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摘要 

    近年來由於抗生素濫用，導致越來越多致病菌產生抗藥性，所以急迫需要開

發新的替代藥物。抗微生物胜肽的抗菌機制不同於抗生素藥物，不需與受體結合

即能發揮作用，因此較不易引起抗藥性，且具有廣效性、高效性、選擇性及穩定

性，是極具潛力能替代抗生素成為更優良的抗菌藥物。 

    本實驗室先前發表設計一系列從壁蝨唾液腺中分離的 Ixosin-B 之胜肽類似

物，並自行合成、純化及測試生物活性，實驗結果顯示其中的 MAP-0403 胜肽具

有最佳的抗菌活性，但溶血性較高。後又以此 (MAP-0403) 為模板胜肽而設計出 

JJ 系列，由實驗結果可知，該系列中之 JJ-02 擁有最佳的抗菌活性，且具有低溶

血性。因此本實驗以 JJ-02 作為胜肽設計模板，並採取不同策略設計出三段胜肽，

分別為 SL-01、SL-02、SL-03，三者並稱為「SL 系列」，以期得到更強的抗菌活

性及溶血性更低的抗微生物胜肽。本實驗利用固相胜肽合成法製備所需胜肽；逆

相高效能液相層析儀進行純化；基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀進行鑑定

分子量，最後得到高純度的目標胜肽，遂利用抗菌活性測試、抗癌活性測試及溶

血活性測試進行活性分析。    

   透過胺基酸置換策略及各胜肽之活性結果可知， Proline 兩端之胺基酸性質

對胜肽序列具有一定的影響。總結而論，應是 SL-03 最具有後續研究價值，而

SL-02 可能顯示出其對革蘭氏菌的選擇性，亦可作為後續延伸探討的分支。 
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Abstract 

    The widespread use of antibiotics and biocides and the development of 

tourism and trade contribute to the rapid spread of antimicrobial resistance (AMR) and 

multiple-drug resistance (MDR). Therefore, it is urgent to develop new antibacterial 

agents. The antibacterial mechanism of the antimicrobial peptides are different from that 

of antibiotics. They can work without binding the receptors. It is not only less 

susceptible to drug resistance, but also has broad-spectrum, high-efficiency, selectivity 

and stability. Therefore, AMPs are potential to become new antimicrobial agents 

because of their characteristics. The laboratory published a series of peptides of Ixosin-

B isolated from the salivary glands of the tick. The Ixosin-B peptides were preparated 

and tested by ourselves. The experimental results showed that the MAP-0403 peptide 

had the best antibacterial activity, but the hemolytic activity was higher. The JJ series 

used the MAP-0403 as a template peptide. From the experimental results, JJ-02 in this 

series had the best antibacterial activity and low hemolysis. In this study, we used the 

JJ-02 as the parent peptide to design its analogs – SL series. All of them were 

synthesized by solid phase peptide synthesis (SPPS), purified by RP-HPLC, and 

characterized by MALDI-TOF MS. Their antimicrobial activities were analyzed by 

using the Micro broth dilution method. Their anticancer activities were analyzed by 

using the MTT assay. Their hemolytic activities were analyzed by using hemolytic assay. 

By the amino acid replacement strategy, the results showed that the amino acid 

properties at both ends of Proline have a certain influence on the peptide sequence. In 

summary, SL-02 and SL-03 were selected as our leading peptides for subsequent 

development of antibacterial agents. 
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第一章 前言 

1-1、前言概述 

    人口老化、少子化、抗生素失效、抗藥性細菌崛起、罹癌率/死亡率攀升……

隨著人類社會發展，各類公共議題亦如雨後春筍般不斷湧現，其中最棘手、迫不

可待的——抗生素失效，最使世界各國苦不堪言，短期之內難以迅速制定應對方

針而解決。 

    近年來因為抗生素的濫用，醫院已然成為培養許多致病細菌的溫床。例如:靜

脈內導尿管中，發現有約一半的細菌對青黴素 (Methicillin) 具有抗藥性 2；金黃

色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 可存活於多項醫療器材；萬古黴素抗藥性腸

球菌 (Vancomycin-Resistant Enterococci，VRE) 亦是院內常見的感染病原菌 3。這

些具有抗藥性之細菌可透過質體將具抗-抗生素的基因傳遞，使得抗生素漸漸失

去抗菌功效，因此開發新一代的抗生素是刻不容緩的。 

    相較於傳統的抗生素，抗微生物胜肽 (Antimicrobial Peptides，AMPs) 具有廣

泛及迅速的抗菌功效、殺菌所需劑量少、不易造成微生物抗藥性……等優勢，而

形成該優勢的原因則歸功於與傳統抗生素迥異的抗菌機制。傳統抗生入主要採取

"化學抑菌"的方式達到殺菌效果，雖然效果顯著，但因其會直接與微生物細胞內

受體(或膜上受體作用)，而容易產生抗藥性。抗微生物胜肽大多則採取”物理殺菌”

的方式導致微生物細胞膜的崩解，進而達到殺菌效果。 
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    因此抗微生物胜肽極具潛力可開發成為新一代的抗微生物藥物。在生物體內

亦發現含有大量的抗微生物胜肽存在。其主要的功能是幫助生物體抵禦或撲殺外

來的病原體、刺激免疫細胞，而增強生物體對抗疾病的免疫力，例如：抗微生物

胜肽對於細菌、真菌、病毒及寄生蟲具有去活性、直接殺死細胞或抑制細胞生長

等作用。 

    而基於諸多研究指出，部分抗菌胜肽具有抑制癌細胞增生或狙殺之功效，且

對細胞具有一定的選擇性。因此本篇研究除了探討 SL 系列之抗菌活性外，亦會

對其進行抗癌活性評估，以利後續對序列之修改及探討。 

1-2、抗藥性的起源 

    近年來美國傳染病學 (the Infectious Diseases Society of America, IDSA) 統整

了一系列具抗生素耐藥性之細菌:糞腸球菌 (Enterococcus faecium)、金黃色葡萄球

菌 (Staphylococcus aureus)、肺炎克雷伯菌 (Klebsiella pneumoniae)、鮑曼不動桿

菌 (Acinetobacter baumannii)、銅綠假單胞菌/綠膿桿菌 (Pseudomonas aeruginosa) 

和腸桿菌屬 (Enterobacter spp.)，並將其縮寫成 「ESKAPE」——意旨能夠“逃

避”(Escape) 抗生素作用的細菌群1。 

    在過去的 80 年的歲月裡，抗生素為人類社會帶來了諸多助力，例如:現代醫

學的進步和農、工業革命性變化，其已然深深融入人們的生活當中，廣泛的使用

率就好比於無所不在的細菌一般 4。然而隨著經濟全球化促進了旅遊和貿易的發

展，加速了抗生素在生態循環中的傳播速度，間接助長抗菌素耐藥性
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（Antimicrobial resistance , AMR）的產生速度，且目前已被證明國際農產品貿易

網絡可以迅速在全球範圍內傳播潛在的食源性污染物，通過病原自體擴散傳播，

在起源上幾乎無法追踪 5。其次是近四十年來過度使用抗生素造成了前所未有的

選擇壓力，亦導致 AMR 和多重耐藥性（multiple-drug resistance , MDR）的發生

率逐漸攀升，可能導致“抗生素時代”結束 1, 4, 6。 

    而另一項造成 MDR 菌種持續肆虐的原因便是在過去二十年中，主要製藥公

司對抗菌藥物研發的投資大幅縮減。與 20 世紀 40 年代早期至 20 世紀 70 年

代後期抗生素發現的“黃金時代”形成鮮明對比的是，過去四十年提供的真正新

型抗生素類別很少7,27 。據估計將一種新型抗生素推向市場的研發計劃須10年，涉

及漫長而嚴格的臨床試驗，成本在 8 億美元至 17 億美元之間27，加上主要製藥

公司和小型生物技術公司對該市場興趣缺缺，與用於慢性疾病或生活用藥物相比，

抗生素是極為高風險的投資。如此便導致新型抗菌藥物大量減少，造成目前生產

率未能跟上全球 MDR 的進化與傳播速度28。 

    根據預測結果推斷，抗生素的缺乏將在全球範圍內產生各種各樣的後果，不

僅限於公共健康，甚至是可以影響國家安全和國際政治穩定29。認知到“抗生素

後時代”(Postantibiotic era)可能提早降臨，相關之國際機構包括 世界衛生組織 

(WHO) 29、30、歐洲疾病預防和控制中心 (the European Centre for Disease Prevention 

and Control) 31,32 和 美國傳染病學會 （IDSA）27 研擬了多項策略，試圖刺激新

型抗菌化合物的研究、改善抗生素之相關管理工作，以保留治療藥物的選擇。  
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    人與人之間的接觸是細菌在社區和醫療機構內部的重要傳播方式，尤其是在

缺乏基本衛生設施之發展中國家更為普遍。隨著抗生素的發展下降和抵抗力(細

菌對抗生素)上升，醫療保健相關感染（healthcare- associated infections ,HAIs）仍

舊是決定患者存活率的最大威脅。除了艱難梭菌感染 (Alongside Clostridium 

difficile infection)外，還有四大類 HAI：中心線相關血流感染  (central line-

associated bloodstream infections)、導管相關的尿路感染 (catheter-associated urinary 

tract infections)、手術部位感染  (surgical-site infections)和呼吸機相關性肺炎 

(ventilator-associated pneumonia)33。在美國、歐盟和英國尿路感染是最常見的 HAI

類型；而在發展中國家手術部位感染是最常見的 8。 根據相關統計資料顯示:美國

的 HAI 約為 5％ 34；歐洲為 7.1％ 35；英國為 3.8％~8.7％8。 然而這些數據與發

展中國家之 HAI —— 15.5％比較便相形見絀 8。 

    截至目前為止的統計資料顯示: 2009 年歐洲疾病預防和控制中心（ECDC）

估計， MDR 細菌每年造成 25,000 人死亡；2015 年法國每年有 12,500 人死於

MDR 細菌。近期聯合國表示抗生素抗性是一種全球性的禍害，預測到 2050 年將

有 1000 萬人因無抗生素可用而死亡。因此開闢新型的抗菌藥物及殺菌機制是刻

不容緩的 9。 
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1-3、癌症的現狀 

     即便現代醫療進步飛快，相比從前的治療方法增加了諸多選擇，癌症仍是令

全球各國的頭疼的健康議題。在台灣自民國 71 年起，癌症高居國人十大死因之

首，每年約造成 40,000 人死亡。不但嚴重影響病患及其家屬之生活品質，也促成

諸多社會成本，如:醫療費用支出 36,37。 

    在治療方面，現階段多以手術切除、放射線療法、化學療法、標靶藥物與綜

合療法為主要手段。其他如基因療法、幹細胞療法、免疫治療……等等，仍處於

研究階段。雖然方法繁多，但患者常因各類身體因素，如免疫力下降、食慾不振、

細菌感染……等等，間接導致死亡，而非因患癌而致死。 

    故除了如何有效防治癌症外，開闢新型治療方法、藥物以減輕患者身體負擔，

提高術後/化療後存活率，亦是台灣當前重要課題之一。 
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第二章 文獻探討 

2-1、什麼是 E、S、P ?  

2-1-1、Escherichia coli (E) 大腸桿菌 (E) 

    是一種革蘭氏陰性菌，大多數大腸桿菌是共生的並且佔正常腸道菌群的約0.1

％，但是一些菌株本身俱有致病性，導致英國所有菌血症的約 20％10。通常致病

性大腸桿菌菌株會具有黏附因子以使其可定居生長，例如: O157：H7 的菌株系

於感染後易造成腸道內出血，更甚者則會破壞肺、腎之微血管，嚴重恐誘發急性

腎衰竭4, 11。 

2-1-2、Staphylococcus aureus (S) 金黃色葡萄球菌（S） 

    是一種革蘭氏陽性菌，屬於常見皮膚微生物群代表。經統計指出: 約60％ 的

人口被稱為「間歇性攜帶者」- 不規則地攜帶菌株；約 20％ 的個體被稱為「持

久性攜帶者」- 幾乎總是攜帶菌株12。為致病性極高的傷口性病原體，能夠在形成

生物膜時導致急性或慢性感染28，是臨床病史中第一種生長為生物膜的微生物13。 

從那時起人們意識到該菌是植入式醫療器材（如動靜脈分流器、機械心臟瓣膜和

矯形器械）後慢性感染的主要原因14。 大約 25％ 的金黃色葡萄球菌會產生的外

毒素可引起中毒性休克綜合徵，而其腸毒素則會導致腸胃炎15。 致病源大多為 耐

甲氧西林金黃色葡萄球菌（MRSA）——造成「成孔外毒素壞死性出血性肺炎」

的主要原因16, 17。 經疾病篩檢後，超過三分之一的歐盟國家中約有 25％ 的致病

菌屬 MRSA ，部分地區的流行率甚至超過50％4, 18。 
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2-1-3、Pseudomonas aeruginosa (P) 銅綠假單胞菌/綠膿桿菌 (P)  

    是一種革蘭氏陰性菌，是造成革蘭氏陰性菌醫院(院內)感染的主要原因(致病

因屬革蘭氏陰性菌之首)。屬機會性致病菌，通常優先攻擊免疫受損的患者，如癌

症患者或燒傷病患。同樣擁有革蘭氏陰性菌的保護性外膜，透過其獨特的「過濾

方式」—— 分子量大於 500 Da，需藉由外膜孔蛋白才可運輸置細胞內，因此擁

有對抗生素具有內在抗性4, 19。 

2-2、癌症 

2-2-1、乳癌 

    位居我國女性癌症發生率之首，好發年齡約於 45 ~ 69 歲之間。根據台灣衛

生署之癌症登記報告顯示 (105 年之數據，107 年出版)，在女性十大癌症排行之

中不論原位癌包含與否，乳癌的發生率皆穩居冠位——含原位癌約為 15 % 

(15018 人 / 10 萬人)，不含原位癌則約為 12.6 % (12672 人 / 10 萬人)。其死亡

率則排行第三——約為 2.17 % (2176 人 / 10 萬人)36,37。 

2-2-2、MCF-7 細胞株 

    該細胞株是由 Dr. Soule 等人從一名患有轉移性疾病之 69 歲女性的胸腔積

液中分離出來的，其中最重要的發現莫過於關於雌激素受體（ER）的相關敘述。

屬於一種常用的乳癌細胞系，自發現後已被使用多年，經證實是一種適用於乳癌

研究的細胞模型。其為攻擊性高且非侵襲性之細胞系，通常情況下轉移可能性低

20。 
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2-3、抗微生物胜肽研究始末  

生物體利用免疫系統來抵禦外來微生物的侵襲，免疫系統大致上分為先天免

疫 (Innate immunity) 和後天免疫 (Adaptive immunity) 兩類。在先天免疫系統中，

當生物體遭受到病原菌的危害時，首先產生的防禦分子就是抗微生物胜肽，或稱

為類抗生素胜肽 (Antibiotic peptide)。 

抗微生物胜肽可用來抵禦各類微生物的危害，例如: 細菌、真菌、病毒及寄

生蟲等。而抗微生物胜肽除了具有抑制微生物生長的功能外，還參與許多免疫調

節的功能，像是幫助清除細菌感染、抑制發炎反應時期細胞因子 (Cytokine) 的生

成、以及促進傷口的癒合、亦或調節後天免疫系統反應……等等 21。另外有些抗

微生物胜肽對於哺乳類細胞具有溶血的作用，而有些抗微生物胜肽甚至可以抑制

癌細胞的生長。 

1980 年瑞典科學家 Boman 等人從惜古比天蠶 (Hyatophora cecropia) 的蛹

中分離得到具有殺菌活性的小分子胜肽 22。在 80 年代相關的抗微生物胜肽研究

主要為探討大型昆蟲，而在 90 年代之後，除了繼續對大型昆蟲進行研究，同時

擴展至一些小型昆蟲和其他無脊椎及脊椎動物之探討，因此抗微生物胜肽成為免

疫學和分子生物學領域研究的焦點 21, 23, 24。 
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2-4、抗微生物胜肽分類 

抗微生物胜肽普遍由大約 12 ～ 50 個胺基酸所組成，其中疏水性殘基占 

50 % 以上；而親水性殘基大多數是帶正電 (一般約帶有 2 ～ 7 個正電荷)，主

要由精胺酸 (Arginine) 和離胺酸 (Lysine) 組成，只有少部分是帶負電的，如由

天門冬胺酸 (Aspartic acid) 及麩胺酸 (Glutamic acid) 所組成；若將 C 端修飾為

醯胺基 (Amide)，可加強胜肽之陽離子特性，以及可能可以抵擋水解酵素的分解

而增加安定性 38。 

抗微生物胜肽的種類很多、分布很廣，大部分的類型都是由疏水性的胺基酸

和帶正電的胺基酸所組成，通常以其二級結構來做分類。 

1. 具有雙極性的 α-helix (螺旋) 結構的胜肽； 

2. 具有 β-sheet (摺板) 結構的胜肽，包含 2～4 個雙硫鍵以穩定其結構，而

通常這類胜肽含有一小段 α-helix 結構； 

3. 富含有色胺酸 (Tryptophan)、脯胺酸 (Proline) 且形成延展 (extend) 結

構的胜肽； 

4. 具有 Loop 結構的胜肽。 

第三及第四類之胜肽較為稀少 24，而帶負電的抗微生物胜肽目前被發現的很

少因此未被分類。大多數的帶正電抗微生物胜肽都會形成兩親性結構 

(Amphipathic structure)，並在病原體表面的誘導下使帶正電的親水性端和疏水性

端分開 25。 
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2-5、抗微生物胜肽與細菌細胞間的機轉 

現今抗微生物胜肽的殺菌機制相當複雜且繁多，胜肽本身的許多因素如：長

度、親水性、疏水性、電荷數、結構等，都可能影響其抗菌能力與選擇對象。 

抗微生物胜肽的作用機制基本上是針對細菌、真菌或腫瘤細胞的生長產生抑

制作用的機轉，一般推測是利用胜肽與細菌之細胞膜表面產生交互作用，因而改

變膜的通透性 (permeability)，抑制細菌或腫瘤細胞的生長 26。 

細菌的細胞膜主要是由磷脂質雙層 (phospholipids bilayer) 所構成帶負電荷

親水性的表面，兩親性的抗微生物胜肽的帶正電胺基酸會很快的與帶負電的細胞

膜接合，使得疏水性的胺基酸嵌入 (insertion) 細菌的細胞膜中，最後導致細菌的

細胞膜產生穿透性的孔洞，造成細胞膜內外的膜電位改變或是細胞膜內外的離子

濃度失去平衡而導致細菌的死亡。除了在細胞膜上作用之外，抗微生物胜肽也可

能對其它標靶部位進行作用，範圍包括細菌細胞壁、細胞質及核酸等 23。 
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第三章 研究動機與目的 

    隨著現役抗生素逐漸失效、細菌抗藥性與日增強，其所造成的傷亡更是日夜

不減的攀升。原因是抗生素的過度普及(濫用)與不當使用(如:抗生素對病毒通常無

效)，然而近年隨著抗菌胜肽被發現，以及相關研究如雨後春筍般不斷增加。 

    抗菌胜肽是由胺基酸所構成的短小序列，由於其對細菌之作用機制不似抗生

素須以受體結合的方式與細菌相互作用，而是可以”穿膜”的方式直接與細菌細胞

膜結合，順勢進入細菌細胞內作用達到物理殺菌效果，因此抗菌胜肽較不易使細

菌產生抗藥性。此外高度的選擇性、細胞毒性低、不易累積於人體及高度的特異

性，皆是讓所有研究者趨之若鶩的優點。然而其最致命的缺陷——低穩定性，便

是目前抗菌胜肽之研究仍在努力嘗試突破的主要瓶頸。 

    近幾年以來逐漸歸類出抗菌胜肽之設計要點，其中包含: (1) 富含陽離子、(2) 

兩親性結構、(3) 胜肽序列之長短。其中 (1)、(2) 對其之抗菌活性具決定性因素。

故本實驗將利用先前研發之具良好活性的抗菌胜肽—— JJ-02 作為模板，置換脯

胺酸鉸鏈 (Proline hinge) 兩側之胺基酸來探討如此設計之衍生物 (SL 系列) 是

否可擁有更佳的抗菌活性，以及兩親性結構與胜肽帶電量對抗菌活性的影響；對

該系列胜肽進行溶血活性評估，探討對正常人類血球的破壞性高低。而諸多研究

指出，部分抗菌胜肽具抑制癌細胞增生功效，且對細胞具有一定的選擇性，因此

會對其進行抗癌活性評估，以利後續對序列之修改及探討。 
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第四章 實驗設計與流程 

4-1、實驗流程概述 

    首先以固相胜肽合成法 (SPPS) 合成出所需之胜肽，後使用 MALDI-TOF MS 

鑑定目標胜肽是否存在，再以 RP-HPLC 進行純化，即可得所需要的純胜肽產物 

(Pure peptide)。在活性檢測的部分 : (1) 培養各細菌株(大腸桿菌、金黃色葡萄球

菌、綠膿桿菌)，以測試 SL 系列胜肽對各類菌種的抑制效果；(2) 培養癌細胞株

(乳癌細胞株 MCF-7)，評估胜肽是否具有抗癌細胞增生之效果；(3) 於溶血活性

評估中，探討胜肽是否對真核細胞具有細胞毒性(破壞性)。 

 

 

4-2、抗微生物胜肽之設計 

    根據相關研究指出其會受其本身之結構形狀、支鏈連結基團種類、兩親性及

帶價電數而有不同的抗菌效果。故本實驗假設:當抗菌胜肽富含陽離子，且結構具

高度兩親性，則可能有效提升其抗菌效果。於是將過去實驗室所研究過之抗微生

物胜肽再進行部分胺基酸的修改，盼其可提高抑菌效率與殺菌效果。 
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4-2-1、JJ-02 的修改—— SL 系列 

    選擇實驗室所研發之 JJ-02 作為基礎的胜肽序列模板，因其本身具有高抗微

生物活性及低溶血的特性。為使兩親性結構更加極化與明顯，以 JJ-02 原序列 

( K1 W2 L3 R4 R5 P6 W7 R8 R9 W10 R11 ) 的 P 為分界點，將 5 號胺基酸與 7 號胺

基酸分別更換為 L 以及 K 。經更換後，可得三條新的胜肽序列，分別為: 只更

換 5 號胺基酸之序列( K1 W2 L3 R4 L5 P6 W7 R8 R9 W10 R11 )、只更換 7 號胺基酸之

序列 ( K1 W2 L3 R4 R5 P6 K7 R9 R9 W10 R11 )、5 號與 7 號胺基酸接更換之序列 ( K1 

W2 L3 R4 L5 P6 K7 R9 R9 W10 R11 )，並將其暫時命名為 SL 系列，而依序為 SL-01、

SL-02、SL-03。 
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第五章 材料與方法 

5-1、固相胜肽合成法( Solid Phase Peptide Synthesis , 簡稱 SPPS ) 

5-1-1、固相胜肽合成法之原理 

   利用具有多孔性且不溶的珠狀固體——樹脂 (Resin)，作為胜肽的固相支撐體，

並在其可形成肽鏈的部分加上帶有功能的交聯官能基 (Linker)，使之與胺基酸行

程共價鍵連接，進而生成一條完整的胜肽鏈。不同的 Linker 需使用不同的切液

才可將胜肽鏈從 Resin 上切除，故肽鏈可穩定的固定於 Resin 並於過濾時被保

留下來，而副產物及溶劑則會全數清除。 

    一般的實驗流程為: 沖洗 → 去除保護基 → 沖洗 → 耦合 為一循環。將位

於 Resin 上的 Fmoc 保護基移除，使樹脂與胺基酸之 N 端裸露出 NH 官能基，

與活化後的胺基酸 C 端形成胜肽鍵 (peptide bond)，使胺基酸藕合於樹脂上，當

第一個胺基酸成功藕合與樹脂上後，再次將第一個胺基酸的 Fmoc 保護基去除後，

使用藕合試劑使第二個胺基酸 C 端活化並使之接上去。重複上述步驟，依序合

成胺基酸直至胜肽鏈合成完畢。 
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5-1-2、固相胜肽合成法之流程 

1. 秤取適量樹脂置入 PD-10 管中，並加入 5 mL DCM 膨潤，重複 2 次，每次 5

分鐘。 

2. 將膨潤後的樹脂抽乾，並以 5 mL DMF 洗去 DCM，重複 3 次，每次  

5 分鐘。 

3. 抽乾 DMF 並加入 5 mL 30％ Piperidine ，重複 3 次，每次 15 分鐘。 

4. 以 5 mL DMF 洗淨 30％ Piperidine，重複 5 次，並於第三次時進行  

    Ninhydrin Test，檢驗 Fmoc 是否已被切除。 

5. 確認樹脂 Fmoc 已被切除後，即可加入 AA(amino acid)試劑(AA + HoBt   

    34 g + HBTU 95 g+ DIEA 87.5 mL) 並置於震盪器中 overnight。 

重複上述 步驟 2.→步驟 5. 直至序列合成完畢 

  <裂解胜肽> 

1. 加入 0.125mL EDT、0.25mL Thioanisole、0.25mL DDW、5mL TFA、0.5mL 

Phenol 混合兩個小時。 

2. 抽氣過濾後取液體，吹氮氣至體積不變。 

3. 加入與液體等體積 -20℃ 乙醚使胜肽沉澱並離心 2 次。 

4. 清除澄清液並以 DDW 及 ACN 將粗胜肽回溶為液體，呈無色透明 

5. 以 Parafilm 封口戳上數個小洞，放入 -80℃ 的冰箱中，結凍後置入 

    凍乾機中抽乾，即可得到粗產物。 
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5-2、Ninhydrin test 

5-2-1、Ninhydrin test 原理 

    是一種利用 Ninhydrin 與一級胺反應會生成深藍色產物的特性所衍生出的檢

測方法。於 SPPS 實驗中被應用於檢測樹脂與胺基酸是否藕合(coupling)成功，進

而確認樹脂上之胜肽鏈中的胺基酸 N 端 Fmoc 是否已被切除。然而在 20 個胺基

酸存有一例外: 脯胺酸(Proline)，因為其 N 端本身為二級胺，即便切除 Fmoc 也

無法利用呈色反應判定結果。 

溶液置備 

A 液:  Ninhydrine  500 mg + 10 mL 正丁醇 (或乙醇) 

B 液:  Phenol  8 g (7.55 mL) + 2 mL 正丁醇 

C 液:  200 µL ( KCN 濃度) + 9.8 mL Pyridine 

 KCN 為列管藥品，需記錄使用量；廢液須到入廢液回收桶 

5-2-2、Ninhydrin test 方法與實驗步驟 

1. 各取 A 液、B 液、C 液 2µL 置於微量離心管 ( Eppendorf ) 中 

2. 將少量樹脂加入含有 A、B、C 混合試劑中 

3. 以 95℃ 加熱，約 3~5 分鐘 

4. 檢查呈色反應: 

一級胺 →樹脂呈深藍色；二級胺 →樹脂呈黃色 

   無一級或二級胺 → 樹脂呈透明卵黃色(藕合成功) 
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5-3、高效能液相層析儀 ( High Performance Liquid Chromatography, HPLC ) 

5-3-1、高效能液相層析儀原理 

    利用移動相通過固定相將不同極性的物質分離。將稀釋過後的混合樣品溶液

注射入進樣槽後，當混合液通過分離管柱時，其中的物質會因受移動相的極性和

非極性的固定相的分配係數不同(即親和力不相同)，因此造成樣品在管柱中所滯

留的時間不同而達到分離純化的效果。 

5-3-2、正相-HPLC 及逆相-HPLC 的比較 

   兩者比較將統整於表，詳見表 2。 

 

5-3-2、RP-HPLC 固定相 ( Stationary phase ) 

固定相管柱表面的填充材質為低至中極性的物質，通常是鍵結很強的非極性

官能基團。C4、C8、C18 為逆相層析管柱，主鏈為聚矽氧化合物，側鏈則由不同

長度的碳鏈所組成。根據分離物質的大小來選擇固定相，本實驗室所使用的逆相

層析管柱為 C18。 

5-3-3、RP-HPLC 移動相 (Mobile phase) 

為用來帶動混合樣品的沖堤液，以形成極性梯度。 

A 液：DDW (經過濾膜 0.22 μm) 4 L + TFA 2 mL。 

B 液：ACN 4 L + TFA 2 mL。 
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5-3-4、RP-HPLC 操作流程 

<樣品製備> 

1.  先取一 Eppendorf 並秤其空管重 (確實紀錄之) 

2.  待天秤 (連同 Eppendorf ) 歸零後，取適量胜肽粗產物並置於其中， 待天平

穩定後記錄數據    *此數據可利於計算產率 

3.  再加入過濾後的 DDW 及 ACN 以 1:1 的方式溶解胜肽粗產物 

*其比例隨胜肽溶解性質而有所調整 

4.  將溶液以小飛碟 (0.22 μm 濾片) 過濾，確保其中無雜質 

   *若其中含有雜質便直接流經管柱進行純化，可能會造成損壞 

<粗胜肽溶液之純化> 

1. 設定 UV 偵測波長為 225 nm (胜肽平均最大吸收波長)，流速為 4 mL/min 以

制定最適當之離析率。 

2. 以每分鐘改變一梯度的原始梯度跑完 RP-HPLC 一次，收集每一根峰 (強度

超過 0.5 )，再經由 MALDI-TOF MS 鑑定是否含有目標胜肽。 

3. 重新調整梯度，使目標胜肽與雜訊峰分離。確認最終梯度後，再進行大量純

化，並將純化的產物收集於 50 mL 離心管中。 

4. 將純化後的產物經冷凍乾燥成粉末儲存，並以 MALDI-TOF MS 鑑定純度。 
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5-4、基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀 (MALDI-TOF MS)  

5-4-1、MALDI-TOF MS 原理 

MALDI-TOF MS 的主要原理是基質和分析物產生共結晶 (co-crystallization) 

後，利用基質容易吸收 UV 雷射波長的特性，在極短時間內傳遞巨大的雷射能量

於分析物，使分析物在被脫附氣化形成氣態分子，並由周圍環境中接受質子而游

離成正離子。在飛行時間質譜儀的離子源中，經由電場加速獲得動能，進入飛行

管中進行分離及質荷比 (m/z) 的檢測，而繪製出一張質量電荷比 (m/z) 與其所

對應的強度 (intensity) 的質譜圖形。所使用的基質具有能與雷射產生共振吸收苯

環或不飽和鍵，且具提供質子的羧酸官能基 (-COOH)。 

 

5-4-2、基質特性、作用及配製方法 

基質的主要功能在於吸收雷射能量。分析物本身不一定吸收雷射能量，因此

基質輔助分析物脫附與游離，使分析物能由凝相脫附成氣體分子，並游離成為氣

體離子，在游離源經外加電壓作用而得到一加速動能而進入無場飛行管中，依據

分析物離子到達偵測器的時間不同而達到質量分析的目的。 

基質需要具備以下三種必要的功用：吸收雷射能量使分析物游離、防止分析

物聚集及提供氫離子，適合用來分析完整的生化分子。對不同種類的分析物，選

擇適合的基質與分析物形成良好的共結晶之後，就可以得到較好的分析結果。一

般常用的基質是小分子有機酸如 α-CHCA 應用於檢測分子量 3000 以下小胜肽；

或 SA 用於檢測分子量 5000 以上大蛋白質。 
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5-4-3、MALDI-TOF MS 實驗步驟 

1. 先在樣品盤點上 2 μL 基質，待其自然風乾。 

2. 將分析物與基質以等體積 2 μL 混合，點於步驟 1. 的基質上，待其風乾，待

測物和基質產生共結晶後，即可進行 MALDI-TOF MS 分析。 

3. 將樣品盤放至離子源部份，而基質中的有機物質會吸收雷射光，將能量轉移

至胜肽樣品上，使胜肽離開基質表面進入飛行管柱中。 

4. 使用電腦分析，觀看分析物內的分子量分布。 

 

5-5、抗菌活性評估 

5-5-1、抗菌活性評估實驗流程 

   實驗流程圖，詳見圖 6。 

5-5-2、細菌培養 (菌株活化) 

    首先將購買自生物資源保存及研究中心 ( Bioresource Collection and Research 

Center, BCRC ) 的菌株 {Escherichia coli (ATCC25922)、Staphylococcus aureus 

(ATCC25923)、Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)} 塗佈洋菜膠培養基 (Agar) 

上，採用畫線分離稀釋培養或以無菌 L 型玻璃棒均勻塗抹，以此檢驗菌種之純

度及活化情形。剩餘菌株則全部移入其它培養基內，並在 37 ℃ 培養箱中培育之。

由於綠膿桿菌遲滯期 (Lag period) 較長，必須培養二倍時間後才能長出，所以需

經過一、二次繼代培養 (Subculture) 後才能正常生長。 
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5-5-3、無菌操作台及容器的滅菌方法 

進行實驗前無菌操作臺需以紫外光燈 ( UV 燈) 照射 30~60 分鐘，而後以 

75 % 的酒精擦拭其檯面，並同時開啟操作台風扇運轉約 10 分鐘，才開始實驗

操作。所有進入操作台內的器物均需先噴灑 75 % 酒精確保無菌才可放入操作台

內，且有瓶蓋之容器在旋開瓶蓋前，均需先以火烤後才能使用。 

 

※ 酒精能滲入細菌體內，使組成細菌的蛋白質凝固。然而酒精濃度過高時，便

會使菌體表面迅速凝固而形成一層包覆外膜，阻止酒精繼續向其內部滲透。

故使用 70%~75% 的酒精，既能有效阻止細菌蛋白質的合成，更不會促使包

覆外膜形成，使酒精能有效作用而持續滲透，達到徹底消毒殺菌的目的。 

 

5-5-4、細菌的接種 (劃碟法)  

目的: 用於細菌的純系培養、短暫保存純系細菌於培養基上。 

方法與步驟： 

1. 將菌株從 -80℃ 冰箱中取出，並置入恆溫水槽中快速解凍。 

2. 將接種環置入酒精燈火燄中燒紅，其上方部份亦得以火燄燒之。過火後稍

待片刻使其降溫，再將其於培養基邊緣處輕搓數次，確認冷卻與否。 

3. 待冷卻後，沾取微量離心管中的菌株液，打開富有一層培養基之培養皿，

將沾有菌落的接種環於其上輕輕來回連畫數條橫線後，將培養蓋置回。 
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4. 再次將接種環在酒精燈火燄上燒紅 並使冷卻。將培養皿旋轉約 90 度，

劃第二次線，依此進行直到第四條線為止。 

5. 再次將接種環以酒精燈燒紅滅菌，並浸泡於 75% 酒精溶液中。 

6. 將培養皿倒放，置於 37℃培養箱中至隔夜。 

5-5-5、細菌的培養 (液態培養) 

目的: 適用於細菌的大量培養、菌液的稀釋及長久保存。 

方法與步驟： 

1. 依菌株數量準備相對應之試管與透氣試管蓋 (3 組)，將之過火後於管身標

明 「日期、菌種、操作者(姓名)」，並於各組試管中排入 2000 μL 之培

養液 (LB broth)。 

2. 以 10 μL Tip 輔以 Pipette 刮下單一菌落 (1 個)，並將 Tip 排入含培養

液之試管中。過程中 Tip 盡量不接觸試管內壁。 

3. 將各菌於 37 ℃ 、70 r.m.p 的培養箱中培養。 

4. 欲進行抗菌實驗，則將之培養至半對數生長期 (mid-log phase)。 

大腸桿菌：4 小時、金黃色葡萄球菌：6 小時、綠膿桿菌：8 小時 
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5-5-6、細菌數目的測量 

1. 測量培養完後的 LB 菌液之 OD 值。 

2. 根據 McFarland Standard 0.5 的 OD595 = 0.082 之菌數為 1 × 108 CFU/mL。

以滅菌後的 DDW (滅菌水) 稀釋菌液直至 OD595 = 0.082。 

3. 再使用 MH broth 培養液稀釋，將菌數 1×108 CFU/mL 配製成 5× 105 

CFU/mL。 

5-5-7、抗菌活性評估之最低抑菌濃度 (MIC)  

1. 取 200 μL 稀釋菌液排入 96 微孔盤中，而後於各孔抽取 2 μL 並棄之，

再於各孔中加入 2 μL 不同濃度的胜肽、藥物。以 MH broth 作為正調控

組 (positive control；PC)，稀釋菌液作為負調控組 (negative control；NC )，

並於培養箱中以 37 ℃ 、70 r.m.p 培養 16 小時。 

2. 使用微量盤分光光譜儀測量菌液 OD595 值而後帶入計算公式後分析之。

制定最小抑制濃度 (Minimum Inhibitory Concentration；MIC)，達到 90 % 

以上的抑菌效果。 

公式：MIC90 ≦ [ (Apeptide − APC) / (ANC − APC) ] 
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5-6、抗癌活性評估  

5-6-1、抗癌活性評估實驗流程 

   實驗流程圖，詳見圖 8。 

5-6-2、細胞培養液之配製 

先於 1 L 量杯中倒入少量滅菌水 (約 400 mL )，並將培養液粉末 (DMEM) 

與磁石置於溶液中，再啟動攪拌器進行初步混合。依序加入其他試劑並將溶液定

量至 800 mL，待混合均勻後使用 pH meter 檢測其 pH 值，使用 HCl 將之調整

為 pH = 7.38 ~ 7.4 (DMEM)。最後將溶液體積補足至 1 L ，再於無菌操作台中以

0.22 μM Filter 過濾之，並存於 4 ℃ 冷藏備用。 

5-6-3、人類乳癌細胞株 ( MCF-7 ) 之培養 

1. 先於細胞培養盤中排入 5 mL DMEM 培養液，並輕晃培養盤使溶液均勻散布。

以 Pipette 抽取 MCF-7 細胞液，均勻分散的排入盤中。 

2. 於顯微鏡下檢查盤中是否有細胞存在，而後將之放入 37 ℃ 、 5 % CO2 培養

箱中。 

3. 進行繼代培養 (subculture) 時，先以 1X PBS 清洗細胞 1 ~ 2 次，再加入 2000 

μL Trypsin-EDTA 緩慢輕晃使溶液均勻反應約 30 s ~ 60 s 並抽除之，後放入

培養箱中約 5 分鐘。之後排入 2000 μL DMEM 培養液沖洗培養盤，使細胞

懸浮於培養液中，並將其以每新盤下 500 μL 細胞液培養。  
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5-6-4、細胞之冷凍保存與活化 

A. 冷凍保存細胞 

*進行冷凍前一日，需更換培養液。  *基本原則:緩慢冷凍 。 

1. 取少量 (約 5 μL) 之細胞懸浮液計數細胞濃度。 

2. 將細胞液以 1500 r.p.m 離心 5 分鐘後除去上清液，加入適量細胞保存液 

(10% DMSO) ，使細胞液濃度為 2 ~ 8×106  cell/mL。 

3. 待混合均勻後分裝於具標示 (日期、細胞株名稱、細胞代數、操作者) 之冷

凍保存管中 (1 mL/vail)。 

4. 將冷凍管放入 (至少 5 cm) 厚保麗龍盒或細胞凍存盒中置於 -20 ℃ 冰箱 

0.5 ~ 1 小時後，再放置 -80℃ 冰箱 24 小時，隔日才可放入液態氮桶中長

期保存。 

B. 冷凍細胞的活化 

*基本原則:快速解凍，避免冰晶對細胞造成二次傷害。 

1. 將冷凍管從液態氮桶中取出，放入 37 ℃ 的恆溫水槽中。 

過程中輕晃冷凍管，使其中冰塊於 3 分鐘內全數消溶。 

2. 以 75 % 酒精擦拭保存管後，將之放入無菌操作臺中。取出解凍後之細胞

液並緩慢排入裝有培養液之細胞培養盤中，爾後輕晃使之均勻分布。 

3. 將培養盤放入 37 ℃ 、 5 % CO2 培養箱中放置隔日。 
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4. 以顯微鏡觀察細胞生長情況。並於活化為始之第二天再更換培養液，使細

胞有足夠時間於以貼附置培養盤面。 

5. 活化細胞後對其進行繼代培養約 1 ~ 2 代，待其生長特性(外觀、增生速度)

恢復如常。 

 

5-6-5、癌細胞存活率之測定—— MTT assay 

A. 實驗原理 

    MTT 全 名 為  (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide)，是常用於細胞活性檢測之化合物。因其本身結構的親脂性側鏈基團

和正淨電荷之特性，MTT 能夠通過細胞膜並與粒線體中的電子傳遞鏈之 H+ 

結合而開環，形成不溶於水的紫色甲䐶 (formazan) 結晶。因為甲䐶含量與活

細胞數量呈正比，於是可利用 DMSO 將之回溶再檢測其吸光值反推細胞存

活率。 

 

B. 實驗流程 

大致可以分為三部分: 細胞分盤  下藥  MTT。 

1. 細胞分盤:  

    先將細胞以 1X PBS 清洗細胞 2 次，再加入 1000 μL Trypsin-EDTA 

緩慢輕晃使溶液均勻反應約 30 s ~ 60 s 並抽除之，後放入培養箱中約 5 

分鐘。之後排入 2000 μL DMEM 培養液沖洗培養盤，使細胞懸浮於培養
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液中，並將細胞液轉移至離心管中以 1200 r.p.m 的轉速離心而後移除上

清液。加入 5 mL DMEM 緩慢吸排始之混合均勻，再進行細胞計數估算

該原液中之細胞總量，並依實驗所需配置細胞稀釋液，若是使用 24 孔盤，

則為 300 μL 105/well 的稀釋液；96 孔盤，則為 100 μL 104/well 的稀釋

液。最後置入培養箱中 24 小時，使細胞貼合孔盤。 

 

2. 下藥: 

    將孔盤中培養液抽盡，切記不可觸碰孔底以免破壞細胞，再加入預混

合之待測物(樣品/medium)，若是使用 24 孔盤，則為 300 μL/well 的混合

液；96 孔盤，則為 100 μL/well 的混合液。後置入培養箱中反應 24 小時。 

 

3. MTT assay 

    將孔盤中培養液抽盡，切記不可觸碰孔底以免破壞細胞，再加入 MTT 

溶液 (1g/mL) ，若是使用 24 孔盤，則為 200μL/well；96 孔盤，則為 100 

μL/well 的混合液。而後放入培養箱中反應(結晶) 1.5 ~ 1.75 小時。待達反

應時間後將 MTT 液抽除，留下孔中紫色甲䐶結晶，並加入 DMSO 將之

溶解，若是使用 24 孔盤，則為 200 μL/well 的混合液；96 孔盤，則為 

200 μL/well 的混合液。靜置約 15 ~ 20 分鐘後便可測其 OD540 的吸光值。 
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5-7、溶血活性評估 (Hemolytic assay) 

溶血活性評估主要用以檢測胜肽是否對真核細胞具有破壞性，在此以人類紅

血球 ( Red blood cell；RBC ) 作為測試樣品。若溶血性越低，代表對真核細胞的

影響性越小，傷害也越低。除此之外，也可因此了解胜肽對真核及原核細胞膜的

選擇性，有助於做為胜肽後續發展性與序列再設計的初步判斷。 

5-7-1、血液樣品前處理 

1. 取人體血液 (1~3 mL) 緩慢排入 15ml 離心館中，並於 4 ℃ 下離心 (3000 

rpm) 10 分鐘，之後去除上清液 (此為血清部分)。 

2. 加入冰 PBS (pH= 7.4) 清洗紅血球。將 PBS 延離心管壁排入，血液與 

PBS 隻體積比為 1:2，之後以緩慢「繞 8 字」的方式使兩者混和均勻，以

離心管底無成塊血球為基準。後在 4 ℃ 下離心 (3000 rpm)  5 分鐘，再

去除上清液 (此為壞死之紅血球)，重複三次。最後移除大部分上清液(若

不慎抽到血液不排回)，僅留少部分上清液，並將紅血球保存於 4 ℃冰箱。

*只能放 4 ℃ 保存兩個禮拜。 

3. 需使用時，再用冰 PBS  (pH= 7.4) 清洗紅血球一次，去除上清液，最後

用冰的 PBS 稀釋成(體積濃度) 2 % 的紅血球溶液。 
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5-7-2、溶血活性評估之實驗步驟 

A. (於 微量離心管 中進行) 

1. 100 μL 紅血球 + 100 μL PBS 為負調控組，至少 3 重複。 

2. 100 μL 紅血球 + 100 μL 0.2 % Triton X-100 為正調控組，至少 3 重複。 

3. 取 100 μL 紅血球 + 100 μL 濃度 200 μM 的各胜肽溶液混合，胜肽最終

濃度為 100 μM，在 37 ℃、70 r.p.m 之培養箱中反應一小時。 

 

B. (轉移至 96 孔盤中) 

4. 在 4 ℃ 下離心 ( 3000 rpm ) 10 分鐘，取上清液 60 μL ，於 405 nm 偵

測吸收值。 

5. 以 PBS 為負調控組， 0.2 % Triton X-100 為正調控組。 

公式：Hemolysis (%) = [(Apeptide－APBS) ÷ (ATriton－APBS)] × 100 
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第六章 實驗結果與討論 

6-1、胜肽之合成 

此系列胜肽在進行固相胜肽合成 (SPPS) 時，皆有一共同問題——序列中的

「精胺酸 (Arginine，R)」和「色胺酸 (Tryptophan，W)」較難順利合成上。目前

較合理的推論為胺基酸分子與整體胜肽皆帶正電荷會產生靜電力互斥，且其側鏈

及保護基體積龐大容易形成立體障礙，導致合成上的困難。目前的解決方法為: (1) 

多次加入活化後的胺基酸混和液，並延長耦合的反應時間，確保合成成功的產率

上升； (2) 製備活化的胺基酸混合液時，將各類試劑及胺基酸之使用量等比例提

升，使混合液中分子數目增加，將合成概率提升而達到成功耦合之目的； 

(3) 採用較大網孔 (Mesh) 之樹脂 (Resin) 減少耦合過程中的立體障礙。 

此外，此系列胜肽的副產物極多，是因 Arginine 的側鏈保護基「Pbf」為一

酸穩定之保護基，在固相胜肽合成時的化學裂解過程中較不易裂解完全。目前的

處理方式為: (1) 增長化學裂解的時間，以及加入強還原劑苯酚 (Phenol) 等試劑，

與裂解後的胺基酸保護基做結合，避免逆反應發生； (2) 直接進行二次裂解； (3) 

調整裂解液中 TFA 之體積百分濃度 。 
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6-2、胜肽之分子量鑑定 

    有鑑於模板序列 (JJ-02) 有產率不高的問題，由於 SL 系列為其衍生物，

可能同樣有此問題，故為有效提高產率而將於裂解後先進行一次分子量鑑定，探

查其中副產物的多寡。若與目標產物相比，副產物之質譜訊號強度相對較低，則

可進行純化步驟；若相對較高，則需再次進行保護基裂解，待裂解完畢再次判斷

相對強度，才可進行純化步驟。 

    在第一次裂解後， SL-01、SL-02 之質譜圖皆有許多副產物訊號峰，而目標

產物之訊號峰則相對較低，SL-03 之質譜圖甚至無目標產物訊號峰。經由計算， 

SL 系列皆含有 1 ~ 2 個 Pbf 保護基 (或其他保護基)，為有效提高產率，遂進行

二次裂解將剩餘保護基盡量切除。在第二次裂解後，各類 SL 胜肽之副產物訊號

峰雖然依舊存在，卻也有明顯降低；各類目標產物之訊號峰強度亦有明顯提升，

其中 SL-03 之目標分子量也同樣出現。 

    經由質譜鑑定後之結果圖推斷，若執意在胜肽已脫離樹酯且大部分保護基已

切除的狀態下將剩餘保護基切除，恐有導致胜肽序列斷裂成數段之虞，遂決定於

二次裂解後，先將目標產物及副產物(僅存有一保護基)進行分離，再針對副產物

進行裂解，以避免裂解次數過多導致無目標產物或降低產率的結果。 

*所有相關質譜結果圖之訊號分析論述將記於該圖頁面，詳見圖總集。 
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6-2-1、SL-01 粗產物之 MALDI-TOF MS 圖 

    於第一次裂解後，將 SL-01 粗產物 (Crude) 進行 MALDI-TOF MS 鑑定其

中內容物及目標產物(目標分子量)存在與否。透過圖 6 可知，由於胜肽所含 Arg 

保護基 (Pbf) 過多並未完全切除，為提高產率故須二次裂解。 

   在進行二次裂解後，透過 MALDI-TOF MS 鑑定可以發現原副產物 

(圖 6 中的 A、B、C、D ) 僅剩 副產物 A 仍有明顯的訊號峰，而目標分子量(即 

SL-01 ) 相對於 圖 9 已明顯提高許多。其餘 圖 7 中未標示之其餘分子量訊號為

二次裂解後所產生的副產物，由該訊號值所顯示之分子量進行推估，其有可能是

因為胜肽在大多數保護基被切除且離開樹酯的狀態下，故相對脆弱且易於與切液

進行反應，從而導致序列遭截斷而形成副產物。 
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6-2-2、SL-02 粗產物之 MALDI-TOF MS 圖 

    於第一次裂解後，將 SL-02 粗產物 (Crude) 進行 MALDI-TOF MS 鑑定其

中內容物及目標產物(目標分子量)存在與否。透過圖 8 可知，由於胜肽所含 Arg 

保護基 (Pbf) 過多並未完全切除，為提高產率故須二次裂解。 

    在進行二次裂解後，透過 MALDI-TOF MS 鑑定可以發現原副產物 

(圖 8 中的 A、B、C、D ) 僅剩 副產物 A 仍有明顯的訊號峰，而目標分子量(即 

SL-02 ) 相對於 圖 8 已明顯提高許多。其餘 圖 9 中未標示之其餘分子量訊號

為二次裂解後所產生的副產物，由該訊號值所顯示之分子量進行推估，其有可能

是因為胜肽在大多數保護基被切除且離開樹酯的狀態下，故相對脆弱且易於與切

液進行反應，從而導致序列遭截斷而形成副產物。 

6-2-3、SL-03 粗產物之 MALDI-TOF MS 圖 

    於第一次裂解後，將 SL-03 粗產物 (Crude) 進行 MALDI-TOF MS 鑑定其

中內容物及目標產物(目標分子量)存在與否。透過圖 10 可知，由於胜肽所含保

護基並未完全切除，且根本無目標產物之訊號值，故為提高產率須二次裂解。在

進行二次裂解後，透過 MALDI-TOF MS 鑑定可以發現其中含有目標產物(之目

標分子量)及副產物 (圖 11 A )。其餘 圖 11 中未標示之其餘分子量訊號為二次裂

解後所產生的副產物，由該訊號值所顯示之分子量進行推估，其有可能是因為胜

肽在大多數保護基被切除且離開樹酯的狀態下，故相對脆弱且易於與切液進行反

應，從而導致序列遭截斷而形成副產物。 
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6-2-4、JJ-02 粗產物之 MALDI-TOF MS 圖 

    於第一次裂解後，將 JJ-02 粗產物 (Crude) 進行 MALDI-TOF MS 鑑定其中

內容物及目標產物(目標分子量)存在與否。透過圖 12 可知，由於胜肽所含保護

基並未完全切除，且根本無目標產物之訊號值，故為提高產率須二次裂解。在進

行二次裂解後，透過 MALDI-TOF MS 鑑定可以發現其中含有目標產物(之目標

分子量)及副產物 (圖 13 A )。其餘 圖 13 中未標示之其餘分子量訊號為二次裂解

後所產生的副產物，由該訊號值所顯示之分子量進行推估，其有可能是因為胜肽

在大多數保護基被切除且離開樹酯的狀態下，故相對脆弱且易於與切液進行反應，

從而導致序列遭截斷而形成副產物。 

6-3、胜肽之純化 

    確認粗產物中有目標產物存在後，便開始進行分離純化之步驟。透過一分鐘

改變一個梯度的方式，將偵測粗產物中各物質訊號，並將其個別收集遂以 

MALDI-TOF MS 鑑定各訊號值的分子量，進而確認目標產物之滯留時間與訊號

值。由圖 14、16、18、20 分別可知 SL 系列及 JJ-02 的滯留時間 (Rt)，而圖 15、

17、19、21 則為純化後之純產物質譜圖鑑定。 

 

*所有相關層析結果圖詳見圖總集。 
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6-4、抗微生物活性檢測之結果 

6-4-1、SL 系列對 E.coli 之抗菌活性評估 

    由圖 22 可知，在胜肽濃度為 2.5 μM 時已有輕微的抗菌效果。然而隨著濃

度增加，可以發現 SL-02 的抗菌活性與 SL-01、SL-03 出現明顯分歧，於 10 ~20 

μM 時 SL-02 之細菌存活率不再下降，而 SL-01、SL-03 仍有下降趨勢。由該圖

解果可知，在針對 E.coli 時所表現之抗菌活性的優劣順序為: 

SL-03 ≥ SL-01 > SL-02 。 

6-4-2、SL 系列對 S.aureus 之抗菌活性評估 

    由圖 23 可知，在胜肽濃度為 2.5 μM 時已有明顯的抗菌效果，特別是 SL-

03。然而隨著濃度增加，SL-03 的抗菌活性反而由強轉弱，於 10 μM 時 SL-02 

表現出最佳抗菌活性。然而當胜肽濃度達 20 μM 時，所有胜肽皆有抗菌活性降

低的趨勢，且 SL-03 尤為明顯。故可知，在低濃度(2.5 ~ 5 μM)時，胜肽之抗菌

活性的優劣順序為: SL-03 > SL-02 > SL-01；在高濃度(10 ~ 20 μM)時，優劣順序

則為: SL-02 > SL-01 > SL-03。 

6-4-3、SL 系列對 P.aeruginosa 之抗菌活性評估 

    由圖 24 中結果可知，各胜肽在 2.5 μM 時僅有輕微的抗菌效果。在 5 μM 時

也只有 SL-03 的抗菌活性稍有進步，其後隨著濃度上升而表現出劑量相關性。

SL-01 、 SL-02 雖然抗菌活性不比 SL-03，亦同表現出劑量相關性。故可知，其

抗菌效果的優劣順序為: SL-03 > SL-02 > SL-01 。 
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6-4-4、SL 系列與 JJ-02 之抗菌活性比較 

    由表 6 與圖 25 可知，SL 系列胜肽之抗菌活性均未優於 JJ-02。 JJ-02 在

濃度為 2.5 μM 時，於 E.coli、S.aureus 便達 MIC90 的效果；於 5 μM 時，於 

P.aeruginosa 亦是。而 SL 系列胜肽的濃度，即便上調至 20 μM 也無法表現出 

如同 JJ-02 般的抗菌效果。 

    就設計而論，經過胺基酸置換後可能導致胜肽結果有所改變，雖然保留了疏

水端分佈以期望保有胜肽對細菌膜的作用能力，其中的側鏈分佈及相互作用力可

能與 JJ-02 相去甚遠，故導致抗菌活性不如預期。 

    經由實驗結果，推測出相關假設: (1) 胜肽整體結構未能進入細菌細胞膜內造

成細胞崩解；(2) 胜肽僅進入細菌內，並不與細胞膜作用；(3) 胜肽僅於細菌細胞

外游離、徘徊，不與其作用，或作為其養分遭分解；(4) 胜肽濃度不足；(5) 胜肽

與細菌細胞膜有相互作用，但無法破壞細胞膜結構殺死細菌。 
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6-5、SL 系列對 MCF-7 之抗癌活性評估 

    由圖 26 結果顯示，於 0 ~ 20 μM 時 MCF-7 之細胞存活率皆大於 100% ，

故可知無任何胜肽表現出抗癌細胞增生之功效。 

    雖然 SL 系列胜肽富含陽離子胺基酸(帶正電)，理論上而言該設計及其結構

有利於胜肽與癌細胞膜結合(癌細胞膜帶負電)，然而實驗結果卻非如此，故做出

以下相關之可能推論: (1) 胜肽整體結構未能進入癌細胞膜內造成細胞崩解；(2) 

胜肽僅進入癌細胞內，並不與其作用；(3) 胜肽僅於癌細胞外游離、徘徊，不與

癌細胞作用，或作為其養分遭分解；(4) 胜肽濃度不足。 

 

6-6、SL 系列對 人類紅血球 之溶血活性評估 

    由表 7 可知各類胜肽的溶血活性，以 PBS 作為負調控組，Triton-100 作為正

調控組，其中 SL-03 活性最低 (11.09 %)，而 SL-02 最高 (13.30 %)。所有 SL 系

列胜肽之溶血活性均高於 JJ-02，故可推論所置換之胺基酸位置對溶血活性具有

一定程度的影響。依實驗結果推估 SL-02 最高的原因可能為「靜電感應」，造成

血球之細胞膜不穩定(通常成電中性)，進而導致血球破裂。 
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第七章 結論 

    雖然 SL 系列是源自於 JJ-02 的衍生物，但經過胺基酸置換後並沒有達到預

期所假設之效果。三條胜肽 (SL-01、SL-02、SL-03) 皆未表現出更有效的抗菌活

性；在抗癌活性中，三者皆未能表達出抗癌活性；在溶血活性中三者活性均高於 

JJ-02。故由此推之，胜肽的兩親性及帶電量對其抗菌活性具有一定的影響力。其

中 SL-02 表現出對革蘭氏陰/陽性菌的選擇性，而 SL-03 則具有(相對)較廣域之

活性。總結而論，應是 SL-03 最具有後續研究價值，而 SL-02 可能顯示出其對

革蘭氏菌的選擇性，亦可作為後續延伸探討的分支。 

 

 

第八章 未來展望 

    針對實驗結果，可整理出未來主要的探討方向，將其整理如下: 

1. 對 SL 系列胜肽進行結構探討  CD 光譜之鑑定。 

2. 對 SL-02、SL-03 進行作用機制的探討  穿膜實驗、螢光探針。 

3. 對該系列胜肽進行化學性的修飾(如:環化或甲基化)，進而探討相關影響。 
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圖總集 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1、實驗流程圖 

 

圖 2、各胜肽之 Helical Wheel 圖 
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圖 3、細菌的培養及抗菌功效測試步驟 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4、畫碟方式  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 5、抗癌活性實驗流程圖 
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圖 6、SL-01 粗產物 MALDI-TOF MS 圖 (第一次裂解) 

 

SL-01 目標分子量: 1652.4 Da    

(理論分子量: 1652.99 Da)   * Pbf = 252 (Da)   

  副產物 A : 1904.4 Da (具 1 個 Pbf 保護基) 

  副產物 B : 2060.5 Da (具 1 個 Pbf 保護基及 5 Na、1 K) 

  副產物 C : 2156.4 Da (具 2 個 Pbf 保護基) 

  副產物 D : 2312.5 Da (具 2 個 Pbf 保護基及 5 Na、1 K) 
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圖 7、SL-01 粗產物 MALDI-TOF MS (第二次裂解)  

 

SL-01 目標分子量 : 1653.3 Da    

(理論分子量: 1652.99 Da)  * Pbf = 252 (Da) 

副產物 A : 1905.4 Da  (具 1 個 Pbf 保護基) 
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圖 8、SL-02 粗產物 MALDI-TOF-MS (第一次裂解) 

 

SL-02 目標分子量 : 1637.5 Da  (理論分子量: 1637.98 Da) 

  副產物 A : 1889.5 Da (具 1 個 Pbf 保護基) 

  副產物 B : 2060.5 Da (具 1 個 Pbf 保護基及 5 Na) 

  副產物 C : 2141.5 Da (具 2 個 Pbf 保護基) 

  副產物 D : 2254.6 Da (具 2 個 Pbf 保護基及 5 Na) 

 

 

 

 

 

 



 

44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 9、SL-02 粗產物 MALDI-TOF MS (第二次裂解) 

SL-02 目標分子量: 1637.3 Da  (理論分子量: 1637.98 Da) 

副產物 A : 1890.4 Da  (具 1 個 Pbf 保護基) 
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圖 10、SL-03 粗產物 MALDI-TOF MS (第一次裂解) 

  SL-03 理論分子量: 1594.95 Da   

副產物分子量 : 2284.7 Da 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 11、SL-03 粗產物 MALDI-TOF MS (第二次裂解) 

SL-03 目標分子量 : 1595.3 Da  (理論分子量: 1594.95 Da) 

副產物 A : 1847.4 Da  (具 1 個 Pbf 保護基) 
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圖 12、JJ-02 粗產物 MALDI-TOF MS (第一次裂解) 

JJ-02 理論分子量: 1696.02 Da 

副產物分子量 : 1947.5 Da   (具 1 個 Pbf 保護基) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 13、JJ-02 粗產物 MALDI-TOF MS (第二次裂解) 

 

JJ-02 目標分子量 : 1695.5 Da  (理論分子量: 1696.02 Da) 

副產物 A : 1947.5 Da  (具 1 個 Pbf 保護基) 
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圖 14、SL-01 粗產物 RP-HPLC 之層析圖 

目標產物 Rt : 18.54 分鐘 

 

 

圖 15、SL-01 MALDI-TOF MS (Pure) 
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圖 16、SL-02 RP-HPLC (Crude) 層析圖 

 

    目標產物 Rt : 17.13 分鐘 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 17、SL-02 MALDI-TOF MS (Pure) 
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圖 18、SL-03 RP-HPLC (Crude) 之層析圖 

 

目標產物 Rt : 16.04 分鐘 

 

 

圖 19、SL-03 MALDI-TOF MS (Pure) 
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圖 20、JJ-02 RP-HPLC (Crude) 之層析圖 

目標產物 Rt : 14.07 分鐘 

 

圖 21、JJ-02 MALDI-TOF MS (Pure) 

 

 

 

 

1695.5

1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 m/z
0

250

500

750

1000

1250

Intens.

1695.5

1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 m/z
0

250

500

750

1000

1250

Intens.



 

51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 22、SL 系列對 E.coli 之抗菌結果 

 

 

圖 23、SL 系列對 S.aureus 之抗菌結果 
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圖 24、SL 系列對 P.aeruginosa 之抗菌結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 25、JJ-02 對 E、S、P 之抗菌結果 
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圖 26、SL 系列對 MCF-7 之抗癌活性結果 
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表總集 

 

 

 

表 1、設計胜肽之胺基酸序列一覽 

Peptide  Sequence 

 1   2   3   4   5    6   7   8   9   10   11 

JJ-02   K  W  L   R   R   P   W  R   R   W   R 

SL-01   K  W  L   R   L   P   W  R   R   W   R 

SL-02   K  W  L   R   R   P   K  R   R   W   R 

SL-03   K  W  L   R   L   P   K  R   R   W   R 

 

 

 

 

表 2、HPLC 比較一覽表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPLC 種類  移動相  固定相  沖提順序 

正相  非極性  極性 

 1. 非極性 

2. 弱極性 

3. 極性 

逆相  極性  非極性 

 1. 極性 

2. 弱極性 

3. 非極性 
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表 3、基質名稱、結構及配方 

基質 內容物 

α-CHCA 

α-CHCA：10 mg、 

ACN：500 μL、 

[1 mL DDW + 1 μL TFA] : 500 μL 
 

SA 

SA：15 mg、 

ACN：500 μL、 

[1 mL DDW + 1 μL TFA] : 500 mL 
 

 

 

 

表 4、溶液配置圖 
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表 5、合成之抗微生物胜肽的物理化學性質 

 

 

 

 

a. 胜肽靜電荷及理論分子量計算網址 http://pepcalc.com/ 

b. 基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀 (MALDI-TOF MS) 偵測值 

c. 逆向高效能液向層析儀 (RP-HPLC) 之偵測滯留時間 

 

 

表 6、各胜肽之活性 (MIC) 一覽表  (單位: μM) 

胜肽 E.coli S.aureus P.aeruginosa 

JJ-02 2.5 2.5 5 

SL-01 >20 >20 >20 

SL-02 >20 >20 >20 

SL-03 >20 >20 >20 

 

 

表 7、各胜肽之溶血活性 

樣品 (100 μM) 溶血活性 (%) 

JJ-02 3.4 

SL-01 12.43  

SL-02 13.30  

SL-03 11.09 

PBS 0 

Triton-100 100 

 

 

 

Peptide Net Chargea Mass (Theoretical,Da)a Mass (Da)b Rt
c 

JJ-02 6 1696.02 1695.5 14.37 

SL-01 5 1652.99 1653.3 18.54 

SL-02 7 1637.98 1636.8 17.13 

SL-03 6 1594.95 1593.7 16.04 
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附錄 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SPPS 所需儀器設備及其廠商 

藥品及設備 購買廠商 

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

(Piscataway, NJ, USA) 

自動旋轉器 (Model. SD-50) 
揚程儀器 

(蘆竹鄉,桃園縣,台灣) 

抽氣馬達 GAST mech 

真空萃取裝置 

(SPE Vacuum manifold) 

宏濬儀器 

(台北市,台灣) 

冷凍乾燥機 ( FD3-12P ) Kingmech 

 

 

 

 

 

活化胺基酸之反應機構 
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SPPS 所需藥品及其廠商 

藥品 用途 購買廠商 

HOBt 耦合試劑，活化 Scientific 

HBTU 耦合試劑，活化 Agene Max 

DIEA 耦合試劑，催化 SIGMA 

thioanisole 裂解試劑 SIGMA 

TFA 

裂解試劑，把胜

肽從 resin 切除下

來 

Alfa Aesar -

Lancaster 

Phenol 裂解試劑 SHOWA, JAPAN 

EDT 裂解試劑 MERCK 

Ethyl Ether 幫助沉澱胜肽 TEDIA 

Rink amide-Knorr  

Resin 

胺基酸固相 

支撐物 

NOVA Biochem. 

(San Diego, CA, 

USA) 

 

 

 

溶血性分析所使用之藥品、設備與供應廠商 

藥品設備 廠商 

人體血液 黃詩容、薛向宏 同學提供 

PBS 自行製備 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

桌上型微量管高速離心機

(Centrifuge 5415 D) 
Eppendorf 
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SPPS 胺基酸試劑列表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胺基酸 Fmoc 保護基 分子量 

Alanine (Ala, A) Fmoc-Ala-OH 311.30 

Cysteine (Cys, C) Fmoc-Cys (Trt)-OH 585.70 

Aspartic acid (Asp, D) Fmoc-Asp (tBu)-OH 411.50 

Glutamic acid (Glu, E) Fmoc-Glu (tBu)-OH 425.50 

Phenylalanine (Phe, F) Fmoc-Phe-OH 387.40 

Glycine (Gly, G) Fmoc-Gly-OH 297.30 

Histidine (His, H) Fmoc-His (Trt)-OH 619.70 

Isoleucine (Ile, I) Fmoc-Ile-OH 353.40 

Lysine (Lys, K) Fmoc-Lys (Boc)-OH 468.55 

Leucine (Leu, L) Fmoc-Leu-OH 353.40 

Methionine (Met, M) Fmoc-Met-OH 371.50 

Asparagine (Asn, N) Fmoc-Asn (Trt)-OH 596.70 

Proline (Pro, P) Fmoc-Pro-OH 337.40 

Glutamine (Gln, Q) Fmoc-Gln (Trt)-OH 610.70 

Arginine (Arg, R) Fmoc-Arg (Pbf)-OH 648.80 

Serine (Ser, S) Fmoc-Ser (tBu)-OH 383.40 

Threonine (Thr, T) Fmoc-Thr (tBu)-OH 397.50 

Valine (Val, V) Fmoc-Val-OH 339.40 

Tryptophan (Trp, W) Fmoc-Trp-OH 426.50 

Tyrosine (Tyr, Y) Fmoc-Tyr (tBu)-OH 459.60 
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Ninhydrin 所需試劑及購買廠商 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

材料、試劑 購買廠商 

Ninhydrin Alfa Aesar 

pyridine Riedel-de Haen 

KCN 科成化學 臺偉實業有限公司 

n-butanol J.T.Baker 

Phenol SHOWA, JAPAN 

Piperidine 去 N 端保護基 Fmoc 之反應機構 

 

以 TFA 裂解胜肽之反應機構 
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RP-HPLC 所需藥品、設備及其所購廠商 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

藥品設備 購買廠商 

Acetonitrile (ACN) 景明化工 (頭份鎮,苗栗縣,台灣) 

Trifluoroethanoic acid (TFA) 
Alfa Aesar –Lancaster 

(Ward Hill, MA, USA) 

RP-HPLC Hitachi(Tokyo, Japan) 

RP-HPLC column 
(250 ×10.0 mm, particle size 5 µm, 

Polaris 5u C-18A, 100 RP-18) 
Varian (Palo Alto, CA, USA) 

0.22 μm filter MSI (中和市,台北縣,台灣) 

微量注射器 (CHA-750RN) 

KONTES (Vineland, NJ, USA) 

玻璃過濾裝置 (AK95375-00000) 

Nihydrin test 呈色機制 
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MALDI-TOF MS 所使用之藥品、設備與所購廠商 

藥品設備 購買廠商 

α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA 

Sinapinic acid Alfa Aesar, UK 

MALDI-TOF MS (microflex) Bruker 

ACN 景明化工(頭份鎮,苗栗縣,台灣) 

TFA 
Alfa Aesar –Lancaster 

(Ward Hill, MA, USA) 

 

 

細菌培養及抗菌活性測試時所使用之藥品設備與供應廠商 

 

 

 

 

 

藥品設備 購買廠商 

LB broth 培養基 

Merck, Whitehouse Station, NJ, USA MH broth 培養基 

Ager 

接種環 

伸求企業有限公司 
L 型玻璃棒 

培養皿 

酒精燈 

96 孔盤 GeneDirex 

微量盤分光光譜儀 

(VersaMax TM) 
Molecular Devices 

McFarland Standard Creative Microbiologicals, Ltd. 


