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Central Dogma – 所有生物學的基本教條

蛋白質的胺基酸排列是由其基因的核酸

序列所決定
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Juang RH (2005) Proteomics



基因表現不一定完全反映在蛋白質基因表現不一定完全反映在蛋白質

由基因體較難預測蛋白質的修飾及調控由基因體較難預測蛋白質的修飾及調控

也無法預測蛋白質間的交互作用也無法預測蛋白質間的交互作用

Juang RH (2005) Proteomics



胺基酸側鏈基團 R 的化學性質不同

這隻鴨子不喜歡聽，我們只好請他走路 ....... 

Juang RH (2005) Proteomics



胜鍵是組成蛋白質構形的最基本單位

二級構造主要有兩種形式
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蛋白質的構造指令貯藏在核酸序列中

三級構造已經有特定構形與功能

Juang RH (2005) Proteomics



蛋白質的帶電性質會影響其功能

Juang RH (2005) Proteomics環境的酸鹼度影響蛋白質的電荷性質



由化學物質組成具有活性的巨分子

蛋白質分子構形的組成有四個層次
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由蛋白質體學延伸到系統生物學
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整體性的生物學觀念與工具

Systems BiologySystems Biology

代謝路徑立體圖



基因表現不一定完全反應在蛋白質圖譜

(1) 細胞內的每個基因不一定都在表現

(2) 各器官、組織的基因表現都不相同

(3) 基因表現隨著生長時期而有改變

(4) 蛋白質表現後有進一步的修飾與調控

(5) 蛋白質在細胞內的代謝速率不同

(1) 蛋白質的水溶性會影響抽取效率

(2) 蛋白質的含量差異很大

(3) 蛋白質在抽取後的安定性與半衰期不同

One Gene, One Protein?

Juang RH (2005) Proteomics
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pH  3      - - - - - - 10

二次元電泳的操作過程

(1) IEF
等電焦集電泳

(2)
SDS-PAGE

分離膠體

(3)
染色脫色
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■ 蛋白質體可綜觀蛋白質的消長與身分：

Proteolytic
digestion

GCG

Proteolytic fragmentsPure protein

MALDI-TOF

2D electrophoresisSample

Capillary
Electrophoresis

HPLC

N-
Amino acid sequencing

Mass spectrum

Database
searching

Juang RH (2005) Proteomics

LC/MS/MS



蛋白質構造與組成分析

● N-端或 C-端胺基酸決定：
通常都直接定序，C-端較為困難

● 胺基酸組成分析

● 胺基酸定序方法：

cDNA 間推法

Edman 直接定序法

質譜儀定序

● 胜圖譜

酵素純化與分析 Juang 2005



■
決
定
N
端
胺
基
酸
：

Dansylation
只有 N-端胺基酸

會被修飾

HCl hydrolysis

TLC plate

2D
chromatogram

胺基酸水解液

以紫外線顯色
N-terminal

TLC

TLE
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素
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■
以
薄
層
層
析
法
鑑
定
胺
基
酸
：

● 二次元薄層層析電泳可分離出二十種胺基酸
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■
以
液
相
層
析
分
離
鑑
定
胺
基
酸
：
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■
決
定
胺
基
酸
序
列
：

+ PITC
Peptide

N-

PTH-

1 2

1
PTH-

2

1 2

Amino acid
analysis

Amino acid
analysis Second cycleSecond cycle

切除 N-端胺基酸

的剩餘部份

PTH-胺基酸
裂解

Edman
degradation

+ PITC
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素
純
化
與
分
析
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■ 以傳統胺基酸定序法決定蛋白質序列：

F. Sanger (1980, Cambridge U)
Insulin 胰島素 (A, B chains)

Nelson & Cox (2000) Principles of Biochemistry (3e) p.142
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酵素純化與分析 Juang 2005



Edman
degradation

蛋白質體分析工具建立

大型二次元電泳

蛋白質序列分析

酵素純化與分析 Juang 2005



■ 蛋白質的專一性水解：

使用專一性蛋白

變
性
蛋
白
質

Protease Cutting Sites
●專一性內切：

Trypsin, Chymotrypsin

●檢定胜群的方法：

TLE/TLC  HPLC  SDS-PAGE
MALDI-TOF   LC/MS/MS

酵素純化與分析 Juang 2005



■
以
雙
向
層
析
電
泳
鑑
定
胜

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■
質
譜
儀
可
檢
定
蛋
白
質
身
分
：

MALDI-TOF

Protease     digestion

●比對各片段分子量可確定該蛋白質身分

m/z

P1 P2 P3 P4

MW4 MW2 MW3 MW1

Unknown protein

Search     Database

Candidate protein

Digestion    Simulation

MW4 MW2 MW3 MW1

Calculate    Mol wt

Juang RH (2005) Proteomics



■
質
譜
儀
可
進
行
蛋
白
質
序
列
分
析
：

LC

ESI-Mass/Mass

Protease     digestion

P1 P2 P3 P4

Unknown protein

P4

G
K

G
S

W
V

R

-GKGSWVR ●質譜儀可直接定序

P1 P2 P3

ESI-Mass/Mass

P4

PLC

P4
P

●也可定出磷酸化位置

Protease     digestion

Phosphorylated protein

Juang RH (2005) Proteomics



影像分析
軟體系統

質量分析
MALDI-TOF

■
蛋
白
質
的
微
量
分
離
及
檢
定
：

1 電泳及轉印

2 二次元電泳

3 膠體內水解

4 微量分離純化

微量分析系統

抗體製備

生物資訊學

蛋白質分離分析

蛋白質科技
Protein Technology

蛋白質
抽 取

蛋白質
抽 取

蛋白質
序列分析

蛋白質
序列分析

胺基酸
序 列

胺基酸
序 列

生物資訊
資料庫

生物資訊
資料庫

蛋白質
轉印分離

蛋白質
轉印分離

蛋白質
色 帶

蛋白質
色 帶

質譜儀
分 析

質譜儀
分 析

毛細管電泳
分離系統

毛細管電泳
分離系統

二次元電泳
分析系統

二次元電泳
分析系統

膠內分解
片段分析

膠內分解
片段分析

均 質
蛋白質

均 質
蛋白質

快速
液相層析

快速
液相層析

毛細管
分離系統

毛細管
分離系統

短鏈胜

合成

短鏈胜

合成

製 備
抗體工具

製 備
抗體工具

酵素純化與分析 Juang 2005



■ 現代蛋白質科技的特點：

● 高產能 High-through put

● 快速 High-speed

● 微量 Micro-scaled

酵素純化與分析 Juang 2005



綠竹筍生長與老化機制之探討及相關功能基因之利用

綠竹筍
(Bambusa oldhami)

主持人：莊榮輝

博士班：吳裕仁

及竹筍小組

2004/6/1

Juang RH (2005)



不同生

長時期

綠竹筍

50 mM Tris 
buffer 粗抽

TCA/acetone 
沉澱

未出土

2 cm
10 cm
20 cm
30 cm
40 cm
60 cm

2D

pH 4-7 
pH 7-10

未出土、60 cm
二種樣品進行免疫

Immunization
Time schedule       

Edman degradation

免疫染色

找出有差異色點

確定蛋白質身分

LC-MS-MS

整體研究流程大綱

Juang RH (2005)



未出土 出土 60 cm

竹筍快速生長前後的蛋白質表現確有差異

Juang RH (2005)



出土 60 cm

漸增

漸減

比對出漸增與漸減的差異

Juang RH (2005)



編號 Protein ID 分析方法 代謝途徑

B16 Heat-shock protein 70
Heat-shock protein 82

LC-MS/MS Chaperone response

R26 Heat-shock protein 70 LC-MS/MS Chaperone response
B17 20S Proteasome alpha subunit F LC-MS/MS Proteasome response

R25 20S Proteasome alpha subunit E LC-MS/MS Proteasome response

B21 Glutathione-S-transferase N-terminal Stress induced protein

R27 Glutathione-S-transferase LC-MS/MS Stress induced protein

漸增蛋白質色點的身分

Juang RH (2005)

竹筍快速生長時可能啟動抗逆境機制。



編號 Protein ID 分析方法 代謝途徑

B2 Enolase LC-MS/MS Glycolysis

B3 Enolase LC-MS/MS Glycolysis

B4 Enolase LC-MS/MS 
N-terminal

Glycolysis

R4 Phosphoglycerate mutase LC-MS/MS Glycolysis

R5 Phosphoglycerate mutase LC-MS/MS Glycolysis

漸減蛋白質色點的身分

Juang RH (2005)

竹筍快速生長時醣解作用可能降低。



編號 Protein ID 代謝途徑

B19 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase

LC-MS/MS 
N-terminal

N-terminal

LC-MS/MS 
N-terminal

BH Triosephosphate isomerase LC-MS/MS 
N-terminal

Calvin cylce
Glycolysis

Calvin cylce
Glycolysis

B20 β 1,3-Glucanase Defense protein

BI Triosephosphate isomerase Calvin cylce
Glycolysis

恆定蛋白質色點的身分

Juang RH (2005)

綠竹與水稻基因有相當高的同質性，

因此可以用水稻的基因體進行比對。



Triosephosphate isomerase

UTP-glucose-
pyrophosphorylase

Enolase

Phosphoglycerate mutase

Vacuolar ATP synthase 
catalytic subunit A

Chaperonin (HSP60-1, 
mitochondrial)

Alcohol dehydrogenase

Malate dehydrogenase

相關蛋白質顯現出

水平的色點群落。
Juang RH (2005)



αα--KetoglutarateKetoglutarate

IisocirateIisocirate

citratecitrate

OxaloacetateOxaloacetate

MalateMalate

FumarateFumarate

SuccinateSuccinate

SuccinylSuccinyl--CoACoA

AconitaseAconitase

MalateMalate
dehydrogenasedehydrogenase

UDPGlu

UDP
UDP-glucose

pyrophosphorylase

Sucrose

Fructose              

Sucrose synthase

Cellulose
UTP

Glucose

Glc-6-P

Fru-6-P

Fructose              

Fructose 
kinase

Fru-1,6-bisP

Starch

Glc-1-P

Starch phosphorylase

Glc-6-P

Acetyl  CoAPyruvate

DHAP
isomerase

3-Phosphoglyceraldehyde

1,3-Bisphosphoglyceric acid       

3-Phoshoglyceric acid

2-Phoshoglyceric acid
Enolase

Phosphoenolpyruvic acid     

3-Phosphoglyceraldehyde
dehydrogenase

由蛋白質消長推測綠竹快速生長相關代謝



未出土竹筍 出土 60 cm 竹筍

首次提出

高產能抗體製備計畫構想

(1) 建立高產能抗體製備

之 標準流程

(2) 大量快速 生產有用的

單株抗體

(3) 提供 抗體晶片 所需之

抗體庫

整體抗原 → 全部抗體均質抗原 → 單一抗體

硝

酸

銀

染

色

免

疫

染

色Starch
phosphorylase

(mAb detection)

抗體應用在蛋白質體檢定的強大效果

Juang RH (2005)



單株抗體 可生產有用抗體的淋巴細胞若與癌細胞

融合，則形成穩定而可培養的細胞株。

癌細胞
NS-1

可培養生長

漿細胞
B cell

可分泌抗体

都是白血球 融合瘤
Hybridoma

Y
Y

Y
Y

Y
Y

Y
Y

Y

Y Y
Y

Y
YY

YY

Y

細
胞
融
合

兩組染色体混在一起
也可以培養生長

產生專一性抗體
一個 B cell 只
產生一種抗體

Juang RH (2005)



Adapted from Milstein (1980) Scientific American, Oct. p.58

1
2

3
4

m
m
m

m

1
2 3

4

1 2 3 4

單株抗體

細胞融合

取出脾細胞

+
癌細胞

各抗體分開

x

傳統抗血清

抗 原

免 疫

所有抗體混合

1 23 4

BALB /c

1 2 3 4

1 23 4

B 細胞



未出土竹筍樣本 CBR 染色 小鼠抗血清免疫染色

竹筍蛋白質體的免疫反應

抗原性強弱不同、蛋白質含量多寡不同。
Juang RH (2005)



單
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綠竹筍蛋白質體之單株抗體庫 (pH 3-10)

180

Juang RH (2005)

每株抗體之二次元免疫染色圖譜都不相同



混合八十種單株抗體共同免疫染色

11 cm strip, pH 4-7, 12.5% SDS-PAGE

最終目標： 蛋白質染色圖譜 = 免疫染色圖譜

Silver staining Immunostaining

Juang RH (2005)



來自中國的世界競爭

Nature (2003 Oct) 425:441



中研院黃麗春教授實驗室

開花綠竹培養株未開花綠竹幼株

綠竹幼株開花前後的蛋白質表現差異

Cy3 Cy5merge



SerineSerine

Acetyl-CoA

OO--AcetylserineAcetylserine

CoA

Serine Serine acetyltransferaseacetyltransferase
CysteineCysteine

S2- Acetate

CysteineCysteine synthasesynthase

Glutathione           Glutathione           
SS--transferasetransferase

DetoxificationDetoxification
SuccinylSuccinyl--CoACoA

αα--KetoglutarateKetoglutarate

IsocitrateIsocitrate

CitrateCitrate

OxaloacetateOxaloacetate

MalateMalate

FumarateFumarate

SuccinateSuccinate

AconitaseAconitase

MalateMalate
dehydrogenasedehydrogenase

GlutamateGlutamate

GlutathioneGlutathione

GlyoxalaseGlyoxalase II

Methylglyoxal

S-lactoyl-
glutathione 

MonodehydroMonodehydro--ascorbateascorbate
reductasereductase

IsoflavoneIsoflavone
reductasereductase
homolog 1homolog 1

推測與綠竹開花相關之可能代謝途徑



以奈米抗體晶片檢定綠竹開花前後的蛋白質體

綠竹開花前
的蛋白質體

奈
米
標
幟

抗
體
晶
片
檢
測

相同晶片有不同的結合圖譜

綠竹開花後
的蛋白質體

Juang RH (2005)



Antibody Concentration (pg/spot)
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Juang RH (2005)

Schleicher & Schuell

E

Nitrocellulose



蛋白質分子間的交互作用 Cross-Talk
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整體性的生物學觀念與工具
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Protein ID Match peptide

Adenosylhomocysteinase IVLTIIR
DSAAVFAWK
HSLPDGLMR
LVGVSEETTTGVK

Histone H4 (wheat) IFLENVIR
IDGLIYEETR
TVRAMDVVYALKR

Fructose bisphophate aldolase VTPEVIAEYTVR
IGPNEPSQLAIDLNAQGLAR

Triosephosphate isomerase TNVSPEVAESTR
VIACVGETLEQR

NAD-dependent malate 
dehydrogenase

DDLFNINAGIVK

Histone H3 ASAPATGGVK

Putative lipase DQVLEEVRR

AE6C3M  1   2

LC/MS/MS
Ag

Interacted proteins

抗體免疫沈澱與蛋白質交互作用

Juang RH (2005)

Ag

Ag

Interacted proteins



以免疫沈澱法檢定蛋白質間的交互作用

L-SP

Anti-L-SP
Anti-

Proteasome

L-SP
H

L
Proteasome

ImmunoprecipitationImmunoprecipitation

L-SPL-SP

ImmunostainingImmunostaining

Anti-
Proteasome

Anti-L-SP

SDS-PAGE Western blotWestern blot

Proteasome

Juang RH (2005)
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