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序言 (Introduction) 

細胞計劃性死亡又稱為細胞凋亡（apoptosis），細胞計劃性死亡為調整生物體器官形

成過程之重要機制，當細胞受到感染、DNA 發生突變或損傷時，生物體內即進行細胞計

畫性死亡。當此機制出現問題時，受損的細胞未被分解，會導致細胞癌化形成腫瘤；當

人類免疫系統發生細胞教育錯誤，讓無法判辨自我抗原之免疫細胞存活或者該死亡細胞

未被清除（Rosen, et al., 2001）而產生自體免疫性疾病。因此細胞凋亡在人體疾病形成上

扮演極為重要的調節機制。 

 

細胞凋亡主要分為兩個途徑（1）經死亡接受器傳遞死亡訊息的途徑：其接受器為

Fas（CD95）、腫瘤壞死因子（tumor necrosis factor，TNF）接受器和腫瘤壞死因子相關性

細胞凋亡刺激因子（TNF-related apoptosis inducing factor，TRAIL）接受器（Walczak, et al., 

2000）。細胞接收外界的死亡訊息，刺激死亡接受器配體與其接受器結合，而傳遞訊息活

化接受器細胞內的死亡區域（death domain，例如 FADD）使得 procasapase 8 切割成 caspase 

8，caspase 8 活化後促進 caspase 3 活化，而 Bid 也被切割成 tBid，走入經粒線體傳遞死

亡訊息的途徑；（2）經粒線體傳遞死亡訊息的途徑：牽涉到 Bcl-2 家族（Bcl-2 和 Bcl-XL

等為對抗細胞凋亡的蛋白，Bax、tBid、Bad 和 Bik 等為促進細胞凋亡的蛋白）（Chao et al., 

1998）與 cytochrome c 釋出有關。細胞內的 DNA 受損刺激修補性蛋白質如 p53（一種基

因轉錄因子）活化修補性蛋白基因進行 DNA 修補，無法 DNA 修補情況下，p53 反而活

化 Bax 的基因轉錄，造就蛋白表現增加（Bates et al., 1999），Bax 崁入粒線體細胞膜，改

變細胞膜電位，促進 cytochrome c 由粒線體釋放至細胞質活化 caspasse 9（Desagher et al., 

2000），再活化 caspase 3 導致細胞的 DNA 片段化、細胞蛋白被切割和產生細胞凋亡小體，

最後由吞噬細胞吞噬分解。 

 

多胺酸（polyamine）是具有正價氨基的小脂肪類分子群，包含 putrescine、spermine

及 spermidine，能夠與細胞大分子如 DNA、RNA、蛋白質及磷酸脂質相互作用，它們對
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細胞生長、分化及細胞凋亡扮演一重要角色（Tabr et al., 1984）。多胺酸減少，造成細胞

生長抑制、死亡（Schipper et al., 2000）或分化發生改變，在合成多胺酸的過程中，鳥胺

酸去羧化酶（ornithine decarboxylase，ODC）為起始與決定反應速度的酵素，其基因在第

二對染色體P25上，蛋白質表現後主要分布在細胞質（Schipper et al., 2002），它是約 51 kDa

分子量含 461 個氨基酸的蛋白質，活化需兩個鳥胺酸去羧化酶聚合以鳥胺酸去羧化酶的

N 端區域與另個鳥胺酸去羧化酶的 C 端區域接觸而形成聚合，pyridoxal 5’-phosphate（維

他命 B6）結合到酶之 Lys-69 的位置進行催化反應，將結合於酶 Cys-360 之鳥胺酸

（ornithine）轉換成 putrescine，並且釋放二氧化碳（Jeffrey et al., 2000）。 

 

在研究細胞基因方面與生理現象中，了解細胞生長時鳥胺酸去羧化酶的表現是一個

必需性酵素（Pegg et al., 1982）；生長促進因子如荷爾蒙、藥物、生長因子和腫瘤促進物

（Russell et al., 1985）能夠使此酶快速表現影響生理變化。鳥胺酸去羧化酶的活性受到下

列機制之影響：（1）基因轉錄的調節；（2）基因轉譯的調節；（3）後轉譯的修飾及（4）

蛋白質穩定性的負回饋控制。原致癌基因 c-myc 是生長和分化關鍵性調節者，myc 家族

為基因轉錄因子，c-myc 會與家族中其中一個形成複合體再與一段稱為 E-box（CACGTG）

特殊的 DNA 序列結合，具有 E-box 的基因受到 c-myc 調控；鳥胺酸去羧化酶基因的 intron

中有兩個相連之 myc 結合位子，它是 c-myc 結合位置，當 c-myc 表現提高，鳥胺酸去羧

化酶基因的表現也跟著提高（Bello-Fernandez et al., 1993）。鳥胺酸去羧化酶基因被磷酸

化在老鼠 RAW264.7 細胞（Worth et al., 1994）、Friend erythroleukemia 細胞（Flamigni et al., 

1990）、老鼠 EXOD-1 細胞（Kanamoto et al., 1993）、653-1 myeloma、猴子 COS7 細胞

（Rosenberg-Hasson et al., 1991）及大白鼠 HTC 細胞（Mitchell et al., 1991）都證實存在；

casein kinase II（CK II）能磷酸化鳥胺酸去羧化酶的氨基酸 303 位置的絲胺酸，但單點突

變 303 氨基酸位置的絲胺酸轉變成丙氨酸，不會影響酵素的穩定性及活性；不過以酶整

體磷酸化來說，是會影響到酶的穩定性與活性（Reddy et al., 1996），由此可知，影響鳥

胺酸去羧化酶磷酸化之蛋白激酶是非常重要的。鳥胺酸去羧化酶降解受到 antizyme 的調



 3

節，多胺酸過多會使得 antizyme frame shifting 表現增加，造成 antizyme 與單體鳥胺酸去

羧化酶結合，將鳥胺酸去羧化酶帶到 26S 蛋白體進行蛋白分解作用（Murakami et al., 

2000）。 

 

腫瘤治療過程中，引發腫瘤細胞死亡是其中的一種方法。科學家尋找有效抗癌症藥

物利用對鳥胺酸去羧化酶抑制效用當作評估，並且鳥胺酸去羧化酶也是一種腫瘤進展的

標籤（Sharma et al., 1994）。Difluromethylornithine（DMFO）是鳥胺酸去羧化酶不可逆的

抑制劑（Poulin et al., 1992），在致癌物質刺激引發腫瘤的動物模型中，了解此藥物於直

腸癌、肝癌與皮膚癌等具有抗癌及抗轉移效果（Zou et al., 2002）。Williams 等研究者於

1986 年認為多數自體免疫疾病是屬良性增生性疾病；在 MRL-lpr/lpr 母鼠（一種自發性引

起類似狼瘡病症動物模型）利用DMFO進行實驗能夠提高老鼠之存活時間（Thromas et al., 

1989）。胚胎形成至原腸時期前，此間段的鳥胺酸去羧化酶對細胞存活有著必要性角色

（Pendeville et al., 2001）。細胞週期分為 G1：細胞 DNA 合成前檢查點；S：DNA 合成期；

G2：細胞分裂前檢查點；M：細胞分裂時期。研究鳥胺酸去羧化酶，發現在後 G1 跟 G2/M

明顯鳥胺酸去羧化酶活性增加（Balasundaram et al., 1991），利用 DFMO 刺激細胞，發現

抑制鳥胺酸去羧化酶，而造成細胞增生下降，讓細胞週期停滯於 G1 時期，並且刺激細胞

凋亡（Nemoto et al., 2001）；細胞受到放射線、H2O2 等損傷下，細胞接收訊息，而走向死

亡，提高鳥胺酸去羧化酶表現防禦細胞死亡之情況（Park et al., 2002）。瞭解鳥胺酸去羧

化酶的活性在防禦細胞凋亡中扮演重要角色，然而在細胞凋亡過程，鳥胺酸去羧化酶受

到何者調控，尚未明瞭。 

 

    蛋白激酶 Cδ為蛋白激酶 C（protein kinase C，PKC）家族的一員；蛋白激酶 C 所傳

遞的訊息能夠影響細胞生長、分化及細胞凋亡（Nishizuka et al., 1984）；其屬於磷酸化絲

胺酸/酥胺酸之蛋白激酶，目前為止有十三種的異構性激酶，以需輔助因子與蛋白結構的

差異分成四族群：傳統性（classical，包含蛋白激酶 Cα、βI、βII 和γ）、新奇性（novel，
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包含蛋白激酶 Cδ、ε、θ和η）、非典型性（atypical，包含蛋白激酶 Cζ、和ι/λ）蛋白激酶

C 及蛋白激酶 C 相關性激酶（PKC-related kinase，PRK，包含蛋白激酶 C 相關性激酶 1、

2 和 3）。傳統性蛋白激酶 C 的活化需要鈣離子、二醯甘油脂（diacylglycerol，DAG）和

卵磷脂（phosphatidylserine，PS）幫助，新奇性蛋白激酶 C 的活化需要二醯甘油脂和卵

磷脂，但不需要鈣離子幫助；非典型性蛋白激酶 C 的活化只需要卵磷脂幫助；蛋白激酶

C 相關性激酶只需要卵磷脂幫助，但主要因其結構與其他蛋白激酶 C 有所差異，而分類

為此群（Da Rocha et al., 2002）。蛋白激酶 C 的 N 端是調節區域為鈣離子、卵磷脂二或者

醯甘油脂結合部位，還有一段偽受質片段，其能夠結合到 C 端中之受質作用位子；C 端

是活化區域為 ATP 及受質作用位子。新奇性蛋白激酶 C 中蛋白激酶 Cδ研究瞭解最多，

於 1986 年被發現，其胺基酸序列與蛋白激酶 Cα有 58﹪相同性，也是蛋白激酶 C 第一個

被證實蛋白的酪胺酸磷酸化調控酶之活性（Gschwendt et al., 1999）。 

 

細胞受到荷爾蒙、生長因子等刺激，將 phosphoinositide-3-OH kinase (PI3K)與

phospholipase C 活化，使得 phosphatidylinositol 磷酸化，水解分裂成二醯甘油脂及 inositol 

1,4,5-trisphosphate（IP3）（Toker et al., 1997），而 IP3 移動到內質網跟鈣離子通道結合讓

鈣離子釋出細胞內質網外，而影響其受質；蛋白激酶 C 需求不同，利用二醯甘油與鈣離

子進行活化蛋白激酶 C，蛋白激酶 C 活化時，能夠磷酸化自己與下游受質，進而將接收

的訊息傳遞細胞內各個地方，影響細胞的生理現象。不同細胞與組織中的蛋白激酶 C 分

佈有所差異的，而造成不同途徑調節細胞。目前蛋白激酶 C 異構酶的功能仍然未明確瞭

解，蛋白激酶 C 所扮演重要生理過程的角色，有待研究證明；活化的蛋白激酶 C 可能促

進細胞存活，也可能抑制細胞凋亡。舉例說明：高度表現蛋白激酶 C 可以提昇 PI3K/Akt

途徑活性作用消除壓力所引發之細胞凋亡（Li et al., 1999）；放射線引起細胞凋亡過程，

加入 basic fibroblast growth factor（bFGF）可以經蛋白激酶 C 參與，而對抗細胞凋亡

（Haimovitz-Friedman et al., 1996）。蛋白激酶 Cα的研究，已知它在不同刺激下能夠促進

細胞凋亡，也具抗細胞凋亡的作用。細胞蛋白激酶 C 活性增高在細胞處理
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7-Hydroxystaurosporine、camptothecin 與 etoposide 引發細胞凋亡之過程（Shao et al., 

1997）；細胞表現無活性蛋白激酶 Cα引發細胞凋亡之情況（Whelan et al., 1998）。研究到

現在，蛋白激酶 Cδ認定為促進細胞凋亡的因子之一。細胞凋亡時 caspase 3 被活化時會將

蛋白激酶 Cδ切割產生活化的 40 kDa 蛋白激酶 Cδ之活化片段；研究構築 40 kDa 蛋白激酶

Cδ之活化片段載體轉染到細胞內，使得細胞走向細胞凋亡（Ghayur et al., 1996）。近年來，

研究發現蛋白激酶 Cδ可能不只是參與細胞凋亡訊息過程的蛋白質，而且防禦細胞凋亡也

是一個重要角色。腫瘤壞死因子-α經其接受器（p60TNFR）傳遞訊息，其有兩種訊息的

途徑，一個為促進細胞凋亡的訊息途徑，另一個途徑為對抗細胞凋亡的訊息。自發性嗜

中性白血球細胞凋亡時，腫瘤壞死因子-α藉由蛋白激酶 Cδ的訊息傳遞引發細胞死亡；當

嗜中性白血球細胞被活化時，腫瘤壞死因子-α藉由蛋白激酶 Cδ的訊息傳遞阻止自發性細

胞凋亡（Kilpatrick et al., 2002）。不同環境下，蛋白激酶 Cδ傳遞不同訊息，而影響細胞生

理現象。非小細胞肺癌細胞株轉染無蛋白激酶 Cδ激酶活性的載體與轉染正常蛋白激酶

Cδ細胞比較蛋白激酶活性的差異，發現無蛋白激酶 Cδ激酶活性細胞不管是否處理抗腫瘤

藥物，都較容易走向細胞凋亡（Clark et al., 2003）。 

 

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) 是 蛋 白 激 酶 C 的 活 化 因 子 。

7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)-initiation 與 TPA-promotion 的方法使得皮膚腫瘤

形成，在這個過程中 TPA 能夠提高鳥胺酸去羧化酶活性。老鼠模式中，將蛋白激酶 C 基

因轉殖到老鼠，發現轉殖的老鼠處理 TPA 後，增加鳥胺酸去羧化酶活性比起未轉殖蛋白

激酶 C 的老鼠高。進一步，觀察蛋白激酶 Cδ的轉殖鼠，其鳥胺酸去羧化酶活性有提升現

象（Jansen et al., 2001）。同樣地，H2O2 處理細胞的實驗，瞭解蛋白激酶 C 與鳥胺酸去羧

化酶的活性有增高情況。蛋白激酶 Cδ對鳥胺酸去羧化酶的調節，轉染無蛋白激酶 Cδ激

酶活性載體的細胞，以 H2O2 進行實驗，發現細胞的鳥胺酸去羧化酶之活性較控制組有下

降的趨勢（Otieno et al., 2000）。這些的研究瞭解蛋白激酶 Cδ對鳥胺酸去羧化酶調控為正

向的調節作用。 
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上述提到，觀察抗癌和防癌物質對鳥胺酸去羧化酶的抑制效果是一個重要實驗，顧

慮這些物質的安全性，天然物質成份為最好做為抗癌與防癌藥物來源，我們針對一些天

然化合物進行鳥胺酸去羧化酶活性抑制效果評估（圖一），發現 rottlerin 抑制鳥胺酸去羧

化酶活性效果最好，因此想要瞭解 rottlerin 除了抑制鳥胺酸去羧化酶外，對細胞的影響之

情況。Rottlerin 主要由粗糠柴（Mallotus philippinensis）的果實純化出來，能夠抑制蛋白

激酶 C 家族的活性，6 µM 濃度下，蛋白激酶 Cδ 能夠被抑制 50﹪活性，而其他蛋白激

酶 C 被抑制 50﹪活性需要 rottlerin 的濃度大於 20 µM（Gshwendt et al., 1994）。研究上，

其視為一種特異性蛋白激酶 Cδ抑制劑，廣泛應用。治療癌症研究方面，利用 phorbol ester

引發老鼠的耳朵水腫，rottlerin 治療抑制老鼠耳朵的水腫（Gshwendt et al., 1984）。非小

細胞肺癌細胞（H1155、H1703 與 H157 細胞株）利用 Rottlerin 處理，造成細胞邁向細胞

凋亡。一般情況，癌症通常以合併藥物進行治療，rottlerin 合併其他藥物（trastuzumab、

cisplatin 或 gemcitabine）能夠增高非小細胞肺癌細胞進行細胞凋亡（Clark et al., 2003）。 

 

最近發現 rottlerin 可以引發非小細胞肺癌細胞死亡（Clark et al., 2003），但是刺激細

胞凋亡的機制並未清楚。我們了解 rottlerin 是特異性蛋白激酶 Cδ抑制劑，而蛋白激酶 Cδ

能夠調節鳥胺酸去羧化酶的活性，那麼 rottlerin 引發的細胞死亡，鳥胺酸去羧化酶是否扮

演一個重要的角色，將是本研究之重點。 
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材料與方法 (Materials and methods) 

冷凍細胞 

將生長的細胞（貼底的細胞以 trypsin 作用，使得細胞脫離培養皿之底部）離心收集，

於冰上加入 1 ml 4℃的 10﹪DMSO（dimethylsulfoxide）/90﹪FBS 或 10﹪DMSO/20﹪

FBS/70﹪medium 溫和混合均勻，置於 vial 中，於-20℃結凍 1 小時，再放入-80℃結凍 1

小時，最後移置於液態氮（-176℃）保存。 

 

解凍細胞 

從液態氮（-176℃）取出 vial，快速溶解，加入 9 ml 含 10﹪FBS 的培養基到 100 mm

培養皿中，培養 6 小時後，將培養基更換，避免 DMSO 傷害細胞。 

 

配置細胞培養液 

以每公升培養基加入碳酸氫納 2 公克到 RPMI 1640 培養基粉末以適量二次水溶解，

溶解後調整 pH 置 7.2，以 0.45 µm 過濾後 pH 轉變成 7.4，配置培養液需在兩小時內完成。 

 

細胞計數 

細胞均勻的分布培養液中，取 10 µl 放入細胞計數載玻片中，觀察細胞是否均勻分散

細胞計數器中區域，確定分布均勻後，計算細胞數目。 

 

細胞培養與處理 

人類白血病 HL60 細胞培養於無抗生素的 RPMI 1640 培養基含 10﹪去活性胎牛血清

（GIBCO BRL, Grand Island, NY）。實驗時，細胞利用無抗生素的 RPMI 1640 培養基含

10﹪去活性胎牛血清培養十二小時後，再加 2.5﹪去活性胎牛血清培養基與不同濃度的

rottlerin（純度為 98﹪以上）（Calbiochem, LaJolla, CA）培養在 37℃及 5﹪二氧化碳之培

養箱。對照組之細胞加上 rottlerin 的溶劑：DMSO（Sigma, USA）。 
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細胞存活分析與 Acridine orange 染色法 

培養皿中每 ml 有 2×106 顆細胞，處理 rottlerin 不同濃度及不同時間後收集並且以一

倍濃度 PBS（phosphate buffered saline；137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.4 mM KH2PO4 和 4.3 

mM Na2HPO4-7H2O）洗滌一次，測定細胞存亡利用 trypan blue 排除法，Trypan blue 會直

接進入死細胞，將死細胞染成藍色，而活細胞因細胞膜完整具選擇性通透性，Trypan blue

無法通過完整的細胞膜，因此活細胞無法被染上顏色；所以把細胞懸浮液先用 0.2﹪trypan 

blue 染色處理後，再來計算沒有被染上 trypan blue 的細胞數目，便可以得到活細胞及死

細胞之數目，計算細胞存活。細胞懸浮液與等量的 acridine orange 溶液（10 µg/ml PBS）

混合均勻，放到玻片上並蓋上蓋玻片，利用綠色螢光（500-525 nm）在螢光顯微鏡上觀

察是否細胞核產生濃縮以判斷為細胞凋亡的細胞並照相存檔。 

 

去氧核醣核酸的片段化 

細胞處理 rottlerin 後，收集 5×106 顆細胞進行分析。細胞用一倍濃度 PBS 洗滌一次，

1,000×g 離心取得沉澱的細胞，這些細胞加入 50 µl 細胞溶解性溶液（50 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 10 mM EDTA 和 0.5﹪Sarkosyl）和 5 µl 蛋白分解酶 K（0.5 mg/ml）後，放入 55℃水

浴，隔夜後再加入 3 µl RNase A（5 µg /ml）反應兩小時，之後萃取去氧核醣核酸加入等

量的 phenol:chloroform:isoamylalcohol（25:24:1）混合均勻後，以 12,000×g 離心十分鐘，

將上清液加上 DNA loading 溶液（10X；20﹪Ficoll 400, 0.1 M Na2EDTA, 1﹪SDS, 0.25﹪

bromophenol blue 和 0.25﹪xylene cyanol），使用 2﹪agarose 以五十伏特進行電泳分析。 

 

流式細胞儀分析 

細胞處理 rottlerin 後，收集 2×106 顆細胞進行分析。細胞用一倍濃度 PBS 洗滌一次，

1,000×g 離心取得沉澱的細胞，這些細胞加入 150 µl PBS 輕緩地混合均勻細胞，再加上

850 µl 冰的 95﹪酒精輕緩地混合均勻，放到-20℃中，進行固定，隔夜離心取到細胞加入
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1ml 流式細胞分析液（0.5﹪Triton X-100 和 5 µg /ml RNase A），37℃反應三十分鐘，然後

加上 1ml 的 propidium iodide（50 µg），4℃反應三十分鐘，利用 FACSCAN 雷射流式細胞

儀（Becton Dickenson, San Jose, CA）進行分析。 

 

萃取細胞 RNA 

107 細胞使用一倍 PBS 洗滌一次去除培養基的干擾，之後加入 1 ml 3-ZOL（MDBio 

Inc.）溫和混合均勻 5 分鐘，使得溶液盡量呈透明化，再加 0.2 ml 氯仿搖勻約 15 秒，使

得溶液呈乳化狀，離心 14,000×g 15 分鐘，離心後樣本分為三層，最上層為清澈層（含

RNA）、中間層為白色層（含蛋白質與 DNA）及最下層為有機層（含酚和氯仿），將清澈

層吸出，放入新的容器，加入 0.5 ml isopropyl alcohol 溫和混合均勻 5 分鐘，RNA 沉澱出

現白色沉澱，離心 12,000×g 10 分鐘，上清液倒掉加入 75﹪酒精搖勻，離心 7,500×g 5 分

鐘，讓酒精蒸發，RNA 會呈半透明化，加入 50 µl 含 DEPC 的二次水溶解 RNA 以備製作

cDNA 使用。 

 

製備 cDNA 

萃取的 RNA 取 14 µl（約 1 ng-1 µg）與 3 µl（0.5 µg）oligo(dT)15的引子一起於 70℃

水浴 5 分鐘讓核苷酸二級結構解開，之後加入 5 µl 五倍反轉錄酶反應溶液、2 µl 的 10 mM 

dNTP 及 1 µl 的 200U M-MLV 反轉錄酶（Promega）成分（附註），總體積為 25 µl 並溫和

混合均勻，放入 PCR 的儀器依 40℃兩個小時增倍 cDNA 進行實驗，再用 70℃15 分鐘讓

反轉錄酶死亡避免干擾後續實驗。 

 

製備鳥胺酸去羧化酶 cDNA 

利用 165 ng ODC-F（5’-ATgAACAACTTTggTAATgAAgAgT-3’）、165 ng ODC-R

（5’-CTACACA TTAATACTAgCCgAAgCA-3’引子）、2 mM MgCl2、400 µM dNTP、10 ng 

DNA 模板、5 U Tag 聚合酶（MDBio Inc.）與一倍 PCR 反應溶液，其總體積為 50 µl，溫
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和混合均勻，放入 PCR 儀器中 95℃反應五分鐘打開雙股的 DNA 模板，以 95℃反應一分

鐘、55℃反應一分鐘和 72℃反應一分鐘為一週期，循環三十二次，之後 72℃反應十分鐘

將未完成的 DNA 複製補齊，最後設定為 4℃直到取出（附註）。 

 

瓊脂糖凝膠中回收 DNA  

跑完電泳後，確定是否有興趣的 DNA 帶，如果有興趣的 DNA 帶的話，將其位子的

膠（50-100 mg）切割下加入 0.5 ml GEX 溶液於 60℃水浴 5-10 分鐘，使得膠完全溶解，

快速回到室溫，樣本放入 Gel-MTM 管柱中，離心 4500×g 30-60 秒，讓 DNA 可以結合到

管柱的膜上，將通過管柱的樣本再放入 Gel-MTM管柱中，離心 4500×g 30-60 秒，再一次

讓 DNA 可以結合到管柱的膜上，倒掉通過管柱的樣本，加入 0.5 ml WF buffer 到 Gel-MTM

管柱，離心 4500×g 30-60 秒，倒掉通過管柱的樣本，以 0.7 ml WS buffer（含酒精）洗滌

Gel-MTM管柱，離心 4500×g 30-60 秒，倒掉通過管柱的樣本，再以離心 12,000×g 3 分鐘，

將酒精離乾，為了確保酒精蒸發，再放於 60℃ 5-10 分鐘，之後加適量的二次水到管柱

的膜，靜置 10 分鐘，離心 12,000×g 10 分鐘，離心後放置-20℃備用。 

 

製備 competent cells 

以 2 ml LB 培養液培養細菌十二個小時，再將 2 ml 含細菌 LB 培養液放入新的 40 ml 

LB 培養液培養到 OD550 等於 0.48（約兩小時），將 40 ml 含細菌 LB 培養液放於冰上 15

分鐘，離心 3500×g 5 分鐘，倒掉上清液，加入 0.4 體積（16 ml）的 Tfb I 溶液溫和混和

均勻，靜置冰上 15 分鐘，離心 3500×g 5 分鐘，觀察細菌沉澱是否呈微笑狀，加入 0.04

體積（1.6 ml）的 Tfb II 溶液溫和混和均勻，進行分裝約每管 0.2 ml 存放於-70℃。 

 

TENE 方法（快速、小量抽取質體 DNA，做為篩選用） 

1 ml LB 培養液 37℃振盪培養細菌十六個小時以上，取 100 µl 的培養液保種，離心

12,000×g 5 分鐘，倒掉上清液，留下約 100µl 的上清液混合均勻，加入 200 µl TENE 溶液
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溫和混合，使得液體呈透明黏稠狀，再加入 100 µl 3 M NaOAc（pH 5.2）溫和混合，使

得液體的蛋白變性呈現白色沉澱物，離心 12,000×g 10 分鐘，將上清液放到新的容器，加

入 300 µl 100﹪酒精混合均勻，沉澱 DNA，離心 12,000×g 10 分鐘，倒掉上清液，加入

300 µl 酒精混合均勻清洗沉澱的 DNA 與去除鹽類離心 12,000×g 5 分鐘，確定酒精蒸乾，

此時 DNA 幾乎變透明，加入二次水溶解 DNA。 

 

磷酸鈣方法（細胞轉染） 

20 µg 質體 DNA 加入 0.2 ml 兩倍的 BBS 溶液混合超過一分鐘，使得溶液能夠均勻，

再加入 0.2 ml 0.25 M CaCl2 於處理後的 BBS 溶液（含質體 DNA）混合超過一分鐘，使得

溶液能夠均勻，靜置冰上約 15 分鐘，此時於顯微鏡觀察樣本是否有細沙狀磷酸鈣沉澱物，

將其加入細胞約八分滿的情況（在細胞轉染兩小時前細胞更換培養液），細胞培養約十二

小時後，更換培養液以預防 CaCl2 對細胞的傷害，兩天後進行穩定轉染的篩選，G418 使

用前做試驗決定其利用濃度，以 G418（400 µg/ml）篩選轉染細胞。 

 

大量蛋白質製備 

將具 ODC-pGEX-6p-2 的 BL21 的大腸桿菌接種於含 100 µg/ml ampicillin 的 LB 培養

液 37℃振盪培養細菌十六個小時，取 10 ml 之菌液倒入 1L 含 100 µg/ml ampicillin 的 LB

培養液 37℃振盪培養三小時，加入 500 µl 20﹪異丙基硫代半乳糖苷（誘導 GST-ODC 表

現），並且將溫度調到 25℃振盪培養細菌十六個小時，4℃下離心 8000×g 15 分鐘，倒掉

上清液，加入 20 ml 緩衝液 A（1X PBS, 1﹪Triton x-100, 0.5 mM DTT）混合均勻，利用

高壓破細胞儀器打破細菌，至少需七次高壓破菌，離心 9000×g 30 分鐘 4℃，將上清液移

置新的試管中備用。 

 

親和性交換層析管柱 

使用的樹脂材質為 Glutathione sepharose 4B（pharmacia），取 5 ml 樹脂裝於 20 ml
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管柱（Bio-Rad）中，以 5 倍管柱體積的緩衝液 A 平衡管柱（流速：1 ml/min），接著將高

壓打破的細菌之上清液載入層析管柱中，反應 30 分鐘，用緩衝液 A 以每分鐘一毫升流速

沖洗約 100 ml，全程監測沖洗緩衝液之蛋白質含量（OD280）。使用萃取溶液（10mM 

reduced glutathione in 50mM Tris-HCl, pH 8.0）沖提，並收集沖提過的萃取溶液，全程監

測沖洗緩衝液之蛋白質含量。再以 PreScissionTM 蛋白酶將麩胱咁肽硫轉換酶與鳥胺酸去

羧化酶的鍵結切開，反應隔夜。 

 

構築表達鳥胺酸去羧化酶載體分別轉染真核細胞與轉殖細菌內表現鳥胺酸去羧化酶蛋白 

107 Hep2 細胞（喉癌上皮細胞）抽取 RNA 進行 reverse transcription-polymerase chain 

reaction（RT-PCR）得到 cDNA，之後利用設計的引子進行 PCR 以便得到鳥胺酸去羧化

酶 cDNA，將 PCR 產物進行 0.8﹪agarose gel 電泳，確定 PCR 產物位置是否正確，並使

用 Viogene gel extraction kit 純化 PCR 產物，將回收的 DNA 溶於水中，接下來先與 pUC-T

載體進行接合作用，轉殖於 competent cell 內，鳥胺酸去羧化酶 cDNA 進入 pUC-T 載體

後進行藍白篩選細菌株。為了能在真核細胞表現，將鳥胺酸去羧化酶 cDNA 1,415 bp 用

EcoRI 與 BamHI 限制酶由 pUC-T 載體轉換到 pcDNA3 載體。使用磷酸鈣方法將

pcDNA3-ODC 載體轉染入 HL60 細胞，為了穩定性轉染實驗利用 G418（400 µg/ml）抗

生素篩選大約三週時間，得到對 G418 抗性細胞株。穩定性轉染成功的 HL60 細胞用西方

墨點法確定鳥胺酸去羧化酶表現。為了能在原核細胞表現，具有鳥胺酸去羧化酶 cDNA

的 pUC-T 載體，利用 BamHI 與 EcoRI 限制酶將鳥胺酸去羧化酶 cDNA 轉換到 pGEX-6p-2

載體，使得鳥胺酸去羧化酶蛋白 N 端多一個麩胱咁肽硫轉換酶以方便利用親和性管柱純

化鳥胺酸去羧化酶蛋白，以蛋白質電泳與西方墨點法確定鳥胺酸去羧化酶表現。 

 

西方墨點法 

細胞用冰的溶解溶液（10﹪v/v glycerol, 1﹪v/v Triton X-100, 1 mM sodium 

orthovanadate, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 1 mM sodium pyrophosphate, 20 mM Tris, pH7.9, 
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100 µM ß-glycerophosphate, 137 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1mM PMSF, 10 µg/ml aprotinin 和

10 µg/ml leupoptin），在 4℃三十分鐘來均質化細胞，用 12,000×g 離心 4℃三十分鐘，將

上清液加入西方墨點法樣本溶液於 95℃十分鐘，將蛋白質放入 8﹪SDS-polyacrylamide gel

中跑電泳之後，轉移到 polyvinylidene fluoride (PDVF)，用溶於 PBS-0.1﹪Tween 20 中的 5

﹪脫脂牛奶 blocking 一個小時，再用 PBS-0.1﹪Tween 20 洗滌三次每次五分鐘，然後將

第一個抗體（1：3000 的稀釋，利用 0.1﹪牛血清白蛋白當作稀釋液）放入 blocking 後的

PDVF 反應六個小時，再用 PBS-0.1﹪Tween 20 洗滌三次每次五分鐘，之後將有標定

horseradish peroxidase（HRP）之第二個抗體（1：10000，利用 PBS-0.02﹪Tween 20 當作

稀釋液）作用一個小時，用 PBS-0.1﹪Tween 20 洗滌三次每次五分鐘，最後抗體與抗原

複合物使用增強化學冷光方法測定（ECL detection system；Amersham）。 

 

總蛋白質定量的標準曲線 

利用 Coomassie brilliant blue G 250 在酸性環境下與蛋白質結合能夠使其吸光值由

465 nm 轉換至 595 nm，再以分光光度計測定吸光值。定量蛋白質濃度首先製作牛血清白

蛋白標準樣本之標準曲線，作為蛋白質定量的依據（附註）。取出 10 µl 待測樣本加入 1 ml

的 Coomassie protein assay 試劑（Bio-Rad）混合均勻放入塑膠測光管中，以未加蛋白質

樣本的 Coomassie protein assay 試劑當作空白組（black），測定 595 nm 波長之吸光值，同

時減去空白組的讀值作修正，再比對標準曲線得到蛋白質濃度。 

 

SDS-PAGE 的染色 

蛋白質於 SDS-PAGE 進行電泳後，取下加入 Coomassie staining solution 進行染色 30

分鐘，然後將已染色 SDS-PAGE 移到 Destaining solution 中，緩慢搖動，等到蛋白質色帶

變清晰可見，並且背景顏色退掉，以玻璃紙覆蓋，確定無氣泡後，風乾保存。 

 

免疫沉澱法 
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將處理後的細胞加入 500 µl 的免疫沉澱法之溶解溶液（10 mM Tris, pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 1﹪Triton X-100, 1 mM ETDA, 0.5﹪NP-40, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.2 

mM Na3VO4 , 1 mM EGTA），作用三十分鐘使得細胞可以被均質化，於 4℃用 12,000×g

離心三十分鐘，上清液取出，個別加入 anti-phosphoserine、anti-phosphothreonine、

anti-phosphtyrosine與 anti-ODC等抗體，旋轉作用一個小時於4℃中，之後加入10 µl protein 

A/G agarose 再反應十六個小時，於 4℃用 6000×g 離心十分鐘得到沉澱物，沉澱物加入

30µl 的免疫沉澱法之溶解溶液，之後利用西方墨點法分析蛋白質磷酸化的變化。 

 

鳥胺酸去羧化酶活性測定法 

細胞溶解後，取 20 µl 加入鳥胺酸去羧化酶活性測定法之溶液（50 µM EDTA, 25 µM 

Pyridoxal phosphate, 2.5 mM Dithiothreitol 於 25 mM Tris HCl, pH7.1 中）讓總體積為 50 

µl；加入兩莫耳的 L-ornithine 於 37℃反應一個小時，之後放入 p81 phosphocellulose （10 

× 5 mm strips, Whatman, Maidstone, England），將帶正價的胺基酸連結於 p81 

phosphocellulose 上，用 0.1M ammonium hydroxide 洗滌使得非特異性結合洗掉，然後烘

乾，再將二氨的物質利用 500 µl 分離溶液（0.5 M magnesium chloride 在 0.2 M boric 

acid–borax buffer 中, pH 8.4）於 37℃反應一個小時，由 p81 phosphocellulose 分離出，取

分離溶液作用後的50µl到測定冷光的96-well中，96-well在加入冷光測定試劑【11.7 mg/ml 

luminol、30 mg/ml peroxidase type II（EC 1.11.1.7）與 67 mM glycine buffer, pH 8.6（於

1:1:2.5, v/v）】，在暗處反應三十分鐘，最後加入二氨氧化酶作用，利用 TR 717 Microplate 

Luminometer 測定。以 20、40、60 和 80 pmol 的 putrescine 作標準曲線（Wang et al., 2000）。 

 

電泳移動遲滯分析法 

轉錄因子AP-1與NF-κB之專一性DNA結合區乃分別由 decameric motifs TGACTCA

與 GGGRNNTYCC 所構成（Muller et al., 1993）。本實驗所設計之雙股 DNA 寡核苷酸探

針（AP-1 之合成序列為 5’-CGCTTGATGACTCAGCCGGA-3’，NF-κB 之合成序列為



 15

5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’）乃由廠商合成（MDBio Inc.）。雙股 DNA 寡核

苷酸探針之 5’的 biotin 標誌。先將單股 DNA 寡核苷酸與 TEN 溶液（10 mM Tris, pH 8.0, 1 

mM EDTA; 0.1 M NaCl）以 1：1 的比例混合於 95℃反應 10 分鐘，讓溫度緩慢降下，使

得互補單股 DNA 寡核苷酸能夠結合。接下來的蛋白質與 DNA 結合實驗以一倍結合作用

溶液、2.5﹪甘油、5 mM MgCl2、0.05﹪NP-40、10 pmole Biotin-DNA 及 2 µg 細胞核萃取

液總體積為 20 µl（附註），混合均勻於冰上反應 20 分鐘（使核質蛋白與轉錄因子之專

一性 DNA 結合位結合），樣本加入 loading buffer（6X, 125 mM Tris, pH 8.0, 25﹪glycerol, 

4 mM EDTA）於 6% non-denaturing polyacrylamide gel（附註），條件為 100 伏特電壓下進

行電泳 1 小時。此後，電泳膠片以 90 伏特 1 小時轉移蛋白與 DNA 複合物到 nylon 膜上，

再將nylon膜用120 mJ/cm2反應1小時，使用 1倍洗滌溶液約 5分鐘，1﹪BSA進行 blocking 

5 分鐘，加入 SA-HRP（稀釋 2000 倍）反應 15 分鐘，使用 1 倍洗滌溶液洗滌 5 分鐘進行

兩次，加入緩衝溶液反應 5 分鐘，最後抗體與蛋白與 DNA 複合物使用增強化學冷光方法

測定（LightShift Chemiluminescent EMSA Kit, PIERCE）。 

 

統計分析 

實驗資料利用 student’s t test 進行統計分析，當統計後數據 P<0.05 及 0.01 以上機率

是具有統計學上的意義。 
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結果 (Results) 

Rottlerin 引發 HL60 細胞走向細胞凋亡 

HL60 細胞是一種人類前骨髓性白血病細胞株，不同濃度 rottlerin 與處理 rottlerin 後

的各個時間下之細胞存活變化，利用 trypan blue 排除法觀察不同濃度和時間的細胞存活

之情況（圖二）。實驗發現 HL60 細胞以 5 µM rottlerin 處理二十四小時後造成 50﹪以上

細胞死亡。根據這樣的結果，接下來觀察 rottlerin 引起細胞走向死亡效應是否屬於細胞凋

亡。當細胞走向細胞凋亡時，可以發現細胞凋亡的特徵：（1）細胞內 DNA 被切割形成

核酸體片段之現象，稱為 DNA laddering；（2）核酸被片段化及提高染色體濃縮，使得

細胞形態發生改變而形成細胞凋亡小體。我們暴露 HL60 細胞於 rottlerin 之後測試不同濃

度及時間的細胞凋亡狀況（圖三）。隨著提升 rottlerin 濃度造成 DNA ladder 表現增加（圖

三 A）。同樣地，rottlerin 加入濃度不變隨著時間增加也發現 DNA ladder 表現增加（圖

三 B）。為了更確定細胞之 DNA 片段現象，利用 acridine orange 染色觀察細胞形態，與

對照組比較發現實驗組的細胞核具有均質強烈螢光反應和較小直徑的特徵（圖三 C）。

然後使用 propidium iodide 染細胞核激發螢光表現，並且利用細胞流式儀（flow cytometry）

定量細胞的DNA之螢光強度分布，當細胞凋亡時細胞的DNA之螢光強度分布趨向 sub-G1

區域。處理 rottlerin 二十四小時後的細胞使用細胞流式儀測定細胞 sub-G1 區域得到 48 ± 

4.8﹪細胞凋亡的情況（圖三 D）。藉由細胞之 DNA 片段、細胞形態的改變及細胞 sub-G1

等實驗結果確定 rottlerin 於 HL60 細胞中引發細胞的凋亡。 

 

Rottlerin 抑制蛋白激酶 C δ蛋白質 

Rottlerin 是一種特定蛋白激酶 Cδ抑制劑，它的 IC50 約為 3－6 µM（Gschwendt et al., 

1994）。實驗已知當 5 µM rottlerin 處理 HL60 細胞於二十四小時後發現引發細胞凋亡。

觀察 HL60 細胞內的蛋白激酶 C 家族之蛋白質（α、β、δ、ε與λ）於加入 5 µM rottlerin

後的變化，蛋白激酶 Cα、Cβ、Cε及 Cλ之蛋白質並無明顯的變化。非常驚訝地，只有蛋
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白激酶 Cδ蛋白質於實驗組跟對照組比較發現十小時時蛋白質下降 80﹪程度（圖四）。 

 

Rottlerin 抑制細胞內鳥胺酸去羧化酶的蛋白質合成、酵素活性與其磷酸化之作用 

細胞內的蛋白激酶 Cδ 能夠活化調節鳥胺酸去羧化酶之酵素活性（Otien et al., 

2000）。了解 rottlerin 抑制蛋白激酶 Cδ 而導致細胞走向細胞凋亡，那麼 HL60 細胞以

rottlerin 處理後是如何調節鳥胺酸去羧化酶呢？觀察 rottlerin 處理 HL60 細胞後之不同時

間的鳥胺酸去羧化酶之變化（圖五）。在對照組細胞中鳥胺酸去羧化酶的蛋白質與酵素

活性具有增加之趨勢，實驗組細胞處理 rottlerin 後的第十小時鳥胺酸去羧化酶蛋白質與對

照組相較下降 78﹪（圖五 A），而鳥胺酸去羧化酶酵素活性下降 70﹪情況（圖五 B）。

文獻報告磷酸化的鳥胺酸去羧化酶提升蛋白質的穩定度及酵素活性（Brown et al., 

1994），因此測試細胞利用 rottlerin 處理後，鳥胺酸去羧化酶的酥胺酸、絲胺酸與酪胺酸

等胺基酸磷酸化之變化狀況。將所有磷酸化蛋白質使用免疫沉澱法沉澱得到，再利用西

方墨點法測定鳥胺酸去羧化酶的磷酸化，發現 rottlerin 處理第一小時後之實驗組與對照組

細胞比較而觀察到實驗組鳥胺酸去羧化酶的酥胺酸磷酸化具有下降情形（圖五 C；

P<0.05）。 

 

重組人類鳥胺酸去羧化酶活性於體外實驗不受 rottlerin 作用影響 

將 具 有 鳥 胺 酸 去 羧 化 酶 的 pGEX-6P-2 載 體 之 E. coli BL21 細 菌 利 用

isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside （IPTG）誘導細菌內載體表現鳥胺酸去羧化酶基因

的蛋白質，可表現出一分子量約為51 kDa的融合蛋白質，使用親和性色層分析純化出此

蛋白質（圖六 A）。純化的人類鳥胺酸去羧化酶與rottlerin於試管內進行反應觀察鳥胺酸

去羧化酶活化變化。已知curcumin能夠直接抑制鳥胺酸去羧化酶活性（Lee et al., 1999），

其結構類似鳥胺酸去羧化酶與鳥胺酸去羧化酶之輔酶結合時的結構，利用它當作陽性控

制組，發現rottlrein無法抑制鳥胺酸去羧化酶的活性，因此瞭解在體外其並非鳥胺酸去羧
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化酶的酵素活性抑制劑。 

 

鳥胺酸去羧化酶對抗 rottlerin 引發之細胞凋亡  

為了測定 rottlerin 引發細胞凋亡中鳥胺酸去羧化酶所扮演角色，HL60 細胞轉染攜帶

鳥胺酸去羧化酶的載體（HL60-ODC）和空白載體（HL60-pcDNA3），經過三週的篩選，

利用西方墨點法確定得到穩定性轉染之細胞，HL60-ODC 細胞的鳥胺酸去羧化酶蛋白質

表現為 HL60-pcDNA3 細胞之 2.5 倍（圖七 A）。以細胞形態來觀察 HL60-pcDNA3 細胞

處理 rottlerin 後可以清楚見到細胞凋亡小體，而 HL60-ODC 細胞處理 rottlerin 後細胞凋亡

小體幾乎觀察不到（圖七 B）。穩定轉染鳥胺酸去羧化酶基因後的 HL60 細胞處理 rottlerin

之後測定 DNA ladder 有減少的情況（圖七 C）。接下來，用 PI 染細胞的細胞核，將樣

本使用細胞流式儀測定得到 HL60-pcDNA3 細胞處理 rottlerin 二十四小時後引起 50 ± 7.4

﹪細胞走向 sub-G1，而 HL60-ODC 細胞降低細胞凋亡約 80 ± 9.2﹪（圖七 D）。

HL60-pcDNA3 細胞與 HL60 細胞分別處理 5 µM rottlerin 造成的細胞凋亡是類似，但

HL60-ODC 細胞卻能阻擋 rottlerin 導致的細胞凋亡。根據這樣的結果，瞭解鳥胺酸去羧化

酶蛋白質量增加，可以阻止 rottlerin 誘發的細胞凋亡，下一步進行穩定轉染細胞之鳥胺酸

去羧化酶的酥胺酸磷酸化變化情況，處理 rottlerin 五小時後 HL60-pcDNA3 細胞和

HL60-ODC 細胞分別萃取蛋白質，利用免疫沉澱將鳥胺酸去羧化酶沉澱出來，再用抗酥

胺酸磷酸化之抗體藉這西方墨點法測定鳥胺酸去羧化酶的酥胺酸磷酸化，可以觀察到處

理 rottlerin 之 HL60-ODC 細胞的鳥胺酸去羧化酶與相同條件處理下的 HL60-pcDNA3 細

胞的鳥胺酸去羧化酶比較有較高酥胺酸磷酸化情況（圖八）。 

 

在 rottlerin 引發細胞凋亡中胎牛血清對鳥胺酸去羧化酶之影響 

血清是一種增加鳥胺酸去羧化酶表現的活化劑（Flamigni et al., 1999）。利用 1﹪或 5

﹪胎牛血清和 rottlerin 一起處理 HL60-pcDNA3 細胞與 HL60-ODC 細胞，測定不同血清
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濃度對鳥胺酸去羧化酶所產生之影響。Rottlerin 處理三小時後，1﹪胎牛血清或 5﹪胎牛

血清處理下 HL60-pcDNA3 細胞與 HL60-ODC 細胞的鳥胺酸去羧化酶蛋白質並無明顯差

異性，但是鳥胺酸去羧化酶的酥胺酸磷酸化和 rottlerin 處理五小時後鳥胺酸去羧化酶就有

顯著的差異，HL60-pcDNA3 細胞處理 rottlerin 後第三小時的鳥胺酸去羧化酶的酥胺酸磷

酸化與處理 rottlerin 後第五小時的鳥胺酸去羧化酶蛋白質下降最為顯著（圖九 A；B）。

然後測試細胞處理 rottlerin 後第五小時鳥胺酸去羧化酶活性，觀察到 HL60-pcDNA3 細胞

與 HL60-ODC 細胞鳥胺酸去羧化酶活性降低趨勢（圖九 C）。轉染的 HL60 細胞同時處

理 1﹪或 5﹪胎牛血清和 rottlerin 於二十四小時後，利用 PI 染色及細胞流式儀觀察細胞凋

亡的情況，1﹪胎牛血清跟 rottlerin 處理的 HL60-pcDNA3 細胞引起 45 ± 5.1﹪細胞凋亡，

而 HL60-pcDNA3 細胞於 5﹪胎牛血清中處理 rottlerin 則降低 51 ± 6.3﹪細胞凋亡。然而，

HL60-ODC 細胞處理 1﹪或 5﹪胎牛血清和 rottlerin 造成細胞凋亡的情況都小於 10﹪（圖

十）。 

 

鳥胺酸去羧化酶的誘導與抑制影響細胞週期的替換 

Rottlerin 處理二十四小時後細胞的細胞週期中各時期之分布利用 PI 染色與細胞流式

儀測定。圖十和表一顯示 HL60-pcDNA3 細胞的 G0/G1、S 及 G2/M 時期之百分比，實驗

組與對照組相較為下降的情況，因實驗組其細胞週期走向 sub-G1 階段的關係，HL60-ODC

細胞處理 rottlerin 後減少細胞週期邁向 sub-G1 時期。同時發現在胎牛血清處理下，血清

能夠對抗 rottlerin 引發的細胞凋亡，並且讓處理過 rottlerin 的細胞之細胞週期停滯於 G1

時期。 

 

Rottlerin 影響 NF-κB 的表現與結合能力 

NF-κB 為轉錄因子 rel 家族成員之一，此類轉錄因子能夠調節關於增生和抗細胞凋亡

途徑中的蛋白質基因之轉錄作用。多氨酸能加強 NF-κB 結合到 NF-κB 反應序列（NF-κB 

response elements；NREs）（Shah et al., 1999）。測試在 HL60 細胞內 rottlerin 是否可以



 20

抑制 NF-κB 活化作用，細胞處理 5 µM rottlein 後不同時間點觀察 NF-κB 結合能力、p65

蛋白質轉移至細胞核能力與 IκBα的表現。NF-κB 結合能力於處理後六小時有明顯下降趨

勢，p65 蛋白質轉移至細胞核能力於處理後一小時輕微下降而於處理後三小時有明顯下降

趨勢，實驗組的 IκBα的表現與對照組相較明顯提高（圖十一）。 

 

 Rottlein 影響 p53、Bax 與 Bcl-XL表現 

許多的因素可以引發細胞凋亡，而p53是一個參與其中調控之重要的蛋白質。 藉著

西方墨點法觀察p53蛋白質變化，處理rottlerin後p53蛋白質在六小時開始表現提高，於二

十四小時有繼續增高情況，也發現Bcl-XL蛋白質減少及Bax蛋白質增加現象。有趣地，

HL60細胞處理rottlerin後，Bax蛋白質幾乎於p53蛋白質表現增加後才有提高的狀況（圖十

二）。p53能夠加強Bax轉錄表現（Brady et al., 1996）。 

 

Rottlerin 促進粒線體的 cytochrome c 釋出及 caspase 3 與 caspase 9 的活化 

HL60 細胞死亡生化途徑：細胞暴露於 5 µM rottlerin 中，觀察粒線體的 cytochrome c

釋出至細胞質及 procaspase 3（32 kDa）與 procaspase 9（48 kDa）被蛋白酶切割的情況。

HL60 細胞走向細胞凋亡 caspase 3 分解成 19 kDa 和 17 kDa 的片段，caspase 9 分解成 35 

kDa 和 18 kDa 的片段，然而 caspase 8 並無明顯被切割（圖十三 A）。由於 cytochrome c

從粒線體釋放至細胞質能夠活化一系列的蛋白質組合而活化 caspase。HL60 觀察細胞處

理 rottlerin 後 cytochrome c 從粒線體釋放至細胞質的變化，發現以 rottlerin 處理後的實驗

組之粒線體 cytochrome c 釋放到細胞質與對照組相較有提高情況（圖十三 B）。 
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討論 (Discussion) 

實驗結果證實在 HL60 細胞處理 rottlerin 時促進細胞凋亡。根據這樣結果瞭解蛋白激

酶 Cδ可能參與對抗細胞凋亡的一種上游的蛋白質。Rottlerin 是一特異性蛋白激酶 Cδ抑制

劑，已經廣泛應用對蛋白激酶 Cδ的反應途徑有關的研究。Rottlerin 主要與蛋白激酶 Cδ

的 ATP 結合位相互作用造成蛋白激酶 Cδ活性抑制（Gschwendt et al., 1994），但 Rottlerin

除了能夠抑制蛋白激酶 Cδ之外還能抑制鈣離子 /攜鈣素依賴性蛋白激酶 III

（ Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase III ）、 p38 調 節 / 活 性 化 蛋 白 激 酶

（p38-regulated/activated protein kinase）和促分裂因子激活蛋白激酶之活性化蛋白激酶 2

（MAPK-activated protein kinase 2）等蛋白激酶的活性。Rottlerin 抑制蛋白激酶活性效果

受到 ATP 的濃度，因為 rottlerin 與 ATP 競爭蛋白激酶的 ATP 結合位，而影響酵素活性

（Daivies et al., 2000）。蛋白激酶 Cδ提高其酪胺酸磷酸化促使其酵素活性上升，rottlerin

造成細胞內 ATP 的量下降，引發間接性抑制蛋白激酶 Cδ的酪胺酸磷酸化的變化（Soltoff 

et al., 2001）。Daivies 等研究者發現 20 µM rottlerin 與低 ATP 濃度下無法抑制蛋白激酶

Cδ的活性，可能原因之一是 rottlerin 的純度不足，進而促使 LC Laboratories 停止販賣

rottlerin，因為 Daivies 等研究者利用 LC Laboratories 所提供的 rottlerin，近年利用 rottlerin

研究蛋白激酶Cδ相關的途徑使用Cabiochem提供的 rottlerin（Soltoff et al., 2001; Leitges et 

al., 2001; Clark et al., 2003）；可能原因之二為蛋白激酶 Cδ有許多的磷酸化的位置，在不

同細胞純化的蛋白激酶 Cδ對 rottlerin 具有不同的敏感度，所以造成 rottlerin 無法抑制蛋

白激酶 Cδ的活性；可能原因之三為蛋白激酶 C 受到 ubiquitination 而降解導致其活性下

降，rottlerin 可能抑制 ubiquitination 而影響蛋白激酶 Cδ蛋白質的降解。Rottlerin 促進細

胞凋亡，蛋白激酶 Cδ是否扮演主要角色需要加以確定，可以利用能表現蛋白激酶 Cδ酵

素活性的載體或無蛋白激酶 Cδ酵素活性的載體轉染 HL60 細胞，瞭解 HL60 細胞走向細

胞凋亡蛋白激酶 Cδ參與其中的影響。 

 

視處理和細胞種類而定，蛋白激酶 Cδ較屬於促進細胞凋亡的蛋白質而不是抗細胞凋
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亡的蛋白質（Gschwendt et al., 1999）。細胞凋亡中 lamina 磷酸化與 caspase 活化是重要機

制。蛋白激酶 Cδ促進 lamina 磷酸化使得 lamina 無法組合，活化的 caspase 切割蛋白激酶

Cδ產生活化區的 40 kDa 片段（Cross et al., 2000）。對雄性激素具有敏感性之前列腺癌

（LNCaP）細胞中處理 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate （TPA）引發細胞死亡過程

蛋白激酶 Cδ活性增加的趨勢（Fujii et al., 2000）。不過，近年來也有一些研究支持蛋白激

酶 Cδ具有對抗細胞凋亡的功能。PC12 細胞中 basic fibroblast growth factor（bFGF）經由

蛋白激酶 Cδ傳遞對抗細胞凋亡訊息（Wert et al., 2000）。活化嗜中性白血球以 TNF-α延

緩細胞自發性死亡，當蛋白激酶 Cδ的作用被抑制而徹底破壞 TNF-α抑制 caspase 3 活性

功能（Kilpatrick et al., 2002）。然而，蛋白激酶 Cδ也是一個 TNF-α調控促進細胞凋亡之

重要成員。另一研究證據：藉著轉染外生性蛋白激酶 Cδ與主要活化區域突變（K376R）

成無活性的蛋白激酶 Cδ載體至非小細胞肺癌細胞，發現蛋白激酶 Cδ扮演細胞凋亡的抑

制劑，提升非小細胞肺癌細胞之存活，而主要活化區域突變（K376R）成無活性的蛋白

激酶 Cδ促使 H1355、H1155 與 H157 等非小細胞肺癌細胞走向細胞凋亡（Clark et al., 

2003）。 

 

神經細胞處於惡劣環境如暫時性低血糖、腦外傷造成細胞死亡，鳥胺酸去羧化酶蛋

白質與 putrescine 增加的情況（Schipper et al., 2000）。H2O2 造成許多得細胞走向細胞凋

亡。PE 細胞處理 H2O2 後提高鳥胺酸去羧化酶的活性（Otieno et al., 2000）。人類胃癌

（SNU638）細胞中提高鳥胺酸去羧化酶表現延遲 H2O2 引起之細胞凋亡（Park et al., 

2002）。有趣地，許多研究顯示不管正常或腫瘤細胞和組織快速生長時多氨酸的濃度提

高，而多氨酸合成受到鳥胺酸去羧化酶調節。抑制鳥胺酸去羧化酶活性可以造成多氨酸

的總量、DNA 合成及多種腫瘤癌化情況下降（Kingsnorth et al., 1983）。TPA 可以活化

蛋白激酶 C，因為蛋白激酶 C 是 TPA 主要細胞內接受器。蛋白激酶 Cδ轉殖鼠以 TPA 處

理其上皮，觀察到上皮的鳥胺酸去羧化酶活性增加的現象（Wheeler et al., 2002）。在

SNU638 細胞中提高鳥胺酸去羧化酶表現抑制γ-放射線引發的細胞凋亡（Park et al., 
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2002）。PE 細胞轉染無活性蛋白激酶 Cδ的載體阻擋鳥胺酸去羧化酶誘發（Otieno et al., 

2000）。治療癌症中促進細胞凋亡是其中一個重要角色。臨床研究團體正在尋找或設計抑

制蛋白激酶 C 和鳥胺酸去羧化酶方法以達到治療腫瘤的目的。本實驗發現 rottlerin 能夠

抑制鳥胺酸去羧化酶的活性，因此建議鳥胺酸去羧化酶活性下降可能與 rottlerin 引起細胞

凋亡有關。 

 

細胞受到各種壓力下高度表現鳥胺酸去羧化酶提高細胞存活與防禦細胞凋亡，而瞭

解鳥胺酸去羧化酶是細胞存活的必要蛋白質（Park et al., 2002）。本實驗觀察鳥胺酸去羧

化酶的酥胺酸磷酸化下降進而影響鳥胺酸去羧化酶活性，因為 rottlerin 是一種蛋白激酶 C

專一性抑制劑而調節鳥胺酸去羧化酶磷酸化。鳥胺酸去羧化酶屬於磷酸化蛋白質，磷酸

化的鳥胺酸去羧化酶具有較高穩定性與酵素活性（Reddy et al., 1996）。在防禦 rottlerin 引

發的細胞凋亡中瞭解鳥胺酸去羧化酶是必要蛋白質藉著調節鳥胺酸去羧化酶轉錄作用，

但是鳥胺酸去羧化酶的後轉譯作用如經由蛋白激酶 Cδ直接或間接活化鳥胺酸去羧化酶

磷酸化可能也是一個調節蛋白酵素活性重要階段。研究知道一些蛋白激酶如 cAMP 依賴

性蛋白激酶無法直接磷酸化鳥胺酸去羧化酶，這些蛋白激酶可能磷酸化其他的蛋白激酶

而使得鳥胺酸去羧化酶磷酸化（Tipinis et al., 1990）。因此，了解此類蛋白激酶屬於活化

鳥胺酸去羧化酶的磷酸化之階層較高的蛋白激酶。 

 

血清與 TPA 兩者都能夠促進鳥胺酸去羧化酶活性上升（Mar et al., 1995）。TPA（5 

ng/ml）與 5 µM rottlerin 一起處理細胞觀察鳥胺酸去羧化酶的抑制清況，得到與血清

/rottlerin 處理細胞的情況有類似結果。在實驗過程中以血清刺激鳥胺酸去羧化酶活化，觀

察 rottlerin 對細胞的鳥胺酸去羧化酶之影響。細胞週期的 G1 階段主要是細胞增生和細胞

DNA 複製前的檢查哨。鳥胺酸去羧化酶為細胞週期 G1-S 轉變參與其中作用蛋白質之一

（Fuller et al., 1977）。實驗結果支持鳥胺酸去羧化酶被抑制導致細胞週期停滯於 G1 時

期、提高細胞凋亡或兩者都發生。當提高鳥胺酸去羧化酶表現使得細胞停滯於 G1 階段，
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這樣的結果延遲或防止細胞凋亡。實驗使用不同濃度的血清刺激鳥胺酸去羧化酶表現，

更加證實鳥胺酸去羧化酶抑制 rottlerin 引發的細胞凋亡與讓細胞停留於 G1 時期。多氨酸

減少的時候，細胞會停滯於細胞週期 G1 時期，也能促進細胞走向細胞凋亡（Nitta et al., 

2002; Ray et al., 2001）。因此細胞選擇走向細胞凋亡或選擇細胞週期滯留藉著調節鳥胺

酸去羧化酶活性變化來進行抉擇。 
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結論 (Conclusion) 

 

 

本篇的結論，證實在 HL60 細胞 rottlerin 藉著抑制蛋白激酶 Cδ造成鳥胺酸去羧化酶

活性下降使得細胞走向細胞凋亡。Rottlerin 引發細胞凋亡是屬於 caspase 依賴性造成細胞

死亡的途徑，此外，使得鳥胺酸去羧化酶酥胺酸磷酸化下降影響蛋白質穩定性與其酵素

活性的減少。未來將繼續探討鳥胺酸去羧化酶那些的酥胺酸磷酸化影響蛋白質穩定性與

其酵素活性，及與細胞凋亡的關係。 
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圖（Figure）與表（Table） 

 

 

 
 

 

圖一.  Structure of some natural compounds. Rottlerin was used in this study. 
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圖二. Effect of rottlerin on HL60 cell proliferation. Exponentially growing HL60 cells were 

exposed to DMSO (●) and 1 µM (○), 2 µM (▼), 5 µM (▽), 10 µM (■) of rottlerin. HL60 

cells were seeded at 2 x 106 /ml in 60 mm petri dishes. Cell numbers and viability were 

determined by trypan blue dye exclusion by using a hemocytometer chamber at the indicated 

times. Data are represented as means ± SD of three individual experiments. 
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圖三. Rottlerin-induced apoptosis of HL60 cells. (A) Agarose gel electrophoresis of DNA 

extracted from HL60 cells that were treated with dimethyl sulfoxide (DMSO, control), 2 µM, 5 

µM or 10 µM rottlerin ,respectively, for 24 h. (B) Cells were each exposed to 5 µ M rottlerin 

for 0, 6, 12, 24, 36 h. (C) Acridine Orange-stained condensed chromatin was detected in HL60 

cells treated with 5 µ M rottlerin for 24 h. (D) The appearance of cell apoptosis (Ap) using PI 

staining and flow cytometry was determined in cells treated with DMSO or 5 µM rottlerin for 

24 h. Data are represented as means ± SD of three individual experiments. 
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圖四. Change in the levels of PKC isoforms following rottlerin treatment. (A) HL60 cells 

were left untreated (-) or were treated with 5 µM rottlerin (+) for 10 h and were detected PKC 

isoforms by immumoblotting analysis. (B) Protein kinase C families were suppressed with 

IC50 values as described in reference. * Indicate the concentration <10 µM. 
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A  

 

B                                    C 

 

圖五. Change in the levels of ODC following rottlerin treatment. HL60 cells were treated 

for the indicated times with 5 µM rottlerin. (A) ODC protein was determined by 

immunoblot analysis. (B) ODC activity was determined using assay of chemiluminescence. (C) 

HL60 cells were treated with 5 µM rottlerin for 3 h. Lysates from HL60 cells were subjected to 

immunoprecipitation with either anti-phosphoserine (αP-Ser), anti-phosphothreonine (α

P-Thr), anti-phosphotyrosine (αP-Tyr), or anti-ODC (αODC) antibodies.Immunoprecipitates 

were analyzed by immunoblotting with anti-ODC antibody. * P<0.05 as compared to cell 

treatment without rottlerin. Data are means ± SD of three experiments.  

 

Time, hour

0 2 4 6 8 10 12

O
D

C
 a

ct
iv

ity
 (%

 o
f t

im
e 

ze
ro

)

0

50

100

150

200

250

Control
Rottlerin

* *



 31

 

A                                    B 

 

 

圖六. Expression of recombinant GST-ODC (rODC) fusion protein and the activity of 

ODC after rottlerin treatment. (A) Several bands are present in the lysates of E. coli BL21 

cells containing a pGEX-6P-2 plasmid coding GST-ODC. Lane 1, Bacterial lysates. Lane 2, 

Elute with 10 mM glutathione (GSH) buffer. Lane 3, after elution, column wash. (B) Different 

concentrations of rottlerin regulated in vitro ODC activity. Curcumin is a positive control. * 

P<0.05 and **P<0.01as compared to rODC treatment without curcumin. 
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A                              C 

 

B                                   D 
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圖七. HL60-pcDNA3 and HL60-ODC cells were treated with 5 µM rottlerin for 24 h. (A) 

Charaterization of cell overexpressing ODC. Equal amounts of denatured protein (60 µg) from 

parental HL60 cell and cells transfected with vector only or ODC cDNA were resolved by 

SDS-PAGE (8%), transferred proteins were immunoblotted with anti-ODC antibody. * p<0.05 

as compared to HL60 or HL60-pcDNA3 cells. (B) Morphology change of cellsobserved under 

200x magnification. (C) Low-molecular weight DNA was isolated from HL60-pcDNA3 and 

HL60-ODC cells and sample were subjected to electrophoresis. DNA fragmentation was 

visualized as oligonucleosome-sized fragmentation in ethidium bromide after DNA agarose gel 

electrophoresis. (D) Cell apoptosis was detected by PI staining and flow cytometry in cells 

treated with DSMO or rottlerin for 24 h. 
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圖八. Induction of threonine phosphorylation in HL60-ODC cells. HL60 pcDNA3 and 

HL60-ODC were stimulated with (+) or without (-) 5 μM rottlerin. After 3 h of stimulation, 

the cells were lysed and the proteins in each lysate were immunoprecipitated and separated by 

SDS-PAGE before being transferred onto a nitrocellulose membrane. * P<0.05 as compared to 

HL60 or HL60-pcDNA3 cells 
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A                                     B 

C 

                                  

 

圖九. Rottlein inhibits the inducted change of ODC in different concentration of fetal 

bovine serum (FBS). (A) Cells were treated for 3 h and phospothreonine of ODC proteins 

were measured in phosphothrenine or ODC immunoprecipitates (IP) by using anti-ODC 

antibody immunoblotting analysis. (B) After 5 h incubation, rottlerin-treated HL60-pcDNA3 

and HL60-ODC cells were examined the levels of ODC protein and (C) assayed for ODC 

activity. data are means ± SD of  three experiments.  
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圖十. Cell cycle distribution after serum treatment on rottlerin-treated transfected HL60 

cells. HL60-pcDNA3 and HL60-ODC cells were cultured under RPMI 1640-10% FBS for 12 h 

and added 1% FBS or 5% FBS before treatment with 5 µM rottlerin. Cells were stimulated 

with rottlerin for 24 h. The cell cycle profile was measured using PI staining and flow 

cytometry. Data are means ± SD of  three experiments.  
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B 

                 

 

圖十一. (A) Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) showing the effects of rottlerin on 

NFκ-B activation and Ap1 activation. (B) Immunoblotting of cell lysates using p65 and IkBα 

antibodies showing the fate of p65 and IkBα after stimulation with rottlerin (5 µM). NS, non 

specific. 
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圖十二. Rottlerin treatment leads to increase of p53, bax and decrease of Bcl-XL protein 

levels. Immunoblot depict the level of p53, Bax and Bcl-XL proteins in total protein extracts 

prepared from untreated cells and HL60 cells at different times after exposure to 5 µM 

rottlerin.  
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A 

 

B 

             
  

圖十三. Effect of rottlerin on caspase processing and cytochrome c release. HL60 cells 

were treated with 5 mM rottlerin for 0, 3, 6, 18 h. (A) Analysis of the processing of caspase 3, 

caspase 8 and caspase 9. Whole cell extracts were analyzed by western blot with antibodies 

against caspase 3, 8 and 9. The migration position of precursor forms and the cleavage 

products caspase 3 (20 and 17 kDa), 8 (43/41 kDa) and 9 (35 and 18 kDa).  
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表一. Cell cycle profile of HL60-pcDNA3 and HL60-ODC cells in response to rottlerin. 

 

 
 

The cells were harvested at 24 h after treatment with 2.5% FBS and 5 µM rottlerin. Harvested 

cells were fixed in 80% ethanol on ice then resuspended in DNA prep stain containg propidium 

iodide to allow analysis by flow cytometry. Results are expressed as means ± SD of three 

individual experiments. *P<0.05, compared to the corresponding untreated group. #P<0.05, 

Comparison between HL60-pcDNA3 and HL60-ODC cells under same treatment condition. 
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附錄 

LB (1 L), pH 7.5： 

10 g tryptone 

5 g yeast extract 

5 g NaCl 

 

LB plate (1 L), pH 7.5： 

10 g tryptone 

5 g yeast extract 

5 g NaCl 

15 g agar 

Temp. → 55 oC to distribute plate (25 ml/per) 

Ps: Work ampicillin (100 µg/ml)或 kanamycin (30 µg/ml) 

 

Stab agar (nutrient agar, 200 ml)： 

1.6 g nutrient broth 

1.2 g agar 

Temp. → 55 oC to distribute 1 ml tube 

 

TENE buffer (100 ml), pH 8.0： 

1 ml 1 M Tris 

2.5 ml 20% SDS 

0.5 ml 200 mM EDTA, pH 8.0 

94 ml ddH2O 
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3 M NaOAc, pH 5.2 with acetic acid 

 

TfbI (200 ml)： 

30 mM Potassium acetate (KOAc) 

100 mM KCl 

10 mM Calcium chloride (CaCl2.2H2O) 

250 mM Manganese chloride (MnCl2.6H2O) 

15% glycerol  

pH 5.8 with acetic acid 

 

TfbII (100 ml)： 

10 mM MOPS 

75 mM CaCl2.2H2O 

10 mM KCl 

15% glycerol  

pH 6.5 with dilute NaOH 

 

Coomassive staining solution： 

50% (v/v) methanol 

0.05% (v/v) coomassive brilliant blue R-250 

10% (v/v) acetic acid 

40% H2O 

  

Destaining solution： 

50% methanol 



 51

10% acetic acid 

40% H2O 

 

0.5 M Tris-Cl/SDS, pH 6.8： 

To 40 ml H2O add: 

6.05 g Tris base 

0.4 g SDS (0.4% final) 

pH 6.8 with 1N HCl 

add H2O to 100 ml 

 

1.5 M Tris-Cl/SDS, pH 8.8： 

To 300 ml H2O add: 

91 g Tris base 

2 g SDS 

pH 8.8 with 1N HCl 

Add H2O to 500 ml 

 

Western sample buffer, 6X： 

7 ml 0.5 M Tris-Cl/SDS, pH 6.8 

3 ml glycerol (30%) 

1g SDS (10%) 

0.6 ml β-mercaptoethanol (6%) 

1.2 mg bromophenol blue 

Add H2O to 10 ml 
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Western running buffer (1000 ml), 5X： 

15.1 g Tris base 

72 g glycerol  

5 g SDS 

 

Western transfer buffer (4000 ml), pH 8.1-8.4： 

12.1 g 25 mM Tris base 

57.6 g 192 mM glycine 

800 ml 20% methanol 

add H2O to 4000 ml 

 

BES-buffered solution (BBS), 2X： 

50 mM N, N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid (BES, Calbiochem) 

280 mM NaCl 

1.5 mM Na2HPO4, pH 6.95 

800 ml H2O 

pH 6.95 with 1N NaOH 

Add H2O to 1000 ml 

Filter sterilize through 0.45 µm nitrocellulose filter (Nalgene) 

 

CaCl2, 2.5 M： 

183.7 g CaCl2 dihydride (Sigma) 

Add H2O to 500 ml 

Filter sterilize through 0.45 µm nitrocellulose filter (Nalgene) 
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pUC-T vector map 
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pcDNA3 vector map 
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pET-32a vector map 
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製備 cDNA 的條件： 

 體積（µl）

RNA＋oligo(dT)15 17 

反轉錄酶的 5 倍反應溶液 5 

dNTP（10 mM）  2 

M-MLV 反轉錄酶（Promega，200 U/µl）1 

總體積 25 

 

製備鳥胺酸去羧化酶 cDNA 的條件： 

 體積 （µl） 最後濃度 

H2O 35  

10X PCR buffer 5 1X 

25 mM MgCl2 4 2 mM 

10 mM dNTP 2 0.4 mM 

Primer-R 1 165 ng 

Primer-F 1 165 ng 

模板 1 10 ng 

Tag 聚合酶(MDBio Inc.) 1 5 U 

總體積 50 

95℃，5 分鐘→ 95℃，1 分鐘；55℃，1 分鐘；72℃，1 分鐘；

32 個循環→72℃，10 分鐘→4℃直到取出跑電泳 
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蛋白質與 DNA 結合作用的條件： 

 最終濃度 體積（µl） 

H2O  9 

10X binding buffer 1X 2 

50﹪glycerol 2.5﹪ 1 

100mM MgCl2 5mM 1 

1﹪NP-40 0.05﹪ 1 

Biotin-DNA 10 pmole 1 

Nuclear extract 2 µg 5 

 總體積（µl）  20 
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Non-denaturing polyacrylamide gel (6﹪); pH 8.0; for10x10x0.1 gel 

30﹪Acrylamide solution 2ml 

5X TBE buffer 1ml 

Glycerol 0.5ml 

ddH2O 6.35ml 

1﹪APS(10mg/ml) 0.15ml 

TEMED 15µl 

Total volume 10ml 

 

 

 

 


