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中文摘要 
    本篇研究為利用天然植物中的香豆精(coumarin)處理人類子宮頸癌細胞

株(HeLa)的作用機轉。主要探討目的如下：(1)香豆精是否能抑制子宮頸癌細

胞(HeLa)增生。(2)以香豆精處理子宮頸癌細胞是否會誘發細胞凋亡(apoptosis)
的現象。(3)以香豆精處理子宮頸癌細胞是否會造成細胞週期停止(cell cycle 
arrest)的現象。(4)以香豆精處理子宮頸癌細胞對於活性氧化物(reactive oxygen 
species)、粒線體膜電位改變(mitochondrial membrane potential)、鈣離子(Ca2+)
產生的影響。(5)以香豆精處理子宮頸癌細胞造成細胞凋亡和細胞週期停止的

機制。以 MTT assay 和流式細胞計數儀來偵測細胞的存活率，發現隨著藥物

濃度的上升和加藥時間的延長，確實會抑制細胞存活率。以倒立式位相差顯

微鏡來觀察細胞型態上的改變，結果發現有細胞型態不完整、細胞膜皺縮、

與空泡化的現象。以流式細胞計數儀來偵測細胞週期，發現在 G0/G1 期的細

胞比例上升，故香豆精會造成細胞週期的 G0/G1 期的停止，並有細胞凋亡

(apoptosis)的現象產生。以流式細胞計數儀來偵測活性氧化物(reactive oxygen 
species)，發現 ROS 有增加的趨勢，故推測香豆精會誘發細胞產生 ROS。以

流式細胞計數儀來偵測粒線體膜電位(mitochondrial membrane potential)，發現

粒線體膜電位下降，故推測香豆精會誘發細胞膜孔道的打開，而導致粒線體

膜電位下降。以流式細胞計數儀來偵測鈣離子(Ca2+)濃度，發現鈣離子(Ca2+)
濃度升高，故推測香豆精會經由粒線體釋出 Ca2+進入內膜，造成鈣離子(Ca2+)
濃度升高。以慧星試驗偵測細胞的 DNA 損傷(damage)，發現在高濃度香豆精

處理後，造成細胞拖尾的比例最為明顯，表示有 DNA 損傷的現象。而以 DNA
電泳膠片觀察香豆精對於人類子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞的 DNA 情形，發現

DNA 斷裂呈階梯狀片段，表示有細胞凋亡的現象。而後以西方墨點法(Western 
blotting)來偵測蛋白表現量的改變，發現 caspase-3、Cdk 4、p53、p21、Bax、
Cytochrome c 與 iNOS 蛋白表現量增加，而 Cyclin D、CDK 2、CDC 25A、p15、
Bcl-2、Bcl-xl、NF-κB p50、NF-κB p65 蛋白表現量減少。綜合以上結果發

現：以香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)，在細胞內會產生 ROS，導致

DNA 損傷，進而活化 p53，之後活化 p21，而 p21 會造成 CDC 25A 下降，進

而抑制 Cyclin D、Cdk2 的表現，而 p15 亦會抑制 Cyclin D，使細胞停止在

G0/G1 期。當 p21 活化後會使得粒線體內的 Bcl-2 家族蛋白減少，包括 Bcl-2
與 Bcl-xl，並刺激粒線體 Bax 增加，此時粒線體的能量發生變化，粒線體會

釋出鈣離子(Ca2+)，並造成膜電位下降，而粒線體亦會釋出 cytochrome c，並

活化下游的 caspase-3，造成 DNA fragment，並誘發細胞凋亡，最終造成細胞

死亡，進而抑制細胞的存活率。 
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Abstract 
    In the last years, the strategy of selectively killing tumor cell by the induction of 
apoptosis has been addressed extensively. In this study, we have addressed the 
cytostatic and apoptosis effects of coumarin on human cervical carcinoma cell lines 
(HeLa). Treatment of HeLa cells with coumarin resulted in the inhibition of cell 
proliferation , arrest of cell cycle in G0/G1 phase and commitment to apoptosis. 
Inhibition of cell proliferation was examined by MTT assay and flow cytometry. The 
inhibition effect is dose-dependent manner. The effects on cell cycle phases were 
determined at 100 μM of coumarin using flow cytometry. The same concentration 
were used to study apoptosis, detected by morphological cell changes, sub-G1 peak 
detection and ladder fragmentation occurrence. Coumarin also induced the levels of 
Ca

2+
 concentration and decreased the levels of mitochondria membrane potential in 

HeLa cells. Moreover, the redox events associated with this compound and the protein 
levels of molecules involving cell cycle regulation and apoptosis have been 
investigated .The production of reactive oxygen species was slightly increased only 
after 30 min of treatment with 100 μM coumarin, reaching a maximum at 36 hr. The 
results also demonstrated that coumarin down-regulate the expression of cell cycle 
progress factors cyclin D, Cdc25A and CDK2.The coumarin up-regulate the 
expression of cell cycle progress factors cytodhrome c,p53 and p21.The active form 
of apoptosis key enzyme caspase-3 was increased and the apoptosis inhibitors Bcl-2 
and Bcl-xl were down-regulated.The apoptosis inducer Bax were up--regulated.  
    Overall, the results suggest a pivotal role for oxidative stress in 
coumarin-induced apoptosis and, taking into account that tumor cells are deficient in 
antioxidants, suggest a plausible utilization of this compound as an anti-proliferative 
agent in cancer therapy. 
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第一章   前言 

第一節    研究緣起   

根據衛生署在2004年的統計，我國2000年共有6,276例子宮頸癌新病

例，是常見的婦女癌症，包括侵襲癌症2,720例與原位癌3,556例，為排名第

一的女性癌症。依據世界衛生組織估計2000年約有47,0000名新病例，2002年

有239,000名婦女因子宮頸癌死亡，是全球女性常見癌症第三名。研究顯示，

第一次性行為時的年齡愈輕、性伴侶數目愈多，愈容易患上子宮頸癌。而子

宮頸癌發生率排名為女性癌症第一位，各個年齡層的女性都有可能發生子宮

頸癌，但以25歲到45歲的婦女最為常見1。針對一些癌症作搜尋，發現在開發

中國家的診斷和治療有較高的效率，並可以降低死亡率和延長存活率。而對

於一些未開發的國家的偵測更值得特別注意。而放射治療是子宮頸癌的主要

治療方法，而現今針對癌症的治療，其一為抑制癌細胞間血管生成而達抑制

成長之效；二則為細胞自身的細胞計畫性凋亡（apoptosis）著手，找出使癌細

胞自殺卻不影響其他正常細胞的方法或是藥物，就可以針對癌細胞而加以治

療，故找出有效且不傷害正常細胞的方法是刻不容緩的課題。 

臨床上用化學療法治療轉移的子宮頸癌，會有一些副作用，而治療

子宮頸癌藥物如Cisplatin、Mitolactol、5-Fluorouracil和Taxol，有時以一種藥物

單獨使用或合併數種藥物使用，用以治療子宮頸癌，皆有一定的效果。近年

來，使用天然中草藥治療癌症有不錯的療效，故有多數實驗與研究從事中草

藥之研究與開發新藥合成。 

第二節  研究目的 

近年來利用中草藥在醫學抗癌方面頗為熱門，在 1985 年，科學家發現利

用太平洋紫杉提煉的紅豆杉醇(paclitaxel)可作為治療肺癌和乳癌之應用 2，自此

之後，彷彿替中草藥研發製程開啟了一扇大門。而香豆精已知有止咳、平喘、袪

痰作用，亦有抗細菌作用，故想進一步研究香豆精與人類子宮頸癌細胞株之間的

關係，探討香豆精對人類子宮頸癌是否有抑制作用，及其作用的機轉。 

 



 11

第二章   文獻探討 

第一節 天然中草藥之應用 

    近三十年來，科學家廣泛地使用天然的萃取物或藥物應用於癌症治療，自

然界中早期曾以podophyllum peltatum及Catharanthus roseus作為治療癌症的藥

物。在1960至1982年間，就約有35,000種的植物利用其萃取物或提煉的藥物作為

對抗老鼠的血癌細胞之研究，在1985年，科學家發現利用太平洋紫杉提煉的紅豆

杉醇(paclitaxel)可作為治療肺癌和乳癌之應用，甚至對於近六十多種人類的癌細

胞株具有療效2。而八角蓮(Bajiaolian)為mayapple家族中的一種，在中國有千年的

歷史可以廣泛地應用於蛇毒、濕病、尖性濕疣、淋巴腺病變上和癌症的治療上3。

早期治療血癌多以放射線治療或是化學療法，然而治療結果並未盡如人意，而天

然多酚類化合物如黃岑(baicalein)早期證實有抗發炎作用，亦有實驗證明有抗肝

癌的作用，經由細胞凋亡的路徑而導致抑制血癌細胞的增生 4 。而

5-methoxypsoralen (5-MOP)中含有furocoumarin成份，可以誘發細胞凋亡的現象及

抑制肝癌細胞的增生，並會造成細胞週期G2/M期的停止5。大蒜中含有Diallyl 
Sulfide和Diallyl Disulfide的成份，對於大腸癌細胞有抑制增生的作用，並會誘發

細胞凋亡的現象6，Diallyl Sulfide亦會經由活化的JNK/c-Jun路徑而產生活性氧化

物並抑制神經母細胞瘤細胞的增生7，從大蒜精(garlic)萃取出來的Diallyl disulfide 
(DADS)可以抗贅瘤的活性，亦可以抑制人類食道上皮癌的增生8。而Aloe-emodin
會抑制血癌細胞(HL-60 cells)的增生並導致細胞週期G2/M期停止和誘發細胞凋

亡的現象9。白蘝(Ampelosis cantoniensis)的粗萃取物在先前文獻指出有抗菌功

能，而後發現其可以誘發細胞凋亡並抑制血癌細胞的增生10。故近年來從事中草

藥的研究與開發新藥是一項熱門的工作。  

第二節  香豆精(coumarin)簡介 

     先前有文獻指出，從茵陳蒿 (Artemisia capillaries)萃取出馬粟樹皮素

(Esculetin)為一種香豆精的衍生物，它可以誘發細胞凋亡並抑制血癌細胞的生長
11。而6-nitro-7-hydroxycoumarin對於腎細胞癌有抑制細胞生長的效果，導致細胞

凋亡和活化p38 MAP激酶12。從巴西梧桐(Calophyllum braxiliense)中粹取出一種

天然產物GUT-70，為一種三環香豆精的結構，會誘發細胞凋亡並有效抑制血癌

細胞的增生，並可能會減低藥物產生多重抗藥性基因的問題13。 
而香豆精(Coumarin)和7-hydroxycoumarin可以抗腫瘤活性，誘發細胞凋亡

和抑制非小細胞肺癌細胞(non-small cell lung carcinoma)的增生，並可能作為一種

抗腫瘤藥物14。而甘草甜素(glycyrrhizin)亦是一種香豆精的衍生物，可以用來預



 12

防C型肝炎病毒引起的癌症，此項仍在實驗中，目標是開發口服的抗肝癌的新藥
15。香豆精和黃酮類藥物含有一種叫做Benzopyrones的成份，日常生活的飲食中

如茶、水果、核仁、蔬菜、咖啡、酒類皆可以發現這種成份，香豆精是一種天然

的受質，已知被用於抗腫瘤的體內實驗，近年來常研究香豆精和其衍生物的功能。 
此外，其相關的成份用於治療更顯得重要，最近的研究發現7-hydroxycoumarin
會抑制 cyclin D1的釋出，並在其他的癌症上表現，並用於癌症治療(cancer 
therapy)。Esculetin會抑制血癌細胞(HL-60 leukaemia cells)生長並誘發細胞週期的

停止，而黃酮類藥物並可針對多種類的癌症加以治療並嘗試對HIV病人加以處

理，像是異黃酮的Genistein就能抑制細胞的增生和分化，對於乳癌、皮膚癌和前

列腺癌具有療效，而香豆精和香豆精的相關成份對於癌細胞株具有療效，利用

Esculetin與Genistein針對乳癌細胞株(MCF-7)和肺癌細胞株(A 549)可以抑制其細

胞的增生16。而香豆精含有三種功能基，例如(3-(4'-chlorophenyl)、4-benzyl、 
7-methoxyl)，它們可以抑制女性雌激素的aromatase，所以可能會有效的抑制乳癌

ER受器上的aromatase，進而對乳癌產生療效17。而香豆精被發現於天然植物，早

期在植物醫藥期刊上發表並用於治療血管類疾病。而香豆精和其代謝物

7-hydroxycoumarin發現對於肝癌細胞株(HepG2)、胃癌細胞株和大腸癌細胞株有

抑制增生的效果18。從天然植物中可以萃取出香豆精的成份，如茵陳蒿、桃花、

月橘、白芷、馬栗樹皮素..等等，而香豆精與其衍生物對於一些癌症的治療有不

錯的效果。 

               

coumarin                       7-hydroxycoumarin 
圖一  香豆精(coumarin)與7-hydroxycoumarin的化學結構式 
 

第三節  細胞週期的調控 

生物體依照DNA中密碼的指示重複進行著生長、發育及生殖等過程，而DNA
遺傳來自父母。當母細胞生長、分裂成第一代子細胞，子細胞再生長、分裂為第

二代子細胞，如此不斷地進行，這種週期則稱為細胞週期(cell cycle)。細胞生長

經由細胞週期和部份的轉錄調節。酵母菌和哺乳動物有類似的調控機制。像是

DNA複製就是利用一些蛋白去調控其他的基因，並調節細胞週期多方面的機

制，而cyclin和cyclin-dependent kinases (CDKs)顯然在基本和活化轉錄的影響上扮

演著重要的角色。此外，如腫瘤抑制基因亦會影響細胞週期的調控，包括轉錄的

活化或是抑制(repressors)19。 
細胞週期（cell cycle）指的是包含了 G0/G1、S、G2、M 等階段時期 18。 

Gap 0（G0）：細胞處在休眠的狀態，也許是暫時休眠或是永久性休眠，需
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有適當的訊息才會重新進入細胞週期。 
Gap 1（G1）：細胞維持正常代謝與繼續生長，在進入 S (synthesis 

時期之前會檢查染色體(chromosome) DNA 是否受到破壞而進

行修補(repair)工作，此時期需要花十小時到十二小時。細胞

亦可由此脫離細胞週期進入不生長的休止狀態(G0)。 
Synthesis（S）：當細胞進入 S 時期會花六到八小時進行 DNA 之複製，將原

本的二十三對染色體加以複製。 
Gap 2（G2）：當細胞進入 G2 (gap2)時期需要花三至四小時，此期細胞繼續

生長並且合成蛋白質，此外，細胞亦負責檢查染色體 DNA 的

複製是否完整而準備進行下一步的有絲分裂(mitosis)。 
M (mitosis) ：細胞會由一個母細胞變成兩個子細胞，當染色體複製完成之

後便會各自分配到子細胞內，讓子細胞內的染色體與母細胞

完全一樣，此時期約為一小時，最後子細胞便準備再進入下

一個細胞週期。 
    調控細胞週期的因子包括p53，而p53的調節包括DNA錯誤配對修復

(mismatch repair)、鹼基的切除修復(base excision repair)或核苷酸的切除修復 
(nucleotide excision repair)三種系統20。在細胞週期中，每個階段之交界處都有所

謂的「檢查點」（checkpoint），由1980年美國的Leland Hartwell所提出，主要是說

細胞週期有暫時停止的現象(cell cycle arrest)，並觀察細胞是否受到破壞，而進行

修補(repair)或是進行DNA的合成(synthesis)，最後進行細胞分裂(mitosis)，當其無

法修復時，會走向細胞凋亡(apoptosis)的途徑，最後導致細胞死亡21。 
    週期素(cyclins) D 和 E 主要存在 G1 期，並在 G1-S 期時會被分 

解，像是幾種cyclin-dependent kinases (CDKs)，皆與G1期調控有關，當靜止細胞

進入細胞週期時，基因編碼(encoding)在D-type週期素上(D1, D2,和D3) ，並且誘

發細胞分裂的訊息，而週期素亦會催化一些因子，如CDK4和CDK6，進而促進

G1期22。 

 

圖二 Cyclin D1 與 G1-S 期的相關性。   出自 Birth Defects Res. B. Dev. Reprod. 

Toxicol. (2005).  

由Cyclin D1去調節holoenzymes的次單元並使其磷酸化，而藉由cyclin 
E/CDK2而磷酸化，視網膜母細胞瘤蛋白(retinoblastoma protein；pRb)呈現未活化
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狀態而抑制細胞週期，pRb可說是G1期的看門人，亦可說它會穿越過限制點而導

致DNA的合成23。當cyclin D1過度表現時，會是導致癌症和腫瘤因子的形成和轉

移的開始。故cyclin D1在G1期的調控扮演重要角色24。 

 

圖三  調控細胞週期 G1 期的因子。出自 Technology cell signal 
關於真核細胞的 G1/S 期的檢查點(checkpoint)，主要是 G1 期進入 DNA 合

成期 (synthesis phase)時，由兩群細胞激素調控，包括 (CDK4/6-cyclin D 和

CDK2-cyclin E)，及轉錄複合物包括(Rb and E2F) 扮演在此檢查點的關鍵角色。

在 G1-phase，發現 Rb-HDAC 的抑制複合物會與 E2F-DP1 轉錄因子結合並抑制

下游路徑的轉錄。藉由 CDK4/6 和分離的 CDK2 與 Rb-repressor complex 會使 Rb
磷酸化，容許轉錄的 S 期基因與蛋白編碼(encoding)，成為一個 G1 往 S 期的開

關，並進行 DNA 複製。多數不同的刺激會影響檢查點(checkpoint)的控制，如 TGF-
β，DNA 損傷，contact inhibition，和生長因子消退。在 INK4 家族蛋白中，包

括 p14、p15(INK4B)、p16(INK4A)、p18(INK4C)以及 p19(INK4D)，會抑制 Cyclin 
D/CDK4 與 Cyclin D/CDK6 而調控 G1 期 25,26。還包括 Kip/Cip families 亦與 G1
期調控有關。而 TGF-β會抑制 Cdc25A 的轉錄，並活化細胞週期激素的磷酸化。

而 KIP/CIP families，包括了 p21(CIP1/WAF1/SDI1)、p27(KIP1)以及 p57(KIP2)。 
在細胞週期和細胞凋亡的路徑，轉錄因子p53扮演一個重要的角色，他是一個多

頻率的腫瘤抑制基因，當細胞缺p53時會導致DNA損傷和裂殖原(mitogenic)受到

刺激而使細胞死亡。造成細胞損傷可能是由蛋白質激素ATM (ataxia telangiectasia 
mutated)和ATR (ATM-related)所引起的。ATM藉由離子放射線或其他因子辨識雙

股的斷裂。ATM和ATR分別活化轉換調節點CHK2和CHK1。CHK1藉由細胞核的
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互斥或降解抑制CDC25磷酸化並抑制CDKs磷酸化。CHK2和ATM的訊息經p53
誘發p21Cip1/WAF1的表現，多種前凋亡因子(Puma, Bax, Noxa)，DNA修復補和氧化

壓力基因和回饋調節HDM2。p53是一種壽命較短的蛋白並藉ATM的磷酸化而活

化轉錄，而遍存素(ubiquitin)接合酶HDM2結合p53使細胞核p53互斥或破壞。另

一個G1的調節點功能為p53和Rb去調控高度活化的Ras，Myc和E2F訊息27,28,29 。

故與細胞週期有關的因子包括p15、p16、p21、p27、p53、CDK2、CDK4、CDK6、
cyclin D、cyclin E等等都在G1期扮演著重要的角色。 

第四節  細胞凋亡 (Apoptosis) 

細胞凋亡(apoptosis)是一種細胞自殺的機制，用以調控組織中的細胞數目並

減少個別細胞對於動物生存的威脅。如細胞表面的專一性受器、死亡受器(death         
receptors)。而死亡受器會偵測到細胞外面死亡的訊息，並進入細胞內而導致細胞

凋亡的機制 30。 
細胞凋亡(apoptosis)又稱為細胞計畫性死亡，在真核細胞的生長與細胞

分化中排除大量與不需要的細胞的方式，為一種細胞自我毀滅的過程。 
在多細胞的生物體中，細胞凋亡(apoptosis)為一種調控與維持細胞數目

非常重要的程序。而生物體的恆定亦需要細胞凋亡與細胞增生的之間平衡來控

制。倘若細胞凋亡程序被抑制或是其中調控的基因遭受損害，則會造成細胞無法

走向程式性凋亡，而導致細胞循錯誤訊息而繁衍下去，造成細胞不斷增生與細胞

癌化。 
細胞凋亡(apoptosis)與細胞壞死(necrosis)的不同在於 apoptosis 的死亡是

經由分裂成 DNA 片段、細胞膜皺縮、染色質變濃染而後形成凋亡小體（apoptotic 
bodies），由單核球或 macrophage 吞噬處理掉。細胞凋亡是有計畫性的死亡，細

胞凋亡只牽涉到本身的細胞對於其他周圍的細胞並不涉及在內，而且不發生發炎

現象。而 necrosis 意即是壞死，而其死亡方式會造成細胞發炎、細胞破裂，釋出

發炎因子並且涉及周圍細胞，有壞死現象的出現 31。 
而apoptosis與caspase有很重要的關係，caspase-specific inhibitors會抑制促

進apoptosis的刺激因子，故得知caspase在apoptosis當中也是扮演著很重要的角

色。在apoptosis啟動的時候，caspase會活化apoptosis路徑，亦是所謂的瀑布式的

效應，故利用本身的酵素活性去切割下游的caspase並活化caspase。而細胞凋亡的

現象，會產生DNA片段的斷裂，故從電泳圖可以看到DNA ladder的產生。而caspase
有兩個種類，其中一類包括起始的caspase，有caspase-2，-8，-9，-10，另一類則

為有作用(effector)的caspase，有caspase-3，-6，-7，當caspase活化時，有作用的

caspase會將細胞中蛋白裂解掉，最後導致細胞的死亡32。 

經由粒線體路徑誘發的細胞凋亡，其會釋出cytochrome c，是一種電子傳

遞鏈的關鍵蛋白，經由粒線體的細胞凋亡信號，會活化Apaf-1，進而活化caspase 
-9，而Smac/DIABLO會自粒線體釋出，並抑制IAP蛋白，使caspase-9作用而促進

apoptosis33，而Bcl-2家族蛋白會調節細胞凋亡並形成複合物而進入粒線體的膜裡
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面，而後釋出Cytochrome c和其他蛋白。而caspase 的瀑布式反應經此路徑直接

活化TNF家族受器而導致細胞凋亡，但不活化Bid、Bcl-2家族，這稱為

mitochondria-mediated apoptosis。Bax為另一群Bcl-2家族，藉由此路徑活化而增

加，而後釋出cytochrome c和其他蛋白。而Bcl-2、Bcl-xl會防止孔道形成並阻斷

細胞凋亡。細胞凋亡刺激因子(apoptosis inducing factor)是另一個粒線體因子會釋

出細胞質液誘發細胞凋亡，細胞凋亡刺激因子在分化間為一重要角色但不需依賴

caspase的幫助34,35,36。 

 

圖四  經粒線體路徑而誘發細胞凋亡的現象。出自Biocarta 
(1)細胞凋亡之外在路徑 
    外在路徑由death receptor與細胞膜上的表面受器結合放出計畫性死亡訊號

後開啟。當開啟apoptosis的大門之後會活化caspase，產生瀑布式反應，而此路徑

的速率很快，如CD95（Fas）、TNFR1、TRAIL（TNF-related apoptosis inducing 
ligand）皆是外在路徑，在免疫系統和造骨作用中，TNF可調控多種機制，在先

天性與適應性免疫反應中，扮演著一重要角色。這些蛋白包括TNFα、

lymphotoxin-α或-β、 Fas ligand (FasL)、CD27L、 CD30L、CD40L、TALL-1..
等等。TNFα在體外和體內的肝細胞增殖扮演著一個重要的角色，當並且在幾種

肝細胞損傷的模型中會產生作用並調控細胞死亡37。 

(2)細胞凋亡之內在路徑 
    內在路徑由粒線體路徑誘發的細胞凋亡，主要是由 caspase 蛋白和 Bcl-2 家

族蛋白的參與。Caspase 的全名為 Cystein aspartase，為 Cystein 活化態殘基的蛋

白酶。Bcl-2 family 包括了 Bcl-2、Bcl-XL、Bcl-Xs、Bad、Bag 、Bak、Bid。具

有促進以及抵抗細胞凋亡的功能。 
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第五節  活性氧化物(Reactive oxygen species) 

     科學家在探討老化和年齡之間的關係，於是有人提出代謝所產生一種活性

大的副產物稱「活性氧化物」(ROS，reactive oxygen species)，認為 ROS 會傷害

細胞，造成 DNA 傷害，並可能會導致老化。ROS 如超氧根陰離子（superoxide 
anion）、一氧化氮（nitric oxide），皆與生命的現象有關。例如 NO（nitric oxide），
會與調控血壓有關，故難以界定 ROS 是好或是不好，後來發現取決於 ROS 對於

人體產生反應的好壞在於氧化壓力(oxidative stress)，而利用過氧化歧異酶 

(superoxide dismutase)，和催化酶(catalase)可以對抗氧化壓力而延長生命 38。而無

脊椎動物的基因突變常由於試圖延長生命週期和加強抵抗環境中的氧化壓力像

是 ultraviolet light 或是 reactive oxygen species 而發生的。對於哺乳動物而言，調

節壓力反應的了解還不夠透徹並且無已知的基因能延長生命週期。而有科學家發

現老鼠的 p66shc 基因能作為標的突變基因並誘發抵抗壓力並延長生命。p66shc 是
一種 p52shc/p46shc疊接變異(splice variant)，細胞質液的訊號傳遞包括來自於活化

受器至 Ras 的細胞分裂信號的傳輸，當遇到 hydrogen peroxide (H2O2)或是放射線

ultraviolet light 時，p66shc 的 serine 磷酸化會上升。而 p66shc 為信號傳輸路徑的

一部分可能會調節細胞凋亡的壓力並能延長哺乳動物的生命 39。 

    而氧會接受其他分子的電子而形成氧化自由基，很多細胞內的反應包括呼吸

反應，需要還原氧變成superoxide (O.-)或是過氧化氫，這些分子會調節生物體內

分子間的反應。當他們有高度的反應時會形成ROS而造成氧化性傷害(oxidative 
damage)。究竟細胞凋亡的產生是否需要活性氧化物(ROS)呢?科學家做了三點推

測：(1) 當ROS或是內源性抗氧化機制缺失時會誘發細胞凋亡的產生。(2) 細胞

凋亡可能有時候會去抑制內源性或是外源性的抗氧化機制。(3)細胞凋亡有時候

會幫助細胞內ROS的增加40。而大蒜精成份的diallyl disulfide(DADS) 
會誘發細胞凋亡，並會使癌細胞的抗氧化機制缺失掉，進而抵抗氧化壓力，故可

能作為癌症治療的抗腫瘤增生的試劑7。 
    而活性氧化物(reactive oxygen species)會調節多種細胞的死亡，而高濃度的

活性氧化物會導致脂質過氧化、細胞膜損傷、caspase酵素的未活化和細胞壞死。  
反地，低濃度的活性氧化物會活化蛋白質激酶和磷酸酶、鈣離子儲存、活化或未

活化轉錄因子和導致細胞凋亡的現象。高濃度的活性氧化物會直接損傷細胞並殺

死細胞，相反地，低濃度的活性氧化物會間接的經由蛋白質激酶和磷酸酶、轉錄

因子和分子中基因表現而誘發細胞凋亡。而活性氧化物在細胞中誘發的細胞凋亡

的基因表現正被研究中，如Bcl-2過度表現藉由活性氧化物會誘發細胞凋亡而保

護細胞，然而，藉由Bcl-2防止活性氧化物誘發細胞凋亡的機制仍是未知的，需

進一步探討，而後發現Bcl-2 down-regulation 使活性氧化物去活化T細胞，而且

需要兩種信號模式才能活化T細胞的細胞凋亡現象。第一個信號是活性氧化物使

Bcl-2 down-regulation，而第二個訊號是Bim的表現41。 

先前提到造成細胞凋亡的兩個路徑，外在路徑是經由細胞表面受器導致活化起始
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者(如caspase-8)和反應者(如caspase-3)蛋白水解酵素，而內在路徑主要是指粒線

體，其會釋出cytochrome c和活化起始者caspase，如caspase-9，隨後活化反應者

(caspase-3)，而內在路徑主要是粒線體的標的直接活化，或是間接經由外在路徑

caspase-8分解未活化的蛋白BID。當活化BID後，BID會轉移到粒線體並刺激

cytochrome c的釋放。而Bcl-2為一種抗細胞凋亡的蛋白，它在粒線體上扮演防止

cytochrome c釋放的角色42。  
 

 

圖五  細胞凋亡的途徑。   出自 Brain Res. Bull. 62, 497-504 (2004)  

活性氧化物為氧的化學反應之衍生物，它包括自由基(free radicals)像是超氧

離子(O2
.-)、氫氧自由基(.OH)、過氧化氫(H2O2)。它們的高化學反應會使得

DNA、蛋白質、碳水化合物和脂質遭受破壞。細胞利用抗氧化防禦系統去對抗

活性氧化物，經由直接或是間接去對抗氧化性傷害。當活性氧化物去克服這些防

禦系統，結果產生氧化壓力(oxidative stress)。氧化壓力包括病理引起的疾病如

AIDS, 杭汀頓氏舞蹈症(Huntington’s disease)、帕金森氏症(Parkinson’s disease)、
阿滋海默症(Alzheimer’s disease)和一些退化性神經性疾病。氧化壓力主要的來源

為活性氧化物，故調節活性氧化物對於調控氧化壓力扮演著重要的角色，亦可以

使用技術去調控細胞凋亡有關的氧化壓力43。 
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圖六  哺乳動物細胞死亡的路徑之模型。  出自Pathophysiology 7 (27) 153–163 
細胞表面的死亡訊號經由 ligand-receptor反應發出，而使死亡受器活化

caspase-8或是由化學藥劑、離子放射線直接活化caspase-9，而後造成細胞死亡。

而藉由凋亡因子和細胞質中的蛋白酶，經由粒線體途徑會誘發細胞凋亡，而粒線

體路徑主要的檢查點是前凋亡因子(Bax)和抗凋亡因子(Bcl-2)數目的比例。粒線

體機能不良包括粒線體可透性的轉變、粒線體膜電位的改變(mitochondrial 
membrane potential)、ROS的產生、cytochrome c的釋出、AIPF-1和caspases-2、-3、 
-9進入細胞質所形成的多種的複合物。隨後活化下游的caspase和細胞核內死亡受

質的降解而導致細胞死亡44。 
 

第六節  粒腺體膜電位(Mitochondrial membrane potential)、鈣離子

(Ca2+)與 DNA 損傷(DNA damage) 

    在治療高血糖症方面，以減少粒線體自由基的產生和氧化性傷害作為給予

治療藥劑時的策略。而對於糖尿病的治療，給予藥劑的原理包括以抗氧化劑作為

粒線體的標的或是減少膜電位移動而達到治療的效果 45。 
    對於多數的生理狀況而言，細胞內的 Ca2+信號扮演著一個重要的角色，經由

調節 Ca2+依賴型酵素像是磷脂酶、蛋白酶和核酸酶，導致細胞受傷和細胞凋亡。 

粒線體沿著內質網的路徑對調節細胞內 Ca2+的含量扮演著關鍵的角色。粒線體為

Ca2+運送機制主要位置，經由粒線體而釋出 Ca2+進入內膜。當細胞內的 Ca2+過量

時，細胞內液的 Ca2+會占據著粒線體，此時會誘發細胞膜孔道的打開，會產生粒

線體膜電位改變(Mitochondrial membrane potential)。粒線體會釋出 cytochrome 
c，隨後活化 caspases，導致細胞核的裂解(fragmentation)和細胞死亡。Bcl-2 家族

蛋白在調控細胞凋亡上扮演著重要的角色。這些蛋白會出現在調控細胞內 Ca2+
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上。當 Bax 出現時，就開啟了細胞凋亡訊號的路徑(apoptosis signaling pathway)46。 
    而粒線體活性在調控生熱作用(thermogenesis)和調控能量上扮演著相當重要

的角色。而關於粒線體的代謝作用和能量平衡與細胞呼吸作用和膜電位移動有絕

對的關係 47。調控粒線體內容物的釋放被認為使是粒線體膜上一種稱為 

mitochondrial permeability transition pore (PT pore) 的巨大通道有關，包含了兩大

部分︰一個是粒線體內膜與 adenine nucleotide translocator (ANT) 相關之蛋白

質；另一個為外膜蛋白質 (有 porin,voltage-dependent anion channel,VDAC)48。 當

粒線體基質的 ATP/ADP 通道打開時，藉由粒線體的氧化磷酸化產生 ATP。當

ATP/ADP 通道打開時，粒線體內膜兩側 氫離子梯度消失、粒線體膜電位下降、

使粒線體的外膜漲破，而 caspase-inducing factors (cytochrome c 和 AIF) 釋放到  

細胞質液中造成細胞凋亡。故粒線體膜電位下降在細胞凋亡中為一重要指標
49,50。而人類老化和許多疾病發生都與粒線體異常有關，如帕金森氏症(Parkinson’s 
disease)、阿滋海默症(Alzheimer’s disease)和一些退化性神經性疾病且在細胞凋亡

過程中扮演著重要的角色，故對於粒線體膜電位的改變確實有必要作更深入的研

究。 

    鈣離子(Ca2+ )對細胞存活率的調節扮演一重要角色，而鈣離子亦與誘發細胞

凋亡反應有關51。而以大蒜中的成份Dially disulfide去處理血癌細胞並經由

caspase-3依賴型路徑而誘發細胞凋亡。而Dially disulfide在血癌細胞中會產生鈣

離子和caspase-3的活化。故偵測鈣離子(Ca2+ )可以進一步探討細胞凋亡的機制52。 
    造成DNA損傷 (DNA damage)的原因包括紫外線、離子化幅射 (ionizing 
radiation)及DNA複製抑制物氫氧基尿素(hydroxyurea)等基因毒性壓力(genotoxic 
stress)。而當DNA損傷的細胞為了再繼續DNA複製及細胞分裂等過程，此時就需

要DNA修補的動作來維持細胞複製時的正確性，並防範細胞癌化的情形。與毛

細血管擴張性失調有關之ATM (ataxia telangiectasia mutated)蛋白質在DNA損傷

反應中扮演極為重要的角色。ATR及ATM與磷酸肌醇激酶家族(phospho- inositide 
kinase family)的結構較為相似，與p53、BRCA1等蛋白質的磷酸化反應有關。科

學家發現當人類的Rad17蛋白質必須被ATR/ATM激酶磷酸化後，才會引發基因毒

性壓力反應53。故因此，藉由訊息傳遞途徑的調控，DNA損傷與訊息傳遞路徑調

控有相關性，與細胞週期停止(cell-cycle arrest)、細胞凋亡、特定基因之轉錄與

DNA修補等基因毒性壓力反應(genotoxic stress responses)是有關的54，故需要進一

步探討造成DNA損傷之機制。而一氧化氮(nitric oxide)是由一氧化氮合成酶(iNOS)
的正向調節反應所造成的，其會造成缺血性的壓力，亦會造成細胞凋亡，通常伴

隨以下的路徑：(1)粒線體膜電位(mitochondrial membrane potential)的下降。(2)
經由粒線體釋出 cytochrome c。(3) 活化caspase-9和-3使得產生低濃度NO的保護

機制而去抵抗神經細胞死亡。故一氧化氮(NO)與一些退化性神經疾病有關，如

杭汀頓氏舞蹈症(Huntington’s disease)、帕金森氏症(Parkinson’s disease)、阿滋海

默症(Alzheimer’s disease)，故值得我們進一步探討55。 
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第三章   研究設計與研究假說 

第一節     研究設計   

本實驗利用流式細胞計數儀來分析香豆精對人類子宮頸癌細胞的存活率、細

胞週期分布、凋亡細胞的比例情形、活性氧化物的產生、細胞內膜電位的移動與

鈣離子的產生。再利用倒立式位像差顯微鏡觀察加入不同濃度的香豆精後觀察細

胞型態改變的情形，再使用 DNA 電泳膠片檢測香豆精對人類子宮頸癌細胞 DNA
斷裂的情形。之後利用單細胞凝膠電泳法偵測細胞的 DNA 傷害，而後利用西方點

墨法（Western blotting）檢測細胞週期的調控與調控細胞凋亡相關的分子，以及

找出香豆精在人類子宮頸癌細胞株中參與細胞凋亡的訊息傳遞分子，並探討其造

成細胞週期和細胞凋亡的路徑，進而研發出治癌的新藥物。 

 
 

第二節      研究假說 

許多含中草藥成份的傳統藥物被廣泛應用並作為重要新藥的來源 7。而文獻

指出香豆精有抗腫瘤作用，於是設立研究假說，認為香豆精應該可以抑制人類子

宮頸癌細胞的生長，與細胞凋亡的產生，並可能調控細胞週期，而經由分子技術

的方法，我們得以檢測其抑制細胞的生長與細胞凋亡的訊息傳遞，進而發現香豆

精在人類子宮頸癌細胞上所扮演的角色及其重要性。 
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第四章   研究材料與方法 

第一節   實驗材料 

1. 細胞株 
   人類子宮頸癌細胞（Human  cervical cancer carcinoma cell line：HeLa cell ）
取自於台灣新竹食品工業發展研究所。 

2. 香豆精（coumarin）的製備 
   香豆精為天然中草藥之萃取物，現在已經有商品在市面上販售，公司名為

Sigma，其製備方法為以 0.5%DMSO 溶解，並以振盪器振盪後，儲存在 4℃冰箱

備用。   
3. 藥品試劑  
(1)MEM Medium（購自 GIBCO） 
(2)Fetal Bovine serum（購自 GIBCO） 
(3)L-glutamine（購自 GIBCO） 
(4)Disodium hydrogen phosphate（Na2HPO4；購自 Merck） 
(5)Penicillin-Streptomycin（購自 GIBCO） 
(6)Sodium bicarbonate（購自 Merck） 
(7)Potassium dihydrogen phosphate（KH2PO4；購自 Merck） 
(8)Potassium chloride（KCl；購自 Merck） 
(9)Trypan Blue（購自 Sigma） 
(10)Dimethyl Sulfoxide（DMSO；購自 Sigma） 
(11)Propidium iodide（PI；購自 Sigma） 
(12)Triton X-100（購自 Sigma） 
(13)RNase A（Ribonuclease A；購自 Sigma） 
(14)Ethanol（購自 Merck） 
(15)Formaldehyde（購自 Merck） 
(16)Coumarin （購自 Sigma） 
(17)Bovine serum albumin (BSA ; 購自 Merck) 
(18)Trypsin-EDTA ( 購自 Hyclone ) 
(19)Commassie blue (購自 Sigma) 
(20)Protein assay-Dye reagent concentrate (購自 Bio-Rad) 
(21)Glyerol (購自 Scharlau) 
(22)SDS (Sodium dodecyl sulfate ; 購自 Merck) 
(23)MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-terazolium bromide) （購

自 Sigma）    
(24)APS (Ammonium persulfate ; 購自 Merck) 
(25)TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine ; 購自 Merck) 
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(26)Tris (Tris(hydroxymethly)-aminomethane ; 購自 Merck) 
(27)Glycine (購自 Merck) 
(28)Methanol (購自 Merck) 
(29)Protein maker (購自 Femantas) 
(30)Tween 20 （購自 Sigma） 
(31)脫脂奶粉 (購自安怡奶粉) 
(32)ECL kit (Enhanced chemiluminescent kit；購自 PerKlin-ElmerTM) 
(33)顯影劑 (購自 Kodak) 
(34)定影劑 (購自 Kodak) 
(35)BioMax Flim (購自 Kodak) 
(36)蛋白質萃取試劑 (PRO-PREP protein extraction solution ; 購自 iNtRON 
Biotechnology) 
(37)10X SDS-PAGE running buffer (TG-SDS buffer ;購自 Merck) 
(38)4X Protein loading dye (購自 Amresco) 
(39)Agarose I (購自 Amresco) 
(40)Sodium chloride（NaCl；購自 Merck） 
(41)Phosphate buffer saline [PBS](由 NaCl,KCl,KH2PO4,Na2HPO4•2H2O 組

成；購自 Merck) 
(42)Anti-foam A （購自 Sigma） 
(43)5X TBE buffer (購自 Merck)    
(44)Acrylamide (購自 Merck) 
(45)Bis-Acrylamide (N,N,-methylenebiacrylamide； 購自 Merck) 
(46)Proteinase K (購自 Worthington) 
(47)X-ray(Hypercassette Amersham) 
(48)TE buffer (1 mM EDTA，10 mM Tris-base；購自 Merck)  
(49)Phenol：Chloroform：isoamyl alcohol(購自 Amresco) 
(50)LMA(low melting agarose) (購自 Pharmacia Biotech) 
(51)NMA(normal melting agarose) (購自 Transgenomic) 
(52)一級抗體： 

i anti-actin (購自 Upstate) 比例：1：1000 
ii anti-p15 (購自 Upstate) 比例：1：1000 

iii anti-cdk2 (購自 Upstate) 比例：1：1000 
iv anti-cdk4 (購自 Upstate) 比例：1：500 
v anti-Cyclin D1/2 (購自 Upstate) 比例：1：1000 

vi anti-p21WAF1 (購自 Upstate) 比例：1：1000 
vii anti-cytochrome c (購自 Upstate) 比例：1：500 

viii anti-p53p1 (購自 Oncogene) 比例：1：1000 
ix anti-caspase 3（購自 Upstate）比例：1：1000 
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x anti-caspase 8（購自 Upstate）比例：1：1000 
xi anti-caspase 9（購自 Upstate）比例：1：1000 

xii anti-Bcl-2（購自 Upstate）比例：1：1000 
xiii anti-Bax（購自 Calbiochem）比例：1：1000 
xiv anti-Bcl-xl-xs（購自 Calbiochem）比例：1：1000 
xv anti-NF-κB（p50）（購自 Ztmed. Laboratories. Inc.）比例：1：1000 

xvi anti-NF-κB（p65）（購自 Ztmed. Laboratories. Inc.）比例：1：1000 
xvii anti-CDC 25A （購自 Calbiochem）比例：1：1000 

xviii anti-iNOS （購自 BD）比例：1：1000 
(54) 二級抗體 

 (a). goat anti-mouse IgG (HRP) horseradish peroxidase  
conjugated antibody (購自 Chemicon) 

(b). goat anti-rabbit IgG (HRP) horseradish peroxidase conjugated antibody 
(Chemicon) 

    (55) H2DCFDA、Dioc6、Indo/AM1 （購自 Calbiochem） 
 

4. 設備與器材 
(1)細胞培養箱 (購自 Nuaire) 
(2)細胞培養盤 (購自 FALCON) 
(3)水浴鍋  

 (4)倒立式位像差顯微鏡 (phase-contrast microscope，購自 Olympus) 
 (5)細胞計數器 (Haemocytometer) 
 (6)離心機 (購自 Beckman) 
 (7)微量天平 (購自 Mettler Toledo) 
 (8)RO 純水製造機 (購自 Millipore) 
 (9)流式細胞儀 (Flow cytometry ;購自 Becton Dickinson) 
 (10)DNA 電泳槽 (購自 Mupid-2 ) 
 (11)酸鹼值測定計 (購自 Mettler Toledo ) 
 (12)PVDF membrane (購自 Amersham ) 
(13)SDS-PAGE 電泳槽套組 (購自 Hofer ) 
(14)分光光度計(購自 Beckman) 
(15)ELISA reader (購自 Dynatech Max Reader ) 
(16)低溫冷凍超高速離心機(購自 Hitachi ；CF15R ) 
 

第二節  實驗方法 

一、細胞培養 
將 HeLa 細胞培養於含有 L-glutamin、100U/mL penicillin G、100 μg/mL 
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streptomycin、1 mM non-essential amino acid、pyruvate、10 %FBS(fetal bovine serum)
的 MEM(Modified eagle medium)培養液中，置於 5%CO2、37℃恆溫培養箱。當

細胞生長在培養盤 70%至 80%時，以 1xPBS(phosphate buffer saline)清洗細胞後，

加入 0.5 mL 的 0.5x trypsin 於培養箱作用 2 分鐘，以 5 mL 培養液中和 trypsin 後，

離心後去除上清液，輕輕打散細胞後，計數細胞為 3x106 cells/dish，作繼代培養。

當細胞數過多時，可以作細胞冷凍將其冷凍在液態氮中。 
 

二、細胞存活率測定(MTT assay) 
培養細胞 5x103 在 96 孔洞培養盤(190 μL)於 37℃恆溫培養箱。在每個孔洞

中加入 10 μL 的香豆精，濃度為 1、5、10、20、50、100 與 200 μM，分別培

養 24 與 48 小時後，加入 20 μL 的 MTT(0.5mg/mL)於培養箱中 4 小時，再加入

100 μL 的 SDS/HCL，置於 ELISA reader 偵測(波長 570 nm)。 
 

三、細胞存活率測定(Flow cytometry analysis) 
   培養細胞11xx110055  //mmLL於於1122孔孔洞洞培培養養盤盤，培養24小時，加入濃度1、5、10、25、
50、與100 μM的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養2244、、4488和和7722小小時時，，以以00..55xx  ttrryyppssiinn打打下下細細胞胞，，

並並以以11xxPPBBSS清清洗洗，，加加入入400μL propidium iodide(40μg/mL)，再移至FACS管，再

以流式細胞計數儀偵測。 
 
四、以倒立式位相差顯微鏡觀察細胞型態(Morphology) 
    培養細胞11xx110055  //mmLL於於1122孔孔洞洞培培養養盤盤，培養24小時，加入濃度1、5、10、25、
50、與100 μM的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養66、、1122、、2244、、4488和和7722小小時時，，以以倒倒立立式式位位相相差差

顯顯微微鏡鏡((phase microscope)觀觀察察細細胞胞型型態態。。 
  

五、細胞週期測定(Cell cycle analysis) 
   培養細胞11xx110055  //mmLL於於1122孔孔洞洞培培養養盤盤，培養24小時，加入濃度1、5、10、25、
50、與100 μM的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養66、、1122、、2244、、4488和和7722小小時時，，以以00..55xx  ttrryyppssiinn打打
下下細細胞胞，，並並以以11xxPPBBSS清清洗洗，，加加入入70% 酒精(in PBS)放置-20℃冰箱24小時，加入450
μL含有2.5 μg/mL的 propidium iodide (PI)，再移至FACS管，再以流式細胞計

數儀偵測。 
 
六、活性氧化物測定(Reactive oxygen species) 
    培養細胞11xx110055  //mmLL於於1122孔孔洞洞培培養養盤盤，要做2個blank組(不加藥和試劑)，培養

24小時，加入濃度1、5、10、25、50、與100 μM的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養00..55、、11、、
44、、66、、1100、、1122、、1166、、1188、、2200、、2244、、3366、、4488、、6600、、7722和和8844小小時時，，以以00..55xx  ttrryyppssiinn打打下下

細細胞胞，，並並以以11xxPPBBSS清清洗洗，，之之後後以以11550000  rrppmm離離心心55分分鐘鐘，，再再以以11xxPPBBSS清清洗洗兩兩次次，，將將細細

胞胞ppeelllleett放放在在試試管管中中，，加加入入500μL 的200μM H2DCFDA於試管中，要全程避光，

培養於37℃培養箱中30分鐘，再移至FACS管，再以流式細胞計數儀偵測。 
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七、粒線體膜電位測定(Mitochondria membrane potential) 
    培養細胞11xx110055  //mmLL於於1122孔孔洞洞培培養養盤盤，要做2個blank組(不加藥和試劑)，培養

24小時，加入濃度1、5、10、25、50、與100 µM的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養00..55、、66、、1122、、
2244、、3366、、和和4488小小時時，，以以00..55xx  ttrryyppssiinn打打下下細細胞胞，，並並以以11xxPPBBSS清清洗洗，，之之後後以以11550000  rrppmm
離離心心55分分鐘鐘，，再再以以11xxPPBBSS清清洗洗兩兩次次，，將將細細胞胞ppeelllleett放放在在試試管管中中，，加加入入500µL 的100µM 
DioC6於試管中，要全程避光，培養於37℃培養箱中30分鐘，再移至FACS管，再

以流式細胞計數儀偵測。 
 
八、鈣離子測定(Calcium) 

培養細胞 11xx110055  //mmLL 於於 1122 孔孔洞洞培培養養盤盤，要做 2 個 blank 組(不加藥和試劑)，
培養 24 小時，加入濃度 1、5、10、25、50、與 100 μM 的的香香豆豆精精，，分分別別培培養養

00..55、、66、、1122、、2244、、3366、、和和 4488 小小時時，，以以 00..55xx  ttrryyppssiinn 打打下下細細胞胞，，並並以以 11xxPPBBSS 清清洗洗，，

之之後後以以 11550000  rrppmm 離離心心 55 分分鐘鐘，，再再以以 11xxPPBBSS 清清洗洗一一次次，，以以 11550000  rrppmm 離離心心 55 分分鐘鐘，，

之之後後完完全全避避光光，，加加入入 Indo1/AM 1mL(3μg/1mL)於試管中，而 Blank 組只加入 1 mL
的 1xPBS，置於 37℃培養箱中 40 分鐘，每十分鐘拿出來上下搖動，再放回培養

箱中，以 11550000  rrppmm 離離心心 55 分分鐘鐘後後，，並並以以 11xxPPBBSS 清洗一次，再以 11550000  rrppmm 離離心心 55

分分鐘鐘後後，，再再以以 11xxPPBBSS 清洗一次，再以 11550000  rrppmm 離離心心 55 分分鐘鐘後後，，加加入入 500μL 的

1xPBS，並移至 FACS 管，再以流式細胞計數儀偵測。 
 
九、以慧星試驗測定 DNA 損傷(Comet assay) 

培養細胞 11xx110066  //mmLL 於於 66 孔孔洞洞培培養養盤盤((33  mmLL))，，培養 24 小時，更換新鮮培養液，

加入濃度((55μμMM~~8800μμMM))的的香香豆豆精精，，一一個個孔孔洞洞加加入入 11%%的的 DDMMSSOO 作作為為陰陰性性控控制制組組，，

一一個個孔孔洞洞加加入入 33  μμMM 的的 HH22OO22，，將將上上清清液液吸吸掉掉，，加加入入 11xxPPBBSS 後後去去掉掉，，再再加加入入 00..11%%  
ttrryyppssiinn  220000μμLL，，作作用用 33 分分鐘鐘，，加加 11  mmLL 培培養養液液中中和和後後，，將將細細胞胞懸懸浮浮液液吸吸至至 11..55  mmLL
離離心心管管。。離離心心 11000000  rrppmm  55 分分鐘鐘，，去去上上清清液液後後彈彈散散沉沉澱澱物物((ppeelllleett))，，加加入入 11xxPPBBSS 清清

洗洗一一次次，，最最後後細細胞胞懸懸浮浮液液最最終終體體積積為為 330000μμLL，，將將 LLMMAA 和和 NNMMAA 以以微微波波爐爐加加熱熱溶溶

解解，，置置於於 5500℃水浴鍋內。拿磨砂載玻片和蓋玻片，編號之後加上 85μμ
LL((LLMMAA++NNMMAA))於於載載玻玻片片上上以以蓋蓋玻玻片片 4455 度度角角蓋蓋下下，，避避免免氣氣泡泡，，等等膠膠凝凝固固後後拿拿掉掉蓋蓋

玻玻片片。。取取 1100μμLL 細細胞胞懸懸浮浮液液加加 7755μμLL  LLMMAA，，混混合合後後加加到到第第一一層層膠膠面面，，蓋蓋上上蓋蓋玻玻

片片，，新新鮮鮮配配置置 llyyssiiss  bbuuffffeerr，，將將蓋蓋玻玻片片拿拿掉掉，，置置於於 llyyssiiss  bbuuffffeerr 一一個個小小時時，，準準備備電電泳泳

槽槽並並加加入入 aallkkaalliinn  bbuuffffeerr，，置置於於冰冰上上，，清清洗洗玻玻片片後後置置於於 aallkkaalliinn  bbuuffffeerr  2200 分分鐘鐘，，以以 2255vv、
300mA，跑電泳 30 分鐘。以清水輕輕清洗後，置於 0.4M Tris-HCl 約 10 分鐘使

回到中性，置於 methonol 中脫水 5 分鐘，待乾後加 PI(2.5 µg/mL)螢光染液。以

螢光顯微鏡觀察，數 100 顆細胞打價數。(0，+1，+2，+3，+4) 
 
十、DNA 萃取(DNA fragment analysis)  

將細胞培養在 10 公分培養盤，細胞數為 2x106，每個培養盤中含 10%培養
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液 10 mL，放置隔夜。加入 100 μμMM 濃度的香豆精，培養 24、36 與 48 小時。

收細胞，以刮杓刮下細胞，以吸管取細胞懸浮液放入離心管，以 1xPBS 清洗一

次。以 1000 rpm 離心 5 分鐘。將細胞移至離心管，以 1000 rpm 離心 5 分鐘。去

除上清液，加入 700λDNA extraction buffer，混合均勻。加 5λ RNAase。置於

37℃ 水浴槽 1~2 小時。加 5λ proteinase K(20mg/mL)混合後，上下輕搖，之後

置於 55℃水浴槽 1~2 小時。加 500λPhenol/CHCl3 ，混合均勻後，並清洗 2 次(在
4℃，需澄清分兩層)。混合後，先 votex 再以 7000 rpm、4℃離心 7 分鐘。以

chloroform 清洗 1 次(藉以去除 phenol)。混合後，先 votex 後離心再以 7000 rpm、

4℃離心 7 分鐘。取上層液至另一個離心管，加 2 倍體積 100%酒精。Mix gently for 
precipitation at -80℃，30 分鐘。以 12000rpm、4℃離心 10 分鐘。除去 supernant
加 1c.c. 70%酒精。12000 rpm 離心，10’ at 4℃。除去上曾液後將沉澱物風乾。加

入 TE buffer(50~100λ)溶 DNA 沉澱物，置於 4℃。隔日，將其儲存於 -20℃。以

25V 跑電泳 20 分鐘。以 Eagle eye Ⅱ照相觀察。 
 
十一、西方墨點法(Western blotting) 

做西方墨點法前，先定量蛋白質，以 ELISA 偵測，作成檢量線，並將蛋白

質定量，並加以統計分析，使其回歸係數趨近於 0.99。電泳法是利用外加電場，

對溶液中的帶電分子造成影響而使這些分子移動。故利用 SDS PAGE 使蛋白在電

泳槽中移動並被凝膠固定，使我們容易觀察蛋白表現量的變化。將細胞培養在

10 公分培養盤，細胞數為 2x106，每個培養盤中含 10%培養液 10 mL，放置隔夜。

加入 100 μμMM 濃度的香豆精，培養 24 與 48 小時。先以蛋白標準品作檢量線，

將蛋白質定量後做西方墨點法。電泳片玻璃以酒精擦拭，組裝電泳片。(配置多

片時，每片請以秤藥紙隔開)。 
配製下層膠，靜置 30 分鐘，配置上層膠，靜置 30 分鐘，插上鋸齒後並作標記。 
桌上放置一層保鮮膜，先將蛋白定量，煮 5 分鐘後 spin down，以 protein 加 SDS 
sample buffer loading 至孔洞上。跑 SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis SDS 
(PAGE)：150mA 30 分鐘或 90 mA 2 小時(1x protein running buffer)，跑完後在 gel
左上截角。PVDF(membrane)、3M paper 先剪好，membrane 先放入 methanol、在

放入 running buffer。3M paper gel 放入 running，在置入滾平。Transfer  300 mA 
30 分鐘。 
                         

‾  
 
3M paper   

gel 
PVDF 
3M paper    

+  
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之後 wash 和 block membrane ~blot/tween buffer，1st：15min，2nd：20min 
(wash 去除 SDS，去除 Ag-Ab reaction) hybridization 1°Ab，以 blotto/tween 稀釋(β 
actin 1：1000)，1 小時或置於 4℃ ，隔夜。之後以 10 分鐘請洗 3 次，每次約 50 
mL 的 blotto/tween(每換一次 blotto 可以先 ranse)hybridization 加入二級抗體 1 小

時(2° Ab ：blotto/tween＝1：5000＝1λ：5mL) 以 blotto/tween buffer 清洗 3、4、
5、6、7 分鐘之後將 membrane 以 1X PBS 清洗，並前往暗房(dark room)押片。(帶 
12 項物品) 
Ⅰ.保鮮膜 Ⅱ.timer Ⅲ.membrane in 1x PBS Ⅳ.film 
Ⅴ.剪刀 Ⅵ.ECL reagent black : white =1 : 1           
Ⅶ.mix container(器皿)+chips(夾子) Ⅷ.3 個 box  
Ⅸ.X 光片舺 Ⅹ. pipetman +tip ⅩⅠ.顯影劑+定影劑  
ⅩⅡ.擦手紙 
ECL reagent black: white=1:1(約 1.8mL+1.8mLmix well) membrane 放入後來回翻

面， 約 1 分鐘至 1 分 10 秒。鋪保鮮膜，membrane 稍乾放上去，保鮮膜折半蓋

上，壓平吸乾。放進 cosstte，蓋上底片，蓋好(曝光時間依螢光強度為準)。顯影

清水 定影 清水(1 分鐘)。回收顯影劑、定影劑(可重複使用)。membrane 用

較淡的 comassive  blue 染色 8 分鐘。之後 destain。 
 

十、統計方法 

    利用 SPSS 套裝軟體，採 Unpaired student’s test 分析實驗組與對照組之間的

差異，當 P<0.05 表示兩組間有差異，當 p<0.01 表示兩組間有極顯著差異，而

P<0.001 表示兩組間有非常極顯著差異。 
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第五章  實驗結果 

第一節  香豆精在人類子宮頸癌細胞株對細胞增生的影響與細胞

型態上的改變情形 

利用MTT assay評估細胞存活率，結果發現加入不同濃度的香豆精之後，細

胞的存活率隨著藥物濃度的上升而下降，在圖七中可以發現子宮頸癌細胞經由藥

物濃度的上升，使得細胞存活率下降，且隨著時間點的延長，亦使得細胞存活率

下降。而圖八是利用流式細胞計數儀(flow cytometry)評估細胞存活率，結果發現

加入不同濃度的香豆精之後，細胞的存活率隨著藥物濃度的上升而下降，而分別

在24、48、72小時的時間點，亦發現細胞的存活率隨著時間點的延長而有下降的

現象，在100 µM濃度處理細胞的情形下，細胞存活率不到10 %。而圖九是利用

流式細胞計數儀評估細胞的存活率，在100 µM濃度的coumarin處理6、12、24、

48、72小時後，結果發現隨著時間點的延長，香豆精有效的抑制細胞的生長。利

用倒立式相位差顯微鏡觀察細胞的型態，加入不同濃度的香豆精處理24小時後，

發現細胞數目有明顯下降的情形，且有細胞型態不完整、細胞膜皺縮、與空泡化

的現象（如圖十）。而圖十一固定以100 µM濃度的香豆精處理不同的時間點後，

發現隨著加入藥物時間增長，細胞數目明顯下降，由此可知香豆精對於人類子宮

頸癌細胞有引起細胞計畫性死亡作用，在倒立式相位差顯微鏡，可看到凋亡小體

及空泡化現象，此外亦有細胞皺縮變形、空泡化、裂解等特徵。 
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圖七 利用 MTT 分析法檢測香豆精在 24 小時和 48 小時對人類子宮頸癌細胞株

存活率(cell viability)之影響。（濃度範圍為 1 µM-100 µM）對照組則加入

0.5% DMSO。實驗結果如圖四所示，隨著 coumarin 藥物濃度的升高其 HeLa 
cell 之細胞存活率越來越低，數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。 
( * p< 0.05，** p< 0.01，*** p<0.001 ) 
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圖八  利用流式細胞計數儀評估細胞的存活率。使用不同濃度的香豆精分別處理    
24、48、72 小時後，在人類子宮頸癌細胞株所檢測到的存活率情形。數據結果

以 mean±SD 値表示，n=3。( * p< 0.05，** p< 0.01，*** p<0.001 )     
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圖九  利用流式細胞計數儀評估細胞的存活率。使用 100 µM 濃度的 coumarin 處   

理 6、12、24、48、72 小時後，在人類子宮頸癌細胞所檢測到的存活率情

形。數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。( * p< 0.05，** p< 0.01，***p<0.001 ) 
 

        
0 µM   ( control )    10 µM              20 µM 
 

         
50 µM              75 µM              100 µM 
 
圖十   利用倒立式相位差顯微鏡觀察細胞的型態。加入不同濃度的香豆精處理

24 小時後，發現隨著藥物濃度的上升，細胞數目有明顯下降的趨勢，且

有細胞型態不完整、細胞膜皺縮與細胞空泡化的現象。放大倍率 200 X。
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control                   100 µM                6 hr 

    

control                   100 µM                12 hr 

    

control                   100 µM                24 hr 

    

control                   100 µM                48 hr 

    

control                   100 µM                72 hr (放大倍率為 200 X )  
圖十一 利用倒立式相位差顯微鏡觀察細胞的型態。加入 100 µM 濃度的香豆精

處理不同的時間點後，發現隨著加入藥物時間點的上升，細胞數目有明

顯下降的情況，且有細胞型態不完整、細胞膜皺縮與細胞空泡化現象。
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第二節    香豆精在人類子宮頸癌細胞株對細胞週期(Cell cycle)的

影響 

    利用流式細胞計數儀評估濃度為 100 μM 香豆精處理 24 小時或不同時間

點後，加入 PI，並觀察其細胞週期的表現。發現隨著藥物濃度的增加，G0/G1
期之細胞比例有越來越多的趨勢，在 48 小時的時候，G0/G1 期的細胞比例上升

了 37.5﹪。由此可知，香豆精可以使人類子宮頸癌細胞引起細胞週期在 G0/G1
期的停止(G0/G1 arrest)，而且會引起細胞計畫性死亡作用，在圖中可見 sub-G1 
peak。（如圖十二、十三） 
 
 

Control                          100 µM ( 6 h )                            

      

 
     100 µM ( 12 h )                   100 µM ( 24 h )  

圖十二   人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度的香豆精處理 6、12、24 小

時後之流式細胞計數儀所檢測到的情形，結果發現隨著時間點的延長，細胞週期

中的 G0/G1 期細胞數有明顯的上升，而細胞凋亡的現象也明顯的增加。 
 
 
 

Apoptosis：9.75﹪
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圖十三 人類子宮頸癌細胞經由給予或不給予 100 µM 濃度的香豆精分別處理 6、

12、24、48、72 小時之流式細胞計數儀所檢測到的情形。隨著加藥時間

點的延長，細胞週期中的 G0/G1 期細胞數有明顯的上升。數據結果以

mean±SD 値表示，n=3。 
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第三節    檢測香豆精在人類子宮頸癌細胞株細胞是否產生活性氧

化物(Reactive oxygen species)     

利用流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理 0.5 小時之後，加入

H2DCFDA，觀察其產生活性氧化物的情形。發現隨著藥物濃度的增加，曲線有

些微右移的情形，且 M1 Gated 數值也隨之增加，表示細胞有產生活性氧化物的

情形，在 100 µM 為 9.3±0.7，可知 100 µM 濃度處理的細胞為明顯。（如圖十四、

十五、十六） 
之後利用流式細胞計數儀評估 100 µM 濃度的香豆精處理不同時間 0.5、1、

4、6、8、10、12、16、18、20、24、36、48、60、72 和 84 小時，再加入 H2DCFDA，

並觀察其產生活性氧化物的情形。結果發現隨著時間的延長，曲線相對地有右移

的趨勢，且 M1 Gated 數值也隨之增加，表示細胞有產生活性氧化物的情形（如

圖十七、十八、十九、二十），可能因此而造成細胞的 DNA 傷害。 

 

圖十四 利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香

豆精於 0.5 小時所造成 ROS 的影響。結果發現隨著濃度的增加，曲線有右移的

趨勢，表示有產生 ROS 的現象。 

    Control              
100 μM    
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圖十五  利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之

香豆精在 0.5 小時所造成 ROS 的影響。結果發現隨著濃度的增加，曲

線有右移的趨勢，表示有產生 ROS 的現象。 
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圖十六  人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香豆精在 0.5 小時的 ROS

之量化圖。結果發現隨著濃度的增加，ROS 數值上升，表示有產生 ROS
的現象。數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。 
( * p< 0.05，** p< 0.01，*** p< 0.001 ) 

 
 

    Control               1 μM   
5 μM   

 10 μM    
                         20 μM     

50 μM   
100 μM   
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圖十七  利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之香

豆精在 0.5、1、4、6、8、10、12 小時所造成的 ROS 影響。結果發現

隨著時間點的延長，曲線有右移的趨勢，表示有產生 ROS 的現象。 

 
圖十八  利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之香

豆精在 0.5、1、4、6、10、12、16、18、20、24 小時所造成 ROS 的影

響。結果發現隨著時間點的延長，曲線有右移的趨勢，表示有產生 ROS
的現象。 

 
 

               
              Control   6 h       16 h 

      4 h             18 h     
1 h               20 h 

            30 min                  24 h 
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圖十九  利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之香

豆精在 24、36、48、60、72 和 84 小時所造成 ROS 的影響。結果發現

隨著時間的延長，曲線有右移的趨勢，表示有產生 ROS 的現象。 
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圖二十  人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之香豆精所造成的 ROS 之量

化圖。結果發現隨著時間的延長，ROS 數值上升，表示有產生 ROS 的

現象。數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。 
 

        60 h 
48 h                    

   36 h                 72 h       
24 h                    84 h    

 control 
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第四節  香豆精在人類子宮頸癌細胞株細胞對膜電位(Mitochondrial 

      membrane potential)的影響 

利用流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理 1 小時之後，加入 DioC6，
並觀察其產生膜電位變動的情形。發現隨著藥物濃度的增加，發現曲線有些微左

移的情形，且 M2 Gated 數值也隨之增加，表示細胞有產生膜電位移動的情形，

推測可能經由粒線體而導致產生膜電位移動，而在 100 µM 的濃度較為明顯。（如

圖二十一、二十二） 
之後以 100 µM 香豆精處理細胞不同時間後，加入 DioC6 來檢測膜電位變動

的情形。分別從 0.5、1、4、6、8、10、12、16、18、20、24、36、48、60、72
和 84 小時的處理時間來檢測細胞產生膜電位變動的情況。結果發現隨著時間的

延長，曲線相對地有左移的趨勢，且 M2 Gated 數值也隨之增加（如圖二十三、

二十四、二十五），表示細胞有產生膜電位變動的情形，可能是經由粒線體的路

徑而造成膜電位的變動。 
 
 

 
圖二十一    利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃

度之香豆精所造成 MMP 的變動。結果發現隨著濃度的增加，曲線

唯有在 100 µM 的濃度有左移的趨勢，表示有產生 MMP 的現象。 
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圖二十二     人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香豆精所造成 MMP

變動的量化圖。結果發現只有在 100 µM 濃度下，會有 MMP 數值

下降，表示有產生 MMP 的現象。數據結果以 mean±SD 値表示，

n=3。( * p< 0.05，** p< 0.01) 
 
 

 
圖二十三 利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之   
香豆精在各個不同的時間點所造成 MMP 的變動。結果發現隨著時間點的延長，

曲線有左移的趨勢，表示有產生 MMP 的現象。
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圖二十四 利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經由給予 100 µM 濃度之

香豆精在各個不同的時間點所造成 MMP 的變動。結果發現隨著時間點的延長，

曲線有左移的趨勢，在 48 h 左移的情況最明顯，表示有產生 MMP 的現象。 
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圖二十五  人類子宮頸癌細胞經由給予濃度 100 µM 之香豆精所造成 MMP 變動

之量化圖。結果發現隨著時間點的延長，MMP 數值也隨之下降，在 48
小時，MMP 數值最低，表示在 48 小時產生最多的 MMP。數據結果以

mean±SD 値表示，n=3。( * p< 0.05，** p< 0.01 ，*** p< 0.001) 
 

                           control 
  12 h                       30 min 
                               6 h 
48 h                         24 h 

                             36 h  



 42

第五節  香豆精對細胞內鈣離子(Ca2+)濃度之影響 

利用流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理 1 小時之後，加入

Indo-1AM，並觀察其產生鈣離子的情形。發現隨著藥物濃度的增加，發現曲線

有些微右移的情形，且 M1 Gated 數值也隨之增加，表示細胞內鈣離子濃度增加，

以 50 µM 香豆精處理鈣離子濃度增加為明顯。（如圖二十六、二十七、二十八） 
之後評估以 50 µM 的香豆精處理不同時間後的情況，同樣加入 Indo-1AM，

觀察鈣離子的濃度變化。從 1、2、4、6、8、12、18、24、36、48 和 60 小時的

時間點來探討細胞產生鈣離子的情形。結果發現隨著時間的延長，曲線相對地有

右移的趨勢，且 M1 Gated 數值也隨之增加，表示香豆精會促使細胞內鈣離子濃

度增加。（如圖二十九、三十、三十一、三十二） 
 
 
 

 

  

圖二十六 人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香豆精造成鈣離子濃度變

成的情形。分別給予香豆精濃度 1、5、10、25、50、100 µM 於人類子宮頸癌細

胞作用 1 小時，結果發現隨著濃度的增加，曲線有右移的趨勢，表示有鈣離子濃

度增加的情形，在 50 µM 處理的濃度下右移情況最為明顯。 
 

 

  

Control 

50 µM 
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圖二十七 人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香豆精造成鈣離子濃度增

加的情形。分別給予香豆精濃度 1、5、10、25、50、100 µM 於人類

子宮頸癌細胞作用 1 小時，結果發現隨著濃度的增加，曲線有右移的

趨勢，表示鈣離子濃度增加，在 50 µM 處理的濃度下右移情況最為

明顯。 
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圖二十八  人類子宮頸癌細胞經由給予各種不同濃度之香豆精造成鈣離子濃縮

變動的量化圖。結果發現在 25、50、100 µM 濃度下，calcium 數值上升較為明顯，

表示有明顯鈣離子濃度增加的現象。數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。( * p< 
0.05，** p< 0.01 ，*** p< 0.001 ) 

    Control                
1 μM        5 μM   
10 μM             25 μM     

50 μM   
100 μM        
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圖二十九 人類子宮頸癌細胞經由給予 50 µM 濃度之香豆精在 1、2、4、6、8、
12 小時造成鈣離子濃度變動的情形。結果發現在這些時間點，曲線右移的趨勢

並沒有很明顯，表示只有些微的鈣離子濃度增加。 
 

 
圖三十 人類子宮頸癌細胞經由給予 50 µM 濃度之香豆精在 12、18、24、36、48、
60 小時鈣離子變動的情形。結果發現隨著時間點延長，曲線有明顯右移的趨勢，

表示鈣離子濃度增加。 
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圖三十一 人類子宮頸癌細胞經由給予 50 µM 濃度之香豆精在 12、18、24、36、
48、60 小時造成鈣離子濃度變動的情形。結果發現隨著時間點延長，曲線有明

顯右移的趨勢，表示鈣離子濃度增加。 
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圖三十二  人類子宮頸癌細胞經由給予濃度 50 µM 之香豆精所造成鈣離子濃度

上升的量化圖。結果發現隨著時間點的延長，calcium 數值也隨之上升，

表示鈣離子濃度增加。數據結果以 mean±SD 値表示，n=3。 
( * p< 0.05，** p< 0.01 ，*** p< 0.001)

                   
    
          24 h      36 h 

12 h   18 h          48 h              
control                         60 h    
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第六節  利用慧星試驗(Comet assay)觀察香豆精對於人類子宮頸

癌細胞株 HeLa 細胞其 DNA 傷害程度 

利用慧星試驗法觀察濃度分別為 5、10、20、40、80 µM 香豆精對 HeLa
細胞作用 24 小時後，所造成細胞 DNA 單股斷裂的程度。在陰性對照組加入 1% 
DMSO，陽性對照組加入 3 µM H2O2，其餘則加入 5、10、20、40、80 µM 濃度

的香豆精，以慧星試驗偵測，觀察細胞拖尾的情形，隨機選取 100 顆細胞按拖尾

情況給予 0~4 價數。結果發現：當香豆精濃度愈高，其 DNA 拖尾的情況愈嚴重，

亦表示其 DNA 損傷的程度也愈高。（如圖三十三、三十四） 
   

1% DMSO (negative control )  H2O2 (postive control )   80 µM of coumarin 
圖三十三  藉由慧星試驗偵測 DNA 傷害的程度。陰性對照組加入 1% DMSO，

陽性對照組加入 3 µM H2O2，並觀察 DNA 傷害的程度。    
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圖三十四 經由不同濃度的香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa cells) 24 小時

後，以慧星試驗分析其對細胞 DNA 傷害的程度。陰性對照組加入 1% DMSO，

陽性對照組加入 3 µM H2O2，作用 24 小時，並觀察 DNA 傷害的程度。   ，， 
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第七節  利用 DNA 電泳膠片觀察香豆精對於人類子宮頸癌細胞株

HeLa 細胞其 DNA ladder 情形 

    為了進一步確定香豆精在人類子宮頸癌細胞所引起的細胞凋亡情形，於是

利用 DNA 電泳膠片來觀察其斷裂的 DNA fragment。使用 1%的電泳膠片以 100 V
的電壓跑膠片，並以 ethidium bromide 來染色，在 Eagle EyeⅡ的 UV light 下觀

察其 DNA 斷裂的情形。在圖三十三中，加入 100 µM 的香豆精處理 24、36、48
小時後，在 50-300 bp 的位置出現斷裂的 DNA 片段，可以清楚的看到有斷裂的

DNA fragment，並且形成 DNA ladder 的情形。 
 
 
 

( bp ) 

800 
600 

400 
200 
圖三十五  利用 DNA 電泳法檢測 DNA 斷裂的情形。加入 100 µM 的香豆精處理

24、36、48 小時後，在 50-300 bp 的位置出現斷裂的 DNA 片段，形成 ladder 的
情形。 
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第八節  利用西方墨點法(Western blotting)檢測香豆精對細胞週期蛋

白表現量的影響 

    以西方墨點法分析，香豆精對人類子宮頸癌細胞內的細胞週期相關蛋白質的

影響。先前的實驗結果顯示，香豆精造成參與調控細胞週期中 G0/G1 期的停止，

為探究其機制故接著偵測參與調控細胞週期相關的 G0/G1 期的蛋白，包括 Cdk 
2、Cdk 4、cyclin D1/2、CDC 25A、p15、p21 和 p53，觀察蛋白表現量。 
    利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 cyclin D1/2、cdk 2、cdk4、p15 的蛋 
白表現量。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa) 
24 或 48 小時後，觀察蛋白表現量變化，以β-actin 作為 internal control，結果發

現隨著濃度上升與時間的延長，cyclin D1/2 蛋白表現量下降，cdk 2 蛋白表現量

下降，cdk4 蛋白表現量上升，p15 蛋白表現量下降。(如圖三十六、三十七) 
    利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 CDC 25A、p21、p53 的蛋白表現量。 
分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小 
時， 觀察蛋白表現量變化，結果發現隨著濃度的上升，CDC 25A 蛋白表現量下 
降，p21 蛋白表現量先增加而後遞減，p53 蛋白表現量先增加而後遞減。(如圖三 
十八、三十九) 
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24 h                 48 h 
             0    10   50  100   0   10   50  100  ( µM ) 

Cyclin D1/2   36 KDa 

Cdk 2      33 KDa 

P15       15 KDa 

β-actin     43 KDa 

圖三十六 利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 cyclin D1/2、cdk 2、cdk4、p15 的

蛋白表現量變化。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類

子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24、48 小時，觀察蛋白表現量，以 β-actin
當作 internal control。     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖三十七  利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 cyclin D1/2、cdk 2、cdk4、p15

的蛋白表現量變化的量化圖。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆

精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24、48 小時，觀察蛋白表現量，

以 β-actin 當作 internal control。  
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           24 h 

      0       10      50      100   ( µM ) 

CDC 25A    67 KDa 

P21      21 KDa 

P53      53 KDa 

β-actin      43 KDa 

圖三十八  利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 CDC 25A、p21、p53 的蛋白表現

量變化。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌

細胞株(HeLa)於 24小時，觀察蛋白表現量變化，以 β-actin當作 internal 
control。 
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圖三十九  利用西方墨點法觀察 G0/G1 期中的 CDC 25A、p21、p53 的蛋白表現

量變化的量化圖。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類

子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量變化，以 β-actin
當作 internal control。 
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第九節    利用西方墨點法檢測香豆精在人類子宮頸癌細胞中對

caspase 蛋白與細胞凋亡調控蛋白的表現量之影響 

    先前的實驗結果顯示，香豆精會導致子宮頸癌細胞凋亡，為探究其機制，

故接著以西方墨點法偵測參與調控細胞凋亡相關的蛋白，包括促進細胞凋亡的

Bax，與抑制細胞凋亡之因子 Bcl-xl-xs 和 Bcl-2，以及執行細胞凋亡的 caspase 
family 包括 caspase-3、caspase-8、caspase-9，觀察其蛋白表現量變化，以β-actin
作為 internal control。 
    分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa) 24 
小時，觀察蛋白表現量，結果發現隨著濃度的上升，Bcl-xl-xs 蛋白表現量下降， 
Bcl-2 蛋白表現量下降，Bax 蛋白表現量先增加而後遞減。(如圖四十、四十一)  
    而經由粒線體會釋出 cytochrome c，進而造成細胞凋亡，並活化下游路徑，

故接著偵測 cytochrome c，結果發現 cytochrome c蛋白表現量先增加而後遞減。(如
圖四十、四十二) 

利用西方墨點法觀察與 caspase family 有關的 caspase-3、caspase-8、caspase 
-9 的蛋白表現量。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細

胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量，結果發現隨著濃度的上升，caspase-3
蛋白表現量上升，caspase-8 蛋白表現量下降，caspase-9 蛋白表現量下降。(如圖

四十三、四十四) 
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24 h 
            0     10    50    100  ( µM ) 

Bcl-xl-xs             21 KDa 

Bcl-2                26 KDa 

Bax                 23 KDa 

Cytochrome c        14 KDa                             

β-actin               43 KDa 

圖四十   利用西方墨點法觀察與 apoptosis 有關的 Bcl-xl-xs、Bcl-2、Bax 與 
cytochrome c 的蛋白表現量變化。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處

理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量，以 β-actin 當作

internal control。 
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圖四十一  利用西方墨點法觀察與 apoptosis 有關的 Bcl-xl-xs、Bcl-2、Bax 的蛋

白表現量變化的量化圖。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處

理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量，以 β-actin
當作 internal control。 
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圖四十二  利用西方墨點法觀察 cytochrome c 的蛋白表現量的量化圖。分別以濃

度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24
小時，觀察蛋白表現量變化，以 β-actin 當作 internal control。 
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24 h 

              0      10      50       100   ( µM ) 

caspase-3  17 KDa (active form) 

caspase-8   20 KDa (active form) 

caspase-9   34 KDa (active form) 

β-actin   43 KDa  

圖四十三  利用西方墨點法觀察與 caspase family 有關的 caspase-3、caspase-8、 
caspase-9 的蛋白表現量變化。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆

精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量，以

β-actin 當作 internal control。 
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圖四十四  利用西方墨點法觀察與 caspase family 有關的 caspase-3 、caspase-8、 
caspase-9 的蛋白表現量變化的量化圖。分別以濃度 0、10、50、100 µM 
香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現

量，以 β-actin 當作 internal control。 
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第十節   利用西方墨點法對香豆精在人類子宮頸癌細胞中 Death 

Receptor 與 iNOS 蛋白表現量的變化 

       以西方墨點法分析，香豆精對人類子宮頸癌細胞內的調控細胞死亡受器

相關蛋白質的影響。先前的實驗結果顯示，香豆精會造成參與調控細胞凋亡的機

制，亦可能會經由調控細胞死亡受器而造成細胞凋亡，故接著偵測參與調控細胞

死亡受器相關的蛋白，包括 NF-κB p50 、NF-κB p65；因為 iNOS 與造成 NO
的路徑有關，故接著偵測 iNOS，並觀察蛋白表現量變化，進一步探討調控細胞

死亡受器的機制。 
利用西方墨點法觀察 Death receptor 有關的 NF-κB p50、NF-κB p65 與 

iNOS 的蛋白表現量。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌

細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量變化，結果發現 NF-κB p50 蛋白表現

量下降，NF-κB p65 蛋白表現量下降，iNOS 表現量先增加而後遞減。(如圖四

十五、四十六、四十七) 
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24 h 

      0       10      50      100  ( µM )  

NF-κB p50  50 KDa 

NF-κB p65  65 KDa 

i NOS       113 KDa 

β-actin      43 KDa 

圖四十五  利用西方墨點法觀察 Death receptor 有關的 NF-κB p50 、NF-κB p65
與 iNOS 的蛋白表現量變化。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆精

處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量變化，

以 β-actin 當作 internal control。 
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圖四十六  利用西方墨點法觀察 Death receptor 有關的 NF-κB p50 、NF-κB p65

的蛋白表現量變化的量化圖。分別以濃度 0、10、50、100 µM 香豆

精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，觀察蛋白表現量變

化，以 β-actin 當作 internal control。 
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圖四十七  利用西方墨點法觀察 iNOS 的蛋白表現量的量化圖。分別以濃度 0、

10、50、100 µM 香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)於 24 小時，

觀察蛋白表現量變化，以 β-actin 當作 internal control。 
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第六章  討論 
從天然植物中萃取出香豆精的成份，如茵陳蒿、桃花、月橘、白芷、紫花呋

喃、馬栗樹皮素..等等，而香豆精與其衍生物對於一些癌症的治療有不錯的效

果。事實上，香豆精和黃酮類藥物含有一種叫做Benzopyrones的成份，日常生活

的飲食中如茶、水果、核仁、蔬菜、咖啡、酒類皆可以發現這種成份，而研究發

現：香豆精和其代謝物7-hydroxycoumarin發現對於肝癌細胞株(HepG2)、胃癌細

胞株和大腸癌細胞株有抑制增生的效果18。而子宮頸癌細胞(HeLa)又是極容易取

得的細胞株，故以香豆精處理細胞，試圖找出香豆精和子宮頸癌細胞(HeLa)兩者

之間的關係，並探討香豆精抑制子宮頸癌細胞(HeLa)增生的效果。 
    本篇主要探討目的如下：(1)香豆精是否能抑制子宮頸癌細胞(HeLa)增生。(2)
以香豆精處理子宮頸癌細胞是否會誘發細胞凋亡(apoptosis)的現象。(3)以香豆精

處理子宮頸癌細胞是否會造成細胞週期停止(cell cycle arrest)的現象。(4)以香豆精

處理子宮頸癌細胞對於活性氧化物(reactive oxygen species)、粒線體膜電位改變

(mitochondrial membrane potential)、鈣離子(Ca2+)產生的影響。(5)以香豆精處理

子宮頸癌細胞造成細胞凋亡和細胞週期停止的機制。 
    MTT assay 與流式細胞計數儀的結果對照，MTT 是測粒線體酵素的活性，

觀察酵素是否表達，但細胞或許還沒死卻仍有酵素活性，而流式細胞計數儀是偵

測細胞的存活率，且較為靈敏，故兩者可以對照，皆說明了香豆精可以抑制細胞

存活率。流式細胞計數儀存活率算存活率時，測定未加藥組與加藥組，利用流式

細胞計數儀的分選原理，定 15 秒測 8000 顆細胞，可以觀察 15 秒鐘未加藥的有

多少細胞數，加藥的有多少細胞數，故機器只要到了 8000 顆就會停，故即使在

高濃度的香豆精，其細胞數再少仍可測得同樣的細胞數目，而不會造成未加藥組

細胞數較多，加藥組細胞數較少的情形。而之後測活性氧化物，則設定數固定的

數目，則可以觀察到未加藥組與加藥組一起算的細胞數目，才不會造成圈選面積

的大小不一樣。     
利用流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理 24 小時之後，觀察其細胞

週期的表現。當細胞凋亡時，DNA 斷裂，在流式細胞計數儀上呈現 sub-G1 peak
特徵，在細胞週期內，DNA 含量會發生週期性變化，透過螢光探針加以測定，

觀察發現隨著時間點的延長，在 24、48、72 小時的時間點，G0/G1 期之細胞比

例有越來越多的趨勢，故推測香豆精可能造成細胞週期 G0/G1 期的停止。已知

飲食中的酚類可以藉活化一些分子導致一連串效應(cascade)以對抗病毒，像是細

胞毒殺作用、細胞凋亡和細胞週期的停止。酚類中的鞣花酸(Ellagic acid)，對人

類的膀胱癌細胞株有抑制效果，並會造成 G0/G1 期的停止 56。 
    Fenton reaction為氧化壓力常見的機制。Fe2 + + H2O2   Fe3 ++ . OH + -OH 
而超氧離子和自由基由於具高度化學性質，會與 DNA 反應，並與 ROS 結合形

成抗氧化機制，當 ROS 克服了此防禦系統後，結果便形成了氧化壓力 43。利用

流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理 0.5 小時之後，加入 H2DCFDA，並
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觀察其產生活性氧化物的情形。H2DCFDA 為一非選擇性探針，會與細胞核、粒

線體內膜、細胞質的 ROS 反應，當染劑主動擴散進入細胞內，醋酸鹽基的部分

會被酯酶分解，而後進行氧化反應，使 cytochrome c 或 Fe2+會進入 DCF 中，形

成 2’, 7’-dichlorofluorescein(DCF)的螢光產物進入細胞中，故令我們偵測到螢光
57。結果發現隨著藥物濃度的增加，發現曲線有些微右移的情形，且 M1 Gated
數值也隨之增加，表示細胞有產生活性氧化物的情形，以 100 μM 的濃度較為

明顯。之後以 100 μM 濃度的香豆精處理人類子宮頸癌細胞株於不同時間，發

現曲線有右移的趨勢，表示細胞有產生活性氧化物的情形，可能因此而造成細胞

的 DNA 傷害，細胞內維持平衡機制由於 ROS 的產生和抗氧化防禦機制兩者之

間受到干擾而使細胞產生氧化壓力 58。利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細

胞經由給予 100 μM 濃度之香豆精在 0.5、1、4、6、8、10、12、16、18、20、
24、36、48、60、72 和 84 小時所造成的影響。結果發現隨著時間的延長，曲線

有右移的趨勢，表示有產生 ROS 的現象。依據 ROS 量化圖發現，在 0.5 和 1 小

時有產生大量的 ROS，而後產生 ROS 趨勢下降，至 18~24 小時又再上升，而後

呈現下降的趨勢，最後至 72 和 84 小時又再上升，因為細胞在短時間內會產生

ROS，而後有減緩的趨勢，右移的曲線會稍微回移，而後曲線則再度右移，推測

是加藥後細胞抗氧化作用被破壞，反應便拉不回來了，故隨時間的延長而有 ROS
的產生。在 ROS 方面，可以加做抑制劑，進一步證實確實是香豆精處理人類子

宮頸癌細胞株造成 ROS 而使細胞發生 DNA 傷害，將來要做 DMPO 抑制劑去觀

察 ROS 的變化，觀察是否有抑制的現象；或針對短時間，如 20 分鐘至 200 分鐘

去偵測 ROS，去觀察短時間 ROS 的變化情形，這樣的結果會更有意義。 
關於經由粒線體而誘發細胞凋亡之路徑常被探討。其結果會失去粒線體膜電

位(mitochondrial membrane potential)、∆ψm、粒線體滲透性轉換孔洞(permeability 
transition pore)的打開和釋出pro-apoptotic factors 如cytochrome c和經粒線體活化

的caspases/IAP結合蛋白、low pI (Smac/DIABLO)和AIF在細胞凋亡路徑。粒線體

滲透性轉換孔洞是一種非特異性離子通道，需要電位調控型陰離子通道，    
(voltage-dependent anion channel)亦需要腺嘌呤核苷酸轉位酶(adenine nucleotide 
translocase)。當粒線體內膜區域的離子大於外膜時，粒線體滲透性轉換孔洞打

開，而基質會脹大，粒線體內膜區域的apoptogenic factors就會釋放出來59。Dioc6
為一種陽離子親脂性的染劑，為dihexyloxocarbocyanine iodide，通常用於偵測細

胞凋亡的粒線體膜電位的改變60。利用流式細胞計數儀評估人類子宮頸癌細胞經

由給予各種不同濃度之香豆精所造成的影響。結果發現隨著曲線唯有在10 mM的

濃度有左移的趨勢，表示在高濃度有出現MMP的情況；而後針對0.5、6、12、24、
36、48小時做MMP實驗，發現在12小時有曲線左移的情形，在第48小時最為明

顯，表示隨時間延長，粒線體膜電位下降情形愈多，由於在粒腺體的細胞膜

上有Ca2+  uniporter，讓Ca2+流出，此時為粒線體膜電位下降，而誘發Na2+使

ca2+排出61。粒線體滲透性轉換孔洞為調控粒線體膜通道的地方，它在調控凋亡

細胞的死亡所扮演的角色亦受到爭議。粒線體滲透性轉換孔洞(PTP)會抑制滴濃
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度的免疫抑制劑cyclosporin A。當此通道開啟時，基質會釋出鈣離子進入粒線體

的內膜並使得膜電位下降。當此通道開啟時，粒線體內膜的膜電位下降，而ATP
合成，並開起了細胞凋亡之門。粒線體調控凋亡細胞的機制如cytochrome c釋出

與粒線體滲透性轉換孔洞的打開，皆扮演著一個關鍵的角色。而當粒線體內膜的

膜電位增加或不變時，細胞凋亡的情形會下降。進而維持粒線體滲透性轉換孔洞

(PTP)打開而導致細胞死亡的情況62。而外膜會使得粒線體基質脹大藉著蛋白如

Bax或是粒線體膜電位下降而使得孔道打開63。 
利用流式細胞計數儀評估不同濃度的香豆精處理1小時之後，加入

Indo-1AM，並觀察鈣離子濃度變動的情形。Indo-1 Am為一靈敏性螢光探針，用

以偵測鈣離子濃度變動情形64。結果發現隨著藥物濃度的增加，曲線有右移的情

形，且M1 Gated數值也隨之增加，表示細胞中的鈣離子濃度增加，在50 μM的

鈣離子濃度最明顯。以50 μM濃度的香豆精處理1、2、4、6、8、12、18、24、
36、48、60小時的時間來探討細胞中鈣離子濃度變動的情形。發現在1小時曲線

有右移的情形，第12小時有顯著性差異，第60小時曲線右移最明顯，表示鈣離子

濃度增加。在細胞質液中游離的鈣離子藉由ATP依賴型鈣離子幫浦使外面的鈣離

子回到鈣離子儲存的胞器中或是使來自細胞外面的鈣離子活化而進入漿膜中
62。鈣離子在真核細胞反應扮演著調控第二傳訊者的角色，經由活化CaM和其他

訊號蛋白去調節能量代謝的細胞功能65。 
利用慧星試驗法觀察香豆精對HeLa細胞作用24小時後，造成的DNA損傷的

影響，發現當藥物濃度增加時，DNA損傷的情形更為明顯。慧星試驗有研究報

告用於偵測in vitro UVA照射皮膚細胞的嗜鉻黑色素和黑色素，而嗜鉻黑色素和

黑色素會誘發單股DNA片段斷裂。而黑色素細胞造成的DNA損傷超過纖維母細

胞66。 
為了進一步確定香豆精在人類子宮頸癌細胞所引起的細胞凋亡情形，於是利

用DNA電泳膠片來觀察DNA ladder。我們以100 μM香豆精處理人類子宮頸癌細

胞株，時間為24、36、48小時，結果發現在24、36、48小時產生明顯的DNA ladder，
在50-300 bp的位置出現斷裂的DNA片段，表示有產生DNA fragment，亦證明了

細胞的死亡是細胞凋亡所造成，而非細胞壞死4,5,9,10。 
    以西方墨點法分析，香豆精對人類子宮頸癌細胞內的細胞週期相關蛋白質的

影響。在細胞週期方面，蛋白表現量增加的有cdk 4、p21和p53，蛋白表現量減

少的有cyclin D1/2、cdk 2、p15、CDC 25A，而p53與p21的蛋白表現量在50 μM
與100 μM的濃度有減少的情形，推測是因濃度較高而造成細胞的死亡。而cyclin 
D下降為細胞週期G0/G1期停止的現象22,24。而p53與p21的上升表示是經由此路徑

造成細胞週期G0/G1期停止的現象28,29。在細胞凋亡方面，蛋白表現量增加的有

Bax、cytochrome c和caspase-3，蛋白表現量減少的有Bcl-xl與Bcl-2，而caspase-8
與caspase-9為先增後減，而可能造成的原因為濃度較高造成細胞的死亡。而Bcl-xl
與Bcl-2減少為造成細胞凋亡的原因，因為Bcl-xl與Bcl-2為anti-apoptotic factor，故

會抑制蛋白的表現量，而Bax為另一群Bcl-2家族，藉由粒線體調控細胞凋亡路徑
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活化而增加，而後釋出Cytochrome c和其他蛋白，故Bax與cytochrome c蛋白表現

量會增加31。而caspase-3增加亦是細胞凋亡的一重要指標，pro-caspase-3經由

apoptosome刺激活化caspase-3，而誘發apoptotic substrate31。以西方墨點法分析，

香豆精對人類子宮頸癌細胞內的調控細胞死亡受器相關蛋白質的影響。先前證實

香豆精會造成參與調控細胞凋亡的機制，然而亦可能會經由調控細胞死亡受器而

造成細胞凋亡，故偵測參與調控細胞死亡受器相關的蛋白，包括NF-κB p50 、

NF-κB p65，結果發現NF-κB p50與NF-κB p65的蛋白表現量皆為減少，表示可

能不是由此路徑造成細胞凋亡的現象。而腦部缺血可能是由神經膠細胞的一氧化

氮合成酶(iNOS)活化神經元NOS所造成神經細胞凋亡67。而iNOS蛋白表現量增加

亦表示會參與iNOS的調控，故推測經由Glial cell誘導iNOS而產生NO，導致細胞

凋亡反應67。 
    調控細胞週期機制有cyclin和cyclin-dependent kinase (Cdk)，它們在細胞週期

中扮演著重要的角色。藉由cyclin E使Cdk2會使G1期停止活化，而藉由cyclin A 
會影響G1-S期的傳輸，而cyclin B會活化CDC2 G2M期的停止；故我們可以這麼

說：Cdk複合物在特殊的細胞週期中會調節檢查點(checkpoints)。Cyclin D:Cdk4/6 
複合物為transforming growth factor β的一個特別標的並導致細胞週期的G1期停

止，故藉由誘發p15INK4b，Cdk4/Cdk6的負調節、CDC25A的down-regulation、Cdk4
的down-regulation，這些情況皆會導致G1期的停止68。 

    發現在西方墨點法的實驗中，高濃度的香豆精會造成蛋白的表現有下降的情

形，如cytochrome c、p21、p53、Bax、caspase 3…等等，造成此現象可能的原因

則為濃度太高而導致細胞死亡的情形，亦有可能是每個時期的細胞的生理狀況不

同所造成。 
    細胞凋亡的機制，主要是藉由細胞凋亡基因和蛋白的調節表現去調控凋亡的

機制，包括多種的瀑布式(cascade)的反應。結果導致細胞的裂解和產生凋亡小

體。而造成這種自殺機制的主要角色為caspase家族蛋白，故我們要對於caspase
家族蛋白做更進一步的探討69。而細胞凋亡現象亦包括染色質的裂解(chromatin 
condensation)，當活化caspases後，DNA在internucleosomal linker sites的180-200 
base pairs會產生裂解的現象，可以看到有類似階梯狀的band。在細胞凋亡時，

DNA fragmentation的產生有兩個過程，首先，DNA在50-300 kb會產生 large 
fragments的裂解，隨後在一些小的oligonucleosomes產生裂解的情況70，而以上所

說的caspase的cascade的反應及DNA fragmentation的產生，都在本實驗中一一加

以驗證，故香豆精確實誘發了細胞凋亡的現象。 
綜合以上實驗結果，發現香豆精確實能抑制人類子宮頸癌細胞(HeLa)存活

率，並造成細胞週期G0/G1期的停止(cell cycle arrest)及誘發細胞凋亡(apoptosis)
的現象，此外，亦會產生活性氧化物(reactive oxygen species)，造成粒線體膜電

位(mitochondrial membrane potential)下降，產生鈣離子(Ca2+)的現象，造成DNA
損傷及DNA fragment，而利用西方墨點法去研究其作用機制。結果發現：蛋白的

表現量增加，如Bax、caspase-3、p53、p21與cytochrome c…等，及蛋白的表現量
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減少，如Bcl-2、Bcl-xl、cyclin D、CDK 2、p15、NF-κB p50與NF-κB p65，使

我們更進一步了解其調控細胞週期和細胞凋亡的機制。 
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第七章    結論與建議 

第一節   結論 

近年來應用天然中草藥於醫學抗癌方面頗為熱門，先前有文獻指出香豆精

(Coumarin)有抗細菌作用，而香豆精和 7-hydroxycoumarin 可以抗腫瘤活性，誘發

細胞凋亡和抑制非小細胞肺癌細胞(non-small cell lung carcinoma)的增生，並可用

作為一種抗腫瘤藥物的研究。香豆精和其代謝物 7-hydroxycoumarin 發現對於肝

癌細胞株(HepG2)、胃癌細胞株和大腸癌細胞株會抑制細胞存活率的效果。而本

篇的目的為探討香豆精與人類子宮頸癌細胞株之間的關係，探討香豆精對人類子

宮頸癌是否有抑制作用，及其作用的機轉。本篇主要探討香豆精是否能抑制子宮

頸癌細胞(HeLa)增生、以香豆精處理子宮頸癌細胞是否會誘發細胞凋亡(apoptosis)
的現象、是否會造成細胞週期停止(cell cycle arrest)的現象、是否會產生活性氧化

物(reactive oxygen species)、是否有粒線體膜電位改變(mitochondrial membrane 
potential)及是否產生鈣離子(Ca2+)的現象，並利用西方墨點法進一步研究其作用

機制。綜合以上結果發現：以香豆精處理人類子宮頸癌細胞株(HeLa)，在細胞內

會產生 ROS，導致 DNA 損傷，進而活化 p53，之後活化 p21，而 p21 會造成 CDC 
25A 下降，進而抑制 Cyclin D、Cdk2 的表現，而 p15 亦會抑制 Cyclin D，使細

胞停止在 G0/G1 期。當 p21 活化後會使得粒線體內的 Bcl-2 家族蛋白減少，包括

Bcl-2 與 Bcl-xl，並刺激粒線體 Bax 增加，此時粒線體的能量發生變化，粒線體

會釋出鈣離子(Ca2+)，並造成膜電位下降，而粒線體亦會釋出 cytochrome c，並

活化下游的 caspase-3，造成 DNA fragment，並誘發細胞凋亡，最終造成細胞死

亡，進而抑制細胞的存活率。(如圖四十八，香豆精對於人類子宮頸癌細胞株的

作用機轉之路徑)；綜合以上實驗，使我們對本篇研究有進一步的了解，未來，

我們可以更加詳究探討其作用機制，並進一步做動物實驗，對於新藥開發與研究

的這條路，將是無限的寬廣。 

第二節  建議 

關於本篇的實驗，在未來，我們還可以做 ROS 的抑制劑，如加入 DMPO，

去看它抑制 ROS 的現象，去證實確實是 ROS 所造成的影響；亦可以做鈣離子的

抑制劑，如加入 BAPTA，去看它抑制鈣離子的現象，去證實確實是鈣離子所造

成的影響；在細胞週期方面，我們可以利用西方墨點法做一些本篇沒有使用的調

控細胞週期之因子，更進一步探討其調控細胞週期的因子；而後可以做動物實

驗，觀察香豆精在動物體內是否仍有抑制細胞存活的作用，及其作用的機制，相

信對於抗癌藥物的研究與開發，會有更新、更進一步的體認。 
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圖四十八  Coumarin 對 HeLa 細胞株誘發細胞凋亡(apoptosis)與造成細胞週期停

止(cell cycle arrest)的路徑 

 Coumarin Cell  surface 

ROS

DNA  damage

Apoptosis 

DNA fragmentation 

MMP ↓ 

Ca+2 ↑
Cell cycle G0/G1 arrest 

p53 ↑ 

p21 ↑ 

CDC 25A↓ 

Bcl-2↓ 

 Bcl-xl↓

Bax↑

cytochrome c ↑ Caspase-9 ↑ 

Caspase-3 ↑ 

NF-κB↓

cyclin E CDK 2 ↓ 

    cyclin D↓

   

CDK4 
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自述 
自我介紹：學生黃永豊，出生於台中，民國六十四年十二月十六日生，家住

台中市，畢業於東海大學畜產系。學生外表斯文，言談間充滿著親和力，平常樂

於助人，亦喜歡幫助朋友；本人平日亦喜歡運動，故身體狀況不錯，加上平日正

常的飲食和生活習慣，因此身體非常健康。本人做事積極進取，凡事樂觀以對，

做任何事情都很有信心，而一旦做了，就一定要做到最好，這樣一來，才能走向

成功的坦途。 

家庭狀況：家父從事旅館業，在南投縣信義鄉東埔溫泉開了一家名為「櫻之

泉」的旅館，家母負責家管，而兩個弟弟分別在雲林和南投念書。 
求學過程：學生從小對於學習新鮮的事物皆有濃厚的興趣，小學就讀於中市

忠孝國小，期間表現良好，每學期皆拿到獎狀。國中畢業於中市崇倫國中，在功

課方面表現不錯。五專就讀於中台醫護技術學院，就讀科系為醫事技術科，之後

於民國八十五年畢業後入伍服役，退伍後考上東海大學畜產系，在校期間十分活

躍，系上的迎新露營和牧場迎新，皆邀請學生參與演出，在演唱和演奏上，皆有

亮麗表現，參加農院盃歌唱比賽和全校民歌比賽，皆為比賽的常勝軍。而在學業

方面，亦是收穫頗多，成績皆維持在一定的水準。畢業後考上東吳大學的微生物

所，而由於家母身體欠佳，需要妥善照顧，故最後仍回來台中念書，就讀於中國

醫藥大學。 
專長和興趣：學生的專長為醫事檢驗技術，在中台醫護技術學院讀了五年，

亦學到很多醫學類的知識。平日喜歡的興趣包括寫歌、唱歌、畫畫、打籃球…等

等，平日很喜歡運動，因為運動可以防止一些疾病的發生，且有益健康，此外，

對於戲劇方面亦滿有興趣的，以前在校外曾參加過頑石劇團的演出。 
    未來展望：在畢業之後，其實是另一個全新的開始，亦有一個更大的挑戰在

等著我，而我必須做好準備，去面對一個新的挑戰，在未來，吾希望能精益求精，

凡事必定盡自己最大的努力，全力以赴做到最好，如此才不負家人的期望，並開

拓自己的視野，進而邁向更美好的明天。 
 
 
 
 
 
 
 
                                                    

 

 


