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中 文 摘 要 ： 根據流行病學統計，肝癌在全球上係致死率排行第五名的癌症，由
於有不良的預後結果和缺乏有效的治療方式，造成肝癌的高死亡率
。肝癌患者往往會被診斷出癌細胞有轉移的症狀，而死於早期及遠
端轉移發生。轉移是由一連串步驟所串連組成，包括細胞黏著、細
胞外基質降解、細胞移行與侵襲。因此，能對抗轉移相關步驟的物
質，就可能可以用來防止腫瘤細胞發生轉移，並增加癌症患者生存
的機會。甘草查爾酮A(Licochalcone A)是甘草成分中最具有活性的
化合物，且本身也是estrogenic 且屬於黃酮類分子。目前甘草查爾
酮A 被發現的生物功能中包括：抗轉移、抗癌、抗發炎、抗氧化和
細胞凋亡等多重功用。Sorafenib是一個針對晚期肝癌的標準治療藥
物，也是第一個被證實可以有效地提升晚期肝癌存活率的藥物。
Sorafenib最早是在一個發展Raf磷酸激酶抑制劑的計畫中被發展出
來的藥物，然而過去的許多研究指出，Sorafenib有許多「標靶外作
用」與其抗癌療效及抗藥性的產生有密切關係。
     之前的研究證實甘草查爾酮A會專一性抑制JNK1/2磷酸化；同
時加入JNK1/2抑制劑(SP600125)會加強甘草查爾酮A抑制u-PA蛋白和
mRNA表現。同時也觀察到甘草查爾酮A也會抑制JNK上游蛋白MKK4磷
酸化，但不影響MKK3/6磷酸化。我們利用siRNA-MKK4和甘草查爾酮
A共同抑制uPA蛋白表現，同時也會抑制肝癌細胞移動和侵襲能力。
本研究主要利用人類肝癌細胞株SK-Hep-1與Huh-7為實驗材料，探討
甘草查爾酮A結合sorafenib影響肝癌細胞侵襲與轉移的分子機制。
本實驗中發現甘草查爾酮A結合肝癌晚期標靶藥物Sorafenib，發現
兩者藥物合併處理對於肝癌細胞的侵襲與轉移能力皆更顯著被抑制
，同時也抑制MKK4/JNK/uPA途徑。綜合以上結論，sorafenib有潛力
可以當作肝癌的治療標的，或者是療效以及預後的參考，而
Sorafenib合併使用甘草查爾酮A也是一個有潛力的治療方式，冀望
未來有機會發展為治療肝癌晚期的新策略。

中文關鍵詞： 肝癌、甘草查爾酮A、細胞移動、細胞侵襲、尿激酶型血纖維蛋白溶
解酶原活化因子、索拉非尼

英 文 摘 要 ： epatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common
cancer-caused death in the world. The poor prognosis and
effectiveness of treatment method cause high mortality of
HCC. Licochalcone A is the main active compound of the
licorice species Glycyrrhiza inflate, and is an estrogenic
flavonoid with anti-metastatic, anti-cacinogenic, anti-
inflammatory, anti-angiogenic, anti-oxidant and apoptosis
effects. Sorafenib is a drug for standard systemic therapy
in patients with advanced HCC (hepatocellular carcinoma),
and it is also the first drug with survival benefits.
Although sorafenib was originally designed as a specific
Raf kinase inhibitor, we and other investigators have found
many off-target effects of sorafenib that may have
significant implications regarding its anti-tumor activity
and resistance mechanisms of sorafenib in HCC cells.
From our previously results, LicA specifically inhibited
phosphorylation of JNK1/2, and inhibition of JNK1/2 by



JNK1/2 inhibitor significantly enhanced the Licochalcone A
-inhibited u-PA activity, protein and mRNA expression. LicA
also inhibit phosphorylation of MKK4, LicA combined siMKK4
were significantly inhibits uPA protein and mRNA
expression, and it’s also reduced HCC cell migration and
invasion. In exploring the clinical application of a
combination of sorafenib and LicA, we found that it
synergistically inhibited cell migration and invasion in
HCC cells. The synergistic efficacy was associated with the
suppression of phosphorylation of MKK4/JNK and
downregulation of uPA expression in HCC cells. In
conclusion, the results indicate sorafenib combined with
LicA could be of potential therapeutic value in the future.

英文關鍵詞： Hepatocellular carcinoma; migration; invasion; Sorafenib;
urokinase plasminogen activator
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中文摘要 

 
    根據流行病學統計，肝癌在全球上係致死率排行第五名的癌症，由於有不良的預後結果和缺乏有

效的治療方式，造成肝癌的高死亡率。肝癌患者往往會被診斷出癌細胞有轉移的症狀，而死於早期及

遠端轉移發生。轉移是由一連串步驟所串連組成，包括細胞黏著、細胞外基質降解、細胞移行與侵襲。

因此，能對抗轉移相關步驟的物質，就可能可以用來防止腫瘤細胞發生轉移，並增加癌症患者生存的

機會。甘草查爾酮 A(Licochalcone A)是甘草成分中最具有活性的化合物，且本身也是 estrogenic 且屬

於黃酮類分子。目前甘草查爾酮 A 被發現的生物功能中包括：抗轉移、抗癌、抗發炎、抗氧化和細胞

凋亡等多重功用。Sorafenib 是一個針對晚期肝癌的標準治療藥物，也是第一個被證實可以有效地提升

晚期肝癌存活率的藥物。Sorafenib最早是在一個發展Raf磷酸激酶抑制劑的計畫中被發展出來的藥物，

然而過去的許多研究指出，Sorafenib 有許多「標靶外作用」與其抗癌療效及抗藥性的產生有密切關係。   

     之前的研究證實甘草查爾酮 A 會專一性抑制 JNK1/2 磷酸化；同時加入 JNK1/2 抑制劑(SP600125)

會加強甘草查爾酮 A 抑制 u-PA 蛋白和 mRNA 表現。同時也觀察到甘草查爾酮 A 也會抑制 JNK 上游蛋

白 MKK4 磷酸化，但不影響 MKK3/6 磷酸化。我們利用 siRNA-MKK4 和甘草查爾酮 A 共同抑制 uPA

蛋白表現，同時也會抑制肝癌細胞移動和侵襲能力。本研究主要利用人類肝癌細胞株 SK-Hep-1 與 Huh-7

為實驗材料，探討甘草查爾酮 A 結合 sorafenib 影響肝癌細胞侵襲與轉移的分子機制。本實驗中發現甘

草查爾酮 A 結合肝癌晚期標靶藥物 Sorafenib，發現兩者藥物合併處理對於肝癌細胞的侵襲與轉移能力

皆更顯著被抑制，同時也抑制 MKK4/JNK/uPA 途徑。綜合以上結論，sorafenib 有潛力可以當作肝癌的

治療標的，或者是療效以及預後的參考，而 Sorafenib 合併使用甘草查爾酮 A 也是一個有潛力的治療方

式，冀望未來有機會發展為治療肝癌晚期的新策略。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
關鍵詞：肝癌、甘草查爾酮 A、細胞移動、細胞侵襲、尿激酶型血纖維蛋白溶解酶原活化因子、索拉

非尼 
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                               英文摘要 

 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common cancer-caused death in the world. The poor 

prognosis and effectiveness of treatment method cause high mortality of HCC. Licochalcone A (LicA) is the 

main active compound of the licorice species Glycyrrhiza inflate, and is an estrogenic flavonoid with 

anti-metastatic, anti-cacinogenic, anti-inflammatory, anti-angiogenic, anti-oxidant and apoptosis effects. 

Sorafenib is a drug for standard systemic therapy in patients with advanced HCC (hepatocellular carcinoma), 

and it is also the first drug with survival benefits. Although sorafenib was originally designed as a specific Raf 

kinase inhibitor, we and other investigators have found many off-target effects of sorafenib that may have 

significant implications regarding its anti-tumor activity and resistance mechanisms of sorafenib in HCC cells.     

From our previously results, LicA specifically inhibited phosphorylation of JNK1/2, and inhibition of 

JNK1/2 by JNK1/2 inhibitor significantly enhanced the LicA-inhibited u-PA activity, protein and mRNA 

expression. LicA also inhibit phosphorylation of MKK4, LicA combined siMKK4 were significantly inhibits 

uPA protein and mRNA expression, and it’s also reduced HCC cell migration and invasion. In exploring the 

clinical application of a combination of sorafenib and LicA, we found that it synergistically inhibited cell 

migration and invasion in HCC cells. The synergistic efficacy was associated with the suppression of 

phosphorylation of MKK4/JNK and downregulation of uPA expression in HCC cells. In conclusion, the 

results indicate sorafenib combined with LicA could be of potential therapeutic value in the future. 

 
 
 
 
Key word: Hepatocellular carcinoma; migration; invasion; Sorafenib; urokinase plasminogen activator 
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前言 

肝癌 

根據世界衛生組織(WHO) 的最新統計，肝癌是全球第六大常見的癌症，也是癌症死亡的第三位原因，

佔所有癌症的 7%，肝癌發生的模式有一個明確的地理分佈，在發病率高的國家，如亞洲與非洲國家[1]。
開發中國家肝癌成為一個很大的醫療負擔。根據中華民國衛福部國民健康署的資料顯示，台灣肝癌治

療領先亞洲，近年來在醫界共同努力之下，2015 年在台灣肝癌發生率排名已從榜首降到第二名，惡性

腫瘤患者死亡中排名第二位。台灣每年約有 8 千個新增肝癌病例，每年約有 7 千人死於肝癌[2]。肝癌

的發生率隨著年齡而增加，大約在 70 歲達到一個高峰，另外有研究指出男性罹患肝癌的機率比女性還

要高[3]，至今原因不明，推測與性別間基因差異與生活習慣有關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) 肝硬化：肝硬化可能是肝癌的前兆，也可能是造成肝癌之原因，

任何原因造成肝硬化之後均有機會變化成肝癌[4]。(2) 肝毒性物質：能使肝臟受損之毒性物質，其中

最具代表性是由黴菌所產生的黃麴毒素。台灣由於溫度高、濕度大，徽菌易滋生，而食物中如稻米、

玉米、花生等，是較易被黴菌污染而產生黃麴毒素[5]。(3) 肝炎病毒 ( HBV 及 HCV ): 肝癌的成因與

肝炎病毒的感染與肝硬化最有關係。其中 B 型肝炎病毒與 C 型肝炎病毒的感染是肝癌形成之最重要元

兇；在台灣，肝癌患者約有 80%曾感染 B 型肝炎，而非 B 型肝炎的肝癌病患則約有 60%曾感染 C 型肝

炎[6]。西方國家肝癌患者則是 B 型肝炎約 20%，其餘都是由 C 型肝炎造成肝癌[7]。(4) 抽煙和喝酒因

子：香煙中的尼古丁在肝臟分解，會造成肝臟的負擔[8]；此外患者因飲酒過量，也會造成肝臟的負擔

增加，因而影響肝功能，進一步演變脂肪肝、酒精性肝炎，甚至肝硬化最後導致肝癌的形成[9]。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、黃麴毒素)、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[10]。腫瘤細胞的侵襲與轉移( Cell 
invasion and metastasis ) 

腫瘤細胞的侵襲與轉移( Cell invasion and metastasis ) 

惡性腫瘤(malignant cancer)是指有侵襲 (invasion) 和轉移(metastasis) 能力的癌細胞，除了生長失控外，

還會局部侵入週遭正常的器官組織(primary organ)，甚至經由體內循環系統或淋巴系統轉移到身體其他

器官組織[11]。腫瘤形成與轉移是一連串複雜調控步驟，包含(1)腫瘤細胞從原發部位發生並黏附於基

底膜、(2)腫瘤細胞自我分泌刺激間質細胞產生蛋白水解酶，溶解基底膜與破壞胞外基質、(3)腫瘤細胞

進入血管並透過血液循環進入目標器官、(4)在目標器官形成轉移性腫瘤[12]。當腫瘤直徑大於 0.5 mm
時，由於無法再藉由擴散作用由周圍細胞與環境中獲得足夠養分，此時腫瘤細胞變會釋放血管生長刺

激因子，促使新生血管在腫瘤細胞周圍增生，經由血液提供養分以維持癌細胞存活，血管新生不僅提

供癌細胞充足的營養，同時也提供癌細胞擴散至其他組織的另一條管道[12]。依據腫瘤轉移伴隨著細胞

生理狀態的改變，包括: 增加細胞移動與侵襲能力、破壞細胞與細胞間相互作用力及細胞外基質的分

解異常。當細胞移動時細胞會向前伸出偽足，使細胞表面受體與細胞外基質黏合，尾端的細胞表面受

體再被蛋白水解酶水解，使細胞能夠向前移動[13]。而侵襲與移動相似，但侵襲必須通過細胞外基質

(extracellular matrix ECM)或基底膜 (basement membrane)。一個完整的侵襲過程包含三步驟：(1) 腫瘤

細胞需貼附在週遭的 ECM，(2)腫瘤細胞分泌 matrix-degrading enzymes，(3) 腫瘤細胞穿過基質層等作

用方式[14]。此時的細胞外基質(extracellular Matrix)是負責執行細胞間支持與固定、調節細胞間訊息與

溝通及組織的修復。組成分包括細胞組織間隙的結締組織和基底膜[15]。基底膜主要成分為 collagen、
lammin、heparin sulfate、chondroitin sulfate 及 entactin[16,17]。這些分子的分解有利於腫瘤細胞的侵襲

與轉移。然而腫瘤細胞降解細胞外基質時會產生基質金屬蛋白酶(Matrix Metalloproteinase，MMPs)，以
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利降解細胞外基質及基底膜，促進了惡性腫瘤的侵襲與轉移[18] 

尿激酶型血纖維蛋白溶解酶原活化因子(urokinase-type plasminogen activator, uPA) 

    uPA 是具有 serine 的蛋白水解酵素，含有 kringle domain、 EGF-like repeats domain 及 catalytic 
domain 等區域。可將 plasminogen 水解成 plasmin，活化的 plasmin 會清除血管中所堆積的 fibrin，另外

也在生理與病理中扮演重要的角色[19]，主要影響有: 細胞增生、細胞凋亡、細胞移動與侵襲、及血管

新生等作用[20]。當 uPA 與細胞表面的 uPAR 結合時，會促進癌細胞生長，另外在血管平滑肌細胞及

stroma cell，亦會看到促進血管新生，當 uPA 受到內生性抑制劑 plasminogen activator inhibitor 
type1-2(PAI-2) 抑制後，可以證實抑制腫瘤細胞的生長與轉移[21]。根據臨床資料指出乳癌、肺癌、大

腸直腸癌病人的 uPA 表現量較高者，相較於表現量低的病人其存活率較差[22,23]。 

研究目的 

   第一年的研究計畫證實 LicA 會抑制肝癌細胞侵襲是透過 MKK4/JNK/NF-kB 途徑[24]，第二年的研

究計畫證實 LicA 在人類肝癌中透過 TGF-b1 抑制 AKT 磷酸化和抑制 EMT 相關表現的途徑進而抑制

肝癌細胞移動和侵襲能力。綜合以上兩年研究證實 LicA 會抑制肝癌細胞的侵襲形成機制。目前肝癌的

化療或標靶治療藥物的產生是藉由攻擊腫瘤細胞與異常分裂及生長密切相關的目標，來抑制腫瘤細胞

的增生和移動。大部分的傳統細胞毒性化學治療藥物常是針對一般腫瘤細胞生長調控的機轉，同時也

會傷害到正常細胞，因此對於癌細胞的專一性較差。許多體內平時即需不時增生的組織，例如骨髓造

血細胞及消化道上皮細胞，就會一併受到細胞毒性化學治療藥物的影響，因此第三年研究是著重 LicA
與標靶藥物共同作用人類肝癌細胞的分子機制和動物實驗，希望未來 LicA 可以當作化療輔助性天然物

來減緩肝癌病人的副作用和延長壽命 

文獻探討 

     甘草(Glycyrrhiza uralensis Fisch)，屬於豆科多年生草本植物，是一種具有補脾益氣，清熱解毒，

潤肺止咳等多功能的中藥材。中醫界對甘草的評價是具有增強免疫、保肝、抗癌及抗糖尿病等療效。

甘草內含大量黃酮類成分，其中LicA 為主要成分之一，目前一些生化研究報告顯示LicA 常被用作抗

發炎藥物的成分、抗過敏、抗氧化和抗致癌化等作用[25,26]。近年來有許多關於LicA 抑制癌症的學術

研究其中的主要分子機轉，可分為：(1) Anti-proliferation、(2) Induce autophagy、(3)Induction of apoptosis、
(4) Antioxidative activity、(5) Antimetastatic 和(6)Antiangiogenic 等作用。根據研究報導指出LicA 是甘草

成分中最具有活性的化合物，且本身也是estrogenic 屬於黃酮類分子，並且具有抗腫瘤和抗發炎能力。

文獻指出LicA會誘發人類前列腺PC3 細胞和胃癌細胞凋亡因而造成細胞週期停留[27,28]。LicA 也會

誘導MCF-7 細胞和HL-60 血癌細胞的PARP 活化，減少Bcl-2 和Bax 比值下降[29]。之前文獻證實LicA 
具有抗發炎的功效主要是透過抑制NF-kB 和AP-1的活化途徑[30]，此種發炎反應與腫瘤血管新生有關。

同時也有研究報告顯示LicA 抑制內皮細胞移動和平滑肌細胞增生，造成ERK1/2 活性下降和減少Rb 
磷酸化，因而導致細胞週期停留[31]。此外，以老鼠模式證實LicA 可以保護LPS 誘導內毒素的產生因

而抑制發炎反應和ROS 產生，主要是透過NF-kB 途徑[32]。同時以BALB/c mice 注射老鼠細胞CT-26 
cells 產生肝癌細胞轉移現象可以處理Lic (30 mg/kg body weight)的方式來抑制腫瘤形成和抑制細胞增

生指標(PCNA、β-catenin, COX-2, and iNOS)，也能夠抑制發炎蛋白的表現。另外，LicA 抑制肝癌細胞
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轉移也會抑制MMP-9 的產生[33]。此外本實驗室研究也證實LicA抑制人類肺癌細胞侵襲作用是透抑制

AKT磷酸化因而抑制MMP-1和MMP-3的表現[34]，同時本研究也證實LicA會誘導子宮頸癌細胞凋亡和

自噬作用，若抑制細胞自噬作用會增強細胞凋亡途徑[35]。因此LicA 能夠有效當做抗腫瘤、抗發炎和

誘導凋亡的藥物。但是，LicA 對於人類肝癌細胞的增生和侵襲的作用分子機制至今尚不清楚，本研究

希望LicA 未來可當做抗肝癌的天然藥物，以達到治療肝癌效果和減少死亡率的藥物 

Sorafenib（商品名：Nexavar®、蕾莎瓦®）是一種新穎酪氨酸激酶抑制劑，Sorafenib 是近年來核

准治療晚期腎臟癌和肝癌之臨床標靶藥物[36]。主要作用機轉是透過抑制腫瘤細胞內 Raf 蛋白，因而阻

斷下游蛋白 MEK/ERK 途徑，同時也會阻斷 VEGF-2/VEGF-3/PDGFR 之雙重作用機制，阻斷腫瘤癌細

胞及血管內皮細胞生長有關的訊息傳導過程，而直接引發肝癌細胞的細胞凋亡，同時抑制腫瘤血管增

生，藉此減少血液供給、及減緩癌細胞的生長[37]。此外，臨床數據也顯示 Sorafenib 能夠延長晚期肝

細胞癌病人的存活時間[38]。使用 Sorafenib 實驗組存活時間為 6.5 個月，而對照組則為 4.2 個月。臨床

上，使用 Sorafenib 的病人約有 45-60%會出現手足皮膚反應(handfootskin reactions)，更有 5-11%的病人

是第三級以上的較嚴重反應[38]。表現症狀通常從手足末稍的針刺或灼熱感開始，繼而發生紅斑，常見

初始部位是足底的受力處及指尖靠近指甲處。紅斑可能增厚、變硬甚至形成水泡。除此之外，腹瀉、

掉髮、疲倦也是較常出現的副作用[38]。文獻指出 Sorafenib 抑制人類肝癌 HepG2 和 PLC/PRF/5 細胞的

生長和誘導細胞凋亡的作用劑量約 4.5 μM~ 6.3 μM，Sorafenib 也抑制 RAF/MEK⁄ ERK 之途徑，造成

Sorafenib 誘導肝癌細胞凋亡是經由抑制 eIF4E 的磷酸化和 Mcl-1 表現[39]。此外 Sorafenib (10 和 30 mg 
⁄ kg)處理 PLC/PRF/5 細胞生成的腫瘤動物實驗證實隨著 Sorafenib 濃度增加會逐漸抑制腫瘤形成[40]。
因 sorafenib 為口服劑型且耐受性佳，可因此提高病人服藥順從性，繼而提升病人的生活品質。本研究

採用 LicA 對於許多癌細胞除了具有誘導細胞凋亡，停止細胞週期，而且可以有效去抑制細胞移動與侵

襲，未來可以當作 sorafebin 的輔助性化療藥物來抑制肝癌病人的腫瘤細胞生長，同時也可以減緩

sorafenib 的藥物毒性並且延長病人壽命。 
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1. 細胞培養：SK-Hep-1 和 Huh-7 細胞培養於 DMEM 細胞培養液含有 10% fetal bovine serum (FBS)、100 
units/ml penicillin G 和 100 μg/ml glutamine。人類正常肝細胞 THLE-2 培養於 BEGM Bullet 套組

(CC3170) ， 包 含 gentamycin/Amphotericin (GA) 、 Epinephrine 、 5 ng/mL EGF 、 70 ng/mL 
Phosphoethanolamine 和 10% 胎牛血清。並置於 37℃，5 % CO2 培養箱。當細胞生長密度至 80 %時，

移去原有的細胞培養液，並以 PBS 沖洗三次，加入 1ml 0.02% trypsin-EDTA 將培養皿於 37℃反應 5
分鐘，使細胞自盤底脫離，再加入 10 ml 細胞培養液與 trypsin-EDTA 進行中和反應，並吸至 15 ㏄離

心管抽吸打散，離心 1500 g，五分鐘，去除上清液，之後加入新的細胞培養液打散細胞，然後再取

適量的細胞數置入新的細胞培養皿中，放回細胞培養箱繼續培養。 
2. 細胞存活率分析（MTT assay）: 將 4 x 104 個/well 的細胞培養於 24 well 中，於 24 小時後，並處理

不同濃度 LicA(10 M)或 sorafebin (2.5 或 5 M)作用 24 小時，移除細胞培養液，然後將 10 倍 MTT
（5 mg/ml）溶液稀釋成 1 倍的 MTT(0.5mg/ml)，每一個 well 加入 1 ml，作用 4 小時，待 MTT 溶液

進入細胞內作用產生紫色結晶，然後將含有 MTT 溶液的培養基移除，再加入 1 ml 的異丙醇

(isopropanol)，作用約 5 分鐘，然後以分光光度計（Spectrophotometer）設定波長 570 nm 測量，讀取

吸光值，因此可得細胞相對存活率。 
3. 細胞移動實驗：將肝癌細胞以 3x105 /ml 培養於 6 cm 培養皿，待細胞長至 7~8 分滿，即可配置不同

濃度藥物處理 24 小時。Boyden chamber 下層加入 DMEM 培養液(10% 胎牛血清) 50 μl/well，隨即

蓋上 10 μm  polycarbonate filter，霧面朝下，蓋上橡膠軟片和 Boyden chamber 上層蓋，上層加入

5x104 cell/well 細胞液(不含 FBS)，HA22T/VGH 和 Huh-7 細胞移動作用 12 小時及 SK-Hep-1 細胞移

動作用 8 小時後，將 polycarbonate filter 從 chamber 中取出，並浸泡甲醇 10 分鐘來固定細胞，風乾 5 
分鐘之後，再利用 5% Giemsa 染色 1 小時，之後用棉花沾溼清水輕輕將背面擦拭乾淨，最後固定住

薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在 400X 光學顯微鏡底下每個 well 隨機選取 3個視野，數 4 個 well，
作移動細胞數之統計。 

4. 細胞侵襲實驗：將肝癌細胞以 3x105 /ml 培養於 6 cm 培養皿，待細胞長至 7~8 分滿，即可配置不同

濃度藥物處理 24 小時。Boyden chamber 下層加入 50μl /ml DMEM 培養液(10% 胎牛血清)，隨即蓋

上 10 μm  polycarbonate filter 浸泡在 0.1%的 Matrigel 溶液，霧面朝下，蓋上橡膠軟片和 Boyden 
chamber 上層蓋，放置 4 小後，上層加入 5x104 cell/well 細胞液(不含 FBS)，HA22T/VGH 和 Huh-7
細胞移動作用 24 小時及 SK-Hep-1 細胞移動作用 16 小時後，將 polycarbonate filter (含 0.1 mg/ml 
Materigel)從 chamber 中取出，並浸泡甲醇 10 分鐘來固定細胞，風乾 5 分鐘之後，再利用 5% Giemsa 
染色 1 小時，之後用棉花沾溼清水輕輕將背面擦拭乾淨，最後固定住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，

在 400X 光學顯微鏡底下每個 well 隨機選取 3 個視野，數 4 個 well，作移動細胞數之統計。 
5. uPA 活性分析 (casein zymography)：uPA 會將 Plasminogen 分解成 plasmin，利用 casein zymography 

(含有 plasminogen) 用來分析 uPA 的酵素活性。首先將肝癌細胞以 2x104/ml 培養於 24 well 培養盤，

待細胞長至 7~8 分滿，即可配置不同濃度藥物與不含血清之 DMEM 培養液作用 24 小時後，將培養

細胞的條件培養基 (conditioned medium) 抽起來放進微量離心管中，離心 1500 g，5 min，取上清液

並保存在 -20℃。配膠方式為，將 0.1 % casein、8 % SDS-PAGE 電泳膠片置於含有電泳緩衝液的電

泳槽，把培養細胞的條件培養基 (conditioned medium) 與 5X 染劑均勻混和後，注入膠片中，分別

以電壓 80 伏特和 120 伏特的進行電泳分離，電泳結束後把膠片取出並以 2.5 % Triton X-100 進行

清洗，在室溫搖晃 30 分鐘，共清洗兩次，之後加入 Reaction buffer [40 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM 
CaCl2、0.01 % NaN3]在 37℃恆溫箱中反應 16~20小時，反應完後的膠片以 Coomassie Blue 染色 3 小
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時，再以退染液退色觀察其 uPA 的活性。 
6. 免疫螢光染色法：利用共軛焦顯微鏡來直接觀察細胞內蛋白螢光訊號以及蛋白質座落的位置。首先

將 2 × 104/well 的細胞數培養至共軛焦顯微鏡 Kit 培養皿中，隔天細胞貼盤後，去除上清液，以 
PBS 清洗細胞兩次，再加入可以蓋過細胞體積之 4% PFA (Paraformaldehyde ) 室溫下作用 10 分鐘，

以 PBS 清洗細胞兩次，再加入 1 ml 含有 0.1% Triton X-100 之 PBS 清洗細胞每次 3 分鐘，重覆清洗

三次。再以 2 % ( w/v ) BSA 在室溫下 blocking  2 小時，加入一級抗體(MMP-9、uPA、NF-κB(p65)) 
在 4 ℃下作用 16 小時。隔天以 1 × PBST 清洗，每次 10 分鐘，清洗 3 次。之後加入二級抗體 ( DAPI 
和 Dylight ) 在室溫下作用 2 小時。先用螢光顯微鏡觀察是否有染到，若是沒染到就繼續染，如有染

到以 1 × PBST 清洗，每次 10 分鐘，清洗 3 次。最後利用共軛焦顯微鏡觀察其細胞內之蛋白質的螢

光訊號與座落位置。 
7. 蛋白質萃取(Whole protein extraction)：人類肝癌細胞株以PBS緩衝溶液清洗二次，然後加入0.2 ml lysis 

buffer [ 150 mM NaCl、1 mM EDTA、20 mM Tris-Cl pH 8.0、0.5% Nonidet P-40、1 mM Na3VO4、10 mM 
NaF、2 µg/ml aprotinin、1 mM PMSF ]並採用括杓將細胞括下來且置入微量小管，然後採用超音波震

盪儀作用 1 分鐘放置冰上作用 5 分鐘的方式重複十次，作用完全後離心(12000 g，4℃，15 分鐘)，取

出上清液並轉移到另一個微量小管。此時得到全細胞萃取液，然後放入-80℃保存。 
8. 分離細胞質和細胞核蛋白：首先將人類肝癌細胞株以 PBS緩衝溶液清洗二次，並且放置冰上 10分鐘，

然後加入 1 ml buffer I [ 10 mM Hepes (pH 7.9)、1.5 mM MgCl2、10 mM KCl、0.5 mM dithiothreitol、
0.2 mM PMSF、10 mg/ml leupeptin 和 0.5% (v/v) Nonidet P40]，並採用 7ml 研磨棒作用 30 次後，且

置入微量小管離心(2000 g，4℃，5 分鐘)，取出上清液，為細胞質蛋白。離心後的沉澱物再加入 buffer 
B [20 mM Hepes (pH 7.9)、25％ glycerol、420 mM NaCl、1.5 mM MgCl2、0.2 mM EDTA、0.5 mM 
dithiothreitol、0.2 mM PMSF 和 10 mg/ml leupeptin ]作用，然後採用超音波震盪儀作用 1 分鐘放置冰

上 1 分鐘的方式，此種方式重複十次後，離心（14000 g，4℃，15 分鐘），取出上清液為細胞核蛋白，

然後放入-80℃保存。 
9. 蛋白質的定量：採用 Bradford protein assay 方法，其原理是蛋白質可與 coomassie brilliant blue G-250

會與蛋白質結合形成藍色複合物的特性，顏色會從紅色轉變成為藍色，此時在波長 OD595 nm 下，

會有較高的吸光值，以便偵測。藍色越深表示蛋白質濃度越高。這個方法的優點為 G-250 與蛋白質

結合所需的時間很短，且方便又靈敏，也可使用微量滴定盤進行分析，可減低試劑用量，方便大量

樣本的操作。首先我們先將一系列已知濃度的 BSA 加入五分之一體積的 Bradford protein dye，於分

光光度計波長 OD595 nm 下偵測其吸光值，並做出標準曲線，再以同樣的方式測得樣品的吸光值，即

可依據標準曲線換算得樣品之蛋白濃度。以相同蛋白質濃度進行分裝，首先以全蛋白萃取液（25 µg）
加入 5 ×的樣品緩衝液 ( 5×sample buffer )，其含有 SDS 與 β-mecaptoethanol，可促使蛋白質變性且

有破壞雙硫鍵的能力，均勻混和後於 100 ℃ 下作用 10 分鐘，再迅速置入冰浴中，之後離心 10000 
g、30 秒，目的將加熱時所產生的水蒸氣離心下，以避免影響濃度之差異性，最後插入冰上冷卻並

保存於 -20℃。 
10. 西方墨點法（Western blotting）：首先將全細胞萃取液(30 μg)加入 5X Treating buffer 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，下層膠體為 10 % Separating gel。將做好之板膠固定到電泳裝置上，並將電泳緩衝液(0.02 
M Tris-base、0.192 M Glycine 和 0.1 % SDS)注滿上下電泳槽，然將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 伏特進行電泳。電泳結束後進行蛋白轉移，將膠體進入冰冷之轉漬緩衝



 14

液(0.02 M Tris-base、0.192 M Glycine 和 20 % methanol) 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 PVDF 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 (內含轉漬緩衝液)於 4℃下，

進行 0.1 V 電轉移，電轉移過夜之後，取出消化纖維紙浸入 1% BSA 的 Blocking buffer（w/v）緩衝

液(1 % BSA、0.9 %(w/v) NaCl、100 mM Tris-base 和 0.1% Tween 20)，在室溫下搖晃一個小時。然後

加入 1 級抗體於 5 ml 含 1% (w/v) BSA 之緩衝液，與消化纖維紙在 4℃反應置隔天，之後以清洗緩衝

液(0.9 % (w/v) NaCl、100 mM Tris-base 和 0.1 % Tween 20 pH=7.4)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 2 級抗體含 1% (w/v) BSA 之 10 ml 緩衝液，於室溫作用一個

小時，然後以清洗緩衝液清洗兩次，每一次 10 分鐘，最後再清洗一次到掉即可。最後以 ECL 呈色試

劑來做呈色。 
11. 分析 LicA 結合 sorafenib 對肝癌細胞在活體內(in vivo)轉移情形：免疫缺陷的小鼠(BALB/c nu/nu mice)

尾靜脈注射人類肝癌細胞(SK-Hep-1)，將 1x106/100 l PBS 洗淨的人類癌細胞，以尾靜脈注射方式注

入，2 個月分析腫瘤細胞轉移到肺臟的現象，取出腫瘤及肺臟以觀察其腫瘤大小、重量，以評估應用

的可行性，並作組織免疫染色與 HE stain。將 BALB/c 小鼠取下來之腫瘤作組織切片分析其血管生成

情形，並作組織免疫染色與 HE stain。 
12. 組織免疫切片染色（immunohistochemistry）：取老鼠犧牲後的腫瘤以 10%福馬林固定處理，再以低至

高濃度之酒精及以二甲苯脫水，然後以石臘固定包埋，以 4 mm 的厚度作切片，固定於玻片上，接

著放入烘箱中以 37°C overnight 將石臘熔解，然後再以二甲苯進行脫臘，利用高至低濃度酒精進行

復水，並以 1% H2O2 去除內生性過氧化酶再以 PBS buffer 處理，使其具有滲透性。接著以胎牛血清

處理而阻止一些非特異性抗原的結合，20 分鐘後將水吸乾，然後在室溫下加入一級抗體一小時後，

以PBS wash 二次來移除未結合之抗體，接著再加入二級抗體（含有 biotin）作用一小時後，以PBS wash 
二次，再加入ABC solution（含有 avidin），在室溫下作用 45 分鐘，再以PBS wash 二次，接著以 substrate 
buffer 進行染色，大約 10 分鐘後一起中止反應再以 hematoxylin 染色（細胞核），再利用 ddH2O 洗
去多餘的染色液。最後以酒精脫水，將封片膠滴入玻片上以蓋玻片覆蓋著，在顯微鏡下觀察褐色分

布的結果。 
13. 統計分析: 所有數據將以電腦統計軟體 SigmaStat (Jandel Scientific Software, USA)進行 one-way 

analysis of variance(one-way ANOVA)分析。 

 

 

 

 

實驗結果 
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【1】為了證明 LicA 與標靶藥物 Sorafenib 之結合作用是否造成兩株肝癌細胞(SK-Hep-1 和 Huh-7)侵襲

作用，我們將 SK-Hep-1 和 Huh-7 細胞加入 LicA (10 μM)與 sorafenib (2.5 and 5 μM)共同作用 24 小時

之後以 MTT 方式證實 單一處理 LicA 不會抑制兩株肝癌細胞生長，然而共同處理 sorafebin (2.5 and 5 
μM) 24 小時後發現也不會隨著 sorafebin (2.5 and 5 μM)濃度增加，因而抑制兩株肝癌細胞生長的現象，

此項實驗結果說明 LicA 與 sorafenib 不具有共同抑制肝癌細胞生長的現象。 

          圖一 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

【2】為了證明 LicA 與 sorafenib 是否抑制細胞侵襲作用，我們利用 in vitro migration 和 invasion 方式

來應證. 如圖二所示單一加入 LicA 抑制 SK-Hep-1 細胞移動約抑制 40.2%，LicA 結合 sorafebin 抑制

SK-Hep-1 細胞移動 (2.5 uM sorafenib: 54.3%; 5 uM sorafenib: 76.1%)，單一加入 LicA 抑制 SK-Hep-1
細胞侵襲約抑制 35.6%，LicA 結合 sorafebin 抑制 SK-Hep-1 細胞侵襲 (2.5 uM sorafenib: 76.1%; 5 uM 
sorafenib: 89.3%);單一加入 LicA 抑制 Huh-7 細胞移動約抑制 57.1%，LicA 結合 sorafebin 抑制 SK-Hep-1
細胞移動 (2.5 uM sorafenib: 62.3%; 5 uM sorafenib: 80.4%)，單一加入 LicA 抑制 Huh-7 細胞侵襲約抑制

45.6%，LicA 結合 sorafebin 抑制 Huh-7 細胞侵襲 (2.5 uM sorafenib: 78.4%; 5 uM sorafenib: 90.7%)。 綜
合以上結果說明 LicA 共同結合 sorafebin 有明顯抑制肝癌細胞侵襲作用。  
 

 

 

 

 

 

 

 
【3】因此本研究要證實 LicA 和 sorafenib 共同作用 SK-Hep-1 細胞抑制侵襲作用是否也會經由 JNK 和

MKK4 磷酸化減少。實驗結果證實單一處理 LicA 會抑制 JNK 磷酸化，LicA 和 sorafenib 共同作用更加
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抑制 JNK 和 MKK4 磷酸化。同時也會抑制 uPA 蛋白表現(圖三)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【4】同時採用免疫螢光方式也證明實驗結果證實單一處理 LicA 會抑制 JNK 磷酸化，LicA 和 sorafenib
共同作用更加抑制 JNK 和 MKK4 磷酸化。同時也會抑制 uPA 蛋白表現(圖四)。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

【5】接下來我們採用 LicA 和 sorafenib 分別或共同以尾靜脈注射方式來證明，此實驗結果並無成功，

因為單一利用 SK-Hep-1 細胞注射老鼠尾靜脈並無將 SK-Hep-1 細胞轉移到肺臟，所以證實老鼠肺臟並

無轉移現象 (圖五)，未來可能要重新選擇細胞來做研究 
 
 
 
 
 
 
 

 

討論 

腫瘤細胞生長與轉移，必須依賴新生血管提供額外的養分以提供新的腫瘤細胞生長，此種現象會
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造成腫瘤遠方轉移從不同血管擴散，造成腫瘤細胞從原發處穿越血管壁，進入血液後循環到達遠方器

官處[41]。當腫瘤細胞在新接種處附著，和滋生新血管形成且將附近原有的細胞基質破壞，開闢出空間

容許新血管生長，此時需要多種基質蛋白酵素(matrix metalloproteinases)和 uPA 的存在。許多研究指出

肝內轉移性惡性腫瘤細胞內含有大量 MMPs 和 uPA，都是與肝癌細胞轉移有直接的關係[42]。因此如

何利用藥物或合併使用臨床藥物來防止肝癌細胞無法利用 MMPs 和 uPA，因而抑制肝癌細胞無法轉移

將是未來降低肝癌死亡率的一大課題之一。文獻指出轉移擴散的癌細胞中，癌細胞藉由蛋白質水解酵

素來分解細胞外基質，導致細胞與細胞間基質的分離，促使癌細胞具有移動性，腫瘤細胞為了要通過

富含 type IV collagen 的血管壁順利進行轉移，會分泌大量的 MMP-2、MMP-9 及 uPA 來降解細胞基底

膜[43]。許多文獻指出基質金屬蛋白酶 MMP-9 會大量表現在惡性腫瘤中，例如：肝癌[44]、乳癌[45]、
肺癌[46]、子宮頸癌[47]和前列腺癌[48]。另外 uPA 是分泌型酵素，必須藉由與 uPAR 的結合才具有較

強的蛋白水解酶活性，進而造成細胞外基質的分解，被認為與腫瘤細胞轉移有關係 [49]。一些文獻證

實 JNK1/2 磷酸化與肝癌有關係，文獻指出利用 cDNA 生物晶片分析 41 個肝癌病人檢體 mRNA 表現，

証實其中有 23 個肝癌病人會大量表現 JNK1/2 [50]，此項實驗結果也應證 50%的中國大陸肝癌患者會

大量表現 JNK1/2 [51]，同時也証實 JNK1/2 磷酸化增加與 HBV 肝癌患者有直接的相關性[134]。因此

JNK1/2 磷酸化增加是肝癌的生物指標蛋白。過度表現 AEG-1 會增加骨肉瘤細胞侵襲作用，同時會誘

導 JNK/c-Jun/MMP-2 的活化路徑[52]。有文獻指出人類肝癌細胞和組織會大量表現 MMP-1 和 JNK1/2 
磷酸化，此種現象是 JNK1/2 磷酸化增加來活化 c-jun 結合到 MMP-1 啟動子造成肝癌細胞侵襲能力增

強[53]。Licochalcone A抑制人類肝癌細胞侵襲能力是經由抑制MKK4/JNK表現導致uPA表現下降[24]。
根據以上的研究說明 JNK1/2 活化調控肝癌侵襲之機制。 

      目前研究發現，肝癌的生長可能和血管新生有關。一般認為癌細胞血管新生的目的在於向宿主

吸收養份，可透過新生的血管轉移至其他部位。因此使用可抑制血管新生的藥物治療，能阻斷讓癌細

胞生長的訊息，並可切斷其增生的血管，使癌細胞無法獲取養分，不能再繼續分裂生長，並減少轉移

的現象。對於有肝癌遠端轉移之病人，目前治療方式以全身性化學治療是唯一積極治療選項，但肝癌

細胞常具有多種藥物之抗藥性，同時併存有肝硬化，因此全身性化學治療造成細胞毒性和身體產生的

極大副作用，同時也造成肝癌病人死亡率逐漸增加。因此本研究選擇標靶藥物(Sorafenib)合併使用 LicA
來探討抑制肝癌轉移之機制。標靶治療藥物藉由攻擊腫瘤細胞與異常分裂與生長密切相關的目標，來

抑制腫瘤細胞的增生。相對於細胞毒性化學治療，標靶治療藥物的作用目標，則是與細胞癌化過程或

癌細胞增生有關的分子或是酵素。因此標靶治療藥物的專一性，均較傳統化學治療藥物為優，且一般

細胞毒性化學治療藥物治療晚期肝細胞癌時最常發生的骨髓毒性而言，大多數標靶治療藥物出現此毒

性的比率均相當的低[54]。Sorafenib 是美國拜耳股份有限公司的專利藥，經美國食品藥物管理局核可

用於治療腎細胞腎癌（Renal cell carcinoma）及肝癌（Hepatocellular carcinoma），於 2012 年 8 月 1 日，

台灣健保局通過健保給付 Sorafenib 為肝癌和腎癌之標靶藥物。Sorafenib 的作用機轉是不會造成細胞直

接性的毒殺作用，而是針對抑制腫瘤細胞的轉移作用。第三期大型臨床研究證實標靶治療藥物 Sorafenib
可有效延長晚期 HCC 患者的存活期，以亞太地區而言，包含台灣、中國和韓國地區，實驗證實使用

Sorafenib 實驗組平均存活率為 6.5 個月，而對照組(採用安慰劑)的平均存活率為 4.2 個月[38]。此外有

研究發現 Sorafenib 能夠抑制 TGF-b 誘導的肝實質細胞上皮間質轉換現象和誘導細胞凋亡。同時利用

CCl4 誘導肝纖維化的小鼠模型，發現餵食 Sorafenib 的小鼠，能夠有效減少動物體內細胞上皮間質轉

換現象和誘導細胞凋亡，進而改善和修復小鼠的肝纖維化現象，此種現象說明為 Sorafenib 不僅可以抑
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制肝癌細胞轉移，另一方面也可以改善肝纖維化[55]。利用肝癌動物模式中証實 Sorafenib 抑制肝癌細

胞轉移是透過抑制 HTATIP2 和 JAK-STAT3 訊息途徑[56]。 

      腫瘤致癌途徑並非單一成因，常極為複雜，腫瘤細胞又會復發，因此發展合併治療方式是未來

使用標靶治療藥物可能的方向。化療、放射療法及標靶藥物，可以組合成多種不同的治療方式，尋找

最適合的治療方式[150]。本研究利用 LicA 合併使用 Sorafenib 的治療組合，發現兩者合併使用並不會

抑制高度轉移肝癌細胞(SK-Hep-1 和 Huh-7)的生長速率，但是會明顯加成性抑制肝癌細胞的移動和侵

襲能力。此種治療組合方式也驗證 Sorafenib 合併處理化療藥物、放射療法或天然物的模式。(1)結合天

然物治療方式:文獻顯示 Sorafenib 結合-ionone 在人類 SK-Hep-1 細胞中，發現抑制 FAK 磷酸化與 Rac1
蛋白表現，進而抑制 MMP-2 與 MMP-9 表現，而達到抑制癌細胞的侵襲與轉移[57]。(2) 結合放射療法：

Sorafenib 結合放射性療法，可延長肝癌病人的壽命從 7.8 個月延長至 15.7 個月 [58]。Sorafenib 可以當

作輻射增敏劑，因為 Sorafenib 以協同作用的方式增強大腸直腸癌的輻射敏感度，造成腫瘤細胞週期停

滯(G2/M 期)，並抑制 cyclin B1 表現，達到抑制大腸癌細胞生長之功效 [59]。(3)結合臨床化療藥物：

Sorafenib 合併使用 5-FU 治療肝癌 MHCC97H 和 SMMC-7721 細胞發現兩者合併使用會抑制 cyclin D1 
和 RAF/MEK/ERK 和 STAT3 訊息路徑，此種現象造成細胞週期停留 G1 期，因而抑制達到抗肝癌生長

功效 [60]。因此未來的研究將會著重在以肝癌細胞之動物模式探討 LicA 合併處理 Sorafenib 是否會抑

制肝癌細胞轉移到肺臟，同時也會採用蛋白酵素生物晶片方式來分析 LicA 合併處理 Sorafenib 是否會

抑制其它相關轉移蛋白的表現，因而探討其分子機制。 
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