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縮寫表

BSA : bovine seru血 albumin

Bis : N, N'- 血e也ylene bisacryla盟ide

DTT: 啦啦。由reitol

EDTA : ethylene diami旦etetra acetic acid 

FDNB: 2 ， 4 側 dinitrofluorobenzene

GSH: glu扭曲ione (redu例如rm)

GSSG: glu扭曲ione ( oxidized form ) 

Hb : hemoglobin 

H20 2 : hydrogen peroxide 

L生A : iodoacetic acid 

IAM : iodoacetamide 

IEF : isoelectric focusing 

間et Ffo :metheD1oglob也

MOPS: (3 國 [N - Morpol血。] propanesu1fonic acid ) 

PBS : phosphate buffered sal血e

PCA : perch10ric acid 

RBC:e勾曲rocyte

SDS : sodium dodecyl su1fate 

SDS - PAGE : SDS-polyacryla臨ide slab gel elect主ophoresis

TCA : trich1oroacetic aci往

TE~伍D:N， N， N' ， N

Tr討is : t出註S叫(h均yd缸ro侃xy血et也hy拱1) 嘲 am血oD1e也組e
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摘要

細胞受到氧化傷害?不但會引起細胞老化，甚至會造成細

胞傷害或死亡。本實驗目的，在尋找當紅血球受到氧化緊迫時?

蛋白質變化的指標。研究材料為選自人體 10% RBC 懸浮波?

以1.5 mM ←BuOOH 進行氧化緊迫處理，於 0， 5, 15, 30 和 60 分

鐘後取樣分析 9 分別以等電點電泳法(isoelectric focus也g， IEF) , 

蛋白質電泳法(SDS-PAGE)分析蛋白質修飾反應，並利用分光光

度計前九九VIS Spectrophotometer)來掃描 hemoglobin (l品)光譜變

化，並分析施內 GSH!GSSG 濃度與蛋白質結合之 GSH 0 

結果顯示?當蛋白質等電點於氧化緊迫下發生改變待?將

守在 IEF 電泳下被分辨 F 其中最明顯的一個蛋白質為Hb ' Hb 

於 t-BuOOH 處理下?分別有兩種不同的修飾反應發生?一為

增加其等電點，另一減少其等電點，且此兩種反應在有硫醇還

原劑 di逝。由reitol 下均是可逆的 O 利用部份純化Hb車接與 30

mM GSSG 反應?顯示前述修飾反應中的一種實是發生於所謂

Hb-GSH扭扭付出sulfide ，且此反應程度與分析蛋白質中釋放的

GS話是一致的?主L 呈現劑量依賴反應付ose-dependent

response) 。除了Hb-GSH mixed disul:fides 形成外?另一種Hb修

飾反應可能是 Fe2九Hb→ Fe3+丑b ，這可由 IEF 膠片上蛋白質由

紅轉暗?且停留位置與 Met-Hb一致獲得證明 O 除此外?以

UV -VIS Spectrophotometer 掃描顯示含二價鐵的Hb與三價鐵的

2 



Hb 濃度隨著處理時間呈現，相反反應。利用 SDS國PAGE 分析也

顯示 RBC 膜上蛋白質 spectrin 和組ionch組旦el 其硫醇也發生聚

合反應?其分子量隨處理時間而增加。所以本實驗顯示，人體

紅血球蛋白質在氧化緊迫下雪蛋白質硫醇可發生不同的修飾反

應?其中包含血ixed disul益出s exchange 及 polymerization ，且

Met-Hb與Hb-GSH mixed disulfide 的形成可利用 IEF 進行定性

與定量分析 O

3 



Abstr詣的

Oxidative stress causes 也e damage of cellular macromolecules, 

and leads to not on1y the cell aging but also cell damage. The object 

of血is study is try to identify the protein modification, especially 

that occurs on protein 也iols 扭扭姐姐 G可由主ocytes under oxidative 

般的s. Human ery銜。cytes (臨的紅e treated with 1. 5 血M tert闡

butyl hydriperoxide (t儡BuOOH) to induce oxidative s社ess.

Sample are collected before 組d 0, 5, 15, 30 and 60 m血utes

after t圖BuOOH treatment. Protein modification are analyze吐 el也er

isoelectric focusing (臣的組alysis or SDS-polyacryla血ide slab ge1 

electrophoresis (SDS闢PAGE). Furthermore，也e oxidation of 

hemog1obin (Hb) is monitored by UV -VIS Spectrophometer, GSH, 

GSSG, and protein releaseιGSH are also measured. 

As the resu1t of IEF, several new protein bands are induced wi也

t-BuOOH treatment. By molecular weight ana1ysis型 the most 

Sl扭過cant modi益ed protein has 14 kDa an吐， thus, is regarded as 

hemoglobin. Two di直erent Hb血odifications 缸e 1吐entified one 

increased its net char許多也e other decreased. In也e presence of 

di出。由的t01， bo也Hb mo吐ification disappeared suggested 也e

involement of protein 也iol 迪亞b 迎。這過cation. To fhr也er c1e紅時

the exact Hb mo往ification， modified Hb is purified by IEF

Sephadex gel. Therea設er， by treating this purified Hb wi出 30 扭扭

GSSG, we con.finned that one of the Hb modifications is Hb-GS莊

mixed disulfide formation. In addition, GSH content release益宜。血

4 



the proteins increases wi也 t-BuOOH treatment. Except with 也e

formation of Hb-GSH mixe吐 disulfides， based on 也e change of Hb 

spect討n and charge change止 the other Hb modi且cation may be 也e

for主nation of Met丑b， which Fe2
+ is oxidized to Fe3

+. Other than 

cytosolic proteins, we also examined 也e possible protein 

modi益catio且也 membrane 企actions. By SDS-PAGE貫 we fur也er

demons柱ate吐血at two membrane proteins-sepctr姐姐d 紐lon

channel, of ery加ocytes are also modified by form血g 也e high 

血。lecular weight aggregates. By treating same samples with DTT, 

也is protein modification is disappeared. Results indicate 也at

protein 血odification especially those occur on protein 曲的1 groups, 

也 stimulated in human ery由rocytes under the oxidative stress. 

These protein modi益cation c組 be detected by either IEF 組alysis

or SDS-PAGE. 
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人體紅血球(Erythrocytes ' RBC)是一個構造單純的典型街

跑?由於它的代詩途徑與細胞架構較其他細胞為詩革?西北?

過去幾年一直有許多學者用來當作細胞處於氧化緊迫下的路質

過氧化作用 (Lipid Peroxidation)和血紅素(hemoglobin ' Hb)的降

解作用 (Trotta et al., 1981 、 1982 、 1983; Kosteretal., 1983)' 細

胞膜的氧化傷害(Deuticke et al 歹 1987 ; Schrier et al 歹 1992)以及

RBC膜蛋白改變與溶血關係的研究(Vissers et al 歹 1992) 0 不論從

心in vivo" (Shiner et al., 1990 . Winterbourn 1990) 和“1ll

vitro"(Deuticke et al., 1987 ; Ney et 泣， 1990)的實驗模式，均顯

示氧化緊迫下，與代謝上或結構上的傷害是息息相闋的 O

對一個細胞而言?膜脂質(membrane lipids)和蛋白質的硫醇

基群(sul臼ydryl groups)在維持細胞的完整性方面扮有重要功

能?為免其受到氧化傷害時?月包內抗氧化分子，例如維生素E

及C' 甚至於委主就甘月之 (glutathione弓 GSH)和nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH)及其他相關抗氧化酵素均扮演

有重要保護的角色 O

以細胞蛋白質來說 F 氧化緊迫持?細胞蛋白質非常容易受

主IJ ì若性氧分子(reactive oxygen species)的傷害(譬如amino acid的

氧化、蛋白質的交叉反應、裂解反應等)。紅血球(RBC)是人體

諭送氧的細胞?含有高量Hb' 較之一般知跑尤其容易受到氧化

傷害 O 如 RBC 受到氧化傷害時?最明顯的反應除了胞內

G 



hemog1ob血准時)之為2+會被氧化成Fe3+ ，變成me也emog1obin

棋生et-Hb)外?由於大量GSSG的形成?也可使Hb與GSSG發生

血ixed-disu誼de exch組軒的現象(Simplicio and Rossi, 1994) 0 蛋

白質硫醇和GSH硫醇間所形成的mixed-disu也de exch組ge也稱為

protein S-g1uta也ionation' 此反應為一可逆的反應?一般認為它

扮演著保護蛋白質的角色?使蛋白質兔於受其他不可逆的傷

害 O 目前為止?一般用來分析此反應的形成，可用硫醇還原劑

一-DTT或NaBH4 '問接分析蛋白質所釋出的 GSH量來代表

(Brigelius et al., 1982 ; Simplicio and Rossi, 1994) ，或是利用放

射性元素 35S國Met 或 35S_Cys 來標定與 35S-GSH結合的蛋白質

(G-ripnn et al., 1985) ，但這些方法與IEF相較之下，不但費時及

不共專一性 O 所以本實驗嘗試利用人體紅血球?於t-BuOOH誘

發氧化鱉迫下，利用IEF及SDS回，PAGE等方法來探討RBC蛋白質

在氧化緊迫時所發生的修飾作用 O

7 



文獻整理

一、人體紅血球之介紹

人體紅血球是所有動物細胞中結構最簡單的細胞?內部沒

有細胞核、粒線體和內膜?只有一個膜一原生質膜;其細胞骨

架(cytoskeleton)不含管蛋白(何hulin)或中間絲狀體(也termediate

扭aments)-vimentin '卻含有挑動蛋白 (actin)以及豐富的肌動蛋

白結合蛋白 (act血-hinding protein)-spect泣n (Tyler et 泣， 1981) 0 

紅血球的產生走紅血球芽生細胞在骨髓中經過一連串連續分

裂?並在嗜酸性期排出細胞核所形成，經過5至7天達到網狀紅

血球階段，此時血球進入血波再成熟為紅血球;而血紅素合成

在芽生細胞階段即已開始，並在總狀紅血球階段完成;血紅素

由兩部份構成:

1.蛋白質部份為血球蛋白鼠的血) ，由兩對(四個)多生成鏈

組成，正常成人血紅素 :A酬地恥， A2四位282 (<2%) , F

α2Y2 (<1%) 0 

2. 中央部份為血紅素原(He血e) ，由原紫質及一個兩價鐵原

子構成，每個血紅素原為血球蛋白上的組氛酸σ五姆拉拉e)

相連 O

紅血球在人體中最主要的功能則是負責血液中氧的運輸?

以及少許二氧化碳的排出 O 紅血球很容易溶解?釋出內部成

份?產生殘膜-ghosts如附屬- , ghosts是一個很大的囊?也，是

近於純化的細胞~、生質膜 O 如果將紅血球ghosts 中蛋白質成份

g 



萃取出來?利用 SDS﹒聚丙;啼蘊胺板膠電泳法 (SDS

polyacrylamide slab gel electrophoresis)加以分析?可得到如附圖

二的標準蛋白質分布: band 1 (a subunit ' 240,000,da1tons) , 

ba凶 2 (ß subunit ' 220,000 daltons) ，二者合稱為spectrin '部份

spectri旦並且能夠自行結合成(白雪戶h型態 (920，000 daltons) 。

spectrin占細胞骨架蛋白質的75% (Lux et a1., 1976) ，扮演有穩定

及調節紅血球形狀的功能 o ban吐 2.1 (組kyrin : 215 ,000, da1tons) 

是連接b組d 3蛋白質N端與act血的結合蛋白; band 3 (89,000 

da1tons)為陰離子管道(anion channel) ，管看ùHC03-和Cl剛進出紅血

球; band 4.1 (78,000, daltons) 與 spectrin結合有關， band 4.2 

(72 ，000 吐altons)功能未知: band 5 (43 ，000 吐altons)是肌動蛋白

(actin) ，為肌肉收縮，細胞活動之主要蛋白質; band' 6 (35 ,000 

daltons)則是甘油路"3磷酸鹽去氫峰(glyceraldehyde 3個phosphate

dehydrogenase) ，為一種糖解時; band 7 (29，000 往a1tons)是一種

內蛋白 (Steck 個d Dawson, 1974 ; Ma也ewsa且dHol缸， 1990) 0 

紅血球的細胞膜主要依賴、細胞架構膜蛋白(cytoskeleta1 

membra且e prote血。與膜脂質(membra且e lipids) 闊的交互作用來

維持膜的完營性(Sweet an吐 Zull， 1970 ; Ju1ia旦o et a1., 1971) 。

二、人體紅血球氧化傷害之研究

真核細胞中雪白於紅血球的代謝途徑與其組織結構較為簡

單?此外?紅血球由於其特殊功能一攜帶氧氣且擁有高濃度

Fe2九Hb ，平常即較其他細胞易受到氧化傷害?因此?利用紅血



附圈一、電子顯微鏡下的紅血球 ghost

Electron rrricrograph of an ery也roc抖e ghost. 

(Ma也G悶， C. K. 組dv組 Holde， K. E. , 1990 ) 

Ghosts 

三
\
\
\

位
聽
一「

「Anion I單單一_3
cha口的'-諱言一_4.1

建詔書一-4.2

一
一
一
一

府竄二、紅血球漠蛋白的電泳窩

( Mathews, C. K. a耳d vanHol缸， K. E. , 1990 ) 
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球來研究細胞氧化傷害引起的細胞老化與死亡是一個很好的實

驗模式 (Clark， 1988) 0 

由於紅血球運輸氧分子的特殊功能?所以RBC也同時擁有

良好的抗氧化能力，但是當此抗氧化能力受損?而使紅血球處

於氧化緊迫時，將使施內巨大分子受到傷害?例如細胞內或細

胞膜中的蛋白質p其中hemoglobin (Hb)、 act血或spectri且已知都會

受到氧化緊迫的影響: (1) 以Hb來說，二價鐵即可因此氧化為

三價鐵?使O侃xy圖圖丑.丑b 變成血e也emoglo油b血〈β孔Me前t祖Hb盼) ，按著Met丑b

可護續氧化為hemichromes '到此階段為止仍屬可逆過程，如仍

未及時修復?將繼續氧化為不可逆的hemichromes '形成所謂的

Heniz bodies (Trotta et al., 1982 ; MacDonald, 1994) ，使Hb喪失

攜氧能力 O 除此之外， Hb分子上就給酸殘基(ß93)上擁有一個活

性硫醇?在氧化緊迫時也可發生氧化或其他修飾反應，例如形

成mixed-disu坦白s (Garel et al., 1986) 0 de Llano et a1., (1 993)及

Simplicio 組d Rossi (1 995)即證實，氧化緊迫下， RBC內蛋白質

形成GSH攔阻ixed disu1fides的量會聽著增加 o Niketic等人(1992)

即指出，長期使用藥物譬如phenolbarbital及 carbamazepine 的

人 9 其血中高達7%的 h"'b可與 GSH形成1lliXe社社isu1fides 0 (2) 

1991年Dea且等人發現對細胞膜蛋白質而言?氧化緊迫下，亦會

造成膜蛋白的氧化現象?進而造成蛋白質分解或斷裂 O 除此

外?膜上蛋白質硫氫基亦會產生血trachain和血tercha血雙硫鍵結

合 (Kosower et a1., 1981 、 1982) 0 (3) 1994 年 Vissers 利用

hypoc磁orous aCl是徊。Cl)處理人體紅血球?發現膜蛋白 act也發
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生交叉反應 (cross- linking) ，但添加2國mercaptoethanol後此交叉

反應消失不見。最近Sa1vati等人(1995)實驗中?同樣利用 tert欄

bu旬r1 hydroperoxide誘發人體紅血球氧化弩迫?亦發現膜蛋白有

顯著的修飾反應發生，例如高分子量聚合物的出現， spectrin 、

band3 、 band 4.5的減少，低分子量降解產物(60-55和29-23 kDa) 

和膜結合球蛋白的顯著增加等，顯示紅血球處於氧化緊迫時?

蛋白質發生修飾反應的可能性。

另外，紅血球細胞膜中含有高濃度的多不飽和脂肪酸，自

此容易產生脂質氧化作用，正常情況下，軍長可藉著抗氧化保護

系統予以良好的保護(Chiu et al., 1982) ，但當紅血球抗氧化能力

受損或消耗?將使細胞處於氧化緊迫，而發生脂質過氧化 P 進

而傷害紅血球的完整性會使得溶血現象發生 (Stocks a旦d

Dormandy, 1971 ; Go1dberg an吐 Stem 1977) 。

綜合有關紅血球受到氧化緊迫時， Hb和細胞膜之變化如咐

表一。 Portion of cell affected 

Hemoglobin 

Membrane 
Lipids 

Proteins 

Damage 

Alteration of oxidation-reduction states 
Methem呵lobin

Reversible and irreversible hemichromes 
Formation of Heinz bodies 

Lipi吐 peroxidation

Lipid degradation 
Lipid adduct formation 
Alterεtion in phosphoìipid orga芯ization

Cytoskeleton polymerization and degradation 
Ionic pump inactivation 
Sulfuydryl group oxidation or bloc掏出
Binding of hemoglobin breakdown products 

附表一、紅血球的氧化緊迫傷害( Stem多 A. ， 1985) 
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三、紅血球與氧化劑之相關研究

近年來?利用不同氧化劑來探討紅血球氧化緊迫的模式?

如下:

(1) Primaquine一是一種抗癢疾、亦是一個氧化物質，能夠

抑制 glucose-6國phosphate dehy世ogenase (Cotton and 

Sutorius, 1971) ，減少NADPH生成能力，進而降低了細

胞內還原力 O

(2) Phenylhy世aZl宜e一主要用於引起紅血球氧化緊迫?它會

導致Hb破壞形成多種不同變性物質以及細胞膜受損而溶

血(Peisach et al., 1975) 0 

(3) Heavy Metals一可能引起紅血球的形態與功能的改變 O

例如，銅會引起細胞膜硫氫基的直接氧化(Salhany et 祉，

1978) ，同時膜蛋白也有交叉現象 O 鉛則可引起血紅素

也eme)生化合成的改變和紅血球的形態變形 (Sassa et 泣，

1975 ; Passo\九九 1981) 0 

(4) Protopophyrin photooxidation一利用porphyri.n敏感的光氧

化作用探討光對紅血球細胞漠的影響。當紅血球曝露在

光線下， . protoporphyrin受到料、激 9 會增加紅血球的變形

現象(Dubbel扭扭 et al., 1977) 0 

(5) 盟ydrogen peroxi由個202)一紅血球以沌。2處理?過氧化

路質的產物 Malondialdehyde會累積 9 此與溶血相閱

(Stocks and Dormandy, 1971) 0 
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(6) tert-Butyl Hy街operoxide (t蝴BuOOH)-是一種簡單的有機

過氧化氫化合物，它不像耳2也不能被catalase所還存、 7 卻

可被CJSH peroxidase所還原 9 然而當t-BuOOH過多時?

仍會生成←butoxyl (RO.) 自由基或←butyl peroxyl (ROO.) 

自由基(Cadenas a且d Sies, 1982 ; Ka1ya且arama且 et al. , 

1983) 0 由於其水溶解特性?不需要額外添加有機溶劑

於細胞和組織中，因此廣受應用為過氧化誘發物(Trotta

et a1.多 1982 ; Sirnplici。但d Rossi, 1994 ; Savati et al. 歹

1995) 0 細胞一般具有適當的過氧化峰(peroxidase) ，其

中?主要是CJSH過氧化蜂活性?其反應如下:

CH3 CH3 

H3C間亡-OOH+2CJSH→ H3C-ιOH十CJSSCJ+H20
CH3 但3
(Sies, H., 1985) 

對CJSHi是氧化時而言?為一受質?會引起CJSH的氧化作

。前
1

t-BuOOH處理紅血球對Hb所造成的氧化作用，可白宮b光譜

變化得知(Tro說a et a1., 1981; CJiulivi 組進 Davis， 1990; 附圈三) 0 t個

BuOOH所引起的結質過氧化程度?也能白血iobarbituric acid

reactive sustances生成的增加 (TBARS)i到得(Ames et a1., 1981 ; 

Trotta et a1., 1982) 0 如果以令BuOO証處理紅血球後?花生回;掃

酸(arachi吐onic acid) 、磷脂絲路酸(phosphatidylserine)和磷脂乙
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醇且安(phosphatidyleth組olantine)的濃度都會減少(Bena說i et a1., 

1982) 0 此外，以令BuOO耳處理紅血球，由其物理化學性質顯

示，細胞膜變形情況降低?不過，結合膜蛋白質的交叉現家卻

增加了 (Co訂y et a1., 1980 ; Benatti et a1., 1982) 0 除此外，利用L

BuOOH進行氧化緊迫誘發實驗另有一個好處， t-BuOO日在受

GSH 過氧化蜂還原詩書會大量伴隨有GSSG生成 9 茵比是一探

討氧化緊迫下3胞內蛋白質mixed disulfides形成對細胞功能或代

謝影響的一適當化學藥物(Simplicio 組d Rossi, 1994 ; Simplicio 

et a1., 1995) 

四、動物體內抗氧化保護系統

動物細胞為防止有毒化學物質或正常代謝下所產生的氧化

物質 T 需有一套完善保護系統?其中GSH扮演有重要角色-

glutathione redox cyc1e (Reed, D. J. 1986) 0 在大部份動物細胞

中?均含有相當高濃度的GSH (一般可達0.5 mM '"'-' 10 mM) 

(Kodower 組d Kosow仗， 1978) 0 Glutathione (GS峙，僅由三個氛

基駿(y-Glu幽Cys國Gly)所構成?為細胞內很重要的非蛋白質硫磚

加on-protein 也iols) ，通常佔總非蛋白質硫氫基化合物(total no丑聞

protein su時dηr1 compounds) 90%以上(Demaster et al., 1984) 。

GSH扮演有多樣性生理功能(Meister， 1989) : 

(1) GSH 可預防氧化物質所引起的毒性作舟，將本身當作受

質?並利用 GSH過氧化蜂來移去hydrog組 peroxide或其

他的org組ic hydroperoxides 0 
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(2) GSH可透過g1uta也ione S-transferase (GST)之作用?與不

悶的xenobiotics或內生性反應物結合，來達到解毒和促

進排出體外的目的 O

(3) GSH可維持細胞膜的完整性及保護膜內跑器 O

(4) GSH調節細胞的代謝和生長，而且維持細胞的正常生理

功能等 O

一般而言，正常的細胞受到氧化緊迫時， GSH可扮演一個

抗氧化劑的角色， GSH直接與自由基反應或GSH利用 GSH過氧

化誨的催化來移除胞內生成的reactive oxygen species (ROS) ，同

時GSH轉變成氧化態GSH (GSSG) ，然後藉由GSH還原嗨(GSH

re如ctase)再將GSSG還原回GSH 0 以紅血球為例， t-BuOOH處

理下，經由g1utathione peroxidase的作用，細胞還厚、型GSH會快

速下降?伴隨著氧化型 GSH濃度上升?然後GSSG在消耗

NADP耳情況下?利用 GSH reductase '可將GSSG還原成GSH

(Benattiet a1., 1982 ; Simplicio et a1., 1995) 0 

綜合←B泣。OH處理紅血球的作用如的窩四 (Trotta et a1., 

1983) 0 由此可知GSH在動物體內抗氧化保護系統中?扮演相當

重要的角色，假如系統內GSH耗盡 ， t!p造成不可逆的傷害，甚

、
亡

Hh
]

EY 

至

五、蛋白質mixed-disu也de formation 

當蛋白質上硫醇和胞內低分子量硫氫基化合物(low 血olcular

weight thiols)例如GSH 、 cysteam:ine及就氯酸(cyste也e) 因發生所
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謂mixed-disu盟de exchange形成複合物時?就稱為prote扭扭扭eι

吐isu1孟晶 formation或prote也品出iolation (Ziegle宜~ 1985) 。由於此

反應的可逆性(reversible) ，其功能被認為可調節細胞內的酵素

活性或保護細胞內蛋白質硫醇不受氧化緊迫所傷害(Ziegler，

1985 ; Brigelius, 1985) 0 由於GSH為細胞內最主要的低分子受

硫醇化合物，在動物組織內可高達0.5個 10 mM'囡此?討論

protein S冒出iolationB字?多認為prote坦問也y世yls與GSH二者關

係最為安切 O 所以?蛋白質硫醇與GSH闊的反應，又稱為

protein S-gluta也ionation (Lii and Hendrich, 1993) 0 以人體紅血

球Hb為例，位2戶2上共有6個就氯酸，其中位於戶 cha血上第 93個

殘基上的硫醇已知是最具活性的硫醇?可與多種硫醇反應物結

合(Jones， 1994) ，此硫昌享即可與GSH形成Hb-GSH複合物 O

六、等電點電泳法(Isoe1ectric focusing ; IEF) 

利用IEF偵測蛋白質mixed-disu臨街的形成?是一個簡單又靈

敏的方法(Thomas et al., 1986) ，其原理即根據IEF能夠分離不同

等電點蛋白質的特性來進行分析 o GSH於正常的生理徐件下?

帶有一淨負電荷(glyc也e上有一個COO- , glu站盟ate上有一個

NHJ與COO) ，西比當GSH和蛋白質形成mixed闡述isulfides 時，

將使得蛋白質多帶有一負電荷?因而改變其等電點 O 所以與

GSH反應或未反應之蛋白質，在IEF上將會停留在不同位置?

因此可以區別閑來?並立?相對停留位置遠近係根據蛋白質所

結合GS誼數目而定 o 1989年Rokutan等人即利用IEF由Rat的肝臟
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分析出分子量為30 kDa的細胞質蛋白質可與GSH發生反應;隨

後， Lii和Hendrich (1993)並將IEF與immunoblo吐血g結合，成功

的偵測出 carbonic anhydrase III發生品gluta也ionation的情形。

由於紅血球易受氧化傷害?囡此本計劃 Np針對紅血球內蛋

白質，探討在氧化緊迫下，發生修飾反應種類，並嘗試利用

IEF進行分析 O
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材料與方法

膏、實驗材料

一、特特:

人韓紅血球(來自 23 ~ 37 表正常男子)

二、化學試菜:

1. te討-b口tyl hydroperoxide , sodium citrate , glucose , sodium 

phosphate dibasic heptahydrate ( Na2HPO~'7日20 ), sodium 

phosphate monobasic monohydrate ( N aH♂0~'H20 ), 1, 10-

phenanthroline ' potassium bicarbonate ( KHC03 ), 2歹 4個

dinitro f1uorobenzene (FDNB)' 3-[N-morpholino] propane

sulfonic acid (MOPS)' dithiothreitol (DTT) , iodoacetic acid 

( IAA ), glutathione ( oxidixed fonn ) ( GSSG ), glutathíone 

( reduced form ) ( GSH ), iodoacetamide ( IAM ), 2-

mecaptoethanol , bovine sermTI albumín ( BSA ), potassimTI 

sod lUm tartrate ' Folin reagent 等購自 Sigma Chemical Co. 

2. sodímTI chloride (NaCl) , sodimTI hydτoxide (NaOH)' sodimTI 

carbonate anhydrous (Na2C03) , trichloroacetic acid (TCA) 等

購自 Merck Co 

3. Acrylamide ' N, N'methylene bis-acrylamide , TEMED , 

amlTIOnÌum persulfate ' Tr芯， glycine , bromophenol blue , 

coomassie brilliant blue R-250 型 molucular weight standard 等
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購島 Bio圍Rad Co. 

4. Sephadex G闡200 , a血pholine (preblended pH5-8) 等購島

LKB Pharmacia. 

5. Ether , acetic acid 等購白了EDIACo.

6. conc. HCl 購自 Fisher Scientific Co. 

7. Perch10ric acid (PCA) 購自 GFS Co. 

8. Methanol 購自 ALPS Chemical Co. LTD. 

9. A1cohol (99.5%)購自 Tedia 公司.

10. Cupric sulfate pentahydrate (CUS04.5品的購自林純藥工業株

式會社.

三、儀器設備:

1.冷凍離心機(Freeze centrifuge) :日本目tachi CR21 0 

2. 恆溫水浴箱 (Shaker water bath) 一台灣 FIRSTEK

SCIENTIFIC 0 

3. 高效能液相層析儀(血gh Performance Liquid 

Chromatograph ; 1王PLC): 日本Hitachi

一 D咽2500 Chromato圖Intergrator

- AS-2000 Autosampler 

-L-4250UV曲VIS Detector 

- L-6200A Intelligent pump 

4. 超音波振碎機科位cro U1trasonic Cell Disrupter) 一美麗

KONTES 0 

22 



5. 等電點電泳裝置(Isoelectric focus血g unit): 美國

Pharmacia LKB Multiphor II 

Pharmacia LKB MultiDrive XL 

Cooling water circulator 圖台灣 Hotech Inst. Co. 

6. SDS咽聚丙;插聽腰板膠電泳裝置(SDS-polyacrylamide slab gel 

electrophoresis)一美國五位ni-PROTEAN II 售的國Rad) 0 

7. 分光光度計(l九九VIS Spectrophotometer) :日本目tachi U-

3000 0 

8. 微量離心機- JouanA14 0 

9. 電源、供應器一日本 Atto Crosspow 500 0 

10. 振盪機(Orbital Shaker)一台灣 HYBAID 0 
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貳、方法

一、 iZJ賢怨是屁計成/造化悉起屁封本主f計educed

glutathione/oxidized glutathione, GSHlGSSG) 弄 Protein帽

released GSH之分非法

l.樣品之製備

A. 血球製備

白人體採血 7ml ，加入 70 J-Ù的 5% sodium citrate ~容波為抗

凝血劑，於 4
0

C ' 3 ，000 中m 下離心 5 分鐘後，棄去上層血

漿及白血球，留取沉澱紅血球部份?以含的血M glucose 之

PBS (pH7 .4) (Na2HP04 2.41 g!L , NaH2P04 0.14 g!L , NaC1 

8.2 gI月?洗游沉澱紅血球三次;再採取洗淨之血球 100 J.Ù ' 

加上 900μ1 含的mM glucose 的 PBS (pH7.4)自己成 10%的紅

血球懸浮液。

B. 樣品之處理

取 10 ml 10%血球懸浮液，置於 37
0

C水浴中會分別於加入

l.5 mM tert個butyl hy吐roperoxide 軒-BuOOH)前或後 5 、 15 、

30 、 60 分鐘取樣。樣品一經取出?立刻以含 10 血Mglucose

的 PBS (pH7 .4) ，在 3，000 rpm 下?離心 1 分鐘?將血球洗

淨?而後再稀釋成 10%的血球懸浮液，準備做以下分析。

2. 分析方法

A. 樣品製備

2尋



取200μ1 經 t-BuOOH處理之的%血球懸浮波，加入 100 mM

iodoacetic acid (訊的溶液 200 ~ ，在暗~反應 5 分鐘後?再

加入含 2.5 mM ph扭扭曲IO挂帥的 10% PCA ，於是 OC下作用

油分鐘;接著以 10，000Xg 離心 5 分鐘，可得到上層液和酸

沉澱蛋白質(pellet)兩部份:

a. 上層液部份

(1) 取 400μ1 上層液?每次緩緩加入少量的 KHC03 粉末，

直到不產生氣泡為止 O

(2) 再加入 400μ1 3% FD:N13 溶液(溶於 99.5%的 a1cohol

中) 0 

(3) 經振盪混合完全後，保存於 4
0

C下 8 小時 O

(4) 再以 5，000 rpm 離心 3 分鐘 O

(5) 抽取上層液經過港、(4 mm syringe filter Dnit wi也 O.的

μM /nylon membr姐。去除雜質 O

(6) 其濾清液即以認gh Performa且ce Liquid 

Cbromatograp卸任主PLC)進行分析(Reed et al., 1980) 0 

b. Pellet 部份(Meredith， 1983) 

(1) 先加入 1 mle吐ler 0 

(2) 利用超音波振碎機將 pellet 打勻。

(3) 以 10，000 Xg 離心 5 分鐘。

(4) 再取 pellet 加入 0.5 ml 含 20 mM DTT 的 50 mM 3-[N個

Morphol血。] prop飽問挂在b也c acid 軒的PS) 溶液

(pH8.5) 0 
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(5) 於 37 0C恆溫水浴下反應 1 小時 G

(6) 加入 0.5 組合 2.5 mM phe且扭曲oline 的 10%PCA於 4

。C下作用 30 分鐘。

(7) 以 10，000Xg 離心 5 分鐘 O

(8) 取上清液 400μ1 ，並加入的~ 100 mM IAA 0 

(9) 每次緩緩的加入少量的 KHC03 '直到不產生氣泡為

止 O

(10) 於暗室反應的分鐘 O

(11) 加入 440 ~ 3% FDNB 溶液，經振盪混合完全後?保

存於 4
0

C下 8 小時。

(12) 以下向上層液樣品準備步驟(4)嘲(6) 0 

B. 標準品方面

a. 取含 55μMGSH及GSSG的標準品 400 抖1 ，加入的 μ1100

mM IAA 溶液 O

b. 其分析如同 pellet 部份之步驟(9)→(12) 0 

C. 測定原理

a. Perch10ric acid (PCA)/Phen扭曲o1i凹的反應

(1)首先，以 PCA 將細胞蛋白質沉澱，如此一來具有酸溶

解性的 GSH 及 GSSG 則會溶於 PCA 溶液中，而後再將

PCA i容波取出來做分析 O 由於還原態 GS挂在 PCA 中

較不易自行氧化成 GSSG ，所以就利用 PCA 來當作酸

液 O

(2) Phenanthroline 則會與亞鐵離子形成複合物?而將鐵去
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除以避免 GSH 氧化。

b. Iodoacetic acid 肛AA)的反應、

話A 與 GSH 作用後，使其在 HPLC 偵察下會比 GSSG 提

平分離出來 O

R R 
GSH 十 ICH2-C國OH → GS-CH2-C-OH 十 IH

c. KHC03 的反應

為中和放溶波使成微處合性 O

配問ω叫的叫恥O仇4什十配O←3戶→立立X3 +汁+ 駝叫叫1吟趴剃O仇糾4扎〈忱沉

H20 CO2 

d. 2, 4-dinitrofluoro酬benzene (FDNB)的反應

為與硫氫基上之硫元素反應使成為黃色化合物，以便利用

禎檢器來偵測(λ== 365 nm) 。

D. 標準品之製備:

a. 分別秤取 GSHO.0017g 與 GSSG O.0036g 0 

b. 各溶於不同之 100 J..tl 5%) PCA!2.5 m班 phen扭曲。line 溶

液中 O

c. 取 b 之 j容波各 5 時溶於 495 抖1 5% PCA!2.5 姐說

ph扭扭曲ro益的溶液中 O

往.再取 C 之溶液各 100μ1 i容於 900 時含 2.5 mM 

phen扭曲oli凹的 5% PCA ，使最終濃度成為 55 J..tM 0 
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二、李霄，寫宮求法 (Isoelectric focusing, IEF) 

1. IEF 電泳膠片之製備(Rokut姐說 al.， 1989)

取 2.53 啞的 30% 丙;聆聽胺 (acrylamide)-0.8% N, N' 

me也ylene品is-acrylamind 溶液，加入 14.6 m1的“民o , O.拐

到的 A血pholine (preblended pH5-8) ，以及的抖的 TEl\在ED , 

攪拌並抽氣 10 分鐘，接著加入 1 m1 1% ammo也um persulfate 

(10 mg 血 1 m1 dd H20) ，拌勻後隨即倒在 GelBon吐 (Serva 21 

cm X 12 cm)上?覆上玻璃片使成 0.8 mm 的厚度，還於室溫

1 小時後?即可使用 O

2. 樣品的製備

A.10%的血球懸浮液以 1.5 mM t-BuOOH 作用前或後 5， 15, 30, 

60 分鐘取樣，當反應終止，隨即以含 10 mM g1ucose 的 PBS

(pH7 .4) ，經 3，000 rpm , 4 oc '離心 1 分鐘，紅血球加入 9X

體積 10 m班低張士的品。(pH7.4)緩街液?使紅血球破裂，

再於 4
0

C下以 10，000 Xg ，離心 5 分鐘雪取上層波並分為二

組 O 其中 1 組取出後先以 30 mM di也10晶晶itol (DTT)於 37 0C

恆溫水浴中反應 30 分鐘 9 另一組則置於;水浴中。待所有樣

品均完成處理後?定量蛋白質濃度後?即可進行 IEF 分析。

B. 取的%的血球溶液(加入 9X體積 10 mM Tris-HCl (pH7.4)的

緩街;容波進行溶血) ，再於1.5 mM t品uOOH作用前或後 2， 5, 

15 ， 30 分鐘取樣?並分為 2 組?隨後樣品處理如同 (A) 。
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C. 取的%的血球溶液，將其溶血(同 B)' 再分別以 1 ， 5, 10, 30, 

100 血M 的 GSSG ，於 37
0

C恆溫水浴中反應 30 分鐘取樣?

並分為 2 組 O 其中 1 組取出後再以 30 mM DTT 於 37 0C恆溫

水浴中反應 30 分鐘 O 另外部份溶血樣品 F 分另IJ加入 30 mM

說A 或 30 mM IAM ，置於暗室 30 分鐘 O 待所有樣品均完成

處理後?蛋白質定量後，即可進行 IEF 分析 O

3.IEF 分析

A. 電泳部份

將 IEF 電泳膠片置於 IEF 之電壓盤上，電壓設定在 1500V , 

電流在 2.75 mAJcm 及功率在1.125W/cm gel width ，於 4
0

C

下先預跑 10 分鐘，再將樣品分置於樣品槽中，使每個 well

有等量蛋白質，再電泳 1 小時 O

B. 染色及褪色

在.操作

取出 IEF 電泳片，先浸泡於 10% trichloroacetic acid (TCA) 

溶液 5 分鐘，改以二次水浸洗 10 分鐘，之後用褪色液浸

泡 5 分鐘，加入染色液 20 分鐘，最後改以褪色液浸泡 1

小時，把膠片撈起，置於室溫下乾:澡 O

b. 染色液之昌己製: (200ml) 

Metha丑。1 80 ml 

conc. HCl 40 ml 

ddH20 80 ml 

Coomassie blue R250 80 mg 
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c. 褪色液之配製: (200ml) 

血e血anol

acetic acid 

ddH20 

30 

50ml 

25 ml 

125 ml 



三、五fr#J穿為佑 : Sephadex G國200-IEF

1.膠質製備(ge1prep位ation) (Rokut組成a1.， 1989) 

稱取 5 公克乾童的 Sephadex G揖200 粉末?加入 200 毫升 NaC1

溶液。.15 M , pH7.4) ，直於攝氏 100 度水浴中， f，品水加熱 6

小時使膠體充份膨脹 O 冷卻至室溫?倒棄上層溶液及懸浮微

粒?再倒入瓷器漏斗之抽氣過?這、裝置?並以 ddH20 進行洗膠

以除去 NaC1 與膠體悶氣泡 O

2. 膠質 IEF 製備:

量取 30 ml Sepha吐ex G-200 膠質，加入1.5 ml Ampho1yte 

(pre說ended pH5-8) ，小心拌勻並防止氣泡產生，倒在 Ge1Bond

(13 cm X 12 cm)上，均勻的打平?使成 2.5mm 厚度，表面適

度乾澡後即可使用 O

3. 樣品製備

取 1 ml10%血球懸浮泛，於是℃下，以 3 ，000 rpm 離心 1 分鐘，

取 0.1 ml紅血球加入 0.9 mll0 mM Tris-HC1 (pH7 .4) buffer使之

溶血?再以 10，000 rpm ，是。c ，離心 5 分鐘?取上層液?加

入 3 盟1vIt輛BuOOH於 37 0C恆溫水浴中反應 30 分鐘後?即可將

，樣品遺於 Sephadex G-200圖IEF 上樣品槽內 O

4. Sepha益exG，咀20札記F 之純化:

將上述附 Sephadex G闢200膠質之 Geillond 置於 IEF之冷盤上?
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電壓設定在 1500V 型電流. 2.75 mA/cm 及功率. 1.125 W/cm 

gel wi吐th ，先於 4
0

C下預跑 10 分鐘?再將上述溶血樣本 4 J.Ù

放置於每個樣品槽中， 1 小時後，關閉電流 O 刮取欲探討的蛋

白質?分別裝於附有玻璃纖維之微量離心管中?以 3，000 rpm 

離心 6 分鐘?濾、去膠質?並收集;是液 O

5.蛋白質純化後之處理

A. IEF 分析部份

將收集的蛋白質先以 15 mM DTT 於 37 0C怯混水浴下作用

30 分鐘，再分為 3 管，一管當對照， 2 管則續以 30 血M

GSSG於 37
0

C恆溫水浴下反應 30 分鐘 9 其中一管反應後再

以 30 mM DTT 於 37 0C恆溫水浴中作用 30 分鐘;而第四管

貝IJ加入 30 mM IAA ，第五管加入 30 mM IAM ，兩管均置

於暗室反應 30 分鐘 O 最後以等量蛋白質進行 IEF 分析。

B. 以 SDS-聚丙婦臨胺板膠電泳法(SDS-polyacryl細ide slab gel 

electrophoresis)分析部份

將 Sephadex G-200 IEF 分離之任一蛋白質樣品，利用 SDS國

PAGE ，並分別於有或無硫蹲還原劑回DTT 處理的條件之

下?分析其分子受 O 首先將蛋白質樣品分為二組?一組先

以硫醇還原劑- DTT 處理，再加入不含 L血的aptoe血組01

的 protein 10ad血g bu立er ，另一組則直接加入等量不合 L

mecaptoetha旦01 的 protein 10甜甜g buffer ，於 100
0

C下煮沸 2

分鐘?接著將樣品在室溫冷卻後?以 15% SDS-聚丙;場聽胺
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板繆電泳進行分析 O
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四、 SDS-裘污紛罐車幸成是表穹旅游(SDS-polyαcrylamide slab gel 

electrophores妙玉f-iJf '#:r:JÚz.l武衛局反

1.12.5% SD品聚丙;場聽腰板膠之製備(Laemm且， 1970) 

A. 器材:

垂直式電泳組合:島亞m-PROTEAN II (Bio圖Rad)

a. 電泳夾板: 2 組

b. 製備凝膠固定盤

c. 玻璃片〈長×寬×厚)

(1)10.2cm X 8.3cm X O.lcm 帽 1 片

(2)10.2cm X 7.2cm X O.lcm - 1 片

吐.電泳齒梳(comb)-l 個

e. spacer圓共 2 條

B. 試劑及緩街溶液:

a. 1.5 M Tris-HCl (pH8.8)緩衝溶液

b. 100/0 (,v/v) SDS 溶液

c. 過硫酸錢 (ammo也um persulfate, 10 mg/血1)

社.30%丙;埔蘊且要 (acrýla血ide) -0.8% N多 N' 血G也yle帥-bis-

acηrlamide 溶液

。. TEJ\伍D

f 0.5 M Tris圍HCl (pH6.8)緩衝溶液

g. protein loading bu位叫 pH6.8)

C 製膠

34 



a. 裝置

將大小二玻片 (10.2 cm X 8.3 c血 X 0.1 c風 10.2 cm X 7.2 

cm X 0.1 cm)洗淨，烘乾拭淨後?左右兩側利用兩條spacer

(8.8 cm X 0.95 cm X 0.1 cm)為問稿，問定於夾板中，再

將此夾板放置於水平固定盤上，使其夾板下方緊密與塑

膠墊底接合，中空上方則準備容納凝膠 O

b. 配置 12.5%聚丙;掃昌鑫膝的 Separating gel . 

取 3 m1 1.5 M Tris帽HCl (pH8.8)緩街溶液?加入 0.12 m1 

10% (w/v) SDS 溶液，新商己製的過硫酸按 (ammonium

persulfate, 10 mg!m1) 0.6 m1 ，再填加 5 凶的 30%丙;場聽

見委 (acrylamide) 國0.8% N, N' 血ethylene句lS圓的rylamide 溶

液，與 4 Jll TEMED ，最後加入 ddH20 至總體積為 12 m1 0 

將上述葛己製的凝膠溶液即時混勻，並均分注入兩組夾板

之玻璃中，並在膠面上覆蓋一層組沌。?使膠面保持水

平?於室溫下靜置 1 小時後?待凝膠界面形成，倒掉水

層部份?再繼續做 stac區Eg gslO 

c. 配置 4%聚丙;場聽膝的 Stacking gel . 

取1.5 血10.5 M T的國Hc1 (pH6.8)緩衝溶液?加入 0.06 m1 

10% (w!v) SDS 溶液?過硫酸按 (a扭曲。由umpers立自te , 

10 血g!m1) 0.3 m1 ，再填加 0.8 m1的 30% 丙;蜍略勝

(acrylamid吵鬧0.8% N, N' me由yle帥-bis叫丹'la血de 溶液?

典的Jll TEMED ，最後加入社dH20 至總體積為 6 m1 0 將

上述葛己製的凝膠溶液即時混勻?並均分注入兩組已凝膠
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之 separating gel 上方?隨後放入電泳齒梳模板(co盟b)於

灌滿的 stac組且g gel 中?並固定住 O 於室溫下靜置的分

鐘?待膠層凝膠後?取下齒梳模板(comb) ，即形成樣品

凹型槽 O

2. 樣品處理(Vissers et a1.,1994) 

100/0的血球懸浮液於1.5 mM t-BuOOH 作用前或後 15 、 30 分

鐘取樣，當反應終止?隨即以含 10 mM g1ucose 的 PBS

(pH7 .4) ，經 3，000 rp鈕， 4 0C '離心 1 分鐘，取紅血球用 9X

體積的 10 mM Tris-HCl (pH7.4)緩街液予以溶血，再以

10,000Xg , 4 oC 離心 15 分鐘後，取沉澱之細胞膜，並將其洗

到無色 O 加入等量的 3% SDS ，並於 37 0C恆溫水浴作用 20 分

鐘;最後將樣品分為二組，一組加入 10 mM 2-mecaptoethanol , 

另一組未予以還厚、劑處理，二組均在 60
0

C下作用 30 分鐘?樣

品冷卻後即可注入樣品槽內進行分析 O

3. 電泳操作:

A. 器材:

a. 垂直式電泳槽組合. Ivlini-ProTEAN II (Bio-Rad) 

b. 電源、供應器. Atto CrossPow 500 

B. 試劑及緩街溶劑:

a. Tray bu的f 之首己製

秤取 3 g 的 Tris ，加入 14.7 g 的甘腰酸(斟ycine) ，再加入

10ml 的 10% SDS ~容波?最後加組H20 至總體積為 1 ，000
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ml , f!p 為 pH8.3 的 tray bu宜er 0 

b. Protein loading bu直址(pH6.8)之配製

取 0.5 M Tris岫HCl (pH6.8) 10 ml ，加入甘油(glycerol) 1.6 ml, 

10% (w/v) SDS 溶液1.6 ml , 2-mercaptoethanol 0.4 ml , 

。 .1% (w/v) bromophenol blue 0.2 ml ，最後加入吐dH20 至

8.0 ml 0 

c. Molecular weight standard 之配製

取 5μ1 之 low molucular weight standards (Bio-Rad) ，加入

95μ1 SDS re如c血gb泣的主 9 再以 95
0

C加熱 5 分鐘即可 O

d. 進行電泳

將製膠完成之兩組夾板囡定於固定架上，並裝於電泳槽

中，倒入 tray buffer 使夾板問之 bu在er 達全滿，而夾板外

之 buffer 至少淹過底膠?取 20μ1 的 molecular weight 

standard 及 60 時蛋白質樣品分別注入凹形槽中，電泳槽

土方接負極?下方接正極?於 100 mA的固定電流進行電

泳?待指示劑移行至距底板約 0.5 cm 時?停止通電，再

將固定架之夾板拆下?並取下凝膠 O

e. 染色與褪色

(1) 染色液之配製

取 0.5 g Coomassie brilliant bl日e R-250 ，溶於 227 ml 

甲醇及 46ml 冰醋酸?再加入偏見。至 500 ml 0 

(2) 褪色液之自己製

取 75 ml ì水醋酸、 50ml 甲醇?加拉dH20 至 1 ，000 ml 0 
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(3) 將凝膠浸於染色液中 30 分鐘後，倒出染色液，以

ddH20 洗去染色劑 2 次 9 再改換褪色液進行過夜褪色

即可 O
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五、 Hb 泊是事才法

將 10%的血球懸浮液?在詣。C下，於 1.5 mM t-BuOOH 作用

前或後分別於 5 、 15 、 30 、 45 分鐘時，分別以分光光度計

很九九VIS Spec甘ophotometer ，自tachi U圓3000) ，進行波長的。

到 700nm 掃描 O
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六、五字母 1frr濃度lJ!!/定

1.樣品製備

(1)樣品 20 阱，分加加入等量 10% TCA 後?靜星 30 分鐘 O

(2) 以 10，000Xg 離心 5 分鐘，

(3) 取 pellet ，並加入 1 m1 1 N NaO耳，振盪後靜置 30 分鐘，

以便將沉澱的蛋白質溶解 O

2. 標準曲線製備

(1) 秤取適量 BSA (bovine serum albumin) ，加入 ddH20 ，使最

終濃度為 1 mglml 0 

(2) 在分光光度計以 280nm 測定其吸收光值?假設為 0.493 0 

(3) BSAε(280 nmJcm)標準值為 0.667 0 

(4) 則估算 BSA 實際濃度為 0.493/0.677 勻。.77mglm1 0 

(5) 取 875μ1 BSA ~容波，加入 125μ1 8 N NaO旦使成為 1 N 

NaOH-BSA 溶液，此時 BSA 濃度為 0.673 mglm1 0 

(6) 取 742.9 時濃度為 0.673 mgl磁1 之 BSA 溶液?加上 257.1 Jll 

1 NNaOH ，使 BSA 最後濃度成為 0.5 抖g!阱。

(7) 標準曲線之濃度

1 NNaOH, Jll 100 84 68 52 36 

BSA，抖 (0 .5 μg1J.Ù) O 16 32 48 64 

實際 BSA 重量2 闊 O 8 16 24 32 
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3. 蛋白質濃度測定(Lowry et a1., 1951) 

(1) 取適量先前以 1 NNaOH 溶解之蛋白質樣本，若不足 100 JÙ 

則以 1 NNaOH 來補足。

(2) 加入 200 J-Ù二次水 O

(3) 加入 100μ 混合液(25% Na2C03, w/v . 2% Na-K-tart班ate，

w/v . 1% CUS04, W/V == 8 . 1 . 1, v/v/v) 。

(4) 於室溫靜置 10 分鐘 O

(5) 加入 1 ml Folin reagent (Folin . dd H20 == 1 . 19.5, v/v) 0 

(6) 於 37
0

C恆溫水浴中， 20 分鐘。

(7) 室溫下冷卻 O

(8) 利用分光光度計，在波長 660nm 下測定其吸光值。

統計分析

本實驗統計分析利用 SAS (SAS Institute, Cary, NC)進行變異

數分析(泣的VA) ，並以 Student s t-test 來測試不同處理經開之顯

著差異效果(p < 0.05) 0 
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結果

J8f才給 GSH(GSH 手 2 X GSSG) :J宇先佑，是~GSH 若是安化

令BuOOH處理前 O 分鐘雪還原態 GSH 、氧化態、 GSH 及

胞內總 GS百分別為 4.44 土 0.73 、 0.02 土 0.01 、 4.48 土

0.72 nmollmg protein (n-5) ，經 t-BuOOH 處理後?她內 GSSG

濃度快速上升，在 5 分鐘後達到最高為 0.8 nmollmg 

protein ，隨後則逐漸下降雪 30 分鐘後降至 0.16 且mollmg

protein ，如圈一 O 至於胞內總 GSH 實在 t-BuOOH 處理後

快速流失， 5 分鐘處理後， total GSH 濃度從 4.48 士。.72

降至 2.38 土 O.缸，大約流失的%之多會 5 分鐘內快速下降

為 2.38 nmollmg protein ，隨後貝IJ 豆豆維持在大約 2 nmollmg 

protein 水準 o

t-BuOOH ).室主宮發 Protein released-GSH 若是之三言仿

此實驗明顯指出， t-BuOOH 處理(n 5)後，與蛋白質結

合的 GSH 隨處理時間增加而逐漸增加?且呈現時間依賴反

應(ti血e-dependent response) ，從處理前約有 0.1 n逝。le GSH 

與每血g 蛋白質結合在一起?增加到 60 分鐘的 0.9 闊的lImg

protien ，增加有 9 倍之多空如圖二 O

IEF 分布一，#L.l岔五系~ + t且BuOOH
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為了進一步分析紅血球內總 GSH 的減少，是否與蛋白質

發生血ixed曲disulfide excha且許，我們進一步利用 IEF 分析

t-BuOOH 處理後的蛋白質變化(如圖三)。由 IEF 結果顯示，

t-BuOOH 處理前、後 9 蛋白質移動位置的確發生顯著改變?

b組d a 顯著減少，且呈現時間依賴反應(time-dependent 

respo血色)， band d 則消失?但同時在 b 及 C 位置則出現兩

個新 bands ;然而此變化在將樣品予以 DTT 還原後(1組e 3, 5, 

7, 9) ，蛋白質變化恢復到 t-BuOOH 處理前型態、 O

IEF 分布-;玄血手 t-BuOOH

紅血球先予以溶血後再給予1.5 mM t咀BuOOH 處理，其

蛋白質變化與國三結果相似(如圖四)雪白 IEF 顯示，經 t回

BuOOH 處理前、後，蛋白質移動位置的確亦發生改變賣

ba且d a 與 d 顯著減少， band b 與 C 別增加且呈現時向依賴

反應;然而此變化在將樣品予以 DTT 還原後( la且e 4, 6, 8, 

10) ，蛋白質變化消失不見?恢復 t-BuOOH 處理前型態、 O

妥巨于穿 S-glutathionati on 

為確認前面實驗發現之蛋白質修飾反應是否為 protein酬

GSHmixed咀disulfide ，本實驗採用溶血後樣品直接加入不同

濃度 GSSG ，再觀察蛋白質變化?如圈五所示 O 加入 GSSG

後， band a 與 d 發生減少結果?且減少程度與 GSSG 濃度
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呈正相關，同時 band c 位置則出現新蛋白質?此位置與國

三及厲凹的位置完全相同 9 除了 band c 之外?本實驗豆豆未

出現 band b ，且與前述實驗最大不同處是在 banda 下方位

置?另外出現一個新的修飾蛋白質(band a' ) ，且與 GSSG 濃

度呈荊量依賴性反應 O 將樣品加入 DTT 還原後 9 前述變化

均消失不見 O 另一方面，為了更進一步確認 band c 與新出

現的新修飾蛋白質(b組d a') ，的確是因為增加了一個淨負電

荷，溶血樣品更直接與 30 mM IAA 或 IAM 反應?說A 與

GSH 均攜有一個淨負電荷，而 IAM 則不具電荷。結果顯示 p

j容血樣品與 IAA 反應後?蛋白質變化形式與 GSSG 處理樣

品相同，然而 IAM 處理樣品別無變化 O

利/方 Sephadex G-200 絡化 band b 之妥Jb ;hJ'F 

為了進一步證實 band b 蛋白質與banda或其它蛋白質之

關係 9 我們分別將 banda 、 b 以 SephadexG且200輛 IEF 純化

分離出來(如麗六 A) ，隨後並將之分別與 GSSG 或 IAA 進

行反應?結果如圖六 B 0 

純化的 ban往 b 予以 15m說 DTT 處理，明顯克 ba且db 消

失雪意外的是雪 banda 並未出現實而是出現在 b組dd 的位

置(圈六 B lane 1) 0 DTT 處理後樣品?我們再以 30 mM 

GSSG處理(lane 2)，明顯發現 band 益減少?而 bandc 再現 O
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此 sample 再以 DTT 還原後(lane 3) ，明顯看出 bandc 再度不

見?而又回到 band d ，可見 lane b 、 c 、 d 均是相同蛋白

質但分別具不同修飾型態。為進一步證明 bandc 較 band 拉

多一負電荷?下一個實驗我們利用硫醇a1kylating agents 個

iodoacetic acid 與 iodoacet缸也de 分別與 band b 蛋白質反

應 O 結果顯示經 30 mM IAA 處理後(圈六 B la且e 4), band d 

不見， band c 形成 9 然而以 30 mM IAM 處理後?並不會形

成 band c ，而只有 band d (圈六 B lane 5) 0 

:il} }方 15% SDS自PAGE 分布，看看化之妥 i1 ít

為進一步確定 banda 、 b 、 d 均屬同一蛋白質，我們利

用 SDS-PAGE 進行分析(如麗七) ，結果發現 band a (lane 1), 

band b (lane 3), band d (lane 5)的凝膠上蛋白質均呈現一致

性?主要位於 14 kDa 位置，另有一少部份則在 30 kDa 位置

處 O 將這些 sample 再予以 30 mM DTT 處理後，發現 30kDa

蛋白質減少或消失不見?僅存 14kDa 蛋白質?顯示此蛋白

質非常可能為Hb 0 

JÚZ. .ff.r.去予受 t國BuOOH是ÆT疫站站是手筆化

banda 移動到 b ，乃是蛋白質增加一個正電荷所致?如

此一來這個蛋白質修飾則不可能是與 GSH 反應所致?因此

我們認為有可能 bandb 上部份蛋白質是因為民2七日b 氧化為
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Fe3+個Hb所致 O 因此，利用 uv-VIS spectrophotometer ，在

450nm國700nm 下?分別掃描1.5 血M ←BuOOH 處理前、後

共五個不同時間點樣品。圈八之結果顯示?在 O 分鐘時?

Hb在光譜下?出現兩個典型屬於 Fe+2-Hb高峰 9 然後隨著

t-BuOOH 的作用時間的增加，這兩個高峰漸趨平緩，而在

620 或 630nm 處光譜漸高 9 顯示Hb-Fe卸的確生成且隨時鬧

而增加。

1.111屁反革至Feg乎還要你反應

除了胞內蛋白質可發生氧化修飾反應外，細胞膜蛋白質

也是本實驗目標之一 O 紅血球於1.5 mM t-BuOOH 誘發氧化

緊迫之下?明顯可見有蛋白質發生修飾反應(富九 A) ，隨

著處理時間的增加， spectrin 以及 anion channel 這兩種蛋白

質有聚合現象。01戶lerization)形成 O 然而當這些樣本在有

2-mercaptoethanol 還原的條件下(圈九妨?發現 spec出2 及

anion channel 的變化消失，顯示蛋白質硫醇參與此蛋白質修

飾反應 O
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討言侖

t-BuOOH 處理後?胞內總 GSH 與氧化態 GSH 濃度變化?

乃細胞在氧化緊迫下， GSH被快速的氧化成 GSSG 所致?而後

GSSG 經由 GSH 還原鵑(g1uta血ione reductase，GRD)予以還原

(Sies, 1985) ，本實驗結果與此一致，胞內總 GSH在 5 分鐘內

快速下降，而 GSSG 經g1uta由ione peroxi吐ase 作用快速增加?

隨後貝IJ 減少(園一)。雖然 GSSG 可經由 GSH 還原誨的作用恢復

為 GSH ，然而總 GSH 卻無法回復到原來濃度?反呈減少現象?

這可能是部份 GSH與蛋白質形成 mixed-disu1fides 所致(Garel et 

a1., 1986) ，此可由蛋白質釋出 GSH 隨恥BuOOH 處理時間而增

加得到證實(屬二) 0 Simplicio 和 Rossi (1994)利用老鼠血液做材

料，加入 1 mM t-BuOOH ，觀察 GSH 、 GSSG 和 total GSH 

在札 60 分鐘之闊的變化，發現 GSH 的濃度在處理後 15 秒快

速下降?而後又慢慢恢復到原來的濃度?而 GSSG在的秒急速

上升之後?並於是分鐘後逐漸回復到處理前濃度，如將 GSH 和

GSSG 濃度相加，則總 GSH均維持不變。本實驗結果和 Simplicio

等人不同之處雪在於總 GSH 濃度並沒有恢復到原來狀態而是漸

成?可能原因為使用 t-BuOOH 濃度較高或紅血球來源不同?本

實驗使用人血為材料?而 Simplicio 組d Rossi 使用老鼠血?不同

紅血球對 t-BuOOH 敏感性不同導致?故結果也不儘相同 O 另外

一個可能因素就是部份 GSH 和蛋白質形成了 mixed

吐isul且由s 但這部份並無完全彌補 t-BuOOH 處理下流失的
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GSH 'protein released-GSH在 60 分鐘時只增加了。.7n血的mg

protein ，此與園一之胞內總 GSH 濃度所減少的 2 nmoll血g

protein 相較之下，僅佔 GSH 損失的1/3 而己，而另外的 2/3 GSH 

(約 1 .3 nmollmg prote血)並無法由 mixed-disul:fides 的形成來解

釋?可能是氧化緊迫下?紅血球細胞膜受到損傷 9 導致 GSH 流

失到胞外所致 O

t-BuOOH 處理後的蛋白質變化?由園二與圈三之結果顯

示 9 蛋白質變化是可以利用 IEF 進行分析 O 由蛋白質 band 的顏

色強弱與大小的關偉、比較起來，我們推論 band b 應是由 ban往 a

轉變而來， band c 則由 bandd 而來，如此一來， band a 與 band

d 在經由 t-BuOOH 處理後?移動方向恰巧相反，顯示兩者不可

能是發生相同的反應，其中 ba且dd → c 是蛋白質增加負電荷，

所以 band d 的蛋白質有可能是與 GSH 發生了 mixed-disul:fide

exchange ，而 banda → b 則是另外一種反應的結果 O 不管是紅

血球直接與 t-BuOOH 反應，或是溶血後再與 t-BuOOH 反應?

所得結果完全相同(圈三與竄四)。有趣的是?蓋章此兩種反應不

同?但均是 DTT 可逆的?蛋白質-GSHmixed 益lSU也白白於雙硫

鍵的形成，可受 DTT 還原 O 至於另一種蛋白質修飾反應，根據

W扭扭扭s (1992)報告?說etHb可能是由 DTT 作用而還原為

証b ，加上 band a → b 是增加正電荷，所以我們認為 bandb 上

的蛋白質應是闊的Hb ，這也可由Hb光譜變化得知問etHb隨

t-BuOOH 處理而增加(圈八) ，而且 band a 與 b 與Hb具有相同
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分子量(屬七)。

將前述 IEF 分析結果與閻五比較， GSSG 直接與溶血樣品

反應後， band c 的確形成?且 band 是減少，此變化並與 GSSG

濃度成正相關，加入 DTT 後， band c 消失立回復到 ban往往。

溶血樣品如與 IAA 直接反應(屬五 lane 12) ，所產生的結果也和

GSSG 反應結果一致?證實 ba旦d d 的確是與 GSH 發生了

mixed-disul臼e exchange 而移到 band c 位置 o IAM 因不帶電

荷，所以蛋白質與之反應後，淨電荷並不會改變?所以 bandd

沒有變化(圖五 1組e 13)。有趣的是， ì:容血樣品在與 GSSG 或且A

反應實除了 ban吐 c 的形成外?在 banda 下另出現了一個明顯且

新的修飾Hb ，顯示Hb與 GSH 闊的反應在完整的紅血球內與

溶血是不同的 O 也 Llano 等人(1993)指出Hb-α2戶2上共有 6個就

氛薇，其中在紅血球內僅戶93 上硫醇是有活性的，但溶血中的

Hb則不僅戶的可與 GSH反應，所以推測可能是其他硫醇與 GS旺

發生反應，才會出現這個新的Hb-GSH修飾產物 O

1989 年 Rokutan 等人也曾成功的利用 IEF ，在大白鼠肝細

胞內發現了一個具有 30 kDa 的細胞質蛋白質可與 GSH 發生

組ixed-disl主de exch組ge 0 目前已知蛋白質 GSH酬mixed disul誼des

r 的形成(GSSG + prot-SH → prot-SSG 十 GSH) ，可有二個不同

途徑: (1) 酵素作用:臨的transferase (M扭扭ervik 組社 Axelsso見

1980) : (2) 非酵素反應. mixed-disulfide exchange (Brigelius, 
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1985 . Rokut組， 1989) 0 留三與圖四證實了 banda 與 b 或 band

c 與 d 有關?但 SDS-PAGE 卻證實了 band a, b, d 均具有相同分

子量(圖七) ，即它們可能是同一蛋白質?為了更確認此推測，

純化 b組db 蛋白質也於 IEF 上進行一系列實驗(圖六 B) ，結果

顯示 band b 在 DTT 處理後可轉變到 band d ，隨後再與 GSSG

或 IAA 反應後?結果也，與閻三相同，證實 band a, b, d 應屬同一

蛋白質。但是為什麼純化 bandb 在 DTT 還原下卻是跑到 bandd

位置?而不是 banda ，我們推測是商三所見的 bandb 應含有兩

種不同修飾Hb ，主要為 MetHb ，它在 DTT 處理下可還原為

Hb ，其它則為Hb(如自2)-GSH2 '由於此Hb有兩個 GSH 反應3

所以移動位置較 b組dc 為大而恰好與 MetHb位於相近位置 O 我

們利用 Sephadex G-200 純化過程中， Met註b 可能因繼續氧化而

分解?最後剩下僅為(αß-GSH)2 '所以當 DTT 還原後移動到 b組吐

d1立直 O

根據 1994 年 MacDonald 利用分光光度計掃描不同的Hb之

衍生產物?例如 oxyhemoglobin， deoxyhemoglobin, 

methemoglob並， azo血ethemoglobin， he也岫chro血es ，發現氧合血

紅素(oxyhemoglob組)於 500-600 nm 出現 2 個明顯高峰?且比光

譜與其它 4種顯著不同， MetHb會在 620nm 出現一個小高峰?

且原先 2 個高峰則消失不見 O 當紅血球以←BuOOH 處理， 0, 5, 

15 ， 30， 45 分鐘後， oxyHb的確會減少?而 MetHb增加(鸝八) , 

證實 IEF 所見的確是有 MetHb生成 o 1994 年 Giulivi 等人曾利

50 



用 hydrog如 peroxide 來研究氧合血紅素與 methemog1obi且生成

情形?其血紅素的光譜變化與本實驗相似 O

除了 RBC 內的Hb發生了蛋白質修飾?本研究也利用

SDS闡PAGE 的方法，針對細胞膜蛋白質是否也發生改變進行分

析(如屬九) ，觀察到 spec出旦和組ion channel 兩種蛋白質在 t

BuOOH處理下，的確有顯著的變化?發生了聚合情形?導致分

子量變大 o Spect吐血類似的變化也曾在 Salvati 等人(1995)實驗

中發現，立與紅血球在氧化緊迫下發生溶血及細胞形狀改變有

關 o Anion channel 發生變化則有可能影響到紅血球陰離子交

換:的能力 O

在本篇研究中?我們企圖在 RBC 中尋找一種或數種蛋白質

來當做人體受到過氧化緊迫傷害的指標 O 綜合以上結果得知，

Hb的電荷變化，以及細胞膜上 spectrin 和組ion channel 的修

飾作用?似可應用主IJ人類的一些疾病在發生或發生前，細胞受

到氧化的初期診斷指標?尤其Hb不同修飾型態，本實驗相當

成功的利用 IEF 即可一次偵測出 F 而Hb走紅血球內相當容易

受到氧化傷害的蛋白質， Niketic 等人(1992)即指出?長期服用

phenolbarbital 及 carbamazepine 的病人?有高達 7%的Hb以

Hb-GSH 型態、存在紅血球內。

近幾年來?科學家一直致力於研究自由基(f全ee radical)對人

體的傷害和各種疾病產生的關係?結果發現自由基經由一個複

雜的機制?會增加細胞的通透性(Niki et al., 1991 . Mckenna et 
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al.,1991 . Janero et a1., 1991) 。在腫瘤疾病中，巨大細胞(mast

cell)會有高度分化和變性的現象(如 Cidre an往往e Lust血g，

1990) ，而自由基會促進巨大細胞釋出組織胺也lS扭扭扭e)使細胞

通透性變大加在組nalo血組d Masini, 1988) 0 此外，自由基也會導

致癌症病人血液中Hb氧化和變性(denature) 伸出erbo回咒

1979 . J紅olin et a1., 1990) ，並且形成 He血z 忌。你前驅物(如

MetHb、可j容和不可j容的 hemicbromes 等) ，再加上自由基會誘

導脂質過氧化，使得 RBC 的膜變性(Kuypers et a1., 1990) 0 根據

研究顯示(Bowen 跑進 Mobarha且， 1995) ，目前已有許多生化指標

(biomarker)用來偵測罹患癌症病人的種類和程度，在病理方

面，可以使用 bromodeoxyuridine immunohistochemis旬， [3H]• 

thymid血e autoradiography 及 flow cytometry 等方法，來測瘤細

胞的生成和分化程度?也可用鏡梭的方式來觀察損害部位，但

這些方法只適用在腫瘤形成後才可測得;在基閻部份，以分析

DNA斷裂程度以及DNA 突變等來判斷DNA 受損原西和位置，

這些方法方法精準度高?但費時立缺少經濟效益;現在最常使

用的方法有檢測自體分泌的生長扇子和前列腺素(prostagl組吐血)

的濃度以及烏胺酸JJtl愛聽(orni也血e decarboxylase, ODC)與 GST

的活性，其缺點為偵測不易立酵素活性易消失。 Rover 等人在

1995 年時，發玉昆在癌症早期持。Hb受到氧化形成故etHb的量

會增加 9 推測其他修飾Hb忠可能生成?所以?如果使用 IEF

方法來分析Hb或細胞膜蛋白質修飾程度?不但方法簡單?而

且樣品容易取得而穩定 O 由於許多腫瘤形成前?細胞已有受到
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氧化緊迫的影響，所以本實驗所使用的方法，對於預防醫學上

的應用?應有其價值 O

除此之外，一些有關血液方面的疾病，如鍊刀型貧血(sick1e

a且emia) ，地中海型貧血(tha1asse扭扭扭emia) ，或由某些寄生蟲(如

癢原蟲)引發的貧血症狀，其血淚和氧化緊迫的關係雖有報告?

但不十分清楚 O 。村口有學者指出練刃型 RBC 任主bS RBC)其細胞

膜上的 spect位研act血的不可逆畸形現象(Lux et a1., 1976) ，膜上

磷脂質的位置異常 (Lub也 et a1., 1981)缺乏 ca1cium-ATPase

(Dixon a且d Winslow, 1981)以及血管內皮易黏著HbS RBC 等

(Hebbel et 泣， 1980) ，都和 RBC 受到氧化緊迫有關 O 然而?診

斷HbS RBC 被氧化程度的分析方法，大都只眼於採血，測定

。2輛 (superoxide) 、日202 等(Hebbel et a1., 1982) ，可是這些物質不

穩定性高?故偵測不易，結果難以芋1)讀 O 地中海空貧血之 RBC

中磷脂質因氧化緊迫的結果，組成也和正常細胞不同(Kuyper et 

a1., 1996) ，其檢定氧化程度的缺點和HbSRBC 相似 O 截至目前

為止，尚未有人利用昆主來研究Hb受到氧化緊迫之後的結果，

因此?本實驗提供一可能方法來探討Hb或其他蛋白質是否受

到氧化傷害的程度。
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吾土告 去A
,"9 "l2t!t著

l.在氧化緊迫下，紅血球的確會發生蛋白質修飾反應。

2.在本實驗中， Hemoglobin可以從Hb+2變成Hb+九此外， Hb也

可以和GSH發生孔位xed disu坦白 exchange 0 

3.細胞膜蛋白質嘲 spectrin 和組ion channel '它的硫醇隨著氧化

緊迫的處理時間的增加?而會發生聚合性反應 O

4.IEF可有效偵測出証b修飾產物品1etHb及Hb-GSH 0 
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圈一、1.5 mM t-BuOOH對人體紅血球的絕內總 GSH和氧化態

GSH 之影響

Fig.l Tota1 intracellular GSH 組d GSSG 也 hu扭扭 RBC treated 

with 1.5 mM t-BuOOH. 

來自 5 位正常男性 10%紅血球懸浮液?加入1.5 mM t-

BuOOH 前或後 5，話，狗， 60 分鐘取樣進行清洗?分析紅血球

胞內總 GSH( 一會 )和胞內 GSSG( 一盡)。實表示與處理前

(time 0)相較之下有顯著差異(p < 0.05) 
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圖二、l.5 mM t闡BuOOH 對人體紅血球的 Protein released棚GSH

之影響

Fig.2 The content of Protein release品GS扭扭 hum組 RBC treated 

with 1.5 m孔1t-BuOOH 0 

來自 5 位正常男性血液?稀釋成 10%紅血球懸浮液?於

加入 1.5 mM t-BuOOH 前或後 5， 15 ， 30， 60 分鐘取樣?溶血後

將蛋白質沉澱?再利用 DTT 將與蛋白質結合的 GSH 釋放

出 F 然後以 HPLC 分析 GSH 濃度 O 會表示與處理前(time 0) 

相較之下有顯著差異(p < 0.05) 
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圖三、 IEF 分析 1.5 mM t-BuOOH 處理下，人體紅血球的蛋白

質變化

Fig.3 Pattem of protein migration on Coomassie-blue stained IEF 

gel 也 human ery也rocytes 1迪拉er oxidative stress. 

10%的紅血球懸浮波?以1.5 mM t闡BuOOH 作用前或後 5，

15, 30, 60 分鐘取樣?經含 10 血M glucose 的 PBS 印証7.4)清

洗後 9 取紅血球用 9X 體積的 10 l1lL\1 T ris闢HCl (pH7.4)予以溶

血，再以 10，OOOXg , 4 oc '離心 5 分鐘?取上層波進行 IEF

分析， 1組e 3, 5, 7, 9 樣品在注入樣品槽前?先以 30mM DTT

於 37
0

C作用 30 分鐘， DTT 處理乃用來確認蛋白質修飾反

應是否與蛋白質硫醇有關 O
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竄四、溶血樣品於 1 .5 mM t-BuOOH處理下的蛋白質變化情形

Fig斗 Pattem of protein migration on Coomassie-blue stained 

IEF ge1 in human erythrocytes hemo1ysis treated with 1.5 mM t圓

BuOOH. 

紅血球溶血後於1.5 illNlt-BuOOH作用前或後2， 5 ， 15 ， 30

分鐘取樣?經蛋白質定量後，注入 IEF 樣品槽中進行電泳分

析?其中 1a且e 2，是， 6, 8, 10 並先經 30 血MDTT 於 37
0

C作用

30 分鐘 O
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圈五、 GSSG 、坦A 或 IAM 處理對人體紅血球蛋白質之影響

Fig.5 Protein modi:fication of lysed RBC treated with 1 、 5 、

10 、 30 、 100 mM GSSGo主 30 mM IAA or 30 mM IAM on 

IEF gel. 

紅血球;容血後?分別加入 1 (lane 2, 3) 、 5 (1組e 4， 5) 、 10

(l組e 6, 7 )、 30(1組e 8, 9), 100(1組e 10, 11)的f 不同濃度

GSSG ，於 37
0

C恆溫水浴下作用 30 分鐘?其中部份樣品並

再 GSSG處理後加入 30 mM DTT於 37
0

C作用 30 分鐘(1組e 3, 

5, 7, 9, 11) , lane 1 為未接受 GSSG處理的溶血樣品。 1組e 12 

為加入 30 mM話A , 1組e 13 貝IJ加入 30 mM姐說，分別置

於暗室 30 分鐘 O
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圈六、利用 Sephadex G-200-IEF 純化 band a & b 之蛋白質分析

變化 Fìg.6 Pattern of using Sephadex G-200-IEF purìfication 

of band a & b analysis on Coomassìe-blue stained IEF gel. 

以 100/0的血球溶液，以凹，OOOXg , 4 oc '離，心 5 分鐘，

耳叉上層液，加入 3 mMt-BuOOH 於 37 0C 中反應 30 分鐘，經

Sephadex G-200 ，竄六 A-l 為對照組?閻六 A-2 為 band a , 

圓六 A-3 為 band b 0取 band b 分為 3 管?分另付口入的 mMDTT

於 37
0

C作用 30 分鐘(窗六 B-l) ，其中 2 管再加入 30 mM 

GSSG ，於 37
0

C作用 30 分鐘(圈六 B-2)' 其中 i 管加入 30mM

DTT ，於 37
0

C作用 30 分鐘(圖六 B值3) ，另外 band b 分別加

入 30 mM IAA , 30 mM IAM ，置於暗玄 30 分鐘(圈六 B-4 、

圈六 B-5) 0 
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閻七、 SDS闡PAGE 分析純化之蛋白質 band a ，b 和 d

Fig.7 闊的cular weight of band a, b and d by SDS-PAGE u吋er

re如c血gorno盟e如c說g condition. 

利用 Seph組成 G喇200-IEF 分離出之 ba且d a, b，進蛋白質分

為二組?一組不給予 DTT 處理(1組e 1,3,5) ，另一組則加入硫

醇還原劑 30 mM DTT (lane 2人6) 0 
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圈八、 t-BuOOH 處理下血紅素吸光光譜變化
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Fig.8 Spectrophotometric determination of human hemog1obin 

exposed to 1.5 mM t-BuOOH. 

10%血球懸浮液，於1.5 mM t圓BuOOH 作用前(閩中最上

面一條曲線)或分別於 5， 15, 30, 45 分鐘，以分光光度計進行

波長的。到 700nm 掃描 O
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圈九、 SDS回PAGE 分析 t-BuOOH處理下細胞膜蛋白質變化

Fig.9 Protein migration pattem of memb主ane by SDS圓PAGE

gel. 

10%的血球懸浮液以1.5 mM t-BuOOH 作用前(lane 1, 4) 

或後的。ane 2, 5), 30 (lane 3雪的分鐘取樣?樣品製備後?取

沉澱之細胞膜蛋白質加入等量的 3% SDS ，於 37
0

C作用 20

分鐘?分別於 nonreduc血g(A)或站出c血g (B)條件進行電泳分

析 O
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