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中 文 摘 要 ： 馬兜鈴酸(aristolochic acid, AA)不但具腎毒性，且會導致

泌尿細胞癌(urothelial carcinoma)，2002年 Mutagenesis

雜誌報導 AA 之致癌機轉，可能與活化 H-ras 致癌基因及 p53

的加強表達有關。我們於 2006年發表 AA 導致大鼠膀胱上皮

增生及其細胞傳遞路徑論文。又於 2010年發表膀胱癌組織之

Ras, PI3K, Akt, RhoA 表現增加且 Ras overexpression 會

造成癌細胞 cytoskeleton F-actin 表現增加； 若以

Ras/ROCK 抑制劑 Y27632 治療，則 cytoskeleton F-actin 表

現可被抑制。我們又於 2011年發表 AA 促進膀胱癌細胞

(TSGH)轉移及侵襲的細胞及動物模式。此外，由於最近文獻

認為，mTOR 抑制劑可以抑制原發性泌尿癌細胞生長。然而，

膀胱癌其實是相當異質化且成因機轉很多，對於長期因 AA 所

導致的膀胱癌而言，是否仍對 mTOR 抑制劑有療效，這點令人

存疑? 

    本計畫擬探討人類膀胱癌細胞株分期和 RAS/ROCK 及

mTOR 表現的關係，及抑制劑的使用以確認不同人類膀胱癌細

胞株分期和 Ras、mTOR 表現關係； 結果可知，不同膀胱癌細

胞，可分為走 mTOR 或 Ras路徑，分別利用 RAS/ROCK 及 mTOR

抑制劑，可減少膀胱癌細胞增生移行的現象，若使用錯誤抑

制劑，則無法達到抑制效果。本計畫結果證實，若正確抑制

其作用途徑，應可有效治療疾病，並減少錯誤用藥及無效治

療。 

 

中文關鍵詞： 膀胱癌、Ras/ROCK 抑制劑(Y27632)、mTOR 抑制劑、移行 

英 文 摘 要 ： Aristolochic acid (AA) is with nephrotoxicity and 

carcinogenicity predisposing to urothelial carcinoma. 

The postulated mechanisms of AA-associated urothelial 

carcinogenesis have been reported to be associated 

with H-ras oncogene activation and increased 

expression of p53. In 2006, we reported AA could 

induce urothelial proliferation in rats and the 

associated signal transduction. In 2010, we published 

the tissues of idiopathic bladder cancer were with 

increased expressions of Ras, PI3K, Akt, RhoA which 

led to increased expression of cytoskeleton F-actin. 

This increased expressin of F-actin could be 

inhibited by ROCK inhibitor Y27632. In 2011, we 

published AA could induce invasion and migration of 

the bladder cancer TSGH cells in vitro and in vivo. 

Additionally, recent literature has reported that 



mTOR inhibitor could inhibit the growth of idiopathic 

bladder cancer。However, the underlying mechanisms of 

bladder cancer are actually heterogeneous. Whether 

AA-associated bladder cancer is response to mTOR 

inhibitor treatment, it needs more studies to 

clarify.  

In this project, we investigate the relatioship 

between tumor stage and the expressions of RAS/ROCK 

and mTOR in five of various human urothelial cells. 

By using Y27632 or everolimus, we clarify the signal 

transduction of proliferative pathways and/or 

metastatic pathways of different cell lines. After 

treatment with mTOR inhibitor to T24 cell regulated 

by mTOR and the migration and proliferation of the 

cells were decreased, wherease Y27632 was no effect 

of inhibiting migration on T24 cells. On the other 

hand, Y27632 reduces the TSGH cells migration and 

proliferation via Ras related pathways, and 

everolimus did not inhibit the migration and 

proliferation of TSGH cells. In concolsion, if we 

clarify aformentioned pathways of the bladder cancer 

cell and use mTOR inhibitor and Ras/ROCK inhibitor to 

different patients, it will attenaunt the cancer 

cells migration and inhibit the wrong medicine 

useage. 

 

 

英文關鍵詞： Bladder cancer, Ras/ROCK inhibitor, mTOR inhibitor, 

migration 
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二、中英文摘要及關鍵詞 (keywords) 
中文摘要： 

 馬兜鈴酸(aristolochic acid, AA)不但具腎毒性，且會導致泌尿細胞癌

(urothelial carcinoma)，2002 年 Mutagenesis 雜誌報導 AA 之致癌機轉，可能

與活化 H-ras 致癌基因及 p53 的加強表達有關。我們於 2006 年發表 AA 導致

大鼠膀胱上皮增生及其細胞傳遞路徑論文。又於 2010 年發表膀胱癌組織之

Ras, PI3K, Akt, RhoA 表現增加且 Ras overexpression 會造成癌細胞

cytoskeleton F-actin 表現增加; 若以 Ras/ROCK 抑制劑 Y27632 治療，則

cytoskeleton F-actin 表現可被抑制。我們又於 2011 年發表 AA 促進膀胱癌細

胞(TSGH)轉移及侵襲的細胞及動物模式。此外，由於最近文獻認為，mTOR

抑制劑可以抑制原發性泌尿癌細胞生長。然而，膀胱癌其實是相當異質化且

成因機轉很多，對於長期因 AA 所導致的膀胱癌而言，是否仍對 mTOR 抑制

劑有療效，這點令人存疑? 

    本計畫擬探討人類膀胱癌細胞株分期和 RAS/ROCK 及 mTOR 表現的關係，

及抑制劑的使用以確認不同人類膀胱癌細胞株分期和 Ras、mTOR 表現關係; 結

果可知，不同膀胱癌細胞，可分為走 mTOR 或 Ras 路徑，分別利用 RAS/ROCK

及 mTOR 抑制劑，可減少膀胱癌細胞增生移行的現象，若使用錯誤抑制劑，則

無法達到抑制效果。本計畫結果證實，若正確抑制其作用途徑，應可有效治療疾

病，並減少錯誤用藥及無效治療。 

 

關鍵字：膀胱癌、Ras/ROCK 抑制劑(Y27632)、mTOR 抑制劑、移行 



Abstract: 

Aristolochic acid (AA) is with nephrotoxicity and carcinogenicity 

predisposing to urothelial carcinoma. The postulated mechanisms of 

AA-associated urothelial carcinogenesis have been reported to be associated with 

H-ras oncogene activation and increased expression of p53. In 2006, we reported 

AA could induce urothelial proliferation in rats and the associated signal 

transduction. In 2010, we published the tissues of idiopathic bladder cancer were 

with increased expressions of Ras, PI3K, Akt, RhoA which led to increased 

expression of cytoskeleton F-actin. This increased expressin of F-actin could be 

inhibited by ROCK inhibitor Y27632. In 2011, we published AA could induce 

invasion and migration of the bladder cancer TSGH cells in vitro and in vivo. 

Additionally, recent literature has reported that mTOR inhibitor could inhibit the 

growth of idiopathic bladder cancer。However, the underlying mechanisms of 

bladder cancer are actually heterogeneous. Whether AA-associated bladder cancer 

is response to mTOR inhibitor treatment, it needs more studies to clarify.  

In this project, we investigate the relatioship between tumor stage and the 

expressions of RAS/ROCK and mTOR in five of various human urothelial cells. By 

using Y27632 or everolimus, we clarify the signal transduction of proliferative 

pathways and/or metastatic pathways of different cell lines. After treatment with 

mTOR inhibitor to T24 cell regulated by mTOR and the migration and proliferation of 

the cells were decreased, wherease Y27632 was no effect of inhibiting migration on 

T24 cells. On the other hand, Y27632 reduces the TSGH cells migration and 

proliferation via Ras related pathways, and everolimus did not inhibit the migration 

and proliferation of TSGH cells. In concolsion, if we clarify aformentioned pathways 

of the bladder cancer cell and use mTOR inhibitor and Ras/ROCK inhibitor to 

different patients, it will attenaunt the cancer cells migration and inhibit the wrong 

medicine useage. 

 

Keywords: Bladder cancer, Ras/ROCK inhibitor, mTOR inhibitor, migration 



三、報告內容：包括前言、研究目的、文獻探討、研究方法、

結果與討論（含結論與建議）等。 
 

(一)、前言 

 
【I】馬兜鈴酸與泌尿細胞癌的關聯 

馬兜鈴酸一般指馬兜鈴酸-I (AA-I)，學名為 3﹐4－亞甲二氧基－8－甲氧

基－10－硝基－1－菲羧酸。分子式 C H O N，是從 Aristolochia 植物

(Aristolochia species)所分離出來的 nitrophenanthrene 衍生物，傳統醫學上應用

於鎮痛，消炎及利尿。若長期服用會引起腎衰竭[1]及膀胱癌[2]。早期的馬兜

鈴酸毒理研究已證實馬兜鈴酸可誘發腎病變[3-4]. 臨床上，中藥腎病變自西元

1993 年，比利時醫師 Vanherweghem 在 Lancet 雜誌上發表，敘述在一群服用

含中藥(Chinese herbs)減肥藥的女性減重患者中發現造成快速進行性腎衰竭

(rapidly progressive renal fibrosis)，這種腎病變該作者稱之為中藥腎病變

(Chinese-herb nephropathy) [1, 5]。此後，很多國家包括西班牙，法國，英國和

台灣都陸續發表了馬兜鈴酸腎病變的臨床病例報告[6-10]。馬兜鈴酸所引發的

腎病變，主要是造成腎間質快速進行性纖維化，接近腎皮質部位更為明顯，但

腎臟間質的細胞浸潤不明顯，而腎絲球則是相對較為完好。由於代謝緩慢，馬

兜鈴酸容易於腎臟蓄積，造成腎絲球體及腎細胞間質纖維化，引起腎衰竭，患

者需長期透析治療或是腎臟移植。 

馬兜鈴酸被認為不但具有腎毒性(nephrotoxicity)，而且具有致癌傾向

(carcinogenicity)，在致癌傾向方面主要是造成尿路系統的移行細胞癌(urothelial 

carcinoma or transitional cell carcinoma)[2]。馬兜鈴酸已被證實有基因毒性

(genotoxic mutagen) [11-12]，不論是對於老鼠(rats) [13-16]或人類都是強力的致

癌物質(potent carcinogen) [2, 17]，而本研究團隊於 2006 年發表馬兜鈴酸導致

Wistar rats 膀胱上皮增生及其細胞傳遞路徑論文[18](圖一、圖二)。  

  



 
圖一. Section of bladder urothelium (panel A) and renal pelvis urothelium (panel B) 
from a normal rat (a) and those treated with aristolochic acid 5 mg/kg (b) or 10 
mg/kg (c) for 12 weeks, showing urothelial dose-dependent proliferation (single 
arrow and double arrows) (Hematoxylin and eosin, X100). [Chang HR(張浤榮) et 
al. Food Chem Toxicol. 2006;44:28-35.] 
 

 
圖二.上圖所示馬兜鈴酸造成膀胱上皮增生細胞訊息機轉 Proposed model for 
the induction of urothelial proliferation in rats caused by aristolochic acid through 
cell cycle progression via activation of cyclin D1/cdk4 and cyclin E/cdk2. [Chang 
HR (張浤榮) et al. Food Chem Toxicol. 2006;44:28-35.] 
 

【II】Ras and Rho family 

1. Ras and Rho family： 

 
圖三： Ras 調控之細胞反應 



Ras 與 Rho 同屬 small GTPase family，可以藉由許多因子(如 growth 

factors, cytokines 或是 cellular adhesion molecular)調控細胞的反應(圖三) 

[19-21]。當 Ras 活化後，可藉由不同路徑來控制不同細胞的作用；主要的反

應者(effector)有三個：RAF kinase,、RAL-GEFs、PI3-K (bind the same region of 

Ras-GTP, the 32-40 domain) [22](圖四)。這些反應者在與 Ras 結合後，都可以

引發 in vivo 的生物活性。PI-3K (phosphatidylinositol 3-kinase)是在訊息傳導路

徑上扮演所謂 second messanger 的角色，當被活化後，它可以結合到所多

cytoskeleton kinase protein 進而調節這蛋白的活性[19]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四：Ras 下游調節路徑 

    2002 年 Arlt 等學者於 Mutagenesis 雜誌發表如圖五所示馬兜鈴酸之可能

致癌機轉[10]，這啟發我們對 Ras 有濃厚的興趣。最近的馬兜鈴酸突變及致癌

的研究，大多是關於馬兜鈴酸脫氧核糖核酸加合物(DNA adduct)，活化 H-ras

致癌基因[23]。此外，馬兜鈴酸腎病變病患的泌尿道癌症以及泌尿道增生都與

p53 蛋白的過渡表現有關[24]。p53 抑癌基因是人類癌症腫瘤中最常見的突變

基因。這些突變如同 H-ras 一樣可啟動人類腫瘤生成。 

 



 
圖五：Postulated mechanism for the carcinogenicity of aristolochic acid in rodents 

and humans. [10]   

 

    又本團隊於 2010 年 Chem Biol Interact 雜誌發表了 12 位病人的膀胱癌組

織之 Ras, PI3K, Akt, RhoA 表現增加且 Ras overexpression 會造成癌細胞

cytoskeleton F-actin 表現增加，若 RhoA 抑制劑 Y27632 治療，則 cytoskeleton 

F-actin 表現可被抑制[25](圖六)。 
 

 
圖六.膀胱癌細胞轉移及侵襲之訊息傳遞。A proposed model for the Ras and 
RhoA mediated invasion/migration of human bladder cancer cells. The dotted 
arrow represents the pathway which has been published in the literature and the 



solid arrows represent the findings in this present study. Chang HR (張浤榮) et al. 
Chem Biol Interact. 2010;183:172-80.  

 

Ras/Rho pathway 已被證實致癌模式有雙重關係[26]。本團隊甫於 2011

年 7 月 Nephrol Dial Transplant 雜誌發表中藥馬兜鈴酸促進膀胱癌細胞(TSGH)

轉移及侵襲的細胞及動物模式[26]，其訊息傳遞即與 Ras 有關，如附圖七。 

 
圖七：上圖所示馬兜鈴酸所致之膀胱癌細胞轉移及侵襲之訊息傳遞 A proposed 
model for the effects of AAI on Ras and RhoA mediated invasion/migration of 
human bladder cancer cells. The dotted arrow represents the pathway which has been 
published in the literature and the solid arrows represent the findings in this present 
study. Huang HP (黃惠珮)…and Chang HR(張浤榮). Nephrol Dial Transplant. 
2011 Jul 28. [Epub ahead of print] 
 
 
 
【III】Everolimus (RAD) 為新型 mTOR 抑制劑 

Everolimus (RAD) 是 一 種 抑 制 mTOR 分 子 (mammalian target of 

rapamycin)，mTOR 分子是一種控制腫瘤細胞分裂與血管增生的蛋白質，關係

著癌細胞存活、生長、複製及代謝等重要訊息的傳遞路徑。mTOR 分子抑制

劑的作用機制為抑制癌細胞分裂及血管新生，因此可減緩癌細胞的生長及擴

散。此外，everolimus (RAD) 也是器官移植患者之免疫抑制劑。本團隊於最

近向瑞士諾華原廠申請取得 everolimus (RAD)之原型劑，申請目的為學術研

究之使用，並已開始進行如下所述之腎癌細胞及泌尿癌細胞實驗。 

本團隊甫於2011年5月Molecular Carcinogenesis發表的水飛薊素(silibinin)

抑制腎癌細胞(786-O)轉移及侵襲的細胞及動物模式，且 silibinin 會增進 5-FU

及 paclitaxel 的化療效果[27]。高劑量 silibinin 具有抑制癌細胞生長能力、促



使癌細胞凋死亡及防止正常細胞癌化等作用，而且呈 dose-及 time-dependent

的關係。雖然 silibinin 可抑制癌細胞生長能力，甚至高劑量時可促使癌細胞凋

亡的作用已經相當明確，該研究中我們亦運用 everolimus 檢測是否與 silibinin

有加成之抑制 RCC 細胞生長之現象，但結論無此好處，結果已於文中論述

[27]。 

而後我們再用向瑞士諾華原廠申請取得之 everolimus，基於本實驗室既

有的癌細胞轉移及侵襲之細胞及動物模式基礎來研究 everolimus 此一 mTOR

抑制劑對腎癌細胞的轉移及侵襲的影響，雖 mTOR 抑制劑臨床上已為 RCC 之

標靶治療藥，但文獻搜尋 everolimus 是否可以抑制腎癌細胞的轉移及侵襲目

前尚無報導，這方面的細胞及動物實驗工作已經完成(投稿中)。 

 

(二)、研究目的與架構 

基於 2010 的 review 文獻認為，mTOR 抑制劑可以抑制原發性泌尿癌細胞

生長且為重要的細胞訊息之一[28]。然而，事實上，泌尿細胞癌或膀胱癌都是

相當異質化的癌症，其成因與機轉很多，對於國內眾多長期因中草藥、或止

痛藥濫用而導致的膀胱癌病患而言，是否仍如文獻回顧所示仍然對於 mTOR

抑制劑有療效，這點令人存疑? 基於馬兜鈴酸相關造成泌尿細胞癌的透析病

患及移植病患不少，若能釐清這個問題可給國內大量膀胱癌病人帶來福音，

又，由於 everolimus 亦是腎移植後的免疫抑制劑，若 mTOR 抑制劑被證實的

確對馬兜鈴酸相關的移植病患膀胱癌有抑制作用，則能提供醫學實證，證實

該藥物可為該類腎移植病患的主流用藥，並有抵抗移植腎排斥及抑制膀胱癌

的雙效效果。 

本實驗計畫擬進行【1】以不同的人類膀胱癌細胞株(T24、TSGH、HTB-5、

HTB-9、J82)，利用 Western blotting 測定 RAS 與 mTOR 的蛋白量及與其相關

的訊息傳遞蛋白如：檢測增生路徑-RAS, Akt, mTOR, p-GSK, b-caterin, apo-b；

及轉移路徑-RAS, Akt, NFkB, MMPs。探討不同的人類膀胱癌細胞株 Ras 及

mTOR之表現與轉移惡化之關聯，【2】以細胞增生實驗(cell proliferation)，matrix 

metalloproteinase activity，細胞移動性分析，傷口癒合試驗（wound healing assay）

觀察不同的人類膀胱癌細胞株之轉移惡化程度。 
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(四)、研究方法 

【I】探討不同的人類膀胱癌細胞株 Ras 及 mTOR 之表現與轉移惡化之關聯 

(A) 不同的人類膀胱癌細胞株 Ras 及 mTOR 之表現 

1. 細胞培養：不同的人類膀胱癌細胞株(T24、TSGH、HTB-5、HTB-9、J82) 

以不同培養基培養，加入 10% fetal bovine serum，1% penicillin/streptomycin 

及適量 L-glutamine，在 5 % CO2，37 ℃之培養箱環境中。在 urothelial cell 

carcinoma (UCC)分期: T24 和 J82為 grade III；TSGH S 為 grade II stage A；

HTB-9 為 grade II；HTB-5 為 grade IV。細胞分別處理 everolimus (mTOR

抑制劑)與 Y27632 (Ras/ROCK 抑制劑)，以下述方法進行實驗。 

2. 細胞存活率分析(Cell viability)：利用 MTT(Microculture Tetrazolium) 分

析測試細胞是否有活性以及是否存活。 

 (B) 不同的人類膀胱癌細胞株之轉移惡化程度 

1. Western blotting：利用 Western blotting 測定 RAS 與 mTOR 的蛋白量及與

其相關的訊息傳遞蛋白如：增生路徑-RAS, Akt, mTOR, p-GSK, b-caterin, 

apo-b；轉移路徑-RAS, Akt, NFkB, MMPs。 

2. 基質金屬水解蛋白酵素活性分析 ( matrix metalloproteinase activity )：利

用 Gelatin Zymography assay 觀察 MMPs 之表現。 

3 細胞移動性分析：利用 transwell 的分析方法，注入固定量的細胞

(104-1.5×104)於 Millicell，待細胞移動 24 小時以後，在顯微鏡底下隨機選

取視野，作移動細胞數之統計。 

 

  



(五)、結果與討論 

(A) 不同的人類膀胱癌細胞株 Ras 及 mTOR 之表現 

 我們使用 5 株不同膀胱癌細胞株(T24、TSGH、HTB-5、HTB-9、J82)，以

everolimus 或 Y27632 0-100μM 之劑量處理 1-3 天，觀察藥物對細胞之毒性。由

Figure 1A 可知，以 T24 細胞為例，經處理 everolimus 1 天，在最高濃度 100μM

仍有約 80%存活率，當藥物處理 2 天後，0.5μM everolimus 造成高達 50%細胞

死亡；然而 T24 細胞對 Y27632 較不敏感，即使經 100μM Y27632 處理 3 天，

細胞存活率仍達 80%以上( data not shown)。另一方面，TSGH 細胞經 everolimus

處理 3 天後，於最高濃度下，細胞仍有 70%之存活率；但在加入 Y27632 2 天之

後，在 0.5μM 的濃度，細胞約有 40%死亡 (Figure 1B)。以上結果可知，膀胱癌

細胞株可分 2 群，分別對 mTOR 或 Ras/ROCK 抑制劑之處理，有抑制其生長之

作用。之後實驗以 T24 (mTOR 路徑)與 TSGFH(Ras 路徑)為代表，觀察藥物對癌

細胞移形惡化之抑制作用。 

 

(B) 不同的人類膀胱癌細胞株之轉移惡化程度 

 Figure 2A 之 Western 結果可知，T24 細胞經由 mTOR 抑制劑處理後，磷酸

化 mTOR 在第 2 天有下降的趨勢，其下游相關蛋白表現亮也如預期減少，而 Ras

無論在第 1 天或第 2 天皆無任何表現之變化，同樣 Akt 下降亦不明顯，由此可知

T24 細胞確實走 mTOR 路徑。Figure 2B 則為 Y27632 處理 TSGH 細胞後其相關

蛋白之表現，由結果可知 Y27632 可抑制 TSGH 細胞之 Ras 表現，其下游蛋白

Akt 同樣有被抑制之結果；雖然在最高劑量處理 1 天後 mTOR 表現量有減少，但

第 2 天之蛋白表現量無改變，磷酸化 mTOR 亦無任何表現變化，推測可能為實

驗誤差，綜合結果看來 TSGH 細胞應走 Ras 相關路徑。 

 接著進一步利用 Gelatin Zymography assay，觀察藥物對癌細胞基質金屬水解

蛋白酵素活性的作用，藉以了解藥物對癌細胞惡化移行之影響。由 Figure 3A 發

現 everolimus 可以抑制 T24 細胞 MMP9 之活性，Figure 3B 則顯示 Y27632 降低

了 TSGH 細胞 MMP2/9 之表現，由此可知不同的藥物可以分別抑制不同膀胱癌

細胞之基質水解作用。Figure 4A 結果為 everolimus 減少 T24 細胞移行之能力，

而 Figure 4B 則為 Y27632 抑制 TSGH 細胞移行現象。 

 綜合本計畫之結果可知，不同膀胱癌細胞，可分為走 mTOR 或 Ras 路徑，

若正確抑制其作用途徑，應可有效治療疾病，並減少錯誤用藥及無效治療。 

 
 
  



Figure 1. Effects of different durations and concentrations of everolimus or Y27632 
exposure on the viability of T24 orTSGH cells by MTT assay. T24 (A) or TSGH (B) 
cells were treated with the indicated concentrations of everolimus or Y27632, 
respectively, for 1 and 2 days. The viability of the cells was determined by MTT 
assay. 
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Figure 2. Effects of everolimus or Y27632 on the expression of migration-related 
proteins of T24 or TSGH cells. T24(A) or TSGH (B) cells were treated with the 
indicated concentrations of everolimus or Y27632, respectively, for 1 and 2 days. 
Total cell lysate was extracted and the expression of mTOR, p-mTOR, Ras, Akt, 
p-GSKα, and NF-κB were assayed by western blotting. Tubulin was used as an 
internal control. 
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Figure 3. Gelatin zymography assay of the T24 and TSGH cells. T24 (A) or TSGH 
(B) cells were treated with the indicated concentrations of everolimus or Y27632, 
respectively for 2 days. The conditioned medium was prepared and collected. MMP2 
and MMP9 activity was measured using gelatin zymography 
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Figure 4. Effects of everolimus or Y27632 on the migratory ability of T24 or TSGH 
cells. T24 (A) or TSGH (B) cells were treated with the indicated concentrations of 
everolimus or Y27632, respectively for 2 days. The migrated cells were analyzed 
using a transwell assay. Motility was quantified by counting the number of cells that 
migrated to the undersides of the membrane under microscopy (100X). 
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