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摘要  

人類 securin蛋白質是一個最近為人所發現的致癌基因  (oncogene)，它

是由腦下垂體腫瘤轉型基因  (pi tui tary tumor transforming gene) 經轉錄、

轉譯而來。而它在許多的癌症細胞中都有其高量的表現，亦即當 securin於

細胞中大量表現時會促使細胞的癌化。但是對於他造成細胞癌化的分子機

制至今仍不清楚。目前僅知其在細胞分裂的 anaphase中扮演調控者的角

色。其調控細胞分裂的方式是藉由和 saparase結合，以抑制 saparase之活

性。除此之外，近來許多的研究也發現， securin與DNA修補和細胞凋亡有

關。因為陸續的研究發現到 securin是一個具有多重功能的蛋白質，開始有

學者認為它可能是一個沒有結構的蛋白質。因為其可透過結構的多變性可

以與許多不同的受質結合而扮演不同之角色。為了瞭解 securin的結構與功

能的關聯性，我們由基因轉殖的技術將 securin的基因轉殖到 E. coli中，大

量表現基因重組之人類 securin蛋白質。並透過階段性溶液置換準靜態過程  

(quasi-stat ic thermal equil ibrium dialysis)  將其重新摺疊到其自然狀態。我

們利用圓二色光譜儀  (CD) 及微溫差掃描熱卡路里計  (DSC) 之分析，發

現重新摺疊的中間物及自然狀態，並無特定的二級結構，且其本身的三級

結構不穩定。此外，我們透過 far  western分析發現 securin會和 p53直接鍵

結。而這樣交互作用可能會在 securin大量表現時影響 p53在細胞中的活性。 
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Abstract 

Human  securin  is  an oncongene which has been identif ied in 1997.  

I t  is  a  pi tui tary tumor transforming gene encoded protein and serves as a 

biomarker in several  cancer cel l .  Namely,  when securin overexpress in cel l ,  

i t  leads to carcinogenesis .  However,  i ts  molecular  mechanism of 

carcinogenesis  remains unclear.  Recently studies indicated that  securin is  

an anaphase inhibi tor  which prevents  premature chromosome separat ion by 

blocking the act ivi ty of  separase.  Meanwhile,  securin may also regulate 

cel l  cycle progression,  DNA repair  and apoptosis .  Due to i ts  

mult ifunctional  roles,  securin has been proposed as a disordered protein.  In 

order to reveal  i ts  st ructure function relat ionship, we have cloned human 

securin gene from small  cel l  lung cancer cDNA library and expressed 

recombinant  securin in E. coli ,  and i t  has been refolded i ts  nat ive state.  

Combining both circular  dichroism (CD) spectra and differential  scanning 

calorimetery (DSC) analysis  indicated that  securin is  a  st ructural  

disordered protein.  Furthermore,  we found that  securin binds to p53 

direct ly by Far-western analysis.  This  interact ion indicates that  securin 

may regulate the function of p53.  
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第一章、序論  

1-1 研究動機：  

癌症是人類最為關切的疾病之一，但是癌症的成因非常複雜不易全盤

瞭解與調控。目前所知癌症的成因，多半與細胞本身細胞週期調控失常有

密切的關係。因此我們對 cyclin相關基因與其調控極感興趣。 securin是近

年來剛為人所發現之蛋白質 1 ，人類的 securin蛋白質已知與細胞週期調控

有關 1 ，亦即所謂的致癌基因  (oncogene）。然而對於 securin本身的分子機

制、功能、結構及它造成許多細胞癌化的成因依舊是不清楚。由於這類與

細胞週期有關之蛋白質在細胞中表現時期不是很長 2 ，而在純化及實驗分

析上有其困難 2 ，因此本實驗利用基因擴增法選殖人類 securin的基因後，

再運用基因重組的方式來取得 securin蛋白質，並透過重新摺疊的方式，來

了解其自然體結構與摺疊過程中蛋白質結構之變化，並瞭解其摺疊機制。

此外我們利用 far  western blott ing來分析他與 p53 之間是否存在直接的連

結。因為 p53 是一個與細胞週期調控與細胞凋亡有關的蛋白質，當其功能

喪失的時候，則會引起癌症的發生 3 ，加上 securin為一個致癌基因

(oncogene），故藉由 far  western blot t ing瞭解 securin與 p53 之間是否存在直

接的鍵結，這樣的鍵結可能會影響 p53 的作用，而影響細胞週期的表現或

是造成細胞的癌化。  

1-2 蛋白質摺疊簡介  

一般認為蛋白質能否具有正確的三級結構，與其生物的功能息息相關

4 。當蛋白質因外在環境的劇烈改變將使得蛋白質錯誤摺疊  (misfold)，進

而使彼此聚集  (aggregation) 沉澱時。抑或當蛋白質內穩定結構的作用力

遭到完全破壞時，蛋白質將形成變性結構  (denature structure)，最後導致

其喪失生物的功能性。而蛋白質如何由一無特定構形鬆散的胺基酸序列摺

疊至具特殊構形的過程，及這過程中分子內結構的變化與交互作用，是科

學家們努力想探討的部分 4 。而在本實驗室中我們已經成功建立一套方法

讓蛋白質能摺疊至正常的結構 1 , 5 , 6 , 7 , 8。如此一來我們可以透過基因重組的

方式利用微生物來大量製造所需之基因重組蛋白質。因為基因重組蛋白質

在細胞內大量表現的時候，會造成此一蛋白質在細胞內形成不具活性的內

涵體  ( inclusion body)。我們可以藉由將此一喪失功能的蛋白質摺疊至具活
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性的正常結構下，來研究此一蛋白質在摺疊過程中結構的變化及其摺疊至

其自然結構（ native structure）時所具有的結構特性與機制。  

1-2-1 蛋白質復性  

透過內涵體這樣的方式來取得大量蛋白質，有一重要的就是它是由大

量蛋白質聚集而成，且蛋白質因結構變性而不具活性，而我們需要透過復

性（ renaturat ion）的方式將其變成具有活性的蛋白質。所謂的復性是為讓

蛋白質從未摺疊或是錯誤摺疊的情況下恢復具有活性的構形 4 。而蛋白質

的結構會受到許多的環境因素所影響，包括溫度 9 、 pH值、離子強度 1 0 及

壓力 7 等。所以當我們將蛋白質溶液環境改變時，蛋白質會為了要因應新

的環境而改變其構形，如此才能夠達到新的平衡。故從熱力學觀點來看，

當蛋白質處在於含有高濃度變性劑的環境中，其未摺疊態的構形能量相對

於其自然態而言是較低的，而我們將變性劑的濃度逐漸降低甚至移除的時

候，蛋白質分子內將形成鍵結。當蛋白質分子內形成一些鍵結的時候，而

這樣的鍵結會造成蛋白質態的轉變，態的轉變將會釋放出能量來使蛋白質

達到最低構形能量態，即與環境達成新平衡。最後蛋白質復性產生具有活

性的結構時，即是處於最低構形能量態下 1 。  

1-2-2 復性方法  

在實驗室裡常用的摺疊方法包括有，直接稀釋法 1 1 與連續式透析法 1 2

來進行復性。其目的都是藉由將蛋白質周圍環境的變性劑濃度降低或是移

除，使其無法破壞蛋白質結構。以下就兩種不同的稀釋的方法做簡單之介

紹：  

(1)  直接稀釋法（ Direct Dilution） 1 1  

此方法為直接將含有高濃度變性劑的未摺疊態蛋白質直接稀釋自然態

溶液中。復性機制如前面所述，降低變性劑濃度使其無法破壞穩定蛋白質

結構之力量，蛋白質即可自行摺疊。但缺點就是蛋白質的濃度會下降許多，

而造成後續的實驗上之困難。因此，以稀釋法復性需提高復性溶液的稀釋

倍數，此對於產品回收和純化皆不適宜，且因高濃度的蛋白質周圍環境經

過劇烈的變化將會形成錯誤摺疊與聚集體  (aggresome) 1 3 。  
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(2)  準靜態熱平衡透析法  (Quasi-static  thermal dynamics Equil ibrium 

Dialysis)  

透析的方式是指將蛋白質利用透析膜的特性，將溶於變性溶液的蛋白

質放置在透析膜中，然後於膜外放置大量之復性溶液，由於透析膜本身的

特性（透析膜是有許多孔徑相當小的材質，只允許比孔徑比較小的分子如

水分子及鹽類通過），透析膜內外鹽類濃度的不一致，會造成滲透壓的差

異，因此溶液內離子藉由布朗運動而自由移動，於是最後膜外與膜內之離

子濃度將會相同並且達到平衡，而達到使變性劑濃度降低之目的。而本實

驗室又將此方法加以改良，利用準靜過程的方式來進行透析。因為透析膜

內的溶液與整體外界之溶液交換擴散是非常緩慢的，加上本實驗室在摺疊

時值盡量縮小溶液的初始狀態及末狀態的差異，如此一來整個溶液的置換

過程會變的非常緩慢。而透過這樣溶液置換方式，會使的蛋白質一直處於

平衡狀態，對於蛋白質來說這樣的過程可以視為近乎靜止的狀態，故我們

將此改良的平衡透析法稱為準靜態熱平衡透析法  (quasi-stat ic  thermal 

equil ibrium dialysis) 1 , 5 , 6 , 7 , 8。透過階段性溶液置換準靜過程的方式我們可

以獲得不同溶液置換階段的中間體，而這些中間體可以幫助我們瞭解蛋白

質摺疊過程中結構的變化 1 4 。  

1-3 人類 securin 蛋白質簡介  

1-3-1 細胞週期與癌症  

癌症一直是人類最為關切的疾病之一，而其成因是錯綜複雜的，並非

單一的過程 1 5 。癌症簡單來說就是一群原本正常的細胞，當其偏離他原本

正常生長的限制，最後失去控制的結果 1 6 。目前所發現的癌症成因，包括

了細胞生長調控因子之突變造成細胞複製的調控失效，或DNA修補分子失

去其功能等 1 5 。因此一旦其生長調控機制發生問題，會讓細胞可以不斷的

增生，並且一直複製出許多分化不良的細胞。不斷的不規則生長，到最後

可能會無限制的擴展而去侵犯其他的組織，使個體死亡。如同前面所提到

的，癌症的發生與細胞週期的調控有著密切的關係，因此我們可由瞭解細

胞週期之進程與調控著手，以其瞭解如何控制細胞分裂與可能的癌化機制。 
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1-3-2 細胞週期調控  

基本上細胞週期可以分成兩個主要的部分，分別是間期  ( interphase)  

及分裂期 (M phase)，其中間期占整個週期時間的 90% 1 6 。在間期中可分成

G1 phase、 S phase及G2 phase三個時期， G1phase是靜止期，細胞不作用，

S phase是 DNA合成期，G2 phase細胞繼續生長，而接著就是分裂期的進行。

M phase亦分成數個時期，包括前期  (prophase)、中期  (metaphase)、後期  

(anaphase) 及末期  ( telophase)。在有絲分裂（ mitosis）前期，染色質開始

凝聚成染色體，且核仁會跟著消失，中心粒往細胞兩端移動，接著進入有

絲分裂中期。中期最明顯的辨識特徵就是紡錘絲將染色體排列在赤道板中

央。後期成對的染色體從中節分開並受紡錘絲的牽引向細胞兩端移動。在

有絲分裂末期，各染色分體抵達細胞兩極，子細胞形成新的核膜，染色體

漸漸散開恢復到光學顯微鏡不可見之狀態，最後紡錘絲消失進行質裂，亦

即細胞分裂成兩個 2 。（圖 1-1）  

 

圖 1- 1、有絲分裂中各個時期模式圖  

因為細胞週期是細胞生命活動的基本過程，其調控是非常重要的，目

前已發現的與細胞週期調控有關的分子很多，而主要分成三大類：cycl in、

cyclin dependent  kinase (CDK)、 cyclin dependent kinase inhibitor  (CKI)。其

中CDKs是調控網路的核心，CDKs對 cyclins具有促進的功能 1 7 ，相對而言

CKIs是抑制 cyclins的功能，透過這樣的促進及抑制的機制，共同構成了細

胞週期調控的分子基礎 1 7 。以下分別舉例及詳述數個重要的調控分子及其
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在細胞週期中所表現的功能  (圖 1-2) 

(1)Cyclin dependent Kinase (CDK): 

如前面所提的，在細胞週期的研究中，發現CDK在細胞週期的調控上

是非常重要的 1 7 。 CDKs 在整個細胞週期中的表現量是平穩的，但在細胞

週期進行時，不同時期會有不同的 cyclins表現，並與相應CDKs 結合並被

活化。而活化的 cyclin-CDK complex具有啟動 DNA合成、促進細胞週期運

行等重要功能。基本上，一種CDK可以結合一種以上的 cycl ins，如CDK2

可以與 cyclin D、 cyclin E和 cycl in A結合 1 8 ;此外兩種CDK亦可與同一 cyclin 

結合 ,如 ,CDK1 和CDK2 均可以結合 cycl in A。其中CDK2 可分別與 cyclin 

E、cyclin A和 cyclin D 結合，而此類結合之 complex則分別在G1/ S 期、S 期

和G2 期發揮不同的作用。透過不同 cycl in與CDK的結合，可以具有不同的

調控功能，像 CDK2是啟動DNA複製的關鍵激酶，也是細胞週期進入 G2 期

的必要條件，這種不同功能之差異性取決於與 CDK2 結合的 cyclin 的種類

1 7 。近期研究指出，細胞由 G1期進入 S期需要 cyclin E及 CDK2的共同參與 ,

當細胞進入 S期後 ,cyclin E降解 ,CDK2轉而與 cyclin A結合 ,推進細胞由 S期

越過檢查點進入G2期 1 6 。  

(2)Cyclins 

Cyclins顧名思義，其在細胞中是一個週期性的表現。Cyclins藉由與其

相對應的 CDK結合，調控細胞各種與細胞週期有關因子的表現 1 7 。哺乳動

物的 cyclin為一家族性的蛋白質，主要有 cyclin A、B、C、D 和 E等，而這

些不同種類的 cyclin分子在序列上都有一些相似的序列 ,如 cyclin box及

destruction box，前者負責結合CDK,後者與 cyclin自身降解有關 1 8 。根據參

與細胞週期進程的時期不同，可以分為參與G1期和M期的 cyclin、在G1 期

和G1/ S 交界處發揮作用的 cycl in、G2/M 轉換和細胞分裂活動有關的

cycl in。以下就不同時期的 cycl in作介紹 1 6 ：  

Cyclin D :Cyclin D 是研究較為深入的 cycl in。Cyclin D 是開啟細胞週

期的起始因子。通常處於G0 期的細胞在在生長因子  (growth factor)  和生

長因子受體  (growth factor  recptor)  的作用下，活化G蛋白及 mitogen 

act ivated protein kinase (MAPK) 等訊息傳遞途徑使 cyclin D在G1 早期表達
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增加 1 9，而 cyclin D會與細胞中存在的CDK4 和CDK6 結合，通過 cycl in D、

CDK 4/ CDK 6 通路調控細胞通過G1 期檢查點  (checkpoint) 1 9 。   

Cyclin E:  繼Cyclin D之後為 cycl in E，Cyclin E表達始於G1 中期，表

現量於G1/ S 交界處達最高， cyclin E 的生合成受 E2F 和Myc 共同啟動

2 0 。當Cyclin D 與 CDK 4/ CDK 6 結合後，使 RB （ R etino b lastoma tumor 

suppressor）  蛋白磷酸化，釋放轉錄因子 E2F ,誘導 Cyclin E 和CDK2 的表

達，讓細胞越過G1/ S檢查點。當細胞進入 S期， cyclin E的表現量急劇下降

2 0。因為Cyclin E 控制細胞進入 S 期與否 ,常被視為 S 期的標記物。其中 p5

也參與這個時期的細胞週期調控，而其中也牽涉另一個蛋白質 p21

3

Cyclin A: Cyclin A 主要表現於 S期和 M期，在 cyclin E2的部分有提到

當細

,

期被表現及生合成，與CDK1結合在

G2/ 

2 1，因當

細胞的DNA受到損傷時，會引發 p53 的功能表現。而這樣的表現會促使 p21

被細胞大量產生，而大量產生的 p21 會去影響 CDK2 與 Cyclin E的結合，而

使細胞週期的進行停止，直到損傷修復之後才繼續進行細胞週期 2 1 。  

胞進入 S期， cyclin E的表現量急劇下降。此時 CDK 2會和 cyclin A结

合。此外 Cyclin A家族有 cyclin A1 和 cyclin A2，Cyclin A2在G1晚期出現

可分別與 CDK 2和 CDK 1結合， cyclin A2 在 S期能促進 DNA合成，促進細

胞越過G2/M期檢查點 ,進入M期 2 2 。  

Cyclin B: Cyclin B在 S期晚期和 G2

S促進細胞進入M期，是M 期 cyclin 2 3 。  

 

圖 1- 2、細胞週期調控圖  

而在有絲分裂  (mitos e），同源染色體的分裂is)  這個階段裡（M phas
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正確

 

G (pitui tary tumor transforming gene 

produ mor 

n gene family)  

因家族，而這

家族

man PTTG 1的這個蛋白質，現在其主要的功能已

經被

與否和癌症的形成亦密切的關係 2 4。而 securin (又稱 PTTG1) 這個蛋白

質，在細胞分裂中的間期裡同源染色體分離的調控中扮演很重要的角色。

而在許多的研究中發現到不論是 securin基因的 knock out或是其不正常的大

量表現於細胞中，都和許多癌症的形成有關 2 5 。因此重要性也越來越被重

視，現在普遍都認定他是一個 protooncogene。以下就針對 securin作介紹。

1-3-3 人類 securin 的發現  

Securin一開始被稱為  PTT

ct)，它是由 Pei and Melmed 等人在 1997年從老鼠的  pi tui tary tu

GH4細胞中找到並分離出來的，而以此命名 2 5。同時他們也發現當 PTTG在

裸鼠  (nude mouse) 中大量表現時，會造成腫瘤的產生 6。不久之後，人類

的 securin也被選殖出來 2 6 , 2 7 ，在許多的癌症細胞基因表現所做的研究中也

發現， securin有大量表現的情況，像是在腦下垂體產生的腫瘤 2 8 ，白血病

的病人 2 9 , 3 0，還有睪丸癌 2 9、卵巢癌 2 9、乳癌 3 1、直腸癌 3 2、腦下垂體腺瘤

3 3 及甲狀腺癌 3 4 , 3 5 的病人檢體中也都有同樣的情形，而 securin在這些賀爾

蒙分泌相關的癌症中，其大量表現還與其侵襲性  ( invasiveness)，即癌細胞

轉移後傷害其他細胞的能力有極高的相關性 3 6 , 3 7 ，在 Puri等人的研究中發

現當 securin大量表現時會刺激 basic f ibroblast  growth factore的表現及分

泌，而使得細胞的分化被加強，造成了癌細胞的轉移 2 9 ，而這些現象都暗

示著 securin是一個和腫瘤形成有關的重要指標。  

1-3-4 人類 securin 基因家族  (Human securi

而在 2000年Chen等人的研究中，揭露了人類 PTTG是一基

至少包含了三種同源基因，分別是 PTTG 1、 PTTG 2及 PTTG 3 3 8 ，其

中 PTTG 1就是 securin。 Securin、 PTTG 2和 PTTG 3它們的胺基酸序列有將

近 80％的相似度， PTTG 2不論是在癌症細胞株或是正常的細胞中都有表

現，而 PTTG 3則是只能在癌症細胞株中發現。到目前為止，PTTG 2及 PTTG 

3的功能依舊不是非常的清楚。  (序列比對圖見附錄 table 3) 

1-3-5、 Securin 功能  

至於 securin又稱作 hu

認定為抑制 sister-chromatid的分離，而這個功能與出芽酵母菌中 pds 1

及裂殖酵母菌的 cut  2基因有相同的功能 2 4 。 Securin抑制分離的功能是係透

過與一種叫做 separase的蛋白脢結合而表現 2 4 ，而 separase蛋白脢主要作用

 7



 

是在 metaphase至 anaphase的過渡期中，將 sis ter-chromatid當中相互連結的

蛋白質 cohesin分解，促使 sister-chromatid的分離 2 4 。一旦 securin與其作結

合會抑制 sepearase的活性，使其無法作用 2 4 。換句話說 securin可以作為一

種細胞週期的調控因子，而在細胞週期未進入 anaphase時， securin會一直

與 separase結合以抑制其活性，當細胞週期要進入 anaphase時，會由所謂的

anaphase promoting complex開啟細胞進入 anaphase的序曲 3 9 ，此複合蛋白

會活化許多蛋白質來促使細胞進入 anaphase，當中包括 saparase 2 4 。而其活

化 separase的方式是透過分解 securin來達到，因 securin在其蛋白質的 N端具

有 destruction box的序列，而 anaphse promoting complex會活化這個序列而

造成 securin的分解，一旦 securin被分解後 seperase的活性就會出現，造成

sister  chromatid的分離，而細胞週期也跟著進入了 anaphase 3 9 。（圖 1-3）  

 

圖 1- 3、 Anaphase  promot ing complex 與 secur in 的作用關係圖。  
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Securin除了參與調控細胞分裂的功能外，它也參與了細胞週期的進

行 2 4 、

除了與 seperase結合而調節細胞分裂週期的功能外， securin亦

會影響

DNA的修復 4 0 及維持 chromosome的穩定 4 1 。在 2000年Yu等人的研究

中發現到 securin mRNA及蛋白質的表現是隨著細胞所處的時期有所增減

的，在G1/S的時候表現較小，而在 S時期表現量逐漸提高，在G2/M的時期

有大量的表現，而這樣的變化對於細胞週期的進程是有影響的，這也是說

它亦是一個細胞週期的調控因子 4 2 。正因為 securin和同源染色體的分離有

關，當其過量表現時會造成細胞分裂時期之染色體分離不完全，而出現

anueloidiy的狀況  (分裂的細胞中有不正常的染色體數目或是染色體片

段 ) 4 3 。     

Securin

到 DNA的修復 4 0。其機制主要是透過 securin與Ku結合蛋白質進行作

用。Ku蛋白質是由 Ku-70、Ku-80所構成的，再加上另一個蛋白質 DNA-PKC

就會形成 DNA-PK 4 4 , 4 5 ，而這個酵素與DNA雙股斷裂的修復有關 4 6 , 4 7 , 4 8 。

而 securin在此所扮演的角色則是穩定 Ku，使其並不具有活性，一旦DNA有

雙股斷裂的情況產生時，securin就會離開 Ku，而讓 Ku的活性產生，而進行

DNA的修復 4 6 。  (圖 1-4)   

 

圖 1- 4、 Ku prote in  complex 修復雙股斷裂 DNA 示意圖。  
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1-3-6、 Securin 與 tumar suppressor p53 之間的關係  

 (1)細胞凋亡  

除了細胞週期調控與癌症的發生有關外，另外如果還有一種細胞生理

機制失調的時候，同樣會造成癌症的發生，而此機制為細胞凋亡  

(Apoptosis）1 6。Apoptosis是一種正常的細胞生理作用，用以除去一些不再

需要的細胞 1 6 ，此一作用指的是程序性細胞死亡。基本上就是一種細胞執

行自我凋亡的方法，主要是藉由活化細胞自身的酵素來達到分解其DNA和

細胞質內蛋白質的作用，最後再利用 macrophage行使吞噬的功能，以便將

此變性的細胞加以消化分解。因此在許多組織的生理過程中 細胞分裂 或

細胞增生 是十分普遍發生的。通常細胞增殖和 細胞凋亡 會達到平衡，而且

受到嚴謹地調控以保證器官和組織的完整性。然而當這樣的一個平衡被打

破的時候，不受管制而迅速增殖的細胞就有可能會轉變成腫瘤。就如一開

始所提到的，癌症的成因非常複雜不易全盤瞭解與調控的，其中細胞凋亡

相關基因的改變亦參與了這一過程。包括誘導凋亡基因如 p53的失活 ,  以及

抑制凋亡基因如 bcl  2等的過度表達 ,是癌症發生的一個重要原因 1 6。以下就

針對 apotosis作一介紹，並討論 p53與 apotosis間的調控。  

) 4 9 。
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(2)Apoptosis 的作用機制  

目前已知道Apoptosis的作用過程可分為兩個階段，分別為 ini t iat ion 

phase及 execution phase，其中 ini t iat ion phase是使 caspases等酵素活化的階

段，而 execution phase是指因酵素的作用以致細胞死亡的階段  (圖 1-5

在 ini t iat ion phase中，又區分為兩種路徑，分別是 extrinsic pathway and 

intr insic Pathway：  

Extrinsic Pathway又叫做Death Receptor-Ini t iated pathway ，因為此路

徑主要是將細胞膜表面所存在的 apoptotic s ignals的受器  ( receptor)  活

化，以開啟 apatosis的一個過程，而這些受器又分為數種，像是 CD95/Fas

及 TNF-related apoptosis inducing l igand ( TRAIL ) 等 0 , 5 1。當這些受器接受

某些特殊訊息時，便可誘使其位於細胞膜內的特殊蛋白質區域  (稱為 death 

domain) 活化，並引發一連串 caspases的活化反應，即可引發 apoptosis。而

這些受器包括 CD95/Fas 5 0 的受體，當 Fas的受體因 FasL的關係形成是三聚體

( tr imer)  時 5 2 ，會使得 Fas在細胞膜下的 death domains (DD) 聚合在一起。

 10

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%BB%86%E8%83%9E%E5%88%86%E8%A3%82
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E7%B4%B0%E8%83%9E%E5%A2%9E%E6%AE%96&action=edit
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%BB%86%E8%83%9E%E5%87%8B%E4%BA%A1
http://www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/receptors.html#Induction of apoptosis by TRAIL#Induction of apoptosis by TRAIL


 

之後，細胞內的 Fas-associated death domain (FADD) 的蛋白質會與 Fas上的

death domains作結合，此時 FADD上一個名叫 death effector domain (DED) 

的部分，會去和 pro-caspase 8 結合，當其與 pro-caspase 8 聚集在一起後，

它們便會自行水解，形成活化態 5 3 。活化後的 caspase 8 可以藉由一連串的

水解來促進其他的 caspases活化  (如 caspase 9) 5 3 ，從而執行 apoptosis的指

令。另外一個受體為 TNF-related apoptosis  inducing l igand ( TRAIL ) 

receptor 5 1， TRAIL 的訊息傳遞路徑路徑和 FasL也大致相同，不過它是透過

DR5 (death domain containing receptor)  這個受器來取代，且在 TRAIL 路徑

中也沒有 FADD的存在，簡單來說 caspase可以直接與DR 5 位在細胞膜內的

蛋白質區域作結合，進而促使細胞 apoptosis。  

而 Intrinsic Pathway又叫做Mitochondrial  pathway：這路徑是主要是經

由粒線體  (mitochondria)  來作用的，透過增加粒線體細胞膜的通透性，使

得存在於 mitotchondria細胞質中的 apoptosis前驅物質被釋放出來，而這一

個過程不需要透過 Extrinsic Pathway中的那些受器  ( receptor)。其主要的作

用機制在於 mitochondria的膜表面受到Bcl-2 蛋白質的活化之後，使內部的

cytocrome C和其他的 pro-apoptotic proteins被釋放到細胞質中，進而引發

caspases的活化或 apoptosome的形成 5 4。而Bcl-2 family可以區分為三個種類

的蛋白質 4 9 ，其中的 bcl2 及 bcl-XL為 pro-survival蛋白質，為一種可以對抗

apoptosis的蛋白質，而另外的蛋白質為 pro-apoptotic蛋白質如Bad或Bax則

是促進 apoptosis，因其結構上與 bcl2 和 bcl-XL相似，故可以影響其原本抑

制 apoptosis的功能 5 5。最後是 pro-apoptotic ‘BH3-only’ protein 5 5。而

於 apoptosis的敏感度取決於 pro- apoptotic及 pro-survival  蛋白質之間的平

衡，如果細胞內的 pro-apoptotic proteins比較多的話，這個細胞對於

apoptosis就會有比較高的敏感度，反之亦然

細胞對

e 

4 9 。一般來說， pro-appptoic蛋

白質存在於細胞質中，用以感知細胞傷害或壓力的信號，一旦這些蛋白質

和訊號分子結合後，它就會移到粒腺體的表面，和原本就存在於

mitotchindria表面的 pro-apoptotic proteins結合，進而在 mitochondria的表面

穿孔  (因其結構類似穿孔蛋白 )，使原本存在於 mitochondrial  intermambran

space的 cytocrome C和其他的 pro-apoptotic proteins被釋放到細胞質中。當

cytocrome C從 mitochondria中滲出來之後，便會和細胞質中的 Apaf-1 

(Apoptosis  act ivating factor-1) 的蛋白質結合，這過程會使得 Apaf-1 的結構

發生改變，相互形成聚合體，而這個聚合體便是所謂的 apoptosome 4 9 。
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apoptosome可以讓 procaspases 9 聚集在一起並活化之，而活化的 caspase 9

會繼續活化下游的 caspase 3、 caspase 6 及 caspase 7，最後造成細胞

apoptosis。   

 

圖 1- 5、 apoptosis 示意圖。  

（ 3） p53 參與 apoptosis  

在 extrinsic pathway中，p53會去影響 Fas受器，主要的方式是透過誘導

基因的大量表現，也因為 Fas基因的大量表現，使得 Fas相對來說亦會大量

的出現，對於 apoptotic的過程會是一個促進的效果 5 6 。而 p53促進 Fas基因

的表現是利用其蛋白質上的 DNA結合區域和 Fas基因上的 promoter作結

合，而來促進整個基因的表現 5 7 。此外， p53還會加強 Fas蛋白質從高基氏

體  (Golgi)  中傳送到細胞膜上，提高 Fas在細胞膜上的含量 5 7。此外，同樣

情況也出現在 DR5另一個受器上，p53一樣會去影響 DR5的表現 5 1。 (圖 1-5) 

而在 intr insic Pathway的部分， p53 會去誘導Bax基因的表現，讓整體
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的Bax表現量提高，而造成 apoptosis 5 8 。另外，還有 PUMA，它是屬於

pro-apoptotic ‘BH3-only’的蛋白質，他同樣會受到 p53 的影響而大量表現

5 9 。從整體來看，因為細胞受到外在因子的影響而有所損傷的時候  (如DNA 

damage)，會造成 p53 的大量表現。然後大量表現的 p53 亦會去誘導一些

apoptosis相關分子的基因表現，讓細胞趨向於 apoptosis的路徑而造成細胞

的凋亡。  

(4)Securin 與 p53 之間的關係  

而在 2000年Yu et  al  等人也發現當 securin大量表現的時後會抑制細胞

凋亡的情況發生 6 0 ，而這樣的情況他們推測可能是透過兩種方式，一種是

與 p53直接有關的調控，而另一種則不直接透過 p53的方式 6 0 。而 securin與

p53之間的作用關係到目前為止仍然不清楚。早在 2002年Bernal 6 1 等人與

2003年 Zhou等人的研究中他們發現 securin可能會與 p53有關聯，而影響到

p53促進基因表現的活性 6 2 。目前僅瞭解大量表現的 securin會透過調控

c-myc蛋白質的表現來間接影響 p53基因 promoter的活性，進而影響 p53的表

現 6 3 , 6 4。而 securin與 p53之間的關係，則是需加以探討，包括了 securin是否

與 p53之間有直接的相互結合？而這樣的結合是否造成 p53的功能喪失？等

問題尚待探討 6 5 。  

1-3-7、 Securin 結構  

雖然現在對於 securin的作用的分子機制、其他功能、結構及它造成許

多癌症的原因依舊不清楚。現階段只知道它的蛋白質序列上有一些區域是

與它的被分解及抑制 separase有關 2 4 。基本上 securin可以將其分成

N-terminal及C-terminal的兩個功能區域。  

在其 N端最重要的功能是與 securin的分解有關 6 6 , 6 7 ，之前有提到

securin在細胞分裂的M-phase會被 anaphase promoting complex (APC) 辨

識，並促使 securin被分解。而在 securin N端上的D box (destruction box)或

稱作 KEN box重複序列，因它是由三個胺基酸所組成，這個序列就是 APC

所辨認的位置，在一些研究中發現到如果將此一 box作突變時，就會影響到

其分解的效率，若是將其全部突變，則 securin幾乎不會被分解 6 8。在 securin

的C端有兩個 PXXP重複序列，一旦發生突變會使得 securin失去其

t ransforming及 t ransactivat ing的活性 6 9 , 7 0 ，此外 C端也是 securin與 separase

結合的重要位置 7 1 , 7 2  (見圖 1-6)。  
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圖 1- 6  、 secur in 序列圖。  

圖中灰底部分為 D box；黑底則為 PXXP 序列。  

1-3-8 無特定構形蛋白質  (Disordered protein) 

因為 securin 蛋白質在功能的發現上日趨亦多，而許多研究學者將其認

定為多功能性的蛋白質  (mlt iplefunction protein)，但是這與傳統的觀念有

所出入。因為在傳統的觀念上是一種功能具有其特定的結構，若是如此多

功能性的蛋白質其結構上又是如何呢？而在近年中開啟了所謂無特定構形

蛋白質的研究，因為這類蛋白質被發現在獨立存在時不具有特定構形，且

這類蛋白質大部分都具有多功能性，這樣的發現在結構與功能彼此之間是

不可缺的傳統觀念中掀起一陣震撼。  

(1)無特定構形蛋白質討論  

在 1959 的時候於分子生物學  （ Journal  Molecular  Biology）  的期刊

上，發表了第一個蛋白質的三維架構，而那個蛋白質為 myoglobin，是由

Kendrew等人所解出來的 7 3 。隨著後基因體時代的來臨，人類對於基因的

研究焦點，已由解碼定序轉移到由基因表現的最終產物蛋白質的身上。換

言之，儘管科學家已知一基因的序列內容，但還必須進一步了解此基因的

生理功能，而基因的功能又是以蛋白質的形式表現。蛋白質的功能又與其

三度空間結構有很大的關聯性，因此，蛋白質的功能與結構預測方面的研

究漸形重要。  

然而在後基因時代，對於從轉譯蛋白質的序列來決定其功能來說，是

一項極大的挑戰。而目前一般的認知都認為蛋白質的功能與其三級結構有

著密切的關連 4 ，而我們最常用鎖與鑰來形容蛋白質與其受質的關係，也

就是架構在這樣的觀念下，以致運用預測及實驗的方式，來瞭解資料庫中

大量蛋白質序列的結構，變成重要的事情了。然而在近代的許多實驗與研

究中，逐漸發現許多基因於水溶液中並無法摺疊出良好的球形蛋白質，取
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而代之的是結構鬆散，無特定結構的蛋白質。雖然對於許多蛋白質結構與

功能是有高度相關性的，但是也有不少的蛋白質在生理環境下是缺少固定

的結構，而且這些沒有特定結構的蛋白質，在一些細胞重要的調控環節中

扮演極重要的角色，也因為其結構並不固定，使得這些蛋白質在與其受質

結合的時候有極大的包容性，意即可以與數種不同的受質作結合。目前已

知道許多無特定結構的蛋白質與細胞週期、轉錄與轉譯的調控有關 7 4 。  

。  

而最早無特定結構蛋白質的例子為 glucagon，為一個很小的多胺基酸

鏈賀爾蒙，在水溶中為一 random colis的結構 7 5。陸陸續續發現許多蛋白質

部分區域或是整個蛋白質是沒有特定結構 7 4 。透過分析許多蛋白質的胺基

酸序列，發現到有許多的蛋白質具有部分鬆散結構，而這些結構的胺基酸

序列複雜度並不高。而這樣的發現，在以結構與功能關聯為主的研究中掀

起了波瀾，並激起了對於結構無序蛋白質在生物中所扮演的角色的研究。

簡單來說，結構生物學的中心教條是完整的結構與其功能是息息相關的，

但隨著無特定結構蛋白質的發現，將這樣的定則打破了。雖然蛋白質的功

能與其結構是相互關連的，但並不是所有的有功能的蛋白質其結構都是穩

定存在的。就之前所敘的，蛋白質結構不穩定可以分成部分或是整個蛋白

質的架構，而部分的蛋白質結構不穩定可以在很多的X-ray及NMR的結果

中發現，而在一些蛋白質中，部分未摺疊的區域常常與生理活性有關係。

以下就針對一些無特定構形與生理活性之間的關係作介紹：  

(2)無特定構形蛋白質與 RNA之間的辨認  

目前已知道的像是在HIV-1 Rev及BIV Tat兩個蛋白質中的RNA辨認區

域是一鬆散的結構，但當其與目標基因作結合  (RRE及 TAE) 的時候，會變

成 α-hel ical及 β-hairpin的結構 7 6 - 7 9 。此外，透過NMR分析的方式也發現在

噬菌體中的 protein N這個蛋白質在水溶液中亦是一個無次序的蛋白質 8 0 。

而在一些特定的核糖體蛋白質，亦是透過與RNA結合的方式來穩定其結構

8 1 .  例如在核糖體蛋白質 L11- C7原本具有一個 15胺基酸所形成的沒有結

構及具有高度彈性的環形架構，當其與RNA結合的時候就會形成一個特定

結構的蛋白質 8 2 。而這樣具有彈性的蛋白質，可能在核糖體蛋白質形成上

扮演一個即為關鍵的角色

(3)無特定構形蛋白質與轉譯過程   

mRNA轉譯成蛋白質讚真核生物質中是一個受到高度調控的過程。而

在其中有一蛋白質叫做 eIF4G。而 eIF4G 扮演的角色扮是加速核糖體的次
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單元結合在 mRNA的 5’端，而它亦是 eIF4E (m7GpppN cap binding protein，

它是一個在 mRNA的前端加 cap 的蛋白質 )  與 the RNA helicase eIF4A 之間

的橋樑。而在 NMR的檢測中發現 eIF4G內有一 98 個胺基酸的區域在 eIF4E

不存在的時候是沒有摺疊的 8 3。同樣透過與 eIF4E的結合來讓此區域摺疊起

來。在哺乳動物的細胞裡，是由三個 eIF4E-binding proteins  ( termed 4EB

來調控 eIF4G與 eIF4E 的連結，同樣透過 NMR的研究發現， 4E-BP1 同樣是

具有一個未摺疊的區域

Ps)  

8 4 。而這些未摺疊區域同樣透過與 eIF4E 結合的方

式，最後形成一個兩端為一 L形的延展區域而內部具有一個短 α-hel ix的結

構  (圖 1-6)。  

 
圖 1- 7、 4EBPs與 eIF4E結合誘導 α -hel ix形成示意圖 8 3 。  

圖中框框處為結合及 α -hel ix 形成之處。  

(4)細胞週期調控  (Cell  cycle regulation)  

除了一開始所提到的無特定結構的蛋白質在基因的轉錄、轉譯調控上

具有一定的影響力，這些無特定結構的蛋白質在細胞週期的調控上亦扮演

重要的角色。尤其，因為它們無特定結構，當其需要與其受質結合時可以

迅速地翻轉其結構，此外當受質離開時，又可以迅速地打開其結構。而這

樣的特性可以讓細胞在細胞週期的過程中，對於環境及其內部的變化具有

很高的敏感度。而 p21W a f 1 / C i p 1 / S d i 1就是一個很好的例子，它是在細胞週期中

扮演 CDK的抑制者。  雖然 p21已被證實了具有功能性，但是在一開始的時

候，卻沒有相關文獻研究出其有特定的結構。而在 1996年 Peter  E.  Wright  等

人利用NMR (nuclear  magnetic resonance) 及CD (circular  dichroism)技術，

證實了蛋白質 p21沒有特定的二級結構與三級結構 8 5，而在本實驗室之前的
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研究中，透過蛋白質重新摺疊的方式及熱穩定的分析，亦證實了 p21並無一

個穩定的三級結構 8 6 。而這是一個相當驚人的發現，因為對於大部分的球

形蛋白質來說，在水溶液中若是沒有一個特定的結構，其會形成堆積的狀

態且失去功能。此外在 Kriwacki等人發現 Cdk2蛋白質可以造成 p21的摺疊

8 5 , 8 7，而這樣的情況讓研究者提出了一個想法，就是 p21本身所具備的有彈

性及無特定構形的結構，在其功能上具有很重要的地位。因為結構不穩定

性讓其可以和其他不同的成分作結合 8 8 。  

(5)誘導摺疊在分子辨識及訊息傳導上的生物特性  

某些生物機能，例如酵素的催化，免疫上的辨識或者細胞 receptor的分

子區別，在蛋白質的結構要求上是絕對地要求精準的 8 9 。相對的在訊息傳

導上，只要簡單的一段序列或是二級結構就可以很輕易達到傳遞的效果。

然而無特定結構的蛋白質可以透過誘導摺疊的方式提供生物許多重要的優

勢在訊息傳導及調控上。如前所述，因為天生無特定結構的蛋白質，在結

構上就是具有彈性，容易因應環境來改變其構形，如此一來就可以讓一個

蛋白質辨識許多其他的生物目標。如同 p21W a f 1 / C i p 1 / S d i 1  可以抑制多數

cycl in-Cdk的複合體 8 5。如此一來，無特定結構的蛋白質好像在辨識的專一

性上並不是非常的高，但在 1994年  Spolar  & Record 9 0 的研究中提到了這樣

的情形，即無特定結構蛋白質與其受質結合是透過摺疊過渡的狀態來達到

分子的辨識機制，因為無特定結構的蛋白質在和受質結合後一樣要從無特

定結構的狀態形成特定的結構，所以在形成特定結構的過渡狀態時，一些

比較特定的小區域結構就會形成，而這些結構即可達到辨識的效果。  

(6)未摺疊蛋白質與 securin之間的關係  

而在 Nuria 9 1 等人在 2005所發表的論文中他們也提到了的

structure-fuction paradigm的概念 9 2 ，這個概念就是由無特定結構蛋白質而

來的，就是說一般在生物化學的領域中都認為結構與功能彼此之間是不可

缺的，換句話說結構與其功能有很大的關聯性，但是在近年來的研究中發

現到有許多的蛋白質在它有功能的狀態下的時候，其並不具有特定的結

構，而這樣的特性對蛋白質來說有不少的好處，像是可與很多種的 target

作結合，因為他的結構具有很大彈性。此外還可以降低蛋白質結合時候的

立體障礙 9 3。而它們認為 securin亦是屬於 unfolded的蛋白質，因為在之前的

研究發現 securin具有很多不同的功能，而這對一個結構穩定的蛋白質來說

似乎是個不太可能發生的事，除了是很多蛋白質形成的復合體，才能具有
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很多的功能。他們透過 one-step摺疊方式，來研究 securin的結構，而所得到

的結果是它們認為 securin是一個 native unfolded protein 9 1 。  

    然而在 one-step 直接稀釋法中，其摺疊效率皆會隨著蛋白質的濃度增

加而大幅降低此外，由於是直接稀釋，最後得到的蛋白質濃度會非常的低，

這樣對後續的實驗有著一定程度的影響。且在許多的蛋白質摺疊研究中也

發現蛋白質的摺疊需要一定的時間，就以 one-step 的摺疊方式來說，可能

無法給予蛋白質足夠的摺疊時間。因為本實驗室於之前的蛋白質摺疊的研

究中，已經成功的建立一套蛋白質重新摺疊的系統，於此我們想利用這套

成功的摺疊系統來重新摺疊 securin 這個蛋白質，以期能夠瞭解它在重新摺

疊的過程中一些結構的變化，以及 securin 在 native s tate 的狀態下是否真

的為一 disorded 蛋白質。此外因 securin 與許多的癌症形成有關，加上有

研究發現它和 p53 這個抑癌蛋白質之間有關聯所以我們也利用 far  western

的技術來分析它和 p53 之間是否存在一個直接的連結，而這樣的連結可能

會影響到 p53 的功能。



 

第二章、實驗原理  

在蛋白質的結構與功能分析上，最重要的部分就是蛋白質樣品的取

得，而因為生物科技的進步，利用基因重組的方式來生產蛋白質已經是非

常普遍的方式，而本實驗中就是利用這樣的方式來生產大量的蛋白質。並

透過本實驗室的準靜態熱平衡透析法  (quasi-stat ic  thermal equil ibrium 

dialysis)  將蛋白質進行重新摺疊 1 , 5 , 6 , 7 , 8。並透過圓二色旋光光譜儀  (CD) 

的分析來瞭解摺疊過程中蛋白質的結構變化，及二級結構的比例，並加上

動態光散射儀  (DLS) 的分析來瞭解蛋白質在摺疊過程中，分子大小的變

化。並且為了更進一步瞭解重新摺疊的蛋白質在結構上的熱穩定性，我們

還採用了微溫差掃描熱卡路里計  (DSC) 來測量蛋白質的相變溫度與能

量。最後透過 far  western的技術，我們可以去偵測蛋白質之間的是否存在

著直接的交互作用。以下分別介紹各個實驗方法的原理：  

2-1 蛋白質 securin 的製備  

近年來生物科技和基因重組技術的進步，使我們能將重組之基因送進

微生物細胞內，利用微生物來大量製造，再加以純化分離出我們所需要的

基因重組蛋白質 3。而由於我們將基因重組蛋白質在細胞內大量的表現，

容易造成此一蛋白質在細胞內形成不具活性的內涵體  ( inclusion body) 9 4 。 

本實驗是將 securin基因構築到大腸桿菌  (E. coli)  的表現系統

BL21(DE3)中，由大腸桿菌大量表現 securin蛋白質。利用BL21(DE3)菌株大

量複製帶有 securin基因片段的 pET200質體，並在 37℃環境下以 IPTG引發大

腸桿菌大量表現 securin蛋白質，最後形成內涵體  ( inclusion body)。待細菌

培養適當時間之後再用物理性破壞方式來把細胞打碎以得到所需要的蛋白

質。利用誘導大腸桿菌產生蛋白質內涵體的的優點有：(1)  細菌生長快速。

(2)  蛋白質產量極高。 (3)  蛋白的純度也相對較高。  

2-2 蛋白質摺疊  

因由細菌內涵體所得到的蛋白質為不具有功能的結構，因蛋白質是形

成錯誤的摺疊  (misfolding)，且分子間是相互堆疊的 1。而一般而言蛋白質

的結構決定了其生理上的活性表現 9 5 ，這些內涵體內的蛋白質純度雖高但

並不具有功能性，因此還是需要利用摺疊的方法讓這些蛋白質能在實驗室

中摺疊至正常的結構。首先為了要讓蛋白質摺疊恢復活性，要將沒有活性
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的內涵體以變性劑溶解。而這個過程我們稱為「變性」 (denaturat ion)，這

類變性劑主要是破壞維持蛋白質三級結構的疏水作用力及穩定二級結構的

氫鍵作用力等 9 6 。透過變性劑的作用，蛋白質回到只有一級結構胜肽鏈，

在此狀態下蛋白質並無生物活性及特定的三級結構。  

在經過蛋白質變性這個步驟之後，我們要將蛋白質從未摺疊的狀態

(unfolding) 摺疊到自然態  (nat ive state)，透過將變性劑的濃度逐漸降低，

到最後甚至移除，讓原本破壞蛋白質分子間作用力漸漸消失，使蛋白質重

新自我排列、組織，而這樣的一個過程就稱之為蛋白質的「再摺疊」  

(refolding)。而將蛋白質重新摺疊的方式有分成很多種，包括直接稀釋法  

(direct  dilut ion)、透析法  (dialysis）、分子大小排阻層析   (size-exclusion 

chromatograph)等。一般來說在摺疊的過程中，蛋白質的濃度對其重新摺疊

過程來說有一定的影響，當蛋白質濃度過高時，會使原本在胜肽鏈間的疏

水性殘基區域容易互相作用形成錯誤的摺疊，且聚集在一起形成聚集體  

(aggresome)2。因此通常在摺疊蛋白質時最直接的方式就是降低蛋白質濃

度，但蛋白質濃度的降低，對我們之後進行一些分析的實驗上來說，並不

是非常有利。為了避免此問題，本實驗採用準靜態熱平衡透析法  

(quasi-stat ic thermal equil ibrium dialysis)  來將蛋白質摺疊 5 。這是一種能

將高濃度的蛋白質摺疊的方法，以此可獲得高活性、高濃度、和高回收率

的蛋白質 5 。  

本實驗的目的是想要瞭解蛋白質在摺疊過程中的結構變化，故我們把

各階段的摺疊中間體  ( intermediates) 9 7 取出來來比較其間之差異，這也是

本實驗利用階段性溶液控制透析法進行蛋白質摺疊的主因。基本上蛋白質

摺疊至具有生物活性的自然結構  (nat ive state)，從熱力學的角度來看，蛋

白質摺疊是從高構形轉變能量趨向低構形能量的過程，當蛋白質摺疊至其

自然結構時，其蛋白質構形能量是處於相對最低的狀態。故不論是直接稀

釋 6 6 和階段性熱平衡透析法 9 8 ，其目的都是要將變性劑移除，讓破壞蛋白

質結構的因素逐漸消除，使其能逐漸摺疊至其最低構形能量態。在此介紹

本實驗主要使用到的摺疊方式，準靜態熱平衡透析法  (quasi-stat ic thermal 

equil ibrium dialysis)：  

此方法顧名思義主要是利用逐步透析的方式來降低變性劑的濃度到完

全移除。其中為了避免蛋白質因周圍環境劇烈的改變而造成摺疊上的錯誤

或是聚集沉澱，所以採用逐步的透析方式，來降低緩衝溶液中的變性劑濃
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度或離子濃度。因為當環境的改變相當微小的時候，可以說摺疊過程中每

一個階段都是符合準靜熱力學平衡。故最後當變性劑漸漸的移除後，蛋白

質因其自組織的能力，而自發性  (spontaneous)  的摺疊形成其自然結構 5 。

如前面所言的，在本方法的透析過程中，每一個階段都是遵守準靜熱力學

平衡原理，蛋白質的構形能量會很快達到能量最低態  ( local  minima)，所

以在階段性熱平衡透析法的過程中，能量改變是連續性的，持續的改變反

應位能，最後達到自然結構的能量，不會因環境劇烈的變化造成結構急速

的改變而形成錯誤的摺疊 5 。  

2-3 圓二色旋光光譜儀  (Circular Dichroism: CD) 

如前面所提到的，本實驗主要的目的是要瞭解蛋白質在摺疊過程中其

結構的變化，而圓二色旋光光譜儀  (Circular  Dichroism spectrometer)  就是

一個很重要的實驗工具 9 9 。因為圓二色旋光光譜儀主要是用以測量蛋白質

的二級結構，透過瞭解二級結構的分佈比例就可探討蛋白質二級結構在摺

疊過程中的改變。  

因為組成蛋白質的胺基酸分子大部分都具有光學活性。從胺基酸的結

構來看，其是一個四面體的形狀，其四個角都帶有不同的基團，因各個基

團的排列在空間中有所不同會形成兩種不同的構形的胺基酸，一般來說我

們都稱這樣不同的構形為鏡像異構物  (enantiomer)，或是生物分子的手性  

(chiral i ty) 1 0 0 。而這類分子光學活性的來源是由於能產生左旋或右旋偏極

光，一般能將產生左旋偏極光稱為左旋異構物  ( levorotatory isomer，

L-form)；而能產生右旋偏極光的則為右旋異構物  (dextrorotatory isomer，

D-form) 1 0 1 。也因胺基酸擁有光學活性，所以胺基酸組成之蛋白質之立體

結構同樣也具有光學活性，其中又以當中二級結構的光學活性更具特徵

性。一圓形入射光可想像為左右旋光向量之合，當通過蛋白質時，將會吸

收與電子雲方向相同之電場，而使入射光產生偏向，最後變為橢圓偏極光。 

透過所產生連續的左旋與右旋光，當其穿過蛋白質樣本時，其原本的

右旋或左旋光被吸收後，其吸收值經由訊號接收器讀出，而圓二色旋光光

譜儀就是透過計算左旋偏極光  (LCPL) 與右旋偏極光之差異  (RCPL) 吸

收來得到一個特徵吸收圖形。  

以 α-hel ix 與 β-sheet 之多胜鏈為例，以往的研究中發現，典型的 α-hel ix

在 222nm、208nm 擁有兩個負的譜帶，而在 192nm 左右會產生一正的譜帶；
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至於 β-sheet 在 210nm、 222nm 也會有兩個負的譜帶，此外在 195nm 有一

正的譜帶；其他像是 turn 的結構是在 190nm 有一負譜帶，208nm 左右產生

一正的譜帶 2 2。  

2-4 螢光光譜  (Fluorescence Spectroscopy) 

光物質是一受到特定能量的光源激發後，可以產生低於原本能量光源

的光  (此光就稱為螢光 )  的物質。在平常的狀況下，這些螢光物質的電子

會處在最低能量的狀態，稱為基態。當分子吸收了與它所具有的特徵頻率

一致的特定光源時，其電子便由基態躍遷至能量較高的激發態  (此激發態

又依能量的高低區分為各階的激發態 )。經過一段時間，處於不同能階激發

態的電子會降至最低能量的激發態，在這一過程中所消耗的能量，並不以

光的形式釋放，這是因為這些螢光分子會和周圍的同類分子或其他分子撞

擊而將能量散失掉。當降至最低能量激發態的電子又下降至基態時，此時

會以光的形式釋放出多餘的能量，所產生的光即是螢光。這也是為何螢光

的能量會比原本激發光源的能量來得低的原因。  

而一般而言蛋白質也是螢光物質，因為在大部分的蛋白質中都具有芳

香族的胺基酸，分別是酪胺酸  ( tyrosine)、色胺酸  ( t ryptophan) 和苯丙胺

酸  (phenylalanine)，這些芳香族的胺基酸是一種螢光發色團  

( fluorophore)。而這些螢光基團的螢光光譜對其四周環境的改變十分敏

感，當蛋白質的立體結構出現變化時會影響其螢光光譜，當螢光基團在蛋

白質中被其他胺基酸基團所包覆而遠離水相時其螢光光譜會有所謂的藍位

移  (blue shift) ;  而螢光基團是暴露在水相時，其螢光最強波長則會向紅光

移動，稱為紅位移  ( red shif t) 1 0 2 。此外螢光強度也是一種蛋白質結構穩定

的一種特徵，當蛋白質結構穩定時，其螢光基團的共振結構也是比較穩定

的，故其螢光強度也會相對比較高，若是結構較為鬆散，其共振結構也會

不穩定，如此一來螢光的強度會跟著變弱。而透過螢光光譜來分析我們的

摺疊中間物可以瞭解蛋白質在摺疊過程中一些結構的變化及其結構的穩定

性。  

2-5 微溫差掃描熱卡路里計  (Differential Scanning Calorimetry: 

DSC) 

除了透過圓二色旋光光譜儀及螢光來瞭解蛋白質摺疊過程中的結構變
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化，我們還可以利用微溫差掃描熱卡路里計  (DSC) 來分析蛋白質在摺疊

過程中的結構穩定性 1 0 3 。基本上蛋白質摺疊是一種由高能往低能的過程，

因此當蛋白質摺疊愈接近自然結構時，其結構對於熱的穩定性會相對提

高，而這也是我們利用微溫差掃描熱卡路里計  (DSC) 的原因，因為微溫

差掃描熱卡路里計  (DSC) 是透過加熱的方式來使蛋白質變性藉此來觀察

其三級結構的穩定性 1 0 3。因為透過加熱的方式使蛋白質變性會讓蛋白質產

生所謂的結構相變，而觀察結構相變最直接的方式就是量測比熱的變化，

而微溫差掃描熱卡路里計  (DSC) 能夠提供穩定的熱源，以溫度為變數來

量測樣品吸熱與放熱的情形，藉由吸放熱的改變來觀察樣品比熱的改變並

了解其相變的溫度。而本試驗中所使用的 DSC使屬於熱補償式的熱卡計，

一個熱卡計的基本原型是具有一個樣品端及另一個參考端的測量槽，其外

包覆有熱電偶來量測兩端的溫度，藉此轉換成電訊號，而熱補償式的 DSC

是以保持樣品端及參考端溫度相同為其儀器操作的原則，所以當樣品端的

能量有所變化時，儀器為達到兩端的溫度相同而需要額外去供給的熱量，

而這額外所提供的能量最後就等於樣品端的能量。  

2-6 動態光散射儀  (Dynamic Light Scattering: DLS)：  

    DLS 主要是用於分析溶液中粒子大小的分佈情形。當我們利用雷射光

射入含有粒子的溶液中  (如蛋白質溶液 )，雷射光撞擊到溶液中的粒子後會

產生散射光，而散射光會隨時間產生變化，而透過量測散射光而可以計算

出粒子之粒徑分佈。由於粒子處於溶液中，本身具有動能而產生不規則的

擴散運動  (Diffusion motion)，此外粒子的大小亦會影響粒子之擴散速度與

布朗運動，加上雷射光照射的區域粒子數量和位置不同。使得訊號到達偵

測器時會產生光程差，產生干涉影響光線強度，因粒子位置會隨脽間改

變，因此散射光亦會隨時間改變。而透過這樣的變化，可以得到所謂的擴

散係數，而根據 Stockes-Einstein 方程式：  

    
6

kTD
Rπη

=  

D 是擴散係數， k 是波茲曼常數， T 是絕對溫度， η 為溶液之黏滯係數， R

為水合半徑。我們就可測量到在溶液中蛋白質的粒徑大小。



 

第三章、實驗方法  

3-1 Securin 基因之選殖  

(1)  Securin 基因引子  (primers)  的設計  

依照 NCBI(National  Center  for Biotechnology Information)的基因資料

庫中所發表的 Homo sapinens pi tui tary tumor-transforming 1 的基因序

列 2 5，設計 5’端  (Forward) 及 3’端  (Reverse)  的 primer，其分別如下： 

Forward primer:  5’-CATATGGCTACTCTGATCTATGTT-3’ 

Reverse primer:  5’-ATTTAAATATCTATGTCACAGCA-3’ 

(2)聚合脢連鎖反應  (Polymerase Chain Reaction,  PCR) 

     PCR 的反應物包括 1.0 uL 的 cDNA (small  cel l  lung cancer cDNA 

library)、1.0 uL 的 forward primer (10μM)、1.0 uL 的 reverse primer (10μM)、

5 uL 的 10x pfx enzyme buffer、 1uL 的 10μM dNTP 及 1μL 的 pfx 

enzyme(Invitrogen Corporat ion)，最後以無菌水加至體積為 50 uL。而 PCR

條件設定如下：  

1 .  Pre-Heat:於 95℃下，一分鐘。  

2 .  Denaturing:  95℃下，三十秒。  

3 .  Annealing:  50℃，三十秒。  

4 .  Extension:  72℃，三十五秒。  

將上述步驟進行 30 循環，最後再以 72℃四分鐘進行 f inal  extension。 

(3)結合作用 (Ligation) 

本實驗室使用 Champion.  pET Direct ional  TOPO®Expression Kits，將

pET200 vector及純化之後的 PCR產物以 1:2的比例混合，最後加入無菌水反

應體積為 5μL，於 4℃下反應 12小時，進行 l igat ion。  

(4)E. coli  勝任細胞  (competent cel l)  的製備  

本實驗的勝任細胞是利用化學法的方式來製備的。首先挑取單一 E. 

coli菌落接種於 LB培養液於 37℃隔夜活化  ( refresh) 後，取 1mL活化之菌液

於 50 mL LB中，同在於 37℃中培養，之後測定 OD6 6 0的吸光值來瞭解細菌

的生長狀況，當吸光值達到 0.4時將菌液冰浴 10分鐘，再以 3000rpm、4℃下

離心 10分鐘，將上清液去除並把沈澱菌體  (pel let)  懸浮於 10ml 100 mM的

CaCl2，再以 2500rpm、4℃下離心 5分鐘。最後同樣再以 10 ml 100 mM的CaCl2
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溶解之前離心所形成的沈澱菌體並冰浴 30分鐘，最後用 2500rpm、 4℃離心

5分鐘，最後去除上清液後以 50% glycerol懸浮菌液以液態氮冷凍之後，置

於 -80℃下保存。  

(5)質體轉殖  ( transformaiton) 至 E. coli  BL21(DE3) 

本實驗中是透過Heat-shock的方式來進行質體轉殖。先取 100 uL製備好

的勝任細胞加入 4 uL的重組質體 DNA，冰上冰浴 15秒後於 42℃下 heat  shock

一分鐘後立刻冰浴 5分鐘。最後取適量的混合物塗抹於含有抗生素  

(kanamysine,  20ug/mL) 的 LB plate，於 37℃培養 16~24小時。  

(6)重組 securin基因鑑定  

本實驗中所建構好的 securin表現載體，一方面透過 DNA定序的方式，

由ABI 3730XL DNA Analyzer機器來確定 securin基因的完整性。另一方面還

利用 PCR的方式來鑑定 securin基因的方向性，而聚合脢連鎖反應其條件如

先前所述，不過將引子的部分換成T7 forward primer而 reverse primer為

securin設計好的 reverse primer，最後 PCR結果利用 1% TBE DNA電泳鑑定。

將確定有接上 securin基因的菌株製備成儲存菌株  (stock)，以利之後的大量

養菌。此外，我們還委託明欣生技公司利用ABI 3730XL DNA Analyzer，利

用 T7 forward primer針對 securin基因進行定序。  

(7)重組 securin之大量生產  

本實驗室透過 IPTG誘導的方式來表現大量蛋白質將之前製備好的儲

存菌株  (s tock)，取出適當體積加入 3ml含有抗生素  (Kanamysine,  20g/ml)  

的 LB中，於 37℃震盪培養隔夜，使菌株活化。接著於活化的菌株中取出

250μ l加入含有 250ml LB的培養錐形瓶中，同樣在 37℃中震盪培養 4小時，

之後加入 IPTG (最終濃度為 1mM) 再繼續培養 16小時。將培養好之菌液以

10000 rpm,於 4℃下離心 10分鐘得到沈澱的菌體，將菌體以 1ml去離子水溶

解。將溶解所得到之菌液放入破菌機  (constant  cel l  disruption systems) 

中，以壓力 30kpsi進行破菌。將破菌後之溶液以 10000 rpm,於 4℃下離心 10

分鐘，得到上層液體及不溶水的包含體  ( inclusion body) 所形成之沈澱

物。把沈澱物以去離子水溶解後，在 10000 rpm 4℃下離心 5分鐘，重複此

步驟數次把沈澱物中雜質清洗乾淨。最後取適量的上清液及沈澱物進行

SDS-PAGE分析。  
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3-2 Securin 蛋白質的重新摺疊  

因為本實驗一開始所得到的蛋白質是存在於包含體內，而在包含體

內，蛋白質是相互堆疊而失去結構與功能的，而為了得到有功能的蛋白質

我們必須使蛋白質重新摺疊。而首先是要將蛋白質變性，然後逐步的將變

性劑移除，讓蛋白質摺疊至自然結構，再從中取得我們實驗所需的樣品。  

(1)蛋白質變性（ denature）  

第一步就是要讓蛋白質變性，本實驗當中所使用的變性緩衝溶液

(Denature Buffer)，包含有 4.5M 的尿素  (Urea)  用來破壞蛋白質內氫鍵與

疏水作用力等，一些非共價鍵結力；0.1M 的二硫代酥糖醇  (D.T.T) 是一種

還原劑，可以將一些強共價鍵結力完全破壞掉，如蛋白質中含有硫的胺基

酸  (半胱胺酸 )  之間容易形成的雙硫鍵結。而一般常用為緩衝溶液的有磷

酸  (phosphate)  與 Tris，磷酸為酸性的緩衝液，而 Tris 則是鹼性的緩衝液。

本實驗的 securin 蛋白質，是在鹼性環境 Tris buffer 下進行摺疊。  除了變

性劑和還原劑之外，還有加入 0.1%的甘露醇  (Mannitol)  和 0.5μM 的

Pefabloc，這兩種藥劑的功能主要是用來保護在水溶液中的蛋白質。甘露

醇能保護蛋白質的側鏈分子，避免在高度氧化、還原的環境下發生一些修

飾  (modify)  作用。而 Pefabloc 是一種可抑制蛋白質分解酶的化合物  

(synthetic protease inhibitors)，也就是能避免蛋白質被分解。它能和蛋白

質分解酶產生不可逆的共價鍵結，使分解酶失去活性，就無法分解蛋白質。

因此在摺疊的過程中，都會加入 Pefabloc 來保護蛋白質不會被分解。另外，

低濃度 (0.1mM)的二硫代酥糖醇  (D.T.T) 可以當做抗氧化劑，其作用和甘

油  (glycerol)  相似。  

(2)準靜態熱平衡透析法（Quasi-static  thermal equil ibrium dialysis）  

如同之前所述，本實驗中為了避免蛋白質因環境劇烈的變化而發生摺

疊錯誤，而使用透析法使蛋白質周遭環境逐步的改變。將溶在變性緩衝溶

液裡的蛋白質放在半透膜內，再將此半透膜置於 2.5L 的摺疊緩衝溶液

(Refolding Buffer)  中。利用半透膜的的特性，慢慢的將變性緩衝溶液內，

高濃度的變性劑及還原劑擴散到外面低濃度的摺疊緩衝溶液中，使膜內變

性劑及還原劑濃度降低，讓蛋白質順利的進行摺疊。而本實驗中的階段摺

疊依序分成五個部分，透過 5 種摺疊緩衝溶液來進行摺疊，讓蛋白質的環

境緩慢的改變到接近自然態的環境。而五個階段中，先以三階段將變性劑
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尿素移除，從 4.5M 依次減為 2M、 1M，然後移除，而還原劑 DTT 則從重

新摺疊開始就降為 0.1mM 當作保護劑，而在摺疊最後兩階段的時候將摺疊

緩衝液的 pH 值調至接近中性，而在最後一個階段移除保護劑 Mannitol，

使環境接近自然狀態，讓蛋白質能摺疊至自然結構。而在每個階段，蛋白

質都會形成一較穩定的摺疊中間體  ( folding intermediates)  的結構，本實

驗中會將這些摺疊中間體收集起來，進行一些分析包括測量其結構和熱穩

定度，比較各個樣品之間的差異。  

3-3 圓二色旋光光譜儀  (CD) 

本實驗CD測量使用型號 JASCO-815 旋光光譜儀。而進行圓二色旋光光

譜儀測量時樣品的濃度會影響CD光譜的訊號，所以要先將蛋白質稀釋，

外因為CD為光學測量儀器，所以各個樣品間的濃度差異也會影響到測量結

果，故在測量前需將各個樣品的濃度稀釋至相同的狀態。取稀釋好的樣品

250μ l加入 1mm寬的CD cell中，實驗的參數設定為：wavelength range：

260~190nm；scan speed：100nm/min；Accumulation：10 次；step resolution：

0.2nm； band width： 1nm； response： 2 seconds。而在進行CD測量實驗中

是要注意的是燈壓  (high tension，HT) 的訊號，燈壓的高低會影響樣品吸

收偏極光的程度，當樣品的濃度過高或溶劑的極性很強時，對偏極光的吸

收將相對的提高許多。所以在實驗過程中必須隨時注意燈壓的變化，當燈

壓訊號超過 800 時，得到的圖譜是不可信的，應立即停止實驗並重新調整

參數。最後實驗得到的結果為 mean residue weight  el l ipt ici ty [θ ]M RW (單位：

deg·cm2·dmole- 1 /residues)

此

1 0 4，並使用 SELCON38 2 程式進一步分析蛋白質二

級結構的比例。  

3-4 動態光散射儀  (Dynamics light scattering: DLS) 

本 實 驗 所 使 用 的 為 Brookhaven Instruments Corporation 型 號

BI-200SM 的 DLS。透過 DLS 的分析我們可以瞭解摺疊中間體的分子大小

分布狀況，而蛋白質樣品的準備是由同樣狀態的復性溶液稀釋至適當濃

度，吸取 2mL 的樣品置放於透明試管中；而動態光散射儀裝備了氬離子雷

射  (波長 4880Ǻ)，訊號接受器則由側角器固定於 90°角；腔體內溫度由循

環水槽控制在 20℃，最後將試管至於儀器的樣品槽中，即可透過儀器的軟

體進行粒徑大小的偵測。  
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3-5 微溫差掃描熱卡路里計  (Differential Scanning Calorimetry : 

DSC) 

本實驗中所使用的是 CSC 公司的 N-DSC Ⅱ來測量樣品的熱穩定度，

此機型為熱補償式的 DSC。此機型主要是測量生物樣品，當中以兩個 Pt

材質的 cell 分為樣品端  (sample)  與參考端  ( reference)。另外，cel l 上方有

恆壓器可用於加壓，可以增加壓力提高液體的沸點，防止溶液沸騰氣化。

此 DSC 測量的溫度範圍從 -10℃到 130℃；升溫度速率可從 0.125℃ /min 到

2℃ /min； cell 容量為 0.33ml；靈敏感為 1 μcal。在進行 DSC 測量之前，所

有樣品都需要經過去除氣泡的步驟，因樣品中存在有氣泡時，氣泡的移動、

破裂都會影響實驗的結果。我們使用抽真空的方法將氣泡抽出，再使用超

音波洗淨機 (supersonic cleaner)將氣泡震出，確保去除樣品的氣泡。  

我們實驗的參數使用：溫度從 10℃到 90℃；升溫速度 0.5℃ /min；壓力為

4 atm。  

3-6 Far Western 

    基本上的操作方式與一般的西方點墨法  (western blot)  相似，將想要

測試的樣品  (本實驗為 p53 蛋白質及 securin 蛋白質 )  以 SDS-PAGE 依分子

量分離之後，透過轉漬的方式將膠片上的蛋白質移到 PVDF 膜上，之後使

用 5%的脫脂奶浸泡 PVDF 膜，將未被蛋白質接上的區域覆蓋，避免非專一

性的鍵結。接下來依序按照前面實驗步驟所題的摺疊緩衝液  (Refolding 

buffer，R1、R2、R3、R4、R5) 浸泡，進行膜上的蛋白質摺疊。再將欲進

行接合反應測定的蛋白質  (本實驗為 securin 及 p53) 加進緩衝液中進行雜

合  (hybridization)，接下來以具專一性的一抗、二抗去辨認特定的蛋白質

序列。若液中的蛋白質可以和 PVDF 膜上的蛋白質結合的話，則會在該位

置成像。



 

第四章、實驗結果  

4-1 Securin 基因鑑定  

   除了在 securin 選殖過程中我們利用了 PCR (polymerase chain 

reaction) 的方式來確定 securin 基因是否有存在質體當中及其基因的

方向性，這裡我們利用 T7 froward primer 及 securin reverse primer 及

質體當作模版  ( template)  來進行 PCR，由於 T7 froward primer 可以辨

識質體上的 T7 promoter，而 securin reverse primertd 則可辨識 securin

基因末端的序列，而我們預期如果有選殖成功的話，可以得到一段長

度大約為 600 bp 附近的 DNA 片段，若是 securin 基因的方向性是錯誤

的，則我們無法得到長度達到 600 bp 的 DNA 片段。而 DNA 電泳的分

析  (1.5％  agarose gel)  證實我們的確選殖到正確方向性的基因  (圖

4-1）。此外我們還利用 DNA 定序的方式來確定我們所選殖到的基因為

securin，和其序列中是否有突變的發生。以下是定序與序列比對的結

果 (圖 4-2、圖 4-3)，定序是透過 ABI 3730XL DNA Analyzer 機器，序

列比對是利用 NCBI (National  Center  for  Biotechnology Information)  

的 BLAST 功能。 $而從比對的結果來看，我們所選殖到的基因的確是

securin 且其基因上並沒有出現突變。  
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圖 4- 1、 pET200 secur in 質體 PCR 鑑定結果圖  

圖中 marker 為 100bp ladder 的 marker； 1、 2、 3 為分別挑選出來得菌落號

碼。紅框則為 PCR 所得之 DNA 片段，圖中可以發現到所得到之 DNA 片段

大約在 600～ 700bp 附近，符合我們實驗一開始所預期。DNA 電泳使用 1.5

％  agaros  gel 及 0.5x TBE buffer。  

 

 30



 

 
圖 4- 2、  secur in 基因 DNA 定序圖  
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圖 4- 3、 secur in 基因定序比對結果  

透過 NCBI BLAST 資料庫的比對結果，證明我們所選殖的基因為 PTTG1，

即 secur in。而在序列當中也沒有突變的方式  ( Ident i t ies :  100%)。  
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4-2 Securin 電泳膠片之分析結果  

透過實驗 4-1的部分，我們可以得到選殖成功含有 securin基因的大

腸桿菌菌株。不過基本上當大腸桿菌開始成長時，其內部包含了許多不

同的蛋白質，而為了確定我們可以利用 IPTG誘導的方式來表現 securin

蛋白質，將其培養方式分為對照組及實驗組，其中實驗組加入 IPTG，對

造組沒有加入 IPTG，而其餘的培養參數皆相同。分別將兩組的菌收集下

來，用物理的方式  (超音波破碎機 )  將菌打破以取得蛋白質，之後進行

SDS-PAGE分析。結果我們發現到經過 IPTG的誘導，的確是有一特定分

子量的蛋白質比起對照組來的多  (圖 4-4)。確定我們的表現系統是可以

使用的，之後就將大腸桿菌進行長時間培養  (16小時 )，經過細菌破碎機

的處理，讓蛋白質細胞破裂而分別得到可溶性蛋白質  (supernatant)  與

不可溶性蛋白質  ( inclusion body) 。同樣將所得到的 supernatant和清洗

後的 inclusion body進行電泳分析， securin的分子量大小為 26kDa附近，

而我們的確可以在 inclusion body的部分得到一個分子量約 26kD的蛋白

質（圖 4-4）。  
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A.                          B. 

    
圖 4-  4、 Secur in  SDS-PAGE 分析。  

A:  SDS-PAGE 確定可以利用 IPTG 誘導的方式來表現 secur in 蛋白質，樣品

的順序分別如圖所示，從左到右為 Marker、未經過 IPTG 處理及經過 IPTG

處理。B:將經過細菌破碎機處理所得之可溶性蛋白質  ( supernatant )  與不可

溶性蛋白質  ( inc lus ion body)  進行 SDS-PAGE 分析，樣品的順序分別

Marker、可溶性蛋白質及不可溶蛋白質。圖中箭頭所標示出來的為 secur in

蛋白質。而從 SDS-PAGE 分析我們可以大約估計出，每次若培養 1L 的大腸

桿菌可以得到純度約為～ 90％及 10mg 重的 secur in。本實驗的膠體染色用

的是 Coomassie  blue  R-250 (CBR) 染色法。  
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4-3 Western blotting 分析結果  

為了確定我們所得到包含體內的蛋白質確實為 securin，所以透過抗

體結合的方式來進行western blot t ing的實驗。而得到的結果證實我們包

含體內的蛋白質確實為 securin (圖 4-5)。在左邊的圖為 SDS-PAGE的結

果，樣品的順序從左到右分別為：標準蛋白質分子量標籤  (marker)、破

菌所得之上清液、破菌所得之內涵體及作為 negative control的BSA。而

左邊的圖為相同 sample順序，將轉漬的 PVDF膜透過western blott ing的方

式與底片進行感光，所得到結果圖。從底片上的結果來看可以發現到只

有在破菌所得之上清液及內涵體的部分可以觀察到底片被感光的部

分，而在 marker及 negative control的部分卻無法觀測到。這說明了我們

所得到內涵體中的蛋白質的確是我們所要的 securin蛋白質。而在上清液

的部分也觀察到些許的感光部分，這可能是在破菌所得之上清液中依然

存在有可溶性的 securin蛋白質  (solubale state)。  
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A                         B 

   
圖 4- 5、破菌上清液及內涵體 SDS-PAGE 與 Western  blot t ing 分析結果。  

本實驗所使用到的一級抗體為 mouse monoclonal  f i rs t  an t ibody to  securin  

(Novus Biologicals ,  Inc . )，二級抗體為 goat  ant i -mouse IgG-HRP (Santa Cruz  

Biotechnology,  Inc . )，最後透過加入 HRP 的受質  ( subst ra te)  在 membrane

上進行呈色。A：為 SDS-PAGE 的結果圖、B：為 western  blot t ing 的結果圖。

樣品的順序分別如圖所示，從左到右為 Marker、破菌所得之上清液、破菌

所得之內涵體及 BSA。其中 BSA 為 negat ive  control。圖中箭頭所指之處為

secur in 蛋白質。  

 



 

4-4 Securin 蛋白質的二級結構分析 

本實驗將securin蛋白質在摺疊過程中，包括已摺疊的M5 以及各個摺疊中間

體M1、M2、M3、M4 進行far-UV的CD分析，其掃描的波段在 190-260nm。並且

將分析所得到之CD圖譜數據經由SELCON3 軟體來分析securin蛋白質所包含的

二級結構比例 (圖 4-7)105。在SELCON3 的分析下將二級結構分類成六個形式，

分別為α-helix (H)、distorted α-helix (H(d))、β-sheet (S)、distorted β-sheet (S(d))、
turn、與unordered。其中Distorted是扭曲之意，產生之原因是由於helix頭尾兩端

的四個胺基酸因為結構已經趨於終止，於是結構較正中間之helix為扭曲，故稱

之；同樣的情況亦發生在sheet，扭曲部分為在頭尾的兩個胺基酸上。 
而在 securin 的分析結果中，我們發現 securin 於 M1 的時候除了 β-sheet 比

例比較高以外並沒有太多的特定二級結構，大部分是屬於 turn 及 unordered 的

結構 (包含了 5% α-helix, 27.7% β-sheet, 16.6 % turn and 32.2 % unordered 
structure)。而在M2時期，卻出現較高比例的α-helix  (包含了23.1% α-helix, 9.4% 
β-sheet, 14.9 % turn and 27.7 % unordered structure)，不過在 turn 及 unordered 的

部分依舊是佔了一個很高的比例。而當蛋白質摺疊到 M3, M4, M5 的時候，其二

級結構的比例又變成了 α-helix、β-sheet 等這類特定二級結構的含量變的很少，

取而代之的是 turn 及 unordered 的結構比例整個變高了 (M3：6 % α-helix, 14.2 % 
β-sheet, 22.8 % turn and 37.9 % unordered structure；M4：6.3 % α-helix, 11.2 % 
β-sheet, 24.1 % turn and 39.4 % unordered structure；M5：5.3 % α-helix, 14.2 % 
β-sheet, 22.6 % turn and 40 % unordered structure) (圖 4-8)，而這個結果說明了當

securin 在其已摺疊態時，特徵性的二級結構比例並不很多，相對的大部分是一

個 unoreded 的狀態。且從 M3, M4, M5 的二級結構比例變化來看，可以發現到

M3、M4 摺疊中間體與以摺疊的 M5 之間的差距並不大，這也說明了 securin 從

高的酸鹼值 (pH) 到最終 native 緩衝液的環境中，其實結構的變化差異並不

大。而在 M1 及 M2 的部分，雖然經過分析所得到的結果，有一些特徵性的二級

結構比例 (M1：27.7% β-sheet、M2：23.1% α-helix) ，但這可能是因為有尿素 
(urea) 存在的環境中，給予蛋白質在摺疊上的另一種穩定力量所造成的，此外

尿素也會影響到 CD 測定的結果，因有尿素的存在會造成 CD 測定時在低波長

的部分產生高燈壓，而所測量到的數值可能會有所誤差。不過基本上我們在接

近 native 狀態的 M3、M4 及 native 狀態下的 M5 的部分所得到的結果，可以說明

securin 為一個無特定構形蛋白質。 
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圖 4- 6、蛋白質 securin 各摺疊中間體的 CD 圖譜。 

圖中將各個中間體及最終自然態 (native state) 依摺疊順序編號為 M1~M4、M5  
(native state)，並以不同顏色作為區分。 
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圖 4- 7、蛋白質 securin 各摺疊中間體之二級結構分布分析表。 

圖中同樣將折疊中間體及自然態蛋白質以不同顏色做區分。橫軸的部份為 SELCON3
所進行分析的二級結構，縱軸的部份為各個中間體所含二級結構的比例。 
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 H(r) (%) H(d) (%) S(r) (%) S(d) (%) Trn (%) Unrd (%)

M1 5 4.9 27.7 13.6 16.6 32.2 

M2 23.1 18.2 9.4 6.5 14.9 27.7 

M3 6 9.9 14.2 9.2 22.8 37.9 

M4 6.3 10.7 11.2 8.3 24.1 39.4 

M5 5.3 8.7 14.2 9.3 22.6 40 

圖 4- 8、蛋白質 securin 各摺疊中間體及自然態之二級結構分布比例。 
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4-5 螢光光譜分析蛋白質疏水性核心之形成 

螢光光譜中 (圖4-9)，可以發現到在從未摺疊蛋白質、摺疊中間體M1、M2、
M3及M4到M5的native state其螢光光譜最高峰有有所謂的光譜藍位移現象 (blue 
shift)，從特定螢光波長的分析 (I320/365)，我們也可以證實這一結果 (圖4-10)。
這代表了在蛋白質結構中的芳香族胺基酸被其他構造包覆而遠離水相，而這也符

合了我們一般所認為的水溶性蛋白質其核心是屬與比較疏水性的胺基酸。此外也

發現到隨著摺疊中間體的改變，其螢光的強度也跟著改變，說明了隨著透析的緩

衝液逐步改變，securin的部分結構是越趨緊密的，尤其是透過芳香族間的疏水力 
(hydropobic force) 所構成的結構，而這樣的結構會使得芳香族間的共振結構更為

穩定，一旦共振結構更為穩定，則原本螢光分子所要放出的能量就不易以熱能的

方式散出，讓螢光的強度變強。而對照CD的結果，可以發現到雖然securin為一

無特定構形蛋白質，但是它在水溶液的狀態下其結構中的芳香族胺基酸依然會遠

離水相，甚至形成一個核心，而其他親水性的胺基酸則是形成一個鬆散的結構。 
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圖4- 9、securin摺疊中間物螢光圖譜。 

螢光激發波長：280 nm；螢光測定波長：300～500 nm 
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圖 4- 10、蛋白質螢光光譜位移分析。 
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4-6 以 DLS 分析 securin 摺疊中間體粒徑大小的分布 

動態光散射儀 (DLS) 是在分析水溶液中粒子的粒徑大小是一種相當方便

而迅速的方法。圖為DLS的auto correlation function經由non-negative constrained 
least square (NNLS) 的方法分析得到的結果 (圖 4-11~4-17)。由 DLS 數據的結

果可以瞭解 securin 蛋白質在 denature buffer 下是變性而展開的情形，其有效直

徑為 10.76±0.36nm。而其他摺疊中間體 M1-M4 在 20℃測得有效粒徑大小分別

為 8.38±0.25nm、6.68±0.21nm、5.96±0.01nm、5.84±0.02nm。最後的已摺疊蛋

白質 M5 的粒子大小為 5.21±0.12nm。藉由 DLS 的分析可以瞭解 securin 透過藉

由透析置換 buffer 的方式移除變性劑，然後進行摺疊且其構形上有所變化，使

得我們可以觀察到蛋白質顆粒在粒徑上的變化。而在摺疊中間體 M3、M4 及已

摺疊蛋白質 M5 三者的粒徑變化上並不大，與 CD 的結果可以相呼應，說明了

securin 蛋白質在這三個狀態中，其結構變化上並不是很大。 
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圖 4- 11、動態光散射儀量測未摺疊蛋白質 securin 的粒子大小分布圖。 
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圖 4- 12、動態光散射儀量測蛋白質 securin 摺疊中間體 M1的粒子大小。 
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圖 4- 13、動態光散射儀量測蛋白質 securin 摺疊中間體 M2的粒子大小。 
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圖 4- 14、動態光散射儀量測蛋白質 securin 摺疊中間體 M3的粒子大小。 
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圖 4- 15、動態光散射儀量測蛋白質 securin 摺疊中間體 M4的粒子大小。 

3.54 4.85 6.63 9.07 12.40 
0

20

40

60

80

100

Pr
ob

ab
ili

ty
 (%

)

Securin M5

Diameter (nm)

5.21 +/- 0.12 nm

 
圖 4- 16、動態光散射儀量測蛋白質 securin 摺疊中間體 M5的粒子大小。 
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圖 4- 17、動態光散射儀量測蛋白質 securin 各個摺疊中間體的粒子大小分布圖。 
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4-7 Securin 摺疊中間物的熱穩定性 

DSC的圖譜指出蛋白質securin在未摺疊態 (U)、摺疊中間體M1、M2、M3、

M4、M5 在溫度掃描的過程中皆無相變溫度的產生 (圖 4-19~4-23)。在M1、M2

的部分，可能因為變性的存在使得蛋白質的結構是比較鬆散的，因為結構的不

緊密使的蛋白質並無法測量到相變溫度，而在M3 的部分因為在較高的pH值，

蛋白質的胺基酸鍊可能因為電性的關係讓整個蛋白質結構也不緊密，可是當在

M4、M5 的時候，環境已經改變到接近自然環境時securin依舊沒有較緊密的結構

發生，不過在M5 的部分還是可以隱約在DSC的分析圖中發現一個微弱及一個非

常寬的相變波峰 (圖 4-23)。而在之前的研究中稱這樣的蛋白質為處在玻璃態 
(glassy state) 的情況下106。一般來說，一個結構穩定的蛋白質在其摺疊過程中，

會有一個穩定的能量最低態，如溶菌脢（Lysozyme）（圖 4-18），lysozyme在DSC
的分析下會有一明顯的相變溫度。但是在disordered蛋白質的部分，因為蛋白質

內胺基酸間的交互作用很弱，進而造成蛋白質三級結構的交互作用變弱。如此

一來蛋白質的結構並不是穩定的，會具有許多同樣構形能量最低態

(conformation energy minima) 的蛋白質結構同時存在，而這些能量最低態可以

共同存在並且互相轉變，而這樣的情形就稱為玻璃態(glassy state)。所以根據

DSC的結果，securin在三級結構上是沒有次序且為一個不穩定及鬆散的結構，

是一個處於玻璃態的蛋白質。 
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圖 4- 18、Lysozyme 利用 DSC 測定其結構熱穩定性。 
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圖 4- 19、Securin 蛋白質在 M1時的熱穩定性。 
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圖 4- 20、Securin 蛋白質在 M2時的熱穩定性。 
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圖 4- 21、Securin 蛋白質在 M3時的熱穩定性。 
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圖 4- 22、Securin 蛋白質在 M4時的熱穩定性。 
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圖 4- 23、Securin 蛋白質在 M5時的熱穩定性。 
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4-8 Securin 蛋白質透過 DisEMBL 程式分析無特定結構的情形 

    DisEMBL Intrinsic Protein Disorder Prediction 1.5 為一無特定結構蛋白質的

預測軟體107。經由輸入蛋白質序列，與其資料庫進行比對之後來預測蛋白質是

否具有無特定的結構。以下是securin的分析結果 (圖 4-24、圖 4-25)。 
分析主要分成三個部分，分別是 Loops/coils、Hot loops 及 Missing 

coordinates，而在圖中虛線所表示的為每個分析方式的門檻值 (threshold)。其中

Loops/coils 的部分是以 DSSP 為依據 (Definition of secondary structure of 
proteins，為另一蛋白質資料庫，以二級結構分析為主) ，此資料庫是將蛋白質

的胺基酸側基們歸類成不同的二級結構組成，包括 alpha -helix ('H') , 3_10 -helix 
('G') 及 beta-strand ('E') 為有次序的結構，其他的二級結構則歸類成 loops 或稱

作 coils。一般來說沒有特定結構的部分都是發現在 loops 中，所以當蛋白質具

有高度 Loops/coils 的二級結構比例時，很容易就會形成一個沒有特定結構的型

態。而 Hot loops 的部分則是將 Loops/coil 加以延伸，透過與 x-ray 的 B-factor
資料比對，來找出具有高度靈活性 (high degree of flexibility) 的 loops。而當

loops 具有高度的靈活性時，可被認為是蛋白質結構中較鬆散且不具特定構形的

部分。最後是 Missing coordinates，這個部分是藉由與 X-ray 分析的蛋白質結構

資料庫 (PDB，protein data bank) 作比對，這些 missing coordinates 是指在 X-ray
分析中因為結構不穩定的關係，而我們無法獲得準確的電子密度圖譜，而這樣

的情形多半都是出現在蛋白質中具有高度靈活性的結構，藉由這樣的比對，可

以預測蛋白質中是否有可能存在一些不穩定的結構。 
    securin 的程式分析結果發現其 Loop/coils 的部分佔了很高的比例，而這些

Loop/coils 的中，又很多的部分為 Hot loops。這樣的結果說明了在結構預測上，

securin 亦為一個沒有特定結構的蛋白質，而造成沒有特定結構的原因可能是由

於具有高度比例的 Loop/coils 結構，而這些結構又是具有高度的移動性所造成

的。而在最後 Missing coordinates 的部分，同樣是有不少的序列是同時與 Hot 
loops 的部分相符合。綜合以上的結果，說明了在無特定結構蛋白質預測軟體的

分析下，securin 為一個具有高度無特定結構的蛋白質。 
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圖 4- 24、DisEMBL 分析結果圖。 

圖中橫軸為蛋白質胺基酸序列從 N 端到 C 端依序的編號，縱軸為無特地結構的機率。

圖中藍色部份為 Loops/coils 的分析結果、紅色部分為 Hot loops 的分析結果，綠色 
(remark 465) 為 Missing coordinates 的分析結果，而圖中虛線的部份代表每個分析機率

的門檻值。 
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圖 4- 25、DisEMBL 各部分分析序列圖。 

將 DisEMBL 各個分析所得到的結果利用蛋白質序列的方式來表現，並將分析結果有

超過門檻值的部份以不同顏色標示出來。圖中藍色部份為 Loops/coils、紅色部分為 Hot 
loops，綠色 (remark 465) 為 Missing coordinates 的分析結果。 
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4-9 Far western blotting 分析結果 

      透過本實驗室蛋白質摺疊的技術，我們可以將 western 的技術加以改

良，讓蛋白質在 membrane 上進行摺疊，回到 native 的狀態。本實驗分別是以

兩種方式進行，一種方式是將 p53 轉漬到 membrane 上，進行摺疊；相對來說

另一種方式是將 securin 轉漬到 membrane 上，進行摺疊。然後分別使用 securin
及 p53 蛋白質去進行雜合，接著就如同 western blotting 的方式一般，將 securin
蛋白質及 p53 蛋白質的一級抗體及二級抗體進行辨認，最後同透過加入 HRP
的受質 (substrate) 在 membrane 上進行呈色。這裡我們同樣利用 BSA 作為對造

組 (negative control)，並同時進行 western blotting 來確定 securin 及 p53 的抗體

對 p53 及 securin 蛋白質是沒有專一性的。圖 4-26 A1 及圖 4-26 A2 為 securin 雜

合 p53 的結果，其中圖 A1 為 western blotting，可以發現到 securin 的抗體對於

p53 並無專一性，而在 securin 的部分同樣可以偵測到訊號。圖 A2 是 Far western 
blotting，在 p53 的地方出現了一個明顯的訊號，BSA 仍然沒有訊號出現。而圖

4-27 B1 圖 4-27 B2 為 p53 雜合 securin 的結果，圖 B1 為 western blotting 的結果，

同樣的我們仍然可以觀察到 p53 抗體對於 securin 無專一性，而在 p53 的部分可

已觀察到訊號。而圖 B2 為 Far western blotting，我們依舊可以在 sucurin 的部分

偵測到訊號。透過這樣兩種反覆的實驗，我們可以發現到 securin 與 p53 之間似

乎有關連，且這樣的關係可能是一個直接的連接。 
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圖 4- 26、Far western 結果圖 

A1:為一般西方點墨法，A2:以 securin 雜合 p53 的 far-western 結果。虛線箭頭所標為

antibody 所雜合到的 securin，實線箭頭所標為 securin 所雜合到的 p53。 

B2B1 

A1 A2 

 
圖 4- 27、Far western 結果圖 

B1:為一般西方點墨法，B2:以 p53 雜合 securin far-western 結果。虛線箭頭所標示為

antibody 所雜合到的 p53，實線箭頭所標為 p53 所雜合到的 securin。不過圖 B2 的 p53
部分因蛋白質濃度過高，所以在成色時有反應過度的現象，使得結果變成空洞的情況。 



 

第五章、討論 

5-1 Securin 基因與蛋白質序列分析 

      透過 PCR 及 DNA 序列分析的方式，可以確定我們所選殖的基因的確是

securin，在基因序列上並沒有突變的產生，且有成功地將質體 (質體序列圖見

附錄圖 1) 轉形到 E. coli 中，如此一來我們可以就可以透過 E. coli 來大量表現

securin，以利進行各項的實驗分析。而在蛋白質序列的部分，我們也同樣觀察

到 securin 其上的保守序列，包括 D box 及 PxxP 序列 (圖 1-6)。 

5-2 Securin 電泳膠片與 western blotting Securin 電泳膠片之分析 

在研究蛋白質的實驗中，蛋白質的表現與純化在實驗中是很重要的一部

份，而像 securin 這類與細胞週期有關之蛋白質在表現及純化上有其困難度，因

此本實驗利用基因重組的方式來取得 securin 蛋白質。透過基因重組及分子生物

學的基因表現誘導的機制，本實驗可以得到大量表現的 securin 蛋白質於 E. coli
中。而且為了得到更大量且純度較高的 securin 蛋白質，我們將 E. coli 的培養時

間延長，讓 securin 蛋白質在細胞內形成不具活性的內涵體 (inclusion body)，再

藉由本實驗室重新摺疊的系統即可得到大量且具有活性的蛋白質。而在

SDS-PAGE 與 Western blotting 的分析下，證明了本實驗所得到內涵體蛋白質的

確是 securin。雖然在破菌的過程中會有些微蛋白質降解或是損失於上清中的現

象，但是整體來說並不影響到本實驗之後所進行的蛋白質摺疊與分析。 

5-3 Securin 摺疊過程中，摺疊中間體與自然狀態之結構與熱穩定性

變化，及無特定結構蛋白質程式分析結果。 

  (1) Securin 摺疊 
     本實驗因為是使用E. coli產生蛋白質內涵體的方式來得到大量且純度較

高的蛋白質，然而這些蛋白質內涵體是處在一個蛋白質相互堆疊失去結構的狀

態。一般來說，相互堆疊的蛋白質是不具有活性，故為了得到有活性的蛋白質，

本實驗透過蛋白質重新摺疊的方式。而本實驗採用本實驗室成功建立的蛋白質

摺疊系統，以準靜過程的方式來進行透析與摺疊蛋白質1, ,5 6,7,8。因為本實驗在摺

疊時盡量縮小溶液的初始狀態及末狀態的差異。而透過這樣溶液置換方式，會

使的蛋白質一直處於平衡狀態，對於蛋白質來說這樣的過程可以視為近乎靜止

的狀態。透過這樣的方式我們不但可以獲得最後摺疊完成的自然態蛋白質，還

可得到不同溶液置換階段的中間體，而這些中間體可以幫助我們瞭解蛋白質摺

疊過程中結構的變化。而本實驗就將這些中間體及自然態的蛋白質進行實驗分

析，而分析的項目分別有測定二級結構比例的圓二色光譜儀、測量摺疊過程中

蛋白質粒徑大小變化的動態光散射儀、透過螢光光譜的分析瞭解蛋白質的摺疊
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情況及藉由微溫差掃描熱卡路里計來測定蛋白質三及結構的熱穩定性。 
 (2) 摺疊中間體與自然狀態之結構與熱穩定性變化 

    而在CD的分析下99，本實驗發現到securin的自然態其二級結構為一個沒有

次序的狀態，而且從高pH值 (pH=11) 到接近中性的摺疊中間體的結果來看，

發現到在除去變性劑的情況下 (除去urea的環境中) securin就一直維持著沒有

次序的狀態，而這樣的結果說明了securin本身可能因為其蛋白質序列的關係，

造成其在自然狀態下與環境達成一個平衡狀態時並不具有一個特定結構。對照

於DLS的粒徑分析及螢光分析也發現到隨著摺疊緩衝液的改變，蛋白質粒徑有

所改變且螢光光譜有紅移的現象，這表示securin蛋白質隨著緩衝液的改變依舊

具有摺疊的變化。但是同樣在除去變性劑的情況下，從高pH值 (pH=11) 的緩

衝液到接近中性，securin的粒徑大小變化變的不是非常明顯，更加證明在沒有

變性劑的情況下，securin隨然有摺疊的情形發生，但是其大部分的結構還是沒

有次序而鬆散的。然而在螢光的分析中，我們卻也發現到雖然securin蛋白質在

結構上是沒有次序的，但是因為在螢光光譜中隨著摺疊環境的改變，其疏水性

胺基酸同樣會因疏水力 (hydrophobic force) 的關係而相互聚集在一起，而造成

光譜上有藍位移 (blue shift) 的現象且因其螢光強度 (intensity) 隨著摺疊過程

逐漸提高，這樣的結果說明了securin蛋白質在水溶液的環境中同樣具有一個疏

水性核心，且這樣的核心可能在摺疊初期就出現了，並且隨著摺疊過程其核心

逐漸緊密。 
    而為了更進一步瞭解在二級結構不具有次序的securin，其三級結構亦是鬆

散而不具有穩定結構，本實驗也將各個摺疊中間體及自然體的蛋白質進行微溫

差掃描熱卡路里計 (DSC) 的測量8

p

6，因為當蛋白質的具有一穩定的三級結構

時，在加熱的同時比熱的變化 (ΔCp) 在融點的部份將形成相轉變的波峰。結果

本實驗發現到其在加熱的過程中，securin蛋白質的摺疊中間體M1、M2 在含有

變性劑的情況下並沒有一個相轉變的波峰存在，這樣的結果符合在有變性劑的

情況下蛋白質結構並不穩定。然而當securin摺疊至M3、M4，沒有變性劑的環

境中時，我們同樣觀察不到有相轉變的波峰存在。至於在其自然狀態下M5 的

情況下，DSC的結果我們有觀察到一個微弱及很寬的波峰，這樣的情況與螢光

的結果相比較，我們認為當在摺疊過程中M3、M4 雖然具有一個疏水性核心，

但其結構因為 H值及溶液環境 (M4 的緩衝液具有甘露醇) 使其不是非常緊

緻，故我們無法在DSC的偵測下觀察到相變波峰。可是在自然狀態下的M5 雖

然具有一個較緊緻的疏水性核心，但是其他的結構還是鬆散及非常沒有次序，

M5 的DSC分析結果是一個微弱及一個非常寬的相變波峰，而在之前的研究中

稱這樣的蛋白質為處在玻璃態 (glassy state) 的情況下106。一般來說，一個結構

穩定的蛋白質在其摺疊過程中，會有一個穩定的能量最低態，不過因為

disordered其分子內胺基酸間的交互作用很弱，進而造成蛋白質三級結構的交互

作用也跟著變弱。如此一來蛋白質的結構並不是絕對穩定的，會同時具有許多

同樣構形能量最低態 (comformation energy minima)，而這些能量最低態可以共
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同存在並且互相轉變，而這樣的情形就稱為玻璃態 (glassy state)。綜合以上的

結果，意味著securin不論在二級及三級結構上是沒有次序且為一個不緊密及鬆

散的結構。 
  (3) 無特定結構蛋白質程式分析結果 
    而在DisEMBL的分析中107，在securin的序列中，具有許多Loop/coils無特定

構形的結構，而這樣的結果與CD結果相呼應，證明在securin結構中的確具有高

度的無特定構形的結構。此外其中Hot loops的分析也說明這些Loop/coils結構具

有高度的移動性，而這樣高度的移動性代表了整體securin結構是不緊緻、鬆散

的，而這也合我們DSC的結果相符合，證明其無緊緻的三極結構。綜合DisEMBL
各部分的分析，說明securin為一無特定結構的蛋白質。 

(4) Securin 與 disorded 蛋白質 
   透過我們利用CD、DSC及DisEMBL的分析下86, 99, 107，我們發現了securin為
一個 disorded 蛋白質，而這樣的結果符合 securin 為一個多功能蛋白質 
(multiplefunction protein)。因為其結構的不緊緻，讓securin可與許多不同的受質

作結合，在結合上具有有極大的包容性。而因為目前許多研究已知道許多無特

定結構的蛋白質與細胞週期、轉錄與轉譯的調控有關，而securin也是其中的一

員。不過在這些無特定構形蛋白質，雖然在自然環境中其獨立結構是鬆散的，

可是其在結合上還是具有一定的結構。而在securin的部分，這樣的結構還是需

要去探討的，就是當securin與不同受質結合時，會形成哪些結構。而這些結構

是具有一致性呢？還是應映不同的受質其結構也有所不同，而這樣不同的結構

又是哪些結構呢？這都需要在更進一步地去瞭解。 

5-3 Securin 與 p53 之間的關聯 

    在目前的研究中都將securin認定為一致癌基因 (oncogene)，而它在許多的

癌症細胞中都有其高量的表現。另外一方面p53 (tumor suppressor) 已經瞭解其

功能與DNA的修復108、細胞週期調控21及apoptosis等有關51, 56, 57。而許多癌症的

形成都與p53 有相關性49，因為當p53 失去其原本的功能，會造成原本細胞的正

常生理活性被影響，如細胞週期的檢查點 (check point) 無法執行及apoptois的
作用失去，一旦細胞的生長及死亡不受到控制，就會造成癌症的發生。而當

securin大量表現的時後會抑制細胞凋亡的情況發生，而這樣的情況可能與影響

p53 的調控有關，不過securin與p53 之間的作用關係到目前為止仍然不是非常的

清楚。而本實驗透過far western的方式，將p53 重新摺疊於membrane上，並去分

析它是否和securin之間有關聯。而結果我們發現到在in vitro的條件下，securin
與p53 有相互間的作用。然而因為我們是在membrane上進行實驗，而membrane
有可能會提供一個鞏固蛋白質位置的功能，而這樣的功能是否會成為蛋白質相

互作用間的cofactor。換言之securin與p53 之間可能是直接的作用，亦可能是需

要一個cofacotr來幫助兩者之間的連結 (在這裡為membrane，而在生理環境中可

能為另一種蛋白質)，而這一部份還需要更進一步的探討，若是兩者之間為直接
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的作用，那在作用下兩者是以怎樣的結構存在，而另一方面若是需要一個

cofactor，那在生理環境中又是哪種蛋白質。雖然本實驗無法透過far western的
方式瞭解securin是透過怎樣的形態來和p53 作用，不過far western的結果暗示試

著securin的大量表現可能會去影響到p53 的一些生理活性 (圖 5-1)。 

 
圖 5- 1、securin影響p53 功能示意圖21, 51, 56, 57。 

    如在本文一開 蛋白質作結合40，而這樣的始所提到securin會和saparase及Ku
結合所表現出來都是securin的抑制作用，即securin與其他蛋白質的作結合時，

可能都會抑制其原有功能的表現，而Bernal31等人與 2003 年Zhou等人的研究中

他們已經發現securin可能會與p53 相互間有關聯62，而影響到p53 促進基因表現

的活性，他們認為主要的方式是抑制p53 與DNA鍵結的能力並造成細胞凋亡的

能力失去。而細胞凋亡這個部分主要可能影響的部分包括像是extrinsic pathway
中Fas、DR5 這些受器apoptotic受器的表現50, 51，因為這類受器的表現都受到p53
在基因表現上的促進，另外在intrinsic pathway的部分，則是Bax及PUMA這類

pro-apoptotic基因的表現同樣會受到影響。而在securin表現量不正常的細胞中，

透過p53 所表現的apoptosis過程則可能會被抑制，如此一來細胞則不會進入細
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胞凋亡的程序，取而代之則是繼續存活下去，造成細胞生長不受控制進而轉成

癌細胞的生成 (carcinogenesis)49。另一方面，我們需要去探討的就是p53 在細胞

週期調控上，是否會同樣受到securin影響，其中p21、cyclin B及CDC2 這些細

胞調控蛋白質首當其衝21。在p21 的部分，其基因的表現同都是受到p53 所促進

的，而一但p53 在促進轉錄的活性上被抑制了，則p21 蛋白質的表現同樣會受到

影響，如此一來原有細胞週期檢查點的功能則會喪失，因為p21 的表現量降低，

相對來說p21 去影響cyclin E及CDC2 這對促進細胞週期運行的蛋白質複合體的

能力亦會降低，甚至失去抑制的能力21。不過一但securin影響p53 在細胞週期上

的調控，同樣可能會促進細胞不斷生長而轉成癌細胞的生成 (carcinogenesis)60。 
    而在p53 存活期 (life time) 的部分，因為p53 的存活受到MDM2 這個蛋白

質所調控，而這兩者之間的表現具有回饋控制，即當p53 在細胞中達到一定量

的時候會去誘導MDM2 的生成，而MDM2 會去促進p53 的分解，當p53 的量降

低時同樣會使MDM2 的表現量降低109。而當securin與p53 結合時是否會影響這

樣的平衡，像是p53 的分解被抑制，但其活化MDM2 的能力同樣也喪失，讓p53
於細胞中的含量不會有變動，但是同樣不具有功能性的情況出現，亦或是其他

的情況發生，這都是需要再深入探討的。而因為securin與p53 之間結合的機制

目前依舊不清楚，若是能將這些機制釐清，則在癌症發生的研究及癌症治療上

都能夠提供不小的助力。 
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附錄 

 圖 1: 質體 pET200 securin 架構圖。 

 
本實驗是以 pET200 為主要的表現質體，其上接有 securin 的基因。本質體是用 T7 

promoter 來負責基因的調控，其後有 RBS (ribosomal binding site)、AUG (轉譯起始密碼) 
及 EK (內切脢的辨識序列)。 
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Table 1: 蛋白質復性緩衝液配方。 

 
Tris-base 

(mM) 
pH

Urea

(M) 

DTT 

(mM) 

Mannitol 

(%) 

Pefabloc. 

(mM) 

Denature 

Buffer 
10 11 4.5 100 0.1 0.5 

Folding 

Buffer 1 
10 11 2 0.1 0.1 0.5 

Folding 

Buffer 2 
10 11 1 0.1 0.1 0.5 

Folding 

Buffer 3 
10 8.8 - 0.1 0.1 0.5 

Folding 

Buffer 4 
10 8.8 - 0.1 0.1 0.5 

Folding 

Buffer 5 
10 8.8 - 0.1 - 0.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 2: Hpttg家族蛋白質序列比對
38。 

 
Table中為securin家族成員在蛋白質序列上的比較38，分別是PTTG 1、PTTG 2及

PTTG 3。Securin、PTTG 2和PTTG 3它們的胺基酸序列有將近80％的相似度，PTTG 2
不論是在癌症細胞株或是正常的細胞中都有表現，而PTTG 3則是只能在癌症細胞株中發

現。到目前為止，PTTG 2及PTTG 3的功能依舊不是非常的清楚。 
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