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一、中文摘要

膀胱癌為泌尿系統惡性腫瘤的第一
位，在中醫是屬於“淋病”“血尿”“癃
閉”之類的病症範疇。菟絲子在臨床上常
用來治療膀胱癌，本研究發現菟絲子之黃
酮成分- Quercetin 及 Kaempferol 能抑制人
類膀胱癌T1細胞及誘發Ras活性之膀胱癌
T1R1 細胞之增生，其抗增生的作用是誘導
腫瘤細胞的細胞凋亡(apoptosis)。Quercetin
引發細胞凋亡之分子機轉與其增加 p53 媒
介轉活化 p21 基因表現而造成 G1 靜止有
關。 p21 gene 是 CDK(cyclin-dependent 
kinase)抑制劑。由於 Quercetin 具有抗自由
基性質，可減少 DNA 損傷，表現抗癌的作
用。Quercetin 之抗增生機轉與抑制 Ras 活
性及其下游轉錄因子(transcription factor)如
c-jun 及 c-myc 表現有關。

關鍵詞：Quercetin、Kaempferol、T1 細胞、
T1R1 細胞、Ras 基因、c-jun、
c-myc

Abstract
The present study, we found that quercetin 
and kaempferol, isolated from cuscuta 
australis R. Br, inhibited the proliferation of 
human bladder carcinoma cell T1 cell and 
(T1R1) in a dose-dependent manner.  The 
IC50 of inhibiting proliferation of T1 and 
T1R1 cell by quercetin and kaempferol was 
68, 58µg/ml (for T1 cell), 96 and 789µg/ml 
(for T1R1 cell), respectively. The action 

mechanism of quercetin induced 
antiproliferation was involved in inhibiting 
Ras protein cativation and Ras mediated 
transcription factor (such as c-jun, cmyc) 
expression.  The antiproliferative effect of 
quercetin was associated with its induced the 
apoptosis of tumor cells.  Quercetin induced 
apoptosis process was associated with its 
enhanced p53 gene and p53- mediated p21 
gene expression, that leading to G1 arrest of 
cell cycle. p21 gene is cyclin dependent 
linase inhibitor.  Quercetin have free radical 
scavenger properties that attenuate DNA 
damage may kaempferol dose dependent 
manner inhibited the T1 and T1R1 cell 
proliferation (induced cancer cells apoptosis) 
that may have potential for treating human 
bladder carcinoma.

Keywords: Quercetin、Kaempferol、T1
cell、T1R1 cell、Ras gene、
c-jun、c-myc

二、計畫緣由與目的

膀胱癌為惡性腫瘤的一種，在我國居
泌尿系統惡性腫瘤的第一位，發病年齡 30
歲以後，男性比女性發病率高，其比例約
為 5：1。菟絲子(Cuscuta australis R.BR.)為
旋花科植物，最常用來治療腎虛型膀胱癌
之藥物。菟絲子及其抽提物具有免疫增強
的作用，能促進體液免疫，細胞免疫及網
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狀內皮系統吞噬能力，且具有抗衰老作用
[1-4]，其抗衰老的作用與其自由基清除能
力有關[5]。

菟 絲 子 含 有 黃 酮 成 分 - 槲 皮 素
(Quercetin) 及 山 奈 酚 (Kaempferol)[6] 。
Quercetin 為一抗癌物質，其能誘發腫瘤細
胞進行細胞凋亡(apoptosis)，且抑制癌細胞
株的生長，其抗增殖活性是經由活化 Type
Ⅱ estrogen binding site，抑制 PKC、PTK
及 phosphoinositides 的產生有關。Quercetin
抑制 T cell 生長，使 cell cycle arrest 在 G1
期[7]，其機能能抑制 protein kinase、PIP2 
hydrolysis 造成 IP3 濃度下降有關[8]。
Quercetin 亦發現引起 K562 leukemia cell 
lines 進行 apoptosis，其機轉與調節 c-myc、
kiras oncogene expression及減少 IP3的濃度
有關[9]。P53及P21 gene之表現與 apoptosis
有密切相關，P53 (為 suppressor gene)，參
與細胞 DNA 損傷反應之修補及造成 cell 
cycle 停留在 G1。細胞對 DNA 損傷的反應
為在 G1/G2 check point，停止 cell cycle 
progression 是為讓細胞在進入 S 及 M 期時
修補損傷的 DNA[10]，故 P53 在 G1 
checkpoint 扮演基因監護之角色，受損的
DNA 會增加 P53 蛋白質的含量。P53 含量
增加後，(1)可刺激 P21 基因表現，P21 
Protein 可與 CDK/cyclin 結合，抑制 cell 
cycle 前進，且 p21 與 proliferating cell 
nuclear antigen(PCNA)作用，而抑制 DNA 
replication。(2)刺激 DNA 修補基因的表現
如 GADD45 及 ERCC3。在哺乳類細胞之
cell cycle 調 節 機 轉 中 ， cyclin 及
CDK(cyclin-dependent kinase)之複合體對 S
期進行與 G2/M 期 progress 非常重要[11]，
然而 p21 卻是 CDK inhibitor 之一，它在
DNA 損傷部分所造成 p53-mediated cell 
cycle 靜止中扮演重要的角色[12-13]，故
DNA損傷物質引發G1/S checkpoint部分是
由 p53-dependent p21 活化參與[14]。

癌症之形成是歷經許多步驟，當外在

或內在之因素刺激均能造成細胞轉化。外
在因素包括 UV light、X-ray、chemical 
mutants 及 virus 等均能造成 DNA 突變；而
內在的突變會造成基因突變、轉位、重排
或擴大等。若致癌基因被活化即有可能轉
化為 cancer cell。本研究使用 Ha-ras 致癌基
因於細胞轉化時，所扮演的角色。正常之
Ras protein 是 G protein family 一員，它本
身是一個功能與 G2 subunit 相似之
protein，Ras protein 移型至胞膜時，具有
GTPase activity，當 Ras 與 GDP 結合時為
不活化狀態，但當 GDP 由 Ha-Ras 上分離
後，GTP 便結合到 Ras 上並使之活化[15]，
在一活化狀態便可將細胞生長調節的訊息
傳遞下去，正常情況下 Ras protein 之活化
可受生長因子刺激，當 Ras 突變後，基因
活化失去控制，活化的 Ras-GTP 持續存
在，便造成 cell 異常生長。

本研究利用Ha-ras oncogene第12個胺
基酸(由 Valine 取代 glycine)使 Ras gene 失
去 GTPase 活性，保持 GTP-Ras 活化狀態，
使 signal transduction 不斷進行，而造成 T1 
cell 轉化[16]，以便觀察 cell cycle、cell 
growth、differentiation 及 death 等過程中分
子機轉，本研究將 lac O 安插在猴病毒第
40 型(simian virus 40, sv40)的啟動子與
Ha-ras gene 之間而構築成一質體 pSV 
lacOras，將 pSV lacOras 質體與與含有表現
乳 糖 抑 制 基 因 (lac I) 之 質 體 ： pH β
lacINLSneo，協同 transfection T1 cell，命名
為 T1R1。本研究發現 Quercetin 造成 T1 
bladder carcinoma cell及 Ha-ras 但未誘發之
T1R1 bladder carcinoma cell 產 生
apoptosis，但對大量誘發表現 Ha-ras T1R1
之 apoptosis 卻為抑制作用，但對 G2/M 期
oncogene 活性參與誘發 apoptosis[12]無太
大的改變。本研究針對菟絲子及其黃酮成
分 Quercetin、Kaempferol 對 T1 cell 及 T1R1 
cell 引起細胞凋亡的影響，並探討其分子機
轉。

三、結果與討論
(一)Effects of quercetin, kaempferol, CCC
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and CCO on T1, T1R1 and T1R1 (in the 
prescence of IPTG)-induced cell 
proliferation：Querrcetin 及 kaempferol 以
dose-dependent 方式抑制 T1 及 T1R1 細胞
增生，其 IC50 分別為 68；58µg/ml (for T1 
cell)96.789µg/ml(for T1R1 cell)，在有誘導
子(IPTG)存在下，quercetin 及 kaempferol
抑制細胞增生之情形亦相似。若將
quercetin 與 kaempferol 以 1:3.5 比例混合製
成 CCC 或 1:2.5 比例混合製成 CCO 亦抑制
T1 及 T1R1 細胞增生，但抑制作用稍減弱。
(二)Effects of quercetin on cMyc level， Rb 
gene，p53 gene，bcl-2 level in T1/T1R1 or 
T1R1 cell (in the presence of IPTG)：
Quercetin (70µg/ml)明顯增加T1及T1R1細
胞 p53expression，同時減少 bcl-2 的表現，
對 Rb 影響不大，對 c-Myc 含量稍微增加。
在有 IPTG(2mM)存在下，quercetin 增加
T1R1 細胞 p53 表現與抑制 bcl-2 gene 表現
的作用會消失。
(三)Effects of CCO on cMyc，p53 gene，

bcl-2 level in T1R1or T1R1 cells (in the 
presence of IPTG) ： 將 Quercetin 與
kaempferol 以 1:2.5 比例混合製成 CCO 在
T1 cell 明顯增加 cMyc level，但對 p53 及
bcl-2 影響不大。
Effects of quercetin on Ras activity， p21 
gene expression，c-jun，c-myc activity，p53，
Rb gene，bcl-2 level in T1/T1R1 or T1R1 
cells (in the presence of IPTG)：Quercetin 
(70µg/ml)明顯抑制 T1 及 T1R1 細胞 Ras 
activity，c-jun 及 cMyc level，bcl-2 gene 表
現亦顯著減少；相反地，p53 及 p21 gene
表現是增加，但當有 IPTG (5mM)存在下，
quercetin 對上述 gene 表現之調節作用即消
失。

本 研 究 發 現 菟 絲 子 之 黃 酮 成
分 — quercetin 及 kaempferol 以
dose-dependent 方式抑制人類膀胱癌 T1 細
胞及未誘發Ras活性之膀胱癌T1R1細胞之
增生，但以 IPTG 誘導子大量誘發表現

Ha-ras 之 T1R1 細胞，querctin 之抗增生作
用即減弱。此結果說明 quercetin 及
kaempferol 具有引發 T1 及 T1R1 cell 引起
apoptosis 之現象，但已引發 Ras-dependent 
signal transduction 增生之機轉後，quercetin
之抑制作用即減弱。Quercetin 抑制 T1 及
T1R1 cell 增生伴隨抑制 Ras 活性及
c-Jun/cMyc 含量；同時 p53 及 p21 gene 表
現增加。在 K562 leuckemia cell line，
Quercetin 亦調降 c-Myc 及 ki-ras oncogene
活性參與誘發。先前研究指出 p53 在 G1
checkpoint 扮演基因監護之角色，受損的
DNA 會增加 p53 protein 含量，再經由刺激
p21 gene， p21 能與 CDK/cyclin 形成
complex 來抑制 cell cycle 前進，故 p21 在
因壓力如 DNA 損傷所造成 p53-mediated 
cell cycle arrest 中扮演重要角色 (12-13)。
本研究初步結果發現 quercetin 引起
apoptosis 與 其 增 加 p53 及 p21 gene 
expression 有關。

Ras oncogene 由 point mutation 所活
化，參與癌症形成 (17-18)，大約 30%人類
腫瘤與 ras突變相關，Ras protein在控制 cell 
proliferation 及 differentiation 的 signal 
transduction pathway 扮 演 樞 紐 的 角 色
(19-20)，由於 Ras 可啟動 transcription factor 
如 c-Jun，c-myc 活化來參與增生，因此 Ras 
protein 在 mitogens 或其他生長因子傳遞至
核內的路徑上是關鍵角色。本研究發現
querctin之抗細胞增生作用與其抑制Ras活
性有關，同時轉錄因子(transcription factor)
如 c-Jun，c-Myc 活性伴隨抑制。先前本研
究指出 quercetin 抑制 cancer cell 生長是經
由活性 type II estrogen binding site (Type II 
Ebs) (21)，抑制 phosphoinositides breakdown 
(22)是否在 T1/T1R1 cell 也抑制 PIP2 
breakdown 有待進一步研究。quercetin 在人
類胃及大腸癌細胞抑制 G1/S transition 而
誘發細胞凋亡。P53 參與細胞 DNA 損傷反
應 G1 arrest 或 apoptosis (23)，故 G1 靜止
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是由 p53 媒介轉活化 p21 gene 所引發，p21
是 CDKI 可抑制 cell cycle 進行。本研究
quercetin 提昇 T1 及 T1R1 細胞 p53 及 p21
表現引起 apoptosis 很可能是經由造成 G1
靜止，但當大量誘發表現 Ha-ras 後之 T1R1
的凋亡現象即減弱，quercetin 似乎對 cell 
cycle G2/M 期無太大影響。
結論：quercetin 及 kaempferol 抑制 T1 及
T1R1 細胞增生，可能是經由抑制 Ras 活化
及其依賴的轉錄因子 c-jun，c-myc 活性。
同時造成腫瘤細胞進行細胞凋亡，其分子
機轉可能是經由增加 p53 及 p21 基因表現
所致。

計劃成果自評
本研究成果與原計劃相符合，並已基本達
到預期目標，此研究成果適合於學術期刊
發表。
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