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一、摘要 

    在許多癌症中，熱休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)會有過度表現的情形

發生。熱休克蛋白與癌症的發展，如腫瘤的生存和轉移、以及癌症之預後有著密

切的關係 1。Hsp90 的客戶蛋白(Client proteins)中，有許多和訊號傳導、細胞週期、

細胞增生及轉移能力之調控有關，可表示 Hsp90 在腫瘤的發展過程裡扮演著相

當重要的角色 2。但是 Hsp90 抑制劑在癌症幹細胞的作用和影響目前卻尚未明

瞭。過去實驗利用 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin)處理自乳癌幹細胞建立之乳癌細

胞株 AS-B145，發現低濃度下並不能有效抑制 ALDH+乳癌幹細胞，並且細胞內

Hsp70、Hsp27 有上升的現象。本研究利用自乳癌幹細胞建立之乳癌細胞株

(AS-B145 及 AS-B244)，藉由 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin)抑制 Hsp90，並結合

Hsp27、Hsp70 的抑制劑 Quecertin、KNK-437，合併處理 AS-B145 及 AS-B244

乳癌細胞株，發現對於細胞增生具有加成抑制的效果，此外也可以降低因 Hsp90

抑制劑所誘導上升的 Hsp27、Hsp70 蛋白表現量，最後利用流式細胞儀分析

7-AAD-ALDH+的乳癌幹細胞族群比例，也有加成降低了乳癌幹細胞族群比例。

本研究結果指出，合併藥物處理 AS-B145、AS-B244 乳癌細胞株，相較於單獨處

理 Hsp90 抑制劑，將可使 Hsp90 抑制劑得以發揮較好的抑制效果。 

二、前言 

    當細胞受到環境刺激下會快速且大量表現熱休克蛋白(heat shock proteins, 

HSPs)，如溫度之提高、氧化壓力等。在許多癌症細胞中也有發現到HSPs會有過

度表現的情況發生1。其中特別值得注意的是Hsp90，為ATP依靠性熱休克蛋白，

平常的主要功能是幫助Hsp90的客戶蛋白(Client proteins)有正確的摺疊和構形、

穩定其結構，使這些客戶蛋白可執行正常的生理功能；但對於癌化的細胞，Hsp90

的客戶蛋白裡有許多為致癌基因蛋白(Oncogenic proteins)，與訊號傳導、細胞週

期、細胞增生、轉移能力之調控有關，可表示Hsp90在腫瘤的發展過程裡扮演著

相當重要的角色2。 

    癌症幹細胞(Cancer Stem Cell，CSC），具有自我複製(self-renewal)以及細胞

分化(differentiation)的能力，因此被認為有形成腫瘤及發展成癌症的潛力。特別

是隨著癌症轉移出去後，產生新型癌症的來源。並且這也是癌症難以根治、會再

度復發、擁有較差預後之原因3。在乳癌的研究中，乳癌幹細胞為細胞具有高度

細胞內aldehyde hydrogenase活性的細胞群，並且可以用ALDEFFLUOR assay加以

分離以及分析4。 

三、研究目的 

    過去實驗利用 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin)處理自乳癌幹細胞建立之乳癌細

胞株 AS-B145，發現低濃度下(0.5μM)並不能有效抑制 ALDH+乳癌幹細胞，但

處理之細胞其 Hsp70、Hsp27 有上升的現象。因此我們假設若配合一般性 HSP

抑制劑抑制其他 HSPs 的表現，或許能加強 Geldanamycin 或 17-DMAG 在低濃度

的抑制效果。本研究利用自乳癌幹細胞建立的乳癌細胞株(AS-B145 及

AS-B244)，藉由 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin 與 17-DMAG)抑制 Hsp90 並結合其



他 HSPs 的抑制，看是否能找出最有效地運用方式以抑制乳癌幹細胞的族群比例。 

五、材料與方法 

1.細胞培養 

    由乳癌細胞建立的乳癌幹細胞株(AS-B145及AS-B244)，以MEM培養基(含

10%胎牛血清、10μg/ml insulin、1X penicillin/streptomycin、1mM glutamine、1mM 

sodium pyruvate)培養於37C含5% CO2之培養箱。 

2.藥劑 

    Hsp90 inhibitors (17-AAG及Geldanamycin)、Hsp27 inhibitor(Quecirtin)、Hsp70 

inhibitor(KNK-437)，以DMSO溶解成高濃度溶液(40mM)，保存於-20C。 

3.細胞增生/存活檢測 

將AS-B145及AS-B244乳癌幹細胞分別以110
4
/每孔、210

4
/每孔的細胞量種

植到96孔盤中培養，並將Hsp90抑制劑分別依不同濃度對細胞作加藥處理 

(17-DMAG及Geldanamycin; 合併藥物之處理則先加入Quercetin及KNK-437作用

1小時，再加入17-DMAG、Geldanamycin)，處理48小時後，在每孔細胞中加入25μl

之WST-1細胞增生試劑，再利用全波長ELISA分析儀測定波長440nm/650nm之讀

值，對細胞的增生數目做檢測分析。 

4.Aldefluor染色 

   取110
5細胞沖散於50l之Aldefluor assay buffer後，加入Aldefluor受質到工作

濃度為1M，對照組則需外加ALDH抑制劑DEAB為濃度15M，放入37℃培養45

分鐘後，至回冰上並加入1l之7-AAD，於冰上培養10分鐘後，以3ml PBS清洗一

次後，以150l assay buffer回溶細胞，隨後以流式細胞儀檢測細胞螢光表現。細

胞分析則以7-AAD陰性細胞(活細胞)為分析樣本群，ALDH+細胞族群界定則以

DEAB處理之對照組為界線。乳癌幹細胞則由AS-B244乳癌細胞株進行Aldefluor

染色後，以FACSAria細胞分選儀針對7-AAD-ALDH+之細胞族群進行分選。 

5.西方墨點法(Western blot) 

    取210
5
/每孔的細胞種植至6孔盤中，加入選定濃度的藥劑進行培養。同樣

處理48小時後將細胞刮下，以NP-40細胞裂解溶液將細胞裂解(lysis)後，定出蛋

白的濃度，每個樣品取25μg總蛋白量，進行 Western Blot，測蛋白在細胞內含量。 

6.以siRNA抑制Hsp27或Hsp70的表現 

    Hsp27特異性或Hsp70特異性siRNA以si-Metafectene混和形成複合體後，加入

AS-B145或AS-B244，繼續於37℃培養24-72小時，以西方墨點法檢測Hsp27或

Hsp70的表現。進行合併處理Hsp90抑制劑的實驗時，則是先將Hsp27特異性或

Hsp70特異性siRNA以si-Metafectene混和形成複合體轉染細胞，培養24小時後，

再加入Hsp90抑制劑，並於48小時後進行後續實驗。 

六、結果 

1.合併藥物處理對於細胞增生的影響 

    經由 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin、17-DMAG)合併藥物 Quercetin、KNK-437

處理 AS-B145 及 AS-B244 細胞，相較於單獨處理 Hsp90 抑制劑，合併藥物之處



理對於細胞增生具有加成抑制的效果。(圖一、二) 

 

    圖一：以 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin: 2.5 μM, 17-DMAG: 5 μM)，合併

Quercetin 40 μM 或 KNK-437 10μM 處理 AS-B145 細胞 48 小時後，偵測細胞增生

情況。圖例說明: GA, geldanamycin; 17, 17-DMAG; Q, quercetin; K, KNK437。 

 



    圖二：以 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin:40nM, 17-DMAG:100nM)，合併

Quercetin 12.5 μM 或 KNK-437 10μM 處理 AS-B244 細胞 48 小時後，偵測細胞增

生情況。圖例說明: GA, geldanamycin; 17, 17-DMAG; Q, quercetin; K, KNK437。 

2. ALDH+乳癌幹細胞存留比例 

    AS-B145乳癌細胞株進行Aldefluor染色後，以流式細胞儀分析

7-AAD-ALDH+之細胞族群，結果顯示(圖三)雖然Geldanamycin在最高濃度2.5μM

時有抑制ALDH+的族群比例，但也發現Hsp90抑制劑處理細胞後會誘導Hsp70、

Hsp27蛋白表現量上升。(圖七、八) 

 

圖三：經由不同濃度的Hsp90抑制劑(Geldanamycin: 2.5, 0.5, 0.1, 0.02μM)處理

AS-B145細胞株後的ALDH+乳癌幹細胞之比例。紅色區域代表ALDH陰性細胞，

綠色區域代表ALDH陽性細胞。圖例說明: GA, geldanamycin。 



因此選用較低濃度的Hsp90抑制劑(Geldanamycin)與Hsp27、Hsp70抑制劑

Quecertin、KNK-437做合併藥物處理。定量結果指出，合併藥物處理AS-B145及

AS-B244細胞，發現對於7-AAD-ALDH+乳癌幹細胞的族群比例具有加成抑制的

效果。(圖四、五) 

 

圖四：以 Hsp90 抑制劑 Geldanamycin: 0.5μM，合併 Quercetin: 20μM 或

KNK-437: 20μM 處理 AS-B145 細胞株 48 小時後的 ALDH+乳癌幹細胞之比例。

紅色區域代表 ALDH 陰性細胞，綠色區域代表 ALDH 陽性細胞。圖例說明: GA, 

geldanamycin 0.5; Q, quercetin; K, KNK437。 



 

圖五：以 Hsp90 抑制劑 Geldanamycin: 40nM，合併 Quercetin: 20μM 或

KNK-437:10μM 處理 AS-B244 細胞株 48 小時後的 ALDH+乳癌幹細胞之比例紅

色區域代表 ALDH 陰性細胞，綠色區域代表 ALDH 陽性細胞。圖例說明: GA, 

geldanamycin; Q, quercetin; K, KNK437。 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    此外，以si-Hsp27合併Hsp90抑制劑處理AS-B244細胞後(圖六)，對抑制

7-AAD-ALDH+乳癌幹細胞的族群比例也具有加成的效果。這與Hsp90抑制劑合

併藥物Quecertin的處理，有相似的結果。 

 

圖六：以 si-Hsp27合併Hsp90抑制劑Geldanamycin (GA): 40nM，處理AS-B244

細胞株 48 小時後的 ALDH+乳癌幹細胞之比例。紅色區域代表 ALDH 陰性細胞，

綠色區域代表 ALDH 陽性細胞。圖例說明: GA, geldanamycin。 

3. Hsp90、Hsp27、Hsp70在乳癌幹細胞的表現量 

由定量結果指出(圖七、八)，Hsp90的蛋白量經加藥處理後，沒有明顯的改

變，並且有斷裂的型式出現(箭頭所指處)。而Hsp27和Hsp70蛋白量則有明顯提高

表現的趨勢，與過去文獻記載經由Hsp90抑制劑處理，會使得大腸癌細胞的Hsp70

表現量提高的結果5相符。 

 



    圖七：AS-B145細胞株處理Hsp90抑制劑後的HSPs蛋白表現量。不同濃度的

Hsp90抑制劑(17-AAG: 20, 10, 5, μM; Geldanamycin: 10, 5, 2.5μM)處理AS-B145細

胞株後的Hsp90、Hsp27表現量。箭頭指向處為Hsp90產生之斷裂形式。圖下方數

字代表Hsp90 或Hsp27 的相對比例，以DMSO處理之細胞為100%。 

 

 

 

    圖八：AS-B244細胞株處理Hsp90抑制劑後的HSPs蛋白表現量。不同濃度的

Hsp90抑制劑(Geldanamycin: 1, 0. 5, 0.25μM; 17-DMAG: 0.25, 0.125, 0.05μM)處理

AS-B244細胞株後(A)Hsp90、Hsp27的表現量。箭頭指向處為Hsp90產生之斷裂形

式。圖下方數字代表Hsp90或Hsp27的相對比例，以DMSO處理之細胞為100%。

(B)Hsp70的蛋白表現量，圖下方數字代表Hsp70的相對比例，以DMSO處理之細

胞為100%。 

    合併藥物處理 AS-B145、AS-B244 細胞的定量結果指出(圖九、十)，經由

Hsp90 抑制劑處理細胞所誘導增加的 Hsp27、Hsp70，可以藉由合併 Quercetin、

KNK-437 而降低其表現，尤其是針對 Hsp27 的表現可以抑制到與 DMSO 控制組

相當。 



 

    圖九：以 Hsp90 抑制劑 Geldanamycin (GA): 40nM，合併 Quercetin (Q): 20μM

或 KNK-437 (K):20μM 處理 AS-B145 細胞 48 小時後的 HSPs 蛋白表現量。圖下

方數字代表以 DMSO 處理之細胞為 100%下，Hsp90、Hsp70 和 Hsp27 的相對比

例。  

 

    圖十：以 Hsp90 抑制劑 Geldanamycin (GA): 40nM，合併 Quercetin (Q): 20μM

或 KNK-437 (K):10μM 處理 AS-B244 細胞 48 小時後的 HSPs 蛋白表現量。圖下

方數字代表以 DMSO 處理之細胞為 100%下，Hsp90、Hsp70 和 Hsp27 的相對比

例。  

    以 si-Hsp27 合併 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin)處理 AS-B244 細胞(圖十一)，

可發現 Hsp70 和 HSF-1 的量也會受到 si-Hsp27 的影響而降低，這與過去文獻有

相符的結果 6。另外也可發現 Hsp90 抑制劑(Geldanamycin)的處理後，使得 HSF-1

活化，表現量也增加 7。 



 

    圖十一：si-Hsp27 合併 Hsp90 抑制劑 Geldanamycin (GA): 40nM，處理

AS-B244 細胞的 HSPs 蛋白表現量。圖下方數字代表以 Ctrl-si DMSO 處理之細胞

為 100%下，Hsp90、Hsp70 和 Hsp27 的相對比例。  

七、討論 

   在正常細胞狀態，負責生成HSPs的Heat-shock factor 1 (HSF1)轉錄因子會受到

Hsp90結合，使HSF1的轉錄作用被抑制。而當Hsp90被抑制劑抑制後，仍有其他

的HSPs會與HSF1結合，再進入核內與heat-shock element結合，使得熱休克蛋白

基因被表現2。HSF-1可以透過Hsp27或Hsp70來調控其活性，進入核內與heat-shock 

element結合，製造出更多HSPs，因此在癌化細胞可以發現會有Hsp27、Hsp70的

大量表現6。 

    以Hsp90抑制劑處理乳癌細胞株(AS-B145、AS-B244)，經由西方墨點法分

析，也可發現到Hsp70及Hsp27的蛋白表現量也會增加。這可能是造成癌症細胞

在Hsp90抑制劑作用下，細胞也可走向別的途徑以維持其生存的方式。 

    經由實驗結果，可以解釋合併藥物處理所觀察到加成抑制7-AAD-ALDH+乳

癌幹細胞群的機制，是由於合併藥物處理可抑制細胞內因Hsp90抑制劑所誘導增

加的Hsp27與Hsp70，防止細胞利用Hsp27或Hsp70的抑制細胞凋亡能力來逃避

Hsp90抑制劑的作用。 

    因此藉由Hsp90抑制劑(Geldanamycin)抑制Hsp90，並結合si-Hsp27、或是

Hsp27、Hsp70的抑制劑 (Quecertin、KNK-437)的合併藥物處理乳癌細胞株

(AS-B145、AS-B244)，相較於單獨處理Hsp90抑制劑，可使Hsp90抑制劑得以發

揮最好的抑制效果。 
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