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摘要: 

CA是一種含鋅的金屬酵素，其分子量約為 30kDa左右，廣泛分

佈於動植物中，是屬於六大酉每裡面的 Lyase。在二氧化碳的輸送或分

泌過程扮演重要的角色。在之前的研究，發現接種肉瘤細胞 Sarcoma 

180的老鼠，肝臟組織之細胞質 carbonic anhydrase III之表現，在六

天後逐漸減少。此外也有報告指出在直腸大腸癌的病人，他們的 CA 

I,II的表現是減少的。是什麼原因導致此現象並不清楚？所以本實驗

乃使用短暫性殖入系統以探討 carbonic anhydrase 與肝癌的關係，期

望能找出一個解答。 

實驗利用 RT-PCR放大 CA的基因序列，再接至GFP載體以得到

CA的 cloning，之後短暫性殖入肝癌細胞( Hep 3B )。結果發現CA的

曲線經校正後有下降的趨勢；且在螢光顯微鏡下，殖入 GFP-HCA II

的細胞形狀與殖入 GFP (控制組)的細胞形狀有些不同。隨時間增加，

殖入 GFP-HCA II細胞形狀呈現圓形的增多，且綠色螢光亮度增強，

此圓亮的細胞最後會死亡。作 TUNEL實驗，發現轉殖 GFP-HCA II

細胞，呈現螢光反應，表示細胞可能有 apoptosis 的現象。 

結果顯示過度表現 CA II可能對細胞造成傷害，必須作更多實驗

來確認細胞的死亡是 apoptosis 或 necrosis。 



Abstract 

Carbonic anhydrases are zinc-containing 

metalloenzymes with molecular weights about 30 kDa that 

are widely distributed in animals and plants. CAs belong to 

lyases. CAs play an important role in transportation or 

secretion of carbon dioxide. In previously study, we found 

that mouse inoculated with sarcoma 180 cells showed a 

gradual decrease in the expression of CA III in the liver 6 

days after the inoculation. Other reports also demonstrated 

that the expressions of CA I and II were reduced in 

colorectal tumors. In order to understand the role of CAs in 

cancer development, a transient expression system was used 

to explore the effect of over-expressed CA II on liver 

cancerous cells. 

Hepatoblastoma cells (Hep 3B) were transfected with 

cDNA of CA II that was amplified by RT-PCR and cloned 

into pGFP vector. The results, after normalized with 

transfection efficiency, showed that the number of cells 

transfected with CA II gradually decreased as the culture 



time increased. Furthermore, the cells transfected with CA 

II were morphologically different from that of control cells. 

The number of cells that were round in shape and bright in 

green fluorescence increased along with the increasing 

culture time. These cells were not viable. The results of 

TUNEL assay found that the cells transfected with 

GFP-HCA II presented fluorescence indicating that these 

cells may be apoptotic cells.  

These results indicated that over-expression of CA II might 

be toxic to cells. Further study will be needed to clarify the 

cause of their death, apoptosis or necrosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I. 背景介紹 

在 1933年Meldrum 和 Roughton首先在牛的紅血球發現了 CA 

(1)。CA是一種含鋅的金屬酵素，其分子量約為 30kDa左右，廣泛分

佈於動植物中，是屬於六大酉每裡面的 Lyase。在二氧化碳的輸送或分

泌過程扮演重要的角色(2)。系統性分析 CA蛋白質的序列，可分為 3

個獨立的 familys、α-CA、β-CA、γ-CA。所有哺乳動物的 CA屬

於α-CA family，結構為 monomer；植物和一些 eubacteria屬於β-CA 

family，結構為 octamer；archaebacterium屬於γ-CA family，結構為

hexamer (2 、3)。 

一、α-C A family的分類 

α-CA family有 11個 isozymes被分離出來，包括: 

1、存於細胞質的 CA I、CA II、CA III、CA VII：負責離子交換 (Na+ 

/ H+ ，Cl - / HCO3
- )，分子量為 29-30kDa。CA I在紅血球的數目是最

多的，但是活性只有CA II的 15% (4)。CA II的活性最高，分佈也很

廣，例如：在中樞神經系統及人類食道上皮，CA II是分佈最廣的 CA 

(5、6)，調節酸鹼平衡 (7)；在哺乳動物的骨骼肌，CA II存在於 type 

II的纖維(fast-contracting, white, glycolytic or mixed 

glycolytic-oxidative)。CA III是活性最低的 isozyme主要位於 type I的

肌肉纖維 (slow twitch, red, oxidative) (8)。CA III在老鼠肝臟是高度氧



化的，和 oxidative modification有關；另外只有 CA III有 phosphatase

的活性，此 phosphatase的活性會隨年齡而降低 (9、10)。CA VII是

神秘的 isozyme，因為它的蛋白還未純化出來，序列就已經被分析，

但至今還未弄清其特性功能 ( 4 )。 

2、存在粒線體的 CA VA和 CA VB：負責幫助二氧化碳排出粒線

體外。CAⅤ是一個染色體基因所轉譯的粒線體 isozyme，它在

gluconeogenesis 和 ureagenesis 有重要的功能，因為這些路徑須要有粒

線體的酵素(8)。在 gluconeogenesis 的第一步驟 ，CA V提供 HCO3-

給 pyruvate carboxylase；在 ureagenesis 的第一步驟 ，CA V提供

HCO3-給 carbarnyl phosphate synthetase (11)。 

3、分泌型 CA VI：分子量為 42kDa。它是哺乳動物 CA family中，

唯一分泌型的糖蛋白(12 )，由 salivary gland (parotid 和 submandibular 

glands )製造並分泌至唾液(13、14)。CA VI可以中和酸產生 C02和

H20，保護 esophageal，gastric 和 intestinal mucosa免於酸的傷害(15)。

CA VI並不直接參與調控 saliva的 pH值 (16)。 

    4、和細胞膜相關的 CAIV、CAIX、CAXII、CAXIV：幫助二氧

化碳排出細胞外。CA IV的分子量為 33-35kDa (17)，靠

glcosylphophatidylinositol anchor anchored 在膜上或存在神經系統、

肺、腎、心和身體的一些微血管的 endothelium (4、18)。CA IX是一



個 transmembrance protein，從前的名字是MN，在正常組織(胃)和腫

瘤組織(HeLa cell)，cDNA並沒有不同(19) 。CA IX在人類腸道上皮

細胞的表現與細胞的快速增生有關(20)。CA IX是和腫瘤有相關的

isozyme (21、22)。CA XII的分子量為 39kDa (23)，CA XII也是和膜

有相關的 isozyme，CA XII在子宮內膜表現被認為是受精前，精子的

pH-dependent有關(24)，另外 CA XII也和 oncogenesis 有關。CA IX

和 CA XII在一些惡性腫瘤被觀察到有過度表現的情形(25、26)。CA 

XIV的分子量為 37.5kDa，存在 plasma membrane，在腎和心 CA IX

有大量表現的情形 (27)。 

二、CA的功能 

CA主要的功能是催化CO2 + H2O      H+ +HCO3
-，CA的功能可

分為三大類：一個是在呼吸方面，包括二氧化碳的運送和分泌。二是

離子的運送，包括細胞外液離子的調節。三為參與代謝合成路徑中碳

的固定，包括 gluconeogenesis 和 ureagenesis，及植物中的光合作用。 

CA生理或生化上所扮演的角色，包括酸鹼平衡，呼吸，二氧化碳和

HCO3
-的運送，離子的運送，水和電解質的平衡，H+的分泌，HCO3

-

的分泌，pH值的調控，骨的再吸收，腎性的酸化，形成胃液、胰液，

形成腦脊髓液，光合作用(28、29)，代謝性的角色如參與代謝合成路

徑中碳的固定，包括 gluconeogenesis 和 ureagenesis (4、8)。 



一般認為與細胞膜有關的 CA，參與二氧化碳的運送；細胞質的

CA維持立即的CO2平衡；而細胞內部(包含胞器)的 CA，參與中間代

謝合成路徑中碳的固定。 

三、CA的結構和催化機制 

CA是一個含鋅的金屬酵素，鋅位在CA的中心點，主要扮catalytic

的角色，鋅離子位在酵素的活化位置，可直接參與催化機制和反應物

分子有反應(Fig.1, 2)，在這個 catalytic zinc site，最常見的 ligand是

histidine，再來是 glutamic acid，aspartic acid 和 cysteine，在 CA II的

四面結構中，鋅位在CA的中心點，三面為含 His 的 imidazole，可以

看到 H94和 H96 ligand位在同一個β-sheet上。而第三個 ligand H119

位在另一個β-sheet上。Zn和 histine ligand是透過 histidine的 N原子

連接一起。另一面則是透過 Thr119的 OH-與鋅連接， 這個 catalytic 

zinc site提供了一個很便利的位置，讓藥物去攻擊，抑制酵素的作用 

(2、30)。 

CA的催化機制： 

第一步驟：水解二氧化碳為碳酸根離子(29、31、32) 

 

                                 +H2O      

EZn-OH- + CO2         EZn-HCO3-       EZn-H2O+HCO3- 

 



Zn結合氫氧根攻擊 CO2的碳端，形成 Zinc結合重碳酸鹽，經由

ligand exchange，H2O將 CO2置換。CO2對膜有高度的通透性，但是

氣體型式的 CO2難溶於水溶液裡如血漿，而 CA可以轉換 CO2為水溶

性的 HCO3-。 

第二步驟：質子的轉移 

                                     B 

His64-EZn-H2O       H+-His64-EZn-OH-     His64-Ezn-OH- 

                                     BH+   

經由 shuttle group (CAII的 H64)將 H+轉移到外面的緩衝液，重新

產生一個有催化活性的 Zn結合氫氧根。 

四、CA的抑制劑(inhibitor) 

CA的抑制劑有 acetazolamide，sulfonamides。sulfonamides可以

抑制 CA，是結合到 active site：sulfonamide的 N取代了‘zinc 

water’，而 sulfonamide的 O置換了‘deep water’，此時鋅原子仍

然維持對等四面體構型 (33)。 

五、CA缺陷的疾病 

目前已知 CA I的缺陷並不會造成很嚴重的疾病，但 CAII的缺陷

卻會造成 osteopetrosis (骨質石化病)，腎小管性酸毒症，大腦鈣化和

偶發性的心智延遲(34)。CA II的缺陷是一個新的代謝疾病，屬於體

染色體隱性症狀，影響在腎、骨頭及腦 (35、36)。在人類 CAII的基



因有 7個結構性突變被發現( Fig.3 )。CAII的缺陷被觀察到有心智遲

緩和常發性的骨折；而常發性的骨折和 homozygous His    Tyr突變

或 heterozygous H107   Tyr有關。另外在阿拉伯病人，最常見的突變

是 5，端 gt→at的改變，破壞了 splicing junction sit，造成了心智延遲

和代謝性酸毒症。 

在未來 CA的分子病理學診斷，可以用純化的 DNA或 RNA藉由

PCR和雜交偵測系統探討 target genome的序列，而達成研究未知的

疾病進而加以診斷及治療(37)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 2 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 3 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II. 研究動機 

本實驗室之前的研究，發現接種肉瘤細胞 Sarcoma 180的老鼠，

肝臟組織之細胞質 carbonic anhydrase III之表現，在六天後逐漸減少

(38)。是什麼原因導致此現象並不清楚？ 

此外也有報告指出在直腸大腸癌的病人，他們的 CAII的表現是

減少的。 

所以本實驗以短暫性殖入的系統探討 carbonic anhydrase 與肝癌

的關係，並期望能找出一個解答。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III. 實驗方法 

一、細胞培養 

1. Hep 3B: Human hepatocellular carcinoma cells 

所需要的培養基為 DMEM + 10% FBS + 1% PSN + 1% 

sodium pyruvate + 1% non essential amino acids。培養在

5% CO2培養箱，細胞 subculture至 3cm的 dish，至 8分

滿時，做實驗(transfection)，24hr後觀察結果。 

2. Clone 9 : Rat normal liver cells 

所需要的培養基為F-12K 添加 2mM L-glutamine , 1.5g/L 

sodium bicarbonate 及 10% FBS。培養在 5% CO2培養

箱，細胞 subculture至 3cm的 dish，至 8分滿時，做實

驗(transfection)，24hr後觀察結果。 

 

 *細胞培養之注意事項： 

(1). 血清瓶的處理： 

首先泡在 0.1-0.05N的 HCl的溶液裏，24小時後用清潔

劑刷洗乾淨後滅菌，用濕滅的方式(1210C，30分鐘，15  

lb.)，之後烘乾，蓋子與瓶子分別用錫箔紙包好。瓶子拿

去乾滅(2000C，4hr)，而蓋子再濕滅烘乾。 



(2). 配製 DMEM培養基： 

準備 1800ml的 ddH2O，加上二包的 DMEM，再加上

NaHCO3 [ 7.4 g (3.7 g/1L)]，調 pH值為 7.2~7.4，過

millipore即可。 

(3). pipette的處理： 

第一天-將棉花沖走，放於洗 pipette的筒子，沖洗至隔夜。 

第二天-用 dH2O加清潔劑，於超音波的機器震 30分鐘，

再放入 pipette的筒子，沖 6小時或隔夜。 

第三天-用 ddH2O於超音波的機器，震 30分鐘，共兩次，

之後烘乾(60oC，隔夜)。 

第四天-於 pipette尾端塞棉花，乾滅(200oC，4小時)。 

 

 

二、RNA純化  

1.Total RNA的抽取： 

將老鼠(ICR)及人的肝臟組織，加入適量的 Solution 

D-mercaptoethanol，將組織研磨成黏稠均勻透明狀，將黏

稠液倒至 25ml的離心管中依次加入 2M sodium acetate 

(pH4.0)[1：0.1]、chloroform[1：0.2]、phenol(pH4.0)[1：



1]，1指 Solution D的體積。上下混合均勻成同一層狀態，

放到冰上靜置一分鐘，重覆這樣的步驟達 20分鐘，使其

能充分作用，最後放到冰上作用 5分鐘，轉速 12000g、

4oC、離 20分鐘。將上層吸取至另一新的 25ml的離心管，

以 chloroform及 phenol (1:1)的混合液和 RNA水層(1:1)

上下混合，重覆上面混合、靜置、離心步驟，重覆萃取

2~3次，直到在水層和有機層之間沒有看到白白的蛋白

質。吸水層到新的 eppendorf，加入同體積的 isopropanol，

混合完全，放入-20 oC冰箱中，沉澱二小時或隔夜。之

後於 4oC、轉速 12000g離心 20分鐘，用 pipette抽乾液

體，加入 0.5ml的 Solution D溶解 pellet，加入 2µl 的

glycogen，混合均勻，放入-20 oC沉澱，2小時至隔夜。

於 4 oC，以轉速 12000g離心 20分鐘，用 pipette抽乾液

體，加入 1ml 70%的酒精清洗(pellet跳起來才表示有洗

到)，於 4 oC，轉速 12000g離心 20 分鐘，用 pipette抽乾

液體，蒸乾 pellet，視 pellet大小加入適量的 DEPC water

溶解，存放於-20 oC或-70 oC中。 

 

*RNA isolation試藥的配製 



(1). Solution D：4M GNTC [Guanidine Thiocynate 

(F.W.118.2)]，25mM sodium citrate pH7.0 (F.W.294.1)，

0.5% N-Lanroylsarcosine (Sarcosyl) 

(a) 需避光，所以先將容器用錫箔紙包起來。 

(b) 倒入 ddH2O約 50ml。 

(c) 稱 GNTC 47.28g。 

(d) 稱 sodium citrate 0.735g，調 pH7.0。 

(e) 稱 sarcosyl 0.5g，攪拌均勻(會釋熱)，補 ddH2O至

100ml，加 100ul的 DEPC靜置 2小時，再滅菌。 

(2). Sodium acetate 2M ，pH=4.0  

泡好之後，再用 DEPC處理 (0.1~0.2%) 混合均勻，靜置

2小時，再 autoclave。 

(3). DEPC H2O：DEPC的含量為 0.1~0.2% 

泡 2升的 DEPC H2O，用棕色瓶，取二次水 2升，加入

2ml的 DEPC，上下混合均勻，靜置兩小時，再滅菌。 

2. Total RNA電泳： 

(1). 1.2% RNA denaturing gel之製備 

稱 0.36g的 agarose加 26.1ml DEPC水，加熱至沸騰，冷

卻至約 60oC，加入 3ml 10X MOPS，0.9ml 37% 



formamide，混合均勻之後，使其冷卻至手可碰觸之溫

度，倒膠，當天使用。 

(2). RNA 樣本的處理 

取 2.22µl RNA (2µg / µl)，加入 7.78µl RNA-denaturing 

buffer，震盪均勻，在 55oC的水浴槽，作用 15分鐘，馬

上置於冰上，再短暫離心後，加上1.1µl 的 RNA Loading 

buffer (10X)。 

(3). 跑膠 

將 11.1µl的 RNA sample 注入齒槽中，倒入 1X running 

buffer，以 100伏特跑半小時左右，以拍立得照相機於紫

外線的照射下拍攝 RNA的電泳圖。 

 

 *Total RNA電泳試藥的配製： 

(a). 1X 的 running buffer： 

315ml的 DEPC water + 35ml的 10X MOPS 

(b). 6X的 loading buffer： 

0.25% bromophenol blue，0.25%xylene cyanol，30% 

glycerol。 

(c). RNA denaturing buffer： 



Sample:             2.22ul             

5ul 

10X MOPS：        1µl 2.25µl 

37% formaldehyde：  1.78µl              4µl 

formamide(CH3NO)： 5µ1               11.25µl 

                       10ul                22.5ul 

(d). 10X MOPS (1L)： 

0.2M MOPS，50mM sodium acetate，10mM EDTA，

pH7.0 。 

取 800ml的 DEPC水，加上 41.8g的MOPS，再

6.805g的 sodium acetate再加上 20ml 0.5M EDTA 

8.0，調 pH=7，滅菌。 

 

三、. RT-PCR 

1. Reverse Transcription (RT)： 

將 RNA 反轉錄為 cDNA。做法為：取 5µg 的 total RNA加上 

DEPC H2O，以溫度循環機，70oC預熱 5分鐘，除去 RNA之二

級結構後，馬上放在冰上，避免 RNA二級結構回復，加入 2µl 

RNAase inhibitor (可不加)，加 10µl 的 5X Reverse Transcription 



buffer，加上 2.5mM dNTP 4µl，加上 2.5µl oligo dT (50 p 

mole/µl )，輕輕的 mix均勻，放入溫度循環機，42 oC預熱 5分

鐘，再加上 0.5µl的 Reverse Transcriptase (200u / µl ) [Promega]，

進行 RT反應。RT的條件為，42 oC，1hr   99 oC，5分鐘。RT

完成之後於 40C短暫離心，儲存在 4 oC或-20 oC。 

2. Polymerase Chain Reaction (PCR)： 

取 13.8 µl DEPC H2O，4µl 10X PCR buffer，3.2µl 2.5mM dNTP 

(final-0.2mM)，8ul 15mM MgCl2 (final-3mM)，5µl 5端的 primer 

(10pmole/ul)及 5µl 3端的 primer (10pmole/ul)，加上10µl 的 cDNA 

(RT產物)，輕輕 mix均勻，短暫離心後，加一滴礦物油，以溫

度循環機，94 oC預熱 5分鐘，加 Taq (5u / µl) 1 µl，然後在 94 oC，

2分鐘，67oC，1分鐘，72oC，2分鐘，進行 40 cycle，第 20 cycle

之 94 oC補 Taq 1µl，最後 72 oC，20分鐘。PCR完成後儲存在 4 oC

或-20 oC。 

3. DNA 電泳： 

跑 DNA電泳，以確認 RT-PCR結果是否正確。 

 

*DNA 電泳試藥之配製： 

(1). sample：PCR後之 cDNA，取 5µl，加 6X的 DNA Loading buffer。 



(2). gel：1.2%的 agarose gel (用 1X的 TAE buffer泡) 

(3). running buffer：1X的 TAE buffer： 

(4). 6X的 DNA Loading buffer 

0.25% bromophenol blue，0.25%xylene cyanol，30% glycerol。 

(5). TAE buffer (50x)：    

   Tris base (242g)，glacial acetic acid(57.1ml)，0.5 M EDTA(pH8.0)  

   [100ml] 

 

 

.四、HCA II cDNA 選殖 

1. Competent cell的製備： 

從-20oC取出 JM109的菌種，放至 2ml的 LB培養液中，在 37 oC

培養過夜。隔天取 1ml至 100ml新鮮的 LB培養液，放在 37 oC

中，劇烈搖晃( 200rpm)培養至 O.D .為 0.4~0.5(600nm)左右。然

後，在 4oC，以 4000rpm離心 10分鐘，倒乾上層液，留下 pellet，

每管加入 10ml的冰 50mM CaCl2 (含 10mM Tris-HCl )，將 pellet

打散，靜置於冰上 30分鐘。在 4oC，以 4000rpm離心 10分鐘，

倒乾上清液，加入 2ml的冰 CaCl2 (含 10mM Tris-HCl ) ，將 pellet

打散。如要儲存，加入滅菌過的 glycerol，使其 final濃度為 10%，

儲存在-70 oC，如要做 transformation，即可馬上使用。 

 



*Competent cell試藥的配製(全部都要滅菌)，以上實驗均需在無菌

狀況下進行。 

(1). 10ml cold 50mM CaCl 2，10mM Tris-HCl，pH7.5 (滅菌)。 

(2). 87%的 glycerol，滅菌。 

(3). LB培養液 100ml (滅菌) 

   LB broth及 LB agar 的配製 

              LB broth         LB agar 

                 200 ml            200 ml 

peptone             2 g 2 g 

Yeast extract         1 g 1 g 

NaCl               1 g 1 g 

1N NaOH          200 ul 200 ul 

agar  3 g 

調 pH為 7 

滅好菌後，要用時再加 ampicillin，培養盤的 ampicillin final濃度

為 50µg / ml，培養液的 ampicillin final濃度為 100µg / ml。 

2. Vector的處理： 

切 pGEM：PGEM 2 µg，1.92 µl，buffer A：2.5 µl，E1：Kpn I：1 

µl，E2：Sma I：1 µl，滅菌水：18.58 µl，共 25 µl (enzyme的體積

不可超過總體積的 1/10)，反應時間 37 oC，3hr，最後 70oC，10 min。

(理論上 restriction enzyme 1 unit可切 1µg的 DNA，考慮效用，用



2unit來切 1µg的 DNA)。 

    3. cDNA的處理： 

(1). 先回收 PCR之產物，用 kit (GENE CLEAN)來回收。取

cDNA 50µl跑 gel，放入 EtBr照 UV之後，用數位照相機定

量，切下 gel (想要的 band )，稱重。加入 NaI( 15~30 oC)，體

積是 3倍 gel重，放入 water bath 45~55 oC，5分鐘，使 gel完

全溶解。加入 glass milk使用前 votex ，每 1 µg的 DNA用 1µl 

glass milk，5 ug以上，每 0.5µg的 DNA用 1µl glass milk，例

如：DNA 15µg需要 5µl + 10µl X 2 = 25ul (glass milk)。室溫作

用 5分鐘，每隔 1~2分 mix一次，以 12000rpm、5秒鐘離心，

丟掉上清液，用 500µl的 New wash，wash 3次，每次wash 以

12000rpm、5秒鐘離心，丟掉上清液；wash完成後，吸乾，

打開蓋子，空氣中乾燥，加上 elution buffer (體積同使用 glass 

milk之量)，再以 12000rpm、30秒離心，吸到新的 eppendorf，

可再用 10µl的 elution buffer，作第二次 elution(第一次 elution

可回收 cDNA 80%，第二次 elution可回收 cDNA 20%)。 

(2). 切 cDNA：HCA II：5 µl，10X buffer A：1.25µl，E1：Kpn I：

0.5µl，滅菌 H2O：5.75µl，共 12.5µl。 

4. Ligation： 



用 DNA ligation kit (TakaRa)。將已經用 restriction enzyme作用的

cDNA及PGEM，使其兩者的mole數相等。PGEM約 200ng，cDNA

約 94ng。PGEM 2.5ul加上 cDNA 2µl，ligation buffer I：4.5µl，

共 9µl，混合均勻後，放溫度循環機 11oC，16小時以上。 

5. Transformation： 

     將上述之 ligation樣本與 200µl的 competent cell混合，於冰上作

用 30分鐘，於 37oC，3分鐘熱處理後，立即放回冰上，儘速添

加 0.5ml的 LB培養液(勿超過 4min)。混合後於 37oC，作用 30

分鐘，最後將菌液塗抹在含有 ampicillin (50ug/ml)，X-gal及 IPTG

的 LB培養盤上。隔天挑白色的菌落。 

P s：(1)一早先將含 ampicillin(50ug/ml)的 LB plate烘乾，塗上 60µl 

2% X gal + 30µl 25mg/ml的 IPTG。 

(2) 2% X gal in DMF須避光；25mg/ml的 IPTG須過濾。 

6. 抽小量的質體 DNA： 

菌的 pellet加上 100ml冰的 solution I，用力振盪均勻，加上 200µl

的 solution II，上下輕輕的混合至透明(不可振盪)，再加上 150µl

冰的 solution III，上下輕輕的混合，放在冰上靜置 3~5分鐘，於

4oC，12000g 離心 5分鐘，吸上清液至另一個 eppendorf，加上等

體積的 phenol: chloroform混合後，mix均勻，於 4oC，12000g 離



心 2分鐘，吸上清液至另一個 eppendorf，用兩倍體積的酒精沉澱

DNA，-200C靜置二小時。於 4oC，12000g 離心 5分鐘，丟棄上

清液，用 70%的酒精洗 pellet，於 4oC，12000g 離心 5分鐘，丟棄

上清液，空氣中乾燥 10分鐘，加入適當的 TE (pH8.0)溶解，然後

跑 DNA電泳，control組放入空的載體，以 band 有上移，表示有

ligation成功，之後再用限制酉每切下，以確認載體所接的 cDNA是

正確的。 

*抽小量的質體 DNA試藥的配製 

sol I：50 mM glucose sol II：0.2N NaOH  

 25mM Tris-Cl (pH8.0)    1% SDS 

10mM EDTA (pH8.0)   儲存在室溫 

儲存在 4oc 

sol III：5M potassium acetate 60ml 

  glacial acetic acid 11.5ml 

  H2O 28.5ml      

儲存在 4oC 

 

五、抽取大量的質體 DNA 

取固態 LB 培養基上單一菌落接種於 2 ml的 LB 培養液(一升培

養液中含有 l0 g peptone , 5 g yeast extract , 5 g NaCl，每毫升的 LB 



medium含 100 µg ampicillin)，於 370C ，急劇的搖動隔夜，再將 l.5 ml

菌液接入相同培養液 150 ml，同樣條件下培養至O.D.值為 1。將菌液

分裝於離心管中，以 4000 rpm離心 l0 min，倒掉上清液，加入 3 ml 50 

mM Tris , pH8.0，將 pellet完全打散 ，再加入 800µl lysozyme 

(40mg/ml)，置放於冰上 15分鐘後，加入 500µl 250mM EDTA,pH8.0，

混合均勻後，靜置在冰上 15分鐘。加入 5ml solution II，輕輕混合均

勻，靜置於冰上 5min，加入 3.5ml的 solution III混合均勻，靜置於冰

上 5分鐘。以 12000rpm轉速離心 20分鐘後，小心吸取上清液至另一

新的試管(phenol-resistant)，加入同體積的 phenol(pH 8.0)，於室溫下，

輕輕來回搖晃 5分鐘。以 3500rpm離心 10分鐘，此時可以看見試管

內的溶液分成三層，吸取最上層至另一新試管，加入同體積的 phenol : 

chloroform(1:1)，於室溫下溫和的來回搖晃 5分鐘，以 3500rpm離心

10分鐘。同樣的吸取最上層至另一新試管，加入 1ml 3M sodium 

acetate (PH7.0)，混合後加入冰的 99%的酒精。放在-20℃冰箱中過夜

或-70℃中 30分鐘。以轉速 12000rpm,4℃下，離心 20分鐘，移除上

清液，加入 70%酒精，溫和的來回搖晃幾下，同樣條件離心，移除上

清液。Pellet蒸發乾後溶於 1ml的 TE buffer (PH8.0)。加入 5µl RNase 

(l0mg/ml)，放入 37℃的水浴槽 30分鐘，加入同體積的 phenol(pH8.0)，

在室溫下，來回溫和地搖晃 5分鐘，3500rpm離心 10分鐘。小心地



吸取上清液至另一新的管子(注意不要碰到中下層)，加入同體積的

phenol : chloroform (l:l)在室溫下，來回溫和地搖晃 5分鐘，3500rpm

離心 10分鐘。小心地吸取上清液，至另一新管子，加入 3M sodium 

acetate (PH7.0)，先混和，再加入 2.5ml 99%酒精，放入-20℃沉澱隔

夜或-70℃ 30min。以 12000 rpm 4℃離心 20分鐘，倒乾上清液，加

入 70% alcohol，來回溫和地晃動幾次。再以 12000rpm，4℃離心 20

分鐘，倒乾上清液，蒸乾 pellet。 

 

*抽取細胞內質體 DNA的試劑:  

l.  Lysozyme: 40 mg 溶於 1ml的二次水，欲使用才配置。           

2.  Solution II: 0.2 M NaOH,1% SDS 

3.  Solution III: 3 M potassium acetate, 2 M acetic acid 

4﹒ RNase A: 10 mg 溶於 1ml的二次水 

六、定序 

將抽好的 plasmid DNA，用 restriction enzyme切下，回收 cDNA

後，送去學校貴儀室定序。 

 

 

七、轉殖(Transfection) 

目的：將基因送到真核細胞內表達。作法:在 3.5公分的培養皿

中，種 2 X105的細胞(以完整的生長培養液)，養細胞至 7-8分滿時作



transfection。 

準備兩根滅過菌的 eppendorf，每一管各加入 100ul之DMEM(Hep 

3B)或 F-12K(Clone 9 cell)[不含抗生素及血清]，其中一管加入 1-2ug

的 DNA，另一管加入 5ul的 LIPOFECTAMINE reagent。將這兩管混

合在一起，混合均勻(用 yellow tip mix至少 60次以上，增加碰撞機

率)。然後在無菌培養箱靜置 45分鐘(室溫)，讓 DNA和 liposome形

成 complex。 

當 complex形成的時候，用 2ml的DMEM(Hep 3B)或F-12K(Clone 

9 cell) [不含抗生素及血清]浸潤細胞，放入 370C的培養箱中。當時間

到時，吸走培養皿中的 DMEM(Hep 3B)或 F-12K(Clone 9 cell)，且加

入 0.8ml的DMEM(Hep 3B)或 F-12K(Clone 9 cell) [不含抗生素及血清]

至 complex的那一管，用剪過的 1ml tip 吸起，加至培養皿中，放入

370C的培養箱中培養。 

Transfection 之 12小時後，加入 1ml含 20 % FBS 之 DMEM(Hep 

3B)或 F-12K(Clone 9 cell) [不含抗生素]，24小時後，換成完整的生長

培養液培養。transfection 之 12小時後，即可觀察結果。 

 

*Transfection之注意事項 

1.kit reagent: LIPOFECTAMINE (LiFE ,Tecl-NOLOGIESTM) 

2.細胞要健康。 

3.DNA和 liposome須混合均勻(用 yellow tip mix至少 60次以上，

增加碰撞機率)。 

4.DNA和 liposome比例須適當，DNA和 liposome太多會對細胞

造成毒害。 

5.DNA和 liposome形成 complex的時候，不可有血清的干擾。 

6.整個 transfection的過程，不可有抗生素的干擾。 



7.DNA須高純度，用 kit(GiBco BRL)抽，再通 column純化。 

    

 

八、抽質體 DNA(用 kit抽) 

前一天先將菌落養在 2ml的 LB培養液，培養隔夜，隔天早上再

養至錐形瓶 25ml。取 1ml至 25ml新鮮的 LB培養液中，加抗生素(最

終濃度 100ug/ml)，放在 37oC培養箱中，劇烈搖晃，培養至 OD值 >1

以上，而後收細菌，以轉速 3500rpm，10分鐘，4 oC離心。 

在此時先用 10ml的平衡液體(E4)，平衡 column。細菌離心後倒

掉上清液，加入 4ml的細胞懸浮的溶液(E1)含有 RNase A，震盪至

pellet散開成均勻狀，之後加 4ml的細胞溶解液體(E2)，輕輕的混合

均勻，不可 vortex，在室溫放 5分鐘直到全部呈半透明均勻狀，之後

加 4ml的中和液體(E3)，立即混合均勻，不可 vortex，直到白色蛋花

狀的樣子形成較緊密的結構。之後離心，轉速 10000rpm，室溫 10分

鐘(不可在 4 oC離心)。接著將上清液通入已平衡好的 column，靠重

力，將流下來的液體丟掉。用 10ml的 wash buffer(E5)清洗 column，

洗 2次，將流下來的液體丟掉。然後換乾淨的管子用 5ml的 Elution 

buffer(E6)把 DNA沖下來。再加 3.5ml的 isopropanol，混合均勻，放

入-20 oC沉澱 DNA，隔天再以 10000rpm，4 oC離 30分鐘，小心的移

除上清液，用 3ml 70%的酒精洗 DNA pellet，再以 10000rpm 4 oC 離



5分鐘，小心的移除上清液，在空氣中乾 10分鐘，再以 100ul的 TE 

buffer溶解 DNA pellet。 

此抽好之質體 DNA即可拿來作 transfection實驗。 

 

 

九、TUNEL實驗 

作完轉殖實驗( transfection)52hr後，作 TUNEL實驗：將細胞用

固定液固定一小時，用 PBS 清洗細胞；在冰上浸潤細胞 2分鐘，用

PBS 清洗細胞；加入 TUNEL試劑、反應一小時(370C)，用 PBS清洗

細胞；用螢光顯微鏡觀察結果(570-620nM激發光，紅光)。 

 
 
*TUNEL之注意事項 

1. 固定液：Paraformaldehyde [2% in PBS, pH 7.4]，新鮮配製。 

2. 清洗液：PBS, pH 7.4 

3. 浸潤液：Triton X-100 [0.1% in 0.1% sodium citrate] 

4. Blocking buffer：PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5% bovine serum 

albumine 

5. TUNEL 試劑：In situ cell death detection kit, TMR red [Roche] 

6. TUNEL 混合液：TUNEL 試劑 1(含酵素)，取 5ul；TUNEL 試劑 2 

[label buffer(10X)]，取 45ul。要用時立即混合。還未使用時暫時放



在冰上。 

7. 加入 TUNEL試劑、反應一小時(370C)，須避光且在潮濕的環境中

反應。 

8. 用螢光顯微鏡觀察結果 [570-620nM激發光(紅光)]，可見紅色螢光 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. 結果 

實驗首先設計 5端及 3端的 primer，如圖 4，以 RT-PCR的方式

大量複製 cDNA。為了之後將 cDNA 接到載體，所以 primer上設計

了限制酵素認識的位置。mCA I： 5端的 primer有 Hind III認識的位

置，3端的 primer有 Bam HI認識的位置；mCA II： 5端的 primer

為 blunt end，3端的 primer有 Bam HI認識的位置；mCA III： 5端

的 primer為 blunt end，3端的 primer有 Hind III認識的位置；hCA II： 

5端的 primer有 Kpn I認識的位置，3端的 primer為 blunt end。之後

抽老鼠肝組織及人(病人的組織切塊)之 RNA，可明顯的看到 28s及

18s rRNA，如圖 5。再以 RT-PCR的方法複製 cDNA，產物經 1.2%洋

菜膠分離後可以看到在 898 bp 附近有一明顯的 band，為 mCA I；在

895 bp 附近有一明顯的 band，為 mCA II；在 938 bp 附近有一明顯

的 band，為 mCA III；在 922 bp 附近有一明顯的 band，為 hCA II，

如圖 6。 

為了大量生產 cDNA以利於後面實驗用，所以讓 E.coli之質體來

製造。因此首先製備載體 pGEM 3Z(f)+，圖譜如圖 7，載體 pGEM 

3Z(f)+為 ampicillin resistant，lac Z基因上有 polycloning site；製備如

圖 8。然後自洋菜膠將此 cDNA片段利用 Geneclean III的方法純化出

來以限制酵素作用，再經由相同限制酵素作用過的 pGEM 3Z(f)+載體



接合之後，送入 JM 109 E.coli中，利用X-gal及 IPTG呈色系統篩選。

由於 cDNA接入 pGEM的 lac Z基因，所以一旦接合成功即會破壞 lac 

Z基因，而不能產生酵素代謝 X-gal，因此菌落之顏色為白色，而不

呈現藍色。自白色菌落抽小量的質體 DNA，跑膠篩選，見圖 9，有

接合成功之質體，band 和 pGEM之 band 比會上移(因 pGEM接上

cDNA size較大)。而其它未接合成功，但菌落能仍為白色的可能原因

為：載體(pGEM)在自我連接的過程裏，可能使得 reading frame出錯，

而不能產生酵素代謝 X-gal，因此菌落之顏色為白色。為了確定內含

所送入質體的 cDNA，所以再用當初接合的限制酵素(Kpn I&Sma I)

切下，跑 1.2%洋菜膠分離 DNA，發現有兩條 band，位置在 3200 bp

及 922 bp附近，而 pGEM 3Z(f)+的大小是 3199 bp，所以初步確定是

所要的質體，並命名為 pGEM-HCA II，見圖 10。為了更確定此質體

所含的 cDNA為 HCA II，所以抽大量的質體 DNA；用限制酵素(Kpn 

I& SmaI)切下，然後自洋菜膠將此 cDNA片段利用Geneclean III的方

法純化出來，送去本校貴儀室用自動定序儀定序，結果序列和 gene 

bank所提供的 HCA II序列是一致的，見圖 11。另外也接好另一質體

命名為 pGEM-MCA I，初步確定見圖 12，定序結果，序列和 gene bank

所提供的MCA I序列是一致的，見圖 13。 

為了將此 HCA II gene送入細胞，探討在細胞表現的情形，所以



作轉殖實驗。但此質體必須能在細胞內表達，所以首先換細胞用的載

體為 pcDNA3，圖譜如圖 14， pcDNA3載體為 ampicillin resistant，

neomycin resistant。然後自洋菜膠將 HCA II片段利用 Geneclean III

的方法純化出來以限制酵素作用，再經由相同限制酵素作用過的

pcDNA3載體接合之後，送入 JM 109 E.coli中。無法利用X-gal及 IPTG

呈色系統篩選，所以隨機挑白色菌落抽小量的質體 DNA，跑膠篩選，

見圖 15；同時用限制酵素(Xba I&EcoR I)切下，跑膠確認 cloning的結

果，見圖 16。另外、為方便觀察(螢光)，所以將 HCA II接到 GFP載

體，圖譜如圖 17，GFP載體為 kanamysin resistant，neomycin resistant，

且本身帶有 gfp基因，會製造綠色螢光蛋白，以螢光顯微鏡觀察，可

見綠色螢光。同樣的跑膠篩選後，用限制酵素(Xba I&EcoR I)切下確

認 cloning的結果，見圖 18。 

以人之肝癌細胞(Hep 3B)作轉殖實驗，以 GFP當 control ，

GFP-HCA II當實驗組。DNA取 2ug，liposome取 5λ，結果在 24小

時 GFP的轉殖效率為 7.42%，GFP-HCA II的轉殖效率為 6.36%；40

小時 GFP的轉殖效率為 17.44%，GFP-HCA II的轉殖效率為 10.46%；

48小時 GFP的轉殖效率為 25.30%，GFP-HCA II的轉殖效率為

10.78%；66.5小時 GFP的轉殖效率為 37.75%，GFP-HCA II的轉殖

效率為 15.28%；72小時 GFP的轉殖效率為 34.55%，GFP-HCA II的



轉殖效率為 8.15% 。結果：隨著時間的增加轉殖效率也增加，直到

66.5小時後，轉殖效率才下降。以 GFP-HCA II 的轉殖效率除以GFP

的轉殖效率乘以 100，結果發現GFP-HCA II 的轉殖效率有下降的趨

勢，見圖 19。再作一次肝癌細胞的轉殖實驗，結果也有相似的情形，

如圖 20。另外，以螢光顯微鏡觀察，送入 GFP-HCA II之細胞發出綠

色螢光型態與 control組(送入 GFP)有一些不同。送入 GFP，螢光表

現隨細胞型態而整個分怖於細胞，細胞型態多是舒展的，且螢光亮度

較亮。送入 GFP-HCA II，細胞發出綠色螢光型態為圓形的較多；有

的細胞螢光型態為又圓又亮，之後圓亮的細胞會飄起死亡；也有一些

細胞發出綠色螢光呈現許多小小圓圓的形狀，疑是 apoptotic body；

大體而言，送入GFP-HCA II比送入 GFP，螢光亮度較暗。觀察結果

見幻燈片(圖 25)。 

另一方面，實驗考慮須有對照組，所以以正常的大白鼠肝細胞

(clone 9) 作轉殖的實驗。DNA取 2ug，liposome取 5λ，原始結果：

在 24.5小時兩盤 GFP的轉殖效率分別為 19.77%、37.76%，三盤

GFP-HCA II的轉殖效率分別為 44.29%、18.27%、24.93%；37.5小時

兩盤 GFP的轉殖效率分別為 9.15%、11.73%，三盤GFP-HCA II的轉

殖效率分別為 18.67%、11.57%、11.73；46小時兩盤 GFP的轉殖效

率分別為 7.86%、10.91%，三盤 GFP-HCA II的轉殖效率分別為



15.39%、8.31 %、7.84%；62.5小時兩盤 GFP的轉殖效率分別為

3.99%、7.23%，三盤GFP-HCA II的轉殖效率分別為 2.59%、4.0%、

2.77%；72小時兩盤GFP的轉殖效率為 3.20%、4.44%，三盤GFP-HCA 

II的轉殖效率分別為 4.50%、2.23%、1.92%，如圖 21，發現 GFP與

GFP-HCA II曲線走向相似，在 37.5小時後，曲線都趨於和緩。以

GFP-HCA II 的轉殖效率除以 GFP的轉殖效率乘以 100，結果發現

GFP-HCA II 的轉殖效率也有下降的趨勢，如圖 22。再作一次正常大

白鼠肝細胞(clone 9) 的轉殖實驗，如圖 23、24，結果發現 GFP-HCA 

II 的轉殖效率有下降的趨勢。另外，以螢光顯微鏡觀察 clone 9細胞

的螢光型態，送入 GFP與送入細胞 GFP-HCA II還是有差異。GFP

細胞的螢光型態為細胞核很明顯，細胞質的螢光擴散出去，就像是荷

包蛋的樣子且螢光較亮。GFP-HCA II細胞的螢光型態較不擴散，也

較暗，可觀察到細胞發出綠色螢光呈現許多小小圓圓的形狀。觀察結

果見幻燈片(圖 26)。 

    另外，我們做 TUNEL實驗，發現轉殖 GFP-HCA II細胞，

在螢光顯微鏡下以 570-620 nM激發，呈現紅色螢光反應，表示細胞

可能有 apoptosis 的現象(圖 27、圖 28)。 

 
 
 
 



V. 討論 

過去十年，科學家很努力得想發現 CA在腫瘤形成過程中所扮演

的角色，是一個 biomarker或是腫瘤相關的蛋白？科學家發現細胞外

的酸性環境，有助於腫瘤細胞的侵入，而提供此酸性環境，是由 CA

來催化，已經知道在一些癌症，CA會過度表現，以利於癌細胞的侵

入，當加入 CA的抑制劑則會鎮壓癌細胞的侵入 ( in vitro ) (39)。在

很多的腫瘤細胞和細胞株，CA I和 CA II的表現經常被研究，可以在

胰臟腫瘤看到 CA I、 CA II的表現(40)。目前在正常和不同的惡性細

胞很難清楚去釐清 CA isozymes的表現，因為同一種 CA isozyme的

表現量在正常和惡性細胞並非有明顯差異；且不同的惡性細胞因不同

組織器官，CA isozymes表現也不同。同時沒有證據指出惡性腫瘤的

形成和 CA有直接的關係，目前只有 CA IX和 CA XII的表現被認為

和腫瘤的形成有關。CA IX的功能被認為和酸鹼平衡，細胞內的連繫

和細胞增生有關(41)。在一些上皮的腫瘤如直腸大腸癌可以看到 CA 

IX的過度表現(42)，另外也可在大多數的直腸癌看到 CAX II不正常

的表現。過度表現，可以明確的當警告標誌，並可用於組織病理學的

檢查(40)。令人意外的，在大腸直腸癌發現 CA I，CA II的表現，明

顯的下降，在大腸直腸癌 CA I，CA II的表現和細胞增生指數呈現負

相關。另外，CA IX在正常胃黏膜有發現，而在胃癌 CA IX的表現減



少或消失，推論 CA IX在正常細胞扮演細胞生長負控制的角色。在

此 CA在腫瘤中所扮演的角色究竟是如何呢？仍然有待於研究，以達

到預癌症的目的。 

    CA在細胞質所扮演的角色仍不完全清楚，但是潛在的角色就是

促進 CO2從細胞內擴散到細胞外( 35 )。之前本實驗室的研究發現，

接種 sarcoma cell的老鼠肝臟中的 CA，隨接種時間的增加而 CA逐

漸消失，是何原因造成此現象並不清楚？因此大膽假設可能是 1.癌細

胞不需要此酵素。2.此酵素對癌細胞有毒害。3. 此酵素會影響癌細胞

的生長。之前的報告指出在大腸癌發現 CA I、II有消失的現象；在胃

癌發現 CA IX有消失的現象，有科學家認為 CA在正常細胞所扮演的

角色，可能是一個生長負調控的角色(43)。 

我們將 CA送入肝癌細胞及正常大白鼠肝細胞，觀察轉殖的效

率。發現 CA的曲線經校正後有下降的趨勢；且在螢光顯微鏡下，轉

殖 GFP-HCA II的細胞形狀與轉殖 GFP的細胞形狀有些不同。轉殖

GFP-HCA II的細胞隨時間增加形狀呈現圓形的增多，且綠色螢光亮

度增強，此圓亮的細胞最後會死亡。做 TUNEL實驗，發現轉殖

GFP-HCA II細胞，在螢光顯微鏡下以 570-620 nM激發，呈現紅色螢

光反應，表示細胞可能有 apoptosis 的現象；另外也可看到一顆細胞

有許多小小圓圓的亮點，作 TUNEL實驗，可能是 apoptotic bodies。



這些結果顯示 CA可能對細胞造成傷害，使細胞有 apoptosis 的現象。 

探討CA的曲線經校正後有下降的趨勢，會是因質體(GFP-HCA II)

在細胞內表達為一個融合蛋白較不穩定，易被分解，造成細胞死亡？

還是真的是 CA II酵素的作用，造成細胞死亡？如果真的是 CA II酵

素的作用，為何轉殖 CA II對癌細胞有傷害？是如科學家認為 CA II

在正常細胞所扮演的角色，可能是一個生長負調控的角色，所以大量

表現的 CA II讓細胞生長緩慢甚至死亡；還是大量表現的 CA II使得

細胞內環境 pH改變太大，而導致細胞死亡。這些問題有待於釐清。 

我們重新檢視 CO2 + H2O  CA    H+ +HCO3
-，科學家發現，在

水溶液、生理性的 pH值狀況下，HCO3
-的濃度是CO2的 20倍。在必

要代謝路徑的一些 enzymes如 carboxylating enzymes，會利用這些極

性的 HCO3
-當 substrate進行 carboxylation 反應。在肝臟、腎臟、脂

肪組織：HCO3
-可和 pyruvate carboxylase，形成葡萄糖；HCO3

-可和

carbamoyl phosphate I結合，形成 pyrimidines；HCO3
-可和 carbamoyl 

phosphate II結合，而走 urine cycle；HCO3
-可和 acetyl CoA carboxylase

結合，形成脂肪酸(43)。 

Carbonic anhydrase可加速 CO2及 HCO3
-的轉換，提供 HCO3

-為

carboxylation步驟之 substrate，有利於細胞的生長(包括癌細胞)。但

在大腸直腸癌卻發現CA I，CA II的表現，明顯的下降，表示CA可



能有另外的角色還未被發現，初步認為 CA 在正常細胞所扮演的角

色，可能是一個生長負調控的角色，所以大量表現的CA II可能直接

調控細胞生長，讓細胞生長緩慢甚至死亡或者透過上述代謝路徑間接

調控細胞生長。此外過度表現的 CA可能不斷的提供酸，酸化癌細胞

可能對癌細胞造成毒害[因有報告指出數種抗癌藥酸化癌細胞造成細

胞毒害(44)]。 

總結以上的論點，適量的CA可促進細胞的生長，但過度表現的

CA可能：1、不斷的提供酸，酸化癌細胞可能對癌細胞造成毒害。2、

CA所扮演的角色，可能是一個生長負調控的角色，所以大量表現的

CA II讓細胞生長緩慢甚至死亡。 

利用短暫性殖入 CA的系統，以了解 CA和癌症的關係，又因 CA

在癌症出現時會下降及消失，期望藉此能以CA當一檢驗 marker，以

期提早發現及治療，達到預防癌症的目的。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



Oligonucleotide                          C0/time(sec)   Cycles   
  
mCA I cDNA amplification (898 bp )              940/120    40  
mCA I-5':5'-TCTCTGAAGCTTAATCACAAC-3'     600/60                          
mCA I-3':5'-CTTAATCGGGATCCCTTTATT-3' 
       
mCA II cDNA amplification (895 bp )              940/120    40  
mCA II-5':5'-CCAATCACCGGCGTGA-3'           630/60                          
mCA II-3':5'-GCGAGTCGGGATCCAA-3' 
 
mCA III cDNA amplification (938 bp )              940/120   40 
mCA III-5':5'-TGGGTGACTGCAGCAAGAAAG-3    600/60          
mCA III-3':5'-GTTCGTCGGAAAGCTTGGAGT-3' 
 
hCA II cDNA amplification (922 bp )                940/120   40  
hCA II-5':5'-CCAGATCGGTACC GATTCCT-3'        680/60                          
hCA II-3':5'-GCAACCAGGATCCAAATCAC-3' 
 
restriction enzyme site: 
 
mCA I-5':5'-TCTCTGAAGCTTAATCACAAC-3'    (Hind III)                            
mCA I-3':5'-CTTAATCGGGATCCCTTTATT-3’     (Bam HI) 
 
mCA II-5':5'-CCAATCACCGGCGTGA-3'          (Blunt end)                                 
mCA II-3':5'-GCGAGTCGGGATCCAA-3’          (Bam HI) 
 
mCA III-5':5'-TGGGTGACTGCAGCAAGAAAG-3   (Blunt end)                  
mCA III-3':5'-GTTCGTCGGAAAGCTTGGAGT-3’   (Hind III) 
            
hCA II-5':5'-CCAGATCGGTACCGATTCCT-3'       (Kpn I)         
hCA II-3':5'-GCAACCAGGATCCAAATCAC-3’      (Blunt end) 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 

Sequences of the 5' primers and 3' primers 
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Figure 5. Total RNA isolated from (a) mouse, (b) human. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6  
RT-PCR products of (A) m CA I, 898 bp; (B) m CA II, 895 bp; 

(C) m CA III,938 bp; (D) h CA II，922 bp. 

(C) (D) 

(A) (B)



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7. Map of pGEM 3Z(f)+ vector.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8. Large preparation of pGEM. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 9 
Screening of the E. coli clones with pGEM-HCAII plasmid. 
Plasmids prepared from the white E. coli colonies were analyzed 
by electrophoresis in a 1.2 % agarose gel.  
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Figure 10  
Confirmation of pGEM-HCA II plasmid by digestion with 
restriction enzymes. Lane 1: Hind III marker. Lane2: pGEM-HCA 
II. Lane3: plasmid digested with Kpn I. Lane 4: plasmid digested 
with Kpn I and Sma I. Lane 5: DNA ladder (marker). 
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Figure 12 
Confirmation of pGEM-MCA I plasmid by digestion with 
restriction enzymes. Lane 1: Hind III marker. Lane 2: 
pGEM-MCA I. Lane 3:plasmid digested with Hind III. Lane 4: 
plasmid digested with Hind III and Bam HI. Lane 5: DNA 
ladder (marker). 
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Figure 14. Map of pcDNA3 vector.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 15  
Screening of the E. coli clones with pcDNA-HCAII plasmid. 
Plasmids prepared from the white E. coli colonies were analyzed 
by electrophoresis in 1.2 % agarose gel. Numbers 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
and 7 were pcDNA-HCAII plasmids. 
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Figure 16 
Confirmation of pcDNA-HCA II plasmid by digestion with 
restriction enzymes. Lane 1: Hind III marker. Lane2: 
pcDNA-HCA II. Lane3: plasmid digested with Eco R I. Lane 
4: plasmid digested with Xba I and Eco RI. Lane 5: DNA 
ladder (marker). 
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Figure 17. Map of pEGFP-CL vector. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 18  
Confirmation of pEGFP-HCA II plasmid by digestion with 
restriction enzymes. Lane 1: Hind III marker. Lane2: 
pEGFP-HCA II. Lane3: plasmid digested with Eco R I. Lane 
4: plasmid digested with Xba I and Eco RI. Lane 5: DNA 
ladder (marker). 
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Figure 19  
Time course of the numbers of Hep 3B cells transfected 
with GFP-HCA II. Hep 3B cells were transfected with 
GFP-HCAII or GFP plasmids, and the percentage of cells 
show green fluorescence were calculated at the indicated 
time points. The percentage of the cells transfected with 
GFP-HCA II was further normalized by one of control cells 
(GFP). 
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Figure 20 
Time course of the numbers of Hep 3B cells transfected 
with GFP-HCA II. Hep 3B cells were transfected with 
GFP-HCAII or GFP plasmids, and the percentage of cells 
show green fluorescence were calculated at the indicated 
time points. The percentage of the cells transfected with 
GFP-HCA II was further normalized by one of control cells 
(GFP). 
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Figure 21  
Time course of the numbers of clone 9 cells transfected with 
GFP-HCA II. Clone 9 cells were transfected with GFP-HCAII or 
GFP plasmids, and the percentage of cells show green fluorescence 
were calculated at the indicated time points.  
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Figure 22 
Time course of the numbers of clone 9 cells transfected with 
GFP-HCA II. Clone 9 cells were transfected with GFP-HCAII 
or GFP plasmids, and the percentage of cells show green 
fluorescence were calculated at the indicated time points. The 
percentage of the cells transfected with GFP-HCA II was further 
normalized by one of control cells (GFP). 
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Figure 23 
Time course of the numbers of clone 9 cells transfected with 
GFP-HCA II. Clone 9 cells were transfected with GFP-HCAII or 
GFP plasmids, and the percentage of cells show green fluorescence 
were calculated at the indicated time points.  
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Figure 24 
Time course of the numbers of clone 9 cells transfected with 
GFP-HCA II. Clone 9 cells were transfected with GFP-HCAII 
or GFP plasmids, and the percentage of cells show green 
fluorescence were calculated at the indicated time points. The 
percentage of the cells transfected with GFP-HCA II was 
further normalized by one of control cells (GFP). 
 



 
Figure 25. Hep 3B cells transfected with GFP-HCA II. 
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Figure 26. Clone 9 cells transfected with GFP or GFP-HCA II. 
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Figure 27. TUNEL assay (Hep 3B cells transfected with 

GFP-HCA II).  

 

 

 

 

 

 

 

 

[TUNEL assay (red fluorescence) 200x] 
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[light microscopy (200x)] 

 

Figure 28. TUNEL assay (Hep 3B cells transfected with 

GFP-HCA II). 
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[TUNEL assay (red fluorescence) 200x] 
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摘要 

Glutathione S-transferase（GST）體內的解毒酵素在化學預防中扮

演了重要的角色。由於當某些癌症形成時，GST pi form有明顯的大

量表現，而治療癌症時 GST alpha form又與藥物產生抗藥性有關，所

以使用天然藥物能降低(抑制)GST pi及 GST alpha form的表現，對於

治療癌症是有益的，可使得抗癌藥的效果增強而達到治療癌症的目

的。 

在本實驗中是利用肝癌細胞(Hep G2、3B cell)，以Western blotting

及 RT-PCR的方法探討 silibinin，EGCG，PCA，geniposide等天然藥

物對於 Glutathione-S Transferase 基因表現的影響，結果 G2及 3B細

胞以 EGCG和 silibinin處理後，發現 GST alpha mRNA的量都是下降

的，且GST mu mRNA的量是上升的(3B細胞)。另外以 silibinin處理，

GST alpha mRNA的量呈現 dose-dependent，time-dependent。 

所以初步認為 silibinin在預防及治療癌症上是不錯的天然藥物。

進一步還須合併抗癌藥，證明 silibinin的確可以幫助癌症的治療。 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Glutathione S –transferases are detoxifying enzymes and play 

important roles in chemoprevention. However, the expression of 

GST pi subunits were linked to the development of several cancers, 

and the increases in GST alpha subunits were related to the 

drug-resistance of cancers. Therefore, a compound that could 

decrease the expression of GST pi or alpha would be beneficial in 

treating cancers, such as enhancing the efficiency  of anticancer 

drugs by decreasing drug-resistance. 

In this study, we tested the effect of several natural compounds, 

including silibinin, EGCG, PCA and geniposide on the gene 

expressions of GST subunits. Using Western blotting and RT-PCR 

analyses, we found that the treatment of EGCG and silibinin on 

hepatoblastoma cells (Hep G2 and 3B) reduced the mRNA levels of 

GST alpha in both cell lines, and increased the transcripts of GST 

mu in 3B cells. The reduction of GST alpha mRNA level by silibinin 

was dose- and time-dependent. 

These results suggested that silibinin would be advantageous in cancer treatment. 

Further study using combination of silibinin and anticancer drug will be 

needed to demonstrate the actual effect of the compound in helping cancer 

treatment. 

 

 

 

 



 

I. 背景簡介 

一、GST的簡介 

Glutathione-S-transferase (GSTs)屬於 supergene family，是數量豐

富的 protein，為可溶性的、dimer的形式。每一個 subunit都含有 active 

sites可以結合 glutathione和 hydrophobic ligands，可以對抗內生性或

外生性的化學物質(1、2、3)。GST是一種具多功能的蛋白質它可以

和細胞內的生化分子結合，例如：heme、bilirubin、polycyclic aromatic 

compounds及 dexamethasone（4），並進一步攜帶及運送這些分子。

此外，在解毒過程中，它會催化 glutathione和多種內生性或外在的活

化型化學物結合，進而進入 mercapturic acid 路徑加以代謝（5、6），

以保護細胞免受傷害。 

1. 分類與命名： 

人類的 GST分為五個 class，有 Alpha (A)，mu (M)，pi (Pi) ，

theta (T) (7、8)，和一個新的 class zeta (Z)(9)，Alpha form的 subfamily

又分為 A1，A2，A3，A4，分子量約為 25.6~26 kDa之間。A1與 A2

主要出現的組織是肝臟。Mu (M1)的 subfamily有M1 (M1a、 M1b)， 

M2，M3，M4，M5，分子量約為 26左右，M1主要出現的組織是肝

臟。Pi form的 subfamily為 P1 (P1a、P1b、P1c、P1d)分子量為 23左



右，主要出現的組織是腦。Theta的 subfamily為 T1和 T2，分子量為

27kDa，主要出現的組織是腎。 

Rat的分類及命名為：Alpha form的 subfamily分為 rGSTA1 

(Ya1)，rGSTA2 (Ya2)，rGSTA3 (Yc1)，rGSTA4 (Yk)， rGSTA5 (Yc2)。

Mu (M1)的 subfamily有 rGSTM1 (Yb1)， rGSTM2 (Yb2)， rGSTM3 

(Yb3)，rGSTM4 (Yb4)，rGSTM5 (Yn2)，rGSTM6 (Yo)。Pi form的

subfamily為 rGSTP1 (Yf, Yp)。 theta form的 subfamily為 rGSTT1， 

rGSTT2， rGSTT3。 

Mouse的分類及命名為：Alpha form的 subfamily為 mGSTA1 

(Ya1)，mGSTA2 (Ya2)，mGSTA3 (Yc)，mGSTA4 (Yk)。 Mu form的

subfamily為 mGSTM1 (Yb1)，mGSTM2 (Yb2)，mGSTM3(Yb3)，

mGSTM4(Yb5)，mGSTM5(Yb4)。Pi form的 subfamily為

mGSTP1(Yf1)，mGSTP2 (Yf2) 。Thetam form的 subfamily為 GSTT1, 

mGSTT2 (Yrs)(10，11)。 

2. 催化功能： 

GST主要扮演解毒的角色，GST可催化一般的反應： 

GSH + R-X      GST        GSR +HX。GST 的功能就是將 substrate

帶入靠近 GSH，然後活化 GSH的 sulfhydryl group，使得 GSH和親

電性的 substrate (xenobiotics)結合，而使 substrate不活化，同時促進



它們排出體外(12)。GST的 substrates 有很多種，如環境中的

carcinogens 或 toxicants 包括 aromatic 和 aliphatic organic compounds，

如 Benzo(a)pyrene (BPDE)，aflatoxin B (AFB)，epoxide ring openings， 

nucleophilic aromatic substitution, peroxidase, α,β-unsaturated 

aldehydes和 ketones。對所有的 GST而言，CDNB 

(1-chloro-2,4-dinitrobenzen); DCNB (1,2-dichloro-4-nitrobenzene)可以

當作是所有標準的 substrate，唯有 GST theta不能催化這些反應(13)。 

因著 GST的催化，GSH的 cysteine會和親電性 substrate形成

thioether bond，結果造成了更低的反應和更多水溶性的物質，所以

GST通常扮演解毒功能。GST的解毒功能會因為在標的器官和物種

表現專一性的 isoform的不同，而顯得更重要。例如：持續表現

mGSTA3-3會抵抗 aflatoxin B1 (AFB)(14)；hGSTP-1可以有效的解毒

benzo(a)pyrene (BPDE)(15)；hGSTM1-1可以獨特的結合 stilbene oxide 

(TSO)(16)。 

3. GST的抑制劑： 

    到目前為止，in vivo活化的 GSTs inhibitors 是 ethacrynic acid 和

許多源自 glutathione的結構(17)。In vitro的 inhibitors包括 ethacrynic 

acid 和 antibiotic calvatic acid，curcumin，haloenol lactone, disulfiram

和 organotin compounds(18)。 



4. GST的轉錄調節和誘導： 

細胞質GST的調節受至於內生性和外生性的參數，內生性的參

數包括發育，性和組織專一性因子；外生性的參數 xenobiotics，包含

polycyclic aromatic hydrocarbons，phenotic antioxidants，

isothiocyanates，glucocorticoids(7)。大部分的化合物會以間接的方式，

經由影響 GST上游基因來進一步促進GST的表現。Rat GSTA2 上游

基因 gene包含一個 GRE (glucocorticoid-response element)，一個 XRE 

(xenobiotic-response element)和一個 ARE (antioxidant-response 

element)(7)。Glucocorticoids 如：dexamethasone可以經由 GRE誘導，

而 aromatic hydrocarbons 如：dioxin可以經由 XRE誘導 GST，另外

phenolic antioxidants如： BHA可以經由 ARE 誘導 GST(19)。 

5. GST的特性： 

依 GST所分佈的位置大致可分為兩類，其一是結合在細胞膜上

的 GST，例如 microsomal GST。另一則是細胞質的 GST，而大部分

的 GST都存在細胞質部分，細胞質中的GST主要以 alpha、mu及 pi

族為主。在酸鹼特性方面，alpha族屬於鹼性，mu族偏中性，pi族則

屬於酸性。在 rat、mouse以及人類中，這三種不同的GST在結構方

面、酵素方面等特異性都很類似(20)。 

此外，這三種不同的 GST 的表現往往具組織特異性，以老鼠而

言，alpha GST主要分佈在肝臟、腎臟；mu GST主要分佈在心臟、

肝臟（21）；至於 pi GST在正常的情形下，除了肝臟外，均勻的分佈

在各個組織器官內。另外也發現這些不同的 GST，在細胞形成腫瘤過



程中的各個階段，其表現量也有所變化。以肝細胞為例，在正常的肝

細胞中以 alpha族GST為主，mu族GST其次，但是都偵測不到 GST-P

（22）。在前腫瘤結節中，alpha、mu及 pi族的 GST都會過度的表現，

但一旦肝細胞變成腫瘤細胞，尤其是化學的致癌作用，GST-P會很明

顯且大量的表現（23）。 

過去對於 GST的研究，大都著重於 GST-P，不論是在基因的調

節、表現、或是抗藥性等方面的探討較透徹（24、25、26）。就 alpha

族 GST的研究，多注重於其抗藥性方面，特別是發現它會代謝一些

抗癌藥物，如 cisplatin、alkylating agent等，而抑制了某些抗癌藥物

對於癌症初期的治療（27、28、29）。至於 mu族 GST，對於某些抗

癌藥物具有抗藥性，且和組織的發炎有關（30）。在正常的肝細胞，

mu族 GST也會表現，一旦肝細胞受到致癌化合物的刺激作用，mu

族 GST表現也會增加，因此推論 mu族 GST在肝細胞中扮演著不可

或缺的保護角色。 

但是，在過去有關 mu族GST 研究不多，所以了解並不深入。

事實上，有關 GST生化功能的調控過程是很複雜的，這和遺傳、性

別、年齡、組織種類以及細胞癌化程度的不同皆有關聯。目前至少有

100種的化合物被鑑定出會誘導 GST的表現。其中有些化合物存在蔬

菜及柑橘類水果中（31）。 

6. GST與 chemoprevention間之關係： 

由於 GST屬於 phase II酵素，本身具有解毒的功能，故進來有

許多研究皆偏向於 chemoprevention的方向，希望藉此提高 GST活

性，以增加細胞之抗癌效果，進而達到 chemoprevention之目的(32)。 

 

 

 



 

二、Silibinin的簡介 

Silymarin源自 milk thistle (silybum marianum)植物。Silybum 

marianum屬於 Aster family的一員，包含雛菊和薊(thistle)(33 )。thistle 

(薊)，為蘇格蘭的國花，通常為木植，莖、葉、外皮有刺，開紫色球

形頭狀花。milk thistle生長在有陽光且排水良好的地方(34 )。 

Silymarin被用來天然的治療肝及膽道的疾病已有兩千年之

久，自古希臘一位植物學家記載，milk thistle seeds之茶可以治療蛇

毒咬傷(35)。一五九六年，Gerarde認為 milk thistle是抗習慣性憂鬱和

黑膽很好的治療藥(34)。在一七八七年，Culpepper注意到 milk thistle

是治療肝脾極好的治療藥(35)。而目前 silymarin在臨床上的應用可以

有效的改善急性和慢性的病毒性肝炎、酒精性肝炎、毒素所引起的肝

炎、cirrhosis、ischemic injury及放射性的毒害(36、37、38)。 

Milk thistle的活性萃取物是 silymarin，是 flavonolignans (包含

silydianin, silychristine和 silybin)的混合物(39、40 )。silymarin 的濃度

在植物的果實或種子、球根、塊莖的地方最多，傳統上用 95%的 ethyl 

alcohol萃取，會產生黃棕色的液體，所以命名為 flavonoid，意義是

指黃色(34、41 )。 

Silymarin的功能：silymarin和它的活性組成分子 silybin被報



告出擔任抗氧化的工作，清除自由基和抑制脂質過氧化。silybin可以

快速的和自由基作用(OH-和 HOCL)(42)，和抑制 hepatocyte、

microsomal和紅血球膜上的脂質過氧化(43、44 )，穩定肝細胞膜(45、 

46)。Silybin可以藉於刺激 ribosomal RNA polymerase增加肝細胞蛋

白的合成(47 )，silybin可以降低肝和粒腺體 glutathione的氧化(48 )。

它可降低 tumor promoter的活化(49 )和 mast cell的穩定(抗發

炎)( 50)，保護身體免於遺傳的傷害。  

Silybinin的結構如圖 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



三、EGCG的簡介 

茶多酚為各種茶葉中非常重要的成分。一般將茶中多酚類成

分區分為四大類，即 flavanols、flavonols、leucoanthocyanins、phenolic 

acid。而 flavanols又稱兒茶素類(catechin)，是茶葉中最主要的多酚類，

約佔多酚類總量 75-80%，所以一般描述的茶多酚，指的就是兒茶素

類(catechin)。六種主要的兒茶素類分別是：(-)-epigallocatechin gallate 

(EGCG)、(-)-epigallocatechin (EGC)、(-)-epicatechin gallate (ECG)、

(-)-epicatechin (EC)、(+)-gallocatechin (GC) 和 (+)-catechin(C)。 

      茶多酚有抗發炎作用，抗菌作用，抑制 lipid peroxidation。茶

多酚作用機制有五大類：一、茶多酚具有抗氧化能力，能將細胞內過

多的自由基清除(58、59)。二、茶多酚抑制 nitrosation的反應。N-nitroso 

compounds的量直接影響腫瘤的形成(60)，而茶多酚會與 nitrosating 

species 發生反應，因此降低了 N-nitroso compounds 的形成(61)。三、

茶多酚可抑制 microsomal momooxygenase的活性(62)，因此降低了

carcinogenes 的活化。四、茶多酚可直接與某些 carcinogens 發生反應，

因此降低了 carcinogenes 的 level。五、茶多酚可直接抑制癌細胞的增

殖。目前的了解是茶多酚可藉由抑制 ornithine decarboxylase，protein 

kinase C，reverse transcriptase，DNA TOP II，urokinase等酵素的活性

或抑制細胞內其它訊息傳遞路徑，而降低癌細胞的增殖(63、64、65、



66)。 

        EGCG的結構如圖 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



四、原兒茶酸( protocatechuic acid : PCA )的簡介 

原兒茶酸( protocatechuic acid : PCA )廣佈於蔬菜、水果和胡桃

中，為一結構簡單的多酚類化合物，是從Hibiscus sabdariffa L.中所分

離出來的，在中醫上用來解熱及治療高血壓、肝疾病。雖然對其藥理

及生化效應並不清楚，但已有報告指出原兒茶酸具有很強的抗氧化能

力(51)，而生化所其它研究室過去在洛神花成分及活性分析中亦發現

並證實其具有清除自由基的能力，對於 t-BHP引起之鼠肝細胞毒性具

有保護作用(52)。 

先前已有人證明存在於水果蔬菜與核果中的 PCA可以有效降

低 diethylnitrosamine對肝臟(53)、4-nitroquinoline 1-oxide對口腔(54)、

azoxymethane對直腸(55)、N-methyl-N-nitrosurea對胃腺體組織(56)與

N-butyl-N-(4-hydroxylbutyl)nitrosamine(BBN)對膀胱(57)造成的致癌

效應。但是 PCA抑制化學致癌物質的機制仍是未知。 

PCA的結構如圖 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 



五、去氫梔子甘(geniposide)簡介 

去氫梔子甘是梔子中之主要成分，為 iridoid 型之配醣体(67 )；

梔子為茜草科 Rubiceae 植物，多分佈於印度之那、大陸、日本西南

部、琉球、菲律賓、台灣等地，海拔大約 1600公尺左右之闊葉林區，

其在天然藥物方面應用甚多，尤其在中藥方劑多達 47個。 

就 geniposide的研究方面，過去多著重於藥物動力學方面之研

究，經由實驗證實 geniposide在動物體內胃腸消化系統中可被轉化成

其去醣體(68 )，同時有證據顯示其藥理作用可能來自其去糖體(69 )；

另外也有報告證實 geniposide具有利膽作用，以胃管灌食老鼠，發現

geniposide能刺激膽汁之分泌，但以腹腔注射則不具有此作用(70、

71、72 )；也有研究顯示 geniposide經由人體的腸內細菌代謝後會形

成一種新物質- genipinine (73 )，這是各含有 nitrogen的化合物。至於

geniposide在生理生化功能上所扮演的角色則仍不清楚。 

至於毒性研究方面，當老鼠以高劑量(320mg/kg)餵食，24小

時後血清中轉氨酵素會顯著的上升，同時肝中 GSH含量亦隨之下降

(74 )；也有報告指出以 geniposide餵食老鼠，會有肝毒性的現象(75 )。

但另一方面，也有保肝作用的研究報告指出，以 geniposide(240mg/kg)

連續處理三天，其肝中結合性酵素如α-naphthol –glucuronosyl- 

transferase 及 Glutathione-S-transferase之活性會顯著增加，也有研究

證實，當老鼠以 0.1g/kg/day的 geniposide連續餵食四天後，其肝中

glutathione及 GST之活性皆有增加(76 )。 

最近的研究證實 geniposide對於 aflatoxin B1所導致的肝毒性

及基因毒性有一定的抑制作用(77、78 )。另外研究證實 geniposide對

於 TPA促癌化作用有抑制效果(79 )。亦可降低因為高量輻射所造成

的傷害。 



Geniposide的結構如圖 4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 1. Structure of silibinin. 

       
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 2. Structure of epigallocatechin gallate (EGCG). 

 

 

        

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 3. Structure of protocatechuic acid (PCA). 

     

           
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 4. Structure of geniposide. 

 

          
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II. 研究動機 

由於科技的發展，生活的提昇，以致許多工業的升級，帶來的

結果使的生物體接觸致癌物的機會增加，相同的癌症的發生率也漸漸

的提昇，所以許多科學家致力於尋找抗癌藥物的研究。而在大自然中

植物是最好而且無副作用的治病材料，所以科學家希望能由天然物中

單離萃取其中的成分分析，以找出具有抗癌、防癌效果的物質，以提

昇細胞的生理活性，或降低對治療癌症的抗藥性，進一步達到化學預

防（chemoprevention）或治療癌症之效果。 

而在體內的解毒酵素則在化學預防中扮演了重要的角色，最普

遍存在體內就是 Glutathione S-transferase（GST），GST 存在體內的

許多地方，量最多的就是在肝，它能使體內的毒素經由酵素催化後變

成無毒的物質排出體內，所以我們想探討經由一些天然物的刺激來觀

察其 GST表現之機制。 

在本實驗中則是利用 Hep G2、3B cell (肝癌細胞 )，探討

silibinin，EGCG，PCA，geniposide對於 Glutathione-S Transferase 基

因表現的影響，是否能能提高GST mu的量？或降低對抗癌藥有抗藥

性 GST alpha的量？以達到化學預防（chemoprevention）或治療癌症

之效果。 

 

 

 

 

 

 



III. 實驗方法 

一、Western blotting 

1.sample: 

將 sample定量後，取 15μg 或 20μg蛋白質，加上 5倍的 protein 

loading dye，混合均勻，煮 5~10分鐘，使蛋白質變性，煮完後放

冰上。 

2.gel: 

下層膠依蛋白質分子量不同，而泡不同的下層膠；分子量 29kDa

的左右，泡 12%~13%的膠，上層膠為 5%。 

3.running: 

上層用 130V，下層用 150V。 

4.transfer: 

中片膠之 transfer，使用 nitrocellulose membrane [HybondTM ECL TM]

條件為 100mA(16-17 hr)或 400mA(4 hr)。 

5.blocking: 

5%的脫脂奶粉加上 0.1%的 Twell-20，溶於 1倍之 PBS buffer，

blocking的時間為 1~12小時，轉速為 50rpm。 

6.washing: 

使用 1倍之 PBS buffer，含 0.1%的 Tween-20，washing 3次，時間

間隔為 5分鐘、10分鐘、15分鐘。 

7.first-Ab: 



β-actin之 Ab ，CA I,II之 Ab (1:1000)或 GSTα、μ、π之 Ab 

(1:1000)，溶於 1倍之 PBS buffer含 0.1%的 Tween-20，時間 1~2

小時，轉速 50rpm。 

8.washing: 

使用 1倍之 PBS buffer，含 0.1%的 Tween-20，washing 3次，時間

間隔為 5分鐘、10分鐘、15分鐘。 

9.secondary Ab: 

anti-mouse Ab (1:2000)；anti-rabbit Ab (1:2000)溶於 1倍之 PBS 

buffer含 0.1%的 Tween-20，時間 1~2小時，轉速 50rpm。 

10.washing:  

使用 1倍之 PBS buffer，含 0.1%的 Tween-20，washing 3次，時間

間隔為 5分鐘、10分鐘、15分鐘。 

11.壓片或呈色: 

壓片將 ECL之 reagent (ENHANCED LUMINOL:OXIDIZING 

=1:1)混合倒在 membrane上，拿底片進暗房壓片;呈色用 0.3%的

DAB 加上 10ml的 substrate buffer(Tris+NaCl) + 5λ 的

30%H2O2，直接在膜上呈色。 

 

 

 

 



 *Western blotting之試藥配製: 

(1). running buffer (1X,1L): (2). Transfer buffer (1X,1L): 

Glysine 15.18 g  Glysine 11.25 g 

Tris-base 3.18 g  Tris-base 2.43 g 

SDS 1.06 g  methanol 200ml 

ddH2O加至 1L  ddH2O加至 1L 

 

(3). PBS (1X,1L): (4). protein loading buffer (5X,10ml): 

  NaCl             8 g         DTT(Dithiothreitol)   0.77 

g  

  KCl              0.2 g        SDS    1 g 

  Na2HPO4               1.44 g      1M Tris-HCl (PH6.8)    4 

ml 

  or (Na2HPO4.2H2 O) 3.632 g      0.5% Bromophenol blue   

0.3 ml 

KH2PO4          0.24 g       100% glycerol           5 ml 

ddH2O加至 1L      total    10 ml 

調 pH為 7.4                稱 Bromophenol blue 0.0025 g溶 

                         於 0.5ml ddH2O，glycerol最後加。 

 

(5). western之 washing buffer: (6).blocking solution  5% 

1X PBS     脫脂牛奶        5 g 

0.1% Tween-20     Tween-20       100 µl 



       1X PBS       100 ml 

       total          100 ml 

 

(7). SDS-PAGE staining dye (8). transfer 完後之紅色染液 

( 0.1% coomassie blue)  

 coomassie blue G-250    1 g         0.5% Ponceaus S  

Acetic acid            100 ml     0.5% acetic acid 

methanol              400 ml     TBS 1 L 

ddH2O                500 ml     tween-20 1 ml 

total 1000 ml 

待 coomassie blue溶解後，過濾。 

 

(9). TBS 

  Tris-base 24.2 g 

  NaCl 80 g 

調 pH為 7.6  

 

(10). Acrylamide(30%)，100ml 

  Acrylamide    29.2g 

 Bis           0.8g 

 

 

二、細胞培養 

1. Hep 3B: Human hepatocellular carcinoma cells 



所需要的培養基為 DMEM + 10% FBS + 1% PSN + 1% sodium 

pyruvate + 1% non essential amino acids。培養在 5% CO2培養箱，

細胞 subculture至 10cm的 dish，至 8分滿時，加藥處理，經 12

小時收細胞，做實驗( Western blotting or RT-PCR)。 

2. Hep G2: Human hepatoblastoma cells 

所需要的培養基為 DMEM + 10% FBS + 1% PSN + 1% non 

essential amino acids。培養在 5% CO2培養箱，細胞 subculture至

10cm的 dish，至 8分滿時，加藥處理，經 12小時收細胞，做實

驗( Western blotting or RT-PCR)。 

 

 *細胞培養之注意事項： 

(1). 血清瓶的處理：首先泡在 0.1-0.05N的 HCl的溶液裏，24小

時後用清潔劑刷洗乾淨後滅菌，用濕滅的方式(1210C，30分鐘，

15 lb.)，之後烘乾，蓋子與瓶子分別用錫箔紙包好。瓶子拿去乾

滅(2000C，4hr)，而蓋子再濕滅烘乾。 

(2). 配製 DMEM培養基：準備 1800ml的 ddH2O，加上二包的

DMEM，再加上 NaHCO3 [7.4 g (3.7 g/1L)]，調 pH值為 7.2~7.4，

過 millipore即可。 

(3). pipette的處理： 

第一天-將棉花沖走，放於洗 pipette的筒子，沖洗至隔夜。 



第二天-用 dH2O加清潔劑，於超音波的機器震 30分鐘，再放入

pipette的筒子，沖 6小時或隔夜。 

第三天-用 ddH2O於超音波的機器，震 30分鐘，共兩次，之後烘

乾(60oC，隔夜)。 

第四天-於 pipette尾端塞棉花，乾滅(200oC，4小時)。 

 

 

三.RNA 純化 

1. Total RNA的抽取： 

將 3B cells 或 G2 cells 養在培養皿中至八分滿，換新鮮的培

養液，加藥處理，12小時後收細胞。 

首先，吸乾培養液，用冰的 PBS 小心的沖洗兩次，加入 0.5ml

的 Solution D-mercaptoethanol，將細胞 lysis 成黏稠均勻透明

狀，將黏稠液吸至研磨管研磨，之後倒入 eppendorf (1.5ml)中，

依次加入 2M sodium acetate (pH4.0)[1：0.1]、

chloroform[1：0.2]、phenol(pH4.0)[1：1]，1 指 Solution D

的體積。上下混合均勻成同一層狀態，放到冰上靜置一分鐘，

重覆這樣的步驟達 20分鐘，使其能充分作用，最後放到冰上作

用 5分鐘，轉速 12000g、4oC、離 20分鐘。將上層吸取至另一

新的 eppendorf，以 chloroform及 phenol (1:1)的混合液和 RNA水



層(1:1)上下混合，重覆上面混合、靜置、離心步驟，重覆萃取 2~3

次，直到在水層和 phenol之間沒有看到白白的蛋白質。吸水層到

新的 eppendorf，加入同體積的 isopropanol，混合完全，放入-20 oC

冰箱中，沉澱`二小時或隔夜，之後於 4oC、轉速 12000g離心 20

分鐘，用 pipette抽乾液體，加入 0.5ml的 solution D溶解 pellet，

加入 2µl 的 glycogen，混合均勻，放入-20oC沉澱，2小時至隔

夜。於 4 oC，以轉速 12000g離心 20分鐘，用 pipette抽乾液體，

加入 1ml 70%的酒精清洗(pellet跳起來才表示有洗到)，於 4 oC，

轉速 12000g離心 20分鐘，用 pipette抽乾液體，倒乾液體，蒸乾

pellet，視 pellet大小加入適量的 DEPC water溶解，存放於-20 oC

或-70 oC中。 

 

*RNA isolation試藥的配製 

(1). Soluion D：4M GNTC [Guanidine Thiocynate (F.W.118.2)]，

25mM sodium citrate pH7.0 (F.W.294.1)，0.5% N-Lanroylsarcosine 

(Sarcosyl) 

(a) 需避光，所以先將容器用錫箔紙包起來。 

(b) 倒入 ddH2O約 50ml。 

(c) 稱 GNTC 47.28g。 

(d) 稱 sodium citrate 0.735g，調 pH7.0。 



(e) 稱 sarcosyl 0.5g，攪拌均勻(會釋熱)，補 ddH2O至 100ml，加

100ul的 DEPC靜置 2小時，再滅菌。 

(2). sodium acetate 2M ，pH=4.0  

泡好之後，再用 DEPC處理 (0.1~0.2%) 混合均勻，靜置 2小時，

再滅菌。 

(3). DEPC H2O：DEPC的含量為 0.1~0.2% 

泡 2升的 DEPC H2O，用棕色瓶，取二次水 2升，加入 2ml的

DEPC，上下混合均勻，靜置兩小時，再滅菌。 

2. Total RNA電泳： 

(1). 1.2% RNA denaturing gel之製備 

稱 0.36g的 agarose加 26.1ml DEPC水，加熱至沸騰，冷卻至約

60oC，加入 3ml 10X MOPS，0.9ml 37% formamide，混合均勻之

後，使其冷卻至手可碰觸之溫度，倒膠，當天使用。 

(2). RNA 樣本的處理 

取 2.22µl RNA (2µg / µl)，加入 7.78µl RNA-denaturing buffer，震

盪均勻，在 55o C的水浴槽，作用 15分鐘，馬上置於冰上，再短

暫離心後，加上 1.1µl 的 RNA Loading buffer (10X)。 

(3). 跑膠 

將 11.1µl的 RNA sample 注入齒槽中，倒入 1X running buffer，



以 100伏特跑半小時左右，以拍立得照相機於紫外線的照射下拍

攝 RNA的電泳圖。 

 

 *Total RNA電泳試藥的配製： 

(a). 1X 的 running buffer： 

315ml的 DEPC water + 35ml的 10X MOPS 

(b). 6X的 loading buffer： 

0.25% bromophenol blue，0.25%xylene cyanol，30% glycerol。 

(c). RNA denaturing buffer： 

Sample:             2.22ul                 5ul 

10X MOPS：        1µl 2.25µl 

37% formaldehyde：  1.78µl 4µl 

formamide(CH3NO)： 5µl 11.25µl 

                   10ul                   22.5ul 

(d). 10X MOPS (1L)： 

0.2M MOPS，50mM sodium acetate，10mM EDTA，pH7.0 。 

取 800ml的 DEPC水，加上 41.8g的MOPS，再 6.805g的 sodium 

acetate再加上 20ml 0.5M EDTA 8.0，調 pH=7，滅菌。 

 

 



四. RT-PCR 

1. Reverse Transcription (RT)： 

將 RNA 反轉錄為 cDNA。做法為：取 5µg 的 total RNA加上 

DEPC H2O，以溫度循環機，70oC預熱 5分鐘，除去 RNA之二

級結構後，馬上放在冰上，避免 RNA二級結構回復，加入 2µl 

RNAase inhibitor (可不加)，加 10µl 的 5X Reverse Transcription 

buffer，加上 2.5mM dNTP 4µl，加上 2.5µl oligo dT (50 p 

mole/µl )，輕輕的 mix均勻，放入溫度循環機，42 oC預熱 5分

鐘，再加上 0.5µl的 Reverse Transcriptase (200u / µl ) [Promega]，

進行 RT反應。RT的條件為，42 oC，1hr    99 oC，5分鐘。RT

完成之後於 4 oC 短暫離心，儲存在 4 oC或-20 oC。 

2. Polymerase Chain Reaction (PCR)： 

取 13.8 µl DEPC H2O，4µl 10X PCR buffer，3.2µl 2.5mM dNTP 

(final-0.2mM)，8ul 15mM MgCl2 (final-3mM)，5µl 5端的 primer 

(10pmole/ul)及 5µl 3端的 primer (10pmole/ul)，加上10µl 的 cDNA 

(RT產物)，輕輕 mix均勻，短暫離心後，加一滴礦物油，以溫

度循環機，94 oC預熱 5分鐘，加 Taq (5u / µl) 1 µl，然後在 94 oC，

2分鐘，67oC，1分鐘，72oC，2分鐘，進行 40 cycle，第 20 cycle

之 94 oC補 Taq 1µl，最後 72 oC，20分鐘。PCR完成後儲存在 4 oC



或-20 oC。 

3. DNA 電泳： 

跑 DNA電泳，以確認 RT-PCR結果是否正確。 

 

*DNA 電泳試藥之配製： 

(1). sample：PCR後之 cDNA，取 5µl，加 6X的 DNA Loading buffer。 

(2). gel：1.2%的 agarose gel (用 1X的 TAE buffer泡) 

(3). running buffer：1X的 TAE buffer： 

(4). 6X的 DNA Loading buffer 

0.25% bromophenol blue，0.25%xylene cyanol，30% glycerol。 

(5). TAE buffer(50x)：    

   Tris base (242g)，glacial acetic acid(57.1ml)，0.5 M EDTA(pH8.0)  

   [100ml] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. 結果 

實驗想要探討一些藥物對於 Glutathione-S Transferase 基因表現

的影響。首先了解 GST蛋白在肝癌細胞的表現情形。使用三株肝癌

細胞分別為 3B、G2和 Hu7：3B細胞是三株裏最惡性的，它是

p53-independent；G2細胞是三株裏第二惡性的，它是 p53-dependent；

Hu7細胞是三株裏較不惡性的。我們作Western blotting，使用 GST

α、π、μ的抗體：GSTα form的分子量為 26 kDa，GSTπ form

的分子量為 23 kDa，GSTμ form的分子量為 26 kDa；發現 GSTα 

form在 G2細胞表現較明顯，在 3B細胞表現微弱，在 Hu7細胞幾乎

沒有看到。GSTπ form在 Hu7細胞表現非常明顯，但在 G2及 3B

細胞表現微弱。GSTμ form的表現不管是在 3B、G2和 Hu7細胞，

均非常微弱，如圖 5。接著為方便以後實驗探討一些藥物對於

Glutathione-S Transferase 基因表現的影響，是否影響在 RNA的層

次，所以設計了 primer，以用來作 RT-PCR，如表 1。 

進入實驗，首先用G2細胞探討 geniposide、EGCG、silibinin 及

PCA對 GST isoforms 的影響。以下實驗除圖 16及圖 17外，所用的

藥物濃度都是固定的，geniposide :最終濃度 100uM；EGCG :最終濃

度 50uM；silibinin:最終濃度 20ug/ml；PCA最終濃度:0.1mM (100uM)。

圖 6是先看藥物影響GST isoforms的表現，是否影響在蛋白的層次？



G2細胞用 geniposide，EGCG 和 silibinin處理後 12小時收細胞，分

別用 GSTα、π、μ的抗體來偵測。結果GSTα、π、μ這些 isoforms，

蛋白量均沒有變化。另外也看藥物(geniposide，EGCG和 silibinin)是

否影響 G2細胞 CA I,II蛋白的表現？如圖 7，發現藥物處理 CA I,II

蛋白的表現下降，而以 EGCG和 silibinin處理下降較明顯。 

接著看藥物影響 G2細胞GST isoforms 的表現，是否影響在RNA

的層次？圖 8，G2細胞用 EGCG和 silibinin處理後 12小時收細胞，

分別用 GSTα、GSTμ和 GAPDH的 primers來作 RT-PCR。結果發

現以 EGCG和 silibinin處理和 control 組相比，GSTα form RNA的

量明顯的下降，尤其以 silibinin處理下降最明顯。GSTμ form RNA

的量就沒有什麼變化。圖 9是 G2細胞用 geniposide 、PCA處理後

12小時收細胞，同樣分別用 GSTα、GSTμ和 GAPDH的 primers來

作 RT-PCR。結果以 geniposide處理：GSTα form RNA的量上升，

GSTμ form RNA的量下降。以 PCA處理：GSTαform RNA的量沒

有變化，GSTμ form RNA的量下降。AC5-GP因藥物一接觸細胞培

養液即產生結晶，無法溶解，所以不列入其結果。 

由以上結果可知藥物影響 G2細胞GST isoforms的表現，不是影

響在蛋白的層次，而是影響在 RNA的層次，但並不是所有 GST 

isoforms，藥物都影響在 RNA的層次。 



另外換其它細胞株(3B細胞)來探討 geniposide 、EGCG、silibinin 

和 PCA對GST isoforms的影響。圖 10是先看藥物影響GST isoforms

的表現，是否影響在蛋白的層次？3B細胞用 geniposide，EGCG和

silibinin處理後 12小時收細胞，分別用 GSTα、π、μ的抗體來偵

測。結果GSTα、π、μ這些 isoforms，蛋白量均沒有變化。另外也

看藥物(geniposide，EGCG和 silibinin)是否影響 3B細胞 CA I,II蛋白

的表現？如圖 11，發現藥物處理，CA I,II蛋白的表現沒有甚麼變化，

而以 silibinin處理 CA I,II蛋白的表現有些微上升。 

接著看藥物影響 3B細胞GST isoforms 的表現，是否影響在RNA

的層次？圖 12，3B細胞用 EGCG和 silibinin處理後 12小時收細胞，

分別用 GSTα、GSTπ和 GAPDH的 primers來作 RT-PCR。結果發

現以 EGCG和 silibinin處理和 control 組相比，GSTα form RNA的

量明顯的下降，尤其以 silibinin處理下降最明顯。GSTπ form和

control 組相比，RNA的量也有明顯的下降。圖 13是 3B細胞用 EGCG

和 silibinin處理後 12小時收細胞，分別用 GSTμ、HCA II和GAPDH

的 primers來作 RT-PCR。結果以 EGCG處理，GSTμ form RNA的

量上升約二倍多，HCA II RNA的量則是下降的；以 silibinin處理，

GSTμ form RNA的量上升約二倍，HCA II RNA的量也是上升的。

由圖 11及圖 13，發現3B細胞以 silibinin處理HCA II 蛋白質及 RNA



的量都是上升的，蛋白層次及 RNA層次結果相符。圖 14是 3B細胞

用 geniposide 、PCA處理後，收細胞，分別用GSTα、GSTμ和GAPDH

的 primers來作 RT-PCR。結果以 geniposide處理：GSTα form RNA

的量上升約二倍，GSTμ form RNA的量些微下降。以 PCA處理：

GSTαform RNA的量有些微上升，GSTμ form RNA的量些微下降。

圖 15，是 3B細胞用 geniposide 、PCA處理後 12小時收細胞，分別

用 GSTπ form、HCA II和 GAPDH的 primers來作 RT-PCR。結果

GSTπ form RNA的量沒有變化，以 geniposide處理後，HCA II RNA

的量是上升約二倍。 

由圖 10至圖 15，結果可知藥物影響 3B細胞 GST isoforms 的表

現，不是影響在蛋白的層次，而是影響在 RNA的層次，但並不是所

有 GST isoforms，藥物都影響在 RNA的層次。 

由以上 G2及 3B細胞的加藥實驗，我們發現一件有趣的事，它

們之間有共同處。以 geniposide，EGCG和 silibinin處理後，GSTα、

π、μ這些 isoforms，蛋白量均沒有變化。但 G2及 3B細胞以 EGCG

和 silibinin處理後作 RT-PCR，發現 GSTαform RNA的量都是下降

的，尤其以silibinin處理下降最明顯。另外G2及 3B細胞以 geniposide 

處理後，發現 GSTαform RNA的量都是上升的，尤其以 geniposide

處理，最明顯。由於在癌症治療上 GSTαform和抗藥性有關，所以



肝癌細胞加藥之後，GSTαform RNA的量下降(被抑制)，而不產生抗

藥性，是比較符合我們的目標。也因為以 silibinin處理 GSTαform 

RNA的量下降較明顯，所以往下探討 silibinin影響 GSTαform RNA

的量是否和加藥之劑量或加藥之時間有關聯。以 3B細胞加上不同濃

度的 silibinin[0, 5, 10, 20, 40, 80, 100 (ug/ml)] 處理後，收細胞，分別

用 GSTα、GSTμ和GAPDH的 primers 來作 RT-PCR。結果發現GST

α form RNA的量呈現 dose-dependent，如圖 16，而GSTμ form RNA

的量則沒有甚麼規則，如圖 17。另以 3B細胞加上 silibinin處理不同

時間[0, 3, 6, 9, 12, 24 (hr)] 後，收細胞，分別用 GSTα和 GAPDH的

primers來作 RT-PCR，結果發現 GSTα form RNA的量呈現

time-dependent，如圖 18。統整結果如表 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V. 討論 

GST依其不同的特性大致可分為三種，分別是 GST alpha、GST 

pi、GST mu，雖然這三種不同族的 GST在結構方面，酵素方面的特

性都很類似，對於某些化合物的代謝，在功能上的發揮，很可能互相

重覆，但大致上對於代謝那一種化合物仍具有一定的特異性，而這些

特異性的調節可能和個人的體質、組織的分佈，荷爾蒙的影響都有

關。而且它們所負責的生理功能也有相異之處。以肝細胞為例，一旦

肝細胞變成腫瘤細胞，尤其是化學性的致癌作用，GST pi則會很明

顯的大量表現，GST alpha則是主要負責解毒的工作，特別發現它會

代謝一些抗癌物質，如 cisplatin、alkylating agent，而抑制了抗癌藥物

對癌症初期的治療(82)。至於 GST mu 有關及其報告探討較少，有報

告曾經顯示其和組織的發炎有關，在肝臟中扮演著保護性的角色。 

GST 在預防癌症方面：由統計學上的資料得知GST M1基因在人

體中是屬於多形性的(polymorphic)，GST M1基因的缺陷往往和癌症

(肺癌、大腸癌、膀胱癌)的發生有關聯(80、81)。所以我們希望加入

天然藥物能夠誘導出 GST M1的活性，達到預防癌症的目的。 

GST在治療癌症方面:由於當癌症形成時，GST pi會很明顯的大

量表現，而治療癌症時 GST alpha與藥物產生抗藥性有關，所以我們

希望加入天然藥物能降低(抑制)GST pi及 GST alpha的表現，使得抗



癌藥的效果增強而達到治療癌症的目的。 

本實驗想要探討一些藥物對於 GST基因表現的影響。因實驗的

材料是肝癌細胞(3B和 Hep G2)，所以實驗的目的是與治療癌症有關。  

實驗一開始，先看肝癌細胞(3B和 Hep G2)裏原本內生性 GST蛋

白的含量。GST alpha的量，在 G2細胞表現較明顯，在 3B細胞表現

微弱；GST pi及 GST mu的量，在 G2及 3B細胞表現微弱。然後用

G2和 3B細胞探討 geniposide、EGCG、silibinin和 PCA對 GST 

isoforms 的影響是在蛋白的層次？還是影響在 RNA的層次？ 

在蛋白質的電泳分析實驗，不管是 G2和 3B細胞加了藥物處理

後，GST alpha、pi、mu這些 isoforms，蛋白量均沒有變化(圖 6及圖

10)。在 RT-PCR的實驗，G2及 3B細胞以 EGCG和 silibinin處理後，

發現 GST alpha mRNA的量都是下降的，尤其以 silibinin處理下降最

明顯(圖 8及圖 12)，且GST mu mRNA的量在 G2細胞沒有改變，在

3B細胞卻是上升的(約兩倍) (圖 8及圖 13)，。另外 G2及 3B細胞以

geniposide 處理後，發現 GST alpha mRNA的量都是上升的，約兩倍

多(圖 9及圖 14)。結果可知藥物影響 G2及 3B細胞 GST isoforms的

表現，不是影響在蛋白的層次，而是影響在 RNA的層次，但並不是

所有 GST isoforms，藥物都影響在 RNA的層次。 

由於在癌症治療上 GST alpha與藥物產生抗藥性有關，所以肝癌



細胞加藥之後，GST alpha mRNA的量下降(被抑制)，而不產生抗藥

性，是比較符合我們的目標。也因為以 silibinin處理 GST alpha mRNA

的量下降較明顯，所以往下探討 silibinin影響 GST alpha mRNA的量

是否和加藥之劑量或加藥之時間有關聯。實驗以 3B細胞為材料，結

果發現 GST alpha mRNA的量呈現 dose-dependent(圖 16)，

time-dependent(圖 18)。 

我們發現天然的保肝藥 silibinin可使肝癌細胞(3B和 Hep G2) 

GST alpha mRNA的量下降且提高 GST mu mRNA的量(3B細胞)。

Silibinin 是 silymarin的活性組成分子，源自 milk thistle (silybum 

marianum)植物，被用來天然的治療肝及膽道的疾病已有兩千年之

久，目前 silymarin在臨床上的應用可以有效的改善急性和慢性的病

毒性肝炎、酒精性肝炎、毒素所引起的肝炎、cirrhosis、ischemic injury

及放射性的毒害(36、37、38)。silymarin治病機轉：擔任抗氧化的工

作，清除自由基和抑制脂質過氧化。silybin可以快速的和自由基作用

(OH-和 HOCL)(42)，和抑制 hepatocyte、microsomal和紅血球膜上的

脂質過氧化(43、44 )，穩定肝細胞膜(45、 46)。Silybin可以藉於刺

激 ribosomal RNA polymerase增加肝細胞蛋白的合成(47 )，silybin可

以降低肝和粒腺體 glutathione的氧化(48 )。它可降低 tumor promoter

的活化(49 )和 mast cell的穩定(抗發炎)( 50)，保護身體免於遺傳的傷



害。 

然而卻沒有報告指出使用 silymarin來治療癌症病人，沒有理

由不用且 silymarin的副作用是微乎其微(45)，也許需要更多的證據來

支持。 

未來的方向：一、silibinin應合併抗癌藥加入肝癌細胞(3B和 Hep 

G2)，看是否真能降低抗癌藥之濃度。二、探討 silibinin調節 GST alpha

及GST mu mRNA的作用機制。三、因以EGCG處理GST alpha mRNA

的量也是下降且 GST mu mRNA的量提高(3B細胞)，所以同樣可以探

討 EGCG調節GST alpha及 GST mu mRNA的作用機制。藉由天然藥

物更多的研究期望能為治療癌症打開另一方向。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5  
Western blots of total proteins prepared from 
Hep 3B, Hep G2 and Hu7 cells using 
anti-GSTα, GST π, and GST µ antibodies. 
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Table 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligonucleotides and cycling condition used for hCA II and hGST
A2, P1, M1 and hGAPDH transcripts by RT-PCR

Oligonucleotides ℃/min cycle
hCA II cDNA amplification (922 bp )

5'-CCAGATCGGTACC GATTCCT 68/1 40
    3'-GCAACCAGGATCCAAATCAC

hGAPDH cDNA amplification (451 bp )
5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC 65/1 35

    3-TCCACCACCCTGTTGCTGTA

hGST A2 cDNA amplification (738bps)
5'-GCGTTTAACAAAGCTTAGAG
3'-AAGTTGTTGAGCTCCATGACT 65/1 40

hGST P1 cDNA amplification (693bps)
5'-TTTCGCCGCTGCAGTCTTCG
3'-CAAACTCTGCAGCCCGCTCA 68/1 40

hGST M1 cDNA amplification (713bps)
5'-CCAACCAGCACCATGCCCATG
3'-CAGAGTATGGGATCCTCACTCC 65/1 40



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6  
The effects of eniposide, EGCG and silibinin on the GST-α, π, µ 
proteins levels in G2 cells. Lane1: G2 cells were treated with PBS 
(control), 12hr. Lane2: G2 cells were treated with geniposide (final 
concentration: 100uM), 12hr. Lane3: G2 cells were treated with 
silibinin (final concentration: 20ug/ml), 12hr. Lane4: G2 cells were 
treated with EGCG (final concentration: 50uM), 12hr.  
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Figure 7  
The effects of geniposide, EGCG and silibinin on the HCA II 
protein level in G2 cells. Lane1: G2 cells were treated with PBS 
(control). Lane2: G2 cells were treated with geniposide (final 
concentration: 100uM), 12hr. Lane3: G2 cells were treated with 
silibinin (final concentration: 20 ug/ml), 12hr. Lane4: G2 cells were 
treated with EGCG (final concentration: 50uM), 12 hr. 
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Figure 8 
The effects of EGCG and silibinin on the GST-α and µ mRNAs 
levels in G2 cells. RT-PCR products of the total RNAs isolated 
from G2 cells using GAPDH, GST- α and GST-µ primers. Lane1, 
4, 7: G2 cells were treated with PBS (control). Lane2, 5, 8: G2 
cells were treated with EGCG (final concentration: 50uM), 12 hr. 
Lane3, 6, 9: G2 cells were treated with silibinin (final 
concentration: 20 ug/ml), 12hr.  
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Figure 9  
The effects of geniposide, PCA and AC5-GP on the GST-α and 
µ mRNAs levels in G2 cells. RT-PCR products of the total 
RNAs isolated from G2 cells using GAPDH, GST- α and 
GST-µ primers. Lane1, 5, 9:G2 cells were treated with PBS 
(control). Lane2, 6, 10: G2 cells were treated with PCA (final 
concentration: 100uM), 12hr. Lane3, 7, 11: G2 cells were treated 
with AC5-GP (final concentration: 0.3mM), 12hr. 
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Figure 10  
The effects of geniposide, EGCG and silibinin on the GST-α, π, 
µ proteins levels in 3B cells. Lane1: 3B cells were treated with 
PBS (control). Lane2: 3B cells were treated with geniposide 
(final concentration: 100uM), 12hr. Lane3: 3B cells were treated 
with EGCG (final concentration: 50uM), 12 hr. Lane4: 3B cells 
were treated with silibinin (final concentration: 20 ug/ml), 12hr. 
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 Figure 11 
The effects of geniposide, EGCG and silibinin on the 
HCA II protein level in 3B cells. Lane1: 3B cells were 
treated with PBS (control). Lane2: 3B cells were treated 
with geniposide (final concentration: 100uM), 12hr. 
Lane3: 3B cells were treated with EGCG (final 
concentration: 50uM), 12hr. Lane4: 3B cells were treated 
with silibinin (final concentration: 20 ug/ml), 12hr. 
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Figure 12  
The effects of EGCG and silibinin on the GST-α and π 
mRNAs levels in 3B cells. RT-PCR products of the total 
RNAs isolated from 3B cells using GAPDH, GST- α and 
GST-π primers. Lane1, 4, 7:3B cells were treated with PBS 
(control). Lane2, 5, 8: 3B cells were treated with EGCG 
(final concentration: 50uM), 12hr. Lane3, 6, 9: 3B cells 
were treated with silibinin (final concentration: 20 ug/ml), 
12hr. 
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Figure 13 
The effects of EGCG and silibinin on the GST-µ and HCA II 
mRNAs levels in 3B cells. RT-PCR products of the total 
RNAs isolated from 3B cells using GAPDH, GST-µ and HCA 
II primers. Lane1, 4, 7:3B cells were treated with PBS 
(control). Lane2, 5, 8: 3B cells were treated with EGCG (final 
concentration: 50uM), 12hr. Lane3, 6, 9: 3B cells were treated 
with silibinin (final concentration: 20 ug/ml), 12hr.  
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Figure 14 
The effects of geniposide and PCA on the GST-α and µ 
mRNAs levels in 3B cells. RT-PCR products of the total 
RNAs isolated from 3B cells using GAPDH, GST- α and 
GST-µ primers. Lane1, 4, 7:3B cells were treated with PBS 
(control). Lane2, 5, 8: 3B cells were treated with geniposide 
(final concentration: 100uM), 12hr. Lane3, 6, 9: 3B cells 
were treated with PCA (final concentration: 100uM), 12hr. 
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Figure 15  
The effects of geniposide and PCA on the GST-π and HCA II 
mRNAs levels in 3B cells. RT-PCR products of the total RNAs 
isolated from 3B cells using GAPDH, HCA II and GST- π 
primers. Lane1, 4, 7, 10:3B cells were treated with PBS 
(control). Lane2, 5, 8, 11: 3B cells were treated with geniposide 
(final concentration: 100uM), 12hr. Lane3, 6, 9, 12: 3B cells 
were treated with PCA (final concentration: 100uM), 12hr. 
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Figure 16  
Dose response of the effect of silibinin on the GST-α 
RNA level. 3B cells were treated with different 
concentrations [0, 5, 10, 20, 40, 80, 100 (ug/ml)]of 
silibinin . RT-PCR products of the total RNAs isolated 
from 3B cells using GAPDH, GST-α primers.  
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Figure 17  
Dose response of the effect of silibinin on the GST-µ RNA 
level. 3B cells were treated with silibinin by different 
concentrations [0, 5, 10, 20, 40, 80, 100 (ug/ml)]. RT-PCR 
products of the total RNAs isolated from 3B cells using 
GAPDH, GST-µ primers.  
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Figure 18 
Time course of the effect of silibinin on the 
GST-α RNA level in 3B cells. 3B cells were 
treated with silibinin at the indicated time 
point.  
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