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摘要 

 

 目前阿茲海默症的研究中指出，β-類澱粉蛋白(β-amyloid peptide)是造成阿茲海

默症最主要的致病原因，類澱粉前驅蛋白(amyloid precursor protein, APP)經由兩種

蛋白酵素水解以後產生 β-類澱粉蛋白，而此種蛋白會在腦中造成不正常聚集

(aggregation)，形成具有神經毒性(neurotoxicity)的腦部斑塊(plaque)，進一步造成神

經細胞受損，此種學說稱之為類澱粉蛋白致病假說(amyloid cascade hypothesis)。 

 依照發生時間的不同，阿茲海默症又可被分為家族性(familial)及偶發性

(sporadic)兩種，前者往往是因為遺傳突變基因導致早發性(early-onset)阿茲海默症

的發生，且研究發現此類型患者其 β-類澱粉蛋白聚集之機制往往與其他人有顯著

的不同。  

此外，對阿茲海默症患者的腦部研究後發現，在其斑塊中鋅、銅、鐵、鋁等

金屬離子也發生堆積的現象，因此金屬離子被懷疑可能是誘導 β-類澱粉蛋白產生

聚集的可能因素之一。 

 本實驗為研究鋅、銅離子與原生型、及各種突變型 β-類澱粉蛋白之間作用力，

以試著找出金屬離子與 β-類澱粉蛋白之鍵結結構(coordination)，首先試著生產與純

化 15N 標記的原生型及突變型 β-類澱粉蛋白以進行 1H-15N HSQC 之實驗，然而由

於 TEV 蛋白脢之切割產率過差，且最後 HPLC 之純化無法將帶有 histag 之融合蛋

白有效分離，此實驗流程有待進一步之研究與改良，若假設蛋白脢之切割率為

100%則約可獲得 0.4mg/L 之產率。 

 接下來試著以金屬離子對原生型及突變型的合成胜肽(synthetic peptide)進行

滴定，並以各種光學法及 ITC 來比較其差異性。自身螢光的結果中顯示，在與鋅

離子結合時，H6A 及 H6R 兩種突變型與其他的突變型有明顯的差異。Bis-ANS 螢

光結果則可發現，當銅離子與 β-類澱粉蛋白結合時，疏水性裸露區域減少，鋅離

子與 β-類澱粉蛋白結合時疏水性裸露區域則增加，可見鋅、銅離子與 β-類澱粉蛋

白之結合機制必定有所不同。而 H6A、H6R 與鋅離子結合之 Bis-ANS 光譜也可發

現與其他類型蛋白有所不同。圓二色光譜之研究發現，β-類澱粉蛋白單體在利用氫

氧化鈉去摺疊法製備時其二級結構為不規則形(random coil)，在對鋅、銅離子滴定

時未有發現顯著的二級結構變化。 
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本研究中也利用各種不同之結合公式擬合(fitting)自身螢光之滴定結果來探討

金屬離子與不同 β-類澱粉蛋白之解離係數，同時也將利用 ITC 滴定之結果以與其

比較。最後發現整體結合公式(total binding equation)最能充分描述我們在自身螢光

滴定實驗下所獲得的結果，原生型 β-類澱粉蛋白與銅、鋅離子之解離常數分別為

3.86、4.26μM，與 ITC 之結果 3.79、4.27μM 幾乎完全相同。 

 由本研究之結果發現，H6 之突變型滴定曲線與其他類型相比確有較大之差異

存在，然而是否代表其鍵結機構不同於其他類型，仍有待進一步查證。我們認為，

若能完成光誘導交聯法及二維異核化學位移相關光譜之結果必能更進一步確認實

驗之結果。 

 

關鍵字：β-類澱粉蛋白、金屬離子、光譜法、滴定曲線 
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Abstract 

 
 The previous studies show that β-amyloid peptide(Aβ), the product from amyloid 

precursor protein (APP) cut by two secretase sequentially, is the major cause of 

Alzheimer’s disease (AD). Misfolding of this peptide can lead to the formation of 

neurotoxic plaque in in human brain, causing the neuron damaged. This hypothesis is 

called the amyloid cascade hypothesis. 

 Accordoing to the different times of onset, AD can be categorized into two types: 

familial and sprodic forms. For the familial type, the early onset of AD is attributed to 

the gene mutation.Also, it has been reported that the aggregation mechanism of  

familial Alzheimer’s disease (FAD) is different from others. 

 In addition, the accumulation of Zn2+, Cu2+, Fe3+, and Al3+ is observed when 

investigating AD patient’s brain tissue, implying that metal ion may be one of the factor 

that induces the aggregation of Aβ. 

 In our study, we investigated the interaction between Zn2+ or Cu2+ and WT or 

mutants, and tried to understand the binding coordination between them. First, we  

expressed and purified 15N labeled Aβ40 WT and mutants for 1H-15N HSQC experiments. 

Assuming that the cutting efficiency of the TEV protease is 100%, the yield of 15N 

labeled Aβ is estimated to be around 0.4 mg/L. We concluded that, due to the poor 

cutting efficiency of our TEV protease, we were not able to successfully separate fusion 

protein from pure protein using HPLC. Further improvement of our experimental 

conditions and procedures is needed.  

 Next, we tried to titrate the wild type and mutation form of synthetic Aβ with metal 

ions and examine the differences using spectrometry and ITC. When interacting with 

zinc ion,our intrinsic fluorescence and bis—ANS fluorescence results showed that the 

binding behaviors of H6A and H6R peptides were significantly different from others. 

Also, we found in our bis-ANS fluorescence results that the hydrophobic exposure area 

was found to decrease upon binding with copper ion, whereas opposite trend was 

detected in the case of zinc ion, evidently suggesting that the binding actions of Aβ with 

copper ion and zinc ion are different. In addition, our CD data indicated that Aβ 

monomer from NaOH preparation exist mainly in random coil structure and its 

secondary structure was not considerably influenced by the addition of metal ions. 
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 Furthermore, apart from fitting the intrinsic fluorescence data against different 

model equations to estimate the magnitudes of dissociation constant between Aβ and 

metal ions, we also compared these estimated values of dissociation constant with the 

ones obtained from ITC experiment. We found that the total binding equation can best 

fit our results. The dissociation constant of Aβ with copper and zinc ions were 

determined to be 3.86 and 4.26 μM, respectively, which are very close to the values, 

3.79 and 4.27μM, obtained from ITC measurements. 

 In summary, our study showed that, while H6 mutants have siginifcatly different 

titration behavior from others, further confirmation is still needed to verify whether the 

coordination is different or not. We think performing the photo-induced cross-linking of 

unmodified proteins along with heteronuclear single quantum coherence spectroscopy 

can certainly aid in better understanding the underlying binding mechanism(s). 

 

Key words:  β-amyloid, metal ions, spectrometry, titration curve
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第一章 緒論 

 
蛋白質是人體正常功能運行不可或缺的一部分，然而其異常的結構改變卻也

可能造成疾病的發生;其中一類蛋白被稱為類澱粉蛋白(amyloid protein)，此種蛋白

容易形成 β-sheet 的結構並且發生自行堆疊，在阿茲海默症(Alzheimer’s Disease)的

患者腦中便發現有此類型蛋白(Aβ)的堆積，被認為是造成阿茲海默症的可能原因。 

阿茲海默症是一種神經退化性疾病(neurodegenerative disease)，也是失智症最

常見的成因，通常發生在年齡六十五歲以上年長者，然而其中一部分與家族遺傳

相關的患者在三十到六十歲之間就有可能發病，此類型患者被稱為早發的(early 

onset)家族性阿茲海默症(familial Alzheimer’s disease, FAD)。 

已知有三種染色體基因突變與家族性阿茲海默症有關，分別是 Presenilin 1, 

Presenilin 2 及類澱粉前驅蛋白(Amyloid Precursor Protein, APP)，其中 APP 經由

β-secretase 及 γ-secretase 兩種酵素依序剪切後形成 β-類澱粉蛋白，因此部分 APP

上的突變使其產生突變型式的 β-類澱粉蛋白，一些證據顯示此結果影響早發性阿

茲海默症的發生。 

 在阿茲海默疾病患者類澱粉蛋白聚集形成的腦部斑塊(plaque)中，被發現有不

正常的金屬離子─特別是銅離子及鋅離子的大量堆積，被認為是影響類澱粉蛋白 β

聚集的可能因素之一。 

許多研究指出，這些金屬離子會與 β-類澱粉蛋白形成錯合物，大多研究結果

皆顯示金屬與 β-類澱粉蛋白的結合與位在第六、十三、及十四位置帶正電的組胺

酸(histidine)有關，然而真正之鍵結機制及結構仍然未有定論。 

 於此論文處我們針對原態(native)及突變型(mutant)的類澱粉蛋白 β40 (H6R、

D7H、D7N、H6A、D7A)與鋅、銅離子的結合關係進行探討。藉由自發性螢光光

譜、Bis-ANS 螢光光譜、圓二色光譜(Circular Dichroism, CD)、核磁共振譜(Nuclear 

Magnetic Resonance, NMR)以及恆溫熱滴定儀(Isothermal Titration Calorimetry, 

ITC)，試著了解這些胺基酸的改變與金屬結合的關聯，進一步幫助阿茲海默症治

療藥物的設計。 
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第二章 文獻回顧 

 

2-1 神經退化性疾病(neurodegenerative disease) 

 

 神經退化性疾病泛指因神經元(neurons)的結構或功能喪失甚至死亡所造成的

疾病。神經元為構成腦部及脊髓(spinal cord)的重要成分，且不易再生，一旦受損

將對人體造成永久性的傷害。依照外顯症狀，神經退化性疾病可分為造成運動問

題的運動失調症(ataxia)及造成記憶問題的失智症(dementia)1。 

 

2-1-1 類澱粉症(Amyloidosis) 

 

部分神經退化性疾病與不正常摺疊的蛋白質(misfolded proteins)有關，蛋白質

在體內合成的過程中有時會發生錯誤摺疊(misfolding)而造成蛋白質構形

(conformation)改變，通常體內的蛋白酶(protease)會將這些蛋白質分解(digest)，然

而類澱粉蛋白通常會形成具有 β-曲折平面(β-pleated sheets)的構型，此種構形具有

疏水性(hydrophobic)的特質，使蛋白酶無法作用，進一步造成類澱粉蛋白的不正常

聚集(aggregation)與沉積(deposition)，最後導致細胞的死亡 2,3。 

此沉積現象可能是全身性(systematic)也可能是局部性(organ-specific)的發生，大部

分的類澱粉症具有遺傳性，肇因於前驅蛋白(precursor protein)基因的突變。 

直到 2010 年為止已發現至少三十種以上澱粉症與相關之蛋白，如 α-synuclein、

β-amyloid、β2-microglobulin、Insulin 等，各種類澱粉蛋白及相關疾病列於表 2-1-1

中。 
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表 2-1-1、類澱粉症與致病蛋白一覽表 

類澱粉症名稱 致病蛋白 

神經退化性疾病(neurodegenerative disease)  

Alzheimer’s disease Amyloid-β peptide 

Parkinson’s disease α-synuclein 

Huntington’s disease Huntingtin with polyQ expansion 

Amyotrophic lateral sclerosis Superoxide dismutase 1 

Spinocerebellar ataxias Ataxins with polyQ expansion 

Spinocerebellar ataxia 17 
TATA box-binding protein with 

polyQ expansion 

Spinal and bulbar muscular atrophy 
Androgen receptor with polyQ 

expansion 

Hereditary dentatorubral-pallidoluysian atrophy Atrophin-1 with polyQ expansion 

Familial British dementia ABri 

Familial Danish dementia ADan 

非神經全身性疾病(Non-neuropathic systematic 

amyloidoses) 
 

AL amyloidosis 
Immunoglobulin light chains or 

fragments 

AA amyloidosis 
Fragments of serum amyloid A 

protein 

Senile systemic amyloidosis Wild-type transthyretin 

Familial amyloidotic polyneuropathy Mutants of transthyretin 

Hemodialysis-related amyloidosis b2-Microglobulin 

Finnish hereditary amyloidosis Fragments of gelsolin mutants 

Lysozyme amyloidosis Mutants of lysozyme 

Fibrinogen amyloidosis Variants of fibrinogen α-chain 

Icelandic hereditary cerebral amyloid 

angiopathy 

Mutant of cystatin C 
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表 2-1-1、類澱粉症與致病蛋白一覽表(續) 

非神經局部性疾病(Non-neuropathic 

localized diseases) 
 

Medullary carcinoma of the thyroid Calcitonin 

Type II diabetes 
Amylin (islet amyloid polypeptide, 

IAPP) 

Atrial amyloidosis Atrial natriuretic factor 

Hereditary cerebral hemorrhage with 

amyloidosis 
Mutants of amyloid-b peptide 

Pituitary prolactinoma Prolactin 

Injection-localized amyloidosis Insulin 

Aortic medial amyloidosis Medin 

Hereditary lattice corneal dystrophy 
Mainly C-terminal fragments of 

kerato-epithelin 

Corneal amyloidosis associated with trichiasis Lactoferrin 

Cataract γ-Crystallins 

Pulmonary alveolar proteinosis Lung surfactant protein C 

Inclusion-body myositis Amyloid-b peptide 

Cutaneous lichen amyloidosis Keratins 

 

 

2-1-2 阿茲海默症 

阿茲海默症(Alzheimer’s disease，AD)是由德國病理學家 Alois Alzheimer 發現並以

其命名。一般好發於 65 歲以上年長者，約占失智症病例的 60%~80%。 

此疾病會導致患者的記憶力喪失、邏輯能力衰退及判斷力的失去，並且症狀隨著

時間不斷惡化，最終導致死亡，目前仍未發現任何治癒方法。 

美國有超過 500 萬人罹患阿滋海默症，每年花費在阿茲海默症患者的醫療照護費

用高達 1000 億美元，平均每位患者一生所需耗費之照護經費約達 17 萬美元，隨

著人口老化的趨勢可以預見罹患此疾病的人數將不斷增長，因此尋求預防與治療

此疾病的方法是刻不容緩的議題。 
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阿茲海默症的病理特徵包含大腦皮質(cerebral cortex)及部分皮質下神經元(neurons)

及突觸(synapses)的損失，進而造成腦組織萎縮。此外患者的腦部可發現由 β-類澱

粉蛋白聚集成的類澱粉纖維斑塊(amyloid plaque)沉積與過度磷酸化

(hyperphosphorylated )之 tau 蛋白聚集成的神經纖維糾結(neurofibrillary tangles)，此

二者皆被認為是阿茲海默症的可能致病因素 4,5。 

 

2-1-3 類澱粉前驅蛋白(amyloid precursor protein，APP)與 β-類澱粉蛋白之形成 

 

 β-類澱粉蛋白是由類澱粉前驅蛋白代謝形成，類澱粉前驅蛋白為一種穿膜蛋白

(transmembrane protein)，因其部分胺基酸序列位於細胞膜內，另一部分則暴露在細

胞膜外。 

此蛋白質因 mRNA 的 alternative splicing 造成五種不同的蛋白質異構物(isoform)，

分別為APP593、APP695、APP714、APP751及APP770，其中又以APP695及APP751

在人類腦部出現最多。此蛋白在人體的功能眾說紛紜，目前已知其可與金屬結合

(鋅、銅)，APP751 及 APP770 具有 Kunitz 蛋白脢抑制，並具有神經營養(neurotrophy)

與吸附區域等等，但其真正主要功能至今仍無人知曉。 

 類澱粉前驅蛋白會受 α-secretase、β-secretase、及 γ-secretase 三種不同的蛋白

酶分解，因而產生兩個不同的代謝路徑。 

 第一種代謝途徑中，α-secretase 將類澱粉前驅蛋白切成可溶性的 N 端 APPsα

及 C 端 APP-CTFα，其中 APPsα被認為具有保護神經的作用，而留在細胞膜上的

APP-CTFα則接著被 γ-secretase 切成 N-端的可溶 p3 片段及接在膜上的 C 端 AICD 

(APP intracellular domain)，AICD 被認為是一種與細胞核訊息傳遞有關的蛋白質。 

 在產生 β-類澱粉蛋白的途徑中，β-secretase 先將類澱粉前驅蛋白切成可溶性的

N 端 APPsβ及 C 端 APP-CTFβ，緊接著 γ-secretase 將 APP-CTFβ切成 β-類澱粉蛋

白與 AICD 兩個部分。 

 α-secretase 與 β-secretase 在這個代謝的過程中處於競爭的狀態，因此不少學者

亦致力於如何增加 α-secretase 的效率以減少 β-類澱粉蛋白的產生 6。 
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圖 2-1-1、APP 之結構與各區域之功能 7 

 

 

 

圖 2-1-2、APP 代謝之兩種不同途徑示意圖 8 
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2-1-4 類澱粉蛋白致病假說(amyloid cascade hypothesis) 與 β-類澱粉蛋白之聚集 

 

 如 2-1-2 所述，在阿茲海默患者腦部中，可以發現被大量神經纖維糾結包圍的

類澱粉纖維斑塊，以及顯著的神經細胞損失，然而究竟何者才是最初的致病因素，

一直以來仍是極具爭議性的問題。 

 1991年 John A. Hardy和Gerald A. Higgins在 science上發表了著名的類澱粉蛋

白致病假說 9，他們認為 β-類澱粉蛋白的形成與聚集是阿茲海默症的起始因素，並

直接導致了之後的神經纖維糾結、細胞死亡及失智症。而許多其他因素皆有可能

啟始 β-類澱粉蛋白的沉積，並間接導致阿茲海默症的發生。 

 如 2-1-4 所述，β-類澱粉蛋白由類澱粉前驅蛋白代謝形成，隨 C 端長度不同可

形成 Aβ38~42 之不同形式。大部分的 Aβ皆以 Aβ40 的形式存在，然而 Aβ42 較容易聚

集與纖維化，為構成腦部斑塊的最主要成分，可見儘管只是數個胺基酸的差異也

會對其性質造成極大影響。目前也有許多研究試著以斑塊中 Aβ40 與 Aβ42 的比例

做為阿茲海默症診斷的依據 10,11。 

 β-類澱粉蛋白的單體(monomer)在溶液中呈現隨機狀之構形，然而在聚集的過

程中轉變成為 β-sheet 之構形。並經由數個單體的結合形成寡體(oligomer)，此過程

稱為成核反應，需要較長的時間，一旦形成之後將快速結合形成纖維(fibril)並沉澱。 

目前研究證據指出，類澱粉蛋白形成的斑塊可能並不是造成細胞死亡的主要原因

而是結果，反而是 β-類澱粉蛋白形成之可溶性寡體被發現對細胞具有較高毒性，

可能是真正導致細胞死亡的元兇 12,13。 
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圖 2-1-3、β-類澱粉蛋白之序列與 β-sheet 結構 

 

 

 

圖 2-1-4、β-類澱粉蛋白聚集示意圖 14 
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圖 2-1-5、類澱粉蛋白致病假說示意圖 16 

 

2-1-5 家族性阿茲海默症(Familial alzheimer’s disease) 

 

 一般主要發生在六十五歲以上患者的稱為偶發性(sporadic)阿茲海默症，然而

有部分的患者因為 Presenilin1、Presenilin2、或類澱粉前驅蛋白之基因突變

(mutation)，這些基因的突變會影響 α、β、γ三種酵素的活性，影響 APP 的代謝途

徑，導致家族遺傳性的阿茲海默症發生，此類型患者通常發病年齡較早，因此又

稱為早發性(early onset)阿茲海默症。 

 表 2-1-2 為類澱粉前驅蛋白上之各種突變型，其名稱是由發現該病例之地點而

決定。目前已發現的所有早發性突變基因可以在 Alzheimer Disease & 

Frontotemporal Dementia Mutation Database17之網站找到。 

 其中在類澱粉前驅蛋白上之突變如果正好在 β-類澱粉蛋白的序列上就會產生

突變型的 β-類澱粉蛋白，這些突變型的蛋白往往會有不同的聚集機制甚至結構進

而導致阿茲海默症的發生。表 2-1-3 為突變型 β-類澱粉蛋白之整理。 
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表 2-1-2、類澱粉前驅蛋白之基因突變與形成之蛋白質序列 

突變型 APP 序列 形成Aβ序列 造成影響 

Swedish 
K670N 

M671L 
- 顯著增加 β-類澱粉蛋白之產生 18 

English H677R H6R 加速 β-類澱粉蛋白纖維形成 19,20 

Japanese-Tottori D678N D7N 加速 β-類澱粉蛋白纖維形成 19-21 

Taiwanese D678H D7H 增加 β-類澱粉蛋白寡體形成 22 

Flemish A692G A21G 抑制 β-secretase 作用 23 

Dutch E693Q E22Q 加速 β-類澱粉蛋白聚集 23,24 

Italian E693K E22K 抑制蛋白脢降解 25 

Arctic E693G E22G 抑制蛋白脢降解 25,26 

Iowa D694N D23N 加速 β-類澱粉蛋白聚集 27 

French V715M - 造成 truncated form β-類澱粉蛋白 28

German V715A - Aβ42/Aβ40比例升高 29 

Florida I716V - 影響 γ-secretase 作用 30,31 

London V717I - 影響 γ-secretase 作用 31 

Indiana 
V717G 

V717F 
- 影響 γ-secretase 作用 32 

Australian L723P - 增加 β-類澱粉蛋白之產生 33 
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表 2-1-3、突變型 β-類澱粉蛋白支鏈性質變化 

突變型 胺基酸變化 支鏈性質變化 

English H6R 
鹼性→更鹼，較大支鏈造成立體障礙

(stereo hinderance) 

Japanese-Tottori D7N 酸性→中性 

Taiwanese D7H 酸性→鹼性 

Flemish A21G 疏水→疏水，支鏈較小 

Dutch E22Q 酸性→中性 

Italian E22K 酸性→鹼性 

Arctic E22G 酸性→疏水 

Iowa D23N 酸性→親水 

 

 

 

圖 2-1-6、已發現類澱粉前驅蛋白序列上之各種突變型 34 
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2-1-6 金屬離子對阿茲海默症之影響 

 

 在腦部之中有許多反應需要金屬離子參與，相較於其他器官，腦部擁有較多

的鋅、銅、鐵等過度金屬離子存在，長久以來腦中已發展出成熟的機制來保持這

些金屬離子在腦中的恆定(homeostasis)。 

 然而在阿茲海默症患者的腦中，因為某種不明的機制此種恆定被破壞，導致

異常高濃度的金屬離子存在 35，可知金屬離子與 β-類澱粉蛋白之中必然存在某些

關聯性，為了發展有效的療法，必須先瞭解金屬與蛋白間的交互作用及鍵結結構。 

目前研究指出，鋅、銅、鐵、鋁四種離子與阿茲海默症有密切的關係，一般認為

這些金屬離子在阿茲海默症中扮演著加速 β-類澱粉蛋白的聚集 36-39 以及產生活性

自由基(reactive oxygen species, ROS)兩種角色，就算只是小於 μM 濃度的金屬離子

也被發現可幫助 β-類澱粉蛋白的聚集。 

銅離子在腦部斑塊中濃度高達~400μM，遠高於正常值 0.2~1.7μM35，研究指出

此金屬堆積現象源自銅離子與 β-類澱粉蛋白之鍵結，部分實驗結果顯示此結合關

係會顯著的加速 β-類澱粉蛋白的聚集現象，此結果目前仍眾說紛紜，依照不同實

驗條件(pH 值、鹽類、 銅離子濃度) 也有人認為得到銅離子會抑制聚集現象發生。

多數研究相信銅離子會促進不定形(amorphous)的聚集物產生，但也減少類澱粉纖

維的產生。此外銅離子與 β-類澱粉蛋白的結合可使二價銅離子還原成一價亞銅離

子，並產生具有高度毒性的自由基，為導致腦神經細胞死亡的原因之一 40。 

鋅離子在腦部斑塊中同樣有大於正常值的濃度(~1mM35)，研究發現鋅離子可

以誘導 β-類澱粉蛋白快速的形成沉積。β-類澱粉蛋白與鋅結合，在繼續聚集前形

成暫態的穩定錯合物，之後造成較不定形的聚集產生。與銅離子相比，鋅離子被

認為具有保護神經的作用，因其與銅離子 β-類澱粉蛋白之結合關係會互相競爭，

以達到減少自由基的結果。 

為了瞭解金屬與 β-類澱粉蛋白的關聯並且進一步設計治療方法，金屬離子與

β-類澱粉蛋白的配位(coordination)結構研究是十分重要的，目前已經利用許多不同

技術研究，如核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)圖譜、電子順磁共振

(electron paramagnetic resonance, EPR)圖譜、圓二色光圖譜(circular dichroism, CD)

及質譜儀(mass spectrometry, MS)等等。雖詳細的結構仍未有定論，然可以確定的
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是，各種實驗證據皆顯示 β-類澱粉蛋白上的三個組胺酸(histidine)：H6, H13, H14

與 N 端蛋白質與金屬離子鍵結有密不可分的關係 41。 

研究認為 β-類澱粉蛋白與金屬的鍵結位置在 1~16 個胺基酸 42-44，因此部分研究選

用 Aβ1-16 來進行此種實驗，因為此 β-類澱粉蛋白片段不會發生聚集影響實驗。Aβ1-28

也被廣泛的使用於研究之中，此片段包含了金屬離子結合區間，並且可以在溫和

的環境下緩慢的發生聚集，因此在進行相關實驗時蛋白質的選擇是必須先考量的

問題。表 2-1-4 至 2-1-6 為與金屬離子結合相關的文獻整理。 

儘管金屬離子對阿茲海默症真正的影響仍無人知曉，已有許多研究設計可進入血

腦屏障(blood brain barrier,BBB)的小分子金屬螯合劑(chelator)45，試圖以回復腦中

金屬離子濃度恆定的方式達到延緩或治療阿茲海默症的目的，其中部分藥品如

clioquinol 已進入第二階段的試驗，說明了此理論確實有治療阿茲海默症的潛力，

但為了能夠真正找出此世紀絕症解藥，更多研究仍等待進行。 
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表 2-1-4、β-類澱粉蛋白與金屬離子配位結構文獻整理 46-54 

實驗方法 β-類澱粉蛋白 金屬離

子 

與配位相關之胺基酸 

X-Ray 

absorption 

Aβ40 Cu/Zn Tyr, His 

EPR, ESEEM Aβ13-21 Cu His13, His14 

EPR Aβ16 , Aβ40 Cu - 

EPR Aβ16 Cu Asp1, His6, His13, His14 

ESEEM Aβ16 Cu His13, His14 

EPR, CD, NMR Aβ16, H6R, 

D7N 

Cu Asp1, Ala2, Glu3, Phe4, His6, His13, 

His14 

NMR Aβ16 Zn Asp1, His6, Tyr10, His13, His14 

 

 

表 2-1-5、β-類澱粉蛋白與銅離子結合常數估算文獻整理 43,47,55-64 

實驗方法 β-類澱粉蛋白 緩衝溶液 解離常數(nM) 

Potentiometry Aβ16,28  0.21/0.024 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40,42 10mM Tris 1600-2000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ16,28 Gly(His) 100 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ16,28,40 100mM Tris 11000-47000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ16 Gly(His) 10-100 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ16,28 Gly(His) ~100 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40 50mM PO4- 8000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40 10mM Hepes 2500 
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表 2-1-5、β-類澱粉蛋白與銅離子結合常數估算文獻整(續) 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40 20/50/100mM Tris 1200/3800/30000 

ITC Aβ16,28 50mM Hepes 100 

ITC Aβ16,40 Gly 0.4 

NMR Aβ40 5mM PO4- 16000 

 

 

表 2-1-6、β-類澱粉蛋白與鋅離子結合常數估算文獻整理 43,47,50-56 

實驗方法 β-類澱粉蛋白 緩衝溶液 解離常數(nM) 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40,42 10mM Tris 300000/57000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40 10/100mM Tris 60000/184000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ40 20mM Hepes 65000 

Tyrosine 

fluorescence 
Aβ16,40,42 100mM Tris 1000-10000 

ITC Aβ16,28,40 Hepes/Tris 22000/10000/7000
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圖 2-1-7、β-類澱粉蛋白與金屬結合之可能結構示意圖 65 

 

 

2-2 蛋白質檢測方法簡介與原理 

2-2-1 自身螢光光譜 

 

 形成蛋白質的氨基酸裡，其中三種胺基酸帶有苯環，分別是：色胺酸

(Typtophan)、酪胺酸(Tyrosine)、苯丙胺酸(Phenylalanine)，因其苯環的結構，在特

定波長的激發光下可使其產生螢光，此現象稱為蛋白質的自身螢光(Intrinsic 

fluorescence)。 

 如表 2-2-1 所示，這三種胺基酸各自有不同的螢光特徵，一個蛋白質所發出的

螢光為其包含的所有芳香族胺基酸螢光之總和，一般使用 280nm 或 295nm 的激發

光來誘導自身螢光產生。 

 色胺酸的螢光是三者裡最強的，且其螢光強度、最大螢光發生波長皆與溶劑

有很大相關性，當色胺酸附近的溶劑極性下降，可觀測到螢光藍移及強度上升的

現象。與位於蛋白質表面的色胺酸相比，包覆在蛋白質輸水性區間者波長可以產

生多達 10~20nm 的偏移。但其螢光會受到周圍酸性胺基酸(天東胺酸(Aspartic 

acid)、麩胺酸(Glutamic acid))之影響產生淬滅(quenching)現象。 
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 酪胺酸在 280nm 處的激發光之下會產生特定的放射光譜，與色胺酸相比其強

度較弱，但由於通常大量存在蛋白質中，對整體螢光的貢獻也很大，容易被周遭

的色胺酸因能量轉移影響產生淬滅現象。 

 苯丙胺酸的結構由苯環及一個甲基構成，其螢光強度極弱，只有在色胺酸及

酪胺酸不存在的情況下才有可能觀察到其螢光的產生。 

 當胺基酸組成蛋白質時，其螢光強度將明顯下降，如表 2-2-2。藉由自身螢光

的觀察可推論蛋白質中胺基酸周遭環境的改變，當蛋白質由原態轉變為去折疊態

時，因結構不同，螢光強度可能會有變強或變弱的現象，藉由此變化可用來觀測

蛋白質摺疊狀態的改變。 

 在 β-類澱粉蛋白中，有一個酪胺酸及三個苯丙胺酸存在，因此本實驗中使用

280nm 激發光波長，可偵測到酪胺酸在 300nm 處之螢光，並藉由其螢光強度變化

來檢測其摺疊狀態改變。 
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表 2-2-1、芳香族胺基酸之螢光特徵 66 

 半衰期(ns) 
吸收光 螢光 

波長(nm) 吸收率 波長(nm) 量子數 

色胺酸 2.6 280 5600 348 0.20 

酪胺酸 3.6 274 1400 303 0.14 

苯丙胺酸 6.4 257 200 282 0.04 

 

 

表 2-2-2、芳香族胺基酸在不同環境下螢光特徵 66 

 溶劑 胺基酸 蛋白質 

波長(nm) 量子數 波長(nm) 量子數 

色胺酸 DMSO(非極性) 340 0.81 333 0.67 

色胺酸 水 340 0.19 333 0.02 

酪胺酸 DMSO 306 0.27 309 0.06 

酪胺酸 水 303 0.21 - - 

苯丙胺酸 DMSO 282 0.02 284 0.006 

 

 

2-2-2 Bis-ANS 螢光光譜 

 

Bis-ANS(4,4'-Bis (1-anilinonaphthalene 8-sulfonate))是一種殊水性螢光探針，這個雙

極性(amphiphilic)分子在暴露在水中的面積增加時其螢光強度會有顯著的降低。此

螢光染劑(fluorescence dye)可與待分析蛋白以靜電力及輸水性作用力結合，用來檢

測蛋白質摺疊狀態。 

蛋白質由原態進入部分折疊態以至去折疊態的過程，其原本在內部的輸水性區域

逐漸暴露，增加與 Bis-ANS 的結合程度，便可觀測到顯著的螢光強度上升。 

本實驗中藉由 β-類澱粉蛋白與 bis-ANS 混合，以 440nm 之波長激發可偵測到

bis-ANS 在 485nm 所激發螢光，並由此變化檢測蛋白質摺疊狀態與輸水性裸露區

域變化。 
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圖 2-2-1、Bis-ANS 在不同比例(乙醇：水)溶劑中螢光強度變化 67 

 

 

  

圖 2-2-2、Bis-ANS 之分子結構圖 68 

 

2-2-3 圓二色光譜 

 

 一般的光源屬於無方向性(isotropic)的形式，然而利用光柵來過濾將可得到具

有特定方向性的偏極(polarized)光。在圓二色光譜中，利用左旋及右旋的偏極光通

過具有鏡像性(optical property)的光學活性物，因其對左旋、右旋光之吸光係數不
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同，會產生橢圓偏極光(elliptically polarized light)，此結果便為圓二色光譜，而具

有鏡像結構的蛋白質分子便可藉由分析此光譜來獲得其二級、三級結構及構形變

化。 

 在蛋白質結構分析中，遠紫外光區域(far-UV region，180~250nm)及近紫外光

區域(near-UV region，250~350nm)分別可以用來測試蛋白質的二級、三級結構。此

處我們以觀測蛋白質二級結構變化做為摺疊狀態改變的指標。 

 

表 2-2-3、蛋白質二級結構之原二色光譜特徵峰 

 負峰 正峰 

α-helix 222、208 192 

β-sheet 216 195 

Random coil 200 220 

β-turn 180-190(強)220-230(弱) 205 

Polypro II helix 190 210-230(弱) 

 

 

 

圖 2-2-3、蛋白質二級結構之圓二色光譜特徵 69 
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2-2-4 恆溫滴定量熱儀 

 

 恆溫低定量熱儀(isothermal titration calorimetry, ITC)可以用來檢測兩種分子間

的結合常數(Ka)、結合係數(n)以及熱焓改變量(ΔH)，並且藉由 ΔG = -RTlnKa = 

ΔH-TΔS 的關係式可進一步算出反應的 Gibbs 自由能及亂度。 

 其構造如圖 2-2-5 所示為，藉由建立一個絕熱(adiabatic)的系統，並對參考槽

(reference cell)及樣品槽(sample cell)提供一參考功率(reference power)使其保持在恆

溫狀態，之後將配體(ligand)逐次滴定入樣品槽使其與受體結合(receptor)，並調整

功率使其與參考槽保持相同溫度，記錄並將其積分後即為反應熱焓改變量，與滴

定之配體濃度結合計算後即可得到結合常數及結合係數。 

 本實驗中我們分別以鋅、銅離子對原生型及突變型之 β-類澱粉蛋白進行滴

定，以比較 β-類澱粉蛋白序列中胺基酸突變對金屬離子結合能力之影響，並試著

由結果推論其鍵結結構(binding coordination)。 

 

 

圖 2-2-4、恆溫滴定量熱儀之構造示意圖 



 

 22

 

2-2-5 核磁共振圖譜 

 

 核磁共振的原理源自於原子核的自旋角動量在外加磁場下的進動

(precession)。原子核如電子一般具有自旋角動量(spin angular momentum)，其大小

由原子核的自旋量子數(spin quantum number)決定，具有奇數質子或奇數中子者，

自旋量子數為半整數(n+0.5)，具有奇數質子與中子者，自旋量子數為整數(n)，具

有偶數質量數者則為 0。 

 原子核在自旋時，所帶的電荷會形成與自旋角動量成正比的磁矩(magnetic 

moment)，若將原子置於外加磁場中，由於磁矩方向不同，原子核磁矩會繞外磁場

方向旋轉，此現在即為進動。原子核進動之頻率由本身性質及外加磁場頻率決定，

在固定強度磁場下，某一特定原子的進動頻率恆為定值。 

  原子核進動能量與磁場、磁矩夾角有關，根據量子力學，磁矩與外加磁場之

夾角並非連續，只能在特定磁量子數形成能階(energy level)，只有在外加射場的頻

率與原子核進動頻率相同時能量才可被有效吸收而發生能階躍遷，觀測此現象即

為核磁共振圖譜之原理。 

 對單一原子而言，如前面所述，所吸收的外加射場應為一特定值，然而在一

個分子中，感受到的外加射場強度會因周遭電子雲密度不同而發生改變，因此可

利用此差異來分析有機分子中不同位置的原子核，並且觀察在不同情況下原子核

發生之化學位移。 

 除一般的 1D-NMR 圖譜以外，如二維異核化學位移相關光譜(Heteronuclear 

Single Quantum Correlation, HSQC)之 2D-NMR 技術也被發展來獲得更高靈敏度的

訊號，以分辨一維圖譜中無法解析的訊號。此方法利用 1H 及 13C 或 15 N 兩種訊號

之疊合增加訊號之解析能力。70 

 本實驗中藉由使用含 15N 之培養基自行純化重組 β-類澱粉蛋白及其突變型，

以 1H-15N HSQC 分析 β-類澱粉蛋白在與金屬結合前後發生之化學位移，以推論與

金屬結合結構相關之胺基酸。 
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2-2-6 蛋白質膠體電泳(polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) 

 

 帶電粒子在電場的作用下，向電性相反的電極移動，此現象稱為電泳

(electrophoresis)。最早的電泳在濾紙上進行，但蛋白質容易因發熱及拖尾發生變

性，而後又改良使用 cellulose acetate 進行薄層電泳，但仍不適用於大分子。直到

使用澱粉之後，電泳開始廣泛用於蛋白質分析。 

 近幾年來，隨技術發展成熟，膠體電泳成為電泳的主要方式，膠體的成分分

為洋菜膠與聚丙烯醯胺(polyacrylamide)兩種系統，前者主要用於水平方向之核酸電

泳，後者則用來進行垂直方向蛋白質電泳。 

 蛋白質分子的泳動率受到分子量以及蛋白質電性影響，因此電泳可分成

Native-PAGE 及 SDS-PAGE 兩種，一般較常使用後者。其差別為蛋白質樣品經過

加熱處理，並加入 DTT 或 2-mercaptoethanol 打斷雙硫鍵，使蛋白質失活

(denaturation)，並加入介面活性劑 SDS(sodium dodecyl sulfate)使其均勻吸附在蛋白

質上成為帶負電的直線狀分子。被 SDS 處理過後的蛋白質，其本身電性的影響被

消除，所有蛋白質均帶負電向正極移動，泳動率只會受到分子量大小的影響。 

 蛋白質電泳膠體的成分包含：acrylamide、bis-acrylamide、APS(ammonium 

persulfate)、TEMED 及 SDS，膠體形成的原理是利用 acrylamide 單體，以 APS 為

起始劑，TEMED 為催化劑進行的自由基聚合反應，bis-acrylamide 的添加則是為了

形成造橋效應，使聚合鏈形成分歧以影響蛋白質在其中的泳動率，當 bis-acrylamide

的濃度越高，形成的膠體孔隙越大，適合較大的蛋白質分子分離。 

 膠體製作時通常分為上下兩層，上層稱為焦集膠體，下層稱為分離膠體，因

上下兩層膠體濃度，緩衝溶液 pH 值不同，蛋白質在經過兩層邊界時會聚集成一條

細線後再行分開，增加電泳的解析度。 

 依照電泳使用的緩衝溶液不同，又可分為 glycine-SDS-PAGE 與

tricine-SDS-PAGE 兩種，後者對於小分子蛋白質的解析能力較高，但價格較為昂

貴。兩種製膠配方在文獻中皆有詳細的介紹 71,72。 

 電泳完成後一般使用 Coomassie blue R-250 與蛋白質中精胺酸(Arginine)、離胺

酸(Lysine)部分進行非共價鍵結合以呈色，並與 commercial protein ladder 比較以得

到蛋白質分子量。 
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圖 2-2-5、SDS-PAGE 原理示意圖 73 

 

2-2-7 蛋白質免疫轉漬法(immunoblotting) 

 

 蛋白質免疫轉漬法，又稱西方墨點法(western blot)。相對於偵測 DNA 的南方

墨點法(southern blot)及偵測 RNA 的北方墨點法(northern blot)而命名。 

SDS-PAGE 雖可將分子量不同的蛋白質分離，但無法確認目標蛋白之成分，

因此可將免疫轉漬法與 SDS-PAGE 結合以確認蛋白質之成分，並可藉由高度專一

性的抗體獲得比 SDS-PAGE 更高的敏銳度。 

 其方法為利用橫向電泳，將經過 SDS-PAGE 處理後之膠片中蛋白質轉移到固

相載體（例如硝酸纖維素薄膜）上，此載體以非共價鍵的方式吸附蛋白質並保持

其活性。接著以與目標蛋白專一性結合的一級抗體(primary antibody)浸泡薄膜使其

充分結合，再以辨識一級抗體之二級抗體(secondary antibody)結合，最後將能夠發

出訊號的探子(probe)與二級抗體結合，即可得到高專一性、高敏銳度之信號。74 
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 本實驗中使用 6E10 做為(與 β-類澱粉蛋白 1-16 胺基酸結合)原生型 β-類澱粉蛋

白之一級抗體，4G8 做為(與 β-類澱粉蛋白 17-24 胺基酸結合)為突變型 β-類澱粉蛋

白之二級抗體。並以 Goat anti mouse 為二級抗體，之後以可發出磷光(luminescence)

之 ECL 試劑做為探子，在底片上曝光成像。 

圖 2-2-6、蛋白質轉漬法原理示意圖 75 

 

 

 

2-2-8 蛋白質定量法 

 

蛋白質的定量方法主要可分為以下數種： 

(1) Biuret Method76︰銅離子與蛋白質骨架上的兩個 C=O 基團結合，會還原使其成

為紅橙色。 

(2) Lowry Method77︰以磷鉬酸與磷鎢酸對蛋白質上酪胺酸及色胺酸吸附呈色(藍

色)。 

(3) Smith Method or Bicinchoninic acid assay (BCA)78：與 Biuret Method 相似，蛋白

質將銅離子還原後，加入 Bicinchoninic acid 與 Cu+螯合形成在 562nm 處有很強

吸光性的錯合物。 

(4) UV absorbance︰利用蛋白質骨架上 C=O 對 206 nm 之吸收或酪胺酸對 280 nm

之吸收度來進行定量，一般來說 206nm 之定量較為精準，但因此波長光源較不

易獲得，且容易受空氣中氧氣及二氧化碳干擾，一般仍以 280nm 進行測量。 
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(5) Bradford Method79︰利用 Coomassie Blue G-250 染劑 80 與蛋白質之精胺酸

(arginine)、離胺酸(Lysine)結合後會變成藍色，蛋白質越多，以 595nm 吸光值

進行測量。 

(6) Special properties︰ 許多蛋白質含有特殊的金屬 (如 Cd)、基團 (如 heme) 

等，都有特定的分析方法。 

無論使用何種方法，一般都是利用已知濃度的牛血清蛋白(brovine serum 

albumin)做校正線，藉由 Beer’s law 將與待測蛋白吸光度轉換為濃度來推估待測蛋

白的量，依照待測蛋白不同，適合的定量方法也隨之改變。常用的定量方法與性

質整理如表 2-2-4。 

 

 

表 2-2-4、蛋白質定量方法與性質 

方法 
吸收光波長

(nm) 
特徵 

Biuret Method 450 訊號較微弱，準確度高但精確度較低。 

Lowry Method 750 
與蛋白質上色胺酸及酪胺酸有關，歷史上被使用次

數最高的定量法。 

Smith Method 562 
與 Lowry method 相比，靈敏度較高且不同蛋白質間

差異性較低。 

UV absorbance 206 最為精確之方法，但容易受氧氣及二氧化碳干擾。

UV absorbance 280 
與蛋白質上酪胺酸有關，不需添加試劑，最為方便

但較不精確。 

Bradford 

Method 
595 快速，準確度高，但會受到 SDS 等界面活性劑影響。
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2-2-9 光誘導交聯法(photo-induced cross-linking of unmodified proteins, PICUP)81 

  

 光誘導交聯法為一個用來檢驗蛋白質間交互作用形成寡體的方法，其原理為

利用 Ru(II)離子在 APS 催化下，形成具有極強氧化力的 Ru(III)離子，會吸引附近

的蛋白質基團所帶電子形成自由基(free radical)，而鄰近的具反應性基團(如

Histidine、Tyrosine、Methionine)會以自由基以共價鍵結合發生交聯(cross-linking)，

以形成寡體的形式，再進一步用 SDS-PAGE、Western blot 等分析方法檢驗其形成

的分子結構。 

 此處我們比較原生型及突變型 β-類澱粉蛋白質在不同鋅、銅離子濃度下之結

果，以觀察金屬離子是否對類澱粉蛋白聚集之結構產生影響。 

 

 

 

圖 2-2-7、光誘導交聯法之原理示意圖 81 
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第三章 研究動機 

 現代社會中，隨著科技不斷進步，卻也引發了部分文明病的產生，已開發國

家所面臨的最大問題，往往就是少子化及醫療進步所造成的人口老化。而退化性

疾病如阿茲海默症伴隨著人口老化越來越嚴重，此類型疾病不僅對患者造成傷

害，周遭親人更需耗費大量人力、資源進行後續醫療照護。目前估計光在美國就

有超過五百一十萬的患者，而這個數字在 2050 年之前估計將會成長到一千九百萬

人。直到目前為止此疾病尚未發現任何治癒的方法，因此尋求此疾病解藥是個刻

不容緩的議題。 

目前對阿茲海默症的主流研究發現，此疾病在腦中有 β-類澱粉蛋白斑塊聚集、神

經纖維糾結之 tau 蛋白，雖然沒有辦法證實這些是否是致病原因，抑或是所造成的

結果，但眾多的研究報告發現，這兩者皆對神經細胞具有毒性，因此若是阻止其

形成機制便可能抑制阿茲海默症病情的惡化。 

 其中 β-類澱粉蛋白被最多人認為是阿茲海默症的灶因，研究指出，患者腦內

的 β-類澱粉蛋白遠較正常人來的多，且會在人體內自行堆疊成具有毒性的寡體以

至纖維，此外有部分因基因突變導致早發性阿茲海默症患者，也發現其 β-類澱粉

蛋白之聚集現象與其他患者有不一樣的機制，更增加其為致病原因的可能。 

 目前已有許多針對 β-類澱粉蛋白的療法，例如試圖清除已形成的蛋白，或是

由上游阻止其生成，像是增加 α-secretase 的活性與 β-secretase 競爭，金屬離子鋅、

銅、鐵在腦中的堆積也被發現與 β-類澱粉蛋白聚集有關，因此金屬螯合劑的使用

也被認為是避免腦部斑塊聚集可能的方法。 

 此處我們對原生型及數種突變型 β-類澱粉蛋白與金屬離子之結合關係進行探

討，利用諸如自身螢光、bis-ANS 光譜、圓二色光譜、核磁共振譜以及恆溫滴定量

熱儀進行檢驗，試圖找出 β-類澱粉蛋白與金屬離子結合之可能機制，以期對此疾

病藥物設計能有進一步的突破及貢獻。 
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第四章 實驗裝置、藥品與步驟 

4-1 實驗儀器 

 

中文名稱 廠商 型號 

蛋白質分光測定儀 eppendorf BioPhotometer 

螢光分光光譜儀 Horiba Jobin Yvon FluroMax-3 

圓偏極光分光譜儀 Jasco J-815 

微量分光光度計 J&H ND-1000 

紫外光光譜儀 BeckManCoulter DU800 

快速蛋白質液相層析儀 GE AKTA UPC-900 

高效能液相層析儀 Hitachi Lachrom Elite 

超微量恆溫滴定量熱儀 Microcal ITC200 

酸鹼度測定儀 DENVER UB-10 

低溫高速離心機 Thermo Legend Micro 17-R 

大容量高效能高速離心機 BeckManCoulter Aranti J-20 XP 

震盪器 Fine-votex FINEPCR 

超音波震盪器 BRANSON 3510 

乾浴槽 BasicLife BL3001 

低溫震盪培養箱 YIH DER LM570-R 

可調式微量吸管 Eppendorf  

電泳槽 Bio-Rad Mini protean tetra system 

自動分注器 Hamilton Microlab500 

快速高壓滅菌器 Tomin TM-329 

微量盤分析儀 Molecular Devices SpectraMax-M5 

電磁加熱攪拌器 LMS HTS-1003 

真空冷凍乾燥機 PANCHUM FD-1240-85H 

聚合酶連鎖反應器 eppendorf Autorisierter thermocycler 

高壓微流細胞粉碎機 Microfluidics M-110L 
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全自動洗片機 Kodak Medical X-ray processor 

微量電子天平 METTLER TOLEDO AX105 

電子天平 METTLER TOLEDO PB3002-S 

4℃冰箱 DEI DEI-635 

-20℃冷凍櫃 SANYO MDF-U730 

-80℃冷凍櫃 Thermo Forma700 

 

4-2 實驗藥品 

 

4G8 antibody CHEMICON 

6E10 antibody COVANCE 

Ampicillin sodium salt Calbiochem 

Ammonium persulfate (APS) Bio-Rad 

Acetic acid Merck 

Acetonitrile Lab-scan 

Ammonium chloride (15N labeled) Cambridge Isotope Laboratories 

Brovine serum albumin (BSA) Sigma 

4,4'-bis(1-anilino-8-naphthalene sulfonate) 

[Bis-ANS] 

Sigma 

Coomassie brilliant Blue G250 J.T.Baker 

Copper(II) chloride Riedel-de Haen 

DNaseI Sigma 

1,4 Dithiothreitol (DTT) Merck 

Electrochemiluminesence (ECL) kit PerkinElmer 

Ethanol Merck 

Glycine J.T.Baker 

Glycerol J.T.Baker 

D-Glucose Merck 

Goat anti mouse IgG antibody invitrogen 

Hydrochloric acid Merck 

HEPES free acid Merck 

Isopropylthio-β-galactoside (IPTG) amresco 
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Imidazole Merck 

Luria-Bertani (LB) broth, miller Protech 

Mercaptoethanol Sigma 

Magnesium sulfate‧7H2O Merck 

Methanol 友和 

Protease inhibitor Roche 

Potassium dihydrogen phosphate Merck 

RNaseA Roche 

Sodium dihydrogen phosphate anhydrous Merck 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) amresco 

Sodium chloride Protech 

Sodium hydroxide Merck 

Sodium azide ACROS 

TFA(Trifluoroacetatic acid) Sigma 

Tween-20 Merck 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Merck 

Tricine Sigma 

Tris Bioman 

Tris(2,2'-Bipyridyl)Ruthenium(II)Chloride, 

Hexahydrate (Rubpy) 

Aldrich 

Urea Protech 

Zinc chloride Riedel-de Haen 

Synthetic amyloid beta protein 

(Aβ40 Wild type, D7H, D7N, D7A, H6A, H6R) 

余惠敏博士實驗室協助合成 

TEV-protease 楊安綏博士實驗室提供 
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4-3 實驗步驟 

 

4-3-1 溶液配製 

4-3-1-1 HEPES buffer 配製 

1. 以 ddH20 配置含有 150mM NaCl 之 25mM HEPES 緩衝溶液。 

2. 以 1M HCl 及 1M NaOH 將其 pH 調整至 7.4。 

3. 以 0.22μm 之 filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-2 Tris buffer 配製 

1. 以 ddH20 配置含有 10mM Tris 緩衝溶液。 

2. 以 1M HCl 及 1M NaOH 將其 pH 調整至 7.4。 

3. 以 0.22μm 之 filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-3 金屬離子溶液配製 

1. 將 ZnCl2/CuCl2 溶解於上述緩衝溶液中分別配製成 0.8M 之鋅離子、銅離子溶

液。 

2. 加入 3.2M 之 glycine 以避免溶液產生 Zn(OH)2/Cu(OH)2 沉澱。 

3. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-4 β-類澱粉蛋白單體溶液配製 

1. 將原生型/突變型之重組/合成 β-類澱粉蛋白以每 0.1mg/100ul 之比例溶解於

20mM NaOH 溶液中使其去摺疊(unfolding)。 

2. 將其置於冰浴中以超音波震盪 5 分鐘以幫助溶解並避免沉澱。 

3. 將去摺疊之 β-類澱粉蛋白移入 4 倍體積之緩衝溶液以達到再摺疊(refolding)之

目的。 

4. 將再折疊之 β-類澱粉蛋白以 17000g於 4℃之下離心 30分鐘以去除已聚集之蛋

白質。 

5. 移除沉澱，上清液部分即為可溶性蛋白質單體。 

6. 以 DU800 吸光儀測量 280nm 吸光值，並以 Beer’s law 決定蛋白質濃度        
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(A = ε‧L‧C，ε280 = 1280 M-1 cm-1， L = 1 cm)。 

7. 將蛋白質保存在冰上直到使用，未用完之蛋白質保存在-20℃中，並在使用前

重複步驟 4~6 以確保濃度之正確。 

 

4-3-1-5 LB broth 配製 

1. 取 25g 之 LB 粉末，加入 ddH20 至 1L。 

2. 以滅菌釜滅菌並置於 4℃保存。 

3. 使用前加入 50μg/ml ampicillin 抗生素。 

 

4-3-1-6 M9 broth 配製 

1. 將 6.78g Na2HPO4、3.0 g KH2PO4、0.5g NaCl、1.0g NH4Cl (15N labeled)以 200ml 

ddH2O 溶解。 

2. 另取 800ml ddH2O 與前述溶液分別滅菌後置於 4℃保存。 

3. 使用前將前述溶液混合，並加入 1M CaCl2 100μl、1M MgSO4 2ml、20% Glucose 

20ml 及 50μg/ml ampicillin。 

 

4-3-1-7 Lysis buffer 配製 

1. 取足量之 Tris 以 ddH2O 配置成 20mM 濃度。 

2. 加入 150mM 之 NaCl。 

3. 將 pH 值調整至 8.0。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於 4℃。 

 

4-3-1-8 TBST 溶液配製 

1. 取 16g NaCl、4.844g Tris。 

2. 加入 dd H2O 至 2L。 

3. 加入 50μl Tween-20。 

4. 將 pH 值調整至 7.6。 

5. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於 4℃。 
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4-3-1-9 Transfer buffer 配製 

1. 取 28.8g Glycine 與 6.06g Tris。 

2. 加入 200ml methanol。 

3. 加 ddH2O 至 2L。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於 4℃。 

 

4-3-1-10 Tricine-SDS-PAGE buffer 配製 

4-3-1-10-1 cathode buffer 配製 

1. 取 Tris 及 Tricine 以 ddH2O 調整至 0.1M。 

2. 加入 0.1% SDS。 

3. 將 pH 值調整至 8.25。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-10-2 anode buffer 配製 

1. 以 ddH2O 配製 0.1M Tris。 

2. 加入 HCl 至 0.0225M。 

3. 將 pH 值調整至 8.25。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-10-3 3x gel buffer 配製。 

1. 以 ddH2O 配製 3M Tris。 

2. 加入 0.3% SDS、1M HCl。 

3. 調整 pH 至 8.45。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於室溫。 

 

4-3-1-10-4 4x reducing sample buffer 配製 

1. 配製 150mM Tris。 

2. 將 pH 值調整至 7.0 

3. 加入 12% SDS、6% mercaptoethanol、30% glycerol 及 0.05% coomassie blue 

G-250。 
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4. 儲存於室溫。 

 

4-3-1-10-5 Coomassic blue 染劑配製 

1. 取 2.5g Coomassie brilliant Blue G250。 

2. 加入 500ml Methanol 及 100ml acetic acid。 

3. 加 ddH2O 至 1L。 

4. 儲存於室溫。 

 

4-3-1-10-6 Destaining buffer 配製 

1. 將 250ml ethanol 與 70 ml acetic acid 混合。 

2. 加水至 1L。 

3. 儲存於室溫。 

4-3-1-11 FPLC buffer 配製 

4-3-1-11-1 Running buffer 配製 

1. 以 ddH2O 配製 20mM Tris。 

2. 加入 150mM NaCl、5M urea。 

3. 將 pH 值調整至 8.0。 

4. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於 4℃。 

 

4-3-1-11-2 Elution buffer 配製 

1. 以 ddH2O 配製 20mM Tris。 

2. 加入 150mM NaCl、5M urea。 

3. 加入 500mM imidazole。 

4. 將 pH 值調整至 8.0。 

5. 以 0.22μm filter 過濾後儲存於 4℃。 

 

4-3-1-12 HPLC buffer 配製 

4-3-1-12-1 Buffer A 配製 

1. ddH2O 配製 20% acetonitrile。 

2. 加入 0.05%TFA。 
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3. 以 0.22μm filter 過濾。 

4. 除氣後儲存於室溫。 

4-3-1-12-2 Buffer B 配製 

1. ddH2O 配製 90% acetonitrile。 

2. 加入 0.05%TFA。 

3. 以 0.22μm filter 過濾。 

4. 除氣後儲存於室溫。 

 

4-3-2 以自身螢光觀察金屬離子與 β-類澱粉蛋白及其突變種之鍵結關係 

1. 將含有原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液，以 25mM HEPES 緩衝溶液將濃度調整

至 25μM。 

2. 取 80μl 的蛋白單體溶液放入光徑 1cm 之 cuvette，盡量避免氣泡產生影響結果。 

3. 使用 FluroMax-3 以 270nm 為激發光波長，並收取 290~360nm 波長之螢光。 

4. 加入銅離子並確保其充分混合後測量其螢光值。 

5. 重複步驟 4 以獲得不同金屬離子濃度下的螢光值。 

6. 改用鋅離子並重複步驟 4~5。 

7. 改用其他突變型蛋白，重複步驟 3~6。 

 

4-3-3 以 Bis-ANS 螢光觀察金屬離子與 β-類澱粉蛋白及其突變種之鍵結關係 

1. 將含有原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液，以 25mM HEPES 緩衝溶液將濃度調整

至 25μM。 

2. 在蛋白單體溶液及金屬溶液中添加 5μM 的 bis-ANS 染劑。 

3. 取 80μl 的蛋白單體溶液放入光徑 1cm 之 cuvette，盡量避免氣泡產生影響結果。 

4. 使用 FluroMax-3 以 400nm 為激發光波長，並收取 450~550nm 波長之螢光。 

5. 加入銅離子並確保其充分混合後測量其螢光值。 

6. 重複步驟 4 以獲得不同金屬離子濃度下的螢光值。 

7. 改用鋅離子並重複步驟 4~5。 

8. 改用其他突變型蛋白，重複步驟 4~6。 
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4-3-4 以圓偏極光觀察金屬離子與 β-類澱粉蛋白及其突變種之鍵結關係 

1. 將含有原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液，以 10mM Tris 緩衝溶液將濃度調整至

25μM。 

2. 取 80μl 的蛋白單體溶液放入光徑 1cm 之 cuvette，盡量避免氣泡產生影響結果。 

3. 使用 Jasco J-815 掃描 180~250nm 圓二色光譜。 

4. 加入銅離子並確保其充分混合後測量圓二色光譜。 

5. 重複步驟 4 以獲得不同金屬離子濃度下的螢光值。 

6. 改用鋅離子並重複步驟 4~5。 

7. 改用其他突變型蛋白，重複步驟 3~6。 

 

4-3-5 以恆溫滴定量熱儀觀察金屬離子與 β-類澱粉蛋白及其突變種之鍵結關係 

1. 將含有原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液，以 25mM HEPES 緩衝溶液將濃度調整

至 60μM。 

2. 將蛋白溶液及金屬離子溶液除氣(degas)以避免干擾實驗結果。 

3. 將 700μM 之銅離子 60μl 裝載入儀器之 syringe。 

4. 將 300μl 之蛋白溶液裝載入儀器樣品槽，並避免產生氣泡。 

5. 設定儀器參數(每次加入 1.5μl 金屬離子溶液，轉速 1000rpm，溫度 25℃)後開

始實驗。 

 

4-3-6 以二維異核化學位移相關光譜觀察金屬離子與 β-類澱粉蛋白及其突變種之

鍵結關係 

 

4-3-6-1 pET14b-Aβ40 質體抽取 

1. 利用 genomics company 之 mini plasmid kit 抽取 E.Coli DH5α中之實驗室其他

學長先前建立的 pET14b-Aβ40 質體。 

2. 將保存在-80℃中之 pET14b-Aβ40 DH5α取少許塗盤在含有 50μg/ml ampicilin
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抗生素的 agarose plate 上並在培養箱中 37℃隔夜培養。 

3. 取出長出的單一菌株(single colony)放入 5ml LB broth，並以 37℃, 200rpm 振盪

在培養箱中隔夜培養。 

4. 將菌液放入離心管中以 14,000g 離心 1 分鐘，並去除上清液。 

5. 加入 200μl 的 P1 buffer 並混合均勻以去除菌體內去氧核醣核酸酶(DNAse)活

性。 

6. 加入 200μl 之 P2 buffer 並充分混合將菌體裂解，並使 DNA 失活成單股。 

7. 加入 300μl 之 P3 buffer 混合均勻使 DNA 重新恢復活性，並使質體以外大分子

DNA 沉澱。 

8. 以 14,000g 離心 10 分鐘並將沉澱去除。 

9. 將上清液放入 GP column 中並以 14,000g 離心 1 分鐘將質體留在濾膜上。 

10. 依序加入 500μl PD/PW buffer 並以 14,000g 離心 1 分鐘以洗去多餘雜質。 

11. 靜置於室溫五分鐘讓 PW buffer 中之乙醇揮發以避免影響後續實驗。 

12. 加入 100μl 之 ddH20 靜置 5 分鐘溶解質體。 

13. 以 14,000g 離心兩分鐘將溶解之質體收集於離心管。 

14. 取出 1μl 質體溶液以 nano-drop 測量其濃度。 

 

4-3-6-2 以定點突變(site-directed mutagenesis)獲得突變型 pET14b-Aβ40 表現型菌株 

1. 利用 Agilent Technologies company 的 Quick Change Primer Design Program 網

頁功能設計各突變型之適當正/反引子(sense/anti-sense primer)，詳見附錄 A。 

2. 向 genomics company 訂購設計之引子。 

3. 將先前抽取之原生型質體稀釋至 10ng/ml。 

4. 混合 1μl dNTPmix、2μl sense/anti-sense primer、3μl plasmid、5μl pfuUltraII reaction 

buffer、36μl ddH2O 以及 1μl 去氧核醣核酸聚合酶。 

5. 以聚合鏈反應器進行鏈聚合反應(polymerase chain reaction)。 

6. 加入 1μl DpnI 酵素在 37℃下反應 1 小時以去除原生型質體留下突變後質體。 

7. 取出 1.5μl 反應後之質體，與 20μl DH5α勝任細胞(competent cell)混合。 

8. 在 42℃中加熱 45 秒進行熱刺激(heat shock)以幫助細胞轉殖(transform)。 

9. 加入 200μl LB Broth 並以培養箱 37℃培養 1 小時以幫助細胞恢復(recover)。 

10. 取出 100μl 菌液將其塗盤在含有 50μg/ml ampicillin 之 agarose plate 上並在培養
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箱中 37℃隔夜培養以篩選成功轉殖菌株。 

11. 將篩選之單一菌株以5ml LB隔夜培養後送 genomics company進行定序以確認

得到正確基因，並加入 50% glycerol 保存在-80℃。 

12. 更換不同突變型所需引子，重複步驟 4~10 以獲得所有突變型之質體。 

13. 以 3-3-6-1 步驟抽取各突變型之質體。 

14. 重複步驟 8~11 並改用 BL21(DE3*)之勝任細胞，以獲得含有各突變型質體之

表現型菌種。 

 

4-3-6-3 含有 15N 標記之原生型/突變型重組 Aβ40 蛋白的表現及純化 

1. 將 4-3-6-2 中所得到之原生型/突變型 BL21(DE3*)菌株塗盤於含有 50μg/ml 

ampicillin 之 agarose plate 上，37℃隔夜培養。 

2. 選取單一菌株，加入 50ml LB broth，以 37℃，200rpm 震盪培養箱隔夜培養。 

3. 取出 1ml 菌液以 BioPhotometer 測量 600nm 吸光值以決定菌量。 

4. 將足量菌液移入 1L 新鮮 LB 使其 600nm 吸光值等於 0.02。 

5. 以 37℃，200rpm 震盪培養至 600nm 吸光值到達 0.8。 

6. 將菌液移入離心瓶，以 8000g 在 4℃下離心 30 分鐘。 

7. 去除上清液，並以少量 ddH2O 清洗菌體。 

8. 將菌體移入 1L M9 broth，並以震盪機使其均勻懸浮。 

9. 以 37℃，200rpm 震盪培養 30 分鐘以幫助菌體恢復。 

10. 加入 0.5mM IPTG 誘導(induction)菌體表現(expression)目標蛋白。 

11. 以 37℃，200rpm 隔夜培養。 

12. 以 4℃，8000g 離心 30 分鐘。 

13. 去除上清液，並加入 50ml 之 lysis buffer。 

14. 以震盪機使其均勻懸浮。 

15. 加入 1M DTT。 

16. 使用 microfluidizer 打破菌體。 

17. 以 4℃，15000g 離心 30 分鐘，去除上清液。 

18. 加入 20ml lysis buffer，1mM DTT、50mM MgCl2、0.02mg DNaseI及足量 protease 

inhibitor，以攪拌子室溫下攪拌一小時。 

19. 以 4℃，15000g 離心 30 分鐘，去除上清液。 
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20. 加入含有 5M urea 之 Lysis buffer 5ml，4℃下攪拌一小時。 

21. 以 4℃，15000g 離心 30 分鐘，去除殘餘細胞碎片。 

22. 將上清液以 0.22μm filter 過濾後，以 FPLC 進行純化並收集純化之蛋白質。 

23. 以 SDS-PAGE 確認目標蛋白之位置。 

24. 收集含有目標蛋白之溶液，加入 lysis buffer 以 20kDa cut-off 之 Centricon 透析

並濃縮目標蛋白。 

25. 以 Branford assay 測試濃縮後蛋白濃度。 

26. 加入足量 TEV-protease 及 1mM DTT，與目標蛋白均勻混合，4℃下隔夜反應

以除去目標蛋白上之 His-tag。 

27. 將反應後溶液以 0.22μm filter 過濾，以超音震盪除氣(degas)後使用 reverse 

phase 之 HPLC 純化。 

28. 以離心管蒐集純化之蛋白質，以液態氮冷卻後凍乾。 

29. 秤重並儲存於-20℃，並以 Tricine-SDS-PAGE、免疫轉漬法確認目標蛋白質之

位置及純度。 

 

4-3-6-3-1 以 His-trap 管柱與 FPLC 與進行蛋白質純化 

1. 將兩個 5ml His-trap 之管柱串連並與 FPLC 系統連結。 

2. 待純化蛋白質以 Superloop 注入 FPLC 中。 

3. 以 4% washing buffer 洗去管柱上非專一性結合蛋白。 

4. 將 washing buffer 濃度逐漸提高以沖提目標蛋白。 

5. 以 fraction collector 收集，並以 SDS-PAGE 分析以確認產物所在位置與純度。 

 

4-3-6-3-2 以 reverse phase 管柱與 HPLC 進行蛋白質純化 

1. 將 Jupiter 之 reverse phase 管柱與 HPLC 系統連結。 

2. 將待純化蛋白注入 HPLC 中。 

3. 將 Buffer B 之濃度由 0%逐漸提高至 100%以將待分析物分離。 

4. 以 Fraction collecter 收集並以 SDS-PAGE 分析以確認產物所在位置與純度。 
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4-3-6-4 以 SDS-聚丙烯醯胺膠體電泳(SDS-PAGE)進行蛋白質成份分析 

4-3-6-4-1 製作 Tris 膠片 

1. 以 1.5M pH 8.8 Tris buffer 混合 10% SDS 及 12.5% acryamide 製作下層膠片溶

液。 

2. 以 0.5M pH 6.8 Tris buffer 混合 10% SDS 及 4% acryamide 製作上層膠片溶液。 

3. 架設 Bio-Rad 膠台。 

4. 將下層溶液與足量 APS 及 TEMED 混和後注入膠台，靜置半小時待其凝膠。 

5. 將上層溶液與足量 APS 及 TEMED 混和後注入膠台，插入齒梳並靜置半小時

待其凝膠。 

6. 將膠片以保鮮膜包覆並保存於 4℃冰箱以保持濕潤直至使用。 

 

4-3-6-4-2 製作 Tricine 膠片 

1. 分別以 gel buffer 混和 acrylamide 製作 4%、10%、16%之上中下層溶液。 

2. 架設 Bio-Rad 膠台。 

3. 將下層溶液與足量 APS 及 TEMED 混和後注入膠台，靜置半小時待其凝膠。 

4. 將中層溶液與足量 APS 及 TEMED 混和後注入膠台，靜置半小時待其凝膠。 

5. 將上層溶液與足量 APS 及 TEMED 混和後注入膠台，插入齒梳並靜置半小時

待其凝膠。 

6. 將膠片以保鮮膜包覆並保存於 4℃冰箱以保持濕潤直至使用。 

 

4-3-6-4-3 以直流電源供應器進行 Tris-SDS-PAGE 

1. 將待分析蛋白以 ddH20 溶解，並與 sample buffer 混合。 

2. 取 20μl 樣品並將其注入 3-3-6-4-1 中製作膠片。 

3. 將 1.5μl commercial marker 注入膠片，以標記待分析蛋白分子量。 

4. 將電泳槽內外層倒滿 running buffer。 

5. 以 90 伏特之固定電壓進行電泳 30 分鐘。 

6. 以 120 伏特之固定電壓進行電泳直到 Marker 接近底部。 

7. 將膠片取出並以 Commassie blue 染色 15 分鐘。 

8. 以 ddH2O 洗去多餘染劑。 

9. 以 Destain buffer 去染直到背景呈透明。 



 

 42

4-3-6-4-4 以直流電源供應器進行 Tricine-SDS-PAGE 

1. 將待分析蛋白以 ddH20 溶解，並與 sample buffer 混合。 

2. 取 20μl 樣品並將其注入 3-3-6-4-2 中製作膠片。 

3. 將 1.5μl commercial marker 注入膠片，以標記待分析蛋白分子量。 

4. 將 cathode、anode buffer 分別倒入電泳槽內外層。 

5. 以 90 伏特之固定電壓進行電泳 30 分鐘。 

6. 以 15 毫安培之固定電流進行電泳直到 Marker 接近底部。 

7. 將膠片取出並以 Commassie blue 染色 15 分鐘。 

8. 以 ddH2O 洗去多餘染劑。 

9. 以 Destain buffer 去染直到背景呈透明。 

 

4-3-6-5 以免疫轉漬法(immunoblot)分析蛋白質之成分 

 

4-3-6-5-1 以 dot-blotting 進行蛋白質成份分析 

1. 裁剪並將硝化纖維(nitrocellulose, NC)薄膜上標記分隔成3.5cm X 3.5cm之區間。 

2. 將待分析物以 ddH20 溶解，取 1.5μl 滴在 NC membrane 各區間之中心。 

3. 避光並靜置半小時以確認產物充分附著於薄膜上。 

4. 將 10%的奶粉溶解在 TBST 溶液中。 

5. 將 NC membrane 浸泡在上述溶液半小時以封閉(blocking)薄膜上未結合的位置。 

6. 將 6E10 抗體以 1:10000 比例稀釋在 5% TBST Milk 中。 

7. 將 NC membrane 浸泡在上述溶液中一小時並震盪，使 6E10 抗體與薄膜上 Aβ

蛋白結合。 

8. 以 TBST 清洗 NC membrane 以洗去多餘之未結合 6E10 抗體。 

9. 將 Goat anti mouse 抗體以 1:10000 比例稀釋在 5% TBST Milk 中。 

10. 將 NC membrane 浸泡在上述溶液中一小時並震盪，使 GM 抗體與薄膜上 6E10

抗體結合。 

11. 以 TBST 清洗 NC membrane 以洗去多餘之未結合 GM 抗體。 

12. 將 ECL kit 中 500μl enhance luminor reagent 與 500μl oxidizing reagent 混合後均

勻滴在薄膜上使其與 GM 抗體結合。 

13. 將底片暴露在薄膜上 5 分鐘成像，並以自動洗片機顯影。 
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4-3-6-5-2 以 western-blot 進行蛋白質成分分析 

1. 重複 4-3-6-4-4 中步驟 1~6。 

2. 裁剪 6cm x 10cm 之 PVDF(Polyvinylidene difluoride) membrane，並以甲醇浸泡

以活化(activate)。 

3. 將電泳後膠片與 PVDF membrane 重疊，放入電泳槽，並加入 transfer buffer

與冷卻劑。 

4. 以 250 毫安培，30 分鐘進行橫向電泳，將膠片蛋白質上之蛋白質轉移(transfer)

到 PVDF 薄膜上。 

5. 將 10%的奶粉溶解在 TBST 溶液中。 

6. 將 PVDF membrane 浸泡在上述溶液半小時以封閉(blocking)薄膜上未結合的

位置。 

7. 將 6E10(或 4G8)抗體以 1:10000 比例稀釋在 5% TBST Milk 中。 

8. 將 PVDF membrane 浸泡在上述溶液中一小時並震盪，使 6E10 抗體與薄膜上

Aβ蛋白結合。 

9. 以 TBST 清洗 PVDF membrane 以洗去多餘之未結合 6E10 抗體。 

10. 將 Goat anti mouse 抗體以 1:10000 比例稀釋在 5% TBST Milk 中。 

11. 將 PVDF membrane 浸泡在上述溶液中一小時並震盪，使 GM 抗體與薄膜上

6E10 抗體結合。 

12. 以 TBST 清洗 PVDF membrane 以洗去多餘之未結合 GM 抗體。 

13. 將 ECL kit 中 500μl enhance luminor reagent 與 500μl oxidizing reagent 混合後取

均勻滴在薄膜上使其與 GM 抗體結合。 

14. 將底片暴露在薄膜上 5 分鐘成像，並以自動洗片機顯影。 

 

4-3-6-6 以 Bradford assay 定量蛋白質濃度 

1. 在 96 孔盤中分別以 ddH2O 配製 3、6、9、12、15μg/ml 濃度之 BSA。 

2. 加入 40μl 之 commercial protein assay dye。 

3. 將待測蛋白稀釋成不同濃度並加入 40μl protein assay dye。 

4. 以微量盤分析儀測量 595nm 之吸光值。 

5. 以 BSA 標準品做檢量線，估算待測蛋白濃度。 
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4-3-7 以光誘導交聯法檢驗蛋白質形成寡體差異性 

1. 將 25μM 原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液與不同濃度之金屬離子混合。 

2. 在避光情況下取 18μl 加入 1μM 之 Tris(2,2'-bipyridyl)dichlororuthenium(II) 

hexahydrate (Ru(bpy)) 1μl。 

3. 加入 1μl 10mM APS。 

4. 以 LED 燈照射 30 秒使其反應交聯。 

5. 反應完成之蛋白質以 4-3-6-5-2 步驟進行 western blot 以確認其成分。 

6. 改為突變型蛋白並重複步驟 1-5。 

 

4-3-8 以自動滴定儀進行去摺疊及再折疊實驗 

1. 將溶解於 130mM Tris 緩衝溶液之 0.3mg/ml 去氧核醣核酸酶 A 溶液 600μl 放入

1cm 光徑 700μl 之 micro cuvette. 

2. 將去活性劑(尿素/胍鹽酸)與去氧核醣核酸酶 A 混合至與 cuvette 相同濃度。 

3. 將含有去氧核醣核酸酶 A 之去活性劑裝載入自動分注器之管柱 A，並去除管中

多餘氣泡避免影響實驗。 

4. 將 cuvette 放入螢光光度儀。 

5. 將與管柱 A、B 連結之注入管放入 cuvette 約至液面下 2cm 處，並緊靠邊緣避

免影響光徑。 

6. 將滴定體積、混合體積、次數，激發光波長及吸收光波長設定完成後開始實驗。 
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第五章 實驗結果與討論 

5-1 β-類澱粉蛋白單體溶液配製 

 

 為獲得 β-類澱粉蛋白之單體，避免其發生聚集，使用 20mM 的 NaOH 溶液將

粉末狀 β-類澱粉蛋白溶解使其去摺疊，超音波震盪五分鐘後以含有 150mM NaCl

之 25mM HEPES 緩衝溶液(pH 7.6) 再摺疊，以低溫高速離心機離心去除已沉澱之

蛋白，再以 DU800 測量其 250~450nm 吸收波長光譜決定蛋白質單體濃度。在進行

圓二色光譜實驗時，由於 HEPES 緩衝溶液以及鹽的存在會妨礙訊號讀取，因此緩

衝溶液改以 10mM Tris(pH 7.6)取代。 

 

 如圖 5-1-1 所示，原生型及突變型 β-類澱粉蛋白皆表現出相似之吸收光譜，然

而由於秤量重量誤差，同樣重量之 β-類澱粉蛋白所配置成的單體濃度有顯著的不

同；此外由於溶液中仍含有少量聚集形式之蛋白質，造成溶液之濁度上升，會影

響真實濃度之推算，因此在以 Beer’s law 推算濃度時，將各 β-類澱粉蛋白之 280nm

吸光值先扣除 293nm 處基準線(baseline)之吸光值，以增加推得濃度之準確性。其

中 D7A、D7H 及 H6R 三種蛋白質有明顯較高之基準線，可推測此三種突變型 β-

類澱粉蛋白產生聚集之速率相對較快。 

 

 為確保濃度量測之精確性，每次配製之 β-類澱粉蛋白皆離心並重新測量濃

度，實驗過程中皆存放在冰上冷卻以避免聚集現象發生，未使用完之溶液保存在

4℃並且不存放超過三天。 

 

 為確保蛋白質濃度定量之正確性，除使用 Tyrosine 螢光以外也試著以 Bradford 

assay 測試相同濃度之蛋白質，以比較不同方法定量之一致性。在 Bradford assay

中我們以牛血清蛋白(BSA)為標準品，在 96 孔盤中分別配置成 3、6、9、12、15μg/ml

之不同濃度，與足量之 assay dye 混合以後以 Elisa reader 測量 595nm 之吸光值，利

用其獲得之吸光值對濃度做成一校正曲線，再將待測樣品稀釋足夠倍數後與同樣

濃度 assay dye 混合，測量吸光值並利用內插法代入校正曲線得到相對應之濃度。

圖 5-1-2 為利用 BSA 所得到之校正線。比較表 5-1-2 之 Bradford assay 與光譜法定

量結果，發現同樣利用 DU800 定量並調整成 60μM 之 β-類澱粉蛋白，利用 Bradford
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測量所得到之濃度約略皆只有一半之大小，可見使用不同定量方法得到之濃度差

不盡相同，中間差異可能來自操作過程中體積誤差等等。儘管其獲得之濃度並不

完全相同但不同蛋白間差異並不大，由於 Bradford assay 為定量整體蛋白濃度易受

雜質影響，且光譜法之定量較 Bradford assay 來的迅速，因此之後仍以光譜法之濃

度定量為基準。 

 

表 5-1-1、以 Beer’s law 推估配製之 β-類澱粉蛋白單體溶液濃度 

β-類澱粉蛋白 280nm-293nm 吸光值 推估濃度(μM) 再摺疊率(%)* 

WT 0.0602 47.0 50.88 

H6A 0.1233 96.3 104.24 

H6R 0.192 150.0 162.38 

D7A 0.0571 44.6 48.28 

D7H 0.0643 50.2 54.34 

D7N 0.0735 57.4 62.14 

*再摺疊率是由 DU800 推得濃度除以理論上該重量蛋白質完全溶解之濃度，由於

重量秤量之精確性問題導致其有大於 100%的情況發生。 

 

表 5-1-2、以 Bradford assay 與光譜法進行蛋白質定量之比較 

β-類澱粉蛋白 Bradford 定量濃度(μM) DU800 定量濃度(μM) 

H6A 22.8 60 

H6R 27.9 60 

D7A 38.7 60 

D7H 29.8 60 

D7N 23.2 60 
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圖 5-1-1、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液 DU800 吸收光譜。每組溶液皆

取 0.2mg 之蛋白質以 200μl 20mM NaOH 溶解後以 800μM HEPES 緩衝溶液再折

疊，取 80μl 以 1cm 光徑 cuvette 測量 250~450nm 之吸光值，已扣除 HEPES 緩衝溶

液之空白曲線(blank curve)。 

 

 

圖 5-1-2、利用牛血清蛋白為標準品所獲得之 Bradford assay 校正曲線。在透明 96

孔盤中分別加入 3、6、9、12、15μg/ml 之 BSA，並與 40μl Bradford assay dye 混合，

每個孔之最終體積為 200μl，混合均勻並避免氣泡產生影響吸光值。 
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5-2 鋅、銅離子對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體滴定之自身螢光光譜 

 

 為減少緩衝溶液差異造成之實驗誤差，金屬離子溶液皆以與配製蛋白單體溶

液相同批次之緩衝溶液配製。由於鋅、銅離子皆可與溶液中之氫氧根離子反應形

成沉澱，此現象會造成濃度導致的實驗誤差，因此參考文獻在金屬離子中加入四

倍濃度之甘胺酸(Glycine)分子與之形成微弱結合之錯合物 60。此結合為非共價性之

結合，很容易就可以將金屬離子釋放出來，因此仍可將此狀態之金屬離子當作自

由離子。圖 5-2-1、5-2-2 中利用金屬離子與甘胺酸對緩衝溶液之滴定實驗，證明金

屬離子與甘胺酸濃度變化不會對自身螢光強度產生顯著的影響。 

  

 在滴定過程中，為確保金屬離子與蛋白溶液充分混合，須小心的以微量吸管

緩慢的重複吸取 5~10 次，若是此過程中產生氣泡會造成螢光讀值顯著的變化，因

此須減壓抽氣去除氣泡後再進行測量，為提升實驗之精確性，每一組實驗皆以同

一批次配製之蛋白單體溶液進行至少三重覆實驗。每一組螢光讀值皆重複讀取三

次後取其平均值，以降低擾動所造成的隨機誤差。滴定過程中由於體積增加，蛋

白質之濃度會些許下降，此體積增加藉由調整金屬離子溶液(stock solution)之濃度

以控制在 10%之內，如圖 5-2-3 中所示，藉由緩衝溶液對 β-類澱粉蛋白單體溶液滴

定確認此濃度變化所造成的螢光讀值變化小於 10%，因此可將其忽略。 

 

 圖 5-2-4為 25μM原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之自身螢光光譜及加入 200μM

銅離子之自身螢光光譜，可發現加入銅離子的情況下各組蛋白之自身螢光皆有明

顯的淬滅(quenching)現象。至於不同蛋白間的訊號強度差異可能來自於蛋白本身性

質、製備過程中操作誤差或是儀器本身訊號擾動產生差異，其大小差異皆在一個

數量級內屬於可接受範圍。圖 5-2-5 則是 25μM 原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之自

身螢光光譜及加入 200μM 鋅離子之自身螢光光譜，與銅離子相較，鋅離子同樣使

其訊號發生淬滅現象，但其效果不如銅離子來的明顯。將滴定前(0μM)與滴定後

(200μM)之 305nm 訊號相除可得到圖 5-2-6 及圖 5-2-7 之金屬離子滴定造成的螢光

強度改變量，加入銅離子時 D7A 及 D7H 兩者變化明顯大於其他組，而加入鋅離子

時則沒有顯著差異，並且整體改變量皆較銅離子來的小。 
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 將各組重複實驗之數據平均後，選取不同金屬濃度下之 305nm 螢光讀值，並

且透過下列正規化公式將其正規化後得到銅離子及鋅離子之滴定曲線圖 5-2-8 及

5-2-9。 

 

正規化公式： 

Data −minimum		signal

Maximum		signal− minimum		signal
 

 

 圖 5-2-8 可發現，加入銅離子時 WT、D7N、H6A 三組所得到之滴定曲線較為

接近，D7A、D7H、H6R 三組則可觀察到不同的結合關係。圖 5-2-9 中則發現，H6A

及 H6R 兩組與鋅離子之結合不同於其他組，可推測在與鋅離子結合的情況下

Histidine6具有舉足輕重的關係。
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圖 5-2-1、銅離子對緩衝溶液滴定曲線。銅離子與甘胺酸預先以 1:4 之比例混合以避免形成沉澱物。 
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圖 5-2-2、鋅離子對緩衝溶液滴定曲線。鋅離子與甘胺酸預先以 1:4 之比例混合以避免形成沉澱物。 
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圖 5-2-3、原生型 β-類澱粉蛋白單體溶液濃度改變對自身螢光強度影響測試。比較 25μM 下及加入 10% 體積之緩衝溶液下自身螢光強

度變化。 
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圖 5-2-4、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以銅離子滴定之自身螢光光譜。以 270nm 為激發光，讀取 290~360nm 螢光讀值，實

心線條分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白之光譜，虛線分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、

D7N β-類澱粉蛋白加入 200μM 銅離子之光譜。 
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圖 5-2-5、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以鋅離子滴定之自身螢光光譜。以 270nm 為激發光，讀取 290~360nm 螢光讀值，實

心線條分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白之光譜，虛線分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、

D7N β-類澱粉蛋白加入 200μM 鋅離子之光譜。 
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圖 5-2-6、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液銅離子滴定前後自身螢光改變之比例。將 200μM 銅離子下之 305nm 螢光訊號除以 0μM

下之 305nm 螢光訊號。 



 

 56

 

 

 

圖 5-2-7、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液鋅離子滴定前後自身螢光改變之比例。將 200μM 鋅離子下之 305nm 螢光訊號除以 0μM

下之 305nm 螢光訊號。 
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圖 5-2-8、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以自身螢光測定之銅離子滴定曲線。各組資料皆為三重複以上實驗平均值，選取 305nm

波長經正規化處理作圖。 
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圖 5-2-9、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以自身螢光測定之鋅離子滴定曲線。各組資料皆為三重複以上實驗平均值，選取 305nm

波長經正規化處理作圖。 
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5-3 鋅、銅離子對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體滴定之 Bis-ANS 光譜 

 

 除了自身螢光以外，疏水性螢光染劑 Bis-ANS 也被用來檢驗 β-類澱粉蛋白與

金屬離子的結合關係，為了避免 Bis-ANS 與溶液中其他分子結合影響實驗結果，

實驗中僅使用極低濃度的 Bis-ANS(5μM) ，並且在 β-類澱粉蛋白單體溶液與金屬

離子溶液內皆預先加入等濃度 Bis-ANS，使其濃度在滴定過程中保持恆定避免影響

螢光強弱。 

 

 加入銅離子 Bis-ANS 之螢光圖譜如圖 5-3-1，可發現加入銅離子時 Bis-ANS 之

螢光也會發生淬滅的現象，意味著加入銅離子時將會使 β-類澱粉蛋白疏水性區域

裸露減少，可見銅離子確有促進 β-類澱粉蛋白聚集之可能。圖 5-3-2 中則可發現，

加入鋅離子時，WT、D7A、D7H、D7N、H6R 之訊號皆上升，代表鋅離子的影響

與銅離子相反，將促使 β-類澱粉蛋白之疏水性區域裸露增加。比較其訊號改變大

小如圖 5-3-3 及圖 5-3-4，加入銅離子時 WT 與 D7H 有較大的訊號改變，加入鋅離

子則為 WT、D7N、D7H 變化最為明顯。 

 

將 500nm 之訊號經前述正規化處理後得到圖 5-3-5 及圖 5-3-6 的滴定曲線，觀

察可發現，銅離子的加入對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白影響之差異不大。但在

加入鋅離子時，除了訊號強度增加而非減少之外，值得特別注意的是，H6A 及 H6R

兩組，在鋅離子存在的情況下表現之行為明顯與其他 β-類澱粉蛋白不同，H6A 沒

有顯著的訊號改變發生，H6R 則可觀察到先下降後上升的情況，雖然此結果也再

次告訴我們 Histidine6 對 β-類澱粉蛋白與鋅離子之結合有很大的影響。 
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圖 5-3-1、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以銅離子滴定之Bis-ANS光譜。以 400nm為激發光，讀取 450~550nm螢光讀值，Bis-ANS

濃度為 5μM，實心線條分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白之光譜，虛線分別為 25μM 原生型、H6A、

H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白加入 200μM 銅離子之光譜。 
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圖 5-3-2、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以鋅離子滴定之Bis-ANS光譜。以 400nm為激發光，讀取 450~550nm螢光讀值，Bis-ANS

濃度為 5μM，實心線條分別為 25μM 原生型、H6A、H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白之光譜，虛線分別為 25μM 原生型、H6A、

H6R、D7A、D7H、D7N β-類澱粉蛋白加入 200μM 鋅離子之光譜。 
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圖 5-3-3、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液銅離子滴定前後 Bis-ANS 螢光改變之比例。將 200μM 銅離子下之 500nm 螢光訊號除

以 0μM 下之 500nm 螢光訊號。 
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圖 5-3-4、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液銅離子滴定前後 Bis-ANS 螢光改變之比例。將 200μM 鋅離子下之 500nm 螢光訊號除

以 0μM 下之 500nm 螢光訊號。 
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圖 5-3-5、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以 Bis-ANS 螢光測定之銅離子滴定曲線。各組資料皆為三重複以上實驗平均值，選取

500nm 波長經正規化處理作圖。 
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圖 5-3-6、原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體溶液以 Bis-ANS 螢光測定之鋅離子滴定曲線。各組資料皆為三重複以上實驗平均值，選取

500nm 波長經正規化處理作圖。 
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5-4 鋅、銅離子對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白單體滴定之圓二色光譜 

 

圓二色光譜所測定為蛋白質之二級結構變化，此處先以原生型 β-類澱粉蛋白

進行測試。圖 5-4-1 為利用 NaOH 法所獲得之原生型 β-類澱粉蛋白單體對銅離子滴

定之曲線，可發現以此方法獲得之 β-類澱粉蛋白單體傾向 random coil 的二級結

構，在滴定銅離子時雖可發現光譜之變化但二級結構仍未有顯著變化。 

 

觀察圖 5-4-1 發現 220nm 附近不同濃度下之 CD 訊號差異較為明顯，因此試著

以 time course 測量 220nm 之 CD 訊號 120 秒，重複量測三組後取平均，並將不同

金屬離子下之 CD 訊號正規化處理完成滴定曲線。圖 5-4-2 為鋅、銅離子滴定原生

型 β-類澱粉蛋白之結果，觀察其滴定曲線未能有顯著的狀態變化。可推測在此實

驗條件下 β-類澱粉蛋白與金屬離子結合的過程中並沒有顯著的二級結構變化，因

此不適合用來當作檢測其結合狀態之探子(probe)。 
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圖 5-4-1、以銅離子對原生型 β-類澱粉蛋白滴定之圓二色光譜。β-類澱粉蛋白之濃度為 25μM，重複量測 180~250nm 之光譜並平均 
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圖 5-4-2、以圓二色光譜獲得之鋅、銅離子對原生型 β-類澱粉蛋白之滴定曲線。原生型 β-類澱粉蛋白之濃度為 25μM，以 1 秒間隔測量

220nm 之 CD 訊號 120 秒，並重複三次後平均，正規化後作滴定曲線。
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5-5 不同方法獲得之滴定曲線比較與自身螢光滴定曲線之 fitting 

 

前述 5-2~5-4 的部分，分別使用 Intrinsic fluorescence、Bis-ANS fluorescence、

及 Circular dichroism 三種光譜法來檢驗原生型及突變型之 β-類澱粉蛋白與金屬結

合的關係，將其正規化之訊號做比較如圖 5-5-1~5-5-12。比較發現，以不同光譜法

所獲得之滴定曲線雖不相同，然而差異並不大，大致上可看出相同趨勢，圖 5-5-10

及圖 5-5-12中鋅離子對H6A、H6R突變型可能因蛋白質本身性質改變造成Bis-ANS

之訊號異常。 

 

於此，我們試著將變化較為一致 intrinsic fluorescence 結果，利用 Origin 軟體

以不同的方程式 fitting，以試著解釋各種不同 β-類澱粉蛋白與金屬結合之可能機

制。 

 

One-site specific binding equation： Y = B୫ୟ୶ ∗ XKୢ + X  

 

此方程式中 Bmax 代表結合位置(binding site)的濃度、而 Kd 為 50%結合發生時之濃

度，同時也是反應之解離常數。使用此方程式時假設所有的金屬離子一旦加入溶

液中皆與蛋白質結合，沒有自由離子(free ion)的存在。表 5-5-1 為其結果，可以發

現在以此模組(model)解釋時，各種 β-類澱粉蛋白與金屬離子所 fitting 之結果 R2 皆

在 0.9 以上。而所有情況下之 Bmax 皆約略等於 1，由此推測所使用的突變型 β-類澱

粉蛋白可能並未造成顯著的結果關係變化。 

 

在解離常數方面，與銅離子結合之情況下 WT > H6A > D7N > D7H > D7A > 

H6R，與鋅離子結合之情況 D7A > D7H >D7N >WT > H6A > H6R。比較同一種 β-

類澱粉蛋白與鋅銅離子之結合關係可發現，WT 與銅、鋅之解離常數差異並不大，

然而 D7A、D7H、D7N 三個 D7 位置之突變型，其與鋅離子反應之解離常數皆大於

銅離子；相反的，H6A、H6R 兩個 H6 位置之突變型，與鋅離子作用之解離常數皆

小於銅離子。由此現象可以得到兩個推論：β-類澱粉蛋白與鋅、銅離子兩者以不同

的機制結合，因此在不同的突變型情況下會有不同的變化趨勢。並且在鋅離子結



 

 70

合的情況下，D7 位置突變型與 H6 位置突變型有明顯的差異，可見與突變之胺基酸

種類相比，突變的位置對金屬結合能力有更顯著的影響。 

 

儘管由此方程式得到之 fitting 結果 R 2 極高，然而觀察發現在高濃度的情況

下，此 fitting 之 residue 與金屬離子有明顯的線性關係，表示除了 specific binding

外在此反應中可能也有 nonspecific binding 之存在。因此我們也使用同時考慮兩者

之 total binding equation 來進行 fitting。 

 

Total binding equation： Y = B୫ୟ୶ ∗ XKୢ + X + NS ∗ X 

 

此方程式中的兩項分別代表 specific binding 與 nonspecific binding 的影響，後項中

NS 為 nonspecific binding constant，與金屬離子之濃度呈線性關係。利用此方程式

fitting 所得到的結果如表 5-5-2，考慮 nonspecific binding 的情況下所得到的 R 2 較

前者來的更高。比較此方程式 fitting 之 Bmax 時，各種 β-類澱粉蛋白之間數值並不

相同，但除 D7A 以外，同一種類之 β-類澱粉蛋白在與鋅、銅離子結合時之 Bmax

相近。解離常數方面，與銅離子結合時 D7H > D7A > WT > H6A> D7N > H6R，與

前述之值相比僅有 D7A 及 D7H 有顯著之差異，然而此二者所得到的 nonspecific 

binding constant 之值為負，並不合理，不適用此公式 fitting。與鋅離子結合情況 D7H 

> D7A > D7N > WT > H6R > H6A，與前述結果雖略有變化，但同樣可以發現 H6

之突變型有明顯差異，此外 D7H 之突變型與鋅離子的解離常數相對於其他 β-類澱

粉蛋白有最顯著的差異。 

 

以上二公式皆假設溶液中沒有自由離子的存在，理論上只有在低濃度

([metal]/[protein]<1)的情況下適用，所有加入的離子皆與 β-類澱粉蛋白結合，然而

由於本實驗中溶液中加入甘胺酸與金屬離子結合，因此在高濃度的情況下仍可視

為沒有自由離子的存在，而此種甘胺酸與金屬離子的結合關係便可能反應在

nonspecific binding 的部分。 

 

為與先前發表的結果進行比較 83，故嘗試以該 paper 中使用的 single-site 
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depletion binding equation 來做 fitting。 

 

Single-site depletion binding equation ： Y = 12P୲ ቂሺKୢ + L୲ + P୲ሻ − ඥሺKୢ + L୲ + P୲ሻଶ − 4P୲L୲ቃ 
 

此公式中 Pt為蛋白質濃度，Lt則是金屬離子的濃度，與前述二式的差異在於此處

將自由離子的效應同時考慮在內。表 5-5-3 為 fitting 之結果，可發現以此公式 fitting

並不合適，H6A 及 H6R 甚至有完全無法 fitting 的情況發生。該篇論文中得到原生

型 β-類澱粉蛋白對銅與鋅結合之解離常數分別為 4.9 及 12μM，此處則為 2.26 及

2.86μM，然而由於本實驗中相較該 paper 添加了甘胺酸與金屬離子結合，因此可能

較適合使用 total binding equation 來描述結合之情形。以該式 fitting 獲得的原生型

β-類澱粉蛋白解離常數(3.86、4.26μM)也與該 paper 中數值較為接近。 

 

以 total binding fitting 之曲線載於附錄 D 中。 
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表 5-5-1、以 one-site specific binding equation 對自身螢光滴定曲線 fitting 之結果 

 
Cu Zn 

Bmax Kd(μM) R2 Bmax Kd(μM) R2 

WT 0.97 7.29 0.961 0.98 7.03 0.968 

D7A 1.06 4.37 0.995 1.06 18.7 0.949 

D7H 1.06 4.89 0.997 1.08 15.09 0.989 

D7N 0.95 5.89 0.955 1.02 13.27 0.927 

H6A 0.94 6.32 0.962 0.92 1.42 0.983 

H6R 0.97 2.88 0.991 0.95 1.11 0.987 

 

表 5-5-2、以 total binding equation 對自身螢光滴定曲線 fitting 之結果 

 
Cu Zn 

Bmax Kd(μM) NS R2 Bmax Kd(μM) NS R2 

WT 0.73 3.86 3074 0.989 0.78 4.26 2571 0.985 

D7A 1.13 4.95 -844 0.997 0.60 6.85 4145 0.967 

D7H 1.13 5.53 -848 0.997 0.98 12.9 911 0.989 

D7N 0.72 3.00 3071 0.989 0.61 4.68 4271 0.959 

H6A 0.73 3.40 2886 0.995 0.89 1.24 598 0.984 

H6R 0.90 2.31 1142 0.997 0.91 1.28 733 0.990 

 

表 5-5-3、以 single-site depletion binding equation 對自身螢光滴定曲線 fitting 之結

果 

 
Cu Zn 

Kd(μM) R2 Kd(μM) R2 

WT 2.26 0.674 1.86 0.675 

D7A 0.02 0.452 7.05 0.894 

D7H 0.04 0.547 3.95 0.930 

D7N 1.86 0.570 4.79 0.821 

H6A 1.40 0.613 - - 

H6R - - - - 
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圖 5-5-1、以不同光譜法得到之銅離子對原生型 β-類澱粉蛋白滴定曲線比較。 
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圖 5-5-2、以不同光譜法得到之鋅離子對原生型 β-類澱粉蛋白滴定曲線比較。
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圖 5-5-3、以不同光譜法得到之銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7A 滴定曲線比較。
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圖 5-5-4、以不同光譜法得到之鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7A 滴定曲線比較。
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圖 5-5-5、以不同光譜法得到之銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7H 滴定曲線比較。
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圖 5-5-6、以不同光譜法得到之鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7H 滴定曲線比較。
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圖 5-5-7、以不同光譜法得到之銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7N 滴定曲線比較。
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圖 5-5-8、以不同光譜法得到之鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7N 滴定曲線比較。
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圖 5-5-9、以不同光譜法得到之銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6A 滴定曲線比較。
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圖 5-5-10、以不同光譜法得到之鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6A 滴定曲線比較。
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圖 5-5-11、以不同光譜法得到之銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6R 滴定曲線比較。
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圖 5-5-12、以不同光譜法得到之鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6R 滴定曲線比較。
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5-6 以恆溫滴定量熱儀測量鋅、銅離子與原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之結合常數 

  

 恆溫滴定量熱儀也是一種測量分子結合關係之方法，其靈敏性十分高，然而

卻也因此容易受背景雜訊影響，例如緩衝溶液之濃度、pH 值在滴定過程中若有變

化往往會顯示在結果中，便可能將真正結合的訊號掩蓋，因此在操作的過程中保

持條件固定是十分重要的 86。 

 

 參考先前文獻，我們使用 60μM 的 β-類澱粉蛋白，在 25℃下以 1mM 之金屬

離子滴定，經過嘗試後所設定的條件為每次滴定 1.5μl，以 1000rpm 之速度混合，

在此條件之下可得到明顯的訊號。 

 

 將原始數據以時間對功率變化做圖，經由內建的 Origin 程式將每個滴定造成

的峰值面積積分以後便可得到滴定造成的熱焓變化(ΔH)，再藉由一開始設定的濃

度及滴定體積將結果轉換為莫爾比例(metal/protein)對熱焓變化做圖。最後利用內

建之 single -site binding 之公式 82fitting 便可得到 stoichiometry number、association 

constant、enthalpy、及 entropy 等熱力學參數。 

 

Single-site binding equation： 

Q = nM୲∆HV୭2 ቎1 + X୲nM୲ + 1nKM୲ − ඨ൬1 + X୲nM୲ + 1nKM୲൰ଶ − 4X୲nM୲቏	
 

圖 5-6-1 到圖 5-6-12 分別為原生型及五種突變型 β-類澱粉蛋白對鋅、銅離子滴

定之 ITC 滴定曲線，比較不同 β-類澱粉蛋白在滴定時之熱量變化可發現，D7A、

H6A、及 H6R 三者所放出的熱量遠小於其他三種 β-類澱粉蛋白，可推論 D7A、

H6A、H6R 三種突變會導致 β-類澱粉蛋白與金屬結合能力之降低。 

 

表 5-6-1、5-6-2 為各原生型及突變型 β-類澱粉蛋白對銅、鋅離子滴定所得到之

熱力學參數整理與比較。由表可發現各蛋白之 stoichiometry number 大約位於 0~1

之間，但並無法看出其與金屬結合之真正比例，其中 D7A、H6A、H6R 三者在與

銅離子結合時有較小的 n 值，特別是 H6A、H6R 之值變化最大，可推論 H6 之位
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置對銅離子之鍵結機制有顯著關係。至於結合常數則大致上在差不多的數量級，

未有發現明顯差異。反應放熱以 D7N 最高、D7A 最低，但大致上仍差別不明顯。

值得注意的是，entropy 之變化只有 D7A 為正值。其餘皆為負值。當自由能為負時

表示為自發反應(spontaneous reaction)，而熱力學定律中∆G = ∆H − T∆S，意即影響

一個反應由 enthalpy 及 entropy 兩個因素來決定，而此二者分別代表氫鍵作用力及

疏水性作用力，因此可推論 D7A 與金屬離子之結合中疏水性作用力相對其他突變

型蛋白來的重要。 

 

將此處所得到之結合常數倒數，即可獲得解離常數，表 5-6-3 中將此處獲得之

解離常數與前面自身螢光所獲得之解離常數做比較。其中原生型以兩種方式得到

之解離常數幾乎完全相同，而 D7N、H6A、H6R 三組則有較大之差異性。 

 

表 5-6-1、銅離子對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白以 ITC 滴定所獲得之熱力學參數 

Aβ n Ka(M
-1) ΔHo(cal/mol) ΔSo(cal/mol℃) ΔGo(cal/mol) 

WT 0.684 2.64e5 -2.789e4 -68.6 -7447.2 

D7A 0.307 4.51e5 -5.780e3 6.48 -7711.04 

D7H 0.759 1.82e5 -2.662e4 -65.2 -6892.4 

D7N 0.668 7.05e4 -3.096e4 -81.6 -6643.2 

H6A 0.0171 6.38e4 -7.3e4 -223 -6546 

H6R 0.119 5.51e4 -2.723e4 -69.6 -6489.2 

 

 

表 5-6-2、鋅離子對原生型及突變型 β-類澱粉蛋白以 ITC 滴定所獲得之熱力學參數 

Aβ n Ka(M
-1) ΔHo(cal/mol) ΔSo(cal/mol )℃  ΔGo(cal/mol)

WT 0.772 2.34e5 -4.119e4 -114 -7218 

D7A 0.877 4.41e4 -6.165e3 0.574 -6336.05 

D7H 0.590 5.17e4 -5.65e4 -151 -6652 

D7N 0.370 2.52e4 -8.644e4 -270 -5980 

H6A 0.466 1.43e4 -2.975e4 -80.7 -9748.6 

H6R 0.884 2.28e4 -1.143e4 -18.4 -5946.8 
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表 5-6-3、以 ITC 及自身螢光所量測之解離常數比較 

Cu Zn 

Aβ Kd,ITC(μM) Kd,Intrinsic(μM) Aβ Kd,ITC(μM) Kd,Intrinsic(μM)

WT 3.79 3.86 WT 4.27 4.26 

D7A 2.22 4.95 D7A 22.68 6.85 

D7H 5.49 5.53 D7H 19.34 12.9 

D7N 14.18 3.00 D7N 39.68 4.68 

H6A 15.67 3.40 H6A 69.93 1.24 

H6R 18.15 2.31 H6R 43.85 1.28 
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圖 5-6-1、銅離子對原生型 β-類澱粉蛋白之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-2、鋅離子對原生型 β-類澱粉蛋白之 ITC 滴定曲線(左)。以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-3、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7A 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-4、鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7A 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-5、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7H 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-6、鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7H 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 

 

 

 

 

0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

6.60

6.80

7.00

7.20

7.40

7.60

7.80

8.00

8.20

8.40

8.60

8.80

9.00

 
 

Time (min)

µ
cal

/s
ec

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6
-36.00

-34.00

-32.00

-30.00

-28.00

-26.00

-24.00

-22.00

-20.00

-18.00

-16.00

-14.00

-12.00

-10.00

-8.00

-6.00

-4.00

-2.00

0.00

Data: Data4_NDH
Model: OneSites
Chi^2/DoF = 1.035E5
N 0.590 ±0.0128 Sites
K 5.17E4 ±2.26E3 M-1

ΔH -5.165E4 ±1457 cal/mol
ΔS -151 cal/mol/deg

 
 
 

Molar Ratio

KC
al

/M
ol

e 
of

 In
je

ct
an

t



 

 96

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 5-6-7、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7N 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-8、鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 D7N 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-9、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6A 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-10、鋅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6A 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-11、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6R 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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圖 5-6-12、銅離子對突變型 β-類澱粉蛋白 H6R 之 ITC 滴定曲線(左)；以 one-site binding model fitting 之滴定曲線及其參數(右)。 
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5-7 15N labeled 原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之表現與純化 

5-7-1 藉由定點突變獲得突變型 pET14b-Aβ40 質體 

 

利用本實驗室先前建立之原生型 pET14b-Aβ40 質體，以及自行設計向基龍米克

斯(Genomics)公司訂購之引子進行定點突變。其原理為利用引子設計與原先序列不

同的 DNA 片段，與原本的質體混和進行 PCR，則引子會形成一圈完整的突變型質

體。由於原先的質體會被載體(此處指大腸桿菌)修飾帶有甲基，新形成的質體則

無，因此利用可辨識甲基進行反應的 DpnI 蛋白酶可將未經突變的質體破壞，最後

再將突變型質體轉殖入載體(E.coli─DH5α)中，由基龍米克斯公司定序後利用 NCBI

網站之 Blast 功能比較以確認所獲得的突變型質體序列之正確性。 

 

表 5-7-1、定點突變所使用之引子序列 

突變型 正向引子 反向引子 熔點溫度

D7A 
5'-gatgcagaattccgacatgcctcagga

tatgaagttcat-3' 

5'-atgaacttcatatcctgaggcatgtcgg

aattctgcatc-3' 
78.45°C 

D7H 
5'-aagatgcagaattccgacatcactcag

gatatgaagttc-3' 

5'-gaacttcatatcctgagtgatgtcggaa

ttctgcatctt-3' 
78.45°C 

D7N 
5'-caagatgcagaattccgacataactca

ggatatgaagttca-3' 

5'-tgaacttcatatcctgagttatgtcggaa

ttctgcatcttg-3' 
78.60°C 

H6A 
5'-gtatttccaagatgcagaattccgagct

gactcaggatatgaag-3' 

5'-cttcatatcctgagtcagctcggaattct

gcatcttggaaatac-3' 
78.39°C 

H6R 
5'-caagatgcagaattccgacgtgactca

ggatatgaagtt-3' 

5'-aacttcatatcctgagtcacgtcggaatt

ctgcatcttg-3' 
78.45°C 

 

 

表 5-7-2、各突變型基因序列之比對結果 

突變型 序列比對 

D7A 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATGCCTCAGGATATGAAGTTCA 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATGCCTCAGGATATGAAGTTCA 
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D7H 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATCACTCAGGATATGAAGTTCA   

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATCACTCAGGATATGAAGTTCA 

D7N 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATAACTCAGGATATGAAGTTCA 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACATAACTCAGGATATGAAGTTCA 

H6A 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGAGCTGACTCAGGATATGAAGTTCA 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGAGCTGACTCAGGATATGAAGTTCA 

H6R 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACGTGACTCAGGATATGAAGTTCA 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GCTCGAGAACCTGTATTTCCAAGATGCAGAATTCCGACGTGACTCAGGATATGAAGTTCA 

 

 

5-7-2 15N labeled 原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之表現與純化 

 

確認質體之序列正確後，以 plasmid extraction kit 將質體取出，並重新轉殖入

表現型的菌株 E.coli─BL21(DE3*)，因其製造目標蛋白的能力較 DH5α來的更加優

越，可增加目標蛋白之產率。 

 

在表現 15N labeled 之蛋白時其 15N 來源為 M9 培養液中的 15NH4Cl，因 M9 培

養液之養分來源僅為細胞最低生常需求，菌株在其中生長效率較差，因此我們先

以 LB 培養液進行培養，直到 OD600 到達 0.8 之菌量濃度時再將菌體離心，並轉移

到 M9 培養液，接著在 M9 培養液中培養半個小時以避免菌體中有殘餘太多來自

LB 之 N14 影響實驗結果，並且也可避免菌體因環境變化造成之生長不佳情形。接

著加入 0.5mM IPTG 以誘導菌體開始生產目標蛋白，並進行表現等級測試

(expression level test)以找出最佳的誘導時間。圖 5-7-1 為表現等級測試的結果。 
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圖 5-7-1、E. coli BL21(DE3*)在 M9 中 15N-His-Aβ40 之表現等級測試。箭頭所指處

為融合蛋白所在位置。所使用的膠片為 13.3%之 Tricine gel。 

 

所表現之 His-Aβ40 分子量約為 7kDa，也就是箭頭所指處，可發現經過誘導後隔夜

培養所表現的融合(fusion protein)蛋白量最多，因此之後的蛋白質表現皆使用此誘

導時間。 

 

此處所獲得之融合蛋白實際上結構為 Histag-TEV cutting site-Aβ40(參見附錄

C)，表現時存在菌體之 inclusion body 之中。將隔夜誘導的菌體離心並秤重之後，

利用 microfluidizer 先將菌體打破，再以低溫高速離心分離並去除上清液。接著使

用 8M 的尿素以溶解融合蛋白。由於融合蛋白上有 Histag 的存在，可與鎳親和管

柱結合，達到與其他蛋白分離之目的。一開始先使用含有 100mM imidazole 之緩衝

溶液以洗去管柱上非專一性結合蛋白，以增加獲得之融合蛋白純度，接著將

imidazole 之濃度逐漸提升至 500mM 以沖堤(elution)出與管柱結合之融合蛋白。 
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圖 5-7-2、以鎳親和管柱純化之融合蛋白 SDS-PAGE。 Lane 1 為 Flow-Through，

Lane 2、Lane 3 為洗下之融合蛋白(共 16ml)，Lane 4 則為濃度提升至 500mM 

imidazole 時之液體，所使用的膠片為 13.3% Tricine gel。 

 

由圖 5-7-2 之 SDS-PAGE 結果可發現，大部分之融合蛋白皆被分離並沖提出

來，僅有部分殘留於 Flow-Through 中，並且未有殘餘在管柱上之蛋白。接下來利

用中央研究院楊安綏老師實驗室提供之 TEV 蛋白脢可與 TEV 切位反應將 Aβ40 與

his-tag 分開，然而由於先前純化之緩衝溶液中含有 5M 之尿素，會影響 TEV 蛋白

脢之活性，因此先使用 3kDa cut-off 之 Centricon 透析並置換為不含尿素之緩衝溶

液。接著利用 Bradford assay 確認所含之融合蛋白濃度(~0.23mg/ml)，並以 50:1 之

體積比例將融合蛋白與 TEV 蛋白脢混合，置於 4℃隔夜以等待其切割完成。 

 

反應後之混合溶液再以高效能液相層析儀(HPLC)進一步純化，其結果如圖

5-7-3。將不同時間點收集的產物進行 SDS-PAGE 後利用 6E10 抗體進行 Dot blotting

測試 Aβ40 所在之位置。如圖 5-7-4。結果發現 18~27 分鐘皆有 6E10 之訊號。將這

些時間點之產物蒐集並進行 SDS-PAGE 以確認其分子量，如圖 5-7-5。最後由圖

5-7-5 發現，Dot blotting 所得到之訊號大多皆為未切割之融合蛋白，僅有少量之切

割完成之 Aβ40 存在第 30~31 分鐘處，此次純化並未成功分離 15N- Aβ40。 
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圖 5-7-3、原生型 Aβ40 之 HPLC 層析圖。其中~31 分鐘處之吸收峰為 Aβ40。 

 

 

 

圖 5-7-4、以 Dot blotting 分析 HPLC 純化之產物。一級抗體為 6E10，二級抗體為

Goat anti-mouse，底片曝光 5 分鐘。 
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圖 5-7-5、以 SDS-PAGE 分析之 HPLC 各時間產物。所使用之膠體為 13.3%之 Tricine 

gel。 
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第六章 結論與建議 

6-1 15N- Aβ40 之生產與純化 
 

為進行 1H-15N 之 HSQC 實驗，必須要能夠先生產並純化 15N- Aβ40，本此純化

流程中可發現，以 1L 的 M9 培養液可成功獲得~0.6mg 之融合蛋白，若能達到 100%

之 TEV 蛋白脢切割率則可獲得~0.4mg 之 Aβ40，然而此次純化中遭遇到兩個問題，

分別是 TEV 蛋白脢之切割率極低，以及 HPLC 無法將融合蛋白與 Aβ40 分離。 

 

由同樣以 TEV 蛋白脢切割並純化 Aβ之先前文獻 83 中發現，4℃隔夜應為充分

之反應時間及反應溫度，本次純化切割率過低的問題應是由於所添加的 TEV 蛋白

脢不足量，無法與獲得之融合蛋白完全反應，因此應先進行蛋白脢與融合蛋白之

混合比例測試，以確認能夠充分反應之 TEV 蛋白脢與融合蛋白比例。 

 

而 HPLC 無法將融合蛋白與 Aβ40 分離之問題，可藉由再次以鎳親和管柱純化

以將 Aβ40 與未切割之融合蛋白與切割下之 His-tag 部分分離。再次以 HPLC 純化應

可預期得到高純度之 Aβ40。 

 

此外為提升純化之產率，在各個步驟皆應避免產物的損失，如透析置換緩衝

溶液的步驟，應避免將融合蛋白溶液之濃度提升太多，以避免形成沉澱而造成損

失。在進行 TEV 蛋白脢之切割時，可使用攪拌子以確認蛋白脢與融合蛋白充分混

合，提升剪切之成功率。之後在進行其他突變型 Aβ40 之純化時也應重新測試如表

現等級、蛋白脢添加比例等純化條件，以獲得最大可能之產率。 
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6-2 以光譜法檢測原生型及突變型 β-類澱粉蛋白與金屬之結合關係 

 
此處我們嘗試使用自身螢光、Bis-ANS 螢光、及圓二色光譜三種光譜法來分析

原生型與突變型 β-類澱粉蛋白與鋅、銅離子的結合關係。其中自身螢光及 Bis-ANS

螢光皆使用 HEPES 為緩衝溶液，然而圓二色光譜中由於 HEPES 緩衝溶液會對圓

二色光譜產生干擾，無法獲得 220nm 以下之光譜，因此改用 Tris 為緩衝溶液。此

實驗條件的不一致性可能直接影響到結果，因此須重新考慮實驗條件之設計。 

 

在實驗進行的部分，為獲得準確之實驗數據，各組實驗皆重複進行三次以上，

然而由於 β-類澱粉蛋白、緩衝溶液、金屬離子等藥品用量過大，有時會發生藥品

用盡須重新配置的情形，雖然理論上每次配置之藥品之條件皆應相同，但為減少

實驗過程中人為誤差，應一次配置大量藥品以避免此種情況發生。且各實驗皆應

在短時間內完成，避免藥品放置過久而變性。 

 

由自身螢光及 Bis-ANS 螢光所獲得之結果，發現 H6A、H6R 兩種突變型與鋅

離子結合時有不同於其他突變型之表現，此結果與先前文獻 54 中以 EPR 實驗得到

之結果相近，His6 之胺基酸取代造成結合性質有顯著之差異，但取代為 H6A 或是

H6R 所造成的影響並不明顯。 

 

比較不同公式後發現，由 Total binding equation 所 fitting 之結果最能充分描述

β-類澱粉蛋白與金屬離子的結合關係，相較於先前文獻 84 中之原生型 β-類澱粉蛋

白對銅、鋅離子之解離常數分別為 4.9、及 12μM，此處獲得之結果為 3.86、及

4.26μM，其中差異可能來自於使用的緩衝溶液不同，以及甘胺酸的添加與否。比

較突變型與原生型之 β-類澱粉蛋白解離常數後並未發現顯著之差異。然而 D7 位置

之突變型與銅離子結合之解離常數皆小於與鋅離子解離常數，與原生型情況相

同。H6 位置之突變型與銅離子之解離常數卻大於與鋅離子解離常數。此實驗結果

可得到兩個結論，β-類澱粉蛋白與鋅、銅離子結合之方法必定有所差異，Bis-ANS

光譜中相反的結果也印證了此結果。另外 H6 位置一旦發生改變，其性質便有顯著

變化，可見此位置之胺基酸與金屬離子結合之結構有很大的相關性。 
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6-3 以恆溫滴定量熱儀檢測原生型及突變型 β-類澱粉蛋白與金屬之結合關係 
 

此處所使用的儀器為 ITC200，所搜尋到的相關文獻皆是使用 VP-ITC 來進行

實驗，此二者之最大差異在於所使用之試劑體積，ITC 200 僅為 VP-ITC 之二十分

之一，雖可節省藥品之用量，但實驗誤差所造成的影響相對之下將更為明顯，在

控制條件時要更加小心。在操作儀器過程中環境溫差將會影響實驗結果，因此在

操作時需避免周遭環境變化。 

 

此處獲得之金屬離子與原生型及突變型 β-類澱粉蛋白之計量數(stoichiometric 

number)皆在 0~1 之間。然而所得結果並無法確定金屬與 β-類澱粉蛋白之鍵結關係

為 1:1 或是 2:1 結合，試著重複實驗並嘗試以不同方式定量蛋白質濃度或許可以確

認此結果。 

 

比較各種 β-類澱粉蛋白之間解離常數發現幾乎所有突變型之解離常數皆大於

原生型一個數量級以上，此結果為先前自身螢光之結果所未發現，有待重複實驗

以確認此現象。 

 

此外 fitting 結果觀察到 D7A 之突變型其與金屬離子之作用力相對於其他突變

型來說顯得重要。若假定 H6 為金屬離子結合之位置，D7 之位置與其相鄰，並且

將親水性的胺基酸取代為疏水性的胺基酸，是否因此導致疏水性作用在此有較大

的影響，有待進一步的查證。 

6-4 建議及未來展望 
 

本實驗中針對不同類型之 β-類澱粉蛋白與銅、鋅離子之結合做比較，儘管未

能成功地發現確切的結合結構(binding coordination)，仍有許多值得探究之數據結

果。之後若是能完成光誘導交聯法及二維異核化學位移相關光譜之結果必能夠對

此結合關係有更深的了解，也希望能藉此研究對治療阿茲海默症的藥物設計有進

一步的貢獻。 
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附錄 

 

附錄 A 利用 Quick Change Primer Design Program 設計引子 

 

1. 首先連結到 https://www.genomics.agilent.com/ ，註冊並登入網站。 

2. 選取 Applications→Mutagenesis，並點選 Quick Change Primer Design Program。 

3. 選取所使用的 Site-directed mutagenesis kid 名稱，此處以 QuickChangeII 為例。 

4. 將所使用之 DNA template 序列以 FASTA 格式貼上在表格處。 

5. 點選 Upload 上傳 DNA 序列。 

6. 上傳完成後頁面會自動更新並顯示各個位置之 DNA 序列。 

7. 選擇要進行 Change、Delete、或是 insert DNA 序列，此處我們要進行的是突

變因此選擇 Change。 

8. 勾選要進行突變之 DNA 位置，並選取所要變更的 DNA 序列，例如要將線嘌

呤(A)突變成胞嘧啶 (C)，則勾選所要突變位置後在 site 1 的下拉式選單中選取

C。 

9. 按下 Design Primer，程式就會自行設計所需的正、反向引子。 

10. 此處以 D7A 為例，結果如下頁所示。 
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表 A-1、Quick Change Primer Design Program 結果 

 

Primer sequences: 

Primer Name Primer Sequence (5' to 3') 

D13A 5'-gatgcagaattccgacatgcctcaggatatgaagttcat-3' 

D13A_antisense5'-atgaacttcatatcctgaggcatgtcggaattctgcatc-3' 

 

Oligonucleotide information: 

Primer Name Length (nt.) Tm 
Duplex Energy at 

68°C 

Energy Cost of 

Mismatches

D13A 39 78.45°C -44.91 kcal/mole 3.2% 

D13A_antisense 39 78.45°C -46.45 kcal/mole 1.2% 

 

 Primer-template duplexes: 

Primer Name Primer-Template Duplex 

D13A 

5'-gatgcagaattccgacatgcctcaggatatgaagttcat-3' 

||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 

gttctacgtcttaaggctgtactgagtcctatacttcaagtagta 

D13A_antisense

caagatgcagaattccgacatgactcaggatatgaagttcatcat 

||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 

3'-ctacgtcttaaggctgtacggagtcctatacttcaagta-5' 

 



 

 113

 

附錄 B	以自動滴定儀進行去摺疊與再折疊實驗	
 

為達到快速、精準的目的，嘗試以自動滴定儀 Microlab500 搭配 螢光光譜儀

Fluormax-3 進行自動化蛋白質摺疊與去摺疊實驗。首先選取已被廣泛用來進行蛋

白質去折疊實驗之核糖核酸酶 A(RNaseA, Roche, 70297724)進行測試，並選用

130mM Tris-HCl, pH7 做為緩衝溶液，以及胍鹽酸(GdnHCl)做為去活性劑。先將

RNaseA 以 1mg/ml 的濃度溶解於緩衝溶液。再分別將其以 0.05mg/ml 濃度加入緩

衝溶液及 8M 胍鹽酸至以配製原態(Native stage)及去折疊態(Unfolded stage)之溶

液。 

 

去摺疊實驗操作： 

先將0.05mg/ml RNaseA 溶液1.5ml置於1cm光徑4ml quartz cuvette或取0.6ml

放入 0.7ml quartz cuvette，接著放入 Fluormax-3 (Horiba Jobin Yvon)。將含有

0.05mg/ml RNaseA 之 8M 胍鹽酸填充於自動滴定儀之管柱 A。再將連結管柱 A、B

之軟管插入 cuvette 至液面下約 2 公分深度(緊靠邊緣避免影響光徑)。最後在程式

中輸入預先計算完成的胍鹽酸添加劑量，系統即會自行經由管柱 A 進行胍鹽酸的

添加，以及螢光讀值之測量，並經由管柱 B 重複吸取確保 cuvette 中濃度均勻。 

 

再摺疊實驗操作： 

將管柱 A 以 ddH2O 清洗並乾燥，將 0.05mg/ml RNaseA 添充於管柱 A，改以

原態之蛋白質對去折疊態蛋白質進行滴定，重新輸入參數後開始實驗。 

 

下圖 B-2、圖 B-3 為去折疊、再折疊實驗以 280nm 為激發光並收集 300~400nm

之放射光譜。將最低胍鹽酸濃度之 308nm 螢光值調整為 0，最高濃度之值調整為 1，

標準化可得到滴定曲線如圖 B-4。圖 B-6 則是文獻中得到之 RNaseA 滴定曲線

(Bigelow, C.C. (1982) J. Biol. Chem. 257, 12935-12938)，可看到圖 B-4 中去折疊與再

折疊曲線幾乎完全重合，且與圖 B-6 相近，證實此設置是可行之做法，唯所需蛋

白質樣品耗費過多，因此進一步使用 0.7ml cuvette 進行實驗，以降低樣品需求量。 
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圖 B-5 為使用 0.7ml cuvette 進行之自動滴定結果，與圖 B-4 相較，此設定下

隨機誤差對結果產生之影響較大。但去折疊與再折疊曲線仍幾近重合，且與圖 B-6

相近，證實此自動滴定裝置之設置為可行之實驗方法。 

 

 

 

圖 B-1、自動滴定裝置設定示意圖 

 

 

 

圖 B-2、去折疊實驗光譜 
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圖 B-3、再折疊實驗光譜 

 

 

圖 B-4、以 GdnHCl 進行之 RNaseA 滴定曲線(4ml cuvette) 
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圖 B-5、以 GdnHCl 進行之 RNaseA 滴定曲線(0.7ml cuvette) 

 

圖 B-6、文獻之滴定曲線 
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附錄 C TEV-Aβ40-pET14b 質體之序列 
 

 

TEV-AB40-pET14b
4329 bp

Abeta40

HisTag*6

TEV cleavage site

Hin dIII (4297)

XhoI (4153)

 

圖 C-1、TEV-Aβ40-pET14b 質體之序列 
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附錄 D 自身螢光滴定曲線與 Total binding fitting 曲線 

 

圖 D-1、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 WT 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-2、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 WT 滴定曲線(上)及

residue(下)  
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圖 D-3、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 D7A 滴定曲線(上)及

residue(下)  
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圖 D-4、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 D7A 滴定曲線(上)及

residue(下)  
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圖 D-5、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 D7H 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-6、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 D7H 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-7、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 D7N 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-8、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 D7N 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-9、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 H6A 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-10、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 H6A 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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圖 D-11、以 total binding equation fitting 之銅離子與 Aβ40 H6R 滴定曲線(上)及

residue(下) 

 

 

 

0.00E+00

2.00E-01

4.00E-01

6.00E-01

8.00E-01

1.00E+00

1.20E+00

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

N
or

m
al

iz
e 

si
gn

al

[metal]/[protein]

H6R+Cu

-0.025

-0.02

-0.015

-0.01

-0.005

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4re
si

du
e

[metal]/[protein]

H6R+Cu



 

 129

 

 

圖 D-12、以 total binding equation fitting 之鋅離子與 Aβ40 H6R 滴定曲線(上)及

residue(下) 
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附錄 E 縮寫表 

 

全名 縮寫 

Amyloid precursor protein APP 

1,4 Dithiothreitol DTT 

4,4'-bis(1-anilino-8-naphthalene sulfonate) Bis-ANS 

Ammonium persulfate  APS 

Amyloid beta Aβ 

Bicinchoninic acid assay BCA 

blood brain barrier BBB 

Brovine serum albumin BSA 

Circular Dichroism  CD 

Electrochemiluminesence ECL 

electron paramagnetic resonance EPR 

familial Alzheimer’s disease FAD 

Fast protein liquid chromatography FPLC 

Heteronuclear Single Quantum Correlation HSQC 

High-performance liquid chromatography HPLC 

Isopropylthio-β-galactoside  IPTG 

Isothermal Titration Calorimetry ITC 

Luria-Bertani broth LB broth 

mass spectrometry MS 

Nuclear Magnetic Resonance NMR 

photo-induced cross-linking of unmodified 

proteins 

PICUP 

reactive oxygen species ROS 

Sodium dodecyl sulfate  SDS 

Tetramethylethylenediamine  TEMED 

Trifluoroacetatic acid TFA 
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