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分析沒食子酸促進A549-shRNA 與A549-p53shRNA肺癌細   
                 胞死亡的關鍵蛋白 

 
 
結果 
一、沒食子酸可以誘發野生型與 p53 致弱表現的 A549 肺癌細胞株內 IB表

現量的增加與 NF-B 的減少，並進而減弱 Bcl-2 等分子的表現。 
我們先前的實驗結果顯示了沒時食子酸的處理可以誘發 A549 細胞株的死亡 (野
生與 p53 致弱型，A549-shRNA 與 A549-p53shRNA)， 進一步的分析其內部關

鍵分子的表現 ，結果顯示了沒食子酸會誘發 IB表現量的增加與 NF-B 的減

少 (圖一 a)。而 NF-B 其下游對抗程式化死亡的標的性基因 Bcl-2 表現也有同

時減少的現象 (圖一 a) 。 有趣的是我們發現到的在野生型 A549 細胞中 NF-B
與 Bcl-2 的減少的速度遠大於 p53 致弱型的 A549 細胞株，這可能是由於在 p53
致弱型細胞中 A549 細胞株中舉有較穩定的 NF-B 所導致[1]，進一步的分析

IB的 mRNA 表現量，結果顯示了沒食子酸可以有效的增加 IB的 mRNA 表

現量(圖一 b)，由此可知沒食子酸是以一種增加蛋白重新合成的方式來誘發

IB量的增加，並進而增加其與 NF-B 的結合比例並加速 NF-B 的降解速率，

而這也可能是導致 Bcl-2 減少的可能原因之一。同時，雖然在 p53 表現致弱型的

A549 細胞株中具有較低量的 IB與較多核型 NF-B 的存在，對於沒食子酸的

抗性與野生型比較起有著較好的存活率，由此可知，NF-B 或為肺癌細胞中對抗

藥物毒性的一個指標性分子。 
 

 
圖一 a、沒食子酸誘發 A549 肺癌細胞株中（野生型或 p53 致弱表現型）NF-B
路徑表現量或活性的變化。 

 
圖一 b、沒食子酸誘發 A549 肺癌細胞株中（野生型或 p53 致弱表現型）IB分
子 mRNA 的增加。 
 
二、外源性表達 Aurora-A 基因可增加 A549 肺腺癌細胞對於沒食子酸的抗性。 



我們先前的研究顯示了 Aurora-A 參與了對 Gefitinib 的抗性 [1]，其機轉是透過

增加 NF-B 的總表現量與核表現型，因此，在此實驗中我們亦測試了改變

Aurora-A 的活性表現量對於 A549 肺癌細胞株對抗沒食子酸的影響。結果顯示

了外源性表達持續性活化的 (T288D) 可以比野生型 (wild type) 之 
Aurora-A 提供 A549 肺癌細胞株有更多的抗沒食子酸所誘發細胞死亡的功能 
(圖二 a)。而且分析細胞內部關鍵分子的表現也顯示了 IB的減少與 NF-B 的

增加等現象 (圖二 b)。 而 IB的磷酸化在 Aurora-A-T288D 轉染組中亦有明顯

增加的趨勢 (圖二 b)。 這顯示了 Aurora-A-T288D 可以有效的促進 IB的降

解。在另一方面，我們亦將 A549-p53shRNA 肺癌細胞株的內源性 Aurora-A 以 
siRNA 的方法致弱其表現，結果顯示 A549-p53 shRNA 對於沒食子酸的抗性會急

劇的降低，這結果顯示了 Aurora-A 具有增加肺癌細胞株 A549 對於沒食子酸能

力，同時我們亦偵測到 IB的增加與 NF-B 的減少情況（圖二 c）。因此經些

實驗我們瞭解到 NF-B 路徑為細胞內部對抗外界毒性物質致死反應的重要媒介

之一。 
 

  
圖二 a、沒食子酸誘發表現不同活性 Aurora-A 基因之 A549 肺癌細胞株中死亡的

程度。 
 

 
圖二 b、外源性表達野生型或活化型 Aurora-A 於 A549 肺癌細胞株中對於 NF-B



路徑分子的影響 
 

 
圖二 c、在 A549-p53shRNA 細胞株中致弱 Aurora-A 表現減弱了細胞株對於沒食

子酸的抗性與 NF-B 路徑分子的活性。 
 
三、 加入 Akt 抑制劑可更有效的促進沒食子酸抑制野生型與 p53 致弱表現

A549 細胞株其內部 NF-B 路徑的活化及誘發與提高細胞死亡率。 Akt 為維持

細胞存活對抗細胞程式化死亡訊號傳遞之重要關鍵分子，接下來，我們進一步的

瞭解 Akt 分子在沒食子酸誘發肺癌細胞死亡中所扮演的角色， 實驗結果發現，

沒食子酸處理會同時降低野生型與 p53 致弱表現的 A549 肺癌細胞株的 Akt 
Ser473 磷酸化現象，而且是劑量依賴性的存在（圖三 a）。在 p53 致弱表現 A549
細胞株中其 Akt 磷酸化減少的現象是要比野生型的 A549 細胞來得慢，為瞭解

Akt 活性的變化是否與細胞的死亡有直接關連性，我們將 Akt 抑制劑 LY294002
預處理細胞之後，再加入不同劑量之沒食子酸，結果顯示加入抑制劑的 A549 肺

癌細胞株（野生與 p53 致弱表現）對於沒食子酸的毒性更為敏感。同時，細胞內

部 NF-B 路徑的活性亦快速減弱（圖三 b）。相反的，如預先轉染持續活化型的

Akt-myr 進入兩種細胞株中，則能有效的延長在處理沒食子酸之後細胞存活的時

間與比例（圖三 c）與較明顯的 NF-B 活化現象。 這些結果與在 Aurora-A 所看

到現象是類似的，也顯示了在肺癌細胞中 某些關鍵分子的表現量或是活性的多

寡，會決定了細胞對於外界藥物的反應能力，也因此對於這些分子表現量或是活

性增加的原因也就值得去加以探討。 
 



 
圖三 a、沒食子酸同時誘發野生型與 p53 致弱表現之 A549 肺癌細胞株中 Akt 在
ser-473 的磷酸化。 
 

 
圖三 b、加入 Akt 抑制劑會減弱 NF-B 表現與 p53 表現致弱型 A549 肺癌細胞株

對於沒食子酸的抗性。 



 
圖三 c、外源性表達活化態之 Akt 可增加 NF-B 路徑之活化與 A549 肺癌細胞株

對於沒食子酸的抗性 
 
 
四 沒食子酸處理會誘發 A549 肺癌細胞株內部鈣離子的堆積。鈣離子為細胞正

常功能所需的正要調控因子，除此之外，其對於維持細胞內外子濃度的平衡與生

理環境的恆定性扮演著重要的角色，已知有些化學物質會誘發細胞內外鈣離子的

失衡而導致細胞死亡，因此我們亦檢測了沒食子酸對於 A549 肺癌細胞株鈣離子

濃度的影響，而實驗結果顯示了加入沒食子酸會誘發肺癌細胞內鈣離子的增加，

在 p53 致弱表現中上升的時間與幅度較野生型 A549 要來得小（圖四 a）。為了

進一步確認鈣離子在此過程中所扮演的角色，我們使用了不含有鈣離子的培養液

來培養細胞，經過同樣的沒食子酸處理之後，結果顯示了細胞內鈣離子的增加有

減緩的現象，同時也減低了沒食子酸對於肺癌細胞的毒殺能力。重新加入鈣離子

之後，則可有效的恢復沒食子酸對肺癌細胞株 A549 的毒殺作用（圖四 ab）。另

一方面，如果加入內質網鈣離子通道抑制劑 Thapsigargin，亦有同樣的效果出現

（圖四 ab），另一方面 ，單純的加入鈣離子敖合劑 BATAM 也是可以減緩沒食

子酸所誘發的細胞死亡現象（圖四 b）， 由此可知沒食子酸可以誘發細胞內鈣

離子的增加並進而導致肺癌細胞株 A549 的死亡，而此程序是同時透過胞外與內

質網中鈣離子的流入所導致的。 
 



 
圖四 a，A549-shRNA 與 A549-p53shRNA 肺癌細胞株在不同鈣離子螯合劑或是缺

鈣培養液培養情況下，沒食子酸誘發其細胞鈣離子濃度變化的情況。 
 

 
圖四 b，A549-shRNA 與 A549-p53shRNA 肺癌細胞株在不同鈣離子螯合劑或是

缺鈣培養液培養情況下，沒食子酸誘發其細胞死亡的能力。 
 



五 處理沒食子酸可誘發野生型但非 p53致弱表現的 A549 肺癌細胞株的 DNA 受

損反應路徑。  由於先前實驗已提到沒食子酸可以誘發肺癌細胞株進行 p53 依賴

性的程式化死亡途徑， 在此實驗中，我們亦觀察到沒食子酸的確可以引發野生

型與 p53 致弱表現的 A549 細胞株凋亡相關分子如 ATM 的磷酸化，但是在 p53
致弱表現的細胞株中則是無法觀察到 p53 的磷酸化與 p21 的表現增加趨勢 （圖

五 ）， 有趣的是處理沒食子酸仍舊會造成在野生型與 p53 致弱表現的 A549 細

胞株中 cytochrome c 的釋放 （圖五），顯示了沒食子酸是透過多重路徑來誘發

肺癌細胞的死亡，除外在此過程中過氧化分子的釋放與 p53 路徑無太大關連性，

可能透過直接活化創脢系統的活化來誘發肺癌細胞的死亡，然而，就先前沒食子

酸毒性誘發肺癌細胞株死亡所需時間與程度來看，p53 致弱表現還是某些程度的

保護了 A549 細胞對於沒食子酸的抗性作用。  
 

 
圖五、處理沒食子酸對於野生型或p53致弱表現型A549肺癌細胞株中ATM, p53, 
p21 磷酸化或表現量與 cytochrome c 釋放的變化影響。 
 
六 改變 Aurora-A 的表現可以影響沒食子酸調控 Akt 的磷酸化與鈣離子的堆積

並進而調控了肺癌細胞株對於沒食子酸的抗藥性。我們得實驗已顯示了 
Aurora-A 的活性或是表現量會影響到肺癌細胞對於沒食子酸的抗性，主要是透

過 NF-B 的路徑，在接下來的實驗，我們進一步的發現到 Aurora-A 表現量降低

後，會導致 Akt 磷酸化的降低，同時也會增加沒食子酸誘發 A549 肺癌細胞中

鈣離子的堆積(圖六 a)，相反的，外緣性表達 Aurora-A-T288D 則是增加了 Akt
的磷酸與減弱鈣離子堆積的現象(圖六 b)。這些結果顯示了 Aurora-A 或具有調控

ＡＫＴ活性與鈣離子濃度調整並藉此去改變細胞對於外來藥物的致死反應 
 



 
圖六 a，在 A549-p53shRNA 細胞株中致弱 Aurora-A 表現會降低 Akt 磷酸化與增

加沒食子酸誘發細胞內部鈣離子堆積的程度。 

 

 
圖六 b，在 A549-shRNA 細胞株中表達活性態之 Aurora-A 表現會增加 Akt 磷酸

化與減少沒食子酸誘發細胞內部鈣離子堆積的程度。 

 

 

1. Wu, C.C., et al., Aurora-A promotes gefitinib resistance via a NF-[kappa] B 
signaling pathway in p53 knockdown lung cancer cells. Biochemical and 

Biophysical Research Communications, 2011. 
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