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摘要 

巴氏綜合症（Barth syndrome）為一種心磷脂（Cardiolipin，CL）異常造成

的粒線體相關疾病。現今使用多種細胞模型作為研究，然而細胞粒線體機制上的

研究尚不明確。本實驗使用 Hap1 人類類纖維單倍染色體細胞，將細胞中 TAZ

（Tafazzin）剔除作為ΔTAZ 細胞模型。我們利用電子顯微鏡觀察發現細胞粒線

體形狀產生泡狀變異。當以海馬能量測定細胞基礎耗氧率發現 Hap1ΔTAZ 細胞

粒線體功能降低。利用質譜鑑定 CL 與單水解心磷脂 monolyso-Cardiolipin 

（MLCL）組成，發現ΔTAZ 細胞 CL 合成含量降低而 MLCL 含量增加，且 CL

組成也產生變異。TAZ 剔除後，細胞中 CL68:2及 CL70:3明顯提高。不同基因調

控影響 CL 組成，定量ΔTAZ 細胞 mRNA 表現量磷脂醯甘油合成酶 PGS1

（Phosphatidylglycerophosphate synthase 1）降低，導致 ΔTAZ 細胞無法足夠合成

PG 以供 CL 合成。CL 水解相關基因 PLA2G6 （Phospholipase A2 group VI, 

transcript variant 2）和 PNPLA8（Patatin like phospholipase domain containing 8）

表達量增加導致ΔTAZ細胞MLCL累積。接著我們嘗試將 TAZ 基因轉染到ΔTAZ

細胞，以測試其基因剔除後的恢復狀態。使用質譜儀觀察 CL70:3 與 CL70:2 和

CL72:4 與 CL72:3 含量皆減少。證實 TAZ 醯基轉移酶恢復重塑 CL，將飽和 CL

連接醯基鏈置換成不飽和的(18:1)醯基鏈，但也使飽和心磷脂總含量降低。定量

粒線體相關蛋白mRNA表現量後，發現CL合成基因CRLS1 （Cardiolipin synthase）

增加，可見 CL 的缺乏已刺激細胞合成新 CL。因為我們發現 TAZ 基因剔除導致

PG 合成酶表達下降，PG 合成降低，因此添加 PG(18:1)2作為 CL 合成的原料。

鑑定細胞 CL與MLCL組成發現由 18:1醯基鏈的 CL含量皆增加，證實 PG(18:1)2

參與 CL合成。水解 CL 基因 PLA2G6 與 PNPLA8 基因表達量皆降低，為 CL含

量增加之因素。  
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Abstract 

Barth syndrome (BTHS) can cause the abnormality of cardiolipin (CL). Even 

though there are multiple cellular models available, the detailed mechanism is still not 

clear. Thehuman fibroblast haploid cells (Hap1 cell) were selected as our cellular 

model. By applying mass spectrometry (MS) to identify the components of CL and 

monolyso-Cardiolipin (MLCL), we discovered that CL synthesis decreased, while 

MLCL synthesis increased in the Hap1ΔTAZ cell. CL68:2and CL70:3 have significant 

increase in total CL. By quantifying the mRNA expression of Hap1ΔTAZ cell, we 

found the gene expression of PGS1 (phosphatidylglycerophosphate synthase 1) 

decreased, indicating that the ΔTAZ cell might not have enough PG for CL synthesis. 

Upon the increasof the expression of CL hydrolysis related genes, PLA2G6 

(phospholipase A2 group VI, transcript variant 2) and PNPLA8 (patatin like 

phospholipase domain containing 8) showed a cumulative increase in MLCL in the 

ΔTAZ cell. When we attempted to transfect TAZ gene into ΔTAZ cell to recover cell, 

the quantity of CL70:3, CL70:2, CL72:4 and CL72:3 were all decreased. We 

discovered that the gene expression of CRLS1 (cardiolipin synthase) increased, which 

can stimulat CL synthsis. When TAZ was knocked out, the expression of PG synthase 

decreased. Therefore, adding 50μM of PG (18:1)2 can stimulate CL synthesis. We 

discovered that the CL content of the 18:1 acyl chains and total CL quantity increased, 

confirming PG (18:1)2 was involved in CL synthesis. Gene down-regulation of both 

PLA2G6 and PNPLA8, which decreased the overall hydrolysis of CL and can be the 

main reason for the increase of CL concentration.   
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第一章、 緒論 

1.1 TAZ基因相關巴氏綜合症 Barth syndrome（BTHS） 

巴氏綜合症Barth syndrome（BTHS）是位於性染色體上Xq28的遺傳性疾病，

通常來自母親的 X 染色體遺傳。其症狀為左心室心肌生長不完全導致的心肌病

或是心肌纖維化造成先天性肌肉萎縮，和嗜中性白血球降低（Neutropenia），影

響患者新陳代謝、骨骼肌病變、生長遲緩與運動耐受不良（Exercise intolerance）、

三甲基戊二酸血症（3-Methylglutaconic Aciduria）或造成心磷脂 Cardiolipin（CL）

異常等多系統疾病，甚至導致新生兒死亡 1。巴氏症患者的心肌細胞和骨骼肌與

CL的重塑有很大關連，粒線體內膜 CL含量減少，而 CL經水解形成的單水解心

磷脂 monolyso-Cardiolipin（MLCL）含量則相對上升，因此以單水解心磷脂除以

心磷脂 monolyso- Cardiolipin/Cardiolipin（MLCL/CL）數值作為診斷巴氏綜合症

方法 2。巴氏症患者心肌細胞CL種類分佈影響皆由TAZ基因測序證實，且Tafazzin

突變序列已建立於數據資料庫 3,4。相關研究酵母菌中 YPR140w 基因（TAZ1）與

人類 TAFAZZIN 基因（TAZ）為同源基因 5。當患者缺乏 TAZ 基因時，MLCL 無

法進行醯基轉移酶形成具有功能性的 CL，使MLCL累積造成MLCL 含量上升，

其中研究發現 MLCL(16:0)(18:1)2組成含量較正常細胞上升約 70 倍 6。由於目前

醫療技術並無徹底的治癒方法，僅針對臨床症狀治療、心臟病給予藥物控制及嗜

中性白血球減少導致的感染問題給予抗生素 7。 

 

1.2 TAZ基因模型與 CL 組成 

現今研究中除了使用 BTHS 患者細胞作為模型外，還有許多相關的細胞模型。

例如剔除 TAZ 基因小鼠細胞模型，研究發現小鼠心肌細胞及骨骼肌中 CL總量降

低，長碳鏈 CL72:8由 CL(18:2)4組成的心磷脂減少約 30倍，而 MLCL 54:6 組成

含量比正常小鼠增加約 2倍。或是使用 TAZ 基因剔除大鼠細胞，發現醯基鏈(16:1)

與醯基鏈(18:2) 的 CL組成含量比野生型大鼠細胞低 8。在野生型小鼠與剔除 TAZ
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基因小鼠心肌做比較，發現剔除 TAZ 基因小鼠 CL72:8 與 CL72:7 含量極低，而

短碳鏈 C54:4 和 C52:2 組成的 MLCL 含量較多。在野生型小鼠骨骼肌中發現由

C72:8、C72:7 和 C72:6長碳鏈組成的 CL含量極高，而 TAZ 基因剔除型小鼠骨骼

肌中則是中碳鏈 CL68:2 含量最多 9。使用 TAZ 基因剔除導致心臟衰退的斑馬魚

模型，不過研究中沒有特別對 CL組成進行分析 10。使用 TAZ 基因剔除導致飛行

功能受損果蠅及夜蛾的昆蟲模型，經過質譜鑑定 CL分子量為 1396 m/z，分析原

生型果蠅細胞心磷脂組成 CL(16:1)2(18:1)2 比基因剔除果蠅細胞含量多，而在剔

除 果 蠅 細 胞 中 經 過 鑑 定 分 子 量 1400 m/z 的 心 磷 脂 ， 其 組 成 為

(16:0)(16:1)(18:1)(18:2)，含量則比原生型果蠅多 11。研究中指出 TAZ基因剔除夜

蛾與 TAZ 基因剔除型果蠅，發現昆蟲細胞中的磷脂膽鹼（PC）與腦磷脂（PE）

和原生型夜蛾與原生型果蠅昆蟲細胞模型相比差異皆不大，且 CL偏向由醯基鏈

(18:1)與醯基鏈(16:1)組成。在野生型夜蛾細胞中由醯基鏈(16:1)組成的心磷脂含

量佔 80%，由醯基鏈(18:1)組成的心磷脂含量則是約 10%，而在剔除 TAZ 基因之

夜蛾細胞中則發現由醯基鏈(18:1)組成的心磷脂佔 50%，由醯基鏈(16:1)組成的心

磷脂含量則佔 30%，且 CL含量比野生型細胞低，研究觀察果蠅細胞與夜蛾細胞

心肌中 MLCL 除以 CL 含量皆比骨骼肌中的 MLCL 除以 CL 含量數值高，證實

TAZ 剔除細胞模型的心肌中的MLCL含量比骨骼肌多 12,13,14。也有使用 cld1 野生

型酵母菌作為細胞模型，分析其 CL 組成發現偏向由醯基鏈(16:0)，而不是一般

常見的醯基鏈(16:1)及醯基鏈(18:1) 心磷脂組成 15,16。 

 

1.3 Tafazzin與 CL關聯 

1996 年首次發現存在於染色體 Xq28上的人類 TAZ 基因，Tafazzin蛋白存在

生物合成能量的粒線體內外膜上，在心肌中與骨骼肌中大量表達，Tafazzin 蛋白

作用與醯基轉移酶（acyltransferases）的機制相似，可以進行合成或修飾磷脂質

上的醯基鏈，因此和 CL的重塑途徑有很大的關聯，且 Tafazzin 蛋白缺陷會造成
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巴氏綜合症 16-17,18。由於缺乏 TAZ 基因導致細胞突變已經被判斷為巴氏綜合症患

者的主因，造成 CL組成的脂肪酸鏈異常，甚至降低 CL含量和造成 MLCL累積 

19。早期研究以酵母菌作為細胞模型，酵母菌本身含有 Tafazzin 蛋白，因此當酵

母菌突變時會抑制 TAZ1表達，造成 CL代謝和粒線體功能障礙等症狀類似 BTHS

患者，且研究中發現缺乏 TAZ 基因的突變酵母菌氧化物增加造成酵母菌的 CL氧

化壓力上升 20。Tafazzin 蛋白是粒線體內膜中與 CL 組成相關的醯基轉移酶，因

此 TAZ 基因突變會影響生物體內的能量合成，甚至造成粒線體功能和型態的異

常 21,22,23。 

 

1.4心磷脂 Cardiolipin（CL） 

心磷脂（1,3-diphosphatidyl-sn-glycerol，Cardiolipin，CL）由 Mary Pangborn

於1942年在牛心臟中分離出來的脂質，CL存在於微生物、植物與高等動物界中，

大量存在哺乳類動物細胞的粒線體內膜，是粒線體內膜中重要的物質 24,25。一般

磷脂質（Phospholipid，PL）為生物細胞膜的主要組成，用來保護細胞及區分胞

器，常見的磷脂質為 Phosphatidic acid （PA）、Phosphatidylethanolamine （PE）、

Phosphatidylcholine （PC）、Phosphatidylserine （PS）和 Phosphatidylinositol （PI）。

心磷脂結構和合成方法與其他磷脂質不同，一般磷脂質的結構為一個甘油骨架

（glycerol backbone）連接負電價陰離子頭端（anionic head group），再由甘油骨

架接上疏水性的醯基鏈（acyl chains），形成親水性頭端與疏水性尾端兩種性質的

磷脂質，而心磷脂的結構是由兩個甘油骨架（glycerol backbone）連接負電價陰

離子頭端（anionic head group），再由甘油骨架接上四條疏水性醯基側鏈（acyl 

chains）所組成 26。真核生物中心磷脂主要是由亞油醯基(C18:2)4 組成，在重塑

CL 時具有其獨特性和對稱性 27。哺乳動物 CL 種類通常為對稱的 C18:2 的醯基

鏈 28。CL 在粒線體中藉由靜電吸引力和疏水作用來穩定蛋白質複合物的結構功

能，並維持細胞膜的完整性。CL 是真核動物細胞中唯一在粒線體中合成的磷脂
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質，在能量代謝中參與電子傳遞鏈上游的生物體反應，例如呼吸傳遞鏈上的蛋白

複合體（Electron transport chain complex II, III , IV）及ATP合成酶（ATP synthase），

並影響細胞中ATP能量轉換 29,30。CL會與 proton形成不同種類蛋白質結合的 acid 

anion 結構 31。CL與細胞凋亡相關的 ATP 膜蛋白在粒線體中合成，例如氧化 CL

主要通過細胞色素複合酶（Cytochrome c）催化機制進行，當粒線體凋亡時會釋

放促凋亡因子進入細胞質，造成細胞中心磷脂過氧化產物的積累，使活化細胞中

凋亡因子 Caspase3、Caspase9 引發細胞凋亡 32,33。與 CL相關的基因或是蛋白質

會和疾病的生成有直接的關連，例如重塑（Remodeling）CL的 Taffazzin 蛋白缺

陷引發巴氏綜合症，造成擴大型心肌病變、嗜中性白血球減少、骨骼肌肉病變和

粒線體異常等症狀 30,5。CL經過心磷脂水解酶（PLA，phospholipase A）水解甘

油骨架連接的一個醯基鏈，形成三個醯基鏈組成的MLCL，MLCL參與 CL的重

塑與凋亡。 

在 CL一系列的合成中，CDP-二酰基甘油合成酶參與 CL初期的合成步驟，

形成未成熟的心磷脂，再經過醯基轉移酶將心磷脂上的飽和醯基鏈轉換成不飽和

的醯基鏈，形成具有功能性的成熟心磷脂，後續才能利用生物體內呼吸傳遞鏈複

合物Ⅰ、呼吸傳遞鏈複合物Ⅱ、呼吸傳遞鏈複合物Ⅲ、呼吸傳遞鏈複合物Ⅳ進行

ATP 能量的合成 34,35。 

 

 

 

 

 

 

 

圖一、心磷脂結構圖 

由一個甘油骨架連接兩個磷酸基團（綠色）組成親水性的頭端，再連接一個

甘油骨架（黑色）與疏水性的醯基鏈（紅色和藍色），形成巨大的心磷脂結構。
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其中醯基鏈的多樣性構成不同種類的心磷脂。 

 

1.5 CL 合成與水解相關路徑 

由於生物代謝途徑的演化方向，CL合成途徑在原核細胞與真核細胞不同 36。

真核細胞的 CL 合成是從粒線體的外膜開始，glycerol-3-phosphate（G3P）經由

glycerophosphate acyltransferase 和 acylglycerophosphate acyltransferase 合成

phosphatidic acid （PA），PA被脂質轉移蛋白（Lipid transfer protein）送到粒線

體內膜與三磷酸胞苷（Cytidine triphosphate，CTP）合成 cytidine diphosphate- 

diacylglycerol（CDP-DAG），phosphatidylglycerol phosphate synthase（PGS）將

CDP-DAG與 G3P 合成 PG，CDP-DAG和 PG是心磷脂合成的兩個主要原料，透

過CRLS脫去一個CMP後生成CL37。原核細胞則是將CDP-DAG合成 PG及PE，

由兩個 PG或是將一個 PG和一個 PE合成 CL38。 

磷脂質水解酶（Phospholipase PLA，PLC and PLD）以催化不同磷脂質水解

反應作為分類，當磷脂質被水解時會直接影響細胞膜組成，釋放出各種類脂質的

代謝產物，在下游許多生理功能中扮演重要的生物訊號以傳達生理反應之訊息。

PLA2以其不同特性區分為 12 至 14 大類型，大致分為分泌型（Secretory PLA2, 

sPLA2）、胞漿型（Cytosolic PLA2，cPLA2）、鈣離子非依賴型（Calcium-independent 

PLA2，iPLA2）、脂蛋白結合型（Lipoprotein-associatedi PLA2，Ip- PLA2）以及血

小板活化因子乙醯水解酶（Platelet-activating factor acetylhydrolase，PAF-AH）39。

iPLA2主要為 iPLA2β 及 iPLA2γ兩種，為非鈣離子依賴型的 PLA2，存在於細胞的

粒線體及內質網中，調控粒線體膜上磷脂質組成 40。並調節細胞色素 c的釋放控

制細胞凋亡與壞死 41。 
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圖二、心磷脂合成與水解路徑圖 

PG 與 CDP-DAG 經過心磷脂合成酶的作用合成初始未成熟的心磷脂

（Nascent CL），再經由醯基轉移酶 TAZ將 Nascent CL和 PC 或是 PG置換成不

飽和醯基鏈的心磷脂，不同碳數的醯基鏈組成 Remodeled Cardiolipin，此時重塑

後的心磷脂也會經過 iPLA2家族水解醯基鏈，脫去一條醯基鏈變成單水解心磷脂，

單水解心磷脂也可以經過單水解心磷脂乙烯基轉移酶（Monolysocardiolipin 

acyltransferase，MLCLAT）或是 Tafazzin 重新接上一條醯基鏈合成心磷脂，或者

再被水解成 DLCL進入代謝分解的途徑 42。 

 

1.6粒線體活性偵測 

粒線體主要的功能是透過電子傳遞鏈與 ATP 合成酶提供細胞能量，粒線體

內膜上的電子從複合蛋白 I、II、III、IV依序傳遞，將 H+從內膜送至膜層間，內

膜兩側的電位差驅使 ATP 合成酶合成 ATP，電子最後傳遞至複合蛋白 IV 被 O2

接受，消耗 O2產生水提升細胞耗氧量 42。若要分析粒線體呼吸作用，則必須以

電子傳遞鏈及 ATP 合成的相關抑制劑調控細胞耗氧率。使用的活性偵測為兩種

可逆的螢光探針，能即時偵測細胞周圍 O2與 H+含量，得到細胞中耗氧率 OCR

（Oxygen Consumption Rate）與產酸率 ECAR（Extra Cellular Acidification Rate）

https://www.google.com.tw/search?q=Monolysocardiolipin+Acyltransferase&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj7sPvD7vDTAhVBjZQKHTEEAEwQvwUIIigA
https://www.google.com.tw/search?q=Monolysocardiolipin+Acyltransferase&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj7sPvD7vDTAhVBjZQKHTEEAEwQvwUIIigA
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的情況。OCR 值藉由偵測粒線體中電子傳遞鏈的耗氧率，起始偵測細胞粒線體

於基礎狀態時消耗氧氣效率，添加第一種藥物oligomycin為ATP 合成酶抑制劑，

結合 ATP 合成酶 Fo 質子通道的亞基，阻斷 H+回至粒線體內膜並抑制 ATP 的合

成 43，膜層間 H+濃度提升停止複合蛋白 IV 運作，下降的細胞耗氧率即為 ATP

合成耗氧量 43b 。之後添加第二種藥物 Carbonil cyanide p-triflourometh 

oxyphenylhydrazone （FCCP） 為一種解偶聯劑，作為 H+載體平衡粒線體內膜兩

側的 H+濃度，以減少內膜的膜電位，FCCP 提升 H+與 Na+在內膜的穿透性但不

影響 Ca2+的電位差，當 H+膜穿透提升使電子傳遞鏈於極限狀態下空轉，來評估

粒線體最大耗氧量 44,45,46。最後添加第三種藥物魚藤酮（Rotenone）抑制電子傳

遞鏈，抑制呼吸傳遞複合物 I將粒線體內膜中電子傳送到呼吸傳遞複合物 III，阻

斷 NADH脫氫酶和輔酶 Q之間的電子傳遞，終止整個電子傳遞機制，完全停止

粒線體的耗氧得到細胞耗氧的背景值 47。添加 3種藥物得到 4個階段的耗氧率，

耗氧率差異的意義如下圖所示（圖三）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三、粒線體呼吸耗氧率作用圖 

粒線體基礎耗氧率（Basal respiration）即為整體耗氧率扣除非粒線體呼吸作
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用。當加入 Oligomycin 停止 ATP 合成後，耗氧率下降測得 ATP 合成耗氧率（ATP 

production）。粒線體中非合成 ATP 用途的質子滲漏耗氧率（Proton leak）為粒線

體基礎耗氧扣除 ATP 合成耗氧率。加入 FCCP 的最大耗氧率扣除非粒線體耗氧

的呼吸作用極限為最大呼吸作用耗氧率（Maximal respiration），作為呼吸作用潛

力的指標，最大呼吸作用耗氧扣除基礎呼吸作用耗氧率即為呼吸作用備用耗氧率

（Spare capacity），添加 Rotenone以停止粒線體呼吸作用。細胞中電子傳遞鏈產

生 ATP 作為能量的來源，產生的 O2為電子傳遞中電子的最終接受者，因此可以

藉由耗氧率推測粒線體產能的速率，得到非粒線體呼吸作用耗氧率

（Non-mitochondrial respiration）。 

 

1.7 研究動機 

各項研究中皆證實缺乏 TAZ 基因的細胞模型中，提供細胞能量來源的粒線

體受到損傷，且粒線體內膜的心磷脂組成會產生變化，最終導致生物體死亡。現

今的醫療系統中提供基因治療或是給予藥物延緩症狀，然而細胞心磷脂的調控機

制作用部分尚未明確，因此我們使用更易表現的單倍染色體細胞模型，觀察細胞

粒線體形態差異，並轉染 TAZ 基因和添加合成心磷脂的原料 PG，再藉由基因表

達觀察細胞中心磷脂合成與水解的機制調控，期望達到一個治療的效果。我們使

用 TAZ 基因剔除的 Hap1ΔTAZ 細胞作為類似巴氏綜合症患者的初級細胞模型，

研究 Tafazzin 缺陷造成細胞粒線體損傷和基因表達的差異，當粒線體功能缺失會

導致細胞 CL組成改變並發現 CL合成減少，使 CL含量降低與 MLCL含量累積

而增加。為了觀察細胞粒線體 CL 合成與重塑機制，將 Tafazzin plasmid 進行

transfection至細胞中，當 Tafazzin基因送進細胞內，讓細胞轉錄 Tafazzin的mRNA，

使其 tRNA轉譯成蛋白質，細胞中製造出 Tafazzin 蛋白質後，再利用質譜儀鑑定

粒線體中 CL的組成，並配合 RT-PCR 偵測細胞中基因表達和細胞轉染 TAZ 基因

後，其細胞基因的表達與其他基因間交互作用，期望能在類似 BTHS 的患者細胞
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達到進一步的醫治。由於 CDP-DAG與 PG為心磷脂合成的原料，細胞缺乏時會

導致心磷脂含量降低。因此我們選擇添加 PG(18:1)2到ΔTAZ 細胞，給予細胞充

足的合成 CL 原料，觀察細胞中 CL 組成是否有所改變，並分析 CL 合成與水解

機制調節，觀察直接添加和成心磷脂的原料 PG 到細胞中是否影響細胞粒線體

CL合成，預期在ΔTAZ 細胞中的 CL合成能進行回復，且使 MLCL 含量減少降

低，達到給予 PG 使細胞心磷脂回復的改善效果。 
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第二章、 材料與方法 

2.1 Hap1 和ΔTAZ細胞培養 

使用細胞株為 Hap1 和ΔTAZ 人類類纖維細胞，以 90% 1 X DMEM

（Dulbecco`s Modified Eagle Medium，購自 Invitrogen，St.Louis MO）、10% FBS

（Fetal Bovine Serine，購自 Invitrogen，St.Louis MO）及 0.005% pen-Strep

（Penicillin-Streptomycin，購自 Invitrogen，St.Louis MO）配置細胞培養液，培

養於含有 5% CO2、溫度 37 ℃環境中。使用 1 X PBS（10 X PBS，購自 Invitrogen，

St.Louis MO）+1 mM EDTA（Ethylenediaminetetraacetic acid，購自 Invitrogen，

St.Louis MO）清洗細胞，再用蛋白水解酶 trypsin（購自 Invitrogen，St.Louis MO）

處理三分鐘後，取適量細胞放入新培養盤作為繼代。 

 

2.2 利用 Megabase-scale CRISPR/Cas9 將細胞 TAZ 基因 knockout 

使用 Megabase-scale CRISPR/Cas9（Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR-associated proteins）方法進行細胞 TAZ基因剔除，首

先將細菌的核酸內切酶 Cas9 與一個引導細胞找到目標位置大小 23nt guide 序列

和另一個 100＋nt scaffolding part 序列組成的 guide RNA（gRNA），將

CRISPR-Cas9 的 plasmid 和 gRNA GCAGGACTGGTGA 927TTGGACA934 的

plasmid 轉染到細胞內形成環狀結構為核糖核蛋白複合體，由 gRNA 序列中 5’

端位置前端 20nt 長度序列後面的三個核甘酸序列 PAM （Protospacer adjacent 

motif）會引導 Cas9 蛋白辨別宿主細胞中特定 Tafazzin 序列，進行細胞中的基因

刪除後，再通過非同源末端連接片段的 DNA 進行修復，以轉譯的方式在細胞中

達到基因編輯作用，再經由抗生素篩選後，使用 PCR 做 RNA測序基因表達（RNA 

sequencing），以全基因組測序（Whole-genome sequencing）來確定細胞中突變

Tafazzin 基因（表一），培養出 knockout 的細胞株作為本實驗所使用之初代細胞

模型（委託 Horizon Discovery，UK）。 



 

11 
 

表一、HAP1ΔTAZ 細胞 Knockout Tafazzin gRNA 序列。 

179  CACGCCCCTCATCACCGTGtCCAATCACCAGTCCTGCATGGA    221 

     CACg CCCCTCATCACCGTGt - - AAtCACCAGTCCTGC a TGGA 

      Ala Thr Pro Leu Ile Thr Val*** 

 

2.3 Hap1 和ΔTAZ蛋白質定量 

    以 Bradford protein－binding assay 的方法進行蛋白質定量，此定量方法利用

Coomassie Brilliant Blue G－250（購自 BIO-RAD，Hercules CA）與 G－250蛋白

質結合的特性。使用 1 mL 1 X PBS 均勻沖散以清洗細胞此兩次，取 100 µl（1/10

盤細胞）至 eppendorf 中，離心 3000 rpm 5分鐘，去除上清液留細胞 pellet，配

置 0.1% Triton （購自OmniPur，Germany），加入 100 µL 0.1% Triton至 eppendorf，

pipette混和均勻後再放入水浴槽震盪 5分鐘以破細胞，離心 10000 rpm 2 分鐘將

細胞殘渣離心，取上清液進行蛋白質定量。配置 Coomassie Brilliant Blue：DDW

（1：4）和 BSA （250 ng/mL）作定量標準曲線，並使用微盤分析儀（SpectraMax 

M Series Multi-Mode Microplate Readers）在 595 nm 波長下進行偵測。 

 

2.4 抽提 mRNA 

加入 TAZ plasmid 的細胞置於細胞培養箱培養 48小時後，將細胞置於冰上吸

除培養基，加入 500 µL PBS 清洗細胞並吸除，再加入 1 mL TRLzol （購自

invitrogen，St.Louis MO）將細胞刮起來吸取至 Eppendorf中，接著在室溫靜置 5

分鐘，加入氯仿（Chloroform）搖晃出現粉紅色分層，並於 4 ℃低溫離心（12000 

rpm，15 分鐘），取上清液到新的 Eppendorf，再加入 500 µL異丙醇（Isopropanol）

輕輕搖晃。於-20 ℃冰箱靜置 20分鐘後，室溫靜置 10分鐘，4 ℃低溫離心（12000 

rpm，15分鐘），去除上清液只留下 pellet，加入 75%乙醇（EtOH），4 ℃低溫離

心（9000 rpm，5 分鐘）再去除上清液，加入 20 µL DEPC 水，將 pellet 沖散，放

置 50 ℃水浴 5分鐘，室溫靜置 5 分鐘後，得到的 RNA於-20 ℃冰箱保存。 
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2.5 mRNA轉 cDNA 

使用 iScript cDNA Synthesis Kit （購自 BIO-RAD，Hercules CA）。抽提出的

mRNA依序加入 DEPC 水（Nuclease- free water 購自 invitrogen，St.Louis MO）、

RNA template（1 µg total RNA）、4 µL 5X iScript reaction mix 和 1 µL iScript reverse 

transcriptase，配製總體積為 20 µL，置於室溫 5分鐘。在水浴溫度設定為 42 ℃

恆溫 30 分鐘，再放置水浴 85 ℃下恆溫 5 分鐘，於-20 ℃冰箱保存 cDNA。 

 

2.6 Real-time quantitative PCR 

RT-PCR 使用「探針型」SYBR Green system Super Mix（購自 BIO-RAD，

Hercules CA），DNA 模板（ZGene Biotech Inc.，購自台灣），儀器條件設定為 95 

℃ 3分鐘使 DNA 模板雙股打開，95 ℃ 15 秒，Tm 60 ℃ 30秒使 primer黏上後，

開始依序進行 40 cycles 循環，65 ℃～95 ℃為Melting Curve。 

 

2.7 粒線體活性測定 

錐形瓶裝取 100 ml 已滅菌之去離子二次水，加入 DMEM 粉末 1.35 克，攪

拌至完全溶解，加入 2%血清，以 1N HCl 及 1N NaOH將培養液 pH 值調至 7.4，

以0.2 μm filter過濾培養液至血清瓶中，再分裝至50 mL離心管於4 ℃冰箱保存。

將細胞至於 96 well 孔盤，在將探針浸泡標準液放置培養箱含有 5% CO2，溫度

37 ℃環境中隔夜，上機前先將探針進行校正後，將細胞放入海馬能量測定儀

（Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer，購自 Seahorse Bioscience，Billerica 

MA），之後設定的條件於細胞孔盤上的孔洞分別加入偵測的藥物為 1 μM FCCP

（Carbonilcyanide p-triflouromethoxyphenylhydrazone，購自 Agilent，Santa Clara, 

CA 95051，United States）、1 μM Oligomysin 和 1 μM Rotenone（購自 Agilent，

Santa Clara, CA 95051，United States），最後使用蛋白質定量以校正細胞數。 
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2.8 使用 Tafazzin plasmid 轉染 Hap1ΔTAZ 細胞 

取約 3x106顆 Hap1細胞培養於含有 4 mL培養液的 60 mm 細胞盤中，等待

1小時細胞半貼覆盤面。加入 RocheX-teremGENE HP DNA Transfection Reagent

（購自 Roche Applied Science，Germany）與 5 µg Tafazzin DNA（體積比 2: 1），

於 37 ℃、5% CO2細胞培養箱培養 48小時後，將細胞收起。 

 

2.9 西方墨點法 Western blot 

使用 ΔTAZ 細胞加入 HP kit 與 TAZ plasmid 體積比 1：2經過 transfection 48

小時培養後，加入 200 µL RIPA buffer破細胞，並取 500 µg蛋白質與 5 X sample 

buffer（4：1），Marker使用Prestain Protein MarkerPart No. 00050917 （購自BioKit， 

S.A.），進行 SDS 實驗。上下膠電壓 90 V跑電泳 2小時，一級抗體使用 anti-DDK

（購自 Novus Biologicals，USA）1：2000，於 4 ℃下搖晃 16小時，再使用二級

抗體Mouse（IgG，購自 BIO-RAD，Hercules CA）1：2500於室溫搖晃 90分鐘。 

 

2.10 使用 TEM觀察 Hap1 和ΔTAZ細胞 

先以 1X PBS 將蓋玻片固定於 35 mm 細胞盤放置 UV下 24 小時。將細胞分

盤至 35 mm 細胞盤，細胞密度控制約 4x105顆細胞，培養在含有 5% CO2，溫度

37 ℃環境中 24小時。將玻片放入 2.5%戊二醛浸泡 1.5小時以固定細胞樣品，用

PBS（pH7.0）清洗兩次，添加 1% Osmium teraoxide 浸泡 1小時做二次固定，經

遞增濃度的酒精將樣品脫水，使用斯珀爾樹脂（Spurr resin）於 72 ℃下聚合 12

小時進行樹脂包埋後，用 Leica UC7 超薄切片處理程序再以銅網蒐集樣品，於 

100 kV加速電壓的 Hitachi HT-7700穿透式電子顯微鏡（TEM）下，觀察細胞粒

線體形狀。 
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2.11 Hap1ΔTAZ 多次添加 PG(18:1)2 

配置 25 mg/ml DOPG（Phosphatigylglycerol，18:1/18:1購自Avanti Polar Lipids 

Alabaster，AL）1 ml 溶於乙醇。取約 3x105顆 Hap1細胞培養於含有 4 ml 培養液

的 60 mm 細胞盤中，分別以 0小時與 24 小時添加兩次 50 μM 的 PG(18:1)2，置

入 37 ℃恆溫培養箱培育 48小時後，收取細胞進行 Bligh Dyer脂質萃取。 

 

2.12脂質萃取 Bligh Dyer48 

利用二氯甲烷 CH2Cl2：甲醇Methanol（1:1）比例進行分層，下層有機層即

為全脂質樣品。收細胞後加入 1 ml 1 X PBS 沖散細胞，離心（3000 rpm，2分鐘）

去除上清液，取 2 ml 甲醇至細胞樣品內混合均勻後取至玻璃試管內、加入 2 ml

二氯甲烷，加入 5 µl 的心磷脂標準品（CL14：0，25 μg/mL），冰水浴中 sonication

破細胞並離心（3000 rpm，5 分鐘），用玻璃滴管吸取下層到小樣品瓶中，用氮

氣 將 小 樣 品 瓶 內 溶 液 吹 至 快 乾 。 並 加 入 400 µL 回 溶 液

（Acetonitrile/2-propanol/H2O = 65:30:5）回溶後，使用 LC-MS 分析樣品。 

 

2.13固相萃取 SPE 

使用 3 ml DDW:MeOH （1:1）潤洗管柱，將經由 Bligh Dyer 萃取過的總脂

質生物樣品以 200 μL的MeOH 回溶並通過管柱，再以 2 mL MeOH:IPA 洗脫管

住至樣品瓶，用氮氣將 MeOH 吹乾，加入 400 μL 的 IPA 回溶後，使用 LC-MS

分析樣品。 

 

2.14 脂質樣品分析 

樣品經HPLC－ESI－Ion trap MS（High Performance Liquid Chromatography；

Electrospray Ionization-Mass spectrometry）進行脂質分析。HPLC 移動相系統：移

動相 A 分別為 ACN：H2O（60：40）、10 mM ammonium formate 和 0.1% formic 
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acid，移動相 B為 IPA：ACN（90：10）、10 mM ammonium formate 和 0.1% formic 

acid。移動相梯度：0－25分鐘為 60% A 與 40% B到 0% A與 100% B，並保持

100% B 到 40分鐘後，在 5分鐘內反至 60% A與 40% B，並保持 60% A與 40% 

B至 60分鐘。使用分離管柱為 Acclaim RSLC 120 C18 2.1 mm x 100 mm 2.2 μm 

column（購自 Thermo，USA），HPLC 分析流速為 0.2 mL/min、管柱溫度為 55 ℃。

資料處理均使用 Bruker DataAnalysis （ver.4.3）軟體取質量訊號之 EIC（Extracted 

ion chromatogram）面積來做半定量分析。 

 

表二、質譜儀參數設定 

ESI設定參數  

Charge mode Negative mode 

Nebulizer 25  Psi 

Dry gas 8  L/min 

Dry temp. 325 ℃ 

Mass range 1000-1600  m/z 

 

  



 

16 
 

第三章、 結果 

3.1 TEM電子顯微鏡 

Hap1細胞經過脫水處理與樹脂包埋後切片製成銅網，使用 Hitachi HT-7700

透射電子顯微鏡觀察之電子顯微鏡圖（圖四）。觀察 Hap1 細胞整顆細胞與細胞

核，以及散佈在細胞核周圍的粒線體（圖四 A）。將粒線體放大 10000 倍之電子

顯微鏡圖中可以觀察到細胞中完整的橢圓形狀的粒線體，且粒線體內膜皺褶為平

滑的形狀，此為 Hap1 細胞粒線體形狀（圖四 B、圖四 C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四、電子顯微鏡觀察 Hap1細胞切片圖 

圖 A為經過樹脂包埋後，切片染色製成銅網使用電子顯微鏡觀察 1000倍之

全細胞切片圖。圖 B 和圖 C 為經過樹脂包埋後，切片染色製成銅網使用電子顯

微鏡觀察放大 10000 倍之粒線體切片圖。 
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Hap1ΔTAZ細胞經過脫水處理與樹脂包埋後超薄切片做成銅網，使用Hitachi 

HT-7700透射電子顯微鏡拍照之電子顯微鏡圖（圖五）。觀察 Hap1ΔTAZ 細胞整

顆細胞形狀與細胞核，可以觀察到散佈於細胞中的粒線體（圖五 A）。以及將粒

線體放大 10000倍電子顯微鏡圖，發現粒線體在細胞中密度較高且聚集在細胞核

周圍，而在細胞中部分的粒線體形狀產生變化，粒線體內膜皺褶為不平整的形狀

且產生類似氣泡的內膜在一起堆積（圖五 B和圖五 C）。 

推測 TAZ 基因被剔除時無法進行醯基轉移酶的功能以重塑心磷脂，造成細

胞的粒線體內膜產生改變，使細胞粒線體功能產生變異，此為 Hap1ΔTAZ 細胞

粒線體形狀。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五、電子顯微鏡觀察 Hap1ΔTAZ 細胞切片圖 

圖 A為經過樹脂包埋後，切片染色製成銅網使用電子顯微鏡觀察 1000倍之

全細胞切片圖，圖 B 和圖 C 為經過樹脂包埋後，切片染色製成銅網使用電子顯

微鏡觀察放大 10000 倍之粒線體切片圖。 
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3.2 海馬能量測定儀 

使用海馬能量測定儀檢測 Hap1 細胞與 ΔTAZ 細胞耗氧率（pmole/min），細

胞數除以蛋白質定量作定量標準化得到細胞耗氧率（圖六）。將 Hap1 細胞和Δ

TAZ 細胞放置無 CO2環境的培養基測得細胞基礎呼吸耗氧率，並將標準化數值為

100 pmole/min/μg protein，添加 Oligomycin 抑制電子傳遞鏈中 F1F0合成 ATP 路

徑後，造成細胞呼吸傳遞率降低，Hap1 細胞與 ΔTAZ 細胞 OCR 值皆下降到 40 

pmole/min/μg protein。添加 FCCP 讓粒線體進行空轉以達到最大極限運作，此時

Hap1細胞 OCR 值上升到 120 pmole/min/μg protein，ΔTAZ 細胞 OCR值則上升到

60 pmole/min/μg protein。最後加入的 rotenone 會抑制電子傳遞鏈 I到電子傳遞鏈

III 作用，關閉細胞呼吸作用使 OCR 值降到最低，Hap1 細胞 OCR 值下降到 40 

pmole/min/μg protein，ΔTAZ 細胞 OCR 值下降到 20 pmole/min/μg protein。 

比較 Tafazzin knockout 後造成細胞的粒線體活性變化，在基礎呼吸代謝時

OCR 皆為 100 pmole/min/μg protein，當 Hap1 細胞添加 FCCP 時達到最大運作極

限，而ΔTAZ 細胞粒線體電子傳遞鏈作用比基礎呼吸率低，可能是因為ΔTAZ 細

胞粒線體功能損傷或是添加的藥物 FCCP 對ΔTAZ 細胞粒線體進行二次傷害，造

成細胞粒線體的空轉極限效率比基礎呼吸代謝還低。得知 Hap1 細胞添加 FCCP

後 OCR 值增加一倍，且對粒線體進行刺激後的測試中推測ΔTAZ 細胞因粒線體

內膜形狀的改變，影響細胞運作極限。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

19 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖六、Hap1 和ΔTAZ 細胞粒線體耗氧率圖 

即時偵測耗氧率(oxygen consumption rate，OCR)在時間點，20 分鐘加入

oligomycin，40 分鐘加入 FCCP，60 分鐘加入 rotenone 後，Hap1 細胞（黑線）

與ΔTAZ 細胞（虛線） 連續偵測 13個時間點的折線圖。 

 

3.3 Hap1 和ΔTAZ細胞 CL之 LCMS圖 

細胞經過Bligh Dyer全脂質萃取後使用高效能逆相層析儀質譜分析。（圖A）

Hap1細胞中 CL分成主要五簇 CL佔細胞總 CL總含量 100 %。（圖 B）ΔTAZ 細

胞中 CL降低而MLCL 增加，CL佔細胞 CL總含量 50 %，ΔTAZ 細胞 CL組成

比例不同，而MLCL 含量在細胞中增加一倍。 

當 TAZ 基因剔除時心磷脂無法進行重塑的功能，在合成 CL後會走向水解

CL的路徑，經由水解蛋白將 CL水解成 MLCL，因此可以藉由質譜圖觀察在Δ

TAZ 細胞中MLCL的含量上升而 CL的含量降低。 

 

 

 

 

 



 

20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、Hap1 和 ΔTAZ 細胞相對 CL與MLCL質譜圖 

圖 A為 Hap1 細胞經過 Bligh Dyer方式萃取細胞 CL，經過 LC MS 分析後細

胞MS 圖，圖 B為ΔTAZ 細胞經過 Bligh Dyer 方式萃取細胞 CL，經過 LC MS 後

的細胞MS 圖。 

 

3.3.1 心磷脂鑑定 

有鑑於 CL其獨特的結構與電價，細胞經過 Bligh-Dyer全脂質萃取後經由高

效能逆相層析儀質譜分析（圖八）。於 TIC（Total ion chromatogram）圖譜中看到

心磷脂標準品（C14:0）於 30分鐘被沖提出來，其分子量為 1239 m/z，以此為基

準點，分析樣品中 CL的沖提時間約為 33 分鐘到 39 分鐘，且 CL在質譜儀中以

負電價模式偵測，大部分的 CL分佈在 1200-1600 Da。其中，心磷脂上的脂肪酸

鏈（Fatty acyl chains）的碳數不盡相同，因此在質譜圖中分析區段分成五個群落，

這五個群落包含不同的雙鍵數（Double bond）的 CL。使用高效能液相層析儀偵
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測多種類的 CL，由於分子量的訊息不足夠辨別 CL 上的脂肪鏈結構與組成，因

此進一步使用串聯式質譜（MS/MS）子離子模式，分析細胞中各種 CL的組成與

結構。在串聯式質譜儀中心磷脂結構會有較容易被裂解的區域，以 1403 m/z 為

例（圖八 B），心磷脂在經過裂解後出現 254 m/z、280 m/z、417 m/z 和 673 m/z

等訊號，又 16:0的脂肪酸鏈分子量為 255 m/z，連接一個甘油骨架與磷酸根的 18:1

脂肪酸鏈分子量為 417 m/z，而分子量 673 m/z 則是由一個 18:1 和一個 16:0 的脂

肪酸鏈與一個甘油骨架和磷酸根所組成（圖八 A），藉由此方法辨別分析細胞中

心磷脂的組成。                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖八、質譜鑑定 CL組成圖 

（圖八 A）16:0 的脂肪酸鏈分子量為 255 m/z，連接一個甘油骨架與磷酸根

的 18:1脂肪酸鏈分子量為 417 m/z，而分子量 699 m/z則是由一個 18:1和一個 16:0

的脂肪酸鏈與一個甘油骨架和磷酸根所組成。（圖八 B）為 1454 m/z 質譜圖，CL

在經過裂解後出現 254 m/z、280 m/z、416 m/z 和 699 m/z 等訊號。 

 

3.3.2 Cardiolipin 定量分析 

Hap1 細胞和ΔTAZ 細胞經過脂質萃取後使用逆向層析分離與串聯質譜結構

鑑定，得到的 CL種類如（表三）所列，以 1447 m/z 為例，C72:8表示 CL的四

條醯基鏈碳數總和為 72 雙鍵數總和為 8，MS2 鑑定種類至少有(18:2)(18:2)/ 
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(18:2)(18:2)1*及(16:1)(18:1)/ (16:1)(18:0)2*和(16:1)(16:0)/ (18:1)(18:1)2三種，1 為

Hap1細胞 CL組成，2 為ΔTAZ 細胞組成，若標記＂＊＂號表示為最主要的組成

種類。在逆相層析滯留時間 33-39分鐘的質譜圖中初步篩選出分子量與計算值相

同的 30 個目標，並以 MS2 鑑定出 25 種不同種類的 CL，Hap1 細胞主要的 CL

種類為 CL68、CL70 和 CL72，其中 C70:4 含量最多。ΔTAZ 細胞主要的 CL 種

類為CL68與CL70，其中C70:3含量最多。整體CL的醯基鏈長度大多以Acyl16、

Acyl18 為主，Acyl16 的雙鍵數介於 0-1，Acyl18 的雙鍵數介於 1-2，相對不飽和

的(18:3)與(20:3)較少出現，尚未鑑定出多不飽和的醯基鏈。 
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表三、HAP1＆ ΔTAZ細胞中的 CL種類 

Species m/z Formula Species m/z Formula 

C56:0 1239.5 (14:0)(14:0)(14:0)(14:0) C72:8 1447.6 (18:2)(18:2)(18:2)(18:2)1* 

C64:3 1345.5 (16:2)(14:0)(16:1)(18:0) (16:1)(18:1)(16:1)(18:0)2* 

C64:2 1346.7 (16:1)(14:0)(16:1)(18:0) (16:1)(16:0)(18:1)(18:1)2 

C68:8 1392.2 (16:1)(16:1)(36:5)a C72:7 1449.6 (18:2)(18:2)(18:2)(18:1) 

C68:7 1393.4 (16:1)(16:1)(18:2)(18:3)1 C72:6 1451.6 (18:2)(18:2)(18:1)(18:1) 

(16:1)(16:1)(16:1)(20:4)2 C72:5 1453.6 (18:2)(18:1)(18:1)(18:1) 

C68:5 1397.6 (16:1)(16:2)(18:1)(18:1)1 C72:4 1455.6 (18:1)(18:1)(18:1)(18:1) 

(16:1)(16:1)(18:2)(18:1) C72:3 1456.7 (18:1)(18:1)(16:1)(20:0)2 

C68:4 1399.6 (16:1)(16:1)(18:1)(18:1)1 C74:8 1475.6 (18:1)(20:3)(18:2)(18:2) 

C68:3 1401.6 (16:1)(18:1)(16:1)(18:0) C74:7 1477.6 (18:1)(20:3)(18:1)(18:2) 

(16:1)(16:0)(18:1)(18:1) C74:6 1479.7 (18:1)(18:1)(18:1)(20:3) 

C68:2 1403.6 (16:0)(18:1)(16:0)(18:1)2 C74:10 1473.1 (18:1)(18:1)(16:1)(22:6)2 

C70:6 1423.6 (18:1)(18:1)(16:0)(18:4)2 C74:9 1474.0 (18:1)(18:3)(18:0)(20:5)2 

C70:5 1425.6 (18:1)(18:1)(16:1)(18:2)1 *:main species           

a:predicted formula 

1:HAP1 Cell only 

2:ΔTAZ Cell only 

  

  

(18:1)(18:1)(16:0)(18:3)2 

C70:4 1428.4 (16:1)(18:1)(18:1)(18:1) 

C70:3 1429.6 (16:1)(18:0)(18:1)(18:1)1 

(16:0)(18:1)(18:1)(18:1)2 

C70:2 1431.3 (16:0)(18:1)(18:1)(18:0)2 
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表四、ΔTAZ 細胞中的MLCL種類 

Species m/z Formula Species m/z Formula 

C50:5 1132.2 (18:0)/(32:5)a C56:7 

 

1212.5 

 

(18:1)(18:1)/(20:5)* 

(24:0)/(26:5)a* (18:0)/(38:7)a 

C50:3 1136.4 (16:1)(18:1)/(16:1) C56:6 1213.5 (18:1)(18:1)/(20:4)* 

(18:1)(18:1)/(14:1)* (22:4)/(34:2)a 

C50:2 1137.5 (16:0)(16:1)/(18:1)* C56:6 1214.4 (20:2)(18:1)/(18:3)* 

(16:0)(16:0)/(18:2) (18:1)(18:1)/(20:4) 

(18:1)(18:1)/(14:0) (18:0)/(38:6)a 

C52:4 1163.5 (16:0)(18:1)/(18:3) C56:5 1215.5 (18:2)/(38:2)a 

C52:3 1164.2 (16:1)(18:1)/(18:1) (18:1)/(38:3)a* 

C52:2 1165.5 (16:0)(18:0)/(18:2) C56:4 1217.4 (18:0)(18:0)/(20:4)* 

C52:1 1166.3 (16:0)(18:1)/(18:0) (18:2)/(38:2)a 

C53:4 1175.7 (18:0)/(34:4)a (20:0)/(36:4)a 

C53:3 1177.5 (17:1)/(36:2)a* C58:5 1238.4 (18:1)/(40:4)a 

(18:1)/(35:2)a *:main species 

a:predicted formula 

 

C54:6 1186.4 (16:0)(20:3)/(18:3)* 

(18:1)(22:5)/(14:0) 

C54:5 1187.4 (18:1)(20:0)/(16:4) 

(16:0)/(38:5)a* 

C54:4 1189.5 (16:0)(18:1)/(20:3) 

C54:3 1191.5 (18:1)(18:1)/(18:1)* 

(16:0)(20:3)/(18:0) 

(17:0)/(37:3)a 

C54:2 1194.4 (18:1)(18:0)/(18:1) 
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3.3.3 Hap1 和ΔTAZ細胞 CL與 MLCL總量 

計算各組實驗處理的 CL與MLCL總量（圖九），細胞中 CL和MLCL的半

定量計算公式如下： 

 

每個細胞的 CL(MLCL)總含量(fmole)= 

 

所有 CL(MLCL)的 EIC 積分面積加總

內標準品 EIC 積分面積
×內標準品含量÷細胞數(fmole) 

 

Hap1細胞平均每個細胞中經過鑑定的 CL總量約為 3.28 fmole，每個細胞中

鑑定的MLCL總量約為 0 fmole。ΔTAZ 細胞中 CL的總量為 0.90 fmole，MLCL

的總量上升為 0.016 fmole，CL/MLCL的比值為 56.5倍。ΔTAZ 細胞中 CL總量

降低，MLCL的含量增加，推測 Tafazzin 蛋白對細胞本身的心磷脂醯基鏈重塑造

成 CL不同的組成，之後進行 transfection Tafazzin 觀察細胞 CL變化。 

 

 

 

 

 

圖九、Hap1細胞和ΔTAZ 細胞中 CL與 MLCL總量圖 

Hapl 細胞和ΔTAZ 細胞培養 24小時後，加入定量內標準品 CL（14:0）使用

Bligh Dyer 方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品使用 Extracted-ion 

chromatogram（EIC）、Peak intensity 的強度進行相對定量，單顆細胞中 CL 與

MLCL總量圖。 
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3.3.4 Hap1 細胞與ΔTAZ細胞 CL組成之影響 

Hap1 細胞和ΔTAZ 細胞經過脂質萃取後使用逆相層析分離與串聯質譜儀，

分析細胞中 CL 和 MLCL 組成與差異。Hap1 細胞中 CL(70:4)CL(72:5)CL(72:6)

和 CL(72:7)高雙鍵數的 CL 含量比ΔTAZ 細胞多，中碳鏈 CL(70:4)CL(68:3)和

CL(68:7)隨雙鍵數增加也有相同的表現，其中 CL(70:4)占最高比例，其組成為

CL(16:1)(18:1)/ (18:1)(18:1)，次高比例的CL(68:3)為CL(16:1)(18:1)/ (16:1)(18:0)，

整體 CL組成的醯基鏈以 Acyl16、Acyl18 為主，Acyl18 的含量略多於 Acyl16。

ΔTAZ 細胞中 CL(68:2)、CL(70:3)、CL(70:2)、CL(72:4)和 CL(72:3)等多個種類的

心磷脂明顯增加，推測ΔTAZ 細胞中的 CL 組成偏向 Acyl16。在ΔTAZ 細胞的

CL種類中，CL(70:2)的組成 CL(16:0)(18:1)/ (18:1)(18:0)中有 2個對稱於不同側的

Acyl(18:1)，次高的 CL組成(16:0)(18:1)/ (16:0)(18:1)的 CL(68:2)最多，Acyl18 含

量略多於 Acyl16。 

經由質譜觀察 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中 CL 組成醯基鏈改變，發現ΔTAZ

細胞中 CL醯基鏈的飽和度增加，推測缺乏 TAZ時無法將 CL飽和醯基鏈置換成

不飽和的醯基鏈。 

 

 

 

 

 

 

 

圖十、Hap1 W.T.細胞和ΔTAZ 細胞 24種 CL的組成比率圖。 
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Hapl 細胞和ΔTAZ 細胞培養 24hr 後，加入定量內標準品 CL（14:0）使用

Bligh Dyer 方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品使用 Extracted-ion 

chromatogram（EIC）、Peak intensity的強度進行相對定量圖，所得總細胞 CL 種

類含量圖。 

 

3.4 RT-PCR 

利用RT-PCR分析Hap1W.T.細胞與ΔTAZ細胞中相關的基因mRNA表現量，

實驗所選擇的 mRNA 與 CL 合成、重塑、水解、能量代謝以及細胞凋亡和細胞

發炎反應相關，引子設計如（表五）。 

表五、Real-time quantitative PCR 引子設計 

GeneID AccessionNumber ForwardOligoSequence 5’-3’ ReverseOligoSequence 5’-3’ ProductSize（bp） Temp（℃） IntronSpanning 

CDS1 NM_001263 CACCAGCGACAAAGAAAC  AGGATGGTGGAATTTCCG  89 73.9 yes 

PGS1  NM_024419 GAACAGGAGCTGGTGGAC CTAAGAGAATGGAGACCTTGAGAT 91 76 yes 

CRLS1 NM_001127458 AGCAGTCCAGTTAATCTT TTATCACCTGAACAGTCTT 161 78 yes 

LCLAT1 NM_001002257 TGCTTGTCACAGAATCAT CCAATAATGCCACAGGTA 191 79.2 yes 

TAZ NM_000116 AAGGGAAAGTGAACATGA AGATGACACTCAGCAATC 76 76.5 yes 

FADS2 NM_001281501 TTTGTTTGTGTGTGCGTGTT GCGGAAGGCATCCTGTTG    76 79.2 yes 

PLA2G6 NM_001004426 GACCGAGATCCATGAGTA ACAACGATGGAGAGTTTC 78 78 yes 

PNPLA8 NM_015723.4 GGGTGAGTATTGATAACAG GAATAATTCTTTCCTTGACAG 152 － yes 

PLD3 NM_012268 TGATGTACCAGGAGCTGAAG TTCCACGCCTCAATCTCA 76 79.2 yes 

ATP5A1 NM_001001935 AACTGATTATTGGTGACCGACAG GGCAACAGTGGATCTCTTTTGA 149 62.1 yes 

SDHA NM_001294332 TGTTGCAGCACAGCTAGAA CATATCGCAGAGACCTTCCA 191 － yes 

CYCS NM_018947 TTCAACACCTCTCACATCTTACAG  GCACCATTCCCAATCAAATACAC  180 74.4 yes 

BID NM_001196 AATAGAGGCAGATTCTGAAAGTCA      GCTACGGTCCATGCTGTC   88 79.1 yes 

PLSCR3 NM_001201576 AATTCCTGGTGCAGATTGAT CGCAGTTCATACCGATTACA 97 77.8 yes 

PTGS1 NM_000962 CCTTGACCGCTACCAGTGTGA GTCCACAGGCCAGGGATGG 75 82.7 yes 

PTGS2 NM_000963.3 TAAGTGCGATTGTACCCGGAC TTTGTAGCCATAGTCAGCATTGT 250 － yes 

ALOX5 NM_000698 CTGTTCATCAACCGCTTCA GACCCGCTCAGAAATAGTG 105 76.8 yes 

GAPDH NM_001289745 CACCGTCAAGGCTGAGAAC GAGGGATCTCGCTCCTGG 75 77.8 yes 
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Ct 值（Threshold cycle）是指 PCR 反應樣本擴增之生成量能夠通過閾值

（Threshold）之相對應 cycle number，分析軟體 auto Ct 以 3-15 cycles 的螢光訊

號標準差 10倍作為閾值，Ct 值越小起始複製數越多。將目標 mRNA相對定量需

要三個數值，基準點（Calibrator）、實驗點及內部校正點（Internal control）。實

驗控制組為基準點，參考基因（ Reference gene）為內部校正點，以

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （GAPDH）為參考基因，計算公式： 

∆Ct=目標基因 Ct −參考基因 Ct 

實驗點與基準點之間的相對倍率為 2(-ΔCt)，得到 mRNA的相對倍率數據圖表（圖

十一至圖十三）。 

 

3.4.1 CL 合成與 CL重塑相關蛋白 mRNA表達量 

利用 RT-PCR 分析 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞中相關的基因 mRNA表現量，控

制組為 Hap1 細胞與實驗組ΔTAZ 細胞。分析 CDS1 表達量，由於ΔTAZ 細胞表

達量誤差值增加，與 Hap1 細胞比較並無明顯變化。PGS1 表達量ΔTAZ 細胞與

Hap1 細胞相比下降為 0.6 倍，推測ΔTAZ 細胞 PGS1 表達量減少。CRLS 表達量

在ΔTAZ 細胞表達量降低 0.57 倍，推測ΔTAZ 細胞 CRLS1 表達量減少。TAZ 表

達量部分由於ΔTAZ細胞表達量降低 0.36倍，推測ΔTAZ細胞 TAZ表達量減少。

LCLAT1的表達量在ΔTAZ 細胞與 Hap1細胞相比下降為 0.5倍，推測ΔTAZ 細胞

LCLAT1 表達量減少。而 FADS2 表達量在ΔTAZ 細胞與 Hap1 細胞相比則沒有明

顯的變化。 

分析細胞能量代謝中 mRNA 表達量，ΔTAZ 細胞中 PGS1 基因與 CRLS1 基

因表現降低，證實初期在ΔTAZ 細胞中 PG 合成減少，且 CL 的合成降低。而

LCLAT1 基因表達量下降，可能會使具三條醯基鏈的 MLCL 無法重塑成四條醯

基鏈的 CL。 
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圖十一、Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中 CL 合成與 CL 重塑相關蛋白 mRNA 表達量

圖 

由左而右依序為Hap1細胞與ΔTAZ細胞，經過抽取mRNA後反轉錄cDNA，

藉由 RT-PCR 分析放大曲線，內校正使用 GAPDH做為參考基因。CDS1在 Hap1

細胞與ΔTAZ 細胞相對比率。PGS1 在 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞相對比率。CRLS

在Hap1細胞與ΔTAZ細胞相對比率。TAZ在W.T.細胞與ΔTAZ細胞中相對比率。

LCLAT1在 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞相對比率。FADS1在 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞

相對比率。（統計皆以 T－test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 

 

3.4.2 CL 水解和細胞發炎反應相關蛋白 mRNA 表達量 

分析 CL水解相關蛋白 mRNA表達量 PLD3表達量在ΔTAZ 細胞比 Hap1細

胞增加 0.5倍。ΔTAZ細胞組與 Hap1細胞組中 PLA2G6表達量相比增加了 2倍。

ΔTAZ 細胞組與 Hap1 細胞組中 PNPLA8 表達量相比增加了 2倍。細胞發炎相關

蛋白 mRNA 表達量 PTGS1 表達量由於ΔTAZ 細胞表達量誤差值增加，與 Hap1
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細胞比較並無明顯變化。PTGS2表達量在ΔTAZ細胞表達量下降為 Hap1細胞 0.4

倍。ALOX5表達量在ΔTAZ 細胞比 Hap1 細胞增加 2.4倍。 

CL水解相關基因PLA2G6、PNPLA8和PLD3表達量在ΔTAZ細胞中皆增加，

表示ΔTAZ 細胞可能比 Hap1細胞具有更高的水解 CL效率。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十二、Hap1 細胞組與ΔTAZ 細胞 CL水解和細胞發炎的相關蛋白 mRNA 表達

量圖 

由左而右依序為 Hap1細胞、ΔTAZ細胞，經過抽取mRNA後反轉錄 cDNA，

藉由 RT-PCR 分析放大曲線，內校正使用 GAPDH做為參考基因。PLD3在 Hap1

細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。PLA2G6 在 W.T.細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。

PNPLA8 在 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。PTGS1 在 Hap1 細胞與ΔTAZ

細胞中相對比率。PTGS2在 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。ALOX5在 Hap1

細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。（統計皆以 T－test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** 

≤ 0.001）。 
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3.4.3能量代謝與細胞凋亡相關蛋白 mRNA 表達量 

分析細胞能量代謝基因 ATP5A1 表達量在ΔTAZ 細胞與 Hap1 細胞相比增加

0.3倍。SDHA表達量由於 Hap1細胞表達量誤差值增加，與 Hap1 細胞相比變化

不明顯。細胞凋亡相關基因 CYCS 表達量在ΔTAZ 細胞下降為 Hap1 細胞的 0.5

倍。BID 表達量ΔTAZ 細胞上升為 W.T.細胞的 1.4 倍。PLSCR3 表達量在ΔTAZ

細胞上升為 Hap1 細胞的 1.2倍。 

觀察細胞能量代謝基因 ATP5A1 表達量增加，推測 Hap1 細胞產生的能量比

ΔTAZ 細胞多。推測剔除 TAZ 後影響細胞中 CL 組成與粒線體，因此 ΔTAZ 細胞

的細胞凋亡基因 BID 和 PLSCR3 在 ΔTAZ 細胞中表達量增加。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十三、 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞 CL能量代謝與細胞凋亡相關蛋白 mRNA表達

量。 

由左而右依序為 Hap1細胞、ΔTAZ細胞，經過抽取mRNA後反轉錄 cDNA，

藉由 RT-PCR分析放大曲線，內校正使用 GAPDH做為參考基因。ATP5A1在 Hap1

細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。SDHA 在 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。

CYCS 在 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。BID在 Hap1細胞與ΔTAZ 細胞中
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相對比率。PLSCR3 在 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中相對比率。（統計皆以 T－test

計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 

 

3.5 Hap1ΔTAZ細胞 transfection TAZ使用 Western Blot 偵測蛋白轉染 

利用抗體專一結合抗原蛋白質的原理，並通過分析位置和深度，其特定蛋白

質在細胞中的表現情況，第一條 lane 位置為 marker，第二條 lane 位置以ΔTAZ

細胞作為Ctrl組，第三條 lane是位置ΔTAZ細胞轉染 TAZ培養 48小時後的ΔTAZ

細胞上清液，第四條ΔTAZ細胞轉染 TAZ培養 48小時後細胞膜，從膜上的marker

中 28到 35 kDa位置中有一條 33.5 kDa的 band即為 TAZ蛋白，而 Ctrl 組和上清

液則沒有出現，代表 TAZ 轉染成功細胞產生 TAZ蛋白，且 TAZ蛋白位於細胞膜

上。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十四、轉染 TAZ 後的ΔTAZ 細胞質 membeance圖。 

Control 組為 Hap1ΔTAZ 細胞膜，ΔTAZ 細胞 transfection Tafazzin 培養 48

小時後收細胞進行蛋白質定量。進行 SDS page，一級抗體使用 Tag（DDK）1：

2000，二級抗體 anti-Rat 1:7500。 
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3.6 Hap1ΔTAZ細胞經轉染 TAZ後對 CL和MLCL 組成之影響 

ΔTAZ 細胞中 CL的總量為 0.90 fmole，MLCL的總量上升為 0.016 fmole，

CL/MLCL的比值為 56.3倍。ΔTAZ轉染 TAZ後細胞中 CL的總量為 2.89 fmole，

MLCL的總量上升為 0.022 fmole，CL/MLCL 的比值為 131倍。ΔTAZ 細胞經過

轉染 TAZ 後細胞中 CL總量上升，而MLCL 總量則無變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十五、 ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 之 CL與 MLCL總量圖 

HaplΔTAZ 細胞轉染 TAZ 培養 48小時後，加入定量內標準品 CL（14:0）使

用 Bligh Dyer方法進行總脂質萃取，由 LC-MS測得的分析樣品使用 Extracted-ion 

chromatogram（EIC）、Peak intensity的強度進行相對定量圖，單顆細胞中 CL與

MLCL總量圖。 

 

3.6.1 Hap1ΔTAZ細胞經轉染 TAZ對 CL組成之定量分析 

Hap1ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 培養 48小時後，再經過脂質萃取後使用逆相層析

分離與串聯質譜分析細胞中 CL 含量組成，發現其中 CL(68:3)、CL(68:2)和

CL(70:3)這三個 CL主要由 Acyl(18:1)組成，其中 4個 Acyl(18:1)的 CL(72:4)增加

最多，整體的 Acyl18 明顯上升而 Acyl16 相對下降，飽和度則趨向含 4個雙鍵的

種類，表示經過轉染 TAZ 基因後，TAZ蛋白進行醯基轉移酶功能，將 Acyl(18:1)

組成 CL 或重塑機制中。CL(68:7)的組成中有 3 個 Acyl(16:1)，轉染 TAZ 基因後

CL(68:3)、CL(68:2)、CL(70:2)與 CL(72:3)的含量減少。 
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圖十六、 Hap1ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中 24種 CL組成比率圖。 

Hap1ΔTAZ 細胞與轉染 TAZ 到ΔTAZ 細胞培養 48小時後，加入定量內標準

品 CL（14:0）使用 Bligh Dyer方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品

使用Extracted-ion chromatogram （EIC）、 Peak intensity的強度進行相對定量圖，

所得總細胞 CL species 含量圖。 

 

3.6.2 Hap1ΔTAZ細胞經 transfection TAZ 後MLCL 組成之定量分析 

Hap1ΔTAZ 細胞與轉染 TAZ 到ΔTAZ 細胞培養 48小時，經過脂質萃取與固

相萃取後，使用逆相層析分離與串聯質譜分析細胞中 CL含量組成，其中由(18:1)3

組成的 MLCL(54:3) 含量在經過轉染 TAZ 後含量降低，由(18:1)2(18:0)組成的

MLCL(54:2)含量則是增加。 

證實經過轉染後的細胞中 TAZ 具有醯基轉移的功能，且偏向醯基鏈(18:1)

組成的MLCL飽和度改變，將醯基鏈(18:1)置換成(18:0)，達到重塑醯基的功能。 
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圖十七、 Hap1ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中 20種MLCL組成比率圖 

Hap1ΔTAZ 細胞與轉染 TAZ 到ΔTAZ 細胞培養 48小時後，加入定量內標準

品 CL（14:0）使用 Bligh Dyer方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品

使用 Extracted-ion chromatogram（EIC）、Peak intensity的強度進行相對定量圖，

所得總細胞MLCL species 含量圖。 

 

3.7 CL 重塑與與能量代謝和發炎反應與細胞凋亡相關 mRNA表達量 

分析CL重塑相關蛋白mRNA表達量LCLAT1表達量與ΔTAZ細胞分析比較，

由於ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後表達量誤差值增加，與ΔTAZ 細胞比較無明顯變化。

細胞能量基因ATP5A1表達量ΔTAZ細胞轉染TAZ後與ΔTAZ細胞相比沒有變化。

細胞凋亡基因 CYCS 表達量在與ΔTAZ 細胞比較分析中，轉染 TAZ 比較ΔTAZ 細

胞增加 4 倍。BID 表達量在ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後增加 0.7 倍，PLSCR3 表達量

無明顯變化。細胞發炎基因 ALOX5 表達量ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後

相比沒有明顯的變化。 

觀察重塑MLCL的 LCLAT1 基因表達在ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後沒有改變，

推測轉染 TAZ 後不會影響。細胞凋亡基因 CYCS 和 BID表達量增加，可能是Δ

TAZ 細胞轉染 TAZ 後，促發凋亡因子使細胞凋亡相關基因表達增加。 

 



 

36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十八、ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 的相關蛋白 mRNA表達量圖 

ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞轉染 TAZ，經過抽取 mRNA後反轉錄 cDNA，藉由

RT-PCR 分析放大曲線，內校正使用 GAPDH 做為參考基因。由左而右依序為

LCLAT1 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。ATP5A1 在Δ

TAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。CYCS 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ

細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。BID在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細

胞中相對比率。PLSCR3在ΔTAZ細胞和ΔTAZ細胞轉染TAZ後細胞中相對比率。

ALOX5 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。（統計皆以 T－

test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 

 

3.7.1 CL 合成與 CL水解和 CL重塑相關 mRNA表達量 

PGS1調控 PG 合成，PGS1表達量在與ΔTAZ細胞比較的分析中，ΔTAZ 細

胞表達量誤差值增加，與ΔTAZ 細胞轉染 TAZ比較無明顯變化。CRLS1為合成

CL的重要蛋白，其基因表達量在ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後與ΔTAZ 細胞相比增加

4倍。PLA2G6水解 CL相關蛋白表達量在與ΔTAZ 細胞比較的分析中，ΔTAZ

細胞轉染 TAZ 後表達量誤差值增加，與ΔTAZ細胞無明顯變化。PNPLA8水解

CL相關蛋白表達量在ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後無明顯變化。PLD3水解 CL相關
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PLD家族蛋白表達量ΔTAZ細胞與ΔTAZ細胞轉染TAZ後相比沒有明顯的變化。 

經過質譜鑑定轉染 TAZ後ΔTAZ 細胞，CL與 MLCL含量並沒有完全回復到

W.T.細胞的 CL含量。其中較特別的是，實驗中ΔTAZ 細胞經過轉染後，合成心

磷脂的 CRLS1 基因增加，推測 CRLS1 基因被大量被表達的原因，可能是在具有

TAZ 功能的細胞中，需要更多的 CL作為進行醯基轉移化的原料。由於 CL水解

路徑的基因 PLA2G6 與 PNPLA8和 PLD3 表達量皆沒有變化，證實質譜的觀察Δ

TAZ 細胞經過 TAZ 轉染後，細胞中MLCL含量不變。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十九、 ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞轉染 TAZ的相關蛋白 mRNA 表達量圖 

ΔTAZ 細胞、ΔTAZ 細胞轉染 TAZ，經過抽取 mRNA後反轉錄 cDNA，藉由

RT-PCR分析放大曲線，內校正使用GAPDH做為參考基因。由左而右依序為PGS1

在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。CRLS1 在ΔTAZ 細胞和

ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。PLA2G6在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉

染 TAZ 後細胞中相對比率。PNPLA8在ΔTAZ細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞

中相對比率。PLD3在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞轉染 TAZ 後細胞中相對比率。TAZ

在ΔTAZ細胞和ΔTAZ細胞轉染TAZ後細胞中相對比率。（統計皆以T－test計算，

* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 
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3.8 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG之 CL 與 MLCL 總量 

ΔTAZ 細胞中 CL的總量為 0.90 fmole，MLCL的總量上升為 0.016 fmole，

CL/MLCL 的比值為 56.3 倍。ΔTAZ 細胞中 CL 的總量為 1.40 fmole，MLCL 的

總量上升為 0.023 fmole，CL/MLCL的比值為 60.9倍。ΔTAZ 細胞經過添加 PG

後細胞中 CL總量上升，MLCL含量增加。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十、 Hap1ΔTAZ 細胞與添加 PG後ΔTAZ 細胞中 CL與MLCL 總量圖 

HaplΔTAZ 細胞和添加 PG培養 48小時後，加入內標準品 CL（14:0）定量，

使用 Bligh Dyer 方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品使用

Extracted-ion chromatogram（EIC）、Peak intensity的強度進行相對定量圖，單顆

細胞中 CL與MLCL總量圖。 

 

3.8.1 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG後對 CL組成之定量分析 

Hap1ΔTAZ 細胞添加 PG(18:1)2後，經過脂質萃取後使用相向層析分離與串

聯質譜分析細胞中 CL 含量組成，其中 CL(70:3)和 CL(72:4)和 CL(72:3)這三個

CL 主要由 Acyl(18:1)組成，其中 4 個 Acyl(18:1)的 CL(72:4)增加最多，整體的

Acyl18 明顯上升而 Acyl16 相對下降，飽和度則趨向含 4 個雙鍵的種類，表示

PG(18:1)2的 Acyl(18:1)有效的進入 CL 合成或重塑機制中。CL(68:4)的組成中有

2個對稱於不同側的 Acyl(18:1)，但是加入 PG(18:1)2後 CL(70:6)與 CL(72:8)的含
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量明顯降低。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十一、 添加 PG的 Hap1ΔTAZ 細胞中 24種 CL組成比率圖。 

Hap1ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG48小時，加入內標準品 CL（14:0）定

量，使用 Bligh Dyer 方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品使用

Extracted-ion chromatogram （EIC）、 Peak intensity的強度進行相對定量圖，所

得總細胞 CL species 含量圖。 

 

3.8.2 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG後對 MLCL組成之定量分析 

Hap1ΔTAZ 細胞添加 PG(18:1)2後，經過脂質萃取後使用逆相層析分離與串

聯質譜分析細胞中 CL含量組成，其中MLCL(54:3)主要由三個 Acyl(18:1)組成的

增加最多。 

 

 

 

 

 

 



 

40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十二、 添加 PG的 Hap1ΔTAZ 細胞中 20種MLCL組成比率圖。 

Hap1ΔTAZ細胞與ΔTAZ細胞添加 PG培養 48小時，加入內標準品CL（14:0）

定量，使用 Bligh Dyer 方法進行總脂質萃取，由 LC-MS 測得的分析樣品使用

Extracted-ion chromatogram（EIC）、Peak intensity的強度進行相對定量圖，所得

總細胞MLCL species 含量圖。 

 

3.9 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG之 CL 合成、重塑、水解與能量合成相關 mRNA

表達量 

利用RT-PCR分析Hap1ΔTAZ細胞與ΔTAZ細胞添加PG，相關的基因mRNA

表現量，控制組為ΔTAZ 細胞與實驗組ΔTAZ細胞添加 PG。分析 CRLS1 表達量

在細胞ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG 相比無明顯變化。PGS1 表達量在與Δ

TAZ 細胞比較的分析中，ΔTAZ 細胞表達量誤差值增加，與ΔTAZ 細胞添加 PG

後比較無明顯變化。LCLAT1 表達量在細胞ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG 相

比無明顯變化。PLD3 表達量ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG 後相比沒有明顯

的變化。ATP5A1 表達量在與ΔTAZ 細胞比較的分析中，ΔTAZ 細胞表達量誤差
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值增加，與ΔTAZ 細胞添加 PG後比較無明顯變化。 

添加 PG 的ΔTAZ 細胞 PGS1 基因表達並沒有改變，推測ΔTAZ 細胞不會因

為添加 PG 影響 CL 合成效率。添加合成心磷脂原料 PG 進入ΔTAZ 細胞後， 

LCLAT1 基因表達量沒有改變，推測添加 PG不會影響 LCLAT1 基因改變。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十三、ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG的相關蛋白 mRNA表達量圖 

ΔTAZ 細胞、ΔTAZ 細胞添加 PG 培養 48 小時候，經過抽取 mRNA 後反轉

錄 cDNA，RT-PCR 分析放大曲線，內校正使用 GAPDH 做為參考基因。由左而

右依序為 CRLS1 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。PGS1

在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。LCLAT1 在ΔTAZ 細胞

和ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。PLD3 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添

加 PG後細胞中相對比率。ATP5A1在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG後細胞中

相對比率。（統計皆以 T－test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 

 

3.9.1 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG之細胞凋亡與細胞發炎相關 mRNA 表達量 

分析細胞凋亡蛋白相關 mRNA表達量，CYCS 表達量在與ΔTAZ 細胞比較的

分析中，ΔTAZ 細胞表達量誤差值增加，與ΔTAZ 細胞添加 PG 後比較無明顯變
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化。BID表達量在細胞ΔTAZ細胞與ΔTAZ細胞添加 PG相比無明顯變化。PLSCR3

表達量在細胞ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG 相比無明顯變化。調控細胞發炎

ALOX5 表達量在與ΔTAZ 細胞比較的分析中，ΔTAZ 細胞表達量誤差值增加，與

ΔTAZ 細胞添加 PG 後比較無明顯變化。 

添加 PG的ΔTAZ 細胞中細胞凋亡與細胞發炎相關基因無明顯變化，推測添

加合成心磷脂的原料 PG 進入ΔTAZ 細胞時，不會受到額外添加 PG 的影響，產

生發炎反應或是使細胞凋亡。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十四、ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG的相關蛋白 mRNA表達量圖 

ΔTAZ 細胞、ΔTAZ 細胞添加 PG，經過抽取 mRNA 後反轉錄 cDNA，藉由

RT-PCR 分析放大曲線，內校正使用 GAPDH 做為參考基因。由左而右依序為

CYCS 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG後細胞中相對比率。BID在ΔTAZ 細胞

和ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。PLSCR3 在ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞

添加 PG後細胞中相對比率。ALOX5 在ΔTAZ細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG後細胞

中相對比率。（統計皆以 T－test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 0.01，*** ≤ 0.001）。 
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3.9.2 Hap1ΔTAZ細胞添加 PG之 CL 水解相關 mRNA表達量 

分析 CL水解相關蛋白的 mRNA表達，PLA2G6 表達量細胞ΔTAZ 細胞添加

PG後與ΔTAZ 細胞相比減少 2.6倍。PNPLA8 表達量細胞ΔTAZ 細胞添加 PG後

與ΔTAZ 細胞相比減少 2倍。 

添加 PG 的ΔTAZ 細胞中調控水解 CL的 PNPLA8 和 PLA2G6 基因表現量降

低，推測添加 PG 會使ΔTAZ 細胞的 CL水解代謝速率降低。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十五、ΔTAZ 細胞與ΔTAZ 細胞添加 PG的相關蛋白 mRNA表達量圖 

ΔTAZ細胞、ΔTAZ細胞添加 PG，經過抽取 mRNA後反轉錄 cDNA，藉由 RT-PCR

分析放大曲線，內校正使用 GAPDH做為參考基因。由左而右依序為 PLA2G6 在

ΔTAZ 細胞和ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。PNPLA8 在ΔTAZ 細胞和

ΔTAZ 細胞添加 PG 後細胞中相對比率。（統計皆以 T－test 計算，* ≤ 0.05，** ≤ 

0.01，*** ≤ 0.001）。 
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第四章、 討論 

細胞經總脂質萃取後，使用質譜儀檢測 Hap1 細胞與ΔTAZ 細胞中 CL 和

MLCL組成與差異，發現在 CL(70:3)、CL(70:4)、CL(72:4)、CL(72:5)、CL(72:6)

和 CL(72:7)等多個種類的心磷脂明顯增加，推測ΔTAZ 細胞中的 CL 組成偏向

Acyl16，且在ΔTAZ 細胞出現特定 CL 組成，觀察 Hap1 細胞和ΔTAZ 細胞其心

磷脂的不同且含量差異。細胞中的心磷脂由一些合成與水解相關蛋白作為調控，

我們使用 RT-PCR 觀察這些相關蛋白的 mRNA表達量，ΔTAZ 細胞的 CL重塑相

關蛋白 TAZ表達量降低。且在分析細胞能量代謝中 mRNA表達量，ΔTAZ 細胞

所需要的能量比Hap1細胞多，而ΔTAZ細胞在CL合成途徑中合成的CL比Hap1

細胞少，證實合成 CL相關蛋白其 mRNA在ΔTAZ 細胞中，除了 PGS1 減少基因

表現外，與其他相關 CL 合成基因影響並不大，推測初期 PG 合成 CL 時ΔTAZ

細胞比 Hap1 細胞少。ΔTAZ 細胞中 LCLAT1 基因表達量下降，使具三條醯基鏈

的MLCL無法重塑成四條醯基鏈組成的 CL，導致ΔTAZ 細胞中 MLCL的累積增

加。觀察ΔTAZ 細胞中 CL 水解相關蛋白的 PLA2G6 表達量與 PNPLA8 和 PLD3

表達量皆為增加，使細胞中 CL的水解作用增加，導致ΔTAZ 細胞中 MLCL的含

量累積。由於 CL是存在粒線體內膜上重要的磷脂質，調控細胞凋亡以及參與細

胞能量合成。粒線體的功能改變時，進而影響細粒線體的活性，當ΔTAZ 細胞添

加 Oligomycin 後運作極限比細胞標準呼吸率低，推測細胞粒線體已經損傷，無

法回復到細胞基礎呼吸耗氧率標準。實驗中觀察發現ΔTAZ 細胞粒線體中電子傳

遞鏈的耗氧率比 Hap1 細胞低，證實ΔTAZ 細胞粒線體運作極限降低。且透過電

子顯微鏡觀察粒線體型態，當 TAZ 基因剔除後，導致細胞中粒線體的聚集和粒

線體內膜形狀變異，且影響到粒線體的活性，證實 TAZ 基因剔除後細胞的粒腺

體功能與型態都改變，且 CL與MLCL含量與組成都受到影響。 
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MLCL 為 CL 的代謝產物，MLCL 的生成與 tafazzin 調節相關，分析實驗中

CL與MLCL的組成變化並相互比較，將 TAZ基因轉入ΔTAZ 細胞，使用西方墨

點法確認 TAZ 基因在細胞內膜上。細胞轉染後經過質譜鑑定，發現ΔTAZ 細胞經

過轉染 TAZ 後細胞中 CL與 MLCL 總量上升，但 MLCL 組成總體無明顯變化，

證實ΔTAZ細胞轉染TAZ後具有醯基化功能且偏向Acyl (18:1)組成，使CL(70:3)、

CL(70:2)、CL(72:4)和 CL(72:3)含量增加，推測心磷脂經過 Tafazzin 醯基轉移酶

功能將原本 CL組成中飽和 Acyl(16:0)和 Acyl(18:0)置換成不飽和 Acyl (18:1)，心

磷脂重塑的途徑中會使不飽和的心磷脂增加。然而 MLCL 的總量並沒有降低到

Hap1 細胞的含量，可能是因為轉染的 TAZ 無法取代 Hap1 細胞原生的 Tafazzin

蛋白，因此轉染的ΔTAZ 細胞 CL含量雖然有增加，但是並無影響到細胞中其他

CL相關的蛋白調控。使用 RT-PCR 對細胞中 mRNA進行定量，觀察細胞中的基

因表達，經過轉染後ΔTAZ 細胞並沒有完全回復到 Hap1 細胞的基因表達量，且

調控 MLCL 重塑的 LCLAT1 的基因表達與水解 CL 的基因 PLA2G6 表達量與

PNPLA8 和 PLD3 表達皆沒有變化，可能是重塑 CL 途徑的 TAZ 影響 MLCL 含

量增加的原因。其中較特別的是，實驗中ΔTAZ 細胞經過轉染後，合成心磷脂的

CRLS1 基因增加，推測 CRLS1 基因大量被表達的原因可能是在具有 TAZ 功能的

細胞中，需要更多的 CL作為進行醯基轉移酶的原料。 

添加合成心磷脂的原料 PG(18:1)2，使ΔTAZ細胞在有合成 CL原料的狀態下

合成心磷脂，預計會使 CL含量上升，而 MLCL含量也會受改變。經過質譜鑑定

發現CL(70:3)、CL(72:3)、CL(72:4)和CL(72:5)等多個種類有明顯的增加，而MLCL

的種類變化為單一的 MLCL(54:3)的提升。MLCL(54:3)即為含有 3 個 Acyl(18:1)

的MLCL，推測CL代謝成MLCL時，醯基鏈具有選擇性，可能是代謝時Acyl(18:1)

較容易被保留，其中 CL(70:6)和 CL(72:8)減少，推測是被水解為 MLCL(54:3)。

又或者因為含有四個 (18:1)醯基鏈組成的 CL(72:4)超出需求而被水解為

MLCL(54:3)。經過 RT-PCR 測定，添加 PG 的ΔTAZ 細胞中 PNPLA8 和 PLA2G6
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基因表現量降低，其他的基因則無明顯變化，推測導致 CL含量增加且 CL不會

被水解的代謝機制。比較特別的是 LCLAT1 基因表達量並無變化，導致 MLCL

總含量變異較低，推論添加合成心磷脂的原料 PG進入ΔTAZ 細胞時，確實會使

ΔTAZ 細胞心磷脂含量增加。預測添加 PG 會使 PGS1 增加，但是經過 RT-PCR

鑑定發現 PGS1基因表達並沒有改變，推測細胞不會因為額外添加 PG的影響 PG

合成酶，並且在心磷脂的定量中使ΔTAZ 細胞中的心磷脂合成增加。  

轉染 TAZ 到ΔTAZ 細胞內改善心磷脂組成，使 CL 醯基鏈不飽和度增加且

CL的含量上升，然而 MLCL的含量也有上升的情形，或許可以改善巴氏症細胞

模型，並達到短暫的治療效果。而當ΔTAZ 細胞與 Hap1 細胞的心磷脂相比醯基

鏈的不飽和降低，藉由添加 PG(18:1)2改善心磷脂的組成，經過質譜鑑定發現添

加 PG無法改變ΔTAZ細胞的醯基鏈飽和度，並使特定的醯基鏈組成的心磷脂含 

量增加，因此未來可以嘗試轉染 TAZ 到細胞中恢復醯基轉移酶的功能，並搭配

添加 PG(18:2)2降低心磷脂的飽和度以回復不飽和心磷脂，達到完善的治療巴氏

症的效果。 
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