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中文摘要 

Id 蛋白質是DNA 結合蛋白質的抑制物，屬於抑制DNA 與轉錄因子結合的蛋白質家族，其中包括四種

相關的蛋白質: Id1、Id2、Id3 和Id4。Id 蛋白質家族包含一個高度保留的helix-loop-helix (HLH) 雙體區

塊。在訊息傳遞途徑中， Id 扮演轉錄因子basic helix-loop-helix 家族之拮抗物(antagonist)的角色，在

細胞生長、細胞增生、以及細胞分化方面扮演重要的角色。 Id 的作用機制在於它們會與basic 

helix-loop-helix (bHLH)的蛋白質形成高親和性的雙體(heterdimer)而干擾bHLH 蛋白質與DNA 的結合，

進而抑制與細胞分化相關基因的轉錄作用。Id藉由與E蛋白、Ets 轉錄因子、以及腫瘤抑制因子之Rb 家

族的結合而抑制基因的轉錄作用。許多的研究証實Id 蛋白的表現與腫瘤生成期間的Ras 訊息途徑有關，

在血管的生成方面也扮演重要的角色。因此，前期計畫我們以Id之胜肽抑制物為設計的標的，期望藉

由抑制Id之活性而抑制癌細胞的生長與腫瘤的轉移。我們設計一系列以MyoD 蛋白為藍本的胜肽，應

用固相胜肽合成技術合成設計之胜肽後，以逆相高效能液相層析儀分離純化胜肽，並經由質譜儀鑑定

其分子量。最後，培養不同的腫瘤細胞株並以胜肽處理後，評估胜肽對癌細胞之影響。研究結果發現

胜肽2號(H-Tyr-Ile-Glu-Gly-Leu-Gln-Ala-Leu-Leu-Arg-Asp-Gln-NH2)具有不錯的抗增生效果。為延續前

期之計畫，本計畫第一年擬根據胜肽2號之氨基酸序列，以Ala-scanning的原理設計並合成一系列的胜

肽，以體外實驗之方法評估胜肽之結構與活性關係。再根據體外實驗之結果，針對具有抑制效應的線

狀胜肽，設計環狀的胜肽，以期增加胜肽之生物安定性、專一性、或抑制腫瘤細胞增生的效果。本實

驗擬應用固相胜肽合成技術合成設計之胜肽，經過RP-HPLC 之純化及MALDI-TOF-Mass 鑑定胜肽之

分子量後，再應用生物感測器（BIACORE 3000）鑑定胜肽對Id蛋白之親和力，並進行乳癌細胞以及大

腸癌細胞的細胞活性測試，探討胜肽對癌細胞增生及細胞週期的影響。研究計畫之成果有助於研發抗

癌藥物以及開發新穎的診斷方法。 

 

關鍵字： Id 蛋白、細胞生長、細胞增生、細胞分化、胜肽抑制物、固相胜肽合成、腫瘤生成、血管

生成、環狀胜肽、細胞週期、結構與活性關係 
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英文摘要 

Id1 protein, DNA binding protein inhibitors, is a protein of four related families. The Id protein families 

contain a highly conserved dimerization motif known as the helix-loop-helix (HLH) domain. In signaling 

pathways, Id proteins act as dominant negative antagonists of the basic helix–loop–helix (bHLH) family of 

transcription factors, which play an important role in cellular development, proliferation, and differentiation. 

The mechanism of Id proteins is to antagonize basic helix-loop-helix proteins, they bind as dominant-negative 

HLH proteins by forming high affinity heterodimers with other bHLH proteins, thereby preventing them from 

binding to DNA and inhibiting transcription of differentiation associated genes. Id proteins perform this by 

associating with E proteins, Ets transcription factors and the Rb family of tumor suppressor. Biochemical and 

genetic data have established that Id related to Ras signaling during tumorigenesis and play a critical role in 

blood vessels formation. We hypothesize that inhibition of Id proteins will retard the growth of cancer cells 

and metastases of tumors. Recently, we have designed a series of peptides based on the sequence of a 

structural region of MyoD. Peptides were synthesized by solid phase peptide synthesis, purified by RP-HPLC, 

and characterized by MALDI-TOF Mass spectrometer. Effects of peptidic inhibitors of Id on breast and 

colony cancer cells were investigated. Biological results showed that among the synthesized peptides, the 

peptide 2 (the amino acid sequence: H-Tyr-Ile-Glu-Gly-Leu-Gln-Ala-Leu-Leu-Arg-Asp-Gln-NH2) exhibited 

the strongest anti-proliferative effects on MCF-7 and HT-29 cells with the IC50 value of 10 M and 20 M, 

respectively. To further study the structure activity relationship of 2 and to improve the potency of 2, the 

objective of this project at the first year is to design and synthesize Ala-scanning analogs of peptide 2, and to 

evaluate their effects on breast and colony cancer cells. Effects of peptides on cell proliferation and cell cycle 

of cancer cells will be evaluated using in vitro bioassays. Potent linear peptides will be further designed for 

cyclization to enhance their stability and potency. Results of this research are useful for the development of 

anticancer agents. 

 

Keywords：Id, DNA binding protein inhibitors, helix-loop-helix, MyoD, tumorigenesis, blood vessels 

formation, cell proliferation, cell cycle, structure-activity relationship 
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文獻探討 

    鹼性的螺旋-環-螺旋 (Basic helix-loop-helix) 蛋白結構在細胞增生及細胞分化中扮演重要的轉錄

因子的角色。包含此類結構的蛋白已經過證實存在於脊椎及無脊椎動物的各種組織中。包含鹼性的螺

旋-環-螺旋的蛋白質之主要功能區域包括兩個雙極性的螺旋結構，並含有許多個鹼性胺基酸序列，這兩

個螺旋結構分別座落於環 (loop) 的兩端，而鹼性胺基酸的主要功能則是與E-box DNA 結合，進而促

進目標基因的轉錄，螺旋-環-螺旋區塊則會與另一包含鹼性的螺旋-環-螺旋之蛋白形成雙聚合體結構。

一般來說具有組織特異性的B 型bHLH 會與A 型的bHLH 形成聚合而促使細胞走入其特殊目的2，例

如骨骼肌的發展是由MyoD, Myf-5, myogenin, 及MRF4共同參與形成聚合結構，進而控制哺乳動物的肌

肉組織發展。 

此外研究顯示，bHLH 或HLH 也扮演調控細胞分化的功能性結構因子的角色。Id 基因所轉譯的Id 蛋

白分成四大類，均會與DNA 形成結合並且抑制細胞分化，屬於負調節因子HLH( helix-loop-helix)，其

調節機制是與標的bHLH 蛋白形成高親和性的雙異構聚合體進而阻止bHLH蛋白與另一組織特異性

bHLH 形成雙聚合體而抑制了DNA 分化基因的轉錄。 

越來越多研究顯示 Id 蛋白的過度表現與腫瘤生長或轉移的關係非常密切，其中有研究報告Id1 蛋白在

胰臟癌細胞中有過度表現，但是在正常的胰腺細胞很少發現Id1 蛋白的蹤跡。由此歸類出Id 蛋白的過

度表現應會導致腫瘤的形成，甚至在其他的研究中指出胚胎的中樞神經統以及血管的形成，Id 蛋白扮

演著一重要且關鍵的角色。另外，有關子宮內膜細胞、癌乳癌細胞與Id1 蛋白過度表現的關係與組織

切片的研究論文亦在2000 及2001 年發表。除此之外亦有論文顯示腫瘤組織中Id 2、3 和4 蛋白的高度

表現擁有正相關性。有些研究顯示，若抑制腫瘤細胞的Id 蛋白的DNA 表現則腫瘤細胞將形成自殺現

象，此類研究是利用Id 的反模板DNA 而達到有效抑制的結果。 

    ㄧ般認為當致癌基因被啟動時，Id 扮演著不可或缺的角色，之前的學者研究當同時轉殖Id gene 與

Bcl-2 gene 或是只單一轉殖Id gene 都會讓細胞走向腫瘤或是變異途徑。另外，也有研究顯示若剃除Id 

家族的基因或是抑制Id 基因之後，將使得腫瘤細胞變得脆弱或是失去了腫瘤轉移的機轉。有學者指出，

Id 蛋白透過藉由使 retinoblastoma protein 失去活性，因而增加telomerase 的活性或使p53 所調節的

DNA damage系統受到損害。而在很多臨床組織或細胞實驗中顯示Id 在許多腫瘤中的表現量很高，而

相對的正常細胞或組織的Id 表現量較少，主要Id 被認為是細胞週期路徑中的下游分子而且其機轉被定

義成蛋白-蛋白之間的交互作用。所以很多報告指出抑制Id 的表現量以及減少Id gene 的表現可以降低

腫瘤細胞的血管增生作用(vascularization) 以及抑制腫瘤的的轉移研究方法。 

    到目前為止尚未有抑制Id 蛋白的類胜肽發表在國際期刊，我們認為以bHLH 為藍本而合成胜肽類

緣物可以有效的達到抑制Id 表現進而阻斷DNA 轉錄因子與Id 結合，如此DNA 即可以被轉錄因子所

調節而正常表現蛋白質。另外，有文獻利用mutant construction的方式指出Id蛋白的環狀區域(loop region) 

是構成Id 活性的重要區域 (domain) 。本實驗室先前也針對Id1 的loop 區域設計了高親和性的胜肽，

在細胞活性測試中也發現有不錯的效果。我們希望在研發Id胜肽抑制劑的同時可以針對Id 的不同功能

區有不同的設計方向以達到抑制Id 過度表現的目的。 

 

研究方法 

1.1  Id 胜肽抑制物之設計、合成 

    我們根據胜肽類原物peptide 3C中的特殊結構區域之氨基酸序列，設計了一系列以丙胺酸(Ala.)取代

的胜肽。 

    線狀胜肽是利用固相胜肽合成技術，將胜肽合成在樹脂 (Rink Amide Resin) 固相支撐物上，再以

化學裂解方式將胜肽自樹脂上裂解後，進行冷凍乾燥以得到胜肽之粗產物。合成後的胜肽經由冷凍乾
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燥處理得到胜肽之粗產物， 使用半製備管柱(semi-preparative column)以 RP-HPLC 進行分析與純化，

純化後的胜肽再經由分析管柱 (analytical column)以RP-HPLC 確認其純度及滯留時間 (Rt)，並以

MALDI-TOF Mass 確定其分子量。 

 

1.2  Id 胜肽抑制物之純化 

利用高效能液相層析法 ( high performance liquid chromatography，HPLC )純化合成之胜肽。首先溶解於

適當的溶劑中，將欲分析及純化的胜肽樣品先以孔徑0.22μm過濾器( filter )過濾，注射入由HITACHI

購入之RP-HPLC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。根據文獻的報告本研究將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. Water + 0.05 % 由Alfa Aesar –Lancaster購入之trifluoroacetic acid (TFA)，

solution B是由ECHO購入之4 L acetonitrile + 0.05 % trifluoroaceticacid (TFA)。個別收集每個波峰出現時

RP-HPLC儀所層析出的液體，經冷凍乾燥，便可獲得純化後胜肽的白色乾燥粉末。 

 

1.3  Id 胜肽抑制物之鑑定 

應用基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀(MALDI-TOF)分析鑑定合成胜肽。基質輔助雷射脫附游離

法是由德國的Hillenkamp 教授及日本的Tanaka 先生分別於1988 年提出，MALDI （matrix-assisted 

laser desorption ionization）代表離子源的部份，TOF(time-of-flight)代表質量分析器。此種離子源主要

是由雷射光源和金屬樣品盤所構成，將分析樣品和基質（matrix）混合後，將樣品與基質的混和液均勻

點至金屬盤之樣品槽中，使其混合物在空氣中自然風乾，待溶劑揮發後，混合液會在金屬盤中形成樣

品─基質的共結晶，再以雷射光束照射此固態樣品時，結晶中的基質會吸收雷射光的能量，產生質子並

由樣品盤中脫附而出，此過程會同時將分析樣品脫附氣化，產生氣相離子，以進入質量分析器測量其

m/z 比值，進而推算其質量。 

 

1.4  Id 胜肽抑制物的親和性與活性測試 

1.4.1 生物親和力測試 - 表面薄膜共振技術（surface plasma resonance technology；SPR）: 

將上述一中所設計合成的一系列胜肽，藉由biosensor-BIACORE 3000 將(1) Id 固定於晶片(CM5 chip)

上，(2) 樣品流經過chip 通道，(3) 測試序列稀釋樣品與Id 之間的親和性並進行分析，確認設計胜肽

與Id 蛋白質的親和性如何。本實驗以 PBS buffer 為 running buffer，流速設定為 5 μL/min，選取

Amine coupling 模式進行專一性感應晶片之製備。包括：第一階段為感應晶片表面羧甲基

(carboxymethyl group)之活化反應(activation)：利用 0.4 M EDC / 0.1 M NHS 等體積之混合液，將羧甲

基活化生成 NHS-esters。首先 EDC 會與羧甲基反應，形成易與胺基(amines，-NH2)反應之中間產物

(O-acylisourea)，由於此中間產物於水溶液中不穩定。因此，以 NHS 取而代之與羧甲基反應，進而形

成  NHS-esters，NHS-esters 亦易與胺基反應。第二階段為感應晶片表面鍵合物之固定化反應

(immobilization)：注入Id1 (30μg/ml) [125,126]，溶於 Coupling buffer (10 mM sodiumacetate buffer pH 4.8)

至晶片表面，Id1 之胺基(amines，-NH2)會與晶片表面之 NHS-esters 反應，形成共價鍵結(covalent links)。

第三階段為感應晶片表面未與鍵合物反應之活化部位之去化反應 (deactivation)：注入  0.1 M 

Ethanolamine hydrochloride (35 μL, pH 8.5)至晶片表面，覆蓋感應晶片上尚未與 Id1 結合之 

NHS-esters ，以避免任何不當的非專一性吸附（non-specific binding）。將Id1固定於晶片表面之後即可

分析合成胜肽與Id1 之間結合趨勢。合成胜肽以 HBS-EP buffer 序列稀釋成 相同濃度後，於流速為 25 

μL/min 的條件下，分別取 55 μl 注入微射流系統中，與晶片表面之Id1 反應。反應完成後，系統會延
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遲 2 分鐘再進行高速清洗感應晶片表面，移除非專一性結合的部分，專一性結合的部分則以篩選出最

適之 regeneration buffer 進行感應晶片表面之再生作用，使 RU 值回到未注射入樣品前的基礎線，再

進行下一分析物之測定。 

 

1.4.2 生物活性測試: 

本實驗中所使用的乳癌細胞(MCF-7)購自新竹食品工業研究所。MCF-7所用的細胞培養液是使用由

GIBCO購入之 DMEM 粉末溶於4.5.公升已滅菌Mili-Q去離子水中，加入23.5 g及的NaHCO3，再用HCl

調整pH至7.2~7.4後以Mili-Q已滅菌去離子水補足體積至5公升，再以0.22 μM過濾器過濾滅菌，儲存於4

℃冰箱備用。並在每100毫升 DMEM 細胞培養液添入GIBCO購入之100 IU青黴素 (penicillin)、 100 μg 

鏈黴素 (streptomycin)，最後加入10％ 胎牛血清(Fetal bovine serum，FBS)為完全培養液。而HT-29所使

用的細胞培養液則是McCoy`s 5A medium(GIBCO 12330) ， 並在每100 毫升培養液中添100 IU 青黴素

(penicillin) 、 100 μg 鏈黴素(streptomycin)，最後加入10％ 胎牛血清(Fetal bovine serum, FBS)。兩株細

胞皆培養於37℃、5％ CO2的培養箱中；繼代培養時 (subculture)，以1500 rpm離心5分鐘，再分種於新

的細胞培養皿中，每一培養皿注入約4×106個細胞，細胞培養液每三天更換一次。待細胞狀況穩定，開

始進行癌細胞的存活率測試。將利用生物感測器初步篩選出來的並具有高親和性的胜肽，處理兩株癌

細胞，再利用MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)法來判定。MTT是一種

活細胞染色法，其原理是利用細胞內粒腺體中的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)堆積在細胞中，將此結晶溶於

Merck購入之DMSO (Dimethyl Sulfoxide)中，以OD540的吸光值來量化，由於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，因此利用formazan產量的多寡來評估細胞的

存活率。 

 

結果與討論 

在前一年度的國科會實驗中，實驗室成功設計出一條具有抑制效果的胜肽結抗物。在本年的國科會實

驗中，實驗室承續前一年的實驗，進一步以固相胜肽合成法合成一系列分別以丙胺酸(Alanine)取代之

peptide 3C 胜肽類緣物及 peptide 3C，試圖比較原胺基酸殘基對於抑制 Id1 蛋白質的活性關係，其胜肽

序列及分子量以及滯留時間整理於下表一。 

 

表一. 分別以丙胺酸(丙胺酸(Alanine)nine)取代之peptide 3C胜肽類緣物及peptide 3C之胜肽序列及分子

量以及滯留時間。 

命名 胜肽序列 分子量 (Da) 滯留時間 (mins) 

peptide 3C YIEGLQALLRDQC 1520.7 13.63 

Peptide 3C-A1 AIEGLQALLRDQC 1428.6 13.63 

Peptide 3C-A2 YAEGLQALLRDQC 1478.6 13.63 

Peptide 3C-A3 YIAGLQALLRDQC 1462.6 13.63 

Peptide 3C-A4 YIEALQALLRDQC 1534.7 13.63 

Peptide 3C-A5 YIEGAQALLRDQC 1478.6 14.6 

Peptide 3C-A6 YIEGLAALLRDQC 1463.6 14.6 

Peptide 3C-A7 YIEGLQ 720.7 8.6 
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首先，先以 peptide 3C 的 N 端前六個胺基酸分別以丙胺酸(Alanine)取代後，對於 Id1 全長蛋白質

的親和性測試，並以 peptide 3C 作為對照組進行實驗，如下圖一。實驗結果發現，peptide 3C 的 N 端

前六個胺基酸對於 peptide 3C 皆很重要，依其殘基位置重要程度的排序為 3<5<4<1<6<2，這樣的結果

可以印證多了這六個胺基酸殘基 peptide 3C 的抑制活性比 peptide 3D 抑制活性要高。 

 

 

圖一. 以表面薄膜共振技術檢測 peptide 3C 的 N 端前六個胺基酸分別以丙胺酸(Alanine)取代後，對於

Id1 蛋白質的親和性測試，並以 peptide 3C 作為對照組。 

 

    而二號位置的重要性可以從 d1 蛋白質與 peptide 3C 結合模擬圖中窺知一二，如圖二。從委請弘光

科技大學生物科技系的陳曄老師對 Id1 蛋白質與 peptide 3C 結合進行結合模擬圖中發現，Id1 蛋白質與

peptide 3C 最佳的結合方式是以疏水性鍵結，其中又以 Isoleucine 的鍵結更顯為重要。 

 

 

圖二. 委請弘光科技大學生物科技系的陳曄老師對 Id1 蛋白質與 peptide 3C 結合進行結合模擬圖。 

 

    接著，進一步將分別以丙胺酸(Alanine)取代之 peptide 3C 胜肽類緣物進行癌細胞存活率實驗，由於

peptide 3C 對於癌細胞具有極佳的抑制效果，其對於乳癌細胞 MCF-7 的 IC50 為 25 μM 左右，因此，

實驗室以 50 μM作為統一的藥物濃度，將胜肽類緣物分別與乳癌細胞MCF-7作用 24小時及 48小時，
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並以 MTT assay 觀測胜肽類緣物的抑制效果，將細胞存活率以長條圖整理表示，如下圖三。 

 
圖三. 以 50 μM 胜肽類緣物分別與乳癌細胞 MCF-7 作用 24 小時及 48 小時，以 MTT assay 檢測其細

胞存活率，以長條圖表示之。 

     

普遍而言，分別以丙胺酸(Alanine)取代之 peptide 3C 胜肽類緣物對於乳癌細胞 MCF-7 的抑制效果

皆欠佳，此結果符合表面薄膜共振技術的親和性測試之結果。其中，發現 peptide 3C-A3 的抑制效果較

佳，顯示 3 號位置較不重要，這樣的結果與表面薄膜共振技術檢測的結果有一致性；因此，實驗室進

一步對 peptide 3C 胜肽類緣物 peptide 3C-A3 進行不同濃度對乳癌細胞 MCF-7 作用 24 小時及 48 小時的

細胞存活率實驗，並以 MTT assay 觀測抑制效果，將細胞存活率以長條圖整理表示，如下圖四。 

 

圖四. 胜肽類緣物 peptide 3C-A3 進行不同濃度對乳癌細胞 MCF-7 作用 24 小時及 48 小時的細胞存活率

實驗，並以 MTT assay 觀測抑制效果，以長條圖表示之。 

 

    結果顯示，胜肽類緣物 peptide 3C-A3 的 IC50 不佳，其 IC50 近乎 160 μM，顯示 3 號位置雖然不重

要，但是對於胜肽結合 Id1 蛋白質的效果依然仍具影響，推測可能是胜肽與 Id1 蛋白質結合時，仍須氫

鍵與 Id1 蛋白質鍵結的輔助，而導致這樣的結果。 

 

    綜合以上實驗所得之結果，雖然Id1蛋白質與peptide 3C結合進行結合模擬圖顯示Id1蛋白質與

peptide 3C最佳結合為疏水性鍵結，且表面薄膜共振技術的結果亦支持此認知，但是從細胞存活率的結

果中，可以看到氫鍵的作用亦不可小覷。因此，實驗室將進一步依此實驗結果，以特定胺基酸取代部

分重要位置之胺基酸探討胺基酸殘基的結合作用與抑制效果，並藉以探索抑制效果更佳的胜肽序列。 
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