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第一部份:良性腫瘤

假懷孕鼠子宮蛻膜瘤的形成

與 PKC 異構體變化之探討
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壹、中文摘要

胚胎著床與子宮蛻膜形成( decidualization )有闕，目前我們

對於子宮蛻膜的形成瞭解非常有限，因此子宮蛻膜形成的機制是

一件值得研究的工作。

本篇實驗即研究假懷孕鼠子宮蛻膜瘤形成與蛋白激酵索 C

( PKC )的關像。結果顯示 PKC i"舌性有減少的情形，至少有 5

種 PKC 異構體 (α 、 5 、巴、 1 及λ) 在子宮組織中表現。當蛻膜

瘤形成峙， PKC 位會 down-modulation '即細胞質內的 PKCα 含

量下降，這種 down-modulation 的情形伴隨著細胞分裂的增加，而

在第 2-3 天達最大，但在子宮航，層卻沒有此種情形。另外 PKC ç 
並沒有 down-modulation 的情形發生，反而隨著細胞分裂增加而增

加，其在蛻耳其瘤及子宮肌層的表現均相同。其他 PKC 異構體3 、 1

及λ 的表現也是增加的，但是它們與細胞分裂速率下降有關。實驗

進一步以 immunohistochemistry 測定 PKC 在蛻朕細胞的位置，結

果詮實 PKC 異構體有不悶的表現。

本篇結果說明了 PKC在假懷孕鼠蛻祺瘤生成期間的表現及分

佈'因此我們認為不同 PKC 異構體的表現可能與調控蛻膜瘤形成

有關。

-2-
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貳、英文摘要

It is well known that decidualization is correlate吐 with the 

implantation. However, the mechanism of the decidualization remain 

understand. So, the investigating of the 白velopment of deciduomata is 

worth to do. 

In this study, we investigate吐 the correlation between 

decidualization and protein kinase C (PKC ) expression. \Ve 

determine吐 the expression of PKC isoforms during trauma-induced 

decidualization. The findings reveale吐 that at least five PKC isoforms 

(α， 0，已， t 個吐 λ) were present in both control and decidualized 

tissue. A丘er trauma-stimulation, PKC a. was down冒modulated in the 

deciduomata but not in the myome甘ium. Down-modulation was 

compatible with the increase in cell mitosis which reached a maximum 

at 2-3 days. On the 0也er hand, PKC ç was not down-modulateι It was 

increased both in the deciduomata and myome甘mm， an吐 paralleled the 

企equence of deci吐ual cell mitosis. The PKC isoforms of 0, t and λ 

were also increased, but they were associated with the depression of 

cell mÏtosis. Immunohistochemistry assay confirmed the various 

expression of PKC isoforms. Therefo時， these. findings suggested that 

the variable expression of PKC isoforms in trauma-induced 

decidualizing tissue in pseudopregnant rats may be involved in the 

modulation of decidual cell growth. 

司3
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參、縮寫表

BCIP 5-bromo-4-chloro-3 咽indolylphosphate

BSA bovine serum albumin 

DAB 3,3' -diamine benzidine 

DAG diacylglycerol 

DEAE : DEAE國cellulose

EDT A ethylene diamine tetraacetic aci吐

EGT A ethylene glycol bis (ß闡aminoethylether )咽

N，N，N九N，' -tetraacetic acid 

FBS fetal bovine serum 

HEPES : N-[2-hy往roxyethyl]piperazine-N九[2曲ethane sulfonic 

acid] 

IP3 inositoll ,4,5-trisphosphate phosphates 

MSH 弘mercaptoethanol

NBT nitroblue tetrazolium 

NC 4-chloro輔 l-napthol

PKC protein k.inase C 

aPKCs : atypical PKCs 

cPKCs : conventional PKCs 

nPKCs novel PKCs 

PLC phospholipase C 

PMA 

P卸fSF

PRL 

SDS 

phorbol12-mtristate 13-acetate (TPA) 

phenylmethylsulfonyl fluroride 

prolactin 

sodium dodecyl sulfate 
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TCA trichloroacetic acid 

TE孔伍D tetramethyl ethylenediamine 
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肆、前言

近年來不孕症比率有增加的越勢，自 1965 年到 1982 年美國

增加率高達百分之 177 '平均每六對夫婦中就有一對是不孕，而

台灣約是十比一[ 1 ] 0 導致不孕增加的因素可能是:排卵時間不規

則，子宮疾病，子宮頸疾病，輸卵管阻塞，著床B守所需黃體荷爾

蒙不足造成著床失敗，子宮內耳其症，男性精子不良症和男性不明

原因等[丸。這些原囡可能與緊張的生活壓力、環境毒害或職業婦

女趨於晚婚致懷孕年齡延遲有闕，不孕的問題漸漸形成夫妻生活

上的問題。

所謂不孕症是指已婚夫妻在一年當中，沒有採取任何的避孕

措施，有正常的性生活卻沒有達到懷孕島的，這種情況，使稱為「不

孕 J [刊。因此若要達到成功的懷孕，必須要有成熟的卵子和健全

的精蟲再加上一條可通往子宮的通路，言表卵子與精蟲能夠相遇而

結合，所以懷孕須具備下列幾個要件 1 、卵巢要能產卵，並經

過排卵的過程進入翰卵管， 2 、要有足夠數量與健壯的精蟲， 3 、

有足夠的宮頸管分泌作為輸送精子的媒介， 4 、正常的子宮內騏

受到足夠的持續蒙刺激，可以接受著床， 5 、翰卵管要暢通無阻

到子宮腔，使精蟲與卵子在輸卵管內完成受精， 4 、受精卵分裂

成膝胎，移行至'1子宮腹內著床後繼續發育成胎兒[4] 。上達 5 項是

懷孕成功的基本條件，若有任一階段的不正常都可能導致不孕症

的發生。

近年來「人工技孕 J 及「試管嬰兒 J 成為解決不孕症的最佳

方法[ 3 ] 0 r 人工授孕 J 是利用人為方式把射出體外的精液注入子

宮腔內，讓精蟲自己游進輪卵管內進行體內受精，連續作六個月，

成功率可達到%'但若連續六次都失敗，貝'1須改用體外受精的「試

-6-
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管嬰兒」方式來作，比方法為將女性成熟的卵子由體內取出，放

置在試管培養液中，加入處理過健壯的精蟲使其發生受精作用(體

外受精) ，然後在模擬鐘內環境的培養箱中使其分裂。當路胎分

裂主'14 - 8 個細胞時(大約受精後 2 天) ，以特殊的導管將}ffi~台由

子宮頸管植入子宮腔中，使其能繼續分裂，並且著床發育成胎兒

[ 5 ]。

在臨床實驗報告顯示，不管是以人工授孕或試管嬰兒的方式

來解決不孕症的問題，胚胎著床對於懷孕與否都是一項非常重要

的步驟，任何影響該步驟的因素都可能造成著床失敗懷孕不成

[ 6 ]。著床失敗一直是人工授孕技術失敗的主要原因，儘管取卵

率、受精率和胚胎分裂率都可突破 90 % '但是著床成功的機會對
每個尪胎而言卻只有 15-20 %。目前對於這個問題，有些可以利

用持聽蒙或胚胎助孵化術解決，有些在醫學上仍是盲點，所以解

決的方法可能需要從其他方面著手，例如研究子宮蛻耳其瘤形成之

機制等相關問題。

子宮是一個外有厚壁，內革中立的肌肉器官，其位於膀就(在

前方)與主腸(在後方)之間。它可分為兩個部份，即予宮體與

子宮頸。測暈乎宮長度約為 7.5 公分，寬約 5.5 公分 9 深約 2.5 公

分，其壁相當厚，約1.2 公分，子宮腔則非常的小。于宮體的襯裡

是子宮內膜層，屬於一種上皮細胞組織，其中有豐富的腺體及基

質分佈;子宮內耳其的表層細胞可j這每次月經過期而增生與剝落，

而其基質部份則給持不變。子宮體的中層是一種肌肉細胞，稱為

子宮肌層( myometrium )。子宮嫂的外層是非常薄的外漿耳其

( serosa )或稱子宮漿膜( perimetrium ) [刊。

女性的子宮具有下列幾點功能 1 、為受精卵準備一個適當

著床的空間· 2 、在路胎/胎兒發育成熟之前，可提供保護與營養

-7-



的功能， 3 、在分挽之際能夠使胎兒與胎盤挽出， 4 、籍著子宮

肌層的肌肉收縮可使胎盤脫落部位不致流血過多 [7 ]。子宮內朕可

分為基層及功能層，功能層的子宮內膜會隨動情索與黃體素濃度

的改變而會產生若干的變化。在月經迪斯通後，功能層在動情素

的刺激下，自基層處不斷的生長，直到排卵為止，此時期稱為增

痘期( proliferative phase )。增殖期中子宮內膜不斷增長?且有

微小的血管生長，攜帶充分的血流。當排卵發生\黃體素增加，

子宮內膜中的腺體開始作用，分泌黏液、肝暗及某種特殊物質，

以助於受精卵的著床滋養，這時期就稱為分泌期( secretory 

phase )。在沒有懷孕的情況下，黃體有一定的生命期，會自行萎

縮立在停止持爾蒙的製造，以致動情素濃度下降，子宮內脹的生長

及分泌~p會停止[ 8 ] 0 

一般正常「受孕」過程是男人產生正常的精子，輸送儲積到

女人的子宮頸，活躍的精子經由子宮頸及子宮腔輸送到輸卵管的

底端;同時卵巢內的濾.泡發育成熟，排出卵子，並輸送到輪卵管

底部，和精子相逢「受精 J r 受精卵 J 再從翰卵管輸送到子宮

腔內著床，由卵巢分泌足夠的持爾蒙使「駱胎 J 發育生長[9 ]。

子宮蛻耳其是子宮內膜的基底細胞( stromal cell )經由持爾蒙

(如 estrogen 和 progesterone )刺激誘發轉化形成口的，它被認為

在路胎著床過程中扮演非常重要的角色，如調控魅胎侵入作用

[ 11 ] ，而且也是炭供路胎生長的溫床，如供應是五胎營養[ 1月、分

i~泣內泌索[ 13 ]和保護尪胎兔於母體的排斥作用[ 14 ]。因為子宮內

耳其的接受度是否良好有賴於子宮蛻耳其形成正常，有良好的 JEE~台和

足夠荷爾蒙，也要有建全良好的子宮蛻脹，月丕月台才能順利著床發

霄，因此探討子宮蛻耳其形成的機制有助於解決著床失敗的問題。

子宮蛻膜形成的好壞，在人工受孕過程中也常常用來判斷是
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否進行胚胎移殖手術。因此瞭解子宮蛻膜形成的機制有助我們作

更好的辨別和暸解路胎與子宮內耳其按合下最適當的環境。在我們

的知識領域捏，對於瞭解子宮蛻膜形成的機制仍然有限;已知有

幾種關於子宮坑膜生長的報告出現，例如 Shelesnyak 提出結織胺

( histamine )可激發蛻膜反應(也cidual response) ，他發現在

大白鼠中，全身性或直接注射抗組織胺( anti幅histamine )可以阻

止子宮蛻膜反應，子宮中肥大細胞( mast cell )是組織胺主要來

源，這個就是為什麼會增加微血管滲透性和子宮內脹的蛻膜變

化。另外在著床早期，著床的地方可發現前列腺素濃度增加，子

宮內膜細胞很可能是前列腺素的來源。

子宮內膜基質細胞的蛻膜形成(社ecidulization )已知與荷爾

蒙有闕，包括泌乳素 (prolactin PRL) [的卜前列腺素

( prostaglandin )、女性索 (estradiol E2) 與助孕素

(progesterone P) [ 1叫，體外培養的模式亦證贊助孕素促進基

質細胞轉變為蛻膜細胞( decidual cell )[ 1呵。 Tabanelli et aL[ 17 ] 

曾經利用體外培養人類子宮內耳其基質細胞針對卵巢持爵蒙

( ovarian hormone )促使蛻膜細胞形成有所探討。性腺刺激激素

( gonadotropins )對於人類子宮內膜基質細胞的轉形作用為直接

作用亦被指出[ 18 ]。許多報告指出子宮蛻耳其形成與荷爾蒙如

progesterone 、 estrogen 、 prostaglandin 、 histamine 、 TSHlLH 、

relaxin...等刺激c-A品。表現有關[ 1叫， Tan皂 et al.[ 19 ]指出泌乳索

及助孕素在子宮蛻耳其形成之初步會增加 cAlv1P的含量。然而在其

他細胞也被證實持爾蒙(如 histamine 、 TSHlLH 、 relaxin )的作

用與蛋白激酵索 C (protein kinase C PKC)活化有關{訝，2日，

但是 PKC 是否參與子宮蛻膜形成作用至今尚未被證明。

PKC 是 1977 年由日本 Nishizuka 等，人，從牛的小腦所發現之
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異於蛋白激蜂A 的蛋白激時[2月，隨後的研究發現此時的活化需

要細胞膜的磷路和 diacylglycer叫( DAG ) [泊，24 ] ; ffil 細胞受興

奮後，荷爾蒙或神經傳遞物質作用於細胞表面之受體，經由受體

之活化可進而活化磷脂蜂 C (phospholipase C PLC) ，將胞膜

上的磷脂肌醇( phosphatidyl inositol )分解，產生第二訊息傳遞

物( second messengers) DAG 和 IP3 ( inositol 1 ，4，弘trisphosphate

phosphates ) , DAG 進而活化 PKC 實因此活化比激時 C 之生理途

徑已被確認，而陸續的研究也發現除了經由活化磷脂蜂 C 之途徑

外，由磷路時D和 A2也可以分別活化或加強此激晦的活性。此外，

tumor-promoting phorbol esters 如 TPA 也可以活化 PKC' 並造成比

亞每由細胞質轉移至細胞膜( translocation ) [訝，26] ，但是 TPA 長

時間之作用反而造成其益。wn-regulation 0 PKC 在調節需要 Ca2+的

細胞功能上具有重要的角色[ 27 于它可以透過一些細胞外的訊

號，例如:生長園子、持爾蒙及神經傳導物質等{泊，29 ] ，在

trans-membrane 上扮演傳遞訊息的角色。 PKC 也被發現可誘導許

多細胞的反應，包括細胞的增鐘、分化、基園的表現及腫瘤促進

作用口的。 PKC 活性過度表現可能造成多數大自鼠的纖維母細胞

生長不正常口口。

已知 PKC 至少含有 12 種異構體( isoen勾'me) ，若依其序列

的差異大致可將其處分為三類型 1 )傳統型( conventionalc ' 

PKCs)一位、偉、 ßII 及Y' 需要負債的 phospholipi缸， diacylglycerol 

或 phorbolester '及鈣離子存在下才能夠活化[ 32 ,33 ] ; 2 )新型

(novel ' nPKCs )-8 'E 、 6 、η 及抖，需要負償的 phospholipi品，

社iacylglycerol 或 phorbolester 才能活化，但不需要鈣離子[詔-34] ; 

3 )異型( atypical ' aPKCs )一 λ 、 1 及巴，只要負償的

phospholipids '不需鈣離子，往iacylglycerol 或 phorbol ester 即可活
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化[33 ] (附錄一) 0 PKC 是由 C卜C4 四個不同的區域( domain ) 

所組成， Cl 是 pseudosubstrate 及 phorbol ester 結合區， C2 是鈣

離子結合區， C3 是 ATP 結合臣 'C再是受質結合區，具有磷酸化

轉移的功用[ 35 ,36 ] 0 PKC 異構體的差異在於具有或缺少某些區

域而致使其表現不悶，例如nPKCs 及 aPKCs 缺少鈣離子結合區;

cPKCs 及nPKCs 在 phorbol ester 的結合位包含 2 個 zÎnc fingers 之

作用那位，而 aPKCs 只具有一個 zinc finger 之作用部位 PKCIl

則缺乏 pseudosubstrate 區。

這三類型異構體之性質、分佈及受活化之方式不盡相間，因

此不同的異構體可能各司不同功能[37-40 ]。最近報告指出個別的

PKC 異構體參與修復細胞的增楚，例如:以 carbon tetrachloride 誘

導肝再生時，發現 PKCα 表現增加[ 41 ]。在部分的肝切除

( hepateotomy )之後也可觀察到細胞核內的 PKC a.減少反 PKC8

增加[4月。當肝再生期間 PKC 進.行重新分佛，從可j容的細胞質部

份轉移至微粒部分[ 43 ,44 ] 0 Folic acid 誘導腎臟再生會造成 PKC

a 降低，但是 PKC 8 不會改變[ 45 ]。肝臟及腎臟的再生也會誘導

初期反應基茵的表現，而這些基因的表現直接或間接的透過 PKC

調控，例如 fos 、 myc 、 Tis 1 、 Tis8 及 Tisll [ 46-49 ]。由以上

資料顯示 PKC 的活化可發生在化學或機械式的誘導細胞增獲時

期。

最初誘導蛻膜細胞在非懷孕狀態的子宮內膜生長，是由 Loeb

等人以豬及兔作為試驗所提出，按著被廣泛的被應用在大白鼠，

狗及猴等動物[ 5。于此種動物實驗可模擬自然懷孕時蛻耳其的生成

作用，在缺少任何胚胎組織下，提供許多相關懷孕初期時功能是三

研究。假懷孕鼠動物實驗模式已被應用在研究蛻膜瘤的生成與持

爾裳分i'公之間的關餘，其誘導方式有 1 )不能產子的交配， 2 ) 
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利用一根玻璃棒去刺激子宮頭及 3 )讓養育一寫小動物去九吸等

方法觸發泌乳索長時間持續的分泌以及黃體之保存，致造成正常

性過期之恢復延遲了一些時間。假懷孕時間大致可維持二星期。

當正常雌大白鼠處在發情前期或是發情期之際，若施乎乎宮頸的

人工機械刺激則較容易誘發假懷孕，此乃因該時段的雌性素在血

中濃度上升，使得該鼠對刺激變得敏成化。在子宮頸刺激後的第

四天用針割傷子宮壁，子宮蛻耳其會問始生長，立立且在第 5刁夭達到

最大。在假懷孕的大白鼠，蛻膜瘤細胞的增痘可利用多種刺激方

法來達成，包括組織傷害(子宮內脹的刮傷或橫斷的夾住子宮)

及組織氛的翰送注射[ 5日，但是， PKC 在這些人工誘導蛻膜生成

作用中的角色還未被確認。

為了尋找組織受傷及管腔內組織氛在細胞內傳達訊息的共通

進行方式，我們務測活化的 PKC 可能參與此一訊息傳遞路徑。已

知 histamine 有能力去活化磷且這蜂 C (phospholipase C ' PLC ) , 

使得聚磷酸肌醇( polyphosphoinositi自)水解，造成細胞

吐iacy19l ycero 1 的增加[20 ]。而此 diacylgycerol 可促進 PKC ì:舌化及

細胞生長[紹，53 ] ，因此， histamine 造成 PKC 活化並且接著影響

DNA 合成[20 ]。

本篇實驗的設計是利用假懷孕鼠子宮以人工剖傷方式誘導蛻

耳其瘤生成時觀察 PKC 活性及蛋白表現，並進一步偵測 PKC 存在的

位置( localization )。實驗結果將有助我們暸解子宮蛻祺瘤形成

過程中 PKC 所扮演的角色。
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伍、實驗材料與方法

一、黨品試齊!

1.實驗動物購自於國科會動物中心:

Sprague-Dawley 雌大白鼠。

2.購自於美函 Sigma 公司:

Bovine serum albumin (BSA), Adenosine triphosphate (ATP), 

Phenylmethylsulfonyl fluroride (PMSF), Leupeptin, Histone Hl 

(type III-S), Phosphati吐ylserine， Sucrose，但國Mercaptoethanol， Tris 

(hydrm可恆lethyl)-amino methane hydrochloride (Tris-HCl), 

Dithiothretiol (DTT), Triton X-IOO, Polyoxyethylenesorbitan 

monolaurate (Tween-20), 3,3'-Diamine benzidine (DAB), 4-Chloro­

l-napthol, 5-Bromo-牛chloro-3-indolyl phosphate (BCIP), Nitro 

blue te甘azolium (NBT), Aprotinin, Sodium orthovanadate 們的V04)，

Poly (Glu刁yr， 4:1).

3.購自於英國Amersham 公司:

[y_32p]ATP (5000Gilmmol) 。

4.購自於聯工化學廠股份有限公司:

TCA, Sodium chloride (NaCl), Glycine, Ethylene diaminete 

tetraacetic acid (EDTA), N,N,N' ,N' -tetraacetic aci吐 (EGTA)，

Potassium chloride (KCl), Calcium chloride (CaC12) , Sodium 

phosphate (NaH2P04.2也0)， Magnesium chloride (MgC12) , 

Potassium phosphate, dibasic (K2HP04) , Hydrogen chloride (HCl) 。
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5.購自於和光純藥工業株氏會社:

Potassium phosphate, monobasic (KH♂04) 。

6.購自於美國 BIO-RAD 公司:

30% Acrylamide七isacyeaide (29: 1) solution, Protein assay dye, 

Ammonium persulfate, TE1-伍D 0 

7.購自於德國 E. Merck 公司:

DEAE-cellulose 。

8.購自於美國 Transduction Laboratories 公司:

PKC-α mAb， PKC-ß mAb, PKC-o mAb, PKC-ε mAb， PKC-t mAb, 

PKC帽λ mAb， PKC她μ mAb， PKC-9 mAb, PKC-Ç mAb, Brain cell 

lysate 0 

9.購自於美國 GibcolBRL 公司:

PKC-y mAb 、 Fetal bovine serum 0 

10.購自於美國 Promega 公司:

Anti-mouse IgG (H&L) AP conjugate, Anti-rabbit IgG HRP 

conjugate 。
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2. 、儀器

名字在

S pectrophotometer 

Centrifuge 

Ul tracentrifuge 

Ultracentrifuge 

Power supply 

Transphor power supply 

Shaker 

水浴加熱器

單月垂直型電泳糟

Vortex 

homogenizer kontes tissue grind pestle 

-、動物處理( ani臨al treatment ) 

廠牌

Beckman DU 640 

Beckman GS-6R 

Beckman L闡80

Hitachi himac CP 85ß 

Hoefer SX 250 

Hoefer 

TKS 

TKS WB201 

OWL 

SI-2 Genie 

Wheaton 

Sprague-Dawley 雌大白鼠(體重約 180-250 公克)置於人工照

明[晝夜輪迫 12 小時光照， 12 小時黑暗(亮的過期為的:00 '" 

17:00 )于溫控 22 土 2 oc之環境中，採自由進食方式。每日檢查

其陰道塗抹液，籍以判斷雌大白鼠之動情週期，立主挑選具二二次以

上規律是L四日型動情過期雌大白鼠作為實驗動物。

四、假懷孕嚼導法眉之子宮蛻鸝形成

將其二次以上規律之四自型動情迪斯雌大白鼠於動情期當天

上午以玻棒插入陰道內，在一分鐘內給予 200 次刺激子宮頸

( cervical stimulation )，刺激當天定為假懷孕期的第 0 天[ 54,55 ]。

在假懷孕期第 4 天，利用乙瞇麻醉雌大白鼠，剖開其腹腔並將子
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宮拉出，以特製長針頭僅輕苦'1其右邊子宮壁，另邊未刮之子宮作

為對照組。手術完畢後，縫合並消毒再放回籠中繼續飼養。當假

懷孕期達第 4 、 5 、 6 、 7 、 9 、 11 及 13 天時，分別將雌大白

鼠斷頭犧牲，並取出二邊子宮以進行下列實驗。

五、 PKC 之革取( exíraction of PKC ) 

分別將有受子宮頸刺激(實驗組)及未受子宮頸刺激(對照

組)的子宮剪間，秤重益記錄。以利剪先剪闊子宮，並用玻棒輕

輕地將內膜( deciduoma妞，蛻耳其瘤部份)刮下，藉以和外膜

( myometrium 子宮基膜部份)分鬧。外朕先以 1 ml 

Homogenization buffer A' (附錄二)清洗(此步驟內膜部份可省

略) ，然後將組織置於玻璃板上(需在 4 Oc 下) ，滴入 0.5 ml 

Homogenization buffer A (附錄二) ，以剪刀先將組織剪碎成泥狀，

再放入研磨器內，加入 1 ml Homogenization buffer A '使用機械研

磨 30 次使細胞破碎(此研磨器需置於;水內) ;萃取液倒入超高速

離心管，補足 Homogenization buffer A 至 3 ml '經超高迷離心

( 40,000 rp血 '4
0

C' lhr) 之後，可得上清液( supematant ) 

即為 PKC 的細胞質部份( cytosolic 企action ) ，而沉澱物( pellet ) 

再加入 1.5 ml Homogenization buffer B (附錄二) ，並以超音波震

盪器將沉澱物打散，然後在 4
0

C下培育 1 hr '並且每隔 10 mins 

用力搖晃離心管，使 Triton個X 100 能充分作用 lhr 之後再次以超

高遠離心( 40,000 rpm ' 4 oC ' 1 hr )此萃取液，離心所得之上

清液即為 PKC 微粒部份( particulate f全action '含細胞膜及細胞核

之部份)戶的。經萃取得到的 PKC sample 分裝儲存在刁o Oc 下。

六、 PKC 之純化( partial purification of PKC ) 
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上述萃取所得之樣本仍含有各種細胞質或細胞耳其的酵素，及

其他內在干擾物質，為使 PKC 之純度提高，以利活性測定，可採

用 DEAE-cellulose chromatography 來純化[ 57 ]純化的方法是先製

備 cellulose column '以 1 g 之 DEAE-cellulose 與 4 ml 之 20 mM 

Tris-HCl ' pH 7.5 混合，通入塞以玻王為棉之玻璃管拉( 6 x 50 

mm )中，再以 0.75 ml Elution buffer (附錄二)沖洗三次，然後

通入樣本，以 0.75 ml Elution buffer 再沖洗四次和 0.25 ml 令 120

mM KCl 之 Elution buffer 沖洗一次，最後通入 0.5 ml 含有 120 mM

KCl 之 Elution buffer 並收集之，此液即含有較高純度之 PKC 0 

t 、 PKC 之活性瀾定( measurement of PKC activity ) 

PKC 之活性測定餘採用放射磷標記之腺核甘三磷酸 ( [y-

32p]ATP) 作為磷段板之供給者，而以組織蛋白( histone 可peII-S ) 

作為磷酸根之接受者，籍測量 PKC 將放射磷轉接至組織蛋白之多

寡，來定量 PKC 之活性。整個反應之過程如下:在 4
0

C下將 100μ1

反應溶液(附錄二)與 50μi 之符測樣本於 5 x 60mm 試管混合，

然後加入到 μi 之[y_32p]ATP 溶液，隨後將之輩於鉤。C之水浴中，

反應 10 分鐘之後，先加入 1 抖gJμ1 BSA 50μ1 '次加入 0.5 ml 冰冷

的 40 % trichloroacetic acid (TCA)溶液以中止反應，再加入 2ml

冰冷之 1 %TCA 溶液，使 phosphorylated histone 析出，最後利用

離心方式( Beckman GS而R ' 300。中m ' 4 oc ' 30 min )將析出

之蛋白沉殿下來，小心移除上清液，保留沉殿部分份再加入 2 ml 

冰冷之 1 %TCA 溶液，經離心取沉殿部份加入閃爍液，再將發個

試管放入偵別瓶， .I-:J.. βCounter 測放射量。反應結果扣除不力u

phosphatidylserine 和 1 ，2-Diolein 的空白樣本( blank sample) ·即

為 PKC 真正活性，以 pmol/min/mg protein 表示。

-17-
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入、酪氧富農蛋白激晦之活性瀾定( measuremant of protein tyrosine 

kinase (PTK) activity) 

測定細胞質及微粒質蛋白內生性的磷竣化作用是在總體頑

100 μ1 '包含 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) , 20 mM magnesium 

acetate ' 5 mM NaF ' 1 mM EDTA ' 30 ~ sodium o-vana吐a峙，

及 1 mM DTT'在 20 0C 下力。入 5μM [y)2p]ATP (4000 cpm/pmol ) 

起始反應， 20 分鐘之後加入 1 ml 20% ( w/v )的 TCA 終止反應。

酪氛竣蛋白激晦之活性即以上述系統科定，但另加入 poly (Glu­

Tyr , 4 : 1 )當作受質。反應停止之後再加入 1 m120%的 TCA'

此時磷酸化產物被沉澱出，乾燥後定量。空白組則在沒有加入受

質下反應。

九、書是由濃度規i定( protein assay ) 

蛋白質的定量採用 Bradford protein assay 方法，其原理為蛋白

質可與 Coomassie billiant blue G-250 形成藍色複合物，當藍色越深

表示蛋白含量越高。測試方法首先以一系列已知濃度 BSA 加入 5

分之一體穢的 Bradford protein dye '以波長 595 nm 可見光之吸光

度作一標準曲線，再以同樣的方法測得樣品之 O.D.佳，即可根據

標準曲線求得樣品蛋白之濃度。

十、西方墨點分析法( western blot ) 

樣本的處理是將 PKC 萃取液的細胞質部份取 30 時及微粒部

份取的閱(大約 2 倍的比例) ，分另付臼入 PBS 緩銜液(附錄三)

後再與 Treatment buffer (附錄二)混勾煮沸 10 分鐘，迅速童入;水

浴中，再進行 SDS-聚丙;時極胺板膠電泳分析[ 58 ] 0 SDS-聚丙;時

國 18-
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商制安板膠電泳之上層膠體為 4 % Stacking gel '下層繆體為 10 % 

Separating gel (附錄二)。將作好之板膠固定封電泳裝置上，並

將電泳緩衝液( 1 X Tank buffer '的錄二)注滿上下電泳槽，然

後將處理過之蛋白樣品溶液加入板膠上所形成之U 型槽中，以 140

Voltage ' 35 mA進行電泳。電泳結束後進行蛋白轉移[59] ，將膠

體浸入冰冷之 Electrotransfer buffer (附錄二) 5 到 10 分鐘，將膠

體平鋪在兩張浸漫的Whatmah 3M 澆紙上，此時將預先浸濕的硝

化纖維紙蓋在膠體上面，依次再覆蓋兩張浸濕的 3M5J.蓮、紙，並以玻

棒輕趕其間之氣?包後裝入 Transfer Holder '然後置於 Electrotransfer

Tank 於 4
0

C下，進行 100 mA電轉移，電轉移過友後，取出揹化

纖維紙浸入 10 ml/cm 含 3 % ( w/v) FBS 之緩衝液( Blocking 

buffer '附錄二) ，在室混下搖動 l 小時。然後加入抗體( PKC 

isoform Ab 仗、郎、仰、 y 'Ô 、 ε 〈、 η 、 6 、 λ 、 μ 及 1 或

Cell cycle protein Ab Cdc2 、 Cdk2、 Cdk4 、 Cip1 、 Cyclin A 、

Cyclin B 、 Cyclin D1 、 Cyclin D3 、 KAP 及Kip1 或 signal

transduction protein Ab Raf 、 ERK-1 、 c-Jun 及 c-Fos 或研

制buline 或 Prolactin )於 20 ml 令 1 % ( w/v) FBS 的 20 ml 緩衝

液中，與磷化纖維紙在室溫下作用 3 小時，之後以緩衝液

( Washing buffer '附錄二)清洗兩次，每次 10 分鐘，最後再清

洗一次即可倒掉。接著再進一步以加有 20μg Secondary Ab 含 1%

( w/v) FBS 的 20 ml 緩街液，於室溫下作用 l 小時，然後以緩

街液清洗 2 次，每次 10 分鐘，最後再清洗一次即可倒掉。最後將

硝化纖維紙浸入 20ml 的受質溶液( S ubstrate buffer '附錄二)

加上 7 mg 的 NBT 及 5 mg 的 BCIP 進行呈色反應，符硝化纖繪紙

上有明顯的 band 出現，即可以去離子水終止呈色反應，清洗乾淨

後味乾。
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十一、免疫沉澱法( immunoprecipitation ) 

取 400 沌的檢體加入 2X 的 ip buffer (附錄二)補足五 1 ml ' 

再加入 10μ1 的 phosph。可rosine antibody ，在 4
0

C 下反應 3 小時，

之後以凹，000 rpm 的轉遠在 4
0

C下離心 4 分鐘，丟棄上清液，然

後以 1 X ip buffer 清洗沉澱物 P 再以 10，000 rp臨的轉遠在 4
0

C下離

心 4 分鐘，經過兩次後，去除上清液，加入 100 抖的 PBS 溶解沉

殿物即可。

十二二、免疫§賢先標定浩( im臨unofluorescence labeIing ) 

將假懷孕不同天數的子宮組織以 10 %福馬林處理，然後包埋

固定在石蠟中，以 3 微米的厚度作切片，固定於載玻片上後，接

著以二甲笨脫蟻，並透過一系列不同濃度的酒精重新水令，再以

0.1 % Triton X-I00 / PBS 處理 20 分鐘，使其具有浸透性。接著將

標本浸入含有 3%胎牛血清的 PBS 中使其阻止一生長非特異性抗原

的結合，經過 25 分鐘之後，以 PBS 清洗，然後在室溫下加入單株

抗體 PKC a.及已作用 l 小時( 10 mg / 1 ml PBS-0.2 % BSA) 0 1 

小時之後，以 PBS 清洗 3 次來移除抗艘，每次 5 分鐘。接著加入

含有 FITC 的 2 級抗體，在室混下作用的分鐘。最後在標本上滴

入 mounting media '再以萃玻丹覆蓋固定。

十五、當射掃描的共輒焦螢光顯微鏡( laser scanning confocal 

fluorescence microscopy ) 

樣本以當射掃自笛的共車re焦螢光顯示鏡( LSM410 ' Zeiss )分

析其螢光分佈，此顯微鏡使用 PI-Neofluar (2X 和 20X)的物鏡

( NA=I .4 )。取用相同的光學限定範園 'Z 軸焦距為 l 抖，影像
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是由Ar (1 88 nm)的雷射激發標定的樣本，取特定的混過區段

( 515咀545 nm )以觀測 FITC 螢光，和由氯/氛( 543 nm )當射去

激發，取特定的港、i蓮波段( 590 nm )以觀察 LSM 傳遞出掃到的

細胞結構。我們確定在不斷收集影像的過程並沒有機械性產生的

移動。

十四、組織學檢章( histology examination ) 

在共車Iß焦螢光顯示鏡分析之後，所有的樣本立刻以

hematoxylin 及曙紅( eosin )染色，計算細胞有絲、分裂的數量。

十五、十二挽基硫酸銷國眾禹婦離腰提膠電泳( SDS國PAGE)

樣本的處理是將 PKC 萃取液的細胞質部份取詢問及細胞腰

部份取 15 時，分別加入 PBS 緩街液後再與 Treatment buffer 混勻

表沸 10 分鐘，迅速童入冰:谷中，再進行 SDS團聚丙;時驢胺凝膠電泳

分析，然後以 Comassie brilliant blue 染色 1 小時，再以退色液退色。
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陸、實驗結果

一、揖拿大會鼠動情遇期的槍盎

鼠類自有性遠期問始，全年均表現動情迪斯之輪凹，此謂多

情迪斯( polyestrus-cycle ) ;;利用陰道塗抹液觀察雌大白鼠細胞

型態，來判定其生理週期，進而選擇至少有兩次以上連續正常遇

期之雌大白鼠作假懷孕的實驗。動物處理流程如圈 1 所示。

一般正常雌大白鼠的生理迪斯為四天一個循環，可分為下子'1 四個

時期1.發情前期( proestrus) ，出現很多卵圖形或紡縫形之上

皮細胞，並可見到其細胞內含有細胞核; 2.發情期( estrus) ，陰

道的細胞呈現椏不規則、扁平角化，且有很多殘餘的上皮細胞 3.

發情後期( naetestrus) ，陰道的細胞呈現角化，並有白血球浸潤

其中 4.間情期( diestrus) ，上處細胞很少，但有很多白血球出

現。

實驗設計在雌大白鼠的動情期當天以玻璃棒插入陰道內震動

l 分鐘，刺激子宮頸使其產生假懷孕狀態(刺激當天定為假懷孕的

第 1 天) ，以便觀察子宮內耳其以及 PKC 在假懷孕情況下的變化(聞

2 )。

JL 、楊導蛻鸝作揖尋寄生

在假懷孕的第四天，籍由刮傷這個動作來代替拯胎的著床。

結果發現在舌'1傷的第 5 天(即假懷孕的第九夫) ，有刮傷的子宮

比沒有刮傷的子宮(對照組〉變大許多(國 3 )。而且若將對照

組與刺激組分開秤重，也可發現刺激組因有蛻膜瘤的形成而重量

增加(表 1 ) 
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五、 2商量發生蛻且其作用第 5 天時假懷孕鼠的 PKC 活性變化

PKC 活性測定之前通常會先經過純化的步驟，使純度提高以

利活性測定。實驗將生成蛻耳其第 5 天的假懷孕鼠以緩衝溶液 A 及

B 萃取，分別可得到細胞質及微粒質部份的萃取液，經過 DEAE­

cellulose chromatography 的方式純化之後，測 PKC 的活性。在對

照組-未處理的子宮組織中細胞質部份 PKC 的活性為 57.5 土 4.0

pmol 32P/minJmg ，有蛻膜生成的子宮組織為1.5 士1.4 pmol 

32p /minJmg (表 2 ) ，兩者之間有桂顯著的差異性存在( p < 
0.001 )。在微粒質的部份，對照組 PKC 的活性為 236.8 土 88.6 pmol 

32P/minJmg ，有蛻耳其生成的子宮組織為 124.8 士 14.5 pmol 

32p /minJmg ，在統計學上的比較兩者之間並沒有顯著的差異性存

在。以上結果已在雜誌上發表[ 60] 。

四、瀾量發生蛻鸝作用第 5 天時候懷孕鼠的酪氯曉華會歡騰活性

(PTK) 變化

實驗同時也，分析酪氯酸蛋白激且每活性在假懷孕鼠的變化。在

對照組及有蛻膜的子宮細胞質部份，酪氯酸蛋白激將活性分別為

20.6 士 3.2 pmo1 32P/minJmg 及 20.1 士 3.0 pmol 32P/minJmg( 表 3 )。

另外在微粒質部份對照組及有蛻脹的子宮其酪氯酸蛋白激勝活性

分別為 36.8 土 5.1 pmo1 32P/minJmg及 42.5 士 9.0 pmol 32P/minJmg ; 

若以統計學的觀點來比較，當蛻膜生成時，不管是細胞質或微粒

質部份都沒有顯著的差異存在。

五、 z審定假懷孕鼠中 PKC 異構體的存在

為了決定是否 PKC 異構體與蛻膜細胞的增獲有關聯，我們首

先使用 Transduction Laboratory所製備的 PKC 異構體抗體去分析未
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處理的對照組子宮(圈 4A )與蛻耳其瘤生成的第 2 天的子宮(韶

4B )中 10 種 PKC 異構體 (α 、 P 寸、 8 "E 、巴、 6 、 1 、 λ 及μ)

的表現。兩個子宮各加入每 10 ml 含有 1 g 組織的均質化溶液 B'

以 Konetes homogenizer 研磨 30 次後，在 4
0

C 下以超高迷離心 i 小

時。上清液被用來作西方墨點( vvestern blot )分析。分析結果顯

示在- 80 KDa 有 PKCα及y '-78 KDa 有 PKC8及-72 KDa 有 PKC

G 、 1 及λ 的出現，但是 PKCß 、 ε 、 6 及μ 貝11 沒有任何免疫反應出

現。在所有 PKC 異構體中，分別在 54 KDa ' 48 KDa ' 42 KDa 

及 24 KDa 有四條 band 出現，與當作 maker 的 brain cell lysates 比

較可視為 non-specific band 0 出現在 PKC 1.的 150 KDa 及的 KDa

的兩條 band 及出現在 PKC 抖的 78 KDa '的 KDa 及 38KDa 的三

條 band 也是 non-specific bar泣。其他方面，透過免疫沉澱的方法

研究， anti“PKCα 的 antibody 並不能與 PKC y 交互反應。因此，

anti-PKC y 的 antibody 並不是特異的針對 PKCy'但可以証實 PKC

α 確實出現在子宮組織。根據結果顯示至少有 5 種 PKC 異構體

(仗、 5 、 C 、 1 及λ) 出現在大自鼠子宮組織。

六、西方，;點分析 PKC 異構體的表現

根據上述結果得知 PKC 異構體在受刮傷刺激的假懷孕鼠中與

未受刺激的對照組比較之下確實有改變，為史進一步確定，實驗

接著分析受刮傷後第 2 天的三組不同隻大白鼠，並且針對表現較

明顯的 PKCα 及已作西方墨點，結果發現在受刮傷的內耳其細胞質

部份α 的表現比對照組低，而且臼有極顯著差異( P < 0.01 ) 

但已與賢照組比較之下貝11 表現量增高，且有顯著差異性(國 5 )。

在內膜的微粒質部份，與對照組比較之下可發現 PKC a 仍表現較

低，而且α 有顯著差異。已與對照組比較之下表現量增高，並且有

國24-

一?聽



極顯著差異性存在。

子宮在未懷孕的正常情況下，是不包含蛻膜部份的;所謂蛻

膜是指當胚胎欲著床時，子宮內耳其為包土里路胎所生成的一種內

脹，當好婊結束，這層內膜便隨之排出，因而被命名為蛻膜。為

了區分及瞭解坑朕及其周圈子宮肌層內的 PKC 的表現，實驗將受

刮傷刺激第 5 天的假懷孕鼠子宮分為子宮航。層及蛻朕兩部份，與

對照組進行西方基點分析。結果不管在子宮肌層或蛻耳其瘤的細胞

質部份， PKC a.的表現皆比對照組低，其中也有糧顯著差異(圖

6) 0 PKC ç 在子宮肌層的表現與對照組相似，但在蛻膜瘤部份

則表現增加，與對照但有顯著的差異。另外微粒質部份，子宮航，

層的 PKC a.與對照組比較有顯著的降低，在蛻膜瘤的部份雖較

低，但卻不具統計上的意義。 PKC ç 則不管在子宮肌層或蛻膜瘤

部份皆比對照組來得高，尤其在蛻祺瘤部份有雄顯著的差異性。

宅、假報孕子宮司生到傷剝激後不聞天載重葷的變化

由上述實驗可知 PKC 在有蛻膜生成第 5 天的假懷孕鼠中有活

性改變及不同異構體的表現，接著進一步觀察假懷孕且受到傷刺

激後的第 0 、 1 、 2 、 3 、 5 、 7 、 9 等不闊天數子宮中 PKC 的

變化。經過不闊天數的處理，結果發現大白鼠子宮的重量增加很

多，蛻膜生成的第 7 天子宮重量比對照組未處理的子宮組織重大

約 10 倍，但在第 9 天時重量就明顯的下降(圈 7 )在前 7 夫子

宮重量的增加猜測可能是蛻膜瘤的生長及子宮肌層細胞肥大所造

成。

入、子會在蛻且其瘤缸織成長過期峙的變化

從圈 8 的第 0 天可以看到子宮的二個部份:外層是外膜組織，
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裡面是內膜組織。隨著天數的增加，內耳其組織的厚度忠隨著增加，

進而使內膜組織的子宮腔部份變得越來越小，到了第 9 天內膜組

織幾乎要整個與外膜組織脫離而排出。

九、子宮蛻且其瘤細胞的細胞分裂畸形

我們利用組織學方式檢奎增楚的蛻膜細胞，結果觀察到有細

胞分裂的情形。以第 2 天與對照組比較之下，細胞出現許多分裂

現象(圈 9.A 及 9.B) 。其實在第 1 天蛻膜細胞分裂的速率就已開

始，並持續增加到第 7 夭，而且在第 2 天及第 3 天之間達到最大

值(圈 9.C 分別是 0.47 及 0.3 3 分裂細胞/104 細胞 ) ，然後很，怯

的停止分裂。這個結果顯示為何第 7 天的子宮重量最重的原因，

可能是因為細胞增建和細胞且重大才造成子宮體積變大。

十、免疫組織化學分軒( immunohistochemistry )假懷孕大會說

蛻耳其瘤的 PKC 異構體會伸位置

在外傷刺激之後，經過處理的子宮重量從第 1 天至'1 第 7 天逐

漸增加，然後在第 9 天復原，重量的增加是由於 hypersia 在于宮內

耳其的基質細胞轉化成蛻膜細胞，而子宮航，層細胞貝'1 有肥大作用。

以 hematoxylin / eosin 染色顯示在受到刺激的子宮組織內膜部份有

明顯的蛻膜細胞分佈(圈 10) ，即蛻膜瘤部份。細胞分裂速率從

第 l 天增加到第 7 天，並且在第 2 夭及第 3 天之間達到最大值。

為瞭解蛻祺瘤發展時，蛋白激酵索異構體參與時的位置分

佈'因此以免疫組織化學法( immunohistochemistry )來分析。結

果顯示在第 0 天時，以雷射掃喵共統焦螢光顯示鏡偵測 PKC a.的

螢光分佈在子宮肌層，但在內耳其部分沒有明顯的分佈(圈 10 )。

而且在蛻膜瘤生成作用期筒， PKC a.的螢光在于宮肌層持續出
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現，而且其表現量沒有改變(菌 11 箭頭標示處)。然而在內膜

部分的蛻耳其瘤也可偵測到 PKC a 存在，而且比螢光表現的區域隨

著蛻膜瘤從第 l 天至第 7 天的增大而擴大。另外，在蛻膜瘤細胞

的細胞核附近可觀察到 PKCα( 圈 13 ) ，而且首先在第 2 天及第

3 天出現(圈 12 )。

不像 PKC 缸， PKC 已被分佈在細胞的的整個區域(圈 13 ) , 

而且若與第 0 天比較，可發現在蛻膜生成期間， PKC ç 在蛻膜瘤

與子宮肌層皆有增加的趨勢(麗 10) ，而與蛻祺細胞相比較也是

如此。以上結果已在雜誌上發表[ 61 ] 

十一、蛻膜生或作用中 PKC 其構體的變化

實驗下一步測試 5 種蛋白激酵索異構體在蛻膜生成作用中

的表現。這些資料顯示 PKC a 蛋白量在第 2-5 天與第 0 天比較，

蛻蜈瘤的細胞質部分被減少了約的%-的%(圈 14A 及 B ) ，但

是在微粒質部分則沒有改變(圈 15A 及 B ) ，此種現象被稱為

往own祖regulation[ 4刊。因為第白天的樣品萃取物是包合整個蛻膜

瘤子宮組織， down-regulation 可能發生在第 1 天立在且開始增加細

胞分裂，而在第 2-3 天達到最大(圈 9C )。但是在子宮肌層中細

胞質及微粒質部分 PKCa 的蛋白暈並沒有改變〈圈 14 及的)。

PKC ç 被認為是 mitogen '並不是 down-modulation '在蛻膜瘤及

子宮肌層兩個部位，不管是細胞質部分或是微粗質部份， PKC ç 
都會被增加(國 14 及的)。蛻膜瘤的微粒質部分，在第 2 至'1 第 3

天之間與第 0 天比較， PKC ç 的量被明顯的增加大約 200-300 % 

(圓的B) ，而這與其蛻蜈瘤細胞的分裂速率相當。其他的 PKC

異構體像 S 、 1 及λ 在坑朕瘤及子宮賊，層的細胞質及徵粒質部分也

可觀察到有增加的現象(圈 14 及 15) ，這些異構體在蛻騏瘤的
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微粒質部分，若第 3 天安!第 5 天之間與第 0 天比較起來，有被增

加 200刁00 % (圈 15B) ，而這些異構體的表現可能與細胞分裂

的降低有關。以上結果已被雜誌接受[ 6月。用不向廠牌( Gibco ) 

的抗體測定 PKCy ，結果發現在蛻膜瘤發生時並沒有y 的表現(圖

16 )。

雖然最初分析受到傷刺激第 2 天的假懷孕鼠中未曾明顯的發

現 PKC ß "E 及抖的表現，但實驗也以相同的西方墨點方式分析這
三種異構體，結果 PKC ß 表現不明顯， PKCε 在第 2 、 3 天的細

胞質表現增加，但是微粒質部份則在第 3 、 5 天表現增加， PKCμ 

在細胞質部份每天均有表現，但在第 5 、 7 天表現略高會微粒質

部份則在第 1 、 3 、 5 天表現增加。(圖 17 及 18 ) 

十二二、訊息傳遍直接會( signal transduction protein )的分析

PKC 在細胞內扮演一個重要的二級訊息角色，透過 PKC 的

作用可傳達細胞生長、增麓及分化。為瞭解假懷孕鼠蛻耳其生成的

機制是由經由哪些蛋白的傳遞而導致蛻耳其的生長，故分析一些在

訊息傳導上其功能表現的蛋白。 c-Raf 是 PKC 的受質，可直接受

到其調控，以本實驗的檢體進行 c-Raf 的西方墨，點顯示其表現與

PKCa 相類似〈醋的)。增援的細胞中會有 ERK-l 、 c-Fos 及 c-Jun

的表現，實驗結果也發現在第 2 、 3 天時，此之種蛋白表現量增

加，而且透過 phosphotyrosine 的免疫沉澱也得知此時 ERK-l 有活

化現象(圓 20-23 ) 

十五、假，懷孕鼠蛻耳其生成時整體蛋白的表現，

假懷孕鼠受刮傷刺激後技集不同天數所生成之蛻膜瘤與子

宮肌層個另11研磨後，分別取細胞質 30μgIμi 及微粒質的 μgIμ1 的檢
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體量跑變質的聚丙;時磁胺;疑膠電泳，然後以 Comassie brilliant blue 

染色，由此可觀察到在接個坑R其中所有蛋白表現量(圈 24 )。結

果發現在蛻耳其生成的第 7-9 天，蛋白表現量有明顯的降低，這有

可能是因為此時的坑膜細胞即將死亡而流出子宮所致。

十四、知跑過期蛋白( ceH cycIe protein )分軒

因實驗所採屑的假懷孕大白鼠受刮傷刺激後，在蛻膜生成

期間細胞有明顯增遁的現象出現 9 尤其在第 2-3 天之間有許多細胞

分裂情形出現，這表示在說耳其生成期間細胞可能處在細胞週期的

有絲分裂期，為了確定比一現象，實驗以西方墨點方式分析細胞

過期內的十種蛋白表現，包括 Cdc2 (34 KDa )、 C吐k2 (33 

KDa) 、 Cdk4 (33 KDa )、 Cipl (21 KDa )、 cyclin B (62 

KDa) 、 cyclin Dl (36 KDa )、 cyclin D3 (33 KDa )、 p27kipl

( 27 KDa )、 Rb ( 110KDa) 及 Rb2 ( 130 KDa )。首先實驗

仍以對照組及受到傷刺激第 2 夫的假懷孕鼠比較達十種蛋白，結

果發現只有 Cdc2 、 Cdk2及 cyclin D3 三種蛋白表現，而且在第 2

天的表現比對照組有明顯增加的情形(圈 25 )。確定有細胞過期

蛋白表現之後，按著針對表現明顯的這三個蛋白進行受到不同天

數刮傷斜激的假懷孕鼠分析。由實驗結果發現在細胞質部份，

Cdc2 、 Cdk2 a cyclin D3 三種蛋白從刮傷第 l 天起表現量問始增

加，至11 第 3 天達到最大值，第 5 天闊始下降，在第 7 及第 9 天時

則幾乎沒有表現(圈 26 )。而在子宮肌層部份三三種蛋白表現大不

相同 Cdc2 的表現與蛻祺瘤表現類似，但最大的差別在於第 9 天

時蛋白又恢復表現 ;C吐k2從第 3 天到第 9 天的表現並沒有很大的

差異 cyclin D3 則在第 5 天表現最高，隨後下降，但在第 9 天時

其表現仍能維持與第 3 天相同。另外微粒質部份，三種蛋自在蛻
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膜瘤的表現與細胞質部份類似，但 Cdk2 l之 cyclin D3 在第 5 天時

表現突然降低(圖 27) ，一直到第 9 天時都沒有表現。在于宮船，

層部份，三種蛋白表現皆相同，第 3 天表現最高，然後持續降低

至第 7 天，第 9 天時突然表現增加，尤其是 C吐k2及 cyclin D3 ' 

其增加的量甚至超過第 3 天的表現。

十五、持輔聽蛤乳爺的表現( proIactin ) 

實驗分析蛻膜生成時 prolactin 的表現，結果在蛻耳其瘤的細

胞質部份第 5-9 天有表現，而且以第 7 天表現最高(圖 28 )。

-30-



菜、討論

利用子宮頸刺激造成假懷孕狀態後，在第 4 天用刮傷刺激誘

發蛻耳其瘤組織的增生，根據 PKC 在假懷孕鼠蛻耳其生成第 5 天(即

假懷孕第 9 天)的活性測定顯示，細胞質部分的 PKC 活性比對照

組(未生成蛻耳其)下降，但微粒質部分則無差異。這個結果與以

業竣誘導腎臟再生的情形類似[ 45 ] ，細胞質的 PKC a.活性明顯下

降，但徵粒質的 PKC a.則沒有改變。另外在人類的車腸癌[ 63 ]或

以化學方法誘導大白鼠發生直腸瘖[ 64 ]時也有類似的 down­

modulation 現象。由此，我們猜測蛻祺組織細胞質 PKC 降低可能

是由於某種原因促使 PKC 持續活化，最後造成 PKC 的吐。啪"

regulation 0 

實驗分析 PTK 活性，結果在未處理的對照組及有蛻膜生成的

組織，不管在細胞質或微粒質部分都沒有明顯的區別。 Dubaybo

等人[6刊的研究發現，當肺代償怯生長期間， PTK 活性會提高很

多。其結果與我們的實驗結果相反，可能是兩者使用先實驗模式

不同所致。

觀察刮傷刺激後的第 0 、 l 、 2 、 3 、 5 、 7 、 9 天中子宮

蛻脹和 PKC 的變化，結果顯示子宮蛻膜細胞不斷在增麓，其中以

第 3 天的細胞分裂數目最多，第 5 天減緩。西方墨點分析結果顯

示蛻耳其瘤中細胞質部分的 PKC a.的減少與先前的活性表現有闕，

這畸示細胞質的 histone kinase i舌性減少可能是因為細胞質中 PKC

a 的表現量降低。

根據 immunohistochemistry 的結果指出，在第 2 天及第 3 天之

間蛻耳其作用發生時， PKC a.在蛻蹺，瘤的分佈主要存在核的表面，

而西方墨點分析也顯示細胞質的 PKC a.在蛻祺瘤部分被降低，這
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表示一些新合成的和舊的 PKC a 被轉位至'1蛻耳其瘤的核周圍，以致

造成細胞質的 PKCa 減少。 PKCa優先被轉位至'1形成蛻騏瘤的增

援蛻膜細胞，而不是肥大的子宮肌層， Chen C. S. 等人指出 PKC

轉位到核周聞自幸會有活化和吐own喃自gulation 的現象發生[ 66 ] ，而

且相似的情形在其他組織亦可觀察到。例如以 folic acid 誘導腎臟

再生時[ 4汁， PKC a down-modulation 被發現在增麓的腎臟而不

是肥大的腎臟;相同的情況也曾在增援的肝臟中被提出[ 67 ] ，因

此我們認為 PKCa 重新分佈及 down-modulation可能參與細胞的生

長。

根據我們的結果， PKC ç 在蛻騏瘤組織的含量有增加的情

形，其增加的時間與蛻耳其細胞的細胞分裂比較正好相對應，另外

透過 immunohistochemistry 的螢光，顯示蛻膜生成時PKCÇ有增加的

現象，而且與蛻膜細胞的增雄是同時發生的。這種現象在許多實

驗也有類似的發現。例如在 Xenopus 的卵母細胞及大白鼠的纖維

母細胞中若過度表現 PKC ç 會減少細胞增雄所需的細胞分裂齊'1

[6判。此外，在 Ra叫纖維母細胞瘤，若 PKCÇ 下降則抑制生長，

此時由 platelet-derived growth factor 及 phosphati句rlcholine叩ecific

phos-pholipase C所引起的 PKCÇ通度表現會增加 mitogen舟ctivate吐

protein kinase 的活化而刺激細胞增殖[69] 0 

PKC ç 的含量在子宮月Jt層也有增加，但是卻很少有細胞分裂

的情形，所以我們猜測某些園子可能伴隨著 PKC ç 而作用達成細

胞增楚，例如 PKCa i舌化，對於 PKCÇ 促進細胞增殖可能是必需

的。

對照之下，過度表現的 PKC õ 可能被認為當作一個負調控

者， Mischak etal.聲明過度表現 PKCô 會減少 NIH3T3 細胞的生長

速率[ 70 ]。我們的結果顯示在蛻膜瘤組織的晚期高度表現 PKC ô 
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會減少蛻蜈細胞的有絲分裂，這發明了 PKC 8 扮演一個負調控的

角色。雖然 PKC t 及 PKCλ 的氛基政序列與 PKC 已有程度上的

homologous[ 仇，72 ] ，但此處這兩個異構體在蛻旗作用中所表現的

增加模式與 PKC8 相類似，這表示 PKC t 及 PKCλ 可能也具負調

控功能，但是，實際上這兩個異構體如何影響細胞生長仍是未知。

從我們的實驗結果，可以觀察到在發育的蛻膜細胞中 PKC

down國modulation 響而且，我們務測不同 PKC 異構體表現可能調控

蛻耳其瘤的發育，雖然 PKC 異構體mRNA 的含量還未測定。

子宮蛻膜瘤形成時與 PKC 的也反應出下游蛋白的表現;我們

的結果顯示 c-Raf ' ERK-l ' c-Jun 及 c-Fos 在 PKC a. down­

modulation 時和子宮蛻膜細胞增獲旺盛時都表現增加，另外 ERK­

l 經由磷酸化句rrosme 的抗體所免疫沉澱下來的結果，也發現其活

性表現增加，可見此時 PKC a.的 down-modulation 應可能代表是在

活化狀態，而非只是量的下降而已。

蛻且其瘤生成之第 5-7 天，實驗觀察到有 prolactin 的表現，這

與 Croze 等人之研究相似[ 73 ] ，但此處無法真實地確定比一蛋白

即為 prolactin 的表現，可能需利用 radioimmunoassay (RlA) 或

定序等方法來證實。
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第二部份:惡性腫瘤

人類肝細胞癌中 PKC 異構體的表現
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壹、中文摘要

我們先前的研究發現惡化的肝痞與細胞膜上的 PKC 活性減少有

關，本次實驗進一步研究人類肝癌組織 PKC 異構體的表現。肝癌檢體

得自彰化基督教醫院，合成細胞質部分及細胞膜部分，以西方墓，點分

析。結果顯示肝癌組織內細胞膜上的 PKC 臼比鄰近五會組織明顯降

低，但是細胞質的 PKC 且其11 沒有差異，這個結果與癌組織中 PKC 活性

表現一致。但是， PKC ç 及 PKC õ 在細胞質的及細胞耳其的表現明顯增

加。此外，全部 8 位患者皆可觀察至11 PKC 位、 PKCõ 及 PKCÇ 的不向

表現。因此，我們務淇，1 PKC 異構體不同的表現可能與人類肝癌的發生

有關。
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貳、英文摘要

In our previous study, we ha吐 found that the reduced membrane­

PKC activity was associated with the malignancy of liver cancer. This 

study was investigate吐 the expression of PKC isoforms in human liver 

cancer tissue. The samples abtained 企om Department of surgery of 

Changhua Christian Hospital, were sub仕acted into cytosolic fraction 

and membrane 企action， and analyzed by westem blot. The result 

showed that the membrane-PKC u in cancer tissue was significantly 

decrease吐 as comparing with that in the adjancent normal tissue, while 

the cytosolic PKC 臼 was not different. This data was paralleled with 

PKC activity in human liver cancer. Whereas, both PKC ç and PKC 8 

were significantly increase社 in both cytosolic and membrane fractions. 

Moverover, these various expression of PKC 仗， PKC 8 and PKC ç 
were observed in all of 8 patients. Thus, we suggeste吐血at the various 

expression of PKC isoforms may be correlated with the development 

of the human liver cancer. 
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參、前言

一種鈣和磷酸酪依賴的蛋白激韓素 C (protein kinase C '簡

稱 PKC) 是於 1977 年首先被 Nishizuka 發現[ 22 日矣即受到廣泛的

重視及研究， PKC 在一些依賴鈣離子調控功能的細胞中扮演著重

要角色[ 27 ]。一種細胞內因受到外在因子刺激而導致

phosphatidylinositol 水解反應的代謝產物 diacylglycerol (DAG) 

和腫瘤促進劑 Phorbol esters 具有加強鈣離子活化 PKC 的作用

[紹，74，75 ]。在一些細胞外的訊息如生長因子( Growth factors ) , 

荷爾蒙( horτnones) ，和神經傳遞物質( neurotransmitters )的傳

遞穿道細胞膜的反應中， PKC 扮演一偶重要角色[沌，77 ] 0 PKC 

具有誘發許多細胞反應的能力，包括細胞的增援( proliferation ) , 

細胞的分化( differentiation ) ，義國的表現和腫瘤的促進等口。 1 。

東南亞地處是全世界肝癌發生率最高的一個地區，肝癌在我

國十大惡性腫瘤所造成的死亡率排名始將高居榜首，根據 1996 年

衛生暑的統計顯示，肝癌死亡人數就有 5，794 人， l!p每十萬人中就

有 27.02 人死亡，佔癌症總死亡人數的 20.72 %。房、發性肝癌分三

種類型:肝細胞癌( hepatocellular carcinoma )膽管癌

( cholangiocarcinoma ) . ，及肝細胞膽管癌( mixed 

hepatocholangio-carcinoma )。在這三種原發性肝癌中，肝細胞癌

的患患者數最多，約佔 80 % '而其中 60 -- 80 %是自肝硬化轉變

而來的，且根據統計，台灣 95 %以上的肝癌患者都有 B一肝炎表

面抗原( HBsAg) ，另外食米中的黃麵徽( tlavaci吐in )志被認

為與肝癌的致病有關。

肝癌的形成機制還不是很明確，至今醫療方式大多以外科手

術切除為主，而化學放射治療為輔的方式進行治療。其病理級數
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之辨別是以腫瘤大小來判斷，但以腫瘤大小來判斷其病建級數似

乎太粗糙。而今 Reifenberger 等人已將 PKC 的表現用在神經腫瘤

學中的腫瘤病理組織之分類[7判，其論點認為 PKC 的表現在早期

癌症的偵測可能是一個腫瘤標記( tumoral marker )。而在人類乳

瘖( breast tumor )及腦下愛聽腫瘤( pituitary tumor )和惡性的

神經膠質瘤( malignant glioma )中可發現 PKC 的活性偏高的

[ 79-81 ]。但是在人類大腸腺癌( colonic carcinoma )中發現腫瘤

的大小和 PKC 的活性是呈反比的結果，即其 PKC 的活性是降低的

[ 82 ,83 ]。相向的，和控制組的皮膚切片做比較失控的乾:辟

( psoriasis )息者增生的皮膚切片中也發現其 PKC 的活性是降低

的[ 84 ]。所以在探討腫瘤細胞中 PKC 活性的變化峙，可能會出現

PKC 活性增加或降低的結果。

至今已確定有 12 種 PKC 異構體(位、帥、 ßII 寸、 5 、 ε 、

巴、 e 、 1 、 λ 、 η 及μ) 存在，這些異構體在不同的組織或細胞中

有不同的分佈及功能。例如 PKC a. 、 5 及已普遍的存在許多細胞及

組織中，但像 PKCy 、 η 及8 頁11 特異性的只存在一種或少數的組織

中 [8汁。此外，大部份的細胞會確實的出現某一些固定的 PKC 異

構艘，但其表現會受到不同的刺激而表現不同。例如在 Swiss 3T3 

fibroblasts 中，有 PKC a.、 8 、 s 及巴的存在，若受到 bombesi泣的

刺激後， PIP2 水解成 DAG ，在 30 小時後會誘導 PKC a.的表現，

PKCó 及εe拱述的與細胞膜連結接著 down-regulation '但是 PKCÇ

並無反應。然而在相同的細胞中，若細胞受到 PDGF 的刺激， PKC 

a 並無反應，其他的異構體則表現相同。

已知一些腫瘤細胞的增殖與 PKC 異構體的表現有關，這些異

構體具有促進或抑制腫瘤細胞生長的能力;例如在增娃狀態中的

C6 glioma cells 有很高的 PKC 韓素活性，而此活性是由於 PKCα

-38-

璽-耐 用一 明『



大量表現所致[ 86 ]。另外在大白鼠的 hepatoma cell line J.\..但 lCl

中，若以 PKC a. anti咀sense oligonudeoti白處理，會造成細胞生長

停止[ 87 ]。若在 HT29 colon cancer cellline 中大量表現 PKC 間，

會使腫瘤的生長受到抑制[ 88 ]。這些結果顯示 PKC 異構體在腫瘤

形成機制中扮演重要的角色。

在以前一些報告中指出經由化學致，癌劑( carcinogens )所誘

發的肝細胞癌中，可發現蛋白質磷酸化( phosphorylation )和蛋

白激酵素活性明顯的變化[ 89，9的，然而在人類肝癌中 PKC 所扮演

的角色至今不明。本實驗室先前曾針對九位患有肝細胞痞之怠者

進行研究，由外科手術取其肝癌組織及臨近的正常肝組織來制定

它們的 PKC 活性，結果指出在肝瘤的細胞膜部份其 PKC 的活性是

降低的，且隨著肝，癌組織的惡化其細胞膜部份之 PKC 活性會隨之

下降。本篇實驗進一步以西方墨點觀察 PKC 異構體的表現。
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肆、實驗材料與方法

1.蛋白激酵索 C 之抽取( extraction of PKC ) 

從外科手術所獲得的樣本須馬上童入液態氣中儲存，等五醫

院取回後再從液態氮桶中移萃 -70
0

C冰箱儲存，秤取 0.1 丸之肝組

織，加入 3 ml 的組織研磨液 A (homogenization buffer A '的錄

二) ，以研磨器( Wheaton ' homogenizer kontes tissue grind pestle 

10 ml )研磨 30 次使細胞破碎，將所得萃取液經離心( Beckman 

GS-6R ' 1000 rpm ' 4 oC ' 10 min )移除細胞核後，再將上清液

經超高迷離心( Hitachi P56A 100,000 X g , 4 Oc ' 1 hr) ，離心

後之上清液( supernatant )即為細胞質蛋白激酵索 C 的部分;而

沉澱物( pellet )再以 1.5 ml 附加有 0.1 % Triton X-I00 的組織研

磨液混合震盪均勻，於 o Oc 下縛育 l 小時，再次以超高離心

( Hitachi P56A 100,000 X g , 4 oc ' 1 hr) ，離心所得之上清液

( supernatant )便為細胞耳其部分蛋白激酵素 C 的所在，將萃取到

的樣本儲存在-70
0

C下，酵素在一個月內是穩定的。

2.蛋白激酵索 C 之純化( partial purification of PKC ) 

實驗方法及步驟請參考前一部份之實驗材料與方法第六小

節。

3.蛋白激酵素 C 之活性測定

實驗方法.&.步驟請參考甫一部份之實驗材料與方法第-t::小

舟，..

~r 0 

4.蛋白濃度測定( protein assay ) 

峭40-
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實驗方法如及步驟請參考前一部份之實驗材料與方法第九小

舟'þ.

I!p 0 

5.西方墨點分析法( western blot ) 

實驗方法如及步驟請參考前一部份之實驗材料與方法第十小

節。

6.十二;院基硫酸納﹒聚丙;時驢胺凝膠電泳( SDS-PAGE ) 

實驗方法如及步驟請參考前一部份之實驗材料與方法第十五

小節。
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伍、實驗結果

我們針對 8 位具有原發性人類肝痞( hepatocellular 

carcinoma )的患者，自外科手術上取得其肝癌樣本組織及其鄰近

的正常肝組織，萃取細胞質內和細胞耳其上的蛋白激酵素 C '測定

活性及蛋白的表現。 8 位肝癌怠者的臨床病理級數及相關資料記

錄於表 4 .在 PKC 活性的表現上我們發現正常肝組織中細胞膜的

部分， PKC 的活性是 745.8:t88.5 pmol 32P/min/mg protein '表現量

較高，而在肝癌組織細胞膜部分， PKC 的活性明顯的降低，只有

539.7士83.1 pmol 32P/min/mg protein '且癌組織和正常肝組織其細

胞脹的 PKC 活性之差異具有統計學上的意義( p < 0.01) (表

5 )。若針對各別比較，可發現 8 位患者中其癌組織細胞脹的 PKC

活性皆比其鄰近正常組織細胞膜的 PKC ì~舌性較低。另外我們比較

癌組織和正常肝組織其細胞質內的 PKC 活性，在肝癌組織細胞質

部分 PKC 的活性是 64.5:t7.6 pmo1 32P/minlmg protein '而在正常肝

組織細胞質部分 PKC 的活性是 65.4士11.1 pmol 32P/min/mg 

protein '兩者 PKC 活性之差異並不具統計學上的意義。

另外我們將PKC 的蛋白活性換算成組織的 PKC 活性(表 6 ) , 

肝癌組織細胞膜部分全部的 PKC 活性是 732.1士94.0 pmol 32P/min/g 

tissue 而正常的肝組織細胞膜部分全部的 PKC 活性是

104 1.5士14 1. 8 pmol 32P/minlg tissue '發現肝癌組織細胞祺部分全部

的 PKC 活性是有明顯的降低( p < 0.05 )。而在細胞質部分全部

的 PKC 活性在正常肝組織和肝癌組織分別是 431.0:t51.6 pmol 

32p /minl g tissue 和 416.7:t50.1 pmol 32P/minlg tissue '這結果與上進

單獨的 PKC 蛋白的活性表現一致。

為瞭解肝細胞癌內 PKC 其構體蛋白的表現，故以西方墨點方
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式分析，結果發現在人類正常的肝臟組織內至少有 PKCα 、 8 及C

三種異構體的表現(圈 29) ，而且在肝癌組織內這三種異構體的

表現量與其鄰近正常組織內的 PKC 並不相同。 PKCα在肝癌組織

中細胞膜部份的表現比鄰近正常組織來得低，具統計學上的意義

( P < 0.05) (國狗，31 )為史進一步確定 PKCα 參與肝組織

的變化，另外以購自Amershr闊的 PKCaß 抗體作相同的實驗(鷗

32) ，結果與前者相符。另外 PKC8 及已在肝癌組織內的細胞質

及細胞膜部份都比正常組織表現來得高， PKC8 有接顯著差異

( P < 0.01) ，而 PKC 已有顯著差異性存在( P < 0.05) (竄

犯，34 )。實驗也以相同的方法分析 PKCß 、 Y 及ê '結果並無表

現(圈 35 )。最後以 SDS-PAGE 觀察全是體蛋白表現量，確定每組

樣本的 loading 量一欽(國 36 )。
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陸、討論

先前本實驗室第一次顯示出在比較人類肝癌組織與正常的肝

組織細胞朕部分的 PKC 活性[9汀，發現在人類肝癌組織中其 PKC

活性是呈現降低的，而這兩種組織其細胞質部分的 PKC 活性別無

顯著差異。而根據本次實驗再次分析 8 位怠者的結果顯示亦相同，

我們發現在肝癌組織中共細胞耳其部分的整個 PKC 活性是呈現急速

降低。這發現與 Kusunoki 等人發現大腸癌和大腸腺癌中其細胞質

外( particulate )的 PKC 活性呈現降低是類似的[ 8汁，而大腸癌

和大腸腺癌的這種情形可能是茵為細胞內 ras 基因也發生突變

[ 92,93 ] ，同樣的 Ogata 等人也發現在人類肝癌組織內其 ras 基因

也發生突變( 94 )。茵比我們推測人類肝癌組織細胞膜部分的 PKC

活性之降低可能是國為突變的 ras 蛋白持續活化 PKC 而出現負調

節作用( down-regulation )所造成的結果。

在最近的文獻中指出一種在人體外對成熟肝細胞會進行 PKC

調控分裂的分裂劑肝生長囡子( hepatocyte growth factor )會抑制

肝細胞瘤的細胞生長{鈣，96 ] ，同樣的結果也出現在加入適當量

12-0國tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA) 之肝細胞瘤的細胞

[9刊，而 TPA 與 DAG 的結構相類似，能夠取代 DAG 在體內及體

外活化 PKC '而在正常肝組織中會促進細胞生長。由以上這些發

現強烈的啼示 PKC 的活化會抑制肝細胞瘤細胞的生長，因此我們

認為在人類肝，癌組織是否函 PKC 活性的降低而可能減少抑制作

用。

實驗以西方墨點分析結果顯示肝痞組織細胞耳其上的 PKC a.表

現量顯著降低，可能是因為 PKC i舌化之後益。wn-regulation 所造

成。然而肝，癌組織中的 PKC8 及已不管在細胞質或細胞膜上的表現
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都要比鄰近正常組織來得多，而且其統計上的意義，這崎示 PKCõ

及已可能參與增蘊狀態中的肝癌組織。

根據本篇實驗結果指出肝癌組織中細胞膜部份的 PKC 活性顯

著降低，但與其癌症病理級數並無相關性，與先前本實驗室所提

出之 PKC ~舌性隨著腫瘤惡化程度而降低[9日有所差異，這可能是

因為分析人數過於稀少所致，未來應收集更多患者檢體作進一步

相闊的分析與統計。
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表 1 、刮傷刺激後的假懷孕鼠子宮重量變化

子宮相對重量(子宮/體重) (%) 

大白鼠編號 對照組 刺激組

0.1 2 0.68 

2 0.08 0.32 

3 0.04 0.55 

4 0.08 0.63 

5 0.07 0.49 
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表 2 、大白鼠子宮的蛋白激酵素 C ì~舌性變化

蛋白激酵索 c (p mol 32P/minlmg ) 

細胞質部份 微粒質部份

大白鼠編號 對照組 刺激組 對照組 刺激組

57.6 0.0 539.7 106.9 

2 63.6 0.0 135.1 96.0 

3 61.2 4.2 219 .3 112.0 

4 43.8 3.4 88.8 166.3 

5 61.2 0.0 199.0 142.7 

平均值土 57.5:t4.0 1.5士1.4** 236.8士88.6 124.8士 14.5

標準偏差 a

a5 隻大白鼠的平均質+標準偏差

**為以 t 梭定中之配對法所計算出之棍顯著差異( p < 0.001 ) 
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表 3 、大白鼠子宮的酪氯團支蛋白激鵑活性變化

酪氛酸蛋白激峰( p mol 32P/min/mg ) 

細胞質部份 微粒質部份

大白鼠編號 望于且直至且 刺激組 對照組 刺激組

25.9 18.3 22.5 72.0 

2 16.7 26.7 31.7 23 .1 

3 24.8 17.8 43.2 38.9 

4 24.5 2 1.71 37.7 40.2 

5 11.3 16.1 49.0 38.2 

平均值士 20.6士3.2 20.1:t3.0 36.8+5.1 42.5:t9.0 

標準偏差 a

a5 隻大白鼠的平均質+標準偏差
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表 4 、肝癌患者的臨床資料

病患 年齡/ 病王史名年再 痞症 切除後

編號 性別 級數 a 情形

461男 肝細胞癌 II 存活，復發

2 591男 肝細胞癌 II 存活

3 291女 肝細胞瘖 I 存活

4 441男 肝細胞癌 III 存活，復發

5 591男 肝細胞癌 III 存活

6 771男 肝細胞癌 II 存活

7 611男 肝細胞癌 III 死t

8 741男 肝細胞癌 II 存活

a級數分類以 Edmondson 及 Steiner 方法為主
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表 5 、人類肝癌及其鄰近正常組織的蛋白激酵素 C 活性表現(整體蛋

白的表現)

蛋白激酵索 C 活性 (p mo1 32P/minJmg 蛋白)

細胞質部份 細胞朕部份

病患

編號 正常組織 癌組織 正常組織 痞組織

35 .4 70.9 877.1 732.6 

2 42.7 99 .1 940.2 783 .3 

3 76.6 40.0 830.4 659.5 

4 55.6 48.9 1048.6 827 .3 

5 28.9 39.1 605.2 254 .3 

6 88.2 58.7 350.1 320.0 

7 23.7 81.4 463.1 429.9 

8 71.8 78.2 815.9 315 .3 

平均值土 65.4士1 1. 1 64.5:t7.6 745.8+88.5 539.7土83.1 ** 
標準偏差

**為以 t 檢定中之E己對法所計算出之棍顯著差異( p < 0.001 ) 
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表 6 、人類肝癌及其鄰近正常組織的蛋白激韓素 C 活性表現(~體組

織的表現)

蛋白激酵素 C~舌性 (p mol 32P/minlg 組織)

細胞質部份 細胞B某部份

病患

編號 且會組織 痞組織 正常組織 癌組織

297.1 486 .5 1382.1 571.4 

2 288 .4 702.5 977.9 914.7 

3 559.2 337.4 1836.4 1103.6 

4 473.9 317.7 973.2 1098.3 

5 240.6 260.2 908.2 612.8 

6 529.5 357.9 537.5 429 .4 

7 646.2 503.9 735.5 559.2 

8 413 .4 367 .1 980.9 567.0 

平均值土 43 1.0 + 51.6 416.7 土 50 .1 1041.5+141.8 732 .1 +94.0* 

標準偏差

*為以 t 檢定中之葛己對法所計算出之顯著差異( P < 0.05 ) 
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S.D.品種i時偉大白鼠( 180咀250 g) 

陰道抹片檢查

2 次正常生理週期之後

振動子宮頸

(誘導假懷孕發生)

l 第 4 天之後
剖傷刺激

(誘導蛻膜瘤發生)

蛻且其瘤生長

圈 l 、誘導蛻膜生成作用流程圈
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陰道抹片按查

聞 2 、雌大白鼠的陰道抹片檢查

雌鼠的生理通期為四天一個循環，依其細胞表現不同可分為四

個時期，選擇適期正常至少二次以上的雌大白鼠，在其發情期

待以玻棒插入陰道內震動，刺激子宮頸使之產生假懷孕狀態。

P Proestrus -發情前期 E Estrus-發情期

M Metestrus 闡發情後期 D Diestrus 圓閑情期
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間 3 、假懷孕鼠受剖傷刺激後第五天的子宮崗

雌大白鼠子宮有兩倡呈 V 字形狀，茵示的左邊為未經刮傷的子

宮，當作對照組，右邊為經過針頭到傷後第五天的子宮(即假懷

孕的第九天)。結果發現有舌11傷的子宮比無舌11傷的子宮變大許

。>" 
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A 
師 αß Y òε~ 8 tλμ 

117 KDa ...11醋
89 KDa 軒贓… 嗎輛楊賄，

-'.輯鱗姻-

輔鸝屬醫

們Da 軒體

B 
瞞自 P Y ò ε 已 8 1 λ J! 

117 K[蝠...儡
89KDa 研騙 緝私

.棚"也愉 也學

47KDa 悟專輯 輯學艷梅騙騙錢撞騙
.. 盼哪鵬

34 KDa 扭轉

27 KDa 軒鵬

圈 4 、 PKC 異構體在假懷孕鼠子宮的表現

受刮傷刺激第 2 天的假懷孕鼠子宮進行 SDS-PAGE ( 10 % 
gel) ，並轉移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKC 異構體抗

嫂。國 A 為未經刺激處理的子宮組織檢體，聞 B 為經刺激生成

蛻朕第二天的子宮組織檢體。 M Maker' 但別 PKC 異構體

分子量為 α:82，戶:鉤， y:80 , Ò:沌， ε:卵，已:78 ， 8:79, t:筒， λ:丸， μ:115

(單位 KDa) 。
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PKC a 、 Y 及已在假懷孕鼠子宮的表現

未經刺激的對照組與受刮傷後第 5 天的假懷孕鼠子宮坑膜個另11

研磨，立在以 homogenization buffer A 萃取出細胞質部份，再以

homogenization buffer B 萃取微粒質部份，進行 SDS- PAGE ( 10 
% gel) ，孟轉移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKCα

及已抗體。閻 A 為電泳扇;國 B 為定量島(% oflysate ) 

代表分子羹， ~所指為分子量 89 KDa 0 *代表 P < O.的
代表 P < 0.01 

, ** 
。
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PKCα 

PKCç 

Particulate Cytosol 

串

PKCα 

鸝鸝 PKCy

C立 PKCÇ

函10IIII

Myo Dec 

PKCa 、 γ 及已在假懷孕鼠子宮蛻膜瘤及子宮肌層的表現
未經刺激的對照組與受刮傷後第 5 天的假懷孕鼠子宮分出坑朕

與子宮肌層部份個另IJ研磨，並以 homogenization buffer A 萃取出
細胞質部份，再以 homogenization buffer B 萃取微粒質部份，進
行 SDS-PAGE ( 10 % gel) ，並轉移至硝化纖維紙，再染以專
一性的 PKCα 、 Y 及已抗體。國 A 為電泳圈;圈 B 為定量圖(%

of lysate ) 0 M 代表分子量，按所指為分子量的 KDa 0 *代表

P < o.衍， **代表 P < 0.01 
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圈 7 、假懷孕鼠受刺激後誘導蛻膜生成不同天數的子宮重量變化分析

一O一代表未受刺激的對照組子宮;一﹒一代表有蛻膜生成的子

宮組織。
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園 8 、假懷孕鼠受刺激後誘導蛻膜生成在不同天數峙的子宮變化分析

受刮傷刺激後的假懷孕鼠子宮體積隨著天數的增加而變大，而且

在 hematoxyline-eosin 祟色之後，子宮腔周圍(即蛻祺瘤部份)

有濃染現象，表示此處細胞有分裂情形發生。
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聞 9 、蛻膜生成時組織切片分析

國 A 為未經刺激處理的子宮組織;自 B 為受刮傷刺激後生成蛻

膜第二天的子宮組織;白色箭頭指出正在分裂的細胞;圈 C 為

蛻膜生成期問細胞分裂數目變化圈。
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園 10 、免疫螢光法偵測就膜組織內 PKCa 及已

子宮組織切片先染以 PKC a 或已單株抗體當作第 1 級抗麓，按

著再染以 FITC“conjugated anti-mouse IgG 的 2 級抗體，然後以

螢光彩像掃描; 1蜀中螢光所顯現的亮點代表 PKC a 或已的表

現。掃描之後的切片染以 hematoxylin目eosin 0 M 子宮w1層;

E 子宮內膜。黑色箭頭指處為坑膜瘤。( 20x ) 
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o day 

窗口、雷射掃描的共車Tß焦螢光顯示鏡偵測蛻服從第 0 天至第 3 天生成

期間 PKCα 在子宮肌層的分佈

子宮組織切片先染以 PKC a 或已單株抗體當作第 l 級抗麓，接

著再染以 FITC-conjugated antÌ-mouse IgG 的 2 級抗體。首先以
螢光影像掃描並照像( A) ，然後再以 LSM 傳送掃描並照像

( B )。白色箭頭指處為 PKCα 的分佈。
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圈 12 、雷射掃瞄的共輒焦螢光顯示鏡偵測坑膜從第 0 天至第 7 天生成

期問 PKCα 在蛻耳其瘤的分佈

子宮組織切片先系以 PKCα 或已單株抗體當作第 1 級抗體，接

著再染以 FITC-conjugated anti-mouse IgG 的 2 級抗體，然後以

螢光彩像掃描並照像。白色箭頭指處為分佈在核周園的 PKC

α 。( 200x ) 
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PKCα 

PKCÇ 

國 13 、雷射掃B笛的共車Iß焦螢光顯示鏡偵測蛻膜從第 O 天至第 3 天生成

期間 PKCα 及已在蛻膜瘤的分佈
子宮組織切片先象以 PKCα 或已草株抗體當作第 l 級抗體，接

著再染以 FITC-conjugated anti四mouse IgG 的 2 級抗體。首先以
螢光彩像掃描並照像( A) ，然後再以 LSM 傳送掃描立在照像

( B )。白色箭頭指處為分佈在核馬茵的 PKC a 0 (800x) 
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圈 14 、西方墨點分析細胞質部份 PKC 缸，0，心及λ 異構體的表現
假懷孕鼠受刮傷剝激後收集不闊天數所生成之蛻且其瘤與子宮肌
層個別研磨，並以 homogenization buffer A 萃取出細胞質部份，
以 30μg/μ1 的檢體量進行 SDS-PAGE ( 10 % gel ) ，並轉移至
硝化纖維紙，再各別象以專一性的 PKC 異構體抗體。圈 A 為

電泳圈;國 B 為定量圈。第 0， 1 及 2 天的檢體為接個蛻耳其子宮
組織 (DU) 。第 0 天 PKC 異構體的定量值被當作 100 %。一
。一 PKC 弘一單單一: PKC 8，一<>一 PKC 巴， -6一:

PKC t , -T 一: PKCλ 。
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國的、西方墨，點分析微粒質部份 PKCα，Õ，心及λ 異構體的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不闊天數所生成之蛻祺瘤與子宮肌

層個別研磨，並以 homogenization buffer B 萃取出微粒質部份，

以 15μgI抖的檢體量進行 SDS咀PAGE ( 10 % gel ) ，並轉移至
磅化纖維紙，再個別染以專一性的 PKC 異構體抗體。圈 A 為

電泳聞; I蜀 B 為定量圈。第 0， 1 及 2 天的檢體為登個蛻膜子宮

組織 (DU) 。第 0 天 PKC 異構體的定量值被當作 100 %。一

。一 PKC 位，一體一: PKC Õ, -0一: PKC ç, -L一:

PKC t , -T 一 PKCλ 。
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Dayafter .... 工 ζ 土工

stim#ulation M 0 1 2 3 5 7 9 3 5 7 9 l 

175 KDa -

89 KDa -

62 KDa 一

47 KDa 一

32 KDa … 

廚師、確認 PKCy 在子宮蛻耳其瘤的表現

蠅 PKCγ

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻膜瘤與子宮肌

層個別研磨，並以 homo-genization buffer A 萃取細胞質部份，

以 30μg/抖的檢體量進行 SDD“PAGE ( 10 % gel ) ，並轉移至

硝化纖維紙，再染以 PKC y 抗體。 M Maker L Brain 

lysate '當作 positive control 。
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圈 17 、西方，墨點分析細胞質部份 PKC 戶， ε 及抖真構嫂的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻耳其瘤與子宮肌

層個別研磨，並以 homogenization buffer A 萃取出細胞質部份，

以 30μgJ抖的檢體量進行 SDS-PAGE ( 10 % gel) ，立在轉移至
硝化纖維紙，再個別染以專一性的 PKC 異構體抗體。國 A 為

電泳園; I蔔 B 為定量圈。第 0， 1 及 2 天的檢體為主5個蛻膜子宮

組織 (DU) 。第 0 天 PKC 異構體的定量位被當作 100 %。一

。一 PKC 戶，一車一 PKC 弘一<>一 PKC 抖。
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圈 18 、西方墨點分析微粒質部份 PKC 戶， ε 及μ 異構體的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻騏瘤與子宮肌

層個別研磨，並以 homogenization buffer B 萃取出微粒質部份，
以 15μg/抖的檢體量進行 SDS-PAGE ( 10 % gel) ，並轉移至
硝化纖維紙，再個別染以專一性的 PKC 異構體抗艘。圈 A 為電

泳圈;園 B 為定量圈。第 0， 1 及 2 天的檢體為整個蛻膜子宮組

織 (DU) 。第 0 天 PKC 異構體的定量值被當作 100 % 0 -0 
一 PKC 戶，一且一: PKC 弘一。一 PKCμ 。
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蠅。Raf
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Dayafter 可 F 可

stimulation 0 1 2 3 5 7 9 3 5 7 9 l 

咱 c-Raf

攤貓貓蠅 α-Tubulin

圈 19 、西方墨點分析子宮蛻膜瘤生成期間 c-Raf 的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻祺瘤與子宮
肌層個別研磨後，進行 SDS-PAGE ( 10 % gel) ，立在轉移至
硝化纖維紙，再染以 c-Raf抗體( 74 KDa )另系以a-tubulin

抗體( 59 KDa )當作 intemal control 。圈 A 為細胞質部份( 30 

悶/μ心，茵 B 為微粒質部份( 15 時/μ1 ) 0 M Maker L 

Brain lysate '當作 positive control 0 
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62 KDa 

DU Deciduomata 師yometrium

01235793579 L 

47 KDa 一體

峙叫僧， 嚇蟬-'精聞欄靜 悄嘲機齣 會鴨榔靜 糊糊珊伊 糊呵，

32 KDa 一

18 KDa 

竄鈞、西方墨點分析子宮蛻祺瘤生成期間 ERK-1 的表現

咱 ERK-1

假懷孕鼠受刮傷刺激後故集不同天數所生成之蛻耳其瘤與子宮肌

層個別研磨後，取細胞質部份 30 抖g/抖的檢體進行 SDS-PAGE

( 10 % gel ) ，並轉移至硝化纖維紙，再染以 ERK-1 抗體( 44 
KDa ) 0 M Maker L Brain lysate '當作 positive control 0 
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_.明，
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圈 21 、西方墨點分析子宮坑膜瘤生成期問 ERK-1 的表現

哺 ERK-1

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻膜瘤與子宮肌

層個別研磨後，取細胞質部份 400 時/500 抖的檢體以

phosphotyrosine 抗體作免疫沉澱，再將沉澱物溶解後進行

SDS中AGE ( 10 % gel) ，並轉移至硝化纖維紙，染以 ERK­

l 抗體( 44 KDa) 0 M Maker L Brain lysate '當作
positive control 0 
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圈 2泣2 、西方墨點分析子宮蛻朕瘤三生t成期問 c-F

咽曙 c咀Fos

假懷孕鼠受舌刮d傷刺激後收集不同夭數戶所丹生成之蛻藤瘤與子宮航肌J 

層倡別研磨後，細胞質及微粒質部份各取 10μg/μ1 的檢體量進

行 SDS-PAGE ( 10 % gel ) ，立在轉移至硝化纖維紙，染以 c-Fos
抗體( 55 KDa ) 0 M Maker L Brain lysate '當作 positive

control 

“ 87-

?擎的



Dayafter •• .... 
stiniulation 關 o 1 

104 KDa -
82 KDa 

48 KDa -

33 KDa 
28 KDa -

19 KDa 可轉

Cytosol Particulate 
...喝喝， ... 

3579013579L 

閻鈞、西方墨點分析子宮蛻且其瘤生成期間 c-Jun 的表現

哺 c-Jun

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻膜瘤與子宮肌

層個別研磨後，細胞質及微粒質部份各取 10μg/μl 的檢體量進

行 SDS-PAGE ( 12.5 % gel )，並轉移至硝化纖維紙，染以 c-Jun

抗體( 39 KDa ) 0 M Maker L Brain lysate '當作 positive

control 0 
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圈 24 、假懷孕鼠坑耳其生成時整體蛋白的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不闊天數所生成之蛻膜瘤與子宮航，

層個別研磨後，取細胞質 30μg/μ1 的檢體量進行 SDS-PAGE

( 10 % gel) ，然後以 Comassie brilliant blue 染色 1 小時，再

以退色液退色。 M Maker 0 
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、確認細胞適期蛋白在坑膜生成時的表現

受到傷刺激第 2 天的假懷孕鼠子宮進行 SDS咀PAGE ( 10 % 
gel) ，並轉移至硝化纖維紙，再染以專一性的細胞過期蛋白抗
體。圈 A 為未經刺激處理的子宮組織檢艘，圈 B 為經刺激生成

蛻膜第 2 天的子宮組織檢嫂。 M Maker' 個別細胞週期蛋白

分子量為 Cdc2也詞， Cd詔"刃， Cdk4刁3 ， Cip卜泣， Cyclin B-位，
Cyclin Dl-36, Cyclin D3-刃， p27kiplm27， RbllO 及 Rb2-130 (單
位 KDa)
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間鈞、西方墨點分析細胞質部份細胞適期蛋白的表現
假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不闊天數所生成之坑膜瘤學子宮肌
層個別研磨，並以 homogenization buffer A 萃取出細胞質部份，
一 30 時/凶的檢體量進行 SDS-PAGE ( 10 % gel ) ，孟轉移至
硝化纖維紙，再個另IJ 染以專一性的 PKC 異構體抗禮。團 A 為
電泳圈; 1葛 B 為定量筒。第 0多 l 及 2 天的檢體為整個坑膜子宮
組織 (DU) 。第 O 天的定量位被當作 100 %。一撞車一 Cdc2 ，

一O 一 Cιk2， -6一 Cyclin D3 。
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麗 27 、西方墨點分析微粒質部份細胞週期蛋白的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之坑祺瘤與子宮肌

層倡別研磨，並以 homogenization buffer B 萃取出微粒質部份，

以 15μgI抖的檢體量進行 SDS-PAGE ( 10 % gel) ，並轉移玄之
硝化纖維紙，再個別染以專一性的細胞過期蛋白抗禮。圖 A 為

電泳圈; I蜀 B 為定量圈。第 0， 1 及 2 天的檢體為整個坑耳其子宮

組織 (DU) 。第 O 天的定量龍被當作 100 %。一串串一 Cdc2 ，

一O 一 Cdk2， -6一 Cyclin D3 。
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國 28 、西方墨點分析子宮坑耳其瘤生成期問 Prolactin 的表現

假懷孕鼠受刮傷刺激後收集不同天數所生成之蛻膜瘤與子宮肌

層個別研磨後，取細胞質部份 30μg/抖的檢體進行 SDS-PAGE

( 12.5 % gel) ，並轉移至硝化纖維紙，再染以 Prolactin 抗體

( 26 KDa) 0 M : Maker 。
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囡"、確認 PKC 異構體在人類肝瘖組織內的表現

人類肝癌組織經研磨萃取後進行 SDS祖PAGE ( 10 % gel ) ，並

轉移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKC 異構體抗體。國 A

為肝癌組織鄰近的正常檢體作為對照組，圈 B 為肝癌組織檢

體。 M Maker' 個別 PKC 異構體分子量為 α-82，弘駒， y-駒，

8-78 , 8-90，今78 ， 8-79 ， t-74 , À-74，伊115 (單位: KDa) 。
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Patient no. 制 c N c N c N c N c N L 
2 3 4 5 

Density 
[% of lysate] 晶1 87 車3 52 18 嘻嘻1 70 哩30 91 62 100 

PKC activity 71 3i "晶3 40n .u臨 39 29 

B 
175 KDa 喝

89 KDa 峰
.....PKCα 

62 KDa-

47 KDaψ 
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Patient no. M c N c N c N c N c N L 

2 3 4 5 
Density 

[% of Lysate] 51 148 18 91 曹3 136 113 105 41 85 100 

PKC activity 133 811 183 940 660 830 8271085 25再 605

圈 30 、西方墨點分析人類肝癌組織內 PKCα 表現

人類肝癌組織經研磨萃取後進行 SDS-PAGE ( 8 % gel )並轉

移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKC a 抗嫂。圖 A 為 1~5

號病人組織細胞質部份;園 B 為細胞膜部份。 M Maker 

L Brain lysate '當作 positive control C Cancer tissue 

N Normal tissue 。
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圈 31 、人類肝癌組織內 PKCα 表現量化圈

經西方墨點分析後的 PKCα 定量後以 Brain lysate 當作 100% 會

將 8 位病人的肝癌組織及其鄰近正常組織的細胞質及細胞膜部

份統計後，求其平均質及其標準偏差質。國 A 為未經 PKC 純
化的檢體;圈 B 為經純化的撿嫂。*代表 P < O.的。
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國 32 、確認人類肝癌組織內 PKCa戶的表現

人類肝癌組織經研磨萃取後，進行 SDS儡PAGE (8 % gel )立在
轉移至硝化纖維紙，再染以 PKCα戶抗體。圈 A 為 1-5 號病人

細胞質部份;圈 B 為細胞膜部份。 M Maker L Brain 
lysate '當作 positive control 0 
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圓 33 、西方墨點分析人類肝癌組織內 PKCö 及已的表現
人類肝痞組織經研磨萃取後，經過 DEAE四cellulose

chromatography 純化之後，進行 SDS-PAGE ( 8 % gel )並轉
移至硝化纖維紙，再勢以專一性的 PKCö 及已抗嫂。麗 A 為 1~5

號病人組織細胞質部份，圈 B 為細胞膜部份。 M Maker 

L Brain lysate '當作 positive control C Cancer tissue 

N N ormal tissue 0 
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觀 34 、人類肝癌組織內 PKCô 及已表現量化圈

經西方墨點分析後的 PKCô 及已定量後以 Brain lysate 當作 100

%'將 8 位病人的肝癌組織及其鄰近正常組織的細胞質及細胞

耳其部份統計後，求其平均質及其標準偏差質。圈 A 為 PKCô 的

蛋白定鞏固;聞 B 為 PKCÇ 的定量圈。*代表 P < o.的，料代
表 P < 0.01 0 
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國 35 、西方墨點分析人類肝癌組織內 PKC ß， y 及ε 的表現

人類肝癌組織經研磨萃取後，經過 DEA耳cellulose

chromatography 純化之後，進行 SDS-PAGE ( 8 % gel )並轉
移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKC 戶， γ 及ε 抗髓。國 A 為

1-5 號病人組織細胞質部份;圈 B 為細胞膜部份。 M

Maker L Brain lysate '當1'1: positive control C Cancer 
tissue N Normal tissue 。
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圈 36 、人類肝癌組織內整體蛋白的表現

人類肝癌組織經研磨萃取後，進行 SDS擱PAGE (8 % gel ) 
然、後以 Comassie brilliant blue 索色 1 小時，再以退色液退色。

圈 A 為 1~5 號病人的細胞質部份; 1蜀 B 為細胞耳其部份。 M

Maker C Cancer N Normal 0 
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附錄二、實驗溶液配製

Homogenization Buffer A' , pH7.4 Stock 30ml 

20 mM Tris-HCl 200.0 mM 3.0 ml 

0.03 mM Na3V04 30.0 mM 0.03 ml 

2m卸f MgClr6H20 100.0 mM 0.6ml 

2 mM EDTA 100.0 mM 0.6 ml 

0.5m卸f EGTA 100.0 mM O.的 ml

2m卸f PMSF 200.0 mM 。.30 ml 

l mM DTT 500.0 mM 0.06 ml 

Homogenization Buffer A , pH7.4 Stock 10ml 

20 mM Tris-HCl 200.0 mM 1.00 ml 

0.03 mM Na3V04 30.0 mM 0.01 ml 

2 mM MgCh.6H20 100.0 mM 。.20ml

2 mM EDTA 100.0 mM 。.20ml

0.5 mM EGTA 100.0 mM 0.05 ml 

2 mM PMSF 200.0 mM 0.10 ml 

l mM DTT 500.0 mM 0.02 ml 

250 mM Sucrose 342.3 M.W 0.86 g 

10μg!ml Leupeptin 1.0 mg!ml 0.10 ml 

10μg!ml Aprotinin 1.0 mg!ml 0.10 ml 
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Homogenization Buffer B , pH7.5 Stock 10ml 

20 mM Tris-HCl 200.0 mM 1.00 ml 

0.03 mM Na3VO是 30.0 mM 0.01 ml 

5 mM MgCh.6H20 100.0 mM 0.50 ml 

2m卸f EDTA 100.0 mM 0.20 ml 

。.5 mM EGTA 100.0 mM 0.05 ml 

2 mM PMSF 200.0 mM 0.10 ml 

1m卸f DTT 500.0 mM 0.02 ml 

5 mM NaF 100.0 mM 。.50ml

10μg!ml Leupeptin 1.0 mg!ml 0.10 ml 

10μg!ml Aprotinin 1.0 mg!ml 0.10 ml 

0.1 % Triton X -100 10.0μi 

PKC activity readion buffer 100μi 

200 mM Tris-HCl , pH7.4 20μl 

200 mM MgCh 10 f..ll 

40 抖g Lysine-rich histone 25μi 

10μg Phosphati吐ylserine 10 已成

10 抖g Leupeptin 10 f..ll 

25 mM CaCh 10μl 

24m卸f EGTA 5μl 

20m恥f Tris 10μl 
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PBS , pH7.2 1 l 

NaCl 8g 

KCI 0.2 g 

KH2P04.H20 0.2 g 

任選一種 K2HP04 2.39 g 

Na2HP04 1.95 g 

Na2HP04.2H20 2.44 g 

Na2HP04.7H20 3.68 g 

Separating Gel 童話 迪生主 12.50% 

1. 1.5M Tris-HCl (pH 8.8 ) 5ml 5ml 5ml 

2. Ammonium Persulfate (10 mg!m! ) lml 1m! lml 

3.30%Acryl缸nide-O.8%Bisacryl剖nide 5.4ml 6.7m! 8.4m! 

4. dd H20 8.4ml 7.1ml 5.4ml 

5.10%SDS 0.2ml O.2ml 。.2m!

6. TE卸ffiD 6.7ul 6.7ul 6.7ul 

Stacking Gel 且越 遐思i

1. 0.5M Tris-HCl (pH 6.8 ) 2.5ml 3.75ml 

2. Ammonium Persulfate (10 mg!ml) O.5ml 0.75ml 

3. 30 % Acrylamide-O. 8 %Bisacrylamide 1.5ml 2.25ml 

4. dd H20 5.4ml 8.1ml 

5.10%SDS O.lml 0.15ml 

6. TEl'v包D 25ul 37.5ul 
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20m恥f Tris-HCl 1.21 g 

2 mM EDTA 335mg 

0.5 mM EGTA 95mg 

2 mM PMSF 1.745 ml 

50m卸f 各mercaptoerl1anol 5 ml 

Loading Buffer 

Tris-HCl 

SDS 

d征120

2-mercaptoethanol 

Transfer Buffer , 

Tris-HCl 

glycine 

methanol 

d社H20

pH8 .3 

Blocking Buffer , pH7.4 

FBS 

NaCl 

Tween 20 

Tris-HCl 

ddH20 

100 ml 

7.56 g 

20 g 

50 ml 

先j容，謂五 pH6.8

3.5 ml 

5l 

15.12 g 

72 g 

的OOml

補互 5l

500ml 

15 ml 

4.5 g 

0.5 ml 

6.05 g 

補至 500ml
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Washing Buffer , pH7.4 

Tris-HCI 

Tween 20 

NaCl 

ddH勻。

Electrode Buffer , pH 8.3 
Tris-HCl 

Glycine 

SDS 

d吐H20

Substrate Buffer , pH 9.5 

Tris-HCl 

NaCl 

卸IgClz

ddH20 

Imm unoprecipitation Buffer 

1% Triton X孔。。

150mM NaCl 

10mM Tris, pH7.4 

1m卸f EDTA 

1m卸f EGTA 

0.2m卸f Na3V04 

。.2m卸f PMSF 

0.5 % NP-40 

5l 

60.54 g 

5 ml 

45 g 

補至 5l

5l 

15.13 g 

72 g 

5g 

補互 5l

400ml 

4.84 g 

2.33 g 

0.406 g 

補互 400 m1

2X (25ml) 

50ul 

438 .3mg 

10ml 

0.5ml 

0.5ml 

。.338ml

50ul 

25ul 
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Localization of Protein Ki朋se Cαand ç d肘iHg

the Decidualization i臨 Pseudopregnant Rats 

Jyh-Cherng Shyu, Yih-Shou Hsieh t, Chen-Lurng Chang, Chin-Chiu Tsai, Ai-Chi Changl, 
Lien-Chuan Yang2, Ming-Te LinJ, Min-Hsiung Cheng4 and Jer-Yuh Liu ' 

IDepartment of Physiology. Institute of Biochemistry 
2Department of Pathology 

JSchoolof ,'vledicine 
and 

‘Department of Anatomy 
Chung Shan Medical and Dental College 

Taichung 40203 , Taiwan , ROC 

Abstract 

Our previous data showed that at least five PKC isoforms (α， õ，巴， λand l) were present in the 
decidualization. In this study, we then localized the PKCαand ç by immunohistochemistry in the 
decidualized uterine tissues. The decidualized uterine tissues were induced by trauma-stimulation and 
fixed in formalin. The immunofiuorescence were photographed by confocal microscope. The data 
revealed that the fiuorescence or PKCαwas present in the deciduomata and myometrium. ln the 
deciduomata, PKCαwas mainly located in the surrounding nuclear. Tbis phenomenon of localization 
was especially performed on day 2 and 3 of the decidualization, just on the time of higher frequence of 
cell mitosis. Since the myometrium with hypertrophy did not display tbe phenomenon of perinuclear 
localization, these suggested that tbe expression and localization of PKCαmay be associated with the 
cell proUferation. On the otber band, tbe PKCÇ was also present and distributed broadly in the 
deciduomata and myometrium. Tbis expression was increased and similar to tbe previous Western blot 
studies. Thus, tbe data confirmed tbat the various expression and loc扭扭zation of PKC isoforms may be 
correlated witb the development of deciduomata. 

Key Word : PKC isoforms, deciduomata 

2"'3 

Inlroduction 

PKC plays a crucial role in the regulation of 
calcium-dependent cellular functions (1). ln response 
to extracellular signals such as growth factors. 
hormones. and neurotransmitters (2. 3), PKC may 
play an important role in trans-membrane signal 
transduction. It was also found to induce many 
cellular responses including cell proliferation. 
differentiation , gene expression and tumor promotion 
(4). Over-expression of PKC activity can result in 
multiple growth abnormaIities in rat fibroblasts (5). 

To date. twelve isoenzymes of PKC (α. ßI, ßII. 

proliferation. PKCαlevel was increased in carbon 
tetrachloride-induced liver regeneration (1 4). 
Selective decrease in nuclear PKCαand increase in 
nuclear PKCõ were observed after partial hepatectomy 
(15). Redistribution ofPKC from soluble to particulate 
fractions occured during li ver regeneration (16. 17). 
Folic acid-induced kidney regeneration caused 
PKCα. but not PKCõ and PKCe to decrease (18). 
Liver and kidney regeneration also induced prirriary 
response genes. fos. myc , TIS 1. TIS 8, and TIS 11 
(19-22). From these data mentioned above. it is 
suggested that PKC activation occurs during chemical 
or mechanic剖-induced cell proliferation. 

y. Õ. e.η ，已. e ， λt and μ) have been identified (6-9). 
These isoenzymes exhibit differences in function and 
Iocalization (l 0-13). Recent reports indicated that 
individual PKCs was involved in restoring cell 

In pseudopregnant rats. cell proliferation of 
deciduomata was also provoked by various stimuli 
including tissue injury (endometrial scratching or 
transverse clamping of the uterus) and intraluminal 

Corresponding author: ler. Yuh Liu. Institute ofBiochemislry. Chung Shan Medical and Dental Co l1ege. No.IIO. Sec. 1. Chien Kuo N. Road. 
Taichung 40203 , Taiwan. ROC. Te1: 886.4-3896190-50815. Fax: 886-4-3890964. E欄目lail: jyl@mercury.csmc.edu."tw. 
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histamine (23). However, the role of PKC in these 
artificially咱 induced decidualization is ill defined. 

Our previous data showed that the various 
expression of PKC isoforms (α， õ, ç.λand t) 
were observed in the trauma-induced deciduali­
zation (2斗， 25). PKCαwas decreased in the 
cytosolic fraction of the deciduomata as comparing 
with that ofthe control (day 0) uterine tissue. Whereas , 
the other isoforms of PKC Õ. 巴， λand t were increased 
both in the deciduomata and the myometrium. It is 
suggested that the various expression of PKC iso­
forms were involved in the modulation of the 
developement of deciduomata. However. the 
localization of these PKC isoforms during the 
decidualization remain undefined. This study was to 
further analysis the localization of PKC isoforms by 
use of immunohistochemistry in the deciduomara in 
pseudopregnant rats. 

Materials 甜ld Methods 

Chemicals 

Triton X-IOO, bovine serum albumin (BSA) and 
FITC conjugated anti-mouse IgG were purchased 
from Sigma Chemical Co. (S t. Louis , MO). The 
monoclonal antibodies to PKCαand ç were pur­
chased from Transduction Laberatories Union 
Biomedical Inc. (Taiwan) 

Animal Treatment 

The virgin Sprague-Dawley rats (National 
Science Council Anirnal Center, Taipei , Taiwan, 
ROC), weighing 180-200g were rnaintained in a 
temperature峭controlled room (at 240 C) and illu­
minated for 12 hour per day (lights on from 5 AM to 
5 PM). Vaginal smears were obtained daily and 
only those animals showing two consecutive 4-day 
cycles were used. Pseudopregnancy was induced 
by vagino-cervical vibration with a glass rod for 1 
min on the morning of estrus (26). The day of estrus 
was designated as day 0 of pseudopregnancy. 
Uterine decidualization was induced unilaterally by 
endometrial scratching on the morning of day 4 of 
pseudopregnancy (23). Therefore, day 4 of pseudo­
pregnancy was designated as day 0 of decidualization. 
On day O. 1, 2. 3. 5, 7 and 9 of decidualization, 
both the uterus were removed, and fixed in 10% 
formalin. 

ImmunoJluorescence Labelling 

Three micron sections were prepared from 
paraffin-embedded tissue fixed in 10% forrnalin. After 
sectioning. the specimens were deparaffinized in 

xylene and rehydrated through an alcohol series , and 
permeabilized with 0.1 % Triton X哺 100 in PBS for 20 
minutes. Nonspecific antigen binding was prevented 
by incubating the specimens with 3% norrnal bovine 
serum in PBS. After 25 minutes , the specimens was 
washed by PBS and incubated for 1 hour at room 
temperature with the monoclonal antibodies to PKCα 
and ç (1 0 mg per 1 ml PBS plus 0.2% BSA). The 
antibodies were then removed and the specirnens 
were washed three times in PBS for 5 minutes each. 
The specimens were then immersed with second 
antibody solution containing FITC conjugated anti­
mouse IgG, diluted 20 fold in PBS. Incubate at 
room temperature for 45 minutes. Finally , the 
specimens wer washed again three times with PBS for 
5 minutes each and then inverted the coverslip onto 
the specirnens containing 10 μ1 mounting media (PBS 
adjusted to pH 8.0, 50% glycero l) for confocal 
mlcroscopy; 

Laser Scanning Confocal Fluorescence Microscopy 

The three-dimensional distribution of fluo­
rescent structures was analyzed using a laser scanning 
confocal microscope (LSM 410 from Zeiss) equipped 
with a PI-Neofluar (2x and 20x) objective (NA=1.4). 
Observations were rnade on single optical sections 
taken at 1 rnrn focus steps in the z-axis of the tissue 
sections. The irnage frorn labelled specimens were 
coUected sequentially using an argon (488 nrn) laser 
beam for excitation and a broad pass (515-545 nm) 
emmission filter for FITC fluorescence and an 
helium/neon (543 nm) laser beam for excitation and a 
long-pass (590 nrn) emission filter for LSM 
transmission scaning. We verified that there was not 
mechanically induced shift during the procedure of 
sequential irnage co l1ection. The irnage dimensions 
were 512x512 pixels with 3x8 bits resolution. 

Histology Examination 

After confocal fluorescence microscopy 
analyses, all the specimens were immediately stained 
with hematoxyIin and eosin for ca1culating the amount 
of the mitotic rate. 

Results 

After trauma-stimulation. the weight of the 
treated uterine horn was increased from day 1 to day 
7, and then regressed on day 9. As our previous 
reports , the increased weight was due to the hypersia 
in the endometriuin'where the stromal cells were 
transformed to decidual cells. and the hypertrophy in 
the myometrium. Hematoxylin/Eosin staining showed 
that a region in the endometrium of the trauma-
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Hemat。呵lin

& Eosln 

PKCα 

PKCÇ 

Fig. 1. Immunofh間escence detection ofPKCαandÇ削he吐的idualize吐

uterine tissue. Indirect immunoflt 間escence ofPKC α 0忱r 已 u山削5釗m
monoclonal antibody 1挖gGa船spnma缸ryant位ibo廿yan吐 FITC conju­
gated anti-mouse 1尪gGa郤s secondary ant位ibo吐y. Afl缸te仗rf叮luor巴scenc巴

image scanning, the decidualized tissue was then stained by 
hematoxylin and eosin form parafilm-embeded sections. M: 
myometrium; E: Endometrium. The arrow point designated as 
deciduomata. (20x) 

Fig. 2. Confocal microscope image of myometrium labelled with PKCα 
on day 0 to day 3 of 吐ecidualization. Indirect immunofluores­
cence of PKCαusing monoclonal antibody IgG as primarγ 
antibo吐y and FITC conjugated anti-mouse IgG as secondary 
antibody. The image of fluorescence was first acquired and 
photographed (image A). The corresponding image of LSM 
transmission scanning was then acquired and photograph (image 
B). Arrow point designated as the distribution of PKCα， 

stiumlated ut巴rine tissue as arrow designed (Figure 1) 

was accumulated by more mitotic decidual cells. 

This area was designed as deciduomata. The mitotic 

rate was increased from day 1 to day 7 , and maximal 

at between day 2 and day 3 (0 .47 and 0.33 mitotic 

cells /1 04 cells , respectively). 

To localize the involvement of PKC isoforms in 

the development of deciduomata , immunohisto­

chemistry was analysis. The data showed that on 

day 0 , the fluorescence of PKCαdetected by laser 

scanning confocal fluorescence microscopy was 

localized in the myometrium , but not significantly 

Fig. 3. Confocal microscope image of deciduomata labelled with PKCα 
from day 0 to day 7 of decidualization. Indirect immunofluores­
cence of PKCαusing monoclonal antibody IgG as primary 
antibo吐y an吐 FITC conjugated anti-mouse IgG as secondary 
antibody. The image of fluorescence was acquire位 and photo­
graphed. Aπow point designated as the perinuclear distribution 
fo PKCa. (200x) 

PKCα 

PKCÇ 

Fig. 4. Confocal microscope image of deciduomata labelled with PKCα 
and ç on day 0 and day 3 of decid叫ization. Ind的ctimmunoι

luorescence of PKCαor ç using monoclo叫 a的body IgG as 
primary antibody and FITC conjugated anti-mouse IgG as sec句
on吐ary antibody. The image of fluoresence was first acquired 
an吐 photographed (image A). The corresponding image ofLSM 
transmission scanning was then acquired and photograph (image 
B). A汀ow point designated as the perinuclear distribution fo 
PKCα. (800x) 

observed in the endometrium. However, during the 

decidualization , although the fluorescence of PKCα 

was constantly present and the level was not change 

in the myometrium (Figure 2; as arrow pointed) , the 

fluorescence was detected in the deciduomata of 

endometrium and gradiently extended its ar巴a as the 

same as th巴 deciduomata inccreased from day 1 to day 

7 (Figure 1 and 3). In addition , PKCαlocalization 
was observed near the nuclear of the cells in the 

deciduomata (Figure 4). This phenomenon was 

predominantly present on day 2 and day 3 (Figure 3; 
as arrow pointed). 

Unlike PKCα， PKCÇ was probably distribut巴d

all the field of the cells (Figure 4). 1t was also 

increased both in the deciduomata and myometrium 

during the decidualization as comparing to that on 
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day 0 (Figure 1) , and was compatable with the growth 
rate of decidual cel l. 

Discussion 

Our present results as shown in Figure 3 in­
dicated that in the deciduomata the distribution of 
PKCαwas pr巴dominantly located in the surface of 
the nuclear on day 2 and day 3 during the 
decidualiz的ion. In the previous study , Western blot 
analysis showed that the cytosolic PKCαwas 
decreased in the d巴ciduomata (25). These observations 
were suggested that the new and old synthesized 
PKCαtranslocated to the perinuclear fraction of the 
deciduomata may account for the reduction of the 
cytosolic PKCα. 

According to Figure 2 and 4 , PKCαwas 
translocated predominately in the proliferative 
decidual cells of the deciduoma泊， but not in the 
hypertrophy of the myometrium. Chen C.S. et al. 
indicated that translocation of PKC to the perinuclear 
was consistent with the activation and down-regulaton 
(27). So far , the similar phenomenon is also ob­
served in other some tissues. PKCαdown-regulation 
is found to be in hyperplasi在 of the folic acid-induced 
kidney regeneration and not in hypertrophy(l 8). In 
addition, PKCαdown-regulation is also reported in 
liver hyperplasia (28). Therefore , we suggested that 
PKCαtransloc在tion may come to display cell 
proliferation. 

On the other hand, we also found that PKCÇ was 
increased during the decidualization. It was also 
compatable with decidual cell proliferation. The 
similar results were reported. In Xenopus oocytes and 
in mouse fibroblasts , PKCÇ overexpression de­
creases the requirement of mitogens for cell 
proliferation (29). Furthermore, in Rat-1 fibroblast , 
dominant-negative PKCÇ inhibits , while overex­
pression of PKCÇ enhences mitogen-activated protein 
kinase activation by 抖的巴let-derived growth factor 
and phosphatidy1choline-specific phospholipase C 
(30). 

In summary , the expression and localization of 
PKCαwas observed in the developement of decidual 
cell. Mor巴over ， we suggested that the data may 
confirm the role ofPKC isoforms in the developement 
ofthe deciduomata, although the level ofPKC isoforms 
mRNA have not been detected. 
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PROTEIN Kll札SE C ISOFORMS DURING THE DEVELOP!咽NT OF DECIDUO岳IATA
IN PSEUDOPREGNANT RATS 

Jer-Y uh Li u 1, Jyh-Chemg Sh卯2， cherI心lffig Chang2, Chin-Chiu Tsa?，函-Chi Chang1, 
Li冊-Ch咽n Yang3, Long-Yau Lin" and Yih-Shou Hsieh I 

Institute ofBiochemistryl and Department ofPhysiolo~， Chung Shan M組ical and 0的1 Coll幣，
andD叩artment of Pa出ology3 and Obstetrics", Chung Shan Medical and Den阻1 Coll噁，e Hospital, 

Taichung 40203, Taiwan, R.O.C. 

Su臨睡前y

h 也is study, we detemùned the expression of protein kinase C (PKC) isofonns during 
trawna-induc吋 decidualization. 前le findings rev甜甜伽t at least 誼ve PKC isofonns (α ， 

ô ， t ， ιand λ) were present in bo也 control and decidualiz吋自鉤的. After trawna­
stimulation, PKCαwas down-modulated 扭曲e deciduomata but not 扭曲，e myometri阻n.

Down-modulation was compatible wi曲曲e incr;摺se in cell mitosÌs which r間也eda

maximwn at 2-3 days. on the 0出er hand, PKC t was not down-modulated. It was 
h叮個sed bo出自由e deciduomata and myometriwn，組d paralleled 也efrequ問cyofdecid阻i

cell mitosis. 百le PKC isofonns ofδ ， ιandλwere also increased, but they were 
associated wi自由e depression of 自U mitosis.τherefore，也自efindingss曙8'臼ted 血at 也e

variable expression of PKC iso品rms 血 trauma-induced decidualizing tissue 血

pseudopr噁nant rats may be involved in the modula包onofd的dual 個:ll gro幌h.

Key worås: protein kinase C, deciduomata 

Protein 姐nase C (PKC) plays a crucial role in the regulation of calciwn-d叩endent cellular functions (1). In 
response to extracelIular signals e.g. grow由 factors ， hormon師， and neurotransmitters (2,3), PKC may play 
an essentia! role 血 trans-membrane signal transduction. It is also found to induce many 臼Uular r喝pons臨

的duding 臼n prolifera位侃， differentiati侃， gene expression and tumor promotion (4). Over-你pression of 
PKC activity can cause multiple growth abnonnalities in rat fibrobla恥 (5).

To date, twelve isoenzymes of PKC (α ，βLβ巨， γ ， δ ， ε ， t ,11 , e ， ι ， λand μ) have been identified 
(6-9). Th的e lsoenzymes e沿世bit differences in function and localization (10-13). Recent r句orts indicated 由此

índividual PKCs were involved in resto叮嚀 cell proliferation.τhe PKCαlevel was incr間sed in carbon 
tetrachloride-induced liver regeneration (14). Selective decreases in nudear PKCαand increases in nud也r

Address for Correspondence: Ph.D. Yih-Shou Hsíeh, Institute ofBiochemistry, Chung Shan Medical and 
Dental ColIege, No.llO, Sec. 1, Chien Kuo N. Road. Taichung 40203 , Taiwan. Tel: (886) 04-3896190-
50815 F品: (886) 04-3890964. E-mail: ysh@mercury.csmc.edu.tw 
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PKCδwere observed after partial hepatectomy (15). Redistribution of PKC from soluble to particulate 
fractions ocωη吋 during li ver r噁.eneration (16,17). Folic acid-induced kidney r噁eneration caus吋 PKCα ，

but not PKCδ30dPKCε ， to decr閱se (18). Liver 30d kidney regeneration also induc吋 p討ma可 response
g可白， f4俑， myc, TIS 1, TIS 8, 30d TIS 11 (19-22). Th晶eda臼 suggest 出at PKC activation occuis during 
chemical or mechanical叩duced cell proliferation. In pseudopr增130t rats, cell proliferation of deciduomata is 
provoked by vario凶 stimuli induding tissue injury (endometrial scratching or 個1Sverse d您可ing ofthe l師問)
and intrah.u旭nalhi泣amine (23). However, the role ofPKC in artificially-induced d也d阻垃品位∞ is ill d咄咄.

In search of a common intracellular process mediating 出e e:控制 of tissue injury 30d intralurninal histamine, 
we propose 出at activation of the enzyme PKC may be involved. Histamine is not only present in various 
stimuli induding tissue injury (24), but also secreted from endometriurn mass cells by both estrogen and 
progesterone stimulation, which are required for 出e development of deciduomata (25,26). !古s臼mine is also 
found to be a potent activator of phospholipase C, leading to polyphosphoinositide hydrolysis and subsequent 
mcr阻se in intraceIlular diacylglycerol (27). Diacylgycerol is well known to enh30ce PKC activity 30d cell 
grow由 (28，29).τherefore，組成amine causes the protein 說nase C activation, 30d subsequently affects DNA 
S抖出esis (27). Pre咐。usda旭 showed 出.at decrease of 血e C)巾。solic PKC activity was observed 泊 tra凹na­

induced decid間lization (30). 訂的 study characterized the PKC isofonns during decidualization in 
pseudoprψ30t rats. The findings rev1閱led 倒也e alter，吋 expression of PKC isofonns mãy be involved in 
出e stromal fibroblast proliferation an吐d.ifferentiation du白宮 decid凶lization in pseudopregnant rats. 

Methods 

Chemicals: 

Tris(hydroxymethyl)-aminometh3Oe hydrochloride (Tris扭Cl)， ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), 
sucrose，的ylen噁lycoI bis(β-amino的抖的er)-:t'牙'，N，N'，N'-tetraacetic acid (EGT A), phenylmethyIsulfonyl 

fluoride (PMSF), leupeptin, soybean trypsin inhibitor 旬開 I-S ， ß-mercaptoethanol, Triton X-IOO and 滸里gCh

were purchased from Sigma Chemical Co. (S1. Lo也s， MO). 

Animal treatment: 

Vir那 Sprague-Dawley rats (National Science Council Animal Center, Taipei, Taiw剖， R.O.C) weighing 
180-300g were maintained in a temperature-controlled room (at 24 OC) and illurninated for 12 hours 也ìly

(lights on from 5 AM to 5 PM). Vaginal sm臨時 were ob扭扭ed daily and ∞ly those animals showing two 
cons此前ive 4-day cycles were 凶ed. Pseudopregnancy was induced by vaginφcervical vibration wi也 a glass 
rod for 1 m血 on 也emom血g ofestrus (31). 官le day of estrus was designated as day 0 of pseudopr嘟1ancy.
Uterine decidua1ization was induced unilaterally by twice of endometrial scratcl當19on 也e moming of day 4 
。f pseudopregnancy (23). Therefore, day 4 of pseudopregnancy was designated as day 0 of d的d回li品.tion.
on days 0, 1, 2, 3, 5, 7 and 9 of d前id明lization b氓h 血ed配idualized 前erine hom and 血e untr臨ted
contralateral uterine hom were removed, weigh甜， and quickly frozen on dry ice for tissue extraction. 

Prepαration 0] cytosolic and particulate fractions: 

A11 procedures were perfonned at 40 C. on days 3, 5, 7 and 9 of decidualization. The decidualized uterine 
tissues were slit open and 血e deciduomata were removed from the myometrium by gentle scraping wi晶晶
glass slide. Bo出 deciduomata and myometrium samples were homogenized by thirty strokes using a Kon仗的
homogenizer at a ratio of 1 g tissue/10 ml homogenization buffer A. τbehomog凹i祖tion buffer A consÍsted 

of20 mM Tris-HCl, 5 rru\1 EDTA, 5 mM EGTA, 0.3 Msucrose, 2 rru\'IPMSF, 10μ.glmlleupeptin， 25μ.glml 
soybe3O trypsin inhibitor type I-S and 50 rru\1 ß-mercaptoethanol at pH 7.5. on daYS 0, 1 and 2 of 
decidualization, the deciduomal tissue can not be removed individually. As a result, whole uterine tissues were 
homogenized as above.τh自e homogenates were centrifuged at 100,000g for 1 hour at 40 C. The supematant 
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was stored at -70"C for the cytosolìc fraα10n and 出e peUet was suspended ul buffer B ()O m.lvL T口公H叭，三
m.M EDTA, 5 rruV{ EGTA, 2 rru\l[ PMSF, 10μg!m1 1eup叩恤， 25μg!m1 soyb阻n trypsin inhibitor type I-S, 50 
~[ ß-mercaptoethanol and 0.1 % T riton X -100 at p H 7.5.) and homogenized wi曲也irty strokes. A 30 min 
exposure to 0.1% Triton X-IOO at OoC has been demonstrated to ext也ct PKC from tissue suspensions of 時t

brain, liver, and kidney (32). 官的 procedure was modified and 出e homogenates were incubated at 40 C in a 
rotating mixer for 1 hour. Centrifugation (100,000 g, 1 hour) was performed to remove any nonsolubilized 
material and the supematant was then referred to 扭曲e particulate fraction and stored at .700 C. The enzyme 
was stable for at least 1 month. To identify wruch PKC isoenzymes were ex.p ressed in rat uterine tissue, the 
total p rotein of bo自由Y 2 decidualized uterine hom and the untreated contralateral uterine hom were 
extracted by buffer B and separated as above. 

Electrophoresis and Western Blot: 

τissue extract samples were prepared as described above. So吐iumdodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis was carried out as described by Laemm1i (33) using 10% polyacrylamide gels. A丘er samples 
were electrophoresed at 140 V for 3.5 hour，也.e gels were equilibrated for 15 min in 25 m:M Tris-HCl, pH 8.3 , 
containing 192 rru\ll glycine and 20% (v/v) methanol, as d個cribed by Brockenbrough et a1. (34). 
Electrophoresed proteins were transferred to nitrocel1ulose paper (Amersham, Hybond-C Extra Supported, 
0 .45 rvficro) using a Hoefer Scíentific Instruments Transphor Units at 100 mA for 14 hour. Ni訂ocellulose
papers were incubated at room temperature for 2 hour in bloc油19 buffer containing 100 mM Tris-HCl, pH 
7.5, 0.9% (w/v) NaCl, 0.1 % (v/v) Tw甜1-20 and 3% (v/v) fetal bo地e serum. Monoclonal 位J.tibodi自 toPKC

isoforms (Transduction Laboratori叫 were dil世ed 1:200 血 antibody binding buffer ∞n扭扭扭g 100 m:M 
Tris-HCl, pH 7.5, 0.9% (w/v) NaCl, 0.1 %(v/v) Tw如1-20 and 1 % (v/v) fetal bovine serum. fucubations were 

/ 
performed at room temperature for 3.5 hour. 說le immunoblots were wasned 出f間組m的自 50 m1 blot自19

buffer for 10 min and then immersed in the second antibody solution containing a1kaline phosphatase goat 
anti-rabbit IgG (prom句a) for 1 hour and diluted 1000-fold in binding buffer. The filters were 由en washed 
three times in blotting buffer for 10 min. Color development was presented in a 20 m1 mixture consisting of 7 
mg nitro blue tetrazolium, 5 mg 5-bromo-4-chIoro-3-indolyl-phospha峙， 100 m:M NaCI and 5 rru\ll rv:尪，Ch 的
100 m:M Tris-HCI, pH 9.5. 

Histology examination: 

After removal of the uterus, small portions were immediately fixed in 10% formalin and stained with 
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Change in uterine hom weight after induction of decidualization by uterine 
trauma stimulation. Values expressed are the m間n 士 S.D. for 3-5 
measurements. -。一:也e untreat吋 contralateral uterine hom; 一←:由e

decídualiz組成erine horn. 
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hematoxylìn and eosÌll. F or the mitotic index, at least 10000-15000 nuclei were scored for each time point. 

Results 

Evaluation of伽 Growth ofthe Deciduomata in Rat Utents: 

As shown Ìll previous reports (23 ,35), the rat uterìne horn undergoes a large increase in weight, reaching 
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到g.2.

Histological examination during decidualization. A, the untreated 
∞ntralatera1 uterine tissue; B, the decidualized uterine tissue on day 2, the 
arrow points designated as 也e mitotic cells; C, the rate of cel1 mitosis during 
decidualizatìon. For the mitotic index, at least 10000-15000 nuclei were 
scored for each time point 
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approximately ten times the weight of the controlateral untreated uterine tissue by the seventh day of 
decidualization (Fig. 1). The increased weight is attributed to growth of the deciduomata as well as 
hypertrophy of the myometrial cells. The proliferation of the decidual cell was evaluated by the histology 
examination (Fig. 2A and 2B). 甘le mitotic cell was designated as the arrow point (Fig. 2B) 甘le rate of the 
decidual cell mitosis was increased at 1 day (Fig. 2C), and reached a maximum (0.0047%) at 2-3 days, then 
quickly dropped down 

A 臨a. ß 'Y 8εç e tλ 但

117 KDa .... 
89KDa 耕

47K偏僻

34KDa .... 
27KDa 

B 
騙明書 'y ô 8 ç e 1 

117 KDa 軒騙
89KDa 悟鸝 學鵰餌

47KDa 悟串串 鵬聽輯鸝
J評

34KD翁扭轉

27K扭扭轉

Fig.3. 

λ 但

Identification of PKC isoenzymes in rat uterus. A1iquots of the uterus 
homogenates were separated on denaturing polyacrylamide gels and 
transferred to nitrocellulose paper.官le blots were stained with PKC 
isoenzyme-specific antibodies. A, the untreated ∞ntralateral uterine hom; B, 
也e decidualized uterine hom on day 2 of decidualization. M, the molecular 
weights are indicated on the left. 
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lmmunochemical Chαracterization of PKC lsoforms both in the Untreαted Contralateral Uterine Horn and 
in the Decidualized Uterine Horn: 

To determine whether PKC isoforms were associated with the proliferation ofthe decidual cells, we scanned 
ten types of PKC isoforms (α ，β ， γ ， δ ， ε ， t ， θ ，己， λand μ) using the Transduction Laboratory 
antibodies in bo曲也.e untreated contralateral uterine hom (Fig. 3A) and也e decidualized uterine hom (Fig. 3B) 
。n day 2 of decidualization. 甘le homogenate was employ甜 for the Westem Blot analysis. Analysis reveal吋
也at significant immunostainings in bo出 the uterine homs were detected with 血ePKCαand γantibodies 

at -80 KDa, PKC Ö antibody at-78 KDa, and PKC S ， ιand λantibodies at -72 KDa, whereas the 

PKCβ ， ε ， θandμantibodies did not show any immunoreactivity. Both the uterine homs in PKCs 
expression were not di宜erent. Four bands at 54 KDa, 48 KDa, 42 KDa and 24 KDa detected wi也 all types of 
PKC isoforms were non叩ecific as compared wi由 the marker of brain cell1ysates (也ta not shown). 
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Immunoblot analysis ofPKCα ， ö ， s , G and λisoenzymes in the cytosolic 
fraction. Uterine cytosolic fraction was prepared as described in “其1aterials
and Methods". Aliquots of the uterus homogenates were separated on 
denaturing polyacrylamide gels and transferred to nitrocel1ulose paper.τbe 
blots were stained with PKC isoenzyme-specific antibodies. Samples in each 
lane were from individual rats in one experiment (A). Similar results were 
ob峙的ed in three additional experiments. The quanti阻.tive data of 也e

cytosolic fraction from all experimental ru:泣mals are presented (B). on days 3, 
5, 7 and 9, the samples were the homogenates of the deciduomata or 
myometrium. on days 0, 1 and 2, samples were of the whole decidualized 
uterine tissue (DU). The levels of PKC isoforms on day 0 were defined as 

100%. Values expressed were the mean for 3-5 measurem釘ltS. 一。一 :PKC

α ， -II1II一 :PKCδ ，一。一 :PKCt ，一在一 :PKCι ，一V一 :PKCλ.
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Two bands of 150 KDa and 65 KDa app鉛ring in PKC G immunostaining and three bands of 78 KDa，的
KDa and 38 KDa in PKCμimmunostaining were also non-specific. The an位-PKCαantibody do的 not

cross-react wi出 PKCγ 也rough immunoprecipitation studies (data not shown), while anti-PKCγantibody 
does cross-react wi也 PKCa. 百lerefore， the antibody of PKCγis not specific for PKCγbut may confirm 
也e presence ofPKCαin the uterine tissue. 世1ese results suggest 也at at least five types ofthe PKC isoforms 
(α ， δ ，S， ιandλ) are present in rat uterine tissue. 

Ch加αraαcte削n衍;zaβHω.οO仰nofPKCls呵oj升》均Oωms i.的nd品'ecidl訕'uali.臼Zαt訂d伽i的.ωon凡1:. 

We next examined the expression ofthe five PKC isoforms (α ， δ ， s ，已 and λ) during the decidualization. 
說1ese data revealed 也at PKCa∞ntent decreased 45%-60% in the cytosolic fraction of the deciduomata on 
day 2-5 as compared to day 0 (Fig. 4A and 4B), while there was no change in the particulate fra伯on (Fig.5A

A 
一 DU Deciduomata Myometrium 

I?ay~加←一一→+一一一一，←一一-

stiñ{uïåiiõn 0 1 2 3 5 7 9 3 5 7 9 
FMFUV 

腳
明

目
甜
甜

、
嘲
且
可

騙
九

n
U
F
M

戶U

KKMH D'p'p' 

}
麟
鸝
啊

麟
瞄
嘯
岫

主
v
\吋
河

(
心
「

B. 

平
3 5 7 9 

Myometrium 
3 5 7 9 
Deciduomata 

r一-一γ-一可

o 1 2 
。υ

nH 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
m
E

的

oooonM 
4
3
2
1
a

﹒
沁

{
G
E
B
d
C
E
ω
c
e
o几
付
酬

Immunoblot analysis of PKCα ， δ ， s ， ιandλIS0閏月叫自由也e
particulate fraction. Uterine particulate fraction was pr叩ared as describ吋 m
可1aterials and 班ethods". Aliquots of the uterus homogenates were 
separated on denaturing polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose 
paper. The blots were stained with PKC isoenzyme同specific antibodies. 
Samples in each lane were from individual rats in one experiment (A). 
Similar resu1ts were obtained in thr間 additional experiments. 官1e

quantitative da怯 of the cytosolic fraction from all experimental animals are 
present吋也). on days 3, 5, 7 and 9, the samples were the homogenates of 
the deciduomata or myometriu也 on days 0, 1 and 2, samples were of the 
whole decidualized uterine tissue (DU).說1e levels of PKC isoforms on day 0 

defined as 100%. Values expressed were the mean for 3δ 

measurements. 一。一 :PKCα ， -I11III一 :PKCδ ，一。一: PKC S ，-Ll一 :PKCι ，
一V一 :PKCλ.

Fig.5. 
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and 58).τrus phenomenon was designated as down-mod叫ation (18). Since the sample extracts on day 0-2 are 
composed of aU 出e decidualized uterine tissue, down-modu1ation may b嚕n at 1 day and precede the increase 
in cell mitosis which was maximal at 2-3 days (Fig. 2C). Bo曲曲e cytosolic. and particulate-PKCαcontents 
were not change 扭曲e myometrium (Fig. 4 and 5) 

PKC t , which is considered a mitogl凹， was not down-modulated. It was incr臨sed b。由 in the cytosolic and 
particulate fractions of bo晶晶e deciduomata and myometrium (Fig. 4 and 5). 訂le level of PKC ~ in the 
particulate fraction of deciduomata 出口也sed 200-300% betw個1 2-3 days relative to day 0 (Fig. 4B) and 
parallel吋 with the mitotic rate of 也e d前id咽1 cell. 官le other isoforr台s of PKCδ ， ιandλwere also 
increased bo出 in the cytosolic and particulate fractions of bo曲也e deciduomata and myometrium (Fig. 4 and 
5). 詛咒 level of these isoforms in the particulate fraction of也e deciduomata increased 200幅320% betw問13-

5 days relative to 也y 0 (Fig. 4B), which was associated wi也 thed句ression of the cell mitosis. on day 9, 
there was a decr臨時 in most of PKCs in deciduoma峙， bl此 not in myometrium (Fig. 4 and 5). 

Discussion 

說le reduced levels of cytosolic PKCα 扭曲e deciduomata coπelated with previous work (30). The reduction 
in histone kinase activity of 也eCJ從osolic fraction may be attributed to the decreased expression of the 
cytosolic PKCα. PKCαwas down-modulated in the proliferating deciduomal tissue, but not in the 
hypertrophy of 血e myometrium. 前世s finding resembles 也at observed for folic aci心induced kidney 
r噁，eneration (18). PKCαdown-m吋ulation is found in renal hyperplasia and not hypertrophy. Similarly, 
PKCαdown-modulation has also been r句orted in liver hyperplasia (36). 前lerefore， we suggest that PKCα 
activation and down-modulation may be involved in cell growth and differentiation. 

PKC ~ content was increased in the deciduomal tissue d扭曲g decidual cell mitosis. 訂的 observation
is supported by a number of experimental evidences. In Xenopus 00句tes and 組 mo凶e 琵brobla呦，

overexpression of PKC ~ decreas喝也.e requirement of mitogens for ceU prol世eration(37). F山therrnore，也

Rat-l fibroblast, dominant-n句ative PKC ~ inhibits, while over，耽pression of PKC ~ enhances mitogen­
activated protein kinase activation by platelet-deriv吋 growth factor and phosphatidylcholine-specific 
phospholipase C (38). Sin臼 PKC ~ content was also increased 血也.e myometrium with li的 mitotic eVI酬，

we su鋁關出at some 0也.er 晶cto詣， such as PKCα ， may be necessary to ∞operate with PKC ~ for 
promo也還 cel1 prol証eration.

In contrast, overexpr自sion ofPKC Ô was considered a n噁ativemod叫ator. Mschak et al. demonstrated that 
overexpression of PKCδ 個used 血.e impairm'問t of Nlli 3T3 cell growth rate (39). It is also observed 出at

overexpression of PKC Ô cooperat自 to choline-血duced grow由自lay by exerting a n句ative control on 
h叩atocyte proliferation (40). Our da個 showed血.e higher expression of PKCδafter the peak of decidual cell 
mitosis. 賢世s supporis the role of PKC Ô in n句泊veωmodulation. Similar pattems of PKC 己 and PKCλ 
expression were also observed. 誼通s su館借ts 由atPKCι 血dPKCλmaybepr自ent as n噁ative modulators, 
although their amino acid sequence were more homologous to PKC ~ (41 ,42). However, the role ofthe PKC 
(. andPKCλin cell growth remains unknown. 

甘le peak level of PKCαdown-mod叫ation and PKCδ ，~ ， ι 組dλ ∞existed on days 3 and 5 may result 
in the depression of 血e cell mitosis as d臼cribed in figure 2. This data supported 出ehypo由自IS 也欲出e

regulation of groth control was differently affected by the coexistence of multiple PKC ísoforms (43). 
Otherwise, most of PKC decr自sed on day 9 in deciduomata may be ∞πelated wi曲曲e event of decidual cell 
death, but the mechanism is ur述∞own.

In summary, PKC a down-modulation was observed in decidualization. Moreover, we su鋁，est that 出e

various expressions of PKC isoforms may modulate 出e development of出e deciduoma妞， although 出elevelof

PKC isoforms mRNA have not been detected. 
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