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摘要: 

PRMT1(protein arginine methyltransferase 1)是屬於第一型的蛋白質精胺酸甲基轉移酶，為產生非

對稱雙甲基化的主要酵素。許多PRMT1受質為RNA binding proteins，可幫助結合在核酸上或是調控蛋

白質間的交互作用。實驗室博士後研究員李侑蓁學姊用retinoic acid進行人類神經母細胞瘤的誘導分化，

發現分化後PRMT1在細胞萃取液中的量下降，但留下的沉澱物中PRMT1 和tubulin的量增加。RA促使

神經細胞分化，造成neurite outgrowth時，關鍵為alpha tubulin以及beta tubulin穩定聚集形成微管；因而

猜測分化後PRMT1在沉澱中增加可能和微管延長有關。為了釐清PRMT1沉澱的現象是否為神經細胞

分特有現象，我在實驗過程中將典型的微管穩定劑taxol加入Neuro-2a細胞株與HeLa細胞株中，促使微

管穩定並延長，發現兩者並無太大差異。為了觀察PRMT1沉澱是否為神經細胞分化後的特有現象，我

重複一次李侑蓁學姊之前的實驗過程，比較在加入taxol後之細胞萃取液與誘導神經分化後之細胞萃取

液，發現和control比較依照比例計算，在細胞處理taxol後， PRMT1會較不易沉澱。而分化後的N2a細

胞PRMT1沉澱比例較多，或許是因為促使微管延長的機制不同所導致。在共免疫沉澱的實驗中發現

PRMT1沉澱後的sample中有beta-tubulin的訊號，但因為許多的PRMT1受質為RNA binding protein，可

能會透過RNA與beta-tubulin結合，故加入RNase後進行共免疫沉澱，發現加入RNase後訊號的含量有

些微減少。而在免疫螢光染色的部分，也可觀察到在分化後的細胞中，PRMT1的聚集處也是微管訊號

較強的地方，且PRMT1也有隨著微管延伸出去的現象。而在加入taxol後的細胞中，PRMT1訊號較強

的地方也有微管聚集的現象，但是相較於分化後的細胞，訊號較微弱。此研究成果應可助於了解

PRMT1與微管之間的交互作用關係。 

介紹:  

蛋白質精氨酸甲基化是一種轉譯後修飾，可藉由蛋白質精氨酸甲基轉移酶（PRMTs）催化，使之

在生物中扮演重要的角色並參與訊號傳遞、蛋白質移動、轉錄調節、蛋白質之間的交互作用、mRNA

剪接和DNA修補等 (Bedford & Clarke, 2009; Y. C. Wang & Li, 2012)。PRMT1(protein arginine 

methyltransferase 1)在PRMT家族中是屬於第一型的甲基轉移酶，為產生非對稱雙甲基化的主要酵素。

許多PRMT1受質為RNA binding proteins，含有RGG/RG motifs可幫助結合在核酸上或是與蛋白質間的

交互作用(Thandapani, O'Connor, Bailey, & Richard, 2013)。同時PRMT1也會對和一些DNA damage 

proteins 進行甲基化，以調控RNA的代謝及維持基因的穩定性(Auclair & Richard, 2013)。 

微管(microtubule)是由alpha-和beta-tubulin蛋白形成的heterodimers所組成的空心圓柱結構，主要功

能為保持細胞的形狀和運輸一些胞器及蛋白；其參與神經元的早期發育，引導軸突尖端的生長錐的延

伸方向，在神經分化軸突延長(neurite outgrowth)扮演重要角色 。先前研究已知在神經細胞Neuro-2A



中PRMT1蛋白的減少會影響到軸突的延長；且細胞內beta-tubulin上的精氨酸甲基化可能為PRMT1所

催化。PRMT1屬於第一型的蛋白質精氨酸甲基轉移酶，參與訊號傳遞、蛋白質移動、轉錄調節、蛋白

質之間的交互作用、mRNA剪接和DNA修補等。 

研究動機與研究問題: 

有科學家認為蛋白質的精氨酸甲基化會影響到神經細胞的軸突延長(neurite outgrowth)。文獻指出

PRMT1會影響Neuro-2A(老鼠神經母細胞瘤)細胞的軸突延長，當PRMT1被knockdown之後無法延長，

但不會影響到細胞的生長(Miyata, Mori, & Tohyama, 2008)。之前實驗室博士後研究員李侑蓁學姊用

retinoic acid (RA)進行SK-N-SH neuroblastoma cell(人類神經母細胞瘤)的誘導分化，發現分化後，

PRMT1在細胞萃取液中的量下降，但製備萃取物時留下的沉澱物中PRMT1的量增加。當RA促使神經

細胞分化，造成軸突生長延長(neurite outgrowth)時，關鍵為tubulin蛋白穩定聚集形成微管；學姊的確

也偵測到tubulin在沉澱中的量增加，因而猜測PRMT1在沉澱中增加可能和微管延長有關，PRMT1可

能會跟微管結合而一起沉澱。Taxol為典型的微管穩定劑，可以促使微管延長。然而用HeLa(子宮頸癌

細胞)細胞加入taxol作測試，發現沉澱物中的alpha-tubulin增加了，代表tubulin蛋白穩定聚集，可是沉

澱物中PRMT 1的量沒有增加。而依照這個結果推斷可能是因為神經細胞的neurite outgrowth時，

PRMT1跟著神經細胞生長中特有的微管有某些關聯，所以其他細胞以taxol造成微管延長時，無法觀察

到。但上述的實驗有細胞不同以及加藥不同兩種變因，所以首先要確定是否為神經細胞特有。我決定

要用實驗室生長較SK-N-SH細胞快速的Neuro-2A neuroblastoma細胞進行實驗，和非神經的HeLa細胞

比較，加入taxol，用western blot比較細胞萃取液與沉澱物中PRMT1與微管的變化比例，並觀察PRMT1

的在細胞內分布。 

RA誘導神經分化時PRMT1可調控cell fate(Simandi et al., 2015)。為了觀察PRMT1與微管的結合是

否只會被誘導神經分化影響，所以將誘導分化的Neuro-2A與加入taxol的Neuro-2A進行western blot，觀

察非對稱甲基化蛋白的表現是否有差異和比較PRMT1與微管的訊號。為了確認PRMT1與微管的關係，

會觀察PRMT1與微管是否有直接結合，也會觀察PRMT1的分布變化，和觀察是否微管有被PRMT1甲

基化的現象。 

文獻回顧與探討: 

微管是由alpha-tubulin和beta-tubulin形成的heterodimers所組成的空心圓柱結構。微管 會保持高度

動態性，依照細胞週期的階段不同進行延長或縮短。在間期時，微管會聚集在中心體並向細胞周圍延

伸，主要是保持細胞的形狀和運輸一些胞器及蛋白(Nogales, 2000)。Tubulin heterodimers 在細胞中也

可以液態存在，而當蛋白與其有蛋白間交互作用時可進而調整微管的行為(Nogales, 2000)。 



微管透過調節細胞內蛋白的運輸來影響細胞的動態平衡和面對壓力的反應。微管形成支架聚集

stress response protein後利用細胞骨架重組傳遞壓力訊號，進而調節細胞凋亡途徑(Nogales, 2000)。微

管的改變可能會影響到細胞對於化療以及環境壓力的反應，這種改變可用於許多研究，如:化療的抗

性、腫瘤的生長與細胞存活(Nogales, 2000)。 

此外已知tubulin有許多的轉譯後修飾，會被其他的蛋白質辨認，稱之為tubulin code。這些轉譯後

修飾對於tubulin結構及功能也有重大影響 (Garnham & Roll-Mecak, 2012; Yu, Garnham, & Roll-Mecak, 

2015)。過去tubulin轉譯後修飾未有甲基化報導，最近研究發現，SETD2蛋白質可對alpha-tubulin的離

氨酸上甲基化(Park et al., 2016)，而另一篇摘要中表示Neuro-2A中beta-tubulin的 R62與R282位置上有

甲基化的情形(Sabine piller 2015)。 

PRMT1為Type I的蛋白質精氨酸甲基轉移酶，可催化精氨酸上不對稱雙甲基化。根據學姊之前的

研究結果，我認為PRMT1跟微管有結合的可能性，甚至更進一步催化上述beta-tubulin精氨酸的甲基化

形成。 

PRMT1會對RNA binding proteins和DNA damage proteins 進行甲基化，調控RNA的代謝及維持基

因的穩定性(Auclair & Richard, 2013)。而這些蛋白質RNA binding protein如FMRP在神經細胞中已知會

結合RNA後被微管運輸至遠端進行轉譯，而這些蛋白質會被PRMT1甲基化(H. Wang et al., 2008)。因

此PRMT1也有可能透過某些受質RNA 結合蛋白而間接和微管產生關聯。 

已知用insulin刺激細胞，PRMT1會移動到接近細胞膜的地方，在那邊對某些蛋白質進行甲基化

(Iwasaki & Yada, 2007)。這說明某些在細胞中PRMT1在特定情況下會與微管進行結合並移動。 

根據上述的文獻推測，假使PRMT1可以與微管結合，就有可能以調整PRMT1的方式而影響到細

胞的生長，或是Neuro-2A細胞影響軸突延長(Miyata, Mori, & Tohyama, 2008)。如果符合猜測，研究結

果可以進一步在神經退化性疾病或癌症上提供新的治療方向。 

材料方法: 

Cell 加藥與誘導分化 

    將細胞分別seeding成6盤10公分dish中有2.4*106個細胞，以及6盤10公分dish中有1.2*106個細胞。

將三盤有2.4*106個細胞加入taxol 100 nM，另外三盤加入等體積的DMSO，而6盤有1.2*106個細胞的dish

則加入誘導medium(MEM、0.1%BSA、2%L-G、1%P-S、1%NEAA、1%pyruvate)。 

Supernatant and pellet sample prepare 

FIRST WAY: 將細胞pellet皆加入150 μl的hypotonic lysis buffer(20Mm Tris-HCl Ph6.8、1 mM MgCl2、

2 mM EGTA、1% NP-40、2mM PMSF、1 μg/ml aprotinin、2 μg/ml pepstatin、1X protease inhibitor、0.1 



M NaF)後，在室溫的情況下在shaker搖15分鐘後，在37℃的環境下以13000 rpm離心10分鐘。將cell 

extract的上清液取出，而cell extract的沉澱物用PBS清洗3次後，加入150 μl的hypotonic lysis buffer回溶，

並經過超音波震盪後，進行定量。 

SECOND WAY:將細胞pellet皆加入150 μl的Flag IP lysis buffer(50Mm Tris-HCl pH7.4、150 mM 

NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-100、1X protease inhibitor、0.1 M NaF)後，進行超音波震盪，之後

在4℃的環境下以13000 rpm離心10分鐘。將cell extract的上清液取出，而cell extract的沉澱物用PBS清

洗3次後，加入150 μl的Flag IP lysis buffer回溶，並經過後，進行定量。 

蛋白質定量 

1. Bradford 

將standard依照下表(表一)配置後，加入100 μl 1x Bradford protein quantitation buffer等待五分鐘後，

用ELISA reader OD 595進行測量。 

 Standard1 Standard2 Standard3 Standard4 Standard5 sample 

2μg/μl BSA 

(μl) 

0 0 0 0 1 0 

0.2μg/μl BSA 

(μl)  

0 1 2 5 0 0 

ddH2O 

(μl) 

5 4 3 0 4  

Total volume 

(μl) 

5 5 5 5 5 5 

表一 蛋白質定量之 standard曲線配置表，依此表配置蛋白質含量 0 μg、0.2 

μg、0.4 μg、1 μg、2 μg 之標準容液。 

 

2. BCA 

將standard依照上表(表一)配置後，加入100 μl working solution 後，在60℃水浴三十分鐘後，用

ELISA reader OD 562進行測量。 

免疫螢光染色(ICC) 

    將細胞用2%PFA固定15分鐘後，用0.1%Triton X-100將細胞穿孔，加入1%BSA blocking將細胞內

無蛋白質的部分填滿。加入一抗anti-PRMT1(1:200 in PBS-T)overnight，隔日加入綠螢光二抗anti-rabbit



反應一小時。之後加入螢光一抗anti-alpha tubulin(1:1000 in PBS-T)，再隔日加入紅螢光二抗反應一小

時後加入DAPI。處理結束後利用鄭麗螢光顯微鏡觀察。 

共免疫沉澱法(CO-IP) 

Traditional bead  

將細胞pellet皆加入250 μl的Flag lysis buffer後，用超音波震盪儀將細胞震碎取得cell extract。將

bead-protein A與bead-protein G以1:1混和成30 μl bead-protein A/G，並加入5μg antibody在4℃反應

overnight，將 cell extract用 BCA定量方式確認濃度後取 500μg與 bead-protein A/G在 4℃反應

overnight(preclear)。隔日利用13000rpm 將bead-protein A/G -antibody沉澱並留下pellet(antibody pellet)，

將 preclear的magnetic bead沉澱後取出上清液 (preclear supernatant)。將 antibody pellet與 preclear 

supernatant混和在4℃反應一小時，之後始bead在13000rpm的條件下離心五分鐘，使之沉澱並wash pellet，

最後加入elution buffer將antibody-substrate complex與bead分離，並離心將bead沉澱取出上清，再取用

5x sample buffer配成總體積15 μl的sample數管。進行western blot，取15μg的cell extract作為input。 

Magnetic bead 

將細胞pellet皆加入250 μl的Flag lysis buffer後，用超音波震盪儀將細胞震碎取得cell extract。將

magnetic bead-protein A與magnetic bead-protein G以1:1混和成15 μl magnetic bead-protein A/G，並加入

5μg antibody在4℃反應overnight，將cell extract用BCA定量方式確認濃度後取500μg與magnetic bead-

protein A/G在4℃反應overnight(preclear)。隔日將用磁座將magnetic bead-protein A/G -antibody沉澱並留

下pellet(antibody pellet)，將preclear的magnetic bead用磁座沉澱後取出上清液(preclear supernatant)。將

antibody pellet與preclear supernatant混和在4℃反應一小時，之後用磁座將magnetic bead沉澱並wash，

最後加入elution buffer將antibody-substrate complex與magnetic bead分離，並用磁座將magnetic bead沉

澱取出上清，再取用5x sample buffer配成總體積15 μl的sample數管。進行western blot，取15μg的cell 

extract作為input。 

結果: 

在 HeLa細胞株與 N2a細胞株進行加藥後並用第一種方法(hypotonic lysis buffer 室溫搖 15分

鐘， 37℃離心)配置 sample，發現在加入 taxol後，HeLa細胞株 PRMT1與 alpha-tubulin在 pellet的比例

並未增加 (圖一 a)， N2a細胞株在加入 taxol後會發現 PRMT1在 cell extract supernatant會減少，而 alpha-

tubulin在 pellet的比例並未增加(圖一 b)。兩種細胞株的 alpha-tubulin與 PRMT1的總量皆有明顯下降，

雖然 PRMT1與 alph-tubulin的訊號在兩株細胞中 taxol處理後皆是 pellet sample較多，但和 control

比較依照比例計算，並未發現在細胞處理 taxol後，alpha-tubulin與 PRMT1會較容易沉澱。 



 

 

圖一 細胞加入 taxol後對 PRMT1與 alpha-tubulin的影響 

在 HeLa細胞株與 N2a細胞株進行加藥後並用第一種方法(hypotonic lysis buffer 室溫搖 15分鐘， 37

℃離心)配置 sample。每個 well各 load 15μg 的蛋白含量 taxol=細胞加入 100 nM taxol、control=細胞

加入 DMSO作為控制組 a)HeLa細胞株 b) N2a細胞株 

 

然而上述實驗未能顯現李侑蓁學姊先前實驗時所發現的現象，亦為此計畫最初的研究方向。認

為可能加入 taxol所造成的微管穩定延長與細胞分化所造成的微管穩定延長在本質上有所不同，且有

細胞內其他蛋白調控的可能性存在。故用第二種 sample製備方式重複李侑蓁學姊最初的實驗。(圖

a 

b 



二) 

 

圖二 N2a細胞做不同處理後對 PRMT1與 beta-tubulin的影響 

N2a細胞株進行加藥及誘導分化後，用第二種方法(Flag IP lysis buffer 超音波震盪後， 4℃離心)配置

sample。每個 well各 load 15μg 的蛋白含量 taxol=細胞加入 100 nM taxol、control=細胞加入 DMSO作

為控制組、Diff.=誘導分化的 N2a細胞。 

 

與控制組相比，在細胞誘導分化後，目測beta-tubulin在pellet的比例增加，且在總量亦增加。而實

際上的變化以及沉澱趨勢尚需經過定量計算方能確定。然而PRMT1總含量的變化尚須定量後方能進

行比較。而PRMT1在細胞加入taxol後未能有明顯沉澱的現象，但beta-tubulin在pellet的比例有增加的

情況。此次實驗亦發現beta-tubulin在細胞處理taxol後亦有較易沉澱的現象，然而總含量亦須定量後才

能比較，而PRMT1方面卻有在加入taxol後總含量稍微減少的現象，這部分尚須做後續實驗確認原因。

而actin作為internal control的部分尚有疑慮，因為未能確認此實驗方法能對actin的影響，故上述的結果

比較皆不將actin的訊號做為參考。 

 

為了觀察在分化後以及加入taxol後，細胞中與microtubule的分布狀況以及關係，利用免疫螢光染

色觀察分化兩天以及三天的N2a細胞和加藥處理taxol後24小時、48小時、72小時的N2a細胞。 



DAPI PRMT1 Beta tubulin merge 

a 

b 

c 

d 

e 



 

圖三 N2a細胞株在做不同處理後 PRMT1與 beta-tubulin的分布螢光圖 

利用免疫螢光染色觀察分化兩天以及三天的 N2a細胞和加藥處理 taxol後 24小時、48小

時、72小時的 N2a細胞。a)細胞株未做任何處理 b)在加入 taxol後一天 c和 d) 當入 taxol兩天

及三天 e和 f)誘導 N2a細胞分化後 

FITC:ADMA、Rhodamine:beta-tubulin 

 

在未做任何處理時， PRMT1訊號較強處會與beta-tubulin的聚集處重疊 (圖三 a)，在加入taxol後

一天的細胞可發現細胞週期被限制住，然而PRMT1與beta-tubulin的訊號重疊並圍繞在細胞核周圍 (圖

三b)當加入taxol兩天及三天後發現細胞漸漸地萎縮成一顆圓形，而只有少部分的PRMT1會與beta-

tubulin重疊，大部分的beta-tubulin訊號在細胞膜周圍(圖三c和d)。在誘導N2a細胞分化後發現PRMT1不

僅存在於細胞本體中，亦存在神經突觸中，且PRMT1與beta-tubulin會聚集在neurite outgrowth的位置，

PRMT1亦會隨著neurite延伸出去聚集在圖處節點的部分，也是beta-tubulin訊號較強的部份(圖三e和f)。 

 

因為觀察到PRMT1的訊號有與microtubule重疊的現象，這說明兩種可能性，其一是PRMT1隨著

microtubule運輸後在細胞各處進行蛋白質的甲基化，其二則是PRMT1對microtubule有實質上的影響。

為了探索此現象的原由，故觀察PRMT1的受質在N2a細胞中的分布情形。 

f 

a 



 

圖四 N2a細胞株在做不同處理後非對稱甲基化蛋白與 beta-tubulin的分布螢光圖 

b 

c 

d 

e 

f 



利用免疫螢光染色觀察分化兩天以及三天的 N2a細胞和加藥處理 taxol後 24小時、48小時、

72小時的 N2a細胞。a)細胞株未做任何處理時 b) 當加入 taxol後 24小時 c) 當加入 taxol後 48小時

d) 當加入 taxol 後 72小時 e和 f)將細胞誘導分化後兩天及三天 

FITC:ADMA、Rhodamine:beta-tubulin 

 

細胞株在未做任何處理時的螢光染色圖(圖四 a)，可觀察到非對稱甲基化蛋白會聚集在細胞核內，而

beta-tubulin會圍繞著細胞核。 當 N2a細胞加入 taxol後的不同時段(圖四 b、c和 d)觀察到細胞漸漸地萎

縮成一顆圓形並黏在一起，而非對稱甲基化蛋白與控制組類似，未有移出細胞核的現象。從圖中(圖四

e和 f)可以觀察到由此抗體所辨認的 PRMT1受質只有少部分會存在於神經突觸中，亦為 beta-

tubulin聚集所造成之節點位置。大部分被這抗體所辨認的 PRMT1受質存在於細胞核的部分。比

對之前的螢光染色圖，可以發現 PRMT1的分布於神經突觸中只有少部分是因為其受所影響，

然而根據其他文獻顯示另外一種抗體 ASYM 24亦可辨認 PRMT1的受質，而使用此抗體做成之

螢光染色圖顯示，有許多 PRMT1受質亦存在於神經突觸中。故無法解釋 PRMT1與 microtubule

之間是否有交互作用的關係。 

為了釐清此關係在實驗後半段使用共免疫沉澱法觀察。首次實驗目的為測試抗體對共免疫

沉澱法的可行性。

 

圖五 測試 Anti-PRMT1 antibody進行 IP的可行性 

使用傳統的 IP方法，用離心的方式沉澱 bead，Input load 15 μg 蛋白含量 



 

圖片(圖五)顯示出在 IP PRMT1後的 sample有 alpha-tubulin存在的可能，且確認此次 IP有

實際沉澱 PRMT1，此結果顯示使用 PRMT1抗體可進行免疫沉澱，且能確認與 PRMT1結合蛋

白，故之後使用此抗體進行免疫沉澱。然而此次實驗缺乏 positive control以及 negative control，

且此次方法是用傳統的 protein A/G bead，需使用離心的方式才可沉澱 bead，而透過之先前研究

得知單純的離心力是有可能將 microtubule進行沉澱。故此後的共免疫沉澱實驗使用磁珠，利用

磁力即可對 bead進行沉澱，減少外力因素。先前有研究指出 SERBP1為 PRMT1的受質之一，

故之後使用 SERBP1作為 positive control。 

之後選擇 PRMT1抗體結合磁珠作共免疫沉澱測試，結果如圖所示: 

 

圖六 比較 N2a細胞做不同處理後免疫沉澱的差異 

使用磁珠的 IP方法，用磁力的方式沉澱 bead，Input load 15 μg 蛋白含量 

rabbit IgG=negative control、taxol=細胞加入 100 nM taxol、control=細胞加入 DMSO作為控制組。 

 

實驗結果(圖六)發現 beta-tubulin在透過共免疫沉澱後以些許訊號，且 positive control證明此免

疫沉澱法的可行性，然而在此衍生出 PRMT1與 microtubule結合的兩種可能，第一種是兩者有直接

的結合，且 PRMT1可能對 microtubule有甲基化的修飾。然而第二種可能是 PRMT1與受質結合，

而其中的受質有些許為 RNA binding protein，並結合著 RNA透過 microtubule運輸。為了釐清此兩

種可能，我將 cell extract加入 RNase並與未加入 RNase的 cell extract做比對。 



 

 

圖七 觀察 PRMT1是否透過 RNA binding-protein與 beta-tubulin的結合 

使用磁珠的 IP方法，用磁力的方式沉澱 bead，Input load 15 μg 蛋白含量 a)未經處理的 N2a cell 

extractb)N2a cell extract加入 50 μg RNase A  

rabbit IgG=negative control、taxol=細胞加入 100 nM taxol、control=細胞加入 DMSO作為控制組、Diff.=

誘導分化後的 N2a 

 

此實驗結果(圖七)顯示，在在 cell extract加入 50 μg RNase A後還是有些許的 beta-tubulin訊號，

a 

b 



因此認為 PRMT1與 microtubule結合有些是透過 PRMT1的受質，而兩者直接結合的可能性還是存

在。 

討論: 

上述實驗結果顯示 PRMT1與 microtubule似乎有些許異於一般單純運輸關係，然而兩者是否有

酵素與受質上的關係，還需做 PRMT1活性的實驗，亦或者 microtubule的分析，然而礙於實驗進度

上的關係，此些實驗未能如期操作。若是兩者有實質上的酵素與受質關係，可用於未來研究調控微

管的方式，有益於細胞生長的調控。 
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