原 (tumor-associated 

antigen, TAA)，過去利用血清蛋白質體分析 (serological proteome analysis, SERPA) 

鑑定到數個可能為肝癌 TAA 的蛋白質，挑選肝癌血清反應較高的蛋白質 hnRNP 

L、DEAD、lamin A/C 與 hnRNP B1 作確認。由一維電泳免疫轉染法發現肝癌病

人血清與 hnRNP L 及 DEAD 反應頻率較高，分別為 64.5 % 和 67.7 %，與正常

人、B 型肝炎帶原者及肝硬化病人血清比較都有顯著差異，p value 小於 0.01。肝

癌病人血清與 hnRNP L 或 DEAD 有反應的頻率是 85.5 % 特異性為 45 %。肝

癌病人血清與 hnRNP L 和 DEAD 同時有反應的頻率是 46.8 % 特異性為 95 

%。利用酵素連結免疫吸附分析 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 發現

肝癌病人血清對具有抗原決定部位 (epitope) 之短肽 hnRNP L 反應頻率較好，與

其他三組血清比較 p value 小於 0.01。為了實行多重生物標記偵測，初步利用 

Illumina Veracode Carboxyl Beads 作為 multiplexed protein assay，發現肝癌病人血

清與短肽 hnRNP L 反應的頻率是 67.0 %，與其他三組血清比較 p value 小於 

0.01。這些結果顯示 hnRNP L 與 DEAD 可為肝癌的 TAA，且短肽 hnRNP L 較

適合作為肝癌生物標記。 

關鍵字：肝癌，甲型胎兒蛋白，腫瘤相關抗原，hnRNP L，Illumina Veracode Carboxyl 

Beads 
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Abstract 

Hepatocellular carcinoma (HCC), one of malignant tumors in Taiwan, is the top 

two causes of cancer death. Serum alpha-fetoprotein (AFP), at a cutoff value of 20 

ng/mL, is currently the most widely used tumor marker for diagnosis of HCC. However, 

some patients with cirrhosis or hepatic inflammation can have an elevated AFP. 

Furthermore, sensitivity of AFP decreases to 43 % when tumor diameter is less than 2 

cm. It shows that AFP can’t be an effective early detection tool for HCC so it’s 

important to find valid biomarkers as early indicators of HCC. Abnormal proteins, also 

known as tumor-associated antigens (TAAs), expressed by tumor cells would trigger the 

immune response to generate autoantibodies. Many TAAs were identified by serological 

proteome analysis (SERPA) and four proteins, hnRNP L, DEAD, lamin A/C, and 

hnRNP B1, were selected to do further research. Using 1D immunoblot, hnRNP L and 

DEAD were identified as HCC-related antigens, showing a higher seropositivity, 64.5 % 

and 67.7 %, in HCC patients than in controls, HBV-carrier, or cirrhosis patients. In 

addition, combination of hnRNP L or DEAD showed a high seropositivity, 85.5 %, in 

HCC patients, and specificity is 45 %. Combination of hnRNP L and DEAD showed a 

high specificity, 95 %, and sensitivity is 46.8 %. It also showed that the peptide epitope 

of hnRNP L had a higher seropositivity in HCC patients than other three groups by 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). For detecing multiple biomarkers, 

Illumina Veracode Carboxyl Beads as multiplexed protein assay was used to screen the 

peptide of hnRNP L, and results indicated that the seropositivity is 67 % in HCC 

patients. In brief, hnRNP L and DEAD may be HCC-related antigens, and the epitope of 

hnRNP L is better to be a biomarker for early diagnosis of HCC. 

Keywords: hepatocellular carcinoma, alpha-fetoprotein, tumor-associated antigen, 

hnRNP L, Illumina Veracode Carboxyl Beads 
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縮寫 

AFP: Alpha-Fetoprotein 

APS: Ammonium Persulfate 

BCA: Bicinchoninic Acid 

BSA: Bovine Serum Albumin 

CBB: Coomassie Brilliant Blue 

DCP: Des-γ-Carboxy Prothrombin 

DEAE: Diethylaminoethyl 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DTT: Dithiothreitol 

EDTA: Ethylenediamineteraacetic Acid 

FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography 

HBV: Hepatitis B Virus 

HCC: Hepatocellular Carcinoma 

HCV: Hepatitis C Virus 

IEF: Isoelectrofocusing 

IPG: Immobilized pH Gradient Gel 

kDa: Kilo Dalton (s) 

LC: Cirrhosis 

MAPPing: Multiple Affinity Protein Profiling 

PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

PBS: Phosphate-Buffered Saline 

pI: Isoelectric Point 

PVDF: Polyvinylidene Difluoride 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
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SERPA: Serological Proteome Analysis 

SEREX: Serological Identification of Antigens by Recombinant Expression Cloning 

TAA: Tumor-Associated Antigen 

TEMED: N, N, N’, N’’-tetramethylenediamine 
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第一章  導論 

第一節  肝癌 

一、肝癌的臨床病理 

    肝癌 (liver cancer) 是在全球人口統計中發生最為頻繁的癌症之一，其死亡率

在全世界癌症高居第三。在台灣，肝癌也名列台灣十大癌症死亡原因的前兩名。

肝癌是泛指肝臟的惡性腫瘤，涵蓋各種肝臟本身所長出來的原發性肝癌 (primary 

liver cancer)，以及由其他器官轉移到肝臟的轉移性肝癌 (secondary liver cancer)。

原發性肝癌又包含各種惡性腫瘤，這是由於肝臟器官是由許多種類的細胞所組

成，最主要的成份是肝細胞，其他還有膽管細胞、血管細胞、平滑肌細胞、脂肪

組織、淋巴組織等，其各自可能發展成為肝細胞癌  (hepatocellular carcinoma, 

HCC)、膽管癌、血管肉瘤以及平滑肌瘤等等 [1]。其中，肝細胞癌在肝癌中占了

約 90 %，膽管癌在肝癌中占約不到 10 %，其餘則更少。 

二、肝癌的流行病學 

1. 在台灣的發生率 

    肝細胞癌 (以下簡稱肝癌) 的發生率在男性是每十萬人有二十五人，在女性是

每十萬人有十人。年發生率在慢性 B 型肝炎病人中是 0.826 %，在大於三十五歲

的慢性 B 型肝炎病人中是 2.77 %，在肝硬化的病人中是 5.6 %，在 B 型肝炎病毒

表面抗原陰性的肝硬化病人是 4.5-6.2 %，在 B 型肝炎病毒表面抗原陽性的肝硬化

病人是 5.7-7.7 %。[57] 

2. 地理上的差異性 

    肝癌在全球的分布，主要是分布在沙哈拉沙漠以南的非洲，還有東亞地區，

中國就占了超過 50 % [2] (圖 A)。在台灣，肝癌的死亡率在東部山區顯著較高，在

西部山區則較低，最高的死亡率見於澎湖群島 [57]，值得注意的是部分高死亡率

區域恰好也是烏腳病盛行區，此點顯示環境因素對肝癌的發生也占重要地位。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(圖 A：紅色區塊是肝癌在全球分布最多的區域，如沙哈拉沙漠以南的非洲、東亞

地區等。[2] ) 

3. 性別、年齡與肝癌的關係 

    男性罹患肝癌的比率大約是女性的四到八倍，且從肝癌死亡率的長期趨勢看

來，男性的死亡率增加，而女性則無多大的改變 [57]，此種男女有別的結果暗示

著除了 B 型肝炎病毒之外，其他的因素 (如性荷爾蒙) 在肝癌的病因學上佔有很重

要的角色。另外，肝癌最盛行的年齡見於 50 至 60 歲之間，小於 40 歲罹患肝

癌者只佔 10 %。 

4. 肝癌的危險因子 (risk factor) 

    肝癌如何發生，至今仍不清楚，而肝癌相關的危險因子包括 B 型肝炎病毒、C

型肝炎病毒、酒精、藥物、黴菌毒素、血色素沈積症以及任何原因所引起的肝硬

化等，均可導致肝癌 [3] (圖 B)。 
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(圖 B：肝癌常見的危險因子有 B、C 型肝炎病毒，還有化學物質包含了黃麴毒素、

抽菸喝酒等。[3] ) 

B型肝炎病毒 (Hepatitis B Virus, HBV) 

    B 型肝炎病毒是肝癌最關鍵的危險因子 [4, 5]。據估計全世界有三億五千萬的

人口為 B 型肝炎病毒之帶原者，亦即在他們的周邊血液中可偵測到 B 型肝炎表面

抗原 (HBsAg)，而其大部分是從母親懷孕或是在嬰幼兒期受感染所導致。在 B 型

肝炎病毒盛行的地區，肝癌好發於男性，發生率比約為女性的七倍。有肝癌家族

史的 B 型肝炎帶原者，發生肝癌的危險性則更高。 

C型肝炎病毒 (Hepatitis C Virus, HCV) 

    C 型肝炎病毒和肝癌的關係是近十年才被確認 [5, 6]，C 型肝炎病毒也是經由

血液傳遞，而且是歐洲、日本及美洲主要的肝癌危險因子。已開發國家的肝癌發

生率上升，可能和三十年前 C 型肝炎病毒之盛行有關。相較於 B 型肝炎病毒相關

的肝癌病人，C 型肝炎病毒相關的肝癌病人其肝臟可能沒有較嚴重的肝硬化或纖維

化。 

肝硬化 (Cirrhosis, LC) 
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    肝硬化和許多病因有關，包括 B 型肝炎病毒、C 型肝炎病毒、慢性酒精濫用、

代謝異常和其他可能毒性物質，這些原因皆可能使肝細胞損傷、再生而導致肝硬

化。然而，台灣大部分肝硬化病人皆是由 B 型肝炎病毒、C 型肝炎病毒所引起 [7]。

肝硬化和細胞損傷及替代的速率上升有關。 

黃麴毒素 (Aflatoxin, AFB1) 

    黃麴毒素是由黃麴菌和相關黴菌產生，是動物強力致癌物，在亞洲因食物儲

存方式，也是主要致病因子。黃麴毒素 [8] 在非洲及東南亞地區的肝癌發展上扮

演很重要的角色，且還發現非洲和東南亞的居民血清中有較高的黃麴毒素嵌合物

之濃度。有流行病學研究指出，受到黃麴毒素嚴重汙染的地區，通常有較高的肝

癌發生率，而黃麴毒素也可能是 B 型肝炎病毒帶原者發生肝癌的另一導致因素。 

酗酒 

    肝癌最大的禍首，除 B 型及 C 型肝炎病毒外，酗酒也是最常見的危險因子之

一 [9, 10, 11]，每日飲酒超過八十克且超過十年者，則罹患肝癌的危險性增加五

倍，若每日飲用不超過八十克，則危險性不高 [58]。對酒精性肝硬化的病患，每

年發生肝癌的機率約 1 %；另外，肝癌也可發生在沒有肝硬化的酒精性肝病病患

身上。對於 B 型肝炎帶原病患而言，飲酒則會增加三到四倍罹患肝癌的危險性；

對 C 型肝炎病患飲酒則增加約兩倍罹患肝癌的危險性。 

藥物 

    某些藥物服用過量有可能會導致肝癌，尤其是調節體質的藥物，例如類固醇、

男性荷爾蒙、動情素及蛋白質荷爾蒙等等 [12]。 

 

第二節  肝癌診斷方法 

一、血液檢查 

抽血檢驗是診斷肝癌最簡單方便的方法之一 [13]。其中又以血清中的甲型胎

兒蛋白 (alpha-fetoprotein, AFP) 最常見，可作為肝癌的腫瘤標記。正常人的甲型胎
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兒蛋白一般來說應在 20 ng/mL 以下，如果超過了這個上限，就有可能罹患肝癌。

但是，肝臟在發炎後、細胞再生時，或懷孕婦女，其甲型胎兒蛋白也會升高。所

以，通常檢驗甲型胎兒蛋白外會再配合影像檢查才能作出準確的判斷。一般而言，

85 % 大型肝癌之甲型胎兒蛋白會升高，但是三公分以下的小型肝癌，大約只有三

分之二的病人甲型胎兒蛋白會升高。因此，檢查時甲型胎兒蛋白值正常並不能完

全排除不會罹患肝癌。 

二、影像檢查 

影像檢查包括腹部肝臟超音波掃描、腹部電腦斷層檢查、血管攝影及核磁共

振檢查 [14]。對於肝癌的診斷十分具有參考價值，也能彌補血清檢驗之不足。 

1. 超音波掃描 

超音波掃描是近年來診斷肝癌最常使用的影像檢查工具 [15]，它最大的好處

就是方便且不具侵襲性，病人也不會有痛苦。對於肝內的腫瘤，即使小至一公分，

都可以偵測出來。超音波除了可以偵測肝癌的大小、位置之外，肝癌是否有侵入

血管或膽管，病人有沒有腹水或肝硬化，都可以看得出來。因此對於這些情況的

瞭解，對選擇治療方式時具有相當重要的參考價值。然而超音波掃描的準確性與

檢查者的經驗技術相當有關係，有時單純的超音波掃描無法正確分辨腫瘤的性

質，所以往往還是需要進一步檢查加以確定。 

2. 電腦斷層或核磁共振檢查 

    電腦斷層或核磁共振檢查，對於肝腫瘤的性質可提供進一步的訊息 [16]。有

時候病人的甲型胎兒蛋白持續升高，但在超音波掃描卻找不到可疑的病兆，例如

有些肝癌是屬於浸潤型，而非明顯的腫塊，在超音波掃描上無法區分肝癌與肝硬

化之差異性，需要仰賴其他影像檢查加以判別。電腦斷層或核磁共振掃描，也可

檢查肝外之淋巴結或腹腔內的大血管有沒有受到侵害，對於肝癌的治療有重大的

影響。電腦斷層掃描缺點是須要注射顯影劑，有極小部份的人會對顯影劑過敏。 

3. 血管攝影 
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    血管攝影，因為它具有侵襲性，病人接受這種檢查時程序比較繁複，也比較

痛苦。所以如果遇到以下這些情況，需要藉由血管攝影來檢查： 

(1) 甲型胎兒蛋白的值持續上升，但其他檢查項目都無法發現肝癌時。 

(2) 超音波、電腦斷層和核磁共振掃描等都沒有辦法確定肝腫瘤的特性時。 

(3) 藉由血管攝影檢查進一步確定肝癌腫瘤的數目，因為腫瘤的數目常常會影響肝 

癌治療的方式。 

三、組織病理檢查 

    診斷肝癌最直接的方式應當是病理組織的診斷。病理組織取得的方式有兩

種：穿刺或開刀。肝穿刺 (liver biopsy) 是在超音波引導下用細針直接刺入病人的

肝臟採取組織切片 [17, 18]。開刀則必須進行剖腹後再切取肝臟腫瘤組織。一般來

說，如果抽血檢查甲型胎兒蛋白異常升高，配合其他檢查也顯示有肝癌，則可考

慮直接加以治療。但是，如果連血管攝影都無法確定肝腫瘤的性質時，便必須考

慮穿刺切片。 

 

第三節  肝癌腫瘤標記在臨床上之應用 

一、生物標記與腫瘤標記的定義 

    生物個體在發育生長的過程中，隨著生理的變化，體內如 mRNA、蛋白質、

荷爾蒙等生物分子也會有不同程度的增減。當細胞受到刺激時所造成的 DNA 突

變或修飾，或是當細胞嚴重受損而使得蛋白質流失至血液或體液 (如胸水、腹水)，

上述產生質變或量變的生物分子，可反應出生物個體當下的生理狀況，因此稱生

物標記 (biomarker)。 

    腫瘤標記 (tumor marker) 有兩個層面的定義。廣泛的定義泛指任何與惡性腫

瘤有關聯者，可藉以表現腫瘤的存在，病患身上血液、尿液或身體組織成份因癌

症而有所改變，都是屬於腫瘤標記，可以預測腫瘤發展所引發的危機或未來的行
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徑，亦即在有癌細胞狀況下，由癌細胞或正常細胞直接產生的物質都可能可以作

為腫瘤標記。狹義的定義是指在血清、血漿或尿液中循環之腫瘤相關標記。在臨

床上，要有癌症發生後就可以早期偵測到身體所含的最小腫瘤，這需仰賴分析方

法之靈敏度，另外，臨床醫師也關心這標記對研究學者想找的腫瘤的特異性是否

值得信賴。 

二、腫瘤標記在癌症檢測與診斷上的應用 

    癌症是目前人類醫學所面臨最重要的課題之一，現今對於癌症的腫瘤標記之

研究開發也是越來越熱門了 [19, 20]，這是由於科學家們希望能藉由腫瘤標記作為

偵測癌症早期發現的指標 [21]，利用血清腫瘤標記檢測，讓罹癌患者能及早發現，

增加治癒機會。然而，目前能廣泛應用到臨床癌症檢測的腫瘤標記仍然很有限。

近年來臨床上常用的癌症腫瘤標記包括 CA125 在卵巢癌的檢測 [22]、PSA 在前

列腺癌的檢測 [23]、CA15-3 在乳癌的檢測 [24] 以及 AFP 在肝癌的檢測 [25, 26, 

27] 等等。以下針對診斷肝癌常用之血清腫瘤標記做介紹： 

甲型胎兒蛋白 (alpha-fetoprotein, AFP) 

    AFP 是一個醣蛋白 (雙鏈醣複合物)，分子量約 70 kDa 左右。在健康個體中，

其平均濃度約 10 ng/mL。臨床上已將 20 ng/mL 作為診斷肝癌的篩檢值 (cutoff 

value)。雖然 AFP 是臨床上使用最久的肝癌標記，但它在早期診斷上有其限制。

事實上，AFP 在其他疾病狀態下也會升高。百分之二十慢性肝炎病人血清中 AFP 

有上升現象；在肝硬化病人中，百分之二十到五十病人 AFP 上升；此外 AFP 在

肝癌病人上有起伏的情形，這些都使得在臨床上很難判斷肝臟是處於再生或發炎

狀態，顯示 AFP 作為肝癌標記其特異性不佳，約在 80 %-99.4 % [28]。另外，根

據文獻顯示，在腫瘤細胞小於兩公分時，AFP 的靈敏度也不理想，只有 43.5 % 

[29]。而且因為影像醫學技術的進步，早期診斷小型肝癌的機率也已上升許多。 

脫羧基凝血酶 (des-γ-carboxy prothrombin, DCP) 

    DCP 是一個不正常的凝血酶原  (prothrombin)，其蛋白 N 端十個麩氨酸 
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(glutamic acid) 皆沒有羧化，因此失去凝血活性，若偵測到 DCP 含量超過 40 

mAU/mL 則可能罹患肝癌。雖然 DCP 比較具肝癌特異性，但是比 AFP 出現來

的晚，因此在早期診斷上也比較不適合。DCP 其靈敏度約在 48.2 % [29, 30]，而

特異性則有 95.9 %。DCP 在某些疾病狀態下也會上升，像是阻塞性黃疸和肝內膽

囊炎，因此必須加以辨識。 

甲型胎兒蛋白異質體 3 (AFP-L3) 

    AFP-L3 是總 AFP 中帶醣的部分，一般臨床篩檢値為 10 %，若是超過 10 

%，則極有可能已經有肝癌生成或發生肝癌的機率增加。AFP-L3 診斷肝癌的特異

性大於 95 %，靈敏度為 51 %。在腫瘤細胞小於兩公分時，AFP-L3 的靈敏度會

下降到 35-45 % [13, 14]。 

三、腫瘤相關抗原與其血清自體抗體之介紹 

    由於血液的檢測是最簡單快速且沒有侵略性的，因此一般所希望找的腫瘤標

記為血清腫瘤標記，也就是在細胞要癌化時，在血液中會大量產生的即可作為血

清腫瘤標記。血清腫瘤標記的種類有很多，其中血清自體抗體 (serum autoantibody) 

就是本實驗室想探討的對象。 

    過去偵測血液中自體抗體的含量，往往是為了檢測是否有自體免疫疾病產

生，當細菌或病毒感染並暴露出相似自身蛋白的抗原分子時，當宿主體內正常且

隱藏性的抗原釋放到血液進入循環系統時，或自身蛋白突變等眾多原因，都有可

能使免疫系統誤認為非自身的物質進而攻擊。而近年來，在許多癌症病患上，發

現也有自體抗體的產生，最早的例子是在黑色素瘤 (melanoma) 中鑑定到腫瘤相關

的自體抗原 [31]。 

    腫瘤抗原，是指細胞癌變過程中出現的新抗原及過度表達的抗原物質的總稱 

[32]。若此抗原是腫瘤細胞特有的，或只存在於某種腫瘤細胞而不存在於正常細胞

的新抗原，則稱作為腫瘤特異抗原 (tumor-specific antigen, TSA)，鑒於此類抗原一

般通過動物腫瘤移植排斥實驗所證實，故又稱為腫瘤特異性移植抗原，然而，絕
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大部份之腫瘤目前並無腫瘤特異抗原被發現；若是非腫瘤細胞所特有的、正常細

胞和其他組織上也存在的抗原，只是其含量在細胞癌變的時候有明顯增高，此類

抗原稱為腫瘤相關抗原 (tumor-associated antigens, TAA)。 

    一般來說，腫瘤相關抗原都是經過後轉譯的修飾才會被免疫系統視為外來

物，這些後轉譯的修飾包括糖化、磷酸化、氧化及蛋白質切割等，可導致新的 

epitope 產生，或增加自身 epitope 所呈現的時間，使得容易被主要組織相容複合

體及 T 細胞受體辨認、親合力變高，進而引發自體免疫反應。自體免疫反應下的

產物便是自體抗體產生，因此，就可以藉由偵測血液中的自體抗體作為診斷早期

癌症的指標 [31, 32, 33]，另外有的也可作為癌症上的免疫治療。 

    在許多研究上發現，大多的腫瘤相關抗原不是新生的抗原，而是自身抗原的

異常表現所導致，最有名的例子便是肺癌病人中 p53 的點突變造成大量自體抗體

的產生 [31]。這是由於在肺癌病人中，p53 在外顯子 (exon) 四到六的區域發生高

突變點 (hot-spot)，使得 p53 的穩定度增加，進而增加免疫系統與其辨認的機會

才導致 p53 自體抗原產生。更有趣的是，抗 p53 自體抗體與自體抗原辨認的位

置，並非突變的區域，而是 p53 的 N 或 C 端區域，這更說明了自身蛋白質異常的

穩定度亦可導致自體免疫。 

    至今對於腫瘤相關抗原所引發的體液性免疫反應的機制仍不是很清楚，但已

經有許多假說被提出來 [31]。最常被大家所提及的假說是，異常癌細胞的死亡，

由於癌細胞的死亡常常是伴隨著 necrosis 產生而非正常 apoptosis，因此會導致細

胞內蛋白質的釋放，經由這樣反覆進行異常癌細胞死亡並暴露胞內蛋白質於血液

中，使得自身的蛋白質被免疫系統辨認而成為自體抗原。另外一種常見的假說是，

在正常細胞凋亡下，有些腫瘤相關抗原會吸引白血球及未成熟的樹突狀細胞前

來，與這些免疫細胞的專一性受體作交互作用，腫瘤相關抗原這種趨化性活性便

會引起細胞性免疫反應的產生。 

    不論如何，抗腫瘤相關抗原的血清自體抗體可以應用在癌症的早期診斷以及



 

治療是無庸置疑的。最近幾年，許多鑑定腫瘤相關抗原或其血清自體抗體的方法

也已被發展出來。主要用來尋找腫瘤相關抗原的五大技術有，SEREX (serological 

identification of antigens by recombinant expression cloning)、phage-display libraries、

SERPA (serological proteome analysis)、protein array、MAPPing (multiple affinity 

protein profiling) [37, 38]。 

    SEREX 是利用病人的血清篩檢來自癌病變組織的 cDNA 表現資料庫，來找

尋並鑑定腫瘤相關抗原。Phage display 是把蛋白質表現在 phage 的外表上，然後

利用這種攜帶了特定的蛋白質的 phage，利用蛋白質彼此之間的交互作用去篩選想

要的腫瘤相關抗原。SERPA 是利用病人血清篩檢癌細胞蛋白質，鑑定出可能的腫

瘤相關抗原。Protein array 是將要篩檢的蛋白質點在晶片上，再與病人血清反應藉

以鑑定腫瘤相關抗原。MAPPing 是經由兩次的免疫親合層析法，先以正常人血清

去掉非專一的腫瘤相關抗原，再以病人血清抓住專一性的腫瘤相關抗原，並作質

譜分析鑑定。[38] (圖 C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(圖 C：鑑定腫瘤相關抗原以及其自體抗體的五大方法。[38] ) 
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四、蛋白質體學在癌症腫瘤標記的研究上之應用 

    當一個健康的細胞轉變成癌化的細胞時，不僅僅是基因上的改變，最終帶來

的影響是蛋白質上量與質的改變。由於質譜學技術的不斷進步，突破了過去不能

分析微量蛋白的限制，提高蛋白質鑑定的效率與可行性，使得蛋白質體學近年來

發展極為快速，成為可以廣泛應用於各種領域的技術，尤其是在醫學領域當中，

可應用於癌症的檢測與生物標記的發展上。 

    蛋白質體技術主要可分為兩層面，一是高解析度的蛋白質分離技術，另一個

則是蛋白質身分鑑定所需的質譜技術。二次元膠體電泳有許多優點，像是容易取

得、高解析度、分離蛋白質異構物或是特定修飾等等，然而，也有一些缺點存在，

像是極端酸性或鹼性蛋白質分離效果差、分子量太大或太小不易在膠體上分離等

等。另一類蛋白質體的技術轉向非膠體為基礎，亦即多維液相層析，蛋白質被水

解為胜肽後，經不同性質管住做液相層析分離，最後由質譜儀分析，優點是可以

偵測到低含量蛋白質。近幾年來，常會結合二次元膠體電泳、多維液相層析與質

譜學技術來找尋癌症相關之腫瘤標記 [34, 35, 36]，是蛋白質體學中使用最頻繁的

工具。 

 

第四節  本論文之實驗動機與策略 

一、實驗動機 

肝癌可以說是台灣的國民病，由於 B 肝及 C 肝的患者眾多，讓肝癌每年都在

癌症排行榜上位居前一、二名。在台灣有許多病人被診斷出來為肝癌的時候都已

經屬於末期，癒後情況並不理想。相對的，如果肝癌的高危險群都能定期接受檢

查，早期發現肝癌，其實治癒的機會非常大。 

    近年來常使用的肝癌血清腫瘤標記 AFP [29]、DCP [30] 及 AFP-L3 [13, 14]，

不是特異性不佳就是靈敏度不佳。AFP 升高不能排除發炎或其他疾病影響的可能
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性，其特異性不佳。若是腫瘤標記 AFP 與 DCP 偵測出來的值沒有超過篩檢値，

也不能完全解釋為沒有罹患肝癌。所以，為了解決單一腫瘤標記特異性不高或靈

敏度不高的問題，許多研究逐漸朝向複合型的生物標記開發，期望透過多個腫瘤

標記的篩選，提高診斷的特異性或靈敏度。因此，本實驗主要的研究目的是希望

能利用蛋白質體學的技術，透過統計學的計算，尋找出有效的肝癌腫瘤相關抗原

及其自體抗體，建立肝癌的複合型腫瘤標記，並期望可藉由診斷這些肝癌相關自

體抗體，在臨床上作為肝癌早期檢測之指標。 

二、實驗策略 

    本實驗室過去利用血清蛋白質體分析 (serological proteome analysis, SERPA)

技術 [37, 38]，將 Hep3B 的總蛋白質利用二維電泳展開，一部份利用西方墨點法

把膠體上的蛋白質轉印到 PVDF 膜上，再分別以正常人、B 型肝炎帶原者、肝硬

化病人與肝癌病人的血清作為一級抗體去和 PVDF 膜上的蛋白質反應，另一部份

作 CBB 的染色，挑選只有在肝癌病人這組有反應的點，將染上 CBB 膠片的該

點，挖點作膠體內水解，並利用質譜分析作蛋白質的身分鑑定，鑑定到二十二種

可能為肝癌腫瘤相關抗原的蛋白質，接著，利用二維電泳及西方墨點法，分別用

正常人、B 型肝炎帶原者、肝硬化病人及肝癌病人血清各十個與膠片上蛋白質作反

應，挑選與血清反應頻率盛行率較高的四個蛋白質，作後續的篩選。 

    因此，首先會先將四個蛋白質 (hnRNP L、DEAD、lamin A/C 與 hnRNP B1) 用

一維電泳及免疫轉染法來篩選，利用適當的統計分析做確認，挑選出多個可能具

有潛力作為肝癌腫瘤標記的肝癌腫瘤相關抗原。接著，再進一步利用酵素連結免

疫吸附分析法 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 作篩選，看是否可應用

於酵素連結免疫吸附分析法上，並利用統計分析計算哪些有顯著差異。最後，也

會初步利用 Illumina Veracode Carboxyl Beads 多重蛋白偵測 (multiplexed protein 

assay) 這項技術 [39, 40]，篩選過去實驗室找到的 epitope hnRNP L 199-264，比較

一般酵素連結免疫吸附分析法偵測以及此項多重蛋白技術的優缺點，希望能將兩
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種以上的腫瘤相關抗原應用在 Illumina Veracode Carboxyl Beads，並能對臨床診斷

早期肝癌上有所助益。 

三、實驗流程大綱 

Sample Preparation (cell cultures) 

↓ 

2D Gel Electrophoresis (IEF & SDS-PAGE) 

↓ 

Western Blot & Isolation of Spots of Interest 

↓ 

Mass Spectrometry & Identification of Proteins 

↓ 

Cloning and Purification of the Recombinant Proteins 

↓ 

One-dimensional Immunoblot & Statistics Analysis 

↓ 

ELISA & Statistics Analysis 

↓ 

Multiplexed Protein Assay & Statistics Analysis 

(Illumina Veracode Carboxyl Beads) 

↓ 

Constructing a Multiple Biomarkers Panel 
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第二章  實驗材料 

第一節  肝癌細胞株與生物檢體 

一、肝癌之細胞株 

    Hep3B，人類肝癌細胞株，分化良好，有腫瘤生成的特性，來源取自 ATCC® 

HB-8064TM。 

二、生物檢體 

    肝疾病病人的血清，由台大醫院內科部主治醫師陳健弘醫師所提供，包含肝

癌病人、肝硬化病人、B 型肝炎帶原病人之血清。正常人的血清是由本實驗室同仁

所提供的，作為實驗控制組的正常人之血清，定義為臨床上並未診斷出有任何肝

臟疾病或癌症的正常人之血清。 

 

第二節  藥品與試劑組 

一、藥品 

藥品名稱 廠牌 

DMEM HYCLONE 

Fetal Bovine Serum HYCLONE 

Penicillin/Streptomycin INVITROGEN 

Trypsin-EDTA INVITROGEN 

Phosphate Belanced Saline HYCLONE 

Bovine Serum Albumin SIGMA 

Acrylamide Amercham Bioscience 

N,N’-methylene-bis-acrylamide Amercham Bioscience 

Tris Amercham Bioscience 



 

 15

SDS Amercham Bioscience 

Urea Amercham Bioscience 

DTT Amercham Bioscience 

Triton X-100 Amercham Bioscience 

Tween 20 SIGMA 

2-β-mercaptoethanol MERCK 

Comassie Blue SIGMA 

TEMED MERCK 

Bromophenol Blue SIGMA 

Ethanol SIGMA 

Methanol MERCK 

Glycerol SIGMA 

Imidazole SIGMA 

Potassium Chloride SIGMA 

Sodium Hydroxide SIGMA 

Glycine SIGMA 

Isopropanol MERCK 

Acetonitrile MERCK 

Acetic Acid MERCK 

Sodium Azide SIGMA 

HCl SIGMA 

NaOH SIGMA 

NaCl SIGMA 

Na2CO3 和光純藥工業 

NaHCO3 和光純藥工業 
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Na2HPO4 和光純藥工業 

NaH2PO4 和光純藥工業 

IPTG SIGMA 

Lysozyme SIGMA 

Sulfo-NHS PIERCE 

EDC SIGMA 

MES SIGMA 

LWM Bio-Rad 

二、試劑 

試劑名稱 廠牌 

BCA Protein Assay Reagent PIERCE 

2D Quant Kit Amercham Bioscience 

Western LightningTM Chemiluminescence 

Reagent 

SIGMA 

SureBlue ReserveTM TMB Microwell 

Peroxidase Substrate 

SIGMA 

 

第三節  一級與二級抗體 

一、一級抗體 

抗體名稱 廠牌 

Anti-GST Cell Signaling 

Anti-His Tag Santa Cruz 

二、二級抗體 

抗體名稱 廠牌 
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HRP-conjugated rabbit anti-human IgG Santa Cruz 

HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG Santa Cruz 

HRP-conjugated donkey anti-goat IgG Santa Cruz 

Anti-human IgG, Cy3 labeled PIERCE 

 

第四節  重要儀器及相關耗材 

一、儀器 

儀器名稱 廠牌 

Ultrospec 3000 Spectrophotometer Amercham Bioscience 

Electrophoresis Power Supply 301/1001 Amercham Bioscience 

Coulter Microfuge R Centrifuge BECKMAN 

Ultracentrifuge BECKMAN 

Microcentrifuge BECKMAN 

6173 pH Meter JENCO 

1020 Centrifuge KUBOTA 

Dry Bath Incubator Major Science 

Shaker ORBITAL 

Pipett GILSON 

Orbital Shaker TKS 

Hotplate Stirrer Jlab Tech 

TM-325 autoclave TOMIN 

Multichannel Pipett RANIN 

二、耗材 

耗材名稱 廠牌 
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PVDF Transfer Membrane MILLIPORE 

96 Well Microplate COSTAR 

96 Stripwell Plate THERMO 

Paraffin MENASHA 

X-Film FUJI 

Tips RANIN 

Eppendorf CORNING 

Centrifuge Tube BIOMAN 
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第三章  實驗方法 

第一節  肝癌細胞株之培養與其蛋白質之萃取 

一、肝癌細胞株之培養 

1. 培養液 (medium) 配置 

    DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 粉末狀培養基以二次蒸餾水完全

溶解，加入 3.7 g 碳酸氫鈉，待其完全溶解將培養基調到 pH 7.2-7.4，以二次蒸餾

水補到 1 L，接著通過 0.22 μm 細胞培養專用的無菌過濾膜，分裝備用。使用之

前 加 入 胎 牛 血 清  (fetal bovine serum, FBS) 及 青 黴 素 與 鏈 黴 素 

(penicillin/streptomycin, PS)，使最終濃度為 10 % FBS 以及 1 % PS。 

2. 細胞株培養 (cell culture) 

   肝癌細胞株以底面積七十五平方公分的培養瓶  (T75 flask) 培養，放置在 

37℃、 5 % CO2 的恆溫培養箱中。等到細胞長到八分滿時，以  PBS 

(phosphate-buffered saline) 沖洗細胞兩次，再加入含有 0.2 % EDTA 及 0.5 % 胰

蛋白酶 (trypsin) 緩衝液 1 mL 使細胞剝落，在培養箱中靜置三到五分鐘，加入 1 

mL 的培養液使胰蛋白酶的作用停止，將細胞均勻打散後，重新分配適量細胞到培

養瓶或培養皿 (cell culture dish) 繼代培養 (sub-culture)。 

二、蛋白質之萃取 

    收集五大盤直徑十五公分的培養皿之肝癌細胞株 Hep3B，倒掉培養液並以 

PBS 洗兩次，每盤加入適量 PBS 將細胞刮取下來收集到離心管中，以 1000 rpm 

離心三分鐘，吸掉上清液，接著用 cell wash buffer 洗三次，收集成一管。加入適

量 2D sample buffer，利用超音波震盪 sonicate 30 秒 (pulse on 5 秒，pulse off 5 

秒)，以 13000 rpm 離心約 10 分鐘，取上清液，置於 -20℃ 或 -80℃ 保存。 
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第二節  蛋白質定量、電泳與染色 

一、蛋白質濃度的測定 

1. BCA Protein Assay 

    用 BSA (bovine serum albumin) 建立一標準曲線，將試劑 A 與試劑 B 以體積

50:1 的比例混合配成操作溶液，每個樣品各取 10 μL 加到 100 μL 的操作溶液中

混合均勻，在 37℃ 下反應 30 分鐘，測定在 595 nm 時的吸光值。樣品濃度可

由標準曲線換算而來。 

2. 2-D Quant Kit 

    用 BSA 建立一標準曲線，將相同體積待測樣品 (< 50 μL) 置入 1.5 mL 試管

中，每個樣品加入 500 μL precipitant 劇烈搖晃並置於室溫下 2-3 分鐘。再加入 

500 μL co-precipitant 並混合均勻，以 14500 rpm 離心約 5 分鐘去上清液。接著

加入 100 μL copper solution 和 400 μL 去離子水，劇烈震盪以溶解蛋白質樣品。

最後加入 1 mL 呈色劑在室溫下靜置 15-20 分鐘，用 ELISA reader 測定在 480 

nm 之吸光值，樣品濃度可由標準曲線換算而來。 

二、一維膠體電泳──十二烷基磺酸鈉-聚丙烯醯胺膠體電泳法 (sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

1. 膠體玻璃之架設 

    先取兩塊洗淨烘乾後的平面玻璃 (mini gel: 10 × 10.5 cm, normal gel: 15 × 15 

cm)，以凹型的軟質膠片作為 spacer (12 × 15 × 0.1 cm)，以鐵夾夾住玻璃左右側，

直立於桌上。 

2. 聚丙醯胺膠體之配製 

    Separating Gel 配製：取 A solution 3.4 mL、B solution 2 mL 及去離子水 2.7 

mL，接著加入 5 μL TEMED 以及 55 μL 10 % APS 混合均勻。將凝膠溶液注入裝

置好的玻璃中，並在凝膠上方加入甲醇，靜置於室溫下。 
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    Stacking Gel 配製：取 A solution 300 μL、C solution 500 μL 及去離子水 1.2 

mL，接著加入 3 μL TEMED 以及 9 μL 10 % APS 混合均勻。將凝膠到入已凝固

的 separating gel 上 (要先倒掉上方甲醇)，插入尺梳 (comb)，使 stacking gel 凝

成凹槽狀，靜置於室溫下。 

◎Mini-Gel 配方如下： 

Unit: mL Separating Gel Stacking Gel 

Percentage 7.5 % 10 % 12.5 % 15 % 17.5 % - 

Solution A 2.0 2.7 3.4 4.0 4.9 0.3 

Solution B 2.0 2.0 2.0 2.0 2.1 - 

Solution C - - - - - 0.5 

ddH2O 4.0 3.4 2.7 2.0 1.4 1.2 

TEMED 5 5 5 5 5 3 

10 % APS 55 55 55 55 55 9 

◎各項溶液成分如下： 

A solution：30 % acrylamide，0.8 % N,N’-methylene-bis-acrylamide。 

  B solution：1.5 M Tris-HCl，pH 8.8 緩衝溶液。(0.4 % SDS) 

  C solution：0.5 M Tris-HCl，pH 6.8 緩衝溶液。(0.4 % SDS) 

3. 電泳緩衝溶液 (running buffer) 製備 

    取 3.0 g Tris-base、14.4 g glycine 以及 1.0 g SDS，補去離子水至 1 L，最後

配成 25 mM Tris、192 mM glycine 以及 0.1 % SDS，且 pH 8.3。 

4. 蛋白質樣品的處理 (sample preparation) 

    取適量的蛋白質量，加入 2X sample buffer (0.5 M Tris-HCl pH 6.8、10 % SDS、

50 % glycerol、β-mercaptoethanol、coomassie brilliant blue)，置於 95℃ 水浴加熱

十分鐘。 

    將鑄好的膠的橡膠膠條拿掉，固定玻璃片在電泳槽中，有凹槽的一面朝內。
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使電泳槽住滿電泳緩衝溶液，逐一加入處理好的蛋白樣品。電泳槽上層為負極，

下層則為正極，固定安培數來進行電泳約兩小時 (每片 15 mA，電壓不超過 200 

V)。待指示劑跑到膠體最底部即完成電泳。 

    本實驗採用的標準蛋白質分子量 (Low-range Protein Molecular Weight Markers) 

如下： 

蛋白質名稱 分子量 (kDa) 

Phosphorylase B 97.4 

Bovine serum albumin 66.2 

Ovalbumin 45.6 

Carbonic anhydrase 31.0 

Soybean trypsin inhibitor 21.5 

Lysozyme 14.4 

三、二維膠體電泳──等電點聚焦電泳法 (isoelectric focusing, IEF) 以

及 SDS-PAGE 

1. 第一維：等電點聚焦電泳法 (IEF) 

    先將等電點梯度膠條 (immobilized pH gradient, IPG) 放入水合的容器槽中。加

入水合化緩衝液 (8 M urea、0.5 % Pharmalyte 3-10、16 mM DTT、0.003 % Triton 

X-100、1 % Orange G)，置於水平桌面，水合時間約為 16 小時。 

    取 1 mg 的樣品以 100 μL 樣品緩衝液 (8 M urea、2 % Pharmalyte 3-10、60 

mM DTT、0.5 % Triton X-100、0.003 % bromophenol blue) 溶解，超音波震盪五分

鐘，並在 37℃ 下放置 1 小時以增加溶解度，以 13000 rpm 離心 5 分鐘，取上

清液即可開始進行第一維的 IEF 電泳分析。 

    取 pH 3.0-10.0 已水合的 IPG 電泳膠片，放入水平電泳槽中，再架上樣品槽，

使之輕輕接觸 IPG 電泳膠片即可。接著加入 50-100 μL 樣品溶液，再以覆蓋液蓋

過電泳膠片的表面。將電源供應器調整成電源起始電壓在一分鐘內達到 500 V 並
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且維持 5 小時，之後使電壓以梯度的方式漸增至 2000 V，自此維持 14 小時左

右。 

2. 第二維：十二烷基磺酸鈉-聚丙烯醯胺膠體電泳法 (SDS-PAGE) 

    將完成的第一維電泳的 IPG 膠片浸潤在平衡緩衝液 (6 M urea、1 % SDS、30 

% glycerol、16 mM DTT、0.01 % bromophenol blue、10 mM Tris-HCl pH 6.8)，平衡

十五分鐘。接著轉移 IPG 膠片到 SDS-PAGE 電泳裝置上進行第二維分析。第二

維所製備的膠片大小為 26 × 20 公分，其濃度為 12.5 %。電源供應以固定 20 mA 

但電壓不超過 200 V 為限。 

四、電泳後的膠片染色 

1. CBB 染色 

(1) 染色 

    將跑完的電泳膠片取下浸泡在染色液中，均勻搖晃，室溫下約三十分鐘，直

到整張膠片都染成深藍色，即可倒掉染液準備退染。 

◎染色液配置：先將 240 mL 工業甲醇、160 mL 二次蒸餾水以及 200 mL 醋酸混

合均勻，再加入四錠的 PhastGelTM Blue R-350 (Amersham Bioscience)，完全溶解

後補二次蒸餾水到 2 L，過濾不溶物質即可使用。 

(2) 退染 

    倒掉染液之後，加入適量的褪色液，旁邊可放擦手紙巾增加退染速度，褪至

背景接近透明為止，再用二次蒸餾水來清洗，即可浸泡在乾淨的二次蒸餾水中保

存。 

◎褪色液配置：250 mL 工業甲醇以及 70 mL 醋酸，補二次蒸餾水到 1 L 混合均

勻後即可使用。 

2. 硝酸銀染色 (silver staining) 

(1) 銀染染色流程 

    將跑完的電泳膠片取下置入塑膠盒中，加入固定溶液 (fixation solution) 反應 
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30 分鐘。倒掉固定溶液，加入感應溶液 (sensitizing solution) 反應 30 分鐘。反應

完後倒掉感應溶液，以二次蒸餾水清洗三次，每次 5 分鐘，接著加入銀染反應溶

液 (silver reaction solution) 反應 20 分鐘。倒掉溶液之後，再以二次蒸餾水洗兩

次，每次 1 分鐘，再加入呈色溶液 (developing solution) 呈色約 2-5 分鐘，不可

過長 (否則會染太深)，視染色深淺來移除溶液，最後加入終止溶液 (stopping 

solution) 室溫搖晃 10 分鐘，置換成二次蒸餾水即可保存。 

(2) 各項試劑成分 

  Fixation Solution：40 mL 95 % 酒精，10 mL 醋酸，補二次水至 100 mL。 

  Sensitizing Solution：30 mL 95 % 酒精，0.5 mL glutaraldehyde，4.0 mL sodium 

                    thiosulphate，6.8 g sodium acetate，補水至 100 mL。 

  Silver Reaction Solution：10 mL silver nitrate solution，40 μL formaldehyde，補 

                       水至 100 mL。 

  Developing Solution：2.5 g sodium carbonate，20 μL formaldehyde，補水至 100  

                    mL。 

  Stopping Solution：1.46 g EDTA-Na2‧2H2O，補水至 100 mL。 

 

第三節  蛋白質免疫定量分析法 

一、西方墨點法 (Western Blot) 

1. 蛋白質的轉染 

    準備好與膠片大小相同的 PVDF 轉印膜，先將 PVDF 轉印膜浸潤在 100 % 

甲醇，使它從疏水性變成具有親水性的特質，再將它與跑好的膠片一起浸潤在轉

印時所需的緩衝溶液 (10 mM CAPS、10 % MeOH，pH 11.0) 至少 3 分鐘。石墨

板上依序鋪上 (1) 三張已浸潤過緩衝液的濾紙 (2) PVDF 之轉印膜 (3) 跑好的膠

片 (4) 三張已浸潤過緩衝液的濾紙，鋪蓋的過程不可有氣泡產生，也要注意保持 

PVDF 轉印膜以及膠片的濕潤，最後蓋上會接負極的石墨版。轉印所使用的毫安
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培數為膠片的面積，通電時間約為 4 小時。 

    轉印結束之後，取出 PVDF 轉印膜染 fast green 染劑 (0.1 g fast green、10 mL 

acetic acid、26.3 mL 95 % ethanol，補水至體積 100 mL)，以確定蛋白質的位置及

轉印效率。加入 fast green 數秒之後，即可用甲醇及去離子水清洗，待背景洗淨後

再浸潤甲醇來風乾，剪裁並標示蛋白質名稱，即可準備進行抗體偵測。 

2. 抗體與蛋白質反應 

    將 PVDF 轉印膜以甲醇浸潤後，即可泡在含有 5 % 脫脂奶粉的 TN 緩衝溶

液 (20 mM pH 7.5 Tris-HCl、0.15 M NaCl) 中，室溫搖晃大約 1 小時以進行 

blocking 的動作。倒掉反應液體，加入稀釋在含有 1 % 脫脂奶粉 TNT 緩衝溶液 

(20 mM pH 7.5 Tris-HCl、0.15 M NaCl、0.5 % Tween 20) 的一級抗體 (血清抗體稀

釋 1:1000)，置於 4℃ 搖晃反應大約 16 小時。倒掉一級抗體並以 TNT 洗六次，

每次 10 分鐘。再來進行二級抗體偵測，加入稀釋在含有 1 % 脫脂奶粉 TNT 緩

衝溶液的二級抗體 (HRP-conjugated rabbit anti-human IgG antibody, 1:25000)，置於

室溫搖晃大約 1 小時。倒掉二級抗體以 TNT 洗六次，每次 10 分鐘。 

    將 PVDF 轉印膜鋪在玻璃片上，加入適量的反應液 (Western LightningTM 

Western Blot Chemiluminescence Reagent)，兩種溶液等體積並混合均勻，反應兩分

鐘後吸掉多餘液體，即可將 PVDF 轉印膜放入暗盒 (cassette)，於暗房放入X光底

片進行壓片，計時 3-5 分鐘。接著將底片放入顯影液直到可見陽性反應，水洗後

再浸泡在定影液直到透明為止，用水洗淨後風乾保存。 

二、酵素連結免疫吸附分析法 (enzyme-link immunosorbent assay, 

ELISA) 

1. 溶液配製 

  Coating Buffer：1.59 g Na2CO3，2.93 g NaHCO3，補水至 1 L，pH 9.5。 

  Blocking Buffer：0.1 % BSA，0.02 % thimerosal，配製在 PBS 中。 

  Wash Buffer：0.02 % Tween 20，0.02 % thimerosal，配製在 PBS 中。 



 

2. 操作流程 (圖 D) 

    準備適當的蛋白質樣品濃度，取出來加到 carbonate-bicarbonate 緩衝溶液中。

接著加到 96 孔盤之中，每個 well 約加 100 μL，室溫下搖晃八小時。倒掉 96 孔

盤中的液體，用 PBS 洗 2-3 次。加入 200 μL 的 blocking 緩衝液 (含有 1 % 脫

脂奶粉的 PBS 緩衝液)，室溫下反應 2-3 小時。作用完後倒掉液體，加入 100 μL 

含有 1 % 脫脂奶粉以及 0.05 % Tween 20 的 PBS 緩衝液，再加入 2 μL 稀釋過

二十倍的血清作為一抗 (亦即最後變成稀釋為一千倍)，室溫下反應約一小時。反

應完後倒掉液體，並且每個 well 用 200 μL 含有 0.05 % Tween 20 的 PBS 洗兩

次。最後加入稀釋  5000 倍的二抗  (HRP-conjugated rabbit anti-human IgG 

antibody)，配在含有 1 % 脫脂奶粉以及 0.05 % Tween 20 的 PBS 緩衝液，室溫下

反應約 1 小時。反應完後倒掉液體，並且每個 well 用 200 μL 含有 0.05 % Tween 

20 的 PBS 洗兩次。 

    抗體辨識完後，接下來要進行呈色反應。首先每個 well 加入 100 μL 反應溶

液，室溫下搖晃 30 分鍾 (可看見溶液變為藍色)。接著加入 100 μL 的硫酸溶液 

(700 μL 硫酸、30 mL ddH2O) 來中止反應，此時可看見溶液變成淡黃色。最後放

入 ELISA reader 的儀器中，偵測波長 450 nm 之吸光值，即可分析數據。 

 a c d b 
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得到去鹽胜肽樣品。 

(圖 D：ELISA 操作流程。a. 固定蛋白 b. 洗掉沒結合之蛋白質 c. 加入血清抗體 d. 

洗掉非專一的抗體 e. 加入二抗 f. 洗掉非專一的二抗 g. 加入受質 h. 呈色。) 

 

第四節  差異性蛋白質鑑定 

一、膠體內的水解 (in-gel digestion) 

    將已完成 CBB 染色的膠體上的蛋白質用手術刀切出，置於 1 mL 50 % 

acetonitrile/50 mM NH4HCO3 褪染，把膠切成  1 mm 見方並置於  100 % 

acetonitrile 中脫水，去除 acetonitrile 後用真空乾燥機 (Speed Vac) 將膠體水分完

全去掉。接著加入含有定序級的胰蛋白酶 (0.1 mg/mL in 50 mM NH4HCO3) 之緩

衝液，使得膠體重新水合，置於 37℃ 水浴並使胰蛋白酶作用 12 小時。作用完

全後將樣品 spin down 加入 50 μL 1 % TFA 萃取胜肽，再加入 0.1 % TFA/50 % 

acetonitrile 再萃取一次。兩次萃取液集中成一管，並用冷凍乾燥機將液體抽乾，

最後用 10 μL 0.1 % TFA 來回溶。取一支含 C18 ZipTip，裝上 10 μL 吸取器上，

吸取 100 % acetonitrile 使其浸潤然後排掉，重複三次。吸取平衡溶液 (0.1 % TFA) 

然後排掉，重複兩次。吸取準備去鹽的樣品七到十個循環，使蛋白質留在 C18 管

住內。最後吸取清洗溶液 (0.1 % TFA)，並排掉以洗去鹽類 (此步驟需要在乾淨的

試管中進行)，即可

二、質譜分析及蛋白質鑑定 

    將胜肽樣品以 C18 前濃縮管住 (5 mm × 250 μm，PepMap C18，LC-Packing，

Amsterdam， Netherlands) 提高樣品濃度，再以一逆向管住  (reverse phase 

nanocolumn，15 cm × 75 μm，LC-Packing) 進行液相層析以及分離胜肽片段。流動

相為 0.5 % FA，並在一小時內拉 5-95 % CAN 線性梯度進行沖堤，流速 200 

nL/min。利用電噴灑離子化 (electron spray ionization) 方式使胜肽片段離子化，再

用 Qstar XL Q-TOF 串聯式質譜儀進行胜肽片段篩選、裂解及定序。所得到的質譜
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資料，利用 Analyst QS 軟體進行分析整理，並且利用 Mascot 軟體進行蛋白質的

鑑定，其所使用的資料庫為 NCBI nonredundant 資料庫。 

 

第五節  表現及純化重組蛋白質 

一、基因轉形 (transformation) 

    利用熱休克 (heat-shock) 的方式，使細胞膜的結構鬆動，將外來的質體基因

送入勝任細胞 (competent cell) 之中。試先建構好帶有重組蛋白的質體。 

    首先將勝任細胞 100-200 μL 從 -80℃ 取出放在冰上解凍，加入 0.5-1 μL 質

體基因，輕拍管壁混合均勻，切記不可離心，置於冰上作用 20 分鐘。接著放到 

42℃ 水浴槽加熱進行熱休克 1 分鐘，再馬上置於冰上約 3-5 分鐘。加 1 mL LB 

培養液，在 37℃ 培養箱培養 30-60 分鐘。離心 13500 rpm 約一分鐘，吸掉 1 mL 

上清液，剩下的混合均勻並加到培養基上塗菌，培養基須含有篩選用的抗生素 

(ampicillin or kanamycin)，置於 37℃ 培養箱培養約 12-16 小時，即可冰在 -4℃ 

保存備用。 

二、表現純化蛋白 

    取一點菌放到 5 mL 含有篩選用抗生素的 LB 培養液中，在 37℃ 培養箱中

培養約 12-16 小時。隔天再將 5 mL 菌液加到 250 mL 含有篩選用抗生素的 LB 

培養液之中，在 37℃ 下培養，直到菌液在波長 600 nm 時的吸光值介於 0.4-0.6 

即可。 

    取異丙基硫代半乳糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG) 加到培養

液中，使 IPTG 濃度在 0.2-1.0 mM，置於 37℃ 培養箱中培養三小時，使菌大量

表現重組蛋白，即可收集菌液。收集菌液至 250 mL 離心管，在高速離心機離心 

6500 rpm 20 分鐘 4℃，倒掉菌液，加適量 PBS 清洗沉澱物，再次離心 6500 rpm 

20 分鐘 4℃，去上清液。 
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1. 純化 hnRNP L、DEAD、lamin A/C 與 hnRNP B1 (其為接到 pET28a 載體上，

並使 N 端帶有 His Tag 以利純化，純化過程中這些重組蛋白為可溶性的)： 

    加入 25 mL 含有 1 % Triton X-100 的 PBS 緩衝液，混合均勻，置於 -80℃ 

破菌 20 分鐘，解凍後再加入 25 mg lysozyme 置於冰上作用 20 分鐘，接著再次

放入 -80℃ 冷凍破菌。解凍之後，超音波震盪 30 秒 (pulse on 5 秒，pulse off 5 秒) 

打斷 DNA，用高速離心機離心 13500 rpm 20 分鐘 4℃，取上清液。 

    事先準備好 1 mL 的 HisPurTM Cobalt Resin beads，beads 先用 PBS 洗三次，

再加入上清液中，在 4℃ 下搖晃反應 30-60 分鍾。接著離心 1000 rpm 30 秒 去

上清液，離下來的 beads 用 PBS 洗三次，加到 column 填補，待多餘的容易都

流出後，再加入含有 glutathione 的 PBS 競爭沖洗，便可將表現的重組蛋白純化

出來。 

2. 純化 GST 與 hnRNP L 199-264 (其為接到 pGEX-6p-1 載體上，並使 N 端帶有 

GST 以利純化，純化過程中這些重組蛋白為不可溶的)： 

    加入 25 ml 8 M urea，混合均勻，置於 -80℃ 破菌 20 分鍾，解凍後再加入

25 mg lysozyme 置於冰上作用 20 分鍾，接著再次放入 -80℃ 冷凍破菌。解凍之

後，超音波震盪 30 秒 (pulse on 5 秒，pulse off 5 秒) 打斷 DNA，用高速離心機

以 13500 rpm 在 4℃ 離心 20 分鐘，取上清液。 

    事先準備好 1 mL 的 Glutathione SepharoseTM beads，beads 先用 PBS 洗一

次、用 8 M urea 洗三次，再加入上清液中，在室溫下搖晃反應 30-60 分鍾。接

著離心 1000 rpm 30 秒去上清液，離下來的 beads 用 8 M urea 洗三次，加到 

column 填補，待多餘的容易都流出後，再加入含有 imidazole 的 8 M urea 競爭

沖洗，分別用 50 mM imidazole 洗兩次、用 100 mM imidazole 洗兩次，便可將表

現的重組蛋白純化出來。 
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三、利用快速液相層析 (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) 

提高蛋白質的純度 

    利用快速液相層析儀來萃取純度更高的蛋白質溶液。其中又可細分為三種層

析的方式：(1) 膠體過濾法 (gel extraction)，是以膠體間的縫隙大小和形狀來分離

蛋白質，若是大分子的或是形狀怪異的都會因為不容易通過膠體而緩慢移動，相

反者則會快速地通過管住，達到分離蛋白質的效果。 (2) 離子交換法  (ion 

exchange)，利用蛋白質在不同 pH 值中有不同帶電荷，而選用各種材質與蛋白質

間的親和力強弱達到分離效果。(3) 親合層析法 (affinity chromatography)，利用蛋

白質分子表面上的專一性分子與管住內的填充液之間的鍵結關係，達到分離效

果。而本實驗所使用的層析方式是陰離子交換樹脂 (anion exchange)。 

1. 藥品試劑準備 

20 % EtOH 

  ddH2O 

  Binding buffer：Na2HPO4－NaH2PO4 緩衝系統，pH 8.5

  Elution buffer：Na2HPO4－NaH2PO4 緩衝系統 (含有 1 M NaCl)，pH 8.5 

◎所有的緩衝液都要通過 47 nm filter 以及真空抽氣 

◎蛋白質樣品需利用透析來置換成 binding buffer (要過 filter 但不抽氣) 

2. 操作流程 (圖 E) 

    首先將浸泡在 20 % EtOH 的幫浦移至 ddH2O 中，利用流速 10 mL/min 使

得幫浦A與B置換成  ddH2O，再利用流速  1 mL/min 將所有的管線置換成 

ddH2O，清洗 10 分鐘。此時可利用 ddH2O 清洗針頭和樣品迴路 (sample loop)，

另外也將陰離子交換樹脂的管柱 (DEAE column) 接上同樣置換成 ddH2O 約 1

分鐘。 

    再來將幫浦 A 移至 binding buffer、幫浦 B 移至 elution buffer 中，利用流速

10 mL/min 使幫浦 A 與 B 置換成緩衝液，再利用流速 1 mL/min 將所有的管線以



 

及管柱置換成緩
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衝液，流洗 10 分鐘。此時，利用 binding buffer 來清洗針頭和 

mple loop。 

未

 (1 mL/min)，待 5 分鐘後再開始拉鹽的梯度 (20 分鐘達到 100 % 的鹽

PAGE 的分析，確認哪一個 fraction 是要的

sa

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(圖 E：FPLC 設定。前五分鐘用 wash buffer 平衡，注入樣品，再來兩分鐘洗掉

結合蛋白，最後用 elute buffer 將蛋白競爭下來 (20 分鐘達到 1 M NaCl) )。 

    為了確保管柱乾淨，在注入樣品前，會先用 elution buffer 流洗管線和管柱，

再用 binding buffer 平衡回來，清洗時所拉的梯度為 5 分鐘就達到 100 % 的鹽濃

度，流速則為 1 mL/min。設定電腦模式，在 5 分鐘前會用緩衝液來平衡，接著

注入樣品

濃度)。 

    設定好電腦模式後，就可以注入蛋白質樣品，開始作陰離子交換樹脂層析。

層析過程中若出現很 sharp 的 peak，則有很大的可能是蛋白質被流洗下來，收集

此刻流洗下來的蛋白質樣品，作 SDS-

蛋白，再作去鹽濃縮即可保存使用。 

二、去鹽、濃縮、置換緩衝溶液 

    蛋白質樣品經過 FPLC 純化後，需再將很多管收集成一管，並且將緩衝溶液
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濾法後，可跑膠確認蛋白質樣品，再作

白濃度定量即可保存以作後續實驗。 

 Carboxyl Beads 作為 

 (multiplexed protein 

的平台。若此技術能好好

面，相信對診斷甚至治療是一大突破。 

 4.5) 

.1 M MES，pH 4.5) 

置換成 PBS 或 0.1 M MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) 以作後續實驗之

用。本實驗是利用超微膜過濾法 (ultrafiltration, UF)，來同時達到去鹽、濃縮與置

換溶液的作用。首先將蛋白質樣品置入 10 kDa 孔徑 15 mL 蛋白質濃縮過濾離心

管 (amicon ultra)，離心 8000 rpm 適當時間直到上層液體剩下 0.5-1 mL。加入適

當量 PBS 或 0.1 M MES，再次離心 8000 rpm 適當時間直到上層液體剩下 0.5-1 

mL，此步驟重複 3-4 次，即可達到置換緩衝液的功用。另外，若蛋白質樣品少時，

可用小的 500 μL 蛋白質濃縮過濾離心管；若是蛋白質樣品很多時，可用 50 mL 

蛋白質濃縮過濾離心管。在使用超微膜過

蛋

 

第六節  Illumina Veracode

Multiplexed Protein Assay 

    Veracode Carboxyl Beads 是由 Illumina 公司發展而來的一項新技術，與酵素

連結免疫吸附分析很類似，可以作為一個平台偵測不同樣品中的蛋白。但不一樣

的是，這個技術可以在同一個反應槽中同時偵測多個的蛋白質

assay) 且是高通量的。 

    也就是說，可以利用這項技術在同一個反應槽中，置入兩種以上的蛋白質，

加上病人的血清抗體做偵測後，可同時間在同一個反應槽中，偵測到血清抗體對

這兩個或多個的蛋白質是否有反應，是一個方便又快速

應用在臨床方

1. 試劑準備 

  0.1 M MES，pH 4.5 

  Sulfo-NHS (新鮮配製，50 mg/mL in 0.1 M MES，pH

  EDC (新鮮配製，50 mg/mL in 0

  含有 0.2 % Tween 20 之 PBS 
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S 

er 

 PBST (0.05 % Tween 20) 

 MES)，

小時，再次用含 1 % BSA 之 PBS 洗兩

  含有 0.05 % Tween 20 之 PB

  1 M NaCl in ultra-pure wat

  含有 1 % BSA 之 PBS 

  含有 1 % BSA 之

2. 操作流程 (圖 F) 

(1) 蛋白質固定化 (protein immobilization) 

    先將一管  carboxyl beads 及所需緩衝液回溫，因所有反應要在室溫下，

carboxyl beads 用 1 mL 0.1 M MES 洗三次，每次要混合均勻 30 秒，短暫離心使

得 beads 沉澱，慢慢去上清液。加入 600 μL 含 50 mg/mL Sulfo-NHS 之 0.1 M 

MES，混合均勻，接著加入 600 μL 含 50 mg/mL EDC 之 0.1 M MES，混合均勻，

室溫旋轉 100 rpm 反應 1 小時。短暫離心使 beads 沉降下來，慢慢去上清液，

用 1 mL 0.1 M MES 洗兩次。準備好 500 μg/mL 蛋白質樣品 (配在 0.1 M

取 300 μL 加到 carboxyl beads 中，室溫旋轉 100 rpm 反應 1 小時。 

    短暫離心去上清液，用含有 0.2 % Tween 20 之 PBS 洗兩次，接著用 1 M 

NaCl 洗兩次，最後泡在 1 M NaCl 室溫下旋轉 100 rpm 反應 1 小時，可去掉非

專一性的結合之蛋白質。短暫離心去上清液，用含有 1 % BSA 之 PBS 洗兩次，

泡在其中室溫下旋轉 100 rpm 反應 1 

次，最後便可保存於 4℃ 以備用。 

(2) 多個蛋白質偵測 (multiple protein assay) 

    將泡在含有  1 % BSA 之  PBS 的  carboxyl beads 拿出來回溫，利用 

VeraCode bead kitting system 來做 kitting。首先準備 160 mL PBS 加入 kitting 塑

膠盒中，再加入已 coating 好蛋白質的 carboxyl beads，依序放入 kitting 用的設備

裝置，最後放上 kitting 用的 96 孔盤 (孔要朝下) 並蓋上塑膠蓋。前後左右均勻

且快速的搖晃盒子 45 秒 (每次前後四下，左右四下)，接著很快的將盒子倒過來

放，用力正面敲五下並靜置 2 分鐘。前後左右的邊緣各敲五下，再用力正面敲五



 

下，把卡在邊緣的 beads 敲下來，靜置 2 分鐘。最後再用力正面敲五下靜置 2 分

鐘，等待 beads 沉降完全。接著把蓋子打開，靜置 2 分鐘等水流完，小心取出 96 

孔盤放在紙巾上並吸掉多
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餘液體，將 96 孔盤中的 PBS 置換成含有 1 % BSA 之 

 

press reader 中，green PMT 設在 0.75-1 

可，等待機器讀取並分析、儲存數據。 

程概觀。

llumina, Inc, 2006, Introduction to Illumina’s VeraCode Technology) ) 

 

PBS 即可保存在 4℃。 

    加入 50 μL 含有 1 % BSA 之 PBST，使孔盤中的溶液為 100 μL 含有 1 % 

BSA 之 PBST，依序加入正常人的血清以及病人血清 (稀釋約 1000 倍)，室溫下

搖晃 600 rpm 約 1 小時，離心 1500 rpm 5 秒，用含有 0.05 % Tween 20 之 PBS 

洗四次。接著加入配在 1 % BSA 之 PBST 之二級抗體 (anti-human IgG, Cy3 

labeled，稀釋約 100 倍)，室溫下搖晃 600 rpm 約 1 小時，離心 1500 rpm 5 秒，

用含有 0.05 % Tween 20 之 PBS 洗四次。事先讓機器暖機初使化，設定電腦模

式，打好資料備用。將 96 孔盤置於 BeadX

皆

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(圖 F：VeraCode carboxyl beads 之 multiplexed protein assay 的反應流

(I
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第七節  統計分析 

    經一維電泳免疫染色、酵素連結免疫吸附分析與 VeraCode carboxyl beads 篩

選出來的結果，會使用卡方檢測 (chi-square test) 來做統計分析，計算實驗組別之

間對血清反應的個數其差異性為何，藉以找出適合作腫瘤標記的腫瘤相關抗原。(p 

value < 0.01 為顯著差異，p value < 0.05 則為有差異) 

    另外，也會計算不同的兩個蛋白質同時對血清有反應的個數，並作卡方檢測

及相對勝算比 (odds ratio) 的分析，藉以找出哪些蛋白質結合在一起來診斷早期肝

癌時，可提高特異性或靈敏度。 
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圖

第四章  實驗結果 

第一節  肝癌相關的自體抗原之鑑定 

    本實驗室過去利用血清蛋白質體分析技術，分別用正常人的血清、B 型肝炎帶

原者的血清、肝硬化病人的血清或肝癌病人的血清，與肝癌細胞株 Hep3B 的蛋白

質萃取物進行反應，比對各組血清與蛋白質反應的點，挑出與肝癌血清反應較好

的作質譜分析及身分鑑定。鑑定到二十二種蛋白質，利用二維電泳及西方墨點法，

分別用正常人、B 型肝炎帶原者、肝硬化病人及肝癌病人血清各十個與膠片上蛋白

質作反應，挑選與血清反應頻率盛行率較高的四個蛋白質，分別為 hnRNP L、

DEAD、lamin A/C 與 hnRNP B1，作後續實驗一維電泳免疫轉染的分析，確認這

四個肝癌產生的腫瘤相關自體抗原是否可以作為肝癌腫瘤標記。 

 

第二節  利用一維電泳免疫轉染法確認 hnRNP L、DEAD、

lamin A/C 與 hnRNP B1 是否可作為肝癌的生物標記 

一、重組蛋白 hnRNP L、DEAD、lamin A/C 與 hnRNP B1 純化結果 

1. 重組蛋白質之質體建構 

    首先，將挑選的四個蛋白質 hnRNP L、DEAD、lamin A/C 及 hnRNP B1 之 

cDNA 分別接到 pET28a 載體 (vector)，並使蛋白質的 N 端帶有組胺酸 (His Tag) 

以利之後的純化。 

2. 重組蛋白質之表現純化 

    接著，將建構好的重組蛋白之質體 (plasmid) 轉形到 BL21 (DE3) 大腸桿菌

中，利用此系統進行重組蛋白的大量表現，之後再用 HisPurTM Cobalt Resin beads 

純化所表現的重組蛋白  (Figure 1)。圖一A 是四個重組蛋白質純化後進行 

SDS-PAGE 經由 CBB 染色的結果，B圖為四個純化的重組蛋白質利用西方墨點法

與 anti-His Tag 抗體反應的結果，第一條是 hnRNP L 分子量在 66 kDa，第二條
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是 DEAD 分子量在 70 kaDa，第三條是 lamin A/C 分子量是 64 kDa，第四條是 

hnRNP B1 分子量是 30 kDa。四個純化後的重組蛋白都有作質譜分析，確認其為

要的蛋白質。 

二、肝癌病人與 hnRNP L 和 DEAD 的血清反應在各組間比較有顯著

差異 

1. 一維電泳與西方墨點法 (One-dimensional Immunoblot) 

    加入適量的重組蛋白到樣品槽中，進行 SDS-PAGE 電泳後，將膠片轉印到 

PVDF 膜上，將 PVDF 膜裁切成 0.3 cm 寬度，每條含有約 0.3 μg 的重組蛋白與

血清進行西方墨點法。所選用的血清抗體分成四組，第一組為正常人的血清共 20 

個，第二組為 B 型肝炎帶原者的血清共 50 個 (但與 hnRNP L 反應的個數為 69 

個)，第三組為肝硬化病人的血清共 20 個 (但與 hnRNP L 反應的個數為 78 

個)，第四組為肝癌病人血清共 62 個 (圖二只有四個重組蛋白分別與 18 個血清

反應的結果)。圖二是將 hnRNP L、DEAD、lamin A/C 及 hnRNP B1 純化的重組

蛋白質分別與 7 個 B 型肝炎帶原者血清 (lanes 1-7)、7 個肝癌病人血清 (lanes 

8-14) 和 4 個正常人血清 (lanes 15-18) 反應的結果，由結果顯示血清中如果存在

自體抗體則會與膜上的重組蛋白反應產生明顯黑色的色帶。最後，計算四種重組

蛋白在各組有血清反應的個數及無血清反應的個數。結果如表一可看到，所有正

常人血清均不會對四種重組蛋白產生反應，在 hnRNP L 蛋白方面，B 型肝炎帶原

者血清呈現陽性有反應的有 6 個 (此組血清與 hnRNP L 反應的總個數為 69

個)、與肝硬化病人血清有反應的有 11 個 (此組血清與 hnRNP L 反應的總個數為

78 個)、與肝癌病人的血清有反應的有 40 個 (即 64.5 % 的肝癌病人有 hnRNP L 

的自體抗體)。B 型肝炎帶原者血清與 DEAD 有反應的有 12 個、肝硬化病人血

清有反應的有 6 個、肝癌病人的血清有反應的有 42 個 (即 67.7 % 的肝癌病人

有 DEAD 的自體抗體)。B 型肝炎帶原者血清與 lamin A/C 有反應的有 5 個、肝

硬化病人血清有反應的有 6 個、肝癌病人的血清有反應的有 26 個 (即 41.9 % 
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的肝癌病人有 lamin A/C 的自體抗體)。B 型肝炎帶原者血清與 hnRNP B1 有反應

的有 11 個、肝硬化病人血清有反應的有 4 個、肝癌病人的血清有反應的有 27 

個 (即 43.6 % 的肝癌病人有 hnRNP B1 的自體抗體)。 

2. 統計分析 (Statistical Analysis) 

    接著利用卡方檢定探討各組血清反應的結果是否有顯著差異。從表一和表二

可看到，不論是哪個重組蛋白質，肝癌病人組別與正常人組別比較，都有明顯地

顯著差異。 

    肝癌病人血清與 hnRNP L 反應的頻率是 64.5 %，與其他三組血清比較都有

顯著差異 (p < 0.0001，肝癌與肝硬化組別比較的勝算比為 8.68)。肝癌病人血清與 

DEAD 反應的頻率是 67.7 %，與其他三組血清比較都有顯著差異 (與正常人血清

和 B 型肝炎帶原者血清比較 p < 0.0001，與肝硬化病人血清比較 p = 0.0029，肝癌

與肝硬化組別比較的勝算比為 4.65)。肝癌病人血清與 lamin A/C 反應的頻率是 

41.9 %，與正常人血清和 B 型肝炎帶原者血清比較有顯著差異 (分別是 p = 0.0005 

及 p = 0.0002)，與肝硬化病人血清比較無顯著差異 (p = 0.3414，肝癌與肝硬化組

別比較的勝算比為 1.64，信賴區間有小於 1 不可信)。肝癌病人血清與 hnRNP B1 

反應的頻率是 43.6 %，與正常人血清比較有顯著差異 (p = 0.0003)，與 B 型肝炎

帶原者和肝硬化病人血清比較無顯著差異 (分別是 p = 0.0166 及 p = 0.0590，肝

癌與肝硬化組別比較的勝算比為 2.69，信賴區間有小於 1 不可信)。 

    另外，為了解決單一腫瘤標記特異性不高或靈敏度不高的問題，許多研究逐

漸朝向複合型的生物標記開發，期望透過多個腫瘤標記的篩選，提高診斷的特異

性或靈敏度，因此也計算當同時有兩種蛋白對同個血清有反應的個數與顯著差

異。當同時 hnRNP L 或 DEAD 一方與肝癌病人血清有反應的頻率是 85.5 %，與

其他三組血清比較皆有顯著差異 (與正常人血清和 B 型肝炎帶原者血清比較 p < 

0.0001，與肝硬化病人血清比較 p = 0.0042)，但特異性較低。當同時 hnRNP L 和 

DEAD 與肝癌病人血清有反應的頻率是 46.8 %，與其他三組血清比較皆有顯著差
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異 (與正常人血清比較 p = 0.0001，與 B 型肝炎帶原者血清比較 p < 0.0001，與肝

硬化病人血清比較 p = 0.0007)，但特異性較高。而其他蛋白質的組合，肝癌病人

血清與其他三組血清比較的顯著差異，都沒有比 hnRNP L 和 DEAD 之組合來得

好。 

 

第三節  利用酵素連結免疫吸附分析法確認 hnRNP L 

199-264、hnRNP L、DEAD 與 lamin A/C 是否可作為肝癌的

生物標記 

經一維電泳免疫轉染法之結果作統計分析，結果顯示 hnRNP L 和 DEAD 對

血清的反應在肝癌病人組別與其他三組組別比較時皆有顯著性差異，所以優先選

擇 hnRNP L 和 DEAD 作酵素連結免疫吸附分析篩檢。另外，本實驗室找到 

hnRNP L 自體抗原與血清抗體反應的 epitope，大約是界在核酸序列 199-264 

處，因此也純化 hnRNP L 199-264 作酵素連結免疫吸附分析。 

一、重組蛋白質 hnRNP L 199-264 與 GST 的純化結果 

1. hnRNP L 199-264 與 GST 重組蛋白的表現與純化 

    將 hnRNP L 199-264 片段的 cDNA 接到 pGEX-6p-1 載體表現，並使重組蛋

白質的N端帶有麩胺基硫S轉換酶 (glutathione S-transferase, GST) 以方便之後的純

化。將建構好的重組蛋白之質體轉形到 BL21 (DE3) 大腸桿菌中，利用此系統進

行重組蛋白的大量表現，之後再用 Glutathione SepharoseTM 純化所表現的重組蛋

白 hnRNP L 199-264，進行 SDS-PAGE 以作確認 (Figure 3)。圖三A圖是重組蛋

白純化後進行 SDS-PAGE 電泳後經由 CBB 染色的結果，B圖是四個純化的重組

蛋白質利用西方墨點法與 anti-GST 抗體反應的結果。第一條是 GST 分子量在 

21 kDa，第四條是 GST-hnRNP L 199-264 分子量是 31 kDa。四個純化後的重組蛋

白都有打質譜儀，確認它們的身分無誤。 
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2. 利用快速液相層析提高 hnRNP L 199-264 與 GST 重組蛋白質的純度 

    由於酵素連結免疫吸附分析需要高純度蛋白質，因此將經過Glutathione 

SepharoseTM beads 初步純化的重組蛋白質 hnRNP L 199-264 與 GST 利用快速液

相層析之 DEAE 陰離子交換樹脂的管住進一步純化，確定可以去除掉大分子量的

不純物質 (Figure 4)。hnRNP L 199-264 快速液相層析的結果如圖四A圖所示，在

清洗並平衡完所有管線以及 DEAE 管柱後，開始用含有 NaCl 的緩衝液將與 

DEAE 管柱結合的重組蛋白流洗下來，設定在 20 分鐘後達到 1 M NaCl，可以看

到在用 NaCl 高鹽流洗後的第五分鐘的 fraction 第五管，偵測到高量的蛋白質沖

提出來，之後便進行 SDS-PAGE 電泳作確認。圖四B圖是 hnRNP L 199-264 作快

速液向層析後收集 fraction 電泳後的結果，可以看到確實在 fraction 第五管到第

九管是要的重組蛋白質 hnRNP L 199-264，而也可以發現在第十九管分子量 60 

kDa 左右處的不純物質有被分離開來。 

二、肝癌病人與全長或片段的 hnRNP L 的血清反應在各組間比較有顯

著差異 

    針對 hnRNP L 199-264、hnRNP L、DEAD 和 lamin A/C 作酵素連結免疫吸

附分析的實驗，分別用四組血清抗體作反應，第一組是正常人血清 10 個、第二

組是 B 型肝炎帶原者血清 28 個、第三組是肝硬化病人血清 40 個以及第四組肝

癌病人血清 80 個，另外，血清反應吸光値的篩檢値為正常人血清反應的平均吸

光値加兩倍標準差。首先看到圖五，肝癌病人血清與 hnRNP L 199-264 反應的頻

率是 56.3 %、平均吸光値 0.50 (篩檢値為 0.28)，與其他三組血清比較都有顯著差

異 (與正常人血清比較 p = 0.0008，與 B 型肝炎帶原者血清比較 p = 0.0044，與肝

硬化病人血清比較 p = 0.0012)。肝癌病人血清與全長 hnRNP L 反應的頻率是 

62.5 %、平均吸光値 0.78 (篩檢値為 0.52)，與正常人血清和 B 型肝炎帶原者血清

比較有顯著差異 (分別是 p = 0.0002 及 p < 0.0001)，與肝硬化病人血清比較無顯

著差異 (p = 0.0375)。比較全長 hnRNP L 及其片段 199-264 對血清的反應，可以
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明顯看到是不太一樣的，一是全長的蛋白質測出的讀值都偏高顯示其反應情形也

較高 (此處可能是因為全長蛋白純度不夠造成讀值上升)，二是全長的 hnRNP L 蛋

白質無法區分肝癌與肝硬化病人。 

    接著看到圖六，肝癌病人血清與 DEAD 反應的頻率是 53.8 %、平均吸光値 

0.23 (篩檢値為 0.21)，與正常人血清和 B 型肝炎帶原者血清比較有顯著差異 (分別

是 p = 0.0013 及 p = 0.0003)，與肝硬化病人血清比較無顯著差異 (p = 0.0138)，

顯著差異沒有比一維電泳免疫染色的結果來得明顯。另外，由圖七也發現，肝癌

病人血清與 lamin A/C 反應的頻率是 50 %、平均吸光値 0.29 (篩檢値為 0.23)，

與正常人血清和肝硬化病人血清比較有顯著差異 (分別是 p = 0.0027 及 p = 

0.0039)，與 B 型肝炎帶原者血清比較無顯著差異 (p = 0.1920)，v 顯著差異與一維

電泳免疫染色的結果類似。 

 

第四節  VeraCode Carboxyl Beads 作為 Mutiplexed Protein 

Assay 篩檢 hnRNP L 199-264 

    從前面實驗確認 hnRNP L 及 DEAD 此兩種肝癌相關自體抗原，可作為肝癌

潛在的生物標記，所以希望能應用在可同時偵測多個抗原的 VeraCode carboxyl 

beads 之技術上。hnRNP L 及 DEAD 兩個重組蛋白在大腸桿菌表現系統中主要位

於不可溶部分，在純化過程需利用尿素來將蛋白溶出幫助純化，但是由於 

VeraCode carboxyl beads 這個技術平台不能允許有尿素的存在，所以 hnRNP L 及 

DEAD 兩個純化出來的不可溶蛋白質無法應用在這項平台上，因此，選擇 hnRNP 

L 199-264 這個可溶性蛋白質來做。 

    將蛋白質 hnRNP L 199-264 共價結合在 carboxyl beads 上之後，分別用四組

血清抗體作反應，第一組為正常人血清 6 個、第二組是 B 型肝炎帶原者血清 10 

個、第三組是肝硬化病人血清 10 個以及第四組肝癌病人血清 18 個，另外，血

清反應吸光値的篩檢値一樣是正常人血清反應的平均吸光値加兩倍標準差。結果
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圖八可以看到，肝癌病人血清與 hnRNP L 199-264 反應的頻率是 67 %、平均營光

強度為 1716.05 (篩檢値為 437)，與其他三組血清比較都有顯著差異 (與正常人血

清比較 p = 0.0046，與 B 型肝炎帶原者血清比較 p = 0.0006，與肝硬化病人血清比

較 p = 0.0006)。若是從酵素連結免疫吸附分析的結果取出相同血清樣本來計算，

肝癌病人血清與 hnRNP L 199-264 反應的頻率是 67 %、平均吸光値 0.73 (篩檢値

為 0.26)，與正常人血清比較有顯著差異 (p = 0.0046)，與 B 型肝炎帶原者和肝硬

化病人血清比較無顯著差異 (分別是 p = 0.0180 及 p = 0.0623)。比較 VeraCode 

carboxyl beads 與酵素連結免疫吸附分析法，不僅可以發現 VeraCode carboxyl 

beads 技術較能區分肝癌病人組別反應弱的血清與其他組別無反應血清，而且在血

清樣本數少的時候來作統計，肝癌組別就能與其他組別有顯著差異。 
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第五章  討論 

第一節  實驗方法討論 

一、血清蛋白質體分析技術之優缺點 

    近年來已發展出幾種方法來鑑定腫瘤相關抗原，而本實驗所選擇的方法是血

清蛋白質體分析法 (SERPA) [37, 38]，不但可以鑑定出生物體內的腫瘤相關抗原，

也可鑑定出有經過後轉譯修飾的、甚至是同源異構體 (isoform) 的腫瘤相關抗原；

但是這個篩選方法也有一些缺陷，對於本身含量較低的蛋白質或膜蛋白，不易在

此方法中鑑定到。除了血清蛋白質體分析這方法外，另外還有 SEREX、蛋白晶片、

抗體晶片也可用來篩選這些蛋白。SEREX 主要是利用 phage 來表現蛋白質，鑑

定可能的腫瘤相關抗原，但是利用 phage 系統對於後轉譯修飾的蛋白質卻很難被

鑑定到。蛋白晶片是將專一性的腫瘤蛋白質或是經過萃取的腫瘤細胞蛋白質點在

晶片上進行篩選，是非常靈敏且高通量的篩選方法，但缺點是晶片材料較貴，而

且需要準備純度很高、品質很好的蛋白質，在準備方面需花較多的時間。抗體晶

片則是將抗體點在晶片上與癌症組織的蛋白質萃取物進行反應，也是非常靈敏且

高通量的篩選方法，但缺點是除了也很昂貴之外，需要準備專一性很好的抗體。

蛋白質晶片和抗體晶片除了可用在篩選外，在後續的實驗，也可用來作為再次驗

證腫瘤相關抗原，以確保找到的腫瘤相關抗原之正確性；而除了利用晶片來再次

驗證之外，酵素連結免疫吸附分析也是非常普遍作為驗證且可以定量的工具，不

但靈敏性非常高，而且也常被應用在臨床診斷與治療上。 

二、蛋白質的純度 

    在利用一維免疫轉染法大量篩選血清的實驗中，用來與血清反應的自體抗原

是利用大腸桿菌系統大量表現並純化的，為了確定表現的正確性，不論是哪一個

重組蛋白，都會作質譜分析，確定表現出來的蛋白質是實驗需要的。另外，看到

重組蛋白質與血清反應後的結果，在調整好重組蛋白表現與純化的條件以及 
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loading 的量之後，其不純物質包括大腸桿菌的蛋白質會減少，也不容易被血清抗

體所辨認，所以不論在一維免疫轉染法還是酵素連結免疫吸附分析理論上是不會

影響訊號的判定的。而在酵素連結免疫吸附分析法與 VeraCode carboxyl beads 技

術所使用的 hnRNP L 199-264 片段和用來做 negative control 的 GST，除了有作

質譜身分鑑定之外，也有經過快速液相層析法來提高純度，可以去掉大分子的不

純物質，因為此不純的蛋白質在做一維免疫染色時，會隨機地與病人血清作反應，

因此若能去掉這部分不純的蛋白，在酵素連結免疫吸附分析法與  VeraCode 

carboxyl beads 技術分析時，才不會有錯誤的訊號產生，以提高數據的正確性。 

三、酵素連結免疫吸附分析之優缺點 

    酵素連結免疫吸附試驗是一種常用的固向酵素免疫測定方法， Engvall 和 

Perlmann 在 1971 年最先應用此法進行了 IgG 定量測定，並命名為酵素連結免疫

吸附分析。酵素連結免疫吸附分析方法至今已被廣泛應用在各種抗原和抗體測定 

[41, 42]，是免疫診斷中的一項新技術，主要是應用於大分子抗原和小分子抗原的

定量測定，根據已使用的結果，認為酵素連結免疫吸附分析方法具有靈敏、特異、

簡單、快速、穩定及易於自動化操作等眾多的特點。不僅適用在臨床標本的檢查，

而且由於一天之內可以檢查幾百甚至上千份的標本，因此也適用在血清流行病學

調查。本法不僅可以用來測定抗原，而且也可用來測定體液中的自體抗原，所以

也是一種早期診斷的良好方法。但酵素連結免疫吸附分析測定中影響因素較多，

而且其操作過程中有一定的技術要求，在臨床檢驗中除了正常反應之外，有時也

會見到一些錯誤結果 (即假陽性或假陰性結果)。引起酵素連結免疫吸附分析測定

錯誤結果的原因主要有：(1) 樣本因素 (2) 試劑因素 (3) 操作因素。 

    在本實驗結果，只有 hnRNP L 199-264 重組蛋白質，與血清反應的結果和全

長 hnRNP L 在一維免疫染色的結果相似，肝癌病人血清組別與其他三組血清組別

比較時都有顯著差異 p value 小於 0.01。可是不一樣的是，有些在一維免疫染色

法有反應之血清樣本，在酵素連結免疫吸附分析卻沒有反應，反之亦然，這表示
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酵素連結免疫吸附分析和一維電泳免疫染色之結果不是完全相配對，可能是因為

在一維電泳免疫染色之中蛋白質是屬完全打開的狀態，而且反應的位置明確不易

被不純物質所影響，而在酵素連結免疫吸附分析則是隨機與盤子來結合，加上有

不純物質的影響，這很可能使得蛋白質的 epitope 與自體抗體的結合受到影響。

另外，看到 hnRNP L 199-264 與全長的 hnRNP L，也發現到與血清有反應的樣本

也不太一致，可能的原因有兩個，一是 hnRNP L 199-264 是屬於摺疊完全的有結

構性之蛋白質，而全長 hnRNP L 是屬於已變性的無結構性的蛋白質，血清抗體辨

認它們 epitope 之處，有可能是不一樣的。另一個原因是，根據一些文獻指出 [43, 

44]，腫瘤自體抗原的產生有可能是癌細胞分泌出來的或是癌細胞死掉後才釋放到

血液中，被自身免疫系統辨認才有這些自體抗原產生，若是癌細胞分泌出來的蛋

白質其摺疊完整的可能性很大，然而，若是癌細胞死掉後才釋放到血液中，則有

可能蛋白質已經變性才形成了腫瘤自體抗原，因此不論是 hnRNP L 199-264 還是

全長的 hnRNP L，其結果都有可能發生也還需要再驗證。 

四、VeraCode Carboxyl Beads 技術之優缺點 

    VeraCode Carboxyl Beads 這項技術是利用 bead 上的條碼來區分所結合上去

的物質如蛋白質、胜肽、核酸或其他 ligand，至今已有很多 DNA 或 RNA 的研

究有應用在這項技術上面 [45, 46]。而在蛋白質偵測上，VeraCode Carboxl Beads 技

術就如同 Multiplexed ELISA Assay，可以在同一個反應槽中偵測到最多 48 種的

蛋白質，蛋白質與 bead 的結合是共價鍵的方式，不但形成的肽鍵很穩定，也不易

產生非專一性的鍵結。優點是快速，一個血清樣本可以一次偵測很多蛋白質，而

且血清與蛋白質所用的量與酵素連結免疫吸附分析差不多，省時省錢又不浪費資

源。然而，這項技術也有幾個缺點，就是在反應過程中，不能有尿素之干擾，如

此一來便不能使用不可溶的蛋白質。 

    因此本實驗只選擇 hnRNP L 199-264 這個可溶性蛋白質，並挑幾個血清樣本

來做試驗，結果與顯著差異性皆與酵素連結免疫吸附分析類似，而且肝癌病人血
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清組別與其他三組的血清組別比較，其差異值可以拉大，這也表示 VeraCode 

Carboxyl Beads 技術是非常靈敏的，可以在血清樣本數少的狀況下，其數值就有統

計上的意義。另外，在蛋白質與 carboxyl beads 結合的部份，雖然此項技術與酵

素連結免疫吸附分析一樣不能知道結合的效率，亦即無法確切知道在該濃度反應

之下，是否所有的蛋白質都有結合上去，即便如此，但是由於 carboxyl beads 所

帶的 carboxyl group 可以確保其結合的方位性，使得重組蛋白質 hnRNP L 199-264 

至少不會因為接了 GST 而影響到結合效率。 

 

第二節  hnRNP L 在癌化可能的角色 

    hnRNP L 是屬於 hnRNP (heterogenous ribonucleoprotein) 複合物的一員，含有

可與 DNA、RNA 或蛋白質交互作用的區域，近年來最熱門主要是關注在其與 

RNA 交互作用所帶來的影響，而它在轉錄作用、mRNA 運送、mRNA 形成、轉

譯作用等都扮演很重要的角色 [47, 48]。hnRNP L 與其他 hnRNP 一樣主要存在於

細胞核中，少數是在細胞核外。目前已經知道 hnRNP L 可與 PCBP2、HNRPK、

PTBP1 結合。另外，hnRNP L 在癌症中也有許多研究顯示，它可使得 C 型肝炎病

毒轉譯作用增加 [49]，維持血管內皮細胞生長因子 (vascular endothelial growth 

factor, VEGF) [50] 及葡萄糖轉運體 (glucose transporter, GLUT) 之 mRNA 的穩定

性 [51]，也可穩定並增加一氧化氮合成酶 (nitric oxide synthase) 其 pre-mRNA 剪

接 (splicing) 的發生 [52]，許多現象都反映了 hnRNP L 主要是藉由影響某些基因

的 pre-mRNA 修飾作用 (processing)，進而使得細胞發生癌化現象。 

    根據文獻顯示， hnRNP L 在類風濕性關節炎這個疾病可作為一自體抗原 

[53]，可應用在免疫化學、病理學等上面。另外，有文獻指出在癌化的狀態下，會

改變細胞中的訊息傳遞路徑 [54]，而造成一些 splicing machinery 增加或減少的不

平衡的現象進而改變 splicing 使得原本表現 isoform B 轉變成為 isoform A，而這

段轉譯出來的氨基酸序列可能是不被免疫系統所容忍的，便可能會引起自體免
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疫。而本實驗室懷疑 hnRNP L 可能也有類似的現象，因此之後會對 hnRNP L 進

行 immunogenic epitope mapping 並進一步分析肝癌病人組織之中 hnRNP L 異構

體的表現情形，看看在 hnRNP L 蛋白是否有 cancer specific antigenic epitopes 的

現象。目前已知道有個 hnRNP L-like 的蛋白質，又稱作為 hnRNP LL，大部分病

人血清對 hnRNP L 有反應主要是認到 LL，而非少了前端 glycine-rich domain 的 

isoform b 又稱 hnRNP LS。 

 

第三節  DEAD 在癌化可能的角色 

    DEAD (DEAD/H box polypeptide) 被推測可能為  RNA 解旋酵素  (RNA 

helicase) [55]，在  RNA 二級結構的改變扮演重要角色，影響到  RNA 的 

processing，牽涉到初步的轉譯作用、細胞核與粒線體的  splicing、核醣體與 

spliceosome 的組裝等。在細胞功能上，主要是影響到胚胎形成、精子生成、細胞

生長與分裂等，近年來也發現與細胞增生及癌細胞形成有關。 

    目前與癌症密切相關的 DEAD 有很多種，DDX1、DDX2、DDX5、DDX6、

DDX9 等等，DDX1 在神經母細胞瘤以及視網膜母細胞瘤表現量都會明顯地增

高，DDX2 在黑色素瘤與肝細胞癌也會大量表現，DDX5 會參與  c-H-ras 的 

alternative splicing、在大腸癌中大量表現，DDX6 會參與並提高 c-myc 的轉譯作

用、也在大腸癌中大量表現，DDX9 會與抑癌因子交互作用且在肺癌中大量表現，

而本實驗在質譜儀打到的是 DDX3，在最近幾年也發現與癌症有密切相關。根據

文獻指出，DDX3 在乳癌中是扮演致癌的角色 [56]，若在 MCF 10A 細胞大量表

現 DDX3 會導致上皮間葉細胞瘤，並且有 invasion 的能力；然而，也有研究表

示在表皮鱗狀細胞癌，會從細胞核跑到細胞質，扮演 growth-suppressive 功能、調

控 p21 的轉錄活性，最終達到抑制癌細胞生長的功能。 
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第四節  本研究的缺陷 

    過去本實驗室選用肝癌細胞株 Hep3B，即含有 B 型肝炎病毒的基因，利用血

清蛋白質體分析技術，鑑定並挑選四個可能為肝癌相關抗原的蛋白。然而由於每

種肝癌細胞株分別有不同的特性，利用不同肝癌細胞株所鑑定到的肝癌相關抗原

可能會有所不同，因此若是能直接選用肝癌病人組織作為材料會更好。 

    本實驗在利用一維電泳免疫轉染法篩選 hnRNP L、DEAD、lamin A/C 及 

hnRNP B1 時，所選用的血清為正常人、B 型肝炎帶原者、肝硬化病人及肝癌病人

的，然而由於尚未取得每個血清樣本本身的 AFP 含量的資料，以及肝癌病人的腫

瘤大小，所以還沒有辦法比較 AFP 及所挑選的四個蛋白質，在腫瘤小於兩公分時

的靈敏度的差異。 

 

第五節  結論 

    由本實驗室過去鑑定到的、可能成為肝癌潛在生物標記的腫瘤相關自體抗

原，挑選了研究上與癌症密切相關的幾個蛋白質 (hnRNP L、DEAD、lamin A/C、

hnRNP B1) 作一維電泳以及免疫染色分析，利用卡方檢測統計分析，計算肝癌病

患與正常人之血清抗體對蛋白質的反應是否有顯著性差異，發現肝癌病人血清相

較於其他組別的血清，肝癌病患血清對 hnRNP L 與 DEAD 反應性都較強，有顯

著性差異，而 lamin A/C 與 hnRNP B1 對血清的反應較差，統計結果也較沒差

異。另外，肝癌病患同時偵測到 hnRNP L 和 DEAD 自體抗體的頻率為 46.8 %，

其靈敏度只比用 AFP 診斷小於兩公分腫瘤的靈敏度高 2 %，但特異性高達 95 

%。肝癌病患只要偵測到 hnRNP L 或 DEAD 自體抗體的頻率為 85.5 %，雖然靈

敏度夠高，但其特異性卻有可能下降到 45 %，比 AFP 偵測的特異性低很多。因

此，雖然結合多種生物標記藉以提高特異性與靈敏度是目前的主流，但要提高靈

敏度又同時維持其特異性，就目前來看還是有些許困難，可能需要讓 hnRNP L 再

搭配其他肝癌相關抗原，才有辦法同時兼顧偵測自體抗體的特異性和靈敏度。 
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    由於希望能夠把 hnRNP L 與 DEAD 應用到臨床檢測上，因此選擇了最常使

用的酵素連結免疫吸附分析去做篩選進行統計分析，發現 hnRNP L 與 DEAD 的

結果與一維電泳免疫染色之結果沒有完全符合，可能是不純物質導致，或是沒有

抓到最佳蛋白質濃度的條件。接著看到由本實驗室找到的 hnRNP L 之 epitope 即 

hnRNP L 199-264，與血清反應結果可發現，在統計上肝癌病人血清相較於其他組

別的血清，確實有顯著性差異，而且差異性較 hnRNP L 好也明顯。 

    最後選擇了可以在同一個反應槽中同時偵測到多種蛋白質的方法 VeraCode 

Carboxyl Beads 技術，看是否能將所找到的腫瘤自體抗原應用在此技術上，若是可

以想必能使診斷過程上更快速。因此選擇一個重組蛋白質 hnRNP L 199-264 做試

驗，結果顯示肝癌病患血清對蛋白的螢光強度約為 2000-7000，而肝硬化病人血清

對蛋白的反應値約 100-400，B 型肝炎帶原者的血清對蛋白的反應値約 100-300，

正常人血清對蛋白的反應値約在 200 左右，統計分析結果也有顯著差異，而且其

差異的值比酵素連結免疫吸附分析更大。因此，未來期望能讓 hnRNP L 配合其它

抗原以提高特異性和靈敏度，並能應用在 VeraCode Carboxyl Beads 上，作為診斷

肝癌早期的工具。 

 

第六節  未來展望 

    未來，會探討在肝癌病人腫瘤細胞小於兩公分時，hnRNP L 及 DEAD 診斷

的靈敏度，是否相較於 AFP 更適合做為肝癌生物標記。此外，也會將 hnRNP L 或 

DEAD 搭配 AFP，看靈敏度是否比單獨用 AFP 作診斷來的好。另外，也會針對 

Illumina Veracode Carboxyl Beads 作進一步開發，希望能實行在同一個反應槽中就

能同時偵測兩種以上的自體抗體，縮短偵測時間增加效率。期望將來能使 hnRNP L 

搭配其它肝癌相關自體抗原應用在 Illumina Veracode Carboxyl Beads 上並作為診

斷肝癌早期的工具，實行多重生物標記偵測以提高特異性或靈敏度。 
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Figure 1. Purification of the recombinant proteins. A. Purified recombinant hnRNP L 

(lanes 1), DEAD (lanes 2), lamin A/C (lanes 3) and hnRNP B1 (lanes 4) were 

electrophoresed on a 12.5 % SDS gel and detected by Coomassie Blue. B. Purified 

recombinant hnRNP L (lanes 1), DEAD (lanes 2), lamin A/C (lanes 3) and hnRNP B1 

(lanes 4) were transferred to a PVDF membrane and immunoblotted with anti-HisTag 

antibody. Lane M, molecular mass markers. 
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Figure 2. One-dimensional immunoblotting of recombinant proteins using serum 

samples. Recombinant proteins (A, hnRNP L, 66 kDa; B, DEAD, 70 kDa) were 

electrophoresed on a 10 % SDS gel, transferred to a PVDF membrane and 

immunoblotted with sera from HBV-carrier patients (A, B, lanes 1-7), HBV-carrier 

patients with HCC (A, B, lanes 8-14), or normal individuals (A, B, lanes 15-18). 
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Figure 2. (continued) One-dimensional immunoblotting of recombinant proteins 

using serum samples. Recombinant proteins (C, lamin A/C, 64 kDa; D, hnRNP B1, 30 

kDa) were electrophoresed on a 10 % SDS gel, transferred to a PVDF membrane and 

immunoblotted with sera from HBV-carrier patients (C, D, lanes 1-7), HBV-carrier 

patients with HCC (C, D, lanes 8-14), or normal individuals (C, D, lanes 15-18). 

 

 

 

 



 

 

 
A B 

 
kDa kDa

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Purification of the recombinant proteins. A. Purified recombinant GST 

(lanes 1), hnRNP L 52-265 (lanes 2), hnRNP L 52-399 (lanes 3) and hnRNP L 199-264 

(lanes 4) were electrophoresed on a 12.5 % SDS gel and detected by Coomassie Blue. B. 

Purified recombinant GST (lanes 1), hnRNP L 52-265 (lanes 2), hnRNP L 52-399 (lanes 

3) and hnRNP L 199-264 (lanes 4) were transferred to a PVDF membrane and 

immunoblotted with anti-GST antibody. Lane M, molecular mass markers. 
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Figure 4. Purification of hnRNP L 199-264 by FPLC using a DEAE anion exchange 

column. (A) FPLC was performed at 1 ml/min with 10 mM phosphate buffer (pH 8.5) 

and a linear gradient of NaCl. mAU represents milli absorbance units at 280 nm. 
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Figure 4. (continued) Purification of hnRNP L 199-264 by FPLC using a DEAE 

anion exchange column. (B) SDS/PAGE analysis of recombinant proteins hnRNP L 

199-264 and each of the numbered fractions. Lanes 5-9, hnRNP L 199-264. Lane M, 

molecular mass markers. 
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Figure 5. Anti-hnRNP L autoantibody levels measured by ELISA. N: normal individuals (n=10). HBV-carrier: HBV-carrier patients (n=28). 

LC: cirrhosis patients (n=40). HCC: hepatocellular carcinoma (n=80). 
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Figure 6. Anti-DEAD autoantibody levels measured by ELISA. N: normal individuals (n=10). HBV-carrier: HBV-carrier patients (n=28). LC: 

cirrhosis patients (n=40). HCC: hepatocellular carcinoma (n=80). 
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Figure 7. Anti-lamin A/C autoantibody levels measured by ELISA. N: normal individuals (n=10). HBV-carrier: HBV-carrier patients (n=28). 

LC: cirrhosis patients (n=40). HCC: hepatocellular carcinoma (n=80). 
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Figure 8. Contrast between techniques of Carboxyl Beads with ELISA. N: normal individuals (n=6). HBV-carrier: HBV-carrier patients 

(n=10). LC: cirrhosis patients (n=10). HCC: hepatocellular carcinoma (n=18). 

p = 0.0623 p = 0.0180 p = 0.0046 p = 0.0006 p = 0.0006 p = 0.0046 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Table 1. Frequency of seroreactivity with a single recombinant antigen in patients with hepatocellular diseases or controls and the odds 

ratio. 

Positive no. (%) OR (95 % CI), p valuea 

Antigens Normal 

(n = 20) 

HBV-carrier

(n = 50) 

HBV-LC 

(n = 20) 

HBV-HCC 

(n = 62) 

HBV-HCC 

vs. Normal 

HBV-HCC 

vs. HBV-carrier 

HBV-HCC 

vs. HBV-LC 

hnRNP L 0 (0) 6 (8.7)α 11 (14.1)β 40 (64.5) 
12.8 (4.70-34.9), 

< 0.0001 

11.4 (5.56-23.3), 

< 0.0001 

8.68 (4.35-17.3), 

< 0.0001 

DEAD 0 (0) 12 (24.0) 6 (30.0) 42 (67.7) 
14.6 (5.34-39.7), 

< 0.0001 

5.68 (2.70-11.9), 

< 0.0001 

4.65 (1.68-12.8), 

0.0029 

lamin A/C 0 (0) 5 (10.0) 6 (30.0) 26 (41.9) 
6.77 (2.31-19.9), 

0.0005 

4.86 (2.12-11.1), 

0.0002 

1.64 (0.59-4.58), 

0.3414 

hnRNP B1 0 (0) 11 (22.0) 4 (20.0) 27 (43.6) 
7.01 (2.42-20.4), 

0.0003 

2.59 (1.18-5.67), 

0.0166 

2.69 (0.96-7.56), 

0.0590 

a p value was obtained by chi-square test. 

αSerum sample number in this group is 69. 

βSerum sample number in this group is 78. 
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Table 2. Effect of an increased number of recognized antigens on the odds ratio. 

Positive no. (%) OR (95 % CI), p valuea 

Antigens Normal 

(n = 20) 

HBV-carrier

(n = 50) 

HBV-LC

(n = 20)

HBV-HCC 

(n = 62) 

HBV-HCC 

vs. Normal 

HBV-HCC 

vs. HBV-carrier 

HBV-HCC 

vs. HBV-LC 

hnRNP L or DEAD 0 (0) 14 (28.0) 11 (55.0) 53 (85.5) 
40.2 (14.1-114.6), 

< 0.0001 

10.7 (5.02-22.8), 

< 0.0001 

5.80 (1.73-19.4), 

0.0042 

hnRNP L and DEAD 0 (0) 0 (0) 1 (5.0) 29 (46.8) 
7.55 (2.65-21.5), 

0.0001 

11.2 (4.80-26.1), 

< 0.0001 

5.92 (2.09-16.8), 

0.0007 

hnRNP L and 

lamin A/C 
0 (0) 0 (0) 1 (5.0) 19 (30.6) 

5.48 (1.67-18.0), 

0.0047 

8.64 (3.22-23.2), 

< 0.0001 

3.95 (1.23-12.7), 

0.0202 

DEAD and 

lamin A/C 
0 (0) 3 (6.0) 1 (5.0) 20 (32.3) 

5.63 (1.75-18.1), 

0.0035 

4.93 (1.97-12.3), 

0.0006 

4.11 (1.30-12.9), 

0.0152 

hnRNP L, DEAD 

and lamin A/C 
0 (0) 0 (0) 0 (0) 15 (24.2) 

4.95 (1.35-18.1), 

0.0150 

7.90 (2.66-23.5), 

0.0002 

4.95 (1.35-18.1), 

0.0150 

hnRNP L, DEAD 

and hnRNP B1 
0 (0) 0 (0) 0 (0) 14 (22.6) 

4.83 (1.28-18.3), 

0.0196 

7.74 (2.52-23.7), 

0.0003 

4.83 (1.28-18.3), 

0.0196 

a p value was obtained by chi-square test. 
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