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第一部份:乳癌組織

蛋白酵素 C 異構體在乳癌與

正常組織之問相關性的研究
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一、中文摘要

蛋白酵素 C 是一種經由外來的激素、神經傳導物和生長因

子來刺激細胞產生訊息傳遞的途徑 (1 ， 2 ， 3) 。本實驗是經由外科乳

房切除街來獲得人類女性乳癌及鄰近正常組織的檢禮。利用西

方墨點分析法 (Western blot) ，來測定組織中蛋白酵素 C 異構體

(protein kinase C isoform)的表現。實驗証實有四種蛋白酵素 C

異構體也、 C 、 1 、 λ ，在乳癌組織中的表現有顯著增加。而比較

蛋白酵素 C 的活性增加與蛋白酵素 C a (PKCα)的表現亦有相符

的結呆。另外測定四十二個女性乳癌的組織，發現相同的四種

蛋白酵素 C 異構體 a 、已、 1 、 λ有意義增加。這些結果顯示人類

女性乳房組織的轉形和生長調控喪失之機轉，可能與訊息傳遞

途徑中因細胞內和細胞外刺激的作用，造成蛋白酵素 C 活性增

加及其異構體的表現有關。
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、英文摘要

Recent report had shown that the activity of PKC in human 

breast cancer tissue was increased as compared with that in normal 

breast tissue. In this study , we screened the expression of PKC 

isoforms in breast normal and cancer tissues from 42 patien t. The 

data shown that at least four isoforms (α石， t ， λ) of PKC were 

detected both in the cancer and normal tissues. The expressions of 

these four isoforms in cancer tissues were increased as compared 

with that in the adjacent normal tissue. When compared with the 

PKC activity , the PKCa expression may mainly contribute the 

resu1t. 

These findings clearly indicate that the expression of each 

isoform of PKC may display a characteristic mode of regulation , 

which can be perturbed during the course of cell transformation. 

The specificity of the results obtained suggests that the higher 

expression of PKC isoform may affect the growth control and cell 

transfonnation. 
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三、縮寫表

BCIP 
BSA 
DAB 
DAG 
EDTA 
EGTA 

:5句romo-4-chloro團于indolylphosphate

: bovine serum albumin 
: 3,3 -diaminebenzidine 
: diacylglycerol 
: ethylene diamine tetraacetic acid 
: ethylene glycol bis (戶圖aminoethyl ether)個NPN型N\N\m

tetraacetic acid 
ER estrogen receptor 
FB S : fetal bovine serum 
HEPES:N一[2-hydroxyethyl]piperazine-N' -[2回ethane sulfonic acid] 
IP3 : inositol 1 ，4， 5團triphosphate phosphates 
MDR : multidrug resistance 
MSH : ß 圖mercaptoethanol

NBT : nitroblue tetrazolium 
4CN :4國chloro圍卜napthol

PKC : protein kinase C 
aPKC : atypical PKCs 
cPKC : conventional PKCs 
nPKC : novel PKCs 
PL : phospho1ipid 
PLC : phospholipase C 
PMA : phorbol 12酬myrista峙的國acetate

PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 
PR : progesterone receptor 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
TEMED: tetra闡methyl ethylenediamine 
TPA 12-0-tetradecanoyl phorbol 日-acetate
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四、前言

乳菇是一種人類女性乳房細胞異常分化和增生的惡性腫

瘤。好發於乳房上側。其發生主要因素有激素 (pro gesterone 、

estrogen 、 die他ylstilbestrol 、 prolactin)波動性及長期接觸、家

族性遺傳、月經初經過早、停經過遲、未曾懷孕、第一月台過晚

懷孕者、病毒成染和飲食習慣上喜好攝取高脂肪、體重過重之

婦女體內因腎土腺男性素 (adrenal androgen)會轉變為雌激素

(estro gen) ，使其濃度升高而增加罹犯乳癌機會(1，24)。曾有實驗

發現 PKC 的過度表現會產生癌化現象 (21 ， 22) 。而在人類乳癌組織

的檢體是發現 PKC 活性 (activity) 會顯著增加 (23) 。亦即證明 PKC

的產生是具有調控前致癌原 (protoonco gene)和致癌原 (oncogene)

的功能。而乳癌致癌原 (oncogen)作用機轉是包括了 c-myc 、

Ha-ras 、 erb13 、 HER-2/neu 等 (23)的過度表現和受 PKC 所磷駿化

的致癌潭、產物 (oncogene product) ，例如 pp60src (25) 、 Ki-ras protein 

蛋白酵素 C (PKC)是在 1977 年，由日本 Nishizuka 及其工

作夥伴在牛腦 Cbovine brain)發現與 PKA 不同，其活化需要細胞

膜的磷臨質 (phospholipid)和 diacylglycerol (DAG) ，因為當細胞

興奮後，激素或神經傳遞物質作用於細胞表面之受體 (recept-

or) ，而受體可分為 G protein-coupled receptor 、 tyrosine kinase 

receptor 、 non酬tyrosine kinase receptor (1 8) ;經由受體的活化，可

進而活化磷臨梅 C (phospholipase C ; PLC) ，將細胞膜上不同的

磷首屆質 (phospholipid)水解 (hydrolysis) ，產生第二訊息傳遞物

(second messengers) , IP 3 (inositol 1,4 , 5 phosphates)和 DAG (12); 

而 DAG 是一種 PKC 活化劑，會活化 PKC 等蛋白酵素的一連串
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活化途徑 (casecade pathway)C 5 ) ;而 IP 3 的產生則會造成細胞內鈣

離子 (Ca++)增加 (6) ，而鈣離子促使 PKC 活化是經由酵索與細胞祺

雙層路質 (lipi往 bilayer) ，因此產生酸性磷臨質 (acidic phospho

lipid)和 DAG(7)。這種細胞膜相關性 (association)的活化作用是可

逆性且瞬間快速生成 IP 3 和 DAGC7 ， 8) 。另有磷臨且每 D 和 A2 忠會

以較慢述的持續維持活化 PKC(l 2)。另外 TPA (12-0-tetradecanoyl 

phorbol 13 “ acetate)在體內是強烈且穩定的 (stability) ，會造成

PKC 的游化 (9 ， 10)是經由細胞質轉位 (translocation)至細胞脹，是

一種不可逆性的活化;反之 TPA 累積長時間的刺激作用，卻會

造成 PKC 下降 (down regulation) (2-4 ， 8) 。

目前 PKC 家族至少有 12 種異構體 (α 、 ßI 、 ßII 、 Y 、 8 、 ε 、

已、 η 、 8 、 λ 、 t and μ) ，而依 PKC i舌化所需輔園子(cofactor) 的

不同可這分為三類(12 ， 13). 第一類為鈣離子依賴性 (Ca++ -dependent) 

異構體包括 α 、 ßI 、 ßII 、 γ 等稱為 cPKCs (conventional PKCs) ; 

第二類為鈣離子不依賴性 (Ca+九indep endent)異構體包括 8 、 ε 、

η 、 6 、 μ等稱為 nPKCs (novel PKCs) ;第三類為鈣離子不依賴性

(Ca+九independent)及非磷臨類 (DAG 、 phosphatidylserine)活化的

異構體包括巴、 λ 、 1 等稱為 aPKCs (atypical PKCs) ;而不同 PKC

異構體是以唯一 (only) 或遍及 (universal)存在於各種組織;然而

同- PKC 異構體存在不同組織，卻有不同功能。例如 PKCû 、 α

參與 PMA(phorbol 12-myristate 13 -acetate)所引發 32D cells 的骨

髓性分化(血yeloid differentiation) (1 4) ;而在乳瘤細胞是 PKCû 會

加強致癌性和在其他系統則是促使藏症進行(1 5)。另一方面發現

老鼠纖維母細胞 (fibroblast) 中不同的 PKC 異構體經由特殊的

oncogenes (eg.c-H-ras尺-fos)作用，會促成細胞的癌化作用
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(transformation)( 16) 。綜合上述歸納出 PKC 在生物性的功能

(biolo gical function) 包括有受體易戚性下降 (desensitization) 、調

節細胞膜結構、調控轉錄作用(transcription) 、調控細胞生長、

促成兔疫反應和學習、記憶其他功能(1 1 ，口， 13 ，口，悶， 19)。因此 PKC

的活化會誘發許多細胞反應，包括有細胞增蘊 (proliferation) 、

細胞分化 (differentiation) (18) 、基因表現 (gene expression)和促進

腫瘤形成 (tumor promotion) 等等功能 (20 )。

人類乳癌細胞內 estrogen receptor (ER)的存在，會改變 PKC

的表現量 (27) 並且知道 ER 存在 (positive)的忠者通常會有較好預

後、細胞少有未分化表現、對荷爾蒙治療有良好反應、易轉移、

少再發，且 PKC 表現的量會比 ER 不存在 (negative)的低;另外

在 ER negative 則會增加 PKC 活性及細胞未分化程度更多。

Tamoxifen 是一種治療乳癌強力抗 estrogen 藥物，目前於市面

上為停經婦女預防乳癌或再生的抗癌藥物，會直接抑制 PKC 、

TPA' DAG 等的作用，進而促使在體外的乳癌細胞分化、減少

分裂 (28 個 31) ，因此 TPA 是 PKC 的活化劑。但是乳癌細胞株 MCF7

長期曝露在 TPA 下會引起 PKC 的下降 (down regulation)和其他

phorbol ester 的癌症促進劑也是會產生一種生長的抑制作用

(29 ， 3日 3) 。故 TPA 抑制分裂和其促痞作用和 PKC i舌化能力是有爭

議性 (34 )。

在前面的實驗以經證實乳癌病人 PKC 活性會比正常乳房

組織高。故本實驗擬探討研究人類乳癌是否與 PKC 異構體表現

有關?接著用統計學來分析 PKC 異構體的表現是否與轉移有相

關性?而實驗中是利用西方墨點方法來測定乳癌組織檢體與正

會乳房組織中 PKC 異構體的表現為何?再經定量及統計分析其
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差異性。
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五、實驗材料與方法

材料:

Leupeptin: 購自 Sigma chemica1 co. 

Dithiothretiol (DT曰:購自 Sigma chemical co. 

Aprotinin: 購自 Sigma chemica1 co. 

Sodium orthovanadate (Na3 V04 ): 購自 Sigma chemica1 co. 

Phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF): 購自 Sigma chemical co. 

Ethylene glycol-bis (ß-amino ethyl ether) (EGTA):買毒自 Sigma chemical co. 

Ethylenediaminete仕aacetic acid, disodi油1 salt購買自聯工試藥公司

叫2Hyodroxyethyl]piperazine-N' -[2-ethanesulfonic acid] (HEPES):購自 Sigma

chemical co 

Sucrose:購自 Sigma chemica1 co. 

Sodium fluoride:購自 Si伊la chemica1 co.. 

Tris[hydτoxymethyl]aminomethane (Tris):購自 Sigma chemical co. 

Magnesium chloride:購買自聯工試藥公司

Magnesium acetate:購自 Sigma che血ical co. 

Bovine serum albumin (B S A) :購自 Sigma chemica1 co. 

Potassium phosphate dibasic:購買自 Bio Ray Laboratories 

Bradford protein assay dye:購自 Bio Rad Laboratories 

Lauryl Sulfate (SDS) :購買自季晶試藥公司

Ammonium persulfate (APS):購自 Bio Rad Laboratories 

30% acrylamide間0.8% N N methylene Bis闡 acrylamide:購自 BioRa吐 Laboratories

Tetramethyl ethylenediamine (TEMED):購買自 Bio Ray Laboratories 

Glycine:購買自聯工試藥公司

Methanol:購買自皓峰企業股份有限公司
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Polyoxyethylenesorbitall monolaurate (Tween 20):購買自 Sigma chemical co 

F etal bov:ine serumσBS):購買自 Gibco!BRL 試藥公司

Glyceol:購買自聯工試藥公司

2-mercaploethanol (MSH):購買自 Sigma chemical co. 

Bromophenol blue:購買自 Merck chemical co. 

Nitro拙le te甘azolium 們BT):購買自 Sigma che血cal co. 

5 -Bromo-4-chloro刁Indolyl phosphate (BCIP):購買自 Sigma chemical co. 

First antibody(金om mouse) 250ug/ml:購買自 Tranduction Laboratories 

Secondary antibo脅， anti耐mouse IgG 但此) AP conjugate :購買自 Promega

Laboratories 

Marker (prestained SDS page standard) Low range:購買自 Bio-Rad Laboratories 

儀器:

Wheatopan Apparatus Corporation 

Beckman DU640 spectrophotometer 

pH meter , Jenco 6200 

Dry bath incubator , Fisher Scientific Laboratories 

Eppendorf centrifuge 5415C 

Sigma 2K15 

Power supply: EC Apparatus Corporation EC 13 5 

Electro-transfer tank , Hoefer ApparatusCorporation 

h在ix Shaker: Sun Chion Corporation 

Beckman GS “ 6R centrifuge ; Hitachi P56A 

Amersham , Hybond-C Extra Supporte忌， 0 .4 5血， Nitroce l1ulose 

paper 

Alphamager 2000 densito盟的er Alpha Innotech Corporation 
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槍體 1龍集

由彰化基督教醫院及中山醫院這兩家教學醫院闊刀房提

供:外科腫瘤乳房切除手術所獲得的人類乳癌組織檢體和相對

部分是鄰近的正常乳房組織。檢體冷凍於 -70 0 C 財存。檢體是按

照正常的手術處置方式所獲得，對病人並無任何的危險性 O 但

由於需使用病人的資料來解釋生化和分子生物數據，所以採取

還名的方式。

乳房及乳癌組織萃取細胞中 PKC 的方法:

乳房及乳癌組織磨碎過程;本實驗所有操作均於 40C 0 將

乳房及乳痞組織切小塊，取組織秤重約 100mg 置於收集瓶

(vial) ，用均質緩衝液 A、 (homogenized buffer A、) ，洗淨組織及

研磨器將切碎組織放入研磨器內，加入 200l.L1均質緩衝液 B

(homogenized buffer B 不合 triton吭-100) ，研磨組織後收集至收

集瓶 (v仇la叫1)扒;再力加口入 200μρ1 均質緩衝液 B (σ偵ho血O呵ge叩nl也ze吋d buf叮fe盯rB

不含 t甘f1討to凹n

液 B 至 660μμ1 '再加入 330 /-L l 均質緩衝液(homo genized buffer B 

with 0.3% triton-x-100) ;置於冰上 (4 0 C) 完全混合 (incubation) 1 

小時;每隔 5-10 分鐘搖一搖在高遠離心機中 4 0C 15 OOOg (Sigma 

2KI5;13786rpm)離心 3 小時，取 supernatant 約1. 5ml 裝入收集

瓶 (vial) 財存於 -70 0 C 2水樓。
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蛋白質濃度測定:

蛋白質濃度的定量採用 Bradford protein Assay 方法，其房、王更為

蛋白質會與 Coomassie brilliant blue G-250 形成藍色複合物，當

藍色愈深表示蛋白質濃度愈高，而測出其吸光度 (OD 值)。測定

方法:首先以已知標準濃度的 BSA 做一連續稀釋，加入五分之一

體積的 Bradford protein dye '利用波長 595nm 測出吸光度做一

標準曲線圈;再以同樣的測定方法測出檢體的吸光度，並對照

標準曲線圈求出蛋白質的濃度。

西方基點分軒法:

1)取己定量欲測檢體之 PKC 萃取液，以 PBS 緩衝液來標準

化 PKC 萃取液的濃度，使所有欲測檢體之最終體積相同。各方口

入 1: 5X treatment buffer 混合均勻表沸 10 分鐘，迅速童入冰浴，

用離心機 spln甜down 混合液後，再次混合均勻進行 SDS- 聚丙:時

瞌錢板膠電泳分析。

2) 配製 SDS-聚丙:埔瞌鐵板膠:

上層膠體為 4 0/0 stacking gel [0.125M Tris-HCl (pH6.8) , 

0.05% ammoniu 血 persulfate , 4.5 % acry lami泊de.桐-閉心

methylene acrylami站昌e ， 1 % sodium do吐ecyl sulfate (SDS) , 0.025% 

tetra-methy 1 ethy lene吐iamine (TEMED丸。

下層膠體為 10 0/0 separating gel[0.375M Tris-HCl (pH6.8) , 

0.05% ammonium persulfate , 10%acrylamide-0.268% N ,N-bis

methylene acrylamide , 0.1 % sodium dodecyl sulfate (SDS) , 

0.025 0/0 tetra-methyl ethylenediamine (TEMED)] 。

3)將做好 SDS-聚丙娣驢錢板膠固定封電泳裝置上，加入電
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泳緩街液(25mM Tris 回HCl pH8.3 ,0.192M glycine , 0.1%SDS)注滿

上下電泳槽;然後將處理過之檢體萃取液加入板膠上的 U 形膠

槽，以 140 Voltage 、 35mA 進行電泳，約三小時三十分 O

電泳結束後進行蛋白質轉移 (transfer) ，將膠體 (gel)浸入冰

冷之轉潰緩街液 (transfer buffer) ，利用兩張 whatman 3M 港、紙撈

起膠體，使膠體平鋪於液、紙上，立軍於 transfer holder 上，再將

預先浸濕的磷化纖維紙蓋在繆體上面，依序再覆蓋兩張浸濃的

3M 濾、紙，並以玻璃試管壓趕氣泡;再將 transfer holder 放入

electro 酬 transfer tank (Hoefer) 於 4 0C 、 100mA 下，進行電轉移過

夜。隔日取出硝化纖維紙用洗祿緩衝液 (washing buffer)洗一次，

再加入 50ml 30/0 FBS blocking buffer (3%FBS , 10mM Tris 圓HCl

pH8.0 , 150mM NaCl , 0.05% tween 20)於室溫下搖動一小時。然

後加入泡製於 20ml 3% FBS blocking buffer 之初級抗體 (PKC

first antibody ; 1: 1 00 dilute)於室溫下作用三小時。再以洗游緩

衝液洗三次，每次十分鐘。加入泡裂於 20ml 3% FBS blocking 

buffer 之次級抗體 (second antibody ; 1: 1000 dilute) ，再以洗游緩

衝液洗三次，每次十分鐘。

4)將 20ml 顯像受質溶液加入 700μ1 nitrobluete甘azoliurn (NBT) 

(50mg/血1)及 780抖 1 5-bromo-4儡chlor1關于扭曲lyl圓phosphate (BCIP) (10 mg/ml) 

倒入磷化纖維紙顯像，計時其呈色所需時問後，以去離子水終止

呈色反應。

5)將顯像之后造化纖維紙用 Alphamager 2000 忌的sitometer 定

量。
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統計分析:

利用電腦中 SAS 統計軟體及 paired student 、 s t-test 程式來

統計分析 PKC 異構體的表現情形，在淋巴結轉移、癌症期數、

癌症發生年齡層、 i雄激素接受體存在與否等等臨床徵候下，其

平均值、標準差、 P-value 的數據及相關性的差異是否有意義?

1尋



六、實驗結果

實驗中利用 PKC 單株抗體 (monoclonal antibody)來測定比

較所有 (all)的乳癌切片檢體與正常乳房組織其十種 PKC 異構體

表現的差異性?結果發現 PKC 異構艘中 cPKCa (conventional 

PKC)及 aPKCs 、 λ 、 t (atypical PKCs)等四種有顯著表現。由麗

-A 、 B 顯示正常乳房組織或乳癌切片檢體內至少有四種 PKC

異構體表現(PKCa 、 C 、 λ 、 t) 。然而 PKC 異構體 y是唯一會表現

在腦部的異構體，且其抗體與 PKC Isoform α抗體會產生交叉反

應、 (cross 間reaction) ，所以實驗上測得 PKC 'Y異構體的結果，實際

上是不存在。

接著測試有表現的 PKC 異構體 α 、已、 λ 、 t '在五個乳癌組

織檢體及其乳房正常組織之闊的差異為何?結果證實四種 PKC

異構體在乳癌組織是比其正常乳房組織有明顯的表現。而在

PKC 異構體 α的表現與 PKC 的活性，有顯著的相對應、結果(圈

實驗再篩選四十二個乳癌組織檢體，來觀察不同檢體在

PKC 異構體的表現為何?亦發現在四十二個乳癌組織檢體中

四種 PKC 異構體位、豆、 λ 、 t '經統計學分析每個乳癌組織檢

體，雖是不同檢體卻有一致性表現(詞三)。

為了分析方便，我們以任選方式取第十六個乳癌組織檢體

的四種 PKC 異構體的表現，為 100%基準值 (base-data) ，再將各

檢體經由 densitometer 測得的結果與其比，取得一致性四十二個

乳癌組織 PKC 異構體統計數值 (Table 1) 。

再利用 SAS 統計分析出四種 PKC 異構體位、 C 、 λ 、 1之悶的
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表現有顯著相關性，也就是在 PKCa 異構體表現較強檢體在其

他三種 PKC 異構體也、 λ 、 t)也有較強表現的相關性 (Table 2) 。

接著用 t-test 來分析乳癌組織檢體中淋巴結轉移陽性或陰

性、癌症期數的第二期和第三期、癌症發生年齡層分為 45 歲以

下和 45 歲以上、雌激素接受體存在與否等等來分析其平均值標

準差、 P-value、分析數目 (Table 3)。結果發現四種 PKC 異構體位、

已、 λ 、 1的表現，在淋巴結轉移、瘖症期數、癌症發生年齡層、

雌激素接受體存在與否等等臨床徵候下，其平均值、標準差、

P-value 的數據差異在四種 PKC 異構體 α 、已、 λ 、 1的表現沒有意

義。但在癌症發生年齡層中，發現人類婦女乳癌發生年齡層的

歲以上之數目佔 29 個，年齡層 45 歲以下之數呂只佔 9 個，因

此此次受檢婦女乳癌發生年齡層屬於高年齡且趨向於停經後發

生乳瘤。

再將乳癌組織檢艘中淋巴結轉移惕性或陰性分為兩組各另IJ

與痞症期數的第二期和第三期做統計學上比較或癌症發生年齡

層分為 45 歲以下和 45 歲以上兩組各別與淋巴結轉移陽性或陰

性做統計學上比較或雌激素接受體存在否分為陽性和陰性兩組

各別與淋巴結轉移陽性或陰性做統計學上比較及 p value 0 而分

析比較其四種 PKC 異構體成、 C 、 λ 、 1 的表現的平均值、標準差、

分析檢禮數目 (Table 4) ，顯示出淋巴結之轉移與癌症期數、癌症

發生年齡層與淋巴結轉移、雌激素接受體存在與否與淋巴結之

轉移等，各組在 PKC 異構體的表現上並無統計上差異性的結

呆。
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七、討言侖

在 1989 年 Catherine A. 0 、 Brian 等作者在實驗中曾比較乳

癌切片與乳房正常組織其 PKC 活性的差異?證實了乳癌檢體中

PKC 活性有顯著增加。因此我們重複上述實驗亦顯示出乳癌中

PKC )-舌性有意義增加。閻比利用西方墨點分析方法來證明乳癌

組織檢體與乳房正常組織之問 PKC 異構體特異性的表現與分佈

上的差異性為何?結果證實乳癌檢體中有四種內生性 PKC 異構

體(白、已、 λ 、 t)的表現被改變。且在四十二個乳痞檢體中一致顯

著表現出內生性 PKC 異構體。這些結果顯示 PKC 的異構體在乳

癌細且色的生長調控和促癌形成是具有重要功能。

MCF-7 乳癌細胞中轉植入 PKC 異構體 α會直接或閱接的導

致 PKC 異構體 P表現和 PKCll 、 8 降低，促使產生更具侵犯性的

癌瘤基圓形態 (35) 。因此乳癌檢體中 PKC 異構體 α的過度表現，

可能是促使乳癌生成的原因之一，是否引起其它 PKC 異構體的

變化是值得我們深思。

PKCÇ被認為是一種與細胞分裂增殖有闋的異構體，因此同

樣的 PE之C 異構體毛的表現，可能也說明是造成乳癌增生現象的

主要證據。

而乳癌檢體中 PKC 異構體 λ與 C有 72%相似性，同屬於第三

種 Atipical PKC 異構體，廣泛存在各種組織和細胞中。而以前

實驗詳實老鼠胚胎腫瘤細胞株酬P 19 cells 在未分化時期大量表現

PKC 異構體 λ ，而分化後貝IJ PKC 異構體自、 ε表現增加和 PKC 異

構體 λ降低 (36) 。此與我們實驗中 PKC 異構體 λ過度表現，會導致

未分化乳癌細胞的生成是相再結果。也就是說分化不好的乳癌
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檢艘中會大量表現 PKC 異構體 λ 。

近年來實驗中發現 PKC 異構體 t' 雖然不是作用於細胞的增

殖上，但卻對第物具有抵抗作用。也就是 PKCt在白血病細胞

(leukemia cells) 中具有對抗藥物所引發的自然凋謝死亡 (apopto

sis) (37) ，因此與我們實驗發現乳癌檢體中會大量表現 PKC 異構

體 t '也可能是為了對抗自然界中可能存在的可食植物或藥物的

抑癌作用 (chemoprevation) ，間接讓腫瘤得以繼續生長。

然而在年齡對 PKC 異構體表現的影響，曾有報告說在腎臟

生長和分裂的發展過程中，年齡依賴型 (age-dependent) 的 PKC

異構體 α 、 8 、豆、 λ等蛋白酵素會表琨 (38) 0 因此顯示不同年齡的

乳癌患者可能表現出不同的 PKC 異構體，來調控癌症細胞的生

長與分裂，因此想利用統計學的分析來區分不周年齡層是否會

對 PKC 異構體產生不同的影響?但卻沒存顯示出有意義統計學

上差異。可能與活體組織具有較大變異性有關;因此在乳癌病

人的 PKC 異構體自、心 λ汁的表現上雖然比正當乳房組織增加，

卻與癌症期數、發病年齡、淋巴結數目及有無雌激素接受體

(estro gen receptor)或黃體激素接受體 (progesterone receptor , PR) 

的存在等臨床表徵'無直接相關性。從飲食習慣及用藥情形來

討論影響人體之變異性;一.在飲食方面以前實驗發現經由食物

中脂肪和纖維的攝取，會調控作用在結腸的 (colonic) PKC 異構

體的表現，而產生致癌潭、 (carcinogen) 。所以利用化學防禦

( chemoprevation)方法，藉由食物中攝取魚油或纖維素會改變或

阻斷 PKC 異構體 λ蛋白質的表現 (39) 。由此話實飲食會直接或閱

接影響人體各器官組織中表現不同的 PKC 異構體。故為影響人

體 PKC 異構體表現改變的主因之一。
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二.藥物方面曾有實驗證實在人類小細胞肺癌的不同細胞

株，因對藥物(cisplatin)敏戚或抵抗性，而在 PKC 訊息傳遞上產

生不同 PKC 異構體的表現 (40)。另一方面研究訊息傳遞調控瘖細

胞對化學治療藥物的敏成度，發現造成 DNA 損傷的藥物，會活

化訊息傳遞過程中種種蛋白酵素包括有 PKC 的活化和產生一種

保護性功能 (41)。因此得知乳癌患者問刀前抗癌藥物之使用，會

直接或間接影響人體 PKC 異構體不同的表現(升高或降低)。

綜合上述知道人體各器官組織所發生癌症並非短期間內所

造成;乃是長期致癌原的刺激作用所導致。因此飲食、環境的

習慣和用藥情形都會造成癌瘤不同發展過程。至於個體體內對

癌化反應如何?則是無法控制其惡性程度一致性，故易造成活

體組織採樣的偽差性，不易有良好統計結呆。

本篇實驗結果可能可以提供診斷乳癌惡性損傷的臨床意義

和表徵。在最初乳癌是經由一系列 PKC 異構體的表現，當作轉

移上潛力和生物學土侵犯的評估指標。特別是這些資料亦可作

為在使用 X 光照射的適當級數和化學藥物治療的參考;尤其在

拔下淋巴結陰性 m未轉移前的乳癌患者。另一方面，如呆 PKC 異

構體的表現是造成乳癌生成的主要因素，則表示經由直接抑制

PKC 異構體的表現或功能，可作為一種新的治療模式。例如利

用 an1Ì sense 或 ribozyme 的治療方式直接對抗個別的 PKC 異構

體或者經由 PKC 抑制劑 (bryo statÏn-l)的治療，使 PKC down 

re gulation (42 ,43) ，得以治療乳痞;進而經由阻斷 PKC 異構體迅

息傳遞來防禦乳癌的發生及再發。
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第二部份:燒傷皮膚

蛋白酵素 C 異構體在正常表皮皮膚與

人類燒燙傷後皮庸之間相關性的研究

20 



一、中文摘要

蛋白酵素 C 是一種經由外來的激素、神經傳導物和生長扇

子來刺激細胞產生訊息傳遞的途徑(1，2 ， 3)。本實驗是經由外科腐

痴切關術泉獲得人類澆燙傷後增生及植皮之正常皮膚組織的檢

艘。利用西方墨點分析方法 (western blot)來測定檢體中蛋白酵素

C 異構體 (protein kinase C isoform)a 、巴的表琨。實驗証實比二

種蛋白酵素 C 異構體 α，在檢測燒燙傷檢體組織中的表現有顯著

增加且發現蛋白酵素 C 異構體 α有轉移作用 (translocation)

。另一方面實驗發現在燒燙傷後未用槃志者，蛋白酵素 C 異構

體 α 、已的表現比已用藥志者強。這些結果顯示人類燒燙傷後組

織的增生和細胞生長調控之機轉，可能與訊息傳遞途徑中，經

由細胞內和細胞外刺激的作用，造成蛋白酵索 C 異構體 α的表現

及其轉移作用?雨連續活化下游蛋白酵素的訊息傳遞有關。
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英文摘要

Because the expression of the isoforms of protein kinase C (PKC) 

in human basal keratinocytes is not understoo 吐， the expression of 

PKC isoforms were screened in specimens of epidermal tissue from 

postburn skin and normal locations for skin grafts in patients with 

second or higher degrees of flame lnJUry. The expressions of 

indivi吐ual isoforms were determined by Western blot technique. 

Only PKC a and ç were detected in the epidermal tissues of normal 

and postburn skin and translocation occurred in PKCα. Patients 

without antibiotic treatment after flame lnJUry had higher 

expression in PKCαand ç. These findings indicate that the 

mechanisms of cellular differentiation and growth in postburn 

epidermal tissue may be related to the expression and translocation 

of PKCαinduced by intra- and extrace l1ular stimulation. These 

changes in PKC a further activate the DAG/PKC signal 

transduction pathways. 
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主L輸血"

二.、月3 吾

燒傷 (burns)又稱為熱傷害 (thermal injuries)其發生原因包括:

受熱、冷凍、化學藥劑、電氣灼傷等等傷害。在西方工業化國

家，每年每百萬人口約有 30。一的 0 人因燒傷而住院治療，半數

以上患者年齡均為二十歲以上之年輕人，約有 10%患者因此死

亡;由於治療時期冗長且疤痕和外貌變形，僥倖不死的患者常

常因此花費殆韋造成閻家社會經濟上負擔。

燒傷種類可分為下列六種:一.曬傷 (solar burns)是陽光、紫外

線引起光學反應。二.火傷 (flame burns):75%患者是火燒傷引起，

易發生者為 3-14 歲小孩及 60 歲老人間吸煙造成房屋失火。三

燙傷 (scald burns)是死亡率與火傷相同，燒傷面積小於體表三分

之一;易發生者為 3 歲以下小孩。四.熱接觸傷 (heat contact burns) 

是金屬熱接觸引起，範園小但傷口深需植皮，易發生者為 15-60

歲由工業意外灼傷。五.化學性燒傷 (chemical burns)是因食進、

局部接觸化學物質，易發生在工廠的意外事件，傷害程度依化

學物性質、濃度、接觸時閱、穿透力而定。六.電傷 (eletrical burns) 

是電流引起熱傷害，其接觸點會因累積而炸穿皮膚，形成點狀

壞死性傷口或心跳碎死、器官壞死。

熱傷害易發生地點在家裡是廚房、浴室、車房等場所，發

生率比工業意外多的倍，而屋外是娛樂場所、院子、工作場所。

熱傷害易發生的人是年幼、年老、精神或體力衰弱。在病理生

理學上皮膚是由鱗狀上皮及真皮網狀膠元纖維所支持的上皮附

屬物毛囊、皮賭腺、汗腺及汗管等所組成，其具轉化成鱗狀上

皮的能力，稱為鱗狀化性 (squamous metaplasia)的過程。熱會引
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起痛是 47.5 0C 0 細胞傷害是 45 0C 。蛋白質 J疑自走的OC 0 瞬問曝

露是 72 0C 會產生水泡為二度燒傷及全層皮膚燒傷。

在燒傷組織外觀上表淺紅腫、水泡、焦黑、棕色皮膚狀、

死屍般蒼白之深部燒傷、全層皮膚燒傷:凝囡靜脈、強烈長期

曝露會使皮膚裂聞露出皮下脂肪。

而灼傷程度可分為:(1)一度灼傷燒傷範島是表皮組織，會有疼

痛、輕微水腫等徵狀，其癒後在 5-10 天表皮脫屑，無疤痕。 (2)二

度灼傷燒傷範園是表皮、真皮，會有水泡、皮下水腫等徵狀，其癒

後在 5-35 天會生一層簿上皮，而機械性損傷、細菌侵害轉變為三度

灼傷。 (3)三度灼傷燒傷範園是皮膚全層至皮下脂肪'會有皮下脂肪

凝因壞死、血桂、皮膚白溶化膜等徵狀，其發後需花行皮膚移植，

否則產生很厚肉芽組織會使構造變形結疤。

影響預後的主要因素存燒傷深度方面是燒傷愈深貝IJ 患者，

死亡率愈大。在忠者年齡上是以嬰兒及年齡愈大之死亡率愈

高。在患者性別上，對熱傷害的耐受性是以女性較男性差。在

燒傷的表面積則以被燒傷的權表面愈大，其死亡率愈禹。而在

呼吸道損傷方面，白煙和一氧化碳引起吸入性傷害是影響年老

患者存活的主要因素。另外燒傷面積的快速估計是利用[九定律]

或 Lund 、 Browder 法。燒傷的主要併發症，有水腫現象是因燒

傷會產生發炎性反應造成組織充滿液體而腫脹。在四肢易導致

血管遭壓迫，進而造成神經、骨路肌永久性傷害;治療方式是

做腐痴切鵑術。而在頭頸則會導致上呼聲道阻塞、缺氧;治療

方式是做頸部腐痴切開街、氣管內導管或氣管切關街。在吸入

性傷害方面是火燄傷早期的破壞性併發症，會增加死亡率。而

當密間空間內吸入煙霧峙，刺激性有毒氣體會引起吸入性煙霧
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徵 11美群 O 在成祟方面燒傷病人最易產生死因是戚染肺炎、敗血

症。而侵入是長染的危險性，依燒傷範圍和年齡而異;當燒傷範

囡超過 30 0/0 易產生敗血症。

在臨床發現燒燙傷病人自燙傷傷口骨路肌循環休克產生，

會造成病人復原時間的延長。利用立體向量分析在腹背燙傷傷

口 20 和 50%的老鼠與 0% (control 組)比較其骨路肌壓力與

polyinositol 均生物的變化是有意義的相關性。因此實驗證實

secondary messenger (IP 3 )與骨婚肌生理上壓力(tension) 的表現

有關 (44 )。

目前 PKC 家族至少有 12 種異構體 (α 、 ßI 、戶口、 Y 、 8 、 ε 、

已、司、 6 、 λ 、 t and μ) ，而 PKC 在生物性的功能 (biological function) 

包括有受體易戚性下降(desensitization) 、調節細胞膜結構、調

控轉錄作用 (transcription) 、調控細胞生長、促成兔疫反應和學

習、記憶其他功能(1 1 ，口，口，汀， 18 ， 19) 。茵此 PKC 的活化會誘發許多

細胞反應，包括有細胞增殖 (proliferation) 、細胞分化( differen-

tiation) (18) 、暴自表現 (gene expression)和促進腫瘤形成 (tumor

promotion) 等等功能 (20) 。而在發現 TPA 會活化 PKC 之前，便已

知在動物模式中 TPA 會促使皮膚癌的產生。而經 PMA 前處理的

老鼠也會引發皮膚癌和 PKC 的下降 (down re gulation) (45) 。然而

未來研究 PKC 應不只限於皮膚癌，也應包括上皮(epithelium) 的

正常生長和分化的過程。而角質細胞 (keratinocyte)通常占皮膚上

皮的 99% '會不斷生長及分化來提供新的上皮。因此在表皮

( epidermal)和真皮 (dermal)連接處的基底細胞會不停的分裂去提

供上皮細胞的來源，並移到表面其通程是經由刺狀細胞變為顆

粒狀再轉變為角質化的角質細胞 (46)。也有實驗發現利用垮養重
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是旦的多層上皮組織中 PKC 活性在已分化會比未分化的品，而且

PKC8 、刊的表現會促成角質細胞白發性的分裂作用 (47) 0 

而有實驗證實在腹背燙傷傷口約 O 、 20 、 50%的老鼠，其傷

口壓力下的骨棒肌內發現 polyinositol 衍生物變化及共同調控鈣

離子的改變，可利用立體向量分析可清楚得知在燙傷傷口復原

時 IP3 及 Ca++ messenger system 的存在有極大相關性 (45) 。

而在實驗上利用立體向量分析研究發現在大面積體表的燙

傷傷口，其骨絡肌內細胞之 polyinositol 衍生物改變的性質，作

為評估系統作用稱為 the alpha study 0 是期以利用藥物來改變

IP 3 '提供骨路肌生理上有效的燙傷照護 (48 )。

在老鼠燒傷、外傷和腐敗等傷害，會造成 T cell 訊息傳遞

的功能是大大的降低。這現象顯示出大面積的燒傷會造成 Ca++

mobilization 之機轉和蛋白酵索 C(PKC)活化之步驟 (49) 0 

綜之上述各種實驗結呆皆與 PKC 上游之 Ca++ mobilization 

和蛋白酵素 C(PKC)活化有關，故利用本實驗來偵測 PKC 異構體

表現來研究燒燙傷病人臨床土種種反應?

另外有實驗發現一個六十一歲的外商婦女，因胸部有 18%

體表面積之燒傷，而在經過 6.5 個月治療後發現其左乳乳房皮膚

植皮後，國持續性發炎而轉變為乳癌 (50) 。此與先前實驗證實乳

癌的發生是與訊息傳遞中蛋白酵素 C 的活性增加 (23) ，可能有密

切的相關性。故想證實燒傷患者其皮膚修護過程是否透過傳遞

的方式，而與 PKC 異構體表現有關?
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四、實驗材料與方法

材料:

材料、試劑配方與第一部份實驗相同。

儀器:

儀器與第一部份實驗相同。

檢體收集

由縈武醫院臺中分院開刀房提供;燒燙傷患者經接型外科

腐痴切開術和植皮手術所獲得的人類燒燙傷組織梭體和相對部

分是植皮用的正常皮膚組織。檢體冷凍於 -70 0 C 財存。檢體是按

照正常的手術處置方式所獲得，對病人雖無任何的危險性。但

由於需使用病人的資料來解釋生化和分子生物數據，所以採取

匿名的方式。

燒燙傷及正常皮膚撿體萃取細胞中 PKC 的方法:

燒燙傷及正常皮膚檢體磨碎過程，本實驗所有操作均於

40C 。將燒燙傷及正常皮膚檢體切小塊，取組織秤重約取 80mg'

homogenized buffer A、 (without leupectin) 200ul wash 1-2 

times '放入研磨 Tube 各加 1ml 或 0.5ml homo genized buffer A 

(with leupectin) ，研磨 60 次，後倒入離心瓶，再用 1ml homo 酬

genized buffer A 洗研磨 Tube 後亦倒入離心瓶，用 buffer A 各補

足 3ml 及1. 5m; 在超高迷離心機中，用 40000rpm 4 0 C 離心 1hr
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5min 後，收集上清液 (supernatant 令 cytosol) 約 3ml 和1. 5ml 分

裝入 3vial 和 1 vial '於冷凍 -70 日 C 財存。再將 particular(含

membrane)各加入1. 5ml 、 0.5ml 之 homogenized buffer B (0.1 % 

triton x-l00)後;在 4 0C incubation 11汀，每隔十分鐘超音波.震盪

器 sonicator 十秒鐘。再於超高遠離心機中用 40000rpm 4 0 C 離心

lhr 5min 。取 supernatant (含 membrane) 約1. 5 ml 和 0.5m卜分裝

入 2vial!l vial '於冷凍 -70 0 C 財存。取蛋白質量各為 24 和 15μg

做 Western blot 測定 PKC isoform白、 C表現?

蛋白質濃度測定:

蛋白質濃度的定量方法與試劑與第一部份實驗相同。

西方墨點分析法:

1)取已定量欲測檢體之 PKC 萃取液，以 PBS 緩衝液來標準

化 PKC 萃取液的濃度，使所有欲測檢體之最終體積相詞。各加

入 1: 5X treatment buffer 混合均勻煮沸 10 分錢，迅速置入冰浴，

用離心機 spln儡 down 混合液後，再次混合均勻進行 SDS-團聚丙:聆

聽錢板膠電泳分析。

2)配製 SDS-聚丙:時磁鐵板膠:

上層膠體為 4% stacking gel [0.125M Tris-HCl (pH6.8) , 

0.05 0/0 ammoni um persulfate , 4.5 % acry lamide-O .12 % N土←Bis-

methylene acrylamide , 1 % sodium dodecyl sulfate (SDS) 多 0.025%

tetra-methyl ethylenediamine (TEMED)] 。

下層膠體為 10% separating gel [0.375M Tris-HCl (pH6.8) , 
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0.05 0/0 ammonium persulfate , 10 0/0 acrylamide翩。 .268 0/0 N ,N-bis

methylene acrylamide , 0.1 % so 吐ium dodecyl sulfate (SDS) , 

0.025 % tetra-methyl ethylenediamine (TEMED)] 。

3)將做好 SDS-聚丙:埔路錢板膠自定至IJ 電泳裝置上，加入電

泳緩衝液 (25mM Tris-HCl pH8.3 , 0.192M glycine , O.l%SDS)注滿

上下電泳槽;然後將處理過之檢體萃取液加入板膠上的 U 形膠

槽，以 140 Voltage 、 35mA 進行電泳，約三小時三十分。

電泳結束後進行蛋白質轉移 (transfer) ，將膠體 (gel)浸入冰

冷之轉潰緩衝液 (transfer buffer) ，利用兩張 whatman 3M 濾紙撈

起膠體，使膠體平錯於濾、紙上，且瓷於 transfer holder 土，再將

預先浸濕的磷化纖維紙蓋在膠體上面，依序再覆蓋兩張浸濕的

3M 濾、紙，並以玻璃試管壓趕氣泡;再將 transfer holder 放入

electro-transfer tank (Hoefer) 於 4 0 C 、 100mA 下，進行電轉移過

夜。隔日取出磷化纖維紙用洗漁緩衝液 (washing buffer)洗一次，

再加入 50ml 3% FBS blocking buffer (3%FBS , 10mM Tris-HCl 

pH8.0 , 150mM NaCl , 0.05% tween 20)於室溫下搖動一小時。然

後加入泡製於 20ml 3 % FB S blocking buffer 之初級抗體 (PKC

first antibody; 1: 100 dilute)於室溫下作用三小時。再以洗綠緩

衝液洗三次，每次十分鐘。加入泡製於 20ml 30/0 FBS blocking 

buffer 之次級抗體 (second antibody ; 1 :1000 dilute) ，再以洗游緩

衝液洗三次，每次十分鐘。

4)將 17ml 顯像受質溶液加入顯像 1 ml 3,3'-Diamine benzidine 

(DAB)及 2ml 牛chloro↓Napthol (4CN) ;倒在硝化纖維紙顯像金內，

並計時其呈色所需詩詞後，以去離子水終止呈色反應。

5)將顯像之磷化纖維紙用 Alphamager 2000densitometer 定
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a 
聾。

統計分析:

利用電腦中 paired student 、 S 卜test 程式來統計分析 PKC 異

構體的表現情形與在燒燙傷病人中是由腐痴切除術所獲得的增

生組織之蛋白酵素 C 異構體的表現在細胞耳其、核 (p articular) 或細

胞質上，經統計學計算是否比正常接皮皮膚有意義增加?
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五、實驗結果

首先我們測定所有十二種 PKC 異構體是否存在於正常皮膚

或燒燙傷上皮組織發現會表現出 PKCα 、三這兩種異構體。再將

燒燙傷病怠之編號、年齡、燒傷部位、植皮部位、燒傷比例、

燒傷後植皮日數、使用藥品有無等相關資料詳細收集記錄並依

實驗順序編號排列在 Table 5 中。

而圈四是實驗中利用西方墨點法來測定蛋白酵素 C 異構體

α ，結果證實在燒燙傷病人中，經腐痴切除術所獲得的增生組織

之蛋白酵素 C 異構體 α的表現比正常植皮皮膚明顯的增加且發

現蛋白酵素 C 異構體 a會在細胞旗、核 (particular)上有顯著增

加。 Table 6 是將正常皮膚或燒燙傷上皮組織其細胞棋、核

(particular)部分，經統計學計算發現是有意義的增加 (paired

student 、 s t-test: P<O.05) ，而且細胞膜、核 (particular)部分與細胞

質蛋白酵素 C 異構體 α的表現其比值 (ratio)也是有意義的增加

(paired student 、 s t-test: P<O.Ol) 。

但在圈五與 Table 7 則發現蛋白酵索 C 異構體已的表現及統

計學計算是沒有意義的增加。
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"斗島、寸斗 去b..
/、、 õ 'J 苦的

在上皮細胞分化過程之模式是經由增加細跑外鈣離子濃度

來促成 PI-specific PLC 的活化增加，接著增加 DAG 和 IP3 和細

胞內鈣離子濃度，而改變 PKC 活性 (51 ， 52) 或 PKC 的局部化

(l ocalization)及改變分化的標的物，例如 Fos 的表現。這些研究

顯示活化 DAG/ PKC pathway 是跟分化有關。在完整的表皮其

PKC 的活化是與刺狀至lJ 顆粒狀細胞的過度時期有關 (46) 。而近年

來研究發現臨床外科醫師在燒傷照護上，利用機械式外力拉緊

(strain)來增加角質細胞生長、蛋白質合成和改變細胞型態等等

現象。因此利用拉緊會刺激訊息傳遞是透過 PKC 的活化和轉位

作用來促成新的皮膚增生 (53) 。

通常 PKC 異構體可分為 12 種異構體 (α 、 ßI 、戶口、 Y 、 8 、 ε 、

豆、可、 8 、 λ 、 t an益的，這些異構體會顯現出不同的局部化作用

(l ocalization)及生物性功能。而在老鼠 (murine)體外試驗中發現

基底膜 (basal)和分化時的角質細胞會表現 PKCα 、 8 、 ε 、三等四

種 PKC 異構體 (46 ， 47) 。但是卻沒有任何實驗去認明 PKC 異構體

會存在於人類的角質細胞。而本實驗是証實在燒燙傷病人腐痴

切除術所獲得的增生組織之蛋白酵素 C 異構體位的表現在細胞

核、朕會顯著增加，且細胞核、且其與細胞質之比值也有意義增

加，顯示 PKCα可能處於活化狀態，且在皮膚修護規則中扮演一

個重要角色會經由促成細胞的分化 (mitogenesis)或增殖 (pro 1i-

feration)作用來修護燒燙傷病人的上皮組織。

總之，在上皮組織的細胞分裂或生長的機轉，可能與 PKCα

的轉位作用和表琨有闕，且會引發細胞內或細胞外的刺激作用
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。這些 PKC 變化會更進一步活化 DAG/PKC 一連串的訊息傳遞

路往。
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Table 1 四十二個乳痞 PKC 異構體統計資料表

乳癌、組織萃取後，標準化其濃度為 20μg/20叫做西方墨點分析，每一

SDS-PAGE 轉湊至 NC-paper '利用各種不同抗體去 immunoblot 而其一紋

抗體和二級抗體各別為1: 100 、 1:1000 倍稀釋，顯影後用 densitometer 瀾定。

再任選第十六檢體為 100% '各檢體與其比求出一致的統計結果。
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Table 2 :各檢體在 PKCa 、 PKCÇ 、 PKCt"PKCλ之闊的相關靜、數統

言十分析表

將 Tablel PKC 異構體 densitometer 結呆做 SAS 統計分析出每個 PKC 異

構體與 PKC 異構體之闊的相關像數。

PKCa PKCÇ PKCt PKCλ 

PKCα(n=42) 0.0 0.0013 0.0001 。.0001
PKCÇ (n=42) 0.0013 0.0 0.0039 0.0025 
PKCt (n=42) 0.001 0.0039 0.0 0.0001 
PKCλ(n=42) 0.001 0.0025 0.0001 0.0 

*相關偉數:越小越有相關性
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Table 3 :將 Lymphonode 、 Grade 、 Age 、 ER 與各檢體 PKCa 、 PKCÇ 、

PKCt 、 PKCλ的相鵑性統計分析表

將 Tablel PKC 異構體 densitometer 結果做 T“ test 統計分析出每個 PKC

異構體在不同 Lymphonode 、 Grade 、 Age 、 ER 等等條件的平均數、標準差、

統計數目等分析結果。

PKCa PKCÇ PKCt PKCλ 

Lym.N + (n=15) 124.4 士 13.7 170 司 6 士 17.4 108.0 ::1:: 19.0 88.7 ::1:: 10.2 

一 (n=17) 148.4士 19. 1 1 73.3 主 19.5 12 1. 7 士 22.0 93.3 士 12.0

Grade 3 (n=15) 1462 土 18.2 181.9 士 17.8 104.8 士20.5 99.2 土 12.5

2 (n= 1γ) 144.3 士 18.9 163.9 士 16.9 126.8 ::1:: 19.5 102.6 ::1:: 10.6 

Age >的 (n=29) 138.2 ::1:: 12.4 175.9 士 13 司 l 1 1 1 .6 士 14.9 96.4 士 9.1

<45 (n=9) 152.4 ::1:: 24.5 172.2 ::1:: 26.3 139.4 士 25.0 98.4士 10 也 9

ER + (n 20) 144.8 ::1:: 16.5 185.0 ::1:: 15.6 133.0 士 17.7 107.7 士 8.5

(n=15) 15 1. 5 士 18.3 157.7 二tl8.6 113.3 ::1:: 23.0 94.8 二tl5.4

P value >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 
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Table 4 :將 Lymphonode 、 Grade 、 Age 、 ER 之問互相配合與各檢

體 PKCcχ 、 PKCÇ 、 PKCt 、 PKCλ相關性統計分析表

將 Table1 PKC 異構體 densitometer 結果做 T -test 統計分析每個 PKC 異

構體在 Lymphonode 、 Grade 、 Age 、 ER 之間互相配合的平均數、標準差、

統計數目、 P-value 等分析結果。

PKCa PKCÇ PKCt PKCλ 

Lym.N + 
Grade 3 (n=6) 128.4 士 3 1. 7 168.6 士34.5 78.0 ::1:: 32.8 74.2 士 19 7 

2 (n 9) 12 1. 7 土 13.5 17 1. 9 ::1:: 2 1. 4 127.9土 23 .4 98 4 ::1:: 115 

Lym.N 一

Grade 3 (n=7) 145.3 士26.8 187.6 ::1:: 27.7 118.4 士 36.0 9 1. 2 士 18 5 
2 (n=9) 142.8 士 3 1 . 1 148.8 ::1:: 27 .4 109. 1 士 29.8 87.2 士 17 5 

Age>45 
Lym.N +(n=11) 123.7 士 14.1 172.5 士 2 1. 1 951 主 186 84 .4士 II 9 

一 (n 11) 136.9 主 26.9 1696士258 105 1 士 311 853 :t 17 I 

Age<45 

Lym.N +(n=4) 126.1 土43 .4 165.5 :t398 143 3 士 57.2 100 .4士 24 6 
一 (n 6) 169.5 ::1:: 26.1 180.2 士346 1522 土 26 8 107 9 :t 15 2 

ER + 
Lym.N +(n 7) 113 .4士 16.7

一 (n=10) 163.2 支 29 8 

ER 
Lym.N +(n=7) 

一 (n=6 ) 

P value 

138.6 士25.9

1 3 1 .6 士 25 0 

>0.05 

1843 :t 241 
190.6 :t 262 

166.1 :t 30 1 
148.7 士 36 9 

>0.05 

-l(, 

135 5 士272 112.7 士 8 斗

137 5 士 32 4 99.8 士 I 6 -+ 

88 4 士 30 3 
104 7 :t 35 3 

>0 OS 

70 9 士 16 ., 

906 :t 22 只

>0.05 



Table 5 

Case 

燒燙傷病人之編號、年齡、燒傷部位、燒傷比例、植皮部位、燒

傷後植皮日數、使用藥品有無等相關資料

Burn Trauma Skin graft 
Origin of skin a丘er InJury Antibiotic 

No Sex Age Location % gra丘 (days) treatment 

M 36 Whole body 35 46 + 

? 恥f 40 Upper limbs 35 27 十

J 、 M 27 1入Thole body 90 Wrist 100 十

4 F 19 Limbs, chest and wrist 30 22 ÷ 

可 M 42 1九lhole body 90 35 ÷ 

6 F 69 Left leg 20 Right leg 29 

7 M 3 Trunk, left upper limb 56 O 十

and lower limbs 

8 F 34 Upper body 24 28 + 

。 M 26 Left upper limb 58 Left lower limb 25 + 

10 F 21 Le丘 axial region 37 26 十

11 F 43 Right upper limb 15 Right leg 7 十
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Table 6 蛋白酵素 C 異構體 α之西方墨、點分析定量值

組織萃取後 9 標準化其濃度 cytosol 為 24μg 、 particulate 為 1 5μg/50 )l 1 

做西方墨點分析，每一 SDS-PAGE 轉潰至 NC-paper '利用各種不同抗體去

immunoblot 而其一級抗體和二級抗體各別為 1: 100 、 11000 倍稀釋，顯影

後用 densitometer 測定。再以 lysate 為 100% 多各檢體與其比求出一致標準

化的統計結果。而再將 cytosol 與 particulate 求其比值。

cytosolic Ratio ofparticular to cytosolic 
fraction particular fraction* fractions(%)* * 

Case no Normal Postburn Normal Postburn Normal Postburn 

17.9a 14.3a 10.7 a 14.3 a 59.8 100.0 

2 17.9 14.3 14.3 16.3 79.9 114.0 

3 10.7 14.3 14.3 21.4 133.6 149.7 

4 27.9 20.0 16.0 16.0 57.3 80.0 

5 17.8 20.0 24.0 25.7 134.8 128.5 

6 16.0 16.0 16.0 40.0 100.0 250.0 

7 17.5 17.2 12.0 24.0 68.6 139.5 

8 18.8 2 1.3 15.0 22.9 79.8 107.5 

9 36.0 15.0 26.4 17.2 73.3 1 1 斗7

10 11.6 11.0 11.0 13.2 948 120。

1 1 19.9 33.1 22.1 41.9 1 1 1. 1 126.6 

Mean士SEM 19.3 :t2.1 17 .9:t 1.8 165士1. 6 23.0士2.9 903 :t8.2 1300士 133

Paired Student's t-test : 幸去< 0.05 , 牢牢E < 0.0 1. 

aValues are percent of lysate. 
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Table 7 蛋白酵素 C 異構體已之西方墨點分析定量值

組織萃取後，標車化其濃度 cytosol 為 24μg 、 pellet 為 15μg/ 50 I_tl 做西方

豆、點分析，每一 SDS-PAGE 轉潰至 NC-paper '利用各種不同抗體去

immunoblot 而其一級抗體和二級抗體各別為 1: 100 、 1:1000 倍稀釋，顯影

後用 densitometer 測定。再以 lysate 為 100% '各檢體與其比求出一致標準

化的統計結果。而再將 cytosol 與 particulate 求其比值。

cytosolic Ratio of particular to cytosolic 
台action particular fraction 在actions(%)

Case no. Normal Postbum Normal Postbum Normal Postbum 

40.0 a 60.0 a 40.0 a 40.0 a 100.0 66.7 

2 50.0 51 .4 40.0 42.2 80.0 82.1 

3 40.0 6 1.2 50.0 50.0 125.0 8 1. 7 

4 85.0 64.8 62.1 47.3 73 .1 73.0 

5 80.0 64.8 62.1 64.8 77.6 100.0 

6 75.6 95.1 56.2 98.9 74.3 104.0 

7 40 .4 19.2 28.9 28.9 71.5 150.5 

8 2 1. 2 28 ‘ 8 28.9 26.9 136.3 934 

9 38.5 654 23.1 23.1 60.0 35.3 

10 26.6 27.5 10.7 16.0 40.2 582 

11 86.9 16.0 26.6 10.7 30.6 66.9 

Mean土SEM 53.1 :t7.3 50 .4:t7 .4 39.0士5.1 40.8:t7.5 79.0士9.6 82 ‘ 9士9.0

a Values are percent of lysate. 
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圈- A: 乳房組織內 PKC 異構體電泳分析國

圈- B: 乳癌檢體內 PKC 異構體電泳分析圈 O

是各將乳房組織和乳癌檢麓的組織萃取液( 1 0 μg/20~1 protein);是合，用

SDS平AGE 分離後，轉潰至 NC-pap缸，剪開十條各加入十種一級抗體均為

1100 倍稀釋，再加入二級抗體為 1: 1000 稀釋後，顯色用 densitometer 定量。
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圖二:乳房組織和乳癌檢體內 PKCα異構體電泳分析圈

與 PKC ~.舌性對只是表 O

是將各 5 個乳房組織和乳癌檢體的組織萃取液 (20 I1 g/20111 protein) ，用

SDS-PAGE 分離後轉潰至 NC-paper' 加入 PKC 其構體 α之一級抗體為 1 . 100 

ff 稀釋，再加入二級抗體為 1:1000 稀釋後，顯色用 densitometer 定量。相

月按體再與 PKC 活性做對照比較。
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電泳分析麗

SDS 個 PAGE 分離後轉;責用是將乳癌牛全體的組織萃取液 (20 μg/20 1l 1 protein) , 

100 惜稀釋NC-paper' 加入 PKC 異構體 (α 、 C 、 λ 、 1) 之一級抗體均為

densitometer 定量顯色舟
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圓白 PKCα及其片段之異構體電泳分析厲 O

是將組織萃取後，標準化其濃度 cytosol 為 24μg 、 pell et 為 1 5μg/ 50 1-l 1 

做西方墨點分析，每一 SDS-PAGE 轉潰至 NC 司 paper '利用各種不同抗體去

immunoblot 而其一級抗體和二級抗體各別為 1 • 100 、 11000 倍稀釋 3 顯影

後用 densitometer 測定。圖片由左邊問始 N ormal 、 Burn 為一組，依序為第

七、八、九個機體。

53 



O
H
m
w
岫W
K
A
J

g
h
3
值

叫m
w
g
z。
z

位
』
3
m

叫m
w位
立
。
z

g
h
3
個

-mwZMhoz 
2.m3m 

EHWZZOZ 

已
』3
倡

一
億E
S
Z

C
』
2
曲

血m
w
z
z。
z

M 

....PKCÇ 

Pellet 

117kDa-枷
80kD訟，枷

47kD設軒

PKCC及其后段之異構體電泳分析屆國五

是將組織萃取後，標準化其濃度 cytosol 為 24μg 、 particular 為 1 5μg/50~tl 

利用各種不同抗體去NC-paper ' SDS 呵 PAGE 轉:責至，每一做西方墨點分析

1000 倍稀釋，顯影
nv nu l 

而其一級抗體和二級抗體各別為immunoblot 

依序為第Normal 、 Burn 為一組，由左邊開始
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圖片densitometer 測定。
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Protein kinase C isoforms in the epidermal tissues of normal and postburn human 
skin 

Yen-Chu Wanga, Yih-Shou Hsieha, Yu-Wen Tangb and Jer“ Yuh Liua* 

alnstitute of Biochemistry, Chung Shan Medical CoIIege、 No ‘ 110， Section 1, Cruen-Kuo 
North Road, Taichung 40203 , Taiwan, and bDivision of Plastic and Reconstructive 
surge句， Depa此ment of Surgery, Taichung Veterans General Hospital, No. 160, Section3 , 
Chung-Gang Road, Taichung 40705, Taiwan 

SUMl\望ARY:

Because the expression of the isoforms of protein kinase C (PKC) in human basal 
keratinocytes is not understood, the expression of PKC isoforms were screened in 
specimens of epidermal tissue from postburn skin and the normal locations for skin grafts 
in patients with second or higher degrees of f1ame injury. The expression of individual 
isoform was determined by Western blot technique. Only PKCαand ç were detected in 
the epidermal tissues of normal and postburn skin and translocation occurred in PKCα
Patients without antibiotic treatment after f1ame injury had higher expressions ofPKCα 
and ç. These findings indicate that the mechanisms of ceIIular differentiation and growth 
in postburn epidermal tissue may be related to the expression and translocation ofPKCα 
induced by intra- and extraceIIular stimulation. These changes in PKCαfurther activate 
the DAGIPKC signal transduction pathways. 

Key words: protein kinase C, postburn skin 

INTRODUCTION: 

ln normal skin勻 DNA synthesis and mitosis occur only in the innermost basal layer 

of epidermal cells. These cells move up to the skin surface after a series of morphological 

and biochemical changes. The outermost dead、f1attened 、 enucleated squ,;;nes are 

continually sloughed from the surface and replaced by the inner differentiatingJnes [1] 

Abbreviations: PKC , protein kinase C、 PMSF， phenylmethylsulfonyl f1 uoride; EDT A, 
ethylenediamine-tetraacetic acid; Tris可HCl 、 tris(hydroxymethyl)呵aminomethane

hydrochloride; EGT A、 ethylene glycol bis(β “aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraactic acid; 

TCA, trichloroacetic acid 
*corresponding author (e-mail 了 yl@merc已正~平立&d.l.L斗垃斗 Tel (886)04 “ 

2896190-50815; Fax: (886) 04-3890964) 

工-



Although the trigger for epidermal di:fferentiation is unknown, protein kinase C (PKC) 

has been reported to be a regulator for the coordinate change in gene expression of the 

spinous to granualar cell transition in the epi位ermis. The leveI of PKC eIevates in the 

di:fferentiated celIs and the expression of PKC Õ or ηstimulate the spontaneous division 

of keratinocytes [2]. Moreover, PKC is activated and translocated in keratinocytes 

subjected to strain in an isoform-specific manner [3]. 

Large body area burns may cause a wide range of physiological changes to multiple 

organ systems. A significant relationship between the secondary messenger system (IP3, 

cAMP, and Ca ++) and skeletal muscle tension has been demonstrated in mice with burn 

trauma to 20% and 50% of their body area 戶，可 In mice with burns, trauma, or septic 

InJunes, the function of the T -cell signaling pathway is greatly reduced. These 

phenomena indicate that the mechanisms of Ca++ mobilization as well as PKC activation 

are severely a:ffected after large body area burns [6] 

ln addition to physiological changes, cancers may arise in burn scars [7]. Breast 

cancer has been recorded in a woman with previously burnt skin on the chest 伊]

Although PKC plays a critical role in cellular growth regulation [9-1 呵， it also takes part 

in tumor promotion [1 月. Moreover、 elevation of protein kinase C expression has been 

noted in human breast biopsies [16]. In order to understand whether PKC activation 

occurs in postburn skin、 the isoforms of PKC in skin specimens from the trauma and 

normal tissues for skin gra丘 were investigated v'~" ..~. ~ .... ~~"v 

lVlA TERIALS AND METHODS: 

Soeclmens 
Specimens of epidermal tissue from postburn trauma patients and from the normal 

locations for skin graft (control) were obtained from 11 patients of the Department of 
Plastic Surgery of the Veterans General Hospital - Taichung. These patients had f1ame 
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injuries of second or higher degree (Table 1) ‘ These specimens were kept at 刁OOC for 
PKC extraction and assay 
PKC extraction 

PKC extraction was performed by a modification of the method described in [17]. 
All operations were carried out at 40 C. Each sample of normal or postbum epidermal 
tissue (80 mg) was washed twice with homogenization buffer A (20 mM, 
tris(hydroxymethyl)-aminomethane hydrochloride (Tris-HCI), 2 mM ethylenediamine
tetraacetic acid (EDT A), 50 mM phenylmethylsulfonyl f10u付出 (PMSF)， 10% glycerol 
and 50 mM札mercaptoethanol at pH 7.5) with leupeptin and homogenized in 
homogenization bu証er A without leupeptin by 60 stokes using a Wheatopan 
homogenizer. The homogenates were centrifuged at 100,000 g for 1.5 h at 40 C. The 
supematant f1uid containing the cytosolic fraction was stored at -70oC. The pellet was 
resuspended in buffer B (20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 50 mM PMSF, 10% glycerol 
and 0.1 % Triton X向 100 at pH 7.5) and incubated at 40 C for 1 hr. During the incubation, 
the homogenates were shaken with a sonicator for 10 s every 10 min. After 
centrifugation at 100,000 g for 1 h, the supematant f1uid containing the membranous 
fraction was stored at -70oC for Westem blot analysis 
Determination of Protein Contents 

The Bradford protein assay was employed to determine protein concentrations in 
the cytosolic and particulate fraction [18]. Protein assay reagents were from Bio-Rad 
Lab (Richmond, CA, USA). Coomassie brilliant blue G-250 was used for staining and 
bovine serum albumin (BSA) was employed as a standard. The change in optical density 
was monitored at 595 nm. 
Electroohoresis and Westem Blot Procedures 

The extracts were standardized to the same volume with PBS. Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out on 10% 
polyacrylamide gels using a modified Laemmli buffer system [19] 

After electrophoresis at 140 V and 35 mA for 35 h, the gels were equilibrated in 
cold transfer buffer for 30 min. The electrophoretically resolved proteins were 
transferred to nitrocellulose paper (Amersham、 Hybond-C Extra Supported、 0 .4 5 m) 
using a Hoefer Scientific Instruments Transphor Unit at 100 mA ovemight. After 
washing with a washing buffer、 the nitrocellulose papers were incubated in 50ml 3% FBS 
blocking bu在er (3% FBS、 10 mM Tris-HCl pH 8 。可 150 mM NaCl , 0.05% Tween 20) at 
room temperature for 1 h. Firstly the antibody of each of the individual PKC isoforms 
(Transduction La 

RESULTS 

Only PKCαand ç were detected in normal and postbum epidermal tissues (data 
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not shown). Fig. 1 shows that the expression of PKCαin both the cytosolic and the 

particulate fractions was increased in the postburn tissue. Moreover, significantly higher 

expression was found in the particulate fraction (paired Student's t-test: P < 0.05) and in 

the ratio of the expression in the particulate to the cytosolic fractio的 (paired Student's t“ 

test: P < 0.01) (Table 2). However, no significant elevation in the expression of PKC ç 

was noted (Fig. 2, Table 3). ln addition, the particulate to cytosolic fraction ratio was 

also found to be higher in patients that did not receive antibiotic treatment (cases 6 and 

、
、
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，
/
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DISCUSSION: 

In the division of epidermal ceIl s、 extracellular Ca什 is an important mediator in the 

activation of P1-specific PLC. The activation of PLC in turn catalyzes the generation 

DAG and 1P3 as weIl as the increase in intraceIlular Ca~+. Both DAG and intraceIlular 

Ca • increase the activity or localization of PKC and the differentiation target of PKC, 

such as Fos 戶， 20]. Them findings reported here suggest that the DAGIPKC pathways 

may be related to the transition of spinous to granular ceIls in epidermis. Although 12 

iosforms of PKC (α、戶 1 ， ßII ， γ， Ö、 ε ， ç， η') 8, t， λand μ) have been identified [21] , these 

isoforms exhibit differences in localization and functÎon [22]. 1n murine basal and 

di叮erentiating keratinocytes in vitro 、 PKCα， Ö 、 ε、 ç and ηare expressed [2汀. However, 

there is no resolution of the isoforms of PKC present in human basal keratinocytes. 1n 

this study, only the expressions of PKCαand ç were detected in normal as well as 

postburn epidermal tissues 

In this study, it was shown that the expression ofPKCαwas significantly elevated 

in the cytosolic and particulate fractions of the postburn epidermal tissue. Moreover, the 
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ratio of the expressions in the particulate to cytosolic fractions was also significantly 

increased. These findings suggest that PKCαis in an active state and may play an 

important role in skin repair by increasing mitogenesis or proliferation in postbum 

epidermal tissue. 

In conclusion, the mechanisms of cel1ular di在erentiation and growth in postbum 

epidermaI tissue may be related to the expression and translocation of PKCαinduced by 

intra- and extracelIular stimulations. These changes in PKCαfurther activate the 

DAG!PKC signal transduction pathways. 
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Legend 

Fig. 1. lmmunoblot analysis of protein kinase C (PKC)αin the cytosolic an吐 particulate

(pellet) fractions. After tissue extraction, cytosol were standardized to 24μg 
and pellet to 15μg. Aliquots of the fractions were then prepared on sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and transfer to nitrocellulose 
paper. The blots were stained with PKCα-specific antibodies. The primary and 
secondary antibodies were diluted to 1: 100 and 1: 1000, respectively. After 
staining, color changes were determined using densimeter. From le缸， case 7, 8, 
and 9 (normal and postburnt epidermal tissues). Lysate, the extract ofrat brain 
celIs 

Fig. 2. Immunoblot analysis of PKC ç in the cytosolic and particulate (pellet) 告actions.

After tissue extraction, cytosol were standardized to 24μg and pellet to 15μg 
Aliquots of the fractions were then prepared on sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis and transfer to nitrocellulose paper. The 
blots were stained with PKC Ç-specific antibodies. The primary and secondary 
antibodies were diluted to 1: 100 and 1: 1000, respectively. After staining, 
concentrations were determined using densimeter. From left, case 7，囂， and 9 
(normal and postburnt epidermal tissues). Lysate勻 the extract of rat brain cells. 
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Table 1. Clinical characteristics of 12 patients with second or higher degree offlame i吋ury

Bum Trauma Skin gra:ft 
a:fter 

Case Origin of skin 1吋ury Antibiotic 
No. Sex Age Location % 革ra:ft (days) treatment 

M 36 1月Ihole body 35 46 + 
2 扎f 40 Upper limbs 35 27 + 
3 M 27 Wholebody 90 Wrist 100 + 
4 F 19 Limbs, chest and wrist 30 22 + 
5 M 42 1月Ihole body 90 35 + 
6 ;可 69 Left leg 20 Right leg 29 
7 恥f 3 Tru叫C， left upper limb and 56 O 明卡

lower limbs 
8 F 34 Upper body 24 28 + 
9 恥f 26 Left upper limb 58 Left lower limb 25 + 

10 F 21 Left axial region 37 26 + 
11 F 43 Right upper limb 15 Right leg 7 
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Table 2. Comparison of the expression of PKCαin 可tosolic and partic叫βte fractions of epidennal 
tissue from postbumt and nonnal skin 

Cytosolic Particulate Ratio of particulate to 
Fraction fraction* 叮tosolìc fractions(%)** 

Case no Normal Postbumt Nonnal Postburnt Nonnal Postburnt 
17.9a 14.3 a 1O.7 a 14.3 a 59.8 100.0 

2 17.9 14.3 14.3 16.3 79.9 114.0 
3 10.7 14.3 14.3 21.4 133.6 149.7 
4 27.9 20.0 16.0 16.0 57.3 80.0 
5 17.8 20.0 24.0 25.7 134.8 128.5 
6 16.0 16.0 16.0 40.0 100.0 250.0 
7 17.5 17.2 12.0 24.0 68.6 139.5 
8 18.8 21.3 15.0 22.9 79.8 107.5 
9 36.0 15.0 26 .4 17.2 73.3 114.7 

10 11.6 11.0 11.0 13.2 94.8 120.0 
11 19.9 33.1 22.1 41.9 11 1.1 

Mean士SE卸f 19.3土2.1 17.9:1:1.8 16.5土1. 6 23.0:1:2 .9 90.3 :1:8.2 130.0:1:13.3 
Paired S如de肘's t闖test: *1: < 0.05，料1: < 0.0 1. 

avalues are percent of lysate. 
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Table 3. Comparison of the expression of PKC ç in cytosolic and particulate fractions of epidermal 
tissue from postburnt and nonnal skin 

Cytosolic Particu1ate Ratio of particulate to 
fractìon fractìon cytosolic f泊ctions(%)

Case no Normal Postburnt Nonna1 Postburnt Norma1 Postburnt 
I 40.0 a 60.0 a 40.0 a 40.0 a 100.0 66.7 
2 50.0 51.4 40.0 42.2 80.0 82.1 
3 40.0 61.2 50.0 50.0 125.0 81.7 
4 85.0 64.8 62.1 47.3 73.1 73.0 
5 80.0 64.8 62.1 64.8 77.6 100.0 
6 75.6 95.1 56 ‘ 2 98.9 74.3 104.0 
7 40 .4 19.2 28.9 28.9 71.5 150.5 
8 21.2 28.8 28.9 26.9 136.3 93 .4 
9 38.5 65 .4 23.1 23.1 60.0 35.3 

10 26.6 27.5 10.7 16.0 40.2 58.2 
11 86.9 16.0 26.6 10.7 30.6 66.9 

Mean士SEM 53.1土7.3 50.4:t7.4 39.0:t5.1 40.8土7.5 79.0:t9.6 82.9士9.0

'values are percent of lysate. 

一 10 一



Fig.l 
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