
行政院國家科學委員會專題研究計畫  成果報告 

 

 

國內鮮牛乳β-lactoglobulin之大量損失對於生化及生理

功能之影響 

 

 
計畫類別：個別型計畫 

計畫編號：NSC93-2313-B-009-002- 

執行期間：93年08月01日至94年07月31日 

執行單位：國立交通大學生物科技學系(所) 

 

 

 

 

計畫主持人：毛仁淡 

 

 

 

 

 

報告類型：精簡報告 

 

處理方式：本計畫可公開查詢 

 

 
 

 

中 華 民 國 94年8月9日

 



 1

前言 

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 figure 25)，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
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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。 

在過去兩年度我們發現國內所有市售奶粉中之 LG在加工過程中 80%以上遭到嚴重破

壞，因為 LG已與鮮乳中之 albumin，lactoalbumin及 casein結合成大分子聚合物。由於 LG

可直接在腸胃道中被吸收進入循環系統 (14,15,16)，到底這些大分子聚合物是否可以被直

接吸收? 以及 LG 被吸收後具有何種生理功能(如生長，過敏及抗氧化)，因此本計畫研究

目標如下。 

研究目標: 

1. 在實驗室中利用不同溫度及時間加熱處理 LG，並決定其結合之形成及利用生化方法

分析 LG與何種蛋白結合。 

2. 以小鼠為動物模式比較國內市售牛乳加工前 (LG 未結合其他蛋白) 及加工後 (LG 結

合其他蛋白) 之 LG 在血中之吸收量。完成後再與美國市售鮮乳比較，並同時進行兩

種鮮乳對小鼠成長速率之影響分析。 

3. 比較加熱 (LG破壞) 及未加熱 (LG未破壞)之牛乳對小鼠之過敏反應，以血液短暫期  

(transient) 之 Ig E為指標 (因為加熱後會擴大 cross-linking之大分子，胃腸無法吸收)。 

4. 決定 LG在生乳中之抗氧化能力並定出其比例。同時進行調查市售鮮乳在 LG損壞下

之總抗氧化力。 

5. 宣導國內乳品加工方式之改善。 
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中文摘要 

β-lactoglobulin (LG) 是牛乳中主要蛋白之一，占全部蛋白的 10-15%。實際上，在

人體中 LG可在腸胃道被吸收。雖然 LG的生化特性已被研究地相當透徹，但其生理功

能目前仍在部分瞭解的階段。最近（2000-2003），LG被發現有降低膽固醇及防癌的功

效。過去 2 年間，我們的實驗結果發現在台灣市售的鮮奶中，LG的含量幾乎完全地消

失，推測有 2 種可能性，第一、在加工的殺菌過程中，生乳被過度加熱；第二、市售

鮮乳中摻雜有還原乳。為了辨識奶粉與鮮奶中 LG 的差異性，我們發展出可以區分生

乳與還原乳的專一性單株抗體，利用抗體晶片的技術，我們可以在 5 分鐘內判別鮮乳

中是否有添加奶粉。目前我們正深入研究其高專一性辨別能力的作用機制，及製造過

程中 LG在生化特性及結構上的改變。基本上，主要是因素為 LG與牛乳中其他的蛋白

質產生了相互結合的現象，如 lactoalbumin、免疫球蛋白、albumin以及 casein等。 

由於 LG也會藉由自身共價鍵結的方式，形成多單元結構，而在台灣 80%以上的

市售鮮乳中 LG結構上完全改變，目前也尚無法瞭解其改變是否會影響 LG生理角色的

影響。值得注意的是牛奶已逐漸成為國人飲食中，胺基酸的主要攝取來源之一，因此

本研究也就益顯重要。 

英文摘要 

β-lactoglobulin (LG) is a major milk whey protein containing about 10-15% of total.  

Essentially, in the gastro-intestinal tract, LG as an intact form can be absorbed directly into 

the circulation in humans.  Although the biochemical properties of LG have studied in 

details prior to year 2000, the physiological functions have been partially elucidated.  More 

recently (2000-2003), LG is found to be associated with hypocholesterol and anticancer 

effects.  In the past two years, our studies show that the LG of cow milk sold in the 

domestic market in Taiwan is almost completely diminished.  There are two possibilities for 
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this episode:  First, the raw milk is overheated during the manufactured process for 

sterilization.  Second, the fresh milk on the market might be containing some powdered 

milk.  To detect the deficient of LG or freshly milk containing the powdered form of milk, 

we have recently developed a specific monoclonal antibody that can distinguish between the 

powdered and raw milk.  Using the antibody chip technique, we can essentially detect the 

dry milk in 5 minutes.  We have also explored the mechanism involved in the specificity of 

the monoclonal antibody and the biochemical changes of LG during the manufactured 

process.  Basically, it was due to the cross-linking of LG to the other milk protein fractions, 

such as α-lactoalbumin, immunoglobulin, albumin, and casein.  

Because of the covalently cross-linking into large polymers and the damage of LG (> 80%) 

in the milk of our domestic market, it is not know whether or not such substantial loss of LG 

may affect its physiological role of the total LG uptake of ingested milk.  Particularly, milk 

has become one of the major amino-acid supplements in our routine diet. 

 

實驗方法 

1. 在實驗室中利用不同溫度及時間加熱處理 LG，並決定其結合之形成及利用生化方法

分析 LG與何種蛋白結合。 

在我們實驗室中之先導實驗及過去兩年之報告 (13) 清楚地證明國內市售鮮乳 LG

已經達到 80%之破壞，這種 LG破壞對於牛乳品質在生化及生理造成何種影響，其機制

為何? 所以本目標之一要先了解國內鮮乳 LG破壞後與何種蛋白結合 (figure 2)，並擬定

改善辦法，因為國外鮮乳並無此問題，所以在此方面研究極少，而絕大部分國外研究室
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是將純化後之 LG 先加熱後再研究，我們最近一年研究發現國外直接加熱法與利用牛乳

直接加溫所得之結果差異極大。第一：純化後之 LG加溫後只能自行形成 dimer ，trimer

及 polymer。第二:牛乳直接加溫，LG可與乳蛋白交互作用形成其他之結合體。大部分這

種結合物 (crossly linking products) 分子量極大，超過 300,000~500,000 dotons，在 PAGE

中以 commassie blue染色無法觀察，只能以Westernblot找到 LG之部分(figure 4)。最近

一年我們已發展一種特殊形式之 2D gel electrophoresis，即每一 dimension 皆用

SDS-PAGE，但第二次 dimension中加入 reducing reagent ：mercaptoethanol，如此 LG與

其他在雙硫鍵鍵結下的結合蛋白即可輕易的觀察到  (figure 15)，也就是在 linear 

regression curve中 45。角度之內的蛋白，從 figure 15可發現鮮乳中有 lactoalbumin，albumin 

(極少)，及 casein為主要結合蛋白。我們預測其結合形成絕對不是一對一形式 ( 1:1 molar 

ratio)，而是一個結合蛋白帶有極多之 LG分子。實驗設計上:  

(1) 首先將國內市售之乳蛋白通過 Gel-filtration HPLC column，再以 ELISA方式決定 LG

之聚合物分布情形。 

(2) 市售乳蛋白經過 mercaptoethanol處理打斷其雙硫鍵鍵結再經過 HPLC，此時 LG在理

論上應該全部 elute至 18K的位置。 

(3) 計算 LG在每一高分子 fraction之含量，求出其分子比例 (stochiometry)。 

(4) 所有上述實驗再與生乳做比較統計，並純化及定性 LG 結合之蛋白，而定性可用

Westerm blot及胺基酸定序來決定。 

本實驗之可行性:由於最近兩年本實驗室有博士班學生兩名及碩士班學生兩名同時

進行牛乳之生化及免疫化學研究，所有工具如 LG 單株抗體及多株抗體之製作，ELISA

定量，HPLC分析皆有相當成熟的經驗，對 LG之分子結構及物理形狀 (conformation) 在

雙極光譜 (circular dichroic spectrum) 之改變及其 free-SH之生化角色皆十分了解 (13)，

對此項目執行將可順利完成。 

2. 以小鼠為動物模式比較國內市售牛乳加工前 (LG未結合其他蛋白) 及加工後 (LG結

合其他蛋白) 之 LG在血中之吸收量。完成後再與美國市售鮮乳比較，並同時進行兩
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種鮮乳對小鼠成長速率之影響分析。 

如上述(1)所陳述，我們認為 LG加熱破壞後之 cross-linking大分子可能會影響腸胃

道 (gastrointestinal) 之吸收能力。主要原因是大分子之 permeability較弱，為了要證明此

假說，我們將以小鼠 (balb/c) 進行 in vivo動物模式實驗。初步構想及設計如下: 

(1) 將 balb/c 分為三組﹔分別為對照組 (n=12)，餵食市售鮮乳組 (n= 20)及生乳組 (n= 

20)。餵食方式可以強迫餵食 (一般 gavage) 或摻雜在供水瓶中，為防止水中牛奶酸

敗，我們將採用前者方式。 

(2) 在不同時間採血並利用 ELISA 及本實驗室最近研發之抗體晶片測定 Balb/c 血中 LG

之含量。文獻報導在人類母親實驗中以口服牛奶，只需要在 1~2小時後 LG即可在母

奶中找到(8.)，估計小鼠血液中之 pharmacokinetic應該有類似人類之結果。小鼠將用

capillary tube在眼角進行採血，本實驗室一次可採到 50μL，而只需要用 10 nL在晶

片上即可定性定量。因在嬰兒採血實驗中約有 40%在血中有 LG 表現(7)。所以本實

驗在老鼠數目上可能依形況需要而增加。另外我們在餵食時間上要執行至血液中 LG

量達到 steady state為主。 

(3) 統計分析上，以上結果將採用 student t-test分析，並以 p<0.05為分界點。 

(4) 若兩組有顯著差異可以證明加熱後之 LG會結合大分子有礙腸胃道之 permeability及

吸收，則國內市售鮮乳在加溫滅菌上應予改進。 

(5) 若本實驗在(4)中證實，我們將繼續在實驗室中以生乳做不同溫度處理。首先以生化

方法定出加溫及時間變數上對大分子形成之 break-point。我們估計約在 80℃加熱 15

分鐘，LG即可達到 50%之破壞率，再以同法與 in vivo之 bioavailability進行比較來

證明何種溫度加熱滅菌不會破壞腸胃道吸收率。本結果將提供國內乳業界參考。 

(6) 本特定目標將繼續進行 in vivo生理功能實驗，我們將以美國市售鮮乳 (具有 100%完

整 LG) 及國內市售鮮乳 (僅具有 20%完整 LG) 進行小鼠試驗。同樣實驗與 (1) 一樣

分成三組，在母鼠尚未懷孕前進行餵食然後觀察懷孕生產後嬰鼠 (infant mice) 的生

長速率。由於在斷奶 (weaning) 前，嬰鼠處於母親保護期，所以生長速率難測，所以

在斷奶後再繼續檢測其生長，估計整個實驗將進行兩個月。 
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3. 比較加熱 (LG破壞) 及未加熱 (LG未破壞)之牛乳對小鼠之過敏反應，以血液短暫期  

(transient) 之 Ig E 為指標 (因為加熱後會擴大 cross-linking 之大分子，胃腸無法吸

收)。 

本實驗室已在進行小鼠對 LG 之過敏反應進行初步實驗，目前可以觀察到 LG 在經

過腹腔注射後可產生對 LG具有專一性的 Ig E，如 Fig 7 dot blot的陽性表現，正常小鼠

血中成陰性反應。據文獻報告(23) 指出某些牛乳飲用者在免疫反應失調下，腸胃道可啟

發免疫反應而產生 Ig E，並暗示 (implicate) LG 為主要禍首 (24,.25)。當然其他如

lactalbumin 及 casein 也參予部分過敏反應(26,27,28,29.)。在人體實驗中也有報導加熱過

後之牛奶似乎可以降低免疫反應 (30,31)。所以國內市售鮮乳雖然 LG已被破壞 (80%)，

但對牛奶過敏之使用者可能有正面之影響。日常生活中也顯示飲用鮮乳過敏者，在食用

其他乳製品時並未發現有過敏反應。我們的假說是乳製品中之 LG 可能已經被完全破

壞，即 LG與其他乳蛋白 100%形成高分子，這種 LG高分子無法透過腸胃道直接吸收而

降低其免疫反應。 

本實驗之設計為: 

(1) 在特定目標 (2) 中的小鼠血液中除了測LG血中濃度並進行LG之 Ig E抗體進行濃度

測定，其測定可使用本實驗室之抗體晶片。此法可測出小鼠在國內外鮮乳中 LG在血

中吸收率對 Ig E 是否有正向關係 (postive correlation)另外之過敏反應測定法將依

standard protocol (32,33) 

(2) 四周大的 BALB/C 小鼠將購置於國家實驗動物中心。購得後先妥善安置於動物房兩

週，待其六週大時才進行致敏實驗，其間飲食禁絕一切含奶類製品。實驗共分三組皆

進行腹腔注射，第一組為對照組完全不施打任何藥劑；第二組採用 5 µg 的 BLG 以

1:1的比例跟佐劑 IFA（Incomplete Freund’s Adjuvant）充分混合，注射的總體積為 0.2 

mL；第三組只施打含 IFA藥品作為對照；第四組採用 10 µg 的 OVA以 1:1的比例跟

佐劑 IFA（Incomplete Freund’s Adjuvant）充分混合，注射的總體積為 0.2 mL。 

(3) 同樣實驗將用純化後的 LG進行，由於人與小鼠在基因數目上只差約 300個 (34)，同

樣在乳腺上無法製造 LG，若小鼠對過度加熱處理之牛奶過敏反應較弱，則將來鮮乳
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過敏者可在日常生活中飲用即高溫處理的保久乳作為胺基酸攝取之平衡飲食 

(balance diet)。 

(4) 如果上述實驗順利，我們將利用國內保久乳進行過敏反應測定。 

4. 決定 LG在生乳中之抗氧化能力並定出其比例。同時進行調查市售鮮乳在 LG損壞下

之總抗氧化力。 

在胃潰瘍(stomach ulcer)病患中，由於胃細胞中之自由基可刺激 lesion 及免疫反應

（35），文獻中亦指出（36），潰瘍之大小與自由基的多寡有正向關係，服用抗潰瘍藥物

lansoprazole再利用 NMR方法證實其機制為除去自由基(scavenging free radicals)。在酒精

誘導潰瘍之大鼠動物模式中也發現抗氧化劑 quercetin可以降低其 mast cells及潰瘍之區

域 (37) ，至於牛奶在治療或防止潰瘍已行之有年 (38) ，在對 aspirin有反應之 ulcer之

病患中也建議服用 aspirin 之同時喝牛乳，但在 ulcer 之動物模式中來證實牛乳是何種成

分保護 ulcer 則非常不清楚，建議是脂肪或蛋白質為保護機制者皆有 (39,40,41,42) ，在

這方面研究非常稀少﹔估計原因是以牛乳為基礎發展藥物獲利不高。最近報導牛乳中之

α-lactoalbumin 可以保護酒精及壓力所引起之潰瘍 (42)。另外也有報導牛乳中具有-SH

鍵之蛋白有很強的保護作用 (43) ，其原因如上所述-SH蛋白與 glutathione 略同是一抗氧

化分子。我們在先導實驗及過去兩年中也證實 LG 是一個有效的抗氧化分子，但在過度

加熱氧化後或經過化學修飾則失去抗氧化能力。本特定目標要決定： 

第一：LG在牛奶中到底佔有多少之抗氧化能力。我們的方法大致如下： 

(1) 先大量製造 LG之多株抗體 (form rabbits) 

(2) 純化 anti-LG之 IgG，再備製即一支 anti-LG affinity column 

(3) 將牛乳通過此 affinity column，可將牛乳中之 LG 全部除掉，此時的牛乳稱為

LG-deficient milk 

(4) 比較一般牛奶與去除 LG牛奶之間抗氧化力的差別 

第二: 我們要決定國內市售鮮乳加工前後之抗氧化能力 

第三: 我們要決定國內市售及美國市售鮮乳之抗氧化能力 
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第四: 我們要決定市售鮮乳與市售奶粉之抗氧化能力 

第五: 我們要決定市售鮮乳與市售奶粉之抗氧化能力 

以上實驗因為各種待測之 parameter很多,如加熱時間，溫度等…，所以在實驗流程

尚為考慮各種因素。 

抗氧化能力測試: 

抗氧化實驗可用我們實驗過去報告之方法 (44, 45)，以 LDL為 lipid peroxide之 substrate，

分別在其中加上不同量之抗氧化劑以 probucol 及 vitamin 為 internal standact。自由基之

initiatior可用 Cu+2或 AAPH (水溶性之 A2Ｏ-化合物) 來誘導 LDL之氧化，抗氧化強度則

將以 IC50 (inhibitory contraction at 50% )來表示。 

5. 宣導國內乳品加工方式之改善。 

國內大部分的廠商所採用的加熱殺菌方式為 UHT（135℃加熱殺菌 2-3秒），僅少部

分廠商使用 HTST加熱殺菌方式（75℃加熱殺菌 15秒），因此在宣導上有極大的困難。

所以我們將先與農委會協調，並利用本實驗室所製作出的辨認生乳及還原乳的單株抗

體，幫助農委會制訂國家檢測標準，在標準中規定加熱殺菌不得超過 75℃連續加熱 15

秒鐘，並提供檢測方式。標準制訂後再進一步協調廠商改善加工方式，因此本特定目標

實施方式如下： 

1. 本實驗室所研發出的抗體，可分辨出超出 80℃加熱 1 分鐘以上的牛乳，應可用於制

訂一套規範加熱殺菌的檢驗標準。 

2. 與農委會協調將此規範加熱殺菌的檢驗標準列為國家檢驗標準。 

3. 利用已研究出的成果與廠商協調改善乳品加工方式 

4. 協助農委會檢驗牛乳加工品質 

5. 幫助農委會杜絕品質不良的乳品。 

 

結果 

1. 建立台灣目前市面鮮乳之部分品質指標： 
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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
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用於監控牛乳的品質。 

3. 完成 LG之 epitope mapping 

蛋白質經過加熱後會導致結構的改變，結構上變化可以利用抗體技術來做區別鑑

定;LG是牛乳中主要對熱敏感之蛋白，LG經加熱處理後，其二級結構將嚴重改變，計畫

申請人已成功製作出只辨認奶粉而不辨認生乳之單株抗體，而此單株抗體 epitope為 LG

經加熱所產生結構上改變的區段。為了更進一步分析此單株抗體 epitope，我們利用四種

方式來分析此單株抗體 epitope位於 LG的確切位置： 1. 酵素分解法(enzyme digestion) 2. 

化學修飾法(chemical modification) 3. 胜肽矩陣法(peptide array)  4。胜肽合成(peptide 

synthesis)。  

1. 酵素分解(enzyme digestion ) ： 

酵素分解分成兩部份進行，分別利用 trypsin及 CNBr處理 LG蛋白分子，將 trypsin

及 CNBr處理後之蛋白質片段利用Werstern blot進行分析，其結果如 figure 10和 figure 

11。 在 trypsin 所處理後之蛋白質片段，可發現當反應時間越長，其單株抗體越無法辨

認，故推測會被 trypsin 切割的胺基酸 (Arg 和 Lys)可能被包含在 epitope內，因此 trypsin

作用時一併將 epitope破壞，導致單株抗體無法辨識。而在 CNBr分解作用後之蛋白質片

段可發現一個主要抗體辨識片段約 9 kDa，因此可以推測會被 CNBr 切割的胺基酸 (Met)

沒有被包含在 epitope內，並且證明此 epitope位於 9 kDa之片段內。另外，利用 N端蛋

白質定序，所得序列結果為 AASDIS，此數據更加證明 LG的 epitope是經 CNBr處理後

之最大片段(9kDa)。   

2. 化學修飾法(chemical modification) ： 

單株抗體對於 epitope 的胺基酸結構具有專一性，因此利用化學修飾法改變胺基酸

結構，試圖找出影響抗體結合的化學修飾，即可以推測包含在 epitope內之胺基酸。為了

證實 tryptic digestion所提出的假設，我們使用 acetylation modification方式將乙醯基共價

鍵結在 Lys或 Arg的胺基上，利用 competitive ELISA的方式，分析修飾後 LG與單株抗

體間之結合能力，顯示經 acetyl-modfication 之 LG與單株抗體間之結合能力明顯降低，

證明 Lys或 Arg位於 epitope內。 
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3.胜肽矩陣(peptide array) ：  

根據酵素分解和化學修飾法所得之結果整合分析後，我們推測出 epitope 位於 

residue 25到 residue 107間約 9 kDa片段之中，而且 Lys或 Arg是構成 epitope之必要條

件。 因此利用胜肽矩陣法分析此 9 kDa 片段，設計各為 15 個胺基酸共 12 條胜肽在

peptide array上，如 figure 12所示，將此 peptide array與能辨別奶粉和生乳之單株抗體

反應後，經壓片感光處理後，共有 3點呈現反應，分別是編號 4， 8， 12之胜肽。將此

3 條胜肽與原胺基酸序列比對，發現此 3 條胜肽之胺基酸序列有重疊之現象，且點 8 和

12 反應強度相同，相較之下點 4 的反應強度較弱。 推測點 4 胜肽之胺基酸序列僅包含

部分 epitope，導致與單株抗體間的結合能力較弱，因此分析出 epitope 之序列為

AQKKIIAEK，此結果證實先前實驗結果與假設，共有 3個 Lys包含在 epitope內。 

4. 胜肽合成(peptide synthesis) ： 

然而我們已分析出 epitope之胺基酸序列後，為了更加證實 epitope為 peptide array

所分析之結果，利用合成水溶性胜肽方法，合成一條 10 個胺基酸之胜肽，其序列為

AQKKIIAEKT，利用 compeptitive ELISA證實是否此胜肽具有與 LG競爭結合單株抗體

之能力，結果顯示此合成胜肽能有效與 LG 競爭結合單株抗體，所以證實 epitope 是

AQKKIIAEKT，位於 LG之 D股上(figure 4)。     

4. 分析出 LG加熱後結構改變的機制                                          

此 epitope之胺基酸序列在 LG三級結構位置上有二個特點(figure 13)：一、此 epitope

在 native LG之三級結構中，呈現出穩定的二級結構(β-sheet)。二、此 epitope和 LG的 C

端形成雙硫鍵鍵結(disulfide bond linkage)。 然而，我們所分析出之 epitope需在 LG經加

熱後破壞結構才會被單株抗體所辨識，尚未破壞 LG 之結構並不會被此單株抗體所辨

識，因此我們假設此 epitope在 native LG內，由於雙硫鍵之關係能夠形成一個穩定的二

級結構，但加熱後雙硫鍵被破壞造成此 epitope 不再是穩定的二級結構，所以結構趨向亂

無章法之 disordered structure 時，才會被單株抗體所辨識，因此我們假設加熱導致此

epitope結構改變，為了證實這個假設，我們設計了 2個實驗：一、化學修飾法(chemical 

modification)。二、旋光雙極圖譜分析(circular dichroism analysis)。 
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1. 化學修飾法(chemical modification)： 

我們假設加熱會導致雙硫鍵破裂，使得此 epitope結構趨向 disordered structure以利

於單株抗體辨識。 因此利用 carboxymethylation modification之方式直接在 Cys上加一個

甲基羧基，使得兩個 Cys彼此無法形成雙硫鍵鍵結。 修飾過後的 LG 利用 compeptitive 

ELISA之方式來觀察是否會與加熱後 LG競爭結合單株抗體。明顯發現，經化學修飾之

LG結合單株抗體的能力比加熱過後之 LG遠超出 10倍以上，此結果證明我們的假設，

破壞雙硫鍵鍵結後之抗原決定基會更易於單株抗體的辨識。   

2. 旋光雙極圖譜分析(circular dichroism analysis)： 

我們已確定 LG內雙硫鍵鍵結會影響 epitope的結構，促使其與單株抗體的結合，然

而，是否如同我們的假設，此 epitope在缺乏雙硫鍵鍵結的情況下，其會形成 disorder之

結構，不論加熱或化學修飾皆會形成此結構，為了釐清這個疑點我們利用旋光雙極光譜

分析證明我們的假設，旋光雙極光譜之特點即是可分析出蛋白質之二級結構的組成。其

結果如 figure 14所示，無論是加熱過後或是化學修飾後之 LG皆導致 disorder之結構形

成，進一步分析所合成之胜肽(AQKKIIAEKT)也為 disorder 之結構。此結果證明加熱導

致 epitope結構改變，由原本之 sheet 變成 disorder 之結構，此外更說明此結構改變造成

此單株抗體能夠區分奶粉或生乳之最主要原因。 

5. 利用胜肽矩陣法(pepride array)分析出 epitope上 4個胺基酸對抗體辨識

的重要性 

我們所分析出之 eptiope 上包含 4 個胺基酸帶有電荷(3 正 1 負)，我們假設抗體和

epitope 間存在離子吸引力來穩定兩者結合，利用胜肽矩陣之技術製作出 12 條點突變的

胜肽，分析 epitope中哪些胺基酸會影響抗體結合的能力。胜肽設計上，將 eptiope中所

包含之 Lys全部置換成 Ala，或置換同樣為正電荷的 Arg，而 Glu則置換成 Ala或同樣為

負電荷的 Asp，此外，亦同時將兩個連續的 Ile置換成 Ala。結果如 figure 15所示，發現

將 Lys69、Glu74、Ile71及 Ile72經置換後，抗體便無法辨認，即使置換成同樣電荷的胺

基酸 (Lys→Arg,Glu→Asp)。因此我們證明帶電荷的胺基酸的確提供離子吸引力與抗體結
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合，由 Lys69與 Glu74所提供離子吸引力具有不可置換性，Ile71和 Ile72亦具有不可置

換性。 

6. 分析出 pH對 LG及抗體辨認的影響 

除加熱或者化學修飾 (carboxymethylation)會造成 LG結構的改變外，我們也發現 pH

亦會影響 LG之結構，我們利用旋光雙極圖譜分析 LG於不同 pH下其二級結構之改變，

結果如 figure 16所示，發現當 pH值在 8~10之間 LG之二級結構有些微改變，依據文獻

報告，說明 LG上之 EF loop於鹼性環境中會出現結構上的變化，反映在 LG結合疏水性

分子的能力上，當 LG於鹼性環境中 EF loop會將袋口處打開，以利疏水性分子進入袋型

結構；而在酸性環境下 EF loop 會將袋口處關上，使得疏水性分子無法進入袋型結構，

因此 pH在 LG之生理功能扮演相當重要的調節因子。LG在生乳中(pH 6.5)攜帶疏水性分

子通過胃 (pH 2)，此時 LG將這些疏水性分子緊密包覆在袋型結構裡不受強酸破壞，然

來進入小腸(pH 8) LG會將這些疏水性分子釋放出，以幫助小腸對疏水性分子之吸收。另

一方面，pH亦會影響抗體辨識 LG之能力，明顯地發現在低 pH時 (pH< 3)，抗體與 LG

之結合能力降低，pH 4~7有較穩定的結合能力，當 pH越高則抗體結合能力略為降低，

利用二級抗體與一級抗體的直接反應，分析是否所有的抗原及抗體反應，都與我們產生

之單株抗體呈現在不同 pH下的結合程度，結果發現抗體與抗原之間的結合能力在 pH< 3

時最差，但於 pH 4~10並不會有所改變，因此在 pH高於 8時，我們產生之單株抗體與

LG的結合能力下降，再次證實 figure 15所得到之結果，Lys69是 epitope中能被抗體辨

別到之重要的胺基酸，Lys 的 pKR是 10.53，所以當 pH超過 8時，Lys 側鏈上之氫離子

逐漸地解離，導致 Lys 不帶電，因此影響了抗體的結合能力。 

7. 決定出 LG的 D股扮演的生理角色 

LG 雖然生理功能未明確，但有文獻指出 LG 具有攜帶疏水性分子之功能，如維生素 A

和 D(vitamin A和 D)、棕梠酸(palmitic acid)、膽固醇(cholestrol)、膽紅素(bilirubin)等。而

文獻指出位在 D股上的 Lys69 具有穩定 LG 與疏水性分子結合之功能，然而，此 Lys69

正好位於我們所分析出之 epitope內。因此我們將探討 pH是否會影響 LG與疏水性分子
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之結合能力，且更進一步探討是否加熱後之 LG 還具有攜帶疏水性分子的功能。我們利

用兩種疏水性分子分別是維生素 A 及棕梠酸，主要因為此兩種分子已被證實能夠與 LG

結合，其次，棕梠酸帶有一負電可同時分析和 Lys69 上的正電荷之關係，由 3D 結構中

(figure 17) Lys69 帶正電荷之側鏈(side chain)與棕梠酸之羧基距離僅 3.88Å 大小，因此

Lys69在與棕梠酸結合中應扮演重要之角色。此結果已被我們設計之兩個實驗證明。 

1. 證明出 LG於不同 pH值擁有不同之結合能力 

利用螢光光譜分析儀分析 LG 在不同 pH 值中與疏水性分子之結合能力，其結果如

figure 18所示，LG在 pH 8~10之條件下與維生素 A有最好的結合能力，而在 pH 8與棕

梠酸有最好的結合能力，隨著 pH越高則結合能力越低。因為 Lys之 pKR為 10.53，當 pH

值在 10.53時 LG上之 Lys將不帶電，所以當 pH值高於 8時，LG與棕梠酸的結合能力

會逐漸下降。 

2. 證明加熱後之 LG喪失與疏水性分子結合能力 

先前實驗結果得知加熱後之 LG會導致結構改變，使原本排列有序之二級結構變成

混亂無章的 disordered structure。 因此利用螢光光譜分析儀分析加熱是否會影響 LG結合

疏水性分子的能力。其結果如 figure 19所示，證明加熱(80℃或 100℃)後之 LG 不論對維

他命 A或棕梠酸結合能力皆明顯下降甚至喪失。 

綜合以上結果，pH會影響 LG之結合能力，一般來說，pH在 8~9之間 LG具有較

佳的結合能力。另外，值得注意的是，LG 與棕梠酸的結合程度受 Lys69 的調控，於高

pH 值(pH >8)時，導致 Lys69 不帶電，而無法與帶負電之棕梠酸形成離子吸引力，因此

證明 Lys69在 LG結合功能上之重要性。當加熱溫度達 80℃以上會明顯降低 LG與疏水

性分子之結合能力。所以我們所產生的單株抗體能夠分辨 LG 是否受到加熱破壞其結合

營養物質的能力。 

      8. 發展測定 LG與 Vit D 結合程度之方法 

    在先前報告得知一個 LG與兩個分子維生素 D結合，我們先利用螢光光譜分析儀測

定維生素 D與 LG結合的分子數比值，再將 LG與維生素 D形成完全結合的複合體，比

較 LG 及複合體在螢光光譜分析儀中，給予 287nm 激發光後產生 332nm 發射光值不同
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(figure 20)。除利用上述方法來測定 LG 與維生素 D 是否結合外，未來希望探討加熱後

LG是否具有結合維生素 D之能力，若喪失結合能力，是否結合兩分子維生素 D之能力

皆喪失。 

9. 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 

21）。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 22。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 23，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。 

10. 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 24。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 25，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。 

11. 分析出 LG具有抗氧化的功能 
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LG的功能試驗中，我們發現 LG具有抗氧化的功能如 figure 26，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 27，根據文獻指出 dimer的型態是利用 LG的 SH 

group形成，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 28。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。 

12. 建立小鼠牛乳過敏動物模式 

本實驗室為了研究牛乳所造成的過敏，我們建立了小鼠動物模式，將均質過之牛乳

直接注射入小鼠腹腔，相隔 14天在注射一次，此時會造成小鼠有強烈的過敏反應，我們

利用血液分析結果得知血液內含有 IgE。蛋白質晶片分析亦得到相同的結果如 figure 29。

進一步分析造成牛乳過敏的主要乳蛋白為 LG。所以造成牛乳過敏的主要蛋白質為 LG。

由上述的結果本實驗室已成功的建立小鼠牛乳過敏動物模式，我們將利用此動物模式更

深入的研究 LG造成小鼠過敏的機制。 
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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。 



 22

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

1B5F2 2F2D9 1C10F10 1D8F8 2B4B4
Clones

O
D

 a
t 4

05
 n

m

Raw milk Raw milk heated

 

0
0.05

0.1
0.15

0.2
0.25

0.3
0.35

0.4
0.45

0 50 60 70 80 90
Temperature

O
D

 a
t 4

05
nm

15secs

30secs

1mins

2mins

4mins

8mins

16mins

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。 
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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。 

1B5F2 1D8F8 
A   B   C   D  E
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A   B   C   D  E A   B   C  D  E 
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Figure 10：利用 western blot分析由 trypsin分解 LG之片段與抗體結合情形。每個
well加入濃度為 10 µg之蛋白質。LG和 trypsin 量之比例為 500：1。 Lane M：marker。
Lane A：LG + trypsin反應 5 mins。 Lane B：LG + trypsin反應 10 mins。Lane C：LG 
+ trypsin反應 30 mins。結果發現此抗體無法辨認到被 trypsin分解之 LG片段。 

LG 

SDS-PAGE Western blot

M A B C M A B C

Figure 11：利用 western blot分析由 CNBr所分解 LG之片段與抗體結合情形。每個
well加入濃度為 30 µg之蛋白質。Lane M：marker。 Lane A： LG。 lane B：LG + 
CNBr。從結果得知 epitope應位於 9 kDa之片段內。 

M A B

SDS-PAGE Western blot

M A B

9 kDa

LG
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Figure 12：利用 peptide array之技術在 membrance上合成各為 15 個胺基酸共 12條胜肽，並
利用抗體分析。結果顯示胜肽 4. 8. 12會與抗體結合，將結果和序列對照可以發現一個重疊的

區域 (黑框內)，其序列是 AQKKIIAEK. 

Figure 13: 利用 LG之 3D結構分析 epitope，發現我們所分析出之 epitope位於 D 
strand上 (綠色)，此外更發現 D strand與 C端有雙硫鍵鍵結 (Cys66-Cys160)來穩
定 β-sheet二級結構。 
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Figure 14: 利用旋光雙極圖譜分析 LG經不同處理 (加熱,化學修飾)及合成胜肽。結果發
現除 native LG保有完整之β-sheet (215nm有最低 ellipticity)，其他三個皆傾向混亂無章

disorder之結構。 

Figure 15: 利用 peptide array技術製作不同點突變之胜肽，分析抗體與 epitope結合之特性。
結果發現 Lys69和 Glu74 不論是突變成不帶電的 Ala或是帶相同電荷的 Arg或 Asp，皆無法
與抗體結合產生反應，相較之下Lys70及 75卻不受突變而影響與抗體的結合能力，另外 Ile71 
和 Ile72 突變也會影響抗體的結合。總結而言 Lys69、Glu74、Ile71 and Ile72 構成 epitope
中能否被抗體辨識之重要胺基酸。 

69 74 
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Figure 17: 利用這 3D結構圖分析 epitope與棕梠酸(PA)間之相互關係。發現 epitope上之
Lys69與 Ile71具有穩定 LG與棕梠酸(PA)結合的功能。Lys69提供一正電荷與棕梠酸(PA)
上的負電荷形成離子吸引力，另一方面 Ile71則和棕梠酸(PA)上疏水性部分提供了疏水

性作用力。       

Figure 16: 利用旋光雙極圖譜分析 pH對 LG結構之影響。發現當 pH值高於 8時，LG
之結構稍微有點變化，此改變可能與 LG於鹼性環境中 EF loop會將袋口處打開有關，
在高 pH值時，有利於疏水性分子進入，反之低 pH值時緊密地將疏水性分子保護在 LG
袋口內，藉此方式來控制疏水性分子結合。 



 28

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19: 利用螢光光譜分析儀分析加熱是否會影響 LG結合疏水性分子的能力。發

現當 LG加熱溫度高於 80℃時，與維生素 A或棕梠酸的結合能力大幅下降,亦證明結
構遭受到破壞時，同時喪失結合疏水性分子之功能。 

D.  Palmitic acid binding

0

20

40

60

80

100

120

native LG 80℃ 100℃

R
el

at
iv

e 
en

ha
nc

em
en

t (
%

)

Palmitic acid 

native LG 80℃ 100℃

B.  Retinol binding

0

20

40

60

80

100

120

native LG 80℃ 100℃

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity
 (%

)

native LG 80℃ 100℃

Retinol 

Figure 18: 利用螢光光譜分析儀分析 LG結合維生素 A或棕梠酸是否會受到 pH值之影
響。結果發現 LG在 pH 6以下之環境，幾乎沒有任何能力結合維生素 A或棕梠酸，相對
LG在弱鹼環境下 (pH 8-9) 具有較佳的結合能力.不過對棕梠酸而言,當 pH 達到 10時，結
合能力為原有一半，可能原因與 LG上之 Lys側鏈上氫離子解離有關係。 
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Figure 21：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 20: 利用螢光光譜分析儀分別比較 LG及 LG與維生素 D2或維生素 D3完全結合形成

之複合體在 332nm發射光值。將可利用此方法定量結合多少比率維生素 D或藥物。 
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Figure 23：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 22：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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Figure 24：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。 

Figure 25：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。 



 32

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Protein concentration (µM)

A
bs

or
ba

nc
e 

at
 5

40
nm

probucol

Vitamine E

LG

heated LG

BSA

PBS

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26：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 27：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 28：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 29：利用蛋白質晶片診斷過敏小鼠血液中有無 IgE。A：未過敏之小鼠血液。
B：牛乳過敏之小鼠血液。結果得知本實驗室已成功誘發牛乳過敏。 

A B 
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