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壹、中文摘要 

 
    原兒茶酸（protocatechuic acid, PCA）廣佈於蔬菜、水果、花和胡桃中，乃

一多酚化合物（polyphenols）。過去研究報告指出 PCA 具有抗氧化及抗癌之生物

活性。過去我們實驗室已證實 PCA 可誘導人類胃癌細胞（human gastric carcinoma 
cells）凋亡（apoptosis）。由於細胞週期（cell cycle）及其調控蛋白與癌細胞生

長具相關性，因此我們進一步探討 PCA 對人類胃癌 AGS 細胞生長週期之影響，

藉本次實驗釐清PCA是否影響細胞週期進而抑制AGS 細胞之生長。實驗以AGS
細胞為模式，施以不同劑量之 PCA 藉由細胞生長曲線分析（cell growth assay）
及細胞毒性測試（MTT assay）觀察其對 AGS 細胞生長之影響。從結果得知於

濃度 1-6mM 之 PCA 具有抑制細胞生長之效果，隨著 PCA 濃度升高，其抑制生

長之現象亦趨於明顯。然而 6 mM PCA 已達 IC50 並造成細胞凋亡表現，所以後

續以濃度 3 mM PCA 進行細胞週期之分析。利用流式細胞儀（Flow cytometric 
analysis）觀察細胞週期分佈表現，AGS 細胞處理 3 mM PCA24 小時後，細胞週

期 G2/M 期之細胞顯著增多，推論 PCA 具有令 AGS 細胞之細胞週期停滯（arrest）
於 G2/M 期之能力，直至 48 小時則開始出現細胞凋亡現象(sub-G1 期細胞分佈增

加)。以西方墨點法（Western blotting）分析其中分子調控之機制，發現 PCA 的

確對 G2/M 期調控蛋白 cyclin B1 有抑制表現之效果。最後利用免疫沉澱法

（immunoprecipitation）確認調控分子機制，結果顯示 PCA 抑制 cyclin B1 及 cdc2
之結合情況。綜合上述，PCA 的確具有誘導 AGS 細胞生長週期停滯之作用，

進而抑制細胞生長。 
 
關鍵字：原兒茶酸、多酚、胃癌、凋亡、細胞週期、停滯 
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Abstract 
 

    Protocatechuic acid (PCA) is discussed to represent antioxidative food 

components in a human diet rich in fruits and vegetables, and has been shown to 

prevent carcinogenesis or antitumor growth in vivo. However, the molecular 

mechanisms involved in chemopreventive activity of PCA are poorly understood. In 

recent years, our laboratory showed that PCA induced apoptosis in gastric carcinoma 

AGS cells. In this report we further investigate the mechanism of cell cycle arrest 

induced by PCA in AGS cells. The data from cell growth assay and cell viability assay 

showed PCA exhibited the anti-proliferation effect on AGS cells in a time- and 

dose-dependent manner. Flow cytometric results revealed the cells had an increase in 

the distribution of G2/M phase after a 24-h treatment with 3.0 mM of PCA. Molecular 

data showed the effect of PCA in AGS cells might be mediated via inactivation of 

cyclin B/cdc2 complex, but not G0/G1 phase-related regulatory proteins, resulted in 

inhibiting cell cycle entry. Taken together, our data present the first evidence of PCA 

as a cell cycle arrest inducer in AGS cells, and provide a new mechanism for its 

anticancer activity.  
 
Key words : protocatechuic acid, gastric carcinoma cells, apoptosis, cell cycle arrest.  
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參、前言 

 
    腫瘤在國內外十大死因中排行首位，而胃癌在其中排名第四。目前臨床上治

療胃癌的方式常因侵入性手術及化療藥物的副作用，有時候不但不能達到好的治

療效果，反而對患者身上以及心理做成許多傷害。有鑑於此，從天然植物食品中

找到有活性之化合物，既能有效抑制癌細胞但不會對身體內其他細胞組織受到傷

害，將可令患者之痛苦減低而有效地治療癌症。許多研究顯示，藉由良好的日常

生活與飲食習慣中預防疾病發生，進而提高免疫能力，所以開發天然食品中的化

合物以降低藥物本身之副作用進而達到良好治療效果，或利用天然化合物作為化

學預防試劑以達到保健之效果，將是未來在臨床治療或預防癌症上重要的一環。 

    原兒茶酸在過去研究發現其具有抗自由基、抗癌、降血脂以及做為抗氧化劑

之功用。而原兒茶酸在抗癌之作用機轉所知仍然有限。就本實驗室過去研究得知

原兒茶酸可誘導人類胃癌 AGS 細胞凋亡，但原兒茶酸對 AGS 細胞之生長週期是

否具有調控作用尚未釐清。而近期許多研究亦指出在細胞週期中細胞素及其週節

蛋白過度表現為為誘發癌症的原因之一，抑制或調控細胞週期與癌症預防確實具

有相關性[1]。因此本實驗探討原兒茶酸是否影響 AGS 細胞週期停滯，以及分析

其參與之分子機轉。 
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肆、緒論 

 
一、原兒茶酸(protocatechuic acid；PCA) 
    PCA 別名為 3,4-二烴基苯甲酸(3,4-dihydroxybenzoic acid)屬多酚類

(polyphenols)，廣泛存在於廣佈於蔬菜、水果、花和胡桃中等植物中。由於多酚

被研究指出具抗氧化等多種生物活性[2,3]。許多研究亦證明 PCA 能夠抗腫瘤

[2]、清除自由基[4]以及對於 tert-butylhydroperoxide (t-BHP)誘導鼠肝細胞毒性具

有保護作用等效果。而細胞週期失調亦是引起癌症的原因之一，所以研究 PCA
調控細胞週期成為抗癌機制釐清不可或缺的一環。 
 
二、胃癌(gastric cancer) 
    胃癌可由眾多因素而被誘發，包括細菌感染、環境因素、遺傳因素等等。根

據世界衛生組織估計，胃癌是全世界盛行率排名第四，是最普遍被診斷出來的癌

症，而且是所有癌症死亡率排名第二高，因此被視為國際間重要的健康危機。傳

統胃癌療法主要分為三種：外科手術─胃癌的外科手術，包括切除整個或局部的

胃。切除胃之後，食物將在小腸內被分解，而不是在胃內分解；化學治療─化學

療法利用抗癌藥物殺死癌細胞；放射療法─治療胃癌很少用放射治療，因為胃部

的位置非常靠近其他重要的器官，在進行治療時，很難不會對其他的器官造成副

作用，除化學治療外，外科手術與放射療法對自身帶有一定的傷害，導致胃癌治

療產生較高之局限性。有鑑於此，尋找癌症化學預防物質(chemopreventive agent)
為近年來研究之重點。韓國 lee 等人的研究表明，細胞週期調控因子的表達對

晚期胃癌患者有臨床價值。細胞週期蛋白(cyclin)、細胞週期蛋白依賴性激酶 
(cyclin dependent kinase, CDK)及細胞週期蛋白依賴性激酶抑制劑(cycin 
dependent kinase inhibitor, CDKI/CDI)的失控在胃癌的發生及發展中起關鍵作

用，但對胃癌病人的臨床意義仍不清楚[12]。 
三、細胞週期(cell cycle) 
    細胞週期通常可劃分為分裂間期和分裂期，分裂間期是物質準備和累積階

段，分裂期則是細胞增殖的實施過程。細胞週期亦可以分為四個階段：G0/G1、
S、G2 及 M。G1 和 G2 期是細胞生長期；S 期是細胞將細胞核內的染色體複製

的時期；M 期是細胞進行有絲分裂(mitosis)或減數分裂(meiosis)的時期[1]。細胞

週期的進行是由不同之訊息蛋白所調控，如下分述之： 
 
3-1 週期素(cyclin) 
    cyclin 或稱週期蛋白，是調節細胞週期的蛋白質家族。在各個時期各有不同

的 cyclin 所調控，不同的 cyclin 在細胞週期的不同階段發生作用。細胞週期的主

要 cyclin 有：cyclin A、cyclin B、cyclin Ds 及 cyclin E。在 G1 期→S 期調控蛋白

為 cyclin D1 以及 cyclin E，S 期→G2 期調控蛋白為 cyclin A，G2 期→M 期調控
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蛋白為 cyclin B。 
 
3-2 細胞週期蛋白依賴性激酶(cyclin dependent kinase；CDK) 
    CDK 是以生物化學的方式控制細胞週期檢查點(check points)，協調細胞循環

變化的確切時間。CDK 在細胞週期各種檢驗點的控制中發揮著重要作用，與相

應的週期蛋白結合調控細胞週期的進程。在人體細胞中,控制 G1 期的主要是

CDK2、CDK4 和 CDK6；S 期和 G2 期依賴於 CDK2；而 M 期主要由 CDK1 負

責。G1 到 S 的過程受到 cyclin D1、cyclin D2、cyclin D3、cyclin E、cyclin A 以
及其所屬的激酶調節。G1 時期 CDK 的活性受到生長因子、細胞之間之聯繫及生

長抑制因子之影響。 
 
3-3 蛋白依賴性激酶抑制劑(cyclin dependent kinase inhibitor；CDKI/CDI) 
    CDKI 以其結構上和功能上的特性分為二家族。INK4 家族包括 p16、p15、
p18 及 p19，最大表現於 S 期的中期於增殖細胞。INK4 proteins 的功能上活性取

決於視網膜母細胞瘤蛋白(retinoblastoma protein, RB)的存在與否。p15 及 p16 有

著高頻率發生基因刪除(gene deletions)，以及 p16 基因也常會突變，表示這些基

因可能擔任抑癌基因(tumor suppressors)的角色。另一個 CDKI 的家族 Cip/Kip 
family，包括 p21、p27 及 p57 這些蛋白質限制 G1 cyclins 的激酶活性。Cip/Kip 
proteins 與多種的 CDK complex 交互作用，像是 cyclin A、E 及 CDK。Kip proteins
的過度表現往往會導致細胞週期的停滯作用(arrest)。 
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伍、材料與方法 

 
5.1 細胞培養(cell culture) 
    將人類胃癌 AGS 細胞培養於含有 10 % 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、
5 %丙酮酸鈉(sodium pyruvate)及 5 %盤尼西林-鏈黴素(penicilin-streptomycin)的
DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)中。培養條件為 37°C、5% CO2，每

日將細胞置於顯微鏡下觀察，並定期更換培養液。 
 
5.2 細胞生長曲線分析(cell growth assay) 
    調整 AGS 細胞濃度約為 1×105 cell/ml之細胞移至 24 well microtiter plate 培
養，待細胞貼覆後，再以 serum free 的 DMEM 進行 Starvation，待 24 小時去除

上清液後，再分別加入濃度 0、1.0、2.0、3.0、6.0 mM 的 PCA，再分別處理 0、
12、24、48 小時。接著將細胞以 PBS 清洗 2 次，去除上清液，加入 trypsin-EDTA 
將細胞打下並收集，接著以1000 rpm離心5分鐘，將收取下來的細胞與 trypan blue 
1：1 混合均勻，以細胞計數盤(counting chamber)計算細胞數。 
 
5.3 細胞毒性測試(MTT assay) 
    調整 AGS 細胞濃度約為 1×105 cell/ml 以細胞移至 24 well microtiter plate
培養，待細胞貼覆後，再以 serum free 的 DMEM 進行 Starvation，待 24 小時後，

去除上清液後，分別加入濃度 0、1.0、2.0、3.0、6.0 mM 的 PCA 處理 24 小時。

接著去除上清液後，加入 1 ml 含 10% MTT 之 DMEM 於培養箱靜置 4 小時，

去掉含試劑之培養液後晾乾，並加入異丙醇 1 ml 溶出細胞內之紫色結晶，於固

定波長 563 nm 下測定其吸光值。 
 
5.4 流式細胞儀(flow cyctometric analysis) 
    調整 AGS 細胞濃度約為 5×105 cell/ml 以之細胞移至 6 well microtiter plate 培
養，待細胞貼覆後，再以 serum free 的 DMEM 進行 Starvation，待 24 小時後去

除上清液，再分別加入濃度 0、1.0、2.0、3.0、6.0 mM 的 PCA，再分別處理 0、
12、24、48 小時。於處理時間後，收集上清液，再以 PBS 進行 Wash。接著利

用 trypsin-EDTA 將細胞從培養皿分離，離心後去除上清液，重覆進行 Wash 離

心後得到細胞沉澱物。再緩慢加入冰的 70%酒精進行固定，並打散細胞，最後放

置於-20°C overnight。隨後，以 1000 rpm 進行離心五分鐘，再次以 PBS 進行 Wash
兩次，接著加入 1 ml PI/Triton-100 溶液(0.02 mg/ml Propidium Iodide、0.02 mg/ml 
RNase 以及 0.1% Triton-100 溶於 PBS 中)並打散細胞，並避光染色 15 分鐘。隨

後將細胞打散後並以 35 μm 尼龍篩網進行過濾，即可進行流式細胞儀分析。 
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5.5 西方點墨法(Western blotting；WB) 
 
5.5.1 細胞溶解物 
    調整 AGS 細胞濃度約為 2×106 cell/ml 之細胞移至 10 cm dish 培養，待細胞

貼壁後，再以 serum free 的 DMEM 進行 Starvation 24 小時，將處理 3 mM PCA 以
及沒有 PCA 處理的細胞於 0、12、24 小時收取。把細胞收集後接著加入細胞溶

解緩衝液(RIPA buffer)與蛋白質水解酶抑制劑(NaVO4、PMSF、leupetin)於 4°C
下震盪 4 小時後高速離心(4°C, 12000 rpm, 30 min)取得蛋白質，並取得上清液，

儲存於-20°C。 
 
5.5.2 蛋白定量 
    以 Coomassie brilliant blue G-250 進行蛋白定量，Coomassie brilliant blue 
G-250 與蛋白質之藍色複合物於 595nm 有較大之吸光值，以此作定量蛋白，並以

胎牛血清蛋白(Bovine serum albumin；BSA)為蛋白質標準溶液，製備為不同濃度

之 BSA 作為標準曲線後用以換算各細胞萃取液內之蛋白質濃度，以製備各種蛋

白於固定濃度下取得不同體積後進行蛋白電泳。 
 
5.5.3 鑄膠 
    電泳前可先將電泳所用之 1.0 mm 或 1.50 mm 玻璃洗淨並拭乾，並以鑄膠器

固定於電泳座，欲做小分子量之蛋白，則配製(2%)當濃度之下層 separating gel，
並將 separating gel 注入鑄膠器中至玻璃上緣 2 cm 左右，加入二次水覆蓋液面，

待 1 小時左右讓其下層膠凝固後再將上層之二次水去掉吸乾，即可配置上層

stacking gel，並將電泳齒槽置入上層 stacking gel 中待其凝固後可拔出齒槽，並

用二次水沖洗其齒槽後架至電泳槽中，待其檢體加入 well 中可開始進行電泳。 
 
5.5.4 製備樣品及電泳 
    將蛋白濃度調整為 50 μg，以 ddH2O 補至 10 μl 並外加 2.5μl 之 5 倍 loading 
dye，加熱 100℃ 10 分鐘後放置於冰上 10 分鐘，再進行離心，即可進行電泳。

首先將電泳液(running buffer)入電泳槽內槽中，再將已處理之樣品小心注入 well
中，注意不要令樣本溢出 well 中，其中一個 well 注入 protein standard marker，
待樣品完全注入 well，則於最內側之玻璃上緣加入新的 running buffer 直至蓋過

最內側玻璃上緣。利用電壓 70 V使樣品集中上層 stacking gel跑到與 separating gel
之分界線，再調整電壓 100 V 進行蛋白質分離，直至 loading dye 跑至底限停止

電泳。 
 
5.5.5 蛋白質之轉漬 

電泳完畢後取出膠體，去除上層 stacking gel 後將膠體依次置於經轉漬液 
(transfer buffer)潤之陰極板、海綿、濾紙、膠、硝化纖維膜、濾紙、海綿、陽極



 8 

板中，且注意各層中間不可含氣泡，若有氣泡則以玻璃棒趕走夾在其中的氣泡，

最後夾板鎖緊即可置於轉漬槽中進行 transfer，連接後電源線，置於冰上以電壓

100V 進行 2 小時進行 transfer。 
 
5.5.6 免疫墨點法 
    完成 transfer 後取出硝化纖維膜取出，並以麗春紅(ponceau S)染色進行蛋白

質初步觀察後，以 TBS buffer 洗乾淨並加入 5% blocking buffer 進行 blocking 1
小時，接著以 TBS-tween 漂洗 10 分鐘 3 次並加入一級抗體，置放於 4℃搖晃隔

夜。回收一級抗體並以 TBS-tween 漂洗 10 分鐘 3 次後加入二級抗體於常溫中温

和反應 1 小時，再次利用 TBS-tween 漂洗 10 分鐘 3 次後，使用顯影劑完整覆

蓋硝化纖維膜後使用冷光儀(GE ImageQuant LAS 4000 mini)觀察細胞週期相關

調控蛋白的表現量。 
 
5.6. 免疫沉澱法(immunoprecipitation, IP) 
    調整 AGS 細胞濃度約為 2×106 cell/ml 之細胞移至 10 cm dish 培養，待細胞

長至八分滿後，再以 serum free 的 DMEM 進行 Starvation，加入 3 mM PCA 處理 
0、12、24 小時，以 trypsin-EDTA 將細胞及培養皿分離，離心得細胞沉澱物後萃

取蛋白質並將其定量。定量完成後取適當量蛋白(500 g/ml)，利用免疫沉澱法分

析，加入 3 μl 一級抗體(CDK)，先在 4°C 下反應 overnight。隔日，將樣品和 30 mg 
protein A-agarose beads 混合。接著在 4°C 下繼續作用 4 小時。然後以 10,000 rpm 
離心 5 分鐘，小心移除上清液，加入 500 μl RIPA buffer 清洗，如此重複至少三

次，最後離心小心去除上清液，加 35 μl 2 倍 sample dye，加上防爆蓋置於 100°C
加熱 3 分鐘後，立刻置於冰上 5 分鐘，待其冷卻後去除防爆蓋並 4°C 下離心

10000rpm 5 分鐘，準備新的 eppendorf 小心取其上清液，可儲於-80°C 或儲於

-20°C，而後進行 western blot 分析 cyclin 之蛋白表現。 
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陸、結果 

 
6.1. PCA 對 AGS 細胞生長之影響 
    本研究計畫藉由細胞生長曲線(cell growth assay) (Fig. 1)與及細胞毒性測試

(MTT assay)(Fig. 2)可以證明 AGS 細胞處理不同濃度 PCA 之生長有被抑制之情

形。從 Fig. 1 中可見未經 PCA 處理之 AGS 細胞生長顯著上升作為控制組，而經

DMSO 處理之 AGS 細胞其生長曲線則與控制組無異，此組別為 DMSO 溶劑控制

組，代表 0.2% DMSO 並不影響 AGS 細胞生長。而經由不同濃度 PCA (0、1、2、
3 和 6 mM)處理過之 AGS 細胞於 12、24 和 48 小時其生長曲線顯示均有受到抑

制的現象，而 PCA 濃度處於 3 mM 時 12 至 24 小時細胞幾乎處於不生長之狀態。 
    為確認此結果，同樣將 AGS 細胞處理不同濃度之 PCA (0、1、2、3 和 6 mM)
進行 MTT 測試。從 Fig. 2 中可見，PCA 濃度約 3 mM 已可抑制約 25% AGS 細胞

生長，而 PCA 在 6 mM 濃度則為 AGS 細胞出現半致死劑量時（IC50）。綜合 Fig. 
1 及 Fig. 2 結果，以 3 mM PCA 處理 AGS 細胞雖可使部分細胞死亡，但生長停

滯現象亦趨於明顯，後續實驗以濃度 3 mM PCA 進行細胞週期之分析。 
 
6.2. PCA 對 AGS 細胞生長週期之影響 
    為探討 PCA 是否經由調控 AGS 細胞生長週期，進而抑制細胞生長，我們進

一步使用流式細胞儀(flow cyctometry)分析細胞週期分布情形(Fig. 3)。以 3 mM 
PCA 處理 AGS 細胞 0、12、24 和 48 小時後，收集細胞進行細胞週期之分析。

實驗結果指出，AGS 細胞處理 3 mM PCA 24 小時後，與 control 比較，細胞週期

明顯停滯於 G2/M 期。初步推論 PCA 可能具有令細胞週期停滯於 G2/M 期之能

力。而在 3 mM PCA 處理 48 小時後，AGS 細胞則有 sub G1 期增加，顯示細胞

進行凋亡反應。 
 
6.3 PCA 對部分細胞週期調控蛋白的影響 
    細胞週期是經由許多蛋白互相協調進而調控細胞週期進行。由 Fig. 3 結果得

知 AGS 細胞經 3 mM PCA 處理 24 小時後，造成細胞週期停滯於 G2/M 期。為了

瞭解 PCA 經由影響那些細胞週期調控蛋白，進而使 AGS 細胞生長受到抑制，本

實驗更進一步使用 Western blotting 分析 PCA 對於調控細胞週期相關蛋白表現的

影響。Fig. 4 觀察結果得知細胞週期 G0/G1 期相關調控蛋白 p53、p21、p27 和 p16
均不受到 PCA 影響，顯示 PCA 並不是經由影響這些蛋白表現來抑制 AGS 細胞

之生長。進一步分析細胞週期 G2/M 期調控蛋白，在 Fig. 5(A)結果中，可觀察到

控制組細胞內 Cyclin B1 在 12 以及 24 小時蛋白表現持續上升；而 PCA 試驗組

Cyclin B1 蛋白表現卻在 12-24 小時明顯被抑制。過去研究指出 p-cdc 2(Tyr 15)之
去磷酸化為活化態，可與 Cyclin B1 共同作用調節 G2 期進入有絲分裂期。而結

果指出 PCA 並沒有作用於 p-cdc 2（Tyr 15）去活化。而其他相關蛋白 p-cdc 2(Thr 
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161)、cdc2 及 cdc25c 之表現量都無明顯之變化，顯示出 p-cdc 2(Tyr 15)、p-cdc 
2(Thr 161)、cdc2 及 cdc25c 並不受 PCA 之調控。為更確認 PCA 抑制 Cyclin B1
而使細胞週期停滯在 G2/M 期，我們利用免疫沉澱法(IP)將細胞中的 Cdc2 先浸行

純化，再以Western blotting分析 CyclinB1之表現，以觀察CyclinB1/Cdc2 complex
結合情形。由 Fig. 5(B)結果發現，PCA 試驗組在 12 小時以及 24 小時明顯抑制

CyclinB1 表現，證實 PCA 經由抑制了 CyclinB1/Cdc2 complex 的結合，進而使細

胞週期停滯於 G2/M 期。 
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柒、討論 

 
7.1. PCA 之背景 

近年來，全世界由癌症所引起之死亡率逐漸提高，胃癌更佔全球癌症致死率

中第四位，但因其治療方法具有局限性，祈可開發更好之藥物以輔助治療。原兒

茶酸（protocatechuic acid, PCA）廣泛存在於蔬果植物中，乃一簡單結構之多酚

化合物。PCA 具有多種生物活性，在過去研究中已被證實具有抗氧化及抗自由

基之能力[5][6]，由於自由基的累積會導致活性氧的增加，PCA 則可抑制活性氧

的堆積從而達到抗氧化作用。PCA 也具有誘導癌細胞凋亡（apoptosis）的活性，

研究顯示 PCA 藉由抑制細胞週期調控蛋白 RB（retinoblastoma）過度磷酸化，可

降低血癌細胞（promyelocytic leukemia HL-60 cells）之存活[5][7]；PCA 亦被證

明具有抑制癌細胞轉移之能力[8]。本計劃我們以研究 PCA 之濃度及其作用時間

評估其對人類胃癌 AGS 細胞生長週期之影響，研究初步指出 PCA 可導致癌細胞

生長停滯，進而達到抗癌之效果。 
 

7.2. PCA 之劑量毒性 
PCA 具有抗氧化、抗癌、減少自由基等功能，低劑量之 PCA 對正常細胞是

無害的，但 PCA 劑量過高則會導致細胞毒性產生。過去研究指出老鼠攝入 500 
mg/kg 之 PCA 後會令抗氧化酵素 GSH 加速消耗，即造成 PCA 之抗氧化能力下

降，進而引發肝毒性及神經毒性[9]。研究表明可使用親電性毒物質（electrophilic 
toxicants）或降低 PCA 之劑量可達到去除毒性從而發揮其該有之生物功能。本實

驗則使用後者方法以弭除高劑量毒性之虞，透過細胞生長曲線（Fig. 1）及細胞

毒性檢測(Fig. 2)實驗結果顯示：以不同濃度之 PCA（0、1、2、3 和 6 mM）處

理之 AGS 細胞於 12、24 和 48 小時其生長曲線顯示均有受到抑制的現象，PCA
濃度 3 mM 處於 12 至 24 小時細胞幾乎處於不生長之狀態。而 PCA 在 6 mM 濃
度下，則可抑制 AGS 細胞生長 50% （IC50= 6 mM）。綜合 Fig. 1-2 結果，以 3 mM 
PCA 處理 AGS 細胞可使部分細胞死亡，但生長停滯現象是否是經由影響細胞週

期所致為後續研究之重點。 
 
7.3. PCA 影響 AGS 細胞之生長週期 

過去許多研究報告均指出 PCA 是具有令細胞凋亡之能力，但於此實驗模式

中以研究 PCA 影響細胞週期變化為主軸。當 AGS 細胞處理 3.0 mM PCA 培養 24
小時，可見到 AGS 細胞生長受抑制，為探究 PCA 是否影響 AGS 細胞生長週期，

所以使用流式細胞儀(flow cytometry)分析其細胞週期之分佈。實驗結果得知 PCA
作用下之細胞處於 G2/M 期之比例隨時間增加而變多，顯示 PCA 誘導此時期之

細胞 G2/M 期停滯作用。但隨著時間由 24 小時到 48 小時，細胞分佈隨之於 sub G1 
期變多，顯示出 3 mM PCA 作用時間長達 48 小時則可能導致細胞走向凋亡。 
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7.4. PCA 影響細胞週期調控蛋白之分子機制 
首先，透過流式細胞儀分析結果得知 3 mM PCA 作用 24 小時造成 AGS 細

胞停滯於 G2/M 時期之現象，後續利用西方墨點法（Western blotting）進行分析

該時期之蛋白表現。 
 
7.4.1. Cyclin B1 及 CDK1(Cdc2)蛋白 

Cycin B1/CDK1(Cdc2)為促進細胞進行細胞分裂之調控蛋白複合體，令細胞

週期進入有絲分裂期(mitosis)。從 cyclin B1 可見未處理 PCA 之控制組別於 12 小

時及 24 小時有增加之趨勢，但 PCA 處理後則於 12 小時及 24 小時有明顯之下降

現象，表明 PCA 之作用可能抑制 Cyclin B1 之增加從而達到抑制 G2 時期進入 M
期。而 Cdc2 於 PCA 之作用下則無明顯下降表現，可推論 PCA 於 G2/M 期主要

影響 Cyclin B1 蛋白。 
 
7.4.2. p-cdc2(Tyr-15)蛋白 

p-cdc2(Tyr-15)於細胞週期進行時抑制 G2/M 期之運行，即 p-cdc2(Tyr-15)可
藉由 Cdc 25C 蛋白將其去磷酸化變成 Cdc2 才可令細胞週期運行至有絲分裂期。

根據 Fig. 5 顯示 p-cdc2(Tyr-15)蛋白於 PCA 處理後並沒有明顯上升，所以推論

p-cdc2(Tyr-15)可能不是 PCA 令細胞週期停止於 G2/M 期之調控蛋白。 
 
7.4.3. Cdc25c 蛋白 

Cdc25c 蛋白可將 p-cdc2(Tyr-15)進行去磷酸化後進入細胞有絲分裂期，但西

方墨點法顯示出此蛋白在控制組和 PCA 試驗組相比亦沒有明顯之變化，PCA 非

作用於 Cdc25c 蛋白之調控。 
 
7.4.4. p-cdc 2(Thr 161) 
    Cdc2 有 Thr14 、Tyr15 及 Thr161 位置可進行磷酸化，藉此調控細胞週期之

進行，為調控細胞週期 G2/M 期之蛋白之一。當 DNA 受到損害，p21 蛋白會令

細胞週期停滯於 G2 期，而調控之機制則是將 Cdc2 進行磷酸化，其磷酸化之位

點為 Thr 161[10]。但由於 Fig. 4 之 p21 表現不受 PCA 調控(增加其表現量)，導致

p-cdc 2(Thr161)亦沒有增加之現象(令細胞週期停滯)，顯示 p-cdc2(Thr161)沒有受

到 PCA 之影響。 
 
     從上述結果討論中推論 PCA 主要透過抑制 cyclin B1 蛋白而令其細胞週期

停滯於G2/M期，抑制細胞週期之運行(Fig. 6)。而 PCA則不影響其他作用於G2/M
期之調控蛋白 Cdc2、p-cdc2(Tyr- 15)、p-cdc 2(Thr-161)、Cdc25C 以及 G0/G1 期

蛋白之表現。本計畫初步結果表明 PCA 的確具有誘導癌細胞生長週期停滯之作

用，進而抑制細胞生長。然而，PCA 誘導 AGS 細胞週期 G2/M 停滯之分子機制

仍需進一步證實及釐清。 
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Fig. 2. AGS 細胞處理 PCA 之細胞存活率。AGS 細胞利用不同濃度之 PCA（0、1、
2、3、6 mM）及 DMSO 處理 24 小時後細胞存活率之變化。細胞存活率之測定採

用 MTT assay。各濃度之 PCA 與控制組(0 mM）作對比。*P<0.05，**P<0.01。 
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Fig. 1. AGS 細胞處理 PCA 之細胞生長曲線。AGS 細胞利用不同濃度之 PCA（0、
1、2、3、6 mM）及 DMSO 處理 24 小時細胞生長曲線之變化。細胞生長數目之統

計採用 cell grow assay。各濃度之 PCA 與控制組(0 mM）各時間點作對比。 
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Fig. 3. AGS 細胞處理 PCA 之細胞生長型態以及細胞週期分析。AGS 細胞利用 3 
mM PCA 分別處理 12、24、48 小時。(A)細胞型態利用倒立顯微鏡觀察並拍照。

(B)細胞週期則利用流式細胞儀進行偵測。 



 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p53 p21 

Time (hr)

0 12 24 48

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

Control
Treat 3mM PCA

 Time (hr)

0 12 24 48

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

Control
Treat 3mM PCA

 
  

p27 p16 

Time (hr)
0 12 24 48

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

140

Control
Treat 3mM PCA

 Time (hr)
0 12 24 48

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

Control
Treat 3mM PCA

 
 

Fig. 4. AGS 細胞處理 PCA 之細胞週期相關蛋白分析。AGS 細胞利用 3 mM PCA
分別處理 0、12、24、48 小時。利用西方點墨法進行分析 G0/G1 相關蛋白 p53、 
p21、p27、p16 表現，再進行量化。 
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Fig. 5. AGS 細胞處理 PCA 之細胞週期相關蛋白分析。AGS 細胞利用 3 mM PCA
分別處理 0、12、24小時。(A)利用西方點墨法進行分析G2/M相關蛋白Cyclin B1、 
p-cdc2(tyr-15)、p-cdc2(thr-161)、Cdc2、cdc25c。(B)利用免疫沉澱法進行分析，

先進行 Cdc2 純化(IP)後，再以西方點墨法觀察 CyclinB 之蛋白表現(IB)。 

IP: Cdc2 

IB: Cyclin B 

Fold    1.00      1.22     1.21             1.00     0.66     0.72 
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Fig. 6. 原兒茶酸(PCA) 抑制細胞週期 G2/M 期調控蛋白，進而造成制人類胃癌

AGS 細胞生長停滯之可能機轉。 


