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摘要 
精胺酸甲基轉移酶 (Protein arginine methyltransferase，PRMT) 在蛋

白質的轉譯後修飾作用扮演一重要的角色，而此轉譯後修飾作用只存在

真核生物體中，想要從自然界的真核生物中取出被甲基化作用的蛋白質

實際上困難度相當高。本研究將利用原核生物容易培養且產生大量標的

蛋白的優勢，在大腸桿菌建立產生甲基化蛋白質的系統；根據之前李娟

老師實驗室的研究發現 CNBP 可被 PRMT 作用，本實驗以 PRMT1 

和 PRMT5 作為甲基化 CNBP 的主要酵素。此系統將在 pET-28b 中

同時表現  CNBP 及  PRMT，以  T7 promoter 作為調控誘導表現

His6-tagged CNBP；另由 Methionine aminopeptidase promoter (MAPP) 調

控持續表現 PRMT1 和 PRMT5。CNBP 又稱為 ZNF9 (zinc finger 9)，

含有七個 CCHC type zinc-finger 序列，第一個 zinc-finger 到第二個

zinc-finger 之間有 arginine-glycine rich (RG-rich)，第三個 zinc-finger 上

胺基酸第 72 到 74 的位置為 RGG 的序列。本實驗將這些可能會被甲

基化的精胺酸及 RG-rich 片段進行點突變和刪除，產生七種不同的 

CNBP，與 PRMT1 或 PRMT5 在同一載體中而產生十四種重組蛋白表

達系統。這一 PRMT1 / CNBP 和 PRMT5 / CNBP 系統的建立，可利用

原核生物取得不對稱型甲基化和對稱型甲基化受質，進一步探討不同甲

基型態的受質功能差異；此系統更可成為真核蛋白質的轉譯後修飾作用

建立亦可於大腸菌中大量表現的酵素/受質模式。 



研究動機與研究問題 

精胺酸甲基轉移酶 (Protein arginine methyltransferase，PRMT) 為常

見的蛋白轉譯後修飾的酵素，在真核細胞中扮演重要的角色，功能包括:

細胞的訊息傳遞、轉錄的調節、細胞分化...等。要從真核生物中取出欲

觀察的甲基化蛋白量不多也不易，更重要的是養細胞和養菌的成本相差

很多，因此利用真核生物研究甲基化作用對於生物體所產生重要的影響

在實驗上有難度。本實驗的研究目的是在沒有轉譯後修飾作用的原核生

物中建構含有 PRMT 序列的質體，使之表現受質蛋白的同時也能表現 

PRMT，進而大量製造含有甲基化的蛋白，而可為相關精胺酸甲基化蛋

白質的功能研究，提供充份材料。 



文獻回顧與探討 

蛋白質的轉譯後修飾作用有甲基化  (methylation) 、醣化 

(glycosylation)、乙醯化 (acetylation)、磷酸化 (phosphorylation)、泛素化 

(ubiquitination) ...等，其中甲基化作用在特定的精胺酸上，對生物體產生

重要的影響，包含訊息傳遞、轉錄的調節、細胞分化...等 (1)，催化這

種甲基化反應的酵素稱為蛋白質精胺酸甲基轉移酶  (Protein arginine 

methyltransferase ， PRMT) 。 PRMT 會 將 甲 基 提 供 者  Ado-Met 

(S-adenosylmethionine) 的甲基轉移到標的蛋白上，形成單甲基、對稱型

或不對稱型雙甲基，大部分的  PRMT 會催化含有  glycine and 

arginine-rich (GAR) domain 的受質。目前已有十一種甲基轉移酶被發

現，依照不同的催化形式主要分成三種，第一型 PRMT 催化受質形成

單甲基化及不對稱型雙甲基化，包含了  PRMT1、PRMT3、PRMT4 

(CARM1)、PRMT6、PRMT8、PRMT10 和 PRMT11 (2-8)；第二型 PRMT

催化受質形成單甲基化及對稱型雙甲基化，包含了 PRMT5、PRMT7 和

PRMT9 (9-11)，至於 PRMT2 目前尚未歸類 (12)；第三型會催化精胺

酸形成 δ-monomethylarginine，這一類型的 PRMT 目前只發現於酵母

菌中 (Fig. 1)。哺乳動物中 PRMT 第一型甲基化作用以 PRMT1 為主 

(3)，第二型以 PRMT5 為主。 

CNBP 分子量為 19 kDa，其胺基酸序列是被高度保留的，人類的

CNBP 序列和非洲爪蟾有 94.1 ％ 的相似性 (13)，和雞有 99 ％ 的相

似性 (14)，和小鼠則有高達 100 ％ 的相似性，它的功能目前還不是很

了解。CNBP 又稱 ZNF9 (zinc finger 9)，胺基酸序列含有七個 CCHC 

type zinc-finger (15)，第一個 zinc-finger 到第二個 zinc-finger 之間有



arginine-glycine rich (RG-rich) 和第三個 zinc-finger 上胺基酸第72 到 

74 的位置有 RGG 的序列 (Fig. 2)。 

譚明輝老師實驗室曾利用大腸菌同時表達酵母菌精胺酸甲基轉移

酶 HMT1 以及受質 Sbp1p 和 Stm1p，並成功表現甲基化受質 (16)。

本實驗預定以 CNBP 作為主要研究的甲基化受質，在同一個載體中同

時表現 PRMT1 或 PRMT5 和 CNBP，以 Methionine aminopeptidase 

promoter (MAPP) 在大腸桿菌持續表現 PRMT，以 T7 promoter 作為調

制誘導 CNBP 的表現。利用這一系統可以取得受到對稱型甲基化和非

對稱型甲基化的蛋白，因此以 pET-28b 當載體分別製作了七種不同序

列改變的 CNBP (Fig. 3)：CNBP (全長 CNBP)、Del (胺基酸序列第 

25-35 刪除)、R72K (胺基酸序列第 72 的 R 突變成 K)、Del-R72K  

(胺基酸序列第 25-35 刪除及72的 R 突變成 K)、RK1 (胺基酸序列第 

25 和 27 的 R 突變成 K)、RK2 (胺基酸序列第 30、32 和 34 的 R 

突變成 K)、RK (胺基酸序列第 25、27、30、32 和 34 的 R 突變成 K)  

(Fig. 2)。本實驗建構了 PRMT1 / CNBP 和 PRMT5 / CNBP 兩大系統

後，可在原核生物中大量取得這七種不同的甲基化 CNBP，進一步研究

甲基化對於 CNBP 功能的影響。 



研究方法及步驟 

一、建構 CNBP / pET-28b 質體: 

利用 Table 1.的引子建構出 CNBP、Del、R72K、RK1、RK2 五種

序列；在以 Del 和 RK1 為模板，分別以 Del 的引子和 RK1 的引子 

PCR 出 Del-R72K 及 RK。 

PCR 所需的材料包含 50 ng質體 CNBP / pET-28b，125 ng primer，  

250 mM dNTP ， 2.5 U PfuUltra™ High-Fidelity DNA 聚 合 酶 

(STRATAGENE® )，總體積為 50 μL。PCR 的條件為，95 ℃ 作用 5 分

鐘，變性反應 95 ℃ 作用 30 秒，黏合反應溫度 55 ℃ 作用 1 分鐘，

延長反應溫度  68 ℃ 作用時間為  2 分鐘  / kb，總共的循環數為      

16 次。PCR 完的產物以 20 U 的 Dpn I 37 ℃ 反應 20 小時，最後將

製備完成的  PCR 產物轉型到勝任細胞  ECOS
TM

101 (Yeastern 

Biotech)，即可得到製備完成的七種 CNBP。 

二、建構 yT&A-MAPP-PRMT1 和 yT&A-MAPP-PRMT5 質體: 

精胺酸甲基轉移酶的前端需有 Methionine aminopetidase promoter 

(MAPP) 調控精胺酸甲基轉移酶在 E.coli 持續表現。由中研院譚明輝老

師所提供的 pBS-MP 質體為模板，以 PCR 的方式 (引子如Table 2.) 取

得帶有酵素切位的 MAPP，並接入 yT&A (Yeastern Biotech) 載體中         

(Fig. 4A, 4B)；以人類子宮頸癌細胞 HeLa 的 cDNA 為模板，PCR 的

方式取得帶有酵素切位的 PRMT1 和 PRMT5，並接入 yT&A 載體中        

(Fig. 4C, 4D) 。接著將  PRMT1 和  PRMT5 以不同的酵素接入    

MAPP / yT&A 中 MAPP 序列的後方，產生 yT&A-MAPP-PRMT1 和 

yT&A-MAPP-PRMT5 (Fig. 4E, 4F)。 



 

三、建構共同表現的 PRMT1 / CNBP 和 PRMT5 / CNBP 質體: 

將 yT&A-MAPP-PRMT1 和 yT&A-MAPP-PRMT5 質體，以限制酶

Sal I 及  Xho I 把含有  MAPP 的  PRMT1 或  PRMT5 基因接入 

CNBP / pET-28b 質體中，即可得到  pET-CNBP-MAPP-PRMT1 和 

pET-CNBP-MAPP-PRMT5 質體 (Fig. 5)。 

四、His6-tag CNBP 重組蛋白表現: 

分別將帶有載體  yT&A-MAPP-PRMT1 和  CNBP / pET-28b 或 

yT&A-MAPP-PRMT5 和 CNBP / pET-28b 的大腸桿菌，各別接種於含

有  25 μg/ml Kanamycin 和  50 μg/ml Ampicillin 抗 生 素 4 ml 

Luria-Bertani 培養液 (LB；Kan medium) 中，於 37 ℃ 培養箱中以   

200 rpm 搖晃培養過夜，再將此  500 μl 菌液加入含有  25 μg/ml 

Kanamycin 和 50 μg/ml Ampicillin 的 50 ml 培養液 (菌液：培養液體

積比 = 1：100) 中以 37 ℃ 200 rpm 培養，直到菌液生長濃度達到 

OD600 nm 約 0.6~0.7 之間時加入 1 mM IPTG 誘導蛋白的表現，接著放

回培養箱中搖晃，2.5 小時後取出菌液，並以 7000 g (Histachi CR21)，   

4 ℃ 環境下，離心 10 分鐘，去除上清液，留下菌體。菌體以同體積的 

PBS (phosphate-buffered saline：10 mM、1.8 mM monobasic potassium 

phosphate、140 mM NaCl、2.7 mM KCl pH 7.4)，以洗去殘留的培養液，

以相同的條件離心一次。再將菌體重新懸浮於  10 ml 的緩衝溶液    

(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 7.5) 中。 



五、純化His6-CNBP融合蛋白: 

菌體懸浮於 10 ml 的緩衝溶液 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl,  

10 mM imidazole, pH 7.5) 中，用超音波震盪器 (SONICS Uibra cell
TM

) 

震盪，其設定為：ON 20 秒、OFF 30 秒，總處理時間為 3 分鐘，強度 

30 ％，以打破菌體。觀察菌體被打破的程度，可視情況再進行一次超

音波震盪。最後在 4 ℃ 環境下以 12000 rpm 離心 20 分鐘 (Beckman 

AVANTI30,USA)，回收上清液和沉澱物且利用 10 ml 的緩衝溶液 A   

(8 M Urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5) 回溶沉澱物，各

取 15 μl 上清液與液狀沉澱物做 SDS-PAGE 分析，確認蛋白表現在沉

澱物，利用不同濃度的 pH 值純化沉澱物中 CNBP 蛋白。 

Ni-NTA 樹脂 (Qiagen) 在使用前先搖勻，再將樹指填充於垂直管

柱 (Bio-Rad, Hercukes, CA) 中，待樹脂沉降且累積高度至 1 cm 高，打

開管柱下蓋將廢液進行滴漏除去並避免樹脂間的空隙產生氣泡，再滴漏

上清液，依序以緩衝溶液 B-D (B：8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M 

Tris-HCl, 0.01 M 2-mercaptoethanol, 10 ％ glycerol, pH 7.5；C：8 M Urea, 

0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, 0.01 M 2-mercaptoethanol, 10 ％ 

glycerol,  pH 6.4；D：8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, 0.01 M 

2-mercaptoethanol, 10 ％ glycerol, pH 5.9) 注入管柱，使 His6-tag 融合

蛋白與樹脂上的 Ni-NTA 結合且進行滴漏以收取管柱的上清液，再以

10 ml 緩衝溶液 E (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, 0.01 M 

2-mercaptoethanol, 10 ％  glycerol, pH 4.5) 析出  His6-CNBP 融合蛋

白，一次以 1 ml 收取一管，完成純化。 



結果 

先前實驗室之李宜蓁學姐已將  MAPP 成功的接入  yT&A 載體

上，定序後正確無誤。後續我將已建構好的 PRMT1 接到 yT&A-MAPP 

載體上，經由定序結果確定  PRMT1 序列正確無誤，但  MAPP 在 

TATA Box (一般正常序列 TATAA) 的序列卻產生點突變，由 TATAA

變成 TATAT；另外建構 yT&A-MAPP-PRMT5 質體的部份，實驗進行

到以不同引子 PCR 取得帶有切位的 PRMT5，再以為切點接入 yT&A 

載體中，經由定序結果顯示該片段易突變或刪除，所以後續實驗中沒有 

PRMT5 進一步的載體建構。 

為確定  MAPP 點突變的  yT&A-MAPP-PRMT1 質體能持續表現

PRMT1 ， 進 一 步 以 含 有  50 μg/ml Ampicillin 抗 生 素  100 ml 

Luria-Bertani 培養液 37 ℃ 培養 12 到 16 小時，再以超音波震盪器震

破菌體後離心取得蛋白，藉由  PRMT1 抗體  (Abcam ； Lot # 

DAM1661075) 以 西 方 點 墨 法 分 析 帶 有  yT&A-MAPP 和 

yT&A-MAPP-PRMT1 質 體 的 菌 液  (Fig. 6A) ， 發 現 只 有 在 含 

yT&A-MAPP-PRMT1 質體的菌液有 PRMT1 表現。 

ASYM24 (Minipore；Lot # 634995) 此抗體可辨識單甲基化及不對

稱型雙甲基化在精胺酸，用以檢測產生之 PRMT1 是否有功能，可將   

E. coli 中原先不會被甲基化修飾之蛋白甲基化，由西方點墨法分析  

(Fig. 6B) ， 結 果 可 發 現 相 較  yT&A-MAPP 質 體 的 菌 液 ，

yT&A-MAPP-PRMT1 質體的菌液有許多不對稱型甲基化修飾的蛋白產

生 ， 推 論 此 修 飾 可 能 由 外 送 入 的  PRMT1 所 催 化 ， 所 以 

yT&A-MAPP-PRMT1 質體所表現的 PRMT1 為有功能性的蛋白。 



本計畫原先預定在大腸菌中大量表現的酵素  / 受質模式 : 

pET-CNBP-MAPP-PRMT1，但多次實驗結果顯示 yT&A-MAPP-PRMT1 

送入  CNBP / pET-28b 不容易，所以改變實驗方法以  20 ng 

yT&A-MAPP-PRMT1 和 CNBP / pET-28b，以共同轉型的方式送入勝任

細胞 ECOS
TM

21 (Yeastern Biotech) 中 (Fig. 7)，即可得到共同表現酵素 

/ 受質模式的大腸桿菌。利用含有 25 μg/ml Kanamycin 和 50 μg/ml 

Ampicillin 兩種抗生素 Luria-Bertani 培養液 37 ℃ 培養，再將 500 μl 

菌液置入含有相同濃度抗生素 50 ml Luria-Bertani 培養液，以 IPTG 誘

導，過程中 PRMT1 藉由 MAP promoter 調控持續表現，甲基化受質 

CNBP 在  37 ℃ 2.5 小時條件下誘導表現 (Fig. 8A)。為取得 His6-tag 

CNBP，以緩衝溶液溶解離心下來的沉澱物，再以超音波震盪離心取得

上清液和沉澱物，緩衝溶液 A 溶解沉澱物後經 Coomassie Blue 染色分

析 (Fig. 8B)，發現 His6-tag CNBP 大多在沉澱物中，所以用Ni-NTA 樹

脂吸附 CNBP，通透不同 pH 值緩衝溶液 B-D 去除殘留的雜蛋白，再

藉由緩衝溶液 E 洗下結合在樹脂上的 CNBP，由 Coomassie Blue 染色

分析 (Fig. 8C)，確實得到純化  His6-tag CNBP 蛋白。 

在大腸桿菌中，甲基轉移酶 MT (S-adenosylmethionine-dependent 

methyltransferase) 藉由甲基提供者 Ado-Met (S-adenosylmethionine) 將

受 質 甲 基 化 ， 本 實 驗 利 用 同 一 顆 大 腸 桿 菌 中 同 時 表 達 

yT&A-MAPP-PRMT1 和 CNBP / pET-28b，經由純化得到含精胺酸甲基

化的 CNBP，由西方點墨法分析 (Fig. 9)，結果可發現CNBP確實有被甲

基化的現象。 



討論 

三十年前 PRMT 已被發現，在蛋白質的轉譯後修飾作用中扮演重

要的角色，然而其功能影響卻在近年來才有相關文獻，PRMT 的受質很

多，其中 CNBP 為 PRMT 重要的受質之ㄧ，McGrath CF等人的研究

指出 CNBP 的 CCHC zinc finger 可取代 HIV-1 核外套模蛋白的 zinc 

knuckles，而不影響其功能 (17)，顯示這兩者在蛋白結構上有高度的保

留性，可能可藉由甲基化作用影響 HIV-1 的感染能力；另外 Chen W 

等人的研究發現在第二型肌肉萎縮症 (DM2) 的病人，其 CNBP 第一個

CCHC zinc finger 到第二個 CCHC zinc finger 間有 CCTG 大量重複的

序列 (18)，且在 CNBP 
+ / -

 的老鼠有第二型肌肉萎縮症現象 (19)，故 

CNBP 在第二型肌肉萎縮症的病人扮演一重要的角色，且 CNBP 胺基

酸第 25 到 35 及胺基酸第 72 到 74 被推測可能為甲基化作用的位

置，為了進一步研究 CNBP 被甲基化與否產生的功能影響，我們預定

建構 CNBP / PRMT1 和 CNBP / PRMT5 質體製備甲基化 CNBP 蛋

白。 

精胺酸甲基轉移酶只作用在真核生物體中，限制於成本及實驗上的

難度，本計劃將 PRMT 及其受質轉移到原核生物 E. coli 表現。實驗中

分別建構 CNBP 各突變的質體已於實驗室李宜蓁學姊協助設計及操作

下完成。將七種 CNBP: CNBP、Del、R72K、Del-R72K、RK1、RK2、

RK，和 PRMT1 或 PRMT5 送入大腸桿菌 ECOS
TM

21 中持續表現，期

待可以大量得到在特定精胺酸帶有甲基及沒有甲基的 CNBP 蛋白，以

利於後續有關於此蛋白質精胺酸甲基化功能的分析。為了取得能夠持續

表現精胺酸甲基轉移酶，把 PRMT1 或 PRMT5 接於 yT&A-MAPP 的



質體，然而 PRMT5 的部分因為定序結果經常出現突變或刪除所以沒有

進一步的實驗操作。以 PRMT1 抗體做西方點墨法分析 (Fig. 6A)，確

實 yT&A-MAPP-PRMT1 質體可持續表現出 PRMT1，再以 ASYM24 

可辨識單甲基化及不對稱型雙甲基化，用以檢測產生之 PRMT1 是否有

功能，分析帶有 yT&A-MAPP 和 yT&A-MAPP-PRMT1 質體的菌液，

結果顯示 PRMT1 具有甲基化的功能，而 yT&A-MAPP 的結果顯示很

多訊號產生，推論可能原因為過多的蛋白量造成非專一性辨識，亦有可

能是因為 ASYM24抗體為兔子的多株抗體，所辨識到的訊號為血清中

的其他抗體辨識到的細菌蛋白 (Fig. 6B)。 

為建構 pET-CNBP-MAPP-PRMT1 得到甲基化的 CNBP，多次嘗試

不同核甘酸接合作用的比例insert (MAPP-PRMT1) : vector (pET-CNBP) 

= 6 : 1、5 : 1、2 : 1 和 1 : 1，以及測試去磷酸化反應再進行ligation仍然

無法成功，所以改變實驗方法把成功建構且持續表達 PRMT1 的質體和

全長的 CNBP 質體共同送入大腸桿菌 BL21 (DE3) 中，以 Coomassie 

Blue 染色分析 (Fig. 8A-C)，顯示His6-tag CNBP 蛋白在 1 mM IPTG 37 

℃ 條件下即可誘導表現及純化，再利用 ASYM24 抗體做西方點墨法

分析 (Fig. 9)，確定 His6-tag CNBP 蛋白能夠藉由大腸桿菌中的甲基提

供者 SAM 及 持續表現的 PRMT1，將其特定的精胺酸作甲基化作

用，未來可藉由大量純化甲基化 His6-tag CNBP 蛋白，進一步以 Mass 

分析推估其甲基化作用在哪些精胺酸上，再利用甲基化作用於不同的突

變點 CNBP 確定甲基化的位置，由結論可分析甲基化作用對 CNBP 所

造成的功能影響。 
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圖表 

 

 
Table 1. Cloning CNBP 用到的primer: 

 

 

 

 

Table 2. Cloning 用到的primer: 

 



 

 

 

Figure 1. 蛋白質精胺酸甲基化作用和 PRMT 家族: 

PRMT 家族分成第一型和第二型，精胺酸經由第一型 PRMT 催化

產 生  ω-monomethylarginine (MMA) 和 不 對 稱 型 雙 甲 基 化 

(ω-asymmetric NG, NG-dimethylarginine (aDMA))；第二型甲基轉移酶催

化 產 生 對 稱 型 雙 甲 基 化  (ω-symmetric NG, NG-dimethylarginine 

(sDMA))。 



 

 

Figure 2. CNBP 的 DNA 所對應的胺基酸序列: 

CNBP 為18.74187 kDa，胺基酸序列含有七個 Cys-Cys-His-Cys type 

zinc-finger 序列，第一個  zinc-finger 到第二個  zinc-finger 之間有

arginine-glycine rich (RG-rich) (灰色) 和第三個 zinc-finger 上胺基酸第 

72 到 74 的位置有 arginine (灰色)-glycine-glycine 的序列。 

 

 

 

Figure 3. 不同的 CNBP 序列: 

以 pET-28b 當載體分別製作了七種不同序列改變的 CNBP。 



 

 

 

Figure 4. 以 yT&A 為載體建構 PRMT1 和 PRMT5: 

(A) MAPp 3’設計為切點 Pme I。(B) MAPp 3’設計為切點 Eag I。(C) 

PRMT1 5’設計為切點 Pme I，3’ 設計為切點 Xho I。(D) PRMT5 5’設計

為切點  Eag I，3’ 設計為切點  Xho I。(E) yT&A-MAPp-PRMT1。           

(F) yT&A-MAPp-PRMT5。 



 

 

 

Figure 5. PRMT1 / CNBP 和 PRMT5 / CNBP 兩大系統的建立: 

MAPP 調 控  PRMT 在  pET-28b 中 持 續 表 現 ， CNBP 以         

T7 promoter 誘導表現，在這兩個條件下建立  PRMT1 / CNBP 和 

PRMT5 / CNBP 系統。 



 

 

 

Figure 6. 分 析  yT&A-MAPP 和  yT&A-MAPP-PRMT1 質 體 之 

PRMT1 表現與不對稱型雙甲基化修飾蛋白表現: 

(A) 利用濃度稀釋 1000 倍的 PRMT1 抗體和 (B) 利用濃度稀釋 

1000 倍 的  ASYM24 抗 體 ， 以 西 方 點 墨 法 分 析 不 同 檢 體 。             

(1: yT&A-MAPP 質體的菌液；2: yT&A-MAPP-PRMT1 質體的菌液) (A 

圖箭頭: 40 kDa PRMT1)。(B 圖箭頭: 不對稱型甲基化修飾之蛋白)。 
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Figure 7. PRMT1 / CNBP 系統的建立: 

MAPP 調控 PRMT 在 yT&A 中持續表現，CNBP 以 T7 promoter 

誘導表現，在這兩個條件下建立 PRMT1 / CNBP 系統。 

 

 



 

Figure 8. 誘導 CNBP 表現及純化: 

(A) 以 1 mM IPTG 分別在 25 ℃ (1) 和 37 ℃ (2) 測試 CNBP 

蛋白表現的條件 (Be: 未加 IPTG；Af: IPTG 誘導後)。(B) CNBP 蛋白

表現在沉澱物中  (1: 上清液；2: 沉澱物)。(C)緩衝溶液  A-E 通透 

Ni-NTA 樹脂後的溶液 (A-D: 緩衝溶液 A-D；E1-E3: 緩衝溶液 E通透

樹脂後1-3管)。(箭頭: 22 kDa CNBP 蛋白)。 
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Figure 9. 分析純化的不對稱型甲基化修飾CNBP蛋白質: 

(A) 利用濃度稀釋  1000 倍的  ASYM24 抗體和  (B) 濃度稀釋 

500 倍的 CNBP 抗體以西方點墨法分析 1 g/l 的 CNBP 蛋白和  

20 g/l HeLa 細胞萃取液。 
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