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Part 1 
原兒茶酸對於 lipopolysaccharide 誘發鼠

肝毒性之抑制作用



中文摘要

原兒茶酸(protocatechuic acid : PCA)廣佈於蔬菜、水果、花和胡桃

中，乃一結構簡單的多盼類化合物。過去本研究室從中國傳統藥物亦

是台灣普受歡迎的洛神花茶中分離出此化合物，並分析其具有抗氧化

及抗癌化之生物活性。由實驗中發現腹腔注射 5mg!kg 的 LPS 6 小時

後，可誘發血清肝功能指標 AST 、 ALT 生化值的升高，肝組織 GSH 的

減少， NO 的大叢生成， iNOS 活性及蛋白表現量的增加，轉錄因子 NF

κB 的活化及肝組織之病變，然對膜的脂質過氧化物恥的A 及抗氧化韓

素 catalase 、 GSH peroxidase 則無意義之影響。而預先口服 5 天高劑量

(75mg/kg)的原兒茶酸則能有效抑制 LPS 所誘發的肝毒性。
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Abstract 

A simple phenolic compound ' protocatechuic acid ' is ubiquitous in 

edible vegetables 、 fruits and nuts. In our previous study, protocatechuic 

acid(PCA) possessing antioxidant property and anticarcinogenic potentials 

was isolated 企om Chinese traditional herbs and beverage materail in local 

region(Taiwan). In this experiment ' we found that lipopolysaccharide 

(5mg/kgLPS i.p. for 6 hrs) significantly increased the serum hepatic enzyme 

markers(AST and ALT) 、 serum total nitrite and iNOS activity in rats. In 

addition, LPS significantly decreased GSH, activated iNOS and NF κB of 

liver and inhanced liver lesion including liver cell congestion 、 necrosis and 

cellular infiltratÎon of inflammatory leukocyte. However, the group of 

pretreatment 75mg/kg protocatechuic acid for five days effectively inhibit 

LPS-induced hepatotoxicity. So, we concluded that PCA may play a role in 

endotoxin-induced liver damage. 

4 



緒論

厚、兒茶駿(protocatechuic acid : PCA)廣布於蔬菜、水果和胡挑

中，是從中國傳統藥物 Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) 中所分離

出來的，乃一結構簡單的多盼類化合物，在中醫上用來解熱及治療

高血壓、肝疾病。雖然對於其藥理及生化效應並不清楚，但是已有

報告指出原兒茶駿具有很強的抗氧化能力(1) ，而且本實驗室過去

在洛神花(Hibiscus sabdariffa L.)成分及活性分析中亦發現:原兒茶

酸具有清除自由基的能力，對於 t品HP 引起的鼠肝細胞毒性具有保

護作用 (2) 。此外本實驗室也發現原兒茶酸可抑制 12-0圍

tetradecanoyl中horbol-13-acetate(TPA)誘發 female CD-l mice 皮膚癌

於 promotion phase(3) 。另有許多研究指出原兒茶酸對於

diethylnitrosamine(DEN) 引起的肝癌(4) 、 4-nitroquinoline l-oxide( 4-

NQQ)引起的口腔癌(5) 、 azoxymethane 引起的結腸癌(6) 、 N-methyl

N間nitrosourea 引起的胃癌(7)及 N-butyl-N-(4hydroxybytyl)nitrosamine 

(BBN) 引起的膀耽癌(8) 皆具有抑制作用。

近年來慢性發炎或成染被認為是癌症發生的原因之一(9) ，而

一氧化氮(NO)在發炎和多步驟致癌過程中扮演重要角色(10) ; NO 

是一種合自由基的小分子，在身體裡很容易與超氧陰離子產生對一細

胞具有毒性的 NO 衍生物(如 peroxynitrite) ，或是分解成有毒的氮氧

自由基(hydroxy radical ; OH汙口 nitrogen dioxide(N02')(1 1) ，造成

DNA 傷害，且 NO 也可和 heme 及 non-heme iron 作用; 1991 年

Radi 等(12)指出 NO 及其衍生物(peroxynitrite)可和蛋白質的 thio

group 及 glutathione 結合形成 nitrosot恆的，進而誘發膜脂質過氧

化;由過去報告知 NO 是血管擴張園子(13) 、是神經的重要傳遞物

質(1 4)並參與身體免疫反應，有其重要的生理功能，然 NO 及其衍

生物不正常生成或大量積聚時則會侵犯胞器造成功能缺失、基因突

變等傷害(15) 。

5 



Lipopolysaccharide(LPS : endotoxin)是革蘭氏陰性菌細胞壁的

成份(16) ，有研究指出將 LPS 注射入實驗動物體內，可誘發生物體

產生一連串的病理及生理效應，例如使淋巴球變性，巨噬細胞、嗜

中性球和庫氏細胞的活化，補體和血液凝固路役的敢動(17 、 18) , 

而臨床上也發現受細菌內毒素成蕪的病人，可導致敗血性休克和多

重器官衰竭(19) 。過去 Sugino 等人研究發現， LPS 主要堆積在富

含網狀內皮組織的肝、脾臟器中(20) ; 1982 年 Nathan 等人(21)指出

LPS 可刺激巨噬細胞產生活性氧系 (reactive oxygen intermediates ; 

ROI) ，如:單氧 (singlet oxygen ; O2) 、一氧化氮 (ni甘ic oxide 

NO) 、過氧化氣(hydrogen peroxide ; H202) 、超氧陰離子(superoxide

anion ; O2-) 、氮氧自由基(hydroxyl radical ; OH-) ，而這些氧自由基

被認為和生物體的氧化損傷有闕，能對肝細胞造成明顯的脂質過氧

化，故能使脂質過氧物 malondialdehyde仰的A)的濃度大為增加

(22) ，並急速提高 alanine aminotransferase (AL T) 及 aspartate

aminotransferase( AS T)等酵素的釋放量;除此， LPS 誘發細胞的氧

化損傷還可改變細胞內 prooxidant 及 antioxidant 之間的平衡，細胞

中含有許多抗氧化物質，其中最重要的 endogenous antioxidant 是

GSH' 在肝臟中含量豐富 (23) ;其它還有 catalase 、 glutathione

peroxidase(GP) 、 superoxide dismutase(SOD)等抗氧化酵素。通常這

些抗氧化酵素可保護細胞兔於氧自由基所造成的傷害(24) 。所以，

本實驗利用 LPS 誘發脂質過氧化及酵素滲漏，可作為評估實驗材

料是否具有抗氧化作用和抗肝嘉活性的良好模式。

截至目前為止 'PCA 對於發炎因子造成鼠肝(in vivo)毒性的保護

作用機制尚不清楚，所以本研究以 Sprag闊-Dawley 品系雄性大白

鼠為實驗材料，觀察 PCA 對 LPS 誘發大量 NO 所造成的肝細胞毒

性是否具有抑制作用，並測定老鼠血清 ALT 、 AST 等生化值作為

肝毒性指標。
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研究目的

本研究擬以 LPS 誘發肝組織脂質過氧化及大量 NO 生成，探討房、

兒茶酸(PCA) 對於 LPS 造成的肝細胞毒性是否具有抑制作用。首先測

定 AST 、 ALT 的生化位，作為肝細胞毒性的指標，再分析賠質過氧

化物 malondialdehyde (MDA)的濃度及細胞內抗氧化系統，如 GSH 、

catalase 及 GSH peroxidase 等抗氧化酵素的活性，並觀察肝組織之形

態變化，進一步測定 NO 令暈、 iNOS ~.舌性、 iNOS 蛋白表現量及轉譯

國子 NF κB 的影響，探討原兒茶酸對於 LPS 造成的肝細胞毒性是否

具有抑制作用，以助供臨床上防治肝炎及肝癌之參考。
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(一)化學試劑及使用儀器

l.化學試劑

材料與方法

1,1,3,3 -tetramethoxypropane 、 phosphotungstic acid 、 Flanine

adenodiaminase(F AD) 、 β-nicotinamide adenine dinucletide 

phosphate reduced form(β-NADPH) 、 sodium pyruvate 、。"

phthalaldehyde (OPT) 、 glutathione oxidized form 、 glutathione

reduced form 、 glutathione reductase 、 lactate dehydro

genase(LDH) 、 lipopolysaccharide 、 antipain 、 protocatechuic acid 、

dithiothreitol 、 chymostatin 、 nitrate reductase 、 TrÍs-HCl

mercaptoethanol 、 leupeptin 、 N-卜 naphthylethylenediamine 、

TBA(thiobarbituric acid) 、 L-arginine 、 NEM' 以上皆購自美國

slgma 公司 sodium nitrite 、 sodium phosphate 

EDTA( ethylenediamine tetraacetic acid) 、 SDS

methanol(J\恆RCK) 、 sodium hydroxide 、仔butanol 仙也RCK) 、

hydrogen chloride 、 10% formalin 、 KH2P04 、 K2HP04 、 glacial

acetic acid 、 sodium hydroxyoxide 、 NaN3 、 hydrogen

peroxide(H2 O2) 、 sulfanilamide 、 zinc sulfate (ZnS04) 、 HEPES 、

protein assay kit (Bio Rad) 。

2.儀器

- UV and Visible Spectrophotometer(HITACHI ; U2000) 

- F1uorescence Spectropñotometer(HITACHI ; F2000) 

"倒立式相位差顯微鏡 Diaphot 300 (Nicon) 

- Homogenizer(EYRLAMAZELA Z) 

- Microcentrifuge(Shelton ' VS 15) 
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(二)實驗方法

動物來源

Sprague“Dawley 品系雄性大白鼠(230::t20g)購自台中榮民總醫

院，實驗前至少飼養於動物房一道，使其適應環境;在動物房

中，以 Purina Lab Chow 為飼料，蒸餾水不限制飲用，並維持在

日夜 12 小時循環中。

二.動物分組及藥物處理

將 Sprague-Dawley 品系雄性大白鼠(230土20g)分成 6 組，每組 10

隻，其中 Group 1 為 normal 組，僅給予蒸餾水; Group 2 為溶劑

控制組，僅給予 1% DMSO 溶液 Group 3 貝IJ 僅給予

PCA(75mg/kg) ，以上三組以實管連續灌食五天，每次 2ml;

Group 4 以l.p.注射 LPS(5mg/kg) ; Group 5 及 Group 6 則以寫管

連續灌食 25mg/kg 和 75mg/kg 的 PCA 五天，第五天灌食後，隔

一小時以l.p.注射 LPS(5mg/kg) ; LPS 注射後 6 小時，將老鼠斷

頸，取其血液及肝臟。

一 Thiobarbituric acid (TBA)method 

肝細胞脂質過氧化僻、根據 Yagl 氏等修飾之螢光測定

法(25) ，藉由 Thiobarbituric acid 來測定 malondialdehyde (MDA)的生

成濃度。其測定原理為:

v 21;jxr351主立了

MDA Thiobarbituric acid MDA(TBA) conjugate 
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實驗方法:取 0.5g 肝臟，加入 3ml ice吋old 0.05M phosphate 

buffer(pH7 .4) ，然後以 polytron-like stirrer 研磨。取少部份研磨液作

蛋白質定量(protein assay kitIBIO-RAD) ，其餘加入 7% SDS 、 O.lN

HCI 、 10% phosphotungstic acid 及 0.67% TBA 之後，避光 95
0

C 加熱

l 小時，冷卻後，加入 5ml n-butanol 萃取，再以 3000 叩m 離心的分

鐘，取上清液測定螢光強度 (ExIE血的1553nm) 。以 1 ，1，3，3-

tetramethoxypropane 當作 standard 0 

四 Gh期thione Tes卜…(26)

(1)組織液之製備

取 0.25g 肝細胞，加入 1ml 10% metaphosphoric acid 及 3.75mlO.1M

N~HP04~口 0.005M EDTA (PH8.0) 緩衝液，以 polytron-like sti汀er 研

磨後，經 3980。中m90 分鐘離心取上清液。

(2)還原態 glutathione 之測定

取 0.5ml 上清液，加入 4.5ml phosphate-EDTA 緩衝液 (O.lM

Na2HP04 、 0.005M EDTA ' PH8.0)稀釋後，取出 100阱，加入 0.9ml

phosphate-EDT A 緩衝液與 100抖。-phthalaldehyde(l mg/ml)充份混合

後，在室溫避光反應、 15 分鐘，以螢光分光光度儀於 Ex/Em350/420nm 下

測定。

(3)氧化態 glutathione 之測定

取 0.5ml 上清液，加入 0.4ml NEM (避免 GSH 氧化成 GSSG) ，在室

溫反應 20~30 分鐘後，取出 100抖，加入 0.9ml NaOH(PH12.0)與

100111 OPT(lmg/ml)充份混合後，在室溫避光反應的分鐘，以螢光

分光光度儀於 Ex尼m350/420nm 下測定。

五. Nitrate Test … (27) 

AV --A 



取 50Jll 血清加入 110 Jl I 1 OO JlM NADPH 、 10 JlM FAD 混合液及的μl

nitrate reductase '於 37
0

C避光反應、 30 分鐘後，再加入 20Jl l 120mg/l 

LDH 和 20Jl l 120mM sodium pyruvate' 3TC避光反應 5 分鐘後，加

入 360μ1 75mg/ml ZnS04 充份混合後，以 2450中m 離心的分鐘，取

500 Jll 上清液與 500 Jll Griess reagent 於室溫下反應 10 分鐘，再以分

光光度計測定(波長 540nm) 。

※ Griess reagent sulfanilamide( 1 g/月和 N-1-naphthyl-

ethlenediamine (0.1 g/月個別溶於 H3PO4 (25 glL )中。

一+使用前才以 1:1 混合

六. Nitric Oxide Synthase activity assay 

本法靜、參考文獻(28)修飾而得。取 0.25g 肝臟，加入 3ml20mM

Tris-HCl 及 2mM EDTA 緩街液(PH7.8) ，經均質化後，在 4
0

C 狀

態下，以 21000 X g 離心 20 分鐘;取 25μl 上清液作蛋白質定

量，另取 50Jl l 上清液加入 100 Jl l 50mM HEPES-2mM NADPH-

10mM L-arginine 混合液，於 37
0

C 水浴中避光反應 3 小時，其餘

步驟同 Nitrate test 。

七. Catalase activity assay(29) 

取 0.25g 肝臟，加入 2ml phosphate-EDT A 緩街液 (O .1M

potassium phosphate 、 O.lmM EDTA ' PH7.0) ，經 polytron-like

stirrer 研磨後，於 4
U

C狀態下，以 39000 rpm 離心 30 分鐘，取

50 Jl l 上清液加入 1ml O.lM Tris-HC1(PH7.2) ，另一管取 2ml

30mM H20 2 '分別在 30
0

C 水浴中反應 l 分鐘後，立刻混合，於

240mn 波長下測其吸光值變化。

入. GSH Peroxidase activity assay(30) 
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取 O.25g 肝臟，加入 2ml phosphate-EDT A 緩衝液 (O.IM

potassium phosphate 、 O.1mM EDTA ' PH7.0) , 豆豆 polytron-like 

st的er 研磨後，於 4
0

C狀態下，以 39000 rpm 離心 30 分鐘，取

100 /1 1 上清液加入 2.2ml O.IM Tris回HCl(pH7.2) 、 100 /110.113M

NaN3 、 100 /11 30mM GSH 及 100μ1 6mM NADP話，充分混合

後，再加入 50/1 1 5IU GSH翩reductase '於 37
0

C 水浴中反應 5 分

鐘，接著立刻加入 100/1 1 30mM H20 2 '於 340nm 下掃描 3 分

鐘，測定其吸光值之變化。

九.肝組織病理切片觀察

將老鼠斷頸後，取約 2cmx2cm 的肝臟，置於 10% 福馬林中固

定，然後作蘇木紫&伊紅(Hematoxylin&Eosin)染色，觀察肝組

織有無病變。其染色步驟如下:

1.脫臘後，以蘇木紫(hematoxylin)溶液染 2~15 分鐘。

2. 以水浸洗。

3. 以 0.5% 鹽酸溶液分辨染色色度，約 1~5 秒。

4. 浸入氯水中(1000ml 的水滴入氛水雨滴) ，直至組織呈現藍色。

5 於流水中清洗，至少須 15 分鐘。

6. 紮以 0.5% 伊紅 Y 溶液，數秒至 2 分鐘。

7. 依次以 80% 、 90% 、 95%酒精浸洗

8. 依次移入 100%酒精、二甲笨(1 : 1) 、二甲萃"木餾油(4 : 1) 、二

甲笨(1)、二甲笨(II) 中各半分鐘。

9. 以二甲笨使之透明

10. 封片。

11 以顯微鏡觀察。

十.免疫組織化學染色
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1.將包捏在蠟中的組織切片童入已預熱至 56
0

C 的烘箱中 R完全鼠。

2. 將已加熱的切片依照順序移至純的二甲笨、絕對酒精、 95%酒精

中各五分鐘。

3. 將切片以二次水沖洗十分鐘。

4. 將切片移至 o .05M Tris buffer[ (PH7.8)內含 0.15M NaCl 及 0 .1 0/0 

Triton X-100] 中五分鐘。

5. 將已脫蠟完全的切片移至煮沸中的 citrite buffer '再繼續煮五分

鐘。

6. 待玻片自動降溫至室溫。

7 將玻片取出，以二次水沖洗。

8. 以 Tris buffer 沖洗五分鐘。

9. 用 3%的 H202 沖洗五至十分鐘。

10. 將玻片取出，以二次水沖洗。

1 1.以在is buffer 沖洗五分鐘。

12. 在玻片上加入一級抗體(iNOS 、 ERK 、 PY20)反應 20 至 40 分鐘。

13 將玻片取出，以二次水沖洗。

14. 以 Tris buffer 沖洗五分鐘。

的在玻片上加入二級抗體反應 30 分鐘。

16. 將玻片取出，以二次水沖洗。

17 以 Tris buffer 沖洗五分鐘。

18. 在玻片上力口入 biotin ligand 反應 30 分鐘。

"將玻片取出，以二次水沖洗。

20. 以 Tris buffer 沖洗五分鐘。

21.加入 DAB 呈色劑在室溫下反應五分鐘。

22 以二次水沖洗五分鐘。

23. 加入 hematoxylin 染背景，但染色時間不超過 l 分鐘。

24. 以二次水沖洗五分鐘。

13 



25. 將巳染色之玻丹荳於 95%酒精中。

26. 將玻片荳於絕對酒精五分鐘以脫水。

27. 將玻片滴上 xylene 0 

28. 以封丹膠封片。

29 顯微鏡觀察

十一. iNOS immunoblotting 

本實驗靜、參考 Nagasaki 氏(31)等之方法。取 0.25g 肝臟，加入

2.7ml 20mM HEPES(PH7.4)緩衝液(內含 1mM ditiothreitol 、 50μM

antipain 、 50μM leupeptin 、 50μM chy- mostatin 和 50μM pepstatin) , 

經均質化後，於 4
0

C 、 25000 X g 離心 30 分鐘，然後取上清液作蛋白

質定量。

取約 80llg 蛋白質與 loading buffer(3ml distilled water 、 1mlO.5M

Tris-HCl(PH6. 8) 、 1.6ml glycerol 、1.6ml 10% SDS 、 O .4mlβm

mercaptoethanol 、 O .4ml 0.50/0 bromopheno1 blue)以 1 : 1 比例混合，於

95
0

C 加熱 10 分鐘，然後放入ì;J<.浴中冷卻，再以小型離心機 spm

down 。接若將 sample 放入 well 內，以上層膠 70V' 下層膠 120V 跑

電泳;待電泳結束後，進行 transfer 以 nitrocellulose membrane 轉

印，接著再以含 5%脫月孟奶粉的 TBS buffer(1 0mM Tris 、 1501的f

NaCl 、 0.05% Tween-20 ' PH8.0)blocking 30 分鐘， wash 乾淨後，將

NC paper 置於 l 級抗體中反應 overnight(4 OC) ，之後以令 tween闊別之

TBS 洗三次，再以 Horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse 

antibody 反應的~60 分鐘，再以合制reen-20 之 TBS 洗三次，最後加

入Amersham ECL reagents kit 反應，於暗房以 Kodak film 曝光卜的

分鐘，以顯影劑及定影劑沖片觀察。

十二. Nuclear extraction(32) 
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1.取 0.25g 肝臟加入 lml PBS(PH7 .4) 

2. 以 polytron-like stirrer 研磨

3. 1500Xg 離心 5 分鐘

4. pellet 加入 500111 ice間cold lysis buffer(l OmM HEPES, PH7.9 ; 

10mM KCl ; O.lm扎在 EDTA; O .lm扎在 EGTA; 1m扎在 DTT; 

0.5mM PMSF proteinase inhibitor 2μg!ml leupeptin 、

2時/ml apoptinin 、 0.03mM sodium orthovanadate) 

5. 置於冰上作用的分鐘

6. 加入 10% NP-40 '劇烈震盪 10 秒鐘

7. 10000 rpm 離心的分鐘

8. 取 supernatants → cytosol

9. pellet 加入 ice-cold nuclear extraction buffer(20mM HEPES 

PH7.9 ; 400mM NaCl ; O.lmM EDTA ; O.lmM EGTA ; lmM 

DTT; 1m卸f PMSF ; proteinase inhibitor : 2μg/ml leupeptin 、

2μg!ml apoptinin 、 0.03mM sodium orthovanadate) 

10. 寰於冰上作用 30 分鐘(隨時拿起來搖晃)

11. 12000Xg離心的分鐘

12. supernatant • nuclear extracts 
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結果

1.原兒茶酸對於 LPS 所誘發之肝細胞毒性的影響。

如圈 1 所示，厚、兒茶酸能顯著的抑制由 lipopolysaccharide 所誘導鼠

肝細胞滲漏之 AST 和 ALT 生化值的升高，當以 75mg/kg 的潭、兒茶駿前

處理峙，分別降低 AST 約 50%(P<O.05) 、 ALT 約 80%(P<O.05) 。

2. )，芳、兒茶酸對於 LPS 所誘發之脂質過氧化的影響。

以扎在DA 生成濃度當作脂質過氧化的指標，如 Table 2 所示，發現以

LPS (5mg/kg)處理 6 小時，鼠肝組織扎在DA 濃度並未增加(和正常組比

較) ，而以原兒茶駿處理後，扎在DA 濃度亦無顯著改變。

3. 原兒茶酸對於 LPS 誘發肝組織 GSH 氧化酵素變化之影響。

女o Table 3 所示， LPS 會抑制肝細胞中還原態 glutathione 的含量。由

Table 4 、 5 知 LPS 可代償性微微提高 catalase 及 GSH peroxidase 的活

性，而預處理原兒茶酸並無明顯改變 catalase 和 GSH peroxidase 的活

性，顯示 LPS(5mg/kg)處理 6 小時所誘發之細胞傷害與細胞內氧化/還

原狀態之平衡與否有關，但與 catalase 及 GSH peroxidase 等抗氧化酵素

關條不大，而若以房、兒茶酸前處理，則可提高還原態 glutathione 的

值，故其詳細機制有待進一步探討。

4. 原兒茶酸對於 LPS 所誘發之 nitric oxide 的抑制作用。

如闊 2 所示， LPS 可刺激 nitric oxide 顯著增加，而以房、兒茶酸前處

理之老鼠，可有效抑制 nitric oxide 的升高，並具有劑量依存性的關

緣。
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5.原兒茶酸對於 LPS 所誘發之 nitric oxide synthase activity 的抑制作

用。

L-arginine 可經由 nitric oxide synthase 合成 NO' 而 NO 非常不穩定很

快就代謝成 nitrite 和 nitrate(33) ，由圖 3 知 LPS 可刺激 nitric oxide 

synthase 的活性增加，但若以房、兒茶駿前處理，則有效抑制 nitric oxide 

synthase 的活性，並具有劑量依存性的關緣。

6. 房、兒茶酸對於 LPS 所誘發之 nitric oxide synthase 的抑制作用。

由闌尾知 LPS 可刺激 nitric oxide synthase 蛋白表現量增加，而以低濃

度(25mglkg)房、兒茶酸前處理，可抑制 nitric oxide synthase 的蛋白表現

章(約 50%) ，若以高濃度(75mglkg)原兒茶酸前處理，貝11 完全抑制 nitric

oxide synthase 的蛋白表現。

7. 潭、兒茶酸對於 LPS 所誘發之 NF κB 的抑制作用。

有研究指出 LPS 誘發活性氧~(ROI)的產生所導致細胞之氧化損傷，

會促使 NF κB 活化(34) ;另有研究報告，細胞內之氧化/還原狀態會影

響 NF κB 的活化，當細胞中的 GSH 減少，會促使 NF κB 活化，進而

活化下諸多 target gene 的表現(35) 。由 Table 3 知，以 LPS (5mg/kg)處理 6

小時，會使細胞內的 GSH 減少(和正常組比較; P<O.OOl) ，根據之前研

究想進一步探討 LPS 誘發肝細胞的損傷是否和 NF κB 有關。由觀 5 知

LPS 可刺激 NF κB 活化，而以原兒茶酸前處理之老鼠，可有效抑制 NF

κB 的活化。。

8. 利用病理切片觀察原兒茶酸對於 LPS 所誘發之肝組織病變的抑制作

用。
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由圈 6 之病理切片:單獨以 LPS 處理老鼠，可看到肝組織有充血、

壞死、多型核白血球浸潤及細胞排列不規則等現象，但若以高濃度

(75mg/kg)房、兒茶酸前處理，則可有效抑制。

9. 利用兔疫組織化學染色觀察房、兒茶般對於 lipopoly-saccharide 所誘發

之 iNOS 的抑制作用。

由圈 7 知， LPS 可刺激 iNOS 蛋白的表現(呈棕色部份) ，而以高濃度

原兒茶駿前處理，則可抑制其表現。

10.利用免疫組織化學熱色觀察潭、兒茶酸對於 LPS 所誘發之 PY-20

(Phspho個tyrosine 20)蛋白的抑制作用。

之前有研究指出， protein tyrosine kinase inhibitor 可抑制 LPS 所誘發

NO 的大量生成及 iNOS mRNA 的表現(36) ，另 Michael(37) 等提到

protein tyrosine phosphorylation 會促使 NF κB 活化，故以免疫組織化學

染色觀察 PY-泊的表現。由圈 8 知， LPS 可刺激 PY-20 蛋白的表現(豆

棕色部份) ，而以高濃度原兒茶酸前處理，則可抑制其表現。
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討論

本實驗擬以 LPS 誘發脂質過氧化及 NO 的大量增加，評估

PCA 否具有抗發炎作用和抗肝毒性活性。

細菌內毒素 LPS 可引起敗血性休克和多了全器官的衰竭，導致

生物體死亡(19) ，而以原兒茶酸前處理之老鼠可增加其生存率(Table

1) ;根據過去報告(22) LPS 可造成肝細胞的脂質過氧化，使賠質過

氧化物恥IDA 的濃度大量增加，但由 Table 2 發現:以 LPS(5mg/kg)

處理老鼠 6 小時後，取肝細胞測卸的A 濃度，和正常組及實驗組比

較並無差異性，雖然有研究指出 LPS 引起組織的傷害不一定和脂質

過氧化有關(38) ，但本實驗必須進一步做 LPS 的 time course 決定脂

質過氧化是否和 PCA 的保肝作用有關。 1982 年 Nathan 等人(21)提出

LPS 可刺激巨噬細胞產生活性氧系 (reactive oxygen intermediates 

ROI) ，造成細胞的氧化損傷，而細胞中含有許多抗氧化酵素可保護

細胞免受傷害;如 Table 3 所示: LPS 可顯著抑制還原態

glutathione(GSH) (和正會組比較，抑制約 50% 'P<O.OOl) ，但若以

高濃度原兒茶酸(75mg/kg)前處理，則可使 endogeneous antioxidant 

GSH 增加(P<O.Ol) ;此外， LPS 導致 GSH 減少並無伴隨 GSSG 增

加，顯示 LPS 是直接和 GSH 作用;而由 Table 4 、 5 知 LPS 可代償

性微微提高 catalase 及 GSH peroxidase 的活性 9 而預處理房、兒茶酸並

無明顯改變 catalase 和 GSH peroxidase 的活性，顯示 LPS(5mg/kg)處

理 6 小時所誘發之細胞傷害與細胞內氧化/還原狀態之平衡與否有

闕，但與 catalase 及 GSH peroxidase 等抗氧化酵素關你不大，但對於

其詳細機制尚待進一步探討。

慢性發炎和成熱被認為是癌症發生的原因之一(9) ，而近年來 NO

在發炎和成染中所扮演的角色也大量被探討(10) 。本篇研究發現原

兒茶酸能有效抑制 LPS 所導致肝功能指標 alanine

aminotransferase( AL T)及 aspartate amino-transferase( AS T)等酵素生4匕
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值之升高;而投予 75mg/kg 的原兒茶酸可有效抑制 LPS 所誘發 NO

的增加(~50%) ，而對於 LPS 所誘發的OS 活性的升高和 iNOS 蛋白

的表現，原兒茶酸皆能有效抑制;以上實驗顯示原兒茶酸對於 LPS

誘發大量 NO 造成的肝細胞毒性具有係護作用。根據過去研究(35) , 

當細胞受到 LPS 或氧化劑等刺激，會促使產生活性氧象(ROI)和導致

GSH depletion '進而活化轉錄因子 NF κB' 導致下游 target

gene( ex : iNOS)的活化，而由本實驗發現(a) LPS 能顯著抑制 GSH 的

生成，而以原兒茶酸前處理之老鼠則可增加內生性抗氧化酵素 GSH

的含量。 (b) 原兒茶酸可有效抑制 LPS 所導致的OS 蛋白的大量表

現。的原兒茶酸能抑制 LPS 誘發轉錄因子 NF κB 的活化。綜合上

述，原兒茶酸對於鼠肝的保護作用和 GSH depletion. > NF κB > 

iNOS 這條路經有關。此外，由過去研究知:在未受刺激細胞之

cytosol 中， NF κB 會和 I κB 形成一 complex' 而當細胞受到一些

inducer 刺激後， 1 κB kinase 會使 I κB 發生 phosphorylation 進而

degradation '然後促使 NF κB translocation 至核中，而由本實驗固五

發現原兒茶酸抑制 LPS 誘發轉錄因子 NF κB 的活化可能是經由抑制

I κB kinase '但詳細機轉尚待進一步證實。根據之前研究， protein 

tyrosine kinase inhibitor 可抑制 LPS 所誘發 NO 的大量生成及 iNOS

mRNA 的表現(36) ，另 Michael(37)等提到發炎的細胞會製造大量的

TNF-α ，而 TNF-α 會促使 protein tyrosine phosphorylation 進一步活

化 NF κB' 而由本實驗發現， LPS 可誘發 PY-20 的大量表現，以厚、

兒茶酸前處理貝11 能有效抑制 LPS 誘發 PY-20 蛋白的表現量，顯示原

兒茶酸對於 LPS 引起的鼠肝毒性之抑制作用和 protein tyrosine kinase 

有關。

過去有報告提到多型核嗜中性球是 LPS 導致肝組織發炎和傷害

的指標，而由本實驗的病理切片觀察到以腹腔注射 LPS(5mg/kg) 6 小
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時後，肝組織有充血、壞死、細胞排列不規則及多型核嗜中性球浸

潤等現象，而以高濃度原兒茶酸處理後可有效抑制。

本篇研究對於原兒茶酸抑制 LPS 所誘發的肝細胞毒性之機制做

了探討，但對於其詳細機制須再進一步證實。
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Table 1. Effect of pretreatment protocatechuic acid on the survival 

rate of rats after adminstration of lipopolysaccharide. 

Treatmene survival rate(%)b 

Normal( dist H20) 

Control(l % DMSO) 

PCA(75mg/kg) alone 

LPS(5mg/kg) alone 

PCA(25mg/kg) + LPS 

PCA(75mg/kg) + LPS 

100(1 0/10) 

100(10/10) 

100(1 0110) 

60(6110) 

70(7/10) 

80(8/1 0) 

a Rats were treated with dist.H20 、 1% DMSO 、 25 and 75mg!kg 

protocatechuic acid for five days. The rats were killed 6 hours after 

administration ofbacteriallipopolysaccharide (5mg/kg) by i.p. 

survival rate(%)b = survival number of rats of total number of 
rats X 100 
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Fig. 1 Effect of pretreatment protocatechuic acid on the 

activities of serum alanine transaminase and aspartate 

transaminase after administration of lipopolysaccharide in rats. 

*P<O.的， compared with normal group ; **P<O.的， compared 

with lipopolysaccharide alone group. Mea吐SD， t-test. 
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Table 2. Effect ofpretreatment protocatechuic acid on lipid 

peroxidation products(MDA) after administration of lipopoly國

saccharide in rats. 

treatmenr 

normal 

control (1 %DMSO) 

PCA(7 5 mg/kg) alone 

LPS(5mg/kg) alone 

PCA(25mg!kg)+LPS 

PCA(75mg/kg)+LPS 

MDA( nmole/g tissue) 

25.1630土3 .4306

24.5610+ 3.5042 

27.l 147+0.5763 

23:9600士1. 5119

30.5933+3.6469 

26.5760士3.1125

a Rats were treated with dist.H20 、 I%DMSO 、 25 and 75mg/kg 
protocatechuic acid for five days. The animals were killed 6 ho日的
after administration of bacteriallipopoly-saccharide (5mg/kg) and 
the rat livers were prepared for determination. 
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Table 3. Effect of pretreatment protocatechuic acid on hepatic 

reduced glutathione(GSH) and oxidized glutathione(GSSG) 

after administration of bacteriallipopolysaccharide in rats. 

nmole/mg protein 

Treatmene GSH 

N ormal 49 .34土4.l 6

PCA 45 .48+5.06 

LPS(5mglkg) 25.50+4.86* 

PCA(25mg/kg)+LPS 27.20土4.56

GSSG 

12.97土2.63

1 1. 70士3.60

7.66+0.81 *** 

9.97士1.53

PCA(75mg/kg)+LPS 32.45+3.17** 11.35+0.93*** 

a Rats were treated with dist.H20 、 1% DMSO 、 25and 75mg/kg 

protocatechuic acid. Five 往ays later. The animals with were killed 

6 hours after administration of bacterial lipopoly剛

給ccharide(5mg/kg) and the rat livers were prepared for deter個

mination. *p < 0.0位， compared with normal group **p < 

O.例， compared with lipopolysaccharide alone group. Mean+SD.t

test 
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Table 4. Effect of pretreatment protocatechuic acid on hepatic 
GSH peroxidase activity after administration of lipopoly岫

saccharide in rats. 

Treatmene GSH peroxidase(f.lMlmg protein) 

normal 1.79+0.26 

LPS(5mg/kg) 2.61+0.58 

PCA(25mε/kg)+LPS 2.23+0.24 

PCA(75mg/kg)+LPS 2.29+0.13 

a Rats were treated with dist.H20 、 1%DMSO 、 25 and 75mg/kg 

protocatechuic acid. Five days later. The rats were killed 6 hours 

after administration of bacterial lipopoly個saccharide (5mg/kg) by 

i.p. and the rat liver were prepared for dertermination. Mean+SD. 

t-test. 
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Table 5. Effect of pretreatment protocatechuic acid on hepatic 

catalase activity after administration of lipopolysaccharide in 

rats. 

Treatmanf Catalase(k/mg protein) 

Normal 

LPS(5mg/kg) 

PCA(25mglkg)+LPS 

PCA(7 5 mglkg)+ LPS 

3.22+0 .22 

3.69士0.79

3.60+ 1.67 

3 .46士1. 58

a Rats were treated with dist.H20 、 l%DMSO 、 25 and 75mg/kg 
protocatechuic acid. Five days later. The rats were killed 6 hours 
after administration of bacterial lipopoly團saccharide(5mglkg) by 
i.p.and the rat liver was prepared for determination. 

k = 0.153 (logA1/A2)/min 
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Fig 2. Effect of pretreatment protocatechuic acid on serum total 

nitrite after administration of lipopolysaccharide in rats. 

*P<ü. Ü 1 ' compared with normal group ﹒ **P<ü.衍， compared 

with LPS alone group. 扎1ean士SD， t-test. 
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Fig 3. Effect of pretreatment protocatechuic acid on inducible 
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Fig 5. Effect of pretreatment protocatechuic acid on transcription 

factorNF κB after adminstration of lipopolysaccharide in rats. 
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Fig 6-1. Histopathological evalution of rats livers after treatment 
with dist H20 and LPS alone. A are sections of livers of normal 
group. Hepatocyte(thick arrow) , a sinusoidal space(arrow)and a 
Kupper ceU(thin arrow), depict the normal liver organization and 
structure. B is a section of liver from LPS-treated rat ; note the 
diffuse ceUular degenerative changes with cloudy swelling and 
ceUular infiltration of inf1ammatory leukocytes( thin arrow) and 
congestion(thick) arrow). H and E stain 
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Fig 6-2. Histopathological 的Talution of rats livers after treatment 
with low PCA(25mg/kg) 、 high PCA(75mg/kg)and LPS. C is 
section of a liver from an LPS + low PCA國treated rat. Some 
cloudy swelling of hepatocytes and infiltration of inflammatory 
leukocytes(thin arrow) and congestion remains. D is section of a 
liver from an LPS + high PCA固treated rat same as Fig 6a-(A). 
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Fig.7岫A. lmmunohistochemical exmination on inducible 且itric

oxide synthase in rat liver from normal group. 

Fig.7開B. lmmunohistochemical exmination on inducible nitric 
oxide synthase in rat liver from LPS alone group. 
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Fig.7個C. lmmunohistochemical exmination on inducible nitric 
OXl社e synthase in rat liver from 25mg/kgPCA +LPS group . 

Fig.7-D. lmmunohistochemical exmination on inducible nitric 
oxide synthase in rat liver from 75mg/kgPCA + LPS group. 
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Fig.8-A. lmmunohistochemical exmination on phospho國tyrosine闡

20(PY-20) in rat liver from normal group. 

Fig.8-B. lmmunohistochemical exmination on phosphφtyrosine-
20(PY-20) in rat liver from LPS alone group. 
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Fig.8-C. lmmunohistochemical exmination on phospho句lroslne圓

20(PY品的 in rat liver from25mg/kgPCA + LPS group. 

Fig.8圖D. lmmunohistochemical exmination on phospho酬tyrosine國

20(PY岫20) in rat liver from 75mg/kgPCA+LPS group. 
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PART 11 
Esculetin抑制癌細胞生長之作舟及影響細

胞週期之分子機制探討



中文摘要

Eesculetin( 6,7 -dihydroxycoumarin)是香豆精的衍生物之一，常見於

藥用植物如詩斜的茁陳萬、芸香料的橙柚、玄參斜的毛地黃、大戰

斜的續隨、茄斜的顛茄、蔓陀羅等，為一種多萬分類化合物。過去本

研究在抗氧化天然物聞發中發現其具有不錯的抗氧化和抗發炎之作

用，而近年來有文獻報告香豆精衍生物(如汀，2-benzopyrone 、 7-hy圖

droxycoum征討1)對人類惡性細胞株皆具有抑制生長的作用，然分子之

作用機制仍不甚清楚。

近年來有許多研究指出一些抗癌藥物可籍由引起癌細胞的程序式死

亡或改變癌細胞的生長過期，來達到抑制癌細胞的增生與惡化。至

目前為止，對於程序式死亡的機制雖然仍不甚清楚，但一般認為細

胞在接收到死亡訊息後，可能籍由改變內在 t缸get(如和腺體)的正常

功能，進而活化一些酵素(如: CPP32 、 PARP翩 γ) ，導致細胞死亡。

此外，調節細胞週期進行的蛋白 cyclin 、 cyclin-depen卸的 kinase 及

cyclin-dependent kinase inhibitor 與腫瘤形成有極密切的關條。在本實

驗中，觀察到 esculetin 可以抑制人類血癌細胞株(HL-60)及肝癌細胞

株(HepG2 、 H3B)的生長;由流速細胞儀測定顯示 esculetin 可使 E丑個

60 及 H3B 細胞過期停滯在 Gl phase 和 HepG2 細胞過期停滯在 S

phase '而且發現以 esculetin 出處理 24 小時，可誘發 HL-60

apoptosis，但 H3B 、 HepG2 則無。另由西方點墨法哥去現 esculetin 誘發

HL-60 apoptosis 是透過 cytochrome c 釋出活化 CPP32 '促使 PARP鷗

γ 裂解;亦觀察到 esculetin 導致 HL酬60 細胞 Gl phase 停滯主要和

cyclin D 及 Cdk-4 有關，而 H3B 細胞貝IJ和 cyclin E 有關。此外也發現

的culetin 處理 H3B 細胞， p38MAPK 的磷酸化會增加，但對 phospho

MAPK 別無意義之影響。
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Abst:ract 

Esculet妞， a phenolic compound, is a coumarin derivative containing in 

many plants such as Atemisiae capillaris Flos (Com-positae), leaves of 

Citnls limonia(Rutaceae), Digitalis pur-purea L. (Scrophulariaceae), 

Euphorbia lathyris L. (Eupho-biaceae), Atropa belladonna(Solanaceae), 

Datura stramonium L. (Solanceae) Hyoscyamus niger L.(Solanceae). 

Previous紗， we found that esculetin exhibited antioxidant and anti

inflammatory bioactivities. It is reported that coumarin derivatives can 

inhibit the proliferation of human malignant cell lines. However, the 

molecular mechanism of anti-proliferation of these compound are remain 

to be defined. 

To date, the mechanism about apoptosis(programmed cell death) was 

unclear. It is supposed generally that a promising chemotherapeutic agent 

will have to promote the cell entering to go these two pathway. The 

exploration of intrinsic and extrinsic modulation of chemotherapeutic 

agents may prove the efficency of anticancer treatment. Recently, some 

studys suggest that anticancer drugs may induce cancer cell apoptosis or 

change cell cycle to prevent the cancer cell prolifaration. In this present, 

the ability of esculetin to i前übit cell growth. The flow cytometry analysis 

shows the esculetin can arrest at G 1 phase for HL-60 and H3B and can 

arrest S phase for HepG2. Also, we found HL帥60 cell treatment with 

esculetin for 24 hours can significant1y reduced the content of cyclin D 

and Cdk -4 and H3 B . cell treatment with esculetin can reduced the content 

of cyclin D and E 、 increase of p38扎在APK phosphorylation. Finally, we 

observe the effect of esculetin to some apoptosis associated protein. 

Esculetin treatment of 1孔-60 cells c組 induce cytochrome c releasing 

from mitochondria and breakage ofPARP-γ. 
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緒論

數十年來，行政院衛生署所發佈的台灣地這關人十大死園中，癌

症皆為十大死因之一，這顯示預防及延遲癌症的發生實為刻不容緩的

事。癌症的形成是經過一複雜且多重步騁的過程，生活環境中存在許

多致癌因子，例如汽機車及工廠排放的廢氣、毒氣，家庭和工廠排放

的廢水，食品中的添加物等等，而臭氧層的破壞致使人們更易受到 UV

的傷害，種種因素都是造成癌症發生率居高不下的原因。至目前為

止，癌症的治療都是採用放射治療或投予抗癌藥物，但是不論放射治

療或投予抗癌藥物，對人體都會產生極大的傷害，所以本實驗室致力

於天然藥物的開發，希望以天然藥物來抑制癌細胞的增長與惡化;而

近年來國人對健康觀念提昇，希望吃的健康，所以本實驗室趨向於開

發天然藥物所含的抗癌成份，希望經由攝取天然食品達到預防癌症的

發生。本篇以中國藥物香豆精衍生物(esculetin 6,7 -dihydroxycoumarin) 

為材料，來探討其抑制癌細胞生長的機制。

esculetin ( 6月-dihydroxycoum訂in)是香豆精的衍生物之一，主要常見

於菊斜的菌陳萬、芸香料的橙柚、玄參斜的毛地黃、大戰斜的續隨、

茄斜的顛茄及蔓陀羅等(1) ，為一種多百分類化合物，在民間被作為鎮痛

劑和抗發炎藥物(2) 。過去研究指出的culetin 抑制人類乳癌細胞株

HS578T 及 monoblastoid U937 細胞株的增生是透過抑制 lipoxygë-nase

pathway(3) ，而 Matsunaga 等人(4)也發現 esculet也是一 lipoxygenase 抑

制物，對於 N-methyl- N-nitrosourea(1-企孔J)誘發 Sprague-Dawley 品象雌

性大白鼠乳癌的形成具有抑制作用;此外， Rose 等(5)提到 esculetin 抑

制人類乳癌細胞株扎在DA-I\個闢231 生長，是選擇性抑制弘和 12-lipooxy

genase '而不是抑制 prostaglandin 的生成; Noguchi 等人 (6) 指出

esculetin 為 lipoxygenase 抑制物，當人類乳癌細胞株 MDA回MB-23 1 令
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linoleic acid 峙，會明顯降低 leukotriene B(L TB)的分;法，進而抑制細胞

的生長;另外根據本實驗室研究及其它報告顯示， esculetin 及相關衍生

物(如 7刪hydroxycoumarin)具有良好的抗氧化能力 (7-9) ，而 Chang 等說

明各種 coumann 衍生物對於 xanthine oxidase 活性具有良好的抑制作用

(1 0)和捕捉超氧陰離子(02-) 的能力 (11) ，除此，亦有研究發現 e郎sc叩ul加e仗ti血n 

與 3 ，5-di社te叮rc彷bu肘lty抖1-4.

效，可提高肝臟中還原態 glutathione 的濃度，降低脂質過氧化物

(thiobarbituric acid闖reactive substances, TBARs)的形成，保護生物體免受

氧化性損傷(12) ，而 Gialin 等人提出 esculetin 對於 paracetamol 和四氣

化碳(CC14)引起的肝細胞毒性具有保護作用(13) 0 1993 年 Huang 等人指

出 esculetin 抑制血管平滑瓶，細胞之增生，可能透過抑制 protein tyrosine 

kinase 和 lipooxygenase 活性(14) , 1994 年又提出 esculetin 可抑制人類 T

細胞淋巴癌(CEM cells) 之 protein tyrosine kinase 及 protein kinase C 的活

性，且可降低 PDGF-mRNA ，進而抑制細胞生長(15) 。

1993 年，有研究指出 coumann 對於 renal(ACHN 和 Caki-2) 及

erythroleukemia(K562)等細胞株具有細胞毒性，以流速細胞儀測定顯

示 couamnn 能使細胞停滯在 GO/Gl 期(1 6) ，少量進入 S 期; 1994 

年， Kahn 等人提出 coumann 可減緩 MTV-EJras 細胞株細胞過期的進

行，避免細胞過度增生(17) ;另 Egan 等人發現 8-nitro自7-

hydroxycoumarin 可改變 K562 和 HL-60 細胞株的細胞適期及抑制 DNA

合成，並誘發 apoptosis 導致細胞死亡(1 8) 。

近年來有許多研究指出一些抗癌縈物可藉由引起癌細胞的程序式死亡

或改變癌細胞的生長過期，來達到抑制癌細胞的增生與惡化。雖然程

序式死亡的機制仍不甚清楚，但一般認為細胞在接收到死亡訊息後，

可能藉由改變內在 target(如粒腺體)的正常功能，進而活化一些酵素
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(如: CPP32 、 PARP-γ) ，導致細胞死亡。此外，調節細胞過期進行的

蛋白 cyclin 、 cyclin-dependent kinase 及 cyclin-dependent kinase inhibitor 

與腫瘤形成有極密切的關條(19-23) ，所以了解抗痞藥物對細胞過期的

調控作用有助於提高藥物之效率。

愈來愈多研究指出癌症和細胞週期的調控有極密切的關餘，而調節

細胞週期進行的相關蛋白在癌症形成過程中貝11扮演重要角色。一般來

說， mammalian cell cycle 分成四個 phase : GO/G 1 、 S(replication) 、

G2 、 M(mitosis) ，而 cyclin 、 cyclin-dependent kinase(Cdk) 及 cyclin

dependent kinase inhibitor 則是負責調控細胞週期進行的相鴨蛋白，其中

在 G1 早期， cyclin D 可和 Cdk-4 或 Cdk-6 形成複合體，導致 Rb 蛋白磷

駿化(pre-phosphorylation) ，進而活化轉錄因子 E訝，按著在 G1 a兔期

(G1-S) , cyclin E/Cdk-2 可使 Rb 蛋白完全磷酸化(包ll-phosphorylation) , 

進而促使細胞進入 S 期，導致 cyclin A/Cdk-2 的活化(24) 。許多研究指

出在腫瘤細胞中，如淋巴癌、乳癌、頭頸部鱗狀細胞癌、結腸直腸

癌、肝癌、肺癌、皮膚癌、副甲狀腺癌、胃痞、食道癌等常發現 G1

cyclin( cyclin D 、 cyclin E)有過度表現的情形(19-泣， 25-29) ，而且aas 等

人(30)說明 Cdk-4 具有 oncogemc 的能力，而Ito 等人發現 Cdk間2 及

Cdk-4 的 overexpresslOn 和子宮內祺異位癌有關(19) 。由上述知，調節

細胞過期的蛋白如果過度表現，會使細胞過期縮短，導致細胞過度增

生、癌化，而有文獻報告提出以抗痞藥物處理癌細胞株可使 cyclin 及

Cdk 裂解，改變其生長過期，進而達到抑制腫瘤細胞的產生。

許多研究發現 protooncogens(如 Myc)會影響細胞的細胞過期，和

癌症的形成有闕，此外也影響細胞的增生、分化。 Steiner 及 Pusch 等

(31 、 32)發現 Myc 的活化會使 G1 cyclin 及 Cdk 活性增加，促使 Rat1-

MyER 細胞增生， Jansen 等 (33)說明 Myc 的 overexpresslOn 會抑制
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cyc1in D 的表現。最近有研究(34)指出判2/p44MAPK 除了和細胞增生

有關外，其活化也可使 cyc1in D 1 promotor 活性及蛋白表現量增加，而

p38MAPK 的活化，則是使 cyc1in D 1 promotor 活性及蛋白表現量減

少，另外也有文獻指出 p38MAPK 和細胞分化有閱(35) 。

Apoptosis 為細胞死亡的一種形式，又稱 programmed cell death 。

其中有許多分子參與 apoptosis 複雜的調節過程，包括較早期位於粒腺

體膜上 Bc1-2 family 成員闊的相互調節(36 、 37) ，中期 interleukin-1βm

converting enzyme(ICE) family 的活化(38-40) ，以及晚期 ICE family 的

受質切割斷裂，如 poly(ADP-ribose )polymerae (P ARP-γ)(41) 、 nuclear

lamin(4月一…等等。 1996 年 Wang 等發現 cytochrome c 若從

mitochondria 釋放至 cytosol '可促使 caspase-3 (CPP3 2)活化，而活化的

caspase-3(CPP32)可進一步切割 PARP-γ ，導致細胞 apoptosis(43) ，且

apoptotic protease activating factor -1 (Apaf-1)及 3(Apaι3)兩種蛋白質參與

cytochrome c 活化 caspase-3 的過程(44) 。

由過去研究知 esculetin 其有抗發炎及抑制癌細胞生長的功效，然、

其機制不明，故本研究選用 esculetin 為實驗材料，觀察其對癌細胞

廿五-60 、 HepG2 、日3B)的生長抑制作用及對細胞過期的影響。
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研究目的

根據本實驗室研究及其它報告顯示， esculetin(6,7-

dihydroxycoumarin)及相關衍生物(如 7個hydroxycoumarin)具有良好的

抗氧化能力，且文獻也指出香豆精衍生物如 1 ，2-benzopyrone 、弘

hydroxycoumarin 對人類惡性細胞株皆具有抑制生長的作用;故本實

驗以 esculetin 為材料，利用 MTT 法測定人類血癌細胞株(HL-60)及

肝癌細胞株(HepG2 、日3B)的生長曲線，再以流速細胞儀分析細胞過

期和以西方點墨法觀察蛋白質表現，探討 esculetin 對這三種細胞株

的生長抑制作用和對細胞過期之影響。
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材料與方法

(一)化學試劑

Dulbecco' s Modified eagle medium 、 RPMI 1640 medium 、 PSN

antibiotic mixture 、 fetal bovine serum 、 nonessestial amino acid 、

phosphate buffere往 saline(pBS) 、 sodium pyruvate 、 glutamine 以上購

自美國 GIBCO BRL 公司， Sodium dodecyl sulfate(SDS) 、 propidium

iodide 、 ribonuclease A(RNase A) 、 Tris-base 、 Tris-HCl 、 MT了。-[4，5-

dimethylthiazol-zyl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 、 sodium

orthovanadate 、 β-mercapoethanol 、 ponceau S concentrate 以上皆購自

美國 Sigma 公司， Glycine 、 Bio-Rad TEMED(N' ,N' ,N' ,N' -Tetra

methylethylenediamine) 、 protein assay kit 、、 acrylamide 、 bis(N'，N'

Methylene-bis-acylamide) 以上購自美國 Bio-Rad 公司， methanol 、

sodium chloride 、 Tween-20 、 isopropanol 、 bromophenol blue 、

glycerol 、Amonium persulfate 、 ethanol 、 NP-40 、 deoxycholic acid 、

PMSF 、 leupeptin 、 aprotinine 、 nitrocellulose membrane 、 X-ray

缸缸lm(Ko吋da玖k)卜、 α -t削u由bu叫山li血n叫(仔T-引.

Cyclin封血n E(HE12勾)mo昀ouse monoclonal 1站gG2b antibody(Santa Cruz 

Biotechnology , sc-247) 、 Cyclin D mouse monoclonal IgG2a 

antibody(upstate biotechnology , 05-362) 、 Cyclin dependent kinase-

2(D-12)mouse monoclonal IgG1 antibody(Santa Cruz Biotechnology , 

sc-6248) 、 Cyclin dependent kinase-4(H-303) rabbit polycloI)al 

antibody(Santa Cnlz Biotechnology ，詔-749) 、令myc(C-8) mouse 

monoclonal IgG2a antibody(Santa Cruz Biotechnology , sc-41) 、Anti

ACTIVE™ p38 pAb(Promega ' cat.#V290 1 )rabbit polyclonal anti佩

body 、Anti闖ACTIVE™ MAPK pAb(Promega ' cat.#V8031 )rabbit 

polyclonal antibody 0 

(二)儀器

分光光譜儀: UV and Visble Spectrophotometer(HITACHI ; U2000) 

倒立式顯微鏡: Nikon ; Diaphot 300 

流速細胞儀(Flowcytometer)
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蛋白質電泳槽: Mini protein II cell (BIO-RAD) 

蛋白質轉印槽: Hoefer pharmacia Biotech 

Microcentrifuge : Shelton VS 15 

冷凍離心機: Sigma 2K 15 
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實驗方法

一細胞培養

"人類血癌細胞株 HL-60 (from acute promyelocytic leukemia 

patient '含有 Rb 但不合 p53) 均養於 RPMI 1640 培養基{內含 10%

heat-inactivated fetal bovine serum(FBS : Gibco BRL) 、 1% PSN 和

1 % glutamine} 。

"人類肝癌細胞株 Hepatoblastoma G2(含有 Rb 和的3)垮養於

D扎在EM 垮養基(Gibco BRL. MD. USA) ，內含 10% heat-Ínactivated 

fetal bovine serum(FBS : Gibco BRL) 、 1% PSN 和 1 % nonessential 

amino acid 。

"人類肝癌細胞株 Hepatocellular carcinoma 3B(不含有 Rb 和的3)

垮養於 D扎在EM 玲養基(Gibco BRL 孔的. USA) 內含 10% heat

inactivated fetal bovine serum(FBS Gibco BRL) 、 1% PSN 、 1%

nonessential amino acid 及 1 % sodium pyruvate) 。

將以上三種細胞株，培養於垮養箱，垮養箱維持 5%C02 、 37
0

C 恆

溫，細胞密度維持在 2 x 105~1 X 106cellsl甜，每過更換 2~3 次玲養

基。

二. MTT 法

此法靜、根據Alley 等之方法(45) ，其原理是存活的細胞能經由粒腺艘中

的 dehydrogenase 作用，而將 MTT 3-[4，5-dimethylthiazol-2-yl]岳，5個

diphenyl tetrazolium bromide)代謝還原成 formazan crystal 0 實驗方法是

在 24 well 的培養旦中置入 2 X 104cellsl剖，然後加入 0 、 10 、 20 、 50 、

10。但M 白色 esculetin '分別玲養 24 、 48 、 72 小時後，去除玲養基，以

PBS wash 後，加入新的垮養基及 100111 MTT(5mglml) ， 作用 4 小時

後，去除培養基，加入 lml isopropanol 將 formazan 溶解，於光波長

563nm 下測定 OD 值

一 細胞過期分析

一 HL-60 細胞(2 X 1051ml) 培養於含 100μM esculet恆

的培養基中 0 、 6 、 12 、 24 、 36 、馮小時
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一-H3B 或 HepG2 細胞(2 x 106 cell Idish)培養於 100μM

esculetin 的培養基中 0 、 24 、 36 、 48 、 72 小時

分別收集細胞，以冰的 PBS wash 後離心，再加入 1ml 冰的 80%

ethanol 將細胞固定(一滴一滴加，使細胞充分固定) ，然後置於-20
0

C

冰箱 16-18 小時;隔天離心後，以 1ml PBS wash '再加入 1ml

propidium iodide(1 0 /lg/ml '內含 40間Iml 的 RNase A) ，於 37
0

C 水浴

中遊光作用 30 分鐘，最後置於冰上，以流速細胞儀(Flowcytomet的

測定。

四. Nuclear extraction 

1.以不同濃度的 esculetin 暴露 HL-60 細胞不同時間後，收集細

月色以 PBS wash 。

2. pellet 加入 500μ1 ice-cold lysis buffer(1 0mM HEPES, PH7.9 ; 

10m扎在 KCl ; 0.1mM EDTA ; O.lmM EGTA ; 1m扎在 DTT;

0.5mM PMSF proteinase inhibitor 2μglml leupeptin 、

2μg/ml apoptinin 、 0.03mM sodium orthovanadate) 

3. 每管以 type B pestle 研磨的下

4. 於 4
0

C ' 1000 X g 離心 10 分鐘

5. 取 supernatants '再以 10000X g 於 4
0

C離心 20 分鐘

6. pellet→臨的chondr泊，加入 TNC buffer(10mM tris-acetate, 

PH8.0 '內含 0.5% NP-40 及 5mM CaC12 。

7. supernatants 再以 100000 X g 於 4
0

C離心 1 小時

8. supernatants • cytosols 

五.西方點墨法(Western blotting) 

將 HL欄60 細胞培養於令 100μM esculetin 的堵養基中

於 0 、 6 、 12 、 24 、 36 、 48 小時收集細胞，或將 H3B 細胞培養於令

100μM esculetin 的垮養基中於 0 、 12 、 24 、 36 、 48 、 72 小時收集細

胞，以 PBS wash 後，加入 RIPA buffer{150mM NaCl 、 1 % NP陋的、
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0.5% deoxycholic acid 、 0.1% SDS 、 50mM Tr芯， PH7.5( 內令 lmM

sodium orthovanadate 、 100μg/ml PMSF 、 170μg/ml leupeptin月 ，方令冰

上震盪 30 分鐘後，再加入 100μglml PMSF呵，以 4
0

C 10000 rpm 離心

10 分鐘，即得 total cell lysate 一所得蛋白質再以 BIO-RAD protein 

assay kit 定量。

取約 60μg 蛋白質與 loading buffer(3ml distilled water 

、1r凶I

昆β 閻-me叮rc臼aptωoe仗thano叫l 、 O .4ml 0.5% br叩omιophenol blue) 以 1 : 1 比例 j混

合，於 9仍5
0

C 加熱 l叩O 分錯，然後放入冰浴中冷卻，再以小型離心機

spin down 。接著將 sample 放入 well 內，以上層膠 70V' 下層膠

120V 跑電泳;待電泳結束後，進行 transfer 以 nitrocellulose

membrane 轉印，接著再以含 5%脫脂奶粉的 TBS buffer( 1 OmM Tris 、

150mM NaCl 、 0.05% Tween-20 ' PH8.0)blocking 30 分鐘， wash 乾淨

後，將 NC paper 置於 l 級抗體中反應 overnight(4 OC) ，之後以令

tween-20 之 TBS 洗三次，再以 Horser叫Ìsh peroxidase co 恥jugated goat 

anti-mouse antibody 反應的~60 分鐘，再以令 tween-20 之 TBS 洗三

次，最後加入Amersham ECL reagents kit 反應，於暗房以 Kodak

film 曝光 1~10 分鐘，以顯影劑及定影劑沖片觀察。
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結果

一. MTT 法之街跑毒性分析

1. 1丑-60 細胞株暴露不同濃度的 esculetin(包括 :0 、 10 、鈞、 50 、

lOO !lM)24 小時後，發現在 50μ扎在及 100μM 濃度下可看到輕

微的細胞細胞毒性，其細胞存活率分別為 80%和 750Io(P<0.1) , 

而以 50 !lM 及 100μM 濃度的 esculetin 處理細胞 48 小時後，

其細胞存活率降低至約 74%和 40%(P<0.01) 。

2. HepG2 細胞株暴露不同濃度的 esculetin(包括 :0 、 10 、鈞、 50 、

100阱。48 小時後，發現在 50μM 及 100μM 濃度下可看到輕

微的細胞細胞毒性，其細胞存活率分別為 73% 和

70%(P<0.01) ，而以 50 !lM 及 lOO !lM 濃度的 esculetin 處理細

胞 72 小時後，其細胞存活率降低至 58%和 49%(P<0.001) 。

3. Hep3B 細胞株暴露不向濃度的 esculetin(包括 :0 、 10 、鈞、 50 、

lOO !lM)48 小時後，發現在 20μM 、 50 !lM 及 100μM 濃度下

可看到輕微的細胞細胞毒性，其細胞存活率分別為

87%(P<0.01) 、 77%(P<0.05)和 73% (P<O.Ol) ，而以 20μM 、 50μM

及 100μM 濃度的 esculetin 處理細胞 72 小時後，其細胞存活

率則降低至 75%(P<0.05) 、 48%(P<0.01)和 44%(P<0.01) 。

二.細胞連期分析

1.將 100μM esculetin 垮養在 HL60 細胞株中 0 、 6 、 12 、 24 、 36 、

48 小時，然後以流速細胞儀分析其細胞週期變化。結果在實

驗中明顯觀察到細胞週期在 24 小時有 GO/G1 phase 停滯及

G2!M phase 減少的現象，而至 36 、 48 小時除了有 GO/G1 phase 

停滯及 G2!M phase 減少的現象外，史觀察到 hypodiploid DNA 

的產生(即 apoptotic peak) 。

2. 將 100μM esculetin 培養在 HepG2 細胞株中 0 、 12 、 24 、 36 、

48 、 72 小時，然後以流速細胞儀分析其細胞週期變化。結果
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在實驗中明顯觀察到細胞週期在 48 小時有 S phase 停滯及

GO/Gl phase 減少的現象，而以 100μM esculetin 處理 36 小時

後，有少許 hypodiploid DNA 的產生。

3. 將 100μM esculetin 垮養在 Hep3B 細胞株中 0 、 12 、 24 、 36 、

銘、 72 小時，然後以流速細胞儀分析其細胞迪斯變化。結果

在實驗中明顯觀察到細胞週期在 48 小時有 GO/Gl phase 停滯

及 S phase 減少的現象，而以 100μM esculetin 處理 36 小時後，

有少許 hypodiploid DNA 的產生。

三三.細胞內蛋白質之表現

1.以 100....M esculetin 處理 HL-60 細胞株不符時賄，觀察細胞

內蛋白質之表現。

cyclin D(Fig.19) 

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 HL-60 細胞株停滯在

Gl phase' 而 cyclin D 在細胞過期中是負責調節 Gl 早期的蛋白，

且研究顯示 cyclin D 與腫瘤形成有閱(19♂9) ，故測定其蛋白表

現量。由實驗中發現， cyclin D 在 24 小時明顯減少。

Cdk-4(Fig.20) 

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 HL-60 細胞株停滯在

Gl phase '而在 cell cycle 的 Gl 早期， Cdk-4 可與 cyclin D 形成

複合體，且研究顯示 Cdk-4 其有 oncogemc 的能力(1 9) ，故測定

其蛋白表現量。由實驗中發現， Cdk-4 在 24 小時明顯減少。

Cyclin E (Fig.l刁

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 HL輛60 細胞株停滯在

Gl phase' 而 cyclin E 在細胞過期中是負責調節 Gl 晚期的蛋白，

且研究顯示 cyclin E 與腫瘤形成有閱(1弘29) ，故測定其蛋白表現

55 



量。由實驗中發現， cyclin E 在 24 小時有些微下降，而在 48 小

時明顯減少。

Cdk-2(Fig.18) 

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 T孔-60 細胞株停滯在

G1 phase '而在 cell cycle 的 G1 晚期， Cdk-2 可與 cyclin E 形成

複合體，立研究顯示 Cdk-2 與腫瘤形成有關(19) ，故測定其蛋白

表現量。由實驗中發現 'Cdk-2 在 o ~ 36 小時的表現量並無改變，

而到 48 小時才明顯減少。

c-myc(Fig.21) 

c-myc 與細胞週期進行有關。結果顯示 c-myc 隨處理時問增

加，其蛋白表現量增加，而在 24 小時達最大值。

PARP- r(Fi智~24)

P品評 γ 的裂解與 apoptosis 有關。在實驗中發現 Esculetin 處

理 24 小時 ， pj恨p-γ 開始分解，此結果與 CPP32 一致。

。Jtochrome c 

1996 年 Wang 等(43)發現 cytochrome c 從 mitochondria 釋放

至 cytosol 可活化 CPP32 '導致細胞走向 apoptosis 而由實驗發

現，以 100μM esculetin 處理 cytochrome c 12 小時(Fig22 、 23) , 

cyto-chrome c 大量從 mitochondria 釋放至 cytosol 。

2. 以 lOOI1M esculetin 處理 H3B 細胞株不同時間，觀察細胞內

蛋白質之表現。
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Cyclin E(Fig. 刁

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 H3B 細胞株停滯在 Gl

phase '而 cyclin E 在細胞週期中是負責調節 Gl 晚期的蛋白，且

研究顯示 cyclin E 與腫瘤形成有關(19-29) ，故測定其蛋白表現

量。由實驗中發現， cyclin E 在 36 小時開始減少，至 72 小時幾

乎完全裂解。

Cdk-2(Fig.8) 

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 H3B 細胞株停滯在 Gl

phase '而在 Gl 日兔期， Cdk-2 可與 cyclin E 形成複合體，且研究

顯示 Cdk-2 與腫瘤形成有鵑(19) ，故測定其蛋白表現量。由實驗

中發現， Cdk-2 在 72 小明顯減少。

。clin D(Fig.砂

由流速細胞儀測定顯示 esculetin 會導致 H3B 細胞株停滯在

Gl phase' 而 cyclin D 在細胞週期中是負責調節 Gl 早期的蛋白，

且研究顯示 cyclin D 與腫瘤形成有關(19-29) ，故測定其蛋白表

現量。由實驗中發現， cyclin D 至 72 小時才明顯減少。

c-.均Jc(Fig. 再j

c-myc 與細胞週期進行有關。結果顯示 c-myc 在 24 、 36 小時

蛋白表現量增加，而至 48 小時叉開始減少。

Phospho-P3 8 (Fig. 9) 

過去報告知: P38MAPK 和細胞的 di在erentiation 有闕，本實驗

發現以 esculetin 處理 12 小時，的8 的磷酸化增加，至 24 小時達最

大量。

Plwspho-MAPK(Fig.l0) 
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過去報告知 :MAPK 和細胞的 antipro liferati on 有闕，本質，驗發

現 esculetin 處理 H3B 'MAPK 的磷酸化並無名顯改變，顯示 esculetin

抑制 H3B 的生長，並非經由 MAPK 這條路徑。
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討論

esculetin 及相關衍生物(如 7-hydroxycoumarin)具有良好的抗氧化

及抗發炎能力 (7-的，對於人類惡性細胞株也具有抑制生長的作用 (3峙，

14-15) ，而本研究以 esculetin 為材料，研究其對人類血癌細胞株(HL-60)

及肝癌細胞株(HepG2 、 H3B)的生長抑制作用及對細胞週期之影響。結

果由實驗中發現 esculetin 對 HL-60 、 HepG2 及 H3B 細胞皆具有細胞毒

性，而比較這三種細胞發現 esculetin 對血癌細胞株 HL且60 具有較強的

抑制生長之能力。由過去研究如癌症和細胞迪斯的調控有極密切的關

條(24) ，且文獻報告 coumann 及其衍生物(8-nitro-7-hydroxycoumarin)能

使 renal(ACID村口 Caki開2) 、 e可throleukemia (K562)及王五欄60 等細胞株細

胞停滯在 GO/G1 phase '減少細胞進入 S phase 抑制 DNA 合成(16) ;結

果以流速細胞儀測定顯示: 100μM esculetin 可使 HL-60 細胞過期在 24

小時有 GO/G1 phase 停滯及 G2/M phase 減少的現象，而至 36 、 48 小時

除了有 GO/Gl phase 停滯及 G2/M phase 減少的現象外，史觀察至11

hypodiploid DNA 的產生(即 apoptotic peak) ;至於 HepG2 則細胞過期在

48 小時有 GO/G1 phase 減少及停滯在 S phase 的琨象;而 H3B 的細胞過

期在 48 小時有 GO/G1 phase 停滯及 S phase 減少的現象，且以 100μM

esculetin 處理 36 小時後，有少許 hypodiploid DNA(約 8%)的產生;以

上實驗顯示 esculetin 對不同的細胞株具有不同的生長抑制作用。

根據過去文獻報告調節細胞迪斯進行的相關蛋白和痞症形成有閱

(24) 。許多研究也指出在腫瘤細胞中， G 1 cyclin( cyclin D 、 cyclin 日常

常有過度表現的情形(19-泣， 25-29) ，而 Hass 及Ito 等也發現 Cdk-2 和

Cdk斗的活性會影響細胞的週期變化，和痞症形成有關(19 、 30) 。本實

驗藉由西方點墨法觀察與細胞週期有關之蛋白質表現，發現在 HL-60

中， esculetin 處理 24 小時， cyclin D 及 Cdk-4 時始減少，然對 cyclin

E 、 Cdk-2 則無顯著之影響，表示 esculetin 對 HL-60 細胞過期的改變是
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發生在 G1 早期;相反的，在 H3B 中， esculetin 主要是造成 cyclin E 減

少，而對方于 HepG2 則需進一步探討。

根據過去研究粒腺體在 apoptosis 活化過程中扮演很重要的調節角

色，包括一些酵素蛋白的活化、 apoptosis-inducing factor(AIF) 及

cytochrome c 的釋放(46) ，結果在實驗中觀察到 esculetin 處理 HL間60 細

胞 12 小時， cytochrome c 從 mitochondria 內釋放至 cytosol '進一步發

現在處理 24 小時後， CPP32 有被活化分解及受質 PARP-γ 有被切割等

現象，顯示 esculetin 導致 HL-60 細胞的 apoptosis 是透過

mitochondria : cytochrome c > CPP32 > P AR恥 γ 這條路徑。

許多研究發現 protooncogens(女口 Myc)會影響細胞的過期變化。由實驗

結果發現， esculetin 處理 H3B 細胞 24 小時， c-Myc 的蛋白表現最有增

加的情形，至 36 小時達最大量，而以 esculetin 處理細胞 24 小時，

cyclin D 開始減少，處理 36 小時， cyclin E 明顯減少，此結果與 Jansen

等(31)提出 Myc 的 overexpresslOn 會抑制 G1 cyclin 的蛋白表現相符合;

除此 c-Myc 與細胞的增生、分化也有關，結果發現 esculetin 處理 H3B

48 、 72 小時， c國Myc 的蛋白表現量明顯減少，顯示 esculetin 可透過 c

Myc 抑制 H3B 的生長或促進其分化。有研究提到 p位/p44MAPK 除了

和細胞增生有關外，其活化也可使 cyclin D 1 promotor 活性及蛋白表現

量增加，而 p38卸的PK 的活化，則是使 cyclin D 1 promotor 活性及蛋白

表現量減少(34) ，另外也有研究指出 p38MAPK 的磷駿化增加可促使細

胞分化(35) 。結果在本實驗中觀察到以 esculetin 處理 H3B 細胞，

p38MAPK 磷酸化增加， p42/p44 MAPK 的磷酸化狀態並無意義之改

變，而 c)叫in D 的蛋白表現減少。綜合上述，以 esculetin 處理 H3B'

會使 cyclin D 及 E 減少，導致細胞過期停滯在 G1 phase '而 c-Myc 也
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會影響其迪斯變化，此外，也可透過 c-Myc 和 p38MAPK 抑制肝癌細

胞株 H3B 的生長或促進其分化。
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Fig 1. Structure of esculetin 
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Fig 12. Flow cytometry analysis of HepG2. HepG2 cells were 

incubated with lOO !lM esculetin for indicated time, then washed and 

harvested. The cells were fixed wÌth 80% ice-ethanol and stained with 

propidium iodide and the DNA content was analysis by flow 

cytometry. 
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Fig.21. Effects of esculetin on c-Myc protein expressed in HL糊60. Cells 

were treated with 100μM esculetin for various times. The extraction of 
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times. The extraction of total celllysates were electrophoresed 15% SDS且

PAGE, and blotted. 

89 



3 

。 20 50 100 0 20 50 100 (hrs) 
19KDa 

Cyto. C 一學轉

的ubulin -+ 鵬柵欄鵬 翻體-49KDa

(
4公
)
全
的C
ω
h
M
h
v
o
v
g
m
o
v
c

40 

20 

。。

忠。

60 

40 

20 

?f2. 100 
b 
的

g:; 80 
"0 
"0 
Q) 

~ 60 
c) 
由

c 

120 

「圓圓白白白白開

「自由-“…

戶一一一…

O 20 50 100 (uM) 

40 

20 

O 
o 20 50 100 (uM) 
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