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第一部份:

人類乳房組織中 MMP-2 的活化和癌轉移之間的相關性

Correlation between MMP圖2 activation an往 tumor metastatic 
progresslon 血 human preast cancer 

中山醫學院生物化學研究所

指導教授:謝易修博士(Y海國Shou Hsieh, Ph.D.) 

研究生 :林麗娟 (Li-Jen Lin) 



中文摘要

72 kd gelatinase proen勾rme (matrix metalloproteinase國2， MMP阻力的

活化態 62 kd gelatinase 被認為在腫瘤的侵襲和轉移中扮演…個重要

的角色 o 利用 Zymograpl穹的方法已經證明在乳癌組織中有 62kd

gelatinase 的活性表現增加，但卻無法證實 62 kd gelatinase 的表現和

腫瘤轉移之間的關連 o 閻比我們進一步的研究 62 kd gelatinase 在人

類乳癌中的表現。我們利用 Zymography 的方法債 jQ'J 38 個乳癌病人

的乳癌組織和乳癌鄰近的正常組織中 62 kd gelatin部e 的活性 D 然而

我們處理樣本的方式不似先前研究的方法，而是將組織利用 PBS

(phosphate-buffered saline)研磨取細胞質層進行分析 o 結果顯示在腫

瘤中 62 kd gelatinase 活性的表現範聞從很強的 ban吐 (1126 INT x mm2) 

到很微弱的 band (37 INT x mm2)都有?但在鄰近的正常組織中只有

少量甚至沒有活性的表現 o 而在的 kd gelatinase 的表現章和病人有

無淋巴結轉移的情況之間有一非常顯著的差異 o 這偈結泉證實: 62 

kd gelatinase 在人類乳癌組織中比鄰近正常組織表現量有提高的現

象 o 另外我們也史深入的探討 62 、 72 kd gelatinase 的特性 o 62 、

72 湖 gelatinase 的 optimal pH 在 pH 8 ，且為 metalloproteinases ，以

Ca2+ ~ cofactor 而 Zn2+則有抑制 62 、 72 kd gelatinase 活性的效泉?

而且 Thermolysin 會將 72 kd gelatinase 切成 62 kd gelatinase 0 國比 62

kd gelatinase 可被視為診斷人類乳癌中腫瘤轉移的重要指標 D

p 
t 



英文摘要

The62主d gelatinase is the activated form of the 72帽kd gelatinase 

(matrix metalloproteinase-2, MMP國2) proenzyme and considerable to be 

the aritical point 扭扭扭or invasion and metastasis. Zymography studies 

have measured the increased 的主d gelatinase activi句， in breast cancer 

tissue, but have faded to demons甘ate the association between the 

expression of 62-kd gelatinase and tumor metastasis. The purpose ofthis 

study was further to examine the expression of 62-kd gelatinase in human 

breast cancer. We measured the activity of62國kd gelatinase in 38 s缸nples

of breast cancer and al冉acent normal breast tissue using gelatin 

均rmography. Unlike previous sample preparation, the homogenization 

bu蛙er was performed by phosphate-bu旺ered saline (PBS). Expression of 

the 62岫kd gelatinase ranged from a strong band (1126 INT x mm2
) to the 

presence of only little amount(37 卦汀 xmm2) ofen勾咽le in the tumor 

tissue, with little or none detectable in the adjacent normal tissue. There 

was a significant statistical correlation between the level of expression of 

the62生d gelatinase and occupancy oflymph node metastasis. These 

results demonstrate elevated expression of 62去d gelatinase in human 

breast cancer tissue relative to adjacent normal tissue. These results 

ln吐icate that the 62-kd gel的inase would be considered as a potential 

marker for the diagnosis oftumor metastasis in the human brease cancer. 
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今日科學品明?物質文明雄為發達?可是人類對於可怕的疾病-

f 癌症 j 還是力不從心不能有效治療。 f盡管科學家們對於癌症的研究

投下無以累計的精神、時間、金錢和努力?可是至今大多數癌症的真

正成因為無法究明，喝此也就談不土有根本治療的方法 o 為 1982 年

開始?國內癌症死亡率已超越心臟血管疾病?躍居首位 o 由於生活品

質的提昇?飲食習慣的改變?隨之而來的是癌症種類歐美化及癌症發

生率的不斷土升 o 據 1997 年衛生著令:佈 84 年國人的癌症報告?平均

每十萬人就有一百零k人死於癌症?男性以肝癌為首?女性則是肺

癌?乳癌蓋章居第五位?但卻是死亡人數增加率最快遠?比往年增加了

13.14 % ，而在 86 年乳癌史躍居第二名 e 另一個不尋常之現象為乳癌

辜者有年輕化趨勢 o 圈內女性乳癌好發於 35 - 54 歲(55.3 %) ，為歐

美地麗的女性乳癌卻有五分之二發生在停經後?二二者平均年齡有十歲

之差?其原國尚待偵奎 D 針對國內女性權患乳癌每年大持有 700 …

900 個為歷的情況，除了加強預防和治療外?腫瘤分期與偵湖的方法

也需齊頭並進 o 由前乳癌癌化行為的偵 j則以淋巴結轉移為最佳的禎別

指標?其它如型態土和生化上的變化?也是偵測的重點 o 但是這些仍

然不足以指示乳癌癌化的專一性會所以尋求更多有關乳嬉惡化的指標

是目前迫切的工作。

腫瘤(tumor) :在身體的系一部位形成的一個細胞集圈，此細胞集

麗與周闋的細胞組織不同會並且是具有島律性(autonomy)的細胞 o 腫

瘤可分為良性腫瘤與惡性腫瘤二種。

所謂癌(cancer) ，其廣義的意義是指惡性腫瘤口惡性腫瘤的主要

特徵是可以侵入周圍的組織(invasion) ，並且可以轉移封遠處的其他組

織(metastasis) ，而在其它組織增殖最後導致宿主死亡。然癌細胞不會

d 



直接傷害宿主致死，癌症的直接死間是感祟?為其中此種感摯的大部

是由於對抗生素存抵抗性之細菌所引起的?其次是流血與血管阻塞?

再者是癌細胞增殖以政於侵犯鄰近器官引起器官失能(organ failu間)、

呼吸失能以及心脫不足( Julian L. Ambrus 等的報告)。

腫瘤細胞的生長一般分成四偶階段(1)侵襲 (invasive) :是，性腫瘤

細胞，猶如細沙般很容易擴散?此種擴散出家的癌細胞就侵入為闋的

正常組織 (2)血管生成( angiogensis ) :微血管土皮細胞包聞腫瘤組織

並且增殖。癌組織為了繼續成長，必需有補給營養的通道?一般相信?

癌組織本身有誘導血管形成的能力 o 事實土?我們可以發現腫瘤組織

較正常組織有更豐富的血管組織 (3)滲入血管( intravastion ) :癌細胞

能分泌可破球周圍正常組織的分解韓素?為使腫瘤細胞能滲入微血管

床 (capillary bed) (4)腫瘤細胞從血管滲入組織和轉移( extravasation 

& metastasis ) :癌細胞籍著血管系統運行的血液性轉移

( hematogenous metastasis )與藉淋巴系統運行的淋巴性轉移

( lymphogenous metastasis ) ，為運行到較遠的組織或器官~後再滲出

血管進入標的?以進行其非連續性的分裂增殖發育(1) 0 

從臨床的觀點而言?癌症發展最嚴重的狀態就是侵襲和轉移?癌

細胞一旦轉移往往是群醫束手無策?只能可延殘喘一段時間最後仍說

定一死 o 喝此?癌症研究的一個主題就是偵湖癌細胞早期的轉移 o 轉

移的過程是一備接端複雜的現象?它包括…系列的連續步驟?其中就

是分泌蛋白酵素除去細胞外基質?以便癌細胞的侵略和轉移(5) 。

然而分解細胞外基質也同樣發生在一些正嗡的生理狀況?如胚胎

的發育(embryo morphogenesis) (2) ，囊胚的著床(3) ，血管生成和絃織重

建(昀 D

一、細胞外基質(ex甘acellular ma甘ices)可分成二種:取基底膜

E 
‘J 



(basement membranes, BM) 乙.細胞組織間隙的結締組織(interstitial 

connective tissue) 

市基底膜

基底膜是由基底板(basallamina) 、基質、網狀纖維三層所組成。

所有土皮組織在與底下結締組織相接觸的面有一連續成一片樣的構

造?稱之為基底膜 o i7Q基底板是一薄片的顆粒層由很細的微纖維色會

…、純繳的網狀結構而成?已知含有膠原蛋白質(以 type岫IV膠原蛋白質

為主)和一些不定形蛋白質(多瞬類複合物)。總狀纖維和基底板相似?

但膠原蛋白質是以 type-llI為主 o 在基底膜下晶尚有以 type岫 I 膠房、蛋

白質為主的厚纖維結構 o

基底膜分f布在身體每個地方?主要是用來分離細胞組織間險的結

締組織之外皮和內皮之器官 o 為基底膜也作為細胞生長的地基以及維

持、組織的方向性。在臨胎分化時期的細胞增生和許多的 vivo 的再生過

程如上皮的形成和神經的再生尉，η中，也提供了定向的功能?基底膜

另外一個功能就是過濾巨大分子自

這怎底膜的主要成份是: (1) type個IV 膠原蛋白質:分子結構

(Cd(lV))2a2(lV) ，特徵均為基底膜特殊且主要的成份?用來形成網狀結
構並且是細胞接觸的蛋白?會和 heparan sulfate proteoglycan 、

fibronectin 有交互作用 (2) laminin :分子結構 A，郎，由?特徵均為是怎

底膜特殊的成份?可以幫助細胞結合到基質土， laminin 為可和特殊

的細胞膜蛋白結合以及和 proteoglycan 、 entactin 有交互作用 (3)

heparan sulfate :分子結構 core protein 和 3-6 個側鏈，特敏:今與 type-IV

膠原蛋白質、 laminin 、 fibronectin 有交互作用?可能具有過濃巨大

分子的功能(4) chondroitin sulfate :分子結構core protein和 6個側鏈 (5)

entactin :分子結構單一條鏈?特徵均為基底膜特殊的成份且會與

laminin 有交互作用



乙.細胞組織間隙的結締組織

是由細胞 fibrobasts 、 osteoblasts 、 chondrocytes 和 macrophages

所構成的?其可分成幾種類型:鍵(tendons) 、骨(bone) 、筋膜(品sciae) 、

鬆的基質(loose stroma) 、韌帶(ligaments) 。其廣泛分f存在身體的膠原纖

維和 glycoprotein 、 proteoglycan 、 hyaluronic acid ground substance 所

形成的網狀組織中?主要是作為支撐作用。科)

平、癌細胞的轉移需要額外基國層次的改變，如對細胞外基質高度的

親和力?高度的細胞移動性以及增加分解蛋白的活性(proteolytic

activity) 。癌細胞首先透過細胞表面的 laminin binfing protein 與基底膜

的 laminin(一種 glycoprotein)接觸(8) ，接著將 metalloproteinase cascade 

啟動?於是可師團IV 膠原蛋白勝(9)產生?而將基底膜的 type-IV 膠原

至是白質總狀結構分解掉?癌細胞就可以穿越基底膜而移動 o

而參與癌細胞之侵襲和轉移時分解受白的妥白帶素可分成四大

類:

l.serine 一蛋白酵素;如 plasminogen activators 、 plasmin 和 elastase

2.cysteine 一蛋白酵素:如 cathepsin B 和 cathepsin L 

3.metalloproteinase :色令三種 a. interstitial collagenase 

b. type-IV 膠原蛋白質 c. stromelysin 

4.aspa的'1 一蛋白酵素:如 cathepsin D 

在最近許多重要的研究指出 MMPs 的表現和許多腫瘤如 breast(10) 、

colorectal(l 1 ， 12)以及 gastric(14月 carclnomas 有關連 o

五、 MMPs 家族成員

甲、可分成三類:

l.a. intersti關膠原蛋白質將你pe且I 膠原蛋白質勝、 MMP-l) :以



52 、 57 kd 被分泌出賣活化態分子量為 52 kd ，可分解 type岫

1, II 及 III 膠原裝白質(15)

b.PMN 膠原蛋白質路 (MMP國8) :以 75 kd 被分泌出書可分解

可pe-I， II 及 III 膠原蛋白質(16)

2. a. 72 kd type-IV 膠原蛋白質勝 (72 kd gelatinase 、 MMP-2)

以 72kd 被分泌出，活化態分子暈為 62 kd ，可分解 type闡

IV, V 及 vrr 膠原蛋白質、 fibronectin 、 gelatins(l7)

b. 92 kd type嘲IV 膠原蛋白質勝 (92 kd gelatinase 、 MMP-9) :以

92kd 被分泌出，活化態分子量為 82 kd ，可分解句rpe國IV及V

膠原蛋白質、 gelatins(18)

3. a. stromelysin (甘ansln 、 proteoglycanase 、 procol1agen-actívating

factor 、 MMP-3) :以 57 、 60kd 被分泌出?活化態分子量為

53 油費可分解 proteoglycans 、 laminin 、 fibronectin 、可pe嘲

啞， IV 及 V膠原裝白質、 gelatins(19)

b. stromelysin-2 (transin-2 、卸路。咽10) 活化態分子暈鳥兒 kd , 
可分解 type-llI， IV 及 V膠原蛋白質、 fibronectin 、 gelatins(20) 

c.PUMP輛 1 (MMP-7 、 small metaUoproteinase of uterus) :以 28 kd 

被分泌出，活化態分子量~ 28 kd '可分解 fibronectin 、 gelatins

乙、 MMPs 家族有幾項特徵:

1.催化的機制需要 Zn2+/Ca2+位於活性中心 2.MMPs 是以

Zymogen 的方式被分泌出來 3. Zymogen 需要藉由蛋白韓素

organomercurials 來活化 4. 活化態的 MMPs 會比未活化的 MMPs 少

掉約 10 泌的分子量 5.MMPs 的 cDNA 序列相似於膠厚、蛋白質勝 6.

MMPs 可以分解一種以土的細胞外暴質成份 7.MMPs 的活性可以被

TIMP( tissue inhibitor of metalloproteinase)所抑制 8.MMPs 成員闊的胺

E 



基酸次序之相似性很高

雨、 MMPs 在生理狀況可受二種不同的方式調控:

1.轉錄層面的調控(甘anscriptional regulation) : 

MMPs 的基國並非 constitutively expressed ，但可以受到…些生物

性活化劑如蒂爾蒙、生長聽子、 oncogenes 、 cytokines 和 tumor

promoters 的正調節。然而這正向的誘發可以被其他的生物性關聯的

作用者如 steroids 和 transforming growth factor，岫beta 所抑制 o

在癌細胞中 MMPs 葷的提高?可能肇聽於活化態的 oncogene 存

在的結泉。例如 Ha-ras oncogene '其和許多人類和動物的腫瘤有關

連?是個有效的 Type輔IV 膠原蛋白質勝/gelatinase , stromelysins 之誘

發者(inducer) 0 (22) 

2.M品1Ps 活性層面的調節:

(1)受 plasmin 的活化 plasminogen 由 plasminogen activators 7舌化成

plasm血， plasmin 再參與以 latent form 被分泌釋出的 MMPs 活化的

pathway (2)受 stomelysin 的活化:己活化的 S缸omelysin 以

superactivate MMPs '使 MMPs 比活化態的活性更高出 5品倍 (3)受

TIMP 的抑制:活化的 MMPs 會去分解細胞外基質的成份?然而此時

的 MMPs 活性會被 T鷗在P 所抑制 o

推jQ1 MMPs 之 latent form 中的 prodomain 可能纏繞折疊著?所以

在係留展 PRCGVPDV 的 cysteine 可以和 Zinc 分子形成複合物 o

MMPs 的活化劑顯示可以使 prodomain 有結構土的改變 F 於是說破壞

了 cysteine - Zinc 之間的交互作用?並且將 Zinc 釋出?此 Zinc 就可

以參加 MMPs 分解蛋白的反應 D 此種狀態的 MMPs 就有能力進行

autoproteolysis 以移走 N 端的 prodomain(包括 PRCGVPDV 序列h 接

著便改變成活化狀態(22) 0 

E 
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閥、 MMP-2 與腫瘤

在許多的系統中(23) ， MMP-2 顯然與腫瘤的侵襲和轉移有關?如

利用 immunohistochemical 和 mRNA hybridization(24)偵 j財人類乳癌?發

現有 MM手2 表現量增加。而在 immunoreactivity 中 MMP圖2 出現在人

類乳癌的侵襲霞(25) , m1 7舌化態的 MMP-2 主要是在人類乳癌的 extracts

中 (26) , zymography 的定量也證明活化態的 MMP-2和乳癌的惡化有關

。7) .，由以土觀察可知 MMP-2 的表現和人類乳癌的惡化情況有關連 o

而在最近的研究中更進一步的指出， MMP國2 的活化可以增加人

類乳癌轉移的潛能 G 在許多的證據顯示?人類乳癌細胞以及在裸鼠中

的 MMP-2 在膜土被活化的潛能和轉移的能力有關(in vitro) (30泊。

h位在P-2 的活化過程是利用 MT_MMP(28)或一些蛋白勝將 72kd 改變成

62 惱。而在高度其侵襲能力的人類乳癌細胞株中 ConA 可誘發 MT國

MMP 的表現。9)。聽此 MMP-2 的活化可能和人類乳癌轉移惡化有關。

五、研究動機

62 kd gelationase 的活性在其侵襲性的人類乳癌中也有增加的現

象(32) ，並且乳癌組織中比在鄰近的正常組織中表現量較高 F 這些結果

都顯示了的 kd gelatinase 增高的量和人類乳癌轉移惡化有關述，但卻

無法進一步證實此種蹺，象和惡化轉移成為理土的是化潛能有什麼樣

的關連性。國此我們利用 zymography 檢測站鶴病人的乳癌和正常組

織之 62 kd gelatinase 的表現。希冀能對於這個關連性做個合理的解

釋也我們參考 BiHings(33)的 cytosal 萃取以 PBS 研磨組織。聽為此酵素

以 free and/or flashy 存在於 ex甘acellular ma甘lX 和 ln甘acellular plasma 0 

lC 



縮 寫

Bowman闡Birk inhibitor 

: Acαcia co靜的αtrypsin inhibitor 

BBI 

ACTI 

RCTI 

ALTI 

DLTI 

PMSF 

DFP 

TLCK 

TPCK 

: Ricinus communis 甘ypsin inhibitor 

: Albizziα lebbek trypsin inhibitor 

Dolichos lablab trypsin inhibitor 

Phenyl methyl闡sulfonyl fluoride 

: diisopropyl fluorophosphate 

: Na蟬P-tosyl-L-Iysine chloromethyl ketone 

: N-tosyl個L-phenyalanine chloromethyl ketone 

EDTA : Ethylene diamine te甘aacetic acid 

SDS : Sodium dodecyl sulfate 

TEMED : N，N，N\N、圖Tetramethylene diamine 

Tris Tris (hydro再唱lethyl)國aminomethane

BSA Bovine serum al色扭扭扭

FPLC : Fast performance liquid chromatography 

T臨時 : Tissue inhibitor of metalloproteinase 

S 180 Sarcoma 180 cell 

P Proes甘us

E : Es甘口S

M : Metes甘us

D : Diestrus 
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實驗材料

l.人類乳癌組織以及乳癌鄰近的正常組織?由中部系兩家醫院所提

供

2.S180 細胞為本實驗室在小白鼠腹腔中培養

3.小白鼠購自榮民總醫院台中分院動物中心

Spragl時間Dawley 雌鼠購島 National Science Council Animal Cent，眩，

Taipei Taiwna , ROC 

4. ACTI 、 ALTI 、 DLTI 為本實驗室純化

5. Acrylamide 購自美圈 Sigma 位司

6. Bio-Rad protein assay dye reagent 購自美國 Bio-Rad 官司

7. Coomasie brilliant blue R250 購自德鸝 Serva 去司

8. Gelatin (Porcine type A) 購自美國 Sigma 官司

9. Sodium dodecyl sulfate 購自德關 Serva 官司

10. Trypsin (句rpe III' from bovine pancreas) 、 Chymotrypsin 、

Thermolysin 、 Nargase 購自美國 Sigma 位司

11. PMSF 、 TLCK 購自美國 Sigma 官司

12. TPCK 購島美圈Aldrich chem. 'Ä'司

13. Tris 購自德鶴 E.Merck 宇:司

14. 儀器

Amersham Life Science Hybridization OvenlShaker 

Beckman DU 640 Spec甘ophotometer

Beckman GS-6R Centrifuge 

Bio岫Rad Mini-Protean II 

Fargo 旋轉動力器

HybridHB司SHK 1 Shaker 

Wheatopn 細胞研磨器

12 



實驗方法

1.檢體的收集

1)由外科乳房切除手術所獲得的人類乳癌組織和相對部份的正常乳

房組織(指接近切除邊緣的正常組織)，是由中部系兩家醫院闊刀房

所提供

2)檢體冷凍並且放入液態氣中保存

3)檢體是按照正常的手衛處置所獲得?並不會對病人有任何的危

險也同時由於需使用病人的資料來解釋生化和分子生物的數據?

所以採取匿名的方式

2.組織研磨渡的製備

所有的操作都在 4
0

C下完成

1)癌組織和鄰近正常組織先以 PBS 清洗，再用每 100mg 組織 1 ml 

PBS 研磨(30 s甘okes ' Konetes homogenizer) 

2)研磨;夜在冰土靜置 10 分鐘之後?離心 14，000xg 30 mins 分鐘?取

土;青液並且放置輔助℃備用

3.Zymogram Protease Assays 

(A)檢體中妥白葷的分析(Bio個Rad protein assay solution , Ric加no甜，

CA) 

l)BSA 的 standard curve (單位:μ1)



stdNo blank 2 3 4 5 6 7 8 

BSA O 4 8 12 16 20 24 28 32 

(O .4mglml) 

ddH20 200 196 192 188 184 180 176 172 168 

吐dH20 500 

bu旺br 100 

dye 200 

std conc 缸里i!lll) O 1.6 3.2 4.8 6.4 s 9.6 11.2 12.8 

2)測量 sample 蛋白暈

取 100 J.tl sample 加入 700μ1 ddH20 ' 200 J.tl dye ，混合均勻即

可~ø1蛋白質含量 (Bradford protein assay ) 

(B)SDS-聚丙姆瞌氯板膠電泳法

1) 配製 0.1% Gelatin- 8% SDS-PAGE 配製(0.75 mm) 

resolving ge10J ml) stackinggel (3 .5 ml) 

1.5 M Tris-HCl ,pH 8.8 2.75 ml 。

0.5 M Tris-HCl ,pH 6.8 。 0.91 血l

的 %SDS 110J.d 35μi 

30 % acrylamide輔1.2% 2.96 ml 。.49 ml 

Bisacrylamide 

1\rs (1 0 mglml) 0.55 ml 175μi 

Gelatin (2 %) 0.55 ml O 

dH20 4.08 ml 1.89 ml 

TEMED 7 悟:一 8 抖l

H 



2)將已凝聞之板膠用問定封電泳裝置土?於電泳構內注滿緩衝液

(甘aybu質er)

3)取 20 J.11 檢體(25 時)加入 5抖 5X loading buffer (不含有 β品的H 或其

它 reducing agents) 會 mlX 後取 1 0 J.11 loading 至板膠繪中(well)

的進行 electrophoresis 分析 150 伏特 2.5小時

(C) 電泳後 gel 之處理

1) 取出 gel 加入 100 ml Washing bu宜er (2 .5% Triton X-100 in dH20) 

在室溫洗 30 分鐘(品'fotory shaker) ，再換一次 100 ml Washing 

bu宜er30 分鐘

2) 倒掉 Washing buffer , gel 先以往H2。他se 再加入 200 ffil Reaction 

buffer (40 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM CaCh , 0.01% NaN3) ，於

37
0

C 恆溫箱中震盪反應 12 小時以土

3) 反應後取出 gel 以 0.25 % Coomassie brilliant blue R.圖鈞。學色液 1

小時?再用退色液退色

Tarybu宜br 配製 3 g Tris-base , 14.7 g glycine , 10 ml 10% SDS 再

加水至 1 ，000 ml 

路色液配製: 227 ml dH20 , 46 ml acetic acid , 1.25 g Coomassie 

brilliant blue R輛250 , mix 直對替毛色液全部溶解再加入

227 ml methanol 

i是色液晶己製 875 臨1 dH20 , 50 ml methanol , 75 ml acetic acid 



是.FPLC 分子篩濃層拼法( FPLC Gel filtration chromato華raphy)

1) 將 Superdex HR-200(10 x 300 mm ' 25 ml)分子篩濃層析管拉安

裝 FPLC 裝置上，以兩倍管柱體積 PBS 平衡 ， ì，或速為 0.4 ml/min 

2) 取 100 J.ll 檢體研磨液(細胞質)部份以微量針俺注射入 HPLC 系

統，每分鐘收集 l 管收集 40 分鐘，再進行 Zymogram 的分析

5.組織學和臨床土的檢視

6.統計學土的分析(Statistical analysis) 

7.0pth盟alpH 的湖定

1) 配製 0.1% Gelatin- 8% SDS團PAGE 配製(0.75 mm thick , Bio-Rad 

Mini酬Protean II) 

2) 將每個 wellloading 10持相闊的檢體，進行 electrophoresis 分析:

120 伏特， 1 小時

3) 經過電泳之凝膠?每飽 Lane 切成大小一致的條狀後加入 50ml

Washing buffer (2.5% Triton X.圓的o , 40 J.ll lN HCl) ，在室

溫下洗 30 分鐘後?再換一次 50 ml Washing bu能r 洗 30 分鐘

4) 將每餾條狀凝膠分別加入各種不同 pH值的緩衝溶液(內含 10mM

CaCh和 0.01% NaN3)中?再在 37
0

C下反應 12 小時?反應之後譜是

色和退色方法及步驟向前述

lE 



各種不同的 pH 1J孟之自己製

pH 1J直 緩衝溶液 緩衝溶液照登

(final 40 mM) + dH20 

4 0.2 M NaoAc 9 ml + 0.2 M HoAc 41 ml 1 ml 

5 0.2MNaoAc 17.5 ml + 0.2 MHoAc 7.5 ml 1 ml 

6 O.lM Citric acid 5.75 ml + 2ml 

0.1M Trisodium ci加te 幽幽的 44.25 ml 

7 1 M Tris且HCl pH7.6 5ml 2ml 

+HC1+ 祖先o to 50ml 

8 4 M Tris-HCl pH 8 1.25 ml 2ml 

+ HCl + dH20 to 50 ml 

9 0.2M glycine 12.5 ml + 0.2 MNaOH 2.2 ml 4 血l

+ 35 .3 ml dH20 

10 0.2M glycine 12.5 ml + 0.2 M NaOH 8 ml 4ml 

+ 29.5 ml 征120

8. 張白臉抑制觀抑制蛋白勝活性分特

1) 配製 0.1% Gelatin岫 8%SDS-PAGE 配製(0.75 mm ，Bio-Ra往

Mini-Protean ll) 

4ml 

4ml 

3 ml 

3 ml 

3ml 

1 ml 

1 ml 

2) 進行 elec甘ophoresis 分析 • 50 ml Washing buffer (40 J.!l 1 N 

HCl)骨肉 Optimal pH ~財定

3)將每個條狀凝膠分別加入 5 ml 緩衝波(內舍的mM Tris四H的，

pH 8.0; 10 mM CaCh, 0.01 % NaN3 以及各種不同的蛋白勝抑制

劑) ，直於冰土的分鐘

的室混下反應 20 小時之後?反應後蔡色和退色方法及步驟向前述



蛋白勝抑制劑之配製

stock conc. 100 mM 54 ml\在 57 mM 0 .45 1\在 100 mM 2 血g/ml 2 mg/ml G 

inhibitor PMSF TLCK TPCK EDTA DFP DLTI ALTI Contol 

working 5mM 4 咽M 4 mM 20 mM 5 mM 174.8 174.8 

conc. 抖.g/ ml 抖g/ml

取的μl 量 250 370 351 222 250 437 437 

PMSF 溶於 isopropanol (屬於 Serine proteinase inhibitor ) 

TLCK 溶於 dH20(為 Trypsin inhibitor) 

TPCK :溶於 95%酒精(1起 Chymo的rpsln 1曲ib助。

DFP :溶於 isopropanol (屬於 Serine prote部e inhibitor) 

DLTI 溶於 dH20(屬於 BBI)

ALTI :溶於 dH20(屬於 Ku說iz-type)

9.EDTA 對 Zymograpby Analysis 之影響

1) 配製 0.1% Gelati扭曲 8%SDS團PAGE 觀製(0.75 扭扭， Bio岫Ral往

Mini闢Protean II) 

O 

O 

2) 進行 elec甘ophoresis 分析→ 50 ml Washing bu能r(40μ11N HCI) , 
問 OptimalpH 測定

3) 將每個條狀凝膠分別加入 5ml 緩衝波(內兮的mM Tris儡HCl，

pH 8. , 0.01% NaN3 以及各種不用濃度的 EDTA)

的 37
0

C下反應 12 小時之後?反應後祟色和退色方法及步驟闊前述
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配製令各種不同濃度 EDTA 的緩衝液

EDTA 最後濃度 0.45 MEDTA 用量 Tris且HCl， pH8.0 CaCh 往日20

(mM) (μ1 ) NaN3 

。 。 10mM 

O 。 。
0.5 5.6 。

加

2 22 .3 40 mM Tris闢 HCl O dH20 

4 44.5 , pH8.0 。 至 5ml

8 88.9 0.01% NaN3 O 

10 111 .2 。
20 222.3 。

10. 不用 Ca2+濃度對 Zyl膛。graphy Analysis 之影響

作法問 EDTA 的抑制勾rmography Analysis 分析?只是緩街液的配製

不問

昌已製合各種不同 Ca2+濃度的緩衝液

CaCh 最後濃度 1 MCaCh 的用量 Tris-HCI, pH8.0 部屯。

(mM) (μLì NaN3 

。 。
0.5 2 .5 

2 10 40m弘1: Tris輔HCl 力。

4 20 ,pH8.0 dH20 

8 40 0.01% NaN3 至 5 ml 

10 50 

20 100 

40 200 

1~ 



11. 不時二價離子對 Zy臨og間phy Aoalysis 之影響

作法問 EDTA 的抑制 Zymography Analysis 分析?只是緩街液的觀製

不同

配製令各種不向二償離子的緩衝液

提供之離子 離子的最後濃度 Tris圖HCl， pH8.0 dH20 

NaN3 

Control 。 。
CaCh Ca 2+ 

ZnCh Zn2+ 40 mM Tris-HCl 

CuCh Cu2+ O.5mM , pH8.0 加 dH20 至 5 ml 

MgCh Mg2+ 0.01% NaN3 

CdCh Cd2+ 

MnCh h在n2+
ι一一一一……

12. Ca 2+ 存在下不用濃度 Z扭扭對 Zyl趣。graphy Aoalysis 之影響

作法同 EDTA 的抑制 Zymography Analysis 分析?只是緩街液的配製

不同

配製令各種不同 Zn2+濃度的緩衝液

Z 



Zn2+最後濃度 50 mM Zn2+的用費 CaCh Tris-HCl, pH8.0 dH20 

(mM) (μ1 ) (mM) NaN3 

O O 10 

O O 。
O 。 0 .5 40 mM 方口

0 .2 20 0.5 Tris-HCl 

0 .4 40 0.5 , pH8.0 dH20 

0.6 60 0.5 0.01%NaN3 

0.8 80 0.5 至 5

100 0.5 ml 

13.各種不同的蛋白勝對 Zymography Analysis 之影響

1) 配製 0.1% Gelatin岫 8%SDS咀.PAGE 配製(0.75 mm , Bio團Rad

Mini-Prote組的

2) 各稜蛋白騰的配槃

stock 濃度 稀釋後濃度 加入檢體的量

Trypsil! 5 mg/:祉，1 mM HCI 5ng/抖l

Chymotrypsin 

Nargase 1 mg!ml ,1 J:11J\，任主CI 5ng/ μl 5 f.!l 

Thermolysin 

Proteinase K l 哩旦旦哇， 1 m阻CI 2.5 ng/抖

2 



3)檢體之處理

E臨勾rme Control Tηrpsm Chymo的psm
NNE|C EasE e ii 墮N堅堅Ic 拉塑E 

Proteinas K 

檢體類剎 N \C N C E N Ic E ~ \C I E 

PBSμl 。 。 15 O 15 。 15 O 15 。 15 

檢體體積 20 15 。 15 。 15 。 15 O 15 。
~l~.~μ的

En勾rme O 5 抖i

的用量

1(25ilg) 

處理時問 37 它 30 mins 

5X 5 抖1

loading 

buffer 

全部體積 25 抖1

Apply 10 J.tl 

體積

4) 進行 elec甘ophoresis 分析: 150 伏特， 2.5小時

5)電泳後凝膠之處理時 Zymogram Protease Assays '(pp 15) 

14.以 Trypsin 活化組織研磨液之 Zymography Analysis 分析

1) 取的 μl 檢體(25 時)加入 5μ15 mglml Trypsin ' mix 後在 37
0

C下

反應 30 分鐘

2) 加入 5μ1 5X loading bu証er (不含有β-MSH 或其它 reducing

agents)' mix 後取 10 J.tlloading 至已凝國之板膠 well 中

3) 進行 electrophoresis 分析 150 伏特 for 2.5 小時

的電泳後凝膠之處理用 Zymogram Protease Assays '(pp 15) 
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實驗結果

一、 38 個乳癌為人的乳癌組織和乳癌組織鄰邊的正常組織中

gelatinase 的表現

以 Zymography 電泳分析 38 個乳癌病人?結泉顯示主要出現 92 、

72 、 62 kd gelatinase '持以 72 kd gelatinase 不論乳癌組織(T)成正常

組織(N)都有出現活性，然而 62 kd gelatinase 只專一性的出現在乳癌

組織中會至於 92 kd gelatinase 大部分都有出現?其特異性不似 62 、

72 kd gelatinase 那麼明顯?但有趣的是在 92 kd gelatinase 附近?正常

組織有較高的 band '而在乳癌組織中劍出現較低的 band Q (圈一)

二、乳癌組織中表現的 62 kd gelatinase 活性與痴人為理資料的比較

Table 1 是依 62 kd gelatinase 的活性值由高到低排列?我們將 37

鶴病人分成三群?依 62 kd gelatinase 的活性值在 200 INTxmm2 以土

為 group 1 ，有 10餾病人其中有 6個淋巴結轉移;活性值在200酬的OINT

xmm2之間為 group 2 ，有 12 個病人其中有 7 偶淋巴結轉移;而活性

值在 100 INTxmm2 以下為 group 3 ，有 15 個病人其中有 3 餾淋巴結

轉移。困此 62 kd gelatinase 的法性值在 100 INTxmm2 以土(group 1 + 
group 2)有明顯轉移的畸形 o

五、比較三個 group 中的 MMP-2

在組ble 2 中可知， 72 kd gelatinase 的活性在正常組織和乳癌組織

中的表現，沒有什麼差別?但 62 kd gelatinase 的活性在乳癌組織中的表

現明顯高於在正常組織中 o 由於先前的研究已知， 72 、 62kd

gelatinase 分別為 MMP-2 的不活化態和活化態。國此籍由 MMP-2 的

2 



活化態 rate (62 / 72 + 62 kd gelatinase)值發現實在 group 1 中是最高而

在 group 3 中則是最低;同時 MMP-2 (72 + 62 kd gelatinase)的表現量

也是 group 1 最高而 group 3 最低。國此 62 kd gelatinase 的活性和

MMP-2 的表現量越高?轉移就越多 o

四、比較 MMP-2 活化態 rate 和表現量與臨床土的指標之關連性

a.淋巴結的轉移

62 kd gelatinase 的活性在有淋巴結轉移比在無淋巴結轉移中品

出 2 倍?而 62 + 72 kd gelatinase 的表現量也是超通 2 倍 D

b.乳癌的級數

第III級的 62 kd gelatinase 活性是第II紋的 2 倍、第I級的 4 倍;

第m紋的 62 + 72 kd gelatinase 的表現量是第H 、 I紋的 2 倍 o

c. Estrogen receptor 

62 kd gelatinase 在 negative estrogen re∞ptor 比在 positive 高出

的倍 o

由此可知， 62 kd gelatinase 的活性隨著乳癌級數超高、 negative

estrogen receptor 和有淋巴結轉移而越高 o

五、分析 62 、 72 kd gelatinase 在細胞內存在的形式

利用 FPLC 將 62 、 72 kd gelatinase 以其在細胞內的 nature form 

分離 o 在正常組織中主要表現的為 72 kd gelatinase 活性?其出現在

28-31 管中，但主要是在第 29 管中?因為 1 分鐘收集 1 管也就是說 72

kd gelatinase 主要走出現在第 29 分鐘，以此比照標準分子暈曲線鷗(A

輯) ，可以推算分子量約早已 174 kd '進而推測 72 凶 gelatinase 可能是

以 homodimer form存在(B 聞)。然而在乳癌組織中 62 、 72 kd gelatinase 

用時出現在第 28國32 分鐘內，但主要是在第 30 分鐘內?推算分子暈
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約為 134 kd ，聞此在乳癌組織中可能是以 heterodimer form( 62 + 72 kd 

gelatinase)存在(C 輯) 0 (圖二)

六、乳癌中 62 、 72 kd gelatinase Optimal pH 值的湖定

為了了解 62 、 72 kd gelatinase 在何種 pH 值下會有最大的活性

儷?茵此，利用各種不問 pH 值的緩街液做反應 o 結系得知?正常組織

中的 72 kd gelatinase 的活性出現在 pH7品中?以 pH8 活性最大 o 時

樣的，在乳癌組織中 62 、 72 kd gelatinase 的活性也出現在pH 弘8 中?

也，以 pH8 活性最大。(團三)

占2 、蛋白勝抑制劑抑制乳癌中之 62 、 72 kd gelatinase 活性的分析

藉由各種蛋白勝抑制劑的抑制效果?可以了解 62 、 72kd

gelatinase 是屬於那一類的蛋白騰。正常組織中的 72 kd gelatinase 在加
入蛋白勝抑制劑後?活性都普遍下降，但以 EDTA 幾乎完全抑制活

性?可知其~ metalloproteinase 0 而在乳癌組織中的 62 、 72kd

gelatinase 則會受到 TPCK 抑制約 50%的活性?但仍以 EDTA 幾乎完

全抑制活性?故其為 metalloproteinase 0 (鸝明)

入、 EDTA抑制乳癌中之 62 、 72 kd gelatinase 活性分析

由蛋白勝抑制劑抑制乳癌中之 62 、 72 kd gelatinase 活性分析(鷗

冊)會知道 62 、 72 kd gelatinase 皆為 metalloproteinase ，故需要且價

陽離子當 cofactor 才會有活性?因此為了探討何種二斗貴陽離子可作為

這些 gelatin的e 的 cofactor ，所以需要先了解在何種濃度之下， EDTA 
可以將研磨液本身存有的二償陽離子抓完?以便一加二價陽離子就可

恢復 gelatinase 的活性，進而知道該二價陽離子可以作為 gelatinase 的

2; 



cofactor 0 結泉顯示只要反應液中無任何 Ca2+ ，這些 gelatinase 就無活

性 o (鸝五)

九、不用 Ca2+濃度對乳癌中之 72 、 62 kd gelatinase 活性的影響分析

在圈五中得知只要無 Ca2+存在， 72 、 62 kd gelatinase 就無活

性費留』沌172 、 62 kd 為 Ca2+ 闢 depentent 的 gelatinase '故欲進一步了

解 Ca2+ 恢復72 、 62 kd gelatinase 活性的能力。結系在0.5 mMCa2+ 存

在下，就可以恢復 72 、 62 kd gelatinase 的活性。在正常組織中的 72kd

gelatinase 在 Ca2+0.5臨M 時就已有最大活性會但隨著 Ca2+濃度土丹活

性反而下降 o 然而乳癌組織中的 72 、 62 kd gelatinase 在 Ca2+ 4mM 

時有最大的活性?但是在 Ca2+ 8 mM時活性下降，其中 72 鷗 gelatinase

在 Ca2+ 的、 20 mM時活性呈上升狀態但封了 40mM 時又下降;兩

位 kd gelatinase 在 Ca2+ 10 mM時活性土升，但後來的鈞、的 mM 時

又呈現下降趨勢。(閱六)

十、不同二償離子(0.5 mM)對乳癌中的 72 、 62 kd gelatinase 的影響

由圈四得知正常組織和乳癌組織中的 72 、 62 kd gelatinase 是屬

於 metalloprote部e ，需要二價離子當 cofactor 才會有活性?而且不闊

的二價離子代表不同的生理作用，比如 Zn2+是和增殖有關、 Ca2+是和

細胞內訊號傳遞有關?所以可以利用 cofactor 間接指出此蛋白蜂的生

理功能為何 B 關此欲進一步探討何種二鑽離子可當 72 、 62kd 蛋白

勝的 cofactor 0 結果顯示只有 Ca2+能夠活化這些 gelatinases 0 (鷗七)

十一、在 Ca2+存在下?不同濃度的 Zn2+對於乳癌中之 72 、 62kd

gelatinase 活性之影響分析

由於先前的報告指出 MMP-2 的 domain 土有 Zn2+的 binding
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site '然而在國七的實驗中 Zn2+不能恢復 gelatinases 的活性?但是在

另一份研究中指出在 Ca2+以及少量的 Zn2+存在下， gelatinase 具有活

性 o 故籍由 Zn2+濃度變化來了解 Zn2+對 72 、 62 kd gelatinase 活性的

影響 o 由國入知道:少葷的 Zn2+存在下對於正常組織和乳癌組織中的

62 、 72 kd gelatinase 活性有抑制的效泉，可能是 Zn2+勢於 gelatinase

的 binding 能力較 Ca2+強，而將 Ca2+競爭下來而使 72 kd gelatinase 喪

失活性 o

十二、不闊的蛋白勝活化乳癌(正常組織和乳癌組織)研磨液的分析

已知有許多的蛋白觴以及 MMPfamily 的成員分別是以

proproteinase form 和勾1ffiogen form 存在細胞質中?需要其它的蛋白勝

將其作進一步的切割 F 才會具有活性。西比利用各種不闊的蛋白勝處

理正常組織和乳癌組織?檢視是否會對 62 、 72 kd gelatinase 造成影

響或誘發新的其它蛋白勝 D 結泉 Trypsin 在正常組織和乳癌組織中會

誘發三條新的 gelatinases '分別在 72 kd gelatinase 的土晶; 72 和 62kd

gelatinase 的中問以及 62 kd gelatinase 的下晶。現 Chymo的rpsln 、

Nargase 處理沒有什麼改變 o Protein的eK 可能會將 62 、 72 姐

gelatinase 分解?國為這二個 gelatinases 的 band 消失了 o Thermolysin 

似乎會將 72 kd gelatinase 切成 62 kd gelatin船e ，西 72 kd gelatinase 的

band 變得較淡而 62 kd gelatinase 的 band 變得較亮(國九) 0 APMA 也

會誘發一條新的 gelatinase ，在力和 62 kd gelatinase 的中間 o (閱十)

自



討論

利用勾rmography 的方法?測定人類乳癌中 latent form 的 92kd

gelatinase 和 active fo闊的 72 kd gelatinase 0 結泉顯示 92 kd gelatinase 

在外科手術取得的人類乳癌組織中的活性高於相同病人之乳癌組織

鄰近的正常組織自雨同時 72 kd gelatinase 的活化態 62 kd gelatinase 主

要表現在乳癌組織中?而且 62 kd gelatinase 表現的程度和病理土發生

淋巴結轉移有關。而相對於乳癌組織的鄰近正常組織中的 kd

gelatinase 的表現量很低?國』沌的 kd gelatinase 的表現量可作為有冊的

乳癌之臨床指標(鷗一、 Table 3) 0 

雖然我們不能清楚的區分?用 PBS bufIer 萃取細胞質中的 62kd

gelatinase 和馬 SDS 萃取全部細胞中的 62 kd gelatinase ，對於的M

gelatinase 的活性表現有何不呵?但有一點是清楚的?就是在腫瘤組

織中， 62 kd gelatinase 的活性幾乎都是表現在細胞質中 o 關比我們針

對位和 72 kd gelatinase 做一些性質土的探討?並且研究在鄰近的正

常組織中的 72 kd gelatinase 和在乳癌組織中出現的位和 72 kd 

gelatinase 之闊的關係。結果發現?不管是鄰近的正常組織中的 72kd

gelatin那e 還是乳癌組織中的位和 72 kd gelatinase '其 optimal pH 為

8 ，且活性出現的範圈也相同(圈三)。同樣的4皆可被 EDTA 所抑制 F

是為 metalloproteinase 而且是 MMP-2 ，同時也是 Ca2+嘲depentent (觀

..c)。但是對於 Ca2+的需求程度有一點不呵?鄰近的正常組織中的 72kd

gelatinase 只需 0.5 mM Ca2+就有最大活性?為乳癌組織中的位和 72

kd gelatinase 卻需要 4mMCa2+才可達最大活性。這可能是乳癌組織內

的位和 72 kd gelatinase 較多故需要較多的 Ca2+ ，所以比較可能需要

定量，在同等的 gelatinase 量下比較 normal 與 cancer 之差異(圈六)。

扭



先前有報告指出 MMP-2 上有 Zn2+ binding domain ，且 Zn2+ 可以

參與 MMP-2 分解蛋白的反應?但是在我們的實驗中， Zn2+ 不但不能

使 62 和 72 kd gelatinase 恢復活性?甚至可以抑制原本經由 Ca2+恢復

的活性 o 這可能是位和 72 kd gelatinase 為 Ca軒-dependent ，而 Zn2+

對這兩飽 gelatinases 的 binding affi即可比 Ca2+好?所以 Zn2+結合土

gelatinases 使 gelatinases 闋缺少 Ca2+而失去活性(關入)。西此基本土實

在鄰近的正常組織的 72 kd gelatinase 和乳癌組織中的 72 kd gelatinase 

是性質相同。

MMP間2 是一種分泌性蛋白，但是對於 MMP-2 發生活化過程的位

置尚不清楚 o 最近有許多學者利用 immunohistochemical 的方法，得

知增加的 M品'1P-2 主要出現在腫瘤細胞的 cytoplasm 。而在 in vitro 的

研究中，利用 ConA處理人類共侵襲能力的乳癌細胞株?結系發現

ConA 可以在細胞膜的表面活化 MMP-2 0 雖然五時前為止?尚不能

清楚解釋峙的被活化的結系會是如何?即使能證明 MM凹的活

化和腫瘤轉移的潛能有關?但也只是在其侵襲能力的人類乳癌細胞株

中得到證明 o 然而在最近的研究中也指出?細胞質中的轉索和 62kd

gelatinase 活性的表現以及發生淋巴結轉移有關 o 這飽酵素可能在活

躍腫瘤組織中被活化，如 Thermolysin (一種細麓的內生性酵素)可能將

72 kd gelatinase 切成 62 kd gelatinase (鷗九)。這個現象可以用來解釋實

在腫瘤組織中已活化的 62 kd gelatinase 存在於細胞質 o 在這種具有活

躍腫瘤的腫瘤組織中， MMP-2 可能是由悅的formed cells 合成的活化

劑所活化，然後再送入腫瘤的 cytoplasm 中 o

而 62 和 72 kd gelatinase 皆是以 dimer 的形式存在?閻鳥在 FPLC

的實驗中，鄰近的正常組織和乳癌組織中所表現的位和 72 kd 

gelatinase 在不同的 fractions 中出現，因此我們推測，在乳癌組織中的

Z 



gelatinase 應該是以三種不同形式的 dimer存在 P主要是 heterodimer(62 

+ 72 kd) ，以及二種 homodimer(72 kd 或 62 kd)(國二) ，但是從實驗結

泉無法知道在 tumor progression 中是以何種 dimer 為主 o 然而不管如

何， 62 kd gelatinase 的活性值在 100 INTxmm2 以土就有明顯轉移的

情形(Table 1) ，再者藉由觀察的 kd gelatinase 的活性與臨床上的為理

指標之關靜、?可知結果雖然沒有顯著差異?但 62 kd gelatinase 的活性

隨著乳癌級數越高成為 negative es甘ogen receptor或是有淋巴結轉移為

越高。喝比我們認為 62 kd gelatinase 活性的增加確實和乳癌惡化過程

可能有關連 o

所以了解 MMP-2 尤其是細胞質的 62 kd gelatinase ，在乳癌組織

內所扮演的角色?可能有助於了解乳癌形成機制 o 為最後這些結果將

可以提供乳癌病情診斷和治療的方向?並期華麗內乳癌患者病情得封

連當的治療和控制?而使國乳癌而死亡的機率逐漸減少 o

z 
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圈一、比較 38 個乳癌病人的乳瘖組織和正常組織中的妥白勝

N: 正常組織(乳癌組織鄰邊的正常組織)

C: 乳癌組織
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鸝二、 FPLC 分子篩濃層析法

分析乳癌中 72 、 62kd 蛋白勝在細胞內存在的形式

A 聞:標準分子量曲線國

B 圈:正常組織研磨液直接過入 FPLC 中?以 PBS 為沖堤液?每分鐘

收集一管(400 抖1) ，再取第 23 到 38 管的 μl 進行 Zymogram 分析

N: 未通入 FPLC 的正常組織研磨液(10 時)

C 鷗:乳癌組織研磨液直接通入 FPLC 中?條件何止?也是取第 23

到 38 管 40 ，.d 進行 Zymogram 分析

T: 未通入 FPLC 的乳癌組織研磨液(10 抖g)
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Table 1. Expression of 62-kd (盼這T x mm2
) gelatinase in hwnan breast cancer * 

Tumor 

Group Sample 62-kd LNM 藍rade ER PR Histolo盔芷

I 3 1126 + III IDC 

4 387 ÷ III Sarcoma 

10 318 + H + ND 日)C

12 354 III + ND IDC 

21 214 H ND IDC 

23 398 III + ND 的C

24 870 + H ND ND IDC 

33 756 血 + ND IDC 

34 828 III 十 ND IDC 

37 360 十 1lI 的C

38 702 + H IDC 

2 $ 36 139 + H + + IDC 

3 148 H ND ND 的C

5 101 + 1立 + ÷ IDC 

9 188 I IDC 

18 170 III IDC 

19 109 n ND ND 的C

25 119 + H + ND IDC 

26 128 + H IDC 

27 100 + H + ND IDC 

29 117 H IDC 

30 112 + n 十 ND IDC 

35 158 + III ND 的C

3 f. 2 37 也← n 十 + IDC 

6 62 + IIll IDC 

7 66 Il 趴在C

8 54 I 十 ND IDC 

11 78 H IDC 

13 95 + H 十
“• 

的C

14 98 Il + ND 的C

15 78 H IDC 
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Table 1. (∞ntiuned) 

Tumor 

Group Sample 62-kd LN孔4 Grade ER PR Histology 

16 43 u + IDC 

17 55 IH + “卡 IDC 

20 44 + ND lDC 

22 60 II + ND JDC 

28 67 II + ND IDC 

31 54 II ND 恥1C

32 92 UI + ND IDC 

* Staging and rustology were detennined independently of the 月刊ograpruc da祖. Grade 1 is least 

de何erentiated; grade II intennediate; and grade 血 most differentiated LN = ly1nph node 

metastases; ER 口 estrogen rec叩tor; PR = progesterone rec叩tor; +, positive; -, n噁ative; ND= 

non-detect; IDC = infiltrating ductal carcinoma; MC = medullary carcinoma. The level of 10 fmol 

receptor/mg or greater is considered clinically positive for both estrogen rc中tor and progesterone 

receptor. 

S Group 1 showed a strong increase in 62回kd gelatinase activity with data more than 200 到Tx

mm2 in cancer tissue. No. 33 and 34 were extracted from the same patient, wrule No. 34 was the 

relapse one. Proportion of samples with no indication oflymph node metastases: 4110. 

$ Group 2 showed a slight increase in 62-kd gelatinase activity wi曲曲臼 between 100 and 200 

lNT x nml in cancer tissue. Proportion of samples with no indication oflymph node metastases 

5/1 2 . 

.c Group 3 showed a little amount in 62明kd gelatinase activity with data less than 100 INT x mm2 

in cancer tissue. Proportion of samples with no indication of lymph node metastases: 12/15. 



Table 2. Comparison of rate and activity (的T x mm2
) of l\品1P-2 坦白面led groups 

Nonnal 

Group 72k吐 62 kd 

1 (n=10) 602 136 5 5 

2 (n=12) 530 123 7+7 

3 (n=15) 360 78 5 • :4 

1-2 (n=22) 563 89 6+4 

牢牢 Comparison between nonnal and cancer, p<O.OO 1. 

+ Comparison: Group 3 vs Group 卜2， p<0.05.

Cancer 

72 kd 62kd 

921+167 556 96** 

502+106 132+8** 

413 66 66+5** 

692+104 + 325+63料+

72+62 kd 62/72+62 kd 

1478 225 0.39 0.04 

634+108 0.26 0.03 

478+69 0.18 0.02 

1016 147 + 。~23+0.03 + 



Table 3. Comparison of activity (的T x mm2
) and activation rate of1\品。-2 based on c1inical parameters 

Normal Cancer 

Group 72 kd 62 kd 72 kd 62 kd 72+62 kd 62/72+62 kd 

Lymphnode 

Negative (n=21) 394+63 。 472 95 158 40** 629 128 0.25 0.02 

Positive (n=16) 594+117 13 7 719 98 301 81** 1020 148 。.27+0.04

grade 

1 (n=3) 308 69 。 456+183 95+46** 551 193 0.20 0.07 

II (n=22 417+69 5 4 442+75 171 • :45** 612+105 0.27 + 0.03 

回 (n=12 642 143 7+7 861 十 135 + 341 95** 1201 201 + 0.2540.04 

Estrogen receptor 

NegatÎve (n=15) 602 122 9+6 617+111 259 76** 876 167 0.28÷0.03 

PO設ive (n=19) 382+73 4÷4 579+106 164 44** 742+140 0.22+0.03 

料 Comparison between nonnal and c組cer， p<O.OO 1. 

, Comparison: grade II vs grade III,p<O.OI 



。 72 kd 
A. 

也 72 kd 
- 62 kd 

pH 

B. 

圈三、乳癌中的蛋白勝之 Optimal pH 值的~ß1定

利用各種不同 pH 值的緩街液，分析 72 、 62kd 蛋白勝活性

的 pH 值範聞

A 圈:正常組織電泳的結果 B 國:乳癌組織電泳的結泉

C 閣:將電泳的結泉利用 Alphalmager 2000 j吋每個蛋白騰的活性值也

計算的方式以 72kd 蛋白路為例:取其中最高的活性值當作 100 %' 

為剩下的不同 pH 值的活性值再與之計算相對的百分比，如:不同 pH

值的活性值/最高的活性飽 X 100 0/0 
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圈閱、蛋白勝抑制劑抑制乳癌中之 72 、 62kd 蛋白勝活性的分析

可以了解 72 、 62kd 蛋白將是屬於那一類蛋會勝 o 乳癌組織和正常

組織之研磨液先分別 run gel 後，再分剎加入不同的蛋白勝抑制反應

A 圈:正常組織電泳的結泉 B 圈:乳癌組織電泳的結果

C 輯:電泳的結果利用 Alphalmager 2000 ~到定每個蛋白勝被抑制後的

活性值 o 計算的方式以正常組織之 72kd 蛋白勝為例:以正常組織的

Control 之 72 kd 蛋白勝活性值為 100 %'如: TLCK 抑制後的正常組

織之72kd妥白勝活性飽/正常組織的 Control 之 72 kd蛋白勝活性值X

100% 
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關五、 EDTA 抑制乳癌中之 72 、 62kd 蛋白勝活性的分析

由蛋白勝抑制劑抑制乳癌中之 72 、 62kd 蛋白勝活性的分析?得知

72 、的 kd 蛋白勝受 EDTA 所抑制?故兩者屬於 metalloprotease 0 聞

此欲進一步了解， EDTA 在何種濃度之下就可以達到抑制的效泉

Lanel 當 con缸。1 組(一般蛋白勝特徵研究的條件)

Lane2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 當實驗組

A 國:正常組織電泳的結汞 ; B 聞:乳癌組織電泳的結泉

4c 
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觀六、不同 Ca2+濃度對乳搖中之 72 、 62kd 蚤白勝活性的影響分析

在圈五中可知只要無 Ca2+存在， 72 、 62kd 蛋白勝就無活性?由於

72 、 62kd 為 Ca2七 depentent 蛋白勝?闋此欲進一步了解 Ca2+ 恢復

72 、 62kd 蛋白勝活性的能力

A 輯:正常組織電泳結系 ; 聽聞:乳癌組織電泳結果

C 輯:為電泳結果的曲線圈 o 將電泳的結系以 Alphalmager 2000 $財

72 、 62kd 蛋白騁的活性值，。計算的方式以正常組織的 72kd 蛋白

將為例:以最高的正常組織之 72 kd 蛋白勝活性值為 100 %'如:其

餘正常、組織的 72kd 蛋白勝活性值/最高的正常組織之 72 kd 蛋白勝

活11生f直 X 100 

也



、 φ 勻、一←、斗、+、

A. C Ca~ Zn~ Cu" Mg" CdιMn" 

72 kd-

?寸 、 4 勻寸 ?T 、一卡 、

B. C Ca- Zn" Cu" Mg- Cd" Mn 斗

72 kd-
62 kd-

鸝七、不同二償離子(O.5 mM)對乳癌中的 72 、 62kd 蛋白騰的影響

曲圈四得知正常組織和乳癌組織中的 72 、的 kd 蛋白勝是屬於

metalloprotease ，需要二償離子當 cofactor 才會有活性?國此欲進一

步探討何種二價離子可當 72 、 62kd 蛋白勝的 cofactor

A 圈:正常組織電泳結泉 ; B 鷗:乳癌組織電泳結系

c= 不加任何二償離子?當作 con甘01 組

在
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10 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 Ca 2+ 個泌的
。 o 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Zn 2 + (mM) 
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10 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 Ca 2+ (mM) 

。 o 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Zn 2+ (mM) 
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Ca 2+ 10 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 (mM) 
Zn 2

+ 0 0 0 0.2 0 .4 0.6 0.8 1 (mM) 

圈入、在 Ca2+存在下?不同濃度的 Zn2+對於乳癌中之 72 、 62kd 蛋

白勝活性之影響分析

由圈五中可知只要無 Ca2+存在， 72 、 62kd 蛋白勝就無法性?為先

前的報告指出 M~在P-2 的 domain 土有 Zn2+的 binding site 0故藉由 Zn2+

濃度變化來了解 Zn2+對 72 、 62kd 蛋白勝活性的影響。 A 輯:正常

組織電泳結系; B 圖:乳癌組織電泳結泉

Lane 1 當 con甘01 組(一般蛋白勝特徵研究的條件)

Lane2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 當實驗組

C 鸝:為電泳結果的曲線圖 o 將電泳的結果以 Alphalmager 2000 ~的

72 、 62kd 蛋白騰的活性值， 0 計算的方式以正常組織的 72 屆蛋會

勝為例:以正常組織的 Control 之 72 kd 蛋白勝活性值為 100 %'如:

正常組織的實驗組之 72kd 蛋白勝活性值/正常組織的 Control 之 72

kd 蛋白勝活性值 X100%
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觀九、不闊的蛋白勝活化乳癌(正常組織和乳癌組織)研磨液的分析

Lane 1 、 2 :乳癌研磨液未加蛋白勝活化?作為 control 組

Lane3 、 4 ; 6 、 7 ; 9 、 10 ; 12 、 13 ; 15 、 16 : 

乳癌研磨液分別先加 Trypsin 、 Chymo甘ypsln 、 Nargase 、

Thermolysin 、 Protease K 活化

Lane 5 、 8 、 11 、 14 、 17 分別只有 Trypsin 、 Chymotrypsin 、

Nargase 、 Thermolysin 、 Protease K 

N: 正常組織 C 乳癌組織 E: 蛋白勝
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37 0 C reaction 4 加'S

恤 + + AP骨質A
N C N C N C 

話關:

1 2 3 4 5 6 

觀十、 APMA(25 nM)活化乳癌(正常組織和乳癌組織)研磨波(25 抖的

的分析

Lane 1 、 2 :乳癌研磨液未加 APMA 活化

脂肪 3 、 4 :乳癌研磨液未加 APMA 活化?但經過 37 Oc incubation 

4 個小時

Lane 5 、 6 乳癌研磨液加 APMA 活化?經過 37 Oc incubation 

4 個小時

N: 正常組織 c 乳癌組織
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中文摘要

利用 zymography 的方法分析老鼠 sarcoma 180 (S闢 180)細胞中需

要先被 trypsin 活化才具有活性，而且會受 BBI 和 ACTI 所抑制的二

個蛋白勝?其分子輩分別為 46 kDa 和 62 kDa ，主要位於細胞質中?

pH optimal 分別為 7 和 8 。由於其會受 DFP 、 BBI 和 ACTI 抑制活

性，但不受 EDTA 和 TPCK 所影響，故此二個蛋白勝~ trypsin嘲like

serine proteases '並且可能是蛋白勝抑制劑(BBI 和 ACTI)在細胞內的

協rget en苟明les 0 62 kDa 蛋白騰的先驅物在 S-180 solid 和 soft tumor 

中有明顯的增加?然而 46 kDa 蛋白勝的先驅物反而幾乎不存在實由

此可知這二餾 serine proteases 在腫瘤的侵襲中有一個重要的生理角

色。

52 



英文摘要

In this study, using 月rmogram analysis two proteolytic activities 

were identified in the mouse sarcoma 180 (S輛 180) cells that were activated 

by 甘ypsin treatment and inhibited by both BBI and ACTI. These enzymes, 

with molecular weights of 46 kDa (dominant band) and 62 kDa (minor 

band), were mainly localized in the cytosol, and had optimal activi穹的 pH

7 and 8 respectively. Their inhibition by DFP, BBI and ACTI but not 

EDTA and TPCK indicated they were 甘ypsu卜like serine proteases and 

may be the in仕的ellular target-en勾位les of protease inhibitors. The level of 

the precursor of the 62 kDa protease w:部 significantly increased in the S嘲

180 solid and soft tumo詣， whereas the level of 甘le 46 kDa precursor was 

almost undetectable, implying that a physiological role may be played by 

these serine proteases d日ring tumor invasion. 
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緒 占3口

蛋白且每抑制劑 (protease inhibitor)是 cancer chemoprevention 中最

具潛力的藥劑。依據流行為學的研究?在大量攝取豆類的地罷?其人

民權患乳癌、大腸癌、見是臟癌以及攝護腺癌的比例較其它地區為低

(1，2)o 的豆類已知富含高劑量的蛋白勝抑制劑 o 在生物體內和生物體

外的實驗模式中也已證實蛋白勝抑制劑具有抑制癌生成的能力

(suppression of carcinogenesisi3,4) 0 

癌症的 chemoprevention 的定義:能于擾或延遲實驗動物腫瘤發

展的過程，並且最後可以運用到人類的身土 D 有幾種 chemopreventive

的方式:1.抑制 carclnogens 的形成 2. 于擾 carclnogens 的活化 3. 

抑制細胞 transformation 或抑制 tumor 的 promotion 0 為維他命 A 、抗

氧化物如 selenium 、研tocopherol 、 hindered phenolic 組tioxid組ts 、

anti-inf1ammatory agents 和蛋白勝抑制劑等都有 chemopreventive 的生

物活性(5) 0 

蛋白勝抑制劑以各種不同型式存在許多的組織中(令動物和植物

界) ，雖然它們在生物和管養方面的功能尚未清楚?但它們主要的生

理功能似乎是預防可造成傷害的蛋白水解 o 例如人類的al軸的1psln

inhibitor ，其存在血液中可以預防肺氣腫口然而此抑制劑在抽菸者身

體中會被破壞掉(6，7月 o 國香煙中的顆粒可以活化會造成 superoxide

anions(02-)和 H202 ( hydrogen peroxi由)的 PMN3 或巨噬細胞。為 H202
會與 myeloperoxidase 反應為將 αl-trypsin inhibitor 的 methionine 氧

化實使al-的rpsin inhibitor 喪失活性(9) 0 在有肺氣腫的抽菸者和有發生

肺癌條件的人?都可看到沒有活性的a卜的rpsin inhibitor 0 

以下先介紹蛋白勝抑制劑的抗癌成效:1.老鼠的皮膚實驗模式

中已證實， PJ\制所造成的 superoxide anion 可以被委白勝抑制劑、閣
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醇類和 retinoids 所抵清(10，口，12); 2. 在實驗老鼠的飲水中添加令成的

蛋白勝抑制劑(ε間aminocaproic acid) ，可以抑制由吐imethylhydrazine 所

誘發的大腸癌(13); 3. 飲食中令有高劑量的蛋白勝抑制劑可以降低乳

癌、大腸癌、攝護腺癌、口腔癌以及 pharyngeal cancer(14) 0 

然而蛋白勝抑制劑大多數都是利用抑制 chymo的rps闊的活性?來

i拿到預防癌症(3) 0 在生物體外測試蛋白勝抑制劑的 radioprotective 故

泉，發現蛋白勝抑制劑可以到達特殊的位置行使其抗癌的活性(15) 。制

如在大腸癌中?所攝取的蛋白勝抑制劑以高濃度狀態存在大腸中?而

且在沒有癌細胞的大腸壁土有活化態的華白勝抑制劑(15)。然而有些發

由且每抑制劑無主主抑制 gastric carcinogenesis 實現為蛋白勝抑制劑的抑

制活性會受 PH~直影響?為它們無法在酸性的胃部中有活性或行使抗

癌作用?但是 Bowman-Birk protease inhibitor (BBI)可以降低 gastric

cancer(16) 0 

常於蛋白勝抑制劍如何行使其抗癌活性的機制仍然所知有限?然

為已知蛋白且每抑制劑有幾項功能被認為和蛋白勝抑制劑的抗癌作賄

有關:1.影響慕些 oncogenes 的表現能力?如 c-myc 、 c-fos; 2. 影

響系些蛋白勝的分解活性，如 N花圈加toxy-carbonyl嘲Val-Pro嘲Arg國弘

amino-4晒methylcoumarin圖hydrolyzing activity ，這些蛋白勝在暴露於致
癌物的組織中都有很高的章(17) 0 

雖然蛋白勝抑制劑有許多種推測抑制腫瘤的方式實然大多數然認

為他們可能抑制了可活化在 induction or expression of the transformed 

phenotype 中很重要的細胞內蛋白將如 growth factor 0 許多的 growth

factor 是以非活化態的先驅物被合成出書並且需要 post甘anslation

modification ，也就是需要蛋白勝的作用，將無活性的 growth factor 

變成有活性狀態帥，19) 0 ~象非 transformed 的 C3H110Tl/2 細胞要變成
transformed 可能需要 immature growth factors 由蛋白勝分解變成
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mature form 0 而蛋白勝抑制劑也可以抑制癌生成的啟始(如itiation)和

促進( promotion)階段?利用停止癌生成的 ongoing process(l7) 0 例如合

成的張白勝抑制齊i抑制老鼠皮膚 two酬stage 的癌生成之

promotion (20，21) 。詞時蛋白勝抑制劑在活體內和活體外的實驗模式中?

息是個強默的抗 promotional(20，2l)試劑 a

蛋白勝抑制劑可以改變在癌細胞生成時具有重要角色且由致癌

物所誘發的細胞性改變，使這細胞性的改變變成正常細胞峙的狀態 o

蛋白勝抑制劑需要在細胞正在增殖特加入才會有抑制臨的formatio臨

的效果 o 如蚤白Z每抑制劑就對已 transformation 的融合瘤細胞無抑制

的效泉(22，23) 。

在許多的蛋白勝抑制劑的抗癌研究中?其中以大豆中的

Bowman-Birk protease inhibitor (BBI)被研究最廣泛且深入 o 大豆的

BBI 分子量為 8，000 daltons ，具有抑制的'Ps1n 和 chymo的'Ps酷的活性

位置(3) ，但是只有 chymotrypsin-inhibitory region 有抑制 transformation

的效果 o BBI 以往lmer 形式存在溶液中， BBI 當要與蚤白勝結合時 p

dimer 會解離再以1: 1 的方式與蛋白勝形成稜合物。 BBI 家族的成員

都是含有非常穩定雙硫鍵的蛋白質，廣泛存在所有豆類植物中(24)，而

且 BBI 在黨或者分解(消化)過程中仍是十分穩定(1125)o 國此 BBI 經咀

嚼後進入胃部不會被宵分解?而是以未活化態形式保留著?再在小腸

中以蛋白且每抑制劑活化態和蛋會將(如 trypsin 、 chyt帥的'Psin)形成稜

合物。而且 BBI 不會被吸收和進入血液中，只有少量的 BBI 被吸收費

最得 BBI 被濃縮在尿液中被排出體外?為此時的 BBI 不能再與

trypsin 和 chymotrypsin 結合(15，26) 0 

BBI 可以特殊性的抑制由 ionizing radiation 所造成的

甘ansformation '而此抗癌( anti-carcinogenensis)機會才是自吸收的蛋白勝

抑制劑，可能問接部份抑制了蛋白的吸收 o 已知高蛋白和高脂類的攝
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取可以增加癌症的發生 o 即使低攝取脂類但無攝取豐富的豆類?一樣

不會降低癌症的發生(15) 。而 BBI 也可以抑制1.在生物體外由致癌物

所誘發的 transformation(l 5 ，27); 2. 由 dimethy1hydrazine 所誘發老鼠的

大腸癌。8) ; 3. 由 7， 12-dimethy1be凹 (a) anthracene (DMBA)所誘發老

鼠的 cheek p仰01.耶l比chc缸c位i詛帥og酹en即es位is (2仰倒29昀9仍叭)川 4. 由輻射線或化學致癌物(彷be侃n眩zoO 

(扭盼a吋) pyrene 和β.閉閉啊'開.

t協f賄an昀1旭sformιa倒ti昀on(30川)川; 5. 當 BB阻I 存在於正在成長中的 B劉10∞oms叩y抖f句n吋drl郎ome

〈扭BS幻)細胞時'可有效減少 BS 細胞中自發性的接色體變性(31) 。

Bloom syndrome 侈的是個正接色體隱性遺傳疾病?具有高葷的熱

色體變性和 sister chromatid 的改變?而此一特徵使 BS 個體較正常人，

易得癌症(32) 0 

為 BBI 可利用各種不時處理動物的方式達到抗癌的效果:1.為

部給予 BBI 可抑制由 DMBA誘發的 cheek pouch carcinogenensis (33) ; 

2. 注射 BBI 可以抑制由于methylcholanthrene 誘發的肺癌(34); 3. 餵

食 BBI 可以抑制由社imethylhydrazine 誘發的老鼠大腸癌和肝癌

(35,36,37) 0 

BBI 是以不可逆的方式抑制甘ansformation 的過程例如在由

radiation 誘發的甘ansformation 中已癌化數天的 cul帥的內加入 BBI , 

仍可達到抑制的效果(27) 0 而在先前的實驗中也指出?蛋白勝抑制概不

需要長時間存在於肺部，就已有抗痞活性(38) 0 而 BBI 以 nanomolar 的

濃度就可以抑制由輻射線所誘發的 C3H110Tv2老鼠路胎纖維母細胞

的 transformation(27) 0 

終結 BBI 的抗癌效泉:1.可抑制由各種不同型式的致癌物所誘

發的癌症 2. 可抑制三種不同物種的癌症(mice 、 rats 和 hamsters) ; 

3. 可抑制不同的組織和器官如大腸、肺、肝、 esophagus 和 cheek

pouch (oral epitheli闊的所產生的癌症 ;4. 以各種不同的方式給予動物

自



(包含飲食)都可達抑制的效泉; 5. 可抑制不向型態的腫瘤如:

squamous cell carcinomas 、 adenocarcinomas 和 anglOsarcomas 等; 6. 

可抑制不同型態細胞產生的癌症如 a.土皮細胞:大腸、肺、肝、

esophagus 和 cheek pouch b.連結組織細胞:纖維母細胞(18) 。

然而對於 BBI 如何行使其抗癌活性的機制?目前為不清楚 o 但是

有些學者推湖 BBI 的抗癌機制乃是藉由抑制在 induction and lor 

expresslon 甘甜sformed pheno句rpe 時所需要的細胞性妥白路。如先前的

報告指出 BBI 可能和 lysosomal en勾rme 作用科0) ，聽為成長中的

C3H110Tv2 細胞會攝取 B膜，而且將 BBI 濃縮在細胞內的液胞中?但

是無直接證據證實此液胞就是 lysosomes 0 lysosomallGolgi 韓素在癌

症細胞的發展之角色尚不清楚?然而 lysoso血al 醇索在細胞內對於蛋

晶質的 tumover 方面具有重要的角色 o 在 C3H110Tv2細胞中的兩偶蛋

白勝可能和細胞內蛋白的 tumover 有驕 o 而蛋白勝抑制劑可以擾亂蛋

白的制mov缸，進而阻礙或抑制了甘甜sforme吐 phenotype 的發展

lysosomallGol悍的酵素在蛋白的 processlng 方面可能也有作用 (41) 0 然

聽頤和其他具有抗癌性的蛋白勝抑制劑可以抑制如 peptide hormones 

或 growth factors 類的細胞性蚤白質的 processlng ，而 peptide

hormones 、 growth factor 伴隨拉伯sformed phenotype 的 induction 組往

lor expression(39) 0 

在 human國derive性(1 522 、 BS)和 mouse-derived (C3H110T1/2)細胞

中都有相似的二偶蛋白勝存在， BBI 可能和達二個蛋白勝作用或是

達二個蛋白勝先形成 dimer 後再和 BBI 作用 o 然而請想 B鷗在老鼠和

人類的纖維母細胞中可以和相似的蛋白勝作用?更進一步的說明?具

有抗癌性的蛋白勝抑制劑的共同標的酵素存在不同物種的纖維母細

胞之相同 subcellular location (38) 0 

另外一種具有抗癌活性的蛋白勝抑制劑 ， Acacia co晰的α的rpsln
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inhibitor (ACTI) ，是從 Acαciac。可仰。分離出書屬於 Kunitz :fi甜nily

two輛chain 甘ypsin inhibitor ' ACTI 可強烈的抑制 trypsin ，但對於

chymotrypsin 的抑制能力就比較弱 o ACTI 和 BBI 一樣可以籍由

concanavalin A (con A)或 abrin輛a 的 B chain 將兩者帶入細胞內而抑制

sarcoma 180 cell 的生長 o

基於在腫瘤的發展中蛋白勝扮演了重要的角色?並且透過蛋白勝

的活化 cascai由來啟動腫瘤的侵襲和轉移 o 然而對於蛋白將如何作用

以及具有不錯抗癌活性的蛋白勝抑制劑如何抗癌?二者的機制尚且不

清楚會有許多的學者推測蛋白勝抑制劑藉由抑制一個或多徊在誘發和

表現 transformed phenotyp 中必需要有的細胞內蛋白騰。現比我們利用

可在老鼠腹腔中大受繁殖的腫瘤細胞 sarcoma 180 cells ，來研究已癌

化細胞中的蛋白勝 o

~ 



實驗方法

1. S-180 細胞的 maintain

1.取 2 X 107個老鼠 sarcoma 180 (S闢180)細胞注入雄性 ICR老鼠的腹

腔中

2) 於三個星期之後?由腹股取出 S-180 細胞?部份的 S-180 細胞會

聚靠在一起並且閑著在組織上，這些型態的 S-180 細胞稱為 soft

帕拉lor

3) so丘 tumor 細胞先用 PBS 清洗後用震盪方式使 s。我 tumor 分散成懸

浮狀態

的 solid tumor 走來島將 5 X 106個老鼠 S-180 細胞皮下在射封 ICR老

鼠右邊腹股溝的區域?一個月之後取出 tumor ，並且將結締組織

除掉後用 PBS 清洗並且研磨

2. S-180 細胞研磨液的製備

1) S岫180 細胞從腹腔抽出?用 PBS 清洗後於 4
0

C下離心 1 ，000xg 10 

分鐘

2)沈澱的細胞用 PBS 清洗二次，並且再用等體積的 PBS 再懸浮

3)細胞在冰土用研磨器(Konetes homogenizer)研磨。Os甘okes) ，研磨

液盡於冰上 10 mins 後?於 4
0

C下離心阱，000xg 30 分鐘 F 取土清

波儲存在岫80
0

C備用?以進行 Zymogram protease assays 

3. Bradford protein assay 蛋白分析

實驗方法及步驟問帥的 (Zymogram Protease Assays) 
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4. 各種不同的蛋白勝活化 S-180 細胞研磨渡的分析

以懸浮的 S-180 細胞當檢體，實驗方法及步驟同 pp21

5. 不問 trypsin substrate 比例內川職守活化 S-180 細胞研磨液

的蛋白臉活性分析

以懸浮的 S吐80 細胞當檢體

1) 0.1 % gelatin-8% SDS-P AGE 配製
2)各種不時比例的 trypsin : substrate 的配製

位ypsin substrate 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 

比例你T:W)

的rpsm 濃度(nglμ1) 10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.l5625 
檢體體積(25μg) 15μi 

的伊拉用量 5 抖I

處種時間 37 0C , 30 分鐘

5 X loading bu宜er 5 抖1

全部體積 25μi 

loading 體積 10μi 

3) 進行勾租ography 分析 150 伏特， 2.5 小時

的電泳後凝膠之處理問呻吟

6.細胞質的分層

1) S-180 細胞從腹腔抽出，用 PBS 清洗後於 4
0

C下離心 1 ，000xg

的分鐘

2)取細胞置於冰土並且用冰的 isotonic sucrose bu能r (l O mM Tris輛

HCl, pH 7.0 , 250 mM sucrose , 1 mM MgCh)懸浮之後以研磨器
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研磨

3)取研磨液於 4 0C下離心 1 ，000 xg 60 分鐘書取土清波而沈澱物再加

入 1 ml PBS 懸浮後?再於 4
0

C下離心 1 ，000 xg 10 分鐘?取部份土

清液及沈澱物存於圓的℃備鵰

4)取步驟 3 的土清液再分離，於 4
0

C下離心 10，000 xg 60 分錯?取土

清液而沈澱物再加入 1 ml PBS 懸浮後?再於 4 力下離心的，OOO xg 

10 分鐘，取部份土清液及沈澱物備用以作月rmography 實驗

5)取步驟 4 的土清波再於 4 它下離心 100多000 xg 60 分鐘?取沈澱物

加入 1 ml PBS 懸浮後，再於 4
0

C下離心用 100，000 xgl0 分錯?取

土清液和沈澱物運團鉤。C備用

6)利用 Bradford protein assay 蛋白分析，作法問 pp 13 

7)進行 SD品聚丙婦離氯板膠電泳法，作法用仰的

7. FPLC 分子篩漣層軒法(FPLC gel filtratio臨 chol盟atography)

以懸浮 S-180 細胞當檢體?實驗問 pp 16 

8.0ptb臨al p盟的湖定

以懸浮 8-180 細胞當檢體?實驗問 pp 16 

說蛋白勝抑制劑抑制蛋白騰的效泉

以懸浮 S-180 細胞當檢體?實驗問 pp 17 

10. Reverse zymography 分析(以湖定 trypsin inhibito時)

1)0.1 % gelatin咀10% SDS-PAGE 配製

2)取 20 J.!l 檢體(50 時)加入 5μ1 5X loading bu宜er(不合ß-MSH 或其它

reducing agents) ，的x 後取 20μlloading 封已凝眉之板膠

3)進行勾啞的graphy 分析: 150 伏特， 2.5 小時
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電泳後 gel 之處理

1)取出 gel 加入 50 ml washing bu宜er (2 .50/0 Triton X-100 in 往地0)在宣

溫洗 30 分鐘(品布otory shaker) ，再換一次 100 ml washing buffer 洗

30 分鐘

2)倒掉 washing buffer ，以 dH20 rinse 再加入 100 ml incubation bu宜說

(50 mM Tris闡HCl ， pH 8.0 , 5 mM CaCh ' 0.02% NaN3 ' 0.15 M 

NaCl) ，再加入 100 抖1 trypsin (1 mglml)後?置於 37
0

C 恆溫箱中反

應 l 小時

3)制掉溶液後 gel 先用 incubation bu能r 清洗二次?再加入新的 100 ml 

incubation b胡說?盡於 37
0

C恆溫箱中反應 12 小時

4)gel 用 0.25 % Coomassie brilliant 帥的 R-250 祟色液 l 小時?再用 i是

色液退色

11.還原齊!對 S吐80zy盟lograpby 之影響分特

1)檢體的配製

檢體種類 S值180

一 + 一 + 
Soft tumor 

一 + 一 + 
檢體體積(25μg) 的 μl 5μ1 15μ1 10μ1 10μl 5 抖1 15 f.ll 10μl 

的%弘MSH 用量 5 f.ll 。
陶醉血 (25 J1g) 。 5μ1 O 5 f.ll 

5 X loading bu宜er 5 f.ll 

全部體積 25μl 

apply 體積 10μl 

2)進行 elec甘ophoresis : 150 伏特，2.5 小時

3)電泳後凝膠之處理問悍的

自
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實驗結果

…、不同的蛋白勝活化 sarcoma 180 研磨液的分析

利用 Zymography 的方法?在 S-180 細胞研磨液中出現一個主要

的 gelatinase ，分子量大約為 93 kDa (Lane 1) 0 然而 S-180 細胞研磨液

先用的rpsln 處理再進行月rmogram 分析?真才會出現另外二個

gelatinas郎，其分子量分別是 62 和 46 kDa'但原先的 93 kDa gelatinase 

不受影響(Lane 2) 0 是為了研究是否其他的蛋白路也能像的rpsln 一樣活

化位和 46 kDa gelatin部e '所以我們息將 S-180 細胞研磨液先用

chymo訂ypsln 、 proteinase K 、 nargase 、 thermolysin (後兩者 data not 

show)處理，但是結系這4 種蛋白勝無法活化位和 46 kDa gelatinase 0 

(圈一)

二、不同的rpsin substrate 比例何T : W)活化 S-180 細胞研磨液之

gelatin的e 的活性分析

由留一可知的rpsln 可以活化 62 和 46 kDa gelatinase '又已知

en均rme 和 substrate 之聞是以一定的比例在作用 F 故想要了解的rpsln

在何種比例之下?可以活化 62 和 46 kDa gelatinase 達最大的活性值也

結果在的事sin : gelatinase = 1 1000(W: W)的情況下?會問時出

現 62 和 46 kDa gelatinase 的活性 o 如泉的rpSl目的暈過多?則會將的

和 62 kDagel滋lnases 分解掉?然的rpSln 的量太少，則無法活化出的

kDa gelatinases 的活性 o 由曲線鸝可看到的kDa gelatinase 的量在

的rpSl曰 gelatinase = 1 : 1000(W : W)時活性最大?並且隨著 trypsi臨

的量降低而活性隨之降低。(國二)

五、細胞的分層

個



欲知 93 、位和持6 kDa gelatinase 在細胞中的位置，閏比利罵離

心力將細胞研磨液分成 3 層?並且每一層皆周有的rpSln 處理和無

t丹rpSln處理冉一起進行電泳分析。結果可被的rpsin ~舌化的位和 46 kDa

gelatin部e 主要出現在細胞質的部份(100多OOOxg 土清液， 100 KS) ，但

仍有少量甚至不出現在其他分層 o 為 93 kDa gelatinase 則在每一分層

都有出現(簡三)。

四、 FPLC 分子篩漣層析法

的和 46 kDa gelatinase 需要先經廿ypSln 活化才具有活性?國此想

要知道62 和 46 kDa gelatinase 在細胞質中是以何種 proen月rmeform存

在，所以利馬 FPLC 的方法，將這三個 gel的lnases 以 proen勾官le fo閉

的形式分離出 o 結泉 :B 圈是 S嘲180 細胞研磨波未經 trypsin 活化直

接通入 FPLC 之後?再將所收集的:fractions 用的rpsln 處理再進行電泳

分析。而 C 國則是 S-180細胞研磨液先經的rpsln 活化後再通入FPLC ，

的所收集的企actions 就直接進行電泳分析 o 的和 46 kDa gelatinase 分

別出現在 B 、 C 二二圈中(通入 FPLC 之前無 or 有先闊的rpsln 處理)各

為相同的企actions ，分別是 32岫33 和 35輛37 ，與 A 鸝標準分子量相對

其分子輩分別是 66 和的kDa ，國此可知位和 46 kDa gelatinase 是以

相逅的分子存在細胞質中 o 為 93 kDa gelatinase 在 B 、 C 二圈中也是

以相同的:fractions 出現(27團28) ，分子量約 200 kDa '故推j鷗在島然狀

態下 93 kDa gelatinase 是以往imerform 存在。(鷗四)

五、 S-180 細胞研磨液中的、 62 和 46 kDa gelatinase optimal pH 

值的測定

為了了解的、 62 和 46 kDa gelatinase 在何種 pH 值下會有最大

的活性值，西比利用各種不同 pH 值的緩街液做反應。結系得知: 46 

kDa gelatinase 主要的活性廣泛出現在 pHι泊之闕，為其最大活性出
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現在 pH 7 0 93 kDa gelatinase 的活性出現在 pH7-8 中?以 pH8 法性

最高。至於 62 kDa gelatinase 的主要活性出現在 pH7-9 中?息是以 pH

8 法性最高。(圈五)

六、蛋白勝抑制劑抑制 S-180 細胞研磨液中之 93 、 62 和 46 kDa

gelatinase 活性的分析

藉由各種蛋白勝抑制劑的抑制效泉?可以了解的、位和 46 kDa

gelatinase 是屬於那一類的蛋白勝 o 結果 DFP 、 BBI 和 ACTI 可以抑

輔 62 和 46 kDa gelatinase 的活性?由此可知這二個 gelatinase 具有

serine protease 的特敏。至於 93 kDa gelatin的e 則只受 EDTA 所抑制實

故其為 metalloproteinase 0 然而 TLCK 、 TPCK 、 PMSF 對這三種

gelatinases 活性的影響並不大 o (圈六)

..t:、比較正常老鼠與感祟 S-180 老鼠的器官中 gelatinase 的表現

欲進一步了解的、 62 和 46 kDa gelatin齡的在各種器官中的表現，

情形，所以說取腦、肺、心、肝、腎、脾等器官的研磨液來分析 o 結

果 A 鸝未先闊的rpSln 活化的正當或感蔡 S-180 老鼠中的賄、肝、腎、

脾只出現的kDa gelatin部e ，而且是以脾臟最多?肺臟次之?但是在

腦和心臟中卻沒有 93 kDa gelatinase 的活性 o 至於先蹋的rpSln 活化的

器官研磨液中(B 輯)， 93 kDa gelatinase 表現如 A 圈?為 62 kDa

gelatinase 的活性則都很高?並且具有規則性:在感替毛 S-180 老鼠的器

官中的活性高於相對的正常老鼠中的器官 o 但是 46 kDa gelatinase 雖

都有表現，但比較無明顯差異性(圈..t:)。

入、鈞、 62 和 46 kDa gelatinase 在 S-180 細胞的不同階段之表現

由圈七知道 62 kDa gelatinase 在感吾吾 S-180 老鼠的器官中之活性
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大於正常老鼠的器官，為 93 kDa gelatinase 的表現則反之?聞此想要

更深入的研究這三種 gelatinases 在 S-180 細胞侵襲過程中所可能扮演

的角色。所以利用三種不同型態的 S-180 細胞做腫瘤侵襲的模擬分

析1. S-180 細胞:懸浮在腹腔中(S值180 細胞的最初狀態、); 2. soft 

tumor 懸浮的 S-180 細胞最後會聚集在一起?並且附著在組織周盟

(開始侵襲); 3. solid tumor 以皮下注射的方式將 S-180 細胞注入腹

股溝的皮下(侵襲) 0 結果在 so鹿和 solid tumors 中不需要的rpsln 活化

說出現一新的 65 kDa gelatinase 活性?而再用控ypsln 活化可使 65 kDa 

gelatinase 的活性增加 e同時在 soft和 soli往 tumors 中的 62 kDa gelatinase 

活性比在 S-180 細胞中增強許多 P 但是 46 kDa gelatinase 的活性反而

變弱 o 而 93 kDa gelatinase 也在 soft 和 soli往 tumors 中增強活性。國此

總結而言: 93 、的和 62 kDa gelatinases 在 soft 制mors 中的活性最

強， solid tumors 次之而 S-180 細胞中最弱;但是 46 kDa gelatinase 的

活性卻是在 S-180 細胞中最強， solid tumor 中次之為在 soft 如mor 中

沒有活性 o 由此可知 46 和 62 kDa gelatinase 與腫瘤的侵襲有著顯著的

關係。(圈入)

九、 Reverse 勾rmography 分析(以測定的rpsin inhibitors) 

有許多的文獻己指出在腫瘤的侵襲和轉移過程中會有蛋白路和

華白勝抑制對表現量增加的現象，因此由鸝入已了解 S-180 細胞、 so說

tumor 和 solid tumor 中蛋白騰的變化情況會為這蛋為勝抑制稱是否也

有相對應的改變?所以利賄 reverse 勾rmography 分析蛋白勝抑制劑。

結果蛋白勝抑制劑在 S-180 、柚胞、 soft tumor 和 solid tumor 中並無變

化。(閱九)

十、還原劑對 93 、的、 62 和 46 kDa gelatinase 活性的影響

蛋白騰的活性大部分是位於雙硫鍵中會聞此利罵 ß.叫SH 還原劑

部



(破壞雙硫鍵)來了解這些 gelatinases 的活性位置。結果令MSH 可使

gelatinase 喪失活性 o

十一、不用 trypsin substrate 比例(W : W)活化 soft tumor 研磨液

之 gelatinase 的活性分析

由鸝入可知 trypsin 可以活化的和 62 kDa gelatinase '故想要

了解 trypsin 在何種比例之下實可以活化最大的 65 和 62 kDa gelatinase 

活性值 o 結果在的rpsin : gelatinase = 1 : 1000何T : W)的情況下?

只會出現適當的 93 、的和 62 kDa gelatinase 的活性?不像的rpsln 的

暈過多會出現一些雜 bands '然的伊ln 的量太少?則又會使活性變

1t o 由曲線圈可看到的和 62 kDa gelatinase 的登在 trypsin gelatinase 

揖 1 : 500 和 1 : 250 (W : W)時活性最大?並且隨著 trypsin 的量

降低而活性隨之降低 o 93 kDa gelatinase 則是不管的rpsln 葷的變化會

仍維持平穩的禹活性狀態。(國十一)

十二、 so說 tumor 的 FPLC 分子篩濾層析法

62 kDa gelatinase 需要先經的rpsln 活化才具有活性?而 65 kDa

gelatinase經 tryps~n 活化可增加 2倍的活性，國此想要知道的和 62 kDa

gelatinase 在細胞質中是以何種 proen勾rmeform 存在?所以利用 FPLC

的方法?將這三娟的、的和 62 kDa gelatinases 以 proenzyme fo間的

形式分離出 o 結果 :B 輯是 so立 tumor 研磨波未經的rpsln 活化直接過

入 FPLC 之後?再將所收集的 fractions 賄的rpsln 處理再進行電泳分

析。而 C 鸝則是 soft tumor 研磨液先經的'psln 活化後再通入 FPLC ' 
為所收集的 fractions 就是接進行電泳分析 D 的和 62 kDa gelatinase 分

別出現在 B 、 C 二二閩中(通入 FPLC 之前無 or 有先闊的rpsln 處理)相

闊的 fractions 會分別是 32-33 和 3卜抖，而二者主要出現的 band 皆在

~ 



fraction 33 ，將其與 A 閹標準分子量相對二者的分子量皆是 76 kDa , 

喝此可知的和 62 kDa gelatinase 是以相近的分子存在細胞質中。而

93 kDa gelatinase在B 、 C二圈中也是以相同的 fractions 出現(27輛28) , 

分子量約 200 kDa ，故推測在自然狀態下的kDa gelatinase 是以往lmer

form 存在。(鷗十二)

十三、 soft tumor 研磨液中的、的和 62 kDa gelatinase optimal pH 

值的湖定

為了了解的、的和 62 kDa gelatinase 在何種 pH 值下會有最大

的活性值?茵比利馬各種不同 pH 值的緩衝液做反應。結泉得知: 65 

kDa gelatinase 的活性廣泛出現在 pH7-的之詞?為 62 kDa gel的lna闊

的活性也廣泛出現在 pH ι10 之間?的kDa gelatinase 的活性別出現

在 pH7-8 中，這三者最大活性都出現在 pH8 0 較特殊的是的kDa

gelatinase 的活性在 pH8 、 9 、的之聞是呈現，最大值狀態也(圈十五)

十四、妥白鵝抑制劑抑制 soft tumor 研磨液中之 93 、的和 62 kDa

gelatinase 活性的分析

藉由各種蛋白勝抑制劑的抑制效笨，可以了解的、的和 62 kDa

gelatinase 是屬於那一類的蛋白膀。結泉 TPCK 、 DFP 、 BBI 和 ACTI

可以抑制 50%以土的 65 和 62 kDa gelatinase 活性?由此可知這五個

gelatinase 具有 serine protease 的特徵 o 但是 65 kDa gelatinase 也會受

EDTA 抑制達 80%以J:.'閱此也具有 metalloproteinase 的性質 o 至於

93 kDa gelatinase 則只受 EDTA 所抑制?故其為 metalloproteinase 0 而

TLCK 、 PMSF 對這五種 gelatinases 活性的影響並不大 o (觀十四)
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討論

在S-180 老鼠的 sarcoma cell 中，我們分析二個需要甘ypsln 活化

的 46 和 62 kDa gelatinases '這二三者可被 Bowman-Birk 和 Kuntiz嘲

protease 所抑制 o 在進一步的研究中發現， 46 和 62 kDage娥的ases

為細胞質內的蛋白?分射在pH7和 pH8 有最大的活性?並且受 DFP 、

B頤和ACTI抑制活性。由此可知這二個 gelatinases 為 trypsin岫like serine 

proteases ，同時由於 EDTA 不能抑制它們的活性?所以達二者並非是

臨etalloproteinase '因此排除是 collagenases 的可能性 o 尚有趣的是娟

和 62 kDa gelatin俗的並不直接出現在細胞研磨液中?而是需要的rpsln

活化才會有活性。所以它們可能是以 proen勾rme 的形式合成?並且需

要一個的rpsin-like 的細胞內酵素將 proen勾rmeform 改變成 active

form 0 所以我們就利賄 FPLC 在自然情況下(native condition) ，估算娟

和 62 kDa gelatinases 的先驅物之分子量大小。結果它們與其先驅物的

分子量大小相似，這意味著先驅物只需要小小的修飾、改變?就足為

變成 active form 0 

再者經由正常和感著急 S-180 老鼠的各種器官中會發現在感哥等各180

的器官中， 62 kDa gelatinases 的活性皆高於相對的正當器官?但是的

kDa gelatinase 闖關好相反，聞此藉由勾rmography 分析 soft 和 solid

tumors '以便了解 46 、 62 和 93 kDagel瓜lnases 可能扮演的重大生

理角色?結泉顯示 62 kDa gelatinase 的活性有明顯增加的情況?而 46

kDa gelatinase 反而顯著的消失 o 此推j賞?當糾紛細胞在侵襲之前被局

限在皮下或是聚集在一起?可能會使先驅物的量有一特殊性的轉變?

持這偶先驅物正代表著?在惡性腫瘤細胞中 62 kDa gelatinase 的重要
性。{
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也藉此進…步探討在 so設和 solid tumor 中出現的新的 65 kDa

gelatinase ，以及在相時蛋白景和 trypsin 活化量下活性增強的 62 kDa

gelatinase 的性質，結泉位和的kDa gelatinasea 的 pH optimal 史，是在

pH 8 ，典先驅物分子量大小相近 9 因此也不需要太大的改變會活性

就會大大提高。同樣的的和 62 kDa gelatinase 也會受 DFP 、 BBI 和

ACTI 所抑制，但有一點特殊就是的kDa gelatinase 也同時受 EDTA

抑制活性。換句話說的kDa gelatinase 不但是的rpSl恥like Serine 

prote那e '另一方曲也受二價離子調控 o

然而在這些不同形式的腫瘤(S圈內o cell 、 soft 恥mor和 soli吐 tumor)

中的的rpsin inhibitor 並無改變世國比我們的結果也和一些學者的假說

符合:蛋白勝/蛋白臉抑制剩不平衡的 ratio ，可能和腫瘤發展的階

段(stage)有關連 o

B頤和 ACTI(二者皆是的rpsin inhibitors)會抑制 sarcoma 180 細胞

的生長，而且當這二個抑制劑以共價鍵與 conA 成 abrin帝的 B 鏈結

合時，會大大提高被細胞攝取的量?進而增強抑制 S-180 細胞生長的

效泉 o 雖然抑制的機制尚不清楚?為這有可能是抑制劑藉由抑制在腫

瘤細胞中參與誘發 transformed phenotype 的韓素，來達到抑制腫瘤細

胞的生長。聞此娟、 62 和 65 kDa gelatinase 可能就是 anticarcinogenic

物質如 B頤和 ACTI 作用的酵索 o
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攝一、不闊的蛋白勝活化 S-180 細胞之研磨液的月租ography 分析

Lane 1 S司的細胞之研磨液未加 trypsin 活化

Lane2 、 4 、 6 : S-180 細胞之研磨液分別加的rpSln 、

chymo的rpSln 、 proteinase K 活化(W，爪r = 1000/1) 

Lane3 、 5 、 7 分別只有甘ypSln 、 chymo甘ypSln 、 proteinase K 
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觀二、不同的rpsin : sub甜甜比例(W : W)活化 S-180 細胞之研磨

液的勾rmography 分析

嘗試找出最適當的 trypsin 愛來活化在 S-180 細胞之研磨液中

的 93 、 62 、 46 kDa 蛋白將
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輯之乙、禎瀾的、 62 、 46 kDa 蛋白勝在細胞中的位置

利用各種不同的離心力將各180 細胞作 subcellular fractions 

Lanel 、 2 :研磨 S-180 細胞後?進行 1 Kxg 離心後的沈澱物

Lane3 、 4 :取 1000 xg 離心後的土清液，再進行的 Kxg 離心後的

沈澱物 Lane5 、 6 :取 10Kxg 離拉後的上清液會再進行 100 Kxg 

離心後的沈澱物; Lane 7 、 8 取 10Kxg 離心後的上清液?再進

行 100 Kxg 離心後的土清液 o

+= 有加 trypsin 活化 ;一: 未加 trypsin 活化
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觀四、從正常老鼠和腹腔中有 S-180 細胞的老鼠體內取各種不闊的組

織作比較

A 輯:各個組織不力口的rpSln 活化直接進行月明lography 分析

B 圈:各個組織先加的rpSln 活化再進行 zymography 分析

N: 正常老鼠 c= 腹腔中有 S-180 細胞的老鼠

'Æ 



A 

1000 

51∞ 
x 

:10 

1 

Thyroglobulin (669 kDa) 

Apofe耐in (443 kDa) 
amylase (200 kDa) 
_____ Albumin (66 kDa) 

93kDa ~ Ca巾。nlC
62 kDa ..呵呵蠅、...c.au.Þydrase

46 kDa (29 kDa) 

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 
乎這etention Time,min 

B 

Frc.No.. 518025 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 
tube/min 

93 kDa-

62 kDa-

46 kDa

c 
Frc 袖，幻的 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 
tubelmin 

93 

62 

46 

觀五、 FPLC 分子篩漣層析法

分析的、 62 、 46 kDa 蛋白勝在細胞內存在的形式

A 聞:標準分子量曲線圈

B 輯: S-180 細胞之研磨液直接過入 FPLC 中會以 PBS 為沖堤液?每

分鐘收集一管?每管 400 抖會再取第 25 封 39 管 8μi 進行

勾咀lography 分析

S 180 :未通入 FPLC 的 S-180 細胞之研磨液(10 抖g)

C 圈 S-180 細胞之研磨液先加入的rpSln 活化後再過入 FPLC 中?

條件向上?也是取第 25 到 39 管 8μi 進行勾rmography 分析

S 180 :未通入 FPLC 但已先用 trypsin 活化的 S-180 細胞之研磨液

(10μg) 
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國六、 Optimal pH 值的j的定
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Reaction pH 
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利用各種不同 pH 值的緩街液，分析的、 62 、 46 kDa 蛋白勝

活性的 pH 值範閣

土閣:電泳的結泉

下闢:將電泳的結泉利用 AlphaImager 2000 , jQ1每個蛋白勝的活性值口

計算的方式以 93 kDa 蛋白勝為例:取其中最高的活性值當作 100 %' 

的剩下的不同 pH 值的活性值再與之計算相對的百分比?如:不同 pH

值的活性值/最高的活性值 X 100% 
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93 kDa 闢

62 kDa-

46 kDa-
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TLCK TPCK EDTA DFP PMSF BBI ACTI 

鸝七、蛋白勝抑制抑制的、 62 、 46 kDa 蛋白勝活性的分析

可以了解的、 62 、 46 kDa 蛋白勝是屬於那一類蛋白勝

S-180 細胞之研磨液先進行電泳分析後?再分別加入不祠的蛋白

勝抑制反應

土鷗:電泳的結泉;下圈:電泳的結泉利罵 AlphaImager 2000，~財定

每飽蛋白勝被抑制後的活性值 o 計算的方式以 93 kDa 妥白勝為例:

以 control 的 93 kDa 蛋白勝活性值為 100 %'如: TLCK抑制後的 93

kDa 蛋會勝活性值/ control 的 93 kDa 妥白勝活性催 XI00%

5mMDFP 、 PMSF :屬 serine protease inhibitor 

4 mM TLCK: 為缸ypsin inhibitor ; 4 mM TPCK :為 chymotrypsin

inhibitor; 20 mM EDTA :屬 metalloprotease inhibitor; 350μgDLTI : 

屬 Bowman岫Birk inhibitor (BBI); 350μgACTI :屬 Kunitz family 

inhibitor 
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- 93 kDa 

- 62 kDa 

- 46 kDa 

鸝入、觀察的、 62 、 46 kDa 妥白勝在 8-180 細胞不同時期的變化

別的: 8-180 細胞在老鼠腹部中以懸浮狀態存在

8180(s。我) :懸浮的 8-180 細胞在三個星期後會聚集在一起並且附著

在組織土

卸的(solid): 8-180 細胞注射到老鼠的皮下?一個月後取出

Lane 1 、 2 、 3 檢體未加 trypsin 活化直接進行月rmography 分析

Lane4 、 5 、 6 檢體先加 trypsin 活化再進行月rmography 分析
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圈九、還原劑對 S180 細胞和 SI80(soft)細胞中的、 62 、 46 kDa 還是

會勝活性的影響分析

3% 弘 MSH: 還原剩?會將雙硫鍵還原成 free 的 SH group 

+=檢體有用 trypsin 先活化 一:檢體未加的rpsin ~舌化

S180 : S-180 細胞在老鼠腹部中以懸浮狀態存在

別的(so的:懸浮的 S-180 細胞在三總星期後會聚集在一起並且附

著在組織上

位
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圈十、 S180 細胞之研磨液以 reverse 勾rmography 分析(以湖定的'pSln

inhibitor) 

別的 S-180 知胞在老鼠腹部中以懸浮狀態存在

卸的(soft) :懸浮的 S-180 細胞在三個星期後會聚集在一起並且階著

在組織上

S 180(solid): S-180 細胞注射到老鼠的皮下?一個月後取出
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圈十一、不同 trypsin substrate 比例(W : W)活化 S180(soft)細胞

之研磨液的蛋白勝活性分析

嘗試找出最適當的 trypsin 量來活化在 S180(帥的細胞之研

磨液中的 93 、的、 62 kDa 蛋白勝
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Thyroglobu!in (669 kDa) 

Apoterritin (443 kDa) 
~amylase (200 kDa) 
_________ Albumin (66 kDa 一

93kDa ~ c即出nlc

~g ~g: 叫咱州ase
wa (29 kDa) 

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 
Retention Timeτmm 

23 24 25 26 27 28 29 30 31 

Frc恤，且主竺 24 25 26 27 28 紛紛 31 32 33 34 35 36 37 
tube/mk1 

圈十二、 FPLC 分子篩漣層析法

分析 93 、鈞、 62 kDa 蛋白勝在細胞內存在的形式

A 輯:標準分子量曲線圈

B 國: 8180(so的細胞之研磨液直接過入 FPLC 中?以 PB8~沖堤液?

每分鐘收集一管?每管 400 抖，再取第 22 到 37 管 s μl 進行

勾咽ography 分析

so說:未通入 FPLC 的 8180(soft)細胞之研磨液(10 時)

C 聞: 8180(soft)細胞之研磨液先加入的pSln 活化後再過入 FPLC

中條件向上?也是取第 22 到 37 管 8μ1 進行勾rmograph 分析

soft :未通入 FPLC 但已先用 trypsin 活化的 8180(soft)細胞之研磨液

(10μg) 
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國十五、 Optimal pH 值的~ø1定
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利用各種不同 pH 值的緩衝液，分析的、的、 62 kDa 蛋白

勝活性的 pH 值範聞

土輯:電泳的結泉

下輯:將電泳的結果利用 AlphaImager 2000，~則每個蛋白騰的活性值 o

計算的方式以 93 kDa 蛋白將為例:取其中最高的活性值當作 100 %' 

而剩下的不同 pH 值的活性值再與之計算相對的百分比?如:不用 pH

值的活性值/最高的活性值 X 100% 
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國十四、蛋白勝抑制抑制的、的、 62 kDa 蚤白勝活性的分析

可以了解的、 65 、 62 kDa 蛋白勝是屬於那一類蛋白勝

S180(so的細胞之研磨液先進行電泳後，再分別加入不同的

接白勝抑制反應、 D 上輯:電泳的結系;下簡:電泳的結果利用

AlphaImager 2000 ，測定每個蛋白勝被抑制後的活性值。計算的方式以

93 kDa 蛋白勝為例:以 control 的 93 kDa 蛋白勝活性值為 100 %'如:

TLCK抑制後的 93 kDa蛋白勝活性值/ control 的 93 kDa蛋白勝活性值

ACTI BBI 

豆豆 80 1

X100% 

5mMDFP 、 PMSF 屬 serine protease inhibitor 

4mMTLCK: 為 trypsin inhibitor 4 mM TPCK :為 chymotrypsin

inhibitor; 20 mM EDTA :屬 metalloprotease inhibitor; 350μg DLTI : 

屬 Bowman-Birk inhibitor (BBI); 350 抖gACTI :屬 Kunitz family 

æ 
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第 i 部份:

大禁令歡局長蛋白勝抑制劑 cDNA 的選殖、定序和

其初級結構分析

Nucleotide sequence of cDNA for Albizza lebbek 甘yps血
inhibitor 組d its deduced prim缸ys臨時如re
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中文摘要

大黨合歡娛蛋白勝抑制劑(ALTI)由 A 鏈及 B 鏈以可能是一對硫

鍵連結所組成(閱烏有四個 cysteine)' A 鏈含 135 個胺基酸 'B鏈兮

的個胺基蔽，分子葷共剖，000 Daltons '屬於 Kunitz句'pe 的抑制劑 o

合成可能的大黨合歡姨蛋白勝抑制劑 A鏈的路端和 B鏈的梭端胺基

酸的 oligonucleotide 當作 pnmers '萃取尚未成熱種子的 cDNA 當作

襪板，利用 PCR 的技術?還聽了 ALTI 的 cDNA 序列 o ALTlcDNA 

全長 525 bp 轉譯成 175 個胺基酸，結果發現和妥白序列相時?並且

推論在 ALTI 胺基酸序列中的 Asn135 - Ser136 藉由一特異的安白勝

進行 post-甘ansl的ion processing 在兩者問進行 cleavage 品產生 A鏈和

B 鏈。此種 post-translation processing 的方式不同於先前已知產生兩

條丹生月太鏈的方式 D 將 ALTI 和其它 Kunitz-type 的臉蛋白勝抑制劑

胺基酸序列相比較，發現和 ACTI 的胺基酸序列有 89.1 %的相似性實

在核甘駿序列土則有 91.6%的相似性 o 這似乎意味著植物中的

Albizzia (合歡)和 Acacia genus (相 J皂、樹)有著演化土的關係 o

æ 



英文摘要

To facilitate the cloning and sequence determination of Albizziα 

lebbek 甘ypsin inhibitor, total cDNA mixture was constructed from the 

poly(At mRNA of maturing Albizzia lebbek seeds. Synthetic 

oligonucleotides corresponding to all possible seqences ofN團 terminal and 

C- terminal region of Albizzia lebbek trypàin inhibitor (ALTI) were used 

to ampli時rALTI團related sequences by the polymerase chain reaction. 

PCR帽amplified product corresponding to ALTI was obtained, which was 

then subcloned into T輛vector and then transformed into E. coli s甘aln

JM1 09. Plasmids purified from the positive clones were prepared for 

nucleotie sequencing by Sanger method. Sequencing several clones 

containing DNA inserts coding for ALTI cons甘ucted a complete full

leng血 of525 base pairs covering a deduced protein sequence of 175 

amino acids. In the analysis of ALTI-cDNA sequence, the ALTI show 89.1 

% identity in amino acid sequence and 91.6 % identity in nucleotide 

sequence as compare往 with trypsin inhibitor of Acαcia confusa (ACTI). 

The cleavage site of site of subunit in ALTI is di宜erent from the ACTI 

cleavage site. The unique subunit architecture of ALTI indicates the 

presence of new post祖translationa; processing. Comparison of deduced 

缸扭扭o acid sequence of AL TI with the sequence of others protease 

inhibitors 企om Leguminos街， underlying the remote evolutionary 

relationship be制reen Albizzia an吐 Acαcia genus of plant. 
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緒 、-倒閉，包

萃，

根據流行病學的研究會吃素的族群具有高豆類和穀類的消耗?為

他們相對權患乳癌、直腸癌和攝護腺癌的比例較一般人為低(1月)。史

進一步的研究指出玉米 (maize) 、穀類 (com) 和豆科植物的孟子

(beans) 可以預防癌症 D 而絕大多數豆科植物其種子內富含蛋由勝抑

制劑(4) 0 除植物外?在動物界如血液、精液、燒臟以及微生物界?如

酵母菌研，6) 、鏈徽菌屬(Streptomycesi7) 、 Aspergillus sojαe<12) 中亦有龔

自勝抑制劑的存在 o

在正常的動物體內蛋白勝抑制劑和妥白勝是以一稜平衡的狀態

存在?共同維持體內正常的運作 o 在許多研究報告中指出書瘤細胞的

產生、侵襲、轉移與蛋白騰的活性和表現葷的提高有很大的關係(8月?

此外蛋白路還有可使細胞失去接觸性生長 (contact inhibitor)的性質

帥，11) ，而使癌細胞毫無限制的生長，甚至發生重疊(pile up)現象;並

且由於蛋白勝在細胞表面土的作用，使得細胞膜的性質也發生變化?

不但形狀異常?細胞祺土接受器的移動能力也會增加?使得親離蛋白

嘴其之凝集活性增加，然而外加蛋白勝抑制劑或誘發內生性妥白勝抑

制齊j可以改善這些異會的現象。

最近醫藥學方面，也期望這些蛋白勝抑制劑可對丟在些疾病的治療

有所幫助，曾嘗試用於浩療休克、娛臟炎、過敏反應及發炎現象(12) 。

闊前市面土發售的 r Foy J '即是利用姨蛋白勝抑制劑(的'Ps1n

inhibitor)做成的藥齊~ 0 

至於蛋白勝抑制劑在動、植物的生理意義為何?直到島前仍不十

分清楚，不過一般相信，脊椎動物姨臟存在的姨蛋白勝抑制劑可阻止

姨蛋白勝原及姨臟其它韓素原的過早活化?為哺乳類動物血液中?蛋

白勝抑制劑可參予凝血作用，纖維蛋白分解?補體之活化及發炎反應

æ 



(13) 0 植物內的蛋白勝抑制劑含量與收成時間、新鮮度及品種的差異有

明顯的相騙性，在各種組織器官內抑制劑的分佈受亦隨生理發展而改

變(14) ，如種子內含量多，但發芽時刻會漸漸地減少?目前只能推鴻蛋

白勝抑制劑的存在或許是一種蛋白質儲存的方式?史，或許是係護植物

本身以對抗昆蟲與微生物的侵襲(15， 16) ，亦有可能具有調節植物本身酵

素活性與代謝的功能 D

1938 年， Read 和 Hass 發現大豆萃取液中?含有抑制蚤為勝;有

化動物膠 (gelatin)的成份，為最早證實植物中含有妥白勝抑制劑(17) 0 

1944 年 Hass 等人將該成份部份純化，並證實其為一種蛋白質(18) 。至

1946 年， Kunitz發現 Kunitz soybean trypsin inhibitor 並析出結晶(19) , 

是為近代研究蛋白勝抑制劑之里程碑 G

早期研究蛋白勝抑制劑主要是由，學義學之觀點著眼。。几22丸24) , 

因為許多是作為食物的植物，如大豆、大麥、馬鈴著、蠶豆等?都令

有姨蛋白勝抑制劑，若以未煮熱之大豆餵食雞或老鼠?可觀察到其生

長受到抑制?姨臟腫大(25，26，27) ，於是 Liener 等人提出假說來說明螢會

勝抑制劑在學養學土所扮演的角色，並嘗試利用適當的加熱處理?去

除蛋白勝抑制劑的作用?以提高植物性食物的管養價值。在工業界已

成功達到此一髓的 o

同時生化學家息致力於蛋白勝抑制劑的理化性質研究會國蛋白勝

抑制劑本身為一蚤白質會對蛋白勝有高度貌和性?希冀可以藉由研究

螢白且每抑制劑與委白勝的交互作用?進而了解蛋白與蛋白闊的作聞方

式 o

自然界存在的蛋白勝可依其活性位置及作用方式分為1.絲胺

酸型蛋白勝 (serine) :如臉蛋白勝，凝乳勝; 2. 硫醇型蛋白勝 (cystein

or thiol) :如本瓜勝 3. 金屬型蛋白勝 (metalloproteinase) :如

carbo月rpepti吐aseA 及 B 'aminopeptidase 4. 酸性型蛋白勝
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(aspartic or acid) :如胃蛋白勝。同時自然界中此四種蛋白勝抑制劑均

存在?其專一性各不相同?有些只能抑制一種或兩種蛋白勝?有些則

可抑制兩種以土的蛋白勝(28，29) 自而這些可抑制兩種或兩種以土的接由

且每抑制劑又可分為兩種1.雙頭型 (double headed) :如賴馬豆(lima

bean) ，可同時抑制姨張白勝和凝乳膀，但抑制兩者的活性位置不同;

2. 單頭型 (single headed) :即抑制數種功能均由同一個活性位置

(active site)負責，如馬鈴薯之IIa 與IIb 抑制劑(12，30，31 ，32) 。

Laskowski 將蛋白勝抑制劑依分子大小分成三類: 1.小股獄

鏈:如由細菌分離的 leupeptin , antipain(33); 2. 小分子蛋白勝抑制

制:如姨臟張白勝抑制劑(34); 3. 大分子蛋白勝抑制劑:如人體血液

爵的a2-Macroglobulin (35) 0 而姨蛋白勝抑制劑又可依其活性有關的胺

基酸分為:離股駿盟與精胺酸型兩類(36) ，然不屬於此兩類者亦陸續

被發現，如 Schiessler 島人類精液中分離出一種姨蛋白勝抑制劑阱。

小分子蛋白勝抑制劑喝其分子量不高?有些一級結構已被決定出

帥，50，42，51 ，52) ，而由這些胺義酸的排列找出共同的序列(38) ，使植物的分

類與演化能做深入的比較，如Richardson(39)曾由四種豆科植物的姨委

會將抑制劑中，發現它們的胺基酸排列非常相似 o 為 Ryan(40)等人員IJ

發現馬鈴薯內兩種不同型的蛋白勝抑制劑?即凝乳勝抑制劍(屬絲胺

駿型蚤白勝抑制劑)與 carbo月rpeptidase 抑制劑(屬金屬型蛋白勝抑制

期) ，此兩者有許多類似的胺基酸序列，顯然由同一基閣演化而來自

Laskowski(4丹等人曾將大豆中屬於 Kuni但 family抑制劑活性的位

置?利用水解勝及化學合成詩以色胺酸取代精胺酸帽的?結果該色

胺酸圓的的抑制劑仍可強烈抑制凝乳勝，但卻失去了姨蛋白騁的抑制

法性。由 Laskowski 之實驗及基喝密碼 (codon)看來?自然界有可能

發生如此的突變?只因一偶 base 的改變而由精胺酸密碼(CGG)變成

色胺酸密碼(UGG) 0 

那



此外 Tan 與 Stevens(42)發現蛋白勝抑制劑的一級構造內有序列重

梭的現象?可能是由於基喝複製的結果(39) ，又抑制劑的活性位置往往

位於此種重複序列肉?極可能雙頭盤或多頭型抑制劑乃是因此而產

生 o 而 Laskowski 與 Sealock 也曾研究多種蛋白蜂抑制劑的活性位置

(43) ，發現張白勝抑輔劑的話性位置均位於雙硫鍵所形成的環狀構造

內 o

姨蛋白勝抑制劑廣泛存在豆科植物中?如 mimosoidea , 

caesalpinioideae 和 lotoideae (papilionoideae i53 ,54) ， 為由植物所分離的

姨蛋白勝抑制劑，依分子量大小及半就胺酸含曼可分成兩類1.

Bowman-Birk inhibitor family :分子量較小?約 8，000 至 10，000 daltons 

含有很高的半就胺敵?每 100 個胺基酸中即今 20 個半就胺酸?大

多數的見長安白勝抑制劑是屬於此型 2. Kunitz inhibitor family 以

soybean 的'psin inhibitor 為代表 F 此型的 inhibitors 較少，分子量約

20多。00 daltons ，半就胺酸的量很低，每 100 個胺基酸中只令 4 個半

就繳費袋。

許多蛋白或壯成在生物體內都是以前驅物分子存在?需要經蛋

白勝作 post輔甘anslation processing 才能得到完全的生物活性會例如

insulin 、 parathyroi吐 hormona 和 opiomelanoco討in(45，俑，的。通常前驅物

的活性低於經過 post舟ansl說ion processing 的蛋白或堆放 o 例如

diphtheria toxin 、 nCln或 abrin也都需要經過post-甘anslation processing 

變成具有二個月生獻鍵、有活性的蛋白阱，峙，49) 0 大多數的姨蛋白勝抑制

劑都是以單一月生服鏈存在就已有生物活性，然而具有二個鏈的路是蛋

白勝抑制劑已經從silk tree seed (Albizza julibrissin i56) 、 Acacia elat，α(44) 

和 Acaciαc。可你α(55)分離出。

本文所厲的實驗材料大禁令歡(Albizzia lebbek) ， 早已大喬本?黨總

柄光滑或有軟毛?近基部及先端各有一大腺?羽片 4 至 10 對?小葉 6

æ 



至 8 封，長 3 至 5~分?寬約 1.5 ~分，瓷精麗形?花淡綠黃色?膜

生，總投短而生多數頭狀花 o 菜系薄長約 30~分?寬約 3 仗分?塘

邊緬甸。現在分f布在台灣的山區?作為木材和木炭的來源 o

由大禁令歡種子所分離的姨蛋白且每抑制劑 (Albizzia lebbek 

的rpsin inhibiωr) ，簡稱 ALTI ，是由不同月生般的 A鏈及 B 鏈以雙硫鍵

連結所組成的蛋白 'A鏈含 136 個胺基酸 'B 鏈兮的個胺基酸?

分子量泣，000 Daltons ，有四個 cysteine 是屬於 Kunitz-type 的抑制劑

基於在治療與預防癌症的領域中?蛋白勝抑制劑具有

chemoprevention 的潛能?同時也可藉由蛋白勝抑制劑能有效抑制細胞

的 transformation 和腫瘤細胞的生長?來探討正常細胞轉變成癌細胞

的過程以及癌細胞的發展中的分子機制 o 而且再加土初步的 ALTI 月安

基酸的分析?得知與 ACTI (Acacia co拼lsa trypsin inhibitor )的相似性

很高，而 ACTI 具有抗癌活性，可以抑制 sarcoma 180 細胞的生長?

故欲進一步探討 ALTIcDNA 與 ACTIcDNA 構造土的相異性 D

oc 



縮 寫

ALTI Albizzia lebbek 甘ypsin inhibitor 

bp Base pair( s ) 

dNTP : Deoxyribonuleotide 甘iphosphate

DTT Dithiothreitol 

IPTG Isopropyl國D國thiogalactopyranoside

X告說 5-Bromo-4岫chloro-indolyl圈。國D岫galactoside

kb Kilobase(s) or 1000 bp 

說 Nucleoti吐e (s) 

PCR : Polymerase chain reaction 

EDTA Ethylene diamine te甘aacetic acid 

SDS : Sodium dodecyl sulfate 

TEMED : N，N，N\N、 -Te甘amethylene diamine 

Tris Tris (hydro勾rmethyl)-aminomethane

lOC 



實驗材料

1.犬禁令歡 (Albizzia lebbek)種子會本省出產

2. RNasin 、 DNA purification systems 、 T4 DNA ligase 購島

Promega 位司

3. Res甘ication en月'me (EcoR 1) 購島 Biolabs 位司

4. Taq DNA polymerase :購自 DynaZyme™II~司

5. RNA isolation kit 購自 MBI 位司

6. Poly(A)Qulick kit :購自 Stratagene 位司

7. TA cloning vector :購自Invi甘ogen 位司

8. M-MLVreverse 甘anscriptase :購自 Gibco BRL 位司

9. DNA sequencing kit :購島 United Ststes Bioche血ical 位司

10. dNTP 、 IPTG 、 Ampicillirl 、 X帽gal 、 Acrylamide 、

N ,N' -methylene-bi恥acrylamide :購自 Sigma 位司

11.agarose :購島 Difco laboratories detroit michigna USA 

12.尿素、氣仿:購島 MERCK 官司

13.醋酸:購自皓峰企業股份~司

14. SDS 購自美國 Serva 位司

15. Tris :購會德國 E. Merck 位司

16. TEMED :購島 Bio蟬Rad 位司

17.儀器

IBI Base Runner™ 1 00 

PCR : Gene E 

Beckman GS-6R Centrifuge 

Power supply : Stratagene Feather Valt咖2000
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實驗方按

1. Poly (A) + RNA 的分離

大禁令歡種子 total RNA 之抽取

A 

1) 摘取新鮮 ALTI 種子 70國80 g 和 liquid nitrogen 一起還於研林中?

並且立即研磨成粉狀?再加入 50 ml ex甘action bu宜er 及 50 J.tl DEPC 

(最後濃度 0.1 %) ，繼續研磨並靜置的分鐘

2) 分裝至已減菌之離心管並加入等體積之 acid phenol : chloroform 

(1 :1) ，劇烈震盪 (vo的x)

3) 於 4
0

C下，離心口，000 rpm (Beckman JA國21 rotor) 的分鐘

4) 取土清液再加入等體積之 acid phenol : chloroform (1 : 1) , vortex 

5) 於 4
0

C' 離心 1200。中m (Beckman JA-17 rotor) 15 分鐘

6) 取土清液再加入等體積之 chloroform , vortex' 再重複步驟 5 、

6 一次

7) 取土清液再加入等體積之冰冷 isopropanol ，輕輕混和後 ， ì:水土靜

置 10 分鐘，於 4
0

C下離心口，000 rpm 30 分鐘?取沈澱並且真空

抽乾

Extractio盟 buffer 配製如下

7Mur嗨， 1 MNaCI , 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 , 20 mM EDTA , 

1 % sarcosine 

B. 以 MBI RNA isolation kit 進一步純化 RNA

1) 加入 1 ml RSl 和 1 ml chloroform ，混和均勻(mix) ，再加入 0.3 ml 

cold RS2 , vortex 

2) 冰上靜置 5 分鐘後，於 4
0

C下離心口，000 中m (Beckman, JA由21

l眨



ro帥。10 分鐘

3) 將上清液轉移到 eppendrof tube ，並且加入 1 .3 ml ice輛cold

isopropanol ' mix 

4) 於 4
0

C下，離心口，000 中m (Eppendrof, mode15415C)15 分鐘，倒

掉土清液，沈澱物用 75% 酒精 wash

5) 倒掉土清液?沈澱物用真空抽乾?加入 460 J.d DEPC圖treated 站。

溶解沈澱物

6) 於“℃水浴中加熱的分鐘後 vortex 30 秒?產於;水土進一步純

4匕 mRNA

以 Poly (A) Qulick k設純化大黨合歡mRNA 的抽取

1) 將 B 獲得之 RNAs缸nple 置於冰上並且加入 10X sample buffer (最

後濃度為 1X)

2) elution buffer 先置於“℃水浴中預熱

3) 將 push colum盟的兩個頭拔掉?以 10 cc 針構將 push column 內水

份排掉(流遠 1 世op / 2 sec) 

4) 取 200J.ll hight-salt bu能r 注入 push colu臨血，再用的 cc 針篤將 push

column 內 hight-salt buffer 流掉(流迷 1 drop / 2 sec) ，重複此步驟
申明、且，

:九

5) 取步驟 1 的 solution 注入 push column 肉，再用 10 cc 針筒將 push

column 內 solution 流掉(流遠 1 drop / 2 sec) ，鞏稜步驟 4.二次

6) 取200J.lllow-salt bu宜說注入push column 內，再用 10 cc針構將push

column 內 low-salt buffer 流掉(流遠 1 drop / sec) ，愛稜此步驟三次

7) 取 200J.ll elution buffer 注入 push column 肉，再用的 cc 針筒將 push

column 內 elution buffer 流出並且收集(流迷 1 drop / sec) ，重複

此步驟三次

8) 取收集的濾液以 spec甘ophotometer jQIJ 260 nm 和 280nm 比率來換

1但



算 mRNA 的濃度(10.D.260 = 的 μglml ssRNA)和純度

的取 650μl 濾液加入等體積的 isopropanol ' mix 後離，心口，OOO rpm 

5 分鐘

10) 取沈澱物並且真空抽乾

11 )乾臻的沈澱物加入 46 J!1 DEPC個treated H20 並且在的℃水;谷中加
熱溶解

2. 第一般 cDNA 的合成

1) 取 5μg mRNA (23 斜1) 加入 10μ15X 亞rst strain bu宜說?再加入 5J!1

2.5 m品fdNTPs

2) 加入 10J!1 1 O.D./I00J.d oligo dT 15 primer '在 90
0

C下加熱 5 分鐘

3) 加入 1抖的 U/μlrRN的ln ，再加入 1μ1200 U/μ1 M-ML V reverse 

transcnptase 

4) 在 37
0

C下反應 1 hr ，再於 95
0

C下加熱 5 分鐘

5) 加入等體積的鹼性 phenol: chloroform (1 : 1) , mix之後離j~ 口，000

rpm5 分鐘

6) 取土清液加入兩倍體積預冷的 95% 酒精並且在 o OC下靜置

的分鐘?再放入國 20
0

C 10 分鐘

7) 於 4 它下離心 12，000 中m5 分鐘，沈澱物以 75%潛精 wash.二次?

真空抽乾?取乾棒的沈澱物加入到抖1 d2路。

3. 聚合騰鏈反應、 (polymerase chain reac齡的

1)取 0.5 μgcDNA 加入 10 J!110X Taq bu蛙er (Pri月rme)' 8μ12.5 

mM dNTP2μ1100 pmole / 2μ1 mix primer A , 2 J!1 100 pmole / 

2μ1 mix primer B , 0.4μ15U /μ1 Taq polymerase (Pri勾rme) , 
最後加水至 50 J!l , mix 後加入為滴的礦油

1個



2) 進行 PCR (thermocycler) protocol 

1. 94 Oc ' 4 mins 

2.94 它， lmin 呻45 它， 2 mins 呻70 oc , 3 mins 35 cycles 

3.70 oc 會 7 mins 

3) 取 10 J!l product 進行 2.5 % agarose gel electrophoresis 分析

(於 1 X Tris borate bu在er , pH8.0) 

1 X Tris borate bu位r 0.09M Tris-borate , 0.002 M EDTA 

4. 以 PCRapid 'I輝 pr甜甜atio聽 kit (Bioline)純化 PCR產物

1) 取全部 PCRproduct 至 1.5 ml eppendrof ，加入 150μ1 PCRapid™ 

immobilizer suspension (使用前需劇烈震蠱)， vortex 並且在冰土

靜置 3 分鐘

2) 離心於 4
0

C下 spin down 

3) 倒掉土清液並且加入 1 ml wash bu宜er , vortex 之後 spin down 

4) 鞏複步驟 3 二次之後會以罵 tip 抽乾剩餘的液體

5) 沈澱物加入 60 J!l elution bu宜er , vortex 之後在 52
0

C水浴下反應 5

分鐘

的於 4
0

C下離心 12，000 中m5 分鐘，取土清波至另一 eppen往rof 以進

行 PCR 反應

5. 第二次聚合勝鍵反應 (polymerase chaiD reaction) 

1) coktail mixture 用土次 PCR

2) 進行 PCR (thermocycler) protocol 

1. 94 OC ' 4 mins 

l使



2.94 0C' lmin 間...45
0

C ' 2 mins 倒..72 oc , 3 mins 35 cycles 

3. 72 oc , 7 mins 

3) 反應結束後取 10Jll product 進行 2.5 % agarose gel electrophoresis 分

析(於 1 X Tris borate bu宜erpH8.0)

6. 第二次 PCR產物以 PCRapid ™ pruification kit 純化

時土次

7.PCR產物的接合反應

1) 取純化的 PCR產物與 TA cloning vector 以 cDNA TA cloning 

vector= 3 : 1 的愛

2) 加入 1 Jllligase , 1 抖1 10X ligation buffer ，加入二次蒸餾水至總

體積 10μ1

3) 在 16
0

C下反應 16 小時

說轉形作用 (tra盟sfor阻a蝕。的

(1)勝任萬體( competent bacterial cells)之備製

1) 培養單一菌落大腸桿菌 JMI09 ，於 5mlLB 培養液中 OIN

2) 第二天取步驟 1 的 100 阱培養液至另一新的 5mlLB 培養液中?

在 37
0

C下培養 2-3 小時會取菌液於 4
0

C下離心 8，000 rpm 

(Beckma缸， JA國14 rotor) 5 分鐘

以下步驟需在無議室內操作

3) 菌體加入 2 ml transform bu宜bf?mix之後於4
0

C下離心 8，000 rpm 

5 分鐘

的菌體加入 1 ml transform bu:ff杖， mlX 之後置於冰土 1-2 小時?分

裝菌波 (200 Jll 吾吾液/ 1.5 ml eppendrof)並且直於咀75 0C下備期

UX; 



Transfonn bu宜說(需要減龍) : 

10 mM mops ( morpho1inopropanesulfonic acid) , 100 mM CaCh ' 

30 mM D-glucose , 15010 glycerol ' 2 mM NaOH 

(2) 轉形作用之步驟

1) 取 200 J.tl JMI09 加入 10μlligation solution (接合 DNA) , mix 

後置於冰土 30 分鐘，再在 42
0

C 水浴中進行 heat shock 3 分鐘

2) 加入到o J.tl LB 培養液?在 37
0

C下培養 30 分鐘

3) 取各種不肉體積之培養液(250 , 200 , 150μ1)至 eppendrof中?

分別加入 20J.ll IPTG (l00 mM)和 10 J.d 10% X唱al (溶於

N丸dimeth)悔nnamide)' mix 後塗抹至 LB+Ap agar plate (每毫
升含 50 抖的 ampicillin)

4) 置於 37
0

C培養箱培養 O/N

5) 第二天挑選白色菌落(白色菌落表示 vector 以嶽入 DNA)於 5ml

LB+Ap 培養液中， 37
0

C震盪培養過夜

9. 質體 DNA 的繳費抽取

1) 取 5ml震議培養過夜的菌液→於4
0

C下離心 3，000 pnn 10 分鐘

2) 沈澱物加入 200抖1 solution 1 懸浮菌體實再加入 200μ1 solution 11 

3) 加入 200μ1 solution 醋，冰土靜置 5 分鐘後離心 1200。中m5 分鐘

的取土清液加入 5 抖1 5 mglml RNase 在 37
0

C反應 60 分鐘

5) 加入等體積的 phenol ，於 4
0

C下離心口，000 rpm 3 分鐘
6) 土清液加入等體積的 phenol : chlorofonn (1 1) ，闊步驟 5

vortex ，離心， twice 

7) 取土清液加入等體積的 chlorofm油，闊步驟 5 vortex ，離心
8) 取土清液加入1/10 倍體積的 3 M sodium acetate, pH 5.2 和 2.5

倍體積的 95%潛精， mlX 後置於闡 75 OC 15 分鐘

1的



9) 於 4 它下離心口，000 rpm 10 分鐘，取沈澱物用 1 ml 70% cold ~葛

精 wash

10) 倒掉土清液並且用真空抽氣5 分鐘?抽乾的 DNA加入 50 日1 dd鈍。

溶解

11 )取 8μlDNA 加入 1 J.tl EcoRI (20 unit/μ1) ， 3μ1 EcoRI 10 X bu能f

和 18μ1 ddH20 

12) 在 37
0

C下反應 3 小時?取 10 J.tl 進行 0.8 % agarose gel 電泳分析

Solution 1 : 50 mM glucose , 25 mM Tris圓HCl， pH 8.0 

Solution II: 0.2 N NaOH , 1 % SDS 

Solution m: 5M sodium acetate , 2N glacial acetic acid 

時 .DNA 定 F手法

本實驗進行的 DNA 定序採用 Sanger 所發展出來的酵素法

(dideo月1fibonucleoti街 chain termination sequencing ) ，直接利用雙

股 DNA 當模板 (template)進行其中「嶽接 DNA J 的定序實驗。

(1)雙股質體的純化 (DNA purification systems) 

1) 取 5ml 萬液(己震蠢培養過夜)，於 4
0

C下離心 3，000 rpm 10 分鐘

2) 沈澱物加入 200μ1 resuspension solutiom ，懸浮菌液再加入 200

J.d cell lysis solution , mix 後再加入 200 J.tl neu甘alization solution 

3) 離心口，000 叩m5 分鐘，取上清液加 600J.tl res in ，靜置 1 min 

4) 全部 solution 倒入的 cc針筒(已接上 mini-column) ，將液體流拌

勻再加入 2 ml column w;的h solution 於 10 cc針篤(已接土

mini-column ) ，再將液體流掉

6) mini嘲column 放在 eppendroftube 土，於 4
0

C下離心口，000 rpm 20 

秒

1使



7) mini闢column 再放在 new eppendrof tube 土並且加入 50 抖

pre闡warm 鉤。C ddH20 ，靜置 1 分錢後於 4
0

C下離心口，000 rpm 

30 秒

8) 取 1 J.11 進行 0.8% agarose gel 電泳分析

(2) DNA 序列反應
本實驗室採用 USB 之 sequencing k話， Version 2.0 ，作法如下

A.質體 DNA 的變性 (denature double strand DNA) 

1) 取 3-4μg(約 6μ.1) double s甘andDNA 加入 12μ1 ddH20 '再加入
2 抖l 鹼性溶液 (2N NaOH, 2mM EDTA)並且在室灑下反應 5 分鐘

2) 加入 2μ12M ammoniumacetate, pH 4.6 , 75μ195%酒精會
vortex 後放入-75

0

C 10 分鐘

3) 於 4
0

C下離心時，000 rpm 10 分鐘，並且用 200μ1 cold 70%酒精
W的h 沈澱物

的於 4
0

C下離心的，000 rpm 2 分鐘?沈澱物用真空抽乾'.:.ct.後加入

7 抖lddH20 以懸浮沈澱物(DNA)

B. 變性棋板 (denature template)與 pnmer 的 annealing 反應

1) 7 i.tl DNA加入 2 J.11 reaction bu宜說， 1 抖1 T7 primer (1-5 pmol) 
2) 在的℃水浴下加熱 2 mins ，然後使其慢慢冷卻至 35

0

C以下

(15由30 分鐘之內) ，之後置於冰土備用

C 準備 termination tube, labeling mix and sequenase en勾rme
1) termination tube……個別加入 2.5抖的 termination mix位lre 五四

個 eppendrof tube (已標示好 A， G, C, T) 

lOC 



2) labeling mixture--，國祖國將 labeling mix 稀釋 5 倍

ex. : 2μllabeling mix 加入 8μ1 日20

3) sequenase en苟明le…將 sequenase en勾rme 稀釋 8 倍

ex.: 1 J.d seqnencase en勾官le 加入 7μ1 en月rme dilute buffer 

D. Labeling reaction 

1) 事先將 termination tubes 在 37
0

C加熱(至少 l 分鐘)

2) 取 10 J.d ice-cold annealed DNA mixture 加入 l μ10 .1 M DTT , 
0.5μ1 r 缸_ 35S J dATP , 2μllabeling mix (已稀釋) , 

2μ1 Sequenase polymerase (已稀釋)， mix 後在室溫反應 2-5 分鐘.

E. 終止反應 (termination reaction) 

1) 分別取 3 .5 μllabeling reaction 到四餾 termination tube 祉，G，C，T)

2)mix 後在 37
0

C下反應 5 分鐘，再加入 4 抖1 stop solution 

F. Loading 

在 loading sample 之前需先將 samples 在 90
0

C下加熱 2-3 分鐘?

每個 wellloading 2.5 ,.d sample 

G.8M 尿素- 8 % (20: 1)聚丙烤盤胺凝膠之製備

1) 500 ml (20 : 1) 8% urea sequence gel 的製備

5.4 g Tris base ' 2.75 g boric acid , 2 ml EDTA (O.5M, pH8.0) , 
212.5 g urea '的 g acrylamide ' 2 g bis-acrylamide '再加入

dH20 至 500ml 後過濾

2) 取 90ml 土述 sequence gel 加入 427.5 抖的%amminum

persulfate ' 83.7μ1 TEMED 

3) 將土述配置好的凝膠溶液?小心注入已準備好的玻精裝置中
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H. 電泳的採作(electrophoresis ) 

1) 將已凝聚之板膠用夾子固定到電泳裝置上，將電泳糟內注滿緩

衝液(lX TBE bu直er) ，凝聚先以的W ' 1,600V ' 100Amp 

(Stratagene power system) 預熱 30 分鐘，之後清洗 comb' 取 2.5

f.llloading sample '進行 elec甘ophoresis (1 ,600V , 100mA ，的W)

分析

2) 將凝膠轉移置 3 MMpaper 上並且在凝膠土覆蓋一層 PE

membrane ，再放置 gel dryer 上， 70
0

C下乾臻的分鐘後?在室

混下作自動放射顯影
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實驗結泉

一、 ALTlcDNA 的增幅(amplification)

在大禁令歡(ALTI)開花後一個月，現採新鮮青色未成熟的 ALTI

種子會並且迅i主運於乾;水中 o至於實驗室後取出種子研磨?以萃取切關

mRNA ，並且利用 M咽MLV reverse transcriptase 進行第一般 cDNA 的

合成?再以此 cDNA 為棋板，以 encode ALTI A 鏈的胺端和 B 鏈的端

各 8 個胺基酸 encode 的 oligonucleotides 當作 primers (primers Astlαrt 

/Astop) (國二) ，利用 PCR 來增幅 ALTI 的 cDNA 0 PCR 的產物經由

0.8 % agarose gel 電泳分析(關三)得到一段約 0.52 峙的片段。

五、 ALTlcDNA 的分析

為了獲得純的 ALTlcDNA 以便能順利將 ALTlcDNA 接入載體

(vector)中會使用 PCRapid™ pruification kit 純化 PCR 的產物?而純化

的 ALTlcDNA(國四)以與 TA cloning vector 3 1 的比例進行接合反

應、(ligation) ，之後將經 lig的tion 的 vectors i走入宿主細胞(JMI09)內大

量繁殖 o 未接任何 cDNA 的 vector 由於具有 Lac gene 可以將 plate 土

的 X岫gal 代謝成藍色的產物，而使整個齒落呈現藍色 o 但是若 vector

接入 cDNA 則會破壞 Lac gene 使宿主細胞無法代謝 X-gal ，喝比呈現

白色菌落。所以當批選白色菌落來確認 ALTlcDNA 有無完學的接入

載體中 o 將白色的商落大量繁殖(5 ml) ，利用 DNA 的微受抽取方式

(solution 1 、 H 、宜。抽出質體(plasmid) ，並且用 EcoR 1 (載體土有 EcoRI

限制勝的切割位置)將 ALTlcDNA 切出(輯五)。在圈六可見 Lane2 、

3 可能為完整 ALTlcDNA 的菌落 G 再將 PCR放大的 ALTlcDNA(鷗

..:t:: : Lane 1)與經選蘊而來的 ALTI cDNA (Lane 2)做個比較。結泉經由

選殖而來的 ALTlcDNA 因為有帶載體的一小片段會故片段較由 PCR
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放大而來的 ALTlcDNA 長 o 大量繁殖可能具有完整 ALTlcDNA 的萬

體?並且用 Promega kit 純化質體(plasmid)(鸝入)。將這純化的質體用

Sanger 的酵素法定序 o 國烏有二個 plasmid 剛好是正接和反接?所以

只採用 T7 primer (1 7 mers)定 ALTlcDNA 完整的序列 o 結系 ALTI 的

cDNA 核甘酸共 525 bp ，翻譯成 175 偶胺基酸(圈九) ，與部份已知的

ALTI 胺基駿序列作比較?排列順序皆相同?勢於胺基酸組成也有很

高的相似性(國十)。由此證明 PCR 增幅的 DNA 片段~ ALTlcDNA 

coding reagio缸，並且也證明成熟的 ALTI 蛋白需要藉由一特殊的蛋白

勝進行 post-translation processing ，在 Asn134輛Ser135 之間切一刀?造成

二檔次單元體(A 鏈和 B 鏈)以組成成熱的 ALTI 蛋白 o

這蛋白路可能水解的位置在 Asn134闡Ser135 的端?而有趣的是由相

思樹(注caClα co昕lsa)穗子和雞母珠(Abrusprec，αtorius)種子所分離的

Abrin 也有相同的水解位置(圈十一) ，但是有一點不同的是在 ALTI 中

並沒有切掉 Ser1詣。可能是大禁令歡和相思樹、雞母珠皆含有相似的

蛋白勝且專一性水解 Asn - Ser 的端進行 post-translation cleavage 0 從

演化觀點來看，可能大黨合歡和相思樹、雞母5未有著遠親的關係 o 許

多單一多月生月太鏈的 Kunitz句pe Jl長蛋白勝抑制劑胺基酸排列順序已

完成?像大豆燒蛋白勝抑制劑 SBTI , winged-bean 甘ypsin inhibitor-3 

( Psophocα中us tetrαrgoolobus(L. )DC )和 Erythrinus c叫升a trypsin 

inhibitor ，都不具有此蛋白勝水解的位置?可能無法進行 post-

translation processing ，以致於它們仍是單一多月生丹太鏈 o

根據 6 種已知胺基酸排列順序的 Kun設z晶.mily 姨蛋白勝抑制劑

ACTI 、 SBTI 、 WBTI-2 、 WBTI-3 、 DE-3 (Eηlthrina latissimα)和

APTI(Adenanthera pavoninα)與 ALTI 胺基酸排列順序比較?發現有很

高的相似性(圈十二)。
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討論

見長蛋白勝廣泛存在於豆科植物中?自從 1946 Kunitz 首先為大革

中分離出肢蛋白勝抑制劑並分析出結晶?之後許多臉蛋會勝抑制輔相

繼從豆科的種子中被分離出 o 由植物所分離的姨蛋白勝抑制劑?依分

子大小及半就胺酸含量?可大致分為兩種，一種為 Bowman-Birk

family ，分子量小約 8，000 至 10，000 daltons '半就胺敢含量占胺基酸

總量的 20% ，另一種類為 Kunitz-family 分子量約鉤，000 daltons '半

就胺酸含量約每一百偈胺基酸令有 4 個 o 此類型蛋白勝抑制劑以

SBTI(Kunitz)為代表。由大黨合歡(Albizzia lebbek)種子均分離的

ALτ'1 ，分子受到kDa 令 4 偶半就胺酸是屬於 Kun設z-type 的抑制劑?

大部分 Kunitz岫type 的抑制劑都是由單一多月生丹太鏈所組成?而 ALTI

是由雙一多月生月太鏈所組成?目前僅發現 silk 甘ee seed (Albizzia 

julibrissin) 、 Acacia elata 、 Acαcia co旬的α 和 A.pαvoninα 種子所分離

的蜈蛋白勝抑制劑是由雙一多月生丹太鏈所組成 o 由胺基酸組成和胺端

胺基費支排列順序比較， ALTI 與雙鍵所組成的抑制劑較單一多月生月太

鏈(SBTI 、 WBTI-2 、 WBTI-3 和 ELTI)具有較高的相似性

(homology) 0 (鷗十二)

利用 ALTIA 鏈的胺端與 B 鏈的 端各 8 儕胺基酸?合成

oligonucleotides 當作 pnmers ，以 cDNA 當棋板進行 PCR 反應?很快

達地選殖出 ALTIcDNA 的 coding region ，定序後共合 5~5bp 可轉譯

成 175 個胺基酸，其序列發現典已知部份的蛋白胺基酸排列1月農戶手相

舟，而對於全部的胺基酸組成也有很高的相似性(輯十)，並且在 Asn134

_Ser135 之間被切一刀形成 A 鏈和 B 鏈?其中 A鏈有 135 個胺基酸?

為 B 鏈有 40 個胺基酸，所以成熱的 ALTI 需要先經過 Post團討anslation

proteolysis 切一刀，西比與 Odani 等人的推論一樣會由雙鍵所組成的

抑制劑是先合成單一多月生月太鏈蔣經 post-甘anslation proteolysis 拘形
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成兩個次單元體 o 但有其擎的是 ALTI 與 ACTI 、雞母珠種子所分離的

Abrin 有著相似的水解位置(Ans134嘲Ser135) ，但是 ALTI 不像這兩者一樣

將 Ser 切掉，而只是在Ans134咀Ser135 之問切一刀並沒有將任何一個胺

基酸切除。關此 ALTI 具有不同形式的 post儡translation proteolysis 0 (團

十一)

是夷蛋白勝抑制劑與姨蛋白勝之闊的作用方式之反應機轉?向來~

學者所重視自不少報告顯示?多數抑制劑與姨蛋白勝結合的位置即為

轉索催化的位置?而姨蛋白勝水解妥白質月生月太鍵之特異位置為精胺

離或離胺酸 o 而在 1968 年 Liu 等人依姨蛋白勝抑制劑的活性位置將

是最蛋白勝抑制劑區分成精胺酸型(Arg-)與離胺酸型(Lys團)兩大類?笨簡

化學修飾法將前者的精胺酸或後者的離胺酸修飾?則會使姨蛋白且每抑

制~l喪失其抑制的活性 o 常見的清胺酸型姨蛋白勝抑制劑色持有大革

中的 Kunitz Jl夷蛋白勝抑制劑、 WBTI 、 APTI 以及來島Garden 、麓

麻子、苦瓜等分離出的晚蛋白勝抑制劑 o 為離胺酸型旦起蛋白勝抑制劑

到色括有大豆的 Bowman-Birk 姨蛋白勝抑制劑，賴、馬豆豆、雞豆、 ACTI

與 Acacia elata 姨妥白勝抑制劑。

在 Kuntiz句'pe 的姨蛋白勝抑制劑中已知 WBTI-2 與 WBTI-3 法性

位置位於 Arg64_Ser65 、 ELTI(DE-3)位於Arg63圓Ser64 而 SBTI 位於

Arg63 _Ile64 、 APTI 位於Arg64_Ile65 、 ACTI 位於 Lys晶晶e65 土 o 在七種
豆類植物(Leguminales)所分離的 Kunitz句pe臉蛋白勝抑制劑胺基酸排

列順序比較(國十二) ，結泉發現 ALTI 與其它六種 Kun話z句pe Jl吳蛋白

勝抑制劑有很高的相似性?所以推~ø1 ALTI 的活性位置也是在Arg64_

Ile65 上 o 並且 ALTI 蛋白勝經由一般精胺酸的化學修飾?主要是利用

雙翻類或雙酪類的化學藥品來與糖胺般的 guanl性。基反應?結果 ALTI

蛋白勝喪失其抑制的活性(49) ，由以土可知 ALTI 是屬於精按酸型姨蛋

白勝抑制劑，且活性位還是在 Arg64_Ile65 0 
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1991 年 Onesti 等人將 Erythrina cq伊αKunitz四type 且是接白勝抑制

劑的三級立體結構已決定出，由 Cys39酬Cys83 這對雙硫鍵連結兩個 loops

並且位於分子的表面?而 Cysl詔_Cys139 則是連結兩緝令strands ，所以

破壞 Cys39輛Cys83 i乏對雙硫鍵對整個分子的結構影響有限，但是當破壞

Cys132_Cys139這對雙硫鍵時造成整個分子三級結構改變?會進而影響

其抑制姨蛋白騰的活性 o 而 Kunitz句rpe 的姨妥白勝抑制劑都具有兩

勢雙硫鍵且位置都具有保留性(鷗十二) ，問時由於 ALTI 蛋白經由選

原與甲基化分離 A鏈和 B 鍵之後，再經酸水解的結泉顯示 A鏈含有

3 個半就胺酸?而 B 鏈舍有 1 個半就胺酸(49) ，再加上 ALTI 與 ACTI

的胺基酸序列有 89.1 %的相似性，而在核甘酸序列土也有 91.6%的相

似性?故推湖 ALTI 的兩對雙硫鍵位於 Cys的祖Cys86 , CYS132岫Cys 141 , 

而且推測 Cys132 -Cys 141 這封雙硫鍵對於 ALTI 妥白勝整個分子的三級

結構非常重要?如果被破壞可能會影響其抑制肢蛋白勝的活性。
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國表與圈袁說明
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觀一、 A 輯:大禁令歡(ALTI)植物實景

B 國:大黨合歡成熟的種子

此時的呆芙呈褐色?種子已成熟。然而純化 ALTIRNA 所間的種子?

是剛鵑花結果不久?青綠色的系英、青嫩的種子
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每學

ALTI A 鏈 N-tenninus Lys酬Glu 國 Leu 孔的個Asp 岫 Ala 岫 Asp 個 Gly

Primers Astart : 5' AAA.GAA.CTA.CTA.GAC.GCA.GAC.GGA 3' 

GGCC TCT C 

G G G G 

T T T τ 

ALTI B 鏈 Phe - Glu - Lys - Ala - His 儡Arg - Ser 祖 Gly C-tenninus 

Primers Astop 3‘ AAA.CTC.TTC.CGA.GTA.GCA.AGA.CCA 5' 

GTT CGC CC 

G G G G 

T T T T 

圈二、 PCR 的二個 Primers 以及相對應的胺基酸 o primers Astart 代

表 A 鏈N 端前 8~閻胺基酸的 encodes ; primers Astop 代表 B

鍵 C 端後 8 緝胺基酸的 encodes 0 
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622 
527 
404 
307 -

242+238 

M C 1 2 3 

咱一 525 bp 

4 • pnmer 

圈三、聚合且每鏈反應 (Polymerase chain reaction, PCR) 

由 ALTI 種子純化而來的 to臨lmRNA' 經過第一般 cDNA 的合

成後?在經過 PCR 反應放大?得到 525 bp 的 ALTI 吐scDNA

M pBR322 DNA-MspI digest marker 

C control 絃?反應條件同實驗表且?但未加 ALTI 第…股的 cDNA

Lane 1 、 2 、 3 : ALTI 第一股 cDNA 經過 primer pairs Astartl Astop 

放大的 PCR產物
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M 1 

622 國
527 九臨臨 概蠅一一一 525 bp 
404 
307 

242+238 

觀四、 PCR產物的純化

利馬 PCRapi社™ pruification k話直接純化 PCR產物

M : pBR322 DNA品.fspI digest marker 

Lane 1 純化後的 ALTIcDNA ，具有 525 bp fra伊lent

121 



Comments for pCRT~ 1I 
3932 nucleotìdes 

LscZ gene: bases 1-571 
Sp6 promote r. bases 239-255 
Multiple Cloning Site: bases 269-381 
T7 promoter. bases 388-407 
Fl origin: bases 572-986 
Kanamycin resistance: bases 987-2114 
Ampici lJ in resistance: bases 2133-2992 
COIE1origin: bases 3182-3765 

艙里扭扭酵的

M13 Reverse Primer 
i 臥G 臥AACA 訂 mAgCATG M A閃閃A A也
σrc CTT TGT CGA. T AC Tí3l GTAC TAA TGC GGT ïCG 叫

你
σ
門
申

峙
…C
G

且
以
訂

的
一
師
叫

竹
岫

Nsil Hindlll Kpnl Sacl 街丌制 Spel

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC T寸G GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC 
ATG AGT TCG ATA CGï AGT TCG AAC CAT C'QC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CG3 

T7 Promoter M13 (-201 F。開a吋 Primer M13(-40\ Fo附ard Primer 
AGT GAG TCG TAT HICAAT TCA ICTG GCC GTC GTT TTA Cl AA CGlT CGT GAC TOO GAA AAC 
TcA CTC 品c ATA AliGTTA AGT IGAC α泊叫G CAA AAT Ci竹也iA GCA CTG A∞計T 竹G

pCR呵!

V2.9-140302sa 

• Perfonnance o!岫倒yme隔岫 chain reac:1ion rPCR") is ∞哺呻d Þy pa抽耐酬柵dand
líeensed by Hoffn祖m-LaRoct珊， Inc.ar咽 Roct胃Mo!﹒ω1.， Sy剖開寓， Inc_ Purchase o! any 
o! Invitrooen'. PCR-re旭ted prodUC:誼。。咱閃現自:，.1\I"Y. 臨@悶010 喝.. th. PCR proce .. 
covered by胸揖 paten旭. PU吋祖輯用。f any 01 InvitTooen's PCR.，.旭tedpr回此祖 must
ob祖inal曲唱@抽喝@紗帽 PCR pro曲時 before using trle prc甜uct

圈五、 TA vector 的 mapplng

可知 ALTlcDNA構築於TA vector上的位置以及DNA定序開

始的位置
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622 欄
527 

404 “ 

307 -

M 1 2 3 

喝六、質體 DNA 的微量抽取

咱峰一… Vector

541 bp 

將純化的 ALTlcDNA 接入 TA cloning vector 中?再送入

competent bacterial cells '站在109 中大量繁殖後，挑選菌落抽取其質

體 DNA 以檢查 ALTlcDNA 是否接入 vector 中。利用 solution 卜宜、

諧的方式抽取質體 DNA 後?再用 EcoR 1 digest 質體 DNA 後?再進行

。.8 % agarose gel 的電泳分析

M : pBR322 DNA品在spI digest marker 

Lane 1 此隨所攜帶的質體 DNA 並非想要的

Lane2 、 3 :這些菌所攜帶的可能是是完整的 ALTlcDNA ，具有 541

bp (525 bp ALTI cDNA 加土由 vector 而來的 16 bp) 
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622 -
527 -

404 -

307 -

242+238 -

M 1 2 

喝一 !?41 bp 
525 bp 

圈七、比較由 PCR產物純化而來的 ALTlcDNA 和由 JM109 抽取的質

體 DNA 經 EcoR 1 digest 之後的 ALTlcDNA

M : pBR322 DNA品1spI digest marker 

Lane 1 由 PCR 而來的 ALTI cDNA (525 bp) 

Lane 2 :由 EcoR 1 digest 質體 DNA 而來的 ALTI cDNA (541 bp) 
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恥1 1 2 

nj 

鸝入、純化 JMI09 中的質體 DNA (plasmid) 

以便進行 DNA 定序

M Lambda/Hind III-中X174IHae III marker 

plasmid 

Lane 1 、 2 純的含有 ALTlcDNA 的質體 DNA (plasmid) 
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1 AAG GAG CTA CTT GAC GCC GAC GGG GAC ATT TTA AGA AAT GGA GGC 
1 Lys Glu Leu Leu Asp Ala Asp Gly Asp Ile Leu Arg Asn Gly Gly 

i • A cb.ain 

唾6 ACA TAC TAT ATA GTT CCA GCT TTT AGA GGA AAG GGT GGT GGC CTT 
16 Thr Tyr Tyr Ile VaI Pro AIa Pb.e Arg Gly Lys Gly Gly Gly Leu 

91 ACA CTT GCC AAA ATT GGA GAC GAA AGC TGC CCT CTC AAC GTC GTT 
31 Tb.r Leu AIa Lys Ile Gly Asp Glu Ser 揖Cys pro Leu Asn VaI VaI 

136 CAA GCl‘ CAG TCG GAG ACT AAA AGA GGC TTG CCG GCA GTG ATC TGG 
46 Gln AIa Gln Ser GIu Thr Lys A可 Gly Leu pro AIa VaI Ile Trp 

181 ACC CCA CCT AGA ATT GCA ATT CTC ACA CCA GCA TTT TAC CTC AAC 
61 Tb.r pro Pro Arg Ile AIa Ile Leu Thr pro AIa Pb.e Tyr Leu Asn 

226 ATT GAG TTT CAA CCG AGA GAT CCA CCC GCT TGC CTC GAG GAA TAT 
76 Ile GIu Pb.e Gln Pro A可 Asp Pro Pro AIa 血Cys Leu Glu Glu Tyr 

271 TCT AGA TTA TCG TGG AAG GTT GAG GGA GAA TCA CAA GAA GTG AAG 
91 Ser A嗯Leu Ser Trp Lys VaI Glu Gly Glu Ser Gln Glu Val Lys 

316 ATT GCA CCC GAG AAA GAA CAG CAC CTA TTT GGG TCA TTT AAA ATC 
106 Ile AIa Pro Glu Lys Glu Gln His Leu Pb.e Gly Ser Pb.e Lys Ile 

361 GAG CCA TAT AGA GAT GAC TAC AAG CTT GTT TAC TGT GAA GGT AAT 
121 Glu pro Tyr Arg Asp Asp Tyr Lys Leu VaI Tyr *Cys Glu Gly As踐

A cb.ain -)> 

疇。6 AGT GAT GAT CAT AGC TGT AAA GAT CTG GGG ATT TCC ATT GAC GAT 
136 Ser Asp Asp His Ser *Cys Lys Asp Leu Gly Ile Ser Ile Asp Asp 

• B cb.ain 

451 GAG AAC AAC AGG CTT TTG GτT GTG AAG GAT GGA GAC CCA CTC GCT 
151 Glu Asn Asn Arg Leu Leu Val Val Lys Asp Gly Asp Pro Leu Ala 

496 GTT CGG TTC GAA AAA #GCC CAC CGG TCA GGT 
166 Val Arg Phe Glu Lys #Ala His Arg Ser G砂

B cb.ain • i 

國九、 ALTlcDNA的 nucleotide sequence 和 amino acid sequence 
oligonucleotide primers 利用底線表示 'A鏈有 136 純為B鏈有的拍
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Amino acid nALTI cALTI nA-subunit cA-subu詰t nB-subunit 

Glycine .. 14.8 (15) 15 12.2 (12) 12 3.1 (3) 

Alanine 11.3 (11) 11 8.9 (9) 9 1.8 (2) 

Valine 10.1 (10) 10 6.8 (7) 7 2.9 (3) 

Leucine 19.3 (19) 17 14.7 (1 5) 13 4.2 (4) 

Isoleucine 9.9 (10) 11 8.2 (8) 9 1.9 (2) 

Serine 9.8 (10) 10 6.1 (6) 6 3.8 (4) 

Threonin 6.3 (6) 5 5.8 (6) 5 。
Cysteine 4.1 (4) 4 2.9 (3) 3 1.2 (1) 

Tyrosine 6.9 (7) 7 6.8 (7) 7 。
Asx 18.9 (19) 20 10.2 (1 0) 11 9.1 (9) 

Glx 20.3 (20) 20 18.1 (18) 18 2.1 (2) 

Arginine 10.1 (10) . 10 7.3 (7) 7 2.8 (3) 

Lysine 13.3 (13) 12 10.1 (10) 9 3.1 (3) 

Histidine 2.8 (3) 3 1.3 (1) l 2.2 (2) 

Phenylalanine 6.1 (6) 6 5.2 (5) 5 1. 1 (1) 

Tryptophan 2 2 2 2 2 

Proline 12.3 (12) 12 11. 1 (11) 11 0.9 (1) 

Total 177 175 137 135 40 

M.W. 21240 21000 16440 16200 4800 

輯十、比較天然種子與基因選殖出的 ALTI 胺基酸組成

M.W. : Molecular weight 

cB-subunit 

3 

2 

3 

4 

2 

4 

。
l 

。
9 

2 

3 

3 

2 

。

40 

4800 

nAL TI : nature ALTI (從天然的種子分析冉來的資粹)
nA-subunit 、nB-subunit :天然種子種子中的 A鏈和 B 鏈

cALTI : cDNA ALTI (經由基因選殖而來的資料)
cA岫subunit 、 cB-subunit 由基鷗選殖而來的資料與天然種子種子中

的 A 鏈和 B 鏈相比較而來的
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WBTI-3 K vr S - KF SS YK LK YC AK R "“ DT CK DI GI YR DQ 148 

SBTI R VS DD EF NN YK LV FC PQ Q A ED DK CG DI GI SI DH 154 

ECTl Q VS D - QL HS YK LL YC EG K H E- -K CA SI GINRDQ 148 

ALTI FKI EP YR DD YK LV YC EG N DD HS CK DL GI SI DD 151 

ACτ1 F KI KP YR DD YK LV YC EG N s CK DL GI SI DD 151 

A L FV CN PP - S PL LI R s SK lC SS RY 273 

R VYR CA PP PS SQ LI R p VV PN AD VC MD 耐 p 286 

A chai n 喝令 L inke r B chai n 

圈十一、比較植物中蛋白的 linker 序列

比較四種植物中具有 linker 的姨蛋白勝抑制劑: Albizz的

lebbek 甘ypsin inhibitor (ALTI) 、 A. co彤的α 的rpsin inhibitor (ACTI) 、

abrin-a (A)和 nCln國D(R)以及三種植物中沒有 linker 的且是蛋白勝抑制

劑 soybean 甘ypsin inhibitor (SBTI) 、W1nge吐 bean 的'pSln 1他ibitor-3

(WBTI咀3)和 Erythrina cq伊αtrypsin inhibitor (ECTI) 。
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I 
ALTI 

ACfl 

ELTI 

SBTI 
WBTI-Z 
WBTI-3 
APTI 

31 

ALTI 
ACfl 

ELTI 
SBTI 

WBTI-2 
WBTI-3 
APTI 

61 

ALTI 
ACfl 

ELTI 
SBTI 
WBTI-Z 
WBTI-3 
APTI 

i: 二 ::I~ 曰:在iL:LU
F 一- w wτV V E D IE IQ IE IG 
P - T E W S V V E D L P IE IG 
P - - F W T V V K D Q S IE IR 
P - W W T V V E D Q P Q 0 

L Q W K V E E E S Q I 

91 
ALTI 
ACτE 

ELTI 
SBTI 
WBTI-2 
WBTI-3 

APTI 

們
叫
一
H
盯
E

一$
S
F
E
A
E

一

G

121 
ALTI 
ACfl 

ELTI 
SBTI 
WBTI-2 
WBTI-J 
APTI 

151 
ALTI 

ACTI 
ELTI 
SBTI 

WBTI-Z 
WBTI-3 

APTI 

181 
ALTI 
ACfl 

ELTI 
SBTI 
WBTI-2 
WBTI-J 
APTI 

觀十二、 ALTI amino acid 序列與其它的 Kunitz句rpe trypsin inhibitor 
作比較 o ACTI Acacia co昕仰的rpsin SBTI soybean 的扭扭曲hibitor

Tia 研TßTI-2 acidic winged-bean 甘yps扭扭益ibitor-2 WBTI-3 basic 
winged-bean 虹yps如 i世世bitor-3 EL TI : E. latissima (D忠3) 的rpsin inhibitor ; 
APTI : Adenanthera pavonina 仕ypsin inhibitor 。相同 anrino acids 用線框起來。
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第四部份:

在假懷孕雌鼠之子宮蛻膜瘤發育中孔俗1P-2 的活化和

細胞增生的相關性

Activation of軒動'lP-2 associated with the cell proliferation 
during the development of deciduomata 

血 pseudopreg且ant rats 
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中文摘要

一般結婚夫妻約的%會有不孕症。而導致不孕症的原留有很

多?但是不孕的成閣中著床不良此無、法受精更為常見自從最近的研

究看來，造成著床失敗有兩大原因:第一是艇胎品質不良?第二是

子宮內膜接受性不良 o 一般而言?子宮內膜的厚度在排卵時低於入

毫米?這個卵就算是順利受精也難以著床 o 國此要改善著床率?排

卵前改善于宮內膜的厚度?要比排卵後使用黃髏素來安胎來的有技

的多。

然而在子宮內膜再生的過期中?已有學者發現 MMPs 家族成員

彼此以協調的方式出現在不同的過期中。國此我們藉由假懷孕雌鼠

在刮傷刺激(類似胚胎著床)下?子宮內膜厚度的變化(蛻膜瘤組織的

形成)和 MMP-2 的相關係做個探討 o 結果在受刮傷刺激的假懷孕鼠

之子宮蛻膜瘤(deciduoma助和子宮肌膜(myo臨時ium)中發現 62 、 72

和 92 kd gelatinase 的活性隨著子宮蛻膜瘤增殖與子宮肌膜腫大而玖

變?而且 62 和 72 kd gelatinases optimal pH 值為 pH7 ，活性受 EDTA

所抑制所以是 metalloproteinase 並且為 Ca2+-dependent 0 將蛻祺瘤組

織的研磨液用 thermolysin 處理似乎會將 72 kd gelatinase 切成 62kd

gelatinase ，由此我們認為 MMP-2 活化增加?可能與蛻膜瘤生成有

關。
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英文摘要

Ma甘ix metaHoproteinru穹的 are a highly regulated family of en勾lmes雪

that together can degrade most components of the ex甘aceHular matrix. 

These proteins are active in normal and pathological processes involving 

tissue romodeling. Abno口nal expression of gelatinase may result in cell 

proliferation an吐 lnv的ion. In this study we 社etermined the proteolytic 

activties in the deciduomal tissue ofpseudopregnant rat on day 0, 1, 2, 3, 

5, 7, 9 of decidualization . The result showed that 62 and 72 gelatínases ín 

the deciduomata and myome甘ium were change吐出lríng the developement 

of the deciduomata . These en勾mes have optimal activi穹的 pH7 and 

were inhibited by metal ion chelator(EDTA). Whereas, the inhibition was 

reversed by Ca2
+ but not Cu2+多 Zn針， Cd2+， Mn2

+ and Mg2
+. Thus, we 

s口ggeste吐 that the increased activation of the MMP國2 maybe 俗sociated

with the growth of由ciduomata.

l:~ 



緒 、
一
三
世一般 r 受孕 j 過程是男人產生正常活動立足夠量的精子，輸送財

積到女人的子宮頸，活躍的精子經由于宮頸及子宮腔輸送到輸卵管的

底端;用時卵巢內的濃炮發育成熟?排出卵子?並輸送到輪卵管底部雪

和精子相逢「受精 J ' r 受精卵 J 在從輸卵管輸送到子宮腔內著床?

由卵巢分泌足夠的荷爾蒙使 F胚胎 J 發育生長也西此為達到成功的 e懷

孕，必須具備有下列臨素:1.有排卵的發生 2.有足夠數愛與活動力

的精子 3.在接近排卵期時行性生活 4.係持生殖道通暢 5.卵子與精

子的遺傳因子相互配合 6.有適當的地方讓受蜻卵著床。所以任一階

段的不足都是造成不孕症的原因 o 不孕症乃指無法達到或完成懷孕的

為症 G 正常夫妻大約 80% 回 90% 在一年內會懷孕?而一般人相信不

孕症會發生在約的%的結婚夫妾身土?在臨床土除非是夫妻已試圖

懷孕十入總月之久仍失敗，才給予不孕症的治療。以目前的技術可使

不孕症夫婦中大約 50% 達到懷孕。

為導致不孕症的原喝可能是:在男人方面?精子數量不足或活動

性不好?副華或輸精管阻塞?逆行射精或性無能?甚至尿道下裂都是

男人不孕的原因 o

在女人「陰道方面 J 的原陸則有發炎或性交疼痛， r子宮頸方晶 J

國發炎、狹窄、分泌不足或抗體排斥;在「子宮控方面」因發炎、腫

瘤或先天畸形?在「輪卵管方面 J 茵阻塞、粘黏、撒狀部功能不足;

在「卵巢方晶 J 國不排卵、黃體素不足或粘黏都是造成女人不孕症的

原圈。

依照、報導?婦產科醫師依不孕症門診人數推估?圈內的不孕症人

口超過十二萬人?有的夫婦為了自己孕育一個孩子?不惜干辛萬苦做

各種嘗試?精神實在令人敬佩 o 近幾年來?人工受孕和試管嬰兒兩項
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幾乎認為是治療不孕的最後手段;實際上?人工受精的平均受孕率只

有六到七成?但流產率也高達一成半?而且可能要連續嘗試六偈月以

土才有成功可能。至於試管嬰兒?儘管很多不孕患者都想一試?從誘

導排卵、取出卵子、體外受精、植四子宮、懷孕封分燒過程中充滿變

數?實際成功率只有一成，而且所費不少?實在不是所有的人都負擔

得起的 D 近年也可用冷凍驅胎技衡，先了解此胚胎是為 XX(生女)或

XY(生男) ，再植入子宮內，幾乎百分之百達到所希草的性剔，然其中

不足的是其流產率高達百分之二十五 o

然不孕的成閩中著床不良比無法受精更為常見。從最近的研究

看來，造成著床失敗有兩大原茵:第一是胚胎品質不良?第二是子宮

內膜接受性不良。一般而言，子宮內膜的厚度在排卵時低於入毫米

時?這個卵子就算是順利受精也難以著床 o 要改善胚胎的著床率?排

卵前改善子宮內膜的厚度?要比排卵後使用黃體素來安胎來的有效的

多。

子宮是一個外有浮壁?內呈中空的肌肉器官?其位於膀就(在前

方)與直腸(在後方)之間 o 它可分為兩個部份， 1!p子宮體與子宮頸。測

量子宮長度約為 7.5 'h'分?寬約 5.5 'h'分， ~家約 2.5 'h'分?其變相當

厚?約1.2 'h'分?子宮腔則非常的小 o 子宮蠶的襯裡是子宮內膜層?

屬於一種上皮細胞組織?其中有豐富的腺體及基質的分f布，。于宮內膜

的表層細胞可隨每次見經過期而增生與剝落實而其基質部位則維持不

變 D 舟子宮體的中層是一種肌肉細胞?稱為子當肌層(myome甘ium) 0 。

于宮體的外層是非常薄的外漿膜(serosa)或稱子宮漿膜。erimetrium) 。

于宮的功能有下列幾點:

1.為受精卵準備一個適當著床的空間 2.在胚胎/胎兒發育成熱之前?

可提供保護與營養的功能 3.在分燒之際能夠使胎兒與胎盤娥出 4.藉

著子宮脫層的肌肉收縮可使胎盤脫落部位不至支出血過多?此可稱為是
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“自然縫合(living ligatures)" 。

子宮內棋可分為基層及功能層 D 功能層的子宮內膜會隨動情索與

黃體素濃度的改變而會產生若干變化。在月經期過後 T 功能層在動情

素的剝激下?自基層處不斷的生長，直到排卵早已止?此時期稱為增殖

期(proliferative phase) 0 增殖期中子宮內棋不斷增長?且有微小的血管

生長會攜帶充分的血流 o 當排卵發生?黃體素增加，子宮內鎮中的腺

體開始作用，分泌黏液、肝酵及慕種特殊物質，以助於受緒卵的著床

滋養?這時期就稱為分泌期(secretory phase) 。在沒有懷孕的情況下?

費體有一定的生命期實會自行萎縮且停止荷爾蒙的製造?以致動情素

濃度下降?子宮內膜的生長及分泌即會停止 D 且內膜表層閏動腺疫擎

;m導至全局部缺血 o 細胞國血流供應不足為死亡，以致子宮內膜層出現

小登出血?當出血量逐漸增加而使得整個子宮內膜的功能層剝落下

來?合著血液一起自陰道排出?即是所謂的月經(mens加ation) 0 

著床定義為:是一種過程，在胚胎接觸到子宮壁，而且穿透並進

入土皮細胞和母親循環系統中 o 這個通程具有時間和空間的限制 o 受

精卵進入子宮內發育成囊胚(blastocyst) ，囊脹的胚芽細胞(embryoblast) 

之對位於子宮壁土皮是很重要的 o 在囊胚進入子宮 2-3 天尚未接觸子

宮土皮細胞之前，子宮壁波體可以溶解囊胚的透明帶使透明帶消失?

在第 4 天彙胚附著到子宮內膜上皮之土?問始著屎。第 5 天融合滋養

層(synctio甘ophoblast)鵲始侵入內膜上皮與其下的內膜基質 o 其高度侵

蝕力的融合滋養層可能會分泌一些蛋白水解勝(proteolytic e凹抖的s)來

穿過並侵蝕子宮內膜的土皮細胞，進而進入令有微血管及腺體的子宮

角膜基質(endometrial stroma 一種結締組織)內?彙膝則慢慢地將島

己包埋到子宮內膜中。而且子宮內臉也會促進此蛋白水解騁的作用?

閣比著床是滋養層和子宮內膜共同作用的結泉。

He就ig(l 968)將融合滋養層描述為“侵蝕性的、攝食性的以及消化

加
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性的(invasive， ingestiveand digestive)" 0 在植床部位周國的基質細胞會

變得具有肝醋脂質，並表現多邊形的外觀?這些細胞稱為蛻膜細胞

(decidual cells) ，它們有些會在融合滋養層侵入的區域土發生變性

( degenerate) 0 而為胚胎提供了豐富的營養來源 o 在胚芽細胞著床地

方?子宮內基質微血管滲透性會增加?以幫助著床。當史多的滋養層

與子宮內膜接觸後 F 滋養層便開始增生及分化成為兩層1.滋養黨內

層(cyto甘ophoblast) ，它具有高度的分裂活性?並能形成新細胞轉移到

正在增加的融合滋養層質塊土: 2. 融合滋養層

(syncytio甘ophoblast) ，它能迅遠地形成一大，犀且多核的質塊?其中

並無法辨認出有任何的細胞分界存在 o 轉移到融合滋養層中的滋養黨

內層細胞會互相融合並逐漸喪失其細胞膜而形成了融合細胞層

(syncyti扭曲) ;在滋養黨內層中尚能見到有絲分裂的發生?但是在融合

滋養層中就無法看封了口

Schlatke 和 Ender s 描述著床滋養層細胞(訂ophoblast)和子宮上皮

知胞之間三種連續性變化 o 第一個作用?滋養層細胞侵入子宮土皮細

脆間?進入基底膜(basalnnennbrane) ;第二三個作用，走上皮細胞提昇基

底膜?為了使激養層細胞暗中進入細胞內;最後作厲?是滋養層細胞

和子宮土皮細胞溶合?為使膝胎進入母體內 o 當胚胎與子宮內膜緊密

相接觸時，表面上有扁平和掌狀的微小絨毛存在?位於上皮細胞腔狀

表面。在此時期?細胞臉很緊密接觸和形成遠合複合體。用生理溶液

觸擊子宮 ， ß芸胎不再被驅逐出土皮細胞表面 o

滋養層細胞具有吞噬各種細胞的能力?但是在活體中?只局限於

移除死亡內皮細胞?成是細胞從子宮壁土剝落 o 而另丕胎本身分泌各種

不同的蛋白水解膀，主要是消化細胞問基質(nna仕的包含

glycoprotein 、 elastin 和 coUagen (這些都是正常細胞間基質h 使土皮

細胞緊緊接在一起口在老鼠胚胎中，試管內可發現 plasnninogen 活化
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苦學~ ，它的作用是非常重要?在早期著床向外生長特具有意義。為膝胎

在著床後期具有消化能力 D

在著床早期，著床地方可發現前列腺素濃度增加 o 兔子的胚芽細

胞包令前列腺素?但是在試管中?老鼠胚芽細胞不會產生多量前列噱

索 D 子宮內膜細胞很可能是前列腺素的來源 o 在著床時組織傷害可能

引起前列腺素合成。

Shelesnyak 提出組織胺(his認mine)可激發蛻膜反應(decidual

response) ，他發現在老鼠中?全身性或直接注射抗組織胺可以阻止子

宮蛻祺反應 o 子宮中肥大細胞是、組織胺主要來源?這個就是為什麼會

增加微血管滲透性和子宮內膜的蛻臉變化 o

Decidualization 或 decidual cell reaction(DCR)是發生在有怯胎或雌

鼠賄人工 deciduogenic 剝激下?子宮內膜的時omal cell 增生和分化成

蛻膜細胞的反應(1幻)。在雌鼠的 traumatic 刺激後 0- 8 天中有 DCR(4) , 

為蛻膜細胞在 DCR 的第 5 天達到最大 slze' 同時也是增殖最高時期 o

在人類未如婊後期?蛻膜細胞圍繞在血管四周?可是通常不會有

大暈蛻膜細胞?達到好婊發生為止 o 卵巢圈醇類控制蛻膜細胞變化?

在人類其 estrogen 和 progesterone 濃度是很重要的。豬的是丕芽細胞在

好婊第 12 天鵝始合成 estrogen ，是在確定接觸到子宮壁後 6 天 o

的甘ogen 可以對腦下垂體產生回饋作用以增進 LH 分泌。而 LH 是維持

費體功能所必須的 o

MMPs 的活性、分泌在許多為理過程中都有深入的研究?但是缺

少在正常組織的形成和重組中 MMPs 的探討 c 最近利用的 situ

hybridization ，在蛻膜形成的早期(第六天)胚胎的活養層細胞可發現

MM弘9 的 transcription(5) ，而此 MMP-9 可以幫助腔胎著床期間細胞的

侵略行為?相對地?母體蛻膜細胞會表現 TIMP-3 來限制此侵略行為

只在著床的位置(6) 。
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除此之外利用 in situ hybridization 偵測子宮內膜再生、安組的現

期也可發現 matrix metalloproteinase 和 T品仰的存在(7-14) ，如 matrilysin

m如~As 位於表層細胞，其他 MMPsmRNAs 劍位於基質細胞(6) 。

而 MMPs 成員彼此以協調的方式出現在不同的再生、重組的週

期?如 (1) 72 kDa gelatinase 和 TIMP國 l 在整個過期中都有甘anscripts

表現 (2) s甘omelysin-l , s甘omelysin圓2 , interstitial collagenase 以及 92

kDa gelatinase 只在月經期中有甘anscripts(14) (3) matrilysin , 

S甘omelysin闡3 則是在增殖期中有 transcripts(6) (4) MM乎?在農後的子

宮中活性增加?而且相對於基質 proteoglyc組分解的速度(15) (5) 

matrilysin 的活性在月經期中組織的瓦解中有改變(11) 0 

然而 MMPs 也在 cell句rpe ' tissue 和再生的 cycle輛specific pattems 
如排卵(16) ，胚胎著床(17)和乳汁分泌後乳腺退化(18)中都有出現活性和

表現，而且 MMPs 也受到調控子宮內膜變化過期的卵巢固醇類荷爾蒙

的調節(18) ，如 in vitro 中人類子宮內膜的生物活體組織培養?以確知

黃體素可以抑制 ma甘ilysin ' s甘omelysin圖 1 和你omelysin-3 的蛋白或

RNA , 72 kDa gelatinase ' 92 kDa gelatinase 和 interstitial collagenase 

的酵素活性(12， 13) 。但是在于宮內膜分泌後期、月經早期時，黃體素下

降，子宮內膜的 decidualized s甘omal cells 會促使 72 kDa gelatinase 的

分泌。黃體素在其它組織成細胞中也會抑制 procollagenase 的產生和

活化，例如產後老鼠子宮生物活體組織(27)、組織培養的平滑脫內細胞

(19) 、兔子(20)和幾內亞豬(21)的子宮頸纖維母細胞和腹膜的巨噬細胞

黃體素抑制子宮內膜主要表現的 MMPs'也可以從軒岱1Ps 的 gene

結構得到證實。如 matrilysin(23)和 stromelysin(24)的 promotors 昆域有個

相似於 steroid hormone咽response elements 0 再者， glucoco討icoids 可

以抑制 collagenase 的表現(25)以及 retinoic acid 可以抑制 stromelysin 的
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表現(26) 。而 glucocorticoids ' retinoic acid 利用與 steroid hormone 

receptor 闊的交互作用和可認識這些 gene promoters 區域的 AP-l site 

的 factor 來達到抑制的效果。

MMPs 在于宮內膜的分泌期中被抑制?以便驅胎可以著床?然而

在月經期早期所有 MMPs 都有大量的 RNA 表現?顯示 MMPs 參與組

織的瓦解 G 國比我們藉由研究假懷孕雌鼠之子宮內膜厚度的變化(蛻

膜瘤組織的形成)和 M間P-2 gelatinases 的相騙性?企鷗在臨床上能夠

改善于宮內膜厚度異常所造成的不孕症，何時也將有助於人工受精的

發展 o
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實驗方法

1.動物的處理

1) Sprague司Dawley 雌鼠(體重在 180-300 ~克)在溫控 24 它之環境

下?每天照明 12 小時(目光過期為 5:00AM 刪去。OPM)

2)每天檢查其陰道塗抹液，挑選其二次以上規律之四時空動情過期

雌鼠

3)在動情期當天上午以玻棒插入陰道內實在一分鐘內給予 200 ;欠斜

激子宮頸 (cervical stimulation) ，劍激當天為假，懷孕期第 0 天

4)假懷孕期第 4 天?利用乙雷達麻醉雌鼠，剖開其腹腔並且將其子宮

拉出?以特製長針僅輕刮其一邊子宮璧口另外一邊未到之子當為

對照組 o 手術完畢後?縫令並且消毒J存放回籠中繼續飼養

5)以此假懷孕的第 4 夫為子宮說膜形成的第 0 天

2.組織的研磨

1)於假懷孕第 5 、 6 、 9 、 11 和 13 天分別將雌鼠斷頭犧牲?並正L

將其子宮取出?稱重

以下實驗皆在 4
0

C土操作

2)分別將有受子宮頸剩激(實驗組)和未受子宮頸刺激(對照組)的子宮

以利剪分關?並且用玻棒輕輕地將內膜(deciduomata ，蛻騏瘤)

和外膜(myome甘lum ，子宮基膜)分開

3)分別將內、外膜先聽 PBS buffer 清洗，再以每 100mg 組織用

1 ml PBS bu宜說的比例加入 PBS bu蛙er 之後，用研磨器(Konetes

homogenizer)研磨組織(30 s甘okes)

的研磨液置於冰上靜置 10 mins 再離心 14，000 xg 30 分錢
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5)取土清液放入國的℃係存備用

3.進行 zy臨ogram protease assays 

實驗方法及步驟問 pp. 13 

4.0pti臨al p蠶的科定

以子宮蛻膜瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟同 pp. 16 

5.蚤白勝抑制齋i抑制分軒

以子宮蛻膜瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟同 pp.17

6.EDTA 的抑制蛋白勝活性的分析

以子宮蛻膜瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟時 pp.18
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7.在 0.5 臨MEDTA存在下?不同 Ca2+濃度對蛋白騰活性的影響

分析

以子官說膜瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟!可 pp. 19 

令各種不同 Ca2+與 EDTA 濃度的組合

I CaCh 最後濃度 1 MCaCh的商量 EDTA T泣s-HCI， pH8.0 

(mM) ~~~ (mM) NaN3 

10 50 。
。 。 。
。 2.5 

2 10 40 mM Tris抽 HCl

4 20 0.5 , pH8.0 

8 40 0.01% NaN3 

10 50 

20 100 

8.在 Ca2+存在下加入不用濃度之 Zn2+的影響分析

以子宮蛻膜瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟向 pp.21

9.不闊的蛋白勝對可醋。舊時phy 型式(pattern)之影響分析

以子宮蛻耳其瘤形成的第 2 天(deciduomata )當檢體

實驗方法及步驟冉冉.21
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fe臨ale S.D. rats (180-300 g ) 

vagi聽到 S臨時r test 

after 2 estrous cycles 

vagi髓。回cervical vibratio盟

(pseudopreg臨晶盟cy i聽d阻ctio輯)

1 a叫晶晶蝴蚵a叮叮y
t賞ra詛臨E鵲 s蜴t位i臨缸甜la舖ti蛤@嗨盟

(噓的id甜甜izatio盟扭d臨的知時

decid阻al growth 

The pathway of decid盟alizatio盟蝠d祖ctio聽
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實驗結是

一、雌鼠的陰道抹片檢查

藉由觀察雌鼠陰道的細胞型態?來判定其生理過期是否正常?

進而選擇至少有二次以土連續的正常遇期之雌鼠作假懷孕的實驗。

一般雌鼠的生理過期為四天:

1. P :動情前期?陰道的細胞呈現卵園形或紡給形?可見細胞核

2.E: 動情期，陰道的細胞呈現椏不規則、扁平角化?且有很多殘

餘的土皮細胞

3. M :動，清後期?陰道的細胞呈現角化，並有白血球浸潤其悶

4. D :動情問期?陰道的細胞很少，但有很多白血球

在i雄鼠的動情期用玻棒插入陰道內震動，以刺激子宮頸產生假懷孕

狀態(刺激當天為假，懷孕的第 O 天) ，以便觀察子宮內膜以及 MMP-2

在假懷孕情況下的變化口(閱一)

二、雌鼠的二個子宮實景

在假懷孕的第四天?藉由刮傷這偈動作來代替胚胎的著床 o 結

果有刮傷的子宮比無到傷的子宮(對照、組)變大許多 o 為了確定這個

變大是由於細胞的增殖所造成的或是只是細胞受傷(刮傷)所造成的

腫大，國此進行下面的分析。(圖二)

玉、假懷孕子宮在刮傷刺激後重量的變化

我們觀察假懷孕11.受刮傷刺激後的第 0 、 1 、 2 、 3 、 5 、 7 、

9 夫子宮重量的變化?結果發現子宮的重量在增加?封第 7 天達到

高峰而在第 9 天重量就有明顯的下降口(閹三)
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四、子宮蛻膜瘤細胞的細胞分裂情況

我們進而觀察這幾天子宮蛻膜瘤的、細胞 F 結泉觀察到有細胞分

裂的情形，聞此將這些結果做成柱狀圈，從柱狀富得知在刮傷刺激

後的第 3 天細胞分裂的現象最多?而在第 5 天細胞分裂趨於緩慢?

到了第 9 天幾無細胞分裂出現(國四)。這個結泉顯示為第 7 天的子宮

重量最重的原喝(閱三)以及子宮是留細胞增殖和細胞麗大才造成變

大(鸝二)。

五、子宮在蛻膜瘤組織成長周期時的變化

從觀五的第 0 天可以看到子宮的二個部份:外面是外膜組織?

裡面是內耳其組織。隨著內膜組織細胞不斷的分裂增殖?使的內膜組

織的厚度也隨著增加?進而使內膜組織的中空部份變得越來越小?

到了第 9 天內膜組織幾乎要整個與外膜組織脫離?而排出。

六、子宮蛻膜瘤中的 gelatinase 變化

由 Zymography 的分析?蛻膜(deciduomata)和外膜(myometrium)

主要出現三種蛋白蜂 92 、 72 和 62 kd gelatinases(圈六)。將電泳的

結泉做成曲線圈，可以清楚的看到: (l) 92 kd gelatinase 的活性在蛻

膜和外棋中的變化情況相近，皆是先下降到第 5 天再緩慢土升?而

在第 7 天又下降?但是在第 9 天 92 kd gelatinase 的活性又突然在蛻

膜中土升許多(國入) 0 (2) 72 kd gelatinase 的活性在蛻膜和外鎮中有

著明顯的差異。在第 3 天的稅，膜中 72 kd gelatinase 的活性開始下降?

至第 5 天幾乎快要沒有活性?但後來活性又恢復和第 3 天差不多 o

而外艘中的 72 kd gelatinase 活性別是不斷土升?至第 5 天達到高峰

而後第 7 、 9 天下降一些並且趨於平穩(觀九) 0 (3) 至於 62 kd 
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gelatinase 在蛻膜和外膜中的活性別是在第 2 夭達到高峰?之後使

下降 D 但是蛻膜的下降科率較大?在第 5 天活性降至最低後再緩慢

上升;而外膜卻是第 3 、 5 天活性相3近丘?到了第 7 夭突然下降許多?

在第 9 夭又土升不少(鸝十)νo (仟4) 由於 6位2 、 7η2kdg酹el站蝴a前.tinι部e 分別屬

於 MMP司♂2 的不活化態和活化態?所以想要了解其岱佇品的活化率情

況?困此將 62 kd / 62 + 72 kd gelatinase 的 ration 做成醫表。結泉活

化率在稅，膜和外膜中有著相似的變化情形，二二者的活化率在第 2 天

達到高峰之後使下降?其中又以外膜在第 5 天幾乎沒有活化率;但

是到了第 7 、 9 天二者的活化率叉上升?其中又以外膜的活化率變

化最大(圈十一)。

七、比較乳癌、 fibroadenoma 和子宮內的 gelatinase

利用已知的乳癌中 62 、 72 和 92 kd gelatinase 的分子量與子宮

內的 gelatinases 比對?結果在子宮內的三種 gel的lnas部分子量與乳

癌中的 62 、 72 和 92 kd gelatinase 在電泳上的位置差不多。(圈七)

入、子宮蛻膜中 62 、 72 kd gelatinase optimal pH 值的測定

為了了解 62 、 72 kd gelatinase 在何種 pH 值下會有最大的活性

值，因此利用各種不同 pH 值的緩衝液做反應。結泉得知 62 、

72 kd gelatinases 的活性出現在 pH7-8 中?且皆以 pH7 活性最大口

(輯十二)

九、蛋白勝抑制劑抑制于宮蛻膜中之 62 、 72 kd gelatinase 活性的

分析

藉由各種蛋白勝抑制劑的抑制效果，可以了解 62 、 72 kd 

gelatinase 是屬於那一類的蛋白路口的、 72 kd gelatinase 在加入蛋
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白勝抑制劑後，受到 TPCK 和 DFP 的部份抑制?為以 EDTA 幾乎

完全抑制活性?可知其為 metalloproteinase 0 (圈十三)

十、 EDTA 抑制子宮蛻膜中之 62 、 72 kd gelatinase 活性的分析

由蛋白勝抑制劑抑制子宮蛻膜中之 62 、 72 kd gelatinase 活性

分析(國十三) ，知道 62 、 72 kd gelatinase 皆為 metalloproteinases ' 

故需要二償陽離子當 cofactor 才會有活性，國此為了探討何種二價

楊離子可作為這些 gelatinases 的 cofacto宮，所以需要先了解在何種

濃度之下， EDTA 可以將研磨液本身存有的二價陽離子抓完?以

f史一加二價陽離子就可恢復 gelatinase 的活性?進而知道該二償揚

離子可以作為 gelatinase 的 cofactor 0 結果顯示反應液中只要有 0.5

mM的 EDTA 存在?就可以使這些 gelatinru穹的無活性。(閣十四)

十一、在 0.5 mM EDTA 存在下，不同 Ca2+濃度對子宮蛻膜中之 72 、

62 kd gelatinase 活性的影響分析

在圈十四中得知只要 0.5 mM的 EDTA 存在， 72 、 62 kd 
gelatinase 就無活性，因此將進一步的探討需要多少的 Ca2+ 才能恢復

72 、 62 kd gelatinase 的活性。結泉在 2 mM Ca2+ 存在下?可以恢復

62 kd gelatinase 的活性?但是 72 kd gelatinase 則是要在 4 inM Ca2+時

才能恢復活性?並正L二者隨著 Ca2+濃度上升活性隨之緩慢土升且成

平穩狀態?然而二者的活性卻不能再恢復成原先的程度(未加 EDTA

並且存在有 10 mM Ca2+) 。而且 62 kd gelatinase 在 Ca2+ 8 mM時活
性突然下降一些?但是在 Ca2+ 10 mM 時活性叉上升。由此可知 72 、

62 kd gelatinase 為 C位2+ 喃自pentent 0 (鸝十五)
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十二、在 Ca2+存在下?不同濃度的 Zn2+對於子宮蛻膜中之 72 、 62

kd gelatinase 活性之影響分析

由於先前的報告指出 MMP-2 的 domain 上有 Zn2+的 binding

site '然而在不同二償離子恢復 72 、 62 kd gelatinase 活性的實驗中

Zn2+不能恢復 gelatinas帥的活性(d的a not shown) ，但是在另一份研究

中指出在 Ca2+以及少量的 Zn2+存在下 gelatinase 具有活性。由於 Zn2+

和細胞的增殖有關連性?故藉由 Zn2+濃度變化來了解 Zn2+對 72 、

62 kd gelatinase 活性的影響 o 由圈十六知道: 62 、 72 kd gelatinase 

在 0.2 和 O.4mM的 Zn2+存在下有活性出現?並且其出現的最大活性

分別在 0.2和 0.4mM' 為所恢復的最大值活性也接近原先的活性(未

加 EDTA 詞時有 10 mM Ca2+存在， Lane 1) ，但是繼續提高 Zn2+濃

度反而使這二個 gelatinases 失去活性?可能走過多的 Zn2+對於

gelatinases 有四饋抑制的效泉(閱十六)。

十三、不同的蛋白勝活化子宮蛻膜研磨液的分析

已知有許多的蛋白將以及 MMP family 的成員分別是以

proproteinase form 和勾'ffiogen form 存在細胞質中?需要其它的蛋白

勝將其作進一步的切割?才會具有活性口因此利用各種不同的蛋白

勝處理子宮說膜研磨液?檢視是否會對 62 、 72 kd gelatin部e 造成

影響或誘發新的其它蛋白勝 o 結系經 trypsin 處理似乎增加 62 、

72 kd gelatinases 2 倍的活性 o 而經 thermolysin 處理似乎只增加了 2

倍的 62 kd gelatinase 活性 o 但是經 chymo甘ypsln 、 nargase 、

proteinase K (後二者的 data not shown) 處理則沒有什麼改變。

(關十七)
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討論

利用子宮頸刺激造成假懷孕狀態後?再在第 4 天用封傷刺激誘發

蛻膜瘤組織的增生。蛻膜瘤組織的發展過期為 8 天?在第 9 天時子宮

內膜呈現剝離狀態?行將被排出 o 因此觀察刮傷刺激後的第 O 、 l 、

2 、 3 、 5 、 7 、 9 天中子宮蛻耳其和 gelatinases 的變化。結泉顯示子

宮蛻簇細胞不斷在增殖?其中以第 3 天的細胞分裂數目最多?第 5 天

減緩，而已知的蛻膜瘤組織在第 5 天的 site 最大?國此使得子宮的重

量在第 7 天達到最重。

在這 10 天蛻膜瘤組織增殖的狀態中?出現三種較特殊的蛋白

勝?經由與已知的乳癌組織中之 62 、 72 和 92 kd gelatinases 的電泳

位置比封相同後?得知為 62 、 72 和 92 kd gelatinases 。而且不管是

在子宮蛻膜或子宮外祺組織中，這三種 gelatinases 的活性都高於未被

刮傷刺激的對照、組?而且藉由 gelatinase 活性的量化結果分析，發現

在第 9 天時，子宮蛻膜中之 92 kd gelatinase 的活性突然土升 5 倍?而

在子宮外膜的 92 kd gelatinase 活性則保持平穩狀態?然而此時的子宮

內膜將要被排出體外?這個結泉符合已知 MMP-9 參與月經過期中組

織的瓦解。 72 kd gelatinase 因受到黃體素的抑制?所以 72kd

gelatinase 在于宮蛻膜形成中的活性低於在于宮外膜(沒有黃體素的調

控)中的活性，但是到了後二天因子宮內膜要被排出(黃體素應該可能

下降) ，所以 72 kd gelatinase 活性才會上升。至於第二天的活性土升?

應該是子宮外膜的酵素活性(國第一、二天的子宮蛻膜和子宮外膜並

沒有分開)，而非真正 72 kd gelatinase 在子宮蛻膜中的活性。至於 62 kd 

gelatinase 的活性並沒有受黃體素抑制，而且在子宮蛻膜形成中活性

土升，由此可推~ß1 62 kd gelatinase 的活性會造成子宮內膜的增殖 o

而對 62 和 72 kd gelatinase 做進一步的分析，二二者在 pH7 時有最
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大的活性?受 EDTA 抑制活性，由此可知是為 metalloproteinase 且經

由各種不同的二價離子實驗，得知為 Ca扭曲dependent 的蛋白勝?然而

有趣的是在少量 Zn2+和 Ca2+存在下會恢復受 EDTA 所抑制的活性?且

恢復的活性幾乎同原先未受 EDTA 抑制的情況?但是在多受且無 Ca2+

情況下卻不能?即使在高量只有 Ca2+存在下也不能恢復至如此?由此

可知 62 和 72 kd gelatinase 需要 Zn2+和 Ca2+ ，而這也似乎說明在細胞

增殖過程下 Zn2+大量存在的相關性 o

另外用 thermolysin 處理蛻膜瘤組織的研磨液，發現這韓素似乎

可以增加 2 倍 62 kd gelatinase 的活性。至於的rpsln 則是會增加達二者

2 倍的活性?而經 chymotrypsin 、 narg的e 和 proteinase K 處理別無任

何改變 o
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國表與國表說明
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陰道抹片按查

屬一、雌鼠的陰道抹片檢查

雌鼠的生理過期為四天?選擇過期正常至少二次以上的雌鼠?

在其動情期時以玻棒插入陰道內震動 T 刺激子宮頸產生假

懷孕狀態?以便觀察子宮內膜以及 MMP-2 在假懷孕狀態中受

刮傷刺激後的變化。

p 動情前期 E 動情期

M 動情後期 D 動情問期
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圖二二、在假懷孕鼠受刮傷刺激後的第五天之正常子宮(左邊)與刮傷刺

激的子宮(右邊)的實景

一隻雌鼠有二個子宮，正常子宮當作對照組，而另一個正常子

宮利用長針頭輕刮子宮壁的一邊，使此子宮呈現著床狀態
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闢三乙、受刮傷刺澈後(著床狀態)的子宮重量變化曲線圖
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圈四、受刮傷剝激後(著床狀態)的子宮蛻耳其瘤細胞之細胞分裂情況

A 圖:正常子宮的子宮內膜細胞

B 鷗:著床狀態的子宮蛻祺瘤細胞。白箭頭指出正在分裂的細胞

C 鷗:受刮傷刺激後的子宮蛻膜瘤細胞之細胞分裂數目的變化曲緣關
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圈五、觀察受刮傷刺激後(著床狀態)的子宮第 O 、 l 、 2 、 3 、 5 、

7 、 9 天變化的情況

每天所拍的照片倍數不同
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圈六、受刮傷刺激後的子宮蛻膜為中之蛋白勝變化

day 

分別取子宮的蛻膜和外膜的細胞研磨液以 zymography 分析蛋

白臉

A 聞:子宮銳，膜中 92 、 72 和 62kd 妥白晦的變化

B 圖:子宮外棋中 92 、 72 和 62kd 蛋白勝的變化
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圈七、比較乳癌、 fibroadenoma 和子宮內的蛋白勝

利用已知的乳癌中 72 和 62kd 蛋白勝的分子量比較在子宮中

的蛋白路分子量

Lane 1 :正常的乳房組織

Lane 2 :乳癌細胞

Lane 3 : fibroadenoma 的組織

Lane 4 :經過培養的 fibroadenoma 細胞

Lane 5 在培養的 fibroadenoma 細胞培養液中加入 conA 處理

Lane 6 :受到傷刺激當天的子宮組織

Lane 7 :受刮傷刺激第 2 天的子宮組織
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鸝入、受刮傷刺激後的子宮中蛻膜(deciduomata)和外膜(myometrium)

之 92kd 蛋白將變化

利用國六的電泳結泉以 Alphalmager 2000，~財二次 92 kd 蛋白騰的活

性值、再將這二次的活性值平均求平均值 o 國 92kd 蛋白蜂的活性

沒有在第 O 天出現實故以第一天的活性值為基準?計算 activity of 92 

kd gelatinase 的方式:每天所表現的 92kd 蛋白勝平均活性值/第一天

92 kd 蛋白勝平均活性值
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一串串- Myometrium 

國九、受刮傷刺激後的子宮中蛻膜(deciduomata)和外膜(myome甘ium)

之 72 混蛋白勝變化

利用國六的電泳結果以 Alphalmager 2000，~的二次 72 kd 蛋白騰的活

性值、再將這二三次的活性值平均求平均值 D 以第 0 天的活性值為基

準?計算 activity of 72 kd gelatinase 的方式:每天所表現的 72 kd 蛋

白勝平均活性值/第 O 天 72kd 蛋白勝平均活性值
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鸝十、受刮傷刺激後的子宮中蛻膜(deciduomata)和外膜(myometrium)

之 62 kd 蛋白勝變化

利用鷗六的電泳結果以 Alphalmager 2000)則二次 62 kd 蛋白勝的活

性值、再將這二三次的活性值平均求平均值 D 以第 0 天的活性值為基

準?計算 activity of 62 kd gelatinase 的方式:每天所表現的 62 kd 蛋

白勝平均活性值/第 0 天 62kd 蛋白勝平均活性值
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圈十一、受刮傷刺激後的子宮中蛻膜 (deciduomata)和外膜

(myometrium)之 MMP-2 蛋侮勝變化

72 惱和 62 kd 蛋白勝分別為 MMP-2 的不活化態和活化態 G 而

activation ration of MM手2 的計算方式為:

62 kd 的蛋白勝平均活性值/ (72 kd + 62 kd)的蛋白且每平均活性值
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鸝十二、子宮蛻膜中的蛋白勝之 Optimal pH 值的測定

利用各種不同 pH 值的緩衝液，分析 72 、 62kd 蛋白勝活性

的 pH 值範醋

A 輯:電泳的結泉

B 國:將電泳的結泉利用 Alphalmager 2000, ~財每個蛋白勝的活性值 o

計算的方式以 72 kd 蛋白勝為例:取其中最高的活性值當作 100 %' 

的剩下的不同 pH 值的活性值再與之計算相對的百分比，去曰:不用 pH

值的活性值/最高的活性值 X 100% 
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聽十三、蛋白勝抑制劑抑制子宮蛻膜中之 72 、 62 kd 蛋白勝活性的

分析

可以了解 72 、的 kd 蛋白勝是屬於那一類蛋白勝 o 子宮蛻膜部份之

研磨液先進行電泳後?再分別加入不同的蛋白勝抑制反應

A 鸝:電泳的結果 B 聞:電泳的結果利用 Alphalmager 2000)JJ1 定

每個蛋白將被抑制後的活性值。計算的方式以 72kd 蛋白將為例:以

control 的 72 kd 蛋白勝活性值為 100 %'如 TLCK 抑制後的 72 kd 

妥白勝活性值/ control 的 72 kd 蛋白勝活性值 X 100% 

O 

TLCK TPCK PMSF EDTA DLTI AL TI DFP 

17C 
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62 kd-

o 0 0.5 2 4 8 10 20 EDTA (mM) 

10 0 0 0 0 0 0 0 Ca - (mM) 

12345678 

觀十四、 EDTA 抑制子宮蛻膜中之 72 、 62kd 蛋白勝活性的分析

當蛋白勝抑制劑抑制子宮蛻膜中之 72 、 62kd 蛋白勝活性的分析?

得知 72 、 62 kd 蛋白勝受EDTA所抑制，故兩者屬於metalloprotease 0 

喝此欲進一步了解， EDTA 在何種濃度之下就可以達到抑制的效汞

Lane 1 當 control 組

Lane2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 當實驗組
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觀十五、在 0.5 mMEDTA存在下，不同 Ca2+濃度對子宮蛻膜中之72 、

62kd 蛋白勝活性的影響分析

在鷗十三中可知 EDTA 只要 0.5 mM就可以抑制 72 、 62kd 蛋白勝的

活性，由於 72 、 62 kd ~ Ca2九吐epentent 蛋白勝 T 國此欲進一步了解

Ca2+ 恢復 72 、 62kd 蛋白勝活性的能力

A 園、電泳結泉。 Lane 1 當 control 組(一般蛋白勝特徵研究的條件)

Lane2 、 3 、 4 、 5 、1 、 7 、 8 當實驗組

B 鷗、為電泳結果的曲線圈。將電泳的結果以 AlphaImager 2000, ~則

72 、 62kd 蛋白勝的活性位， 0 計算的方式以 72kd 蛋白勝為例:以

control 的 72 kd 蛋白勝活性值為 100 %'如:實驗組的 72 kd 蛋白勝

活性值/ control 的 72 kd 蛋白勝活性值 XI00%
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觀十六、在 Ca2+存在下?不同濃度的 Zn2+對於子宮蛻且其中之 72 、 62

kd 蛋白勝活性之影響分析

由閣十三中可知 EDTA 只要 O.5 mM就可以抑制 72 、 62kd 蛋白勝活

性會為 2mM 的 Ca2+可抵消 EDTA 對於 62kd 蛋白騰的抑制?然無法

抵消 72kd蛋白勝的抑制曹先前的報告指出品臨，fp岳的往omaln上有 Zn2+

的 binding site 0 故籍由 Zn2+濃度變化來了解 Zn2+對 72 、 62kd 蛋白

鵝活性的影響 o A 聞:電泳結泉。 Lane 1 :當 control 組(一般蛋白臉

特徵研究的條件); Lane 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 :當實驗組

B 輯、為電泳結系的曲線圈 o 將電泳的結系以 Alphalmager 2000， j財

72 、 62kd 蛋白騰的活性值，。計算的方式以 72 kd 蛋白將為例:以

control 的 72 kd 蛋白勝活性值為 100% ，如:實驗組的 72 kd 蛋白勝

法性值/ control 的 72 kd 蛋白勝活性值 X100%
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觀十占2 、不同的蛋白勝活化子宮蛻膜研磨液的分析

A 鸝:電泳結泉

Lane 1 、 2 -:子宮蛻膜研磨液未加蛋白勝活化?作為 control 組

Lane3 、 4 ; 6 、 7 9 、 10 :子宮蛻膜研磨液分別加甘ypSln 、

thermolysin 、 chymo仕ypSln 活化

Lane 5 、 8 、 11 分別只有 trypsin 、 thermolysin 、 chymotrypsin

B 觀:電泳結果的柱狀圈

將電泳的結泉以 Alphalmager 2000多測 72 、 62kd 蛋白騰的活性值。計

算的方式以 72kd 蛋白勝為例:以 control 的第 0 天之 72kd 蛋白勝活
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性值為 100 %'如:

以各種不同的蛋白勝活化子宮蛻耳其研磨液後的 72 kd 蛋白勝活性值/

control 的第 0 天之 72 kd 蛋白勝活性值 X100%
o :子宮刮傷的當天 2 子宮刮傷的第 2 天

E :蛋白勝(國分子量較小，未在屬表現範鸝內)
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