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Abstract 
 

Esculetin is a phenolic compound of coumarin derivative containing in 

many plants such as Atemisiae capillaris Flos ( Compositae ), leaves of 

Citrus limonia ( Rutaceae ), Digitalis purpurea L. ( Scropulariaceae ), 

Euphorbia lathyris L. ( Eupho-biaceae ), Atropa belladonna ( Solanaceae ), 

Datura Stramonium L., Hyoscyamus niger L. In the past decade esculetin has 

been reported to have antiplatelet, antioxdant, anti-inflammatory and 

anticarcinogenic effects. Recently, it has also been reported to decrease the 

survival of human leukemia and breast cancer cells. However, the 

antiproliferation mechanism of esculetin on cancer is not well understood. In 

this study, the preliminary assay showed that esculetin inhibited the 

proliferation of human HepG2 hepatoma cells. By flowcytometric assay, it 

demostrated that esculetin inhibited the cell cycle progression of HepG2 

hepatoma cells. In addition, we examined the expression of cell cycle-related 

proteins including cyclins, cdks, and CKIs. It showed that (1) esculetin 

delayed Rb phosphorylation compared with control group in HepG2, （2） 

attenuating the interaction of E2F1/DP-1 and c-Myc/Max. （3） Esculetin 

also decreased of cyclin E, CDC25A, and increased expression of p16, p53, 

p21, p27 significantly in HepG2 cells. Furthermore, （4）esculetin blocked 

the Ras/MAPK, p38 and Akt signal transduction resulting of cell growth 

arrest or  apoptosis. Take together, esculetin presented antiproliferation 

effect involving modulating the expression of cell cycle related proteins and 

the MAPK signal pathway. 

 



 4

中  文 摘 要 

 

馬栗樹皮素 (  esculetin, 6,7-dihydroxycoumarin ) 是香豆精

衍生物，屬於一種多酚類的化合物。在一些藥用植物例如菊科

的茵陳蒿、芸香科的橙柚、玄參科的毛地黃、大戢科的續隨、

茄科的顛茄以及蔓陀羅等都可發現 esculetin 的存在。早期文獻

指出 esculetin 具有抗氧化、抗凝血、抗發炎以及降低腫瘤生成

等藥理活性。最近的研究發現， esculetin 能有效的抑制一些人

類血癌與乳癌細胞株的增生，然而其中的詳細分子機制未明。

本實驗以人類肝癌細胞株 HepG2 cells 為材料，並以 esculetin

刺激後做了一連串的實驗來研究其對肝癌細胞增生的影響。由

流式細胞儀分析結果顯示 esculetin 能抑制 HepG2細胞週期的進

行﹔進一步以西方點墨法觀察調控細胞週期進行的分子表現  

(cyclins, CDKs, CKI et. al.)。結果發現 esculetin能（ 1）延遲 HepG2

細胞中 Rb 的磷酸化現象而降低 E2F-1/DP-1 間的結合；（ 2）促

使 p16、p53、p21、p27 等 CKI 的蛋白表現上升，抑制細胞週期

的進行；（ 3）降低 Cyclin E和 CDC25A的蛋白表現，同時此二

蛋白的上游轉錄因子 c-myc/Max 間的交互作用力亦受到

esculetin 的 抑 制。（ 4） Esculetin 能 阻 斷 HepG2 細 胞 中

Ras/MAPK、p38以及 Akt 的訊息傳遞路徑影響細胞增生，並誘

導 apoptosis 的發生。綜合以上結果 esculetin 抑制細胞增生乃藉

Ras/MAPK 以及 Akt 這兩條訊息傳遞路徑而影響調節細胞週期

分子的表現。  
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緒     論 

據估計全美國有三分之一人口會發生腫瘤，每年的總死亡

數中有五分之一是腫瘤引起。在台灣，根據行政院衛生署 89年

發佈的統計資料，國人十大死因也是以惡性腫瘤(癌症)為首，

佔總死亡人數的 20％以上，換句話說癌症在一年中就奪去

25,700多條寶貴的生命。惡性腫瘤前三名分別為肺癌、肝癌與

結直腸癌，其中又以肝癌為國人們最防不勝防的夢魘。肝腫瘤

發生的致病因子很多，例如過量的酒精和吸菸將加速外來致癌

性化學品與標的細胞的接觸而致癌；其他像黴菌毒素（如黃麴

毒素）、病毒（如C型肝炎病毒、B型肝炎病毒）亦與肝癌的引

起有關。今日雖然很多疾病都能被妥善治療，但惡性腫瘤卻仍

是不治之症。即使手術、合成藥物及化學放射療法對癌症可以

產生積極的治療效果，但卻經常伴隨驚人的副作用或是產生抗

藥性。 

早在數千年前人們就已經開始使用藥草來治病而且效果還

非常好，古代西伯萊人有句俗諺：「上帝自土地創造出藥方, 智

者必不輕視它...」。近代臨床上許多天然西藥都是屬於植物的

活性成分，例如最近很熱門的新聞焦點-太平洋紫杉醇(Taxol)， 

可有效的治療卵巢癌和乳癌；含有多醣體的靈芝和化學抗癌藥

併用，能降低罹患腫瘤老鼠的死亡率等等。在預防醫學盛行的

今天，中草藥的傳統療效將成為下一世紀重要的研究熱潮，所
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以本實驗室乃致力於研究天然植物中的防癌抗癌活性成分。此

篇以天然草藥中之馬栗樹皮素（6,7-dihydroxycoumarin，

esculetin）為研究材料，探討其抑制肝癌細胞生長的詳細分子

機制。 

馬栗樹皮素 esculetin（EST）是香豆精（coumarin）衍生

物的一種，主要發現於中藥材中菊科的茵陳蒿、芸香科的橙柚、

玄參科的毛地黃、大戢科的續隨、茄科的顛茄和曼陀羅等 (1)，

為一種多酚類的天然抗氧化物 (2-4)，傳統上常被作為鎮痛及

抗發炎的藥材。Esculetin結構上苯環位置具有 6、7兩處的

hydroxy group，所以具有良好的捕捉超氧陰離子(O2-)的能力以

及抑制 xanthin oxidase的作用(1,5)。1994年 Chang等人研究

發現一些肝癌和腦部腫瘤的患者其 xanthin oxidase的濃度均

較正常人為高，由此立下 esculetin或許在將來可當成抗癌藥

使用(6)。 

近代有越來越多關於 esculetin在生物及生化方面的活性

研究被提出，例如其具有抑制花生四烯酸代謝過程中 5- 和 12- 

lipoxigenase的作用(7)以及抗腫瘤的形成(8)。1998年

Matsunaga等人提出 esculetin對於 N-methyl-N-nitrosourea 

(MNU)誘發 Sprague-Dawley品系雌性大白鼠乳癌的形成具有抑

制效果(9)；1999年 Stephen等人也指出，利用香菸中致癌物質

benzo[a]pyrene plus 4-(methylnitrosamino)-1- (3-pyridyl) 
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-1-butanone誘導雌性 A/J小白鼠肺臟腫瘤生成，在投予

esculetin處理的老鼠其腫瘤發生的比例遠小於實驗組(10)。也

有研究證實 esculetin具有 Anti-proliferation的藥理活性，

主要是透過下列幾種不同的機轉使細胞生長受到抑制：1.較早

期的研究報告指出，利用 esculetin的抗氧化活性，降低細胞

中 Reactive oxygen species [ROS] 的濃度，使得老鼠大腸黏

膜及上皮細胞生長受阻(11,12)，B淋巴球的生長及分化亦受影

響(13)。2.透過阻斷 5-和 12-lipoxigenase這條代謝路徑，使

得人類乳癌細胞株 MDA-MB-231、HS578T、U937生長受到抑制

(14,15)；稍後的研究證實，處理 linoleic acid後的人類乳癌

細胞株 MDA-MB-231，當 esculetin存在下將會造成leukotriene 

B的分泌顯著降低，進而導致細胞的生長受到抑制(16)。3. 

esculetin也 可 以 透 過 影 響 Protein tyrosin kinase 和

Protein kinase C的 量 ， 降 低 platelet-derived growth 

factor-A(PDGF-A)轉錄層次的表現而抑制人類正常 T淋巴球細

胞以及 T細胞淋巴癌 CEM細胞的生長(17,18)。4.Esculetin 減少

花生四烯酸代謝成 Prostaglandin E2 (PGE2)，使得下游的

Protein kinase A活性降低，影響大白鼠腎臟細胞的正常成長

(19)。5.處理 Esculetin後，花生四烯酸的下游代謝產物

12-HETE、PGE2、6-keto-prostaglandin F1-α減少，同時其

Protein tyrosin kinase活性降低，導致兔子血管平滑肌細胞

生長受到抑制(20)。6.透過調節 transforming growth factor 
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β(TGF- β)，使得 esculetin造成肺癌細胞株 CCL64停滯在 G1 

phase，DNA合成降低(21)。 

綜合以上的研究可知，esculetin在抑制某些癌細胞生長有

良好的效果，但對於其中詳細的分子機制了解的並不多。由過

去文獻我們已知，細胞的生長受到一定的週期性蛋白調控，當

這些分子調節失序將引起細胞的生長停滯、死亡或癌化。這些

維護細胞週期正確進行的分子包括讓 Cell cycle往前進行的

Cyclin 及其催化受質 cyclin-dependent kinases(CDKs)；而

透過cyclin-dependent kinase inhibitor（CKI）和check-point

的路徑使細胞生長得以維持一個平衡。Cell cycle分為

G0/G1(細胞成長期)、S(DNA複製期)、以及 G2/M(細胞有絲分裂

期)。首先讓細胞通過 cell cycle第一個限制點進入 S期是由

cyclin-depented kinases(CDK2/4/6)以 及 他 們 的 調 控 蛋 白

cyclins D、E及 A負責。當 restricted point retinoblastoma 

tumor suppressor protin (pRb) 受到 G1早期表現蛋白 cyclin 

D-dependent kinases(cycD-K4/K6)的磷酸化會釋出轉錄因子

E2F-1，此時 E2F-1 再和 DP-1形成 heterodimers，活化下游

cyclin E，A 及其本身等蛋白的基因轉錄作用；而在 G1末期，

cyclin E-CDK2能促使 pRb完全的磷酸化，使的細胞進入 S期，

並導致 cyclin A-CDK2的活化(22)。相對的，細胞也會透過一

些 CKI，如 p27，以及由 p53誘導產生的 p21和 p16抑制 cyclin 

D-,，E-，和 A-dependent kinases的作用(23,24)，導致細胞



 9

生長停滯在 G1期。另外一個對於 S phase entry相當重要且必

須的蛋白-cell division cycle 25A(CDC25A)是一種去磷酸脢，

主要在 G1期被 Myc和 E2F誘導產生，藉由去除 cdk2 上

threonine14和 tyrosine15位置的磷酸根，而讓 cdk2完全活化

(25-27)。 

許多文獻指出 cyclin D、E、A、Cdk2、Cdk4、和 CDC25等

過度表現將導致腫瘤的發生，例如一些乳癌病例中發現 cyclin 

E 過度表現(28)；cyclin D1也被指出和 retina及 乳癌的發

生有關 (29)。Testis和一些 Leukemic cell lines表達大量

的 Cyclin A(30)； Cdk-2及 Cdk-4的 overexpression則和子

宮內膜異位癌有關(31)。1995年 Galaktionov, K.等學者指出

CDC25A扮演誘發裸鼠腫瘤形成的致癌角色(32)，近期的一篇研

究也指出人類乳癌的病例中 CDC25A過度表現，造成 cdk-2活性

的上升(33-36)。 

由此可知當調節細胞週期的蛋白如果過度表現，將使得細

胞不斷的增生、分裂而癌化，所以這些蛋白的上游轉錄因子

E2F-1、c-myc等的調控相形之下便顯得相當重要。Myc屬於

c-myc proto-oncogene的產物，在人類的癌症包括肺癌、乳癌

和 一 些 大 腸 癌 中 ， 該 基 因 會 被 放 大 導 致 Myc 

overexpression(36,37)。 正常下 c-myc透過 Wnt這條訊息傳

遞路徑中β-catenin與轉錄因子 Tcf結合而表現(38)。透過
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Ras/Raf/ERK以及 Cdk-2/4的活化，使 c-myc與 Max形成

heterodimer而啟動其標的基因的蛋白表現(39)，包括 CDC25A、

cyclin A、cyclin E、ARF 、eIF4E、eIF2α等與細胞週期或蛋

白合成有關的分子(40)。 

一般情況下當細胞受到外界的刺激，例如一些生長因子、

cytokines、輻射線或藥物處理等等，會透過 signal pathway，

將外來的訊息層層的往細胞內送，而引起一連串的生物反應，

調控細胞的增生、分化、壓力反應以及細胞凋亡。許多報告指

出 Ras/Raf/MAPK以及 PI3K/Akt這兩條路徑對於 cell cycle G1 

期的進行以及細胞增生有關(41)。PI3K/Akt的活化能抑制

GSK3β表現，穩定Cyclin D蛋白，同時能阻斷 p27的轉錄作用，

使得 CyclinE/Cdk-2活性不被抑制而促使細胞週期的進行。另

外 Akt具有磷酸化 Bad的能力， 使之無法誘發轉接到粒腺體的

膜上，引發 apoptosis的發生(42)。MAPK主要可分為三種：

stress-activated protein kinases(SAPK)/Jun N-terminal 

kinases(JNK)；p38 kinases；extracellular signal-regulated 

kinases(ERK1/2)。這些 MAPK members藉著磷酸化下游蛋白，

一般大多是一些轉錄因子，來調控細胞週期的進行(43)，例如

p38活化 Max、ATF-2；JNK活化 p53、c-Jun；ERK活化 STATs、

Myc等。MAPK除了影響轉錄活性而調控 cell cycle，其中 ERK

和 p38也會去活化轉譯因子 eIF4E，促使蛋白合成(44,45)。 
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近年來有許多的研究指出一些天然多酚類的抗氧化物例如

Hibiscus protocatechuic acid (PCA)， Ellagic acid以及

tea catechins等對於癌細胞生長有抑制作用，並且導致細胞的

凋 亡(46-48)。同樣屬於多酚類的 coumarin或其衍生物

8-nitro-7hydroxycoumarine也 被 指 出 能 促 使 癌 細 胞 走 向

Apoptosis(49,50)。本實驗室已經證實 esculetin對於 HL-60

能促使 cytochrome c由粒腺體釋放到細胞質，並且活化 CPP32

的活性，誘導 apoptosis的發生(51)。所以在此我們除了研究

esculetin對於調控細胞週期蛋白的影響外，同時也想了解

esculetin對於肝癌細胞株 HepG2是不是也能造成細胞的凋亡。 

目前臨床上使用的抗癌藥常藉由引起癌細胞的程序式死亡

或改變癌細胞的生長週期，來達到抑制腫瘤的增生與惡化。

Paclitaxel 與 Cisplatin已廣泛的被醫界用來治療某些癌

症，其作用機制是讓癌細胞生長停滯在 G2/M期，並促使

Apoptosis的發生（54-55）。然而此一治療癌症的過程冗長，為

病患帶來不少副作用，所以我們希望 esculetin能有助於提高

這些抗癌藥的效率，縮短療程，以期能在抗癌這場戰役中貢獻

一己之力。 

 

 

 

 

 



 12 

研 究 目 的 

 

本實驗室及其他文獻報告顯示，馬 栗 樹 皮 素 （ esculetin ：

6,7-dihydrooxycoumarin）除了具有良好的抗氧化、發炎以及捕

捉自由基的能力外，在動物實驗中對於抑制致癌物誘發腫瘤生

成方面也有顯著的效果。自 80年代中期直至今日，已有許多研

究證實 esculetin 對於一些人類惡性腫瘤細胞株能阻斷其增生，

並誘導細胞發生凋零性死亡，然而其中的詳細分子機制未明。

所以本實驗以 esculetin 為材料，從四個方向去研究其對人類肝

癌細胞株 HepG2 cells 的生化活性：1. 對細胞增生抑制的作用 2.  

影響 cell cycle調控分子的表現  3. 訊息傳遞的路徑  4.誘導細胞

凋零性死亡。  
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材 料 與 方 法 

一.材 料 

(一) 化 學 試 劑 
 

[1] 購自美國 GIBCO BRL公司: 

名稱 英文全名 

DMEM: Dulbecco’s Modified eagle medium 

PS: Penicillin–Streptomycin 

NEAA: MEM non-essential amino acids solution 

FBS: Fetal bovine serum 

PBS: Phosphate buffer saline 

Trypsin-EDTA  

 

[2] 購自美國 Sigma公司: 

 

名稱 英文全名 

Esculetin: 6,7-Dihydroxycoumarin 

SDS: Sodium dodecyl sulfate 

Tris-base: Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 

RNase A: Ribonuclease A 

PI: Propidium iodide 

MTT: 3-[4,5–Dimethylthiazol–2-yl]-2,5–diphenyl 

tetrazolium bromide 

Tris-HCl: Tris(hydroxymethyl aminoethan hydrochloride 

Leupeptin: Acetyl–Leu–Leu–Arg-al 
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PMSF: Phenyl-methylsulfonyl fluoride 

Sodium ortho-vanadate  

β-mercaptoethanol  

Paclitaxel  

Cisplatin  

RNase A Ribonuclease A 

 

[3] 購自美國 Bio-Rad 公司:  

名稱 英文全名 

Bis: Bis N,N’–methylene–bis-acrylamide 

BSA: Lyophilized Bovine Serum Albumin 

TEMED: N’,N’,N’,N’,-Tetramethylethylenediamine 

Glycine  

Acrylamide  

  

[4] 購自德國 Boehringer Mannheim公司:  

名稱  

Cellular DNA Fragmentation ELISA kit  

 

[5] 購自美國 Kodak 公司: 

 

名稱  

Kodak GBX fixer and replenisher  

Kodak GBX developer and replenisher  

Kodak BioMax light film  
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[6] 購自 Santa Cruz Biotechnology公司:  

名稱  

Anti-p14 rabbit polyclonal antibody  

Anti-p16 mouse monoclonal antibody  

Anti-p21 mouse monoclonal antibody  

Anti-p27 mouse monoclonal antibody  

Anti-CDC25A mouse monoclonal antibody  

Anti-cdk2 mouse monoclonal antibody  

Anti-cdk4 rabbit polyclonal antibody  

Anti-cdk6 mouse monoclonal antibody  

Anti-cyclin D1 mouse monoclonal antibody  

Anti-cyclin E mouse monoclonal antibody  

Anti-β-catenin mouse monoclonal antibody  

Anti-E2F-1 mouse monoclonal antibody  

Anti-eIF4E mouse monoclonal antibody  

Anti-c-Myc mouse monoclonal antibody  

Anti-Rb mouse monoclonal antibody  

Anti-Shc mouse monoclonal antibody  

Anti-Max rabbit polyclonal antibody 

Anti-Raf mouse monoclonal antibody 

 

Anti-p-Tyr(PY20) mouse monoclonal antibody  

  

[7] 購自 Promega公司:  
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名稱  

Anti–active–JNK(pTPpY) rabbit monoclonal antibody  

Anti–active–MAPK(pTEpY)rabbit monocloal antibody  

Anti–active-p38 mouse monocloal antibody  

  

[8] 購自 Oncogene公司:  

名稱  

Anti-cyclin A mouse monoclonal antibody  

Anti-PARP mouse monoclonal antibody  

Anti-α-tubulin mouse monoclonal antibody  

Anti-DP-1 mouse monoclonal antibody  

Protein A-agarose  

  

[9] 購自 CALBIOCHEM公司:  

名稱  

Anti-actin antibody  

Anti-phosphoserine mouse monoclonal antibody  

  

[10] 購自 NEN公司:  

名稱  

Amersham ECL reagent kit 

 

 

[11] 其他:  
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名稱  

CPP32/Caspase-3 Colorimetric kit  

Methanol  

Ethanol  

Isopropanol  

sodium chloride  

Tween-20#  

Bromophenol blue  

glycerol  

Amonium persulfate  

deoxycholic acid  

Coomassie blue  

 

 

（二）器 材 

[1] 購自 FALCON公司:  

名稱  

Tissue culture Dish  

Tissue culture Flask  

Microtest culture plates  

Polypropylene conical tubes  

  

[2] 購自Millipore公司:  
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名稱  

Nitrocellulose membrane  

Sterivex - GV 0.22µm filter unit  

  

[3] 其他:  

名稱  

Filtertips  

Micro test tubes  

Disposable syringe  

 

 

（三）儀 器 

 

中文名稱 英文名稱/廠商型號 

二氧化碳培養箱: NUATR CO2 water-Jacketed incubator 

冷藏冰箱: Whirlpoor 

無菌操作台: NUATR Biological Safety Cabinots 

分光光譜儀: UV and Visble Spectrophotometer 

HITACHI/U2000 

倒立式顯微鏡: Nikon/Diaphot 300 

流式細胞分析儀: Flowcytometer/FACS Calibur 

數位影像處理儀: AlphaImager 2000 

閃爍偵檢器: Liquid Scitillation Analyzer/Packard 

2100TR 
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2100TR 

蛋白電泳槽: Bio-Rad Mini protein II cell 

Bio-Rad Mini protein III cel 

蛋白質轉漬槽: Hoefer pharmacia Biotech 

電泳電源供應器: Bio-Rad 

震盪器: Scientific industries vortex genie 2 

桌上型離心機: KUBOTA 2010 

微量離心機: Shelton VS 15 

冷凍離心機: Universal 32/32R 

乾浴槽: T hermolyne 

水浴槽: Techne TE 8J 

電子天秤: Sartorius analytic 

電磁攪拌加熱器: CORNING 

酸鹼值測定儀:    JENCO electronics 

三度空間震盪器: pippet shaker 

酵素免疫分析儀: ELISA reader 

 

 

二.實 驗 方 法 

 

 (一) 細 胞 培 養 

人類肝癌細胞株 Hepatomablastoma G2 (含有 Rb 和 p53) (from The 
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NHRI Cell Bank) 培養於含有 10% heat - inactivated fetal bovine serum 

(FBS: Gibco BRL)、1% nonessential amino acid (NEAA: Gibco)、1% 

Penicillin – Streptomycin (PS: Gibco) 的 Dulbecco’s Modified eagle 

medium (DMEM: Gibco)，培養箱設定 5% CO2，37℃恆溫的環境，細

胞密度維持在 2×105 ~ 1×106，每週更換培養基 2~3次。 

人類肝癌細胞株 Hepatocellular carcinoma 3B (不含 Rb和 p53) (from 

The NHRI Cell Bank) 培養於含有 10% heat - inactivated fetal bovine 

serum(FBS: Gibco BRL) 、 1% Sodium pyruvate (Gibco) 、1% (Gibco) 

Nonessential amino acid(NEAA: Gibco) 、 1% Penicillin- Strepto 

-mycin(PS: Gibco )的 Dulbecco’s Modified eagle medium(DMEM: 

Gibco )，培養箱設定 5% CO2，37℃恆溫的環境，細胞密度維持在

2×105~1×106，每週更換培養基 2~3次。 

人類血癌細胞株 HL-60(from acute promyelocytic leukemia patient，含

有 Rb 但不含 p53) 培養於含有 10% heat - inactivated fetal bovine 

serum(FBS: Gibco BRL)、1% Penicillin-Strepto- mycin (PS: Gibco )、1% 

glutamine的 RPMI 1640(RPMI: Gibco )，培養箱設定 5% CO2，37℃恆

溫的環境，細胞密度維持在 2×105~1×106，每週更換培養基 2~3次。 

 

 (二)細胞毒性分析( MTT assay ) 

實驗原理：根據Alley等人發表於 1988年的 Cancer research期刊(54)，

其原理是利用活細胞能經由粒腺體 dehydrogenase的作用，將(3 -[4,5 – 

Dimethylthiazol -2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)(MTT)代謝還

原成紫色的 formazan crystal，並在波長 563nm有特殊吸光。 
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實驗方法: 將細胞培養後，以 trypsin-EDTA將細胞由培養皿打下，用

PBS 沖洗後，以培養基將細胞濃度調整成 2×10４ cell／ml, 各取 1ml

的細胞液分別培養於 24-well的培養皿中。待細胞貼壁，更換新的培

養基，同時加入不同濃度的 esculetin（0、10、20、50、100µM）作

用 24、48、72小時；另一組實驗設計乃以 100µM esculetin（實驗組）

或 0.2% DMSO（對照組），分別培養 0、24、36、48小時後，分別更

換新的培養基，同時加入 100µl MTT (5mg/ml)反應４小時，除去培養

基後，最後以 1ml的 isopropanol將紫色的 formazan結晶溶解，並於

波長 563nm 下測定吸光值(O.D.)。比較實驗組與對照組吸光值的差

異，以反映出 esculetin對 HepG2 cells 的細胞毒性。 

 

 

（三）細胞存活率分析 (trypan blue dye exclusion assay) 

實驗原理：利用活細胞細胞膜具有調控物質進出之功能，而得以防止

染劑通透進入活細胞，進而判斷細胞的存活率。 

實驗方法: 將細胞培養後，以 trypsin-EDTA將細胞由培養皿打下，用

PBS 沖洗，加培養基將細胞濃度調整成 2×10５ cell／ml，培養於 10

公分的培養皿中。待細胞貼壁，更換新的培養基，同時加入 100µM 

esculetin（實驗組）或 0.2% DMSO（對照組），分別培養 0、24、36、

48小時後，以 trypsin -EDTA將細胞由培養皿打下，PBS 沖洗後，以

1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，以 2ml培養基使細胞懸浮，再從

中取 100µl細胞液與等量的 trypan blue混勻，在顯微鏡下觀察，以計

數器計算活細胞數。 
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（四）細胞增生之分析 

實驗原理: 將 DNA合成的原料(A, T, C, G)以放射線物質標定，並與

細胞培養一段時間後偵測細胞中放射線強度，以反映出該細胞新合成

DNA的效率。 

實驗方法: 將細胞培養後, 以 trypsin - EDTA將細胞由培養皿打下，

PBS 沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞

懸浮，將細胞濃度調整成 2×104 cell／ml，培養於 24-well的培養皿中。

待細胞貼壁，更換不含血清的培養基培養 24小時，再改以一般培養

基( 含 10% FBS )，同時加入 100µM esculetin（實驗組）或 0.2% 

DMSO(對照組 )以及 [3H]-methyl-thymidine 0.5µCi／well 分別培養

24、48小時。將培養後的細胞倒除上層液，並以 PBS 洗三次，倒除

上層液，最後每一個well加入 0.4ml 之 0.4M NaOH溶出細胞內含物。

取溶出液，加 2-3ml閃爍液，以閃爍偵檢器偵測[3H]之放射強度。 

 

 

（五）細胞週期分析 

  實驗原理：利用特殊染劑（ex. PI）嵌入 DNA的特性，得以分辨細胞

生長狀態：G0/G1 DNA套數為 2n，G2/M期 DNA套數複製一倍，成

為 4n，比較細胞 DNA含有 2n及 4n的量，以反映出 cell的生長的速

度。 

實驗方法: 將細胞培養後，以 trypsin-EDTA將細胞由培養皿打下，PBS

沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞懸浮，

將細胞濃度調整成 2×10５ cell／ml，培養於 10公分的培養皿中。待細
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胞貼壁，更換新的培養基，同時加入 100µM esculetin（實驗組）或 0.2% 

DMSO（對照組），培養 24小時後，以 trypsin - EDTA將細胞由培養

皿打下，PBS 沖洗，調整細胞濃度成 2×10６/ml，以 1000rpm離心，倒

除上層液，加入 80%酒精置入-20℃冰箱固定細胞至少 30分鐘以上。

接著以 400ｇ離心 5分鐘，倒除上層液，並加 0.1% tritonX-100 0.5ml

於暗室中反應 30 分鐘。再次離心，倒除上層液，加 1m PI solution

（10µg/ml，內含 40µg/ml Rnase A），於 37℃水浴槽中避光反應 30分

鐘，最後置於冰上，以流式細胞儀測定。 

 

 

（六）西方點墨法 

  實驗原理：利用電流將帶有負電荷的不同分子量的蛋白分離，並以專

一抗體與標的蛋白結合，放大並顯示該蛋白表現的變化情形。 

實驗方法: 將細胞培養後，以 trypsin - EDTA將細胞由培養皿打下，PBS

沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞懸浮，

將細胞濃度調整成 2×10５ cell／ml，培養於 10公分的培養皿中。待細

胞貼壁，更換新的培養基，同時加入 100µM esculetin培養 0、12、24、

36、48 小時後，以 trypsin-EDTA 將細胞由培養皿打下，PBS 沖洗離

心後，倒除上層液，加入 RIPA buffer【（150mM NaCl, 1% NP-40，

0.5%Deoxycholic acid，0.1% SDS，50mM Tris – base，PH=7.5），內含

1mM sodium orthovanadate, 100µg/ml PMSF, 170µg/ml leupeptin】，於冰

上震盪 20 分鐘後在 4℃下以 10000ｇ離心 10 分鐘，即得 Total cell 

lysate，取上層液定量蛋白濃度。 
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將定量後之蛋白質取 60µg，加入等量的 Sample Buffer【2ml 0.5M 

Tris-HCl（PH=6.8） , 1.6ml Glycerol, 3.2ml 10%SDS, 0.8ml 2-β

-mercaptoethanol, 0.4ml 0.5% bromophenol blue】，以 95℃加熱 3分鐘，

並快速置入冰中冷卻。以小型離心機將 Sample spin down後再 loading

至每個 well中。上層膠以 70伏特，下層 130伏特跑電泳。待電泳結

束後跟著進行蛋白質的轉漬，也就是將膠上已分層的蛋白質轉漬到

Nitrocellular paper上。以 5%脫脂牛奶【PBS-non-fat milk powder】於

室溫下進行 blocking 1小時，稍稍 wash後，將 NC paper置於 4度冰

箱中與一級抗體反應 overnight，之後用 washing buffer【PBS with 0.5% 

tween-20】以 5’-5’-5’-5’-5’-5’，175rpm 的方式清洗 NC-paper，再以

Horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse/rabbit antibody反應

50-60 分鐘，以相同的方式 wash NC-paper，最後加入 Western Blot 

Chemiluminescence Reagent Plus 反應１分鐘，並於暗房中以 KODAK 

FILM曝光 1 - 10分鐘，以顯影劑及定影劑沖片觀察。  

 

 

(七)免疫沉降法 

      實驗原理：以專一抗體與標的蛋白結合的特性將之沈澱純化出來。 

實驗方法: 將細胞培養後, 以 trypsin - EDTA 將細胞由培養皿打下，

PBS 沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞

懸浮，將細胞濃度調整成 2×10５ cell／ml，培養於 10公分的培養皿中。

待細胞貼壁，更換新的培養基，同時加入 100µM esculetin培養 0、12、

24、36、48 小時後，以 trypsin-EDTA 將細胞由培養皿打下，PBS 沖
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洗離心後，倒除上層液，加入 RIPA buffer【（150mM NaCl, 1% NP-40, 

0.5%Deoxycholic acid, 0.1%SDS, 50mM Tris-base, PH=7.5），內含 1mM 

sodium orthovanadate, 100µg/ml PMSF, 170µg/ml leupeptin】，於冰上震

盪 20分鐘後在 4℃下以 10000ｇ離心 10分鐘，即得 Total cell lysate。

取上層液定量蛋白濃度。 

   將定量後之蛋白質取 0.5mg，加入 1µg 一級抗體在 4℃冰箱中反應

overnight。隔日將 sample和 15µl protein A -agarose beads 在４度下繼

續作用 2-6小時。之後以 2500rpm離心 10分鐘，並以冰的 PBS 洗，

如此重複三次，最後離心取沉澱物，加 20-30µl sample buffer使之懸

浮，跑 SDS-PAGE，並以免疫點墨法看結果。 

 

 

（八）細胞凋亡之測定 

實驗原理:當細胞凋亡的時候，DNA 會發生斷裂，偵測這些 DNA 片

段的量，以反映出細胞發生 apoptosis 的程度。 

實驗方法: 將細胞培養後, 以 trypsin - EDTA將細胞由培養皿打下，

PBS 沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞

懸浮，將細胞濃度調整成 2×10５ cell／ml，培養於 10 公分的培養皿

中。待細胞貼壁，加入 Thymidine的相似物 BrdU當作 DNA合成原

料之一。將細胞培養 18-20小時後，除去上層液，以 trypsin-EDTA將

細胞由培養皿打下，PBS 沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細

胞，加培養基使細胞懸浮，調整細胞濃度成 1×10５ cell／ml，取 100µl

的細胞液移種至 96-well的培養皿中，加入 100µl含有 esculetin的培
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養基（esculetin終濃度=100µM）分別培養 24，48小時。依指定培養

時間，去上層液，以 200µl之 incubation solution室溫下作用 30分鐘，

以將細胞水解，跟著以 250g 離心 10 分鐘，取上層液 100µl 加到已

coated anti-DNA antibody的 96-well培養皿中，在室溫下避光反應 90

分鐘。之後以 250-300µl 的 washing solution洗三次，每次 2-3分鐘。

將最後一次的 washing solution留下，送入微波爐中以 500W 加熱 5

分鐘後立即送入－20℃冰箱中冷卻 10-20 分鐘。之後完全移除 well

中的液體，加入 100µl之 anti – BrdU – POD（0.2ml anti – BrdU - 

peroxidase solution + 9.8ml incubation solution）室溫下避光反應 90分

鐘，之後同樣以 washing solution 洗三次，移除上層液，加入 100µl 

substrate solution，避光輕搖反應直到呈色。最後加入 25µl stop solution

（7% H2SO4）1分鐘，並於波長 450nm下測定吸光值。 

 

 

（九）CPP32活性之分析 

實驗原理：當細胞發生計劃性的自然凋亡，常伴隨著 CPP32 活性的

增高。測定 CPP32 活性，以反映出細胞 apoptosis 的狀況。本組 kit

利用 CPP32具有切割蛋白的能力，當其受質經 CPP32作用切割反應

後將產生某一特定的吸光值，偵測此一吸光值的變化即可得知 CPP32

的活性。 

實驗方法: 將細胞培養後，以 trypsin - EDTA將細胞由培養皿打下，

PBS 沖洗後，以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加培養基使細胞

懸浮，將細胞濃度調整成 2×10５/ml，培養於 5公分培養皿中。待細胞
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貼壁，更新培養基，同時依實驗需要加入 esculetin，paclitaxel或 0.2% 

DMSO（對照組）。培養 24小時後以 trypsin - EDTA將細胞由培養皿

打下，PBS沖洗後以 1000rpm離心 5分鐘，取沉澱細胞，加冰的 lysis 

buffer於冰上震盪 10分鐘後，以 10000g離心 1分鐘。取上層液，並

測定蛋白濃度，調整濃度至 1mg/ml。將以上製備好的 sample取 12.5

μl加上等量的 reaction buffer（內含 10mM DTT），再加1.25μl之 4mM 

DEVD-ρNA substrate，於 37℃下避光反應 1.5 - 2小時，最後以波長

405nm測定吸光值。 



 28 

結    果 

 

 

一 . Esculetin 對於人肝癌細胞株 HepG2 cells 具有細胞毒殺的效

果，且能有效的抑制細胞增生。  

【Fig. 1】Structure of esculetin 

Esculetin 為香豆精 coumarin 的衍生物之一，其苯環上 6,7兩

處被 hydroxy group 取代，屬於一種天然的多酚類抗氧化物。 

 

【Fig. 2】Cytotoxicity of esculetin in HepG2 cells 

研究天然物 esculet in 對細胞毒性的實驗中，將人類肝癌細胞

株 HepG2 cells 處理不同濃度的 esculetin（ 0， 10，20， 50，

100µM） 48 小時後，以 MTT 分析法發現在 50µ M及 100µM

濃度下細胞存活率分別為 73％和 70％。  

 

【Fig. 3】Cell viability of esculetin in HepG2 cells 

由前一個實驗發現處理 esculetin 100µM 48小時對 HepG2即

有顯著細胞毒性，將細胞暴露在此劑量 0、 12、24、 36、 48

小時後以 MTT 分析法發現，隨著加藥時間增長，細胞存活

率隨之降低。  

 

【Fig. 4】Effect of esculetin on HepG2 cells proliferation 

過去文獻指出 esculetin 能抑制一些癌細胞的生長，所以實驗

一開始先研究此一天然物對於本人類肝癌細胞株 HepG2 是
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不是也有相同的效果。處理 esculetin 100µM 12、 24、36、

48小時後，在顯微鏡下分別計算各組的細胞數，結果顯示加

了藥的實驗組 24 小時其細胞生長率只有同期細胞的 73％，

隨著加藥時間的增長， esculetin 能有效的抑制 HepG2 cell 

proliferation。  

 

【Fig. 5】Effect of esculetin on DNA content of HepG2 cells  

將 HepG2 cell培養在含有 100µM esculetin 的培養基  24小

時後收集細胞，並以 flow cytometry分析該細胞週期的變化

情形。結果發現，esculetin 能導致肝癌細胞 HepG2 DNA 

replicatiion phase（S）減少，細胞停滯在 G0/G1。  

 

【Fig. 6】  Effect of esculetin on HepG2 cells DNA synthesis  

肝細胞增生（proliferation） 是造成肝細胞癌（hepatocellular 

carcinoma）的主要原因之一。本實驗培養人類肝癌細胞株

HepG2 cells 以 [3 H] thymidine 攝入（ incorporation into）DNA

的程度來決定 esculetin 對細胞增生之影響，結果顯示處理

100µM esculetin 24 小時的 HepG2細胞，新生的 DNA 合成

的效率只有正常組的 85％，48小時後整個細胞合成 DNA的

能力只有 60％  

 

二 . Esculetin 影響調控細胞週期進行中  G0/G1 phase 某些蛋白

的表現，使得 HepG2 cells 生長停滯。  
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由細胞流式儀的測定顯示，處理 esculetin 會導致肝癌細胞

HepG2 細胞週期停滯在 G1/S，在 [3 H]-methyl-thymidine 

incorporation assay 也證明 esculetin 能阻斷 HepG2細胞進入

S 期去合成 DNA，所以我們進一步去研究調控 G1/S phase

的分子表現情形。  

 

【Fig. 7】Effect of esculetin on pRb protein of HepG2 cells 

Cell cycle 進行之初，首先 Rb 要被磷酸化，釋放出 E2F -1，

進而活化下游基因的表現。由實驗結果發現，esculetin 造成

Rb 的磷酸化程度的下降。  

 

【Fig. 8】Effect of esculetin on E2F-1 protein of HepG2 cells  

E2F -1能誘導一些 G 1晚期調節分子之蛋白表現，例如 cyclin 

E、A以及 E2F -1本身。在處理 esculetin24小時後發現 E2F -1

的蛋白表現開始減少。  

  

【Fig. 9】Effect of esculetin on DP-1 of HepG2 cells  

由於 Rb 的磷酸化程度被 esculetin 抑制，將使得 free form的

E2F -1下降，而和 DP-1形成 heterodimer的機會降低，影響

轉錄效率，使的細胞生長受到抑制。由實驗證實，DP-1 和

E2F -1之間的交互作用的確受到 Rb 的磷酸化的降低而減少。 

 

【Fig. 10】Effect of esculetin on cyclin D1 of HepG2 cells  

負責 G1 早期的另一個分子 D-type cyclins  對於  Rb 的磷酸
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化相當重要，當其過度表達將使得 Rb 的磷酸化調節失序，

導致腫瘤的形成（55）。在本實驗中雖然 esculetin 能使 Rb

的磷酸化下降，但對於 cyclin D1的蛋白表現沒有影響。  

 

【Fig. 11】【Fig. 12】Effect of esculetin on Cdk-4/6 of HepG2 cells  

Cyclin D1要與 cdk4/6形成複合體才具有活性，雖然前一個

實驗指出 esculetin 對 cyclin D1沒有影響，那麼是不是 cdk4/6

的表現受到抑制？由實驗結果發現無論是 cdk-4 或 cdk-6，

他們的蛋白表現都不受影響。  

 

【Fig. 13】Effect of esculetin on Cyclin E of HepG2 cells  

由先前的結果已知 esculetin 能抑制 E2F-1的轉錄效率，則其

下游的蛋白 c yclin E的表現是否也受到影響？Cyclin E在 G1

末期表達，能和 cdk-2 形成一複合體，促使 pRb 的完全磷酸

化（ full-phosphorylated pRb），驅動細胞週期由 G 1 進入 S

期（56）。結果顯示 cyclin E在 24小時即有顯著的降低。  

 

【Fig. 14】Effect of esculetin on cyclin A of HepG2 cells  

另一個 E2F -1的下游蛋白 cyclin A主要調節 cell cycle S期的

進行，並協助細胞的有絲分裂。實驗結果顯示 esculetin 對於

cyclin A並不會造成任何影響。  

 

【Fig. 15】Effect of esculetin on cdk-2 of HepG2 cells  

Cdk-2能透過 cyclin E 或 cyclin A的協助而被 CAK催活，調
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節 G1-S 的進行。經過 esculetin 處理，細胞中活化態的 cdk-2

在 24小時左右開始下降，到 48小時此一現象更為明顯。  

 

【Fig. 16】Effect of esculetin on CDC25A of HepG2 cells  

Cdk-2活性的調控除了受到一些 CKI 的抑制外（例如 p27），

CDC25A也佔有相當重要的角色。當 cdk-2 和 cyclin E形成

一 複 合 體 而 被 CAK 磷 酸 化 ， 必 須 再 藉 由 CDC25A 

dephosphorylation的作用去掉 cdk-2上 Thr14以及 tyr15兩處

的磷酸根，才能使之完全活化（ 57）。實驗結果顯示，處理

esculetin24 小時 CDC25A 即顯著的下降，而到了 48 小時則

完全抑制該蛋白表現。  

  

【Fig. 17】Effect of esculetin on CDC25A of H3B cells  

Esculetin 在抑制 CDC25A蛋白表現的效果顯著，我們便感興

趣的想知道，esculetin 對於其他腫瘤細胞株中的 CDC25A是

否也有相同的結果。所以本實驗以不表現 p 53 和 Rb 的肝癌

細胞 H3B為材料，發現處理 esculetin 24小時後即能有效的

抑制 CDC25A 的表現。  

 

【Fig. 18】Effect of esculetin on CDC25A of HL-60 cells  

除了肝癌細胞株外，我們也比較了 esculetin 對血癌細胞株

HL-60（有 Rb，但不表現 p53）中 CDC25A的影響情形。結

果顯示雖然 CDC25A 在 36 和 48小時有下降，但效果並不顯

著。  
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【Fig. 19】Effect of esculetin on cdk-2 activity of HepG2 cells  

Esculetin 能有效的抑制 HepG2細胞中 CDC25A 的表現，而

CDC25A 是活化 cdk-2 的要角之一，所以我們利用免疫沈降

法的方式來看 cdk-2 tyrosine磷酸化的程度，以反應出 cdk-2

活性的變化。結果顯示，處理 esculetin 36 小時後 cdk-2 在

tyrosine 位置上磷酸化的程度上升。以此推測 cdk-2 因著

CDC25A 減少，導致活性的下降。   

 

三 . Esculetin 對於細胞週期中 restriction point regulators 能刺激

他們的蛋白表現，進而抑制 cell cycle 由 G0/G1 進入 S 

phase，導致肝癌細胞 HepG2生長停滯。  

細胞週期的進行除了受 cyclins/CDKs 的正向調節外，也會藉

由細胞週期的〝checkpoints〞作一負向調控，使細胞不致過

度增生而癌化；這個〝chec kpoint〞包括一些  cyclin -dependent 

knase inhibitors（CKI）以及 p53。Esculetin 能有效的促使肝

癌細胞株 HepG2 cells 生長停滯在 G1/S 期，所以接下來我們

所探討的主題是 esculetin 對這些（CKI）以及 p53的影響情

形。  

 

【Fig. 20】Effect of esculetin on p53 protein of HepG2 cells  

當細胞受到外來刺激例如輻射線、化學物質及環境壓力等，

會誘導 p53 的表現，進而促使其下游基因的蛋白表現，使的

細胞生長停滯以利 DNA修復，或是讓細胞走向凋亡（ 58）。
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由實驗結果得知 esculetin 能讓 HepG2 cells 在 12 小時後 p 53

的表現增加。  

 

【Fig. 21】Effect of esculetin on p16 of HepG2 cells  

CKI 中的 p16 能專一性的抑制 cdk-4，造成細胞週期 G0/G1

的停滯。當本實驗發現 HepG2 cells 處理 esculetin 24 小時

後，p16 的蛋白表現增加。  

 

【Fig. 22】Effect of esculetin on p21 of HepG2 cells  

p21W A F 能抑制 D-type cyclins  的作用，而造成 cell cycle 

arrest。處理 esculetin  12 小時後，HepG2 cells 中 p21W A F 的

表現上升。  

 

【Fig. 23】Effect of esculetin on p27 of HepG2 cells  

p27 具有廣泛性的抑制 cell cycle G1/S 中所有的 cyclins/cdks

的活性，在這裡我們也發現 esculetin 也能增加 HepG2 cells

中 p27 蛋白，而且在 24-36小時有最大表現量。  

 

四 . Esculetin 會阻止轉錄因子 c-myc 與 Max形成 heterodimer的

形式，使之無法 translocate到細胞核中，影響下游一些調控

cell cycle 的蛋白表現。  

由前面的實驗證據得知，esculetin 能有效的抑制 cyclin E和

CDC25A 的表達，所以我們想瞭解 esculetin 是否影響在基

因的轉錄層次？於是進一步探討其上游轉錄因子的表現情
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形。  

 

【Fig. 24】Effect of esculetin on β-catenin of HepG2 cells  

由過去文獻已知，cyclin E 和 CDC25A 的上游轉錄因子是

c-myc（40），其表現乃透過 Wnt這條訊息路徑中的β-catenin

而被調控。本實驗結果顯示，HepG2在 esculetin 的存在下，

對β-catenin 的影響只有輕微減少其蛋白的表現。  

 

【Fig. 25】Effect of esculetin on c-Myc of HepG2 cells  

直接看 HepG2 cells 中 c-myc 蛋白的變化，結果也顯示

esculetin 對於 c-myc 的蛋白表現沒有影響。有趣的是在電泳

圖上 12小時處發現活化型的 c-myc 的表現有降低的情形。  

 

【F ig. 26】Effect of esculetin on c-myc transcription activity of 

HepG2 cells  

c-myc 要成為一個有效用的轉錄因子，必須先和 Max 形成

heterodimer 的形式。由前一個實驗結果我們推測 esculetin

是否影響 c-myc 的活化進而阻斷 c-myc/Max複合體的形成，

降低下游蛋白表現。利用免疫沈降法以及西方點墨法來看二

者結合的情形，結果顯示 esculetin 確實會阻止 HepG2 cells 5

中 c-myc/Max heterodimer的形成，影響轉錄效率。  

 

五 . Esculetin 透過 Ras/MAPK 這條訊息傳遞路徑影響肝癌細胞

HepG2 的基因轉錄及蛋白轉譯的活性，造成生長停滯的現
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象。  

一般細胞從 G 0進到 S 期需要生長因子（EGF）的刺激（ 59），

當 EGF 接到 EGF receptor 將活化一連串的 kinases 及

proteases 而調節 cell cycle 的進行。目前被研究較多的包括

Ras/Raf/MAPK以及 PI3K/Akt 這兩條訊息傳遞路徑。所以研

究其中訊息傳遞分子變化，以利我們瞭解 esculetin 是如何透

過 signal transduction pathway而影響了調控細胞週期分子的

表現。  

 

【Fig. 27】 Effect of esculetin on tyrosine phosphorylation of 

HepG2 cells  

當 mitogen 刺激細胞後會活化 receptor tyrosine kinase及其

下游的 protein tyrosine kinase 使細胞生長。由細胞流式儀分

析等一連串的實驗證實 esculetin 能使 HepG2 cells 細胞細胞

週期停滯，抑制 cell proliferation。所以在這個實驗中我們想

知道 esculetin 是否影響這條  pathway，導致細胞的生長停

滯。利用 anti-PY-20 antibody 來看 esculetin 對 HepG2 cells

中 protein tyrosine kinase 的影響。結果顯示，在箭頭所指的

位置，其 tyrosine phosphorylation的程度較未處理 esculetin

組為低。  

 

【Fig. 28】Effect of esculetin on Shc activity of HepG2 cells  

由上一個實驗結果我們推測第一、二個箭頭所指分子量介於
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29-81kDa 間的蛋白為 Shc。當 EGF 接到 EGFR 上會使之發

生 autophosphorylation，此時 Shc 會被吸引到細胞膜上而在

tyrosine 的位置接上磷酸根而活化（ 60）。結果顯示 esculetin

對於 Shc 的活性沒有影響。  

 

【Fig. 29】Effect of esculetin on Raf activity of HepG2 cells  

根據【Fig. 27】，分子量介於 49-81kDa 間箭頭所指處推測為

Raf 蛋白，屬於 mitogen-activated protein kinase ，透過

GTP-bound Ras 的結合而活化下游的 MAPK pathway（ 61）。

實驗結果顯示 esculetin 處理後 9-12 小時能顯著的降低

HepG2 cells 中 Raf tyrosine phosphorylation的現象。   

 

【Fig. 30】Effect of esculetin on p-ERK of HepG2 cells  

Raf tyrosine phosphorylation 程度的下降是否會影響其下游

MAPK/ERK 的活化？ERK 對於由調節細胞的增生以及存活

相當重要。由實驗結果指出 esculetin 能抑制 MAPK/ERK 的

磷酸化而降低活性。  

 

【Fig. 31】Effect of esculetin on p-p38 of HepG2 cells  

另一個 MAPK members -p38也是屬於 tyr/thr kinase，會因加

入 mitogen而活化，調節 cell cycle 的進行。當細胞遭受到壓

力因子的刺激， p38 也能藉由活化下游的 ATF-2而增進細胞

的存活率（ 62）。由實驗結果發現 esculetin 刺激 HepG2 cells 

9-12小時，p38 的活性降低。  
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【Fig. 32】Effect of esculetin on p-JNK of HepG2 cells  

和 p38一樣，JNK 也是屬於  stress-activated group of mitogen 

activated protein（SAPK）。活化的 JNK 會促使下游轉錄因子

c-Jun磷酸化而讓細胞免除一些外來壓力刺激所誘導的 death 

signal pathway（ 62）。實驗結果顯示 esculetin對於 HepG2 cells 

中 JNK的活性沒有影響。  

 

【Fig. 33】Effect of esculetin on eIF4E of HepG2 cells  

轉譯因子 eIF4E 是 c-myc target gene 之一，Esculetin 能降低

c-myc 的轉錄效率，但在這裡結果顯示 eIF4E 蛋白並不受

c-myc/Max降低所影響。  

 

【Fig. 34】Effect of esculetin on eIF4E translation activity of 

HepG2 cells  

Esculetin 對於 c-myc 下游的 eIF4E 沒有影響。根據文獻指出

ERK和 p38 能透過磷酸化轉譯因子 eIF4E，調節蛋白合成。

由實驗結果發現， eIF4E在處理 esculetin9-12小時後，serine 

phosphorylation的程度下項。  

 

 

六 . Esculetin 本身能造成肝癌細胞 HepG2 某個程度的自然凋

亡，且能增強 paclitaxel對 HepG2細胞的毒殺效率。  

本實驗室已經證實 esculetin 能導致血癌細胞株 HL-60 走向

apoptosis（ 51）。所以我們進一步研究 esculetin 在人類肝癌
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細胞株 HepG2能否誘導自然凋亡的發生。  

 

【Fig. 35】 Induction of apoptosis in HepG2 cells by esculetin 

Apoptosis 一個重要的特徵是 DNA會發生斷裂的情形。所以

我們以一種能偵測 DNA 斷裂的 ELISA KIT 來分析 esculetin

誘發 HepG2 cells apoptosis 的情形。結果顯示，以 100µM 

esculetin 刺激 HepG2 cells  24小時後即能促使細胞凋亡，此

一現象隨著劑量的增高以及作用時間的加長而呈現一正相

關性。  

 

 

【Fig. 36】Effect of esculetin on p-Akt of HepG2 cells  

正常情況下 EGF 除了透過 Ras/Raf/MAPK來調控 cell cycle

的進行，另外一條 signal pathway-PI3K/Akt 對於 G1/S 

transition 以及抗凋亡的能力也相當重要（ 63）。過去文獻指

出，PI3K/Akt 能抑制 p27 的表現，使得 cyclins/cdks 活性不

被抑制，使細胞由 G 1進入 S 期（ 64）。先前的實驗結果發現，

在 esculetin 刺激下 p27的蛋白表現增加，所以在本實驗我們

做了一個假設：esculetin 能否影響 PI3K/AKT 這條路徑來誘

導 apoptosis 的發生。初步結果顯示，HepG2 cells 中 Akt的

活性的確會因著加入 esculetin 而被抑制。  

 【Fig. 37】Effect of esculetin on pBAD of HepG2 cells  

進一步我們再去研究 Akt下游的 BAD蛋白表現情形。當 Akt

無法磷酸化 BAD 時，其能取代掉 Bax 而和 Bc l-xl結合，導
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致細胞發生 apoptosis（ 65）。結果顯示，BAD 磷酸化的程度

確實因著 esculetin 的刺激而增高。  

 

【Fig. 38】【Fig. 39】Enhance cytotoxicity of chemotherapeutic 

drugs in HepG2 cells  

綜合以上的結果，esculetin 能抑制人類肝癌細胞 HepG2的增

生，並誘導 apoptosis 的現象。實驗最後我們將 esculetin 和

現今廣泛使用在臨床上的抗癌藥 paclitaxel 與 cisplatin 合

用，期盼有助於這些 anticancer drugs 藥效的提升。實驗設計

上我們以單獨處理 paclitaxel 與 cisplatin 或個別加入

esculetin  100µM共同作用 24、48小時，並以 MTT 法分析細

胞存活的情形。結果顯示在 24 小時， esculetin 即能顯著的

增強 paclitaxel對 HepG2 cells 的毒殺作用。  

 

【Fig. 40】Induction of apoptosis in HepG2 cells by esculetin plus 

chemotherapeutic drugs  

根據過去的研究指出 paclitaxel與 cisplatins 能透過誘導癌細

胞發生 apoptosis 的作用達到抗癌的效果（54,55）。當加入

esculetin 與這些抗癌藥一同處理 24 小時後發現， esculetin

能促使 paclitaxel induced HepG2 cells apoptosis 的程度上

升，對於 cisplatin 並沒有顯著的影響。  

 

【Fig. 41】Effect of CPP32 activity in HepG2 cells by esculetuin 

plus paclitaxel 
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由先前的實驗數據得知 esculetin 能促使 HepG2 cells 發生自

然凋亡的發生，而 caspase 3（CPP32）的活化與 apoptosis

有關（66），所以在這個實驗中我們發現處理 100µM esculetin  

24 小時，CPP32 活性增高，且隨劑量的增加而上升。另外

esculetin 也能 enhance paclitaxel誘導 CPP32的活性。  

 

【Fig. 42】 Induction of apoptosis in HepG2 cells by cisplatin 

由【Fig. 40】結果顯示，cisplatin 處理 24小時後，誘導人類

肝癌細胞走向 apoptosis 的效率不高，所以在此我們進一步

將 HepG2 處理 cisplatin 48小時後發現其 apoptosis 的程度與

過去所報告的文獻有相似的結果（55）。以此來證明本次所

用的藥物是具效用的。  

 

 



 42 

討    論 

本篇研究指出馬栗樹皮素(esculetin)抑制人類肝癌細胞 HepG2 cells

的增生乃是透過影響許多分子的所調控（附件 1）。當 HepG2 細胞以

esculetin刺激後使得 Rb在早期（12-24小時）磷酸化的程度降低，雖然

esculetin對 cyclin D1或 cdk4/6沒有影響，但 p16及 p21在 12小時表達

的蛋白量很高，由此推測 p16和 p21抑制 cyc D1-cdk4/6的活性，導致 Rb

的磷酸化降低。當 Rb處在一個 hypophosphorylation的程度會緊緊的抓住

E2F-1，此時 E2F-1無法以 free-form的形式和 DP-1結合，降低下游蛋白

的表達。 

p27在 12-36小時上升，除了降低 cyclin D1/cdk4/6活性，同時抑制

了 cyclin E/cdk-2的活性，然而細胞要由G1完全進入S期，必須藉由cyclin 

E/cdk-2使 Rb full-phosphorylation以釋出更多的 E2F-1供 cell cycle進行

所需的蛋白表達（67）。在此我們做了一個推論：當 HepG2 以 esculetin

處理的前期（12-24 小時）會很快的誘導大量 CKI 的產生而抑制 cyclin 

D1/cdk4/6 和 cyclin E/cdk-2，進而讓 Rb/E2F-1穩定結合降低轉錄效率，

導致後期（24-48小時）cyc E表現降低，使得細胞生長停滯在 G1期。 

  另外有報告指出 cyclin E的蛋白表現也受到 c-myc所調節（68）。由
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實驗結果發現 esculein 對 c-myc 的蛋白表現沒有影響但卻能抑制

c-myc/Max 的形成，使得轉錄效率下降。c-myc 能被 cdk2/4 以及 ERK1

所磷酸化，而Max則由 p38所調節。此一磷酸化的作用有助於 c-myc/Max

穩定的結合到 DNA E-box motif（69）。實驗中證實了 esculetin能抑制 Raf/ 

ERK以及 p38的活性而影響 c-myc/Max heterodimer的形成。除了 cyclin E

外，c-myc調節 G1期進行的另一個下游蛋白 CDC25A也顯著性的降低。

當 cdk-2受到 CAK的催化後，能在 14Thr、15Tyr以及 160Thr接上磷酸根，

此時的 cdk-2必須再藉由 CDC25A phosphatase去掉 14Thr和 15Tyr位置的

磷酸化而被完全的活化（70）。當 c-myc轉錄活性降低，CDC25A蛋白表

現減少，使得 cdk-2不活化。或許這也是 esculetin導致 G1/S arrest的原

因之一。在未來的研究上可以直接利用 in vitro kinase assay來分析 cdk2

及 cdk-4的活性是否因著 CKI上升或 CDC25A減少而被抑制。 

  在這裡我們提出一個問題，esculetin如何造成 CKIs的增加？過去文

獻指出，當細胞遭受外界刺激會誘發 p53 的表現，p53 能直接或間接誘

導其他蛋白的表現而促進 p21 或穩定 p16（71,72）。由實驗結果證實，

esculetin能有效的刺激HepG2 cells 中 p53的表現而造成p16與 p21的上

升。另外廣泛性的 G1 cyclins/cdks inhibitor p27的增高，我們認為可能是
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透過增加其蛋白新合成以及分解降效率低所致。1999 Alvaro J. 等人所寫

的一篇 review 指出 c-myc 能誘導一假想的蛋白產生，並與受 G1 期

cyclins/cdks所磷酸化的 p27結合，導致 p27走向 ubiquitination- dependent 

proteasome degradation（73）。另外實驗數據指出 esculetin能阻斷 PI3K/Akt

的作用，由過去研究我們已知 PI3K/Akt 這條路徑會抑制 AFX/FKHR 的

轉錄作用，使得下游的 p27 蛋白表現降低（74）。所以當 PI3K/Akt訊息

傳遞受阻，將導致 p27合成增加。 

  Esculetin 除了能透過抑制基因的轉錄作用調控蛋白的表現，也能影

響在蛋白轉譯層次。由實驗數據顯示，同樣是 c-myc 下游的轉譯因子

eIF4E 並沒有因著 c-myc/Max 作用的減少而影響蛋白表現。由文獻指出

當 eIF4E上游的MNK1被 Ras/ERK或 p38活化將使得 eIF4E在 serine209

的位置接上磷酸根而能與其他轉譯因子（eIF4G/eIF4A）形成轉譯複合

體，促使蛋白的合成（75）。由實驗結果顯示 esculetin藉著阻斷 Ras/ERK

以及 p38的作用降低了 eIF4E的活性。而 PI3K/Akt能抑制 4E-BP1這個

Translation inhibitor，對轉譯效率的提升扮演一正向的調控。所以猜測

esculetin或許也能透過 Akt活性的降低而影響蛋白的轉譯。 

在實驗最後我們對於 esculetin 是否能造成 HepG2 細胞的 apoptosis
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也做了研究。由 cell apoptosis ELISA assay中指出 esculetin能誘導細胞凋

亡的發生，而且可能是透過 Akt/BAD這條路徑造成。另外 esculetin能增

加 paclitaxel引發 HepG2 cell apoptosis 的程度，文獻指出 paclitaxel乃是

透過影響 mitochondria釋出 cytochrome c，活化 caspase 3所造成（76）。

所以是不是除了 Akt/Bad 這條 mitochondrial-death pathway，esculetin 還

能誘導其他 death signal而 induce cell apoptosis？由稍前的實驗證明，處

理 esculetin 的 HepG2 cells 其 p53的表現明顯的上升，或許此一增高的

p53會去誘導一些 membrane death receptor的增加，而加強 paclitaxel的

效用。所以在未來我們除了進一步研究 esculetin 對粒腺體膜電位的影響

以及 cytochrome c 釋放到細胞質的情形，也可以往 receptor-mediated 

caspase cascades 來探討 esculetin誘發 apoptosis 的詳細機制。 

  綜合以上的討論我們在這裡做一個總結：加入 esculetin 初期（0-12

小時）能很快的誘發CKI的表現，抑制 cyclins/cdks 的活性，造成 Rb磷

酸化的減少，E2F-1轉錄效率降低；同時，esculetin 阻斷了 Ras/ERK和

p38 活性，影響 c-myc和 eIF4E 的作用。在較晚期（24-48小時），一些

正向調節 G1 phase 進行的蛋白開始降低，這使得一些 CKI 的穩定性增

加，c-myc/Max結合能力減少。所以 esculetin對於 HepG2 cells 的影響向
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是透過一種循環式的放大抑制而造成 cell cycle arrest。 
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Figure 1  Structure of esculetin 
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Figure 2.  Cytotoxicity of esculetin in HepG2. Cells were cultured with 
various concentration of esculetin for the indicated times following treatment 
cells were then incubated with MTT for 4 hours. The optical density is then 
read at 560nm by a spectrophotometer. Data presented as means ± S.D. of 
three independent experiments. *P < 0.05, compared with control group 
(0.2% DMSO) 
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Figure 3.  Cytotoxicity of esculetin in HepG2. Cells were cultured in 
medium containing 100µM esculetin. At the indicated times following 
treatment cells were then incubated with MTT for 4 hours. The optical 
density is then read at 560nm by a spectrophotometer. Data presented as 
means ± S.D. of three independent experiments. *P < 0.05, compared with 
control group (0.2% DMSO) 
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Figure 4.  Effects of esculetin in HepG2. Cells were cultured with or 
without 100µM esculetin in the indicated times. The percentage of viable 
cells was determined using trypan blue dye exclusion assays. Data presented 
as means ± S.D. of three independent experiments.  
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G2/M                26.2 %            15.8 % 
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Figure5. Redistribution of cell cycle analysis of HepG2. Cells were treated 
with or without 100µM esculetin. After 24 hours cells were prepared for cell 
cycle analysis and assessed by flow cytometry.  
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Figure 6.  Effect of esculetin on [3H] – thymidine incorporation in HepG2. 
Cells were incubated with 100µM esculetin and 0.5Ci/ml of 
[3H] –thymidine for indicated times. The incorporation of [3H] –thymidine 
in HepG2 was measured by a Scintillation Counter. Data presented as means 
± S.D. of three independent experiments. *P < 0.05, compared with control 
group (0.2% DMSO). 
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Figure 7.  Time course effect of esculetin on Rb protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract from 
each condition was electrophoresed in each lane of 8% SDS-PAGE and 
analysed by immunoblot with the anti-Rb antibody or actin used for equal 
loading.  
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Figure 8. Time course effect of esculetin on E2F-1 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract from 
each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE and 
analysed by immunoblot with the anti-E2F-1 antibody or actin used for equal 
loading.  
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Figure 9.  Time course effect of esculetin on DP-1 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and immunoprecipitation were performed with specific antibodies 
against E2F-1. E2F-1 immunoprecipitates were subjected to western blot 
analysis : 10% SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-DP-1 
antibody or E2F-1 used for equal loading.  
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Figure 10.  Time course effect of esculetin on cyc D1 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract from 
each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE and 
analysed by immunoblot with the anti-cyc D1 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 11.  Time course effect of esculetin on CDK4 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-cdk4 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 12.  Time course effect of esculetin on CDK6 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-cdk6 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 13.  Time course effect of esculetin on cyc E protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-cycE antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 14.  Time course effect of esculetin on cyc A protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-cyc A antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 15.  Time course effect of esculetin on CDK2 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-cdk2 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 16.  Time course effect of esculetin on CDC25A protein expression 
in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At 
the indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-CDC25A antibody or β-actin 
used for equal loading.  
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Figure 17.  Time course effect of esculetin on CDC25A protein expression 
in H3B. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-CDC25A antibody or tubulin 
used for equal loading.  
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Figure 18.  Time course effect of esculetin on CDC25A protein expression 
in HL-60. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At 
the indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-CDC25A antibody or tubulin 
used for equal loading.  
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Figure 19.  Time course effect of esculetin on pY-CDK2 protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and immunoprecipitation were performed with 
specific antibodies against CDK2. CDK2 immunoprecipitates were 
subjected to Western blot analysis : 12% SDS-PAGE and analysed by 
immunoblot with the anti-py20 antibody or CDK2 used for equal loading.  
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Figure 20.  Time course effect of esculetin on p53 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-p53 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 21.  Time course effect of esculetin on p16 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 15% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-p16 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 22.  Time course effect of esculetin on p21 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 15% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-p21 antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 23.  Time course effect of esculetin on p27 protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 12% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-p27 antibody or actin used for 
equal loading.  
 

β-actin 

p27 

0   12    24   36   48    ( h )         

29kDa 

49kDa 



 70 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2 β−catenin

       0               12              24              36              48 
Time ( h )

In
te

gr
at

ed
 d

en
si

ty

Figure 24.  Time course effect of esculetin on β-catenin protein expression 
in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At 
the indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-β-catenin antibody or actin used 
for equal loading.  
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Figure 25.  Time course effect of esculetin on c-myc protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 10% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-c-myc antibody or actin used for 
equal loading.  
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Figure 26.  Time course effect of esculetin on c-myc protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100 µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. cell lysates 
prepared and immunoprecipitation were performed with specific antibodies 
against Max. Max immuno -precipitates were subjected to Western blot 
analysis : 12% SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the antic-myc 
antibody or Max used for equal loading.  
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Figure 27.  Time course effect of esculetin on phospho-tyrosin protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 12% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-py20 antibody. 
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Figure 28.  Time course effect of esculetin on pY-Shc protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and immunoprecipitation were performed with specific antibodies 
against PY-20. PY-20 immunoprecipitates were subjected to western blot 
analysis : 12% SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-Shc 
antibody or IgG used for equal loading.  
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Figure 29.  Time course effect of esculetin on pY-Raf protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and immunoprecipitation were performed with specific antibodies 
against PY-20. PY-20 immunoprecipitates were subjected to western blot 
analysis : 12% SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-Raf 
antibody or IgG used for equal loading.  
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Figure 30.  Time course effect of esculetin on phospho-ERK protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 12% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-pMAPK antibody or 
actin used for equal loading.  
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Figure 31.  Time course effect of esculetin on phospho-p38 protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 12% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-p-p38 antibody or 
actin used for equal loading.  
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Figure 32.  Time course effect of esculetin on phospho-JNK protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 12% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-pJNK antibody or 
actin used for equal loading.  
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Figure 33.  Time course effect of esculetin on eIF4E protein expression in 
HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At the 
indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein extract 
from each condition was electrophoresed in each lane of 15% SDS-PAGE 
and analysed by immunoblot with the anti-eIF4E antibody or actin used for 
equal loading. 
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Figure 34.  Time course effect of esculetin on pS-eIF4E protein expression 
in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM esculetin. At 
the indicated times following treatment cells were harvested. Cell lysates 
prepared and immunoprecipitation were performed with specific antibodies 
against eIF4E. eIF4E immunoprecipitates were subjected to western blot 
analysis : 15% SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the 
anti-phospho-Serine antibody or eIF4E used for equal loading.  
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Figure 35.  The apoptosis of HepG2 induced by esculetin. HepG2 cells were 
cultured for indicated times with various concentration of esculetin. The 
apoptosis was assessed by cell death detection ELISA assays. Data presented 
as means ± S.D. of two independent experiments. *P < 0.05, compared with 
normal group. 
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Figure 36.  Time course effect of esculetin on phospho-Akt protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 12% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-pAkt antibody or 
actin used for equal loading.  
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Figure 37.  Time course effect of esculetin on phospho-BAD protein 
expression in HepG2. Cells were cultured in medium containing 100µM 
esculetin. At the indicated times following treatment cells were harvested. 
Cell lysates prepared and subjected to western blot analysis: 60µg of protein 
extract from each condition was electrophoresed in each lane of 15% 
SDS-PAGE and analysed by immunoblot with the anti-pBAD antibody or 
actin used for equal loading.  
 

0     3    6    9    12    ( h )        

21kDa p-BAD 

β-actin 
49kDa 



 84 

V
ia

bi
lit

y 
of

 c
el

l (
 %

 )

0

20

40

60

80

100

120

 *
 *

 *
 *  *

#

Figure 38.  Cytotoxicity of esculetin and anticancer drugs in HepG2. Cells 
were cultured in medium containing indicated concentration of  esculetin, 
pacliyaxel or cisplatin . At the indicated times (24h ) following treatment 
cells were then incubated with MTT for 4 hours. The optical density is then 
read at 560nm by a spectrometer. Data presented as means ± S.D. of three 
independent experiments. *P < 0.05, compared with control group (0.2% 
DMSO) ； #P < 0.05, compared with paclitaxel ( 1.0µM )  

EST (μM )       N     C    100     -    100     -    100
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Pac  (μM )                    -      1     1      -     - 
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Figure 39.  Cytotoxicity of esculetin and anticancer drugs in HepG2. Cells 
were cultured in medium containing indicated concentration of  esculetin, 
pacliyaxel or cisplatin . At the indicated times (48h)following treatment cells 
were then incubated with MTT for 4 hours. The optical density is then read at 
560nm by a spectrometer. Data presented as means ± S.D. of three 
independent experiments. *P < 0.05, compared with control group (0.2% 
DMSO) ； #P < 0.05, compared with paclitaxel ( 1.0µM )  
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Figure 40.  The apoptosis of HepG2 induced by esculetin, cisplatin and 
paclitaxel. HepG2 cells were cultured for indicated times with various 
concentration of esculetin , Cisplatin or Paclitaxel. The apoptosis was 
assessed by cell death detection ELISA assays. Data presented as means ±
S.D. of two independent experiments. *P < 0.05, compared with normal 
group； #P < 0.05, compared with paclitaxel (1.0µM )  
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Figure 41.   CPP32 activity assay. The CPP32 activity was measured in cell 
extracts obtained from HepG2 cells cultivated in DMEM with or without 
100µM esculetin in 24 hours. The CPP32 activity is then read at 405nm by a 
ELISA reader. Data presented as means ± S.D. of two independent 
experiments. *P < 0.05, compared with control group (0.2% DMSO). 
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Figure 42.  The apoptosis of HepG2 induced by Cisplatin. HepG2 cells were 
cultured for indicated times with 50µM cisplatin. The apoptosis was assessed 
by cell death detection ELISA assays. Data presented as means ± S.D. of three 
independent experiments. *P < 0.05, compared with control group (0.2% 
DMSO). 
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