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中文摘要 

牛乳是台灣畜產業重要產品之一。市面上所售之鮮乳經由生乳均質，過濾，加溫滅菌

及其他流程而產製。其中最重要的課題是在加溫中儘量減少蛋白質之物理及化學性質改

變，證據顯示乳清中主要蛋白 α-lactalbumin、β-lactglobulin、albumin、immunoglobulin 及

lactoferrin 的分子結構在加熱中會受到破壞。而在最近研究指出 lactalbumin 及 lactoglobulin

皆具有抗癌及降低膽固醇效能。含鈣的 lactalbumin 在 68℃可以大量流失鈣質。因此骨骼疏

鬆症患者飲用品質不佳之過熱處理鮮乳（overheated milk）而造成鈣質吸收不良，具有抗菌

作用之乳鐵蛋白（ lactoferrin）也可因過度加熱而失去其生物活性。在我們實驗中以

native-SDS-PAGE 法比較生乳及鮮乳蛋白質成分，發現在市面上銷售的鮮乳( n=5 )中

lactoglobulin 大量減少。但是，在美國市面上銷售的鮮乳( n=4 )及一些國外進口的奶粉(澳

洲與紐西蘭)並無此 lactoglobulin 減少現象。目前我們不知此改變之生化與營養意義，但值

得研究及討論。由於鮮乳品質在熱處理過程中受到改變，所以我們發展一種加溫指標，或

多種指標而建立加溫圖譜。利用免疫化學測定乳蛋白之品質及變化將是一個相當快速及適

宜的方法。 因此我們利用細胞融合的方式製作出四株單株抗體，此四株單株抗體只辨識還

原乳，而不辨識生乳，進一步將還原乳以不同比例添加入生乳，其結果發現只要添加 5%

之還原乳即可被偵測出，分析此抗體辨認區為 LG 結構上之 D 位置上，只要 LG 經加熱此

部位結構位由 β-sheet，轉變成 disorder 結構而將抗體辨認區暴露出，因此可被抗體辨認到，

此外將此抗體結合蛋白質晶片之技術，同樣可偵測出生乳中添加還原乳，但在此技術上更

快速，只要 2 分鐘即可偵測出。另一方面為了解 LG 之功能，我們進行抗氧化試驗，我們

發現 LG 為牛乳中最主要之抗氧化蛋白，其主要的機制為 LG 利用 SH group 防止其他蛋白

被氧化，更發現經加熱後之 LG 完全上失其抗氧化的功能。因此牛乳品質的控制更需要嚴

格的控制，經本計畫執行後，可利用本計畫所製作出之單株抗體嚴格監控牛乳品質。 



 

英文摘要 

Cow milk is one of the major dairy products in Taiwan.  The fresh milk sold in the 
market is prepared from the processes of homogenization, filtration, thermal sterilization 
(pasteurization) and other necessary treatments.  One of the essential subjects is to minimize 
the conformational and physical changes of whey proteins during the heat treatment.  
Alpha-lactalbumin, beta-lactoglobulin, albumin, immunoglobulin, and lactoferrin are major 
components of the whey proteins.  More recently, lactalbumin and lactoglobulin have show 
to possess antitumor and hypocholesterolemic effects.  Evidence has indicated that the overall 
ordered structure of these proteins can be disrupted during the heat.  Tremendous loss of the 
association of calcium in alpha-lactalbumin is found when lactalbumin is heated at 68℃.  
Thus, it may retard the intestinal absorption of calcium for osteoporosis patients who routinely 
take dairy products as an intervention.  The antibacterial activity of lactoferrin is also lost 
upon the heat.  We have recently studied the protein profiles between the raw- and thermal 
processed- fresh milk using native-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), marked 
loss of lactoglobulin is identified in the fresh milk sold in the market (n=5).  However, such 
loss of lactoglobulin is not observed from those obtained in the American market (n=4), 
neither in some of imported powdered milk (Australia and New Zealand).  It is not known 
presently that such change may contribute for the loss of biological or nutritional function, 
certainly it would be of worth for the future studies.  Owing to the changes of quality of the 
milk upon the heat treatment, it would be a necessary to develop a bioindicator or multiple 
finger print to monitor the thermal denaturation during the process of raw to fresh milk.  We 
have attempted to determine the quality of milk using an immunochemical method.  Four 
monoclonal antibodies against dry milk, but not raw milk, have been produced.  In contrast to 
polyclonal antibodies, only this specific mAb can detect the dry milk spiked into the raw milk 
as low as 5% in concentration (vol/vol).  Using a novel antibody chip, only two minutes are 
needed to identify the marketed milk containing dry milk.  Antigenic mapping of this mAb 
showing the epitope we defined is located within the denatured D strand (residues 66-76) of 
β-LG.  We conclude that strand D of β-LG participated in the thermal denaturation, where the 
region was not clearly defined previously.  Upon the heating, the structure converts a β-sheet 
to a disorder structure and the therefore inducing the binding site of the D strand to be exposed.  
Also, the antioxidant activity of raw milk was analyzed, LG was found to be a major 
antioxidant component.  While SH- group is responsible for the antioxidant activity.  It is 
useful to monitor the quality of milk by the four monoclonal antibodies produced in this grant. 



 

前言 

新鮮牛乳為台灣畜產界的重要產品之一。目前市售鮮乳 (pasteurized milk) 為達到滅

菌及保存新鮮的目的，自乳牛取得的生乳 (raw milk) 需先經過均質 (homogenization) 、

去脂、加溫(heat treatment) 、 過濾等主要流程處理後才予上市。生乳中主要之乳清蛋白 

(whey protein) 有 α-lactalbumin、β- lactoglobulin、albumin (BSA) 、immunoglobulin 及

lactoferrin 等。以不破壞生乳蛋白的條件為研究的出發點來說，在 2000 年由美國 John 

Hopkins 大學的 Hendrix (1) 及 1996 年比利時的 Vanderheeren (2) 等人發表的資料中指

出生乳中含鈣的 α-lactalbumin (正常溫度下，鈣離子及 α-lactalbumin 的親合力 (Ka) 為

2.9 x 108 M-1) 加熱至 68℃時，鈣離子呈現游離狀態，使 α-lactalbumin 對人之生理活性降

低。為增加鈣離子與α-lactalbumin的親和性，Pardon (3) 等人利用基因重組法將 lysozyme

及 lactalbumin 製成混合蛋白 (chimeric protein) 表現於酵母菌中，此混合蛋白不僅未失去

對鈣離子的親和性，反而增加其抗熱溫度達 73℃-90℃。可見鈣離子與 α-lactalbumin 間之

重要性且深受學者們的重視 (4) 將來甚至可利用 chimeric 技術將混合蛋白表現於基因轉

殖 (5) 而生產抗熱含鈣蛋白牛乳。 

另一方面，臨床研究指出，熱處理的牛乳可以減少病人對鮮乳的過敏反應 (如下痢、

皮膚紅斑、氣喘等) 並降低病人產生對乳蛋白之抗體及抗體細胞(6，7) 。而高溫處理下有

機鈣可與含鈣蛋白分離而不易吸收，因此如飲用低溫處理的鮮乳可以預防骨質疏鬆症 

(osteoporosis) (8，9) 。經由上述說明，乳業界相當重視乳蛋白品質及其生理功能之改變 

(4，6-11) ，有關鮮乳的加溫及乳蛋白變化之研究便成為一個重要的研究課題。乳蛋白的

二級及三級結構會隨牛乳的加溫而破壞；在氧化及非氧化的情況下，前者會將結構中分子

的–SH group 氧化形成 disulfide 的共價鍵型態 (12) ，後者則會造成蛋白結構上的

unfolding  (13) 。除了 α-lactalbumin 及鈣離子間在加熱過程所遭遇之相關問題的研究

外，其他乳蛋白如 β-lactoglobulin (4，14，15) ，immunoglobulin (12) 及 albumin (16) 也

有相類似的報導。目前如果要監控及了解乳蛋白的之變化，大部分方法是利用極光掃描 

(circular dichroism) (13) 、螢光 (flurorescent spectrum) (17) 、NMR (18) 或熱容量方法 



 

(7) 來決定某特定已經純化的蛋白質；若蛋白質處於未純化的全乳情況時，則利用免疫化

學法來進行將是一個優良的辦法。1999 年 Jeanson 等人 (10) 即利用酵素免疫測定法 

(ELISA)來了解 α-lactalbumin 的變化，報告中希望藉此 bioindicator 能區分生乳 (raw 

milk) ，鮮乳 (pasteurized) ，或極高溫鮮乳 (ultra high-temperature) ，結果卻發現其單

株抗體 (monoclonal antibody) 只能區別極高溫 (UHT) 處理的乳品。報告中（32）指出

利用 hydrophobic chromatography 可偵測還原乳中變性蛋白（denatured protein）之含

量，如：α-、β-及 κ-casein。因此這類蛋白在區分生乳與還原乳中具有相當重要的角色。

另有研究指出（33），利用還原乳之物理特質，如：溼度、蛋白質含量、乳糖、脂肪、加

工後之殘留物、pH 值、溶解度、黏度及顆粒大小等亦能顯著的區分生乳與還原乳。 

牛乳 whey protein (乳清蛋白，去除 casein 之部分) 中 β-lactoglobulin (LG) 約佔總蛋

白質的 10~15%，它是一個最容易被小腸所吸收之牛乳蛋白質 (1)。在西元 2000 前之 60

年間，有文獻非常清楚的報導 LG 生化特性 (2)，但對其特定的生理功能卻不十分清楚 

(3)。最近的結果顯示其生理功能可以降低膽固醇 (4)，2003 年 review 報告 (5) 指出絕大

部分之乳蛋白皆有抗菌之功用。本年度 2003 更指出乳清蛋白 (whey protein) 中之

cystein- rich 蛋白 (LG 即是其中之一) 與細胞中之 glutathione (GSH) 新陳代謝機制略

同，除了具有抗氧化功能之外，並可在動物中能誘導 p53 及阻礙新血管形成 

(neoangiogenesis)，所以有抗癌作用 (6)。LG 是一個很特殊的乳蛋白，可以抗酸及抗蛋

白酵素之攻擊並且可直接經由腸胃道吸收進入人體中。初生嬰兒在斷奶後服用牛乳，可在

血液中找到約 µg/L level 的 LG (7)。與牛不同的是在人乳中並不存在 LG，但母親哺乳期

間飲用牛乳，在其母乳中也會發現 LG (8)。如上所述 LG 可抗氧化及抗癌又能直接被人體

所吸收，並提供嬰兒快速成長所需的胺基酸 (9, 10). 因此牛乳中之 LG 成分具有特殊的重

要性。我們的實驗室過去兩年成果中指出 (11, 12, 13.)，LG 是一個高效能的抗氧化分子，

其抗氧化機制在於第 121 胺基酸序列位置中 cys 的 free-SH。其扮演一個極重要的角色 

(LG 有五個 cys，其他四個分別在 66-160 及 106-119 位置形成雙硫鍵鍵結)。利用化學修

飾  (chemical modification) 將 第 121 位 置 之 free-SH group 修 飾 後

(carcoxylmethylation)，其抗氧化的功能也隨之消失 (11)。我們另外在一篇論文(13)中也



 

同樣指出國內所有市售廠商的鮮乳中，80%之 LG 已經不存在(figure 2)，其主要的原因是

國內鮮乳嚴重過度加熱 ，並且發現其機制是 free-SH group 早已與其他蛋白質鍵結形成高

分子聚合物 (12)。但若將-SH 先 block 則 LG 即不能與其他的蛋白質鍵結或自行形成

polymers，但有趣的結果是所測的美國鮮乳中 LG 卻極完整 (100%)。 

至於如何去檢測 thermal denatured 之 LG，我們也在這兩年中 (2001-2002)發展出超

快速五分鐘晶片檢測法及 ELISA，在 900 個奶粉單株抗體中，我們篩選到 4 株只能辨認奶

粉不能辨認生乳之專一性抗體。此 4 株體可以區分奶粉與鮮奶，在實驗中若將生乳摻雜奶

粉即可立即用抗體晶片發現 (如 figure17)，並且利用光電效果將其數位化後可以定量。此

法靈敏度高只需要 10nL (1*10-9L) 的乳品即可檢測。在鮮乳加工廠中可在加熱滅菌前先行

檢驗即可得之有無摻雜奶粉，另外 100%生乳若以 UHT 滅菌處理或處理時間過長 (如保久

乳或市面之”鮮乳”)， LG 受到嚴重破壞也可以利用我們的快速檢測法測出。本實驗已清楚

的指出國內市售鮮乳中之品質問題。當然未做田野實驗研究 (field study)，我們無法預設

立場，究竟是國內市場的鮮乳過度加熱還是摻雜奶粉？雖然我們無法在此時下定論，但是

國內市售鮮乳的確有改善的空間。 

 

研究目的 

1. 利用特異性單株抗體區別乳蛋白在加溫後的化學性質變化。 

2. 發展能特異性辨認在鮮乳中已變性乳球蛋白 (denatured lactoglobulin) 的單株抗體，並建

立此蛋白為初期品質指標 (bioindicator/bioindex) 。 

3. 研究在生乳、鮮乳及保久乳中未與 lactoalbumin 或其他鈣結合蛋白 (calcium-binding 

protein) 結合的游離鈣質的濃度。 

4. 利用 recombinant phage-display 法快速 (high-through-put)  篩選各乳品中之專一合成抗

體群。 

5. 分析及鑑定 4)中之乳蛋白抗原群，並建立抗原變化圖譜。 

6. 以專一抗體研發 immunogold 簡易法  (single-step strip) 測定鮮乳品質，初期以α

-lactalbumin 及β-globulin 之專一抗體 (conformational-dependent) 為主，中後期以其他蛋



 

白抗體建立多重指標 (multiple bioindicator)。 

7. 以 immunogold strip 方法製成 nitrocellulose 抗體蛋白“晶片＂(microarray antibody chip)

提供學術及產業界評估鮮乳品質。 

研究方法 

1. 牛乳樣品分析 

一般蛋白質在加熱後產生二級及三級結構變化之研究已行之有年（1-4）。但最受重視

的基礎及應用研究，牛乳蛋白可謂首屈一指（1-4,6-18）。其中主要原因是生乳在保健營養功

能方面要較熱處理者優良，加熱後α-lactalbumin 失去與鈣的親和力（2-4），lactoferrin 則失

去抗氧化及抗腸胃道細菌能力（41），以及其他維生素之生物活性等而必需給予適溫處理

（42）。同時由於微波爐（microwave oven）之普及，鮮乳在日常生活中加溫已相當普遍，

因此加熱程度對鮮乳之品質更為重要 (42) 。分析加熱鮮乳樣品方法將依下頁 Flow Chart 1

所示： 



 

Flow Chart 1：分析牛乳產品之流程 
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2. 鈣質（free Ca2＋）之測定 

一般牛奶中之鈣質（有機鈣）濃度約 1.2 mg / ml 在小腸之吸收率遠比服用鈣片（無機鈣）

有效（43, 44）。但將無機鈣加入鮮奶中的吸收效果也有一定之限制，因為生乳中與鈣結合之蛋

白（lactalbumin）及其它 caseins，α1-casein，α2-casein，β-casein，Kappa-casein，whey basic 

protein（MBP）等已呈飽和狀態，在乳中濃度為一定數。最近 Vegarud et al 報告中（45）指出

帶有鈣質及其它礦物質之乳肽（milk peptides）在乳中具有極大的生理功能，而利用鮮乳為飲

料可以克服平時礦物質攝取之不足，這類蛋白甚至已利用於醫藥界。這類具生理功能產品已是

今日新一代之 Superfood。Toba et al（47）以含鈣之 milk basic protein（MBP）予病人口服，每

日 300mg 連續 16 日，發現血中骨髓荷爾蒙（osteocalcin）濃度明顯增加，而發現 MBP 可以促

進新骨骼成長。本實驗要調查國內市售之保久乳（高溫滅菌），鮮乳及生乳其游離之 Ca2＋離子

濃度，而最後分析在加工後乳品中 Ca2＋離子分別在 whey protein，casein，lactoalbumin，及 MBP

之濃度。Ca2＋離子濃度之檢測法則可用顏色滴定定量法及標準金屬原子吸收光譜法（AA）等

決定。進行之流程在 Chart 2 中說明。 



 

Flow Chart 2：分析牛乳產品之游離鈣流程 
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3. Page-display 方法篩選能夠區分生乳，鮮乳及奶粉蛋白之抗體 

 

利用 HPLC，Native-PAGE 及 2D-PAGE 等分析方式在不同加熱條件下之乳蛋白先行分開。

分開後之純化物（或半純化物）將分成(1) HPLC soluble fraction 及 (2 ) Native-PAGE 所表現之

分子兩類。再分別利用具有 1010 diversity 之 phage-display 抗體進行篩選及利用 ELISA / Western

兩方法來進行偵測。此法之優點是： 1）不需要純化所有抗原；2）乳蛋白濃度較低時可以直

接與 blot 在 nitrocellulose 上的 phage 抗體結合；3）不需要先行 clone 抗體；4）快速

（high-through-put）篩選得來的 phage 可立刻 transform 至 E. coli 中進行量產；5）不需要

immunization。最後有免疫化學反應之抗體再進行與抗原作用之專一性測定。如此，具有分辨

能力之專一性抗體將被量產及定性；具有指標特性之乳蛋白抗原則可被純化及定序。 



 

Phage Display 為一種利用 phage 將蛋白質以融合蛋白之方式表現於 phage 的蛋白外鞘

（29-31, 39, 40），用以篩選藥物、偵測疾病、尋找接受器（receptor）及接合物（ligand）、製作

抗體及治療疾病。本研究計劃致力於利用 phage display 製作乳蛋白抗體用以區分熱不穩定蛋白

之原性與變性結構。 

Phage library 之建構： 

取動物體之脾臟，萃取其mRNA，利用RT-PCR製作cDNA library，利用PCR由cDNA library

得到抗體 light chain 及 heavy chain 之基因，及合成 linker。將 light chain 及 heavy chain 之基因

與 linker 組合成 heavy chain – linker - light chain，植入 DNA vactor 為 phagemid 其內包含有抗藥

基因、polylinker 及 G3 gene（G3 為 phage 之 capsid protein 負責 phage 的吸附及 DNA 的穿透如

下圖）。 

 

 

 

成功植入的 vector 再轉移進入 E coli. 將此 phagemid 大量表現於菌體中，再加入 helper 

phage（此phage為M13）（48）將phage particles由E coli中帶出，被帶出含有 recombinant phagemid

之 phage 再感染 E coli 所產生新的 phage 即為表現 cDNA gene 之 phage，此稱為 phage library。 



 

利用 phage library 篩選目標物： 

將 sample 固定後再加入 phage library 與 sample 結合，其中 phage library 會產生與 sample

結合及不結合之 phage（即 phage 表現出能抵抗 sample 之抗體），利用 washing 除掉不能與 sample

結合 phage，再利用 anti-M13 phage 的抗體（anti-M13 phage 的抗體為 anti M13 之 cost protein）

偵測與 sample 結合之 phage，再加入受質即能呈現出顏色，將此與 sample 結合 phage 送入 E coli

大量增殖後，萃取出 phagemid 後，用限制脢將所植入的 cDNA 切下做 DNA sequence，如此即

能大量得到 antibody 的 DNA 序列：。如下圖： 

 

 



 

4. Monoclonal antibody 之製作： 

 

Monoclonal antibody 主要利用脾臟細胞內之 B 細胞與骨髓瘤細胞相互融合，產生專一性

之單株抗體。用以診斷疾病，進一步治療疾病及區分蛋白質結構。本計劃將利用單株抗體之專

一性來區分牛乳中熱不穩定蛋白，因熱所導致結構上的不同。 

 
小鼠之免疫法 

將 sample 與佐劑混合均勻後，以腹腔及背部注射方式，注射至 Balb/c 品系之小鼠，第一

劑注射後三天注射第二劑，第二劑注射後七天後注射第三劑，注射後三天採集血清和脾臟細胞

（26, 28）。 

Hybridoma cell 之製作 

利用 PEG 與 DMSO 將脾臟細胞內之 B 細胞與骨髓瘤細胞相互融合（5：1），使其融合細

胞不但具有骨髓瘤細胞快速分裂之特性，且另一方面也具有脾臟細胞生產特異性抗體的性質。 

單株抗體之篩選 

將能與 antigen or sample 反應之 hybridoma 細胞團，利用 limiting dilution 的方式將細胞團

分散成單一細胞，待單一細胞 proliferation 後再與 sample 確認，則此抗體即為單株抗體（26, 28）。 

 

利用兩大製作抗體之技術，製作乳蛋白之抗體，主要目的在於區分乳蛋白中之熱不穩定

蛋白在加熱與後所產生之不同結構，此抗體之產生能成功的將牛乳之加工過程更加標準化，此

外同時能區分生乳與還原乳之不同。在篩選時構想為： 



 

Phage display 

利用 phage display 之獨特篩選技術，先將能與 native-LG 結合之 anti-phage 去除後，再將

與 Native-LG 不能結合之 anti-phage 與變性 LG 反應，反覆篩選並篩選出只能與變性 LG 結合之

anti-phage。篩選出之 anti-phage 再量產成抗體之結構。此抗體即能用於區分 native-LG 及變性

LG。 

Monoclonal antibody 

Monoclonal antibody之篩選過程中所採用的方式如下圖所示：將單株抗體分別與native-LG

及變性 LG 交叉反應，此方式會產生與 native-LG 結合之抗體及與變性 LG 結合之抗體，再將此

兩種抗體交叉比對找出區分 native-LG 及變性 LG 之抗體。 

 

●  ●  ●  ●  

     ○   

 ●    ●   

●  ○  

 

●    

 
Native LG 抗原 

 
 

Denatured LG 抗原 

 

●為同時辨認 native LG 及 denatured LG 結合之抗體。○為專一者能區分 native-LG 及

denatured LG 之抗體。 

Immunogold 快速檢測 

利用區分 Native-LG 及變性 LG 之抗體與 immunogold 結合，用以快速檢測出 native-LG 與

變性 LG。如下圖 A.及 B.為同一種檢測試片。 



 

A.            B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Sample 為生乳含 native-LG。 

B. Sample 為加溫之鮮乳會有變性 LG。結果顯示變性 LG 會與 immunogol 上及檢測試片上

之抗體結合，因而在檢測試片上呈現紅色標記。 

 

5. 簡易型牛乳品質之測定： 

      

此簡易型測試紙將分別固定可以用來識別加溫前後的乳蛋白抗體於同一試紙上，最後再

觀察其差異性。此 immunogold 法之好處是不需要任何沖洗及 incubation 時間，1 分鐘內之單一

流程（Single Step）即可獲得結果。整體製作流程將依 Flow Chart 3 所示。 



 

Flow Chart 3：Immunogold 之製作流程 
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6. Immunogold 之製作： 

Colloidal gold 之製作 

利用 1973 年 Frens (49) 和 1983 年 Chow 所述 (50)，配好 0.01% chloroauric acid （HAuCl4）

及 7.6% sodium citrate 溶液，以 sodium citrate：HAuCl4＝1：182 的體積比例混合均勻，再以加

熱器使溶液溫度上升來使 gold chloride （Au3+） 被 sodium citrate 還原成 gold particles （Au0）。

在反應過程中可觀察到溶液顏色變化由灰-紫-紫紅-紅需 1 小時。製成的 colloidal gold，直徑大

約 20 nm。將此溶液在避光及冷房下混合 5-10 分鐘，即能用於連接抗體 (51, 52)。 

Conjugation of antibody to colloidal gold 之流程 

將 1ml colloidal gold 溶液加入新鮮配置之 1% K2CO3 溶液，調整至適當 pH 值，再加入定

量抗體（IgG fraction），抗體溶在含有 1% BSA 溶液中，於室溫中反應 5-10 分鐘，再以 BSA 溶

液去 block colloidal gold，配置完成後室溫放置 5-10 分鐘後離心，去除上清液，沉澱物用 50ul

之上清液重新懸浮。此溶液即為 immunogold solution11。 

Coating of nitrocellulose strip with antigen 之方法 

利用 0.2% BSA 稀釋純化出之抗原至所需知濃度，再將此稀釋後抗原固定至轉漬帶

（nitrocellulose strip）中央處，利用空氣自然風乾 1 小時，風乾後利用 1% BSA blocking，再用

PBS 洗淨未附著上的抗原即完成。風乾後保存於 4℃。 

Dot immunogold assay 

利用 1999 年 Dykman 所述 (53) 的步驟將之改良，在轉漬膜（nitrocellulose strip）中心點

點上 sample (antigen)，再將此轉漬膜放入已製備好之 immunogold，與 immunogold 上的抗體相

互雜交。Immunogold 抗體稀釋成 OD520 值為 0.5。當抗體與 sample 反應時會產生紅色點，3-5

分鐘顏色即產生，1 小時顏色會加深，反應完畢直接用水清洗或泡在水中即可（泡在水中可長

期保存）。 

Effect of antibody dose on colloidal gold coupling 

將 1ml colloidal gold 溶液調整至適當 pH 值，再加入不同量抗體，於室溫中反應 5-10 分鐘，



 

再以 BSA 溶液去 block colloidal gold，配置完成後室溫放置 5-10 分鐘後離心，去除上清液，沉

澱物用 50ul 之上清液重新懸浮完成 immunogold solution。利用 dot immunogold assay 來分析相

同量之 LG（lactoglobulin），來確認 conjugation 在 colloidal gold 的抗體的多寡對於鍵結效率的

影響。如下圖所示： 

Effect of time on antibody coupling with colloidal gold 

如下圖所示： 

Effect of antibody dose on colloidal gold coupling
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Effect of antibody dose on colloidal gold coupling。利用不同劑量 LG

抗體與 colloidal gold coupling，經由 immunogold assay 顯現不同強

度之紅顏色來決定鍵結效率。



 

 

 
 
Commercial sandwich detection method 

利用 0.2% BSA 稀釋純化出之抗體至所需知濃度，再將此稀釋後抗體固定至轉漬帶

（nitrocellulose strip）中央處，利用空氣自然風乾 1 小時，另在轉漬帶之一邊接合吸附有

immunogold 抗體之紙片。此將形成一檢驗試片，如下圖所示： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Effect of time on antibody coupling with colloidal gold
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Effect of time on antibody coupling with colloidal gold。利用 LDL 抗體與

colloidal gold，經不同 coupling time，由 immunogold assay 顯現不同強

度之紅顏色來決定鍵結效率。 

Immunogold 抗體

擴散方向 Sample 抗體 

Immunogold 檢驗試片示範圖。將 sample（antigen）放置在圖左側，sample

會利用毛細現象往右擴散，當 sample 經過 immunogold 抗體時，抗原會與

抗體結合並將 immunogold 往右方運送，運送至轉漬帶放置抗體處，抗原

會再一次與轉漬帶上之抗體結合，形成”抗體-抗原-抗體”之複合物，且將

immunogold 固定在放置抗體處呈現紅色，沒有結合之抗體則繼續往右移

動不會固定住。如此來證明有抗體-抗原反應。 



 

結果與討論 

1. 建立台灣目前市面鮮乳之部分品質指標： 

利用 native-PAGE， figure 1 顯示市面鮮乳（processed milk）加工後，whey protein 

fraction 中之 lactoglobulin (LG)大量減少。由於 LG 在腸胃中有降膽固醇之功能（4），所

以 LG 之大量減少破壞或失性（denaturation）後可影響牛乳之品質。另外台灣 5 種名牌

與美國市場鮮乳比較（figure 2），發現美國產品中之 LG 與生乳（raw milk）無顯著差異。

而進口之澳洲、紐西蘭（除丹麥外）奶粉中其 LG 之流失則相當有限，因此台灣本土之

鮮乳產品有待大家繼續努力研究。在我們的實驗中發現：加熱過程可以使 LG 大量改變

其負電荷之生化特性（figure 3），而在 Westernblot 中（figure 4）更發現加熱可使 LG 形

成聚合大分子（polymerization）。這些聚合分子在美國市售之鮮奶中並無發現。 

2. 建立生乳中摻雜奶粉的檢測方式： 

生乳中摻雜奶粉的問題，在台灣已存在四十多年皆無法解決，申請人利用在單株抗

體的技術預解決此問題，因此申請人先製作出對還原乳（奶粉沖泡之牛奶）高專一性之

單株抗體，進而利用 ELISA 逐一篩選分別與生乳及還原乳反應，進一步篩選出與兩種乳

有不同反應之單株抗體，此抗體即可區分生乳與還原乳。如 figure 5 結果顯示初步篩選

出之單株抗體共八株，將 titer高的抗體株單株化，所得四個單株抗體分別為 1B5F2, 2F2D9, 

1C10F10 及 1D8F8。由結果得知此單株抗體只能與還原乳中之蛋白質產合，不能與生乳

中之蛋白質結合。因此能將此抗體運用於區分生乳及還原乳。在深入研究中我們將奶粉

直接以不同比例摻雜入生乳中，利用此抗體偵測，其結果發現摻雜 10％以上的奶粉入生

乳中可順利的偵測出。如 figure 6。另一方面將生乳經加熱後，此抗體只辨認加熱後的生

乳而不辨認沒加熱過之生乳。如 figure 7。此結果說明所製作出的單株抗體僅辨認受溫度

改變之乳中蛋白，因此我們再將生乳經不同溫度不同時間加熱，利用此偵測發現在 80℃

加熱一分鐘以上之生乳才會被此抗體偵測出。如 figure 8，說明此抗體辨認的是加熱過度

的牛乳，此結果說明在學術上可用於研究因加熱導致結構改變的蛋白，在產業上可運用

於制訂牛乳製成中加熱的標準，進一步監控牛乳品質。利用 Westernblot 分析此四株單株



 

抗體分別辨認牛乳中何種蛋白，分析結果得知所篩選出之單株抗體全部辨識 LG 如 figure 

9，此結果更可證明 LG 為熱敏感性蛋白與 Regester GO 等人所做之理論相同（17），因此

LG 在乳蛋白中扮演一個相當重要的角色，可用於當作熱處理後的指標，並且進一步運

用於監控牛乳的品質。 

3. 完成 LG 的 epitope mapping 

蛋白質加熱後會導致結構的改變，而這結構的改變會造成新的抗體產生，乳蛋白中

的 LG 亦是如此，LG 經熱處理後其二級結構嚴重改變如 figure 10，這些新生成的結構就

會造成新抗體的產生，因此辨認奶粉不辨認生乳的單株抗體結合的區段應為 LG 經加熱

後所產生的新的 epitope。本實驗室進一步分析此單株抗體結合的區段，因此我們利用

trypsin 及 CNBr 分解 LG，再用 Western blot 分析此單株抗體，辨認在 LG 的哪一個區段，

結果得知經 trypsin 及 CNBr 各別分解後，在逐一拼出此單株抗體所辨認的區段為 LG 靠

近 N 端部位，如 figure 11 及 figure12。另一方面利用化學修飾法將 LG 上的 Lys group 修

飾（acetylation）後與此單株抗體反應，結果發現修飾後的 LG 並不會被此抗體辨認，因

此推斷此抗體辨認的區段應與 Lys group 有關。由上述的結果為了更精確的尋找出辨認的

區段本實驗室再用 peptide 合成的方式，合成多段的 peptides 與此抗體結合，逐一拼出此

抗體的結合部位如 figure 13。此結合部位位於 LG 結構中β-sheet 上之 D 區段，此區段會

因加熱後破換其β-sheet 之結構，而將抗體辨認區暴露出，導致 LG 經加熱後即可被此抗

區所區分。 

4. 分析出 LG 加熱後與牛乳中的 casein、lactalbumin(La)及 BSA 產生結合 

還原乳中與生乳加熱後在SDS或 native-PAGE中分析，結果發現LG大量減少（figure 

1），利用 Western blot 分析發現加熱後的生乳，LG 與乳中的蛋白質形成大分子（figure 4）。

而此大分子是 LG 與乳中何種蛋白質結合目前無直接的證據證明，因此我們嘗試利用 IEF 

2D-PAGE 及本實驗室所研發出的 2D-PAGE 分析，在 IEF 2D-PAGE 中並無發現明顯的不

同，除 LG 明顯減少外，如 figure 14。而在本實驗室所研發出的 2D-PAGE 分析中發現，

大量減少的 LG 是與牛乳中的其他蛋白產生大分子的結合，其乳中蛋白為 casein、La 及



 

BSA，如 figure 15，結合的機制是利用 SH group 相互結合，因本實驗室所研發出的

2D-PAGE 中加入還原劑使利用 SH group 相互結合結合大分子變成單一蛋白質分子，所

以能清楚且直接的分析出 LG 與乳蛋白中的 casein、La 及 BSA 結合，並分析出結合機制

是用雙硫鍵結合。 

5. 建立蛋白質晶片偵測牛乳品質 

本實驗室致力發展蛋白質晶片已二年，現階段已相當成熟，不僅是樣品的快速檢測

或是不同疾病的檢測皆已研發完成其結果如 figure 16。因此在牛乳的品質檢驗我們結合

蛋白質晶片用以快速檢驗大量的牛乳樣品，其原理為利用單株抗體與 gold 結合成之

immunoglold 與吸附於 nitrocellulose strip 上之生乳、還原乳反應，immunogold 利用毛細

現象與吸附於 nitrocellulose strip 上之蛋白質結合，形成紅色為還原乳，無法呈色為生乳。

如 figure 17，將生乳中摻有不同比例的奶粉，分別吸附於 nitrocellulose strip 上，與 gold

結合之單株抗體反應其結果在二分鐘內即可偵測出生乳中摻雜奶粉，而在結果發現摻雜

比例越高顏色越深，摻雜比例 5％以上即可偵測出。此結果說明我們已成功結合蛋白質

晶片用於牛乳品質的檢測上，我們將可運用此技術大量檢測國內牛乳品質。 

6. 分析出 LG 具有抗氧化的功能 

LG 的功能試驗中，我們發現 LG 具有抗氧化的功能如 figure 18，取 IC50 的 LG 做長

時效的抗氧化實驗，在 SDS-PAGE 中我們發現隨著時間的增加 monomer 越來越少，dimer

越來越多。所以我們推測其抗氧化的機制是利用蛋白質本身被氧化，保護其他蛋白質不

會因氧化壓力而氧化。為了證明我們看到的是 LG 而不是其他雜蛋白，利用本實驗室所

製造出 anti-LG 的單株抗體證明其確實為 LG。氧化後 LG 形成 dimer 或是 polymer 的型

態與加熱過後的形式非常相似如 figure 19，根據文獻指出 dimer 的型態是利用 LG 的 SH 

group 形成(18, 19,20,21,22)，所以利用化學修飾及加熱的方式將 free-SH group 修飾，發

現 LG 就會失去抗氧化的功能，如 figure 20。所以 LG 主要是利用其為在第 121 胺基酸位

置的 free-SH 來抵抗氧化的壓力，藉由犧牲自己來避免 LDL 的氧化。 

7. 利用 Phage-display 技術製作乳中蛋白的單株抗體 



 

以乳蛋白中 lactalbumin 及 lactoglobulin 為篩選的抗原，利用 phage-display 技術製

作具有專一性的抗體，進而檢測乳品品質。我們已成功地利用 phage display 的技術經

過四到五次篩選而得到專一性高之噬菌體；同時，也成功地運用 ELISA plate 篩選噬菌

體並取代傳統使用之 immunotube 篩選方法。如 Figure 21，我們利用 phage display 的技

術經過五次篩選後，針對每次所得之 polyclonal phages 進行抗原專一性之標定曲線

(titration of phage binding curve)。同時也成功地篩選出對 LA and LG 有專一性之單株噬

菌體，其對抗原之活性如 Figure 22 所示；取高表現之噬菌體作專一性之 dose responsive

曲線如 Figure 23。在表現（expression）可溶性單株抗體片段 (soluble monoclonal antibody 

fragments) 方面，經由將對 LA 有專一性之單株噬菌體感染進入用 E.Coli / HB2151 後，

萃取細菌 preplasma fraction 之蛋白質與來自 9E10 融合瘤細胞株(9E10 hybridoma cell 

line) 之 anti-cMyc 單株抗體經由 ELISA 測試結果如 Figure 24 所示。 
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A B 

Figure 1：本實驗室利用 15% Native-PAGE 之電泳膠片分析生乳及鮮乳

圖。A Lane 為生乳。B Lane 為加工過之生乳。其中在 Lane A 上之兩種

蛋白質（β-LG）經加溫處理後大量消失。 

1 3 4 5 6 72 8 109 11 12 13

Figure 2：利用 15% Native-PAGE 之電泳膠片分析台灣不同廠牌之市售鮮

乳及奶粉。其中 Lane 1 為直接由牧場取得之生乳、Lane 2 至 Lane 6 為台

灣市售鮮乳、Lane 7 至 Lane 9 為進口奶粉分別來自丹麥、澳洲及紐西蘭、

Lane 10 至 Lane 13 為來自美國市售鮮乳。在鮮乳之β-LG 明顯減少，而

奶粉與美國市售鮮乳中β-LG 仍然存在。 
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Figure 3：利用 15% Native-PAGE 之電泳膠片分析不同時間熱處理（95℃）

之α-LA 及β-LG 之變化。 Lane 1 至 7 為不同熱處理時間分別為 0、30、
60、120、240、480 及 720 秒。 β-LG 之變性與時間成正比 
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Figure 4：利用 Western blot 分析在不同時間熱處理後之β-LG 變化。(A) 
15% Native-PAGE。(B) 15% SDS-PAGE。分析與β-LG 抗體之反應，Lane
左至右為不同熱處理時間分別為 0、15、30、60、120、240、480 及 900
秒。β-LG 明顯在加熱時間越長蛋白濃度逐漸降低。並且發現高分子聚

合物 (panel B)。 
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Figure 5：利用 ELISA 初步所篩選出只會辨認還原乳不會辨認生乳。篩選

出有高 titer 的抗體株單株化分別為 1, 2, 3 及 5 （1B5F2, 2F2D9, 1C10F10
及 1D8F8） 

Figure 6：利用 ELISA 分析辨認還原乳單株抗體在生乳中加入不同比例的

還原乳的免疫結合能力。由結果得知加入還原乳比例越高所分析的讀值越

高，因此可利用此單株抗體解決生乳中還原乳的摻雜問題。 
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Figure 7：利用 ELISA 分析辨認牛乳的單株抗體與生乳加熱後的結合力。

生乳加熱後加（熱 95℃15 分鐘）與此單株抗體的結合力增加五倍以上，

此結果可推測加熱後會暴露出新的 epitope。2B4B4 的單株抗體為同時辨認

生乳與還原乳。 

Figure 8：利用 ELISA 生乳經不同時間不同溫度加熱後此辨認還原乳單株

抗體的免疫結合力。將生乳用 50, 60, 70, 80 及 90℃加熱 15’’, 30’’, 1’, 2’, 4’, 
8’ 及 16’。結果當生乳加熱 80℃以上 1 分鐘即可被此抗體辨認。因此可用

此抗體訂定國家標準。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9：利用 Western blot 分析還原乳的專一性單株抗體（1B5F2, 2F2D9
及 1D8F8）及缺乏專一性的單株抗體的特性。每一個 lane 放入 10ug 的乳

蛋白。Lane A：為 native LG、lane B：為生乳、lane C：為市售鮮乳、lane 
D：為還原乳及 lane E：加熱 95℃15 分鐘後的生乳。 
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Figure11：利用 western blot 分析 LG 由 CNBr 所分解後 epitope 的分佈情形。每一個

well 加入的蛋白質濃度分別為 30ug, 10ug 及 10ug 。Lane M：marker。 lane B： LG 
+ CNBr。lane C：LG + CNBr。lane D：BSA。此抗體與 LG 結合的部位應在 9 kDa
的位置。 

M  A  B   C

9 kDa 

Figure 10：利用 CD（Circular Dichroism）分析純化後之 LG 經加熱後之蛋白質結構。

虛線為未加熱處理之純化後 LG，實線為加熱處理後之 LG。明顯得到在加熱處理後

之 LG 部分結構已由α-helix 變為 random coil。由此可說明加熱處理造成構型

（conformation）上的改變。 



 

Figure13：利用 peptide合成的技術合成 16 片段，所包含的部位大多位於 CNBr 及 trypsin
所拼出的部位（N 端位置）。利用抗體分析後灰色區域 （胺機酸 67-75）即為抗體所

辨識的區域。 

Figure12：利用 western blot 分析 LG 由 trypsin 分解後 epitope 的分佈情形。每一個

well 加入的蛋白質濃度 30ug。LG 和 trypsin 量的比例是 10000：1。 Lane M：marker。
Lane A：native LG。Lane B：LG+ trypsin 反應 10min。Lane C：LG+ trypsin 反應 30min。
Lane D：LG+ trypsin 反應 1hr。此抗體與 LG 結合的部位應在 12 kDa 的位置。 
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Figure 15：利用本實驗室研發出的 2D-PAGE 分析。牛乳經加熱後 LG 與乳中哪幾

種蛋白質結合。A：並未加熱的生乳。B：加熱後的生乳。結果發現生乳經加熱

後 LG 與 BSA、Casein 及 LA 結合成大分子。 

LG

Figure 14：利用 IEF 2D-PAGE 分析牛乳經加熱後 LG 與乳中哪幾種蛋白質結合。

A：並未加熱的生乳。B：加熱後的生乳。結果並未發現有不相同的地方。 
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Figure16：利用蛋白質晶片快速檢測不同病人有無得到疾病。此晶片大小為 1.5 cm 
x 2 cm，晶片上共有 100 病人檢體，此結果在二分鐘以內即可診斷出。 

Figure17：利用蛋白質晶片快速檢測牛乳中有無摻雜奶粉。由右至左摻雜濃度為 100, 
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 及 0%，最右邊為 positive control。用此晶片偵測，

在摻雜 10%即可順利偵測出。偵測時間約二分鐘。 
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Figure 18：不同物質及β-LG 的抗氧化能力分析。LG 在濃度 80ug 達到最大抗氧化

效力，加熱過的 LG 則無抗氧化的能力。 

Figure 19：利用 SDS-PAGE 分析加熱後與氧化後之 LG。Lane M：為 maker。 Lane
A：為 native LG。 Lane B：為加熱後之 LG。Lane C：為氧化後之 LG。在加熱後

與氧化後之 LG 會形成 dimer 的結構。 
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Figure 20：利用化學修飾法將 LG 修飾後分析其抗氧化力。經化學修飾後之 LG
抗氧化力明顯比 native LG 低。證明 SH group 為主要參與 LG 抗氧化機制。 



 

Figure 21：Polyclonal phages 對 α- lactalbumin 專一性之標定曲線。 
首先將由 library 產生而來的噬菌體(圖 A)與抗原在 ELISA 盤上結合，

洗去沒有結合之噬菌體，利用 0.1M glycine-HCl 緩衝液(pH2.0)將與抗原結

合之噬菌體沖出，此沖出的噬菌體溶液感染到 E.Coli / TG1，所得的噬菌

體溶液即為 1o 篩選(圖 B)，重複此篩選步驟即得 2o -5 o 篩選(圖 C-F)；將

每次篩選所的之噬菌體與抗原結合，以帶 peroxidase conjugated 
monoclonal antibody against M-13 (anti-M13-HRP)進行 ELISA 實驗，即得

圖中每次篩選之 dose-respousive 曲線。 
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Figure 22：單株噬菌體之抗原專一性分析。圖 A 為 LA 為抗原，圖 B 為 LG
為抗原。 

經過 4-5 次篩選後，被感染的 E.Coli / TG1 會生長於含抗生素的培養基，

從此培養基篩選 single colony，此單一 clone 即含有 single epitope gene 之單株

噬菌體質體 (phagemid)，經由 helper phage 協助將可表現抗體片段的噬菌體

rescue 出來，所得到的噬菌體即為單株噬菌體。圖中顯示篩選單株噬菌體具

抗體片段並對抗原有專一性 (specifity)。 
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Figure 23：單株噬菌體對 LA 及 LG 之 dose-respousive 曲線。 
篩選具有高抗原專一性的單株噬菌體再度感染到E.Coli / TG1以大量複製

此噬菌體，連續稀釋後再利用 anti-M13-HRP 進行 ELISA 實驗，即得圖中之

dose-respousive 標定曲線。圖 A 為對 LA 具抗原專一性的單株噬菌體，圖 B
為對 LG 具抗原專一性的單株噬菌體。 
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Figure 24：可溶性單株抗體片段的表現。利用 ELISA 測試表現之單株蛋白片

段與 anti-cMyc 單株抗體間的親和性。 
具有抗原高專一性之噬菌體株(Fig. 14-A 之 LAA5)感染 E.Coli /HB2151 表

現可以得到 single epitope antibody fragment，以 mouse monoclonal antibody 
against c-Myc 最為 1o Ab 及 peroxidase conjugated goat anti-mouse IgG 為 2o Ab
進行 ELISA 實驗，圖中得表現之單株蛋白片段與 anti-cMyc 單株抗體間的親

和性 dose-respousive 曲線。 



 

研究成果 

2001~2003 年承蒙國科會補助從事檢測牛乳品質的相關性研究，本計畫研究目的共 7
項，其中包含乳蛋白之物理化學分析、單株抗體的製作、抗體晶片之研發及建立乳蛋

白變性指標，研究成果遠超出所提之研究項目，研究成果如下： 

(1). 2001 年利用 native-gel、SDS-gel、Western blot 及 circular dichroic spectrum 分析，發

現牛乳中生乳及奶粉中有一主要蛋白(lactoglobulin)，經熱處理後在結構上有相當大

的改變，更發現在台灣市售的鮮乳中乳蛋結構嚴重改變，更進一步分析生乳及美國

購得的鮮乳，其乳中蛋白大致相同並未有改變，台灣市售的鮮乳乳中蛋白甚至比還

原乳(由奶粉沖泡的乳)結構改變更嚴重，此結果已在台灣生物醫學年會及美國生物

醫學年會中發表，並準備投稿至 Journal of Dairy Science 

進一步分析乳中 lactoglobulin 經熱處理後結構的改變，研究發現結構隨著加熱

溫度及加熱時間的增加改變越嚴重，結果大約在加熱 70℃, 15 秒鐘以上結構開始嚴

重改變。 

(2). 2002 年利用 2001 年的研究結果推測還原乳乳蛋白結構上必定與生乳中乳蛋白不

同，因此想利用單株抗體來區分還原乳及生乳，研究結果成功的製作出四株單株抗

體可區分生乳及還原乳，更成功的解決台灣四十年無法處理得奶粉摻雜問題。更有

趣的是此四株單株抗體所辨認的乳蛋白皆為 lactoglobulin，此結果與 2001 年用不同

方式分析的結果相符。結果已在台灣生物醫學年會及美國生物醫學年會中發表，並

已被 Journal of Dairy Science 所接受於 2004 年八月刊出。 

在同年上半年(2002)利用噬菌體表現的重組抗體(phage display)，成功的篩選出

會辨認乳中蛋白 lactoglobulin 及 lactalbumin 的重組抗體，此結果已在台灣生物醫學

年會中發表。 

(3). 2003 年深入研究 lactoglobulin 的功能，結果發現 lactoglobulin 具有抗氧化的效果，

並且已研究出抗氧化的機制是利用蛋白質本身被氧化，保護其他蛋白質不會因氧化

壓力而氧化，此結果已在生化工程年中發表，且預計於 2004 年在生物醫學年會中

發表，並投稿至 Journal of Dairy Science。 

同時深入研究科區分生乳及還原乳單株抗體所辨認的區段，結果發現利用

trypsin、CNBr 分解及化學修飾 lactoglobulin，再用 Western blot 分析，抗體所辨認

的區段應含有 Lys 胺基酸，且在靠近 N 端部位，此結果或許可說明 lactoglobulin 加

熱變性後所呈現新的抗體辨認區(eptope)應靠近 N 端部位。此結果將在 2004 年生物

醫學年會中發表。並投稿至 Journal of biological chemistry 
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