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中文摘要 

惡性腫瘤已經連續 20年位居國人十大死亡原因之首，每年因肝癌死亡的

平均人數約有 5,000~6,000人，原發性肝癌如未積極治療，病人往往在數個月

或數週內死亡，手術切除目前仍是唯一能治癒原發性肝癌的治療方法。當手

術後腫瘤多發性復發，或因身體狀況不適合手術，抑或是腫瘤發生遠處轉移

時，尋找有效的化學治療藥物來代替手術極為迫切。 

紫杉醇(Paclitaxel)在乳癌，卵巢癌和在非小型細胞肺癌的治療效果良好，

在肝癌則未定論。本實驗以 Paclitaxel對肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)的細胞週

期的作用，發現 Paclitaxel會抑制細胞週期在 G2/M期，而其 cyclins 的控制與

cyclin-dependent  kinase的關係研究，發現 Paclitaxel在高濃度時( > 2.5 mM)

可抑制 cyclin B、D和 CDK1的表現，對 cyclin A、E和 CDK2則相反地呈過度

表現。另外，在 Paclitaxel對 NAT 的活性研究發現，Paclitaxel可以抑制細胞

內胞質液 NAT的活性，且與藥物濃度、作用時間相關。這些發現似乎可以做

為 Paclitaxel治療肝癌的立基。 
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第一章 前  言 

根據衛生署 91年 6月所公佈的資料，自民國 71年起至今，惡性腫瘤連

續 20年位居國人十大死因之首，其死亡率每十萬人口為 147.68人，民國九十

年約有三萬三千人死於惡性腫瘤。平均每十五分鐘就奪走一條寶貴的生命。

台灣每年因肝癌死亡的平均人數約有 5,000~6,000人，在男性惡性腫瘤死亡原

因中佔第一位，在女性癌症中也名列第二位。男性和女性病患比例可高達 8:1；

其好發年齡層在 50歲到 70歲間(1-2)。因此，肝癌的研究在臨床醫學及公共衛

生領域顯得格外重要。原發性肝癌是一種非常惡性的癌症，臨床上如未積極

治療，病人往往在數個月甚或數週內死亡。手術切除目前仍是唯一能治癒原

發性肝癌的治療方法。遺憾的是，當手術後腫瘤多發性復發，或病患因身體

狀況不適合手術，抑或是腫瘤發生遠處轉移時，尋找有效的化學治療藥物來

代替手術就顯得更為迫切。  

 

第一節【致癌的原因】 

惡性腫瘤是一種基因變異的疾病，它的形成是多步驟的，並且可以發現幾

乎都與某些基因的改變有關(3)。基本上惡性腫瘤的發展過程約可分成下列四個

階段： (1)引發階段 (initiation)：此階段肇因於基因上的變異  (2)促進階段

(promotion)：乃細胞表現型上的改變 (3)惡性轉型階段(malignant coversion) (4)

腫瘤形成、生長及惡化(tumor formation, growth and progression)。構成惡性腫

瘤的癌細胞的特徵是癌細胞失去正常細胞的調控功能、失去細胞分化的能
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力，並且以不正常的比例快速增殖，可能侵犯周圍的正常組織或具轉移性---

轉移至其他器官或組織。 

一般而言，致癌物質 (carcinogen)可以分為三類：輻射能 (ionized 

radiation)，病毒(virus)及化學物質(chemical compounds)。研究發現很多與癌症

有關的基因能與後天環境中各種因子產生交互作用，例如病毒基因影響肝細

胞基因組的正常功能即一重要促發癌變的機轉(1,4-5)。B型或 C型肝炎感染與肝

癌的形成機制有所不同，前者與 DNA病毒基因組鑲嵌入肝細胞基因組有關，

後者則因細胞反覆發炎、壞死、增生、肝硬化形成等因素所致。B型肝炎病毒

的感染，在原發性肝細胞癌的致癌原因中所扮演的角色相當重要。根據統計，

台灣目前可能有多達三百萬名 B型肝炎帶原者，若年輕即感染病毒，則約有

1/3的人會在 40歲以後，慢慢轉變成肝硬化或肝癌。 

 除了 B型或 C型肝炎感染等病毒因素外，其他原因所導致的肝硬化(如長

時間或大量酒精攝取致肝硬化)，外在環境的化學致癌物如 Aspergillus flavus

黃麴毒素(被污染的玉米、花生以及醃漬物)、香煙(含有四氨基聯苯)、含砷井

水、燒烤物及拜香(產生多環芳香烴)等等皆為引發肝癌的因子；最近國人更藉

由流行病學研究，報告長期嚼食檳榔(含肝癌致癌物 safrole)會罹患肝癌，其致

癌機轉有待探究。一般而言，B型肝炎病人罹患肝癌比一般人高出 15-390倍，

若加以暴露於這些化學致癌物，則會比一般人高出 40至 60倍罹患肝癌的機

率(1-3)。 

據估計，80%以上人類的癌症與環境中化學物質關係密切(6)。西元 1775
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年英國的一位外科醫師 Percival Pott(7)首先提到環境中的化學物質與癌症的發

生可能有關。他發現煙囪的清潔工人有較高的比率得到鼻腔癌及陰囊皮膚

癌。在過去數十年來，已發現多種化學致癌物質存在煙囪之煤灰中，且可在

動物實驗中引發惡性腫瘤。有些化學物質可以本身就是致癌物，有些則是經

由細胞中某些特殊酵素的作用而轉變為致癌物。 

如表(1)所示，許多化學物質都有致癌作用(2, 8)，圖(1)所示即為三種常被廣

泛研究的化學物質的化學結構。人們可因為不同的環境因素：職業、飲食、

生活型態等等，接觸到這些化學物質。例如：油漆工人(苯 benzen)，石棉瓦製

造業(石棉 asbestos)，發霉的花生 (由黃麴霉菌 Asperqillas flavus產生黃麴毒素

Aflatoxin B1) 或其它食物，如烤肉所產生的多環芳香胺類致癌物 (polycyclic 

arylamine)等。 

在芳香胺類方面，已有研究顯示經由餵食芳香胺類化合物可能導致動物產

生癌症，但是將芳香胺類化合物直接注射動物的任何器官卻不會產生癌症(9)。

經研究後發現許多化學致癌物均需經過體內酵素代謝活化才會造成活性更強

的化學致癌物，再與細胞內的 DNA結合形成 DNA添加物(DNA adduct)，最

後造成基因突變引發癌症(10)。乙醯轉移酵素(N-acetyltransferase；NAT)就是參

與芳香胺類化合物代謝的一個代表酵素(11)。而在多環芳香胺類方面，日本

Yamagiwa與 Ichikawa(12)將柏油塗抹於兔子上導致皮膚癌而證實柏油中含有致

癌物質。後來經研究發現柏油中所含的多環芳香胺碳氫化合物

benzo(α)-pyrene是一種致癌物質(13)。而在無機化合物方面，已有研究指出長
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期攝食含有亞硝機化合物的醃製醬菜食物可能導致胃癌與食道癌(14)。而天然

性致癌物方面，如存在於發霉稻米、花生中的黃麴毒素(aflatoxins)已被證實易

引起動物及人類肝癌(15)。而 UV 紫外線方面，亦有研究指出長期暴露於 UV

紫外線下易得皮膚癌(16)。 

因為 NAT與芳香胺類化合物的致癌作用有相關連性已被證實，如果個體

暴露在含芳香胺類化合物的環境下，提高 NAT的活性，則會增加致癌的機率。

有學者指出，改變 NAT的活性與乳癌和膀胱癌的發生有相關聯，故參與致癌

性芳香胺類乙醯化的酵素近來甚受重視。若能發現影響此酵素活性的新藥物

或化合物，抑制 NAT的活性，那就可以減少芳香胺類化合物的乙醯化，使化

學致癌物不會變成活性強的代謝產物，進而減少終極致癌物 (ultimate 

carcinogen)的生成，減少細胞突變致癌的危險性，或許能預防或治療某些癌症。 

 

第二節【芳香胺類及化學致癌流程】 

芳香胺類如 2-Aminofluorene (2-AF)是目前已知最強化學致癌物的其中一

種，存在於自然界和食物中，本身穩定且活性低，其結構式如圖(2)： 

芳香胺類須被生物轉換才會產生反應代謝物，亦即需先經由生物體內 NAT

代謝。據 Umemura(17)等人的研究發現，累積不同劑量與時間的 2-AAF，可以

對大鼠肝臟細胞產生 DNA破壞，功能改變及可能發生惡性腫瘤的轉變。因此

當人類暴露於職業、環境或食物中的芳香胺類化合物 2-aminofluorene (2-AF)

後，該 2-AF需先經 NAT的乙醯化形成 2-Acetylaminofluorene (2-AAF)，接著
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再經細胞內 Prostaglandin H synthetase 或 Cytochrome P450 代謝形成

hydroxylamine 及 hydroxamic acid ， 再 由 N-O-acetyltransferase ， 

UDP-glucuronosyltransferase, Sulfotransferase或 O-acetyltransferase進行進一步

代謝，所形成之代謝化合物會自發性的分解產生 nitrenium ions，並且與 DNA

結合形成 DNA adducts(18-25)，形成活性強的致癌物質(ultimate carcinogen)，最

終造成目標器官癌化(26)。(如圖 3所示)。而 2-AF具有組織專一性，只會與特

定器官結合(27)。 

  

第三節 【乙醯轉移酵素(N-acetyltransferase，NAT)】 

乙醯轉移酵素(N-acetyltransferase， NAT) 的存在因不同的物種、細胞而

異，並且與癌症的發生具有密切關係。NAT 已被證實存在兔子、天竺鼠、大

老鼠、小老鼠等齧齒類、豬及人類的各組織中，也存在於魚類、鳥類、靈長

類、兩棲類(青蛙)，甚至白色念珠菌、沙門氏菌、大腸桿菌和胃幽門螺旋桿菌，

以及我們平常食用的蔬菜和水果中都有(28-38)。 

實驗顯示，若直接餵食小狗 2-AF，並不會引起任何惡性病變；但若直接

餵食 2-AAF則容易引發肝癌，可見小狗血液中沒有 NAT的存在，後來經研究

證實在小狗身上缺乏NAT基因(39)。由此似乎間接證明 NAT基因-NAT-AF-AAF 

與肝癌之間有某種關係存在。  

文獻報告指出，人類控制 NAT的基因位於第八對染色體 8p21.3-23.1上，

具有多變異性(polymorphism)(40)，包括NAT1 基因、NAT2 基因及假基因 NATP 
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Locus(41)。NAT1及 NAT2基因是屬於單一、無 intron的 exon，具 870bp的 open 

reading frames，可轉譯出 290個胺基酸，共用 87%的核甘酸，產生約 55個相

異的胺基酸，且分別決定出 NAT1與 NAT2兩種酵素(42)。另外有學者在小老

鼠身上發現了第三種 NAT基因為 NAT3(43-44)。NAT1及 NAT2基因的種類，截

至目前已發現 24種不同的 NAT1及 26種不同的 NAT2 (45-46)基因型，且不同的

NAT 基因型在不同民族的發生率明顯不同(47)。NAT1與 NAT2兩種酵素都具

有 N-acetylation, O-acetylation 和 N,O-acetylation作用，並且與某些致癌物的

活化(activation)及去毒化(detoxication)有關(48)。依 NAT對受質的催化速率，可

將 NAT分為快的或慢的 NAT(49-53)。NAT活性快的個體，暴露到 2-AF較易得

大腸直腸癌(54-56) 、NAT 活性慢的個體，暴露到 2-AF 較易得膀胱癌和食道癌

(57-63)。 

在人體組織中 NAT的分布並不均勻，NAT2主要分布在肝臟，NAT1則大

都分佈在肝臟和肝臟以外的組織中(64)。本實驗所用的 2-AF是 NAT1與 NAT2

的共同受質。 

 NAT其分子量為 34 kDa，基本作用是將藥物及其他化合物乙醯化(64)。化

合物含有 sulf-hydry1、amino、hydroxy1 基，進入體內後須先經 NAT 的乙醯

化代謝後，利用 Acety1-Co A上的乙醯基轉移至受質(例如 2-AF)的 NH2基上

而形成 Acety1 amine (例如 2-AAF (N-acety1-2-aminofluorene))。然後經由體內

其他酵素，如細胞色素 P450(Cytochrome P450) ，硫基轉移酵素

(Sulfotransferase)，和甲基轉移酵素 (Methyltransferase)，黃基加氧酵素
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(Oxygenase)等的進一步代謝，才會成為活性的終極致癌物 (ultimate 

carcinogen)，然後與靶的器官細胞內的 DNA的 Guanine共價結合，形成核酸

衍生物(Nucleic acid adducts)，最後造成標的器官細胞 DNA的突變，而致癌化

(18-25)。這種乙醯轉移的過程是芳香氨類化合物的必經代謝路徑的先前步驟。 

簡單地說，反應式如下所示： 

 

 

   

因為 NAT與芳香胺類化合物的致癌作用的相關性已被證實，如果個體暴

露在含芳香胺類化合物的環境下，提高 NAT的活性，則會增加致癌的機會。

故參與致癌性胺類芳香胺類乙醯化的酵素近來甚受重視。若能發現影響此酵

素活性的新藥物或化合物，抑制 NAT的活性，那就可以減少芳香胺類化合物

的乙醯化，使化學致癌物不會變成活性強的代謝產物，進而減少終極致癌物

(ultimate carcinogen)的生成，減少細胞突變致癌的危險性，或許能預防或治療

某些癌症。因此本實驗將探討 Paclitaxel對肝癌細胞株的 NAT 的影響效果以

作為化學治療的基本依據。 

 

第四節【細胞週期】  

細胞週期是指細胞經一連串規律的成長步驟而分裂為兩個子細胞的過

程(65-68)，如圖（4）。G0期是細胞週期的停止期，若給予適當的刺激即可誘導

 AcCoA + NAT   ＜＝＞  CoA + Ac-NAT 

Ac-NAT + Amine  ＜＝＞ Acetyl-amine +NAT 
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G0期進入 G1期。G1期是產生新的子細胞所必須經過的生長發育階段。在這階

段中 RNAs和蛋白質被合成，而此時期並無 DNA的複製。S期時，DNA進行

複製，使 DNA的含量增加一倍。G2則為 DNA合成後至有絲分裂所必經的階

段，在此時期完成時，細胞即擁有兩套完整的染色體。在 M期，細胞進行細

胞核及細胞質分裂。由於細胞進入 S 期後一直到完成有絲分裂所需的時間相

當固定，因此 G1期的長短可代表整個細胞的週期長短。又正常人體細胞 DNA

為雙套，但癌細胞的細胞週期與正常細胞不同，其 DNA可能成單套或多套。 

細胞分裂受相當複雜的機制所調控，若其中步驟發生失調就可能導致細胞

週期紊亂，使細胞失去正常的行為與生長方式而產生癌症(67-69)。CDK(cyclin 

dependent kinase)與 cyclins是推動細胞週期進展的物質，而 CDK須與 cyclins

結合成複合體才具有功能，進而使細胞激活由 G1進入 S期或由 G2進入 M期，

它們的作用就是將磷酸根加到蛋白質上。其中 cyclin D結合 CDK4及 CDK6

作用在G1中期至晚期，cyclin E結合CDK2作用在G1晚期，cyclin A結合CDK2

作用在 S至 G2期，cyclin A以及 cyclin B結合 CDK1作用在 G2至M期。有

些研究發現人類的癌症可能與 cyclins D1基因的放大(amplification)和 cyclins 

D1蛋白質的過度表現(over expression)有關(70)。本實驗將探討 Paclitaxel對肝

癌細胞株細胞週期的影響，並進一步檢測與肝癌細胞株細胞內的 cyclins 的調

控關係。 
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第五節 【細胞凋亡(Apoptosis)】 

細胞凋亡又稱為計劃性細胞死亡(programmed cell death)。它是極特殊的、

自然的細胞自殺過程，由多種遺傳基因導控細胞按步就班死亡的一種生命現

象。它會發生在各種不同的細胞，有四個重要外在特徵，分別為細胞膜分隔

(shrinkage)、染色體濃縮(condensation)、DNA 切段(fragmentation)以及凋亡小

體(apoptotic body)的產生。它的特性是細胞膜不會破裂，不會將細胞內的殘骸

流出細胞外，但有一特殊現象就是細胞膜內的 phosphatidylserine (PS)會轉位至

細胞膜外。而 Annexin V是一種 Ca2+ dependent phospholipid-binding protein，

對 PS具有高度親和力，因此我們使用接有螢光的 Annexin V偵測細胞凋亡的

存在與否(71)。 

當細胞 DNA受損時會引發特定的 DNA受損辨識蛋白及癌抑制基因的活

性，進而影響下游分子，導致細胞生長週期暫停在 G1或 G2以修復 DNA。若

DNA受損過多則會傳送訊號破壞粒線體以致活化蛋白酵素 caspase，進而活化

核酸酵素引起染色體分解，造成細胞凋亡。而凋亡小體最後會被鄰近細胞或

巨噬細胞吞噬清除。所以細胞凋亡在動物發育上有許多重要的功用，例如形

體改變、去掉不需要構造、控制細胞數、去除不正常、失去功能或是有害的

細胞以及產生分化細胞等等。 
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第六節 【細胞壞死(necrosis)】 

細胞壞死(necrosis)指物理性或外界因子導致細胞傷害時，會透過細胞內粒

線體的感應器執行死亡的現象。就形態上而言，細胞壞死時其形體瞬間瓦解；

而細胞凋亡則是細胞外形相當完整的在程式下循序漸進死亡。 

當輻射線、化學致癌物或病毒造成細胞DNA受損時，細胞核內最初的DNA

修復是在 DNA 斷裂處進行不同蛋白質的 ADP-ribose 聚合作用 (72)。poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP)是藉著水解 DNA，催化 poly(ADP-ribose)和一

些核蛋白的形成，而後再釋放出 nicotinamide(73)。而在細胞凋亡時 PARP則會

被 Caspase-3催化切割成 89及 24 kDa的片段(72)。且已有研究指出 PARP則會

被 Caspase-3射線誘導形成的 G1或 G2 arrest中扮演相當重要角色(74)，因此我

們利用可與 ADP-ribose聚合物專一性結合的抗 poly (ADP-ribose)的單株抗體

(10H)進行免疫檢測(72)。 

 

第七節  【癌症的化學藥物治療】  

癌症如果能早期發現大都可以手術切除而達到治癒的情況，如果太晚發

現，則必須併用化學藥物治療才能緩解，使末期腫瘤病人的生命得以延長。

例如乳癌、大腸癌的手術後輔助性化學藥物治療，使病患有機會長期存活。

又如急性白血病患者接受化學藥物治療，其平均生存期由過去的 2-3個月延長

到 5 年以上。然而多數常見的癌症如肝癌、胰臟癌、肺癌等至今仍缺乏有效

的治療藥物，當手術後腫瘤復發或有轉移現象時，大都令臨床醫師束手無策。
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而且，不少抗腫瘤藥物在臨床使用過程中會產生抗藥性。因此，新型抗腫瘤

藥物的研發，隨著科學技術的快速發展，細胞生物學與分子生物學的進步而

不斷出現，例如單株抗體的導向治療、腫瘤細胞的誘導分化及治療，抗腫瘤

侵襲及抗腫瘤轉移藥的研究、免疫治療、基因治療等(75-87)。 

 

第八節  【關於本實驗癌症治療藥物－紫杉醇(Paclitaxel，Taxol)】 

紫杉醇是由太平洋紫杉(Pacific yew學名為 Taxus brevifolis)之樹皮抽取出

來的(88)。紫杉醇在 1960年代開始有許多藥物學與藥劑學方面之研究。至於原

植物太平洋紫杉具有醫療作用早在幾世紀以前就已知曉。公元前年 Julius 

Caesar 就記載在他的書中，有人飲用紫杉茶而自殺；在早期美國原住民就利

用紫杉皮之抽出液來作為抗菌劑(disinfectant)，流產劑(abortifacient)以及皮膚

癌之治療(89)。 

紫杉醇之化學構造相當複雜(88)，Nicolaou(90)研究小組已完成了化學合成的

方法，在自然雜誌發表(Nature 367, 630-634, 1994)。共使用 27個有機化學反

應，並分離出 19種中間產物，最後終於合成了 Paclitaxel。 

在 1978 年，亞伯愛恩斯坦醫學院(Bronz, N.Y.)的一位教授 Dr. Susan B. 

Horwitiz及她的研究生 Peter B. Schiff發現 Paclitaxel殺死癌細胞之作用原理與

其他的抗癌藥物不同(91-93)。 

在正常細胞中，微管(microtubule)是一種具有彃性的特殊裝置，它為了細

胞的順利分裂(mitosis)，可以收緊也可以鬆散，它便是構成了有絲分裂過程中
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的紡綞體(mitotic spindle)。它之主要功能在使染色體(chromosome)，在細胞分

裂時適時地分開。Paclitaxel則是不斷促進微管次體(tubulin)聚合成微管並與之

結合，這微管與 paclitaxel結合之後變為非常穩定，甚至僵硬，使其僵化而失

去分裂之功能，不讓正常的解離進行，破壞了動態平衡，造成有絲分裂終止

於 G2與M期，染色體就無法分開，細胞就不會分裂而走向死亡(91-94)。G2與

M期對於放射線敏感度最高，因此 paclitaxel也被研究用來做為促放射敏感劑

(radiosensitizer)(95-96)。一般來說，癌細胞的分裂較正常細胞來得快速，paclitaxel

之作用目標是正在分裂的細胞。因此，paclitaxel 會優先攻擊正在分裂之癌細

胞。Paclitaxel主要在肝臟代謝，肝內代謝與細胞色素 p450有關(97)。 

Paclitaxel 第一個被核准用來當臨床惡性腫瘤化學治療的適應症是經第一

線或其它化學治療失敗的轉移性卵巢癌(98-100)，一年半後又增加了另一個適應

症—經含 anthracycline之化學療法失敗，或經輔助性化學療法後六個月內再發

之轉移性乳癌(101-103)。Paclitaxel現在被認為是對乳癌與卵巢癌最有用的藥物，

Paclitaxel用於其它惡性腫瘤的治療目前也正在積極研究中(104-106)。截至目前為

止的研究顯示，在非小細胞及小細胞肺癌，頭頸部鱗狀上皮癌，膀胱癌，生

殖細胞瘤等均報告有相當療效(104-106)，但在腸胃道癌如大腸直腸癌，胰臟癌方

面則無明顯治療效果，它在肝癌的治療效果則尚無定論(107-108)。因此，本實驗

希望藉由 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)的 NAT基因表現及細胞

週期的影響，來探討未來在臨床病患使用藥物治療的立基。 
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第二章  材  料 

一、 實驗儀器 

1. 高效液相層析儀 (HPLC) (Beckman，Programmable Solvent 

Module 126; Diode Array Detector Module 168) 

利用不同溶液為移動相，通過靜態相的管柱，藉著在移動相中之

檢品各成分對於靜態相管柱結合時間的不同，進而將其分離之操作。

實驗先由已知濃度的標準品溶液，算出峰線面積，再求得檢體峰線面

積，兩者比較後，進而算出檢體的含量或濃度，再分析其總量。 

 

測定 NAT活性的條件： 

(1) C18 reversed-phase column (spherisorb 4.6x250nm) 

(2) Solvent system: 20 mM KH2PO4 (PH4.5)/CH3CN (53:47) 

(3) Wavelength: 280 nm 

(4) Retention time: AAF: 6.5 min, 2-AF: 9.0 min 

 

2. 流式細胞計數儀：Flow cytometry (美商必帝 FACScan) 

流式細胞計數儀是一具有測定及計算單一細胞的細胞計數儀器，它可偵測

生物顆粒的物理特性，例如細胞大小、形狀及複雜性；我們也可利用細胞的

成分或功能使細胞與螢光染料反應後，再將此細胞懸浮液送入計數儀中分
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析。而流式細胞計數儀依螢光波長的不同可偵測紅、藍、綠三種不同的螢光。

簡而言之，此計數儀乃是利用液流系統所製造出的穩定液流讓細胞以一定的

速度及精準的軌跡通過預先校正對準好的雷射光束後，再由電腦做定量分析。 

而我們利用能嵌入雙鍵 DNA及 RNA的鹼基對中與氫鍵結合之 Propidium 

Iodide (PI)與癌細胞反應，再以流氏細胞儀分析其細胞週期，來決定細胞在週

期中的比例。 

以流式細胞技術研究凋亡細胞，基本上是分析細胞形態上及生化上的特

徵。在流式分析術中，前方散射光(FSC)代表細胞大小，側方散射光(SSC)表示

細胞的顆粒性。凋亡細胞應該 FSC變小，先增加後減少，使用方法必需檢測

活細胞才有意義。活細胞或胞膜完整的細胞可將一些染料排斥在外，例如

Propidium Iodide (PI)，由於早、中期凋亡細胞仍保留完整的細胞膜，故對 PI

拒染，可利用此方法分辨凋亡細胞和壞死細胞。 

 

3. 倒立式相位差顯微鏡：Nikon Ellipse TE 300 

4. 離心機：Model 3200 Eppendoff / Brinkman 

5. 製冰機：King-Seeley Thermos Co. USA 

6. 紫外線燈：Spectvoline model ENF-24℃ 

 

二、 實驗材料 

1.購自 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)的材料 
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Leupeptin 

Tris-HC1 

Trischloroacetic acid 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

P-aminobenzolic acid (PABA) 

N-acetyl-p-aminobenzoic acid (N-ac-PABA) 

Formic acid (Ammonium salt) = Ammonium formate 

1, 4-Dithiothreitol (DTT) 

Bovine serum albumin (BSA) 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

Adenosine 5-triphosphate (ATP) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

Trypsin 

Trypan blue 

Ribonuclease A (RNAse) 

Acetylcarnitine 

Carnitine acetyltransferase 

Tergitol NP-40 

2.購自美國 K and K laboratories (Plainview, NY) 公司 

2-Aminofluorene (2-AF) 
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2-acetylaminofluorene (2-AAF) 

3.購自美國 P-L Biochemicals Inc. (Milwaukee, WI)公司者：Acety1 Co-A 

4.購自美國 Gibco laboratories (Grand Island, NY) 公司者 

RPMI 1640 cultrue medium 

Fetal bovine serum 

Hanks balanced salts 

Antibiotics (Kanamycin, Penicillin, Streptomycin) 

Glutamine 

5.購自瑞士 Fluka公司者 

Propidium Iodide (PI) 

6.購自西德 Merck公司者 

Acetonitrile 

Acetic acid 

Ethanol 

Acetone 

Triethylamine 

Iodoacetamide 

Ethyl acetate 

7.購自西德 FERAX (GMBH, Berlin)公司者 

Ethylene glycol monoethylether 
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Trisodium citrate 2-hydrate 

8.Working Lysing Buffer Solution (冰浴操作) 

Working solution [PH7.5, 4℃, 20mM Tris-HCL, 1mM Dithioth-reitol 

(DTT), 1mM Ethylene diaminete traacetate acid (EDTA)] 20mL, 50mM 

phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) 20μL及 10μM leupetin 20μ

L，後兩者以維持酵素活性。 

9.Acetyl-CoA recycling mixture 

50mM Tris-HCL (PH 7.5), 0.2mM EDTA, 2mM DTT, 15mM 

acetylcarnitine, 2U/mL carnitine acetyl transferase, 2-AF(特定濃度)。  
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第三章  方  法 

本研究將實驗分成兩大部分，第一部分是檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞

株(HA 22 T/VGH)生長的影響，包括檢測此藥物對人類肝癌細胞株的細胞毒性

(cytotoxicity)、細胞週期及 cyclins的影響。第二部分包括 1.在整個活細胞方

面，我們檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) NAT活性，基因序

列、對(HA 22 T/VGH)細胞內 NAT蛋白表現的影響。2.在細胞質液方面：我們

檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞質液中 NAT 活性的影

響。而本實驗所用藥物 Paclitaxel以 100% DMSO當溶劑，製備了 5 µM, 50 µM, 

500 µM, 2.5 mM, 5 mM五種同濃度。 

 

一、 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株生長方面的影響 

1.檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞毒性(cytotoxicity)

的影響 

準備三個 6 well培養皿，將人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞植

入培養，每一 well培養 1×106細胞，並加入 2 ml培養基。第一個 well

加入 20μl DMSO作為控制組，第二至第六個 well分別加入配置好之

五種不同濃度 Paclitaxel (5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 mM) 20μ

l，再置於細胞培養箱中，保持 37℃， 5% CO2的條件下，分別反應 6，

12，24，48小時後，以 PBS清洗後，再加入 Trypsin少許以打下細胞，

經由離心機離心除去培養基。將細胞收集在 15 ml離心管並離心 1500 
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rpm，5分鐘，4℃後，倒掉上清液並輕拍管壁再加入 5ml PBS，使細

胞懸浮在 PBS中，再離心 1500 rpm，5分鐘，4℃後，倒掉上清液留

下 100-200μl PBS並輕拍管壁，使細胞懸浮在 PBS中，加入 500 ml 4

μg / ml之 Propidium iodine (PI)，再以流式細胞儀(Flow cytometry)分

析存活細胞數。 

 

1. 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞週期的影響 

取 1×106細胞放入培養皿中，再移入 37℃ 5% CO2培養箱，加入

不同濃度藥物，經不同時間培養後收集離心，加入冰浴的 70%酒精後，

放置隔夜，以 PBS 清洗後，各加入染色溶液( 4 μg/mL 的 PI + 0.1 

mg/ml RNase + 1% Triton-X 100 )，1 ml 並置於室溫下，再放入流式細

胞計數儀(Flow cytometry；FACS)分析 G0/G1、S、G2 & M期 DNA含

量。 

 

2. 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞內 cyclins 的影

響 

取 1×106細胞放入培養皿中，再移入 37℃ 5% CO2培養箱，加入不

同濃度 Paclitaxel，經 24小時培養後收集離心，加入 1% 福馬林 100 µL

並置於冰上 5分鐘，加入 99%甲醇(Methanol) 100 µL並置於冰上 30分

鐘，以含 0.1% BSA的 PBS清洗 2次後，再加入 0.1% X- 100 及 0.1% 
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sodium citrate 100 µL並置於冰上 45分鐘，再以含 0.1% BSA的 PBS清

洗後加入對抗 Cyclin 的單株抗體 50 µL並於室溫下反應 2.5小時，再

以含有 0.1% BSA的 PBS清洗後加入接有螢光的二次抗體 50 µL並於

室溫下避光反應 30分鐘，最後再以 0.1% BSA的 PBS清洗後放入 FACS

分析。而抗體是以含有 0.1% BAS及 0.1% sodium azide的 PBS稀釋。 

 

 

二、 以螢光顯微鏡檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細

胞內 poly (ADP-ribose) polymerase的影響 

當 細 胞 DNA 受 損 時 ， 細 胞 會 產 生 poly (ADP-ribose) 

polymerase(PARP)來作為修補之用。準備二個 6 well培養皿，將人類肝

癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞植入培養，每一 well培養 1×106細胞，並

加入 2 ml培養基。其中一個培養皿的第一個 well加入 20μl DMSO作

為控制組，第二至第六個 well 分別加入配置好之五種不同濃度

Paclitaxel (5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 mM) 20μl，再置於細胞培

養箱中，保持 37℃，5% CO2的條件下，反應 24小時，另一培養皿的

第一個 well作為控制組，其他則加入 0.8 mM Paclitaxel分別反應 6，12，

24小時後，以 PBS 清洗後，再加入 Trypsin 少許以打下細胞，經由離

心機離心除去培養基。將細胞收集在 15 ml離心管並離心 1500 rpm，5

分鐘，4℃後，倒掉上清液並輕拍管壁再加入 5ml PBS，使細胞懸浮在
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PBS 中，再離心 1500 rpm，5分鐘，4℃後，倒掉上清液留下 100-200

μl PBS並輕拍管壁，使細胞懸浮在 PBS中，再將細胞移入 96 well 培

養皿中，離心 1500 rpm，4 分鐘，4℃後，倒掉上清液再加入 100μl

之 3.7% formaldehyde反應 15分鐘，以 PBS洗細胞， 離心 1500 rpm，

4分鐘，4℃後，倒掉上清液再加入 100μl之 0.2% NP-40 (以 PBS稀釋) 

反應 15分鐘，以 PBS洗細胞， 離心 1500 rpm，4分鐘，4℃，倒掉上

清液再加入含 5%脫脂牛奶之 PBS並反應 1小時，以 PBS洗細胞， 離

心 1500 rpm，4 分鐘，4℃後，倒掉上清液再加入含 1% 抗 Poly 

ADP-ribose的單株抗體(monoclonal antibody to poly ADP-ribose)之 5% 

脫脂牛奶 PBS溶液，並在 4℃下反應隔夜，以 PBS洗細胞， 離心 1500 

rpm， 4 分鐘， 4℃，倒掉上清液再加入 50μ l 之 1% 二次抗體

(FITC-conjugated goat anti-mouse IgG antibody)，避光反應 30分鐘後，

以 PBS洗細胞並以螢光顯微鏡觀察並照相。 

  

三、 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)的 NAT活性的

影響 

1. 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)的 NAT將 2-AF乙醯

化成 2-AAF的影響。 

將培養的人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)，取 5×105 cells / mL放入

24 well plate (含 1 mL RPMI 1640培養基，1% glutamine，10%胎牛血清)
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中，再加入 arylamin 受質(2-AF)及分別有無加入不同濃度的 Paclitaxel

試劑(5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 mM)，一起在 37℃，95%空氣，

5%二氧化碳，經過不同的時間(分別為 6，12，24，48小時)反應終結，

將細胞及培養基移取離心。上清液立即以 ethylacetate / methanol (95:5)

萃取，此溶液冷凍揮發乾燥後，再溶於 50μL methanol中混合均勻，

取 20μL打入高效液相層析儀，再經由 HPLC分析乙醯化受質(2-AAF)

和未乙醯化受質(2-AF)的量。 

 

2. 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞內 NAT基因的影

響 

(1) 反轉錄酵素(Reverse Transcriptase)反應 

取 5×106細胞置於培養皿中，再移入 37℃ 5% CO2培養箱，加

入不同濃度藥物後，經 24小時培養後將細胞收集離心，以 RNA kit

抽出細胞全部 RNA並於 260 nm 下測 OD值(假設 OD值=1時，

RNA=40 ng/μL)，再每管各取 1.5μg的 RNase並加入 RNA free 

water使體積達 11.5μL，再各加入 1μL (0.5μg/μL) oligo (dT)且

置於 70℃反應 10分鐘後快速置於冰上且 spin down，再各加入 7.5

μl的反應溶液(2μL 100 mM DDT + 1μL dNTP + 0.5μL RT+ 4μ

L 5X buffer)且靜置 42℃下 1小時。 

(2) 聚合酵素連鎖反應(Polymerase Chain Reaction) 
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接著取 1 μL cDNA 加入 24 μL反應溶液(19.05 μL dd H2O 

+ 2.5 μL 10X buffer + 0.75μL MgCl2 + 0.5μL dNTP + 0.5μL 

Primer 1 + 0.5μL Primer 2 + 0.2μL Taq DNA polymerase)，經混合

及 spin down後放入 94℃ 3分，再進行 35個循環期：94℃ 45秒，

55℃ 30秒，72℃ 1分 30秒，結束後放置於 72℃ 10分鐘後再置

於 4℃，加入 loading DNA dye 5μL且混合及 spin down後，跑 1.5% 

agarose電泳膠，以 ethedium bromide染色後照相。所使用的 Primer

如(表 2)。 

   表 2. Primers used for RT-PCR 

primer Sequence: (5’ –3’) Size 

(bp) 

Act-b1 5’-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3’ 21 

Act-b2 5’-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’ 25 

B-MDIEA-NAT1 5’- CACCCGGATCCCGGGATCATGGACATTGAAGC-3’ 31 

VPKHGD-X-NAT1 5’-GGTCCTCGAGTCAATCACCATGTTTGGGCAC-3’ 31 

FP1-NAT2 5’-CTAGTTCCTGGTTGCTGGCC-3’ 20 

RP1-NAT2 5’-TAACGTGAGGGTAGAGAGGA-3’ 20 
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3. 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞內 NAT蛋白表現

的影響 

取 1×106細胞放入培養皿中，再移入 37℃ 5% CO2培養箱，加入

不同濃度 Paclitaxel，經 24小時培養後收集離心，以福馬林及甲醇固

定細胞，再以 Triton X-100及 sodium citrate增加細胞膜滲透性，再加

入本實驗室自製的對抗人類 NAT多株抗體(polyclonal anti-human NAT 

antibody)，再加入接有螢光的二次抗體，最後放入 FACS分析。   

 

4. 檢測人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)在加入不同濃度 Paclitaxel後暴露

於細胞外的 NAT活性 

取 1×105細胞置於培養皿中，再移入 37℃ 5% CO2培養箱。反應混

合液組成總共體積 90μL：包括取 50μL的(HA 22 T/VGH) 胞質液，

加入 20μL的 Acetyl-coenzyme A recycling mixture [(50 mM Tris-HCL，

PH7.5)，0.2 mM EDTA，2 mM DTT，15 mM acetyl carnitine，2 U/mL 

carnitine acetyltransferase]，以一定量的 AF或 PABA當受質，最後加了

20μL 的 Acetyl-Co A 及 10μL 不同濃度的 Paclitaxel (5µM, 50µM, 

500µM, 2.5mM, 5mM)。控制組不加 Acetyl-Co A，而加入蒸餾水。培育

於 37℃，10分鐘，再加入 100μL acetonitrile終止 2-AF或 PABA反應。

實驗組及控制組均作 3次，再經由 HPLC分析，得出 Paclitaxel對人類

肝癌細胞胞質液中不同濃度的 Paclitaxel對 NAT活性測定。加入不同濃
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度 Paclitaxel後，經 24小時培養，各取 60μL上清液並各加入 20μL 

RCM及 Acetyl CoA，混合後置於 37℃恆溫水槽反應 10分鐘，再加入

50μL Acetonitrile，混合並離心後吸取 20μL上清液打入 HPLC分析。

為維持 NAT活性，實驗必需在冰上操作。 
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第四章  結  果 

一、 不同濃度的 Paclitaxel 對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞毒性

(cytotoxicity)的影響 

從圖(5.1-5.5)的實驗結果發現，例如在 24 小時的培養時間，所加

Paclitaxel 隨著濃度的上升細胞存活率由 80.00%，66.66%，60.00%，

46.66%，36.66%，23.33% 到 10.00%。發現 Paclitaxel對人類肝癌細胞株

(HA 22 T/VGH) 的毒殺效應，在相同的培養時間，濃度愈高時，毒殺效

應愈佳。並且在同樣的濃度時，培養時間愈久，細胞存活率就愈低。例

如同樣是加 5 mM/mL的 Paclitaxel，在 6，12，24，48小時不同的培養

時間，(HA 22 T/VGH)細胞其存活率依次為 80.76%，60.71%，46.66%，

32.35%。所以 Paclitaxel對人類肝癌細胞株具有毒殺作用，並且和濃度及

培養時間有正相關，濃度愈高，作用時間愈久，毒殺作用就愈明顯。 

 

二、 不同濃度的 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) DNA的破

壞效應 

在細胞培養中，分別有無加入不同濃度的 Paclitaxel試劑(5 µM, 50 µM, 

500 µM, 2.5 mM, 5 mM)，結果發現 DNA 有裂解的現象，並且有固定

base-pair DNA出現(APOPTOSIS的特徵，如圖 6 )。所以 Paclitaxel造成人

類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞死亡，是經由計畫性的細胞死亡。 
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三、 不同濃度的 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞週期

的影響 

在細胞培養中，分別有無加入不同濃度的 Paclitaxel試劑，利用流式細

胞計數儀檢測 G0/G1，S，G2/M phase等細胞週期 DNA量的變化，並利用

電腦分析以測知 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞週期的

影響。所加 Paclitaxel濃度依序為 control，5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 

mM，其 total S-phase依序為 8.82%，21.65%，21.69%，33.57%，35.28%，

32.40%，同樣變化也存在 G0/G1和 G2/M phase。在 G2/M期則為 7.65%，

8.92%，10.79%，14.97%，16.06% 及 21.44%，由以上結果發現在 24小時

Paclitaxel可使(HA 22 T/VGH)細胞週期停止在 G2/M期及 S期，隨著藥物

濃度增加，停止在 G2/M細胞漸增。而且隨著作用增長，(HA 22 T/VGH)

細胞週期停止在 G2/M期更加明顯。(如圖 7-8)。 

 

四、 檢測 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞週期素的影

響 

由細胞週期結果已經發現 Paclitaxel可使(HA 22 T/VGH) 細胞的細胞

週期停止於 G2/M期，而在 24小時 Paclitaxel作用，(HA 22 T/VGH)細胞

週期發現 S期及 G2/M期都增加。在偵測(HA 22 T/VGH)細胞內 cyclins及

CDKs的結果，發現調控 G2/M期的 cyclin B及 CDK1隨著藥物濃度增加很

明顯受到抑制，而對於調節細胞週期，由 S期進入 G2/M期的 cyclin A和
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CDK2 表現則是受到很明顯的誘導(over expression)，對於控制 G1前期的

cyclins D1則是受到抑制，控制 G1後的 cyclin E則是受到誘導而表現增加

(over expression)。由以上 Paclitaxel對(HA 22 T/VGH)細胞內 cyclins 及

CDK2的影響，結果發現是與細胞週期結果相符合的，因此 Paclitaxel確實

是造成(HA 22 T/VGH)細胞的細胞週期停止於 G2/M期。(如圖 9-10) 

 

五、 不同濃度的 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 中 NAT的

活性效應 

1. 在活細胞內 

Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞中 N-acetyltransferase 

(NAT)酵素活性的影響的實驗，在加入不同濃度的 Paclitaxel，依序為

5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 mM，經作用 24小時，用 HPLC檢

測，發現 NAT活性分別為 4.60%，10.51%，16.42%，33.05%，45.74%，

67.18%。顯示濃度愈高，NAT活性被誘導愈明顯，(如圖 11)。 

 

2. 在細胞質內 

將培養的人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞胞質液，利用 2-AF

和 PABA作受質來決定 Acetyl-Co A依賴的乙醯轉移酵素乙醯化 2-AF

和 PABA的量。結果顯示 Paclitaxel濃度愈高，則人類肝癌細胞株(HA 

22 T/VGH) 胞質液中 NAT 活性抑制愈強。譬如在加入不同濃度的
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Paclitaxel，依序為 5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 mM, 5 mM，經作用 24小

時，用 HPLC檢測，發現 NAT活性分別為 7.80%，13.77%，20.40%，

33.67%，51.08%，67.67%，90.05%。 

 

六、 利用 RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

方法來檢測 Paclitaxel 是否有影響人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 

細胞 NAT1基因(NAT mRNA)的表現 

將 5×106 cells，分別有無加入各種不同濃度(5 µM, 50 µM, 500 µM, 2.5 

mM, 5 mM)的 Paclitaxel，然後培養 24小時，經由離心而收集細胞，再利

用 Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, inc, Valencia, CA, USA)，收集 total 

RNA，然後用 RT-PCR的方法，最後跑電泳、照像。觀察發現隨著 Paclitaxel

濃度增加，而(HA 22 T/VGH) 細胞的 NAT1基因受到很明顯抑制，(如圖

12)。 
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第五章  討 論 

Paclitaxel (Taxol)是由太平洋杉樹皮或其針葉上提煉出來的一種抗癌藥

(88) ，本實驗藉由探討 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的影響，

希望能多了解一些有關 Paclitaxel抗癌的可能機轉，此實驗結果顯示，Paclitaxel

對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 有毒殺作用(如圖 5.1-5.5) 。從不同濃度的

Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的細胞毒性效應實驗發現，濃度

愈高，細胞的毒殺效果就愈強。研究顯示，Paclitaxel 與一般 Microtubulin 抑

制劑不同的是，它並不像 vinca alkaloid，podophyllotoxin，colchicine一樣抑制

tubulin 的形成，反而是促使它形成而使其穩定的無法再分開，以致於細胞將

被迫停留在 G2M期而無法通過分裂程序
(91-93)。根據 Lin HL等人報告(105)，在

胃癌的研究中發現，Paclitaxel引發的細胞計劃性死亡(apoptosis)與劑量有關，

且可能由 p53訊息傳導(Signaling        pathway)所誘發。在低劑量時，其所

引發的計劃性死亡並無 G2/M期停滯的現象。本實驗發現在(HA 22 T/VGH)肝

癌細胞中，當 Paclitaxel濃度小於 0.5mM時，細胞生長並無明顯受到改變。而

在大於 0.5mM時逐漸顯現其抑制細胞生長的效果，且隨作用時間增長，而更

趨明顯。(HA 22 T/VGH 細胞停滯在 G2/M期濃度最高)。本研究以人類肝癌

細胞株(HA 22 T/VGH)細胞經不同濃度的 Paclitaxel處理 24小時後，再經由流

式細胞計數儀(FACS)分析結果顯示，Paclitaxel會造成人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH)細胞週期的變化，使其停止在 G2/M期。其次由人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH) 細胞經不同濃度 Paclitaxel以螢光顯微鏡檢測 Paclitaxel 對人類肝
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癌細胞株(HA 22 T/VGH)細胞內 poly (ADP-ribose) polymerase的影響，發

現，DNA有出現裂解現象，所以發現 Paclitaxel造成人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH) 細胞的死亡不是經由細胞壞死，而是經由計劃性的細胞死亡。 

在動物的細胞週期中主要的兩個控制點(check point)，是在 G1期和 G2期

將結束時。從 G1進入 S期時，細胞需要激發酵素(kinase)參與作用，如：G1/S

期激發酵素的激活以及M期激發酵素的抑制。在哺乳動物中這些酵素的產生

是由 CDK基因來控制。在動物的基因體中至少有 10種的 CDK基因。正常細

胞週期中，G1/S的過渡期間(transition)是由 CDK2與 cyclin E複合體參與作用，

而 S期的進行由 CDK2與 cyclin A參與，在 G0進入 G1時則由 CDK2，CDK4 和

CDK5 與 cyclin D 結合形成激發酵素(111)。研究指出 cyclins D1 基因的放大

(amplification)和 cyclins D1蛋白質的過度表現(over expression)的現象在肝癌

細胞中存在(112-113)。根據 Joo等人報告(114)，cyclins D1的過度表現可能是肝癌

病變的早期現象，可能與肝細胞分化有關，但和肝癌腫瘤細胞的分化無關。

而根據 Jung等人的研究(115)，在人類肝癌腫瘤組織中，發現在 cyclins D1的不

表現時，cyclins E的 reciprocal deregulation可能造成 G1期的進行而導致肝癌。

Paclitaxel對肝癌細胞cyclin和 CDK的作用仍未定論(112-116)，本實驗發現當藥

物濃度大於 2.5mM時，可以抑制cyclin B, D和 CDK1的濃度，對cyclin A、

E 和 CDK2 相反地增加。對 cyclin D3 則無明顯作用。本實驗在不同濃度的

Paclitaxel作用下，cyclin B, D受到明顯抑制，cyclin E相對地增加。對cyclin 

A和 cyclin D3作用則不明顯。另以 CDK之研究來看，CDK2比例隨藥物濃度
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增加而上升，CDK1則明顯下降 (如圖9-10) 。此外，研究指出
(116) cyclin-cdk

複合物受兩套抑制機制調控，一是具專一性抑制 cyclin D-cdk4/6的 P16INK4A、

P15INK4B、P18INK4C、P19INK4D，二是可抑制許多種 cyclin-cdk 複合物的

P21WAF/cip1、P27Wip1、P59Wip2。這些更深入的調控機制的異常是否與人類肝癌

的產生有關，仍待進一步的研究。  

芳香胺類( Aromatic amine ) 的致癌作用早被報導且已證實，發現若以之餵

食實驗動物會導致癌症的發生，但若直接打到體內的標的器官，並沒有造成

標的器官的癌化。後來才了解，芳香胺類的活化作用，經由NAT及 cytochrome 

P450酵素的共同作用，最後再與 DNA結合，形成 DNA的添加物，最後造成

標的器官的癌化(9-13)。芳香胺類代謝主要著重在肝臟。另有報導如果增加 NAT

的活性，則當個體暴露到芳香胺類致癌物，會增加芳香胺類突變效應的易感

性。有學者指出，改變 NAT酵素的活性，當個體暴露到相關的芳香胺類致癌

物與引發肝癌和膀胱癌有相關連。本實驗探討不同濃度 Paclitaxel對人類肝癌

細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞中 NAT的活性及人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 

細胞胞質液中 NAT的活性的影響，發現加不同濃度的 Paclitaxel經 6，12，18，

24小時作用，可增加(HA 22 T/VGH) NAT的活性，且濃度愈高，作用時間愈

久，NAT活性增加就愈明顯。另外人類肝癌細胞株((HA 22 T/VGH)細胞胞質

液的 NAT活性測試中，也可見到濃度愈高，NAT活性降低的就愈明顯。 

有文獻報導肝癌和 NAT1基因表現有關，所以我們進一步探討 Paclitaxel

能否影響人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞中 NAT1基因的表現，因此利用
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RT- PCR 的技術進一步探討不同濃度 Paclitaxel 是否會影響人類肝癌細胞株

(HA 22 T/VGH) 細胞 NAT1基因的表現。在 RT-PCR的實驗中，經由最後的照

相結果觀察，發現不同濃度的 Paclitaxel加在人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 

細胞，(HA 22 T/VGH) 細胞的 NAT1基因的表現受到抑制。因為 Paclitaxel可

以降低人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞胞質液的 NAT活性，並且改變人

類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞 NAT1基因的表現，所以 Paclitaxel可以降

低人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞NAT活性並非只是透過細胞毒性來降

低 NAT的活性，而是確實能降低人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的 NAT活

性。 

本實驗藉由探討 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的影響，希

望能多了解一些有關 Paclitaxel抗癌的可能機轉，此實驗結果顯示，Paclitaxel

對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 有毒殺作用，不是透過細胞壞死而是計劃

性的細胞死亡，而且 Paclitaxel也會使(HA 22 T/VGH)細胞的細胞週期停止在

G2/M 期。Paclitaxel 會降低人類肝癌細胞株((HA 22 T/VGH)細胞胞質液中的

NAT 活性，但這是否跟 Paclitaxel抗癌效應有關，仍待進一步的研究證實。 

由本實驗顯示 Paclitaxel可以造成人類肝癌細胞(HA 22 T/VGH)的死亡，且

隨濃度增加，效果越趨明顯，這是否意味臨床上可以使用 Paclitaxel治療肝細

胞癌病患？此外亦需考慮藥物對人體的副作用或其它不良藥物反應(似乎需進

一步做臨床研究來證實)。 

故 Paclitaxel之癌細胞毒殺作用與藥物濃度和接觸時間有關。而在臨床上



 

34 

的研究發現，若肝癌細胞侵犯到門靜脈較肝靜脈枝等血管或廣泛性擴散時，

都會影響肝癌的切除效果。如果能在手術前，給予化學治療 (Neoadjuvant 

chemotherapy)，使腫瘤體積縮小，以利切除或在手術後進行輔助性化學治療

(adjuvant chemotherapy)或許能提升病患的存活率。Paclitaxel因而即可能成為

此類效用的藥物之一。 
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第六章  結  論 

    本實驗探討 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的 NAT基因及

細胞週期的影響。本實驗探討不同濃度 Paclitaxel 對人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH) 細胞中 NAT的活性及人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞胞質液中

NAT 的活性的影響，發現加不同濃度的 Paclitaxel經 6，12，18，24小時培養，

可增加 NAT的活性，且濃度愈高，培養時間愈久，NAT活性增加就愈明顯。

在 RT-PCR 的實驗中，經由最後的照相結果觀察，發現不同濃度的 Paclitaxel

加在人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞，(HA 22 T/VGH)細胞的 NAT1基因

的表現被抑制。可是 Paclitaxel又會降低人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞

胞質液的 NAT活性，而且 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞

NAT 基因的影響，主要是抑制人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞 NAT1基

因的表現(NAT mRNA)。檢測不同濃度的 Paclitaxel對人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH) 的細胞毒性作用，結果發現濃度越高，細胞的毒殺效果就愈強。其次

由人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞經不同濃度 Paclitaxel 處理 24 小時

後，再萃取細胞 DNA去跑電泳，結果發現 DNA有出現裂解現象，所以發現

Paclitaxel造成人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞的死亡方式，不是經由細

胞壞死，而是經由計劃性的細胞死亡。人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞

經不同濃度的 Paclitaxel處理 24小時後，再經由流式細胞計數儀(FACS)分析

結果顯示，Paclitaxel 會造成人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞週期的變

化，發現 Paclitaxel 會使人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 的細胞週期停滯於
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G2/M 期，利用 FAS 分析也間接證明了 Paclitaxel 對人類肝癌細胞株(HA 22 

T/VGH) 細胞死亡方式不是經由細胞壞死，而是經由計劃性的細胞死亡。 

此結果顯示，Paclitaxel會增加人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞 NAT

活性及抑制人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH) 細胞 NAT1 基因的表現。但是

Paclitaxel 的抗腫瘤作用，是否與 Paclitaxel 能降低人類肝癌細胞株 (HA 22 

T/VGH) 細胞 NAT1基因表現有關呢?這待進一步的研究。 

在整個細胞中，Paclitaxel可以促進 NAT對 2-AF的乙醯化作用，而此促

進作用與劑量大小有關(dose-dependent)。歸納來說 Paclitaxel可以且會導致細

胞的計劃性死亡影響人類肝癌細胞株(HA 22 T/VGH)的細胞週期，使細胞週期

停留在 G2/M期。經由細胞 cyclins的分析發現，G2期的停留與 CDK1 –Cyclin 

B被 Paclitaxel抑制有關且與藥物濃度相關聯。 
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表 1 常見的化學致癌物 

類  別 化  合  物 

多環芳香烴  Polycyclic aromatic 

hydrocarbons 

苯呲? (Benzo [a] pyrene) 

二甲基苯並? (dimethylbenzanthracene) 

芳香胺 Aromatic amines 2-乙醯氨基笏 (2-Acetylaminofluorene) 

N-甲基-4氨基偶氮苯

(N-methyl-4-aminoazobenzene (MAB) ) 

亞硝氨 Nitrosamines 二甲基亞硝氨 (Dimethylnitrosamine) 

二乙基亞硝氨 (diethylnitrosamine) 

各種藥物 Various drugs 烷基化藥劑(Alkylating agents二乙基乙烯雌酚 

(例如, cyclophosphamide), diethylstibestrol 

自然界化合物  Naturally occurring 

compounds 

放線菌素(Dactinomycin, 黃麴毒素  aflatoxin 

B1) 

無機化合物 Inorganic compounds 砷(Arsenic) 石棉(asbestos) 鈹(beryllium)  

鎘(cadmium) 鉻(chromium) 
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表 2 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH NAT 活性的影響 

 

Effects of Paclitaxel on total amounts of 

2-AF and 2-AF metabolites in (HA 22 T/VGH) cells 

Paclitaxel treatment Amount of 2-AF and 2-AF metabolites 

Control 47.8 ±4.63% 

5μM 53.37 ±3.36% 

50μM 69.20 ±16.00% 

500μM 129.37 ±10.43% 

2.5 mM 229.30 ±7.91% 

5 mM 127.72 ±13.97% 

Various concentrations of Paclitaxel were added to the (HA 22 T/VGH) cell culture 

then incubated for 24 hr.  Harvest the cells, centrifuged, the supernatant was dry 

down under speed vaccum and dissolved in methanol followed by HPLC analysis. 

Values are mean ±SD, N=3. 
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圖 1 三個重要的，且實驗上常用的化學致癌物之構造 

 

 

 

 

圖 2 2-Aminofluorene之結構式 
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圖 3 2-Aminofluorene (2-AF)的代謝及其代謝物與 DNA之作用 
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圖 4細胞週期及其調控因子之間關係 
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圖 5.1 不同濃度的 Paclitaxel在不同作用時間下對 HA 22T/VGH的影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 5.2不同濃度的 Paclitaxel在不同作用時間下對 HA 22T/VGH的影響 
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圖 5.3不同濃度的 Paclitaxel在不同作用時間下對 HA 22T/VGH的影響 

 

 

圖 5.4不同濃度的 Paclitaxel在不同作用時間下對 HA 22T/VGH的影響 
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圖 5.5不同濃度的 Paclitaxel在不同作用時間下對 HA 22T/VGH的影響 

 



                                                              

 

 

 

A           B           C 

 

 

 

 

 

D           E           F 

圖 6 以螢光顯微鏡檢測不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞內 Poly (ADP-ribose) polymerase的影

響，不同濃度的 Paclitaxel試劑(A: Control, B: 5μM, C: 50μM, D: 500μM, E: 2.5mM, F: 5mM)結果發現 DNA有

裂解的現象。 
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圖 7.1不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 7.2不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 7.3不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 7.4不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 7.5不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 7.6不同濃度的 Paclitaxel在 24小時作用時間下對 HA 22T/VGH 

  細胞週期的影響 
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圖 8.1在不同時間不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞週期 

的影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 8.2在不同時間不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞週期 

的影響 
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圖 8.3在不同時間不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞週期 

的影響 

 

圖 8.4在不同時間不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞週期 

的影響 
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圖 8.5在不同時間不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH細胞週期 

的影響 
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圖 9.1 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH cyclin A的影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 9.2 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH cyclin B的影響 
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圖 9.3 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH cyclin D1的影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 9.4不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH cyclin D3的影響 
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圖 9.5 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH cyclin E的影響 
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圖 10.1 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH CDK1的影響 
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圖 10.2 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH CDK2的影響 
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圖 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPLC檢測不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH NAT 活性 
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圖 11-1 在 24小時不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH胞質液 

NAT 活性的影響 
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圖 11-2 在不同時間同一濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH胞質液 

NAT 活性的影響 
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圖 12 不同濃度的 Paclitaxel對肝癌細胞株 HA 22T/VGH NAT1基因表現的影

響 

 

 

利用 RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)方法來檢測

Paclitaxel 是否有影響人類肝癌細胞株(HA 22T/VGH) 細胞 NAT1 基因(NAT 

mRNA)的表現。 
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Abstract 

Malignant disease has been the leading cause of death in Taiwan for twenty 

years consecutively. There was 5000 to 6000 people died of hepatocellular 

carcinoma every year. Patients with primary hepatocellular carcinoma will died in 

few weeks to few months if they can not be treated intensively. At present, surgical 

resection still is the only modality for cure of the disease. Chemotherapy can be a 

palliative management once multiple hepatic recurrence or multiple distant 

metastases occurs postoperatively, or patient is not suitable for surgery due to other 

condition.  

Paclitaxel has excellent therapeutic effects in breast cancer, ovarian cancer and 

non-small cell carcinoma of lung. It’s role in treatment of hepatocellular carcinoma 

is still undetermined.  
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 In this experiment, paclitaxel is used to investigate its effect in cell cycle of 

hepatocellular carcinoma cell line (HA 22 T/VGH). The result showed paclitaxel 

arrested the cell cycle at G2/M phase. We also investigate the effect of paclitaxel to 

the regulation of cyclins and CDK in cell cycle and disclosed that high 

concentrated paclitaxel ( > 2.5 mM) suppressed the expression of cyclin B, D and 

CDK1, but had effect of over expression of cyclin A, E and CDK2. 

 The effect of paclitaxel to NAT was also investigated. We found that  

paclitaxel could inhibit NAT activity in cytosol of hepatocellular carcinoma cell 

line. It showed positive relation in drug concentration and duration of incubation. 

In conclusion, paclitaxel seems could be a alternative modality in treatment of 

hepatocellular carcinoma. Its clinical benefits should be further evaluated.  
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