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中 文 摘 要 ： 百里醌(TQ)是黑種草油(Nigella sativa)的主要成分。過去研究發
現，百里醌在不同的癌細胞株有抑制生長之作用，但其是否會影響
腎臟癌細胞的轉移目前還不清楚。而在本實驗中，我們要利用百里
醌探討其對於786-O-SI3此腎細胞癌細胞株的轉移(migration)和侵
襲(invision)能力之影響、以及其作用轉制。腎臟癌在早期可以毫
無症狀，一直到腫瘤太大而壓迫到其它器官或是已轉移才出現症狀
，而癌症也隨著其轉移能力越強死亡的機率也就越高。本實驗會先
以 MTT assay 檢測百里醌濃度0 μM、5 μM、10 μM、20 μM 對
其腎臟癌細胞有無毒殺作用。接著再以細胞侵襲實驗(Boyden
chamber invasion assay)、細胞移動實驗(Boyden chamber
Migration assay)以及傷口癒合實驗(wound healing assay)去觀察
786-O-SI3 的細胞侵襲以及細胞移動的能力。在實驗的結果下證實0
μM - 20 μM 的百里醌對 786-O-SI3並無毒殺作用，且低濃度 10
μM 及20 μM的百里醌，在 24 小時處理之下，786-O-SI3 細胞侵
襲(invasion)以及轉移(migration)能力有明顯被抑制的現象。再以
gelatin zymography assay 去觀察投予百里醌濃度 0 - 20 μM 的
786-O-SI3 其 MMP-2 以及 u-PA 的活性有顯著被抑制的現象。以
cell-matrix 貼附能力實驗方法，證實隨著百里醌濃度的提升 786-
O-SI3 貼附於 collagen (type I and IV)能力有下降的趨勢。這些
結果都說明了百里醌會去抑制 786-O-SI3 爬行轉移的能力。所以我
們進而使用西方墨點法(Western blot)去觀察 786-O-SI3 在加藥處
理後其蛋白質的變化，實驗結果隨百里醌濃度的上升其p-ERK、p-
Src、p-paxilin 178、PI3K有顯著被抑制的現象。最後，我們使用
10 ng/mL 的 TGF-β 去誘導 786-O-SI3 使其細胞間質化後，利用
細胞移動實驗(Boyden chamber Migration assay)、免疫螢光染色
以及gelatin zymography assay 等分析方法，去觀察百里醌對786-
O-SI3的影響，結果也顯示由 TGF-β 所誘導 786-O-SI3 細胞轉移
(migration)、侵襲(invasion)能力以及細胞間質化的作用有明顯被
抑制的現象，且 MMP-2 以及 u-PA 活性有顯著被抑制的現象。因此
，在抑制腎臟癌細胞轉移以及侵襲，百里醌具有潛在的治療效果。

中文關鍵詞： 百里醌(TQ)、腎細胞癌、侵襲、轉移、MMP-2、u-PA

英 文 摘 要 ： Thymoquinone (TQ) is the major active component of the
volatile oil of Nigella stativa seeds. Previous studies
showed that TQ can inhibit various of cancer cell growth,
but its mechanism is not yet clear. The aim of this study
was to investigate the possible effects of TQ in inhibit on
the invasion and migration of 786-0-SI3 renal cell
carcinoma (RCC) cells. Kidney cancer (renal cell cancer)
signs and symptoms, including include blood in the urine,
pain, fever, weight loss, etc. It is noteworthy that kidney
cancer may have no symptoms at an early stage, until the
tumor is too large and oppression have been transferred to
other organs or cancer cell metastasis to other organ, the
stronger the higher the probability of death.In this study,
we use MTT assay to detect that dose-dependent (0 μM, 5
μM, 10 μM and 20 μM) cytotoxicity effects of TQ on renal



cell carcinoma cell lines 786-0-SI3.Thne 786-0-SI3 cell
lines was treated with TQ up to 0 μM, 5 μM, 10 μM and 20
μM for a defined period and then subjected to Boyden
chamber invasion assay, Boyden chamber motility assay,
wound healing assay, gelatin zymography assay, and cell
adhered to collagen (type I and IV) assay examine the
impacts of TQ. The result was showed significant in
inhibition of cell invasion and migration, and TQ decreased
matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) and u-PA. In Western
blot, we found that TQ decreased p-ERK, p-Src, p-paxillin
178 and PI3K. Final, we treated with TGF-β (10 ng/mL) to
induced 786-0-SI3 cell line epithelial-mesenchymal
transition (EMT), then used Boyden chamber migration assay,
Immunofluorescence staining and gelatin zymography assay to
the impacts of TQ in 786-O-SI3 cell lines. The result was
showed significant in inhibition of cell invasion and
migration, and TQ decreased MMP-2 and u-PA. In conclusion,
TQ inhibited the invasion of renal cancer cells and may
have potential use as a chemopreventive agent against RCC
metastasis.

英文關鍵詞： Thymoquinone  , renal cell carcinoma  , MMP-2 , u-PA
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一中英文摘要 

1.中文摘要 

百里醌(TQ)是黑種草油(Nigella sativa)的主要成分。過去研究發現，百里醌在不同的癌細胞株有抑

制生長之作用，但其是否會影響腎臟癌細胞的轉移目前還不清楚。而在本實驗中，我們要利用百里醌

探討其對於 786-O-SI3 此腎細胞癌細胞株的轉移(migration)和侵襲(invision)能力之影響、以及其作

用轉制。腎臟癌在早期可以毫無症狀，一直到腫瘤太大而壓迫到其它器官或是已轉移才出現症狀，而

癌症也隨著其轉移能力越強死亡的機率也就越高。本實驗會先以 MTT assay 檢測百里醌濃度 0 μM、

5 μM、10 μM、20 μM 對其腎臟癌細胞有無毒殺作用。接著再以細胞侵襲實驗(Boyden chamber 

invasion assay)、細胞移動實驗(Boyden chamber Migration assay)以及傷口癒合實驗(wound healing 

assay)去觀察 786-O-SI3 的細胞侵襲以及細胞移動的能力。在實驗的結果下證實 0 μM - 20 μM 的

百里醌對 786-O-SI3 並無毒殺作用，且低濃度 10 μM 及 20 μM 的百里醌，在 24 小時處理之下，

786-O-SI3 細胞侵襲(invasion)以及轉移(migration)能力有明顯被抑制的現象。再以 gelatin 

zymography assay 去觀察投予百里醌濃度 0 - 20 μM 的 786-O-SI3 其 MMP-2 以及 u-PA 的活性有

顯著被抑制的現象。以 cell-matrix 貼附能力實驗方法，證實隨著百里醌濃度的提升 786-O-SI3 貼

附於 collagen (type I and IV)能力有下降的趨勢。這些結果都說明了百里醌會去抑制 786-O-SI3 爬

行轉移的能力。所以我們進而使用西方墨點法(Western blot)去觀察 786-O-SI3 在加藥處理後其蛋白

質的變化，實驗結果隨百里醌濃度的上升其 p-ERK、p-Src、p-paxilin 178、PI3K 有顯著被抑制的現

象。最後，我們使用 10 ng/mL 的 TGF-β 去誘導 786-O-SI3 使其細胞間質化後，利用細胞移動實驗

(Boyden chamber Migration assay)、免疫螢光染色以及 gelatin zymography assay 等分析方法，

去觀察百里醌對 786-O-SI3 的影響，結果也顯示由 TGF-β 所誘導 786-O-SI3 細胞轉移

(migration)、侵襲(invasion)能力以及細胞間質化的作用有明顯被抑制的現象，且 MMP-2 以及 u-PA 

活性有顯著被抑制的現象。因此，在抑制腎臟癌細胞轉移以及侵襲，百里醌具有潛在的治療效果。 

 

關鍵字:百里醌(TQ)、腎細胞癌、侵襲、轉移、MMP-2、u-PA 

       細胞間質化 

Abstract 

  Thymoquinone (TQ) is the major active component of the volatile oil of Nigella stativa seeds. 

Previous studies showed that TQ can inhibit various of cancer cell growth, but its mechanism 

is not yet clear. The aim of this study was to investigate the possible effects of TQ in inhibit 

on the invasion and migration of 786-0-SI3 renal cell carcinoma (RCC) cells. Kidney cancer 

(renal cell cancer) signs and symptoms, including include blood in the urine, pain, fever, 

weight loss, etc. It is noteworthy that kidney cancer may have no symptoms at an early stage, 

until the tumor is too large and oppression have been transferred to other organs or cancer 
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cell metastasis to other organ, the stronger the higher the probability of death.In this study, 

we use MTT assay to detect that dose-dependent (0 μM, 5 μM, 10 μM and 20 μM) cytotoxicity 

effects of TQ on renal cell carcinoma cell lines 786-0-SI3.Thne 786-0-SI3 cell lines was 

treated with TQ up to 0 μM, 5 μM, 10 μM and 20 μM for a defined period and then subjected 

to Boyden chamber invasion assay, Boyden chamber motility assay, wound healing assay, gelatin 

zymography assay, and cell adhered to collagen (type I and IV) assay examine the impacts of 

TQ. The result was showed significant in inhibition of cell invasion and migration, and TQ 

decreased matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) and u-PA. In Western blot, we found that TQ 

decreased p-ERK, p-Src, p-paxillin 178 and PI3K. Final, we treated with TGF-β (10 ng/mL) 

to induced 786-0-SI3 cell line epithelial-mesenchymal transition (EMT), then used Boyden 

chamber migration assay, Immunofluorescence staining and gelatin zymography assay to the 

impacts of TQ in 786-O-SI3 cell lines. The result was showed significant in inhibition of 

cell invasion and migration, and TQ decreased MMP-2 and u-PA. In conclusion, TQ inhibited 

the invasion of renal cancer cells and may have potential use as a chemopreventive agent 

against RCC metastasis. 

 

Keywords : Thymoquinone ( TQ ) , renal cell carcinoma (RCC) , MMP-2 , u-PA , EMT , invasion , 

migration   

 

 

二前言 

背景: 

   近十年來癌症在國人十大死因排行榜中一直名列前矛，科學家們在癌症的研究上也投注相當多的時

間與心力，但截至目前為止仍然有許多問題無法克服，例如抗藥性與癌轉移等問題，雖然相較於以往，

在面對各種癌症病人的治療時有多種不同的藥物可供選擇，但令人困擾的是即使選擇不同的化學治療

藥物或標靶藥物，一段時間的投予之後經常同樣會出現所謂抗藥性的問題，以至於藥物無法再有效的

殺死癌細胞，因此，研發更有效的抗癌藥物或具有癌症預防效果的藥物是重要的研究方向。在腎臟癌

治療上，在臨床除標靶藥物治療上，目前腎臟癌針對轉移性的第一線口服用藥物Sutent (紓癌特)，其機

制與血管內皮生長因子受體(VEGFR)有關及拮抗VEGFR的方式，第二線用藥抑制酪胺酸激酶區的藥物

（簡稱TKI）Axitinib。另一類為mTOR信號通路抑制劑Afinitor(癌伏妥)，腎臟癌標靶以Sutent 與Axitinib

兩類藥物為主要基底用藥，然而使用這兩類標靶藥物總伴隨著許多副作用，Sutent 具有、噁心、腹瀉、

手足症候群、血球下降等狀況；Axitinib 副作用則是有噁心、疲倦、下痢、聲音瘖啞、反胃、高血壓

等。因此目前許多研究趨向以天然物成份如多酚類等天然物合併抗癌藥物的使用，期望能達到加乘抗

癌藥物的作用，降低藥物的使用濃度，減低副作用的產生，降低病人的不適。上皮-間質轉化(EMT)參

與癌細胞自良性腫瘤變成轉移性癌細胞的過程，被視為主要的癌化指標之一，在具有高度惡性轉移能

力的癌細胞中，發現其皆具有EMT的現象。腫瘤組織中細胞的異質性引發癌症幹細胞(cancer stem cells, 

CSCs)存在可能性。研究顯示只有少部份的細胞具備腫瘤生長、復發及轉移的能力，這些細胞稱為癌幹
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細胞。為此，利用一些天然化合物驗證腎臟癌幹細胞對腎臟癌化之重要性，及抑制癌細胞EMT現象，

對未來癌症治療，或許是一個很好的方向。本計畫以thymoquinone合併抗癌標靶藥物(Sutent及Axitinib)

的使用，期望能加強抗癌藥物的療效，降低抗癌藥物的濃度，達到輔助治療的效果。 

一、腎臟癌 

    腎臟癌在成人臟器癌症中佔了 1~3%，並且有 85% 的腎臟癌病患為年紀較長者 (50~70 歲)，其

中又以男性比女性多(2：1)。目前每年約有近800位患者被診斷出罹患腎臟癌。常見的腎臟癌型態分別

有：透明細胞癌(clear cell carcinoma)，乳頭狀癌(Papillary carcinoma)和嫌色腎細胞癌(Chromophobe renal 

cellcarcinoma)。腎臟癌的起源是由腎臟內的腎小管上皮細胞長出來的癌瘤，通常是一個圓形或橢圓形

的腫塊。若腫瘤小於7公分，屬於早期，通常尚未轉移。腎臟癌晚期會向外侵犯到腎臟外圍的組織或是

局部的淋巴結，若發生遠處轉移，則會出現在淋巴結、肺部、肝臟和骨骼等組織(Mickisch, 2002)。由

於腎臟癌容易經由血管轉移到病患身體的其他部位，所以有 25% 的腎臟癌病患會出現遠端轉移病

症，平均五年存活率是 45%，而在沒有遠端轉移症狀下，五年存活率則是70%。在各種人類癌症當中，

腎臟癌的根治必須經由化學治療加上手術切除(Bernards and Weinberg, 2002)。由於腎細胞癌對化學治療

的反應並不太好，且大多起因於特定基因（von Hippel-Lindau,VHL）異常表現，使得血管不正常增生

進而引發癌症，因此相關的血管生長因子則成為治療的主要標靶。然而，化學療法會對人體造成強烈

的副作用與傷害，殺死癌細胞的同時對正常細胞也會有傷害，而且放射線治療的效果對於腎臟癌而言

並沒有良好的效果。另一方面，切除手術又必須切除整個腎臟、一段輸尿管和腎上腺及包圍著腎臟的

脂肪組織。因此目前許多研究偏向以天然物成份，如多酚酸或黃酮類等天然物合併抗癌藥來使用，期

望能減少化療或標靶藥物對人體造成的傷害，達到輔助治療、抑制癌細胞惡化的效果。 

二、癌症的轉移(metastasis)及腫瘤生成(tumorgenesis) 

    腫瘤是指細胞不正常的增生(proliferation)所造成，癌細胞的轉移擴散往往是造成癌症病人病灶復發

致死及最難根治的最主要原因，一般而言，癌細胞的轉移擴散必須伴隨著許多生理狀態的改變，其中

包含【1】細胞與細胞外基質(extracellular matrix, ECM)之間結合能力(adhesion)的改變，細胞與細胞間

相互作用力的破壞；【2】細胞的侵襲(invasion)及移動(motility)能力上升；【3】細胞骨架的重整；【4】

癌細胞分泌大量的蛋白酶(proteinase)，例如: matrix metalloproteinases (MMPs)、urokinase plasminogen 

activator (u-PA)，造成細胞外基質的分解，使癌細胞會穿過細胞外基質；【5】侵入到循環系統中的血管

或淋巴管，經由逃避免疫系統的防護，最後貼附在內皮細胞上，穿破血管或淋巴管到達新的組織器官；

【6】再經由大量的增生及；【7】血管新生(angiogenesis)作用【8】形成新的腫瘤。癌細胞便藉由奪取

正常組織器官的養分而造成正常組織器官功能的耗弱，最後造成癌症病人的死亡(Kim et al., 2001)。 

三、上皮細胞的上皮-間質轉化（epithelial- mesenchymal transition, EMT） 

細胞 EMT 是指從上皮細胞型態(epithelial cell)轉變成間葉細胞(mesenchymal cell)型態的一種特殊過

程，其主要的特徵包括 Epithelial-cadherin (E-cadherin)表現量下降，Neuronal-cadherin(N-cadherin)表達

的上升，細胞骨架由角蛋白為主轉化為波形蛋白為主，以及形態上由上皮細胞轉化為具有間充質特徵

的細胞等。EMT 的發生可藉由一些分子訊號的傳遞（例如：Wnt、EGF）導致轉錄因子活化，像是 Snail-1、

Slug、Twist 等。最初 EMT 被定義為胚胎時期與器官發育現象相關。而近年來有許多文獻指出，EMT

參與癌細胞自良性腫瘤變成轉移性癌細胞的過程，被視為主要的癌化指標之一，已有許多文獻指出在

具有高度惡性轉移能力的癌細胞與癌症幹細胞中，發現其皆具有 EMT 的現象，此外 EMT 也被指出與

細胞抗藥性有關(Zhang et al.)。當 EMT 發生時，細胞間的連接會消失包括 adherens junctions 和

desmosomes，細胞骨架會重組，基質會被溶解，上皮細胞塑性的特徵 E-cadherin、α-catenin、β-catenin
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表現量會降低，間葉細胞塑性特徵 N-cadherin、Fibronectin、Vimentin 表現量會增加，這種變換使腫瘤

細胞喪失細胞與細胞間連接，促使癌細胞侵襲與轉移(de Herreros et al., 2010; Sarkar et al., 2009)。 

三 Thymoquinone的抗癌與相關研究 

    Thymoquinone (百里醌、瑞香草醌)是一種從植物萃取出的化合物，是從廣泛生長於地中海、中歐、

西亞等地的果黑種草(Nigella sativa)種籽萃取物中所發現。果黑種草種籽又名黑色茴香(Kalonji)，是回

教醫學中一種的常用藥材，可以驅風止痛、補腎健腦、利尿、發汗、健胃、治療哮喘等，具有很高的

藥用價值，研究中還指出果黑種草種籽在降脂、降糖等多方面也具有一定功效，而 thymoquinone 即

為果黑種草種籽中的主要成分。近年來，西方的醫學研究中也發現 thymoquinone 也具有許多特殊的功

效，如：抗口腔細菌、抗氧化、抗發炎(Woo et al.)和防止腐敗的能力。動物實驗中發現 thymoquinone 則

能提升疼痛耐受性、抗癲癇和保護大鼠腦部海馬迴神經元不受缺氧傷害(Al-Majed et al., 2006)。而在癌

症治療方面的研究上，thymoquinone 則可以降低處理抗癌藥物 cisplatin 和 doxorubicin 時對於心臟、

肝臟和腎臟所造成的毒性傷害(al-Shabanah et al., 1998)並且也擁有抗前胃癌、腸癌(Gali-Muhtasib et al., 

2008)、乳癌(Woo et al.)、口腔癌(Chu et al., 2014)等腫瘤以及抑制前列腺癌生長的能力。2008 年的實驗

中則發現，thymoquinone 可抑制 histone deacetylase (HDAC) 的活性，並顯示具有殺死胰臟癌細胞株

的能力，而 p53、Bax、bcl-2 和 p21 基因都會受到 thymoquinone 的處理而變化。 

 

三研究目的 

在正常細胞中，具有細胞自噬(autophagy)與細胞(apoptosis)等計畫性細胞死亡(programmed cell 

death)機制以維持正確的細胞數量並去除異常之細胞，但癌細胞會產生許多突變而對細胞凋亡產生抗

性，所以是否可以利用細胞自噬達到治療癌症的效果，相當值得探討。在高度轉移的癌細胞中長發現

細胞具有 EMT 的現像，且 EMT 高度現像的癌細胞中其細胞抗藥性也明顯增加。癌幹細胞理論指出癌幹

細胞會透過自我更新造成腫瘤新生且透過分化能力形成腫瘤異質性。因此癌症幹細胞觀點可應用於癌

症臨床治療。由於幹細胞或癌幹細胞均具有新生（self-renewal）和分化（differentiation）的能力，

目前對於幹細胞和癌幹細胞調控其分化或是維持新生，都是利用蛋白質生長因子或是血清來達成。對

於小分子化學結構物是否也能達到幹細胞或癌幹細胞的調控，目前為止並不清楚。利用小分子化學結

構物來調控癌幹細胞有底下的優點：1. 小分子藥物可以快速的抑制或是啟動分子調控機制，且其效果

通常是可逆的。2. 可利用小分子化合物可調整藥物濃度的方式，利用不同濃度調控其作用方式。3. 更

進一步，若是藥物結構設計得當，一種小分子化合物有時可以調控多種不同蛋白作用。因此，小分子

化學結構物用於癌幹細胞或幹細胞的調控，有機會成為未來的主流。由於癌幹細胞在體外培養的過程

中，有可能會走向細胞新生或分化，若是能利用小分子化合物讓癌幹細胞走向分化或抑制癌幹細胞新

生，輔以化療藥物的使用，或許有機會提升癌症的治癒率。因此能針對腎臟癌症幹細胞及腎臟癌細胞

若能抑制其侵襲轉移(metastasis)、細胞增生(proliferation)、血管新生(angiogenesis)、上皮細胞

的上皮-間質轉化(EMT)或是進一步促進細胞死亡(autophagy 及 apoptosis)，或許可以進一步合併臨床

標靶藥物應用在腎臟癌的輔助治療，降低抗癌藥物的用藥量，減低病人的副作用。 
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五研究方法 

1. 細胞存活率分析 ( MTT assay ) 

本實驗是藉由粒線體氧化還原能力來測試細胞是否有活性以及是否存活的方法，利用 MTT assay 方法

使有活性的活細胞會利用 MTT reagent［3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium 

Bromide］中 tetrazolium 經由粒線體中的 lactate dehydrogenase 作用代謝還原成紫色 formazan 

結晶，先吸去培養 786-O-SI3 腎臟癌細胞的培養皿液，再加入 5 mL PBS 搖晃均勻後吸去 PBS，接著

加入 800 μL typsin，培養 6 分鐘後加入 8 mL 培養液中止 typsin 反應，用玻璃 pipette 沿 dish 

沖下細胞接著離心 1000 rpm，5 分鐘後去除上清液用 10 mL 培養液打散 pellet 後，分成 24 well 以 

3×104 細胞數分至 6 cm dish 中，加入百里醌(TQ)（0 、5、10、20 μM）處理，37 ℃ 培養 24 小時

後再加入 1 mL 以細胞培養液 10 倍稀釋的 MTT reagent (final concentration 0.5 mg/mL)，待此

作用 4 小時之後再以異丙醇將結晶溶出，以螢光顯微鏡於 O.D. 563 nm 下測定溶液吸光，由吸光強
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度可得知存活的細胞數多寡。 

2.細胞數計算 (trypan blue exclusion assay ) 

先吸去培養 786-O-SI3 細胞株的培養皿液，再加入 5 mL PBS 搖晃均勻後吸去 PBS，連續清洗二次後，

接著加入 800 μL typsin，培養 6 分鐘後加入 8 mL 培養液中止 typsin 反應，用玻璃 pipette 沿 

dish 沖下細胞主要目的是將細胞打散，將打散的細胞移到離心管中，並加入 10 mL 培養液稀釋避免

細胞數目過高，取細胞懸浮液 100 Μl 和 10 μL typan-blue，混合均勻後，取出 10 μL 混合過後

的細胞懸浮液放到細胞計數盤 (haemocytometer) 上計數，死細胞會被染成藍色，以活細胞數與死細

胞數量的百分比來比較，看細胞總數中活細胞佔有的數量，算出 9 大格中的 4 格內活細胞數( N 

值)，N 值除 4 再乘 2 ( 稀釋倍數 ) × 104 ( 細胞懸浮液量 )，既為 10 mL 細胞總數。 

3.細胞移動性分析(Boyden chamber motility assay) 

利用 48 well Boyden chamber 的分析方法來分析細胞移動性。lower chamber 為含有 10 % FBS 的 

DMEM，上層及下層則以 cellulose nitrate membrane 隔開。將處理藥物 24 小時後的細胞以 0.05 % 

的 trypsin-EDTA 打下，並用 trypan blue 計算活細胞數量，然後注入固定量的細胞(1.5 × 104/well)

於 upper chamber，待細胞移動 24 小時以後，取下 cellulose nitrate membrane，以甲醇固定 

membrane 上的細胞 10 分鐘，風乾 5 分鐘之後，以 Giemsa ( 稀釋 20 倍 ) 染色 16 小時，最後固

定 membrane，擦拭掉上層的細胞( 亦為未爬行之細胞 )。以目鏡 10 X、物鏡 10 X 的條件在顯微鏡

底下，隨機選取多個視野，進行移動細胞數之統計。 

4. 細胞侵入性分析 (Boyden chamber invasion assay) 

    分析方法與細胞移動性分析相同，差別只在於 cellulose nitrate filter 上 要 coating 一層 

matrigel (100 μg/cm2)，且在使用前須先風乾兩個小時。將處理藥物 12 小時後的細胞以 0.05 % 的 

trypsin-EDTA 打下，並用 trypan blue 計算細胞數( 存活之細胞 )，然後注入固定量的細胞(1.5 × 

104)於 upper chamber，待細胞移動 24 小時以後，取下 cellulose nitrate filter，以甲醇固定 

filter 上的細胞 10 分鐘，風乾 5 分鐘之後，以 Giemsa ( 稀釋 20 倍 ) 染色 16 小時，最後固定 

membrane 於 10 公分之 petri-dish  上，擦拭掉上層之細胞 ( 亦為未侵襲之細胞 )。以目鏡 10 X、

物鏡 10 X 的條件在顯微鏡底下，隨機選取多個視野，進行移動細胞數之統計。 

5.細胞傷口癒合分析 ( wound healing assay, migration ) 

    將 culture-insert 固定在 6 well 中，將 786-O-SI3 腎臟癌細胞，以 1.0×104/well 細胞數分

至每個 culture-insert 中，37 ℃ 培養 24 小時後，將 6 well 中的 culture-insert 取下，以 PBS 

buffer 洗淨死亡的細胞，再加入僅含有 1 % 血清的培養液含有不同濃度的百里醌(TQ)(0、5、10、20 

μM)，在 0 及 24 小時以目鏡 10 X、物鏡 4 X 的條件在顯微鏡下觀察固定位置的傷口癒合狀況，記

錄並拍照，並將照片彙整成圖。 

六結果與討論 

1. 百里醌 (TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞的存活率之影響 

    將 786-O-SI3 腎臟癌細胞分別種到 24 well 的培養皿中，培養其 24 小時。接著，進行百里醌
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(TQ)不同劑量的加藥處理(0 、5、10、20 μM)。再經過 24 小時之後，利用 MTT assay 分析百里醌

(TQ)對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞存活率之影響，結果發現百里醌(TQ)濃度為 0 – 20 μM 時，對於 

786-O-SI3 腎癌細胞株無毒殺作用 (Fig. 1)。 

2. 百里醌 (TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 invasion 能力之影響 

    將 786-O-SI3 腎臟癌細胞培養 16 個小時之後，進行百里醌(TQ)不同劑量的加藥處理(0、5、10、

20 μM)。經過 24 小時之後，利用細胞侵襲實驗(Boyden chamber invasion assay)分析發現，有加

入 10 μM 及 20 μM 百里醌(TQ)的 786-0-SI3 細胞株，其細胞侵襲(invasion)能力有明顯被抑制之

效果 (Fig. 2) 。 

3. 百里醌(TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 motility 能力之影響 

     在進行細胞侵襲實驗(Boyden chamber invasion assay)的同時，也一起進行細胞移動實驗

(Boyden chamber motility assay)，一樣將 786-O-SI3 腎臟癌細胞培養 16 個小時之後，進行百里

醌(TQ)不同劑量的加藥處理(0、5、10、20 μM)，經過 24 小時之後，其 786-O-SI3 腎臟癌細胞運動

(motility)能力之結果與細胞侵襲(invasion)能力一樣(Fig. 2)，有加入 10 μM 及 20 μM 百里醌

(TQ)的 786-0-SI3 細胞株，其細胞運動(motility)能力有明顯被抑制之效果 (Fig. 3)。 

4. 百里醌 (TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 migration 能力之影響 

    將 786-O-SI3 腎臟癌細胞培養 16 個小時之後，分別加 0 μM 及 20 μM 的百里醌(TQ)，進行

傷口癒合實驗(wound healing assay)。經過 24 小時之後，其結果可以發現加入 20 　 M 百里醌(TQ)

的 786-O-SI3 細胞株，其移動(migration)能力有明顯被抑制之現象 (Fig. 4)。 

5. 百里醌(TQ) 對 786-O-SI3 腎臟癌細胞的 MMP-2 活性之影響 

利用 gelatin zymography assay 去觀察百里醌(TQ) 對於 

786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 MMP-2 的活性之影響。其結果可以發現隨著百里醌(TQ)添加濃度增加，

786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 MMP-2 的活性有明顯被抑制之效果 (Fig. 5)。 

6. 百里醌(TQ) 對 786-O-SI3 腎臟癌細胞的 u-PA 活性之影響 

利用 casein zymography assay 去觀察百里醌(TQ)對於 

786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 u-PA 的活性之影響。其結果與 gelatin zymography assay 一樣，隨

著百里醌(TQ)添加濃度增加，786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 u-PA 的活性有明顯被抑制之效果 (Fig. 

6)。 

7. 百里醌(TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞對於第 I 型 collagen 

黏附能力之影響 

利用細胞會黏附於第 I 型 collagen 的能力實驗，去觀察加入 0 μM、5 μM、10 μM 及 20 μM 的

百里醌(TQ) 24 小時後，對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞黏附(adhered)能力之影響。結果發現百里醌(TQ)

的添加，對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞黏附(adhered)能力有抑制之效果 (Fig. 7)。 

8. 百里醌 ( TQ )對 786-O-SI3 腎臟癌細胞對於第 IV 型 collagen 

黏附能力之影響 
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與細胞會黏附於第 I 型 collagen 的能力實驗方法相同，利用第 IV 型 collagen 去觀察加入百里醌

(TQ) 24 小時後，對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞黏附(adhered)能力之影響。其結果發現百里醌(TQ)的

添加，不管是在第 I 或 IV 型 collagen 情況底下，對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞黏附(adhered)於能

力有明顯之抑制效果 (Fig. 8)。 

9. 百里醌(TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 p-ERK 的活性之影響 

    利用西方墨點法(Western blot)觀察百里醌(TQ)對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞的訊息傳遞路徑之

影響。結果顯示百里醌(TQ)可抑制 ERK 磷酸化(phosphate-extracellular regulated protein 

kinases；p-ERK) (Fig. 9)。 

10. 百里醌(TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 p-AKT 及 t-AKT 的活性之影響 

     利用西方墨點法(Western blot)觀察百里醌(TQ)對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞的訊息傳遞路徑之

影響。結果顯示百里醌 (TQ)對於 p-AKT 及 t-AKT 之活性無顯著影響 (Fig. 10)。 

11. 百里醌(TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 p-Src、p-paxilin 178 及 PI3K 的活性之影響 

利用西方墨點法(Western blot)觀察百里醌(TQ)對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞的訊息傳遞路徑之影響。

結果顯示百里醌 (TQ)可抑制 p-Src、p-paxilin178 及 PI3K 蛋白之表現 (Fig. 11)。 

12.786-O-SI3 腎臟癌細胞經過 TGF-β 誘導其間質化，百里醌  (TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 

motility 能力之影響 

利用細胞運動實驗(Boyden chamber motility assay)，觀察百里醌(TQ)對於經過間質化的 786-O-SI3 

腎臟癌細胞，其 motility 能力的影響。首先將 786-O-SI3 腎臟癌細胞培養 16 個小時之後，再加入 

TGF-β 10 ng/mL，2 小時候後，進行百里醌(TQ)不同劑量的加藥處理(0、5、10、20 μM)，經過 24 小

時之後，有加入 10 μM 及 20 μM 百里醌(TQ)的 786-O-SI3 腎臟癌細胞，其由 TGF-β 所誘導的運

動(motility)能力有明顯被抑制之現象 (Fig. 12)。 

13.786-O-SI3 腎臟癌細胞經過 TGF-β 誘導其間質化，百里醌  (TQ)對 786-O-SI3 腎臟癌細胞 

invasion 能力之影響 

    利用細胞侵襲實驗(Boyden chamber invasion assay)觀察百里醌(TQ)對於經過間質化的 

786-O-SI3 腎臟癌細胞，其 invasion 能力的影響。將 786-O-SI3 腎臟癌細胞培養 16 個小時之後，

再加入 TGF-β 10 ng/mL 後，進行百里醌(TQ)不同劑量的加藥處理(0、5、10、20 μM)，經過 24 小

時之後，有加入 10 μM 及 20 μM 百里醌(TQ)的 786-O-SI3 腎臟癌細胞，其由 TGF-β 所誘導的侵

襲(invasion)能力有明顯被抑制之現象 (Fig. 13)。 

14. 786-O-SI3 腎臟癌細胞經過 TGF-β 誘導其間質化，百里醌(TQ) 對 786-O-SI3 腎臟癌細胞的 

MMP-2 活性之影響 

利用 gelatin zymography assay 觀察百里醌(TQ)對於經過 TGF-β 10 ng/mL 誘導間質化的 786-O-SI3 

腎臟癌細胞所分泌 MMP-2 的活性之影響。其結果可以發現有加入 20 μM 百里醌 (TQ)，由 TGF-β 所

誘導 786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 MMP-2 的活性有明顯被抑制之效果 (Fig. 14)。 

15. 786-O-SI3 腎臟癌細胞經過 TGF-β 誘導其間質化，百里醌(TQ) 對 786-O-SI3 腎臟癌細胞的 
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u-PA 活性之影響 

        利用 casein zymography assay 觀察百里醌(TQ)對於經過    

    TGF-β 10 ng/mL 誘導間質化的 786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌   

    u-PA 的活性之影響。其結果可以發現百里醌(TQ)對於抑制  

    由 TGF-β 所誘導的 786-O-SI3 腎臟癌細胞所分泌 u-PA 的活性 

    有顯著性差異 (Fig. 15)。 

16.百里醌(TQ)對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞間質化之影響 

        將 786-O-SI3 腎臟癌細胞加入 TGF-β 10 ng/mL 誘導其間質化，再加入 20 μM 的百里醌

(TQ)，經過 24 小時之後，利用免疫螢光染色實驗觀察 786-O-SI3 腎臟癌細胞其細胞型態之變化。其

結果可以發現百里醌(TQ)可抑制 786-O-SI3 腎臟癌細胞其 F-actin 受 TGF-β 誘導使其細胞間質化

的作用 (Fig.16 ) 。 

 

                  

 
 

Figure 1. 利用 MTT 實驗檢測百里醌(TQ)濃度為 0 μM、5 μM、10 μM、20 μM 對其

786-O-SI3 腎臟癌細胞有無毒殺作用。在實驗的結果下，證實 thymoquinone 濃度 0 

μM、5 μM、10 μM、20 μM 對 786O-SI3 無毒殺作用。 
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Figure 2. 利用細胞侵襲實驗(Boyden chamber invasion assay) ，證實低濃度百里醌

(TQ) ( 濃度為 10 μM 及 20 μM ) 24 小時處理之下 786-O-SI3 腎臟癌細胞侵襲

(invasion)能力有明顯被抑制的現象，下圖為其量化圖。 (***p < 0.001)   
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Figure 3.利用細胞移動實驗(Boyden chamber motility assay) ，證實低濃度百里醌

(TQ)( 濃度為 10 μM 及 20 μM )在 24 小時處理之下，786-O-SI3 腎臟癌細胞運動

(motility)能力有明顯被抑制的現象，下圖為其量化圖。 (**p < 0.01;***p < 0.001) 
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Figure 4. 利用傷口癒合實驗(wound healing assay)，證實處理 24 小時百里醌(TQ)在 

20 M 濃度下對於 786-O-SI3 腎臟癌細胞移動(migration)能力有明顯被抑制的現

象，下圖分別為 24 小時其量化圖。(***p < 0.001) 



 14

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 5. 以 gelatin zymography assay，證實百里醌(TQ) 24 小時處理之下 786-O-SI3 

腎臟癌細胞其 MMP-2 活性有顯著被抑制的現象。 
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Figure 6. 以 casein zymography assay，證實百里醌(TQ) 24 小時處理之下 786-O-SI3 

腎臟癌細胞其 u-PA 活性有顯著被抑制的現象。 

 
 
 
 
 
 
 

Type I collagen 



 16

 

 
 

Figure 7.以 Cell adhered to collagen (type I)的能力，說明百里醌(TQ) 24 小時處理之

下 786-O-SI3 腎臟癌細胞在 collagen (type I)其 adhered 的能力有被抑制的現象。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Type IV collagen 
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Figure 8. 以 Cell adhered to collagen (type IV) 的能力，說明百里醌(TQ) 24 小時處理

之下，786-O-SI3 腎臟癌細胞在 collagen (type IV)其 adhered 的能力有被抑制的現象。 
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Figure 9. 利用西方墨點法(Western blot)證實百里醌(TQ) 24 小時處理之下，其濃度為 

10 M 及 20 M 時，786-O-SI3 腎臟癌細胞其 p-ERK 有顯著被抑制的現象。 
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Figure 10. 利用西方墨點法(Western blot) 證實百里醌(TQ) 24 小時處理之下，

786-O-SI3 腎臟癌細胞其 p-AKT、t-AKT 無顯著被抑制的現象。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

β-actin 

t-AK

T 

p-Akt 
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Figure 11. 利用西方墨點法(Western blot)證實百里醌(TQ) 24 小時處理之下，百里醌

(TQ)濃度為 20 M 時，786-O-SI3 腎臟癌細胞其 p-Src、p-paxilin 178、PI3K 有顯著

被抑制的現象。 
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Figure 12. 利用細胞移動實驗(Boyden chamber motility assay) ，在加入 TGF-β 10 

ng/mL 下，其低濃度百里醌(TQ) (10 M 及 20  

M ) 24 小時處理之下， 786-O-SI3 腎臟癌細胞移動(motility)能力有明顯被抑制的

現象，下圖為其量化圖。(*p < 0.05;**p < 0.01;***p < 0.001) 
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Figure 13. 利用細胞侵襲實驗(Boyden chamber invasion assay) ，在加入 TGF-β 10 

ng/mL 下，其低濃度百里醌(TQ) (10 μM 及 20 μM) 24 小時處理之下 786-O-SI3 腎

臟癌細胞侵襲(invasion)能力有明顯被抑制的現象，下圖為其量化圖。

(*p < 0.05;**p < 0.01;***p < 0.001)  
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Figure 14. 以 gelatin zymography assay，證實再加入 TGF-β 10 ng/mL 誘導後，再經

過百里醌(TQ) 24 小時處理之下，786-O-SI3 腎臟癌細胞 MMP-2 活性有顯著被抑制

的現象。 
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Figure 15. 以 casein zymography assay，證實再加入 TGF-β 10 ng/mL 誘導後，再經過

百里醌(TQ) 24 小時處理之下，u-PA 活性有顯著被抑制的現象。 
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Figure 16.以免疫螢光染色實驗，證實再加入 TGF-β 10 ng/mL 誘導後，再經過百里

醌(TQ) 24 小時處理之下，786-O-SI3 腎臟癌細胞其 F-actin 受 TGF-β 誘導使其細

胞間質化的作用有被抑制的現象。 
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