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第一章 緒 論 

癌症是世界各國主要的死亡原因之一，在台灣居十大死因之首，其中

尤以肺癌不論在男女性癌症發生及致命率皆名列前茅，且死亡率持續攀升

中 1。臨床上，治療肺癌的方法有外科手術切除、放射線療法、化學療法、

免疫療法、高溫療法、光動力療法、中藥治療。而目前常使用的幾種治療

方法預後均不佳，五年存活率約僅 10%。肺癌的治療原則上仍是以外科治

療為主，不能開刀的病人，則以放射線及化學療法為輔 2。化學治療建議的

處方是使用複方化學治療(例如：cisplatin 及 VP-16)，最近亦有 taxol 及

gemcitabine的相繼推出，反應效果似乎比傳統化療來得高 2,3。因此，開發

新的化學治療藥物以抑制肺癌細胞的生長，是肺癌治療的主要課題。本論

文將針對已知的臨床藥物— 苯乙酸 (phenylacetic acid)與合成的苯乙酸衍生

物進行篩選，並探討與比較兩化合物間作用機制的異同。 
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第一節  苯乙酸  (Phenylacetic acid)研究概況  

    苯乙酸是一芳香族脂肪酸(aromatic fatty acid)，存於人體血漿，是苯丙

胺酸  (phenylalanine) 的代謝產物，苯乙酸在肝臟酵素 phenylacetyl 

Coenzyme A:glutamine acyltransferase催化下與麩胺酸醯胺 (glutamine)結合

形成苯乙酸麩胺酸醯胺 (phenylacetylglutamine；PAG) 4 後隨著尿液排出體

外  5。 1984、 1986 年分別有學者利用苯乙酸代謝導致氮排泄(nitrogen 

excretion)消耗，來治療先天性尿素合成異常或肝衰竭造成的高氨血症 

(hyperammonemia) 6-8。臨床上以苯乙酸長期且高劑量(250-550 mg/㎏/day, 

血漿濃度 3-6 mmol/L)投予罹患此類高氨血症的嬰幼兒和成年人，發現病人

無任何不良反應並能有效降低血漿中麩胺酸醯胺的濃度，以同等劑量給予

正常人亦無任何毒性反應且不會造成代謝上的障礙 7。苯乙酸除了能促進麩

胺酸醯胺排空外，亦於 1992年被證實是一種毒性非常低微的抗腫瘤劑，無

論在細胞或動物的實驗模式與人體內有相當顯著的活性 9。於臨床使用前研

究上發現苯乙酸與其衍生物具廣效性藥物活性，能誘導一些造血性

(hematopoietic)癌細胞及硬塊 (solid) 腫瘤的細胞生長停滯與分化 9-16，苯乙

酸能促進人類白血病細胞(human leukemic cells)分化成熟 9,11，並促進一些

惡性腫瘤不再惡化，包括對荷爾蒙有抗性的惡性前列腺癌

(hormone-refractory prostatic carcinoma) 11，神經膠母細胞瘤(glioblastoma) 13, 

15，神經母細胞瘤(neuroblastoma) 16，橫紋肌肉瘤(rhabdomyosarcoma) 12,17

與惡性黑色素瘤(malignant melanoma) 14。其亦能明顯影響與腫瘤細胞生

長、侵入、血管新生(angiogenesis)與免疫產生(immunogenicity)相關的基因

表現。苯乙酸能明顯抑制大白鼠之顱內神經膠質瘤(intracranial gliomas)，且
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對宿主無任何毒性產生 13, 15。更重要的是，要達到這樣的效應需要將細胞

暴露於苯乙酸濃度超過 275 ug/ml 的高濃度下至少兩個星期。數年前

phenylacetic acid (PA)在美國正式被 FDA核准進入臨床試驗，用於治療腦瘤 

18，雖然其毒性非常低微，使用劑量高達每天每人 30 gm，只有輕微的頭昏

症狀外並無其他不良的副作用，可惜抗腦瘤效果不太明顯而未進入三期臨

床試驗。 

    關於苯乙酸及其衍生物抑制腫瘤細胞生長及造成腫瘤細胞分化成不再

分裂的細胞，是透過多種不同的機制造成基因表現與細胞生物學上的改變。 

(一)改變基因的轉錄作用(gene transcription) 

透過抑制組蛋白的去乙醯化作用(histone deacetylation)與 DNA甲基化作

用(DNA methylation)，即使細胞 DNA低甲基化(hypomethylation)，如此造

成 DNA與轉錄因子的結合作用增加，改變了基因的表現。 

在抑制腫瘤細胞生長的濃度下，此芳香族脂肪酸能改變 DNA甲基化的

模式，即以一外來的機制控制了數個真核基因的轉錄。在植物與哺乳類細

胞株，苯乙酸與其前驅物—苯丁酸鹽兩者能抑制 DNA甲基化 19, 20， 造成

DNA低甲基化，而無法誘導需甲基化基因的正常表現。另外，苯乙酸為一

化學預防劑 (chemoprevention)，在小白鼠體內體外試驗中，能預防由

chemotherapeutic hypomethylating drug 5-aza-2’- deoxycytidine (5AzadC)所誘

發的致癌性(carcinogenesis) 20，使其不會轉型(transformation)為癌化的腫瘤。 

(二)抑制蛋白質的 prenylation   

   蛋白質的 prenylation是一種轉譯後的修飾作用，此修飾步驟在訊息傳導
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(signal transduction)和有絲分裂形成(mitogenesis)是重要的。神經膠母細胞瘤

是神經膠質細胞快速且不受控制的增生，這些增生性的神經膠質細胞在細

胞分子與細胞生物上類似於胎兒敏感性的神經膠質組織，包括(1)透過膽固

醇合成的 3,5-二羥基-3-甲基戊酸 (mevalonate，MVA)代謝路徑，造成蛋白

質轉譯後的修飾，3,5-二羥基-3-甲基戊酸是異戊二烯類(isoprenoids)的前驅

物，而異戊二烯類上的 prenyl 基團能修飾細胞週期關鍵性的蛋白質，包括

細胞漿膜 G和 G-like蛋白質(例如：ras)，這些蛋白質與有絲分裂訊息傳導

和有絲分裂時期核膜上的 lamins相關，因此蛋白質的 prenylation與細胞靜

止與否是有關的 21 ，(2)體循環中的麩胺酸醯胺為 DNA、RNA和蛋白質合

成中氮的提供者；苯乙酸能與血清中的麩胺酸醯胺接合，抑制 MVA代謝路

徑和蛋白質的 prenylation (isoprenylation)，控制了神經膠母細胞瘤的惡化

13。同樣的，以苯乙酸處理人類胰臟癌，苯乙酸亦是透過抑制異戊二烯類的

生合成，抑制胰臟癌細胞的生長 22。 

(三)活化 Peroxisome proliferator activated receptors (PPARs)  

   PPARs為 nuclear steroid receptor superfamily 的一員，此接受器(receptor)

的活化會影響細胞的分化以及細胞脂質代謝的調節 23，能活化 PPARs的分

子甚多，包括前列腺素(prostaglandins)、thiazolidinediones (TZD)、二十碳飽

和脂肪酸類(eicosanoids)、非固醇類的抗發炎藥物(NSAIDs)、糖皮質激素

(glucocorticoids)、多不飽和脂肪酸(PUFAs)與芳香族脂肪酸等。在臨床上以

上述分子作為治療高脂血症、心肌梗塞、高血壓、肥胖、糖尿病、發炎、

自體免疫、皮膚傷害與癌症的藥物；近年來對芳香族脂肪酸作用機制的研

究，發現苯乙酸具抗腫瘤活性及活化 PPARs的能力 24，研究者指出在一些
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能表現高濃度 PPARs的乳癌細胞與神經膠質細胞，苯乙酸透過與 PPARs結

合，造成 PPARs的轉錄功能活化，此路徑一經啟動則造成乳癌細胞與神經

膠質細胞的生長停滯；雖然一些典型的 nuclear receptor磷酸化後其轉錄的

活性會增加，但 MAP kinase造成 PPAR?磷酸化卻會導致 PPAR?的活性降

低。在 PA-resistant MCF7 乳癌細胞，其 PPAR?的表現量很低，將此株細胞

暴露於 PA或 PA與 MAP kinase抑制劑(PD98059)同時處理下，皆會使癌細

胞增殖的情形降低 25。因此研究者認為對 PA耐受性的癌細胞，恢復對 PA

的敏感性，不是透過造成 PPAR?的大量表現，就是經由抑制 MAP kinase

干擾了 PPAR?的磷酸化作用，進而增強了藥物的作用。 

最近的研究者提出經苯乙酸處理癌細胞後，會造成細胞週期的停止，

如苯乙酸處理乳癌細胞 MCF-7，分析這些癌細胞前 9 小時的變化，發現

p2lCIP/WAF1的表現量增加，p2lCIP/WAF1是一個細胞週期 cyclin-dependent kinase 

inhibitor，此蛋白質的表現會使細胞停在 G1時期 24,  25；如以苯乙酸處理攝

護腺癌細胞 LNCaP、AI-LNCaP與 PC-3，其造成細胞週期的停止是起因於

另一種細胞週期抑制劑 cyclin- dependent kinase inhibitor  p27Kip1表現量的

增加 26，因此，苯乙酸對不同的癌細胞其作用機轉亦有所差異。 
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第二節 肺癌研究概況  

    依據行政院衛生署統計資料顯示，多年來惡性腫瘤都被列為台灣十大

死亡原因之首，2000年台灣共有 31,554個病人死於癌症，佔所有死因之

25.35 % 而且全民健保之癌症治療費用高達 184.5億元，其中主要癌症死因

人數最多的就是肺癌，總共 2,374案例。可見國內肺癌發生率偏高而且尚無

良好治療方法。 

    為了發展出更新、更合理、更有效的治療方法，我們必須對肺癌的生

物特性更廣泛且深入的瞭解。這些生物特性包括癌細胞的生長特性、生長

因子，細胞遺傳學之異常、生化標記、抗原，以及對抗癌藥物的敏感性等

等。由於近年來有關細胞培養，生物學以及分子生物學技術的突飛猛進，

以肺癌為對象所獲致的成果亦有可觀。茲就肺癌的分類、腫瘤標記及治療

略述之。 

(一)肺癌的分類  

    肺癌不論在種族、性別、區域上的癌症發生率及致命率皆名列前茅，

1999年世界衛生組織(WHO)根據肺癌在組織病理學上之差異，將肺癌(惡性

肺上皮腫瘤)分成九類，各類肺腫瘤特徵如表一 27-29。這些肺腫瘤大部分又

被廣泛的區分非為兩大類，其一為小細胞肺癌(small cell lung carcinoma； 

SCLC)，而另一為非小細胞肺癌(non-small cell lung carcinoma； NSCLC)。

非小細胞肺癌包括鱗狀上皮細胞肺癌(squamous cell carcinoma； SQCC)、腺

細胞肺癌(adenocarcinoma； ADC)與大細胞肺癌(large cell carcinoma； LCC)

等。如此簡單的分類有助於生物學上的研究及臨床治療原則的區分。 
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(二) 肺癌的診斷  -- 與臨床相關的腫瘤分子標誌  

     如同人類其他癌症，肺癌的表徵是一廣泛複雜的染色體與基因遺傳脫

序，即基因表現的變化與生物化學上的改變 30, 31，這包括了腫瘤抑制基因

功能喪失或是致癌基因明顯的活化，但是只有少數的不正常染色體上的基

因被證明與肺癌發病是相關的。這些功能性基因被放大或刪除並不是透過

基因本身數量的改變，而是在轉錄mRNA或轉譯蛋白質上的增加或降低，比

如是基因的啟動或促進DNA序列甲基化的改變所造成的結果 32。某些基因

的活化可歸因於關鍵功能區的點突變，而這些基因的功能可能是一個或數

個機制路徑重要的調控基因，這些機制包括與細胞的生長、週期、存活、

程序性死亡、侵入、移動和分化相關的路徑。自從利用將致癌基因轉型造

成基因蓄積性的變化，加深了解這些基因在肺癌病人惡化過程中所扮演的

角色。現依肺癌診斷、預後與偵測，分別介紹這些標誌分子。 

(一) 診斷標誌(Diagnostic markers) 

    將肺癌分為SCLC與NSCLC便於病理組織學上的診斷，但偶發性的腫瘤

難以區分，必須依賴輔助性的實驗作鑑別性診斷，免疫組織化學

(immunohistochemistry； IHC)是現今常用的特殊性檢查，常用的標誌分子

(markers)有neuroendocrine 33、cytokeratins 34、thyroid transcription factor - 1 

(TIF-1) 35 和mesothelial cell markers。 

(二) 預後標誌(Prognostic markers) 

    預後因子是測定與評估腫瘤病人出院後存活率。通常一般的腫瘤分期

在NSCLC是一個重要且決定性的存活指標，然而其他臨床上的和實驗室的
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可變異性報告則顯示預後的重要性。因此一些關鍵性的調控基因在細胞的

功能以及其生物分子上的變化，都是分析預後的關鍵性因子。這些包括ras 

oncogene 36、HER/c-erbB(epidermal growth factor receptor family)與其配位子 

37、肝細胞生長因子與其接受器Met/HGFR 38、retinoblastoma (Rb)與p16INK4A  

39、cyclin E與p27kip1  40、p53 41,42、Bcl-2家族基因 43 和其他基因例如：FHIT 

(fragile histidine traid)基因44，血管內皮生長因子(vascular endothelial growth 

factor； VEGF) 45，環氧化?(cyclooxygenase； COX-2) 46，MMPs (matrix 

metalloproteinase)和TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) 47，而這些

預後標誌基因可作為新開發藥物的標的基因。 

(三) 預言性的標誌(Predictive markers) 

    預言性的標誌或稱為偵測標誌，可當作臨床治療上應採取化學療法或

放射療法的指標，因此偵測因子可用來評估臨床處理腫瘤的效力。在肺癌

治療研究上，一些分子偵測性因子被研究且它們大部分都與化學療法的藥

物反應相關，這些偵測分子包括Ras 48，p53 49，HER-2/c-erbB2/neu 50等；

另外偵測β-微管蛋白(beta-tubulin) 基因是否突變，也是一選用治療藥物的

指標，1999年Monzo等研究者發現 51，在49例的NSCLC病人中有16例病人

他們的β-微管蛋白在exon 1或4上發生突變，這些基因突變者投予paclitaxel

無任何反應，但將paclitaxel給予正常β-微管蛋白基因的NSCLC病人，則有

明顯的療效，在taxane和docetaxel的處理上，也有相似的結果，近兩年來陸

續有研究報告提出，肺癌病人β-微管蛋白基因突變與藥物治療相關的研

究，是值得注意的 52, 53。 

     除了上述幾項與肺癌相關的分子外，還有一種對肺臟發育和成熟非常
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重要的分子，即維生素A與其類似物稱為類視色素(retinoids)，這類化合物對

肺癌具有強效的化學預防作用 54，因此將它們歸類化學預防劑，此類化合

物的作用是透過維生素A酸的接受器，即 RARs 和 RXRs，維生素A酸接受

器有許多異構型，其中RAR ß 是位於染色體的3p24.2，研究者發現肺癌病

人的RAR ß 基因被刪除 55，此外亦證實有些SCLC與NSCLC病人的RAR ß 

基因不活化或不表現其原因之一是RAR ß 基因的啟動區(promotor)發生超

甲基化作用(hyper- methylation)，若此病人又常暴露在抽菸的環境下，其支

氣管發育異常的程度會增加 56。最近一份以安慰劑控制(placebo-controlled)

的研究報告指出，以13-cis-retinoic acid給予一位抽菸的人 6 個月，分析其

RAR ß 的表現，給藥前其RARß的表現是被壓制住的，給藥後RAR ß 的表

現量上升，提供了另一種臨床試驗的生物標記 57。 

    在肺癌病人的血漿或血清中含有循環的細胞角蛋白(cytokeratins)片段 

58，這些細胞角蛋白包括組織多胜▓抗原(tissue polypeptide antigen；TPA)，

組織多胜▓專一性抗原(tissue polypeptide-specific antigen；TPS)和細胞角蛋

白-19-片段(cytokeratin-19-fragments；Cyfra-21-1)，可利用 ELISA分析法檢

測之。最近有研究者提出一種檢測技術，即分析卵巢癌患者血清蛋白質體

形態(proteomic patterns)，以此發展蛋白質體學的檢測技術運用在各種不同

的癌症上，可達到早期偵測早期治療的目的。 

(三)肺癌的治療藥物  

    如上節所述，肺癌發生率即致命率甚高，期治療藥物是以細胞毒藥物

為主，目前臨床上常用的藥物有 cisplatin, mitomycin, vinblastine, 

5-fluorouracil等，這些藥物雖然都能明顯的抑制癌細胞的生長，但是這些細
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胞致毒藥不僅對癌細胞有毒殺作用，正常細胞也會受到傷害而造成嚴重的

副作用，有些病人無法忍受這些副作用而放棄治療。另外這些藥物都很容

易產生耐藥性，或使癌細胞失去抑癌基因的表達，而改變成非常惡劣的復

發症狀。 

最近雖然有些非細胞毒藥物，其副作用較小，例如(1)生長因子的抑制

劑，例如上皮生長因子接受器抑制劑(epidermal growth factor receptor 

inhibitors；EGFR inhibitors)與 EGFR單株抗體(monoclonal antibodies)，在大

部分常見的上皮腫瘤 EGFR是過度表現的，因此接受器-訊息傳導系統的破

壞是一治療癌症的方針 59。可運用單株抗體阻斷細胞的接受器或利用小分

子的抑制劑，如：Iressa (ZD1839)，使細胞接受器的酪胺酸激?(tyrosine 

kinase)去活化，臨床前試驗數據證實 Iressa能導致癌細胞細胞週期的停滯、

癌細胞的凋亡，而使腫瘤生長受控制 60。Tarceva (OSI-774)也是一種對 EGFR

酪胺酸激?專一性小分子抑制劑 61，而 CI-1033是另一類針對 erbB接受器

強效且不可逆的小分子抑制劑 62。C225是一單株抗體能與 EGFR高親合性

結合，引起接受器的 internalization，減低下游的細胞增殖訊息 63，另一類

單株抗體為 Trastuzumab與 ABX-EGF，則分別直接拮抗 HER2/neu (erbB-2)

與 EGFR 64, 65，這些製劑可單獨使用或與化療藥物並用，作為 NSCLC的第

一或第二線治療。(2)抗血管新生製劑(anti-angiogenic agents)，腫瘤血管新生

有利於腫瘤細胞的增殖、爬行移動、轉移 66，一些研究報告指出腫瘤微血

管密度與非小細胞肺癌的轉移與生存有密不可分的關係，在脈管新生過程

中最主要的調控者是血管內皮生長因子(vascular endothelial growth factor；

VEGF) 67，因此只要破壞 VEGF與其接受器結合，就能抑制腫瘤生長、轉

移，已被研發出的藥物有 SU5416、SU6668、 SU11248、 ZD4190 和
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CGP41251，它們是屬於 VEGF接受器抑制劑 68，另一類為抗 VEGFR單株

抗體－recombinant humanized Mab VEGF (rhuMAb VEGF)，此類的作用主要

是阻斷 VEGF配位子與 VEGF接受器的結合，可單獨使用或與其他化學療

法藥物並用，效果不錯且相對的減低副作用。(3)其他較有可為的治療藥物

為基因療法 69, 70、MMPIs(matrix metalloproteinases inhibitors)及與細胞素

(cytokines)、生長因子反應相關的酵素 COX-2 的抑制劑 71。但是到目前為

止，這些以細胞分子為標靶的化合物，仍然沒有通過臨床三期試驗(clinical 

phase III trials)，正式獲准市售。 
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第三節 細胞週期與調控  

    生物體在胚胎發育與成長的過程中，細胞由幹細胞成長經歷了細胞增

生(proliferation)、分化(differentiation)與死亡(death)的三大階段，造成組織與

器官細胞的消長。細胞增生是指細胞經細胞週期(cell cycle)由一分裂為二；

細胞分化是指細胞增生終止不再分裂，且進一步特化成具有專一性生理功

能的細胞，即細胞進入生長休止期(resting phase)，如產生抗體之 B淋巴球、

眼球內之感光細胞等；當細胞老化後，漸漸邁向死亡，而死亡的方式可分

為凋亡(apoptosis)與壞死(necrosis) 72。因此體內之細胞一樣會經歷生、老、

病、死。但細胞在生命週期中若發展出不朽的方式，這些不朽的細胞即成

為腫瘤細胞，它逃過分化與死亡，恣意增生變成生物體生存的負擔，最後

造成個體的死亡。癌細胞不同於正常細胞生長分裂的調控，因此要達到抗

癌的目的必須了解正常細胞與癌細胞細胞週期與調控上的差異，許多抗癌

藥物的作用是藉由促使 DNA損壞，誘導細胞凋亡進而達到殺死癌細胞的目

的 72-74。但 DNA 受損後到細胞發生凋亡，這中間的過程是透過何種機轉

路徑傳遞死亡訊息，至今並沒有定論。在臨床上使用化療藥物是針對癌細

胞的細胞週期較一般正常細胞短，分裂較多的特性，找出抑制細胞週期進

行的藥物，如此可破壞癌細胞的週期，對正常細胞有傷害也可減至最低 75。

茲就正常細胞與癌細胞之細胞週期與調控作以下簡介。 

(一 ) 細胞週期 (Cell Cycle) 

    細胞藉著複製自己的組成份，由一個增殖為兩個的過程稱為細胞分

裂，兩次細胞分裂過程所需的時間即為細胞週期。細胞週期一般分為下列

幾個時期 76： 
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G1時期：為 RNA和蛋白質合成的時期。G1時期是控制細胞分裂的關鍵時

期。重要的檢查點(checkpoint)在 G1末期，剛好是細胞要進入 S

期之前。此檢查點用來決定細胞週期的繼續或停止。 

S時期：當細胞在 G1時期準備就緒並通過檢查點後，細胞週期會進入 S時

期。此期為DNA合成的時期。而其中 Gl及 G2時期各含有檢查哨，

以檢查進入 S時期或M時期之前細胞是否一切準備齊全，才可以

進行 DNA的合成或是細胞分裂。 

G2時期：為 RNA和蛋白質合成的時期，G2時期也有一檢查點，細胞必須

準備好且通過檢查點才能進入有絲分裂期，因此這個時期是 M時

期的準備期。 

M時期：為有絲分裂期，分為四期包括前期(prophase)、中期(metaphase)、

後期 (anaphase)和未期(telophase)等四個時期 77，分別敘述如

下： 

prophase：核膜及核仁消失，染色質逐漸纏繞濃縮，每條染色分體

(chromatids)以中節(centromere)相連。紡錘體開始形成，紡錘

體從中心體(centrosome)伸出微管相連而成，按著兩中心體逐

漸相互分離。 

metaphase：此時中心體已位於細胞的兩極，染色體排列於赤道平面

(equatorial plane)。 

anaphase：成對的染色體朝相反方向移動至細胞兩側。 

telophase：染色體逐漸解開縮合構形，呈現非緊密的纏繞，核膜重新聚



 14

集，形成兩個細胞核。最後細胞質分裂，細胞分裂成二個細

胞。 

G0時期：此期為細胞分裂後的休止期，人體大部分的細胞處於 G0時期，

通常會進入分化的階段，然後終其一生都停留在 G0 時期，有一

些細胞，如神經細胞，完全分化時進入 G0 時期便不再回復；但

有些細胞如肝細胞受到破壞或刺激時，會再進入 G1 時期循環增

生。組織內迅速生長的細胞不會進入 G0 時期，當一個週期結束

後就再進入下一週期，癌細胞即屬此類細胞。癌細胞的分裂並不

一定比正常細胞快，卻不受細胞週期的調控而處於不停分裂的狀

態。 

     在文獻中指出，當 DNA 受損時，細胞週期便無法通過檢查哨而停滯

(arrest)，此時細胞內會進行 DNA的修復(repair)，一旦修補完成時才會進入

下一時期，若有無法彌補的錯誤時，細胞則會走向凋亡(apoptosis)  78,79。 

(二) 細胞週期的調控  

    細胞週期的進行有其一定的順序，並且受到極嚴密的調控。調控細胞

週期進行的蛋白稱為週期素(cyclin)與週期素依賴性激?(cyclin-dependent 

kinases；Cdks) (圖一)。Cdks 是屬於 serine/threonine 蛋白激?，單獨存在

時不具活性，必須與 cyclin結合才具活性。在真核細胞中，不同的 Cdks調

控不同細胞週期的進行。譬如 Cdk 4 與 Cdk 6 (Cdk 4/6)於 G1中期活化調節

細胞週期的進行，Cdk 2的活化使細胞進入 S時期，而 Cdk 1是有絲分裂期

主要的調控者。在細胞週期中，不同的 cyclins 結合並活化不同的 Cdks。

D-cyclin (D1，D2，與 D3)與 Cdk 4/6結合將外來訊息傳給細胞週期並調節
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G1中期。在 G1晚期 cyclin E與 Cdk 2結合，cyclin E/Cdk 2的活性是決定

細胞是否能由 G1進入 S時期 80- 82。Cdk 2/cyclin A複合體調控著 S時期的

進行，Cdk 1/cyclin B複合體調控著 G2/M期的轉換，以及M期的進行過程 

39。這些 cyclin/Cdk複合體在性質上是細胞週期各個時期的指標，而在定量

上它們的活化與分解則調控整個細胞週期的進行 83。 

    cyclin/Cdk複合物的激?活性(kinase activity) 由兩種機制調節：(1) 活

化或抑制 Cdks磷酸化。(2) 與 CdkIs(Cdk inhibitors)的結合，依 CdkIs構造

與功能的特徵可分為兩大族群。其一為 INK4 (inhibitors of Cdk 4 kinase；

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)家族:包括 p16INK4a，p15INK4b、p18INK4c、

p19INK4d，此類蛋白質主要與 Cdk 4/6結合並抑制 Cdk 4/6與 D型的 cyclin

的結合與活化 84。另一為 CIP(Cdk interacting protein)/ WAFl (wild-type p53 

activated fragment)/KIP(kinase inhibitor protein) 85 家族，其成員包括

p2lCIP/WAF1、p27KIP1、p57KIP2，這些蛋白質主要作用在與 Cdk 2和 Cdk 4/6結

合的複合物上 86。CdkIs對有絲分裂原缺乏(mitogen deprivation)時或基因毒

性刺激所造成細胞週期的停止是必須的。不同的 CdkIs 可抑制不同種類的

cyclin/CDK複合物。 

    大部分影響細胞增殖的調控事件多發生於 G1時期，正常細胞的生長與

增殖受制於細胞生長因子、細胞密度與細胞間接觸之複雜的交互作用 87，

生長因子能啟動和維持細胞由 G1時期轉換到 S時期，在細胞週期進行中依

賴生長因子的時窗稱為限制點 (restriction point) 88，又稱為檢查點

(checkpoint)。於 G1期，假若細胞受刺激而促使 D-cyclin表現亮被調降造成

不足或使 CdkIs的數量增加時，會導致 cyclin E/Cdk 2活性的抑制效應，因
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此細胞無法過渡到 S時期，而使細胞停止在 G1期。DNA損傷亦與細胞週

期的檢查點(checkpoint)有關 89，當 DNA損傷時會波及 DNA的複製與有絲

分裂，如此會使細胞週期停在 G1期(S期之前)或 G2期(S期之後)，但也可

能停在 S期，細胞週期停在 G1期能防止損傷的 DNA異常的複製，而停在

G2 期可避免有缺陷的染色體的分離(segregation)。以下針對細胞週期停在

G1期，cyclin，Cdks 與 CdkIs 之間的關係做更詳細的介紹。 

在細胞週期的G1時期進程中，最主要的兩種cyclin為D-cyclins與 cyclin 

E，而 cyclin D、E與 Cdks 形成的複合體能協同性的引發腫瘤抑制蛋白如

retinoblastoma family (pRb, p107與 p130)的磷酸化而使生長抑制的活性消除 

90，細胞週期能順利運轉。研究者發現 cyclin E是 D-cyclins 下游的標的分

子 91，那 D-type cyclins如何調控 cyclin E呢？調控的功能與 CdkIs有關，

特別是 CIP/KIP家族的 p2lCIP/WAF1與 p27KIP1，它們都能與 Cdk 2和 Cdk 4/6

形成複合體，但所扮演的角色卻有所差異 92 - 95。 p2lCIP/WAF1與 p27KIP1能抑

制 cyclin E-Cdk 2的活性，在 cyclin D-Cdk 4/6複合體的形成與活化卻是必

須的 96，這樣的功能解釋了 cyclin D是 cyclin E的上游且是正向調節，因

為 p2lCIP/WAF1與 p27KIP1能與 cyclin D-Cdk 4/6複合體結合，解除了對 cyclin 

E-Cdk 2活性抑制作用，細胞週期得以順利運行。 

離子放射線的照射或 cisplatin 的處理會造成細胞 DNA 不同程度的損

傷，譬如 DNA雙股斷裂或形成架橋(adducts)，此時細胞週期停在 G1時期，

造成此等現象有兩種機制：首先，在 DNA 損傷時細胞週期能快速的被停

止，此時並沒有任何蛋白質合成參與，僅是 cyclin D1 被破壞，p2lCIP/WAF1

重新分布的結果；正常狀況下 p2lCIP/WAF1與 cyclin D-Cdk 4/6複合體結合，
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一旦 DNA損傷，cyclin D1被破壞，則 p2lCIP/WAF1會由 cyclin D-Cdk 4/6複合

體游離出來，游離的 p2lCIP/WAF1便結合到 cyclin E-Cdk 2，結果抑制了 cyclin 

E-Cdk 2的活性，細胞週期因此被停止。然而這樣的作用是暫時性的，因為

cyclin E-Cdk 2會被重新合成出來，再次的回到細胞週期 96。DNA的損傷

會誘發內生性野生型 p53(wild-tyep p53)的表現 97。p53誘發 p2lCIP/WAF1活化

並造成 p2lCIP/WAF1的蓄積，p2lCIP/WAF1與 cyclin E/Cdk 2 複合體結合並抑制

cyclin E-Cdk 2複合物的活性，失去 cyclin/Cdks激?活性所導致之 pRb行低

磷酸化作用(hypophosphorylation)，因而 pRb無法將 E2F釋放，使得其下游

促進細胞週期運轉之基因無法活化。這些結合作用會抑制細胞由 Gl期進入

S期 98。 

    此外，p2lCIP/WAF1蛋白質也可不經由 pRb蛋白的低磷酸化路徑而導致細

胞週期停滯 99。許多的研究顯示 p2lCIP/WAF1會大量表現在 p53 基因剔除老

鼠 100，或含有 p53 基因突變的細胞，因此，增強 p2lCIP/WAF1表現亦可不需

經過 p53調控的路徑可以導致細胞 Gl期休止。換言之，有一些刺激會誘發

p2lCIP/WAF1，但不需依賴 p53，也可以導致細胞 Gl期延長 101,102。 

調控 p27KIP1的方式很多，磷酸化是其中一個調控方法。當細胞要從

G1 期進到 S 期時，p27KIP1需被降解。Cdk 2/cyclin E 複合物可以磷酸化

p27KIP1，導致 p27KIP1的降解 103 - 105。p27KIP1缺乏的老鼠顯示出在形體上有

增大的現象、腦下腺體長腫瘤，與多器官的過度增生。雖然 p27KIP1為腦下

垂體腫瘤抑制基因，但在人類其他癌症卻很少發現 p27KIP1 基因突變或缺

失 。 p27KIP1 蛋 白 質 的 表 現 主 要 經 由 postranslational 層 次 經 由

ubiquitin-proteasome所媒介調控的 proteolysis機制，一部分的癌症顯示藉由



 18

增加這種 proteolysis 系統的活性來降低 p27KIP1的量 105。 

另外抑癌基因 p53也參與了調控細胞週期以及細胞凋亡 106。p53為

腫瘤抑制基因(tumor suppressor gene)，50%左右的癌症病人身上觀察到 p53

基因發生突變(mutation)或被刪除(deletion)的情形 107。p53主要透過兩種方

式來達成抑制細胞增生的目的: (1)使細胞週期停滯在 Gl-S期，(2)直接誘使

細胞發生凋亡。研究指出，利用基因轉殖技術除去老鼠的 p53 基因，可以

清楚的界定出 p53所參與的反應 108，主要是針對 DNA damaging agents、

放射線及 etoposide等，而非 glucocorticoids或 calcium ionophores所引起的

生長抑制或細胞凋亡 109。而 p53抑制細胞週期進行的作用，主要是利用蛋

白質本身具有轉錄活化(transcriptional activator)的角色。p53 會誘導下游基

因 p2lCIP/WAF1 的活化  110，產生的 p2lCIP/WAF1 蛋白質會更進一步去抑制

cyclin-Cdk 複合物，阻斷細胞週期的進行 111。研究顯示含有突變 p53基因

的細胞具有較強的抗性，可以避免細胞凋亡，且這類細胞通常也具有較快

的增生速率與較強的轉移(metastasis)能力 112。 
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第四節 癌細胞凋亡研究概況  

    多細胞生物體內細胞的增生速度和死亡速度是相等的，因此可維持生

物體的恆定(homeostasis)。細胞死亡的方式分為兩種:細胞壞死(necrosis)和細

胞凋亡(apoptosis)。前者是一種被動的死亡形式，當細胞受到一些嚴重且突

然的傷害，如局部缺氧、或面臨高熱、pH極端改變等，會使細胞內粒線體

(mitochondrion)脹大、細胞膜無法調節滲透壓而破裂溶解，細胞內容物如溶

解性酵素(lysosomal enzymes)大量外漏，造成周圍組織的發炎反應 113。而

細胞凋亡是一種主動的死亡方式，是細胞在正常生理狀況下進行的程序性

死亡過程 。 當細胞進行凋亡時 ，細胞膜會皺縮(shrinkage)，但因為需要

能量，所以粒線體和核糖體仍保持完整，染色質縮合 (chromosome 

condensation)、 DNA 斷裂成特殊片段( DNA fragmentation)，為 180-200 

base-pair的倍數，最後胞膜會將各種胞器和 DNA片段包成一顆顆的凋亡小

體 (apoptotic bodies)，接著被巨噬細胞將其吞噬清除掉，因此不會引起發炎

反應 114。我們可利用電子顯微鏡觀察細胞形態變化。另外最直接偵測

apoptosis 的方法是以瓊脂凝膠電泳(agarose gel electrophoresis)觀察，看到

DNA 呈階梯狀的片段分析 115，或以末端脫氧核糖核?酸轉移?標記分析

(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling 

assay；TUNEL Assay) 116,117區分 apoptosis的細胞來定量細胞 apoptosis的比

例;或直接以 propidium iodide (PI) 將 DNA染色後，於螢光共軛焦距顯微鏡

下觀察染色質縮合情形 118，或利用流式細胞儀來分析。細胞凋亡的生理機

制，在多細胞生物是用來進行個體發生及發育，以及控制細胞數或當作一

道防禦移除受傷或突變的細胞，所以對多細胞生物的正常發展是重要的 
72 。 

    Apoptosis 的調控是藉由細胞內基因的表現來控制整個過程，這些基因
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所表現的蛋白質依功能可大約分為三大類:第一類是主導細胞走向 apoptosis

的蛋白質 (pro-apoptosis)，第二類是扮演抑制細胞產生 apoptosis 的角色

(pro-survival)，第三類則是屬於造成 apoptosis特徵的調控性蛋白質。在正常

生理狀況下，藉由第一類與第二類蛋白的互相調節，使細胞維持平衡狀態，

當細胞老化或是受到外來傷害時，便啟動 pro-apoptosis 路徑，並抑制

pro-survival路徑的發生，使細胞走向凋亡。 

目前知道執行凋亡的中心機轉是一群蛋白水解? (protease)，具有一段

保守序列可以接合及催化標的蛋白水解，其作用在受質(substrate)的部位正

好是  Asparate 之 C 端 119,120 ，所以被稱為  cysteine  asparate-specific 

protease， 簡稱為 caspase。caspase平常以無活性的?原(zymogen)存在細胞

質中，受到刺激時會進行一連串的蛋白質?解作用(proteolysis cascade)，將

死亡訊息送至死亡路徑的下游，再讓下游酵素(如 endonuclease)破壞 DNA

而使細胞死亡 72。目前發現的 caspase 有 14 種 ，但並非所有的 caspase

都和凋亡有相關 121 。Caspase 根據結構可分為具有較長的 prodomains 包

括 caspase recruitment domain (CARD) 如 caspase-l, -2, -4, -5, -9, -11, -13 ; 

death effector domain (DED) 如 caspase-8, -10 和具有較短的 prodomains如

caspase-3, -6, -7, -14。一般來說，活化 caspase有兩個途徑：其一是經由死

亡受體 (death receptor)  如 TNFa或 Fas 等啟動 caspase-8 的活化 。其二

是經由從粒線體釋放出的細胞色素 c (cytochrome c)，一旦釋放到細胞質中

的 cytochrome c和 Apaf 1  結合後，會活化 caspase-9  122 。caspase-8 和 

caspase-9 的活化會啟動下游的 caspase 如 caspase-3 活化，這一連串的活

化，會造成核膜蛋白(lamin)的分解、PARP [poly (ADP-ribose) polymerase]

被切、以及 DNA  fragmentation等，最終導致細胞凋亡。上述兩條途徑並

非完全獨立的 123，並且 caspase在功能上也有重疊的地方 124。 
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第五節 Bcl-2 家族研究概況  

   參與調控細胞凋亡的因子除了 caspase外，Bcl-2家族也是廣受討論的分

子。Bcl-2(B cell lymphoma protein 2)是一原致癌基因(proto-oncogene)，最初

是在 B細胞淋巴瘤中的染色體轉位發現的，此種轉位會抑制 B細胞的死亡，

導致細胞瘤的生長。Bcl-2的家族結構相似，具有BH (Bcl-2 homology)domain

分別為 BHl、BH2、BH3 和 BH4，在細胞凋亡過程中，扮演了重要的角色

125。這個家族可分為促進細胞凋亡的分子(pro-apoptotic)包括 Bax、Bad、Bid

及 Bcl-Xs 等;以及抑制細胞凋亡的分子(anti-apoptotic)包括 Bcl-2 及 Bcl-XL

等。BH 4 domain幾乎只存在 anti-apoptotic的分子，Bcl-2的 BH 4 domain

還可以和 Raf-1 126以及 p53-binding protein結合 127。Bcl-2及 Bcl-XL位在

BH 3和 BH 4 domain之間有一個 1oop的結構，如果失去 loop的結構，則

Bcl-2無法被磷酸化 128,129。在 1988年，Vaux等人首次發現 Bcl-2蛋白能

使細胞存活 130，而研究證明抗癌藥物所誘發的細胞凋亡過程中，若 Bcl-2

蛋白大量表現經常會導致細胞凋亡受到抑制;除此之外，人工植入 Bcl-2 蛋

白表現載體也會促使成熟 B-cell之存活週期延長。至於 Bcl-2蛋白家族內生

物功能迥異的兩群蛋白間究竟如何調控細胞的存活，已有許多報導，目前

已知Bcl-2家族成員間的交互作用與蛋白質的相對含量有關。Bcl-2及Bcl-XL

蛋白能與 Bax (Bak)形成二合體。研究顯示：(1)Bcl-2或 Bcl-XL本身具有類

似抗氧化劑的能力，能捕捉自由基，而 Bcl-2或 Bcl-XL能與 Bax或 Bak形

成複合體，當 Bcl-2量多時可以保護細胞，並抑制細胞的死亡 131,132。(2)Bax

或 Bak蛋白本身含有死亡調控區，當 Bax量多時會誘使細胞走向死亡。因

此 Bcl-2/Bax或 Bcl-XL/Bak形成複合體時，會遮蔽 Bax/Bak死亡訊息的傳
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遞，進而增加細胞的存活率 133(圖二)。 

    在 Bcl-2 家族促進細胞凋亡的分子以及抑制細胞凋亡的分子彼此以

heterodimers 或 homodimers的形式結合，調控細胞凋亡。Bcl-2的家族成員

大部分在 C-terminal都含有疏水性區域(hydrophobic domain)，使得它們可以

存在膜上。一般認為抑制細胞凋亡的分子平時都存在粒線體膜上、內質網

膜上(endoplasmic reticulum)或是核膜上;而促進細胞凋亡的分子平時都存在

細胞質中，但是如果接受到死亡訊息則會轉位(translocation)到膜上，尤其是

粒線體膜上 134,135。例如 Bax與 Bax同分子間結合在粒腺體膜上，於是在

粒線體膜上形成了孔洞，造成粒腺體內的 cytochrome c被釋放到細胞質中，

一旦 cytochrome c和 Apaf-1結合後，會活化 caspase-9，進而引發了一連串

的死亡訊息，誘導細胞走向凋亡 136 - 139。而 Bcl-2及 Bcl-XL等之所以能抑

制細胞凋亡是在於它們能和 Bax結合，並阻止了 cytochrome c從粒線體流

到細胞質中抑制其與 Apaf-1結合，阻斷了誘導細胞走向凋亡的訊息傳導 140- 

143。 
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第六節  研究動機與目的  

    如上所述肺癌發生率甚高，臨床上大多以外科切除或放射線方式治

療，同時或於處理後佐以傳統或新型的化學藥物治療，但治療效果及預後

都不好，存活率也很低。目前尚無理想治療藥物，因此尋找新型抗肺癌藥

物之研究是重要課題。苯乙酸 (phenylacetic acid) —  是毒性低微而作用機轉

與傳統細胞毒藥物有所不同的新型抗癌物質。因此著手進行一系列

phenylacetic acid 衍生物的合成，經初步篩選結果得知 fluorophenylacetamide

具有比 phenylacetic acid更強的活性，於是在本研究中著者系統性的合成一

系列 fluorophenylacetamide衍生物(H1 – H6, SCK1 – SCK6)，並以人類鱗狀

上皮肺癌細胞 CH27 從事篩選。探討結構與活性相關性，並選擇其中活性

較佳的化合物探討其作用機轉，以尋找抗肺癌的先導化合物，提供開發抗

肺癌新藥研究之參考資料。 
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第二章 材料與方法 

第一節 實驗材料  

壹、 細胞株  

細胞株 CH27由台北榮總提供，經病理組織鑑定確定為人類鱗狀上皮

肺癌細胞(Human Squamous Epithelial Lung Cancer Cell)。 

貳、 試劑  

1. 榮民製藥：Penicillin, Streptomycin 

2. Amersham：ECL detection kit 

3. BIO RAD：Acrylamide, Ammonium Persulfate (APS), N,N’-methylene 
-bis-acrylamide (Bis), N,N,N’,N’-tetra-methylethylene-diamine (TEMED). 

4. Biosource International QCB ： caspase-1 (Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-7 
-amido-4-methylcoumarin ；  Ac-YVAD-AMC), caspase-3 (Ac-Asp- 
Glu-Val-Asp-AMC ；  Ac-DEVD- AMC), caspase-8 (Ac-Ile-Glu-Thr- 
Asp-AMC ；  Ac-IETD-AMC), caspase-9 (Ac-Leu-Glu-His-Asp- AMC； 

Ac-LEHD-AMC)  

5. Gibco (LA, USA)：RPMI 1640, Fetal Bovine Serum (FBS)，Non- essential 
amino acid (NEAA)。 

6. KAMIYA Company (Seattle, USA)：caspase inhibitor(Broad-spectrum : 
z-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone, z-VAD-fmk )， caspase-3 inhibitor：
z-Asp-Glu-Val-Asp-fluoromethylketone (z-DEVD-fmk)。 

7. Merck (Darmstadt, Germany)： Phenylacetic acid, NaHCO3, L-glutamine,  
Ethylenediaminetetraacetic acid-disodium (EDTA), Glucose, 
Dimethyl-sulfoxide (DMSO), Chloroform, Sodium acetate, 100% Ethanol, 
Boric acid , Sucrose, Sodium citrate, Sodium dodecyl sulfate (SDS), Glycine, 
Methyl alcohol (MeOH), NaCl, HCL, Glycerol, 2-Mercaptoethanol (2-ME). 

8. Pharmingen (Boston, USA)：Anti-p53, anti-caspase-3, anti-caspase-8 與 
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anti-cytochrome c。 

9. Roche Diagnostic (Meylan, France) ： Terminal transferase-mediated 
dUTP-fluorescensin nick end-labeling (TUNEL)。 

10. Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, USA)：anti-Bcl-2, anti-Bax, 
anti-Bcl-XL/S, anti-Cdk 6, anti-cyclin A, anti-cyclin D2 and anti-cyclin E  

11. Sigma Co (Saint Louis, MO) ： Propidium iodide (PI) 與 
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)。 

12. Transduction Laboratory (Lexington, KY, USA)：Anti-p21CIP1/WAF1, anti-p53, 
anti-pRb, anti-Cdk2, anti-Cdk4, anti-cyclin D1 and anti-cyclin D3  

13. Recombinant Bcl-2-adenoviral vector及 control adenoviral vector由中研院
生醫所徐松錕博士提供 
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第二節 實驗方法  

壹、 苯乙酸衍生物的合成與配製  

(一 ) 苯乙酸衍生物的合成  

    採用一般醯胺類化合物之合成法，如 Scheme 1所示合成苯乙酸衍生物

(N-substituted phenylacetamides) H1- H6與 SCK1 - SCK6。以有取代的苯乙

酸(N-substituted phenylacetic acid) Compound I為起始原料，先以二氯亞硫醯

(thionyl chloride)進行氯化反應後，形成相對應之取代的苯乙酸醯氯

(phenylacetyl chlorides) Compound II，再與各種胺類反應，即可得到相對應

之標的化合物 H1 - H6與 SCK1 - SCK6，化合物的純化是利用管柱層析法

(氯仿-矽膠)以苯做再結晶，即可得到白色結晶化合物，分析其產率與測定

其熔點，並運用各種儀器如核磁共振光譜儀(NMR)，紅外光線光譜儀(IR)，

紫外光-可見光光譜儀(UV)，質譜儀(EIMS)與元素分析儀(Element Analyzer)

確立其結構，苯乙酸衍生物的結構與分析數據如 Scheme 1、表二與表三。 

(二 ) 藥物的配製  

    苯乙酸與苯乙酸衍生物溶於 DMSO配製成 400 mM的庫存溶液，試驗

時再稀釋成實驗所需濃度，並使細胞培養液內DMSO的實驗濃度不超過 1 ~ 

0.5 %，根據先前的報告與我們初步的試驗證實 DMSO在此濃度下是不會影

響到細胞毒性檢測值 144。 

貳、 細胞培養  

1. RPMI 1640 Medium 

取 10 g RPMI1640 Medium powder，溶於約 900 ml Milli-Q，加入 3.7 g

的 NaHCO3，以 HCl調整 pH=7.0 ~ 7.2後，以Milli-Q去離子水加足量體積
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至 l L，使用 0.45 µm之濾膜 (filter) 粗過濾後，在無菌操作下以 0.2 µm 濾

膜細過濾，置 4 ℃備用。 

2. 完全培養液(Complete Medium) 

每毫升 RPMI 1640培養基添加 100 IU青黴素(penicillin)、100 µg鏈黴

素(streptomycin)、2 mM 麩胺酸醯胺(L-glutamine)、100 µM 非必需氨基酸

(non-essential amino acid，包含 14.7 µg glutamic acid、7.5 µg glycine、8.9 µg 

alanine、13.3 µg aspartic acid、11.5 µg asparagine及 10.5 µg serine)並加入 5 % 

胎牛血清 (fetal bovine serum；FBS)。實驗時再把調整為 1 % 的 FBS，以

避免藥物與血清結合而影響檢測值。 

3. 細胞培養 

      CH27細胞以完全培養液培養於含有 5 % 二氧化碳、37 ℃的培養箱

中，每兩天更換次培養基。細胞的次培養 (subculture) 則以 TEG [0.05 mM 

胰蛋白?(trypsin)、2.5 mM乙二胺四乙酸(ethylenediamine tetra-acetic acid； 

EDTA)、2.8 mM葡萄糖的混合液]將細胞於培養皿中打散，再分植到新的

培養皿中。 

參、 細胞存活的評估  

    細胞經 TEG處理後，以血清培養液調成 5 ×104個細胞/well的密度植

入 12孔的培養盤中(Falcon)，每孔含 l ml 5 % FBS的 RPMI 1640 血清培養

液，讓細胞貼附 24 小時後分別以不同濃度苯乙酸與苯乙酸衍生物的 1 % 

FBS培養液培養細胞於 5 % 二氧化碳、37 ℃的培養箱中。每處理三重複，

每隔 24 小時取出一盤，取出細胞並以 trypan blue 染色，以血球計數器

(hemocytometer)計算各孔內的細胞數，再以各處理的平均值與控制組比值
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作生長曲線並求出生長抑制率。 

肆、 細胞染色  

以 DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞 72小時後，附著在

培養盤之細胞以 PBS清洗兩次後，用 2 % paraformaldehyde 在室溫下固定

30分鐘，再以 0.1 % Triton X-l00/in PBS處理 30分鐘，使細胞膜產生孔隙

得以讓染劑進入。接著以 PBS 清洗，依照 TUNEL (terminal 

transferase-mediated dUTP-fluorescensin nick end-labeling)檢測法，先加入

TUNEL反應劑後將其置於 37 ℃的培養箱在黑暗中染色 60分鐘，接著用

PBS清洗再以 DAPI染劑在 37 ℃黑暗中染色 30分鐘，以 PBS清洗多餘染

劑之後置螢光顯微鏡下觀察、照相。能被 TUNEL 染劑染色者則視為凋亡

的細胞。 

伍、 凋亡細胞 DNA的萃取和電泳分析  

以 DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞 72小時後，收集細

胞以 extraction buffer (50 mM Tris，pH7.5，10 mM EDTA，0.3% Triton X-100)

置冰上 30分鐘，溶解後的細胞加入 RNase (100 µg/ml) 於 55 ℃水浴 30分

鐘後再加入 proteinase K (400 µg/ml)置 55 ℃水浴 1小時，上清液以等體積

的 phenol/chloroform萃取。取 5 µl稀釋 100倍，在波長 260 nm下測定吸

光值，計算核酸濃度(µg/ml)。取樣品 10 µg DNA加 2 µl 的 10X DNA loading 

dye並置 65 ℃水浴 l小時，配製 2 % agarose gel (2 g agarose in l00 ml 0.5X 

TBE)，最後將樣品 DNA注入電泳膠孔槽，以 0.5X TBE buffer (0.5X TBE 

buffer containing：Tris 5.4 g，boric acid 2.75 g，2 ml 0.5 M EDTA，pH 8.0)

為電泳緩衝液，進行電泳分析。 
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陸、 細胞週期分析  

 以 DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞，收集不同時間點的

細胞，細胞先加入 10 ml PBS混合均勻後於 1000 rpm 4 ℃離心 5分鐘；倒

掉上清液加入 80 % ethanol/PBS固定細胞並計算細胞數，約 4×105個細胞分

裝於離心管，再次將細胞懸浮於 PBS接著以 RNase (DNase free, 100 µl/ml in 

PBS) 與 propidium iodide (40 µg/ml, in PBS) 於室溫下處理 30分鐘，然後離

心將細胞再懸浮於 PBS ，於冰浴下將細胞懸浮液通過 19號針頭到 5 ml分

析管中，置冰上直到以流式細胞分析儀(flow cytometer； FACScan)分析之，

細胞週期的分布是利用 Cell-FIT 軟體(Becton Dickinson Instruments)分析。 

柒、 蛋白質定性與定量分析  

      以 DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞，分別在 8、24、

48與 72小時收集細胞，按以下之方法處理與分析。 

1﹒蛋白質的萃取 (Protein extraction) 

細胞以 PBS洗過 2次後刮下，4 ℃ 5000 rpm離心 3-5分鐘，倒掉上

清液並以棉籤拭乾 eppendorf tube邊緣。用手指輕彈 eppendorf tube將細

胞稍打散後加入適量的溶解液 RIPA buffer [50 mM Tris, PH 7.4，150 mM 

NaCl，l % Nonidet P-40，0.25 % sodium deoxycholate，1 mM EDTA，1 mM 

EGTA，*5 % 2-mercaptoethanol，*5 µg/ml leupeptin，*0.2 mM phenylmethyl 

sulfonylfluoride，5 µg/ml aprotinin，*1 mM soybean trypsin inhibitor，*1 mM 

NaF (*add before use)] 混合均勻，置於冰上作用 20-30分鐘，接著以超高

速離心 100,000 × g，4℃，30分鐘，收集上清液，以 Bradford方法測量

蛋白質溶液在波長 595 nm下的吸光值，換算成蛋白質濃度 (µg/µl) (以一

系列已知濃度的 BSA作成之 standard curve換算蛋白質的濃度)。取定量
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的蛋白質分裝於 eppendorf tube置-80 ℃備用。 

2﹒聚丙烯醯胺膠體電泳法(SDS-PAGE Electrophoresis Assay) 

配製 1.5 mm厚度的 discontinuous acrylamide gel，gel分上下兩層，

上層為 stacking gel含有 4% acrylamide，下層為separating gel其 acrylamide

的百分比視分析的蛋白質分子量而定。配製完成的膠體裝置於電泳槽

內，注入電泳緩衝液 running buffer (25 mM Tris，192 mM glycine，0.1 % 

SDS)。蛋白質樣品回溫後加入 4X protein loading dye (8 % SDS，0.04% 

serva blue R-250， 40 % glycerol， 200 mM Tris pH 6.8， 10 % 

2-mercaptoethanol)，於 95 ~ 100 ℃乾浴 denature 10分鐘，冰浴冷卻後快

速離心，將各樣品及標示標準分子量的Multimarker依序注入膠體的孔槽

中，通以電壓 80 Volt.，待樣品通過 stacking gel後電壓調整為 120 Volt.。 

3﹒西方轉漬法(Western blot) 

將PVDF membrane (Millipore)浸泡於methanol數秒後以Milli-Q水浸

濕；裁好的濾紙與 membrane一起浸泡於 transfer buffer (50 mM Tris，40 

mM glycine，0.375 % SDS，pH 9.0-9.4；20% methanol)，電泳膠去掉 stacking 

gel的部份並裁下電泳膠中所要轉漬的區域後亦浸於 transfer buffer中。轉

印石墨板之正極板以 transfer buffer潤濕後，依序重疊平鋪上 4張濾紙、

membrane、膠體、再四張濾紙，最後蓋上負極石墨板設定電流(mA) (電

流=濾紙面積× 9/7× 疊數)，在 1小時 10分鐘後取出 membrane以 5% 脫

脂奶粉/TBST 作空白處抑制(blocking)，室溫下搖晃 30 分鐘。以 TBST 

(1000 ml TBST : 24.22 g Tris，87.75 g NaCl，10 ml tween 20)清洗 membrane 

10分鐘 3 次，加入一級抗體(Primary antibody) 4 ℃下作用 24小時，再

以 TBST清洗 10分鐘 3次，加入二級抗體(secondary antibody; anti-mouse 
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IgG; 1:12,5000) 室溫下作用 1小時，同樣經 TBST清洗後於暗房進行 ECL 

(enhanced chemiluminescence)反應。membrane裝於透明塑膠袋內置於壓

片夾中，以 X-ray film (Kodak)感光。 

捌、 胞液分離萃取分析 (Cytosolic Fractionation) 

以 DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞，分別在 8、24、

48與 72小時收集細胞，經 PBS洗滌後細胞以 extraction buffer (50 mM Tris, 

pH 7.4, 0.3% 2-mercaptoethanol, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA 5 µg/ml 

leupeptin, 5 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml soybean trypsin inhibitor, 0.2 mM 

phenylmethyl-sulfonylfluoride)於冰浴中反應 30 分鐘，接著細胞以 Dounce 

homogenizer 均質化，將均質液以 100,000×g，4 ℃離心 30分鐘，上清液

即為細胞質部分(cytosolic fraction)，以 Bradford方法定量分析蛋白質，取

定量的蛋白質分裝於 eppendorf tube置-80 ℃備用 145。 

玖、 Caspase 活性分析 (Caspase Activity Assay) 

Caspase 的活性測定以原廠的提供步驟採用螢光分析法檢測之。以

DMSO，苯乙酸與苯乙酸衍生物處理 CH27細胞，分別在 8、24、48與 72

小時收集細胞，經 PBS洗滌後細胞以溶解液 (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DL-dithiothreitol, 1% Nonidet P-40, 

0.25% sodium deoxycholate, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml 

soybean trypsin inhibitor, 0.2 mM phenylmethyl-sulfonylfluoride)處理，以

10,000×g，4 ℃離心 30分鐘，上清液以 Bradford方法定量蛋白質。取 20 µg

蛋白質調整體積成 100µl，加入反應液分置於 microtiter plate後再滴加螢光

性 caspase 胜 ▓ 受 質 100 µM 即 caspase-1 

(Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amido-4-methylcoumarin ；   Ac-YVAD-AMC), 
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caspase-3 (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC ；  Ac-DEVD- AMC), caspase-8 

(Ac-Ile-Glu-Thr-Asp-AMC ； Ac-IETD-AMC) 與  caspase-9 

(Ac-Leu-Glu-His-Asp-AMC ；  Ac-LEHD-AMC) 的 胜 ▓ 受 質 (peptide 

substrates)，所有的 caspase 胜▓受質皆溶於 caspase assay buffer (40 mM 

HEPES (pH 7.4), 20 % glycerol (v/v), 1 mM EDTA, 0.2 % NP-40 and 10 mM 

DL-dithiothreitol)。於暗室 37 ℃  中反應 2 小時。以 Fluorescence 

spectrophotomer (excitation wavelength, 360 nm; emission wavelength, 460 nm)

測定螢光強度。 

壹拾、 統計分析（Statistical analysis）  

本論文之數據結果至少經由同方式三次獨立的實驗，以平均值± 標準

偏差(mean ± SD) 評估。統計誤差採用 Student’s t-test，當 P < 0.05，P < 0.01

或 P <0.001時表示統計學上有顯著差異。 
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第三節  重要儀器  

1. 流式細胞分析儀：Flow cytometer，FAScan (Becton Dickinson) 

2. 電泳設備：直立式電泳槽 Hoefer miniVE (Hoefer) ，電源供應器 Hoefer 

PS500XT (Hoefer) ， 轉 印 槽  Bio-RAD SEMI-DRY Transfer cell 

(Bio-RAD) ，Orbitron rotator II (Boekel model 260250) 

3. 光學顯微鏡：Olympus IX70. 

4. Fluorescence spectrophotomer 

5. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) reader 

6. 細胞培養箱 (37 ℃ incubator) 

7. 超高速與高速離心機 

8. 垂直式無菌操作台(Laminar Flow) 
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第三章  結 果 

之前研究報告指出苯乙酸在毫莫耳的濃度下，對數種癌細胞皆具有抗

細胞增生與抗腫瘤的活性，因此我們改變結構上醯胺的部分，以不同長度

的烷基鏈(alkyl chain)取代，合成兩系列的苯乙酸衍生物，即 H1 - H6 與

SCK1 - SCK6，分別以 0.02，0.2及 2 mM處理肺鱗狀上皮癌細胞 CH27，

結果發現無論是 H1 - H6或是 SCK1 - SCK6對 CH27皆具細胞毒性，在處

理濃度與時間上皆呈正比關係，即處理濃度愈高或時間愈久，其毒殺癌細

胞的效果愈好。與苯乙酸比較其作用活性，發現苯乙酸在相同的處理條件

下，幾乎無任何毒殺癌細胞的活性。我們從 H1 - H6或 SCK1 - SCK6這兩

系 列 的 苯 乙 酸 衍 生 物 中 ， 篩 選 出 兩 個 最 有 效 的 化 合 物 －

4-fluoro-N-butylphenylacetamide (H6)與 2-fluoro- N-butylphenylacetamide 

(SCK6)，H6與 SCK6對 CH27的 LC50分別低於 0.8與 0.4 mM (圖三－圖

六)，現分成兩部分敘述 H6與 SCK6 的生物活性。 
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第一節  4-Fluoro-N-butylphenylacetamides (H6)對人類鱗狀上皮

肺癌細胞 CH27的生物活性  

一、4- Fluoro-N-butylphenylacetamide (H6)可誘導人類鱗狀上皮肺癌細胞

CH27凋亡  

    為了確定 H6誘導細胞死亡的表現特徵，我們利用能與 DNA結合的螢

光染劑－DAPI與 TUNEL，將細胞染色以觀察細胞核的形態，CH27肺癌細

胞以 H6 處理後，出現典型的凋亡細胞核形態結構的變化，即細胞核的濃

縮與細胞核形成碎片，在控制組與苯乙酸鹽處理組其細胞核染色體均勻分

布並無碎片形成(圖七 A) ，更進一步確定 H6 是誘導細胞的凋亡，故以

TUNEL及 DNA 斷裂檢測法分析之，DNA碎片能被 TUNEL螢光染劑標定

出來，結果如圖七 A。此外我們抽取處理組與控制組細胞的 DNA經膠體電

泳分析，結果發現 H6處理後的 DNA呈現階梯狀(DNA ladder)斷裂片段，

而控制組及苯乙酸處理組 DNA完整沒有段片出現 (圖七 B)。因此我們認為

CH27肺癌細胞經 H6處理後能明顯誘導細胞進行凋亡。 

二、H6誘導細胞凋亡與 Bcl-Xs蛋白相關  

    之前有文獻提出 Bcl-2家族蛋白中 Bcl-2 與 Bcl-XL蛋白能抑制細胞進

行凋亡，相反的 Bax，Bad與 Bcl-XS蛋白卻會促進細胞進行凋亡 146。為了

探討 H6誘導 CH27肺癌細胞凋亡是否與 Bcl-2家族蛋白的表現程度相關，

我們偵測肺癌細胞中 Bcl-2，Bcl-XL，Bax，Bad 與 Bcl-XS蛋白的表現是否

被 H6調節。由圖八的結果顯示 CH27肺癌細胞暴露在 2 mM H6下，造成

Bcl-XS蛋白表現量明顯增加，然而 Bcl-2，Bcl-XL，Bax與 Bad卻不受影響。 
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三、於 H6誘導細胞凋亡中會造成細胞質 cytochrome c的累積，caspase-3

的活化與 PARP的斷裂  

     最近與細胞凋亡的相關文獻指出，細胞在進行凋亡的時候會造成

cytochrome c由粒腺體釋放到細胞質，細胞質內的 cytochrome c便與 Apaf-1

結合緊接著活化 caspase-9，造成 caspase-3的活化，具活性的 caspase-3會

將下游的受質－PARP分解成兩個片段 147 - 149。探討 H6處理細胞後是否會

活化此路徑，我們採用西方轉漬分析法 (Western blot analysis)以

anti-cytochrome c, anti-PARP 與 anti-caspase-3 三種抗體偵測細胞質內的

cytochrome c，PARP與 caspase-3是否會活化。從圖九的結果顯示 CH27肺

癌細胞經 H6處理後，cytochrome c會由粒腺體釋放到細胞質且隨著處理時

間的增加細胞質內的 cytochrome c累積得愈多。cytochrome c隨著時間增加

的同時伴隨著 caspase-3蛋白水解而活化與 PARP的斷裂，這些結果明顯指

出 H6能誘導粒腺體內的 cytochrome c釋放到細胞質，同時伴隨著caspase-3

的活化與下游受質的分解斷裂。 

四、H6誘導細胞凋亡與 caspase活化的相關性  

    先前文獻提出 caspase 的活化在細胞凋亡的過程中扮演一個非常重要

的角色 150，因此要判定 H6引起的細胞凋亡能否誘導 caspase活化，使活

化的 caspase當成下游的激活劑(effectors)，我們利用四種具螢光性的 caspase

受質去偵測特定的 caspase活性。結果顯示於圖十，CH27 肺癌細胞經 H6

處理 8小時後 caspase-9的活性開始上升，而 caspase-3在處理 24與 48小

時後，其活性亦有明顯增加之趨勢， caspase-8則在處理第 48小時，活性

有輕微的增加，但是 caspase-1的活性卻無明顯變化。此外將 CH27肺癌細
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胞先與一廣效性 caspase抑制劑－z-VAD-fmk共同培養後，再以H6處理之，

結果無法防止 H6引起的細胞質 cytochrome c的累積 (圖十一 A)；但卻能

明顯的抑制由 H6引起的 caspase-3活化與細胞凋亡(圖十一 B)。 
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第二節 2-Fluoro-N-butylphenylacetamides (SCK6)對人類鱗狀上

皮肺癌細胞 CH27的生物活性  

一、2-Fluoro-N-butylphenylacetamides (SCK6)影響 CH27細胞週

期的分布  

    先前的文獻報告指出苯乙酸能使人類癌細胞停滯在 G0/G1時期 151，為

了判定 SCK6的處理是否同樣的能造成細胞週期停止的效應，我們將 CH27

肺癌細胞以 1mM SCK6處理並分別在 0, 8, 24, 48小時收集細胞，檢體以流

式細胞分析儀分析各個細胞在細胞週期分布的情形。結果顯示於表四，處

理 SCK6的 CH27肺癌細胞，在 G1期的細胞百分比有顯著增加的趨勢，且

伴隨著 S期細胞百分比的減少。在第 48小時時是 SCK6誘導 G1期停滯的

高峰期，在此時間點處理組 G1時期所佔的細胞百分比約為 85.9 % ，相對

的控制組的細胞百分比約為 64.5 %。此外，1 mM苯乙酸處理組與控制組對

CH27肺癌細胞週期分布無明顯的影響。 

二、SCK6 對 G1時期調節性蛋白的調控  

    為了探討 SCK6 引發 G1 期停滯的分子機制，我們分別檢測經 SCK6

處理過的 CH27肺癌細胞內與 G1時期相關的蛋白質。結果於圖十二所示，

在 SCK6處理 8小時後，p53與 p2lCIP/WAF1的蛋白質表現量開始持續增加直

到第 48小時處理時間點；相反的， SCK6處理組的 Cdk2， Cdk4，cyclin A，

cyclin E 與 cyclin D3 蛋白質的表現量皆明顯的低於控制組和苯乙酸處理

組，此外，pRb, Cdk6, cyclin D1 與 cyclin D2蛋白質皆穩定的表現並未受

到 SCK6處理的影響(結果未顯示)。由此結果顯示， SCK6引發 G1期停滯

的主因是 p53與 p2lCIP/WAF1的蛋白表現增加與 Cdk2， Cdk4，cyclin A，cyclin 

E 與 cyclin D3蛋白的表現量降低所致。 
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三、SCK6 誘導細胞進行程序性死亡  

    於顯微鏡下觀察經 SCK6 處理過的 CH27 肺癌細胞的細胞形態，在

SCK6處理 48到 72小時後貼附的細胞會圓起來且漂浮於培養皿，這種現象

顯示 SCK6的抗細胞增殖能力，可能是起因於細胞週期早期 G1時期停止而

導致細胞的死亡。為了觀察 SCK6 誘導細胞死亡的表現特徵，我們利用與

DNA 結合的螢光染劑－DAPI，將細胞染色以觀察細胞核的形態，再以

TUNEL 及  DNA 斷裂檢測法分析之，因為 DNA 的碎片能被 DAPI 與

TUNEL螢光染劑標定出來(如圖十三 A)。此外分析 DNA被斷裂的結果，抽

取 SCK6 處理組與控制組細胞的 DNA 經膠體電泳分析，結果發現 SCK6

處理後的 DNA呈現階梯狀斷片(DNA ladder)；而控制組和苯乙酸處理組偵

測不到 DNA的斷裂片段(圖十三 B)，由以上試驗結果可知 SCK6誘導 CH27

肺癌細胞死亡是經由凋亡之路徑。 

四、SCK6 對 Bcl-2家族蛋白的調控  

    許多實驗的證據顯示 Bcl-2 家族相關蛋白質參與促進或抑制細胞的凋

亡 152。為了釐清在 SCK6誘導 CH27肺癌細胞死亡中一些與死亡相關的蛋

白質是否參與，我們將細胞以 1mM SCK6或苯乙酸處理 24, 48與 72小時。

從Western blot分析結果發現處理 48小時後，SCK6可引起 Bcl-2蛋白質明

顯降低，在第 72 小時也可看到 Bcl-XL 蛋白質也開始減少(圖十四 A)，而

Bax蛋白質卻不受影響。這些結果顯示 SCK6誘導 CH27肺癌細胞凋亡可能

是透過 Bcl-2與 Bcl-XL這兩個抗細胞凋亡的蛋白質表現量減少所致。為了

闡明 Bcl-2蛋白質的減少與 SCK6誘導 CH27肺癌細胞凋亡的相關性，我們

將CH27肺癌細胞以 50 moi(multiplicity of infection)的 adeno-Bcl-2或空的(控

制組)病毒載體感染後再處理 SCK6，萃取細胞液以 Western blot分析細胞內
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Bcl-2 蛋白的表現。結果如圖十四 B，細胞經 adeno-Bcl-2 病毒載體感染後

Bcl-2蛋白質的表現量相較於控制組之 Bcl-2蛋白質的表現量明顯增加。且

adeno-Bcl-2病毒載體感染後 Bcl-2蛋白質的過度表現能明顯保護CH27肺癌

細胞抵抗 SCK6 誘導的細胞死亡。 

五、SCK6 誘導細胞死亡經由 caspase活化  

    實驗證據顯示癌細胞在藥物處理後造成細胞的凋亡中 caspase占一重要

地位 153，因此要判定 SCK6引起的細胞凋亡能否誘導 caspase活化，而使

活化的 caspase當成下游的激活劑(effectors)，我們利用具螢光性的 caspase

受質去偵測特定的 caspase活性。結果顯示於圖十五 A，在 SCK6處理 24

小時後 caspase-9的活性顯著增加，且持續到第 72小時。除此之外，SCK6

處理 48 小時後 caspase-3 的活性明顯增加，而在 SCK6 處理 72 小時後

caspase-8的活性些微上升，caspase-1的活性則不受 SCK6的影響。經Western 

blot分析在 SCK6處理 48及 72小時的時間點，皆可看到 procaspase-3蛋白

被分解斷裂出 17 kDa的活性片段，伴隨著下游受質 PARP的分解斷裂(圖十

五 B)，而 SCK6能導致細胞質內 cytochrome c的累積，且隨著處理時間增

長而增加，這些結果顯示 SCK6在誘導細胞凋亡時會造成 cytochrome c 釋

放到細胞質中，接著活化 caspase-9及-3。 

    為了了解 SCK6 誘導細胞凋亡中是須要 caspase 的活化，我們採用

caspase-3抑制劑(z-DEVD-fmk)與廣效性抑制劑(z-VAD-fmk)前處理 CH27肺

癌細胞後再加入 SCK6，結果加入抑制劑能顯著的抑制由 SCK6 誘導的

caspase-3 活化與細胞的凋亡(圖十五 C)。相反的，加入 caspase-1 抑制劑

(z-YVAD-fmk)卻無改變(結果未顯示)。這些觀察結果證實 SCK6誘導細胞凋

亡是經由 caspase 活化的路徑。 
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第四章  討  論 

    過去的研究文獻報導，苯乙酸不僅是一分化誘導劑而且能減低一些惡

性腫瘤包括神經膠母細胞瘤(glioblastoma)，攝護腺癌及前骨髓細胞白血病

(promyelocytic leukemia)等的惡化表現 10,13。另外苯乙酸具有選擇性停止腫

瘤生長以及促進大白鼠惡性腦腫瘤分化的能力 13。Hudgins等人在 1995年

提出關於苯乙酸衍生物的一份研究報告中指出，苯乙酸是一芳香族脂肪

酸，長鏈芳香族脂肪酸於代謝時脂肪酸的部份會進行β -氧化作用 (β

-oxidation)，但是芳香環本身卻不易再進行β-氧化作用 154，使得苯乙酸不

易由體內代謝。而化合物本身是否具脂溶性也是影響療效因素之一，因為

脂溶性高的藥物較易通過細胞膜脂雙層進入細胞中。所以建議在藥物設計

上可保留苯乙酸結構上的芳香環，改變其羧基(carboxyl group)部分以提高化

合物的脂溶性，雖然藥效與脂溶性之間有一定的相關性，但苯乙酸結構相

關系列上的結構差異能提供一些作用的重要機制線索，譬如芳香環結構在

烷羧基團(alkylcarboxyl group)的對位(para)或鄰位(ortho)上以其他基團取代

(例如：苯環、甲基或鹵素族)，其效力皆優於苯乙酸 21。因此本實驗擬以

苯乙酸為基本架構對其羧基(carboxyl group)部分與苯環的取代做修飾改

變，合成系列的醯胺類(amides)的苯乙酸衍生物，雖然 Hudgins等人認為接

上氨基會破壞羧基，而降低其誘導腫瘤細胞分化與靜止 21，但於本實驗卻

呈現不同的結果。 

    我們改變結構上醯胺的部分，以不同長度的烷基鏈(alkyl chain)取代，

合成兩系列的苯乙酸衍生物，即 H1 - H6與 SCK1 - SCK6 (Scheme 1) ，分

別處理肺鱗狀上皮癌細胞 CH27，結果發現無論是 H1 - H6 或是 SCK1 - 

SCK6對 CH27細胞皆具生長抑制作用，此生長抑制作用與處理濃度或時間

上呈正比關係，即處理濃度愈高或時間愈久，其抑制癌細胞生長的效果愈
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好。而苯乙酸在相同的處理條件下，抑制癌細胞的活性不如H1 - H6或SCK1 

- SCK6好。我們從 H1 - H6或 SCK1 - SCK6這兩系列的苯乙酸衍生物中，

篩選出兩個最有效的化合物－ 4-fluoro-N-butylphenylacetamide (H6)與

2-fluoro-N-butylphenylacet- amide (SCK6)。我們利用螢光染色法與 DNA膠

體電泳法，分析 H6與 SCK6誘導 CH27肺癌細胞生長抑制是否出現細胞凋

亡，結果處理H6與 SCK6的細胞都出現凋亡細胞的特徵，包括細胞形態的

改變，染色體的濃縮及核內 DNA斷裂成特定的片段。 

    累積過去對化療藥物作用機制的探討，證實這些化療藥物誘導腫瘤的

復原是經由抑制腫瘤細胞的增殖，或同時使細胞凋亡的路徑活化 72。在細

胞凋亡過程中許多基因參與了細胞凋亡的調控；caspase 家族的活化是促使

細胞凋亡中一個非常重要的激活機制。而誘導細胞死亡的訊息會透過細胞

表面的接受器例如 Fas activated death domain (FADD)，或粒線體或刺激內質

網，誘發一系列的 caspase活化使細胞走上凋亡之路 123,124,149。在 H6處理

CH27肺癌細胞部分的數據顯示，處理的第 8小時 caspase-9的活性有顯著

的增加且持續上升到第 48小時，另外，也觀察到細胞質內 cytochrome c的

漸增式累積，細胞質內 cytochrome c的累積與 caspase-9的活化同時產生，

接著又觀察到 procaspase-3解離成活化態的 caspase-3， caspase-3活化後即

造成 PARP斷片的產生。若以廣效性 caspase抑制劑 z-VAD-fmk處理後，並

不會影響到 H6 誘導產生細胞質內 cytochrome c累積，但卻能顯著的抑制

caspase-3-like活性以及減弱細胞的凋亡現象。所以 H6誘導細胞凋亡過程的

機制是與粒腺體及其下游 caspase 相關。這些現象附合之前的文獻報告，

caspase抑制劑 z-VAD-fmk在 Xenopus egg extracts中能阻斷細胞的凋亡，不

會影響到 cytochrome c轉位到細胞質 140。另外，我們亦檢測經 H6處理後

肺癌細胞 Fas/FasL並無任何變化(結果未顯示)，顯示 H6誘導細胞的凋亡並
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非經由 Fas路徑之活化，而是透過粒線體路徑造成 caspases的活化，進而引

發細胞的凋亡。綜合以上研究的結果可得知由 H6引起之細胞凋亡的執行，

粒腺體 cytochrome c釋出至細胞質造成 caspase-9的活化是發生在 caspase-3

活化之前的。因此，cytochrome c 及 caspase-9的活化是上游調控分子。 

    經H6處理的細胞到底是如何造成細胞質內cytochrome c累積與caspase

活化，是一大問題。在關於粒腺體完整性與粒腺體膜電位文獻報告中指出

Bcl-2 家族蛋白質在粒腺體完整性的控制中扮演一重要的角色，Bcl-2 家族

蛋白質的變化會造成粒腺體失去膜電位，而使粒腺體膜內的蛋白質如

cytochrome c 和 apoptosis-inducing factor 釋放至細胞質而誘導細胞的凋亡 
155。在 Bcl-2 家族基因中 Bcl-X 是調控細胞凋亡的重要分子之一 156,157。

bcl-X基因在轉錄剪輯(splicing)時形成兩個異構形：較長類型 Bcl-XL，作用

與 Bcl-2類似具抑制細胞死亡的功能；另一為短的類型 Bcl-Xs，其作用能抑

制 Bcl-2的功能促使細胞凋亡 158。之前研究報告提出即使在高濃度的 Bcl-2

與 Bcl-XL下 Bcl-Xs仍具有明顯條控細胞死亡的功能 156,157。其他研究指出

Bcl-Xs具阻斷 Bcl-2與 Bcl-XL保護細胞的能力 158，而且Bcl-Xs過量表現會

誘導乳癌細胞的凋亡 159。而最近的報告指出 Bcl-2，Bcl-XL，Bcl-Xs與 Bax

皆位於粒腺體外膜 129,158,160-162 調控著粒腺體內 cytochrome c的釋放。這些

已發表的文獻論述可以解釋 H6處理 CH27細胞後的反應。當H6處理 CH27

細胞後造成 Bcl-Xs蛋白質表現量增加而使得粒腺體膜的通透性改變，促進

了 cytochrome c的釋出，接著引發粒腺體下游分子 caspase斷裂活化而啟動

了細胞的凋亡。 

    在 SCK6處理 CH27肺癌細胞部分的數據顯示，SCK6會造成 CH27肺

癌細胞生長抑制，細胞週期停止與誘導細胞的凋亡。先前的文獻指出苯乙

酸能誘導癌細胞細胞週期的停滯，而誘導人類乳癌細胞MCF-7細胞生長抑
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制可不經由 p53的路徑造成 p21CIP1/WAF1蛋白表現增加 24，在本試驗中，以

SCK6處理 CH27肺癌細胞中明顯的觀察到 p53蛋白質表現的增加，且伴隨

著 p21CIP1/WAF1蛋白質表現也上升。在控制真核細胞週期中，cycline-dependent 

kinases (Cdks)是重要成員，Cdks是屬於 serine/theronine蛋白質的家族 163，

而 Cdks的活性可受到 p21CIP1/WAF1蛋白質調控。在 SCK6處理 CH27肺癌細

胞中積聚的 p21CIP1/WAF1蛋白質可能結合到 Cdk2，Cdk4 與 Cdk6 抑制這些

Cdks的激?活性，阻止細胞由 G1期進入 S期，因此而造成細胞生長停止。

此外，在本研究中也顯示以 SCK6處理後會明顯降低 Cdk2，Cdk4與 cyclin 

A，cyclin D3與 cyclin E蛋白質的表現。Agami與 Bernards在 2002年發表

的論文中提出在 G1期的中期，Cdk4與 Cdk6和 D-type cyclin 結合而被活

化，在 G1期的晚期 Cdk2與 cyclin E結合，而 Cdk2-cyclin E的活性控制著

細胞週期由 G1期進入 S期 80,82。因此，在 SCK6處理的細胞中，與 G1期

有聯繫的 Cdks和 cyclins濃度的減低，也會導致細胞週期被阻斷在 G1期的

中期和 G1/S的檢查點(checkpoint)。以上我們觀察到之現象與 Bartkova等學

者在 1997年提出的論點是相符合的 164。 

    以 SCK6處理 CH27肺癌細胞造成細胞凋亡的同時伴隨著Bcl-2表現降

低。Bcl-2 家族蛋白質在細胞凋亡中具有調節的敏感性，Bcl-2 蛋白質的表

現在 SCK6處理後的第 48小時開始明顯的降低，相反的，Bax蛋白質的表

現量幾乎沒有改變。我們利用腺病毒 Bcl-2載體感染肺癌細胞造成 Bcl-2大

量表現，能明顯抑制 SCK6誘發的細胞凋亡，如此更進一步確認 Bcl-2表現

量之降低確實與細胞的凋亡是相關的。先前學者的實驗證明在不同的癌細

胞中，Bcl-2的表現是受到不同的機制所改變，其中包括 p53腫瘤抑制分子

活性表現之缺失。在某些組織中 p53能調降 Bcl-2 的表現 165。這些證據能

解釋在本實驗中觀察到的現象，在 SCK6處理細胞後誘導 p53蛋白質表現



 45

增加，進而調降 Bcl-2 蛋白質之表現，造成細胞的凋亡。之前有文獻指出

p53蛋白質能調節 Bax蛋白質使其表現量增加 166，但在 SCK6處理後 Bax

蛋白質表現並沒有改變。 

    之前文獻報告提出 caspase的活化有兩種典型的路徑：其一為死亡接受

器與轉接分子 Fas activated death domain接合，接著與 caspase-8的前驅物結

合並活化 caspase-8；其二為透過粒腺體內 cytochrome c釋放的路徑 122,123。

本實驗結果顯示，以 SCK6處理 CH27肺癌細胞造成 caspase活化歸因於粒

腺體釋放 cytochrome c使細胞質內 cytochrome c累積，接著與 Apaf-1蛋白

結合而活化了 caspase-9，caspase-9 的活化會啟動下游的  caspases 如

caspase-3與 caspase-7的活化，此結果顯示於圖十五 A與 B。本研究發現，

SCK6能降低 Bcl-2與 Bcl-XL蛋白質表現量，使細胞質內 cytochrome c積聚

增加隨後造成 caspase-9與 caspase-3的活化，同時伴隨著下游受質 PARP的

分解斷裂。在細胞中 Bcl-2蛋白質的過量表現或以 caspase抑制劑的處理細

胞都能顯著的阻斷 SCK6 誘導 CH27肺癌細胞的凋亡。 
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第五章 結  論 

    p-fluorophenylacetamides (H1 – H6)及 o-fluorophenylacetamides (SCK1 – 

SCK6) 以 CH27篩選結果得知 p-fluorophenylacetamide之 N-alkyl group取

代碳鏈愈長活性愈強，而 o-fluorophenylacetamides 亦有相同的趨勢，比較

在芳香環上 p-位與 o-位取代的活性強度，則發現 o-位取代的活性大於 p-位

取 代 。 其 中 以 4-fluoro-N-butylphenylacetamide (H6) 及

2-fluoro-N-butylphenylacetamide (SCK6)的 cytotoxicity最強，LC50分別低於

0.8與 0.4 mM，而 phenylacetic acid 於此濃度下對 CH27細胞無任何毒殺作

用。 

    更進一步探討其作用機制，利用流式細胞儀分析細胞週期與凋亡，DNA

電泳分析凋亡片段、 雙重染色觀察細胞形態、蛋白質電泳分析與細胞週期

和凋亡相關蛋白的表現，以了解 PA及 H6, SCK6抑制肺癌細胞週期進行、

誘導細胞凋亡及其分子作用機轉。 

(一)、綜合 H6誘導 CH27肺癌細胞凋亡的結果，可以對 H6誘導 CH27肺

癌細胞凋亡畫出一明確的作用路徑圖(圖十六 A)，即當 H6進入 CH27細胞

內，經由一些目前尚不清楚的作用造成 Bcl-Xs蛋白的表現增加，導致粒腺

體中 cytochrome c釋放到細胞質，引發下游 caspase-9的活化，藉由 caspase-9

的活化使得 caspase-3被活化，細胞中執行重要功能之分子被 caspase-3分解

而啟動細胞進行凋亡。此外，caspase 抑制劑的處理能有效的抑制 caspase

的活性，卻無法影響 cytochrome c 的釋放。所有的結果強力的提出依賴

Bcl-Xs蛋白質與粒腺體下游 caspase的活化是 H6誘導人類肺鱗狀上皮細胞

癌 CH27細胞的凋亡執行者。 

(二)、SCK6 進入 CH27肺癌細胞內能引發肺癌細胞的生長停滯在 G1期接



 47

著又啟動細胞凋亡的路徑。在分子層次觀察到以 SCK6 處理人類肺鱗狀上

皮細胞癌 CH27細胞，能誘導 p53與 p21CIP1/WAF1蛋白質表現的增加，使 G1

期的 Cdks與 cyclins表現減少，因此，細胞生長停滯在 G1期。同時 SCK6

也造成 CH27細胞內之 Bcl-2與 Bcl-XL蛋白表現降低，導致cytochrome c 釋

放到細胞質內，引發 caspase-9與 caspase-3的活化，進而促使細胞走向凋亡

之路。歸納結果，SCK6對人類肺癌 CH27細胞增殖抑制效應，在細胞週期

的進程中能多向性的調節多種控制 G1期的標的蛋白質。再者，SCK6能藉

由調降 Bcl-2與 Bcl-XL蛋白質，誘導 cytochrome c釋放引起 caspase-9 路徑

的活化。此結果顯示 SCK6誘導細胞的凋亡是經由粒腺體路徑(圖十六 B)。 

從作用活性而言，兩種化合物皆能誘導人類肺鱗狀上皮細胞癌 CH27

細胞的凋亡，同樣的是透過粒腺體路徑，也會影響 Bcl-2 家族蛋白質的表

現，但是它們的作用分子卻不盡相同。此外，藥物處理對癌細胞週期的影

響也不相同，SCK6能誘導 p53與 p21CIP1/WAF1蛋白表現的增加卻會使 G1期

的 Cdks與 cyclins蛋白的表現減少，促使細胞停在 G1期。我們同時也分析

H6在肺癌細胞週期的變化，結果肺癌細胞多停在 S期，但不明顯；亦分析

相關的 Cdks與 cyclins，發現 cyclin B有被活化的情形(數據未顯示)。由這

些結果我們認為即使是結構相近的化合物，其在細胞內作用的機制還是有

差異的。 

    H6及 SCK6是第一次發現具有誘導 CH27細胞進行凋亡之新化合物，

頗具開發潛能，不僅值得提供作動物試驗之用，同時也可以當做先導化合

物。 
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Scheme 1、N-取代的苯乙酸衍生物 H1-H6及 SCK1-SCK6 的合成 

(H1 - H6 and SCK1 - SCK6) 

H1 ： R1=H,  R2=F,  R3= H 

H2 ： R1=H,  R2=F,  R3= CH3 

H3 ： R1=H,  R2=F,  R3= C2H5 

H4 ： R1=H,  R2=F,  R3= C3H7 

H5 ： R1=H,  R2=F,  R3= CH(CH3)2 

H6 ： R1=H,  R2=F,  R3= C4H9 

 

SCK1 ： R1= F,  R2= H,  R3= H 

SCK2 ： R1= F,  R2= H,  R3= CH3 

SCK3 ： R1= F,  R2= H,  R3= C2H5 

SCK4 ： R1= F,  R2= H,  R3= C3H7 

SCK5 ： R1= F,  R2= H,  R3= CH(CH3)2 

SCK6 ： R1= F,  R2= H,  R3= C4H9 
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表一、The 1999 WHO classification of malignant lung epithelial neoplasms 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
WHO Classification of Pulmonary Carcinomas 

 
 Squamous cell carcinoma (SQCC)                 Adenosquamous carcinoma (ADSQ) 

  Variants: Papillary, Clear cell, Small cell, Basaloid.   Carcinomas with pleomorphic, sarcomatoid 

Small cell carcinoma (SCLC)                     or sarcomatous elements 

   Variants: Combined small cell carcinoma.            Carcinomas with spindle and/or giant cells  

 Adenocarcinoma (ADC)                            Pleomorphic carcinoma 

  Acinar  Spindle Cell carcinoma 

  Papillary  Giant cell carcinoma 

  Bronchioloalveolar carcinoma  Carcinosarcoma 

  – Non-mucinous (clara cell/type II peumocytes)         Pulmonary blastoma 

  – Mucinous (goblet cell) Carcinoid tumor 

  – Mixed mucinous and non-mucinous  Typical carcinoid 

  Solid  Atypical carcinoid 

  Adenocarcinoma with mixed subtypes: Salivary gland tumors 

  Variants: Well-differentiated fetal, Mucinous  Mucoepidemoid 

  (“colloid”), mucinous cystadenocarcinoma, Signet  Adenoid cystic 

  ring adenocarcinoma, Clear cell carcinoma  Others 

 Large cell carcinoma (LCC) Unclassified carcinoma 

  Variants: Large cell neuroendocrine, combined 

  large cell neuroendocrine, Basaloid, 

  Lymphoepithelioma-like, clear cell, large cell with 

  habdoid 
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表二、  4-Fluoro-N-substituted-phenylacetamides類化合物 H1-H6的物理常

數及光譜數據 
 

CH2 C
NH

O

R

1

2

4

6

3

5

F

 

 

Compound 
Yield 

(%) 

Mp 

(℃) 

UV, λmax 

(MeOH) 

(log ε) 

IR  

νC=O 

(cm-1) 

MS 

(M+) 

m/z 

1H NMR (CDCl3) δ 

H1 85 116 -117 205.3 

(3.81) 

1643 153 3.38 (2H, s, CH2CO), 7.04 - 7.12 (2H, m, H-3,5),  

7.24 -7.31(2H, m, H-2,6) 

H2 87 99 - 100 205.1 

(3.96) 

1651 167 2.75 (3H, d, J=4.8 Hz, NHCH3), 3.50 (2H, s, 

CH2CO), 6.98-7.04 (2H, m, H-3,5), 7.18-7.24 (2H, 

m, H-2,6) 

H3 78 107-108 205.1 

3.98) 

1650 181 1.04 (3H, t, J=7.2 Hz, NHCH2CH3), 3.18-3.27 (2H, 

m, NHCH2CH3), 3.48 (2H, s, CH2CO), 6.97-7.03 

(2H, m, H- 3,5), 7.17-7.24 (2H, m, H-2,6) 

H4 88 90-91 204.9 

(3.98) 

1647 195 0.82 (3H, t, J=7.5 Hz, NHCH2CH2CH3), 1.39-1.46 

(2H, m, NHCH2CH2CH3), 3.11-3.18 (2H, m, 

NHCH2CH2CH3), 3.50 (2H, s, CH2CO), 6.97-7.03 

(2H, m, H-3,5), 7.18-7.24 (2H, m, H-2,6) 

H5 88 101-102 204.6 

(4.00) 

1658 209 1.06 (6H, d, J=6.6 Hz, NHCH(CH3) 2), 3.46 (2H, s, 

CH2CO), 3.99-4.06 (1H, m, NHCH(CH3) 2), 6.97- 

7.03 (2H, m, H-3,5), 7.17-7.24 (2H, m, H-2,6) 

H6 79 76-77 204.7 

(3.96) 

1643 209 0.85 (3H, t, J=7.2 Hz, NH CH2CH2CH2CH3), 

1.22-1.25 (2H, m, NHCH2CH2CH2CH3), 1.39-1.42 

(2H, m, NH CH2CH2CH2CH3), 3.15-3.21 (2H, m, 

NH CH2CH2CH2CH3), 3.49 (2H, s, CH2CO), 6.97- 

7.03 (2H, m, H-3,5), 7.17-7.24 (2H, m, H-2,6) 

1. The UV spectra were recorded on a Shimadzu-160A UV-Vis recording spectrophotometer as methanolic 

solution. 

2. IR spectra were recorded on a Nicolet Impact 400 FT-IR spectrophotmeter as KBr pellets. 

3. MS spectra were measured with a VG Platform Fisons instrument. 

4. NMR spectra were obtained on a Bruker Avance DPX-200 FT-NMR spectrometer in CDCl3.   

The following abbreviations are used: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; m, multiplet. 
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表三、  2-Fluoro-N-substituted-phenylacetamides類化合物 SCK1-SCK6的物

理常數及光譜數據 
 

CH2 C
NH

O
F

R

1

2

4

6

3

5  

 

Compound 
Yield 

(%) 

Mp 

(℃) 

UV, λmax1 

(MeOH) 

(log ε) 

IR 2  

νC=O 

(cm-1) 

MS 3 

(M+) 

m/z 

1H NMR (CDCl3) δ 4 

SCK1 93 103-104 205.7 

(3.91) 

1662 153 3.44 (2H, s, CH2CO), 7.08-7.14 (2H, m, H-3,5),  

7.25-7.31(2H, m, H-4,6) 

SCK2 73 97-98 204.9 

(3.88) 

1656 167 2.74 (3H, d, J=4.8 Hz, NHCH3), 3.54 (2H, s, 

CH2CO), 7.04-7.12 (2H, m, H-3,5), 7.24-7.27 (2H, 

m, H-4,6) 

SCK3 81 90-91 204.9 

(4.05) 

1647 181 1.05 (3H, t, J=7.2 Hz, NHCH2CH3), 3.18-3.27 (2H, 

m, NHCH2CH3), 3.53 (2H, s, CH2CO), 7.01-7.12 

(2H, m, H- 3,5), 7.20-7.30(2H, m, H-4,6) 

SCK4 71 65-66 204.9 

(4.02) 

1653 195 0.83 (3H, t, J=7.5 Hz, NHCH2CH2CH3), 1.38-1.50 

(3H, t, NHCH2CH2CH3), 3.12-3.19 (3H, t, 

NHCH2CH2CH3), 3.54 (2H, s, CH2CO), 7.01-7.12 

(2H, m, H-3,5), 7.20-7.32 (2H, m, H-4,6) 

SCK5 79 111-112 203.8 

(4.06) 

1647 195 1.06 (6H, d, J=6.6 Hz, NHCH(CH3) 2), 3.49 (2H, s, 

CH2CO), 3.97-4.08 (1H, m, NHCH(CH3) 2), 7.02- 

7.11 (2H, m, H-3,5), 7.22-7.27 (2H, m, H-4,6) 

SCK6 81 55-56 204.7 

(3.99) 

1653 209 0.88 (3H, t, J=7.2 Hz, NH CH2CH2CH2CH3), 

1.24-1.32 (2H, m, NH CH2CH2CH2CH3), 1.38-1.45 

(2H, m, NH CH2CH2CH2CH3), 3.18-3.29 (2H, m, 

NH CH2CH2CH2CH3), 3.64 (2H, s, CH2CO), 7.05- 

7.15 (2H, m, H-3,5), 7.25-7.30(2H, m, H-4,6) 

1. The UV spectra were recorded on a Shimadzu-160A UV-Vis recording spectrophotometer as methanolic 

solution. 

2. IR spectra were recorded on a Nicolet Impact 400 FT-IR spectrophotmeter as KBr pellets. 

3. MS spectra were measured with a VG Platform Fisons instrument. 

4. NMR spectra were obtained on a Bruker Avance DPX-200 FT-NMR spectrometer in CDCl3.   

The following abbreviations are used: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; m, multiplet. 
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表四、 Cell cycle analysis for PA and SCK6-treated CH27 cells 

 
Treatment 

(percentage of the cell number) 

 Time (h) Cell cycle Control PA SCK6 
   

G1 63.5 ± 3.4 

S 28.1 ± 1.6 0 

G2/M  8.4 ± 2.1 

  

     
G1 66.1 ± 2.4 59.7 ± 0.3 66.2 ± 1.0 

S 28.1 ± 3.5 32.3 ± 3.8 30.1 ± 2.0 8 

G2/M  5.8 ± 2.3 10.3 ± 2.5  3.7 ± 2.2 
     

G1 67.3 ± 0.8 61.0 ± 0.5 71.0 ± 0.3 

S 26.4 ± 1.2 29.9 ± 0.9 24.3 ± 0.8 24 

G2/M  6.3 ± 0.5  9.2 ± 0.5  4.6 ± 1.1 
     

G1 64.7 ± 2.5 63.3 ± 0.8 85.6 ± 1.3 

S 29.0 ± 2.7 31.1 ± 1.2 10.5 ± 1.3 48 

G2/M  6.3 ± 0.8  5.6 ± 1.7  3.9 ± 0.2 

After being cultured in the presence of vehicle, PA or SCK6 for 0, 8, 24 and 48 
hours, the cells were stained with propidium iodide and analyzed for cell cycle 
distribution by FACScan.   The proportion of cells in the G0/G1, S and G2/M 
phase of the cell cycle are shown.  The data are from one representative experi 
-ment (n=3). Similar results were obtained in three other independent experi 
-ments. 
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圖一、Diagram of cell cycle 
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圖二、Diagram of Bcl-2 Family 
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圖三、 Effects of Phenylacetate  and 4-fluoro-N-substitude-phenyl

acetamides (H1-H6) on CH27 cell viability.  

CH27 cells were treated with PA and phenylacetamides for 4 days. Cell 
viability was measured by calculating cell number and the percentage of 
cell viability was calculated as a ratio of drug-treated cells and control cells 
(treated with 0.5% DMSO vehicle). 
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圖四、Cytotoxic effect of H6 in CH27 cells  

(A) Dose-dependent response.  Cells were incubated with various 

concentration of H6 for 3 days. 

(B)Time-course response.  Cells were treated with 2 mM H6 for the 

indicated time points.  After incubation, cell number was 

determined by trypan blue dye exclusion method. 

  

(A) (B) 
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圖五、 Effects of phenylacetate and 2-fluoro-N-substitude-phenyl-

acetamides (SCK1-SCK6) on cell growth.  

CH27 cells were treated with phenylacetate and N-alkyl-2-(2-fluoro-

phenyl)acetamides for 4 days. Cell number was measured by trypan blue 

dye exclusion method and the percentage of cell growth was calculated 

as a ratio of drug-treated cells and control cells (treated with 0.5% 

DMSO vehicle). 
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圖六、Antiproliferative effect of SCK6 in CH27 cells.  

(A) Dose-dependent response.  Cells were incubated with 

various concentration of SCK6 for 3 days.   

(B) Time-course response.  Cells were treated with 1 mM SCK6

for the indicated time points.  After incubation, cell number was 

determined by trypan blue dye exclusion method. 

 

(A) (B) 
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圖七、 Induction of apoptosis by H6.   

CH27 cells were treated with 0.5% DMSO as vehicle control or treated with 

2 mM of H6 for 2 days. Cells were harvested and washed with ice-cold PBS, 

followed by fixation in 2% paraformaldehyde/PBS for 30 min. Cells were 

permeabilized in 0.1% Triton X-100/PBS for another 30 min, and then 

washed with distilled water. 

(A) Cells were incubated with 1 µg/ml DAPI, or TUNEL reaction mixture

and stained cells were examined by a fluorescence microscopy. 

(B) DNA fragmentation.  Cells were treated with PA and H6 for 2 days. 

Cellular DNA was extracted and analyzed by agarose gel electrophoresis. 

(A) 

(B) 
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圖八、Regulation of Bcl-2 family proteins by H6.   

Cells were treated with vehicle or 2 mM H6 for indicated time points.  

After treatment, whole cell protein extracts were prepared as described in 

Material and Methods.  Equal amount of total proteins were resolved in 

SDS-polyacrylamide gels.  Western blot analysis was performed using 

specific antibodies against Bcl-2 family proteins.  Blots were re-probed for 

β-actin to normalize each lane for protein content.  
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圖九、H6 caused the cleavage of PARP and caspase-3 and accumulation of 

cytosolic cytochrome c.   

CH27 cells were treated with H6 (2 mM) for indicated time points (8, 24 and 

48 h).  After treatment, total proteins were extracted and were separated by 

SDS-PAGE, transferred onto PVDF membranes, and then blotting using 

PARP and caspase-3 specific antibodies.  For cytosolic cytochrome c

analysis, the cytosolic fractions were separated by SDS-PAGE and 

transferred onto PVDF membranes. Western blot analysis was performed 

using specific antibody for cytochrome c. 
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圖十、Activation of caspases by H6.   

Cells were treated with PA and H6 for different time periods or treated with 

0.5% DMSO as vehicle control. Cell lysates were prepared and enzymatic 

activity of caspase-1-, caspase-3-, caspase-8- and caspase-9-like protease 

were determined by incubation of 20 µg of total protein with fluorogenic 

substrates, Ac-YVAD-AMC, Ac-DEVD-AMC, Ac-IETD-AMC and 

Ac-LEHD-AMC, respectively, for 2 h at 37 ℃.  The release of AMC was 

monitored spectrofluometrically (excitation = 360 nm；emission = 460 nm).  
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圖十一、 Effects of caspase inhibitor on H6-induced caspase activation, 

cytosolic cytochrome c accumulation and apoptosis.  Cells were pretreated 

with the broad-spectrum caspase inhibitor z-VAD-fmk for 1 h, and then

combined stimulated with PA or H6. 

(A) Cytosolic cytochrome c. 

(B) Caspase-3 activity, apoptotic cells were detected. 

(A) 

(B) 
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圖十二、 Expression of cell cycle regulatory proteins in SCK6 treatment.   

Cells were treated with vehicle or 1 mM SCK6 for indicated time points.  

After treatment, whole cell protein extracts were prepared as described in 

Materials and Methods.  Equal amount of total proteins were resolved in 

SDS-polyacrylamide gels.  Western blot analysis was performed using 

specific antibodies against proteins.  Blots were re-probed for β-Actin to

normalize each lane for protein content. 
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圖十三、Induction of apoptosis by SCK6.   
CH27 cells were treated with 0.25% DMSO as vehicle control or treated with 
1 mM of SCK6 for 3 days. Cells were harvested and washed with ice-cold 
PBS, followed by fixation in 2% paraformaldehyde/PBS for 30 min. Cells 
were permeabilized in 0.1% Triton X-100/PBS for another 30 min, and then 
washed with distilled water.   
(A) Cells were treated with 1 µg/ml DAPI, or TUNEL reaction mixture and 

stained cells were examined using a fluorescence microscopy. 
(B) DNA fragmentation. Cells were treated with phenylacetate and SCK6 for 3 

days. Cellular DNA was extracted and analyzed by agarose gel 
electrophoresis. 

(A) 

(B) 
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圖十四 A、Involvement of Bcl-2 in SCK6-induced apoptosis. 

Western blot analysis of Bcl-2 family members.   

Cells were treated with vehicle or 1 mM SCK6 for indicated time points.  

After treatment, whole cell protein extracts were prepared as described in 

Materials and Methods.  Equal amount of total proteins were resolved in 

SDS-polyacrylamide gels.  Western blot analysis was performed using 

specific antibodies against Bcl-2, Bcl-XL and Bax proteins.  Blots were 

re-probed for β-Actin to normalize each lane for protein content. 
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圖十四 B、Involvement of Bcl-2 in SCK6-induced apoptosis. 

Inhibition of SCK6-induced apoptosis by Bcl-2 overexpression.  

CH27 cells was infected with control adenoviral vector or adeno-Bcl-2 vector 

for 4 h, and then treated with vehicle or 1 mM SCK6 for another 72 h.  

After treatment, apoptotic cells were estimated using in situ TUNEL assay, 

and the cellular content were determined by Western blot assay. 
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圖十五 A、Involvement of caspase cascade in SCK6-induced apoptosis. 

Activation of caspases by SCK6.   

Cells were treated with phenylacetate and SCK6 for different time periods or 

treated with 0.25% DMSO as vehicle control. Cell lysates were prepared and 

enzymatic activity of caspase-1, caspase-3-, caspase-8- and caspase-9-like 

proteases were determined by incubation of 200 µg of total protein with 

fluorogenic substrates, Ac-YVAD-AMC, Ac-DEVD-AMC, Ac-IETD-AMC 

and Ac-LEHD-AMC, respectively, for 2 h at 37 ℃.  The release of AMC 

was monitored spectrofluometrically (excitation = 360 nm；emission = 460 

nm). 
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圖十五 B、Involvement of caspase cascade in SCK6-induced apoptosis. 

Determination of cytosolic cytochrome c and caspase-3.   

The cytosolic cell lysates were analyzed by Western blot and used 

anti-cytochrome c and anti-caspase-3 specific antibodies. 
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圖十五 C、Involvement of caspase cascade in SCK6-induced apoptosis. 

Effects of caspase inhibitor on SCK6-induced apoptosis.   

Cells were pretreated with the broad-spectrum caspase inhibitor z-VAD-fmk 

for 1 h, and then combined stimulated with phenylacetate or SCK6.  

Apoptotic cells were determined by in situ TUNEL assay.  
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圖十六 A、Possible mechanisms of H6-induced apoptosis via upregulation 

Bcl-Xs and activates caspase cascade in CH27 cells. 
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圖十六 B、Possible mechanisms of SCK6-induced apoptosis via G1 cell cycle 

arrest, downregulation Bcl-2 and activates caspase cascade in CH27 cells. 


