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摘要 

巴氏症(Barth Syndrome)為 X 染色體上 Xq28 位置的 TAZ 基因突變使 tafazzin 酵素失

去功能，導致粒線體中磷脂調控失衡而導致粒線體損傷。越來越多證據顯示不只有心磷

脂的改變會對粒線體造成影響，如巴氏症患者 PE 與 PC 比值會失衡。本實驗使用 Hap1 

ΔTAZ細胞作為巴氏症模型，透過逆向層析串聯式質譜儀磷脂質分析平台針對Hap1 WT、

Hap1 ΔTAZ 與添加 PG 及轉染 TAZ 基因，分析轉染 TAZ 與補充 PG 造成的磷脂質改變。 

結果顯示當轉染 TAZ 基因剔除後除 CL 與 MLCL 失衡以外，PC、PE 與 PS 含量與組成

皆有改變。Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ 後使 CL 與 MLCL 比值恢復且組成亦有改變。Hap1 ΔTAZ

補充過量的 PG 後，PG 會被分解並被其他磷脂質給吸收，使細胞內特定醯基鏈組成增

加。 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

Abstract 

 Barth Syndrom is a genetic disease caused by TAZ gene mutation at X chromosome Xq28 

location. This mutation of tafazzin would lead to the loss of the capacity to regulate 

mitochondrial phospholipid remodeling and metabolism, causing mitochondria disorder. More 

and more evidence showed that not only cardiolipin change will cause mitochondria 

dysfunction, also other phospholipids like PE and PC. This research used a Hap1 ΔTAZ cell line 

as a barth syndrome disease model, treatment Hap1 ΔTAZ cell line was transfected by TAZ gene 

and supplemented PG, andthen analyzed the phospholipid compositions by mass spectrometry. 

The result showed TAZ gene knock out cause PC, PE and PS changes. TAZ gene transfection 

recovered cardiolipin and monolysocardiolipin ratio and acyl chain compositions. After 

supplementation of PG, excess PG will be absorbed by other phospholipid in the cell and cause 

specific acyl chain species increase. 
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 前言 

 巴氏症 

巴氏症(Barth Syndrome)係由 X 染色體上 Xq 28 位置的 TAZ 基因突變[1]，使 tafazzin

功能不全而無法將粒線體內的磷脂質進行醯基轉移，導致粒線體心磷質的調控失衡，進

而對粒線體的功能造成影響[2]。巴氏症的臨床症狀有骨骼肌病變、心血管病變、代謝異

常與嗜中性白血球不足等。骨骼肌方面，會有進側肌肉病變(Proximal myopathy)與運動

耐受性不足(Exercise intolerance)。心血管方面，主要有擴張/肥厚型心肌病變[3]及左心

室肌致密不全[4]、心內膜彈力纖維增生、心室性心律不整，此類症狀皆會導致心臟衰竭

[5]。代謝方面有三甲基戊二酸血症過高（3-Methylglutaconic Aciduria）、骨齡延遲、骨密

度不足、生長遲緩及性晚熟。而患者血液中的嗜中性白血球不足，會導致復發性口腔潰

瘍、肛週皮炎等感染現象[6]。另外巴氏症患者在發展方面也會有注意力缺乏症候群

(Attention Deficit Disorder)或動作發展遲緩等症狀(Dealyed Motor Milestones) [7]。目前對

於巴氏症並無有效治癒的方式，多採取輔助療法。對於心肌病變，採取用強心劑(Digoxin)

增加心臟的血液出輸量、或乙型阻斷劑(beta blockers)減緩心臟收縮，來舒緩心律不整等，

藉由藥物刺激來改善心臟功能。 

  Tafazzin 

    Tafazzin 由 292 個胺基酸組成，分子量為 33.5 kDa。N 端前 20 個胺基酸為穿膜區

域，以固定於粒線體外膜及內膜。功能為置換磷脂質醯基鏈鏈，將磷脂質轉化成單溶血

磷脂質[8]。Tafazzin 蛋白位於胺基酸第 69 號帶正電的 Histidine 與第 74 號帶正電的

Aspartic acid 會與磷脂質結合[9]，將 PC、PE 或 CL 水解其醯基鏈而成 lysoPC、lysoPE

與 monolysocardiolipin(MLCL)，並將取下的醯基鏈，轉移至單溶血型心磷脂 MLCL 上。
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Tafazzin 藉由調控磷脂醯基鏈組成，Schlame 等人在 2017 年的研究中，指出 tafazzin 能

對 18:2、16:1 與 16:0 的碳鏈進行可逆置換[5]。tafazzin 蛋白在心肌及骨骼肌細胞中會高

度表達，研究指出在小鼠缺乏 tafazzin 蛋白作用的情況下，細胞心肌細胞內的單溶血型

心磷脂增加，而重塑心磷脂則減少。 

 心磷脂 Cardiolipin (CL) 

由三個甘油骨架及兩個各帶兩條醯基鏈的磷酸基團所組成(Figure 1)。丙三醇的 1 號

及 3 號碳上的氧分別接上一個磷酸基團，而兩個磷酸基團上各別再接上一個甘油骨架，

而其甘油骨架的 2 號及 3 號碳上各接上一條醯基鏈。在真核細胞中的 CL 含有較長的醯

基鏈，碳數為 16-22 個，且碳鏈中雙鍵數較多，呈現多不飽和態[10]。心磷脂是個帶負

電價的雙磷脂質，有學者推測因其兩個磷酸基能在氧化磷酸化過程中捕獲質子。在真核

細胞中，大部分的磷脂質都在內質網中生成，但只有心磷脂會在粒線體內膜中被合成出

來[11]，並會專一固定於粒線體內膜中[12]。心磷脂會促進粒線體內膜的生成與影響細胞

自噬蛋白的功能與活性[13]。另外心磷脂也會參與許多細胞內的電子傳遞鏈、如電子傳

遞鏈複合體 II、III、IV (Electron transport chain complex II, III , IV)[14]及 ATP 合成[15]以

及粒線體自噬、以清除受損的粒線體[16]。CL 的合成途徑是由磷脂酸 Phosphatidic 

acid(PA)，經由 CDP-DAG 合成酶將磷脂酸加上 CMP 以合成出 CDP-DAG，再經由 PGPS

將 CDP-DAG 中 CMP 以磷酸基團取代並合成出 Phosphatidylglycero phosphate(PG-P)，接

著 PG-P 會於 PGP-P 的作用下脫去一個磷酸基形成 PG。接下來心磷脂合成酶(cardiolipin 

synthase，CLS)會將 CDP-DAG 上的磷脂質連帶兩條醯基鏈切下與 PG 結合形成新生心

磷脂 (nasent CL) [17]。新生心磷脂會經由粒線體中許多酵素調控，如 iPLA2β、iPLA2γ

酵素，會將新生心磷脂水解後形成單溶血型心磷脂(monolysocardiolipin， MLCL)[18]。

而醯基轉移酶 tafazzin、lysocardiolipin acyltransferase(ALCAT1)或 Monolysocardiolipin 

acyltransferase (MLCLAT1)酵素會將心磷脂進行去醯化/再醯化[14]，而生成不同碳鏈組

成的重塑心磷脂。心磷脂多出現在粒線體內膜中 [19]，少量的心磷脂會因為受
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phospholipid scramblase 3 (PLS3)將 CL 從粒線體內膜轉移至粒線體外膜，使細胞開始凋

亡[20]。CL 的不飽和醯基鏈能夠使 CL 呈圓錐狀結構以維持粒線體內膜曲率[21, 22]。CL

失衡是巴氏症的指標之一，巴氏症患者因為缺乏 tafazzin 酵素，無法對 CL 進行醯基轉

移，造成單溶血心磷脂增加，重塑心磷脂減少[14]，使巴氏症患者心磷脂含量比正常人

來的低[23]，同時心磷脂失衡無法造成粒線體功能降低。臨床研究指出，巴氏症患者的

肌肉細胞中 CL 含量較正常人低且 MLCL 含量較正常人高[24]，而血小板與淋巴母細胞

中 CL 含量也明顯較少[25]。 

 

Figure 1、心磷脂結構 

心磷脂是由三個丙三醇(綠色)分別連接兩個帶有極性磷酸基團及四條非極性醯基鏈(紅

色)，組成兩親性的磷脂質結構。 

 

 磷脂絲胺酸 Phosphatidylserine (PS) 

由一個甘油骨架磷酸基接上 serine(Figure 2)。PS 在哺乳類細胞有兩種合成路徑，首

先 PS synthase-1 (PSS1)將 PC 上的 choline 置換成 serine 而形成 PC。或是由 PS synthase-

2(PSS2)將 PE 的 ethanolamine 置換成 serine 而合成出 PS。PS 也會參與各種生理作用，

如血液凝結，會使 PS 從細胞內膜遷移至外膜表面，讓 PS 與凝血酶結合以促進血液凝

結，以及外露 PS 的紅血球，也會被巨噬細胞視為清除的對象。且不只 PS，PS 水解產物

lysoPS，若在細胞發炎的情況下，會被 phospholipid scramblease 將 PS 傳遞至細胞膜外，

發出凋亡訊號而被巨噬細胞清除[26-29]。 
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Figure 2、磷脂絲氨酸結構 

由帶正電的絲胺酸連接帶負電的磷酸基團，並在磷酸基團接上兩條非極性醯基鏈。 

  

 磷脂乙醇胺 Phosphatidylethanolamine (PE) 

PE 是細胞膜中中含量僅次於 PC 的磷脂質。由磷脂酸接上 ethanolamine(Figure 3)，

有帶有負電的磷酸基與帶有正電四級胺，帶正電的四級胺能與相鄰磷脂質的負電以靜電

交互作用力接合。在哺乳細胞中，PE 由兩種路徑合成，首先 CDP-ethanola mine 路徑[30]。

Ethanolamine 會被細胞質中的 ethanolamine kinase 磷化酸成 phosphoethanol amine (P-

ethanolamine)，接下來會被 phosphoethanolamine cytidylyl transferase 將 P-ethanolamine 轉

化成 CDP-ethanolamine，再交由 1,2-diacylglycerol choline/ethanolamine phosphotransferase 

(CEPT)於內質網中將 CDP-ethanolamine 與 DAG 合成出 PE。或是由粒線體內膜上的

phosphatidylserine decarboxylase (PSD)[31]將 phosphatidylserine 上的 carboxyl group 脫去

而形成 PE [32] [33]。因 PE 能夠調整細胞及粒線體膜曲率[34-36]，有學者將 PSD1 及

PSD2 這兩個 PE 合成酶去除，減少明顯減少 PE 的含量[37]，則會對粒線體的型態造成

影響[38]。因為 PE 與 CL 有部分功能相同，兩者皆會與粒線體內的酵素作用[39]，並穩

定酵素結構的功能[40]。有研究指出若粒線體缺乏 CL 時，PE 能夠代替 CL 來維持粒線

體型態[41-43]。當 PE 或 CL 減少時也會影響細胞色素 c 氧化酶的活性[44, 45]。另外哺

乳細胞中的 PE 也與細胞分裂有關[46]，同時也會調節高基氏體的膜融合[47]。臨床研究

指出巴氏症患者粒線體中的 PE 含量較正常人低，且其中心肌細胞中的 PE 16:0-

20:4 ,18:0-22:6,18:0-18:2,16:0-16:0 與正常人相比就較顯著的差異[25]。 
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Figure 3、磷脂乙醇胺結構 

由一個帶正電的乙醇胺連接帶負電的磷酸基團，並在磷酸基團接上兩條非極性醯基鏈。 

 

 膽鹼磷脂 Phosphatidylcholine (PC) 

PC是由一個甘油及一個磷脂磷酸基結合膽鹼(choline)所組成(Figure 4)。PC是粒線體

中含量最豐富的磷脂質，結構上帶有負電的磷酸基與帶有正電四級胺能使它能在pH 2-

pH 13中維持穩定[48]，在sn-1位置為一條飽和醯基鏈，而不飽和醯基鏈則在sn-2位置。

PC的前驅物為choline，當choline進入細胞後，被cytosolic enzyme choline kinase (CK)磷酸

化成phosphocholine (P-choline)，再經由 phosphocholine cytidylyltransferase (CT)將P-

choline轉化成CDP-choline，CDP-choline會被內質網上的蛋白質轉化成DAG，再由 1,2-

diacylglycerol cholinephosphotransferase (CPT)或 1,2-diacylglycerol choline/ethanolamine 

phosphotransferase (CEPT)將CDP-choline與DAG結餘內質網中合成出PC。磷脂質轉移蛋

白(phospholipid transfer protein) Stard7，會專一地將PC轉移至粒線體中[49]。PC也是提供

亞油酸(linoleic acid)給tafazzin蛋白已進行心磷脂的再醯化[50]，若細胞缺乏Stard7，使粒

線體無法合成PC，會造成粒線體萎縮且使粒線體活性降低[51]。X-ray結晶指出PC中帶正

電的胺基、磷酸基或醯基鏈與膜蛋白結合，以穩定蛋白的四級結構。巴氏症患者的心肌

細胞中PC 16:0-20:4與PC 16:0-18:2跟正常人PC組成有顯著的差異[25]。 

 

Figure 4、膽鹼磷脂結構 
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由一個帶正電的膽鹼連接帶負電的磷酸基團，並在磷酸基團接上兩條非極性醯基鏈。 

 

 磷脂甘油 Phosophatidylglycerol (PG) 

由 phosphatidic acid 的磷酸基接上 glycerol(Figure 5)。合成 PG 的起始物是 CDP-diac 

ylglycerol 經 diacylglycerol kinase 磷酸化後，形成 phosphatidic acid，再經 CDP-

diacylglycerol synthase 形成 CDP-diacylglycerol，再經 phosphatidylglycerophosphate 

synthase 合成出 phosphatidylglycerol-3-phpsphate 後，被 phosphatidylglycerophosphate 

phosphatase 脫去一個磷酸基合成出 PG。在整顆細胞中，PG 的含量只占了總磷脂質的

1%-10%[52]，且 PG 在 sn-1 通常是不飽和醯基鏈，這點與其他磷脂質相異。有學者發現

當粒線體缺乏 CL 時，PG 能夠代替 CL 的部分功能，若 PG 不足也會使細胞中呼吸傳遞

鏈的降低[53]，而 PG 與也是合成 CL 的前驅物之一[54]。有文獻指出增加 PG，能夠促

進 CL 合成[55]且能夠使粒線體內外膜更穩定[56]。 

 

Figure 5、磷脂甘油結構 

磷脂甘油由一個丙三醇連接帶負電的磷酸基團，並在磷酸基團接上兩條非極性醯基

鏈。 

 

 粒線體失能與磷脂質組成之關係 

在哺乳細胞中，粒線體內會由許多蛋白複合物經由養化磷酸化過程而產生 ATP，而

粒線體的功能是否正常，其磷脂質組成就成了相當重要的指標，各項磷脂質會促進細胞
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內各項反應，如:程序性凋亡、細胞自噬及影響粒線體融合。外膜由 PC: 54%、PE:29%、

及 PI:14%所組成，內模由 PC 及 PE 佔了 75%，剩下的 15%-20%則是 CL。粒線體失能

會造成心血管疾病、代謝症候群、糖尿病、神經退化[17][26]以及癌症。在粒線體中，若

PE 減少 20%，PC/PE 比值增加時，對細胞生長與功能造成了嚴重的負面影響[57]，且粒

線體中的 ATP 數量也明顯下降；若粒線體內 PE 減少 30%，則會嚴重影響其功能。PG

能活化 protein kinase C 的，使細胞進行 G2 phase 有絲分裂[58]，而 PG 失衡會導致糖尿

病[59]。 

 

 巴氏症對於粒線體 PC、PE 的影響 

巴氏症患者與正常人的心肌細胞中的 PC 與 PE 的組成有異。在 PC 方面，正常人

PC 16:0-PC 24:4 的 PC 占了總磷脂質約 20%，而巴氏症患者卻相當稀少，在 PC16:0-18:2

方面正常人約為 20%，患者則為 40%。PE 方面，PE 16:0-24:4、PE 18:0-22:6、PE 18:0-

20:4 這些種類的 PE 則高於巴氏症患者，而 16:0-18:2、18:0-18:2、16:0 的 PE 則是低於

巴氏症患者。 若骨骼肌中的 PC/PE 失衡，會擾亂肌肉細胞的鈣離子動態平衡，而影響

骨骼肌對於胰島素的敏感度。但磷脂質如何影響胰島素作用，實際的機制目前尚未明瞭。

而在肝細胞中，PC 與 PE 的比值介於 1.5-2.0 間，若 PC/PE 大於 2.0，肝臟方面會出現非

酒精性脂肪肝，小於 1.0 則會肝衰竭。而 PC/PE 大於 2 會罹患非酒精性脂肪肝，PC/PE

小於 1 則會造成肝衰竭[60]。 

 

 基因治療 

為了解決先天性遺傳疾病，科學家們透過植入酵素或基因來解決問題。雖然酵素取

代療法為最快速有效的方式，但礙於成本高難以實行。而基因轉染療法能只需要轉染少

量細胞，以溶酶體為例，經過基因轉染的細胞能藉由(cross-correction mechanisms)去調控
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遠處的未受轉染的細胞[61]。有學者將 androgen receptor (AR/Ar)基因轉染至細胞中，並

成功使細胞表達 AR 蛋白並調節雄性激素。亦有科學家針對 lysocardiolipic acyltransferase

失活會導致肺纖維化[62]的法布瑞氏症(Fabry disease) IMFE1 細胞進行轉染治療，並試圖

修復 Xq22 位置上的 GLA 基因，並提高了 α-galactosiase A 水解 α-galactose 的效率[63]。  

 

 磷脂質治療 

不僅於從基因方面著手，科學家們也有使用磷脂質進行治療的先例。給予阿茲海默

症患者服用PS，並改善了患者的認知能力與短期記憶功能[64] [65]。2008年，Pandey等

人變用PI針對心血關疾病患者進行投藥，並增加了血漿中的高密度脂蛋白[66]，或每日

攝取各類磷脂質[67]，上述都是以磷脂質作為治療方式臨床先例。亦有團隊試著使用磷

脂治療粒線體，使TLR-4-specificAgonist活化的RAW246.7細胞株中心磷脂增加並使粒線

體活性恢復[68]。以及使用心磷脂質體與MTO化療藥物結合降低藥物本身的毒性[69]。 
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材料與方法 

 材料 

 Megabase-scale CRISPR/Cas9 knockout TAZ HAP1 cell line ，購買自 Horizon 

Discovery(UK)。Dulbecco's modified eagle medium(DMEM) 與 Fetal Bovine Serine(FBS)、

Penicillin-Streptomycin(PS)，Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA) 及 trypsin 皆購買自

Invitrogen(St.Louis, MO)。RIPA Buffer 細胞裂解液及 Kanamycin sulfate from Streptomyces 

kanamyceticus 購買自 Sigma (St Louis, USA)。Nuclease- free water、Agarose-molecular 

biology grade 購買自 Invitrogen(St.Louis MO)。DH5α competent cell 購買自 Yeastern 

Biotech(Taiwan, R.O.C.)。 AxyPrep Plasmid Miniprep Kit 購買自 CORNING(New York, 

USA)。Health view nucleic acid stain 購買自 PROtech (Taiwan, R.O.C.)。DNA Ladder 購自

Biokit (barcelona, spain)。SmartView Pro 1100 購買自 Majorscience (Taiwan, R.O.C.)。Triton 

X-100 購買自 OmniPur (St Louis, USA)。 Bradford protein binding assay 與 SYBR Green 

system Super Mix，購買自 BioRad (Montreal, Canada)。Coomassie Brilliant Blue G－250，

購買自 BIO-RAD (HercuLes, CA)。 Tetra-myristoyl cardiolipin CL(14：0)4心磷脂標準品

購買於 Avanti (Alabaster AL, USA)。 Mitochondria isoiation kit for mammalian cells 購買

自 Thermo scientific(Ottawa, ON, Canada)。BeckmanCoulter Allegra X-30R Centrifuge(CA, 

USA)。Prestained protein marker 購買自 Biokit (Tepnel, Manchester, UK)。5X Protein Sample 

Buffer 購買自 GeneMark(Taiwan, R.O.C.)。Bovine serum albumin  Fatty acid-free 購買自

AKRON(Ohio, USA)。 Anti-DDK antibody 購買於 Novus (Littleton, CO)。AntiRat antibody

購買於 Jackson Immuno Research(West Grove, PA)。Alkaline phosphatase、BCIP、NBT 與

formic acid 購買於 Sigma-Aldrich(St Louis, USA)。。iScript cDNA Synthesis Kit 購買於

BIO-RAD(Hercules, CA)。T-PC SYBR Green system Super Mix 購買於 BIO-RAD ( Hercules, 

http://www.chemeurope.com/en/companies/17273/sigma-aldrich-corp.html
https://www.thermofisher.com/tw/zt/home/life-science/cloning/competent-cells-for-transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html
https://en.wikipedia.org/wiki/Corning_(city),_New_York
http://www.chemeurope.com/en/companies/17273/sigma-aldrich-corp.html
http://www.chemeurope.com/en/companies/17273/sigma-aldrich-corp.html
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CA)。DNA 模板購買於 ZGene Biotech Inc。Nanovue 購買自 GE Healthcare。Acetonitrile、

Isopropanol 購買自 J.T.baker。 Acclaim RSLC 120 C18 2.1 mm × 100 mm 2.2 μm column

購買自 Thermo(Ottawa, ON, Canada)。 

 

  Megabase-scale CRISPR/Cas9 剔除 TAZ 基因 

使用 Megabase-scale CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR-associated proteins)將 Hap1 細胞中製造 tafazzin 的基因 TAZ 進行剔除。

設計一段 23nt single guide RNA (sgRNA)接上另一 100+nt scaffolding part，使 plasmid 其

能轉錄出 single guide RNA (sgRNA)。Cas9 核酸內切酶會與 sgRNA 形成 Cas9 複合體，

sgRNA 會帶著 Cas9 複合體辨識宿主細胞中 Tafazzin DNA 序列中的 PAM (Protospacer 

adjacent motif)，再由 sgRNA 將雙股 DNA 解旋並鍵結上特定 DNA 序列，這時 Cas9 會

將雙股 DNA 截斷，細胞會為了修復被截斷的部分，而使用非同源末端連接片段來修復

DNA，而使該基因片段失效。經由抗生素篩選後，使用 PCR 做 RNA 定序基因表達 (RNA 

sequencing)，做全基因組測序 (Whole-genome sequencing)來確定細胞中突變 TAZ 基因，

培養出 TAZ knockout Hap1 細胞株(Hap1 ΔTAZ)，作為本研究使用的初代細胞模型 (委

託 Horizon Discovery，UK 製作)。 

 

 Hap1 WT 及 Hap1 ΔTAZ細胞培養與繼代 

本實驗使用的細胞株為 Hap1 WT 與以 Megabase-scale CRISPR/Cas9 將 TAZ 基因剔

除的 Hap1 ΔTAZ 細胞。使用以 90% DMEM、10% FBS、0.5% PS 調合的細胞培養液，培

養於 37 °C、5% 二氧化碳的環境中。繼代細胞則使用 PBS 內含 1 mM EDTA，洗去雜質

後，用胰蛋白酵素(trypsin)，切斷細胞與培養皿間的胜肽鍵，使細胞懸浮後以等體積的培
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養液終止 trypsin 反應，再以 3000 xg 離心分鐘收集細胞去除上清液，再以培養液沖散細

胞移至培養皿上進行繼代。 

 放大與純化 pCMV6 質體 

將 2 g 的 LB broth 與 1.5 g Agar 與 100 mL DDW 混勻並滅菌，並加入 kanamycin(最

終濃度 25 µg/mL)，至 9-cm dish, 凝結後置於 4 °C 保存。將 1 µg 的 pCMV6 Entery TAZ 

Myc-DDK-tagged 以 Heat-shock 方式使 DH5α 勝任細胞攝入質體後，將 DH5α 塗於瓊脂

膠盤上於 37 °C 培養 16 小時，挑出菌落並放入含有 kanamycin(25 µg/mL)的 LB 於 37 °C

培養 16 小時，以 3000 xg 離心 8 分鐘去除上清液，使用 AxyPrep Plasmid Miniprep Kit 純

化質體。以 Nanovue 定量核酸濃度。 

 

 pCMV6 質體凝膠電泳 

以 50X TAE buffer 混合 DDW 調合成 1 % Agarose 及 Health view nucleic acid stain 進

行內染，加入核酸標準液，以 100 伏特 30 分鐘於 TAE buffer 中分離質體。使用 SmartView 

Pro 1100 進行顯影。 

 

 Hap1 WT 及 Hap1 ΔTAZ細胞蛋白質定量 

細胞以 Bradford protein-binding assay 來進行蛋白質定量。利用 Coomassie Brilliant 

Blue G-250 與胺基酸中的 Arg、Phe、Try、Pro 鍵結，以 595 nm 去測吸收度以得蛋白濃

度。首先將細胞收起後，以 1 mL PBS 沖散細胞兩次，取 100 µL 以 3000 rpm 離心 5 分

鐘後去除上清液收集細胞，加入 100 µL 0.1% Triton X-100 並混勻，於超音波水浴槽震盪

5 分鐘，再以 10000 xg 離心 2 分鐘，保留上清液，並製備 Coomassie Brilliant Blue G-250

與 DDW 以 1:4 的比例混合並與 BSA 製作標準檢量曲線，使用微盤分析儀(SpectraMax 

https://www.thermofisher.com/tw/zt/home/life-science/cloning/competent-cells-for-transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html
https://www.thermofisher.com/tw/zt/home/life-science/cloning/competent-cells-for-transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html
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M Series Multi-Mode Microplate Readers)進行蛋白質定量。 

 

 萃取細胞脂質 

收起添加 PG 與轉染 TAZ 基因的細胞。使用 Mitochondria isoiation kit，並以 Bligh 

Dyer[70]萃取粒線體中的脂質，先以含有 1% 甲酸的甲醇回溶樣品並加入脂質標準品

CL(14:0)4 (250 ng)、PS(14:0)2 (250 ng)、PG(14:0)2 (250 ng)、PE(14:0)2 (125 ng)、PC(14:0)2 

(250 ng)，並以體積 1:1 比例與二氯甲烷混合均勻，分層後取下層有機相中的脂質樣品，

以氮氣吹乾後以 400 µL 90% 異丙醇、10% 乙腈、1% 甲酸與 10 mM Ammonium formate

回溶。 

 

 HPLC-ESI -Ion trap -MS 分析粒線體磷脂質 

    HPCL移動相分為水相A:60%乙腈、40% DDW、1%甲酸與 10 mM Ammonium formate

與有機相 B:90%異丙醇、10%乙腈、1%甲酸與 10 mM Ammonium formate。移動相梯度

比例前五分鐘為 A:45% B:55%，而 B 隨著時間上升而增加:5 分鐘至 15 分鐘 B:60%，15-

25 分鐘 B:上升至 65%，25-35 分鐘 B:75%，35-60 分鐘 B:100%，60-65 分鐘 B 降 55%，

65-90 分鐘維持 A:45%；B:55%清洗並平衡管柱。分離管柱為 Acclaim RSLC 120 C18 2.1 

mm × 100 mm 2.2 μm column，管柱溫度為 55 °C，流速 0.2 mL/min 進行分析。使用 Bruker 

DataAnalysis(ver.4.1) 與 Bruker Quan Analysis 進行數據處理，並取質量訊號之

EIC(Extracted ion chromatogram)面積來對數據進行半定量分析。分析粒線體磷脂質條件:

前 25 分鐘使用負電偵測並以質譜多反應監測(MRM)分析由不同碳鏈組成 PG 所裂解出

之脂肪酸(fatty acid)進行定量。 
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 ESI Ion Trap 質譜儀偵測 PS、PE、PC、PG、CL 與 MLCL 之參數設定 

 以正電及負電交錯偵測，霧化壓力為 25 psi，並以每分鐘 8 公升 325 °C 的氮氣進行

乾燥，偵測質量範圍 0-42 分鐘為 500-1250 m/z；42-60 分鐘為 1000-1550 m/z。 

 

 細胞內各種類磷脂質計算 

計算各項實驗條件的粒線體中磷脂質的總量，細胞中 PS、PE、PC、PGCL 與 MLCL

的半定量計算公式如下： 

 

細胞內磷脂質計算 

每顆細胞中各項磷脂質總量(fmole)= 

各種磷脂質的 EIC 積分面積總和

內標準品 EIC 積分面積
×
內標準品含量

細胞數(fmole)
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 TAZ 基因剔除效應 

 TAZ 基因剔除效應 

將細胞中的 TAZ 基因剔除使 tafazzin 失去功能後，首先可以看見 CL 的濃度減少

(Figure 6A)70.67%同時也造成 MLCL 濃度增加 292%，CL與 MLCL 的比值從 WT 的 2.47

降到了 0.25。由於 Tafazzin 失去活性後無法將 PC 作為受質，使 PC 的醯基鏈無法透過

Tafazzin 轉移至 MLCL 上及調節 CL 的醯基鏈，造成 PC 堆積而濃度上升 134%。除此之

外，我們也觀察到 PE 濃度上升了 32%，以及 PS 濃度下降 36.7%。  
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Figure 6、TAZ基因剔除與 WT 細胞內磷脂質的總量與相對含量 

(A)各磷脂質在 Hap1 與巴氏症細胞中的總量，右上角的窗格為 CL 與 MLCL 的放大圖。

縱軸為磷脂質於每顆細胞內的濃度、橫軸為磷脂質的種類。(B)各磷脂質在 HAP1 與巴氏

症每顆細胞中的相對含量，右上為 CL 與 MLCL 的放大圖。縱軸為磷脂質在每顆細胞內

的相對含量，橫軸為磷脂質的種類，每種細胞的磷脂質總合為 100% 。

PS:phosphatidylserine ；  PE:phosphatidylethanolamine ； PC:phosphatidylcholine ； PG: 

phosphatidylglycerol；CL:cardiolipin；MLCL:monolysocardiolipin。用液相層析串聯式質譜

得出內標準品面積，再將生物生物樣品面積除以內標準品面積而得出樣品濃度計算而得

得到細胞磷脂質濃度。白色:Hap1 WT；灰色:Hap1 ΔTAZ。以上數據由三次獨立實驗統計

而成，並以 Microsoft Excel t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除與 WT 細胞的 CL 組成差異 

 在 TAZ 基因剔除之後，CL的主要五個群落(Figure 7)分別是 CL(66)、CL(68)、CL(70)、

CL(72)與 CL(74)，這五個群落的雙鍵數全面下降，整體的 CL 性質趨向新生 CL。此現

象說明新合成的 CL，因為 Tafazzin 失去功能，會無法將含有較多雙鍵的醯基鏈轉移至

CL 上而成為成熟的 CL。 
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Figure 7、TAZ基因剔除與 WT 細胞 CL 組成的差異 

圖為 CL 在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內的相對

百分比，橫軸為 CL 的組成種類，每種細胞的 CL 總合為 100%。紅色為 TAZ 基因剔除細

胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel

進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於 MLCL 組成之差異 

將 TAZ 基因剔除後因缺少了 tafazzin 調節 MLCL 而 MLCL 的總量上升，且其中的

醯基鏈組成也有變化(Figure 8)，短碳鏈與長碳鏈的 MLCL(50)、MLCL(56)比率減少，

MLCL(52)、MLCL(54)比率相對增加，係因 PLA2 傾向水解長度較不適合的醯基鏈，以

便 tafazzin 進行醯基鏈轉移後能直接轉化成成熟 CL，所以當 tafazzin 失去功能無法將較

適合的醯基鏈轉移 CL 成為成熟 CL，而新生 CL 被 PLA2水解較不適合的醯基鏈，而使

短碳鏈與長碳鏈的 MLCL 減少，中碳鏈 MLCL 就會相對增加。 



 

 

17 

 

Figure 8、TAZ基因剔除對於 MLCL 組成之差異圖 

圖為 MLCL 在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內的

相對百分比，橫軸為 MLCL 的組成種類，每種細胞的 MLCL 總合為 100%。紅色為巴氏

症細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft 

Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於 PG 組成之差異 

 基因剔除後，雖然 CL 總量下降，但作為 CL 前驅物的 PG 總量卻不受影響(Figure 

6A)。可以看見不論是 Hap1 WT 或是 TAZ 機因剔除細胞株，PG 主要都是由 PG (34:1)、

PG (36:0)與 PG(38:0)所組成。除了 PG(34:1)減少了 15%外，其餘 PG 的種類改變皆小於

10% (Figure 9)，說明 tafazzin 酵素失去功能並不會影響到 PG 的組成與生成。 
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Figure 9、TAZ基因剔除對於 PG 組成之差異圖 

圖為各 PG 在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內的相

對百分比，橫軸為 PG 的組成種類，每種細胞的 PG 總合為 100%。紅色為巴氏症細胞增

加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行

Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於 PC 組成之差異 

 將 TAZ 基因剔除後，因缺乏 tafazzin 將 PC 作為受質，tafazzin 無法帶有較多雙鍵數

的不飽和醯基鏈從 PC 取下，導致 PC 的總量(Figure 6A)及雙鍵數增加(Figure 10)。其中

PC(34:1)的變化最為明顯，因為 PC(34:1)是由兩條碳長分別為 16 與 18 的醯基鏈所組成，

而 tafazzin 傾向於水解碳長為 16 與 18 之醯基鏈，在 tafazzin 失活的情況下使帶有 18 個

碳長的PC免於被水解，造成PC(34:1)含量較Hap1 WT上升20.7%，而PC(34:2)與PC(36:1)

皆微幅下降。 
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Figure 10、TAZ基因剔除對於 PC 組成之差異圖 

圖為 PC 在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內的相對

百分比，橫軸為 PC 的組成種類，每種細胞的 PC 總合為 100%。紅色為巴氏症細胞增加

的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行

Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於 PE 組成之差異 

TAZ 基因剔除後，因 tafazzin 失去功能而無法將 PC 作為受質使 PC 堆積，而過多的

PC 可能抑制了 phosphatiylethanolamine methyltransferase(PEMT)將 PE 轉化成 PC，卻沒

抑制上游合成 PE 的 phosphatiylserine decarboxylase(PSD)，使 PE 過剩(Figure 7A)而造成

PE 在細胞中的濃度上升。雖然 PE 在細胞中的濃度上升，但主要組成 PE(34)與 PE(36)組

(Figure 11)並沒有明顯改變。Hap1 WT 與 TAZ 基因剔除其 PE 各別組成改變量皆小於

10%，故 PE 組成幾乎沒有變化。 
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Figure 11、TAZ基因剔除對於 PE 組成之差異圖 

圖為 PC 在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內的相對

百分比，橫軸為 PE 的組成種類，每種細胞的 PE 總合為 100%。紅色為巴氏症細胞增加

的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行

Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於 PS 組成之差異 

TAZ 基因剔除後，PS 主要皆由 PS(34)、PS(36)與 PS(38)所組成，雖然 PS 濃度減少

(Figure 6A)，但 PS 醯基鏈中的雙鍵數增加(Figure 12)，PS(36:0)減少了 33%，而 PS(36:1)

與 PS(38:2)各別增加 15%與 52.6%。 
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Figure 12、TAZ基因剔除對於 PS 組成之差異圖 

圖為各磷脂質在 WT 與 TAZ 基因剔除細胞中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞內

的相對百分比，橫軸為 PS 的組成種類，每種細胞的 PS 總合為 100%。紅色為巴氏症細

胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel

進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 TAZ基因剔除對於磷脂質調控的影響 

在 Tafazzin 失去功能後(Figure 13)，會無法對 CL 進行醯基鏈的調控，CL 雙鍵數減

少，這代表新合成 CL 因為 TAZ 被剔除，而無法修改醯基鏈以趨成熟，因而造成雙鍵減

少，整體 CL 的組成趨向新生 CL。然而新合成之 CL，因其醯基鏈較符合生物體所需，

導致 PLA2不斷的水解新生 CL，加上 CL 合成酶的基因表達受到抑制，使其濃度下降，

同時造成 MLCL 不斷生成，而這也形成 CL 與 MLCL 的比值失衡。另一個 MLCL 累積

的原因是 MLCL 無法透過 tafazzin 進行醯基鏈轉移將 MLCL 轉化成 CL，理論上此工作

應可由 ALCAT 與 MLCLAT-1 醯基轉移功能替代，但效率似乎不高。而過去 RT-qPCR 實

驗指出 TAZ 剔除造成 iPLA2β及 iPLA2γ 的基因表達增強，此實驗也間接證實在此條件
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下，ALCAT 並不會因此提高活性或數量以消除過多之 MLCL，而且反而是抑制基因表

達的行為。加上由於 tafazzin 已經失去功能，無法在從 PC 取走不飽和醯基使 PC 無法被

消耗而導致濃度升高且雙鍵數增加。PG 為製造 CL 的上游物質，下游之醯基重組並不影

響 PG，因此其醯基鏈無明顯改變，而其含量減少，可能為 CL 需求增加之故，或受 PG

合成酶表達抑制的影響，但合成之 CL 隨後亦皆被 PLA2水解。 

雖然 PE 的濃度如 PC 一樣上升，但是其雙鍵數變化不明顯，因此較不可能受到 CL

重組阻斷之影響，也因此推論 PE 並非主要提供 CL 重組的磷脂質，同時也證實 PC 才是

主要提供 CL 重組的磷脂質。此外，推估 PE 濃度升高有兩種可能，第一可能為 PEMT

被抑制，因 PC 是由 PE 透過 phosphatidylethanolamine methyltransferase(PEMT)或 CDP-

choline 轉化而成，所以若 PC 堆積，可能會抑制 PEMT 阻止 PE 繼續轉化成 PC，而 PEMT

被抑制後使 PE 堆積濃度上升，組成不變。第二可能是 CDP-ethanolamin 轉化成 PE 的，

最後 PS 濃度下降且雙鍵數增加，造成此現象的原因推測是合成 PS 的 PSS1 與 PSS2 被

抑制，但 PS 轉化成 PE 的 PSD 卻沒有被抑制，所以才導致 PE 濃度升高但 PS 濃度卻降

低。 

 

Figure 13、TAZ基因剔除對於磷脂質合成的影響 
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圖為 CL 與其他磷脂質的合成圖，右邊為 CL 重塑機制，左邊為 PC、PE、PS 的合成機

制。綠色箭頭為不受基因剔除影響的路徑，紅色路徑為受基因剔除影響路徑。綠色向下

雙箭頭為含量下降，紅色向上雙箭頭為含量上升，碳鏈上的雙鍵紅標為雙鍵數上升、灰

標為碳長變短、單鍵綠標為雙鍵數減少。  
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 基因轉染治療 

 材料 

lipofectamine 3000 Reagent 購買自 Thermo Fisher Scientific (MA USA)。pCMV6 Entery 

TAZ Myc-DDK-tagged 購買自 Origene (Rockville, MD)。 

 

 放大與純化 pCMV6 質體 

將 2 g 的 LB broth 與 1.5 g Agar 與 100 mL DDW 混勻並滅菌，並加入 kanamycin(最

終濃度 25 µg/mL)，至 9-cm dish，凝結後置於 4 °C 保存。將 1 µg 的 pCMV6 Entery TAZ 

Myc-DDK-tagged 以 Heat-shock 方式 使 DH5α 勝任細胞攝入質體後，將 DH5α 塗於瓊脂

膠盤上於 37 °C 培養 16 小時，挑出菌落並放入含有 kanamycin(25 µg/mL)的 LB 於 37 °C

培養 16 小時，以 3000 xg 離心 8 分鐘去除上清液，使用 AxyPrep Plasmid Miniprep Kit 純

化質體。以 Nanovue 定量核酸濃度。 

 

 pCMV6 質體凝膠電泳 

以 50x TAE buffer 混合 DDW 調合成 1 % Agarose 及 Health view nucleic acid stain 進

行內染，加入核酸標準液，以 100 伏特通電 30 分鐘於 TAE buffer 中分離質體。使用

SmartView Pro 1100 進行顯影。 

 

https://www.thermofisher.com/tw/zt/home/life-science/cloning/competent-cells-for-transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html
https://www.thermofisher.com/tw/zt/home/life-science/cloning/competent-cells-for-transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html
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 Hap1 ΔTAZ 細胞轉染 TAZ基因 

將 Hap1 ΔTAZ 置於培養箱一天並貼盤後，使用 lipofectamine 3000 Reagent 與 5 µg

的 pCMV6 Entery TAZ Myc-DDK-tagged 加入 DMEM 中靜置 20 分鐘後，加入貼盤的細

胞中於 37 °C、5 %二氧化碳培養 48 小時(Figure 14)。 

 

Figure 14、Hap1 WT 與 Hap1 ΔTAZ細胞轉染 TAZ基因前後變化 

圖為 Hap1 WT 與 Hap1 ΔTAZ 顯微鏡觀測圖。(A) Hap1 WT 轉染 TAZ 0 小時。(B) Hap1 

WT 轉染 TAZ 48 小時。(C) Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ 0 小時。(D) Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ 48

小時。 

 

 Hap1 WT 及 Hap1 ΔTAZ西方墨點法 

以 1 mL PBS 沖散細胞兩次，取 900 µL 以 3000 rpm 離心 5 分鐘後去除上清液，加

入 100 µL RIPA buffer，靜置於冰上 15 分鐘後，用超音波粉碎機(Qsonica Sonicators)以功

率 80% 於冰上震盪 20 秒後，12000 xg 離心 15 分鐘，分離上清液與沉澱，回溶沉澱後

取 500 µg 的蛋白質，以體積 4:1 的比例加入 5x Protein Loading Buffer，於 95 °C 加熱 10
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分鐘，加入蛋白質標準液以 10 % acrylamide 分離，stacking gel 以 100 伏特通電 15 分鐘，

蛋白條帶到達 separating gel 後，以 200 伏特通電 75 分鐘，完成蛋白質分離後，以 100

伏特通電 60 分鐘將蛋白質轉印至 PVDF 膜上，以一抗濃度 1:2000 Anti-DDK pH 7.4 於 4 

°C 下反應 16 小時後，以 TBS/0.1% tween 20 pH 7.4 洗去 PVDF 膜上之牛奶與一抗後，

二抗濃度 1:2500 Anti-Rat antibody pH 8.2 於室溫下反應 90 分鐘後，以 alkaline phosphatase

與 BCIP、NBT 呈色 30 分鐘。Figure 16 中的一欄為 Hap1WT 的細胞膜、第二欄為 Hap1 

WT 的細胞貭、第三欄為 Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ 基因之細胞膜、第四欄為 Hap1 ΔTAZ 轉

染 TAZ 基因之細胞貭。由下圖 Fugure 15 中第 1 欄與第 2 欄並沒有出現任何條帶，而第

3 欄在 28 kDa-35 kDa 的位置出現深紫色條帶，證明 TAZ 基因進入細胞，並使細胞中表

達 tafazzin-DDK，於 anti-DDK 抗體辨認後搭配 AP 共軛呈色。 

 

Figure 15、Hap1 ΔTAZ細胞轉染轉染 TAZ基因 

第一欄為 Hap1 WT 的細胞膜；第二欄為 Hap1 WT 的細胞質；第三欄為 Hap1 ΔTAZ 轉染

TAZ 基因之細胞膜；第四欄為 Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ 基因之細胞質。Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ

基因培養 48 小時後進行西方墨點法，一級抗體使用 anti-DDK(1：2000)，二級抗體 anti-

Rat 1:2500。 
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 轉染 TAZ對於巴氏症細胞中磷脂質之改變 

在轉染 TAZ 使 Tafazzin 功能恢復後，首先可以看見 CL 的濃度升高了 219%(Figure  

16A)而 MLCL 降低了 91.9%，使 CL 與 MLCL 的比值從未轉染前的 0.25 升高至 6.69。

因 tafazzin 功能恢復而開成為受質的 PC，濃度沒有減少反而增加了 13.3%。PC 的前驅

物之一 PE 濃度不變，最後 PS 的濃度升高了 84.8%。 
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Figure 16、轉染 TAZ後細胞內磷脂質的總量與相對含量 

 (A)各磷脂質在 Hap1 與巴氏症細胞中的總量，右上角的窗格為 CL 與 MLCL 的放大圖。

縱軸為磷脂質於每顆細胞內的濃度、橫軸為磷脂質的種類。(B)各磷脂質在 HAP1 與巴氏

症每顆細胞中的相對含量，右上為 CL 與 MLCL 的放大圖。縱軸為磷脂質在每顆細胞內

的相對含量，橫軸為磷脂質的種類，每種細胞的磷脂質總合為 100%。 PS: 

phosphatidylserine ；  PE:phosphatidylethanolamine ； PC:phosphatidylcholine ； PG: 

phosphatidylglycerol；CL:crdiolipin；MLCL:monolysocardiolipin。用液相層析串聯式質譜

得出內標準品面積，再將生物樣品面積除以內標準品面積而得出樣品濃度計算而得得到

細胞磷脂質濃度。白色: Hap1 WT；灰色:Hap1 ΔTAZ ，紅色: Hap1 ΔTAZ 轉染 TAZ。以

上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計

(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 CL 組成的改變 

將巴氏症細胞轉染 TAZ，使 tafazzin 功能恢復後，在主要的五個群落 CL 中，分別為

CL(66)、CL(68)、CL(70)、CL(72)與 CL(74)，這五個群落的醯基鏈組成皆由低雙鍵數移

動至剛雙鍵數，雙鍵數全面增加(Figure 17)，皆整體 CL 的性質傾向具功能性的成熟 CL。

此現象說明了轉染 tafazzin 確實能協助調控心磷脂醯基鏈的組成。 
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Figure 17、轉染 TAZ對於 CL 組成的改變 

圖為 CL 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 CL 的組成種類，每種細胞的 CL 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ 基因剔除細

胞細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft 

Excel t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 MLCL 組成的改變 

 轉染 TAZ 使 tafazzin 功能恢復後，降低了 MLCL(52)與 MLCL(54)中的含量(Figure 

18)，解決了 MLCL (52)與 MLCL(54) 的在轉染 TAZ 基因前的堆積問題。此現象說明了

tafazzin 的確將帶有 16 與 18 個碳長的醯基鏈接至 MLCL 上。此外，轉染 TAZ 也造成了

特定種類的 MLCL 上升，例如 MLCL(54:5)顯著上升與帶有較多雙鍵數的 MLCL(56:7)與

MLCL(56:8)上升並回復至正常含量。 
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Figure 18、轉染 TAZ對於 MLCL 組成的影響 

圖為 MLCL 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每

顆細胞內的相對百分比，橫軸為 MLCL 的組成種類，每種細胞的 MLCL 總合為 100%。

白色為 WT、灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ

基因剔除細胞細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以

Microsoft Excel t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 PG 組成的改變 

將 TAZ 轉染至基因缺陷的細胞使 tafazzin 功能恢復後，PG 總量雖略為降低(Figure 

16A)，但其組成也無明顯改變(Figure 19)皆由 PG(34:1)、PG(36:0)與 PG(38:0)所組成，而

PG 各組成含量差異也不大，除了 PG(36:0)微幅減少與 PG(38:0)微幅增加。這說明了上

游產物 PG，不論是基因剔除或是基因轉染，組成與合成皆不受影響。 
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Figure 19、轉染 TAZ對於 PG 組成的影響 

圖為 PG 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 PG 的組成種類，每種細胞的 PG 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ 基因剔除細

胞細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft 

Excel t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 PC 組成的改變 

經轉染 TAZ 使 tafazzin 酵素恢復功能後，雖然有恢復調節 CL 與 MLCL 的功能，但

身為 tafazzin 受質的 PC 卻不減反增(Figure 16A)，且雙鍵數甚至還增加(Figure 20)，這說

明了 PC 不是唯一提供醯基鏈給 CL 的脂質，且 tafazzin 也不會專一提取 PC 所提供的醯

基鏈，也會從其他磷脂質的水解產物提曲醯基鏈。 
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Figure 20、轉染 TAZ對於 PC 組成的影響 

圖為 PC 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 PC 的組成種類，每種細胞的 PC 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ 基因剔除細

胞細胞增加的部分。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行

Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 PE 組成的改變 

 轉染 TAZ 使 tafazzin 功能恢復後，PE 總量不變(Figure 16A)，組成種類亦由 PE(34)、

PE(38)與 PE(38)所組成(Figure 21)。而 PE (36:1)含量下降了且 PE(36:2)含量上升，PE(36)

的雙鍵增加。此現象說明轉染 TAZ，恢復功能的 tafazzin 並不會將 PE 作為受質去水解其

醯基鏈。  
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Figure 21、轉染 TAZ對於 PE 組成的影響 

圖為 PE 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 PE 的組成種類，每種細胞的 PE 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ 基因剔除細

胞細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft 

Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於 PS 組成的改變 

 轉染 TAZ 使 tafazzin 恢復功能後，濃度方面 PS 有恢復至 WT 的含量(Figure 16A)，

主要組成依舊皆由 PS(34)、PS(36)與 PS(38)組成。經轉染 TAZ 後，沒有將原本下降的

PS(36:0)復原(Figure 22)。 
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Figure 22、轉染 TAZ對於 PS 組成的影響 

圖為 PS 在與巴氏症細胞與巴氏症細胞轉染 TAZ 中的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 PS 的組成種類，每種細胞的 PS 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、紅色為巴氏症細胞轉染 TAZ。紅色底為巴氏症細胞 TAZ 基因剔除細

胞細胞增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft 

Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 轉染 TAZ對於磷脂質合成路徑的改變 

轉染 TAZ 能活化 MLCL 與新生 CL 的醯基鏈重組路徑(Figure 23)，有效地使 CL 雙

鍵數增加，趨於成熟的高雙鍵數 CL。而此效應來自於 Tafazzin 將醯基鏈轉移至 MLCL，

因此造成 MLCL 的濃度明顯降低，且低於正常細胞株，先前 RT-qPCR 實驗指出在 TAZ

基因剔除的情況下會增強 iPLA2β 及 iPLA2γ 的基因表達而使 MLCL 與 dilysocardiolipin

增加，而被 iPLA2β 及 iPLA2γ 水解的醯基鏈可能被過量 tafazzin 轉移到 CL 上。先前 RT-

qPCR 實驗也證實 CL 合成酶(CLS)會因 TAZ 轉染而增加其基因表達，但是 PG 不因轉染

而有明顯濃度及種類的變化，因而推測新生 CL 的生成，並未因 MLCL 協助產生成熟 
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CL 而停止或減緩生成，故 CL 總量有明顯提升，但未完全達到基因剔除前的濃度，似乎

轉染之 Tafazzin 與原生 Tafazzin 有些許差異。轉染 TAZ 後總磷脂質量有些微上升，除

了 CL 增加及 MLCL 降低較為明顯，尤其以 PC 的增加最為顯著，雖然以比例計算後並

無變化。然而，Tafazzin 恢復功能後並沒有看見 PC 被作為受質的跡象，因為 PC 含量不

減反增且雙鍵數變化不明顯，並不符合做為 tafazzin 受質的要素，這與前一章節之 PC 為

主要提供醯基鏈之磷脂質相互抵觸，但也非實驗中所偵測之 PE、PS 或 PG。推估 Tafazzin

轉染可能驅使細胞中的去飽和酶活化，產生成熟 CL 所需之高雙鍵脂肪酸，造成幾乎各

種磷脂質皆有雙鍵數上升的情況。PE 含量不變，雙鍵數增加，推估是因為 PSS2 被活化

使 PS 含量上升與雙鍵數上升。 

 

Figure 23、轉染 TAZ對於磷脂質合成路徑的改變 

圖為 CL 與其他磷脂質的合成圖，右邊為 CL 重塑機制，左邊為 PC、PE、PS 的合成機

制。綠色為不受基因剔除影響的路徑，藍色箭頭為活化路徑，紅色路徑為受基因剔除影

響路徑。綠色向下雙箭頭為含量下降，紅色向上雙箭頭為含量上升，碳鏈上的雙鍵紅標

為雙鍵數上升、灰標為碳長變短、單鍵綠標為雙鍵數減少。 
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 脂質治療 

 材料 

 Phosphatigylglycerol，18:1/18:1 購買於 Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)。 

 

 Hap1 ΔTAZ 添加 phosphatidylglycerol (18:1)2 

原始濃度 25 mg/mL DOPG 以氮氣去除三氯甲烷，並以乙醇回溶後，將 4.0 ×106顆

細胞置於 10 cm 培養皿中以 37 °C ，5%二氧化碳中培養，於 0、24 小時添加 DOPG 50 

µM，並於 48 小時收集細胞(Figure 24)。 

 

Figure 24、Hap1 WT 與 Hap1 ΔTAZ 添加 50 μM PG(18:1)2 

(A) Hap1 WT 添加 PG 0 小時。(B) Hap1 WT 添加 PG 48 小時。(C) Hap1 ΔTAZ 添加 PG 

0 小時。(D) Hap1 ΔTAZ 添加 PG 48 小時。 
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 PG 治療效應 

添加 PG(18:1)2至 Hap1 ΔTAZ 細胞中，作為能直接合成出成熟 CL 的原料。雖然細

胞內 CL 與 MLCL 濃度分別下降 28%與 94.4%(Figure 25A)，但 CL 與 MLCL 的比值從

ΔTAZ 的 0.25 回升至 3.13。另外添加 PG(18:1)2後，PG 的含量不增反減，下降了 32%。

PC 則減少了 29.6%。PE 濃度下降達 48.%。PS 濃度沒有變化。 
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Figure 25、添加 PG(18:1)2細胞內磷脂質的總量與相對含量 

(A)各磷脂質在 Hap1 與巴氏症細胞中的總量，右上角的窗格為 CL 與 MLCL 的放大圖。

縱軸為磷脂質於每顆細胞內的濃度、橫軸為磷脂質的種類。(B)各磷脂質在 HAP1 與巴氏

症每顆細胞中的相對含量，右上為 CL 與 MLCL 的放大圖。縱軸為磷脂質在每顆細胞內

的相對含量，橫軸為磷脂質的種類，每種細胞的磷脂質總合為 100%。 PS: 

phosphatidylserine ；  PE:phosphatidylethanolamine ； PC:phosphatidylcholine ； PG: 

phosphatidylglycerol；CL:cardiolipin；MLCL:monolysocardiolipin。用液相層析串聯式質譜

得出內標準品面積，再將生物樣品面積除以內標準品面積而得出樣品濃度計算而得得到

細胞磷脂質濃度。白色: Hap1 WT；灰色:Hap1 ΔTAZ ，綠色: :Hap1 ΔTAZ  添加 PG(18:1)2。

以上數據由三次獨立實驗統計而成，並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計

(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 CL 的組成影響 

添加 PG(18:1)2後對於 CL 的改變(Figure 26)，能夠看見 CL 66、CL 68 與 CL 70 這

些中短碳鏈含量減少而中長碳鏈的 CL(72)與 CL(74)含量變多。尤其是在 CL(72:4)。因

為 CL (72:4)是由 4 條碳長為 18 的醯基鏈組成，而我們添加 PG 的醯基鏈就是(18:1)，

所以能看見在 CL 72:4 組成有明顯的增加，說明了額外添加的 PG 確實有被合成出
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CL。 

 

 

Figure 26、添加 PG(18:1)2對於巴氏症細胞 CL 組成的影響 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 CL 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞

內的相對百分比，橫軸為 MLCL 的組成種類，每種細胞的 CL 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。紅色底

為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，

並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 MLCL 組成差異 

添加 PG(18:1)2 後 MLCL 的趨勢變化與 CL 類似，除了含量都會下降以外，也同樣

會讓帶有 18:1 醯基鏈組成大幅增加(Figure 27)，只不過 MLCL 比 CL 要少一條醯基鏈是

MLCL(54:3)。前述現象說明了添加 PG確實能促進 CL合成並恢復 CL與 MLCL的比值。

由於添加 PG(18:1)2 後合成的出來的 CL(72)種類增加，被 PLA2 水解掉的 CL(72)也會變

多，造成 MLCL(54)的含量相對上升，MLCL(52)含量相對下降。 
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Figure 27、添加 PG(18:1)2對於 MLCL 組成差異圖 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 MLCL 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細

胞內的相對百分比，橫軸為 MLCL 的組成種類，每種細胞的 MLCL 總合為 100%。白色

為 WT、灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。

紅色底為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統

計而成，並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 PG 組成差異 

非常意外的，在添加 50 μM PG(18:1)2，不僅沒有讓細胞中的 PG 總量提高(Figure 

25A)，甚至還降低。但值得注意的是添加 PG 後，可以看到 PG(36:0)與 PG(36:1)的相對

含量減少而 PG(34:1)；(36:2)含量相對增加(Figure 28)，說明了添加 PG(18:1)2 確實有被

細胞攝入，且其醯基鏈(18:1)成為細胞磷脂質的一部分，且 PG 中的醯基鏈可以互相置

換。 
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Figure 28、添加 PG(18:1)2對於 PG 組成差異圖 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 PG 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞

內的相對百分比，橫軸為 PG 的組成種類，每種細胞的 PG 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。紅色底

為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，

並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 PC 組成差異 

添加 PG，細胞中 PC 的總量明顯降低(Figure 25A)，但 PC 的醯基鏈組成趨向 18:1 

(Figure 29)，造成 PG(36:2)明顯增加，此現象說明了過量的 PG (18:1)2會被細胞自行分

解，而其中 PG (18:1)的醯基鏈會被 PC 吸收，故能看見短碳鏈的 PC(32:1)減少，長碳

鏈的 PC(36:2)增加。 
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Figure 29、添加 PG(18:1)2對於 PC 組成差異圖 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 PC 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞

內的相對百分比，橫軸為 PC 的組成種類，每種細胞的 PC 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。紅色底

為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，

並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 PE 組成差異 

添加 PG(18:1)2後使 PE 的醯基鏈組成趨向 18:1 且 18:1 的醯基鏈取代了部分 PG 的

醯基鏈使 PG(34:1)與 PG(34:2)的含量下降，而 PE(36:1)與 PE(36:2)的含量上升 (Figure 

30)。同樣因為過量的 PG (18:1)2會被細胞自行分解，而其中(18:1)的醯基鏈就會被 PE

吸收而使 PE(36:1)與 PE(36:2)增加。不只有巴氏症細胞有此現象，在 Hap1 WT 細胞中

也出現這樣的趨勢。 
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Figure 30、添加 PG(18:1)2 對於 PE 組成差異圖 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 PE 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞

內的相對百分比，橫軸為 PE 的組成種類，每種細胞的 PE 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。紅色底

為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，

並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於 PS 組成差異 

 添加 PG 後，PG 中(18:1)2的醯基鏈也有被 PS 接收(Figure 31)，使 PS(36:2)上升，所

以 PS(34)含量就相對減少，顯示添加 PG 後 18:1 的醯基鏈取代了原本 16:0 與 16:1 之醯

基鏈，使 PS 醯基鏈長度增加。 
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Figure 31、添加 PG(18:1)2 對於 PS 組成差異圖 

圖為巴氏症細胞與添加 PG 至巴氏症細胞中 PS 的相對含量。縱軸為磷脂質在每顆細胞

內的相對百分比，橫軸為 PS 的組成種類，每種細胞的 PS 總合為 100%。白色為 WT、

灰色為巴氏症細胞、淺綠色為 WT 細胞添加 PG、深綠色為巴氏症細胞添加 PG。紅色底

為巴氏症細胞添加 PG 後增加的部分，綠色為減少。以上數據由三次獨立實驗統計而成，

並以 Microsoft Excel 進行 Student t-Test 統計(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001)。 

 

 添加 PG(18:1)2對於磷脂質合成路徑的差異 

添加 PG(18:1)2 補充合成 CL 的原料，能讓細胞直接合成出成熟 CL(Figure 32)。因

為 PG 為外部添加，因此最容易察看 PG 添加後轉化的流向，除了 CL 與 MLCL 有非常

明顯(18:1)轉化外，也可另外觀察出 PC 與 PE 都有較為明顯(18:1)醯基鏈的轉入，但 PG

本身的變化卻較不明顯，顯見 PG 的添加會快速造成細胞內轉化成其他磷脂質，以維持

其恆定。以 CL 的角度來看，PG 的添加並沒有讓 CL 的濃度增加，雖然濃度沒有增加，

但是 PG 的(18:1)醯基鏈確實有被轉化成 CL(72:4)。MLCL 的濃度有明顯下降，且

MLCL(54:3)的含量也顯著增加且鏈長增加，顯示添加 PG 確實能回復 CL 與 MLCL 的比
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值。根據實驗室先前的研究，PG 的添加會抑制 iPLA2β 及 iPLA2γ 的基因表達，因為這

兩酵素會水解粒線體中 CL，這也解釋為何 MLCL 會大量的減少。 

 PC 的變化與巴氏症細胞相當不同，在 TAZ 基因剔除後，tafazzin 已經失去功能無法

將 PC 作為受質的情況下，因此 PC 的含量大量增加(第四章)，但在添加 PG 後 PC 含量

下降至正常 WT 細胞水準，組成雙鍵數增加與碳鏈增長。PE 的含量也是下降且雙鍵數

增加，有相同的現象。最後 PS 的含量不變，碳鏈增長雙鍵數增加。結果顯示添加 PG(18:1)2，

只有 PG 與 PS 的總量沒有變化，其餘的磷脂質的含量全部降低。推測 PG 添加後，除了

提供 CL 合成外，多餘之 PG 則平均轉化為各種磷脂質，也有效地降低因基因剔除造成

的磷脂質組成變異。 

 

 

Figure 32、添加 PG 對於磷脂質合成的影響 

圖為 CL 與其他磷脂質的合成圖，右邊為 CL 重塑機制，左邊為 PC、PE、PS 的合成機

制。綠色為不受基因剔除影響的路徑，藍色箭頭為活化路徑，紅色路徑為受基因剔除

影響路徑。綠色向下雙箭頭為含量下降，紅色向上雙箭頭為含量上升，碳鏈上的雙鍵

紅標為雙鍵數上升、灰標為碳長變短、單鍵綠標為雙鍵數減少。 
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 結論 

我們觀察到了將 Hap1 細胞中 TAZ 基因剔除後，會使 PS 總量下降及醯基鏈飽和度

下降；PC 總量上升；CL 總量下降且飽和度增加同時也會使 MLCL 總量增加且短碳鏈減

少。PS 方面原因可能是合成 PS 的 PSS2 被抑制而水解 PS 的 PSD 沒有被抑制而造成 PS

下降，此推論需要其他實驗如 RT-PCR 針對酵素的 mRNA 表達量去進行驗證；PC 則是

因為 tafazzin失去功能無法將PC作為受質而使PC堆積；CL雙鍵數減少的原因為 tafazzin

失去功能後無法有效轉移不飽和醯基鏈；MLCL 短碳鏈減少的原因為 PLA 會專一水解

新生 CL 的短醯基鏈。 

經過轉染 TAZ 使 tafazzin 功能恢復後，不只 CL 與 MLCL 的比值恢復且碳鏈及雙鍵

數組成也恢復於接近WT的組成。但 PC則是總量及雙鍵數皆增加，可知轉染後的 tafazzin

並沒有將 PC 作為受質使用，醯基鏈的來源可能取自 iPLA2β 及 iPLA2γ 的水解產物，另

外 PC 上升的原因亦有可能是轉染試劑中的奈米之質體被細胞膜所吸收而使 PC 含量顯

著上升。 

添加 PG 方面，能夠跳過 CL 的重整路徑使 CL 與 MLCL 的比值恢復，PG(18:1)2直

接提供了合成成熟 CL 的部分原料，使 CL(18)4 及 MLCL(18)3 的組成增加，過剩的

PG(18:1)2其醯基鏈也會散布到細胞中並由 PS、PE 及 PC 吸收，故造成由 18 個碳長醯基

鏈組成 PS、PE 與 PC 比率增加。 
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