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摘要 

阿茲海默氏症(Alzheimer’s disease，AD)是一類廣受重視的漸進式神經退化

性疾病，其在組織病理學的特徵之一為老年斑塊。在以往的研究指出，老年斑塊

主要由具有細胞毒性的 Aβ 的堆積所形成的。而 Aβ 則是 APP 進行 β processing，

經由 β-secretase 和 γ-secretase 水解後所得的產物。Aβ 的生成與堆積被認為與許

多因素有關，其中之一是細胞自噬。 

細胞自噬是細胞在處於挨餓環境下，藉由分解一些次要的蛋白質或胞器，以

應付需要和維持細胞存活的機制。近年來科學家發現，細胞自噬不僅發生在細胞

營養缺乏的情況，也會在受到外來刺激或輻射導致有胞器受損(如粒線體)而威脅

細胞存活時觸發，能避免細胞進行細胞凋亡而有自我保護的功用。許多與阿茲海

默氏症的相關的研究中指出，當誘發細胞自噬時，會造成 APP 水解產物 Aβ 生

成量減少以及幫助清除 Aβ 的堆積。至於細胞自噬如何影響 Aβ 的生成與堆積，

甚至如何調控 APP 的水解途徑，目前仍然不是很明確。 

本研究觀察在使用克林黴素(clindamycin)之下，對於 GBM8401 與 SH-SY5Y

兩種細胞株細胞自噬的影響。從西方墨點法的結果發現，GBM8401 與 SH-SY5Y

中的 LC3-II 的量皆有明顯的上升，表示在克林黴素的作用下，兩種細胞株都有

細胞自噬的發生。另外，本研究也觀察了在克林黴素作用下，APP 水解途徑是否

受到改變。西方墨點法的結果顯示，在 GBM8401 中雖然無法看到 C99 的訊號，

但是 C83 的結果可能有隨著克林黴素的作用而減少的趨勢。然而，也在 GBM8401

的細胞培養液中發現 sAPPα 可能有增加的現象。綜合上述結果，本研究初步觀

察到克林黴素對於細胞自噬與 APP 水解途徑的影響。關於在克林黴素的處理之

下，APP 水解途徑會如何改變以及細胞自噬與 APP 水解途徑改變之間的關係，

仍需要進一步的研究證明。 
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Abstract 

Alzheimer’s disease is a kind of progressive neurodegenerative diseases to which 

people paid much attention. One of the features of Alzheimer’s disease in 

histopathology is the formation of senile plaques. Early research has shown that senile 

plaques are formed from the aggregation of cytotoxic Aβ. Aβ is the product of amyloid 

precursor protein (APP) by β processing, which is cleaved by β-secretase and γ-

secretase successively. Many studies have claimed that dozens of factors influence on 

the synthesis and clearance of Aβ, and one of which is autophagy.  

Autophagy is a way by which cells are able to degrade some proteins and 

organelles unnecessary to meet the need and survive under starvation. Recently, 

scientists found that autophagy is not only switched on when cells are starving, but also 

when cells are under stimulation or radiation that some organelles are damaged, such 

as mitochondria, and survival is threatened. By autophagy, cells can prevent themselves 

from apoptosis. Thus, autophagy is protective. In Alzheimer’s disease, some studies 

show that once autophagy is induced, it leads to decreasing synthesis of Aβ and 

clearance of Aβ aggregation. However, how autophagy work on the synthesis and 

clearance of Aβ, and even how autophagy work on the alternation of APP processing 

pathways remains unclear. 
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In this study, two cell lines, GBM8401 and SH-SY5Y, are used to see if autophagy 

is regulated under clindamycin treatment. Western blot results show that the level of 

LC3-II increase obviously in GBM8401 and SH-SY5Y, indicating that clindamycin 

induces autophagy in two cell lines. Also, GBM8401 is used to see if APP processing 

pathway is changed under clindamycin treatment. Western blot results show that on one 

hand, in cell lysate C83 may tend to decrease. On the other hand, however, sAPPα 

seems to increase in conditioned medium. Above all, this study shows the preliminary 

effect of clindamycin on autophagy and APP processing pathways. Still, further studies 

are needed to investigate how clindamycin change APP processing pathway and the 

relationship between autophagy and APP processing pathways alternation. 
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英文縮寫表 

Aβ: beta-amyloid  

AD: Alzheimer’s disease  

AICD: APP intracellular domain  

Atg: autophagy-related gene 

APP: amyloid precursor protein  

BACE1: β-site APP-cleaving enzyme 1  

BSA: bovine serum albumin 

CMA: chaperon-mediated autophagy 

CTF: C-terminal fragment  

DAPT: N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-(S)-phenylglycine t-butylester  

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

DMSO: dimethyl sulfoxide  

DTT: dithiothreitol  

ECL: enhanced chemiluminescence  

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid  

FBS: fetal bovine serum  

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

LC3B: microtubule-associated protein light chain 3 

MEM: Eagle’s minimum essential medium 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS: phosphate buffered saline 

PBST: PBS with 0.1% Tween 20 
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PDT: population doubling time 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 

PMSF: phenylmethylsulphonylfluoride  

PVDF: polyvinylidene difluoride  

rRNA: ribosomal RNA 

sAPP: soluble APP  

SDS: sodium dodecyl sulfate  

SPs: senile plaques 

SQSTM1: sequestosome 1 

TM: transmembrane 

ULK1: unc-51 like autophagy activating kinase 1 

VPS34: vacuolar protein sorting 34 
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壹、序論 

一、阿茲海默氏症 

阿茲海默氏症(Alzheimer’s disease，簡稱 AD)是一類漸進式的神經退化性疾

病，可分為早發性遺傳(early-onset familial)、早發性偶發(early-onset sporadic)和晚

發性偶發(late-onset sporadic)1。其中，以晚發性偶發的阿茲海默氏症最為常見且

好發於 65 歲以上的老年人 2。根據資料統計，2015 年全球約有 4 千 8 百萬人罹

患此病症，並且將逐年增加 3。 

阿茲海默症患者在早期會出現記憶力缺失、注意力的控管不足等的症狀。

隨著病情逐漸惡化，會導致患者長期記憶缺失、容易迷路、易怒、情緒不穩定、

無法正常言語等症狀，最後逐漸喪失身體機能而死亡 3-5。此外，阿茲海默症不但

對患者本身造成身心上的傷害，更是其照顧者、家庭和社會上生活和財務的重大

負擔之一 6。因此，若能對於阿茲海默症做有效治療，不僅對患者本身，對家庭

和社會負擔都會有莫大的幫助。 

由於上述之阿茲海默氏症的影響，近年來已有許多研究投入對於阿茲海默

症在不同層面的探討，然而，對於阿茲海默氏症完整的發病機制還不是很清楚，

並且也尚未有藥物或其他療法能醫治甚至是減緩阿茲海默症的惡化 3。 

二、阿茲海默氏症病理研究 

關於阿茲海默症在組織病理學上的探討，研究發現在患者大腦的組織切片

中，主要可觀察到兩個病徵：神經纏結(neurofibrillary tangles)7與老年斑塊(senile 

plaques)的堆積 8。其他現象還包括大腦皮質的萎縮，海馬迴的萎縮與腦室的擴大
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等現象 9。研究發現，神經纏結的原因主要與 τ 蛋白 (一種 microtubule-associated 

protein) 的變異而過度磷酸化(over-phosphorylation)有關；而老年斑塊則是由於 β-

類澱粉粒(β-amyloid，Aβ)的堆積造成 8-11，這兩者都會造成神經細胞的凋亡 56,57。 

三、APP 的細胞運輸和水解途徑 

目前阿茲海默氏症在老年斑塊的研究方向多與 Aβ 的生成機制、堆積和訊

息傳遞有關。許多文獻指出，Aβ 的生成來自類澱粉前驅蛋白(amyloid precursor 

protein，APP)在細胞內的生成與水解有關。APP 是第一型穿膜醣蛋白 (type I 

integral transmembrane glycoprotein)，在細胞內質網(endoplasmic reticulum，ER)生

成，就被送至細胞膜上。在送往細胞膜的過程，nascent APP 會進行 N-醣基化(N-

glycosylation)和 O-醣基化(O-glycosylation)和磷酸化(phosphorylation)等後轉譯修

飾(post-translational modification)12。在細胞膜上，少部分(約 10%)的 APP 會留在

細胞膜上，反之，大部分的 APP 會再被運送至細胞內的核內體(endosome)和 trans-

Golgi network (TGN)13。運送回來的 APP 中，一部分會再被運送至細胞膜上，另

一部份則會在溶酶體(lysosome)被降解 (圖一)。  

APP 的水解主要發生在三個切位-α、β 和 γ 切位，其中 α 和 β 切位在膜外而

γ 切位在膜上。APP 會經由兩種不同水解途徑，在細胞內外產生不同的產物。一

種是 α 途徑(α processing，又稱 non-amyloidogenic pathway)，主要發生在細胞膜

上。當 APP 被 α-secretase 水解，會產生可溶性的 αAPP (soluble APP-α，sAPPα) 

釋放至細胞外和留在膜上的一段蛋白質，由 83 個胺基酸組成，稱為 C83 (α C-

terminal fragment，CTFα)。C83 進而被 γ-secretase 截切，產生 APP intracellular 

domain (AICD) 和快速被代謝的 P3 蛋白 14。另一種是 β 途徑(β processing，又稱

amyloidogenic pathway)，當APP被β-secretase水解，會產生可溶性的βAPP (soluble 

APP-β，sAPPβ) 和留在膜上的一段蛋白質，由 C99 個胺基酸組成，稱為 C99 (β 

C-terminal fragment，CTFβ)。C99 進而被 γ-secretase 截切，產生 APP intracellular 
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domain (AICD)和具有細胞毒性的 Aβ15 (圖二)。根據 γ-secretase 切位的不同，所

產生的 Aβ 也有不同的亞型 Aβ40-42，其中 Aβ42 較容易堆積而被認為是老年斑塊

中的主要成分 17。 

四、細胞自噬 

細胞分子的代謝主要有兩個方式：對於小分子化合物或蛋白質，細胞會利

用將欲分解的小分子化合物或蛋白接上 poly-ubiquitin，再送至蛋白分解酶體

(proteasome)代謝 17；然而無法藉由蛋白分解酶分解的大分子蛋白，細胞就有另一

種機制，就是利用細胞自噬(autophagy)來代謝大分子蛋白或胞器等大型物質 18。    

細胞自噬可以分類為三種型式：micro-autophagy、macro-autophagy 和

chaperon-mediated autophagy (CMA)19，其中又以 macro-autophagy 為主要途徑(以

下簡稱細胞自噬，autophagy)。 

細胞自噬的作用機轉可以分成四個步驟：當細胞感應到壓力，如大分子蛋

白需要代謝或蛋白分解酶受損害而無法正常作用時，細胞自噬會被啟動。首先來

自內質網上的膜會形成一種脂雙層碗狀的構造，稱為自噬泡(phagophore)或自噬

小體(pre-autophagosomal structure，PAS)，這個步驟稱為成核(nucleation)。接著自

噬泡開始延伸(elongation)，將細胞質中的成分包入，最後形成雙層膜的自噬體

(autophagosome)。第三步是融合(fusion)，即自噬體與溶酶體融合(autophagosome-

lysosome fusion)，形成自噬溶酶體(autophagolysosome)。最後是降解(degradation)，

自噬體與溶酶體融合後，溶酶體中酸性水解酶(acidic lysosomal hydrolase)能夠將

自噬體中的物質分解並回收 20 (圖三)。 

細胞自噬最早的發現是與細胞的挨餓(starvation)有關 21。當細胞面臨胺基酸

缺乏而無法合成細胞所需要的蛋白，細胞會進行細胞自噬將細胞內次要的蛋白代

謝，再生成所需要的蛋白。然而，隨著研究進展，發現細胞自噬不但與細胞挨餓
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有關，也有細胞自我保護以及維持胞內蛋白質恆定的作用 22，如當細胞受到外部

刺激而造成粒線體受損時，細胞藉由細胞自噬將受損的粒線體分解後再生成可以

避免進行細胞凋亡並維持細胞存活 23。因此，許多研究提出，細胞自噬與多種癌

細胞的抗藥和對抗輻射有關 24-26；此外也有文獻指出細胞自噬的調控與神經退化

性疾病有關 27-28。然而，另外有研究指出，過度的誘導細胞自噬會造成細胞凋亡

(apoptosis)29、34。因此，關於細胞自噬的機制與如何調控還有待研究探討。 

五、細胞自噬的分子機制 

細胞自噬的形成與作用，需要許多細胞自噬相關蛋白(Autophagy-related-

gene encoded proteins，Atg proteins)和其他蛋白質的參與：當細胞要進行細胞自

噬時，首先會藉由抑制 mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) 蛋白來啟動細胞

自噬的機制 30。一開始在自噬泡的形成，需要由 Beclin 1、VPS34 (vacuolar protein 

sorting 34)和 p150 組成的 Class III PI3-kinase complex 幫助自噬泡的形成 31。自噬

泡膜的延伸，需要Atg5-Atg12 conjugation，再與Atg16L形成之Atg12-Atg5-Atg16L 

complex 的參與 32。而在自噬泡膜延伸的過程中，microtubule-associated protein 

light chain 3 (LC3B)會被切割形成 LC3-I，之後再藉 covalent lipidation 將 LC3-I 與

phosphatidylethanolamine (PE)結合形成 LC3-II 而鑲嵌在自噬泡並自噬體的雙層

膜上(包含外膜和內膜)33 (圖四)。 

細胞自噬原先被認為對於包裹在自噬泡和自噬體內的物質是沒有選擇性的，

但近年來研究發現，細胞自噬的選擇性與蛋白 sequestosome 1 (SQSTM1，又稱

ubiquitin-binding protein p62，簡稱 p62)有關 35。p62 通常被發現於有接上 poly-

ubiquitin 的蛋白質聚集，推測 p62 可能與蛋白質的降解有關。而在 Pankiv et al. 

(2007)的研究中，p62 直接與 LC3 結合促使細胞自噬降解接上 ubiquitin 的蛋白

質，顯示細胞包埋在自噬體內的蛋白質或胞器，是具有選擇性的 36。 
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而在自噬體與溶酶體融合後，溶酶體中的酸性水解酶會降解自噬體內的所

有物質，其中 p62 和內膜上的 LC3-II 也一併被降解 38；而外膜上的 LC3-II 則會

再被去脂化(delipidated)並以 LC3-I 的形式回收 58,59。 

由於 LC3 processing 在自噬泡的延伸過程中不可或缺，並且 LC3-II 為自噬

體的主要組成之一，因此 LC3-II 的量與自噬體的數目有相互關係。Kadowaki et 

al. (2009)提出 LC3-II 和 LC3-I 的比值是一種容易用來觀察細胞自噬的方法 37。

然而，由於 LC3-I 對不同抗體的親和力差異較 LC3-II 大以及不同細胞株所產生

LC3-I 和 LC3-II 的量也不同，因此有些研究也以 LC3-II 的量對 loading control 做

standardization 的變化觀察細胞自噬的現象 60,61。並且，因為 p62 在細胞自噬的過

程中會被降解，所以 p62 的量變化也是在研究上常被用於佐證細胞自噬現象的方

法 38。另外還有 Beclin 1 等細胞自噬相關蛋白的量的變化也被用於觀察細胞自噬

的現象。39-40。 

六、細胞自噬與 APP 水解途徑   

目前關於細胞自噬與 APP 水解的研究，大多在探討細胞自噬的調控對 APP

在不同水解途徑下產物的影響 41-44。有文獻指出，當細胞藉由不給予胺基酸或培

養液，或者利用 rapamycin 或其他分子藥物處理而誘導細胞自噬發生時，有助於

消除細胞內的 Aβ 和 Aβ 的堆積 45-46。推測 APP 從細胞膜上胞吞回細胞內，在核

內體或 TGN 進行 β 水解途徑而產生 Aβ 時，細胞自噬可能發生，進而促進 Aβ 的

降解。而在 Feng et al. (2016)表示，當誘導細胞自噬時，會增加 BACE1 (β-secretase)

的分解，抑制 APP 往 β 途徑 42。另外在 APP 的 α 水解途徑中，所產生的可溶性

α-APP 被認為與神經的保護(neuroprotection)有關 47。Milosch et al. (2016)進一步

提出可溶性 α-APP藉由活化Akt survival signaling pathway避免細胞進行 apoptosis

而達到神經保護的作用 48。這些結果顯示，細胞自噬與 APP 水解途徑有調控的

關係。 



doi:10.6342/NTU201700554

6 
 

七、克林黴素與前人研究 

克林黴素是一種抗生素，通常用於治療由葡萄球菌、溶血性鏈球菌及肺炎

球菌等引起的厭氧性感染症 49。其作用機轉是克林黴素藉由與原核生物的 50S 核

醣體次單元(50S ribosome subunit)結合，抑制核醣體易位(ribosomal translocation)

而抑制原核生物的蛋白質轉譯而達到抑菌的目的 50。服用克林黴素可能造成的副

作用主要是由於抗生素抗藥性使得腸胃相改變，導致噁心、嘔吐、脹氣、腹瀉等

等。 

前人發現使用克林黴素，會造成神經膠細胞瘤細胞株 GBM8401 中 LC3-

II/LC3-I 值上升以及自噬體的堆積。並進一步實驗發現，克林黴素是藉由抑制溶

酶體活性使得細胞自噬作用失調。另一方面，發現克林黴素會造成 APP 往 α 水

解的途徑，並藉由活化 ADAM10 (α-sectretase)，使得可溶性 αAPP 上升。綜合以

上，前人研究提出克林黴素的處理不僅干擾細胞自噬，也影響 APP 的水解途徑

66。而克林黴素處理下所造成的細胞自噬作用失調與可溶性 αAPP 上升之間是否

互相有關聯性或者只是兩個獨立的事件仍屬未知。 
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貳、研究目的 

過去已經有許多研究關於細胞自噬與 APP 水解之間的關聯，但大多在於調

控細胞自噬對 APP 在不同水解途徑下產物的影響。許多研究顯示當誘發細胞自

噬時，會造成細胞內 Aβ 量減少，甚至抑制 Aβ 的堆積。然而較少文獻探討細胞

自噬對於 APP 水解途徑的影響。 

    基於前人的研究，本研究感興趣於細胞自噬的調控與 APP 水解途徑之間的

關係，並且更進一步在分子機制上探討他們的關聯性。前人以神經膠細胞瘤細胞

株 GBM8401 做研究，但因為 APP 主要表現在神經細胞，因此在本實驗系統中，

使用了兩種細胞株-神經膠細胞瘤細胞株 GBM8401 以及人類神經母細胞瘤細胞

株 SH-SY5Y 作為實驗對象。首先，要觀察在克林黴素處理下，GBM8401 與 SH-

SY5Y 細胞自噬的改變。再者，也要觀察是否在這兩種細胞株中 APP 有水解途徑

的改變。藉此結果，本研究希望下一步能夠了解細胞自噬在 APP 水解途徑中的

角色。 

 

 

 

Specific Aims 

1. 觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中細胞自噬的改變，並比  

    較兩種細胞株的差異。 

 

2. 觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中 APP 水解途徑的改變。 
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參、實驗方法 

1. 細胞培養 

人類神經母細胞瘤細胞株(SH-SY5Y cell line)培養液為 Eagle’s minimum 

essential medium (MEM, Gibco®) 與 Ham’s F12 nutrients (Gibco®)以 1:1 混合，

再加入 10% fetal bovine serum (FBS, Biological Industries)、1 mM sodium pyruvate 

(Gibco®)及三合一抗生素 (100 units/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 0.25 μg 

amphotericin B, HyClone, Thermo Scientific)，於 5%二氧化碳、37℃恆溫培養箱中

培養。 

人類膠質母細胞瘤細胞株(GBM8401 cell line)培養液為 Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM, Gibco®)，再加入 10% FBS 及三合一抗生素，於 5%二氧

化碳、37℃恆溫培養箱中培養。 

2. MTT 試驗 

細胞在除去培養液之後，以 1X PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 2 mM K2HPO4)潤洗兩次，再用 trypsin-EDTA (Gibco®)作用 3 分鐘

(GBM8401 用濃度 0.05%；SH-SY5Y 用濃度 0.05%)。之後以培養液將細胞沖離

下來，移至 10 mL 離心管中，再以 0.6 k rcf 離心 10 分鐘後去除上清液。以 20mL

培養液稀釋細胞，將其中的 200 μL 的細胞懸浮液種入 96-well plate 的 well 中(每

個 well 約 1-2*103個細胞)，並於 5%二氧化碳、37 ºC 恆溫培養箱中培養 24 hr。

待細胞貼附之後，除去培養液並以 PBS 潤洗，加入 200 μL 含有不同濃度(0, 10, 

20, 50, 100 μg/mL)克林黴素(10 μg 溶於 1 mL ddH2O)的培養液，並於 5%二氧化

碳、37℃恆溫培養箱中培養 24 hr。之後，除去培養液，並加入 200 μL 培養液，

於 5%二氧化碳、37℃恆溫培養箱中培養，使細胞生長 2 個 population doubling 

time (PDT)(GBM8401:2 天；SH-SY5Y:4 天)。接著除去培養液，並於每個 well 中
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加入 200 μL 培養液和 50 μL MTT solution (濃度 0.5 mg/mL) ，於 5%二氧化碳、

37℃恆溫培養箱中培養 4 小時。之後除去培養液和 MTT solution 並加入 200 μL 

DMSO，搖晃 5 分鐘後，測量在波長 560 nm 的吸光值。 

3. 克林黴素處理 

將 GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞株(10 cm dish, 細胞密度 60%-70%)培養在含

有克林黴素(分子量：461.44，#C5269，Sigma-Aldrich) (GBM8401：濃度 0, 2, 5, 

10 μg/mL；SH-SY5Y：濃度 0, 10, 20, 50 μg/mL)的培養液中，放置於 5%二氧化

碳、37℃恆溫培養箱中培養 24 小時後收取細胞。 

4. 細胞株飢餓處理 

將 GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞株在未加 FBS 的培養液中，並放置於 5%二

氧化碳、37℃恆溫培養箱中培養 6 小時後收取細胞。 

5. 抽取蛋白 

細胞在除去培養液之後，以 PBS 潤洗兩次，再用 trypsin-EDTA 作用 3 分鐘

(GBM8401 用濃度 0.05%；SH-SY5Y 用濃度 0.05%)。之後以培養液將細胞沖離

下來，移至 10 mL tube 中，再以 0.6k rcf 離心 10 分鐘後去除上清液。加入含有

protease inhibitor mixture (0.1 μg/mL chymostatin, 0.5 μg/mL leupeptin, 1 μg/mL 

pepstatin A, 2.5 μg/mL antipain HCl, 1 mM benzamide) 和 1 mM PMSF 及 1 mM 

DTT 的 TNET buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 1% Triton 

X-100, pH 7.5)將細胞打散並移至 Eppendorf tube。放置冰上靜置 20 分鐘，之後再

以 10 k rcf 於 4℃下離心 10 分鐘後，抽取上清液並儲存於-20℃。 
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6. 蛋白質定量 

使用 Bradford Protein Assay (Bio-Rad)呈色反應做蛋白質定量。利用 5 倍稀

釋的 Braford Protein Assay Dye，加入不同濃度的 BSA (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30μg/μL) 

做 standard curve，測在波長 595nm 下的吸光值，並以內插法算出蛋白質 sample

濃度。 

7. SDS-PAGE 與西方墨點法 

依據目標蛋白分子量不同而製作 6-16%的 polyacrylamide gel。將蛋白質

sample 與 sample buffer (10% SDS, 25% 2-mercaptoenthanol, 50% glycerol, 0.01% 

bromophenol blue, 0.3125M Tris-HCl, pH 6.8) 混合並煮沸 5 分鐘後，放置冰上冷

卻 5 分鐘。之後將其加入 polyacrylamide gel 進行 SDS-PAGE 電泳。之後 transfer

至 PVDF membrane (Pall Corporation) 上。待 transfer 結束後，將 membrane 浸泡

在含有 5%脫脂牛奶的 PBST 中進行 blocking，在室溫下搖晃 1 小時。以 PBST 潤

洗 5 分鐘共 3 次。 

(1)  觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中細胞自噬的改變，並比  

    較兩種細胞株的差異。 

抗體使用如下：以 PBST 稀釋 2000 倍的 anti-LC3B 一級抗體 (#GTX127375、

Genetex)、稀釋 3000 倍的 anti-SQSTM (#GTX629890，Genetex) 一級抗體和稀釋

10000 倍的 anti-GAPDH (#MAB374, Millipore)一級抗體於室溫下震盪反應 1 小時

或 4℃ overnight。用 PBST 潤洗 5 分鐘共 3 次。再用以 PBST 稀釋 5000 倍的

HRP-conjugated goat anti-rabbit (#sc2030, Santa Cruz Biotechnology)和稀釋 5000 或

10000 倍 goat anti-mouse (#sc-2005, Santa Cruz Biotechnology)二級抗體於室溫下

震盪反應 1 小時。用 PBST 潤洗 5 分鐘共 3 次。最後將此 PVDF membrane 以 
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ECL (VisGlow Chemiluminescent substrate, Visual Protin)試劑沖潤均勻後用 X 光片

偵測冷光訊號。 

(2)  觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中 APP 水解途徑的改變。 

抗體使用如下：以 PBST 稀釋 5000 倍的 anti-APP C-terminus (#A8717, Sigma-

Aldrich)、anti-APP N-terminus (22c11) (#MAB374, Millipore)以及 anti-Aβ (6E10)一

級抗體(#SIG-39320，Covance)、稀釋 10000 倍的 anti-GAPDH 一級抗體於室溫下

震盪反應 1 小時或 4℃ overnight。用 PBST 潤洗 5 分鐘共 3 次。再用以 PBST 

稀釋 10000 倍的 HRP-conjugated anti-rabbit 或 anti-mouse 二級抗體於室溫下震盪

反應 1 小時。用 PBST 潤洗 5 分鐘共 3 次。最後將此 PVDF membrane 以 ECL 

(VisGlow Chemiluminescent substrate, Visual Protein)試劑沖潤均勻後用 X 光片偵

測冷光訊號。 

8. 數據分析 

利用西方墨點法所得的實驗數據使用 ImageJ 軟體 (National Institutes of 

Health, USA)對 antibody-specific bands 的訊號強度做定量分析。不同數據再以

Student’s t test 做統計分析。 

9. DAPT 處理 

將 GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞株(10 cm dish, 細胞密度 60%-70%)培養在加

入 200nM DAPT 的培養液中，並放置於 5%二氧化碳、37℃恆溫培養箱中培養 4

小時後收取細胞。 
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肆、實驗結果 

一、觀察在克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞自噬的改變 

1. MTT 試驗找出克林黴素的實驗濃度 

克林黴素為一種抗生素，有對原核生物抑菌的效果。在將克林黴素用於對細

胞株的研究之前，首先要確認克林黴素對細胞株的毒殺效果與合適的實驗濃度。

本實驗所用來分析細胞存活情形的方法為 MTT 試驗，目的在於找到對兩種細胞

株不會有毒殺效果的適當添加濃度。MTT 試驗的原理為：黃色的 MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)試劑會在活細胞粒線體中發

生化學反應：在 mitochondrial reductases 的作用下並藉由將電子傳遞給 MTT，使

MTT 結構中的 tetrazolium 開環，形成藍紫色 formazan 結晶 (圖五-A)。在死細胞

中，因為 mitochondrial reductase 的降解，MTT 無法被還原而仍呈黃色。因此，

formazan 結晶的生成量可以反映活細胞的數目，而可以藉由測量 formazan 在 560 

nm 的吸光值得知細胞存活的情形。 

GBM8401 的結果顯示，在克林黴素濃度為 10 μg/ml 的處理下，OD560 值有

下降的現象 (圖五-B)，代表 10 μg/ml(含)以上的克林黴素對 GBM8401 就已經具

有毒殺效果。而 SH-SY5Y 的結果則是，在克林黴素一直到 100 μg/ml，OD560值

才開始降低 (圖五-C)。因此建立了後續實驗的添加濃度： 

GBM8401 為 控制組、2 μg/ml、5 μg/ml 和 10 μg/ml； 

SH-SY5Y 為 控制組、10 μg/ml、20 μg/ml 和 50 μg/ml。 

控制組為加藥時不加入克林黴素，只更換培養液的組別。 

顧慮到 SH-SY5Y 屬於不是完全貼附型的細胞株，以克林黴素處理 24 小時

後更換培養液可能導致部分細胞被移除而影響數值。因此實驗另外做了一組控制
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組(不加克林黴素)，差別在於 24 小時之後不更換培養液，要觀察是否會影響細

胞存活數目的分析。結果顯示有無更換培養液，數值上沒有明顯的差異，因此在

進行 MTT 試驗時更換培養液得到的數值可以信賴。(圖五-C)。 

2. 細胞自噬 

為了要觀察克林黴素是否會改變細胞自噬，將不同濃度的克林黴素加入兩種

細胞株的培養液中作用 24 小時，以西方墨點法觀察並分析細胞自噬的情形。 

在 GBM8401 細胞株中，西方墨點法的結果顯示，當加入克林黴素時，細胞

自噬的標的蛋白 LC3-II 的訊號相較於控制組有顯著的增加。以 LC3-II 對 GAPDH

做定量分析，發現在 2、5、10 μg/ml 的克林黴素處理下，都有大約 2.5 倍的明顯

的上升 (圖六-A、B)。而在 SH-SY5Y 細胞株中，也發現與 GBM8401 細胞株同

樣的現象。在加入克林黴素之後，LC3-II 有增加的現象，而以 LC3-II 對 GAPDH

做定量分析，得到在 10、20、50 μg/ml 的克林黴素處理下，LC3-II 相較於控制組

也都有明顯的上升 (圖六-E、F)。 

另外，也觀察了 GBM8401 細胞株中 p62 的表現量，發現在加入克林黴素後，

p62 有上升的現象 (圖六-C、D)。 

二、觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中 APP 水解途徑的改變 

1. APP 水解途徑 

由於 C99 和 C83 分別為 APP 經由β-secretase 和α-secretase 水解之後的產

物，C99/C83 的比值可以表示 APP 水解途徑的改變。C99/C83 的比值上升代表

APP 傾向往β水解途徑進行。反之，C99/C83 的比值下降代表 APP 傾向往α水

解途徑進行。為了避免 C99 和 C83 繼續被 γ-secretase，本實驗使用 DAPT 抑制 γ-

secretase 的活性。因此將不同濃度的克林黴素加入 GBM8401 和 SH-SY5Y 的培
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養液中作用 24 小時，並將兩種細胞株在各個濃度的克林黴素分成兩組，在其中

的一組加入了 200nM DAPT 作用 4 小時，另一組則以未加入 DAPT 為控制組。

藉由西方墨點法觀察並分析並觀察 C99/C83 值。 

西方墨點法分析 GBM8401 細胞株的結果顯示，在有加入 DAPT 的組別中，

可以看到在大小 17kDa 以下有訊號，而對照之下沒有加入 DAPT 的組別沒有此

訊號。並且與正控制組(positive controls)(由實驗室成員周庭宇提供)比對，位置很

相似，因此判定該訊號很有可能是 C83 的訊號 (圖七-A)。然而，因為無法觀察

到有加入 DAPT 組別的 C99 訊號，只能觀察不同濃度克林黴素之下 C83 的變化

量。將 C83 對 APP 做定量分析，發現可能有下降的趨勢 (圖七-B)。 

為了要觀察 APP 水解途徑的改變，進一步將加入克林黴素(有/無 DAPT)的

細胞培養液收集，並以 anti-Aβ 觀察 sAPPα 的表現量變化 (圖七-C)，以 BSA 作

為定量標準，發現在加入克林黴素與 DAPT 處理的細胞培養液中，sAPPα 有增加

的現象 (圖七-D)。 

另一方面，在 SH-SY5Y 的結果中，由於無法觀察到 C99、C83 的訊號，並

且 APP 的訊號也很微弱，因此無法判定克林黴素對 APP 水解途徑改變的影響 

(圖七-E)。 

綜合以上，本實驗結果發現：（1）在克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-

SY5Y LC3-II 的量都有增加的現象，表示都有發生細胞自噬，並且在 GBM8401

現象較為明顯。（2）在克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 都尚未能判定

對 APP 水解途徑改變的影響。在 GBM8401 中，C83/APP 減少 sAPPα 卻增加。 

  



doi:10.6342/NTU201700554

15 
 

伍、討論 

一、觀察在克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞自噬的改變並比較    

兩種細胞株的差異。 

本實驗以 LC3-II 對 GAPDH 定量來觀察細胞自噬，考量如下：細胞自噬的

情形反映在自噬泡和自噬體的形成，而自噬泡和自噬體形成的量越多，其膜上所

鑲嵌的 LC3-II 越多。換句話說，LC3-II 的量與自噬泡和自噬體的量呈正相關性，

能反映細胞自噬的情形。並且 LC3-I 對不同抗體的親和力差異較 LC3-II 大以及

不同細胞株所產生 LC3-I 和 LC3-II 的量也不同，因此若以 LC3-II/LC3-I 值為參

考，則會造成定量上出現誤差。此外，在 Klinosky et al. (2016)(Guidelines for 

monitoring autophagy)提到不同種類的細胞株，會因為細胞本身細胞自噬流

(autophagy flux)和溶酶體分解的速率不同，導致 LC3-I 和 LC3-II 的量不同甚至

LC3-I 和 LC3-II 的圖樣(pattern)也不一樣。並且給予細胞不同的刺激(例如：分子

藥物或挨餓)或是刺激處理的時間不同，也會造成不同量的 LC3-I 和 LC3-II63。  

除了以 LC3-II 定量觀察細胞株細胞自噬的情形，實驗也觀察了 p62 的變化

量，預期 p62的表現量變化應該要隨著細胞自噬的發生而降低。結果出乎的預期，

實驗結果顯示，在 GBM8401 細胞株中，當加入克林黴素時，LC3-II 的表現量增

加時，p62 的表現量也隨之提高，然而，無法看出一定的趨勢。也發現在控制組

(未加入克林黴素)中 p62 的表現量最低。推測可能是 (一) 由於進行細胞自噬的

過程，p62 會被生成而與 LC3-II 有交互作用，之後又會因為自噬體與溶酶體融合

而被降解，因此 p62 的表現量在整個細胞自噬的過程中，是隨著不同的階段而有

增減。推測 p62 的表現量可能與克林黴素處理的時間和收取細胞的時間有關，代

表收取細胞的時間點可能在細胞自噬的不同階段。在 Sahani et al. (2014)的研究

中顯示，當細胞株的細胞培養液除去血清時，p62 的表現量在 4 小時之後有回復

的趨勢。對此 Sahani et al.推論，細胞在長時間挨餓的環境下，因為細胞自噬已分
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解一些物質而又足夠的胺基酸，p62 能補償性的增加表現量 62。這樣的現象加強

了 p62 表現量會受不同實驗時間影響的推論。 

因此，克林黴素處理時間和收取細胞在細胞自噬的不同階段會影響 LC3-II

和 p62 的量。對此，之後可以做 time-course 的實驗找到最合適的實驗條件。 

(二) 在前人的研究中顯示，當 GBM8401 細胞株以克林黴素處理時，其結果

與加入 Bafilomycin A1 相似。前人推論克林黴素可能作用在干擾自噬體和溶酶體

的融合而造成 LC3-II 的堆積。雖然這樣的理論似乎可以解釋 p62 可能因此堆積

而有增加的現象，但仍然需要進一步的實驗確定克林黴素的作用標的。 

二、觀察克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中 APP 水解途徑的改變 

在實驗結果中觀察到當 GBM8401 以克林黴素作用，並以 DAPT 抑制 γ-

secretase 的作用，發現 C83/APP 有下降的趨勢，推測此結果函示 APP 往 α 水解

途徑(non-amyloidogenic pathway)的比例減少。然而，在以細胞培養液觀察 sAPPα

的變化量時，卻得到上升的現象。對於此結果，的推論如下： (一) 以克林黴素

處理 GBM8401，可能造成細胞內 APP 總量增加，但同時也使得 APP 的水解往 α

水解途徑的比例減少。因此，雖然 sAPPα 增加，但 C83/APP 的比值卻減少。在

往後的實驗，可以增加用暫時過量表現 APP 的 GBM8401 來觀察 C99/C83 並且

可以觀察ADAM10 (α-secretase)或BACE (β-secretase) 的表現量或活性得知APP

水解途徑的改變。(二) 西方墨點法的結果中的 loading control (GAPDH 和 BSA) 

訊號條帶太粗以至於可能在定量上有誤差。(三) 由於 sAPPα 的實驗數據的僅有

一次，不足以用統計代表克林黴素作用下 APP 水解途徑的趨勢。 

而在 SH-SY5Y 的實驗結果中，無法觀察到 C99 和 C83 的訊號，甚至 APP

的訊號也非常微弱。推測應該是因為 SH-SY5Y 內生的(endogeneous)APP 太少而
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無法被偵測。之後可以利用過量表現 APP 的 SH-SY5Y 細胞株(transfected/ stable 

clone)來觀察在克林黴素處理之下 APP 水解的情形。 
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陸、圖表說明 

 

圖一、APP Trafficking 示意圖 51 

APP 在 ER 生成之後，會被運送到細胞膜上(1)。少部分的 APP 會留在細胞膜上，

而大部分的 APP 會經由胞吞再被運送回細胞內(2)。運送回來的 APP 中，一部份

會再被回細胞膜上(3)，另一部份則藉由溶酶體降解。 
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圖二、APP processing 示意圖 55 

APP processing 有主要兩種，一種是 non-amyloidogenic pathway (α processing) (圖

右)，APP 經由 α-secretase 水解，會產生 sAPPα 釋放至細胞外和一段留在膜上的

C83，C83 會再被 γ-secretase 水解，產生 APP intracellular domain (AICD) 和 P3 蛋

白；另一種則是 amyloidogenic pathway (β processing) (圖左)，APP 經由 β-secretase

水解，會產生 sAPPβ 和一段留在膜上的 C99，C99 會再被 γ-secretase 水解，產生

AICD 和 Aβ。 
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圖三、細胞自噬形成與作用示意圖 52 

細胞自噬的作用過程分成四個步驟：首先碗狀脂雙層的結構在 ER 形成，稱為

phagophore (nucleation)。接著 phagophore 的膜延伸，同時將欲分解的物質包在其

中，逐漸形成 autophagosome (elongation)。之後，autophagosome 和 lysosome 融

合形成 autolysosome (fusion)。最後， lysosome 中的酸性蛋白酶作用，將

autophagolysosome 中的物質分解 (degradation)。 

 

  

Phagophore 
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圖四、細胞自噬分子機制示意圖 53 

細胞自噬的作用需要許多蛋白質的參與。首先藉由抑制 mTOR，開始細胞自噬的

啟動。在 phagophore 形成之前，需要 ULK-1-FIP200-Atg13 complex 為基礎形成

雙層膜的構造(圖中未顯示)。再者，phagophore 的形成需要由 VPS34、p150 和

Beclin-1 所組成的 Class III PI3K complex 的作用。而當 phagophore 延伸時，會有

LC3-I 與 Phosphatidylethanolamine (PE)共價形成 LC3-II 並鑲嵌於 phagophore 和

autophagosome 的外膜和內膜。 
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A 

B                           C 

圖五、MTT assay 原理 54與利用 MTT assay 找出克林黴素的實驗濃度 

A. MTT assay 為測量細胞存活率常使用的方法。原本為黃色的 MTT 試劑能夠進

入細胞並在活細胞的粒線體中藉由 mitochondrial reductase 的還原而打開

tetrazolium ring，形成 formazan 藍紫色結晶。然而，若在死細胞內，MTT 試劑無

法被還原，仍然呈現黃色。B. MTT assay 分析克林黴素對 GBM8401 的毒殺效果。

結果顯示以 10 μg/ml 克林黴素處理的組別，OD560就已下降，表示在 10 μg/ml 克

林黴素對 GBM8401 已具有毒殺效果。因此 GBM8401 實驗濃度選用控制組(不加

藥)、2 μg/ml、5 μg/ml 和 10 μg/ml 克林黴素。C. MTT assay 分析克林黴素對 SH-

(N=3) (N=2) 
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SY5Y 的毒殺效果。結果顯示以 100 μg/ml 克林黴素處理的組別，OD560才有明顯

下降。另外，加藥過程中有否更換培養液不影響實驗結果。因此 SH-SY5Y 實驗

濃度選用控制組(不加克林黴素)、10 μg/ml、20 μg/ml 和 50 μg/ml 克林黴素。Error 

bar 代表 standard error。 

  



doi:10.6342/NTU201700554

24 
 

A                            B 

 

 

C                         D 
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圖六、觀察在克林黴素處理之下，GBM8401 和 SH-SY5Y 細胞自噬的改變 

A-D. 將 GBM8401 以不同濃度的克林黴素處理 24 小時後收取細胞，以 Western 

Blot 觀察不同濃度下細胞內 LC3-II 的量(A)，LC3-II 對 GAPDH 作 standardization

0 2  5  10 starvation Clindamycin 

(μg/ml) 
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的定量結果(B)以及 p62 的量(C)，p62 對 GAPDH 作 standardization 的定量結果

(D)。E-F. 將 SH-SY5Y 以不同濃度的克林黴素處理 24 小時後收取細胞，以

Western Blot 觀察不同濃度下細胞內 LC3-II 的量(E)，LC3-II 對 GAPDH 作

standardization 的定量結果(F)。實驗結果使用 ImageJ 進行定量。Error bar 代表

standard error。  
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圖七、觀察克林黴素處理下，GBM8401 和 SH-SY5Y 中 APP 水解途徑的改變 

A-D. 將 GBM8401 細胞株以克林黴素處理 24 小時(其中一組加入 200nM   

DAPT 作用 4 小時以抑制 γ-secretase 的活性)之後收取細胞及其細胞培養液。以

Western Blot 觀察不同濃度下細胞內的 C99、C83 和 APP 變化量。positive 

controls：(1) SH-SY5Y 細胞株穩定過量表現 wild-type APP695 (2) Cos7 細胞株穩

定過量表現 wild-type APP695 (3) Cos7 細胞株穩定過量表現 wild-type C99 (4) 

Cos7 細胞株穩定過量表現 wild-type C83(A) 及其定量(B) sAPPα 變化量(C) 及其

對 BSA 的定量(D)。E. SH-SY5Y 的結果。Error bar 代表 standard error。 
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