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          前前前前  言言言言 

膀胱癌為全球性的健康問題，每年

約有 375,000 的病例發生，為泌尿道

系統中最常見的惡性腫瘤 (Kumar et 

al., 2010) 。根據行政院衛生署2008 年

針對台灣地區男性癌症死因統計資料

顯示，膀胱癌占其中的第十二位的癌症

(行政院衛生署死因統計結果摘要，

2008)；此外亦佔女性主要癌症死亡原

因的第十三位的癌症(行政院衛生署死

因統計結果摘要，2008)。 

近年來關於癌症的研究十分盛

行，研究方法可分為 In vivo (體內) 和

In vitro (體外) 。若同時藉由兩種不同

方法進行研究，便可進一步確定其影響

的功效。因為目前針對癌症的治療大多

是使用化學療法、放射線療法，手術切

除法等，這些療法不僅會傷害癌細胞，

同時也會殺害病人的正常細胞，造成病

人食慾不振、掉髮、新陳代謝能力下降

等不良的副作用。根據流行病學的統計

指出，規律的食用水果及蔬菜，可明顯

地降低罹患癌症的危險。蔬果中存在著

非常多樣化之防癌物質，例如多酚類化

合物  ( 例如： Polyphenoic acid 及 

Flavonoid 等) ，這些物質長久以來常

富含於飲食中，擔任著預防癌症的角

色，因此這些物質被歸納為"癌症化學

預防劑" 。 

 

         研究目的 

目前對腫瘤常用的治療方式為手

術、放射線療法及化學療法等等，這些

治療方式並不能非常有效地治療癌

症，常常僅是部份治療或是很快會有癌

症復發的情形。此外，放射線和化學療

法在治療過程常常引起嚴重的副作用

如脫髮、食慾不振、腹瀉、白血球減少

導致患者抵抗力小、紅血球減少致貧

血、口腔胃腸潰瘍等現象。化療法使用

之細胞毒性劑也因藥物本身毒性太

強，而使得病人無法忍受更大的劑量，

或無法忍受持續的治療而必須中斷化

學療法。 

近來，越來越多之證據顯示,食物

中存在著非常多樣化之防癌物質，而這

些物質長久以來隨著飲食，默默的擔任

著預防癌症的角色,因此這些物質也被

歸納為"癌症化學預防劑" 。 

傳  統  中  草  藥  醫  學 

(Traditional Chinese Herb Medicine, 

TCM) 在全球的熱潮，造成 140 個以

上的國家，超過 300,000 開業醫師以

單一治療或搭配其它治療法來使用。中

草藥常被提出的作用包括: 抗癌、抗病

毒活性(Gutiérrez et al., 2008; Peng et 

al., 2007)。目前大多數傳統中草藥醫學

的 

 

 



研究都強調要達到細胞週期停

滯，細胞死亡的目標  (Chen et al., 

2004)。許多中草藥植物中皆含有大量

的多酚類化合物，而這些化合物也是在

近來許多研究中，被指出具有抗癌的作

用，並進而嘗試深入探討其機轉。 

由以往的文獻得知阿魏酸(Ferulic 

acid, FA) 是一個富含在植物細胞壁中

的酚酸 (Phenolic acid) 物質，源自於

植物合成芳香環氨基酸 - Shikimate 

pathway時的代謝產物(Graf, 1992)。存

在於在許多主要農作物中，如麥麩、穀

類、柑橘類、香蕉、咖啡、茄子、菠菜

及花椰菜等，對不同的疾病皆具有效

用，例如：癌症、糖尿病、心血管及神

經退化疾病 (Alias et al., 2009)。 

本研究主要以 In vitro 模式以探

討 ferulic acid (FA)如何抑制人類膀胱

癌細胞 (T24 cells 和 RT4 cells) 增生

與其可能參與的分子機轉。 

 

       結果結果結果結果與討論與討論與討論與討論 

一一一一、、、、Ferulic acid誘發膀胱癌細胞存活誘發膀胱癌細胞存活誘發膀胱癌細胞存活誘發膀胱癌細胞存活

之影響之影響之影響之影響(MTT assay))))：：：： 

從圖1可看出RT4細胞給予ferulic 

acid 處理後，可發現隨著ferulic acid 

劑量的提高，明顯導致細胞數目有明顯

下降的趨勢，且生長較不密集。 

將RT4細胞 (2.5 × 104 cells/well) 

培養於24 well-plate，並以不同濃度之

ferulic acid (0, 0.5, 0.7, 1, 4 mM) 處理 

24, 48 和72小時後，進行細胞存活率測

定。每個well中添加0.2 mL之MTT，於

37 ℃反應 3.5小時後吸除MTT之培養

基，再以 0.5 mL DMSO 溶解生成之

藍紫色沉澱物，於波長570 nm檢測吸

光值並計算出細胞存活率，結果如圖2

所示。細胞在24, 48和72小時經不同濃

度的0, 0.5, 0.7, 1, 4 mM之ferulic acid處

理後，對人類膀胱癌細胞RT4存活率分

別有抑制趨勢，死亡率隨著劑量的增加

有加劇的現象。以4 mM ferulic acid處

理72小時後，RT4細胞出現顯著的死

亡，細胞存活率下降至41.20 %。各濃

度間與控制組(0 mM)相比均有顯著差

異 (p<0.01)。由結果推測，ferulic acid

可能具抑制 RT4 細胞增生的能力。 

另一方面，從圖3可看出T24細胞

給予ferulic acid處理後，可發現隨著

ferulic acid劑量的提高，明顯導致細胞

數目有明顯下降的趨勢，且生長較不密

集。 

將T24細胞(2.5 × 104 cells/well)培養於 

24 well-plate，並以不同濃度之ferulic 

acid (0, 0.5, 0.7, 1, 4 mM) 處理 24, 48 

和72小時後，進行細胞存活率測定。每

個well中添加 0.2 mL之MTT，於37 ℃ 

反應3.5小時後吸除MTT之培養基，再

以0.5 mL DMSO溶解生成之藍紫色沉

澱物，於波長570 nm檢測吸光值並計

算出細胞存活率，結果如圖4所示。細

胞在24, 48和72小時經不同濃度的0, 

0.5, 0.7, 1, 4 mM之ferulic acid 處理

後，對人類膀胱癌細胞T24存活率分別

有抑制趨勢，死亡率隨著劑量的增加有

加劇的現象。以4 mM ferulic acid 處理

72小時後，T24細胞出現顯著的死亡，

細胞存活率下降至48.79%。各濃度間

與控制組 (0 mM) 相比均有顯著差異 

(p<0.01)。由結果推測，ferulic acid可

能具抑制T24細胞增生的能力。 

 

二二二二、、、、Ferulic acid誘發膀胱癌細胞週期誘發膀胱癌細胞週期誘發膀胱癌細胞週期誘發膀胱癌細胞週期

之影響之影響之影響之影響(Cell cycle assay)：：：： 



流式細胞技術  (flow cytometry) 

是指在流體狀態下觀測細胞的一種技

術，而流式細胞儀 (flow cytometer) 則

是指細胞於流體狀態下移動時，能夠觀

測及記錄細胞特質的儀器。 

細胞週期運行中，當外在因素造成

細胞的 DNA 受損，細胞會有兩條路徑

可選擇。第一條路徑為細胞週期會先暫

時停止，DNA 馬上進行修補，一旦修

補完成，細胞會進入下一時期，繼續走

完未完成之細胞週期。另一條路徑則是

當細胞無法進行 DNA 修補，則細胞週

期可能停在 G1 期或 G2 期，也可能停

止於 S 期，停在 G1 期能防止損傷的 

DNA 繼續複製，停在 G2 可避免有缺

陷的染色體分裂，若是發現有無法彌補

的錯誤時，細胞則直接選擇走向凋亡 

(Sancar et al. 2004) 。 

圖5為經不同濃度的ferulic acid處

理後，膀胱癌細胞RT4之細胞週期變

化，表中每個小圖為各濃度的 ferulic 

acid組別經過Propidium iodide 染色後

以流式細胞儀進行偵測，以ModFit LT
®
 

3.0軟體來進行分析，紀錄G0/G1、S、

G2/M phase 及 sub-G1 比 例 。 藉 由

SigmaPlot 10.0及SAS Learning Edition 

1.0統計軟體分析，如圖6所示。發現隨

著給予  ferulic acid 濃度劑量的增

加，RT4細胞G1時期的比例呈現增加的

趨勢，經SAS統計分析，在 p<0.01，

除了DMSO組與0 mM組相比無顯著差

異；其餘各組與0 mM組相比有顯著差

異。S 時期的比例，經SAS統計分析，

在 p<0.01，各組與0 mM 組相比有顯

著差異。由實驗結果得知，ferulic acid 

對膀胱癌細胞RT4具有抑制其細胞週

期的進行，使其發生G1 arrest，進而抑

制細胞增生。 

圖 7 為經不同濃度的 ferulic acid 

處理後，膀胱癌細胞 T24 細胞週期變

化，表中每個小圖為各濃度的 ferulic 

acid 組別經過 Propidium iodide 染色後

以流式細胞儀進行偵測，以 ModFit 

LT
®
 3.0 軟體來進行分析，紀錄 

G0/G1、S、G2/M phase 及 sub-G1 比

例 。 藉 由 SigmaPlot 10.0 及 SAS 

Learning Edition 1.0 統計軟體分析，如

圖 8所示。發現隨著給予 ferulic acid 濃

度劑量的增加，T24 細胞 G1 時期的比

例呈現減少的趨勢，經 SAS 統計分

析，在 p<0.01，除了 DMSO 組與 0 

mM 組相比無顯著差異；其餘各組與 0 

mM 組相比有顯著差異。G2 時期的比

例則呈現增加的趨勢，經 SAS 統計分

析，在 p<0.01，各組與 0 mM 組相比

有顯著差異。S 時期的比例，經 SAS 

統計分析，在 p<0.01，除了 DMSO 組

與 0 mM 組相比無顯著差異；其餘各

組與 0 mM 組相比有顯著差異。Sub 

G1 時期的比例，經 SAS 統計分析，在 

p<0.01，除了 DMSO 組無顯著增加，

其餘各組與 0 mM 組相比有顯著增

加。由實驗結果得知，ferulic acid 對

膀胱癌細胞 T24 亦具有抑制其細胞週

期的進行，使其發生 G2 arrest，進而抑

制細胞增生。 

三三三三、、、、Ferulic acid誘發膀胱癌細胞粒誘發膀胱癌細胞粒誘發膀胱癌細胞粒誘發膀胱癌細胞粒腺腺腺腺

體 膜 電 位 之 影 響體 膜 電 位 之 影 響體 膜 電 位 之 影 響體 膜 電 位 之 影 響 (mitochondria 

membrane potential assay)：：：： 

粒腺體與細胞凋亡的特徵有著高

度的相關性，包括：粒腺體膜電位的下

降、電子傳遞鏈的瓦解、自由基大量表

現，導致氧化磷酸化的產生，釋放細胞

凋 亡 因 子  (cytochrome c 、 AIF 、

Endo-G)，進而促使下游相關 caspase

路徑活化，導致細胞凋亡。 



圖 9 為 T24 細胞經不同濃度的 

ferulic acid處理後，以螢光顯微鏡所拍

攝影像圖。從圖中可發現， JC-1以 

J-aggregate型態聚集在粒線體內，經雷

射激發光照射形成紅色螢光，並不隨著

所給予的ferulic acid的劑量，而影響其

粒線體膜電位。 

流式細胞儀分析之結果顯示， 

ferulic acid對T24細胞並無Sub G1的出

現，與圖7相比，確認其粒線體膜電位

並不隨著ferulic acid劑量增加而造成

其膜電位的改變。 

由實驗結果得知，ferulic acid 對 

T24 細胞不會透過粒線體膜電位改變

造成細胞凋亡。 

四四四四、、、、Ferulic acid誘發膀胱癌細胞誘發膀胱癌細胞誘發膀胱癌細胞誘發膀胱癌細胞蛋白蛋白蛋白蛋白

酵 素 電 泳 法酵 素 電 泳 法酵 素 電 泳 法酵 素 電 泳 法 之 影 響之 影 響之 影 響之 影 響 (zymography 

assay))))：：：： 

基 質 金 屬 蛋 白 酶  (matrix 

metalloproteinases, MMPs) 參與腫瘤

轉移過程中的數個步驟，包含有侵入、

轉移及血管新生作用，因此 MMPs 在

癌細胞的轉移扮演著相當重要的角色

(Curran and Murray, 2000)。 

從圖 10 可看出 T24 細胞給予

ferulic acid 處理後，可發現隨 ferulic 

acid 劑量的提高，active MMP-9 的表

現呈現減少的趨勢。 

有許多的研究指出  MMP-2 及 

MMP-9 與許多癌症腫瘤細胞的轉移

有極大的關連性，例如肝癌、乳癌、前

列腺癌、膀胱癌、大腸癌…等(Jimenez 

et al., 2000; Sier et al., 2000; Ishida et 

al., 2003; Wass et al., 2003)。實驗顯

示，active MMP-9 的表現隨著ferulic 

acid的劑量增加而呈現減少的趨勢。推

測ferulic acid可能透過抑制增生、阻滯

細胞週期進行，進而抑制癌細胞轉移。 
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Fig. 1. Light microscopic images of the 

RT4 cell lines. Cells were incubated with 

different concentrations of ferulic acid 

for 72 h. (A. 0 mM, B. 0.25 mM, C. 0. 5 

mM, D. 0.7 mM, E. 1 mM, F. 2.5 mM, G. 

4 mM, H. 5 mM) (magnification 500x, 

scale bar = 0.1mm) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. MTT assay for cell viability of 

RT4 (2.5×10
4
 cells/mL) following 

treatment with ferulic acid. All values of 

OD are relative to the OD at 0 h. The 

ratio of OD at 570 nm are shown for at  

24 h intervals during an incubation time 

of 72 h. RT4 cells treated with DMSO 

and ferulic acid at 0, 0.5, 0.7, 1, 4 mM,  

respectively. Results are mean ± S.D. for 

n=3. Different superscripts (a-d) mean 

significantly different (p<0.01) with 0 

mM at 72 hr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Light microscopic images of the 

T24 cell lines. Cells were incubated with 

different  concentrations of ferulic acid 

for 72 h. (A. 0 mM, B. 0.25 mM,  C. 0. 

5 mM, D. 0.7 mM, E. 1 mM, F. 2.5 mM, 

G. 4 mM, H. 5 mM) (magnification 500x, 

scale bar = 0.1mm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. MTT assay for cell viability of 

T24 (5×10
3
 cells/mL) following 

treatment with ferulic acid. All values of 

OD are relative to the OD at 0 h. The 

ratio of OD at 570 nm are shown for at 

24 h intervals during an incubation time 

of 72 h. T24 cells treated with DMSO 

and ferulic acid at 0, 0.5, 0.7, 1, 4 mM. 

Results are mean ± S.D. for n=3. 

Different superscripts (a-c) mean 

significantly different (p<0.01) with 0 

mM at 72 hr. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. The flow cytometric analysis of 

RT4 cells were treated with different 

concentration of ferulic acid for 72 h as 

indicated. Significant cell arrest occurs 

at phase G1 by ferulic acid (A. 0 mM, B. 

DMSO, C. 1 mM, D. 4 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Cell cycle distribution identified 

by flow cytometry. RT4 cells were 

treated with different concentration of 

ferulic acid for 72 h as indicated. Cell 

cycle distribution was quantified by 

ModFIT LT 3.0 software. Results were 

averaged from triplicate experiments and 

expressed in mean ± S.D. n=3. 
abc

Significantly different (p<0.01) from 

the 0 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. The flow cytometric analysis of 

T24 cells were treated with different  

concentration of ferulic acid for 72 h as 

indicated. Significant cell arrest  occurs 

at phase G2 by ferulic acid (A. 0 mM, B. 

DMSO, C. 1 mM, D. 4 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Cell cycle distribution identified 

by flow cytometry. T24 cells were 

treated with different concentration of 

ferulic acid for 72 h as indicated. Cell 

cycle distribution was quantified by 

ModFIT LT 3.0 software. Results were 

averaged from triplicate experiments and 

expressed in mean ± S.D. n=3.  
abc

Significantly different (p<0.01) from 

the 0 mM. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Fluorescence images of T24 cells 

stained with JC-1. Cells were  

incubated with McCoy‘s 5A medium 

and ferulic acid (0, 1, 4 mM) for 72 h.    

    

    

    

    

    

    

    

    

Fig. 10. The zymograms of MMP-2 and 

MMP-9 on the cell lines. T24 cells were 

incubated in the presence of c ferulic 

acid for 72 h. The bands for pro MMP-2 

are all observed at 72 h as indicated, 

while active MMP-9 significant reduced 

in dose-dependent at 72 h post 

incubation. 

           結論結論結論結論 

MTT法分析經4 mM ferulic acid處

理72小時後，對 RT4 和 T24 細胞存

活率可降至41.20% 和48.79%。以流式

細胞儀分析發現，經 ferulic acid 處理

會使RT4細胞和T24細胞之細胞週期分

別 顯 著 發 生 G1 arrest 和 G2 arrest 

(p<0.01) 。 Mitochondrial Membrane 

Potential和Gelatin Zymography 分析 

ferulic acid對T24細胞之影響，結果顯

示，粒腺體膜電位不受影響；active 

MMP-9的活性隨劑量增加顯著減少。 

成果評鑑成果評鑑成果評鑑成果評鑑    

在自然的飲食中蘊含了許多具抗

癌活性化合物，如何去發現及有效的運

用這些化合物，更是研究之主軸。本研

究所獲致之成果將瞭解  ferulic acid 

對膀胱癌之凋亡作用，將是引領預防保

健醫學之必要里程，同時亦可作為預防

醫學策略及保健食品發展上之參考。 
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