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一、中文摘要 

carbonic anhydrase(CA)廣泛的存在於
許多組織中。而 CA也在離子平衡及酸鹼恆
定中扮演著很重要的角色。而目前亦有許多
文獻證明不同的 CA 在腫瘤形成的過程中
十分重要。例如在 Pancreatic and colorectal 
tumors中 CAI & CAII 則是顯著降低，所以
CA 可當作是 cell proliferation index。而
CAIX (MN protein)在 cervical carcinoma、
colorectal tumors及 renal cell carcinoma 中
則是顯著升高，故可當成 tumor marker；以
及 CAXII 在 renal cell carcinoma 中被發現
有 over-expression 現象。而我們實驗室也
發現在肺癌病人的肺臟組織中及肝癌病人
的肝臟組織中其 CA I、II及 III的蛋白濃度
及 mRNA 濃度都比鄰近正常組織來的低。
而在組織免疫染色中也看到相同的結果。從
以上的結果，我們發現 CA的確在一些癌症
的發生過程中扮演著很重要的角色。至於
CA I、II及 III與 breast cancer的關係直至目
前尚未有文獻提出，因此我們利用 CA的活
性分析方法、RT-PCR及 western blotting 分
析 60 位罹患乳癌病人的檢體組織中
carbonic anhydrases 的含量。我們發現在乳
癌病人的檢體組織中，其 CA的活性都比鄰
近正常組織來的高。而在 protein 及 mRNA
的分析中，也發現 CAII 的濃度有相同的結
果。但 CAI及 CA III卻出現相反的結果。
另外，我們利用病人的 stage 來做區分，發
現 Stage IV 的 CA activity 遠高於 stage I 
(P<0.05)。另外，我們也利用線性分析發現
其 tumor sizes和CA activity有明顯的相關性 
(R=0.48 P<0.05)。從以上的結果，我們發現
在乳癌病人的檢體組織中其 CA 的活性及
CAII的 mRNA濃度及都偏高。因此我們猜

測在腫瘤的侵襲與轉移過程中，CA扮演著
非常重要的角色。 

 
關鍵詞：Keywords: Carbonic anhydrase ;乳癌 
 
二前言 
碳酸酐酵素 (carbonic anhydrase, CAs, 

E.C. 4.2.1.1)是一種 zinc metalloenzyme，廣
泛存在於Archaea、原核生物 (prokaryotes) 
及真核生物 (eukariotes)中[1-5]。於這些
生物  CAs 共演化成三個不同基因群 
(gene family): α-CA, β-CA 及 γ-CA; 所有
哺乳動物的 CA 屬α-CA，結構為monomer;
植物及eubacteria 的CA是 β-CA，結構為 
octamer; archaebacterium。 algae and green 
plants細胞質中的 CA 屬 γ-CA，結構為 
hexamer [1-5]。在高等脊椎動物中目前已
有  14 種不同的  CA異構酵素 (CA 
isozymes)或CA-相關蛋白質被鑑定出
[2-14]。這些蛋白質其正常生理角色為參
與呼吸 (respiration)，參與代謝中組織與
肺臟之間(metabolizing tissues) CO2/HCO3-

運送，維持組織與肺臟之 pH 值衡定 (pH 
homeostasis)，參與許多組織器官電解質的
分泌 (electrolyte secretion)， 參與多種生
合 成 反 應 例 如  lipogenesis、 
gluconeogenesis、ureagenesis [1-14]。     

 而CA其分子量約為30,000左右，在
1933年首先於紅血球中被發現[15]，1940
年以後發現腎小管中亦含有高濃度的CA, 
CA廣泛分佈於動、植物，主要是催化CO2 
+ H2O HCO3

-+ H+可逆性水解反應
[16]，在二氧化碳的輸送、鈣化及光合作
用(photosynthesis)方面非常重要[17]，在哺
乳動物中維持離子平衡及酸鹼恆定亦扮
演重要角色。 



A. Carbonic anhydrase family  
1. 存於細胞質的 CAI、II、III：負責離子
交換(Na+/H+，Cl-/HCO3-)，CAI 是人類紅
血球中除了血紅素外最主要的蛋白質，含
量大約是 CAII 的 5~6 倍，但活性卻只有
CAII的 15% [18]。CAII分布非常廣泛，包
括骨組織的噬骨細胞、肝細胞、腎臟細胞、
紅血球等。 
2.與細胞膜相關的 CAIV：含量較少，主要
是負責幫助二氧化碳排出細胞外。 
3.存於粒線體的 CAV ：是負責幫助二氧化
碳排出粒線體外，在肝臟粒線體之肝醣生
成及尿素生成反應中也扮演重要的角色
[19-20]。 
4.分泌型 CAVI、CAVII：CAVI、CAVII主
要表現在唾液腺，包括唾液中碳酸根離子
的分泌[21]。而 CAVI 與 CAII一樣具有水
解 CO2的能力，亦可調節唾液中的 pH值。  
5.CAIX及CA-related protein: CAIX是位於
細胞表面上的 transmembrane protein ，分
子量大約為 58kDa，在癌症組織中均有發
現[22]，在腎癌病人組織中更有大量表現
[23]。 

 
三、研究目的 
  目前研顯示 CAs 與 nervous system 

tumors progression 的程度並無相關性
[24,25]; pancreatic 及  colorectal tumors 
中  CAI 及  CAII 則 是 顯 著 降 低
[26-29]；而且與 tumors progression 的程
度呈反相關性[27]。而 CAIX (MN protein) 
在 cervical carcinoma, colorectal tumors 
及 renal cell carcinoma 中則是顯著升高
[30-43]，CAXII 在 renal cell carcinoma 
中則是有 overexpression 現象[44-48]；
而我們實驗室也發現在肺癌病人的肺臟
組織中及肝癌病人的肝臟組織中其 CA 
I、II及 III的蛋白濃度及 mRNA濃度都比
鄰近正常組織來的低。而在組織免疫染色
中也看到相同的結果[49-50]。至於 CA與
breast cancer的關係直至目前尚未有文獻
提出，而國人罹患乳癌且因而死亡人數相
當高，所以值得深入探討 CAs 與乳癌之
間關係如何？ 研究目的含以下三點： 
(1). 以 immunoblot分析 60個乳癌患者其

tumor tissues 與 adjacent normal 
tissues中 cytosolic CAI, CAII及CAIII
蛋白表現量變化以及探討其變化量

是否與 tumor progression的程度有相
關性？ 

(2). 以 enzyme assays 分析乳癌患者其
tumor tissues 與 adjacent normal 
tissues 中 CA 活性是否隨著 CAI , 
CAII及 CAIII蛋白量的變化而改變。 

(3). 以 RT-PCR分析乳癌的組織中 CAI, 
CAII及 CAIII以獲知影響乳癌 tumor 
tissue與 adjacent normal tissue中 CAI, 
CAII及 CAIII蛋白表現量的變化是在
蛋白質層次或在 RNA層次。 

 
四、材料與方法 
1.檢體來源: 
   檢體來源來自彰化基督教醫院病理科。 
2.組織研磨萃取: 
每 1mg 組織以 10 µl PBS buffer 研磨萃
取，之後離心 10000g, 30分鐘，所取得上清
液是為細胞質部份(cytosol) 。 
3.蛋白濃度測定 
   蛋白質的定量是採用 Bradford protein 
assay方法，其原理為蛋白質可與 Coomassie 
billiant blue G-250形成藍色複合物，當藍色
越深表示蛋白含量越高。測試方法首先以一
系列已知濃度 BSA 加入五分之一體積的
Bradford protein dye，以波長 595nm可見光
之吸光度做一標準曲線，再以同樣的方法測
得樣品之 O.D.值，即可根據標準曲線求得
樣品蛋白之濃度。 
4.Western blotting  
首先製備 12.5% SDS-PAGE電泳膠片，
置於電泳槽中，並加入電泳緩衝液。取 16µl 
sample(蛋白總量 20µg)，加入 4µl loading 
buffer，將 sample denature (99℃，10 min)之
後再 loading到電泳片中，以 140伏特進行
電泳分離。大約 3小時之後，將膠拆下後進
行蛋白轉移，將膠體置入冰冷之 transfer 
buffer，將預先浸濕的 NC paper蓋在膠體上
面後裝入 Transfer Holder，於 4℃下，以 100
伏特進行轉漬 1 小時之後，取出 NC paper 
加入 Blocking buffer，在室溫下搖動一個小
時。然後加入一級抗體於 TBS buffer，在 4
℃下反應 overnight，之後以 washing 
buffer(TBS+0.05% Tween 20)清洗三次，每
一次 10分鐘。接著再加入二級抗體於 TBS 
buffer，於室溫作用二個小時，之後以
washing buffer清洗三次，每一次 10分鐘。
最後加入 25ml substrate buffer 進行呈色反



應，待 NC paper上有明顯的 band出現，即
以水終止反應，並晾乾。 
5.萃取組織 RNA 
   取組織約 100mg置入研磨管，加入 1ml 
solution D（ 4M GNTC， 25mM sodium 
citrate，0.5% sarcosyl，0.1M 2-mercapto- 
ehanol）研磨，研磨完後把研磨液各取 0.5ml
置入 1.5ml 離心管，加入 Sodium acetate 
(2M，pH4.0) 50µl， chloroform 100µl 及 
phenol（pH4.0）0.5ml 混合均勻後在冰上靜
置，再拿起來 mix，重複冰上靜置及 mix，
再放到冰上靜置 5分鐘後，離心 (12000g，
2分鐘)，取離心管的上層(RNA及水層)到新
的離心管，並加入等體積的 chloroform- 
phenol混合液混合均勻，再離心 (12000g，
2分鐘) ，吸上層到新的離心管，再加入等
體積的 chloroform-phenol 混合液混合均
勻，重複此步驟直到分層中看不見白色蛋白
質沉澱後，把水層吸到新的離心管並加入等
體積的 isopropanol，混合均勻後放到-20℃
冰箱靜置，直到要使用時再拿去離心 
(12000g，4℃，30分鐘) ，此時 RNA會形
成一白色沉澱，將 isopropanol 倒掉後，以
75% ethanol wash之後，將 75% ethanol倒掉
並吸乾， .加入適量的 DEPC-H2O 溶解
RNA，測量其 260nm吸光值並計算 RNA濃
度。 
6.RT-PCR 
    RT (reverse transcription)：取 2µg 的
RNA，加入適量的 DEPC-H2O 後到 33µl，
以 70℃處理 5分鐘。再加入 RNase inhibitor
（40U/µl）0.25µl，再加入 5X RT buffer 10µl
及 dNTP(2.5mM) 4µl， 和 Oligo dT 1µl (50 
pmole/µl)及 RTase 1µl (200U/µl)，.在 42℃反
應 1小時之後，改以 99℃作用 5 分鐘後保
存在 4℃。 

       PCR (polymerase chain reaction)：取 5µl 
cDNA加入適量的 DEPC-H2O 至 26µl，加
入 primer-5'和 primer-3' 各 5µl，加入 3.2µl 
dNTP (2.5mM)及 5µl 10X PCR buffer最後
再加入 DNA polymerase 1µl (2U/µl)，置於
溫度循環機 94℃ 1 分鐘之後，annealing
溫度 1分鐘，72℃ 2分鐘共 30個循環，
最後再以72℃反應20分鐘，並於4℃保存。 
8. DNA電泳 
   配置 DNA gel。取 10µl的 PCR產物加
上 2µl的 6倍 loading dye，加到 DNA gel。

於電壓 100V，進行電泳 45 分鐘之後，以
1µg/ml Ethidium bromide染色，再以 ddH2O
退染，於 UV燈下分析並記錄。 

9. CA之活性測定 
CA activity 的測定是採用酵素與受質
結合的方式，其原理為 CA會與其受質對硝
基苯乙酸酯(p -nitrophenyl acetate, p-NPA)結
合，產生對硝基酚離子 (p -nitrophenolate 
anion)此黃色物質，以波長 405nm測定單位
時間內對硝基酚離子吸收度的變化，並換算
成濃度的改變量以求得紅血球中 CA 的活
性。 
 
五、結果與討論 
   我們收集 60 位罹患乳癌病人的乳房病
變組織及其週遭的較正常組織，利用 CA 
activity assay及western blotting 分析乳癌組
織中 carbonic anhydrase 的含量。我們發現
在乳癌病人的乳房組織中，其 CA總活性都
比鄰近正常組織來的高(P<0.001)(Fig.1)。 
   另外，我們利用 western blotting 分析乳
癌病人組織中 carbonic anhydrase I、II及 III
的蛋白濃度。我們發現在乳癌病人的組織
中，其 CA II的蛋白濃度都比鄰近正常組織
來的高，但其 CA I及 III的蛋白濃度卻比鄰
近正常組織來的低(Fig.2)。 
   而我們更利用 RT-PCR 來分析乳癌病人
的組織中 carbonic anhydrase I、II 及 III 的
mRNA變化情形。我們發現在乳癌病人的組
織，其 CA II的 mRNA level都比鄰近正常
組織來的高，但其 CA I及 III的 mRNA level
卻比鄰近正常組織來的低(Fig.3)。 
   接著我們將這些乳癌病人的期數歸類並
分析其乳癌的期數與活性的相關性。結果我
們發現在 abnormal tissue中的CA activity和
乳癌病人的期數有明顯的相關性(Fig.4)。另
外我們也利用線性迴歸分析 CA activity 與
其腫瘤大小的相關性，我們發現其 tumor 
sizes 和 CA activity 有明顯的相關性 
(R=0.48 P<0.05) (Fig.5)。從以上的結果，我
們發現在乳癌病人的乳房組織中其 CA 的
活性及CAII的蛋白濃度及 mRNA濃度都偏
高。因此我們猜測在腫瘤的侵襲與轉移過程
中，CA扮演著非常重要的角色。也許抑制
了 CA的活性會降低乳癌的擴大及轉移。 
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Fig.1. Analysis of the total CA activity in 
breast cancer.  
 
 
 

 
Fig.2. Immunoblot analysis of CAI、CAII and 
CA III expression. TC, tumor fraction of 
surgical resections; TN, adjacent normal 
tissue. 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3. Analysis of CAI, CAII and CAIII 
expression in tumor tissue and adjacent 
normal tissue of HCC by RT-PCR 
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Fig.4. Relative total CA activity in various 
stages of breast cancer. 
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Fig.5. Linear regression analysis of the 

correlation between the total CA activity 
and tumor size in breast cancer. (R = 0.48, 
p< 0.05)

 


