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摘要 

 

CHL1 是一個協同運輸的硝酸鹽轉運蛋白，它透過氫離子驅動力的協助來運

輸硝酸鹽。此外，CHL1 還是一個雙親和性蛋白，會依據環境中硝酸鹽濃度而改

變其對硝酸鹽的親和性。本實驗室先前酵母菌雙雜合篩選中，發現 CHL1 會與氫

離子幫浦 AHA2 互相結合。已知 AHA2 是一個能創造氫離子驅動力的自我抑制

型幫浦蛋白，需要其它激酶或去磷酸酶對 AHA2 蛋白質 C 端 R domain 進行磷酸

化或去磷酸化修飾，才可以調控其氫離子幫浦活性。本研究針對 CHL1 在運輸硝

酸鹽上對氫離子的需求，以及 CHL1 與 AHA2 的結合進行分析。爪蟾卵硝酸鹽

吸收實驗結果顯示，在植物生理 pH 值範圍內，CHL1 在高親和性模式下，硝酸

鹽吸收能力隨 pH 值下降而上升；在低親和性模式下，吸收能力幾乎不受 pH 值

影響。以酵母菌雙雜合實驗分析 CHL1 與 AHA2 的結合，發現不同親和性模式

下的 CHL1 與 AHA2 的結合強度沒有差異。而 CHL1 除了能與 AHA2 結合之外，

還可以與同一家族的 AHA1、4、11 互相結合。分析 CHL1 與 AHA2 的不同片段

區域之結合強度，發現 CHL1 與 AHA2 的 R domain 結合能力非常微弱，而對

AHA2 之第七到第十個穿膜蛋白的結合能力最強，但若第七到第十個穿膜蛋白，

加上最末端 R domain，則結合能力會下降，推測 R domain 會阻礙 CHL1 與 AHA2

的結合。我們亦使用電腦模擬 CHL1 與 AHA2 可能的結合方式，並與酵母菌雙

雜合試驗結果進行比較，推論出最有可能之結果。此外，也發現能調控 CHL1

親和性轉換的 CIPK23 與 ANI 皆會與 AHA2 結合，且這樣的結合需要 R domain

的存在，推測它們能夠調控 AHA2 的活性。但是，我們以 RS-72 互補實驗發現，

CHL1、CIPK23 皆無法獨自活化 AHA2 的氫離子幫浦活性。我們推測，CHL1 可

能需要與 CIPK23 或其他蛋白共同合作，才有辦法對 AHA2 進行調控。 

 

關鍵字：CHL1、AHA2、協同運輸、吸收硝酸鹽、氫離子驅動力 
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Abstract 
 

CHL1, using proton gradient as driving force to transport nitrate, is a nitrate 

co-transporter. Moreover, it is a dual-affinity transporter that can switch nitrate 

affinity according to the nitrate concentrations in the environment. Previous study in 

our lab found that CHL1 can interact with AHA2, a H+-ATPase, in a yeast two-hybrid 

screen. AHA2 generates the proton motive force but is an auto-inhibited proton pump. 

It needs kinase and phosphatase to modified the C-terminal R domain to regulate the 

pump activity. In this study, I focus on the requirement of proton motive force on 

CHL1 nitrate uptake and the interaction between CHL1 and AHA2. In the oocyte 

nitrate uptake study, we found that within the plant physiological pH range, 

high-affinity transport activity of CHL1 showed more dramatic difference between 

low pH and high pH condition; while the low-affinity transport activity of CHL1 

show little or not difference between low- and high-pH condition. Yeast two-hybrid 

study showed that AHA2 can interact both CHL1 T101A and CHL1 T101D  

suggesting that CHL1 at both high- and low-affinity modes can interact with AHA2. 

CHL1 can also interact with other AHA family member including AHA1, AHA4 and 

AHA11. Analyzing the interaction between CHL1 and different truncated forms of 

AHA2, we found the interaction between CHL1 and AHA2 R domain is very weak, 

and the AHA2 transmembrane domain 7 to 10 has the strongest interaction with 

CHL1. But the R domain hampered the interaction between CHL1 and AHA2 as 

AHA2 transmembrane domain 7 to 10 with R domain interact with CHL1 weaker 

than the one without R domain. We also use computer to simulate the interaction 

model between CHL1 and AHA2 to predict the potential model that can accommodate 

yeast two-hybrid results. We also found that CIPK23 and ANI, known to regulate the 

CHL1, can interact with AHA2 and their interaction with AHA2 requires the presence 

of R domain, suggestion that they might regulate the activity of AHA2. But using 

RS-72 complementation assay, we found that CHL1 and CIPK23 cannot activate the 

pump activity of AHA2. More study is required to find out if CHL1 need to cooperate 

with CIPK23 or other proteins to regulate AHA2. 

 

Keywords: CHL1、AHA2、Cotransport、Nitrate uptake、proton motive force 
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第一章 

前言 

 

1.1 植物對氮的吸收機制，是解決糧食與氮污染議題的一大關鍵 

 

所有生物皆需從外界攝取養分，以維持生理機能運行。在大自然中，作為生

產者 (producers) 的植物，扮演將環境中無機物 (inorganic compound) 帶到生態系

統 (ecosystem) 中的重要角色；植物吸收自然環境中消費者 (consumers) 無法直接

利用的無機化合物，轉換成有機物 (organic compound) 供消費者使用，此環節若

出了問題，將會影響奠基於其上的整個生態系統。隨著世界人口爆炸性的成長，

系統中的生產者是否足夠支持其上的消費者，遂成為迫切的議題。因此，植物如

何有效吸收與利用環境中的無機物，以供給其上整個系統，是生態系統中非常重

要的一環。 

氮 (nitrogen, N) ，是透過植物進入生態系統的重要元素之一，生物的基本遺

傳物質去氧核醣核酸 (DNA) 、核糖核酸 (RNA) 以及產生生命現象所需的蛋白質 

(protein) ，皆含有氮元素。對植物來說，氮也是其生長的限制因子 (limiting factor) ，

土壤中植物可利用之氮含量多寡，影響了植物生長好壞。在農業應用上，施加氮

肥是提升糧食產量的對策之一；然而，過量的施肥卻也造成環境汙染的問題。農

地中的含氮肥料常隨著雨水流至水庫與海洋，不僅污染飲用水亦造成水質優養化

的環境問題 (Wen and Chang, 2008; Moran, 2011) 。若能充分了解植物對氮的吸收

機制，以提升其吸收效率，對糧食危機與環境污染議題可說是一大助益。 

 

 

1.2 硝酸鹽轉運系統 

 

植物可利用的氮源主要有：無機物型態的硝酸鹽 (NO3
-，nitrate) 、銨鹽 (NH4

+，

ammonium) 以及有機物型態的胜肽 (peptide) 、尿素 (urea) 。其中，硝酸鹽是大

部分植物在有氧土壤中的主要無機氮源 (Krouk et al., 2010a) ，同時也扮演植物體
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內訊息 (signal) 傳遞分子 (Crawford, 1995) 。然而，硝酸鹽的流動性 (mobility) 很

強，非常容易受雨水沖刷 (Crawford and Glass, 1998) ，土壤中硝酸鹽含量往往有

千倍的急遽的變化，範圍可從 100 millimolar  (100 mM) 至 10 micromolar  (10 μM) 

(Crawford, 1995) 。為因應硝酸鹽的濃度變化，植物演化出兩種吸收硝酸鹽的系統：

(1) 高親和性轉運系統 (high-affinity transport system) 主要負責吸收 micromolar 濃

度範圍的硝酸鹽 (2) 低親和性轉運系統 (low-affinity transport system) 主要負責吸

收 millimolar 濃度範圍的硝酸鹽。 

在阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana) 中，有兩類型的硝酸鹽轉運蛋白，分別是

AtNRT1 family及AtNRT2 family。AtNRT1 family共有 53個同源蛋白 (homologue) ，

其中大部分為低親和性硝酸鹽轉運蛋白，而 AtNRT2 family 則為高親和性硝酸鹽轉

運蛋白 (Tsay et al., 2007) 。在 AtNRT1 family 中有一個特別的成員 AtNRT1.1 

(CHL1) ，同時具有高、低親和性硝酸鹽轉運的能力，能夠隨外界硝酸鹽濃度變化，

轉換對硝酸鹽的親和性，就如同開車換檔一樣，可根據外部狀況對本身進行切換，

是一雙親和性硝酸鹽轉運蛋白 (Liu and Tsay, 2003) 。 

我們實驗室過去研究發現，CHL1 的雙親和性轉換機制，主要是第 101 個胺基

酸蘇胺酸 (Threonine, T) 的磷酸化 (phosphorylation) 與否 (Liu and Tsay, 2003) 。

當 101 蘇胺酸受到磷酸化，CHL1 會呈現高親和性的硝酸鹽轉運特性；反之，則呈

現低親和性硝酸鹽轉運特性。隨著自然環境中硝酸鹽濃度高低的波動，CHL1 透過

T101 的磷酸化與否，自由切換硝酸鹽轉運的模式，以適應外界環境的劇烈變化。

除了轉運硝酸鹽的功能之外，CHL1 還是一個硝酸鹽的感應蛋白 (sensor) ，可以

幫助植物感知環境中硝酸鹽的濃度，以啟動相對應代謝措施 (Ho et al., 2009) 。 

 

 

1.3 CHL1 的運輸方式-協同運輸 (Co-transport) 

 

生物細胞將物質從外界運至細胞內，除了一些不需膜蛋白 (membrane protein)，

透過擴散作用直接穿過細胞膜的物質之外，主要透過細胞膜上的膜蛋白進行運輸。

負責運輸物質的膜蛋白，又可分成幫浦蛋白 (ATP-powered pump) 、離子通道蛋白 

(ion channel) 與轉運蛋白 (transporter) 。並依照消耗 ATP 之有無，簡單分成主動
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運輸 (active transport) 與被動運輸 (passive transport) 。一般來說，物質會由高濃

度往低濃度移動，因此透過物質本身濃度梯度產生之化學驅力 (chemical driving 

force) ；除了化學驅力外，細胞膜兩側的電位 (electric potential) 差，也是影響物

質的運輸驅動力。綜合以上兩股力量，我們將影響物質運輸的驅動力統稱為電化

學位階 (electrochemical potential) 。將物質由位階高處送往位階低處的運輸，我們

稱為被動運輸。反之，當細胞需要從位階低處將物質送往位階高處，則需要消耗

能量，以對抗電化學位階，這種需耗費能量的運輸稱為主動運輸。幫浦蛋白執行

主動運輸，透過消耗 ATP 產生能量，造成蛋白結構變化，對抗電化學位階運輸物

質；有點類似我們從地下抽水至高處需要消耗能量。執行被動運輸的主要是離子

通道蛋白與輸送單一物質的轉運蛋白 (uniporter) 。這兩種蛋白輸送物質時，是透

過物質本身的位階差，使該物質被動地移動。其中離子通道蛋白就如其名，打開

通道，讓物質從高位階流向低位階；而轉運蛋白，則是透過物質由高位階流向低

位階的這股電化學驅力，產生結構改變，進而將其運輸。整體而言，就像是水從

高處往低處流的感覺。除了幫浦、離子通道及單一物質轉運蛋白之外，生物還演

化出結合主動及被動運輸方式的運輸型態，稱為次級運輸，又名協同運輸 

(co-transport)；行使這類運輸的轉運蛋白 (co-transporter) ，本身不直接消耗 ATP，

就能夠將物質從位階低處送往位階高處。這類膜蛋白是將其它主動運輸膜蛋白所

創造的電化學驅力當作能量來源，協助將輸送的另一物質由位階低處送往位階高

處；就如同水力發電，將水抽至高處，讓其往低處流產生能量，並用這股能量來

執行其他需要耗能的事情。協同運輸的膜蛋白，可同時運送 A、B 兩種物質，其中

A 物質是主要被運送的物質，需要從位階低處送往位階高處；B 物質則是會協助 A

物質的運輸，主動運輸膜蛋白會創造 B 物質的電化學驅力，用途在推動協同運輸

蛋白運作。因此，藉由 B 物質的驅力推動，A 物質能順利由低濃度處送往高濃度

處。依照 A、B 兩物質運送方向的異同，可分為反向運輸 (antiport) 與同向運輸 

(symport) 。 

植物時常利用協同運輸吸收土壤中的養分，CHL1 就是利用協同運輸的方法運

送硝酸鹽 (Tsay et al., 1993) ；藉由根部氫離子幫浦 (H+-ATPase) 所產生的氫離子

驅動力 (proton motive force) (即氫離子的電化學驅力) ，CHL1 將土壤中硝酸鹽透

過同向運輸的方式，與氫離子一同轉運至植物體內。 
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1.4 Plasma Membrane H+-ATPase Family 

 

AHA 為 Arabidopsis Plasma membrane H+-ATPase，屬於幫浦蛋白中的 P-type 

ATPase。當它進行轉運時，蛋白上一個高度保留 (highly conserved) 的天門冬胺酸 

(Asparate) 會 被 磷 酸 化 。 主 要 含 三 個 功 能 區 域  (functional domain) ：

Nucleotide-binding domain (N domain) 負責與 ATP 結合、Phosphorylation domain (P 

domain) 是會被磷酸化的區域、Actuator domain (A domain) 負責對 P domain 進行

去磷酸化 (dephosphorylation) 以帶動整個蛋白運轉 (Pedersen et al., 2007) 。AHA

是阿拉伯芥細胞膜上的氫離子幫浦，共發現有 12 個同源基因 (homologue) ，其中

AHA12 被認為是偽基因 (Pseudogene) (Axelsen and Palmgren, 2001; Gaxiola et al., 

2007) 。11 個同源基因中 (AHA1-11) ，AHA1 與 AHA2 可以說是最主要的成員，

幾乎大量表現於所有的組織中，是維持離子恆定的管家基因 (housekeeping gene) ；

若兩者互相比較，AHA1 於莖部有較多的表現量，而 AHA2 則是主要表現於根部組

織 (Harper et al., 1990; Gaxiola et al., 2007) 。有文獻指出，aha1aha2 double mutation

會導致胚胎致死 (embryonic lethality) (Haruta et al., 2010) ，表示 AHA1 與 AHA2 在

阿拉伯芥的生長上扮演不可或缺的角色。有些 AHA 基因則有較強的組織專一性 

(tissue specificity) ，例如 AHA6、AHA7、AHA8、AHA9 主要在花藥與花粉上 (Houlne 

and Boutry, 1994; Bock et al., 2006; Gaxiola et al., 2007) ；AHA10 與種皮發育有關，

主要表現於發育初期的果莢與種子上 (Baxter et al., 2005) 。AHA3、AHA4、AHA5、

AHA11 的在植物中的表現狀況，介於全株大量表現與高組織專一性之間。公開的

微陣列資料 (BAR Arabidopsis e-FP Browser) 顯示，在各組織中或多或少都可以偵

測到它們的表現；有文獻針對它們進行個別研究，發現 AHA3 主要在根、莖、葉

維管束 (vascular tissue) 及韌皮部伴細胞 (phloem companion cells) (DeWitt et al., 

1991) ，AHA4 主要表現於根部內皮細胞與種子 (Vitart et al., 2001) ，保衛細胞內

能發現大量的 AHA5 (Ueno et al., 2005) ，葉片中則可發現大量的 AHA11 (Alsterfjord 

et al., 2004; Ueno et al., 2005) 。 
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1.5 PM H+-ATPase 的調控機制 

 

PM H+-ATPase (Plasma Membrane H+-ATPase) 是 一 個 自 我 抑 制 蛋 白 

(auto-inhibition protein) ，在一般狀況下氫離子幫浦活性極低，阿拉伯芥透過轉譯

後修飾 (post-translational modification) ，來調節 PM H+-ATPase 的氫離子幫浦活性 

(Palmgren, 2001; Gaxiola et al., 2007) 。PM H+-ATPase C 端 (C-terminal) 的最後 100

個胺基酸，被稱作 R domain (regulatory domain) ，會抑制本身的氫離子幫浦活性；

目前認為 R domain 抑制的機制為，R domain 包覆 PM H+-ATPase 上的 A domain 與 

P domain，進而影響氫離子幫浦活性 (Eraso and Portillo, 1994; Morsomme et al., 

1996; Morsomme et al., 1998; Palmgren, 2001; Gaxiola et al., 2007; Pedersen et al., 

2007)。R domain 上的磷酸化與去磷酸化修飾，是調控 PM H+-ATPase 的主要機制 

(Axelsen et al., 1999; Palmgren, 2001; Gaxiola et al., 2007; Rudashevskaya et al., 

2012) 。文獻指出，R domain末端有一個高度保留的HYTV motif，其中T (Threonine, 

T) 更是存在於所有的 AHA family 中，T 磷酸化與否影響了 PM H+-ATPase 的氫離

子幫浦活性；此 T 對應到 AHA2 上即是 T947，當 T 947 被磷酸化之後，14-3-3 蛋

白將會與 R domain 結合，移除 R domain 的抑制效果，進而促進 AHA2 的氫離子

幫浦活性 (Jahn et al., 1997; Baunsgaard et al., 1998; Fuglsang et al., 1999; Palmgren, 

2001; Gaxiola et al., 2007) 。研究發現，剔除 R domain 的 AHA2 即失去自我抑制的

特性 (Palmgren et al., 1990; Regenberg et al., 1995) ，因此目前推測，14-3-3 蛋白是

將 R domain 稍稍推離 AHA2 本體，以加強 AHA2 的氫離子幫浦活性。除了 AHA2 

T947 外，AHA2 T881 若受到磷酸化，亦會促進 AHA2 的氫離子幫浦活性 

(Rudashevskaya et al., 2012; Fuglsang et al., 2014) ；相反地，S931 受到磷酸化則反

抑制氫離子幫浦活性 (Fuglsang et al., 2007) 。影響 14-3-3 與 R domain 結合與否的

關鍵角色是 T947，T881 磷酸化與否並不影響 14-3-3 與 R domain 的結合， S931

磷酸化則會抑制 14-3-3 與 R domain 的結合 (Fuglsang et al., 2007; Rudashevskaya et 

al., 2012; Fuglsang et al., 2014) 。 

目前對負責 PM H+-ATPase 磷酸化的激酶 (kinase) 與去磷酸化的去磷酸酶

(phosphatase) 有些許的了解。文獻指出，部分相關的酶位於細胞膜上 (Hayashi et al., 

2010; Kinoshita and Hayashi, 2011) 。在磷酸化部分，近期研究發現，位於細胞膜的
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植物胜肽鏈受體 (PSY1 receptor, 一種 LRR-RK) ，其 kinase domain 會磷酸化

AHA1/AHA2 T881 (Fuglsang et al., 2014) ，進而增強其活性；而蛋白質激酶 PKS5  

(又被稱為 CIPK11) ，則會磷酸化 AHA2 S931，影響 14-3-3 與 AHA2 的結合，進

而降低 AHA2 活性 (Fuglsang et al., 2007) 。但是，負責去磷酸化 T881 與 S931 位

置的去磷酸酶都尚未被找到。在去磷酸化部分，已知 Protein phosphatase 2A 會與

14-3-3 蛋白競爭與 R domain 結合的位置 (Fuglsang et al., 2006) ，但其實際去磷酸

化的位置並不清楚；另外，Protein phosphatase 2C-D clade 則參與 AHA2 T947 的去

磷酸化 (Spartz et al., 2014) ，不過負責磷酸化 T947 位置的激酶尚未被發現。 

 

 

1.6 PM H+-ATPase 與硝酸鹽之間的關係 

 

PM H+-ATPase 的活性受到許多外在因素影響，例如藍光  (Kinoshita and 

Shimazaki, 1999) 、生長素 (auxin)  (Takahashi et al., 2012) 。有文獻指出，在黃瓜 

(Cucumis sativus L. cv. Chinese long) 中，施予硝酸鹽會使根部及葉部 PM 

H+-ATPase 的蛋白質總量與 ATP 水解效率增加 (Nikolic et al., 2012) ；而施予 PM 

H+-ATPase 抑制劑 (Vanadate) ，則會影響硝酸鹽的吸收速率。在葡萄中，硝酸鹽

會使PM H+-ATPase蛋白質總量增加，進而提升整體ATP水解效率 (Pii et al., 2014) 。

然而，亦有研究顯示，有約四成的 AHA1/AHA2 T881 會因硝酸鹽影響而在十分鐘

內被去磷酸化，三十分鐘後又會再度被磷酸化，但若是施予銨鹽 (NH4) ，則近九

成的 AHA1/AHA2 T881 會在五分鐘內被去磷酸化，三十分鐘後，幾乎所有的

AHA1/AHA2 T881 會被去磷酸化 (Engelsberger and Schulze, 2012) 。由此可知，PM 

H+-ATPase 在植物對硝酸鹽的吸收上，扮演了重要的角色。 

 

 

1.7 實驗目的 

 

根據本實驗室先前的酵母菌雙雜合大量篩選 (Yeast two-hybrid screen) ，發現

以協同運輸作為轉運方式的 CHL1 與 AHA2 會互相結合。亦有文獻指出，給予根
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部細胞硝酸鹽後，細胞膜會因為吸收硝酸鹽而立刻出現去極化 (depolarization) 的

現象，但接著會慢慢回復至極化 (Meharg and Blatt, 1995; Wang and Crawford, 

1996) ；推測回復至極化的現象，是因為 H+-ATPase 被磷酸化而補充氫離子梯度，

讓硝酸鹽可以持續被轉運，但仍缺乏直接的證據。而我們實驗室發現，一個氫離

子驅動力的消耗者，與一個氫離子驅動力的提供者會互相結合，這使我們懷疑

CHL1 可能會調控 AHA2 的活性，用以供給自己轉運硝酸鹽所需的氫離子驅動力。

此外，CHL1 本身也是硝酸鹽感應蛋白，我們亦懷疑它能根據環境中硝酸鹽濃度變

化，來調控 AHA2 的活性。本篇論文想要探討，CHL1 與 AHA2 之間的關係。CHL1

是否扮演調控 AHA2 的角色？所以，我們首先利用非洲爪蟾卵硝酸鹽吸收實驗，

探討氫離子驅動力對 CHL1 轉運能力的影響。也企圖使用酵母菌雙雜合系統尋找

CHL1 與 AHA2 之間可能的結合狀況；最後，使用 RS-72 酵母菌系統，探討 CHL1

是否能夠調控 AHA2 的活性。 
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第二章 

實驗材料與方法 

 

A. 非洲爪蟾卵 (Xenopus laevis oocytes) 之硝酸鹽吸收活性測定 

1. 質體 (plasmid) 製備: 

將帶有 pGEMHE-CHL1 質體的大腸桿菌株  (E. coli strain) 以含有

Ampcillin 的 LB 溶液，於 37℃培養 12-16 小時，取 1.5mL 菌液以離心機

離心 6000rpm 1 分鐘後，移除上清液，以 Viogene Mini-MTM plasmid DNA 

exraction kit 抽取質體，溶於 50μL 無菌水中。 

 

2. 體外轉錄 (in vitro transcription) 模板製備： 

取 50μL 質體，加入 13μL 無菌水、7μL NEB 2 號 buffer、2μL NheI 限制

酶，在 37℃下反應 1 小時。以 phenol / chloroform (25:24) 純化 DNA，測

定 DNA 濃度後，將其稀釋至 1μg/μL。 

 

3. 體外轉錄 (in vitro transcription)： 

以mMESSAGE mMACHINTM體外轉錄組 (Ambion, Austin, Texas)，取 2μL 

10X buffer、10μL 2X NTP/CAP mix、2μL 10X enzyme mix，加入 1μg 模

板，並補水至 20μL，放入 37℃下反應 1.5 小時。之後加入 1μL DNase 混

合均勻後，放入 37℃下反應 15 分鐘，加入 115μL DEPC-H2O、15μL 4M 

NH4OAc、150μL phenol/chloroform (25:24) 混合均勻，以 14000rpm 離心

8 分鐘，取上清液加入兩倍體積之 isopropanol 混勻，放入-80℃冰箱 30 分

鐘後，以 14000rpm 4℃離心 15 分鐘，以 70%、100%酒精清洗沉澱物。

移除酒精，待乾之後，溶解於適量的 DEPC-H2O，並使 cRNA 濃度大於

1μg/μL。 

 

4. 非洲爪蟾卵製備： 

i. 蛙卵取得： 

將雌蛙放入碎冰中 30 分鐘使之昏迷，取出後將蛙肚朝上放置於冰上，

-8- 

 



 

以無塵紙拉起肛門上方 1-2 公分處左側或右側之表皮，用消毒過的手

術剪刀橫向剪開一 1 公分開口，再將其內部肌肉組織剪開 1 公分缺

口，用鈍端鑷子將卵巢取出，放置於 ND-96 不含 CaCl2 之緩衝溶液

中 (96mM NaCl、2mM KCl、2mM MgCl2、5mM HEPES、以 NaOH

調至 pH7.6)，以林格氏液 (Ringer’s solution，150mM NaCl、1.8mM 

CaCl2、2.5mM KCl、10mM HEPES、1mM MgCl2、以 NaOH 調至 pH7.4)

清洗傷口，維持傷口濕潤，再用手術縫線將肌肉層與表皮層進行縫

合。肌肉層與表皮層進行縫合各縫合 3 針，每一針先打兩個單結在

打一個雙結，第一個單結不可拉太緊，以免拉扯肌肉，雙結必須拉

緊，以確保傷口密合。最後將爪蟾放置於塑膠盆內，先放入些許的

逆滲透水，不可蓋過其口鼻，待其清醒後，再加入 10mM NaCl 溶液

至塑膠盆的二分之一用以消毒，約每 24 小時換水一次。 

ii. 蛙卵處理： 

將蛙卵至於培養皿中，以約 10 顆蛙卵一小群為單位，用鑷子將蛙卵

撕開。接著倒除原有緩衝液，加入含 0.8-1 mg/mL collagenase之ND-96 

不含 CaCl2 之緩衝液，以 50 rpm 混合速度混合，每 15 分鐘以口徑較

大之塑膠滴管反覆抽吸蛙卵，將之混合均勻，共約處理 60 分鐘。最

後將蛙卵以含 0.3mM CaCl2 之 ND-96 緩衝液清洗數次，最後保存於

含有 gentamycine (10g/L) 的含 0.3mM CaCl2 ND-96 緩衝液中。 

 

5. 蛙卵之 cRNA 微量注射： 

i. 玻璃針製備： 

將毛細管置於微管形成器 (Model p-87 Flaming/brown micropipette 

puller，Sutter instrument Co., Novato, CA) 中，以 heat 760、pull 130、

time 100、pressure 500 拉針程式拉針。並在顯微鏡下，用剪刀將其剪

成直徑 0.1-0.15 mm 之缺口。 

ii. 注射 cRNA： 

先從玻璃針後方，以注射針注入長約 2-2.5 公分的礦物油， 再將微

量注射器 (model, Company) 從玻璃針末端插入，將其固定於固定架
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上，吸取約 1μL的 DEPC-H2O，再將濃度 1μg/μL 之 cRNA 吸入。把

具動物極與植物極分布均勻，且有明顯赤道極的 (第 V-VI 期) 蛙卵

放置於舖有尼龍網的培養皿中，讓蛙卵卡在尼龍網的縫隙中，並將

針插入卵中，注射 50 nL 的 cRNA。注射完後將卵放回含有 ND-96

緩衝液培養皿中，與 16℃培養箱中培養兩天，使其表現蛋白後再進

行實驗。 

 

6. 蛙卵硝酸鹽吸收實驗： 

挑選已表現蛋白之健康蛙卵，以 10 顆一組，分別放入六孔盤中，吸乾

ND-96 緩衝液後，分別加入 5mL 的 10mM 或 100μM 硝酸鹽溶液 (10mM 

或 100μM K15NO3、215mM Mannitol、0.3mM CaCl2，利用 10mM Tris/MES

調整置所需之 pH 值)，放在震盪器上以 40 rpm 速度在室溫中搖晃 1.5 小

時或 0.5 小時。之後用塑膠滴管吸出蛙卵，以 ND-96 緩衝液清洗 3 次，

放入個孔皆裝有鋁箔小袋之 96 孔盤中，用滴管吸乾液體，置於 80℃烘箱

中兩天將其烘乾。最後用穩定同位素分析儀 ANCA-GSL20/20 (PDZ,UK) 

分析同位素 15N 含量。 

 

7. 統計分析： 

數據使用 Excel 巨集進行統計分析。 

Real Statistics Resource Pack software (Release 3.4).Copyright (2014) 

Charles Zaiontz. www.real-statistics.com 

 

B. 質體構築 

1. pTMBV4-AHA2 

利用 AHA2 XbaI F/ AHA2 PstI R 為引子，pGEMHE-AHA2 (由許富鈞學長

構築) 作為模板，將AHA2片段以5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM 

dNTP、1μL High Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應

分離出來。把分離出之片段，利用 5μL 2X ligation buffer、1μL T4 ligase 

(Promega) 、0.5μL pGEM®-T Easy (Promega) ，並補水至體積 10μL，置
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於 16℃培養箱中 30 分鐘，將片段連接到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體

上。將上述帶有我們所需基因片段之 pGEM®-T Easy 轉型 (transformation) 

進 E.coli 中，將之培養於塗有 80μL X-Gal (2 mg X-Gal/mL DMF 

(dimethylformamide) ) 的 LB + Ampicilin (50μg/mL) 培養基中，置於 37℃

培養箱中16小時。挑選白色菌落，以菌落PCR確認載體帶有所需之基因，

將帶有成功連接基因片段載體之菌落，接種於含有Ampcillin的LB溶液，

於 37℃培養 12-16 小時，取 1.5mL 菌液以離心機離心 6000rpm 1 分鐘後，

移除上清液，以 Viogene Mini-MTM plasmid DNA exraction kit 抽取質體，

溶於 50μL 無菌水中。取濃度約 500-700 ng/μL 的質體，用 T7 或 SP6 引子

送核酸定序，確認基因序列無誤。再用 XbaI 與 PstI 限制酶切下 pGEM®-T 

Easy 上之基因片段，接到同樣用 XbaI 與 PstI 限制酶處理的 pTMBV4 載

體上，最後用 P995F / P996R 引子定序確認。 (引子序列請見 G. 引子列

表) 

 

2. pTMBV4-AHA2ΔR 

以上述相同方式進行構築，但一開始所使用之引子換成 AHA2 XbaI F/ 

AHA2-a.a.834-PstI R 

 

3. pDL2Nx-AHA1 

利用AHA1 BamHI F / AHA1 ClaI R引子，阿拉伯芥根部cDNA作為模板，

將 AHA1 片段以 5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM dNTP、1μL High 

Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應分離出來，連接

到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上。以前述相同方式培養與挑選菌落，

並確認連接於 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上之基因序列無誤，並用

BamHI 與 ClaI 限制酶切下基因片段，接到同樣用 BamHI 與 ClaI 限制酶

處理的 pDL2Nx 載體上，以 P2092/P2093 引子定序確認。 

 

4. pDL2Nx-AHA2 

過程與 pDL2Nx-AHA1 相同，唯利用 AtHA2B-F / AtHA2-TGA-ClaI R 為
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引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 

 

5. pDL2Nx-AHA3 

過程與 pDL2Nx-AHA1 相同，唯利用 AHA3 SfiI F / AHA3 SfiI R 為引子，

以 SfiI 作為接點。 

 

6. pDL2Nx-AHA4 

過程與 pDL2Nx-AHA1 相同，唯利用 AHA4 SfiI F / AHA4 SfiI R 為引子，

以 SfiI 作為接點。 

 

7. pDL2Nx-AHA11 

過程與 pDL2Nx-AHA1相同，唯利用AHA11 SfiI F / AHA11 SfiI R為引子，

以 SfiI 作為接點。 

 

8. pDL2Nx-AHA2-R domain 

過 程 與 pDL2Nx-AHA1 相 同 ， 唯 利 用 AtHA2-BamHI-835 F / 

AtHA2-TGA-ClaI R 為引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 

 

9. pDL2Nx-AHA2-TM7~10 

過 程 與 pDL2Nx-AHA1 相 同 ， 唯 利 用 AtHA2-BamHI-a.a.701 F / 

AtHA2-a.a.834-TGA-ClaI R 為引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 

 

10. pDL2Nx-AHA2-TM7~10+R 

過 程 與 pDL2Nx-AHA1 相 同 ， 唯 利 用 AtHA2-BamHI-a.a.701 F / 

AtHA2-TGA-ClaI R 為引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 

 

11. pDL2Nx-AHA2-ΔR 

過程與 pDL2Nx-AHA1 相同，唯利用AtHA2B-F / AtHA2-a.a.834-TGA-ClaI 

R 為引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 
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12. pDL2Nx-AHA2-Δ248 

過程與 pDL2Nx-AHA1 相同，唯利用AtHA2B-F / AtHA2-a.a.700-TGA-ClaI 

R 為引子，pGEMHE-AHA2 作為模板。 

 

13. pTMBV4-CHL1-ADE1 

目的是要將 pTMBV4-CHL1 (由何承訓學長構築) 內，CHL1 基因末端加

上 stop codon，並將酵母菌篩選標記 (selection marker) LEU2換成ADE1。 

i. CHL1 基因末端加上 stop codon： 

以 CHL1-XbaI F/CHL1-StuI R 為引子，pTMBV4-CHL1 為模板，將

CHL1 片段以 5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM dNTP、1μL 

High Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應分離

出來，連接到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上。以前述相同方式培

養與挑選菌落，並確認連接於 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上之基

因序列無誤。再用 XbaI 與 StuI 限制酶切下 pGEM®-T Easy 上之基因

片段，接到同樣用 XbaI 與 StuI 限制酶處理的 pTMBV4 載體上，最

後用 P995F / P996R 引子定序確認。 

ii. 將酵母菌篩選標記 LEU2 換成 ADE1： 

以 ADE1 F/ ADE1 R 為引子，pMP1612 (Fuglsang et al., 2007) 為模板，

將 ADE1 基因以 5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM dNTP、1μL 

High Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應分離

出來，連接到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上。以前述相同方式培

養與挑選菌落，並確認連接於 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上之基

因序列無誤。以 BglI 與 BstXI 限制酶切下 pGEM®-T Easy 上之 ADE1

基因，接到以 BglI 與 BstXI 限制酶處理的前述 CHL1 末端加上 stop 

codon 之 pTMBV4-CHL1 載體上。 

 

14. pTMBV4-CHL1-Nonsense-ADE1 

因為沒有連接 CHL1 基因之 pTMBV4 載體上有三個 BglI 切位，所以無法

製 做 不 含 CHL1 之 pTMBV4-ADE1 質 體 。 我 們 挑 選 製 做
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pTMBV4-CHL1-ADE1 質體時，因 CHL1 基因序列錯誤造成 Nonsense 

mutation (Ser26 TCATAA) 之 pTMBV4-CHL1-ADE1質體作為實驗控制

組使用。 

 

15. pEG202-ADE1 

以 ADE1 F (pEG202)/ADE1 R (pEG202) 為引子，pTMBV4-CHL1-ADE1

為模板，將 ADE1 基因以 5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM dNTP、

1μL High Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應分離出

來，連接到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上。以前述相同方式培養與挑

選菌落，並確認連接於 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上之基因序列無誤。

以 BstXI 限制酶切下 pGEM®-T Easy 上之 ADE1 基因，接到以 BstXI 限制

酶處理的 pEG202 載體上。 

 

16. pEG202-CIPK23-ADE1 

以 ADE1 F (pEG202)/ADE1 R (pEG202) 為引子，pTMBV4-CHL1-ADE1

為模板，將 ADE1 基因以 5μL High Fidelity Taq Buffer、4μL 2.5mM dNTP、

1μL High Fidelity Taq mix (Fermentas) 的條件進行連鎖聚合酶反應分離出

來，連接到 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上。以前述相同方式培養與挑

選菌落，並確認連接於 pGEM®-T Easy (Promega) 載體上之基因序列無誤。

以 BstXI 限制酶切下 pGEM®-T Easy 上之 ADE1 基因，接到以 BstXI 限制

酶處理的 pEG202-CIPK23 (由鄭又瑄學姊構築) 質體上。 

 

17. pEG202-CIPK8-ADE1 

過程與 pEG202-CIPK23-ADE1 相同，唯最後將 ADE1 基因連接到

pEG202-CIPK8 (由鄭又瑄學姊構築) 質體上。 

 

18. pEG202-CIPK8-kinase domain-ADE1 

過程與 pEG202-CIPK23-ADE1相同，唯最後將ADE1基因連接到 pEG202- 

CIPK8-kinase domain (由鄭又瑄學姊構築) 質體上。 
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C. 酵母菌雙雜合試驗 

1. 酵母菌菌株： 

DSY-1  MATa his3delta200 trp1-901 leu2-3,112 ade2  

       LYS:(lexAop)4-HIS3 ura3:(lexAop)8-lacZ GAL4 

                           自 DUAL membrane kit (DUAL system) 

 

2. 酵母菌質體轉殖： 

挑選單一菌落酵母菌菌株，以 YPD (1% BACTO yeast extract、1% BACTO 

peptone、2% glucose) 於 30℃培養 12 小時，取 1mL 菌液以離心機離心

6000rpm 1 分鐘後，倒除上清液。加入 0.5-1 μg 質體 DNA、2μL 10mg/mL 

salmon sperm DNA、20μL 1M DTT、0.5mL PLATE mixture (45%PEG4000、

1M LiOAc、1M Tris-Cl (pH7.5)、0.5M EDTA )，混合 (vortex) 後置於室

溫 8-16 小時。以 42℃熱水浴處理 10 分鐘，取 50-100 μL 菌液塗於含不同

胺基酸之篩選培養基上，以 30℃培養兩天。 

*使用之質體列表： 

pTMBV4： 

pTMBV4-CHL1/ pTMBV4-CHL1-T101A/pTMBV4-CHL1-T101D (以上由

何承訓學長構築)  

pTMBV4-AHA2/ pTMBV4-AHA2ΔR 

pDL2Nx： 

pDL2Nx-NubI/ pDL2Nx-NubG/ pDL2Nx-AHA1/ pDL2Nx-AHA2/ 

pDL2Nx-AHA4/ pDL2Nx-AHA11/ pDL2Nx-AHA2ΔR/ pDL2Nx- 

AHA2-TM7~10/ pDL2Nx- AHA2-TM7~10+R/ pDL2Nx-ANI (由鄭又瑄學

姊構築)/ pDL2Nx-CIPK23 (由王珮茹學姊構築) 

 

3. X-gal 呈色實驗： 

以牙籤挑選大小相同之酵母菌菌落，點於另一個培養基上，並在 30℃培

養一天，用 3mm 濾紙貼於培養基上，迅速拿起確認菌落完全沾黏於濾紙

後，放入液態氮中。5 分鐘後以鑷子夾出，置於室溫 5 分鐘，並放入培養
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皿中，倒入含 X-gal 之 agarose (1x PBS pH7.4、0.5% (w/v) agarose、

0.1mg/mL-X-gal)，記錄菌落呈色之時間。 

 

4. β-半乳糖苷酶活性定量實驗： 

將帶有質體之酵母菌株培養於 2mL 培養液中，以 30℃培養 12-16 小時。

取 1mL 菌液，加至 4mL YPD 培養液中，於 30℃培養約 2-3 小時。測量

OD600讀值，數值應屆於0.5-0.8之間，並確實記錄每一菌株之OD600讀值。

取 1.5mL 菌液，14000rpm 離心 30 秒後去除上清液，用 1.5mL Z-buffer 

(16.1g/L Na2HPO4•7H2O、5.5g/L NaH2PO4•H2O、0.75g KCl、0.246g/L 

MgSO4•7H2O，pH 調至 7.0) 清洗兩次，吸乾上清液後，溶於 0.3mL Z-buffer。

取 0.1mL 放入 2mL 微量離心管中，將整個離心管放入液態氮與 37℃水

浴槽各 1 分鐘，反覆來回三次以上，以打破酵母菌細胞。之後加入 0.7mL 

Z-buffer (含 2.7% 14.4M β-ME)與 160μL ONPG (4mg/mL Z-buffer)，立刻開

始計時，並將反應置於 30℃烘箱中。待溶液呈現黃色後，加入 0.4mL 1M 

Na2CO3，並立刻記錄時間。以 14000rpm 離心 10 分鐘後，取上清液測定

其 OD420 讀值。 

β-半乳糖苷酶活性計算公式為： 

1000* OD420/(時間(min)*0.1(mL)*5(濃縮倍率)* OD420) 

 

5. 統計分析： 

數據使用 Excel 巨集進行統計分析。 

Real Statistics Resource Pack software (Release 3.4).Copyright (2014) 

Charles Zaiontz. www.real-statistics.com 

 

 

D. 西方點墨法 

1. 膠體電泳分析： 

將 NuPAGE 10%Bis-Tris gel (invitrogen) 架設於直立式電泳槽上，以

NuPAGE MOPS SDS 緩衝溶液 (0.05M 3-(N-morpholino) ethane sulfonic 
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acid、0.05M Tris、2%SDS、1.025mM EDTA) 為 running buffer。把蛋白質

樣本加入電泳槽中，以 70 伏特電壓進行電泳 15 分鐘，在切換為 110 伏

特電壓，電泳 110 分鐘或 180 分鐘。取 PVDF membrane、濾紙、海綿、

轉印緩衝液 (4.08g/L Bicine、5.232g/L Bis-Tris、0.3g EDTA、10% methanol)，

用轉印緩衝液將濾紙與海綿充分浸濕，把 PVDF membrane 浸泡於 100% 

methanol 活化 2 分鐘，之後依序 (由電流負極向正極) 將：兩塊海綿、一

塊濾紙、切除 stacking gel 部分之膠體、PVDF membrane、一塊濾紙、三

塊海綿，放入轉印槽中，擠出夾在上述物品間之氣泡後，開始進行轉印。

為避免機器過熱，應將冰塊放置於轉印槽外。以 40 伏特電壓通電 70 分

鐘完成轉印。 

 

2. 專一性抗體雜合： 

從轉印槽中取出前述之 PVDF membrane，置於以 1X PBST (8g NaCl、0.2g 

KCl、1.805g Na2HPO4、0.24g KH2PO4、0.5% Tween 20) 所配置之 0.1% 

gelatin 溶液中，於室溫下搖晃 30 分鐘進行 blocking，降低抗體非專一性

結合。去除上述 blocking 溶液後，加入一級抗體，於室溫中反應 1 小時，

之後以 1X PBST 清洗 3 次，每次 10 分鐘。接著加入二級抗體，室溫下反

應 30 分鐘，在以 1X PBST 清洗 3 次，每次 10 分鐘。將 ECLTM detection 

kit 中 A、B 溶液以 1:1 混和後，均勻滴至 PVDF membrane 上，最後以底

片 (GE) 壓片成像。 

 

E. RS-72 互補實驗 

1. 酵母菌菌株： 

RS-72    MATa ade1-100 his4-519 leu2-3,312 pPMA1::pGAL1 

                                   (Fuglsang et al., 2007) 

 

2. 酵母菌質體轉殖： 

方法同酵母菌雙雜合實驗之轉殖方式，唯 YPD 中之 glucose 改成 galactose。 

*使用之質體列表： 
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YEp351/ pMP136/ pMP132 

pMP136 為帶有 AHA2 全長之 YEp351 (Palmgren and Christensen, 1993) 

pMP132 為帶有 AHA2Δ92 之 YEp351 (Palmgren and Christensen, 1993) 

pRS415/ pMP1745 

pMP1745 為帶有 AHA2 全長之 pRS415*註 (Fuglsang et al., 2007) 
*註 reference 之描述有誤，與原作者通訊後，確認 pMP1745 位於 pRS415  

pTMBV4-CHL1-ADE1/ pTMBV4-CHL1-Nonsense-ADE1 

pEG202-ADE1/pEG202-CIPK23-ADE1/pEG202-CIPK8-ADE1/ 

pEG202-CIPK8-kinase domain-ADE1 

 

3. 互補實驗： 

將帶有質體之轉殖菌株，以 2mL 將碳源從 glucose 改成 galactose 之培養液

培養。於 30℃培養 2 天後，取 0.5mL 測定 OD600 數值，將所每一管菌液，

以培養液稀釋至相同 OD600 數值後，再以 30℃培養 3-5 小時。取 0.5mL 測

定 OD600 數值，確認濃度一致後，序列稀釋，並分別滴至含 galactose 與含

glucose 之培養基上。將培養基置於 30℃培養，每日觀察酵母菌生長狀況。 

 

F. ZDock 蛋白質接合模擬 

1. 蛋白質結構來源： 

CHL1：RCSB Protein Data Bank ID:4OH3 (Sun et al., 2014) 

AHA2：RCSB Protein Data Bank ID:3B8C (Pedersen et al., 2007) 

 

2. 蛋白質結構處理： 

i. CHL1： 

以Discovery Studio (Accelrys) 開啟CHL1蛋白質結構，刪除A chain、

Hetatm 與 ligand groups ，使用工具列 Macromolecules/Prepare 

Protein/Automatic Preparation 中的 Prepare Protein 功能進行蛋白結構

處理；若要以 dimer CHL1 進行模擬，則不須刪除 A chain。 

ii. AHA2： 
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以 Discovery Studio (Accelrys) 開啟 AHA2 蛋白質結構，刪除 B chain、

Hetatm 與 ligand groups ，使用工具列 Macromolecules/Prepare 

Protein/Automatic Preparation 中的 Prepare Protein 功能進行蛋白結構

處理。 

 

3. ZDock 接合運算： 

使用工具列 Macromolecules/Dock and Analyze Protein Complexes/Dock 

Proteins中的Dock Proteins (ZDOCK) 功能，分別設定 input receptor protein

與 input ligand protein  (若將 CHL1 設為 receptor，則 AHA2 為 ligand) ，

Angular step size 設為 15；Clustering 選項中，RMSD Cutoff 設為 6.0，

Interface Cutoff 設為 9.0，ZRank 為 True。 

 

G. 蛋白質序列相似度比較 

1. 序列來源： 

TAIR database 

AT2G18960 、 AT4G30190 、 AT5G57350 、 AT3G47950 、 AT2G24520 、

AT2G07560 、 AT3G60330 、 AT3G42640 、 AT1G80660 、 AT1G17260 、

AT5G62670 

2. 相似度比較： 

開啟 Clustalx 1.83，載入蛋白質序列，使用工具列 Alignment/Do Complete 

Alignment 功能，將結果存成 msf 檔案。以 GeneDoc 開啟前述 msf 檔，選

擇工具列上之 Reports/Statistic Report。 

 

H. 引子列表 

引子名稱 引子序列 5’3’  (底線為限制內切酶序列) 

AHA2 XbaI F CTTTTCTAGACAAAAATGTCGAGTCTCGAAGATATCAAG 

AHA2 PstI R CTTTCTGCAGGCCACAGTGTAGTGACTGGGAGTTTC 

P995F ACGGTCTTCAATTTCTCAAG 

P996R GTAAGGTGGACTCCTTCT 
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AHA2-a.a.834-PstI R CTTTCTGCAGGCCAATGGGAAGTATGTGACAATACTG 

AHA1 BamHI F CGGATCCATGTCAGGTCTCGAAGATATCAAGAAC 

AHA1 ClaI R GTATCGATACTACACAGTGTAGTGATGTCCTGCTGTA 

P2092 GATTTTCGTCAAGACTTTGACCGG 

P2093 CACAGTGTAGTGACTGGGAGTTTC 

AHA4 SfiI F GAGTGGCCATTACGGCCATGACGACGACTGTGGAGGAC 

AHA4 SfiI R GAGAGGCCGAGGCGGCCTCAGACAGTGTAAGCTTGTTG 

AHA3 SfiI F GAGTGGCCATTACGGCCATGGCGAGTGGCCTCGAG 

AHA3 SfiI R GAGAGGCCGAGGCGGCCTTAAACGGTGTAGTGACCAGC 

AHA11 SfiI F GAGTGGCCATTACGGCCATGGGGGACAAGGAAGAAGTC 

AHA11 SfiI R GAGAGGCCGAGGCGGCCTCAGACGGTGTAAGCTTGTTG 

AtHA2B-F AGGGATCCATGTCGAGTCTCGAAGATATCAAGA 

AtHA2-TGA-ClaI R GTATCGATTCACACAGTGTAGTGACTGGGAGTTTC 

AtHA2-BamHI-835 F GGGATCCGACGTTTTCAAGTTTGCCATTCGATACAT 

AtHA2-BamHI-a.a.701 F CCCGGATCCCCTGATAGCTGGAAACTTAAAG 

AtHA2-a.a.834-TGA-ClaI R CATCGATTCACAATGGGAAGTATGTGACAATACTG 

AtHA2-a.a.700-TGA-ClaI R CCTATCGATTCATGTGGGAGATGGCTTAACTCTG 

CHL1-XbaI F TCTAGACAAAAATGTCTCTTCCTGAAACTAAATCTGATGAT 

CHL1-StuI R AGGCCTTCAATGACCCATTGGAATAC 

ADE1 F GCCTGAATGGCCTGAAACTTTTCCTGAAGGTTG 

ADE1 R CCATTTAGGTGGTGCTCTGAGAACATTTATACATTAATAC 

ADE1 F (pEG202) ATCTACCACCGCTCTGGCTGAAACTTTTCCTGAAGGTTG 

ADE1 R (pEG202) ACTTTCCAGAGCGGTGGTGCTCTGAGAACATTTATACATTAATAC 

 

濃度皆稀釋至 10μM/μL  
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第三章 

結果 

 

3.1 氫離子驅動力對 CHL1 硝酸鹽轉運能力的影響 

 

在開始探討 CHL1 與 AHA2 之間的關係前，我們想先了解，氫離子驅動力在

CHL1 轉運硝酸鹽時，是否真的扮演重要的角色？目前已知表現 CHL1 的非洲爪蟾

卵，在 pH7.4 的環境中，因吸收硝酸鹽所產生的去極化現象之程度，較處在 pH5.5

環境中來得小 (Tsay et al., 1993) ；這意味著，氫離子驅動力在 CHL1 轉運硝酸鹽

時，扮演一定程度的角色。但是，我們想要更進一步從 CHL1 實際轉運的硝酸鹽

多寡，來檢視氫離子驅動力對 CHL1 硝酸鹽轉運能力的影響。我們同樣利用非洲

爪蟾卵細胞作為膜蛋白表現系統，來進行硝酸鹽吸收實驗。 

將CHL1 cRNA以顯微注射的方式注入爪蟾卵細胞內，使其表現出CHL1蛋白，

並浸泡於不同 pH 值的硝酸鹽溶液中，最後分析不同處理的爪蟾卵中硝酸鹽之含量。

CHL1 在面對高、低濃度硝酸鹽時，有兩種親和性轉運模式，因此我們使用 100 μM

與 10 mM兩種濃度的硝酸鹽進行實驗。本實驗所使用的硝酸鹽以同位素 15N標定；

因為，自然界中將近 99%的氮是以 14N 的方式存在(Böhlke et al., 2005)，所以透過

同位素 15N 標定，我們能夠分辨來自爪蟾卵所吸收之硝酸鹽的氮 (15N)，與其本身

所含的氮 (14N) ，並計算爪蟾卵透過 CHL1 所吸收之硝酸鹽的量。因為高、低濃

度硝酸鹽處理所得之數據，經過同質性檢定 (Levene's Tests) 後發現為不同質，因

此我們將兩組數據分開，使用 one-way ANOVA 進行統計分析。 

此外，在討論 CHL1 高、低親和性轉運模式吸收能力時，因為對於它們實際

運作的方式尚未明瞭，不確定這樣的親和性轉換，是 CHL1 整體運輸能力的改變，

還是多被賦予另一種運輸能力。舉例來說：假設一個半小時內，CHL1 在高親和性

模式下，可以吸收 0.4 nmole 的硝酸鹽，在低親和性模式下可以吸收 1.4 nmole 的

硝酸鹽，我們不確定在低親和性模式下所吸收之 1.4 nmole 硝酸鹽，是高親和性

CHL1 額外被賦予低親和性運輸能力，因此多吸收了 1 nmole 硝酸鹽，還是 CHL1

從本質上改變，完全失去高親和性模式的運輸，用低親和性運輸能力吸收了 1.4 

nmole 的硝酸鹽。所以在進行分析時，根據以上兩種假設，我們將低親和性模式的
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數據以兩種方式計算：方式 1.不扣除高親和性模式運輸所得之數值，也就是假設

CHL1 親和性轉換是本質上的變化；方式 2.扣除高親和性模式運輸所得之數值，也

就是假設 CHL1 親和性轉換是原本的運輸能力被額外賦予另一種親和性運輸能

力。 

比較置於相同濃度硝酸鹽溶液，但不同 pH 值處理的爪蟾卵之 15N 含量，發現

在低濃度硝酸鹽 (100 μM) 環境中，pH 值介於 7.4~5.5 之間的處理，其 15N 含量隨

pH 值下降而上升，pH5.大約是 pH7.4 的三到四倍(圖一 A,D) 。這表示在低濃度硝

酸鹽環境下，愈大的氫離子驅動力能使 CHL1 有愈高的硝酸鹽轉運活性；也意味

著 CHL1 在高親和性轉運模式下，其硝酸鹽轉運能力受氫離子驅動力影響甚多。

然而，同樣的 pH 值範圍，在高濃度硝酸鹽 (10 mM) 環境中，以兩種不同方式計

算的爪蟾卵 15N 含量，除了以方式 1.所計算之結果，在 pH5.5 時有顯著差異之外 (圖

一 B) ，其它都未隨 pH 值下降而出現非常明顯的改變 (圖一 B,C) 。難道在高濃

度硝酸鹽環境中，也就是低親和性轉運模式下的 CHL1，不需要氫離子驅動力即可

轉運硝酸鹽？ 

為了回答此一問題，我們擴大 pH 值的範圍，意即增加或減少氫離子驅動力，

企圖回答這個問題。因為過於極端的 pH 值，可能會對爪蟾卵造成危害，所以，將

浸泡的時間由 1.5 小時縮短為 0.5 小時。實驗結果顯示，在低濃度硝酸鹽 (100 μM) 

環境中， CHL1 的硝酸鹽轉運能力也是明顯的隨 pH 下降而上升 (圖一 D) 。在高

濃度硝酸鹽 (10 mM) 環境中，pH5.0 時 CHL1 的硝酸鹽轉運能力沒有顯著增加；

但是在 pH8.5 時，卻有顯著低於 pH7.4 的狀況 (圖一 E,F) 。雖然，這個 pH 值範

圍已經超過正常自然環境中，植物可能會遇到的狀況，但由此可知，在高濃度硝

酸鹽環境中，氫離子驅動力還是對 CHL1 的硝酸鹽轉運能力有所影響。因此，我

們可以排除 CHL1 在高濃度硝酸鹽環境中，就不需要氫離子驅動力協助運輸的假

設。高濃度硝酸鹽環境中的 CHL1，並不獨立於氫離子驅動力的影響之外，只是受

其影響較小。 

在高濃度硝酸鹽環境下，pH5.5 在兩次實驗中，一次與 pH7.4 有顯著差異 (圖

一 B) ，另一次沒有顯著差異 (圖一 E) ，較難下一個明確的結論，我們還需要更

多次實驗，來確認 CHL1 低親和性模式於 pH5.5 下的轉運狀況。但是，相較於低

濃度硝酸鹽環境中三到四倍的差異 (圖一 A,D)，高濃度硝酸鹽的 pH5.5 與 pH7.4
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差異都低於一點三倍，因此還是可以說明，高濃度硝酸鹽環境下，CHL1 對氫離子

驅動力的需求很低。另外，在高濃度硝酸鹽環境下，除了 pH5.5 之外，兩種計算

方式下，統計顯著性並無差異 (圖一 B,C,D,F) 。所以，在確認 CHL1 低親和性轉

運模式於 pH5.5 下的轉運狀況前，我們無法針對這兩種計算方式下結論。 

綜合以上結果，我們可以整理出一個現象，在植物生理 pH 值範圍內，CHL1

在低濃度硝酸鹽環境下，硝酸鹽轉運能力，會因為氫離子驅動力的變化而有影響；

但在高濃度硝酸鹽環境下，硝酸鹽轉運能力，則不因氫離子驅動力變化，而出現

差異。表示 CHL1 在高、低親和性轉運模式下，硝酸鹽轉運能力受氫離子驅動力

的影響不同，也可證實，氫離子驅動力確實會對 CHL1 的轉運能力造成影響。 

 

 

3.2 CHL1 與 AHA2 之間的結合關係 

 

因為，從本實驗室先前的酵母菌雙雜合大量篩選中，發現 CHL1 與 AHA2 會

互相結合，繼而開啟了我們對 CHL1 與 AHA2 之間關係的研究。我們推測這樣的

結合，是因為 CHL1 需要 AHA2 所產生之氫離子驅動力，來協助其進行硝酸鹽的

轉運；進而想了解，CHL1 是否能夠藉由與 AHA2 的結合，來調控其活性。 

前一節提到，CHL1 在高親和性轉運模式下，受氫離子驅動力影響較在低親和

性轉運模式下來得大。CHL1 與 AHA2 之間的結合強度，是否也會因 CHL1 的親和

性轉運模式不同，而有所差異？ 

我們使用DUALmembrane system酵母菌雙雜合實驗來回答這個問題。把CHL1

與 AHA2 共同轉殖 (co-transformation) 進酵母菌株，當 CHL1 與 AHA2 互相結合，

將可以啟動酵母菌的下游報導基因 (reporter gene) lacZ，產生 β-半乳糖苷酶 

(β-galactosidase) ，此酵素可以催化 X-gal 產生藍色物質；當兩者結合程度愈高，

所產生之 β-半乳糖苷酶就愈多。因此，透過判別顏色深淺，便可得知 CHL1 與 AHA2

的結合強度。此外，利用點突變的方式，構築 CHL1-T101D 來模擬 CHL1-T101 磷

酸化，將其限制於高親和性轉運狀態；利用 CHL1T-101A 模擬 CHL1-T101 去磷酸

化，將其限制於低親和性轉運狀態 (Liu and Tsay, 2003) ；如此一來，就可以檢驗

CHL1 在不同親和性轉運模式下，與 AHA2 之間的結合強度。 
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X-gal 呈色實驗顯示，CHL1、CHL1-T101A、CHL1-T101D 與 AHA2 結合之後，

酵母菌皆能呈現出藍色物質，且肉眼無法分辨出顯著的深淺差異 (圖二A) 。因此，

我們進行 β-半乳糖苷酶活性定量實驗，發現三個組合之間，β-半乳糖苷酶的活性

在並無顯著差異 (圖二 B) 。表示 CHL1 的任兩種轉運模式下，都可與 AHA2 結合。

同時，我們也利用西方點墨法，偵測蛋白質表現量 (圖二 C) ，確認兩蛋白質之結

合強度，是在相同蛋白質表現量之下所呈現的結果。 

我們在前言部分有談到，目前認為 AHA2 自我抑制之成因，起因於 R domain

包覆 PM H+-ATPase 上的功能區域，進而影響整體活性 (Eraso and Portillo, 1994; 

Morsomme et al., 1996; Morsomme et al., 1998; Palmgren, 2001; Pedersen et al., 

2007) 。我們推測，若 CHL1 能夠調控 AHA2，或許可藉由移開 R domain 對 AHA2

的包覆，來調控 AHA2 的功能。我們可以藉由檢視，CHL1 與 AHA2 結合的主要

位置，是不是 AHA2 的 R domain，來檢驗這個假設，我們進行了 CHL1 與 AHA2

的 R domain 的雙雜合實驗。但是，X-gal 呈色實驗顯示，CHL1 與 AHA2 結合所產

生的藍色，比與 R domain 結合所產生的藍色還要明顯 (圖三 A) 。進一步的 β-半

乳糖苷酶活性定量實驗，發現 CHL1 與 AHA2 結合所產生的 β-半乳糖苷酶活性，

顯著高於與 R domain 結合所產生的活性  (圖三 B) 。這表示 CHL1 與 AHA2 結合

的主要位置並不是 AHA2 的 R domain。此外，CHL1 與 R domain 結合所產生的酵

素活性非常低 (圖三 B) ，兩者之間似乎並沒有互相結合；但在沒有其他證據前，

也不能完全排除兩者有互相結合的可能性。第二次的重複實驗與第一次結果相同，

與 R domain 的結合都遠低於 AHA2 (附圖一 B) ，且本次有利用西方點墨法確認蛋

白質表現量 (附圖一 C) 。 

有文獻將 AHA2 上的穿膜區域 (transmembrane domain) 7 至 10 (TM7~10) 加

上 R domain 當成一個單位，因為主要執行功能的區域，是位於 TM7 之前的 A、P、

N domain；且 AHA2 所屬的 P-type ATPase 中，大部分成員都有 TM7~10 這段區域，

但序列低度保留 (poorly conserved) (Morth et al., 2011) 。我們將 AHA2 各片段之示

意圖整理出來 (圖五) 。並透過酵母菌雙雜合實驗，測試 CHL1 與 AHA2 的 TM7~10

及 TM7~10+R domain 的結合能力。這次我們一樣沒辦法從 X-gal 呈色實驗看出差

異 (圖四 A) ，所以也進行了 β-半乳糖苷酶活性定量 (圖四 B) 。結果顯示，CHL1

與 TM7~10 及 TM7~10+R domain 的結合強度，都大大高於與 AHA2 的結合，其中



 

TM7~10 強度最強，TM7~10+R domain 次之 (圖四 B) 。從結果看來，TM7~10 這

個區域很有可能是與 CHL1 結合的主要位置，而 R domain 與 TM7~10 以外的區域

都會影響 CHL1 與 AHA2 的結合。蛋白質表現量上，除了 CHL1 + TM7~10+R 的

CHL1 表現量不佳之外，其他組合都有偵測到蛋白質表現 (圖四 C) 。為確認結合

強度之結果並非受蛋白質表現量影響，我們做了重複的實驗 (附圖二) 。從第二次

實驗的西方點墨法結果可以發現 (附圖二 C) ，除了Δ248 和ΔR 之外，其他組合

的 CHL1 與 AHA2 片段都有表現，且表現量差異不大，表示結合強度之結果不是

蛋白質表現差異所造成的影響。 

要證實 AHA2 上 TM7~10 是與 CHL1 結合的主要區域，就必須看到去除此段

區域的 AHA2 無法與 CHL1 結合的證據。我們構築了含有 AHA2 剔除 TM7 及其之

後所有胺基酸 (AHA2Δ248，又稱Δ248) 與 AHA2 剔除 R domain (AHA2ΔR，又

稱ΔR,)的兩個質體 (圖五) ，並與 CHL1 共同轉殖進酵母菌做雙雜合實驗。但是，

卻一直沒辦法用西方點墨法清楚的從酵母菌中偵測到AHA2Δ248 與AHA2ΔR兩

個蛋白質 (圖四 C,圖六,附圖二 C) 。所以，目前只知道 CHL1 對 AHA2 TM7~10

這段區域的結合強度最高，而當 R domain 存在時，會降低兩者結合強度，但 AHA2 

TM7~10 是否為 CHL1 與 AHA2 互相結合的主要區域，尚無法下明確的結論，還

有待繼續探討。 

此外，CHL1與AHA2的蛋白質結構皆已被解出來，所以我們以電腦進行模擬，

預測兩蛋白互相結合的可能方式。利用 Discovery Studio 模擬軟體，對兩蛋白質結

構進行 ZDock 接合運算，並挑選眾多結果中，兩蛋白之排列，與其位於細胞膜上

時之方向相同的組合。CHL1 結構是以二聚體 (dimer) 的方式被解構出來 (Parker 

and Newstead, 2014; Sun et al., 2014)，但是其中一方質疑在植物體內，CHL1 二聚

體的生物意義 (Parker and Newstead, 2014) 。因此，我們把 CHL1 分成單體與二聚

體分別與 AHA2 進行接合模擬運算。 

我們挑出三個分數較高，且兩蛋白之排列，與其位於細胞膜上時之方向相同

的 Model (圖七、八、九)。在 Model 1 中 CHL1 用 TM9,12 與 AHA2-TM2,6,9 互相

結合 (圖七 A)，AHA2 的 N 端與 C 端位於結合交界面兩側 (圖七 B)，CHL1 最主

要的結合位置是第十二個穿膜蛋白 ，且高低親和性轉換的關鍵磷酸化位置 T101

遠離交界面 (圖七 C) 。Model 2 中，CHL1-TM2,4,11 會與 AHA2-TM7,10 互相結
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合 (圖八 A)，AHA2 蛋白質 C 端被夾在雙方交界面中 (圖八 B)，CHL1-T101 位置

在鄰近兩蛋白的交界面 (圖八 C) 。另外，以二聚體 CHL1 進行接合運算後，得出

Model 3，主要是由其中一個 CHL1 的 TM5,8 與 AHA2 TM3,5,7 結合 (圖九 A) ，

CHL1-T101 位置與兩蛋白的交界面同側 (圖九 B) ，但雙方並非完全並排貼合，

AHA2 於細胞外側的開口較朝向 CHL1 (圖九 C,D)。 

 

 

3.3 CHL1 與 AHA family 其他成員的結合關係 

 

我們好奇 CHL1 與 AHA2 的結合是否具有專一性？CHL1 除了 AHA2 之外，

是否還可以與其他 AHA family 成員互相結合？ 

首先我們從 TAIR database 上整理了 AHA family 於根部的基因表現程度表，基

因表現量最高為 AHA2，低於 AHA2 的前兩名為 AHA1 與 AHA11 (附圖三)。我們亦

比較 AHA family 的蛋白質序列，發現當以 AHA2 為比較對象時，所有成員的相同

性皆不低於 70%，相似性皆不低於 80%。相同性與相似性最低的前三者依序為

AHA10  (70%，83%) 、AHA7 (72%，84%) 、AHA4 (79%，88%) (圖十 A) 。因

為 CHL1 主要表現位置是根部，所以我們初步先挑選 AHA1 與 AHA11，這兩個較

可能與 CHL1 和 AHA2 一起出現之基因進行試驗。此外，與 AHA2 相似度最低的

三者，因 AHA4 於根部表現量高於其它兩者，所以也挑選 AHA4 進行試驗。從系統

分類樹來看，AHA1 與 AHA2 是最相近的，而 AHA4、AHA11 是相對來說，關係

較遠的蛋白 (附圖四 A) 。 

酵母菌雙雜合呈色結果顯示，AHA1、AHA2、AHA4、AHA11 皆會與 CHL1

互相結合 (圖十 B) ，但強弱是否有差異，還需要進一步以酵素活性定量的方式進

行探討。而 AHA3 則是構築時，序列產生錯誤，導致第 945 胺基酸突變，因此尚

無法確認未突變之 AHA3 是否能夠與 CHL1 結合。以目前初步的結果來判斷，與

AHA2 相同性只有 79%的 AHA4 也可與 CHL1 互相結合，表示 CHL1 與 AHA family

之間可能存在高度保留的結合位置。未來，除了檢驗 CHL1 與 AHA family 各成員

的結合強度之外，也會檢驗 AHA7、10 是否會與 CHL1 互相結合；若結合有強弱

的差異，或許可以從 AHA family 蛋白質序列上的些微差異，找到它們與 CHL1 主
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要的結合位置。 

 

 

3.4 CHL1 相關激酶及去磷酸酶與 AHA2 之間的結合關係 

 

調控 AHA2 活性的主要機制，就是對其 R domain 進行磷酸化與去磷酸化。但

是 CHL1 並不含有能使其它蛋白磷酸或去磷酸化的 kinase domain 或是 phosphatase 

domain，如此一來，要如何對 AHA2 進行調控呢？ 

因此，我們使用目前已知會與 CHL1 互相結合，並控制其高、低親和性模式

轉換的激酶 CIPK23 和去磷酸酶 ANI，以及同樣會參與 CHL1 調控之 CIPK8 和

CIPK8 的 kinase domain (CIPK8 Kinase) ，與 AHA2 進行酵母菌雙雜合實驗，想知

道它們是否也能與 AHA2 互相結合。推測它們可能會在對 CHL1 進行親和性轉換

的調控時，同時也調控了與 CHL1 互相結合之 AHA2 的氫離子幫浦活性。此外，

調控 AHA2 的激酶與去磷酸酶，都是與 R domain 結合並對其進行磷酸化與去磷酸

化修飾。所以，我們也加入了 AHA2ΔR 的組合，想要知道 R domain 的有無是否

會影響結合強度。這裡的 AHA2ΔR，與前面跟 CHL1 進行實驗的 AHA2ΔR 位於

不同的載體 (vector) 上面，所以沒有蛋白表現量不足的問題 (圖十一 C) 。 

從 X-gal 呈色實驗上可以明顯看出，ANI、CIPK23、CIPK8、CIPK8 Kinase 與

AHA2 的組合之酵母菌呈現明顯的藍色；而與剔除 R domain 的 AHA2ΔR 之組合，

卻完全沒有產生藍色的物質 (圖十一 A) 。雖然，AHA2 的負對照 (negative control) 

NubG 這一組有出現淡藍色，表示有背景值存在；但是，透過活性定量實驗，發現

背景值並不影響結果 (圖十一 B)。同時，也更進一步以量化方式證實，ANI、CIPK23

和 CIPK8 會與 AHA2 互相結合，而 AHA2 的 R domain 在此一結合中扮演重要角

色 (圖十一 B) 。這表示 ANI、CIPK23 和 CIPK8 可能會直接與 R domain 結合，並

在其上進行修飾，以調控 AHA2 氫離子幫浦活性；但還需要進一步用 ANI、CIPK23

單獨與 R domain 進行雙雜合與磷酸化實驗才能證實。而 CIPK8 Kinase 與 AHA2

的組合雖然在呈色上有明顯的藍色 (圖十一 A)，但因統計檢定未通過，尚無法確

認 CIPK8 Kinase 與 AHA2 的結合是否有顯著大於 AHA2ΔR。 
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3.5 CHL1 調控 AHA2 的可能性 

 

由酵母菌雙雜合實驗，我們稍微了解 CHL1 及其相關激酶和去磷酸酶與 AHA2

之間結合的關係。接下來，要進入功能調控的部分，看 CHL1 是否能夠調控 AHA2

的氫離子幫浦活性。我們利用酵母菌株RS-72進行互補實驗 (yeast complementation 

assay) 。在 RS-72 菌種中內生性  (endogenous) 氫離子幫浦 PMA1 之啟動子 

(promoter) 被換成一半乳糖誘導型啟動子  (galactose-inducible promoter) GAL1 

promoter (Cid et al., 1987) 。這株酵母菌生長在含有半乳糖的環境時，才能夠表現

內生性氫離子幫浦，若在有葡萄糖 (glucose) 的環境下，PMA1 的表現會被抑制，

使其難生長於含葡萄糖的環境中。我們將具有自我抑制特性的氫離子幫浦 AHA2，

與候選蛋白 (CHL1、ANI、CIPK23、CIPK8、CIPK8 Kinase domain) 共同轉殖入

RS-72 中，若此候選蛋白能夠活化 AHA2 的氫離子幫浦活性，則 RS-72 將可順利

生長於葡萄糖的環境中。透過觀察這些轉殖 RS-72 的生長狀況，我們就可以檢驗

那些蛋白能夠活化或抑制 AHA2 氫離子幫浦活性。 

首先，我們將 CHL1 與 AHA2 共同轉殖進 RS-72 進行互補實驗。因為質體上

限制內切酶切位 (restriction enzyme cleavage sites) 種類的限制，我們無法製作不含

CHL1 的控制組，因此使用了發生 Nonsense mutation 的 CHL1 做為控制組，此 CHL1 

Nonsense 只能轉譯出 CHL1 的前 25 個胺基酸。結果顯示，在葡萄糖環境下，帶有

CHL1 與 AHA2 的 RS-72 之生長狀況，並沒有比只含 AHA2 的 RS-72 來得好 (圖

十二) 。此外，因為想知道當 CHL1 在運輸硝酸鹽時，是否會因結構改變而影響

AHA2 的活性，所以也在培養基中加入不同濃度硝酸鹽，但是，這也不會使 RS-72

長得較好 (圖十二) 。表示於 RS-72 系統中，CHL1 在不同濃度硝酸鹽環境下，皆

無法單獨活化 AHA2 的氫離子幫浦活性。 

在 3.3 節有提到，透過酵母菌雙雜合實驗，我們發現調控 CHL1 高、低親和性

轉換的 CIPK23 與 ANI 也會與 AHA2 互相結合。所以，想知道它們是否能夠單獨

調控 AHA2 的活性。RS-72 互補實驗結果顯示，在葡萄糖環境中，與 AHA2 共同

表現 CIPK23 或 ANI 時，酵母菌生長狀況與未表現 CIPK23 或 ANI 的組合沒有差

異 (圖十三 A) 。也無法與帶有剔除 C 端 92 個胺基酸，以移除自我抑制功能之 AHA2
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Δ92 的生長狀況相同 (圖十三 B) ，表示 CIPK23 與 ANI 並無法單獨影響 AHA2 的

氫離子幫浦活性單獨影響 AHA2 的氫離子幫浦活性。  
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第四章 

討論 

 

4.1 氫離子驅動力在 CHL1 硝酸鹽運輸中所扮演的角色 

 

在植物生理 pH 值範圍內，CHL1 在高親和性轉運模式境下，硝酸鹽轉運能力

受氫離子驅動力影響，轉運能力隨 pH 值下降而上升，pH5.5 幾乎是 pH7.4 的四倍 

(圖一 A)；而在低親和性轉運模式下，幾乎不受氫離子驅動力的影響 (圖一 B,E) 。

反觀另一個低親和性運輸蛋白 NRT1.5，在 pH5.5 與 pH7.4 之間有兩倍的差異 (Lin 

et al., 2008) 相比較之下，CHL1 顯得較為特別。表示 CHL1 低親和性轉運所能運

用的氫離子驅動力範圍較大，這使植物更易於硝酸鹽的吸收。但這並不代表 CHL1

的低親和性轉運不需要氫離子驅動力，因為在更為極端的高 pH 值環境中，CHL1

的低親和性表現還是會下降 (圖一 E) ，表示 CHL1 還是需要氫離子驅動力的協助

進行硝酸鹽轉運。從 CHL1 mRNA 在低 pH 時會大量表現 (Tsay et al., 1993) 的特

性，可以發現 CHL1 本身還是較偏好於低 pH 值的環境。在低親和性模式下，能降

低氫離子驅動力的需求，可能是長期演化下所獲得的優勢，讓植物在較為鹼性的

環境中，還是可以順利地從土壤中吸收硝酸鹽。另外，有研究發現，CHL1 還能夠

轉運生長素 (auxin) ，而轉運生長素的能力受硝酸鹽濃度影響，但生長素濃度並不

影響硝酸鹽的轉運 (Krouk et al., 2010b) 。也有人發現，CHL1 除了能吸收硝酸鹽，

還可以反向的從細胞中運出硝酸鹽，且這不受細胞內外氫離子濃度梯度的影響 

(Leran et al., 2013) 。表示我們可能無法單純以普遍對同向協同運輸蛋白的認知來

看 CHL1。 

在細菌的協同運輸胜肽鏈轉運蛋白 PepTSt 中發現，同一個蛋白在轉運

di-peptides 與 tri-peptides 時，所使用的氫離子胜肽比 (proton : peptide) 不同；運送

1 個 di-peptide 時需要 4-5 個氫離子，但運送 1 個 tri-peptides 只需要 3 個氫離子 

(Parker et al., 2014) 。或許 CHL1 在不同的親和性模式時，轉運硝酸鹽所需的氫離

子數目也不同，因此我們會看到高低親和性模式下氫離子驅動力影響的差異。另

一個可能原因是，硝酸鹽高低親和性模式不同時，CHL1 對氫離子的親和性也會產

生差異。CHL1 在吸收硝酸鹽時，需要與氫離子和硝酸鹽結合，才可將兩者送進細
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胞。於低硝酸鹽親和性轉運模式下，環境中氫離子濃度增加並無法提升其硝酸鹽

吸收能力 (圖一 B) ，表示此時 CHL1 與氫離子的結合能力可能已達飽和，所以在

這個時候增加氫離子濃度，並無法提高 CHL1 吸收硝酸鹽的能力。但在高硝酸鹽

親和性模式下，同樣的氫離子濃度範圍，硝酸鹽吸收能力卻有顯著變化 (圖一A) ，

表示此時 CHL1 與氫離子的結合尚未達到飽和，所以當氫離子濃度增加，CHL1 運

送硝酸鹽的能力也會上升。由此可推測，高硝酸鹽親和性模式下的 CHL1，需要更

多的氫離子，才能使其對氫離子的結合能力達到飽和，表示此一模式下的 CHL1

對氫離子的親和性較低。而在低硝酸鹽親和性轉運模式時，其對氫離子的親和性

則較高。簡單來說，就是當對硝酸鹽親和性高時，對氫離子親和性就下降；對硝

酸鹽親和性低時，氫離子親和性上升。因此，我們會看到在生理 pH 值範圍內，CHL1

高親和性模式受到氫離子驅動力顯著影響，因為對氫離子親和性較低，所以 pH 值

的些微變化，就會造成影響；但低親和性模式下，因為對氫離子親和性較高，所

以需要超出植物生理濃度的極端 pH 值，才會對 CHL1 硝酸鹽轉運產生影響。 

 

 

4.2 CHL1 與 AHA2 結合模擬圖之分析 

 

ZDock 是利用剛體對接運算 (rigid-body docking algorithms) 進行模擬，簡單來

說，就像是把兩個固體模型以各種不同角度結合，並尋找一個較吻合的結合狀態，

例如凸起與凹陷互相結合。再加入額外參數後，可進一步納入表面正負電荷的因

素進行結合模擬。因此，搭配酵母菌雜合之實驗結果，能篩選出可能性較大的模

擬結合狀況。 

目前酵母菌雙雜合結果可得知，CHL1 與 AHA2 TM7~10 片段之結合能力，大

於與整個 AHA2 結合 (圖四 B) 。此外，R domain 與 AHA2 TM7~10 以外的片段，

會阻礙 AHA2 TM7~10 與 CHL1 的結合 (圖四 B) ，但是 AHA2 蛋白結構並沒有解

出 R domain 的部分，無法直接從結構上看出 R domain 的影響；因此，我們從 AHA2 

蛋白質 C 端的位置，以及 R domain 可能會向 N 端延伸包覆 A、P domain 的推測 

(Eraso and Portillo, 1994; Morsomme et al., 1996; Morsomme et al., 1998; Palmgren, 

2001; Gaxiola et al., 2007; Pedersen et al., 2007)，來討論可能的情形。而Δ248 與Δ
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R 的部分，因無法確認其蛋白質是否有表現，所以暫時不加入討論。未來會試著利

用不同的一級抗體 (不同品牌之α-HA 或α-AHA2) 進行西方點墨法，以確認其是

否真的沒有表現蛋白質。 

Model 1 的 CHL1 用 TM9,12 與 AHA2-TM2,6,9 互相結合，實驗結果較強的

AHA2 TM7~10 範圍，只有 AHA2-TM9 出現在這個 Model 的交互作用區 (圖七 A) 。

另外，AHA2-C’外露於 CHL1 與 AHA2 的交界面 (圖七 B)，且距離結合的交界面

較遠，對結合強度產生影響的可能性較小；但我們也無法排除，R domain 延伸出

來並往 AHA2-N’方向擺動時，會直接經過 CHL1 與 AHA2 的交界面，因而影響雙

方的結合。 

Model 2 中，CHL1-TM2,4,11 會與 AHA2-TM7,10 互相結合 (圖八 A) ，且在

這個模擬狀況中，CHL1 幾乎完全位於 AHA2 TM7~10 一側 (圖八 A,B)，很符合

AHA2 TM7~10 是主要的結合位置之假設。AHA2-C’則是被夾在 AHA2 與 CHL1

之間，且朝向 CHL1 的方向延伸 (圖八 B)，若 R domain 從此位置延伸出來，很有

機會影響與 CHL1 的結合。此外，若 R domain 朝 AHA2-N’方向的 A、P domain 擺

動，也有可能因此擠壓 CHL1，因此確實有可能對兩者的結合造成影響。再者，

AHA2-C’正下能看到兩個 CHL1 的穿膜區域 (圖八 B) ，或許這兩個穿膜區域在

CHL1 產生構型改變的動態變化時，有可能推擠 R domain 進而使 AHA2 被活化。 

Model 3 則是以 CHL1 二聚體 (dimer) 進行模擬，因為研究指出 CHL1 很可能

是以二聚體的形式存在於植物中 (Sun et al., 2014)。但是，AHA2 還是偏向與其中

一個 CHL1 結合，而非結合於二聚體的交界處。在 CHL1 二聚體的研究中指出，

CHL1 的高、低親和性模式，分別是變位二聚體 (decouple) 與二聚體 (Sun et al., 

2014) 。二聚體 CHL1 主要是由其中一個 CHL1 的 TM5,8 與 AHA2 TM3,5,7 結合 

(圖九 A) ，只有一個 TM7 包含於 AHA2 TM7~10 片段。接著比較其 AHA2-C'的方

向性，雖然 AHA2-C'並沒有被包夾於交界之中，但是卻直接朝向 CHL1 (圖九 D) ，

R domain 從此處延伸出去後，也有機會阻礙與 CHL1 之間的結合，這與酵母菌雙

雜合結果相同。 

Model 1、Model 2、Model 3 中，在 R domain 抑制 AHA2 與 CHL1 結合之效果

方面，Model 2、Model 3 皆符合，而 Model 1 則有兩種解釋，所以也無法排除真實

性。此外，三者都滿足會與 AHA2 TM7~10 結合，但其中 Model 2 所包含的區域最
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多，CHL1 幾乎是完全與 AHA2 TM7~10 結合，是較符合實驗結果的模擬。總體來

說，我們認為 Model 2 是最符合目前實驗結果的模擬，但因為 CHL1 可能是以二聚

體方式存在，且 Model 3 也不與目前實驗結果相牴觸，所以並不排除 CHL1 與

AHA2 可能會在 Model2 及 Model3 之間做轉換。Model 1 則是目前可能性最低的

模擬結果。 

 

 

4.3 CHL1 與 AHA2 可能存在之互動關係 

 

調控 CHL1 高低親和性模式轉換的激酶 CIPK23 與去磷酸酶 ANI，能夠與

AHA2 互相結合，且與 R domain 有密切相關 (圖十一 A,B)，我們預期它們在調控

CHL1 的同時，會一起調控與 CHL1 互相結合之 AHA2 的活性。因為 CHL1 在高親

和性轉運模式下，對氫離子驅動力的需求較高 (圖一 A,D) ，所以我們猜測，當作

為感應蛋白的 CHL1 感應到外界硝酸鹽濃度降低時，CIPK23 將 CHL1 轉換至高親

和性模式；此時，CIPK23 可能也會磷酸化 AHA2 的 R domain，使其離開 AHA2-N’，

進而活化 AHA2 的氫離子幫浦活性，以提供 CHL1 所需之氫離子驅動力。此外，

在生理 pH 值範圍內，低親和性模式下的 CHL1 較不需要氫離子驅動力 (圖一 

B,C) ，所以當 CHL1-T101 被去磷酸化後，去磷酸酶也很有可能接著對 R domain

進行去磷酸化，以關閉 AHA2 的氫離子幫浦活性。但因缺乏直接證據，我們也無

法排除，CHL1 相關激酶與去磷酸酶，兩者皆會活化，或兩者皆會抑制 AHA2 氫離

子幫浦活性的可能。 

若控制 CHL1 親和性模式轉換相關的酶真的可以調控 AHA2，則我們可以看看

CHL1-T101 的位置是否接近 R domain。如此一來，這些酶才有機會在調控 CHL1

時，一起調控 AHA2。有團隊認為，AHA2 處於抑制狀態時，R domain 除了包覆 A、

P domain 外，其末端可能是位於 AHA2-TM1,2 之間 (Pedersen et al., 2007)；而當

AHA2 處於活化狀態時，R domain 應該會離開 AHA2 N 端。 

前一節討論出最有可能的結合方式 Model 2，其 CHL1-T101 (位於 CHL1-TM3

上) 位置與 AHA2-TM1,2 位於不同側 (圖八 A,C)，可能較難活化抑制狀態的 AHA2。

但是，從結構上來看，AHA2-C’夾在兩蛋白交界面，與 CHL1-T101 在同一側 (圖
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八 B) ，若 AHA2 處於活化狀態，R domain 離開 N 端，很有可能晃至 CHL1-T101

附近。這樣看來，Model 2 的情況較難活化 AHA2，反而比較有機會抑制 AHA2。  

Model 3 的 AHA2-TM1,2 很靠近 CHL1-TM3，也就是 CHL1-T101 的所在位置 

(圖九 A,B) ，很符合前述 CHL1 的酶能活化 AHA2 的假設。不過，若 AHA2 處在

活化狀態，R domain 離開 N 端，可能就會遠離 CHL1-T101，如此一來就難以再進

行其他調控。但是，亦不排除，R domain 可能反而由 AHA2-TM1,2 朝 CHL1-TM3

的方向擺動 (圖九 A)。如果是這樣，那 Model 3 的 CHL1-T101 可能會像開關，讓

R domain 於 AHA2-TM1,2 與 CHL1-TM3 之間來回擺動，藉此調控 AHA2 氫離子幫

浦活性。 

Model 1 的 AHA2-TM1,2 雖然距離 CHL1-TM3 有點距離，但是與兩蛋白的交

界面很接近 (圖七 A,C)，不排除可能 CHL1 透過轉運硝酸鹽時所產生的構型改變，

影響位於 AHA2-TM1,2 的 R doman。當 AHA2 活化時，R domain 離開 N 端，也有

兩種擺動方式，一種是朝向 CHL1，一種是遠離 CHL1  (圖七 A)，與 Model 3 的

狀況類似。 

若是從 CHL1 與 AHA2 的可能互動方式來看，Model 1 與 Model 3 比較像 CHL1

活化 AHA2，但也有機會形成類似開關的調控方式，Model 2 則比較偏向於 CHL1

抑制 AHA2。若如同前一節的一種假設，AHA2 與 CHL1 能在 Model2 及 Model3

之間做轉換，那一樣可以形成類似開關的調控方式。但這些可能的互動方式，皆

缺乏具體的實驗證據，都還需要更進一步的驗證。 

 

 

4.4 細胞膜上的工作群組 

 

試想，從微觀的視角觀看細胞膜時，它並非如蛋殼靜止不動，而是像海洋一

樣，無時無刻都在流動。在這一大片「脂質海」上，漂盪著許許多多的膜蛋白，

它們負責溝通細胞內外的大小事項，從物質的進出、訊息的傳遞，乃至於細胞身

分的辨識，都有賴於這些蛋白質。膜蛋白種類繁多，但絕大部分都需要相互合作，

以維持生理運作。但是，若兩個互相合作的膜蛋白，因細胞膜的流動而漸行漸遠，

導致在需要共同合作時效率低落，或甚至無法完成任務，這對細胞乃至於整個生

-34- 

 



 

物體的生理來說，都是很危險的一件事。 

單從功能的角度上看，CHL1 與 PM H+-ATPase 之間似乎也恰好存在這種，不

太能距離過遠，相輔相成的功能：一個使用氫離子驅動力，一個提供氫離子驅動

力；一個感應膜外硝酸鹽濃度，一個提供氫離子以維持內外離子與電位恆定。雖

然目前尚無直接證據，證實兩者間確實存在這樣的互助關係，但從本次研究的酵

母菌雙雜合實驗結果看來，CHL1 與 AHA1、AHA2、AHA4、AHA11 都能夠互相

結合 (圖十 B) 。雖然，我們預期 AHA2 TM7~10 這一段在 P-type ATPase 中低度保

留的序列，會是 CHL1 與 AHA2 結合的主要位置，但是從 AHA family 蛋白相似度

比較中可得知，與 AHA2 相同性只有 79%的 AHA4 也可與 CHL1 結合，表示互相

結合的位置可能高度保留於 AHA family。表示當 CHL1 在細胞膜上時，有很大的

機會與 PM H+-ATPase 聚集在一起。 

有文獻指出，在細胞膜上有一些流動性較低的區域，稱為耐洗潔劑微區

(detergent resistant microdomains, DRMs)，又被稱為脂筏(lipid raft)。這是細胞膜上

的小區塊，其膽固醇(cholesterol)與鞘脂(sphingolipids)濃度較細胞膜其他區域高，

因此流動性極低，相較於細胞膜其它區域，脂筏就如同漂盪在細胞膜上的木筏。

脂筏上通常嵌有許多訊息傳導相關的受體激酶 (receptor kinases) 、異源三體 G 蛋

白 (heterotrimeric G proteins) 、訊號激酶 (signaling kinases) ，目的是將所有訊息

傳遞相關蛋白集合在一起，以促進訊號傳導之效率 (Shahollari et al., 2004; Gaxiola 

et al., 2007)。 

相較於哺乳類動物，從阿拉伯芥中所分離出的脂筏上，除了 AHA3、AHA7、

AHA8 之外，發現許多 PM H+-ATPase 成員，此外還有 14-3-3 蛋白、多重覆白胺酸

受體激酶(leucine-rich receptor kinase, LRR-RK)、異源三體 G 蛋。這意味著 PM 

H+-ATPase 在植物體內的角色相當重要，需要與這些受體及訊號相關蛋白放在一起，

以便迅速地對 PM H+-ATPase 進行調控(Shahollari et al., 2004; Gaxiola et al., 2007) 。

其中 14-3-3 已知是活化 PM H+-ATPase 的重要角色，近期也有研究發現一種屬於

LRR-RK 的植物胜肽鏈受體 (PSY1 receptor) ，在接受到 PSY1 之後，會透過其激

酶區域活化 PM H+-ATPase (Fuglsang et al., 2014) 。 

本次研究中，發現調控 CHL1 的激酶 CIPK23 與去磷酸酶 ANI，能夠與 AHA2

互相結合，且與 R domain 有密切相關 (圖十一 A,B) 。很有可能在這些激酶調控
-35- 

 



 

CHL1 的同時，能夠一起調控 AHA2 活性。但 RS-72 系統的實驗結果顯示，CIPK23

無法單獨活化 AHA2 (圖十三) 。或許 CHL1 扮演了引導激酶活化 AHA2 的角色，

也就是說，需要 CHL1 感受到硝酸鹽濃度改變，吸引 CIPK23 去對自己進行磷酸化

的同時，才能讓 CIPK23 產生構型上的改變，以利 CIPK23 正確的活化 AHA2。 

總歸來說，雖然 CHL1 本身不帶有激酶區域，也沒有脂筏相關報導，但透過

與 AHA2 的結合，以及調節功能之激酶的結合，還是有機會形成一個多蛋白組合

體，而交互影響 AHA2。但是，這都還需要進一步的實驗驗證，未來，我們將把

AHA2、CHL1、Kinase 三者共同轉殖進 RS-72，並培養於不同濃度硝酸鹽環境中，

以驗證此假設。 
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圖一、CHL1 在高、低親和性轉運模式下，硝酸鹽轉運能力受氫離子驅動力影響

的程度不同 

將CHL1基因表現於爪蟾卵中，分別浸泡於不同 pH值之 100μM (圖A、D) 與 10mM 

(圖 B、C、D、E) K15NO3 溶液中，1.5 小時 (圖 A、B、C) 或 0.5 小時 (圖 D、E、

F) ，並分析卵內 15N 含量。圖中數值為平均值±SD，是用 box plot 剔除各組離群值 

(outlier)，所得之結果。其中，低親和性轉運模式利用兩種方式計算，方式 1.不扣

除高親和性轉運模式之數值 (圖 B、E) 與方式 2.扣除高親和性轉運模式與控制組

DEPC-H2O 之數值，得到 Pure Low-affinity 數值 (圖 C、F)。各平均值上示以相同

字母者，為經由 ANOVA Tukey’s Test 後未達顯著差異者(p < 0.05)。n 為剔除離群

值後，每一組之爪蟾卵數。 
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圖二、在酵母菌之中，CHL1、CHL1-T101A、CHL1-T101D 與 AHA2 的結合強

度沒有差異 

將 pTMBV4-CHL1、CHL1-T101A、CHL1-T101D 與 pDL2Nx-AHA2 共同轉殖入酵

母菌株，以 X-gal 呈色實驗 (圖 A) 及 β-半乳糖苷酶活性定量 (圖 B) 分析兩蛋白

之間的結合強度。NubI 為正對照組(positive control)，NubG 為負對照組(negative 

control)。AHA2 之組合以 one-way ANOVA 檢驗後無顯著差異。α-HA 與α-LexA 為

西方點墨法所使用的一級抗體，M 為 marker，E 為 Empty vector 表示控制組 (圖

C)。 
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圖三、在酵母菌之中，CHL1 與 AHA2 之 R domain 的結合強度顯著低於與 AHA2

結合的強度 

將 pTMBV4-CHL1 與 pDL2Nx-AHA2、AHA2 R domain 共同轉殖入酵母菌株，以

X-gal呈色實驗 (圖A) 及β-半乳糖苷酶活性定量 (圖B) 分析兩蛋白之間的結合強

度。NubI 為正對照組，NubG 為負對照組。AHA2 與 R domain 之組合以單尾 T-test

檢驗後達顯著差異 (p < 0.05) 。AHA2 各片段之相對位置請參考圖五。 
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圖四、在酵母菌之中，CHL1 與 AHA2-TM7~10 的結合強度最高，而 R domain 會

降低其結合強度 

將 pTMBV4-CHL1 與 pDL2Nx-AHA2 各片段共同轉殖入酵母菌株，以 X-gal 呈色

實驗 (圖 A) 及 β-半乳糖苷酶活性定量 (圖 B) 分析兩蛋白之間的結合強度。NubI

為正對照組，NubG 為負對照組。各平均值上示以相同字母者，為經由 ANOVA 

Tukey’s Test 後未達顯著差異者(p < 0.05) 。因Δ248 與ΔR 並無法於西方點墨法中

偵測到蛋白質表現 (圖 C) ，因此不進行統計分析。AHA2 各片段之相對位置請參

考圖五。α-HA 與α-LexA 為西方點墨法所使用的一級抗體，M 為 marker，E 為 Empty 

vector 表示控制組 (圖 C)。 
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圖五、AHA2 各片段之示意圖 

方框中之 A、P、N 為 AHA2 的功能性區域，R 為 R domain。虛線為分割片段之位

置。 
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圖六、pDL2Nx-AHA2Δ248 與 pDL2Nx-AHA2ΔR 兩個蛋白質的表現量極低 

M 為 marker，E 為 Empty vector，此西方點墨法之一級抗體為α-HA。 
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圖七、ZDock 模擬 CHL1 與 AHA2 之結合結果- Model 1 

以 Discovery Studio ZDock 進行 docking 模擬，挑選結果中，兩蛋白之排列，與其

位於細胞膜上時之方向相同的組合。以 CHL1 為 receptor 進行 ZDock，藍色結構為

CHL1，紅色結構為 AHA2。圓形圖式內的數字代表穿模區域的順序 (圖 A) 。黃

色區域為模擬結合的位置 (圖 C) 。AHA2-N’為 AHA2 蛋白結構 N 端；AHA2-C’

為 AHA2 蛋白結構 C 端 (圖 B) ；CHL1-T101 為 CHL1 第 101 號胺基酸 Threonine  

(圖 C) 。 
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圖八、ZDock 模擬 CHL1 與 AHA2 之結合結果- Model 2 

以 Discovery Studio ZDock 進行 docking 模擬，挑選結果中，兩蛋白之排列，與其

位於細胞膜上時之方向相同的組合。以 AHA2 為 receptor 進行 ZDock，藍色結構

為 CHL1，紅色結構為 AHA2。圓形圖式內的數字代表穿模區域的順序 (圖 A) 。

黃色區域為模擬結合的位置 (圖 B) 。AHA2-N’為 AHA2 蛋白結構 N 端；AHA2-C’

為 AHA2 蛋白結構 C 端；CHL1-T101 為 CHL1 第 101 號胺基酸 Threonine (圖 C)。 
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圖九、ZDock 模擬 CHL1 與 AHA2 之結合結果- Model 3 

以 Discovery Studio ZDock 進行 docking 模擬，挑選結果中，兩蛋白之排列，與其

位於細胞膜上時之方向相同的組合。以AHA2為 receptor與CHL1 dimer進行ZDock

進行模擬。藍色結構為 CHL1，紅色結構為 AHA2。圓形圖式內的數字代表穿模區

域的順序 (圖 A) 。黃色區域為模擬結合的位置 (圖 C) 。 (圖 D) 黃色區域為

AHA2-TM10 之位置。 
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圖十、CHL1 與 AHA Family 之間可能存在高度保留的結合位置 

利用 Clustalx 進行 Aligement 後，以 GeneDoc 讀取並計算其相同性 (identical) 與

相似性 (similarity) (圖 A)。pTMBV4-CHL1 分別與 pDL2Nx-AHA1、2、3、4、11

共同轉殖入酵母菌株，以 X-gal 呈色實驗 (圖 B) 分析兩蛋白之間的結合強度。其

中 AHA3 序列發生突變，導致第 945 號胺基酸產生突變。NubI 為正對照組，NubG

為負對照組。 
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圖十一、AHA2-R domain 存在時，ANI、CIPK23 和 CIPK8 才能夠與 AHA2 結合 

將 pTMBV4-AHA2、AHA2ΔR 與 pDL2Nx-ANI、CIPK23、CIPK8、CIPK8 Kinase 

domain 共同轉殖入酵母菌株，以 X-gal 呈色實驗 (圖 A) 及 β-半乳糖苷酶活性定量 

(圖 B) 分析兩蛋白之間的結合強度。NubI 為正對照組，NubG 為負對照組。經單

尾 T-test 檢驗後達顯著差異(* p < 0.05 ,*** p < 0.001)。α-HA 與α-LexA 為西方點墨

法所使用的一級抗體，E 為 Empty vector 表示控制組 (圖 C)。 
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圖十二、RS-72 系統中，CHL1 無法單獨活化 AHA2 的氫離子幫浦活性 

將 CHL1、CHL1-Nonsense (為 CHL1 Nonsense mutation) 分別與 AHA2 (pMP1745，

位於 pRS415 vector) 共同轉殖進酵母菌 RS-72 中；經序列稀釋後，分別滴至不同

KNO3濃度的+Gal (galactose) 與+Glu (glucose) 培養基。只有在含+Gal的培養基中，

RS-72 才會表現具活性之內生性氫離子幫浦；因此，在+Glu 培養基中，若 AHA2

不具活性，則 RS-72 生長狀況較差 (圖 A)。使用α-AHA2 與α-CHL1 做為西方點墨

法之一級抗體；N 代表 CHL1-Nonsense (圖 B)。 
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圖十三、在 RS-72 系統中，CIPK23 無法單獨活化 AHA2 的氫離子幫浦活性 

將CIPK23 (位於pEG202-ADE1) 與位於 pRS415 vector (圖A) 及YEp351 vector (圖

B) 的 AHA2 共同轉殖進酵母菌 RS-72 中；經序列稀釋後，分別滴至+Gal (galactose) 

與+Glu (glucose) 培養基。只有在含+Gal 的培養基中，RS-72 才會表現具活性之內

生性氫離子幫浦；因此，在+Glu 培養基中，若 AHA2 不具活性，則 RS-72 生長狀

況較差。AHA2Δ92 為剔除 C 端 92 個胺基酸，移除自我抑制功能的 AHA2 正對照

組。使用α-AHA2 與α-LexA (CIPK23 之 tag) 做為西方點墨法之一級抗體；西方點

墨法之結果，分別為圖A的蛋白質表現量 (圖C) 與圖B的蛋白質表現量 (圖D) 。 

  



 

 
附圖一、在酵母菌之中，CHL1 與 AHA2 之 R domain 的結合強度顯著低於與

AHA2 結合的強度 

將 pTMBV4-CHL1 與 pDL2Nx-AHA2 各片段共同轉殖入酵母菌株，以 X-gal 呈色

實驗 (圖 A) 及 β-半乳糖苷酶活性定量 (圖 B) 分析兩蛋白之間的結合強度。NubI

為正對照組，NubG為負對照組。α-HA 與α-LexA為西方點墨法所使用的一級抗體，

M 為 marker，E 為 Empty vector 表示控制組 (圖 C)。 
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附圖二、在酵母菌之中，CHL1 與 AHA2-TM7~10 的結合強度最高，而 R domain

會降低其結合強度 

將 pTMBV4-CHL1 與 pDL2Nx-AHA2 各片段共同轉殖入酵母菌株，以 X-gal 呈色

實驗 (圖 A) 及 β-半乳糖苷酶活性定量 (圖 B) 分析兩蛋白之間的結合強度。NubI

為正對照組，NubG為負對照組。α-HA 與α-LexA為西方點墨法所使用的一級抗體，

M 為 marker，E 為 Empty vector 表示控制組；α-HA 曝光時間為 3 分鐘，α-LexA

曝光時間為 40 分鐘 (圖 C)。 
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附圖三、AHA family 於阿拉伯芥根部的基因表現程度 

資料來源：TAIR database 上之公開微陣列資料 (BAR Arabidopsis e-FP Browser) 
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                         (Haruta, Burch et al. 2010) 

附圖四、AHA Family 之系統分類樹及植物不同發育時期之表現量 
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