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中文摘要  

 

近年來，數種治療乳癌的西藥被報導會引起許多副作用，所以中草藥及

食材成為當前抗癌熱門話題。一些研究報告指出，攝取較多大豆製品的人，

其罹患乳癌、攝護腺癌的機率較低。故本研究的目標為評估食材中黑豆及合

成的胜? 類緣物對人類雌激素依賴型乳癌細胞（MCF-7）的影響。以序列濃

度的台南五號黑豆水提取物（0、0.15、 0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）處

理 MCF-7細胞 12、24、48及 72小時後，評估台南五號黑豆水提取物於不同

濃度、不同處理時間對MCF-7細胞細胞存活百分率及細胞週期分佈之影響。

黑豆實驗中，濃度 2.50 mg/mL 的台南五號黑豆水提取物處理 MCF-7 細胞

12~72 小時後，細胞存活百分率相對於控制組分別為 47％、26％、10％、6

％，故隨著台南五號黑豆水提取物處理時間的增加，MCF-7 細胞存活百分率

逐漸降低。以 0.15~2.50 mg/mL 台南五號黑豆水提取物處理 MCF-7 細胞 72

小時後，細胞存活百分率相對於控制組平均分別為 81％、65％、39％、18％、

6％，有劑量依存關係。細胞週期分佈之影響方面，以台南五號黑豆水提取物

0~2.50 mg /mL處理 24小時，會促使細胞從 G0~G1期移到 S期，但 S期並不

繼續走向 G2~M 期而停滯於 S 期。2.50 mg/mL 台南五號黑豆水提取物處理

MCF-7 細胞 48小時，凋亡細胞佔細胞週期比率的 7％。經台南五號黑豆水提

取物 72小時的處理，隨濃度的增加，細胞凋亡（apoptosis）的現象也有顯著

增加；而以 2.50 mg /mL台南五號黑豆水提取物處理 72小時，細胞幾乎沒有

存活。胜?實驗中，合成的胜? 類緣物peptide 3（Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2）

係利用 BIAcore儀器之表面薄膜共振技術評估，發現能干擾 Grb2 SH2區塊之

交互作用的胜? 先導物，並研究其對乳癌細胞之影響；以12.5 µM的 peptide 3
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處理 24小時後，S期之細胞分佈即明顯下降；以 50.0及 62.5 µM的 peptide 3

處理 24 小時後，apoptosis 的細胞分別增加 8％及 17％，表示 apoptosis 隨著

濃度增加而上升。故天然食材黑豆與小分子胜?（Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2）

具有抗 MCF-7乳癌之效果。 

 

關鍵字：黑豆（ black soybean）、人類雌激素依賴型乳癌細胞（ human 

estrogen-dependent breast cancer cell line, ER+ MCF7）、胜?(peptides)、流式細

胞儀（flow cytometry）、細胞凋亡(apoptosis) 
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Abstract 

 

In recent years, several kinds of western medicines for the breast cancer 

therapy were reported to have many side effects. Therefore, the herbal medicine 

and food become popular topics in studies related to the development of anticancer 

agents. Some studies indicated that those who intake more soybean products have 

the lower morbidity of breast cancer and prostate cancer. The objective of this 

study is to evaluate effects of the black soybean and the synthetic peptide on breast 

cancer cells. Water extract of Tainan No.5 black soybean (black soybean milk, T5) 

was freeze-dried. ER+ MCF7 cells were treated with various concentrations of T5 

(0, 0.15, 0.31, 0.62, 1.25, 2.50 mg/mL) for various times and then analyzed for 

their effects on cell viability and cell cycle distribution by flow cytometry. 

Following treatment with 2.50 mg/mL T5 for 12, 24, 48, and 72 hrs, cell viability 

decreased to 47%, 26%, 10%, 6%, respectively, compared with control group (100 

%). S-phase arrest was found in ER+ MCF7 cells treated with 2.5 mg/mL T5 for 

24 hrs. The proportions of apoptotic cells were significantly increased in ER+ 

MCF7 cells treated with 2.5 mg/mL T5 for 48 and 72hrs. These results suggest 

that effects of T5 on ER+ MCF7 breast cancer cells were related to its inhibition 

on the cell cycle progression. The inhibitory effects of synthetic peptides on the 

Grb2 SH2 interaction were evaluated by SPR, and Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2  

(peptide 3) was found to be the lead compound with the highest inhibitory effect. 

For further evaluate its effect on breast cancer cells, ER+ MCF7 cells were treated 
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with various concentrations of the peptide 3 (0, 12.5, 25.0, 37.5, 50.0, 62.5 µM) 

for various times and then analyzed for their effects on cell viability and cell cycle 

distribution by flow cytometry. S-phase down-regulated was found in ER+ MCF7  

cells treated with 12.5 µM of peptide 3 for 24 hrs. The proportions of apoptotic 

cells were significantly increased to 8% and 17% in ER+ MCF7 cells treated with 

50.0 µM and 62.5 µM of peptide 3 for 24 hrs. Results of this study indicate that 

black soybean and the small molecular weight peptide, Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn- 

NH2, have biological effects on breast cancer cells. 
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第一章    前言 

 

自民國七十一（西元 1982年）年起，癌症即成為臺灣地區十大死因之首。

根據行政院衛生署九十一年度的統計數字顯示，女性罹患惡性腫瘤死亡人數

為 12322人，平均每天有 34人因癌症過世，前五名分別為肺癌、肝癌、結腸

直腸癌、乳癌及子宮頸癌。更令人憂心的是，自民國八十八年起至最新衛生

署統計資料顯示乳癌已成為婦癌（乳癌、子宮頸癌、卵巢癌）死因的第一位，

且有向上攀升、日漸年輕化的趨勢。在西藥治療方面，西元 1997年發現，原

本用來治療乳癌藥 Tamoxifen 可能導致子宮頸癌【1】。西元 2000 年，經過

FDA核准上市的轉移性乳癌的治療新藥 Herceptin，生產該藥的 Genetech 公

司也發出警告，說明有十五起婦女服用此藥後死亡的事件【2】。 

因為西藥引起副作用的報告不斷，研究人員漸漸把注意力轉移到中草

藥。例如－苦艾（Wormwood），華盛頓大學的生物工程研究員 Henry Lai 的

報告顯示，全草含苦艾素（absinthin）、安苦艾素（anabsinthin）、艾黃素

（artemisetin）、詳艾內酯（artabsin）等，還含揮發油，成分有側柏醇、側柏

酮、蒎烯等，此複合物可以在十六個小時內消滅了試管內所有與其接觸的人

體癌細胞【3】。此外，西元 1994年，FDA通過的紫杉醇用於轉移性乳癌的第

二線化學治療或在輔助性化學治療完後六個月內復發的乳癌患者也非常有效

【4】。近年來，有許多學者研究指出，黑豆（Glycine max [L.] Merill）富含抗

氧化物質，包括異黃酮類（Isoflavone）、皂素（Saponin）、花青素（Anthocyanin）、

維生素 E等，其中異黃酮類之 Genistein具有抗癌效果。異黃酮主要分布於大

豆中，由於異黃酮素特殊的化學結構使其具有雌激素、抗黴菌及抗氧化的特

性。一些研究報告指出，攝取較多大豆製品的人，如日本人其罹患乳癌、攝
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護腺癌的機率較歐美人為低。而美國人與英國人罹患乳癌、大腸癌和攝護腺

癌的機率比中國人與日本人高出四倍。 

因為大豆在日常生活中易取得，故本研究以台南五號黑豆為其中一個實

驗目標，試驗其對乳癌細胞是否有影響，並利用 Daidzein、Genistein、

Formononetin、Biochanin 及 6-methoxyflavanone 五種異黃酮建立了異黃酮標

準曲線，求得台南五號黑豆中異黃酮種類及含量。 

目前小分子藥物中尤以胜? 藥物為應積極開發的目標。胜? 的製藥潛力

在於胜? 為身體內最自然的傳輸機制，並能打破生物屏障（Breaking the 

Biobarrier），經由設計賦予胜? 藥物的功能，使其順利穿透腸胃道的細胞膜或

血腦障壁（Blood-Brain Barrier；BBB），進入血液循環，發揮治病的功效，例

如帕金森氏症、癲癇症或其他中樞神經系統疾病應用此原理，找到治癒疾病

的更佳之管道。另一個實驗目標以合成、設計胜? 類緣物，開發Grb2 SH2

區塊之胜? 類抑制物 (inhibitor)或拮抗物（ anatognist）為主。乳癌細胞內

訊息傳遞途徑之致病機轉(oncogenic Ras signal transduction pathway)中，一些

生化機制之異常情形，可能與癌症的致病原因有關，例如：蛋白質 Grb2的

SH2區塊已被報導與癌症有關【5】。利用 BIAcore X儀器之表面薄膜共振技

術評估胜? 阻斷Grb2 SH2區塊與特定蛋白質交互作用之能力，探討每個胺基

酸結構對生物活性之貢獻及重要性，從一系列胜? 類緣物中篩選出具有較佳

抑制力之先導物（lead compounds）－Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2，進行生物

活性分析。民國九十一年我國西藥產值約新台幣 426.9億元，其中絕大部分是

小分子藥物。大部分的藥物以小分子藥物為主，因為小分子藥物的化學合成

容易、容易保存、口服吸收方便等優點，使小分子藥物在治療上有無可取代

的地位【6】。 
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第二章   文獻探討及研究動機  

 

第一節   乳癌之研究及進展  

 

台灣地區婦女乳癌發生率及死亡率的急速上升，在近二十年間，大概已

上升二至三倍之多，而且這個趨勢並未有減緩的情形。台灣地區乳癌發生率

上升的原因，一般認為和國人的生活習慣西化有十分密切的關係。乳癌主要

致癌機轉是建立在女性荷爾蒙（主要是動情激素）對乳房細胞（或乳癌細胞）

的促進增生作用上，因此西化的生活飲食習慣，包括營養的改善所進一步造

成婦女初經年齡的提前、停經年齡的延後、停經後肥胖人口的增加，均會使

得現代婦女相較於從前有更多的機會暴露在荷爾蒙的影響下，進一步增加乳

癌發生的危險性【7】。 

女性荷爾蒙對於乳癌的影響最早來自歐洲的觀察。十八世紀末，歐洲

Beatson醫師發現將卵巢功能去勢後可以抑制乳癌的生長，甚至使乳癌腫瘤縮

小；此一發現引發了醫學界的注意，繼而進一步探討女性荷爾蒙與乳癌的關

係。根據實驗室動物實驗的觀察，女性荷爾蒙對於富有雌激素接受器的乳癌

細胞有促進生長的作用；切斷女性荷爾蒙的供給或阻斷女性荷爾蒙對乳癌細

胞的刺激，則會使乳癌腫瘤縮小。乳癌之形成與某些特殊基因之突變，如

BRCA1 與 BRCA2 基因，有極強之關聯性。根據研究，約有 5~10%的乳癌來

自遺傳，而這些家族性乳癌患者，約半數在 40歲前就發現罹患乳癌，相較一

般女性在四十歲前罹患乳癌之機率只有 5%，這些家族性乳癌患者罹患乳癌之

平均年齡比一般婦女提早約十年。BRCA1 或 BRCA2 基因皆為自體顯性遺

傳，也就是在所謂家族性乳癌/卵巢癌症候群中，一旦此基因產生突變，其家
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族子代中所有成員皆有 50%之機會帶有此突變基因。在這些家族中，乳癌會

不斷侵襲這些家族的家屬，像母親、姐妹、女兒、祖母或姨媽等(男性也會發

生)。同時，這些家族罹患卵巢癌、子宮內膜癌的比例也相對地提高【8】。 

乳癌病人治療通常以局部保留性乳房切除，80%手術後再接受放射線治

療，71%另接受化學治療。目前化療過程使用最廣泛的藥物為 Tamoxifen，

Tamoxifen是一種模仿動情激素（Estrogen）化學結構的合成藥物。Tamoxifen

會與動情激素競爭動情激素接受器（estrogen receptor）的結合位置，進而阻

斷動情激素對乳癌細胞的刺激，使乳癌的生長受到抑制，甚而造成乳癌細胞

自然凋亡。但西元 1997年有學者發現，原本用來治療乳癌藥 Tamoxifen可能

導致子宮頸癌【1】，所以積極開發副作用小或天然的抗癌成分便成為重要的

研究方向。根據研究結果顯示，一位乳癌患者的治療成本費用，每人每年的

治療平均費用為 111,771 元【9】。有鑒於每年乳癌患者逐漸增加，及乳癌造

成家庭、社會消耗成本大幅成長，所以乳癌藥物的開發及日常的預防食品之

積極研究，實有其必要性。 

 

 

第二節  天然食材－黑豆之生理活性  

 

黑豆是擁有黑色種皮的大豆，學名：Glycine max [L.] Merill，大豆產品富

含蛋白質，另外還包含一些成份如胰蛋白? 抑制劑、植酸、皂素及異黃酮化

合物等，最近的研究發現這些成份對癌症及一些疾病具有預防的效果【10】。

中藥裡，黑豆被認為擁有治療疾病的能力、化妝品之組成份及抗老化成分。 

台灣有兩種黑豆，綠色子葉黑豆和黃色子葉黑豆。傳統上，綠色子葉黑

豆用於醫藥上或泡酒。黃色子葉黑豆用於食品加工的材料【11】。黑豆的蛋白
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質含量高達百分之三十六至四十，相當於肉類含量的兩倍、雞蛋的三倍、牛

奶的十二倍；黑豆的十八種胺基酸含量豐富，特別是人體必須的八種胺基酸

含量，較美國 FDA規定的高級蛋白質標準還高。黑豆含有百分之十九的油脂，

其中不飽和脂肪酸達百分之八十，吸收率高達九成五以上，除了能滿足人體

對脂肪的需求外，還有降低血脂【12】的作用。膽固醇是許多老年性疾病的

罪魁禍首，而黑豆具有抑制人體吸收膽固醇，降低血液中膽固醇含量的角色

【13、14】 。對於老年人而言，黑豆具軟化血管、滋潤皮膚延緩老化的保健

養生功能，特別是對高血壓、心臟病、肝臟、動脈硬化等老年性疾病大有益

處【15】。根據中醫理論，豆乃腎之谷，黑色屬水，水走腎，所以黑豆入腎

功能多【16】，人的衰老往往先從腎機能顯現，想要延年益壽、防老抗衰，

增強活力、精力，必須首重補腎。在中醫，黑豆入藥，黃豆不入藥，凸顯黑

豆不同於黃豆特殊的袪疾保健功能。本篇研究所使用之黑豆為台南學甲農會

提供之台南五號黑豆，是由台南區農業改良場培育而成（表 2-1），子實外觀

碩大、平滑，蛋白質含量高於一般黃豆【17】。實驗上仿傳統豆漿製作過程製

備黑豆豆漿，豆漿經由冷凍乾燥成粉末後定量，除了對乳癌細胞做生物活性

測試外，並利用 RP-HPLC分析其異黃酮組成與種類【18】。 
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表 2-1、黑豆新品種台南五號特性表 

作物名稱 黑豆 

新品種名稱 台南 5號 

原品系名稱 台南育 5號(TC78-21) 

品種來源 屏東選黑豆地方種(母本) x 潮州選黑豆地方種(父本)，採混合法育成 

育成機關 行政院農業委員會台南區農業改良場 

品種特性 1. 植株性狀：幼莖紫色，羽狀三小葉，葉卵圓形， 花紫色，株高 41-76
公分， 分枝數 2-3支， 主莖節數 8-15節，莢呈刀狀，褐色， 被覆褐
色茸毛， 每莢 2-3粒種子，種子橢圓， 種皮黑色， 子葉黃色， 臍黑
色，千粒重 231-255公克， 子實粗蛋白含量約 43%。 

2. 生長習性：播種後 4-10天發芽，開花期 30-41天， 生育日期春作 103-113
天，夏作 101-108天，秋作 83-88天，屬中熟，成熟度整齊，落葉性良
好。 

3. 本品種對露菌病、紫斑病之罹病較低， 但生育期易受莖潛蠅危害。 

4. 適應土壤：以壤土、砂質壤土最適宜，土壤的酸鹼度以 pH6.0-7.0之間。 

5. 子實產量：春作每作頃 2,552-3,153公斤，夏作及秋作 1,820-3,568公斤。 

6. 台南 5號的子實外觀優良， 蔭油加工品質的鮮度、甘味及香味皆優於
進口黑豆，適合製作蔭油、蜜黑豆、豆鼓及味噌之用途。  

行政院農業委員會 89/05/05(89)農糧字第 890020398號函 
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第三節   Grb2 SH2 區塊之胜?抑制物  

 

蛋白質之SH2區塊(Src homology 2 domains)在細胞內的訊息傳遞途徑

中，扮演著非常重要的角色，由於活化的生長因子受體上具有許多包含有磷

酸化酪胺酸之特定的胺基酸序列，會被許多種蛋白質之SH2區塊辨識出，進

而與之結合或產生生物分子間的交互作用，誘發下游途徑中一連串蛋白質與

蛋白質間之交互作用（圖2-1）【19】，進而將細胞外之訊息傳遞到細胞的內部，

而影響細胞之增生或細胞之分化【20】。

 
圖 2-1、與蛋白質之 SH2區塊有關之訊息傳遞途徑【19】 

 

細胞內訊息傳遞途徑中，一些生化機制之異常情形，可能與癌症的致病

原因有關，例如：蛋白質Grb2的SH2區塊已被報導與癌症有關【5】，因此，

實驗是針對乳癌之致病機轉(oncogenic Ras signal transduction pathway) ，涉及

反應的生長因子受體連接蛋白質Grb2 (Growth factor receptor bound protein 

2)，以Grb2 SH2區塊為研究標的，探討其致病機轉中蛋白質與蛋白質間的
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交互作用，並研發標的蛋白質SH2區塊之胜? 類抑制物 (inhibitor)或拮抗

物 (anatognist)，進行癌症治療藥物之研發。  

蛋白質 Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)是一種與生長因子受

體連結的蛋白質(adaptor protein)，在訊息傳遞中擔任傳遞訊息的角色，其分子

量為 25kDa，包含一個 SH2 (Src homology 2)區塊和兩個 SH3 (Src homology 3)

區塊，其排列次序為 SH3-SH2-SH3。根據 1996年 Rahuel等人發表 Grb2蛋白

質 SH2區塊與 BCR- ablphosphopeptide所形成複合物之分子模型【21】，證實

BCR-abl磷酸化胜? 的胺基酸序列KPFpYVNV與 Grb2 蛋白質之 SH2 domain

結合後，被誘發形成一個含有 ß-turn的結構，推測 ß-turn的結構也許有助於

Grb2 蛋白質上 SH2 domain之辨識與結合（圖 2-2）。 

 

 

  

 

 

 

 

 

圖 2-2、Grb2 蛋白質與 BCR-ablphosphopeptide所形成複合物之分子模型 
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與 Grb2 蛋白質之 SH2 domain結合之胜? 具有KPFpYVNV之胺基酸序列及

ß-turn的結構【21】。  

根據上述結構與活性關係之研究，故實驗以 

 

小分子之線狀胜? （Linear peptides）類緣物為設計方向，修飾鄰近磷酸

化 tyrosine周遭之胺基酸序列，期望所設計的胜? 與Grb2 SH2區塊結合，便

達到阻斷 Grb2 SH2區塊與其他訊息傳遞的相關蛋白質結合的目的，防止或減

緩使癌細胞增生或誘導癌細胞分化之訊息傳遞，以抑制癌細胞增生

或分化（圖 2-3）。合成胜? 之設計選擇特別的非天然胺基酸 Ach及 Aib藉以

誘導局部區域之 ß-turn構形。經設計、合成、純化、鑑定之六種胜?（圖

2-4）再由表面膜漿共振技術探討各線狀胜? 類緣物與Grb2 SH2區塊之

交互作用，並篩選與 Grb2 SH2區塊最具親和性的胜? 作為乳癌細胞體外試驗

（in vitro）之樣品。 
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圖2-3、致癌基因Ras的訊息傳遞途徑(oncogenic Ras signal transduction pathway)  
【22】 

 

 

inhibitor 



 15 

 

 

 

 

 

 

1, Fmoc-Glu-Tyr-Ach-Asn-NH2               2, NH2-Glu-Tyr-Ach-Asn-NH2 

 

 

 

 

 

 

 

3 , Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2          4 , Fmoc-Adi-Tyr-Aib-Asn-NH2 

 

 

 

 

 

 

5 , Fmoc-Gla-Tyr-Aib-Asn-NH2          6 , Fmoc-Ala-Tyr-Aib-Asn-NH2 

 

圖2-4、以結構為基礎所設計的小分子胜? 類緣物。1-6為之胺基酸組成及化學
結構【23】 
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第四節   表面膜漿共振技術應用於 Grb2 SH2 胜?抑制物之評估  

 

一、生物感應器  BIAcore biosensor 

表面膜漿共振技術（ Surface Plasmon Resonance technology, SPR 

technology）是一項用於分析生物分子之間的相互作用的技術，它可以定性的

判斷兩分子之間是否有相互作用，比較一種分子與其他幾種分子之間相互作

用的? 弱，也可以定量的測定分子間相互作用的親和力參數（平衡常數）和

動力學參數（速率常數），甚至熱力學參數（反應的焓）。該技術是利用了

物理光學的原理，在研究兩分子相互作用時，將一種分子固定在晶片表面，

而另一種分子的溶液流過其表面，兩種分子的結合會使晶片表面的折射率改

變，因此檢測兩分子間的相互作用。1983年，瑞典LINKOPING理工學院應用

物理實驗室Liedberg等人首先把它用於IgG與其抗原相互作用的檢測【24】，

並由BIAcore公司研發出SPR感應器。        

生物感應器為分析分子與分子間之交互作用有利的技術，在一些臨床的

分析或是生化方面的研究特別重要【25】。生物感測器 BIAcore利用表面膜

漿共振技術（Surface Plasmon Resonance, SPR）的原理進行檢測。當光束由光

源發射後，入射光（incident light）射至玻璃稜鏡，於玻璃介質內傳導時，光

路徑上遇金屬薄層界面交接處產生內全反射(total internal reflection)，並產生

漸逝波（evanescent wave），漸逝波與金屬薄層內的電子產生共振作用

（resonance reaction），入射光能量被吸收，反射光能量降低，並且在特定的

反射角範圍內會引起反射角度的急劇變化。 

當光線到達金屬薄層時會發生全反射的狀況，並且有部分能量會被傳遞

進入非照射端的介質中。當非照射面因介質組成濃度或成分發生改變時，會

使光的折射係數發生變化，並會將此變化反應到共振角度（resonance angle）
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上，SPR共振角度所對應的訊息（resonance signal）對時間做圖，可得到一感

應圖（ sensorgram），其縱軸為共振單位，橫軸為時間（圖 2-5）。

 

圖2-5、BIAcore感測原理示意圖 

BIAcore是一種以親和性(affinity)為主體的生物感測器，以固定化的方式，選擇具

有生物特異性的鍵合物(ligand)以共價結合的方式結合在感應晶片聚葡萄糖基質

(dextran)的表面上，再靠著流體系統的循環下，以控制流速將待測物注射到感應

晶片表面。當分析物與鍵合物有相互作用的發生，表面質量濃度的改變，進而影

響折射率的變化，而SPR的光學反應也即時感應並且表現於感應圖(sensorgram)

上，即時反應出樣品與晶片上固定之物質結合及解離情形。 

 

 

由於光線穿透的強度只會達感應晶片表面附近，因此產生的訊號並不會

穿過檢體的溶液。且由於檢體的溶液或其反應試劑在遠離光線的區域並不會

發生反應，因此可避免因溶液本身所產生的突然上升的訊號（bulk effect）。

影響 SPR的共振角度變化的原因最主要是由於非照射面，即反應層介質的折

射係數的不同，在即時性偵測系統的 BIAcore中，介質的反射係數會隨著其

溶液的濃度而發生變化。反應作用發生時電子吸收能量，導致在特定的反射
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角範圍內，反射強度急劇驟減，達到最小。這種最小化發生時的角度稱為共

振角(圖 2-6：a)，共振角度隨著非照射面金屬箔層鄰近介質的折射係數

(refractive index)之不同而有所變化(圖 2-6：b)，因此，當環境介質因組成、濃

度或組成改變時，例如，待測物結合到感應晶片表面之鍵合物時，所導致的

折射係數變化則可以藉由共振角度位移變化偵測出。所得的曲線為感應曲線

圖(圖 2-6：c) 

 

圖 2-6、SPR共振角度變化隨著溶液中待測物濃度改變而發生變化 

（a）表示反應作用發生時電子吸收能量，導致在特定的反射角範圍內，反射

強度急劇驟減，達到最小。這種最小化發生時的角度稱為共振角。（b）共振

角度隨著非照射面金屬箔層鄰近介質的折射係數之不同而有所變化。（c）當

環境介質因組成、濃度或組成改變時，例如，待測物結合到感應晶片表面之

鍵合物時，所導致的折射係數變化則可以藉由共振角度位移變化偵測出。所

得的曲線為感應曲線圖。 
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BIAcore在進行即時性的分子間交互作用分析時，當受測物與感應晶片表面

之鍵合物正在進行結合（association）作用，會出現一段上升的曲線。當結合的

情形時間發生的越快時，且RU值變化越高時，則表示受測物和晶片表面之鍵合

物有較好的親和力（higher affinity），反之，若結合情形發生的時間慢且RU值變

化較不明顯時，表示受測物和感應晶片上表面之鍵合物間親和力不佳。當受測物

和感應晶片上的鍵結物正進行解離（dissociation）作用時，會出現一段下降曲線。

當解離的時間越長，表示受測物和感應晶片上的鍵結物有較好的特異性

（specific），因此不容易發生解離。反之若解離情形的時間越快，表示受測物和

感應晶片上的鍵結物特異性不佳（圖2-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2-7、BIAcore進行即時性的分子間交互作用分析 

受測物與感應晶片表面之鍵合物正在進行結合作用時，會出現一段上升的曲線。

當結合的情形時間發生的越快時，且RU值變化越高時，則表示受測物和晶片表

面之鍵合物有較好的親合力（higher affinity），當受測物和感應晶片上的鍵結物
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正進行解離作用時，會出現一段下降曲線。當解離的時間越長，表示受測物和感

應晶片上的鍵結物有較好的特異性，因此不容易發生解離。 

 

 

BIAcore儀器解離方式有三種模式：（1）Normal mode injection：在樣品

注入完畢後，微射流系統會以大量的緩衝液（buffer）以最高流速沖刷感應晶

片表面，將晶片表面的物質之結合物沖刷掉。（2）Delay-wash mode injection：

可設定微射流系統在樣品注入完後數秒後，再以最高流速沖刷感應晶片表

面，將感應晶片上的結合物沖刷掉。（3）Non-wash mode injection：感應晶片

上的結合物在檢測流程所設定的流速下慢慢發生自然的解離作用。BIAcore

儀器備廣泛應用於探討蛋白質與蛋白質之間之交互作用情形，亦可應用開發

於免疫檢定的定量系統，當分待析物流過生物感測器晶片之表面時，不需要

使用放射線或其他偵測試劑，即可即時偵測附著到固定於晶片表面之配位基

(ligand)上待分析物(analyte)的量，此程序可以監視混合物彼此之間的生物性反

應，可提供動態資訊、偵測結合速率常數、解離速率常數及訂定親和力常數。 

 

 

二、BIAcore 儀器之組成  

BIAcore生物分子相互作用分析系統是用在探測分子間相互作用的生物

感測器。其也是一種以親和性（affinity）為主體的生物感應器【26】，利用具

有生物特異性的鍵合物（ ligand）以共價結合的方式固定至感應晶片的聚葡萄

糖（dextran）表面。再以電腦控制微射流系統（IFC）的流速，將樣品送達感

應晶片的表面。當樣品中特定的分析物和感應晶片表面的鍵合物發生專一性

作用後，會造成感應晶片上質量濃度的改變，進一步影響到折射率的變化，
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並即時反應在感應分析圖上（sensorgram）。分析物的選擇性和鍵合物的結合

具有專一性，並且可分析複合物之交互作用。而這些反應必須依賴著 BIAcore

三大主要的基本系統【27】：(一)感應晶片表面系統 (二)SPR之光學系統(三)

液體傳送之微射流系統(圖 2-8)。 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-8、BIAcore 儀器中三大主要基本系統 

（a）SPR光學系統（b）感應晶片表面系統以及（c）液體傳送之微射流系統

（Microfluidic system ； Intergrated Fluidic Cartridge, IFC）。 

 

（一） 感應晶片表面系統 

          感應晶片是 BIAcore即時訊號的傳遞者，其主要構造構造可以分為四個主

要部分，包括玻璃稜鏡層(glass prismlayer)、金箔層(gloden film)、連接層(linker 

layer)和專一反應層(specific layer)，專一反應層是由 carboxymethyl group所構

成，其晶片結構如（圖 2-9）。金箔層具有化學不活潑的性質且和 SPR有很好

的反應，其表面有專一反應層其和金箔表面以共價鍵結，其是提供生物分子固
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定用。其具有 4種功能：（1）利用已知的化學特性將生物分子固定（2）增加

表面的結合能力，以增加靈敏性。（3）提供親水性環境，可適合大多數生物反

應時交互作用。（4）提供表面較低的非特異性鍵結，因此具有非常高的專一性

結合。在感應晶片的非照射面與溶液接觸後開始相互作用，透過 SPR 的產生

來偵測生物分子在晶片表面的濃度變化。因此實驗的成功與否和選擇適合的鍵

合物、感應晶片與固定方法都有很大的相關性。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-9、BIAcore 之感應晶片主要構造 

BIAcore 感應晶片主要構造可分為四部份（a）部分為專一反應層 (specific 

layer)，其專一性反應層是由 carboxymethyl dextran所組成（b）部分為連接層

(linker layer)（c）部分為金箔層(gold film)（d）部分為玻璃稜鏡層。 

 

 

a. 鍵合物（ ligand）的選擇  

    鍵合物的選擇必須注意的首先是專一性(specificity)要高，因為專一性高

的鍵合物對於溶液中眾多的分子才具有篩選的功能；此外是再生的穩定性

(regeneration stability)要好【24】，當反應作用完成後，感應晶片表面必須經過

再生作用，也就是要將受測物去除，才能針對另一樣品作分析，在這樣的過
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程中，鍵合物仍然要繼續保持本身原來的活性；另外，固定於晶片上之鍵合

物的純度應該愈純愈好，需要有90% pure及均質性以避免有非專一性的結合

(non-specificity binding)，其濃度在於0.5和5 mg/mL。另外鹽類濃度要低於200 

mM，且不含有可能會反應的化合物例如Tris, glycine 或再進行胺基共價結合

反應時的BSA。最後鍵合物的大小(size)要能愈小愈好，如果鍵合物大，而待

測物與鍵合物產生反應的RU值變化，相對的比較不明顯，因為鍵合物的感應

圖反應會與本身的質量成正比的關係。 

b. 感應晶片（ sensor chip）  

    除了鍵合物之選擇外，選擇適當的感應晶片也是相當重要的，不同的感

應晶片適合不同的目的，然而所有都是運用相同的光學原理，最重要的是選

擇適合的固定化模式。本篇實驗中所使用的是 CM5 之感應晶片。 

CM5 感應晶片是一般實驗上較常被使用的晶片，其專一性反應層是由

carboxymethyl dextran所組成，其提供了相當好得親水性環境，再根據鍵合物

的性質和研究上的需要，選擇不同的化學方法進行偶合（coupling）。在 BIAcore

系統中固定的方式，以利用胺類偶合法（amine coupling）最多【27】，尤其在

蛋白質交互作用方面。其主要原因是因為大部分的蛋白質具有胺類的官能基

（-NH2），因此可以和 CM5 sensor chip中的 carboxymethyl dextran經活化後

的羧基（-COOH）形成醯胺鍵（-CONH-）。 

c. 生物分子的固定  

將生物分子固定於感應晶片表面時，首先必須活化晶片之表面，CM5 感

應 晶 片 表 面 之 carboxymethyl dextran 活 化 ， 是 利 用 0.05M NHS

（ N-hydroxysuccinimide ） /0.2M EDC （ N-ethyl-N-dimethylaminopropyl 

carbodiimide hydrochloride）活化，接著利用胺類偶合的方式，將生物分子固

定於感應晶片表面。胺類偶合法（amine coupling）是利用胺基的氮原子未配
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位電子去進行所謂的親和性取代的反應。使用胺類偶合法有幾個變數要注意

的，分別是：PH值、鍵合物的濃度和反應時間，若鍵合物是酸性蛋白質，則

氮原子質子化的結果會降低固定時的效率；如果被固定的胺基剛好是鍵合物

的活性區（active site），則會導致整個反應活性的降低，因此若能將這些變數

加以控制，則在設計相互作用的研究上是相當有力且簡便的工具。 

 

（二） SPR光學系統 

     BIAcore 儀器其光線來源是一個高效能接近紅外線光的兩極真空管發

射出來，光源是以一定入射角的楔形(wedge-shaped) 照射，光將注射焦點落

於感應晶片上。當 SPR的反應被監測到時，電腦內附的程式軟體會自動計算

因為待測物濃度不同而改變的角度，也就是共振角度。 

 

（三）液體傳送系統 

     液體傳送系統是一個具有精確的幫浦與微射流卡夾（ integrated fluidic 

cartridge）簡稱 IFC。BIAcore 是一種半自動的生物感應器。當欲分析的樣品

以人工的方式注射進入後，會被保留在具有溫度控制（一般控制於 25℃）的

標準的微射流盤的樣品通路（sample loop）內，並藉由全自動的微射流系統

使分析物達到感應晶片表面。IFC 的表面有精密正確的凹槽，藉由機器的幫

助使它與感應晶片的流路(Flow cell，Fc)接觸，Fc只需少量的樣品傳送於感應

晶片的表面即可進行分析，IFC 和瓣膜的操作可以很快的改變樣品與緩衝液

於感應晶片表面和有能力去控制樣品接觸於表面時間的正確性與再生性。 
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三、BIAcore 儀器即時偵測之優點  

BIAcore 是利用表面膜漿共振技術(SPR)的技術，來偵測分子與分子之間

相互作用的儀器【28、29】，這是一個非侵入性的光學測量技術，能夠測量生

物在感應晶片表面上質量濃度的變化。BIAcore主要的特色就是運用表面薄膜

共振技術(Surface Plasmon Resonance, SPR)在不需要任何標定物的狀態下

【30】,可以在低濃度（10-6 g/mL到10-11 g/m）下分析任何兩種生物分子間相互

結合或解離的情形，並可進行即時性的偵測【31】。此技術之應用範圍很廣，

其中包括：生化上的基本研究、生物分子應用於藥物的設計研發【32】、蛋白

質之間的相互作用【33、34】、親和力【35】以及濃度的測量【36】，以及篩

選欲探討的分子及分子間之交互作用。 

BIAcore X為一半自動生物感測系統，符合篩選樣品的數量大、分析快

速、精準的研究需求。它有著以下幾個優點：（1）即時監測【31】；也就是立

即顯示反應分子結合和解離的情形，另外追尋它們之間發生的相互作用，對

於引導實驗條件的建立是很有用（2）不需任何標定物的分析方法【30】；

BIAcore利用SPR的光學原理，直接偵測反應表面上生物分子因相互作用而結

合、解離所導致的質量改變，不需先做分子純化及標定的繁雜過程。（3）自

訂的生物特異性反應表面【37】；因為具備多種的反應片，可以針對反應分子

的種類選擇適當的感應片，利用所建立的表面固定程序，制定出具有生物特

異性的結合表面。（4）欲分析之樣品僅須微量即可檢測【38】。BIAcore利用

獨特設計的超微量液體匯流卡 (Integrated Fluidic Cartridge, IFC；微射流系

統)，所需的樣品體積極少，同時由電腦精確的控制分子與分子之反應時間及

流速。（5）快速分析【38】；即時的分析相互作用，一般分析的時間為2~10

分鐘即可，晶片表面的再生也是同樣的快速。（6）高靈敏度且同步之偵測；

靈敏度依待測物的分子量而異，待測物分子量大於2000道爾吞（Dalton），靈
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敏度高達10-9~10-12 M。 

 

四、應用表面膜漿共振技術評估胜?對Grb2 SH2之抑制作用  

SPR感應器的研究與改良迅速發展，其在生物醫學中的應用也日益廣

泛，包括免疫學、蛋白質相互作用（信號傳導、胜? 庫和抗體篩選、分析蛋

白質的突變等）、蛋白質-核酸相互作用（修復、轉錄等），還有藥物-蛋白質

作用（藥物篩選等）。將合成之胜? 衍生物利用BIAcore儀器之表面薄膜共振

技術評估其抑制Grb2 SH2區塊之能力，可得每一個合成胜? 及Grb2 SH2蛋白

質之動力學常數(kass, kdiss, KA)，並探討每個胺基酸結構對生物活性之貢獻及重

要性，這些結構活性關係的結果及所建立之篩選方法，可提供未來修飾環狀

結構及胺基酸組成之設計方向。 

 

 

第五節   固相胜? 合成法（Solid-phase Peptide Synthesis）  

 

西元 1984 年諾貝爾化學獎得主  R.B. Merrifield 因固相胜? 合成法

(Merrifield, 1963)名留青史。固相胜?合成法根據於a-胺基和支鏈被保護的胺

基酸殘基連續的加成到一個不可溶解的聚合物之支持物（support）上。本研

究所使用的固相支持物為PAL resin（5-(4-Fmoc-aminomethyl-3,5- 

dimethoxyphenoxy)-valeric acid-MBHA (methylbenzhydrylamine)resin）， 首先

將樹脂（ resin）上之含有鹼性不穩定的保護基（Fmoc），去保護基後活化

（activation），接上第一個胺基酸，便完成了羧基端（ -COOH）第一個胺基酸。

Fmoc基所扮演的角色是胺基酸的N-a-保護（N-a-protection）。在移除第一個
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胺基酸的N端保護基後，使用偶合試劑，下一個被保護的胺基酸才被加入。重

複上述步驟便產生胜?鏈，其胺基酸之C-端被附著在此樹脂上，此胜?可以

利用TFA（Trifluoroacetic acid）從樹脂分離【39】。 

 

 

第六節   流式細胞儀（ flow cytometer）  

 

流式細胞儀包括液流系統、光學系統、分選系統和電子系統。待測樣本

經液流系統傳送依序地通過流式細胞儀中雷射照射的區域，受雷射的激發產

生信號，被信號接收器接受並放大，這些放大了的信號經電腦分析處理，並

以圖表的形式直觀地顯示出來。流式細胞儀產生並分析的信號主要有光散射

信號和螢光信號。依螢光素的不同，用不同波長的光激發，發射出不同波長

的螢光，可顯示不同的顏色。細胞膜有損傷的細胞的 DNA可被 PI著染產生

紅色螢光，而細胞膜保持完好的細胞則不會有紅色螢光產生【40】。  
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第七節   細胞週期（Cell cycle）之調控  

 

由幹細胞(stem cell)分化到完整的細胞，真核細胞(eukaryotic cell)不是處

於有絲分裂就是停止在休眠狀態。大致而言，我們可將複雜的細胞增殖現象

分為三個時期：細胞生長期、DNA複製期、細胞分裂期，這個過程稱為細胞

週期。細胞週期可分為 Interphase(G0, G1, S phase, G2)及 M phase【41】（圖

2-10）。Gap 0 (G0)：細胞處於休眠期，可能為暫時性或永久性的停止生長，

若細胞以發展到最後階段便不再生長，如神經細胞。Gap 1 (G1)：此期之細胞

開始生長，細胞大小增加，同時產生 RNA及合成蛋白質，目的是為 DNA複

製做好準備。Synthesis (S) phase：為了使分裂後的二個子細胞相似，必須複

製使含量增加一倍。Gap 2 (G2)：DNA複製到有絲分裂的期間，細胞會持續

生長並產生新的蛋白質。Mitosis (M) phase：這個階段的細胞停止生長及蛋白

質合成，所有細胞的能量集中在複雜而有規律性的細胞分裂以期得到兩個相

似之子細胞。 Leland Hartwell 提出了其中 G1 及 G2 期各含有檢查點

（checkpoint），真核細胞的細胞週期中，共有三個檢查點，第一個檢查點在

G1 phase的晚期，也就是要進入 S phase前的檢查點，稱之為 G1 Checkpoint，

它主要檢查細胞的大小、營養、生長因子，以及 DNA是否受損；第二個檢查

點在 G2 phase 的晚期，也就是要進入 M phase 前的檢查點，稱之為 G2 

Checkpoint，它主要檢查細胞的大小和 DNA的複製過程是否完全，每次進入

S 期或 M期檢查是否一切準備就緒，才可以接著進行 DNA的合成或是細胞

分裂作用。 

在 G1 Checkpoint和 G2 Checkpoint當中，要是 DNA有受損，細胞就會

進入 Rest state（G0），待 DNA修補完後再進入下一個 phase，在 M phase的

過程中也有一個檢查點，稱之為 Spindle Assembly Checkpoint，它主要檢查染
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色體是否附著在紡綞體（spindle）上。在文獻中指出，當 DNA受損時，週期

便無法通過檢查哨而停下 (Cell cycle arrest)，此時細胞內會進行 DNA 的修

復，一旦修補完成時才進入下一期，若是發現有無法彌補的錯誤時，細胞則

選擇走向凋亡  (apoptosis)，以避免錯誤遺傳至下一代【42】。在真核細胞中，

藉由連續的訊息，經過活化，與隨後一系列特殊的 Cyclin-CDK(Cyclin-CDK 

complex)的活化與否來調控細胞週期進行，讓細胞增生。對於多樣的抑制增生 

(antiproliferative) 訊 號 ， 包 含 有 DNA 損 傷  (DNA damage) 、 分 化 

(differentiation)、接觸性抑制  (contact inhibition)、和衰老 (senecence)也會促

使 CDK的抑制者來負向調控細胞週期的進行【43~45】。 

調控細胞週期進行的蛋白稱為 Cyclin，而調控 Cyclin 活化的則是一些

Cyclin-dependent kinase(CDK)。Cyclins 家族，主要在細胞週期中被合成。

Cyclin-dependent kinases (CDKs)是一群蛋白激? 家族，會和特殊的Cyclin 結

合而活化。目前已知至少有 8種 Cyclins的存在，分別為 A、B1,2,3、C、D1,2,3、

E、F、G及 H，他們在 N-端與 CDKs鍵結的地方都具有約 150個胺基酸的相

同區域，稱之為 cyclin-box【48~51】。Cyclins C、D以及 E，主要存在於 G1

時期，並在 G1-S的過渡期間被分解【51】。而 Cyclins A與 B被稱為 mitotic 

cyclins，穩定的存在於 interphase，但在 mitosis 時會迅速分解【46、49】。

而 Cyclin H則會和 CDK 7 形成一具有酵素活性的複合物，進而活化 cdc 2 

(CDK1) 及 CDK2 【52、53】。這些 Cyclin與 CDKs會形成複合物，而此複

合物的活化與分解則調節著週期的進行。目前已知共有 7 種 CDKs 被發現，

分別是 cdc 2 (CDK1)、CDK2、3、4、5、6、7 。細胞在 G0/G1時期，CDK4、

5及 6會和 Cyclin D家族結合；而 CDK2也會與 Cyclin D家族結合，但主要

還是在 G1及 G1-S過渡期與 Cyclin A及 E結合。如上述所提及，CDK7會與

Cyclin H結合，並磷酸化 cdc2、CDK2或 RNA polymerase ? 的 C端次單元體
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【52、53】。cdc2主要存在 S、G2以及 M時期，並與 Cyclin A及 B結合【54】

細胞週期中，除了上述 Cyclin與 Cyclin-dependent kinases的正向調控因子外，

另有一家族擔任著負向調控的角色，稱之為 Cyclin-dependent kinase 

inhibitors(CDKI)【47】【55、56】。在哺乳類細胞中，CDKI主要可分為兩大族

群，一為 INK4家族，另一為 KIP/CIP家族。在 INK4家族中，主要成員有 p14、

p15(INK4B)，p16(INK4A)，p18(INK4C)以及 p19(INK4D)，其功能為抑制 Cyclin 

D/CDK4與 Cyclin D/CDK6而達 G1時期的控制。另一個族群為 KIP/CIP家族，

包括了 p21(CIP1/WAF1/SDI1)，p27(KIP1)以及 p57(KIP2)。KIP/CIP家族所影

響的層級較 INK4 家族為廣，其所調控的蛋白包括 Cyclin E/CDK2，Cyclin 

D/cdc2，Cyclin D/CDK6，Cyclin A/CDK2及 Cyclin B/cdc2等【47】。 

 

 

 

 

圖2-10、細胞週期調控圖示【57】 
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第八節   細胞凋亡（Apoptosis）  

 

一、細胞凋亡之定義  

細胞凋亡(apoptosis)一詞最早是在 1972年由病理學家 John Kerr所提出

【58】，原本字面的意思是指樹葉凋落或掉落。細胞凋亡又被稱為生理上的

細胞死亡(physiological cell death)或是計畫性的細胞死亡(programmed cell 

death)，在生理上扮演著相當重要的角色【59~61】。例如在胚胎發育或是精

子的形成過程中都會發生細胞凋亡。除此之外，當正常的細胞受到傷害而發

生基因突變時，也會自動引發細胞凋亡的機制使突變的細胞死亡，避免突變

的遺傳【62】。而在病理學上，也有一些疾病與細胞凋亡有關，例如阿茲海

默症【61~64】。 

 

 

二、細胞凋亡時之分期  

細胞凋亡主要是發生在單一細胞中。它可分為兩個時期，早期(early 

stage)以及晚期(later stage)。細胞凋亡早期時，會出現染色質濃縮(compaction 

of nuclear chromatin)、細胞質濃縮(condensation of cytoplasm)以及細胞皺縮

(shrunken)等特徵；到了晚期，細胞核會開始發生裂解，然後形成凋亡小體

(apoptotic bodies)。在細胞凋亡過程中，並不會發生胞器或是胞膜破裂，因

此不會引起發炎反應或危害到周圍組織。 
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三、細胞凋亡（apoptosis）與細胞壞死（necrosis）之分別  

細胞壞死會同時發生在一群細胞，也可分為早期與晚期兩個時期。在細

胞壞死早期，細胞內之胞器會脹大，細胞膜也會破裂；到了晚期細胞膜也發

生破裂【67~69】。由於細胞發生破裂，因此會釋放出一些發炎物質而引起局

部發炎反應，傷害到鄰近的細胞或組織（圖 2-11）。 

 

 
圖2-11、細胞凋亡（Apoptosis）與細胞壞死（Necrosis）的區別 【70】 
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四、細胞凋亡時的生化變化與特徵  

（一）DNA降解 

當細胞凋亡進入晚期時，細胞內的核酸內切? 會被活化而將DNA隨之

分解，產生 180~200 bp或其倍數的 DNA片段。此時藉由 1.8％的 agarose gel

進行電泳時，會出現特殊的梯形電泳帶。此為細胞凋亡時之明顯特徵【71】。 

 

（二）細胞鈣離子濃度改變 

細胞凋亡早期時可偵測到細胞內鈣離子濃度之上升【72、73】。研究發現

Ca2+增加與 ATP 一起作用於染色質，使原來折疊的很緊的染色質變鬆散，露

出親水部分，以便 Dnase水解。 

 

（三）Caspase enzyme family 

當細胞發生凋亡時，細胞內有一系列的蛋白水解酵素(Cysteine dependent 

aspartate specific protease)會被活化，這些 Caspase活化之後，會裂解其他細胞

內的酵素，造成細胞形態之改變【74、75】。Caspase 家族有許多成員，目前

研究至少已經發現 14種的 Caspase存在。根據他們的同源性，可大致分為三

類【76、77】： 

a、The ICE subfamily of cytokine processors 

此類 Caspase有 Caspase 1、4、5、11、12、13、14, 此類 Caspase的功能

與發炎反應有較大的關係。 

b、The ICH-1/Nedd-2 subfamily of apoptotic initiators 

此類 Caspase有 Caspase 2、8、9、10，而此類 Caspase的功能，則負責

活化 apoptotic executioners使其能執行 apoptosis。此類 Caspase在結構上，N

端具有較長的 prodomain，如：Caspase 8、Caspase 10，其 N端 prodomain具
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有兩個 death effector domain(DED)，來與下游的 adaptor molecule C端的 DD 

domain連結，以傳導來自Death receptor pathway的 death singals。而在 Caspase 

9上，則具有 CARD(Caspase recruitment domain)位於 prodomain上，此 CARD 

domain可與 Apaf-1上 N端的 CARD結合，傳導來自 mitochondria pathway的

death signals。 

c 、The Ced-3/CPP32 subfamily of apoptotic executioners 

此類 Caspase有 Caspase 3、6、7，而此類 Caspase的功能則負責執行細

胞凋亡，裂解其下游的蛋白質如：Poly(ADP-ribose) polymerase(PARP)、

DNA-PK(DNA-dependent protein kinase)...等，改變細胞原本作用。這類Caspase

在其結構上，N端的 prodomain較短，能分解細胞內的蛋白質如：

Poly(ADP-ribose) polymerase(PARP)，此蛋白質為 Caspase 3的受質。而 PARP

其原本作用為修復受損的 DNA、調控細胞增殖與死亡的平衡、和維持基因體

的穩定性。但當 PARP受 Caspase 3裂解，會由 116 kDa被水解成 85 kDa，進

而失去原本的效用。又如：Caspase 3裂解 ICAD/DFF45導致其鍵結的 CAD

能脫離 ICAD的束縛，進而 CAD可轉移到細胞核內分解 DNA，將 DNA切成

大約 180-200 bp長度的片斷。然而，上述三大類的 Caspase均具有一些共同

的特徵【78】：原本為單一無活性的 precursor proenzyme，活化後被切割形成

大、小次單位，而形成四聚體模式，如：Caspase 8其活化態為(P20/P10)2，其

切割蛋白質的作用位置則是 Asp之 C-端的?鍵；具有自身催化或相互激活的

能力；具有相似的催化部位(catalytic site)，包括含有 active site cysteine殘基的

QACXG sequence。 
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五、細胞凋亡時的分子機轉  

（一）造成細胞凋亡的因素 

    能造成細胞凋亡的原因有許多種，其中包括放射線、高溫、具有毒性的

抗癌藥物、自由基的傷害以及特殊抗體，例如能與 APO-1/FAS抗原結合

之抗體等等。 

 

（二）細胞凋亡的基因調節 

    細胞凋亡的過程受到許多基因的調控，分別敘述如下： 

a、p53基因  

p53基因是一種腫瘤抑制基因，其所轉錄的蛋白 p53則是一種能夠抑制腫

瘤的蛋白。當細胞的 DNA在 G1/S時期發生損傷時，p53 會促使其下游基因

的表現，如WAF1。而 WAF1的蛋白質產物 p21會使細胞週期停留在 G1/S期，

直至 DNA修復後才進入正常的週期【79】。但是當 DNA受損太嚴重時，p53

則會促使細胞進入細胞凋亡。 

b、  Bcl 家族  

Bcl家族包括 Bcl-2、Bax、Bcl-xL、Bad等，是一個與細胞凋亡有關的基

因家族【80】。Bcl-2與 Bcl-xL可以阻止細胞凋亡，造成腫瘤的發生【81】【82】。

而 Bad、Bak、Bax和 Bcl-Xs則可以引發細胞凋亡【83、84】。在正常情況下

這兩類蛋白質之間維持一定的比率以調節細胞狀態【85】，當 Bcl-2的表現量

高於 Bax時，便會阻礙細胞凋亡的發生；相反的，若是 Bax表現量大於 Bcl-2

時，細胞便進入凋亡狀態。 
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c、c-myc 

c-myc 是一種原致癌因子 (proto-oncogene)，屬於 myc 家族中的一員

【86~88】。它是一種轉錄因子，可與 Max結合形成 heterodimer，來調節下游

基因的表現。直到目前為止，c-myc與細胞凋亡之間的關係還不是很清楚。 

d 、APO-1/FAS 

FAS基因所轉錄的蛋白是一種跨膜蛋白，在許多正常細胞或腫瘤細胞表

面都可以發現到它的存在【89~91】。當 APO-1/FAS與一些細胞激素或是抗體

結合時，便會引發細胞的 apoptosis。 
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第三章 材料與方法 

 

    圖 3-1為實驗設計與流程總圖，詳細的材料與方法，在以下各節分述。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-1、實驗設計與流程總圖 
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第一節   人類雌激素依賴型乳癌細胞株之培養  

 

一、藥品及試劑  

MEM Medium , Fetal Bovine serum, Penicillin-Streptomycin, L-glutamine皆

購自 GIBCO ；Dimethyl Sulfoxide, Trypan blue, PI (Propidium iodide) 皆購自

Sigma；Ethanol購自 TEDIA；人類雌激素依賴型乳癌細胞株 （human 

estrogen-responsive breast cancer cells, MCF-7）購自新竹食品工業研究院。 

 

 

二、儀器用具  

無菌操作台購自 Lian Shen；細胞培養箱購自 Nuaire。細胞培養皿、細胞

培養盤購自 FALCON；細胞計數器  (Hemocytometer)購自 Boeco；倒立式位像

差顯微鏡 (phase-contrast microscope)購自 Olympus；冷凍管、Dispensor購自

TPP；離心機購自 Beckman；微量離心管購自季勗；Pipetment購自 Costar ；

去離子水製造機購自 Minipore；流式細胞儀 (Flow cytometry)購自 Becton 

Dickinson。 

 

 

三、人類乳癌細胞株 (MCF-7)培養  

將 MCF-7細胞株自液態氮桶內取出，迅速置於 37 ℃水浴中解凍。在 4℃

下，以 4,000 rpm離心 20秒，小心吸掉含 DMSO的上層培養液。細胞株培養

在 75T（75 ㎝ 2）型培養角瓶中， 一個培養皿內給予 10 mL培養液，內含

5%胎牛血清( fetal bovin serum, FBS) 的 Minimum Essential Medium（MEM） 

培養液，每毫升MEM培養液添加 100 IU青黴素( penicillin )、100 mg鏈黴素
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( streptomycin )、2 mM麩胺酸( L-glutamine )。將培養皿置於 37 ℃細胞培養箱

（含 5% CO2）中培養。細胞培養 3~4天左右，細胞已佔滿生長平面空間，約

1×106個細胞時進行細胞繼代培養：將培養液吸掉，加入 10 mL PBS緩衝液洗

細胞表面，再將 PBS儘量完全吸掉。加入 1 mL 細胞解離液( Trypsin solution )

簡稱 TEG：包含 0.05 mM胰蛋白 (� trypsin)、2.5 mM乙二胺四乙酸

( ethylenediaminetetraacetic acid，簡稱 EDTA )、2.8 mM葡萄糖(glucose)的混

合液。TEG加入量以能覆蓋細胞表面為原則，而後置入 37 ℃細胞培養箱數分

鐘，單層細胞會從培養角瓶面脫落。之後加入 3 mL培養液沖洗下細胞，在 4 

℃下，以 1500 rpm離心 5分鐘。倒掉上層液，再將細胞懸浮移至內含 10 mL

培養液的 75T型培養角瓶，置於 37 ℃細胞培養箱。 
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第二節  評估黑豆對人類雌激素依賴型乳癌細胞（MCF-7）之影響 

 

一、黑豆品種及來源  

黑豆品種為台南五號黃仁黑豆，母本來自屏東選黑豆地方種，父本為潮

州選黑豆地方種，由台灣省台南區農業改良場採混合法育成【19】 。 

 

 

二、台南五號黑豆水提取物之製備  

仿照傳統豆漿製作方法之黑豆水提取物的製備流程，首先取300 g黑豆洗

淨加入300 mL水泡2小時，再以600 mL去離子水一同加入果汁機打成漿，之

後以紗布過濾除去渣籽，再添加1800 mL去離子水煮開，沸騰兩分鐘後立即以

冰浴冷卻，得到豆漿。將豆漿置於-80℃待凝固後進行冷凍乾燥，得到豆漿粉

末，進行人類雌激素依賴型乳癌細胞（MCF-7）體外(in vitro)試驗、異黃酮含

量分析及蛋白質定量。 

 

 

三、異黃酮檢量線之建立  

利用 RP-HPLC 建立數種異黃酮標準品之檢量線圖。使用之分析管柱為

BDS HYPERSIL C18 (Dim (mm) 250×4.6，Particle size 5 µm)，A液: D.I. H2O

經 H2SO4調至 pH 2.7，再以 Whatman®  filter (diameter 47 mm, pore size 0.2 

µm)，B液: 乙?(acetonitrile)，流速為 1mL/min，波長為 254 nm，沖提之條件

如下表 3-1。 
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表 3-1、RP-HPLC儀器所設定之沖提之條件 

時間（min） B液（％） 

0~35 20-37 

35~45 37-100 

45~50 100 

50~51 20 

51~61 20 

 

 

四、台南五號黑豆水提取物及甲醇提取物之異黃酮種類分析及定量  

（一）黑豆水提取物之製備 

黑豆水提取物之製備流程參見第三章材料與方法第二節之二。 

 

（二）黑豆甲醇提取物之製備 

黑豆甲醇提取物之製備流程如圖 3-2。以電子秤秤取經研缽研磨後的樣品

粉末，並記錄克數。將秤量好的樣品粉末倒入圓底燒瓶中並加入 80 %，pH

值為 3的 methanol 75 mL。將圓底燒瓶上接一冷凝管，置於電熱包中，此步

驟即完成熱回流裝置。將電熱包開關開啟，定溫於 70 ℃，加熱沸騰 15分鐘(以

冷凝管滴下第一滴液體為計時起點)。以 3 mL 80 % methanol 沖洗冷凝管，並

將洗液合併圓底燒瓶中的液體，以抽氣過濾置，趁熱過濾。將上述步驟所得

的液體倒入試管中，並以石蠟紙密封管口，石臘紙上應刺洞使水氣能夠逸散，

將試管放置於冰箱中，進行冷凍乾燥，得粉末狀樣品。 
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圖 3-2、黑豆甲醇提取物的製備流程 
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（三）黑豆水提取物及甲醇提取物之異黃酮含量分析與計算 

本方法為分析異黃酮種類及含量，係將樣品注入液相層析儀，以 RP- C18

逆相層柱管柱分析，流洗出來之化合物以紫外光偵測器偵測之，必要時須經

稀釋再行檢測。根據所建立的異黃酮標準品檢量線，可得一元二次方程式公

式；將樣品波峰面積與標準品比較，並代入公式，計算可得樣品異黃酮種類

及含量。 

 

 

五、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株存活率之影響 

人類乳癌細胞 MCF-7放入 75 cm2培養瓶，內含MEM培養基、15%牛血

清及 2% penicillin -streptomycin (10000 U/mL penicillin與 10 mg/mL 

streptomycin混和液)，培養於培養箱 37℃、5% CO2條件下，待乳癌細胞培養

至一定數量，便計數分盤。trypan blue染色來檢測細胞(活的和死亡的)，活細

胞是透明無色，死細胞呈淡藍色(trypan blue會進入該細胞)，利用血球計數皿

由 400倍在光學顯微鏡下計數以進行癌細胞存活率檢測；各取 5×105個MCF-7

細胞 cells放入 12孔平盤（12-well plate）中培養 24小時，待細胞貼附完全。

秤取黑豆漿粉末 1 g加入 40 mL去離子水，並震盪混合均勻，在貼附有 MCF-7

平盤中，分別有無加入序列濃度的黑豆水提取物（0、0.15、0.31、0.62、1.25

及 2.50 mg/mL），經過不同時間培養（12、24、48及 72小時）後，以 1500 rpm、

5分鐘離心收集細胞。倒掉上清液，打散細胞後加入 2 mL/wells的 PBS緩衝

液，離心(1500 rpm、5分鐘)，再利用流式細胞儀（Flow cytometry; FACS）計

數存活的細胞數，其原理為：無論細胞是進行細胞壞死（Necrosis）或細胞凋

亡（Apoptosis）的路徑，只要細胞死亡，其細胞膜就會失去完整性（membrane 

integrity）。而 Propidium iodine（PI）是一個核酸染劑，進行 PI染色時，若細
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胞死亡，細胞膜破裂，PI會進入細胞內和核酸結合。若細胞存活，細胞膜完

整，PI則無法和細胞內的核酸結合。PI 染色完成的細胞經由流式細胞儀 488 

nm的雷射光激發後，若死亡的細胞會有較高的紅色螢光，而存活的細胞則有

較弱的紅色螢光。再用 CellQuest軟體分析存活細胞數和存活率。 

 

 

六、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株細胞週期之影

響  

序列濃度之台南五號黑豆水提取物（0、0.15、0.31、0.62、1.25 及 2.50 

mg/mL）加入於 6孔洞平盤（6-well plate）中，每孔含有貼附的MCF-7細胞

約 5×105個，於 37 ℃、5﹪CO2的培養箱進行培養。經 24、48及 72小時後以

流式細胞儀檢測細胞週期變化情形。 

將細胞懸浮液分別移到 15 mL離心管中離心(1500 rpm、5分鐘)。倒掉上

清液，打散細胞後加入 2 mL/wells的 PBS緩衝液，離心(1500 rpm、5分鐘 )。

倒掉上清液，將細胞完全打散後，以 4 ℃冰的 70%酒精進行細胞固定步驟，

隨後將細胞固定步驟完成的樣品置於-20 ℃冰箱隔夜存放。隔天，將樣品從冰

箱取出後離心(1500 rpm、5分鐘)以去除酒精，之後將細胞完全打散。加入 2 mL

的 PBS 緩衝液清洗一次後將細胞完全打散。最後在每個試管中加入 400 µL

的 PI染劑(其量可視細胞數目增減)，於避光條件下反應 30分鐘。等待的時間

可準備 FACS 專用管，檢查 FACS專用管是否破損後，於管子外標上樣品編

號備用。以 1 mL pipette在 15 mL離心管中抽吸數次後，將細胞移到 FACS專

用管後避光置於冰上。最後以流式細胞儀進行樣品分析，儀器分析時，每秒

細胞數不宜超過 300顆細胞，每個數據收集 10000顆細胞，數據以 Modfit LT®

軟體進行處理分析。 
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七、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株形態之影響 

序列濃度之台南五號黑豆水提取物（0、0.15、0.31、0.62、1.25 及 2.50 

mg/mL）加入於 6孔洞平盤中，每孔含有貼附的 MCF-7 細胞約 5×105個，於

37 ℃、5﹪CO2的培養箱進行培養。經 48小時培養後，於倒立式位像差顯微

鏡下照相。 

 

 

八、台南五號黑豆之蛋白質定量  

  西元 1883年 Johan Kjeldahl建立了一套檢測有機物中-3價氮的方法，即

測定氮的含量的方法，即粗蛋白質的定量（kjeldahl method凱式定量法）。自

蛋白質被確定是由含氮的氨基酸組成的高分子物質後，這一方法被廣泛用於

食品中蛋白質含量的測定。首先測定食物中氮的百分含量，然後按一定的係

數換算為相應的蛋白質的量。 

（一）藥品 

粗蛋白質的定量使用的試藥包括 Saturated NaOH solution, Hydrogen 

peroxide, Methyl red indicator, Concentrated H2SO4, Copper sulfate, Potassium 

sulfate, 0.05N Sulfuric acid, 0.05N Sodium hydroxide。 

 

（二）器材 

粗蛋白質的定量所使用之器材有電熱包、快速定氮分餾裝置、凱式分解

瓶、100 mL定量瓶、三角瓶、滴定裝置、沸石等。 

 

（三）步驟 

樣品先浸泡在高濃度的硫酸中，加入一些催化劑和鹽類。混合物以攝氏
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325到 375度反應，將有機氮轉成無機氮。再藉著和鹼類的蒸餾反應，會將銨

態氮變成氨。再用硼酸溶液收集氨，便可算出氮的含量，由此可推得粗蛋白

含量。 

 

 

第三節   評估合成胜?對人類雌激素依賴型乳癌細胞之影響 

 

一、線狀胜? (Linear peptide)之合成  

（一）藥品 

Pal resin、Fmoc derivatives of standard amino acids ：Side-chain protections 

are as follows  Gln(Trt), Glu(OtBu), Arg(Pbf), Asp(OtBu), Thr(tBu), Lys(Boc), 

H i s ( T r t ) ,  A s n ( T r t )、 H B T U（ O - B e n z o t r i a z o l - 1 - y l - N , N , N ' , N ' - 

tetramethyluronium Hexafluorophosphate）/ HOBt (1-hydroxybenzotriazole) 

購自 Advanced Chemistry Inc.；Piperidine, Trifluoroacetic acid (TFA)購自

Lancaster；N,N-Diisopropylethamine (DIEA) , Ethandithionl  (EDT)購自 S 

I G M A； D M F （ N , N - d i m e t h y l f o r m a m i d e ） ,  D C M  

( Dichloromethane )購自 Mallinckrodt。 

 

（二）儀器 

preparative C18-RP-HPLC columns，冷凍乾燥機(Freeze Dryer), 高效能

液相層色分析儀(HPLC)等。 

 

（三）進行步驟 

   應用固相胜? 合成法(solid phase peptide synthesis，SPPS)中 Fmoc/tBu 
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chemistry 之合成方法【 92】，將第一個支鏈保護(side-chain protected)的

Fmoc-amino acid (4 equivalent)利用偶合劑(4 equivalent of HBTU + 4 equivalent 

of HOBt + 4 equivalent of DIEA)結合至 PAL resin (1 equivalent )上， 再將結合

至 PAL-amide resin之第一個支鏈保護(side-chain protected)的 Fmoc-amino acid

的 N端 Fmoc保護基利用去保護基試劑 (20% piperidine in DMF)除去，重複上

述之結合反應及去 Fmoc 保護基反應將其餘每一個支鏈保護 (side-chain 

protected)之 Fmoc-amino acid依序結合至 resin上，得到 aa1-aa2-aa3-----aan –PAL 

resin, n代表胜?中胺基酸 (aa, amino acid)之位置。最後利用裂解劑  (95%TFA )  

將 aa1-aa2-aa3-----aan 與 PAL resin裂解分離（圖 3-3），合成好的胜?再利用冰

乙醚將殘餘的 TFA去除乾淨，盡量避免 TFA的殘留，降低其對胜? 的裂解傷

害。胜?混合液用氮氣(N2)吹去後呈黏稠狀，加 2 mL的去離子水，冰凍後即

作冷凍乾燥。乾燥後的粉末即是胜?粗產物，需要進一步 RP-HPLC純化。 
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圖 3-3、固相胜? 合成流程圖 

本實驗以 PAL resin當作固相支持物 （Solid support），先以 20％ 

piperidine/DMF、30分鐘，將樹脂 N-端保護基（Fmoc基）去除，再將含有保

護基的胺基酸以偶合劑（HOBt、HBTU、DIEA需 2~4倍過量）接上樹脂 N

端；第二個胺基酸連接之前，也是要先將已在樹脂上之第一個胺基酸的 N端

保護基用 20％ piperidine/DMF、30分鐘除去，才能以偶合劑將第二個胺基酸

的 C-端 與露出 N-端的前一個胺基酸形成 Peptide bond 而連結。最後以

95%TFA反應 1.5小時可將合成的胜? 鏈從樹脂上切下。 
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二、逆相高效能液相層析分析儀  (reverse phase high performance liquid 

chromatogaphy, RP-HPLC)分析、純化合成之胜?  

 

高效能液相層析法之發展始於 1964-65 年間，為樣品中各成分在不互溶

之兩相間以物理方法加以分離。欲分離的樣品，首先溶解於適當的溶劑中，

注射入所選擇的層柱(Column)再以高壓輸入移動相，由於為移動相與固定相

之間的配比係數(Partition Coefficient)不同，樣品中因為固定相中各成分停留

時間不一，得以分離；樣品中成分經 UV光源 225 nm偵測後之值表現於積分

儀的圖上。 

（一）HPLC材料 

Trifluoroacetic acid購自 Lancaster；Acetonitrile購自 TEDIA；RP-HPLC 

column型號為 LichroCART 250-10, cat. 1.50853, RP-C18 (10 µm)；0.45µm filter 

購自 MSI。 

 

（二）HPLC溶劑 

1. Solution 1 : 4L D.I. Water + 0.05% Trifluoroacetic acid (TFA)  

2. Solution 2 : 4L Acetonitrile + 0.05% Trifluoroacetic acid (TFA)  

移動相流速 4 mL/min  

表 3-2、RP-HPLC純化胜?移動相分配比例 

 
時間 Solution 1 Solution 2 

0 min 
30 min 
35 min 
40 min 
48 min 

90% 
10% 
10% 
90% 
90% 

10% 
90% 
90% 
10% 
10% 
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（三）HPLC方法步驟 

1.欲分析或純化的樣品應以孔徑 0.2 µm針筒過濾器(filter)過濾，濾液注射至儀

器前，須先去除儀器微流管柱內及移動相氣泡(Purge)。 

2.樣品注射前，先讓儀器空跑，確認管柱內沒有殘存的干擾物。若有雜訊出現，

應設定適當條件（流速、溶劑配比係數）將管柱清洗乾淨後，再行樣品分析。 

3.樣品注入樣品注射閥，此時樣品仍停留於閥內，注射閥箭頭停留在 lode 位

置；待 RP-HPLC儀與積分儀的同步化操作完成，將閥往下推至 inject，樣品

就進入 RP-C18管柱進行層析。 

4.積分儀隨著樣品成分於不同時間出現面積大小不一的波峰（peak），此時若

要進行純化可依積分儀出現的波峰，個別收集每個波峰出現時 RP-HPLC 儀

所層析出的液體，經冷凍乾燥，便得純的乾燥粉末。 

 

 

三、快速原子撞擊質譜儀之胜? 分子量鑑定(fast atom bombardment mass 

sepectrophotometry, FAB-MS)  

質譜儀分析時樣品必須先進行離子化，因樣品其物理、化學性質不同，

而有各種不同離子化的方式。易揮發性樣品用電子撞擊游離法(Electron impact 

ionization, EI)，或用化學游離法(Chemical ionization, CI)。非揮發性樣品用快

速原子撞擊(Fast atom bombardment, FAB)，或電灑法(Electrospray ionization, 

ESI)等。因此各種樣品選擇適當的離子法，再經質譜分析。 

本實驗純化後之胜? 產物是以FAB-MS質譜儀分析鑑定其分子量，確定

其正確組成後再近一步探討其反應機制。 
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四、表面漿體共振  (Surface Plasmon Resonance, SPR)技術篩選具有 Grb2 

SH2親和力之胜?  

 

（一）實驗儀器 

BIAcore 購自 biacore AB, Pharmacia Inc., Sweden。 

 

（二）實驗材料 

         sensor chip CM5, HBS buffer (0.01 M HEPES,0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 

0.005% polysorbate 20(v/v pH 7.4)， 以 及 amine coupling kit： NHS 

(N-hydroxysuccinimide ), EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimide

及 Ethanolamine hydrochloride pH 8.5 皆購自 biacore AB, Pharmacia Inc., 

Sweden。 

 

（三）實驗方法 

感應晶片在固定鍵合物之前，須將感應晶片表面的 carboxymethyl dextran

活化，本實驗所固定的鍵合物為 Grb2 SH2，分析物為自行合成純化之六種胜

?，分別是 Fomc -Glu-Tyr-Ach- Asn-NH2、NH2-Glu-Tyr- Ach- Asn-NH2、

F m o c - G l u - Tyr - A i b- A s n- N H 2、 F o m c - A a d - Tyr - A i b- A s n- N H 2、

Fomc-Gla-Tyr-Aib-Asn-CONH2及 Fomc-Ala-Tyr-Aib-Asn-CONH2 ，Shc(PY)為

已知對 Grb2 SH2有相當高之親和性的標準品，在此實驗中可當作一對照組。 

A. 感應晶片之製備  

（a）感應晶片的活化 

所使用之感應晶片為 CM5，在進行晶片的活化之前，必須讓儀器處於一

個穩定的狀況下，其中包括溫度須在 25℃以及須讓感應晶片有一段時間穩
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定，其 RU的變化穩定下才能進行活化，再利用電腦軟體系統選擇 amine 

coupling的模式下進行生物感應晶片之活化，以 HBS buffer通過微射流系統

之流速為 5 µL/min，之後注入 35 µL NHS 0.05M/ EDC 0.2M（50：50, v/v），

進行感應晶片表面 carboxylmethylated dextran之活化。 

  

（b）感應晶片表面鍵合物之固定 

將欲固定於感應晶片表面的 Grb2 SH2取 70 µL（注入之體積設定於 50 

µL）溶於 10 mM sodium acetate buffer，pH 4.5後，在晶片活化後 3分鐘內注

入至微射流系統中。 

 

（c）感應晶片之去活化 

 取 55 µL（注入之體積設定於 35 µL） 0.1 M Ethanolamine hydrochloride

注入微射流系統中，將感應晶片中未和 Grb2 SH2結合之 COOH官能基覆蓋

住，即完成了去活化。此時要讓晶片以 HBS buffer通過微射流系統，使其 RU

值穩定，將穩定後之 RU值扣除未進行活化前之 RU值。 

 

B. 檢測流程  

（a.）儀器之設定 

在進行實驗之前一天須先以固定有 Grb2 SH2晶片放入儀器中，以 HBS 

buffer通過微射流系統中且溫度在 25℃下至隔夜，流速設定在 1 µL/min，使

儀器內部呈現穩定的平衡狀態。隔日，進行實驗的前一個小時將流速調至 5 

µL /min後，注入 70 µL的緩衝溶液（HBS buffer）觀察其 RU 的變化，直到

注入之緩衝液不會造成感應分析圖 RU的變化後，表示儀器對系統中固定流

速的緩衝液與注入的緩衝液不會造成 RU的變化，即可進行實驗。 
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（b.）胜? 分析物的製備 

將經純化的六種胜?（圖 2-4）粉末配成 0.7500 mM、0.5000 mM、0.3750 

mM、0.2500 mM、0.1875 mM、0.1250 mM溶於 HBS buffer中，注入以固定

有 Grb2 SH2的感應晶片上，每一個樣品以注入之體積為 70 µL（設定於 50 

µL），流速設定為 5 µL /min後進行分析，當樣品注入後 RU值會上升，當 10

分鐘後樣品注射完畢後利用高速的緩衝液沖洗微射流系統後，非專一性的物

質便會被沖洗下來，當其感應圖上之 RU值回到未注入樣品前的值時，便可

以進行下一個樣品的分析。 

 

（c.）平衡反應的測量（測定反應親和力與焓） 

親和力通常用結合常數（Ka）或解離常數（Kd）表示。將序列稀釋的樣

品胜? 通過固定有Grb2 SH2的晶片後，經BIA evaluation software分析計算，

可以得到反應的結合常數或解離常數。  
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五、評估合成胜?對人類雌激素依賴型乳癌細胞株存活率之影響  

進行人類乳癌細胞細胞株（MCF-7）體外細胞培養，並探討以生物感測

器 的 方 法 所 篩 選 出 的 合 成 胜 ?對 乳 癌 細 胞 生 長 之 影 響 。 秤取

Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2（peptide 3），並以 DMSO (最終濃度 0.08％)溶解

震盪混合均勻。人類乳癌細胞株 MCF-7 收集之後分盤，以 12 孔洞平盤培養

於 37℃、5％ CO2條件下培養 24 小時，待細胞貼附完全再行加藥；經過 48

及 72小時之有無 peptide 3處理（最終濃度為 0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5 

µM）後，利用流式細胞儀評估存活細胞數，經統計後以細胞存活百分率（％）

表示。 

 

 

六、評估合成胜?對人類雌激素依賴型乳癌細胞株細胞週期之影響  

序列濃度之 peptide 3（最終濃度為 0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5 µM）

加入於 6孔洞平盤中，每孔含 MCF-7細胞約 5×105個，於 37 ℃、5﹪CO2的

培養箱進行培養。經過 24小時後收集細胞並以 4 ℃冰的 70%酒精進行細胞

固定步驟，然後置於-20 ℃冰箱隔夜存放，加入 PI （包括 0.2 mg/mL PBS PI、

5％ Triton X-100、RNAase A）染色，避光條件下反應 30分鐘，再利用流式

細胞儀檢測乳癌細胞其細胞週期分佈情形之改變最後以流式細胞儀進行樣品

分析，數據以 Modfit LT軟體進行處理分析。 
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第四節   統計分析  

 

數據結果以平均值±標準差(mean±SD)表示，各組與對照組間之數據分析

以paired-t test進行統計比較。當p<0.05表示在統計學上具有差異。 
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第四章   結果與討論  

 

第一節  天然食材-台南五號黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細

胞之實驗  

 

一、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株存活率之影響 

人類乳癌細胞株 MCF-7分別經過 12、24、48及 72小時之有無台南五號

黑豆水提取物（最終濃度為 0、0.15、0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）處理

後，利用流式細胞儀評估存活細胞數，經統計後以細胞存活百分率（％ cell 

viability）表示於圖 4-1。由圖 4-1之結果發現台南五號黑豆水提取物對人類乳

癌細胞株 MCF-7細胞增生具有影響，即伴隨著台南五號黑豆水提取物之濃度

及處理時間增加有明顯的抑制細胞增生的效果。MCF-7細胞經濃度 1.25 

mg/mL的台南五號黑豆水提取物處理 12小時，與控制組的細胞存活百分率比

較，出現顯著差異，控制組此時細胞存活百分率平均為 78％，而經 1.25 mg/mL

的台南五號黑豆水提取物處理 12小時後，細胞存活百分率平均降為 46％；當

以 2.50 mg/mL的台南五號黑豆水提取物處理 12小時後，細胞存活百分率平

均為 37％，如圖 4-1（A），隨著台南五號黑豆水提取物濃度增加，其抑制 MCF-7

細胞生長的作用越明顯。圖 4-2是將各組的控制組MCF-7細胞存活率視為 100

％，不同濃度、時間處理的實驗組之相對存活率，則以百分比表示之。 

分析以 1.25 mg/mL及 2.50 mg/mL的台南五號黑豆水提取物處理 24小時

之 MCF-7細胞後發現，細胞存活百分率平均分別為 24％、19％，如圖 4-1（B）；

處理 48小時後，細胞存活百分率平均分別達到 13％、8％，如圖 4-1（C）；

而以 2.50 mg/mL的台南五號黑豆水提取物處理 72小時後，其細胞存活百分
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率平均降至 4％，如圖 4-1（D）。處理 12至 72小時之細胞，經分析後發現，

隨著台南五號黑豆水提取物處理時間的增加，MCF-7細胞存活百分率逐漸降

低。 
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圖 4-1、序列濃度的台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌細胞株 MCF-7， 12、

24、48及 72小時之細胞存活率變化的情形。（A）人類乳癌細胞株MCF-7，

分別經過 12小時之有無台南五號黑豆水提取物處理（最終濃度為 0、0.15、

0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）後，癌細胞存活率（％）之變化。以 sigmaplot

軟體及 student t -test統計分析，平均值 ±標準偏差 (n=3)。*代表 P<0.05；**

代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 

 
 

12 小時 
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圖 4-1、序列濃度的台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌細胞株 MCF-7， 12、

24、48及 72小時之細胞存活率變化的情形。（B）人類乳癌細胞株MCF-7，

分別經過 24小時之有無台南五號黑豆水提取物處理（最終濃度為 0、0.15、

0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）後，癌細胞存活率（％）之變化。以 sigmaplot

軟體及 student t -test統計分析，平均值 ±標準偏差 (n=3)。*代表 P<0.05；**

代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 

24 小時 
（B） 
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圖 4-1、序列濃度的台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌細胞株 MCF-7， 12、

24、48及 72小時之細胞存活率變化的情形。（C）人類乳癌細胞株MCF-7，

分別經過 48小時之有無台南五號黑豆水提取物處理（最終濃度為 0、0.15、

0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）後，癌細胞存活率（％）之變化。以 sigmaplot

軟體及 student t -test統計分析，平均值 ±標準偏差 (n=3)。*代表 P<0.05；**

代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 

 

48 小時 
（C） 
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圖 4-1、序列濃度的台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌細胞株 MCF-7， 12、

24、48及 72小時之細胞存活率變化的情形。人類乳癌細胞株 MCF-7，分別

經過 12（圖 A）、24（圖 B）、48（圖 C）及 72（圖 D）小時之有無台南五號

黑豆水提取物處理（最終濃度為 0、0.15、0.31、0.62、1.25及 2.50 mg/mL）

後，癌細胞存活率（％）之變化。以 sigmaplot軟體及 student t-test統計分析，

平均值 ±標準偏差 (n=3)。*代表 P<0.05；**代表 P<0.02；***代表 P<0.01；

****代表 P<0.001。 

 
 

72 小時 
（D） 
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圖4-2、序列濃度的台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌細胞株MCF-7， 12、

24、48及72小時後，細胞存活百分率之變化情形。以對照組存活細胞數目作

為100%。利用流式細胞儀評估細胞存活率，以不同濃度之台南五號黑豆水提

取物（最終濃度為0、0.25、0.31、0.62、1.25及2.50 mg/mL）處理乳癌細胞12、

24、48及72小時後，統計分析細胞增生的變化。 
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二、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株細胞週期之影

響  

（一）檢測序列濃度之台南五號黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞

株細胞週期之影響是否呈劑量關係 

從stock solution（12.5 mg/mL）的台南五號黑豆水提取物中分別取25、50、

100、200、400 µL/well（其最終濃度分別為0、0.15、0.31、0.62、1.25及2.50 mg 

/mL）加入於6孔洞平盤中，每孔含MCF-7約細胞5×105個，於37 ℃、5﹪CO2

的培養箱進行培養。經過24小時、48小時、72小時後利用流式細胞儀檢測乳

癌細胞其細胞週期分佈情形的變化。將MCF-7細胞其細胞週期（G0-G1、S、

G2-M、apoptosis）所佔每一個時期以百分比表示，所有的實驗均進行三重複。

圖4-3、4-5、4-7各為序列濃度（0~2.50 mg/mL）的台南五號黑豆水提取物處

理人類雌激素依賴型乳癌細胞株24小時、48小時及72小時之細胞週期變化的

情形。經Student’s t-test統計結果發現以0.15 mg/mL濃度的台南五號黑豆水提

取物處理MCF-7 24小時後，細胞週期於G0~G1期的百分比下降，S期上升，

G2~M期則無明顯改變，其他濃度0.31、0.62、1.25及2.50 mg/mL與控制組比

較也出現與0.15 mg/mL濃度相同情形，表示台南五號黑豆水提取物在這幾個

濃度下，處理24小時，會促使細胞從G0~G1期移到S期，但S期並不繼續走向

G2~M期，癌細胞停滯於S期（圖4-4）。2.50 mg /mL台南五號黑豆水提取物處

理MCF-7 48小時，細胞週期的apoptosis期佔細胞週期比率的7％（圖4-5、4-6）。

經台南五號黑豆水提取物72小時的處理，隨濃度的增加，apoptosis也有顯著

增加（圖4-7、4-8）；而以2.50 mg /mL台南五號黑豆水提取物處理72小時，細

胞幾乎沒有存活。                 
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（A）Control               （B）0.15 mg/mL            （C） 0.31 mg/mL   

 

 

 

 

 
（D）0.62 mg/mL          （E）1.25 mg/mL             （F）2.50 mg/mL 

 

 

 

 

 

圖 4-3、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 24小時後，其細胞週期變化的情形。將 0~2.50 mg/mL台

南五號黑豆水提取物加入人類雌激素依賴型乳癌細胞株（MCF-7）中培養 24

小時後，利用流式細胞儀(Flow cytometry; FACS)檢測細胞週期變化的情形，

數據以 Modfit LT軟體進行處理分析。（A）~（F）為不同濃度的台南五號黑

豆水提取物，其濃度分別如下：（A）0 mg/mL（B）0.15 mg/mL（C） 0.31 mg/mL

（D）0.62 mg/mL（E）1.25 mg/mL（F）2.50 mg/mL。 

 

G0/G1  53﹪  
S        23﹪  
G2/M   24﹪  

G0/G1  47﹪  
S        32﹪  
G2/M   22﹪  

G0/G1  45﹪  
S        35﹪  
G2/M   21﹪  

G0/G1  45﹪  
S        33﹪  
G2/M   22﹪  

G0/G1  44﹪  
S        33﹪  
G2/M   23﹪  

G0/G1  43﹪  
S        34﹪  
G2/M   22﹪  
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Concentrations of T5 black soybean milk (mg/mL)
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圖 4-4、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 24小時後，其細胞週期變化的統計分析。數據以 SigmaPlot 

2000軟體進行處理分析。數據結果以平均值±標準偏差(mean±SD)表示，n=3。

*代表 P<0.05；**代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 

。 
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（A）Control               （B）0.15 mg/mL            （C） 0.31 mg/mL   

 

 

                                    

（D）0.62 mg/mL          （E）1.25 mg/mL             （F）2.50 mg/mL 

          

 

圖 4-5、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 48小時後，其細胞週期變化的情形。將 0~2.50 mg/mL台

南五號黑豆水提取物加入人類雌激素依賴型乳癌細胞株（MCF-7）中培養 48

小時後，利用流式細胞儀(Flow cytometry; FACS)檢測細胞週期變化的情形，

數據以 Modfit LT軟體進行處理分析。（A）~（F）為不同濃度的台南五號黑

豆水提取物，其濃度分別如下：（A）0 mg/mL（B）0.15 mg/mL（C） 0.31 mg/mL

（D）0.62 mg/mL（E）1.25 mg/mL（F）2.50 mg/mL。 

G0/G1 56﹪  
S      29﹪  
G2/M  16﹪  

G0/G1 52﹪  
S      33﹪  
G2/M  14﹪  

G0/G1 51﹪  
S      35﹪  
G2/M  14﹪  

G0/G1 50﹪  
S      35﹪  
G2/M  15﹪  

G0/G1 48﹪  
S      37﹪  
G2/M  15﹪  

G0/G1 54﹪  
S      35﹪  
G2/M  12﹪  
Apoptosis 7﹪  
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Concentrations of T5 black soybean milk (mg/mL)
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圖 4-6、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 48小時後，其細胞週期變化的統計分析。數據以 SigmaPlot 

2000軟體進行處理分析。數據結果以平均值±標準偏差(mean±SD)表示，n=3。

*代表 P<0.05；**代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 
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（A）Control               （B）0.15 mg/mL            （C） 0.31 mg/mL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（D）0.62 mg/mL          （E）1.25 mg/mL             （F）2.50 mg/mL 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖 4-7、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 72小時後，其細胞週期變化的情形。將 0~2.50 mg/mL台

南五號黑豆水提取物加入人類雌激素依賴型乳癌細胞株（MCF-7）中培養 72

小時後，利用流式細胞儀(Flow cytometry; FACS)檢測細胞週期變化的情形，

數據以 Modfit LT軟體進行處理分析。（A）~（F）為不同濃度的台南五號黑

豆水提取物，其濃度分別如下：（A）0 mg/mL（B）0.15 mg/mL（C） 0.31 mg/mL

（D）0.62 mg/mL（E）1.25 mg/mL（F）2.50 mg/mL。 

G0/G1 65﹪  
S      17﹪  
G2/M  18﹪  

G0/G1 53﹪  
S      30﹪  
G2/M  20﹪  
Apoptosis 20﹪  

G0/G1 57﹪  
S      30﹪  
G2/M  13﹪  
 

G0/G1 57﹪  
S      25﹪  
G2/M  17﹪  
Apoptosis 57﹪  

G0/G1 9.96﹪  
S      28﹪  
G2/M  62﹪  
Apoptosis 96﹪  

G0/G1 0﹪  
S      0﹪  
G2/M  0﹪  
Apoptosis 100﹪  
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Concentrations of T5 black soybean milk (mg/mL)
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圖 4-8、序列濃度的台南五號黑豆水提取物（0~2.50 mg/mL）處理人類雌激素

依賴型乳癌細胞株 72小時後，其細胞週期變化的統計分析。數據以 SigmaPlot 

2000軟體進行處理分析。數據結果以平均值±標準偏差(mean±SD)表示，n=3。

*代表 P<0.05；**代表 P<0.02；***代表 P<0.01；****代表 P<0.001。 
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三、序列濃度之黑豆水提取物對人類雌激素依賴型乳癌細胞株形態之影響 

利用倒立式位像差顯微鏡觀察，以台南五號黑豆水提取物處理人類乳癌

細胞 48 小時後，細胞型態之變化情形（圖 4-9）。未以? 豆漿處理的 MCF-7

細胞形態為多角形（圖 4-9，（A）、a）；而以? 豆漿處理的顯微鏡圖像能見得

到一些豆渣之殘留（圖 4-9，（D）、c），伴隨著濃度增加，其存活細胞數目明

顯減少，也有空泡化現象（圖 4-9，（B）、b）。 

 

 

 

 

圖 4-9（A）、乳癌細胞 MCF-7，經 0 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物處

理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 

 

a 
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圖 4-9（B）、乳癌細胞MCF-7，經 0.15 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物

處理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 

b 
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圖 4-9（C）、乳癌細胞MCF-7，經 0.31 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物

處理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 
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圖 4-9（D）、乳癌細胞 MCF-7，經 0.62 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物

處理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 

 

c 
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圖 4-9（E）、乳癌細胞 MCF-7，經 1.25 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物

處理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 
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圖 4-9（F）、乳癌細胞 MCF-7，經 2.50 mg/mL濃度之台南五號? 豆水提取物

處理 48小時後，以倒立式位像差顯微鏡觀察之 MCF-7細胞型態 
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四、建立異黃酮標準曲線之結果  

為確認管柱內無任何前次殘留之干擾物，首先需讓管柱在不注入任何樣

品之情形下，完成一次已設定好之沖提流程，得到 RP-HPLC之分析圖（圖

4-10）。 

 

圖4-10、在不注入任何樣品之情形下，經RP-HPLC檢測所得到的分析圖 

在Att＝6之設定下，分析圖顯示之敏感度較佳，分析圖除了在5分鐘前和28分

鐘時有四個較大的波峰外，無其他會與異黃酮標準品同時析出之干擾物。因

此可以此分析管柱制定異黃酮之檢量線。五種異黃酮標準品daidzein、

genistein、formononetin、biochanin A、6-methoxyflavanone分別以99.5％二甲

基亞?（dimethyl sulfoxide；DMSO）溶解成各種異黃酮標準品原液（表4-1）。 

表 4-1、製作異黃酮標準曲線圖時所配製標準液之原液濃度 
Standard mg/mL 

Daidzein （D）  1.5 

Genistein （G）  1.5 

Formononetin （F）  1.8 

Biochanin （B）  0.35 

6-methoxyflavanone （M）  3.3 
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將各種異黃酮標準品的原液再分別稀釋成 1/2、1/4、1/8、1/16、1/32、1/64

及 1/128倍原液濃度（表 4-2）。 

表4-2、異黃酮標準品原液與其不同稀釋濃度之標準液 

異黃酮  

標準品  

（mg/mL） 

 
 

標準品  

稀釋倍數  

daidzein genistein formononetin biochanin A 6-methoxyflavanone a 

原液 1.500 1.500 1.800 0.350 3.300 

1/2 0.750 0.750 0.900 0.175 1.650 

1/4 0.375 0.375 0.450 0.088 0.825 

1/8 0.188 0.188 0.225 0.044 0.412 

1/16 0.094 0.094 0.113 0.022 0.206 

1/32 0.046 0.046 0.056 0.011 0.103 

1/64 0.023 0.023 0.028 0.005 0.052 

1/128 0.012 0.012 0.014 0.003 0.026 

a 6-methoxyflavanone當作內標準品。  
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以 HPLC分析序列濃度的標準品，作出異黃酮標準品檢量線。首先由不

同異黃酮標準品之原液中，各取出 10 µL之不同標準品，混合均勻後，由異

黃酮標準品之原液混合液中取出 50 µL，以 HPLC注射針注入逆相高壓液相層

析儀（reverse phase-high pressure liquid chromatography；RP- HPLC ），分析

各異黃酮之組成及含量（圖 4-11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖4-11、異黃酮標準品原液混合液之HPLC分析圖。10 µL的異黃酮標準品原液

混合液，包含濃度 15 µg/mL daidzein， 15 µg/mL genistein， 18 µg/mL 

formononetin，3.5 µg/mL biochanin A，及內標33 µg/mL 6-methoxyflavanone，

經HPLC分析後滯留時間（retention time；Rt）分別為13.31、21.82、29.74、

41.71及44.43分鐘。 

daidzein genistein formononetin biochanin A

內標 
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    由五種異黃酮標準品原液之 1/2倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出 50 µL，以 HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖 4-12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-12、五種異黃酮標準品原液 1/2 倍稀釋液之混合液的 HPLC 分析圖。異

黃酮標準品原液 1/2 倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.2分鐘，genistein＝21.86分鐘， formononetin＝29.66分鐘，biochanin A

＝41.84分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.46分鐘。 

 

 

 

daidzein genistein 

formononetin 

biochanin A

內標 
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由五種異黃酮標準品原液之 1/4倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出 50 µL，以 HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖 4-13）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-13、五種異黃酮標準品原液 1/4 倍稀釋液之混合液的 HPLC 分析圖。異

黃酮標準品原液 1/4 倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.34分鐘，genistein＝22.02分鐘， formononetin＝29.74分鐘，biochanin A

＝41.9分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.46分鐘。 

daidzein genistein formononetin 

biochanin A

內標 
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由五種異黃酮標準品原液之 1/8倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出 50 µL，以 HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖 4-14）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-14、五種異黃酮標準品原液 1/8 倍稀釋液之混合液的 HPLC 分析圖。異

黃酮標準品原液 1/8 倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.63分鐘，genistein＝22.1分鐘， formononetin＝29.76分鐘，biochanin A

＝41.87分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.43分鐘。 

daidzein genistein formononetin 

biochanin A

內標 
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由五種異黃酮標準品原液之1/16倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出50 µL，以HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖4-15）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-15、五種異黃酮標準品原液 1/16倍稀釋液之混合液的 HPLC分析圖。異

黃酮標準品原液 1/16倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.32分鐘，genistein＝21.78分鐘， formononetin＝29.62分鐘，biochanin A

＝41.76分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.4分鐘。 

daidzein genistein 
formononetin 

biochanin A內標 
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由五種異黃酮標準品原液之1/32倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出50 µL，以HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖4-16）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-16、五種異黃酮標準品原液 1/32倍稀釋液之混合液的 HPLC分析圖。異

黃酮標準品原液 1/32倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.11分鐘，genistein＝21.46分鐘， formononetin＝29.35分鐘，biochanin A

＝41.55分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.35分鐘。 

daidzein 

genistein 

formononetin 

biochanin A內標 
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由五種異黃酮標準品原液之1/64倍稀釋液中，各取出10 µL，混合均勻後，

混合液中取出50 µL，以HPLC注射針注入逆相高壓液相層析儀，分析各異黃

酮之組成及含量（圖4-17）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-17、五種異黃酮標準品原液 1/64倍稀釋液之混合液的 HPLC分析圖。異

黃酮標準品原液 1/64倍稀釋液之混合液經 HPLC分析後，Rt 分別為 daidzein

＝13.32分鐘，genistein＝21.92分鐘， formononetin＝29.78分鐘，biochanin A

＝41.87分鐘，及內標 6-methoxyflavanone＝44.46分鐘。 

daidzein 

genistein 

formononetin 

biochanin A內標 
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序列稀釋的各種異黃酮標準品之混合液，注入HPLC後所得到之各波峰面

積，經詳細計算後建立異黃酮標準品之檢量線圖（圖4-18）。 

 

（A）Daidzein 
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（D）Biochanin A 

y = 3094.8x + 0.1495

R2 = 0.9997
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圖 4-18、各異黃酮標準品之檢量線 

序列濃度的各種異黃酮標準品（A）daidzein，（B）genistein，（C）formononetin

及（D）biochanin A之分析圖，用 Excel作標準品之檢量線圖，並求出二元一

次方程式。 
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五、黑豆水提取物及甲醇提取物之異黃酮種類分析及定量  

（一）台南五號黑豆水提取物之異黃酮種類分析及定量 

台南五號黑豆水提取物注入液相層析儀，以 RP- C18逆相層柱管柱分析，

流洗出來之化合物以紫外光偵測器偵測，如圖 4-19，將台南五號黑豆水提取

物樣品波峰面積與標準品比較，根據所建立的異黃酮標準品檢量線，代入公

式計算可得樣品異黃酮種類及含量。 

 

 

 

 

 

 

圖 4-19、台南五號黑豆水提取物之異黃酮成分之 HPLC分析圖 

根據分析圖可分析黑豆中異黃酮之成分，並根據標準品之檢量線計算出黑豆

中異黃酮之含量。 

 

根據圖 4-19中台南五號黑豆水提取物之 HPLC分析圖計算台南五號黑豆

水提取物異黃酮成分及含量：台南五號乾燥物溶於去離子水中濃度為 2.5 

mg/mL，取出 100 µL 注射到 HPLC儀器中進行分析，所以實際注入 0.25 mg

daidzein 
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之黑豆。黑豆水提取物之 HPLC 分析圖中 Rt＝14.66 之波峰其區域面積為

29.58173，代入異黃酮 daidzein標準品檢量線之方程式 y = 43.392x + 0.3554

後，得到 x＝0.0067 mg，所以 0.25 mg的黑豆中含有 0.0067 mg 的 daidzein，

即 1 mg的黑豆含 0.0268 mg daidzein，故 daidzein佔台南五號黑豆水提取物之

百分比為 2.68 %。 

 

（二）台南五號黑豆甲醇提取物之異黃酮種類分析及定量 

台南五號黑豆甲醇提取物注入液相層析儀，以 RP- C18逆相層柱管柱分

析，流洗出來之化合物以紫外光偵測器偵測，如圖 4-20，將台南五號黑豆甲

醇提取物樣品波形面積與標準品比較，根據所建立的異黃酮標準曲線，代入

公式計算可得樣品異黃酮種類及含量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-20、台南五號黑豆甲醇提取物之異黃酮成分之 HPLC分析圖 

 

genistein 

daidzein 
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圖 4-20中台南五號黑豆甲醇提取物之 HPLC分析圖計算黑豆甲醇提取物

異黃酮成分及含量：台南五號甲醇提取物溶於 99.5％的 DMSO中，濃度為 8 

mg/mL，取 40 µL注入樣品注入閥，可由波形面積代入標準檢量線得到黑豆

甲醇萃取物中異黃酮含量。如圖 4-20滯留時間（Retention time，Rt）13.42

分鐘為 daidzein，代入 y = 43.392x + 0.3554標準檢量線公式，計算所得黑豆甲

醇提取物所含 daidzein含量為 255.35 µg/mL，所以 1mg含 31.9 µg daidzein。 

另外，甲醇提取方式，台南五號黑豆的 genistein能被萃取出來，可見甲

醇提取比水提取方式（daidzein含量為 26.8 µg/mg）更能有效萃取出黑豆異黃

酮組成及量。 
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六、台南五號黑豆之粗蛋白質定量  

黑豆蛋白質定量計算： 

 

 

0.05N×1/2＝0.025M 

0.025M×25/1000 µL＝0.00625 

 

0.05×25/28＝0.0446 

0.0446N×1＝0.0446 

0.0446×22.5/1000＝0.0010035… … NaOH mole數 

0.0010035×1/2＝0.00050175… … .H2SO4 mole數 

0.000625－0.00050175＝0.00012325 

0.00012325×2(氮)×14×6.25＝0.02156g 

 

1 g/400 mL×20 mL＝0.05 g 

0.02156/0.05×100%＝43.12% 

 

protein%＝28－22.5×1×0.0007×6.25×100/1×20 

＝48.125% 

 

結果得到台南五號黑豆粗蛋白質含量為 48％，與文獻報導其蛋白質含量

約 43％之結果接近。 
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第二節  合成胜? 對人類雌激素依賴型乳癌細胞之實驗  

 

一、表面漿體共振  (Surface Plasmon Resonance, SPR)技術篩選具有 Grb2 

SH2親和力之胜?  

應用生物感應器之表面膜漿共振技術建立篩選與 Grb2 SH2 高親和力及

專一性之胜? 之方法。首先晶片製備(圖 4-21)方式是將純化後之 Grb2 SH2或

GST-Grb2 SH2 蛋白質固定( immobilization )於生物感應器之 CM5晶片的表

面【93】，此固定於晶片上之 GST-Grb2 SH2 蛋白質定義為鍵合物(ligand)。實

驗過程中，首先注入 EDC/NHS 使得晶片表面之 carboxymethyl 官能基被活

化，再注射經過活化的表面，GST-Grb2-SH2即可被耦合於晶片。最後再把晶

片注射 ethanolamine 作去活化的步驟。感應圖上觀察到反應單位(RU)之增加

且維持穩定數值，即表示 Grb2 SH2已經固著於 CM5晶片的表面。 
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圖 4-21、蛋白質晶片之製備 
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接著將不同濃度之 Shc(pY)胜? 或其他設計的合成胜? ，個別注入固定

有 GST-Grb2 SH2 之 CM5生物感應晶片，再分析 Shc(pY) （圖 4-22）及合成

胜?（圖 4-23）與 GST-Grb2 SH2區塊分子間的交互作用情形。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

圖 4-22、以 BIAcoreX生物感應器分析 GST-Grb2 SH2 區塊與 Shc(pY)之交互

作用感應圖 

CM5生物感應晶片經活化，固定 GST-Grb2 SH2，再讓序列稀釋的 Shc(pY)流

經有 GST-Grb2 SH2的晶片，可由折射光角度的變化，得知兩者之間交互作用

情形。
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圖 4-23、以 BIAcoreX生物感應器分析 Grb2 SH2區塊與合成胜?之交互作用

感應圖 

CM5生物感應晶片經活化，固定 Grb2 SH2，再讓序列稀釋的 peptide 3流經

有 Grb2 SH2的晶片，可由折射光角度的變化，得知兩者之間交互作用情形。 
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二、鑑定合成之胜?  

大量製備對 Grb2 SH2高親和力及專一性之胜? peptide 3，經 RP-HPLC分

析（圖 4-24）及快速原子撞擊質譜儀鑑定分子量（圖 4-25）後，冷凍乾燥成

粉末，便可進行生物活性分析。 

 

（一）逆相高效能液相層析分析儀分析 

以 RP-HPLC分析所合成之 peptide 3，UV偵測波長為 225 nm，由積分儀

得到如下分析圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

圖 4-24、合成胜? peptide 3之 HPLC分析圖 

MW (cal.)： 731.7545
Rt : 14.47 



 94 

（二）快速原子撞擊質譜儀之胜? 分子量鑑定 
 
Fmoc-Glu-Tyr-Aib-Asn-NH2（peptide 3）：  
 
MW (cal.) ＝ 224.25＋129.1155＋163.1760＋（325.36－224.25）＋114.1039 

＝731.7545 
 

MW (det.) ＝ 731.8 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
圖 4-25、線狀胜? peptide 3之 FAB-MS Spectrophotometry 
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三、序列濃度之合成胜?對人類雌激素依賴型乳癌細胞株存活率之影響 

人類乳癌細胞株 MCF-7收集之後分盤，以 12孔洞平盤培養於 37℃、5

％ CO2條件下培養 24小時，待細胞貼附完全再行加藥；經過 48及 72小時

之有無 peptide 3處理（最終濃度為 0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5μM）後，

利用流式細胞儀評估存活細胞數，經統計後以細胞存活百分率（％）表示於

圖 4-26。結果 peptide 3濃度 37.5、50.0、62.5μM處理 48小時後，有明顯降

低 MCF-7細胞存活率的情形（A）。而處理 72小時那組（B），在 peptide 3濃

度 25.0 μΜ時，便明顯降低了 MCF-7細胞存活率。 
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圖4-26、序列濃度的peptide 3處理人類乳癌細胞株MCF-7，48小時之細胞存活

率變化的情形。人類乳癌細胞株MCF-7，經過48小時（圖B）之有無peptide 3

處理（最終濃度為0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5µM）後，癌細胞存活率（％）
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之變化。以sigmaplot軟體及student t-test統計分析，平均值 ±標準偏差 (n=3)。

*代表P<0.05；***代表P<0.01。 
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圖4-26、序列濃度的peptide 3處理人類乳癌細胞株MCF-7， 72小時之細胞存

活率變化的情形。人類乳癌細胞株MCF-7，經過72小時（圖B）之有無peptide 

3處理（最終濃度為0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5µM）後，癌細胞存活率

（％）之變化。以sigmaplot軟體及student t-test統計分析，平均值 ±標準偏差 

(n=3)。*代表P<0.05；***代表P<0.01。 
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四、序列濃度之合成胜?對人類雌激素依賴型乳癌細胞株細胞週期之影響 

序列濃度之 peptide 3（最終濃度為 0、12.5、25.0、37.5、50.0、62.5µM）

加入於 6孔洞平盤中，每孔含 MCF-7細胞約 5×105個，於 37 ℃、5﹪CO2的

培養箱進行培養。經過 24小時後利用流式細胞儀檢測乳癌細胞其細胞週期分

佈情形之改變（圖 4-27）。以 12.5 µM peptide 3處理 24小時後，S期即明顯下

降；50.0及 62.5 µM peptide 3處理 24小時後，Apoptosis分別增加 8％及 17

％，表示 Apoptosis隨著濃度增加而上升。 

0 µM                 12.5 µM                25.0 µM 
 

        

 
 

37.5 µM               50.0 µM               62.5 µM 
 

     

 

圖 4-27、序列濃度之 peptide 3對人類雌激素依賴型乳癌細胞株細胞週期 24

小時之細胞週期變化的情形 

G0/G1 62﹪  
S      21﹪  
G2/M  17﹪  

G0/G1 78﹪  
S      7﹪  
G2/M  15﹪  

G0/G1 76﹪  
S      11﹪  
G2/M  13﹪  

G0/G1 78﹪  
S     9﹪  
G2/M  13﹪  

G0/G1 79﹪  
S     9﹪  
G2/M  12﹪  
Apoptosis 8﹪  

G0/G1 77﹪  
S     7﹪  
G2/M  16﹪  
Apoptosis 17﹪  
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第五章  結論 

 

將天然食材--台南五號黑豆,依 0、0.15、0.31、0.62、1.25 毫克/毫升等濃

度加入人類雌激素依賴型乳癌細胞(MCF-7)，從實驗結果明顯可以看出，黑豆

水提取物對 MCF-7確實有降低其存活率的影響（圖 4-1），並有劑量

(dose-dependent)及時間(time-dependent)的依存關係（圖 4-2）。再進一步的從

細胞週期的變化，可一窺黑豆水提取物在 MCF-7細胞週期的影響層面，推測

黑豆水提取物的抑制作用，乃在於干擾了 DNA  replication，使細胞週期停滯

在 S phase，並從 S phase 直接導入 apotosis（S phase-arrested undergo 

apoptosis）【94】。 

之前許多人的研究指出大豆中的小分子胜?具有抗癌效果【95】，另外也

有報告指出，異黃酮用於抗癌有很高的成效【96、97】。由於本實驗中所用的

台南五號黑豆，不僅富含小分子胜? ，也富含異黃酮，因此從數據中得到的

抗癌效果，尚無法定義是何種成分造成的效應，也因此進一步定量黑豆的蛋

白質及異黃酮含量，下一步的努力目標，將分離黑豆漿成分，以確認其引起

細胞凋亡的活性成分，並繼續深入探討黑豆水粗提取物產生抗癌效果之機制。 

以致癌機轉設計胜? ，根據表面膜漿共振技術建立之方法，篩選出與 Grb2 

SH2區塊具有高親和力及高專一性交互作用之胜? peptide 3（結構組成為

Fmoc-E-Y-Aib-N-CONH2），然後以此胜? 進行體外試驗。結果發現， 37.5 μ

M濃度的胜? 處理MCF-7 48小時，能明顯降低乳癌細胞存活率（圖 4-26）。

此胜? 對MCF-7細胞株細胞週期之影響，以 12.5 µM peptide 3處理 24小時

後，S期即明顯下降；50.0及 62.5 µM peptide 3處理 24小時後，Apoptosis分

別增加 8％及 17％，表示 Apoptosis隨著濃度增加而上升（圖 4-27）。合成胜
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? peptide 3經過分析、質譜儀確認，是組成及結構明確的分子，且其結構屬

於短胜，有分子小、易吸收的優點，從實驗數據得知其對乳癌細胞有抗癌作

用，若進一步確認抗癌機制及安全性，則有開發成新藥的潛力。 
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