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(一)摘要 

Indoxyl Sulfate (IS)為尿毒素，是造成慢性腎臟病之致病因子。在尿毒素處理的大

鼠腎細胞中，具抗老化功能的 Klotho蛋白質表現量下降。Klotho蛋白質的重要

功能陸續被發表出來，但是對於調節 Klotho蛋白質表達的分子機制尚未完全闡

明。我們先前發表的論文中指出，經內毒素(Lipopolysaccharide , LPS)處理過後的

腎絲球細胞(MES-13 cells)，Klotho蛋白質之表現量是下降的。我們找到之分子

機轉乃是 LPS可以藉由上調 protein arginine methyltransferase 6 (PRMT6), 並經由

PRMT6與 NF-κB有交互作用，造成 NF-κB精胺酸甲基化，促進 NF-κB更容易

轉移到細胞核中，進而抑制 Klotho蛋白質之表現。在本計劃的初步結果中，在

腎絲球細胞(MES-13 cells )以及腎臟近端小管細胞(NRK-52E cells )中，觀察到

Klotho蛋白質也會隨著 IS濃度上升而表現量降低。而經專一性的精氨酸甲基轉

移酶抑制劑(AMI-1)處理過後，可使被 IS抑制的 Klotho蛋白質表現量回升。在

此份成果報告書中，我們確認了精氨酸甲基化在 IS抑制 Klotho蛋白質表達機轉

上扮演的角色。研究成果如下: 一、IS在 NRK-52E細胞中可以上調 PRMT6蛋

白質表達，並確定 PRMT6與 NF-κB之間有交互作用，且證實 NF-κB蛋白質上

的精氨酸甲基化。二、Klotho蛋白質上的精氨酸有受到甲基化，且此種轉譯後修

飾與 Klotho蛋白質的穩定度有關。三、Klotho蛋白質與其交互作用蛋白質 heat 

shock protein 70的互動並沒有受到精氨酸甲基化顯著影響。瞭解 Klotho蛋白質

在腎臟細胞中如何受到調控之分子機轉，將可提供藥理策略，以治療一些由於缺

乏 Klotho蛋白質而以引起之腎臟疾病。 

 

 (二)研究動機與研究問題 

在現代的社會裡，衰老對每個人來說都是必經的過程，因此與抗老化相關功

能的蛋白質就變成炙手可熱的研究對象了。Klotho蛋白質首次發現在小鼠細胞膜

上，有抗老化的功能[1]。 Klotho蛋白質有兩種型式分別為跨膜型和分泌型[2]，

跨膜型 Klotho蛋白質透過結合 FGF受體增加 Klotho蛋白質對 FGF23的親和力

後，調節磷酸鹽/鈣代謝[3]。分泌型的 Klotho蛋白質可利用循環系統來到達全身

各系統中[4]，作為循環激素，與細胞表面受體結合，抑制對胰島素和胰島素生

長因子(IGF-1)作用，達到抗衰老作用[5]。目前對於 Klotho蛋白質的重要功能陸

續被發表出來，但是 Klotho蛋白質表達調節的分子機制尚未完全闡明。 

對於 Klotho蛋白質已知的調控機轉包含轉錄層次調控、轉譯後修飾以及表

觀遺傳調控。Klotho蛋白質的表現在轉錄層次上的調控包含兩個重要的轉錄因子

Nrf2 [6]、NF-κB [7, 8]。Klotho蛋白質的轉譯後修飾可分為三種，包括蛋白質泛

素化[9]、醣基化[10]以及被切割導致蛋白質脫落[11]。Klotho蛋白質透過表關遺

傳的調控包括組蛋白的乙醯化[12]及 DNA甲基化作用[13]。 

在我們先前發表的論文中指出[14]，在腎絲球細胞(MES-13 cells)中，經由脂



多醣 lipopolysaccharide ( LPS ) 加藥處理後，會促使蛋白質精氨酸甲基轉移酶 6 

( protein arginine methyltransferase 6，PRMT6) 的表現量提升及 Klotho蛋白質表

現量下降。而 PRMT6與 NF-κB之間有交互作用，可使 NF-κB精氨酸甲基化，

而使 NF-κB更容易轉移到細胞核中，抑制 Klotho基因的轉錄。 

LPS主要造成敗血症誘導的急性腎損傷[15]，在急性腎損傷早期，發現 Klotho

蛋白質表達下降[16]。此外，Indoxyl Sulfate (IS) 也是影響腎功能的一大指標，IS

為尿毒素，影響慢性腎臟病(chronic kidney disease, CKD)的發展，有論文指出

Klotho蛋白質在尿毒素處理之大鼠腎細胞的表現量是下降的[17]。所以我們在此

研究計畫書中利用了兩個腎臟細胞株，分別是腎絲球細胞(MES-13 cells )以及腎

臟近端小管細胞(NRK-52E cells )處理 IS此藥物，觀察 IS是否亦可調降 Klotho

蛋白質的表達。而在初步實驗中，使用了MTT assay，來檢測處理 IS不同濃度

下，兩株細胞的存活率( Fig.1 )。在細胞存活率維持 70%以上的情形之下，Klotho

蛋白質會隨著 IS濃度上升而表現量降低(Fig.2-1、2-2)。當加入 DNA甲基轉移酶

抑制劑(5-Aza-2'-dC)及專一性的精氨酸甲基化抑制劑(AMI-1)後，可使被 IS抑制

的 Klotho蛋白質表現量回升(Fig.3-1、3-2)。此外利用螢光顯微鏡，也觀察到當

在MES-13細胞中加入 IS處理，發現 IS可以誘導 NF-κB進入細胞核(Fig.4)。 

在我們之前發表的論文中提到，LPS上調 PRMT6的表達，且 PRMT6與

NF-κB之交互作用，可調控 Klotho蛋白質的表現。在此份研究計畫書中，我的

初步研究動機是想瞭解 IS是否也可透過之前發表論文的機轉來調控 Klotho蛋白

質的表現。亦即 IS是否可上調 PRMT6的表達，藉由 PRMT6與 NF-κB交互作

用，促使 NF-κB精氨酸甲基化，而使 NF-κB更容易轉移到細胞核中，進而抑制

Klotho蛋白質表達。 此外，我也想探討 Klotho蛋白質本身上的精氨酸是否可以

被甲基化。進一步的，根據目前最新的一篇論文報導[18]，Klotho蛋白質可結合

多種蛋白質，其中之一為 S-formylglutathione hydrolase (FGH)，此外還有保護蛋

白(如 heat shock protein 60、heat shock protein 71；hsp60、hsp71 )及核糖體蛋白。

因此，我也想探討 Klotho蛋白質與這三種蛋白質(FGH、hsp60、hsp71 )之間的交

互作用是否受到精氨酸甲基化的影響。  

本計畫研究目標: 

1. 探討 IS在 NRK-52E細胞是否可以誘導 PRMT6蛋白質表達上升，並且確

定 PRMT6蛋白質與 NF-κB之間的交互作用，且證實 NF-κB蛋白質上的

精氨酸可被甲基化。 

2. 探討 Klotho蛋白質上的精氨酸是否受到甲基化的修飾。由於專一性的精

氨酸甲基轉移酶抑制劑(AMI-1) 可使被 IS抑制的 Klotho蛋白質表現量回

升，因此，是否 Klotho蛋白質本身的甲基化/去甲基化，與 Klotho蛋白質

的穩定度有關，將於此研究計劃書中，作進一步的驗證。 

3. 探討 Klotho蛋白質與其他蛋白質 (FGH、hsp60、hsp71 ) 的交互作用是否

受到精氨酸甲基化影響。 



(三)文獻回顧與探討 

Klotho基因突變，會造成類似於人類衰老的特徵[1]。Klotho蛋白質也可在

血清中偵測到，是隨年齡上升而表現量下降的循環因子[19]。有研究指出，在猴

子大腦白質區發現 Klotho蛋白質隨著年齡的增長而表現下降，且使腦細胞功能

衰退[20]。綜觀上述，Klotho無疑為抗老化之重要蛋白質。 

Klotho蛋白質可以與腎小管細胞膜上纖維母細胞的生長因子受體(Fibroblast 

growth factor receptor，FGFR) 形成複合物，以增強 FGF23對 FGFR的親和力，

來調節磷酸鹽平衡[3]。Klotho也可抑制胰島素生長因子-1（IGF-1）信號傳導，

達到抗老化的效果[5]。Klotho蛋白質可視為潛在的腫瘤抑制因子，在人類乳腺

癌中，Klotho蛋白質可抑制 IGF-1及活化 FGF途徑[21]。此外，Klotho蛋白質也

可藉由調節細胞內信號傳遞途徑作為抗老化、凋亡的保護機制。舉例來說， 

Klotho蛋白質可活化 Nrf2來抑制細胞衰老和凋亡 [22]。當 Klotho缺陷時，活化

Wnt信號傳遞路徑，導致幹細胞耗損或衰老，引起組織萎縮和纖維化[23]。在慢

性腎病、炎症相關以及神經元病症中，TNF因子透過 NF-κB路徑抑制 Klotho蛋

白質的表現[7]。 

目前，相關的研究報導如 PPAR-γ促進劑[24]、Ang-II type I receptor 阻斷劑 

[25] 、HMG-CoA還原酶抑制劑[26]等，皆可使 Klotho蛋白質表現量提高及降低

血管鈣化、硬化。此外，調控 Klotho蛋白質已知分子調控機轉還有表觀遺傳調

控[27]。表觀遺傳調控包括組蛋白乙醯化及 DNA甲基化作用。在乳癌細胞中發

現 DNA甲基化及組蛋白的去乙醯化會使 Klotho蛋白質表達下降 [12]。基因的

去甲基化使 Klotho表達上升及減少腎纖維化[28]，所以在 CKD患者中，啟動子

甲基化可能是 Klotho基因抑制的途徑之一[13]。尿毒症毒素 IS可引起 Klotho啟

動子的高度甲基化來抑制 Klotho蛋白質表達，顯示尿毒症毒素對 Klotho蛋白質

的表觀遺傳修飾可能是致病的重要機制[29]。此外，在腎臟近端小管細胞中，IS

藉由產生活性氧（ROS），促使活化 NF-κB路徑來抑制 Klotho蛋白質的表達[8]。 

IS是酸性腎毒素，是慢性腎臟病發展的重要致病因素[30]。IS是肝臟代謝

indole的產物，具有與蛋白質強力結合的能力。IS可與酸性藥物競爭藥物運送蛋

白，而使藥物在血中濃度升高而增加毒性。因為 IS在身體的積累，加速了慢性

腎臟疾病和腎功能衰竭，包括腎小球硬化及腎小管間質纖維化[31]。IS刺激腎臟

中纖維化基因的表達如 TGF-β1和 α-平滑肌肌動蛋白(SMA)，和炎性基因(IL-6，

IL-1β和 TNF-α)[32, 33]，促進自由基產生，抑制抗氧化酶的活性[34]。IS誘導內

皮細胞內 ROS的生成並透過MAPKs /NF-κB/ AP-1等路徑來增加 IL-1β誘導

E-selectin的表達[35]。 

細胞內的轉譯後修飾，如甲基化、乙醯化以及磷酸化都可影響蛋白質的穩定

及與其他蛋白質的交互作用，蛋白質的甲基化常發生在精氨酸(arginine)或離氨酸

(lysine) [36]。我們先前發表的論文指出，LPS提升 PRMT6的表現量，PRMT6



與NF-κB的相互作用，會使NF-κB精氨酸甲基化，抑制Klotho基因的轉錄作用。

於此研究計劃書中，將探討在 IS加藥處理下之腎臟細胞，是否也會影響 PRMT6

及 Klotho蛋白質的表達。此外，探討 Klotho蛋白質本身上的精氨酸是否可以被

甲基化。進一步想瞭解，Klotho蛋白質與已知三種 Klotho相互作用的蛋白質(FGH、

hsp60、hsp71 )是否會受到精氨酸甲基化的影響。 

(四)研究方法及步驟 

研究方法:  

1. 使用Western blot實驗探討 IS觀察在 NRK-52E細胞是否可以誘導

PRMT6蛋白質表達上升。 

2. 使用免疫沉澱法，確定 PRMT6與 NF-κB之間的相互作用 

3. 使用免疫沉澱法，證實 NF-κB蛋白質上或 Klotho蛋白質上的精氨酸

可被甲基化。我們將使用 anti-dimethyl-arginine, asymmetric antibody 

(ASYM24)及 anti-dimethyl-arginine, symmetric antibody (SYM10)抗體

接上 protein A/G，將細胞內所有可被甲基化的蛋白質先沉澱下來，再

使用NF-κB或是Klotho蛋白質的抗體進行Western blot實驗的觀察。 

4. 使用 Cycloheximide (CHX)- blocking實驗，偵測 Klotho蛋白質的穩定

度，將設計組別【control、IS 1200μM、IS 1200μM+ AMI-1 100μM】

中分別加入 1mM CHX的新鮮培養基，透過不同時間收集細胞裂解物

（80μg），並進行Western blot實驗。 

5. 使用免疫沉澱法，確認 NRK-52E細胞中 Klotho蛋白質確實與 FGH、 

hsp60、hsp71之間的交互作用，再處理 AMI-1觀測 Klotho蛋白質與

上述蛋白質的交互作用是否受到影響。 

 

研究步驟: 

1. 細胞株和細胞培養 

本研究需要製備兩種細胞株分別是大鼠腎臟近端小管細胞 NRK-52E 培養於

Dulbecco's modified Eagle's medium ( DMEM medium ) 包含 1.5 g/L Sodium 

bicarbonate、5% FBS、5% PS、1% L-glutamine；而腎絲球細胞MES-13則培養在

DMEM medium 包含有 F12 Nutrient Mixture、6.138 g/L Sodium bicarbonate、5% FBS、

1% PS、1% L-glutamine及 1M HEPES皆在 37 ℃，5% 的 CO2條件下培養。 

 

2. 細胞存活率估算(MTT Assay) 

將2×105個 NRK-52E、MES-13 細胞種植在6 well 盤，加入含0.5mg/ml MTT之



medium，在3小時後，加入1000μl isopropanol，然後吸取300ul 至eppendorf tubes，

離心7000rpm，5min利用ELISA reader測得其在細胞在波長570 nm的O.D.值。 

 

3. 蛋白質萃取與西方點墨法(Protein extraction and Western blotting) 

〈蛋白質萃取〉 

收取細胞前以1 x PBS 清洗兩次，加入300 μl RIPA，以細胞刮杓將細胞連同蛋白質

刮下置於1.5 ml 離心管，利用超音波細胞粉碎儀打破細胞。接下來於4℃下離心

12000 rpm、30 分鐘，取上清液稀釋並加入Bio-Rad protein assay dye。利用分光光

度計OD595測定，算出蛋白質濃度並定量。配置好等濃度的樣品後，於95℃加熱 5

分鐘後，使蛋白質denature 並在-20℃ 保存或進行下一步實驗。 

〈西方點墨法〉 

經由SDS-PAGE電泳膠體，將蛋白質轉到PVDF膜上，用5%的脫脂牛奶溶於TBS室

溫一小時，TBS清洗三次、10分鐘。一抗抗體(1:1000稀釋)，置於4℃ 處理隔夜。

隔日，TBST清洗3次、10分鐘。加入二抗抗體，濃度為1:10000溶於TBST裡，室溫

處理1小時後，TBST清洗三次、10分鐘。利用Chemiluminescence substrate 呈色，

以冷光螢光數位分析系統進行冷光測定。 

 

4. 免疫螢光分析(Immunofluoresence analysis) 

將2×105個 NRK-52E、MES-13 細胞種植在6 well，並且在每個組別中加入coverslip，

經加藥培養24hr後，細胞拿出後用PBS沖洗，加入4% paraformaldehyde/PBS 室溫下

反應15 min 後，再用PBS 洗滌，再加入0.5% Triton X-100/PBS 室溫下反應5 min(此

步驟是將細胞膜上打洞，讓抗體可以進入細胞內)，再用PBS 沖洗，接下來用2% 

BSA/PBS blocking室溫下反應1 hr，直接加入一抗反應16-18hr，後加入二抗反應2hr，

直接加入DAPI 室溫下反應5 min，再用PBS 沖洗，封片完成後，即可用螢光顯微

鏡觀察。 

 

5. 免疫共沉澱 (co-Immunoprecipitation) 

將1×106個 NRK-52E細胞種植在培養皿上經過24hr 的培養後，加藥(IS)和製備抗體

的前置處理，每一tube加入Protein A/G(1:1) 50 ul 和ASYM24及SYM10 10ul (5:1)，

然後4°C放置16-18hr。當細胞培養了24hr之後，取20µg的蛋白質樣本(NO.1)，另外

取1mg的cell lysate加入(10:1) 100ul Protein A/G agarose beads中，放入4°C冰箱1小時，

接下來離心(6000rpm、10 min、4°C)，將離心後的上清液抽取至前一天製備的Protein 

A/G/antibody tube，再放入4°C冰箱搖晃16-18hr，再離心(6000rpm、5 min、4°C)，

離心後的上清液取出放入另一個tube(NO.2)，pellet使用buffer A 清洗，用20μl的 5X 

SDS sample buffer將pellet溶入，用加熱儀100°C降解蛋白質10分鐘，再離心

(13000rpm、1min)(NO.3)，sample製備完成後再進行Western blot實驗。 

 

 



6. 放線菌酮阻斷實驗 (Cycloheximide blocking experiment) 

為了測定Klotho蛋白質的穩定性，使用三個組別，分別為Control、IS 1200μM、IS 

(1200μM) + AMI-1 (100μM)加藥至10 cm培養皿中生長的NRK-52E細胞（約106個細

胞 / plate）。然後從培養基中除去這些化學物質，並將細胞與含有1mM 

Cycloheximide (CHX)的新鮮培養基一起孵育不同時間。在指定的時間點（1,3,6,10

和12小時）收集細胞裂解物（80μg），並進行Western blot實驗分析。 

 

(五)結果 

  

      
Fig.1-1 、1-2 不同濃度的 Indoxyl Sulfate對於MES-13及 NRK-52E細胞存活率

的影響 

結果顯示在MES-13 cells加藥處理 24hr中，IS會隨著劑量提高(濃度範

圍:400-1200μM)而導致細胞存活率下降，當濃度為 1000μM時，MES-13 cells的

存活率約為 70%；而在 NRK-52E cells透過 IS加藥處理 24hr中，也能看到 IS濃

度(400-1200μM)上升導致細胞階梯式凋亡，而濃度為 1200μM時，NRK-52E cells

的細胞存活率為 70%。我們推論由於 IS主要作用於腎小管細胞，因此 NRK-52E 

cells對於劑量耐性相對比較高。 

 

 

    

Fig. 1-1 (MES-13 cells) Fig. 1-2 (NRK-52E cells) 

Fig. 2-2 (NRK-52E cells) Fig. 2-1 (MES-13 cells) 



Fig.2-1、2-2 Indoxyl Sulfate劑量上升，MES-13及 NRK-52E細胞內的 Klotho

蛋白質表現量變化 

透過Western blot實驗分析和量化統計結果，IS濃度提升抑制了 Klotho蛋白質表

達下降。在MES-13 cells中，我們挑選了濃度為 400、800、1000μM所得出來的

解果顯示，在 IS濃度為 1000μM，Klotho蛋白質表現量相比控制組減少了 50% ；

而在 NRK-52E cells中，我們選定 400、800、1200μM，在 IS濃度 1200μM時，

Klotho蛋白質表現量相比控制組減少約 40% 表現量。 

 

 

 

 

     

Fig.3-1、3-2 在 Indoxyl Sulfate、5-Aza-2′-dC、AMI-1處理下，MES-13及

NRK-52E細胞內的 Klotho蛋白質表現量變化 

透過Western blot實驗分析及量化統計結果，在MES-13 cells中 IS濃度為 1000μM 

加藥處理下，加入了不同種甲基轉移酶抑制劑(包含 5-Aza-2′-dC及 AMI-1) 對

Klotho蛋白質表達作用得知，這兩種甲基轉移酶抑制劑作用在 IS處理中皆會抑

制 IS造成的甲基化，而提高 Klotho蛋白質的表現量；在 NRK-52E cells中 IS濃

度為 1200μM 加藥處理下，也加入了 5-Aza-2′-dC及 AMI-1的甲基轉移酶抑制劑

對 Klotho蛋白質表達作用得知，這兩種甲基轉移酶抑制劑作用在 IS處理中皆會

抑制 IS導致的甲基化，而提高 Klotho蛋白質的表現量約各 20%左右。 

 

Fig. 3-2 (NRK-52E cells) Fig. 3-1 (MES-13 cells) 



 

Fig.4  在MES-13 cells中經由 Indoxyl Sulfate處理下，可使 NF-κB在由細胞質

進入細胞核 

在MES-13 cells中加入 IS處理下，使用 DAPI染色(中圖，藍色)，以標記細胞核

位置，樣品也用 NF-κB抗體染色，然後用 FITC相關的二抗進行信號擴增（左圖，

綠色），而右圖為將 DAPI與 FITC染色圖做合成，可觀測 NF-κB是否入核。發

現 IS濃度 1000μM時，會誘導 NF-κB進入細胞核內。再加入 20μM PDTC(選擇

性 NF-κB抑制劑)後，發現了 NF-κB入核減少許多。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  Indoxyl Sulfate劑量上升，NRK-52E細胞內的 PRMT6蛋白質表現量變

化 

透過Western blot實驗分析和量化統計結果，IS濃度提升促使 PRMT6蛋白質表

達增加。在 NRK-52E cells中，我們選定 400、800、1200μM，在 IS濃度 1200μM

時，Klotho蛋白質表現量相比控制組增加約 50% 表現量。 

 

 

Fig. 5 (NRK-52E cells) 



 

 

 

Fig.6  Indoxyl Sulfate劑量有無，觀察 NF-κB與 PRMT6蛋白質之交互作用 

在 Indoxyl sulfate 濃度為1200μM有無的情況下，將 NRK-52E cells處理24小時，

收取下來的細胞裂解液利用 NF-κB抗體進行 Immunoprecipitation實驗，再使用

PRMT6抗體進行Western blot的實驗進行分析。結果圖發現，在 NRK-52E cells

中，NF-κB以及 PRMT6蛋白質有交互作用，而且經過 IS濃度為 1200μM處理後，

NF-κB以及 PRMT6蛋白質交互作用有明顯的增加。 

 

    

Fig.7  利用放線菌酮阻斷實驗測量在 Indoxyl sulfate的有無對於 Klotho蛋白質

的穩定性影響 

利用 NRK-52E cells中的放線菌酮(CHX)阻斷實驗觀測 Klotho蛋白質的穩定性。

NRK-52E cells生長 10 cm培養盤（約 106個細胞/盤）中使用 Indoxyl sulfate濃度

為 1200μM有無存在的情況下處理 24小時，(Fig.7-1)控制組、(Fig.7-2)加入 IS、

(Fig.7-3)IS + 100μM AMI-1。藥物經由 24小時後，在不存在或存在 1mM的 CHX

情況下用新鮮培養基替換。在添加後的不同時間（0,1,3,6,8小時）收集細胞裂解

物，通過Western blot 檢測 CHX和 Klotho蛋白水平。結果圖發現，經由 IS處理

下的 NRK-52E cells中的 Klotho蛋白質半衰期相比控制組是下降的，而透過

AMI-1的作用下，恢復 Klotho蛋白質的穩定度 

 

 

 

 

Fig. 6 (NRK-52E cells) 

Fig. 8 (NRK-52E cells) 



Fig.8  Indoxyl Sulfate劑量有無，觀察 PRMT6與 Klotho蛋白質之交互作用 

在 Indoxyl sulfate 濃度為1200μM有無的情況下，將 NRK-52E cells處理24小時，

收取下來的細胞裂解液利用 PRMT6抗體進行 Immunoprecipitation實驗，再使用

Klotho抗體進行Western blot的實驗進行分析。結果圖發現，在 NRK-52E cells

中，PRMT6以及 Klotho蛋白質有交互作用。 

 

 

 

Fig.9  Indoxyl Sulfate及 AMI-1劑量有無，觀察 Klotho與 HSP70蛋白質之交

互作用 

在 Indoxyl sulfate 濃度為 1200μM有無的情況下，(Fig.9-1、9-2)加入 IS，將 

NRK-52E cells處理 24小時，將收取下來的細胞裂解液利用 HSP70或 Klotho抗

體進行 Immunoprecipitation實驗，再使用 Klotho或 HSP70抗體進行Western blot

的實驗進行分析。結果圖發現，此兩免疫沉澱圖沒有顯著的交互作用。 

 

 (六)討論 

甲基化反應，包括 DNA甲基化和蛋白質甲基化是基因表達調控重要的調節因素。

我們先前發表的論文說明，在腎絲球細胞(MES-13 cells )中，專一性的精氨酸甲

基酶抑制劑 AMI-1可以恢復由 LPS抑制的 Klotho蛋白質表現量。且在腎絲球細

胞(MES-13 cells ) 中，LPS提升 PRMT6的表達。在本篇研究，對於MES-13 cells 

以及腎臟近端小管細胞(NRK-52E cells )中分別在濃度 1000μM及 1200μM的

Indoxyl Sulfate處理下，細胞存活率約維持在 70%以上 (Fig.1-1、1-2)。在MES-13 

cells以及 NRK-52E cells中，觀察到 Klotho蛋白質也會隨著 IS濃度上升而表現

量降低(Fig.2-1、2-2)。而經專一性的精氨酸甲基轉移酶抑制劑(AMI-1)處理過後，

可使被 IS抑制的 Klotho蛋白質表現量回升(Fig.3-1、3-2)。觀察經由 IS 處理的

MES-13細胞中，可使 NF-κB由細胞質進入細胞核(Fig. 4)。在先前發表的論文中

指出，LPS可以藉由上調 PRMT6並經由 PRMT6與 NF-κB有交互作用，造成

NF-κB精胺酸甲基化，促進 NF-κB更容易轉移到細胞核中，進而抑制 Klotho蛋

白質之表現。透過 IS劑量上升，發現 PRMT6蛋白質表達在 NRK-52E細胞中也

有增加的趨勢(Fig. 5)，利用免疫沉澱實驗確定 PRMT6蛋白質與 NF-κB之間的交

互作用(Fig. 6)。使用放線菌酮(CHX)阻斷實驗，我們證明在 NRK-52E細胞中，

IS加速了 Klotho蛋白質的降解(Fig.7-2)，而施以濃度為 100μM的 AMI-1，可回

Klotho蛋白質的穩定度(Fig.7-3)，上述實驗證明了透過專一性的精氨酸甲基酶抑



制劑作用，使Klotho蛋白質的穩定度變高。綜合(Fig. 5)和(Fig. 7)，我們推測Klotho

蛋白質在甲基化的時候表現不穩定，而在去甲基化的時候表現安定。我們進一步

推測且證實 Klotho蛋白質與 PRMT6蛋白質有交互作用(Fig.8)。根據目前最新的

一篇論文報導[18]，Klotho蛋白質可結合多種蛋白質，在本計畫選定 HSP70蛋白

質，(Fig. 9-1)我們利用 HSP70抗體將細胞裂解液進行免疫沉澱實驗，在使用

Klotho抗體做Western blot實驗。結果發現二者並沒有交互作用。反之，(Fig. 9-2)

使用 Klotho抗體進行免疫沉澱實驗，使用 HSP70抗體進行Western blot實驗，

亦發現二者無交互作用。所以我們確認 Klotho蛋白質與 HSP70之間並沒有交互

作用。總之，我們在本篇研究計畫書中，在 NRK-52E cells，確定透過專一性精

胺酸甲基酶抑制劑的作用，可恢復因 IS導致 Klotho蛋白質穩定度下降的情況。

此外，我們也發現由 IS處理後的 NRK-52E cells中，細胞內第六型精胺酸甲基轉

移酶表現量增加。 
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