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中文摘要 

 人類 Securin 蛋白質是一個具有 202 個胺基酸，無穩定結構的多功能性蛋白質。前

人研究顯示，Securin 在細胞內扮演的角色有(1) 調控姐妹染色體正常地分離 (2)參與

細胞自我修復 (3)調控細胞自我凋零 (4)調節細胞週期的行進以及 (5)調控細胞分化

等。由於 Securin 擁有這樣多重要性的功能，許多的研究也發現，在許多腫瘤細胞中，

諸如腦下垂體癌、肺癌、乳癌、大腸癌等等，可發現到 securin 高度表現的現象。Securin

蛋白質有兩種後修飾：分別為磷酸化與泛素化作用。前者目前僅知與細胞分裂調控，以

及可能與細胞增生及分化有關聯；後者則與 securin 的降解作用有關。為了釐清 securin

與多種細胞週期相關蛋白質之作用及磷酸化對 securin 的功能之影響，我們利用 Erk2

酵素將 securin 磷酸化，以遠西方墨點法探討磷酸化修飾與未修飾的 securin，與各個

細胞週期調控蛋白質交互作用力的變化。結果顯示，磷酸化後的 securin 與數種細胞週

期調控蛋白質之交互作用能力降低。此外，我們利用電化學感測的方式，探討 securin

磷酸化對 p53 結合能力變化。我們發現，磷酸化的 securin，亦會因此失去與 p53 交互

作用的能力，因而促使 p53 被活化而啟動細胞自我凋零的機制。藉由本研究我們更清楚

的解析 securin 在細胞內之功能。 
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英文摘要 

  Human securin is an intrinsically disordered, protein with 202 amino acids. Previous 

studies showed that securin played important roles in separation of sister chromatids, DNA 

repair, apoptosis, cell cycle progression, and cell differentiation. The overexpression of 

securin is one of the key issur for cancer development, such as in the case of pituitary tumor, 

lung cancer, breast cancer, and colon cancer. There are two types of post-translational 

modification of securin, phosphorylation and ubiquitylation. Securin phosphorylation may 

participate in the function of cell mitosis, cell proliferation, and cell differentiation, but the 

details mechanism remain unknown. Ubiquitylation is highly related to the degradation of 

securin. In order to reveal the binding affinity changes among securin and cell cycles 

regulatory proteins, securin has been phosphorylated by Erk2 kinases. Meanwhile, six cell 

cycle related proteins have been cloned and expressed in this study. The binding ability assay 

has been carried out by far western blot method. Moreover, the binding analysis between 

specific DNA promoter sequence and p53 has been analysed by impedance spectroscopy 

(EIS). The results indicated that p53 lost bax promoter binding ability by interacting with 

securin, but not for the phosphorylated one. In summary, based on study, the intermolecular 

interaction of securin have been revealed clearly.  
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RPS10A 40S Ribosomal protein 

S10A 

核醣體 40S 次單原蛋白

10A 

TBST Tris Buffered Saline with 

Tween 20 

含有 tween 20 的 Tris 緩

衝液 

縮寫表按英文字母排列
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第一章、緒論 

1-1 研究動機 

癌症是一群不正常增生細胞形成的疾病。目前研究顯示，許多因子皆會造成癌症

的形成，比如許多致癌化學物質[1-3]、放射線[4-6]、病毒感染[7, 8]、發炎反應[9]

與人體荷爾蒙失調[10]等。研究上指出，這些致癌的因子主要是影響細胞週期的調

控，導致細胞過度增生[11]。因此，能夠透徹地洞悉細胞週期蛋白質彼此的調控關

係，是治療癌症的重要契機。在人體細胞中，securin 是一個致癌基因 

(oncogene)[12-15]，主要功能為調控細胞週期[16, 17]與修復 DNA[18]。而在過去研

究中，securin 也被發現在許多癌細胞中有大量表現的跡象，諸如腦下垂體癌[19]、

甲狀腺癌[20]、乳癌[21]、卵巢癌[22]或是子宮頸癌[23]等等。我們為了全面性地探

討 securin 與細胞週期調控上的機制關係，因而嘗試著建立一個 securin 與細胞週期

交互作用蛋白質調控的角色，進一步地探討其分子間動態交互作用情形。我們期許

藉由這樣的研究，能夠將此蛋白質與癌症的關聯性更加明朗化。 

 

1-2 細胞週期調控 

細胞週期主要可分為兩部分：細胞間期 (interphase)與細胞分裂期 (M phase)，

而間期占了整個細胞期百分之九十的時間[24]。而在細胞接受生長因子調控前，大

部分細胞接停留在 G0 期，此時期細胞處於休息狀態。細胞間期可分為三個階段： 

- G1 期：細胞分裂完後細胞所進入的第一期。此時細胞中 RNA 與蛋白質持續地合

成，然而 DNA 在此時期並未有複製的跡象。 

- S 期：當 DNA 開始複製時，即進入了細胞 S 期。在此時期 DNA 含量由二倍體

轉為四倍體。 

- G2 期：DNA 複製完成到細胞分裂之前的這段時間，我們稱為 G2 期。在此時期

細胞具有四倍體的 DNA 含量。 

而在 M 期，則是細胞分裂的開始。此時期細胞逐步地將四倍體 DNA 轉移成兩

個含有二倍體 DNA 的子細胞。M 期又可細分為前期 (prophase)、中期 (metaphase)、

後期 (anaphase)與末期 (telophase)。在分裂前期，細胞的 DNA 逐步地聚集成染色體 

(chromosome)，受到 cohesin 蛋白質的連接而彼此成對地配對成姐妹染色體。而此時

在接近細胞核附近，中心粒漸漸地形成中心體，並緩慢地移動到細胞核兩端。而在

細胞中期，染色體會整齊排在細胞中心，同時兩端中心體的紡錘絲會緩慢地向染色

體中心點 centromere 移動。當紡錘絲觸碰到 centromere 的瞬間，即進入了分裂後期。

姐妹染色體連接蛋白質 cohesin 受到 separase 的分解，同時紡錘絲逐步地將姐妹染色

體分開到細胞兩端。當姊妹染色體移動到細胞兩端，即進入了末期。此時期細胞中

隔開始形成，核膜逐步生成，染色體逐漸轉變為較低密度的染色質 (chromatid)，降

解細胞分裂時所需的蛋白質等，最後分裂為兩個子細胞。整個細胞週期的時間大約

為 18-24 個小時，其中 G1 期約占了 6-12 小時的時間，S 期約 6-8 小時，G2 期的停留
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時間則相當短，M 期通常小於 1 小時 (圖 1)[25]。  

 
圖 1 細胞週期示意圖 [11] 

細胞期可分為休息期 G0，間期 G1、S、G2，與 M 期。調控細胞週期的行進則由不同的 Cyclin 蛋白

與 CDK 蛋白所調控。 

在許多細胞週期的調控蛋白質上，有兩類蛋白質在調控細胞週期行進扮演重要

角色，即為 cyclin dependent kinase (CDK)與 Cyclin 蛋白質[26]。CDK 是

serine/threonine 蛋白質磷酸化酵素，其中有五種作用於細胞週期：G1 (CDK4，CDK6

與 CDK2)，S (CDK2)，G2 與 M (CDK1)。這類蛋白質穩定存在於細胞週期中，與不

同的 cyclin 蛋白質配對而受到活化[27]。在 G1 期，Cycln D 與 CDK4、CDK6 刺激

細胞合成蛋白質，當 Cyclin E 與 CDK2 結合後，細胞即進入了 S 期。而在進入 S 期，

Cylin E 的角色會被 Cyclin A 取代。而在細胞 G2 後期，Cyclin A 與 CDK1 鍵結促使

細胞進入 M 期。而在 M 期的各階段則是由 Cylcin B 與 CDK1 所調控(圖 1)[27]。 

細胞週期中，有兩個重要的蛋白質複合體掌管著細胞週期蛋白質的調控－SCF 

(Skp1/Cul1/F-box complex)與 APC (Anaphase promoting complex)[28, 29]。在各個週

期的轉換，兩複合體存在著「一關一開」的關係。當 M 期進入 G1 期時，抑制 APC

的 Emi1 蛋白質受到 SCF 的降解，活化 APC 與 CDC20、Cdh1 鍵結，降解 securin、

cyclin B 等蛋白，使細胞由 M 期走向 G1 期。而 APC 的活化卻使得 SCF 受到抑制。

而在 G1 進入 S 期時，APC 再度下降，SCF 活性上升降解 Cyclin E 與其他調控蛋白

p21Sik1、 p27Kip1、 p57Kip2，原先與 Cyclin E 鍵結的 Cdk2 轉而與 Cyclin A 鍵結，使

細胞進入 S 期。在細胞要進入 M 期， APC 活性再次升高，Cyclin A、Cyclin B 逐

步接上 Cdk1，使細胞進入 M 期[29]。 

而在整個細胞週期中，securin 的降解我們也可以歸納如圖 2：securin 的磷酸化
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與非磷酸化都有可能遭受到降解作用，其中降解磷酸化的 securin 蛋白質為 SCF 複

合體；而降解未受磷酸化的 securin 則為 APC/CDC20 與 APC/Cdh1 兩複合蛋白質[30, 

31]。由前人的研究我們得知，SCF 複合體活躍時機在細胞的週期 G1、S 與 G2 期；

而APC/CDC20與APC/Cdh1的活性則各別在細胞分裂期的前、中期與後期、末期[29]。

Securin 在進入細胞分裂期前是未受到磷酸化的，也因此部會受到 SCF 複合體的降

解。而在其進入細胞分裂期則有部分受到了磷酸化反應。此部分受到磷酸化反應的

蛋白質參與了細胞週期行進的任務，而也因為這樣的磷酸化，使 securin 不受

APC/CDC20 的降解。然而在中期要進入後期時，磷酸化後的 securin 受到 CDC14a

的作用而回復成未受磷酸化的狀態，因而遭受到 APC/CDC20 與後期 APC/Cdh1 的

降解反應，使細胞週期向前。 

 

圖 2 不同週期 SCF、APC/CDC20、APC/Cdh1 活性表與 securin 磷酸化、降解示意圖 

調控細胞週期行進的兩大複合體－APC 與 SCF。兩者的活性會決定細胞週期的轉換。圖中 securin

的磷酸化修飾與未修飾會決定 securin 的蛋白質是否受 APC 或 SCF 的降解。而 securin 的磷酸化會受

PP2A 與 CDC14a 的調控。 

 

1-3 人類 securin 蛋白質介紹 

1-3.1 人類 securin 蛋白質的發現 

1997 年 Lin Pei 與 Shlomo Melmed 兩人比較大鼠正常腦下垂體細胞與腦下垂體

癌細胞基因的表現時，發現表現於癌細胞內的基因，而將此基因轉殖於裸鼠纖維細

胞 (NIH3T3)細胞並大量表現時，會抑制細胞的增生，造成細胞轉型為腫瘤細胞。

此基因因此被命名為 Pituitary Tumor Transforming Gene 1(PTTG1)[32]。 

1999 年，Zou 以人類 Esp1 蛋白質 (hEsp1 即為 separase，調控姐妹染色體)做

免疫沉澱實驗，發現兩株未知蛋白質 EAP1 與 EAP2，其分子量個別為 28 kDa 與 42 

kDa。前者蛋白與先前 Lin Pei 所發現的 PTTG1 序列相同，證實了 PTTG1 會與 hEsp1

結合。後續，Zou 等人在序列分析上驗證了 PTTG1 即為人類 securin[12]。 

繼 Lin Pei、Shlomo Melmed 與 Zou 等人之後，陸續有許多學者研究 securin 蛋白

質。2000 年，Chen 等人利用人類 PTTG cDNA 做為 probe，以 Northern blot 的技術
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偵測人類不同染色體是否存在 PTTG 同源性基因。研究上顯示，不只在四號染色體

存在同源性基因(PTTG2)，於七號染色體(PTTG3)也有相同的結果。定序比對的結果

顯示 PTTG2、PTTG3 與 PTTG1 各別有 91%至 89%的相似度，而兩者過量的表現也

與腫瘤的產生有關係[13]。 

 

1-3.2 人類 Securin 蛋白質的表現與調控 

在人類正常的細胞組織內，securin 主要表現於腺體內，包括睪丸、胸線、小

腸、胎盤以及脾臟。於肺臟、腦或胰臟也有少量表現的跡象[14, 33]。然而許多癌細

胞被發現含有大量表現的 securin 蛋白質，諸如：前骨髓白血病細胞 (promyelocytic 

leukemia HL-60)、子宮頸癌細胞 (HeLa cell)、肺癌細胞 (A549)、肝癌細胞 (Hepatoma 

HepG2)、乳癌細胞 (MCF7)等[14, 33, 34]。 

在 securin 的調控因子方面，雌性激素 (Estrogen)是目前最著名的調控激素。

若是以雌性激素處理 NIH3T3 細胞，會促使 securin 蛋白質大量表現，並使得細胞分

泌促乳激素 (prolactin)[35-37]。人體胰島素 (Insulin)是另外一個著名的調控因子[38, 

39]。前人研究發現在乳癌細胞 (MCF7)加入胰島素，將使得 securin蛋白質大量表現。

其它如鈣離子濃度[40]、表皮細胞生長因子 (Epidermal Growth receptor, EGR)[41]、

外來抗原[42]、Sp1 或 NF-Y[43]等，都有學者發現會促使 securin 蛋白質表現。這些

研究顯示，securin 的表現會促使細胞走向細胞增生與分化。 

 

1-3. 3 人類 securin 蛋白質的結構 

人類 securin 蛋白質目前確認為一個無特定構型的蛋白質[44]。其含有 202 個胺

基酸，N 端與 C 端各別扮演不同角色。如圖 3 所示，securin 在 N 端含有兩個重要

的摧毀訊息：一者為 D-box (序列為 RxxLxxxxN)；一者為 KEN-box (序列為

K-E-N-x-x-x-D/N)。前人研究指出，這兩個位置是「細胞核分裂後期促進複合體」 

(Anaphase promoting complex, APC)辨認的位置。在細胞分裂中期，APC 會與 Cdc20

蛋白質鍵結而活化功能，辨識任何含有 D-box 的蛋白質，並將之降解。而到了細胞

分裂後期，Cdc20 蛋白會被 Cdh1 蛋白取代，此時 APC 會轉而辨識任何含有 D-box 

(Destruction box，序列為 RXXLXXXXN，為蛋白質降解訊號)或是 KEN-box (K-E-N

三個胺基酸序列，為另一個蛋白質降解訊號)的蛋白質[30, 45]。此項機制與細胞內

separase 活性有關。separase 在細胞中扮演分離姊妹染色體的重要角色，然其活性受

到 securin 的抑制。因此，當細胞要由中期進入後期時，APC 會被活化並降解 Securin

蛋白，促使細胞週期向前運行[16, 46, 47]。在 securin 蛋白質的 N 端還有一段 DNA

結合區段 (DNA binding domain)，與 C 端的轉錄因子區段 (Transactivating domain)

擁有相同功能，能夠作用於 DNA 基因的啟動子，用以誘導下游基因的表現，諸如

p53、c-myc、Sp1 等[48, 49]。在 C 端方面，人類 securin 蛋白質含有兩個重要的

Proline-rich 片段，分別位於序列 163-166 (P-P-S-P)，以及 170-173 (P-S-P-P)。學者研

究發現此處序列是 SH3 (Src homology binding domain 3)的結合位置。此段序列常出

現在許多與訊息傳遞相關的磷酸酶中，如 Src3[50]、PI3 磷酸酶[51]或是 Ras GTPase
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活化蛋白質[52]，是許多蛋白質鍵結的位置 (如與細胞訊息傳遞以及腫瘤的形成息息

相關[14, 53]。 

 
圖 3 人類 securin 蛋白質的結構圖 

KEN-box與D-box表示兩個 securin降解辨識區塊。在 60 – 119的序列為 securin與DNA鍵結的位置，

119-163 則為 securin 轉錄因子區段。 

 

1-3.4 人類 securin 蛋白質的功能 

 1-3.4.1 Securin 與細胞週期的調控 

除了前面所述，securin 調控姐妹染色體分離外[16, 46, 47]，也有學者們發現

到 securin 在其它週期也有調控的作用。2007 年由 Melmed 率領的團隊利用 DNA 微

陣列 (DNA microarray)的技術篩選 securin鍵結的蛋白質。他們發現在細胞G1期間，

securin 會被表現出來，與 Sp1 蛋白質作用後，促使細胞由 G1 期進到 S 期[17]。此外，

securin 蛋白質在細胞內存在量的多寡，也與 G2/M 期轉換有所關聯[54, 55]。 

 

 1-3.4.2 Securin 與 DNA 修復 

Securin 除了參與細胞週期的調控外，亦參與了其它重要的反應。2001 年

Francisco Romero 等人以酵母菌雙雜交 (Yeast Two-Hybrid)的技術，證明 securin 參

與了 DNA 修補機制的調節作用。當細胞內 DNA 雙股螺旋產生斷裂。securin 與 Ku70

蛋白的結合力下降，因而開啟了 Ku70/Ku80 DNA 雙股螺旋修補機制[18]。此表示

securin 的存在會抑制細胞 DNA 修復機制的啟動，讓細胞週期持續前進。 

 

 1-3.4.3 Securin 與細胞自我凋零 

2000 年 Run 等人在人類胎盤細胞 JEG-3 大量表現 securin，發現到有 67%的

細胞會自我凋零而死亡，推測 securin 與細胞自我凋零機制息息相關[56]。2002 年，

Bernal等人以免疫沉澱法 (Immunoprecipitation, IP)篩選與 securin共同作用的蛋白質。

他們發現到 securin 會與 p53 鍵結，抑制 p53 啟動下游一連串參與自我凋零基因的轉

錄作用 (Transcription)[57]。然而也有人發現到，securin 會與 p53 基因上游的啟動子

結合，使得 p53 蛋白質表現出來，造成細胞自我凋零[15, 56]。兩者調控的衝突與矛

盾或許來自於表現量的差異，Bernal 所表現的 securin 蛋白質量少於後來學者的表現

量，這也指出 securin 表現量多寡與細胞機制的調控相關[58]。 
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 1-3.4.4 Securin 其它功能 

近年的研究顯示，securin 也與血管新生 (Angiogenesis)以及腫瘤轉移 (Metastasis)

有關[59, 60]。血管新生可說是現今研究腫瘤生長相當關切的議題。腫瘤生長達到一

定數量時，由於氧氣、所需之營養與生長因子的缺乏而難以增長[61]。因此，腫瘤

增生與入侵其它組織取決於週遭是否有足夠新生的血管。securin 在許多初期腫瘤被

發現有大量表現的現象。此外，在乳癌[60]、大腸癌[20]、甲狀腺癌[62]等細胞，securin

過度的表現都會造成癌細胞入侵的現象。這些證據都顯示 securin 與腫瘤生成的原因

密不可分。 

此外，securin 與細胞的分化也有相關聯性。1999 年 Lin Pei 利用酵母菌雙雜交

的技術，發現到 securin 會與 DnaJ 與 RPS10A 進行交互作用，使細胞進行細胞分化

機制[63]。 

 

1-4 Securin 降解與磷酸化 

截至目前為止的研究顯示，securin 的磷酸化與其功能性調控可說是息息相關(表 

1)。在人類 securin 中，CDK1(或 Cdc2)會磷酸化 securin 第 165 的胺基酸 serine，激

活 securin 與 separase 的鍵結，避免細胞太早進入細胞後期[64]。而在青蛙 securin 上，

第 3、16、66 號的磷酸化位置，會抑制 securin 受到 APC/C 的降解作用[65]。另外，

第 165、183、187 也有人指出會受到 Cdc2 的磷酸化，增加 securin 蛋白質的穩定性

[66]。 

Securin 的磷酸化除了細胞週期調控外，也有研究發現 Erk2 與 DNA-PK 也都能

磷酸化 securin 蛋白質[18, 67]。Erk2 磷酸化 securin 第 165 的胺基酸，促使 securin

由細胞質進入細胞核，並與下游基因的啟動子鍵結，促使細胞增生。DNA-PK 也會

磷酸化 securin 蛋白質，然而目前僅推測此磷酸化的舉動與 DNA 的修復有關聯性，

實際的磷酸化位置與功能性仍待研究。 

 

磷酸化位置 磷酸化酵素 重要性 

3 (Threnine) Cdc2 穩定 securin 

16 (Threonine) Cdc2 穩定 securin 

66 (Threonine) Cdc2 穩定 securin 

165 (Serine) Cdc2/Erk2 姊妹染色體分離 

183 (Serine) GSK-3 穩定 securin 

187 (Serine) CKII 穩定 securin 

表 1 Securin 磷酸化位置與其對應之磷酸化酵素、功能性整理表 

綜合上面所述，我們可以統整 securin 會與以下蛋白質有所交互作用：Cyclin B、

CDC20、CDC14a、PP2A、p53、DnaJ、RPS10a 與 separase 蛋白質。以下，我們就

本實驗所建構的蛋白質做進一步的介紹。 
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1-5 與 Securin 交互作用的蛋白質介紹 

RPS10a 

RPS10a，全名為 Ribosomal S10，為核醣體 40S 蛋白質組成單位之一[68]。過去

的研究中指出，RPS10 參與了細胞增生[69-72]、分化[73]、與自我凋零機制[74]。而

RPS10a 被認為是啟動核醣體合成蛋白質的重要次單元[75]。RPS10a 於 1999 年發現

會與 securin 有所交互作用[63]。目前僅推測 RPS10a 與 securin 作用功能為促進人體

精細胞的發育，然至現今並未有其他學者證明這件事。現階段不清楚 securin 與

RPS10a 交互作用所影響的機制為何。  

 

PP2A 與 CDC14a 

PP2A 與 CDC14a 是兩種不同的去磷酸酶。PP2A 是 serine/threonine 去磷酸酶，

主要由三個次單元構成，分別為 scaffolding protein (65 kDa)，catalytic subunit (36 kDa)

與數種不同的 substrate subunit[76]。Scaffolding prtoein如同支架一般，支撐整個 PP2A

酵素的蛋白質。Catalytic subuint 則是酵素催化中心。而 substrate subunit 則使得 PP2A

具有辨識不同受質的能力(圖 4)，而其中 B55、B55為文獻記載上，與 securin 有

所交互作用的次單元[31]。PP2A 在細胞週期調控，細胞增生與訊息傳遞上扮演著相

當重要的角色[77-79]。CDC14a 是一個 tyrosine 去磷酸酶，結構上分為兩塊區塊：A

區塊位於 N 端，目的為與受值做專一性的鍵結；B 區塊位於 C 端，是主要的酵素催

化中心[80]。在 C 端含有一段出核訊息 (Nuclear export signal, NES)，使得 CDC14a

能夠進出核孔(圖 5)。CDC14a 蛋白質功能主要是調控細胞週期。CDC14a 在細胞進

入後期前，活性受到 Net1 蛋白質的抑制。細胞進入後期後，Net1 蛋白質受到降解，

釋出有活性的 CDC14a，活化 APC/Cdh1 複合體，降解細胞分裂期間參與反應的蛋

白質[81]，使細胞回歸 G1 期。 
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圖 4 PP2A 結構示意圖 

A 為 scaffolding subunit，C 為 catalytic subunit，B 則為不同的 substrate subunit。圖中黑色字體表示基

因名稱，、、等符號表示同源蛋白質圖中方框填寫的即為這些符號，加上不同符號表式不同蛋

白質名稱。紅色部分則為基因分類名稱。

 

 
圖 5 CDC14a 結構圖。A 與 B 區塊各別為受質接收區與酵素活化中心，NES 則為出核訊息[80]。 


與 securin 的交互作用上，PP2A 與 CDC14a 的作用目的不盡相同。在細胞核內，

CDC14a 與磷酸化後的 securin 蛋白質鍵結，使 securin 失去與 separase 蛋白質鍵結的

能力，並使得 APC/CDC20 能夠辨識並降解 securin 而促使細胞週期向前推移進入細

胞分裂後期[65]。PP2A 主要是避免 securin 於細胞進入分裂中期前過度磷酸化而導

致 securin降解，以確保細胞進入分裂中期前，能保有一定數量的 securin抑制 separase

蛋白質的反應[31]。 

此外，PP2A 與 CDC14a 兩者也有調控的關係。PP2A 會抑制 Net1 的磷酸化，導

致 CDC14a 無法被釋放，因而抑制了細胞進入後期。如圖 6 所示，在細胞進入後期

前，CDC14a 的活性受到 Net1 蛋白質的抑制而無法發揮功能。而當細胞週期要進入

後期時，Net1 將被磷酸化而降解，釋放出 CDC14a，使得 securin 去磷酸化，促使細

胞進入細胞後期。 
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圖 6 Securin、PP2A 與 CDC14a 細胞週期調控示意圖 

在細胞週期行進中，CDC14a 的活性與細胞週期的行進有所關聯。而 Net1 蛋白會抑制 CDC14a 的活

性。Net1 蛋白的活性又受到 PP2A 的調控。 

 

Histone 4j 

Histone 4 (H4)是組成核小體 (nucleosome)結構的重要蛋白質之一，Histone 4j 

(H4j)是來自 Histone 4 的同源蛋白質。核小體主要由 H2A、H2B、H3 與 H4 所構成。

在核小體的形成過程中，會先由 H3 與 H4 形成一個四聚體 (tetramer)，與部分 DNA

進行纏繞後，H2A 與 H2B 的所形成的兩個雙體 (Dimer)才各別接上 DNA，形成一

個緊密纏繞的八隅體 (Octamer)[83]。而在核小體形成過程中，Histone 蛋白質的後

修飾往往扮演著重要的角色[84, 85]。其中 Histone 4j 在 N 端第 5、8、12、16 的 arginine

胺基酸為主要的後修飾位置，這些位置的乙醯化[86-88]、甲基化[89]、磷酸化[90]

等等，都會影響 Histone 的功能：如 Histone 的轉錄與 DNA 的修復作用[86, 90]。此

株蛋白值與 securin 的交互作用為實驗室之前所發現，目前沒有文獻記載 Histone 4j

會與 securin 參與反應。 

 

CDC20 

CDC20 是一個細胞週期重要的促進因子。在細胞週期中，APC 會與 CDC20 與

另一個受質，Cdh1 鍵結而受到活化，並對不同的受質進行降解反應[28, 30, 91]。而

此調控過程中，APC/CDC20 主要在細胞分裂期 (M 期)受到活化；APC/Cdh1 則在

G1 期受到活化。Securin 蛋白質的表現量由 S 期開始漸漸升高，至細胞中期 (M 期)
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達到顛峰，而在到了細胞後期則完全消失[64]。在細胞進到中期時，紡錘絲尚未抵

達姐妹染色體位置前，APC/CDC20 受到 Mad1/Mad2 蛋白質的影響而失去活性，而

securin 此時也由於受到磷酸化，持續地抑制 separase 的活性，使得姐妹染色體連結

蛋白質 cohesin 持續地存在，姐妹染色體因而無法分離。而在細胞進入後期，也就

是紡錘絲抵達姐妹染色體的瞬間，啟動了一連串的機制反應：抑制 APC/CDC20 的

蛋白質 Mad1/Mad2 受到降解作用，活化 APC/CDC20 複合體，同時 securin 受到

CDC14a 去磷酸化的影響，使得 KEN box 與 D-box 的位置裸露而出，因此被

APC/CDC20 辨識而降解消失。一但 securin 受到降解，separase 活化而切斷姐妹染

色體連結蛋白質 cohesin，開啟了細胞分裂的機制。綜合地來說，APC/CDC20 會辨

識未受磷酸化的 securin蛋白質[28, 65, 92]，降解 securin而促使細胞進入分裂後期(圖 

7)。 

 
圖 7 APC/CDC20 降解 securin，調控細胞週期示意圖 

延續圖 6，與失去抑制 separase 活性的 securin 蛋白質，會受到 APC/CDC20 複合體降解。而在 CDC14a

活化前，Mad1 與 Mad2 蛋白質會抑制 APC/CDC20 的活性。 

 

BCL2A1 

BCL2A1 隸屬於 BCL2 家族，是一個調控細胞生與死的家族蛋白之一[93]。目前

已知此蛋白質的表現量上升，可以提高胸線器官內細胞的存活率[94]，抑制血癌的

產生[95]，以及神經細胞存活的調控[96]。由前人研究顯示，securin 在胸線器官中確

實有多量表現的跡象[14]，此株蛋白質與 securin 的交互作用也是實驗室之前所發現，

而與 securin 的交互作用所影響的機制目前尚不清楚。 

 

p53 

p53 是一個腫瘤抑制蛋白質，其名稱來源來自於蛋白質電泳跑膠所看到的分子量

位置位於 53 kDa，而實際的分子量為 43.7 kDa。此處的差異性來自於 p53 含有豐富
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的 proline 胺基酸所導致[97]。p53 抗癌功能有二：(1) 阻止細胞週期 G1/S 的行進。

當細胞 DNA 受損，p53 會被活化而促使細胞表現 p21WAF1 蛋白質，使細胞週期停

留在 G1 期或是 G2 期[98, 99]。(2) 啟動細胞自我凋零蛋白的表現，使得細胞走向自

我凋零的路徑[100, 101]。p53 的活化因素來自細胞外的因素，如 DNA 損害，氧化

壓力 (oxidative stress)，或是滲透壓的改變。而活化 p53 的蛋白質主要分兩族群：一

為 MAPK 磷酸酶家族 (JNK，p38，Erk 1-2)，另一個活化族群為某些蛋白質磷酸酶 

(ATR，ATM，CHK1，CHK2，DNA-PK，CAK)，皆為活化 p53 的磷酸酶[97, 102]。

在這些活化因子當中，Erk2 磷酸酶是細胞受到 280 nm UV 照射下所產生的活化因子

[100]，同時也是磷酸化 securin 蛋白質的磷酸酶之一[49]。Securin 與 p53 的作用請

參照前文 1-3.4.3 所述。 
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第二章、實驗策略與目的 
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第三章、實驗材料及方法 

3-1 目標基因建構與鑑定 

3-1.1 基因載體的來源： 

本實驗所建構的六個基因裡 (CDC20、PP2A substrate B55、Histone 4j、RPS10A、

CDC14A、與 BCL2A1)，CDC20、PP2AB55與 Histone 4j 三株基因載體來自本學院

內的 Gene library。PP2A 來源質體為 pCMV-SPORT6，標記基因 (Selection Marker)

為 Ampicilin 抗體；CDC20 與 Histone 4j 則為 pOTB7，標記基因為 Chloramphenicol。

CDC14A 與 RPS10A 則是利用實驗室自行設計的基因引子，由 MCF7 細胞抽取而出

的 RNA 反轉錄成我們所需要的基因。最後，BCL2A1，是請廠商為我們合成基因序

列後，利用酵素酶切方式 (BCL2A1: EcoRI and XhoI)接於 pUC57 質體內，標記基因

為 Ampicillin。 

 

 3-1.2 引子設計 

一個好的引子通常需要具備的條件是：長度 17 – 28 bps；GC配對比例 50 - 60%；

Tm 值介於 55 - 80°C；需避免自我黏結 (self-annealing)、Hairpin 與 False priming 的

產生[103]。為了達到以上的要求，我們使用 Primer Premier 5.0 (PREMIER Biosoft)

的軟體輔助我們設計出適合的引子，同時為了達到理想引子的要求，會在某些引子

上做 silent mutation。除了注意這方面的問題外，須考慮到接合後的基因片段是否為

正確的密碼子排序序列，方能正確讀到表現基因片段的終止密碼子。實驗室設計之

引子序列如下，紅色標示為 silent mutation 的部分，標線部分則為起始密碼子。 

H4j 

Forward primer  5’-CTC CTA TTG CTC GTA ATG TCC-3’ 

Reverse primer  5’-GA AAA GGA CGC TCA ACC AC-3’ 

 

PP2AB55 fp(466)20: 5’-ACG CAA GTT AGC CTG CTG TC-3’  

PP2AB55 rp(1827)22: 5’-CTT GTC CAC TCA GTT GAC CTT G-3’  

 

CDC14a fp(37)18: 5’-TCC CCA GTG CGT ATT TCG-3’ 

CDC14a rp(655)21: 5’-T TTA GCC TCA CAG TTG CAG TC-3’ 

 

CDC20 fp(82)18: 5’-ATG GCA CAG TTC GCT TTC-3’  

CDC20 rp(1597)19:5’-G ATG GTG GGT TGG TCT TCA-3’ 

 

DnaJ fp(40)18: 5’ –ATG GCA TCC TAC TAC GAG-3’  

DnaJ rp(906)18: 5’-ACT GTG AAG CGA TTC AGG-3’ 
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BCL2A1 fp (183) 5’- ATG ACT GAC TGT GAG TTC GG-3’ 

BCL2A1 rp (675) 5’- GTT ACA AAG CCA TTT TCC TG-3’ 

 

S10 fp(66) 21 5’-GAG ATG TTG ATG CCG AAT AAG-3’ 

S10 rp(567) 21 5’-TCT ACT GAG GAG GCT GAC CAC-3’ 

 

3-1.3 表現質體之建構 

本實驗室利用兩種方式建構各個表現蛋白質：TA cloing 與酵素酶切。TA cloning

主要是利用 Taq 聚合酶特殊性質，能在 72°C 環境下，在合成的基因 3’尾端加上腺

嘌呤 (Adenine)核苷酸。利用這個特性，只需製造另外一個含有胸線嘧啶 (Thymidine，

T)尾端質體 (T vector)，就能利用 T4 連接酶將所要建構的基因接到表現的質體上。

酵素酶切則是利用酵素對某段 DNA 序列的專一辨識能力，在基因與表現質體創造

出互補的切位。如此，同樣利用 T4 連接酶，就能建構出所需的表現質體。 

 

TA cloning 

本實驗室建構之 pET30a-EAM 質體，可利用 EAM (New England Biolab)酶切的

方式，在質體 3’端產生未配對的胸線嘧啶核苷酸(Thymidine)，稱為 T vector。接續

利用實驗室設計之引子，利用 Taq 聚合酶 (Protech)的特性，使得在聚合酶連鎖反應

之基因片段尾端產生一個未配對的腺嘌呤 (Adenine)核苷酸。最後以 T4 DNA 連接

酶 (Roche)連接 T vector 與預表現之基因，產生一個可表現目標蛋白質的質體(詳見

圖 8)。實驗上，Histone 4j、PP2A、CDC20、CDC14a、RPS10a 與 BCL2A1 皆是以

此方式接到表現的質體上。 

 

*Taq Polymerase Buffer 10X 2 l 

Taq (5 U/l) 0.5 l 

dNTP (10 mM) 0.4 l 

Forward Primer (10 mM) 0.4 l 

Reverse Primer (10 mM) 0.4 l 

DDW To final volume 20 l

 

表 2 PCR 用量表 

*內容含 100 mM Tris-HCl，pH 9.0，500 mM KCl，0.1% gelatin，15 mM MgCl2，1% Triton X-100 

Note：所使用的溫度中，Histone 4j：51°C；PP2AB55：50°C；CDC20：50°C；CDC14a：52 C；RPS10a：

50°C；BCL2A1：50°C 

 

溫度 

時間 循環數 

94°C 3 分鐘 1 

94°C 30 秒  

30 Note 30 秒 

72°C 30 秒 

72°C 10 分鐘 1 
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圖 8 TA cloning 流程圖 

 

限制酶切 cloning (Enzyme Digestion) 

在我們欲建構的基因中，BCL2A1 是請廠商以基因合成技術為我們合成。其中

在 BCL2A1 5’端加上限制酶 EcoRI，3’端加上XhoI 切位。廠商將基因序列接於 pUC57

廠商質體中，此質體在大腸桿菌中並無可表現的啟動子，故需做進一步的 sub-cloning

動作。我們利用 5’端與 3’端有的限制酶切位，以特定的限制酶切下所需的基因，並

連接在以同樣限制酶切下的表現質體 pET30a 內，轉殖入大腸桿菌 BL21 (DE3)中培

養並表現。 

 

反轉錄 cloning 

除了上述的 clone 方式外，CDC14a 與 RPS10 是利用實驗室自行設計的引子，於

反轉錄過後的人類 cDNA 上所建構的基因。引子資訊見 3-1.2。 

實驗上的流程，我們以 Trizol 試劑 (Invitrogen)破碎細胞抽取 Total RNA，以 UV

定量計算 260/280 吸光值確認 RNA 純度後，以 MMuLV 反轉錄酵素將 RNA 反轉錄

為 cDNA。MMuLV是取自反轉錄病毒 (reverse-transcribing viruses)的酵素，會與RNA

鍵結，將 RNA 序列反轉錄為 DNA 的序列[104]。實驗上所加的成分與量值如下表： 
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*RNA 2 g 

Poly(dT)12-18 (500 ng/l) 1 l 

MMuLV Buffer 5X 5 l 

MMuLV (200U/l) 1 l 

dNTP (10 mM) 1.25 l  

RNAse Inhibitor  (40U/l) 0.625 l (25 U) 

RNAse free water To final volume 25 L 

表 3 RT-PCR 用量表 

*RNA 濃度是偵測樣品 260 的吸光值反推回原始濃度。RNA 260 吸光濃度為每 O.D. 40 ng/l。 

將連接反應完成的質體，轉殖到大腸桿菌 BL21 (DE3)培養，挑菌落以基因引子做聚

合酶連鎖反應確認是否轉殖成功。 

 

3-2 目標基因蛋白質製備 

實驗上使用的表現菌株為大腸桿菌 BL21 (DE3)品系，屬於高表現且易於誘導表

現的菌株。為了表現大量的蛋白質，會將大腸桿菌培養至細菌生存力最旺盛時期 

(OD 值 0.6)，加入 1 mM IPTG 誘導其表現目標蛋白質，並收取細菌的內涵體 

(Inclusion body)。內涵體的形成係於蛋白質表現時錯誤的摺疊，造成蛋白質聚集而

成。由於細菌表現蛋白質的速率與環境上的差異，細菌在表現這些基因時，往往摺

疊不完全，或是摺疊錯誤，因而產生大量的內涵體[105]。由於蛋白質的結構與其功

能性息息相關，收取的內涵體須經過重新摺疊的方式，方能夠得到一個具有功能性

的蛋白質。 

我們所利用的摺疊方式為本實驗室所建構[106]。首先，要讓聚集的內涵體蛋白

質變性 (Denaturation)而溶解，而讓蛋白質變性的試劑，則稱為變性劑。變性主要原

理是破壞維持蛋白質三級結構的疏水作用力與穩定二級結構的氫鍵等作用力，使蛋

白質回到一級鬆散的結構狀態[107]。本實驗室採取的變性方式包含尿素 (Urea)、二

硫代酥糖醇 (Dithiothreitol, DTT)以及 pH 值。尿素破壞蛋白質結構的原理目前尚未

得知，僅推測可能是破壞了蛋白質胺基酸間的分子間的疏水性作用力與離子性作用

力，解開蛋白質的結構[108]；二硫代酥糖醇則能夠打斷蛋白質間的雙硫共價鍵結

[109]；在高或低的 pH 值環境則會使蛋白質間產生庫倫作用力，因而互相排斥，使

蛋白質無法形成穩定的結構。 

重新摺疊的過程中，我們使用透析的方式，逐步地降低變性劑的濃度與調節 pH

值到達一個接近生物體的環境。此方法稱為準靜態熱平衡透析法 (quasi-static 

thermal equilibrium dialysis)[110]。一般說來蛋白質摺疊的過程中，濃度扮演著相當

重要的角色。若是蛋白質濃度過高，容易在摺疊過程裡造成蛋白質疏水性胺基酸彼

此鍵結，因而形成聚集體 (aggresome)。而這種逐步透析的方式，讓環境的轉換趨緩，

如此蛋白質在接近靜態的情況下進行摺疊，每步環境的轉換在最終態皆能到達能量
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最低態，避開相轉變的區間，使蛋白質順利摺回自然態[106, 111]。 

IPTG 誘導目標蛋白質大量表現 

解凍含有目標基因之 pET30a 質體的 BL21(DE3)菌種，取出適當體積加入 3 ml

的 LB (含有 20 ng/mL Kanamycin)，於 37°C/200 r.p.m.震盪培養至隔天以活化菌種。

取活化過後的菌種 250 ml 加入 250 ml LB (含 20 ng/ml Kanamycin)，37°C 震盪培養

四小時後，加入 1 mM 的 IPTG 持續震盪 16 小時以誘導蛋白質表現。將培養完成的

菌液以 12000g/3 分鐘離心以得到沉澱的菌體，以 1 ml 二次水回溶 (含有 0.1 mM 

Pefabloc)，放入高壓破菌機 (constant cell disruption system，)，以 30 kpsi 高壓破碎

菌體。將破碎菌液以 13000g/15 分鐘離心，得到的沉澱物即為內涵體 (Inclusion body)，

持續以含有 1 mM Pefabloc 的二次水回溶、離心至上清液完全澄清，使內涵體純度

提高。 

 

蛋白質摺疊 

利用實驗室所開發的摺疊方法，將內涵體摺回自然態[106]。位於內涵體的蛋白

質，為數種表現錯誤，或是在摺疊錯誤的蛋白值聚集、堆疊而失去功能。要將此類

蛋白質還原成自然態，首先加入高濃度的尿素 (6 M urea、pH=11)的變性劑，充分

溶解蛋白質。將完全溶解的蛋白質以 0.2 m PVDF 膜過濾後，裝入事先處理的透析

膜 (以 0.1 M EDTA 煮沸透析膜五分鐘以去除金屬離子，再以二次水沖洗透析膜，

除去多餘的 EDTA)，置入含有 2.5 L 的 R1 緩衝液中，於 4°C 透析 24 小時，共置換

兩次。接續置換到 R2、R3、R4、R5，逐步將變性劑的濃度降低，使蛋白質回到自

然態。 

 

His-tag 純化 

此蛋白質純化方法最早為 Roche 所開發[112]。純化的原理是在表現的蛋白質 N

端或是 C 端加上六個 Histidine 胺基酸，使表現的蛋白質能被吸附在接有鈷或是鎳離

子的樹脂管柱。實驗過程上，在通入含有目標蛋白的細菌萃取物後，會先以低濃度 

(20 mM) Imidazole 清洗非專一性的結合蛋白，再以高濃度 (150 – 500 mM)的

Imidazole 將目標蛋白質清洗下來。此種純化方法優於 GST-tag 的一點是在變性狀態

下 (高尿素的環境下)的蛋白質，也具有吸附在 His-tag 樹脂的能力，可以節省許多

摺疊過程造成的可能問題。 

 

3-3 遠西方墨點法 

遠西方墨點法是一種篩選蛋白質交互作用的技術[113]。有別於傳統的西方墨點

法 (Western Blotting)利用抗體來辨識蛋白質，遠西方墨點法在加入抗體前，先以感

興趣的蛋白質作培養，使得蛋白質能夠抓到與之交互作用的目標蛋白。接續利用一

級抗體辨識培養的蛋白質。待一級抗體辨識完，再加入二級抗體辨識一級抗體。由

於二級抗體含有呈色酵素 (Horseradish peroxide，HRP)，能夠催化發光氨與 H2O2 產

生冷光，使之能夠在底片上呈色。在蛋白質交互作用中，蛋白質的結構占了非常重
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要的因素，因此，遠西方墨點法一般說來會以 Native Gel 來進行實驗。然而此法往

往造成蛋白質分離的解析度不佳，故本實驗室採取以 SDS-PAGE 分離蛋白質、轉漬

到 PVDF 膜上，再利用實驗室摺疊方式，將膜上蛋白質摺回自然態。後續再加入一

級抗體、二級抗體來做呈色。如此，就能解決解析度上面的困擾，又能達到辨識蛋

白質的目的。 

實驗上，我們使用遠西方墨點法的方式確認 securin 與各個目標蛋白質的交互作

用。首先利用 SDS-PAGE 分離目標蛋白質，接續以半乾式轉漬槽 (Semi-dry transfer 

system)將蛋白質轉漬到 PVDF 膜上。我們為了使蛋白質摺回自然態，會將轉漬完成

的 PVDF 膜依序浸漬於 R1 到 R5 緩衝液中 (每次十分鐘，置換兩次)。摺疊完成後，

會先浸漬於脫脂牛奶溶液中 (溶於 TBST 中，濃度 5%)，避免後續抗體物理吸附到

PVDF 膜上。轉漬膜浸泡於牛奶 30 分鐘後，先以溶於 1% TBST 泡製的脫脂牛奶的

securin 蛋白質 (濃度 60 nM，相當於抗體使用濃度)，4°C 浸漬 16 小時。再使用 TBST

清洗五次後 (每次五分鐘)，改浸泡於以 1% TBST 泡製的脫脂奶 1/10000 倍稀釋的

Mouse Anti-securin 一級抗體 (Santa Cruz Biotechnology)，於 4°C 下反應 16 小時，再

以 TBST 緩衝液清洗五次(每次五分鐘)，最後加入稀釋 1/20000 倍的 Goat Anti-Mouse 

IgG-HRP 二級抗體(以 1% TBST 泡製的脫脂奶稀釋)，反應五十分鐘。反應完成後，

以 TBST 緩衝液清洗五次 (每次五分鐘)後，添加 HRP 受質 (Millipore Corporation)

於轉漬膜上，以底片呈色。 

 

3-4 Securin 磷酸化 

 我們利用 Erk2 kinase (New England Biolab)對 securin 蛋白質做磷酸化。磷酸化

使用的條件如表 4。 

Erk2 Kinase (10000 U/ml) 0.5 l 

*10X Erk2 Kinase Buffer 5 l 

1 mM Pefabloc 1 l 

10 mM ATP 1 l 

Securin 6 nmole 

Total Volume 50 l 

表 4 Securin 磷酸化試劑用量。磷酸化條件：30°C/16 小時。 

10X Erk2 Kinase Buffer：500 mM Tris-HCl，100 mM MgCl2，20 mM DTT，1 mM EDTA，0.1 % Brij 35，

pH 7.5 (25 °C) 

 

3-5 圓二色旋光光譜儀 (Circular Dichroism, CD) 

本實驗室使用同步輻射的圓二色旋光光譜儀(Aviv 410)。影響圓二色光譜儀偵測

的因素包含溫度、樣品濃度與 CD cell 寬度等條件。本實驗試樣品的偵測條件如下

表 5 
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CD cell path length 1 mm 

Wavelength 260 – 190 nm

Temperature setpoint 25°C 

Averaging Time 10 s 

Wavelength Step 0.5 nm 

Band Width 1 nm 

表 5 CD 參數設定 

每一次偵測 CD 所用樣品濃度為 10 – 50 M，樣品訊號的可信度會參照實驗中

的燈壓(high tension, HT)訊號，燈壓的高低受到樣品濃度高低與溶劑的極性強度有關。

所以，實驗過程會隨時注意燈壓值，若是超過 800 時，則實驗的結果是不可信的，

需重新調整參數、降低樣品濃度，或是改變溶劑。最後實驗得到的結果為 mean residue 

ellipticity []MRE(單位：deg．cm2．dmole-1/residues)，並使用 SELCON3 程式分析蛋

白質二級結構的比例。 

實驗步驟： 

(1) 調整蛋白質濃度為 10 M。 

(2) 打開液態氮氣，使儀器內部降溫二十分鐘，再開水浴槽，設定溫度為 20°C，

最後開啟 Xe LAMP power 以及 CPU/INST power。 

(3) 打開 AVIV 程式，設定程式參數。 

(4) 取至少 200 l 樣品體積加入光徑 1 mm 的石英樣品槽 (quarz cell) 

實驗參數：波長 200 – 260 nm，band width 為 0.5 mm，interval time 為 10 秒。 

 

3-6 紫外光誘使細胞凋亡實驗： 

   本實驗目的是探討細胞照射 UVC 紫外光 (280 nm – 100nm，實驗上常用為 256 

nm)後所啟動的自我凋零機制。本實驗參照之前文獻的實驗步驟[100]。實驗上使用

人類乳癌細胞 MCF7，將細胞種於含有 10 % 胎牛血清 (Fetal Bovine Serum，FBS)

的 RPMI-1640 (Invitrogen)培養液的 10 公分培養皿培養至全滿後，分盤於六孔式細

胞培養皿內，待細胞長至八分滿，將細胞換至含 0.1 % 胎牛血清培養液，使細胞處

於飢餓狀態 24 小時，照射 4 kJ/m2 的 UVC 紫外光，再以含 10 % FBS 的 RPMI 細胞

培養液各別培養 2、4、6 個小時。收取細胞於 Lysis buffer 中，以超音波震盪器裂解

細胞。接續以 13000 g 離心 15 分鐘，收取上清液以 Bradford 定量，以西方墨點法辨

識 Erk2、磷酸化 Erk2、p53、磷酸化的 p53、與 securin 蛋白質。 

 

3-7 鎳離子導電 DNA 製備： 

自 1962 年華生 (James D. Watson)與克立克 (Francis Crick)解開 DNA 雙股螺旋

結構[114]，數十年來許多科學家持續探討一個問題：DNA 是否能夠做為一個良好

的導電生物材料?截至目前，科學家提出的答案分歧，並沒有一個統合的理論說明
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DNA 是否為一個導電良材。有學者認為 DNA 分子間π-π鍵結足夠提供電子一個傳

導路徑[115]。1996 年，Barton 等人認為 DNA 螢光淬息效應 (Quenching effect)來自

於 DNA 分子間電子傳遞所導致，因而推測 DNA 為導電分子[116]。然而實際上測量

的結果卻與這些理論互相違背[117, 118]，甚者，有人認為 DNA 是一個半導體[119]。

由於理論與實驗結果並不一致，因而有人嘗試在 DNA 核苷酸配對間接上二價金屬

離子 (通常為 Co2+，Ni2+，與 Zn2+離子) [120-122]。這樣的做法不但減少 DNA 每對

核苷酸間距長，同時提供一個電子傳遞間帶，使得 DNA 成為一個可以導電的奈米

線。 

鎳離子導電 DNA 的製備方法為實驗室所開發[123-125]。實驗的原料上，我們請

廠商為我們合成 Bax 啟動子的序列，序列如下： 

 

Bax Promoter Gene A: 5’-TCA CAA GTT AGA GAC AAG CCT G-3’ 

Bax Promoter Gene B: 5’-CAG GCT TGT CTC TAA CTT GTG A-3’ 

 

在 Gene A 5’端特別接上了硫氫鍵 (-SH)，如此可與金電極表面硫氫鍵形成雙硫鍵。

導電 DNA 製備的方式為各取 5 M Gene A 與 Gene B 的 DNA 溶於含有 5 mM NiCl2 

pH 9.0 20 mM Tris 緩衝液中，浴熱至 95 °C，並讓其緩慢冷卻至室溫，如此，即可

在 DNA 接合過程中，嵌入鎳離子而形成可導電的 DNA 分子。 

 

3-8 電化學感測： 

 循環伏安法 (Cyclic Voltammetry, CV) 

循環伏安法是一種用來分析溶液所含化學物質的電化學分析法。由於不同的化

學分子會因其組成的分子軌域與能階的不同，使得其氧化與還原電位也不盡相同。

利用這個特性，我們對分析的溶液中施加一個循環性的三角電波電位 (如圖 9)。透

過這樣的循環，可以繪製出一個氧化與還原反應產生的電流 vs 施加電壓的頻譜圖。

當由低電位施加到高電位時，分析物因為發生氧化反應而在頻譜圖上產生一個氧化

峰值；反之，由高電位掃回低電位，亦可看到分析物在某個電位上的還原峰值 (圖 

10)。我們藉由峰值的位置或是變化，可以推測水溶液中所含有可能分析物，或是分

析物產生的化學變化[126]。 
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圖 9 循環伏安法所施加的電位與時間變化示意圖[126] 

我們對金電極施加一個隨時間改變的三角偏壓。圖中一次 forward scan 加上 reverse scan 即代表一個

週期。 

 

圖 10 循環伏安法氧化峰與還原峰示意圖 

循環伏安法圖中，氧化與還原的峰值示意圖。圖中 Epc與 ipc表示陰極 (cathode)的峰電位與電流值；

反之，Epa與 ia則表示陽極 (anode)的峰電位與電流值。 

 

電化學阻抗分析頻譜 (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS)  

電化學阻抗分析是個常用來分析電極表面的修飾方法，長期來其應用方面有腐

蝕效應 (corrosion)、電解沉積效應 (electro-deposition)、電池 (batteries)與燃料電池 

(fuel cell)等[127-129]。而在生物感測方面，過去學者常利用此法研究反應電極表面

生物分子所覆蓋之厚度與緊密度[130]。此法原理是在電極上面施加一小正弦波電流，

由電極所在的溶液特性與電極表面修飾情況，會產生不同振幅與相位的電流。藉由
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分析電流上的變化，可以了解溶液氧化還原程度，以及電極上物質覆蓋程度。 

關於導體在溶液介面上的電阻特性，則可以由 Randles 等效電路 (Randles’ 

Equivalent Circuit)來擬合[131]。如圖 11 的電路圖，Rs 表示溶液中的阻抗值，Qdl為

電雙層電容的電阻阻抗值，Rct則為溶液中離子轉移電子到電極表面上的等效電阻，

W0 則為 Warburg 等效電阻，代表意義為溶液中離子擴散至電極表面的等效阻抗。頻

譜分析上，通常會將阻抗的實部值做為 X 軸，虛部值為 Y 軸。首先，施加一頻率的

交流電阻抗可由下列式子表示： 

ܼ ൌ  
ܸሺݐሻ
ሻݐሺܫ

ൌ  ଴ܸ݁ି௝ఠ௧

଴݁ି௝ሺ௪௧ାఝሻܫ ൌ  ܼ଴݁௝ఝ 

其中 V0 為電壓最大值，I0 則為電流最大值，Z0 為阻抗最大值，為角頻率(2πf)，ψ

則為相位差。而電路上的 Qdl與 W0 與頻率的關係式可如下表示： 

௧ܹ ൌ  
1

଴ܹ

1

√2߱
݁ି௝ఠ 

ܳௗ௟ ൌ  
1

ܳ଴
߱ି௡݁ି௝ఠ௡ 

此處 n 為一介於 0~1 的常數。當 n=1 時，表示電雙層電容為一理想電容。n=0 時，

表示其為一個理想的電阻。若將這些阻抗表示式運算過後，取其實部與虛部做圖，

即為一般阻抗頻譜分析常用的 Nyquist 分析圖。理想的分析圖形如圖 12。藉由此頻

譜我們可以了解電極上物質吸覆的厚度[132-134]。 

而在分析 DNA 電雙層電容的實驗上，我們加入一項參數為 Rs。此項參數所代表的

意義為：未接上 DNA 的裸露金電極所給予溶液離子流通的阻抗值。一般說來，若

是在接 DNA 的步驟反應完全，理論上 Rs值為遠大於 Rct的電阻大小。如此，我們

可以利用 Rs的大小判斷是否 DNA 反應完全與否[125]。 

 
圖 11 Bare gold 與 DNA Randles 等校電阻示意圖 
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左圖為 Randles 模擬裸金電極的等效電路圖，右圖則為加上 DNA 分子後的等效電路圖。此圖中， Rsol

為溶液中的電阻圖，Rs為離子經非 DNA 而傳導至電極的阻抗值，Qdl則為電雙層電容，W0為 Warburg

常數[125]。 

 

 
圖 12 Nyquist 圖譜與其代表之物理量 

由 Nyquist 圖譜之 x 軸截距可得知溶液之阻抗 (Rsol)，半圓形的頂點對照頻率值可求得電容值(Cdl)，

而半圓型的直徑可求得 R 值(Rct + Rsol)，而在低頻區可以求得 Warburg 係數。為角頻率。 

我們利用實驗室所研發的金電極感測器，測量 p53與Bax啟動子作用力的關係。

製備的過程如下： 

 

金電極製備： 

    實驗室所用來測量的金電極為直徑為 0.25 mm，長為 3.2 mm 的圓柱體。我們將

金電極以高溫 1070 °C 烘烤 40 小時，之後緩慢降至室溫以讓金格排列整齊。接著

以 1000、2000、3000、與 5000 的砂紙進行物理性的拋光，直到解剖顯微鏡下看不

見任何刮痕為止。接續將金電極放入二次水中超音波震盪 15 分鐘，再以二次水潤洗

數次後，放入含有 0.5 M 硫酸溶液中，以循環伏安法 (Cyclic Voltammetry, CV)進行

化學拋光，去除金面雜質。在此步驟，我們會在電壓 1.08 V 與 1.23 V 看到兩個明顯

的氧化峰，推測為 Au(1,0,0)與 Au(1,1,1)之氧化還原反應電位。同樣在 0.83 V 與 094 

V 各別有一個還原電位峰，分別是 Au(1,0,0)與 Au(1,1,1)的還原電位圖 13。由此 CV

圖可以確認金面無雜質，且氧化還原電為縮減為兩者。之後，再以電化學阻抗分析

頻譜 (EIS)確認金面的乾淨度。 
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圖 13 裸金電極化學拋光 CV 圖 

我們在物理拋光後的金電極加上一個三角循環波，去除吸附在金電極上的雜質，同時會讓金的面向

趨向於(1,1,1)與(1,0,0)，如圖上箭頭所示。 

 

DNA 與蛋白質交互作用檢測： 

阻抗頻譜的分析是利用氧化還原的原理偵測離子的流通性來決定電極上覆蓋程

度的大小。我們在實驗的條件上以 Fe(CN)3-/4-離子的氧化還原反應做偵測，偵測時

的電壓為 0.23 V，掃描頻率範圍為 105 – 1 Hz，交流偏壓設為 10 mV。 

    我們將製備好的金電極浸入製備好的鎳離子 DNA 溶液中八小時，轉而浸入 20 

mM Tris 緩衝液 (pH = 9.0)十分鐘以清洗自由流動的鎳離子。再以二次水潤洗數次後，

浸泡在 50 M 18 硫醇 (n-Octadecyl mercaptan)內十五分鐘，以填補未接上鎳離子

DNA 的裸露金電極。再以二次水清洗數次後，接續以 pH 9.0 20 mM 磷酸緩衝液 

(Phosphate Buffer, PB)潤洗後，依序接上不同濃度的 p53 或是 Securin 蛋白質，測量

CV 與 EIS 以了解阻抗的變化，藉以觀測 DNA 與蛋白質交互作用。 

 

3-9 Bradford 蛋白質偵測技術 

Bradford 偵測技術原理是利用 Coomassie blue G250 與蛋白質之間的交互作用強

弱來做偵測。Coomassie blue G250 其 pKa值有三種：1.15、1.82 與 12.4，使其在不

同環境下會帶不同電性，而產生不同吸光波長的自由離子。一般說來離子帶正電荷

時會呈現紅色與綠色；而帶負電時，也就是與蛋白質相接時，則會顯示藍色。實驗

上，偵測 595 nm 的吸光值即可得知多少的染劑與蛋白質相接。此實驗的偵測方式

首先要先以一個已知濃度的樣品做吸光曲線圖，再由吸光曲線圖所計算出的吸光質

與對應的數值，推出樣品的濃度[135]。 

實驗步驟： 

(1) 準備 0.125、0.25、0.5、0.75、1.0、與 1.5 mg/ml 的牛血清蛋白 (BSA)，序列

稀釋的樣品。 
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(2) 在 ELISA 偵測盤上先各別加入 5 l 稀釋的 BSA 與樣品。 

(3) 在每個已加入蛋白的孔內，加入 200 ml 的 Bradford 試劑 (Sigma)。 

(4) 避光反應四十五分鐘後，以 ELISA Reader 讀取 595 nm 的吸光值。 

(5) 將 BSA 偵測的吸光值做線性曲線：A = BX + C，其中 A 為吸光值，X 為 BSA

濃度，B 與 C 則為線性常數。 

(6) 將樣品的吸光值帶入(5)所導出的公式，計算樣品的濃度值。 
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第四章、實驗結果 

4-1 表現基因之建構及蛋白質表現 

 本實驗總共建構了六種蛋白質，各別為 Histone 4j，PP2AB55b，CDC20，CDC14a，

RPS10a 與 BCL2A1。實驗室所使用的 clone 技術，包含了兩種：TA cloning 與酵素

酶切。我們首先將含有我們目標基因的載體質體，轉殖入 DH5菌體內部，依照各

個基因的標記基因做篩選，並利用自行設計的引子做聚合酶反應進行確認。確認完

畢的菌株會以液態氮凍入-80°C 做保存。為了能夠在大腸桿菌裡面大量表現我們所

需的蛋白質，我們需將目標基因 sub-clone 到 pET30a 質體內來達到表現目標蛋白的

目的。為此，我們利用 TA cloning 與酵素酶切方式，將各個基因接入 pET30a 的質

體，並轉殖(transformation)入 BL21(DE3)品系的大腸桿菌。由於 TA cloning 是在基

因 3'端處加上 A 核苷酸，也就是說無論在模股版 (Template strand)或是在非模股版 

(non-template strand)上皆會有 A 核苷酸接位。然而模股版上的序列與基因序列是互

補性質，意即若是此股黏接在 pET30a 質體的非模股板上，基因就會為反向序列(如

圖 14)。 

 
圖 14 TA cloning 可能造成反序的示意圖 

 

為了解決此問題，我們在篩選菌落上，以 pET30a 質體上所具有的 T7 引子與自

行設計的引子來做確認是否有轉殖成功。如表 6 所列，我們成功地在各個菌落篩選

時得到我們所要的片段大小，而表現的質體 pET30t 表示以 pET30a 為原始 clone 質

體，經由 TA cloning 或是酵素酶切過後，黏合所需表現之基因而建構出的新表現質
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體。而在定序方面，如附錄所示，六株蛋白質當中，有三株有突變現象產生，各別

是 Histone 4j、CDC14a、與 CDC20。其中 Histone 4j 的突變為基因第 47 的位置，由

GTTGCT，對應的胺基酸突變為 AV。CDC14a 則為第 215 序列上 GAA 突變為

GAG，但胺基酸序列並未改變，判定為 silent mutation。而 CDC20 有兩個突變點，

各別為序列第 861 與 1423，為 TC 與 AT 突變，胺基酸則由 QL，與 LM。 

 

基因名稱 Clone 方式 表現質體 基因片段大小 *篩選片段大小 

Histone 4j TA cloning pET30t (圖 15) 306 bp 456 bp (圖 16) 

PP2AB55 TA cloning pET30t (圖 18) 1236 bp 1500 bp (圖 19) 

CDC20 TA cloning pET30t (圖 21) 1494 bp 1674 bp (圖 22) 

CDC14a RT + TA cloning 

(圖 24) 

pET30t (圖 25) 594 bp 744 bp (圖 26) 

RPS10a RT + TA cloning 

(圖 28) 

pET30t (圖 29) 498 bp 648 bp (圖 30) 

BCL2A1 Gene synthesis + 

Enzyme digestion

pET30t (圖 32) 500 bp 650 bp (圖 33、圖

34) 

表 6 所有基因的 clone 方式、表現質體與基因大小對照表 

*篩選片段的大小由於我們是以 T7 引子與各基因引子做 PCR，因此，篩選時所看到的片段大小皆會

多出 150 bp。 

 

經過轉殖入基因表現質體的大腸桿菌菌落將被挑選出來，以 1 mM IPTG 誘導蛋

白質表現，以 SDS-PAGE 檢測是否有表現出我們所要的蛋白質，同步將菌落送交廠

商做定序，以確認序列是否有任何的突變現象。由於我們以 pET30a 為表現質體，

故在表現的蛋白質前段會有一段多肽鍊，因此，每株蛋白質表現大小會比預期多上

6 kDa 的分子量。如六株蛋白質中，我們都能夠成功地在預期的位置上看到我們所

需要的蛋白質(表 7)。特別地是，這些蛋白質以大腸桿菌系統表現的結果，皆在內

涵體內有大量表現。 

 

蛋白質名稱 蛋白質分子量大小 *預期的片段大小 

Histone 4j 11 kDa 17 kDa (圖 17) 

PP2AB55 51 kDa 57 kDa (圖 20) 

CDC20 54 kDa 60 kDa (圖 23) 

CDC14a 29 kDa 35 kDa (圖 27) 

RPS10a 19 kDa 25 kDa (圖 31) 

BCL2A1 19 kDa 25 kDa (圖 34) 

表 7 各株蛋白質表現分子量大小對照表 

*預期片段大小是加上位於蛋白質 N 端的 6 kDa 的多肽鍊片段 
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TA Cloning 結果： 

Histone 4j: 

本實驗將 306 bp 長的 Histone 4j 基因，以 TA cloning 的方式，建構一個以 pET30a

為表現中心的質體，pET30t-Histone 4j(圖 15)。為避免反序，篩選時以 T7 forward

引子與 Histone 4j reverse 引子確認 TA cloning 的正確性。見夠成功的基因片段大小

為 456 bp(圖 16)。而在蛋白質表現方面，我們可以在內涵體中看到一條 17 kDa 的

預期表現片段(圖 17)。 

 

 
圖 15 Histone 4j clone 表現質體 

以 TA cloning 的方式將 Histone 4j 連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 H4j 即為表現的基因片段位

置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 

 

 

圖 16 Histone 4j TA cloning 結果。 

成功黏合後的 pET30t-H4j 質體轉殖到大腸桿菌後，挑選菌落後，以聚合酶反應做篩選。反應中，5’

端以 T7 引子，3’端以 Histone 4j 引子做 PCR 篩選。M: Marker; N:不含質體的 PCR 樣品；H4j：挑選

的菌落，共兩株。預期的 Histone 4j 片段為 500 bp (圖箭頭所示)。 



 

29 
 

 
圖 17 pET30t-H4j 蛋白質表現膠體圖。 

以 1 mM IPTG 培養 16 小時候，破菌取上清液 (supernatant)與內涵體 (pellet)跑蛋白質電泳後的結果

圖。圖中箭頭所指約 18 kDa 的位置即為 Hitone 4j 表現後的大小位置。M: Marker，pET30a 為控制組 

(control)。可以看到 pET30t-H4j 菌株在加入 IPTG 培養後，會清楚的有表現的片段跑出。 
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PP2AB55: 

本實驗將1236 bp長的PP2AB55基因，以TA cloning的方式，建構一個以pET30a

為表現中心的質體，pET30t-PP2AB55(圖 18)。為避免反序，篩選時以 T7 forward

引子與 Histone 4j reverse 引子確認 TA cloning 的正確性。見夠成功的基因片段大小

為 1500 bp(圖 19)。而在蛋白質表現方面，我們在內涵體中看到一條 57 kDa 的預期

表現片段(圖 20)。 

 

 
圖 18 pET30t-PP2AB55質體 

以 TA cloning 的方式將 PP2AB55連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 PP2AB55即為表現的基因

片段位置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 

 
圖 19 PP2AB55 TA cloning 結果 

成功黏合後的 pET30t-PP2AB55質體轉殖到大腸桿菌後，挑選菌落後，以聚合酶反應做篩選。反應
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中，5’端以 T7 引子，3’端以 PP2A 引子做 PCR 篩選。M：Marker；N: Negative control，不含質體的

PCR 樣品；1-11:篩選的菌落編號。可以在 1、2、8、9、10 號菌落明顯看到預期的 PP2AB55片段：

1500 bp (圖箭頭所示)。 

 

圖 20 PP2AB55蛋白質表現－上清液與內涵體 

  以 1 mM IPTG 表現 pET30t-PP2AB55菌株後，離心取上清液 (Supernatant)與內涵體 (Pellet)個別

觀察蛋白質表現的蛋白質膠圖。M: Marker。可以明顯看到在內涵體菌株看到 60 kDa 附近 (箭頭所示)

看到 PP2A 蛋白質的表現。 
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CDC20: 

本實驗將 1494 bp 長的 CDC20 基因，以 TA cloning 的方式，建構一個以 pET30a

為表現中心的質體，pET30t- CDC20 (圖 21)。為避免反序，篩選時以 T7 forward 引

子與 Histone 4j reverse 引子確認 TA cloning 的正確性。見夠成功的基因片段大小為

16740 bp(圖 22)。而在蛋白質表現方面，我們在內涵體中看到一條 60 kDa 的預期表

現片段(圖 23)。 

 

 
圖 21 pET30t-CDC20 質體 

以 TA cloning 的方式將 CDC20 連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 CDC20 即為表現的基因片段

位置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 
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圖 22 CDC20 TA cloning 結果。 

成功黏合後的 pET30t-CDC20 質體轉殖到大腸桿菌後，挑選菌落後，以聚合酶反應做篩選。反應中，

我們採用不同的 primer 配對來確認質體的正確性。圖中 M：Marker；1：5’端為 T7，3’端為 CDC20；

2：5’端為 CDC20，3’端為 T7；3：兩端皆為 CDC20 引子。由於 5’端 T7 引子易與 CDC20 3’端引子

黏合，因此未在圖中看到 PCR 片段。然而在其它配對上，都可以清楚看到正確的片段大小。預期片

段大小：CDC20 fp and T7 rp：1.6 kbp；CDC20 fp and CDC20 rp：1.5 kbp。圖中 P 為以 CDC20 fp 與

rp 對含有 CDC20 基因的 pOTB7 質體做聚合酶反應的結果，做為 Positive control (預期片段 1.5 kbp，

箭頭所示)。 

 
圖 23 CDC20 蛋白質表現－上清液與內涵體 

  以 1 mM IPTG 表現 pET30t-CDC20 菌株後，離心取上清液 (Supernatant)與內涵體 (Pellet)個別觀察

蛋白質表現的蛋白質膠圖。M：Marker；Control 組為含有 pET30a 質體的菌。可以明顯在加入 IPTG

表現後的內涵體 60 kDa 附近看到 CDC20 蛋白質的表現。 
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RT Cloning 結果: 

CDC14a 與 RPS10a 兩個基因片段是以 MMuLV 反轉錄酶反轉錄乳癌細胞 MCF7 

RNA 而得到的基因片段。我們將反轉錄所得到的基因，以 PCR 方式放大，再以 TA 

cloning 的方式接到 pET30a 表現質體內。 

 

CDC14a: 

在反轉錄的實驗中，我們會各別確認 Total RNA 量、與細胞內部 positive 基因，

GAPDH RNA 的表現，以確保 RNA 的品質。圖 24 中，RNA 會出現兩個片段，分

別位於 3000 bp與 1500 bp，各別為 28S RNA與 18S RNA。而我們也明顯看到 positive

基因 GAPDH 反轉錄成功 (500 bp 片段)。同時也在圖中看到 CDC14a 預期的片段，

594 bp。我們接續以 TA cloning 的方式建構 pET30t-CDC14a 的質體(圖 25)，也在 TA 

cloning 結果上，可看到篩選的片段 (744 bp，圖 26)。蛋白質表現上，也在內涵體

中看到 36 kDa 的表現(圖 27)。 

 
圖 24 CDC14a RT-PCR 結果： 

以 Trizol 試劑破碎 MCF7 細胞後，抽取 RNA，再反轉錄為 cDNA 後，以 CDC14a 引子做聚合酶反應

的結果。圖表中 M: Marker; RNA：Total RNA 2 g，上方約 3000 bp 的 band 為 28S RNA，下方 1500 

bp 片段則為 18 S RNA；N：聚合酶反應控制組，未加入 cDNA；CDC14a：以 CDC14a 引子做聚合

酶反應結果。預期的片段為 700 bp，如圖中箭頭所示；GAPDH：RT-PCR 的 positive control。 

 

28S RNA 

18S RNA 

CDC14a 
GAPDH 
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圖 25 pET30t-CDC14a 質體 

以 TA cloning 的方式將 RT-PCR 夾出的 CDC14a 片段連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 CDC14A

即為表現的基因片段位置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 

 

圖 26 CDC14a TA cloning 結果。 

成功黏合後的 pET30t-CDC14a 質體轉殖到大腸桿菌後，挑選菌落後，以聚合酶反應做篩選。反應中，

5’端以 T7 引子，3’端以 CDC14a 引子做 PCR 篩選。M：Marker；2-47：篩選的菌株編號。可以在 31、

47 號菌落明顯看到預期的 CDC14a 片段：950 bp (圖箭頭所示)。 



 

36 
 

 
圖 27 CDC14a 蛋白質表現－上清液與內涵體 

  以 1 mM IPTG 表現 pET30t-CDC14a 菌株後，離心取上清液 (Supernatant，左圖)與內涵體 (Pellet，

右圖)個別觀察蛋白質表現的蛋白質膠圖。M：Marker；CDC14a 31：篩選到含有 pET30t-CDC14a 的

菌株。可以明顯在加入 IPTG 表現後的內涵體 36 kDa 附近看到 CDC14a 蛋白質的表現。 
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RPS10A: 

我們同樣在 RPS10 的反轉錄過程上，看到 positive 基因 GAPDH (500 bp)，以及

目標基因大小片段出現(498 bp，圖 28)。TA cloning 上，也成功地篩選到預期片段 

(750 bp)，並建構了 pET30t-RPS10a 的表現質體(圖 29、圖 30)。蛋白質表現上也看

到了預期的片段大小 (26 kDa，圖 31)。 

 
圖 28 RPS10A RT-PCR 結果 

以 Trizol 試劑破碎 MCF7 細胞後，抽取 RNA，再反轉錄為 cDNA 後，以各個不同基因引子做聚合酶

反應的結果。圖表中 M：Marker；N：聚合酶反應控制組，未加入 cDNA；PBF：以 PBF 引子做聚合

酶反應結果；Ku70：以Ku70引子做聚合酶反應結果。TBX3：以TBX3引子做聚合酶反應結果。RPS10：

以 RPS10A 引子做聚合酶反應結果。PCAF：以 PCAF 引子做聚合酶反應結果。BCL2：以 BCL2 引

子做聚合酶反應結果。GAPDH：以 GAPDH 引子做聚合酶反應結果，此為 Positive control。紅色框

框為 RPS10A 引子成功夾出的預期片段，500 bp。 

 

 

圖 29 pET30t-RPS10A 質體 
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以 TA cloning 的方式將 RT-PCR 夾出的 RPS10A 片段連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 RPS10A

即為表現的基因片段位置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 

 

圖 30 RPS10A TA cloning 結果。 

成功黏合後的 pET30t-PP2A 質體轉殖到大腸桿菌，以聚合酶反應做篩選所挑的菌落。反應中，我們

採用不同的 primer 配對來確認質體的正確性。圖中 M：Marker；1 號：兩端皆為 T7 引子；2 號：5’

端為 T7，3’端為 RPS10A；3 號：5’端為 RPS10A 引子，3’端為 T7；4 號：兩端皆為 RPS10A 引子。

A16 與 B11 表示挑選到的菌株編號。預期位置：1 號：900 bp；2 號：750 bp；3 號：700 bp；4 號：

500 bp。 

 

 

圖 31 RPS10A 蛋白質表現－上清液與內涵體 

  以 1 mM IPTG 表現 pET30t-RPS10A-A16 菌株 16 小時後，破菌離心取上清液 (Supernatant)與內涵

體 (Pellet)個別觀察蛋白質表現的蛋白質膠圖。M：Marker；左圖為上清液，右圖為內涵體。加入 IPTG

後，培養 16 小時。可以明顯在加入 IPTG 表現後的上清液與內涵體 26 kDa 附近 (紅色框框)看到

RPS10A 蛋白質的表現，然而內涵體表現量遠勝過上清液。 

Supernatant Pellet 
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酵素酶切 cloning 結果： 

BCL2A1 是請廠商為我合成的序列片段。我們請廠商在序列 5’端與 3’端各別加

上 EcoRI 與 XhoI 的切位，以便利用酵素酶切方式，將 BCL2A1 切下，黏合到表現

質體 pET30a 中。我們成功地建立了 pET30t-BCL2A1 的表現質體，酵素酶切結果中

也看到BCL2A1與切除成功的 pET30a質體，各別為 500 bp與 5400 bp (圖 32、圖 33)。

TA cloning 也成功篩選到我們要的片段大小 (650 bp，圖 34)。蛋白質表現也看到預

期片段(26 kDa，圖 35)。 

BCL2A1:  

 

圖 32 pET30t-BCL2A1 質體 

以酵素酶切的方式將 BCL2A1 片段連結到 pET30a 質體後的質體圖。圖中 BCL2A1 即為表現的基因

片段位置，pET30t 表示 pET30a 質體經由酶切處理後的質體。 
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圖 33 EcoR I 與 Xho I 酵素酶切結果 

以 EcoR I 與 Xho I 切除 pET30a 質體與位接於 pUC57 上的 BCL2A1 基因。M：Marker；N：pET30a

質體；EcoR I：以 EcoR I 切除 pET30a；EcoR I + Xho I：以 EcoR I 與 Xho I 切除 pET30a 質體。BCL2A1：

以 EcoR I + Xho I 切除位於 pUC57 上的 BCL2A1 片段。紅色箭頭個別表示 pET30a (5400 bp)切除成

功與 BCL2A1 (500 bp)切除後的片段大小位置。 

 

圖 34 pET30t-BCL2A1 菌落篩選 

  將 EcoR I 與 Xho I 切除過後的 pET30a 與 BCL2A1 片段以 T4 連接酶接合後，轉殖入大腸桿菌，以

聚合沒反應篩選菌落的結果。使用的引子是 T7 引子，預期片段為 650 bp，即箭頭所指處。 

pET30a 

BCL2A1 
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圖 35 BCL2A1 蛋白質表現－上清液與內涵體 

 以 1 mM IPTG 表現 pET30t-BCL2A1 菌株後，離心取上清液 (Supernatant)與內涵體 (Pellet)個別觀

察蛋白質表現的蛋白質膠圖。M：Marker。可以明顯在加入 IPTG 表現後的內涵體 26 kDa 附近看到

BCL2A1 蛋白質的表現 (紅色箭頭)。 

BCL2A1 26 kDa
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Securin His-tag 純化結果： 

pET200-securin 是實驗室之前建構完成的表現質體，其前端含有六個 His tag 序

列以供純化(圖 36)。我們以 1 mM IPTG 誘使菌株表現 securin 蛋白質，破菌後，取

內涵體，以實驗室自行建構的摺疊方式，將含有 securin蛋白質的內涵體摺回自然態。

圖 37 所示之 P 的位置即為摺疊完的內涵體跑膠圖，可以在 26 kDa 附近看到兩條可

能的蛋白質電泳帶。然而經過純化過後，可發現上方接近 26 kDa，表現量較少的才

是我們所要的蛋白質(圖 37 之 E)。由膠上結果可以看出，His-tag 能夠純化出純度大

於 95%的 securin 蛋白質。 

 

圖 36 Securin 蛋白質表現質體圖 
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圖 37 His-tag 純化 securin 蛋白質結果 

以 His-tag 純化 securin 蛋白質後，跑 SDS-PAGE 確認是否純化成功。圖中 M：Marker；P：摺疊完成

後的 securin 內涵體；PT：流過 His-tag 管柱後的 securin 內涵體；W：Wash，緩衝液清洗管柱；E：

Elution，以 Imidazole 沖洗管柱流出之樣品。箭頭所指為 securin 蛋白質的位置。 
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4-2 Securin 的磷酸化與其結構與其結構變化： 

我們將大腸桿菌表現出來的 Securin，以 Erk2 細胞外處理 16 小時候，以 securin

抗體辨識。磷酸化過後的 securin 會向上移動到 34 kDa 的位置(圖 38)。將此位置的

蛋白質膠體取下，請合作的實驗室以 Mass 鑑定的結果，發現有 17 個磷酸化的位置

(圖 38)。其中第 3、16、66、165、183、187 的胺基酸位置為前人所發現，其餘位

置皆是實驗室此次磷酸化所發現到的，其磷酸化位置集中在 securin 功能性區塊 

(DNA binding domain、transactivation damain、與 SH3)。詳細的 Mass 結果見附錄。

為了探討磷酸化後 securin 蛋白質的結構有否有所變化，我們利用圓二色光譜儀各別

偵測 10 M 的 securin 蛋白與磷酸化處理的 securin 蛋白質。圖 40 的 CD 結果圖，

磷酸化後的 securin 在 200 nm 波長的訊號會有減弱的現象。 

 
圖 38 Erk2 磷酸化 securin 的結果 

   磷酸化後的 securin (右圖)會有向上移位的現象。 

 

圖 39 Mass 鑑定 securin 磷酸化結果圖 

圖上紅色箭頭為 Mass 鑑定結果中，含有磷酸化的位置。打星號的位置為之前學者研究出會受到磷酸

化的位置[49, 53]。 
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圖 40 磷酸化 securin 蛋白質與 securin 蛋白質 CD 圖 

實線為非磷酸化的 securin 蛋白質，虛線則為磷酸化過後的 securin 蛋白質。由圖上可以看到，磷

酸化後的 securin 蛋白質於 200 nm 波長位置的訊號有減弱的跡象。 
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4-3 遠西方墨點法 (Far Western)結果:  

我們各別將這些蛋白質表現出來後，以點漬法 (Dot blot)加上遠西方墨點法的方

式，以 securin 與磷酸化過後的 securin 蛋白質，個別做鍵結能力上的探討(圖 41、

圖 42、圖 47)。我們將所表現出的蛋白質，以 Hill plot 做圖(圖 43、圖 44、圖 45)，

並分析各個 KM、n 值與 Vmax 值(表 8)。結果顯示所有蛋白質皆會與 securin 作用；

然而磷酸化後的 securin 蛋白質僅與 CDC14a、PP2AB55、與 BCL2A1 有所交互作

用。我們同樣將結果以 Hill plot 做圖(圖 48、圖 49、圖 50)，並計算各個參數值(表 

9、表 10、表 11)，列表而出。並在最後，我們將有磷酸化與未磷酸化的數值再做

一個表格做比較(表 9、表 10、表 11)。  

 

圖 41 點漬法確認與 securin 與 CDC20、p53、與 RPS10 的交互作用 

圖為 securin 與各個交互作用蛋白質的結果。Se 表示 securin，圖中 securin 由左而右的濃度為 0.039、

0.078、0.156、0.312、0.625、與 1.25 ng，用以做為每片膠片強度的對照組。圖中各個蛋白質濃度由

左而右漸增。 

 
圖 42 點漬法確認 securin 與 Histone 4j (H4j)交互作用 

圖為 securin 與各個交互作用蛋白質的結果。圖中 securin 由左而右的濃度為 0.039、0.078、0.156、

0.312、0.625、與 1.25 ng，用以做為每片膠片強度的對照組。 
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圖 43 Securin 蛋白質與 H4j 交互作用力偵測圖 
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圖 44 Securin 蛋白質與 CDC20 交互作用力偵測圖 
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圖 45 Securin 蛋白質與 p53 交互作用力偵測圖 
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圖 46 Securin 蛋白質與 p53、CDC20、RPS10a 與 H4j 交互作用力偵測圖 
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蛋白質種類 Vmax KM (mole-1) n 值 

CDC20 0.728 6.53×10-13 3.44 

p53 0.755 1.5×10-11 1.88 

RPS10a 0.952 4.72×10-13 1.66 

Histone 4j 0.353 5.22×10-12 2.02 

表 8 Securin 與蛋白質 CDC20、p53、RPS10a 與 Histone 4j 交互作用 Vmax、KM值與 n 值表 

 

 

圖 47 點漬法探討 securin 與磷酸化後的 securin 對 CDC14a、BCL2A1、PP2A 交互作用的影響 

  左圖為未磷酸化 securin 點漬法結果，右圖則為磷酸化的 securin 點漬法結果。圖中 securin 由左而

右的濃度為 0.039、0.078、0.156、0.312、0.625、與 1.25 ng，用以做為每片膠片強度的對照組。 
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圖 48 Erk2 磷酸化後的 securin 蛋白質與 BCL2A1 鍵結能力 Hill Plot 分析圖 

圖中黑色為未磷酸化的 securin 與 BCL2A1 作用圖；紅色則為磷酸化過後的 securin 蛋白質與 BCL2A1

的作用圖。 
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圖 49 Erk2 磷酸化後的 securin 蛋白質與 CDC14a 鍵結能力 Hill Plot 分析圖 

圖中黑色為未磷酸化的 securin 與 CDC14a 作用圖；紅色則為磷酸化過後的 securin 蛋白質與 CDC14a

的作用圖。 
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圖 50 Erk2 磷酸化後的 securin 蛋白質與 PP2A 鍵結能力 Hill Plot 分析圖 

圖中黑色為未磷酸化的 securin 與 PP2A 作用圖；紅色則為磷酸化過後的 securin 蛋白質與 PP2AB55

的作用圖。 

 

蛋白質種類 與 securin 交互作用之 n 值 與磷酸化過後的 securin 交互作用之 n 值

PP2AB55 0.83 2.18 

BCL2A1 1.01 3.44 

CDC20 3.44 NA 

Histone 4j 2.02 NA 

CDC14a 0.83 1.00 

RPS10a 0.952 NA 

p53 0.755 NA 

表 9 未磷酸化與磷酸化後的 securin 與各個蛋白質交互作用 n 值表 

 

蛋白質種

類 

與 securin交互作用之KM值 與磷酸化過後的 securin 交互作用之 KM

值 

PP2AB55 1.71×10-10 5.56×10-11 

BCL2A1 8.83×10-11 5.8×10-11 

CDC20 6.53×10-13 NA 

Histone 4j 5.22×10-12 NA 

CDC14a 4.97×10-11 5.39×10-11 

RPS10a 4.72×10-11 NA 

p53 1.5×10-11 NA 

表 10 未磷酸化與磷酸化後的 securin 與各個蛋白質交互作用的 KM值能力值表 
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蛋白質種

類 

與 seucrin 交互作用之 Vmax

值 

與磷酸化過後的 seucrin 交互作用之 Vmax

值 

PP2AB55 1.35 0.806 

BCL2A1 1.00 0.272 

CDC20 0.728 NA 

Histone 4j 0.353 NA 

CDC14a 0.743 0.429 

RPS10a 0.952 NA 

p53 0.755 NA 

表 11 未磷酸化與磷酸化後的 securin 與各個蛋白質交互作用的 Vmax值能力表 
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4-4 Securin 磷酸化對 p53 鍵結能力的影響 

我們由先前的點漬法得知磷酸化的 securin 蛋白質並未顯示出與 p53 鍵結的能力 

(圖 41)。在此我們進一步以細胞實驗了解 securin 磷酸化與 p53 鍵結能力變化的重

要性。我們將 MCF7 細胞分別在未照射 (控制組)與照射 (UV 組)4 kJ/m2 後，培養 0、

2、4、6 小時，取細胞萃取物以 p53 serine 15 磷酸化、Erk2、securin 的抗體做西方

墨點法。圖 51 結果之圖 A 顯示，當細胞未受到 UV 照射時，p53 serine 15 並未受

到磷酸化，securin 蛋白質的變化也有隨細胞培養時間上升；然而當細胞受 UV 照射

後，p53 serine 15 磷酸化被抗體所辨識，而 securin 也有降解的現象產生。圖 B 與圖

C，是將各蛋白質相對於 Erk2 作量化的趨勢圖。可以看到隨著培養時間增加，控制

組 securin 蛋白質表現量漸增，而 UV 組 securin 表現量則下降。 
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圖 51 細胞實驗探討 UV 造成的 p53 細胞凋零機制與 securin 的關係 

A 圖：西方墨點方探討各蛋白質在未照射 UV (control)與照射 UV (UV Induction)後的結果。Ser15P-p53：

serine 15 磷酸化 p53。 

B 圖：控制組各蛋白質相對 Erk 的對照強度圖。 

C 圖：UV 照射組各蛋白質相對 Erk 的對照強度圖。 
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4-5 EIS 結果－磷酸化與未磷酸化 securin 蛋白質對 p53 鍵結 Bax 啟動子基因的影響 

我們利用電化學感測的方式 (EIS)，在金電極上面鍵結一層 Bax 啟動子基因序

列，經由 18 硫醇阻擋剩餘的裸露金電極後，接續以 Lysozyme、p53、securin、securin

與 p53 混合液、與磷酸化過後的 securin 與 p53 混合液各別做測試。我們以實驗原理

3-6 所述進行模擬，我們要求模擬的參數值中，值是一個模擬的可信度依據。在這

些結果中，我們所關注的是Rct的變化值，代表電極表面覆蓋物質的變化性。在 securin

反應中，18 硫醇到接 securin 的 Rct數值由 29.54 k變為 28.18 k；securin 與 p53 混

合液的則從28.89 k變動為27.52 k。兩次實驗的Rct不無明顯地變化(圖 52、圖 54、

表 12、表 14)。在 p53 蛋白質的結果上，我們可以看到 Rct值由 54.04 k增加到 81.59 

k(圖 53、表 14)，約上升了 1.5 倍多。最後，在 p53 與磷酸化後的 securin 蛋白質

反應的結果顯示，Rct 值也是有上升的跡象，由 93.36 k增為 113.36 k，上升約 1.2

倍，其上升的幅度並未如 p53 那樣顯著(圖 55 表 15)。我們將這些結果的中，接上

各蛋白質的 Rct值與接上 18 硫醇的 Rct差值除上 18 硫醇的 Rct 值來做一個比較，數

值顯示 securin 與 securin+p53 混合液數值變動約為 0，p53 為 0.51，磷酸化 securin

加上 p53 則為 0.2(圖 56、表 16)。 
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圖 52 電化學感測－Bax 基因與 securin 蛋白質反應結果 

 

Title bare gold dsDNA 18 SH Securin 

 1.28E-03 1.06E-03 2.65E-03 3.07E-03 

Rct (KOhm) 3.80 61.86 29.54 28.18 

表 12 電化學感測－Bax 基因與 securin 反應參數表 
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圖 53 電化學感測－Bax 基因與 p53 蛋白質反應結果 

 

Title bare gold dsDNA 18SH p53 

 7.93E-04 1.88E-03 8.59E-03 4.40E-03 

Rct (K) 2.20 32.05 54.04 81.59 

表 13 電化學感測－Bax 基因與 p53 蛋白質反應參數表 
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圖 54 電化學感測－Bax 基因與 securin+p53 混合液反應結果 

 

 

 



 

57 
 

Title bare gold dsDNA 18SH Securin+p53 

 9.99E-04 7.85E-04 1.73E-03 1.96E-03 

Rct (K) 2.31 35.96 28.89 27.52 

表 14 電化學感測－Bax 基因與 securin + p53 混合液反應參數表 
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圖 55 電化學感測－Bax 基因與 securin 磷酸化+p53 混合液反應結果 

 

Title bare gold dsDNA 18SH Securin-P+p53 

 9.99E-04 3.54E-03 1.40E-03 3.18E-03 

Rct (k) 2.31 68.29 93.66 113.32 

表 15 電化學感測－Bax 基因與 securin –P + p53 混合液反應參數表 

 

 Securin P53 Securin+p53 Securin-P + p53

Rct-Protein/Rct-18SH -0.04 0.51 -0.05 0.21 

表 16 電化學感測結果總整理 
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圖 56 EIS 檢測各種蛋白質與 Bax 基因作用之比較圖 

Securin、p53、securin 與 p53 混合液、磷酸化 securin 與 p53 混合液相對 18 硫醇 Rct的變化值。可以

看到 securin 與 securin+p53 混合液阻抗質變化不高，而 p53 與磷酸化 securin+p53 的反應卻各別增加

了阻抗值 0.51 與 0.21 倍。 
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第五章、討論 

5-1 各基因與蛋白質純度、序列之分析 

我們所建構的蛋白質中，以 TA cloning 方式建構的有六株：各別為 CDC14a、

CDC20、PP2A、Histone 4j 與 RPS10；以酵素酶切建構的則為 BCL2A1。TA cloning

技術的優點在於速度，只需設計好引子，確認讀框是否正確，即可再做完聚合酶連

鎖反應後，直接以 T4 連接酶將目標基因接於預表現的質體上 (pET30a)。不可免俗

的，這樣的技術自然也有其缺點。首先，由於目標基因是以聚合酶連鎖反應大量製

造所得，容易在此步驟產生一些突變的現象。我們所使用的聚合酶為 Taq，突變機

率為二千四百分之一 [136]。也因此，後續需要利用定序的方式，確認是否基因序

列完整無誤。其二，則是如前面結果 4-1 所述，會有反序的可能性。而為了避免在

後續基因轉殖過程，篩選到反序的片段，我們在篩選過程中，會以引子交互配對的

方式來進行篩選。基因 clone 結果內，我們在 5’端以 T vector 上的 T7 引子，3’端則

以基因 3’端引子做篩選。若是黏接的基因為反序，聚合酶反應後的片段遠小於基因

片段大小，將無法在 agarose 膠上看到預期的基因片段，因而能過濾反序的現象。 

在基因定序方面，TA cloning 中，有發現序列突變的有三株：各別為 CDC14a、

Histone 4j 與 CDC20。CDC14a 為第 215 序列上，GAA 突變為 GAG。Histone 4j 是

基因序列第 47 位置，GTT 突變為 GCT，後續胺基酸序列則是 A 突變為 V。CDC20

擁有兩個突變點：序列第 861 與 1423，各別為 TC 突變與 AT 突變。這兩個突

變造成後續胺基酸的轉繹上，308 後上的 QL，525 LM。CDC14a 雖有突變，然

而在後續轉繹的蛋白質序列中，並未引響其胺基酸序列 C 的轉變，判定為 silent 

mutationt。Histone 4j 與 CDC20 共同有的 TC 突變，是 Taq DNA 合成酶發生突變

頻率最高的[136]。我們在線上資料庫上查詢結果，Histone 4j 在此處未有任何突變

前例，而先前基因的來源也鑑定過，並無任何序列突變現象，所以判定為聚合酶連

鎖反應時所造成的突變現象。然而胺基酸 V 與 A 的結構差異上並不大，而此處為

Histone 4j 蛋白質結構 N 端，並無特殊結構，屬於鬆散的結構狀態[137]，推測此處

的突變或許並不影響 Histone 4j 結構的形成，而是否會有重大功能性改變，此點並

不清楚。CDC20 存在著一個不同於 Histone 4j 的突變點：AT 突變。前人研究顯示，

Taq在AT的突變機率遠小於其他突變的可能性，可能性回歸到CDC20基因源頭。

然而 CDC20 的來源基因經過定序並未發現任何突變的形成，因此，推測一樣是由

聚合酶連鎖反應所造成。而在前人的研究上並未將 CDC20 解出結構，而在資料庫

上也並未發現這兩個突變點，因此我們不清楚是否此突變會造成結構的改變。Far 

Western 的結果(圖 41)中，我們依舊可以看到 securin 與 CDC20 的交互作用，且在

其並不與磷酸化過後的 securin 蛋白質反應，可以推測這兩個突變點不影響其對

securin 的功能。 

TA cloning 外，另一株 BCL2A1 是以酵素酶切的方式建構。由於我們是利用雙

酵素酶切的方式：5’端以 EcoR I 做酶切，3’端以 Xho I 做酶切。因此，在做黏接的
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過程中，是不會如 TA cloning 一般出現反序的情形。後續的定序上，我們也確認序

列正確，蛋白質表現也在預期的位置。 

 

5-2 Secuirn 磷酸化的結構變化 

蛋白質的後修飾對蛋白質的交互作用具有一定程度上的影響力。過去的文獻紀

載，securin 含有兩種後修飾作用，分別為磷酸化 (phosphorylation)與泛素化作用 

(ubiquitination)[58]。目前已知對 securin 作用的磷酸化酵素有 Erk2、CDK1 (or CDC2)

與DNA-PK[18, 64, 67]。前人研究上，Erk2能夠磷酸化 securin第165號胺基酸 serine，

促使 securin 由細胞質移動到細胞核中。CDK1 則是在細胞分裂期，將 securin 第 3、

16、66 號 threonine，與 165 號胺基酸 serine 磷酸化後，使得 securin 抑制 separase

的活性，預防細胞提早進入細胞後期。DNA-PK目前僅知具有磷酸化 securin的能力，

其位置目前並不清楚，而功能性可能與 DNA 的修復有所相關性。泛素化作用則與

securin 蛋白質降解有關係。在細胞中，扮演 securin 泛素化的角色為細胞核分裂後

期促進複合體(anaphase promoting complex, APC)[30]。 

我們向廠商購置了Erk2酵素，在試管實驗中個別對 securin做磷酸化。圖 38 Erk2

磷酸化 securin 的結果顯示，Erk2 不僅磷酸化 securin，也可能影響了 securin 的結構

或是帶電性，造成磷酸化後的 securin有 band shift的現象產生。而在Mass的鑑定上，

我們發現除了已知的第 3、16、66、165、183 與 187 號胺基酸受到磷酸化外，還有

額外的 11 個位置也被偵測到有磷酸化的現象。這幾號磷酸化的胺基酸序列整理如

下： 

 

  P  P          P            P                      P 

MATLIYVDKE NGEPGTRVVA KDGLKLGSGP SIKALDGRSQ VSTPRFGKTF DAPPALPKAT  60  

     P        P             P       P             P   

RKALGTVNRA TEKSVKTKGP LKQKQPSFSA KKMTEKTVKA KSSVPASDDA YPEIEKFFPF 120 

                                                P       P    P 

NPLDFESFDL PEEHQIAHLP LSGVPLMILD EERELEKLFQ LGPPSPVKMP SPPWESNLLQ 180 

  PP  PP      

SPSSILSTLD VELPPVCCDI DI   202 

 

序列上的方框依序為KEN box (9-11)、D box (61-68)與proline-rich(160-190)區間。

由前面的文獻我們知道，Erk2 磷酸酶辨識的序列分別為 S/TP、PXS/TP、KIM (Kinase 

Interacting Mortif，或 D domain，主要是由一群受到疏水性胺基酸所圍繞的鹼性胺基

酸序列)、FXF、與 FXFP。在 KEN box 附近，除 3、16 號兩個位置為已知的磷酸化

位置外，我們發現 6 號也會受到 Erk2 的磷酸化。在 D box 附近，除了 D box 上 (66

號)外，71 與 74 也是可能影響其功能的胺基酸。而在 Erk2 磷酸化的序列中，有極

多數位於 60 – 120 胺基酸中。securin 在此處的序列有個重要性，他擁有極多的鹼性

胺基酸，占了整個序列約 32%。這段序列週遭亦符合 KIM 序列，而此段序列的重
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要性在於與 DNA 的交互作用。最後，在 proline-rich 的區間，除了含有大量的 proline

胺基酸外，也有六個 serine 與一個 threonine 胺基酸。其中 165、183 與 187 為已知

的位置。由 Erk2 鍵結的序列來看，第 171 號極可能也是 Erk2 磷酸化的目標。 

在點漬法的結果中(圖 48、圖 49、圖 50)，磷酸化後的 securin 蛋白質，使得大

部份蛋白質的交互作用受到影響。而過去許多學者往往對蛋白質磷酸化與蛋白質交

互作用提出疑問：是何種原因造成磷酸化後的蛋白質交互作用力的改變?針對這個問

題，我們以圓二色光譜儀 (CD)偵測磷酸化前與磷酸化後蛋白質結構變化。圖 40 磷

酸化 securin蛋白質與 securin蛋白質CD圖顯示，磷酸化後的 securin蛋白質在 200 nm

波長訊號減弱。根據前人所述，200 nm 訊號所代表的意義為 securin PPII (poly-proline 

helical like structure II)結構的穩定度[44]。securin 的結構上含有兩個 PPII 的結構，各

別位於胺基酸 163 – 166，170 – 173 的位置。而 163-166 剛好位於 Erk2 磷酸化的位

置，我們推測 CD 訊號上的改變，可能是磷酸化導致 securin 蛋白質此處 PPII 的結

構更加鬆散，造成對後續蛋白質作用能力的影響。另外一點的可能性，或許在於

60-120 號之間序列的大量磷酸化。這些磷酸化導致此處鹼性胺基酸的正電性減弱，

使得 securin 疏水性提高，導致結構性的改變。 

 

5-3 遠西方墨點法蛋白質交互作用 

實驗上，我們利用點漬法加上西方墨點法，各別偵測出 securin 與每個蛋白質的

交互作用力(表 8－表 11)。這些交互作用力是以 Hill plot 做模擬。Hill plot 模擬的

公式如下： 

V଴ ൌ
V୫ୟ୶ ሾSሿ୬

KM
୬ ൅ ሾSሿ୬ 

V0 表示在某受質濃度下的反應速率，Vmax 則為反應最大速率，與酵素的最高濃

度有關，可用 kcat×[Et]表示，kcat 是酵素催化速率常數，Et為酵素總濃度。。[S]為受

質濃度，KM為所謂的 Michaelis-Menten 常數 (Michaelis-Menten constant)，為二分之

一受質濃度時的反應速率值，數值越大，酵素反應效率越差，反之則越佳。在本實

驗蛋白質與蛋白質交互作用中，酵素為 securin 蛋白質，而受質則為序列稀釋的蛋白

質，KM表示兩個蛋白質之間作用力強度，單位通常為 M-1，但在此實驗中，我們只

能知道膜上蛋白質的總量 (莫耳數)，因此單位應為 pmole-1。n 值的意思則為協同作

用 (cooperative effect)，當 n=1 時，表示蛋白質間的作用為一對一；若是 n＞1，表

示有一個 securin 分子會與多個目標蛋白鍵結。 

我們以 Hill plot 擬合的結果，未磷酸化的 securin 與 BCL2A1、以及磷酸化過後

的 securin 與 CDC14a 兩者位有協同作用的結果外，其餘蛋白質與 securin 的交互作

用是具有協同作用的。表示每次的蛋白質鍵結都會影響 securin 的鍵結能力，顯示必

須多個蛋白接在 securin 上才會引發細胞機制反應。而在 KM常數上，securin 在未受

磷酸化之前與大部份蛋白質的鍵結能力均等，然而在磷酸化過後，有些卻喪失了鍵

結能力，有的是鍵結能力下降。這顯示磷酸化對 securin 交互作用對象的選擇性具有

極大的意義。以下我們各別就這些蛋白質的功能與磷酸化後的 KM質的改變做進一
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步討論。 

 

Securin 與 RPS10a 

Securin 磷酸化後，失去與 Histone 4j 的交互作用力。我們就 Histon 4j 與 securin

的功能性來做推測其意義為何。如 1-5 所述，Histone 4j 主要扮演著核小體的形成與

DNA 修復的功能。核小體的形成與細胞染色體形成有所關聯，若是此功能喪失，細

胞將無法存活[84]。同時，Histone核小體的合成是從DNA的複製期開始 (S期)[137]，

這段期間 securin 是維持非磷酸化的狀態，即有機會與 Histone 4j 進行交互作用，可

以推測 securin 的表現或許與 Histone 4j 的合成有關。除此之外，在此次實驗上也偵

測到 securin 與 RPS10a 有相似的交互作用力。前文 1-5 所述，RPS10a 為核醣體組成

次單元之一，功能為細胞蛋白質的核成。如此，細胞內 Histone 4j 的生合成或許與

securin、RPS10a 有相關連。此點如同 securin 穩定 cyclin B 蛋白質，促使細胞進入

M期[55]的功能，securin與RPS10a的鍵結同時穩定合成後的Histone 4j，直到Histone 

4j 形成整個核小體(圖 57)。而在另一種可能性上，文獻上得知 Histone 4j arginine 20

的甲基化與會促成細胞停滯在 G2 期，使得細胞進行 DNA 修復的工作[138]。而在

1-3.4.2 所述，securin 與 Ku70 的鍵結會抑制細胞 DNA 修復的工作，再綜合 securin

是進入 M 期的推手[55]，可以推測 securin 與 Histone 4j 的結合可能抑制了 Histone 4j

的修飾作用，阻止了 DNA 的自我修復功能(圖 58)。 

 
圖 57 Histone 4j 與 securin 交互作用影響細胞週期前進的假設圖 

Histone 4j 與 securin、RPS10a 的共同作用，可能使染色體順利生成，促成細胞週期的前進。 
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圖 58 Histone 4j 與 securin 鍵結影響 DNA 修復的可能機制圖 

Securin 與 Histone 4j 鍵結，阻止了 N 端的修飾作用，如乙醯化 (Ac)、磷酸化 (P)與甲基化 (Me)，使

DNA 修補機制受到抑制。可能與前人所發表，securin 與 Ku70/Ku80 的作用，抑制 DNA 的修復機制

相輔相成[18]。 

 

CDC20 

如前文 1-5 所述，CDC20 主要是負責 securin 於中期進入後期的降解反應。此時

的 securin 蛋白質是經過 CDC14a 去磷酸化作用，KEN box 裸露而出，因而與

APC/CDC20 複合體相鍵結，導致 securin 的降解。而若是 securin 在 KEN box 受到

磷酸化，APC/CDC20 則失去了辨識功能，使得降解作用受阻。此點與本實驗結果

中，磷酸化的 securin 喪失與 CDC20 的鍵結力一致(圖 41)。未來期許能夠進一步嘗

試將 APC/CDC20 複合體也加入測量與 securin 的交互作用力。 

 

BCL2A1 

BCL2A1 與細胞的自我凋零機制有關。前文論述到，他的表現會避免細胞自我

凋零。在我們的結果中，securin 無論是有無磷酸化，與 BCL2A1 都有一定的鍵結力。

其中未磷酸化的 securin 蛋白質鍵結力較高。由第一章的論述，可以將 securin 的作

用分為兩種：穩定蛋白質促使細胞週期向前 (與 cyclin B、Sp1、RPS10a)；抑制蛋

白質的作用，避免細胞自我凋零或是 DNA 修復作用產生 (與 p53、ku70)。綜合所

述，securin的表現方向可說是具有促使細胞增生的目的性存在。我們可以因此推測，

securin 與 BCL2A1 的交互作用也具有穩定其功能的存在，促使細胞週期向前。而磷

酸化則可能降低BCL2A1的作用力，促使細胞開啟自我凋零或是DNA修復的功能。 

 

PP2AB55與 CDC14a 

PP2A 與 CDC14a 兩者都是去磷酸酶，然而兩者對 securin 的作用截然不同。在

我們的數據上，未磷酸化的 securin 與 PP2A 的作用力 KM值為 1.71×10-10
 pmole-1，

與 CDC14a 的作用力為 4.97×10-11 pmole-1；而磷酸化後的作用力各別為 5.56×10-11 

pmole-1 與 5.39×10-11 pmole-1。當 securin 磷酸化後，與 PP2A 的交互作用力上升，甚
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至與 CDC14a 達到均等。由機制上來說(圖 6)，兩者與 securin 的鍵結力顯示彼此是

競爭對象。由此點可推斷出細胞週期在行進時，為何需要另一個抑制者－Net1 來抑

制 CDC14a 的活性。 

 

5-4 p53 蛋白質與 securin 磷酸化對細胞自我凋零的影響 

由實驗室先前的研究成果，未磷酸化的 securin 蛋白質即會與 p53 有所交互作。

而前人的研究指出，這樣的交互作用會抑制 p53 啟動下游細胞自我凋零基因的表現

[57]。然而 securin 的磷酸化對 p53 交互作用的影響至今無人探討。針對這個議題，

我們使用了兩種方式探討 securin 的磷酸化在細胞自我凋零機制上的影響。首先，我

們嘗試在細胞上觀察是否 securin 的磷酸化會影響細胞自我凋零機制 (apoptosis)的

轉變。 

 

 

圖 51 細胞實驗探討 UV 造成的 p53 細胞凋零機制與 securin 的關係顯示，在未

受 UV 照射的細胞，p53 並未被激活 (serine 15 處並未受到磷酸化作用)，而 securin

的表現隨著時間點漸升。而在 UV 照射後的細胞，可以看到 p53 被激活外，securin

的表現在兩小時後即有明顯地下降趨勢，顯示 securin 受到降解而減少蛋白質表現量。

我們在這裡雖然沒有實際看到 securin 的磷酸化，然而在過去的學者研究中，securin

磷酸化會導致 securin 無法長期存在於細胞中，會受到降解而消失於細胞內[66]，推

測圖中沒有明顯看到 securin 磷酸化，原因或許就在於他降解速率過快，因而無法看

到明顯磷酸化的現象。 

 

5-5 電化學感測量測 securin 磷酸化與 p53 啟動細胞凋亡機制的探討 

數年來，DNA 阻抗感測器主要運用於點突變的感測[123, 124, 139]或是 DNA 與

DNA 交互作用[140-142]的偵測上。我們在此實驗則是利用此技術偵測 DNA 與蛋白

質的交互作用。本實驗我們以 p53 與 Bax 啟動子做實驗設計。圖 59 為 p53 結構特

性與功能示意圖，序列 1 – 355 為 p53 專一性 DNA 鍵結功能區，283 – 393 則為 p53

非專一性鍵結功能區。前人文獻顯示，p53 在小片段 DNA (序列數量小於 40 bp)的

鍵結上不受尾端非專一性功能區的影響，而在大片段 DNA 序列 (序列數量高於 200 

bp)則會受到此功能性區塊的影響，使得 p53 非專一性的鍵結在 DNA 序列上[143, 

144]。由此得知，在我們的實驗中所使用的小片段 DNA (20 bp)序列與 p53 的鍵結不

受到此非專一性鍵結功能區的影響。 

在此擬合的模組中，在 p53 與 p53+磷酸化 securin 的混合液中，阻抗值 Rct 各別

上升了 0.5 倍與 0.2 倍(表 16)，表示蛋白質與金電極上的 DNA 相黏接。從混合液的

鍵結力小於 p53 溶液的結果可以得知：磷酸化修飾過的 securin 參雜在 p53 的混合液

中，會影響 p53 對 DNA 的鍵結。而在未經修飾的 securin 與 p53 的混合液結果中，

觀察到電雙層阻抗並未有上升的現象(表 14)，而純 p53 溶液卻使得阻抗上升了 0.5

倍，顯示 p53 與 DNA 的鍵結力受到了 securin 的抑制。由此得知，磷酸化後的 securin
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與 p53 的混溶液阻抗上升的原因，係因磷酸化的 securin 與 p53 鍵結能力下降，抑制

p53 與 Bax 啟動子基因的鍵結能力也因此降低。此實驗結果顯示，我們可以利用電

化學阻抗的技術來偵測蛋白質與 DNA 的鍵結能力變化。 

2000 年後，許多學者發現到 p53 的乙醯化與 DNA 專一性鍵結息息相關。這些

乙醯化的位置主要集中在 p53非專一性鍵結的序列 (圖 59所示 355 – 393序列片段)，

主要目的是中和這段序列胺基酸的電性，避免非專一性的鍵結產生[145]。除此之外，

細胞實驗上發現，p53 的乙醯化會降低 p53 與 Mdm2 蛋白質的鍵結能力，避免 p53

被降解[146]。由於我們所使用的 DNA 片段僅有 20 bp，如前文所述，並不受到此非

專一性功能區的影響[143, 144]，換言之，乙醯化並不影響本實驗 p53 鍵結 DNA 的

能力。而由 EIS 的結果可以得知，securin 的鍵結影響到 p53 與 DNA 交互作用的能

力，而 securin 的磷酸化則促使 secruin 失去抑制能力，由此結果得知，securin 會抑

制 p53 專一性鍵結 DNA 的功能區的功能。未來我們期望能夠探討 p53 乙醯化，是

否對 DNA 鍵結與 securin 的抑制能力有所影響，並提高在此技術的應用性。 

 

圖 59 p53 結構特性與功能[143] 

圖為 p53 結構功能示意圖。圖上 1 – 355 序列為 p53 專一性鍵結的位置，在 340 – 355 的序列為 p53

形成四聚體 (tetramer)的功能區，而在 355 到 393 則為 p53 非專一性 DNA 鍵結功能區。Acidic：含

大量酸性胺基酸的序列片段；core：DNA 專一性鍵結功能區；tetra：p53 形成四具體的功能區；basic：

含大量鹼性胺基酸的序列片段，DNA 非專一性鍵結功能區。 

 

5-6 總結 

總結以上，我們探討 securin 與六種蛋白值得鍵結能力，可以得知 Erk2 磷酸化

securin，可能調控了各個蛋白質間機制的轉換。我們將這些結果與其功能性探討總

結為圖 60，securin 受到 Erk2 磷酸化，抑制了與 RPS10a、CDC20 與 Histone 4j 各自

的反應。而受磷酸化修飾的 securin 蛋白質，皆可經由 CDC14a 或是 PP2A 兩種酵素，

回歸到未受修飾的 securin 狀態。Securin 的磷酸化能夠抑制細胞 M 期姊妹染色體的

分離，而 CDC14a 的去磷酸化可以使得細胞週期向前。若細胞處於間期，因 CDC14a

活性受到抑制，去磷酸化的功能轉由 PP2A 執行。而在此期，securin 必須保持在未

磷酸化的狀態方能穩定參與 Histone 4j、RPS10a、p53、與 BCL2A1 的反應，使細胞

週期持續向前。 

EIS 的結果上，我們可以了解到 securin 與 p53 的鍵結會抑制 p53 的活性。而在
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UV 的刺激下，Erk2 會被活化，促使 securin 磷酸化而降低抑制 p53 活性的能力，促

使 p53 進一步受到 Erk2 的活化，啟動下游細胞自我凋零路徑，促使細胞走向自我凋

零(圖 61)。我們在此次實驗上，僅測試了 p53 下游基因其中一段路徑。而在前人研

究上，p53 與 securin 的鍵結也會抑制 p21 與 SFN 兩種蛋白質的表現。我們未來期望

也能利用 EIS 的方式，偵測類似的蛋白質與 DNA 交互作用，並且能夠將這些反應

量化，繪出另外的基因調控機制，進一步探討核酸與蛋白質之間的調控。 

 

圖 60 Securin 磷酸化與否與各蛋白質交互作用功能性推測圖 

Erk2 的磷酸化與 PP2A、CDC14a 的去磷酸化促使 securin 在細胞週期角色的轉變。 

 

 
圖 61 UV 照射誘使細胞走向自我凋零示意圖 

UV 激發 Erk2 的活化，使磷酸化的 securin 失去抑制 p53 的能力並被降解，因而活化 p53，啟動下游

細胞凋零基因，促使細胞走向自我凋零。圖中 Bax 為本次研究的主題，為確認的實驗對象。SFN 與

p21 為 Bernal 所發現另外兩株受到 securin 鍵結而影響 p53 活性的下游蛋白質，然而本次實驗並未確

認，故以虛線表示[57]。 
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附錄 

基因定序結果： 

H4j
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Score =  597 bits (323),  Expect = 6e-175 

 Identities = 333/338 (98%), Gaps = 0/338 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  209  CTCCTATTGCTTGTAATGTCCGGCCGCGGCAAAGGCGGGAAGGGTCTTGGCAAAGGCGGC  268 

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

Sbjct  5    CTCCTCTTGCTCGTCATGTCTGGCCGCGGCAAAGGCGGGAAGGGTCTTGGCAAAGGCGGC  64 

 

Query  269  GTTAAGCGCCACCGTAAAGTACTGCGCGACAATATCCAGGGCATCACCAAGCCGGCCATC  328 

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

Sbjct  65   GCTAAGCGCCACCGTAAAGTACTGCGCGACAATATCCAGGGCATCACCAAGCCGGCCATC  124 

 

Query  329  CGGCGCCTTGCTCGCCGCGGCGGCGTGAAGCGCATCTCCGGCCTCATCTACGAGGAGACT  388 

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

Sbjct  125  CGGCGCCTTGCTCGCCGCGGCGGCGTGAAGCGCATCTCCGGCCTCATCTACGAGGAGACT  184 

 

Query  389  CGCGGGGTGCTGAAGGTGTTCCTGGAGAACGTGATCCGGGACGCCGTGACCTATACAGAG  448 

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

Sbjct  185  CGCGGGGTGCTGAAGGTGTTCCTGGAGAACGTGATCCGGGACGCCGTGACCTATACAGAG  244 

 

Query  449  CACGCCAAGCGCAAGACGGTCACCGCCATGGATGTGGTCTACGCGCTCAAGCGCCAGGGC  508 

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

Sbjct  245  CACGCCAAGCGCAAGACGGTCACCGCCATGGATGTGGTCTACGCGCTCAAGCGCCAGGGC  304 

 

Query  509  CGCACCCTCTACGGTTTCGGTGGTTGAGCGTCCTTTTC  546 

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

Sbjct  305  CGCACCCTCTACGGTTTCGGTGGTTGAGCGTCCTTTTC  342 
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 Score =  198 bits (503),  Expect = 2e-56, Method: Compositional matrix adjust. 

 Identities = 102/103 (99%), Positives = 102/103 (99%), Gaps = 0/103 (0%) 

 

Query  1    MSGRGKGGKGLGKGGVKRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARRGGVKRISGLIYEETRGVLK  60 

            MSGRGKGGKGLGKGG KRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARRGGVKRISGLIYEETRGVLK 

Sbjct  1    MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARRGGVKRISGLIYEETRGVLK  60 

 

Query  61   VFLENVIRDAVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG  103 

            VFLENVIRDAVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG 

Sbjct  61   VFLENVIRDAVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG  103 
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PP2A  

Forward 
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>lcl|50617  

Length=1600 

 

 Score = 2250 bits (1218),  Expect = 0.0 

 Identities = 1218/1218 (100%), Gaps = 0/1218 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  13    ATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCA  72 

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

Sbjct  40    ATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCA  99 

 

Query  73    TCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGC  132 

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

Sbjct  100   TCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGC  159 

 

Query  133   TAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGC  192 

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

Sbjct  160   TAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGC  219 

 

Query  193   CATGGCTGATTACGACAGTACGCAAGTTAGCCTGCTGTCAATGGAGGAGGACATTGATAC  252 

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

Sbjct  220   CATGGCTGATTACGACAGTACGCAAGTTAGCCTGCTGTCAATGGAGGAGGACATTGATAC  279 

 

Query  253   CCGCAAAATCAACAACAGTTTCCTGCGCGACCACAGCTATGCGACCGAAGCTGACATTAT  312 

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

Sbjct  280   CCGCAAAATCAACAACAGTTTCCTGCGCGACCACAGCTATGCGACCGAAGCTGACATTAT  339 

 

Query  313   CTCTACGGTAGAATTCAACCACACGGGAGAATTACTAGCGACAGGGGACAAGGGGGGTCG  372 

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

Sbjct  340   CTCTACGGTAGAATTCAACCACACGGGAGAATTACTAGCGACAGGGGACAAGGGGGGTCG  399 

 

Query  373   GGTTGTAATATTTCAACGAGAGCAGGAGAGTAAAAATCAGGTTCATCGTAGGGGTGAATA  432 

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

Sbjct  400   GGTTGTAATATTTCAACGAGAGCAGGAGAGTAAAAATCAGGTTCATCGTAGGGGTGAATA  459 

 

Query  433   CAATGTTTACAGCACATTCCAGAGCCATGAACCCGAGTTCGATTACCTGAAGAGTTTAGA  492 

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

Sbjct  460   CAATGTTTACAGCACATTCCAGAGCCATGAACCCGAGTTCGATTACCTGAAGAGTTTAGA  519 
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Query  493   AATAGAAGAAAAAATCAATAAAATAAGATGGCTCCCCCAGCAGAATGCAGCTTACTTTCT  552 

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

Sbjct  520   AATAGAAGAAAAAATCAATAAAATAAGATGGCTCCCCCAGCAGAATGCAGCTTACTTTCT  579 

 

Query  553   TCTGTCTACTAATGATAAAACTGTGAAGCTGTGGAAAGTCAGCGAGCGTGATAAGAGGCC  612 

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

Sbjct  580   TCTGTCTACTAATGATAAAACTGTGAAGCTGTGGAAAGTCAGCGAGCGTGATAAGAGGCC  639 

 

Query  613   AGAAGGCTACAATCTGAAAGATGAGGAGGGCCGGCTCCGGGATCCTGCCACCATCACAAC  672 

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

Sbjct  640   AGAAGGCTACAATCTGAAAGATGAGGAGGGCCGGCTCCGGGATCCTGCCACCATCACAAC  699 

 

Query  673   CCTGCGGGTGCCTGTCCTGAGACCCATGGACCTGATGGTGGAGGCCACCCCACGAAGAGT  732 

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

Sbjct  700   CCTGCGGGTGCCTGTCCTGAGACCCATGGACCTGATGGTGGAGGCCACCCCACGAAGAGT  759 

 

Query  733   ATTTGCCAACGCACACACATATCACATCAACTCCATATCTGTCAACAGCGACTATGAAAC  792 

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

Sbjct  760   ATTTGCCAACGCACACACATATCACATCAACTCCATATCTGTCAACAGCGACTATGAAAC  819 

 

Query  793   CTACATGTCCGCTGATGACCTGAGGATTAACCTATGGAACTTTGAAATAACCAATCAAAG  852 

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

Sbjct  820   CTACATGTCCGCTGATGACCTGAGGATTAACCTATGGAACTTTGAAATAACCAATCAAAG  879 

 

Query  853   TTTTAATATTGTGGACATTAAGCCAGCCAACATGGAGGAGCTCACGGAGGTGATCACAGC  912 

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

Sbjct  880   TTTTAATATTGTGGACATTAAGCCAGCCAACATGGAGGAGCTCACGGAGGTGATCACAGC  939 

 

Query  913   AGCCGAGTTCCACCCCCATCATTGCAACACCTTCGTGTACAGCAGCAGCAAAGGGACAAT  972 

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

Sbjct  940   AGCCGAGTTCCACCCCCATCATTGCAACACCTTCGTGTACAGCAGCAGCAAAGGGACAAT  999 

 

Query  973   CCGGCTGTGTGACATGCGGGCATCTGCCCTGTGTGACAGGCACACCAAATTTTTTGAAGA  1032 

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

Sbjct  1000  CCGGCTGTGTGACATGCGGGCATCTGCCCTGTGTGACAGGCACACCAAATTTTTTGAAGA  1059 

 

 



 

83 
 

Query  1033  GCCGGAAGATCCAAGCAACAGATCATTTTTCTCTGAAATTATCTCTTCGATTTCGGATGT  1092 

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

Sbjct  1060  GCCGGAAGATCCAAGCAACAGATCATTTTTCTCTGAAATTATCTCTTCGATTTCGGATGT  1119 

 

Query  1093  GAAGTTCAGCCACAGTGGGAGGTATATCATGACCAGGGACTACTTGACCGTCAAAGTCTG  1152 

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

Sbjct  1120  GAAGTTCAGCCACAGTGGGAGGTATATCATGACCAGGGACTACTTGACCGTCAAAGTCTG  1179 

 

Query  1153  GGATCTCAACATGGAAAACCGCCCCATCGAGACTTACCAGGTTCATGACTACCTCCGCAG  1212 

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

Sbjct  1180  GGATCTCAACATGGAAAACCGCCCCATCGAGACTTACCAGGTTCATGACTACCTCCGCAG  1239 

 

Query  1213  CAAGCTGTGTTCCCTCTA  1230 

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

Sbjct  1240  CAAGCTGTGTTCCCTCTA  1257 
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Reverse 
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Score = 1940 bits (1050),  Expect = 0.0 

 Identities = 1050/1050 (100%), Gaps = 0/1050 (0%) 

 Strand=Plus/Minus 

 

Query  137   CTTGTCCTGGAATATATATAGGTTATTTGTAGCCGCCACTGCTATAATATTTTCTGAAGG  196 

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

Sbjct  1582  CTTGTCCTGGAATATATATAGGTTATTTGTAGCCGCCACTGCTATAATATTTTCTGAAGG  1523 

 

Query  197   ATGCCAAGCTGTATGCAAGATCTTTTTGCTAAAGTCCAGACTGTCGACACTGATCTCGTC  256 

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

Sbjct  1522  ATGCCAAGCTGTATGCAAGATCTTTTTGCTAAAGTCCAGACTGTCGACACTGATCTCGTC  1463 

 

Query  257   TTTTCTCCGCTTGCCCCCCACACACACTTTTCGGGGTTTGAGGATAGCCCGGGGCTTGCT  316 

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

Sbjct  1462  TTTTCTCCGCTTGCCCCCCACACACACTTTTCGGGGTTTGAGGATAGCCCGGGGCTTGCT  1403 

 

Query  317   GTTTTCCCTCGAAGCCTCAAGGGTCACATCACGCTTGGTGTTTCTGTCGAACATCCTGAA  376 

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

Sbjct  1402  GTTTTCCCTCGAAGCCTCAAGGGTCACATCACGCTTGGTGTTTCTGTCGAACATCCTGAA  1343 

 

Query  377   GAAGTTGTTGTAGGAGCCTGTCATGATGACACTGTCTGACCCATTCCACACACACTCAAA  436 

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

Sbjct  1342  GAAGTTGTTGTAGGAGCCTGTCATGATGACACTGTCTGACCCATTCCACACACACTCAAA  1283 

 

Query  437   TTTATCAAAAATGCAGTCATTTTCATAGAGGGAACACAGCTTGCTGCGGAGGTAGTCATG  496 

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

Sbjct  1282  TTTATCAAAAATGCAGTCATTTTCATAGAGGGAACACAGCTTGCTGCGGAGGTAGTCATG  1223 

 

Query  497   AACCTGGTAAGTCTCGATGGGGCGGTTTTCCATGTTGAGATCCCAGACTTTGACGGTCAA  556 

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

Sbjct  1222  AACCTGGTAAGTCTCGATGGGGCGGTTTTCCATGTTGAGATCCCAGACTTTGACGGTCAA  1163 

 

Query  557   GTAGTCCCTGGTCATGATATACCTCCCACTGTGGCTGAACTTCACATCCGAAATCGAAGA  616 

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

Sbjct  1162  GTAGTCCCTGGTCATGATATACCTCCCACTGTGGCTGAACTTCACATCCGAAATCGAAGA  1103 
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Query  617   GATAATTTCAGAGAAAAATGATCTGTTGCTTGGATCTTCCGGCTCTTCAAAAAATTTGGT  676 

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

Sbjct  1102  GATAATTTCAGAGAAAAATGATCTGTTGCTTGGATCTTCCGGCTCTTCAAAAAATTTGGT  1043 

 

Query  677   GTGCCTGTCACACAGGGCAGATGCCCGCATGTCACACAGCCGGATTGTCCCTTTGCTGCT  736 

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

Sbjct  1042  GTGCCTGTCACACAGGGCAGATGCCCGCATGTCACACAGCCGGATTGTCCCTTTGCTGCT  983 

 

Query  737   GCTGTACACGAAGGTGTTGCAATGATGGGGGTGGAACTCGGCTGCTGTGATCACCTCCGT  796 

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

Sbjct  982   GCTGTACACGAAGGTGTTGCAATGATGGGGGTGGAACTCGGCTGCTGTGATCACCTCCGT  923 

 

Query  797   GAGCTCCTCCATGTTGGCTGGCTTAATGTCCACAATATTAAAACTTTGATTGGTTATTTC  856 

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

Sbjct  922   GAGCTCCTCCATGTTGGCTGGCTTAATGTCCACAATATTAAAACTTTGATTGGTTATTTC  863 

 

Query  857   AAAGTTCCATAGGTTAATCCTCAGGTCATCAGCGGACATGTAGGTTTCATAGTCGCTGTT  916 

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

Sbjct  862   AAAGTTCCATAGGTTAATCCTCAGGTCATCAGCGGACATGTAGGTTTCATAGTCGCTGTT  803 

 

Query  917   GACAGATATGGAGTTGATGTGATATGTGTGTGCGTTGGCAAATACTCTTCGTGGGGTGGC  976 

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

Sbjct  802   GACAGATATGGAGTTGATGTGATATGTGTGTGCGTTGGCAAATACTCTTCGTGGGGTGGC  743 

 

Query  977   CTCCACCATCAGGTCCATGGGTCTCAGGACAGGCACCCGCAGGGTTGTGATGGTGGCAGG  1036 

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

Sbjct  742   CTCCACCATCAGGTCCATGGGTCTCAGGACAGGCACCCGCAGGGTTGTGATGGTGGCAGG  683 

 

Query  1037  ATCCCGGAGCCGGCCCTCCTCATCTTTCAGATTGTAGCCTTCTGGCCTCTTATCACGCTC  1096 

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

Sbjct  682   ATCCCGGAGCCGGCCCTCCTCATCTTTCAGATTGTAGCCTTCTGGCCTCTTATCACGCTC  623 

 

Query  1097  GCTGACTTTCCACAGCTTCACAGTTTTATCATTAGTAGACAGAAGAAAGTAAGCTGCATT  1156 

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

Sbjct  622   GCTGACTTTCCACAGCTTCACAGTTTTATCATTAGTAGACAGAAGAAAGTAAGCTGCATT  563 
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Query  1157  CTGCTGGGGGAGCCATCTTATTTTATTGAT  1186 

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

Sbjct  562   CTGCTGGGGGAGCCATCTTATTTTATTGAT  533 



 

88 
 

CDC14a 

Forward 

 

 



 

89 
 

Score =  998 bits (540),  Expect = 0.0 

 Identities = 542/543 (99%), Gaps = 0/543 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  119  TCCCCAGTGCGTATTTCGCTTAAGATGGCAGCGGAGTCAGGGGAACTAATCGGGGCTTGT  178 

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

Sbjct  1    TCCCCAGTGCGTATTTCGCTTAAGATGGCAGCGGAGTCAGGGGAACTAATCGGGGCTTGT  60 

 

Query  179  GAGTTCATGAAAGATCGGTTATATTTTGCTACTTTAAGGAATAGACCAAAAAGCACAGTA  238 

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

Sbjct  61   GAGTTCATGAAAGATCGGTTATATTTTGCTACTTTAAGGAATAGACCAAAAAGCACAGTA  120 

 

Query  239  AATACCCACTATTTCTCCATCGATGAGGAGCTGGTCTATGAGAATTTCTATGCAGATTTT  298 

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

Sbjct  121  AATACCCACTATTTCTCCATCGATGAGGAGCTGGTCTATGAAAATTTCTATGCAGATTTT  180 

 

Query  299  GGACCGCTGAACTTGGCAATGGTGTACAGATATTGCTGCAAACTAAACAAGAAACTAAAA  358 

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

Sbjct  181  GGACCGCTGAACTTGGCAATGGTGTACAGATATTGCTGCAAACTAAACAAGAAACTAAAA  240 

 

Query  359  TCATACAGTTTGTCAAGAAAGAAAATAGTGCACTACACCTGTTTTGACCAACGGAAAAGA  418 

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

Sbjct  241  TCATACAGTTTGTCAAGAAAGAAAATAGTGCACTACACCTGTTTTGACCAACGGAAAAGA  300 

 

Query  419  GCAAATGCAGCATTTTTGATAGGTGCCTATGCAGTAATCTATTTAAAGAAGACACCAGAA  478 

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

Sbjct  301  GCAAATGCAGCATTTTTGATAGGTGCCTATGCAGTAATCTATTTAAAGAAGACACCAGAA  360 

 

Query  479  GAAGCCTACAGAGCACTCCTGTCTGGCTCAAAcccccccTATCTTCCATTCAGGGATGCT  538 

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

Sbjct  361  GAAGCCTACAGAGCACTCCTGTCTGGCTCAAACCCCCCCTATCTTCCATTCAGGGATGCT  420 

 

Query  539  TCCTTTGGAAATTGCACTTACAATCTCACCATTCTCGACTGTTTGCAGGGAATCAGAAAG  598 

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

Sbjct  421  TCCTTTGGAAATTGCACTTACAATCTCACCATTCTCGACTGTTTGCAGGGAATCAGAAAG  480 
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Query  599  GGATTACAACATGGATTTTTTGACTTTGAGACATTTGATGTGGATGAATATGAACATTAT  658 

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

Sbjct  481  GGATTACAACATGGATTTTTTGACTTTGAGACATTTGATGTGGATGAATATGAACATTAT  540 

 

Query  659  GAG  661 

            ||| 

Sbjct  541  GAG  543 
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Reverse 
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 Score =  998 bits (540),  Expect = 0.0 

 Identities = 542/543 (99%), Gaps = 0/543 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  208  TCCCCAGTGCGTATTTCGCTTAAGATGGCAGCGGAGTCAGGGGAACTAATCGGGGCTTGT  267 

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

Sbjct  1    TCCCCAGTGCGTATTTCGCTTAAGATGGCAGCGGAGTCAGGGGAACTAATCGGGGCTTGT  60 

 

Query  268  GAGTTCATGAAAGATCGGTTATATTTTGCTACTTTAAGGAATAGACCAAAAAGCACAGTA  327 

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

Sbjct  61   GAGTTCATGAAAGATCGGTTATATTTTGCTACTTTAAGGAATAGACCAAAAAGCACAGTA  120 

 

Query  328  AATACCCACTATTTCTCCATCGATGAGGAGCTGGTCTATGAGAATTTCTATGCAGATTTT  387 

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

Sbjct  121  AATACCCACTATTTCTCCATCGATGAGGAGCTGGTCTATGAAAATTTCTATGCAGATTTT  180 

 

Query  388  GGACCGCTGAACTTGGCAATGGTGTACAGATATTGCTGCAAACTAAACAAGAAACTAAAA  447 

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

Sbjct  181  GGACCGCTGAACTTGGCAATGGTGTACAGATATTGCTGCAAACTAAACAAGAAACTAAAA  240 

 

Query  448  TCATACAGTTTGTCAAGAAAGAAAATAGTGCACTACACCTGTTTTGACCAACGGAAAAGA  507 

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

Sbjct  241  TCATACAGTTTGTCAAGAAAGAAAATAGTGCACTACACCTGTTTTGACCAACGGAAAAGA  300 

 

Query  508  GCAAATGCAGCATTTTTGATAGGTGCCTATGCAGTAATCTATTTAAAGAAGACACCAGAA  567 

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

Sbjct  301  GCAAATGCAGCATTTTTGATAGGTGCCTATGCAGTAATCTATTTAAAGAAGACACCAGAA  360 

 

Query  568  GAAGCCTACAGAGCACTCCTGTCTGGCTCAAAcccccccTATCTTCCATTCAGGGATGCT  627 

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

Sbjct  361  GAAGCCTACAGAGCACTCCTGTCTGGCTCAAACCCCCCCTATCTTCCATTCAGGGATGCT  420 

 

Query  628  TCCTTTGGAAATTGCACTTACAATCTCACCATTCTCGACTGTTTGCAGGGAATCAGAAAG  687 

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

Sbjct  421  TCCTTTGGAAATTGCACTTACAATCTCACCATTCTCGACTGTTTGCAGGGAATCAGAAAG  480 
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Query  688  GGATTACAACATGGATTTTTTGACTTTGAGACATTTGATGTGGATGAATATGAACATTAT  747 

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

Sbjct  481  GGATTACAACATGGATTTTTTGACTTTGAGACATTTGATGTGGATGAATATGAACATTAT  540 

 

Query  748  GAG  750 

            ||| 

Sbjct  541  GAG  543 

 

 

Score =  412 bits (1058),  Expect = 3e-120, Method: Compositional matrix adjust. 

 Identities = 199/199 (100%), Positives = 199/199 (100%), Gaps = 0/199 (0%) 

 

Query  1    SPVRISLKMAAESGELIGACEFMKDRLYFATLRNRPKSTVNTHYFSIDEELVYENFYADF  60 

            SPVRISLKMAAESGELIGACEFMKDRLYFATLRNRPKSTVNTHYFSIDEELVYENFYADF 

Sbjct  1    SPVRISLKMAAESGELIGACEFMKDRLYFATLRNRPKSTVNTHYFSIDEELVYENFYADF  60 

 

Query  61   GPLNLAMVYRYCCKLNKKLKSYSLSRKKIVHYTCFDQRKRANAAFLIGAYAVIYLKKTPE  120 

            GPLNLAMVYRYCCKLNKKLKSYSLSRKKIVHYTCFDQRKRANAAFLIGAYAVIYLKKTPE 

Sbjct  61   GPLNLAMVYRYCCKLNKKLKSYSLSRKKIVHYTCFDQRKRANAAFLIGAYAVIYLKKTPE  120 

 

Query  121  EAYRALLSGSNPPYLPFRDASFGNCTYNLTILDCLQGIRKGLQHGFFDFETFDVDEYEHY  180 

            EAYRALLSGSNPPYLPFRDASFGNCTYNLTILDCLQGIRKGLQHGFFDFETFDVDEYEHY 

Sbjct  121  EAYRALLSGSNPPYLPFRDASFGNCTYNLTILDCLQGIRKGLQHGFFDFETFDVDEYEHY  180 

 

Query  181  EVILFTPLKPTFLISKSIM  199 

            EVILFTPLKPTFLISKSIM 

Sbjct  181  EVILFTPLKPTFLISKSIM  199 
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CDC20 

Forward
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Score = 2041 bits (1105),  Expect = 0.0 

 Identities = 1178/1209 (98%), Gaps = 21/1209 (1%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  13    CCTCTAG-AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCATCATC  71 

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

Sbjct  45    CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCATCATC  104 

 

Query  72    ATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAAT  131 

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

Sbjct  105   ATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAAT  164 

 

Query  132   TCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGG  191 

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

Sbjct  165   TCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGG  224 

 

Query  192   CTGATTACGACAGTATGGCACAGTTCGCTTTCGAGAGTGACCTGCACTCGCTGCTTCAGC  251 

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

Sbjct  225   CTGATTACGACAGTATGGCACAGTTCGCTTTCGAGAGTGACCTGCACTCGCTGCTTCAGC  284 

 

Query  252   TGGATGCACCCATCCCCAATGCACCCCCTGCGCGCTGGCAGCGCAAAGCCAAGGAAGCCG  311 

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

Sbjct  285   TGGATGCACCCATCCCCAATGCACCCCCTGCGCGCTGGCAGCGCAAAGCCAAGGAAGCCG  344 

 

Query  312   CAGGCCCGGCCCCCTCACCCATGCGGGCCGCCAACCGATCCCACAGCGCCGGCAGGACTC  371 

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

Sbjct  345   CAGGCCCGGCCCCCTCACCCATGCGGGCCGCCAACCGATCCCACAGCGCCGGCAGGACTC  404 

 

Query  372   CGGGCCGAACTCCTGGCAAATCCAGTTCCAAGGTTCAGACCACTCCTAGCAAACCTGGCG  431 

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

Sbjct  405   CGGGCCGAACTCCTGGCAAATCCAGTTCCAAGGTTCAGACCACTCCTAGCAAACCTGGCG  464 

 

Query  432   GTGACCGCTATATCCCCCATCGCAGTGCTGCCCAGATGGAGGTGGCCAGCTTCCTCCTGA  491 

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

Sbjct  465   GTGACCGCTATATCCCCCATCGCAGTGCTGCCCAGATGGAGGTGGCCAGCTTCCTCCTGA  524 
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Query  492   GCAAGGAGAACCAGCCTGAAAACAGCCAGACGCCCACCAAGAAGGAACATCAGAAAGCCT  551 

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

Sbjct  525   GCAAGGAGAACCAGCCTGAAAACAGCCAGACGCCCACCAAGAAGGAACATCAGAAAGCCT  584 

 

Query  552   GGGCTTTGAACCTGAACGGTTTTGATGTAGAGGAAGCCAAGATCCTTCGGCTCAGTGGAA  611 

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

Sbjct  585   GGGCTTTGAACCTGAACGGTTTTGATGTAGAGGAAGCCAAGATCCTTCGGCTCAGTGGAA  644 

 

Query  612   AACCACAAAATGCGCCAGAGGGTTATCAGAACAGACTGAAAGTACTCTACAGCCAAAAGG  671 

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

Sbjct  645   AACCACAAAATGCGCCAGAGGGTTATCAGAACAGACTGAAAGTACTCTACAGCCAAAAGG  704 

 

Query  672   CCACTCCTGGCTCCAGCCGGAAGACCTGCCGTTACATTCCTTCCCTGCCAGACCGTATCC  731 

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

Sbjct  705   CCACTCCTGGCTCCAGCCGGAAGACCTGCCGTTACATTCCTTCCCTGCCAGACCGTATCC  764 

 

Query  732   TGGATGCGCCTGAAATCCGAAATGACTATTACCTGAACCTTGTGGATTGGAGTTCTGGGA  791 

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

Sbjct  765   TGGATGCGCCTGAAATCCGAAATGACTATTACCTGAACCTTGTGGATTGGAGTTCTGGGA  824 

 

Query  792   ATGTACTGGCCGTGGCACTGGACAACAGTGTGTACCTGTGGAGTGCAAGCTCTGGTGACA  851 

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

Sbjct  825   ATGTACTGGCCGTGGCACTGGACAACAGTGTGTACCTGTGGAGTGCAAGCTCTGGTGACA  884 

 

Query  852   TCCTGCAGCCTTTGCAAATGGAGCAGCCTGGGGAATATATATCCTCTGTGGGCCTGGATC  911 

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

Sbjct  885   TCCTGCAGCTTTTGCAAATGGAGCAGCCTGGGGAATATATATCCTCTGTGG-CCTGGATC  943 

 

Query  912   AAAGAGGGCAACTACTTGGCTGTGGGGCACTAGCAGTGCTGAGGTGCAGCTATGGGATGT  971 

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

Sbjct  944   AAAGAGGGCAACTACTTGGCTGTGGG-CACCAGCAGTGCTGAGGTGCAGCTATGGGATGT  1002 

 

Query  972   GCAGCAGCAGAA-CGGCTTCGAAATATGACCAGTCACTCTGCCCGAGTGGGCTCCCTAAG  1030 

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

Sbjct  1003  GCAGCAGCAGAAACGGCTTCGAAATATGACCAGTCACTCTGCCCGAGTGGGCTCCCTAAG  1062 
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Query  1031  CTGGGAACAGCTATATCCTGTC-AGTGGATTCACGTTCTGGCCACATCCACCAC-ATGAT  1088 

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

Sbjct  1063  CTGG-AACAGCTATATCCTGTCCAGTGG-TTCACGTTCTGGCCACATCCACCACCATGAT  1120 

 

Query  1089  GTTCGGGGTAGCAGA-CACCATGGTG-C-ACACTGAGTGACTACAGC-AGGCAGTGTGGT  1144 

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

Sbjct  1121  GTTCGGG-TAGCAGAACACCATG-TGGCCACACTGAGTGGCCACAGCCAGGAAGTGTG-T  1177 

 

Query  1145  GGCCTGCGCTGGGACCCTGATGGACGAC-TT-GAC-AGTGCTG-TA-TGATAACTTGGCT  1199 

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

Sbjct  1178  GGGCTGCGCTGGGCCCCAGATGGACGACATTTGGCCAGTGGTGGTAATGATAACTTGG-T  1236 

 

Query  1200  CAATGTGTG  1208 

             ||||||||| 

Sbjct  1237  CAATGTGTG  1245 
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Reverse 
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Score = 1881 bits (1018),  Expect = 0.0 

 Identities = 1103/1139 (96%), Gaps = 26/1139 (2%) 

 Strand=Plus/Minus 

 

Query  119   GATGGTGGGTTGGTCTTCAGCGGATGCCTTGGTGGATGAGGCTGCTTTTGGCTGCACTGG  178 

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

Sbjct  1516  GATGGTGGGTTGGTCTTCAGCGGATGCCTTGGTGGATGAGGCTGCTTTTGGCTGCACTGG  1457 

 

Query  179   CCTTCTCCCGCTCCCGCCGCCGCGCAGGGTCCATCTCAAAACAGCGCCATAGCCTCAGGG  238 

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

Sbjct  1456  CCTTCTCCCGCTCCCGCCGCCGCGCAGGGTCCAACTCAAAACAGCGCCATAGCCTCAGGG  1397 

 

Query  239   TCTCATCTGCTGCTGCGGATGCCACTGTGGCCCCATCTGGGCTCATGGTCAGACTCAGGA  298 

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

Sbjct  1396  TCTCATCTGCTGCTGCGGATGCCACTGTGGCCCCATCTGGGCTCATGGTCAGACTCAGGA  1337 

 

Query  299   CCCGGGATGTGTGACCTTTGAGTTCAGCCACCTTGGCCATGGTTGGGTACTTCCAAATAA  358 

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

Sbjct  1336  CCCGGGATGTGTGACCTTTGAGTTCAGCCACCTTGGCCATGGTTGGGTACTTCCAAATAA  1277 

 

Query  359   CTAGCTGGTTCTGTGCAAAGCCATGGCCTGAGATGAGCTCCTTGTAATGGGGAGACCAGA  418 

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

Sbjct  1276  CTAGCTGGTTCTGTGCAAAGCCATGGCCTGAGATGAGCTCCTTGTAATGGGGAGACCAGA  1217 

 

Query  419   GGATGGAGCACACCTGGGAATGGGCATCCACGGCACTCAGACAGGCCCCAGAGCACACAT  478 

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

Sbjct  1216  GGATGGAGCACACCTGGGAATGGGCATCCACGGCACTCAGACAGGCCCCAGAGCACACAT  1157 

 

Query  479   TCCAGATGCGAATGTGTCGATCACTGGTGCCCCCTCCTGTTGCCAGGACATTGGACTGCC  538 

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

Sbjct  1156  TCCAGATGCGAATGTGTCGATCACTGGTGCCCCCTCCTGTTGCCAGGACATTGGACTGCC  1097 

 

Query  539   AGGGACACCATGCTACGGCCTTGACAGCCCCTTGATGCTGGGTGAATGTCTGCAGAGGAA  598 

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

Sbjct  1096  AGGGACACCATGCTACGGCCTTGACAGCCCCTTGATGCTGGGTGAATGTCTGCAGAGGAA  1037 
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Query  599   CCCAGCCACCCTCTCCAGGAGCACTAGGCCACACATTGACCAAGTTATCATTACCACCAC  658 

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

Sbjct  1036  CCCAGCCACCCTCTCCAGGAGCACTAGGCCACACATTGACCAAGTTATCATTACCACCAC  977 

 

Query  659   TGGCCAAATGTCGTCCATCTGGGGCCCAGCGCAGCCCACACACTTCCTGGCTGTGGCCAC  718 

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

Sbjct  976   TGGCCAAATGTCGTCCATCTGGGGCCCAGCGCAGCCCACACACTTCCTGGCTGTGGCCAC  917 

 

Query  719   TCAGTGTGGCCACATGGTGTTCTGCTACCCGAACATCATGGTGGTGGATGTGGCCAGAAC  778 

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

Sbjct  916   TCAGTGTGGCCACATGGTGTTCTGCTACCCGAACATCATGGTGGTGGATGTGGCCAGAAC  857 

 

Query  779   GTGAACCACTGGACAGGATATAGCTGTTCCAGCTTAGGGAGCCCACTCGGGCAGAGTGAC  838 

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

Sbjct  856   GTGAACCACTGGACAGGATATAGCTGTTCCAGCTTAGGGAGCCCACTCGGGCAGAGTGAC  797 

 

Query  839   TGGTCATATTTCGAAGCCGTTTCTGCTGCTGCACATCCCATAGCTGCACCTCAGCACTGC  898 

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

Sbjct  796   TGGTCATATTTCGAAGCCGTTTCTGCTGCTGCACATCCCATAGCTGCACCTCAGCACTGC  737 

 

Query  899   TGGTGCCCACAGCCAAGTAGTTGCCCTCTTTGATCCAGGCCACAGAGGATATATATTCCC  958 

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

Sbjct  736   TGGTGCCCACAGCCAAGTAGTTGCCCTCTTTGATCCAGGCCACAGAGGATATATATTCCC  677 

 

Query  959   CAGGCTGCTCCATTTGCAAAGGCTGCAGGATGTCACCAGAGCTTGCACTCCACAGGTACA  1018 

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

Sbjct  676   CAGGCTGCTCCATTTGCAAAAGCTGCAGGATGTCACCAGAGCTTGCACTCCACAGGTACA  617 

 

Query  1019  CACTGTTGTCCAGTGCCACGGGCCAGTACATTCCCAGA-CTCCAATCCACAAG-TTCAG-  1075 

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

Sbjct  616   CACTGTTGTCCAGTGCCACGG-CCAGTACATTCCCAGAACTCCAATCCACAAGGTTCAGG  558 

 

Query  1076  TA-TAGTCATTTCGGATTTCAG-CGCATCCAG-ATACG-TCTGGCAGGTA-GGAATGTAA  1130 

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

Sbjct  557   TAATAGTCATTTCGGATTTCAGGCGCATCCAGGATACGGTCTGGCAGGGAAGGAATGTAA  498 
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Query  1131  CG-CAAGTCT-C-G-CTG-AGCAAGGA-TGATCTTT-G-CTGTAGAGTACTT-CAGTCTG  1181 

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

Sbjct  497   CGGCAGGTCTTCCGGCTGGAGCCAGGAGTGGCCTTTTGGCTGTAGAGTACTTTCAGTCTG  438 

 

Query  1182  TTCTGATA-CG-TCTG-CGCATTTTGGTGATTT-C-ACTGAACCGAAGGATTCTTTGGC  1235 

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

Sbjct  437   TTCTGATAACCCTCTGGCGCATTTTG-TGGTTTTCCACTGAGCCGAAGGAT-CTT-GGC  382 

 

 

 Score = 1145 bits (2963),  Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust. 

 Identities = 553/555 (99%), Positives = 554/555 (99%), Gaps = 0/555 (0%) 

 

Query  1    MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADYDSMAQFAFESDL  60 

            MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADYDSMAQFAFESDL 

Sbjct  1    MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADYDSMAQFAFESDL  60 

 

Query  61   HSLLQLDAPIPNAPPARWQRKAKEAAGPAPSPMRAANRSHSAGRTPGRTPGKSSSKVQTT  120 

            HSLLQLDAPIPNAPPARWQRKAKEAAGPAPSPMRAANRSHSAGRTPGRTPGKSSSKVQTT 

Sbjct  61   HSLLQLDAPIPNAPPARWQRKAKEAAGPAPSPMRAANRSHSAGRTPGRTPGKSSSKVQTT  120 

 

Query  121  PSKPGGDRYIPHRSAAQMEVASFLLSKENQPENSQTPTKKEHQKAWALNLNGFDVEEAKI  180 

            PSKPGGDRYIPHRSAAQMEVASFLLSKENQPENSQTPTKKEHQKAWALNLNGFDVEEAKI 

Sbjct  121  PSKPGGDRYIPHRSAAQMEVASFLLSKENQPENSQTPTKKEHQKAWALNLNGFDVEEAKI  180 

 

Query  181  LRLSGKPQNAPEGYQNRLKVLYSQKATPGSSRKTCRYIPSLPDRILDAPEIRNDYYLNLV  240 

            LRLSGKPQNAPEGYQNRLKVLYSQKATPGSSRKTCRYIPSLPDRILDAPEIRNDYYLNLV 

Sbjct  181  LRLSGKPQNAPEGYQNRLKVLYSQKATPGSSRKTCRYIPSLPDRILDAPEIRNDYYLNLV  240 

 

Query  241  DWSSGNVLAVALDNSVYLWSASSGDILQLLQMEQPGEYISSVAWIKEGNYLAVGTSSAEV  300 

            DWSSGNVLAVALDNSVYLWSASSGDILQLLQMEQPGEYISSVAWIKEGNYLAVGTSSAEV 

Sbjct  241  DWSSGNVLAVALDNSVYLWSASSGDILQLLQMEQPGEYISSVAWIKEGNYLAVGTSSAEV  300 

 

Query  301  QLWDVQQLKRLRNMTSHSARVGSLSWNSYILSSGSRSGHIHHHDVRVAEHHVATLSGHSQ  360 

            QLWDVQQ KRLRNMTSHSARVGSLSWNSYILSSGSRSGHIHHHDVRVAEHHVATLSGHSQ 

Sbjct  301  QLWDVQQQKRLRNMTSHSARVGSLSWNSYILSSGSRSGHIHHHDVRVAEHHVATLSGHSQ  360 
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Query  361  EVCGLRWAPDGRHLASGGNDNLVNVWPSAPGEGGWVPLQTFTQHQGAVKAVAWCPWQSNV  420 

            EVCGLRWAPDGRHLASGGNDNLVNVWPSAPGEGGWVPLQTFTQHQGAVKAVAWCPWQSNV 

Sbjct  361  EVCGLRWAPDGRHLASGGNDNLVNVWPSAPGEGGWVPLQTFTQHQGAVKAVAWCPWQSNV  420 

 

Query  421  LATGGGTSDRHIRIWNVCSGACLSAVDAHSQVCSILWSPHYKELISGHGFAQNQLVIWKY  480 

            LATGGGTSDRHIRIWNVCSGACLSAVDAHSQVCSILWSPHYKELISGHGFAQNQLVIWKY 

Sbjct  421  LATGGGTSDRHIRIWNVCSGACLSAVDAHSQVCSILWSPHYKELISGHGFAQNQLVIWKY  480 

 

Query  481  PTMAKVAELKGHTSRVLSLTMSPDGATVASAAADETLRLWRCFEMDPARRREREKASAAK  540 

            PTMAKVAELKGHTSRVLSLTMSPDGATVASAAADETLRLWRCFE+DPARRREREKASAAK 

Sbjct  481  PTMAKVAELKGHTSRVLSLTMSPDGATVASAAADETLRLWRCFELDPARRREREKASAAK  540 

 

Query  541  SSLIHQGIRLPPNQK  555 

            SSLIHQGIRLPPNQK 

Sbjct  541  SSLIHQGIRLPPNQK  555 
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Reverse 
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 Score = 2025 bits (1096),  Expect = 0.0 

 Identities = 1105/1105 (100%), Gaps = 0/1105 (0%) 

 Strand=Plus/Minus 

 

Query  120   ACTGTGCAGCGATTCTGGAACCCGGCATCCAGCTCAGAACACATCTGCGGGTTTCTTCCC  179 

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

Sbjct  1105  ACTGTGCAGCGATTCTGGAACCCGGCATCCAGCTCAGAACACATCTGCGGGTTTCTTCCC  1046 

 

Query  180   AGCTGCCTCCATCTCTGACAGGCTGTAGGCCATGGCCAGCTGCAGGTCCTCATCCTCAGA  239 

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

Sbjct  1045  AGCTGCCTCCATCTCTGACAGGCTGTAGGCCATGGCCAGCTGCAGGTCCTCATCCTCAGA  986 

 

Query  240   GAGGTCGCTGTCCAAGGGGCATGAGGCAGGGGTCTGCTGGACCTGAGTGCCCCCAGACCT  299 

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

Sbjct  985   GAGGTCGCTGTCCAAGGGGCATGAGGCAGGGGTCTGCTGGACCTGAGTGCCCCCAGACCT  926 

 

Query  300   GGAAGTGACTGACGGCTGCTGCTCGCGACGGCTCAGCTCCAAGCCCAGTGCCAGGTCATC  359 

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

Sbjct  925   GGAAGTGACTGACGGCTGCTGCTCGCGACGGCTCAGCTCCAAGCCCAGTGCCAGGTCATC  866 

 

Query  360   TGGGACACCATTGATTGTGACTGACTTCAGCTGCCCATCCTCCTCCACTTCCACCCGCTC  419 

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

Sbjct  865   TGGGACACCATTGATTGTGACTGACTTCAGCTGCCCATCCTCCTCCACTTCCACCCGCTC  806 

 

Query  420   CTGCCCGTTCTCCATGATTCTGCGTGTGGTGATGCGGCGTCCTTGGACAAAGGTGGTAGA  479 

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

Sbjct  805   CTGCCCGTTCTCCATGATTCTGCGTGTGGTGATGCGGCGTCCTTGGACAAAGGTGGTAGA  746 

 

Query  480   TGTAGAAACAGAGCGAAAAGCACCAGCCCCAGGACTgaaggagaaagatgaggaggagaa  539 

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

Sbjct  745   TGTAGAAACAGAGCGAAAAGCACCAGCCCCAGGACTGAAGGAGAAAGATGAGGAGGAGAA  686 

 

Query  540   atcggagtgcccagggaaggaggaagagaaggtaaagaaggGGCCTGAGTGTCGGGAACC  599 

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

Sbjct  685   ATCGGAGTGCCCAGGGAAGGAGGAAGAGAAGGTAAAGAAGGGGCCTGAGTGTCGGGAACC  626 
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Query  600   CCGGTTCTGAAGCTCTGAGAAGGGGCCCAGGTCATCAAAGAGCTCTGCAAAAGGGTCTCC  659 

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

Sbjct  625   CCGGTTCTGAAGCTCTGAGAAGGGGCCCAGGTCATCAAAGAGCTCTGCAAAAGGGTCTCC  566 

 

Query  660   ACTCCCAAAGAATTCCCGGAAGACCTCCTCGGGGCTGCGGAAGGTGAAGGTGAAGCCAGG  719 

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

Sbjct  565   ACTCCCAAAGAATTCCCGGAAGACCTCCTCGGGGCTGCGGAAGGTGAAGGTGAAGCCAGG  506 

 

Query  720   CCCACCACTGCCAGCTTCTGCCCGAGATGGGCCAGTTCCTGTCCCTGTCAGCCCTTCCCG  779 

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

Sbjct  505   CCCACCACTGCCAGCTTCTGCCCGAGATGGGCCAGTTCCTGTCCCTGTCAGCCCTTCCCG  446 

 

Query  780   GCCATAGCGGTCGTAAATCTCCCGCTTGTGCTTGTCAGACAGCACTTCATATGCCTCGGC  839 

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

Sbjct  445   GCCATAGCGGTCGTAAATCTCCCGCTTGTGCTTGTCAGACAGCACTTCATATGCCTCGGC  386 

 

Query  840   CACCTCCTTAAATTTCTTCTCAGCAAACTCTTTATTATCTGGGTTTTTGTCTGGGTGCCA  899 

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

Sbjct  385   CACCTCCTTAAATTTCTTCTCAGCAAACTCTTTATTATCTGGGTTTTTGTCTGGGTGCCA  326 

 

Query  900   CTGGAGAGCCTTGCGCCGATACGCCTTCTTGATGTCATCAGCGGACGCACTTCGCGGCAC  959 

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

Sbjct  325   CTGGAGAGCCTTGCGCCGATACGCCTTCTTGATGTCATCAGCGGACGCACTTCGCGGCAC  266 

 

Query  960   GTCTAGGATCTCGTAGTAGGATGCCATACTGTCGTAATCAGCCATGGCCTTGTCGTCGTC  1019 

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

Sbjct  265   GTCTAGGATCTCGTAGTAGGATGCCATACTGTCGTAATCAGCCATGGCCTTGTCGTCGTC  206 

 

Query  1020  GTCGGTACCCAGATCTGGGCTGTCCATGTGCTGGCGTTCGAATTTAGCAGCAGCGGTTTC  1079 

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

Sbjct  205   GTCGGTACCCAGATCTGGGCTGTCCATGTGCTGGCGTTCGAATTTAGCAGCAGCGGTTTC  146 

 

Query  1080  TTTCATACCAGAACCGCGTGGCACCAGACCAGAAGAATGATGATGATGATGGTGCATATG  1139 

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

Sbjct  145   TTTCATACCAGAACCGCGTGGCACCAGACCAGAAGAATGATGATGATGATGGTGCATATG  86 
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Query  1140  TATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCAC  1199 

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

Sbjct  85    TATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCAC  26 

 

Query  1200  AATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTA  1224 

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

Sbjct  25    AATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTA  1 
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BCL2A1 

 

 



 

108 
 

Score = 1197 bits (648),  Expect = 0.0 

 Identities = 648/648 (100%), Gaps = 0/648 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  60   ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAA  119 

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

Sbjct  1    ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAA  60 

 

Query  120  ACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGAC  179 

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

Sbjct  61   ACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGAC  120 

 

Query  180  GACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCATGACAGACTGTGAATTTGGATAT  239 

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

Sbjct  121  GACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCATGACAGACTGTGAATTTGGATAT  180 

 

Query  240  ATTTACAGGCTGGCTCAGGACTATCTGCAGTGCGTCCTACAGATACCACAACCTGGATCA  299 

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

Sbjct  181  ATTTACAGGCTGGCTCAGGACTATCTGCAGTGCGTCCTACAGATACCACAACCTGGATCA  240 

 

Query  300  GGTCCAAGCAAAACGTCCAGAGTGCTACAAAATGTTGCGTTCTCAGTCCAAAAAGAAGTG  359 

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

Sbjct  241  GGTCCAAGCAAAACGTCCAGAGTGCTACAAAATGTTGCGTTCTCAGTCCAAAAAGAAGTG  300 

 

Query  360  GAAAAGAATCTGAAGTCATGCTTGGACAATGTTAATGTTGTGTCCGTAGACACTGCCAGA  419 

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

Sbjct  301  GAAAAGAATCTGAAGTCATGCTTGGACAATGTTAATGTTGTGTCCGTAGACACTGCCAGA  360 

 

Query  420  ACACTATTCAACCAAGTGATGGAAAAGGAGTTTGAAGACGGCATCATTAACTGGGGAAGA  479 

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

Sbjct  361  ACACTATTCAACCAAGTGATGGAAAAGGAGTTTGAAGACGGCATCATTAACTGGGGAAGA  420 

 

Query  480  ATTGTAACCATATTTGCATTTGAAGGTATTCTCATCAAGAAACTTCTACGACAGCAAATT  539 

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

Sbjct  421  ATTGTAACCATATTTGCATTTGAAGGTATTCTCATCAAGAAACTTCTACGACAGCAAATT  480 
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Query  540  GCCCCGGATGTGGATACCTATAAGGAGATTTCATATTTTGTTGCGGAGTTCATAATGAAT  599 

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

Sbjct  481  GCCCCGGATGTGGATACCTATAAGGAGATTTCATATTTTGTTGCGGAGTTCATAATGAAT  540 

 

Query  600  AACACAGGAGAATGGATAAGGCAAAACGGAGGCTGGGGGAAATGGCACAATCACACACCT  659 

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

Sbjct  541  AACACAGGAGAATGGATAAGGCAAAACGGAGGCTGGGGGAAATGGCACAATCACACACCT  600 

 

Query  660  ATGCTGGTAGAGTCAGTGGCCCACAAGAAGAGGAAAATGGCTTTGTAA  707 

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

Sbjct  601  ATGCTGGTAGAGTCAGTGGCCCACAAGAAGAGGAAAATGGCTTTGTAA  648 
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RPS10a 
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Score = 1236 bits (669),  Expect = 0.0 

 Identities = 695/695 (100%), Gaps = 0/695 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  17   CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCATCAT  75 

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

Sbjct  44   CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCATCATCAT  103 

 

Query  76   CATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAA  135 

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

Sbjct  104  CATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAA  163 

 

Query  136  TTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATG  195 

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

Sbjct  164  TTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATG  223 

 

Query  196  GCTGATTACGACAGTGAGATGTTGATGCCGAATAAGAACCGGATTGCCATTTATGAACTC  255 

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

Sbjct  224  GCTGATTACGACAGTGAGATGTTGATGCCGAATAAGAACCGGATTGCCATTTATGAACTC  280 

 

Query  256  CTTTTTAAGGAGGGAGTCATGGTGGCCAAGAAGGATGTCCACATGCCTAAGCACCCGGAG  315 

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

Sbjct  281  CTTTTTAAGGAGGGAGTCATGGTGGCCAAGAAGGATGTCCACATGCCTAAGCACCCGGAG  340 

 

Query  316  CTGGCAGACAAGAATGTGCCCAACCTTCATGTCATGAAGGCCATGCAGTCTCTCAGGTCC  375 

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

Sbjct  341  CTGGCAGACAAGAATGTGCCCAACCTTCATGTCATGAAGGCCATGCAGTCTCTCAAGTCC  400 

 

Query  376  CGAGGCTACGTGAAGGAACAGTTTGCCTGGAGACATTTCTACTGGTACCTTACCAATGAG  435 

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

Sbjct  401  CGAGGCTACGTGAAGGAACAGTTTGCCTGGAGACATTTCTACTGGTACCTTACCAATGAG  460 

 

Query  436  GGTATCCAGTATCTCCGTGATTACCTTCATCTGCCCCCGGAGATTGTGCCTGCCACCCTA  495 

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

Sbjct  461  GGTATCCAGTATCTCCGTGATTACCTTCATCTGCCCCCGGAGATTGTGCCTGCCACCCTA  520 
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Query  496  CGCCGTAGCCGTCCAGAGACTGGCAGGCCTCGGCCTAAAGGTCTGGAGGGTGAGCGACCT  555 

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

Sbjct  521  CGCCGTAGCCGTCCAGAGACTGGCAGGCCTCGGCCTAAAGGTCTGGAGGGTGAGCGACCT  580 

 

Query  556  GCGAGACTCACAAGAGGGGAAGCTGACAGAGATACCTACAGACGGAGTGCTGTGCCACCT  615 

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

Sbjct  581  GCGAGACTCACAAGAGGGGAAGCTGACAGAGATACCTACAGACGGAGTGCTGTGCCACCT  640 

 

Query  616  GGTGCCGACAAGAAAGCCGAGGCTGGGGCTGGGTCAGCAACCGAATTCCAGTTTAGAGGC  675 

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

Sbjct  641  GGTGCCGACAAGAAAGCCGAGGCTGGGGCTGGGTCAGCAACCGAATTCCAGTTTAGAGGC  700 

 

Query  676  GGATTTGGTCGTGGACGTGGTCAGCCTCCTCAGTA  710 

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

Sbjct  701  GGATTTGGTCGTGGACGTGGTCAGCCTCCTCAGTA  735 
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蛋白質摺疊時程表 

 
*Hitone 2A, 2B, 3D 與 4j 所使用的 urea 濃度為 8 M  4 M  2 M  1 M  0 M，同

時溶液中含有 250 mM NaCl。 

 Histone 2A, 2B, 3D, 4j, CDC20, RPS10 這幾株蛋白質在鹼性環境不穩定，故使用 10 

mM phosphate buffer 取代 Tris，pH 值則調為 3  5。 

 
 

Folding State Buffer component pH Refolding Time
Urea           4.5   M
Tris-base     10 mM
Mannitol       0.1%
DTT             0.1M
pefabloc      0.1mM
Urea              2   M
Tris-base     10 mM
Mannitol       0.1%
DTT            0.1mM

pefabloc      0.5M
Urea              1   M
Tris-base     10 mM
Mannitol       0.1%
DTT            0.1mM

pefabloc      0.5M
Tris-base     10 mM
Mannitol       0.1%
DTT            0.1mM

pefabloc      0.5M
Tris-base     10 mM
Mannitol       0.1%
DTT            0.1mM

pefabloc      0.5M
Tris-base     10 mM
DTT            0.1mM

pefabloc      0.5M

Denature 11

R1 11

R2 11

R3 8.8

R4 8.8

R5 8.8

24 hr x 2

12 hr x 2

12 hr x 2

12 hr x 2

12 hr x 2

12 hr x 2

* 
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Far Western 與抗體培養時程表 

 
Far Western Western (對照組) 

5% 脫脂奶/TBST 30 Min 5% 脫脂奶/TBST 30 Min 

Securin(0.8g/ml)/1%脫

脂奶 TBST  

4°C/16 h or 

37°C/4 h 無 
TBST Wash 5 Min x 4 

一級抗體/1%脫脂奶

TBST 

4°C/16 h or 

37°C/4 h 

一級抗體/1%脫脂奶

TBST 

4°C/16 h or 

37°C/4 h 

TBST Wash 5 Min x 4 TBST Wash 5 Min x 4 

二級抗體/1%脫脂奶

TBST 

1 h 二級抗體/1%脫脂奶

TBST 

1 h 

TBST Wash 5 Min x 4 TBST Wash 5 Min x 4 
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電化學實驗總參數表 

Bax 基因與 securin 

Title bare gold dsDNA 18 SH Securin 

 1.28E-03 1.06E-03 2.65E-03 3.07E-03 

Rsol (k) 0.36 0.55 0.53 0.50 

Q0 (F) 0.35 0.28 0.17 0.16 

nq 0.80 0.70 0.68 0.68 

Rct (kOhm) 3.80 61.86 29.54 28.18 

W0 (F) 26.00 3.71 4.45 4.66 

Rs (k) NA 1.12E+08 6.08E+07 4.94E+06 

 

Bax 基因與 p53 

Title bare gold dsDNA 18SH p53 

 7.93E-04 1.88E-03 8.59E-03 4.40E-03 

Rsol (k) 0.39 0.48 0.98 0.75 

Q0 (uF) 0.20 0.13 0.04 0.08 

nq 0.88 0.89 0.93 0.84 

Rct (k) 2.20 32.05 54.04 81.59 

W0 (F) 25.52 5.53 1.31 1.47 

Rs (k) NA 100.07 1.94E+07 1.76E+07 

 

Bax 基因與 securin + p53 

Title bare gold dsDNA 18SH Securin+p53 

 9.99E-04 7.85E-04 1.73E-03 1.96E-03 

Rsol (k) 0.44 1.23 0.39 0.43 

Q0 (F) 0.70 0.13 0.12 0.10 

nq 0.77 0.80 0.75 0.76 

Rct (k) 2.31 35.96 28.89 27.52 

W0 (F) 26.90 2.30 1.45 1.50 

Rs (k) NA 2.8E3 1.21E+06 3.93E+07 
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Bax 基因與 securin-P + p53 

Title bare gold dsDNA 18SH Securin-P+p53 

 9.99E-04 3.54E-03 1.40E-03 3.18E-03 

Rsol (k) 0.44 0.41 0.41 0.06 

Q0 (F) 0.70 0.55 0.51 0.85 

nq 0.77 0.75 0.67 0.60 

Rct (k) 2.31 68.29 93.66 113.32 

W0 (F) 26.90 3.79 2.69 4.00 

Rs (k) NA 180.27 1.00E+05 1.00E+05 

 


