
至今、

私立中山醫學院生物化學研究所碩士論文

戊乙昌盛去氫槌子甘抑制神經膠瘤細胞生長藉 tb p53 蛋白調

控細胞凋亡及細胞過期停滯之二作用

Pen鵲四acetyl geniposid告 inhibit C闢6 glioma cells 雪 prolifer就iozl

through the activation of p53睏regulated apoptosis and cell cycle 
arrest. 

Chau-Jong 智ang)

自wei Huang) 

中華民國八十八年七月

1IIIIIIÎÍIIUlili翩翩11111111



本論文為中山醫學院授予建學碩士學位之毒品喝祿祥之一，

經中山薔學院生物化學研究所碩士論文考試委員會審查合

格及口試進退。

考試委員

喜若立台灣大學醫學昆

主化研究所教授

私立中山醫學昆

主先研究所教授

私立中山醫學院

立起研究所教授兼所長

(本論文指導教授)

中華武器錯年 7 月

棒子二混 教授

曾翠華教授

當望著

王朝鐘教技

~ ~)û 泛



學生黃曉薇論文題目為戊乙聽去氫襪子甘抑制神經繆瘤細

胞生長籍由 p53 蛋白調控細胞鴻亡及細胞過期停滯之作用，

其論文已經中山醫學院生物化學研究所碩士論文考試委員

會審查合格及口試通過，並由其指導教授何閱後無誤。

指導教授:王朝鐘博士 接名:

中華民國八十八年七月



授權書

(t尋碩士論文)

本授權書所授權之論文為本人在 等小草iJ? 很大學(學院〉 L立三
1立 八不尤 學年度第且一學期取得斗扎士學位之論文。

論文名稱:

臼同意 已不同意

數以徵縮、光碟或數位化等各種方式宣製後散布發行式上載網路。

系所

本論文為本人向經濟部智慧財產局申請專利的附件之一，諸將全文資料且是

後兩年後再公聞。(請註胡文號:

自同意 已不用意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予教育部指定送繳之圖書館及本

人畢業學校厲害館，為學衛研究之目的以各種方法重製，式為上述霞的再

授權他人以各種方法重製，不 F民主也域與時間，惟每人以一份為痕。

上述授權內容均無須訂立讓與及授權笑約害。依本授權之發行權為非專屬性發行

權利 e 依本授權所為之收錄、重製、發行及學街研發利用均為無f賞。上述問意與不用

意之樹位若未鉤選，本人用意視同授權，

指導教授姓名:

研究生簽名

(親筆正楷)

日期:民國 Q~ 

布

了島、

年

~. ~ 
P說JFj大

7 月 自

學號: 迄 rf ;>-( cl 
(務必填意)

1.本授權害請以黑筆撰寫並影印裝訂於書名頁之次頁。

2. 授權第一項者，請再交論文一本子畢業學技承辦人員式逕寄台先市 10636 和平東路二

段 106 號 1702 室自科會科學技衛資料中心江守由、王淑員也(本授權書諮詢電 t

話 :02-27377746)

3. 本授權書於民圈 85 年 4 月 1 日日送詩經濟部智慧財產高修正定稿。

4. 本案依據教育部盟家圖書館 85.4.19 台 (85) 輯結字第 712 號晶辦理。



致謝

轉富農閉，研究所兩年的時光匆匆的流走了。本以為這兩年應該

是很艱辛的。幸運的，在這裡受到許多老師、學長姐及學弟妹的照

顧，大家就向大家庭殼的和睦相處。因此這兩年來日子，就向春天

的微風，在清涼中渾然不覺的就過了。過去的許多酸甜苦辣，未泉

者~將是一段美好的回憶。

既然受到大家的照顧，就不可以忘恩啦!在此首先要成謝本家

庭的大家長息就是我的指導老師王朝鐘老師。她對於學生不僅在課

業上以及在生活上的照顧，替動了我們這個家庭的風氣，叫人想要

不和樂忠難啊!其次忠要成謝曾翠華老師、周芬碧老師、林玉玲老

師及黃俊銘老師的照顧及指導，並且特別成謝妙、真學姊不厭其煩的

給我實驗上及生活上的指導及建議。另外，非常成謝學長妞，元志、

育英、玉娟及育津、;換昌、滄澤、雪君、舜傑在生活上與實驗上的

支持及照顧。還有實驗室的其他夥伴們，沒有大家的照顧，曉薇是

不會如此積利的完成這兩年的學業的。

除此之外，還要通謝林偉隆醫師、劉哲育老師及意維學弟在實

驗上的幫助。另外特別威謝台大醫學說林仁:昆老師對於本論文的審

閱及指導。

最後僅將此論文獻給我的父母及我的家人，由於他們的細心呵

護及照顧之下，使得我能充滿信心的完成此學業。



語錄

中文摘要... ... ... ..................... ....................................... ...1 

英文摘要....... ... ... ... ..a ... ... ...... ... ...一..... ........................ ...2 

緒論............ ..................... ......... ................................. ...3 

動機.... .... ." ..... '" ... ... ....... ...…... .... .*. ...‘.. .... ...... .... ... ... .... ...…... ....9 

材料... ..".…. .. .. '" ~. .. .. .... . . "….". ...... ... .... "..... ... ..... ..' ...…........... ...11 

方法.. ,. ~ .... ..... ,... .... ...‘...... ...... .............................. ......... ...... ...14 

結果......... ..."一... ... ... .." ... ... ... .." ... .",. ...….. ..….. .., ... '" ... ... ...23 

言才言侖... ••• ........................... ••• .., ...... ... ...... ......... ............ ...27 

俏麗~ .... .... ..... .... ..... '''' .... ...... .. .. . .. . . .. . ，.岫.. ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ••• ...30 

參考文獻... ." '.' ... .... ... ....…….... ... .... ... ... ... .... ... ... ... .... ... ... .... ....的



中文摘要

戊乙聽去氫襪子甘 [pental佩acetyl ge也poside， (AC)jGP] 是從山

棍子 (0缸往enia fruc如s )萃取出來的一種酵甘(glycosi吐e) ，再經乙驢化

(acetylation)而得到的。本實驗室之前的研究指出， (AC)jGP 可以抑

制老鼠體內 C品神經膠瘤細胞的生長。本篇實驗進一步利用 C-6 神

經膠瘤細胞株，處理(AC)jOP 後發現，在處理(AC)jOP 之後，會造

成 C品細胞的死亡、DNA階梯狀的斷裂及細胞的過期停在 00/G1 翔，

茵而判定細胞(AC)jGP 造成細胞的死亡，是一種細胞凋謝死亡的形

式。探討結果發現， (AC)jGP 會導致 C毛細胞內 p53 及 c-Myc 蛋白

的增加，進而活化下游的 Bax' 並抑制 Bcl-2 的表現，來導致細胞的

獨亡。另外~會經由促進 p53 的表現，進一步促進下游 p21 蛋白表

現並抑制 RB 蛋白，來導致細胞遠期停留在 00/01 期。另外也發現

有 PKC 轉位活化的情形，但 PKC 下游的一些訊息傳遞蛋白卻不受

(AC)jGP 的影響。而同時給予 TPA 及 H7 處理之後，卻未發現(AC)jGP

達成 C-6 細胞過期停滯的情形有受到抑制。盟此推斷 PKC 並沒有參

與(AC)jGP 抑制細胞過期的路徑中。



Abstr誨的

Penta-acetyl geniposide, (AC)sGP, w法s generated by acetylation of 

a glycoside isolated 全om extracts of Gardenia 金uctus. In previous 

study , we reported 挂lat (AC)sGP could inhib扭曲e grow由組d

development of C-6 glioma cells 血 rats. 1且也is study, we found that cell 

grow也 of C-6 glioma cells coul社 be inhibited by (AC)sGP treatment. 

The (AC)sGP induced cell death was examined 血 T剖 C-6 glioma cells. 

Treatment of C佩6 glioma cells with the (AC)sGP caused formation of 

intemucleosomal DNA ladder 部d cell cyc1e arrest at GO/G 1 phase. These 

phenomenon 拉拉icated 出獄 (AC)sGP-induced cell death appeared to be 

mediated by apoptosis. In addition, the results also showed 出at p53 

protein was accumulated by treated with (AC)sGP and cause apoptosis 尪y

upregul說ion of Bax and downregulation of Bc1-2. On the other hand, 

(AC)sGP翩independent p53 expression could also induce p21 expression 

while RB expression was inhìbited and cause cell 缸Test at GO/G 1 ph師­

In addition, PKC could also be activated 也 this pathway, but 誼lere lS no 

effect 泊 PKC downstream protein expression. Treating cell with TPA or 

註7 誼nd扭惡也at TPA or H7 can't inhibit the effect of cel1 cyc1e arrest by 

(AC)sGP.So we suggest 誼latPKC w部 not involved 血 (AC)sGP 也hibiting

pathway of cell arrest. 
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緒論

一、 1美I L..嘻嘻去氫攬子甘的背景介揮

山梳子或稱梭子(G紅往enia F ructus) ，是茜草料山稅( Gardenia 

jasminoidas Ellis)的果實，來自印度支那、中國、自本西南部、琉球、

菲律賓、台灣全省海拔 1600 公尺上下之躇葉林內。為廣泛自生或裁

垮之長綠小喬木或灌木。一直被廣泛的應用在於食品色素及j囂的香

料上，在中園的醫學上，曾被使用於清炎、抗出血、利塘、解熱、

鎮靜等用途，在臨床上常被使用來治療肝膽方面的疾病、肝炎急性

黃痘等(1)。棍子主要成分有兩大類:一為類葫蘿蔔索及其衍生物(缸"

Croc妞， a-Crocet扭) ，另一類為攬子甘( iridoid glycoides) 。之前的忠

報告指出，槌子對於 aflatox血戰 (AFB 1)所造成的肝毒性有保護作用

(2) 。

去氫槌子甘 (Geniposide， GP)為 iridoid 型之自己聽麓，是由棍子的

果實中分離出來的 (3，4) 。之前報告指出，去氮襪子甘可以促進 a­

naphthylisothiocyanate 或其有毒的代謝物的結合及擔排譜(5) 。而本

實驗室史，發現，去氫攬子甘忠可以抑制 aflatoxin B 1 的肝毒性 (6) 。

戊乙稀去氫襪子甘， penta-acetyl genipposide' (AC)sGP' (Fig. 

1) ，是本實驗室進一步將氫樣子甘加上五個乙昌童基而得 (7) 。全名

為 1-(β品"2' ， 3' ， 416'"te控鶴的可rlglucopyrannosyloxyl)國 1，他5，沌，姆拉a創

hydro刀團 (acetomethyl) - cyclopentapyran-4-carboxylic acid methyl 

ester 0 (AC)sGP 也可以抑制 AFBl 對老鼠的肝毒性 (8) ，及抑制老鼠

中 C-6 神經膠瘤細胞的生長 (9 )。

二、 有鵲凋謝苑t

2社何謂凋謝死亡

再過去二十年來，利用大腸直腸癌致癌機轉的研究為致癌的分
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子機轉樹立了良好的典範。研究的重點在於致癌基因(oncogenes)的

活化和抑制基因(如mor suppressor genes)的去活化。而在 1993 年，

哀。lodner 和 Vogelstein 二大研究群又提出了核酸誤配修復基國 (DNA

mismatch repair genes) 的突變與人類遺傳非息為性大腸瘖的致癌有

驕(10) 。然而在正常的生理狀態下，人體細胞必需於增殖

(proliferation) 、生長停止( grow註1 arrest) ，以及細胞的設定性死亡

(programmed cell death 、 apoptosis )之前維持著動態的平衡，亦即細

胞的數目必須經過嚴密的調控，使細施數目不至於太少或過度增生

甚或生控地生長。細胞的凋謝死亡 (apoptosis)忠就是細胞設定性死

亡(programmed cel1由a也) , 昌的就再確保與維持鐘內任何一特定部

份之實際大小及組成，使其不超過生理所需的上限。 i這種現象可能

發生於生捏成長階段，如生物體於變態時期之幼體器官退化;另一

則是在外力刺激下所引起的細胞及慮，如在細胞受到嚴重傷害，禍

息有免疫缺乏症候群，及老化或退化疾搞出現持。當細胞進行凋謝

死亡時，其特徵為如聽接與細聽覺會舉合(condense) 、 DNA 1惡化分

解或鸝裂，甜苦是細胞分裂為數餾由細胞頭所色舍的小體(apoptotic

bodies)( 11 )。一般來說，當淋巴球細胞受到病毒是說染、細胞數茵通

高或發生晶體反應、峙，細胞便會敢動這個程序。但就另方面來說，

不當的活化凋謝死亡程序，卻往往導致諸如 ischemic s甘oke 與 AIDS

等疾病。其詩極的生理意義在齡清除多餘的、老先的、已失去功能

的或突變的不正常如施。

*、細胞凋亡與癌症的騙棒、

根據一些觀察發現，許多人類的癌症細胞的確比一些正常的細

胞較不會發生鴻亡的反應，這一點特別以最具又侵襲性的轉移性癌

最為明顯(。大部份的的正常細胞，品須仰賴環境中的特殊園子來維持

其存活，此種依賴狀態使得正常細胞在非生理狀態下便不能存活。

不過一些轉移性腫瘤細胞卻能克服此種因素，自此可想而知，腫瘤

細胞必定具有對抗細胞凋亡的能力。
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太多的細胞死亡會導致發展的不平衡及一些退化性疾病的產

生，然而太少的細胞死亡，則會導致癌症的形成。凋謝死亡(apoptosis)

會受到一連串基因(gene)的調控，有一些是凋謝死亡的促進因子，有

些則是抑制西子。如此一來可經由腫瘤細胞與正常細胞含有不同的

基函主成及對一些化學藥劑有不同的敏成度來殺死腫瘤細胞，同時

把對正常細胞的傷害減到最低。目前一些研究已證實化學抗癌藥物

cisplat姐、 campto品的的、 amsac加e 、 etoposide 或 teniiposide 等，能

誘使腫瘤走向凋謝死亡(12) ，雖然這些外在廚子的刺激能控制細胞的

存活，但細胞本身的基囡組合也是一決定細胞死活不可忽略的菌素。

例如 :p53 ，為一腫瘤抑制基因，在很多的腫瘤細胞內其 p53 基自已

經被突變(mutation)或刪除(deletion) ，這些含有突變 p53 的細胞都較

具有抗細胞凋亡的能力，而且有強的增生能力及擴散合1et位stasis)能

力。因此如何抑制腫瘤細胞增生的速度，及月 3寄誘導其走向死亡，

是癌症治療的重要指標。

* Bcl-21藍白
Bcl-2 基由是第一個被發琨與細胞凋謝死亡有關的基因(13) , 

但是 Bcl-2 基盟與一般的致癌基因不舟，在於它不會刺激細胞的增

生，而是維持細胞的存活(14) 0 Bcl-2 會大量表現於一般胚胎生長的

過程中(15) ，以及一些必需長期存活的細胞。有報告指出，再淋巴~

統中(lymphoid system) Bcl-2 的過度會促進一些免疫球蛋白持續分泌

(1 6)，阻止 B 細胞的發展(17)及造成 B 細胞林已瘤的產生(18) 。對於

Bcl-2 在各種細胞株中延長細胞存活及預防細胞死亡的重要性，推

測 Bcl-2 及 Bcl-2 族群分子必定也在細胞凋謝死亡中扮演著重要的角

色。

Bcl-2 並非單獨存在的分子，而是一館色令不向相似基因的族

群。而每個 Bcl-2 家族成員皆在細胞的凋謝死亡中扮演重要角色。

除了 Bcl-2 本身，尚有 Bcl-刻 'Bcl鷗詣 'Mcl-1 'Bak及 Bax。其中 Bcl-)包，

Mcl-l 與 Bcl-2 相舟，皆具有抑制細胞凋謝死亡的能力，然而其他，
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如 Bcl“xs ' Bak 及 Bax 則會促進細胞的凋謝死亡。至於 Bcl-2 家族分

子如何來調控細施的凋謝死亡一直是一個重要的課題。

宮前發現， Bcl-2 家族成員闊的交互作用及其存在細胞內的相對

量是決定細跑死亡與否的關鍵思索之一位cl-2 蛋白(Bcl闖紅)能與 B假

借ak)形成二合麓，制於此二合體如何抑制(或促進)仍然沒有一個定

論。一些研究對此現象有不同的解釋: (1) Bcl-2 或 Bcl-XL 能經由扮

演類似抗氧化寄的角色來保護細胞活化存活的途徑(19) ，當 Bcl品-Bax

或 Bcl孔-Bak 形成復合體時，則會破壞 Bcl-2 奔身的保護效應而促

使細胞死亡; (2)另一種解釋剛好相反， Bax 或 Bak 本身含有死亡的調

控遣，所以能誘使細胞死亡，當 Bcl-2-Bax 或 Bcl孔國Bak 形成複合

體時，員才會遮蔽 B認lBak 的死亡訊息傳遞均增加細胞的存活(20) 。這

些結果顯示在細胞內 Bcl-2 與 Bax 的相對量是十分重要的。在正常

情形下， Bcl-2lBax斗，若 Bcl-2 蛋白大量表現，到細胞內會有自由

的 Bcl-2 蛋色存在，如比會使細胞存活下來且增加其對一些外在壓

力的抵抗性;反之，若 Bax (Bak)蛋白大量表現真才會有 Bax (Bak) 存

在，如比會促使細胞走向死亡。所以細胞內 Bcl-2 與 Bax 的相對量

為一決定如施是否會凋謝死亡的重要鹿子。

*p搗蛋白

p兒，為分子量 53 KDa 的蛋白質，可以調控 DNA 傷害及一些

基因毒物壓力所造成的反應，是維持基因穩定的重要自子。在一些

癌症的發展過程中，自尋常會出現 p53 的功能喪失或 p53 突變的情形

(21) 。將 p53 殖入已經發生變性(transformed) 的細抱中，可以造成

細胞的生長停滯(cell growth arrest) 及細胞的凋謝死亡。自此可知 p53

可以導致細胞生長停滯及細胞的凋謝死亡。至於應該走生長停滯或

細胞的凋謝死亡，則必須仰仗環境及細胞的種類而定。

在正常的情況下， p53 蛋白的表現量很低，但是當發生 DNA

傷害時會活化 p53 '它不僅會增加 p53 的羹，並lL會使得 p53 活化，

去當一個轉錄圈子，去活化下游一些在目標元素(target element)上其
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有 p53 反應促進子的基因(22) 。

P53 下游可以調控細胞去走兩個路徑:細胞生長過期停滯(cell

cycle arrest)及細胞的凋謝死亡(apoptosis)。在 cell cycle arrest 方面 'p53

可以藉由調控 p21WA凹 ， p16 cycl血 D1 ' cdk4 及 Rb 來導致 cell cycle 

arrest.在 apoptosis 方面，則是利用 bax 及 IGF品的來決定 p53 所謂

控細胞之凋謝死亡途徑。3，24) 0 j適度表現 Bcl-2 可以抑制 p53 導致

的 apoptosis. 而 Bax 可以與 Bcl-2 結合而產生持抗作用。所以色 p53

所調控的 Bax 的生成可以促使細胞走向 apoptosis 0 

*c盟問yc 蛋白

c-Myc 在一般的細胞中屬於一個原致癌基因(proto-oncogene) , 

與細胞的增生及變性(甘甜sform)有關。 1991 年首篇報告指出叩開myc

會導致細胞 apoptosis(25).促癌基因 C啪"與抑癌基函 p53 一樣，皆

與細胞的增生，分化及細胞的鴻謝死亡有閱(26，27) 0 c-Myc 的表現

在一般的細胞呈現了兩極化的現象，它可以同時促進細胞增生變性，

又可以導致細胞的凋亡。其中的機制關f拿到其下游的目標基間 (target

gene)的調控路徑不舟，請使細胞走向不同的命運，除此之外，一些

其它的基因蛋會對←Myc 的調控也會導致細胞有不舟的反應。報告

指出，活化令Myc 會造成 p53 蛋白的累積，並且會促進 p53 所謂控

之 apoptosis(28) 。而 Bcl-2 則會阻止 c-Myc 過度表現的細胞因缺乏血

清所導致之 apoptosis(29) 。自此推測， wild p53 及 c-Myc 的喪失與癌

細胞的發展有正相關。

* Protein Kinase C 

Protein kinase C (pK C) ，是一種 se自le-也reon也e 組nase' 被認為

是調節細胞功能的重要鹿子。 PKC 一直以來都被視為是一種 histone

protein kinase '必須有 phospholipid 及 calcium 的參與才能活化。除

此之外，它還需要 diacylglcerol (DAG) 0 PKC 的訊息傳遞路徑，影

響非常廣泛，其中包括了分社系統， cytoskeleton 的功能，細胞與細
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胞之闊的接觸，基自表現及細胞的生存。

在一般的，請形下 'PKC 是不活化態 (inactive) ，位於細胞質中，

當其受到活化時，會使得 PKC 重新分佈且結合到細胞內耳其

(intracellular membrane)上。這館i過程稱之為轉位 translocation 。

PKC 可以使下游一些不同的受質磷酸化，其中忽括了一些與

訊息傳遞有關的蛋白(ex:Raι1)及一些可以調節 DNA合成的蛋白等。

PKC 也可以調控 cell cycle 及 apoptosis '有一些報告指出 ， PKCa 與

細胞過期生長停滯在 G1/S phase 有閱 (30)。利用 PKC 的促進劑(TPA)

及 PKC 抑制劑(staurospor血的研究發現， TPA 會導致由ymocytes 的細

胞凋謝死亡。 1) 。在 Promyeloid U937 細胞中 'PKCβ 可以增加一些

apoptotic bodies 的產生(32) 。相對的，在缺乏 PKCß 的王五60PET 細

施中， TPA 無法導致細胞的凋謝死亡。 TBT 在引起甘out hepatocyte 

鴻謝死亡的過程中，會造成 PKCy及 PKC8 的轉位活化 (33) 。雖然

有許多的報告指出 PKC 與細胞的凋謝死亡有關，但其下游的路徑及

其機制尚不清楚，仍有待進一步的研究。
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研究動機

由最近行政院衛生署八十五年的台灣地處圈人十大死亡

原自調查，痞症仍為十大死自之首。這顯示了癌症的可怕，囡比如

何預防及延緩瘖症的發生實為刻不容緩的事。癌症的形成是透過許

多複雜且多重的過程，其中形成的原因只有少數被了解，而治療的

效果更是有限。且目前的治療不論是化學治療或是投予抗癌藥物，

皆會對人體造成極大的傷害。目前許多研究趨向以天然藥物來達到

抑制癌細胞的增長及惡化，因此本實驗室致力於聞發天然物中所舍

的抗癌成分，希望可以由攝取食品來達到預防癌症的發生。本篇計

劃以中國黨材中常見的成分中棍子的衍生物(AC)5GP ' 來探討其對人

類癌細胞的影響及其可能造成的死亡機制。

山梳子或稱襪子 (G紅白nia Fructus) 是茜草料中槌(G紅白白a

j asminoides Ellis) 的果實，為中藥的一種，用於治療各種發炎性及

肝臟的疾病。但此藥的藥理機制尚不清楚，而本實驗室之前的研究

發現它有抑制腫瘤生成的效用。

戊乙聽去輕攬子甘的結構式為(Fig. 1.) ，是由中槌子萃取物分離

得到 Geniposide(一種 m吐oid glycos泊的後，再由以聽化作用而得。本

實驗室先前曾報導過(AC)5GP 能抑制培養中及大白鼠身上的 C品神

經膠瘤細胞(9) ，立(AC)5GP 也能抑制大白鼠經 af1atoxin Bl 所導致的

基自毒性(8) 。

宮前世界上許多獨家及研究單位皆發現，建細胞與正常細胞最

大的差別，在於癌細胞無法進行一般細胞所執行的凋謝死亡

( apoptosis) ，因此生長無法控制且易產生轉移。然而凋謝死亡的詳細

機制尚不是很清楚， gj 前已知是經由一些特殊的基因活化及一些蛋

白質的調控所致。本實驗室之前研究確定， (AC)5GP 會抑制細胞培

養及大自鼠身上惡性細胞的生長，但其確切的機制仍不清楚。本研
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究設計利用癌細胞祿的細胞模式來做(AC)sGP 促進癌細胞凋謝死亡

及其分子機制之探討。
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材料與方法

壹、材料

一、藥品試劑

1.購自美麗 Sigma 化學合司

Pheny1methy lsulfun抖， Sodium citrate, 2-mercaptoethanol, Sodium 

acetate, Formaldehyde, Fo磁n缸nide， E誼ùdium Bromide, Bromophenol 

blue, X ylene cyan叫， Glycerol, Ficoll (Type 的o ph磁mact吟， Sucrose, 

Triton X-I00, Leupept缸， Histon Hl 行ype III -S), N , N, N, N'­

tetramethyl ethyenediamide (EGTA), 12-0闢tetra往oconoylphorbol國 13個

acetate (TPA), MTT (3-[4 ，5-d的lethylthiazol-zyl]-2，5-diphenylt­

etrazolium bromide), Rnase A (Ribonuclease A), Tris b的見

ethylenediamine 刊etraacetic acid (EDTA) 

2. 購自德國 GIBCO 公司

Fetal calf serum, penicellin棚streptommycine-meomycine (PSN), Non酬

essential amino acid , So是mmpy乳lvate ， D卦伍眩， L-glut那n血，

了可f伊拉國EDTA，

3. 購自美圈Amersham 公司

向組血， [y2P]ATP, 

4. 購自穗函 BIO-RAD 合司

Protein assay dye reagent, Acrylamide, Bis-acrylamide, Ammonium 

persulfate, N, N，試 N國tetr磁nethyl ethylenediamide (TE~伍D)，

Glycine, Sodium dodecyl sulfate (SDS), N-C paper, Tris-HCl, 

5. 購自 Transduction laboratories 

PKC S部nple Kit, 1.詛咒 Raf， ERKl , ERK2, Jun mouse monoclonal 

antibody 

6. 購自 Senta Cruz 

Bcl“ 2, Bax,lt c-Fos Rabbit polyclonal antibody ;c 

11 



mouse monoclonal antibo句

7. 購自 Oncogene

p53 mouse monoclonal antibody; Bcl個2 及 Bax Rabbit polyclonal 

antibody. 

二、會舟儀器

天籽:Me說ler AE 240 

微量天秤:Mettler Toledo AB 1 04 

水平式電泳槽: BIO-RAD DNA sub Cells 

i進你直立式電泳槽: BIO-RAD Protein II xi 

電泳轉印槽:BIO品AD

電源供應器: BIO RAD computer power supply Model 3000 Xi 

加熱攪拌器:CORN到Q Stirrer，血ot platte 

微量高遠離心機: Eppendrof centrifuge 5415C 

迷你離心機: NATIONAL LABNET CO, C-1200 

高遠離心機: Sigma2K15 

超高遠離心機: HITACHI，組mac CP 85 ß 

分光光度計: HITACHI, V-3210 Spec甘ophoto血eter

pH meter: JENCO microcomputer 啞的d16200

無菌操作告: HIGH TEN SCIENTIFIC CORPORATION, Laminar 

Flow 

細胞培養箱: NAPCO Model 6100 

幫浦: Micro tube pump問J

烘箱:MEl\岱1ERT

超音波震盪器: BRANSON 8200 

水浴槽:Yll召)ERN shaker bath BT 150 

水平式搖晃器: Orbital shaker OS701 

3D 電泳震盪器:SUNCH卦JO CO.Rocher刁D gyratory model-SH306 

組織均質機: EYELA MAZELAX 

倒立式顯微鏡: NIKON Diaphot 300 
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高壓殺萬金: TOMIN TM 322 

處光夾: Okamotyo 8X102 

X 光是主光底片 :KODAK X-OMAT 

-700C 冰箱: SANYO Ul甘a 6100 

數位影像分析儀式lph缸Imaεer 2000 
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貳、方法

一、知鮑培養

C-6 腦神經膠瘤細胞是利用 N-nitrosomethylurea 來誘發大白鼠產

生大腦腫瘤所得到(34) 。將此細胞株培養在添加 10% fetal bovine 

serum 及 1%PSN 的 m扭曲al essential medium 中，再放入 370C 恆溫，

含 5%C02 的垮養箱中垮養。每遇更換二~三次培養基。

符細胞長滿，將垮養基吸乾，先以 PBS 清洗細胞表層兩次後，

加入 1 ml 1x Trypsin-EDTA '把細胞從培養瓶打下，用 1000 rpm 離

心，再將其平分至11不同的垮養瓶中繼續玲養。

二、藥的觀製

(AC)5GP 的化學結構如 Fig 1.所示，根據本實驗室之前研究方

法，從 Gardenia 飢lCtus 萃取所得 geniposide 後，再乙盤化使其接上

五個乙瞌基 o 所得之 (AC)5GP i容於 DMSO 配成保存液，避光瓷於間

200C 備用。

三乙、細胞i遭難瀾定

將細胞於不同時問分別收集， PBS wash 後3加入討yps血打下後，

再以 PBS wash 後離心， pallete 以的% ethanol 將細胞罰定，放置於

-200C over night 0 之後再以 PBSw組1 、離心，加入Rnase IPI (10 f1 

g Iml propidium iodide 、的μg Iml Rnase)染色， 370C 30 分鐘，放置

於;本上以宜。w cytometer (FACS)分析

四、蛋白質拉取

Cell 舟 1X 控ypsin-EDTA 打下後，以 900 rpm 離心， 10 分鐘去

除上清液， PBS wash' 去除上清液，章-80 Oc 冰箱中。待要抽取蛋

白峙，加入 400-600 Jll RIP A buffi仗，同時加入 proteinase 也hibito郎，於

o Oc 充分震盪細胞 30 分鐘。再一次加入 PMSF 10 抖Iml 後，離心
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悶，000 g 40C '的分鐘，取上清液即是全部的 protein 0 

相關之溶液配製如下:

1.RIPA buffer (pH 7.5) 

150 mM NaC1 

1 % NP-40 

0.5 % % deoxycholic acid 

0.1 % SDS 

2. proteinase inhibitors 

sodium 0的lOvanadate 10 凶/m1

1eupeptin 17 名.t1/m1

站在SF 10 抖/m1 (isopropanol) 

五、西方點墨法問Tes甜甜拙。扭扭鈔

stock: 100 mM 

stock: 10 mg /m1 

stock: 10 mg /班1

取約 30-40 ug 蛋白質與 5 x loai是ing dye 以 4:1 比例混合，於 95 0 C

加熱 10 分鐘，將 samp1e 放入 well 以上層膠 70V' 下層膠 120V 跑

電泳，之後再進行繆轉潰到一張 Nc pap街上。轉潰後的 membrane

以含 5% 就讀孟奶粉的 PBS buffer blocking 30 分鐘，之後分別

hybri拉拉ation 一級抗體及二及抗麓，在加入 ECL 反應 1 分鐘後歷片，

後沖片觀察。

相蹋溶液的配製:

1.SDS page 

Acrylami由lBis solution (100 ml) 

Acrylamide: 29.2 g 

Bis:0.8 g 

溶於 100ml 的 distilled water 中，避光儲存於 40C 冰箱

1.5 M Tris-HCL ' pH 8.8 (100 m1 ) 

Trisb的e : 18.15 g 

j容於 pH 8.8, 100 m1 distilled water '再 Oc 儲存
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1.0 M Tris-HCl 'pH 6.8 (100 ml) 

Tris base : 12 g 

溶於 pH 6.8 ' 100 ml distilled water ' 4 0C 儲存

2. 5X electrode bu能r (lL) 

Tris base: 15 g 

Glyc血紅 72 g 

SDS: 5 g 

j容於 1 L distilled wat缸， 4 0C 儲存

3. Transfer buffer (4L) 

Tris: 12.4 g 

Glycine : 57.6 g 

Methanol : 800 ml 

加入 distilled water 調成位， 4 0C 儲存

4. PBS (lL) 

NaCl: 8 g 

KCl: 0.2g 

莖H2P04 : 2.59 g 

加入 disti1led water 調成 pH7.4止， 4 0C 儲存

5. Washing buffer 

。.1% Tween-20 血 PBS

6. Blocking buffer 

5% 脫昌孟奶於 washing buffer 

六、 DNA 丹段之純化及膠費童電泳分析

A. DNA 片段之純化

取 5xl07 倍細胞，置於微量離心管中，已泣。o rpm 離心 10

mm o 倒掉上清液，充分打散細胞並加入 500 凶細胞溶解緩衝液(20

mM 士的， 10 mM EDTA ' 0.2 % Triton X-I00 pH 7.4 ' 4 0C 儲存備

用) ，上下經搖數次後即置;本上作用 10 分鐘。溶解的細胞經高遠離
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心(12，000 rp妞，的扭曲)後，收集含有 DNA 片段之上清液到新的離

心管中，立主加入 2.5μ1 protein俗e K (20μg/血1) ，於 50 0 C 7]<..浴作用

至為夭。第二天，在加入 2.5 M1 Rnase A (20μg/血1 ) ，再叮叮下

作用至少 2 小峙。加入飽和的 pheno1 ( pH 8.0 ) ，上下震盪數次，

高遠離心( 12,000 rp血， 15 分鐘) ，將含 DNA 片段之水層與含蛋

白質之 pheno1 層確實分間。吸取水層上清液到新的微量離心管中，

再以飽和的 pheno1 '重複萃取過程一次。最後攻以 500μl

chloroforml isoamyla1cohol (24: 1) 萃取 DNA 片段。加入 500μi

isopropanol (輛鉤。C 儲存備用)及 1μ1 (20 mg/ml) glycogen' 荳於一20

Oc 冰箱中至少 3 小時以沉澱 DNAo 經高迷離心( 12,000 rpm '的

分鐘)後，倒掉上清液，於室溫下自然成乾。加入 10μ1 TE 緩衝液

(1 0 mM Tris ' 1 mM EDTA' pH 8.0 ' 40C 儲存備用)溶解 DNA 後，

保存、於 40C' 將用於膠聽電泳分析。

B.DNA 片段之膠體電泳分析

以 lX TBE bu質er 配製 1%電泳膠片，將之前所得之 DNA 片段

樣品，加入 2μ16x 膠體裝填緩衝液，混合均勻後加至IJ 電泳膠片中。

另取 5 Ml 100bp DNA la吐dermarker 作為 DNA 分子大小對照標準。

再以 100 V ' lx TBE bu誼er 進行電泳，約 30輛60 分鐘後終止電泳。

完成後取出電泳膠片，置於 ethidium bromi命中進行禁色，而後轉放

入 500 到水中就色。最後，以 UV 光激發並拍照。

溶液的配置方法

1. 10X TBE 位uffer

Tris base 108 g 

boric acid 55 g 

0.5M EDTA (pH 8.0) 40 ml 

ddH20 960ml 

2. 6X loading dye 

bromophenol blue 0.25% 
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xylene cyanole FF 0.25% 

glycerol 30% 

H20 69.5% 

t 、 DNA 丹段的 ELISA

利用兔疫分析法的 KIT '將 C品神經繆瘤細胞與 10 Jl1Ilol / 1 的

Brdu 在 370C 培養過夜。經標定之後，接著將細胞以 250 x g 下離心

10 分鐘，再懸浮於培養液。將細胞濃度調整到 1 x 10 5 cells /剖，然

後取 10 J..!l / well 加到 microtiter plate' 再於每個 well 分別加入(AC)5GP

溶液，最後每個 well 的體積為 200μ1 0 經 37 Oc 培養 6 小時後，以

250 x g 離心 10 分鐘，再將每個 well 吸掉上清液 100 抖，屑的Onm

波長瀾定。

八、 PKC 足之萃取

將細胞加入 1 ml ho血。genization buffer A 後刮下，放入研磨器中

研磨約 30 次，將萃取以倒入超高遠離心管中，經超高遠離心( 40多。00

rpm 斗 Oc 叫小特)之後，得上清液即為 PKC 的細胞質部份，而

沉激物在加入 0.5 ml homogenization buffer B , 4 Oc 下每隔 10 分鐘

下震盪一次，使 Triton-X 100 能充分作用 1 小時之後再次以超高遠

離心 (40，000 rp妞， 4 0 C 心小目前，離心所得之上清液即為 PKC 的

微粒部份(含細胞耳其及細胞核之部份) (35) 。經萃取所得之 PKC

sample 分裝儲存在刀OOC 冰箱。

九、 PKC 之純化

利用 DEAE-cellulose chromatography 來純化 (36) 。方法是先製

備 cellulose column '以 1 g 之 DEAE-cellulose 於 20 mM Tr站在CL ' 

pH 7.5' 通入塞以玻璃棉之玻璃管柱中，再以 0.75 ml Elution bu能川的

錄一)沖洗三次，然後通入樣本，以 0.75 ml Elution bu能T 再沖洗四

次和 0.25 ml 含 120 mM KCl 之五lution buffert 沖洗一次，最後通入 0.5
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ml 含有 120 mM KCl 之 Elution bu能f 並收集。

溶液的配置:

1.Homogenized buffer A (pH 7.4) 

分子量 Stock 濃度

20m扎1 Tris 121. 1 200.0 mM 

0.03 nu\1 Na3V04 183.9 30.0 mM 

2 mM MgCl弘6日20 203.30 100.0 mM 

2 mM EDTA 372.24 100.0 mM 

O.5mM EGTA 380.4 100.0 mM 

2 mM PMSF 174.2 200.0 mM 

1 mM(DTT) 500.0 mM 

250 mM Sucrose 342.3 

10 ugJml Leupetin 1.0 mg!ml 

2.Homogenized buffer B (pH 7.5) 

分子量 Stock 濃度

20 姐MTris 121. 1 200.0 mM 

0.03 mM Na3V04 183.9 30.O mM 

5 mM Mg(九.6H空。 203.30 100.0 mM 

2 mM EDTA 372.24 100.0 mM 

0.5 宜lM EGTA 380.4 100.0 mM 

2 mM PMSF 174.2 200.0 mM 

1 mM(DTT) 500.0 mM 

5 mM NaF 41.99 100.0 mM 

10 ug/ml Leupetin LQmglrl)J 

世.1 % TritonX輛100
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lO ml 的 ml

1.00 ml 4.00 ml 

0.01 ml 0.04 mlj 

。.20 ml 0.80 ml 

。.20 ml 0.80 ml 

O.的 ml 0.20 ml 

0.10 ml 0.40 ml 

0.02 ml 。.08ml

0.860 g 3.423 g 

。.10 ml 0.40 ml 

10 ml 24ml 

1.00 ml 2.40 ml 

0.01 ml 。.024 ml 

0.50 ml 1.20 ml 

。.20ml 0.48 ml 

0.05 ml 0.1 2 ml 

0.10 ml 。.24 ml 

0.02 ml 0.048 ml 

0.50 ml 1.20 ml 

0.10 ml 0.24 ml 

10.00 ul 24.00 ul 



十、 p豆豆C 活性之瀾定

PKC 之活性測定棒、採用放射磷標記文腺核甘三磷竣(缸，

32p]ATP)作為磷酸根之供給者，而以組織蛋白 (histone 可peII國S )作為

磷酸根之供給者，藉測量 PKC 將放射磷轉接至組織蛋白之多寡，來

定量 PKC 之活性。整個反應之通程如下:再再Oc 下將 100 財反應溶

液(附錄一)與 50μ1 之待測樣本於試管混合，然後加入狗叫之[y闖

32p]ATP 溶液，隨後將之輩於 30 0 C 之7]<..浴中，反應 10 分鐘後，先

加入 1μg/J!1 BSA 50 抖，次加入 0.5 m1冰冷的的% trich1oroacetic 

acid (TCA)溶液以終止反應，在加入 2 m1冰冷之 1 % TCA 溶液，使

phosphorylated mstone 析出，最後利用離心方式將析出的蛋白沉澱下

來，小心移除上清液，保留沉澱部份。再加入 2 m1冰冷之 1 % TCA 

溶液，經離心取沉澱部份加入閃爍液，再將整個試管放入偵測瓶，

以各 Counter 測放射量。反應結果扣除不加 phosphatidylserine 和

1 ，2翩Diole血的空白樣本，即為 PKC 真正活性，以 pmol/mirνmg protein 

表示。

十一、先方點墨法

A.DNA 探針的備製

C恥吋闡甘:JUll詛n 1血nRNA 的 DNA 探針是從 pHJ19 質體經限制瑋素 Ps吋tI 及

Ec∞oR站I 切取的約1. 1 油的片段。此段DNA 乃招對於 C令吋「甘J Ull玟組n 蛋白的 DNA

bin往扭g r昀egl如on叫(3打7，38劫) 0 c-品.

切取的 DNA 丹段(39鈞) 0 GAPDH mRNA 的 DNA 探針是由 pill130 質

體經 PstI切下的1.25 kb 片段，作為此實驗的 intemal control (40) 。

利用英麗娟矇公司出品的 QIAGEN plasmid DNA 抽取象統。

三種實體 DNA 經上述限制韓素分別切割後，以 agarose gel 檢測反

應是否完全，在以 DEAE cellulose membrane 回收 DNA 片段(41) 。

揉針的製備是利用Amersham 公司出品的 Mu1tiprime DNA 

labeling system 製造。經 32p 標織的 DNA 探針的分離是利用 gel

20 



iltration 的原理(42) 。

相關溶液配製如下:

1. 10 X RNA running buffer 

Guanid也ium thiocyanate 

Sodium Ci甘ate (PH 7.0) 

Sarcosyl 

4M 

25 mM 

0.5% 

2-Mercaptoethanol 0.1 M 

將 250 g Guanidinium thiocyanat ~:容於 293 ml 的 SEPC 水加入

1M Sodium ci甘ate 13.2 ml 在加入的% Sarcosyl 26.4位 '65 0C

溶解後於室溫儲存 3 個月，使用時再加 2-mercaptoe也anol 。

2. 20 X SSC buffer/每公升

NaCl 

Sodium citrate 

173.5 g 

88.2 g 

3. 50XDe討1紅t's reagent (50X) /每 100ml

Fico1l 400 5g 

Polyvinylpyrolidone 5 g 

BSA 5 g 

以上成分均勻溶解復以 0.45 抖血的琵lter 過濾一次，在以 0.22

抖姐的過濾鎮通濾一次，分成小包裝，存於刀。 Oc 。

B.RNA 電泳

以1.2 %的 agaτose gel 進行RNA 電泳，跑完的 ge1 浸泡 50 mM

NaOHl10 mMNaCl 中 30 分鐘，在放入 100 mM Tris-HCl 中 30 分鐘，

以除去 RNA 上的 formaldehyde 。將 gel 轉潰至11 NCpaper 後，於 800C

烘烤 2 小時後存於乾燥處。

C. 雜交反應

將烘烤好的 NCpaper 以 2X SSC buffer浸濕，捲入hybrid臼ation

如be 中，加入 prehybridization solution (6X SSC, 10X Denh訂t' s reageI說，
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0.1 % SDS , 50 % fonnamide, 50μg I 姐1 denanrred sahnon spenn 

DNA) ，經 42 0C .&.庭、午24 小時，取適量探針於 95 0C 加熱 5 分鐘，

置於冰上 5 分鐘，在加入 prehybridization solution 中，繼續於是2 Oc 
下反應 16-24 小時。將 hybridization solution 倒出，依序加入 2X SSCI 

0.1% SDS ; 0.5X SSC I 0.1 % SDS 及 O.1X SSC I 0.1 % SDS 各於拾。c

漂洗 20 分鐘，直到游離的向位素洗乾淨為止 o 在將雜交成功的 NC

paper 色好產片。
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結果

位的sGP 對 C舟、細鮑存活率的影響

將 C-6 神經膠瘤細胞，處理 (AC)sGP 24 小時之後，利用 MTT

分析細胞的存活率，來觀察 (AC)sGP對 C品神經膠瘤細胞的影響 (Fig.

2.) 。發現 ， (AC)sGP 對此細胞的毒性有 dose-dependent effect 0 再給

予 0.45 mM (AC)sGP 24 小時之後，細胞的存活率只剩 52% 。

(AC)sGP 會導致 C-6 細胞 DNA 的斷裂

以 0.15-0.6 mM的 (AC)sGP 處理 C-6 ce1l 24 小時之後，可以

看見 DNAfra伊lentation 的現象(Fig.3.) 。將 C-6 細胞處理 0.1 5 至

0.6 mM的 (AC)sGP ， 當 (AC)sGP 大於 0.3 mM 時，會發現 DNA 有

約 180 bp 或整倍數大小的階梯狀片段產生。利用 ELISA 方法也發現，

隨著處理 (AC)sGP 的溶度增加 'DNA 片段有明顯的增加，從 7.5%

增加到約 27.5 %左右，且其歸于象呈現 dose-dependent 結果 (Fig.4.) 。

因此判斷仰的sGP 可以導致 C毛細胞的凋謝死亡。

斜的sGP 導致 C品、如朧的 pro圍，apoptotic body 的產生

為了進一步確定 (AC)sGP 確實會造成 C-6 細施的凋謝死亡。

於是利用流式細胞儀來觀察細胞內 pro-apoptotic body 的量 (Fig. 5.) , 

結果發現在處理科的sGP 24 小時之後，發現細胞有明顯的 pro-

apoptotic body 的產生。

(AC)sGP 會導致細胞的生長停滯

利用流式細胞儀來觀察細胞內 DNA 的含量比，細胞處理

(AC)sGP (0.3 n也1) 0-馮小時之後，發現細胞 GO/Gl 期的 DNA 含量

由 58.95 %增加到 80.14 % '增加了約 35% 。茁此可知 ， (AC)sGP 會

造成 C-6 細胞的 GO/Gl arrest (Fig. 6.) 。
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(AC)sGP 會建成 C晶細胞冉一些蛋白的磷釀化

C-6 細胞處理(AC)5GP 0-24 小時後，取所有的蛋白來觀察其中

tyrosine 磷酸化的情形。結果發現，有許多的蛋白有磷酸化的現象。

其中在分子量約 53 kDa 的地方(標示處) ，似乎有磷竣化的變化。推

測其可能為 p53 蛋白 (Fig. 7.) 。

(AC)sGP 會促進 C岫毒、純跑內 b陪yc 蛋白及 p53 蛋白的表現

為了探究 (AC)5GP 如何造成 C-6 細胞的凋謝死亡，於是利用

西方點墨法來觀察一些與 apoptosis 相關蛋白的表現。之前一些相鵲

的報導才指誼出，叫c

過程需要W吶il站dp抖53 的參與(仟43勻)。茵此首先觀察 c令闇My戶C蛋白的表現 σi培gs.

8 組d9幻)。發現處捏 O.ι4衍5 mM(偵AC)5GP 1-δ5 小時之後，吋C

現增加約 3 倍左右，且其關像呈現 dose-dependent 的現象。同樣的，

當處理 (AC)5GP 4 小時之後， p53 蛋白有明顯的增加約 2.5 倍左右，

且呈現了 dose-dependent 的現象σigs. 10. and 11 .) 

(AC)sGP 對 C晶細聽內豆豆cl-2 蛋白及單純蛋白的影響

許多研究報告指出， Bc1-2 家族蛋白會調控細跑到凋謝死亡，

由此我們找出了兩個 Bc1-2 家族的蛋白，分別是 Bc1-2 (anti-apoptosis) 

及 Bax (pro-apoptosis)來探討 Bc1-2 家族蛋白是否有參與(AC)5GP 引

起 C-6 細胞死亡機轉的路徑中。分>j!J將細胞處理 0， 2, 4, 6, 8，及 24

小時之後，取蛋白分裂觀察 Bc1-2 及 3位蛋白的表現。結果發現，

隨著處理(AC)5GP 的特筒增加 ， Bc1-2 蛋白有明顯的減少，在處理 24

小時之後， Bcl丑的表現量只剩約 20 %(Figs. 12. And 13.) 。相反的 Bax

卻因受到(AC)5GP 而增加，在處理 8 小時之後，蛋白量增加約 5 倍

左右(Figs. 14. and 15.) 。

侈的sGP 忠會影響與細胞主題期有關的蛋會

利用 C-6 細胞處理 0.3 mM (AC)5GP 0 至 24 小時之後，抽取所
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有的細胞蛋白質，來觀察(AC)5GP 對一些與 p53 導致 cell cycle 下游

蛋白(p21 及 RB)的表現 σigs.16. and 17.) 。結果發現， p21 的確會受

到的(AC)5GP 影響表現增加，在處理後 6 I卜特有約1.8 倍的增加。誰

且觀察 hyper-站的蛋白質，發現 hyp缸-RB 在處理(AC)5GP 6- 8 小時

後，蛋白表現量減少呈的%。麗而言查實了 p21 的表現增加會進而抑

制 CDK 來抑制 RB 的磷酸化。

(AC)sGP 會促進 Protein 腦血ase C 的轉位活化

利用 C毛細胞處理 (AC)5GP 0.3 mM 0 至 24 小時之後，分別抽

取細胞耳其及細胞質的蛋白質，觀察 PKC 不同 isoform 的表現情形發現

PKC-α3γ 皆有從細胞質轉住到細胞膜的情形發生(Figs. 18 - 20.)及

(Figs.21.-23.) 

進一步將 C-6 細胞分別處環 (AC)5GP 0 至 8 個小時之後，取

細胞核、鎮蛋白後， 1這 column 純化 PKC 蛋白之後，測定 PKC 蛋白

的活性。結果發現，當細胞處理(AC)5GP 6 小時之後 'PKC 蛋白轉

位活化的情形最明顯 o 由比可知在此細胞中 PKC 可受到(AC)5GP 的

轉位活化(Fig. 24.) 

(AC)sGP對 Protei盟 ki盟aseC 下游童話、班E豆豆、E蠶瓦1 互之ERK2

3是由的表現的影響

進一步探討 PKC 下游蛋白的表現情形，同樣的時問點，取所

有的蛋白來探討 Raf 、 MEK 、 ERK1/2 的表現量。發現 Raf及弘伍玄

的表現並不會受到(AC)5GP 的影響 (Figs.25. 組d 26.) ，而下諸多的 MAP

kinase ERK1/2 亦不受抑制 (Fig.27.) 。

(AC)sGP 對一些、細胞的生長圈子(c國J扭扭/c帽Fos)及一些上游的

韓素(JNK)的影響

一些 PKC 的促進劑(ex:TPA)通常會活化細胞訊息傳遞下游的

生長園子(ex: c-Jun 及 c-Fos) ，自此在此利用蛋白質來觀察(AC)5GP 對
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多當

c-Jun及 c-Fos蛋白的影響。結果發現'(AC)sGP 不會影響 c-Fos (Fig. 28.) 

的表現，但是卻會抑制 c-Jun 的表現(Fig. 29.) ，由結果可以看見 c-Jun

在處理(AC)sGP 8 小時之後， c-Jun 的蛋白表現量減少至 20% 。再進

一步觀察 c-J閉上海擎的蛋白卦仗，利用 C品細胞處理(AC)sGP 0品小

時之後，發現亦很2 蛋白亦有明顯減少的情形(Fig.30.) 。

(AC)sGP 無法抑制由 TPA 且是血清促進的 c-Fos 及軒扭扭

mRNA 
本篇發現了 (AC)sGP 會抑制 c-Jun 蛋白的表現。自此進一步想

要探討(AC)sGP 與一些 c-Fos 及 c-Jun 的促進輔之闊的相互關係為何?

因此利用了 TPA (100 ng/ml)及血清來當 c-Fos 及 c-Jun 的促進劑，來

觀察(AC)sGP 對 c-Fos 及 c-Jun mRNA 的影響.。結果發現 ， (AC)sGP 

無法抑制由 TPA及血清所促進之c-Fos 及 c-Jun mRNA 的表現(Figs.31

組d 32.) 。

TPA 且是盟7 皆無法抑制悅的sGP 將建成的 cell arrest 

為了想知道 PKC 在(AC)sGP 的作用中是否扮演著重要的較色，

在此分別給予 PKC 促進劑 (TPA)及抑制劑 (H7 )來觀察其是否會影

響 (AC)sGP 對 C-6 細胞的作用。細胞組另1J 分別為，正常組、 (AC)sGP

處理、 TPA 處理及(AC)sGP 與 TPA 處理 24 小峙，另外有証7 處理 4

小時及 TPA 處理 20 小時後再處理 H74 小特後，將細胞收下後去做

flow cytometηr(Fig. 33.) 。結果發現不論共同處理 TPA 或 H7' 皆無法

抑制(AC)sGP 對 C6 細胞細胞遇期抑制。
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討論

(AC)sGP 是從 Gardenia fructus 萃取物分離的 glycoside '在經乙

蟻化而得到的 (7) 0 (AC)sGP 與 GP 在結構上的比較，由於(AC)sGP

比 GP 多了五個乙驅基，其在結構上比較穩、定，且在備製及保存上

比較容易，因此在藥物的開發上較具有價值。雖然(AC)sGP 的分子

大且不易溶解於水溶液中，但其親結性相對也較高，與其它化令物

競爭時，將更容易靠近細胞頭而進入細胞。

再本實驗室之前的研究指出 ， (AC)sGP 不論是在培養的或在

大自氣身上的 C6 細胞，在給予(AC)sGP 後，其生長都有明顯受到抑

制(7，9) 。忠就是說，但C)sGP 具有抗腫瘤的活性，但是其中的機轉

尚不清楚 o 本實驗進一步利用 C6 神經膠瘤細胞株，直接觀察(AC)sGP

抑制自細胞生長的機轉。

Apoptosis 是一種細胞死亡的形式， apoptosis 包含有一些共同

的特徵'如外型的變化、紫色質的濃縮以及 DNA 的斷裂等等(11) 。

之前結果發現，當 C6 細胞處理(AC)sGP 之後，其細胞的外形有明顯

的變化，立主且看見 DNA 有邊緣化的現象出現。本篇結果顯示 '(AC)sGP

會使 C6 細胞產生DNA 企agmentation 的現象，立在且利用宜。w cytomet位

也看見 cell cycle arrest 及 pro-apoptotic bodies 的產生，因此可知

(AC)sGP 會造成 C6 細胞的 apoptosis 0 

p53 基因在某些抗癌試劑所誘導的 apoptosis i過程中扮演重要的

角色，並且會導致細胞過期停滯在 GO/Gl 期 (44) 。在一般 apoptosis

發生的過程中 p53 蛋白量會增加而累積於核。在本篇發現， (AC)5GP 

導致 C6 細胞走向 apoptosis 的過程中，其細胞內的 wild type p53 蛋

白會有明顯的堆積現象發生，而 c-Myc 的表現量也明顯增加。

並且會造成 Bax 的堆積及 Bcl-2 的抑制。研究指出，在心Myc 導致

纖維母細胞的 apoptosis 中， p53 與 c-Myc 的表現同時增加 (45) 。而

p53 會抑制 IGF-l 接受體(receptor)的表現，渴而阻止←Myc 導致細

胞走向增生的路徑而改走 apoptosis (46) 。初步認為呵-Myc 在本實
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驗中的確參與了 p53 的蛋白所引起的 apoptosis 0 過度表現的 Bc1-2

會抑制 p53 所導致的 apoptosis (23 ,24) ，而 p53 會促進 Bax 蛋白的合

成 'Bax 可以與 Bc1-2 產生持抗作用來抑制 Bc1-2 的抗 apoptosis 作用。

本篇中， (AC)5GP 活化了 p53 '導致 Bax 的合成相對增加，並寫詩

抑制 Bc1-2 的表現，來達到雙重促進細胞 apoptosis 的效果。

P53 的另一個主要作用會導致細胞的生長停滯，以便進行 DNA

的修橋，許多的報告都指出 'p53 會導致細胞的生長遇期停滯在 GO/Gl

期。一些會與 p53 C 端結合的抗麓，會阻止血清刺激 fibroblast 進入

S 期 o p53 抑制細胞過期的作用，主要是利用蛋白本身其有轉路活

化 (transcioptional activator) 的角色來達成 o p53 會誘導下游基茵

p21WAF1 的活化 (48) , p21 蛋白會更進一步去抑制 cycl血-kinase

complexs '並阻止 RB 蛋白的磷酸化，來阻斷細胞過期的進行。本

篇結果發現， (AC)5GP 的確會造成 C6 細胞的 cell arrest 在 GO/Gl

期，因此推斷， p53 可能在(AC)5GP 所導致之 apoptosis 中扮演重要

的角色。並利用蛋白的偵測，來探討 p21 及 RB 的表現量。發現 p21

蛋白的確會因受到 p53 的促進而增加，進而阻止 RB 蛋白的磷酸化。

而導致細胞過期停留在 GO/Gl 期。

PKC 在 C晶腦神經繆瘤細胞中大量表現 'JL調控著 C-6 細胞

的生長發芽，其扮演著極為重要的角色。 PKC 可以藉由活化及抑制

一些特殊的酵素來調控細胞的生理功能。已知 PKC 忠可以調控細胞

的 apoptosis 0 報告指出， PKC 同時具有促進及抑制 apoptosis 的功能

(47) ，藉由活化或抑制下游一些酵素，來決定其調節的功能 opKC

可以使其下游的蛋白磷酸化，例如:Raf丸，及一些與細胞功能有闋的

蛋白。在本篇我們觀察了一般腦神經膠瘤細胞中主要表現的幾倡 PKC

亞型(pKCα 、 PKCß 及 PKCy) 。發現這幾餾 PKC 的亞型的蛋白質，

都可以觀察到有程度不一的轉位活化的情形，並且由 PKC 的活性也

看到轉位活化的現象。為了觀察 PKC 下游的受質為何?探討了 Raf­

lvIEK欄ERK 的這條路徑的蛋白影響。發現(AC)5GP 對 PKC 的影響，

似乎不是走 Raf及其下游的蛋白路程。
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12-0-tetradecanoylphorbol-13輛acetate (TPA )是一種 PKC 的促進

劑，它可以導致分離的胸腺細胞的 apoptosis (31) 。而 (AC)5GP 也會

活化 PKC' 自此我們將(AC)5GP 與 TPA 做了相同的聯想，而已知 TPA

會促進 c-Fos 及 c-J闊的表現(49) 。囡此觀察 c-Fos 及 c-J闊的蛋白表

現，結果發現， (AC)5GP 會抑制 c-J凹的蛋白，但不影響 c-Fos 的蛋

白囊，結果與 TPA 相反。目此進一步分別同時處理 TPA 及(AC)5GP

與血清及(AC)5GP '發現(AC)5GP 不會抑制 TPA 及血清所促進的 c-Fos

及 c-Jun mRNA 的表現。而利用流式細胞儀測定細胞遠期的變化。TPA

及 H7 (PKC 的抑制劑)皆不會抑制 (AC)5GP 達成 C毛細胞週期的停

滯作用。由此可以判定 'PKC 的活化，在此細胞的 cell arrest 過程中，

似乎並不重要。

因此初步斷定， (AC)5GP 1造成 C品神經繆瘤細胞的凋亡及細

胞過期抑制作用，應該是經由 p53 及 c-Myc 的調控途徑。而 PKC

對於其細胞週期的調控沒有影響。而 (AC)5GP 對於 C-6 細胞的作用，

也不同於 TPA 的作用。至於 'PKC 是否與 (AC)5GP 所造成的 apoptosis

有關，以及是經由何種調控方式則不得而知，而有待進一步的探討。

另外我們也發現悅。5GP 會造成 c-Jun 及其上游的 c-Jun N-term血al

Kinase 2 (持改2)蛋白的抑制，誰湖悅。5GP 可以接由對必JK2 及 b

Jun 的抑制，來達到抑制細胞增生的結果。
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Fig. 3. Agarose gel electrophoretic analysis of也e fragmented and intact 
DNA 企om (AC)sGP-treated 組d control C-6 glioma cells. Cells were 
incubated for 24h in the presence of indicated concentration of (AC)sGP 
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Fig.7. 甘le effect of (AC)5GP on tyrosine phosphorylated protein 
expression. Cultured cells were treated with (AC)5GP 0.3 mM for 
indicated 血的 (A).and cultured cells were treated with (AC)5GP for 是 hrs

as indicate吐 concentration (B)上，ysates were analyzed by immunoblotting. 
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Fig. 24. Activity assay ofPKC protein 血 (AC)sGP treated C-6 glioma 
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Fig. 25. Immunoblot analysis ofthe expression ofRafin (AC)5GP treated 
C品 glioma cell. Cells from each time point following (AC)5GP (O.3mM) 
甘eatment were ana1yzed. The Raf were detected by anti-Raf組tibodyand
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Fig. 26. Immunoblot 組alysis of the expression of瓦拉K in (AC)5GP 
treated C-6 glioma cell. Cells from each time point following (AC)5GP 
(O.3mM)甘eatment were analyzed. 在le MEK were detected by anti扎在EK
antibody and were visulized using an ECL system. 
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Fig. 27. hnmunoblot analysis ofthe expression ofErklÆrk2血 (AC)sGP

控eated C-6 glioma cell. Cel1s 企om each t血le point following (AC)sGP 
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Fig.28. 扭扭mnoblot 組alysis ofthe expression of c-Fos 扭扭。5GP

控eated C圖6 glioma cell. Cells f全om each time point follow血g (AC)5GP 
(0.3血M) 控詞組lent were analyzed. The c-F os were detected by 組ti-Fos
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Fig. 29. Time course of (AC)5GP treatment on c-Jun protein expression 
inC品 glioma cells. Cultured cells were treated with (AC)5GP 0.3 mM for 
indicated time. The c-Jun protein was analyzed by immunoblotting. 
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Fig. 31. Immunoblot 個alysis of the expression of JN玄扭扭。5GP

treated C-6 glioma cell. Cells 企om each time point following (AC)5GP 
(O.3mM) treatment were 甜甜yzed. The JNK were detected by創i品IT<

antibody 組吐 were visulized using an ECL system. 
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Fig. 32.Effects of (AC)5GP on c-fos 組d c-jun expressíon 血 TPA

stimulate吐 C圈6 glioma cells. Cul如red cells were stimu1ated by TPA 
(1 00ng /血1)， then 甘eated with (AC)5GP at indicated concentrations ‘ 

百le c-fos 組d c-jun mRNA were ana1yzed by the Nor吐lem blo社血g.
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serum-induce吐 C-6 glioma cells. 
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