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(一) 摘要 

    橘黴素Citrinin(CTN)是一種在食物及飼料中常見的天然黴菌次級代謝物，在

許多動物細胞實驗中指出其具有肝腎毒性，而且能造成多種哺乳動物細胞株的細

胞毒性。為了探討CTN在細胞毒性上的分子機制，我們主要選用人類胚胎腎臟細

胞株（HEK293）為材料進行研究。研究結果顯示，CTN能活化人類胚胎腎臟細

胞株HEK293中的ERK1/2，並促使下游轉錄因子Egr-1在核內的表現；同時，我們

也觀察到在promoter region 中具有Egr-1 binding element 的基因-gadd45β(與細胞

凋亡相關之基因)，其mRNA的表現量也在處理CTN之後有上升的趨勢。在本實

驗中，我們利用啟動子刪除方法建構質體，經不同時間點及濃度的CTN處理後，

發現轉殖入HEK293細胞株最長片段的gadd45β promoter序列其luciferase活性增

加為控制組的1.5倍；而目前已經設計抑制Egr-1的siRNA，觀察knockdown Egr-1

之後Egr-1與gadd45β之間的關係，之後系統若穩定，即進一步探討gadd45Β此基

因影響HEK293細胞株細胞凋亡的情形，藉此可更清楚了解CTN對於HEK293細胞

的毒性影響。 

    另一方面，我們利用MAPKs的專一性抑制劑以偵測Caspase-3活性與LDH 

assay方式觀察到MAPKs訊息傳遞途徑會參與在CTN所造成的細胞凋亡當中，但

不會參與在CTN所造成的細胞存活率下降。 

    此外，我們還以 GeneFishing 的方式挑選明顯被 CTN 調控的基因片段，並將

其以序列分析的方式搜尋出其因 CTN 處理而被誘發的基因為 ACADVL 

(acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain )，利用全定量 PCR 也確認了

CTN 所調控此基因表現量的可信度，未來我們還會挑選更多因 CTN 被誘發之基

因做後續研究，藉此來更了解 CTN 所造成對於細胞的致毒影響與機制。 

 
 
 
 
 



 

(二) 研究動機與研究問題 

目前對於CTN的致毒機轉的研究並不多，且仍處於零碎、片段的研究，因此

無法真正了解CTN的致毒及致癌途徑。由於腎臟細胞為CTN的主要作用標的器

官，因此本計劃主要利用人類胚胎腎臟細胞（human embryonic kidney 293 cell 

line，簡稱HEK293）作為研究材料；此外，也利用人類子宮頸癌上皮細胞(HeLa cell)

來探討CTN在癌細胞中訊息傳遞的機轉。 

目前本實驗室的研究成果已知CTN會對HEK293細胞株產生毒性影響，即隨

著CTN處理劑量的上升而造成細胞的存活率下降；另外在MAPKs訊息傳遞路徑

中的ERK1/2的磷酸化現象亦隨著CTN處理劑量的增加而上升(在人類子宮頸癌上

皮細胞-HeLa與周邊血液單核球細胞-PBMC皆可觀察到此情形)。此外，由RT-PCR

與質核分離實驗的結果得知，ERK1/2之下游Egr-1的表現量也會上升。利用生物

資訊的分析，我們找到一些promoter中含有Egr-1 binding site之基因做進一步測

試。其中與細胞週期停滯及細胞凋亡的作用機制相關的基因-gadd45β在real-time 

PCR的結果顯示其mRNA有表現量上升的情況。 

    為了了解CTN所誘導的此訊息傳遞途徑是否在其他細胞株中有相類似的情

形，我們利用了人類子宮頸癌上皮細胞-HeLa做研究。結果發現細胞經CTN處理

後，Egr-1不論是在mRNA或蛋白層次均未有所表現，但是Egr-1上游ERK1/2的磷

酸化、gadd45β基因的mRNA表現量是有上升的。針對此結果，在HEK293細胞株

中，我們利用promoter deletion analysis探討Egr-1與gadd45β的關係，目前也擬利

用siRNA去抑制Egr-1的蛋白表現，來進一步證實gadd45β的表現是否與Egr-1有所

相關。 

接著，我們探討MAPKs訊息傳遞途徑是否會參與在CTN所造成的細胞凋亡

或參與在CTN所造成的細胞存活率下降當中。 

最後，為了要更了解CTN所造成對於細胞的致毒影響與機制，我們利用



GeneFishing的方式挑選會受CTN處理之後誘發或抑制的重要調控基因。 

因此以下將我們欲研究之問題歸類為四個子目標： 

【子目標一】利用ERK專一性抑制劑觀察HEK293細胞中，ERK與    

gadd45β之間的關係。 

【子目標二】利用 promoter deletion analysis 找出經 CTN 誘發後影響

gadd45β此基因之調控因子。 

【子目標三】MAPK的訊號傳遞途徑是否參與在CTN所造成HEK293細胞

株產生的細胞凋亡與細胞毒性?  

【子目標四】CTN 是否可以誘發或抑制某些重要基因的表現? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

(三) 先前研究成果 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖一、不同濃度的 CTN 在哺乳動物細胞中引起的細胞毒性 

將 HEK293 細胞株培養 24 個小時後，更換為含 1％血清之培養基再培養 16

小時，接著以溶劑（25 % ethanol 與 75 % PBS）或不同濃度的 CTN 處理細胞 24

小時後，使用 MTS assay 偵測細胞存活率。以溶劑處理的控制組設為 100％，並

且和實驗組進行相對比較。實驗結果顯示，隨著 CTN 處理 HEK293 細胞株的劑

量上升，可以觀察到細胞存活率有明顯下降的趨勢。 
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圖二、CTN 活化 HEK293 細胞株 MAPKs 訊息傳遞路徑中的 ERK1/2 及

JNK 

         將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養 18 小時，

接著以不同濃度之 CTN 處理細胞 6 小時後，萃取出細胞的全蛋白，取 40 μg 蛋

白跑 10% SDS-PAGE 電泳，而後進行西方墨點法。所採用的專一性抗體為

phospho-ERK1/2 或 phospho-JNK，以偵測內生性之 ERK1/2 或 JNK 的蛋白表現

量做為內部控制組，經由冷光呈色後以電腦軟體分析各項處理訊號的強度。實驗

結果顯示，隨著 CTN 處理 HEK293 細胞株的劑量上升，可以觀察到 MAPKs 訊

息傳遞路徑中的 ERK1/2(A 圖)及 JNK(B 圖)磷酸化現象有明顯增加的趨勢。 
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圖三、CTN 活化 HeLa 細胞株與 PBMC 細胞 MAPKs 訊息傳遞路徑中的

ERK1/2 及 JNK 

    將人類子宮頸癌細胞株（HeLa）與人類周邊血液單核球細胞(PBMC)培養3

天後，更換為含1％血清之培養基再培養18小時，接著以不同濃度之CTN處理細

胞6小時(HeLa細胞)或24小時(PBMC)後，萃取出細胞的全蛋白，取40 μg蛋白跑

10% SDS-PAGE 電泳，而後進行西方墨點法。所採用的專一性抗體為

phospho-ERK1/2或phospho-JNK，以偵測內生性之ERK1/2或JNK的蛋白表現量做

為內部控制組，經由冷光呈色後以電腦軟體分析各項處理訊號的強度。實驗結果

顯示，隨著CTN處理HeLa細胞株(A圖)與PBMC細胞(B圖)的劑量上升，可以觀察

到MAPKs訊息傳遞路徑中的ERK1/2及JNK磷酸化現象也明顯有增加的趨勢。 
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圖四、CTN 誘發 ERK1/2 下游早期基因的表現 

    將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養 16 小時，

接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 24 小時後，萃取出細胞的 RNA，經定

量後取 2 μg 的 RNA 樣品反轉錄成 cDNA，將 cDNA 分別與 Egr-1、gadd45β及

gapdh 的 primer 作同步的定量聚合連鎖反應，並以 gapdh 的表現量當作內部控

制組。分別將 Egr-1 或 gadd45β的基因表現量除以 gapdh 表現量後予以百分比量

化。由以上實驗結果得知 CTN 會誘發 Egr-1(A)和 gadd45β(B)的 mRNA 表現量上

升。 
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圖五、CTN促使核內轉錄因子-Egr-1的蛋白量增加 

    將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養 16 小時，

接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 6 小時（在抑制劑的部份，以 MEK1/2

的專一性抑制劑(U0126)前處理 1 個小時後，再加入 CTN 處理 6 個小時）後，分

別萃取出細胞的核蛋白（A）與質蛋白（B），各取 10μg 的蛋白跑 10% SDS-PAGE

電泳，而後進行西方墨點法。所採用的專一性抗體為 Egr-1，並以 β-actin 做為內

部控制組。經由冷光呈色後以電腦軟體分析各項處理訊號的強度。實驗結果顯

示，CTN 確實會促使核內轉錄因子-Egr-1 的蛋白量增加。 
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（四）文獻回顧與探討 

CTN是一種主要由Aspergillus 及Penicillium 所產生的黴菌毒素，此種二級

代謝物普遍存在於受黴菌污染的榖類製品中 (Chu, F.S., 1996)。此外，CTN也是

伴隨著紅麴菌(Monascus spp.)發酵過程中所產生的代謝產物。紅麴菌是一種傳統

的釀造菌株，一直受到相當的重視及利用，近年來紅麴發酵的相關產品主要以調

節血脂、預防心臟血管疾病的保健食品而受到注目。然而，目前國內外以發酵食

品包裝販售之紅麴產品幾乎皆含有自0.1 至17 ppm 不等之CTN，所以保健食品

中CTN的毒性以及含量實為公共健康安全的隱憂之一。 

哺乳動物細胞的mitogen-activated protein kinases (MAPKs)訊號傳遞包括了

下列三條途徑：extracellular signal-regulated kinase (ERK)，c-JUN N-terminal kinase 

(JNK)，以及p38。這些MAPKs的訊號途徑已知會受到包括如成長因子和cytokines

及內在一些oxidative stress等各種環境刺激而活化（Kyriakis and Avruch, 1996；

English et al.,1999）。目前已知數種黴菌毒素包括fumonisin B1 以及trichothecenes 

皆會誘導細胞中MAPKs 途徑的活化（Wattenberg et al., 1996; Gekle et al., 2000）。 

一 般 而 言 ， MAPKs 磷 酸 化 後 會 translocation 至 細 胞 核 內 調 控 下 游

immediate-early genes的表現。例如egr-1、c-fos、c-jun、junB及fosB等基因的轉錄

表現(Hill and Treisman, 1995)。而些基因轉譯後的蛋白，通常作為轉錄因子，進

而去活化調控其他基因的表現。 

Egr-1為一轉錄因子調控其他基因的表現（Treisman, R. 1996；Stuart et al., 

1999），屬於一個易受到環境影響的因子。文獻指出，許多生理的功能包括神經

生長 (Harada et al,2001)，傷口修復 (Khachigian et al., 1996)，生長調控

(Perez-Castillo et al., 1993; Hofer et al, 1996) 和細胞凋亡(Muthukkumar et al, 1995; 

Ahmed et al, 1996; Virolle et al,2001) 等都與Egr-1的表達有關。 

Gadd45β( growth arrest and DNA-damage-inducible，beta)，此基因的表現會

在DNA受損後增加，並且導致生長停滯；在許多研究中也被認為是與細胞週期



停滯、細胞凋亡及分化有關係(Dennis Bruemmer et al, 2003)。 

由於目前對於CTN的毒性機轉之研究尚未整合出黴菌毒素的致毒及致癌途

徑，因此本計劃除了利用人類胚胎腎臟細胞作為材料，也利用子宮頸癌上皮細胞

(HeLa cell)來做為對照，進行CTN在基因毒性及細胞毒性上的研究。由此所得到

的資訊不只有助於將來對於CTN的毒性及生化機轉有更進一步的了解，亦可藉由

毒素劑量與生化反映之間的關係，對於這種毒素進行安全性評估，以期維護食品

安全及大眾健康。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



（五）結果 

CTN 會經由活化 ERK 而誘發 Gadd45β基因的表現 
    當 HEK293 細胞株處理 100μM CTN 後，其 gadd45β mRNA 表現量會明顯被

誘發為控制組的 15 倍左右；而將細胞前處理 MEK1/2 的專一性抑制劑(U0126)，

再加入 CTN 後，其 gadd45β mRNA 表現量則會被抑制，由此實驗結果我們得知

CTN 會經由活化 ERK 而誘發 Gadd45β基因的表現。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一.CTN在HEK293細胞株中活化MAPKs訊號傳遞途徑與下游基因-gadd45β的

關係 

首先，我們先利用 ERK 專一性抑制劑觀察 HEK293 細胞中，ERK 與 gadd45β

之間的關係。將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養

16 小時，接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 24 小時後（在抑制劑的部份，

以 MEK1/2 的專一性抑制劑(U0126)前處理 1 個小時後，再加入 CTN 處理 24 個

小時），萃取出細胞的 RNA，經定量後取 2 μg 的 RNA 樣品反轉錄成 cDNA，將

cDNA 分別與 gadd45β 及 gapdh 的 primer 作同步的定量聚合連鎖反應，並以

gapdh 的表現量當作內部控制組。分別將 gadd45β的基因表現量除以 gapdh 表現

量後予以量化。由以上實驗結果得知 CTN 會經由活化 ERK 而誘發 gadd45β的表

現量。 
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Gadd45β基因 Promoter 建構簡圖 

 

 

 

 

 

 

Gadd45β  promoter 



利用偵測 luciferase 活性來觀察轉錄因子 Egr-1 與下游基因- Gadd45β的關

係 

    為了了解轉錄因子 Egr-1 與下游基因- Gadd45β的關係，我們由 A 圖可

以觀察到當 HEK293 細胞處理至 75 μM 的 CTN，偵測到 luciferase 的活性為控

制組的 1.5 倍。由實驗結果得知，CTN 會增加 Gadd45β promoter 的活性，並且

在處理 75 μM CTN 的濃度條件下，18 小時是活性增加最為明顯的時間點(圖 B)。 

(A)                              (B) 

  

 

 

 

 

 

 

 

圖二. CTN 在 HEK293 細胞株中活化 MAPKs 訊號傳遞途徑之轉錄因子-Egr-1 與

下游基因- Gadd45β的關係 

    由於已有數據證實 CTN 會誘發細胞中 Egr-1(轉錄因子)蛋白質的表現，並且

也會進一步增加其下游基因 Gadd45β mRNA 量。所以在本實驗中，我們利用

promoter deletion方法建構出含有不同片段大小的Gadd45β promoter序列(含有三

個 Egr-1 結合位)的 luciferase reporter plasmid，接著將建構好的質體(最長片段-

含有三個 Egr-1 結合位)轉殖至 HEK293 細胞株中。以溶劑或不同濃度的 CTN 處

理 24 小時(A 圖)或以 75 μM CTN 處理不同時間(B 圖)後，收集細胞並且經由冷

光分析系統偵測 luciferase 受質訊號之強度，由此判定細胞內該 promoter 的活

性。由實驗結果得知，CTN 會增加 Gadd45β promoter 的活性，而在 75 μM 的濃

度處理條件下，18 小時是活性增加最明顯的時間點。 

control 



MAPKs 訊息傳遞路徑會參與 CTN 造成的細胞凋亡現象但不會參與 CTN

造成的細胞毒性傷害  

    首先，我們先以 ERK 專一性抑制劑-PD98059、JNK 專一性抑制劑-SP600125

前處理細胞後，再加入 75μM 的 CTN，其後偵測 caspase-3 活性，觀察到不管

是加入 PD98059 還是 SP600125 都可以明顯抑制細胞受 CTN 所導致的細胞凋

亡，在此，我們發現 MAPKs 訊息傳遞路徑會參與 CTN 造成的 HEK293 細胞

凋亡現象。 

     接著，我們同樣將細胞處理 75μM 的 CTN，並且前處理 MAPKs 抑制劑，

之後利用 LDH assay 偵測細胞破損程度，我們觀察到有加入抑制劑後的細胞受損

程度並沒有減緩的情形，因此我們推測 MAPKs 訊息傳遞路徑不會參與在 CTN

所造成 HEK293 細胞株的細胞毒性傷害。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三. MAPKs 訊息傳遞路徑會參與 CTN 造成的細胞凋亡現象 

    將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養 18 小

時，接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 24 小時（在抑制劑的部份，以不

同的 MAPKs 專一性抑制劑前處理 1 個小時後，再加入 CTN 處理 24 個小時）

後，隨後將細胞 lysis 掉，最後加入 substrate (Ac-DEVD-AFC)，在避光之條件

下，以 37℃反應 1 小時之後，再以螢光測定儀測其 Excitation 波長 405 nm 及

Emissition 波長 535 nm 之吸光值。實驗結果顯示，經 75 μM 之 CTN 處理的

HEK293 細胞中，加入 20 μM 的 ERK 專一性抑制劑(PD98059)及 JNK 專一性



抑制劑(SP600125)後，可觀察到 Caspase-3 的活性有明顯降低的情形。因此我們

推測 MAPKs 訊息傳遞路徑會參與 CTN 造成的細胞凋亡現象。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四. MAPKs 訊息傳遞路徑不會參與 CTN 造成的細胞毒性傷害  

     將 HEK293 細胞株培養 24 個小時後，更換為含 1％血清之培養基再培養

18 小時，接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 24 小時（在抑制劑的部份，

以不同的 MAPKs 專一性抑制劑前處理 1 個小時後，再加入 CTN 處理 24 小時）

後，使用 LDH assay 偵測細胞破損程度，藉由波長設定在 490 nm 扣掉背景波長

650 nm 的 ELISA 測定儀來定量乳酸去氫酶(lactate dehydrogenase，簡稱 LDH)含

量。實驗結果顯示，經 75 μM 之 CTN 處理的 HEK293 細胞中，加入 20 μM 的

ERK 專一性抑制劑(PD98059 或是 U0126)及 JNK 專一性抑制劑(SP600125)後，我

們觀察到細胞釋放乳糖去氫酶(Lactate dehydrogenase，LDH)至上清的情況並沒有

減少的現象，代表受損的程度並沒有減緩的情形。因此我們推測 MAPKs 訊息傳

遞路徑不會參與在 CTN 所造成 HEK293 細胞株的細胞毒性傷害。 



CTN 誘發 HEK293 細胞 ACADVL 基因的表現 

   為了更了解 CTN 對於 HEK293 細胞株的致毒影響，我們擬利用

GeneFishing 方式，觀察當 HEK293 細胞株經處理 CTN 之後，是否會有重要基因

被隨機引子誘發或抑制。其中，我們挑出了最為明顯被誘發的基因-ACADVL 

(acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain)來做初步研究，並且也利用

Real-time PCR 來確認 ACADVL 被 CTN 誘發的可信度。未來還會挑選其他具有

差異性表現的基因繼續探討 CTN 所影響細胞中不同的基因表現，來進一步了解

CTN 所造成對於細胞的致毒影響與機制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五: 觀察細胞經CTN處理後所調控之重要的基因表現 

    將 HEK293 細胞株培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培養 18 小時，

接著以 75 μM 濃度之 CTN 處理細胞 24 小時後，萃取出細胞的 RNA，而後進行

反轉錄與 GeneFishing PCR (利用 20 組 random primers 放大基因片段)，待作用完

成後，取 2 μl 產物跑含有溴化乙錠（ethidium bromide，EtBr）的 2％ agarose gel，

CTN(μM)    C  75  C   75   C  75  C  75   C  75  C  75   C  75   C  75  C  75   C  75 

CTN(μM)      C  75   C  75  C  75  C  75   C  75   C  75  C  75   C  75   C   75   C   75 

Random primer(組)     11     12     13    14     15     16     17     18     19      2 0     

Random primer(組)     1       2      3     4       5      6     7      8      9       1 0     



經 UV 照射後以數位影像系統分析。在長波 UV 光照射下，觀察顯現於膠體上

band 的表現量差異，先挑選其中有明顯差異的兩組 band，將其挖膠、純化、轉

型至大腸桿菌，而後挑出菌落培養，再抽其質體送定序即推知此基因為何。目前

我們已經發現了因CTN處理造成表現量不同的基因-ACADVL (acyl-Coenzyme A 

dehydrogenase, very long chain )，未來還會挑選其他具有差異性表現的基因繼續

探討CTN所影響細胞中不同的基因表現來進一步了解CTN所造成對於細胞的致

毒影響與機制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖六: HEK293 細胞株經 CTN 處理後的 ACADVL 基因表現。 

    將 HEK293 細胞株分別培養 3 天後，更換為含 1％血清之培養基再培

養 16 小時，接著以溶劑或不同濃度之 CTN 處理細胞 24 小時後，萃取出

細胞的 RNA，經定量後取 2 μg 的 RNA 樣品反轉錄成 cDNA，將 cDNA 分

別與 ACADVL 及 gapdh 的 primer 作同步的定量聚合連鎖反應，並以 gapdh

的表現量當作內部控制組。將 ACADVL 的基因表現量除以 gapdh 表現量後

予以量化。由實驗結果發現 CTN 確實會誘發 ACADVL 基因的表現量上升。 

 

 

ACADVL 
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（七）需要指導教授指導內容 

一. 對於實驗目標基本概念之建立與相關資料的查詢。 

二. 毒性分析及基本分生操作技術。 

三. 實驗結果的探討與邏輯性的思維。 

 


