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一、中文摘要 
肝癌是世界上最常見的人類癌症

之一。許多肝癌的組織學特徵已經被

描述。引起這些組織學上變化的分子

機轉目前並不清楚。細胞內存在一些

控制點調控機轉以維持基因的穩定。

p53具有不同的細胞週期控制點功
能，例如可經由 p21抑制各種
cyclin/cdk的功能以活化 RB蛋白。它
至少可經由 p21，Gadd45及 14-3-3σ三
種基因導致 G2細胞週期停滯。14-3-3σ
可以結合 cyclin B/CDC2並將其留置
在細胞質內以防止有絲分裂發生。我

們以及其他研究者先前發現 p53在相
當比例的後期肝癌中發生突變。這些

控制點若有缺損容易導致基因不穩

定，因此增加癌症發生的機會。我們

提出本研究以探討 14-3-3σ在肝細胞癌
發生過程的角色。我們分析肝癌組織

中 14-3-3σ基因的突變狀態。我們採取
兩種方法：1)分析染色體變異事件如過
度甲基化現象。 2)分析蛋白的表達程
度。我們發現 14-3-3σ基因在所分析的
40對腫瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中，
38個腫瘤(95%)及 40個非腫瘤(100%)
中發生過度甲基化現象。我們進一步

利用 real-time PCR的方法來定量分析
比較 14-3-3σ基因在 40對腫瘤及非腫
瘤肝細胞癌組織中的 mRNA相對表達
量。我們發現 14-3-3σ基因在 27對腫
瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中腫瘤組織

內的表達量遠低於非腫瘤組織內，在

13對腫瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中則
是非腫瘤組織內的表達量遠低於腫瘤

組織內。我們進一步利用Western 
blotting分析 14-3-3σ蛋白在 11個肝細
胞癌細胞株的表達程度。我們發現

14-3-3σ基因僅在其中的 4個細胞株中

有表達，其餘的 7個細胞株中則喪失
蛋白的表達。因此，14-3-3σ基因在肝
細胞癌腫瘤及臨近非腫瘤組織中有極

高比例發生過度甲基化現象。67.5%的
14-3-3σ基因過度甲基化現象伴隨有腫
瘤組織中 14-3-3σ基因低表達現象，
32.5%則反倒有腫瘤組織中 14-3-3σ基
因高表達現象。14-3-3σ蛋白在 64%的
肝細胞癌細胞株中有喪失蛋白表達的

現象。我們將在本年度的計劃進一步

分析 14-3-3σ基因在肝細胞癌中過度甲
基化現象的生物意義。本研究結果將

有助於發掘診斷肝癌病變的分子標記

以及將來治療肝癌的可能著手目標。 
 
關鍵詞：肝癌，14-3-3σ，過度甲基化

現象 

 

二、緣由與目的 

本計劃主要的目的是探討 14-3-3σ
基因在腫瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中

過度甲基化現象以及其 mRNA的表達
量，以及 14-3-3σ蛋白在肝細胞癌細胞
株中喪失蛋白表達的現象。 

 
三、結果與討論 

我們利用 methylation-specific 
PCR方法發現14-3-3σ基因在所分析的
40對腫瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中，
38個腫瘤(95%)及 40個非腫瘤(100%)
中發生過度甲基化現象。這顯示

14-3-3σ基因在肝細胞癌的癌化過程中
極高比例發生有過度甲基化現象。我

們進一步利用 real-time PCR的方法來
定量分析比較 14-3-3σ基因在 40對腫
瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中的 mRNA
相對表達量。我們發現 14-3-3σ基因在
27對腫瘤及非腫瘤肝細胞癌組織中腫
瘤組織內的表達量遠低於非腫瘤組織



內(67.5%)，在 13對腫瘤及非腫瘤肝細
胞癌組織中則是非腫瘤組織內的表達

量遠低於腫瘤組織內(32.5%)。這顯示
14-3-3σ基因在 67.5%的肝細胞癌中發
生低表達現象，在 32.5%的肝細胞癌中
則反倒有高表達現象。顯示 14-3-3σ基
因在肝癌發生中伴演某種角色，但是

不必然一定要持續維持低表達現象，

某些情形下反倒有高表達現象，高表

達或許與腫瘤的 progression有關。我
們進一步利用Western blotting分析
14-3-3σ蛋白在 11個肝細胞癌細胞株
的表達程度。我們發現 14-3-3σ基因僅
在其中的 4個細胞株中有表達，其餘
的 7個細胞株中則喪失蛋白的表達。
因此，14-3-3σ蛋白在 64%的肝細胞癌
細胞株中有喪失蛋白表達的現象。

14-3-3σ基因在肝細胞癌普遍發生喪失
表達的現象，我們將進一步分析

14-3-3σ基因在肝細胞癌中過度甲基化
現象的生物意義，尤其是對於肝細胞

癌細胞株的 DNA damage response的
影響。本研究結果將有助於發掘診斷

肝癌病變的分子標記以及將來治療肝

癌的可能著手目標。 
 
四、成果自評 

本研究顯示14-3-3σ基因在肝細
胞癌普遍發生過度甲基化並伴隨有喪

失表達的現象。p53具有不同的細胞週
期控制點功能，例如可經由 p21抑制
各種 cyclin/cdk的功能以活化 RB蛋
白。它至少可經由 p21，Gadd45及
14-3-3σ三種基因導致 G2細胞週期停
滯。14-3-3σ可以結合 cyclin B/CDC2
並將其留置在細胞質內以防止有絲分

裂發生。因此，我們將進一步分析

14-3-3σ基因在肝細胞癌中過度甲基化

現象的生物意義，尤其是 14-3-3σ基因
喪失表達對於肝癌細胞株的 DNA 
damage response的影響。肝癌細胞株
於接受化學治療藥物作用引起 DNA 
damage 後，可以經由不同的分子機轉
導致 G2細胞週期停滯，14-3-3σ基因
喪失表達後是否會影響此反應有待進

一步證實。藉由此路徑的調控或許可

以提供一個對肝細胞癌化學治療的機

會。 

 

Abstract 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is 

one of the most common human 

cancers worldwide. Many histological 

characteristics of HCC have been 

elucidated. The molecular events that 

underlie these morphological changes 

are unclear. There exist some 

checkpoint control mechanisms that 

function to maintain genetic stability 

in response to various intrinsic or 

extrinsic genomic insults. Defects in 

these checkpoints decrease genetic 

stability and consequently increase the 

probability of tumor formation. 

Diverse checkpoint functions for p53 

have been proposed, which could 

explain its frequent mutation in cancer. 

p53 induces G1 arrest mainly through 

p21, which inhibits 

cyclin/cyclin-dependent kinases and 

activate the retinoblastoma protein 

(RB). p53 induces G2 arrest at least 

through the transcriptional activation 



of three genes, p21, Gadd45, and 

14-3-3σ. The protein 14-3-3σ can bind 

to cyclin B/CDC2 and sequester it in 

the cytoplasm, thereby preventing the 

translocation of cyclin B/CDC2 into 

the nucleus, where it normally initiates 

mitosis. We and others have found that 

p53 is inactivated in a significant 

proportion of HCCs and it appears to 

be inactivated late in HCC 

development. We proposed this 

research project to elucidate the role of 

14-3-3σ in hepatocarcinogenesis. We 

analyzed the status of 14-3-3σ through 

genomic hypermethylation analysis in 

40 paired tumor/non-tumorous HCC 

tissues. We found that 

hypermethylation of 14-3-3σ occurred 

in 38 tumors (95%) and in all 40 

non-tumors (100%), respectively. We 

further analyzed the mRNA expression 

of 14-3-3σ in these 

tumor/non-tumorous HCC tissues. 

14-3-3σ was relatively 

under-expressed in 27 tumors 

compared to non-tumorous tissues. By 

contrast, 14-3-3σ was relatively 

over-expressed in 13 tumors compared 

to non-tumorous tissues. Western 

blotting analysis of 14-3-3σ protein in 

11 HCC cell lines showed that 14-3-3σ 

protein was not expressed in 7 of these 

cell lines (64%). We will examine the 

biological significance of 14-3-3σ 

hypermethylation/loss of protein 

expression in response to DNA 

damage in HCC cell lines. Together, 

these will elucidate the role of 14-3-3σ 

in hepatocarcinogenesis. The results of 

this study might help to identify 

potential molecular diagnostic markers 

for HCC and new molecular targets 

amendable to future therapeutic 

interventions to treat HCC.  
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