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中文摘要 
 

    高等真核細胞 ADP ribosylation factor (ARF) 結合三磷酸鳥苷 (Guanosine 

triphosphate) 成為活化態，是真核細胞中細胞膜運輸與細胞骨架之關鍵調節因子，

其功能之一可活化磷脂醯肌醇-4-磷酸 5-激酶 (phosphatidylinositol 4-phosphate 5-

kinase, PI4P5K) 並與 PI4P5K 形成複合體共同移動至細胞膜以產生

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2)。在陰道滴蟲細胞內，前人發現鐵離子

刺激後能活化 ARF6 同源蛋白(TvARF220)，與 TvPI4P5K 形成複合體促進 PIP2 

產生，並調控下游鈣離子訊號。本研究目標在探討鐵如何在陰道滴蟲透過活化

TvARF220 來調控 PIP2 訊息傳導及其下游細胞功能。利用免疫螢光分析發現，

TvPI4P5K 與 PIP2在陰道滴蟲細胞中共同定位在細胞膜上，並與 TvARF220 細胞

內分布成正相關。同時，鐵刺激會增加 TvPI4P5K 與 TvARF220 共同轉移到細胞

膜上，趨勢與鐵刺激後細胞膜上 PIP2含量增加一致。相反地，當利用布雷非德菌

素 A (brefeldin A, BFA) 抑制陰道滴蟲 TvARF220 活化，TvARF220 與 TvPI4P5K

共同轉移至細胞膜周邊的趨勢則下降，同時造成細胞膜上 PIP2 訊號降低。這些

發現表明 TvARF220 功能可促進 TvPI4P5K 轉移到細胞膜上並增加 PIP2產生。值

得注意的是，鈣離子螢光指示劑顯示 BFA 處理造成陰道滴蟲內鈣訊號量降低的

同時，也減緩肌動蛋白細胞骨架重組幅度，並造成細胞骨架主導之阿米巴型態遷

移能力下降，從而確認 TvARF220 可作為 PIP2 與鈣離子等訊號的上游因子，最

終調控肌動蛋白相關作用。本研究確認 TvARF220 作為引導特定蛋白細胞膜定位

的關鍵功能，為陰道滴蟲寄生與宿主交互作用時的分子機制提供新見解。 

 

關鍵字 : 陰道滴蟲 ; 磷脂醯肌醇4,5-雙磷酸 ; 磷脂醯肌醇-4-磷酸5-激酶 ; ADP

核糖基化因子 ; 鐵離子 ; 鈣離子 ; 肌動蛋白 
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英文摘要 
 

  Small GTPases of the ADP-ribosylation factor (ARF) family are key regulators of 

membrane trafficking and cytoskeletal dynamics in eukaryotic cells. In the protozoan 

parasite Trichomonas vaginalis, iron was previously found to activate an ARF6 

homolog (TvARF220) and trigger its complex formation with TvPI4P5K, regulating 

downstream calcium signaling. This study aims to investigate the mechanism of how 

iron induces PIP2 signaling and its downstream cellular functions through TvARF220 

activation in this parasite. Immunofluorescence analysis revealed that the plasma 

membrane colocalization of TvPI4P5K and its lipid product PIP2 strongly correlated 

with TvARF220 cellular distribution. Iron challenge enhanced TvPIP4P5K and 

TvARF220 enrichment at the plasma membrane, coinciding with increased PIP2 levels. 

In contrast, ARF inhibitor brefeldin A (BFA) diminished the plasma membrane 

localization of TvPI4P5K and TvARF220, resulting in reduced PIP2 production. These 

findings suggest that TvARF220 facilitates TvPI4P5K trafficking to the plasma 

membrane, thereby promoting localized PIP2 synthesis. Notably, BFA treatment also 

led to decreased intracellular calcium levels, impaired actin dynamics, and slowed 

down actin cytoskeleton-dependent amoeboid motility, supporting that TvARF220 acts 

upstream of a PIP2-calcium axis critical for actin-dependent processes. Together, this 

study highlights TvARF220 as a key regulator of membrane-localization signaling, 

offering new insights into the molecular basis of parasite colonization and host 

interaction. 

Key words: Trichomonas vaginalis, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, 

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, ADP-ribosylation factor, Iron, Calcium, 

Actin 
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第一章 、 前言 

 

第一節、 陰道滴蟲簡介 

 

    陰道滴蟲 ( Trichomonas vaginalis ) 是厭氧性致病原蟲，寄生於人體的生殖

泌尿道裡，目前已知人類是唯一宿主，感染造成陰道滴蟲症，為普遍的非病毒性

傳染疾病之一 ( non-viral sexually transmitted disease, STD ) ，每年造成全球至少

兩億七千六百萬人感染[1]。該疾病以性行為與接觸傳染，通常無症狀，在女性出

現症狀的比例比較高，病徵包含子宮頸跟陰道內的草莓狀紅斑，少數病例會造成

患者感染部位發炎或搔癢，嚴重時可造成孕婦早產或流產[2, 3]。陰道滴蟲感染引

起發炎反應提高人類乳突病毒 ( Human Papillomavirus, HPV ) 或人類免疫缺乏

病毒 ( human immunodeficiency virus, HIV ) 傳播機率[4]，增加子宮頸癌與攝護

腺癌的罹患率[5, 6]。據統計台灣地區因為陰道周邊相關症狀求診的病患約有~3%

患者分離出陰道滴蟲[7]。臨床上使用 Metronidazole 治療陰道滴蟲感染，但由於

發現具有抗藥性菌株[8]，須留意對公共衛生的衝擊。 

 

第二節、 陰道滴蟲型態 

 

    陰道滴蟲滋養體 ( trophozoites ) 在液體內泳動時呈水滴形並帶有四根前鞭

毛 ( anterior flagella ) 、一根反轉鞭毛 ( recurrent flagellum ) ，反轉鞭毛上帶有

波動膜 [9]。一旦碰觸到表面型態會由水滴狀轉變為扁平的阿米巴型態 

( amoeboid form ) 進而黏附於固體表面[10]。當生存環境不良或營養缺乏時，陰

道滴蟲細胞可能形成球狀假性囊體 ( pseudocyst ) [11]。陰道滴蟲藉由轉換不同型

態以因應宿主體內環境變動，與定殖能力息息相關。 
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第三節、 陰道滴蟲致病機轉 

 

    陰道滴蟲進入宿主泌尿生殖道後，可能藉由細胞表面因子，包含黏附蛋白 

( adhesin proteins: AP23, AP33, AP51, AP65, and AP120 )[12]、BspA、以及各式醣

蛋 白 ( lipophosphoglycan, LP 、 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

TvGAPDH ) ，與宿主上皮細胞細胞外間質 (extracellular matrix, ECM ) 層黏蛋白 

(laminin)、纖維蛋白 ( fibronectin )、膠原蛋白( collagen )與半乳糖凝集素 ( galectin ) 

[13, 14]接觸後引起免疫反應。相對陰道滴蟲會釋放半胱氨酸蛋白酶 ( cysteine 

proteases ) 誘導宿主細胞粒腺體中 caspase-3、caspase-9 與 cytochrome-c，並提升

陰道滴蟲之金屬蛋白酶 (metalloprotease)活性降解細胞凋亡抑制蛋白 ( MCL-1 

與 BCL-xL )，導致宿主細胞凋亡[15-17]；半胱氨酸蛋白酶也能降解宿主補體的

C3 蛋白[18]與多種免疫球蛋白(immunoglobulin) [19]，藉此躲避並抵抗宿主免疫

系統。一旦宿主上皮細胞死亡後，collagen IV 與 fibronectin 降解將促使滴蟲穿越

黏膜層[20]。同時，阿米巴型態的陰道滴蟲具有吞噬細胞碎片能力造成吞噬性細

胞毒性[21]。 

 

第四節、 磷脂醯肌醇 4,5-雙磷酸 ( Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2 ) 

 

    磷脂醯肌醇 4,5-雙磷酸 ( Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2 ) 是細胞

膜中雙層磷脂質的成分之一 [22] ，多由磷脂醯肌醇 -4- 磷酸 5- 激酶 

( Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase, PI4P5K ) 磷酸化 Phosphatidylinositol 4-

phosphate (PI4P)的 D-5 碳而成。做為第二信使 ( second messenger ) 掌管許多訊

息傳導路徑，包含胞內運輸、細胞骨架的組裝[23]。在乳腺癌細胞中，細胞膜上

PIP2 與 cofilin 結合後會抑制 cofilin，導致肌動蛋白 ( F-actin ) 無法解開聚合

(depolymerization)[24]。在高等真核細胞中，鈣離子可作為催化劑促使細胞膜上 

PIP2 聚集提高與其他分子反應機會 [25]。已知哺乳類動物細胞中 PIP2 被
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phospholipase C ( PLC ) 水解形成 diacylglycerol ( DAG )[26, 27] 與 Inositol 

triphosphate ( IP3 )[28]，  IP3 打開內質網上鈣離子通道蛋白  ( IP3-gated Ca2+ 

transport channel ) ，導致內質網儲鈣流至細胞質，可進一步促使細胞外鈣流入，

以維持細胞內鈣離子的恆定[29]。在哺乳類動物細胞中 PIP2 也參與胞吞作用 

( endocytosis ) 跟胞吐作用 ( exocytosis )[30]。其他哺乳類動物細胞研究中也提到

PI4P5K 除了合成 PIP2以外有可能成為支架蛋白質 ( Scaffold protein ) [31]，或調

控膜蛋白複合體[32]，或參與細胞核內的訊號與轉錄調控[33]。 

    在前人的陰道滴蟲研究中，TvPI4P5K 將 PI4P 磷酸化為 PIP2，被 PLC 水解

以提升細胞內鈣離子濃度，進而調節肌動蛋白的組裝，可影響陰道滴蟲細胞的變

形與貼附能力[34]。當阻斷細胞內 TvPI4P5K 活性降低 PIP2產量，亦或抑制細胞

內鈣離子濃度，又或干擾整體肌動蛋白細胞骨架活性，都大幅降低陰道滴蟲的細

胞溶噬能力[35]，證實 PIP2、細胞骨架與鈣離子都影響陰道滴蟲致病力。當前人

發現陰道滴蟲貼附能力也與 TvPI4P5K 表現量高度相關，進一步利用免疫共沉澱

發現 TvPI4P5K 會與 heat shock protein70 (HSP70，TVAGG3_0300820)，protein 

kinase A catalytic subunit (TvPKAc ， TVAGG3_1058180) 以 及 TvARF220 

(TVAGG3_0070080) 等蛋白形成複合體 [34, 36, 37]，其生物學意義有待未來釐

清。 

 

第五節、 ADP-ribosylation factor ( ARF, ADP 核糖基化因子 ) 

 

    ARF 作為高等真核生物細胞膜上的 GTPase，調控細胞膜的侵入性 

( invasion )、滲透性 ( cell permeability )、皺褶性 ( membrane ruffling )、遷移性 

( migration )、胞吞作用 ( phagocytosis ) [38-44]。已知 ARF 與鳥苷-5'-三磷酸 

( Guanosine triphosphate, GTP ) 結合成為活化態，當 ARF 將 GTP 水解轉化成鳥

苷-5'-二磷酸（Guanosine diphosphate, GDP）時形成非活化態[45]。高等真核生物

之 ARF 家族蛋白含 ARF1~ARF6，唯有 ARF6 蛋白活躍於細胞膜，與細胞骨架重
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塑、PIP2 訊號放大、細胞附著與運動密切相關[46-48]。在 HeLa 細胞中，ARF6

調控偽足的形成[49]，影響細胞移動與附著[39]，並輔助膜蛋白形成的囊泡進行

內吞作用[45]。哺乳類動物細胞之 PIP2訊號傳遞中 ARF 可與磷脂醯肌醇-4-磷酸

5-激酶 ( PI4P5K ) 形成複合體後，共同移動至細胞膜以將 PI4P 轉為 PIP2[50]。 

    前人比較老鼠之 ARF6 與陰道滴蟲之 ARF，對比序列在 Switch 和 P-loop 

結構域內達到 70%以上的相似度。Switch 結構域根據 GDP 與 GTP 結合狀態改變

構型，能影響其他蛋白與 ARF 結合；P-loop 保守序列，可與 GTP/GDP 分子中的

磷酸基團交互作用，穩定 ARF 執行 GTPase 活性時結構[35]。此篇研究目的即在

確認陰道滴蟲 TvARF220 是否跟老鼠 ARF6 有類似功能。 

 

第六節、 陰道滴蟲與鐵離子 

 

    鐵離子是細胞中重要的輔因子( cofactor )，三價鐵不容易被生物體直接利用，

二價鐵作為血基質 ( heme ) 的材料，成為血紅素 ( hemoglobin ) 的一部分，但若

直接攝入會形成活性氧化物 ( superoxide ) ，進而對細胞造成氧化壓力[51]。人體

中的鐵蛋白除了血紅素以外，二價鐵離子在腸道內被轉為三價鐵離子後也會由儲

鐵蛋白 ( ferritin ) 與運鐵蛋白 ( transferrin ) 運送儲存，泵鐵蛋白 ( ferroportin ) 

則是控制鐵從細胞膜內往外運送的通道。鐵離子也可與硫離子組成鐵硫簇用於電

子傳遞[52]，做為核酸代謝酵素的輔因子調控 DNA 合成[53]。由於鐵具有多功能

性，含鐵量多寡也對生物產生生理影響[54]。 

    在女性月經週期中，鐵離子濃度不斷改變[55, 56]，為因應這樣的環境陰道滴

蟲演化出多樣化致病調控機制，影響其貼附、生長、溶血等能力[57]。在高鐵環

境中，陰道滴蟲之黏附蛋白 (AP33, AP51, AP65 ) 會被正向調控增加合成量，令

更多蟲體貼附於陰道上皮細胞[58]。半胱氨酸蛋白酶 ( Legumain-like cysteine 

proteinase, TvLEGU-1 ) 與甘油醛 -3-磷酸脫氫酶 ( Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, TvGAPDH ) 活性會影響到對宿主的貼附性[14, 59]。半胱氨酸蛋



doi:10.6342/NTU202504765

5 

 

白酶 ( cysteine proteinase-4, TvCP4) 在高鐵環境藉由 IRE/IRP ( iron responsive 

element/ iron responsive protein )表現系統增加滴蟲的溶血效率[60]。此外，半胱氨

酸蛋白酶 TvCP39, TvCP65 則會在低鐵環境抑制蛋白質水解並降低陰道滴蟲毒殺

上皮細胞能力[61, 62]。 

    前人也發現當以鐵離子刺激陰道滴蟲後，G 蛋白質的 Gα 單元會促進腺苷酸

環化酶催化環腺苷酸的生合成並活化 protein kinase A ( PKA )。PKA 會磷酸化 

( phosphorylation ) 與泛素化 ( ubiquitination ) TvMyb3 轉錄因子使其湧入細胞核，

調控黏著蛋白 ap65-1 基因轉錄[63]，可能與陰道滴蟲細胞貼附力有關。 

    有研究指出缺鐵環境下，陰道滴蟲轉變為假性囊體 ( pseudocyst ) 形態，顯

示鐵是維持陰道滴蟲形態中的關鍵角色[64]。實驗室前人探討了鐵刺激後 PIP2扮

演的角色，發現鐵離子會透過調控 TvPI4P5K 表現量影響到 PIP2的生成表現量，

進一步改變陰道滴蟲的型態以及運動方式[34, 37, 64]。同時發現鐵能作為啟動因

子活化 TvARF220 並與 TvPI4P5K 形成複合體[35]。 

 

第七節、 TvARF220 與 BFA 

 

Brefeldin A (BFA)是 ARF 活化的非競爭型抑制劑，對解析高基氏體（Golgi）

膜運輸的分子機制發揮了關鍵作用[65]。在已知研究中，ARF 的活化需要 GEF 協

助，BFA 會穩定結合在 ARF-GDP 與 GEF Sec7 結構域所形成的過渡複合體之

間，（GEF–BFA–ARF–GDP），阻止 GDP 的釋放[66-69]。藉此影響 ARF 再次

結合 GTP，以達到抑制 ARF 功能，如 PIP2生合成與下游鈣離子訊息傳導路徑[70, 

71]。 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202504765

6 

 

第八節、 實驗目的 

 

    實驗室前人發現 TvPI4P5K跟 PIP2在陰道滴蟲細胞內的表現量與環境中鐵離

子濃度高度相關，同時鐵能活化 TvARF220-GTP 型態，此型態與 TvPI4P5K 形成

複合體[35]。由於高等真核 ARF 功能可能與蛋白質胞內運輸有關，我們試圖以

TvARF220 為模型，並以 BFA 抑制 TvARF220，探討其功能是否參與 TvPI4P5K

細胞膜運輸而影響 PIP2 生合成與下游鈣離子訊息傳導。進而調控肌動蛋白動力

學，並驅動各式細胞骨架活性。(圖一) 
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第二章 、 材料與方法 

 

第一節、 陰道滴蟲蟲株 

 

1.1 蟲株種類 

 

  本研究使用高貼附性的 TH-17 本土臨床分離蟲株。 

 

1.2 蟲株培養 

 

    蟲株平時以 TYI 培養液 (附錄一) 於 37℃環境培養；去鐵實驗組額外加入

最終濃度 50 μM 2,2’ -dipiridyl (Sigma-Aldrich)；加鐵實驗組則額外加入最終濃度

250 μM ferrous sulfate (Sigma-Aldrich)[72]。 

 

1.3 備用蟲株存儲與再活化 

 

    培養 50 ml ( 1.5~2 × 106 cells/ml ) 陰道滴蟲細胞，加入體積 15 ml 之 0.5% 

trypsin- 0.2% EDTA -1X PBS 溶液於 37℃反應 15 分鐘使細胞脫離管壁。懸浮液

以 1500× g 離心 10 min 後去除上清液，加入 5 ml 含最終濃度 7% DMSO 的 TYI

培養液懸浮細胞。每 1 ml 分裝至冷凍小管後放入漸凍盒，置於 -80℃ 冰箱三天

以上。重新活化時將冷凍小管放置 37℃水浴 1 分鐘，待其完全融化立即種入 37℃

的 6 ml TYI 培養液中[36]。 

 

1.4 台盼藍生存率測試 

 

    取 5 μl 細胞液與 5 μl 0.4% 台盼藍 (Gibco™) 混合並迅速加入血液計數片，
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使用 Olympus CKX31 顯微鏡以 10 × 10 放大倍率觀察，取顯微鏡視野中的五個

獨立範圍各兩百個總細胞數，並且根據細胞內透明或藍色分別計數。 

計算方式： ( 總細胞數-藍細胞數 ) / 總細胞數 × 100% 

 

1.5  BFA 處理條件 

 

    細胞培養液中加入最終濃度 5 µg/mL BFA ( TargetMol )，於 37℃反應四小時。 

 

第二節、 免疫螢光染色 ( Immunofluorescence assay，IFA ) 

 

2.1 活細胞自然貼附 

 

    將適量陰道滴蟲細胞以 3000× g 離心 1 分鐘濃縮，以 20 μl 為單位加上玻片

的疏水圈內，置於真空盒中抽真空後放入 37℃ 環境自然貼附 1 小時。以 1X TBS

輕潤洗未貼附細胞後，加入 40 μl 4% paraformaldehyde 以固定細胞，於室溫靜置

20 分鐘後，以 1X TBS 沖洗[37]。 

 

2.2  PIP2染色前處理 

 

    在一級抗體反應前，先以 20 μl 的 0.5% saponin (稀釋在 TBS)填滿疏水圈以

通透化陰道滴蟲細胞。室溫靜置 15 分鐘後，以 1X TBS 潤洗 5 分鐘兩次，接著

以 20 μl 的 10% 羊血清 (goat serum 稀釋在 TBS) 填滿疏水圈，在 37℃反應 30

分鐘[37]。 
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2.3 抗體作用與封片 

 

    使用 0.2% Triton X-100 (稀釋在 1.2X TBS)填滿疏水圈以通透化陰道滴蟲細

胞，室溫靜置 15 分鐘。以 1X TBS 潤洗兩次各 5 分鐘，將一級抗體稀釋於 TBS 

(含 1% BSA ) (附錄三)，滴上載玻片在 37℃反應 1 小時。以 1X TBS 潤洗兩次各

5 分鐘，用 TBS (含 1% BSA ) 稀釋二級抗體 (附錄三)，滴上載玻片在 37℃反應

1 小時。以 1X TBS 潤洗兩次各 5 分鐘後以二次水潤洗。待玻片於 37℃風乾後，

每個疏水圈滴入3 μl螢光封片膠(含DAPI)，蓋上蓋玻片後以透明指甲油密封[36]。

以 Zeiss LSM780 共軛焦顯微鏡觀察並以 Zen blue 軟體擷取含 Differential 

Interference Contrast (DIC)立體圖層之螢光圖片，接著使用 ImageJ (National 

Institutes of Health, NIH) 擷取訊號並以 Excel 製作訊號趨勢圖[73]，採用 Pearson 

correlation coefficient measurement (PCC) 相關係數分析共定位趨勢。 

 

第三節、 Calcium green 螢光染色 

 

    加入 20 μl 的 Poly-D-lysine ( 20 μg/μl ) 於玻片疏水圈內，置於 37℃環境 1

小時固定塗層。將適量陰道滴蟲細胞以 3000× g 離心 1 分鐘後去上清液，以 400 

μl 1% BSA (稀釋在 1.2X PBS) 回溶。加入 5 µM Calcium Green™-1 (Invitrogen) 

鈣離子螢光指示劑，以鋁箔包裹離心管避光反應，於 37℃反應 45 分鐘。以 3000

× g 離心 1 分鐘後去上清液，以 1X PBS 沖洗。加入 200 μl 4% paraformaldehyde

以固定細胞，於室溫靜置 20 分鐘。以 1X PBS 沖洗，以 600× g 離心 10 分鐘後再

懸浮，將細胞液加入 Poly-D-lysine 塗層玻片並以鋁箔包覆玻片，在 37℃沉降 1

小時。以 1X PBS 潤洗兩次各 5 分鐘後以二次水潤洗。待玻片於室溫風乾後，每

個疏水圈滴入 3 μl 螢光封片膠(含 DAPI)，蓋上蓋玻片後以透明指甲油密封[36]。

以 Zeiss LSM780 共軛焦顯微鏡觀察並以 Zen blue 軟體擷取含 Differential 

Interference Contrast (DIC)立體圖層之螢光圖片[73]。 
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第四節、 蛋白質聚丙烯醯胺凝膠電泳 (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis) 

 

    將 15 ml 陰道滴蟲細胞 (1.5 ~ 2 × 106 cells/ml) 以 1500× g 離心 10 分鐘後

去上清液。先以 PBS/TBS 含 EDTA, TLCK, protease inhibitor (附錄二) 沖洗細胞

後，加入 200 μl 上述沖洗溶液另含 1% Triton X-100 作為細胞裂解液，反應十分

鐘後以 Bradford 試劑定量。將其中 150 μl 與最終濃度 1X SDS sample buffer 混

合，於 100℃加熱 7 分鐘。變性樣本在 12%聚丙烯醯胺凝膠電泳槽經 stacking gel 

(10 mA) / separating gel (20 mA)進行電泳。 

 

第五節、 西方墨點法 (Western blot assay) 

 

    膠體以全濕式膠體轉漬器轉漬至 Polyvinylidene difluoride (PVDF, 0.45 μm 

hole, Immobilon®-P, Millipore) 膜，待膜乾燥後浸入 Blocking solution (附錄四) 於

37℃震盪反應 1 小時。以沖洗液 (附錄四) 潤洗 5 分鐘兩次，浸入稀釋 1 級抗體

(附錄三、四)於 4℃反應隔夜。隔日以沖洗液潤洗 5 分鐘三次，隨後改浸入稀釋

二級抗體(附錄三、四)於 37℃震盪反應 1 小時。以沖洗液潤洗 5 分鐘三次，膜以

ECL試劑 (VISUAL PROTEIN)反應 1分鐘後使用冷光影像分析系統 (ChemiDoc-

It® 510, UVP) 偵測膜上的蛋白訊號[36]。 

 

第六節、 G-Actin/F-actin In Vivo Assay, 肌動蛋白沉降分萃 

 

    將 15 ml 陰道滴蟲細胞 ( 1.5 ~ 2 × 106 cells/ml ) 以 1500× g 離心 10 分鐘後

去上清液。使用 G-Actin/F-actin In Vivo Assay Biochem kit (Cytoskeleton Inc.) 中

的 Lysis & F-actin Stabilization Buffer (含有 ATP、Protease inhibitor、TLCK、EDTA ) 

回溶細胞，每兩分鐘以針筒 (6 ml, 23 G, Terumo) 沖散樣品、共計五次。600× g
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離心 5 分鐘移除未打破細胞後，上清液以 23,444× g 離心 40 分鐘。取上清液為

G-actin 樣本，接著使用前述 kit 中之 F-actin Depolymerization Buffer (含有 EDTA、

TLCK、Cocktail protease inhibitor) ，將沉澱部分回溶成為 F-actin 樣本[35]。 

 

第七節、 細胞遷移癒合試驗 (Wound-healing cell migration assay) 

 

    使用吸管尖直線刮除細胞培養瓶平面上的細胞，產生一固定寬度縫隙，每隔

1 小時使用 Olympus CKX31 顯微鏡 (20×) 以 CCD 相機 (6300AC, Leadview) 拍

攝。將縫隙癒合面積以影像軟體 (ImageJ) 分析，後以 excel 計算細胞遷移比例製

作折線圖。 
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第三章 、 結果 
     

    前人發現陰道滴蟲 TvPI4P5K 和 TvARF220 形成複合體，同時鐵可以提高

TvPI4P5K 表現以產生 PIP2並活化下游鈣離子訊號，為陰道滴蟲調控細胞骨架活

動關鍵路徑[36]。 

 

第一節、 人類 ARF6 與陰道滴蟲 ARF220 序列相似度 

 

    經 CLUSTAL 2.1 多序列分析，人類 ARF6 與 TvARF220 序列相似度達到

62% (圖二)。Switch 和 P-loop 結構域內達到 70%以上的相似度，Switch 會根據

GDP 與 GTP 結合狀態而改變構型；P-loop 做為保守序列，可以結合 GTP/GDP 分

子中的磷酸基團。由於序列結構的高度相似性，因此推測 TvARF220 與高等真核

ARF 蛋白質可能有類似的功能與調控。 

 

第二節、 TvARF220, TvPI4P5K 與 PIP2於陰道滴蟲分布情形 

 

    透過活細胞免疫螢光染色發現，TvPI4P5K 與 PIP2 共同分布於細胞膜周邊，

其 PCC 統計值達 0.77±0.12 (圖三、A)，與實驗室先前結果類似[34]。而 TvARF220

除了位於細胞質中，同時在細胞膜周邊也偵測到較高訊號量 (圖三、B)，其分布

並與 TvPI4P5K 部分重疊，共定位 PCC 值達 0.64±0.16。結果推測 TvARF220、

TvPI4P5K 與 PIP2共同存在於在細胞膜，三者分布呈正相關。 

 

第三節、 BFA 處理之陰道滴蟲生存率比較 

 

    使用台盼藍來測試陰道滴蟲處理 BFA 後生存率，當以 ddH2O 作為控制組，
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結果發現未處理 BFA 的陰道滴蟲細胞生存率接近 100%；即使處理 BFA 四小時

之後，其生存率仍然有 99.77%，顯示四小時的 BFA 處理對於陰道滴蟲生存率並

無影響 (圖四)。 

 

第四節、 BFA 對 TvARF220, TvPI4P5K 與 PIP2在陰道滴蟲的細胞膜分布 

 

    為了得知 TvARF220 在 PIP2 訊號傳遞中扮演的角色，利用 BFA 干擾

TvARF220 活性，並使用免疫螢光染色觀察 TvARF220,  TvPI4P5K 與 PIP2 在細

胞中分布。ddH2O 控制組之 TvARF220 與 TvPI4P5K 分布於細胞膜附近，PCC 統

計值達到 0.82±0.08；而 BFA 實驗組細胞膜上 TvARF220 與 TvPI4P5K 訊號減低

且 PCC 統計值降低至 0.08±0.09 (圖五 A)。另一方面，ddH2O 控制組之 TvPI4P5K

與 PIP2同樣分布於細胞膜附近，此時 PCC 統計值達到 0.76±0.14；而 BFA 實驗

組中細胞膜上 TvPI4P5K 與 PIP2皆降低並且 PCC 統計值降低至-0.11±0.06 (圖五

B)。同時，西方墨點分析顯示，BFA 不影響 TvARF220 與 TvPI4P5K 之細胞內總

表現量 (圖五 C、D)。此結果推測，TvARF220 與 TvPI4P5K 共同轉移至細胞膜附

近的現象，能被 BFA 所抑制，並且降低細胞膜上 PIP2產量。 

 

第五節、 BFA 影響鐵調控 TvPI4P5K 在陰道滴蟲的表現與細胞膜分布 

     

    先前已經知道鐵能刺激 TvPI4P5K 轉移至細胞膜周邊以產生 PIP2[35]。為了

得知 TvARF220 在鐵誘導 PIP2 訊號傳遞中扮演的角色，使用免疫螢光染色同時

添加 BFA 觀察是否影響鐵刺激下 TvARF220 與 TvPI4P5K 的分布。ddH2O 處理

控制組中鐵刺激 30 分鐘後，造成 TvARF220 與 TvPI4P5K 同時移動至細胞膜附

近 (圖六 A a.、b.) ，其細胞膜周邊訊號分布呈正相關，此時 PCC 統計值達到

0.76±0.11 (圖六 B a.、b.)。與控制組相比，BFA 預處理實驗組中，鐵刺激 30 分鐘

後 TvARF220 與 TvPI4P5K 共同移動到細胞膜附近的趨勢較不明顯 (圖六 A c.、
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d.) ，其鐵刺激後細胞膜周邊訊號分布 PCC 值亦降至-0.05±0.31 (圖六 B c.、d.) 。

此結果推測，鐵刺激後 TvARF220 與 TvPI4P5K 共同轉移至細胞膜附近的現象，

能被 BFA 所抑制。 

    同時，為了確認 BFA 是否影響鐵刺激下 TvARF220 跟 TvPI4P5K 的表現量，

西方墨點法顯示，鐵刺激 TvPI4P5K 表現量增加至約 1.4 倍；但在 BFA 處理之組

別，鐵不會進一步增加 TvPI4P5K 表現量，推測陰道滴蟲 TvPI4P5K 整體表現量

受鐵調控，而 TvARF220 在其中的功能待進一步釐清。BFA 與鐵離子皆未影響到

TvARF220 的總量 (圖七) ，結果顯示 BFA 僅部分影響 TvPI4P5K 在鐵刺激下的

表現。 

 

第六節、 BFA 影響陰道滴蟲 PIP2生成量 

 

    相較 ddH2O 控制組，鐵刺激 30 分鐘後 TvPI4P5K 訊號集中至細胞膜附近，

同時細胞膜部分區域上出現明顯 PIP2 訊號(圖八、A)，TvPI4P5K 與 PIP2 細胞膜

周邊訊號分布呈正相關，PCC 統計值達到 0.79±0.07 (圖八 B a.、b.) ；然而在 BFA

處理的組別中，受鐵刺激後 TvPI4P5K 集中於細胞膜周邊與細胞膜上 PIP2訊號強

度均降低 (圖八 A c.、d.) ，兩者細胞膜周邊共定位 PCC 亦下降至 0.15±0.2 (圖八

B c.、d.) 。顯示 BFA 抑制陰道滴蟲鐵刺激後 TvPI4P5K 細胞膜上含量，後續並

降低細胞膜上 PIP2生成量。 

 

第七節、 BFA 處理對陰道滴蟲鈣離子的影響 

     

    前人發現陰道滴蟲 PIP2 調控下游鈣離子訊號[34]。為了測試 BFA 是否影響

陰道滴蟲 PIP2 下游之鈣離子訊號，將陰道滴蟲以 BFA 處理四小時，接著進行

Calcium Green 之螢光染色[34]。與 ddH2O 控制組相比，實驗組的 Calcium green

螢光訊號強度在 BFA 處理後降低約 30% (圖九) 。證實 BFA 能降低陰道滴蟲細
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胞中鈣離子含量。 

 

第八節、 BFA 處理對陰道滴蟲 actin 組裝的影響 

     

    前人已證實陰道滴蟲肌動蛋白骨架重組受細胞膜上 PIP2 與細胞內鈣離子濃

度調控[34]。為了測試 F-actin 的組裝是否同樣受到 BFA 影響，萃取細胞中 G-

actin跟F-actin以西方墨點分析。α-Tubulin 與 TvCyP1 分別作為上清液 (G-actin) 

與沉澱部分 (F-actin) 純度標記蛋白。相較於 ddH2O 控制組，BFA 實驗組中 F-

actin 訊號的比例較低 (圖十)，顯示 BFA 處理可降低陰道滴蟲 F-actin 組裝能力。 

 

第九節、 BFA 處理對陰道滴蟲遷移能力的影響 

 

    為了測試了 BFA 處理後是否可使陰道滴蟲阿米巴型態時的移動性變差，利

用傷口癒合實驗測試陰道滴蟲阿米巴遷移能力[74]。經統計 BFA 處理組別之陰道

滴蟲，3 小時內其傷口填補速度減緩約 50%，顯示其阿米巴爬行遷移能力明顯降

低 (圖十一)。 

 

總結 

 

    本實驗透過免疫螢光染色、西方墨點法、肌動蛋白沉降分萃、細胞遷移癒合

試驗進行研究。鐵能活化 TvARF220-GTP 型態與 TvPI4P5K 形成複合體，並調控

下游 PIP2-Calcium 訊息傳導。當 TvARF220 功能受 BFA 抑制，將阻斷 TvPI4P5K

細胞膜定位能力，進一步影響 PIP2 生合成與下游鈣離子訊息傳導路徑，因此減

緩肌動蛋白細胞骨架重組，最終導致細胞骨架主導之阿米巴遷移能力下降 (圖十

二)。 
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第四章 、 討論 
 

    統計發現女性月經週期期間陰道滴蟲感染徵狀較嚴重，其中鐵離子是導致陰

道滴蟲致病力上升的重要環境因子[64]，陰道滴蟲為了生存必須面對宿主體內的

環境變化，本研究目標在探討 TvARF220 如何於受鐵活化後與 TvPI4P5K 一同主

導 PIP2訊息傳導，進一步影響陰道滴蟲的生理表徵或致病能力。 

 

第一節、 人類 ARF6 與 TvARF220 序列相似 

 

    在哺乳動物細胞中，ARF6 被觀察到活化 PI4P5K 增加 PIP2 表現量與改變

PIP2 分布，促進細胞膜皺褶形成[42, 48]。經由 CLUSTAL 2.1 多序列分析，

TvARF220 高相似度的結果顯示 BFA 可能透過其結合非活化態 ARF 的機制影響

TvARF220 與 TvPI4P5K 的結合 (圖二) 。Switch 可能會影響到其他蛋白跟 ARF

的結合；P-loop 則提供結構支撐，可能影響 ARF 執行 GTPase 活性[75, 76]。BFA

的實際結合狀況尚待測試，且序列的差異可用於找出變異的調控位點進一步研究。 

 

第二節、 PIP2訊號傳遞因子間的關聯性 

 

    已知 TvPI4P5K 會與 TvARF220 形成複合體，且 TvPI4P5K 於細胞膜生成

PIP2[35]。前人利用超高速梯度離心發現 TvARF220 與 TvPI4P5K 都位於細胞膜

分層中[35]。本研究透過免疫螢光染色定位目標，TvPI4P5K 與 TvARF220 雖然主

要分布在細胞質，但二者部分與 PIP2 有共分布在細胞膜的現象 (圖三)。這代表

活化態的 TvARF220 與 TvPI4P5K 可能在細胞質結合後共同轉移至細胞膜，使

TvPI4P5K 得以將細胞膜上 PI4P 轉化為 PIP2。此推測與前人的細胞膜分析結果相

符合，而 PI4P 的轉化過程仍待進一步研究。 



doi:10.6342/NTU202504765

17 

 

第三節、 鐵離子的刺激對 PIP2訊息傳遞之影響 

 

    前人發現鐵離子是維持 TvPI4P5K 正常表現與細胞膜定位的關鍵因子[34]，

且前人透過 GST-pull down assay 發現經過鐵刺激三十分鐘時 TvARF220-GTP 活

化程度達到最高[35]；同時免疫沉澱測試證實 TvPI4P5K 與 TvARF220 形成複合

體於鐵刺激三十分鐘時達到最大結合量，這也顯示出鐵刺激 TvARF220 與 

TvPI4P5K 之間作用[35]。對於同樣會和 TvPI4P5K 結合的 HSP70 與 PKA，有研

究顯示人類細胞之 PI4P 受抑制劑減少時，HSP70 同源蛋白位於細胞膜的分布顯

著減少[77]；PKA 則於磷酸化 PI4P5K 的特定位點後，可抑制其活性並減少 PIP₂ 

合成[78]。在酵母菌的研究中，Puf 蛋白在促進鐵吸收的同時[79]被發現可能結合

PI4P5K 的 mRNA 以增加其轉譯後蛋白表現量[80]。這指向高等真核細胞中，鐵

離子代謝與 PIP2 訊息傳遞之間存在調控關係，而鐵離子與 TvARF220 是否有其

他交互作用待未來探討。 

 

第四節、 TvARF220 在 PIP2訊號傳遞中扮演的角色 

 

    透過鐵作為刺激因子，並且使用 BFA 抑制 TvARF220，觀察到聚集在細胞膜

周邊的 TvARF220 免疫螢光訊號下降。推測 BFA 可能使 TvARF220 留在非活化

態，導致 TvARF220 與 TvPI4P5K 無法形成複合體，因此無法移動到細胞膜之現

象。BFA 在其他研究中也被證實抑制 GEF 與 ARF 的結合後[67]，將破壞秀麗隱

桿線蟲的高基氏體結構[81]；或使大鼠肝細胞之高基氏體膜蛋白 (beta-COP) 解

離無法形成囊泡[65]；並且可抑制內質網與高基氏體間的運輸，以增加巴氏桿菌

毒素對哺乳類動物細胞的毒性[70]，皆顯示 ARF 蛋白在細胞內膜運輸的重要性，

突顯 TvARF220 若無法與 TvPI4P5K 形成複合體將無法共同運輸至細胞膜的可能

性。陰道滴蟲經鐵離子刺激後 TvPI4P5K 量略增而 TvARF220 的量不因鐵刺激而

有所變化，推測鐵離子可能影響 TvPI4P5K 的表現，雖然 BFA 處理提高了
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TvPI4P5K 的表現量但對 TvARF220 的表現量無影響 (圖七) 。由於前人的 dot 

plot assay 測得陰道滴蟲 PIP2產量會受到 BFA 抑制[35]，且透過免疫螢光染色可

觀察到細胞膜 PIP2的螢光亮度減少，因此 BFA 可能透過抑制 TvARF220 活化與

TvPI4P5K 結合，導致 PIP2 產量下降。然而，TvARF220 受抑制如何影響到陰道

滴蟲 TvPI4P5K 蛋白質表現以及是否造成其他生理變化，待進一步驗證。 

 

第五節、 TvARF220 在 PIP2訊號傳遞中對下游鈣離子之影響 

 

    在已知的 PIP2訊息傳導系統中，PI4P5K產生 PIP2、被 PLC水解產生DAG[26, 

27]跟 IP3[28]， IP3 打開內質網上鈣離子通道蛋白  ( IP3-gated Ca2+ transport 

channel ) ，導致內質網儲鈣流至細胞質，可進一步促使細胞外鈣流入，以維持細

胞內鈣離子的恆定[29, 82]。大鼠血管平滑肌细胞受 BFA 抑制蛋白質運送後，內

質網內膜鈣離子通道受損而引起內質網中的鈣離子濃度急遽下降[83]。大鼠 PC12 

細胞中 ARF6 的 T27N 變異導致 Ca²⁺誘導之分泌性胞吐顯著減少[84]。前人實驗

中證實 TvPI4P5K-PIP2 訊息傳導調控鈣離子流入陰道滴蟲細胞[34]；而本文提及

TvARF220 可與 TvPI4P5K 結合調控 PIP2 訊號傳遞。因此當 BFA 阻斷上游

TvARF220 功能，同時抑制 PIP2 產生與細胞內鈣離子濃度，凸顯 TvARF220 在

TvPI4P5K-PIP2-Calcium 路徑中的上游角色。PIP2 水解與鈣離子濃度的其他生理

功能待進一步驗證。 

 

第六節、 BFA 對陰道滴蟲細胞爬行能力與 actin 組裝的影響 

 

    在人類神經元系統中，ARF6 透過調控 Rac1 於神經元的生長錐促進突觸發

生，影響其中 actin 重組的黏附與運動[85]，陰道滴蟲可能具有類似機制。細胞

裡的肌動蛋白聚合也許會影響到陰道滴蟲的變形機制跟阿米巴遷移能力[74, 86]。

前人透過使用 TvPI4P5K 變異細胞株發現陰道滴蟲 PIP2 量與 F-actin 組裝呈現正
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相關[34]；前人透過 Edelfosine 與 BAPTA-AM 等抑制劑降低鈣離子濃度時 actin

組裝也受到影響[34]，本研究中 BFA 同時降低細胞內鈣離子濃度以及 F-actin 比

例，顯示 BFA 抑制肌動蛋白組裝 (圖十) ，證實 TvARF220 透過調控 PIP2-鈣離

子訊號影響 actin 的組裝功能。 

    阿米巴型態的爬行能力對陰道滴蟲來說相當重要，先前實驗室透過 LatB 處

理證明了當陰道滴蟲的 F-actin 無法組裝時其型態轉換與細胞的遷移的能力也都

會受到影響[74]。細胞遷移實驗證實了 BFA 會顯著削弱陰道滴蟲阿米巴型態的爬

行能力 (圖十一)。除了爬行能力以外，前人證實細胞的型態轉換與貼附性也在

TvPI4P5K 之 K136A 失能突變株中或被 Edelfosine, BAPTA-AM 鈣離子抑制劑等

影響[34]，皆突顯 PIP2 路徑在細胞骨架活性的重要性。因此猜測 TvARF220 可透

過 PIP2 訊號調控肌動蛋白改變其變形與細胞附著能力，乃至影響到陰道滴蟲活

動力。 

     

    本研究推測鐵透過活化 TvARF220 與 TvPI4P5K 形成複合體，促進其運送到

細胞膜，複合體可以調控該寄生蟲細胞膜上的 PIP2表現。PIP2 之後透過 PLC 水

解，引發細胞內鈣離子濃度提升，本研究為 TvARF220 於 PIP2 訊號傳遞中的功

能，以及陰道滴蟲如何與宿主環境因子交互作用提供新的見解。(圖十二) 
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圖一、 陰道滴蟲 TvARF220 調控 PIP2訊息傳導 

 

已知鐵能活化 TvARF220-GTP 型態，此型態會與 TvPI4P5K 形成複合體。當以陰

道滴蟲 TvARF220 為模型，並使用 BFA 抑制 TvARF220 的 GDP/GTP 活化態轉

換，便可就其分布觀察 TvARF220是否與 TvPI4P5K共同移動至陰道滴蟲細胞膜，

同時觀察功能上是否影響 PIP2的生合成與其下游效應。 
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圖二、 人類 ARF6 與陰道滴蟲 ARF220 序列相似度之分析 

 

以 CLUSTAL 2.1 多序列分析進行人類 ARF6 (NP_001654.1 ADP-ribosylation 

factor 6 [Homo sapiens]) 與陰道滴蟲 ARF220 (XP_001324328.1 GTP binding 

[Trichomonas vaginalis G3]) 之胺基酸序列比對，相似度達 62%。藍色框線代表 P-

loop 結構域；紅色框線代表 Switch I 結構域；橘色框線代表 Inter-switch 結構域；

綠色框線代表 Switch II 結構域，序列下方標示代表 identical(*), conserved(:), semi-

conserved(.)。  
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NP_001654.1: ADP-ribosylation factor 6 [Homo sapiens] 
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圖三、 TvARF220, TvPI4P5K 與 PIP2於陰道滴蟲分布情形 

 

將 TH-17 陰道滴蟲培養在培養液，讓活細胞貼附於載玻片上後固定，以共軛焦顯

微鏡觀察螢光訊號，細胞外觀以 DIC 模式顯示，比例尺代表 5 µm；透過影像軟

體 (ImageJ) 分析了沿著黃色線標記的 X 和 Y 之間的位置的螢光訊號強度，結

果顯示於對應的折線圖中。雙向箭頭藍線標示用以計算 PCC 區域，PCC 值由顯

微視野中的三個代表性滋養體中測得。PM 代表細胞膜邊界。 

 

(A)  以 anti-TvPI4P5K、anti- PIP2進行雙重免疫螢光染色。DAPI 標記細胞核； 

Cy3 標記 TvPI4P5K；FITC 標記 PIP2；MERGE 為 DAPI、TvPI4P5K 與 PIP2

訊號重疊結果。 

(B)  以 anti-TvPI4P5K、anti-TvARF220 進行雙重免疫螢光染色。DAPI 標記細胞 

核；Cy3 標記 TvPI4P5K；FITC 標記 TvARF220；MERGE 為 DAPI、TvPI4P5K

與 TvARF220 訊號重疊結果。 
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圖四、 BFA 作用對於陰道滴蟲細胞之生存率分析 

 

TH-17 陰道滴蟲培養液中加入 ddH2O 或 BFA，培養 4 小時。取少量細胞進行台

盼藍染色，平均細胞存活率取自三次生物重複實驗，如長條圖所示（n=3，平均

值 ± 標準差）。統計分析使用學生 t 檢定（Student's t-test），顯著性標準為 p<0.05

（*）和 p<0.01（**），ns 表示無顯著差異。 
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圖五、 BFA 影響 TvARF220, TvPI4P5K 與 PIP2於陰道滴蟲分布情形 

 

將 TH-17 陰道滴蟲分別加入 ddH2O 或 BFA 培養 4 小時，讓活細胞貼附於載玻片

並固定，以共軛焦顯微鏡觀察螢光訊號，細胞外觀以 DIC 模式顯示，比例尺代表

5 µm；透過影像軟體 (ImageJ) 分析沿著黃色線標記的 X 和 Y 之間的位置的螢

光訊號強度。雙向箭頭藍線標示用以計算 PCC 區域，PCC 值由顯微視野中的三

個代表性滋養體中測得。PM 代表細胞膜邊界。 

(A)  以 anti-TvPI4P5K、anti-TvARF220 進行雙重免疫螢光染色。DAPI 標記細胞 

核；Cy3 標記 TvPI4P5K；FITC 標記 TvARF220；MERGE 為 DAPI、TvPI4P5K

與 TvARF220 訊號重疊結果。 

(B)  以 anti-TvPI4P5K、anti-PIP2進行雙重免疫螢光染色。DAPI 標記細胞核；Cy3 

標記 TvPI4P5K；FITC 標記 PIP2；MERGE 為 DAPI、TvPI4P5K 與 PIP2訊

號重疊結果。 

(C)  TH-17 陰道滴蟲分別加入 ddH2O 或 BFA 培養四小時。收集全細胞裂解液後 

，將 40 µg 蛋白質樣本以 12 % SDS 聚丙烯醯胺凝膠電泳分離後染色(下圖)；

或轉漬於 PVDF 濾膜上，以 anti-TvARF220、anti-TvPI4P5K、anti-α-Tubulin

進行西方墨點法分析(上圖)。 

(D) 透過影像軟體 (ImageJ)，分析圖(C)西方墨點法之訊號強度，其平均相對值如

長條圖所示。 
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圖六、 BFA 影響 TvARF220 與 TvPI4P5K 在鐵刺激下於陰道滴蟲分布差異 

 

(A) 將隔夜去鐵培養的 TH-17 陰道滴蟲預處理 ddH2O 或 BFA 四小時後加入鐵刺

激 30 分鐘，讓活細胞貼附於載玻片並固定。以 anti-TvPI4P5K、anti-TvARF220

進行雙重免疫螢光染色，以共軛焦顯微鏡觀察螢光訊號。DAPI 標記細胞核，

Cy3 標記 TvPI4P5K；FITC 標記 TvARF220；MERGE 為 DAPI；TvPI4P5K 與

TvARF220 訊號重疊結果 (a., b., c., d.) ，細胞外觀以 DIC 模式顯示，比例尺

代表 5 µm。  

(B) 透過影像軟體 (ImageJ) 分析沿著黃色線標記的 X 和 Y 之間的位置的螢光

訊號強度，結果顯示於對應的折線圖中(a., b., c., d) 。雙向箭頭藍線標示用以

計算 PCC 區域，PCC 值由顯微視野中的三個代表性滋養體中測得。PM 代

表細胞膜邊界。 
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圖七、 BFA 對 TvARF220 與 TvPI4P5K 在鐵刺激下於陰道滴蟲的表現差異 

 

(A) 隔夜去鐵培養 TH-17 陰道滴蟲分別預處理 ddH2O 或 BFA 四小時；加入鐵刺

激 30 分鐘。收集全細胞裂解液後，取 40 µg 的蛋白質樣本以 12 % SDS 聚丙

烯醯胺凝膠電泳分離後染色(下圖)，或轉漬於 PVDF 濾膜上，以 anti- 

TvARF220、anti-TvPI4P5K、anti-α-Tubulin 進行西方墨點法分析(上圖)。 

(B)與(C) 透過影像軟體 (ImageJ)，分析西方墨點法(A)中，TvPI4P5K (B) 

        TvARF220 (C)訊號強度，取自三次生物重複實驗，其平均相對值如長條 

        圖所示（n=3，平均值 ± 標準差）。統計分析使用學生 t 檢定（Student's 

        t-test），顯著性標示為 p<0.05（*）和 p<0.01（**），ns 表示無顯著差 

        異。 
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圖八、 BFA 影響 TvPI4P5K 與 PIP2在鐵刺激下於陰道滴蟲分布差異 

 

(A) 隔夜去鐵培養 TH-17 陰道滴蟲預處理 BFA 四小時後，加入鐵刺激 30 分鐘，

讓活細胞貼附於載玻片上並固定。以 anti-TvPI4P5K、anti-PIP2 進行雙重免疫

螢光染色，以共軛焦顯微鏡觀察螢光訊號。DAPI 標記細胞核；Cy3 標記

TvPI4P5K；FITC 標記 PIP2；MERGE 為 DAPI、TvPI4P5K 與 PIP2訊號重疊結

果 (a., b., c., d.) ，細胞外觀以 DIC 模式顯示，比例尺代表 5 µm。 

(B) 透過影像軟體 (ImageJ) 分析沿著黃色線標記的 X 和 Y 之間的位置的螢光

訊號強度，結果顯示於對應的折線圖中 (a., b., c., d.) 。雙向箭頭藍線標示用

以計算 PCC 區域，PCC 值由顯微視野中的代表性滋養體中測得。PM 代表

細胞膜邊界。 
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圖九、 鈣離子在 BFA 處理後於陰道滴蟲分布情形與表現量分析 

 

(A) 將 TH-17 陰道滴蟲分別加入 ddH2O 或 BFA 處理 4 小時，收集細胞。以 5µM 

Calcium green-1 進行螢光染色，固定後以 poly-D-lysine 貼附於載玻片之上。

DAPI 標記細胞核；MERGE 為 DAPI 與 Calcium green 訊號重疊結果，細胞

外觀以 DIC 模式顯示，比例尺代表 5 µm ; 以共軛焦顯微鏡觀察螢光訊號。 

(B) 透過影像軟體 (ImageJ) 將相對鈣離子訊號強度取三次生物重複的平均值，

如長條圖所示（n=3，平均值 ± 標準差）。統計分析使用學生 t 檢定（Student's 

t-test），顯著性標示為 p<0.05（*）和 p<0.01（**），ns 表示無顯著差異。 
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圖十、 肌動蛋白沉降分萃 

 

(A) 將 TH-17 陰道滴蟲分別加入 ddH2O 或 BFA 處理 4 小時。以 G-actin/F-actin 

in vivo assay kit 分離並收集 G-actin、F-actin 萃取蛋白與全細胞裂解液後，

以 40 µg 的蛋白質樣本在 12 % SDS 聚丙烯醯胺凝膠電泳分離後染色，或轉

漬於 PVDF 膜上。以 anti-α-Tubulin、anti-actin、anti-TvCyP1 進行西方墨點

法分析，α-Tubulin 與 TvCyP1 分別作為上清液 (G-actin) 與沉澱部分 (F-

actin) 純度標記蛋白。 

(B) F-actin 與 G-actin 訊號強度分別以 α-Tubulin 與 TvCyP1 訊號強度標準化後，

統計 G-actin/F-actin 百分比訊號，透過影像軟體 (ImageJ) 平均自三次生物

重複西方墨點法之相對訊號強度，如長條圖所示（n=3，平均值 ± 標準差）。

統計分析使用學生 t 檢定（Student's t-test），顯著性標示為 p<0.05（*）和 

p<0.01（**），ns 表示無顯著差異。 
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圖十一、 細胞遷移癒合試驗 

 

將 TH-17 陰道滴蟲培養於培養瓶平面，使用 BFA 處理 4 小時，之後進行細胞遷

移癒合試驗： 

(A) 間隔 1 小時以相機擷取圖像，共計觀察 3 小時。 

(B) 透過影像軟體 (ImageJ) 分析縫隙填補比例，結果平均自三次生物重複，經

統計後如折線圖所示（n=3，平均值 ± 標準差）。統計分析使用學生 t 檢定

（Student's t-test），顯著性標示為 p<0.05（*）和 p<0.01（**），ns 表示無顯

著差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202504765

45 

 

(A) 

 



doi:10.6342/NTU202504765

46 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202504765

47 

 

圖十二、推測機制模型 

 

    鐵能活化 TvARF220-GTP 型態促進與 TvPI4P5K 形成複合體，因此一旦

TvARF220 功能被 BFA 抑制，將進一步連鎖影響 PIP2 生合成與下游鈣離子訊息

傳導路徑，減緩肌動蛋白細胞骨架重組，最終導致由細胞骨架主導之阿米巴遷移

能力下降。 
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附錄 

附錄一、TYI-S33 培養液 

 

藥品名稱 用量 

K3PO4 (SIGMA) 

Trypticase (BD) 

Glucose (SIGMA) 

NaCl (Honeywell) 

L-Ascorbic acid (SIGMA) 

L-Cysteine hydrochloride monohydrate (SIGMA) 

Yeast Extract (MERCK) 

Penicillin G/ Streptomycin solution (GeneTeks) 

Basal Medium Eagle vitamin solution (SIGMA) 

2.66 g 

20 g 

10 g 

2 g 

0.2 g 

2.2 g 

10 g 

10 ml 

10 ml 

 

將以上藥品用 900 ml 二次水調配，以 0.22 μm 孔徑的 filter (Sartorius) 過濾後，

另加入經 56℃去活性處理的 100 ml 牛血清 (Bovine Serum, GIBCO)，短期使用

保存於 4℃。 
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附錄二、綜合抑制劑與必要成分 

 

名稱 作用濃度 作用標的 

Cocktail protease inhibitor (MCE) 

Protease inhibitor (Cytoskeleton) 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, SIGMA) 

Tosyl-L-lysyl-chloromethyl hydrochloride  

(TLCK, SIGMA) 

Adenosine triphosphate (ATP, Pharmacia) 

1× 

1× 

5 mM 

200 μg/ml 

 

2 mM 

Protease 

Protease 

Protease 

Protease 

 

Protease 
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附錄三、抗體 

 

1. 免疫螢光染色 

一級抗體 稀釋倍率 

Mouse anti-PIP2 monoclonal antibody (Z-P045 echelon) 1:400 

Rat anti-TvARF220 polyclonal antibody (Homemade) 1:1000 

Rabbit anti-TvPI4P5K polyclonal antibody (Homemade) 1:1000 

二級抗體 稀釋倍率 

Cyanine CyTM3(CY3) conjugated goat anti-rat IgG polyclonal 

(Jackson) 

1:200 

Fluorescein (FITC) conjugated goat anti-mouse IgM polyclonal  

(115-095-003 Jackson) 

1:200 

Alex488 anti-rat IgG polyclonal 1:200 

2. 西方墨點法 

一級抗體 稀釋倍率 

Mouse anti-actin monoclonal antibody 1:20000 

Mouse anti-α-Tubulin monoclonal antibody 1:10000 

Rat anti-TvCyP1 monoclonal antibody 1:3000 

Rat anti-TvARF220 monoclonal antibody (Homemade) 1:5000 

Rabbit anti-TvPI4P5K monoclonal antibody 1:1500 

二級抗體 稀釋倍率 

Peroxidase-conjugated goat anti-rat IgG 1:5000 

Peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG 1:5000 

Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG 1:5000 
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附錄四、西方墨點法使用溶液 

 

Blocking buffer： 

Anti-actin：1 % BSA in 0.1 % Tween 20 in TBS 

Anti-α-Tubulin：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Anti-TvCyP1：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Anti-TvARF220：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Anti-TvPI4P5K：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

沖洗液： 

    根據 blocking 類型選用 PBS / TBS 

一級抗體： 

Anti-actin：1 % BSA in 0.1 % Tween 20 in TBS 

Anti-α-Tubulin：1 % BSA in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Anti-TvCyP1：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Anti-TvARF220：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

    Anti-TvPI4P5K：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

二級抗體： 

Mouse IgG for anti-actin：1 % BSA in 0.1 % Tween 20 in TBS 

Mouse IgG for anti-α-Tubulin：1 % BSA in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Rat IgG for anti-TvCyP1：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

Rat IgG for anti-TvARF220：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 

    Rabbit IgG for anti-TvPI4P5K：5 % 脫脂奶粉 in 0.1 % Tween 20 in PBS 


