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(一) 中文摘要

過氧化體是真核細胞中脂肪酸進行氧化作用的重要胞器。目前已知人類過氧化體膜

上有四個 ABC 運輸蛋白(ATP-binding cassette transporter)，其中的 ALDP 參與極長鏈脂肪酸

之氧化作用，當此蛋白基因發生變異時，會導致腎上腺腦白質退化症(簡稱為 ALD)。目前

的證據指出，ALDP 與其他兩個過氧化體 ABC 蛋白(ALDRP 及 PMP70)會形成同源及異源

二聚體。酵母菌中也有 ALDP 及 PMP70 的同源性蛋白，分別為 Pxa1p 及 Pxa2p。生化及遺

傳的證據指出，Pxa1p 及 Pxa2p 是以異源二聚體參與長鏈脂肪酸的氧化作用。然而，這些

二聚體的證據皆來自於免疫共沈澱、遺傳學上的分析及蛋白質穩定的相關性，這些方法無

法測定分子量而不能完全證明是否為二聚體，也無法排除同源複合體存在的可能性。因此，

本研究的目標就是要探討酵母菌 Pxa1p 及 Pxa2p 蛋白的構造及功能之間的關係，我們先選

定與人類 ALDP 最相似的 Pxa1p 進行初步的研究。由於 ALDP 是經由 C 端進行同源及異源

的相互作用，因此，我們選定與 ALDP 的 C 端相似的 Pxa1p 的 C 端區域(即 Pxa1pC-HA)進

行特性分析。重組蛋白 Pxa1C-HA 在大腸桿菌中大量生產，原本是不可溶的，經 Urea 溶解

及透析後變為可溶，以鎳離子管柱層析純化，再以膠體過濾進行分析，依據蛋白出現的時

間計算分子量，得知複合體約由 2-4 個單體所構成，顯示 C 端蛋白有形成同源複合體的能

力。我們在細菌中同時表現 Pxa1pC-HA 及 Pxa1pC-V5，取可溶性的蛋白以免疫沈澱方法進

行分析，結果發現兩種版本的蛋白的確可以相互作用。這些生化結果顯示：Pxa1pC 具有形

成同源複合體的能力，也間接指出全長蛋白具有形成同源複合體的能力，然而，這種假說

需要更進一步的研究加以證實。

(二) 報告內容

1. 前言、研究目的、文獻探討

ABC 運輸蛋白(ATP-binding cassette transporter)是屬於一個很大的蛋白家族，此蛋白家

族成員通常為膜蛋白，一般的功能在於協助離子、小分子或蛋白質等物質穿越膜的運輸過

程(1)。ABC 運輸蛋白通常是藉由其上的 ATP 結合區的序列及構造而被鑑定出來。此區域

又稱為核苷酸結合區( nucleotide-binding fold; NBF)，包含三個高度保留序列，最外圍的兩

個稱之為 Walker A 及 B，相隔約 90~120 個氨基酸。第三個稱為 C 特徵性序列(C motif)，位

於 Walker B 序列的上游約 20 個氨基酸的位置(參考圖一)(2)。



圖一：摘自 Ref. 2, Genome Res., 11: 1156-1166 (2001)

就構造上來說，ABC 運輸蛋白可能以完整的運輸蛋白(full-ABC transporter)型態存在，

或是以半個運輸蛋白(half-ABC transporter)的型態來呈現。大部份真核生物的 ABC 運輸蛋

白，是以完整蛋白的型態存在，且由兩個相似的半邊所構成，每半邊皆具有一個厭水性穿

膜區(trans-membrane domain; TMD; 由數個螺旋構成)及一個朝向細胞質的親水性核苷酸

結合區，其排列方式可能為 TMD-NBF-TMD-NBF 或是 NBF-TMD-NBF-TMD，在單體

(monomer)的型態下即具有完整的功能。若是屬半個運輸蛋白的話，則具有一個厭水性穿膜

區及一個親水性核苷酸結合區，其排列方式可能為 TMD-NBF 或是 NBF-TMD，一般來說，

此類蛋白只有在組成同源二聚體(homo-dimer)或異源二聚體(hetero-dimer)時，才具有功能

(參考圖二)(3)。

圖二：摘自 Ref. 3, FEBS Letters 580：1131-1138 (2006)

由於最近幾年基因解碼的工作突飛猛進，使許多原核及真核的基因組序列相繼被鑑定出



來。於是，在 2001 年 Dean 等人根據已經解碼的基因組中所包含的 ABC 蛋白序列，比對其

核苷酸結合區之親緣性的差異，將其進一步分類成七個亞型(ABCA~ABCG)，同一亞型的

成員其核苷酸結合區的結構相似。目前已知的過氧化體的 ABC 蛋白，大多屬於 ABC 蛋白

之 D 亞型，而且其結構都是 TMD-NBF (2)。人類的過氧化體具有的四個 ABCD 的成員，分

別為 ALDP (Adrenoleuko- dystrophy protein; 又簡稱為 ABCD1)、ALDRP

(Adrenoleukodystrophy- related protein;又簡稱為 ABCD2)、PMP70 (the 70KDa peroxisomal

membrane protein ;又簡稱為 ABCD3)、PMP69 (the 69KDa peroxisomal membrane protein ;又

簡稱為 ABCD4)。而酵母菌則具有的兩個 ABCD 的成員，包含 Pxa1p 及 Pxa2p。其中 ALDP、

PMP70、Pxa1p 及 Pxa2p 已經被證實有參與脂肪酸的β氧化作用(4, 5)。

過氧化體內脂肪酸的β氧化作用，可以區分成兩階段。第一階段是β氧化作用前的反

應，包含脂肪酸的活化及運送。脂肪酸的活化是經由醯基輔酶 A 合成酶(acyl CoA synthetase )

的轉脂化作用，而使脂肪酸與輔酶 A (coenzyme A)共價鍵結成脂肪醯基輔酶 A(fatty acyl

CoA)，而活化的位置則可能發生於細胞質或過氧化體內，所以醯基輔酶 A 合成酶也有屬於

細胞質的以及過氧化體內的。若是活化的位置在細胞質，則雙性的(amphipathic)脂肪醯基輔

酶 A，將不易通過厭水性的過氧化體膜，而需要運送蛋白的協助。若是活化的位置是在過

氧化體內，則表示脂肪酸是以本身厭水特性通過過氧化體膜，這是較容易發生的過程，也

可能不需其他蛋白得幫助(6)。第二階段是過氧化體內的β氧化作用的反應，需要 acyl-CoA

oxidase、bifunctional protein 及 3-oxoacyl-CoA thiolase 等酵素的參與，才能將脂肪酸氧化成

acetyl-CoA(7)。然而，來自人類的 ALDP、PMP70 及酵母菌的 Pxa1p、 Pxa2p 在β氧化作

用中扮演何種角色仍是未知的，不過從前人的研究中已經提供了一些相當有意義的線索。

人類的 ALDP 若發生突變會導致嚴重的遺傳疾病，稱為腎上腺腦白質退化症

(Adrenoleukodystrophy;簡稱為 ALD)，是屬於 X 染色體性聯(X-linked)隱性遺傳疾病，故又

稱為 X-ALD，是常見的過氧化體功能異常相關的先天性腦神經及腎上腺退化疾病，約兩萬

個男性中有一例(8)，女性得此病的機率較低，因為需兩條染色體皆異常才會發病。此病有

許多臨床症狀，最特別的是病人的腦白質、腎上腺及血漿中累積了大量的飽和極長鏈脂肪

酸(C≧22:0)，最後導致腦神經髓鞘的喪失及腎上腺萎縮(9)。相關研究指出，ALD 是由於 X

染色體上一個稱為 X-ALD 的基因發生突變所導致，其序列與 ABC 運輸蛋白有很高相似性

(10, 11)。X-ALD 的蛋白產物被命名為 ALDP (ALD protein)，是一個過氧化體上的膜蛋白，

其朝向細胞質的部分具有一個 ATP 結合區(12, 13)。統計結果指出，所有來自 ALD 病人的

突變中，約有 50%是發生 missense 的突變，其分布位置有一些是在穿膜區的 EAA 序列上，

其功能與 ABC 蛋白之間相互作用及蛋白本身的運輸有關，其他的則位於 NBF 上，這些數

據顯示，EAA 序列及 NBF 對於 ALDP 的蛋白功能都是很重要的，也表示蛋白之間的相互

作用及 ATP 的結合與水解，對蛋白的功能具有決定性的影響(11)。約有 70%的變異最後都



會導致 ALDP 蛋白不穩定，以至於病人的檢體中測不到 ALDP 的存在(14)。當來自 ALD 病

人的纖維母細胞中表達外來的 ALDP 時，可恢復極長鏈脂肪酸之β氧化作用的能力，證明

ALDP 的缺乏是導致 ALD 的關鍵性因素(5, 15, 16)。然而，ALDP 並非直接參與β氧化作用

的化學反應，其理由如下: 第一、ALDP 並無β氧化作用所需要的酵素活性(acyl-CoA

oxidase、bifunctional protein 及 3-oxoacyl-CoA thiolase)(7)。第二、McGuinness 於 2003 年的

研究指出，ALD的老鼠的組織中其過氧化體內之VLCFA的β氧化作用是正常的，表示ALDP

主要是參與β氧化作用之前的步驟，可能是脂肪酸的活化或運送過程(17)。第三、Smith 於

2000 年的研究發現，罹患 ALD 人類及老鼠的纖維母細胞之過氧化體中，都可以偵測到負

責脂肪酸活化的 VLACS，顯示 VLACS 的運送及穩定性與 ALDP 無關。所以，ALDP 並非

參與脂肪酸的活化酵素的運送(18)。第四、Guimaraes 於 2005 年的研究指出，當 ALDP 與

被運送物質(LCFA-CoA 及 VLCFA-CoA)一起培養時，被誘導產生構形的改變，表示 ALDP

很可能直接參與 LCFA-CoA 及 VLCFA-CoA 運送通過過氧化體膜的過程(19)。雖然這些研

究指出，ALDP 功能很可能是負責運送 VLCFA 或 VLCFA-CoA 通過氧化體膜，然而，還需

其他更直接的證據，例如、捕捉 ALDP 與 VLCFA(or VLCFA-CoA)的複合體、解析出此複

合體之 X-ray 結晶繞射圖，或是以電子顯微鏡觀察通道的存在…等等。

過去十五年的研究指出人類的 ALDP、PMP70、ALDRP 彼此之間具有相當複雜的關係，

甚至有些結果是相互衝突的，以下將簡單回顧這些研究結果。早期所發現的 ABC 運輸蛋白

中，有兩個稱為 TAP1 及 TAP2，其功能是負責將抗原性胜肽由細胞質中送入內質網。1992

年，Kelly 及 Spies 分別在其研究中幾乎同時間發現，TAP1 及 TAP2 可形成異源二聚體(20,

21)。因此，當 PMP70 及 ALDP 相繼被發現後，Valle 等人隨即提出一個假設：既然它們與

TAP1 及 TAP2 同屬於 ABC 蛋白家族成員，就有可能具有形成二聚體的特性(22)。然而，更

直接的證據是來自於 Liu 的研究，他以重組蛋白之間的免疫共沈澱(immuno-precipitation)及

酵母菌雙雜交(yeast two hybrid)實驗，證明 ALDP 本身可形成同源二聚體，也可分別與

ALDRP 及 PMP70 形成異源二聚體(23)。另外，在 Tanaka 的研究中發現，ALDP 與 PMP70

皆具有典型 ATPase 的活性(結合及水解 ATP)。同一研究中的免疫共沈澱的實驗結果指出，

ALDP 與 PMP70 可形成複合體，且其特定位置的 tyrosine 有被磷酸化的現象，因而推測，

運輸蛋白與 ATP 的結合及水解及其磷酸化的現象，對脂肪酸的運送過程扮演調節的角色

(24)。儘管有許多形成異源二聚體的證據，但 ALD 的病症卻只與 ALDP 的突變有相關性，

而與其他三個蛋白無關。假如 ALDP 形成二聚體(同源或異源)對其功能是很重要的，理論

上來說，應該有些 ALD 病因是由於其他的 ABC 運輸蛋白發生突變所引起的，因為它們會

與 ALDP 組成功能缺陷的異源二聚體。再者，雖然異源二聚體可在 in vitro 情況下形成，但

在判斷不同 ABC 運輸蛋白之間的相互作用時，組織中蛋白表現量的相對比例是一個重要的

考慮因素，也就是說，功能上相互依存並形成複合體的蛋白，在組織中的比例應該是相似



的。1999 年，Berger 的研究指出，ALDP、ALDRP 及 PMP70 在不同組織的表現型態不同，

表示它們的功能可能不是相互依存的(25)。最近，Guimaraes 在其研究中，以特殊的清潔劑

溶解條件進行膜蛋白的萃取，接著，進行蛋白純化並分析其比例，結果顯示，ALDP 及 PMP70

在 in vivo 的情況下，以形成同源二聚體較為為普遍(26)。此外，如果形成異源二聚體對功

能是必要的，則只大量表現其中一個蛋白的話，對整體功能的提升應該是助益不大。反之，

若是同源二聚體對功能是必要的，則會呈現相反結果。Imanaka 在其研究中，於 CHO 細胞

中單獨大量表現 PMP70，結果有效的促進了 LCFA 的氧化作用，顯示 PMP70 可能主要是

以同源二聚體來執行功能(4)。同一研究中也發現，VLCFA 的氧化作用效率降低大約

30-40%，此現象顯示，細胞內大量的 PMP70 促使較多的 ALDP 與 PMP70 形成異源二聚體，

而干擾 ALDP 的正常功能。此結果同樣指出，同源二聚體可能是有功能的型態。然而，真

正有功能的是同源二聚體、或是異源二聚體、或是兩者皆有功能只是運輸的物質不同、或

是在不同組織有不同的情形…等等，這些論點都要等到在微脂粒(liposome)中重組成有功能

的運輸蛋白時，才能完全釐清。(請參考圖三.b)

圖三：摘自 Ref. 27, Pflugers Arch. 453：719-34 (2007)

酵母菌具有兩個類似 ALDP 及 PMP70 的同源性蛋白：一、Pxa1p (peroxisomal ABC-

transporter 1)，相似於 ALDP(28)。二、Pxa2p (peroxisomal ABC-transporter 2)，相似於

PMP70(29)。細胞內的定位分析及免疫螢光分析都指出，Pxa1p 及 Pxa2p 都是過氧化體上的

穿膜蛋白(28, 30)。PXA1 或PXA2的基因刪除株無法生長於以油酸當作唯一碳源的環境中(28,

29)，且其氧化 LCFA 能力也大為降低(31)，顯示 LCFA 的氧化作用需要 Pxa1p 及 Pxa2p

的參與。然而，它們對於過氧化體的生合成是非必須的(28)，且對於酵母菌生長於中鏈脂肪

酸(medium chain fatty acid; 簡稱 MCFA)-例如 laureate(C12:0)及 myristate(14:0)-的環境中也

是非必須的(31)，顯示這些蛋白的功能是專一的參與 LCFA 的氧化作用。此外，由於 Pxa1p



及 Pxa2p 的單獨突變及雙重突變的性狀是相似的，因此，推論它們是以異源二聚體的型態

組成一個有功能的運輸蛋白(31)。這種推論也因免疫共沈澱的實驗及 Pxa1p 的蛋白穩定性受

Pxa2p 的影響而得到更進一步的支持(29)。此外，Verleur 將酵母菌製成細胞膜可通透的原

生質體(permeabilised protoplast)，以測試不同碳數的脂肪酸運送到過氧化體的能力，結果發

現，Pxa2p 對於 C18:1-CoA(LCFA-CoA)的運送是必要的，且過程中需要 ATP 的水解，顯示

LCFA 是在先在細胞質進行活化作用(形成 LCFA- CoA)，再經由 Pxa1p、Pxa2p 所形成的異

源二聚體送入過氧化體中。相對來說，中、短鏈脂肪酸(C12:0、C8:0)的氧化作用，則是需

要位於過氧化體中的醯基輔酶 A 合成酶(Faa2p)將其活化，顯示，中、短鏈脂肪酸可能是先

以未修飾的脂肪酸型態進入過氧化體。以上結果都指出，酵母菌之過氧化體至少具有兩種

脂肪酸的運輸機制，一種是在細胞質中先活化脂肪酸，再將其送入過氧化體，另一種則是

以未修飾的脂肪酸型態通過過氧化體膜，再進行活化作用(32)。這兩種機制也在 Hettema 的

研究中得到有力的支持，他使用一株酵母菌的突變株，其突變的位置是在 Faa2p 蛋白上，

這個突變蛋白因異常的運輸作用而出現在細胞質中，此舉將使得細胞中的脂肪酸都可在細

胞質中被活化。整體來看，此突變株與野生株在氧化各種脂肪酸的能力上並無不同。但如

果這個變異再加上 PXA1 或 PXA2 的基因突變，就會使得酵母菌無法生長在以 MCFA 或

LCFA 為碳源的培養基中。LCFA 的氧化受影響是不足為奇的，因為 Pxa1p 及 Pxa2p 本來就

有參與 LCFA 的運送。有趣的是，MCFA 的氧化本來是不需要 Pxa1p 及 Pxa2p 參與的，但

因細胞質中存在突變的 Faa2p，使得 MCFA 提早在細胞質中被活化成 MCFA-CoA，最後變

成需要 Pxa1p 及 Pxa2p 幫助其運送。此結果顯示，活化的位置的確影響了脂肪酸的運輸機

制，也更加說明 Pxa1p 及 Pxa2p 的主要功能是負責運送已接上輔酶 A 的脂肪酸到過氧化體

中(31)。(請參考圖三.a)

到目前為止，有關 Pxa1p 及 Pxa2p 的研究皆指出它們會形成異源二聚體，然而這些研

究中所使用的方法無法清楚釐清酵母菌中是否只有異源二聚體存在，還是異源及同源二聚

體同時存在(正如在人類細胞的情況一樣)，其理由如下：第一、免疫共沈澱的實驗只能說明

兩者之間有相互作用的能力，並無法排除同源二聚體存在的可能性。第二、遺傳學上的分

析發現，單獨 PXA1 或 PXA2 的突變與雙重的突變之表現型類似，這個結果指出，它們參與

同一生理功能，有可能會形成異源二聚體，但也可以解釋成此生理功能包含兩步驟，Pxa1p

及 Pxa2p 分別負責其中一步，而非以複合體的方式執行功能，此種情況也會導致相同的結

果。第三、Pxa1p 的穩定性受 Pxa2p 蛋白的影響，只能說明 Pxa1p 穩定存在過氧化體需要

Pxa2p 的協助，雖然可用形成異源二聚體來解釋，但也可以解釋成 Pxa2p 的功能只是幫助

Pxa1p 進入過氧化體，而並非以異源二聚體來執行功能。因此，酵母菌中 Pxa1p 及 Pxa2p

是否會形成同源二聚體，仍是個未解之謎題，有功能的型態是異源或是同源二聚體也是未



知的。此外，人類及酵母菌的過氧化體 ABC 運輸蛋白可以形成蛋白數目為二的二聚體之證

據仍是相當薄弱的，因為免疫共沈澱、酵母菌雙雜交實驗、遺傳學的分析、蛋白質穩定的

相關性皆無法得知複合體之分子量。因此，嚴格來說，這些蛋白是形成二聚體還是更大的

寡聚體(oligomer)，仍是未知的。

本研究的目標就是要探討酵母菌 Pxa1p 及 Pxa2p 蛋白複合體的構造及功能之間的關

係，我們先選定與人類 ALDP 最相似的 Pxa1p 進行初步的研究。由於 ALDP 是經由 C 端進

行同源及異源的相互作用(23)，因此，我們選定與 ALDP 的 C 端相似的 Pxa1p 的 C 端區域(包

含 C 端 169 個氨基酸，稱為 Pxa1pC-HA)進行特性分析(參考附錄一)。經本研究中一系列的

純化方法製備出重組蛋白 Pxa1pC-HA，以膠體過濾層析法分析其分子量，發現可形成由 2-4

個單體構成的同源複合體。共同表現的重組蛋白 Pxa1pC-HA 及 Pxa1pC-V5 以免疫沈澱法進

行分析，也確認了同源複合體的相互作用。

2. 研究方法

(1) 酵母菌同源重組技術

我們所使用的同源重組技術，是以兩步驟的方式來完成，先構築包含 PXA1 或 PXA2

基因上游及下游但不包含基因本身序列的質體(載體為 pRS406，無法在酵母菌中自行複製，

但具有 Ura3 營養需求基因)，接著以限制酶在基因上游區切一刀，送入野生株 BJ2168 中，

在切割點附近容易引發同源重組反應，使質體完全插入染色體中，產生出來的酵母菌因多

出來自質體的 Ura3 基因，即可生長在不含 uracil 成分之合成培養基上，再以 PCR 的方式進

行確認。第二步則是將此具有質體插入的變異株，培養於營養的 YPD(包含 yeast extract、

peptone、glucose)培養基上，由於在此培養基中酵母菌生長快速，在細胞分裂時，同源性

DNA 會發生聯會互換，因而出現第二次的同源重組，若重組發生在上游區，則將恢復成野

生株，若重組發生於基因下游區，則將使完整的 PXA1 或 PXA2 基因被刪除。重組發生後質

體上的 Ura3 基因也一起刪除，因此可用含 5-FOA(5-fluoro-orotic acid)的合成培養基進行篩

選，其篩選的原理是，若無發生第二次同源重組，則 Ura3 基因還在，會將 5-fluoro-orotic acid

催化產生 5-fluorouracil，這個物質會嚴重干擾 DNA 及 RNA 的合成，也是一種常用癌症的

化療藥物，酵母菌即無法存活，反之，若有發生第二次同源重組，則因 Ura3 基因已經刪除，

不會產生有毒物質，細胞因而存活下來。經第二次同源重組後，會同時產生野生株及

PXA1(或 PXA2)基因刪除突變株，這時需再 PCR 的方法並使用基因上游及下游的引子進行

確認。

(2) 包含 Pxa1p 蛋白 C 端 168 個胺基酸之重組蛋白質體的構築

首先將 BJ2168(酵母菌的野生株，由中研院分生所鄭淑珍特聘研究員所提供)養在 YPD



液體培養基上，培養條件 30 ℃培養過夜，之後利用 genomic DNA 純化試劑組(GeneMark)

將 BJ2168 的 genomic DNA 純化出來作為模板。Primer-3、4、5、6 以染色體為模板進行聚

合酶連鎖反應，由 Primer-3、4 所放大的 PCR 產物包含 Pxa1p 的 C 端 168 個氨基酸及前半

段的 HA 標籤(完整 HA 標籤氨基酸序列為 YPYDVPDYA)，由 Primer-5、6 所放大的 PCR

產物則包含後半段的 HA 標籤及 PXA1 的下游約 500 bp 的區域。反應完成的 PCR 產物含有

限制酶的辨識位置，使用酒精沉澱的方法將 PCR 產物純化出來，再利用限制酶 BamHI 和

AatII 進行切割，限制酶切割條件為 37 ℃作用 2 小時(digestion)，之後的 DNA 回收皆利用

低熔點的膠(low melting gel)進行回收。本實驗使用前人的質體pRS406ΔA-CWC23HA 為初

始的質體將 Pxa1p-HA 及其下游區域依序轉殖進入其中而取代 CWC23 的基因，由於稍後的

實驗要把質體插入到 BJ2168 的染色體 DNA，這個過程要利用 PXA1 基因中的 KpnI，為避

免載體中原本 KpnI 的干擾，所以使用 Klenow fragment 先破壞pRS406ΔA-CWC23HA 上的

KpnI切割位(附錄 6 A)。接著pRS406ΔAK-CWC23HA 利用限制酶 BamHI和 AatII 進行切割，

先接入 Primer-3、4 PCR 產物(已切過 BamHI 和 AatII) (附錄 6 B)接著進行序列比對胺基酸

無誤後，再利用限制酶 AatII 和 XhoI 進行切割，再接入 Primer-5、6 PCR 產物(已切過 AatII

和 XhoI) (附錄 6 C)進行序列比對胺基酸無誤後，在此已得到pRS406ΔAK-PXA1C-HA (包含

Pxa1p 蛋白 C 端 168 個胺基酸及包含 HA 標籤及下游約 500 bp 的區域)。為了使之後接到

pET-15b-DH4(表現重組蛋白用的質體)質體上的 PXA1-HA 的基因是 in-frame，因此利用了

Klenow fragment的方法破壞原本 pET-15b-DH4 上的EcoRI切割位(附錄 7 A)。接著使用CelII

限制酶進行切割，利用 Klenow fragment 的方法進行 Fill-in 使之變成平端，再用 BamHI 限

制酶進行切割後(回收 5.7Kb)，最後把 insert(pRS406ΔA-PXA1C-HA 切 BamHI 和 EcoRV，

回收 0.7 Kb 的 band)接入後得到 pET-15b-DH4-PXA1C-HA，此質體所表現出來的重組蛋白

就稱為 Pxa1pC-HA。

(3) 重組蛋白液之製備

把含有 pET-15b-DH4-PXA1C-HA 的 BL21(DE3)菌株，培養在含 ampicillin 最終濃度達

100 μg/ml 的 3 ml LB broth 中，於 37 ℃培養 12～16 小時，再把菌液轉入含 Ampicillin 最

終濃度達 100 μg/ml 的 50ml LB broth 中(菌液 OD 為 0.05)，於 37 ℃培養至 OD600=0.5

～0.7(留 2 ml，之後以 Western blot 分析)，此時加入 50 μl 的 1 M IPTG(最終濃度為 1 mM)

誘導蛋白表現，於 37 ℃培養 4 小時，以高速離心機 9500 rpm 於 4 ℃各離心 20 分鐘，將

離下來的菌體，懸浮於 2 ml 的 TBS buffer(最終濃度為 10 mM pH：8.0 Tris，150 mM NaCl)，

使用超音波破碎儀(Sonicator)破菌(破菌 5 秒休息 15 秒，破菌時間為 15 分鐘)，此時取出少

量細胞萃取物作為總蛋白(Total protein)，再取出相同量以 13000 rpm 於 4 ℃離心 20 分鐘，

收集上清液(supernatant)，此為可溶的蛋白。另外將 pellet 懸浮於與 supernatant 同體積的 TBS

buffer(此為不可溶的蛋白)中。前述三管加入 Sample buffer 並以 SDS-PAGE 分析之。其餘部



分在離心後分成 pellet 及 supernatant 分開保存。

(4) 8M Urea 透析法

用 2 ml 8 M Urea 回溶不可溶的蛋白，把已溶解的 sample 加入透析袋(已泡過 TBS buffer

10 分鐘)內，置入 1000 ml TBS buffer 於 4 ℃透析 12～16 小時，取出二份 sample 一份當作

總蛋白，另一份以 13000 rpm 於 4 ℃離心 10 分鐘，收集上清液(supernatant) ，此為可溶的

蛋白。另將 pellet(為不可溶的蛋白)懸浮於 TBS buffer。前述三管加 Sample buffer 並以

SDS-PAGE 分析之，其餘部分在離心之後分成 pellet 及 supernatant 分開保存之。

(5) 鎳離子親和性管柱層析法

取 1 ml Ni-NTA agarose(Invitrogen)先以 10 倍體積 Balance buffer(10 mM pH：8.0

Tris-HCl，150 mM NaCl，0.02 ％Tween-20)平衡後，將此 1 ml Ni-NTA resin(Invitrogen)與蛋

白液混合，於 4 ℃旋轉器上放置 2 小時，再將混合液填入 column(Bio-Rad)，收集流下來

的液體即為 Flow through，然後以 10 倍體積的 Wash buffer(10 mM pH：8.0 Tris-HCl，150 mM

NaCl，0.02 ％ Tween-20，10 mM Imidazole)清洗，收集第一管(W1)和最後一管(Wf)。最後

加入 Elution buffer(10 mM pH：8.0 Tris-HCl，150 mM NaCl，0.02 ％ Tween-20，250 mM

Imidazole)緩慢地沖堤，每 1 ml 收集一管，總共收集 5 管，最後以 SDS-PAGE 分析所分離

下來的蛋白。

(6) 膠體過濾層析法

將 Superdex 200 HR (size 25 ml，可分 10-600 kDa，Pharmacia)膠質層析管柱安裝於 FPLC

分析儀，先用過濾後的二次水，以管柱二倍以上的體積清洗，再以二倍體積的緩衝液(150

mM NaCl，20 mM Tris-HCl)平衡，流速為 0.5 ml/min，直到管柱中的離子濃度穩定後，先

將待測檢體以 15000 rpm 於 4 ℃離心 5 分鐘後，取上清液，以微量針筒取 200 μl 注射到

FPLC 分析儀內，收集 retention time 14-30 分鐘，每管 0.5 ml。以 TCA 沉澱之，每管取等

量體積進行 Western blot 分析。

(7) pJM2 的構築

將含有 V5 蛋白標籤(氨基酸序列為 GKPIPNPLLGLDST)的 DNA 序列設計在基因末端

的引子中，以 PCR 放大與 pET-15b-DH4-PXA1C-HA 相同的 PXA1 基因片斷，將此片段以

BamHI 及 NotI 切割位接入 pET28b-EX2 載體中，構築好的質體就稱為 pJM2，所表現出的

蛋白命名為 Pxa1pC-V5，此重組蛋白可用 anti-V5 的抗體加以偵測。

(8) 酵母菌雙雜交實驗

將要分析相互作用的兩個蛋白的基因其中一個轉殖到 pACT2(含轉錄活化區)上，將另

一個基因轉殖到 pEG202(含 DNA 結合區)上，再以一對一的方式一起送入含有 reporter 質體

(pSH18-34)的酵母菌株 EGY48 中，進行β-galactosidase 活性分析，若在含 X-gal 培養基上

有出現藍色沈澱物，就表示蛋白間有相互作用，若為白色，就表示蛋白間已失去相互作用



力。

3. 結果與討論

(1) 包含 Pxa1p-C 端 168 個胺基酸之重組蛋白的製備

將重組質體 pET-15b-DH4-PXA1C-HA 送入 BL21(DE3)中，透過加入誘導物 IPTG 使重

組蛋白表現(Fig. 1)。在 Comassie blue 染色結果中，比較 IPTG 誘導前後的總蛋白量(參考

Fig. 1A)，結果顯示在約 25 kDa 的位置偵測到大量表現的蛋白，其大小與 Pxa1pC-HA 重組

蛋白分子量的理論值相近，表示重組蛋白已經成功的大量表現。相同實驗以 Western blot

進行分析(參考 Fig. 1Ｂ)，結果顯示除了在 25 kDa 的位置可偵測到 Pxa1pC-HA 重組蛋白的

訊號之外，另外在約 2 倍分子量(約 50 kDa)的位置也可以觀察到另外兩條蛋白條紋。由於

anti-HA 的抗體專一性極高，因此這些額外的蛋白訊號有可能代表 Pxa1pC-HA 的二聚體型

態，而此種二聚體型態因在 SDS 之下不穩定，所以只剩下極少數。然而，也有可能是其他

與 anti-HA 抗體有非專一性結合的蛋白。我們在下面的實驗中會再進一步確認二聚體的可

能性。

(2) 透過 Urea 將不可溶的重組蛋白變成可溶的重組蛋白

進行完重組蛋白 Pxa1pC-HA 的誘導後，利用超音波破碎儀(Sonicator)破碎菌體，檢查

重組蛋白的可溶性，結果顯示Pxa1pC-HA重組蛋白大部分屬於不可溶的蛋白(參考Fig.2 lane

1~3)，此特性將不利於的重組蛋白純化。因此，我們利用 8 M Urea 加以處理，再進行透析，

使蛋白有機會慢慢摺疊回來變成可溶的蛋白，結果顯示蛋白在經過 Urea 處理及透析後，大

多變為可溶的形式(參考 Fig.2 lane 4~6)。可溶性的 Pxa1pC-HA 非常有利於我們下一步的純

化及特性分析。

(3) 以鎳離子親合性管柱將重組蛋白做初步純化

將上面方法所獲得的可溶性重組蛋白 Pxa1pC-HA 以鎳離子親合性管柱進行純化。由於

重組蛋白基因是構築在 pET-15b-DH4 的基礎上，使得蛋白 N 端額外多出由六個組胺酸

(histidine)所構成的蛋白標籤(His tag)，所以使用鎳離子親合性管柱來做初步純化，純化後再

以 SDS-PAGE 及 Western blot 進行分析(參考 Fig.3A 及 3B)。結果顯示 SDS-PAGE 及 Western

blot 分析的結果相似，所以，只以 SDS-PAGE (Fig.3A)的分析結果加以說明：Input 為純化

前總蛋白量; FT(flow through)是指沒有與管柱結合的部份，幾乎沒有偵測到蛋白，表示大部

分的蛋白都與 resin 結合了; 清洗的最後一管(Wf)沒有偵測到蛋白，表示沒有與管柱結合的

蛋白已經清洗乾淨; 沖提(elute)的部分總共收取五管(E1～E5)，E1 蛋白量較少，E2~E5 沖提

出較多量的蛋白。這些結果表示，可溶性的 Pxa1pC-HA 可以使用鎳離子親合性管柱進行純

化。

(4) 以膠體過濾層析法(gel filtration)對重組蛋白進行特性分析



由於人類的 ALDP 蛋白 C 端已經證明參與同源及異源二聚體的相互作用，因此我們想

知道 Pxa1p 的蛋白 C 端是否也具有形成同源二聚體的能力。將經過鎳離子親合性管柱所純

化到的 Pxa1pC-HA 重組蛋白進一步以膠體過濾層析法(gel filtration)進行分析(參考 Fig.4)。

實驗結果指出，14～16 分鐘及 26～28 分鐘有出現重組蛋白的訊號。與 Fig.4B 的蛋白標準

品分析結果進行比對後並經 standard curve 直線方程式的計算(參考 Fig. 4C)得知，發現 14

～16 分鐘的蛋白其分子量約相當於 2000 kDa 左右，26～28 分鐘的蛋白其分子量約相當於

70~110 kDa 左右。2000 kDa 左右的重組蛋白型態可能是來自於蛋白所形成的 aggregate，由

於蛋白原本就是由不可溶轉變而來，因此在純化過程可能有些又形成較大的聚合體。而

70~110 kDa 左右的重組蛋白型態其分子量約等於 2~4 倍的單體分子量(～25 KDa)，此結果

表示 Pxa1pC-HA 可以形成同源二聚體，此外，也間接指出，全長的 Pxa1p 蛋白有可能也具

有形成同源二聚體的能力。

(5) 重組蛋白 Pxa1pC-HA 及 Pxa1pC-V5 之間免疫共沈澱結果指出同源蛋白之間的相互作

用

由於我們前面的實驗中所使用的重組蛋白是由不可溶的狀態經由Urea溶解及透析所獲

得可溶性蛋白，此重組蛋白的特性可能無法完全代表一個蛋白天然結構的特性，因此我們

想使用可溶性的蛋白直接進行分析，以進一步確認同源複合體的相互作用。我們將表達

Pxa1pC-HA 的 pJM3(原本稱為 pET-15b-DH4-PXA1C-HA，為了簡化而改名)及表達

Pxa1pC-V5 的 pJM2 (載體為 pET28b-EX2)一起送入 BL21(DE3)中大量表現，在細菌體內同

時表達兩個版本的蛋白，雖然大部分的蛋白是不可溶的，但仍有一部份是可溶的，取可溶

的部分進行免疫沈澱的分析，即可知這兩個版本是否可以相互作用。將只表達 Pxa1pC-HA

(質體為 pJM3/pET28b-EX2)及同時表達 Pxa1pC-HA、Pxa1pC-V5 (質體為 pJM3/pJM2)的兩

對質體分別送入細菌中大量表達蛋白，經誘導、破細胞、離心後，取包含可溶性蛋白的上

清液以 anti-V5 抗體進行免疫沈澱的實驗，再由 Western blotting 分析實驗結果(參考 Fig. 5)。

實驗結果指出，具有 pJM3/pET28b-EX2 的細菌的確只表現 Pxa1pC-HA 的蛋白，而具有

pJM3/pJM2 的細菌則可同時表現 Pxa1pC-HA、Pxa1pC-V5 兩種蛋白(lane1-2)。含有兩種蛋

白的上清液以 anti-V5 抗體進行免疫沈澱時，除了將 Pxa1pC-V5 沈澱下來，也可以共沈澱

Pxa1pC-HA(比較 lane6 及 lane7)。只含 Pxa1pC-HA 的上清液以 anti-V5 抗體進行免疫沈澱時

進行，則無法沈澱任何的蛋白(比較 lane4 及 lane5)。此結果指出 anti-V5 抗體可以專一性的

沈澱 Pxa1pC-V5 蛋白，且 Pxa1pC-HA 只有藉由與 Pxa1pC-V5 共同表達時才會被共沈澱下

來，顯示 Pxa1pC-HA 與 Pxa1pC-V5 的確有直接的相互作用。這個結果進一步的確認了前幾

個實驗的分析結果，也指出全長蛋白可能具有形成同源複合體的特性。

(6) 構築 PXA2 基因的刪除突變株

為了在 in vivo 情況下測試 Pxa1p 是否會行同源二聚體，我們打算在酵母菌中以質體的



形式表現 Pxa1p 蛋白的兩種版本，即 Pxa1p-HA 與 Pxa1p-V5，再進行免疫共沈澱的分析，

藉由 anti-HA 抗體沈澱 Pxa1p-HA 時是否可以共沈澱 Pxa1p-V5，即可判斷同源二聚體在 in

vivo 狀態下是否存在。為了避免染色體上內生性基因的干擾，我們打算逐步刪除 PXA1 及

PXA2 的基因。我們先構築 PXA2 單基因突變株。將 PXA2 基因的上游區域 US(Up-stream )

及下游區域 DS(Down-stream)以 PCR 的技術放大並將其構築在質體 pRS406ΔA 上，而得到

pRS406ΔA-PXA2-US-DS。將此質體經轉型作用送入酵母菌中，經由兩步驟的同源重組方

法挑選 PXA2 基因刪除株，以 PCR 的方法進行挑選，使用基因上游及下游的引子(分別為

第 20 號及第 15 號引子，參考附錄二)來確認，若為原本的野生株則可得到 3.3kb 的產物，

若是刪除株則可得到約 0.65kb的產物，結果顯示的確有挑選到PXA2的基因刪除株(參考 fig.

6的 lane7)。在下一個計畫中我們會以 PXA2的基因刪除株為基礎繼續構築雙基因的刪除株。

(7) 以酵母菌雙雜交實驗分析 Pxa1p 及 Pxa2p 蛋白之間的相互作用

生化上我們已經證實同源複合體的存在，我們接著想以遺傳學的酵母菌雙雜交實驗分

析同源複合體是否存在。在本實驗中使用蛋白 C 端刪除變異株(刪除 Walker B 的下游氨基

酸序列)當作控制組，PXA1ΔC 是刪除 C 端 96 個氨基酸，PXA2ΔC 則是刪除 C 端 180 個

氨基酸，這樣做的原因是因為，人類的 ALDP 蛋白刪除 Walker B 的下游氨基酸序列(150 個

氨基酸)之後，蛋白即喪失同源及異源之間的相互作用能力，因此，與 ALDP 同源的 Pxa1p

及 Pxa2p 可能也具有相似的特性。我們將全長及刪除 C 端的基因分別接在 pACT2(具有

activation domain)及 pEG202(具有 DNA binding domain)中，再以下列表格中的方式進行配

對，將配對的質體兩個一組送入已經內含 reporter 質體(pSH18-34)的酵母菌中，此酵母菌株

稱為 EGY(pSH18-34)。接著，將菌株塗抹於含 X-gal 的固體培養基中觀察 12-36 小時。

結果發現除了正控制組呈現藍色之外，其它的配對皆為白色(data not show)。這樣的結果是

非常奇怪的，因為酵母菌的 Pxa1p 及 Pxa2p 已經證實可以形成異源二聚體，因此，異源相

互作用的配對組別( pACT2-Pxa1p/pEG202-Pxa2p 或 pACT2-Pxa2p/pEG202-Pxa1p )理論上應

該要呈現藍色才對。對於這個結果的可能解釋之一是：Pxa1p 及 Pxa2p 是膜蛋白，N 端具

有許多的穿膜區域，具有極強的厭水性，雙雜交的融合蛋白會被運送到細胞核以活化



reporter質體上的基因表現，而細胞核內部本來就是一個水溶液的環境，因此，Pxa1p及 Pxa2p

可能在細胞中形成了不可溶的沈澱物，沈澱物可能無法被運送至細胞核內部或無法活化基

因的表現。所以，下一個計畫中，我們會將穿膜區刪除，再進行相似的實驗。
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(四) 圖表

Fig. 1 IPTG 誘導 Pxa1pC-HA 重組蛋白表現
將含有重組質體 pET-15b-DH4-PXA1C-HA 的 BL21(DE3)，分別以加或不加 IPTG 誘導重組

蛋白的表現。A 圖表示以 SDS-PAGE 進行分析，再以 CBB 進行染色分析重組蛋白表現的情

形。B 圖表示以 SDS-PAGE 分離後，再進行 Western blot，以 anti-HA 抗體進行偵測的結果。



Fig. 2 透過 8 M Urea 處理 Pxa1pC-HA 重組蛋白
(1)細胞以 Sonicator 將之破碎，接著離心分為不可溶的 pellet 及可溶的 Sup，將離心前的 total
及離心後的 pellet 及 Sup，以 SDS-PAGE 分析，再以 comassie blue 進行染色(參考 lane 1～
3)。 (2)用 8 M Urea 處理不可溶的 Pxa1pC-HA 重組蛋白，將之置入透析袋(已泡過 TBS buffer
10 分鐘)內，以 TBS buffer 進行透析，結束後離心分出 pellet(為不可溶的蛋白)及上清液，

將 pellet 懸浮於 TBS buffer 中。以 SDS-PAGE 進行分析，再以 comassie blue 進行染色(參考

lane 4～6)。Total：總蛋白，pellet：不可溶的蛋白，supernatant：可溶的蛋白。



(A)

(B)

Fig. 3 以鎳離子親合性管柱純化 Pxa1pC-HA 重組蛋白
取透析過的可溶性蛋白通過鎳離子親合性管柱，經過結合及清洗的步驟後，最後以 250 mM
的 imidazole 進行沖提。Input：純化前的總蛋白；FT(flow through)：未與管柱結合的蛋白；

W1(Wash 1)：清洗的第一管，Wf(Wash final)：清洗的最後一管；E1～E5(Elute 1～5)：使用

250 mM 的 imidazole 沖提 5 管，每管 1 ml。從每管中取出 20 l 與 2X sample buffer 以等量

體積混合後，進行 SDS-PAGE 分析，以 comassie blue 進行染色(A 圖)。另外，也利用 anti-HA
抗體做 Western blot 的分析(B 圖)。



(A)

(B)

(C)



Fig. 4. 以膠體過濾層析法(Gel filtration)分析 Pxa1pC-HA 重組蛋白是否會形成同源複合
體。(A)取鎳離子親合性管柱沖提的第三管(因為蛋白量較多，Fig. 3A)以膠體層析管柱

Superdex 200HR(Amersham biosciences)進行分析，流速為 0.5 ml/tube，使用 fraction collector
每分鐘收集 1 管。接著，在每管中加入 TCA(最終濃度為 10 ﹪)進行蛋白的沉澱，最後再利

用 anti-HA 抗體做 Western blot 的分析。 (B) FPLC 的標準分子量：成分包含 Cytochrome c
From Horse Heart 為 12.4 kDa；Carbonic Anhydrase from Bovine Erythrocytes 為 29 kDa；

Albumin﹐Bovine Serum 為 66 kDa；Alcohol Dehydrogenase from Yeast 為 150 kDa；-Amylase
from Sweet Potato 為 200 kDa；Blue Dextran 為 2000 kDa。 (C) FPLC 分析之標準分子量計

算曲線：縱軸為分子量之對數值，橫軸為滯留時間，圖中直線是經電腦計算所得之線性迴

歸直線，直線方程式為 Y=4.6622-0.1004×X，R2=0.9883。管柱是 Superdex
200HR(Pharmacia)，液體動相為 20 mM Tris-HCl pH=8.0，250 mM NaCl，偵測波長為 280
nm，流速為每分鐘 0.5 ml。



Fig. 5. 以免疫沈澱法分析重組蛋白 Pxa1pC-HA 與 Pxa1pC-V5 之間的相互作用
分別將兩組質體pJM3/pET28b-EX2(只表現Pxa1pC-HA)及pJM3/pJM2(同時表現Pxa1pC-HA
及 Pxa1pC-V5)送入 BL21(DE3)中進行大量表達，經誘導、破細胞、離心之後，直接取可溶

性的部分以 anti-V5 的抗體進行免疫沈澱的實驗，再以 Western blotting(簡稱 WB)進行分析。

lane1-2 是免疫沈澱前的細胞萃取物，lane3-7 是進行免疫沈澱的組別。lane3 不加細胞萃取

物，lane4-5 則是加入具有 Pxa1pC-HA 的細胞萃取物，lane6-7 則是加入具有 Pxa1pC-HA 及

Pxa1pC-V5 的細胞萃取物。lane3, -5, -7 有加入 anti-V5 的抗體，lane4, -6 則是不加抗體。在

Western blotting 的分析中，分別使用 anti-V5 及 anti-HA 抗體進行偵測。



Fig. 6 以 PCR 的方法挑選 PXA2 基因刪除株
將切割過的質體 pRS406ΔA-PXA2-US-DS 送入野生株 BJ2168 中進行兩次的同源重組，長

出的菌株再以 PCR 的技術進行挑選。第二次同源重組有兩種情形，一種是恢復成野生株，

另一則是 PXA2 基因刪除株，為了區別這兩種，我們選用基因上游及下游的引子，分別為

第 20 號及 15 號引子進行 PCR，若是野生株則可以獲得 3.3kb 的產物，若是 PXA2 基因刪

除株則可以獲的 0.65kb 的產物。

(五) 附錄
附錄 1：ALDP、Pxa1p、Pxa1pC-HA 蛋白的圖示

ALDP、Pxa1p 和 Pxa1pC-HA 蛋白的圖示(參考 Shani et al. 1996)。NBF 為 nucleotide-binding
fold， A 為 Walker A motif， B 為 Walker B motif， C 為 C sequence， HA 為 HA 蛋白標

籤。



附錄 2：Primer

Primer 序列(5’→3’) 基因 *相對位置 orientation

Primer-3 ggccggatcctgtcctcggatgaattc PXA1 3105 - 3121 forward

Primer-4 ggccgacgtcgtatgggtaaataatttca
agcttttcccgt

PXA1 3589 - 3610 reverse

Primer-5 ggccgacgtcccagactacgcttgaaaa
caccctagaaag

PXA1 3611 - 3628 forward

Primer-6 ccggctcgaggacgaaatactctgtga PXA1 4108 - 4124 reverse

Primer-15 ttgagcaatcaaccgtaa PXA2 3654 - 3671 reverse

Primer-20 ggcctctagagtgatgatgatgatgctg PXA2 313 - 330 forward
*相對位置︰以基因上游的 1000 bp 為起始點，所以基因的第一個鹼基的序號為 1001。

附錄 3：菌種

strain Relevant characteristics

DH5 F-Φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-﹐

mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-

BL21(DE3) F-ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm

BJ2168 MATa prc1-407 prb1-1122 pep4-3 leu2 trp1 ura3-52 gal2

(六) 計畫成果自評

本研究計畫原先預定同時進行 Pxa1p 及 Pxa2p 的蛋白特性分析，但後來發現基因選殖

並不容易，所以就將目標縮小，而將焦點放在與人類 ALDP 最相似的 Pxa1p 蛋白的特性分

析上，這樣比較容易得到具體的成果。膜白蛋的研究的確有其困難度，因為厭水的特性使

蛋白的純化及分析較為複雜，由本研究中 Pxa1pC-HA 的純化及分析就可深刻體驗到，但我

們還是用迂迴的方式克服了，並鑑定出同源複合體的存在及其可能的分子形式，免疫共沈

澱的結果也確認了同源相互作用的存在。然而，若要更確定同源複合體的存在，還需在酵

母菌中同時表達全長的 Pxa1p-HA 及 Pxa1-V5，再以免疫沈澱的實驗加以證實，這將列為下

一個研究的優先實驗之一。本研究中也嘗試使用酵母菌雙雜交實驗分析同源及異源的相互

作用，花了很多時間製作了 8 個分析用的質體，但是沒有成功，其原因可能也與膜蛋白厭

水特性有關，因此，下一個研究中，會先將蛋白 N 端穿膜區刪除，再進行分析，預期應該

可以得到具體的結果。


