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第一章第一章第一章第一章 前言前言前言前言 

近年來，世界各國罹患癌症之人數及死亡率不斷激增 1, 2。自 1982 年起，

癌症已成為國內十大死因排名的第一位，每年罹患癌症人數已突破三萬人，可說

是國人健康的最大威脅。對女性而言，乳癌是全世界女性最常見的癌病，根據世

界衛生組織的統計報告全球一年約有 50 萬人死於乳癌。而台灣地區根據行政院

衛生署的統計，乳癌的發生率與死亡率逐年增加。行政衛生署 95 年國人前十大

主要癌症死因分別為：肺癌、肝癌、結腸直腸癌、女性乳癌、胃癌、口腔癌、攝

護腺癌、子宮頸癌、食道癌、胰臟癌，可見乳癌對女性生命造成極大的威脅。 

     臨床上，乳癌治療仍以手術治療為主，放射治療、化學治療及荷爾蒙治療

為輔，大約80%手術後再接受放射線治療，71%手術後另接受化學治療。目前臨

床最常使用的化學藥物有：Methotrexate、5-Fluorouracil、Adriamycin、Tamorifen

等。這些藥物通常會數種混合使用，經由周邊靜脈注射，利用血液循環而運送至

全身各部位，以殺死手術無法切除及放射線治療無法觸及的癌細胞，但是亦會對

正常細胞造成傷害而產生噁心、嘔吐、食慾不振、口腔潰爛、嚴重腹瀉、落髮及

貧血等副作用。除此之外，西元1997年有學者發現，原本用來治療乳癌藥

Tamoxifen 可能導致子宮頸癌3，所以積極開發副作用小或天然的抗癌成分便成

為重要的研究方向。 

     胜肽藥物為小分子藥物中最具開發潛力的新穎藥物4
 胜肽藥物潛力在於胜

肽為身體內最自然的傳輸與代謝機制，並能打破生物屏障(the biobarrier)，使其順

利穿透腸胃道的細胞膜或血腦障壁(Blood-Brain Barrier,BBB)，進入血液循環，發

揮治病的功效。 

     本實驗室目前著重於小分子胜肽藥物為積極開發的目標。以設計、合成胜

肽類緣物抑制癌細胞的增生或轉移。細胞內 Ras蛋白質訊息傳遞路徑之致病機轉

(oncogenic Ras signal transduction pathway)中，細胞內蛋白質分子機制之異常，皆

與癌症的致病原因有關，故本論文的研究目的為設計一系列 Ras訊息傳導途徑中
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的脂肪酸轉移酶(farneslytransferase, FPTase)抑制物，探討這一系列胜肽類抑制劑

的結構活性關係，並期望從這一系列胜肽抑制物中篩選出具有較佳的親和力之先

導藥物 (lead compounds)。 
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第二章第二章第二章第二章 文獻探討文獻探討文獻探討文獻探討與動機與動機與動機與動機 

第一節第一節第一節第一節  Ras蛋白蛋白蛋白蛋白的生物特性的生物特性的生物特性的生物特性 

1-1  訊息傳遞訊息傳遞訊息傳遞訊息傳遞 (signal transduction) 

     訊息傳遞在生物體的各項生理作用中扮演著相當重要的角色，細胞內幾乎

所有的生理功能得以正常運作，皆是因為細胞內外的調控訊號可藉著不同的訊息

傳遞路徑來傳達到各個目標分子，進而協調、控制各個分子的活性與運作。因此，

細胞內訊息傳遞機制的異常會引起細胞的不正常反應，若情況嚴重常會導致細胞

死亡或是細胞不正常的增生(癌病變)。例如：Ras蛋白－ras基因的產物，是細胞

內常見的第二訊息傳遞息者(secondary messenger)，在生長因子(growth factor)、

細胞素(cytokines)的訊息傳遞路徑中扮演重要的角色。因此，ras基因上的突變常

是導致細胞癌病變的主要成因之一。許多研究報導指出，蛋白質Grb2、Shc、Src

的SH2區塊與癌症形成有關，其參與致癌蛋白質Ras之活化反應5, 6，且在訊息傳

遞途徑中扮演非常重要的角色。 

                                                                           

1-2  Ras蛋白蛋白蛋白蛋白的訊息傳遞的訊息傳遞的訊息傳遞的訊息傳遞 

細胞表面的的受器會將訊息傳給Ras蛋白，例如：EGFRs
7，然而當GDP磷

酸化為GTP時，且Ras蛋白必需鍵結在細胞膜上才會被活化8，而prenylation這個

動作是Ras蛋白活化的第一個步驟也是最重要的一個步驟。 

研究報告指出Ras蛋白位於細胞膜、內質網以及高基氏體上，當遇到緊急的

刺激時會被活化而以不同的路徑刺激下游的反應，像是Ras蛋白被活化時與Raf-1

一起到細胞膜上，而後將MEK1/2磷酸化使之活化，活化的MAP Kinase會移至細

胞核而使為數眾多的目標基因轉錄使細胞增生9見圖2-1。MEK的活化可以不需經

由Raf-1蛋白的活化，它也可以經由c-Jun這個轉錄因數來活化10。Ras蛋白亦可活

化Rho或PI3K路徑，Rho這個家族的蛋白質與細胞粘附及肌動蛋白骨架有關11，而

PI3K則是與細胞凋亡與存活相關12, 13。 
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圖2-1  Ras活化MAP kinase、Rho、PI3K. MEK以及MAPK kinase的路徑12
 

 

1-3  Ras蛋白蛋白蛋白蛋白在癌症中扮演的角色在癌症中扮演的角色在癌症中扮演的角色在癌症中扮演的角色 

人類有三種Ras蛋白質，分別是H-，K-和N-Ras三種，分子量為21 KD
13，而

K-Ras又可以C端不同分為K-Ras4A和K-Ras4B兩種。有研究指出H-和K-ras的基因

會促使動物產生腫瘤14, 15。後來發現有些普遍發生腫瘤的致癌基因是K-Ras同族

的基因突變16。H-Ras蛋白比起其他Ras蛋白多了一個cysteine，且在181和184這兩

個位置的胺基酸皆為cysteine，而K-Ras4A和N-Ras則只有一個cysteine分別位於

180和181位置上，且K-Ras4B在166-184的位置中則沒有cysteine，但是在這個區

域他有較多的lysine，也因為使得K-Ras4B與其他Ras蛋白質比起來較為特殊(圖

2-2)。 

Ras基因的突變大多是點突變，大部分是位於密碼子12、13、59和61的位置

上，由ras的突變所引起的癌症占了30%，其中胰臟癌占了90%，而大腸直腸癌占

了50%
17-19， ras基因的突變在癌症上發生的機率是根據癌症的類型，像是乳癌、

卵巢癌和胃癌的發生率就很低，尤其是乳癌，其ras基因的突變低於了2%
20，然
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而上游生長因子的活化使得Ras這條路徑不斷的被活化，故Ras路徑的訊息傳遞異

常對於乳癌的成因是很的常見的20，研究顯示脂肪酸轉移酶抑制劑對於MCF-7這

株乳癌細胞之增生具有不錯的抑制效果21，因此Ras路徑的活化與其突變的機率

並無呈現相關性，故脂肪酸轉移酶抑制劑對於一些與Ras沒有突變的腫瘤也可能

有抑制的功效。 

 

 

圖2-2  Ras蛋白的胺基酸序列22
 

 

1-4  Ras蛋白的轉譯後修飾蛋白的轉譯後修飾蛋白的轉譯後修飾蛋白的轉譯後修飾 

Ras蛋白需要鍵結到細胞膜上才會被活化，這已由免疫螢光抗體法和免疫電

子顯微鏡法分析後証明Ras蛋白是位於細胞膜的內側23，和其他典型的鍵結在細

胞膜上蛋白質不同的是，Ras蛋白先被合成為細胞質小體，而後快速的移動至膜

上成熟24，此動作是由Ras蛋白最後四個胺基酸CAAX (C代表cystein，A代表脂肪

族的胺基酸，而X代表任何胺基酸)來完成的，其中Ras蛋白活化第一步並且是最

重要的步驟稱為prenylation，是指將prenyl group轉至蛋白質上的這個動作，舉例

來說：prenyl groups可為15個碳組成的farnesyl group或20個碳的geranylgeranyl 

group所組成，分別由不同的酵素催化，其中脂肪酸轉移酶(farnesyltransferase)將

15個碳的脂肪酸催化轉至Ras蛋白的CAAX上的 cystein上， geranylgeranyl- 

transferase 則將geranylgeranyl group轉至Ras蛋白上，除此之外，當X為不同胺基

酸時催化的酵素也不同，若為methionine或serine那麼則由farnesyl transferase針對

H-Ras來進行催化的反應25。而當X為Leu或者是Ile則由geranylgeranyl transferase

來負責針對K-Ras蛋白及N-Ras蛋白催化的反應26。而後當prenyl group接到CAAX
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後，AAX會被切下，而C端上的farnesyl-cysteine的cysteine的羧端會被甲基轉移酶

(methyltransferase)甲基化，在這個階段，Ras蛋白已經可以鍵結至膜上了(圖2-3

與2-4)，而H-、N-及K-Ras4A蛋白在cysteine181/180及cysteine184位置上會被修飾

形成棕櫚酸硫醚，使得Ras蛋白更能夠鍵結至膜上增加Ras的活性。 

其實脂肪酸轉移酶並不需要整段的Ras蛋白來進行prenylation這個反應，而

只需要包含CAAX這四個胺基酸所組成的胜肽，因其動力學參數和整段的Ras蛋

白動力學參數差不多27，這也指出脂肪酸轉移酶是辦認此序列。因為prenylation

為活化Ras蛋白與下游訊息傳遞的最重要步驟，我們可設計一胜肽抑制劑來阻擋

脂肪酸轉移酶進行prenylation期待能夠影響癌細胞的存活與增生。 

 

 

圖2-3  Ras蛋白活化之路徑。Ras蛋白的C端，prenylation與palmitoylation增加了

Ras蛋白的疏水性，使之容易與膜鍵結22
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圖 2-4  脂肪酸轉移酶反應結構圖動力學圖解。1-4 觀察脂肪酸轉移酶晶體結構

鍵結的構形。 0 表示沒有任何鍵結的脂肪酸轉移酶 (PDB number 1FT1；紅色是

α次單位體，藍色是 β次單位體)。1、Farnesyl diphosphate substrate (FPP,藍色)與

脂肪酸轉移酶鍵結。2、CAAX胜肽(黃色)與 FPP的類似物(藍色)形成一三元複合

結構 (PDB number 1D8D)。3、產物(farnesyl-CAAX)。4、當新的 FPP加入會與

產物鍵結 28
 

 

第二節第二節第二節第二節  脂肪酸轉移脂肪酸轉移脂肪酸轉移脂肪酸轉移酶酶酶酶抑制劑抑制劑抑制劑抑制劑 

2-1  脂肪酸轉移脂肪酸轉移脂肪酸轉移脂肪酸轉移酶酶酶酶抑制劑設計方向抑制劑設計方向抑制劑設計方向抑制劑設計方向 

根據報導脂肪酸轉移酶抑制劑的發展與設計主要有三種：第一種是依據脂

肪酸轉移酶的受質之一的Ras蛋白質最後四個胺基酸序列CAAX，而第二種是依

據亦是脂肪酸轉移酶的受質farnesyl pyrophosphate (FPP)為範本所設計，第三種是

綜合CAAX和FPP兩種受質(bisubtrate)為範本來設計，亦有天然物亦可作為脂肪

酸轉移酶抑制劑。 

但是目前已進入臨床實驗的脂肪酸轉移酶抑制劑是由高速藥物篩選系統
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(High Throughput Screening system)所篩選出來的，為SCH66336 (Lonafarnib)及

R115777 (Zarnestra, Tipifarnib)兩種，由於這兩種藥物在臨床第二期或第三期中的

實驗結果並不理想，而合併其他化療的合併療法目前尚在臨床試驗階段，雖然此

類藥品目前尚未通過美國FDA核准使用於 

治療癌症，但更多大型第三期臨床試驗的研究結果，值得期待。 

(a)                       (b) 

 

圖2-5 已進入臨床實驗的FTIs (a) SCH66366；(b) R115777
12

 

 

2-2  以以以以 CAAX為範本的類胜為範本的類胜為範本的類胜為範本的類胜肽肽肽肽抑制劑抑制劑抑制劑抑制劑 

由於 CA1A2X和整段的 Ras蛋白與 FPTase作用的親和力相近，故 CA1A2X

這個序列可被拿來設計成為脂肪酸轉移酶類胜肽抑制劑，研究指出 A1若為帶電

荷的胺基酸則會輕微的降低對脂肪酸轉移酶抑制劑的親和力，而 A2若為帶電荷

的胺基酸則會嚴重的降低對脂肪酸轉移酶抑制劑的親和力，故當 A1與 A2為脂肪

性胺基酸會有較好的抑制效果，特別是 A2
29，但類胜肽抑制劑所需克服的缺點為

不易穿透細胞膜，且容易被胜肽水解酵素所分解，故大部份的類胜肽抑制劑都會

做些修飾，像是以亞甲基(methylene)的基形式減少胜肽鍵數 30-34，或者是仿羰基

帶負電的結構 35-37，又或者是以剛性的胺基苯酸(aminobenzoic acid)結構取代

38-41，另外也有以芳香環空間(aromatic spacer)為取代 38，亦或是將半胱胺酸(Cys)

殘基取代掉，使得抑制劑沒有硫醇(thiol)這個結構 42-44，也有科學家設計一系列

巴比妥(benzodiazepine)類的類胜肽抑制劑 45。 
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(a)                            (b)  

       

          Ki=20 nM                     IC50=150 nM 

 (c)                            (d)                             

                   

IC50=1.3 nM                               IC50=100M 

(e) 

 

      IC50=0.79 nM 

圖 2-6  以CAAX為模板設計之脂肪酸轉移酶抑制劑 (a)以胺基亞甲基修飾 30
 (b) 

以胺基苯酸修飾 37
 (c) 以巴比妥修飾 44

 (d) 以仿羧基負電結構修飾 32
 (e) 將 Cys

的硫基取代掉 41 

 

2-3  以以以以 Farnesyl pyrophosphate為範本的抑制劑為範本的抑制劑為範本的抑制劑為範本的抑制劑 

     以 Farnesyl pyrophosphate (FPP)為範本所設計的抑制劑有潛在的不利條

件，因為人體中不只有脂肪酸轉移酶會利用 FPP進行反應，像是皮膚會利用 FPP
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合成角鯊烯(Squalene)，而且 FPP還是膽固醇合成的重要中間產物，因 FPP可能

會引發其他的反應，故若以 FPP為範本的抑制劑其專一性可能不好。 

     以 FPP為範本的設計中有將焦磷酸根的氧以羰基取代，或者是以氫氧根取

代磷酸根上的氧，使得磷酸根不易被水解 46, 47，亦有以 β-carboxyphosphonic acid

以胜肽鍵與 15個碳的脂肪酸鍵結仿焦磷酸根(pyrophosphate)的結構 48。 

 

(a)                              (b) 

         

          IC50=30 nM                        IC50=75 nM 

圖 2-7 以 FPP 為模板設計之脂肪酸轉移酶抑制劑 (a) 以氫氧根取代磷酸根上的

氧 46
 (b) 在碳上以羧酸取代 48 

 

2-4  綜合綜合綜合綜合 CAAX和和和和 FPP兩種受質的抑制劑兩種受質的抑制劑兩種受質的抑制劑兩種受質的抑制劑 

Bristol-Myers-Squibb公司設計了同時仿 Ras蛋白的結構與 15個碳脂肪酸，

它保留了 15個碳脂肪酸親脂的特性使之易與酵素作用，且也保留了 AAX這個

蛋白質的辨認部位，它們以羧基或是磷酸根鍵結在一起 49，此種鍵結模式是仿硫

醇在半胱胺酸上側鏈的形式。亦有以一立體中心將 AAX與 15個碳脂肪酸鍵結

在一起 49，此抑制物 IC50為 6 nM。 

 

 

IC50=6 nM 

圖 2-8  綜合 CAAX與 FPP兩種受質為模板的脂肪酸轉移酶抑制劑 49 



11 

 

 

2-5  存在於自然存在於自然存在於自然存在於自然界界界界的脂肪酸轉移的脂肪酸轉移的脂肪酸轉移的脂肪酸轉移酶酶酶酶抑制劑抑制劑抑制劑抑制劑 

     天然的脂肪酸轉移酶抑制劑經由化學方法所亂數篩選出來，它與一般化學

合成出的抑制劑的結構大為不同，它並沒有 FPP或者是 CAAX的結構，而所進

行的機轉又分為了好幾種，像是與 FPP競爭 47, 50, 51
(IC50<50 nM)或是與 Ras蛋白

競爭，亦或是不與 FPP或是 Ras蛋白競爭 52
(IC50=30 nM )，亦有機制不明的 53。 

(a)                                      (b) 

                      

          IC50=2100 nM                           IC50=5000 nM 

(c)                                       (d) 

                     

IC50=1100 nM                        IC50=1100 nM 

圖 2-9  由亂數篩選出的天然物脂肪酸轉移酶抑制劑 (a)(b) 與 FPP競爭之天然

物抑制劑 50
 (c)(d) 不與 FPP及 CAAX競爭之天然物抑制劑 52,53 

 

第三節第三節第三節第三節  細胞穿透胜細胞穿透胜細胞穿透胜細胞穿透胜肽肽肽肽(cell-penetrating peptides) 

3-1  細胞膜的組成細胞膜的組成細胞膜的組成細胞膜的組成 

細胞膜位於細胞表面，將細胞分為內、外兩部份，因此具有控制細胞內外

物質進出的功能。構成細胞膜的主要物質為脂質和蛋白質，並結合少量醣類。細
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胞膜的結構是以磷脂質形成雙層作為基質，蛋白質則鑲嵌其中，醣類則附著在一

些面向細胞外的脂質或蛋白質上。細胞膜為細胞與環境間的分界，能控制細胞內

外物質的進出而蛋白質和醣類等大分子物質都不能直接通過細胞膜，而一些小分

子物質如水、氧氣及二氧化碳等則可以通過。 

     細胞膜中的磷脂質分子以雙層排列，構成了膜的網架，是膜的基質。磷脂

質分子為雙性分子，分為親水頭端和疏水尾端，雙層磷脂質分子之頭端皆朝向膜

的外側，疏水尾端則兩兩相接埋於膜内 (圖 2-10)，而使磷脂雙層分子之親水頭

端的内層(面對細胞質之面)與外層(面對外界之面)之結構不對稱原因，主要在於

磷脂雙層分子兩親水頭端的化學組成不同。 

     

 

圖 2-10  細胞膜結構 (圖片來源：新自然主義出版社) 

 

3-2  細胞附著分子細胞附著分子細胞附著分子細胞附著分子(Cell Adhesion Molecules, CAMs)  

     細胞附著分子(cell adhesion molecules, CAMs) 是位於細胞表面的醣蛋白

質，可當作細胞之間或是細胞與細胞外間質粘附之接受器54, 55。CAMs 可分為四

種，包括 integrins, cadherins, selectins 和免疫球蛋白家族 (immunoglobulin 

superfamily)。細胞附著分子是一種多功能的蛋白質，掌控許多調控機制；細胞

的生長，增生，分化與再生。CAMs機制是維持及形成細胞結構的關鍵，目前有
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兩種主要的附著型態，一是細胞與細胞間的作用，主要是一般的物理鍵結，另一

則是細胞與細胞間質的關係，通常與附著蛋白(adhesive protein) 有關。細胞是否

移動(cell migration) 取決於細胞附著 (cell adhesion) 與分開(detachment) 之間的

平衡，這樣的機制，可應用於研究癌症細胞的轉移。許多文獻探討CAMs(例如：

integrins 和cadherins)的結構和功能，以設計與發展具有潛力的藥物以治療癌

症、心臟及自體免疫疾病 56。某些CAMs 可以內化入 (internalized)細胞質

( cytoplasm)
57, 58。這種內化的過程可發展成標的藥物進入特定的細胞種類(例如：

cancer cells和leukemic cells)。特別是這些細胞黏附胜肽皆是由細胞外間質蛋白

質、免疫球蛋白家族和integrins 所衍生出來。 

 

3-3  RGD motif 

許多細胞黏附性胜肽( (例如RGD胜肽)可以用來辨識integrins αvβ3。文獻中

指出像是integrins 這類細胞貼附性接受器可以將胜肽鍵合物帶入細胞內。許多細

胞黏附性胜肽(例如RGD胜肽)、類胜肽化合物及蛋白質藉由和細胞黏附性接受器

結合以成為標的藥物(target drugs)的攜帶者、微脂粒(liposomes)和診斷用藥

(diagnostic agents)至特殊細胞內以增加細胞黏附性接受器 (i.e., integrin and 

immunoglobulin superfamily)的表現56, 59-61。近二十年來，陸陸續續發現許多CAMs 

並探討其細胞型態、移動和細胞分裂之功能62-64。例如，2005年Haass等人在一篇

回顧期刊中指出可應用細胞黏附分子以來探討黑色素細胞瘤中細胞之貼附、移動

和溝通之行為。細胞黏附性分子在癌症64-69、血栓形成(thrombosis)
70-72和自體免

疫疾病(如類風濕性關節炎和第一型糖尿病)上扮演重要重要角色73-75。 

近年來有許多臨床使用的抗癌藥物，將藥物經過前導藥物設計，將原先藥

物微脂胞化(liposome)
59或是加入穿越細胞膜的胜肽序列76，使藥物可以順利穿越

細胞膜的屏障。 

RGD4C胜肽 (CDCRGDCFC)是由RGD motif衍生而來的，其對於癌細胞表

面受器v3(integrins)有很高的選擇性77，RGD4C胜肽不同於RGD之胜肽對於癌
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細胞的表面受器並沒有選擇性可以與許多不同的表面受器結合，實驗証明，給予

移植了乳癌致癌因子的裸鼠接上RGD4C的doxorubicin後，發現可降低藥物的毒

性，且可增強抗癌藥的效力78。 

 

第四節第四節第四節第四節  細胞週期之調控細胞週期之調控細胞週期之調控細胞週期之調控 

真核細胞增生(cell proliferation)是生命活動的重要特徵之一。但是細胞生命

最終會有兩種結果：一、細胞分裂(cell division)，由原來的親代細胞(mother cell)

變成兩個子代細胞(daughter cells)；二、細胞死亡(cell death)：生命活動消失。細

胞增生受到調控機制的嚴密監控，不僅要遵循細胞的增生調控規律，同時還要遵

守生物整體性的調控機制。可將複雜的細胞增殖現象分為三個時期：細胞生長

期、DNA複製期、細胞分裂期，這整個過程稱為細胞週期(cell cycle)，如圖2-11。

細胞週期可分為Interphase(G0、G1、S and G2 phase)及M phase
79。 

          

圖 2-11  細胞週期的概觀圖 

(圖片來源：http://teachline.ls.huji.ac.il/72373/substance_x/cell-cycle2.jpe) 

 

4-1  sub-Gap1 phase (G0) 

此期細胞處於休眠狀態，可能為暫時性或永久性的生長停止狀態。當細胞

獲得訊號指令，會快速返回細胞週期，分裂增殖。例如結締組織中的纖維母細胞，

平時並不分裂，一旦組織受到傷害，它們會快速返回細胞週期，分裂產生大量纖

維母細胞，分佈於受傷部位，使傷口快速癒合。 
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4-2  Gap 1 phase (G1) 

此期之細胞開始生長，細胞大小增加，同時產生 RNA 及合成蛋白質，目

的是 DNA複製做好準備。在 G1 的晚期有一個特定時期，稱為限制點(restriction 

point)或檢查點(checkpoint)。如果細胞走向分裂，細胞內 DNA 經過檢查點檢查

無誤之後，便可以進入 S期，開始合成 DNA。 

 

4-3  Synthesis phase (S) 

此期為 DNA 合成期。為了使分裂後的二個子細胞相似，必須複製 DNA 使

其含量為原來的一倍。 

 

4-4  Gap 2 phase (G2) 

DNA複製到有絲分裂的期間，此時細胞核內 DNA 的含量由 G1期的 2倍

體變成 4 倍體。G2 期也有限制點存在，檢查 DNA是否完成複製，細胞是否生

長至合適大小，環境因素是否有利於細胞分裂等。 

 

4-5  Mitosis phase (M) 

細胞分裂期，這個階段的細胞會停止生長及停止蛋白質合成，所有細胞的

能量集中在複雜而有規律性的細胞分裂，以期得到兩個相似之子細胞。 

 

4-6  調控細胞週期的蛋白質調控細胞週期的蛋白質調控細胞週期的蛋白質調控細胞週期的蛋白質 

當 DNA 受損時，週期便無法通過檢查點(checkpoints)而停滯 (Cell cycle 

arrest)，此時細胞內會進行 DNA 的修復，一旦修補完成時才進入下一期，若是

發現有無法彌補的錯誤時，細胞則選擇走向凋亡 (apoptosis)，以避免錯誤遺傳至

下一代 80。 

在真核細胞中，調控細胞週期進行、細胞的增生是經由活化一系列特殊的
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Cyclin-CDK 結合物(Cyclin-CDK complex)。各種抑制增生(anti-proliferative)訊

號，包含有 DNA損傷(DNA damage)、分化(differentiation)、接觸性抑制(contact 

inhibition)、和衰老(senescence)等等訊號，會促使 CDK之抑制物作用而對細胞週

期進行負向調控 81。 

調控細胞週期的蛋白稱為 Cyclin，而進行 Cyclin 活化的則是一些

Cyclin-dependent kinases (CDKs)。這些 Cyclin與 CDKs會形成複合物，此複合物

的活化與分解則負責調節週期的進行。Cyclins家族，主要被合成於細胞週期中。

目前已知至少有 8種 Cyclins的存在，分別為 A、B1,2,3、C、D1,2,3、E、F、G 及

H，這些 Cyclins在 N-端與 CDKs鍵結處皆具有約 150個胺基酸相同的區域，稱

之為 cyclin-box，可作為媒介，並參與 Cyclin與 CDKs的結合 82。 

 

第五節第五節第五節第五節  細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡(Apoptosis) 

5-1   細胞凋亡之定義細胞凋亡之定義細胞凋亡之定義細胞凋亡之定義 

細胞凋亡(apoptosis)一詞最早是在 1972年由病理學家 John Kerr所提出 83，

原本字面的意思是指樹葉凋落或掉落。細胞凋亡又被稱為生理上的細胞死亡

(physiological cell death)或是程序性的細胞死亡(programmed cell death)，在生理上

扮演著相當重要的角色 84。例如：在胚胎發育或是精子的形成過程中都會發生細

胞凋亡。除此之外，當正常的細胞受到傷害而發生基因突變時，也會自動引發細

胞凋亡的機制使突變的細胞死亡，避免突變的遺傳 85。 

 

5-2   細胞凋亡時之分期與細胞壞死細胞凋亡時之分期與細胞壞死細胞凋亡時之分期與細胞壞死細胞凋亡時之分期與細胞壞死(necrosis)之分別之分別之分別之分別 

細胞凋亡主要是發生在單一細胞中。它可分為兩個時期，早期(early stage)

以及晚期(late stage)。細胞凋亡早期時，會出現染色質濃縮(compaction of nuclear 

chromatin)、細胞質濃縮(condensation of cytoplasm)以及細胞皺縮(shrunken)等特

徵；到了晚期，細胞核會開始發生裂解，然後形成凋亡小體(apoptotic bodies)
86。

在細胞凋亡過程中，並不會發生胞器或是胞膜破裂，因此不會引起發炎反應或危
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害到周圍組織。 

     細胞壞死會同時發生在一群細胞，也可分為早期與晚期兩個時期。在細胞

壞死早期，細胞內之胞器會脹大，細胞膜也會破裂；到了晚期細胞膜也發生破裂

87-90。由於細胞發生破裂，因此會釋放出一些發炎物質而引起局部發炎反應，傷

害到鄰近的細胞或組織。 

 

5-3   細胞凋亡時的特徵細胞凋亡時的特徵細胞凋亡時的特徵細胞凋亡時的特徵 

細胞凋亡是一種保護性的死亡，決定凋亡的細胞自己先悄悄的引發一連串

的生化反應，最後再將自己切割成數個小顆粒而終被鄰近細胞吞噬消化，此種細

胞死亡過程完全不影響其他周遭細胞的生理運作，乃是細胞凋亡最大特色之一，

其與一般的死亡有很大的不同。 

 

5-3-1  DNA降解降解降解降解 

當細胞凋亡進入晚期時，細胞內的核酸內切酶會被活化而將DNA隨之分

解，產生180~200 bp的DNA片段。此時藉由1.8%的凝膠進行電泳時，會出現特殊

的梯形電泳帶。此為細胞凋亡時之明顯特徵91。 

 

5-3-2  細胞鈣離子濃度改變細胞鈣離子濃度改變細胞鈣離子濃度改變細胞鈣離子濃度改變 

     細胞凋亡早期時可偵測到細胞內鈣離子濃度之上升92。研究發現Ca
2+ 增加

與ATP一起作用於染色質，使原來折疊的很緊的染色質變鬆散，露出親水部分，

以便DNA水解。 

 

第六節第六節第六節第六節  圓二色光譜圓二色光譜圓二色光譜圓二色光譜(Circular Dichroism Spectroscopy；CD) 

6-1  圓二色光譜原理圓二色光譜原理圓二色光譜原理圓二色光譜原理 

       圓二色光譜中提到的平面偏極光放射(plane-polarized radiation)是由兩個

相等的圓形偏極光所組成之特定吸收，這兩個圓形極化光分別為左圓偏極光(left 
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circularly polarized)及右圓偏極光(left circularly polarized)。而這個效應的產生必

須有下列幾種情形：(1)結構本身具有光學活性的發光團(chromophore)(2)有共價

連接一個光學活性中心的發光團(3)存在於一個不對稱(asymmetric)的環境中。所

謂右圓偏極光的定義是觀察者朝光源的方向看時，其電向量或磁向量為順時針方

向旋轉，旋轉的頻率與光源頻率相同，同理可推論左圓偏極光定義(圖2-12)。當

這道平面極化光通過光學活性物質之後，電向量的最大振幅不在被限制在原來的

平面上，而是橢圓的形式出現，當極化光透過光學活性物質時對左圓偏極光及右

圓偏極光會有不相等的吸收，  重新結合組成變成橢圓形此為橢圓偏極化

(elliptically polarized)(圖2-13)，稱為圓二色(circular dichroism，CD)。 

 

圖2-12  電場和磁場互相行進方向及左、右圓偏極光定義圖93
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圖2-13  (a)顯示左圓及右圓偏極光如何結合：(I)兩個波長向量為相同的振幅，為

平面偏極光的結果(II)兩個波長向量為不同的振幅，顯示不在是圓而是橢圓(b)顯

示吸收及CD光譜的關係：數字1 表示無活性中心，數字2 表示正的CD光譜，數

字3 表示負的CD光譜93
 

 

6-2  圓二色光譜於蛋白質及胜圓二色光譜於蛋白質及胜圓二色光譜於蛋白質及胜圓二色光譜於蛋白質及胜肽肽肽肽上的應用上的應用上的應用上的應用 

     圓二色光譜廣泛的運用在研究蛋白質及胜肽於溶液中的二級結構，且其靈

敏度很高。蛋白質的二級結構基本上包括了無序纏繞(random coil)、α-螺旋(α- 

helix)、β-褶板(β-sheet)及翻轉(turn)。這些基本結構和胜肽鍵(peptide bond)(C
α
-N)

的型構有關。一般在研究胜肽結構特性上，所設定的波長範圍多介於180～270 nm 

之間，這個波長範圍是屬於n →π
＊
及π→π

＊
的電子能階躍遷(圖2-14)，而此能階能

差會隨著胜肽的二級結構不同而有所差異，所以我們可用於分析不同的二級結構

類型例如：α-螺旋(α-helix)、β-褶板(β-sheet)、翻轉(turn)及無序纏捲(random coil)

等構型。 

 

圖 2-14 胺基(amide group)在Far-UV區域的電子轉移圖。πn為鍵結，πnb為非鍵

結，π*為反鍵結94
 

 

由實驗歸納以波長(λ)對橢圓率(θ)作圖，當有螺旋結構時在波長192nm會有

一最高值，而在波長208及222 nm會有兩個相對低值，有β-褶板結構時在波長195 
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nm會有一最高值，而在波長217 nm會有一個相對低值，有翻轉結構時在波長205 

nm 會有一最高值，而在波長190 nm會有一個相對低值，為無序纏捲結構時在波

長217 nm會有一微弱的高值，而在波長197 nm會有一個低值(圖2-15)
94-97。 

 

 

圖 2-15  聚合胜肽二級結構Far-UV之圓二色光譜93
 

 

第第第第七七七七節節節節  研究動機與目的研究動機與目的研究動機與目的研究動機與目的 

      本論文是以CAAX為模板來設計一系列脂肪酸轉移酶抑制劑，而且根據文

獻探討得知當A為脂肪族胺基酸時則對脂肪酸轉移酶有較好的抑制效果，故我們

先是設計一系列針對脂肪酸轉移酶(farnesyltransferase)的類胜肽抑制劑，其序列

為LysCysAASer (A=脂肪族胺基酸)，由這一系列預估抑制效力不錯的序列找出最

具抑制效力的前導藥物 (lead compound)，亦探討當A為非脂肪族胺基酸時對於脂

肪酸轉移酶的抑制效果，且我們亦在此設計胜肽的N端接上RGD4C序列，期望

RGD4C序列能夠將我們設計之胜肽帶入細胞內，影響訊息的傳導。 
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第三章第三章第三章第三章 材料方法材料方法材料方法材料方法 

第一節第一節第一節第一節  實驗設計與流程實驗設計與流程實驗設計與流程實驗設計與流程 

     本篇論文實驗設計，首先設計胜肽並合成，而後以逆向高效能液相層析儀

分析純化合成胜肽，再以MALDI-TOF-MS鑑定其分子量，而後將已確認純化後

之胜肽以MTT assay、流式細胞技術及圓二色光譜分析(見圖3-1)。 

 

 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-1  實驗設計與流程 

 

胜肽設計與合成(固相胜肽合成, Solid phase 

peptide synthesis, SPPS ) 

胜肽之分析與純化 

(逆向高效能液相層析法, reverse phase- high-performance liquid 

chromatography；RP-HPLC) 

胜肽分子量鑑定 (基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀,Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometer, MALDI-TOF MS) 

胜肽之體外生物活性測

試 (MTT Assay) 

 

細 胞 週 期 分 析 

(Flow cytometry) 

 

胜肽之二級結構分析 

(圓二色光譜, Circular Dichroism 

Spectroscopy, CD) 
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第二節第二節第二節第二節 胜胜胜胜肽肽肽肽設計合成設計合成設計合成設計合成、、、、分析分析分析分析、、、、純化及鑑定純化及鑑定純化及鑑定純化及鑑定 

2-1  固相胜固相胜固相胜固相胜肽肽肽肽合成合成合成合成 (Solid-phase Peptide Synthesis；；；；SPPS) 

固相胜肽合成法是由 Merrifield 在 1963年所發表的實驗方法 98，這項技術

被廣泛應用在合成大量胜肽。本實驗採用固相胜肽合成技術，並應用 Fmoc 

Chemistry
99進行線狀胜肽合成。設計之胜肽序列列於表 3-1。 

 

表 3-1  設計之胺基酸序列 

Peptide 

number 

Peptide 

sequence 

Peptide 

number 

Peptide 

sequence 

FTI-1 KCVLS FTI-10 KCELS 

FTI-2 KCLLS FTI-11 KCRLS 

FTI-3 KCLIS FTI-12 KCYLS 

FTI-4 KCLVS FTI-13 KCERS 

FTI-5 KCILS FTI-14 CDCRGDCFCKCVLS 

FTI-6 KCIIS FTI-15 CDCRGDCFCKCLLS 

FTI-7 KCIVS FTI-16 CDCRGDCFCKCIIS 

FTI-8 KCVIS FTI-17 CDCRGDCFC 

FTI-9 KCVVS   
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圖3-2  設計胜肽FTI-1~9之結構 

 

當 R2為 Leu時，其抑制癌細胞生長的能力較好 

(FTI-1、FTI-2及 FTI-5) 
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2-1-1  固相胜固相胜固相胜固相胜肽肽肽肽合成實驗材料合成實驗材料合成實驗材料合成實驗材料 

     固相胜肽合成之材料與設備分別購買於不同的廠商，其相關資料整理於表

3-2。 

 

表 3-2  胜肽合成所需之材料、設備及購買廠商 

材材材材 料料料料 購買廠商購買廠商購買廠商購買廠商 備備備備 註註註註 

Rink amide resin NOVA Biochem. 胺基酸之固著物 

具 N
α
-Fmoc保護基的氨基酸 ANA SPEC 

N 端具 Fmoc，側鏈具保護
基之胺基酸 

HBTU(O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'- 
Tetramethyluronium Hexafluorophosphate) 

 

HOBt (1-hydroxybenzotriazole)  

DIEA (N,N-Diisopropylethamine) SIGMA 

活化胺基酸 C 端之試劑 
(Coupling reagents) 

DMF (N,N-dimethylformamide) Fisher Chemicals 溼潤 resin 

TFA (Trifluoroacetic acid) 
Alfa Aesar 
-Lancaster 

將合好之胜肽由 resin切下 

Piperidine TEDIA 去除胺基酸 N 端 Fmoc 

DCM (Dichloromethane)  膨大 resin 

Column PD-10 (17-0435-01) 
Amersham 
Biosciences 

反應針筒 

設設設設 備備備備 購買廠商購買廠商購買廠商購買廠商 

自動旋轉器 (Model. SD-50) Young chenn 

真空萃取裝置 (SPE Vacuum manifold) Great tide 

冷凍乾燥機 (FD3-12P) Kingmech 
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2-1-2  固相胜固相胜固相胜固相胜肽肽肽肽合成合成合成合成實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

     首先，先將Rink amide resin，Fmoc[4-(2',4'- Dimethoxyphenyl-aminomethyl- 

phenoxy-acetamido-norleucylaminomethyl resin]上N
α
-Fmoc保護基去除：於含有

Rink amide resin的反應針筒內加入5 mL的30% Piperidine/DMF混合反應30分

鐘，重複兩次；再加入5 mL DMF，混合反應5分鐘，重複三次，而後將第一個側

鏈保護(side-chain protected)的Fmoc-amino acid (2 equivalent)利用耦合試劑(2 

equivalent of HBTU + 2 equivalent of HOBt + 2 equivalent of DIEA)結合至Rink 

amide resin (1 equivalent)上，再將結合至Rink amide resin之第一個側鏈保護的

Fmoc-amino acid的N端Fmoc保護基利用去保護基試劑(30% piperidine in DMF)除

去，重複上述之結合反應及去Fmoc保護基反應將其餘每一個具側鏈保護

(side-chain protected) 之 Fmoc-amino acid 依 序 結 合 至 resin 上 ， 得 到

aa
1
-aa

2
-aa

3
-----aa

n 
–Rink amide resin, n代表胜肽中胺基酸(aa= amino acid)之位置見

圖3-2。最後利用裂解劑(95% TFA in H2O)將胜肽aa
1
-aa

2
-aa

3 
--- -aa

n 與Rink amide 

resin裂解分離並使側鍊保護基去除。胜肽混合液用氮氣(N2)吹去後呈黏稠狀，加

2 mL的冰乙醚沉澱出白色固體即是胜肽粗產物，需要進一步由逆向高效能液相

層析法純化。 

 

表3-3 胺基酸之側鍊保護基 

保護基  

不具側鍊保護基 Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, Val 

tBu Asp, Glu, Ser, Thr, Tyr 

Trt Cys, Gln, His, Asn 

Pbf Arg 

Boc Lys 
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圖 3-3  SPPS流程圖，@裂解試劑：A. 0.5 mL D.I. H2O+9.5 Ml TFA、B. 0.125 mL 

EDT+0.25 mL thioanisole+ 0.5 mL D.I. H2O+ 10 mL TFA及C. 0.25 mL EDT+ 0.25 mL D.I. H2O+ 

9.5 mL TFA 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-4  去除 Fmoc保護基之機制 
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圖 3-5  胜肽與樹脂偶合之機制 

 

圖 3-6  以 TFA 將胜肽從樹脂上切下之機制    

2-2 應用逆向應用逆向應用逆向應用逆向高效能液相層析法分析及純化高效能液相層析法分析及純化高效能液相層析法分析及純化高效能液相層析法分析及純化合成胜合成胜合成胜合成胜肽肽肽肽 
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     液相層析法  (reverse phase high-performance liquid chromatography；

RP-HPLC )之發展始於 1964-65年間，為樣品中各成分在不互溶之兩相間以物理

方法加以分離。 

 

2-2-1  逆向逆向逆向逆向高效能液相層析高效能液相層析高效能液相層析高效能液相層析實驗材料實驗材料實驗材料實驗材料及設備及設備及設備及設備 

     逆向高效能液相層析所需之材料及設備，分別購自於不同的廠商，相關資

料整理於表 3-4。 

 

表 3-4  逆向高效能液相層析所需之材料、設備及購買廠商 

材 料 購 買 廠 商 

TFA (Trifluoroacetic acid) Alfa Aesar -Lancaster 

Acetonitrile ECHO  Chemical Company 

0.2 µm filter MSI 

設 備 購 買 廠 商 

逆向高效能液相層析儀 Hitachi 

RP-HPLC column (250 ×10.0 mm, particle size 5 µm, 
Polaris 5u C-18A, 100 RP-18) 

Varian 

 

微量注射器 (CHA-750RN) 

玻璃過濾裝置 (AK95375-00000) 
KONTES 

 

2-2-2  逆向高效能液相逆向高效能液相逆向高效能液相逆向高效能液相層析層析層析層析之之之之實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

     欲分離的合成胜肽，首先溶解於適當的溶劑中，注入所選擇的管柱(column)

中，再以高壓輸入移動相，由於為移動相與固定相之間的配比係數(partition 

coefficient) 不同，樣品中因為固定相中各成分停留時間不一，得以分離；樣品中

成分經 UV 光源 225 nm偵測後之數據(滯留時間，retention time, Rt) 呈現在積分

儀的圖上。分離之最佳狀況可由進速度，孔徑及離析率調配而求得。本研究將逆

向高效能液相層析儀之偵測波長設定為 225 nm，以 4 mL/min 的速度，10 µm孔

徑的 C18管柱來制定最適當之離析率，HPLC 溶劑配製為：solution A 是 4L D.I. 
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Water + 0.05 % Trifluoroacetic acid (TFA) ，solution B 是 4 L Acetonitrile + 0.05 % 

Trifluoroacetic acid (TFA) ，分配比例如表 3-5。 

欲分析或純化的樣品需於分析或純化前，先以孔徑 0.2 µm 針筒過濾器(filter)

過濾。過濾後之樣品注射至儀器前，須先去除儀器微流管柱內及移動相氣泡

(purge)，在不注射樣品的條件下讓儀器以我們所設之梯度沖洗管柱，以確認管柱

內沒有殘存的干擾物。若有雜訊出現，應設定適當條件(流速、溶劑配比係數)將

管柱清洗乾淨後，再行樣品分析。樣品注入樣品注射閥，此時樣品仍停留於閥內，

注射閥箭頭停留在 load 位置；待逆向高效能液相層析儀與積分儀的同步化操作

完成，將閥門往下推至 inject，樣品就進入 RP-C18管柱進行層析。積分儀隨著樣

品成分於不同時間出現面積大小不一的波峰(peak)，此時若要進行純化可依積分

儀出現的波峰，個別收集每個波峰出現時逆向高效能液相層析所層析出的液體，

經冷凍乾燥，便得到純化的白色乾燥粉末。 

 

表 3-45  RP-HPLC 純化胜肽移動相分配比例 

Time (min) Solution A (%) Solution B (%) 

0 

30 

35 

40 

48 

90 

10 

10 

90 

90 

10 

90 

90 

10 

10 

 

2-3  應用應用應用應用基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀分析和鑑定分析和鑑定分析和鑑定分析和鑑定合成胜合成胜合成胜合成胜肽肽肽肽 

    基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀(Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionisation－Time of Flight －Mass Spectrometry, MALDI-TOF-MS) 是利用UV雷

射光(波長337 nm)將分子量高且非揮發物的樣品像是蛋白質或胜肽離子化後，再

進行質譜分析。 

2-3-1  基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀材料與設備材料與設備材料與設備材料與設備 
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     MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization)代表來源 (source)，也就

是離子化的部份，TOF是time of flight的縮寫，MS代表質析 (mass analyzer)的部

份，將待測物胜肽與基質混合，基質中的微小分子，會吸收特殊波長的光，成份

包括2,5-dihydroxybenzoicacid、3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic 

acid)，以及 α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid，此MALDI-TOF-MS系統購自

Bruker，型號為microflex 系統。其中，我們使用的基質是alpha-cyano-4-hydroxy 

cinnamic acid (CHCA)，它適用於分子量小於10 KDa的小分子胜肽。 

 

2-3-2  基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀分析方法分析方法分析方法分析方法 

本實驗胜肽鑑定是委託本實驗室吳俊蔚同學進行MALDI-TOF-MS操作。我

們使用的基質是α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)。混合物置於平盤上，讓

水份或其它溶劑揮發到空氣中，造成樣品內部晶格(crystal lattice)的形成，再把樣

品放到source的部份，source這兒提供雷射光，基質的化學物質吸收光子而激發

電子，釋放的能量轉到樣品中的胜肽上，離開基質表面進入空氣中。 
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第三節第三節第三節第三節  應用體外應用體外應用體外應用體外細胞細胞細胞細胞實驗評估合成胜實驗評估合成胜實驗評估合成胜實驗評估合成胜肽肽肽肽之生物活性之生物活性之生物活性之生物活性 

     本實驗利用 MTT assy 及流式細胞技術評估設計胜肽之細胞存率及細胞週

期，並以 MTT assy 探討設計胜肽之結構與活性關係。 

 

3-1  細胞培養之常用細胞培養之常用細胞培養之常用細胞培養之常用藥品試劑藥品試劑藥品試劑藥品試劑及設備及設備及設備及設備 

     細胞培養相關實驗之常用藥品試劑及設備，分別購自於不同的廠商，相關

資料整理於表 3-6。 

 

表 3-6  細胞培養相關實驗之藥品、試劑、設備及購買廠商 

材 料 備 註 購 買 廠 商 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s) 
Medium 

細胞培養 

Trypsin  

Penicillin-Streptomycin  

GIBCO Corporation (Grand 
Island, NY, USA) 

Fetal Bovine Serum (FBS)  Biological industries 

KH2PO4 PBS配製 

KCl  
Merck (New Jersey, USA) 

Na2HPO4  

NaCl  

Trypan blue 細胞染色 

NaHCO
3
 Medium配置 

Sigma-Aldrich (St. Louis, 
Mo, USA) 

DMSO (dimethyl sulfoxide) 抗凍劑 

MTT 

(3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diph

enyl tetrazolium bromide) 

細胞存活實驗 

Ethanol 消毒 

Merck (New Jersey , USA) 
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3-2  細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養之方法之方法之方法之方法 

3-2-1  細胞培養液的配製細胞培養液的配製細胞培養液的配製細胞培養液的配製  

將 DMEM 粉末溶於 4.5 L 已滅菌之 Mili-Q 去離子水中，加入 23.5 g 的

NaHCO
3
，再用 HCl調整 pH至 7.2~7.4 後，以 Mili-Q 已滅菌之去離子水補足體

積至 5公升，再以 0.22 µM過濾器過濾滅菌。配置好的 DMEM 細胞培養液需再

添加抗生素 (Penicillin-Streptomycin, 0.1 %)與 10%的胎牛血清 (fetal bovine 

serum，FBS) ，儲存於 4℃冰箱備用。 

 

3-2-2  人類乳癌人類乳癌人類乳癌人類乳癌細胞株的培養細胞株的培養細胞株的培養細胞株的培養 

     實驗進行前，無菌室和無菌操作臺以紫外燈照射36-60分鐘，以70%的酒精

擦拭無菌操作臺面，並開啟無菌操作台風扇運轉10分鐘後，才開始實驗操作。所

有進入無菌操作臺的器物均需先噴灑70%酒精，有蓋容器旋開瓶蓋前均需先過

火。 

     人類雌激素依賴型乳癌細胞株(human estrogen receptor (ER)- dependent 

breast cancer cells, MCF-7) 
100購自新竹食品工業研究所。MCF-7以DMEM培養液

培養於37℃、5% CO2的培養箱中；繼代培養 (subculture) 時，先以PBS清洗1至2

次，再加入約2 mL的Trypsin- EDTA搖晃30秒倒去，再置入CO2培養箱約5分鐘，

再以約10 mL的培養液將細胞沖下，最後分種於新的細胞培養瓶(flask)中，每一

培養瓶中注入約1～5×10
6個細胞，定期以Trypan blue染色，利用血球計數盤

(hemocytometer)計數細胞數目，維持細胞密度與總數。 

 

3-2-3  細胞冷凍保存細胞冷凍保存細胞冷凍保存細胞冷凍保存 

     細胞冷凍的原則為慢凍，且在約為 80-90%之緻密度可使冷凍保存之細胞

生長良好，且處於存活率高之狀態，但仍需注意冷凍保護劑之品質，DMSO應
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為試劑級等級，無菌且無色(以 0.22 micron FGLP Telflon過濾或是直接購買無菌

產品)，以 5-10 mL小體積分裝，4℃避光保存，勿作多次解凍。冷凍保存之細

胞濃度為 2～8×10
6 

cells/mL，冷凍保存劑之濃度為 10% DMSO。 

     細胞冷凍保存之操作步驟為：冷凍前一日更換培養液，觀察細胞生長情

形。配製冷凍保存溶液：將 DMSO加入新鮮培養液中，最後濃度為 10%，混合

均勻，置於室溫下待用。取少量細胞懸浮液(約 0.1 mL)計數細胞濃度。之後離

心 1500 rpm，5 分鐘，去除上清液，加入適量冷凍保存溶液，使細胞濃度為 2

～8×10
6 

cells/mL，混合均勻，分裝於已標示完全之冷凍保存管中，1 mL/vial。

冷凍保存方法：冷凍管放入 5 公分厚的保麗龍盒中置於-80℃冰箱，24 小時之

後隔日置入液態氮中長期儲存。 

 

3-2-4  冷凍細胞之活化冷凍細胞之活化冷凍細胞之活化冷凍細胞之活化 

     冷凍細胞之活化原則為快速解凍，以避免冰晶重新結晶而對細胞造成傷

害，導致細胞之死亡。細胞活化後，約需數日，或繼代一至二代，其細胞生長或

特性表現才會恢復正常。冷凍的細胞快速解凍的方法為：將冷凍管由液態氮筒中

取出，立即放入 37℃水槽中快速解凍，輕搖冷凍管使其在3分鐘內全部融化，以

70%酒精擦拭保存管的外部，移入無菌操作臺內。取出解凍之細胞懸浮液，緩緩

加入有培養液之細胞培養瓶中，混合均勻，放入CO2培養箱培養。在解凍培養後

隔日將培養液更新且利用倒立式位像差顯微鏡觀察細胞貼附增生情形。  

 

3-3  人類乳癌細胞存人類乳癌細胞存人類乳癌細胞存人類乳癌細胞存活率之測定活率之測定活率之測定活率之測定 

此部分實驗目的在於觀察我們所設計之不同濃度的胜肽是否會影響人類乳

癌細胞MCF-7的細胞存活率。本實驗使利用MTT(3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl] 

-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)法判定。 
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3-3-1  MTT Assay原理原理原理原理 

MTT Assay或稱Tetrazolium assay是一般常用的細胞毒性試驗方法，原理為

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide黃(MTT)色水溶性固

體可被細胞內粒腺體 (mitochondria)中的去氫酵素 (dehydrogenase)代謝，將

tetrazolium ring 切 斷 還 原 呈 紫 色 不 溶 性 沈 澱 物 formazan 

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyl-formazan) (圖 3-1)
101，而後以DMSO

溶解，其吸光值(O.D.)為540 nm。因活細胞才具有活性的粒腺體酵素，故所測

得的吸光值會與活細胞數量成正比關係，因此我們利用formazan產量的多寡來

評估細胞的存活率。 

 

圖 3-7  活細胞代謝產生 formazan 之反應圖 

 

3-3-2  細胞細胞細胞細胞存活率實驗步驟存活率實驗步驟存活率實驗步驟存活率實驗步驟 

     將含有5×10
4
 cells/mL之人類乳癌細胞以DMEM培養液，培養細胞於24孔

細胞培養盤(200 µL/well)中，加入不同濃度之合成胜肽(終濃度為25、50、75與

100 µM)，在5% CO2、37 ℃的條件下，分別培養24與48小時後，加入150 µL/well

之MTT試劑與細胞共同培養1小時後，再加入300 µL/well之DMSO，最後利用

ELISA reader (Versamax, Sunnyvale, CA, USA)測量540 nm之吸光值。 
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3-4  利用流式細胞儀分析利用流式細胞儀分析利用流式細胞儀分析利用流式細胞儀分析人類乳癌細胞株細胞週期人類乳癌細胞株細胞週期人類乳癌細胞株細胞週期人類乳癌細胞株細胞週期 

     流式細胞儀之設計結合了細胞生物學、流體力學、光學及免疫學等原理，

利用具有專一性的探針(probes)與抗體，可針對單一細胞進行偵測，配合適當的

染劑更可執行多功能的評估，包括不同淋巴球的區分、核酸含量、酵素活性、脂

質種類及細胞內新陳代謝產物...等。 

 

3-4-1  細胞週期實驗之原理細胞週期實驗之原理細胞週期實驗之原理細胞週期實驗之原理 

     Propidium iodium (PI) 為一種具有螢光的核酸染劑，可專一性的嵌入細胞

內的DNA。在正常的情況下，PI並無法自由穿透細胞膜完整的活細胞。當細胞死

亡時會進行細胞壞死(Necrosis)或細胞凋亡(Apoptosis)的路徑，死亡的細胞其細胞

膜會失去完整性(membrane integrity)
102。以PI進行染色時，死亡的細胞，因其細

胞膜破裂，PI可進入細胞內和核酸結合；存活的細胞，因其細胞膜完整，PI無法

和細胞內的核酸結合。PI進入細胞核內，利用其帶有正電荷的特性與DNA間靜電

交互作用的結合而嵌入雙股DNA上，在波長488 nm的雷射光激發下，可釋放出

波長636 nm的螢光。經由流式細胞儀偵測PI激發之螢光，則可反應細胞內DNA

狀態或進行細胞週期的分析。 

 

3-4-2  細胞週期實驗步驟細胞週期實驗步驟細胞週期實驗步驟細胞週期實驗步驟 

     將 2 mL含 1×10
6 

cells種植至 6孔洞平盤之每個孔洞中，放入 37℃、5% CO2

的培養箱進行培養。隔天加入 100 µM 我們所設計之胜肽至 6孔洞平盤中，放入

37℃、5% CO2進行培養， 於 24 與 48小時後檢測細胞週期改變的情形。 

     利用塑膠吸管從每一個孔洞將medium吸取至離心管，加入2 mL PBS緩衝液

至平盤中清洗，輕搖晃平盤並吸取PBS緩衝液至離心管，加入約500 uL的胰蛋白

酶(trypsin-EDTA)使貼附的細胞從平盤上分離，接著加入2 mL PBS緩衝液至平盤

並吸取PBS緩衝液至離心管，進行1500 rpm，5分鐘離心。倒掉上清液，將細胞

完全均勻打散後，再加入2 mL PBS緩衝液至離心管，進行1500 rpm，5分鐘的離
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心。倒掉上清液，再將細胞完全均勻打散後，以約4℃的70%酒精/PBS進行細胞

固定步驟(震盪器以低速度震盪，一滴一滴緩慢將酒精滴入)，隨後將細胞固定步

驟完成的樣品置於-20℃冰箱存放。 

     隔天，將樣品從冰箱取出後離心1500 rpm、5分鐘以去除酒精，之後將細胞

完全打散。加入2 mL的PBS緩衝液清洗並離心。將完全均勻打散的細胞加入500 

µL的PI stain染劑(表3-7)，避光培養40分鐘37℃。以1 mL的pipette在15 mL離心管

中抽吸數次後，利用過濾膜過濾，再將細胞移至流式細胞儀專用管避光。以流式

細胞儀(Flow cytometry; FACS，Becton Dickinson)進行分析，數據以Cell Quest


軟體進行處理分析。 

 

表 3-7  PI (propidium iodide) stain solutioln配方 

組 成 最終濃度 初濃度 體積 (mL) 

Propidium iodide (PI) 50  g/mL 1 mg/mL 2.5 

Triton-100 0.05% 5% 0.025 

RNase A 0.1 mg/mL 2 mg/mL 2.5 

1X PBS - - 45 

總體積 50 mL 

*RNase A儲存於-20℃，PI stain儲存於 4℃ 

 

3-5  統計分析統計分析統計分析統計分析 

     本研究中所得之資料皆以SPSS 8.0版套裝軟體進行統計，以單因數變異數

分析(One-way ANOVA)進行組內之比較，再以Duncan multiple range test 比較各

組間之差異顯著性，實驗結果的數值皆以平均值±標準誤差(means ± SE)表示，差

異之顯著程度訂為 p < 0.05。  

 

第四第四第四第四節節節節  應用應用應用應用圓二色光譜圓二色光譜圓二色光譜圓二色光譜分析設計胜分析設計胜分析設計胜分析設計胜肽肽肽肽之二級結構之二級結構之二級結構之二級結構 

圓二色光譜(Circular Dichroism Spectroscopy, CD)中提到的平面偏極光放射

(plane-polarized radiation)是由兩個相等的圓形偏極光所組成之特定吸收，這兩個
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圓形極化光分別為左圓偏極光 (left circularly polarized)及右圓偏極光 (right 

circularly polarized)。而這個效應的產生必須有下列幾種情形：(1)結構本身具有

光學活性的發光團(chromophore)(2)有共價連接一個光學活性中心的發光團(3)存

在於一個不對稱(asymmetric)的環境中。所謂右圓偏極光的定義是觀察者朝光源

的方向看時，其電向量或磁向量為順時針方向旋轉，旋轉的頻率與光源頻率相

同，同理可推論左圓偏極光定義(圖2-13)
103。當這道平面極化光通過光學活性物

質之後，電向量的最大振幅不在被限制在原來的平面上，而是橢圓的形式出現，

當極化光透過光學活性物質時對左圓偏極光及右圓偏極光會有不相等的吸收， 

重新結合組成變成橢圓形此為橢圓偏極化(elliptically polarized)(圖2-14)
93，稱為圓

二色(circular dichroism，CD)。 

 

4-1  圓二色光譜材料與設備圓二色光譜材料與設備圓二色光譜材料與設備圓二色光譜材料與設備 

本實驗委託本實驗室陳丘泓學長至中研院操作，使用圓二色光譜(Jasco-815, 

Japan)偵測我們所設計之FTI-6與FTI-16，欲比較其結構上差異。 

 

4-2  圓二色光譜之實驗方法圓二色光譜之實驗方法圓二色光譜之實驗方法圓二色光譜之實驗方法 

對蛋白質二級結構的變化十分靈敏，所以常被用來探討蛋白質與胜肽的二

級結構，圓二色光譜實驗條件為所有光譜皆於25 ℃進行測量，使用的樣品槽厚

度為0.1 cm。經由3次掃描得到每一個CD光譜，測量波長範圍從180 nm 掃至260 

nm，解析度設0.5 nm，掃描速度為100 nm/min，response time為4 sec，band width

設為1.0 nm。胜肽濃度為5 Μ， 
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第四章第四章第四章第四章 結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論 

第一節第一節第一節第一節  胜胜胜胜肽肽肽肽之合成之合成之合成之合成、、、、純化及鑑定結果純化及鑑定結果純化及鑑定結果純化及鑑定結果 

1-1  應用應用應用應用逆向高效能液相層析法分析及純化逆向高效能液相層析法分析及純化逆向高效能液相層析法分析及純化逆向高效能液相層析法分析及純化合成合成合成合成胜胜胜胜肽肽肽肽 

     設計之胜肽經固相胜肽合成法完成後，將胜肽從樹脂固著物切下得到粗產

物，所得到的粗產物利用初步分析。逆向高效能液相層析儀的分離機制係由胜肽

與固定相與移動相之間相互疏水作用力不同，使樣品於層析管柱之滯留時間不同

而分離出來。胜肽經由逆向高效能液相層析儀分析並純化收集所得的層析圖譜整

理如附件圖 4-1 至 4-17，其滯留時間(Rt)見表 4-1，由於分析之樣品為粗產物，

因此主產物及副產物皆會被測得。純化時即根據滯留時間個別收集，純化後則需

再經逆向高效能液相層析儀確認，結果可得到一明顯的主峰，顯示胜肽經純化

後，除了主產物外，副產物濃度極低。合成好的胜肽經逆向高效能液相層析儀分

析再經由質譜儀(MALDI-TOF) 鑑定是否為正確的分子量，感謝本實驗室楊佳昕

同學合成及純化 FTI-17。 

表 4-1  胜肽在 HPLC 的滯留時間 

Peptide 

number 

Rt (min) Peptide 

number 

Rt (min) 

FTI-1 15.69 FTI-10 15.39 

FTI-2 16.36 FTI-11 12.55 

FTI-3 16.06 FTI-12 15.67 

FTI-4 15.99 FTI-13 12.24 

FTI-5 15.49 FTI-14 9.65 

FTI-6 15.97 FTI-15 11.11 

FTI-7 15.06 FTI-16 9.06 

FTI-8 15.76 FTI-17 8.48 

FTI-9 14.83   
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1-2  應用應用應用應用基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀分析與鑑定分析與鑑定分析與鑑定分析與鑑定合成之胜合成之胜合成之胜合成之胜肽肽肽肽 

     收集經逆向高效能液相層析儀純化後之線狀胜肽，其分子量經理論計算與

經過MALDI-TOF分析鑑定後，所測得之分子量分別整理於表 4-2，FTI-1~17之

質譜圖如附件圖4-18~34。 

 

表 4-2  胜肽理論分子量與 MALDI-TOF 鑑定後分子量對照表 

Peptide 

number 

分子量總

和計算值 

MALDI-TOF 

分子量測量值 

Peptide 

number 

分子量總

和計算值 

MALDI-TOF 

分子量測量值 

FTI-1  548.3230 549.3 FTI-10 578.2972 579.9 

FTI-2  562.3386 562.2 FTI-11 605.3557 606.9 

FTI-3  562.3386 562.1 FTI-12 612.3179 613.7 

FTI-4  548.3230 549.2 FTI-13 621.3142 622.9 

FTI-5  562.3386 562.4 FTI-14 1550.6046 1551.3 

FTI-6  562.3386 562.3 FTI-15 1564.6202 1565.2 

FTI-7 548.3230 549.2 FTI-16 1564.6202 1567.4 

FTI-8  548.3230 548.1 FTI-17 1020.3159 1019.5 

FTI-9  534.3073 534.1    
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第二第二第二第二節節節節  設計胜設計胜設計胜設計胜肽肽肽肽對對對對 MCF-7 乳癌細胞株細胞存活率乳癌細胞株細胞存活率乳癌細胞株細胞存活率乳癌細胞株細胞存活率之之之之探討探討探討探討 

本篇論文主要目的是設計一段仿 Ras 蛋白的胜肽序列，以抑制 Ras 蛋白的

訊息傳導路徑。由於人類乳癌細胞株MCF-7 對於脂肪酸轉移酶抑制劑(FTIs)的敏

感度最好 104，故我們選用了 MCF-7 來探討合成的胜肽對人類乳癌細胞抗增生的

效果，除此之外也與中國醫藥大學藥物化學研究所郭盛助及黃麗嬌教授實驗室合

作協助我們篩選其他細胞癌株對於 FTIs 的敏感度(表 4-5)。 

     利用 MTT assay 探討這十七條仿 Ras 蛋白之胜肽的抗增生效用。圖 4-35-56

為不同濃度 (0, 25, 50, 75 與 100 µM) 之 FTI-1~FTI-17 胜肽對乳癌細胞株MCF-7

分別處理 24 及 48小時得到癌細胞存活率之結果。 

文獻探討中 CA1A2X 這條序列，其中 A1A2若為脂肪族胺基酸，其抑制癌細

胞增生的效果較好，於是我們將Leu、Val與 Ile在A1A2以組合胜肽庫的概念(3
2
=9)

設計並合成 9條胜肽，期望篩選出抑制癌細胞增生效果最好的序列，發現由 MTT 

assay 結果 FTI-1~ FTI-9 中，設計胜肽 FTI-1、FTI-2 與 FTI-5，不論是處理 24小

時，或是 48小時，的抑制 MCF-7生長的效果都較其他序列來的好，以 FTI-1、

FTI-2 與 FTI-5 100  M 對 MCF-7 在 24 小時存活率分別為 85.8%、89.7%及

79.8%(表 4-3)，而 FTI-1、FTI-2 與 FTI-5 100 M 在 48小時存活率分別為 80.5%、

75.9%及 80.8%(表 4-4)。而這三條序列的共通點為其 A2 的位置上胺基酸皆為

Leu，於是我們設計了另一系列的胜肽，維持 A2位置為 Leu 而將 A1 的胺基酸更

換為帶負電(Glu)、帶正電(Arg)與不帶電荷(Tyr)的胺基酸，FTI-10-12經鑑定後處

理MCF-7 在 24小時 100 M存活率分別為 90.8%、98.6%及 91.4%(表 4-3)，而

在 48 小時分別為 84.7%、86.8%及 89.2%(表 4-4)，以 MTT assay 之結果來比較

FTI-10-12 這三條胜肽發現抑制癌細胞增生的效果比起 FTI-1~FTI-9 整體而言其

抑制效力也幾乎是最低的。因此我們重新設計一新的胜肽而 FTI-13 其 A1 與 A2

位置皆為帶電荷之胺基酸(KCERS-NH2)，於 24 小時 100  M 存活率為 97%，

而在 48小時其存活率為 99.3%，故我們由生物體外(in vitro)實驗証實當 A1為非

脂肪族胺基酸(如 Arg, Glu, Tyr)時，抑制癌細胞增生的效果則會減弱，若 A1 與
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A2 同時皆非為脂肪族胺基酸時其抑制效力則會更差，此結果與文獻的標識同位

素實驗測試結果相符 25。 

雖然我們在 FTI-1~FTI-12發現胜肽之間有不同的抑制效果，但抑制效果並無法

達到 IC50。我們推論所設計之胜肽沒有顯示抑制癌細胞增生之效果，也許是無法

通過細胞膜進入細胞內所以就無法達到與 Ras 蛋白競爭進而抑制 FTPase 之效

果。我們根據這推論挑選出兩條抑制效果較好的胜肽 FTI-1 與 FTI-2，與一條抑

制效果最差的胜肽 FTI-6 接上 RGD4C穿膜序列(CDCRGDCFC)，設計出

FTI-14-16，期望能夠提高抑制癌細胞增生的能力，並且觀察其抑制的相對效果

是否與未接穿膜胜肽一致。實驗結果發現在 N 端加上 RGD4C 胺基酸序列後並沒

有增加 FTI-14- 16 抑制癌細胞增生的能力，反較未加 RGD4C 胺基酸序列的

FTI-1、FTI-2 及 FTI-6還更差，可發現 FTI-14-16處理MCF-7 於 24小時較 48小

時的抑制癌細胞增生效果來的好。這三條序列 FTI-14~16請中國醫藥大學徐美華

博士分別處理白血病(HL-60)、直腸癌(HCT116)、肝癌(Hep 3B)及人類非小細胞

肺癌(NCI-H460)細胞株，結果發現我們所設計之序列對於大腸癌(HCT116)的細胞

株的敏感度較其他細胞株來的好，以 FTI-14~16 在 100 M 分別處理不同癌細

胞株其細胞存活率平均為 80%左右(表 4-5)。 

增加了穿膜序列卻不能提高胜肽抑制癌細胞增生的效果，推論可能是因為

RGD4C 的胺基酸序列與 CAAX 序列具相似度而造成酵素辦識錯誤的結果，使得

抑制癌細胞增生的能力減弱。另一推論則是接上了 RGD4C 胜肽並無法穿過細胞

膜而無法干擾訊息傳導。但是有趣的是，以 RGD4C 胜肽 65M處理MCF-7

在 24 小時即達到過半致死率(IC50)，根據此項結果顯示，結論是增加了 RGD4C

序列於我們所設計之小胜肽並無法增進其抑制乳癌細胞增生的能力。 

研究報告顯示，以 Ras 的辨識序列 CAAX 所設計之一系列胜肽其體外標識

同位素實驗結果可在以極低的濃度即有抑制效果(IC50<1 M) 
29，然而我們所設

計之 FTIs直接處理乳癌細胞株MCF-7 抑制效果並不好，由於胜肽在體內容易受

蛋白酶水解，所以我們在合成胜肽時其 C 端為經過修飾的-NH2官能基，而非原
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始天然胺基酸的 COO
-，所以使其不易被水解，增加其生物性與安定性，而影響

了脂肪酸轉移酶辨識受質的能力而降低了脂肪酸轉移酶抑制癌細胞增生的能

力。由於 Ras 蛋白在 prenylation 後在 Cys
180

/Cys
181 及 Cys

184 的位置上會被接上棕

櫚酸，使得 Ras 蛋白更容易鍵結至細胞膜上活化，因此我們推論所設計之五胜肽

太短，無法在另一個 Cys 上接上棕櫚酸，故不易鍵結至細胞膜上活化。根據我們

目前所知，我們這項以 FTI 胜肽研究對癌細胞的增生情形，是目前為止，唯一針

對乳癌細胞的細胞活率實驗。 
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表 4-3  FTIs處理MCF-7 在不同濃度 24小時細胞存活率 

MCF-7  treated with  FTIs  for 24 hrs 

Cell line  

MCF-7  

Control 25 Μ 50 Μ 75 Μ 100 Μ 

FTI-1  100±0.0  93.8±1.0*  92.8±3.9*  88.9±0.7*  85.8±2.4*  

FTI-2  100±0.0  97.9±1.1  95.4±1.7  90.8±2.2  89.7±2.6*  

FTI-3  100±0.0  106.4±0.7*  95.9±0.8*  95.4±1.8*  90.9±1.9*  

FTI-4  100±0.0  93.7±1.4*  92.9±1.8*  90.7±1.1*  90.7±1.7*  

FTI-5  100±0.0  88.5±0.9*  86.1±2.5*  80.2±0.3*  79.8±2.7*  

FTI-6  100±0.0  96.3±3.6  93.3±2.6*  92.7±1.3*  91.9±2.4*  

FTI-7  100±0.0  102.1±0.8  98.9±3.5  92.8±1.6  90.6±1.3*  

FTI-8  100±0.0  94.6±5.0*  92.9±2.4*  92.5±1.2*  89.8±4.2*  

FTI-9  100±0.0  99±4.0  98.5±3.8  89.0±1.3*  92.9±2.6  

FTI-10 100±0.0 96.4±1.5* 92.3±1.1* 92.5±0.3* 90.8±0.5* 

FTI-11 100±0.0 102.0±5.5 100.7±0.7 100.2±4.6 98.6±2.8 

FTI-12 100±0.0 105.3±4.8 103.2±4.5 92.6±2.4 91.4±2.4 

FTI-13 100±0.0 97.4±1.4 98.6±1.3 98.1±0.8 97±1.7 

FTI-14 100±0.0 102.9±3.3 96.9±2.5 94±3.3 93.8±2.2 

FTI-15 100±0.0 96.3±3.6 94±3.4 91±3.2* 88.2±1.3* 

FTI-16 100±0.0 101.3±3.7 101.7±1.7 93.6±2.9 86.6±3.9* 

FTI-17 100±0.0 86.1±1.1* 60.9±4.8* 39.7±2.6* 21.9±3.8* 

* Significant different at p＜0.05 level compared with medium control. 

 Data are presented as the mean ± SD (n＝3) 
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表 4-4  FTIs處理MCF-7 在不同濃度 48小時細胞存活率 

* Significant different at p＜0.05 level compared with medium control. 

 Data are presented as the mean ± SD (n＝3) 

 

 

 

 

 

 

MCF-7 treated with FTIs for 48 hrs 

Cell line  

MCF-7  

Control 25 µM 50 µM 75 µM 100 µM 

FTI-1  100±0.0  88.2±1.6*  85.3±5.0*  83.0±4.2*  80.5±2.1*  

FTI-2  100±0.0  89.6±2.1*  84.7±0.9*  82.3±1.4*  75.9±2.9*  

FTI-3  100±0.0  90.2±1.7*  87.2±2.7*  83.7±0.4*  83.1±1.0*  

FTI-4  100±0.0  94.3±3.4  91.9±2.3  84.7±3.7*  84.2±3.4*  

FTI-5  100±0.0  87.1±3.9*  84.5±2.2*  83.5±1.0*  80.8±2.5*  

FTI-6  100±0.0  87.2±2.9*  84.4±3.2*  85.5±3.5*  82.4±2.8*  

FTI-7  100±0.0  94.6±2.1  88.1±2.9*  86.1±1.0*  85.3±1.1*  

FTI-8  100±0.0  87.8±4.0*  86.8±0.7*  83.5±4.2*  86.6±4.5*  

FTI-9  100±0.0  101.4±4.3  90.8±2.3*  86.2±1.5*  81.7±3.0*  

FTI-10 100±0.0 104±5.3 104.8±3.2 91.6±0.7 84.7±3.1 

FTI-11 100±0.0 99.0±7.3* 89.4±3.2* 85.6±1.4 86.8±1.6 

FTI-12 100±0.0 100.5±2.0* 94.4±2.2* 92.1±1.5* 89.2±0.5 

FTI-13 100±0.0 103.9±8.3 97.4±1.1 98.6±2.8 99.3±2.7 

FTI-14 100±0.0 109.6±4.3 103.3±2.7 99.3±0.8 93.4±2.5 

FTI-15 100±0.0 100.7±1.3 100.2±2.3 97.2±1.5 93.5±1.8* 

FTI-16 100±0.0 103.9±4.5 102.4±4.4 97.4±3.1 95.5±2.1 

FTI-17 100±0.0 96.6±4.1 79±2.6* 56.2±2.3* 36.9±2.6* 
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表4-5  FTI-14~16以不同細胞株篩選處理48小時後之細胞存活率 

  MTT (%) 

peptide Conc.(uM) HL-60
1
 HCT116

2
 Hep 3B

3
 H460

4
 

100 106.5 ± 1.9  80.9 ± 2.6  96.7 ± 1.7  98.1 ± 2.2 
FTI-14 

IC50 > 100  M > 100  M > 100  M > 100  M 

100 103.5 ± 5.5  80.9 ± 1.4  91.1 ± 0.5 106.8 ± 2.8 
FTI-15 

IC50 > 100  M > 100  M > 100  M > 100  M 

100  99.3 ± 0.7  81.0 ± 3.7  92.4 ± 0.9  75.4 ± 2.1 
FTI-16 

IC50 > 100  M > 100  M > 100  M > 100  M 

註：1 白血病(HL-60, 10
5
/well)，2直腸癌(HCT116, 10

4
/well)，3肝癌(Hep 3B, 

10
4
/well)，4人類非小細胞肺癌(NCI-H460, 5×10

3
/well) 
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第三第三第三第三節節節節  利用流式細胞儀探討利用流式細胞儀探討利用流式細胞儀探討利用流式細胞儀探討設計胜設計胜設計胜設計胜肽肽肽肽對乳癌細胞株對乳癌細胞株對乳癌細胞株對乳癌細胞株之之之之細胞週期影響細胞週期影響細胞週期影響細胞週期影響 

     細胞週期是細胞生長、分化、凋亡的循環。本實驗以設計之胜肽 FTI-1~9

處理癌細胞後對其細胞週期影響，再利用流式細胞儀技術分析結果。MCF-7 分

別處理 100 uM 之胜肽 FTI-1~9處理 48小時後，利用流式細胞儀分析 DNA 的組

成與細胞週期停留階段。圖 4-56~4-65 為胜肽處理MCF-7 48小時後的結果。 

     此實驗之目的主要是觀察以 100  M 的 FTIs 處理 MCF-7 細胞後以其

sub-G1 所佔比例。由於細胞凋亡會導致細胞質濃縮及 DNA裂解，故會出現低於

DNA單套數的 sub-G1，因此可由 sub-G1 的數值表示細胞凋亡的情形。 

實驗結果顯示流式細胞技術 sub-G1 比例占前三高的為 FTI-1、FTI-2 及

FTI-5，分別為 11.99%、14.72%及 14.51%，此結果與 MTT assay48小時的結果相

吻合，表示 FTI-1、FTI-2 與 FTI-5 在 100 M 高濃度下，其對於癌細胞仍是使

之走向凋亡。而 FTI-7、FTI-8 及 FTI-9，分別 sub-G1 所佔之比例相當低分別為

1.69%、0.76%及 1.88%，而其他階段所佔比例與控制組(medium control)相差無

幾，但是由 MTT 分析結果發現 FTI-7、FTI-8 及 FTI-9 會使癌細胞死亡，但是由

細胞週期無法看出它們使細胞死亡的原因。  
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第四節第四節第四節第四節  以圓二色光譜探討以圓二色光譜探討以圓二色光譜探討以圓二色光譜探討胜胜胜胜肽肽肽肽二級結構二級結構二級結構二級結構 

     圓二色光譜(CD)偵測對蛋白質二級結構的變化十分靈敏，所以常被用來探

討蛋白質與胜肽的二級結構，感謝本實驗室陳丘泓學長協助圓二色光譜實驗操

作。附圖 4-66 與圖 4-67 為 FTI-6 (KCIIS)與 FTI-16 (CDCRGDC FCKCIIS)的 CD

圖譜。 

其所含的二級結構比例整理於表 4-6 中，希望胜肽中二級結構的比例幫助

解釋MTT 分析的結果。我們使用 K2d prediction structure 分析軟體分析設計胜肽

的二級結構，結果顯示 FTI-6 的 Max error大以至於其數據不具可信度，僅可作

為參考。可能是因為 FTI-6 的胺基酸序列太短故無法分析其結構，由 CD 結果推

論增加了 RGD4C 胺基酸序列應該不會影響其結構。由 FTI-16 的 CD 分析結果判

斷出 RGD4C 並非藉由其螺旋結構來幫助小胜肽穿過細胞膜。 

 

表 4-6  FTI-6 與 FTI-16 所含各種二級結構的比例 

Peptide Alpha helix(%) Beta sheet(%) Random coil(%) Max error 

FTI-6 0.09 0.35 0.56 >0.227 

FTI-16 0.09 0.36 0.55 0.122 
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第五章第五章第五章第五章 結論結論結論結論 

     在本篇研究中，藉由細胞存活率(cell viability)及細胞週期(cell cycle)與凋亡

(apotosis)等機制，探討合成的一系列之 Ras 蛋白之胜肽片段抑制人類乳癌細胞株

MCF-7 之增生功效。 

     根據 MTT assay 結果，由 FTI-1~FTI-9 可發現 A2 的位置為 Leu 的胜肽

(FTI-1、FTI-2 及 FTI-5)對於癌細胞的抑制增生效力較其他胜肽來的好。由流式

細胞儀結果觀察細胞週期觀察癌細胞凋亡之情形，發現 48小時其 sub-G1 所佔百

分比表示即使在 100  M 高濃度下，我們所設計之胜肽 FTI-1、FTI-2 及 FTI-5

對於細胞並無毒害，可使細胞走向凋亡。然而流式細胞儀結果中 FTI-7~FTI-9 其

sub-G1 所佔比例極低，且其他階段的細胞週期亦與控制組結果相近，故雖然

FTI-7~FTI-9 可抑制癌細胞的增生，但藉由流式細胞儀我們無法由細胞週期判斷

其原因。  

Reiss 等人體外實驗研究，直接以設計胜肽加入標識同位素之 FPP 與脂肪酸

轉移酶反應後觀察脂肪酸轉移酶的活性，發現若 A1位置為帶電荷之胺基酸，則

抑制脂肪酸轉移酶的效力減弱 29，我們根據 FTI-10~FTI-12 之細胞存活率也可証

實若 A1位置為帶電荷之胺基酸，則其抑制癌細胞的增生效力亦會減弱，此結果

與 Reiss 等人體外實驗的研究結果具有一致性。 

而由於在 FTI-1~FTI-9即使是抑制效力最好的胜肽在 100 M下仍無過半

致死率，決定在胜肽 N 端增加了 RGD4C 胺基酸序列，得到 FTI-13~FTI-15 中發

現抑制癌細胞增生的能力比起未加 RGD4C 胺基酸序列的 FTI-1~9 還差，與

FTI-1-FTI-12 不同的是，FTI-13~FTI-15 其 24 小時的抑制效力優於 48 小時。很

讓人意外的是單獨的 RGD4C 對於乳癌細胞 MCF-7 的抑制增生效力優於所有我

們原始設計胜肽，此結果發現，當我們的胜肽序列加了 RGD4C 胺基序列後，抑

制乳癌細胞增生的能力並沒有使我們設計之胜肽抑制的效果增加。 
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而由 CD 圖譜所觀察得到的結果，由 FTI-16 的 CD 分析結果判斷出 RGD4C

並非藉由其螺旋結構來幫助小胜肽穿過細胞膜。  

第六章第六章第六章第六章 未來展望未來展望未來展望未來展望 

本實驗是根據文獻探討所設計，但是設計藥物對於抑制癌細胞生長的能力

並不佳，由於文獻探討中所設計之藥物並非經由體內實驗亦或是細胞實驗來分

析，而是藉由動力學或是蛋白質間的交互作用來探討其抑制效力，故有可能這系

列的設計藥物都有無法穿透細胞膜之問題，因此可以將文獻中抑制效力佳的 FTIs

拿來處理細胞，觀察其是否亦具有無法穿透細胞膜的問題。 

由於本實驗之設計胜肽在 100M 高濃度下皆無過半致死率，推測有可

能是因為五胜肽太短，故可仿 H-Ras 在 FTI-1、FTI-2 及 FTI-5 的 N 端接上 CMSC

仿 H-Ras 蛋白之胺基酸序列，使之序列加長且有更多的 Cys 可供棕櫚酸接上形

成棕櫚酸硫醚而更為疏水性，使之更容易接在細胞膜上被活化。 

     亦有可能是 RGD4C幫助穿膜能力不佳，故可將 RGD4C 胜肽替換為本實驗

室已經確定有幫助穿膜之 TAT (CGRKKRRQRRRPPQC)胜肽，此結果即可排除是

否 RGD4C 無法幫助設計胜肽穿過細胞膜之問題。 
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圖 1  (a)合成 FTI-1 胜肽之粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b) 合成 FTI-1 胜

肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.69 分鐘 
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(a) 

 

 

(b) 

 

 

圖 2  (a)合成 FTI-2 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b) 合成 FTI-2 胜

肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 16.36 分鐘 
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(a) 

 

 

(b) 

 

 

圖 3  (a)合成 FTI-3 之胜肽粗(混合物)產物之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-3 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 16.06 分鐘 
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(b) 

 

 

圖 4  (a)合成 FTI-4 胜肽之粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-4 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.99 分鐘 
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(b)  

 

 

圖 5  (a)合成 FTI-5 胜肽之粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-5 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 16.49 分鐘 
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(b) 

 

 

圖 6  (a)合成 FTI-6 胜肽之粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-6 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.97 分鐘 
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(b) 

 

 

圖 7  (a)合成 FTI-7 胜肽之粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-7 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.06 分鐘 
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圖 8  (a)合成 FTI-8 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b) 合成 FTI-8 胜

肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.76 分鐘 
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圖 9  (a)合成 FTI-9 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-9 胜肽

純化後之主要產物 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 14.83 分鐘 
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圖 10  (a)合成 FTI-10 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b) FTI-10 胜肽

純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.39 分鐘 
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圖 11  (a)合成 FTI-11 之粗產物(混合物)之 HPLC 層析圖(b)合成 FTI-11 純化後主

要產物之 HPLC 層析圖，其滯留時間為 12.55 分鐘 
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圖 12  (a)合成 FTI-12 之胜肽粗(混合物)產物之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-12

胜肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 15.67 分鐘 
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圖 13  (a)合成 FTI-13 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-13

胜肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 12.24 分鐘 
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圖 14  (a)合成 FTI-14 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-14

胜肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 9.65 分鐘 
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圖 15  (a)合成 FTI-15 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-15

胜肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 11.11 分鐘 
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(a) 

 

 

(b) 

 

 

圖 16  (a)合成 FTI-16 胜肽粗產物(混合物)之 HPLC 層析圖(b)合成 FTI-16 胜肽純

化後主要產物之 HPLC 層析圖，其滯留時間為 9.06 分鐘 
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(b) 

 

 

圖 17  (a)合成 FTI-17 之胜肽粗產物(混合物)之 RP-HPLC 層析圖(b)合成 FTI-17

胜肽純化後主要產物之 RP-HPLC 層析圖，其滯留時間為 8.48 分鐘 
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圖 18  FTI-1 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-1 胜肽的分子量為 548.3 Da 

 

 

圖 19  FTI-2 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-2 胜肽的分子量為 562.2 Da 
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圖 20  FTI-3 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-3 胜肽的分子量為 562.1 Da 

 

圖 21  FTI-4 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-4 胜肽的分子量為 548.2 Da 

 

 

圖 22  FTI-5 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-5 胜肽的分子量為 562.4 Da 
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圖 4-23  FTI-6 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-6 胜肽的分子量為 562.3 Da 

 

圖 4-24  FTI-7 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-7 胜肽的分子量為 548.2 Da 

 

 

圖 4-25  FTI-8 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-8 胜肽的分子量為 548.1 Da 
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圖 4-26  FTI-9 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-9 胜肽的分子量為 534.1 Da 

 
圖 4-27  FTI-10 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-10 胜肽的分子量為 579.9 Da 

 

 

圖 4-28  FTI-11 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-11 胜肽的分子量為 606.9 Da 
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圖 4-29  FTI-12 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-12 胜肽的分子量為 612 

 

圖 4-30  FTI-13 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-13 胜肽的分子量為 622.9 Da 

 

 

圖 4-31  FTI-14 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-14 胜肽的分子量為 1551.3 Da 
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圖 4-32  FTI-15 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-15 胜肽的分子量為 1565.2 Da 
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圖 4-33  FTI-16 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-16 胜肽的分子量為 1567.444 Da 
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圖 4-34  FTI-17 胜肽之分子量鑑定圖，證實 FTI-17 胜肽的分子量為 1019.505 Da 
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圖 36  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M)之 FTI-1 胜肽處理乳癌細胞

MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

* 與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差 (n＝3) 
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圖 37  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-2 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

* 與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差 (n＝3) 
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圖 38  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-3 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差  (n＝3) 
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圖 39  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-4 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 40  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-5 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 41  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-6 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 42  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-7 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 43  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-8 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 44  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-9 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 45  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-10 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 46  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-11 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 47  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-12 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 48  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-13 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 49  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-14 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 50  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-15 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 51  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-16 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 
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圖 52  以序列濃度(0、 25、 50、 75 and 100 M) 之 FTI-17 胜肽處理乳癌細

胞 MCF-7 ，24 及 48小時之存活率 

*與控制組(DMSO)在 p＜0.05 具顯著性差異 

實驗數據為平均值±標準偏差(n＝3) 

 

 

圖 53  控制組 (DMSO control)為未經任何處理(0  M)之 MCF-7 細胞培養 48 

小時以流式細胞儀偵測到的細胞週期分析圖 

* 
* 

* * 

* * 

* 
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圖 54  以 100 µM FTI-1 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 55  以 100 µM FTI-2 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 56  以 100 µM FTI-3 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 57  以 100 µM FTI-4 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 
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圖 58 以 100 µM FTI-5 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 59  以 100 µM FTI-6 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 60  以 100 µM FTI-7 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

     

圖 61  以 100 µM FTI-8 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 
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圖 62 以 100 µM FTI-9 胜肽處理MCF-7 細胞 48 小時的細胞週期分析圖 

 

 

圖 63  FTI-6 的 CD 圖譜(所得的 CD 圖譜為 3重複平均值) 

 

圖 64  FTI-16 的 CD 圖譜(所得的 CD 圖譜為 3重複平均值) 

 


