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摘要 

    在人體正常的免疫系統中，血液中的單核細胞在進駐到組織時會

分化成巨噬細胞。然而在急性前骨髓細胞白血病  (Acute 

promyelocytic leukemia，簡稱 APL) 的病人體內則存在大量未分化的

骨髓細胞且會伴隨凝血因子缺陷的臨床症狀。由於此疾病是因 15號

染色體上的 pml及 17號染色體上的 rará 這兩個 gene重組在一起所

造成，因此目前此疾病的控制方式是以 All-trans retinoic acid (ATRA)

將 PML-RARá fusion protein釋放出來並且活化與 retinoic acid有關下

游 gene的轉錄作用，促使未成熟myeloid 細胞的分化達到治療效果，

然而有關分子的調控機制目前仍不清楚。本篇即利用 U937這株人類

骨髓單核血球細胞株以 1µM ATRA誘導分化，探討參與細胞分化的

基因。U937細胞以 ATRA處理不同時間 0、1、4、12及 24小時，收

集細胞純化 mRNA，隨後利用 cDNA晶片做 microarray hybridization，

分析分化過程中基因表達的差異性。我們發現有 46個基因表達有變

化，其中 14-3-3 eta、c-myc、Egr-1、FRAP2、Hsp90 及 Uracil-DNA 

glycosylase 等為表達下降的基因，而 CD14、HCK、BNip3、PI3Kã

及 STC 等為表達上升的基因。實驗發現加入 BNip3 antisense 

oligonucleotide可使 ATRA誘導 U937細胞分化有減少的現象，同時，

CD14 (monocyte/macrophage分化的標記) 的 mRNA表達也下降。這

些結果可推測 BNip3 在 U937 細胞的分化過程中，佔有重要功能。

BNip3與 Bcl-2會形成 heterodimer，誘導細胞死亡，故在 ATRA刺激

U937細胞分化的結果 BNip3基因表達上升也許代表著細胞即將進入

死亡。在 ATRA誘導 U937細胞分化的過程中其他因細胞分化而基因

表達有差異的基因，是否也佔有重要的地位，則有待進一步實驗來證

明之。 
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Abstract 
    The acute promelocytic leukemia (APL) is characterized by a 
genetic rearrangement between the promelocytic leukemia (PML) gene 
on chromosome 15 and the retinoic acid receptor á gene (RARá) on 
chromosome 17 t (15:17). In differentiation therapy, this has been 
highlighted by the use of all-trans retinoic acid (ATRA) in the treatment 
of APL. ATRA is known to stimulate the growth inhibition and the 
differentiation of human myelomonocytic U937 cells to macrophage-like 
phenotype. To understand the molecular mechanisms controlling the 
differentiation and proliferation of the cells, we have applied cDNA 
microarray technology to profile the gene expression patterns of U937 
cell differentiation induced with ATRA. For this, the cells were treated 
with ATRA (1.0µM) for 0, 1, and 4, 12, 24 hours, followed by cellular 
mRNA purification and hybridization individually to the cDNA-chips 
(Millennia-Chip version 2). We thus identified 46 cellular genes whose 
expressions were induced or repressed during U937 cell differentiation 
and their expression patterns were later confirmed by RT-PCR. Among 
the identified genes, the expression levels for the Egr-1, FRAP2, Hsp90, 
BNip3, and Stanniocalcin genes were substantially altered. 
    Anti-BNip3 oligonucleotide demonstrated the inhibition of 
ATRA-induced U937 cell differentiation. RT-PCR also confirmed the 
gene expression of BNip3 and CD14 (monocyte/macrophage 
differentiation marker) were downregulated, these results suggest BNip3 
may play an important role in differentiation of U937 cell. BNip3 is a 
pro-apoptotic, mitochondrial protein, BNip3 formed heterodimer with 
Bcl-2 and induces cell death. The up-regulated of BNip3 expression 
during ATRA-induced U937 cell differentiation may also represent the 
program of cell death. The physiological roles of the other genes in 
mediating the growth inhibition and differentiation processes warrant 
further investigation. 
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緒論 

一、 免疫簡介 

    免疫學的發展源於個體遭疾病感染痊癒後，終身不再受同種病源

感染，免疫學研究的領域為人體的免疫系統。免疫系統是一種可保護

脊椎動物免於病原體侵入的防禦系統，包含各式各樣可以專一辨認和

去除入侵者的細胞和分子(1)。 

    免疫反應在功能上可分成兩個相關的行為—辨認及反應。免疫辨

認是專一性的，即使有很細微的化學差異，都可以分辨出不同的病原

體。除了辨識外來物外，還可以辨別自己的細胞和蛋白質。免疫系統

一旦發現外來物，會啟動數種細胞和分子產生適當的反應來消滅或中

和它，此為免疫系統的 effector function。所以免疫系統可以將辨認的

結果轉換成不同的反應來針對個別的病原。如果再度碰到相同的病

原，免疫系統所具有的記憶可以增強免疫反應而殺死病原。在體內具

有免疫能力的血球細胞皆由骨髓幹細胞分化產生，骨髓幹細胞在骨髓

中經由自體更新、活化態的巨噬細胞或 TH細胞或者是不同的細胞激

素刺激之下會分化成不同血球細胞的先驅細胞，然後再由不同的細胞

激素刺激進一步分化成具有免疫能力的血球細胞。而在本篇論文中，

主要探討的是單核細胞分化成巨噬細胞早期基因表達的研究，因此將
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重點放在單核細胞及巨噬細胞的介紹。 

(一) 單核細胞 (Mononuclear Cells)： 

    在血液中循環的單核球和組織中的巨噬細胞組成了單核細胞吞

噬系統。在骨髓之造血活動中，顆粒球 —單核球之先驅細胞 

(granulocyte-monocyte progenitor cells) 分 化 成 前 單 核 球

(promonocytes)，離開骨髓進入血液，再進一步分化為成熟單核球。

單核球在血液中循環約 8小時，在此期間會逐漸長大，然後移入組織

分化成特殊組織巨噬細胞。 

(二) 巨噬細胞 (Macrophage)： 

    單核球要分化成組織巨噬細胞前需有幾項的改變：細胞長大 5-10

倍；胞內胞器之數目及複雜性增加及增加細胞吞噬能力，產生更多的

溶解酵素，分泌許多可溶因子。 

    巨噬細胞分佈全身，有一些存在於特殊組織中聚集成固定所，成

為固定之吞噬細胞；另一些保持移動的稱為自由移動之吞噬細胞，在

組織中以改變細胞型態來變形移動。而固定之吞噬細胞在不同組織中

有不同功能，以其所在位置命名。例如在肝中稱為 kupffer cells；在

結締組織中稱為 histocytes；在肺中稱為 alveolar macrophages；在腎

中稱為 mesangial cells；在腦中則稱為 microglial cells。 

    巨噬細胞平時處於休眠狀態，但在免疫反應中，許多刺激會活化
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巨噬細胞。最初的活化刺激是細胞吞噬特殊抗原後活化 TH細胞分泌

細胞激素，可當作發炎反應的媒介者，細菌細胞壁產物也能促進巨噬

細胞的活化；最有效的活化者之一是活化的 TH細胞所分泌的干擾素

Interferon gamma (IFN-ã)(1) 。與休止狀態相比，活化的巨噬細胞增加

了吞噬能力、殺微生物能力、發炎調節物之分泌及活化 T 細胞的能

力。這些能力的增加使巨噬細胞能更有效地去除潛在的病原，此外，

活化的巨噬細胞分泌各種細胞毒殺蛋白 (cytotoxic proteins)，使巨噬

細胞能除去大範圍的病原，包括受病毒感染之細胞、腫瘤細胞及胞內

細菌。活化的巨噬細胞會表現更多的 MHC classⅡ分子，使其作為抗

原呈現細胞的功能更強。因此巨噬細胞與 TH細胞在免疫反應中存在

著相互激發活性的交互關係。 

二、急性前骨髓細胞白血病 (Acute promyelocytic leukemia，簡稱 APL) 

    APL(2)在 1977年發現有 80% ~ 100% 的病人是因染色體 15及 17

發生結構重組的現象所導致，使得在 17 號染色體上 RARá (retinoic 

acid receptor á)基因及 15 號染色體上 PML (growth suppressor 

promyelocytic leukemia protein gene) 基因融合在一起(3, 4)，此融合基因

是重新組合在 15號染色體上，保留了 PML的 5’端及 RARá的 DNA 

binding domain與 retinoic acid binding domain，此 PML- RARá複合體

形成一個不知功能的異常細胞核內的區域 (novel nuclear domain)。當



 11 

利用 All-trans retinoic acid 治療 APL時，會使 PML- RARá融合蛋白 

(fusion protein) 釋放出來且活化與 retinoic acid有關下游 gene的轉錄

作用，進而導致APL細胞的分化(5, 6)。因此目前APL皆是利用All-trans 

retinoic acid 來治療，但病人必須定期追蹤，因為病情只能獲得控制。

而追蹤的方法很簡單，當 PML- RARá融合基因一旦形成，利用 PCR

或 FISH的方法即可診斷及追蹤病人的情況。APL病人的血液中，白

血球類型以非典型的前骨髓細胞佔多數，這種血癌由於凝血因子缺陷

而伴隨血管內凝血的臨床症狀。本論文的研究即針對有何基因可使

APL細胞分化，也許將來可以應用在臨床上的基因療法，使病人的病

情可以達到治療完全的效果。 

三、細胞株的介紹(7)： 

    本篇論文的實驗所使用的細胞為 U937。U937 細胞是 1974 年

Sundstrom及Nilsson由組織細胞淋巴瘤的胸膜滲出物所獲得，在 1979

年的研究中發現經由 phorbol ester、vitamin D3、gamma interferon、

tumor necrosis factor (TNF)或 All-trans retinoic acid 的刺激會引發

U937 細胞產生末端的單核球分化。本實驗室所使用的 U937 細胞株

是由財團法人食品工業發展研究中心提供的，屬於 ATCC (American 

Type Culture Collection) 編號 CRL-1593.2。 

四、研究目的及實驗策略： 
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    生物體大多數的生理現象都與基因表現有著密不可分的關係，例

如：酵素、賀爾蒙及各種蛋白質的產生與否或產量的多寡，甚至細胞

的分化、分裂以及生物體的其他生化反應，都是由相關的基因表現來

控制。因此可以藉由研究其相關的基因而對於生物體複雜的分子機轉

有更進一步的認識。過去，研究基因表現的方法不外乎是建構基因庫

後再利用 RT-PCR、Northern或 RNase protection assay找尋重要的基

因，或是對前人所發現的基因做進一步的分析。但是這些方法都無法

快速並全面性的探討大量基因表達的改變，而microarray hybridization

一次的實驗過程可以觀察成千上萬的基因表現變化，因此利用

microarray hybridization 的分析方式克服以上的缺點真正達到全面性

探討基因表達的變化(8)。 

    cDNA-chip 是生物晶片(Bio-chip) 之一。所謂的生物晶片就是將

與生物有關的大分子，如 DNA、Oligonucleotide、Polypeptide、抗體、

甚至於細胞等，以微面積及高密度方法精確的點製在玻璃片或 Nylon

膜等固體材料上排列點製而成，因此又稱為 Microarray。目前是以

cDNA晶片(cDNA-chip) 及多短聚核甘酸晶片(Oligonucleotide chip)的

技術較為成熟。Oligonucleotide chip 所使用的 Oligonucleotide除了可

以合成外也可以利用半導體晶片製成類似的光顯影技術結合光化學

反應所製造(9)。在過去傳統分析基因的方法一次只能研究最多十幾個
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基因的表現，對於人類近 4萬多個基因而言，要找出相關的基因的確

是猶如大海撈針一般沒有效率，使用基因晶片研究基因表現，可以同

時間觀察成千上萬個基因的表達。此外，由於人類基因定序計劃 

(HGP) 已在今年初 (西元 2001 年) 完成(10)，所以基因晶片之科技及

基因功能性的探討可能會成為研究複雜基因系統與疾病最有力的工

具之一。 

    截至目前為止，有許多的研究室利用 U937細胞研究單核球分化

成巨噬細胞的基因調控路徑，但都只限於單一基因的發現及研究，為

了要全面性瞭解 U937細胞分化的早期基因表現變化，本實驗是利用

ATRA誘導U937細胞分化再以microarray hybridization技術來分析基

因表現變化。我們實驗室所用的晶片來源為黎慶老師實驗室所提供，

點的直徑約為 100µm，點之間的距離約 150 ~ 200µm。點製完成的

cDNA晶片命名為千禧晶片 (Millennia chip 簡稱M-chip)，本實驗所

使用的晶片為 version 2，包含有 1173個人類重要的基因以及 13個控

制組基因 (control gene) 共 1199個基因點。這 1173個人類重要的基

因種類包含 221個 kinases、83個 proteases、226個 surface proteins、

85個 oncogene/tumor supressors、112個 apoptosis and cell cycle-related 

proteins、89 個 angiogenesis-related proteins、51 個 DNA damage 

regulators、92個 cytokines、73個 transcription factors、7個 EST gene、
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2個 house keeping gene及 132個其他的基因。至於控制組基因(11)則

包含 8個植物基因 rbcL、rca和 lhcⅠ 以及ATPs、ASA1、GA4、HAT4、

HAT22、2個λ噬菌體 DNA (PstⅠ 1.0 kb 及 PstⅠ 1.1 kb)以及 3個人

類的 house keeping genes (â-actin、G3PDH及 actin-related protein)。 

    在本實驗我們發現 ATRA誘導 U937細胞分化時，在早期基因表

達有變化的共有 46個基因，而其中如 hsp90(12)、phosphatidylinositol 

3-kinase catalytic subunit, gamma(13)、c-myc(14, 15)、HCK(16)等基因也已

被證實與單核球的分化有關，其他基因的功能與 U937細胞分化之關

係則有待進一步的探討(17, 18)。 

    另外，在 ATRA誘導 U937細胞分化過程中，BNip3基因表達為

上升趨勢，加入 BNip3 antisense oligonucleotide時，ATRA誘導的U937

細胞分化則明顯減少。BNip3基因在許多前人的報導中 BNip3並無與

細胞分化相關的功能性被發現，大多數研究的方向性皆與細胞的凋亡

有關。BNip3 (nineteen kD interacting protein-3) (19) 是 E1B 19K／Bcl-2 

binding protein，存在於粒腺體中，在 in vivo及 in vitro中有 60kD及

30kD，且兩者有相當高的同源性。根據研究 BNip3 是一種粒腺體蛋

白，屬於細胞的前凋亡因子 (pro-apoptotic members)，與其相關的基

因還有 Nip1及 Nip2(20)。 

    還有在 ATRA誘導 U937細胞分化過程中 Egr-1基因表達為下降
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趨勢，因此在本實驗，我們也想知道 ATRA所誘導 U937細胞分化過

程中 Egr-1 基因的表達是如何受調控的。Egr-1 基因在許多前人的報

導中對於其功能性研究相當多樣化，對於細胞的分化也佔有一足之

地，但還未知其具有功能的區域為何。Egr-1 (Early growth response 

gene 1) (21) 是早期生長反應基因 (Early growth response gene) 的家族

成員之一，此家族成員包含有 Egr-1、Egr-2、Egr-3 及 Egr-4。Egr-1

在細胞中扮演的角色目前已知的有細胞發展、生長控制及幾種細胞的

生存包含有 T細胞、B細胞、神經元細胞及骨髓細胞等。更有報導證

實，Egr-1在骨髓細胞分化的初期反應具有非常重要的地位(22)。因此

Egr-1 基因的表達對於骨髓細胞的分化具有調節功能。除了以上兩

者，還有許多基因在本實驗中被發現其基因表達有明顯變化，未來若

經過進一步的證實，也許可作為日後研究 U937細胞分化的重要參考

依據。 
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材料與方法 

一、 材料 

(一) 細胞株： 

         人類骨髓單核血球細胞株 (Monocyte-like histiocytic 

lymphoma)：U937(由財團法人食品工業發展研究中心所提供) 

(二) 試劑：一些常用的試劑大多購自 Sigma (St. Louis, MO, USA)或

Amresco、Merck，其他試劑則詳列如下： 

1.REzolTM  C & T (PROtech Technology Ent.Co., Ltd.) 
2.OligotexTM  mRNA kit (Qiagen; Valencia CA, USA) 
3.M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) 
4.Protein Assay kit (BIO-RAD; Hercules, CA, USA) 
5.Daul-Light Reporter Gene Assay (TROPIX; PE Biosystems, 

USA) 
6.LIPOFECTAMINETM 2000 Transfection Reagent (Gibco 

RBL, USA) 
7.Nitro blue tetrazolium chloride (AMRESCO) 
8.JETSTAR Plasmid kits (GENOMED) 
9.Diethyl pyrocarbonate (DEPC, Fluka chemika) 
10.ESCORTTM  Transfection Reagent (Sigma) 
11.Random hexamer (生工有限公司) 
12.Easiseal (Hybaid) 
13.Super-Therm DNA Polymerase (伯昂實業有限公司) 
14.dNTP (Promega) 
15.Biotin-16-dUTP (Roche) 
16. Primers (生工有限公司) 
17. All-trans retinoic acid (Sigma) 

二、 方法： 

    論文中的實驗主要是以 microarray hybridization 相關的方法為

主，詳細步驟詳列如下： 
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(一) 細胞培養： 

 U937 細 胞 以 含 有 25mM Hepes 與 0.2% NaHCO3 的

RPMI-1640(Gibco BRL, USA) 加 入 10% 的 FBS 及 1% 

Penicillin-Streptomycin 放置於 37℃含 5% CO2的培養箱中生長。 

(二) 刺激 U937細胞： 

 由於 all-trans Retinoic acid (簡稱 ATRA, Sigma, St. Louis, USA) 

可使 U937細胞自單核球分化成巨噬細胞，在細胞分化的過程中會影

響到許多基因的表現，因此為了探討 U937細胞分化早期基因表達的

變化，將 U937細胞以 T-75的 Flask培養至 70ml (細胞密度為 1×106

／ml)，加入 10mM 的 ATRA 7ìl (最終濃度 1ìM)(4) 避光培養 0小時、

1小時、4小時、12小時及 24小時，收集細胞純化 Total RNA。 

(三) 純化 Total RNA： 

 將 70ml 的細胞液離心後，以 5×106~1×107／ml 細胞液對 1ml 

REzolTM  C & T (PROtech Technology Ent.Co., Ltd.)的比例加入

REzolTM C & T至離心管中，以吸管上下沖散細胞後，將混合液體移

到新的 15ml離心管，放於室溫 5分鐘。以 1ml REzolTM C & T對 0.2ml 

Chloroform (AMRESCO)的比例加入Chloroform，劇烈搖晃 15秒，靜

置室溫 2分鐘。接著在 4℃下以 8000rpm.離心 15分鐘，取出上層液

到新的 15ml離心管中，以 1ml REzolTM C & T 對 0.6ml Isopropyl 



 18 

alcohol (Arch chemicals)的比例加入 Isopropyl alcohol，輕微混合均勻

後，置冰上(4℃) 10分鐘，接著在 4℃下以 10000rpm.離心 15分鐘。

去除上清液後，以 1ml REzolTM  C & T對 1ml 75% Alcohol (Merck) 的

比例清洗 Total RNA二次，在 4℃下以 7000rpm.離心 5分鐘，用抽氣

幫浦去除上清液，風乾 Total RNA後，以 DEPC (Fluka chemika)水溶

解 Total RNA，用分光光度儀 (Spectrophotometer) OD260 測量 Total 

RNA的濃度，再以膠體電泳法 (2% agarose) 偵測 Total RNA的品質。 

(四) 由 Total RNA萃取 mRNA： 

 利用 OligotexTM mRNA kit (Qiagen; Valencia CA, USA)萃取

mRNA；依產品使用方法將所需 RNase-free water (DEPC水)、 OBB 

buffer (2×binding buffer)以及 Oligotex suspension的比例加入後，混合

均勻，於 70℃反應 5分鐘，靜置室溫中反應 15分鐘。以 13000rpm.

室溫離心 2 分鐘，將上清液取出放到新的 1.5ml eppendorff (確定

mRNA 有萃取出來才可丟棄)，上清液放在冰上。沉澱物加入 OW2 

buffer (wash buffer)，以 13000rpm.室溫離心 2分鐘，去除上清液，再

加入 OW2 buffer重複洗一次後，沉澱物置於 70℃，加入 70℃的OEB 

buffer (elution buffer)，pipetting均勻後在 70℃10秒鐘，以 13000rpm.

室溫離心 2分鐘，取上清液至新的 0.5ml eppendorff中，將沉澱物再

置於 70℃，加入前步驟之上層液 10µl，pipetting均勻後在 70℃10秒
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鐘，13000rpm.離心 2分鐘，取上層液至 0.5ml eppendorff中，裡面即

含有所需之 mRNA。 取 mRNA 出來，利用分光光度儀 

(Spectrophotometer) OD260及膠體電泳法(2% agarose)定性及定量，分

裝貯藏於-80℃。 

(五) Microarray hybridization： 

    實驗所使用之 membrane (M-chip, version2)由黎慶老師實驗室提

供，所有 membrane上的基因：1173個人類基因及 13個 control gene

註一皆經核酸定序化分析確定其序列正確性，而 membrane基因座標請

參考圖 1，control基因點的座標位置請參考表 1。 

註一： 

      (1) 3 個 人 類 housekeeping genes ： â-actin 、 G3PDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 及 actin-related protein。 

      (2) 8個植物基因：例如 rbcL、rca和 lhcⅠ以及 ATPs、ASA1、

GA4、HAT4及 HAT22。 

      (3) 2個λ phage基因：λ phage PstI-1.0及λ phage PstI-1.1。 

1. Biotin標定：取 1-2ìg的mRNA加入 3ìg random primer (6-mer)及 1ìl 

control RNA(含有 2個植物基因 rbcL、rca及 2個λphage DNA片段

經 in vitro transcription 的 RNA)混合均勻加 DEPC 水使體積達到

14ìl，置於 70℃反應 5分鐘，迅速置於冰上。在 5分鐘的反應時間內
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將 5ìl 5×RT buffer、0.375ìl dNTP (100mM dATP、dCTP、dGTP各

0.125ìl)、0.1ìl 10mM dTTP、1ìl 1mM Biotin-dUTP、2.5ìl 10mM 

DTT、 0.5ìl RNase inhibitor (40U/ìl, Promega)、 1.5ìl Reverse 

Transcriptase (200U/ìl, Promega)，混合均勻後與已反應完 5 分鐘的

mRNA混合均勻，靜置於室溫 10分鐘。再於 42℃反應 90分鐘 (反

轉錄作用) 後，以 95℃作用 5分鐘終止反應。接著純化 Biotin labeled

之 cDNA 加入 5.5ìl 3M NaOH 於 50℃中反應 30 分鐘 (開始準備

Pre-hybridization)，再加入 5.5µl 3M CH3COOH於 50℃中反應 30分

鐘。依序加入 38µl ddH2O、1µl glycogen (20mg/ml)、50µl 7.5M NH4OAc

及 375µl 100% alcohol，混合均勻後，置於-80℃中 30分鐘。在 4℃下

以 12,000rpm 離心 15 分鐘，接著以 800µl 75% alcohol清洗 Biotin 

labeled-cDNA沉澱物一次 (在 4℃下以 12,000rpm離心 5分鐘)，再以

500µl 75% alcohol清洗 Biotin labeled-cDNA沉澱物一次。將 Biotin 

labeled-cDNA風乾後，溶於 6.8µl ddH2O中。 

2. Pre-hybridization：將membrane放入含 1ml的 1×Hybridization buffer 

(簡稱為 HB：含 0.1% SDS、5X SSC、0.1% N-lauroylsarcosin、及 1% 

Blocking Reagent)及 12.5µl的鮭魚精子 DNA (800µg/ml, sigma, USA：

事先以 100℃加熱 5分鐘後，置於冰上待用) 溶液中，60℃水浴反應

1.5小時。 
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3. Hybridization (雜交)：將 6.8µl Biotin labeled-cDNA加入 8µl 2×HB、

1µl poly A (3µg/µl)及 1µl以 Biotin標定的 GA4之 PCR產物 (10ng)，

混合均勻後，以 95℃加熱 5分鐘，並置於冰上 5分鐘。接著將此溶

液與已 pre-hybridized 的 membrane 進行雜交 (於玻片上，並將之密

封)，再置於 63℃水浴槽反應過夜。 

4. 清洗membrane：取出雜交完成的 membrane，於室溫下，以含 2×SSC

及 0.1% SDS 的溶液 5ml搖晃清洗 5分鐘 2次。接著於 58℃下，以含

0.1×SSC及 0.1% SDS 的溶液 5ml搖晃清洗 15分鐘 3次。 

5. Blocking：將 membrane放入含 4ml buffer I (0.1M Maleic acid 、

0.15M NaCl；pH=7.5)、0.5ml 20% Dextran sulfate 及 0.5ml 10% 

Blocking buffer (Roche, Mannheim, Germany)的溶液中，並於室溫中搖

盪 1.5小時。 

6. 加入抗體：將 membrane放入含 4.5ml 1×TBS (含 10mM Tris-HCl、

150mM NaCl、0.3% BSA)、0.5ml 10% Blocking buffer 及 8.4µl 

streptavidin β-galatosidase (Gibco)的溶液中，並在室溫中搖盪 1小時。 

7. 清洗 membrane：於室溫下，以 1×TBS (不含 BSA)清洗 membrane 3

次(每次 10分鐘)。 

8. 加入受質(substrate)呈色 membrane：將已清洗的 membrane放入含

4.95ml X-gal substrate buffer (0.3mM K4Fe(CN)6、0.3mM K3Fe(CN)6、
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1mM MgCl2及 1×TBS 不含 BSA)及 50µl 120mM X-gal的溶液中，於

37℃培養箱中避光下搖晃 1小時。將 membrane取出，以 ddH2O清洗

membrane 3次(每次 5分鐘)，membrane放於室溫中風乾 (若避光風

乾 membrane，則呈色效果較好，但限於無背景顏色的 membrane)。 

(六) Microarray的分析 

    將風乾之後的 membrane用 UMAX PowerLook 3000的掃描器以

3000dpi 的解析度掃描成  *.tif 的圖檔，利用 Stanford University 

Partick O. Brown研究室所發展的 ScanAlyze 2軟體(11)將 membrane上

的 signal 量化，量化數據再以黎慶老師研究室所研發的 Gsp 軟體(11)

將不同時間點的 chip 比較基因的強度再取三次實驗交集的結果來決

定要探討的基因。此外，Gsp 軟體分析的結果可利用 Stanford 

University所製作的 Cluster及 Tree view軟體將結果以圖示的形式呈

現出來。軟體下載的網址為http://www.microarrays.org/。 

(七) RT-PCR 

    取 0.5µg的 mRNA 依序加入Random primer(3µg/µl) 0.5µl、oligo 

dT(0.5µg/µl) 0.5µl，補 DEPC 水至 32µl。置於 70℃中，反應 10分鐘

後，置於冰上 30 秒。在 mRNA反應 10分鐘的時間內將 5×RT buffer 

10µl、0.1M DTT 5µl、10mM dNTP 2µl、RNase inhibitor(RNasin，

Promega)混合均勻，待 mRNA 冰上 30 秒鐘反應完成後再與 5×RT 
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buffer 10µl、0.1M DTT 5µl、10mM dNTP 2µl、RNase inhibitor 的混

合物混合均勻，42℃反應 5分鐘後，再加入 Reverse tanscriptase(MMLV 

RTase，Promega) 1µl，42℃反應 1小時後，取出置於 94℃作用 5分

鐘終止反應，每 5µl分裝成一管，保存於-80℃中備用。做 PCR時，

各組間每個時間點，先各取 1µl cDNA做 â-actin的產物定量，再以所

定出來之量為基準去做各組不同基因的 PCR。各基因的 PCR primers

序列及 PCR program如下： 

 
 
 
 
 
 

PCR  primers 序列： 

Primers的名稱 核酸序列 產物長度 

â-actin Forward：ATC ATG TTT GAG ACC TTC AA 
Reverse：CAT CTC TTG CTC GAA GTC CA 

318bp 

14.3.3eta Forward：GGA GAA GAT TGA GAA GGA GC 
Reverse：TTG TGG CAA GGA AGA ATC GG 

553bp 

c-myc Forward：CTC GCT GTA GTA ATT CCA GC 
Reverse：TGG TGA AGC TAA CGT TGA GG 

432bp 
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FRAP2 Forward：ACT CCGAGA GAT GAG TCA AG 
Reverse：TGC TGG AAG AAG AAG GTA GG 

404bp 

HCK Forward：ACA ACA AGC ACA CCA AGG TG 
Reverse：CGT GTA CTC GTT GTC CTC AA 

394bp 

Hsp90 Forward：TGG TAC TAT CGC CAA GTC TG 
Reverse：CCA GTC ATT GGT CAA GCT CT 

639bp 

BNip3 Forward：TAC TGC TGG ACG CAC AGC AT  
Reverse：AGA GCA GCA GAG ATG GAA GG 

377bp 

PI3K Forward：GAT TGG CTA TGA CGT CAC TG 
Reverse：TGG TAA GCT GCT CAT GGT AG 

550bp 

STC1 Forward：GAC ACA GTC AGC ACA ATC AG 
Reverse：GAG GCA GAA TGA TCA CAT GG 

449bp 

UDNAg Forward：TTG GAG AGA GCT GGA AGA AG 
Reverse：AAG GAG AAC ACC TTG CTT GG 

352bp 

Egr-1 Forward：CTG CAC GCT TCT CAG TGT TC 
Reverse：AGC AGC ATC ATC TCC TCC AG 

260bp 

CD14 Forward：TCT GCA ACT TCT CCG AAC CT 
Reverse：GGC AAT GCT CAG TAC CTT GA 

428bp 

 
 
 
PCR program： 

14.3.3eta、FRAP2、HCK、Hsp90、PI3K、STC1、UDNAg 及 CD14

所使用的 PCR program為： 

 
Stage Step Temp (℃) Time Cycle 

1 1 94 1分鐘 1 
1 94 30秒鐘 
2 55 30秒鐘 

2 

3 72 30秒鐘 

30 

3 1 72 5分鐘 1 
Hold  4   

 

c-myc所使用的 PCR program為： 
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Stage Step Temp (℃) Time Cycle 

1 1 94 1分鐘 1 

1 94 30秒鐘 

2 55 30秒鐘 

2 

3 72 30秒鐘 

40 

3 1 72 5分鐘 1 

Hold  4   

 

BNip3所使用的 PCR program為： 

 
Stage Step Temp (℃) Time Cycle 

1 1 94 1分鐘 1 

1 94 30秒鐘 

2 65 30秒鐘 

2 

3 72 30秒鐘 

30 

3 1 72 5分鐘 1 

Hold  4   

 

Egr-1所使用的 PCR program為 touch down program，annealing溫度

每 2個循環下降 1度，由 63℃到 56℃，最後 16個循環其 annealing

溫度為 55℃。 

 
Stage Step Temp (℃) Time Cycle 

1 1 94 5分鐘 1 

1 94 50秒鐘 
2 63 50秒鐘 

2 

3 72 50秒鐘 

2 

1 94 50秒鐘 
2 62~56 50秒鐘 

3~9 

3 72 50秒鐘 

2 
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1 94 50秒鐘 
2 55 50秒鐘 

10 

3 72 50秒鐘 

16 

Hold  4   

 

而所有的 PCR試劑的比例為 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(八) 細菌培養： 

    Egr-1 promoter deletion constructs 是由黎慶老師研究室所提供。

首先在培養皿中分別挑一個帶有不同 Egr-1 promoter constructs 的單

一菌落種入 3ml 的 LB (Luria-Bertaini) medium (含有 1%的

Bacto-tryptone、0.5%的 Bacto-yeast extract及 0.5%的 NaCl與以 1ml 

medium：3µl Ampicilline (50mg/ml)的比例加入 9µl的 Ampicilline)在 37

℃培養 14~16 hours後，取 0.5ml種至 TB medium (1升的 TB medium

內含有 900ml的營養物質及 100ml的鹽類：900ml的營養物質有 12

克的 Bacto-tryptone、24克的 Bacto-yeast extract 及 4ml的 Glycerol；

100ml 的鹽類有 0.17M 的 KH2PO4及 0.72M 的 K2HPO4；與以 1ml 

10 × Taq enzyme buffer   5µl 
2.5mM dNTP           1µl 
20µM forward primer     1µl 
20µM reverse primer     1µl 
PCR H2O(aq)            41µl 
Taq enzyme            0.1µl 

cDNA    以 â-actin定量之後的量為基準 

                         50µl 
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medium：3µl Ampicilline (50mg/ml)的比例加入 3ml 的 Ampicilline) 在

37℃培養 14~16 hours後，純化 plasmid DNA。 

(九) 純化 plasmid DNA 

    根據產品使用方法先加入 10ml 的 Equilibrium buffer (含有

600mM的 NaCl、100mM的 Sodium acetate pH=5.0及 0.15% 的 Triton 

X-100) 進入 column中，利用重力讓液體自動流出。菌液以 5000rpm.

離心 10分鐘後移除上清液，加入 Suspension buffer (含有 50mM的

Tris/HCl pH=8.0、10mM的 EDTA及 0.1mg/ml的 RNase，保存於 4℃) 

4ml，將 pellet打散均勻(可 Vortex)後，加入 Lysis solution (含有 200mM

的 NaOH及 1.0% 的 SDS) 4ml，立即輕微翻轉 tube 5次後，放置室溫

10 分鐘，加入 Neutralization buffer (含有 3.2M 的 Potassium 

acetate/acetic acid pH=5.5) 4ml~4.4ml後立即輕微翻轉 tube 5次，4℃

離心 18000rpm. 20分鐘兩次，將上清液迅速倒入已處理過的 column

中，利用重力讓液體自動流出，加入Wash solution (800mM的 NaCl

及 100mM的 Sodium acetate pH=5.0) 10ml到 column中洗兩次，利用

重力讓液體自動流出，加入 Elution solution (1250mM 的 NaCl 及

100mM的 Tris/HCl pH=8.5) 5ml到 column中，用 15ml離心管盛裝引

流出的 DNA，將引流出的 DNA溶液加入總體積 0.7倍的 Isopropanol 

(約 3.5ml)，輕微翻轉 tube 5次，室溫放置 30分鐘；4℃離心 10000rpm.，
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30分鐘。酒精沉澱(75% Ethanol要洗三次) ，晾乾 pellet，以適量的

TE buffer溶解，利用分光光度儀 (Spectrophotometer) OD260及膠體電

泳法(0.8% ~ 1% agarose)定性及定量。將濃度調成 1µg/1µl，30µl分裝

1管，-20℃貯存。 

(十) Lipofectamine transfection (21, 22) 

    調整細胞數為 4~6×105個／500µl／well (24well的 plate)，將細胞

濃縮在含有 10% FBS及不含 Penicillin-Streptomycin 的 RPMI-1640培

養液中；將 1µl (1µg/µl)的 Egr-1 promoter constructs加 1µl (0.2µg/µl)

的Lac-Z (β-gal)再加 48µl不含 10% FBS及 1% Penicillin-Streptomycin

的 RPMI-1640 培養液；將 1.5µl 的 LF2000 (Lipofectamine 2000 

transfection reagent) 加 48.5µl 不 含 10% FBS 及 1% 

Penicillin-Streptomycin 的 RPMI-1640 培養液，混合均勻放置室溫 5

分鐘後，在 5分鐘內將含有 Egr-1 promoter constructs 的培養液及含有

LF2000的培養液混合均勻共 100µl，放置室溫 20分鐘後，將含有Egr-1 

promoter constructs 及 LF2000 的 培 養 液 100µl 加 入 各 個

well(100µl/well)，輕微搖晃混合均勻，培養在 37℃，5% CO2的培養

箱中 4小時後，加 1mM 的 ATRA 0.6µl (最終濃度 1ìM) 刺激細胞，

避光培養 48小時後，收 cell extract。 

(十一) 收集細胞萃取物 
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    將 cell由 24 well-plate取出到 1.5 eppendorff中，以 4℃的 1×PBS 

1ml，4℃離心 1000rpm. 5分鐘洗細胞兩次，移除上清液，將 pellet震

散開後，加入 Lysis solution (Dual-Light 試劑組) 80µl，4℃離心

13000rpm. 3分鐘，取上清液到新的 1.5ml eppendorff中，33µl分裝 1

管(細胞萃取物須維持 4℃)，細胞萃取物須立刻使用或貯存在-70℃。 

(十二) Luciferase reporter gene assay (Daul-Light reporter gene assay 

system) 

    依商品使用方法將 Buffer A及 Buffer B放室溫溶解。以 1:100的

比例用 Buffer B稀釋Galacton-Plus substrate。取 2~10µl cell extract到

乳白色的 96well-plate，加入 12.5µl的 Buffer A混合均勻，在 10分鐘

之內加入 50µl含有 Galacton-Plus substrate的 Buffer B混合均勻，1~2

秒後，在 0.1~10 秒內測 Luciferase signal (用 EG&G BERTHOLD 

MiniLumat LB 9506儀器測量，豐記儀器公司代理)，將混合液室溫放

置 50分鐘後，加入 50µl的 Light emission accelerator-Ⅱ混合均勻，

1~2秒後，在 0.1~10秒內用同一台儀器測β-galactosidase signal。 

(十三) Antisense assay 

    Antisense assay 所使用的 oligodeoxynucleotide (ODNs)都是經過

硫代基 (phosphothioate)處理的，其序列如下 (S 代表 phosphothioate

的位置)： 

 



 30 

ODN
s 

核酸序列 

BNip3 Antisense：CsGsCsTsCsCsGsTTCTsGsCsGsAsCsAsT 
Control：GsTsCsGsCsAsCsGCGTGCsGsAsGsGsAsGsG 

 

    以不含 10% FBS 及 1% Penicillin-Streptomycin 的 RPMI-1640培

養液先配 Thio-ODNs stock 1mM，Thio-ODNs 需先與 ESCORT 

transfection reagent室溫反應 15min後，數細胞，離心細胞移除 culture 

medium，利用 1ml含不同濃度的 Thio-ODNs medium調整細胞數為

2×105個 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8小時後，再加 1mM ATRA d 0.2µl (最終濃度 1ìM)， 收刺激 24 小

時後的細胞，以 NBT reduction assay觀測細胞 differentiation的情形，

並以統計方法 Two-way ANOVA 分析之。 

(十四) NBT reduction assay 

    NBT (Nitro blue tetrazolium chloride) 還原反應是因 U937細胞分

化為 macrophage後，會產生過氧化氫和超氧離子使 NBT還原，產生

以配 10µM Thio-ODNs 1ml為例: 
Step： 
     1mM Thio-ODNs stock  10µl 
     Transfection reagent    25µl 
     Media(serum free)     250µl 
        先反應 15min(室溫) 
    補 media(with serum)   715µl 

                        1000µl 
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deformazan(27) (藍紫色沉澱粒)。只有成熟的單核／巨噬細胞及顆粒細

胞才能還原 NBT，他們的未成熟態細胞則無法還原 NBT。而 U937

細胞不能分化成顆粒細胞(25)，所以選用 NBT 還原反應作為 U937細

胞分化的標記。一開始必須先數細胞，細胞離心移除 culture medium，

調整細胞數為 5×104個／100µl／well (96well的 plate)，將細胞濃縮在

含有 20% FBS 及 1% P-S的 RPMI-1640培養液裡，加入事先配製好

的 100µl NBT solution (1mg/ml in 1×PBS pH=7.4) 混合均勻，避光培

養在 37℃，5% 的 CO2中 45分鐘後(26)，避光置於 4℃ 12~14小時；

細胞離心移除上清液，將細胞濃縮在 20µl的 1×PBS 中，數總細胞數

200 個細胞以上再數含有 deformazan 沉澱的細胞數，算帶有

deformazan沉澱細胞數佔總細胞數的百分比，將不同時間點的細胞數

百分比畫出量化圖，以統計方法 (t-test或 Two-way ANOVA) 分析之。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結果 
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    根據之前的研究指出，ATRA會促進單核球分化成巨噬細胞，所

以我們在此利用此藥物刺激 U937細胞，研究血球細胞分化的基因表

達變化。 

一、 U937細胞分化的分析： 

    (一) NBT reduction assay： 

    當單核球分化成巨噬細胞時會產生過氧化氫和超氧離子使 NBT

還原而在細胞內部有淺藍(青)紫色 deformazan的沉澱物，可作為細胞

分化的標記，此沉澱物的表現可用光學顯微鏡來觀察 (27)。由圖 2.的

結果可以很明顯的比較有加入 ATRA及未加入 ATRA U937細胞的變

化。發現加入 ATRA刺激後的 U937細胞帶有淺藍(青)紫色 deformazan

沉澱物細胞的百分比有因培養時間增長而增加，可知細胞的確是有分

化的；而未加入 ATRA U937細胞帶有淺藍(青)紫色 deformazan沉澱

物細胞的百分比並沒有因培養時間的增長而增加，造成此現象的產生

可能是因未加入 ATRA 刺激，使細胞無分化現象所導致。由此可知

ATRA的確可促進 U937細胞分化成巨噬細胞。 

    (二) 單核球／巨噬細胞分化標記—CD14基因表達的分析(28) 

    巨噬細胞的表面會帶有CD14的表面蛋白，可作為單核球分化成

巨噬細胞的標記，因此利用 RT-PCR 來分析 CD14基因表達的變化如

圖 3。由結果顯示加入 ATRA刺激 U937細胞，CD14的 mRNA表達
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在 1小時就出現，到 4小時達最高量，因此 U937細胞的確是有分化

的現象。 

二、 U937細胞的 microarray hybridization 

    由於希望能夠探討單核球分化為巨噬細胞早期基因表達變化的

情形，因此利用 U937細胞加入 ATRA (最終濃度為 1µM)(4) 培養，收

0小時、1小時、4小時、12小時及 24小時的 mRNA作 microarray 

hybridization，分析 U937細胞分化時基因表現的差異性。本次實驗為

重複三次獨立的實驗操作，結果如圖 4。 

三、Microarray hybridization數據分析及比較 

    首先將 microarray hybridization實驗的結果利用 microarray分析

軟體分析(軟體下載的網址為http://www.microarrays.org/)，將排名前 10% 

的基因取交集 (取交集的目的是為了去除不同次實驗的個別差異)，

最後偵測到 46 個基因的變化如表 2 及表 3。接著將這些基因利用

Cluster軟體進行分類如圖 5 所示。圖 5可以很明顯的觀察出 46個基

因在各個 ATRA刺激時間下基因表達變化的情形，紅色代表基因的表

現量上升，反之綠色代表基因的表現量下降，而顏色的深淺則代表上

升或下降的程度。圖中所示經由 ATRA的刺激後大部分的基因呈現下

降的趨勢，只有部分基因為上升的情形，這些基因表達的變化有可能

與U937分化成巨噬細胞的調節有關，值得進一步深入的探討與研究。 
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四、RT-PCR： 

    Microarray 分析取交集後所呈現的 46 個基因，從中分別挑選了

14-3-3 eta subtype mRNA、myc proto-oncogene (c-myc)、 protein 

rapamycin associated protein (FRAP2) gene、Hemopoietic cell kinase (簡

寫為 HCK)、HSP90、Nip3、phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit, 

gamma (簡寫為 PI3Kã)、stanniocalcin precursor  (簡寫為 STC) 

mRNA、uracil-DNA glycosylase 1 precursor等 9個基因利用RT-PCR

的方式做進一步的確認。如圖 6 及圖 7 所示，14-3-3 eta subtype 

mRNA、myc proto-oncogene (c-myc)、protein rapamycin associated 

protein (FRAP2) gene、HSP90 及 uracil-DNA glycosylase 1 precursor

此 5個基因表達變化為下降趨勢的基因(圖 6)，HCK、BNip3、PI3Kã

及 STC mRNA此 4個基因表達變化為上升趨勢的基因 (圖 7)，各基

因的上升與下降皆和 microarray hybridization的結果相同，且 9種基

因表達變化皆十分明顯。而根據先前報導已知 Hsp90(12)及 PI3Kã(13)

的基因表達亦與 U937 細胞分化有關，也與我們 microarray 

hybridization的分析結果有一致性。 

    在許多的細胞經由加藥物刺激後，其 Early growth response 

protein-1 (Egr-1) 會因藥物的刺激而有所變化，Egr-1 是屬於

zinc-finger transcription factor，含有 GC rich 的 DNA binding 



 35 

motifs(29)，在許多的纖維母細胞中，Egr-1 是一種 immediate-early 

growth response gene，因此細胞早期含有大量 Egr-1表示細胞正在進

行分裂及生長(30)，而在細胞分化的過程中，Egr-1會快速減少，可能

是細胞停止生長進行分化的緣故。雖然在 microarray hybridization分

析取交集的結果中，前百分之十基因強度的基因並無 Egr-1的出現，

但我們還是想探討 Egr-1在 ATRA刺激 U937細胞分化的過程中究竟

是如何變化的？RT-PCR的實驗證實在 ATRA刺激 U937細胞 0小時

時，即有大量 Egr-1 mRNA的表達，刺激 4小時後則漸減，如圖 9。 

    為了確認實驗的精確性，有關 RT-PCR的實驗我們也分別再次重

複，收集不同梯次的mRNA檢體做 protein rapamycin associated protein 

(FRAP2) gene、HSP90、BNip3及 STC 4個基因的 RT-PCR，結果與

之前的皆相符合，如圖 8。由以上實驗，可確定microarray hybridization

實驗的結果有再現性，也是正確的。 

五、基因的功能分析 

    在 4個上升趨勢的基因中，PI3Kã在 1999有報導(13)指出當 U937

細胞經由 ATRA 刺激而分化，細胞 PI3Kã 基因的表達會上升；STC

基因則有報導指出與肌胚細胞 (myoblast) 所有形式的分化有關(31)；

HCK在骨髓細胞中會表達，當造血細胞 (hematopoietic cell) 要分化

成骨髓細胞 (myeloid cell) 時，HCK 基因的表達是呈現上升趨勢的
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(16)；因此還未與細胞分化有關被報導出來的基因即為 BNip3。BNip3

全名為 nineteen kD interacting protein-3，屬於 E1B 19K／Bcl-2-binding 

protein，為 Bcl-2次家族的成員。最早將 BNip3基因之序列定出是在

1997年(19)時，當時對 BNip3的功能尚未有深入的瞭解，在 1998年之

後(32, 33)，陸續就有針對 BNip3功能性研究的文獻發表出來，研究的

方向大都著重於細胞凋亡的調控，因此目前所知的 BNip3 基因皆與

細胞凋亡的訊息傳遞路徑 (apoptotic signaling pathways) 有關，並無

與分化有關的資訊被發現。 

    而最近有文獻指出 Egr-1在單核球及生長抑制中扮演非常重要的

角色(22)，為了想瞭解 Egr-1在單核球的細胞分化中究竟是如何調控？

因此就進一步探討 Egr-1 在 ATRA 刺激 U937 細胞分化的過程中與

ATRA之間的交互作用及BNip3基因在細胞分化中是否有其重要的相

關性。 

(一) Antisense assay： 

    本實驗想探討 BNip3除了 proapoptosis 的功能外，對於細胞的分

化是否也有相關的功能存在。於是設計一段 BNip3 antisense 

oligonucleotides 抑制 BNip3基因的表達，觀察對 U937的分化是否有

影響。結果如圖 10，將 BNip3 antisense oligonucleotides 以 0µM、

0.1µM、5µM及 10µM不同的濃度 transfect進入 U937細胞，再加入
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ATRA使細胞進行分化，發現 BNip3 antisense oligonucleotides 的濃度

愈高，NBT positive的細胞百分比愈低 (P＜0.0001)，而 control 組則

無此現象。將 BNip3 antisense oligonucleotides 以 0µM、5µM及 10µM

不同的濃度 transfect進入U937細胞，再加入ATRA使細胞進行分化，

收集細胞萃取 total RNA做 RT-PCR，發現 BNip3及 CD14的 mRNA

有減少的現象如圖 11。此結果可以推測 BNip3與 U937細胞的分化有

相關性。 

(二) Egr-1 luciferase assay： 

    本實驗想觀察 Egr-1對於 ATRA誘導 U937細胞分化所扮演的角

色，因此 transfect具有不同 deletion的 Egr-1 promoter construct (圖 12) 

進入 U937細胞利用 luciferase activity觀察 Egr-1 promoter的調控機

制。將具有不同 deletion的 Egr-1 promoter construct 1µg及 Lac-Z (帶

有 â-galactosidase) 0.2µg co-transfect進入 U937細胞，培養 4小時後

加或不加 ATRA，再培養 48 小時，收集細胞萃取物，以 Daul-Light 

reporter gene assay system偵測 luciferase的活性。由結果發現，加入

ATRA刺激含有不同 deletion之 Egr-1 promoter construct的 U937細

胞，除了 pGL3-Egr-1/-129 (圖 13) 沒有變化，其餘含有不同 deletion

之 Egr-1 promoter construct的 U937細胞 luciferase的活性皆因加入

ATRA而降低，雖無法得知哪段序列與 ATRA有交互作用，但可以推
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測 Egr-1 promoter在-550~-712區域具有 Egr-1 promoter的 repressor，

而在-239~-550區域具有 Egr-1 promoter的 activator。至於與 ATRA有

相關性的區域應在 Egr-1 promoter -129~-550區域。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

討論 

    綜合 U937 細胞以 ATRA 刺激分化早期基因表達變化的實驗結
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果，來做進一步的討論： 

一、 Microarray hybridization的誤差： 

    由於Microarray hybridization發展的時間並不算長，因此可能無

法像其他行之有年的技術那般已經有豐富的數據及經驗，可以知道實

際上的誤差所造成的實驗數據可信的程度為何。除此之外，升降的倍

數和實際的操作有很大的關係，如果操作得當可能就具有生物上的意

義，反之如果操作不好則實驗的誤差就更大，可信的範圍就愈小。而

經由軟體的分析後，基因表達強度的誤差值為 1.6±0.6 (1~2.2)，而分

析出來的前 10%基因的基因強度皆在此數值之上 (表 2)，所以代表這

些基因表達的改變是具有可信度的。 

二、 U937細胞分化的基因表達： 

    U937 細胞分化之 Microarray hybridization 的實驗數據利用分析

軟體取交集後，偵測到 46個基因表達有變化 (圖 5) 。依基因的特性

可分成 kinase、surface protein、transcription factor、apoptosis and cell 

cycle、protease、angiogenesis、cytokine、DNA damage、oncogene、

及 tumor supressor等種類的基因 (表 3)，牽涉十分的廣泛。而有類似

特性的基因其表達卻未必見得有相同上升或下降的趨勢，可見在單核

球分化成巨噬細胞的基因表達是十分複雜的。 

    根據報導， BNip3 有多方面的功能性，經由粒腺體功能失調及
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滲透膜打開，BNip3會使類壞死細胞 (necrosis-like cell) 死亡(34)；當

體內局部缺血時所導致與缺氧有關的細胞凋亡病程發展和 BNip3 也

有相關 (35)。而 BNip3 在主導細胞凋亡的過程中不需依賴 Bcl-2 

homology 3 (BH3) domain(36)，它會與 Bcl-2/Bcl-XL heterodimerizes 形

成另一個 heterodimer (37)，BNip3也會與 Nix 形成一個新的次家族來

調控細胞的凋亡；而當 Bcl-XL過度表達時會抑制細胞的凋亡
(38)，因

此這四者的關係到目前為止尚未釐清。但在眾多的文獻當中，沒有提

出 BNip3與細胞的分化有相關性，可能是因為還未將 BNip3如何扮

演細胞的前凋亡因子之研究詳細探討清楚的緣故。在本實驗中發現

BNip3基因表達在 ATRA刺激 4小時後逐漸上升，可能是由於 BNip3

屬於前凋亡因子的基因，讓細胞完全分化之後準備走向凋亡，或者是

與 U937 的分化也有相關性？而當加入的 BNip3 antisense 

oligonucleotides 濃度愈高 (~10µM)，U937細胞分化的程度卻愈低，

顯示 BNip3是與 U937細胞的分化具有十分密切的相關性，也許更可

進一步探討 BNip3 與細胞分化作用的關鍵性功能區域究竟是何區

域？ 

    在 Microarray hybridization 的分析數據中有許多值得探討的基

因，例如已知與 U937細胞分化有關的基因 c-myc、Hsp90、PI3Kã 及

HCK是近幾年被發現的。myc proto-oncogene (c-myc) 會影響細胞的
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分化在 1993年以前就被提出(14, 15)，因此 c-myc會抑制細胞的分化已

是眾所皆知，抑制分化的機制為直接影響 cell-cycle progression使細

胞持續分裂而不進行分化，因此在細胞分化進行中，c-myc是呈現下

降趨勢的。而 Hsp90與 U937細胞分化的關係則是在 1996年被提出

(12)，當時發現 Hsp90含量低時，會使 U937細胞的增生停止，而促進

U937細胞的分化。PI3K許多的 isoform如 PI3Kâ及 PI3Kä皆不會被

ATRA刺激U937細胞而基因表現量有所影響，只有PI3Kã會因ATRA

刺激 U937 細胞分化或停止生長，使 PI3Kã 表現量上升而活化

MAPK，經由一連串的訊息傳遞到達粒腺體引發細胞的凋亡(13)，這樣

的現象似乎與 BNip3 有異曲同工之妙，因此細胞在完成分化之後通

常是走向凋亡。還有另一個基因 Hematopoietic cell kinase (HCK)，在

骨髓細胞中會表達，是屬於 src 家族的 protein tyrosine kinase，當造血

細胞 (hematopoietic cell) 要分化成骨髓細胞 (myeloid cell) 時，HCK

基因的表達是呈現上升趨勢的，由文獻中指出(16, 39, 40)，HCK protein

會與眾多骨髓細胞的特殊接受器交互作用並催化這些特殊接受器的

活性且 HCK基因在造血細胞分化時的基因表達變化是經由轉錄因子

Sp1所調控的，而在 U937細胞分化過程中其轉錄因子 Sp1就會調控

HCK 基因的表達上升使細胞分化，以上基因表達的變化皆與

microarray hybridization的結果一致。STC (stanniocalcin)基因與肌胚
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細胞 (myoblast)的分化有相關性已經被證實(31)，而在 U937分化的過

程中，也呈現出上升的趨勢，因此 STC基因有可能也與 U937的分化

有某種程度的相關性。而也有報導指出，tyrosine-protein kinase syk

的活性在顆粒細胞 (granulocyte) 的分化中有增加的趨勢，但在 U937

細胞中則無此現象(41)，可是在我們的 microarray hybridization分析數

據中 (表 2) 顯示，U937細胞的分化中，tyrosine-protein kinase syk基

因的確是有上升的趨勢，因此由此點，往後或許還可以再做進一步探

討 tyrosine-protein kinase syk基因在單核球分化的過程中其功能性為

何？ 

    目前還未有人報導過 14-3-3 eta (14-3-3 ç) 及 protein rapamycin 

associated protein gene (FRAP2) 與 U937細胞分化的相關性，此兩者

細胞在本實驗中皆屬於下降趨勢的基因。14-3-3 protein 有五種

isoform(40)，分別是 ç、â、æ、ó及 ô，而研究較多的為 ç、â及 æ三者，

現已知此三者在染色體的位置 (43) ，也瞭解此三者會被

Sphingosine-dependent protein kinase (SDK1) 磷酸化，而此磷酸化會

造成 14-3-3 蛋白雙體構形的改變，導致與其他 kinase 之間的關聯性

發生變化影響體內的訊息傳遞路徑(44)。Protein rapamycin associated 

protein gene (FRAP2) 是 屬 於 FK506 binding 

protein-rapamycin-associated protein，為 immunophilin，是否與調節
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Hsp90有關目前還未有研究指出，但經由 rapamycin與 FRAP2的結合

可以抑制 4E-binding proteins (4E-BPs) 的磷酸化，而使 eukaryotic 

translation initiation factor 4E (eIF4E) 可與 4E-BPs結合而活化，eIF4E

是 mRNA 5’ cap binding protein，對於 translation的控制扮演十分重要

的角色(45, 46, 47, 48)。在 Microarray hybridization 的分析中顯示 (表 2) 

FRAP2與 eIF4E基因，在 U937細胞分化的過程中其基因表達皆是下

降的，由此可知此時轉譯作用是停滯的，細胞的確是處於生長停止的

狀態。14-3-3 eta與 FRAP2是否與 U937細胞的分化有關則需待進一

步的研究。 

    根據 microarray hybridization分析結果往百分之十後推，的確有

查到 Egr-1 基因為下降趨勢的基因，由 RT-PCR 及 Egr-1 luciferase 

assay可很明確的證實。Egr-1 luciferase assay的結果中雖無法得知是

何區域與 ATRA有交互作用，但可推測 Egr-1 promoter 在-550~-712

區域具有 Egr-1 promoter的 repressor，而在-239~-550區域具有 Egr-1 

promoter 的 activator。至於與 ATRA 有相關性的區域應在 Egr-1 

promoter -129~-550區域。 

    綜合以上的分析與討論，讓我們對參與 U937細胞的分化的基因

差異性表達初步瞭解(49, 50)，也許有朝一日將血癌病人不斷增生的白血

球利用基因調控的方式(51, 52)，將血球引導走向分化的路徑，使血癌的
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病情可以獲得控制或甚至於治療，這都將是未來可以應用的方向，也

期待對全體大眾有更好的貢獻。 
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