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石鹼樹皮中之皂素成分抑制人類前列腺素癌細胞生長與誘發細胞凋亡之機制探討

摘要

皂素（saponins）是存在於植物界的一類比較複雜的苷類化合物，具有特殊的生理活性。

如大豆皂素、人蔘皂素、絞股藍皂素和柴胡皂素等的生理功能及藥用價值等方面已有深入研

究。本研究選用石鹼樹樹皮的皂素，是屬於三帖類植物皂素，其結構似類固醇，具有表面活

性之特性。利用石鹼樹皮中的皂素對一些在台灣有著高發生率和高死亡率的腫瘤細胞，包括

肝癌細胞(HepG2、Hep3b)、乳癌細胞(MCF7)、前列腺癌(PC-3)進行藥物細胞毒性試驗，從初

步結果觀察到此種來自石鹼樹樹皮之皂素，以抑制前列腺癌細胞(PC-3)生長的效果最佳。此

外，若以較高濃度劑量的 Saponin 處理前列腺癌細胞(PC-3)，會對細胞引起急性的毒性，在三

小時的處理下觀察到細胞膜呈現萎縮的外型，甚至有漂浮的死細胞。以 trypan blue assay 再次

確認 Quillaja saponin 會抑制人類前列腺癌細胞(PC-3)的生長。在兩株不同類型(androgen

dependent- LNCap 及 androgen indenpent- PC-3)的前列腺癌細胞處理 Quillaja saponin 時，發現

androgen indenpent- 的 PC-3 細胞對於 Quillaja saponin 會有高度的藥物敏感毒性。進一步探討

造成前列腺癌細胞死亡之機制，以 20μg/ml 劑量的 Quillaja saponin 處理下，subploid 的細胞

群落會隨時間增加而增加、染色質濃縮，處理 9 小時後出現 DNA 斷裂等細胞凋亡型態上的

特徵。處理 6 小時測得 caspase-3 的活性，並從蛋白質電泳圖看到活化態 caspase-3 蛋白質出

現，其下游的受質也就是具有修補受損 DNA 功能的 PARP 蛋白質也會受到活化態 caspase-3

的切割作用而出現 85Kda 的蛋白質片段。

接著偵測細胞凋亡時，細胞內的氧化壓力是否增加及粒線體膜電位功能是否喪失，但實

驗結果並沒有偵測到細胞內有過量的活性氧物質及膜電位的下降，因此細胞凋亡的過程並不

是透過細胞氧化的增加所致。

關鍵詞：皂素、石鹼樹皮、前列腺癌細胞(PC-3)、細胞凋亡
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Triterpenoid Saponins from Quillaja bark inhibit PC-3 human prostate cancer cells proliferation
and induce apoptosis

Abstract
Saponin, which are present in plants, have been suggested as possible anticarcinogens. As we

know, soybeans are one of the most important source of dietary saponins and ginseng saponins have
been demonstrated that also can induce apoptosis in many tumor cell lines. Apoptosis play a critical
role in both the normal development and the pathology of a wide variety of tissues and can be
characterized by cytoplasmic shrinkage, nuclear condensation, and DNA fragmentation. Initiation
of apoptosis is controlled by regulation the balance between the death and life signals perceived by
cell. In recent years, the regulation of cell cycle and apoptosis has received much attention as
possible means of eliminating excessively proliferatiing cells.

Quillaja bark saponins, one kind of triterpenoids, have a common steroid-like structure and
possess surface-active characteristics that are due to their chemical structure. In this preliminary
study, we use MTT assay to evaluate the cell viability of several different kinds of tumor cells and
find that Quillaja bark saponins can inhibit tumor cels proliferation especially prostate cancer cell
line, PC-3, and also induce PC-3 cells death through apoptosis, which is examined by sub-G1,
nuclear condensation, and DNA ladder.

Excessively oxidative stress may trigger cell death through mitochondrial dependent apoptosis.
By means of flow cytometry, we find that Quillaja bark saponins don’t cause oxidative stress in
PC-3 cell. As the result, Quillaja bark saponins inducing PC-3 cells death may go through the
mitochondrial-independently apoptotic pathway.

key word: saponins、Quillaja bark、prostate cancer cell line (PC-3)、apoptosis
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Introduction
生藥是我國傳統國粹，國人用來治病已有數千年歷史，而目前有許多文獻顯示自

由基和許多疾病有關，本實驗室一向致力於自由基的研究，而自由基又與許多疾病有

關，因此大部分著重於生藥抗自由基的研究，尤其是超氧陰離子及脂質過氧化作用。

在超氧陰離子實驗中，先以非酵素性產生的超氧離子系統(NADH-PMS-NBT 系統)

來產生超氧陰離子，並加入不同生藥於反應系統看生藥清除超氧陰離子的情形。結果

發現所測試的生藥皆可減弱該反應所產生的自由基。

由於自由基所引起的細胞毒性反應很多，而其中重要也容易測得的是脂質過氧

化，我們做了生藥抑制鼠肝微粒體脂質過氧化的初步實驗。在由微粒體酵素系統引起

脂質過氧化的實驗中，發現脂質過氧化的過程含有多種自由基參與，倘若生藥可以直

接去除超氧陰離子，則可以阻斷 22OH 的生成，以致於 HO 也不能產生而抑制脂質過

氧化的起始反應，因為無法使-- 2CH --形成自由基阻斷了脂質過氧化作用。

除了生藥抗自由基的研究外，近年來更致力於抗癌物的研發，有別於傳統研究上

對於治療癌症藥物只著重於對細胞壞死與細胞毒性之研究，而在殺死癌細胞的同時亦

造成了許多正常的死亡，導致病患在治療過程中造成個體極大的傷害。因而利用計畫

性細胞凋亡的機轉作為治療癌症藥物的發展方向，並著重於天然物對抗癌細胞脂生長

甚至殺死癌細胞。由石鹼樹皮的實驗中，我們發現石鹼樹皮中的皂素能抑制前列腺癌

細胞的生長，並希望進一步研究石鹼樹皮的皂素透過哪一種途徑抑制癌細胞的生長。

由上面的結果可知生藥能減少自由基引起的反應，藉由生藥抗自由基的分析有助於了解生藥

如何去除自由基及脂質過氧化的作用。天然植物中的萃取物含有抗癌的作用，藉由計畫性凋

亡來抑制甚至殺死癌細胞。並期能找到優良的抗癌藥物應用於臨床上。
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前列腺癌(prostate carcinoma)位列歐美癌症發病率的第一位，近年來，其發病率和

死亡率仍有較明顯的上升。雖然中國人前列腺癌的發病率比歐美低得多，但由於近 20

年來飲食習慣的西化趨勢，前列腺癌的發病率也有所增加。根據研究文獻得知，前列

腺癌為美國男性癌症診斷率中的第一位，同時也是致死率第二位的癌症疾病(Wingo et

al., 1997; Greenlee et al., 2001)。就台灣而言，1991 年台灣地區前列腺癌占男性癌症發

生率的第九位、死亡率第十一位；到了 2002 年其發生率與死亡率接爬升至第六位。雖

然就發生率而言，前列腺癌對台灣男性不若美國或西方男性之嚴重。但就台灣而言，

期逐年升高的發生率與死亡率對台灣男性造成的生命威脅是不容忽視的。

目前的臨床治療方法多以荷爾蒙移除(hormone ablation)為第一線的治療，但大部

分的病患最後會對荷爾蒙移除治療出現無效反應，並在臨床上進展成荷爾蒙無效反應

之前列腺癌(hormone refractory carcinoma, HRPC)，一旦進展為 HRPC，大部分的病患

其平均存活時間(survival mediam)約只有一年的時間(Kantoff et al., 1999)。除了荷爾蒙

移除治療外，尚有其他治療策略及藥物可用，然而這些治療並無太大助益。因此開發

治療癌症的新藥為目前刻不容緩的目標，以往的癌症用藥以造成細胞壞死的途徑來殺

死癌細胞，結果亦使正常的細胞大量死亡，導致病患在治療的過程中身體極大的不適。

近年來計畫性細胞凋亡機轉是研究治療癌症藥物的發展方向，若能由天然植物中純化

出有效抗癌化合物，研究其是否可經由計畫性細胞死亡之途徑來抑制細胞之生長甚至

殺死癌細胞，則將有別於傳統研究治療癌症之藥物只有著重於對細胞壞死與細胞毒性

的研究。

在許多植物中都含有皂素(saponin)的成分，皂素對於植物本身所扮演的作用並不

完全清楚，已知能作用於動物細胞及黴菌、細菌等，具有抗微生物、抑制黴菌生長，

以及保護植物免於昆蟲的接觸，因此皂素也被認為是植物的防禦系統，因為這些分子

的保護作用而使皂素有另一個名稱為”phytoanticipins”或”phytoprotectants”(Morrissey

& Osbourn, 1999)。皂素是由 reiterpenoids 或是 steroids 和各種醣類所形成的配醣體，其

非醣體的部分稱為 sapogenin。皂素多為無晶形，若形成溶液震盪後可產生持續性的泡

沫，有苦味跟辛辣味，對冷血動物的毒性較強。Triterpenoids 有 C30H50 的基本骨架，

由六個單位的 isopprene 結合而形成三環到五環的化合物，以 hydrocarbon、alcohol、

aldehyde、ketone、acid 等衍生物形態存在於植物中。Triterpenoids 大部分在 C3 的位置

上具有氫氧基，以 triterpene alcohol 游離存在或和醣類結合成 saponin，若 saponin 水解

後所得到的 triterpene alcohol 稱為 sapogenol(即為 sapogenin 部分)。
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Triterpenoid structure from plant

所以由於本身化學結構上具有表面活性的特性，使其具有抗癌作用(Rao et al.,
1995)。大多具有抑制癌細胞生長的效果(Kuo et al., 2000; Hsu et al., 2000; Mujoo et al.,
2001; Oh et al., 2001)。不同種類植物的皂素成分因其官能基的不同，表現的功能也不

盡相同，例如在中國被譽為百藥之王的人蔘，其萃取物在體內試驗研究上具有抑制多

種癌症生長(Ha and Lee 1985；Kenarova et al., 1990； Lee and Huemer 1971；Odashima
et al., 1985； Yun et al., 1983)，之後的研究對於其內所含的皂素成分對於前列腺癌

LNCaP 癌細胞有抑制增生的作用(Liu et al., 2000)、也具有毒殺腫瘤細胞的能力(Lee et
al., 1999；Park et al., 1997)；日常飲食中的黃豆也含有皂素成分，其皂素的組成具有中

性官能基，是以非細胞毒殺作用方式來抑制腫瘤細胞的生長；反之從 gypsophilla 萃取

的皂素，其 aglycone 部位具有酸性官能基，因此能誘發腫瘤細胞毒殺作用(Sung1 et al.,
1995；Sung2 et al., 1995)；另外大豆的皂素對乳癌細胞也具有抑制生長的作用並能誘發

人類結腸癌細胞發生計劃性凋亡計劃（Oh et al., 2001）。洋槐(Acacia victoriae, Bentham)
所含的皂素成分對於人類腫瘤細胞如 Jurkat cells (人類 T 細胞白血病細胞)有抑制生長

及誘發計劃性細胞凋亡，及抑制 PI3K/Akt 途徑，對 Ras/mitogen-activated protein kinase
cascade 並無作用(Mujoo et al., 2001)。本研究使用的石鹼樹樹皮(Quillaja Bark)的皂素萃

取物具有免疫刺激作用(Chavali1, et al., 1987；Chavali2, et al., 1987) ，並能誘發 IL-6 的

產生(Behboudi et al., 1997)，石鹼樹皮的皂素成分屬於 pentacyclic triterpenoid(含有五環

的 triterpenoid)，其生物活性在基礎研究仍需要積極的探討。因此，本研究的初步研究

結果顯示石鹼樹皮的皂素在幾種本研究的目標是為探討 Quillaja saponin 是否也具有抑

制腫瘤細胞生長，甚至誘發癌細胞凋亡的潛力。透過本研究的努力，找出對抗不同種

類癌症的有效方法。
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Material and method

1. 細胞培養

將人類腫瘤細胞如 PC3 等以 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)培養液培

養於 5%CO2 的 37℃的細胞培養箱中，保持濕度 90%。細胞長滿後，將培養液抽乾，

以 PBS 溶液清洗細胞，加入 3ml 0.05%trypsin-EDTA，至於 37℃2 分鐘後，加入新

鮮的培養液將細胞收集，離心 1000rpm5 分鐘後吸掉培養液，在加入新鮮培養液，

將細胞均勻沖散，依實驗目的的不同，將細胞均勻分配到各種大小的培養皿中。

2. 藥物處理細胞的方法

每次實驗，細胞都經重新換代培養，經過 24 小時的培養後，先吸除原來就的培養

液，藥物以培養液充分混合，加入細胞培養皿，依各種實驗情況在培養箱中放不同

時間。若因藥物作用而懸浮於培養液之細胞仍和固定於培養皿的細胞一起收集分

析。

3. Trypan blue exclusion assay[Freshney, 1994]

細胞以 PBS 洗滌二次後，再以 trypsin-EDTA 處理 2 分鐘，加入培養液，將細胞收

集以 1000rpm 離心 10 分鐘，去除培養液，再加入新鮮的培養液，抽吸細胞使細胞

均勻分布再培養液中，取出 20ml 的細胞液與 20ml 的 0.2% trypan blue 混合均勻，

取出適量的體積置於 hemacytometer 在顯微鏡下觀察，照相並計算呈黑色的死細胞

與成明亮的活細胞的數目。

4. MTT 反應分析[Mosmann,] 1983

細胞培養於 12well 的培養皿上，每個 well 含 50000 個細胞，培養液函各種不同濃

度石鹼樹皮的皂素成分，經各種時間的培養後，將含藥物的培養液吸除，以一倍濃

度的 HBSS 緩衝液洗滌細胞，加入以 PBS 緩衝液配置的 MTT 溶液濃度為 0.5mg/ml，

每個 well 體積 0.35ml，於 37℃培養 5 小時，若細胞粒線體的呼吸作用仍在進行，

則粒線體內的 dehydrogenase 酵素會將 MTT 轉化成紫色的 formazan 化合物結晶，

細胞越健康，粒線體呼吸作用越旺盛，其 dehydrogenase 活性越高，則所形成的紫

色結晶越多，再於培養皿中加入 10%SDS，於 37℃培養 12 小時，將結晶溶解，從

每個 well 取出 0.2ml 至 96well 培養皿中，於 570-630nm 的 microtitre plate reader 測

定吸光值，互相做比較以決定各種濃度的皂素處理後細胞的活性。
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5. Flow cytometry 細胞週期分析[Coligan et al., 1992]

細胞以 4℃的 PBS 洗二次以後，加入 3ml0.1% trypsin-EDTA 置於 37℃，5 分鐘後，

輕拍培養皿底部，加入 7ml 新鮮的培養液以中和掉 trypsin 的作用，以 pipet 小心吸

放使細胞皆成為單一顆粒，以 PBS 清洗並離心 1000rpm 二次，使細胞懸浮於 1ml

的 PBS，取適量的細胞以 hemacytometer 計算細胞數目，以 PBS 調整細胞濃度為一

百萬個/ml，取出 1ml 的細胞置於離心管，1000rpm 離心 5 分鐘，直接倒掉上清液，

輕彈離心管以打散細胞沉澱塊，以 2ml 的 70%酒精一滴一滴加入離心管使細胞均勻

懸浮於酒精中置於 4℃至少 30 分鐘以固定細胞。將細胞以 1000rpm 離心 10 分鐘，

將酒精倒掉，輕震離心管使細胞沉澱成為單一細胞懸浮，加入 0.5ml 的 propidium

iodide(PI; 50mg/ml)染色液，再加入 0.5ml 以回溫的 Rnase-Dnase free 溶液(最終濃度

100units/ml)，小心震動離心管使細胞均勻懸浮，將離心管置於室溫，保持避光狀態

40 分鐘後，以 35μm nylon mesh 過濾樣品，以 FACStar flow cytometer 分析每個細

胞樣品的細胞週期。

6. Flow cytometry 偵測癌細胞早期的計劃性凋亡[Coligan et al., 1992]

細胞以 4℃的 PBS 洗二次後，加入 3ml 0.1% trypsin-EDTA 置於 37℃，5 分鐘後，

輕拍培養皿底部，加入 7ml 新鮮的培養液以中和掉 trypsin-EDTA 的作用，以 pipet

小心吸收使細胞皆成為單一顆粒，以 PBS 清洗並離心 1000rpm 二次，使細胞懸浮

於 1ml 的 PBS，取適量的細胞以 hemacytometer 計算細胞數目，以 PBS 調整細胞濃

度為 106 個/ml，取出 1ml 的細胞置於離心管，加入適量的 FITC-conjugated annexin

與存在於細胞膜表面的 phosphotidyl serine 結合，在 4℃作用 30-45 分鐘，用 4℃的

PBS 清洗細胞二次，1000rpm 離心，去除上清液，約留 50μl 的溶液，避免碰到細

胞團塊，加入 0.5-3ml 的 0.5% paraformaldehyde，並立即輕搖將細胞團塊打散，並

一邊震盪混合，同時一滴一滴地加入 1ml-20℃的 50%ethanol in PBS 溶液。置於冰

箱中 30 分鐘以上以固定細胞，固定之後，離心細胞並吸除酒精溶液，約留 0.5ml

酒精溶液，加入 0.5ml PBS，並打散細胞團塊，然後加入 0.2ml RNase (125 units/ml)，

並在 4℃下作用 30 分鐘，以 PBS 洗滌細胞二次，離心去除上清液，將細胞團塊打

散，並加入 1ml propidium iodide(20μg/ml)，在 4℃溫度下暗室作用至少 1 小時，

然後以 FASCtar flow cytometer 分析早期的計劃性細胞凋亡。

7. DNA 分析[Sambrool et al., 1989]
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去除細胞的培養液，以 PBS 洗滌細胞二次，加入 Molecular Research Center

公司出品的 DNAzol 1 ml，以 rubbor policeman 刮取細胞，放置於 50℃，2 小時後

加入 Dnase free-Rnase A，使其最終濃度為 0.5 mg/ml，繼續放於 50℃ 2 小時，再加

入量的 phenol、chloroform、isoamyl alcohol (比例為 25：24：1)，充分混合 3 分鐘

後，離心 12000rpm 4 分鐘，取出上清液置另一新的離心管內，加入等量體積的

isopropanol 與十分之一量體積的 3M NaOAc，溫和搖晃數下，冰於 4℃，15 分鐘使

DNA 析出，取出離心管於 12000rpm 離心 15 分鐘，去除上清液，沉澱物為 DNA，

將沉澱物於空氣中乾燥，加入 50μl 的 TE 緩衝液溶解 DNA，以 260 及 280nm UV

波長的 spectrophotometer 測 DNA 濃度，各個實驗組細胞 DNA 取等量 2ml 的 DNA

loading dye 混合後，加至一倍 TAE 電泳液製備的 2% agarose 電泳凝膠的孔洞內，

以 100 伏特的電壓在一倍 TAE 電泳液中，電泳至 DNA loading dye 移至電泳凝膠的

底部，將電泳凝膠取出放置於含 ethium bromide 的溶液中 20 分鐘，再以二次去離

子水清洗電泳凝膠 20 分鐘後，將電泳凝膠放在 UV 放射盒上，以短波長的 UV 照

射，並照相保存。

8. Western blotting 分析細胞蛋白質的表現[Sambrook et al., 1989]

將細胞以 4℃的 PBS 洗滌二次，加入 lysis buffer (2.5 mM Tris-HCl, pH 7.2, 0.1%

SDS, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.15M NaCl, 1mM EDTA, 1mM

PMSF, 10mg/ml aprotinin, 1mM sodium orthovanadate 5 mg/ml leupeptin)，以 rubbor

policeman 刮碎並溶解細胞，將此細胞溶解液取至 1.5 ml 的微量離心管中，震盪 1

分鐘，再於 12000rpm 離心 10 分鐘，取上清液，以 Bio-Rad protein assay kit 來測定

蛋白質的濃度，並將剩餘的蛋白質萃取液置於-70℃保存。

將蛋白電泳片裝置在電泳槽上，並填滿 Tris-glycine 電泳緩衝液，等待蛋白質樣

品的填入。取 100μg 的蛋白質溶液，加入等體積的二倍濃度之 SDS/protein loading

buffer，於 100℃煮沸 10 分鐘，冷卻後將蛋白質樣品放置每個 well 中，先固定電壓

在 50 伏特，待蛋白質樣品跑到距離底部約 0.5 公分時，停止電泳並進行蛋白質電

泳轉印。先剪取一張 nitrocellulose paper，先以甲醇浸濕，在用水將 paper 洗淨，連

同二張 3 M paper 放入 protein transfer buffer 中浸濕。操作時的順序由下而上依次

為 3M paper，nitrocellulose paper，SDS-PAGE gel，3M paper，輕微壓除夾在其中的

氣泡，放入轉印槽內，將轉印槽置於 4℃冰櫃中，以 600 微安培電流進行蛋白質的

轉移，4 小時後，將 nitrocellulose paper 取出，放置於含 1% BSA 的 PBS blocking
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solution 中，於室溫緩慢搖晃 2 小時，再放到含一次抗體的 blocking solution 中，於

室溫緩慢搖晃 1 小時，以 washing buffer(10mMTris-base, pH7.5, 100mM NaCl, 0.1%

Tween 20)洗滌 nitrocellulose paper 3 次，每次 20 分鐘，加入以 blocking buffer 稀釋

含有 peroxidase 的 2 次抗體，在室溫培養 1 小時，再以 washing buffer 洗滌

nitrocellulose paper 3 次，每次 20 分鐘，將 nitrocellulose paper 置於含有 0.05%的

insoluble chromogen diaminobenzedine (DAB)與 0.02% H2O2 的 PBS 中呈色。此外，

nitrocellulose paper 可用 Coomassie Brilliant blue R250 溶液染色 10 分鐘後，再以含

30%的甲醇和 10%的醋酸退染液退染，可使 nitrocellulose paper 上蛋白質被染色而

可檢視每個實驗組的蛋白質是否一致。

9. 免疫墨點法

轉印好蛋白質的 PVDF membrane 先置於 blocking solution 中，在 4℃下用軌道式震

盪器均勻擺動 12-18 小時，以競爭掉非特異性蛋白質的結合反應。之後用 blocking

solution 做為溶劑，將欲測蛋白質的一次抗體稀釋到適當的作用濃度，再加到

blocking 好的 PDVF membrane，使其均勻擺動一小時，此時欲測蛋白質已接上一

次抗體，再以 0.1% PBST 溶液清洗四次，每次 15 分鐘，以去除未接上、多餘的一

次抗體。之後依照一次抗體的種類，加入特異性的二次抗體，在室溫下使用軌道式

震盪器均勻擺動一小時，之後在同樣再以 0.1% PBST 溶液清洗四次，每次 15 分鐘，

以去除未接上一次抗體的二次抗體，同時也減少非特異性的結合的出現。由於使用

的 二 次 抗 體 上 所 接 的 式 horse-radish peroxidase 可 以 催 化 ECL

(enhanced-chemiluminescence)發出化學冷光，由此系統可偵測蛋白質訊息表現強

弱。首先將 ECL 溶液中 luminol reagent 與 oxidizing reagent 以體積 1：1 等比例混

合，再將含有蛋白質之 PVDF membrane 正面沾染混合好的 ECL 溶液，並確定 PVDF

membrane 正面完全沾到 ECL 溶液之後，將 PVDF membrane 夾在兩片投影片之中，

並確定沒有氣泡產生，於暗房內使用 Kodak BioMax light film 壓片、洗片，視蛋白

質訊息所表現出的化學冷光強弱來決定壓片時間的長短，整個動作最好在 20 分鐘

內完成，最後透過底片即可檢視細胞內欲測定蛋白質的變化量。

10. 免疫墨點法分析蛋白質的變化量

將轉印好蛋白質的 PVDF membrane 先置於 blocking solution 中，在 4℃下用軌

道式震盪氣均勻擺動 12-18 小時，以競爭掉非特異性蛋白質的結合反應。之後用
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blocking solution 作為溶劑，將預測蛋白質的一次抗體稀釋到適當的作用濃度，再

加到 blocking 好的 PVDF membrane，使其均勻擺動一小時，此時欲測蛋白質已接

上一次抗體，再以 0.1%PBST 溶液清洗四次，每次 15 分鐘，已去除未接上、多餘

的一次抗體。之後依照一次抗體的種類，加入特異性的二次抗體再室溫下使用軌道

式震盪氣均勻擺動一小時，之後同樣再以 0.1%PBST 溶液清洗四次，每次 15 分鐘，

已去除未接上一次抗體的二次抗體，同時也減少非特異性的結合的出現。由於使用

的 二 次 抗 體 上 所 接 的 式 horse-radish peroxidase (HRP) ， 可 以 催 化 ECL

(enhanced-chemiluminescence)發出化學冷光，由此系統可偵測蛋白質訊息表現強

弱。首先將 ECL 溶液以體積 1：1 等比例混合。再將含有蛋白質之 PVDF membrane

正面沾染混合的 ECL 溶液，並確定 PVDF membrane 正面完全沾到 ECL 溶液之後，

將 PVDF membrane 夾在兩片投影片之中，並確定無氣泡產生，之後在暗房使用

Kodak BioMax light film 壓片、洗片，視蛋白質訊息所表現出的化學冷光強弱來決

定壓片時間的長短，整個動作將於 20 分鐘內完成，最後透過底片即可檢式細胞內

預測蛋白質的變化量。

11. 利用流式細胞儀分析細胞內粒線體膜電位(mitochondrial transmembrane potential)

(Johnson LV et al., 1980)

原理：Rhodamine 123 (RH123) 是一種親脂性、陽離子性、穩定性高和缺乏毒性的

螢光染劑，而且可以自由通透細胞膜，並專一性的堆積於維持負電荷環境的粒線體

中，當粒線體膜電位約-180mV 時，Rh123 再粒線體的濃度可能式細胞質的三次方

強，因此可用 Rh123 攝入的情形來偵測活細胞內粒線體內外膜電位的差異。另外

Rh123 只需低濃度即可偵測到或細胞內粒線體的功能極力現體的膜電位。因此可利

用流式細胞儀來偵測細胞內膜電位的變化。

實驗步驟：將細胞依 5×105 起始細胞濃度培養在 6cm 的 culture dish 中，24 小時後

去除原培養液，加入已知不同濃度含有石鹼 saponin 之新鮮培養液，經過不同時間

點的培養後，再各時間點的前三十分鐘，於 5ml 樣本液中加入 2.5μl 10 mM

Rh123，使其最終濃度為 5μM，混合均勻後再置入 37℃、5%CO2的培養箱中培養

三十分鐘，時間一到，開始收集全部的細胞至 15ml 離心管。首先，先收集樣本液

並用一倍的 PBS 緩衝液清洗兩次，洗去細胞表面上的血清分子，再加入 1ml

trypsin-EDTA，於 37℃、5%CO2 的培養箱中培養五分鐘，待細胞完全脫離 culture

dishes，形成懸浮太后，再將剛才收集再 15ml 離心管的樣本液加入原先的 culture
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dishes，以其中的血清分子中和 trypsin-EDTA 的作用，並將細胞和所有溶液直接收

集於 15ml 離心管，在室溫下 1500rpm 離心五分鐘，去除上清液，輕震離心管以打

散細胞，並用 5ml 的 PBS 緩衝液清洗細胞，之後將細胞液轉移至含有 2.8μl 的 1

mg/ml PI。因為是偵測活細胞，所以要盡快上機，然後以 FASCtar flow cytometer

分析細胞內粒線體膜電位。

12. 利用流式細胞儀分析細胞內過氧化物的生成量(Johnson I, 1998)

原理：2’, 7’-dichlorodohydrofluorescein diacetate(H2DCF-DA)是一種穩定的、沒有螢

光的化學物質，由於其含有兩個親脂性基團而呈現非極性，固可以自由通透細胞膜

而進入細胞內。進入細胞後，會被細胞內的 esterase 進行 deacetylation 去掉兩個乙

基，形成具有極性的 2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein (H2DCF)，因此無法穿透細胞

膜而留在細胞內，一般可以穩定存在細胞內數個小時。當細胞產生hydrogen peroxide

時，其會快速的氧化 H2DCF 丟掉一個氫原子，形成了能夠發螢光的 2’,

7’-dichlorofluorescein (DCF)，因此可利用流式細胞儀來偵測細胞內過氧化物的生成

量，雷射激發波長為 488nm，DCF 的放射螢光波長為 529nm。實驗步驟與過程如

第十一點所述，其中不同的是：在各時間點的前三十分鐘，於 5ml 樣本液中加入 5

μl 10mM H2DCF-DA，使其最終濃度為 10μM，混合均勻後再置入 37℃、5%CO2

的培養箱中培養三十分鐘。

13. 利用流式細胞儀分析細胞內超氧陰離子的生成量(Johnson I, 1998)

原理：dihydroethidium (dihydroethidine, HE)是一種經化學方式還原螢光染劑，而且

可以自由通透細胞膜，在細胞質呈現藍色螢光，一但細胞內產生 superoxide anion。
便會將 HE 反應成 ethidium，並會嵌入在 DNA 中而且呈現紅色螢光。因此可利用流

式細胞儀來偵測細胞內超氧陰離子的生成量，雷射激發光波波長 488nm，ethidium
的放射螢光波長 605nm。此外，當氧化物是 superoxide anion，而不是 O2、H2O2、

HOCl 或 ONOO-時便會快速的將 HE 氧化成 Ethidium，因此，HE 可用來當作細胞內

超氧陰離子生成的指標。實驗步驟與過程如第十一點所述，其中不同的是：在細胞

液轉移至康試管中時，不需要在康試管事先加入 PI，因為 ethidium 和 PI 的放射螢

光之主要波長範圍重複，容易造成干擾，而無法判讀出正確的結果。另外 HE 是以

99.9%absolute ethanol 溶劑配製成 10mM，並保存於-20℃冰箱備用。
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Result

Fig. 1 Effects of Saponin in the viability of different cell lines (PC-3; MCF7; Hepa3B; HepaG2).
The cells were treated with indicated doses of Saponin for 48 hrs. The viability was measured by
the MTT assay. Medium served as the vehicle of Saponin. The data were compared with the

untreated groups of each cell line. Each bar represents the mean standard deviation (n=4).
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Fig. 2 Morphalogy of Saponin treated- and untreated- PC3 cells. The untreated- and Saponin (20

g/ml; 40g/ml) treated- PC 3 cells at 3 h were viewed under a light microscope. Morphological
difference between the untreated- and saponin (20 g/ml; 40g/ml) treated- PC 3 cells. The round
and suspended cells were observed in the sapnin (40 g/ml; 3h) treated- cells. Results are from one
experiment that is representative of three similar experiments. (3h: magnification × 100)
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Fig. 3. Effects of Quillaja saponin on the proliferation (A) and cell viability (B) of PC 3 cells. Cells
were seeded in DMEM with 10% FBS at 2.5´105 cells per well in 6-well culture plates. After 24
hours, the cells were treated with indicated doses of Quillaja saponin for 12, 24, and 48h.
Subsequently, the cells were enumerated using a hemocytometry, and the number of viable cells
was determined by trypan blue assay. Cell viability was calculated as the ratio between the number
of the treated cells and the number of untreated cells. Values are means ± SD for two independent
experiments performed in duplicate.
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Fig. 4. Effects of Saponin on the viability of different cell lines (PC3 ; LNCaP). The cells were
treated with indicated doses of Saponin for 48 h. The viability was measured by the MTT assay.
Medium served as the vehicle of Saponin. The data were compared with the untreated groups of
each cell line. Each bar represents the mean±standard deviation(n=4).
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Fig. 5. Effects of Quillaja Saponin on the viability of human normal gingival fibroblasts. The cells
were treated with indicated doses of Quillaja saponin for 48 h. The viability was measured by the
MTT assay. Medium served as the vehicle of Quillaja saponin. The data were compared with the
untreated groups of each cell line. Each bar represents the mean ± standard deviation(n=4).
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Fig. 6. Effects of Quillaja saponin on cell size and granularity of PC 3 cells. The untreated- and
Quillaja saponin treated- PC 3 cells at 1-48 h were collected and stained with PI as described in the
Materials and Methods and analyzed by flow cytometry. Results are from one experiment that is
representative of three similar experiments.( Quillaja saponin：20 mg/ml)
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Fig. 7. Effects of Quillaja saponin on the cellular DNA content. The untreated- and Quillaja
saponin treated- PC 3 cells at 1-9 h were collected and stained with PI as described in the Materials
and Methods. Following flow cytometric analysis, cellular DNA profile was further analyzed by the
CellQuest software. Data represent the percentage of cell counts displaying a hypoploid DNA
population.Results are from one experiment that is representative of three similar
experiments.( Quillaja saponin：20 mg/ml)
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Fig. 8. Effects of Quillaja saponin on the percentage of apoptosis population in PC 3 cells. The
untreated- and Quillaja saponin treated- PC 3 cells at 12-48 h were collected and stained with PI as
described in the Materials and Methods,and analyzed by flow cytometry. Data are presented as
percentage of gated cells in sub-G1 phase. Values are means ± SD for one of three similar
experiments
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Fig. 9. Effects of Quillaja saponin on the morphology of nuclear chromatin. The untreated- and
Quillaja saponin ( 20 mg/ml ) treated-PC 3 cells at 9 h and 12 h were fixed and stained as described
in the Materials and Methods. Morphological changes of nuclear chromatin were then viewed under
a fluorescence microscope. The nuclei feature of control cells showed the round and homogeneous
nuclei ; whereas apoptotic cells (arrows) showing condensed and fragmented nuclei were observed
in the Quillaja saponin-treated cells. Results are from one experiment that is representative of three
similar experiments. ( 9 h : magnification ´ 200 ; 24 h : magnification ´ 150 )
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A B

Fig. 10. The expression of DNA ladder in Quillaja saponin-treated PC3 cells were characterized by
agarose gel electrophoresis. The untreated- and Quillaja saponin ( 20 mg/ml )treated- PC 3 cells at
（A）：12- 48 h;（B）：3- 9 h, were collected, and the DNA fraction were prepared as described in

Materials and Methods. The formation of DNA ladder induced by Quillaja saponin in PC 3 cells.
Results are from one experiment that is representative of three similar experiments.
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Caspase-3 relative activities in saponins
treated- PC 3 cells
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Fig. 11. Effects of Quillaja saponin on the caspase 3 activity in PC 3 cells. The untreated- and
Quillaja saponin (20 mg/ml) treated- PC 3 cells at 3-12 h were collected and the proteins were
prepared as described in Materials and Methods. The activities of caspase-3 were assessed by
chromogenic caspase-3 assay kit. The relative activities of different time courses. The total protein
(100 mg ) were used to measure the caspase activity. The caspase activity was measured by ELISA
reader.
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Fig. 12. Effects of Saponin on the expression of PARP and cleaved caspase-3 protein in PC 3 cells.
The untreated- and saponin treated- PC 3 cells at 6-12 h were collected, the proteins were prepared
as described in materials and Methods. Fifty micrograms of protein per lane were separated by 10
% polyacrylamide gel electrophoresis. PARP and cleaved caspase-3 proteins were determined
individually by western blotting using specific antibody, and were visualized on X-ray film by
chemiluminescence. Results are from one experiment that is representative of three similar
experiments.
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Fig. 13. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular peroxides in PC 3 cells. The
untreated- and Quillajasaponin (20 g/ml) treated - PC 3 cells at 1-2 h were collected and stained
in Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of intracellular
peroxides was further estimated by the CellQuest software. (A) Cell size and granularity of PC 3
cells ; FSC：forward angle light scatter ; SSC：side angle light scatter. (B) The average fluorescence

intensity of cells. The mean values reflect the generation of intracellular peroxides. Results are from
one experiment that is representative of three similar experiments. (Positive control：H2O2 0.5

mM )
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Fig. 14. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular peroxides in PC 3 cells. The
untreated- and Quillaja saponin (20g/ml) treated- PC 3 cells at 1-2 h were collected and stained in
Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of intracellular
peroxides was further estimated by the CellQuest software. The average fluorescence intensity of
cells. The mean values reflect the generation of intracellular peroxides. Each plot is shown as means
SD of results from one of three similar experiments. (Positive control：H2O2 0.5 mM )
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Fig. 13. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular peroxides in PC 3 cells. The
untreated- and Quillaja
saponin (20 g/ml) treated - PC 3 cells at 1-2 h were collected and stained in Materials and
Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of intracellular peroxides was further
estimated by the CellQuest software. (A) Cell size and granularity of PC 3 cells ; FSC：forward
angle light scatter ; SSC：side angle light scatter. (B) The average fluorescence intensity of cells.

The mean values reflect the generation of intracellular peroxides. Results are from one experiment
that is representative of three similar experiments. (Positive control：H2O2 0.5 mM )
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Fig. 14. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular peroxides in PC 3 cells. The
untreated- and Quillaja saponin (20 g/ml) treated - PC 3 cells at 1-2 h were collected and stained
in Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of intracellular
peroxides was further estimated by the CellQuest software. The average fluorescence intensity of
cells. The mean values reflect the generation of intracellular peroxides. Each plot is shown as means
SD of results from one of three similar experiments. (Positive control：H2O2 0.5 mM )
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Fig.15. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular superoxide anion in PC 3 cells.
The untreated- and Quillaja saponin (20 mg/ml) treated- PC 3 cells at 1-9 h were collected and
stained in Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of superoxide
anion was further estimated by the CellQuest software. (A) Cell size and granularity of PC 3 cells ;
FSC：forward angle light scatter ; SSC：side angle light scatter. (B) The average fluorescence

intensity of cells. The mean values reflect the generation of intracellular superoxide anion. Results
are from one experiment that is representative of three similar experiments. ( Positive control:
Menadione 1 mM )
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Fig. 16. Effects of Quillaja saponin on generation of intracellular superoxide anion in PC 3 cells.
The untreated- and Quillaja saponin (20 mg/ml) treated- PC 3 cells at 1-2 h were collected and
stained in Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation of
intracellular superoxide anion was further estimated by the CellQuest software. The average
fluorescence intensity of cells. The mean values reflect the generation of intracellular superoxide
anion. Each plot is shown as means ± SD of results from one of three similar experiments. ( Positive
control: Menadione 1 mM )
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Fig. 17. Effects of Quillaja saponin on mitochondrial transmembrane potential (m) in PC 3
cells. The untreated- and Quillaja saponin (20g/ml) treated- PC 3 cells at 2-10 h were collected

and stained in Materials and Methods. Following flow cytometric analyis, the change of m was
further estimated by the CellQuest software. (A) Cell size and granularity of PC 3 cells ; FSC：
forward angle light scatter ; SSC：side angle light scatter. (B) Data represent the percentage of cell

counts displaying a abnormal m . Results are from one experiment that is representative of three
similar experiments.
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Fig. 18. Effects of Quillaja saponin on generation of mitochondrial transmembrane potential (m)
in PC 3 cells. The untreated- and Quillaja saponin (20g/ml) treated- PC 3 cells at 1-9 h were
collected and stained in Materials and Methods. Following flow cytometric analysis, the generation
of superoxide anion was further estimated by the CellQuest software. The relative fluorescence
intensity of cells. Fluorescence intensity of the treated cells is shown as percentage relative to the

untreated cells. Each plot is shown as means SD of results from one of three similar experiments.
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Discussion
在本報告中，使用來自石鹼樹樹皮中的皂素先對一些在台灣有著高發生率及高死亡率的

腫瘤細胞，包括肝癌(HepG2, Hep 3b)、乳癌(MCF-7)、前列腺癌(PC-3)進行藥物細胞毒性試驗，

結果觀察到此種來自石鹼樹樹皮之皂素，與其他像是人參、大豆、甘草等來源的皂素，具有

抑制癌細胞生長的效果(Lee et al., 1999, 2000; Liu et al., 2000; Park et al 1997)，而且又以抑制前

列腺癌細胞(PC-3)生長的效果最佳。此外，若以較高濃度劑量的 Saponin 處理(40g/ml)前列腺
癌細胞，對細胞引起急性的毒性，在三小時的處理下觀察到細胞膜呈現萎縮的外型，甚至漂

浮的死細胞，之後 trypan blue assay 的結果也再次肯定 Quillaja Saponin 會抑制人類前列腺癌

細胞的生長。而在兩株不同類型(androgen dependent-及 androgen-independent-)的前列腺癌細胞

皆處理 Quillaja Saponin 時，發現 androgen dependent-的 LnCap 細胞有增生的情況，在劑量高

達 40g/ml 仍會造成細胞死亡，而 androgen independent 的 PC3 對於 Quillaja Saponin 會有高
度的藥物敏感毒性。至於較高劑量的 Quillaja Saponin 處理下，屬於 androgen dependent-的
LnCap 細胞，仍會出現細胞生長受到抑制的現象，推測此種結果，可能是由於 androgen
dependent-的 LnCap 細胞在其生長上需要有 androgen 此種荷爾蒙，而屬於 triterpenoid 類的

Saponin，結構上類似 sterol，可能是 LnCap 細胞膜上的 androgen 接受器，對於 Quillaja Saponin
有些許的親和力，因此造成較低濃度的處理時會有增生的現象；而高濃度處理下，在兩株前

列腺癌細胞均有抑制癌細胞生長的情形，且 PC3 細胞更具有高度的藥物敏感毒性，推測其原

因，可能是具有親脂性端的 Saponin，在高濃度下會(1)增加嵌入細胞膜的機率，(2)在細胞膜

上聚集形成孔洞，如此一來，細胞膜上的結構受到破壞，因此加速細胞走向死亡的途徑。

在得到Quillaja Saponin對於屬於 androgen independent的前列腺癌細胞具有較高的藥物毒

性後，進一步探討其對細胞造成死亡的方式，結果觀察到染色質的濃縮以及 DNA 斷裂的發

生等細胞凋亡型態上的特徵，因此可以知道此種藥物毒性引起死亡的方式是細胞進行細胞凋

亡的型態。在 Quillaja Saponin 處理 9 小時即會發生細胞凋亡的現象，6 小時可測得 caspase-3
的活性，並從蛋白質電泳圖也可看到活化態 caspase-3 蛋白質的出現，而其下游的受質也就是

具有修補受損 DNA 功能的 PARP 蛋白質也受到活化態 caspase-3 的切割作用而出現 85kDa 的

蛋白質片段。因而確認引起 PC-3 細胞死亡的方式是經由進行細胞凋亡路徑。

然有越來越多的研究指出大部分的細胞凋亡過程中，粒線體膜電位有下降及粒線體功能

喪失的情況產生(Chen et al., 2000; Chang et al., 2002)，並且可能是因為細胞內出現氧化壓力所

致(Haridas et al., 2001)。因此我們也進一步偵測，是否由於細胞內氧化壓力的驟增及粒線體膜

電位功能喪失，而出現細胞凋亡的情形。但經由流式細胞儀技術和特殊染劑的輔助下，並未

偵測到細胞內有過量的活性氧物質產生，包括 peroxides 及 super oxide anion。粒線體膜電位

也並未改變。

在此篇結果中，我們得到 Quillaja Saponin 也是具有抑制癌細胞生長的能力，包括肝癌、

乳癌、前列腺癌，而且人類前列腺癌 PC-3 對於石鹼樹皮之 Saponin 具有高度藥物敏感毒性。

希望藉由初步的研究結果，能提供石鹼皂素作為中草藥在抑制癌細胞生長研究上的科學依

據。且對於現今荷爾蒙移除治療失效的 HRPC(hormone refractory prostate cancer)來說，積極尋

找及研究新的治療藥物上，Quillaja Saponin 可能是治療上的新研究選擇對象。



32

Reference
Ashkenazi, Av; Dixit. Vishva M: Apoptosis control by death and decoy receptors. Current Option in

cell Biology 11, 255-260, 1999.

Behl C, Apoptosis and Alzheimer’s disease. J. Neural Trasm. 107, 1325-44, 2000.

Benaira M, Induction of mutations by replication of MDA-modified M13 DNA formutagenesis, and
types of mutation induced. Carcinogenesis, 16, 93-99, 1955.

Benov L, Sztejnberg L, Fridovich I, Critical evaluation of the use of hydroethidine as measure of
superoxide anion radical. Free Radic. Biol. Med. 25, 826-831, 1998.

Blanc c, Deveraux Ql, Krajewski S, Jänick RU, Porter AG, Reed JC, Jaggi R. and Marti A.
Caspase-3 is essential for procaspase-9 processing and cisplatin-induced apoptosis of MCF-7
breast cancer cells. Cancer Res. 60: 4386-4390, 2000.

Bone D. How DNA-repair pathways may affect cancer rsik. Lancet, 351(9095), 42, 1998.

Bortner CD, Cidlowski JA. Cellular mechanisms for the repression of apoptosis. Annual Review of
Pharmacology & Toxicology. 42: 259-81, 2002.

Breen Ap, Murphy JA. Reactions of oxyl radicals with DNA. Free Radic. Biol. Med., 18, 1033-77,
1995.

Carmichael J, Degraff WG, Gazdar AF, Minna JD, Mitchell JB. Evaluation of a tetrazolium-base
semiautomated colormetric assay: assessment of chemosensitivity testing. Cancer Res. 47, 936-42,
1987.

Chang WH, Chen CH, Gau RJ, Lin CC, Tsai CL, Tsai K, Lu Fj. Effect of baicalein on apoptosis of
the human Hep G2 cell line was induced by mitochondrial dysfuction. Planta Medica, 68, 1-5,
2002.

Chen CH, Huang LL, Huang CC, Lin CC, Lee Y, Lu Fj. Baicalein, a novel apoptosic agent for
human cell lines: a potential medicine forhepatoma. Nutrition & Cancer. 38(2): 287-95, 2000.

Cotman CW, Whittemore ER, Watt JA, Anderson AJ, Loo DT. Possible role of apoptosis in
Alzheimer’s disease. Ann. N. Y. Acad. Sci., 747, 36049, 1994.

Daniel PT, Wieder T, Sturm I, Schulze-Osthoff K. The kiss of death: promises and failures of death
receptors and ligands in cancer therapy. Leukemia 15, 1022-32, 2001.



33

Darley-Usmar V, Wiseman H, Halliwell B. Nitric oxide and oxygen radicals: a question of balance.
FEBS Lett. 369, 131-35, 1995.

Eastman A. Survival factors, intracellular signal transduction, and the activation of endonuclease in
apoptosis. Semins in Cancer Biol. 6, 45-52, 1995.

Eastman A, Rigas JR. Modulation of apoptosis signaling pathways and cell cycle regulation.
Seminars in Oncology. 26(5 Suppl 16): 7-16; discussion 41-2, 1999.

Griffith, Thomas S, Lynch, David H. TRAIL: a molecule with multiple receptors and control
mechanisms. Current Opinion in Immunology 10, 559-62, 1998.

Grelee RT, Hill-Harmon MB, Murray T, Thun M. Cancer statistic. Cancer J. Clin. 51, 15-36, 2001.

Green DR, and Reed JC. Mitochondria and apoptosis . Science. 281, 1309-12, 1998.

Hale AJ, Smith CA, Sutherland LC, Stoneman VE, Longthorne VL, Culhan AC, and Williams GT.
Apoptosis: molecular regulation of cell death. Eur. J. Biochem. 236, 1-26, 1996.

Halliwell B. Gutteridge JMC. Free Radical in Biology and Medicine. Claredon press, oxford, 1990.

Ho YS, Wang YJ, and Lin JK. Induction of p53 and p21/WAF1/CIP1 expression by nitric oxide and
their association with apoptosis n human cancer cells. Molecular Carcinogenesis 16, 20-31, 1996.

Hsu MJ, Cheng JS, and Huang HC. Effect of saikosaponin, a triterpenoid saponin, on apoptosis in
lymphocytes: association with c-myc, p53, and bcl-2 mRNA. Br. J. Pharmcol. 121, 1285-93,
2000.

Ishizaki Y. Physiological functions of programmed cell death. Seikagaku. 70, 365-70, 1998.

Janero DR, Malondialdehyde and thiobarbituric acid-reactivity as diagnostic indices of lipid
peroxidation and peroxidative tissue injury. Free Radic. Biol. Med. 9, 515-40, 1990.

Johonson I, Walsh ML, Chen LB, Localization of mitochondria in living cells with rhodamine 123.
Proc. Natl. Acad Sci. USA 77, 990-4, 1980.

Kantoff PW, Halabi S, Conaway M, Picus J, Kirshner J, Hars V, Trum D, Winer EP, Vogelzang NJ.
Hydrocortisone with or without mitoxantrone in men with hormone-refractory prostate cancer:
results of the Cancer and Leukemia Froup B 9182 study. J. Clin. Oncol. 17, 2506-13, 1999.



34

Karnosky MJ. Cytochemistry and reactive oxygen species: a retrospective. Histochemistry, 102,
15-27, 1994.

Kerr JFR, Winterford CM and Harmon BV. Apoptosis. Cancer 73, 2013-26, 1994.

Kirsch DG, Doseff A, Chau BN, Lim DS, Souza-Pinto NC, Hansford R, Kastan MB, Lazebinik YA,
and Hardwick JM. Caspase-3-dependent cleavage of bcl-2 promotes release of cytochrome C. J.
Biol. Chem. 274, 21155-61, 1999.

Krajewski S, Krajewska M, Ellerby LM, Welsh K, Xie Z, Deveraus QL, Salvesen GS, Bredesen DE,
Rosenthal RE, Fiskum G, and Reed JC. Release of caspase-9 from mitochondria during neuronal
apoptosis and cerebral ischemia. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 5752-7, 1999.

Kuo KW, Hsu SH, Li YP, Lin LF, Chang LC, Lin CC, Lin CN, Sheu HM. Anticancer activity
evaluation of the solanum glycoalkaloid solamargine. Triggering apoptosis in human hepatoma
cells. Biochemical Pharmacology. 60: 1865-73, 2000.

Lee SJ, Ko WG, Kim JH, Sun JH, Lee SJ, Moon CK, Lee BH. Induction of apoptosis by a novel
intestinal metabolite of ginseng saponin via cytochrome c-mediated activation of caspase-3
protease. Biochemical Pharmacology. 60, 667-85, 2000.

Lee SJ, Sung JH, Lee SJ, Moon CK, Lee BH. Antitumor activity of a novel ginseng saponin
metabolite in human pulmonary adenocarcinoma cells resistant to cisplatin, 144(1), 39-43, 1999.

Li P, Nijhawan D, Budihardjo I, Srinivasula SM, Ahmad M, Alnemeri ES, and Wang X.
Cytochrome c and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 complex initiates an apoptotic
protease cascade. Cell. 91, 479-89, 1997.

Liu X, Kim CN, Yang J, Jemmerson R, and Wang X. Induction of apoptotic program in cell-free
extracts: requirement for dATP and cytochrome c. Cell, 86, 147-57, 1996.

Liu WK, Xu SX, Che CT. Anti-proliferative effect of ginseng saponins on human prostate cancer
cell line. Life Science. 67, 1297-1306, 2000.

Lockkerr JFR, Wylie AH, and Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer. 26, 239-57, 1972.

Lockshin RA, Beaulaton J. Programmed cell death. Life Science, 15, 1549-65, 1974.



35

Majno G, Joris I. Apoptosis, oncosis and necrosis: An overview of cell death. Am J. Patho. 146,
3-15, 1995.

Mujoo K, Haridas V, Hoffman JJ, Wachter GA, Hutter LK, Lu Y, Blake ME, Jayatilake GS, Bailey
D, Mills GB, Gutterman JU. Triterpenoid saponin from acacia victoriae (bentham) decrease tumor
cell proliferation and induce apoptosis. Cancer Research. 61, 5486-90, 2001.

Oh YJ, Sung MK. Soybean saponins inhibit cell proliferation of HT-20 human colon
adenocarcinoma cells. Nutrition and Cancer 29, 132-38, 2001.

Park JA, Lee KY, Oh YJ, Kim KW, Lee SK. Activation of caspase-3 protease via a Bcl-2 insensitive
pathway during the process of ginsenoside Rh2-induce apoptosis. Cancer Letters, 121, 73-81,
1997.

Perry GN, Nunomura A, Lucassen P, Lassmann H, Smith MA. Apoptosis and Alzheimer’s disease.
Mol. Neurobiol 10, 19-45, 1995.

Ramadevi Nimmanapalli, Charles L, Perkins, Marianagelli Orlando, Erica O’Bryan, Diep Nguyen
and Kapil N. Bhallal. Pretreatment with paclitaxel enhances Apo-2 ligand/tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand-induced apoptosis of prostate cancer cells by inducing
death receptors 4 and 5 protein levels. Cancer Research 61, 759-63, 2001.

Reed JC. Mechanisms of apoptosis avoidance in cancer. Curr. Opin. Oncol. 11, 68-75, 1999.

Reed JC. Cytochrome c: can’t live with it- can’t live without it. Cell, 91, 559-562, 1997.

Rembish SJ, Trush MA. Further evidence that lucigenin-ferived chemiluminesence monitors
mitochondrial superoxide generation in rat alveolar macrophages. Free Radic. Biol. Med. 17,
117-26, 1994.

Samali A, Gorman AM, Cotter TG. Apoptosis-the story so far…… Experientia. 52, 933-39, 1996.
Sambrook J, Fritsch EF, and Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual, 2nd ed. Cold

Spring Harbor, NY, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989.
Saraste, A, Pulkki K. Morphologic and biochemical hallmarks of apoptosis. Cardiovasc. Res. 45,

528-37, 2000.

Schwartzman RA, Cidlowski JA. Apoptosis: the biochemistry and molecular biology of
programmed cell death. Endocrine Rev. 14, 133-51, 1993.

Sung MK, Rao AV. Saponins as anticarcinogens. J. Nutr. 125, 717S-724S, 1995.



36

Susin SA, Lorenzo HK, Zamzami N, Marzo I, Brenner C, Larochette N, Prevost MC, Alzari PM,
and Lroemer G. Mitochondrial release of caspase-2 and –9 during the apoptic process. J. Exp.
Med. 189, 381-94, 1999.

Telford WG, King LE, Fraker PJ. Rapid quantitation of apoptosis in pure and heterogeneous cell
populations using flow cytometry. Journal of Immunological Method. 172, 1-16, 1994.

Thornberry NA, Rano TA, Peterson EP, Rasper DM, Timkey T, Garcia-Calvo M, Houtzager VM,
Nordstrom PA, Roy S, Vaillancourt JP, Chapman KT, and Nicholson DW. A combinatorial
approach defines specificities of members of the caspase family and granzyme B. functional
relationships established for key mediators of apoptosis. J. Biol. Chem. 272, 17907-17911, 1997.

Tompson CB. Apoptosis in the pathogenesis and treatment of disease. Science 267, 1456-62, 1995.

Wang, Kevin KW. Calpain and caspase: can you tell the difference? Trends in Neurosciences 23,
20-6, 2000.

Wang JF, Komarov P, Groot H. Luminol-chemiluminescence in rat macrophages and granulocytes:
the role of NO, O2/H2O2, and HOCl. Arch. Biochem. Biophys. 304, 189096, 1993.

Wilfried Roth, John C. Reed. Apoptosis and cancer: When BAX is TRAILing away. Nature
Medicine, 8, 216-8, 2002.

Wingo PA, Ladis S, Ries LA. Anadjustment to the 1997 estimate for new prostate cancer cases.
Cancer, 80, 1810-3, 1997.

Yamamoto Y, Nakajima M, Yamazaki H, Yokoi T. Cytotoxicity and apoptosis produced by
troglitazone in human hepatoma cells. Life Science. 70, 471-482, 2001.

Zakeri Z, Lockshin RA. Physiological cell death during development and its relationship to aging.
Ann. N. Y. Acad. Sci. 719, 212-9, 1994.


