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中文摘要 

    LYF-17 屬於 2-PN 的延伸化合藥物，這類藥物在之前的文獻報導中

發現可以抑制微管聚合等功用。 

    化學蛋白質體學可以被用來確認生物體的標的蛋白並且應用它們於

藥物的發現及發展。在此我們利用相關的完善技術與方法去快速地確認

藥物的標的蛋白，以及探討藥物的發展。在生物體訊息路徑中，蛋白質

與 LYF-17 的互相影響是一個重要的關鍵點，LYF-17 的加入會影響到許

多不同的重要蛋白質。因此，我們利用色層分析法、二維電泳以及質譜

儀來確認 LYF-17 在人類乳癌細胞株 MDA-MB-435 中會影響到那些標的

蛋白質。由我們的結果可以發現 LYF-17 的標的蛋白有：Protein disulfide 

isomerase family A member 3(PDIA3)、 zinc finger protein、beta-site 

APP-cleaving enzyme 2(BACE2)、T cell receptor alpha(TCRA)、CD44、

dysferlin、Ribosomal protein 及 Microtubule-associated protein 1B(MAP1B)

等。 

 

關鍵字: LYF-17；化學蛋白質體學；色層分析法；二維電泳；質譜儀 
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Abstract 

 

LYF-17 is a kind of 2-PN to spread out extends the thing. Many beneficial 

properties have been attributed to 2-PN, including inhibition of tubulin 

polymerization etc. 

   A fundamental goal of chemical proteomics is to identify target proteins 

for bioactive small molecules and then apply them to drug discovery and 

development as valid and drugable targets. Here, we introduce integrated 

technologies for the rapid identification of target proteins, methodologies for 

validating them as drugable targets, and applications of chemical proteomics 

in drug discovery and development. Protein interaction with LYF-17 is a 

critical step in the effects of LYF-17 on the regulation of various key proteins 

involved in signal transduction. We have identified a novel molecular target 

of LYF-17 using affinity chromatography, two-dimensional electrophoresis, 

and mass spectrometry for protein identification. We found the spots of 

interest were identified as the Protein disulfide isomerase family A, member 

3(PDIA3)；zinc finger protein；beta-site APP-cleaving enzyme 2(BACE2)；

T cell receptor alpha(TCRA)；CD44；dysferlin；Ribosomal protein and 

Microtubule-associated protein 1B (MAP1B). 

 

Keywords: LYF-17 ； Chemical proteomic ； affinity chromatography ；

two-dimensional electrophoresis； mass spectrometry 
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第一章  前言 

第一節 新藥開發 

    生物技術領域的應用範圍非常廣泛，其中最重要的應用之一是在新

藥的開發方面。一個藥物的發展過程主要有兩個重要階段：(a)早期發展

階段：確認藥物的標的蛋白質和尋找能改變目標(target)的藥物；(b)臨床

試驗：需經廣泛並且昂貴的測試以及獲得政府機關的認同。 

    傳統上，大多數的藥物篩選，皆是透過直接觀察細胞或是動物經由

投藥後的表現型態。許多知名的傳統藥物如嗎啡、阿斯匹靈及胰島素，

雖然已使用多年，但其藥理的作用機制及其「藥物標的」（drug target）

（如特定的接受器或是酵素），亦是近年來才得以釐清。雖然目前已經

確定的「藥物標的」數目仍然不多，然而，現代生命科學領域的快速進

展，特別是人類基因體的定序計劃已完成，使得愈來愈多的「藥物標的」

被推測、發現及證實。如何利用已知的、或大膽假設之「藥物標的」制

定藥物篩選之策略，在近年來，已漸漸形成一門很專精的學問。反過來

說，透過化合物之篩選及藥物的研發過程，也是驗證有潛力之「藥物標

的」最有效且最具說服力的方法。 

    新藥開發需要長時間及大量資金的投入 (Dickson and Gagnon, 

2004)，是一個複雜但循序漸進、富於邏輯的過程，新藥的安全性、有效

性必須最終經過臨床試驗加以證實(DiMasi et al., 2003)（表1-1)。新藥研
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發中的非臨床研究部分包括藥物化學、藥理學、毒理學及藥物動力學等

的研究結果，可以為該研究藥品的臨床使用，提供有效性和安全性的參

考，且可提供第一次使用於人的安全初始劑量的依據。儘管如此，後續

臨床研究的結果不如預期的現象，仍十分常見。進入臨床試驗的藥品，

平均只有1/10 最後可以上市，所以，臨床試驗是新藥研發中不可或缺的

一環。本篇實驗主要著重於發展的前期部分，尋找新藥標的和藥物安全

性及生物活性的試驗。 

表1-1：新藥研發、臨床試驗及上市審查流程、IND (Investigational New 

Drug) 試驗中新藥、NDA (New Drug Application) 新藥上市審查申請。 

 

    經由篩選的天然物或化學合成的有機化合物，或是因為觀察到藥物

的副作用而發現先導化合物（Lead compound）是特定標的之新藥開發的

第一步。而幾乎所有的藥物都是由先導藥物的產生，皆需要不同專業領

域間的充分合作，如藥物學、生物化學、分子生物學、化學及工程等各
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領域的整合(DiMasi et al., 2003)（圖1-1）。由於大多數先導化合物的生物

活性不夠強、標的選擇性不佳、缺乏良好的藥物動力學性質---吸收、分

佈、代謝與排泄（ADME）或是具有毒性，所以必須先經過先導化合物

最佳化（optimization）的步驟，方能得到活性強、選擇性佳、具備良好

藥物動力學性質且安全的候選藥物以供進一步的臨床試驗。 

 

圖1-1：先導藥物開發流程。小分子化合物經由一系列利用基因體、蛋白

質體、分子生物及化學方法，再進行篩選、修飾及確認過程後進而產生

先導藥物。 

    以現代生物技術進行藥物開發，首先面臨的問題是「藥物標的」之

選擇與確認，而大多數的「藥物標的」是與疾病相關的蛋白質，很多藥

物的藥理作用機制即在於調節「藥物標的」的生物活性；然而，亦有些

藥物是藉由調節與疾病相關之基因表現的能力，而產生藥物治療的效果。 
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第二節 LYF-17 藥物介紹 

    LYF-17為本校藥化所郭盛助教授利用成大化學系吳天賞教授所分離

出來的天然 reevesianine-A 為先導藥物(lead compound) ，並與美國北卡

大學李國雄教授之研究團隊合作，設計並合成一系列 monosubstituted 

2-phenyl-4-quinolone 類衍生物，經由細胞毒性測試 (cytotoxicity) 、微管

聚合作用的抑制(inhibition of tubulin polymerization )及秋水仙鹼黏合的抑

制(inhibition of colchicines binding)等測試，綜合這些測試以及委託美國

NCI 以 COMPARE program 方式探討結果得知其作用機轉與秋水仙鹼

(colchicine)相近，是一類化學結構新穎的 antimitotic agents，之後郭教授

陸 續 合 成 了 更 多 的 類 緣 化 合 物 ， 例 如 multiple-substituted 

2-phenylquinolin-4-ones (2-PQ) 、 2-phenylnaphthyridin-4-ones (2-PN) 、

2-phenylquinazolin-4-ones (2-PZ) 及 tetrahydro-2-phenylquinolin-4-ones 

(2-PQ-H2)等等，建立了這些化合物之化學結構與抗微管活性的關係。同

時也發現不少化合物在 in vitro 試驗中呈現相當強的細胞致毒活性，頗具

開發潛能，可以說創立了一類新型的 antimitotic agents，以下是

reevesianine-A、2-PQ、2-PN、2-PZ 及 2-PQ-H2 的結構。 
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    LYF-17 的結構式如圖 1-2，屬於 2-PN 的延伸化合藥物，也就是說

LYF-17 的先導藥物是 2-PN。 

 
圖 1-2：LYF-17 結構式以及分子量。 



 

 8

 

第三節 癌症的探討 

    癌症的形成原因非常複雜， 為一多步驟過程。Hanahan及Weinberg 

歸納出六點參與癌症形成的重要轉變： (a) 自我供給生長訊息 

(self-sufficiency)；(b)對於抑制細胞生長訊息的去敏感化(insensitivity to 

growth-inhibitory signal)；(c)躲避細胞程序性死亡(evasion of programmed 

death)；(d)去除對於生長能力的限制(limitless replicative potential)；(e)維

持血管新生的能力 (sustain angiogenesis)；(f)產生侵襲組織以及轉移至它

處的能力 (tissue invasion and metastasis) ；癌細胞會藉由血管侵襲其他身

體器官，造成遠處轉移、引起併發症(Hanahan and Weinberg, 2000)。 

    癌細胞的轉移在整個癌症的進程中佔有極重要的一環，癌細胞藉由

蛋白酶來分解細胞間質並侵入周邊正常組織，穿透血管壁或淋巴管壁 

(intravasation) ，隨著血流或淋巴液移行至遠處器官，再利用黏附因子與

血管內皮產生黏附，利用蛋白酶穿透血管壁，侵入周邊正常組織，形成

第二病灶。學者也指出當癌細胞產生移行時，integrin及玻尿酸接受器 

(hyaluronan receptor)-CD44所主導之黏附關係對腫瘤的生長及瀰漫扮演

關鍵性的角色(Bartolazzi et al., 1994; Gunthert et al., 1991; Varner and 

Cheresh, 1996)。 
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    癌症是一種非常複雜的疾病，基本上，癌症在型態上可分為兩大類：

一大類是固體腫瘤，例如常見的肝癌、肺癌、乳癌等；另一類則是血液

腫瘤，如白血病、多發性骨髓瘤等。而腫瘤的形成，是指細胞內的細胞

核基因發生突變，使得細胞異常地增生，進而演變成腫瘤。腫瘤又可分

為良性及惡性腫瘤，前者生長緩慢，與周圍組織界限分明，不會發生轉

移，大致而言，對於人體健康危害較小；後者生長迅速，侵入血液或淋

巴腺，並能藉此轉移至身體各部位，破壞正常器官的功能，妨礙身體的

正常運作。 

    而近年來根據行政院衛生署統計，癌症一直是國人十大死因之首惡

(圖1-3)(行政院衛生署, 2009)，每年約有三萬多人死於癌症，而每年新增

加的癌症病例也將近六萬人(圖1-4)(行政院衛生署, 2009)。癌症的發生目

前還無法完全證實，可能是和各種環境因素、遺傳因子有關，或者是兩

者交互作用所形成，儘管醫療技術已隨著現代科技發展而進步，但癌症

仍是一個難以對抗的棘手疾病，因此當今世界上許多的科學家們都致力

於癌症方面的研究。 
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圖 1-3：台灣地區民國 97 年十大死亡原因。〈資料來源：行政院衛生署〉 

 

 

圖 1-4：台灣地區歷年惡性腫瘤死亡率與死亡人數趨勢圖。 

〈資料來源：行政院衛生署〉 

 

 



 

 11

第四節 蛋白質體學 

壹、概述 

    生物體內進行反應的單位以蛋白質為主，並非核酸，所以要了解生

命的奧秘，首先就要對蛋白質有深入的了解。蛋白質體(proteome)這個集

合名詞最早是在 1994 年的 Siena 二維電泳會議(Siena 2-D Electrophoresis 

Meeting, 1995)中，由威爾金斯(Marc Wilkins)及其同事首次提出，用來表

達某生物中根據所有基因體所表現出來之所有蛋白質的集合總稱。蛋白

質體學是研究多種蛋白質組成的系統，蛋白質體學的焦點，放在「系統」

的行為，而不是「單一組成」的行為(Daniel, 2002)。 

蛋白質體要比基因體複雜許多，舉例來說，人類約有 30,000 到 40,000

個基因，但經由轉錄後剪切及轉譯後修飾將可能產生數十萬種以上不同

種類的蛋白質。此外，由於蛋白質本身扮演非常多層面的角色，其主要

的概念意涵與研究內容亦隨之相當廣泛，包括：蛋白質身分鑑定、蛋白

質之同形體(isoform)分析、蛋白質之修飾鑑定、蛋白質之動態表現量測

定、蛋白質之大量表現、蛋白質之折疊立體結構、蛋白質與蛋白質間之

交互作用、蛋白質與其他分子間之交互作用、蛋白質複合物之組合、蛋

白質之生化活性、蛋白質之分佈位置等。正由於蛋白質具有多層面的基

礎研究與應用價值，蛋白質體學研究之範疇可區分為許多次主題(圖 1-5)。 
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圖 1-5：蛋白質體學之研究範疇。 

 

貳、蛋白質體學的發展及應用 

    質譜分析蛋白質技術以及電腦功能的不斷開發與創新，高效能鑑定

蛋白質成為實際可行，而使得蛋白質體學能夠蓬勃發展，因而正式進入

了「後基因體時代-蛋白質體學開始」的階段，為 21 世紀生物科技最主

要的研究趨勢。 

    利用蛋白質體學技術能在短時間內大規模分析樣品內眾多蛋白質身

份，日前已經有越來越多的研究人員開始將此技術利用於基礎及臨床醫

學上。研究人員可從蛋白質體學角度來探討某兩種樣本之間(如發病組織

與正常組織、腫瘤與非腫瘤、致病菌與非致病菌、處理同一藥物前後或

處理不同藥物，或利用瓊脂糖凝膠(Sepharose)(接上親和性介質再接上藥

物)其整體蛋白質表現之狀況，及背後所隱含的意義與分子作用機轉，而

找出導致疾病發生的可能原因、藥理機制等等。 
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参、蛋白質二維凝膠電泳 

    蛋白質體學的研究方法，主要包括：待測蛋白質的分離(Analytical 

protein separations)，蛋白質的分解(Protein digestion)，質譜儀的分析，和

database 的搜尋(Mass spectrometry analysis and database searching)。目前

蛋白質體研究最普遍使用的實驗方式是結合二維凝膠電泳與質譜儀，常

見的有介質輔助雷射脫附游離飛行時間式質譜儀(Matrix-assisted laser 

desorption/ionization-Time of flight/Mass Spectrometry；MALDI-TOF/MS)

及液相層析串聯質譜儀 (Liquid Chromatograph-Mass Spectrometry；

LC-MS)。 

    1975 年 O’Farrell 首 先 發 展 出 利 用 蛋 白 質 二 維 凝 膠 電 泳

(Two-Dimensional Electrophoresis；2-DE)技術分離大腸桿菌中的蛋白質。

其第一維等電點聚焦乃是利用蛋白質具不同等電點之特性，使蛋白質在

pH 梯度膠中移動分離，接著第二維 SDS-PAGE(Sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)則再將蛋白質依其分子量大小

作分離。當時 O’Farrell 分離出約 1100 個蛋白質染色點，且具有相當好的

再現性(O'Farrell, 1975)。二維凝膠電泳無疑為分離成份複雜的蛋白質樣品

的一個強而有力的工具。 
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肆、質譜儀 

    質譜儀的分析是蛋白質體學研究當中極為重要的一環。90 年代末

期，質譜儀離子源的發展有了重要突破，Koichi Tanaka 以介質輔助雷射

脫附游離法 (MALDI) ，以及 John B. Fenn 以電灑法 (electrospray 

ionization，ESI)(Banks et al., 1994)，分別成功的偵測到蛋白質分子，開啟

了蛋白質研究分析的新紀元。至於質譜儀器本身也不斷被研發改良，提

高了蛋白質分析的解析度(resolution)、精確性(accuracy)、質量範圍(mass 

range)，以及分析通量(throughput)等。因應分析需求的不同，可將質譜儀

串聯使用，並且與多種離子源做搭配。 

    Cleveland 等人，於 1977 年首先提出胜肽質量指紋圖譜(peptide mass 

fingerprinting，PMF)的概念(Cleveland et al., 1977)。但直到 1993 年，才

由 Henzel 等人以介質輔助雷射脫附游離飛行時間式質譜儀(MOLDI-TOF 

MS)配合電腦資料庫搜尋演算，證實能以 PMF 進行蛋白質身份之鑑定

(Henzel et al., 1993)。 



 

 15

第五節 研究目的 

    乳癌是女性最常見的惡性腫瘤，幾乎占所有惡性腫瘤的 1/3。根據

近年來衛生署統計資料顯示，女性乳癌在台灣主要癌症死亡原因中已躍

居第四位(圖 1-6)(行政院衛生署, 2009)。僅管近年來醫療診斷技術不斷的

改進，女性對乳房問題的注重、健康照護者支持早期診斷等觀念的更新，

不過，乳癌的死亡率卻沒有太大的改善。因此找出正確、適當治療乳癌

的方法絕對是刻不容緩的事，而對於癌症的預防及抗癌藥物的開發、篩

選更是在癌症醫學值得去注視及探討的。由於目前臨床上用於抗癌的化

學療法、放射線療法所產生的副作用多不勝舉，病人在治療期間免疫功

能差容易感染、生理機能失調等。因此若能研發出副作用低並且能有效

率地治癒乳癌的新藥是癌症醫學治療的一大福音。 

    一個新藥開發的過程雖然很冗長，不過經由初步的藥物毒性的測試

結果，與其他臨床用藥比較過後，LYF-17 針對乳癌細胞的毒殺性只需要

極 低 的 藥 量 濃 度 就 可 以 達 到 IC50(The half maximal inhibitory 

concentration)(表 1-2)，且這樣的藥量濃度對於正常的細胞沒有明顯的毒

殺性，這樣的結果顯示LYF-17 有機會取代現有的臨床用藥。本研究希望

以蛋白質體學的方式來找出LYF-17 的標的蛋白(target protein)，以此為基

礎，希望在不久的將來能將LYF-17 應用在臨床乳癌的治療。 
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圖 1-6：台灣地區 97 年癌症死亡率。〈資料來源：行政院衛生署〉 

表1-2、LYF-17與其他臨床用藥測試癌細胞以及正常細胞的IC50濃度。 
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第二章 材料與方法 

第一節 實驗材料 

壹、 細胞株 

MDA-MB-435 (乳癌細胞轉移能力較強的細胞株)(Khaldoyanidi et al., 

2003; Zen et al., 2008)：由癌症生物學研究所洪明奇教授實驗室所贈，

China Medical University (Taichung, Taiwan) 

 

貳、 實驗藥物(LYF-17)來源 

LYF-17 得自於藥物化學研究所郭盛助教授實驗室，China Medical 

University (Taichung, Taiwan) 

 

參、 藥品試劑 

1. Acetone (MERCK, USA) 

2. APS (USB, USA) 

3. Acetonitrile (MERCK, USA) 

4. Acetic acid (MERCK, USA) 

5. Glycerol 99% (Riedel-deHaen, USA) 

6. HCL 10N (Riedel-deHaen, USA) 

7. Phenyl methame sulfonyl fluoride(PMSF) (Sigma, USA) 

8. Sodium phosphate(Na2HPO4) (J.T.Baker, USA) 

9. Sodium acetate (calblochen, USA) 

10. Sodium bicarbonate (Sigma, USA) 

11. Sodium othorandate(Na3VO4) (Sigma, USA) 
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12. Sodium dodecyl sultate(SDS) (Sigma, USA) 

13. Sodium hydroxide(NaOH) (Riedel-deHaen, USA) 

14. TRIS-HCL (J.T.Baker, USA) 

15. Sodium thiosulfate(Na2S2O3) (MERCK, USA) 

16. Sodium carbonate(Na2CO3) (MERCK, USA) 

17. Urea (MERCK, USA) 

18. DTT (MERCK, USA) 

19. IAA (MERCK, USA) 

20. CNBr-activated SepharoseTM4B (奇異, USA) 

21. Ethanol (MERCK, USA) 

22. Methanol (默克, Germany) 

23. Bradford (BIO-RAD, USA) 

24. FBS (GIBCO, USA) 

25. Trypsin (GIBCO, USA) 

26. TCA (Sigma, USA) 

27. Protein maker (Femantas, USA) 

 

肆、 主要器材儀器 

1. 離心機(AvantiTM30 centrifuge, Beckman Coulter, USA) 

2. 去離子水製造機(Minipore, USA) 

3. 蛋白質轉漬電泳套組(BIO-RAD. USA) 

4. 微量天平(GR-200；A&D, Japan) 

5. 正立式光學顯微鏡 (ZEISS, Germany) 



 

 19

6. ELISA reader (ANTHOS-2020, Salzbrug, Austria) 

7. Power supply (Hoefer, San Francisco, CA, USA) 

8. SDS-PAGE 電泳槽套組 (BIO-RAD, USA) 

9. Vortex-genie 2 (SCIENTIFIC INDUSTRIES, NY, USA) 

10. 蛋白質掃描儀分析系統 (U MAX, USA) 

11. 細胞培養皿 (CORNING, USA) 

12. 酸鹼值測定計 (C831；Consort, UK) 
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第二節 實驗方法 

壹、 細胞株培養與繼代 

    HBL-100：培養於90%的DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)，

包含有10%的FBS (fetal bovine serum)、1%青黴素與鏈黴素的混合抗生素 

(100X stock solution ：Penicillin 50 U/ml；Streptomycin 50 μg/ml，Gibco) 

    MDA-MB-435：培養於90%的DMEM/F12，包含有10%的FBS (fetal 

bovine serum)、1%青黴素與鏈黴素的混合抗生素 (100X stock solution：

Penicillin 50 U/ml；Streptomycin 50 μg/ml，Gibco) 

    上述細胞株皆培養於5%CO2，恆溫37℃的細胞培養箱中，每隔48小

時以trypsin-EDTA(0.05% trypsin與2.5 mM EDTA)將細胞打散，以1×106個

細胞數分種於新的10公分培養皿中做繼代培養。 

 

貳、 冷凍細胞活化 

    原理：冷凍細胞活化原則為快速解凍，如此可避免冰晶重新結晶而

對細胞造成傷害，導致細胞死亡。細胞經由解凍後培養數日，並繼代二

至三代，待細胞恢復原有活性，使細胞生長或其特性恢復正常時才作為

細胞實驗的樣本。 

    步驟：將操作環境及細胞所需之培養基準備完善後，並將培養基至

於 37 ℃的水浴槽中回溫，回溫後噴以 70%酒精後，擦拭並移入無菌操作
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台內。自液態氮中取出冷凍小管，首先檢查蓋子是否旋緊（由於熱脹冷

縮的過程，此時蓋子容易鬆脫）並迅速移入 37℃的水浴槽中快速解凍，

輕搖冷凍管使其在 3 分鐘內完全融化，此時注意水浴槽之水面不要接觸

蓋口之接合面，以降低污染發生。完全融化後，以 70% 酒精擦拭冷凍小

管外部，並將移入無菌操作台內。先取出解凍之細胞懸浮液置入培養容

器內，再緩慢加入培養基(稀釋比例為 1:10)，混合均勻，放入CO2細胞培

養箱培養，並在解凍後次日更換培養基。 

 

參、 細胞冷凍保存 

    原理：將健康細胞繼代後存放於液態氮中以供應實驗所需之細胞。

欲冷凍保存之細胞需為生長良好（long phase）且存活率高之狀態，約為

80% ～90% 緻密度。DMSO應為試劑級等級，且無菌無色（0.22  micro 

FGLP Telflon 過濾或是直接購買無菌產品）。冷凍保存之細胞濃度：1×106 

cells/ml。冷凍保護劑濃度為 5% ～10% DMSO。  

    步驟：冷凍前一日更換半量或全量的培養基，觀察細胞生長情形。

配製冷凍保存溶液（使用前配製）：將DMSO加入新鮮的培養基中，最後

濃度為 5% ，混合均勻，置於室溫下待用。取少量細胞懸浮液（約 0.1 ml）

計算細胞濃度及冷凍前存活率。離心，除去上清液，依細胞數的數量加

入適量的冷凍保存液，使細胞濃度為 1×106 cells/ml，混合均勻，分裝於
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標示清楚之冷凍保存管中（1 ml/vial）。冷凍保存方法：冷凍管置於-80℃ 

16～18 小時（或隔夜），最後以液氮槽長期儲存。 

     

肆、 細胞計數 

    原理：細胞計數是利用trypan blue染料會滲入死細胞中而呈色，而活

細胞因為細胞膜完整，因此染料無法滲入而不會呈色。計算數目是利用

細胞計數盤，細胞計數盤一般有兩個chamber，每個chamber中細刻成九

個 1 mm2 大正方形其中九宮格周圍的正方形再細刻 16 小格，深度均為

0.1 mm。當chamber上方蓋上玻片後，每各大正方形的體積為 1 mm2 × 0.1 

mm＝1.0×10-4 ml。使用時，計數上、下chamber各 5 個大正方形內（四的

角落和中央區域）之細胞數總和，除以 10，乘以稀釋倍數，再乘以 104，

即為每ml中的細胞數。（如圖 1-7）。 

54

3

21

54

1 2

3

 

圖 1-7：細胞計數盤 

    步驟：首先將舊的培養基吸出，接著以 10 ml 1X PBS 緩衝液（pH 7.4）

清洗兩次，清洗完後加入 1 ml 的 0.05% trypsin-EDTA 約 3~5 分鐘（於細
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胞培養箱中反應），再加入 3 ml 10% FBS-DMEM 中斷 trypsin 作用，將

培養皿內的細胞液移置離心管中以離心轉 1500 rpm 5 分鐘將細胞離心下

來，除去上清液後加入適量的培養基，均勻的將細胞與培養基混合均勻

並取出 100 μl 的細胞懸浮液與 10 μl trypan blue（0.4% trypan blue）混合

均勻於 1.5 ml 微量離心管中。將蓋玻片蓋於細胞計數盤上，取混合液 10 

μl 於 chamber 上方凹槽加入，接著在倒立式顯微鏡下觀察及計數。在計

數之時，細胞若位於線上，則只計上限與右線（或計下線與左線之細胞）。 

 

伍、 細胞存活率分析  

    本篇論文所採用的方法為MTT試驗(MTT assay)。原理如下述，MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny tetrazolium bromide)進入細胞內

而被粒線體內膜上的琥珀酸去氫酶  (Succinate dehydrogenase on 

Mitochondrial inner membrane)給還原成MTT，不溶於水，呈現紫色針狀

結晶；因為只有在活細胞中其粒線體才有活性，因此只有活細胞才會生

成結晶，在結晶完全形成之後，會結在細胞上造成細胞死亡，再用DMSO

溶出結晶，用595 nm的波長在ELISA reader下讀取吸光值。 

    細胞以2×104/well種於24孔盤中，24小時後，換成含有指定濃度指定

藥物的培養液(一個孔0.5 ml），培養24小時後，加入MTT試劑 (MTT 2  

mg/ml 溶於PBS中）反應3小時待結晶形成，將24孔盤中的培養液與試劑
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吸乾，加入500 ml的DMSO溶解結晶，取200μl溶解液至96孔盤中以590 nm

之波長在ELISA reader下讀取吸光值。 

 

陸、 細胞總蛋白收集與定量 

    細胞以1×106個種植於10公分培養皿中，待16~20小時細胞貼附後，

給予指定劑量的LYF-17並培養指定的時間於細胞培養箱中。待處裡後，

將各組別的細胞用trypsin-EDTA打下連同培養液一起收集至15 ml離心管

中，離心1500 rpm、5分鐘。去除上清液，加入1 ml PBS將細胞打散，離

心1500 rpm、5分鐘。將上清液倒乾，加入1 ml PBS將細胞打散並轉到1.5 

ml eppendorf，離心12000 rpm、1分鐘。用微量吸管確實吸乾上清液，收

集的細胞可存放於-80℃冰箱一個月備用。 

將收集的細胞加入適量的lysis buffer (10% glycerol；1% Triton X-100；137 

mM NaCl；10 mM NaF；1 mM EGTA；5 mM EDTA；1 mM sodium 

pyrophosphate；20 mM Tris-HCl，pH 7.9；100 mM β-glycerophosphate；1 

mM sodium orthovanadate ； 0.1% SDS ； 10μg/ml aprotinin, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, and 10 μg/ml leupeptin)置於冰上，每10分鐘

震盪一次(以”vortex 9”速度震盪)。待震盪三次後，再以超音波震盪1分鐘，

最後離心12000 rpm、30分鐘、4℃。以微量吸管吸取上清液，收集於新的

eppendorf中，此上清液即為細胞總蛋白(total protein)。當總蛋白質定量
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後，以每管50μg的蛋白質分裝儲存於-20℃備用。 

    蛋白質定量，以Bio-Rad Protein Assay Dye來測定。其原理簡述如下，

Bio-Rad Protein Assay Dye中酸性的Coomassie® Brilliant BlueG-250會與

蛋白質結合，而蛋白質濃度不同會使溶液顏色呈現不同程度的變化，通

常蛋白濃度介於0~20μg/ml時，溶液顏色將會由棕紅色轉灰黑色，最後變

成深藍色。取稀釋的Bio-Rad Protein Assay Dye (1:4 Milli Q水) 1 ml分別加

入0、1、2、4、6、8、10μl的BSA (Bovine serum albumin 2 mg/ml)，混合

均勻後，取200μl之混合液至96孔盤，以595 nm之波長在ELISA reader 下

讀取吸光值，並以此七點對應之吸光值建立檢量線 (回歸系數須大於

0.995才可採用)。取待定量之蛋白質液2μl混合於1 ml稀釋的Bio-Rad 

Protein Assay Dye，取200μl之混合液至96孔盤，以595 nm之波長在ELISA 

reader下讀取吸光值，並以建立好的檢量線換算蛋白質濃度。 

 

柒、 二維膠體電泳  

(A) 蛋白樣品前處裡 

原理：TCA 為一強酸溶液，當其跟蛋白質溶液混合時，可瞬間改變

蛋白質的 pH 值而達到蛋白質的等電點（PI），因而使蛋白質沉澱析出。 

    步驟：利用 50% TCA溶液（含 20mM DTT*）以 1：4 比例加入蛋白

質樣品萃取液中，在-20℃下將蛋白質溶液沉澱 45 分種以上（最好隔夜）。
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接著在 4℃下，以 13000 rpm的轉速離心 15 分鐘，去除上清液，重複此步

驟 2 次，得到蛋白質沉澱物。再將-20℃ 的丙酮（acetone）加入蛋白質

沉澱物中並離心（13000rpm、15 分鐘、4℃），重複此步驟 3～5 次，之後

靜置在室溫下讓丙酮自然揮發（不可使蛋白質沉澱物變至白色）。在室溫

下，加入適量的回溶液（rehydration buffer）將沉澱的蛋白質回溶，接著

將蛋白質回溶液以 13000 rpm 的轉速，離心 20 分鐘，取上清液為蛋白質

溶液，進行等電點電泳分析。 

註：*表示在使用前才加入 

 

(B) 等電點聚膠電泳分析（iso-electric focusing，IEF） 

    原理：利用蛋白質等電點不同的特性，使用具有 pH值梯度分布的 IPG 

strip 膠條將蛋白質做分離。 

    步驟：以二次水潤洗聚焦盤(focusing tray)數次，再以拭鏡紙擦乾聚

焦盤的每一個內槽（well）及電極線。吸取蛋白質溶液 125 μl，平均置入

聚焦盤的槽內（盡量注入兩邊電極以內的位置且注意不可有氣泡）。將 IPG 

strip 膠條（pH 3-10，7 公分）的保護膜迅速撕去，膠面向下，膠條依電

極的方向，小心覆蓋在溶液上，注意不可有氣泡。吸取約 1 ml 礦物油

(mineral oil)，注滿膠條的上面，防止等電點聚焦過程中，蛋白質回溶液

蒸發而乾掉燒焦。蓋上蓋子，將聚焦盤置於 IEF Cell 上之正確位置（注
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意正負極擺放位置），設定程式進行等電點聚膠電泳。IEF Cell 的參數設

定如下： 

R（rehydration）: 50 V、12 hr 

Step1: 250 V、15 min 

Step2: 4000 V ↗ 2 hr 

Step3: 4000 V ↗ 20000 Vhr 

Step4: 500V/hold 

 

(C) strip 膠條平衡 

    原理：利用平衡液將 IEF 過程中的尿素（urea）、CHAPS 及礦物油去

除，並利用 DTT（dithiothreitol）進行還原作用將蛋白質內的雙硫鍵打斷，

而 IAA（iodoacetamide）則將蛋白質雙硫鍵被打斷的地方進行烷化作用，

避免雙硫鍵再接回，進而增加蛋白質溶解性，使其更有利於 SDS 與蛋白

質結合形成 SDS-蛋白質複合物。 

    步驟：以二次水潤洗拋棄式水合盤數次，再以拭鏡紙擦乾水合盤的

每一個內槽（well）。將 strip 膠條取出，用拭鏡紙將背膠面的礦物油擦去，

再將 strip 膠條以二次水潤洗 1～2 次，把背膠面的水及殘餘的礦物油使用

拭鏡紙大致去除，然後將 strip 膠條的膠面朝上放入拋棄式水合盤中，注

入 2.5 ml 平衡液 I（equlibration buffer I），於迴旋式震盪器上搖晃 20 分鐘。

再將 strip 膠條取出，用拭鏡紙將背膠面的平衡液 I 擦去，然後將 strip 膠
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條面朝上的放入拋棄式水合盤中的另一個 well 中，注入 2.5 ml 平衡液 II

（equlibration buffer II），於迴旋式震盪器上搖晃 20 分鐘。 

 

(D) SDS-聚丙烯醯胺凝膠電泳（SDS-PAGE） 

    原理：利用電泳所造成的三種物理效應（樣品濃縮效應、分子篩效

應及電荷效應）將蛋白質依據分子量差異而分離。 

1. 樣品濃縮效應： 

(a) 凝膠孔徑不連續性： 

    在電場作用下，利用凝膠孔徑的不同使蛋白質顆粒泳動所遇到的阻

力也不同，因而在上下二層孔徑不連續性的凝膠交接處，蛋白質樣品會

被壓縮成很窄的區帶。 

(b) 緩衝液中的離子成分及凝膠 pH 值的不連續性： 

凝膠中的氯化氫（HCl）可解離出氯離子（Cl-），因其帶負電，所以

在電場作用下會不斷的向正極移動，且因在電場中遷移率快，因此會走

在最前面；在電極緩衝液中的glycine（甘胺酸），其在pH 8.8 的環境下易

解離出甘胺酸根（NH2CH2COO-），但在pH 6.8 時，glycine解離度卻很小

（僅有 1- 0.1%），因而在電場中遷移很慢﹔而SDS-蛋白質複合物因也是

帶負電荷，因此也是向正極移動，但其有效遷移率（有效遷移率=mα，m

為遷移率，α為解離度）卻是介於氯離子與甘胺酸根離子之間，因此蛋白
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質樣品夾在氯、甘胺酸根離子界面之間被濃縮。 

(c) 電位梯度的不連續性： 

由於氯離子的遷移率最大，就會很快超過蛋白質，因此在氯離子後

面，形成一個離子濃度低的區域即低導電區。因為 E=I/η（E 為禱電梯度，

I 為電流強度，η為導電率）。E 與 η成反比，所以低電導區就有了較高的

電位梯度。而電位梯度的高低與電泳速度的快慢有關，因為 v=Me（v 為

電泳速度，E 為電位梯度，m 為遷移率），因此這種高電位梯度使蛋白質

和甘胺酸根離子在氯離子後面加速移動。當氯離子和甘胺酸根離子的移

動速度相等時，在它們之間會形成一個穩定而又不斷向正極移動的界

面，而由於蛋白質的有效遷移率恰好介於快、慢離子之間，因此也就聚

焦在這個移動的界面附近，被濃縮形成一個狹小的中間層。 

  

2. 分子篩效應 

    分子量或分子大小和形狀不同的蛋白質通過一定孔徑的分離膠時，

因受阻滯的程度不同而表現出不同的遷移率。分子量小且為球形的蛋白

質所受阻力小，移動快，走在前面；反之，分子量大的蛋白質則阻力大，

移動慢而走在後面，因此透過凝膠的分子篩作用將各種蛋白質分成各自

的區帶。 
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3. 電荷效應 

    因每種蛋白質所帶淨電荷不同，而有不同的遷移率。表面電荷越多，

則遷移率越快而走在前面。  

    步驟：在 strip膠條平衡步驟完成之前，事先將覆蓋膠（overlay agarose）

用微波爐加熱，使之溶解，同時將配置好的 10 % 聚丙烯醯胺之下層膠鑄

入鑄膠台，緩緩加入 95％酒精除去氣泡並壓平膠之上緣，約等 30 分鐘待

膠體凝固。待 strip 膠條平衡完成後，將膠片的酒精層倒出並盡量以拭鏡

紙吸乾，再換入水層加入該空隙裝中，接著將 strip 膠條滑入膠片上緣空

隙中（strip 膠條與膠片接觸處，不可有氣泡），然後小心將水層倒出（strip

膠條仍需緊貼於膠片上緣），吸取約 1 ml 的覆蓋膠注入膠片上緣空隙中，

放置於 4℃中幫助覆蓋膠凝固。待覆蓋膠凝固後，將膠片架設到電泳槽

中，加入跑膠用之緩衝液（running buffer），以固定電壓 100 V、90 分鐘

進行電泳步驟。 

 

(E) 蛋白質銀染反應（silver stain） 

    原理：利用蛋白質分子上的羧基（COO-）會與銀銨錯離子結合，而

銀離子在酸性環境中會被還原為金屬銀，因此可將蛋白質呈現棕至黑色。 

    步驟：將完成電泳分析的膠片取出，小心的置於玻璃染缸中，以二

次水潤洗膠片1～2次後，準備進行染色。於染缸中加入固定液（fixative 
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solution），以迴轉式震盪器搖晃30分鐘，接著再置換成二次水，潤洗膠

片2～4次，每次20分鐘。然後加入50 ml銀染反應試劑（silver reaction 

solution）顯色至點（spot）的出現（顯色的時間依蛋白質濃度而定），

倒掉銀染反應試劑，加入終止液（stop solution）反應15分鐘，終止顯色

反應。再置換成二次水，潤洗膠片2次，每次5分鐘。最後可將膠片置於

二次水中，保存於4℃。 

 

(F) 二維電泳膠影像掃描、分析 

將膠片放在掃瞄器上，使用軟體 PDQuest 7.1.0 進行掃瞄及分析。水

平的方向代表等電點值，由左至右增加，垂直的方向為分子量大小，由

上至下減少。 

 

(G) 蛋白質鑑定 

    將送往明欣生物科技公司做出的二維膠體電永結果中，挑選出經由

藥物接到的相關蛋白點（spot），強度為前二十強者，以微量尖頭吸管（tip）

將點切割下來，分別收集在裝有二次水的微量離心管中，送中國醫藥大

學蛋白質體學中心做質譜分析（LC/MS-MS）鑑定，並經由MATRIX 

SCIENCE的Mascot Search 比對MS/MS的鑑定結果。 

 

 



 

 32

第三章 研究結果 

第一節 LYF-17 對MDA-MB-435 細胞株的半數抑制濃度(IC50) 

    利用MTT assay，LYF-17 對MDA-MB-435 細胞株的IC50、LYF-17 對

正常細胞HBL-100 細胞株的IC50，以及其他臨床用藥針對這兩株細胞株的

IC50，如表 1-2 所示。由此可看出，投予LYF-17 對於MDA-MB-435 的IC50

與其他臨床用藥互相比較發現只要低濃度就可對MDA-MB-435 達到抑制

效果與臨床用藥的效果差不多，另外，針對正常細胞HBL-100 投予LYF-17

之後，此細胞株的IC50與其他臨床用藥互相比較後，反倒是最低的濃度就

達到抑制正常細胞生長，不過，由於投予LYF-17 對於MDA-MB-435 的IC50

比針對正常細胞HBL-100 的濃度還要低，也就是當我們對乳癌細胞

MDA-MB-435 投予半數抑制濃度時，對於正常細胞的影響較小，由以上

的實驗得知LYF-17 或許可以發展成為新的抗癌藥物。 

 

第二節  利用化學蛋白質體學的方法找出 LYF-17 的標的蛋白(target   

protein)  

    本實驗目的是希望藉由化學蛋白質體學的方式去探討 LYF-17 的標

的蛋白。首先將 LYF-17 接到 Sepharose (CNBr Sepharose-4B)上，之後再

利用凝膠過濾法（ gel filtration ），也稱為排阻層析（ exclusion 

chromatography）、凝膠層析（gel chromatography）或分子篩層析（molecular 

sieve chromatofraphy）來分離出蛋白，接著利用二維電泳的結果(圖 1-8)，
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從二維電泳膠上 424 個蛋白質點中先挑選出強度較強的前二十個蛋白質

點切取下來，作膠體內蛋白質水解(In-gel digestion)，用 MALDI-TOF 分

析，經過 MASCOT 資料庫比對，得到八個不同的蛋白質(詳見表 1-3)，

這幾個個蛋白質極有可能是 LYF-17 的標的蛋白。 
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第四章 討論 

    近年來在生命科學界，以積極進行全面性的基因功能解析研究，蛋

白質體學因蘊而生，此門學問所涵蓋的範圍很廣，其中的主要目標之一，

是以快速的方式進行系統性的蛋白質分析。 

    因此，利用此技術，首次先從二十個蛋白質點中篩選出八個與藥物

之間相互作用的蛋白質。可預測，若經由等電點 pH 梯度膠種類的改變，

SDS-PAGE 膠體比例的調整，2-DE→MALDI-TOF→MASCOT 將能近乎

全方面的篩選出被 LYF-17 所聯結上的各種蛋白質。但是，蛋白質體學研

究方式所帶來的大量結果數據及相關資訊的分析處理和判讀，甚至比實

驗操作本身更為艱難費時。並且，2-DE→MALDI-TOF→MASCOT 研究

結果必須配合其他實驗方式，例如 western blotting，Q-PCR，螢光染色等，

以驗證 2-DE 結果及推論。 

    從二維凝膠電泳開始一直到 MASOCT 資料庫比對是一連串環環相

扣的實驗操作，當中任一步驟的差錯都可能造成樣品汙染或最後數據判

讀的困擾。在本實驗中，利用 CNBr-Sepharose 4B 接上藥物，利用膠體分

離法過濾出與 LYF-17 有相互結合的蛋白質，這樣的實驗結果與其他蛋白

質體學研究方法比較起來，會沒有相對的蛋白質點可以選擇挖取跟比

較，只能憑藉蛋白質點的強度來做選取。 

    這些蛋白質點經 MALDI-TOF→MASCOT 分析後，會因為人為設定
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模式的不同，相同的序列卻會比對出不同的蛋白質。加上資料庫會不定

期的更新，有可能這一個月分析比對出來的蛋白質，幾個月後再去比對，

卻發現序列比對上有更相似的蛋白質，導致最初始的蛋白就因此而被取

而代之。雖然，蛋白質體學研究方法可以很快速的進行系統性的蛋白質

分析，不過與藥物相互作用的蛋白準確性，除了勤奮搜尋資料庫外，其

餘就得依賴其他實驗方式來幫助驗證了。 

分析出來的的八個點中，CD44 與癌症轉移之關係非常密切。腫瘤形

成之過程與一些正常生理反應非常相似，如胚胎發育、傷口的癒合等，

都需要細胞的增殖與細胞的移行。在這些位置會有玻尿酸的累積及 CD44 

主導之細胞間與細胞間質作用，因此 CD44 在腫瘤形成過程(包含癌症的

轉移)，扮演相當重要的角色。CD44 除了是一個細胞外基質成份(如：玻

尿酸)的接受器(Aruffo et al., 1990)，也參與了一些細胞反應，包括：淋巴

球的 homing (Goldstein et al., 1989)、細胞的移動 (Svee et al., 1996; 

Thomas et al., 1992)以及癌症的轉移和侵入(Gunthert et al., 1991; Svee et 

al., 1996; Takahashi et al., 1999; Yu and Stamenkovic, 1999)等等。往後抗癌

的研究，或許可以著重於這個蛋白質去進行探討。 
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第五章 結論 

    由實驗結果可得知，LYF-17 結合到的標的蛋白有：Protein disulfide 

isomerase family A, member 3(PDIA3)；zinc finger protein；beta-site 

APP-cleaving enzyme 2(BACE2)；T cell receptor alpha(TCRA)；CD44；

dysferlin；Ribosomal protein；Microtubule-associated protein 1B (MAP1B)。

藉由蛋白質相關功能及介紹的搜尋，得知這些蛋白質在某些機制中扮演

一重要的角色。例如：CD44 在癌症轉移時，主導細胞之間非常重要的黏

附關係，對腫瘤的生長及轉移扮演關鍵性的角色；Microtubule-associated 

protein 1B (MAP1B)則是與 Microtubule 組成有相關的蛋白，它是一個主

要存在於神經元和神經膠質細胞中的細胞骨架蛋白。可以穩定神經細胞

的樹狀突的延長和參與動態形態結構，例如：微管、微絲。也可藉由磷

酸化影響微管穩定性去調控微絲、微管(Riederer, 2007)。跟前面 LYF-17

藥物介紹的部份，LYF-17 對於微管聚合作用的抑制(inhibition of tubulin 

polymerization )方面或許有相關聯。往後，或許可從這兩方面著手去探討

藥物 LYF-17 對相關機制的影響。  
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圖 1-8：二維電泳結果。利用 CNBr Sepharose-4B 與 LYF-17 相互聯結作

用，抽取 MDA-MB-435 的 total protein，經過 TCA/Acetone 蛋白質沉澱純

化後，進行一維等電點聚焦(13 公分 pH3-10 梯度膠)與藥物有結合反應的

蛋白，再藉由二維電泳以及 MALDI-TOF 分析，即可得知相關蛋白。表

1-3 為經過 MASCOT 資料庫比對之後，與 LYF-17 有相互作用的標的蛋

白。 
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表 1-3、LYF-17 的標的蛋白。 
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LYF-17 Inhibits EMT via the Induction of miR-200c and miR-141 in Human 

Breast Cancer Cells 
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中文摘要 

    MicroRNAs(miRNAs)在mRNA的轉錄和蛋白質的表現中扮演重要的

角色。最近，miRNAs 在許多癌症細胞中的功能是可以作為抑癌基因或是

致癌基因。許多相關研究迅速地興起，並且指出特定的 miRNAs 在人類

癌症上也許扮演一個角色。因此，我們想測試 LYF-17 是否可以改變人類

乳癌細胞 miRNA 的表現量。我們發現在投予 LYF-17 之後，會使 miR-200c 

和 miR-141 表現量上升，進而影響到 ZEB1 蛋白，進一步調節上皮細胞

轉型成間質細胞 (epithelial to mesenchymal transition，EMT)的轉換。EMT

現象會導致腫瘤容易轉移，調控 EMT 的相關蛋白因子包含：E-cadherin 和

Vimentin。在投予 LYF-17 治療以後，我們發現 miR-200c 和 miR141 過度

表現會導致 ZEB1 和 Vimentin 的蛋白表現量減少，而 E-cadherin 的蛋白

表現量則會上升 。 

 

關鍵字: microRNAs；上皮細胞轉型成間質細胞；腫瘤轉移 

 

 



 

 40

Abstract 

 

    MicroRNAs (miRNAs) have been reported that they play important roles 

in mRNA transcription and protein expression. Recently, miRNAs function as 

either tumor suppressor genes or oncogenes in many cancer cells. Evidence is 

emerging rapidly that specific miRNAs might play a role in human cancer 

pathogenesis. In the current study, we test whether LYF-17 could alter the 

miRNA expression profiles. We found that LYF-17 induced the expression of 

miR-200c and miR-141 that regulated epithelial to mesenchymal transition 

(EMT) by targeting ZEB1. EMT facilitates tissue remodelling during 

embryonic development and is viewed as an essential early step in tumour 

metastasis. E-cadherin and Vimentine are target protein for EMT. After 

treatment of LYF-17, we could show that overexpression of miR-200c and 

miR-141 led to reduce expression of ZEB1 and Vimentin However, 

overexpression of miR-200c and miR-141 led to induce expression of 

E-cadherin, and the other candidate genes in undifferentiated cancer cells. 

 

Keywords: microRNAs；epithelial to mesenchymal transition (EMT)；

metastasis 
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第一章  前言 

第一節 microRNAs的介紹 

小分子的 RNA 干擾現象(RNA interference；RNAi) 可分為兩種機制

(Filipowicz, 2005; Filipowicz et al., 2005; He and Sontheimer, 2004; 

Nakahara and Carthew, 2004)，一種是 miRNA（microRNA）傳遞路徑

（pathway），另一種是 siRNA（small interfering RNA）傳遞路徑。兩種

傳遞路徑都會造成 mRNA 的蛋白質轉譯受阻（translation repressor）或

mRNA 裂解（mRNA cleavage）。在 1993 年，miRNA 最早證實在線蟲

(Caenorhabditis elegans；C.elegans)生物體內(Lee et al., 1993)，所表現單

股 short hairpin RNA，而造成基因沈寂（gene silencing），當時稱這現象

為「anti-sense RNA-RNA interaction」。1998 年，證實了由體外送入雙股

RNA(dsRNA)而造成 siRNA 現象(Fire et al., 1998)，於是才提出 RNA 干

擾現象(RNAi)這名詞。由於前人實驗證明 RNA 干擾現象的方法不同，

故 RNA 干擾現象可由內生性（Endogenous）或外生性（Exogenous）的

小分子 RNA 所引起，一般將 miRNA 的機制歸類為內生性所引起的基因

沈寂，siRNA 則為外生性所引起的基因沈寂。 

    miRNA 為小片段髮夾型（hairpin），且為非轉譯成蛋白的 RNAs， 

為生物體內一種內生性機制，普遍存在於動物、植物及病毒中(Barad et al., 

2004; Murchison and Hannon, 2004; Pfeffer et al., 2004)。miRNA 的表現所
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造成的 RNA 干擾現象，造成轉譯受阻或 mRNA 裂解， 此機制又稱為轉

錄後的基因沈寂(Post-Transcriptional Gene Silencing；PTGS)；另一種機制

則會進到細胞核內，造成 DNA 核蛋白的甲基化(Histone methylation)(van 

der Valk et al., 2003)此種機制又稱為轉錄基因沈寂(Transcriptional Gene 

Silencing；TGS)。因 RNA 直接造成 DNA methylation (RNA-directed DNA 

methylation；RdDM)在植物(Cao et al., 2003)及動物(Kawasaki et al., 2004)

都已被證實。 

    Lin-4 miRNA 最早被發現在線蟲體內，在幼蟲(Larval)發育時期

(L1~L2 stage)調控線蟲發育有關(Lee et al., 1993)。經證實 lin-4 為非轉譯

蛋白的 RNA（non-coding RNA；ncRNA），經轉錄（transcription）後發

現兩段約 61 核苷酸長的前導微核醣核酸（precursors miRNA）和 21 核

苷酸長的成熟微核醣核酸（mature miRNA）的 RNA，並且會與七個 mature 

miRNA 結合核醣核酸誘導沈寂複合體（RNA-induced silencing complex；

RISC）結合（binding）在 3’UTR 介於 ORF 至 poly A 之間不同的位置，

並且miRNA 與 target mRNA 會有不完全互補現象，以逹到抑制 lin-14 及

lin-28 兩個基因無法轉譯成蛋白質的效果(Wightman et al., 1993)。西元

2000 年第二個 miRNA lethal-7（let-7）在 C.elegans 體內被發現(Reinhart 

et al., 2000)，let-7 參與幼蟲發育時期(L3~L4)，經證實 let-7 扮演著負向

調控的角色，會抑制 lin-41 及 hbl-1 基因的表現(Abrahante et al., 2003; Lin 
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et al., 2003; Slack et al., 2000)。 

    在生物體中的細胞核內有多個 Pri-miRNA (primary microRNA)會被

RNA 聚合酶Ⅱ所轉錄出來並帶 CAP 結構及 Poly(A) tails，相關文獻指出

pri-miRNA 有可能會被其它的 RNA 聚合酶所轉錄出來，例如會大量轉錄

小片段的 RNA 以及 tRNA 的聚合酶Ⅲ，目前文獻的引用，還是以 RNA 聚

合酶Ⅱ為最多，可信度也較高。被 RNA 聚合酶Ⅱ轉錄出來的 pri-miRNA

會形成單股 shRNA（short hairpin RNA），之後會被 Drosha（RNaseⅢ 

family）酵素所辨認，繼續修飾成大約 70 個核苷酸長的 Pre-miRNA 

(Precursors microRNA)，且在 3’端未轉譯區域會有凸出約兩個核甘酸長。

經 Drosha 所修飾的 Pre-miRNA 會被 Exportin 5 Protein 輸出到細胞質

外，並由 Dicer（RNaseⅢ family）酵素所辨認，並切掉環（loop）位置只

剩下約 22 核苷酸長的 dsRNA，dsRNA 將會被解螺旋(unwind)成為單股

RNA 稱為成熟 miRNA（mature miRNA），另一股 RNA 將會被裂解

(degradation) ， mature miRNA 會 與 核 醣 核 酸 誘 導 沈 寂 複 合 體

（RNA-induced silencing complex；RISC）結合，RISC 跟單股 RNA 結合

稱為 miRNA（miRNA ribonucleoprotein），miRNA 會針對下游的 mRNA 3’

端未轉譯區域結合多個位置，會造成轉譯受阻或 mRNA 裂解

(Esquela-Kerscher and Slack, 2006)。(圖 2-1) 
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Nat Rev Cancer 2006;6(4):259-69. 

圖 2-1：microRNA 在生物體內所扮演的調控角色。 
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第二節 上皮細胞轉型成間質細胞 (epithelial to mesenchymal transition，

EMT)  

    癌症每年均高居國內十大死因的榜首，絕大多數(約 90%)的癌症病患

因腫瘤細胞局部性侵犯周邊組織或是因腫瘤發生轉移而致死，因此瞭解

轉移的機轉是現今很重要的研究課題。 

    正常細胞利用黏附分子 (adhesion molecule) 固定在基底膜上，而細

胞會藉由改變其細胞表面黏附分子與週邊組織細胞與細胞間質

(extracellular matrix) 之間的黏附關係，使彼此之間不再牢固的黏附，而

較易脫離原發病灶 (primary site) 進而發生轉移；而癌細胞膜上E-cadherin

表現量的多寡與週邊細胞黏附的正常功能成正比，過去研究發現大部分

的上皮癌細胞 (epithelial cancer cells)都有E-cadherin表現量降低的現象

(Christofori and Semb, 1999)。另外，歷年來的研究指出癌細胞藉著一些黏

附因子的改變，進而促使其脫離原病灶處或固定於第二病灶(Fogar et al., 

1997; Lukashev and Werb, 1998)。 

    腫瘤為了成功轉移，本身會運用各種策略，除了血管新生作用之外，

還 有 其 它 機 轉 ， 比 如 由 上 皮 細 胞 轉 型 成 間 質 細 胞

（epitheilial-to-mesenchymal transition, EMT）以更具有侵犯(invasiveness)

和移行(migrate)的能力，進而遠處擴散(dissemination)，並且具備適應各

種不同環境轉換不同細胞形態的高度可塑能力 (圖 2-2)(Thiery and 
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Sleeman, 2006)。轉移的細胞會與原腫瘤脫離細胞間的連結，也會由原本

上皮細胞 (epithelial cell)的表面的分子標記及細胞特質轉換成間質細胞 

(mesenchymal cell）的型態，如表 2-1 所列，這現象稱為 EMT (Yilmaz et 

al., 2007)。 

 

 

Nat Rev Mol Cell Biol 2006;7(2):131-42. 

圖 2-2：上皮細胞轉型成間質細胞的過程。 
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表 2-1、上皮細胞與間質細胞的差異性 

 
                            Trends Mol Med 2007; 13: 535-41 

     

EMT 作用發生於多種生理、病理過程，如胚胎發育、傷口癒合、腫

瘤轉移的早期階段(Thiery, 2002)。1980 年代早期，EMT 被認為是胚胎

發育過程中一項重要的特徵，尤其是動物胚胎發育的關鍵步驟，舉凡囊

胚形成，組織和器官生成例如神經管、心臟、骨骼肌肉系統或者周邊神

經系統甚至發生在人體內組織的修復皆需仰賴 EMT 的發生。時至今日

亦有越來越多的證據指出 EMT 甚至在許多腫瘤發展的過程中扮演了一

個重要的角色(Kang and Massague, 2004; Tsukamoto et al., 2007; Yilmaz et 

al., 2007; Zvaifler, 2006)。 
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    EMT 的發生主要是指表皮細胞失去極性以及細胞和細胞接觸的特

性，並且發生細胞骨架重組的現象。在此過程中細胞的型態會發生改變，

表皮細胞標記分子 (例如細胞-細胞黏附蛋白 E-cadherin)表達降低，而間

質細胞標記分子 (例如：Vimentin)表達升高而使得細胞具有移動的特性 

(圖 2-3)。(Kang and Massague, 2004) 

 
Arthritis Res Ther 2006;8(3):210 

圖 2-3：調節 EMT 的相關蛋白因子。 
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上皮型鈣依賴性黏附蛋白 (E-cadherin)是一種鈣依賴性的，具有細胞

與細胞黏附特徵的黏附分子，它主要功能為主導同種細胞間的黏附反應

並擔負起上皮細胞細胞骨架之支撐作用，因此，它的表達程度及功能狀

態直接影響腫瘤細胞的脫落與再黏附。當 E-cadherin 活性正常時，腫瘤

細胞不易從原處變型轉移，而 E-cadherin 失去活性時便導致細胞極性的

喪失且細胞間黏附作用下降而促使了腫瘤細胞的轉移。幾個在胚胎發生

過程中可引發 EMT 的重要轉錄因子(表 2-2)包括 Snail(Barrallo-Gimeno 

and Nieto, 2005; Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000; Guaita et al., 2002; 

Kang and Massague, 2004; Nieto, 2002; Yook et al., 2005)、Twist(Kang and 

Massague, 2004)、SIP1 (ZEB-2)(Comijn et al., 2001; Gregory et al., 2008)都

曾被報導過可抑制 E-cadherin 之基因表現。 
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表 2-2、EMT 的相關標記 

 

J Cell Biol 2006;172(7):973-81. 
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第三節 研究目的 

    乳癌是女性最常見的惡性腫瘤，幾乎占所有惡性腫瘤的 1/3。根據

近年來衛生署統計資料顯示女性乳癌在台灣主要癌症死亡原因中已躍居

第四位(圖 2-4)(行政院衛生署, 2009)。僅管近年來醫療診斷技術不斷的改

進，女性對乳房問題的注重、健康照護者支持早期診斷等觀念的更新，

不過，乳癌的死亡率卻沒有太大的改善。因此找出正確、適當治療乳癌

的方法絕對是刻不容緩的事，而對於癌症的預防及抗癌藥物的開發、篩

選更是在癌症醫學值得去注視及探討的。由於目前臨床上用於抗癌的化

學療法、放射線療法所產生的副作用多不勝舉，病人在治療期間免疫功

能差容易感染、生理機能失調等。因此若能研發出副作用低並且能有效

率地治癒乳癌的新藥是癌症醫學治療的一大福音。 

    一個新藥開發的過程雖然很冗長，不過經由初步的藥物毒性的測試

結果，與其他臨床用藥比較過後，LYF-17 針對乳癌細胞的毒殺性只需要

極 低 的 藥 量 濃 度 就 可 以 達 到 IC50(The half maximal inhibitory 

concentration)(表 2-3)，且這樣的藥量濃度對於正常的細胞沒有較大的毒

殺性，這樣的效果的確是有機會取代現有的臨床用藥。 

    加上近年來陸續發現，內生性的 microRNAs 調控許多機制，於是我

們希望以藥物對於乳癌細胞中的哪些 microRNAs 有影響(Tavazoie et al., 
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2008)，進一步去加強研發 LYF-17 對抗乳癌細胞的重要性，希望在不久

的將來能將 LYF-17 應用在臨床乳癌的治療。 

 

圖 2-4：台灣地區 97 年癌症死亡率。〈資料來源：行政院衛生署〉 

表2-3、LYF-17與其他臨床用藥測試癌細胞以及正常細胞的IC50濃度。 
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第二章 材料與方法 

第一節 實驗材料 

壹、 細胞株 

MDA-MB-435 (乳癌細胞轉移能力較強的細胞株)(Khaldoyanidi et al., 

2003; Zen et al., 2008)：由癌症生物學研究所洪明奇教授實驗室所贈，

China Medical University (Taichung, Taiwan) 

MCF-7 (乳癌細胞沒有轉移能力的細胞株 )(Zen et al., 2008)：ATCC 

Number, HTB-22 

HBL-100 (不完全屬於正常細胞，是偏向比較 normal 的乳房細胞) 

MDA-MB-231 (乳癌細胞轉移能力較強的細胞株)(Khaldoyanidi et al., 

2003; Zen et al., 2008)：ATCC Number, HTB-26 

 

貳、 實驗藥物(LYF-17)來源 

LYF-17得自於藥物化學研究所 郭盛助 教授實驗室，China Medical 

University (Taichung, Taiwan) 

 

參、 實驗動物來源 

SCID mice 購買自於財團法人國家實驗研究院實驗動物中心 (Taipei, 

Taiwan) 
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肆、 藥品試劑 

1. APS (USB, USA) 

2. Dimethy sulfoxide (J.T.Baker；Sigma, USA；景明化工, 台灣) 

3. Acetic acid (MERCK, USA) 

4. 2-Propanol (Fluka, USA) 

5. Triton χ-100 (Sigma, USA) 

6. Tween-20 (Sigma, USA) 

7. Glycerol 99% (Riedel-deHaen, USA) 

8. HCL 10N (Riedel-deHaen, USA) 

9. Coomassi brillout blue (J.T.Baker, USA) 

10.  Gelatin (SIGMA, USA) 

11. Phenyl methame sulfonyl fluoride(PMSF) (Sigma, USA) 

12. Sodium phosphate(Na2HPO4) (J.T.Baker, USA) 

13. Sodium acetate (calblochen, USA) 

14. Sodium bicarbonate (Sigma, USA) 

15. Sodium azide(NaN3) (Riedel-deHaen, USA) 

16. Sodium othorandate(Na3VO4) (Sigma, USA) 

17. Sodium dodecyl sultate(SDS) (Sigma, USA) 

18. Sodium hydroxide(NaOH) (Riedel-deHaen, USA) 

19. TRIS-HCL (J.T.Baker, USA) 

20. Sodium thiosulfate(Na2S2O3) (MERCK, USA) 

21. Sodium carbonate(Na2CO3) (MERCK, USA) 

22. Ethanol (MERCK, USA) 

23. Methanol (默克, Germany) 

24. Bradford (BIO-RAD, USA) 
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25. FBS (GIBCO, USA) 

26. Trypsin (GIBCO, USA) 

27. Protein maker (Femantas, USA) 

28. 脫脂奶粉 (安佳, New Zealand) 

29. primer、RT master mix 及其相關試劑 (Applied Biosystems(ABI), USA) 

30. miR-141 inhibitor、miR-200c inhibitor、siPORTTM NeoFXTM Transfection 

Agent (Applied Biosystems(ABI), USA) 

31. 96 Detection Plate (Thermo, USA) 

 

伍、 抗體 

1. 一級抗體 

(a) Anti-ZEB1(E-20) (sc-10572；SENTA CRUZ, USA) 

(b) Anti-Vimentin (ab8978；abcam, UK) 

(c) Anti-TGF beta2 (ab36495；abcam, UK) 

(d) Anti-E-Cadherin (610181；BD, USA) 

(e) Anti-β-actin (A5441, SIGMA, USA) 

 

2. 二級抗體 

(a) Rabbit anti-goat IgG HRP (ab6741；abcam, USA) 

(b) Rabbit anti-mouse IgG HRP (A9044, SIGMA, USA) 
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陸、 主要器材儀器 

1. 離心機(AvantiTM30 centrifuge, Beckman Coulter, USA) 

2. 去離子水製造機(Minipore, USA) 

3. 蛋白質轉漬電泳套組(BIO-RAD. USA) 

4. 微量天平(GR-200；A&D, Japan) 

5. 正立式光學顯微鏡 (ZEISS, Germany) 

6. ELISA reader (ANTHOS-2020, Salzbrug, Austria) 

7. Power supply (Hoefer, San Francisco, CA, USA) 

8. SDS-PAGE 電泳槽套組 (BIO-RAD, USA) 

9. Vortex-genie 2 (SCIENTIFIC INDUSTRIES, NY, USA) 

10. 細胞計數器 (MARIENFELD) 

11. 細胞培養皿 (CORNING, USA) 

12. Transwell® Permeable Supports (COSTAR, USA) 
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第二節 實驗方法 

壹、 細胞株培養與繼代 

    HBL-100&MCF-7： 培養於90%的DMEM (Dulbecco Modified Eagle 

Medium)，包含有10%的FBS (fetal bovine serum)、1%青黴素與鏈黴素的

混合抗生素 (100X stock solution ：Penicillin 50 U/ml；Streptomycin 50 

μg/ml，Gibco) 

    MDA-MB-435&MDA-MB-231：培養於90%的DMEM/F12，包含有

10%的FBS (fetal bovine serum)、1%青黴素與鏈黴素的混合抗生素 (100X 

stock solution：Penicillin 50 U/ml；Streptomycin 50 μg/ml，Gibco) 

    上述細胞株皆培養於5%CO2，恆溫37℃的細胞培養箱中，每隔48小

時以trypsin-EDTA(0.05% trypsin與2.5 mM EDTA)將細胞打散，以1×106個

細胞數分種於新的10公分培養皿中做繼代培養。 

 

貳、 冷凍細胞活化 

    原理：冷凍細胞活化原則為快速解凍，如此可避免冰晶重新結晶而

對細胞造成傷害，導致細胞死亡。細胞經由解凍後培養數日，並繼代二

至三代，待細胞恢復原有活性，使細胞生長或其特性恢復正常時才作為

細胞實驗的樣本。 

    步驟：將操作環境及細胞所需之培養基準備完善後，並將培養基至
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於 37 ℃的水浴槽中回溫，回溫後噴以 70%酒精後，擦拭並移入無菌操作

台內。自液態氮中取出冷凍小管，首先檢查蓋子是否旋緊（由於熱脹冷

縮的過程，此時蓋子容易鬆脫）並迅速移入 37℃的水浴槽中快速解凍，

輕搖冷凍管使其在 3 分鐘內完全融化，此時注意水浴槽之水面不要接觸

蓋口之接合面，以降低污染發生。完全融化後，以 70% 酒精擦拭冷凍小

管外部，並將移入無菌操作台內。先取出解凍之細胞懸浮液置入培養容

器內，再緩慢加入培養基(稀釋比例為 1:10)，混合均勻，放入CO2細胞培

養箱培養，並在解凍後次日更換培養基。 

 

參、 細胞冷凍保存 

    原理：將健康細胞繼代後存放於液態氮中以供應實驗所需之細胞。

欲冷凍保存之細胞需為生長良好（long phase）且存活率高之狀態，約為

80% ～90% 緻密度。DMSO應為試劑級等級，且無菌無色（0.22  micro 

FGLP Telflon 過濾或是直接購買無菌產品）。冷凍保存之細胞濃度：1×106 

cells/ml。冷凍保護劑濃度為 5% ～10% DMSO。  

    步驟：冷凍前一日更換半量或全量的培養基，觀察細胞生長情形。

配製冷凍保存溶液（使用前配製）：將DMSO加入新鮮的培養基中，最後

濃度為 5% ，混合均勻，置於室溫下待用。取少量細胞懸浮液（約 0.1 ml）

計算細胞濃度及冷凍前存活率。離心，除去上清液，依細胞數的數量加
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入適量的冷凍保存液，使細胞濃度為 1×106 cells/ml，混合均勻，分裝於

標示清楚之冷凍保存管中（1 ml/vial）。冷凍保存方法：冷凍管置於-80℃ 

16～18 小時（或隔夜），最後以液氮槽長期儲存。 

     

肆、 細胞計數 

    原理：細胞計數是利用trypan blue染料會滲入死細胞中而呈色，而活

細胞因為細胞膜完整，因此染料無法滲入而不會呈色。計算數目是利用

細胞計數盤，細胞計數盤一般有兩個chamber，每個chamber中細刻成九

個 1 mm2 大正方形其中九宮格周圍的正方形再細刻 16 小格，深度均為

0.1 mm。當chamber上方蓋上玻片後，每各大正方形的體積為 1 mm2 × 0.1 

mm＝1.0×10-4 ml。使用時，計數上、下chamber各 5 個大正方形內（四的

角落和中央區域）之細胞數總和，除以 10，乘以稀釋倍數，再乘以 104，

即為每ml中的細胞數。（如圖 2-5）。 

54

3
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圖 2-5：細胞計數盤 

    步驟：首先將舊的培養基吸出，接著以 10 ml 1X PBS 緩衝液（pH 7.4）
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清洗兩次，清洗完後加入 1 ml 的 0.05% trypsin-EDTA 約 3~5 分鐘（於細

胞培養箱中反應），再加入 3 ml 10% FBS-DMEM 中斷 trypsin 作用，將

培養皿內的細胞液移置離心管中以離心轉 1500 rpm 5 分鐘將細胞離心下

來，除去上清液後加入適量的培養基，均勻的將細胞與培養基混合均勻

並取出 100 μl 的細胞懸浮液與 10 μl trypan blue（0.4% trypan blue）混合

均勻於 1.5 ml 微量離心管中。將蓋玻片蓋於細胞計數盤上，取混合液 10 

μl 於 chamber 上方凹槽加入，接著在倒立式顯微鏡下觀察及計數。在計

數之時，細胞若位於線上，則只計上限與右線（或計下線與左線之細胞）。 

 

伍、 細胞存活率分析  

    本篇論文所採用的方法為MTT試驗(MTT assay)。原理如下述，MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny tetrazolium bromide)進入細胞內

而被粒線體內膜上的琥珀酸去氫酶  (Succinate dehydrogenase on 

Mitochondrial inner membrane)給還原成MTT，不溶於水，呈現紫色針狀

結晶；因為只有在活細胞中其粒線體才有活性，因此只有活細胞才會生

成結晶，在結晶完全形成之後，會結在細胞上造成細胞死亡，再用DMSO

溶出結晶，用595 nm的波長在ELISA reader下讀取吸光值。 

    細胞以2×104/well種於24孔盤中，24小時後，換成含有指定濃度指定

藥物的培養液(一個孔0.5 ml），培養24小時後，加入MTT試劑 (MTT 2  
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mg/ml 溶於PBS中）反應3小時待結晶形成，將24孔盤中的培養液與試劑

吸乾，加入500 ml的DMSO溶解結晶，取200μl溶解液至96孔盤中以590 nm

之波長在ELISA reader下讀取吸光值。 

 

陸、 細胞總蛋白收集與定量 

    細胞以1×106個種植於10公分培養皿中，待16~20小時細胞貼附後，

給予指定劑量的LYF-17並培養指定的時間於細胞培養箱中。待處裡後，

將各組別的細胞用trypsin-EDTA打下連同培養液一起收集至15 ml離心管

中，離心1500 rpm、5分鐘。去除上清液，加入1 ml PBS將細胞打散，離

心1500 rpm、5分鐘。將上清液倒乾，加入1 ml PBS將細胞打散並轉到1.5 

ml eppendorf，離心12000 rpm、1分鐘。用微量吸管確實吸乾上清液，收

集的細胞可存放於-80℃冰箱一個月備用。 

將收集的細胞加入適量的lysis buffer (10% glycerol；1% Triton X-100；137 

mM NaCl；10 mM NaF；1 mM EGTA；5 mM EDTA；1 mM sodium 

pyrophosphate；20 mM Tris-HCl，pH 7.9；100 mM β-glycerophosphate；1 

mM sodium orthovanadate ； 0.1% SDS ； 10 μg/ml aprotinin, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, and 10 μg/ml leupeptin)置於冰上，每10分鐘

震盪一次(以”vortex 9”速度震盪)。待震盪三次後，再以超音波震盪1分鐘，

最後離心12000 rpm、30分鐘、4℃。以微量吸管吸取上清液，收集於新的
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eppendorf中，此上清液即為細胞總蛋白(total protein)。當總蛋白質定量

後，以每管50μg的蛋白質分裝儲存於-20℃備用。 

    蛋白質定量，以Bio-Rad Protein Assay Dye來測定。其原理簡述如下，

Bio-Rad Protein Assay Dye中酸性的Coomassie® Brilliant BlueG-250會與

蛋白質結合，而蛋白質濃度不同會使溶液顏色呈現不同程度的變化，通

常蛋白濃度介於0~20μg/ml時，溶液顏色將會由棕紅色轉灰黑色，最後變

成深藍色。取稀釋的Bio-Rad Protein Assay Dye (1:4 Milli Q水) 1 ml分別加

入0、1、2、4、6、8、10μl的BSA (Bovine serum albumin 2 mg/ml)，混合

均勻後，取200μl之混合液至96孔盤，以595 nm之波長在ELISA reader 下

讀取吸光值，並以此七點對應之吸光值建立檢量線 (回歸系數須大於

0.995才可採用)。取待定量之蛋白質液2μl混合於1 ml稀釋的Bio-Rad 

Protein Assay Dye，取200μl之混合液至96孔盤，以595 nm之波長在ELISA 

reader下讀取吸光值，並以建立好的檢量線換算蛋白質濃度。 

 

柒、 蛋白質之電泳分析(SDS-PAGE) 

    實驗所使用的電泳裝置為Bio-Rad 蛋白質電泳槽，待鑄膠裝置組合

後，先加入分離膠體溶液 (separating gel)，再加入酒精將上層膠壓平，待

凝固後倒掉酒精並擦拭乾後加入集膠溶液 (stacking gel)，插上齒梳，待

膠體凝固後置於電泳槽中，注入電泳緩衝液 (running buffer)。取50μg蛋
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白質樣本加入其1/5體積的 6X sample loading dye，混勻後在99℃加熱5分

鐘後，迅速置於冰上再注入樣本槽。先以80V進行電泳，待藍色染劑跑到

分離膠體時，將電壓調整為110V繼續電泳，直到藍色染劑跑到膠體底部，

關閉電源將膠體取出。 

 

捌、 西方墨點法(Western blotting) 

    實驗所使用的電泳裝置為Bio-Rad 濕式電泳轉漬槽，取出跑好的

SDS-PAGE後，切除集膠體部份，膠片浸在轉漬緩衝液 (Transfer buffer)

中。取轉印紙 (硝化纖維紙nitrocellulose paper)切成膠片大小，用甲醇浸

潤，先鋪上三張濕潤的3M濾紙，後鋪上濕潤的轉印紙，疊上已濕潤的膠

片，再鋪上三張濕潤的3M 濾紙。(注意！過程需趕走氣泡)，轉印紙那面

位向正極，膠片那面位向負極，以70V轉印3小時。之後，將轉印紙放入

1X TBST含5%脫脂牛奶，室溫搖盪1小時，以填塞沒有蛋白質轉印上去的

空間。倒掉進行Blocking的牛奶，加入第一次抗體 (1：1000 稀釋)，置於

室溫搖擺1~2小時或放置4℃隔夜 (超過12小時)。倒掉第一次抗體或回收

重覆使用，以1X TBST清洗5分鐘三次。再加入第二次抗體 (1：2000 稀

釋)，置於室溫搖擺1~2小時。倒去二次抗體，轉印紙以1X TBST清洗5分

鐘三次。最後將轉印紙浸泡於ECL試劑 (Enhanced chemiluminescence)反

應1分鐘，再將轉印紙以透明投影片夾住，黏貼固定於壓片夾 (cassette)
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中，在暗房操作以X-ray film (Kodak)感光得蛋白質訊號。 

 

玖、 細胞 RNA 的抽取 

(A)  均質化(Homogenization) 

將已經長滿細胞的細胞培養皿(Petri dish)中的細胞培養液吸去，

DPBS清清沖洗一次之後吸去，把細胞培養皿倒置於擦手紙上，使殘餘液

體滴下，再加入1.2 ml TRIZOL均勻的潤濕細胞，進行細胞裂解(cell 

lysis)，然後用pipette將cell lysate反覆抽吸數次，再將cell lysate移到

eppendorf，靜置5分鐘。 

 

(B)  相分離(phase separation) 

靜置5分鐘之後，加入240μl chloroform，震盪15秒，離心12000 rpm，

30分鐘，4℃，然後用P200 pippetment小心將水層(最上層)移到新的

eppendorf。 

 

(C)  RNA沉澱 

取600μl IPA加入水層，混合，4℃靜置30分鐘之後，離心12000 rpm，

30分鐘、4℃，使用P200 pippetment移除上清液，之後延著eppendorf管壁

輕輕加入-20℃預冷的75%乙醇(in RNase-free H2O)，輕輕搖晃eppendorf，

使pellet晃動，然後移除上清液。 
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(D)  RNA回溶 

將pellet及管壁上殘留的液體吹乾(不要全乾，會不好回溶)，然後用

30~50μl RNase-free H2O將pellet回溶(輕輕pipette數次)。 

 

(E)  RNA品質控制(quality control) 

利用分光光度器檢測(Spectrophotometric analysis)---A260/A280=1.9~2.1 

 

(F)  RNA含量(quantity)檢測 

利 用 分 光 光 度 器 檢 測 之 後 ， 取 A260 的 數 據 去 計 算 含 量

---A260×40×Dilution factor=___ ng/μl RNA 

 

壹拾、 反轉錄即時定量聚合酶鏈反應(real-time PCR) 

首先配製RT master mix，配法及取量如下： 

100mM dNTPs(with dTTP)  0.15μl 

MultiScribeTM  Reverse Transcriptase(50U/μL)  1μl 

10X Reverse Transcription Buffer  1.5μl 

RNase Inhibitor(20U/μL)  0.19μl 

Nuclease-free water  4.16μl 

將配好的RT master mix 7μl加入3μl的primer、5μl的RNA sample(10ng)混合

均勻後，放置冰上5分鐘。放入PCR機器中，以16℃ 30分鐘、42℃ 30分

鐘、85℃ 5分鐘去反應，最後將已轉為cDNA的sample儲存於4℃冰箱。接
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下來配置real-time PCR所需reagent，配法及取量如下： 

TaqMan MicroRNA Assay(20X)  1μl 

Product from RT reaction(Minimum 1：15Dilution)  1.33μl 

TaqMan 2X Universal PCR Master Mix  10μl 

Nuclease-free water  7.67μl 

將以上reagent混合好後，置入96 Detection Plate中，封上封膜後使用ABI 

PRISM 7900機器去偵測，反應步驟如下： 

CYCLE(40 cycles)  

Step 

 

HOLD Denature Anneal/Extend 

Time 10 min 15 sec 60 sec 

Temp(℃) 95 95 60 

 

壹拾壹、 細胞遷移能力分析 

(A)Transwell assay 

原理：Transwell 的上（transwell inserts）、下（lower chamber）兩層

之間具有一層膜（膜上具有孔洞），將待測之細胞培養液或藥物注入下

層，再種置待測細胞於上層（膜的上方），培養欲試驗的時間，觀察細胞

移動至膜的另一側的情況，藉此判別藥物對細胞遷移的影響是正趨向性

（吸引）或負背離性（抑制）。 

步驟：本次實驗採用Corning的24 well Transwell（8μm polycarbonate 

membrane）。先於10公分細胞培養皿中以10%胎牛血清的DMEM培養
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MCF-7 細胞株和 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培養 MDA-MB-435 和

MDA-MB-231細胞株，待細胞株皆生長至 7～8 分滿度時，將培養基去

除，各別加入 10 ml 1X PBS緩衝液（pH＝7.4）清洗兩次後，加入10 ml

不含胎牛血清的DMEM（serum-free medium）培養MCF-7以及加入10 ml

不含胎牛血清的DMEM/F12（serum-free medium）培養MDA-MB-435和

MDA-MB-231，各別培養24小時，將培養基去除，再以10 ml 1X PBS緩衝

液（pH＝7.4）清洗兩次後，加入1 ml的trypsin-EDTA 作用3~5分鐘（於

細胞培養箱中反應），再加入3 ml serum-free medium中斷trypsin作用，將

培養皿內的細胞液移置離心管中，以離心轉速1500 rpm、5分鐘將細胞離

心下來，除去上清液後加入適量的serum-free medium，利用pipette以抽吸

方式將細胞打散，取100μl的細胞懸浮液到transwell inserts中，並於lower 

chamber內加入600μl的NIH3T3細胞的培養基（內含10%胎牛血清以及

NIH3T3細胞分泌液），培養24小時後，加入50 nM 的實驗藥物LYF-17

到transwell inserts中，培養待觀察的時間點之後，取出Transwell的transwell 

inserts並將液體去除，將transwell inserts置入1X PBS緩衝液（pH＝7.4）清

洗兩次後，改置入10%的Formaldehyde中，反應15～30分鐘後，使用1X PBS

緩衝液（pH＝7.4）清洗兩次，再將其置入Coomassie Brilliant Blue染劑中，

反應1小時後，以1X PBS緩衝液（pH＝7.4）清洗兩次後去除多餘染劑，

並用沾溼的棉花棒擦去未遷移至膜的另一側的細胞，將transwell inserts置



 

 68

入退染液(甲醇：水：醋酸=5:4:1)中清洗數次，晾乾，以照相顯微鏡擷取

結果並計算有遷移至膜的另一側的細胞數。遷移率(migration ratio ,%) = 

[有遷移的樣品組細胞數 / 有遷移的控制組細胞數)] × 100%。 

 

(B) Wound-healing assay 

其操作方法參考 Liang et al.及 Rodriguez et al.所寫。此方法由於簡單

、節省成本並且可以模擬在體內(in vivo)細胞遷移的狀況，因此創傷癒合

(Wound-healing assay)此方法廣為大家所使用。 

    原理：創傷癒合(Wound-healing assay)試驗也稱做 Scratch assay。這

兩種名稱都表示了此方法之操作。其中“Scratch”表示〝抓〞之意，即利

用 tip 在種滿的細胞上刮一條直線，來製造一條空隙，之後隨著時間點拍

照紀錄，來觀察細胞受藥物刺激後，其遷移能力是否受到影響。 

    步驟：簡單的說，當細胞培養至將近全滿時，以細胞繼代培養的方

式將細胞從 10 公分培養皿中利用trypsin-EDTA打下，並取 2×105細胞數至

24 well培養盤中，接著放置培養箱於 37℃、5% CO2培養 24 小時之後，

將上清液吸掉(不要吸的太乾，細胞容易死掉)，接著以pipette裝上tip(為吸

取 200μl時所使用的tip)，於Well中間劃一條直線，接著加入 1X PBS清洗

掉刮起的細胞，之後再加入含有 1% FBS的培養基 500μl(含或不含藥物)，

放置 37℃、5% CO2的培養箱培養，並依造實驗時間點的不同，於倒立式

顯微鏡下觀察並拍照紀錄。 
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壹拾貳、 SCID mice 腫瘤誘發模式（SCID mice xenograft model） 

原理：SCID 為 Severe Combined Immune Deficiency（嚴重混合免疫

缺陷）之縮寫。80 年代，Bosoma 等人在小鼠近親品系 C.B-17 觀察到隱

性的 SCID 症候群遺傳突變(Shultz, 1991)，其特徵為喪失成熟 B 與 T 淋

巴球之功能，另外也缺乏由放射線或化學物質誘發之 DNA 雙股斷裂的

修補能力，由於 SCID 小鼠嚴重地缺乏免疫及修補能力，進而使不同種

類之人類癌細胞株利於在 SCID 小鼠中生長。此模式之優點在於利用

SCID mice 作為載體以提供模擬人類腫瘤生長之情形。 

    步驟：利用皮下注射的方式，將 2×106顆MDA-MB-435 的癌細胞注

入SCID mice的乳腺部位，使得老鼠可以在體內乳腺部位長出腫瘤，待生

成的腫瘤體積到達約~200mm3時，開始靜脈注射不同劑量的實驗藥物

LYF-17，藥物注射四週之後犧牲老鼠，觀察體內腫瘤的轉移情形。 
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第三章 研究結果 

第一節 LYF-17 對MDA-MB-435 細胞株的半數抑制濃度(IC50) 

    利用MTT assay，LYF-17 對MDA-MB-435 細胞株的IC50、LYF-17 對

正常細胞HBL-100 細胞株的IC50，以及其他臨床用藥針對這兩株細胞株的

IC50，如表 2-3 所示。由此可看出，投予LYF-17 對於MDA-MB-435 的IC50

與其他臨床用藥互相比較發現只要低濃度就可對MDA-MB-435 達到抑制

效果與臨床用藥的效果差不多，另外，針對正常細胞HBL-100 投予LYF-17

之後，此細胞株的IC50與其他臨床用藥互相比較後，反倒是最低的濃度就

達到抑制正常細胞生長，不過，由於投予LYF-17 對於MDA-MB-435 的IC50

比針對正常細胞HBL-100 的濃度還要低，也就是當我們對乳癌細胞

MDA-MB-435 投予半數抑制濃度時，對於正常細胞的影響較小，由以上

的實驗得知LYF-17 或許可以發展成為新的抗癌藥物。 

 

第二節 LYF-17 對乳癌細胞 MDA-MB-435 的 microRNAs 的影響 

    本實驗目的是藉由明欣生物科技公司所執行的 TaqMan® Human 

MicroRNA 系統分析資料中，去挑選出乳癌細胞 MDA-MB-435 投予濃度

50 nM 的 LYF-17 之後受到影響的 microRNAs，從其中挑選出變化量較

大的 microRNAs，利用 real-time PCR 再次確認 LYF-17 影響到的

microRNAs 的表現量(圖 2-6)。接續結果，並且進一步搜尋參考相關文獻，
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發現 LYF-17 影響到的 microRNAs 中，包含 miR-200c 和 miR-141 是可以

調控 epithelial to mesenchymal transition (EMT)現象的關鍵因子(Burk et al., 

2008)。 

 

第三節 LYF-17 對人類乳癌細胞 MDA-MB-435 的胞內調控 EMT 蛋白質 

之影響 

    從藥物 LYF-17 對 microRNAs 的影響，進一步深入到癌細胞的遷移

能力以及侵入性的影響，發現這一系列的結果都與 epithelial to 

mesenchymal transition (EMT)現象有關連。EMT 即是上皮的癌細胞

(epithelial cancers)利用轉變成間質(mesenchymal)型態的細胞來進行侵入

(invasion)和轉移(metastasis)(Brabletz et al., 2005; Christofori, 2006; Lee et 

al., 2006; Thiery and Sleeman, 2006)。因此抑制了 EMT 的情形，就可以間

接阻止癌細胞惡化，提升藥物 LYF-17 的治癒療效。從相關文獻中得知，

microRNAs 會影響 EMT 的情況，而影響 EMT 現象的相關蛋白有 ZEB1、

TGFβ2 、 E-cadherin (Epithelial markers) 、 Vimentin (Mesenchymal 

markers)(Burk et al., 2008; Gregory et al., 2008)。其中 ZEB1 和 TGFβ2 會被

microRNA-200 family 給抑制(Burk et al., 2008)，而 TGFβ2 可間接調控

E-cadherin 和 Vimentin，兩者皆可進一步抑制了癌細胞 EMT 和侵入的情

形。因此本實驗的目的就是利用西方墨點法去確認乳癌細胞投予藥物
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LYF-17 之後，按照不同的時間點以及不同的藥物劑量，來觀察這些相關

蛋白是不是也會如同其他文獻研究一樣有所影響。目前結果顯示，投予

LYF-17 之後，的確有部分如預期的影響到相關蛋白的表現量：ZEB1 及

Vimentine 的蛋白質表現量被抑制；E-cadherin 的蛋白質表現量上升。 (圖

2-7)。 

 

第四節 LYF-17 對乳癌細胞遷移影響 

    細胞遷移現象在抗癌發展的機轉中，扮演了相當重要的角色。癌細

胞的遷移會導致藥物治療效果降低，使癌症病患不易治癒。本實驗的目

的是探討LYF-17 是否會藉由影響microRNAs，進一步影響到細胞的遷移

情形。首先將MDA-MB-435 和MDA-MB-231 兩株細胞株各別種 2×105至

24 well中，待培養 24 小時後，抽掉上清液，並以 200μl的tip於well中間

劃一條線，製造一個空隙，之後以 1X PBS清洗，並加入control組及給藥

組(1% FBS、1% FBS+50 nM LYF-17)，最後於 0、12、24、48、72 小時

在顯微鏡下觀察，並拍照紀錄(圖 2-8)。結果發現，加入LYF-17 之後，確

實抑制了乳癌細胞的遷移情況，而MDA-MB-435 細胞株的抑制效果更甚。 

 

第五節 LYF-17 對乳癌侵入能力的影響 

    癌細胞侵入能力在抗癌發展的研究中，也扮演了相當重要的角色。

癌細胞容易侵入正常的細胞而擴大癌細胞範圍，使得病症越來越嚴重，
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而導致藥物治療效果降低，使癌症病患不易治癒。本實驗的目的是進一

步用 Transwell 去觀察 LYF-17 是否也可以抑制乳癌細胞的侵入性。實驗

結果顯示(圖 2-9)，LYF-17 可以抑制轉移能力以及侵入性能力高的乳癌細

胞 MDA-MB-435(Khaldoyanidi et al., 2003; Zen et al., 2008)。 

 

第六節 LYF-17 對人類乳癌細胞形態的影響 

    本實驗目的是想要得知LYF-17 對於容易轉移的兩株細胞株

MDA-MB-435 和MDA-MB-231 的細胞型態是否有所影響。當細胞株的細

胞型態比較偏向紡錘體形狀也就是所謂間質細胞型態，此狀況下的細胞

株較容易轉移。首先，取 2×105細胞數至 10 cm培養盤中，細胞貼附之後

先拍照記錄，接著投予 50 nM 的LYF-17，放置 37 ℃培養箱培養，每三

天換新的培養液並且一併加藥，然後拍照記錄細胞型態，觀察至細胞完

全長滿培養盤。結果發現，MDA-MB-435 在投予藥物之後，隨著時間的

增長，型態改變的效果越明顯，轉移能力也因細胞型態的改變而降低；

MDA-MB-231 在投予藥物之後，型態上也有被改變，不過或許是因為細

胞株生長的速度以及轉移能力不一樣，MDA-MB-231 觀察到第九天，整

個培養皿完全長滿，因此降低了LYF-17 針對此株細胞型態的改變。 (圖

2-10) 
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第七節 LYF-17對轉染microRNA inhibitor的人類乳癌細胞侵入能力的影

響(transwell assay) 

本實驗的目的主要是加強佐證 LYF-17 是否真的直接影響到

miR-200c 和 miR-141 的表現量，進而改變人類乳癌細胞的轉移以及侵入

的情形。所以，藉由轉染入 miR-200c 抑制劑和 mir-141 抑制劑去抑制

miR-200c 和 miR-141 的表現量，觀察人類乳癌細胞的轉移以及侵入能力

是否因此而無法被 LYF-17 抑制。首先，將人類乳癌細胞分別轉染入 30 nM 

miR-141 inhibitor 和 30 nM miR-200c inhibitor，在轉染後，將細胞放置 37 

℃培養箱培養 8-24 小時即可做試驗處理(轉染後得在 72 小時內完成試

驗)，若因為轉染試劑的影響而導致細胞大量死亡，則換入新的培養液。

接著以 Transwell 觀察人類乳癌細胞在轉染過後，LYF-17 是否也可以抑制

人類乳癌細胞的侵入性。實驗結果顯示(圖 2-11)，轉染之後，投予 LYF-17

卻使得可以抑制人類乳癌細胞的轉移能力以及侵入性能力的效果降低。

表示，LYF-17 對於 miR-200c 和 mir-141 的表現量是真的有直接的影響。

LYF-17 確實可以促使 miR-200c 和 mir-141 表現量上升，進而調控 EMT

的相關因子(包含：E-cadherim、Vimrntin 和 ZEB1)。 

 

第八節 LYF-17 對原位腫瘤誘發模式的影響 

    此實驗的目的主要是探討LYF-17在原位腫瘤誘發的動物實驗中所得
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到的實驗結果，是否與LYF-17 治療乳癌細胞株的結果相同。首先利用原

位注射的方式，將 2×106顆MDA-MB-435 注入SCID mice的乳腺部位，使

得老鼠可以在體內乳腺部位長出腫瘤。待生成的腫瘤體積到達約

~200mm3時，開始對老鼠進行靜脈注射，注入不同劑量的實驗藥物

LYF-17(500 ug/Kg、1 mg/Kg、5 mg/Kg)治療，藥物注射四週之後犧牲老

鼠，觀察體內腫瘤的轉移情形。實驗結果(圖 2-12)發現，LYF-17 隨著劑

量的增加，抑制腫瘤轉移到其他器官的效果越好。轉移到肝臟的腫瘤數，

也隨著LYF-17 劑量的增加有變少的趨勢。加上注射LYF-17 之後，觀察

老鼠的體重結果發現，無論劑量的高低，對於老鼠的體重沒有太大的影

響。綜合上述結果顯示，LYF-17 對於動物實驗有抑制腫瘤轉移的效果，

注射此藥物之後對於動物本身較無害，證實LYF-17 或許可以成為有潛力

的抗癌新藥。 
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第四章 討論 

第一節 藥物改變 microRNAs 的探討 

    正常的細胞在體內互相的溝通並且調節細胞中的分化以及生長。細

胞生長或多或少地淘汰老舊的細胞。當癌症發生時，正常細胞會跳脫原

有的細胞週期控制，使得其成長與生長失去控制，這一些跳脫控制的機

制非常複雜，不過可以大略歸類為幾點，第一、某些調控細胞週期的因

子自身基因突變 (gene mutation)。第二、某些癌症抑制基因 (tumor 

suppressor gene)，或是原始致癌基因(proto-oncogene)被破壞或是產生突

變。這些步驟都是癌症上發展上不可或缺的兩個步驟。 

    當以上兩個基因被破壞時，就會產生癌症。更嚴重甚至於癌症便會

離開原有腫瘤產生處(primary tumor site)遷移至其他組織以及器官，這種

情形就是所為的轉移(metastasis)。 

    然而，近年來，在細胞中開始發現具有調節這些基因能力的 RNAs

稱作微核醣核酸(microRNA)為一類新的小核醣核酸，具有反向調節基因

的功能(Tavazoie et al., 2008)。microRNA 在臨床試驗上是調控不同的生物

學過程，包括發展、细胞增殖、分化和細胞凋亡。這些作用的調控主要

是藉由抑制重要的標的基因表現。經 microRNAs 去默化轉錄的標的基因

會發生抑制標的蛋白的合成或者切斷同源標的 mRNAs 的情況。重要地，

未來個人化的醫學和癌症治療，microRNAs 也許為癌症診斷和治療提供
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有用的診斷和預斷標誌並且擔當潛在的治療目標或工具。 

從古至今，化學療法在癌症上常被應用，前人研究指出，在胰臟癌

研究中，薑黃素透過許多細胞的訊息路徑去有效的抑制腫瘤生長和促進

細胞凋亡。其他前人研究則是去探討薑黃素是否有改變胰臟癌細胞

microRNAs 的表現量。利用微陣列實驗表示，結果顯示薑黃素確實調控

了一些 microRNAs 的表現量。進一歩，藉由 real-time PCR 去確立微陣列

實驗顯示出來的 microRNA 的結果。(Sun et al., 2008) 

以上的相關文獻研究顯示，藥物除了可以直接針對細胞訊息路徑做

調控，也可以經由對 microRNAs 表現量的改變，進一步去搜尋相關的標

的蛋白或標的基因，發現不一樣的調控機制。在本論文研究中 LYF-17 也

是去探討改變 microRNAs 表現量的結果，接著從 microRNAs 表現量的不

同，讓我們發現 miR-200c 和 miR-141 是調控 EMT 情形的重要標的。因

此就可進一步去應證相關標的蛋白是否也有所改變，一歩一歩的探討相

關機制。 

 

第二節 EMT 與 miR-141 和 miR-200c 的探討 

    在細胞發展初期， EMT 是一個關鍵的過程 各種各樣的組織和器官

的形成例如神經系統冠、心臟，肌肉骨骼系统和周邊緊張系統。 然而，

在成熟時期，細胞僅保留部份能力接受轉變成 EMT。惡性的乳房腫瘤細
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胞初期的活動狀況就像 EMT 情形一樣，有非常好的移行力和侵襲性的能

力(Cowin and Welch, 2007; Jo et al., 2009; Lou et al., 2008)。 EMT 與癌症

緊緊的相關連，這個過程分子的調節將會擔當治療癌症的關鍵。 

    在 EMT 發展初期，EMT 的相關標記會有所變化，例如：E-cadherin

下降和 Vimentin 上升。在相關文獻中發現，在卵巢癌中，發現 miR-200

家族是細胞中一個特別的標記，miR-200 家族的表現會使 E-cadherin 表現

量上升並且使 Vimentin 的表現量下降。miR-200 可以直接地調節

E-cadherin 的 mRNA 轉錄去抑制 ZEB1 和 ZEB2。然而，異常的 miR-200

的表現量會導致 E-cadherin 在癌細胞中的表現量上升並且降低了癌細胞

的移行能力。相反地，抑制 miR-200 會降低 E-cadherin 的表現量，增加

Vimentin 的表現量，並且誘導 EMT 的情形產生。 

    以前的研究將miR-200家族(包含miR-200a/200b/429和miR-200c/141)

與上皮細胞型態以及 ZEB 家族連結在一起。在細胞初期生長時，發現

miR-200 家族的表現會使得組織中上皮細胞型態的細胞變多，並且抑制

ZEB1 和 ZEB2 的表現量。另外，別的研究指出，ZEB 家族與 EMT 以及

轉移有關連性。(Cochrane et al., 2009; Korpal et al., 2008; Park et al., 2008) 

    綜合前人研究，與本論文研究的結果相同， miR-200 家族的表現量

會影響到 EMT 相關標的蛋白 ZEB1、E-cadherin 及 Vimentin 的表現量。 
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第五章 結論 

由實驗結果可得知，LYF-17 可以抑制乳癌細胞的轉移，是藉由調控

miR-200c 和 miR-141 的表現量，使其上升，進而去抑制 ZEB1 並且影響

EMT 相關蛋白，導致 E-cadherin 的蛋白表現量上升和抑制 Vimentin 的蛋

白表現量。進而使得 EMT 情形無法得到擴散。 

LYF-17 新藥開發的結果，除了，可以抑制乳癌細胞的轉移外，另一

方面，LYF-17 在動物實驗中對動物身體的體重影響不大，對於正常細胞

的毒殺效果劑量也偏低。 

    此外，相關文獻中發現，癌症在轉移時，integrin 及 CD44 所主導的

黏附關係是很重要的，對腫瘤的生長及轉移也扮演關鍵性的角色。由此

文獻的參考，可使我們主題一和主題二關連性增加，往後或許可以觀察

表面黏附因子 CD44 在乳癌細胞中的表現與 EMT 的相關標記蛋白做個比

較。 

綜合上述結論及大量的文獻可知，EMT 的機制非常複雜，這當中還 

有許多尚未被探討的 pathway 和 microRNAs，而我們的結果可以被當作 

一個初步的指標，並且，透過瞭解相關途徑可以提供未來腫瘤轉移可能 

的治療方向，已期許 LYF-17 將來在治療或預防癌症方面，有潛力成為一 

個新的抗癌藥物。 

 

 



 

 80

(A) 
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(B)                            

 
 

(C) 
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圖 2-6：LYF-17 影響 microRNAs 表現量的結果。將人類乳癌細胞投予

50 nM 的 LYF-17，24 小時之後，收集所有細胞並抽出 RNA，經反轉錄

PCR，使得 RNA 轉成 cDNA，再以 real-time PCR 分析出來的結果。 (A) 

利用 TaqMan MicroRNA Assays 分析，得到投予 50 nM 的 LYF-17 的

MDA-MB-435 細胞株中有被影響到的 microRNAs。 (B)將 A 圖中變化量

較大的microRNA挑出，並搜尋這些microRNA的相關資料及文獻。(C) 由

前人研究得知，變化量較大的 miR-200c 和 miR-141(屬於 miR-200 

family)，是有關轉移的調控因子，因此再利用 real-time PCR 分析不同乳

癌細胞株(乳癌細胞轉移能力強弱：MDA-MB-231>MDA-MB-435>MCF-7)

中投予 50 nM 的 LYF-17 之後，miR-200 family 的表現量在 MDA-MB-435

的細胞株中，有非常明顯的上升。 
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(A) 

 
(B) 

 

圖 2-7 ：以西方墨點法評估 EMT 相關蛋白表現量之變化。

(A)MDA-MB-435 投予 50 nM LYF-17 後，在不同的時間點下收集蛋白質

以西方墨點法評估，與 control 組比較後發現，LYF-17 會使 MDA-MB-435

中的 ZEB1 和 Vimentin 的蛋白量受到抑制；E-cadherin(細胞黏附因子) 的
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蛋白量則是上升。(B) MDA-MB-435 投予不同劑量的 LYF-17(0、25、50、

100、200 nM)，處理 24小時之後，收集蛋白質以西方墨點法評估，與 control

組比較後發現，LYF-17 會使 MDA-MB-435 中的 Vimentin 蛋白量受到抑

制；E-cadherin(細胞黏附因子) 的蛋白量則是上升。 
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(A) 

 
(B) 

 

圖 2-8：LYF-17 對乳癌細胞遷移影響(Wound-healing assay)。從西方墨

點法評估得到的結果得知，LYF-17 可以抑制促進 EMT 作用的相關蛋白

質，因此，想藉由觀察細胞遷移情形來得知 EMT 是否有被 LYF-17 抑制。

(A)MDA-MB-435 投予 50 nM 的 LYF-17 之後，細胞遷移的情形與 control

組(1% FBS)相比較，遷移的情形有被抑制。(B)MDA-MB-231 投予 50nM 

的 LYF-17 之後，細胞遷移的情形與 control 組(1% FBS)相比較，遷移的

情形也有被抑制。不過抑制效果沒有 MDA-MB-435 好，可能原因是

MDA-MB-231 這株細胞的轉移能力太強，所以抑制效果反被牽制。
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(A) 

 

  

圖2-9：以Transwell評估LYF-17對乳癌細胞侵入性的影響。癌細胞具有遷

移以及侵入性，容易轉移到其他器官。藉由遷移試驗結果得知，人類乳

癌細胞投予50 nM 的LYF-17之後，抑制了癌細胞的遷移能力，因此，想
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要觀察另一方面的侵入性是否也可以被LYF-17抑制。transwell上層培養乳

癌細胞，下層為NIH3T3的細胞液(內含許多生長因子，可以誘導細胞侵入

性能力)。(A)乳癌細胞投予LYF-17之後，在不同時間點下(0、9、12、24

小時)，經由固定、染色、退染的步驟，收集結果並拍照紀錄(顯微鏡倍數

為200X)。結果顯示，投予50 nM的LYF-17隨著時間的增加，抑制乳癌細

胞侵入性能力的效果越明顯。(B)同一個well取三個以上不同視野拍下來

的結果，平均之後所做出來的量化圖。(*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001) 
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圖 2-10：LYF-17 對人類乳癌細胞形態的影響。MDA-MB-435 和

MDA-MB-231 皆屬於間質細胞型態且轉移能力較強的細胞株。每隔三天

換上有加藥(50 nM LYF-17)的培養液，並拍照記錄細胞型態。 
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(A) 
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(B) 

 

 

圖 2-11：以 Transwell 探討人類乳癌細胞轉染 microRNA inhibitor 對細

胞侵入性的影響。前面的研究結果指出，LYF-17 會影響到 miR-200c 和

miR-141，也有相關研究指出 miR-200c 和 miR-141 會藉由調節相關蛋白

抑制 EMT(Park et al., 2008)。本實驗為了要更確立 LYF-17 的確是直接影

響到這兩個 microRNAs，所以將乳癌細胞轉染 microRNA inhibitor 之後，

用 transwell 去觀察細胞侵入的情形，看是否與未轉染的有著相反的結果
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出現，藉此反證。(A) (B)轉染後的 MDA-MB-435 和 MDA-MB-231 與未

轉染的細胞相互比較後發現，有轉染的細胞在投予 LYF-17 之後，侵入性

的能力反而增加。結果證實，LYF-17 真的有影響到 miR-200c 和 miR-141。 

(*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001) 
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(A) 

 

(B) 
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(C) 

 
(D) 
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(E) 

 
(F) 

 

圖2-12：以動物實驗來探討LYF-17對腫瘤轉移的影響。利用原位注射的

方式，將2×106顆MDA-MB-435注入SCID mice的乳腺部位，使得老鼠可

以在體內乳腺部位長出腫瘤。待生成的腫瘤體積到達約~200mm3時，開

始對老鼠進行靜脈注射，注入不同劑量的實驗藥物LYF-17(500ug/Kg、1 

mg/Kg、5 mg/Kg)治療，藥物注射四週之後犧牲老鼠，觀察體內腫瘤的轉
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移情形。(A)control組：原位注射乳癌細胞後，四週後犧牲的結果。白色

箭頭為癌細胞擴散轉移的器官(B)注入500ug/Kg劑量的LYF-17，犧牲後的

結果，與control組相比較，顯示轉移的地方減少了。(C) 注入1 mg/Kg劑

量的LYF-17，犧牲後的結果，與control組以及前一組劑量相互比較，轉

移的地方指剩下肝臟背面。(D) 注入5 mg/Kg劑量的LYF-17，犧牲後的結

果，發現腫瘤的轉移情形大部份都被抑制了。(E) 轉移到肝臟的腫瘤數統

計，結果得知，轉移的腫瘤數隨著LYF-17劑量的提高而被抑制。(F)注射

不同劑量的LYF-17對於老鼠的體重沒有太大的影響。 
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