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(一)中文摘要 

關鍵詞: 肺癌、雌性素受體、細胞色素 P450 1A1 

 
本研究室過去研究發現，不抽菸之女性肺癌患者之 DNA adduct levels 顯著高於不抽

菸之男性，且此現象無法以參與代謝 CYP1A1, GSTM1 之基因多行性來解釋。為了

了解其可能原因，在過去三年之計畫中，分別由腫瘤組織以及細胞實驗探討其機轉。

首先在肺腫瘤組織中發現不抽菸女性肺癌患者之 CYP1A1 mRNA之表現顯著高於

不抽菸男性，顯示女性 DNA adduct levels 高可能與 CYP1A1有較高之轉錄活化。

另外發現女性肺癌患者之 ER發生 hypermethylation 之頻率遠低於男性，顯示 ER在

女性表現之頻率較高。在細胞轉染 ER至肺癌細胞的實驗，以 western blot和 Gel shift 

assay，結果都顯示 ER轉植確實能促進 AhR與 Arnt結合，進而促進 CYP1A1的轉

錄。而在 siRNA方法降低 ER在肺癌細胞表現之實驗則發現，CYP1A1蛋白表現量

顯著低於 ER沒有降低的原株肺癌細胞，同樣以 Gel shift assay亦證明 ER被降低的

細胞之 AhR與 Arnt結合 XRE之能力有顯著降低的現象。在肺細胞中，ER會促進

AhR的活化，進而促進 CYP1A1之轉錄。因此女性肺癌有較高之 DNA adduct levels

可能是女性有較高機會表現 ER在肺癌組織中，會經由 ER與 AhR之交互作用，而

活化主要參與代謝多環芳香烴之 CYP1A1的轉錄。而在腫瘤組織中又發現女性有較

高之 CYP1A1之表現，且與其 DNA adduct levels相關，總之，本計畫由肺腫瘤組織

與細胞實驗的結果都能印證女性有較高之 DNA傷害易感性是經由 ER與 AhR交互

作用所致。 
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Abstract: 

Keywords: lung cancer, estrogen receptor, CYP1A1 

Our previous studies had indicated that the DNA adduct levels in nonsmoking female 

lung cancer patients were significantly higher than those in nonsmoking male lung cancer 

patients. The high adduct levels can not be explained by their genetic polymorphisms of 

CYP1A1 and GSTM1 that had been shown to be associated with DNA adduct formation. 

To elucidate the molecular mechanisms, lung tumors and cell culture experiments were 

performed to understand whether the cross talk between estrogen receptor (ER) and 

arylhydrocarbon receptor (AhR) was involved in activation of CYP1A1 transcription to 

cause high DNA adduct levels in female lung cancer patients. In lung tumor experiments, 

CYP1A1 mRNA expressions and DNA adduct levels in adjacent normal lung tissues 

from lung cancer patients were evaluated by RT-PCR and 32P-postlabeling, respectively. 

Our data indicated that CYP1A1 mRNA expression levels in female lung cancer patients 

were significantly higher than those in male lung cancer patients. In addition, CYP1A1 

mRNA expression levels were correlated with DNA adduct levels. On the other hand, 

MSP data showed that ER hypermethylation in male lung cancer patients was greater 

than that in female lung cancer patients. Namely, a higher frequency of ER expression in 

female lung cancer patients compared with male lung cancer patients. In cell culture 

experiments, we first transfected ER into lung cancer A549 cells and found CYP1A1 

protein levels were up-regulated compared with those of parental cells and gel shift assay 

data indicated that AhR-Arnt complex was significantly increased in ER tranfected cells. 

We also used small interference RNA to knockdown ER expression in lung cancer CL-5 

cells because the cell had a relatively high ER expression. Western blot data showed that 

CYP1A1 protein expression levels was sharply decreased in three ER-knockdown cell 

clones compared with that of parental cells. Additionally, AhR-Arnt complex was also 

significantly attenuated in ER-knockdown cell clones from gel-shift assay. These results 
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from cell culture experiments strongly indicated that unliganded ER expression may be 

cross-talk with AhR to promote liganded AhR nuclear translocation to form AhR-Arnt 

complex binding in XRE and then  up-regulated of CYP1A1 transcription. The 

cross-talk mechanism of AhR and ER provide to explain why a higher frequency of ER 

expression in nosmoking female lung cancer patients had a higher susceptibility to DNA 

damage derived from environmental carcinogen exposure. Thus, accumulation of higher 

DNA damage may be linked with lung tumorigenesis of nonsmoking female lung cancer 

patients in Taiwan.   
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(二)報告內容：  
 

一、前言 

肺癌是台灣女性癌症死亡之首要原因。本研究室一直有興趣探討不抽菸之台灣

婦女，為何會有罹患肺癌之高危險性？本研究室過去已發現肺組織具有較高 DNA 

adduct levels是引起肺癌之重要危險生物指標(Cheng et al., 2000)。又發現不抽菸之女

性肺癌患者之肺組織之、benzo[a]pyrene (BaP)-like DNA adducts含量顯著高於男性

患者(Cheng et al., 2001)。若由台灣女性對環境污染物所造成之 DNA傷害的易感性，

似乎可部分解釋為何會有罹患肺癌之高危險性。過去研究已知 DNA鍵結物的形成

與參於代謝活化之 CYP1A1之表現，解毒基因 GSTM1以及 DNA修補基因等三類

基因之表現有關。其中尤其與 CYP1A1基因之調控有直接相關。在肺癌研究上，已

發現抽煙女性肺癌患者肺組織中有較高之DNA adduct levels，且其DNA adduct levels

與 CYP1A1 mRNA 的表現有正相關性。因此推測女性有較高之 DNA adduct levels

可以 CYP1A1 表現較高來解釋 (Mollerup et al. 1999)。但是為何有較高之 CYP1A1 

的基因表現大多解釋與女性荷爾蒙有關，但是其作用機轉至今未明。。 

流行病學研究顯示月經經期短於 26天和停經後之婦女較易罹患肺癌，這顯示

血液含有低濃度之雌性素(Estrodiol, E2)可能和肺癌發生有關。因此推測低環境暴露

之不抽菸，又具有低濃度 E2之婦女肺組織之 Aryl hydrocarbon receptor (AhR)和

Estrogen receptor(ER)兩條訊號路徑之交互作用(cross talk)，可能參與 CYP1A1基因

之轉錄活化。有關 AhR 與 ER兩條訊號路徑間之交互作用大多在乳癌細胞中被發

現。都顯示環境污染物，例如 TCDD, BaP等都會促進 ER之 proteosomal degradation。

因此大多著重於污染物會引起內分泌之調控失調。有報告發現 E2會抑制 AhR之活

化，而降低 CYP1A1之表現，但有的細胞 E2則沒有影響，似乎不同細胞有不同的

反應。由於大多女性肺癌好發於停經年齡，因此推測在沒有或是很低生理濃度之 E2 

之狀態下，肺癌肺癌細胞中 ER與 AhR之交互作用可能不同於乳癌細胞。但在肺癌

細胞中 ER與 AhR之間之交互作用是否會影響 CYP1A1之轉錄活化，而增加 DNA 
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adduct levels？則至今未明，因此本計畫將提出其間之作用機轉，以解釋為何女性對

污染物物有較高之感受性。 
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二、研究目的 

肺癌是台灣女性癌症死亡之首要原因。本研究室發現不抽菸之女性肺癌患者之

肺組織之、benzo[a]pyrene (BaP)-like DNA adducts含量顯著高於不抽菸男性患者

(Cheng et al., 2001)。且抽煙與否與台灣肺癌患者之 DNA adduct 無關，這顯示環境

污染物支貢獻度不亞於抽煙。過去拽研究已發現抽煙女性肺癌患者肺組織中有較高

之 DNA adduct levels，且其 DNA adduct levels與 CYP1A1 mRNA 的表現有正相關性

(Mollerup et al. 1999)。而台灣女性肺癌有較高之 DNA adduct levels 並非由抽煙引

起，因此其分子作用機轉可能不同於抽煙。但無論如何與參與多環芳香烴代謝活化

之 CYP1A1 之轉錄活化有關。由於主要在探討女性肺癌之 DNA傷害之易感性，因

此必須考慮為何血液含有低濃度之雌性素(Estrodiol, E2)時 unliganded ER與調控

CYP1A1之 AhR signaling pathway之間的交互作用。因此推測低環境暴露之不抽菸，

又具有低濃度 E2之婦女肺組織之 Aryl hydrocarbon receptor (AhR)和 Estrogen 

receptor(ER)兩條訊號路徑之交互作用(cross talk)，可能參與 CYP1A1基因之轉錄活

化。因此推測在沒有或是很低生理濃度之 E2 之狀態下，肺癌肺癌細胞中 ER與 AhR

之交互作用可能不同於乳癌細胞。但在肺癌細胞中 ER與 AhR之間之交互作用是否

會影響 CYP1A1之轉錄活化，而增加 DNA adduct levels？則至今未明，因此本計畫

將提出其間之作用分子機轉，以解釋為何女性對污染物物有較高之感受性。這些結

果將有助於釐清為何不抽煙之女性肺癌具有較高之 DNA adduct levels？這即是本計

畫研究之主要目的。 

 

 

 

 

 



 9

三、文獻探討 

一、肺癌與流行病學的研究 

 

肺癌依組織學，通常可分為兩大類，即小細胞肺癌(small cell lung carcinoma, SCLC)

與非小細胞肺癌(non-small cell lung carcinoma, NSCLC)。小細胞肺癌多發生於男

性，且與抽煙息息相關，約佔全部肺癌的 12%到 25%。小細胞肺癌生長速度很快，

且癌細胞容易擴散轉移到其他器官。非小細胞肺癌比小細胞肺癌常見，約佔全部肺

癌的 77%到 88%。非小細胞肺癌的生長和擴散轉移的速度都較小細胞肺癌為慢。非

小細胞肺癌依腫瘤細胞的型態又可分成三種：肺腺癌 (Adenocarcinoma)、鱗狀上皮

細胞癌 (Squamous cell carcinoma)及大細胞癌 (Large cell carcinoma)三類。 

根據衛生署統計資料顯示，自民國七十一年以來，惡性腫瘤一直是國內十大死亡原

因的第一位(衛生署 , 生命統計 , 1984-1999)。1955年男性與女性中，每十萬人口中

分別有 2.67 人和 1.25 人是因肺癌而導致死亡。1996 年男性與女性肺癌死亡率已達

每十萬人有 34.87人及 15.30人。十年之間肺癌死亡率已增加了十二至十三倍，是惡

性腫瘤所造成之死亡數中增加速度最為顯著的一種癌症。由流行病學的結果顯示，

男性肺癌死亡率的上升趨勢至 1980年代初期即開始漸緩，但女性肺癌死亡率卻仍繼

續大幅上升。自 1950年至 1994年之間，女性肺癌的死亡率增加了五倍，而同期男

性僅增加兩倍  (American Cancer Society , 1994)。Valaitis 等人指出(1981)，從

1963-1967至 1974-1976的十年之間，罹患肺腺癌的人數突然增加了許多，其原因可

能是女性罹患肺癌的比率從 19%增加至 31%。且女性罹患肺腺癌的比率較其他型態

的肺癌的罹患率為高，以至於罹患肺腺癌的人數急速增加。至 1987年肺癌死亡率已

超過乳癌，成為美國女性第一位癌症死亡的原因 (Ernster , 1994)。在台灣地區，自

1973 年開始至今，肺癌一直是女性癌症死亡的第一大死亡原因原因。因此研究台灣

地區肺癌發生，尤其是女性肺癌之致病因子和肺癌形成機轉是當前非常重要之研究

課題。 

 

二、DNA鍵結物與肺癌 

 

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)是廣泛存在環境中的污染物。PAHs主要吸附
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在空氣懸浮微粒表面，通常能進入呼吸系統的懸浮微粒之直徑大多小於 10 um 

(Gerde et al , 1991a；1991b；1991c)，PAHs除了可經由呼吸道進入體內之外，亦可

經食物攝取及皮膚接觸進入體內。進入體內的 PAHs 會經生物轉換作用

(biotransformation)將其代謝成 diol epoxide 型的代謝產物 (Sims et al , 1974)並與

DNA鍵結，形成共價結合的 DNA鍵結物。 

 

世界衛生組織 (WHO)曾分析大都會地區空氣懸浮微粒中的 PAHs 成份，結果發現

含有高濃度的 PAHs，其中 B[a]P的濃度為 10 ng / m3。B[a]P是典型具有致癌性的

PAH 化合物。其主要代謝活化之路徑包括三個路徑進行：(1)經 Mixed - Function 

Oxidase--主要是細胞色素 P450 (cytochrome P450)的作用，在 B[a]P C7 , C8位置氧化

成 7,8-epoxide，(2)經 epoxide hydroxylase (EH)將 7,8-epoxide 水解成 (-)trans-7,8 - 

diol，(3)再經細胞色素 P450的作用，在 (-)trans-7,8-diol的 C9 , C10進行氧化作用

生成 r7-t-8-dihydroxy-t9,10-epoxy-7,8,9,10- tetrahydro- benzo[a]pyrene(diolepoxideI) 

r7-t-8- dihydroxy-c9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene (diol epoxide II)，即為

BPDE。而 BPDE 會經由與 DNA 形成鍵結物，造成基因的轉換突變 (transversion 

mutation)，對細胞有較強的致突變性和致腫瘤性 (Slaga et al , 1979；Thakker et al , 

1985)。已知抽煙是導致肺癌形成的主要危險因子。又知香煙含有大量的PAHs (IARC , 

1986)。許多報告指出，對吸煙之肺癌患者之肺組織和支氣管所測得之 PAH-DNA鍵

結物的含量和吸煙量有很好的線性關係 (Phillips et al , 1988；Randerath et al , 1989; 

Garner et al , 1990；Jones et al , 1993)。Risch等人(1993)的流行並學之研究結果顯示，

女性吸煙者確實比男性吸煙者有較高罹患肺癌之危險 (女性：odds ratio = 27.9 , 95% 

CI : 14.9 ~ 52.0；男性：odds ratio = 9.60 , 95% CI : 5.64 ~ 16.3)。Ryberg等人(1994)

曾比較男女性肺癌患者的吸煙量和所形成之 DNA 鍵結物含量時發現，女性患者在

相同吸煙量下，所形成之 DNA 鍵結物含量較男性高，他們認為女性對香煙中基因

毒物的易感性可能較男性為高，因此才會造成吸煙女性之 DNA 鍵結物比男性高。

在台灣地區，男性吸煙人口有 54.75%，而女性肺癌患者絕大多數都沒有吸煙 (僅

3.27%吸煙)，可是男性肺癌死亡率僅較女性高一倍多 (Department of Health , R.O.C., 

1996)。最近本研究室發現台灣肺癌患者肺組織中的 DNA鍵結物的含量與吸煙數量

無相關性 (Cheng et al., 2000)。在不吸煙的肺癌病患中，女性 DNA鍵結物的含量比

男性高出許多(Cheng et al , 2000)。這些研究結果顯示吸煙無法解釋女性肺癌患者肺
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組織中 DNA 鍵結物之含量為何較高，這可能和其它特殊環境因子，例如：煎魚油

煙(Yang Master Thesis , 1997)或女性個體本身對毒物的敏感性較高有關。 

 

三、細胞色素 P450 1A1(CYP 1A1) 

 

由前述可知細胞色素 P450 1A1 (CYP1A1)參與 PAHs 化合物之代謝，而在體內形成

DNA鍵結物。其 CYP1A1基因活化的模式請參閱 Fig. 2。已知 CYP1A1基因轉錄是

透過AhR 路徑所調控。細胞質中的AhR原本與熱休克蛋白90 (heat shock protien 90 , 

hsp90)結合，當配位體 (ligand) 如：TCDD或 B[a]P進入細胞內與 AhR結合，則會

造成 AhR 與 hsp90 分開，此時配位體-AhR 複合物會轉位至細胞核內，並與核內蛋

白 Arnt結合，此複合體會與 XRE DNA 序列結合，進而誘發 CYP1A1基因的表現。

有報告指出 AHH的活性(Alexandrov et al , 1992)和 CYP1A1基因的表現可能參與由

煙草所誘發肺癌的形成的機轉 (Kouri et al , 1982；McLemore et al , 1990)。許多研究

指出 CYP1A1基因多型性，似乎可以解釋肺癌病患個體間的感受性 (Houlston et al , 

2000)。過去本實驗室分析台灣地區不吸煙肺癌病患 DNA鍵結物的含量，結果發現

女性肺癌病患肺組織中，DNA 鍵結物含量較男性為高。本實驗室亦分析 CYP 1A1

基因多型性，但結果發現CYP 1A1基因多型性與DNA鍵結物含量無關 (Cheng et al , 

2000)。因此 CYP 1A1基因多型性並無法解釋台灣地區不吸煙男、女性肺癌病患間，

對污染物暴露為何有不同的感受性。 

 

四、Estrogen receptor (ER)的結構及活化 

 

人類的雌性素受體(estrogen receptor, ER)基因位於染色體 6p25.1 上，全長大於

140kb，含有 8個 exons及 8個 introns (Gosden et al , 1986；Menasce et al , 1993)，

雌性素受體由 595個胺基酸所組成，蛋白大小約為 66 KD (Green et al , 1986；Greene 

et al , 1986)，擁有 6個 A-F區域 (A-F domains) (Evans , 1988；Tsai et al , 1994)。N

端 A/B結合位含有 transactivation function (AF-1) ，C結合區域即是與 DNA結合的

位置 (DNA binding domain)，C端的 E結合區域是配位體 (ligands)與受體結合之位

置(ligand binding domain)，且含有第二個轉錄活化區域 (AF-2)。有研究指出 AF-1

與 AF-2彼此有協同作用，雌性素才能透過雌性素受體誘導轉錄活化作用 (Tora et al , 
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1989；Kraus et al , 1995)。 

雌性素會透過雌性素受體影響男、女性生殖器官，例如：乳腺、子宮、卵巢、睪丸

及攝護腺的生長、分化及正常功能。雌性素主要是由卵巢及睪丸所產生，它們可以

自由進出細胞膜，雌性素則藉由與細胞內不活化型的雌性素受體結合而被保留在細

胞內。雌性素受體一旦與雌性素結合後，其蛋白的結構會發生改變，進而發生

homodimerization 及磷酸化，整個活化型的雌性素-雌性素受體複合物，會由細胞質

中進入細胞核內  (Fig. 4) (Tsai et al , 1994)，結合至一段具有 13 鹼基對的 

palindromic sequence：GGTCANNNTGACC - estrogen response element (ERE) 

(Klein-Hitpass et al , 1986；Kumar et al , 1987；Evans , 1988)，進而調控下游基因如：

c-jun (Salmi et al , 1996)、c-fos (Hyder et al , 1994；Salmi et al , 1996)、bcl-2 (Bhargava 

et al , 1995)及 pS2 (Rajah et al , 1996)等基因的轉錄。 

已知 TCDD是典型的 PAHs類化合物，在一些慢性毒性實驗發現，TCDD可能會引

起肝癌或鱗狀上皮細胞癌的形成，然而有些研究指出 TCDD在某些組織中可能扮演

不同角色。Vessey (1983)研究顯示，給與雌性老鼠長期服用 TCDD會降低自發性乳

房、子宮、腎上腺及腦下垂體腫瘤的罹患率。這是由於 TCDD 會透過 AhR 而抑制

由雌性素所誘發之下游基因：c-fos protooncogene mRNA 的表現 (Duan et al , 

1999)。Kharat等人指出 TCDD具有 anti-estrogenic的效應，它會經由 AhR來抑制雌

性素所誘導的轉錄活化作用。這些結果均顯示，AhR 與雌性素受體間有交互作用

(crosstalk)。Caruso(1999)等人研究指出，Hsp90蛋白會參與 AhR與雌性素受體間的

交互作用。Kling et al. (2000)研究亦顯示，某些 orphan receptor及一些 coactivators、

corepressors會調控雌性素受體及 AhR間的交互作用。 

 

五、雌性素受體與肺癌 

 

荷爾蒙受體在許多人類癌症組織中被發現，例如：雄性素受體 (androgen receptor)

存在於多數攝護腺癌中 (Jonsson , 1971)，而罹患攝護腺癌 (prostatic cancer)的病

患，若有雄性素受體存在，就可以雌性素、黃體素(progestin)或抗雄性素來治癒

(Stedman et al , 1980)。另外，罹患白血病的病人，若能偵測到皮質脂酮受體

(corticosteroids receptor)的存在，以類皮質糖治療這類病患，具有很好之療效 

(Lippman et al , 1978)。 
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雌性素及雌性素受體與荷爾蒙依賴型的乳癌的發生及治療有很重要的關聯性。

Hawkins 等人(1985)的報告指出雌性素受體在乳癌患者中的表現率約為 60% ~ 

80%，而大多數的研究顯示雌性素受體有表現的乳癌病患比沒有表現的乳癌病患有

較好的治癒率和存活率以及較低之復發率 (Wittliff et al., 1984；Alexieva–Figush et 

al , 1988；Allred et al , 1990；Nagai et al , 1994)。雌性素受體亦存在於各種人類癌症

中，似乎也會影響非荷爾蒙依賴型癌症的發展，如：胰臟癌 (Stedman et al , 1986)、

肝癌 (Friedman et al , 1982)、胃癌 (Harrison et al , 1989)、大腸癌 (Harrison et al , 

1989)以及肺癌 (Chaudhuri et al , 1982；Cagle et al , 1990)。雌性素可調控兔子胚胎

和哺乳類肺細胞的分化與生長 (Sarda et al , 1980; Khosla et al , 1983)。過去許多研究

顯示，性荷爾蒙會影響實驗動物肺腫瘤的發生 (Noronha RF and Goodall CM , 

1984)。同時亦指出雌性素受體存在於肺鱗狀癌細胞及肺腺癌細胞 (Beattie et al , 

1985)。由此可知，雌性素、雌性素受體在肺癌發展的過程中似乎扮演一部分的重要

角色。 

本計劃初步結果已顯示女性肺癌患者之肺組織具有較高之代謝活化多環芳香烴 

(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH)之細胞色素 p450 1A1 (Cytochrome P450 1A1; 

CYP1A1) mRNA的表現頻率且 DNA adduct levels和 CYP1A1蛋白表現量呈正相關

(Cheng et al., 2000)。因此推測低環境暴露之不抽菸，又具有低濃度 E2之婦女肺組

織中之芳香烴受體(Aryl hydrocarbon receptor; AhR)和雌性素受體 (Estrogen receptor; 

ER) 兩條訊號路徑可能有交互作用(cross talk)，而促進 CYP1A1基因表現。本計劃

第一年將以 RT-PCR方法分析肺癌患者之肺組織中，ER表現與否和 CYP1A1 mRNA

表現以及DNA adduct levels是否相關？比較不抽菸之女性肺癌患者肺腫瘤組織中之

ER mRNA的表現，是否確實有別於抽菸和不抽菸之男性肺癌患者？而對 CYP1A1

芳香烴-DNA adducts，進而了解女性肺癌患者 CYP1A1 mRNA表現是否和 ER表現

有關？然後以基因轉殖方式建立 ER大量表現之肺癌細胞株 A549-ER，了解是否 ER

確實會影響 BaP induced-CYP1A1轉錄和 BaP-DNA adduct 的形成。本計畫第二年計

畫對 ER在肺腫瘤形成之角色做相關研究。過去文獻指出乳癌細胞株中 ER 過度甲

基化，可能參與 ER基因轉錄之去活化，因此本計畫共收集 123位非小細胞肺癌患
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者其中包含不抽菸女性 32位、不抽菸男性 33及抽菸男性 58位患者，以Methylation 

specific polymerase chain reaction (MSP)方式偵測 ER基因上分別位於 147、219、228

與 240 等 4個 CpG island位置，進一步探討 ER基因甲基化發生頻率與肺癌形成之

相關性。延續先前實驗結果本計畫第三年將由分子層次探討 ER基因的表現參與這

兩條訊號路徑之交互作用如何影響 CYP1A1 induction，進而提出有力之 AhR和 ER

訊號路徑交互作用，調控 CYP1A1轉錄之分子層次證據，以獲知不抽菸之台灣婦女

為何對環境致癌物有易感性，進而引起肺癌的重要分子機轉。 
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四、研究方法 

一、 肺癌組織之來源與收集 

本次研究所選取的非小細胞肺癌之腫瘤，皆由台中榮民總醫院胸腔外科在

1993年至 2002年間進行手術取得，立即急速冷凍於-80oC 冰箱中，本實驗採用的

腫瘤分期，是依據 TNM：即腫瘤大小 (tumor size)、是否有淋巴結轉移 (node 

transference)、以及是否有遠端轉移 (metastasis)來決定其腫瘤分期。 

 

二、肺組織之 DNA 萃取 

將 50-100 mg的非腫瘤組織加入少量液態氮並加以研磨後，加入 500 µl的

lysis buffer (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.1M NaCl, 25mM EDTA及 0.5% SDS) 將組織

完全水解，再加入 5 µl proteinase K (10mg/ml)於 56℃作用 12-18小時，之後以傳統

的 phenol/chloroform 法除去蛋白質。首先加入 500 µl的 phenol/ chloroform / isoamyl 

alcohol (25:24:1)充分混合使蛋白變性，以 12,000 rpm離心 15分鐘，取上清液再加

入 500µl chloroform / isoamyl alcohol (24:1) 洗去殘餘之 phenol，充分混合後以 12,000 

rpm離心 15分鐘，取上清液再加入 50 µl 3M NaOAc (PH 5.2)及 1 ml的 100%冰酒精

於-20℃冰箱作用 30分鐘，藉以將 DNA沉澱出。以 12,000 rpm離心 20分鐘後倒掉

上清液，並加入 500 µl 70% alcohol洗去殘留之鹽類，12,000 rpm離心 20分鐘後倒

掉上清液，並以真空抽乾殘餘的水分，所得之白色沉澱物即為 DNA。將沉澱出來之

DNA以無菌水溶解並以紫外線光譜儀測定 DNA在 260 nm和 280 nm的吸光值，其

A260/A280比值應在 1.6到 1.8之間。若比值小於 1.6則表示蛋白含量過高，應再以

proteinase K處理後重複上述萃取步驟；若比值大於 1.8則表示 RNA含量過高，則

應再以 RNase 處理後重複上述萃取步驟。DNA的濃度以下列的公式計算：DNA (µg 

/ml) =A260 ×50 ×稀釋倍數。DNA萃取完成後，溶成濃度為 1 µg /µl置於-80℃冰箱

保存，以用於 DNA鍵結物及基因多形性之分析用。 
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三、Promoter Hypermethylation 的分析 

本研究利用Methylation-Specific PCR ( MSP )的方法來檢測 ER基因其促進子甲

基化的情形。MSP的實驗原理是運用 Sodium bisulfite化學修飾(chemical modification)

的能力，將 DNA上的 cytosine轉變成 uracil。假如 cytosine原本即具有甲基化

(5-methylcytosine)的狀態時，Sodium bisulfite則無法將其轉變成 uracil而依然保持

cytosine的型式，之後再使用 primer將甲基化的 DNA序列擴大(amplification)，進一

步確認其為甲基化(methylated) DNA。此外並設計另一組 primer，針對原本即無甲基

化而由 cytosine轉變成 uracil的 DNA，進行 DNA序列擴大，而得知其為未甲基化 

(unmethylated)的 DNA。兩組 primer序列如下： 

ER-M： Sense- 5-GTGTATTTGGATAGTAGTAAGTTCGTC-3’ 

Antisense- 5’CGTAAAAAAAACCGATCTAACCG-3’ 

ER-U： Sense- 5’GGTGTATTTGGATAGTAGTAAGTTTGT-3’ 

Antisense- 5’ CCATAAAAAAAACCAATCTAACCA-3’ 

Bisulfite modification：取 3 µg (濃度 1 µg / µl ) tumor DNA加入 10 µg calf thymus DNA 

(當作 carrier)，補二次水至 25µl及再加入 25 µl 0.4N NaOH (最終濃度 0.2 N) 混和均

勻後，置於熱循環機反應 37℃ 10分鐘。取出加入 30 µl 10mM Hydroquinone與 520 

µl 3M pH 5.0的 sodium bisulfite混和均勻，置於乾浴加熱器(dry bath) 50℃ 16個小

時。接著用Wizard DNA Clearn-Up System純化 DNA，其過程如說明書所示，稀釋

成 50 µl的 DNA水溶液。最後加入 50µl 0.6 N NaOH (最終濃度 0.3 N)靜置室溫 5-10

分鐘，以終止 modification的作用。並以酒精沉澱法將 DNA萃取出來，溶於 10-15µl

二次水中，存放於-80℃冰箱中以供日後 PCR反應之用。 

PCR反應如下：DNA 1µl 、10 mM dNTP 1 µl、10× PCR reaction buffer 5 µl、2U / µl 

DyNAzymeTM II DNA polymerase 0.5 µl及 10 mM primer各 1 µl，最後以滅菌水將體

積補到 50 µl。條件如下：94℃ 10分鐘後，94℃ 40秒、Tm 55℃ 50秒、72℃ 50

秒，以熱循環機重複 35次，最後以 72℃ 10分鐘，降到 4℃時終止反應。PCR產物

經 2 % agarose gel 電泳後，再以 ethidium bromide浸泡約 10-20分鐘，再用紫外光
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數位顯像儀拍照電泳的結果。 

 

四、肺組織 RNA 萃取 

取適當大小之組織，以液態氮研磨後加入 TRIzol 1 ml 水解組織，於室溫反應 

10 分鐘，加入 200 µl chroloform  混合均勻離心後取上清液，加入 500 µl 

isopropanol 室溫反應 15 分鐘沈澱 RNA ，12,000 rpm 離心 15 分鐘倒掉上清液，

以 75% 酒精洗去殘留的鹽類，離心留下 RNA 沈澱物溶於 DEPC H2O ，以紫外線

光譜儀測定 RNA 在 260 nm 和 280 nm 的吸光值，其 A260/A280 比值應在 1.7 

到 1.9 之間。RNA 的濃度以下列的公式計算：RNA (µg/ml )=A260×40×稀釋倍數。

淋巴球則直接加入 TRIzol 500 µl水解細胞，其餘步驟如肺組織 RNA 之萃取相同。

上述方法是依 TRI zol reagent (GIBCO, BRL, USA) 所附的說明書所述之步驟進行。 

五、Estrogen  receptor及 CYP1A1 之 RT – PCR分析 

取 5 µg total RNA 以 5 pmole/µl oligo dT 為 primer，於 72°C  

反應 10 分鐘，使 oligo dT 接合到 RNA 模板上，再加 5入 4 µl反轉錄酵素反應 

buffer 及 2 µl 0.1M DTT , 1 µl 10 mM dNTP mix 在 42°C 下作用 2 分鐘後，再加入 

1(l反轉錄酵素 (reverse transcriptase)，在 42℃ 下作用 50 分鐘合成 cDNA用做 

PCR 分析用。PCR 反應條件如下： 1 (l cDNA, 0.5 mM dNTP，5 (l PCR reaction 

buffer，2.5U Taq polymerase，0.5mM primer*，其總反應體積為 50(l，置入 PCR 中

以 94℃1分鐘,  58℃ 1分鐘 , 72℃ 1分 15秒反應條件重複 35 cycles , 最後以 

72℃ 反應 10分鐘。反應所得之 PCR 產物以 2% agarose gel 進行電泳分析，並以 

ethidium bromide 染色。CYP1A1 mRNA則以 Densitometer 定量。 
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*Oligo primer列舉如下： 

Oligo pri� mer Sequence Tm (℃) 

ER sense 

ER antisense 

5’-GCAATGACTATGCTTCAGGCTACC-3’5’-AGGC

ACACAAACTCCTCTCCC- 3’ 

 58 

60(C CYP1A1 sense 

CYP1A1 antisense 

5’-TAGACACTGATCTGGCTGCAG-3’ 

5’- GGGAAGGCTCCATCAGCATC-3’  

β-actin sense 5’- ACACTGTGCCCATCTACGAGG-3’ 54(C 

β-actin antisense 5’- AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3’  

ER full-length sense     5’-ATGACCATGACCCTCCACACC-3’ 58℃ 

ER full-length antisense  5’-AS:TCAGACTGTGGCAGGGAAACC-3’      

 

六、Estrogen receptor 轉植實驗  

抽MCF-7乳癌細胞株之 RNA，將其反轉錄成 cDNA，以此 cDNA為模板以 PCR

方式 amplify full length ER，primer 序列如上。跑 1% agarose gel確定 PCR產物，之

後以 GENECLEAN Ⅲ Kit (BIO 101)純化此 PCR產物。取純化後的產物 7µl、加 1µl 

T4 DNA ligase buffer(10X)、1µl T4 DNA ligase (3 Wesis unit/(l)及 1µl pTARGETTM 

vector，於 4℃進行 ligation。將 ligation完後的產物取 2µl，加 50µl competent cells，

輕輕的攪拌均勻，置於冰上反應 20分鐘，之後於 42℃反應 45~50秒，迅速放在冰

上 2分鐘，在加入 450µl SOC medium，置於 37℃，shaking (150rpm)90分鐘。之後

離心 1000rpm，10分鐘，去上清液，加 100µl SOC medium、100(l IPTG (236mg/10ml)

及 10(l 10%(-Gal，混合均勻後塗在 LB plate上，於 37℃培養 12-16小時。待長出白

色 colony用挑菌棒挑出此 colony養在 5ml LB broth，之後取 1.5ml菌液，以 PlasPrep

抽 plasmid DNA。取 7(l plasmid DNA加 1(l EcoR I、l(l BamH I及 1(l EcoR I buffer，

於 37℃反應 1-2小時，跑 1% agarose gel確定是否有將 ER接進此 plasmid內。將

A549細胞以 1 x 105 / well種在 6 well plate中。先取 500(l 2X HBS / well加入另一新

的 6 well plate，使其分佈均勻。取 20 (g plasmid DNA加 417.5(l的水混合均勻，再

加入 62.5(l 2M CaCl2，充分混合後，慢慢滴入剛剛所準備好的 HBS內，混合後，

靜置於室溫，反應 15-30分鐘，之後再將這混合液，慢慢滴入細胞中。最後以 G-418
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作篩選。 

 

七、BPDE-DNA鍵結物含量之分析 32P-postlabelling 分析(Gupta , 1985; Gupta and 

Earley, 1988) 

將上述萃取、純化出來的 DNA利用 32p-postlabelling方法分析 PAH-DNA鍵結物。

首先取 2µg DNA加入含有 0.75 unit micrococcal endonuclease (MN) 和 7.75 µl spleen 

phosphodiesterase (SPD) 之 succinate buffer (10 mM sodium succinate, pH 6.0)中，經 

37℃水浴反應 4小時後，使 DNA水解成 deoxyribonucleotides 3’-monophosphate 。

再加入 6 mg Nuclease P1 (NP1)，sodium acetate 以及 ZnSO4 於 37℃反應 1 小時。

然後加入含有 5 units之 T4 polynucleotide kinase 和 1 ml 10 mCi [(-32P]-ATP 的混合

液，於 37℃作用小時以進行 32p-postlabelling反應，最後將此放射性標記過的 DNA

鍵結物反應液點在 PEI-cellulose TLC plate上，利用三種移動相、三個方向展開，每

次展開後都要經過剪除濾紙、洗片和晾乾的步驟。三種移動相分別為 D1- 0.65 M 

sodium phosphate (pH 6.0)； D3- 3.6 M lithium formate, 8.5 M urea (pH 3.5)； D4- 

0.8M lithium chloride, 0.5 M Tris base, 8.0 M urea (pH 8.0)。展開後的 TLC片先以

counter測定其放射性強度後放入 X光片夾中，以 TLC片子上的放射性強度決定置

於 -80℃冰櫃中穩定顯影的時間(強度為 1K cpm則壓片約 24小時)。曝光後，X光

片上會顯出 DNA 鍵結物之位置。另外，稀釋 DNA 水解溶液並以[(-32P]-ATP 標記

所有核苷酸(nucleotides)，將此放射性標記過的反應液點在 PEI-cellulose TLC plate

上，然後利用 40 mM ammonium sulfate (pH 5.27)溶液展開，確定所有核苷酸之總

量。定量時依照 X光底片上的相對位置，將 PEI plate上的 DNA鍵結物與所有核苷

酸剪下，置於Mini poly-Q vial 內，再加入 3 ml 閃爍計數液，以 Beckman L-6500 

Scintillation Counter 測定其放射性強度。以下列公式計算 DNA鍵結物之相對含量: 

Relative adduct labeling (RAL) = cpm in adducts / cpm in total nucleotides / dilution 

factor  
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八、Estrogen receptor siRNA 轉植實驗 

    根據 ERα mRNA之序列設計 21 base長度之 oligonucleotide (如下)，將上下兩股

siRNA溶於 anealing buffer中，在 37℃的條件下進行。當此兩股 annealing後，於 5’-

端與 3’-端分別會有 BamHⅠ及 HindⅢ的接位。取 anealing 反應後的產物 7(l、加 1(l 

T4 DNA ligase buffer(10X)、1(l T4 DNA ligase (3 Wesis unit/(l)及 1(l pSilencer 3.0-H1 

vector，於 16℃中進行 ligation。將 ligation完後的產物取 2(l，加 50(l competent cells，

輕輕的攪拌均勻，而後於 42℃反應 45~50秒，迅速放在冰上 2分鐘，加入 500 µl 未

加抗生素之 LB broth中，在 37℃以 200 rpm的速度搖晃一小時，而後塗抹於 LB plate

上，於 37℃培養 12-16小時。長出白色 colony以挑菌棒挑出此 colony培養於 5ml LB 

broth，之後取 1.5ml菌液，以 PlasPrep抽 plasmid DNA。取 1 µl plasmid DNA 以M13 

primer 進行 PCR，並進行此 PCR 產物的序列分析，已確定 insert 的序列。將 CL5

細胞以 1 x 105 / well種在 6 well plate中。先取 500 µl 2X HBS / well加入另一新的 6 

well plate，使其分佈均勻。取 20 µg plasmid DNA加 417.5µl的水混合均勻，再加入

62.5µl 2M CaCl2，充分混合後，慢慢滴入剛剛所準備好的 HBS內，混合後，靜置於

室溫，反應 15-30 分鐘，之後再將這混合液，慢慢滴入細胞中，培養約八小時後，

以 G-418進行篩選。 

The insert of estrogenreceptor siRNA： 

  Top strand oligonucleotide template: 

     5’-gatccagattggccagtaccaatgttcaagagacattggtactggccaatctttttttggaaa-3’ 

  Bottom strand oligonucleotide template: 

     5’-agctttccaaaaaaagatggccagtaccaatgtctcttgaacattggtactggccaatctg-3’ 

 

九、西方點墨法 (Western blot)： 

    於適當培養皿中植入適當之細胞數 (1x106 / 60 mm dish)，經 overnight且係包著

床後，投予不同藥物處理，於適當時間後以 1x PBS清洗，加入適當 protein lysis buffer 

(Tris 100mM, pH=8.0、SDS 1%)，以 policeman將細胞刮下置於 1.5 ml的離心管中，
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放置於冰上 20分鐘後，以 14500 rpm、30分鐘、4分鐘離心，取上清液，以 Bio-rad 

protein assay試劑 (Bio-rad Co.) 測定蛋白濃度，將蛋白質萃取液保存於-80℃備用，

取 30 µg蛋白加入 5µl protein loading buffer中，於 100℃中反應五分鐘，將此蛋白萃

取液加入 7.5% SDS-PAGE 電泳膠片的 well 中，填注 1x SDS Running buffer，以

60V、85V進行電泳，於一定位置後取下膠片進行轉印。 

    將轉印後的 PVDF轉印膜以 blocking buffer於室溫中反應一小時，而後以一級

抗體 (primary antibody) 在 1:1000 的比例下置於室溫中反應 overnight，再以 PBST 

(0.1% Tween20 溶於 PBS中) 清洗三次，每次五分鐘，然後加入相對應之二級抗體 

(secondary antibody) 以 1:5000的稀釋比例於室溫中反應一小時，再以 PBST buffer

清洗數次，接著以 ECL試劑反應一分鐘，將其產生之冷光以 Kodac-Omat film 顯影。 

 

十、Gel Retardation assay: electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

(一)、DRE Probe 5’-end labeling 

將兩股 single strand DRE 或 AHR oligonucleotides (positive / negeative, ) 鍵結

成 double strand，經 65  denature 10℃ 分鐘，於室溫下靜置冷卻。 取上述製備好之

DRE或AHR (100 ng) 加入含有 T4 kinase 及[γ-32p]-dATP之混合液中於 37℃水浴反

應 30分鐘，接著加入 100µl 2.5M ammonium acetate，於 70℃反應 15分鐘後冷卻至

室溫，加入 1µl tRNA(6.0 mg/ml)及預冷之酒精，混勻後於 12,000 rpm離心 20分鐘。

將上清液去除並於室溫下將殘留之酒精風乾，接著加入 200μl TE buffer及 200μl 

phenol/chloroform (1:1) 混勻後於 12,000 rpm離心 20分鐘。將上清液移至另一新的

eppendrof，加入適量體積之 3M sodium acetate及預冷之酒精，經 12,000 rpm離心

20 分鐘後，將上清液去除並於室溫下將殘留之酒精風乾，最後溶於適量體積之 TE 

buffer，並取 1μl置於Mini poly-Q vial內，再加入閃爍計數液以 Beckman L-6500 

Scintillation Counter測定其放射性強度。 

(二)、細胞核蛋白之製備(Qu et al., 1995) 

將轉染後之細胞加入 0.9 ml HEGD buffer (25 mM HEPES, 1.5 mM EDTA, 1 

mM DTT, 10 % glycerol, 0.5 mM PMSF, 10μg/ml leupeptin, 10μg/ml pepstatin A, 

pH7.6) 以 rubber policeman刮下細胞，經 4℃ 1,000 xg離心 5分鐘，去除上清液並
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加入 0.5 ml HEG (HEGD without glycerol) 混合均勻後，以研磨器(Dounce cell 

homogenizer) 研磨細胞約 20下，經 4℃ 1,000 xg離心 10分鐘後去除上清液，於細

胞沉澱物中加入 100μl HEGD-KCl (HEGD buffer and 0.5 M KCl) 混合均勻後置於

冰浴中緩慢搖動 1小時，經 4℃ 10,000 xg離心 30分鐘後收集上清液，並以 Bio –Rad 

protein assay定量細胞核蛋白質含量。 

(三)、Gel retardation分析(Merchant et al., 1993) 

    本實驗是在測定蛋白質受體  (protein receptor) 與 32P 標定的 DNA 

oligonucleotides鍵結的能力。取 15μg核蛋白加入 15μl HEGD buffer 及 2μl 1μ

g/μl poly d[I-C] 於室溫下反應 15分鐘後，再加入 2.5μl (20 pg/μl) 32P 標定的 DRE

片段混合後，於室溫下反應 15分鐘，最後加入 5μl loading dye混合均勻後於 5 % 

acrylamide gel ( 29 ml ddH2O, 5 ml 40 % acrylamide, 4 ml 10 x Tris-Glycine, 2 ml 100 

% glycerol, 100μl APS, 50μl TEMED)，以 120V 電泳 2.5小時後，將膠片烘乾並置

於 X光片上曝光，最後以數位化影像處理系統(Densitometer, Alpha Imager 2000) 比

較其相對亮度(integrity density value, IDV)。 
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五、結果 

 
本計畫擬針對 ER在肺腫瘤形成之角色做相關研究。首先針對 45位不抽菸女性肺癌

患者，49位不抽菸男性肺癌患者，以及 52位抽菸男性肺癌患者之腫瘤和周邊非腫

瘤肺組織進行之 DNA和 RNA進行 DNA adduct和 CYP1A1 mRNA的分析。結果發

現不抽菸女性肺癌患者有 34個檢體有 CYP1A1 mRNA的表現 (34 of 45, 76%)，其

表現率顯著高於不抽菸男性患者 (26 of 49, 53%,Table 1)，而抽菸男性肺癌患者亦有

較高之 CYP1A1 mRNA的表現率 (44 of 52, 85%, Table 1)，其表現率顯著高於不抽

菸男性患者，但卻與不抽菸女性肺癌患者沒有統計上的差異。當 CYP1A1 mRNA的

表現量，以控制基因 β-actin比較做半定量分析之結果，進一步與已完成 55 個不抽

菸之男、女性肺癌患者 DNA adduct 含量分析的樣本做相關性分析，結果發現肺癌

患者之 DNA adduct 含量與 CYP1A1 mRNA的表現量呈正相關性 (r = 0.375, P = 

0.005, Fig. 1A)。這結果似乎和本研究室過去之發現，不抽菸之女性肺癌患者之 DNA 

adduct 含量較不抽菸男性患者高相似，且抽菸與否，與肺癌患者之肺組織中 DNA 

adduct 的含量沒有影響 (Cheng et al., 2000)。因此證實肺癌患者週邊正常肺組織中

CYP1A1 mRNA的表現，確實對肺組織 DNA adduct 之形成有重大之影響。 

而在 ER mRNA的分析 55位不抽菸之男、女性肺癌患者，結果顯示有 ER mRNA表

現之肺癌患的 DNA adduct含量 (50.73 ±31.89 adducts/108 nucleotides) 較沒有 ER 

mRNA表現的 DNA adduct 含量 (35.07±26.67 adducts/108 nucleotides) 高，但未達

統計上的顯著差異 (P = 0.061)。進一步分析 CYP1A1 mRNA和 ER mRNA表現是否

有關？結果發現 CYP1A1 mRNA與 ER mRNA表現量，雖未達統計上之相關性，但

其間有正之相關性之趨勢 (r = 0.235, P = 0.087, Fig. 1B)。因此不抽菸女性肺癌有較

高之 DNA adduct 含量，可能是 ER調控路徑和調控 CYP1A1 基因轉錄主要之路

徑—AhR之間可能有交互作用所致。過去文獻指出乳癌細胞株中 ER 過度甲基化，

參與 ER基因轉錄之去活化，而與乳癌腫瘤化有關，因此可由 ER之甲基化是否參

與女性肺癌之形成，或許更能找到 ER在肺癌形成之相關性。因此第二年進行 ER
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之甲基化與 ER基因之轉錄去活化之相關性研究。本研究收集 123位非小細胞肺癌

患者其中包含不抽菸女性 32位、不抽菸男性 33及抽菸男性 58位患者 (Table 2)，

以Methylation specific polymerase chain reaction (MS PCR) (Fig. 2B)方式偵測 ER基

因上位於 147、219、228與 240 等 4個 CpG island位置，探討 ER基因甲基化發生

頻率與肺癌形成之相關性，並進一步以自動 DNA直接定序法 (Fig. 2C) 確定其甲基

化位置與MS-PCR結果之一致性。以 SPSS 軟體統計分析，發現肺腫瘤組織中 ER

甲基化發生頻率為 54%，且女性發生頻率遠低於男性患者 (p = 0.01, Table 2)，且抽

菸男性患者 ER甲基化頻率顯著高於不抽菸男、女性患者(P=0.039)，而與其他臨床

因子包括年齡、腫瘤型態、腫瘤分期與抽菸習慣皆無相關性。以單變項 Kaplan-Meier

統計分析 ER甲基化表現與臨床預後之相關性，結果發現 ER甲基化表現之肺癌患

者其存活率顯著低於表現之患者 (P=0.0058)。進一步以多變項迴歸統計

(Cox-regression) 分析 ER是否可做為肺癌之臨床預後指標，結果發現 ER甲基化、

性別、腫瘤形態與腫瘤分期等皆與肺癌患者之存活有關。由此初步結果顯示 ER甲

基化可做為獨立顯著的肺癌之預後生物指標。爲了解 ER甲基化是否會影響 ER 

mRNA的表現？本計劃進一步以 RT-PCR方法分析 123非小細胞肺癌患者之腫瘤組

織中 ER mRNA表現與 ER甲基化之相關性 (Fig. 2A)，結果發現 ER促動子發生甲

基化時，有 71% ER基因 mRNA不表現(P=0.007,Table 2)。因此肺腫瘤組織中 ER促

動子過度甲基化，可能參與 ER基因轉錄之去活化。過去文獻指出在乳癌組織與細

胞株研究發現，ER 基因促動子之過度甲基化參與 ER基因之轉錄抑制，而本研究

也偵測到 ER基因之不表現與甲基化有關。Stabile LP et al., (2002) 指出以雌性素類

似物 ICI 182, 780處理肺癌細胞株 H23可以有效抑制老鼠肺腫瘤形成，推測 ER可

能也參與肺腫瘤的形成，本計畫進一步以 A549肺癌細胞進行 ER cDNA轉染實驗，

使 A549細胞大量表現 ER (Fig. 3A)。當比較 ER轉染的前後之細胞中 CYP1A1 的表

現是否不同？結果發現具有 ER表現之細胞的 CYP1A1 轉錄活性，顯著高於沒有轉

染 ER的 A549細胞 (Fig. 3B)。進一步以 Gel retardation assay分析得知轉染 ER表現

會促使 AhR/Arnt 結合於 DRE的能力增高 (Fig. 4)。由以上之細胞實驗證實 AhR 和
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ER路徑之間有交互作用，而造成 AhR活化促使 CYP1A1 mRNA的轉錄活化。 

根據上述研究結果本研究第三年針對表現不同程度 ER之肺癌細胞株，進一步

深入探討 ER在肺腫瘤形成所扮演之角色，並佐以細胞轉染實驗儘速在肺癌細胞找

到調控 AhR和 ER 兩個路徑交互作用的蛋白質，將持續在組織與分子層次尋找不抽

菸之台灣婦女為何對環境致癌物有易感性證據，進而引起肺癌的重要分子機轉。 

第三年研究工作中，利用轉染 siRNA片段進入細胞可對目標基因 mRNA進行

降解的機制，試圖培養出 ERα低度表現之肺癌細胞。本年之研究，選取從台灣女性

肺腺癌細胞所培養出之細胞 (CL5)，並將 ERα siRNA片段轉染入 CL5中，試圖阻

止 ERα蛋白表現。以西方點墨法分別偵測轉染與未轉染之 CL5細胞中 ERα蛋白表

現，初步發現，已轉染 ERα-siRNA之 CL5細胞的 ERα蛋白表現下降 (Fig. 5A)，確

定 ERα-siRNA具降解 ERα蛋白之功能。後續以抗生素處理細胞，並篩選出

ERα-siRNA穩定表現且造成 ERα蛋白表現明顯降低之細胞株 (Fig. 5A)。根據前兩

年之研究結果，女性對於環境汙染物有較高的感受性，過去的研究亦顯示，ERα蛋

白與 AhR蛋白之間具有交互作用，可活化 ERα轉錄活性 (Ohtake et al., 2003)。因此

推測 ERα蛋白與 AhR蛋白之間的交互作用可能參與 AhR轉錄途徑，促進 AhR之轉

錄活性。為了了解 ERα於 AhR轉錄途徑中所扮演的角色，本計劃針對 CYP1A1蛋

白於 CL5-ERα-與 CL5-ERα+細胞株中之差異進行分析，結果發現，在不同條件處理

下CL5-ERα+之CYP1A1蛋白表現明顯高於CL5-ERα- (Fig. 5B)，此結果暗示CYP1A1

蛋白表現可能會受到 ERα蛋白的影響，因此當細胞中 ERα蛋白表現量降低時，

CYP1A1之表現亦即降低。於 AhR轉錄過程中，AhR與 Arnt於核內形成 AhR/Arnt

複合體，結合於 DNA之 DRE的位置，並進行轉錄，表現下游基因，故利用 Gel 

retardation assay偵測 AhR/Arnt結合於 DRE之能力，藉此探討 ERα表現是否會影響

AhR之轉錄活性。結果發現，ERα蛋白低度表現之細胞其 AhR/Arnt結合於 XRE的

能力亦有下降的趨勢 (Fig. 6.)。在肺細胞中，AhR蛋白與 ERα蛋白間具有交互作用，

且 ER活化 AhR的轉錄活性，促進 CYP1A1蛋白之表現。且女性肺癌患者其 ER促

動子甲基化頻率較低，女性有較高機會表現 ER在肺癌組織中，再經由 ER與 AhR
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之交互作用，而活化主要參與代謝多環芳香烴之 CYP1A1的轉錄，因此女性肺癌有

較高之 DNA adduct levels。本計畫由肺腫瘤組織與細胞實驗的結果都能印證女性有

較高之 DNA傷害易感性是經由 ER與 AhR交互作用所致。 
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六、討論 

 

本計畫主要在肺腫瘤組織發現不抽煙之女性肺癌之 CYP1A1 mRNA的表現顯著較

不抽煙之男性為高，且與 DNA adduct levels有相關性。以上發現與過去在抽煙之男、

女性肺癌有相似的結果。這顯示無論與不抽煙之肺癌患者對香菸與環境暴露中之污

染物之感受性，都是女性高於男性。但是不同之流行病學報告卻有不同之結果。有

的認為女性有較高之罹患肺癌之危險性，但是有的卻認為沒有。這些報告都是在探

討男、女性對抽煙罹患之肺癌之危險性。均無討論不抽煙者男女性罹患肺癌之危險

性是否不同？若以本計畫之研究結果可推測女性確實對環境污染物之感受性較高，

因此即使不抽煙，台灣女性罹患肺癌之危險性與抽煙男性僅有一倍之差異。本研究

主要結果是在比較經過 small interference處理剔除 ER基因表現之三株 ERsi之細

胞，較有 ER表現之原來肺癌細胞之 CYP1A1 蛋白表現低的多。這顯示沒有 ER時，

AhR進入核內與 Arnt結合量減低。當然此實驗是在沒有或極低 E2，但有 BaP處理

之情形下才能發現。即 ER是 unligand，而 AhR是 ligand情形下。因此發現肺癌細

胞，unliganded ER會與 liganded AhR結合進入核內，然後再與 Arnt結合，而結合

到 XRE啟動 CYP1A1之轉錄活化。在乳癌細胞中，已發現沒有 ER表現之細胞的

CYP1A1不會被 TCDD誘發表現。但在有 ER之乳癌細胞則會誘發 (Brockdroff et al., 

2000)。若在 E2存在下，liganded ER會抑制 AhR活化 CYP1A1之轉錄。最近在乳

癌之細胞實驗發現 ligandedAhR會促進 unliganded ER進入核內，再與 Arnt 結合成

複合體，然後再結合到 ERE，啟動 ER路徑調控之下游基因，例如 cathepsin D, pS2, 

c-fos等 (Ohtake et al., 2003)。這與我們在肺癌細胞發現作用機轉非常類似，僅是標

的之訊號路徑與基因不同。有研究指出以抑制 proteosomal degradtion之 inhibitor，

例如MG-132, geldananmycin等處理後會在細胞質中推積 AhR，且會進入核內，但

此 AhR並非因有 ligand結合而進入核內，因此無法活化 CYP1A基因之轉錄 

(Wormke et al., 2003)。由此可知 liganded AhR才能活化轉錄 CYP1A1之基因表現。
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在轉錄活化 CYP1A1必須有 Arnt之結合，有趣的是 Arnt之含量不會因有無

proteosomal degradtion之抑制劑之處理，都不會改變其蛋白表現量 (Song et al., 

2002)。因此 CYP1A1之調控主要決定於是否有 liganded AhR。 

肺臟並非 E2之主要標的器官，而肺組織中 E2之含量原來就較低，若還有較高之

CYP1A1 基因表達，則使其易被代謝，而更減低 E2之含量。通常女性肺患者大多

為停經婦女，因此在肺組織中之 ER可能大多在 unliganded之狀態，故不易被分解，

而相對於抽煙者，有較低環境污染物之女性肺組織可能有較多沒有被分解之

liganded AhR。由於有較高之污染物之暴露，如抽煙，則會促進 proteosomal 

degardation，而使得 AhR與 ER都會被分解 (Wormke et al., 2003)。由於以上在肺組

織之可能性，因此我們在細胞實驗中模擬上述情況，即發現 unliganded ER 會與

liganded AhR交互作用，而促進形成 AhR-ER進入細胞核內，再與 Arnt形成 

AhR-Arnt-ER之複合體與 XRE結合，使 CYP1A1轉錄活化。 

總之，本計畫提出不抽煙女性肺癌組織有較多之 unliganded ER與 liganded AhR

交互作用，而促使 AhR被活化進入核內，轉錄活化 CYP1A1，而造成不抽煙女性肺

癌有較高之 DNA adduct levels。當然本研究室亦有不抽煙女性有較低之 XPC DNA 

修補基因之表現，也可能參與造成女性有較高之 DNA adduct levels。 
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八、表與圖 

Table 1. Different CYP1A1 mRNA expresses among smoking male and nonsmoking 

male and female lung cancer patients. 

 
    Non-smoker          Smoker     P value 

            Female(%)   Male(%)     Male(%) 
CYP1A1 mRNA 
Negative (n=42)        11 (25)       23 (47)      8 (15)  0.002 
Positive (n=104)       34 (75)       26 (53)     44 (85)         
P value                    0.032         0.001 
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Fig 1. Correlation between CYP1A1 mRNA, ER mRNA DNA expression levels and 

adduct levels in tumor lung tissue from lung cancer patients 
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Table 2. The relationships between estrogen receptor mRNA and promoter 
hypermethylation in 123 NSCLC patients 

Characteristics         No. of cases    Negative (%)  Positive (%)      P a   
        (n=57)  (n=66) 

Gender 
Female     32   21 (66)  11 (34)    0.01 
Male     91   36 (40)  55 (60) 
ER mRNA 
Negative  74   27 (36)  47 (64)    0.01 
Positive  49   30 (61)  19 (39) 
a Chi-square test for categorical variables. 
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Fig. 2. Expression of estrogen receptor alpha mRNA, MSP and bisulfite sequencing 

analysis of ER CpG islands in human non-small cell lung cancer patients. 

(A). Representative results from seven lung tumors were shown. ER and GAPDH mRNA 

were analyzed by RT-PCR. Lane M is 100 bps ladder marker. Lanes 3 and 4 showed a 

positive ER mRNA expression. Lanes1, 2, 5, 6 and 7 showed a negative ER mRNA 

expression. Lane B was a negative control with cDNA template being replaced with 

ddH2O. (B). The two gene methylated and unmethylated were analyzed by perform 

duplex PCR reactions that contained primers for both island. M indicated the reaction 

with primers specific for methylated DNA while U indicated the reaction with primers 

specific for unmethylated DNA. DNA from MCF-7 (Lane 8) and MDA-MB-231 cells 

(Lane 9) served as positive controls for unmethylated and methylated reactions, 

respectively. (C). ER CpG islands were analyzed by bisulfite sequence. ER 

CpG-methylated cytosines remained as cytosines (↔; the upper lane). Unmethylated 

cytosines changed to thymidines in the PCR products whereas 5-methylcytosines remain 

unaltered (the lower lane). 
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       (A)  

 
 

(B) 

 

Fig. 3. Immunoblot analysis of ER protein in whole-cell of A549 cells transfected without 

or with ER (A). Expression of CYP1A1 in A549 cells transfected with or without 

estrogen receptor (ER) (B). 
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Fig. 4. Gel retardation assay of AhR binding to 32P-DRE. A549 cells transfected without 

ER (A) or with ER were treated with DMSO, BaP or 3-MC for 2 h. 

AhR/DER complex 
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Fig. 5. (A). The immunoblot analysis of ER-α protein in the stable clone of CL5 cells 

transfected with empty vector or ER-α siRNA. (B). The immunoblot analysis of cytochrome 

P450 1A1 (CYP1A1) protein in the stable clone of CL5 cells with or without ER-α siRNA after 

the treatment of 3MC (1μM ) and BaP (1μM) for 2 hr . 

 
 
 
 

(A) 

(B) 
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Fig. 6. Gel retardation assay of AhR binding to 32P-DRE. CL5 cells transfected with ERα-siRNA 

(ERα-) or not (ERα+) after treating with DMSO and BaP (1μM) for 2 h. (CL5 cells transfected 

with ER-α siRNA: I7, I9, I12) 
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九、計畫成果自評 

 

本計畫之研究成果已能清楚的說明為何不抽煙女性有較高之 DNA adduct levels。雖然

我們進行之研究和我們原來計畫有些出入，但是本計畫將重心轉到細胞核內，探討在有與

沒有 ER表現之肺癌細胞，CYP1A1之蛋白表現確實會受到 unliganded ER之影響。因此我

們油費腫瘤組與細胞實驗同時證明 ER的確會影響 AhR之活化，而轉錄活化 CYP1A1之基

因表現。因此可說明為何女性有較高之 CYP1A1 mRNA之表現與 DNA adduct levels。因此

本計畫在分子層次提提出有力證據，釐清不抽煙之女性肺癌為何會有較高之 DNA adduct 

levels。本成果將有助於未來預防，治療女性肺癌之形成。
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