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一、中文摘要

核酸修補 (nucleotide excision repair)
是細胞中最常使用的 DNA 傷害修補機
制。本研究室將一定量聚合酵素反應
(Quantitative polymerase chain reaction,
QPCR) 改進後，成功的應用在專一基因
之核酸修補研究。這些改進包括增加反應
模板的長度至 7 kb、在反應中加入放射線
標記之核酸，有效的增加了定量聚合酵素
反應之敏感性，使其能以少量的 DNA 偵
測較低劑量的 DNA 傷害，並且在反應中
加入一增量小片段序列的引子 (primer)
與標的基因  (target gene) 引子同時反
應，因為此小片段 DNA 在極高的劑量處
理下，亦不易產生 DNA 傷害，可以反映
每個反應之起始 DNA 模板濃度的高低，
並且以同時反應 (co-amplification) 的方
式，更可以控制實驗中無可避免的取樣誤
差。本計畫的研究目標為了解各種癌細胞
與正常細胞對於 UV 及 BPDE 所造的傷害
敏感性與傷害修補效率是否有所差異；並
調查修補效率是否與每個基因之轉錄效
率相關。本計畫分析 BES6 正常肺細胞與
CL3 肺癌細胞以20 J/m2之紫外線處理後，
於 0, 6, 12, 24 hrs 萃取其 DNA，以 QPCR
分析其 p53 基因之傷害敏感性與修補效
率，結果顯示 BES6 正常肺細胞以 20 J/m2

之紫外線處理後6hr其p53基因修補效率可
達 63%，而 CL3 肺癌細胞之修補效率只有
42%。CL3 肺癌細胞與 A427 肺癌細胞以
0.5 ug/ml 之 BPDE 處理後，於 0, 3, 6, 9 hrs

萃取其 DNA，以 QPCR 分析其 p53 基因之
傷害敏感性與修補效率。顯示在起始 DNA
傷害數目方面，CL3 肺癌細胞較 A427 細
胞為敏感；在修補效率方面，CL3 肺癌細
胞亦較 A427 細胞為差，所以各種肺癌細胞
對 BPDE 傷害之修補效率在基因層次上是
有所差異的。這些結果將有助於了解一些
致癌與抑癌基因之 DNA 傷害敏感性與傷
害修補效率的差異，並對核酸修補機制與
癌症形成的關係有進一步的了解。
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二、緣由與目的

一些物理化學物質造成的傷害在形成
量 與 修 補 效 率 上 皆 有 一 異 質 性
（heterogeneity）的現象，也就是說一些轉
錄活性較高的基因之 DNA 傷害其修補效
率較其他區域為快 (1, 2)。實驗證明基因
上的 DNA 傷害之修補效率與該基因之轉
錄速率有一正比關係（3），亦有研究說明
DNA 傷害的形成與其修補在正染色質
(euchromatin)與異染色質(heterochromatin)
是不相同的，異染色質雖然其 DNA 傷害
的形成量較少，但其修補效率卻比正染色
質來的慢（4），例如，紫外線所造成之 DNA
傷害分佈，會受到 DNA 上的結合蛋白影
響，有蛋白的區域，紫外線傷害則較少
（5）；一些化學物質所造成之 DNA 傷害
在 nucleosome 之間的 linker 區域與 DNase
敏感區域分佈較多（1）。因此 DNA 傷害
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的形成量與其修補效率在每個基因是不同
的，但是基因成次上的傷害敏感性與修補
效率與癌症形成的相關性，因為缺乏一敏
感與可靠的實驗方法，還未有直接證據來
支持。

1985年由Hanawalt等學者所發展出來
的南方雜交分析法（Southern hybridization
-based assay）的確提供了在基因層面上測
量傷害形成量與修補效率的可靠方法 (6,
7)，但因此方法需要大量的 DNA、特別的
限制酵素、及具有認知 DNA 傷害的專一
酵素，所以並不能廣泛的利用於每一個基
因或實驗室。最近，定量聚合酵素連鎖反
應（quantitative polymerase chain reaction,
QPCR) 已被發展出來 (8-13)。這種分析
方法的原理是利用若聚合酵素連鎖反應
時模板含有 DNA 傷害，則會抑制 Taq 聚
合酵素在連鎖反應的效率；將含有傷害及
無傷害的模板反應效率加以比較，即可推
算出此模板上 DNA 傷害的數量。但因最
初的設計只應用在小片段 DNA 的分析，
所以必須用較大的劑量才能偵測到 DNA
傷害及其修補，同時因為實驗組之間起始
DNA 模板數目不易控制成完全相同，所
以實驗誤差大。本研究室為了克服這些問
題，發展出一種“多重式長片段”定量聚
合酵素連鎖反應（multiplex long QPCR），
分析較長的基因片段，以下降 DNA 傷害
藥劑的處理劑量，並同時加入一合成小片
段之 primer 進行分析，此小片段之 DNA
因在所使用的低劑量下並不會造成顯著
之 DNA 傷害，所以其增量效率代表每個
實驗組之起始 DNA 模板數目，以此“多
重式長片段分析法”，即可提昇 QPCR 之
敏感性及可靠性。

三、研究方法

細胞株.  人類正常肺細胞株 BES6、人
類肺癌細胞株 CL3（由一台灣腺肺癌患者
所建立）、人類肺癌細胞株 A427（由美國
細胞培養公司購得）分別培養在含 10%
血清、L-glutamin、抗生素 ( Gibco ) 之
RPMI-1640 (PH 7.5)、F12 (PH 7.4)、MEM

(PH 7.4)培養液中，培養於 37℃，5% CO2

培養箱。 
環境致癌物紫外線與 BPDE 的處理.

在細胞株的處理方面，處理前一天將細胞
以 1 x 106 個培養於 10 公分培養皿，紫外
線處理前以磷酸鹽緩衝液浸濕兩次，再以
波長254nm 之紫外光 ( Stratalinker 1800 )
照射所需劑量(10-50 J/m2 )。若要分析該劑
量造成的起始傷害量則將處理後的細胞
之 DNA 馬上萃取出；若要分析細胞的修
補效率，則將處理後的細胞以培養液繼續
培養在 37oC，5% CO2 培養箱直至所須之
修補時間後再將其 DNA 萃取出。環境致
癌物 BPDE 的處理，流程大致紫外線之處
理，BPDE之劑量為 0.1-0.5 ug/ml (Chemsyn
Science Laboratories, NCI Chemical
Carcinogen Repository )。

多重式長片段聚合酵素連鎖反應.  高
分子量基因體 DNA 依 QIAamp DNA 萃取
組 ( Qiagen )原廠指示步驟來萃取。聚合
酵素反應的總體積為 40 ul，反應溶液包含
50-400 ng 之基因體 DNA，二對 primer 引
子 (一對用於增量p53基因;一對用於增量
IFNβ1 序列)，反應溶液中並加入重組
Thermus brockianus聚合酵素 (DyNazymeTM) 2
單位與其緩衝溶液。各種引子的序列如
Table 2。反應之時間、溫度為：95℃、2
分鐘；95℃、1 分鐘，67℃、3 分鐘，72
℃、4 分鐘，重覆 16 次；95℃、1 分鐘，
67℃、3 分鐘，72℃、5 分鐘，循環 12 次。
之後 PCR 產物以 8% polyacrylamide，0.5
倍 TBE 溶液，電泳 50V ( 5V/cm ) 12 至 18
小時, 凝膠乾燥後壓片分析。

DNA傷害數目及修補效率之定量分析.
含放射線之 PCR 產物經壓片轉漬至 X 光
片後，其強度以定量分析儀 Alpha Imager
TM 2000 測定分析，每組 PCR 反應之 P53
基因片段強度先以其模板濃度指標 IFNβ1
序列之強度加以校正。處理後馬上萃取之
DNA 可推算出該劑量再 P53 基因所造成
之起始 DNA 傷害數目，處理後經不同時
間修補再萃取之 DNA，先算出每一時間
點在 P53 基因所含之 DNA 傷害數目，再
將傷害數目與起始 DNA 傷害數目相比，



3

即可推算出每一個時間點之修補效率。
多重式反轉錄聚合酵素連鎖反應.  細

胞株及血球細胞內含多重覆 A 核酸之
RNA 以 TRIZOL 溶液 ( Gibco ) 萃取出
來，互補核酸 ( cDNA ) 則以反轉錄酵素
SuperSCRIPT ( Gibco )、2.5 ug 純化之
RNA 反應作出。

修 補 基 因 包 含 XPCC ， hMSH2 ，
XRCC1，ERCC1 的表現以多重式聚合酵素
連鎖反應來分析，β-actin 基因也一併分析
以作為 RNA 濃度的指標，每一基因之引
子序列如 Table 2。引子所使用的濃度為：
p53，4 uM；XPCC，37.5 uM；hMSH2，
25 uM；XRCC1，2.5 uM；ERCC1，2.5 uM；
β-actin，0.25 uM。反應 95oC、5 分鐘；
95oC、1 分鐘，58oC、1.75 分鐘，72oC、
1.75 分鐘，以此循環 34 次。PCR 產物以
3% 洋菜膠電泳於 0.5 ug/ml ethidium
bromide 中。

mRNA表現之分析. PCR產物經電泳
以 ethidium bromide 呈色之後，其強度以
定量分析儀測定，每組 PCR 反應之修補
基因片段強度先以 RNA 濃度指標 β-
actin 基因之強度加以校正，每個細胞於
該修補基因之 mRNA 表現差異性即可依
校正後的強度比較出來。

統計分析.  每個細胞株對紫外線、
BPDE 之傷害敏感性與修補效率經計算
後，每個實驗組重複三次後取其平均值及
標準差，細胞株及個體細胞之傷害敏感性
與修補效率差異則以雙尾鑑定法 ( two-
tailed Student t test ) 評估。每個細胞株其
修補基因之 mRNA 表現量經計算後，重複
三次實驗取其平均值及標準差。

四、結果與討論

Multiplex long QPCR 分析法之最適宜
條件.  因為定量 PCR 分析法必須要在
PCR 效率與起始 DNA 濃度和 PCR 循環數
目呈線性增加的範圍內進行，所以標的基因
p53 與 DNA 濃度指標 IFNβ1，以 50-400 ng
之起始 DNA 濃度或 24-32 個 PCR 循環數
目進行 multiplex long QPCR 分析，將 PCR

產物電泳後以定量分析儀測定其強度。Fig.
1 與 Fig. 2 顯示當起始 DNA 濃度為 50-300
ng、PCR 循環數目為 24-28 時，p53 基因與
IFNβ1 序列之 PCR 效率為線性增加的範圍
內，因此在之後的 Multiplex long QPCR 皆
以 200 ng 之 DNA 進行 28 個循環來分析。

BES6 正常肺細胞與 CL3 肺癌細胞
其 p53 基因對紫外線傷害之修補效率.  為
了了解正常肺細胞與肺癌細胞對紫外線傷
害之修補效率是否在基因層次上有所差
異，BES6 正常肺細胞與 CL3 肺癌細胞以
20 J/m2之紫外線處理後，於 0, 6, 12, 24 hrs
萃取其 DNA，以 multiplex long QPCR 分析
其 p53 基因之傷害敏感性與修補效率，（0
hr 組與未處理組比較後可推算紫外線在
p53 基因之起始 DNA 傷害數目；6, 12, 24
hrs 組所算出之 DNA 傷害數目與起始
DNA 傷害數目相比較後，即可推算出細胞
對紫外線傷害在 p53 基因之修補效率）。Fig.
3 顯示 BES6 正常肺細胞以 20 J/m2之紫外
線處理後 6hr 其 p53 基因修補效率可達
63%，而 CL3 肺癌細胞之修補效率只有
42%，此差異性達到統計分析的顯著意義
（P<0.05, by the t test），所以正常肺細胞與
肺癌細胞對紫外線傷害之修補效率在基因
層次上是有所差異的。XP-A 細胞為
multiplex long QPCR 分析之控制組，因為
XP-A 為已知修補能力缺乏之細胞，的確
XP-A 細胞在紫外線處理後直至 24 hr 皆沒
有顯示修補。

CL3 肺癌細胞與A427 肺癌細胞其p53
基因對 BPDE 傷害之修補效率.  為了了解
不同的肺癌細胞對 BPDE 傷害之修補效率
是否在基因層次上有所差異，CL3 肺癌細
胞與 A427 肺癌細胞以 0.5 ug/ml 之 BPDE
處理後，於 0, 3, 6, 9 hrs 萃取其 DNA，以
multiplex QPCR 分析其 p53 基因之傷害敏
感性與修補效率。Table 1 顯示以 0.5 ug/ml
之 BPDE 處理後，在起始 DNA 傷害數目方
面 (0 hr)， CL3 肺癌細胞較 A427 細胞為
敏感（CL3, 1.44 damages/fragment; A427,
0.799 damages /fragment)；在修補效率方
面，CL3 肺癌細胞亦較 A427 細胞為差，
（ 3hr 之修補效率：CL3, 20%; A427,
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100%），所以各種肺癌細胞對 BPDE 傷害之
修補效率在基因層次上是有所差異的。

BES6 正常肺細胞與 CL3 肺癌細胞其
p53 基因及七種修補基因之 mRNA 表達之
差異性.  為了了解正常肺細胞與肺癌細胞
對紫外線傷害之修補效率是否是因其 p53
基因及修補基因之 mRNA 表達有所差異，
本研究以反轉錄聚合酵素反應 (reverse
transcriptase-PCR, RT-PCR) 偵測 p53 基因
(Fig. 4) 及XPCC, hMSH2, XRCC1, ERCC1,
(Fig. 5) ERCC2, ERCC3, ERCC6 (Fig. 6) 七
種修補基因之 mRNA 表達。結果顯示 CL3
肺癌細胞之 p53 基因、XPCC 基因、hMSH2
基因、XRCC1 基因、ERCC2 基因、ERCC3
基因顯著的低於 BES6 正常肺細胞
（P<0.05）。
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