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中 文 摘 要 ： 光動力治療(Photodynamic therapy, PDT)為被視為治療口腔癌前病
變及口腔癌中的另一種替代治療方法，因為光動力治療是非侵入性
的，可反覆治療，沒有累積的副作用，其治療結果形成的結疤小。
近年來發現，微型RNA (microRNAs, miRNAs)為重要癌症標記，可與
其標的基因結合而降解其表現，具有促癌基因或抑癌基因的功能。
本計畫初步研究結果發現利用微型RNA microarray及miRNA real-
time RT-PCR分析發現光動力治療會提昇口腔癌細胞miR-200b、miR-
93表現量及降低miR-203、miR-326表現量。而雙螢光素酶檢測顯示
，miR-200b能特異性地與ZEB1 mRNA的3‘-UTR結合，抑制其螢光素
酶活性，同時光動力治療可降低口腔癌細胞ZEB1表現量。本轉譯研
究計劃結合基礎及臨床研究期待驗證微型RNA例如miR-200b可作為口
腔癌施行光動力療效之生物標誌，有助於個人化醫療發展。

中文關鍵詞： 光動力療法

英 文 摘 要 ： Photodynamic therapy (PDT) is another effective treatment
option for human premalignant and malignant lesions because
it is non-invasive, is well tolerated by patients, can be
used repeatedly without cumulative side effects, and
results in little scar formation. MicroRNAs
(miRNAs)—highly conserved small RNA molecules that
regulate gene expression—can act as cancer signatures, and
as oncogenes or tumor suppressors depending on its main
target genes. In our preliminary results, miRNAs microarray
and miRNAs real-time RT-PCR analysis have demonstrated PDT
treatment resulted in an increase in the levels of various
miRNA including miR-200b and miR-93. PDT treatment also
down-regulated miR-203 and miR-326 expression. Luciferase
reporter assays showed that miR-200b decreased the
luciferase activity of reporter plasmids containing full-
length ZEB1 3’UTR and this phenomenon was not observed
when the targeting site was mutated, confirming ZEB1 as the
target of miR-200b in oral cancer cells. Accordingly, the
protein level of ZEB1 was decreased in the miR-200b-
overexpressing oral cancer cells.Tthe translational study
is to investigate that the therapeutic effect of PDT-
regulated miRNAs for oral precancerous and cancerous
lesions treatment.

英文關鍵詞： photodynamic therapy
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計畫中文摘要 
光動力治療(Photodynamic therapy, PDT)為被視為治療口腔癌前病變及口腔癌中的另一種替代治療方

法，因為光動力治療是非侵入性的，可反覆治療，沒有累積的副作用，其治療結果形成的結疤小。近

年來發現，微型RNA (microRNAs, miRNAs)為重要癌症標記，可與其標的基因結合而降解其表現，具

有促癌基因或抑癌基因的功能。本計畫初步研究結果發現利用微型RNA microarray及miRNA real-time 
RT-PCR分析發現光動力治療會提昇口腔癌細胞miR-200b、miR-93表現量及降低miR-203、miR-326表現

量。而雙螢光素酶檢測顯示，miR-200b能特異性地與ZEB1 mRNA的3'-UTR結合，抑制其螢光素酶活性，

同時光動力治療可降低口腔癌細胞ZEB1表現量。本轉譯研究計劃結合基礎及臨床研究期待驗證微型

RNA例如miR-200b可作為口腔癌施行光動力療效之生物標誌，有助於個人化醫療發展。 
 
Abstract 

Photodynamic therapy (PDT) is another effective treatment option for human premalignant and malignant 
lesions because it is non-invasive, is well tolerated by patients, can be used repeatedly without cumulative 
side effects, and results in little scar formation. MicroRNAs (miRNAs)—highly conserved small RNA 
molecules that regulate gene expression—can act as cancer signatures, and as oncogenes or tumor suppressors 
depending on its main target genes. In our preliminary results, miRNAs microarray and miRNAs real-time 
RT-PCR analysis have demonstrated PDT treatment resulted in an increase in the levels of various miRNA 
including miR-200b and miR-93. PDT treatment also down-regulated miR-203 and miR-326 expression. 
Luciferase reporter assays showed that miR-200b decreased the luciferase activity of reporter plasmids 
containing full-length ZEB1 3’UTR and this phenomenon was not observed when the targeting site was 
mutated, confirming ZEB1 as the target of miR-200b in oral cancer cells. Accordingly, the protein level of 
ZEB1 was decreased in the miR-200b-overexpressing oral cancer cells.Tthe translational study is to 
investigate that the therapeutic effect of PDT-regulated miRNAs for oral precancerous and cancerous lesions 
treatment. 
 

研究計畫之背景及目的 
1. 口腔癌及口腔黏膜下纖維化症 

口腔癌為發生在口腔部位之惡性腫瘤之總稱，根據美國國家癌症研究院（National Cancer Institute，

NCI）定義口腔癌的範圍包括：嘴唇、舌前三分之二、口底部、牙齦、頰黏膜、臼齒後三角區以及硬腭。

口腔癌（oral cancer）係指口腔部位細胞發生異常的分裂成長，侵犯到周圍正常的組織，甚至轉移到身

體其他部位而影響個體正常功能，進而危及病患生命。依組織學區分包括：鱗狀上皮細胞癌（squamous 

cell carcinoma）、疣狀癌（verrucous carcinoma）、腺樣囊狀癌（adenoid cystic carcinoma）、黏液表皮樣

癌（mucoepidermoid carcinoma）；其中口腔鱗狀上皮細胞癌所佔的比例超過 90%。全球癌症盛行率調

查，口腔癌位居排行第六位，好發年齡層於50歲以上，口腔癌發生率男女性比例約2.8：1（Warnkulasuriya, 

2009）。世界衛生組織（World Health Organization，WHO）統計，全球約有 26 萬口腔癌新增病例，約

128 萬人死於口腔癌 (1)。根據衛福部國民健康署統計，在 2010 年台灣有 2370 人罹患口腔癌而死亡，

其中有 2198 人為男性。口腔癌為全人口癌症死因第五位；同時為男性惡性腫瘤死因第四位，且發生率

和死亡率有逐年升高的趨勢。近十年來，台灣地區的癌症死亡年齡雖然有後延的趨勢，然而目前口腔

癌患者平均死亡年齡中位數為57歲，較其他癌症早10年，口腔癌標準化死亡率也比十年前成長了18.2%

（國民健康屬, 2011）。口腔癌的發生是漸進的，及早發現有惡性潛能的癌前病變或癌前狀態，可做較

簡單、保護的處理與治療，而越晚期發現的口腔癌其治療預後及存活的機會也較差，由此可知口腔癌

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18804401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18804401
http://health99.doh.gov.tw/educZone/edu_detail.aspx?Catid=21781&Type=002&kind=Sub
http://health99.doh.gov.tw/educZone/edu_detail.aspx?Catid=21781&Type=002&kind=Sub
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預防篩檢之重要性。由過去國內相關醫療機構調查之患者資料顯示，在所有被發現罹患口腔癌接受手

術治療的患者中，約有一半是屬於第三、四期。資料顯示第三、四期患者的 5 年存活率可分別低至約

30%及 15%上下，反觀第一、二期患者的治療預後 5 年存活率可高達 70% 以上。1985 年國際癌症研

究中心（International Agency for Research on Cancer, IARC）綜合各國研究結果，認定「嚼食含菸草的

檳榔」或「同時有吸菸與檳榔習慣」對人類有致癌性，致癌部位主要在口腔、咽部以及食道 (2)。2004

年IARC綜合各國研究實證，發表專論中宣布檳榔子是第一類致癌物 (3)。在國內研究發現有吸菸、喝

酒、嚼檳榔三種習慣者，其罹患口腔癌之危險性較沒有此三種習慣者高 123 倍；若單獨來看，吸菸、

喝酒、嚼檳榔之致癌危險分別為 18 倍、10 倍、28 倍 (4)，亦顯示檳榔是導致口腔癌重要的危險因子。

而另一種因嚼食檳榔所導致之疾病為口腔黏膜下纖維化症（oral submucous fibrosis，OSF），OSF是一

種產生疤痕性纖維組織的慢性口腔疾病。組織病理學上可以看到兩大主要特徵，萎縮的上皮，與過度

增生且堆積在上皮下方的固有層、黏膜下層、甚至肌肉層的膠原蛋白 (5)。口腔黏膜下纖維化症(Oral 

submucous fibrosis，簡稱OSF)被視為是一種口腔癌前期病變 (6)，臨床上最常發生於頰黏膜，而黏膜僵

硬主要是由於上皮下方結締組織中含有過量的膠原蛋白沉積，並伴隨著固有層或深部結締組織的局部

發炎反應與肌肉組織的退行性變化 (7, 8)，其致病機轉複雜至今仍尚無定論，遺傳因子、免疫反應、病

毒感染、營養缺乏與致癌因子都被認為與OSF 形成有關 (9, 10)，從流行病學調查研究顯示，嚼食檳榔

是導致OSF 的主要原因(11, 12)。由此可知，倘若能夠以篩檢預防來發現口腔癌早期患者及口腔黏膜下

纖維化之患者，而予以早期治療；並在所謂有抽煙、喝酒、吃檳榔之習慣，即易罹患口腔癌的「高危

險群」中，進行有效篩檢，以達到早期發現早期治療，是當前降低因罹患口腔癌死亡最有效的辦法之

一。因此尋找治療法有潛力成為對抗口腔癌及其癌前病變，有助於降低口腔癌的復發率與增加病人存

活率。 
 

2. 光動力治療 
   光動力治療(Photodynamic therapy)為新穎的癌症治療方式。光動力療法最主要的二個原素為光和光

感物質(13)。施行此種療法時，患者通常先需服用一種光感物質製劑，讓腫瘤細胞吸收此種光感物質後，

再以特殊波長的光，照射腫瘤細胞，加以激發及殺死腫瘤細胞。當腫瘤組織中的光感物質以特殊波長

的光加以激發時，光會將其能量轉移至氧分子，導致形成活性氧物質，此活性氧物質即可將腫瘤細胞

直接殺死，或可破壞腫瘤中的血管系統，形成血栓，造成腫瘤細胞壞死 (13)。也有學者認為光動力治

療，可以激發人體的免疫系統，以進一步殺死腫瘤細胞。5-氨基酮戊（5-aminolevulinic acid, ALA）為

新研發的第二代光感藥物（photosensitizer）。ALA光動力治療可以成功的用於診斷及治療人體的癌症或

癌前病變。根據過去學者之研究，利用ALA之光動力治療，可用於治療食道癌、膀胱癌，皮膚癌和口

腔癌 (13-18)。ALA本身並非光感物質，它是光感物質原紫質IX（protoporphyrin IX, PpIX）之前驅物質。

通常全身性服用或局部塗抹ALA後，經過 1.5 至 6 個小時後，ALA會被代謝成PpIX，PpIX於腫瘤或變

異上皮細胞中的濃度，通常會高於正常上皮細胞中的濃度，即可利用此種特性，以施行ALA媒介之光

動力治療。ALA於服用後 48 小時內，可以被身體代謝清除乾淨，因此使用ALA之光動力治療，較無皮

膚光過敏之問題存在。局部塗抹ALA相關的光感物質製劑，利用ALA之光動力治療是一種非侵入性的

療法，它可以重複使用，而不會有累積的毒性，治療後外觀不會有太大的改變及結疤，且組織中PpIX
的含量可以用螢光光譜偵測，如此我們可以知道，何時組織中之PpIX含量達到最高濃度，那個時間就

是最佳的照光治療時間點。根據過去學者之研究，局部塗抹的ALA可以被口腔癌和口腔癌前病變組織

選擇性的吸收，臺灣大學江俊斌教授及本人研究發現，ALA之光動力治療可以使用於口腔癌和口腔癌

前病變例如口腔白斑（oral leukoplakia, OL）、紅白斑（oral erythroleukoplakia, OEL）及疣狀增生（oral 
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verrucous hyperplasia, OVH）臨床治療，其療效都令人滿意 (13-18)。 臺灣大學郭彥彬教授研究團隊證

實ALA-PDT會透過NF-κB誘發口腔癌細胞株Ca9-22 走向細胞凋亡 (19)。臺灣大學婁培人研究團隊

ALA-PDT可降低口腔癌細胞轉移力(20)。然而ALA-PDT於口腔癌前病變之口腔黏膜下纖維化療效研究

仍未知。 
 
微型 RNA 調控上皮間質轉換過程、癌幹性及抗藥性 
  以往大部分的RNA一般被分成三類，mRNA、rRNA和tRNA。Messenger RNA (mRNA)主要負責基因

訊息的轉錄；ribosomal RNA (rRNA)則是核糖體結構以及自我催化的部份(21)；而transfer RNA (tRNA)
則扮演將mRNA轉譯成蛋白質合成的訊息傳遞。當然還有一些其他不同的RNA負責參與修飾以及訊息

傳遞 (22, 23)。除此之外，在動植物基因組中廣泛存在一類非編碼蛋白的RNA基因，可產生長度大約

為19-25個核苷酸的RNA，近來被命名為微型RNA (microRNA，miRNA)。這是一類具有調節其他基因

表達活性的小RNA，在生物的發育過程中發揮著重要作用。1993年，Ambros等人在線蟲中發現第一個

miRNA分子lin-4以後(24)，微型RNA的研究一直沒有任何進展，直到2000年，Ruvkun等人發現了第微

型RNA分子1et-7 (25)，才引起了關注。現在，微型RNA已經成為國際學術界炙手可熱的研究對象。研

究發現，微型RNA與發育、造血、器官形成、細胞凋亡和繁殖以及腫瘤形成發展等過程密切相關，並

可以應用於疾病的診斷和治療 (26)。最初發現miRNA參與癌症生成的研究是在慢性淋巴性白血病中，

偵測到染色體13q14發生缺失，造成miR-15與miR-16的表現量下降，推測miR-15和miR-16扮演著抑癌基

因的角色 (27)。另一研究則發現，在人類的B-cell淋巴瘤中，miR-155的表現量上升，促使細胞產生惡

性轉型，因此miR-155在此處扮演致癌角色 (28)。其他還有許多微型RNA參與癌症調控的例子︰

miR-143和miR-145在結腸癌中表現量下降 (29)；微型RNA let-7則在超過一半以上的肺癌病例中，表現

量降低(30)；而座落在染色體17q23的miR-21在乳癌和神經膠母細胞瘤中表現量上升 (31, 32)。。由此

可知微型RNA可以扮演癌症的促進者，也可以是致癌基因的抑制者，有些致癌病毒也編碼微型RNA影

響宿主細胞，在腫瘤發生中可能具有重要的作用。癌細胞在轉移的過程中，會變得更具侵犯力和移行

力，進而遠端轉移，轉移的癌細胞會與原位腫瘤脫離細胞間的連結，也會由原本上皮細胞 (epithelial cell) 
表面的分子標記細胞特質轉換成間葉細胞 (mesenchymal cell) 的型態，這現象稱為 上皮間質轉換過程

(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)。此轉換過程會導致細胞間的連接消失，細胞骨架重組以及

上皮細胞特徵Epithelial-cadherin (E-cadherin) 表現量下降，Neuronal-cadherin(N-cadherin) 表現量上升 
(33)。EMT過程是由細胞外信號所引發，如膠原蛋白分子之間的相互作用和生長因子，包括轉型生長

因子-β (TGF-β)，纖維細胞生長因子 (FGF)，表皮生長因子 (EGF) 和血小板衍生的生長因子 (PDGF) 
A，B和D (34-37)。在另一項研究指出，PC3細胞藉由ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1) 調控

IGF-1活化EMT的表現 (38)。這些結果顯示EMT有助於腫瘤細胞的侵犯。然而相對應於原發性腫瘤的

病理機制 (39)，間葉-上皮轉換 (MET) 具有間葉型態的轉移性腫瘤細胞被認為是進行反向的轉換，為

腫瘤遠端轉移的關鍵。最近的研究顯示，具有轉移能力的原發性結腸癌細胞呈現混合性上皮間葉細胞

的型態 (40)。膀胱癌TSU-PR1 (T24) 系列的細胞株在體內實驗過程發現，細胞透過全身循環增加轉移

的能力(41)。在前列腺癌，Yates等人將高度惡性且具有轉移至骨頭能力的前列腺癌細胞株與肝細胞進

行共培養，發現E-cadherin的表現量上升 (42)。因此， 前列腺癌的患者很有可能從原發部位透過EMT
轉移到遠端，並表現MET的特性，(如從PC3和DU145細胞，分別最初轉移至骨和腦) (39)。轉錄因子在

調控腫瘤EMT中發揮重要作用，目前研究認為參與EMT的轉錄因子包括Snail-1、Slug、SIP 1和Twist。
Twist, Snail, Slug 為主要調控EMT轉錄因子，此類蛋白分子可以直接抑制E-cadherin基因的表現，Twist
是屬於basic helix-loop-helix (bHLH)轉錄因子，主要促進EMT過程，抑制E-cadherin基因的表現，進而提

升細胞的移行和侵襲，在乳癌、肝癌及黑色素細胞癌的研究中都發現Twist的過度表現。研究發現

miR-200調控ZEB1和ZEB2 E-box結合位的啟動子來抑制E-cadherin的表現 (43)。另外，在乳癌上皮細胞

株中，miR-205抑制ZEB1和ZEB2進而調控EMT (44)。此外，在胰腺癌和結直腸癌研究中發現ZEB1參與
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腫瘤細胞起始的過程。ZEB1不僅能抑制miR-200c的表現，同時也擁有調控“幹細胞”相關基因的表現，

主要透過抑制miR-203和miR-183來調控Bmi1、Sox2和Klf4等基因的表達 (45)。也有許多文獻指出微型

RNA及其標的基因會調控癌幹性(cancer stemness)，癌幹性是造成腫瘤起始、復發、轉移、抗藥性的主

因微型RNA對癌幹性的調控與腫瘤抗藥性相關 ABC運輸蛋白家族（ATP Binding Cassette transporter 
superfamily，ABC）與腫瘤抗藥性密切相關。實驗證實在胃癌細胞MKN45 中miR-27a可通過抑制

P-glycoprotein 的表達來增加其對Vincristine (VCR)，Adriamycin  (ADR) 和5-Fluorouracil (5-FU)的化療

敏感性(46)。抗藥性乳癌細胞株中miR -326低表現量且ABCC1 蛋白高表達，轉染miR-326 能下調腫瘤

細胞ABCC1，可增加腫瘤細胞對Etoposide 及doxorubicin的化療敏感性  (47)。黑色素瘤細胞中的

miR-200c 過度表達能夠顯著下調ABCG2 的表達以及抗藥性 (48)。miR-215 在人結腸癌幹細胞呈高表

達且與化療抗藥性有關，進一步研究發現miR-215 抑制DTL 的表達，而提高了細胞對Methotrexate和
Raltitrexed藥物敏感性 (49)。miR-451透過調降 COX-2和Wnt分子訊號，可減少結腸癌幹細胞形成和生

長， 進一步研究發現miR-451 可標靶ABCB1 (50)。光動力治療可調控HeLa細胞之miR-210 及miR-296
表現 (51)，但之光動力治療於口腔癌細胞調控之微型RNA仍未知。 
 
本研究計畫的動機： 
    隨著光動力治療在口腔癌和口腔癌前病變臨床治療中的廣泛應用，但雖然確切的作用機制還未完

全闡明。而近期研究證實微型 RNA 為重要腫瘤抗藥性分子標誌及治療標靶。本兩年研究計劃期待驗證

PDT 調控微型 RNA 進而標靶上皮間質轉換及反轉抗藥性，另外光動力治療於口腔黏膜下纖維化症療

效研究尚未探討，本計畫也將利用初代培養口腔黏膜下纖維化造纖維母細胞來測試光動力治療於口腔黏膜

下纖維化症臨床應用前評估實驗，本計畫預期證實光動力治療抗口腔癌及其癌前病變的分子機制研究

開啟新的觀點及方向。 

 
計畫結果 
1. 光動力治療作用口腔癌細胞可調控微型RNA表現 

 
圖一:(A)利用 miRNA microarray鑑定出光動力治療作用口腔癌細胞調控之微型RNA、(B)利用miRNA 
real-time RT-PCR分析法鑑定出光動力治療作用可提昇miR-200b、miR-93表現量及降低miR-203、
miR-326表現量。 
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2. 光動力治療調控miR-200b可標靶口腔癌細胞ZEB1表現 

 
圖二:(A)利用TargetScan軟體預測miR-200b可結合至ZEB1 3’UTR，因此假設ZEB1 為miR-200b目標基

因，因而構建ZEB1 3'-UTR wild-type及mutated reporter plasmids (B)通過螢光素酶活性檢測觀察miR- 
200b對ZEB1 3'-UTR-螢光素酶活性的影響。 
 
3. 光動力治療處理口腔癌細胞可抑制ZEB1表現量 

 
圖三:(A)real-time RT-PCR分析法驗證光動力療法處理口腔癌細胞可降低上皮間質轉化因子表現量 (B) 
光動力療法處理口腔癌細胞對ZEB1 及SNAIL蛋白表達量的影響。 
 
材料與方法 

建構過度表現微型RNA  

 6

從人類基因組 DNA 中選殖出微型 RNA ，並將其置入 pLV-EF1a-GFP 載體中，建構成

pLV-EF1α-GFP-miRNAs 之質體。利用 Lipofectamine 2000 (Invitrogen)將 pCMV、 pMDG 以及
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pLV-EF1α-EGFP-miRNAs 以 2:1:3 之濃度比例轉染 HEK293T cells。收集質體轉染後 48-72 小時之間之

細胞培養液，以 1000×g 離心 5 分鐘以去除細胞殘渣，即為帶有 pLV-EF1a-GFP-miRNAs 質體之病毒液。

病毒液混合 8 μg/ml polybrene (Sigma-Aldrich)以轉染口腔癌細胞。轉染 48 小時後，利用 300 µg/ml G418 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 篩選成功轉染之口腔癌細胞。 
 
細胞總量 RNA 萃取 
細胞以胰蛋白酶 ( trypsin ) 處理使細胞懸浮後，以 1000 rpm離心 5 分鐘並吸去上清液，加入 1ml 
TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies)，混合後靜置 5分鐘，之後加入 BCP ( bromochloropropane) 
100μl，上下搖晃使其混和均勻，靜置室溫 5 分鐘後以 12000 rpm ( Eppendorf, F45-30-11 ) 在 4。C 離
心 15 分鐘，吸取上層液體到新的離心小管，再加入異丙酮 ( isopropanol )混和均勻靜置 5 分鐘，於 4。

C 12000 rpm ( Eppendorf, F45-30-11 ) 離心 10 分鐘，去除上清液，並且以 75% 酒精 500μl 清洗沈澱

於管底的 RNA，再於室溫 12000 rpm 離心 5 分鐘，倒掉酒精且於抽風櫃中風乾 RNA，RNA 沉澱物

乾後加入 20  μl diethylpyrocarbonate ( DEPC )處理過的水回溶，測量其260 nm吸光值並計算RNA濃度。 
即時定量聚合酶連鎖反應 (Real-time PCR) 分析 
將 1μg 之RNA 反轉錄為互補去氧核醣核酸 (cDNA)，然後於PRISM ABI7700 Sequence Detecting 
System (美國Applied Biosystems 公司)進行定量即時聚合酶鏈反應 (quantitative real-time transcriptional 
PCR) 實驗。 
蛋白質製備 
吸去培養液，以預冷 PBS 液(4℃)洗滌兩次，在預冷 PBS 液中(1 ml)，以細胞刮匙(rubber policeman)刮取

所有細胞，置入塑膠試管中，以 15000 r.p.m 離心 2 分鐘，吸棄上清液，加入 100 µl 細胞溶解液(內含 1 
mM PMSF, 50 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, 10 ng/ml Leupeptin, 10 µg/ml Atrotinin；1 x TNE：50 
mM Tris-HCl, pH 8, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP 40)，於冰桶內作用 30 分鐘，利用超音波震蕩器

混合 10 分鐘，分離上清液。加入 5 倍體積 protein sample buffer (內含 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 1 ml; β
-mercaptoethanol, 0.4 ml; 10 % SDS, 1.6 ml; Glycerol, 0.8 ml; 0.05 % bromophenol blue, 0. 2ml; 加入

ddH2O 至 8 ml)，再以 95℃水浴加熱作用 5 分鐘，待冷卻後即可用。 

膠凝體電泳 ( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresi, SDS-PAGE ) 

將玻璃以 70 % 酒精擦拭乾淨後，架設 Bio-Rad mini-gel system 電泳裝置。配製 6 % 或 10 % 
separateing gel 溶液 ( 以要觀察的蛋白質大小作為膠濃度依據 )，注入玻璃片空隙，加入 70 % 酒精

壓平膠體，待膠體凝固，倒去酒精。配製 5 % stacking gel 溶液，加於 separating gel 上層，插入齒梳 
( comb )，待其凝固後裝置於電泳槽，加入含 10 % SDS 的 1 X running buffer。每格加入已用 6 X dye 染
色的 15μg 蛋白質，每樣本利用 RIPA 調整至相同體積，進行電泳分析 ( 180 V, 1 hr )。 

西方墨點法 ( Western blot ) 

SDS-PAGE 完成後，切除  stacking gel，剪裁與膠片大小相當的  3 M 濾紙  2 張及  NC 紙 
( nitrocellulose paper ) 1 張，將 NC 紙以一次水浸泡 15 秒，依序以負極電板 → 網狀夾板 → 海綿組

合，以 transfer buffer浸濕，在依序擺上 3 M 濾紙→ 膠體 → NC 紙 → 3 M 濾紙 → 海綿→ 網狀

夾板→正極電板，組合於 blotting system ( Bio-Rad )中，以電流 0.99 微安培、29 V 進行轉漬 ( transfer ) 
1 小時。結束後將 NC紙以 TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) 緩衝液泡製之 5 % 脫脂牛奶溶液於

室溫搖晃進行 blocking 30 分鐘，接著以 TBST 緩衝液清洗，再加入含有適當濃度一級抗體與 5 % 脫
脂牛奶溶液，置於室溫反應兩小時或於 4。C反應至隔天。以 TBST 緩衝液清洗，再加入適當濃度二級
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抗體 ( conjugated with horseradish peroxidase ) 與 5 % 脫脂牛奶於室溫反應 1 小時，再以 TBST 緩衝

液清洗，再以 ECL呈色，與 X 光片進行曝光顯像，以 Image J 軟體分析該蛋白質表現。ECL-plus 用
量為 0.1 ml / cm2 ( 溶液 A：溶液 B = 1：1 )。 
 
微型 RNA 的反轉錄聚合酶鏈鎖反應(miRNAs stem-looped TaqMan-RT-PCR) 
使用 TaqMan RMicroRNA RNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster Ccity, CA, USA)進
行反轉錄，將 dNTP 0.15 μl、RTase 1 μl、10×buffer 1.5 μl、 RNase inhibitor 0.19 μl、引子(miRNAs 以及

RNU 6B) 3 μl、模板(總量 RNA) 5 μl 以及 Nuclease free H2O 4.16 μl 等材料混合均勻之後，放入 PCR 機

器中進行反應。反轉錄酶之作用條件為 16℃ 30 分鐘，再 42℃ 30 分鐘，接著 85℃ 5 分鐘終止反應，

完成作用之後，存放於 4℃中保存。接下來在完成 RT 步驟的模板中加入 5 μl Nuclease free H2O，混合

均勻之後，取 5 μl 的模板和 20×引子溶液 1 μl、2×TaqMan PCR master mix 10 μl 以及 Nuclease free H2O 
4 μl 均勻混合後，吸取混合液 20 μl(1 個孔的量)至 96 孔盤中，放入 Real-time PCR 機器(ABI StepOne Plus 
system, Applied Biosystems, CA, USA)中測定，擴增程式如下: Program 1: 95℃，10 分鐘(1 cycle)，Program 
2: 95℃，15 秒；60℃，1 分鐘，偵測 FAM 激發光(40 cycle)。本研究利用 stem-looped TaqMan-RT-PCR
偵測細胞中 miR-24 之表現量，同時以 RNU6B 作為定量標準。首先利用 Ct miRNAs- Ct RNU6B (ΔCt)將各別

檢體標準化(Ct 值的含義：C 代表 Cycle，t 代表 threshold，表每個反應管內的螢光信號達到所設定的域

值時所經歷的循環數)；之後再將不同檢體間，標準化後的 ΔCt 值相減得到 ΔΔCt 值，一個循環的差異

(ΔΔCt=1)表示起始模板濃度有兩倍的差異。此為之後實驗偵測 miRNAs 表現量之方法。 
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