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 (一)摘要 

現今醫療發達的社會中，癌症死亡仍名列前茅，因此若能了解其中相關調控

機轉，就可能為癌症的治療帶來更多希望。 

p21 為具腫瘤抑癌基因(tumor suppressor gene)及致癌基因(oncogene)兩

種不同功能之基因，而在子宮頸癌中 p21 普遍被認為是致癌基因。根據過去研

究顯示，Galectin-3 在前列腺癌中，被發現藉由與 p21 形成穩定鍵結，使表現

量穩定。c-MYC 則是會透過與 p21 啟動子接合，抑制 p21 活性。VEGF 可促進

血管生成，為多種惡性腫瘤如肝癌之治療靶點。EGFR 已知在 HELA 細胞中有表

現，且 EREG 被發現與激活促進癌症進展之信號傳遞通路有關[1]。AREG 表現

與調控 EREG 及下游訊息相關。 

因此本研究計畫藉由以 gestrinone 處理 HELA 細胞，透過西方墨點法 

(Western blotting)試驗確認 gestrinone 會使 P21 蛋白表現下降、定量即時聚合

酶鏈鎖反應 (Real-time polymerase chain reaction,qPCR)觀察相關基因表

現，其中 EREG、AREG 與 p21 共同被抑制，而 c-MYC、galectin 3、VEGF 與

p21 表現相反，藉由上述實驗及先前文獻研究驗證 AREG、EREG、VEGF 在子

宮頸癌中所扮演誘導癌化之功能，而 c-MYC 和 galectin 3 目前與 p21 關係仍有

待確認。 

(二)研究動機與研究問題 

根據研究顯示，許多癌症都與 p21 蛋白表現活性有極大的相關，因此若能

釐清癌症與 p21 及其上下游調控基因的關係，便可提供相關癌症的治療有更明

確、清楚的策略方向。Gestrinone 早期作為口服避孕藥使用，為目前臨床上對

子宮內膜異位症及攝護腺癌之用藥，本實驗室發現 gestrinone 處理過後的不同
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株婦癌細胞有不同敏感度之細胞毒性，其中以子宮頸癌細胞(HELA)的存活率有

明顯下降趨勢，其 p21 表現量也因為 gestrinone 的處理發生明顯的變化，但一

些相關機轉目前還屬未知，有待更深入探討研究。 

因此，本研究計畫接著想釐清 gestrinone 對 HELA(子宮頸癌癌第二期細胞)

細胞株中，p21 所扮演的角色，以及 p21 可能與 Galectin-3(Gal-3)、c-MYC、

VEGF、EREG、AREG 之間相互調節機轉，並使用 Centrotide 作為實驗對照組；

Centrotide 為 GnRH 拮抗劑，可抑制人體內促性腺釋激素(LRHR)的作用,LRHR

調節黃體生成激素(LH)分泌,抑制不成熟排卵。希望可透過了解 gestrinone 在

HELA 細胞中對 p21 調節的基礎生化機轉、比較其之間之差異，並提供臨床對於

婦科癌症的治療策略及相關標地基因的深入探討。 

(三)文獻回顧與探討 

HELA 細胞為子宮頸癌細胞株，來自美國一位子宮頸癌患者亨麗耶塔‧雷克

斯，雖然她最後仍因不敵癌症摧殘逝世，但是卻留下了對科學研究有重大改變的

細胞株:HELA 細胞。一般從活體分離之細胞培養最多僅能存活數代，而 HELA

細胞在人工科技適當修改下，生命及繁殖力極強，可以說是永生不熄的，這項發

明造成研究界一時轟動，也為科學研究帶來更大可能性。  

Gestrinone 為雄性素(androgen)荷爾蒙衍生物，早期被發現可作為口服避

孕藥，現則用於治療子宮內膜異位症。Gestrinone 藉由抑制促性腺激素之釋放

與 抑 制 子 宮 週 期 排 卵 ， 使 子 宮 內 膜 停 止 增 厚 。 也 因 其 為 19- 去 甲 睪酮

(19-nortestosterone)結構類似物，可藉由與孕酮接受體的作用，進而抑制卵巢

合成雌激素及黃體激素，達到治療子宮內膜異位的效果。除此之外，本實驗室也

證實 gestrinone 對不同的婦癌細胞株有不同程度的抗癌藥效，其中以 HELA 細
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胞的藥效敏感性最為明顯。因此，本研究計畫將接續上述研究成果探討

gestrinone 對子宮頸癌細胞株的相關調控機轉。 

根據文獻指出，p21 最早被發現為受 p53 調控活性之下游腫瘤抑癌基因

(tumor suppressor gene)，主要透過 Cyclin-dependent kinases complex 

inhibitor(CDK inhibitor)週期蛋白依賴性激酶抑制劑的功能，進而調控細胞週期

的停滯與否。如當細胞遭受 DNA 損傷時、外界氧化壓力時，細胞會藉由 p53 的

活化帶動 p21 表現，促使細胞週期趨緩，減少對自身產生威脅的可能性。即活

化 p21 表現去抑制癌細胞 CDK 蛋白、生長所需增殖細胞核抗原、轉錄因子、活

化趨化物等，使腫瘤細胞生長停滯。後續研究發現 p21 亦可運作獨立於 p53 之

外，自行作為 CDK 抑制劑去調節細胞週期是否進入下一階段的分週期。如對正

常細胞的生長過程、細胞分化與否。上述兩者所描述之 p21 皆扮演腫瘤抑癌基

因功能的角色。 

而近幾年，在 p21 的角色上有了更突破的發現!那就是 p21 不只可以是腫瘤

抑癌基因，也可以為致癌基因(oncogene)，如 p21 的表現增加會促進癌細胞在

某些特定腫瘤移動、移轉能力，使其更具侵略性，也會促進病灶區腫瘤的形成。

根據前人研究顯示，p21 基因缺失在前列腺癌中，會降低癌細胞移活動力，抑制

癌症快速惡化的能力[2-4]。 

這項重大發現讓我們在癌症治療方面又邁進一大步，可以藉由標地、控制

p21 表現來遏止癌細胞增生、轉移、入侵，甚至活化其凋亡機制基因。我們實驗

室研究結果已證實，在偵測不到 p53 表現的 HELA 細胞內，經 gestrinone 處理

之後，可以發現其 p21 表現量明顯變化[5]，並且有顯著的細胞死亡狀況，若能

釐清在子宮頸癌中，gestrinone 調控 p21 相關基因及可能的上下游關係，或許
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能為子宮頸癌治療產生更明確之標靶基因及可能治療方法。 

Galectin-3(Gal-3)在過去研究顯示，可為腫瘤抑癌基因或致癌基因，在前列

腺癌中，Gal-3 表現量雖然低，卻會藉由其結構中 carbohydrate-recognition 

domain (CRD)與 p21 穩定鍵結，使其表現量穩定，造成細胞凋亡，而 p21 也會

藉由相關機轉去調控 Gal-3 表現[6]；另一方面，c-MYC 在過去也已被證實，可

為腫瘤抑癌基因或是致癌基因，在不同情況下，會藉由結合在 p21 轉錄啟動子

上，去抑制 p21 基因表現[7]。VEGF 血管內皮生長因子，其作用促進血管生成，

為多種惡性腫瘤的治療靶點；例如:在肝細胞癌中會與肝素結合，可誘導血管內

皮細胞的增殖和遷移，表達多寡與腫瘤分期和進展有關，在許多已鑑定的腫瘤中

不受調控。其家族有些成員在宮頸癌發病和進展中的作用已得到充分證實相關

性，因此，若能確切 VEGF 標靶切入點若是能找到，可能為受其所苦的患者帶來

甚大的進展[8-10]；EREG 上皮調節蛋白，在許多癌症中主要藉由結合並提高表

現激活 EGFR 信號傳遞通路並促進癌症進展。此外，EREG 過表達顯示通過誘

導 c-MYC 表達促進 HNSCC 腫瘤發生，並且 c-MYC 的藥理抑制挽救了 

EREG 促進的 HNSCC 腫瘤發生，因此 EREG/EGFR 通路可能是一個潛在的

靶點，可以與其他驅動突變靶點結合以對抗特定的癌症。[11-12]。AREG 根據

先前文獻指出，在多種癌症中均有表達且顯示有可能通過激活癌細胞中的 

EGFR/ERK/NF-κB 信號通路在細胞遷移、侵襲上有所調節，亦有數據表明 

AREG 通過 AREG-EGFR-ERK 途徑促進癌細胞之抗藥性及穩定性，其中高表現 

EREG 和 AREG 表達作為大腸直腸癌患者的獨立有利預後生物標誌物的效用。

此外，抗 EGFR 單株抗體治療可能對具有高 AREG 和 EREG 表達之轉移性患

者特別有益。因此，有必要在後續相關試驗中做進一步的確認[13-14]。因此，



5 

 

本研究計畫希望能藉試驗觀察經不同劑量 gestrinone 處理 HELA 細胞後，細胞

內 p21 表現量的變化與 Galectin-3 、VEGF、EREG、AREG 訊息傳遞路徑是否

可能有關，尤其在 HELA 細胞中，是否透過上述路徑來調控 p21 之表現而影響

細胞存活，進而表達抗癌藥效。 

Gestrinone 在過去為口服避孕藥，目前在臨床用於治療子宮內膜異位症，

搜尋相關文獻已知 gestrinone 在 HELA 細胞中可能調控的訊息傳遞路徑來影響

p21 的表現，使其依據不同刺激與細胞條件執行促腫瘤或抑制腫瘤的功能。因此

利用 gestrinone 進行 HELA 細胞試驗，觀察其是否能直接抑制其生長，及探討

gestrinone 在癌細胞中與相關基因的可能致癌機轉。 

 

圖一:推測 gestrinone 處理細胞後與 p21 及相關基因間可能調控關係 
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因此本實驗希望可以藉由觀察 HELA 細胞在經過不同劑量 gestrinone 處理

後，先用 Western blot 來確認 P21 及蛋白表現是否與預期相同，再用 qPCR 驗

證 p21、Galectin-3、c-MYC、VEGF、EREG、AREG 表現量之差異，來推測

p21 與其他基因可能調控及被調控關係。同時，並藉由試驗結果推論 gestrinone

影響 p21 相關之上下游關係以及細胞在處理藥物後的走向趨勢。 

(四)研究方法與步驟 

(一) 細胞培養 

本實驗採用 HELA(子宮頸癌細胞株)，分別使用 ATCC 所建議的 MEM，將其培

養在 37℃ 、5% CO2 環境中。 

(二) 加藥處理細胞 

細胞計數將 6cm 培養皿中細胞用繼代方式分至 4 盤 3.5cm 培養皿中，並使其維

持 3*105 之細胞數，經 24 小時貼覆後，利用不同濃度之’佑汝’2.5mg 膠囊

Gestrinoen(0uM、0.5uM、2.5uM)及對照組:250uM’欣得泰凍晶注射

液’Centrotide Centrotide 進行 24 小時加藥處理。 

(三) 核酸萃取 

(1)分離 DNA/RNA: 

將上述細胞培養所得 HELA 細胞置於 2c.c.離心管中，加入 DR buffer、-ME，

後經低溫高速離心將 DNA、RNA 分離。 

(2)RNA 清洗: 

將含 RNA 之 RB column 分別加入 99.5%無水酒精、 RW1 buffer、RPE buffer

兩次及分別用 4℃ 12000rpm 離心，將碎裂小片段核酸、剩餘蛋白質雜質藉由

酒精配置溶液沖洗去除。 
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(3)RNA 純化: 

將 RB column 移至 1.5c.c.離心管中加入 RMas-free water，4℃ 12000rpm 離

心兩次，下方液體即為純化 RNA，後將 RNA 保存於-80℃冰箱中直至需使用。 

(4)cDNA 製備(RT-PCR): 

利用 OD260nm/OD280nm 比值定量檢驗 RNA 純度，得 RNA 濃度，並以 5ug

為標準，換算得出進行反轉錄 PCR 所需 RNA 量，之後在 RNA 中加入 oligo dt、

dNTP、DEPC 水上機加熱 65℃ 5 min，後將其置於冰上加入 RT FS Bf(5x)、

0.5M DTT 再上機 37℃ 2min，再置於冰上並加入 DEPC 水、MMLV，後上機

37℃ 50min，70℃ 15min 並待其冷卻至 4℃後，得 cDNA，並以 PCR 聚合酶

連鎖反應驗證 cDNA 之訊號是否表現，以利後續試驗進行。 

(四) 基因活性表現偵測(qPCR 定量即時聚合酶鏈鎖反應) 

所需原料:cDNA、二次水、SYBR-Green 非專一鍵結螢光染劑、所設計引子(因

不同基因而異)，分別加入 8 連排微量離心管中，上機反應 95°C 10min→ 95

°C 15sec、60°C 1min(連續 40 cycles)→ 95°C 15sec→ 60°C 1min→ 95

°C 15sec，進行統計分析，計算樣本之間∆CT、∆∆CT 和 RQ 值，並用 RQ 值

繪圖觀察處理不同劑量 gestrinone 之婦癌細胞中 p21 基因及待測基因表現量。 

actin F TGG GCC TTG CTC AGA GCG GA 

actin R GCT CAC CGC CTC GGC TTG TC 

p21 F TGAGCGATGGAACTTCGACT  

p21 R CGAAGGCACAAGGGTACAAGA 

VEGF F TGG GCC TTG CTC AGA GCG GA 
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VEGF R GCT CAC CGC CTC GGC TTG TC 

EREG F AAT GGC TAT TGT TTG CAT GG 

EREG R CTT AAA GGT TGG TGG ACG GT 

AREG F ATA TTT CGG TGA ACG GTG TG 

AREG R TGT GAG GAT CAC AGC AGA CA 

 

(五) 蛋白質活性表現偵測(Western Blotting 西方墨點法) 

(1)蛋白質收集和前處理: 

4 盤 3.5cm 培養皿中，使細胞數維持 3*105 之細胞數，經 24 小時貼覆後，利用

不同濃度之 Gestrinone(0uM、0.5uM、2.5uM)及對照組:250uM Centrotide 進

行 48 小時加藥處理。後加入裂解液、蛋白酶抑制劑，再經高速離心，取上清液

即含所需目標蛋白質，後進行蛋白質濃度測定，稀釋為 5μg/ml，保存於-20°

C 冰箱中備用。 

(2)蛋白質電泳(SDS-PAGE): 

分別配製適當濃度之上膠(stacking gel)、下膠(separating gel)，將膠檯架妥後

先加下膠後上膠，待其凝固後倒入 running buffer，即可將待測 protein sample 

marker、蛋白質樣本注入孔洞中，通電跑膠，進行蛋白質分離。 

(3)蛋白質轉印: 

將跑完膠之膠體轉移至已用甲醇活化之 PVDF 膜上，藉由其表面正電，吸附蛋

白質於上。將其用浸濕 transfer buffer 之濾紙夾緊包覆，進行轉印。 

(4)Blocking: 

待轉漬完成後，利用 NET 緩衝劑將膜上未吸附蛋白質之空白區填滿，防止抗體
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的非專一性結合，確保後續試驗抗體只能專一性接合在目標蛋白上。 

(5)抗體反應: 

先後加入一級、二級抗體，一級抗體目的為辨認目標蛋白質，二級抗體則是辨認

一級抗體與其接合，藉此有效放大訊號，二級抗體上有 HRP 酵素，後加入酵素

受體，使其呈色。即可上機壓片感光、觀察結果。 

(六) 統計分析 

為確保進行試驗時之穩定性，本實驗皆採用至少二樣本二重複的方式驗證。使用

平均數和標準差方式呈現，再藉由 Student’s t-test 進行數據分析，以驗結果是

否與對照組有產生顯著差異，如檢定結果之 p 值<0.05，則具顯著差異。( *表示

P<0.05，**表為 p<0.01，***為 p<0.005) 
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(五)結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一:HELA 細胞處理不同劑量 gestrinone 後經 48 小時觀察細胞數量，可以看

到 g 0uM、Centrotide 250 uM 與未加藥處理前相比細胞數量大量增加；而 g 0.5 

uM 可以看到細胞與未加藥處理前相比有減少，但減少的量並不明顯；此外，在

g 2.5 uM 我們看到 HELA 細胞在經 gestrinone 後，細胞大量死亡，因此為了驗

證其中 p21 表現，我們進行 WB 測試以驗證我們認為 P21 蛋白的表現下降。 

gestrinone 0 uM 

gestrinone 0.5 uM 

gestrinone 2.5 uM 

centrotide 250 uM 

0 hour 48 hours 
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圖二：WB--gestrinone 對 Hela 細胞 P21 蛋白活性的影響 

由圖可知 GAPDH 蛋白(為 house-keeping gene)可做為蛋白濃度之標準: 

在不同劑量及藥物處理後蛋白濃度差不多，觀察 P21 時發現其蛋白表現隨劑量

處理呈現下降趨勢，且在高劑量組中與對照組具顯著差異下降，由此可再次驗證

先前文獻所提: Gestrinone 會導致 P21 表現下降。 

 

 

 

 

 

 

圖三：gestrinone 對 Hela 細胞 c-myc 基因活性的影響 

相較於 g 0uM，g 0.5uM、g 2.5uM 皆顯示以 gestrinone 處理後 c-myc 表現有

顯著上升，可印證先前文提到 c-MYC 可能可以抑制 p21 表現，而根據欣前文先

推定 p21 在子宮頸癌中扮演至癌基因的角色，由此可間接印證 c-myc 在子宮頸

癌中可能為抑癌基因之角色。 
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圖四：以 gestrinone 處理 Hela 後 galectin 3 基因活性之改變 

以 g 2.5uM 較具有明顯表現上升，但與之前實驗預期不同。原本預期 galectin 3

會與 p21 形成穩定鍵結，因此若得 p21 因 gestrinone 處理而表現減少，galectin 

3 應與其一同下降，推測可能在前列腺癌中之相關路徑與此次試驗中子宮頸癌作

用機轉略有差異。其中差異仍須進一步探討才得以釐清。 

 

 

 

 

 

圖五：VEGF 在處理高低劑量 gestrinone 與 centritide 後 Hela 細胞基因表現量 

由圖可知，三劑量與 g 0uM 皆有顯著差異，其中 g 0.5uM、g 2.5uM 與之相比

表現明顯上升；而 c 250uM 則是有極顯著表現下降，根據試驗所設定理論應為

表現下降，推測可能 VEGF 在肝癌中作用機轉與其在此不盡相同，亦有可能為與

其之其他家族成員與子宮頸癌較相關。 
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圖六：Hela 細胞處理 gestrinone 後表現量之改變 

EREG 隨處理 gestrinone 劑量之高低，有近於反比之基因表現，其中 g 2.5uM、

c 250uM 與 g 0uM 相比，有非常顯著之下降差異，C50 同為表現下降且與 g0

具顯著差異，與先前文現不同的是，與 c-myc 所得結果與其呈現相反，因此在

子宮頸癌中可知 c-myc 不會受到 EREG 之誘導活化，因此 gestrinone 抑制其表

現路徑值得繼續探索。 

 

 

 

 

 

 

圖七：以 gestrinone 處理 Hela 細胞後基因表現量之變化 

只有在高劑量(g 2.5uM)處理時之表現下降且與未處理樣本具顯著下降差異，其

作用與機轉合 EREG 相近，可更進一步驗證 EREG、AREG 在子宮頸癌中所扮演

誘導癌化之功能，而 p21 與 EREG、AREG 分別及交互之關係有待後續實驗深入

了解，並渴望為治療增添希望。 
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(六)討論 

藉由 WB 得到 P21 蛋白在處理 gestrinone 後，表現有明顯下降，其中在高劑量

的下降更為大幅，由此結果進而去做 qPCR 探討各基因間之關係。 

根據現前文獻研究顯示，癌症幹細胞是導致化療耐藥和可能複發的主要機制之

一，作者藉由一連串試驗證明 AREG 通過 AREG/EGFR/ERK/NF-κB 信號傳

遞通路並與癌症進展，包含細胞遷移、侵襲、抗藥性、癌幹性及穩定性有關，且

研究發現 miR-34c-5p 可以透過靶向 AREG 抑制卵巢癌性性和耐藥性，此外，

作者亦發現 AREG 的表達與幾種癌症的不良預後有關，因此 AREG 和 

miR-34c-5p 都可能作為開發卵巢癌治療的預後生物標誌物或靶標[15]。 

本次研究試驗結果中 AREG、EREG 在許多癌症中主要藉由提高表現激活 

EGFR，推測有可能會與 p21 相輔相成，並造成致癌效果，其在此試驗中結果顯

示一會同受到高劑量之 gestrinone 抑制，情況也比較像是與 P21，且只有在高

劑量時才有明顯減少，其餘劑量皆無差異，由此試驗 EREG、AREG 所得結果顯

示推測 EREG、AREG 在子宮頸癌中亦是通過 AREG/EREG 路徑調控，使 p21

活化並促進癌細胞增生和產生抗凋亡機轉，因此若能抑制源頭---AREG，可能研

究機轉有所進展，並可能為治療子宮頸癌的一種有前景的策略。 

而 VEGF 根據文獻指出，其作用會促進血管生成，目前可作為許多惡性腫瘤治療

之標靶，其家族成員在許多癌症發病和進展中的作用已得到充分證實相關性，根

據先前研究指出，VEGF 可能在宮頸癌的發生發展中起重要作用。Ang-2 和 VEGF

的相互協同作用與子宮頸中血管和淋巴管的生成密切相關。子宮頸癌放化療能顯

著抑制腫瘤組織中血管和淋巴管的形成[16]；而根據試驗結果顯示，VEGF 在低

劑量及高劑量 gestrinone 中表現皆有顯著的下降，因此若能有效抑制 VEGF 之
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表現，此舉可能為治療子宮頸癌帶來一線生機。 

根據文獻提到文獻已知 c-MYC 為 oncogene 其表現量提升進而可能造成 p21

表現下降，影響 p21 誘導細胞週期停滯在 G0/G1phase 的功能，其中 EREG 的 

過表達顯示通過誘導 C-Myc 表達促進 HNSCC 腫瘤發生，並且 C-Myc 的藥

理抑制挽救了 EREG 促進的 HNSCC 腫瘤發生。EREG 可以通過維持 

EGFR-Erk 通路的激活來模擬 EGFR 突變，並且 EREG 的高表達與對 EGFR 

抑製劑之治療的反應呈正相關。此外，EREG 的敲低降低了對治療的敏感度。 

此試驗結果將 EREG-EGFR-C-Myc 通路確定為驅動 HNSCC 腫瘤發生的關

鍵，並表明 EREG 表達可能是 HNSCC 對治療的預測功能標誌物。[17]；此外，

亦有文獻指出，c-myc 可能有抑癌功能，藉由抑制 EREG 等訊息傳導路徑之相

關基因而壓抑腫瘤的癌化，但確切傳遞路徑尚未明確，仍需進一步的探討。 

Galectin-3(Gal-3)在過去研究顯示，可為腫瘤抑癌基因或致癌基因，因其在前列

腺癌中明確已知會與 p21 形成穩定鍵結結合，並誘發使細胞產生凋亡；而此試

驗中，其表現與 p21 呈負相關，呈現不一致的情形，其中間相關機轉路徑有待

後續實驗確認。 

由此可延伸藉由分別加入 Galectin-3、c-MYC、VEGF、EREG、AREG、表現

抑制劑後，觀察 p21 及其相關基因、蛋白表現量是否產生變化，並利用 MTT/ 

Flow cytometry analysis cell cycle arrest 等方式確認 HELA 在處理 gestrinone

後是藉由產生細胞凋亡亦或造成細胞週期停滯，以進一步釐清、確認相互之間作

用關係。 

 (七)結論 

藉由本次試驗，可明確得知 gestrinone 會使 P21 蛋白表現下降，進而推論出與
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其他基因之關係，其中與 p21 共同被抑制的 EREG、AREG 和與 p21 表現相反

的 c-MYC、galectin 3、VEGF；其中 AREG/EREG 已知為共同路徑，因此若能

找出其中之治療標靶位置亦或相關上下游基因，可能為治療帶來希望。，而

c-MYC 在子宮頸癌中可能為抑癌基因，但仍需進一步試驗確認。Galectin 3 與

其在前列腺癌中所扮演角色略有差異，但是不排除可能與 p21 有間接關係，其

中間相互作用有待釐清。 
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