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中文摘要 

腎細胞癌(Renal cell carcinoma, RCC)是由腎臟近曲小管上皮細胞癌化而來的

惡性腫瘤，且因容易發生轉移導致治療的預後非常差。近年來，許多研究證明小

分子天然藥物具有抗癌等功效，其中積雪草酸(Asiatic acid)是一種五環三萜分子

並在許多過去研究中發現具有抗菌、抗氧化以及抗腫瘤功效。然而 Asiatic acid 對

於腎癌細胞的抗癌效用及機轉尚未清楚。因此，為了釐清藥物 Asiatic acid 對於

腎癌細胞潛在的抗腫瘤效用，首先我們利用細胞毒性測試以及細胞群落試驗探討

Asiatic acid 對於腎癌細胞株 786-O、A-498、Caki-1、ACHN 以及腎小管正常細胞

株 HK2 的細胞毒性或對細胞生長是否有所影響。結果顯示，在劑量 0 - 40μM 的

Asiatic acid 處理 24 小時下，對於 HK2 以及腎癌細胞株皆沒有明顯抑制細胞生

長。此外，利用 Propidium Iodide (PI)染色並以流式細胞儀進行分析也發現 Asiatic 

acid 對於腎癌細胞株的細胞週期分布並無明顯影響。接著，我們進一步利用

Boyden-chamber 及傷口癒合試驗觀察 Asiatic acid 處理是否影響細胞侵襲以及爬

行的能力，其結果發現隨著 Asiatic acid 濃度增加，抑制癌細胞爬行和侵襲的能

力越明顯。我們進一步分析 Asiatic acid 會抑制基質金屬蛋白酶 MMP-15 蛋白以

及 mRNA 表達量。此外，有絲分裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein 

kinase, MAPK)訊息傳遞分析方面也發現 Asiatic acid 會抑制 p38 及 ERK 蛋白磷

酸化。為了更確定其作用機制，我們利用 si-RNA 抑制內生性 ERK 及 p38 蛋白

表達後，發現 Asiatic acid 能更抑制癌細胞的轉移且 MMP-15 也受到加成性抑制。

因此，我們可以初步推斷 Asiatic acid 抑制 ERK 以及 p38 蛋白磷酸化過程進而抑

制 MMP-15 的表現量。根據上述結果，Asiatic acid 可作為一種抗腎癌細胞轉移

的潛力藥物。  

 

關鍵字：積雪草酸、基質金屬蛋白酶-15 (MMP-15)、ERK、p38、腎細胞癌、轉

移 
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Abstract 

Renal cell carcinoma (RCC), which is a malignant tumor derived from the 

epithelial cells of the proximal tubule. For those with advanced cancer whose disease 

progresses despite standard therapy, treatment options are limited and survival is poor. 

Asiatic acid (AA) is a pentacyclic triterpenoid isolated from Centella asiatica (L.) 

Urban. It has been reported that as potential biological activities and possesses 

antitumor activities, including lung cancer, cholangiocarcinoma, as well as colon cancer. 

However, the anticancer effect and molecular mechanisms of AA on RCC is remain 

unclear. Our findings indicated the cell viability and cell cycle distribution of 786-O, 

A-498, Caki-1, and ACHN were no influenced by AA treatment. Moreover, AA 

inhibited migration and invasion of RCC cells, as well as significantly down-regulated 

mRNA and protein expression of MMP-15 with dose-dependent. The molecular 

mechanism analysis exhibited that extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 

(ERK1/2) and p38 mitogen-activated protein kinase (p38) activation was inhibited, 

whereas AA combined with siRNA-ERK or siRNA-p38, synergically reduced the 

migration and invasion of 786‐O and A‐498 cells, as well as decreased the MMP-15 

expression. In conclusion, AA inhibits the metastatic properties of RCC cells via 

inhibiting p-ERK/p-p38 mediated MMP-15 expression. Based on the above, AA might 

be developed as a potential anti-metastatic agent for RCC. 

 

Keywords: Asiatic acid, MMP-15, ERK, p38；Renal cell carcinoma, metastasis 
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(一) 研究動機與研究問題 

 根據國民健康局統計資料顯示，近 10 年來癌症時鐘(每一確診癌症病例所需

時間)越來越少。而 107 年統計資料則顯示惡性腫瘤仍為十大死因排名首位，雖

然腎癌發生率逐漸下降，十大癌症中排名也相較其他癌症低，但根據 2007 年統

計資料指出有七百六十八位國人罹患了腎臟癌，同年因腎臟癌死亡的人數高達五

百二十二人，顯示出腎癌昰低發生率但高死亡率的癌症。近十年來，標靶治療是

「轉移型或晚期腎細胞癌」病患的標準治療，並成功延長病人的平均存活期將近

一倍。雖然目前至今核准用以治療晚期腎細胞癌之標靶藥物達七種之多，有酪氨

酸激酶抑制劑--紓癌特及福退癌，mTOR 抑制劑以及 anti-VEGF 抗體-癌思停注射

劑(bevacizumab)的使用，但皆具有嚴重的副作用[1]，因此導致受治療的患者容易

停止治療而導致預後不佳。因此在治療腎癌的全身性藥物上仍有發展與改進的空

間，尤其是針對轉移性的腎細胞癌。多年來，對於 Asiatic acid 已有許多研究，例

如:2016 年已被研究出能減少卵巢癌細胞中 CDK2，CDK4 的蛋白表達，使 G0/ 

G1 細胞週期停滯，藉此阻止卵巢癌細胞的生長並誘導其凋亡[2]。然而，Asiatic 

acid 對於腎癌細胞轉移和侵襲以及其抑癌機制還尚未有研究。因此，本計畫將深 

入探討 Asiatic acid 對於腎癌細胞的抗癌及抗轉移作用和相關訊息傳遞路徑，並

更進一步探討其詳細分子機制。 

 

(二) 文獻回顧與探討 

一. 腎細胞癌(Renal cell carcinoma) 

1. 簡介 

    腎臟癌是一種腎臟細胞病變所引發的癌症，可分為腎細胞癌和腎盂癌兩種，

而成人的惡性腎臟腫瘤最常見的是腎細胞癌(Renal Cell Carcinoma, RCC)，由腎臟

皮質細胞異常增殖所形成的，佔腎臟癌的 92.46％。目前在美國的研究顯示腎臟

癌有年輕化的趨勢[3]，而近年來台灣的腎癌患者也連年增加，在任何年齡均也可

能發生，但好發於 40 歲至 70 歲，以男性為主，男女性比例約為 1.5：1。而 RCC

在全世界是導致高死亡風險的第七大最常見的惡性腫瘤部位[4]，且罹患率有逐

年升高之趨勢，有將近 90%的發生率[5]，每年更以 2%穩定上升。據統計，全世

界每年大約有 208,500 人確認罹患腎癌，而有 174,098 例因腎癌死亡[6]，由於腎

臟癌細胞初期發展緩慢，且腎臟位於後背部深處，所以初期症狀不明顯，以至於

難以發現，往往發現時已經是晚期。再加上腎臟附近血管非常豐富，因此導致腎

細胞癌特別容易轉移，當腫瘤擴散到鄰近的器官或大部份的腎組織被侵犯時，才

會引起疼痛和血尿的症狀，而形成傳統方法中難以治療的「轉移性腎細胞癌」

(Metastatic RCC, mRCC)。雖然對於早期發現的患者五年的存活率可高達 90％，

不過一旦有局部侵犯到周邊淋巴組織或血管，五年的存活率降至 60%，如果遠端

轉移至肝臟、肺臟、骨頭或腦部等，五年存活率則僅剩 10%。目前治療初期腎癌

病患以手術治療為主(76.85%)[7]，晚期則以標靶治療、緩和治療為主，但由於腎

細胞癌對於化學治療與放射治療的感受性差，往往造成病人容易停藥，造成預後
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不佳。雖然近幾年來有許多標靶藥物上市，但是有藥效、價格高昂及嚴重副作用

等問題，導致新增與死亡的病例卻依然有逐年攀升的情況，因此持續研究並尋找

新穎標靶藥物來達到抑制癌細胞轉移甚至促使癌細胞死亡是刻不容緩的議題。 

2. 腎細胞癌的危險因子 

    腎臟癌發生的原因至今仍與其它癌症發生的原因一樣未完全清楚，不過下列

幾項危險因素已和腎臟癌的發生有關，包括肥胖、高血壓、女性激素的使用、吸

菸、藥物濫用、因環境及職業而暴露化學致癌物質、或家族遺傳等有關連[6]。其

中，吸菸與腎臟癌的關係已十分確定，而且發生的比率與吸菸的量成正比，據統

計，腎臟癌患者中 30%的男性與 24%的女性是直接由吸菸所造成，而男性的吸菸

者更容易因這些污染物而導致腎臟癌。此外，長期接受血液透析或接受過腎臟移

植者，可能因長期洗腎造成免疫功能下降；或接受腎臟移植時，使用免疫抑制藥

物而容易造成腎臟癌的發生。 

3. 腎細胞癌的診斷與治療方法 

    診斷腎臟癌上，血液、尿液的檢查是必不可少的，尿液細胞檢查可發現有癌

細胞，血液檢查 67％有貧血、紅血球增多症、血球沉降率增高、肝功能異常，然

而大多數腎臟癌早期都無症狀，不僅腎功能方面也可能毫無變化，還只有約 10%

的病人會同時具有血尿、腰痛及腹部腫塊三個典型症狀，常常直到腫瘤過大壓迫

膀胱，或出現骨頭疼痛或久咳不停等轉移徵兆才會發現。因此，醫學影像檢驗便

是最常用的診斷方法，包括：靜脈顯影尿路攝影檢查、超音波檢查、電腦斷層或

磁振造影檢查、動脈血管攝影、針穿刺檢查、同位素骨掃描等方式。病人若早期

診斷，對於第一、二、三期的腎臟癌治療，手術切除為最主要的根除性局部治療

方式[8]，通常預後較為良好，五年存活率可達 80%。對於不願意或不適合接受手

術者，可採用腎臟腫瘤射頻燒灼術、腎臟腫瘤冷凍治療手術、動脈栓塞或局部放

射治療等局部治療方式，但這些療法目前還並非腎癌治療的標準療程。對於晚期

或轉移性腎細胞癌患者，全身性治療為最主要的治療方式，但因普遍腎細胞癌對

化學治療及放射治療的反應較差，治療成效不佳，中位存活期不到 12 個月，五

年存活率只有 10-40%間。雖然有免疫治療藥物，其作用為增強病人體內對腫瘤

的免疫反應，但是只有約 20%的晚期腎癌患者對干擾素(interferon-α)或介白素

(Interleukin-2)的免疫治療有反應，而且常常伴隨嚴重的副作用，毒性相當大，所

以西方國家主要的治療方法為標靶治療。以 von Hippel-Lindau(VHL)基因缺失所

導致的腎癌為例，其致病機制為缺氧刺激因子增加造成血管增生，因此血管生長

因子之受體為治療標靶。[9]現今針對晚期腎細胞癌的治療主要有免疫治療(干擾

素(interferon-a)或介白素(interleukin-2))、化學藥物、標靶藥物等治療。第一大類

是所謂的抑制多重標靶的口服藥物。這種藥物可以藉由抑制與血管再生有關的酪

氨酸激酶(tyrosine kinase)，使腫瘤無法生長。第二大類是抑制其下游訊號傳遞路

徑的 mTOR 激酶的藥物，進而減少腫瘤細胞生長和血管新生。台灣的口服腎臟

癌標靶藥物有非常多，雖然標靶治療是現今治療趨勢，但副作用以及對特定類型

患者有效，仍舊是很大的問題，且使用一段時間後常出現抗藥性。至於針對轉移
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性腎細胞癌造成的症狀，則以症狀療法和緩和治療為主。 

 

二. 積雪草酸(Asiatic acid) 

    Asiatic acid 為一種萃取自積雪草(Centilla asiatica L.)的五環三萜分子。目前，

已證實其具有許多生物學活性，像是：抗炎、抗菌、抗糖尿病、抗高血脂、神經

保護、抗焦慮、抗抑鬱、保肝、保護胰腺和心臟保護[10]，因此常是多種保養品

內的成分。2019 年台灣也有發表一篇 Asiatic acid 可以抑制 glutamate 的釋放，降

低神經元的興奮性，因此被認為是抗癲癇藥的關鍵機制[11]，而目前也有許多研

究發現 Asiatic acid 具抗癌效果，例如誘導膽管癌[12]、大腸癌[13]、卵巢癌[2]和

腦癌[14]的細胞凋亡。此外，Asiatic acid 也被證明具有抑制肺癌細胞轉移的效用：

2019 年中國研究發現 Asiatic acid 可以抑制細胞轉化生長因子(Transforming 

Growth Factor-β1，TGF-β1)，進而抑制 A549 細胞的侵襲和遷移。此外，Asiatic 

acid可提高經TGF - β1處理的A549細胞中E-鈣黏蛋白的 mRNA及蛋白表現量，

並降低 Snail、 N-cadherin、vimentin 和 β-catenin 的蛋白表現量，以抑制上皮間

質轉化(Epithelial mesenchymal transition, EMT)的發生[15]。從過去文獻顯示，

Asiatic acid 確實具有抑制腫瘤細胞轉移的能力，但 Asiatic acid 對於抑制腎細胞

癌的相關機轉仍尚待研究，所以對於發生率雖然不高但易轉移且高死亡率極高的

腎癌，我們將深入探討此藥物是否具有抑制其轉移的能力。 

 

三. 腫瘤細胞轉移 

    腫瘤細胞在原位成長、多型性發展、血管增生的時候為原位癌，當其開始轉

移(metastasis)時，一開始會附著並侵襲(invasion)周邊的基底膜，穿過細胞外基質

並遷移(migration)入血管膜。接著與血液中的淋巴細胞產生作用、與血小板形成

血栓於血液中運送，然後附著並侵犯血管的基底膜，外滲(extravasation)出細胞外

基質，形成新的病灶，稱作轉移癌。在進入血液循環時，會因靜脈壁較易穿破而

多由靜脈轉移，因此，在血路轉移(hematogenous metastasis)中，肝臟與肺臟最常

被轉移。轉移最重要的步驟就是侵襲和遷移，而侵襲和遷移的標誌就是細胞外基

質的降解增加。惡性腫瘤細胞準備開始轉移時，黏附狀態會先改變，再透過上皮

細胞黏附的關鍵蛋白 E-cadherin 被 Slug，Snail，Twist 和 ZEB-1 / -2 等轉錄因子

下調，使上皮更具滲透性[16]。要破壞基底膜時，會產生細胞外基質(ECM，

extracellular matrix)分解酵素，當中被研究最多有基質金屬蛋白水解酵素(MMPs，

matrix metalloproteinases)及 PA(Plasminogen activator)，以 MMP-9、MMP-2、MMP-

1 分泌量增加，和活化 uPA 與癌症的侵襲和移動最為相關，在一些文獻指出這類

的酵素是癌細胞用來做局部侵襲及遠處轉移時，分解基底膜以便細胞達轉移的目

的，也是癌細胞轉移的指標[17]。 

 

四. 有絲分裂原活化蛋白酶 MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 是細胞訊息傳遞的重要路徑之一，
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各路徑之間會透過相互調控，將細胞外訊號傳至細胞質及細胞核以調節細胞功能，

包括增殖、基因表達、分化、有絲分裂和細胞凋亡。目前在哺乳類細胞已發現三

條並行的 MAPKs 訊息傳遞路徑：ERK1/2、JNK1/2 及 p38。細胞膜上有 Tyrosine 

kinase receptor 與 G protein，當 Tyrosine kinase receptor 與特異性受體結合後，可

使受體形成 dimer 並進行一連串的訊息傳遞。首先活化 Ras，接著透過磷酸化來

活化 MAPKKK→活化 MAPKK→磷酸化 MAPK (ERK1/2、JNK1/2 及 p38)。而

活化後的 ERK1/2、JNK 和 p38 即可進入細胞核以活化核內轉錄因子如 c-fos、c-

Jun、Elk-1、c-myc 和 ATF2，參與細胞增殖與分化的調控。由此可知，MAPK 訊

息的失調可能會發生許多生理狀態的改變，包括神經退行性疾病，代謝綜合症和

癌症，因此使用合成化合物標靶抑制 MAPK 傳遞訊息將能有效治療癌症[18] 。 

 

(三) 實驗架構 

 

 

(四) 研究方法與步驟 

4-1. 細胞培養 

人類腎小管上皮細胞株 HK2 以及人類腎癌細胞株 786-O、A-498、Caki-1 以

及 ACHN，取自食品工業發展研究所菌種中心國家衛生研究院細胞庫。分別利用

F12/DMEM、RPMI 培養液外加 4.5g/L glucose、10 % fetal bovine serum(Biological 

Industries) 、 2.2 g/L sodium pyruvate、 100 units/mL penicillin 和 100 μg/mL 

streptomycin，及 MEM 外加 10 % fetal bovine serum(Biological Industries)、2.2 g/L 

sodium pyruvate、100 units/mL penicillin 和 100 μg/mL streptomycin、NEAA，並

培養細胞於 10 cm dish 中，培養條件為 37℃、5% CO2，每日將細胞置於顯微鏡
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下觀察，並定期更換培養液。 

4-2. MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay 

為了評估 Asiatic acid 的細胞毒性，利用 MTT 試劑來測定。其方法為：將細

胞以每 2 × 104 個細胞/well，接種在 24 well 中培養 24 小時。接著每個 well 各加

入不同濃度(0、10、20、30、40、50 μM)的 Asiatic acid，每個濃度重複兩次。各

在 24 與 48 小時後，去除上清液後，每個 well 加入 1ml 10%MTT 試劑(5 mg/ml)，

放置 4 小時後去除上清液。用異丙醇溶解藍紫色結晶(Formazan)，放到 shaker 上，

待其均勻混合溶解後，利用 ELISA reader 以波長 570 nm 讀取吸光值。最後，將

不同濃度(0、10、20、30、40、50μM)與相對的吸光值做成統計圖表。 

4-3. 細胞群落實驗(Colony formation assay) 

為了試驗 Asiatic acid 是否會影響細胞的長期存活率，利用細胞群落實驗測

定之。其方法為：將細胞以 2000 顆/2c.c，接種在 6well 中培養 24 小時。接著每

個 well 各加入不同濃度(0、10、20、40 μM)的 Asiatic acid。三天後再換一次藥。

待細胞呈現八分滿時，移除培養液，以 PBS 清洗細胞後，加入甲醇靜置 15-20 分

鐘以固定細胞。接著將甲醇移除，用 5% Giemsa 染劑過夜染色，而後再用 PBS

清洗染色細胞上多餘的染劑，接著即可拍照觀察，此實驗可評估 Asiatic acid 對

細胞長期存活率的影響。 

4-4. 細胞週期分析(Flow cytometry analysis) 

將 4x 105 個細胞培養於 6 cm dish 中。以不同濃度(0、10、20、40 μM)的 Asiatic 

acid 處理細胞，並放入培養箱培養 24 小時。細胞先以 Trypsin 收取，離心後移

除上清液，再用 PBS 清洗離心，接著，緩慢加入冰的 75%酒精固定並打散，放

置於-20℃固定 3 天。細胞離心至底部，以 PBS 清洗細胞，接著加入 1 ml PI/Triton-

100 溶液(0.02 mg/ml Propidium Iodide、0.02 mg/ml RNase 以及 0.1% Triton-100 

溶於 PBS 中)並打散細胞，避光染色 30 分鐘，即可進行流式細胞儀分析。 

4-5. 傷口癒合實驗(Woundhealing assay) 

為了試驗 Asiatic acid 是否會影響細胞的爬行，利用傷口癒合實驗測定之。

其方法為：在 6 well plate 中，每個 well 貼上 2 個 Culture-Insert 2 well，每個

Culture-Insert 的 well 中接種 8 x104 顆細胞，培養 24 小時後，拆除 Culture-Insert 

2 well，以光學顯微鏡拍攝 0 hr 做為控制組。之後加入不同濃度(0、10、20、40μM)

的 Asiatic acid，8、18 小時後各拍一次照，觀察不同濃度下傷口癒合程度。 

4-6. 細胞侵襲與遷移試驗 

Boyden chamber 是被設計用來研究細胞受到化學趨向物(chemotaxis)的影響

而移動的裝置，可用來檢測細胞侵襲和遷移的能力。此裝置有 48 個孔洞，分成

上下兩層，中間夾一片塑膠墊，其實驗方法為：先在下層 chamber 中每孔加入

36μl 含有胎牛血清的細胞培養液，接著放置一片孔徑大小為 8 μm 的半透膜，再

加上塑膠墊、上層 chamber。在上層 chamber 中每孔加入 50 μl 不含胎牛血清的

細胞培養基以及不同濃度 Asiatic acid 處理過 24 小時的細胞。18 小時後收集並將

半透膜的下層面用甲醇固定 30min，用 5% Giemsa 染劑過夜染色，而後擦掉半透
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膜上層面的細胞，用光學顯微鏡拍照(200X)並用軟體計數。此試驗可評估 Asiatic 

acid 對細胞侵襲與遷移影響。再利用 Boyden chamber 研究細胞侵襲能力，上層

chamber 中每孔 coating 上 100 μg/cm2Marix gel (0.5 mg/ml)，用以模擬腫瘤細胞侵

襲基底膜與細胞外基質。 

4-7. 蛋白萃取及定量 

全細胞中抽取蛋白液以分析細胞內的各種蛋白，方法如下：用 PBS 清洗細

胞後，加入 Trypsin 將細胞打下來，用含 FBS 的培養液回溶後，收入 1.5ml 微量

離心管離心，再用 PBS 清洗離心，最後加入 NETN 以防止蛋白水解，用超音波

震碎細胞後，以 13000rpm，4℃離心 25 分鐘，取上清液。接著使用 Bradford 法

測定蛋白質含量：使用 Coomassie Brilliant Blue G-250(CBG)測定蛋白，其在過氯

酸溶液中呈紅棕色，但與蛋白質結合後則變成藍色，呈色時用 ELISA reader 以波

長 595 nm 測量吸光值。將吸光值帶入公式，算出蛋白的濃度並定量後，即可配

出需要的樣品。 

4-8. 西方墨點法(Western blotting) 

要分析的腫瘤轉移相關蛋白可使用西方墨點法，方法如下：樣品以每種 10μl

置入上膠，下膠為 10%的 SDS-PAGE 凝膠，用 80V，120 分鐘的速度跑電泳。將

PVDF 膜放入甲醇中活化，用轉印模組以 100V 將蛋白質轉印到膜上。接著利用

Block buffer(40ml 的 TBST (TBS+0.1%Tween-20) + 2mg 的脫脂牛奶)反應 1 小時，

再用 TBST 清洗，然後用適當稀釋的一級抗體在 4℃反應 overnight，而一級抗體

分別是購自 Cell Signaling Technology 的 P-ERK(#4370S)，ABclonal 的 MMP-

9(#A0289)，GeneTex 的 MMP-2(#42796)以及 Santa Cruz Biotechnology 的 β-

actin(#sc-47778)、p38α/β(#sc-7972)、p-p38(#sc-166182)、JNK(#sc-7345)、p-JNK(#sc-

6254)、ERK(#sc-514302)、MMP-1(#sc-58377)、MMP-7(#sc-80205)、MEK1/2(#sc-

436)、P-MEK1/2(#sc-7995)、MEK3/6(#sc-960)、P-MEK3/6(#sc-8407)、MEK4(#sc-

964)、P-MEK4(#sc-7990)。隔天，用 TBST 清洗 3 次，每次 10 分鐘，洗掉未結合

的一級抗體，再與適當稀釋的二級抗體反應 1 小時。用 TBST 清洗 3 次，每次 10

分鐘，洗掉未結合的二級抗體，之後加入呈色劑，以化學冷光法呈色，呈色出的

band 粗細深淺代表蛋白量的多寡。 

4-9.核酸萃取及定量 

 將細胞用 TRIzol 收取，加入氯仿靜置 15 分後，用 4℃、1,3000 rpm、15 分

鐘將細胞離心分層。取出上層液(RNA)並加入等量 Isopropanol 使其固定，冰至-

20℃待 1~2 天後，再次用 4℃、1,3000 rpm、15 分鐘將 RNA 離至底部，去除上

清液後加入精製酒精(100%)所配置的 75%酒精並用 4℃、1,3000 rpm離心 5分鐘，

重複此步驟 2~3 次以將 RNA 清洗乾淨。將酒精清除乾淨剩下底部透明 pallet，用

70℃加熱板將其烘乾呈透明。加入 50μl nuclease-free water 並用 70℃加熱 5 分鐘

在冰浴 5 分鐘重複此步驟 2-3 次以回溶 RNA。接著，使用分光光度計測定 RNA含

量並以公式計算。 

4-10. 反轉錄聚合酶連鎖反應(Reverse Transcription-PCR) 
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 為了分析 mRNA 的表現量，使用 GoScriptTM逆轉錄混合液（Promega，MW，

USA）將 total RNA 反轉錄成 cDNA。 

4-11. 即時聚合酶連鎖反應(Real-Time-PCR) 

 將 RNA 反轉錄成 cDNA 後，使用 Promega-GoTaq®  qPCR Master Mixkit 於

PRISM ABI7700 Sequence Detecting System (美國 Applied Biosystems 公司)上機

進行反應，反應結束後使用軟體分析數據。 

4-12.轉染(Transfection) 

 為了利用 si-RNA 來抑制特定序列，利用 Transfection 的方法將 si-RNA 送入

細胞，方法如下：先將細胞種至 6 cm dish，待 18-24 小時細胞貼盤後，將 si-RNA

和 RNAiMAX 以 1:3 的比例混合，Control 組則是用 serum-free medium 混合

RNAiMAX。每個 dish 加入 200 μl，並補 serum-free medium 至 3c.c。待至 6 小時

後將 serum-free medium 吸掉換成含 FBS 的 medium。隔天即可加藥。 

4-13. 統計分析 

所有數據將以電腦統計軟體 SigmaStat (Jandel Scientific Soft ware, USA)進行

One-way analysis of variance (One-way ANOVA)分析。分析結果為 p < 0.05，統計

上具有顯著差異，p < 0.01，統計上具有極顯著性差異。 

(五) 實驗結果  

一、 探討Asiatic acid對人類腎臟癌細胞的細胞存活率和細胞週期分佈的影

響。 

 利用MTT試驗評估藥物Asiatic acid對腎癌細胞株以及正常腎小管上皮細胞

株的毒性，我們分別以Asiatic acid (0-50 μM)處理24小時，結果可以發現在40μM

以下，細胞存活率仍在90%以上，可知Asiatic acid在濃度40 μM以下時對正常細

胞(HK2)以及腎癌細胞株(786-O、A-498、Caki-1和ACHN)都不具細胞毒性(圖一)，

因此我們選用0、10、20、40μM的劑量進行後續實驗。 

 

(圖一) 
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 此外透過細胞群落實驗探討藥物Asiatic acid是否會影響腎癌細胞株的長期

生長。將786-O、A-498、Caki-1和ACHN分別處理0, 10, 20以及40 μM的Asiatic acid，

結果發現隨著Asiatic acid濃度增加，對於細胞群落生成並不影響(圖二)。 

 

(圖二) 

接著利用PI染色並以流式細胞儀分析細胞週期分佈，從結果來看可以發現

Asiatic acid分別處理786-O、A-498、Caki-1以及ACHN細胞株時，分析結果發現

隨著Asiatic acid濃度增加，並不會影響細胞週期分佈(圖三)。 

(圖三) 

二、 探討Asiatic acid對人類腎臟癌細胞爬行和侵襲作用的影響。 

 利用Boyden Chamber細胞侵襲(Invasion)與遷移(Migration)試驗觀察Asiatic 

acid對腎細胞癌細胞786-O、A-498、Caki-1以及ACHN抑制轉移及侵襲的能力，

從結果可以發現Asiatic acid濃度越高，抑制轉移效果越明顯(圖四)。此外在傷口

癒合試驗結果也發現隨著Asiatic acid濃度增加，傷口距離越大，即抑制細胞爬

行(圖五)。 
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(圖四) (圖五) 

三、 探討Asiatic acid對於基質金屬蛋白酶其mRNA以及蛋白表達量影響。 

    從圖四以及圖五結果可以發現Asiatic acid確實可以抑制腎癌細胞的遠端轉

移，而過去文獻指出基質金屬蛋白酶在癌細胞轉移過程中扮演著相當重要的角色，

且可作為治療癌細胞轉移的標靶策略之一[19, 20]。此外部分文獻指出，MMP-1, 

-2, -7, -9, -15等基質金屬蛋白酶在腎癌轉移過程的關鍵蛋白[21-24]。因此，為了

探討Asiatic acid是否會抑制MMP相關蛋白進而影響腎癌細胞的轉移，我們進一步

利用即時定量PCR (real-time PCR)分析MMP-1, -2, -7, -9, -15等蛋白酶其mRNA的

表達。如圖六A所示：將腎癌細胞786-O以及A-498處理Asiatic acid後，可以發現

Asiatic acid對於MMP-2, -7以及-9並無明顯的影響，而MMP-1則不如預期般減少

反而有所增加。有趣的是，MMP-15在兩株細胞處理Asiatic acid後明顯受到抑制。

我們進一步利用西方墨點法進行分析發現，MMP-15蛋白表達狀況也明顯受到抑

制，而MMP-1, -2, -7, -9表達況狀則無明顯改變(圖六B)。上述結果可以證實，

Asiatic acid主要是抑制MMP-15表達，進而抑制腎癌細胞的轉移。 
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(圖六) 

四、 探討Asiatic acid對於有絲分裂原活化蛋白激酶等訊息傳遞路徑蛋白的

影響。 

    過去文獻明確指出說，透過調控不同 MAPK 路徑 (ERK1/2、JNK1/2 以及

p38)，進而影響腫瘤細胞的移動以及侵襲作用 [25, 26]。因此接著我們將利用西

方點墨法進一步釐清 Asiatic acid 是否會透過參與在 MPAK 相關蛋白進而抑制細

胞轉移。從西方墨點法結果發現，隨著 Asiatic acid 濃度越高，會抑制 p38 及 ERK

磷酸化的蛋白表現量。反之，JNK1/2 磷酸化蛋白則沒有明顯改變(圖七)。 
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(圖七) 

五、 探討ERK蛋白磷酸化對於Asiatic acid抑制腎癌細胞轉移能力的影響。 

    接著我們利用ERK-siRNA抑制內生性ERK基因表達，藉由抑制ERK蛋白表

達後，再利用Boyden Chamber細胞侵襲(Invasion)與遷移(Migration)試驗觀察

Asiatic acid對腎細胞癌細胞786-O以及A-498抑制轉移及侵襲的能力，從結果可以

發現ERK-RNA抑制內生性ERK蛋白表達後與Asiatic acid合併處理下使抑制細胞

轉移效果越明顯(圖八A)。同時，Asiatic acid合併ERK-siRNA會更抑制786-O以及

A-498細胞中MMP-15蛋白的表現量(圖八B)，以上結果證明Asiatic acid抑制腎癌

細胞轉移過程是透過抑制p-ERK的表達，進而調控MMP-15表現狀況。 

。 

 

(圖八) 

六、 探討p38蛋白磷酸化對於Asiatic acid抑制腎癌細胞轉移能力的影響。 

    另一方面，我們也透過p38-siRNA抑制內生性p38基因表達。結果也發現

p38-siRNA抑制內生性p38蛋白表達後與Asiatic acid合併處理下，抑制MMP-15表

達以及細胞轉移效果越明顯(圖九)。上述結果也證實，Asiatic acid藉由抑制p38

蛋白磷酸化而影響MMP-15蛋白表達，進而抑制腎癌細胞轉移過程。
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(圖九) 

(六) 討論  

近年來，台灣腎臟癌患者有年輕化的趨勢，且因較難發現所以發現時往往已

是晚期。雖然標靶藥物較傳統的化療效果較好，使患者存活率大幅延長，但仍有

許多副作用。因此，天然萃取藥物是近年來研究抑癌的新方向。目前已有多項天

然藥物抑癌的研究，像是研究天然藥物 Fisetin 可以透過 MEK/ERK 路徑下調

CTSS 和 ADAM9 進而抑制腎細胞癌的增生及轉移[27]。而 Asiatic acid 目前也有

許多研究指出具有抑癌的功效，像是：Asiatic acid 會透過 p38 的路徑使 Bax、

caspase 3、8、9 上調，進而導致鼻咽癌細胞凋亡[28]。因此，此篇研究計畫利用

Asiatic acid 處理腎細胞癌細胞發現會透過 ERK/p38 路徑下調 MMP-15 來抑制腎

細胞癌的轉移。我們利用 MTT assay 及細胞群落試驗發現 Asiatic acid 不會對正

常腎臟上皮細胞(HK-2)及腎癌細胞(786-O、A-498、Caki-1、ACHN)產生細胞毒性，

也不影響其長期細胞群落生長。接著利用 PI 染色及流式細胞儀分析發現並不會

改變其細胞週期。利用 Boyden Chamber 細胞侵襲與遷移試驗、傷口癒合試驗發

現 Asiatic acid 會抑制細胞侵襲及爬行。利用西方墨點法分析蛋白後發現 p-ERK

及 p-p38 會下降且下游蛋白 MMP-15 也下降，我們利用 real-time-PCR 來看經由

Asiatic acid 處理後，腎癌細胞 MMP-15 的 mRNA 表現量也有下降的趨勢。為了

更確定其分子機制，我們利用 si-RNA 來抑制 ERK 及 p38 的表現並合併 Asiatic 

acid 處理腎癌細胞，發現 MMP-15 有更抑制的現象，因此證明 Asiatic acid 處理

腎細胞癌後，會透過 ERK/p38 的路徑下調 MMP-15 進而抑制癌細胞的轉移及侵

襲。 
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    為了更確定其作用機制，未來，我們將使用 MMP-15 的重組蛋白送入細胞

中使 MMP-15 大量表現，再處理 Asiatic acid 後，分析是否也同樣產生抑制的效

果。接著，我們再進一步利用動物實驗進行尾靜脈注射癌細胞來觀測癌細胞轉

移的情形，來驗證 Asiatic acid 在細胞實驗中的結果。希望利用多種方法來驗證

Asiatic acid 抑制腎癌細胞轉移及侵襲的分子機制，使 Asiatic acid 在未來能在臨

床腎細胞癌治療上有所進展。 
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