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Mn,Zn-MTGFP 融合蛋白磁性與結構分析 

學生：陳廷楷                                指導教授：張家靖教授 

國立交通大學生物科技研究所 碩士班 

摘要 

金屬硫蛋白與綠色螢光蛋白所形成的融合蛋白（MT-GFP）是一個內含金屬鍵結的

蛋白質，此蛋白質含有 20 個高度保留的半胱胺酸(cysteine,Cys)容易與重金屬離子形成硫

金屬鍵結。其中含有七個二價過渡性金屬離子和兩個類似 Zinc-Blende 金屬鍵結基團。

在這項研究中，我們將 Zn
2+以及 Mn

2+ 取代 MT-GFP 原有的結合金屬形成錳鋅螢光金

屬硫蛋白，並且發現錳鋅螢光金屬硫蛋白經由超導量子干涉儀測量，在 10K 到 300K 的

範圍中展現出弱鐵磁性的特性。再經由拉曼光譜儀的檢測，可以發現鋅離子和錳離子係

藉由與金屬硫鍵結結合在蛋白質中，分別在 288 cm
-1和 355 cm

-1有 Zn-S 以及 Mn-S 之

Bending mode 拉曼光譜訊號。經由延伸 X 射線吸收精細結構（EXAFS 光譜）的分析更

加確定 Mn
2 +經由硫與 MT-GFP 結合。Mn,Zn-MT-GFP 更可以用 TEM 的影像圖以及電子

繞射圖形推測其結構。 
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Magnetic and metal binding structural analysis of  

Mn, Zn-metallothionein-green fluorescence fusion protein  

 

Advisee: Ting-Kai Chen                 Adviser: Dr.Chia-Ching Chang 

Institute of Biomedical Science and Technology 

National Chiao Tung University 

Abstract 

    Metallothionein-green fluorescence fusion protein (MT-GFP) is a zinc binding protein, 

which binds seven divalent transition metal ions through its 20 conserved cysteines and forms 

two metal binding clusters with Zinc-Blende structure. In this study, Mn
2+ 

ions has substituted 

for Zn
2+

 at M3, M4 metal binding sites in the β-domain of MT-GFP. We found this Mn, Zn 

binding protein exhibits weak ferromagnetic properties at temperature range from 10K to 

300K by SQUID measurement. By micro-Raman spectroscopy analysis, the Zn-S and Mn-S 

bending modes can be observed clearly at 288 cm
-1

 and 355 cm
-1

, respectively. These 

evidences indicate that the Zn
2+

 and Mn
2+

 ions are bound with Cys residues of MT-GFP. 

Extended X-ray absorption fine structure (EXAFS) analysis also indicats Mn
2+

 ions bond to 

MT-GFP via the Mn-S bond of Cys. The conformation of Mn,Zn-MT-GFP can be 

characterized by TEM and the its intermolecular interactions can be determined by its electron 

diffraction pattern. 
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第一章 緒論 

1-1 研究動機 

蛋白質、去氧核醣核酸、生物膜皆屬於生物巨分子，這些生物巨分子具有自我組織

(Self-organiziation)的特性，而自動形成穩定結構的能力。當生物巨分子處在開放系統的

環境中，系統內部的分子會與外在環境產生交互作用，而改變構形，使分子趨於能量最

低態的特殊構形[1,2]。 

金屬硫蛋白 (Metallothionein, MT) 具有α-，β- 兩個金屬鍵結團簇 (metal 

cluster/domain)[3-7]。2006 年研究指出，螯合金屬後的 MT ，其 α-，β- metal cluster

形狀類似兩個環狀結構，當β-metal cluster 形成(Mn2CdS3)
3-類似 Zinc-Blende 結構時，可

形成磁矩，使此蛋白質從 10K 至 300K 有鐵磁性的現象[8]。 

此種類似稀磁性半導體的元件可以運用在磁性感測元件上，另一方面由於此具有磁

性的材料主體為蛋白質，因此具有良好的生物相容性，可以與生物醫學技術結合，開發

為生物磁性感測元件，或將其放入藥物及生物體中，利用磁性控制其位置提升藥物精準

度。但是由於此蛋白中含有鎘[8]，還是有環境危害性，因此我們試著開發出一樣具有磁

性特性的蛋白質，並將鎘金屬離子排除，選用毒性較弱的鋅金屬離子來取代鎘金屬離子

形成新一代低環境危害性的稀磁性蛋白質。 
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1-2“稀磁性半導體”(Diluted Magnetic Semiconducto DMS) 

自從1980年左右開始，許多研究者注意到所謂的“稀磁性半導體”(DMS)，亦即在

半導體中摻雜少量的磁性元素。大多數磁性過渡金屬的價數與Ⅱ族陽離子的價數相同，

所以剛開始的焦點放在以Ⅱ-Ⅵ族化合物為主的DMS [9-10]，例如：(Cd,Mn)Te、

(Zn,Mn)Te、(Zn,Co)S、(Hg,Fe)Se等。雖然它們在製備方面比較容易達到高密度的磁性

原子以及量子結構的製作，但是卻不易摻雜為n型或p型的半導體。此外在磁性方面，由

於局域化自旋(localized spins)之間的反鐵磁超交換作用

(antiferromagneticsuper-exchange)，隨著磁性離子濃度與溫度的變化，它們僅表現出順磁

(paramagnetic)、自旋玻璃態(spin-glass)或是反鐵磁性(antiferromagnetic)的行為[11]。雖

然在1994年Ⅱ-Ⅵ族化合物DMS的摻雜技術(利用MBE方式)有所突破後，陸續在p型的

(Cd,Mn)Te、(Zn,Mn)Te以及(Be,Mn)Te中發現其具有鐵磁性[11-13]，然而它們的居禮溫

度Tc都低於10K，這對於元件室溫操作的必要條件而言，仍然是相當明顯不利的缺點

[14]。 
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1-3 Zinc-Blende 結構 

閃鋅礦(zincblende)的結構為面心立方晶體結構 (Face-Centered Cubic Crystal 

Structure) FCC 型(如圖 1)，閃鋅礦(zincblende)的結構與許多金屬的晶體結構一樣具

有立方幾何 (cubic geometry) 的單位晶胞，其原子位置排列於每一個角和所有立方面的

中心位置，此種結構稱為面心立方(FCC)晶體結構，在閃鋅礦結構中其中 4個陽離子位

在正常 FCC 結構的格子點上，而 4個陰離子佔據 8個四面體位置的一半。由離子半徑

比預測出配位數為 4之離子可有此種結構。 

 

 圖 1 立方 ZnS “Zinc-Blende”結構示意圖  (a)晶體結構 (b) (001)面上投影圖 

(本圖參考自網路” Prof. Dr. Helmut Föll Semiconductor Technology” 

http://www.tf.uni-kiel.de/matwis/amat/semitech_en/index.html) 

 

 

 

 

(a) (b) 
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1-4超自旋互換作用(super exchange interaction) 

以較簡單的例子來說，例如 La1-xSrxMnO3的晶體結構為鈣鈦礦(perovskite)結構，如

圖 2所示[15]，其中 Mn 位於立方體的中心，O 位於立方體的六個面心，La 或 Sr 位於立

方體的六個角，La1-xSrxMnO3是掺雜錳氧化物，未掺雜的”母化合物”是 LaMnO3，若

某一定比例的 La 被 Sr 取代，即可得到 La1-xSrxMnO3。LaMnO3中的 Mn
3+ 離子有四個

3d 價電子，其中三個是 t2g電子、一個是 eg電子，當 Mn
3+ 的 eg電子與鄰近 Mn

3+ 的 eg

電子具有反向的自旋方向時，eg電子可以透過中間 O 的 2p 軌道在極短時間內，跳至鄰

近 Mn
3+ 的 eg軌道然後再跳回原來 Mn

3+ 的 eg軌道，發生所謂的虛擬跳動(virtual 

hopping)，我們稱這種作用為超自旋互換作用(super exchange interaction) ，因此 LaMnO3

是反鐵磁材料[15]。 

    

圖 2 圖(a) La1-xSrxMnO3的晶體為鈣鈦礦結構圖[15]。圖(b)超自旋互換作用示意圖，Mn
3+ 離子有四個 3d

價電子，其中三個是 t2g電子、一個是 eg電子，當 Mn
3+ 的 eg電子與鄰近 Mn

3+ 的 eg電子具有反向的自旋

方向時，eg電子可以透過中間 O 的 2p 軌道在極短時間內，跳至鄰近 Mn
3+ 的 eg軌道然後再跳回原來 Mn

3+ 

的 eg軌道，我們稱這種作用為超自旋互換作用(super exchange interaction)。 

(a) (b) 
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1-5 雙自旋互換作用(double exchange interaction) 

La1-xSrxMnO3是混合價化合物，由於掺雜作用，若某一定比例的 Mn
3+ 被 Mn

4+ 取代，

而 Mn
4+ 有三個 3d 價電子，全部具有 t2g對稱性，並沒有 eg電子，在某一定掺雜範圍內，

如果 Mn
3+ 的 eg電子與鄰近 Mn

4+ 的 eg電子具有同向的自旋方向時，eg電子可以透過中

間 O 的 2p 軌道跳至鄰近 Mn
4+ 的 eg軌道，而降低整個系統的能量，因此 La1-xSrxMnO3

是鐵磁材料而且也是導體，我們稱這種作用為雙自旋互換作用(double exchange 

interaction) [15](如圖 3 所示)。此種現象普遍存在於“稀磁性半導體”(DMS)中，尤其更以

用錳做為摻雜離子所形成的“稀磁性半導體”(DMS)為主[16]。 

 

圖 3La1-xSrxMnO3的價電子雙自旋互換作用原理示意圖 Mn
3+ 的 eg電子與鄰近 Mn4+ 的 eg 電子具有同向

的自旋方向時，eg 電子可以透過中間 O 的 2p 軌道跳至鄰近 Mn4+ 的 eg 軌道，而降低整個系統的能量，

因此讓此材為鐵磁材料而且也是導體，我們稱這種作用為雙自旋互換作用(double exchange interaction) 

[15]。 
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1-6  分子內超自旋互換作用(intramolecular superexchange interactions) 

一般來說此現象是用來形容在低溫下有微小的分子團簇結構，因為在沒有熱擾動的

干擾下，分子內部的交互作用會就為明顯，使的分子內部的電子自旋方向相較於在一般

常溫下，較容易改變為同一方向，使的再分子團簇結構形成長程且有序的磁性序列（long 

range magnetic order ,LRMO）。由於 LRMO 是形容長程有序的磁性序列，也就是說，當

分子團簇一旦形成 LRMO 時，此分子團簇內部電子自旋方向在一定的範圍內有了相同

的方向，當電子自旋分向有了相同的方向後便會產生鐵磁性（ferromagnetic，如圖 4），

所以使的此此分子團簇便具有了鐵磁性的現象（ferromagnetic）形成單分子磁鐵[17]。目

前已確定會有此種現象可以形成分子磁鐵的分子團簇有 Fe19, [18] Mn4Br, [19] Mn4Me, [20] 

and Fe14. [21]，這些分子團簇在低溫下均會產生 LRMO 使的這些分子團簇形成分子磁

鐵。此一現象可以延伸到分子間 LRMO 形成磁域。 

 

圖4磁性以及電子自旋分類圖：圖中所試的分別為一般常見的三種不同的電

子自旋方向導至不同磁性種類的分類圖，在反鐵磁性中，電子自旋方向互

相相反導至沒有磁性，在順磁性中，電子自旋採隨機分部的方式分部在分

子中，當有外加磁場時，電子自旋方向如一延著磁場分向旋轉，導製具有

磁性，此磁性稱為順磁性。最後為鐵磁性，在分子中，電子自旋方向相同，
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且長程有序排列，導至分子產生鐵磁性。(本圖參考自網路”highwaydata.

com.cn”) 

1-7綠色螢光蛋白(Green Fluorescence Protein,GFP)介紹 

綠色螢光蛋白起源及發展 

綠色螢光蛋白（green fluorescent protein），簡稱 GFP，這種蛋白質最早是由下村脩

等人在 1962 年在維多利亞多管發光水母中發現。其基因所產生的蛋白質，在藍色波長

範圍的光線激發下，會發出綠色螢光。這個發光的過程中還需要冷光蛋白質水母素

(Aequorin)的幫助，且這個水母素與鈣離子(Ca2+)可產生交互作用發出波長 470 nm 的藍色

冷光[22]。 

由維多利亞多管發光水母中發現的野生型綠色螢光蛋白，395nm 和 475nm 分別是最

大和次大的激發波長，它的發射波長的峰點是在 509nm，在可見光綠光的範圍下是較弱

的位置。由海腎(sea pansy)所得的綠色螢光蛋白，僅有在 498nm 有一個較高的激發峰點

[22-27]。 

在細胞生物學與分子生物學領域中，綠色螢光蛋白基因常被用作為一個報導基因

(reporter gene)。一些經修飾過的型式可作為生物探針，綠色螢光蛋白基因也可以轉殖

到脊椎動物(例如:兔子上進行表現，並拿來映證某種假設的實驗方法。)2008 年 10 月 8

http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E4%B8%8B%E6%9D%91%E8%84%A9
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E4%B8%8B%E6%9D%91%E8%84%A9
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/1962%E5%B9%B4
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E7%B6%AD%E5%A4%9A%E5%88%A9%E4%BA%9E%E5%A4%9A%E7%AE%A1%E7%99%BC%E5%85%89%E6%B0%B4%E6%AF%8D
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E5%9F%BA%E5%9B%A0
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E8%9B%8B%E7%99%BD%E8%B3%AA
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E6%B0%B4%E6%AF%8D%E7%B4%A0
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E6%B0%B4%E6%AF%8D%E7%B4%A0
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E9%88%A3%E9%9B%A2%E5%AD%90&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%BF%80%E5%8F%91&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%BF%80%E5%8F%91&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E5%8F%91%E5%B0%84&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E7%B6%A0
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%B5%B7%E8%85%8E&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E7%B4%B0%E8%83%9E%E7%94%9F%E7%89%A9%E5%AD%B8
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E5%88%86%E5%AD%90%E7%94%9F%E7%89%A9%E5%AD%B8
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E5%A0%B1%E5%B0%8E%E5%9F%BA%E5%9B%A0&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E5%A0%B1%E5%B0%8E%E5%9F%BA%E5%9B%A0&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E7%94%9F%E7%89%A9%E6%8E%A2%E9%87%9D&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E8%BD%89%E6%AE%96
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E8%BD%89%E6%AE%96
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E8%84%8A%E6%A4%8E%E5%8B%95%E7%89%A9
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E5%85%94
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/2008%E5%B9%B4
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/2008%E5%B9%B4
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日，日本科學家下村脩、美國科學家馬丁·查爾菲和錢永健因為發現和改造綠色螢光蛋

白而獲得了當年的諾貝爾化學獎。[22-27] 

Aequorin 這種會將化學能轉換形式成光能的冷光蛋白(Chemilluminescent protein)可

與鈣離子結合，將儲存於 Aequori 中的 ATP 化學能進行發生化學反應產生光能。此過

程為 Aequorin 中的 coelenterazine 氧化成 coelentetramide，並釋出 470 nm 的藍光，而此

時 GFP 吸收 Aequorin 釋出的藍光後，放出 508 nm 的綠光螢光[28-30] (圖 5)，後來發

展應用於偵測細胞體內鈣離子的濃度[31]。 

 

圖5 Aequorin 的發光機制示意圖 ”Aequorin”在經過鈣離子的催化後，經過氧化反應，會釋放波長470nm 

的藍色螢光。此色螢光會傳遞能量激發 GFP，使 GFP 釋放波長 508nm 的綠色螢光。 

1980年華人化學家錢永健(Roger Y. Tsien)發展出能發出各種顏色的螢光蛋白質，錢

博士首先針對綠色螢光蛋白的發光機制進行研究。由過去的研究，已知發光基團來自於

65∼67號胺基酸分子的摺疊、環化和脫水。錢博士進一步證實這些分子還需經過最後的

氧化反應，才有辦法形成真正能產生螢光反應的發光基團。接著他利用點突變的技術改

變GFP的基因，進而產生不同胺基酸組合的GFP。研究結果證實藉由這種方法，可以使

http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E6%97%A5%E6%9C%AC
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E6%97%A5%E6%9C%AC
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E4%B8%8B%E6%9D%91%E8%84%A9
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E7%BE%8E%E5%9B%BD
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E9%A9%AC%E4%B8%81%C2%B7%E6%9F%A5%E5%B0%94%E8%8F%B2
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E9%92%B1%E6%B0%B8%E5%81%A5
http://zh.wikipedia.org/zh-tw/%E8%AF%BA%E8%B4%9D%E5%B0%94%E5%8C%96%E5%AD%A6%E5%A5%96
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原本綠色的GFP轉變為發出青綠色、藍色、黃色等不同顏色的GFP類似物而獲得2008年

諾貝爾化學獎[22,23,26,32]。 

綠色螢光蛋白結構及發光機制 

結構 

GFP 最早是在 Aequorea Victoria 中發現。GFP 的結構是三級結構的蛋白質，內含有

238 個胺基酸[33]。如圖 6 與圖 7 所示，其結構主要是由 4 條 alpha-helix 和 11 條 beta sheet

所構成一個桶狀型態（barrel）的結構並包圍著其發光基團(chromophore)，此種結構會

保護其 chromophore 使其在高溫或強酸強鹼的情形下，仍能夠受到激發放光[34,35]。 
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圖 6:GFP 的結構示意圖 GFP 主要是由 4 條 alpha-helix 和 11 條 beta sheet 所構成一個罐狀型態（barrel）的

結構長約 4nm 寬約 3nm 並在中間包圍著其發光基團(chromophore) [36]。 

 

圖 7:GFP 一維結構示意圖 把 GFP 的構造攤開，圖中綠色為十一條為 beta-sheet，紅色四條為 alpha-helix 

(本圖參考自網路”Green fiuorescent protein” http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm)  

發光基團 

GFP 的 chromophore 是由 Ser65-Tyr66-Gly67三個胺基酸組成(如圖 8)，需經過摺疊、

環化、脫水與氧化四個步驟的後轉譯修飾，使其成為可發光之集團。此反應不需要酵素

參與，稱為自催化反應（autocatalytic reaction）。 
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圖 8 GFP的結構與其 chromophore，chromophore是由 Ser65-Tyr66-Gly67三個胺基酸組成，並藉由鄰近Glu222

及 Arg96 可以協助穩定 Ser65-Tyr66-Gly67結構[36]。 

發光機制 

如圖 9 所示，首先 Tyr66 兩側的醯胺鍵互相靠近，接著 Ser65、Tyr66 之間的醯胺鍵

上的 α-C (electrophile) 與 Tyr66、Gly67 之間上的 N (nucleophile) 互相吸引形成新共價

鍵，造成新的五碳環。形成新的五碳環後，五碳環上的-OH 與-H 並列，隨即進行脫水

反應脫去一分子的水，此時五碳環上的 C、N 原子因此形成雙鍵。最後 Tyr66 側鏈上並

排的兩個 H 與 O2反應，脫去 H2O2並形成雙鍵。此雙鍵溝通了兩個圓環結構內的雙鍵，

形成完整可互相溝通的共軛雙鍵群。chromophore 的共軛雙鍵擁有足夠多的π鍵，堆疊

足夠多的 bonding orbital 與 anti-bonding orbital，使 HOMO 和 LUMO 間能階差落在可見

光的能量範圍內[36]。 
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圖 9 GFP的發光基團結構GFP是一個筒狀結構，由Ser65-Tyr66-Gly67三個胺基酸組成，鄰近Glu222及Arg96

可以協助穩定 Ser65-Tyr66-Gly67結構[31]。Ser65-Tyr66-Gly67經由環化、脫水、氧化產生螢光的步驟[36]。本

圖引用自網路”蔡司學院:淺談螢光蛋白” http://www.ticgroup.com.tw/menu/products/sci/School/GFP/GFP.asp 

綠色螢光蛋白的穩定性 

GFP 本身對溫度具有高穩定性，在溫度達到 65℃時，仍可保持其結構並具有活性

[37,38]；並且 GFP 在 pH5.5 到 pH12 的範圍均可保有較佳螢光強度，小於 pH4 及高於

pH12 會有螢光失活現象發生[38]。 

GFP 的衍生物 

在生物的檢測與標記上，常常需要各種不同顏色的螢光，所以科學家開始致力研究如

何製造出發光強度更強與不同顏色的螢光蛋白。 

由於 wild-type 的 GFP 的穩定性比較差，所以 2008 年諾貝爾獎得主錢永健藉由 GFP

一次一次的點突變，製造出許多 GFP 的衍生物（如圖 10）。 

點突變的胺基酸，隨著 chrimophore 的序列有變化外，也有改變外殼 beta-sheet 的序

列。因為 GFP 是三級的立體結構蛋白質，所以外面的 beta-barrel 的胺基酸會和中心

chromophore 的胺基酸產稱氫鍵或凡得瓦力，進而影響其分子之構型。Chromophore 裡

的 Gly67 一直都沒被修改的原因是：他是構造最簡單的蛋白質，使得其發光反應可以持

續進行不受外在分子的影響[24,32,34,39-43]。 
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圖 10  GFP 衍生物的發光基團結構示意圖，藉由突變原本綠色螢光蛋白的核甘酸序列，製造出藍色

(EBFP)、青綠色(ECFP)、和黃色(EYFP)不同螢光放光蛋白的變種基因，以及胺基酸的轉譯後修飾形成的

增強綠色螢光蛋白(EGFP) (本圖引用自網路”OLYMPUS The Fluorescent Protein Color Palette” 

http://www.olympusconfocal.com/applications/fpcolorpalette.html) 

1-8金屬硫蛋白(Metallothionein, MT)介紹 

金屬硫蛋白(Metallothionein，簡稱 MT)是一種廣泛存在於生物界中低分子量並富含

半胱氨酸的金屬結合蛋白，其分子量約 6-7 kDa[44]，最早於馬腎臟中純化得到的鎘結合

蛋白質[5,7]，普遍存在於原核與真核生物中。 

金屬硫蛋白(Metallothionein, MT) ，有 61-68 個氨基酸(amino acid)，有 20 個高度保

留的半胱胺酸(cysteine, Cys)約佔其 23-33％，其保守序列為 Cys-X-Y-Cys ( X 為任意的胺

基酸), Cys-X-Cys 或 Cys-Cys，半胱氨酸硫氫基與一價或二價的過渡金屬元素形成硫金屬

鍵結（金屬親合性為 Zn
2＋＜Pb

2＋＜Cd
2＋＜Cu

＋＜Ag
＋＝Hg

2＋＜Bi
3＋

[45]），形成高金屬含
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量(4-12 atoms/mole)的金屬硫氫基團(metal thiolate cluster) [3-6]，造成兩個金屬鍵結團簇

(α-、β-Cluster) 如圖 11 所示。MT 可以與體內必須之重金屬（鋅、銅）做調節、在毒

性重金屬的解毒作用以及清除活性氧化物質中扮演相當重要之角色[46-50]。MT 為熱穩

定蛋白質, 無苯環(Aromatic)胺基酸、疏水性(hydrophobic )氨基酸、無α-helix 或β-sheet

等結構 

金屬硫蛋白(Metallothionein, MT)形成兩個金屬鍵結團簇(α-、β-Cluster)，含 20 個

高度保留的半胱胺酸(cysteine,Cys)容易與與重金屬形成硫金屬鍵結。MT 的 C 端 

(Carboxyl terminal) 由 31到 61個氨基酸組成含 11個半胱胺酸，形成α-金屬鍵結團簇(α

-Cluster)，鍵結 4 個二價金屬離子的(M4S11)3-的團簇；MT 的 N 端(amino terminal)由 1

到 30 個氨基酸組成含 9 個半胱胺酸，形成β-金屬鍵結團簇(β-Cluster)，鍵結 3 個二價

金屬離子，形成了(M3S9)3-的團簇。這兩個離子結合的團簇整體的大小約 3-4nm，其結

構如“metal semiconductor, MS”的複合結構[50-54]。 
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          圖 11 金屬硫蛋白(Metallothionein, MT)結構示意圖[50] 

  MT 依結構特性分為三類[55]:ClassⅠ:半胱胺酸結構位置與馬的 MT 類似，如哺乳類動

物的 MT [56-59];ClassⅡ:半胱胺酸結構與來自馬的 MT 相似度低，例如酵母菌的

copper-thionein[60,61];Class Ⅲ : 大 部 分 存 在 植 物 或 微 生 物 體 如 植 物 的

phytometallothionein[50,56,62-65]。 

Binz 和 Kägi 在 1999 年提出新的分類方式[56,66]，新分類系統是依據序列的相似度

以及親緣關係進行分類，分類包括 16 個 MT 家族（families）[67]、10 個 MT 亞家族

subfamilies）、MT 群（groups）及 MT 同分異構物（isoforms）[68]。舉例來說， MT 家

族 （families）分出的 16 個 MT 家族，其中 MT 家族 (Families)I 為脊椎動物的 

MTs ，其親源遺傳特徵再分為 10 個亞家族 (subfamilies) ，分別是哺乳類 MT-1、 
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MT-2 、MT-3、MT-4[69-71]及哺乳類未區分之 MT ；鳥類 MT-1、MT-2 及鳥類未區

分之 MT ；兩棲類 MT 及硬骨魚類 MT [72,73]。 而 MT 家族 Ⅱ 為軟體動物類、 MT 

家族 Ⅲ 為甲殼類、 MT 家族 Ⅳ 為棘皮動物類、 MT 家族 Ⅴ為雙翅類、 MT 家族 

Ⅵ 為線蟲類、 MT 家族 Ⅷ 為纖毛蟲類、 MT 家族 Ⅸ ~ⅩⅢ 為黴菌類 MT 家族、 

MT 家族 ⅩⅣ 為原核動物類、 MT 家族 ⅩⅤ 為植物類[68]。 

哺乳類動物具有多 MT 基因家族，泛稱 MT 異構型(iso-metallothionein)，可分成四

個次群: MT-1，MT-2，MT-3[58]，MT-4 [74-78]；MT-1 及 MT-2 被認為可能分別各在重

金屬的代謝與在細胞生長中扮演重要之生理角色，最主要是普遍存在各種組織中，例如

肝、腎、胰臟、腸道等組織[75]。因為 MT-1 及 MT-2 受到如重金屬、醣腎上線皮質

素、氧化壓力及細胞激素以及冷、熱的生理性緊迫因子等刺激會被誘導而表現，這兩型

金屬硫蛋白其主要功能為[79]：細胞的生長及增殖、自由基的清除、維持必須重金屬的

體內平衡以及減低重金屬毒性[79,80]。 

而 MT-3 及 MT-4 對生理性的緊迫因子的反應較不敏感， MT-3 主要存在神經系

統中，由人類的由腦皮層星狀細胞所分泌，原本命名為生長抑制因子（growth inhibitory 

factor）[81-86]； MT-4 主要存在鱗狀上皮組織中[50,86]。 
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第二章 實驗原理： 

2-1 拉曼光譜術(Raman spectroscopy ) 光譜分析 

拉曼光譜可以直接觀察分子結構振動模式。甚至任何在結構上的微小變化皆會反應

在敏感拉曼光譜的峰值上。此外，拉曼光譜是一種非接觸式和非破壞性的光學技術，因

此此技術是一個非常合適研究生物分子的物理和化學性質的方法。 

拉曼光譜術是用來研究晶格及分子的振動模式、旋轉模式和在一系統裡的其他低頻

模式的一種分光技術[87]。拉曼散射為一非彈性散射，通常用來做激發的雷射光其範圍

為可見光、近紅外光或者在近紫外光範圍附近。雷射光與系統聲子做交互作用，導致最

後光子能量增加或減少，而由這些能量的變化可得知聲子模式。這和紅外光吸收光譜的

基本原理相似，但兩者所得到的數據結果是互補的。通常，一個樣品被一束雷射光照射，

照射光點被透鏡所聚焦且通過分光儀分光。波長靠近雷射的波長時為彈性雷利散射。 

當光線照射到分子並且和分子中的電子雲及分子鍵結產生交互作用，就會發生拉曼

效應。對於自發性拉曼效應，光子將分子從基態激發到一個虛擬的能量狀態。當激發態

的分子放出一個光子後並返回到一個不同於基態的旋轉或振動狀態。在基態與新狀態間

的能量差會使得釋放光子的頻率與激發光線的波長不同。 

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%8F%AF%E8%A6%8B%E5%85%89
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%85%E5%A4%96%E5%85%89
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%AB%E5%A4%96%E5%85%89
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%A3%B0%E5%AD%90
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%9B%B7%E5%88%A9%E6%95%A3%E5%B0%84
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如果最終振動狀態的分子比初始狀態時能量高，所激發出來的光子頻率則較低，以

確保系統的總能量守衡。這一個頻率的改變被名為 Stokes shift[88]。如果最終振動狀

態的分子比初始狀態時能量低，所激發出來的光子頻率則較高，這一個頻率的改變被名

為 Anti-Stokes shift(圖 12) [88]。拉曼散射是由於能量透過光子和分子之間的相互作

用而傳遞，就是一個非彈性散射的例子。 

    

圖 12 各種不同拉曼散射能量示意圖，散射光中除了頻率不變的雷利散射外，還有高於和低於雷利頻率(即

入射光頻率)的散射光，這就是拉曼散射。[88] 

關於振動的配位，分子極化電位的改變或稱電子雲的改變量，是分子拉曼效應必定

的結果。極化率的變化量將決定拉曼散射強度。該模式頻率的改變是由樣品的旋轉和振

動狀態決定[88]。 
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自發性的拉曼散射是非常微弱的，並且自發性拉曼散射的強度相對於雷利散射弱許

多，因此很難從光譜中去分辨出自發性拉曼散射，使得得到的結果是光譜微弱，導致自

發性拉曼散射測定困難。歷史上，拉曼分光儀利用多個光柵去達到高度的分光，去除雷

射光，而可得到能量的微小差異。過去，光電倍增管被選擇為拉曼散射訊號的偵測計，

但其需要很久的時間才能得到結果。而現今的技術，帶阻濾波器 (notch filters) 可有效

的去除雷射光。而隨著光譜儀或傅立葉變換光譜儀和電荷耦合元件 (CCD) 偵測計的進

步，在科學研究中，利用拉曼光譜研究材料特性越來越廣泛[87-88]。 

本實驗室的拉曼光譜儀（圖 13）的系統架構圖如圖 14 所示，系統中包含 laser、

Mirror(反射鏡)、beam splitter、camera、Notch filter、shutter、focusing mirror(聚焦鏡)、

pinhole、SMA 接頭、Optic filber、grating 和 CCD。本實驗試所使用的雷射光為單頻連

續式綠光雷射，波長為 532nm，雷射光出光後先經過聚焦鏡第一次聚焦後藉由ＳＭＡ接

頭進入 Optic filber，經過 Optic filber 雷射光會在進入顯微鏡前通過第二面聚焦鏡再次聚

焦在進入顯微鏡中，進入顯微鏡後，雷射光會先通過 Notch filter 反射至 beam splitter（分

光鏡），經由 beam splitter 的雷射光會被分為兩道光線，一道光線直接進入 camera 可以

方便觀察雷射以及樣品聚焦狀況，另一道光澤是直接進入 objective(物鏡)將雷射光聚焦

至樣品表面。 

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%B8%A6%E9%98%BB%E6%BB%A4%E6%B3%A2%E5%99%A8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%85%89%E8%B0%B1%E4%BB%AA
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%82%85%E7%AB%8B%E5%8F%B6%E5%8F%98%E6%8D%A2
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%9B%BB%E8%8D%B7%E8%80%A6%E5%90%88%E5%85%83%E4%BB%B6
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聚焦至樣品表面的雷射光與樣品表面分子中的電子雲及分子鍵結產生交互作用，就

會產生拉曼光，拉曼光經由 objective(物鏡)進入顯微鏡再進入 Notch filter 中，此時 Notch 

filter 會將雷射光從原本含有反射雷射光的拉曼光中去除，使得通過 Notch filter 的光線

只有乾淨的拉曼光。經過 Notch filter 的光束會再經由反射鏡進入 focusing mirror(聚焦

鏡)，聚焦鏡會將光線聚焦至 pinhole，pinhole 會將額外外界干擾的光線擋住，減少訊號

受到外界光線干擾，接著光線透過 SMA 接頭進入 Optic filber，進入 Optic filber 的光線

受到完全的保護不會再受到外界光線的干擾，接著透過 shutter 進入 grating，經過 grating

後便可以將我們要量測的拉曼光分辨出來，最後再將光線送至 CCD，便可以得到我們

要量測的光譜訊號。 
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圖 13 本實驗所使用之自組裝拉曼光譜儀系統 

 

圖 14 本實驗室的拉曼光譜儀系統架構圖  
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2-2 超導量子干涉磁量儀磁性分析 

(Super-conducting Quantum Interference Device magnetometer (SQUID)) 

超導量子干涉元件 (Superconducting Quantum Interference Device, 簡稱 SQUID) 是

目前所知最敏感的磁通偵測器，其獨特的磁通與電壓的週期特性，使得 SQUID 已被使

用在精密測量，成為微弱物理量如磁場、磁場梯度、電流、電壓、電阻、電感及磁化率

等測量上最靈敏的感測元件。在生物醫學應用上 SQUID 更可組成心磁波及腦磁波掃描

儀，可立即顯示生物的心磁或腦磁圖像，以做為醫學在心臟功能或腦功能臨床輔助診斷

工具。在材料的非破壞性檢測等方面，SQUID 已被研發來檢測橋樑鋼骨結構、飛機起

輪框等缺陷；甚至最近已有人利用高溫超導 SQUID 做地震或考古等的研究。另外，

SQUID 可製成的磁通顯微鏡從事基礎研究，及其在生物科技的抗體檢測等的研究上也

有很廣的前景。由以上看來，SQUID 是一種非常有前瞻性之精密超導電子元件[89-90] 

超導量子干涉磁量儀是一種精密的磁性量測系統。 SQUID 是由內部有一小部分且非

常薄(約 10~20nm)的絕緣層稱之為弱連接(weak link)的超導線圈構成，這弱連接被稱為

接合，即是由一或二個 Josephson 接合連接於超導性電線環路中而成。這種裝置對周遭

電磁場的變化非常敏感，就算是非常微弱的磁場變化也可以被偵測出來。目前已可以運

用在探測生物體內的微小磁場，如腦波、神經訊號等，解開生理上的謎題。 
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其原理是可探測到在超導性環路內的量子化磁通量，出現的數值必為一個基本單位磁

通的整數倍，一個磁通量子約為 2.07×10
-7

gauss-cm
2。在 SQUID 中的電流為環路中所含

總磁通量子的週期性函數，對磁通量的變化極為敏感。一具 SQUID 可測量到小至 10
-18

伏特的電壓差異、電流可以量測小至 10
-18安培的變化以及磁場可以量測小至 10

-14特斯

拉，因此 SQUID 可測量低溫下微弱的磁性訊號。 

約瑟夫效應是英國約瑟夫森發現夾有薄絕緣層的兩塊超導體間，即使不加電壓也可通

過定值的直流隧道電流，這一現象被稱為“約瑟夫森效應”， 約瑟夫森因此獲得 1973 年

度諾貝爾物理獎。Josephson 效應可分為直流和交流 Josephson 兩種。其中直流 Josephson

效 應為在沒有任何電場或是磁場下有直流電流通過接合；而交流 Josephson 效應為外加

一直流電壓於接合的兩端，則會產生頻率為 2eV/ħ 的振盪電流通過接合[89-90]。 

超導線圈於超導態時對外在磁場的改變會有相對應的電流變化，此種變化較一般磁性

物質都來的靈敏，因此可利用來感測外部磁場的變化。超導量子干涉儀(Superconducting 

Quantum Interference Device ; SQUID)即是利用此種原理所製成的磁量測儀器，其設計為

將樣品置於超導線圈內（圖 15），施加一磁場，而後讓樣品往復進出線圈。樣品若對磁

場有所感應，則會對週 遭的磁場產生影響，而這種影響可由超導線圈的電流變化得知，

進而得知樣品的磁特性。Quantum Design SQUID-MPMS-5s 超導量子干涉儀的內部結

http://highscope.ch.ntu.edu.tw/wordpress/?tag=%e6%95%b4%e6%95%b8
http://highscope.ch.ntu.edu.tw/wordpress/?tag=%e5%87%bd%e6%95%b8
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構，其內部有超導磁鐵，磁場最高可加到 5T，溫度範圍在 2K-350K 之間，需要用液態

氦去降溫來保持超導性，可用來測量樣品的磁滯曲線及磁化曲線等磁性質和電性。 

 

圖 15 SQUID 系統圖磁性物質移動時會有磁通量的變化，依照安培定律可知在線圈上會有感應電流產生

縱軸為樣品位置，橫軸為輸出電壓大小變化，再由儀器本身去作運算而得到樣品的磁化強度值[89] 

磁化強度的量測是將樣品在線圈內以步進的方式移動，以收集磁訊號，其原理為磁

性物質移動時會有磁通量的變化，依照安培定律可知在線圈上會有感應電流產生，再由

儀器本身去作運算而得到樣品的磁化強度值，其磁化強度至少可量測到 10
-7

emu (cgs 電

磁單位)。所以我們可由這些磁化強度對溫度或磁場變化去判斷它的磁特性[89-90]。 

圖 16 為超導量子干涉磁量儀之結構，其中磁化儀中之超導磁鐵可以提供的磁場大小

為 1~5 Tesla，量測溫度範圍為 2~350K。超導量子干涉磁量儀可以做磁化率與溫度、磁

化率與磁場以及磁化率之時間鬆弛等的研究。 

http://highscope.ch.ntu.edu.tw/wordpress/?tag=%e5%ae%9a%e5%be%8b
http://highscope.ch.ntu.edu.tw/wordpress/?tag=%e5%ae%9a%e5%be%8b
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圖 16 超導量子干涉磁量儀 Quantum Design SQUID-MPMS-5s 系統結構[89] 
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2-3 穿隧式電子顯微術 Transmission Electron Microscope (TEM)影樣分析 

穿隧式電子顯微術，在真空系統下利用電子槍產生之電子束通過一晶体薄膜，平行於

入射線之晶面會產生繞射在繞射圖中繞射束與直接穿透電子束點間之距離剛好反比於

某晶面間距，由不同之繞射圖形，可精確決定晶格常數及晶体格子結構，是研究材料內

部結構很有利之工具[86]。 

一般基本穿透式電子顯微鏡(TEM)的結構分為：燈絲、電子槍、加速電場、會聚透境、

物、試片座、中間透鏡、投射透鏡、螢幕室等(如圖 17 所示)。另外，還可加裝 X 光能

量發散光譜分析儀（x-ray energy dispersive spectrometer；XEDS）和電子能量損失光譜

分析儀（electron energy loss spectrometer；EELS）。目前較大眾常用的為 STEM 與

HRTEM，因為其分析功能強且解析度高[91]。 
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圖 17 穿隧式電子顯微鏡系統圖，電子源：受熱的鎢絲線發射電子，並為帶正電壓的陽極所加速。磁透

鏡產生磁場，把電子聚焦成一電子束。電磁磁透鏡系統：可將電子式為「波包」電子擁有特定的「波長」。

提高陽及電壓，會使電子獲得更高的速度。根據λ=h/mv，這代表電子擁有更小的德布羅伊波長。樣本架：

樣品放置處。成像系統：電子通過樣品後，背投影磁透鏡再次聚焦，然後投在成像螢光屏上產生樣本影

像。 
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特點與限制[91]： 

由於 TEM 具備超高解像能力，在一般影像觀察上即比其他分析工具優越許多，而依實

際操作時可放大的倍率範圍來看，TEM 也具有相當大的彈性，應用到半導體材料研究。 

TEM 分析具有以下的優點[91]：      

(a)在形象觀察方面，對材料有敏銳的分析力： 

  (1)晶粒方向。 (2)同質異型結構。(3)異質異型結構。 (4)同質同型結構。 

(b)原子結構的觀察-晶格影像： 

(c)搭配試片基座的傾斜功能，可以進行結構性缺陷的特性分析:  

  (1)離子佈值後的殘餘缺陷。 (2)製程的損傷。(3)結構性加強的缺陷增長。 

(d)藉著電子繞射圖樣分析，在試片觀察時擁有方向感可以確認： 

  (1)晶體結構 (FCC, BCC, HCP, ...)。 (2)化學組成。 

(e)在有限厚度內的多層次結構具有透視能力，能得到重疊影像-商用產品分析的逆向工

程。 

(f)配備冷卻/加熱/可變電性的試片基座，即可在顯微鏡內同步觀察材料微區結構的變化。 
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TEM 分析也有其限制，缺點包括[91]： 

(a)試片的大小必須在 3 mm 以下，因為通用的樣品載台大小只有 3 mm。 

(b)因為電子束的穿透力有限，所以通常理想的觀察厚度在 500-1000 Å 之間。 

(c)試片內的缺陷不是來自試片製備的過程，不然會難以判斷缺陷來形成的原因，因此    

試片製備困難度高，成功率相對降低。 

(d)樣品處理通常有下列幾種方法： 

  (1)切割薄片法：用於生物體。 (2)劈裂法：用於玻璃，取其薄的裂緣。 

 (3)粉粹微粒法：用於陶瓷、玻璃等瓷碎的材料。  (4)化學腐蝕法：用於玻璃、陶瓷、

金屬。 (5)電解打薄法：用於金屬。 
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2-4 Extended X-ray Absorption Fine Structure, EXAFS 結構分析 

同步輻射是一種光源，其本質與傳統之 X 光相同，均為電磁波，它的產生是由電子

束在光速下進行圓周運動而發射出來的。其產生之高亮度 X 光 (或 UV 光 )，

已被廣泛地應用在物理化學等各研究領域上。利用同步輻射光源對材料進行 X

光吸收光譜研究，主要包括 X 光近緣結構(X-ray Absorption Near-Edge Structure，簡稱為

XANES)及延伸 X 光吸收精細結構(Extended X-ray Absorption Fine Structure，簡稱為

EXAFS)。其中 XANES 可以用來檢測材料中特定原子之電子組態，而 EXAFS

可被用來測定原子之區域結構 (Local Structure)，得知原子與其鄰近原子間

之距離、種類及數目等。X 光吸收光譜可發揮其在原子短程結構及電子組態上

之優點，與傳統 XRD 長程有序分析及 TEM 等結果相互配合，可使我們更加了解奈米

材料之結構特性[92]。  
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當物質受到Ｘ光照射而吸收Ｘ光，我們可以用吸收係數μ，來表示其吸收的程度；若

是以 Io表示入射 X 光之強度，I 表示出射光強度，樣品厚度為 x，μ表示材料單位厚度

對 X 光之吸收，則可以下式來表示其相互之關係[92]： 

μx)exp(II o   

若Ｘ光的能量改變，即使物質中的原子不吸收，因為散射等因素，測得之出射光強

度仍會比入射光強度減小，這種現象會隨Ｘ光能量增強而逐漸平滑地降低，構成吸收光

譜的底線。當Ｘ光的能量逐漸增強至物質中所含原子之吸收限(Absorption Edge)，原子

的內層電子開始吸收Ｘ光的光子，躍遷至外層之空軌域，造成吸收係數激增，即形成所

謂的 X 光近緣結構(XANES)，其範圍約從原子之吸收限以上約 50 eV 左右，如圖 19 所

示為 CoAl2O4之 X 光吸收光譜，不同原子其吸收限之能量隨亦不同，且其近緣結構會受

中心原子之對稱性、氧化數、及所鍵結之鄰近原子影響。簡而言之，X 光近緣結構(XANES)

可以檢測材料中特定原子之電子組態[92]。 
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當Ｘ光的能量繼續提高，內層電子終於躍遷至連續層，形成光電子，而離開原來之

吸收原子，若吸收原子的緊鄰另有原子存在，則射出之光電子與之作用而折返，因此出

射的光電子與折返的光電子間即產生干繞現象(Interference)(如圖 18 所示)，吸收係數的

大小隨相差的改變而逐漸變化，呈現週期性變化，這種變化從近緣區以上約 1000 eV 的

範圍內都可發現，這範圍的吸收光譜即稱為延伸 X 光吸收精細結構(EXAFS)，如圖 19

所示。利用 EXAFS 技術，可以決定原子之區域結構，即一個原子與其四周緊鄰的原子

之間的距離、原子的種類及數目等都可以測定[92-95]。 

 

圖 18：光電子與折返的光電子間即產生干繞現象(Interference)示意圖 

（本圖參考自”X 光吸收光譜數據分析研習營 X 光吸收光譜原理簡介”李志甫 June 29 –July 7, 2009） 

         

圖 19：Mn K-edge 吸收限之 X光吸收光譜。 
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第三章實驗方法 

3-1 實驗材料的製備 

3-1-1 蛋白質的表現 

目的: 

將實驗室先前製備好的 MTGFP 儲存菌株表現 MTGFP 蛋白質。 

方法: 

將實驗室先前製備好的 MTGFP 儲存菌株，在 37 ℃ 環境下以 IPTG 誘導使 E. coli

大量表現所需的蛋白質，因為長時間誘導 (16 小時) 形成內涵體 (inclusion body)。等細

菌培養適當時間之後再用物理性破壞方式來破菌將細胞打碎以得到所需要的蛋白質。 

利用此方法誘導大腸桿菌而產生蛋白質內涵體的優點有：(1)細菌生長快速。(2)蛋

白質產量高。(3)蛋白的純度也相對較高。 
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實驗步驟： 

蛋白質小量表現：  

將實驗室先前製備好的 MTGFP 儲存菌株，取出 20μl 菌液加入 3ml 含有抗生素

(Kanamysine, 20g/ml)的 LB 中，於 37℃震盪培養 16hr，使細菌活化。 

蛋白質大量表現： 

從已經活化的細菌中取出 250μl 菌液，加入 250ml LB 的培養錐形瓶中，同樣在 

37℃ 中震盪培養 4 小時，之後加入 IPTG (最終濃度為 1mM ) 再繼續培養 16 小時。

經過 16 小時候，將培養好之菌液倒入離心管中，再以 9000 rpm 於 4℃ 下離心 3 分鐘

得到沈澱的菌體以及上清液，將上清液去除後加入 300μl His-tag binding Buffer 溶解沉

澱的菌體，再將此菌體利用物理性破壞方式破菌，取得蛋白質。 
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3-1-2 破菌取得目標蛋白質 

目的: 

利用破菌來得到所需的蛋白質。 

實驗步驟： 

將培養好之菌液倒入離心管中，再以 9000 rpm 於 4℃ 下離心 3 分鐘得到沈澱

的菌體以及上清液，將上清液去除後加入 300μl His-tag binding Buffer 溶解沉澱的菌

體，再將菌液倒入破菌機(constant cell disruption systems)中，以壓力 28 kpsi 進行破

菌。接著將破菌後之溶液以 9000 rpm,於 4℃下離心 10 分鐘，將破菌後上清液

(supernatant)及不溶水的內涵體(inclusion body)沉澱分開收集。 

因本實驗所需之蛋白質在本實驗室之前的實驗中以及經 SDS-PAGE 確認後得知

會存在於上清液之中，所以將上清液蒐集起來準備純化蛋白質。 
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3-1-3 蛋白質純化 

目的: 

將以破菌完含有所需蛋白的上清液藉由 His-Tag Column 進行純化進而得到所需的

蛋白質 MT-GFP。 

實驗步驟： 

首先先倒入 10 倍體積的去離子水進入 His-Tag Column，將 His-Tag Column 清洗乾

淨，此步驟可以重複二到三次以確保 His-Tag Column 乾淨度。接著倒入 His-Tag Binding 

Buffer 進入 His-Tag Column，將 His-Tag Column 的環境改為與破菌後蛋白上清液相同的

環境，此步驟可以重複三次使 His-Tag Column 的環境改為與破菌後蛋白上清液完全相

同。將環境改為與與破菌後蛋白上清液完全相同後，便可以開始倒入破菌後的蛋白上清

液，此時經過 His-Tag Column 的液體須回收，回收的液體稱為”Pass through”，其中可

能還有少量目標蛋白質未被 His-Tag Column 抓住而殘留在其中，回歐後還可以再進行純

化。隨後倒入 His-Tag Binding Buffer 進入 His-Tag Column，對 His-Tag Column 清洗，

也可以將一些不是我們要的東西帶出 His-Tag Column，一般而言此步驟清洗越多次純化

出來的蛋白純度會越高，但是相對的在利用 His-Tag Binding Buffer 清洗 His-Tag Column

的過程中也會將目標蛋白質帶出，所以請適量的清洗即可。 
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清洗完畢後，倒入 3c.c Elution Buffer，將已經吸附在 Columng 的目標蛋白質清洗下

來，此步驟所清洗下來的蛋白質及為 MT-GFP 要回收以進行實驗。隨後倒入 His-Tag 

Binding Buffer 進入 His-Tag Column，將 His-Tag Column 的環境改與 His-Tag Binding 

Buffer 相同，此時若是樣品還未純化完，則再重第二步驟做起，直至樣品都純化完。 

若樣品都已純化完成，則倒入 10倍體積的去離子水進入 His-Tag Column，將His-Tag 

Column 清洗乾淨，最後倒入 20%的酒精來保存 His-Tag Column。純化出來的目標蛋白

質可以利用 SDS-PAGE 確定 MT-GFP 是否存在以及確定 MT-GFP 純度。 
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3-1-4 金屬離子置換 

目的: 

將金屬離子置換至蛋白質內部，使其形成磁性蛋白。MT 具有 20 個高度保留的

半胱胺酸(cysteine, Cys)其中，半胱氨酸硫氫基與一價或二價的過渡金屬元素形成硫

金屬鍵結（對金屬親合性為 Zn
2＋＜Pb

2＋＜Cd
2＋＜Cu

＋＜Ag
＋＝Hg

2＋＜Bi
3＋

[45]） 

實驗步驟： 

 

圖 20 樣品製作步驟流程圖 

實驗步驟如圖 20 所示： 

首先先取出 10μM 的 MT-GFP 300μl 加入微量離心管中。接著在 10μM 的

MT-GFP 加入 2μl HCl 將 PH 值降至 2 使蛋白質結構打開，此時要加入氮氣使環境

保持在無氧狀態，以免加入金屬後金屬離子與氧反應。接著加入欲置換的金屬離子，

此時需注意，因為 Zn
2＋的活性大於Ｍn

2＋所以必須先加入含有Ｍn
2＋的醋酸錳後

（100mM 醋酸錳取 2μl），才可以加入含 Zn
2＋的氯化鋅（9mM 氯化鋅取 4.5μl）。 
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最後加入 PBS 將 PH 值回復至 PH7 附近使蛋白結構回復正常，此時蛋白質便帶

有金屬離子，在內部形成 zinc blende 的結構。 

3-1-5 將樣品透析以及冷凍乾燥以利分析及保存 

目的: 

  為了讓已經製備好的磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 利於保存以及方便接下來實驗

的一連串分析，我們將已經製備好的磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 所處的環境換為

Ammonian Bicarbonate，如此一來在冷凍乾燥後便只剩下磁性蛋白質

Mn,Zn-MT-GFP。 

實驗步驟： 

  首先為確保透析模是乾淨的未含有其它金屬，一般會先將透析膜放入 0.1M 的

乙二胺四乙酸 (EDTA) 水溶液，再用熱水煮沸 5 分鐘，再取出膜後再用二次水清洗

透析膜上殘留的 EDTA。將透稀模清洗乾淨後，再將蛋白質樣品裝入只允許小於 3kD

的蛋白質通過的透析袋內，並將半透膜置放於 5L 的 Ammonian Bicarbonate 透析兩

次，每次 8 小時。最後將透析過後的蛋白質放入液態氮中將其冷凍，再利用冷凍乾

燥機將樣品抽乾變成粉末方便接下的分析實驗用。 
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3-2 拉曼光譜儀(Raman spectroscopy ) 

目的: 

拉曼光譜可以直接觀察分子結構振動模式。甚至任何在結構上的微小變化皆會反應

在敏感拉曼光譜的峰值中。可以在不破壞樣品的狀況下得知金屬是否有進入蛋白質中。

實驗步驟： 

首先先將拉曼光譜儀打開後，利用汞燈進行校正波長，設定波長為 546.07nm。汞燈

校正完畢後，放上標準片進行校正。標準片為矽片，矽片的 Raman shift 為 520.5cm
-1，

若是矽片拉曼訊號不準確，請再利用汞燈進行校正，最後再換回矽片即可。拉曼光譜儀

都校正為後，請準備兩片薄的玻片，在玻片上貼上加強環，接著將已經冷凍乾燥完後的

樣品粉末小心的倒入加強環中，讓粉末集中在一起，增加樣品的厚度如此一來取得的光

譜訊號會較強，也較容易分析增加準確性以及縮短實驗進行時間。樣品倒入加強環中

後，將另一片玻片小心的蓋上，盡量不要讓粉末散開以保持厚度。最後用 3M 膠帶將玻

片兩邊固定住，確認粉末不會散開及可以放在拉曼光譜儀上。 
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3-3 超導量子干涉磁量儀涉元件 

(Super-conducting Quantum Interference Device magnetometer (SQUID)) 

目的:  

超導量子干涉元件 (Superconducting Quantum Interference Device, 簡稱 SQUID) 

是目前所知最敏感的磁通偵測器，可以用來分析蛋白質是否真的帶有磁性。 

       （本實驗 SQUID 型號為 Quanton Design MPMS-5S） 

實驗步驟： 

首先先將已經冷凍乾燥完成的樣品粉末裝入 SQUID 專用膠囊中(樣品約 3～4 

mg) ，裝入膠囊時必須很小心，因為已經冷凍乾燥完成的樣品粉末很容易因為外界的干

擾而飛散開來，也容易因為靜電而吸附在不該吸附的地方，進而減少實際量測的樣品量。 

接著將已裝有樣品的膠囊裝入 SQUID 專用的吸管中約四分之一處。裝入專用吸管

後將已裝有樣品的吸管小心的綁在 SQUID 樣品棒上。隨後將已裝有樣品的的樣品棒小

心的放入 SQUID 儀器中。 

裝入儀器後，先利用軟體找尋樣品位置。SQUID 參數設定為外加磁場 3T，溫度為

10K 以及 100K。 

           （以上實驗與中研院物理所陳彥霖學長一同進行） 
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3-4 穿隧式電子顯微鏡 Transmission Electron Microscope (TEM) 

目的:  

利用 TEM 電子繞射圖以及影像圖，進而模擬驗證實驗室以前的磁性蛋白結構，來

推得此實驗蛋白質之可能結構。 

第一部分 Mn,Cd-MT 模擬結構 

實驗步驟： 

首先先將本實驗室先前研究之磁性蛋白質 Mn,Cd-MT 的結構輸入至模擬軟體中。接

著先將碳、氫、氧等較輕的原子全部移除，留下金屬（錳、鎘）。將加速電壓設為 200KeV、

一個 unit cell 的三軸 A、B、C 分別設定為 A=192 Å  B=177 Å  C=44 Å ，參數設定完

成後便開始計算模擬繞射圖形。將模擬完的金屬繞射圖形與實驗室以前製作的磁性蛋白

Mn,Cd-MT 的 TEM 繞射圖形進行比對，先初步了解模擬的圖形是否與實際實驗圖形符

合，若是不符合變要在改條件，若是符合再加入碳、氫、氧等較輕的原子在同樣的參數

下再次進行模擬，將取得的繞射圖形再次與實驗繞射圖形進行比對。接著將實驗所得到

的繞涉圖形利用軟體開啟再轉成 dm3 檔，以方便叫出訊號強度來與模擬圖進行進一步的

對比。 

（以上實驗與清華大學工科所巫偉融學長一同進行） 
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第二部分 磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 影像以及繞射圖形取得 

實驗步驟： 

首先先將已經製備好的樣品（不須冷凍乾燥）滴至銅網上等待約 3 分鐘，再將多餘

的液體吸除，等待的時間依照蛋白質的濃度不同而有所不同，若是濃度越高則等待的時

間就越短，不然樣品會太厚，導至電子束無法穿過而取不到影像。接著將銅網小心的放

在低溫試片座中。隨後將低溫試片座慢慢的插入 TEM 中，並將低溫試片座由後端加入

液態氮以降溫。等待真空值到達標準後便可以開啟電子束進行影像觀察。最後在找到樣

品後，先在一般模式下取得影像再切入繞射模式，進行繞射圖案的截取。 

JEM -2010F JEOL  

（以上實驗與清華大學工科所蔡俊穎、劉鈰誼、蔡承庭學長一同進行） 
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3-5 Extended X-ray Absorption Fine Structure, EXAFS  

目的: 

利用同步輻射光對樣品進行結構分析，可以得知錳離子以及鋅離子是否與我們所構

想得結果一樣透過硫與蛋白相互連接，並形成 zinc blende 的結構。 

實驗步驟： 

首先先將已經冷凍乾燥完成的樣品粉末裝入將已經冷凍乾燥完的樣品粉末裝入夾

鏈袋中，裝夾鏈袋時必須很小心，因為已經冷凍乾燥完成的樣品粉末很容易因為外界的

干擾而飛散開來，也容易因為靜電而吸附在不該吸附的地方，進而減少實際量測的樣品

量，另一方面必須盡量保持樣品的厚度讓粉末集中在一起，增加樣品的厚度如此一來取

得的光譜訊號會較強，也較容易分析增加準確性以及縮短實驗進行時間。因為同步光能

量強，所以須先準備氮氣槍對準樣品，在量測光譜的過程須將氮氣槍打開，持續對著樣

品吹，以降低樣品溫度，避免樣品損壞。 
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實驗進行前必須調整光路，先確認光點位置是否有在樣品上。首先先剪一段感光

紙，貼在樣品台上，出光後光點會打在感光紙上便可以得之光點位置。在找到光點位置

後，先將光點移至樣品台中間，再用感光紙確認光點位置。確認光點位置後，將樣品黏

上。接著調整光的能量至欲量測的原子能量。將光的能量調至欲量測的原子能量後便可

以出光後，出光後開始截取數據並一邊做圖，觀察數據是到達可以分析的程度，若不行

或是圖形依舊不清楚，就必須繼續掃描增加積分時間來取得好的數據。 

      （以上實驗與清華大學物理所陳俞辰、吳泰興學長一同進行） 
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第四章 實驗結果 

4-1. 磁性蛋白制備方法及結果 

破菌後所取得 inclusion body 以及 supernatant 先利用 SDS-PAGE 來看我們所需

要的樣品的 MT-GFP 會存在哪裡，由此 SDS-PAGE 我們可以明顯看到 MT-GFP 存在

於內涵體(inclusion body)以及上清(supernatant)(圖 21 MT-GFP 分子量為 39KDa )，由

於由 Supernatant 純化出 MT-GFP 比從 inclusion body 純化出 MT-GFP 來的方便且容

易因此我們選擇 Supernatant 來通 His-Tag Column 進行純化。內涵體是一種不可溶、

密度較大、顆粒狀的無活性蛋白質[96]，內涵體不一定只在受損、突變、生長溫度偏

高才會出現在細胞內，當表現蛋白質為有毒蛋白或微生物在細胞內大量表現重組蛋

白質時，也會在其內形成不可溶的蛋白質堆積，即為內涵體[96-97]。但一般來說必

須將破菌後的內涵體，經過離心、重複洗滌、膜過濾等方式[96-97]才可以純化出我

們所要的蛋白。但是若是使用上清液的話，只需經過 Hia-tag Column，來純化便可以

得到我們所要的蛋白，相較於內涵體而言較為方便，另一方面對於初學者也較容易

進行實驗。 
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經過 His-Tag Column 進行純化而得到的 MT-GFP 蛋白質後，先利用 SDS-PAGE

分別將每次 Elute(E1~E4)的MT-GFP 來確認是否成功純化 MT-GFP(圖 20 MT-GFP分

子量為 39KDa )，可以從此 SDS-PAGE 上看出在第二次以及第三次 Elute 時 MT-GFP

才會被純化下來，因此我們選用量較大的第二次Elute的MT-GFP做為樣品(圖 22(a))。 

接著再利用1倍PBS緩衝液將濃度調整至 10μM ，取出300μl後，加入2μl HCl

將 PH 值降至 2 使蛋白質結構打開，並吹氮氣使環境保持在無氧狀態。再分別加入金

屬離子，此時需注意，因為 Zn
2＋的活性大於Ｍn

2＋所以必須先加入含有Ｍn
2＋的醋酸

錳後（100mM 醋酸錳取 2μl），才可以加入含 Zn
2＋的氯化鋅（9mM 氯化鋅取 4.5

μl），最後加入 PBS 將 pH 值回復至 pH7 附近使蛋白結構會復正常，此時蛋白質變

帶有金屬離子，在內部形成 zinc-blende 的結構，樣品完成會如下圖 22(b)，若是有

沉澱物稀出，則代表加入的金屬量過多，但可以利用強磁鐵測試看看成沉澱物是否

具有磁性。 
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圖 21  MT-GFP 之 SDS-PAGE 分析 利用 12% SDS-PAGE 確定蛋白質利用 His-Tag Column 純化後

MT-GFP 的純度。M 代表 Marker, I 代表內涵體、S 代表上清液，S+I 代表內涵體＋上清液，I*代表未加入

IPTG 之內涵體、S*代表未加入 IPTG 之上清液，S+I *代表未加入 IPTG 之上內涵體＋上清液，E1-E3 為

不同次數 Elute 所得到的樣品，紅色標的的位置為 MT-GFP 蛋白質。 

 

     

圖 22  MT-GFP 以及置換金屬後 Mn,Zn-MT-GFP  圖(a)為經過 His-Tag Column 進行純化而得到的

MT-GFP 蛋白質 圖(b)是將 MT-GFP 置換金屬離子後的結果，此圖為金屬加過量導致沉澱的結果 

 

(a) (b) 



 

49 
 

本實驗所使用的 MT-GFP 也使用西方墨點法來確認 MT-GFP 蛋白質，此實驗是

請本實驗室博士班朱學亮學長幫忙，利用西方墨點法來確認 MT-GFP 蛋白質，結果

如圖 23 所示。MT-GFP 蛋白質為融合蛋白，在其 N 端具有 6 個 Histidine 的序列，

其次連接 MT 蛋白質分子、最後才是 GFP 蛋白質分子，知道這些序列後，選用專一

性抗體 rabbit–anti-MT、Mouse-anti–His 以及 Mouse-anti–GFP 來辨認特定序列，證明

此為蛋白質為 MT-GFP 融合蛋白質[50]。其方法為將待驗證的蛋白質 MT-GFP 經由

SDS-PAGE 後將蛋白質轉印到 PVDF 上，接著先使用一級抗體 rabbit–anti-MT、

Mouse-anti–His、Mouse-anti– GFP 進行反應，再使用二級抗體：Goat-anti-mouse 及

Goat-anti-rabbit ，最後再加入 HRP 的受質在 membrane 上進行呈色。結果如圖 23 所

示，若是待測蛋白質可以被此 3 種抗體辨視，且與 SDS PAGE 位置吻合，則此待測

蛋白質就可以被證實為 MT-GFP 融合蛋白[50]。  

 

圖 23 MT-GFP Western 的結果 MT-GFP 經由 SDS-PAGE 後將蛋白質轉印到 PVDF 上，先分別使用

一級抗體 rabbit–anti-MT 、Mouse-anti–His、Mouse-anti– GFP 進行反應，再使用二級抗體：

Goat-anti-mouse 及 Goat-anti-rabbit ，最後再加入 HRP 的受質在 membrane 上進行呈色。紅色為

MTGFP，白色為 GFP，紫色為 MT，PET200-PGB1 為 non specific 此處用來作為 Control。  
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本實驗所使用的 MT-GFP 在先前的研究中就已經有做過蛋白質定序來確認此蛋

白質為 MT-GFP，其定序結果如下表 1[50]： 

 

表 1 為 MTGFP protein 定序結果 紅色背景文字為 His tag 蛋白質序列(HHHHHH)、黃色背景的文字

為 MT 蛋白質序列(MDPNC…SCCA)以及綠色背景的文字為 GFP 蛋白質序列(MASKG…DELYK) 

 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTMDPNCSCATDGSCSCA

GSCKCKECKCTTCKKSCCSCCPVGCAKCSRGCVCKEASDKCSCCAKGQFCRYPA

QWRPLESRMASKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK

FICTTGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISF

KDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITAD

KQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKD

PNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK- 
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4-2. 拉曼光譜術(Raman spectroscopy )光譜分析:  

將製備好的磁性蛋白樣品，利用冷凍乾燥機抽乾形成粉末後，將樣品樣品夾於

兩薄玻片中，再放至拉曼光譜儀載物台上，將樣品面朝向物鏡並進行對焦，將雷射

光焦點對在樣品表面上，因為樣品為生物性樣品，所以一定要特別注意雷射的能量，

雷射最後經由物鏡射出的能量必須小於 10mW。 

量測樣品前，一定先用矽片對光譜儀進行校正，如圖 24 所示，一般而言矽片的

訊號會出現在 520.5 Raman Shit (cm
-1

)左右，若是矽片的訊號不在 520.5 Raman Shit 

(cm
-1

)的位子上，便進行校正，點選軟體中的”Auto Cal.”進行光譜儀的自動校正，一

直做到矽片的訊號與 520.5 Raman Shit (cm
-1

)相同或是誤差最小處便可以進行實驗。 
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圖 24 矽片拉曼光譜訊號 

*Si 
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若是希望實驗取得的光譜可以更加準確以及減少雷射照射時間，可以進行收光

處(圖 25)的校正，此處的校正較為精密且複雜，所以在校正前請先縮短矽片取光譜

的時間，從 30 秒鐘開始取光譜一次，再變更時間為 20 秒、10 秒、3 秒、最後為 1

秒，在其間觀察矽片訊號的變化，一般來說，隨著時間縮短，訊號會成比例的下降，

若是在 3 秒鐘還可以清楚的分辨出矽片訊號的位置，那便可以進行實驗，若是 3 秒

鐘無法辨識，才進行校正。 

 

圖 25 拉曼光譜儀訊號接收處 

 

 



 

53 
 

校正步驟，先將矽片取下，將汞燈放上樣品台，並將汞燈出光處對準物鏡，因

為汞燈的訊號較強也較準確因此校正收光處時利用汞燈可以有效的縮短校正所花的

時間。將收光時間改為 0.1 秒，另外利用軟體將予測波長改為以及 546.07 nm 並將Ｘ

軸單位改為 Wavelangth (nm)，調整將”Shutter”開啟，如此一來儀器便會在不關閉

Shutter 的狀況下不斷的取光譜，這樣便可以一邊調整後端收光處的光纖位置、物鏡

位置一邊觀察及時光譜訊號的改變情況，校正只要進行到可以取的汞燈光譜之最大

值即可，最後將 Shutter 關閉，再換回矽片以及將單位換回 Raman Shit (cm
-1

)再次進

行矽片的量測及校正便可以量測樣品。 
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將分別將 MT-GFP 以及磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 利用拉曼光譜儀分析其光譜特

性，可以初步的確認是否與我們所假設的結構相互附符合(圖 26)。 

經實驗後發現兩者在光譜上有所差異(圖 27、表 1)，經由查閱文獻後得知，若是

錳離子與硫有相接的話，會在 350 Raman Shit (cm
-1

)處會有拉曼訊號的產生（如圖 27

示），若是金屬含量較高會使得此訊號的半高寬變寬，以及這附近多出較平滑的訊

號（如圖 27 示），此訊號是因錳離子與硫互相鍵結並形成 bending mode 所產生[98]，

如次一來便可以證明此實驗方法確實有將錳至入到 MT-GFP 蛋白質中，而 MT-GFP

蛋白質中只有 Cys 上磁有硫，因此也間接說明了錳是藉由 Cys 與 MT-GFP 蛋白質相

互合。另外我們也在光譜中發現鋅與硫原子鍵結的訊號如圖 26 以及表 1 所示。 

   

圖 26  Mn,Zn-MT-GFP 理想結構示意圖 
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                      圖 27  Mn,Zn-MT-GFP 拉曼光譜  

紅色線為 Mn,Zn-MT-GFP 的 Raman 光譜圖可以看到在 355cm
-1有錳硫鍵結的訊號，而黑色線為 MT-GFP

的 Raman 光譜圖，在 355cm
-1就沒有錳硫鍵結的訊號。 

表 2.Mn,Zn-MT-GFP 光譜訊號對照表 

Standard peaks(cm
-1

)   admeasure peaks (cm
-1

)              meaning 

 

260-288              286                              Zn-S (TO) 

350                  355                               Mn-S 

410                  388                           skeletal bending 

由表 1.中可以明顯得知分別在 268 cm
-1和 355 cm

-1有 Zn-S 以及 Mn-S 之 Bending mode 拉曼光譜訊號。 
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4-3 超導量子干涉磁量儀磁性分析 

(Super-conducting Quantum Interference Device magnetometer (SQUID)) 

超導量子干涉元件 (Superconducting Quantum Interference Device,簡稱 SQUID) 

是目前所知最敏感的磁通偵測器，其獨特的磁通與電壓的週期特性，使得 SQUID 已

被使用在精密測量，成為微弱物理量如磁場、磁場梯度、電流、電壓、電阻、電感

及磁化率等測量上最靈敏的感測元件。 

先將已經冷凍乾燥完的磁性蛋白粉末裝入膠囊中(約使用 3~4 mg)，再將膠囊裝

入超導量子干涉磁量儀專用的吸管中，並將膠囊用細線綁在約吸管四分之一處（如

圖 28 所示），接著再將裝有膠囊的吸管裝入超導量子干涉磁量儀專用的樣品載棒上，

也是一樣要先利用細線將吸管及樣品載棒綁緊以免在量測時因為快速的上下震動而

使的樣品以及吸管掉入儀器中。 

放入樣品前，先讓樣品輸送室破真空回到大氣狀態才可以將樣品送進樣品輸送

室中。樣品進入輸送室（如圖 29 所示），先讓樣品輸送室抽回真空狀態，因為儀器

內部為真空狀態，若是樣品輸送室沒有抽回真空狀態，那會導致兩者壓力差太大進

而損壞儀器，所以此步驟一定要非常小心，至少利用軟體讓樣品輸送室抽真空三次，

才可以將樣品從樣品輸送室中緩慢的送入儀器中。 
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圖 28 SQUID 裝置樣品示意圖 

 

           圖 29 (a)樣品輸送室 (b)樣品裝入樣品輸送室示意圖 

 

(b) (a) 

樣品 

樣品 

樣品輸送室 
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樣品進入儀器後，先利用軟體找尋樣品的位置，進入軟體後先選擇軟體中的”

center”並選擇為使用直流電模式”DC“後，按照順序點選軟體中的選項操作即可，

第一選項為先將步進馬達歸零，再使用第二個選項設定掃描量測的吸管長度範圍，

一般建議質設定為 6 cm，表示以樣品為中心，上下各可移動的距離為 3 cm，掃描點

數一般設定為 33 個點。接著在軟體中設定量測中心位置所需要的外加場的大小，一

般而言由小磁場慢慢的向上加，所以從 500 O.e 開始做起。設定完成後等磁場穩定，

便可以使用第三個選項進行粗略的掃描樣品中心位置，此時會出現一個量測圖形，

若是圖形有極大及小值，那代表此樣品初步判斷為有具有磁性的物質，若是為極大

值，代表為順磁性物質，若是為極小值則為逆磁性物質。緊接著先使用第五個選項

試著將量測出來的圖形以及儀器自動 fitting 的調整至最接近，最後則是用第四個選

項正式完成量測樣品位置。 

等到儀器抓到樣品位置後，先確認設定量測的條件是否正確，此實驗中設定的

條件為，外加場為 3T，量測溫度為 300K 以及 10K，確認完畢後及可以開始進行量

測，每次量測一個溫度得磁性時間約為 7 個小時。 
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實驗結果如圖 30所示，由量測結果可以得知，我們的磁性蛋白質Mn,Zn-MT-GFP

具有鐵磁性的性質，在 300K 所具有得磁性約為 4x10
-5

 emu，其飽和磁化量約為 1000 

O.e，而在 10K 時所具有得磁性約為 8x10
-5

 emu，其飽和磁化量約為 1000 O.e。 
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圖 30  磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP M.H 量測結果，紅色的線為在 300K 所量測的結果，黑色的現為在

10K 所量測的結果 
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如圖 31 為此實驗的對照組，一般而言蛋白質有機物為不具有鐵磁性的物質，由

本實驗室前輩的研究中得知 MT 本身也不具有鐵磁性[99]，所以此實驗中直接檢驗我

們所加入的含金屬的藥品在沒有蛋白質將兩者結合的狀態下以及在極低溫沒有熱擾

動干擾的情況下是否具有磁性，來加以探討此磁性蛋白所具有的鐵磁性的現象是否

是因為錳以及鋅原子和蛋白質相互結合後產生類似 Zinc-Blende 結構所導致。由實驗

結果的圖上我們可以很明顯的發現，若是只有錳以及鋅所結合的化合物不具有鐵磁

性，但是卻具有順磁性的現象，而此現象也更加強了我們的假設，讓因為錳以及鋅

離子和蛋白質相互結合後產生類似Zinc-Blende結構使的原本不帶有磁性的有機物蛋

白質出現了鐵磁性的假設更具有說服力。 

 

圖 31  Mn,Zn 化合物在 10K 量測 M.H 結果，由圖中可知此樣品並沒有鐵磁性的訊號。 
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另一方面具有順磁性的化合物可以利用來當作 MRI 的顯影劑，因此我們也嘗試

著做出此化合物，並故意加入大量的金屬故意讓其沉澱，再利用強磁鐵來吸此化合

物，結果發現，在液體中，此化合物會沿著磁力線方向排列（如圖 32～34 所示）。

我們也利用 liposome 將其包附其中並利用 TEM 進行影像以及成分分析，詳細結果會

在討論中加以詳談。 

 

圖 32 利用強磁鐵吸在 Mn,Zn 化合物 的兩端，可以明顯看見已經有部分 Mn,Zn 化合物延磁力線方向站起 

磁鐵 

磁鐵 
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圖 33 利用強磁鐵吸在 Mn,Zn 化合物 的兩端，可以明顯看見已經有部分 Mn,Zn 化合物沿磁力線方向站起

並相互開始連接 

 

圖 34 利用強磁鐵吸在 Mn,Zn 化合物 的兩端，可以明顯看見已經有部分 Mn,Zn 化合物延磁力線方向站起

並連接在一起 

磁鐵 

磁鐵 

磁鐵 

磁鐵 
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4-4 穿隧式電子顯微鏡 Transmission Electron Microscope (TEM)影像分析 

第一部分 模擬結構 

先將本實驗室以前研究之磁性蛋白質 Mn,Cd-MT 假設結構(圖 48)輸入至模擬軟體

中，先將碳、氫、氧等較輕的原子全部移除，留下金屬（錳、鎘），設定加速電壓設為

200KeV、一個 unit cell 的 A、B、C 分別設為 192 Å 、177 Å 、44 Å 。將模擬完的金屬

繞射環（圖 35）與實驗室先前製作的磁性蛋白 Mn,Cd-MT 的 TEM 繞射圖（圖 35）進

行比對，比對後發現金屬所照成的繞射環位置一致，因此更進一步加入碳、氫、氧等較

輕的原子在同樣的參數下再次進行模擬，來確定我們所架設的結構的正確性，此部分詳

細結果將在討論中加以討論。 

 

圖 35 實驗室先前製作的磁性蛋白 Mn,Cd-MT 的 TEM 繞射圖，基板為矽基板 
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第二部分 磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 影像以及繞射圖形取得 

將已經製備好的樣品（不須冷凍乾燥）的磁性蛋白液體滴至銅網上等待約 3 分鐘，

再將多餘的液體吸除。接著將銅網小心的放在低溫試片座中，將低溫試片座慢慢的插入

TEM 中，並在低溫試片座後端加入液態氮降溫。等待真空值到達標準後便可以開啟電

子束進行影像觀察。找到樣品後，切入繞射模式，進行繞射圖案的擷取。 

磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 的 TEM 影像圖如圖 36 所示，由圖中的橢圓形物體即為

磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP，在橢圓形的外圍可以清楚的看到有明顯規則形狀的條紋，此

條紋來自磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 內部有規則排列的結構所造成，其來源有可能為錳離

子以及鋅離子規則排列所至。 

   生物標本所組成的成份均為原子量較小之碳、氫、氧等元素，因而對電子散射的能

力較弱，影像之對比度相對較低，一般而言在電子顯微鏡技術上，會使用一些電子散射

能力較強的金屬與生物樣品中特定的分子結合，使其呈現較好之對比度。最常作為染劑

的金屬有鈾（U）和鉛（Pb），其他如鋨（Os）、銀（Ag）、鐵（Fe）、金（Au）等

也常視樣品種類而為染劑[86]。 
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  在本實驗中，我們曾經常試著將未參雜金屬離子的 MT-GFP 拿來利用 TEM 擷取其

影像圖，希望可以直接從影像上看到兩者的差異，但是 MT-GFP 大部分的成分與一般生

物樣品相通皆為原子量較小之碳、氫、氧等元素，因而對電子散射的能力較弱，影像之

對比度相對較低，所以照出來的影像經過顯影或是 CCD 成像後都不會有直接在 TEM 螢

光頻幕上看到的對比清楚，甚至感覺上沒有影像，但是在我們置換金屬進入此蛋白質形

成磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 後，可以改善此問題，蛋白質中的金屬改善了影像對比問

題，因此可以讓我們在 TEM 可找到此蛋白的影像以及取得其繞射圖形。 

 

  圖 36 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP TEM 影像圖，右上角為磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 放大圖 
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 在取得磁性蛋白Mn,Zn-MT-GFP的TEM影像圖後，我們便嘗試著利用同樣的位置，

並選定同樣的樣品做TEM的繞射圖形(如圖37)，並且也試著使用Energy Dispersive X-Ray 

Fluoresence Spectrometer (EDX: X光能量散佈分析儀)來分析磁性蛋白Mn,Zn-MT-GFP的

成份。EDX: X光能量散佈分析儀的原理為當原子的內層電子受到外來能量源(如：電子

束、離子束或者光源等) 的激發而脫離原子時，原子的外層電子將很快的遷降至內層電

子的空缺，並釋放出兩能階差能量。 

  被釋出的能量可能以X光的形式(特性X光)釋出，或者此釋出的能量將轉而激發另

一外層電子(歐傑電子)使其脫離原子。由於各元素之能階差不同，因此分析此X光或歐

傑電子的能量或波長，即可鑑定試片的各個組成元素。但是由於磁性蛋白Mn,Zn-MT-GFP

為生物性樣品，無法承受過多的電子數以及能量照射，導致還沒將EDX Data取完整到可

以分析的的程度樣品就已損壞或是溶解，因此無法使用此方法分析出成份。 
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                圖 37 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP TEM 電子繞射圖 

本實驗中也另外製作了不含蛋白質只有錳以及鋅化合物對照組進行 SQUID 的分

析，分析後發現，此對照組意外具有順磁性的特性，而此順磁性的特性若是近一步研究，

也許可以成為新一代的 MRI 對比劑，有助於 MRI 的發展，因此我們也做了一點小實驗，

將量測後確定有順磁性的錳新化合物為了希望可以在使用過程中避免傷害人體，因此我

們將此具有順磁性的錳鋅化合物包入 liposome 中，並且利用穿隧式電子顯微鏡 TEM 進

行影像分析(如圖 38)，此外我們也常試著利用 energy dispersive x-ray fluoresence 
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spectrometer (EDX: X 光能量散佈分析儀)來分析磁性蛋白此化合物的成份。但是很可惜

此樣品與磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 一樣，無法承受過多的電子數以及能量照射，導致還

沒將 EDX Data 取完整到可以分析的的程度樣品就已損壞或是溶解，因此無法使用此方

法分析出成份。所以我們轉而尋找較大的錳鋅化合物在嘗試取得繞射圖（圖 39）以及使

用 Energy Dispersive X-Ray Fluoresence Spectrometer 進行成分析（圖 40）以及，由 EDX

的光譜圖中可以看到有錳的訊號，但是鋅的訊號太靠近零點的位置，所以訊號不可以採

信，而銅的訊號是來自銅網的分此化合物的訊號。 
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圖 38 Liposome 包附錳鋅化合物 TEM 圖 

圖(a)為大範圍找尋樣品的 TEM 圖，內含三的有包附不同數量錳鋅化合物的 Liposome 

圖(b)放大倍率較大觀察單一個有包附錳鋅化合物的 Liposome 

 

(a) 

(b) 
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圖 39 較大的錳鋅化合物 TEM 影像及繞射圖 

圖(a)較大的錳鋅化合物 TEM 影像圖 圖(b)同一錳鋅化合物 TEM 繞射圖 

 

 

(a) 

(b) 
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        圖 40 較大的錳鋅化合物 TEM EDX 光譜圖  

對於錳鋅化合物藉由以上分析只能初步確認此化合物具有順磁性、在 TEM 地下可以

很容易的被觀察到，並且從繞射圖上看來可此化合物具有規則的排列方式、可以利用

liposome 將此化合物包覆於其中以及此化合物的成分中含有錳。 

為了進一步測試是否可以運用到 MRI 上成為新一代的 MRI 對比劑，我們將錳鋅化合

物利用 20 MHz Relaxometer(NMS-120, Minispec, Brucker)進行要判斷可做為 MRI何種對

比劑最為重要的指標弛緩率（relaxivity）的量測。 

 

 

 

 

 



 

72 
 

一般而言磁振造影(MRI)對比劑，大致可分為以下兩種類別： 

﹙1﹚順磁性磁振造影對比劑，就是所謂的 T1試劑，此類對比劑用鑭系元素及過渡

金屬元素，因其最外層軌道有未配對電子，而具有順磁性。利用未成對電子在縱向弛緩

率（longitudinal relaxivity，r1）的卓越效果，使得標的物的訊號增強，可使影像變白(positive 

agent) [100]。 

﹙2﹚超順磁性磁振造影對比劑，就是所謂的 T2試劑，超順磁性物質的性質與順磁

性物質相近，然而超順磁性物質在很弱的外在磁場存在下，就會引起很強的磁化現象，

且在弱磁場下，其磁化的大小與磁場大小成線性正比。而超順磁性物質的存在主要會影

響磁場的均勻度，使得磁場強度不均勻（field inhomogenicity），因而增加橫向弛緩率

（transverse relaxivity，r2），藉此減弱此標的物之訊號，可使影像變黑(negative agent) 

[100]。  
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為了進行弛緩率（relaxivity）的測定，我們配製各種不同錳離子濃度的錳鋅化合物

溶液分別為含 0.04mM、0.08 mM、0.12 mM、0.16 mM、0.2 mM、0.24 mM、0.28 mM、

0.32 mM、0.36 mM、0.4 mM。T1以及 T2之測定，是利用 20 MHz Relaxometer 來進行量

測，在量測前校正 90及 180之脈衝（pulse），再反覆給予不同錳離子濃度的錳鋅化合

物溶液脈衝量測不同錳離子濃度的錳鋅化合物溶液之 T1以及 T2，以弛緩時間之倒數

（R1=1/T1以及 R2=1/T2）對濃度作圖，所得之斜率即為弛緩率（r1以及 r2），單位為

mM
1

s
1。實驗結果如圖 41 所示，一般而言若是 R

2(減量線)值小於 0.99 則此數據可信

度不高，從我們的結果看來 r1值為 77.989，R
2值為 0.9956，而 r2值為 381.74，R

2值為

0.9934，此量次結果 R
2值皆大於 0.99 因此可信度高，由此分析初步判斷，我們所製作

的錳鋅化合物可使用來開發 MRI T2 對比劑，有待進一步的研究才可以確認是否可以進

一步運用到 MRI 上。 
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圖 41 錳鋅化合物溶液弛緩率量測結果圖 圖(a)為錳鋅化合物溶液以弛緩時間之倒數（R1=1/T1）對濃度作

圖，所得之斜率即為弛緩率（r1），其 r1值為 77.989，單位為 mM
1

s
1，R

2值為 0.9956，R
2值皆大於 0.99

因此可信度高。圖(b)為錳鋅化合物溶液以弛緩時間之倒數（R2=1/T2）對濃度作圖，所得之斜率即為弛緩

率（r2），其 r1值為 381.74，單位為 mM
1

s
1，R

2值為 0.9932R
2值皆大於 0.99 因此可信度高。 

 

 

(a) 

(b) 
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4-5  Extended X-ray Absorption Fine Structure(EXAFS)Mn,Zn-MT-GFP Mn離子週為

結構分析 

利用同步輻射光對樣品進行結構分析，可以得知錳離子以及鋅離子是否與我們所構

想得結構一樣透過硫與蛋白相互連接，並形成 Zinc-Blende 的結構。 

將已經冷凍乾燥完的樣品粉末裝入夾鏈袋中，再黏貼至樣品台上如圖 42 所示，因為

同步光能量強，所以須先準備氮氣槍對準樣品，在量測光譜的過程須將氮氣槍打開，持

續對著樣品吹，以降低樣品溫度，避免樣品損壞。接著調整光路，先確認光點位置是否

有在樣品上，首先先剪一斷感光紙，貼在樣品台上，出光後光點會打在感光紙上便可以

得之光點位置，找到光點位置後，先將光點移至樣品台中間，再用感光紙確認光點位置。

確認光點位置後，將樣品黏上。調整光的能量至欲量測的原子能量。出光後，開始結取

數據並液邊做圖，觀察數據是到達可以分析的程度，若不行或試圖形依舊不清楚，就必

須繼續掃描增加積分時間來取得好的數據。 
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圖 42 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 裝至於 EXAFS 示意圖，將樣品磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 裝入夾鏈袋中

黏貼至樣品台上並使用氮氣槍降溫。 

此實驗儀器的架設圖如圖 43 所示，入射的同步輻射光經由 I0處來測得入射光能量，

由此可以得知是否已經將入射光能量調至待測物所需的能量。樣品會放至在 I0以及 It

之間，在此可以使用兩種方法來測得吸收光譜，第一種量測穿透光 It以及入射光 I0之間

光強度的差別以及變化來測得吸收光譜，但要利用此方法量測的樣品光譜訊號必須要很

強例如合金，而生物樣品訊號較為弱，因此所需的樣品量要較多、較厚，因此不適用於

穿透法反而適用於螢光法量測螢光強度 If，螢光法則是利用樣品所放出的特定螢光來分

析樣品結構。 

Mn,Zn-MT-GFP 

氮氣槍 
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最後是 Ir，在 Ir處必須放上純的元素當作參考用，就可以在取得光譜的同時得知與純

元素比較後其價態為何，如圖 44 所示，不同價態的錳有不一樣的吸收光譜圖形。 

 

 圖 43 EXAFS 儀器的架設示意圖 

   圖(a)為 I0的偵測儀 圖(b)為樣品放置處以及 If偵測儀 圖(c)為 It以及 Ir偵測儀 

（本圖參考自”X光吸收光譜數據分析研習營X光吸收光譜原理簡介”李志

甫JUNE 29 –JULY 7, 2009） 

 

 

(a) (b) (c) 
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  圖 44 不同價態的錳的吸收光譜示意圖 

此實驗結果如圖 45所示，我們為了要知道此實驗所製做的磁性蛋白Mn,Zn-MT-GFP

錳離子是否與我們所假設的一樣與硫原子鍵結在一起，因此我們真對錳離子進行吸收光

譜的分析，其結果如圖 45 所示，此圖為量測完畢後，包含 X 光近緣結構(X-ray Absorption 

Near-Edge Structure，簡稱為 XANES)及延伸 X 光吸收精細結構(Extended X-ray 

Absorption Fine Structure，簡稱為 EXAFS)。 
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圖 45 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 針對錳所做的吸收光譜圖 

將圖 45 經軟體分析以及扣掉背景值後分別為圖 46 以及圖 47，圖 46 為 X 光近緣結

構(X-ray Absorption Near-Edge Structure，簡稱為 XANES) XANES 可以用來檢測材

料中特定原子之電子組態，由圖中中我們可以清楚看到本實驗所使用的樣品磁性

蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 所含的錳離子的價態約為+2 左右。 
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圖 46 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 針對錳所做 X 光近緣結構 

(X-ray Absorption Near-Edge Structure)光譜圖 

圖 47 為延伸 X 光吸收精細結構(Extended X-ray Absorption Fine Structure，簡稱為

EXAFS)。EXAFS 可被用來測定原子之區域結構 (Local Structure)，得知原子與

其鄰近原子間之距離、種類及數目等。藉由 fi tt ing 此圖後，可以得到表 2

錳離子周圍建結的原子以及可能的配為數，由此表可以得知此實驗所製做的

磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 的錳離子週圍的一層與錳離子互相連接的原子確實為硫，因此

我們對於我們所假設的結構更加的確定，透過此實驗更加驗證了我們所假設的結構的真

實性更高。 



 

81 
 

0 2 4 6 8 10

0

100

200

300

400

M
ag

ni
tu

de
 o

f F
ou

rie
r 

T
ra

ns
fo

rm

R(Å)

Mn K-edge

 

 

Mn,Zn,MT-GFP (old2)

Mn,Zn,MT-GFP (new)

Mn,Zn,MT-GFP (old1)

3 4 5 6 7 8 9 10

-4

-2

0

2

4

6

8

10

12

14

xk
3
(Å

-3
)

k(Å
-1
)

 

圖 47 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 針對錳所做延伸 X 光吸收精細結構(Extended X-ray Absorption Fine 

Structure)吸收光譜實驗數據與χfitting 示意圖，右上角的圖為實驗光譜圖扣掉背景值後的數據圖，橫軸

為 K 動能其單位為 Å
-1，縱軸為 χ function((I-Io)/Io)乘上 K（動能)，然而 χ function 本身沒有單位，所以

單位為動能的單位 Å
-1。在縱軸上動能的次方取決於代測元素的原子序，若是原子序越小，震盪衰減越快，

因此要乘上的動能 K 就越多，成上動能Ｋ後可以使的 EXAFS 震盪訊號變的比較均勻，所以就會變成 K
n，

而單位就會變成 Å
-n。上圖為右上角的圖經過 Fourier Transform 後的數據圖，其橫軸代表的為原子間距，

單位為 Å ，縱軸所代表的為 Fourier Transform 後的訊號強度。 

表 3. 磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 中錳週圍精細結構原子對照表 
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第五章 討論 

1. 磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 的鐵磁性現象： 

本實驗透過降低 ph 值，漿蛋白質結構打開更利用金屬間活性的不同，參雜錳離子進

入蛋白質部分取代原本 MT 中所含有的鋅離子，使得此蛋白具有磁性。而此磁性來源透

過結構上的假設以及分析，我們推斷有兩種可能，第一種為雙自旋互換作用(double 

exchange interaction)所導致，在 MT 的 ß-cluster 中含有兩個錳離子，這輛個錳離子被左

右一共三個硫所包圍，而在錳離子中的電子會藉由轉移到硫上在快速的轉移到相鄰的錳

離子中形成相同的電子自旋方向，在快速的藉由硫回到原位，因此導致整個 MT 的

ß-cluster 中具有相同的電子自旋方向而產生弱鐵磁性。 

第二種為分子內超自旋互換作用(intramolecular superexchange interactions)一般來說

此現象是用來形容在低溫下有微小的分子團簇結構，因為在沒有熱擾動的干擾下，分子

內部的交互作用會就為明顯，使的分子內部的電子自旋方向相較於在一般常溫下，較容

易改變為同一方向，使的再分子團簇結構形成長程且有序的磁性序列（long range 

magnetic order ,LRMO）。目前已確定會有此種現象可以形成分子磁鐵的分子團簇有 Fe19, 

[18] Mn4Br, [19] Mn4Me, [20] and Fe14. [21]，這些分子團簇在低溫下均會產生 LRMO 使的這

些分子團簇形成分子磁鐵。 
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由於本實驗所製作的磁性蛋白存在著少量的錳，我們推斷在低溫下，因為熱擾動的

干擾減小，使的在蛋白中的錳離子有了分子內超自旋互換作用 (intramolecular 

superexchange interactions)雖然無法形成 LRMO，但是還是使的電子自旋方向相同，導

致我們的蛋白質分子具有了弱點磁性，形成單分子磁鐵。 

此外，在一般的有機物中或是蛋白質並不具有鐵磁性，經過此實驗參雜金屬離子後

便具有弱鐵磁性的特性，此特性的分析也是透過對於磁性分析有高靈敏度的 SQUID 所

證實，為了增加實驗的確定性，本實驗也使用過不同研究單位的 SQUID 進行量測分析，

其結果都相互雷同，因此對於此弱鐵磁性的特性更加確定。 

2. 磁性蛋白質 Mn,Zn-MT-GFP 的螢光性現象： 

事實上本實驗一開始希望研究磁性與螢光之間是否會有不同的交互作用，或是在不

同的外加場底下，因為同時具有磁性以及螢光的樣品是否會因為外加場的感變而感變螢

光顏色。但是很不幸的，本實驗為了要將金屬製換入蛋白中必須改變酸鹼度，在改變酸

鹼度後 GFP 變得不再發光，所以便先專注的先將磁性蛋白完成，分析其特性，此磁性

蛋白比起利用鎘所製作的磁性蛋白毒性上相對的低了許多，在操作以及製作的過程中降

低了實驗的風險，對於未來研究磁以及光的交互作用有很大的幫助。 
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另外我們推測會導致 GFP 不發亮的原因有兩個，其一，因未改變了酸鹼度等至 GFP

被破壞無法正常的進行螢光發亮。一般而言 GFP 在 pH5.5 到 pH12 的範圍均可保有較佳

螢光強度，小於 pH4 及高於 pH12 會有螢光失活現象發生。但是此推論存在著少數不符

合的樣品，當在大量製備磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 並且實驗參數都固定時，在冷凍乾燥

後，有時會有存在著少量還具有螢光的 Mn,Zn-MT-GFP 磁性蛋白，但這些量都非常的微

小，所以無法進行 SQUID 磁性量測的實驗因此無法證明可以發光的樣品是否具有磁性。 

其二，本實驗室在未將 MT 接上 GFP 前希望可以降低磁性蛋白的毒性，所以也曾經

有嘗試著利用錳鋅參雜來代替錳鎘參雜，但是一直都失敗，最後經過本實驗，發在若是

利用已經接上 GFP 的 MT 來參雜錳以及鋅離子便可以成功製造出磁性蛋白，因此推斷

GFP 在此可能扮演了穩定結構的重要角色，當樣品一旦參雜成功後便會具有鐵磁性的現

象，但卻會失去螢光的能力，若是樣品參雜失敗，則樣品不再具有鐵磁性反而具有螢光

的能力。 
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3. 利用穿隧式電子顯微鏡 Transmission Electron Microscope (TEM)進行蛋白質結構模擬:   

先將本實驗室以前研究之磁性蛋白質 Mn,Cd-MT 假設結構(圖 48、圖 49)輸入至模擬

軟中，設定加速電壓設為 200KeV、一個 unit cell 的 A、B、C 分別設為 192 Å、177 Å 、

44 Å。將模擬完的繞射環與實驗室以前製作的磁性蛋白 Mn,Cd-MT 的 TEM 繞射圖進行

比對，比對後發現模擬完的繞射環與實驗室以前製作的磁性蛋白 Mn,Cd-MT 的 TEM 繞

射圖大部分的繞射圖形都與實驗互相符合，但是若是只有圖像還不夠精準，因此我們將

實驗所得到的繞射圖利用軟體開啟再轉成 dm3 檔後，叫出訊號強度來與模擬圖進行進一

步的對比(圖 50)。 

 

圖 48 Mn,Cd-MT 假設結構示意圖 
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圖 49 在一個 unit cell 中 Mn,Cd-MT 模擬的結構排列圖 

  

圖 50  Mn,Cd-MT 模擬取得的繞射圖與實驗比對圖 

a 

b 

c 
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比對後發現分別在圖上 a 以及 c 的繞射環對比可以很清楚的看到是相互符合的，代

表我們所模擬的結構與實際上的結構一致，因此我們更能進一步推斷，此實驗所用的 

Mn,Zn-MT-GFP 在 Mn,Zn-MT 部分的結構會與我們所設定的理想結構相似，另一方面也

確定了本實驗室以前製作的磁性蛋白 Mn,Cd-MT 的結構即為我們所模擬的結構（圖 46）。 

經由上述實驗後我們也將本實驗所製作的磁性蛋白 Mn,Zn-MT-GFP 利用 TEM 所拍

攝到的繞射圖形(圖 51(c)拿來與實驗事先前所製作的 Mn,Cd-MT 磁性蛋白 TEM 繞射圖

形(圖 51(b))進行對比，對比結果如圖 51(a)將兩張圖重疊後發巷此兩張圖形的繞射環也

是相互符合的，其中更可以清楚的看到 Mn,Zn-MT-GFP 磁性蛋白繞射圖形中的繞射點，

與 Mn,Cd-MT 繞射圖形中的繞射環是相互重合，因此我們推斷 Mn,Zn-MT-GFP 磁性蛋

白的在一個 unit cell 中的結構如圖 52 所示，其中綠色部分為 GFP 綠螢光蛋白，黃色的

部分為 MT 金屬硫蛋白，紅色圓形代表在金屬硫蛋白中的錳離子，藍色的圓形代表在金

屬硫蛋白中的鋅離子。 
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圖 51  Mn,Zn-MT-GFP 以及 Mn,Cd-MT 繞射對比圖 圖(a) Mn,Zn-MT-GFP 以及 Mn,Cd-MT 繞射對比圖，

紅色處為 Mn,Zn-MT-GFP 繞射點與 Mn,Cd-MT 繞射環重疊處 圖(b)實驗室先前製作的磁性蛋白

Mn,Cd-MT 的 TEM 電子繞射圖，基板為矽基板圖 圖(c) Mn,Zn-MT-GFP TEM 電子繞射圖 

 

圖 51  Mn,Zn-MT-GFP 在一個 unit cell 中的結構圖，綠色部分為 GFP 綠螢光蛋白，黃色的部分為 MT 金

屬硫蛋白，紅色圓形代表在金屬硫蛋白中的錳離子，藍色的圓形代表在金屬硫蛋白中的鋅離子。 

(a) (b) 

(c) 
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結論:我們發現 MT 蛋白質本身具有金屬鍵結基團，並利用其金屬鍵結基團參雜金屬

後，成功的讓此蛋白質具有磁性，並此鐵磁性的性質已經藉由對磁性具有高靈敏度的超

導量子干涉磁量儀證實在 10k 以及 300k 具有弱鐵磁性。在結構方面，我們同時利用穿

隧式電子顯微鏡（TEM）以及同步輻射光源的 X 光近緣結構(X-ray Absorption Near-Edge 

Structure)及延伸X光吸收精細結構(Extended X-ray Absorption Fine Structure)雙管齊下進

行分析。藉由 TEM 的影像、繞射圖形以及結構分析後，可以初步的確認本實驗所假設

的結構與事實上的結構相距不遠，更透過 X 光近緣結構以及延伸 X 光吸收精細結構瞭

解到我們所參雜進入蛋白中的金屬離子的價態以及其周圍的原子種類以及配位數，也更

加證實我們所假設的結構更加完整。在未來的實驗以及應用中，提供了不一樣的結構解

析方法，此弱磁性物質更能進一步的被應用再弱磁性感測元件中或是利用磁性藥物移動

方向以及位置等。而對照組所產生的順磁性化合物有更進一步的實驗，有機會可以應用

在 MRI 對比劑上。 
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