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~W2Z2;授權書~WIZl;

(f等碩士論文)

本授權書所授權之論文為本人在中山醫學院生物化學研究所

組的學年度第 2 學期所撰碩士學位論文。

論文名稱:原兒茶酸誘發人類白血癌細胞凋謝死亡之機制探討

口同意的同意

本人具有著作財產權之論文提耍，授予國家圖書館、本人畢業學校及行

政院國家科學委員會科學技術資料中心，得重製成電子資料檔後收錄於該單位之

網路，並與台灣學術網路及科技網路連線，得不限地域時間與次數，以光碟或紙

本軍製發行。

[立;有意口不向意
本人具有著作財產權之論文全文資料，授予行政院國家科學委員會科學

技術資料中心，得不限地域時聞與次數以微縮、光碟車製後發行，並得享該中心

微縮小組製作之研究報告、獎勵代表作、博碩士論文三檔資料等值新台幣(五佰元

之服務。本論文因涉及專利等智慧財產權之申請，請將本論文全文延後至民路當

年 b 月後再公開。

口同意心你向意
本人具有著作財產權之論文全文資料，授予教育部指定送繳之圖書館及

本人畢業學校圖書館，為學術研究之白的以各種方法重製'或為上述目的再授權

他人以各種方法重製，不限時間與地域，惟每人以一份為限。

上述授權內容均無須訂立讓與及授權契約書。依本授權之發行權為非專屬性

發行權利。依本授權所為之收錄、重製、發行及學術研發利用均為無償，。

指導教授姓名:曾翠華‘

研究生簽名:1、在住
(親筆正楷) V i 

學號: R84208 

臼期:民國五年土月立自

備誼:1，上述同意與不同意之欄位若未勾選，本人同意調同授權。

2. 授權第二項者，請再交論文一本予承辦人員。

3. 本授權書已於民闋的年 4 月 10 臼送語著委會修正定稿。



~W2Z2;簽署人須知~W1Z1;

1.依著作權法的規定，任何單位以網路、光碟與微縮等方式繫合盟內學術

資料，均須先得到著作財產權人授權，請分別在三種利用方式的同意欄內鉤選並

填妥各項資料。

2. 所謂非專屬授權是指被授權人所取得的權利並非獨占性的使用權，授權

人尚可將相同的權利重複授權給他人使用;反之即為專屬授權，如果您已簽署專

屬授權書予其他法人或自然人，請勿簽署本授權書。

3. 授權人的權利與義務:

在美國授權博碩士論文予UMI 公司(博碩土論文全文資料發行公司)製

作發行，須交付美金的亢的出版費，銷售年逾七件以上時得享收入 10%的權利

金約美金 20 元;在國內本計畫之經費全敷出政府支應，收入亦應歸國庫，為答

謝您的支持，科資中心特為您提供新台幣 500 元的等值資料服務(以研究報告、

獎勵代表作、博碩士論文三檔為限) ，請逕洽本案聯絡人，地址電話詳如第 5 項。

義務方面唯一要注意是，著作人日後不可以主張終止本授權書，但您仍

可以授權其他自然人或法人上述的行為。

4. 全國博碩士論文全文資料微縮片整合計畫的宏觀效益:

在個人方面，您的論文將可永久保存(微縮技術在理論上可保存八百

年，實證已逾百年) ，也因為您的授權，使得後進得以透過電腦網路與光碟多管

道檢索，您的論文將因而被充分利用。在國家總體利益主方面，紙本容易因影EP而

造成

裝訂上的傷害，圖書館中孤本的公開陳列與外f吉它有破損之處，唯有賴

政府全脅性的整合，借助科技設備才能一舉完成保存與利用的全方位效益，回憶

您過去尋找資料之不使經驗，學弟與學妹確實須要您的論文與授權書 o

5. 本案聯絡電話:(02)7377746 江守自、王淑貞

地址:台北市和平東路二段 106 號 17 摟 1702 室

研究生姓名:鼠幸在 聯絡電話: (的) 3 ~ q.~Î1 / 
地址:島今比增}跨斗 )ß }i 5 
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本論文為中山臀學院授與現學碩寸學位之值1蕭

條件之-，繞中山臀學院生物化學研究所項世論

先考試發員會審資合格弓之口試通過 o

口試惑與:

封\r才} IÎ'/ 
還是三彎大盡興替身還院

生物化學研究所教授

位
、

I
I
M
H
U
U

/ 
』
刁I
I
F
I
'

F 
ijjJJ 

鹿三增大學臀蹲在院
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穿什生
中山臀學院

生物化體研究所教攪兼所長
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何在
平多扎

申 j

中山，臀鑽院

生物化學研究所教搧

(本論又指導教授)

\管翠華

中山替里學院

生物化懋研究所教授

(本論文指導教授)

中移民摺J、十咒年六月
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學生高達館，論文題目為原兒茶酸誘發人類白血瘤細胞凋

謝死亡之機制探討，其論文已經中山醫學院生物化學研究

所論文考試委員會審查合格是口試通通費並由其指導教授

核閱復無誤。

指導教授:

朱嘉一教授

曾翠華教授

簽名:

接名;

平去一
單單

中華民國八十六年六月
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摘要

原兒茶麗堂 (Protocatech自ic acid.會 PCA)為一多辦化合

物，廣布於蔬菜、水果、花、核批中， l邊去報告指出其具

抗氧化活性，及對化學致癌物誘導之清化臟器癌化具有保

護作用雪本研究發現其對人類白血癌細脆(hu臨an leukenlia 
cells, HL-60)的生長有抑制的作用，當細胞以 PCA (> 0.75 
臨師)處理時，細胞形態會改變，其細胞會萎縮、細胞耳其有

泡狀突出 (blebbing) 、細胞核濃接?再由 DNA 電泳觀察發現

有月斷 DNA 的形成，由此判斷其發生了凋謝死亡。處理通

PCA(2 臨島的的 HL四60 如施以起ow cyto臨的時偵湖發現其周

期被阻擋在 Gl phase '且 apoptotic peak於 6 小時復明顯

增加。除比之外 PCA 能降低細胞內 GS誼會量與膜電位，

另外也降舔了 BCL-2 蛋白質的表現與不正常的 RB protein 
去磷酸化。自此綜合以上結果推測 PCA 所誘導的 HL間的凋

謝苑它了經由破壞粒線聽完整之功能、抑制 BCL-2 protein 的

表現，與改變 RB protei盟的磷酸化程度。
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Abstract 

Protocatechuic acid (PCA), a phenolic co臨po扭扭d會

exhibited antioxidant, antimutagenic activity and 
a盟ticarcinogenic effect previously. In the present study, it 
showed signi起cantly inhibitoηT effect on the proliferation of 
加關盟 leul時mia cells (HL-60) at the concentration above 
0.75 姐品質. Treatment with PCA resulted in morphology 
cha聽ges會 incl誼di臨g reductio盟 of ceU volume, condensatio盟 of

扭曲cIear chomati誼會 loss of me臨brane integrity, generation of 
apoptotic bodies as well as for誼latio扭扭ternucleso臨al Dl~A 

fragmentation. In additio路， the hypodiploid DNA pea~句 of

propidium iodide-stained nucIei was revealed, and cell cycle 
was arrest at G1 phase. To explore possible mechanisms of 
PCA-induced apoptosis, we investigated the RB protei攏，

BCL-2 protein, GSH and membra盟e potential.明'e proposed 
that PCA i目d祖ced apoptosis by inhibition of BCL-2 protein 
expression and destruction of 臨itochondria. In additio民

扭扭間S阻al phosphorylatio誼 and dephosphorylation of RB 
protein might play another role in ind祖ction of apoptosis. 

7 
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結論

由於科技進步，工業過度發展的結果實使得人類生活

環境日益惡化，不當曝露於化學物質或紫外線之下、 i龜皮

食用加工食品，以及嚴重的空氣污潑，都是導致瘤症的誘

因，而對於癌症的預防與治療，除了正會的飲食與藥物的

控制之外，近年來科學家更是著重於夭然抗癌物的發展，

希望人們能藉由食物的攝取，來達到防癌或抗為作用。目

前臨床所用之抗癌藥物或選擇性不住、或毒性及副作用太

太，使用土須嚴格限制會自此開發新的理想抗癌藥物仍是

醫界努力的目標。近年來在癌症用藥的篩選方面，有越來

越多的趨勢，走向於選擇其位發菇細胞行凋謝死亡

(apoptosis)能力的天然物。

本篇論文主要簡述原兒茶漫畫(Protocatechuic acid.會 PCA)

誘導癌細胞進行凋謝死亡之現象?及其可能的作用機轉，

進而了解其在抗癌、防癌土之潛力。

一. 1家兒茶駿簡介

PCA 為一結構簡單的 phenolic co臨po祖nd '廣布於

蔬菜、水果及花中，本研究室過去在洛神花成份及活性分

析中亦發現之，並証實其共抗氧化活性(1) ，近年來對於其

在擴症的預防效果雪漸漸受到重視，更有多位學者指出，

其在動物實驗上確實有抗癌的能力 ， 11tl 如， PCA 其有

aI詛lt說iEmEH削n咀lt拍ag伊εE剖I吋ic吋it句y 的功能(2均) ，也對由 7咒， 1口2闢d崩i臨e討th卸yl跆be組臨阻z[削a吋} 

a組nt臨hr間"aCeI說le (仰DMBA劫) 所 3引j 起的 bl祖lccal pOI臨lch car叩吋'c吋cdi站E扭lOgε詛e的si峙s 
(3均) 、 N←岫品but甘yl-圖圖羽圖.N

發的 bladder carcinogenesis (4) 、 4血itroq甜甜。扭扭e 1國oxide

引發的 oral cal吋nogenesis 、 N-methyl間?可自ni位'osourea 誘導

的 gland祖lar stomach cal吋nogenesis 、 azo月rmethane 導致

的 colon aberrant crypt foci 及 diethylnitrosamine 引起的

hepato個carcinogenesis (5)具有抑制作用，而其主要預防機

制仍不甚清楚，可能為抑制癌症發展階段中的 initiatio盟與

9 



pos世盟itiation 步轍，並且可能與抗，氧化及抑制細胞的生長
有關。

由封 PCA 在癌症預防的研究上會已初步證明有其應

用的價值，目比本實驗利用一癌細胞棒(扭扭臨組 Leuke冊ia

cell會 HL-60)為研究對象，朝細胞毒殺與瘖症治療的方向?

進一步揉討其抑癌的效果與機制。

4 

.闕，圓關'0 人類白血癌細胞 (HL-60)

HL目的細胞株(人類白血癌細胞)由 Collins 等人於

1977 年首先建立會此細胞據是從 ac臨te promyelocytic 
leukae臨ia 伊拉ent 身上的過邊白血球所獲得，形態土、組

織化學上與成熟的臨yeloid celIs ( granulocytes )截然不閱
(6) 。相報於 granulocyt帥，盟L目的缺乏完整的

receptors 、不具吞噬能力(phagocytosis) 、無法以 PMA 誘

導產生問peroxide 。但若以 DMSO 培養 5-7 天，別比細胞

會分化為 mature 臨yelocytes 、 metamyelocytes 及

neutrophils(7) ，且具備大至完整的化學建化反應
(chemoatt闊的側的)與正常的特徵。其他如以 reti盟oic

aci性、 P間A or vit. D3 則也會使細胞分化為 neu甘ophils 與

monocyte/macrophage回like cells(8，的。

尚未分化的 HL且的細胞，其本身就有多項的基閣缺

陷，包括柴色體的倍數異常、 p53 gene deletion 與心臨yc

gene a臨pli自catio亞 11 • ..等等 (10，11) 。由於其被認為本身己處

於 apoptosis 的車備狀態，自此在探討凋謝性死亡的過程

中，比如胞實為一良好研究材料。

"關

一‘9個-‘﹒ 、細胞凋謝性死亡 (Apoptosis)

Apoptosis 又稱 programmed ceU death '是細胞一種
自我毀滅(self-destr祖ct)的行為，通常經由激動細胞內自殺

程序(self四intri誼sic suicide progra臨)來達成，這種現象可能
發生於生理成長階段，如生物體於變態時期之幼體器官的

10 



化;另一則是在外力刺激下所引起的細胞反應，如在細

胞受嚴重傷害，或患有免疫缺乏症候群，及老化或退化瘓

病跨出現。細胞進行 apoptosis 時，其特徵為細胞核典、輪

胞質會舉合(co盟dense) 、 DNA 退化分解或斷裂，舟後細胞

分裂為數個由如跑蜈所包含的小體(apoptotic bodies) ，此
apoptotic bodies 若存於生物體內會則會迅速的由

macrophage 所吞噬並瀉化，以防止有害物質繼續擴散。

同樣的，睛形也存在於淋巴球?當 ly臨phocytes 受到病毒成

柴、細胞數目過多或發生自體反應(self-reactive)時會細胞

便會是主動此程序實以調控成適當的狀況;但就另一方曲來

說，不當的活化凋謝死亡程序，卻往往導致諸如 ische臨ic

stroke 與 AIDS......等疾病。國此 apoptosis 對於生物體的

成長發展與平衡(1丸詣， 14, 15) ，確有其重要的功能實精近
年來許多文獻史指出，瘤細胞凋謝死亡與抗癌欒物的作用

機轉有很大關聯性，例如以 Retinoic acid 治療急性前髓性

白血病患?其作用即誘導細胞分化成熟投進入凋謝苑亡，

而達到治療效果。除比之外，藉由誘導 cell cycle 調控蛋白

求打亂細胞之細胞過期，或改變 proto-闊的ge肘

e盟挂on祖clease protein 的表現典活性使細胞進入凋謝死亡?

都可能是抗癌藥物的作揖機轉，可做為抗癌槃輯錯邊與發

展之方向。

至於 apoptosis 的鼓動，主要可分錢方面來討論。就免

疫方面而言書當毒殺性 T 淋巴球(cytoto芷ic T ly臨phocytes，

CTLs)與自然殺手細胞(臨的自ral killer, N拘無法接投到細胞
外的問vival signals 時，由於無法抑會~ J旬在的自殺程序

(intrinsic cell s祖icide prog問臨) ，或已被病毒聽錯，貝財t健黛

的 Cl

(研F恥a制sL均)曹 FasL 籍著與表面蛋白宮的的結合實會快速論發

ceramide 的產生，而 ceramide 可能透過調節 protein

kinase C 的活性實來引起 apoptos峙的發生;用樣的情形 T

Tu臨or 臨ecrosis factor 何?有的忠可藉由與 TN恥receptor 的

結合會並透過訊息傳遞來產生 Reactive oxyge盟 species

(ROS) ，進而使如拖走向呻optosis 或間crosis(16， 17., 
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18 ， 19) 。
另一方品，就細胞本身而言，缺乏生長圈子(制如

nerve growth factor, r可GF) ，則有可能自為誘導 ROS 的增

加，而使細胞進行 apoptosis(19) 。若是細胞受封外來的傷

害，新!如以 uv 或扭扭扭扭g irradiation 照射復會造成 DNA

da臨品阱，另外細胞缺氧(hypoxia) 、。聽coge盟e activation 、

hormone 料觀、抗癌藥物、 virus infectio臨. • .等，都會使細

胞生長停滯，以科細胞進行修復或死亡。國比， ceU四cycle

checl嚀。ints 在 cell proliferatio膛的調控中，是一館相當重

要的一環 9 而其中 p53 protein 更是一主要 checkpoÎI哎，其

為許多張白質的 inducer '例如 P21 W AFlICIPlISDI1、

GADD45 、 BAX (20, 21) 0 p21 能抑制 cycli臨且depe路往ent

ki晶晶se(CDKs)活性，使 reti盟oblastoma protein RB 無法正
常調控 transcription factor E2F '聞此 S-phase且specific

genes 無法表現實細胞臨兩停滯於 G1 phase 0 另一方晶會

p53 也能活化 BAX 或抑制 BCL-2 的表現，導致細胞的

apoptosis 0 至於 p53 如何調控 apoptosis '至今仍無法徹

底了解，一般相信與 protease 的作用、 BAX 及 bcl-2 的表

現有閱 (21 ， 22) 。國此 p53 的 loss 成 inactiva位on 對導致、細

胞的癌化與惡性轉型有很大的關聯(23) 。

另一方晶，近年來許多文獻指出， apoptosis 經由

p53岫independe血t pathway 來進行，也能 induce p21 與 RB

phosphatase 的表現，使細胞生長停滯(24，路， 26) ，使
apoptosis 的研究更加複雜費但卻為癌症治療關放另一條途

徑。

而到底是哪些鹿子參與 apoptosis 的輔控?昆今尚無明

確的答案?但由對線蟲類 Caenorhabditis elega丹S 的研究曹

大致上可得知，至少有 1是個 ge齡在 C. eleg棚S 的

apoptosis 過程中共有影響力?其中 ce品3 與 ce品4 對細胞

的死亡是一關鍵 ， ce品9 則能防槃 apoptosis 的進行(12r

27) ，顯然這三餌 ge即對 apoptosis 的進行的且在扮演著決J定

者的角色;相對於臨a扭曲alia盟 cells ' ced-3 與

interleuki扭曲1ß-co晶verti說ge盟苟F臨e (ICE)有用源性?而 ced-9
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與 proto曲。姐coge過e bcl-2 也有河源性 (12 ， 28) ，喝此在
ma臨malia說 apoptosis 的研究上， ICE 與 bcl-2 就顯得格外

重要。

ICE 屬於 cysteine proteases 類書在哺乳動物尚有其他

類似蛋白費如 Ya臨品ICPP3坤 、 ?可惜的 。過度表現

ICE/CED且3-like咀protease activity 往往導致 apoptosis 的產

生，但若加入一種 ICE inhibitor : cowpox virus protein 月

CrmA prote蝠，其才能廣泛抑制詩多不同途徑引發的

apoptosis '顯示 apoptosis 與 ICE 確實有種大關聯(29) 。

由於 poly(ADP-ribose蟬的y臨erase (P ARP) 為 ICE 的

個bs甘at的，而 PARP 又與 DNA repair 、 ge血。臨e

surveiUance 輿 genome i誼tegrity 有騙，國此在

chemo誼lerapy drugs 的篩選上賣 proteolytic cle詣vage of 
PARP 可做為一項 early maker(30) 。

至於 BCL-2 protein 方品，此蛋白質在此往的研究

中，發現其對於 DNA 由mage 、 TNF-mediated 
cytotoxicity 、畏的inoid-N-(4-hydro月Tphe盟yl)Retinamide 、

Nitric Oxide 與 ROS 所引起的 apoptosis 會具有預防的功

能，國比除了推瀾其本身為一抗氧化劑外(1民 31 ， 32，)事主義

分別參與 p53瞞自pe盟配制或 p53拉拉epe時dent apoptosis 
pathway ，並且與抑制 ICE activity 有輯 (33會 34) 。另外書

BCL-2 尚與其 family 中的其他成員(如 B赴x)有交互作用，

隨比其在 apoptosis 的防禦機制，仍須進一步關明。
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材料

儀器

材料與方法

1.蛋白賀電泳槽: Mini protein II cell (Bio國Rad)

2. 核酸電泳槽: Horizonal gel electrophoresis sy翩翩 (Life

Technology) 
3. 轉印槽: semi-dry electrophoresis transfer apparatus 

(Bio-Rad) 
4. 分光光度儀: Spectrophoto臨的erU圍2000 (Hitachi) 

5. 聲光光度儀: F -2000 (Hitachi) 

6ι. 睿 Z度隻儀: Alp帥haII臨na呵ge剖r2鉛00帥8 

7. 飼立顯微鏡: Diaphot 300 (Nikon) 

8. 螢光顯微鏡: UFX-II A 們ikon)

9. 黨外光光源: TFX-20閱(Vilber Lourmat) 

10. 核酸電泳照相系統: DS國34 Camera syste間(polaroid)

11.核酸電泳照相系統底丹: Polaroid 

12. X 光成光底丹: Kodak scientific imaging 自ImBIOMAX

13. 均質機.E昀yel拇aMaz甜el扭a-忍(仔τ01峙卸可守10 R瞄i騙i蝠d站i均) 
14. 冷凍離心機: Sigma 2瓦的

的.流動細胞儀: Becton Dickinson Immunocytometry 

system (FACS) 

b'&i口
對夸口自

1.以下購島 SIGMA 合司: Protocatechuic acid 、服TT 、

Proteinase k 、 RNase A 、 Cycloheximine 、 Actinomycin

D 、 Leupeptin 、 Aprotinin 、 PMSF 、 sodiu臨

orthovanadate 0 

2.以下購自 Bio圖說ad 公茍: Ammonium Persulfate 、

TEl\直ED 、 Ac叮rlamide 、 prestained SDS國PAGE

standard 0 

3.以下購自 E. Merk 公司: SDS 0 

4.以下購島 NeoMarkers 公司: RB Mouse 醋。noclonal

antibo冉 o
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5.以下購自 Santa cruza 公司 :BCL-間2 Mouse monoclonal 
antibody 0 

方法

/一/和絕接手掌
人類白血瘤細胞 HL-60 懸浮於 100/0 Fetal bovine 

ser瞌睡去PMI 1640 培養液中(內含 10/0 PSN 、 10
/0 

Gluta臨詛e) ，培裝箱維持 5010 CO2 、 370C 恆溫。細胞培養

至一定數量時，以 900 rmp 、 10 分鐘離心去除培養液，於

實驗前 2是小時更換培養液，立在調整細胞濃度為 2 X 105/ml; 
實驗進行時再次調整細胞濃度與更換培養液。

/二J;如混合望，鬱緝毒字庫核潛 e

細胞培養液中含 2 冊M PCA '培養 2是小時後，以倒立

式顯微鏡於 100 倍拍照;而核內染色則是先以 PBS wash 
細胞，再將細胞懸浮於泳冷的 PBS 中，細胞濃度調整為 5

X 1051臨1 '取 0.5 臨1 漓入 cytospin c祖p 內，以 850 rpm 、 5
分鐘將細胞均勻離心打至玻片上，之後用絕對酒精圈定賢

以 0.1 % haematoxylin 或 50 抖蠶Iml propidium iodide 染色 5

分鐘，最後經蒸餾水沖洗、糞土蓋玻片，於顯微鏡下觀察。

/三.jMTTassay 凸licrocult自re Tetrazolium Assay) 
調整細胞濃度為 2 X 1051臨卜將 2 臨1 的細胞稜至臨icrotiter

plate '加入各種濃度的 PCA ，培養斜小時後，以 900 rp盟、

10 分鐘離心將培養液丟棄，加入2 ml RPMI-1640 (no serum) 
與 200μIMTT(5 臨gl臨1) ，繼續垮養是小時，繭後以 2000g 、

3 分鐘離心去掉玲養液，加入 1.5 臨1 isopropanol 並均勻打

散細胞後，再次以 2000 X g 、 5 分鐘離心，取 1 甜上清淚

於分光光度計波長 563 誼咽下湖吸光值。

[ !5l}.御屁呈長 a盼頭河定

主要以 Tryphan bl目e dye exclusion 來調定，取細胞懸浮
波與牡丹han bl祖e dye 以 1:1 體積混合，於血球計數盤計數
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五大格黃色活細胞，帶入(total SUl、Tival cell 扭扭扭ber)+ 5 X 

2 X 105/ml '即可求得活細胞總數。本生長曲線的湖定實是
以 total cell number 來表示。

[Ji.jDNA 拼殺痺Agarose electrophoresis 
將 6 X 106 cells 收集並以 PBS(含 1 臨班 ZnC!z) wash後，

以 500μllysis buffer(0.5 % SDS 、 100 ml\生 EDTA 、 10 ml\生

Tris 、 200 時/冊1 RNase A 、 pH8.0)於 370C 下反應 1 小時，

接著加入 500 時/阻1 proteinase K '於蹄。C 下反應 12'"-J2帶
小時。

符反應液呈清澈狀後，於室溫下以 1:1 比1Jtl加入 phenol

萃取，之後以 10，000 rpm 、 10 分鐘離心取上層液，重獲此

步轉。接著以 1:1 比例加入 chlorofor臨間is翩翩ylalcohol(24:1) 
萃取，之後以帥，000 rp棚、的分鐘離心取上層液，重復此

步驟後再'cÁ 1:1 比例加入 phenol 闇 chloroform 闢

isoamylalcohol (25:24:1)萃取'之後以帥，000 rp醋、的分

鐘離心取上層液，愛護此步驟後，加入 1/10 體積 3 M sodium 
acetate( pH 7.2 )與 2 倍體積冰冷的絕對酒糖，置於-800C 冰

箱 overnight 。

以 14會000 rp融、 20 分鐘離心將 DNA 沉澱後，丟棄上清

淡並加入 70 010 alcohol '再次以 14，000 rpm 、 20 分鐘離

心，去除土清淚後以真空幫溝去掉殘餘 alcohol(5 分鐘，不

要完全乾燥)，將 DNA 沉澱物以 RNase-TE buffer(100 抖g/臨i

RNase 、 10 mM Tris 、 1 間間 EDTA 、 pH 8.0)溶解，於

370C 下反應 6 小時。

將 DNA 以二次水稀釋 100'"-J諦。8 倍，於 oD 260/28011m 下瀾
定純度與含量，取相同含量的 DNA 於 0.5 X TBE buffer 、

100V 下進行電泳。

符電泳結束後，將 agarose gel 董於 0.5μg/珊1 Ethidium 
bromide 下染色 30 分鐘，再以二次水退柴油分鐘，將

agarose gel 置於 UV 燈上以拍立得照相。
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/片1.卸激譯為智;}!!/定

本實驗主要據馬 BECTON DICKINSON 公司所生產的

C)吋eTEST™ PLUS DNA Reage盟t Kit 來完成。
但她(5 X 105)以 900 rp鵬、 5 分鐘離心去除培養液後，

以 PBS(含 1臨MZ盟Ch)wash 細胞一次。加入 250 抖1 Solutio盟

A牡丹rpsin buffer) 實 250C 輕緩混合 10 分鐘之後，再加入 200

pl Solutio盟 B牡丹rpsin inhibitor and RNase buffer) 世於 250C

報搖混合反應 10 分鐘實接著於是OC 下加入 200 ~l Sol臨tio詛

C(propidium io謹ide) ，蓋章先反應 10 分鐘，最後以 Flow

cytometer (FACS)謝定。

[ -t:J萄街游 DNA jf 轟r- ELISA 
湖定細鮑內 DNA碎丹的方法，主要村用 BOEHRINGER

問ANNHEI間合哥所生產的 Cellular DNA Frag臨entation

ELISA kit.來完成。首先細胞培養於舍時抖闊的/臨1 Br錯U

labeling reage闊的 RP品質1-1640 臨edi誼臨中實 370C 培接 2是
小時，之後J:Á 900 rp陋、 1甜8 分錄離心並換土新鮮的培養

液，調整、組純施濃度為 1 x 1鵲05勾/鵲甜i 曹取 2銷00 斜阱i 的細跑蘊於
E臨nicr咐ite缸r plate '加入各種濃度的 PCA 培養 9弘"，1口2 小特;或

預先處蠶 Cy抖cl跆01扭1閱ε芷封i臨id壯￡、 Actinomycin D 、 Aphidicholin

與 Okadic acid 30 分鐘，再加入 2 臨悶 PCA 繼續培養 9 小
時。

車備一滅麓的 96 weU microtiter plate '每一 well 加入

100時 coating solutio呵內含 A阻ti-DNA antibody) 實議上

adhesive cover foil 於是OC 反應 ov扭扭ight 0 於謝定時先丟棄

此 solutio聾，加入 200 抖1 i盟問ba誼。聽 sol盟tio甜雪於室溫反應

30 分鐘，丟掉 sol臨tio妞，以 250 抖1 washing solutio血洗 3 次實

每次 3 分鐘書再丟掉 1比 sol扭曲晶。

Sample 於一定時間後，加入 20 抖1 washi臨g buffer 
conce盟tratio目於每館 weU 肉，反應 30 分鐘將細胞於 well

內直接 lyse '之後以 900 rp騙、 10 分鐘離心取甜甜財上清

淚，將比上清淚暫時係存於阻800C 0 
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將之前準備好的 sample 於 370C 急速解凍書取 100 附加

入由 Anti-DNA antibody coated 的臨icrotiter plate ' 370 C 
反應的分鐘 F 丟掉反應浪費再以 250 阱明Tashing sol說tion

洗 3 次 F每次 3 分鐘 F再丟掉此 sol自由盟，將此 microtiter plate 
不如蓋放入微波爐， 500"" 1000 W作用 5 分鐘，接著以-200C
冷卻時分鐘。

取 100抖1 conjugation solutio間(內含 Peroxidase四labeled

anti品rdU antibody )如於此 plate '於 370C 反應的分鐘，

丟掉反應液，再以 250 抖1 washi姐g sol盟tio盟洗 3 次，每次 3

分鐘，再丟掉此 sol甜甜。時，緊接著加入 100 抖1 substrate 
so帕拉on 以 250 rp臨搖盤時----30 分鐘 F 最後加入 25μ11M

H2S04 stop sol祖tio臨 F 以 250 rp臨搖盪 1 分錢量於 450 揖臨

波長下在 5 分鐘內完成吸光鐘之瀾定 o

/八/撥撥愛蕾混身解迢￡量控d彭定

細胞(1 X 106)預先處理 1 伸直 Roda臨ine123 三十分錯，
再加入 PCA' 以 PBS wash 細胞後實加入 3臨1 會 1 % Trito扭

曲。的 PBS 蔣、細胞 lyse '最後以的00 X g 、的分錯離心
取 2 臨i 上清浪費於螢光先1美儀 Ex/E冊490/515nm 下湖定。

/花，jGSH iJ!!/ Æ 
細胞(3 X 106)培養於含 PCA 的培養液在各種不同時間

後，以 900 rp騙、 10 分鐘離心將培義液丟棄，加入 1 臨l

b誼ffer(50Io臨eta回phosphoric acid 、 0.1 悶 Na2HPO唔、 0.005

MEDTA 、 pH8.0) ，經均質化復以 3000 rp臨、 10 分錢離

心取上清液，其中 25 再用以湖定會otei融合黨;另取物。 ρ

上清液，加入1.5 臨1 phophate咀EDTA(O.1 M Na2HPO唱、
0.005 M EDTA 、 pH8.0)與 100 阱。目phthaldehyde (1 
mg/臨時，於室溫蓮在光反應的分鐘，以發光光度儀

Ex/E臨350/420nm 下調定。

[ -I-JProtei.拇指教撐 Western blotting 
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細胞(1.5 X 107)以 900 rpm 、 10 分鐘離心去除培養液，

再以 PBS(含 1m服 ZnCh)明rash 細胞一次，加入 500--700 JlI 
RIPA buffer (150 臨M NaCI 、 1 010 NP啥。、 0.50/0

deoxycholic acid 、 0.1 010 SDS 、 50m間 Tris 、 pH7.5) ，內

含新加入的 1 m間 sodium orthova盟adate 、 81 Jlgl臨i

aprotini帥、 170μg/ml leupeptin 、 100μg/祖1 Pl\生SF '於

冰上充分扭扭反應 30 分嫂，再次加入 100μg/mIPMSF 後，

於 10，000 X g (12,500 rp臨)、 10 分鐘、峰。C 下離心取上層
液，即可得封 total cell Iysate 0 

蛋白質定量則是以 BIO國RAD 公司所生產的 Bio個Ra桂

Protein Assay 來完成。
首先以 BSA standards 做出一標車曲線會再取 sample 與

Bio-Rad protein assay dye 混合避光反應 5 分鐘，最後在

ODS9S 下測定，即可獲得 protein 含量。

取一定量 protein 與 loading buffer( 4 磁12品water 、 1 ml 
0.5 M Tris 、 0.8 臨1 Glycerol 、1.6 ml 10 % SDS 、 0.4 臨1

2手-mercaptoethanol 、 0.2 ml 0.05 % bromophenol blue 、

p誼 6.8) 1:1 比飼混合，於粥。C 加熱 10 分鐘，符冷卻復以

小型離心機 spin down 0 

將 sample 加入每館 well 內，以土層膠 100V '下層膠

150 V 進行電泳。符電泳結束後，準備六丹 filter

paper內'bat臨a過 3MM) 與一張 nitrocellulose

membrane(Sartorius Nitrocellulose Blotting Membrane) , 
filter paper 與 nitrocellulose 阻embra誼e 分別預先浸於

transfer buffer(5.8 g Tris 、 2.9 g Glycine 、。.37 g SDS 、

200 臨1 Metha臨的、 800 ml2ιwater)與 2d.啊ater 15 分鐘，

以 SEl\位岫DRY ELECTROPHORESIS TRANSFER 
apparat誼s(BIO-屁4D)進行蛋白質轉印 (0.2 A 、 70 min) 。

將轉印過的 NC paper 浸潤在含 5 010脫脂奶粉的 TBS

buffer(10 mM Tris 、 150 臨MNaCI 、 0.05 % Twee詛-20 、

pH 8.0)內，室溫下振盪 30 分鐘。接著將 NC paper 童入含

0.5"" 1μg primary antibody 、 1 % BSA 與 3 0/0脫脂奶粉的

TBS bufÍl仗，於是OC 冰箱反應至少 16 小時。反應完成後臥
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TBS buffer 清洗 NC paper 四次(15 、帥、 5 、 5 分鐘)。

將 NC paper 童入含 2200 倍稀釋的 Horseradish Peroxidase 
conjugated goat a目ti扭扭。目se antibody(以 TBS dilute) ，室溫
下反應 45--60 分鐘，按著以 TBS wash 三次(15 、 10 、 10

分鐘)。

將 Amersham ECL reag凹的兩瓶溶液混合後會加入瑰暈
於 NC paper 上，反應 2 分鐘後，從邊緣吸走過多的液體，

最後於暗房內以 Kodakfilm 曝光 3--10 分錢，經沖丹機沖洗

後，即可獲得影像。

/手一jEstablishment 向fHL-60-bcl-2 Clones 
將一帶有 hu冊a自 BCL-2 cDNA 的 pCAj個bcl-2 expression 

vector 蘊入 HL間的細胞內，使細胞 overexpress BCL-2 
prote妞，比 BCL-2 overexpression HL-的 ceUs 1率由台大毒

理所郭鳴良老師所提供。

[-!-二J Statistical analysis 
統計方法棒、以至少三越不同的實驗缸，利用 t-test 乘完

成分析，於p<o.的則為有意義差異。
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結果

[-]知胞毒性
以不問濃度的 PCA(O 、 0.05 、 0.1 、 1 、 2 臨:品質)處理

細胞斜小時後，以其1TT assay(total 晶 h)來定量細胞毒性，

活細胞會將悶TT 還原成 Formazan , tJ. isopropanol 將

crystal 溶解後，於渡長 563 盟臨瓣其吸光值，以無 PCA 者

之吸光值為 100 0/0存活卒，其餘給藥者與之比較，結果發

現 PCA 濃度在 1 臨悶與 2 臨版時，細胞存活率有意義的下

降為的%及 55 % 0 (Fig. 1) 

{二j細胞生長曲線
本次實驗在采用 HL岫60 、細胞褲，以會 0.1 % D間so 的培養

液中培養之細胞當控制組時，其細胞總數於銷小詩時，達

到起始的 2.4 倍， 48 小時則達到 5.5 倍;而成 0.1 臨班 PCA

處理則對細胞無影響 ; tJ. 0.5 與1.0 臨M 處理者，於銷小

時內對但絕生長僅有些微抑制;但處理1.0 臨間者會在特

小時特別抑制的%的細胞生長(與相同時間 control 組比

較) ;而處理 2 臨M 者於 2是小時復對細胞生長抑輔明顯增

加，是8 小時時更抑制 72 0/0的細胞生長。 (Fig.2)

[三]細胞形態

以培養基培眷 2是小時後， co甜甜的組細胞維持其鷗彤的

形態。而 tJ. 2 臨MPCA 處理的知施，其細胞本身有萎縮的

現象會形狀變得不規則會細胞周醋並有泡狀物(apoptotic

bodies) ，但絕膜有泡狀突起 (blebbing) 。另一方面，以

hae那atoxylin 典 propidium iodide 做禁色後，可看到 contr喝

起細胞核分>Jil 呈琨出均勻的紫色與橘紅色，細胞核保持鸝

且大的形狀。為處搜 2 誼1M PCA 的知施，則可看濃斃的深

紫色或亮橘簧色的核，且不規則狀的但她內核 j農染發生於

多處。 (Fig. 3, Fig. 為
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[四 ]DNA 斷裂
以 2 mMPCA 分別處理細胞1.5丑惡小時後，、經 DNA 抽

取與電泳，可明顯看到於 9 小時關始有 DNA ladder 的出

現實 lL DNA 斷裂成 180bp 的倍數。而以各種濃度的 PCA

處理後 9 發琨只有 PCA 濃度大於 0.75 臨閥混土時，如胞

DNA 才會有 ladder 的出現。 (Fig. 乳 Fig.6)

為了進一步走童 DNA 片斷，我們利用 ELISA 的方式來

進行，細胞首先線通一定程序的步轉處理後，再加入各種

不同濃度的 PCA' 繼續垮蓊 12 小縛。結果 PCA 濃度在 0.1

臨間與 0.5 臨閑時，其 DNA 當時裂仍然也有增加的，情況，但

在統計學上卻沒有明顯的差異;而濃度在 1 臨M 以上時，

DNA 丹段則較 con甘01 組增加尋"，5 倍。 (Fig.7)

[五j細跑過期

當 HL間的細胞處玉皇 2 臨闊的 PCA 之後，於各鶴不同時

問將細胞:改裝，再 tJ. Flow cyto臨的er (FACS) 來分析細胞過

期。

實驗所爵的細胞於指數生長期時，約有特%的細胞處於

G1 phase '少部份(3.3 010)屬於 hypodipoid cells '其餘 29010

與 22 0/0則分別為 S phase 與 G2/間 phase 。當加入 PCA 12 
小持以內， G1 phase 的細胞一直增加到 64 0/0 冒雨 G2/間與
S phase 的細胞財減少;直到 2是小時的時候， G1 phase 的

細胞降至 42010 ， S phase 典 G2/悶 phase 細胞數稍微提高可

能是部分組施重新進行另一次 cell cycle 。而在細胞周期國
土可看到 apoptotic peak 約在 9 小時開始出現J 0 (Fig. 8, Fig. 
9) 

i六]GSH
GS且是細胞內含量最多的 thiol compoun症，其會量會影

響細胞對獨謝死亡之敏威性，聞此本實驗同時也瀾定細胞

內 GSI宜的含量。結果發覺以 2 mMPCA 處理地的細胞，其

GSH 含量於 l 小時之後有減少的趨向，且在1.5 及 3 小時
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以後達到有意義的減少現象(與相同時間 control 組比較，約

減少 40/0與 100/0) 0 (Fig. 10) 

[七]Membrane pote剖ial
由文獻符知，和線體可能是細胞凋謝死亡過程中之

primary target '我們利用 Rhodamine 123 滯留於細胞內的

多寡來許估聽電位的大小 o 而，tJ. 2 mM PCA 處理後，
Rhodamine 123 滯留，情況於 0.5 小時開錯有抑制作用，在 1.5

小時的時候，史達到抑制了 37.4 010 Rhodamine 123 滯留量
(與相同時間 control 組比較);劑量方面則是 1mM 以上有抑

制效呆(與相同時問 contr叫組比較，減少 31 010) ，因此 PCA

對於細胞脹的去極化確實有影響。 (Fig. 日， Fig. 12) 

i八]各種抑制劑對 PCA 的影響

為了解 PCA 誘發 HL-的 cells 進行凋謝死亡的機制，我

們將細胞預先處提 Cycloheximide (cyclo 蛋白質合成抑棋

劑)、 Actinomycin D (Acti-D RNA 合成抑制劑)、

Aphi挂icholin (AP ; DNA 合成抑制劑)與 Okadiac acid 
(OA phosphatase inhibitor) 30 分鐘，再加入 2 mMPCA 
繼續培養 12 小時，最後以 ELISA 方式定暈 DNA 斷裂情況。

結果在只有 2 抽M PCA 存在的 a情況下， DNA 斷裂較

control 組多 5.2 倍;預先加入 OA 200 nM 典是00 的生者，

則增加 4.2----6.7 倍;而事先加入 Cyclo 0.5 悶/醋、 AP 0.05 
μgl戚與 Acti國D 0.25 ngl誼通者， DNA 片段則分}jI1增加 5.7 、

5.2 與 4.3 倍。 (Fig. 13) 
由於預先加入的 inhibitors 其本身多半已造成細胞毒

性，因此我們嘗試將 inhibitors 的劑量與 PCA 處理的時間

減少，經過 9 小時 PCA 的培養之後，單獨以 2mMPCA 處

理的細胞，其 DNA 片段較 control 組多 1.9 倍;預先處理

Acti-D 0.1 路gl間1 與 Cyclo 0.05μgl血l 者，其本身對細胞有些

少毒性(DNA 片段較 control 組多 0.2 與 0.8 倍，但統計學上

呈現無意義差異)，在處竣 PCA 之後， DNA 片段則增加 0.9
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倍(統計學土呈無意義差異) ，與 inhibitors 本身所造成的情

況相去不遂，故推演.1PCA誘發的 apoptosis 需一些新的 RNA

與 protein 合成;而低劑量的 AP (0.025 抖g/阻1)本身也使DNA

丹段增加 0.7 倍(呈無意義差異) ，加入 PCA 後，丹段真才增加

2 倍(旦有意義差異) ;另外， 50 扭扭 OA 對細胞甚其毒性，

單獨以 OA 培養時 DNA 丹段較 co盟ü唱組多 1.4 倍(旦有意

義差異)， PCA 再培養 9 令時之後，片段則較 contI前組增

加1.7 倍(但與 OAalo盟e 比較，呈無意義是異) ，後兩者雖說

對 apoptosis 的進行沒有抑制作用，但由於 DNA 撕裂的量

並無加成效果實聞此 AP 與 OA 的影響我們並無法確切得

知，而預先加以 Actinom)吋詛 D 或 Cyclohexi誼lide 後再處理

PCA' 較僅以 PCA 單獨處瓏，其 DNAfragme的有減少現

象，故推瀾在 PCA 誘發的鴻謝死亡過程中，是需要新合成

的 RNA 與蛋白質之參與。(Fig. 1這)

{九]細胞內蛋白質的表現

(a) BCL-2 pl就eiII
BCL-2 已被報告可以抑制凋謝死亡的發生，由此我們想

了解 PCA 是否透過影響 BCL-2 之表現，而引起細胞程序性

死亡。以 2 服服 PCA 處理後會測 2是小特內 (0 、1.5 、 3 、

6 、 9 、 12 、泊的 BCL-2 protei趣的表現壘，每次實驗並

以 Bio間Rad protei自 assay kit 來確定蛋白質含量之一致，結

果發現細胞在1.5 小時就有 26"，32 0/0 的 BCL-2 protein 受封

抑制，其抑制效果並不隨時間延長而增加 ， BCL-2 protein 
表現始將維持在 69"，73 0/0 。另一方面，以不同濃度的 PCA

處現 12 小時之後世濃度為 0.5 臨版者只些微抑制 2 0/0' 而 l

m間與 2mMPCA 則分別抑制 22 010典 26 % 0 (Fig. 時， Fig. 
16) 

(b) RB protein 
另外，近年來有報告指出， hypo-phosphorylated 型

(p 1 05-115/hypo )之 Rb protein 與抑制細胞生長、促進細胞分

化或衰亡有闕，因此我們也想了解PCA是否影響 Rb protein 
磷酸化之變化。以 2 臨M PCA 處理的細胞，於 3 小時後
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hypo咀RB 明顯增加，且 hyper-RB 相對減少 9 小時時

hyper-RB 及 hypo-RB 皆明顯減少，捧讀1 PCA 誘導的細胞

為期停滯與 RB 不正常去磷酸化有關。 (Fig. 17) 

i十 ]bc丹 transgene cells 
由以上得知賢以 2 臨間 PCA 處理的 HL-鏘的恥其 BCL-2

protein 一直雄持在 26.-.-32 0/0的抑.1作用，困此想科鴻基路

轉殖的工程曹進一步來探討 BCL-2 在 PCA 存在下雪是否有

能力來預防 apoptosis 的進行。同樣，我們成 ELISA 的方法

來定蠶其效果。

在如胞處理 2 珊珀 PCA 12 小時之復習 DNA 斷裂為

co臨位叫起的 5.7是倍;而載入一段大量表現 BCL-2 protei闊

的基目的 HL-的細胞，其在 12 小時的時候，如胞本身僅有

些微 DNA 片段的產生(與 con缸氓、趣之差異並無意義) ，加入

PCA 者則其撕裂，情況增為 3.4 倍(即比 co制宜的組多 2.4 鋒的

DNA fragment) 世由上得知 PCA 誘發的 apoptosis 與轉巍細

胞之 BCL-2 表現的多寡有密切關鎮。 (Fig. 18) 
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討論

近年來對於 apoptosis 的引發機料，仍然不是很清楚，最

近一位學者 Pierre Golstei阻會將凋謝死亡訂出三個通程，分

別為 sig誼alizati閥 、 control 組d e革開tion 及 structural

alteration 。細胞 i跌到死亡訊息後，可能藉由改變 caspases 、

BCL-2 fa臨ily 或誼通tocho且dria 來使細胞進入凋謝死亡(35) 。

由本實驗 HL圓的細胞形態改變與 DNA ladder 的出現(圈

五，圈六)會我們設明了高;裘皮的 PCA (> 0.75 臨島生) ，會引

起細胞程序性死亡的進行。而籍由各種 time course 的湖

定， HL咀6。如胞棒、組施用期在前 12 小時被 block 於 G1
phase(Fig. 8) 書第 9 小時之後 hypodiploid cells 突然大量增

加， 2是小時之二後部分細胞似乎繼續進行另一次 cell cycle 
DNA ladder 同樣是在第九小詩復出現;; BCL-2 protein 於
1.5 小時後持續維持一扇定的 level ' Rb protein 則於 3 小時

後 hypo form 漸漸增加 9 小時後明顯減少;另外政

Rhodamine 123 滯留葷的分析法得知臨E血bra臨e potential 
(血itocho臨出4ia )於 0.5 小時後有受封破壞， 1.5 小時財有較

明顯的傷害;細胞內 GSH 則於1.5 小時後有減少的現象。

因此由 apoptosis 發生的時問推繭， PCA 引發的 cell c)社e

arrest 與 apoptosis 可能與造成粒緣體異常及如施內調控鹿

子失調有關。

由於 PCA 對細胞內 GSI宜的量有減少的現象曹ifTJ GSI宜

的減少往往引起如胞內氧化進原狀態不是學及 Ca2+濃度失去

平衡?國比被認為與鴻謝死亡有關(這9， 50) 實由於 GSH 存在

於粒線體，是否粒線體亦受到傷害?由 data 顯示

mitochondria 可能是 PCA 攻擊的一個臨時的，文獻曾報告

臨￡臨bra臨εpotential 的損毀可能會引起鴻謝死亡(36.， 37)' 在

mitochondrial 臨E珊bra盟ε 上有兩個被認為與 apoptosis 有闋

的 prote妞，一是 BCL-2 family ，其位於棚ter mitochondrial 
臨e阻bra聽e ，另一個是 cytochrome c '位於臨itochondrial

intermembrane space 0 cytochrome c 主要由核內華園轉錄
復運送至 cytosol '再由 ribosome 轉譯成 apopcytochro臨ec
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並運田和線質量，在過去的研究中曾利用 cytosolic

cytochrome c 與 ICE family 、 dATP 共同反應，結呆發現

ICE family 會被活化，且 DNA fragment 也會出現，因此

cytosolic cytochrome c 被認為與 apoptosis initiatio旦有關，

而 BCL-2 別具備防止 cytosolic cytochrome c 從

mitochondria 流失至 cytosol 的能力 (38， 39, 40, 41) 。

根據最近的文獻報告 (35) ，指出血itochondrial

臨e即brane potential (~\V)的去種化(depolarizatio的會引起

膜的 per臨eability transiti帥，使粒線禮膜形成非特異通

道，並釋放 apoptos螂i站s.岱-祖扭.闕.

起鴻言謝數苑亡'但由於~\V 的改變並不彩響 c叮yt切och抽lr間.啥01臨I扭E賠εc 的

realse呵(3站5， 38) ，因此 PCA 對 BCL-2 的減少可能使

cytochro阻e c release 封 cytos說，進而使 apoptosis 發生;另

一方面， PCA 對於 mitochondria ~\V 的改變，也可能誘發

另一條細胞鴻謝死亡途徑。

由於從 FACS 上符知以 PCA 處理後，細胞被 block 在

G1 phase '而 mammalian cells 細胞周期是由不同的

checl嚕。ints 來調控，其中 G1 chec坤的nt 包括 D-type

cyclins(Dl 、 D2 、 D3) 、 ιtype cyclin 、 A句pe cyclin 、

cyclin-dependent ki臨ase (cdk4 、 cdk6 、 cdk2)、 cdk

inhibitory proteins (CKIs: p21 、 p27....)與 retinoblastoma

pro扭扭扭的，其中 D帽type cyclh站在整個 cell cycle 中除了

Go phase 外，其表現為持續性的，而 E儡type cyclin 於 late G1 

phase 閱始大量表現，進入 S phase 後即迅速消逝曹 A岫type

cyclin 則於 late G1 phase 有表現，並在進入珀 phase 前迅速

消逝。在 cdk4，6-Cyclin D 與吋k2..Cyclin E 對 Rb protein 行

磷酸化後 ， Rb protein 會與 transcription factors 個2的解

悶，形成 hyperphosphorylated Rb protein(p120) ，使 S phase 
得以繼續進行(位，的，料，特)。但若是細胞受到傷害(如 DNA

damage 、問diatio帥，則 p53 protei誼會大量表現並 induce

p21 protei盟的出現雪 p21 藉由抑制 cdk4，6-CyclinD 或

cdk2-Cyclin E 的磷酸化能力，使細胞 block於 G1 phase(21 , 
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這6，啥7) 。但由於 p53 protein 1之 cd~講，ιCyclin D 在 HL-的

cells 中混不到(是8) ，立文獻報告指出 p53扭扭depe血dent

apoptosis 所引起的 G1 arrest 可籍由誘導 Rb phosphatase 
activity 或 p53-i臨depe臨街臨t p21/p16/p針對吋k4，6-Cyclin 及

cdk2-Cyclin E 的磷酸化能力的抑制作舟，或降位 Rb kinase 
的活性來使細胞生長停滯(26， 34) 。由於以 PCA 處理細胞 3

小時後 ， Rb protein 有去磷酸化的現象，但分析 FACS 上

的 apoptotic ceUs 卻僅有 3 % (與 8 小時相同) ，且預先加以

okadiac acid (用以抑制 prote抽回serine/threo臨inε

phosphatase 活性) ，也無法抑制 DNAfrag翩翩間的產生，雖

然 okadiac acid 本身可能引起 apoptosis '但根據那時 Ping

Dou 等人描述，拚命1 protein-sel恆e/threo且ine phosphatase 
活性後， 30 分錯內 hypodiploid ceUs 馬上會出現(26) 會自此

推論 PCA 經曲直接造成 DNA damage 而使 Rb protein 
dephosphorylatioI且，進而引發 apoptosis 的可能性相當少，

而 RB protei且於 9 小時大量減少會根據叩開的時 Dou 於

1996 年時(52)指出會 hypophosphorylated RB protei誼會迅
速的被 ICE family 切成至少兩個另當時(抖8 & p68)' 國比以
PCA 處理過的 HL目的細胞，其 ICE family protein 的表現
是否被活化，以及 PCA 是否能誘導 CKIs 表現或降低 Rb

kinase avtivity 以使 cell arrest '則是我們未來的工作。

在本次的實驗中，由於 BCL-2 protei臨的表現有被抑制

的現象，為了進一步確認 BCL-2 protei胞的被抑制作用，在

PCA 誘發的凋謝死亡中是否為一項自素，自此我們嘗試將

BCL-2 pl叫ein 0、Fez-expression 的 tr說nsgene HL凹的 cells 同樣

以 PCA 處理，結果細胞內的 DNA fragment 確實有降低的

現象，但鴻謝死亡依然發生，無法完全抑制。

由於 BCL-2 只是 BCL-2 fa臨ily 中的其中一員 ， BCL-2 
family 尚包括有 BCL-xL 、 BCL-w 、月fCl-l 、 BAX 、

BIK 、 BAK 、 BAD 與 BCL-xs' 前三者功能與 BCL-2 同樣

具有抑制鴻謝死亡的能力;後五者其功能則是相反曹但諸

28 



多的 BCL-2 family 成員能籍由彼此形成 di臨前來調控細胞

的生長曹例如 BAD 與 BCL-2 或 BCL-xL 結合後能誘導鴻謝

死亡的發生，但 BAD 若先被磷酸化(如經由 R冉升lki盟ase) , 

則其會喪失與 BCL-2 的結合，使 BCL-2 調控的 cell s帥、Tial

符以繼續。比外 BCL-xL 被認為與粒綠體上 pore-forming

有關?粒線體脹的 permeability transitio誼會導致

apoptosis '但能被 BCL-2 抑制 (35， 51)' 品比 PCA 與 BCL-2

fa血ily 之 j攝像與作用機制仍有符了解。

由於 BCL-2 可能藉由 cytochrome c 、 AIF 的釋出費來

調控其下游的 ICE/caspase '以進行鴻謝死亡;另一方晶細

胞也能不經 BCL-2 pathway ，而直接誘導 ICE/casp帥的

(35) ，但根據實驗 data '顯示的前expressio臨 BCL-2HL-的

cells 你然會進行凋謝死亡，因此是否 PCA 能直接誘發 ICE

fa臨ily ，則有符進一步探討。

國比我們推論 PCA 除了引起粒線體傷害，並抑制 BCL-2

的表現，使 BCL-2 無法執行對細胞保護的功能，兩誘導鴻

謝死亡的進行之外，另一方面也可能透過抑制 RB protei盟

的磷酸化或使 RB protein 去磷酸化來使細胞 block 於 G1
phase(Fig. 19) ，而 PCA 是否對 ICE/caspase protease 有直

接或間接的影響曹姆是我們將繼續探討的。
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Cells treated with PCA showi盟g DNA 
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Fig. 11 Time course of membrane pote盟主ial . 
HL品o ceUs were pretreated with rhodamine 
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