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中文摘要 

濤蛋白為一種微管結合蛋白，主要功能為維持微管的結構穩定並協助神經訊

號傳遞正常運作，一旦一些磷酸激酶像肝醣合成激酶過度磷酸化濤蛋白，使其形

成高度磷酸化的濤蛋白，這些過度磷酸化的濤蛋白則會降低和微管結合的能力而

游離在細胞中，進一步聚集堆疊形成成對螺旋配對纖維，再進一步堆疊形成神經

纖維糾結，這些糾結對神經細胞產生毒性病導致阿茲海默症。 

到目前為止，因為製備磷酸化蛋白並不容易，因此許多研究針對濤蛋白而不

是過度磷酸化的濤蛋白，所以建立一個可以表現磷酸化的濤蛋白很重要。有研究

指出在肝素誘導形成的濤蛋白纖維結構中的  
275

VQIINK
280

 和 
306

VQIVYK
311

 為

形成纖維的核心區域，最近則有另一研究使用冷凍電子顯微鏡去觀察由阿茲海默

病患腦中取出的神經纖維糾結，則發現只有在 
306

VQIVYK
311

 被包含在形成纖維的

核心區域。 

在我們的研究主題中，我們想要了解究竟濤蛋白和過度磷酸化的濤蛋白在形

成纖維是否會使用不一樣的區域進行堆疊；除此之外，我們也想了解是否一些轉

譯後修飾會影響纖維形成；最後，依據我們對濤蛋白纖維的了解，我們嘗試設計

胜肽抑制物期望可以抑制纖維的形成，希望可以做為治療阿茲海默症的藥物。 

 

 

 

 

 

  

關鍵字：濤蛋白、阿茲海默症、神經纖維糾結、胜肽抑制物、轉譯後修飾 
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Abstract 

Tau protein is a microtubule-associated protein which can stabilize the microtubule 

and help the signal transduction work normally. When kinases like GSK over 

phosphorylates tau, the hyperphosphorylated tau (p-tau) cannot bind to microtubules but 

forms paired helical filaments and turn into neurofibrillary tangles. These 

neurofibrillary tangles lead to neuron death and eventually cause Alzheimer’s disease 

(AD). 

So far, most of the structural studies focus on tau but not p-tau because of the 

difficulty in preparing phosphorylated protein. Establishing the p-tau expression system 

is important for tau research. It has been reported that 
275

VQIINK
280

 and 
306

VQIVYK
311

 

are the core regions of the in vitro heparin-induced tau fibrils. Very recently, cryo-EM 

data showed that only 
306

VQIVYK
311

 is in the amyloid core region of the p-tau paired 

helical filaments obtained from AD patients. 

In this study, we aimed to investigate whether the fibrils formed of tau and p-tau 

might use different regions as the amyloid core. In addition, we wanted to know 

whether the post-translational modification near the fibril core region can affect the 

fibril formation. Furthermore, based on our knowledge about the p-tau fibrils, we aim to 

design the peptide inhibitors to suppress the p-tau fibril formation as a therapeutic 

strategy to treat AD. 

 

 

Keywords: tau protein, Alzheimer’s disease, neurofibrillary tangles, peptide inhibitor, 

post-translational modification 
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縮寫表 Abbreviations 

ABC Ammonium bicarbonate 

ACN Acetonitrile 

ACT Activation reagent 

AD Alzheimer’s Disease 

AGD Argyrophilic grain disease 

APOE Apolipoprotein E 

APP Amyloid precursor protein 

APS Ammonium persulfate 

BSA Bovine Serum Albumin 

Cdk5 Cyclin-dependent kinases 5 

Cryo-EM Cryo-electron microscopy 

DCM Dichloromethane 

DEP Deprotection reagent 

DMF N,N-Dimethylformamide 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DTT Dithiothreitol 

ECL Enhanced chemiluminescence  

EDT 1,2-Ethanedithiol 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EtOH Ethanol 

FAD Familial Alzheimer's Disease 

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography 

FTD Frontotemporal dementia 
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GSK3β Glycogen synthase kinase 3β 

HCTU 
O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate 

HPLC Reversed-phase High Performance Liquid Chromatography 

IDPs Intrinsically disordered proteins 

IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

MARK Microtubule affinity regulating kinase 

MTBE Methyl tert-butyl ether 

NMM N-methylmorpholine 

OD Optical density 

PD Parkinson's disease 

PHF Pair helical filament 

PIMAX Protein Interaction Module–assisted Function X 

PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride 

PP1 Protein phosphatase 1 

PP2A Protein phosphatase 2A 

p-tau Hyperphosphorylated tau 

R1-R4 Microtubule-binding region 1-4 

SAD Sporadic Alzheimer's Disease 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

ssNMR Solid-state nuclear magnetic resonance 

TBST Tris buffered saline with tween-20 

TEM Transmission electron microscope 

TEMED Tetramethylethylenediamine 
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ThS Thioflavin S 
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E (Glu) Glutamic acid 

F (Phe) Phenylalanine 

G (Gly) Glycine 
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K (Lys) Lysine 

L (Leu) Leucine 

M (Met) Methionine 

N (Asn) Asparagine 
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Q (Gln) Glutamine 

R (Arg) Arginine 

S (Ser) Serine 
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第一章  緒論 

1.1  阿茲海默症 (Alzheimer's Disease, AD) 

阿茲海默症為一慢性神經退化性疾病，在失智症 (dementia) 中佔有最高的比

例 (Burns and Iliffe 2009)，患者早期會有短期記憶喪失的問題，隨著病情逐漸惡化，

開始出現情緒不穩定、語言和定向障礙、生活無法自理等症狀，而慢慢喪失身體

機能並導致死亡 (Masters, Bateman et al. 2015)。早至 1901 年時，阿茲海默症的病

例最早由德國精神科醫生 Alois Alzheimer 提出，當時 Alois Alzheimer 觀察並記

錄一位 50 歲女性病患 Auguste Deter 的病程，直到 1906 年病患死亡，病患表現

出現今典型的阿茲海默症症狀，包括記憶衰退、認知障礙等等，並在病患腦組織

中發現大量神經元喪失伴隨著許多類澱粉斑塊 (amyloid plaques) 及神經纖維糾結 

(neurofibrillary tangles) ，而後 Alois Alzheimer 發表此病例，並在 1910 年時由 

Emil Kraepelin 正式將此疾病以第一個發現者 Alois Alzheimer 的名字命名為「阿

茲海默症」 (Berchtold and Cotman 1998)。 

隨著醫療科技發展，人類的壽命也愈來愈長，阿茲海默症已成為消耗最多社

會資源的疾病之一。依據全球疾病負擔研究報告 (Global Burden of Disease Study)，

在 2015 年時全球約有 2980 萬人罹患阿茲海默症，同年有約 190 萬人死於失智

症，阿茲海默症造成社會負擔的問題日益嚴重，顯然成為現代社會一大問題，因

此阿茲海默症的研究愈來愈受到重視。阿茲海默症的成因至今依然不明，普遍認

為是由類澱粉斑塊及神經纖維糾結導致的神經死亡引起，其中這些類澱粉斑塊和

神經纖維糾結也是阿茲海默病主要病理特徵 (Mucke 2009) (圖 1.1)。類澱粉斑塊由

類澱粉前驅蛋白 (amyloid precursor protein, APP) 被酵素 β 分泌酶 (β-secretase) 

及 γ 分泌酶 (γ-secretase) 切割產生的類澱粉蛋白 (amyloid-β, Aβ) 組成，類澱粉

蛋白在腦中堆積並形成寡聚體 (oligomer) 或更進階形成類澱粉斑塊，破壞神經突

觸並影響神經訊號傳遞，造成神經死亡，導致阿茲海默症；神經纖維糾結則由過
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度磷酸化的濤蛋白 (hyperphosphorylated tau, p-tau) 組成，過度磷酸化的濤蛋白會

失去和微管 (microtubule) 的結合並在神經細胞中形成成對螺旋纖維 (pair helical 

filament, PHF) ，再進一步形成神經纖維糾結，對神經細胞產生毒性，而神經細胞

內的微管也逐漸瓦解使細胞骨架維持的運輸系統崩壞，導致神經細胞之間的訊號

傳遞功能喪失，最終使神經細胞死亡，造成阿茲海默症 (Ballard, Gauthier et al. 

2011)。 

阿茲海默症主要分為兩種類型：家族性阿茲海默症  (Familial Alzheimer's 

Disease, FAD) 和偶發型阿茲海默症 (Sporadic Alzheimer's Disease, SAD)，家族性

阿茲海默症病患常在 65 歲之前發病，故又稱為早發性阿茲海默症 (early-onset 

AD)，這類的疾病成因和基因突變有關，包含了類澱粉前驅蛋白、早老素 PSEN1 和 

PSEN2 基因的突變，影響類澱粉前驅蛋白的切除，使類澱粉斑塊的主要成分 Aβ42 

在細胞中的數量變多，最終導致阿茲海默症 (Scheltens, Blennow et al. 2016)；偶發

型阿茲海默症則由基因和環境因素所影響，為目前最主要的阿茲海默症類型，也

稱為晚發型阿茲海默症(late-onset AD)，包括年齡老化及帶有  E 型載脂蛋白 

(apolipoprotein E, APOE) 中的 ε4 對偶基因 (allele) (Strittmatter, Saunders et al. 

1993)。 

 

 

圖 1.1  阿茲海默病患腦中的神經病理特徵。 

圖 (a) 為類澱粉斑塊，由抗 Aβ42 抗體 (anti-Aβ42 antibody) 做免疫染色的結果；

圖 (b) 神經纖維糾結，由抗 PHF 抗體 (anti-PHF1 specific antibody) 做免疫染色

的結果。比例尺為 62.5 μm (LaFerla and Oddo 2005)。 
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1.2  濤蛋白假說 (Tau hypothesis) 

目前對於阿茲海默症的成因尚未了解，其中有一派科學家提出濤蛋白假說，

該假說提出正常情況下帶有少許磷酸根的 tau 在神經細胞中和微管結合，維持微管

結構的穩定性並協助神經訊號傳遞運作，受到磷酸激酶  (kinase) 和去磷酸酶 

(phosphatase) 調控，一但  tau 被一些磷酸激酶像是肝醣合成激酶  (glycogen 

synthase kinase 3β, GSK3β) 和週期素依賴性激酶-5 (cyclin-dependent kinases 5, 

Cdk5) 過度作用而產生高度磷酸化的 p-tau，這些 p-tau 會降低和微管的結合能力

並傾向於聚集形成 PHF，PHF 再進一步聚集成神經纖維糾結 (Goedert, Spillantini 

et al. 1991)，造成微管失去穩定而瓦解並使神經訊號傳遞喪失機能，最終導致神經

細胞死亡，引起阿茲海默症 (Chun and Johnson 2007) (圖 1.2)。 

上述濤蛋白假說指出 p-tau 不正常的累積對於神經細胞有很大的損害，為造

成神經退化的元兇，除了造成阿茲海默症外，tau 蛋白質異常沉積 (tauopathy) 也

造成其他神經退化性疾病像是額顳葉型失智症 (Frontotemporal Dementia, FTD)、帕

金森氏症  (Parkinson's disease, PD) (Selkoe and Podlisny 2002)、嗜銀顆粒症 

(argyrophilic grain disease, AGD) 等疾病 (Ferrer, Santpere et al. 2008)，愈來愈多神

經退化性疾病被發現和 tau 有所關聯，讓 tau 逐漸被重視。 

 

 

圖 1.2  tau 形成神經纖維糾結的機制。 

tau 被過度磷酸化而失去和微管的結合，聚集形成 PHF 和神經纖維糾結，造成神

經細胞死亡 (Mokhtar, Bakhuraysah et al. 2013)。 
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1.3  tau 的磷酸化與去磷酸化 

tau 在神經細胞中具有磷酸化現象，在 1983 年時，有研究萃取成年及未成年

老鼠腦中的微管，並從中分離出 tau，在試管內 (in vitro) 混合 tau 和 kinase，發

現 tau 能被多種 kinase 在不同的位點進行磷酸化，指出 tau 是一種能在多個位

點被磷酸化的蛋白質 (Pierre and Nunez 1983)。隔年，另一個研究使用 tau 和微管

做實驗，發現當 tau 被進一步磷酸化後，會降低和微管之間的結合能力，指出磷

酸化會影響 tau 結合微管的論點 (Lindwall and Cole 1984)。到 1992 年，有研究

從健康的人及阿茲海默病患腦中萃取出 tau 和 PHF 並進行分析，發現正常的 tau 

只帶有 2-3 個磷酸根，但 PHF 中的 tau 卻帶有 6-8 個磷酸根 (Ksiezak-Reding, 

Liu et al. 1992)。這些研究顯示出 tau 的磷酸化具有意義，可能會影響 tau 的功能

及形成澱粉樣纖維 (amyloid fibril) 的能力。 

隨著  tau 磷酸化的研究愈來愈多，已發現神經細胞內有許多  kinase 和 

phosphatase 共同調控 tau 的磷酸化，像是 GSK3β、Cdk5、環磷酸腺苷依賴蛋白

激酶 (cAMP-dependent protein kinase) 和微管親和調節激酶 (microtubule affinity 

regulating kinase, MARK) 等 kinase 能磷酸化 tau；磷酸酶 2A (protein phosphatase 

2A, PP2A) 和磷酸酶 1 (protein phosphatase 1, PP1) 等 phosphatase 則可去磷酸化 

tau，透過這些酵素的調控使 tau 能實施功能。例如：(一)調控 tau 和微管之間的

交互作用：tau 的磷酸化程度可以改變 tau 和微管之間的結合能力，進而影響微

管的組裝 (Breuzard, Hubert et al. 2013)，像是 Ser262 和 Thr231 被磷酸化即會導

致 tau 和微管結合的能力下降 (Biernat, Gustke et al. 1993, Cho and Johnson 2003)。

(二)調節神經突觸的延伸：MARK 和 PKA 可以調控神經突觸向外生長 (Biernat, 

Wu et al. 2002)；GSK3 可以調控神經突觸的收縮 (Sayas, Avila et al. 2002)。(三)控

制軸突運輸能力：調控神經軸突內的物質傳遞，但當 tau 被過度磷酸化後則導致

軸突病變 (axonopathy) 而使軸突運輸異常導致神經細胞死亡 (圖 1.3)。 
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圖 1.3  tau 在神經細胞中的功能受磷酸化調控。 

tau 被不同 kinase 和 phosphatase 調控而在神經細胞中協助物質運輸並幫助訊號

傳遞，一但調控失衡則造成神經細胞死亡 (Johnson and Stoothoff 2004)。 

 

1.4  由細菌表現磷酸化的 tau 

    上述提到在神經細胞內的 tau 帶有 2-3 個磷酸根，p-tau 則帶有 6-8 個磷酸

根 (Ksiezak-Reding, Liu et al. 1992)，現今大多數研究採用細菌表現出 tau 以進行

實驗，但這種 tau 不帶有任何磷酸根，自然情況下不會自發性形成澱粉樣纖維，

需要肝素 (heparin) 的幫助才能形成澱粉樣纖維，但真實情況下，神經細胞內不具

有 heparin，因此利用肝素誘發 (heparin-induced) 形成的 tau 纖維研究有時候備受

懷疑 (Fichou, Vigers et al. 2018)。因此，建立一個可以表達 p-tau 的系統對於 tau 

研究很重要，傳統上大多數實驗室要製備 p-tau 必須分別純化 tau 和 kinase，再

將兩者均勻混合，在 in vitro 條件下進行磷酸化反應產生 p-tau，但這種方法較耗

時，而後來美國密西根州立大學生化分生所的郭敏豪老師設計出可以在細菌內直

接表現 p-tau 的方法，稱為 Protein Interaction Module–assisted Function X (PIMAX) 

Approach ，設計一種質體可以同時表現  kinase 和  tau ，分別為  His6 

tag-Fos-Thrombin-GSK 和 Jun-TEV-Tau，Jun 和 Fos 透過蛋白質之間的作用力 

(protein-protein interaction) 亮氨酸拉鏈 (leucine zipper) 而靠近，使 GKS 可以對
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tau 進行磷酸化作用，產生 p-tau (圖 1.4)，該研究團隊隨後也對 p-tau 進行定性

測試 (qualitative analysis)，發現 p-tau 磷酸化的位點和 tau 可以被 GSK 作用的

位點相同，透過該方法取得的 p-tau 比一般不帶有任何磷酸根的 tau 更符合神經

細胞內真實的情況，因此比較適合用來做 tau 纖維抑制劑的實驗 (Sui, Xu et al. 

2015)。 

 

 

圖 1.4  PIMAX Approach 示意圖。 

左圖為 PIMAX 系統中設計的質體，可以表現出 His6 tag-Fos-Thrombin-GSK 和 

Jun-TEV-Tau 兩種蛋白；右圖為 Fos 和 Jun 之間透過 leucine zipper 作用力而使

兩種蛋白靠近彼此，使 GSK 對 tau 進行磷酸化作用，產生 p-tau。 

 

1.5  tau 的組成與神經纖維糾結形成的機制 (Fibrillization) 和結構 

tau 為一種固有無序蛋白質 (intrinsically disordered proteins, IDPs)，在一般生

理條件下並沒有固定結構 (Skrabana, Sevcik et al. 2006)，由 N 端區域 (N-terminal 

region)、脯氨酸豐富區域 (proline-rich region) 和 C 端區域 (C-terminal region) 組

成，其中 C 端區域中包含四個微管結合區域  (microtubule-binding region 1-4, 

R1-R4)，人類具有的 tau 依照具有零、一或二個 N 端區域及三個微管結合區域 

(無 R2) 或四個微管結合區域分為六種異構物 (isoform)，分別為 0N3R、1N3R、

2N3R、0N4R、1N4R 和 2N4R，其中在成年人神經細胞中主要存在的 isoform 為 

1N3R 和 1N4R (Goedert and Jakes 1990)。Tau 透過微管結合區域和微管結合並保
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持微管結構穩定性 (Sergeant, Delacourte et al. 2005)，而微管結合區域二和三中的 

275
VQIINK

280 
(PHF6*) 和 

306
VQIVYK

311 
(PHF6) 被視為形成神經纖維糾結的核心

區域 (圖 1.5)，正常情況下 tau 帶有負電荷的 N 端區域和帶有正電荷的 C 端區

域會互相作用而使夾在中間的 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 被包覆，一但 tau 

被過度磷酸化，又磷酸化的位點大多數在 proline-rich region 和 C 端區域，影響

了 N 端和 C 端之間的作用力，使 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 曝露出來而有

機會靠近彼此而堆疊形成 oligomer，接著形成 PHF (圖 1.6)，再進一步形成神經纖

維糾結，對神經細胞造成傷害 (Alonso, Zaidi et al. 2001)，隨著神經細胞死亡，這

些神經纖維糾結會被釋出而傷害其他神經細胞，最終導致阿茲海默症。 

    後續也有許多研究利用不同的方法去看 tau fibril 的結構，像是有用固態核磁

共振 (solid-state nuclear magnetic resonance, ssNMR) 去看 tau peptide 形成的 

PHF 結構，該研究使用的是含 R1、R3 和 R4 的 K19 peptide，其中 PHF 在 

V306-S324 有形成三個  β 股  (β-strand) 結構，其中第一個  β-strand 即由 

306
VQIVYK

311 組成，強調了 
306

VQIVYK
311 對於 tau 形成澱粉樣纖維的重要性 

(Daebel, Chinnathambi et al. 2012)；有其他研究使用冷凍電子顯微鏡 (Cryo-electron 

microscopy, Cryo-EM) 觀察 heparin 引發的 tau 纖維化，結果看到許多種類的纖

維結構，包括蛇狀纖維 (snake filament)、旋風狀纖維 (twister filament) 和軟管狀

纖維 (hose filament) 等等 (圖 1.7)，其中在 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 都有

形成 β-strand 結構 (Zhang, Falcon et al. 2019) (圖 1.8)；也有另一個研究同樣使用

冷凍電子顯微鏡去看病人腦中萃取出的 p-tau 纖維結構，則發現在 
306

VQIVYK
311 

有形成 β-strand 結構 (Fitzpatrick, Falcon et al. 2017) (圖 1.9)。這些研究都指出 tau 

中的四個微管結合區域對於 tau 形成澱粉樣纖維很重要，特別是 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311。 
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圖 1.5  tau 的結構示意圖。 

圖為 tau (1N4R) 的結構組成示意圖，具有一個 N 端區域 (N1)、脯氨酸豐富區域 

(Pro rich) 及 C 端區域，其中 C 端區域包括四個微管結合區域 (R1-R4)，R2 和 

R3 包含 
275

VQIINK
280 

(PHF6*) 及 
306

VQIVYK
311 

(PHF6)，被視為 tau 用來堆疊形

成澱粉樣纖維的核心區域。 

 

 

圖 1.6  tau 受過度磷酸化影響而使核心區域曝露。 

當 tau 被過度磷酸化之後會使 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 曝露出來而讓彼此

有機會堆疊聚集形成神經纖維糾結 (Kolarova, Garcia-Sierra et al. 2012)。 
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圖 1.7  heparin-induced tau 纖維形態。 

冷凍電子顯微鏡下所觀察到的 heparin-induced tau 纖維，具有多種形態，包括蛇

狀纖維 (snake filament)、旋風狀纖維 (twister filament)、鋸齒狀纖維 (jagged) 和軟

管狀纖維 (hose filament) 等等。比例尺為 50nm (Zhang, Falcon et al. 2019)。 

 

(A) 

 

 

(B) 
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(C) 

 

 

(D) 

 

圖 1.8  heparin-induced tau 纖維 β 摺板結構位置。 

冷凍電子顯微鏡下觀察到的各式 heparin-induced tau 纖維之 β 摺板結構位置。(A) 

2N4R tau 蛇狀纖維。(B) 2N4R tau 旋風狀纖維。(C) 2N4R tau 鋸齒狀纖維。(D) 

2N3R tau 纖維，灰色字體代表 2N3R tau 不具有的 R2 區域 (Zhang, Falcon et al. 

2019)。 
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圖 1.9  p-tau 纖維 β 摺板結構位置。 

冷凍電子顯微鏡下觀察到的 p-tau 纖維之 β 摺板結構位置 (Fitzpatrick, Falcon et 

al. 2017)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201903482

12 
 

澱粉樣纖維 方法 β 摺板結構位置 參考文獻 

K19 (244-372/Δ 

R2275-305) 纖維 

加 heparin，用固

態核磁共振觀察 

V306-K324 (含 3 

個 β 摺板：

V306-V311、

V313-L315、

K317-C322) 

Daebel, 

Chinnathambi et 

al. 2012 

2N4R tau  纖維 加 heparin，用冷

凍電子顯微鏡觀

察 

K274-H330 (含 6

個 β 摺板：

K274-K280、

L282-C291、

D295-K298、

S305-Y310、

V313-K321、

N327-H330) 

Zhang, Falcon et 

al. 2019 

K274-K321 (含 4 

個 β 摺板：

K274-L284、

N286-C291、

S305-Y310、

V313-K321) 

K274-K321 (含 3 

個 β 摺板：

K274-K290、

S305-Y310、

V313-L321) 
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2N3R tau 纖維 K274-H330 (含 4 

個 β 摺板：

K274-K310、

V313-L315、

K317-L325、

I328-H330) 

p-tau 纖維 沒加 heparin，用

冷凍電子顯微鏡

觀察 

V306-F378 (含 8 

個 β 摺板：

V306-K311、

V313-C322、

N327-K331、

Q336-S341、

K343-K347、

R349-I354、

S356-V363、

N368-F378) 

Fitzpatrick, Falcon 

et al. 2017 

表 1.1  tau / p-tau 纖維的結構。 

統整一些關於 tau / p-tau 纖維結構的研究。 
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1.6  tau 具有的轉譯後修飾 (Post-translational modification, PTM) 

tau 帶有許多轉譯後修飾，不同位點的修飾對於 tau 的功能有不同的影響，

例如：(一)磷酸化 (phosphorylation) (圖 1.10)：Thr231 的磷酸化會導致 tau 局部

結構有所變化而使 GSK3β 或其它 kinase 可以更近一步磷酸化 tau  (Lin, Cheng 

et al. 2007)；Ser214/Ser262 的磷酸化會使  tau 和微管結合的親和力下降 

(Schneider, Biernat et al. 1999)；Ser199/Ser202/Thr205 的磷酸化會使微管重組並降

低  tau 結合微管的能力，也會破壞粒線體移動的能力而導致神經細胞死亡 

(Shahpasand, Uemura et al. 2012)。(二)甲基化 (methylation)：K259/K290/K353 的

甲基化可以調節 tau 和微管的結合，且甲基化修飾也對 tau 形成神經纖維糾結有

所影響 (Funk, Thomas et al. 2014)。(三)乙醯化 (acetylation)：Lys280 的乙醯化會

降低 tau 和微管的結合能力而使游離的 tau 數量增加，產生更多 PHF (Cohen, Guo 

et al. 2011)；Lys321 的乙醯化可以防止 Ser324 被磷酸化，並抑制 tau 形成 PHF 

而降低神經纖維糾結的生成 (Carlomagno, Chung et al. 2017)；Lys259/Lys353 的乙

醯化可以阻止 Ser262/Ser353 被磷酸化 (Cook, Carlomagno et al. 2014)。 

除了上述提到的轉譯後修飾外， tau 還有被發現具有泛素化修飾 

(ubiquitination)、糖基化修飾 (glycosylation)、硝基化修飾 (Nitration)等等 (Liu, 

Zaidi et al. 2002, Horiguchi, Uryu et al. 2003, Lee, Lee et al. 2013) (圖 1.11)，這些修

飾對於 tau 各有不同的作用機制，在不同胺基酸上的不同修飾對於 tau 有不同的

影響，包括改變 tau 和微管之間的親和力及形成 PHF 的能力，不同的修飾之間

也有交互作用 (crosstalk)，例如糖基和磷酸根之間的交互作用會影響 tau 局部結

構的改變 (Bourré, Cantrelle et al. 2018)。透過這些轉譯後修飾調控 tau 的作用來維

持神經細胞正常運作。 
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圖 1.10  tau 磷酸化作用的位點。 

Tau 有許多胺基酸可以被磷酸化，此圖列出了健康的人和阿茲海默病患腦中曾被

發現帶有磷酸根的位子 (Simic, Babic Leko et al. 2016)。 

 

 

圖 1.11  tau 具有各種轉譯後修飾。 

利用液相層析-串聯式質譜分析 (Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS) tau 上的修飾，藍色部分為實驗中和資料庫分析比對後得到的 tau 序

列，紅色部分為兩個形成神經纖維糾結的核心區域，可以發現 tau 上有許多修飾，

包括磷酸化、甲基化、泛素化等等 (Thomas, Funk et al. 2012)。 
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1.7  抑制 tau 形成澱粉樣纖維的方法 

    神經纖維糾結對神經細胞的傷害為導致阿茲海默症的元兇之一，有許多研究

試圖找出方法來阻止 tau 纖維的形成，希望可以減緩或阻止神經細胞的死亡。有

研究將目標放在主要導致 tau 過度磷酸化的 GSK 身上，設計一些 GSK inhibitor 

用以降低 GSK 的活性，並在老鼠實驗中發現可以減緩 tau 纖維的形成，推論或

許 GSK inhibitor 有潛力當成預防阿茲海默症的藥物 (Perez, Hernandez et al. 2003, 

Noble, Planel et al. 2005)；也有其他研究則是著重在 PP2A phosphatase 身上， PP2A 

是最主要對 tau 進行去磷酸化的酵素 (Goedert, Jakes et al. 1995)，而在阿茲海默病

患腦中的 PP2A 活性較低 (Gong, Shaikh et al. 1995)，因此 PP2A 活性的降低被認

為也是導致阿茲海默症的原因之一，所以有些研究設計一些藥物用以提高 PP2A 

的活性，並發現可以減少 tau 的過度磷酸化 (Li, Sengupta et al. 2004)。此外，也

有研究針對 Cdk5 / p25 下手，Cdk5 也是導致 tau 磷酸化的酵素之一，設計可以

抑制 Cdk5 / p25 的抑制物 TFP5，經腹腔注射到老鼠體內，發現可以延緩 tau 的

過度磷酸化及神經纖維糾結的形成，同時也減少了 Aβ 的累積及大腦發炎的症狀 

(Shukla, Zheng et al. 2013)。而針對 kinase 或 phosphatase 來減少 tau 纖維形成的

方法即使有效，但也有許多潛在的擔憂，因為 kinase 和 phosphatase 除了作用在 

tau 身上之外，也調控許多訊號傳遞路徑，即便可以抑制 tau 的過度磷酸化，同

時也可能導致其他訊號傳遞受到影響，因此這方面的實驗還需要更多數據來驗

證。 

    也有一些研究針對  tau 形成澱粉樣纖維的重要區域  
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 來設計抑制物，有些研究依照 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 來設

計胜肽抑制物 (peptide inhibitor) 干擾 tau 堆疊形成澱粉樣纖維，像是合成出與 

275
VQIINK

280 和 
306

VQIVYK
311 相似序列的胜肽，讓該胜肽去競爭原本 tau 之間 

275
VQIINK

280 和 
306

VQIVYK
311 的結合位，以達到阻止 tau 纖維形成的目的，他們

利用電腦模擬出可能有抑制效果的胜肽抑制物，針對 
306

VQIVYK
311 設計了序列為 
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TLKIVW 的抑制物，經實驗後發現該抑制物無法有效抑制 tau 形成澱粉樣纖維；

針對 
275

VQIINK
280 則是設計了序列為 DVQMINKKRK (MINK)、DVWMINKKRK 

(W-MINK)、DVQWINKKRK (WINK) 等抑制物，其中發現 W-MINK 可以有效抑

制 tau 形成澱粉樣纖維，因此提出 
275

VQIINK
280 對於 tau 纖維的形成有較大的影

響 (Seidler, Boyer et al. 2018)。有研究則是選用 D – 式 (D-form) 的胜肽抑制物來

進行測試 (Sievers, Karanicolas et al. 2011)，或是合成出環狀的胜肽抑制物用以抑制

胜肽纖維的形成 (Zheng, Liu et al. 2011)；也有其他研究設計了同時含有 D – 式和 

L – 式 (L-form) 的環狀胜肽抑制物，稱為 cyclic D,L-α-peptide lead CP-2，序列為 

[lJwHsK]，方框號代表該胜肽為環狀，大寫英文字代表 L-form 胺基酸，小寫英文

字則代表 D-form 胺基酸，J 代表正亮胺酸 (norleucine)，發現這種抑制物可以抑

制胜肽  Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2
 
(Ac-PHF6-NH2) 形成澱粉樣纖維  (Belostozky, 

Richman et al. 2018)。此外，也有研究合成一面帶有 
306

VQIVYK
311 相似序列、另

一面帶有其他序列的環狀胜肽，並合成可以形成澱粉樣纖維的短胜肽  

Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 來模擬 tau，讓環狀胜肽利用 
306

VQIVYK
311 結合到 peptide 

的 
306

VQIVYK
311 上，而因為環狀胜肽另一面不帶有 

306
VQIVYK

311
 序列，導致無

法再和其他的短胜肽 Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 結合，因此可以阻擋其他胜肽繼續堆

疊上來，藉此阻斷胜肽之間的堆疊，減緩該胜肽形成澱粉樣纖維的能力 (Wang, 

Northfield et al. 2016)。 
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胜肽抑制物名稱 抑制目標序列 結果 參考文獻 

TLKIVW 
306

VQIVYK
311

 無法有效抑制 tau 

形成澱粉樣纖維 

Seidler, Boyer et 

al. 2018 

MINK 
275

VQIINK
280

 三種抑制物皆可

抑制 tau 纖維形

成，但 W-MINK 

的抑制效果最好 

W-MINK 

WINK 

cyclic 

D,L-α-peptide lead 

CP-2 

306
VQIVYK

311
 可以抑制胜肽

306
VQIVYK

311
 纖

維的形成 

Belostozky, 

Richman et al. 

2018 

SFAI 系列的環狀

胜肽抑制物 

306
VQIVYK

311
 部分 SFAI 抑制

物可以抑制胜肽

306
VQIVYK

311 纖

維的形成 

Wang, Northfield, 

et al. 2016 

環狀 VQIVY-KL 306
VQIVYK

311
 在 100 μM 高濃

度下可以抑制胜

肽 306
VQIVYK

311

纖維的形成 

Zheng, Liu et al. 

2011 

環狀 QIVYK-LK 沒有抑制效果 

D-TLKIVW 
306

VQIVYK
311

 可以減緩 

306
VQIVYK

311纖

維的形成 

Sievers, 

Karanicolas et al. 

2011 

表 1.2  針對結構設計的胜肽抑制物。 

統整一些研究所設計的胜肽抑制物，包含設計理念所針對的目標以及結果。 
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1.8  神經纖維糾結的結構對於阿茲海默症之關聯性 

    因為神經纖維糾結導致神經細胞死亡為阿茲海默症的成因之一，所以針對神

經纖維糾結下手是一個有機會可以預防或治療阿茲海默症的方法。了解神經纖維

糾結的結構對於 tau 是如何堆疊形成纖維很重要，先前許多研究指出 tau 可能透

過 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 形成神經纖維糾結 (Inouye, Sharma et al. 2006)，

因此很多研究也針對該兩段區域設計出各種抑制物 (inhibitor) 來干擾 tau 的不正

常堆疊，例如用小分子藥物或是胜肽藥物 (Bulic, Pickhardt et al. 2010, Wang, 

Northfield et al. 2016, Seidler, Boyer et al. 2018)，期盼可以阻止神經纖維糾結的生成，

以減緩神經細胞受到的危害。 

    上述提到有研究利用冷凍電子顯微鏡觀察由 heparin-induced tau 堆疊形成的

神經纖維糾結中，275
VQIINK

280 和 
306

VQIVYK
311 都有 β-strand 的結構，又澱粉樣

纖維的形成需要 β-strand 結構，代表 tau 利用 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 片

段去堆疊形成澱粉樣纖維 (Zhang, Falcon et al. 2019)，而這結果和之前的研究相同；

但另一個研究發表指出利用冷凍電子顯微鏡觀察到由阿茲海默病患腦中取出的神

經纖維糾結中只有  
306

VQIVYK
311 帶有  β-strand 結構，代表  tau 只有利用 

306
VQIVYK

311 片段去堆疊形成澱粉樣纖維 (Fitzpatrick, Falcon et al. 2017)，因此現

今對於 tau 究竟是用哪個片段去堆疊還需要透過更多實驗去驗證，除了能幫助我

們更加了解 tau 的結構之外，也協助研發針對結構去干擾 tau 堆疊的藥物。 
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1.9  實驗研究目的與實驗設計 

了解神經纖維糾結對於阿茲海默症是重要的一環，因此我的研究主要針對纖

維結構的形成進行探討，主要分成三個部分：(1) 形成澱粉樣纖維的兩個核心區域

哪一個比較重要； (2) 轉譯後修飾的影響； (3) 胜肽抑制物的設計  (peptide 

inhibitor)。 

(一)了解 p-tau 中兩個形成神經纖維的核心區域究竟哪個對於 p-tau 堆疊形

成澱粉樣纖維比較重要，其中我們認為冷凍電子顯微鏡觀察病患腦中澱粉樣纖維

的研究是較可信的，因為 heparin 並不存在於細胞內中，所以 heparin 引發形成

的  tau 纖維並不一定和真實病患腦中的  p-tau 纖維相同，故我們推估只有 

306
VQIVYK

311 才是重要的核心區域，因此我們的假說為「 p-tau 會利用 

306
VQIVYK

311 堆疊形成神經纖維糾結，而不是 
275

VQIINK
280。」為了驗證這個假

說，我們會使用種晶效應 (seeding effect) 去印證， 種晶效應即是將 tau 或 p-tau 

纖維打碎成許多小片段 (fragment)，將這些片段加入各種胜肽樣品一起培養，如果

這些纖維片段中形成澱粉樣纖維核心的序列跟某一胜肽相同，則可作為胜肽結構

轉變的模板，促使胜肽加入這些纖維片段中，延長這些纖維 (Walker, Diamond et al. 

2013) (圖 1.12)。我們首先用固相合成儀合成含有 
275

VQIINK
280 和 

306
VQIVYK

311 

的胜肽，並在 N 端及 C 端分別用乙醯化及醯胺化 (amidation) 修飾以模擬該胜

肽在完整  tau protein 中兩端皆具有其他胺基酸連結的形式，包括 

Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 (PHF6*) 、 Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 (PHF6) 、 tau244-280 

(R1+PHF6*)、tau275-305 (PHF6*+R2) 和 tau281-311 (R2+PHF6) (圖 1.13)，我們用

PIMAX 系統表達 p-tau 並純化，將 p-tau 和 Thioflavin S (ThS)  共同培養，因

為 ThS 的特性和 Thioflavin T (ThT)  相似，會和澱粉樣纖維結合而發出螢光 

(fluoresence) (Khurana, Coleman et al. 2005)，故藉由偵測螢光訊號來觀測澱粉樣纖

維的生成 (圖 1.14)，成功取得 p-tau 纖維之後，用超音波震動器 (sonicator) 將 

p-tau 纖維打碎成許多小片段，這些小片段當成種晶 (seed)，看是否能加速以上這
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些胜肽形成澱粉樣纖維，基於之前的纖維結構研究，我們預期 p-tau 纖維片段只

能協助含有  
306

VQIVYK
311 的胜肽形成澱粉樣纖維，即是  p-tau 只對含有 

306
VQIVYK

311 序列之胜肽有種晶效應。 

 

 

圖 1.12  種晶效應示意圖。 

圖中藍線代表培養 protein 形成澱粉樣纖維時，隨著時間會有愈來愈多 protein 聚

集長成澱粉樣纖維，並達到最大值；紅線代表加入 seed 一起培養，則會加快澱粉

樣纖維生成的速度。 

 

 

圖 1.13  實驗設計的五種胜肽。 

實驗設計所合成的胜肽序列。 
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圖 1.14  ThS 實驗示意圖。 

利用 ThS 會和澱粉樣纖維結合並發出螢光的特性來偵測澱粉樣纖維的生成。 

 

 p-tau 種晶 tau 種晶 

275
VQIINK

280
 - + 

306
VQIVYK

311
 + + 

tau244-280 (R1+PHF6*) - + 

tau275-305 (PHF6*+R2) - + 

tau281-311 (R2+PHF6) + + 

表 1.3  種晶實驗結果預測表。 

表格中的 「+」 代表種晶可以促使胜肽形成纖維；「-」 代表種晶不能促使胜肽形

成纖維。我們的假說認為 p-tau 會利用 
306

VQIVYK
311 堆疊形成神經纖維糾結，而

不是 
275

VQIINK
280，因此推測 p-tau 種晶只能促使含有 

306
VQIVYK

311
 片段的胜

肽形成纖維；tau 種晶則可以促使含有 275
VQIINK

280
 和 

306
VQIVYK

311
 片段的胜

肽形成纖維。 
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    (二)了解不同位點的轉譯後修飾是否對 tau 形成澱粉樣纖維有所影響，前人有

許多 tau 的轉譯後修飾對結構特性的研究都是把可能發生轉譯後修飾的胺基酸以

別的胺基酸取代，例如  K →  Q, S (T) →  A 或  E 等  (Rodríguez-Martín, 

Cuchillo-Ibáñez et al. 2013, Gorsky, Burnouf et al. 2016)。我們用固相合成的方式可以

直接合成帶有轉譯後修飾的胜肽，上述提到我們合成了五種胜肽，其中三種較長

序列的 tau244-280 (R1+PHF6*)、tau275-305 (PHF6*+R2) 和 tau281-311 (R2+PHF6) 

之中，有些位點在神經細胞中可能會被修飾，像是 Ser262 和 Ser289 具有磷酸化，

Lys254 和 Lys267 具有甲基化等等，我們想了解這些轉譯後修飾會不會加快或減

緩 tau 堆疊形成澱粉樣纖維，因此我們會合成帶有修飾的這三種胜肽 (圖 1.15)，

目前只合成了帶有一個磷酸根的 tau244-280，稱為 tau244-280 w/ pSer262 (圖 

1.16)，並和沒有修飾的胜肽進行比較，看兩者之間在形成澱粉樣纖維上有沒有差

異，藉此推測該修飾是否影響 tau 形成澱粉樣纖維。 

 

 

圖 1.15  tau244-280、tau275-305 和 tau281-311 可能有轉譯後修飾的位置。 

這三種胜肽中的一些位點在人體中有可能帶有修飾，橘色為有可能被磷酸化的位

點，紫色為有可能被甲基化的位點，我們會合成帶有一個位點修飾的胜肽來進行

實驗 (圖 1.13)。 

 

 

圖 1.16  我們合成的帶有一個位點修飾的胜肽。 

我們先合成 tau244-280 且帶有一個磷酸根的胜肽。 
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    (三)設計胜肽抑制物 (peptide inhibitor) 來干擾 p-tau 堆疊形成澱粉樣纖維，

之前我們實驗室對 Aβ 胜肽抑制物的研究，我們發現在  Aβ 胜肽的核心區域 

Aβ(25-35) 的 N 端接上八個 Arg，得到的 R8-Aβ(25-35) 可以抑制 Aβ 堆疊形成

澱粉樣纖維 (Cheng, Chen et al. 2017)。仿照這個設計原理，再根據目前對 tau 纖

維結構的研究，我們初步以 PHF6 和 PHF6 兩個形成澱粉樣纖維的核心區域為基

礎來設計胜肽抑制物，我們將 
275

VQIINK
280 及 

306
VQIVYK

311 的 N 端接上八個 

Arg，並再接上一個 Cys，供後續實驗可以進行螢光染劑的標記，這兩種胜肽抑制

物稱為  R8-VQIINK 和  R8-VQIVYK (圖  1.17)，期望得到的 R8-VQIINK 或

R8-VQIVYK胜肽抑制物會利用 VQIINK 或 VQIVYK 片段和 tau 或 p-tau 中的 

275
VQIINK

280 或 
306

VQIVYK
311 堆疊，並透過八個 Arg 帶有的高度正電荷來干預

其他 tau 或 p-tau 分子繼續堆疊上去，以達到干擾 tau 或 p-tau 堆疊的能力，期

望可以減緩 tau 或 p-tau 纖維對神經細胞造成的傷害 (圖 1.18)。 

 

 

圖 1.17  胜肽抑制物的設計。 

將 
275

VQIINK
280 及 

306
VQIVYK

311 的 N 端接上八個 Arg 作胜肽抑制物，希望有

抑制 tau 堆疊的效果。 
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圖 1.18  胜肽抑制物實驗設計示意圖。 

胜肽抑制物會和 tau 或 p-tau 用來堆疊形成纖維的核心區域結合，並藉由正電荷

來干擾其他其他 tau 或 p-tau 分子繼續堆疊，藉此阻止、減緩 tau 或 p-tau 纖維

的生成。 

 

 R8-VQIINK R8-VQIVYK 

275
VQIINK

280
 + - 

306
VQIVYK

311
 - + 

tau244-280 (R1+PHF6*) + - 

tau275-305 (PHF6*+R2) + - 

tau281-311 (R2+PHF6) - + 

tau + + 

p-tau - + 

表 1.4  胜肽抑制物實驗結果預測表。 

表格中的 「+」 代表胜肽抑制物可以抑制胜肽或蛋白質形成纖維；「-」 代表胜肽

抑制物不能抑制胜肽或蛋白質形成纖維。我們的假說認為 R8-VQIINK 可以抑制

含有  
275

VQIINK
280

 片段的胜肽和  tau，而  R8-VQIVYK 可以抑制含有  

306
VQIVYK

311
 片段的胜肽、tau 及 p-tau。 
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第二章  材料與方法 

2.1  材料  

 

2.1.1  水 

    使用經 Milli-RO PLUS 60 和 Milli-QSP 淨水器處理的去離子蒸餾水。 

 

2.1.2  化學藥品 

藥品 來源 

1,2-Ethanedithiol (EDT) Sigma 

30% (v/v) Acrylamide / Bis-acrylamide (37.5:1)  Sigma 

Acetic acid Sigma 

Acetic anhydride Honeywell 

Acetonitrile (ACN) Fisher chemical 

Agar AMRESCO 

Agarose AMRESCO 

Ammonium persulfate (APS) Sigma 

Ampicillin Bioshop 

Anti-Tau-1, clone PC1C6 antibody Merck 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma 

Bromophenol blue AMRESCO 

Coomassie brilliant blue Sigma 

Dichloromethane (DCM) Honeywell 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma 

Dithiothreitol (DTT) AMRESCO 
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Ethanol (EtOH) J. T. Baker 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) MACRON 

Fmoc-Ala-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Asn(Trt)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Asp(OtBu)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Cys(Trt)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Gln(Trt)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Glu(OtBu)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Gly-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-His(Trt)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Ile-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Leu-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Lys preloaded Wang resin (K-Wang resin) Merck 

Fmoc-Lys(Boc)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Met-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Pro-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Ser preloaded Wang resin (S-Wang resin) Merck 

Fmoc-Ser(HPO3Bzl)-OH AgeneMax 

Fmoc-Ser(tBu)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Thr(tBu)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Tyr(tBu)-OH AnaSpec Inc. 

Fmoc-Val-OH AnaSpec Inc. 

Glycerol VWR Life Science 
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Heparin sodium salt Sigma 

Isopropanol J. T. Baker 

Isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) VWR Life Science 

lysozyme AMRESCO 

Magnesium sulfate J. T. Baker 

Methanol MARCON 

Methyl tert-butyl ether (MTBE) MARCON 

Mini protease inhibitor cocktail tablet Roche 

N,N-Dimethylformamide (DMF) MARCON 

N-methylmorpholine (NMM) Alfa Aesar 

O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- 

tetramethyluronium hexafluorophosphate (HCTU) 
Merck 

Phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF) Sigma 

Piperidine UniRegion Bio-Tech 

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 

IgG (H+L) 
Jackson Immunoresearch 

Powdered milk Fonterra 

Protein ladder Thermo Scientific 

Rink amide resin Novabiochem 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma 

Sodium orthovanadate Sigma 

Sodiun chloride (NaCl) VWR Life Science 

SYBR Safe Intitrogen 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) AMRESCO 

Thioflavin S (ThS) Sigma 

Thioflavin T (ThT) Sigma 
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Trifluoroacetic acid 99% (TFA) Alfa Aesar 

Triisopropylsilane (TIS) Sigma 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) VWE Life Science 

Tryptone Bertec 

Tween 20 Sigma 

Uranyl acetate (UA) 中研院分生所 

Yeast extract Bertec 

β-Mercaptoethanol Sigma 

 

2.1.3  細菌品種 (bacteria strain) 

    我們使用的菌種為 E.coli BL21 (DE3) 和 E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 

(Agilent Technologies)，一開始使用的都是  BL21 (DE3)，後來改成使用 

BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 以希望能增加蛋白質產量，因為 BL21-CodonPlus 

(DE3)-RIPL 帶有較多的稀少 tRNA 基因，可以增加其他物種的蛋白質表現量。 

 

2.1.4  培養基 (medium) 

(1) LB 瓊脂平板 (agar plate) 

    含有 1% tryptone、1% NaCl、0.5% yeast extract 及 1.5% agar，配置好溶液後

經高壓滅菌，待其冷卻後加入氨苄青黴素 (Ampicillin） 使其濃度為 100 μg/ml，

混合均勻後再倒入空的培養皿中，凝固後即可使用。 

 

(2) LB 培養基 (LB medium) 

    含有 1% tryptone、1% NaCl 及 0.5% yeast extract，配置好溶液後經高壓滅菌，

待其冷卻後加入  Ampicillin 使其濃度為 100 μg/ml  以及硫酸鎂  (magnesium 

sulfate, MgSO4) 使其濃度為 2 mM，混合均勻後即可使用。 
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2.1.5  tau / p-tau 質體 (plasmid) 

    實驗所用來表現 tau / p-tau 的質體由美國密西根州立大學生化分生所郭敏豪

老師實驗室提供， p-tau 的質體可以表現出兩種蛋白，分別為  His6 

tag-Fos-Thrombin-GSK 和 Jun-TEV-Tau，Jun 和 Fos 透過蛋白質之間的作用力亮

氨酸拉鏈 (leucine zipper) 而靠近，使 GSK 可以對 tau 進行磷酸化作用，產生 

p-tau；而  tau 的質體只缺少了  GSK，用這兩種質體即可在細菌中表現出 

tau/p-tau。 

 

2.1.6  十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠 （sodium dodecyl sulfate polyacrylamide        

      gel) 

    上膠 (stacking gel) 含有 5% 丙烯醯胺 (acryamide)，下膠 (seperating gel) 含

有 10% acryamide，使用 1 mm 厚度的玻璃片製作，以供後續進行十二烷基硫酸

鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳 （sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE） 時使用，若沒有當日使用，則放在去離子蒸餾水中，保存在 4℃ 冰

箱。 

 

2.1.7  實驗儀器 

(1) 紫外光可見光分光光譜儀 Beckman Coulter DU-800 spectrophotometer 

測量菌液及蛋白質濃度 

 

(2) 螢光光譜儀 JASCO FP-750 spectrophotometer 

測量樣品有無澱粉樣纖維生成 

 

(3) 微量冷凍離心機 KUBOTA 3520 centrifuge 

純化時用以沉澱不要的蛋白質及沉澱澱粉樣纖維 
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(4) 離心機 Beckman Coulter Allegra
TM

 X-12R centrifuge 

搭配濃縮離心管來濃縮蛋白質及置換緩衝溶液 (buffer) 

 

(5) 高速離心機 Beckman Coulter Avanti J-20/Avanti J-25/Avanti J-26XP centrifuge 

使菌液沉澱 

 

(6) 超音波細胞打碎機 Hielscher UP200H ultrasonic homogenizer 

打碎細菌使蛋白質釋出；製備種晶 

 

(7) 超音波洗淨器 Branson 3510 

製備種晶 

 

(8) 加熱型單槽乾浴器 Major Science MD-01N Genius Dry Bath Incubator 

用以加熱樣品 

 

(9) 迴轉式振盪器 Orbital Shaker OS701 

使樣品均勻混合 

 

(10) 快速蛋白液相層析儀 Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) 

使用的管柱為 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column，純化 tau 及 

p-tau 

 

(11) 逆 向 - 高 效 液 相 層 析 儀  Reversed-phase High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

使用的管柱為 SUPELCO Discovery
®  

BIO Wide Pore C18 column，純化胜肽 
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(12) 微量盤螢光分光光譜儀 Gemini EM Microplate Spectorfluorometer 

監測澱粉樣纖維的生成 

 

(13) 胜肽合成儀 PS3
TM

 peptide synthesizer (Protein Technologies, Inc.) 

合成胜肽 

 

(14) 冷凍乾燥機 Uniss FDM-20 Manifold Freeze Dryer 

將急速冷凍的胜肽抽乾成粉末 

 

(15) 基質輔助雷射脫附游離－時間式飛行質譜儀 Bruker AutoFlex III smartbeam 

TOF/TOF200 Matrix-Assisted Laser Desorption/ Ionization Time of Flight Mass 

Spectrometry (中央研究院分子生物研究所質譜室設施) 

測量合成及純化後的胜肽質量是否正確 

 

(16) 場發射槍穿透式電子顯微鏡 FEG-TEM, FEI Tecnai G2 TF20 Super TWIN (中

央研究院細胞與個體生物學研究所公共儀器影像組設施) 

觀察並拍攝澱粉樣纖維圖像 

 

(17) 傅立葉轉換電場軌道阱複合式質譜儀 Elite Thermo Orbitrap Elite Mass 

Spectrometer 

測量純化後的 p-tau 帶有多少磷酸根 

 

(18) 多功能生物冷光暨螢光影像分析系統 FUJI LAS-4000 

觀察進行西方墨點法的轉印膜上是否有目標蛋白 
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(19) 安全電泳膠觀察箱 YOU-LUM SKY-A2BOX 

觀察瓊脂膠體 (agarose gel) 

 

(20) 圓二色光譜儀 JASCO J-815 Circular dichroism spectroscopy 

測量胜肽二級結構 

 

(21) 粒徑量測儀器 Malvern Zetasizer Nano ZS 

測量蛋白質粒徑大小 

 

2.2  方法 

 

2.2.1  表現與純化 tau / p-tau 

(1) 製備表現 tau / p-tau 的細菌 

    利用熱休克轉型法 (heat-shock transformation) 將 tau / p-tau 質體送入勝任細

胞。首先將 BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 勝任細胞從 -80℃ 冰箱取出並放置於冰

上，並把 agar plate 先放到 37℃ 培養箱預熱，取 2.5 μl 濃度約為 100 ng/μl 的質

體和 25 μl 的勝任細胞在微量離心管 (eppendorf) 中均勻混合，放入 42℃ 的加熱

型單槽乾浴器 45 秒，再放在冰上 2 分鐘，用四區劃碟法 (Streaking Method) 將

菌液塗至 agar plate 上，放置 37℃ 培養 12-16 小時，取得含有可表現 tau / p-tau 

的單一菌落細菌。 

 

(2) 培養並表現 tau / p-tau 

    先將可以表現  tau / p-tau 的細菌從  agar plate 上挑出來，培養在含有 

Ampicillin 及 MgSO4 的 100 ml LB 培養基中，在 37℃ 培養箱中以 230 rpm 轉

速培養 12-16 小時，當作小量培養菌液，接著從小量培養菌液取出 3 ml 加到 1 L 
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的 LB 培養基，在 37℃ 培養箱中以 230 rpm 轉速培養約 4-5 小時使其在 600 

nm 的吸光值 (optical density, OD) 達到 0.3-0.4，此時加入異丙基-β-D-硫代半乳糖

苷 (Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside, IPTG) 使其濃度為 0.1 mM，用以誘導

細菌開始表現 tau / p-tau，並繼續培養 2 小時，培養結束後在 4℃ 下以轉速 6000 

g 離心 10 分鐘，倒掉上清液 (supernatant) 並將細菌沉澱塊 (pellet) 放置 -80℃ 

冰箱中保存。 

 

(3) 純化 tau / p-tau 

    先製備含有 20 mM Tris、100 mM NaCl 且 pH 值為 5.8 的破菌溶液 (lysis 

buffer)，將細菌 pellet 從 -80℃ 冰箱取出，加入 7 ml 的破菌溶液 (lysis buffer)，

用移液器 (pipette) 以吸吐的方式讓 pellet 完全懸浮在溶液中形成菌液並移到試

管，此時體積大約為 10 ml，加入不同藥品使其最後達到 1 mg/ml lysozyme、1 mM 

PMSF、1 mM EDTA、0.2 mM orthovanadate 和 1 錠 Roche protease inhibitor，混

合均勻後將菌液靜置在 30℃ 培養箱 45 分鐘，每 10 分鐘輕微搖晃試管，接著

放在冰上 5 分鐘以降溫，接著使用超音波細胞打碎機來震破細菌，接上 3 mm 的

微探針 (microtip) 並以 30% 強度且週期為 0.5 秒的條件進行 10 分鐘，破完菌

後在 4℃ 下以轉速 17000 g 離心 40 分鐘，取出上清液，放在沸水中隔水加熱 30 

分鐘，再放在冰上冷卻 30 分鐘，接著在 4℃ 下以轉速 20000 g 離心 50 分鐘，

取出上清液，測量 OD280 來計算要加入多少量的 TEV 蛋白酶 (TEV protease)，

TEV protease 將 tau / p-tau 從 Jun-TEV-Tau 融合蛋白上切割下來，同時加入 DTT 

使其濃度為 1 mM ，將樣品放在 shaker 上輕微搖晃，在室溫下讓 TEV 蛋白酶 

反應 12-16 小時，反應後在 4℃ 下以轉速 20000 g 離心 30分鐘，取出上清液，

以 0.22 μm 過濾膜過濾樣品，接著使用 Amicon 10 kD 濃縮離心管 (spin column) 

濃縮樣品並做緩衝液的交換 (buffer exchange)，首先將樣品在 4℃ 下以轉速 3700 

g 離心 10-20 分鐘，使其體積小於 2 ml，接著加入 5 ml 含有 20 mM Tris、100 
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mM NaCl 且 pH 值為 7.4 的 FPLC 溶液 (FPLC buffer)，再進行一次離心，並重

複此步驟兩次，使最後體積小於 2 ml，將此樣品打入 FPLC 儀器中，利用 HiLoad 

16/60 Superdex 200 gel-filtration column 分離不同大小分子量的蛋白質以達到純化

目的，使用 FPLC buffer 沖提 (elute) 約 400 分鐘，流速設定為 0.3 ml/min，依

據   UV215nm、UV254nm、UV280nm 進行監測，將不同時間收集下來的樣品利用 

SDS-PAGE 分析，觀察哪一些樣品含有 tau / p-tau，將這些樣品以 Amicon 10 kD 

濃縮離心管濃縮，即得到純化後的 tau / p-tau，加入甘油 (glycerol) 使其濃度為 

10%，在 4℃ 下以轉速 20000 g 離心，取出上清液，分裝後以液態氮急速冷凍，

保存在 -80℃ 冰箱之中。 

 

(4) 利用 SDS-PAGE 鑑定樣品狀況 

    取 8 μl 的樣品加入 3 μl 的 5X sample buffer 進行混合，接著放置 100℃ 乾

浴槽加熱 10 分鐘，將此樣品注入 10% 1 mm SDS-PAGE 膠的格子中，以固定 

150-200 V 的電壓下進行電泳，並隨時注意樣品在膠中的狀況，結束後再用 

coomassie blue 進行染色大約 20 分鐘，再利用水、甲醇、醋酸依照 7 : 2 : 1 的比

例配製而成的退染溶液 (destain buffer) 進行退染，即可觀察膠片。 

 

(5) 定量 tau / p-tau 的濃度 

    將純化後的 tau / p-tau 樣品從 -80℃ 取出並放在冰上以防止有部分 tau / 

p-tau 聚集 (aggregation)，準備濃度為 0.2、0.4、0.6、0.8 mg/ml 的牛血清白蛋白  

(Bovine Serum Albumin, BSA)，從 tau / p-tau 及不同濃度的 BSA 取 2 μl 加入 6 

μl 的水，和 3 μl 的 5X sample buffer 混合均勻，放入乾浴槽以 100℃ 加熱 10 分

鐘，接著將樣品注入 SDS-PAGE 膠的格子中，進行  SDS-PAGE，再使用 ImageJ 

圖像分析軟體和 Excel 試算表軟體進行分析，比較 tau / p-tau 和 BSA 的條帶大

小及深淺，即可用已知濃度的 BSA 做一回歸曲線圖，用以定量 tau / p-tau 濃度。 
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2.2.2  胜肽合成 

    實驗中用到的所有胜肽都是以 PS3 胜肽合成儀合成的，並且使用固相聚醯胺

合成法 (solid-support fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-polyamide) 進行合成，制備

的原料包含  N 端帶有  Fmoc 保護基的胺基酸衍生物、當作載體的  Wang 

resin/Rink amide resin 和作為催化劑的 HCTU，三者之間的比例為 0.4 mmole：0.1 

mmole：0.4 mmole。在合成過程中，前一個胺基酸 N 端上的 Fmoc 會先被移除，

緊接著 HCTU 會和下一個胺基酸上的羧基進行反應而形成較高活性的酯基，酯基

可以提高親核攻擊反應而作用在前一個胺基酸上的胺基，使兩者之間形成胜肽鍵

結，重複此動作即可進行胜肽鏈的延長，並在最後再進行一次去保護的步驟將最

後一個胺基酸上的保護基去除。合成中所使用的主要溶劑為 DMF、去保護試劑 

(deprotection reagent, DEP)：30% (v/v) piperidine、70% (v/v) DMF 和活化試劑  

(activation reagent, ACT)：4.45% (v/v) NMM、25% (v/v) DMSO、70.55% DMF，依

照下列表格設計的反應步驟來進行胜肽的合成。 

 

步驟 藥品 反應時間 反應次數 反應目的 

1 DMF  30 分鐘 1 浸泡樹脂、增加反應表面積 

2 DMF 30 秒 3 清洗樹脂 

3 DEP 15 分鐘 2 去除胺基酸 N 端 Fmoc 

4 DMF 30 秒 6 清洗樹脂 

5 ACT 30 秒 1 活化下一個反應的胺基酸 

6 AA mix 3-10 小時 1 胺基酸形成胜肽鍵 

回步驟 2 繼續反應接上下一個胺基酸，若已經接上 

最後一個胺基酸，則往下走步驟 7 進行樹脂的清洗 

7 DMF 30 秒 3 清洗樹脂 

8 DMF 30 秒 3 清洗樹脂 
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9 DEP 15 分鐘 2 去除胺基酸 N 端 Fmoc 

10 DMF 30 秒 6 清洗樹脂 

 

    合成結束後，依序使用 DMF、乙醇、DCM 去清洗，並用真空乾燥器將殘餘

的溶劑抽乾。接著要將胜肽從 resin 上切除下來並移除胺基酸側鏈上的保護基，

將 TFA、水、EDT、TIS 四種溶液以 94 : 2.5 : 2.5 : 1 (總體積 10 mL) 的比例混和

成切除反應溶液並加入磁石攪拌器，胜肽在試劑中攪拌反應 3 小時， EDT 能抑

制由酸催化的 methionine 氧化反應 (acid-catalyzed methionine oxidation)，並且除

去 cysteine 上的三苯甲基 (trityl group) 側鏈保護基，而 TIS 的功能為避免胺基

酸侧鏈上的保護基在進行切除反應時所產生的陽離子又接回去原來的位置，接著

用過濾的方式分離胜肽與 resin，並用冷卻的 MTBE 將胜肽析出，在 4℃ 下以轉

速 10000 g 離心 15 分鐘使胜肽沉澱，倒掉 MTBE 後重複同樣的步驟兩次，藉

此清洗掉殘留再樣品中的切除反應試劑，最後利用真空乾燥器將樣品抽乾去除 

MTBE，即可得到粗製的胜肽粉末 (crude peptide powder)。 

 

2.2.3  胜肽純化與鑑定 

    將合成後的胜肽粉末溶解在水中，以逆向-高效液相層析儀進行純化，使用 

C18 管柱，純化時使用的  buffer 有兩種，分別為  buffer A (94.9% 水  / 5% 

acetonitrile / 0.1% TFA) 和 buffer B (99.9% acetonitrile / 0.1% TFA)，調整兩種 

buffer 的混合比例用以沖提胜肽，流速設定為 3 ml/min，即可依照樣品中胜肽親

疏水性值的不同而達到分離純化效果，根據 UV220 對樣品進行監測，用以決定蒐

集哪個吸收峰 (peak)，將收集下來的樣品送至中研院分子生物研究所質譜室分析，

確認是否收下的樣品含有純的目標產物，最後再用冷凍乾燥機將樣品抽乾成粉末

並放在 -30℃ 冰箱保存。 
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2.2.4  西方墨點法 (western blot) 

    用西方墨點法來確認純化後的樣品是否確實含有  tau / p-tau，先進行 

SDS-PAGE，並利用半乾式轉漬器將蛋白質從膠片轉漬到轉印膜上，接著進行阻攔 

(blocking) 反應步驟，將轉印膜放入阻攔溶液在室溫搖晃反應 1 小時，降低非特

定蛋白結合上轉印膜，減少錯誤的機率。接著倒掉阻攔溶液並利用 TBST 溶液清

洗三次，並進行一級抗體 (1
st
 antibody) 反應步驟，使用的抗體為 Anti-Tau-1, clone 

PC1C6 antibody，將轉印膜放入一級抗體溶液在室溫搖晃反應 1.5 小時，使一級抗

體和目標蛋白結合。接著倒掉一級抗體溶液並利用 TBST 溶液清洗三次，最後進

行二級抗體  (2
nd

 antibody) 反應步驟，使用的抗體為  Peroxidase-conjugated 

AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)，將轉印膜放入二級抗體溶液在室溫搖晃反

應 30 分鐘，使二級抗體辨識一級抗體並結合，接著倒掉二級抗體溶液並利用 

TBST 溶液清洗三次，最後加入 ECL 冷光試劑，使用多功能生物冷光暨螢光影像

分析系統儀器觀察轉印膜上是否有 tau / p-tau。 

 

2.2.5  以動態光散射測量蛋白質粒徑大小 

    利用不同粒子大小有不同的散射情況來分析樣品中的蛋白質粒徑，在 cuvette 

中加入 600 μl 的樣品，設定波長為 633 nm 的紅光並在 173∘位置進行散射的偵

測，在 25℃ 條件下進行三重複測量。 

 

2.2.6  p-tau 的液相層析-串聯式質譜分析 

    將 p-tau 樣品溶解在含有 2 mM DTE、8 M 尿素及 25mM 的 ABC 的溶液

中反應一小時使 p-tau 展開，接著加入 20 mM 碘乙醯胺，在避光條件下反應一小

時，加入 LysC 限制酶使其和 p-tau 的比例為 1:50，在 37℃ 條件下反應 4 小

時，再加入一定體積的 25 mM ABC 使尿素濃度低於 1 M，隨即加入胰蛋白酶使

其和 p-tau 的比例為 1:50，在 37℃ 條件下反應 16 小時，最後加入 1% 甲酸終
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止酵素反應，並用 Zip-tip 吸附經酵素剪切過後的胜肽片段，以 50% acetonitrile 沖

提使胜肽從 Zip-tip 上被沖提下來，送入質譜儀器進行序列分析，最後使用 Mascot 

軟體進行分析，並以 NCBI 的蛋白質資料庫進行序列比對。 

 

2.2.7  以圓二色光譜儀測量胜肽二級結構 

    將 200 μl 的樣品放入 1 mm 光徑的石英光析管，在室溫下進行測量，由 190 

nm 至 260 nm 的波長範圍進行掃描，並以 0.5 nm 為測量區間，進行 2 次測量，

最後依據光譜圖形來判斷樣品的二級結構。 

 

2.2.8  tau / p-tau / 胜肽聚集測試 (aggregation test) 

    tau 和 p-tau 使用微量盤螢光分光光譜儀進行測試，製備含有 20 mM Tris 的 

aggregation buffer，將要測試的樣品和不同量的 aggregation buffer 混合，配製不同

濃度的樣品，並加入螢光染劑 ThS 使其濃度為 20 μM，每一個樣品總體積為 30 μl，

並且每一個樣品都做三重複，製備好樣品後把樣品注入 384 孔盤，並將孔盤放入

微量盤螢光分光光譜儀之中，設定溫度 37℃，以 440 nm 激發光 (excitation) 激

發並接收 520 nm 散發光 (emission)，在儀器中進行動態測量 (kinetics)，即邊培

養澱粉樣纖維邊測量螢光訊號，觀測螢光訊號隨著培養時間的變化來判斷樣品有

無 aggregation 形成澱粉樣纖維。 

    胜肽及種晶實驗和胜肽抑制物的測試則使用螢光光譜儀進行測試，製備和上

述微量盤螢光分光光譜儀相同條件的樣品進行測量，但是樣品體積為 100 μl，激

發光光柵設定 5 nm 而發散光光柵設定 10 nm，以 442 nm 的激發光激發，並接

收 450 nm 到 600 nm 的發散光訊號，藉此偵測有無澱粉樣纖維的形成。 
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2.2.9  種晶的製備 

    將含有 p-tau 纖維的樣品以轉速 20000 g 離心 60 分鐘使纖維沉澱，接著取

出上清液並加入 100 μl 的水，擾動使纖維懸浮以清洗，以同樣條件去離心並取出

上清液，加入 40 μl 的水並擾動使纖維懸浮，使用超音波細胞打碎機去打斷纖維，

用 1 mm 的微探針以 20% 強度且週期為 0.6 秒的條件進行去使其形成種晶，每

進行 5 秒即休息 5 秒以免樣品過熱，總共進行 100 秒，最後將第一次離心取出

的上清液拿去進行 SDS-PAGE 用以定量 seed 的濃度；tau 的種晶則是使用超音

波洗淨器製備，在冰浴中震 30 分鐘即完成。 

 

2.2.10  以場發射槍穿透式電子顯微鏡觀察 fibril 的圖像 

    先將 10 μl 的樣品滴到 300 目數銅製網格片 (300-mesh copper grid) 的碳面

上並靜置 3 分鐘，利用濾紙吸去液體後，再把 10 μl 的 1% 醋酸鈾 (uranyl acetate, 

UA) 滴到網格片上靜置 15-60 秒，同樣使用濾紙吸去液體，最後將網格片放入防

潮箱靜置一晚，隔天即可上機觀察樣品。 
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第三章  結果 

3.1  tau 的製備 

    首先我們先使用 tau 來進行純化，確定了純化方式後再以同樣方式來純化 

p-tau。在利用細菌表現 tau 之後，依照破菌、煮沸、TEV protease 處理、通過管

柱的順序來進行純化，純化後使用濃縮離心管濃縮並加入 glycerol 儲存在 -80℃ 

環境中保存，並在每一個純化步驟後保留約 20 μl 的樣品，用 SDS-PAGE 來檢驗

每一個純化步驟之後，樣品是否含有 tau，並在最後使用 BSA 來定量 tau 的濃

度。 

    一開始培養細菌進行 tau 的表現時，在加入 IPTG 誘導細菌開始表現 tau 的

前後都有預留 1 ml 的菌液，之後可以利用 SDS-PAGE 來比較判斷是否有成功表

現 tau。純化時先破菌並用沸水隔水加熱樣品，接著先做一次 SDS-PAGE 凝膠電

泳來確認表現及初步純化步驟是否正確，首先將表現  tau 前後的菌液以轉速 

20000 g 離心 5 分鐘將 pellet 沉澱下來，並加入比例為 1 : 2 的 lysis buffer，當

作表現前後的樣品，並連同在純化後的每一個步驟留下來的樣品一起進行凝膠電

泳 (圖 3.1)，由結果來看細菌在以 IPTG 誘導後確實是有表現 tau，經由破菌和加

熱後也存在在樣品之中。 

    加熱及離心之後，取出的上清液體積約為 15 ml，接著取出樣品 10 μl 加入 

990 μl 的 lysis buffer 之中，以此稀釋 100 倍的樣品進行全波長吸光值測量 (圖 

3.2)，結果 OD280 為 0.9742，接著要決定該加入多少 TEV protease，TEV protease 

OD280 為 0.7627，濃度為 1.29 mg/ml，各取 500 μl 的樣品並分別加入 100 / 80 / 50 

/ 30 / 10 / 1 μl 的 TEV protease，在室溫下反應 12-16 小時，再進行 SDS-PAGE 並

判斷多少量的 TEV protease 即可和全部的 tau 反應，由結果來看需要至少 10 μl 

才能對全部的 tau 作用，在僅加入 1 μl 的組別中，還有一點點 tau 沒有反應完

全 (圖 3.3)，因此之後的 TEV protease 反應步驟都依照此比例進行。 

 



doi:10.6342/NTU201903482

42 
 

 

圖 3.1  純化 tau 的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A) 誘導表現蛋白前、(B) 誘導表現蛋白後、(C) 破菌

完離心後的上清液、(D) 破菌完離心後的沉澱塊、(E) 加熱完離心後的上清液、(F) 

加熱完離心後的沉澱塊。紅色箭頭指的即為 tau。 

 

 

圖 3.2  加熱完的 tau 樣品稀釋 100 倍進行全波長的吸光值測量圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為波長。UV280nm 為 0.9742，但在 UV257nm 有一吸收峰，懷

疑樣品中含有核酸汙染。 
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圖 3.3  tau 和不同量 TEV protease 反應後的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 (A) 加熱完離心後的上清液、(B)-(G) 加熱完離心後的上清液

加入不同量的 TEV protease。紅色箭頭指出在組別 (G) 中還殘留一點 tau 沒有被 

TEV protease 作用。 

 

    經過 TEV protease 反應後將樣品濃縮並置換 buffer，再把樣品注入 HiLoad 

16/60 Superdex 200 gel-filtration column 中，利用 FPLC 進行純化 (圖 3.4)，收集 

50-65 ml 處 (fraction 50-65)，並將收集下來的樣品進行 SDS-PAGE 分析哪些收集

管中含有 tau (圖 3.5)，結果 tau 在 fraction 50-61 之中，將這些 fraction 混合在

一起並濃縮至 1 ml，並再進行一次 SDS-PAGE 查看純化是否正確 (圖 3.6)，在 

tau 的 band 下方還有一些雜 band，可能為 tau 的降解產物。 
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圖 3.4  tau 經 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 沖提 120 ml，收集 50-65 ml 的樣品，但 UV254nm 的訊

號異常的高，推測樣品中有核酸汙染，和先前全光譜吸光值測量的結果相應。 

 

 

圖 3.5 收集下來的樣品 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A)-(K) 分別為 fraction 50-62。可以看到 tau 位於 

fraction 50-61 之中。 
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圖 3.6  將 FPLC fraction 集中並濃縮後的 tau SDS-PAGE 圖。 

(A) 為濃縮後的 tau，含有一些雜 band，推測為 tau 的降解產物。 

 

    為了降低  tau 的降解，我們參考一篇論文採用直接煮沸法  (directly boil 

method)，省略破菌的步驟，將菌塊加入 lysis buffer 之後直接利用加熱 20 分鐘，

再放在冰上冷卻 10 分鐘，隨即在 4℃ 下以轉速 13000 g 離心並取上清液，用此

方法同時破菌和純化 (KrishnaKumar and Gupta 2017)，隨即利用 SDS-PAGE 確認

破菌效果及純化效率 (圖 3.7)，把結果和之前先利用 lysozyme 和超音波來破菌的

效果比較，確實減少了 tau 的降解，但這種直接煮沸法的破菌效果並沒有比較好。 

 

 

圖 3.7  用直接煮沸法同時破菌並純化 tau 的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 (A) 誘導表現蛋白前、(B) 誘導表現蛋白後、(C) 加熱完離心

後的上清液。tau 的降解產物減少了，但負面影響是破菌效果變差而使 tau 的量

降低。在 (C) 中上面的 band 為 tau，下面的 band 則推測為細菌表現出的另一

種抗熱蛋白。 
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    為了改善直接煮沸法會導致破菌效果較低的情形，我們決定同時利用液態氮

冷凍破菌法和直接煮沸法來同時進行破菌和純化，將菌液放入液態氮中急速冷凍 

5 分鐘，再加熱 15 分鐘，以 20 分鐘為一循環，總共做了三次循環，再離心並

取上清液體，接著利用 SDS-PAGE 確認破菌及純化效果 (圖 3.8)，由結果可以發

現 tau 的量比直接煮沸法來的多，代表破菌效果較好。 

 

 

圖 3.8  用冷凍破菌法和直接煮沸法同時破菌並純化 tau 的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 (A) 誘導表現蛋白前、(B) 誘導表現蛋白後、(C) 加熱完離心

後的上清液。結果可以看出破菌效果比直接煮沸法好。 

 

    接著我們將樣品同樣接著以 TEV protease 處理和利用 FPLC 純化，但測量吸

光值時在 UV257nm 依然有吸收峰，且進行 FPLC 純化時依然有很高的 UV254nm 

訊號，因此我們先將純化後的 tau 分裝，並分別加入一點點的 DNase 和 RNase，

在室溫下反應 1 小時，隨即利用瓊脂膠體電泳 (agarose gel electrophoresis) 來分

析樣品，首先混合 0.36 g 的 agarose、3 μl SYBR safe DNA gel stain 和 30 ml 的 

TAE buffer 製作出 1.2% agarose gel，接著將樣品注入 agarose gel 的格子中，以 

100 V 的電壓進行電泳，隨後以安全電泳膠觀察箱進行觀察，若有螢光訊號代表

樣品中含有 DNA 或 RNA (圖 3.9)，由結果可以看出樣品中確實含有 DNA 或 
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RNA，而且在加了 RNase 處理過後，螢光訊號的條帶往低分子量的地方移動了，

而使用  DNase 處理的樣品卻沒有變化，代表樣品中含有的核酸汙染來源是 

RNA。 

 

 

圖 3.9  鑑定 tau 樣品中是否含有核酸汙染的 agarose gel 圖。 

膠片上由右至左為 marker、tau、被 DNase 處理過後的 tau、被 RNase 處理過後

的 tau，且 marker 由上至下為分子量由大到小。由 tau 表現的螢光訊號代表樣品

含有核酸汙染，綜合 DNase / RNase 處理的結果，可推論樣品含有的是 RNA。 

 

    為了去除 RNA，我們嘗試使用 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱

來去除 RNA，tau 經冷凍破菌法和直接加熱法初步純化，並由 TEV protease處理，

接著將樣品注入 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱，流速設定為 1 

ml/min，一開始使用 FPLC buffer 沖提 25 分鐘，之後使用含 500 mM NaCl、20 

mM Tris 且 pH 值為 7.4 的高鹽 buffer 沖提 75分鐘，並調整梯度在前 40 分鐘

由 0 % 拉至 100 %，利用高濃度的 Na
+
 和 tau 競爭使 tau 從帶有負離子的樹脂

上離開被沖提出來，並收集純化過程的樣品，由結果可以得到兩個吸收峰 (圖 3.10)，

將吸收峰的樣品以 SDS-PAGE 確認是否為 tau (圖 3.11)，結果可以看出第二個吸

收峰為 tau，而第一個吸收峰並不含蛋白質，隨即我們對吸收峰二的 tau 進行 

agarose gel electrophoresis，結果沒有任何螢光訊號 (圖 3.12)，代表樣品中的 RNA 
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成功被去除，接著測量其吸收光譜，發現在  UV257nm 的強訊號消失了，並在 

UV275nm 處有些微訊號 (圖 3.13)，代表 RNA 確實被移除了。除去了 RNA 之後，

我們將樣品濃縮並再次利用 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 進行

純化，而得到一個沒有 RNA 訊號的吸收峰 (圖 3.14)，將此吸收峰的樣品濃縮並

利用 SDS-PAGE 進行分析，證實了樣品中確實是沒有 RNA 的 tau (圖 3.15)，在

樣品中加入 glycerol 即可放在 -80℃ 中保存。確定了純化步驟後，我們在後續以

同樣的純化步驟來純化 p-tau。 

 

 

圖 3.10  tau 經 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 和高鹽 buffer 沖提 100 ml，經過管柱純化後可以得到

兩個吸收峰，前者為吸收峰一；後者為吸收峰二，利用 SDS-PAGE 分析可以知道

哪一個為 tau。 
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圖 3.11  將 tau 經 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化後收集

的兩個吸收峰進行 SDS-PAGE 分析圖。 

膠片上由左至右為吸收峰一、吸收峰二，可以看出吸收峰一中不具有蛋白質，推

測可能為 RNA，而吸收峰二則是 tau。 

 

 

圖 3.12  將 tau 經 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化後收集

的兩個吸收峰進行 agarose gel electrophoresis 分析圖。 

膠片上由右至左為 marker、吸收峰二、吸收峰一。吸收峰一帶有螢光訊號而吸收

峰二沒有，代表吸收峰一中含有 RNA，而吸收峰二中的 tau 已不帶有 RNA。 
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圖 3.13  HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化後的 tau 進行全波

長的吸光值測量圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為波長。原本很高的 UV257nm 峰值消失了，只有 UV220nm 有

吸收峰，且 UV275nm 有一點點吸收，因為 tau 含有 Tyr，此圖證明了樣品中含有

沒受核酸汙染的蛋白質。 

 

 

圖 3.14  去除 RNA 的 tau 經 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 

純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 沖提 120 ml，主要的吸收峰為 tau。 



doi:10.6342/NTU201903482

51 
 

 

圖 3.15  純化完成的 tau 的 SDS-PAGE 圖。 

以改良後的方法來純化 tau，可以減少降解並去除 RNA。 

 

3.2  p-tau 的製備 

    我們使用和純化 tau 一樣的方法來進行純化。在利用細菌表現 p-tau 之後，

依照冷凍破菌法、直接煮沸法、TEV protease 處理、通過兩種管柱的順序來進行

純化，純化後使用濃縮離心管濃縮並加入 glycerol 儲存在 -80℃ 環境中保存，並

在每一個純化步驟後保留約 20 μl 的樣品，用 SDS-PAGE 來檢驗每一個純化步驟

之後，樣品是否含有 p-tau，並在最後使用 BSA 來定量 tau 的濃度。 

    首先使用細菌表達 p-tau，接著將 pellet 溶在 lysis buffer 中並利用冷凍破菌

法和直接煮沸法進行破菌同時進行初步純化，接著測量其吸收光譜，可以發現在 

UV257nm 有強訊號 (圖 3.16)，代表樣品中有核酸汙染，將樣品經 TEV protease 處

理並先通過 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱以去除 RNA，結果和 

tau 的純化相似，在 FPLC 結果上可以看到有兩個吸收峰 (圖 3.17)，其中第二個

吸收峰為 p-tau，將收下來的樣品測量其吸收光譜，可以得到在 UV220nm 有吸收峰

且 UV275nm 有些許吸光值的結果 (圖 3.18)，證實了樣品中帶有不具核酸汙染的蛋

白質的 p-tau，接著利用 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 進行純化，

可以得到沒有 RNA 訊號的吸收峰 (圖 3.19)，最後利用 SDS-PAGE 進行分析，
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證實了樣品中確實是沒有 RNA 的 p-tau (圖 3.20)，在樣品中加入 glycerol 即可

放在 -80℃ 中保存。 

 

 

圖 3.16  經冷凍破菌法和直接加熱法處理完的 p-tau 樣品稀釋 100 倍進行全波

長的吸光值測量圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為波長。在 UV257nm 有極強的訊號，代表此樣品中具有核酸

汙染。 

 

 

圖 3.17  p-tau 經 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 和高鹽 buffer 沖提 100 ml，和純化 tau 的結果相似，

吸收峰二為 p-tau。 
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圖 3.18  HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱純化後的 p-tau 進行全

波長的吸光值測量圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為波長。原本很高的 UV257nm 吸收峰消失了，只有 UV220nm 有

吸收峰，且 UV275nm 有一點點吸收，此圖證明了樣品中含有沒受核酸汙染的蛋白

質。 

 

 

圖  3.19  去除  RNA 的  p-tau 經  HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration 

column 純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 沖提 120 ml，和 tau 的純化相似，主要的吸收峰為 

p-tau。 
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圖 3.20  純化完成的 p-tau 的 SDS-PAGE 圖。 

以和純化 tau 相同的方法來純化 p-tau。 

 

3.3  五種 tau 胜肽、一種有磷酸根的 tau 胜肽及兩種胜肽抑制物的製備 

    在胜肽合成的部分，我們使用固相合成儀來進行合成，合成出五種 tau 胜肽，

分別為 Ac-
275

VQIINK
280

-NH2、Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2、tau244-280 (R1+PHF6*)、

tau275-305 (PHF6*+R2) 和 tau281-311 (R2+PHF6) (圖 3.21)，一種帶有磷酸根的 

tau 胜肽 (圖 3.22) 以及兩種胜肽抑制物分別為 R8-VQIINK 和 R8-VQIVYK (圖 

3.23)。 

 

 

圖 3.21  五種 tau 胜肽序列圖。 
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圖 3.22 帶有磷酸根的 tau 胜肽。 

 

 

圖 3.23  兩種胜肽抑制物序列圖。 

 

    分別合成出上列八種胜肽之後，並從樹脂上切割下來，將未經純化的初產物

送至分生所質譜室進行分子量的鑑定，並比較胜肽的實際分子量值和理論分子量

質 (theoretical mass) 來判斷合成是否成功，但因使用基質輔助雷射脫附游離質譜

分析時，基質 (matrix) 會釋放帶電質子 (proton, H
+
) 並結合到樣品上，使樣品帶

有電荷以幫助質譜測量，但會導致樣品的分子量會有 1 至 2 的誤差。由結果可

以看出合成出的樣品中均含有目標產物 (圖 3.24)。 

 

(A)  Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 
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(B)  Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 

 

 

(C)  tau244-280 (R1+PHF6*) 
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(D)  tau275-305 (PHF6*+R2) 

 

 

(E)  tau281-311 (R2+PHF6) 
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(F)  tau244-280 w/ pSer262 

 

 

(G)  R8-VQIINK 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201903482

59 
 

(H)  R8-VQIVYK 

 

圖 3.24  八種胜肽初產物的質譜圖。 

紅色數字為主產物的分子量；各胜肽的理論分子量標記在質譜圖左上方。(A) 

Ac-
275

VQIINK
280

-NH2，分子量為 755.494 Da。(B) Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2，分子量

為 790.471 Da。(C) tau244-280 (R1+PHF6*)，分子量為 3993.040 Da。(D) tau275-305 

(PHF6*+R2)，分子量為  3304.854 Da。 (E) tau281-311 (R2+PHF6)，分子量為 

3339.762 Da。(F) tau244-280 w/ pSer262，分子量為 4073.383 Da。(G) R8-VQIINK，

分子量為 2066.235 Da。(H) R8-VQIVYK，分子量為 2101.272 Da。 

 

    緊接著將合成完的初產物溶於水中，其中  tau244-280 (R1+PHF6*) 和 

tau244-280 w/ pSer262 先用 3K 濃縮離心管將分子量較小的其他胜肽去除，再將

這八種胜肽透過 C18 管柱來純化，利用胜肽親疏水性的不同的特性將目標胜肽和

其他產物分開，八種胜肽有各自的純化條件，收下 HPLC 純化圖中主要的吸收峰，

再進行一次質譜分析來確認是否成功純化出目標產物 (圖 3.25)。 
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(A)  Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 
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(B)  Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 
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(C)  tau244-280 (R1+PHF6*) 
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(D)  tau275-305 (PHF6*+R2) 
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(E)  tau281-311 (R2+PHF6) 
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(F)  tau244-280 w/ pSer262 
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(G)  R8-VQIINK 
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(H)  R8-VQIVYK 

 

 

 

圖 3.25  八種胜肽的 HPLC 純化圖及純化後的質譜圖。 

每一項的上圖為 HPLC 純化圖，縱軸為吸光值，橫軸為時間，藍線代表 UV220nm，

紅色箭頭指的吸收峰即是目標產物；下圖為質譜圖。(A) Ac-
275

VQIINK
280

-NH2，以 

15-30% buffer B 沖提 20 分鐘。(B) Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2，以 15-30% buffer B 沖

提 20 分鐘。(C) tau244-280 (R1+PHF6*)，以 0-30% buffer B 沖提 30 分鐘。(D) 

tau275-305 (PHF6*+R2)，以  0-40% buffer B 沖提  30 分鐘。 (E) tau281-311 
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(R2+PHF6)，以 0-40% buffer B 沖提 30 分鐘。(F) tau244-280 w/ pSer262，以 

0-100% buffer B 沖提 30 分鐘。(G) R8-VQIINK，以 0-30% buffer B 沖提 30 分

鐘。(H) R8-VQIVYK，以 0-100% buffer B 沖提 30 分鐘，但在 17.5 分鐘時就中

斷沖提，因樣品已經被沖提出來了。 

 

3.4  Aggregation test 

 

3.4.1  p-tau 

    首先我們先使用 p-tau 進行 aggregation test，將純化後的 p-tau 先利用 BSA 

進行定量 (圖 3.26)，再使用 ImageJ 和 Excel 軟體進行迴歸分析，即可得知 p-tau 

的濃度，接著將 aggregation buffer、ThS 和 p-tau 均勻混合，調配成濃度為 6 / 10 

/ 15 μM p-tau 和 20 μM ThS，在對 p-tau 進行測試之前，我們先製備了只含有 

aggregation buffer 和 ThS 的控制組 (control) 進行測量，結果螢光訊號並沒有上

升 (圖 3.27)，接著培養 p-tau 來觀察是否有螢光訊號的上升 (圖 3.28)，從結果來

看螢光訊號沒有變化，我們認為或許是改變了純化的方法而導致 p-tau 無法自發

性地形成澱粉樣纖維，郭敏豪老師建議我們照最原始的方法純化，即是依序使用

破菌、煮沸、TEV protease 處理、通過管柱的順序來進行純化，不要使用冷凍破

菌法、直接煮沸法以及可以去除 RNA 的 HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹

脂管柱，所以我們重新純化了 p-tau，破菌完後煮沸樣品，並加入 TEV protease 反

應，再利用 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 純化 (圖 3.29)，收集 

42-66 ml 處的樣品，並由 SDS-PAGE 觀察哪些收下來的收集管含有 p-tau (圖 

3.30)，將 p-tau 收集起來並濃縮，最後加入 glycerol 即完成純化，並再次進行 

SDS-PAGE 確認純化的步驟是否正確並同時用 BSA 定量 (圖 3.31)。  
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圖 3.26  p-tau 的 BSA 定量。 

膠片上為 (A) 純化後的 p-tau，綠色框線為濃度 0.2 / 0.4 / 0.6 / 0.8 mg/ml 的 BSA。

依 BSA 來為 p-tau 進行定量，以此次為例則得到 8.26 μM 而量為 1 ml 的 

p-tau。。 

 

 

圖 3.27  利用微量盤螢光分光光譜儀測的只含有 buffer 和 ThS 而不含蛋白質

樣品的控制組。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表三重複，培養 24 小時。

經過 24 小時，螢光訊號沒有增加。 
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圖 3.28  利用微量盤螢光分光光譜儀測的不含 RNA 的 p-tau aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線代表 15 μM w/o p-tau、紅線代表 10 μM p-tau 

w/o RNA、 綠線代表 6 μM p-tau w/o RNA，培養 48 小時。經過 48 小時，螢光

訊號並沒有明顯增加，而且起始的訊號還先下降，和其他研究的螢光訊號曲線不

同，推測沒有 p-tau 纖維的形成。 

 

 

圖 3.29  p-tau 經 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 純化結果

圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 沖提 120 ml，收集 42-66 ml 處的樣品。 
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圖 3.30  收集下來的樣品 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A)-(M) 分別為 fraction 42-66。可以看到 p-tau 位於 

fraction 52-58 之中。 

 

 

圖 3.31  純化 p-tau 的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A) 誘導表現蛋白前、(B) 誘導表現蛋白後、(C) 破菌

完離心後的上清液、(D) 加熱完離心後的上清液、(E) TEV protease 處理後、(F) 純

化完成的 p-tau，綠色框線為濃度 0.2 / 0.4 / 0.6 / 0.8 mg/ml 的 BSA。經純化後可

以得到純的 p-tau，依 BSA 來為 p-tau 進行定量，以此次為例則得到 11 μM 而

量為 600 μl 的 p-tau。 
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    隨即我們將依照原始方法進行純化的 p-tau 和 ThS 混合進行 aggregation 

test，結果螢光確實有上升，推測 p-tau 確實有成功形成澱粉樣纖維 (圖 3.32)，接

著我們將 p-tau 纖維點到 grid 上，經負染色後利用 TEM 取像，以此證明 p-tau 

有形成澱粉樣纖維，由 TEM 圖像可以找到許多絲線狀的纖維 (圖 3.33)，證明了 

p-tau 確實可以自發性地形成澱粉樣纖維，因此我們推測 RNA 可以協助 p-tau 形

成纖維。 

 

 

圖 3.32  利用微量盤螢光分光光譜儀測的含 RNA 的 p-tau aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表 10 μM p-tau w/ RNA 三重

複，培養 24 小時。經過 24 小時，螢光訊號有增加，和其他研究的螢光訊號曲

線相似，推測有 p-tau 纖維的形成。 
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圖 3.33  p-tau fibril 的 TEM 照片。 

使用 TEM 觀察到的 p-tau 纖維，放大倍率為 9900X，比例尺為 200 nm。 

 

    之後我們將 p-tau 樣品進行液相層析-串聯式質譜分析，看樣品中哪些胺基酸

有被磷酸化修飾 (圖 3.34)，結果只有看到一個位置有被進行磷酸化作用，在

Thr231 的位置，我們推測 p-tau 在其他位置也是有被磷酸化的，但是在質譜分析

時，這些具有磷酸化修飾的胜肽片段和沒有被修飾的相同胜肽片段比起來訊號較

低，導致分析軟體在進行判讀時會認為該段胜肽並沒有被修飾。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

圖 3.34  p-tau 的液相層析-串聯式質譜分析。 

(A) 序列比對圖，紅色的字體為被機器偵測到的序列。(B) 部分質譜分析圖。由質

譜分析的結果可以看到樣品中確實含有 tau，且在 Thr231 有被磷酸化。 
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    在測試中我們使用的螢光染劑為 ThS 而不是 ThT，我們曾經使用 ThT 來進

行測試，結果初始的螢光訊號就非常高，而且隨著時間的增加反而螢光訊號會降

低 (圖 3.35)，我們懷疑 ThT 是否和 RNA 有作用，因此使用螢光光譜儀進行測

試，將 ThT 和由其他實驗室借來的 RNA 進行混合並測量螢光，結果有螢光訊號，

代表 ThT 會和 RNA 進行反應，同時我們也另外做了一組 ThT 加 RNA 以及普

立昂纖維 (prion fibril) 的組別 (圖 3.36)，結果螢光訊號和沒有含普立昂纖維的組

別比起稍微降低了一點點，所以我們推測 RNA 和纖維之間可能會競爭和 ThT 的

結合位置，因此在含 RNA 的樣品皆使用 ThS 當螢光染劑，為了保持統一性，p-tau 

和 tau 的實驗皆使用 ThS，而後續的胜肽測試因不含 RNA，所以胜肽實驗皆用 

ThT。 

 

 

圖 3.35  使用 ThT 的 p-tau aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表 10 μM p-tau w/ RNA 三重

複，培養 24 小時。 
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(A)                               (B) 

  

圖 3.36  使用螢光光譜儀測量 ThT 加 RNA 和普立昂纖維的螢光訊號。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長。(A) ThT + RNA 的螢光訊號。(B) ThT + RNA + 普

立昂纖維的螢光訊號。由圖可以看到 ThT 會和 RNA 有反應而發出螢光，但加入

普立昂纖維後訊號稍微降低了一點點。 

 

3.4.2  tau 

    有了 p-tau 的經驗，我們隨即將 tau 依照原始的純化方法來重新純化，即是

依序使用破菌、煮沸、TEV protease 處理、通過管柱的順序來進行純化，破菌完

後煮沸樣品，並加入 TEV protease 反應，再利用 HiLoad 16/60 Superdex 200 

gel-filtration column 純化 (圖 3.37)，收集 45-66 ml，並由 SDS-PAGE 觀察哪些

收下來的收集管含有 tau (圖 3.38)，將 tau 收集起來並濃縮，最後加入 glycerol 即

完成純化，並再次進行 SDS-PAGE 確認純化的步驟是否正確並同時用 BSA 定量 

(圖 3.39)，由結果來看經純化後的樣品確實含有 tau，而且降解的產物比之前來的

少，推測是純化的手法比較熟練且純化的時間較之前來的短。 
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圖 3.37  tau 經 HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column 純化結果圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為毫升，藍線代表 UV280nm、紅線代表 UV254nm、 綠線代表 

UV215nm。以 FPLC buffer 沖提 120 ml，收集 45-66 ml 處的樣品。 

 

 

圖 3.38  收集下來的樣品 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A)-(K) 分別為 fraction 45-65。可以看到 tau 位於 

fraction 51-59 之中。 
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圖 3.39  純化 tau 的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A) 誘導表現蛋白前、(B) 誘導表現蛋白後、(C) 破菌

完離心後的上清液、(D) 加熱完離心後的上清液、(E) TEV protease 處理後、(F) 純

化完成的 tau，綠色框線為濃度 0.2 / 0.4 / 0.6 / 0.8 mg/ml 的 BSA。經純化後可以

得到純的 tau，依 BSA 來為 tau 進行定量，以此次為例則得到 18.3 μM 而量為 

778 μl 的 tau。 

 

    純化並定量好 tau 之後，將 aggregation buffer、ThS 和 tau 均勻混合，因為

樣品不夠的緣故而無法用 10 μM tau，故調配成濃度為 9 μM tau 和 20 μM ThS 的

組別，同時準備另一組樣品含有 9 μM tau、2.25 μM heparin 和 20 μM ThS，因為 

tau 要形成澱粉樣纖維必須有 heparin 的幫助，在測量之前，我們同樣先使用只含

有 aggregation buffer、heparin 和 ThS 的控制組進行測試，結果螢光訊號沒有上

升 (圖 3.40)，接著比較 tau 兩組來觀察是否在 aggregation test 有不一樣的結果 

(圖 3.41)，由結果來看沒有加 heparin 的組別增加的螢光訊號反而比有加 heparin 

的組別高一點，但增加的幅度不大，很難判定有無形成纖維。 

 



doi:10.6342/NTU201903482

79 
 

 

圖 3.40  利用微量盤螢光分光光譜儀測的只含有 buffer、heparin 和 ThS 而不

含蛋白質樣品的控制組。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表三重複，培養 24 小時。

經過 24 小時，螢光訊號沒有增加。 

 

(A)  tau w/ RNA 
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(B)  tau w/ RNA + heparin 

 

圖 3.41  利用微量盤螢光分光光譜儀測的有含 RNA 的 tau aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表 9 μM tau w/ RNA 三重複，

培養 24 小時，(A) 9 μM tau w/ RNA；(B) 9 μM tau w/ RNA + heparin。 

 

    我們隨即用沒有 RNA 的 tau 樣品進行測試，使用的濃度為 10 μM tau，一樣

分成不含 heparin 的控制組及含 2.5 μM heparin 的實驗組進行測試 (圖 3.42)，結

果含 heparin 的組別螢光增加的幅度很大，推測有 tau 纖維的形成，因此我們懷

疑 heparin 是否和 RNA 有交互作用而影響纖維的形成。 
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(A)  tau w/o RNA 

 

 

(B)  tau w/o RNA + heparin 

 

圖 3.42  利用微量盤螢光分光光譜儀測的不含 RNA 的 tau aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線和綠線代表 10 μM tau w/o RNA 三重

複，培養 24 小時，(A) 10 μM tau w/o RNA；(B) 10 μM tau w/o RNA + heparin。 
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    我們也有將 tau / p-tau 用西方墨點法分析，證實樣品中的蛋白質確實是 tau / 

p-tau 蛋白，結果樣品中確實含有 tau / p-tau (圖 3.43)，但會有許多的降解產物，

即使在 SDS-PAGE 圖上看不出來。 

 

 

圖 3.43  tau / p-tau 的西方墨點法。 

利用西方墨點法分析樣品中是否含有 tau / p-tau，紅色箭頭處即是 tau / p-tau。使

用的抗體為 Anti-Tau-1, clone PC1C6 antibody。 

 

    我們也使用動態光散射測量  p-tau 的粒徑大小，蒐集經  HiLoad 16/60 

Superdex 200 gel-filtration column 純化後的樣品並進行量測，此時樣品還未加入甘

油也還未濃縮，樣品所處的溶液為 100 mM NaCl、20 mM Tris 且 pH 為 7.4，測

量後得到平均粒徑大小約為 7 nm，代表我們純化後的 p-tau 還沒有聚集形成較大

的聚分子 (圖 3.44)。 
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圖 3.44  以動態光散射測量 p-tau 粒徑大小。 

用動態光散射測量 p-tau 的粒徑約為 7 nm。 

 

3.4.3  tau 胜肽 

    在 tau 胜肽的部分，我們使用秤重的方法來配製五種 tau 胜肽的樣品使其濃

度為 200 μM，並和 aggregation buffer 及 ThT 均勻混合，調配濃度為 50 μM tau 

胜肽和 20 μM ThT 的樣品，同時準備另一組含有 50 μM tau 胜肽、12.5 μM heparin 

和 20 μM ThT 的樣品，並進行 aggregation test，在測試之前，先測量只含有 

aggregation buffer 和 ThT 以及多了 heparin 的控制組，結果螢光訊號皆沒增加 

(圖 3.45)，接著對胜肽進行測試，由結果來看這五種 tau 胜肽在不加 heparin 的

條件下都不能自發性地形成纖維，而加了 heparin 的情況下則全部都有螢光訊號

的上升 (圖 3.46)，隨即我們將含有 heparin 的樣品點在 grid 上並進行負染色，

再利用 TEM 取像，可以看到許多絲線狀的澱粉樣纖維 (圖 3.47)。  
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圖 3.45  利用螢光光譜儀測的只含 aggregation buffer 和 heparin 的控制組。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線代表培養 24 小

時後的螢光訊號，24 小時後螢光訊號沒有增加。左圖為含有 aggregation buffer 和 

ThT 的樣品。右圖為含有 aggregation buffer、heparin 和 ThT 的樣品。 

 

(A)  Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 

 

 

(B)  Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 
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(C)  tau244-280 (R1+PHF6*) 

 

 

(D)  tau275-305 (PHF6*+R2) 

 

 

(E)  tau281-311 (R2+PHF6) 
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圖 3.46  使用螢光光譜儀測的 tau 胜肽 aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，每一項的左圖為沒有 heparin 的組別，右圖則為

含有 heparin 的組別，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線、綠線、橘線和紫線分

別代表培養 2、4、6、21 小時後的螢光訊號。(A) 50 μM Ac-
275

VQIINK
280

-NH2。

(B) 50 μM Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2。(C) 50 μM tau244-280 (R1+PHF6*)。(D) 50 μM 

tau275-305 (PHF6*+R2)。(E) 50 μM tau281-311 (R2+PHF6)。 

 

(A) Ac-
275

VQIINK
280

-NH2              (B) Ac-306VQIVYK311-NH2 

        

 

(C) tau244-280 (R1+PHF6*)            (D) tau275-305 (PHF6*+R2) 
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(E) tau281-311 (R2+PHF6) 

 

圖 3.47  tau 胜肽纖維的 TEM 照片。 

使用  TEM 觀察到的  tau 胜肽纖維。 (A) Ac-
275

VQIINK
280

-NH2，放大倍率為 

19500X。 (B) Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2，放大倍率為  19500X。 (C) tau244-280 

(R1+PHF6*)，放大倍率為  15000X。(D) tau275-305 (PHF6*+R2)，放大倍率為 

19500X。(E) tau281-311 (R2+PHF6)，放大倍率為 19500X。比例尺皆為 100 nm。 

 

    接著我們使用帶有一個磷酸根的 tau244-280 w/ pSer262 進行測試，和相同序

列但不帶有磷酸根的  tau244-280 (R2+PHF6*) 一起做測試，從質譜圖來看， 

tau244-280 w/ pSer262 的純度並不高，有一些磷酸根從胜肽上掉下來，比例約為 

3:1，因此我們使用三種濃度來進行三重複測試，分別為 50 μM、100 μM 及 150 μM，

觀察多一個磷酸根修飾是否會改變該段胜肽形成纖維的能力 (圖 3.48)，由結果來

看並沒有差別，都不會自發性地形成纖維。 
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(A)  50 μM tau244-280 (R2+PHF6*) 

 

 

(B)  100 μM tau244-280 (R2+PHF6*) 

 

 

(C)  150 μM tau244-280 (R2+PHF6*) 

 

 

(D)  50 μM tau244-280 w/ pSer262 
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(E)  100 μM tau244-280 w/ pSer262 

 

 

(F)  150 μM tau244-280 w/ pSer262 

 

圖 3.48  使用螢光光譜儀測的帶有修飾的 tau 胜肽 aggregation test。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，在三種濃度下進行三重複測試，藍線代表培養前

的螢光訊號，紅線、綠線、橘線代表培養 24、43、46 小時之後的螢光訊號。(A) 50 

μM tau244-280 (R2+PHF6*)。(B) 100 μM tau244-280 (R2+PHF6*)。(C) 150 μM 

tau244-280 (R2+PHF6*)。(D) 50 μM tau244-280 w/ pSer262。(E) 100 μM tau244-280 

w/ pSer262。(F) 150 μM tau244-280 w/ pSer262。 

 

3.4.4  種晶效應 

    由先前的實驗結果，我們可以知道在 50 μM 的濃度下，五種 tau peptide 都

不會自發性地形成纖維，因此我們使用這個濃度來進行種晶效應的測試。我們將

用微孔盤培養的 p-tau / tau 纖維分別收集在一起，接著離心並取出上清液，隨即

加入水來清洗沉澱下來的 p-tau / tau 纖維，並再離心一次，取出上清液，此時沉

澱的即為乾淨 p-tau / tau 纖維，加入 40 μl 的水並用超音波震碎使其形成 p-tau / 

tau 種晶。由於 p-tau 的樣品原先含有 RNA，因此首先將 p-tau 第一次離心後的
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上清液及種晶分別用水稀釋 100 倍並測量其吸收光譜，用以確認種晶已不含 

RNA，由結果來看只有上清液在 254 nm 有吸光值 (圖 3.49)，代表種晶不含 

RNA。 

 

(A)                                 (B) 

 

圖 3.49  p-tau 種晶製備過程中的上清液及種晶進行全波長的吸光值測量圖。 

縱軸為吸光值，橫軸為波長。(A) 第一次離心後的上清液。在 UV257nm 有訊號，

代表此樣品中含有 RNA。(B) 種晶。沒有訊號，代表不含 RNA。 

 

    接著我們將上清液使用 SDS-PAGE 進行分析，計算上清液中還存在多少的 

p-tau / tau，即可用初始濃度減去上清液 p-tau / tau 濃度得到種晶濃度 (圖 3.50)，

因此就知道要加入多少量的種晶。我們使用 50 μM 的五種胜肽進行測試，和種晶

混合使其最後樣品含有 50 pmole 的種晶，樣品中含有 20 μM 的 ThT 且最終體

積為 100 μl，使用螢光光譜儀進行測量，由結果來看 p-tau 種晶可以使這五種胜

肽都形成纖維 (圖 3.51) 而 tau 種晶則不行 (圖 3.52)，結果和我們原先預想的不

同。  
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圖 3.50  製備種晶時的上清液的 SDS-PAGE 圖。 

膠片上由左至右為 marker、(A) tau 離心後的上清液、(B) p-tau 離心後的上清液，

綠色框線為濃度 0.2 / 0.4 / 0.6 / 0.8 mg/ml 的 BSA。依照 BSA的濃度來為上清液

中殘留的 tau / p-tau 進行定量。 
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(C) tau244-280 (R1+PHF6*)            (D) tau275-305 (PHF6*+R2) 
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(E) tau281-311 (R2+PHF6) 

 

圖 3.51  使用螢光光譜儀測的 p-tau 種晶效應。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線、綠線、橘線

和紫線代表培養 3、18、25、42 小時候的螢光訊號。(A) 50 μM Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 

+ p-tau seed。(B) 50 μM Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 + p-tau seed。(C) 50 μM tau244-280 

(R1+PHF6*) + p-tau seed。(D) 50 μM tau275-305 (PHF6*+R2) + p-tau seed。(E) 50 μM 

tau281-311 (R2+PHF6) + p-tau seed。 

 

(A) Ac-
275

VQIINK
280

-NH2              (B) Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 

  

圖 3.52  使用螢光光譜儀測的 tau 種晶效應。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線和綠線代表培

養 4 小時和 23 小時後的螢光訊號。(A) 50 μM Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 + tau seed。

(B) 50 μM Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 + tau seed。 
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3.4.5  胜肽抑制物 

    首先我們使用了兩種不同的濃度測試設計的兩種胜肽抑制物是否會自己形成

澱粉樣纖維，使用 50 μM的濃度進行測試，而且同時做了另外一組含有 heparin 的

組別，同樣使用 20 μM ThS 當作螢光染劑，在 37℃ 環境下進行培養，由結果來

看不管有沒有加入 heparin，這兩種胜肽抑制物都不會形成纖維 (圖 3.53)。 

 

(A)  R8-VQIINK 

 

 

(B)  R8-VQIVYK 

 

 

圖 3.53  使用螢光光譜儀測量胜肽抑制物是否會形成纖維。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，各組左圖為沒有加 heparin 的組別；右圖則為有

加 heparin 的組別，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線、綠線和橘線代表培養 3、

19、30 小時後的螢光訊號。(A) R8-VQIINK。(B) R8-VQIVYK。 
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    接著我們另外培養了一組濃度為 100 μM 且沒有加 heparin 的組別，並在培

養 24 小時前後以圓二色光譜儀測量，觀察在培養前後的二級結構有無變化，從

圖形來看兩者之間並沒有差別 (圖 3.54)，主要的結構皆為無規則線圈 (random 

coil)，代表培養前後的主要二級結構並沒有改變，和先前的螢光結果相應，設計的

兩種胜肽抑制物皆不會形成纖維。 

 

(A)  R8-VQIINK 

 

 

(B)  R8-VQIVYK 

 

圖 3.54  使用圓二色光譜儀測量胜肽抑制物的二級結構。 

縱軸為橢圓率，橫軸為波長，各組左圖為培養前的圖譜；右圖則為培養後的圖譜。

(A) R8-VQIINK。(B) R8-VQIVYK。 
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    確認了胜肽抑制物不會自己形成纖維後，隨即先將合成的五種胜肽進行測試，

五種胜肽樣品的濃度為 50 μM，其中含有 12.5 μM heparin 以及 20 μM ThT，再

加入 50 μM 的胜肽抑制物，使用螢光光譜儀觀察是否有抑制效果，原本有含 

heparin 會促使纖維的形成，加了胜肽抑制物後就沒有螢光訊號的增加，因此不論

是哪一種胜肽抑制物皆對這五種胜肽有抑制效果 (圖 3.55)。 

 

(A)  Ac-
275

VQIINK
280

-NH2 

 

 

(B)  Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2 
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(C)  tau244-280 (R1+PHF6*) 

 

 

(D)  tau275-305 (PHF6*+R2) 

 

 

(E)  tau281-311 (R2+PHF6) 
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圖 3.55  使用螢光光譜儀測量胜肽抑制物對五種胜肽的抑制效果。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為波長，各組左圖為加入 R8-VQIINK 共同培養的組別，

右圖則為加入 R8-VQIVYK 的組別，藍線代表培養前的螢光訊號，紅線、綠線和

橘線代表培養 3、16、27 小時後的螢光訊號。(A) Ac-
275

VQIINK
280

-NH2。(B)  

Ac-
306

VQIVYK
311

-NH2。(C) tau244-280 (R1+PHF6*)。(D) tau275-305 (PHF6*+R2)。

(E) tau281-311 (R2+PHF6)。 

 

    最後，我們使用微量盤螢光分光光譜儀測試含有  RNA 的  p-tau 及含有 

heparin 但不含 RNA 的 tau 是否也能被胜肽抑制物抑制，使用的 p-tau / tau 濃度

皆為 10 μM，tau 的組別加入 2.5 μM heparin，兩組皆含有 20 μM ThS，和 20 μM 

兩種胜肽抑制物共同培養 24 小時，三重複實驗的結果顯示該兩種胜肽抑制物對 

p-tau 沒有抑制效果，但對 tau 有抑制效果 (圖 3.56)。 

 

(A)  p-tau w/ RNA + R8-VQIINK 
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(B)  p-tau w/ RNA + R8-VQIVYK 

 

 

(C)  tau w/o RNA + heparin + R8-VQIINK 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201903482

99 
 

(D)  tau w/o RNA + heparin + R8-VQIVYK 

 

圖 3.56  利用微量盤螢光分光光譜儀測量胜肽抑制物對含有 RNA 的 p-tau 及

含有 heparin 但不含 RNA 的 tau 的抑制效果。 

縱軸為螢光訊號，橫軸為時間，藍線、紅線、綠線代表三重複。(A) 10 μM p-tau w/ 

RNA + 20 μM R8-VQIINK。(B) 10 μM p-tau w/ RNA + 20 μM R8-VQIVYK。(C) 10 

μM tau w/o RNA + 2.5 μM heparin + 20 μM R8-VQIINK。(D) 10 μM tau w/o RNA + 

2.5 μM heparin + 20 μM R8-VQIVYK。 
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第四章  討論 

    我們在實驗最初步的純化過程中遇到很多困難，當我們發現樣品中帶有 RNA 

汙染時，即做了很多方法想要去除 RNA，以避免在後續實驗中 RNA 會影響實驗

結果，甚至會影響纖維的結構，因而做了很多的去除  RNA 實驗，包括了使用 

Ni-NTA 管柱和硫胺沉澱法，結果都沒有辦法去除掉全部的  RNA，直到使用了 

HiTrap CM Sepharose FF 陽離子交換樹脂管柱才成功把 RNA 去除。拿到不含 

RNA 的 p-tau 後，隨即進行聚集測試，結果螢光訊號都沒有增加，顯示 p-tau 並

沒有成功形成纖維，因此又回到了最初的原點，和老師討論並檢視失敗的原因後，

我們決定回歸最原始的純化步驟，即是純化出帶有 RNA 的樣品，再進行一次聚

集測試，沒想到這次就成功了，因此我們推測 p-tau 的系統中，想要形成纖維就

必須要有  RNA 的協助，也有其他研究指出  RAN 可以促使  tau 形成纖維 

(Kampers, Friedhoff et al. 1996)，但在 tau 聚集測試的結果中，含有 RNA 的 tau 

雖然在聚集測試的結果中看起來只有一點螢光訊號增強，但是增強的幅度相較 

p-tau 較小，很難單從圖形上判定有沒有 tau 纖維的形成，而在含有 RNA 的 tau 

加入 heparin 之後也沒看到螢光訊號的增強，推測  RNA 可能會阻止  tau 和 

heparin 的作用，因此之後還要重複確認 RNA 在 tau 形成纖維中扮演的角色。 

  

    除了 RNA 污染的問題外，我們也發現純化的產量不多以及有一些降解產物

的問題，在產量的方面我們曾經嘗試過同時將 2 L 的菌液一起進行純化，但在進

行 FPLC 管柱純化時就會導致目標產物 tau / p-tau 和其它的雜質蛋白質分不開

的情形，導致純化後的樣品純度不高，因此在進行 FPLC 管柱純化時只能將 2 L 

菌液的樣品分兩次注入管住中，最後再將取出的樣品濃縮在一起，以提高樣品濃

度；在部分樣品降解的方面，我們則是盡量在最短的時間內純化，從破菌的步驟

開始到結束都在二至三天內完成，雖然之前為了改良降解問題而採用的液態氮冷

凍破菌法結合直接煮沸法看起來可以有效減少樣品的降解，但也會造成產率降低，
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並可能導致樣品品質較差而影響後續培養成纖維的表現，因此後來我們就沒有繼

續採用這樣的方法來進行破菌了。 

 

    在胜肽合成的部分，有一些經過 HPLC 管柱純化後的樣品純度依然沒有很高，

因為在管柱純化中很難將目標產物及只少了一個胺基酸的次產物分離開來，但我

們還是決定先繼續做下去看看有沒有效果。將純化後的五種胜肽進行聚集測試，，

在 50 μM 濃度下，只有加入 heparin 的組別有形成纖維，而且在電子顯微鏡下都

有觀察到纖維的絲狀結構，隨即將準備的 p-tau / tau 種晶加入胜肽一起培養，由

螢光訊號結果來看，p-tau 種晶可以促使五種胜肽纖維的形成，但是 tau281-305 

(R2+PHF6*) 增加的螢光訊號比較低，和 
306

VQIVYK
311

 加 heparin 的組別相似，

或許 tau281-305 (R2) 對於纖維的形成有干擾效果，也可能 
306

VQIVYK
311

 片段的

螢光量子產率 (fluorescence quantum yield) 本來就比較低而導致螢光訊號比較微

弱，而且比較這五種胜肽形成纖維的螢光訊號變化，在加了 heparin 的組別中，

可以發現對於 
275

VQIINK
280

 來說，如果在 N 端多了一段 R1 序列的 tau244-280 

(R1+PHF6*) 則會讓訊號增加的幅度減少；在加了  p-tau 種晶的組別中，

306
VQIVYK

311
 在 N 端多了一段 R2 序列的 tau281-311 (R2+PHF6) 也讓訊號增

加的幅度減少 (圖 4.1)，推測或許在 
275

VQIINK
280

 和 
306

VQIVYK
311

 前面多了 

R1 及 R2 片段會影響纖維的形成，可能有抑制的效果。種晶實驗結果也和我們原

先預期的不一樣，我們一開始認為 p-tau 種晶只可以促使含有 
306

VQIVYK
311

 的

胜肽形成纖維，沒想到連含有 
275

VQIINK
280

 的胜肽也會被促使形成纖維，代表 

p-tau 纖維會利用這兩段序列堆疊形成纖維，這結果就和其他研究認為 

275
VQIINK

280
 沒有被包含在纖維核心區域的結構不同 (Fitzpatrick, Falcon et al. 

2017)，或許我們所培養出來的 p-tau 纖維結構和細胞內真實的纖維結構其實不一

樣；tau 種晶則是無法促使 
275

VQIINK
280

 和 
306

VQIVYK
311

 胜肽形成纖維，這代

表 tau 纖維的形成與這兩個區域沒有關係，但這就和其他研究的結果完全不同，
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也有可能是因為處理種晶樣品的差異導致種晶的品質不好，才造成實驗的結果有

誤。 

 

   

   

   

   

   

圖 4.1  種晶實驗統整圖。 
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    我們合成了一條帶有磷酸化修飾的胜肽，雖然純度並不高，但因為時間上還

有成本上的考量，我們還是先用這批樣品進行實驗，做了三個不同濃度的三重複

實驗，最高濃度高達 150 μM，結果都沒有辦法自發性地形成纖維，我們認為對這

條胜肽來說，在 Ser262 的磷酸根沒有辦法協助 tau244-280 形成纖維，或是該胜

肽一定要有 heparin 來協助其形成纖維。 

 

    在胜肽抑制物的測試中，兩種胜肽抑制物皆可以抑制五種胜肽形成纖維，和

我們原本認為  R8-VQIINK 只能抑制含有  
275

VQIINK
280

 的胜肽形成纖維；而 

R8-VQIVYK 則只能抑制含有 
306

VQIVYK
311

 的胜肽形成纖維，結果卻都有抑制效

果，因此我們推測這兩種抑制物抑制的效果可能不是針對結構，而是利用本身帶

有的高度正電荷和帶有負電荷的 heparin 作用而抑制了 heparin 的效果，才會導

致對五種胜肽都有抑制效果。在抑制蛋白質的部分，兩種抑制物都不能抑制 p-tau 

形成纖維，但是卻可以抑制 tau，讓我們更懷疑是否這兩種胜肽抑制物真的是抑制 

heparin 的效果，之後可以用其他帶有高度正電荷的胜肽進行測試看我們的推論是

否正確，若真的是如此，只要是高度正電荷的胜肽都可以抑制含有 heparin 的樣

品形成纖維，那代表我們的設計需要改良。我們也推測是否是因為 8 個 Arg 接

在胜肽的 N 端而導致抑制效果不好，因為從其他研究中可以看到 tau / p-tau 纖維

中的 β 摺版結構從 
275

VQIINK
280

 和 
306

VQIVYK
311

 開始 (Fitzpatrick, Falcon et al. 

2017, Zhang, Falcon et al. 2019)，接著在這兩個核心區域後面還有其他 β 摺版結構，

如果 8 個 Arg 是接在胜肽的 C 端，或許可以阻止後面的片段堆疊，可能會有比

較好的抑制效果。 
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 p-tau 種晶 tau 種晶 

275
VQIINK

280
 + - 

306
VQIVYK

311
 + - 

tau244-280 (R1+PHF6*) +  

tau275-305 (PHF6*+R2) + 

tau281-311 (R2+PHF6) + 

表 4.1  種晶實驗結果統整表。 

表格中的 「+」 代表種晶可以促使胜肽形成纖維；「-」 代表種晶不能促使胜肽形

成纖維，紅色字體代表和預測相反的結果。 

 

 R8-VQIINK R8-VQIVYK 

275
VQIINK

280
 + heparin + + 

306
VQIVYK

311
 + heparin + + 

tau244-280 (R1+PHF6*) + heparin + + 

tau275-305 (PHF6*+R2) + heparin + + 

tau281-311 (R2+PHF6) + heparin + + 

tau w/o RNA + heparin + + 

p-tau w/ RNA - - 

表 4.2  胜肽抑制物實驗結果統整表。 

表格中的 「+」 代表胜肽抑制物可以抑制胜肽或蛋白質形成纖維；「-」 代表胜肽

抑制物不能抑制胜肽或蛋白質形成纖維，紅色字體代表和預測相反的結果。 
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第五章  未來展望 

    從這次的實驗來看，雖然我們成功純化出 p-tau 並且可以順利地形成 p-tau 

纖維，但是產量卻非常的低而且樣品含有 RNA，產量低的部分之後可以嘗試使用

不同條件去培養細菌或是改變破菌的方法，看能不能提高產率，不然每次純化後

的樣品都只有一點點，很快就會耗盡，亦或是同時進行很大量的純化再將樣品收

集在一起，若這麼做就要注意時間上的安排，不讓每一批樣品的製備時間相差太

多以影響蛋白質品質；樣品中含有 RNA 的部分則是另一個問題，我們無法得知

在真實情況下細胞內的 RNA 是否也會和 p-tau 有交互作用，由實驗結果來看，

p-tau 沒有 RNA 就不能自發性地形成纖維，假設純化出的 p-tau 和真實細胞內的 

p-tau 相似，那是否代表細胞內的 p-tau 也會被 RNA 影響呢?這是我們可以再思

考的問題，之後也要測試沒有含 RNA 的 p-tau 是否可以被 heparin 協助形成纖

維。這次在進行 LC-MS/MS 分析中只看到一個被磷酸化修飾的位點，之後在進行

磷酸化修飾的分析時可以改變處理樣品的方法，多進行一步放大磷酸化訊息的步

驟，將除了有被磷酸化的胜肽片段之外的胜肽先篩選掉，測試是否就能看到比較

多的磷酸化訊號。tau 的部分則是還欠缺一個良好的系統，我們還沒有辦法確認 

tau 形成纖維的條件是否正確，需要由 TEM 拍到 tau 纖維才可以證實我們所看

到的螢光訊號增強是由於樣品真的有形成纖維，這部分尚需進行實驗測試，待取

得 tau 纖維後隨即可以進行 tau 的種晶測試，看 tau 種晶是否能促使我們合成的

五種胜肽形成纖維，也可以用 p-tau 種晶對 tau 進行測試，看 p-tau 種晶是否在

不需要 heparin 的情況下能促使 tau 形成纖維，同時探討 RNA 對 tau 形成纖維

的影響。 p-tau 種晶在促使 
306

VQIVYK
311

 和 tau281-311 (R2+PHF6) 形成纖維的

實驗中得到比較低的螢光訊號，有可能是 tau281-305 對纖維的形成有干擾作用，

之後我們會測試 p-tau 會不會被 tau281-311 (R2+PHF6) 抑制。在帶有修飾的胜肽

實驗部分，這次合成的 tau244-280 w/ pSer262 並沒有形成纖維，我想之後可以再

合成其他種帶有修飾的胜肽來進行測試，並且在合成、純化的實驗中加快流程，
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避免這些修飾的基團從胜肽上掉下來導致純度降低。最後在胜肽抑制物的方面，

從結果來看有可能只是抑制了 heparin 的作用，之後可以再合成其他種胜肽抑制

物進行測試，像是先前提到可以改變 8 個 Arg 的位置，可能對 p-tau 就有抑制

效果。建立 p-tau 的系統就可以進行不同抑制物的測試，若在 in vitro 實驗中有

抑制效果，隨即就可以進行細胞實驗，測試抑制物是否在細胞中依然有抑制效果

而且不會對細胞產生毒性，期望未來能找到可以當作治療阿茲海默症或是減緩病

情的藥物以協助眾多的病患並減輕社會負擔。 
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