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縮寫表

BCIP : 5-Bromo-4-chloro-于índolylphosphate

BSA : Bovíne serum albumín 

DAG : Díacylglycerol 

DEAE : DEAE-cellulose 

DMEM : Dulbecco's Modífíed Eagle medíum 

DMSO : Dímethyl sulfoxíde 

EDTA 

EGTA 

: Ethylene díamíne tetraacetíc acíd 

: Ethylene glycol bís(β-affilnoe由ylether)-N，N，N' ，N'

tetraacetíc acíd 

FBS : Fetal bovíne serum 

HEPES : N-[2-hydroxyethyl]píperazíne-N'-[2凹ethane sulfoníc 

acíd] 

NBT 

PKC 

aPKCs 

cPKCs 

nPKCs 

PMA 

PMSF 

PRL 

PSN 

PVDF 

SCIBA 

: Nítrobluetetrazolíum 

: Proteín kínase C 

: Atypícal PKCs 

: Conventíonal PKCs 

: NovelPKCs 

: Phorbol 12-mtrístate 13-acetate (=TPA) 

: Phenylmethylsulfonyl fluroríde 

: Prolactín 

: Penícellín-streptomycíne-neomycíne 

: Polyvínylídene fluoride 

: Sequentíal cell ímmunoblot assay 



SDS : Sodium dodecyl sulfate 

TCA : Trichloroacetic acid 

1E間ID : Tetràmethyl ethylenediamine 

1PA : 12乞司O-t紀et甘radecanoy抖l白phorbel但 13-吋.帽.

1RH : Thyr昀ot仕ropl泊n releasing hormone 

I恐3註: Thyroid stimulating hormone 
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第一部份

甲釋素刺激泌乳素分泌細胞分泌泌乳素
與細胞內鈣離子釋放關係之研究

- 3 “ 



壹、中文摘要

以前的研究已指出在以甲釋素 (TRH) 所誘發的泌乳素 (Prolactin) 分泌，

可諸著細胞內鈣離子的釋放來調控。而我們以螢光共親焦顯微鏡來測定細胞

內鈣離子的釋放，和利用連續的細胞免疫墨點分析法 (SCIBA) 來測定泌乳素

的釋放量。實驗結采發現在單獨的泌乳素分j泌細胞 (Lactotroph) 以甲釋素科

激後，會增加泌乳素的分泌，但與細胞內鈣離子的釋放是沒有一致性，我們

實驗證實鈣離子的釋放益不是影響泌乳素分泌的唯一路徑。我們也發現在一

些泌乳素分泌細胞，在接受中釋索科激後並無鈣離子流動現象，仍然有泌乳

素增強分泌的現象。

問 4 自



貳、英文摘要

The thyrotropin-releasing hormore (TRH) stimulated prolactin secretion by 

modulating intracellular calcium release was investigated. The release of 

intracellular calcium was measured by f1uorescence confocus microscope, and 

the amount of prolactin secretion was determined by sequential cell immunoblot 

assay (SCIBA). The result have found that the increased secretion of prolactin 

from individuallactotroph stimulated by TRH was not correlated with the change 

of intracellular calcium release. It is confirmed that changes of calcium is not the 

sole final pathway of intracellular transduction systems for prolactin release. We 

also suggest that the prolactin secretion of some lactotrophs was stimulated by 

TRH, was not due to the mechanism of calcium mobility. 

咱 5 蛤



參、緒言

泌乳素(Prolactin， PRL)是一種由腦下垂體前葉嗜酸性細胞所分泌的激

素，在生理上扮演著許多重要的角色。從魚類體內滲透度的調節，電解質的

代謝，鴿乳的生成，以至於哺乳類的乳腺分化成長及促進雌雄性性線的成熟

等反應，都是泌乳素PRL的作用範島。

泌乳素的分泌和其他腦下垂體前葉釋放的激素不舟，主要是受到來自下

視丘的抑制調節，自前已知的抑制自子(PIF)是度已按(Dopamine) 。而泌乳素

的分泌也會受到來自下視丘的釋放鹿子(PRF)所調控 O 現今知道的有中釋素

(Thyrotropin releasing hormone , TRH) ，小腸升壓素(Vasoactive intestinal 

Polypeptide , VIP) ，動情素(Estrogen)等。其中中釋素是甲促素(Thyroid

stimulatin hormone , TSH)的釋放因子，同時可以影響泌乳素及生長激素

(Growth hormone , GH)的分泌 O

過去許多學者認為在細胞質內鈣離子濃度的改變封於泌乳素的釋放十分

重要(1) ，但最近研究指出細胞質內鈣離子濃度的改變並不是影響泌乳素分泌

唯一的路徑(2) ，然而他們的實驗方法皆是以群體細胞為測定的模式，並不能

觀察到每個細胞內鈣離子濃度的改變與泌乳素釋放之關係。本論文利舟一種

改良的連續細胞免疫墨點分析法(3) ，測定單一細胞內泌乳素的釋放，並配合

螢光探針來觀察單一細胞內鈣離子濃度的變化。而我們的實驗結果顯示出細

胞的泌乳素釋放與細胞內鈣離子濃度的變化似乎並不太一致，另外我們也發

現到某些細胞其細胞內鈣離子濃度並無變化，但細胞的泌乳素有明顯的釋

放。

“ 6 -



肆、材料與方法

一、實驗材料

Male Wistar rat 購自台大醫學院動物中心。

Glycerol, SDS , Acrylamide, Glycine, Tween-20 購自德國

Merck公司。

Lead n Ìtrate , Calcium chloride, Maginsium chloride ,Potassium 

chloride 購白和光純藥工業株式會社。

Phenylmethylsulfonyl fluroride (PMSF) , Leupeptine, Trypsin 

(type III) ,1,2-Diolein( 1 ，乞diolroylracglycerol) ， Glucose, 

Ethylene diaminete traacetic acid (EDTA) , Tris(hydroxymethyl) 

-amino methane hydrochloride (Tris-HCI) , Ethylene glycolbis 

(β-aminoethylether)-N，N，N' ，N'-tetraacetic acid(EGTA), 

Dithiothreti仗， Nitroblue tetrazolium (NBT) , 5-bromo-4一chloro申

3-indolyophosphate (BCIP), Bovine serum albumin (BSA) , N可[2-

hydroxyethy 1 ]piperazine血N'戶口向ethane sulfonic acid] (HEPES) 均

購自美國Sigma公司。

DMSO,Sodium chloride 購島聯工化學廠股份有限公司

TE孔1ED 購自美國Bio-Rad公司﹒

Ammonium persulphate 購自美國Serva公司 O

Methanol 購自皓峰企業股份有限公司 O

PSN antibiotic mixture, DME島生， FBS 購自美國GibcoBRL公

司。

Anti-rabbit IgG 購自 Promega公司。

Anti-PRL 為玉錫為教授怠增

啊 7 -



Fluo刁】AM， Fura RedT如t-AM 購自美國 Molecular Probes 公司

二.實驗動物與設計

本研究使用動物購自台大醫學院動物中心，為Wista玄品系之雌性大

白鼠，重約22心280g 0 

三.大白鼠腦下金體前葉細胞之初代培養(4)

以購自台大聲學院動物中心之Wistar品系雌性大白鼠(重約220-

280g)街頭犧牲，取其腦下垂體前葉進行酵素分解作用，將腦下垂體前

葉浸在 2nùDMEM 中切碎，至離心機 (Beckman GS-6R)在 40C離心

600rpm '去除上清液，加入 lml 0.5% trypsin (type凹， slgma ，鈍，

Louis ，MO)在 370C作用 15 分鐘，後加入 lml 0.004% Deoxyribo-

nuclease 作用 1 分鐘，再加入lml 0.1 % soybean trypsin inhibitor 作

舟的分鐘，至離心機在 40C離心 600rpm '去除上清液，加入 lml 含

2n曲直 EDTA 的 cd+&Mg2+free Hanks'Balanced Salt solution 

(NaCl 8g, KCl O.4g , KH2P04 0.06g, NaHC03 0.35g, Na2HP04.H20 

0.06g, Glucose Ig月， pH 7.2 )作用 5 分鐘，同樣離心去除上清液，加

入 lml 含 ln恥1EDTA 的 Hanks' solution 作用 15 分鐘後離心去除上

清液，在加入 10ml 含 0.1% BSA 之 DMEM' 將沈澱物打散，培養於

含有 10% 胎牛血清 (Calf bovine serum) 、 1 % PSN antibiotic mixture 

、 DMEM 培養基中，種細胞於35mm培養盤中，每個培養盤約含5X 103個

細胞，將之置於 370C ' 5% C02之培養箱中培養。以 10% FCS DMEM 進
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行培養 96小時(每 24 小時更換一次培養基，最後 24 小時更換成不合 phenol

red 的培養基)。

四.腦下垂體前葉細胞內鈣離子釋放之觀察

培養 96小時腦下垂體前葉細胞，將5μg螢光劑Fluo-3 (圈 26) 或 Fura

Red (麗 27) 溶於25μlDMSO中，取2μl 與等體積的25% Pluronic acid混合均

勻後加入 0.5ml DME medium中，以此置換細胞的培養基，於370C二氧化碳

培養箱培養細胞30分鐘，再以街填過氧氣的等張溶液(140mM NaCl ' 2mM 

CaC泣， 4.6mM KCl '的mM glucose及10mM HEPES ' pH 7.4) ，清洗三次，

最後以 lml該等張溶液覆蓋細胞，將培養且由定於共統焦電子顯微鏡觀察

受，先在可見光下調整焦聚及適當的視野，然後將光源固定自定系統轉換至

雷射光波長488nm的條件，並設定光源每十秒掃瞄一次且連續觀測150秒，

並直接將結果顯示於螢光幕，電腦條件設定完成後以直徑lmm塑膠管為針頭

延長線，用 lml針筒先吸入前述等張緩街液30μ1再抽取微量空細氣，按著吸

入 10μM的TRH '將塑膠延長管接上事先固定於培養且周圍可深入細胞液晶

中的小塑膠管上，啟動先詩設定條件的同時以針筒小心自台注入TRH '並且以

針常反覆吸抽約4 、 5次，將連續掃喵得到的影像存檔並以電腦直按照像。其

螢光強度轉換成鈣離子濃度是參考 Burnier 等人的方式(5) ，以 A23187 (1 0-5 

M)刺激後(國 2) ，造成鈣離子大量進入細胞質，而使細胞質內的螢光染劑達

到飽和狀態時的螢光強度當作最大強度(Fmax) ，而以加入 5mMEDTA 所捉掉

鈣離子後螢光染劑的螢光強度當作最小強度(Fmin) 。為我們所測到的螢光強

度變化當作 (F) ，將其帶入以下公式內計算既可將螢光強度轉換成鈣離子濃

度:

[Ca21=k d (FmFmII1)/(FmaxJ) 

Kd 是解離常數，每個螢光染劑皆不同。
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五.TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內鈣離子釋放之觀察

腦下垂體前葉細胞如上述方法，進行 TRH 誘發鈣離子釋放之實驗，第一

次刺激與鈣離子釋放現象觀察結束後，細胞再繼續培養30分鐘，將培接液收

集回收，並更換成新的街填過氧氣的等張溶液(每30分鐘更換一次，收集更

換下的溶液) ，靜置 2 個小時後再置於共輒焦顯微鏡下，再一次進行 TRH 刺

激腦下垂體前葉細胞鈣離子釋放的觀察及後續溶液的收集 O

六.西方墨點分析法('有Testern blot)(6, 7) 

(1.)樣本之處理:

將收集更換下的溶液，取400 ul 進行真空抽乾，加入處理緩街

液(treatment buffer) 60ul ( 5 M Tris-Cl (pH 6.8) , 2% (w/v) SDS ' 

10% sucrose ' 0.002%bromophenol blue) ，混勻煮沸的分鐘後，迅述

插入冰水浴中，以Microcentrifuge spin也down' 接下來即可進行 SDS也

poly也acrylamide gel electrophoresis(SDS也PAGE) 。

(2.) SDS一聚丙:埠酪按板膠之製備

上層膠體:為4% Stacking gel '組成為4.5% Acrylamide ' 

。.12% N，N由Bis-methylene acrylamide ' 0.125M Tris-HCl 

(pH 6.8)' 1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS) , 0.025% 

Tetramethyl ethylenediamine(TEMED) , 0.05% ammonium 

persulfate (AP) 。

下層膠體:為 10% Separating gel '組成為 10% Acrylamide 

, 0.268% N ,N'-Bis-methylene acrylamide' 0.375M Tris-
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HCl (pH 8.8) , 0.1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS) , 0.025 

% Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) 和0.05% ammo申

nium persulfate (AP) 。

(3.) 電泳之操作

將做好的板膠自定到電泳裝置上，用 1 X Tank buffer(25mM 

Tris-HCl ,pH8.3 ' 0.192M Glycine ' 0.1 % SDS 為電泳緩街液注

滿上下電泳槽，取經處理過的蛋白樣品溶液加入板膠上所形成的

U型槽中，以 140 V oltage ' 35mA進行電泳。

(4.)蛋白轉直

電泳完畢後，將膠體浸入冰冷的 Electrotransfer buffer (25 mM 

Tris-HCl (pH8.3) , 0.192M glycine ' 20% (v/v) methanol) 約 5-

10分鐘，之後將膠體平鋪在兩張浸濕的Whatman3M 濾、紙上，然

後再將預先浸濕的硝化纖維紙 (nitrocellulose paper) 蓋在膠體上

面，依次再覆蓋兩張浸濕的3M濾紙，並以玻璃棒小心趕走其間的

氣泡，然後裝入Transfer holder 內，再置於 Electrotransfer tank 

(Hoefer) 以 4 0C ' 100mA進行電轉移。

(5.)蛋白雜交作用與顯色

電轉移過夜後，將硝化纖維紙取出浸入 1 ml/cm 的合3% (w/v) FBS 

之TBST緩街液( 10mMTris-HCl (pH8.0) ，的o mM NaCl ' 0.05% 

Tween-20) ，在室溫搖動 1小時，然後以 TBST緩街液清洗兩次，每

次的分鐘。加20μg 抗PRL抗體 (Anti-PRL IgG '購自 GIBCOBRL)

於20ml含 1% (w/v) FBS 的TBST' 然後與消化纖維紙在室溫下作用
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4小時，之後以TBST緩街液清洗兩次，每次 10分鐘 O 與Primary

Antibody作用後的端，化纖維紙，再進一步與加有 20μg Secondary 

Antibody (Alkaline Phosphatase-Conjugated Anti呼rabbit IgG '購自

Promega)含 1% (w/v) FBS 的 TBST buffer 20ml '於室溫下作用

1小時後， TBST 緩街液清洗二次，每次的分鐘，最後將硝化纖維紙

浸入 20ml的受質溶液(substrate buffer) [時J20ml受質緩街液(100mM

Tris-HCl, pH9.5, 100mM NaCl, 5日由1 MgC12) 加上7mg的 Nitroblue

也tetrazolium (NBT)及5mg的手Bromo-4-chloro-3-indolylphosph-

ate (BCIP)]進行主色反應，約5-10分鐘後可用去離子水終止呈色

反應並清洗之。

七、連續細胞免疫墨點分析法(Sequential cell immunoblot 

assay, SCIBA)(3) 

將種於35mm培養盤培養 96小時腦下垂體前葉細胞，以充填過氧氣的等

張溶液清洗三次，最後以lml該等張溶液覆蓋細胞培養 5 分鐘，取1.5 x 1.3 

cm2 PVDF 膜先處理甲醇使其變成親水性，再將此膜浸入水中及等張溶液

中，把覆蓋細胞的等張溶液吸乾，貼上一張含 20ul 等于長溶液的 PVDF 膜作

用 15 分鐘，緩緩加入 2 ml 的等張溶液使膜浮起，將此膜移出再將等張溶液

吸乾，另外貼上一張合 20ul 等張溶液的 PVDF 膜作用的分鐘(測定其基礎

分泌量) ，亦緩緩加入 2 甜的等張溶液使膜浮起，將此膜浸入冰冷的

Electrotransfer Buffer 0 將培養且內等張溶液吸乾，另外貼上一張合 20ul

100nMTRH的 PVDF 膜作用 15 分鐘，亦將此膜浸入冰冷的 Electro-
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transfer Buffer 0 將培養且內等張溶液吸乾後置換成不含 phenol Red 的培

養基，置於 370C ' 5% C02之培養篇中培養 4倍小時後再取出重複上述

步驟。

將浸在 Electrot甘ransfer buffer 的 PVDF 膜取出浸入 1 ml 含 1泊0%

(w/v) BSA之Bloωcking!‘緩街液 (20mM Tri誌S可HCα1 (pH7.6ω) , 0.9% NaCα l 

, 1ωiωO%BSA) ，在室溫搖動 I ，J小、時，然後以沖洗緩街液清洗兩次，每次

1昀O分鐘 ο 力加口2幼0μ g 抗PRL~才Jt.體 (Ant世1-尹-

lml含3% (w/v) BSA 的TBS了，然後與 PVDF 膜在室溫下作用4小時，

之後以TBST緩街液清洗兩次，每次的分鐘。與Primary Antibody作用

後的 PVDF 膜，再進一步與加有 20μg SecondaηT Antibody (Alkaline 

Phosphatase-Conjugated Anti-rabbit IgG '購自 Promega)含 1 % (w/v) 

BSA 的 TBST buffer 20ml '於室溫下作用 I ，J、時後， TBST 緩街液清

洗二次，每次 10分鐘，最後將 PVDF membrane 浸入 lml的受質溶液

(Substrate Buffer) [即 20ml受質緩街液(100mM Tris-HCl, pH9.5 , 100 

mM NaCl， 5日由1 MgCl2) 加上7mg的 Nitroblue-tetrazolium (NBT) 及

5mg的 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) ]進行主色反

應，約5~10分鐘後可用去離子水終止呈色反應並清洗之。

八.TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之觀

夫
'J、

將種於35 mm培養盤培養 96小時腦下垂體前葉細胞，以充填過氧氣的等

張溶液清洗三次，最後以lml該等張溶液覆蓋細胞培養 5 分鐘，取1.5 x 1.3 

cm2 PVDF 膜先處理甲醇使其變成親水性，再將此膜浸入水中及等張溶液中
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，才巴覆蓋細胞的等張溶液吸乾，貼上一張合 20ul 等張溶液的 PVDP 膜作用

的分鐘，緩緩加入 2 ml 的等張溶液使膜浮起，將此摸移出再將等張溶液吸

乾，另外貼上一張合 20ul 等張溶液的 PVDP 膜作用的分鐘，亦緩緩加入 2

ml 的等張溶液使膜浮起，將此膜浸入冰冷的 Electrotransfer Buffer 0 將

培養盟內等張溶液吸乾，另外貼上一張合 20ul 100 nM TRH的 PVDP 膜作用

的分鐘，亦將此膜浸入冰冷的 Electrotransfer Buffer 0 將培養血肉等張

溶液吸乾後置換成不合 phenol Red 的培養基，置於 370C ' 5% C02之培養

藉中培養4個小時後再取出，將5μg螢光旁Jj Pura-Red 溶於25μlDMSO

中，取2μ1 與等體積的25% Pluronic acid混合均每後加入 0.5mlDMEM 緩衝

液中，以此置換細胞的培養基，於370C二氧化碳培養箱培養細胞30分鐘，再

以街填過氧氣的等張溶液(140mM NaCl ' 2mM CaC泣， 4.6mM KCl ' 10mM 

glucose及10mMHEPES' pH7 .4) ，清洗三次，最後以 lml該等張溶液覆蓋細

胞，將培養血固定於共統焦電子顯微鏡觀察臺，進行 TRH 刺激腦下告體前

葉細胞鈣離子釋放的觀察。

九.TRH 刺激牆下垂體前葉細胞內泌乳素分泌之連續觀察

與方法七的實驗步探大致相同，只有在貼上一張合 20ul100 nM TRH 

的 PVDP 膜作用的分鐘這步驟改成先作用5 分鐘，再更換一張合 20 ul100 

nMTRH的 PVDP 膜作用的分鐘，其餘皆同於方法七。

十 .TRH 料激腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之合

併觀察

將種於35mm培養盤培養 96小時腦下垂體前葉細胞，以衝填過氧氣的等

- 14 吋



張溶液清洗三次，最後以 1ml該等張溶液覆蓋細胞培接 5 分鐘，取1.5 x 1.3 

cm2 PVDF 膜先處理甲醇使其變成親7良性，再將此膜浸入水中及等張溶液

中，把覆蓋細胞的等張溶液吸乾，貼上一張合 20ul 等張溶液的 PVDF 膜作

用 15 分鐘，緩緩加入 2 ml 的等張溶液使膜浮起，將此膜移出再將等張溶液

吸乾，另外貼上一張合 20ul 等于長溶液的 PVDF 膜作用的分鐘，亦緩緩加入

2 ml 的等張溶液使膜浮起，將此膜浸入冰冷的 Electrotransfer Buffer 

(測定其基礎分泌量)。將培養且內等張溶液吸乾後置換成不合 phenol Red 

的培養基，置於 370C ' 5% C02之培養箱中，將5μg螢光劑 Fura-Red 溶

於25μlDMSO中，取2μ1 與等體積的25% Pluronic Acid混合均勻後加入

0.5mlDMEM 援衝液中，以此置換細胞的培養基，於370C二氧化碳培養箱培

是各細胞30分鐘，再以街填過氧氣的等張溶液(140mM N aCl ' 2mM CaC12 ' 

4.6mM KCl' 的mM glucose及10mM HEPES ' pH 7.4) ，清洗三次，最後以

lml該等張溶液覆蓋細胞，將培養且由定，於共統焦電子顯微鏡觀察臺，進行

TRH 刺激腦下垂體前葉細胞鈣離子釋放的觀察。靜置5分鐘後以街填過氧氣

的等張溶液清洗三次後將等張溶液吸乾，貼上一張合 20ul 100 nM TRH的

PVDFA莫作用的分鐘，亦將此膜浸入ìJj<..;令的 Electrotransfer Buffer 。而

後如前所述進行PVDF 膜的免疫墨點分析。

十一.大白鼠腦下金體前葉 Lactotrophs 之初代培養(8)

將方法三所得的腦下垂體前葉細胞進行進一步的分離，加入一個合

0.3-2.4% BSA 濃度梯度的 DMEM 中進行細胞分離，在室溫靜置 3.5

小時，再將其分成十個部份由上層往下層逐層吸出，除第一、二二部份為

30ml 外，其餘部份皆為 20ml' 將此十部份至離心機 (Beckman GS-

6R)在 40C 離心 2000rpm 10 分鐘，將上;青液去除，加入 2ml 含 10%
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FBS 之 DMEM' 將沈澱物打散，將其種於35mm培暴風中，置於 37

。C 、 5%C02之培養箱中培養。

十二.TRH 刺激路下垂體前葉 Lacto廿ophs 內鈣離子釋放之

觀察

此步驟請參考方法五。除了腦下垂體前葉全體細胞培養改成 lacto

trophs 培養外，大致與方法五相同。
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伍、結果

一、1RH刺激腦下垂體前葉細胞內鈣離子釋放之觀察

我們利用甲釋素去刺激腦下垂體前葉細胞，並在共統焦顯微鏡下利

用鈣離子特異性的螢光探針 Fura-Red.AM 觀察細胞內鈣離子釋放情形，結

果顯示在 100 nM的甲釋素刺激下，大部份腦下垂體前葉細胞內鈣離子

會由細胞外或胞器中流入細胞質中， Fura-Red 囡與鈣離子結合亮度變

弱，如圈 3A 表示未刺激前，如圈 3B 為刺激後，而且這些腦下垂體前葉細

胞在靜置 2 個小時後再進行中釋素科激亦有相同的現象(昆3 C，D) 。比較前

後兩次甲釋素刺激所造成的螢光強度變化(圖4) ，顯示兩次刺激的結果有

相關性，所以由中釋素去刺激腦下金體前葉細胞內鈣離子釋放是可以重

夜一次以上 O

二.西方墨點法分析收集更換下的緩街溶液內泌乳素含量

分析以甲釋素去刺激腦下垂體前葉細胞前後及在靜置2 個小時後重複

以甲釋素刺激，其前葉細胞分泌泌乳素至緩街液內的情形(聞5) 。由鷗顯

示在加入中釋素去劍激腦下垂體前葉細胞時，泌乳素明顯增多，而後隨

時間慢慢降低至2 個小時後重複以甲釋素料激又開始增多。顯示中釋素去

刺激腦下垂體前葉細胞分泌泌乳素也是可以重複一次以上。泌乳素出現

在 23KDa 上，而且是單一帶( band ) ，顯示該抗體的專一性非常好

適合作以下的實驗(如 SCIBA) 。

三、連續細胞免疫墨點分析法分析單一細胞泌乳素的分泌

比方法可測定單一細胞的分泌，我們將 PVDF 膜直接貼在細胞上

，使細胞分泌的蛋白自著在膜上，將此膜進行免疫顯影，至 Density

Meter (420oe & Quantity One) 定量其分泌。結果我們發現在不加甲釋

意刺激的腦下垂體前葉細胞中有基礎泌乳素分泌(圈6A)' 在加入甲釋素

刺激後(圈6B) ，部份有基礎泌乳素分泌的細胞泌乳素的分;:是有增加，但
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有些維持基礎泌乳素分泌，另外也有些無基礎泌乳素分泌的細胞也會出

兌泌乳素的分 f峙，而將比如胞置換成不合Phenol Red 的培養基，置於 37

。C ' 5% C02之培養箱中培養 4 個小時後再去測定甲釋素刺激泌乳素的

分泌(商6 C,D) ，亦可得到相似的結果。比較前後兩次基礎泌乳素分泌(屬

7)和中釋素刺激所造成的泌乳素的分法增加(國8) ，顯示前後兩次的科激

所產生的反應有相關性(R值分別為 0.6963 ，0.7827) 。

四 .TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之觀

察

由前面的結果我們得封一個結論，即TRH 斜激腦下垂體前葉細胞

內泌乳素分泌與鈣離子釋放可重複一次以上，自我們利用此特性設計了

以下實驗，第一次以TRH 刺激腦下垂體前葉細胞時，測定刺激前後泌

乳素的分泌受(圈9 A,B) ，在中向靜置 4 個小時後，第二次以TRH 刺激

腦下垂體前葉細胞時則測定細胞的鈣離子刺激前後的釋放情形(聞9 C,D 

) ，將其螢光亮度變化換算成鈣離子濃度變化後(國 10) ，比較單一細胞內

泌乳素分泌與鈣離子釋放之情形(麗日，圈A 為泌乳素的基礎分泌，圈B

為刺激後泌乳素分泌，圖C 為鈣離子的基礎釋放量，圈B 為刺激後鈣離

子的釋放量) ，比較之間關係(屬口，閻A為受1RH刺激後真正的泌乳素分

泌，國B 為受1RH刺激後真正的鈣離子的釋放情形) ，顯示泌乳素分泌

與鈣離子釋放並不一致(圈 12 C) , R值為 0.2179 在統計學上相關性不顯

著，而且有部份細胞雖無鈣離子釋放，仍然可以分 ì~是泌乳素(窗口 No.

41 ,42) ，可見鈣離子釋放並非泌乳素分泌唯一的機制。另外我們將

358 個泌乳素細胞分組分析，如表一，第一組為泌乳素與鈣離子都有反

應、的細胞，約佔 51% ' TRH 處理前泌乳素基礎釋放都集中在 0-5

Dendity 的範盟， TRH 處理後，貝IJ 轉移至IJ 11-15 Dendity 的範閣。第

二紐約佔 17% '第三紐約佔 22% '第四紐約佔 10% '而第三組1RH

處理後，貝ij J:是乳素的分泌量大都轉移到的♂o Dendity 的範囡 O 從表一
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的分析結果也顯示無鈣離子釋放，而仍然有泌乳素分泌的細胞佔

22%(去。第三組) ，可見鈣離子釋放必非所有泌乳素細胞分泌泌乳素所必

經訊息傳遞途徑。

五.TRH 刺激前5分鐘與後的分鐘腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌

之觀察

自上個結果是由冉一細胞在接受前後兩次刺激而得封的結果，故只

能算是間接的結果，而為了直接觀察在單一細胞接受一次刺激後細胞內

泌乳素分泌與鈣離子釋放之觀察，我們先預作比實驗，觀察以 TRH 刺

激時在前5分鐘與後的分鐘腦下垂體前葉細胞內泌乳素的分泌情形。結

果尚在分析中，但我們可初步觀察到泌乳素在前5分鐘的分泌並不是很

大量，而在後的分鐘則可測到明顯的泌乳素分泌。

六.TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之合

併觀察

依上個實驗結呆，我們合併觀察TRH 刺激腦下垂體前葉細胞的泌

乳素分泌與鈣離子之釋放並分析所得到的結果(尚在分析中) ，但我們初

步發現與前面的結論相符。

七.TRH 刺激腦下垂體前葉 Lactotrophs 細胞內鈣離子釋放之觀察

依照園口的實驗步驟，用 0.3-2.4% BSA 濃度梯度的 DMEM 來

分離細胞所得到的結果非預期的理想，白為 Lactotrophs 細胞仍然散停

在多數的濃度梯度內，我們將各個濃度梯度內的細胞以 TRH 去刺激

後，統計每個濃度梯度內細胞鈣離子濃度變化情形(國 14) 。而且細胞分

泌的物質利用西方墨點分析法分析(圈 15) ，所得到的結果無法明確表現

抗體的專一性，顯然細胞已產生變化，分泌出某些無法猜祠的蛋白，故

我們下一步想利用 per-fusion 的方式來純化Lactotrophs 細胞。
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陸、 jft合

過去大多數學者都認為泌乳素的分泌與腦下垂體前葉泌乳細胞內鈣離子

濃度的變化有很重要的關靜、( 1 ) ，但最近 Shin 等人指出細胞質內鈣離子濃度

的改變並不是影響泌乳素分泌唯一的路徑。本論文利用改良的連續細胞免疫

墨點分析法，配合螢光探針來探討單一細胞內泌乳素的分泌與細胞內鈣離子

變化的相關性。實驗結果顯示出細胞的泌乳素釋放與細胞內鈣離子變化的相

關性並不顯著(R值 0.2179) ，與 Shin 等人的研究結果相符，即細胞質內鈣離

子濃度的改變並不是影響泌乳素分泌唯一的路徑。另外我們也發現到一些細

胞其細胞內鈣離子濃度並無變化，但細胞卻有明顯的 ì~豆、乳素分 ì~去。自比我們

對結果做了幾點推測: (1)是否自我們還用的螢光探針 Fura-Red其靈敏度不

夠，而造成細胞內細微鈣離子改變沒有偵測到，因此我們希望未來能使用靈

敏度較高的螢光探針 Fura-2 進行更精細的偵測 o (2) 若非螢光探針靈敏度的

關係，則可能是另外有一個不依賴鈣離子而能使泌乳素分泌的路徑存在，為

此點也可解釋為何細胞的泌乳素釋放與細胞內鈣離子變化的相關性並不顯著

的原因，但此論點仍須進一步的研究探討。
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第二部份

研酸鉛影響 ATP 誘發大白鼠肝細胞內鈣

離子釋放機制之探討

第一章

府酸鉛影響 ATP 刺激大白鼠肝細胞內鈣
離子釋放之研究



一、中文摘要

鉛是一種廣泛存在環境中的金屬毒性物質，會造成人們健康上的危害 O

在對幾種生物系統所作的研究調查中指出，鉛具有改變鈣離子所調控的反

應。而本實驗以螢光共親焦顯微鏡來觀察肝細胞在處理過硝酸苦告後，在 ATP

刺激下，細胞內鈣離子濃度改變的情形。實驗結果發見到 uM 以上的硝酸鉛

'經過 3 小時處理後，即具有降低 ATP 刺激細胞內鈣離子濃度改變的情

形。我們推測鉛抑制 ATP 刺激老鼠肝臟細胞內鈣離子釋放之機制，可能與

恥-purinergic receptor 去敏感作用有關。
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J 

-‘ 、英文摘要

Lead is a toxic metal, widely distributed in the environment, that remains a 

significant hea1th hazard. In several biological systems, lead alters calcium-

mediated cellular processes. In this study, we investigated the effect of lead 

nitrate on calcium mediated cellular processes by ATP stimulation. The release 

of intracellular ca1cium was measuredby fluorescence confocus microscope. The 

result showed that the A TP stimulated release of ca1cium from intracel1ular 

ca1cium stores was decreased after treatment with more than 50 uM 

concentration of lead nitrate for 3 hours . We suggest the inhibition of lead 

nitrate on ATP-induced cel1ular processes may be due to the desensitization of 

P2叫purinergic receptor. 
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參、諸 、
一
-
一
口在眾多環境污染物極，鉛是一種普遍存在環境當中的金屬污染

物質(9， 10)' 曝露在鉛的污染下會產生一些毒發症狀(1 1-13) ，例如神經

系統紊亂、腎臟受損、心臟血管疾病、肝臟機能障礙等。鉛亦能促使已

分化或未分化的組織(如腎小管細胞、淋巴細胞)細胞生長及產生增爐

的現象，甚至是畸形增殖(14) 0 Krasovskii (1979) 發現，鉛可以造成

肝臟腫大和重量的增加(15) 。後來相闊的研究也發現，注射硝酸鉛(lead

nitrate)可以引發老鼠的肝臟增處(hyperplasia) (1 6-18 ) ，若以鉛處理肝

細胞，也會增快細胞的分裂和增加 DNA合成及蛋白質的含量(16) 。民

前的研究仍無法確切指出鉛存在活體內 (in νivo) 真正的作用機轉。

以往所知在老鼠肝細胞上擁有兩種 P2-purinergic receptor 分別是P句“

purinergic receptor 和 P2u-purinergic receptor (21) ，皆會受封 ATP 活化，而

活化的 P2-purinergic receptor 會活化 G 蛋白，在進一步活化磷酸脂解酵素 C

'活化的磷酸脂解酵素 C 貝IJ 會將 phosphatidy1inosito1 分解成Inositol

1 ，4，于triphosphate (IP3) 和 Diacylg1ycero1 (DAG) ，而 IP3 會連接到

胞器的接受器上，促使胞器內的鈣離子流入細胞質中(聞 16) 0 因此本實

驗擬以細胞模式來探討，在對環境污染物較敏感且沉積量也是最多的肝

臟(19) ，取肝細胞來探討靖西交鉛對其細胞內鈣離子分怖變化的關連性、

以及使用 ATP 引發細胞內鈣離子濃度變化與荷西交鉛的加入是否有影響

作進一步的研究。
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肆、材料與方法

一、實驗材料

Male Wistar rat 購自台大醫學院動物中心。

Lead nitrate , Calcium chloride, Maginsium chloride ,Potassium 

chloride 購自和光純藥工業株式會社 O

Phenylmethylsulfonyl fluroride (PMSF) , Leupeptine" Ethylene 

diaminete traacetic acid (EDTA) , 2-Mercaptoethanol, So仕lum

bicarbonate , N-[2-hydroxyethyl]piperazine目前-[2-ethane

sulfonic acid] (HEPES) , Tris(hydroxymethyl)-amino methane 

hydrochloride (Tris-HCl) , Ethylene glycolbis (β-amlno也

ethylether)申N，N，r、司 I ，N'-tetraacetic acid(EGT A) , Glutathione 

, Cysteine, Dithiothreti仗， Nitroblue tetrazolium(NBT) , 5戶

bromo-4-chloro-3-indolyophosphate (BCIP) , Triton X呵 100 均購

自美函Sigma公司。

DMSO,Sodium chloride 購自聯工化學廠股份有限公司

TEMED 購自美國Bio-Rad公司﹒

Ammonium persulphate 為自美國 Serva公司。

Methanol 購島皓峰企業股份有限公司。

PSN antibiotic mixture, DMEM,FBS , Anti-PKC IgG 購自美麗

GibcoBRL 公司。

AntÌ-rabbit IgG 購島 Promega公司。

Fluo-3-AM 購負美國 Molecular Probes 公司
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二.實驗動物與設計

本研究使用購自台大醫學院動物中心之Wistar品系大白鼠，首先選

取重約220目280g 的雄性Wistar大白鼠為實驗動物。

三.肝細胞之初代培義(20)

初代肝細胞之培養是根據 Bonney 等人之方法以肝臟灌流方式取得

(Two stage liver perfusion method) 。以購自台大醫學院動物中心之

Wistar品系雄性大白鼠(重約220-280g)從腹腔注射給予 Pentobarbital

(5 Omg/ml/5OOg) 麻醉，麻醉後打鬧腹腔以 20G 血管導管刺穿肝門靜脈

，將之鹿定後打入添加 EDTA 而不合鈣、錢離子的 Hanks'緩衝波

(Hanks' balanced salt solution) 灌流，同時剪斷下腔靜脈放血，等全身

血液都被更換後，再更換以含有膠原酵素 (Col1agenase) 之H創lks'緩街

液灌流，取下肝臟進行肝細胞分離，在依實驗需要將細胞數目培養於含

有 10% 胎牛血清 (Calf bovine serum) .. 1 % PSN antibiotic mixture 、

1 %Glutamine 之 Williams E 培養基中，將之還於 370C ' 5% C02之培

養箱中培養。於 4 小時之後更換培養基除去末的著的細胞後當作以下

各實驗之細胞材抖。

四. ATP 科激肝細胞內鈣離子釋放之觀察

種細胞於35mm培養盤中，每個培養盤約含5X 103個細胞，以 10% FBS 

DMEM 進行培養 12小時，將5μg螢光如 Fluo-3 i容於25μlDMSO中並與等

體積的25% Pluronic acid混合均勻，取2μl加入 0.5mlDMEM中，以此置換細

胞的培養基，於370C二氧化碳培養箱培養細胞30分鐘，再以街填過氧氣的等

于長溶液(140mM NaCl ' 2mM CaC12 ' 4.6mM KCl ' 10mM glucose及10mM

HEPES ' pH 7.4) ，清洗三次，最後以 lml該等張溶液覆蓋細胞，將培養盤自
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定於共統焦電子顯微鏡觀察臺，先在可見光下調整焦聚及適當的視野，然後

將光源固定自定系統轉換至雷射光波長488nm的條件，並設定光源每十秒掃

描一次且連續觀決IJ150秒，並直接將結果顯示於螢光慕，電腦條件設定完成

後以直逕1mm塑膠管為針頭延長線，用 1ml針筒先吸入前述等張緩街液30μ

1再抽取微量空如氣，按著吸入 10μM的ATP' 將塑膠延長管接上事先固定

於培養血周園可深入細胞液晶中的小塑膠管上，啟動先前設定條件的同時以

針每小心的注入ATP' 並且以針筒反覆吸抽約4 、 5次，將連續掃瞄得到的影

像存檔並以電腦直接照像。

五.均酸鉛影響ATP 剝激肝細胞內鈣離子釋放之觀察

種細胞於35mm培養盤中，每個培養盤約含5X103個細胞，以添加不同

濃度 (10，5 ， 1 ，0.5 mM)硝駿鉛的10% FCS DMEM 進行培養 12小時後，利用上

述方法，測定鈣離子釋放的情形，。按著取硝酸鉛抑制ATP最佳的濃度，處

理 0.5 ，3，4和的小時後，測定鈣離子釋放的反應，觀察消酸鉛與ATP 、鈣離

子的關係。
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位、結采

從實驗的觀察中，我們發現加入 lmMATP 可使肝細胞內部鈣離子產生

變化(園時，19 U,V,W ) ，此時透過螢光鈣離子探針 Fluo刁亮度的變化可觀察

到鈣離子集中到細胞質，也就是細胞外和胞器內的鈣離子流入細胞質內。而

加入不同濃度 (0， 1 ， 10，50， 100，200 泌的硝較多告培養 12 小時後，再加入 lmM

ATP 去刺激(國20) 。結果發現 50uM 以上Þì1i'酸鉛培養 12 小時後的肝細胞，

肝細胞內部鈣離子濃度變化的反應中會有明顯抑制(國 19 X，Y，Z) 。顯示 50

uM 以上硝酸鉛的濃度會抑制ATP 刺激細胞外和胞器內的鈣離子流入細胞質

內的反應 O

1前後我們處理不同時間現酸銬，觀察后草酸鉛抑制ATP 科激細胞汁和胞器、

內鈣離子流入細胞質內的反應關係，即在不同時間將50uM 硝駿鉛加入肝細

胞的培養基 DMEM 中，再從共統焦顯微鏡觀察 lmMATP 刺激肝細胞內部

鈣離子產生變化的反應，並將鈣離子變化之濃度計算出來(麗21) 。結果我們

可發現硝酸鉛處理 3 小時以後就可抑制ATP 刺激細胞外和胞器內的鈣離子

流入細胞質內的反應 O
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陸、討論

目前所知在老鼠肝細月色上擁有兩種 P2-purinergic receptor 分別是P2y-

purinergic receptor 和 P2u-purinergic receptor (21) ，皆會受到 ATP 活化，而

活化的民則purinergic receptor 會活化 G 蛋白，在進一步活化磷酸脂解酵素 C

'活化的磷酸脂解酵素 C 則會將 phosphatidylinositol 分解成Inositol

1人手triphosphate (IP3) 和 Diacylglycerol (DAG) ，而 IP3 會連接到

胞器的接受器上，促使施器內的鈣離子流入細胞質中(國 16) 。另外ATP

也會活化細胞膜上 ATP-Gated ion channels 而使細胞外鈣離子流入。

根據我們的實驗結果，我們發現硝酸鉛會抑制 ATP 刺激老鼠肝臟細胞內鈣

離子的釋放，因此我們推測鉛抑制 ATP 刺激老鼠肝臟細胞內鈣離子釋放之

機制，可能與抑制兩種 P2-purinergic receptor 的訊息路徑中某一傳遞函子有

關，自此我們考慮、兩個途徑， (1) PKC 活性被活化，而造成 Receptor 去敏感

作用 (Desensitization) 0 (2) 鉛菇由與鈣離子相冉的特性(都是二價陽離子) , 

接著在 IP3 Receptor上，而抑制 I恥的反應。
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第二章

硝酸鉛影響大白鼠肝細胞內蛋白諾夫酵素 C 活性之研究
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壹、中文摘要

鉛是一種廣泛存在環境中的金屬毒性物質，以前研究發現消昌的告會活

化肝組織內蛋白激韓素 C (PKC) 之活性，進而影響肝細胞增殖。本實驗

想從細胞模式去探討鉛封肝細胞內 PKC 的活性影響及其細胞內 PKC 的

含量變化。實驗結果已指出處理 40uM 硝酸鉛會活化細胞質內PKC 的活

性，舟時其細胞質內 PKC 的含量也有增加的表現。但在細胞膜我們幾乎

測不到 PKC 的活性與含量。西比我們推測鉛促使細胞質的PKC活性增

加的原、底，可能是鉛會誘使細胞內 PKC的含量增加來達成。
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貳、英文摘要

Lead is a toxic metal , widely distributed in the enviroment . That have 

been found lead nitrate would activate the PKC of liver and influence the 

proliferation of liver cell . This experiment was designed to invertigation the 

effect of lead on the PKC activity in liver cell . Our results showed that the 

activity of cytosolic PKC was activated by 40 uM concentration of lead 

nitrate , but not by 10 uM concentration of lead nitrate . And the protein 

level of cytosolic PKC was also increased after 14 hours of treatment with 40 

uM concen-tration of lead nitrate . However , the activity of membranous 

PKC was not also changed in the treatment with 10 uM or 40 uM 

concentration of lead nitrate . Therefore , we suggested that the activated 

activity of cytosolic PKC by lead nitrate may be due to increased protein 

synthesis. 
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參、緒 占3口

本實驗室先前曾以實驗動物模式來探討鉛對肝臟其細胞內

PKC活性變化的關連性探討，發現其蛋白激酵C的活性確實提高，

證實鉛與PKC活性之時有某種層次土的關係。

PKC於1977年首先被Nishizuka發現(22) ，後即受到廣泛的重視

及研究，是一種鈣和磷酪依賴的蛋白激酵素 (23) ，進一步的發現，

一種Inositol phospholipid的代謝產物Diacylglycerol (DAG) ，具有

加強鈣與磷脂活化PKC的作用。舟，由於DAG是一種與細胞內傳遞

訊息有闋的物質(25) ，因此當時認為PKC 可能與細胞內傳遞訊息 ( 

signal transduction) 的作用有闕，此論點經由發現血小板所釋放的

Serotonin可被 PKC增強而得到證實(26) 。爾後一連串輩子於 DAG與

PKCì活性闊的探討中，發現有一種非常強的腫瘤催化劑， 12 - 0 呻

tetradecanoyl-phorbol-叮叮acetate (TP A)與DAG的結構相類似(27) , 
能夠取代DAG在體內及體外活化PKC' 並且認為PKC桂可能是TPA

的接受器 (receptor) 0 Nishizuka及其同僚在一系內的研究中史指出

, PKC就是TPA在細胞膜上的接受器，月時TPA可以使 PKC從細跑

質轉移 (translocate)到細胞膜，此時 PKCtzP 被活化(25 ，28) 。而一旦

PKC被活化，將進一步促使細胞內的許多蛋白質磷政化，如Histone

(29) ,EGF receptor(30) , Insulin receptor (31) , Transferrin receptor 

(32) ，轉譯作用2號起始因子(eIF2) (33)' ribosomal protein S6 (34) 

等等，而引發一連串細胞內的訊息傳遞途徑。

而當 PKC引發了與細胞開始進入分裂週期有密切關係的原致癌

基因 (prot。一oncogenes)c-jun 、 c-fos 的表現(expression) ，所產生的

Jun -Fos complex(AP-1)便能促動多種基茵的轉譯作用 (transcription)

(35) ，而帶動整個細胞進入活躍狀態，使細胞產生增援 (prolife-

也 33 -



ration)和分化 (differentiation) (36) 。因此PKC被認、為有促進細胞增

搓、分化作用、基因表現和腫瘤催化作用。

截至目前我們封 PKC的了解，尚可歸納出至少約有 12種的異構

體 (isoforms) (α 、 β1 、 βII 、 γ 、 6 、 ε 、 c 、 η 、。、 L 、 λ

和 μ)(26， 37-41) ，而各種異構體在細胞內負責不用訊息傳遞的工作，

也具有不同調控基目表現和細胞增處的能力 (42-45) 。而依照參與

PKC活化所需輔因子的 (cofactor) 的不舟，可將異構體區分為三類

(26,37 -41 ,46-48) :第一類為鈣離子依賴性 (Ca2+-dependent) 的異構

體，如 α 、 βI 、 β 口和 γ ，稱為 cPKCs(conventional PKCs) ;第

二類為不需要鈣離子 (Ca2+ -independent) 參與活化反應的異構體，

如 3 、 ε 、 η 、。和 μ ，稱為 nPKCs(novel PKCs) ;第三類為不需

要鈣離子 (Ca2+-independent) 及磷脂類 (Diacylg1ycerol (DAG)或

Phosphatidylserine (PS))參與活化反應的異構體，如 c 、 λ 和l.，

稱為aPKCs(atypical PKCs) 0 cPKC及nPKC其活性能接受1PA的刺

激而誘發，而低劑量的 PMA或其他 ActÏvator也能引起未活化(in咱

active)形式的PKC' 從細胞質轉位(translocate)主IJ 細胞膜(44，49-51 ) 

，長期暴露在高熱愛 PMA(<1μ M)的細胞，則能造成這類 PKC 

isoforms的 down-regulation (44，49-51) 。至於aPKCs這類的PKC並

不會受到PMA的影響，其活性也不會被1PA所誘發(26，峙，52) 。

在細胞訊息傳遞中 'PKC具有調節基因表現及細胞增殖等的作

用，而不同的異構體問由於結構的不舟，其酵素特性、活化方式及

所表現出來的生理功能使有所不前 (28 ，53 ，54) 。一些引發細胞增麗的刺

激劑 (mitogen) ，例如Leadnitrate 、 Ethylene dibromide 、 Cyprote-

rone acetate 和 Nafenopine 能直接誘發肝臟增殖(55) ，而許多研究

結果已經指出，鉛在各種生物系統的功能與鈣類似，可以取代鈣離

子的作用而增加 PKC的活性 (56-59) 。本實驗室先前有做過以實驗動

由 34 -



物模式來探討鉛封肝臟其細胞內 PKC活性變化的關迪性探討，發

現其蛋白激酵素 C 的活性確實提高，本論文擬進一步以知雄模式

來探討，活體外(in νitro) 鉛對大白鼠肝臟其細胞內 PKC活性變化

的關連性作一逐步的研究。
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肆、材料與方法

一、實驗材粹

Male Wistar rat 購自台大醫學院動物中心。

Glycerol, DEAE, SDS , Aqrylamide, Glycine, Tween-20 購自

德國Merck公司。

Lead nitrate , Calcium chloride, Maginsium chloride 購白和

光純藥工業株式會社。

Phenylmethylsulfonyl fluroride (PMSF), Leupeptine, Histone 

H1(type III-S) , Phosphati~ylserine， 1 之間Diolein(1 ，乞diolroyl扭

扭心glycerol)， Sucrose, Ethylene diaminete traacetic acid (E 

DTA) , 2-Mercaptoethandl, Tris(hydroxymethyl)申amlno me

thane hydrochloride (Tri仔HCl) ， Ethylene glycolbis (β 目aml

noethy lether)一N，N，N' ，N'-tetraacetic acid(EGTA) , Glutathione 

, Cysteine, Dithiothretiol~ Nitrovlue tetrazoliur口， 5Ebromo-4-

chloro由于indolyophosphate , Triton X一100 , Sodium bicarbonate 

, N-[2-hydroxyethyl]piperazine叮N'-[2-ethane sulfonic acid] 

(HEPES) , Magnesium acetate, Sodium orthovanadate, Saponin, 

Aprotinin 均購自美國 Sigma公司。

[r -32p]ATP (5000 Ci/mrnol) 購島英昆I Amersham公司。

Dimethyl sulfoxide (DMSü) , TCA 矯自聯工化學廠股份有限公司

TE孔1ED 購自美國Bio-Ra<，l公司﹒

Ammonium persulphate 購自美國 Serva公司。

Methanol 購自皓峰企業股份有限公司。

Dulbecco's Modified Eagle Medium (D孔1EM)， FBS, Anti-PKC 

IgG 躊由美函GibcoBRL 公司。
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Anti-rabbit IgG 購自 Promega公司。

二.實驗動物與設計

本研究使用購自台大聲學院動物中心之Wistar品系大白鼠，選耳又重

約220-280g 的雄性Wistar大白鼠為實驗動物。

三.肝細胞之初代培養

與第一章的分離方法相同。

四.蛋白激酵素C之抽取(extraction of PKC)(60) 

種植適當數目的肝細胞於直往100mm 的培養且中，每三盤一組，加入不再

濃度的硝酸鉛處理 0.5 .3 .14 .1 8 小時，用PBS buffer洗兩次，再用研磨緩街液 A

(Tris 20mM,pH7.5 , Na3V04 0.03mM ，MgCh.6其20 2mM , Dithiothreitol 1mM , 

EDTA 5mM, EGTA 2mM,Sucrose 250mM , PMSF 2mM , Aprotinin 1.0mg/ml , 

leupeptin 10 ug/ml )將細胞舌lJ 下來，用均質機(Wheaton， homogenizer 

kontes tissue grind pestIe 10ml)磨約20下，將所得萃取液經低遠離心

(Beckman GS-6R 1,000rpm, 4 0C, 10min) ，將所得上清液經超高遠離

心(Hitachi P56A 220,000Xg , 4 0C, 1hr) ，離心後之上清液(superna-

tant) 即為細胞質蛋白激酵素C的部分;而先前經 1 ，000X g 所得的沈澱

物與後面超高遠離心所得的沈澱物(pellet)再以 1ml附加有0.1 % Triton 

X-IOO 的研磨緩街液 B ( Tris 20mM,pH7.5 , Na3V04 0.03mM , NaF 5mM , 

EDTA 5mM ,Mg(CH3COO)2.4H20 20mM , Dithiothreitol 1mM, EGTA 2mM, 

PMSF 2mM , Aprotinin 1.0mg/ml , leupeptin 10 ug/ml , 0.1 % TrÌ-ton X-

100)混合震盪均勻，於40C下培育 1小時，再次以超高遠離心(Hitachi
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P56A 220,000 Xι40C ， 1hr) ，離心所得之上清波(superna-tant) 便為

細胞核富含的部份與細胞膜部分蛋白激酵素C的所在。將所萃取的樣本

儲存在刁o oC 。

五.蛋白激酵素C之純化(partial purification of PKC)(60, 61) 

上述萃取所得之樣本仍含有各種細胞質或細胞膜的酵素，及其

他內在干擾物質，為使蛋白激酵素C之純度提高，以科活性測定，

我們採用DEAE-Cel1ulose chromatography來純化。純化的方法是

先製備Cellulose column '以 1公丸之DEAE-cellulose與4虹吐之2伽n

M Tris-HCl ' pH 7.5 '混合，通入塞以玻璃棉6X 100mm之玻璃管

柱中，再以0.75ml 組織緩街液(tissue buffer) 沖洗三次。然後通入

樣本，以0.75 ml 組織緩街液再次沖洗四次和0.5ml含 120 mM KCI

之組織緩街液沖洗一次，最後再一次通入1ml含有 120mM KCl之組

織緩街液並收集之，此液即含有較高純度之蛋白激酵素Co

六.蛋白激酵素C之活性測定

蛋白激酵素C之活性測定係採用放射磷標記之腺核甘三磷酸( [r 

_32p]ATP)作為磷駿根之供給者，而以組織蛋白( histone type II -s ) 
作為磷駿根之接受者，藉測量蛋白激醇素C將放射磷轉接至組織蛋白

之多寡，來定量蛋白激酵素C之活性。首先配製反應溶液，其中含有

5μmol Tris占ICl(pH 7.4) , 2μmolMgCh' 40μg Lysine-rich his

tone ' 10μg Phosphatidy lserine ' 0.75μg 1 ，2也Diolein ' 103μg 

Leupeptine ' 0.35μmol CaC12 ' 0.12μmolEGTA和5μM[r-32p]

A TP(5000 cprnlpmoI)。整個反應之控制如下:在40C下將 100μ1反應

溶液與50μl之待測樣本於5X6Omm試管混合，然後加入50μ1 之[γ

_32p]ATP 溶液，隨後將之置於300C之水浴中，反應3分鐘之後，先
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加入1μg/lμ1 BSA 50μ1 '次加入O.5ml 冰冷的40% Trichloroacetic 

acid (TCA) 溶液以中止反應，再加入 2ml冰冷之l%TCA溶液，

使phosphorylated histone析出，最後利用離心方式(Beckman GS-6R 

, 3000 rpm, 4 oC , 30min) 將析出之蛋白沈澱下來，小心移除上清液

，保留沈澱部份再加入2ml 冰冷之l%TCA溶液，經離心取沈澱部份

加入閃爍液，再將整個試管放入偵剎瓶，以 β-Counter5/~IJ 放射童 O 反

應結果扣除不加Phosphatidylserine和 1 ，乞Diolein 的空白樣本(blank

sample) ，即為PKC真正活性，以pmol /min /mg protein 表示。

七.蛋白濃度測定(84)

蛋白質的定量採用 "Bradford Protein Assay"方法，其原理為蛋

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

色越深表示蛋白含量越高。測試的方法如下:首先以一系列已知濃

度BSA' 加五分之一體積的Bradford protein dye以波長595nm可見

光之吸光度作一標準關係線，次以同樣的方法測得樣品之O.D.佳，即

可根據標準關俘、線求得樣品蛋白之濃度。

八.西方墨點分析法('有Testern blot)(6,7) 

1.樣本之處理:

取適量之PKC萃取液，加入組織緩街液(tissue buffer)使其

最終體積達於一致，再與處理緩街液(treatment buffer) ( 0.062 

5 M Tris-Cl (pH 6.8) , 2% (w/v) SDS ' 10% sucrose ' 0.002% 

bromophenol blue) ，混勻煮沸 10分鐘後，迅述插入冰水浴中，

以Microcentrifuge spin-down '接下來即可進行 SDS-polyacr申

ylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE) 。
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2. SDS-聚丙:崎昌盛按板繆之製備

1) 上層膠體:為4% Stacking gel '組成為4.5% Acrylamide ' 

0.12% N ,N-Bis-methylene acrylamide ' 0.125M Tris-HCl 

(pH 6.8) , 1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS) , 0.025% 

Tetramethyl ethylenediamine(TEMED) , 0.05% ammonium 

persulfate (AP) 。

2) 下層膠體:為 10% Separating gel '組成為 10% Acrylamide 

, 0.2689毛 N，N'-Bis-methylene acrylamide' 0.375M Tris咱

HCl (pH 8.8) , 0.1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS) , 0.025 

% Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) 和0.05% ammo棚，

nium persulfate (AP) 。

3. 電泳之操作

將做好的板膠固定封電泳裝置上，用 1 X Tank buffer(25mM 

Tris-HCl ,pH8.3 ' 0.192M Glycine ' 0.19毛 SDS 為電泳緩街液注

滿上下電泳槽，取經處理過的蛋白樣品溶液加入板膠上所形成的

U型繪中，以 140 V oltage ' 35mA進行電泳 O

4. 電泳完畢後，將膠體浸入冰冷的 Electrotransfer buffer ( 25 mM 

Tris-HCl (pH8.3) , 0.192M glycine ' 20% (v/v) methanol) 約5

10分鐘，之後將膠體平鋪在兩張浸濕的Wha加lan 3M i港、紙上，然

後再將預先浸濕的椅化纖維紙 (nitrocel1ul ose paper) 蓋在膠體上

面，依次再覆蓋兩張浸濕的3M濾紙，並以玻漓棒小心趕走其間的

氣泡，然後裝入Transfer holder 1句，再置於 Electrotransfer tank 

(Hoefer) 以4 0C '的OmA進行電轉移 O 電轉移通夜後，將硝化纖
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維紙取出浸入 1 ml/cm 的合3% (w/v) FBS之TBST緩衝液( 10mM 

Tris-HCl (pH8.0) ，的o mM NaCl ' 0.05%Tween-20 J '在室溫
搖動 1小時，然後以 TBST緩街液清洗兩次，每次 10分鐘 O 加50μ

g 抗PKCJfi:.體 (Anti-PKC IgG '購自 GIBCOBRL) 於20m1含 1%(

w/v) FBS 的TBST' 然後與均化纖維紙在室溫下作用4小時，之後

以TBST緩街液清洗兩次，每次 10分鐘。與Primary antibody作用

後的硝化纖維紙，再進一步與加有 20μg Secondary antibody (al陣

kaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG '購自 Promega)

含1% (w/v) FBS 的 TBST buffer 20ml '於室溫下作用 1小時後，

TBST 緩街液清洗二次，每次的分鐘，最後將崎化纖維紙浸入 20

m1的受質溶液(substrate buffer) [f有120m1受質緩街液(100mM Tris 

由HCl， pH9.5 , 100mM NaCl, 5扭曲1 MgC12) 加上7mg的 Nitroblue;..

tetrazolium (NBT)及5mg的子Bromo-4-chloro-3-indoly lphosph

ate (BCIP) ]進行主色反應，約5....10分鐘後可用去離子水終止呈色

反應立主清洗之 O
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伍、結果

在PKC 的活性測定中(表2，3) ，我們發現經 40uM 荷西交鉛處理。 .5 ， 1、

時後的肝細胞，其細胞質內PKC 的活性開始增加，在硝屆交鉛處理3小時

後其細胞質內PKC 的活性達到最高，而在硝酸鉛處理14 ，J、時後的細胞，

其細胞質內PKC 的活性在我們兩次實驗中有不同結果，一次是些微下降

另一是明顯下降。而在這些細胞的細胞膜部份的PKC 活性則幾乎測不

到。另外我們發現在細胞核富含部份的PKC 活性則是在硝故鉛處理14小

時後的細胞中表現最高。此外我們以兩種不同濃度硝故鉛來進行上述實

驗，結果這些細胞的細胞質以外部份 (Particulate) 的PKC 活性也幾子測

不到， r吊在處理 10趴在椅吾友鉛的細胞其細胞質內PKC 的活性別變化不

大，而在處理 40uM 消酸鉛的細胞其細胞質內PKC 的活性別與前面實驗

結果相似。

另外我們以西方墨點分析法來測定其PKC 的蛋白章(麗 22，23) ，結

果我們發現在 Particulate 部份觀察不到 PKC 的出現，而在細胞質內 PKC

的蛋白受貝IJ 以消酸鉛處理14小時後的細胞中表琉最高。此外我們在 Parti

culate 部份觀察到一個約 53 kDa 的蛋白出現，尤其以硝政鉛處理14小時

後的細胞中表現最明顯。
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陸、討論

本實驗室先前有做過以實驗動物模式來探討鉛對肝臟其細胞內

PKC活性變化的關連性探討，發現其 Particulate 蛋白激酵C的活性確

實提高。但本論文以細胞模式來探討活體外(in νitro) 鉛對大白鼠肝臟

其細胞內 PKC活性變化的關連性研究之結果，卻發現在 Particulate 部

份的PKC 活性幾乎測不到。而在細胞質的PKC活性變化則在其起伏的曲

線上似乎與活體內的實驗有點相似，我們推測可能因在活體內的組織內

含有多種細胞，而干擾到我們的實驗結采 O

至於鉛為何會促使細胞質的PKC活性增加呢?我們推測可能是鉛會

誘使細胞內PKC的含量增加。或是鉛會促進細胞內PKC的受質大量增

加。

另外我們在以西方墨點分析法來測定其PKC 的蛋白童時，發現在細胞

質以外 (Particulate) 部份觀察不到 PKC 的出現，但在分子量約 53 kDa 的

位置卻有一環華出現，且與實驗結果細胞核富含部份的PKC 活性有一致性，

因此我們推測這一環帶的蛋白可能是PKC活化後被分解的部份。故我們

想以競爭試驗來測定這一環帶是否是PKC活化後被分解的部份 O
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第三章

硝酸鉛影響 IP3 刺激大白鼠肝細胞內 IP3 接受器所誘發之
細胞內鈣離子之研究
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壹、中文摘要

鉛具有改變 IP3 接受器的活性之能力。而本實驗以一新的實驗模式，科

馬螢光共車!已焦顯微鏡觀察肝細胞內鈣離子濃度之變化。先用 Saponin 將細

胞膜穿漪，然後處理 Calcium Green-l dextran '在IP3 科激下觀察細胞

內鈣離子濃度改變的情形。實驗結果發現椅酸鉛確實具有抑制 IP3 刺激細胞

內鈣離子濃度改變的情形。我們推測鉛抑制 IP3 刺激老鼠肝臟細胞內鈣離子

釋放之機制，可能鉛措由與鈣離子相同的特性(都是二價陽離子) ，以抑制

IP3 促使細胞內胞器中的鈣離子釋放至細月色;穹的反應。
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貳、英文摘要

Recent reports have shown that lead alter the activity of IP3 receptor . In 

this study , we used a new model to detect the release of intracellular calcium in 

liver cell . The cells were permeabi1ized by saponin , and then loaded with 

Calcium Green-l dextran . Changes in the intracellular calcium were screened by 

confocus microscope . The result showed that the IP3 stimulated the release of 

calcium from intracel1ular calcium pools stimulated by IP3 was decreased after 

treatment with lead nitrate . Thus , we suggested that lead may mimic calcium in 

altering the response of IP3 receptor . 
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參、緒言

由先前兩章實驗的結果，顯示硝酸鉛在細胞模式的實驗確實會使肝

細胞內蛋白激酵C的活性提高而硝酸鉛會抑制 ATP所引發的肝細胞內

鈣離子移動。而硝酸鉛會抑制 ATP所引發時肝細胞內鈣離子移動可能

是由抑制兩種在老鼠肝細胞上恥-purinergic receptor 的訊息路往中某一傳遞

因子所造成，因為硝酸鉛在細胞模式的實驗確實會使肝細胞內蛋白激酵

素C的活性提高，因此我們大膽推測是否在 P2目purinergic receptor 的訊息

路徑中。

自此本章實驗的目的是想直接測定鉛是否會抑制IP3所引發的肝細

胞內鈣離子濃度變化，但細胞膜上並無IP3接受器，且IP3並不能穿過細

胞膜進入細胞舟，所以本實驗是先用 Saponin 將細胞膜穿洞後，再以

特殊的鈣離子視和性探針 Calcium Green ™ -1 dextran 來測定IP3所引

發的肝細胞內鈣離子濃度變化及鉛是否會抑制IP3所引發的反應。實驗

結果顯示鉛確實會抑制由IP3所誘發之細胞內鈣離子由她器中流至細胞

質的反應。
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肆、材料與方法

一、實驗材料

Male Wistar rat 購自台大醫學院動物中心。

Glycerol, DEAE, SDS , Acrylamide, Glycine, Tween-20 購自

德函Merck公司。

Lead nitrate , Calcium chloride, Maginsium chloride, Potassium 

chloride 購白和光純梁工業株式會社。

Phenylmethylsulfonyl f1uroride (PMSF) , Leupeptine, Histone 

Hl(type III-S) , Phosphatidylserine, 1 ，2-Diolein(1 ，2-diolroyl岫

rac-glycerol), Glucose, Ethylene diaminete traacetic acid (E 

DTA) , 2-Mercaptoethanol, Tris(hydroxymethyl)一amlno me

thane hydrochloride (Tris毛主Cl)， Ethylene glycolbis (β-amι 

noethylether)-N ,N ,N' ，N'.心etraacetic acid(EGTA), Dithiothretiol , 

Inositol 1,4 ,5 triphosphate 均購自美國Sigma公司。

DMSO,Sodium chloride 購自聯工化學廠股份有限公司﹒

PSN antibiotic mixture. DMEM. FBS 購自美閻Gibco BRL 公

司。

Calcium Green™ -l dextran 購自美國 Molecular Probes 公司
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二.實驗動物與設計

本研究使用購自台大醫學院動物中心之Wistar品系大白鼠，選取重

約220-280g 的雄性Wistar大白鼠為實驗動物。

三.肝細胞之初代培養

初代肝細胞之培養是與第一章的分離方法相同 O

四.硝酸鉛影響IP3 刺激肝細胞內鈣離子釋放之觀察

種細胞於35mm培養盤中，每個培養盤約含5X 103個細胞，以添加10%

FBSDMEM 進行培養 12小時，加入 80ug/ml Saponin 溶液 (NaC120mM ，

KCIII0mM , MgCh 1.5mM , NaH2P04 lmM ,HEPES 25mM , albumin lmg/ml 

, CaCh 0.55mM , EGTA lmM , PMSF 0.2mM , leupeptin 10 ug/ml , sanponin 

80ug/ml pH 7.4)在 40C反應 20 分鐘，去除溶液後再以街填通氧氣的等張溶

液(NaCl 20mM , KCl 110mM , MgCh 1.5mM , NaH2P04 lmM ,HEPES 25mM , 

albumin lmg/ml , EDTA lmM , EGTA 0.5mM pH 7.4) ，清洗三次，添加 lml

1.4趴在 cl十 Green-detran 溶液 C (NaC120mM , KCl 110mM , MgCh 1.5mM , 

Na琵2P04 lmM ,HEPES 25mM , albumin lmg/ml , EDTA lmM , EGT A O.5mM 

, PMSF 0.2mM , leupeptin 10 ug/ml pH 7.4)在 4
0

C incubation 20 min '去除溶

液後再添加 lml 含 lmMATP 的溶液 D(NaCl 20mM , KCl 110mM , MgCh 

1.5mM , NaH2P04 lmM ,HEPES 25mM , EGTA lmM , ATP lmM p其 7.4)在

室溫作用 2 min 後以充填過氧氣的等張溶液清洗三次，最後以lml該等張溶

液覆蓋細胞，將培養盤自定於共統焦電子顯微鏡觀容臺，先在可見光下調整

焦聚及適當的視野，然後將光源固定自定系統轉換至雷射光波長488nm的條

件，並設定光源每十秒掃描一次且連續觀測150秒，並直接將結果顯示於螢

光幕，電腦條件設定完成後以直逕lmm塑膠管為針頭延長線，用 lml針筒先
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吸入前述等于長緩街液100μl再抽取微量空細氣，按著吸入 0.1μM的IP3 '將

塑膠延長管接上事先由定於培養且用圈可深入細胞液晶中的小塑膠管上，啟

動先前設定條件的同時以針筒小心的注入IP3 '並且以針筒反邊吸抽約4 、

5次，將連續掃喵得到的影像存檔並以電腦直接照像。按著以硝酸鉛抑制

IP3最佳的時間再以不同濃度硝酸鉛與細胞，觀察局面交鉛與 IP3 、鈣離子的關

f系。
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伍、結果

我們以培養24 小時的肝細胞，先用 Saponin Buffer 將細胞膜打洞

後，以特殊的鈣離子親和性探針 Calcium Green T恥仁 1 dextran 來測定細

胞質內鈣離子濃度的變化，結果我們可以觀察站在 5uM IP3刺激下，胞

器內鈣離子流入細胞質的現象，將其量化成鈣離子濃度的變化如閻24

O 另外比較以不同濃度硝酸鉛字口其它二價陽離子處理後的肝細胞，再加入

IP3並觀察IP3所引發的細胞內鈣離子變化(圈25) 。將細胞內鈣離子變化

換算成鈣離子濃度的變化，實驗結果顯示鉛確實會抑制由IP3所誘發之

細胞內鈣離子由胞器中流至細胞質的反應。

另外我們也測定一些二價陽離子 (Ca恥， cd+， Zn2+'CU斜， Hg2+)封

肝細胞的影響(閻25) ，方法與均酸鉛的處理方式相舟，結果在我們測試

的二價陽離子中，只有鉛和汞離子會有明顯抑制IP3所誘發之細胞反

應。
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陸、討論

在 1990 年 Pietri 等人提出由 IP3 所調控的鈣離子釋放，當鈣離子濃

度提升後會形成回饋抑制，使 IP3 Receptor由低親和性的形式，轉變成高親

和性但去敏感的形式 (81) 。另外以前的研究已指出鉛會增加老鼠星型細胞

(Astrocyte) 內 I恥的濃度 (82) ，最近 Vig 等人也提出鉛會改變 Inositol

Polyphosphate Receptor 的活性 (83) ，降低IP3 調控的鈣離子釋放，並增加IP3

與接受器鍵結能力，而根據我們實驗結果顯示，鉛離子確實會抑制由

IP3所誘發之細胞內鈣離子由胞器中流至細胞質的反應， !lp鉛可能藉由與

鈣離子相冉的特性(都是二價陽離子) ，按著在 IP3 Receptor上，並增加IP3

與接受器鍵結能力，使接受器由低親和性的形式，轉變成高親和性但去敏感

的形式，以抑制後來加入的 IP3 促使細胞內胞器中的鈣離子釋放至細胞質的

反應。

時 52 盼



第三部份

人類肝癌組織內蛋白激酵素 C 活性之探討
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壹、中文摘要

我們測定人類肝癌組織和連接的正常肝組織內蛋白激酵素 C 的活性，在

比較人類肝癌組織和連接的正常肝組織細胞膜上 PKC 的活性，結果發見人

類肝癌組織細胞膜上 PKC 的蛋白活性是明顯的降低 (245.3 土 49.3 versus 

396.9 土 82.4 pmoI 32p/ min /mg protein ,P <0.05) ，然而在細胞質部份的蛋白

激酵素 C 活性並無明顯不同 (50.6 土 11.3 versus 40.0 土 6.6 pmol 32p/ min 

/mg protein) 。而在 9 個患者中有 8 個患者其肝癌組織細胞膜上 PKC 的蛋白

活性是明顯的降低，而且比較這些組織中細胞膜上全部蛋白激酵素 C 的活

性，也顯示癌組織中整個細胞膜上蛋白激酵素 C 的活性是明顯的降低(163 .1

士 38.8 versus 433.8 土 92.4 pmol 32p/ min /g tissue, P <0.005) ，而在整個細
胞質部份的蛋白激酵素 C 活性別並無明顯不同(285.9 土 58.8 versus 31 1. 6 土

44.0 pmol 32p/ min /g tissue) 。這些結果指出細胞膜上蛋白激酵素 C 的活性降

低可能是導致人類肝癌的過程。
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貳4 、英文摘要

The activity of protein kinase C (PKC) in human liver cancer and adjacent 

normal 1iver tissue was determined. lt was found that the activity of the 

membrane-bound PKC was significantly decreased in cancer tissue as compared 

with that of the adjacent normal tissues (245.3 土 49.3 versus 396.9 土 82.4

pmol 32p/ min /mg protein P <0.05); while the PKC activity in cytosolic fraction 

was not significantly different (50.6 士 11.3 versus 40.0 土 6.6 pmol 32p/ min 

/mg protein) concerning protein concentration. The reduced expression of 

membraneωbound PKC activity was observed at least on 8 of 9 patients . 

Moreover, the cancer tissue showed a significant decrease in total membranous 

PKC activity as compared with the 叫jacent normal tissue of each patient (163.1 

士 38.8 versus 433.8 土 92.4 pmol 32p/ min /g tissue, P <0.005) and no 

difference in total cytosolic PKC activity(285.9 土 58.8 versus 31 1.6 土 44.0

pmol 32p/ min /g tissue)鐵 These results indicate that the progression of the human 

liver cancer might be associated with the decrease of membrane曰bound PKC 

actlvlty. 
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參、緒言

一種鈣和磷酪依賴的蛋白激酵素 C (Protein Kinase C '簡稱PKC) 是於

1977年首先被Nishizuka發現(21)後即受至Ij廣泛的重視及研究 'PKC 在一些依

賴鈣離子調控細胞功能的細胞中是扮演著重要角色 (25) 0 一種細胞內囡受至卦封Ij i 
i 夕外「在囡子刺激而導致 p戶hoωsp戶ha祕t拉id句y仙10S祕i江tol 水解反應的代謝/產主物D凹1a郎cy抖l挖gly抖ce仗ro仗

(份DAG)河牙和口腫瘤促進劑 Ph胎1昀or白bo叫1 e仿st記er路S 兵有力加口強鈣離子;活舌化PKC的作用 (ρ25 ，6位2， 6白3)

。在一些細胞外的訊息如生長因子(Growth factors) ，荷爾蒙(Hormones) ，和

神經傳遞物質(neurotransmitters) 的傳遞穿過細胞膜的反應中 'PKC 扮演一

個重要角色(64，65) 。並且發現PKC 能誘發許多細胞反應，包括有細胞的增鐵

(proliferation) ，細胞的分化(Differentiation) ，基臨的表現和腫瘤的促進等

(66) 。

肝癌在我國十大惡性腫瘤所造成的死亡率排名中始終高居不下，而肝痕

的形成原因至今還不是很明確，至今醫療方式大多以外科手術切除為主，而

化學放射治療為輔的方式進行治療。其病理級數之辨別是以腫瘤大小來封

銜，但以腫瘤大小來判斷其為理級數似乎太粗糙。而今 Reifenberger 等人已

將PKC的表現運用在神經腫瘤學中的腫瘤病理組織之分類(67) ，其論點認為

PKC 的表現在早期癌症的偵測可能是一個腫瘤標記(tumoral marker) 。而在

人類乳癌(breast tumor)及腦下岳體腫瘤 (pituitary tumor)和惡性的神經膠質瘤

(malignant gliomas)中可發現PKC的活性偏高的(68“70) 。但是在人類大腸腺癌

(colonic carcinoma)中發現腫瘤的大小和PKC的活性是呈現反比的結果，即其

PKC的活性是降低的(71 ，72) 。相同的，和控制組的皮膚切片做比較從失控的

乾癖(psoriasis)患者增生的皮膚切片中也發現其PKC的活性是降低的(73) 。所

以在探討腫瘤細胞中PKC活性的變化時，可能會出現PKC活性增加或降低的

結果。

而在以前一些報告中指出經由化學致癌期(carcinogens)所誘發的肝細胞
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瘤 (hepatoma)中，可發現蛋白質磷酸化(phosphorylation)和蛋白激酵素活性明

顯的變化(74，75) ，然而在人類肝癌中 PKC 所扮演的角色至今不明。在本實驗

中我們由外科手術取人類肝癌組織及鄰近的正常肝組織來測定它們白色 PKC

活性，我們的結果指出在肝痕的細胞膜部份其PKC的活性是降低的，且隨著

肝癌組織的惡化其細胞膜部份之 PKC 活性會隨之下降。
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肆、材料與方法

一、實驗材料

Human liver cancer and adjacent normal human 1iver tissue 

來自台大醫院外科手術房。

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

sulfonyl fluroride (PMSF), Leupeptine，其istone Hl(type III-S) ,Phosphatidyl

serine, 1,2-Diolein(1 ,2-diolroyl-rac-glycerol), Sucrose, Ethylene diaminete 

tetraacetic acid (EDTA) , 2-Mercaptoethanol, Tris(hydroxymethyl)-amino 

methane hydrochloride (Tris-HCI), ~thylene glycolbis (β-aminoethy lether) 

N,N,N' ,N'-tetraaceticacid (EGTA), Dithiothreti仗， Triton X-I00 均增自美國

Sigma公司。

[γ-32p]ATP (5000 Ci/mmol) 購自英函Amersham公司 O

TCA 購自聯工化學廠股份有限公司﹒
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二.蛋白激酵素C之抽取(extraction of PKC) 

從外科手術所獲得的樣本須馬上還入液態氣中儲存，等主贅院取回後再

從液態氮禍中移至-700C冰箱儲存，秤取O.lg之肝組織，加入3ml含有20mM

Tris-HCl pH7.5 '5mMEDTA '0.5mM EGTA ' 0.3M sucrose ' 2mM phenyl耐

methylsulfonylfluoride '5mM ethyleneglycol bis(β-amino-ethy 1 ether)-N ,N, 

N' ,N'-tetraacetic acid ' 50mM 2-mercaptoethanol及10μg/mlleupeptin的組織研

磨液A (homo-genization buffer A) ，以研磨器 (Wheaton， homogenizer kontes 

tissue grind pestle 10ml)研磨30次使細胞破碎，將所得萃取液經離心100g

(Beckman GS-6R ' 1000 rpm, 4 oC, 10min) 移除細胞核後，將上清液經超高速

離心(Hitachi P56A 100,000Xg , 4
0

C, lhr) ，離心後之上清液 (supernatant)即為

細胞質蛋白激酵素C的部分;而沈澱物(pellet)再以 1ml附加有0.1 % Triton Xω 

100 的組織研磨液混合震盪均勻，於OOC下培育1小時，再次以超高遠離心

(Hitachi P56A100,000Xg, 40 C, 1hr) ，離心所得之上清液(supernatant)便為細

胞膜部分蛋白激酵素C的所在。將所萃取到的樣本儲存在刁OOC下，酵素活性

在一個月內是穩定的。

三.蛋白激酵素C之純化(partial purification of PKC) 

上述萃取所得之樣本仍含有各種細胞質或細胞膜的酵素，及其

他內在干擾物質，為使蛋白激酵素C之純度提高，以利活，性測定，

我們採用DEAE-Cellulose chromatography來純化。純化的方法是

先製備Cel1ulose column '以 1公克之DEAE-cellulose與4ml之20m

M Tris-HCl ' pH 7.5 '混合，通入塞以玻璃棉6X50mm 之玻互為管

柱中，再以0.75ml 含有20mM Tris-HCl pH7.5 '2mMEDTA '0.5mM 
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EGTA ' 2mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)及到mM 2-mercapto-

ethanol組織緩街液(tissue buffer) 沖洗三次。然後通入樣本，以0.75 ml 組織

緩街液再次沖洗四次和0.25ml含120mM KCl之組織緩街液沖洗一次，最後再

一次通入0.5ml含有120mMKCl之組織緩街液並收集之，此液即含有較高純

皮之蛋白激酵素Co

四.蛋白激酵素C之活性測定

蛋白激酵素C之活性測定係採用放射磷標記之腺核甘三磷酸( [γ_32P] 

ATP)作為磷酸根之供給者，而以組織蛋白( histone type II -S )作為磷皈根之

接受者，藉測量蛋白激酵素C將放射磷轉接至組織蛋白之多寡，來定量蛋白

激酵素C之活性。首先自己製反應溶液，其中含有5μmol Tris-HCl(pH 7.4) , 

2μmolMgC口， 40μg Lysineωrich histone ' 10μg Phosphatidylserine ' 

0.75μg 1,2-Diolein ' 10μg Leupeptine '0.35μmol CaCh ' 0.12μmol 

EGTA和5μM [ r -3~]ATP(5000 cpmlpmol) 。整個反應之控制如下:在不C下
將100μl反應溶液與50 川之待測樣本於5X60mm試管混合，然後加入到 μl

4 

之[γ32的ATP 溶液，隨後將之置於300C之水i谷中，反應 10分鐘之後，先加

入1μg/l μ1 BSA 50μ1 '次加入0.5ml 冰冷的40% Trichloroace-tic acid (TCA) 

溶液以中止反應，再加入 2 ml冰冷之I%TCA溶液，使phosphorylated

histone析出，最後利用離心方式 (Beckman GS-6R ' 3000 rpm, 4 oC, 30min) 

將析出之蛋白沈j殿下來，小心移除上清液，保留沈澱部份再加入2ml 冰冷之

I%TCA溶液，經離心取沈澱部份加入閃爍液，再將整個試管放入偵測瓶，

以 β-Counteô頁IJ放射量。反應結果扣除不加 Phosphatìdylserine 和 1 ，2-Diolein

的空白樣本(blank sample) ，即為PKC真正活性，以pmol Imin Img protein 表

示
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五.蛋白濃度測定

蛋白質的定量採周刊Bradford Protein Assay"方法，其原理為蛋

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

蛋白含量越高 O 測試的方法如下:首先以一系列已知濃度BSA' 加五分之一

體積的Bradford protein dye以波長595nm可見光之吸光度作一標準關偉、線，

次以同樣的方法測得樣品之O.D.~章，即可根據標準關係線求得樣品蛋白之濃

度。
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伍、結果

我們測定 9 個來自外科手術樣本的白發性人類肝癌 (hepatocellular

carcinoma)組織和正常的肝組織，分別萃取其細胞質肉和細胞膜上的蛋白激

酵素 C 活性的表現，。肝癌患者的臨床病理級數是記錄在表 4 '而在蛋白激

酵素 C (PKC) 活性的表現上我們發現在正常肝組織中細胞膜的部份， PKC 

的活性(表 5)是明顯的高 (396.9 士 82.4 pmol 32p/ min /mg protein) ，而在肝

癌組織細胞膜的部份， PKC 的活性是明顯的降低 (245.3土 49.3pmol32p/

min Img protein) ，且癌組織和正常肝組織其細胞膜的 PKC 活性之三是真是具

有統計學上的意義。<0.05) 0 而我們測定這 9 個患者其癌組織細胞膜的 PKC

活性，發現有 8 個患者其癌組織細胞膜的 PKC 活性是降低的 o 另外我們比

較癌組織和正常肝組織其細胞質內的 PKC 活性，在肝癌組織細胞質部份

PKC 的活性是 (50.6 士 1 1.3 pmol 32P1 min /mg protein) ，而在正常肝組織細

胞質部份 PKC 的活性是 (40.0 土 6.6 pmol 32P1 min /mg protein) ，兩者 PKC

活性之差異並無統計學上的意義。

另外我們將其 PKC 的蛋白活性換算成組織的 PKC 活性(表 6) ，肝痞組

織細胞膜部份全部的 PKC 活性是 163.1 土 38.8 pmol 32P1 min /g tissue ' 1前正

常的肝組織細耳的莫部份全部的 PKC 活性是 433.8 土92.4pmol 32p/ min /g 

tissue '發現肝癌組織細胞膜部份全部的 PKC 活性是有明顯的降低 (p<

0.005) 0 1吊在細胞質部份全部的 PKC 活性在正常組織和肝癌組織分泊是

31 1. 6土 44.0 pmol 32p/ min /g tissue 和 285.9 土 58.8 pmol 32p/ min /g tissue 。
這結果與上述單獨的PKC 蛋白的活性是一致的，此外以病理級數來分析我們

先前的結果，發現在正常的肝組織細胞膜部份整個 PKC 活性是 433.8 土

92.4pmol 32p/ min /g tissue '而肝細胞癌病理級數為口的品組織其細胞膜部

份整倡 PKC 活性是 273.9 士6 1.2pmol 32p/ min /g tissue '肝細胞痕病理級數

為1日的癌組織其細胞膜部份整個 PKC 活性是 100.3 土 38.0pmol 32p/ min /g 
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tissue 從這些結果呈現出肝細胞的細胞膜部份之 PKC 活性在正常組織下

是較高的，而隨著肝癌組織的惡化其細胞膜部份之 PKC 活性會隨之下降。
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陵、討論

實驗結果第一次顯示出在比較人類肝癌組織與正常肝組織細胞膜部份的

PKC 活性後，發現在人類肝癌組織中其 PKC 活性是呈現降低的，而這兩種

組織其細胞質部份的 PKC 活性別無顯著差異。我們發現在肝瘟組織中共細

胞膜部份的整個 PKC 活性是呈現急劇降低。這發現與 Kusunoki 等人發現，大

腸癌和大腸腺癌中其細胞質外 (particulate) 的 PKC 活性主流降低是類似的

(72) ，而大腸癌和大腸腺癌的這種情形可能是因為細胞內 ras 基因突變所造成

(76,77) ，同樣地 Ogata 等人也發現在人類肝癌組織內其 ras 基目也發生突變

(78) 。由此我們推測人類肝癌組織細胞膜部份的 PKC 活性之降低可能是因為

突變的 ras 蛋白持續活化 PKC 而出現的 PKC 負調節作用(down-regulation) 

所造成的結果。

在最近的文獻中指出一種在人體外對成熟肝細胞會進行PKC 調控分裂的

分裂劑肝生長因子 (hepatocyte growth factor) 會抑制肝細胞瘤的細胞生長

(79,80) ，同樣的結果也出現在加入適當受口。-tetradecanoyl phorbol-13ω 

acetate (TP A) 之肝細胞瘤的細胞(79) ，而 TPA與Diacylglycerol(DAG)的

結構相類似，能夠取代DAG在體內及體外活化 PKC' 1吊在正常肝組織

中會促進細胞生長。由以上這些發現，強烈的暗示 PKC 的活化會抑制肝細胞

瘤細胞的生長，因此我們認為在人類肝癌組織是否因 PKC 活性的降低而可

能減少抑制作用。
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國表



Table 1. The percentage of the distribution ofPRL secretion from single lactotroph in the 
response to TRH. 

Density ( INT x mm 2) 

Group caIcium PRL Total Treated O 闢 5 6 欄 10 11 - 15 16 - 20 
release secretion 

十 a 一← b 51 c (1 83)d - T阻e 72f (1 31)g 28 (52) 。 (0) 0(0) 

+TRH 。 (0) 29 (51) 61 (1 12) 11 (20) 

2. 十 17 (59) 一-TRH 37 (22) 39 (23) 24 (1 4) 。 (0)

+TRH 37 (22) 39 (23) 24 (1 4) 0(0) 

3. 十 22 (78) 一TRH 85 (66) 15 (1 2) 。 (0) 。 (0)

+TRH 0(0) 19 (15) 29 (23) 52 (40) 

4. 10 (37) -TRH 35 (1 3) 65 (24) 0(0) 。 (0)

+TRH 35 (13) 65 (24) 0(0) 。 (0)

a +/… The release of tntracellular calcium in the positive / negative response to TRH ìn 
lactrophs. 

b 十/一 The PRL secretion in the positive / negative response to TRH in lactrophs. 
c Percent of the total cells wmch included group 1, 2, 3 and 唔，
d Number of the tota1 cells in the indicated group. 
e - TRH / + TRH : PRL secretion from single lactroph 訂eated without / with TRH. 
f Percent of the total cells in the indicated group. 
g Number of lactrophs in the incicated range of PRL scretion. 



Table 2. The activity of PKC (仰pmo叫l/mgl阻n沮lin吋1) i恤n lead 甜nit甘rat鉛峙蛤e.令.耐e侃at純e益
rat liver ceUs 

hours 。 0.5 3 14 18 
Experiment #1 

Cytosolic 139 148 187 117 135 
Membranous 57 
nuclear-rich 84 66 47 112 58 

Experiment#2 
Cytosolic 148 158 187 180 165 
Membranous 23 22 38 
nuclear-rich 93 68 71 106 156 

勻
/

勻
/



Table 3. The activity of PK盃C(旬pmol/mg/min吋) in I抬ead I剖E吋it甘rat鉛蛤e-tre翎at鉛ed

rat liver cells 

hours 
lead nitrate (10μM) 

Cytosolic 
Particulate 

lead nitrate (40μM) 
Cytosolic 
Par世c叫ate

。
106.0 

“ 78-

0.5 

116.0 

140.0 
15.5 

1進

106.0 

123.0 
6.0 

18 

121.0 
9.5 

136.0 
1.8 



Table 4. 

Clìnical characteristics of nine patients with liver cancer 

Patient AGE(yr)l Cancer 

No sexa 王五stology gradeb Follow叫P

31鳥在 Hepatocellular Carcinoma II Disease free at 16 mos 

2 751F Hepatocellular Carcinoma II Disease free at 14 mos 

3 44品f Hepatocellular Carcinoma II Disease free at 13 mos 

4 的1M Hepatocellular Carcinoma III Disease 企ee at 13 mos 

5 73鳥在 Hepatocellular Carcinoma III Disease free at 17 mos 

6 59爪在 Hepatocellular Carcinoma III Disease free at 13 mos 

7 531M Hepatocellular Carcinoma III Died at 4 mos 

8 711F Hepatocellular Carcinoma III Disease free at 14 mos 

9 66品f Hepatocellular Carcinoma IV Disease free at 14 mos 

aM: male; F: female. 

bGrade c1assified by Edmondson and Steiner. 
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Table 5. 
Protein kinase C activity in the cytosolic and membraneous 企actions of human 
normal and cancer liver tissues 

Ptoetin Kinase C Activity (p mol 32P/min/mg protein)a 
-----_.騙._.間，祖---“..“，，---_.酬---------國-----_.闕._.酬._------------_.嘲胸帥------------------------祖--_.圓"

Cytosol Membrane 
Patient --------_.因._----------------------- ----------------------------------間----

No. Normal Cancer Normal Cancer 

38.4 102.8 982 .3 502.5 

2 69.8 46.0 437.6 245 .5 

3 33.1 75.0 130.2 353.8 

4 9.7 21.7 329.7 195.7 

5 45.9 88 .4 482.0 372.5 

6 59.5 33 .5 279.4 218 .1 

7 15.5 16.1 258.1 120.4 

$ 33 .4 6.7 438.9 0.0 

9 54.5 65.0 234.0 199.2 

Mean+SEM 40.0士 6.6 50.6士 1 1.3 396.9士 82.4 245.3土 49.3*

SEM: standard error of the mean. 
a Protein 組nase C acti社句r was assayed using either the cytosolic or 

membraneous fractions of each sample with purification on a mini DEAE
cellulose culumn. The values given in the Tables are averages obtained in 
扎1aterials and 扎在ethods.

* Significantly different from the normal membrane fraction (P < 0.05) by 
paired t test. 
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Table 6. 
Total of protein kinase C activity of human nonnal and cancer liver tissues 

Ptoetin Kinase C Activity (p mol 32P/minJg tissue)a 
--.‘-‘--圓圓“.._------闡_.闢..肩------_.岫.-姐-_.圖----------_.圖._-------------------_.圖.._--_.圖阻----副闕._-----

Cytosol Membrane 
Patient -個國﹒祖國.-.拋._----------------岫------------ ------咱._-區-----司------------鷗._------咽闕._-_.闕，

No. Nonnal Cancer Nonnal Cancer 

290.7 596.2 939.8 396.1 

2 510.7 314.1 728.7 219.3 

3 300.4 402.7 126.7 206.4 

4 112.9 143.9 435 .2 208 .4 

5 317.6 396.2 632.6 162.0 

6 463.1 168.6 173.7 86.5 

7 161.0 155.4 277.9 44.4 

8 241.8 25.0 354.8 0.0 

9 406.4 371.1 234.4 145.1 

Mean+SEM 31 1.6 士 44.0 285.9士 58.8 433.8士 92.4 163 .1 + 38.8** 

SEM: standard error of the mean. 
a Total protein kinase C activity in each of the samples was calculated 仕om

the respective cytosolic and membraneous activity per g tissue. 
**Significantly di:fferent from the nonnal membrane f全action (P < 0.005) by 

paired t test. 
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Purification of Pituitary Cells 

Anterior Pituitary 
• 
位unce

0.3% Trypsin (Type III ) For 15 min in Solution at 37 oc 
• 

0.004% Deoxyribonuclease For 1 min in Solution 
• 

0.1 % Soybean trypsin inhibitor in DMEM with 
20 mM HEPES and 0.3% BSA For 10 min 

• 

Ca2+ & Mg2+ free Hank:'s buffer with 20 mM HEPES 
0.3% BSA and 2mM EDTA For 5 min 

• 
Ca2+ & Mg2+free Hank's buffer with 20 mM HEPES 

0.3% BSA and 1mM EDTA for 15 min 
• 

Triturated 
• 

Centrifugation 2000 rpm 10 min 
• 

5*103 cells Im1 in DMEM with 20 mM HEPES 0.3% BSA 
• 

lncubation 96 hr 
• 

Apply 2 ul Fluo-3 incubation 30 min 

去除 medium 再用 Hank's buffer 沖洗2次，添加 1ml
Hank:'s buffer 

; 
至共說焦顯微鏡下用 100nM TRH刺激觀察

Ca2+ release 情形。

Fig 1. Schematic overview of the experimental protocol 
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的g 2. A23187 料激細胞內鈣離子釋放之觀察，圈2A為腦下去體前葉細胞

在加入Fura-Red後，在共統焦顯微鏡下觀察其細月色內鈣離子的分布情形，

Fura去ed與鈣離子結合後其亮度會減弱，亮度以白色最強，黃色次之，紅色

最弱。而圈中綠色線是由電腦去分析其線上亮度變化，而黃色線則是將電腦

分析綠色、線上亮度變化轉成曲線表達。國2B為腦下垂體前葉細胞在加入Fura司

Red後，在共車Iß焦、顯微鏡下以A23187刺激，觀察其細胞內鈣離子的分布情
形，再與圈2A比較其變化 O

自83“



A 

c 

體

B 

Fig 3. TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內鈣離子釋放之觀察，圈 3A腦下告體

前葉細胞在加入Fu侃-Red後，在共車也焦顯微鏡下以T閻王刺激後，觀察其0秒時

細胞 j持鈣離子的分布情形。圈B則是加入τRH刺激後60秒時細胞內鈣離子的分

布情形 O 置Jc則是比細胞在靜置2小時後，再以TRH刺激其0秒時細胞內鈣離子

的分布情形 O 而聞D則是再加入T斑掛IJ 激60秒時細胞內鈣離子的分布情形。
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Y = 0.611 X + 7.139 
R = 0.851195 

P = 0.0026 
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Fig 4.前後兩次甲釋素刺激所造成的螢光強度變化之比較
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Fluorescence density (First simulation) 
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TRH TRH 
(100 nM) (100 nM) 
嘗嘗

Hours 糊 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

80KDa 扭扭

49KDa ___ 

32KDa 咖
27KDa咖

18K融融
-牌 祠，勵叫 悔之研抄蟬磁酸鄉觸， 呻-PRl

Fig 5.西方墨點法分析緩街溶液內泌乳素含量，分析以中釋素去刺激腦下垂
體前葉細胞前後及在靜置2 個小時後重複以甲釋素刺激，其前葉細胞分泌

泌乳素至緩街液內的情形。

-86一



A; 聽

c B 

Fig 6. 連續細胞免疫墨點分析法分析單一細胞泌乳素的分泌'國 6A為腦
下垂體前葉細胞中基礎泌乳素分;去，聞組為腦下垂體前葉細胞在涼的i
激下 ， ì:;l、乳素的分泌。國6c為此腦下安體前葉細胞在靜置4小時後，其
細胞中基礎泌乳素分泌'國6D為此腦下垂體前葉細胞在有的刺激下其泌

乳素的分泌。
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Fig 7.前後兩次基礎泌乳素分泌妻之比較
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Y = 0.590 X + 3.337 
R = 0.782668 

P = 0.0013 
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Fig 8. 前後兩次甲釋素刺激所造成的泌乳素分泌的量增加之比較
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A 8 

C O 

Fiíz 9. TRH 刺激腦下告體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之觀察
園;AS是第一次放H 刺激腦下告體前葉細胞前後，泌乳素的分泌章，國
9 C ，D 則是在靜置 4 個小時後，第二次以τRH 刺激腦下垂體前葉細胞其
宗1] 激前後細胞內的鈣離子的釋放情形 O
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Fig 10. 將腦下垂體前葉細胞內螢光亮度變化換算成鈣離子濃度變化
囝 A為腦下垂體前葉細胞在共車l已焦顯微鏡下，其細胞內 Fura-Recl的螢光
亮度，而國 B則是圖A中箭頭所指的那顆細胞在加入TRH後的0秒內其螢

光亮度的變化，圖C則是將其螢光亮度的變化換算成鈣離子濃/支變化 O
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Figll. 統計 TRH 刺激腦下垂體前葉細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放
圈A是國 9A中所標示的細胞在未加入TRH前其泌乳素分泌的分泌量
density 統計佳，而留B則是聞 9B中所標示的細胞在加入TRH刺激後其泌
乳素分泌的分泌量density 統計值，園C則是圈9c中所標示的細胞在在未
加入TRH前其鈣離子分布情形，圈D別是聞A中所標示的細胞在加入

TRH後其鈣離子釋放情形之統計園。
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Fig 12. 比較單一細胞內泌乳素分泌與鈣離子釋放之相關性
屬A是真正的泌乳素釋放細胞接受1RH刺激所分泌泌乳素的量，麗B即是

泌乳素釋放細胞接受1RH刺激後其細胞內鈣離子釋放的情形，而圖C貝Ij

是比較接受1RH刺激後，泌乳素的分泌量與細胞內鈣離子釋放情形!弱者
之間的相關性。
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Purification of Pituitary Cells 

Anterior Pituitary 
• 

mmce 
• 

0.3% Trypsin (Type III ) For 15 min in Solution at 37 oc 
• 

0酬%D叫r哼吼呦n油i拖bon肌??叫叫叫

0.1 % Soybean trypsin inhibitor in DMEM with 
20 mM HEPES and 0.3% BSA For 10 min 

• 

Ca2+ & Mg2+ free Hank's buffer with 20 mM HEPES 
0.3% BSA and 2mM EDTA For 5 min 

• 
Ca2+ & Mg2+ free Hank's buffer with 20 mM HEPES 

0.3% BSA and lmM EDTA for 15 min 
• 

Triturated 
• 

add to 0.3-2.4% BSA DMEM gradient solution 主乎星 3.5hr
• 

分成吸出(10 fraction) centrifuction 2000rpm 10 min 
• 

上清液吸玲，加入2ml10% FBS DMEM 震盪後?直入 dish中培養
• 

lncubation 96 hr 
• 

Apply 2 ul Fluo-3 incubation 30 min 
• 

去除 medium 再用 Hank's buffer 沖洗2次，添加 lml
Hank's buffer 

• 
至共統焦顯微鏡下用 100nMTRH刺激觀察

Ca 2+ release 情形 O

Fig 13. Lactotrophs 分離步，蝶流程鹿
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Fig 14. 每個濃度梯度內細胞鈣離子濃度變化情形之統計
將經由濃度梯度所分離 lactotrophs 細胞，觀察不同梯度所分離的細胞
在TRH 刺激下，其細胞內鈣離子的變化情形。並依其鈣離子依賴螢光指

示劑亮度變化大小做成三種柱狀統計圈。
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Fraction 

106KDa 喵
80KDa -þ 

師

49KDa一腳 1 

32KDa-Þ 

27KDa-Þ 

18KDa -Þ縛" , 

再 5 6 7 8 

蠅… PRL

Fig 15. 西方墨點法分析不同濃度梯度所分離的細胞，在以τRH作舟 30 分

鐘後，其緩街溶液內 ì~正乳素的分泌章。
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Primary culture of hepatocyte 

Wistar品系雄性大白鼠(重約220輛280g)

4 
腹腔注射 Pentobarbital 麻醉 (50mg/mI/500g)

i 
打問腹腔以 20G 血管導管刺穿肝門靜脈

i 
打入含 EDTA 而不合鈣、張離子的 Hanks'buffer

(同時剪斷下腔靜腺放血)

4 
等肝臟血液都被更換後

i 
再以含有Collagenase之 Hanks'buffer 灌流 20 分鐘

i 
取下肝臟並將肝細胞打散

i 
add William E medium 

i 
add Percoll('有Tilliam E: Percoll = 3:2 ) 

i 
centrifugation 530 rpm 4 0C 10 分鐘

主
取下層為我們身要的活細胞

4 
將細胞培養於含有 10% FBS 、 1 % PSN antibiotic mixture 、

1 % Glutamine 之 Williams E 培養基中， 370C ' 5% C02培養 4 小時

主
更換培養基除去未附著的細胞後當作以下各實驗之細胞材料。

Fig 17. 肝細胞初代培養之步驟流程醫
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Fig 18. ATP 誘使肝細胞內部鈣離子產生變化之觀察，將細胞回走於共親年
電子顯微鏡觀察臺'先在可見光下調整焦聚及適當的視野，然後將光源固定
囡定系統轉換至雷射光波長488nm的條件，並設定光源每十秒掃瞄一次且連ι
續觀測 150秒，並直接將結果顯示於螢光幕，觀察加入 10μM ATP 的肝細胞
內部鈣離子變化之情形。
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Fig 19. ATP 誘使控制經或處理過五百政鉛肝細胞內部鈣離子產生變化之觀泰
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Fig 19. ATP 誘使控制組處理過硝酸鉛肝細胞內部鈣離子產生變化之觀察，
圈 U，V，W 是正常肝細胞以 10μM ATP 科激下，細胞內部鈣離子變化之情形

，國U 是未刺激時細胞內鈣離子分布情形，圈V川r 是受1RH刺激後60 , 

150秒時細胞內鈣離子分布情形。而國 X.Y.Z 是以 50uM 硝酸鉛培養 12

小時後的肝細胞以 10μM ATP 劍激下，其細胞內部鈣離子的變化情形。國

X 是未刺激時細胞內鈣離子分布情形，圈Y，Z 是受1RH刺激後60， 150秒
時細胞內鈣離子分布情形。
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Fig 20. 不同濃度均政鉛影響肝細胞內部鈣離子產生變化之統計，將添加不同

濃度 (200 ， 100，鉤，凹， 1 ，0 uM)硝股鉛的肝細胞進行培養 12小時後，以 10μM
ATP 刺激下肝細胞內部鈣離子釋放情形。
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Fi2: 21.不用時間硝酸鉛影響肝細胞內部鈣離子產生變化之統計，將添加50

uM 硝呂立鉛的肝細胞進行不同時間 (0 ，0.5 ， 1 ， 3人的 hr)的培養後，觀察在10μM
ATP 刺激下肝細胞內部鈣離子釋放情形，並統計之。
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Fig 22. 西方墨點分析法測定處理過硝酸鉛肝細胞內 PKC 的蛋白量，將添加

40uM 硝酸鉛的肝細胞進行不同時間紗，0.5 ， 3 ， 14，1 8 hr)的培養後，進行PKC 萃
耳叉，以 SDS-PAGE 將蛋白分離後，以西方墨點分析法測定細胞 cytosol 和

nuc1ear-rich 的 PKC 蛋白量。
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Fig 23. 西方墨點分析法測定處理不同濃度硝酸鉛肝細胞內 PKC 的蛋白量，

將分別添加悶，40 uM 硝酸鉛的肝細胞進行不同時閱 (0 ，0.5 ， 3 ， 14 ，1 8 hr)的培養

後，進行PKC 萃取，以 SDS♂AGE 將蛋白分離後，以西方墨點分析法測定細

胞 cytosoI 和 particuIlar 的 PKC 蛋白量 O
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Fig 24. IP3 刺激肝細胞內鈣離子釋放之觀察與鈣離子濃度變化情形之統
計，將培晨 12小時的肝細胞，加入 80ug/ml Saponin 溶液在 40C反應 20 分

鐘，添加 lm:1.411M Ca2十 Green-detran 溶液在 40C 作用 20 分鐘，於共統焦、電
子顯微鏡觀察IP3 刺激肝細胞內鈣離子釋放之情形，聞稿f為加入 0.1μM

IP3 的肝細胞內部鈣離子在7S秒內變化之情形，圈W貝IJ 是標定單一細胞，

而其亮度變化貝IJ t封園 Y表示，國Z則是將其亮度變化換弄成鈣離子濃度變
化。
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Fig 25. 一些二價陽離子影響IP3 刺激肝細胞內鈣離子濃度變化情形之統

計，在了解 IP3 刺激肝細胞內鈣離子濃度變化情形後，在加入 IP3 前以

各種不同的二價陽離子5uM 力。入，觀察二價陽離子對IP3 刺激肝細胞內

鈣離子濃度變化情形之影響。
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Fig 26. Fluo-3 與 Fluo刁.AM 的分子結構麗
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Fig 27. Fura Red 與 Fura Red.AM 的分子結構蜀
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