
 1

 

目錄 

 

壹、中文摘要……………………………………….1.. 

貳、英文摘要……………………………………….2. 

參、縮寫表………………………………………….3 

肆、前言…………………………………………….6 

伍、實驗方法與材料………………………………18 

陸、實驗結果………………………………………29 

柒、討論……………………………………………34 

捌、參考文獻………………………………………40 

玖、圖表……………………………………………54 

附錄說明…………………………………………... 74 

 

 

 

 

 

 



 2

壹﹒中文摘要 

 

肝癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）在亞洲是一種非常普遍的癌

症，而且在台灣地區的死亡率則是高居榜首。本實驗在最近的研究顯

示肝癌的細胞膜中 PKC的活性比正常肝細胞的細胞膜中 PKC的活性

低，且隨著肝癌組織的惡化其活性會隨之降低，此種現象與腫瘤大小

及癌化的程度有關。本實驗想要確定 PKC 異構物在肝癌中扮演的角

色。因此利用 RT-PCR 的技術來探討肝癌組織中 PKC 異構物和細胞

增殖指標 mRNA的表現。首先萃取 43組肝癌組織及肝細胞癌鄰近正

常組織的 mRNA，然後採用 RT-PCR技術來偵測 PKC異構物和細胞

增殖指標在肝癌組織的表現量，同時以 DNA定序儀定序確定其專一

性。結果發現肝癌組織內 PKCαmRNA 表現量比肝癌鄰近正常組織

的表現量有明顯的增加，表示肝癌組織內 PKCá正處在活化的狀態。

此外肝癌組織內 CPKCä、PKCå、PKCì 及 PKCæ mRNA表現量增加。

另外 PKC 下游基因（C-raf-1、MEK、MAPK）的蛋白表現量和細胞

增殖指標（Cdc2、PCNA及 cyclin D1）mRNA的表現量增加 ，因此

證明 PKC異構物 mRNA的過度表現（overexpression）可能參與在肝

癌形成的過程。 
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貳﹒英文摘要 
 

Human hepatocellular carcinoma（HCC） is one of the most common 

cancers in Asia﹒Our recent data had also showed that the decreased levels 

of membrane-bound PKC activity and PKCá protein in HCC were 

correlated with tumor stage and tumor size﹒To verify the role of PKC in 

HCC﹐ this study was further determined the mRNA level of PKC 

isoforms and cell proliferation markers in HCC by use RT-PCR﹒The total 

mRNA was isolated from the surgical specimens of 43 patients of HCC 

and adjacent normal tissues﹒The product of RT-PCR was also checked by 

DNA sequence analysis﹒The result showed that the level PKCá mRNA 

in the cancer tissue were significantly higher than that in the adjacent 

normal tissue﹐specifying that the alteraions in the PKCá may signify 

their activation in liver cancer﹒Inaddition﹐the level of PKCä、PKCå、

PKCì and PKCæ mRNA in the cancer tissue were also significantly 

higher than that in the adjacent normal tissue﹒Moreover﹐the protein 

expressions of the PKC down-stream gene（c-raf、MEK、MAPK）and the 

mRNA expression of the cell proliferation markers were also increased in 

cancer tissues. Thus , we suggested that the over-expression of PKC 

isoforms may be involved in the malignant progression of HCC. 
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參﹒縮寫表 

aPKCs：atypical PKCs 

cPKCs：conventional PKCs 

nPKCs：novel PKCs 

cdc2：cyclin-dependent kinase 1 

CDK ：cyclin-dependent kinase 

DAG：diacylglycerol 

DAB：diacylglycerol 

EDTA：ethylene diamine tetraacetic acid 

FBS：fetal bovine serum 

FN：fibronectin 

HCC：hepatocellular carcinoma 

HBV：hepatitic B virus 

HCV：hepatitis C virus 

HBx：hepatitis B X protein 

HGF ：hepatocyte growth factor 

IP3：inositol 1,4,5-trisphosphate phosphates 
 
IGF-II：insulin growth factor 

LHB：large surface proteins  
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MHB：middle surface proteins 

MAPK：mitogen activated protein kinase 

MSH：β-mercaptoethanol 

PKC：protein kinase C 

PLC：phospholipase C 

PCNA：proliferating cell nuclear antigen 

PMSF：phenylmethylsulfonyl fluroride 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

 

TEMED：tetramethyl ethylenediamine 

VEGF：vascular endothelial growth factor 

â2-MG：beta-2-microglobulin 

 

 

 

 

 

 



 6

肆﹒前言 

一﹒肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC） 

腫瘤（tumor）可分為良性腫瘤（benign tumor）和惡性腫

瘤（malignant tumor）兩型。良性腫瘤的生長限制在它的原始的位

置，成擴展性的生長，一般包覆在纖維莢膜且不會侵犯周圍正常組

織，也不會延伸到其他身體各部分，他們是固定且不轉移，生長速度

緩慢。惡性腫瘤即是一般所指的癌（cancer），會侵襲（invasion）

周圍組織，而且可轉移到其他組織器官並增生，最後導致宿主的死

亡；而且惡性腫瘤細胞常具有退化性發育的傾向或是其他分化的現

象。癌症死亡的原因大多與感染有關，這種感染常與免疫力下降或因

阻塞而導致組織排流能力下降，其次癌症在血液方面的效應是造成貧

血，主要是因為營養不良、腫瘤細胞侵犯到組織造成血液流失、自體

免疫溶血以及血球細胞製造和存活率的降低，再者就是其他組織器官

的失調如呼吸到阻塞、腸道阻塞及泌尿系統之失調無法正常排尿，另

外如經過化學治療、放射線治療及疾病本身都有可能造成各器官組織

的失調（2）。 

人類肝細胞癌在亞洲地區是一種非常普遍的惡性腫瘤，以台灣

地區而言則是常見的惡性腫瘤之一，原發性肝癌（hepatocellular 

carcinoma；HCC）分為三種類型：肝細胞癌（hepatocellular carcinoma；
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HCC），膽管癌（cholangiocarcinoma），及肝細胞膽管癌（mixed 

hepatocholangio- carcinoma ）。這三種原發性肝癌中，以 HCC的患者

數最多，約佔 80%，而其中 60%-80%是由肝硬化轉變而來，根據統

計數據來看，發現台灣 95%以上的肝癌患者都有 B 形肝炎表面抗原

（HBsAg）。另外有研究報告指出男性罹患肝癌的機率比女性還要

高，比例約6:1，這種比例其中一定許多未知的因素，至今原因不明

（5,6）。此外有學者的研究報告指出人類肝細胞癌本身是一種多元誘

因的疾病，可能與以下幾點因素有關： 

（1）黃麴毒素（Aflatoxin，AF）： 

黃麴毒素是由黃麴菌和寄生麴黴菌代謝後所產生的毒素，流行病

學家研究指出，攝取含黃麴毒素的食物與肝癌發生有極密切的關係。

另外有動物實驗指出，以受感染的食物或純黃麴毒素來為餵食實驗動

物也會引起動物產生肝癌。 

（2）抽煙和喝酒： 

     抽煙對身體百害而無一利，由於香煙中的尼古丁在肝臟分解，

並會造成肝臟的負擔。一旦患者又喝酒過量，就會造成肝臟的負擔增

加，經過日積月累的結果，勢必會影響肝功能，導致脂肪肝、酒精性

肝炎，甚至肝硬化進而導致肝癌的形成。 

（3）肝炎病毒（HBV、HCV）： 

     B型肝炎病毒屬於環狀 DNA病毒（7）。1970-1980年間，許多
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流行病學家及病毒分子學家提出強烈的證據認為 HBV的感染與肝癌

的形成有密切關係（8）。但是整個感染的機制還尚不清楚，直到最近

的研究報告指出插入到宿主細胞中的 HBV DNA可能會引起細胞內

致癌基因的活化（9）。因而導致肝癌的形成。而且 B型肝炎可以寄

生在人類及屬於靈長類的猩猩個體上，以體液及排泄物為主要感染媒

介，其中包括血液、唾液及精液為主要因素；而打針注射、破損的黏

膜皮膚、周產期感染及經由性行為接觸感染為另一種主要的傳染途

徑。另外，C型肝炎也是主要導致肝癌形成的原因之一，HCV是一

種 RNA病毒，主要以人類為宿主。臨床上的證據顯示 C型肝炎導致

肝癌的因素主要是打針注射或者被污染的血液製劑傳染，並且發現日

本人形成肝癌的主要因素來自於 C型肝炎病毒的感染，所以至今的

文獻中是導致日本人肝癌的主要原因。 

所以綜合以上幾點原因可以得知整個肝癌的形成可能包含不同

的致癌物（抽煙、喝酒）的產生、肝炎病毒（HBV、HCV）的侵襲

及肝硬化的因素，都可能會造成肝癌的形成。但至今沒有文獻指出何

種病毒或致癌物會直接誘導肝癌的證據（10,11）。目前為止，有許多

學者極力在尋找肝細胞癌病人存活率的分子指標，至今發現一些肝癌

中的致癌基因或轉錄因子活化可能影響肝癌的形成，例如：p53（12），

N-ras，H-ras,及 K-ras（13,14），c- erbA（15），c-met（16），c-myc及
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NF-κB（17）等基因。但是至今還是無法確認某種專一性的致癌基

因活化或抑癌基因的消失可以直接來導致肝癌的形成（18）。此外有

學者研究細胞週期蛋白（cyclin，cyclin-dependent kinase（CDK）和

CDK 抑制劑等基因）發現可能與人類肝細胞癌的形成有關，並且可

以得知細胞如何控制生長及分化。細胞週期可分為四個時期(G1、S、

G2、M)（19），其中以細胞週期G1期及 G2/M期的調節蛋白被認為

最直接與肝癌的形成有關（20,21）。cyclin D1屬於細胞週期 G1期的

蛋白，首次被發現是在位於 B細胞且位在 chromosome 11q13的位置，

有文獻指出 chromosome 11q13位置會造成基因放大的現象，因而導

致癌症的產生，例如食管癌（22）及乳癌（23），其中肝癌就是一例，

另外有學者利用 Northern blotting及 immunohistochemical的分析證實

cyclin D1 在肝癌中有超表現（ overexpression）及基因放大

（amplification）的現象（24.25），因而當作肝癌的預測指標（prognostic 

marker）（26）。最近研究報導指出 MAPK/ERK這條路徑會經由轉錄

活化因子 c-fos來調節 cyclin D1 的表現（27）。更進一步證明cyclin D1

是扮演腫瘤細胞分化的角色，而不是之前認為 cyclin D1是扮演腫瘤

細胞增殖角色（28）。另外一個細胞週期蛋白 cdc2 會與 cyclin A 及

cyclin B1形成複合物是屬於細胞週期中的 G2-M期的蛋白。文獻指出

cdc2在整個肝癌形成的過程中是扮演細胞增殖角色，並且可以當作腫
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瘤復發偵測的指標（29）。此外 PCNA（proliferating cell nuclear antigen）

是一個 cyclin及 DNA聚合酵素δ中的輔助蛋白，主要出現在增殖細

胞內的細胞核，是屬於細胞週期的G1及 S期的調節蛋白。有學者利

用化學免疫染色法來證明 PCNA 在肝癌組織中是扮演一個腫瘤侵襲

的預測指標（30）。其實至今整個肝癌所以已被發現的肝細胞癌分子

指標，包含 c-met、p53、Ki-67、c-myc、PCNA、u-PA、cyclin A 等

指標被證實都與病人存活率有關，而且在癌組織內的含量都較高。然

而這些分子指標仍然無法完全指示病人存活的可能性，故尋找新的分

子指標將是無可懈怠的工作。 

 

二﹒蛋白激酵素 C（PKC） 

    蛋白激酵素 C（protein kinase C，簡稱 PKC）是一種鈣和磷酸酯

依賴的蛋白激酵素，它是於 1977年首先被日本 Nishizuka等人，從牛

的小腦所發現之異於蛋白激酵素 A的蛋白激酵素（31），之後即受到

廣泛的重視及研究。結果發現此酵素的活化需要細胞膜上的磷脂和

diacylglycerol (DAG)（32,33）；當細胞受刺激之後，細胞表面的受體

接受外來的荷爾蒙或神經傳導物質，使得受體活化磷脂酵素 C 

(phospholipase C；PLC)，接著磷脂酵素 C 將細胞膜上的磷脂激醇 

(phosphatidyl inositol) 分 解 ， 產 生 第 二 訊 息 傳 遞 物  (second 
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messages)DAG 和 IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate phosphates)，DAG進

而活化蛋白激酵素 C。因此蛋白激酵素C的活化生理途徑已被確認，

而在陸續的研究中也發現除了經由活化磷脂酵素 C 之途徑外，磷脂

酵素 D 和 A2 也可以分別活化或加強此酵素的活性。此外，

tumor-promoting phorbol esters 如 TPA，也可以活化蛋白激酵素 C，並

造成此酵素由細胞質轉移至細胞膜 (translocation) （34.35），但是 TPA

長時間之作用反而造成其下降調節（ down-regulation）。蛋白激酵素C

在調節需要 Ca2+參與的細胞功能上具有重要的角色，它可以透過一些

細胞外的訊息，例如：生長因子 (growth factor)、荷爾蒙（hormone）

及神經傳導物質（neurotransmitters）等（36,37），在細胞膜上扮演傳

遞訊息的角色。蛋白激酵素 C 也被發現可誘導許多細胞的反應，包

括細胞的增殖（proliferation）、分化（differention）、基因的表現及腫

瘤促進作用。蛋白激酵素 C 活性過度表現可能造成多數大白鼠的纖

維母細胞生長不正常（38）。 

    已知蛋白激酵素C至少含有 12種異構體 (isoenzyme)，依其結構

上的差異、序列的不同以及需要的活化因子不同，可將其區分成三個

類型：1)傳統型 (conventional，PKCs)�α、βⅠ、βⅡ及γ，需要

負價的磷脂，diacylglycerol或 phorbol ester，及鈣離子存在下才能夠

活化（39,40） 2)新型 (novel，nPKCs) �δ、ε、θ、η及μ，需
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要負價的磷脂，diacylglycerol或 phorbol ester才能活化，但不需要鈣

離子（39-41）3)異型 (atypical，aPKCs) �λ、ι及ζ，只要負價的

磷脂，不需要鈣離子，diacylglycerol或 phorbol ester即可活化 （40）。

蛋白激酵素 C是由 C1-C4四個不同的區域 (domain)所組成，C1是假

性受質（pseudosubstrate）及 phorbol ester結合區，C2是鈣離子結合

區，C3 是 ATP結合區，C4 是受質結合區，具有磷酸化轉移的功能 

（41,42）。蛋白激酵素 C異構體的差異在於具有或缺少某些區域而致

使其表現不同，例如 nPKCs及 aPKCs缺少鈣離子結合區；cPKCs及

nPKCs在 phorbol ester的結合位包含兩個 zinc fingers 之作用部位，而

aPKCs只具有一個 zinc finger之作用部位；蛋白激酵素 C μ則缺乏

pseudosubstrate區。 

    此三類型異構體之性質、分佈及受活化之方式。因此不同的異構

體可能各有不同功能 （43-46）。例如 PKCá、δ及ζ普遍存在許多細

胞與組織中，但像 PKCγ、η及θ則有特異性的存在一種或少種的

組織中。此外，大部分的細胞會內含某些固定的 PKC 異構體，但其

表現會受到不同的刺激而有不同的表現。最近報告指出個別的蛋白激

酵素 C異構體參與修復細胞的增殖，例如：以 carbon tetrachloride誘

導肝再生時，發現蛋白激酵素 C α表現量增加（47）。在部分的肝切

除 (hepateomy)之後也可觀察到細胞核內的蛋白激酵素 C α減少及
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蛋白激酵素 C δ增加（48）。當肝再生期間蛋白激酵素 C進行重新分

佈，從可溶的細胞質部分轉移至微粒部分（49,50）。葉酸（Folic acid）

誘導腎臟再生會誘導蛋白激酵素 C α降低，但是蛋白激酵素 C δ不

會改變（51）。肝臟及腎臟的再生也會誘導初期反應基因的表現，而

這些基因的表現直接間接的透過蛋白激酵素 C 的調控，例如：fos、

myc、Tris1、Tris8及 Trisl1（52-55）。由以上資料顯示蛋白激酵素 C

的活化可能發生在化學或機械式的誘導細胞增殖時期。 

 

三﹒蛋白激酵素 C（PKC）與癌症的關係 

     已知一些腫瘤細胞的增殖與 PKC 異構體表現有關，而且 PKC

異構體也參與細胞內的訊息傳遞的路徑。例如：細胞增殖、基因表現、

細胞凋亡、修飾細胞膜上的離子孔道及當任傳導者的工作等等，因此

PKC異構體在細胞內扮演重要角色。最近的文獻報告中提到 PKC 與

癌症之間的關係如下幾點： 

大腸癌（colon cancer） 

一些研究報告指出在人類大腸癌中發現PKCα的表現量減少會影響細

胞的生長及腫瘤的形成（56）。另外，在活體實驗中發現PKCâII在大

腸表皮細胞中有過度增生的情況（57），而且也證明PKCâII參與在大

腸癌的早期癌化過程中扮演一個重要的角色（58）。 
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攝護腺癌（prostate cancer） 

攝護腺癌主要是中年男性的癌症之一。有研究報告指出利用攝護腺癌

的組織切片來做免疫化學染色法，探索 PKC 異構體在攝護腺癌患者

的表現量，結果發現 PKCá、æ、å及β在早期的攝護腺癌患者有明顯

的表現，顯示 PKC 這四種異構物的確參與攝護腺癌早期的形成機制

中（59）。在活體外的實驗使用老鼠攝護腺癌細胞株（R-3327）來證

明 PKCæ 在癌細胞的轉移及侵襲中所扮演的角色。實驗採用 Boyden 

chamber的方法顯示當老鼠 R-3327細胞株送入大量表達的 PKCæ時，

的確會抑制攝護腺癌細胞的轉移及侵襲（60）。治療方面，發現

5.5-10mM的 Tamoxifen處理攝護腺癌的細胞株會抑制 PKC，因而造

成 p21的活化及Rb的去磷酸化，使得細胞週期的停止。所以Tamoxifen

會抑制 PKC，進而抑制攝護腺癌細胞的生長（61）。 

 

乳癌（breast cancer） 

乳癌是一種危害婦女生命的惡性腫瘤，發病率約為成年婦女的 1%。

至今對於乳癌與 PKC 方面的研究的卻很多，Rose 等人的研究報告指

出先前有人發現含有 estrogen receptor的MCF-7細胞中 PKCá及 ã的

表現量有明顯下降。作者分別送入大量表現 PKCá及 erbB2在三種不

含 estrogen receptor的MCF-7細胞。發現在不含有 estrogen receptor

的 MCF-7細胞中 PKCá 及 ã的表現量有明顯升高，表示細胞有增殖
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的現象；而 PKCä的作用消失，則表示細胞有走向侵襲的現象。表示

在人類乳癌細胞中要有 estrogen receptor的保護下，才不會造成 PKCá

及 ã 有過度表現的現象，因而不會造成細胞增殖及侵襲（62）。最近

的文獻指出人類乳癌細胞的增殖可能與 PI3-Kinase途徑有相關，發現

假使 PKCæ 在乳癌細胞有過度表現的現象，就會減弱 AKT 磷酸化，

而無法走向 PI3-K/Akt這條訊息傳遞路徑，造成細胞無法增殖（ 63），

表示 PKCæ 在乳癌中扮演保護的角色。此外在先前文獻中提到在

MCF-7細胞中用 PKC 活化劑來誘導 PKCη的表現時就會與 TNF 產

生結抗作用，造成細胞死亡的能力減少，因而增加細胞增殖的能力

（64）。在治療方面，認為 tamoxifen與 antiprogestin 結合比 tamoxifen

單獨作用還更加有治療乳癌的作用（65）。 

 

四﹒蛋白激酵素 C（PKC）與人類肝細胞癌（HCC）

關係 

許多研究報告指出 PKC 與細胞增殖有關，例如乳癌、攝護線

癌等等都有相關性的文獻報導。但是對於整個 PKC 與肝癌之間的關

係至今還尚不清楚。到目前為止，認為直接導致肝癌形成的因素可能

是肝炎病毒（HBV）。一些研究報告指出 B 型肝炎病毒本身是一個

DNA病毒，具有兩個轉錄活化因子 HBx和 PreS2（66.67）。其中HBx

本身會促進細胞膜上的 DAG表現量增加因而活化 PKC，此時處於活
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化態的 PKC會促進細胞核內的轉錄因子 C-jun與 C-fos的活化，因而

造成細胞增殖的現象（68-70）；最近的文獻證明 HBx 會活化 IGF-II

是經由 PKC 透過 MAPK（p44/p42）的路徑（71）。整個肝癌的發展

過程，若缺少細胞與細胞間附著作用，就會形成癌細胞的轉移及侵

襲，並由腺瘤細胞轉變成腫瘤細胞，所以有研究報告指出 HBx 會破

壞由 Src 所引導一系列細胞與細胞附著的作用，並導致肝癌的形成

（72）。因此另外一個轉錄活化因子 PreS2是由 LHB及MHB兩種蛋

白質所組成，PreS2本身處於細胞質，當細胞質中的 PreS2大量增加

時會與細胞質中的 PKCá/â（未活化態）作用，使得細胞質的 PKCá/â

轉移到細胞膜上（活化狀態），進而活化 C-Raf-1/MAPK 路徑，來達

到細胞增殖的現象（73）。此外有報告指出利用活體外的實驗證明當

VEGF 基因轉入到 HCC 的細胞株，來探討 PKCâ在對於腫瘤生成及

心血管生成方面機制，結果證明PKCâ會促使 VEGF的作用來促進肝

癌腫瘤生成及心血管生成方面的作用（74）。另外有學者採用

Hepatocyte growth factor（HGF）針對四種肝癌細胞株（Hep3B、

HepG2、PLC及 Huh-7）來了解是否會造成癌細胞的轉移，結果發現

HGF會刺激 Hep3B、HepG2及 Huh-7三種細胞的轉移，此種轉移不

是透過 PKC而是 PKC的下游基因 PLCγ來促進 c-Met的磷酸化並活

化 PI3-K來達到細胞有存活的能力（75）。有些報導指出 c-myc和 ras
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致癌基因在 HCC 中的表現都較正常肝細胞有顯著的增加（76.77），

且 c-myc和 ras 的表現也可能影響 PKC異構物的表現（78.79）。由此

可見，PKC異構物的表現變異是多方面，並且也暗示著 PKC異構體

表現與 HCC的形成有關。 

因此由以上的論點得知台灣地區罹患人類肝細胞癌的因素很

多，但至今整個肝癌癌化的機制還尚未清楚。在之前的研究報告指出

乳癌、攝護腺癌、腦下垂體癌、神經膠質瘤及肝癌等組織中的 PKC

異構體活性都有明顯的上升。這結果顯示 PKC 異構物可能參與腫瘤

的生成有關。所以本實驗利用 RT-PCR來探討肝細胞癌鄰近正常組織

及肝細胞癌組織中 PKC異構體mRNA的表現量是否與肝細胞癌組織

的大小、重量及癌化程度有關；同時偵測 B型肝炎及 C型肝炎的病

人中 PKC 異構體的表現情況。此外，可以從不同癌化時期的肝癌患

者與 PKC異構體之間做比較，確認 PKC異構體是否參與在不同癌化

時期的肝癌組織內表現。由以上的結果希望能夠確認是否 PKC 異構

體能當作臨床上偵測肝癌患者的指標。 
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伍、實驗材料與方法 

一﹒實驗材料 

（1） 人類肝癌組織及肝癌鄰近的正常組織，由台中榮民總醫院一般

外科提供，所取得檢體冷凍並放入液態氮保存 

（2）購自美國 Sigma公司（台中縣大里市日新路 173號） 

2-Mercaptoethanol 

EDTA（Ethylenediaminetetraacetic acid） 

Citric acid 

Isoamyl alcohol 

N-Lauroylsarcosine 

GNTC（Guanidine thiocyanate Sodium acetate） 

Isopropanol anhydrous. 

MOPS（3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid） 

Formamide 

37% Formaldehyde 

DEPC（Diethyl pyrocabonate） 

Chloroform 

Bovine serum albumin（BSA） 

Phenylmethylsulfonyl fluroride（PMSF） 

Leupeptin 

Dithiothretiol（DTT） 
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Triton X-100 

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate（Tween 20） 

3,3’-Diamine benzidine（DAB） 

Sodium orthovanadate（Na3VO4） 

Aprotinin 

 

（3）購自美國 Promega公司（台北市延平南路 37號 2樓） 

 

 

（4）購自美國 USB公司（台中縣大里市日新路 173號） 

Sodium acetate  

Phenol pH=4 

SDS（Sodium dodecyl sulfate） 

Agarose-LE 
  

（5）購自美國 Gibco/BRL公司（台中市大墩十一街 662巷 1號 7F-1） 

 Agarose 

 Fetal bovine serum（FBS） 

 

MMLV Reverse transcriptase 

MMLV Reverse 5×buffer 

Recombinant RNasin Ribonuclease inhibitor 

dATP dCTP dTTP dGTP 

Anti-mouse IgG (H&L) AP conjugate 

Anti-rabbit IgG HRP conjugate 
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（6）購自美國 Dyna 公司（臺北市士林區承德路四段 306號 3樓） 

 DNA polymerase 

 10×PCR buffer 

（7）生工公司（台北縣三重市大仁街七十號二樓） 

 TBE solution（5×） 

（8）購自美國 BIO-RAD 公司（台中市西屯區河南路二段 262 號

12F-6） 

30%Acrylamide-bisacyaide（29:1）solution 

Protein assay dye 

Ammonium persulfate 

TEMED 
 

（9）購自聯工化學廠股份有限公司（新竹市千甲路 133號） 

Sodium chloride（NaCl） 

Glycine 

EDTA（Ethylenediaminetetraacetic acid） 

N,N,N’,N’-tetraacetic acid（EGTA） 

Potassium chloride（KCl） 

Calcium chloride（CaCl2） 

Sodium phosphate（Na2H2PO4．2H2O） 

Magnesium chloride（MgCl2） 

Potassium phosphate,dibasic（K2HPO4） 
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Chloric acid（HCl） 

Potassium phosphate,monobasic（KH2PO4） 

 

二、實驗儀器： 

名稱                           廠牌 

GeneAmp PCR system 2400 Perkin Elmer 

Spectrophotometer Hitachi U-2001 

Centrifuge Kubota-1720 

Centrifuge                    Sigma-2K15 

Shark TKS 

水浴加熱器 TKS WB201 

Millipore Micon 

PCR tube Scientific Specialtie Incorporated 

高壓殺菌釜 Tomin TM322  

PH meter Jenco microcomputer model 6200 

天平 Mettler AE 240 

加溫攪拌器 Corning 

Ultravidet transilluminator Ultra．LUM 

Homogenizer knots tissue grind Wheaton 

溫度循環器 Perkin Elmer 

DNA 電泳槽 Mupid-2 

數位影像儀 Kodak 

單片垂直型電泳槽 OWL 
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水浴加熱器 TKS WB201 

Transphor power supply Hoefer  

Power supply Hoefer SX250 
                                               

三﹒實驗方法： 

1﹒檢體收集： 

（1）外科肝癌切除手術所獲得的人類肝癌組織及鄰近正常肝癌組織

（指接近切除邊緣的正常組織），由台中榮民總醫院一般外科在

不影響病人任何醫療過程下所提供。 

（2）檢體運送過程以液態氮保存。 

（2） 由於需要病人的病歷資料來探討與生化相關的統計數據（附錄 

1），所以病人姓名則以匿名的方式，並且以性別、年齡、B 型

肝炎、C 型肝炎、腫瘤大小、腫瘤重量及腫瘤分化程度來做區

分。 

 

2﹒萃取組織 RNA  

      先取得人類肝癌組織約 100毫克置入研磨管，加入 2ml solution  

D [4 M Guanidine thiocyanate (GNTC)，25 mM sodium citrate，0.5% 

sarcosyl，0.1 M 2-mercaptoehanol]研磨，研磨完後把組織連同 solution 

D一起置入離心管，加入 50ìl Sodium actate (2 M，pH 4.0)混合均勻，

加入 100ìl chloroform-isoamyl （49：1）混合均勻，再加入 500ìl phenol 

（pH 4.0）混合均勻後在冰上靜置一分鐘，再拿起來用手均勻搖 30

秒，重複冰上靜置及用手搖 30秒達 10分鐘後，再放到冰上 5分鐘後，

離心 (12000 g，4℃，30分鐘)，取分層的上層水層到新的離心管，並
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加入等體積的 chloroform-phenol混合液混合均勻，離心 (12000 g，4

℃，30分鐘)，吸取分層的上層水層到新的離心管，再加入等體積的

chloroform-phenol混合液混合均勻，重複此步驟直到分層中看不見白

色沉澱後，將水層吸到新的離心管並加入等體積的 isopropanol，混合

均勻後放到-20℃冰箱靜置 1小時，之後離心 (12000 g，4℃，30分鐘)，

倒掉上清液，取沉澱物以 1 ml solution D溶解後，再加入等體積的

isopropanol混合完全後於-20℃靜置 2小時，之後再離心 (12000 g，4

℃，45分鐘)，取沉澱物加入 1 ml 75% ethanol混合完全，離心 (12000 

g，4℃，30分鐘)後取沉澱物，自然乾燥 1小時，加入適量的 DEPC-H2O

溶解沉澱物，測量其吸光值（OD260）來換算 RNA濃度。 

RNA濃度（ìg/ml）＝稀釋倍數×RNA （OD260值）×（40ìg/ml/ OD260） 

 

3.Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

（RT-PCR） 

3-1. Reverse Transcriptase Reaction： 

    RT (reverse transcriptase)：取 4 ug的 RNA加入 DEPC-H2O 17.75 

ul，以 70℃處理 5分鐘。加入 0.25 ul RNase inhibitor （Promega；40 

U/ul），10 ul 5X RT buffer (Promega；50 mM Tris-HC，75 mM KCl，3 mM 

MgCl2和 10 mM DTT)以及 4 ul dNTP (Promega；2.5 mM)，和 5 ul Oligo 

dT後，於溫度循環機處理42℃，5分鐘後加入RT酵素 (Promega) 1 ìl，.

繼續在 42℃反應，1小時之後再以 99℃作用 5分鐘後以 4℃保存。 

 

3-2. 引子合成（Primer synthesis）： 
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   本實驗所需的引子（primer）皆由生工公司訂製（附錄一、二）. 

3-3. 聚合酵素連鎖反應（Polymerase Chain Reaction） 

     取 10 ul cDNA加入 39 ul DEPC-H2O，加入 5 ul forward primer

和 5 ul reverse primer，再加入 5 ul dNTP (10 mM)以及 5ul 10X PCR 

buffer (DyNa；10 mM Tris-HCl，1.5 mM MgCl2，50 mM KCl和 0.1% 

Triton X-100)，和加入 1 ul DNA polymerase (DyNa，2U/ul )於溫度循

環機前處理 94℃，5 分鐘後再進入第 1 個循環處理 94℃ 1 分鐘，

annealing溫度 1分鐘（視 primer的 Tm值而定，附錄一、二），並於

72℃反應 2分鐘，此循環次數視不同 primer而定（附錄一、二），最

後再處理 72℃反應 20分鐘，4℃保存. 

3-4﹒DNA電泳： 

     配置電泳膠片 (附錄五)。加入 DNA marker和取 10 µl的 PCR

產物加入 2 µl的 6倍 loading dye，加到電泳膠片。電壓 100 V，跑電

泳膠片 30分鐘，於 UV光下對照 DNA marker位置，檢查所要的位

置是否有所表現。 

 

4﹒萃取組織 DNA  

   先取得人類肝癌組織約 100 毫克置入研磨管，加入 0.5ml lysis 

buffer [ 20mM Tris，10 mM EDTA，0.5% SDS ]研磨，研磨完後把組

織連同 lysis buffer一起置入離心管，離心（12000 rpm，4℃，20mins），

取上清液，加入 25μl Proteinase K，放置水浴（50℃，6hrs）， 再加

入 500μl Phenol/chloroform-isoamyl （25：24：1）混合均勻，離心

（12000 rpm，4℃，20mins），吸取分層的上層到新的離心管，再加
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入等體積的 chloroform-phenol混合液混合均勻，重複此步驟直到分層

中看不見白色沉澱後，將水層吸到新的離心管並加入等體積的

isopropanol，混合均勻後放到-20℃冰箱靜置 1小時，之後離心 (12000 

g，4℃，40分鐘)，取沉澱物加入 1 ml 75% ethanol混合完全，離心 

(12000 g，4℃，30分鐘)後，自然乾燥 1小時，加入適量的 TE buffer

溶解乾燥物，測量其吸光值已得到 DNA濃度。 

4-1. 引子合成（Primer synthesis）： 

   本實驗所需的引子（primer）皆由生工公司訂製(附錄三). 

4-2﹒聚合酵素連鎖反應（Polymerase Chain Reaction） 

    取 0.5ug DNA加入 54ul ddH2O混合，加入 5 ul forward primer和

5 ul reverse primer，再加入 5 ul dNTP (10 mM)以及 5ul 10X PCR buffer 

(DyNa；10 mM Tris-HCl，1.5 mM MgCl2，50 mM KCl和 0.1% Triton 

X-100)，和加入 1 ul DNA polymerase (DyNa，2U/ul)於溫度循環機前

處理 94℃，5分鐘後再進入第 1個循環處理 94℃ 1分鐘，annealing

溫度 1 分鐘（視 primer 的 Tm 值而定，附錄三），並於 72℃反應 2

分鐘，此循環次數視不同 primer而定（附錄三），最後再處理 72℃反

應 20分鐘，4℃保存. 

 

4-3﹒DNA電泳： 

     配置電泳膠片 (附錄五)。加入 DNA marker和取 10 µl的 PCR

產物加入 2 µl的 6倍 loading dye，加到電泳膠片。電壓 100 V，跑電

泳膠片 30分鐘，於 UV光下對照 DNA marker位置，檢查所要的位

置是否有所表現。 
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5﹒DNA定序 

    取 PCR的產物 25ul，加入到 DNA電泳膠片，電壓 50V，跑電

泳膠片 50分鐘，將 DNA電泳膠片放入 EtBr中染色 2分鐘，於 UV

光下對照 DNA marker位置，檢查所要的位置是否有所表現。利用美

工刀切下電泳膠片上所要的位置，放入 millipore（Ultrafree-DA），離

心 6000g，20分鐘。將所離心下來的 DNA產物，利用真空乾燥 2小

時後，加入二次水將濃縮後的 DNA產物溶解。再置入DNA電泳膠片，

電壓 100V，跑電泳膠片 25分鐘，於 UV光下對照 DNA marker位置，

檢查是否有得到純化後的 DNA產物。然後取純化 DNA 10ìl及各取

PKC異構物 sense primer 2ìl及 anti-sense primer 2ìl送貴重儀器中心進

行 DNA定序。所得到結果與 NCBI中的基因庫做比對，來證明設計

的引子所合成的 DNA序列無誤。 

 

6﹒RNA電泳 

取 4ìg RNA加入 11.25ìl Formamide、4ìl 37% Formaldehyde及

2.25μl 10×MOPS，以 55℃處理 15分鐘，快速置入冰上 5分鐘，離

心 2分鐘，加入 2.5ìl loading dye，然後輕微振盪。取 25ìl RNA加入

到電泳膠片。電壓 100V，跑電泳膠片 35分鐘，於 UV光下對照核糖

體 RNA（ribosome RNA）中的 28S 和 18S 的位置。檢查是否有 RNA

消失的現象。 

 

7﹒萃取人類肝細胞癌蛋白質 

    取人類肝細胞癌組織 100毫克加入 1 ml Buffer A （附錄七），放
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置研磨器研磨 30 次。吸取均質液至超高速離心機，離心 （40,000 

rpm，60分鐘，4℃），收集上清液即為細胞質的成分，。將離心下來

的沉澱物加入 500 µl Buffer B （附錄七）均質，步驟是放在冰浴上，

每五分鐘搖晃一次，完成後離心 （40,000 rpm，60分鐘，4℃），取

其上清液即為細胞膜的部分。收集到的細胞質、細胞膜成分都保存在

-70℃。 

 

8﹒蛋白濃度測定 

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

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

蛋白含量越高。測試方法首先以一系列已知濃度 BSA 加入五分之一

體積的 Bradford protein dye，以波長 595 nm可見光之析光度做一標準

曲線，再以同樣的方法測得樣品之 O.D.值，即可根據標準曲線求得

樣品蛋白之濃度。 

 

9﹒西方墨點 （Western blotting） 

    樣品的處理是將 PKC萃取液的細胞質部分取 30 µg及微粒部分

取 15 µg （大約兩倍的比例），分別加入 PBS solution在與 5X Treating 

buffer （附錄八）混勻煮沸 10分鐘，迅速置入冰浴中，再進行 SDS-

聚丙烯胺板膠電泳分析。SDS-聚丙烯胺板膠電泳之上層膠體為 4 % 

Stacking gel （附錄八），下層膠體為 10 % Separating gel （附錄八）。

將做好之板膠固定到電泳裝置上，並將電泳緩衝液  （Electrode 

buffer，附錄八）注滿上下電泳槽，然將處理過的蛋白樣品溶液加入
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板膠上所形成的 U型槽中，以 140伏特，35 mA進行電泳。電泳結

束後進行蛋白轉移，將膠體進入冰冷之 Electrotransfer buffer （附錄

八）5到 10分鐘，將膠體平鋪在兩張浸濕的Whatman 3M濾紙上，

此時將預先浸濕的消化纖維紙蓋在膠體上面，依次在覆蓋兩張浸濕的

3M濾紙，並以玻棒輕趕其間的氣泡後裝入 Transfer Holder，然後置

於 Electrotransfer Tank （內含 Transfer buffer，附錄伍）於 4℃下，進

行 100 mA電轉移，電轉移過夜之後，取出消化纖維紙浸入 10 ml/cm

含 3 % （w/v） FBS之緩衝液 （Blocking buffer，附錄八），在室溫

下搖動一個小時。然後加入 1級抗體於 20 ml含 1% （w/v）FBS 之

緩衝液，與消化纖維紙在室溫中反應三個小時，之後以緩衝液 

（Washing buffer，附錄八）清洗兩次，每一次 10分鐘，最後再清洗

一次到掉即可。接著再進一步加入有 20 µg 2級抗體 含 1% （w/v）

FBS之 20 ml緩衝液，於室溫作用一個小時，然後以緩衝液 （Washing 

buffer，附錄五）清洗兩次，每一次 10分鐘，最後再清洗一次到掉即

可。最後將消化纖維紙浸入 20 ml的受質溶液 （Substrate buffer，附

錄伍）加上 1 ml DAB buffer （3,3'-Diaminobenzidine，附錄八）及 5 µl 

30 % H2O2進行呈色反應，待硝化纖維紙上有明顯的 band 出現，即可

以去離子水終止反應，清洗乾淨後晾乾。 

 

10﹒統計分析 

   將病人臨床賌料包含性別、年齡、腫瘤期數和大小、腫瘤轉

移與否和HBV等資料與各種蛋白和mRNA含量，利用 t-test和Pearson 

correlation分析其相關性。 
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陸﹒實驗結果 
 

一﹒分析人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組織中 PKC 異構物

的表現量： 

    我們針對 14 組具有原發性人類肝細胞癌（ hepatocellular 

carcinoma）的患者，自外科手術上取得其肝細胞癌鄰近正常組織及肝

細胞癌組織，並藉由萃取人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組織

的 mRNA，以 RT-PCR方式來測試 PKC異構物 mRNA的表現量，並

以 â2-MG當作 internal control。採用 14組肝癌患者的臨床病理級數

及相關資料記錄於表一。由 RT-PCR發現人類肝細胞癌組織中的 PKC

α、δ、ζ、ε及ιmRNA表現量比肝細胞癌鄰近正常組織的 mRNA

表現量還高。PKCâI、βII、η、θ、μ的 mRNA不論在肝癌組織或

肝細胞癌鄰近正常組織的 mRNA表現量都沒有太大的差異（圖一.二.

三）。再由定量圖（圖四）得知肝細胞癌組織內的 PKCα、δ、ζ、

ε及ιmRNA 表現量比肝細胞癌鄰近正常組織的 mRNA 表現量還

高，且具有統計上的意義（P<0.05）（肝癌鄰近正常組織及肝癌組織

的平均值；PKCá 0~0.46，0.3~1.71；PKCâI 0~3.18，0~3.29；PKCâII 

0.31~4.62，0.38~5.59；PKCä 0~0.95；0.23~5.59；PKCå 0~0.8，0.3~3.34；

PKCç 0~2.37；0~2.16；PKCè 0~4.24，0~7.56；PKCì 0~3.14；0~7.45；

PKCæ 0~1.24，0~1.97；PKCé 0~0.73，0~1.19）。所以由以上的統計數

據可知 PKCα、δ及ε是屬於及顯著差異（P<0.01），PKCæ及é是屬

於顯著差異（P<0.01），PKCη、θ、μ是屬於無顯著差異（P>0.05）

（圖四）。 
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二. 分析人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組織中轉錄活化因

子（C-jun及 C-fos）及細胞增殖分子（Cdc2、PCNA及 Cyclin D1）    

mRNA的表現量： 

    我們針對 14 組具有原發性人類肝細胞癌（ hepatocellular 

carcinoma）的患者，自外科手術上取得其肝細胞癌鄰近正常組織及肝

細胞癌組織，並藉由萃取人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組織

的 mRNA，以 RT-PCR方式來測試轉錄活化因子（c-jun 和 c-fos）及

細胞增殖分子（cdc2、PCNA 及 Cyclin D1）的表現量，並以 â2-MG

當作 internal control。採用 14組肝癌患者的臨床病理級數及相關資料

記錄於表三。由 RT-PCR的結果發現 c-jun在人類肝細胞癌組織中的

表現量與人類肝細胞癌鄰近正常組織的表現量兩者相差不大

（P>0.05）表示無顯著差異；c-fos在肝細胞癌鄰近正常組織的表現量

比人類肝細胞癌組織內的表現量還低，表示有極顯著差異（P<0.01）

（圖五、六、七、九）。在之前的文獻中提到 cdc2、PCNA及 cyclin D1

在癌組織中就有過度表現的能力，而且當作細胞增殖的指標。由

RT-PCR的實驗結果得知 PCNA及 cyclin D1在人類肝細胞癌中的表

現量比肝細胞癌鄰近正常組織還要高（圖六、七、八）（P<0.05），屬

於顯著差異。而且 cdc2在肝癌組織內有明顯的表現量（P<0.01），屬

於極顯著差異（圖十）。 
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三﹒分析人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組織中 PKCá 及息

傳遞蛋白（signal transduction protein）的蛋白質的表現 

我們針對八位具有原發性人類肝細胞癌（hepatocellular 

carcinoma）的患者，來自外科手術上取得肝癌組織及鄰近的正常組

織，萃取細胞質和細胞膜上的蛋白激酵素C，測定蛋白的表現及 PKC

的訊息傳遞作用是會導致細胞增值及分化。所以為了解肝癌形成過程

的機制是否是經由 MAPK 的途徑而導致肝細胞癌的增殖及分化，因

此採用西方點墨法分析，結果發現在人類肝細胞癌組織內細胞質與細

胞膜上的 PKCá 與鄰近正常肝細胞癌組織的表現量並不相同。PKCá

在肝癌組織中細胞膜部分的表現量比鄰近的正常組織來得低（圖十、

十一）。此外 c-raf、MEK、MAPK、CA 在肝癌組織中細胞質部分的

表現量比鄰近的正常組織來得高，c-raf有顯著差異（P<0.05），而 CA

也有極顯著的差異存在（P<0.01）（圖十二）。 

 

四﹒比較 HBV及 HCV中 PKC 異構體及細胞增殖分子的表現 mRN

的表現 

在之前的實驗結果得知人類肝細胞癌中 PKCα、δ、ε、ζ、

μ及ι的表現量都比肝細胞癌鄰近的正常組織的表現還高。因此本實

驗採用 43個肝癌患者並將病人資料分成HBV及HCV的肝癌患者來

做 PKCα、δ、ε、ζ、μ及 cdc2來做比較，以 â2-MG當作 internal 
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control，利用統計來作分析。由 RT-PCR 的結果得知 HBV的肝癌組

織內 PKCα、δ、ε、ζ比 HCV還高（圖十三、十四、十五）。PKC

α、δ在統計上是屬於極顯著差異（P<0.01）（圖十六）。cdc2不論在

HBV或 HCV的肝癌組織內的表現量是差不多（圖十六）。並由定量

圖分析得知 cdc2是屬於無顯著差異。 

        

五﹒比較 PKC 異構體在不同癌化程度的人類肝細胞癌鄰近正常組織

與肝細胞癌組織內的表現 

在之前的實驗結果得知 PKC 異構體在肝癌組織內的表現有較高

的勢，因此我們採用病歷資料表內不同癌化程度的檢體與 PKC 異構

體間來相互作比較。由定量圖分析得知 PKCα、ε在肝癌第三及第

四期的表現較高（圖十七），而且有顯著差異（P<0.05） 

 

六﹒利用 PCR 方式來分析人類肝細胞癌鄰近正常組織及肝細胞癌組

織中 PKCá DNA的含量 

 

    採用彰化基督教醫院提供的肝癌檢體來萃取鄰近正常組織及肝

癌組織內 DNA，利用 PCR技術來探討 PKCá在肝細胞癌鄰近正常組

織及肝細胞癌組織內是否有 DNA amplification 的現象。並以 â2-MG

當作 100%來做統計分析。結果發現肝癌組織內的 PKCá DNA的表現

量比鄰近正常組織還高（圖十八）。並且由定量圖得知，肝癌組織內
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PKCá有顯著差異性（P<0.05）（圖十九）。表示肝癌組織內的 PKCα

有 DNA amplification的現象。  
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柒.討論 
 

    本實驗室最近針對 9位患有肝細胞癌的患者進行研究，由外科手

術取其肝癌組織及鄰近的正常組織來測試它們的 PKC 活性，結果發

現，在肝癌細胞的細胞膜上 PKC活性較正常肝細胞的細胞膜中 PKC

的活性低，其隨著肝癌組織的惡化其活性有隨之降低的趨勢。另外進

一步以西方墨點分析結果顯示肝癌組織的細胞膜上 PKC 活性降低是

與 PKCα表現量降低有關，且與肝癌組織大小成反比，然而 PKCä

及 æ 不管在細胞膜或在細胞質上的表現量都要比鄰近正常組織來得

多，而且具有統計上的意義。而且有文獻證明肝癌組織細胞膜上 PKC

活性降低與 Kusunoki 等人發現大腸癌和大腸腺癌內部顆粒部分的

PKC活性呈現降低的現象相似。 

     本實驗利用RT-PCR的技術來探討 PKC異構物在肝癌組織及鄰

近的正常組織的表現。實驗以 RT-PCR 分析的結果顯示肝癌組織中

PKCá、PKCä、PKCå、PKCæ、PKCé有明顯的表現量增加，且具有統

計上的意義，這表示此五種 PKC 異構物在細胞膜上處於活化的狀

態，暗示 PKCá、PKCä、PKCå、PKCæ、PKCé 可能參與增殖狀態中

的肝癌組織的形成。在之前的文獻曾提到 PKC的活化會走向MAPK

路徑，因而活化細胞核中的轉錄因子（c-jun及 c-fos）造成細胞增殖

的現象。由 RT-PCR分析的結果顯示 c-jun在肝癌組織中的表現與鄰
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近的正常組織的表現是差異不大。c-fos 在鄰近正常組織比肝癌組織

的表現量還高，表示 c-fos可能參與細胞增殖的過程。     

肝癌的形成是需要透過細胞週期蛋白的參與，因而導致癌細胞

增殖的現象。本實驗以 RT-PCR 技術分析結果顯示 cyclin D1、cdc2

及 PCNA在肝癌組織的確有過度表現的現象，且具有統計上的意義，

所以此三種細胞週期蛋白就可以當作細胞增殖指標，來確認正常細胞

與癌細胞之間的差異，其中 cdc2 本身就是細胞增殖的分子，而且有

文獻提出在腫瘤復發的患者可以偵測到癌細胞中的 cdc2 有大量表

現，我們認為 cdc2 是一個在腫瘤細胞偵測上是非常好的指標。因此

由以上的結果更進一步確認我們取自肝癌的檢體是無誤。 

 
   以上的實驗證明 PKCá、PKCä、PKCå、PKCæ、PKCé及 cdc2、

cyclin D1、PCNA 有明顯的表現，因此依照肝癌患者病歷表來比較

PKCá、PKCä、PKCå、PKCæ、PKCé、Cdc2在 HBV及 HCV的肝癌

患者的表現，結果顯示 HBV的 PKCá及 PKCä表現量比 HCV表現量

還高，這表示由 PKCá，PKCä在 HBV所引起的肝癌中可能是扮演重

要的角色。cdc2、cyclin D1及 PCNA 本身是細胞增殖的分子，所以

不論在 HBV 或 HCV 所引導的肝癌中他們都會有大量表現，表示肝

癌細胞正處於增殖的狀態。因此要往下繼續探討是否 HBV 或 HCV

的肝癌組織內 PKC 異構體與肝癌組織的大小、重量、癌化程度是否
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有相關性。由數據統計比較得知 PKCá、PKCä 與肝癌組織大小、癌

化程度無呈現正相關的關係，所以由肝癌 PKCá及 PKCä 可能與肝癌

組織大小或癌化程度無正相關的關係。此外也發現在第 3或 4期的肝

癌患者肝細胞癌組織內的 PKCα及δ的表現較第 2 期的肝癌患者顯著

增高，這表示當癌化達到三、四期時，可能是 PKCα及δ的活化所造

成的因素。而且發現一些文獻指出癌細胞的擴散或腫瘤的復發的可能

原因可能是 metastasis 的作用，因為在癌細胞轉移的過程中發現初始

的癌細胞會藉由 metastasis 的作用轉移到血管壁，因而造成癌細胞的

擴張，導致癌細胞轉形成更惡化的型態（80）。有文獻指出 PKC是屬

於 Ser/The的激酵素，且必須藉由細胞內的 DAG才能使 PKC活化，

一旦 PKC 活化便會造成腫瘤細胞的增殖與腫瘤轉移（81）。若 DAG

長時間的處理會影響細胞的生長、變形及基因的表達（82）。而且有

四點的證據顯示 PKC 與 metastasis 的關係：【1】有研究報告利用動物

的模式證明，PKC 必須藉由 phorbol ester的作用來達到 PKC的活化，

此時的 phorbol ester會增加癌細胞的 metastasis 的過程（83-84）。【2】

在一些癌化的細胞株，例如 B16 amelanoic melanoma、MCF-7及 rat 

13762NF mammary adenocarcinoma中發現 PKC異構物可能參與在這

些過程（85，86）。【3】PKC 異構物可能會調節與 metastasis 相關的

蛋白間的作用（87）。【4】若找到 PKC抑制劑或 downregulator的話，
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將可以抑制 metastasis 的形成（88，89）。因此有以上四點的理論來說

明 PKC 及 metastasis 的關係後，有研究學者就更進一步利用

Knockout、Overexpression及 inhibitor等三種方法來證明 PKC異構物

在不同癌的細胞株與 metastasis 之間的關係。結果發現Overexpression 

PKCå 在正常的纖維母細胞中會增加 anchorage-dependent 及

anchorage-independent的生長（90），若Overexpression PKCá及 ä便

會抑制細胞生長（91）；相對而言，PKCá的 overexpression便會增加

人類的乳癌細胞（MCF-7）的生長。因此由以上的結果得知 PKC 的

overexpression 的現象在不同的癌細胞株也會有不同的影響。另外一

些研究者也證明 PKC 活性的增加會與致癌的過程有關，例如採用不

同轉移型的細胞株（MTC及MTF7）來探討 PKC異構物活性在低度

轉移細胞（MTC）及中度轉移細胞（MTF7）的表現，結果發現 PKCä

的活性增加，並加速癌細胞的轉移能力。由以上的證據顯示 PKC 異

構物可能會參與在肝癌形成的機制，但是在何種癌化的程度還尚不清

楚，所以未來的實驗可採用不同癌化程度的肝癌細胞株來探討 PKCá

及δ參與癌化的過程，並且可以採用 antisense sense 及 dominant 

negative或 positive的方式來探討整個PKC異構物參與癌細胞轉移的

過程中所扮演的角色及機制。 

目前肝癌的機制至今還尚不清楚，由以上的實驗看到 PKC 異
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構物在整個訊息傳遞的過程中扮演非常重要角色。而且發現 PKCá在

肝癌組織中有 DNA amplification 的現象，此種現象可能與 PKCá 

mRNA 大量表現（overexpression）有關。並且有文獻指出另一個基

因 c-myc mRNA在肝細胞癌組織內表現增加與 DNA amplification 和

mRNA 消退作用（degradation）減慢有關。另外有國內的學者利用

comparative genomic hybridization（CGH）的方式來研究肝癌內的染

色體有哪些位置是屬於增加或缺失（92），結果發現染色體上的 3q、

6p、8q及 17q的位置是增加；染色體上的 4q及 16p是缺失。而 PKCá

在染色體的位置是屬於 17q21，表示有過度表現的現象，此種證據更

確定 PKCá及 PKCå在肝癌組織內有 DNA amplification的現象。因此

我們認為 PKCá 及 PKCå表現增加可能與以下三點因素有關。（1）﹒

轉錄的能力加快（2）﹒DNA 的 amplification（3）﹒RNA 的降解

（degradation）減慢。其中可能的原因應該是癌細胞染色體的基因突

變，造成 DNA複製的數目增多且突變的基因不斷複製，使得 PKCá

及 PKC產生過度表現的現象；另一個原因可能是癌細胞內的 mRNA

消退的酵素減少，而造成許多基因表現相對增加。這結果也將有利我

們分析病人存活率的相關性。所以之後的實驗還要提出更多的證據來

證明 PKC 異構物能當作確認肝癌患者存活率的指標，並且繼續探討

PKC活化的下游基因的表現，將有助於了解整個 PKC在肝癌形成的
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過程中所扮演的角色。目前許多與肝細胞癌有關的分子指標，在國外

的研究團體已經發現與病人的存活率有關（93），但是不同國家不同

種族甚至不同致癌物，都有可能造成不同種類的癌細胞。因此在台灣

的肝癌患者是否也有相同的結果，不得而知。所以繼續探討其他分子

指標與病人的存活率的相關性是非常重要。同時探求新的分子指標及

整個生化機制，因而建立國內獨特的分子指標。 

cDNA microarry 的技術已應用在肝癌方面，並且發現至少有

23040 個基因在肝癌組織中有大量表現的現象。但是整個 cDNA 

microarry 的技術只是大約尋找到一些基因的表現，因此在未來本實

驗室將採用 Differential-Display RT-PCR（DDRT-PCR）技術來彌補

cDNA microarry的不足，針對肝癌組織內發現的基因作深入的研究來

探討整個肝癌癌化的機制。 
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圖一﹒ RT-PCR測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織 PKC 異

構物 mRNA的表現。N﹐肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組

織﹒頂端為病例編號。M：Marker。Internal control為β2-MG。

此實驗結果重複三次。 
 



 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二﹒ RT-PCR測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織 PKC 異

構物 mRNA的表現。N﹐肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組

織﹒頂端為病例編號。M：Marker。Internal control為β2-MG。

此實驗結果重複三次. 
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圖三﹒ RT-PCR測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織 PKC 異

構物 mRNA的表現。N﹐肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組

織﹒頂端為病例編號。M：Marker。Internal control為β2-MG。

此實驗結果重複三次。 
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圖四﹒ 定量分析人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織 PKC異構物

mRNA的表現。○ 肝癌組織鄰近正常組織；● 肝癌組織。

－表示平均值。＊﹒＊＊分別表示顯著差異（P<0.05）及極

顯著差異（P<0.01）。 
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圖五﹒ RT-PCR 測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內轉錄

活化因子（c-jun及 c-fos）及細胞增殖分子（Cdc2、PCNA及

Cyclin D1）mRNA的表現。β2-MG為 internal control﹒N﹐

肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組織﹒頂端為病例編號。M：

Marker。此實驗結果重複三次。 
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圖六﹒ RT-PCR 測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內轉錄

活化因子（c-jun及 c-fos）及細胞增殖分子（Cdc2、PCNA及

Cyclin D1）mRNA的表現。β2-MG為 internal control﹒N﹐

肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組織﹒頂端為病例編號。M：

Marker。此實驗結果重複三次。 
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圖七﹒ RT-PCR 測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內轉錄

活化因子（c-jun及 c-fos）及細胞增殖分子（Cdc2、PCNA及

Cyclin D1）mRNA的表現。β2-MG為 internal control。N﹐

肝癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組織﹒頂端為病例編號。M：

Marker。此實驗結果重複三次。 
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圖八﹒ 定量分析人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內轉錄活化

分子（c-jun 和 c-fos）mRNA 的表現﹒○ 肝癌組織鄰近正

常組織；● 肝癌組織﹒－表示平均值。＊分別表示顯著差

異（P<0.05）。 
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圖九﹒ 定量分析人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內細胞增殖

指標（Cdc2、PCNA及 Cyclin D1）mRNA的表現。○ 肝癌

組織鄰近正常組織；● 肝癌組織。－表示平均值。＊﹒＊

＊分別表示顯著差異（P<0.05）及極顯著差異（P<0.01）。 
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圖十﹒西方墨點分析人類肝癌組織內 PKCá、C-raf-1、MEK、MAPK

及 CA表現。人類肝癌組織經研磨萃取後進行 SDS-PAGE並轉

移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKCá、C-raf-1、MEK、

MAPK及 CA抗體。圖 A為 1-5組病人組織細胞質部分；圖 B

為細胞膜部分。M：Marker；L：Brain Lysate，當作 positive 

control；N：Normal tissue；T：Tumor tissue。 
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圖十一﹒西方墨點分析人類肝癌組織內 PKCá、C-raf-1、MEK、MAPK

及 CA表現。人類肝癌組織經研磨萃取後進行 SDS-PAGE並

轉移至硝化纖維紙，再染以專一性的 PKCá、C-raf-1、MEK、

MAPK及 CA抗體。圖 A為 1-3組病人組織細胞質部分；圖

B為細胞膜部分。M：Marker；L：Brain Lysate，當作 positive 

control；N：Normal tissue；T：Tumor tissue。 
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圖十二﹒人類肝細胞癌組織中細胞膜及細胞質內 PKCá、c-raf、MEK、

MAPK及 CA表現量化圖。經西方點墨分析後的細胞膜及細

胞質內 PKCá、c-raf、MEK、MAPK及 CA定量後以α-tubulin

當作 100%。將八位病人的肝癌組織及鄰近正常組織的細胞

質及細胞膜部分統計後，求其平均值及 P 值。○ 肝癌組織

鄰近正常組織；● 肝癌組織。－表示平均值。P<0.05表示

顯著差異；P<0.01表示極顯著差異。 
 

 

 

0

100

200

300

400

500

600

700

p < 0.05

p  < 0.01

C
A

 I&
II

M
A

P
K

M
E

K

c-
ra

f

cP
K

C
α

m
P

K
C

α

M
ul

ti-
ge

ne
s 

/α
-tu

bu
lin

 p
ro

te
in

 (%
)



 67 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

圖十三﹒RT-PCR 測試肝癌患者的肝細胞癌組織內 PKC 異構物

（PKCá、ä、æ及 å）及 Cdc2 mRNA的表現﹒β2-MG為 internal 

control﹒頂端為病例編號。M：Marker。此實驗結果重複三

次。 
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圖十四﹒RT-PCR 測試肝癌患者的肝細胞癌組織內 PKC 異構物

（PKCá、ä、æ及 å）及 Cdc2 mRNA的表現﹒β2-MG為 internal 

control﹒頂端為病例編號。M：Marker。此實驗結果重複三

次。 
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圖十五﹒RT-PCR 測試肝癌患者的肝細胞癌組織內 PKC 異構物

（PKCá、ä、æ、å及μ）及 Cdc2 mRNA的表現﹒β2-MG為

internal control﹒頂端為病例編號。M：Marker。此實驗結果

重複三次。 
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圖十六﹒ 定量分析 HBV 及 HCV 的肝癌患者組織內 PKC 異構物

（PKCá、ä、æ及 å）及 Cdc2 mRNA的表現。○ HBV；●  

HCV。－表示平均值。＊﹒＊＊分別表示顯著差異（P<0.05）

及極顯著差異（P<0.01）。 

 

 

 



 71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

1

2

3

4

*

*
*

PK
C

ι

PK
C

ζ

PK
C

µ

PK
C

θ

PK
C

η

PK
C

ε

PK
C

δ

PK
C

βI
I

PK
C

βI

*

PK
C

α

P
K

C
 is

of
or

m
s 

/ 
β 2

-M
G

 m
R

N
A

 Normal (II)
 Normal (III - IV)
 Cancer (II)
 Cancer (III - IV)

圖十七：定量分析不同癌化程度的人類肝癌組織鄰近正常組織及肝

癌組織內 PKC異構體mRNA的表現。β2-MG為 internal 

control。M：Marker。＊﹒表示顯著差異（P<0.05）。 
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圖十八﹒PCR測試人類肝癌組織鄰近正常組織及肝癌組織內 PKCá

及β2-MG的 DNA表現。β2-MG為 internal control。N﹐肝

癌組織鄰近正常組織；T﹐肝癌組織﹒頂端為病例編號。M：

Marker。 
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圖十九﹒ 定量分析肝癌患者組織內 PKCá DNA的表現。將 23組肝

癌病人的 PKCá定量以 â2-MG為 100%。並計算平均值及 P

值。－表示平均值。Internal control：â2-MG。P<0.05表示

顯著差異。 
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附錄五、DNA Gel製備 

 

 
 

 1%,20 ml 1%,40 ml 2%,20 ml 2%,40 ml 

Agarose power 0.2 g 0.4 g 0.4 g 0.8 g 

DEPC-H2O 16 ml 32 ml 16 ml 32 ml 

5X TBE buffer 4 ml 8 ml 4 ml 8 ml 
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附錄六、實驗藥品及溶液配製 

2M sodium acetate 

 

ddH2O 100ml 
Sodium acetate 16.406g 
Acetic anhydride 調pH值=4 

DEPC 0.1ml 
滅菌  
 

Solution D 

 

ddH2O 50ml 100ml 
GNTC 23.64g 47.28g 
Sodium citrate 0.368g 0.735g 
N-Lauroylsarcosine 0.25g 0.5g 
DEPC 0.05ml 0.1ml 
PH=7   
滅菌   
 
10×MOPS 
 
ddH2O 500ml 1000ml 
MOPS 20.9g 41.8g 
Sodium acetate 3.40g 6.80g 
EDTA 1.86g 3.72g 
DEPC 0.5ml 1ml 
調 pH值=7   

滅菌   

 
Lysis buffer 
 

20mM Tris 
10mM EDTA 
0.5% SDS 
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附錄七 

Homogenization Buffer A , pH 7.4 

 

 Stock 10 ml 

20 mM Tris-HCl 200.0 mM 1.00 ml 

0.03 mM Na3VO4 30.0 mM 0.01 ml 

2 mM MgCl2⋅6H2O 100.0 mM 0.20 ml 

2 mM EDTA 100.0 mM 0.20 ml 

0.5 mM EGTA 100.0 mM 0.05 ml 

2 mM PMSF    200.0 mM 0.10 ml 

1 mM DTT 500.0 mM 0.02 ml 

250 mM Sucrose 342.3 M.W 0.86 g 

10 µg/ml Leupeptin 1.0 mg/ml 0.1 ml 
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Homogenization Buffer B , pH 7.5 

 

 Stock 10 ml 

20 mM Tris-HCl 200.0 mM 1.00 ml 

0.03 mM Na3VO4 30.0 mM 0.01 ml 

5 mM MgCl2⋅6H2O 100.0 mM 0.50 ml 

2 mM EDTA 100.0 mM 0.20 ml 

0.5 mM EGTA 100.0 mM 0.05 ml 

2 mM PMSF 200.0 mM 0.10 ml 

1 mM DTT 500.0 mM 0.02 ml 

5 mM NaF 100.0 mM 0.50 ml 

10 µg/ml Leupeptin 1.0 mg/ml 0.1 ml 

Triton X-100 0.1% 10 µl 
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附錄八、Western blotting-實驗溶液配置 

 

PBS,  pH7.2 1 L 

NaCl 8 g 

KCl 0.2 g 

KH2PO4⋅H2O 0.2 g 

任選一種 

K2HPO4 

Na2HPO4 

Na2HPO4⋅2H2O 

Na2HPO4⋅7H2O 

 

2.39 g 

1.95 g 

2.44 g 

3.68 g 

 

              

Treatment buffer                                                    

 

 100 ml 100 ml 

 1X 5X 

62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 757.1 mg 3.78 g 

2 % SDS buffer 2 g 10 g 

10 % glycerol 10 ml 50 ml 

2-mercaptoethanol 0.35 ml 25 ml 

0.001 % bromophenol blue   
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Separating Gel 

 

 8% 10% 12.5% 

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

Ammonium Persulfate （10 mg/ml） 1 ml 1 ml 1 ml 

30% Acrylamide-0.8% Bis-acrylamide 5.4 ml 6.7 ml 8.4 ml 

dd H2O 8.4 ml 7.1 ml 5.4 m 

10% SDS buffer 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 

TEMED 6.7 µl 6.7 µl 6.7 µl 

  

 

                                                                                                                                                                

Stacking Gel 

  

 10 ml 15 ml 

1.5M Tris-HCl （pH 8.8） 2.5 ml 3.75 ml 

Ammonium Persulfate （10 mg/ml） 0.5 ml 0.75 ml 

30% Acrylamide-0.8% Bisacrylamide 1.5 ml 2.25 ml 

dd H2O 5.4 ml 8.1 ml 

10% SDS buffer 0.1 ml 0.15 ml 

TEMED 25 µl 37.5 µl 
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Electrode Buffer, pH 8.3 5 L 

Tris-HCl 15.13 g 

Glycine     72 g 

SDS 5g 

dd H2O 補至 5 L 

 

Transfer Buffer, pH 8.3 5 L 

Tris-HCl 15.12 g 

Glycine 72 g 

Methanol 1000 ml 

dd H2O 補至 5 L 

                  

Blocking Buffer, pH 7.4 500 ml 

FBS 15 ml 

NaCl    4.5 g 

Tween 20 0.5 ml 

Tris-HCl 6.05 g 

dd H2O   補至 500 ml 

     

Washing Buffer, pH 7.4 5 L 

Tris-HCl 60.54 g 

Tween 20 5 ml 

NaCl 45 g 

dd H2O 補至 5 L 
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Substrate Buffer, pH 9.5 400 ml 

Tris-HCl 4.84 g 

NaCl 2.33 g 

MgCl2 0.406 g 

dd H2O 補至 400 ml 

                              

DAB buffer 

3,3'-Diaminobenzidine 300 mg 

50 mM Tris-HCl , pH 7.4 100 ml 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


