
 

 

中國醫藥大學營養學系碩士班 

 

碩士論文 

 

 

探討Lucidone在人類皮膚細胞株HaCaT中

抗發炎及促損傷癒合的影響 

 

The effect of lucidone on anti-inflammatory and 

wound healing-promoting activities in human 

keratinocytes HaCaT cell 

 

 

 

研 究 生：黃彬鈞（Pin-Chun Huang） 

指導教授：楊新玲 博士（Hsin-Ling Yang, Ph. D.） 

共同指導教授：許游章 博士（You-Cheng Hseu, Ph. D.） 

 

 

2009 年 7 月 

July, 2009 



 

 I 

目  錄 

摘要 

Abstract 

縮寫表 

第壹章、前言 

第一節、皮膚與發炎   …………………………………………2 

第二節、發炎與自由基   ………………………………………3 

第三節、COX-2和PGE2與發炎的關係  ………………………4 

第四節、發炎與 Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

        之相關性………………………………………………6 

第五節、AAPH 對生理之傷害   ………………………………8 

第六節、Lucidone 之介紹  ……………………………………9 

第七節、皮膚的損傷癒合  ……………………………………10 

第八節、MMPs 與皮膚損傷癒合的關係  ……………………11 

第九節、研究動機  ……………………………………………13 

第貳章、實驗設計流程架構  ………………………………………14 

第叄章、實驗材料與方法 

第一節、實驗儀器 ……………………………………………17 

第二節、實驗材料 ……………………………………………18 

第三節、Lucidone之配製  ……………………………………21 

第四節、AAPH 之配製  ………………………………………22 

第五節、細胞培養(Cell Culture)  ……………………………23 

第六節、細胞生長率(Growth)與存活率(Viability)測定分析…26 

第七節、MTT 存活率試驗（MTT assay）……………………28 

第八節、細胞內活性氧化物(Reactive oxygen species)產量 



 

 II 

        測定分析…………………………………………… 30 

第九節、蛋白質定量分析與西方墨點法(Western blotting) …32 

第十節、細胞酵素連結免疫分析法(PGE2)  …………………41 

第十一節、細胞遷移試驗 (Transwell invasion assay) ………43 

第十二節、統計分析 …………………………………………45 

第肆章、實驗結果與圖表 

第一部分：Lucidone對HaCaT細胞抗發炎的影響……………47 

一、 Lucidone對HaCaT細胞的影響…………………… 48 

二、 AAPH誘導COX-2蛋白的表現  ………………… 52 

三、 AAPH誘導活化ERK、p38 MAPK及JNK/SAPK…55 

四、 Lucidone經由MAPKs路徑減少AAPH誘導的 

     COX-2及iNOS蛋白表現，進而減少前發炎因 

     子PGE2的分泌…………………………………… 58 

五、 Lucidone是經由ERK和p38路徑而使COX-2表現 

    量減少………………………………………………64 

六、 Lucidone可以減少HaCaT細胞內AAPH所誘導的

ROS產量 ………………………………………… 66 

七、 Lucidone預防AAPH誘導IκBα的降解增加其穩

定 ………………………………………………… 68 

第二部分：Lucidone對HaCaT細胞migration的影響 ……… 70 

八、 Lucidone 促進 HaCaT 細胞的移行（migration） …71 

九、 Lucidone 藉由活化 MMP-9、抑制 TIMP-2 的表 

     現增加 HaCaT 細胞的遷移 ………………………76 

十、 Lucidone 經由 MAPKs 訊息途徑促進 HaCaT 細 

     胞遷移………………………………………………78 



 

 III 

 

第伍章、討論 ………………………………………………………80 

第陸章、結論 ………………………………………………………87 

第柒章、參考文獻 …………………………………………………89 

 



 

 IV 

謝誌 

    兩年的研究所生涯將要畫上句點，回想這兩年中有歡笑、有辛

苦，除了學習到許多研究方法和實驗技巧外，還有滿滿的回憶。首先

要感謝指導老師 楊新玲教授及共同指導老師 許游章副教授在實驗

過程中給予的方向和指導，使我得以順利完成實驗和論文，也要感謝

實驗室的研究夥伴及研究所同學，在研究所期間，除了課業上和實驗

上的相互交流及幫忙外，還有一起分享研究所實驗過程的點點滴滴，

當然學長姐的經驗更讓我免去不少不必要的麻煩，還有大學部的學弟

妹，不時會在帄凡的實驗室帶來些許歡樂的氣氛，這些我都將會永遠

記得。特別要感謝口試委員 王升陽老師提供的實驗樣品，及 呂鋒洲

老師、 林一郎老師在課堂和實驗上的教導，讓我獲益良多，使我研

究論文能夠更加完整。感謝一路上支持鼓勵與陪伴我的師長、朋友、

學長姐、同學、學弟妹和親戚，同時也要感謝許多曾經幫助與鼓勵我

的人，謝謝你們！最後，要感謝我的父母和家人，沒有他們最好的支

持，我沒辦法這麼順利且勇敢的完成這個碩士學位，他們是我求學過

程中最大的精神支柱，讓我能夠順利完成學業。謹以本文獻給所有關

懷我的師長、親友們，並致上萬分誠摯的謝意。 

 

 

 

 

 

黃彬鈞   謹誌 

 中國醫藥大學營養學系碩士班 

中華民國九十八年七月 

 



 

 IV 

摘要 

    先前已有研究證實紅果釣樟 (Lindera erythrocarpa Makino) 的果實

抽出物及其主成分 Lucidone 在體內和體外實驗中具有很好的抗發炎活

性。在 RAW264.7 細胞株實驗中，紅果釣樟果實可以顯著地抑制脂多醣

體（Lipopolysaccharide, LPS）所誘導一氧化氮（Nitric Oxide, NO）的產

生；此外研究亦證實 iNOS 和 COX-2 的蛋白表現量也會隨 Lucidone 的

劑量增加而被抑制。 

    本研究主要想探討 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 抗發炎的影

響。因此本實驗想探討 Lucidone 是否可以減少水溶性自由基產生者

AAPH 對人類皮膚細胞株 HaCaT 所造成的傷害。實驗給予 Lucidone 不

同濃度 24 小時後再給予 AAPH（30 mM）處理 4~6 小時，細胞存活率

顯示隨著 Lucidone 濃度的增加，可以減少 AAPH 對人類皮膚細胞株

HaCaT 的傷害。另外，AAPH 會促進細胞內 ROS 量的增加，而 Lucidone

也可以很顯著地抑制細胞內 ROS 的產生。隨著給予 AAPH 的時間增加，

COX-2 蛋白的表現量也隨之增加；而有給予不同濃度 Lucidone 保護後

的 HaCaT 細胞，可以顯著地抑制 AAPH 所誘導的 COX-2 和 iNOS 蛋白

表現。接著以酵素免疫分析法來觀察 PGE2的結果顯示，Lucidone 可以

顯著地減少因 AAPH 所誘導的 PGE2分泌。另外，在 MAPKs 訊息途徑

方面，Lucidone 也可以減少磷酸化蛋白(p-ERK1/2、p-p38、p-JNK1/2)

的表現。然而，在 MAPKs 抑制劑結果上，顯示可能不是經 JNK 路徑而

抑制 COX-2 的表現。而隨著 Lucidone 濃度的增加，可以增加 IκBα 的穩

定性，預防其泛素化而被降解。 

    本研究的另一個目的想探討 Lucidone 在皮膚損傷癒合的機轉。結

果顯示低濃度的 Lucidone 有促進 HaCaT 細胞增生的效果，且會經由

MAPK 訊息途徑促進 HaCaT 細胞的移行現象，進而促成皮膚損傷的癒
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合。在皮膚中，包括組織傷害、腫瘤形成、血管新生、細胞凋亡和發炎

等都會使許多基質金屬蛋白酶（MMPs）表現。MMP-9 已經被證實和皮

膚真皮層的疾病及一般損傷癒合（wound healing）有關。本實驗結果顯

示 Lucidone 促進皮膚細胞的癒合可能是藉由增加 MMP-9、減少 TIMP-2

蛋白的表現，而促進細胞的遷移（migration）作用。 

總結上述結果，Lucidone 抑制發炎反應相關的 ROS 產生、PGE2分

泌和 COX-2 及 iNOS 蛋白表現是經由抑制 MAPKs 訊息傳遞路徑中

ERK、p38 蛋白的磷酸化進而增加 IκBα 的穩定性最後減少皮膚的發炎

反應；而 HaCaT 細胞中促進損傷癒合的過程是經由調節 MAPKs 訊息途

徑及相關的 MMP-9 蛋白表現進而促成細胞遷移而達到皮膚損傷癒合的

效果。 

 

關鍵詞：Lucidone、人類皮膚細胞株(human keratinocytes cell, HaCaT)、

發炎(inflammation)、水溶性自由基起始者(AAPH)、活性氧自

由基(reactive oxygen species, ROS)、第二型環氧化酵素

(cyclooxygenase-2, COX-2)、前列腺素 E2 (prostaglandin E2, 

PGE2)、絲裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, 

MAPKs)、IκBα、遷移(migration)、損傷癒合(wound healing)、

基質金屬蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs) 
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Abstract 

    The anti-inflammatory activities of lucidone isolated from the fruits of 

Lindera erythrocarpa Makino in an in vivo and in vitro were investigated. 

Lindera erythrocarpa fruits inhibited significantly nitric oxide (NO) 

production in lipopolysaccharide (LPS) induced NO in the murine 

macrophage cell line (RAW264.7) assay. Futhermore, lucidone suppressed 

iNOS and COX-2 protein expression in a dose-dependent manner. 

    In this study, we here investigate the effect of lucidone on 

AAPH-induced oxidative stress in human keratinocyte (HaCaT) cell. Our 

data indicate that pretreatment of HaCaT cells with different concentration 

of lucidone inhibited AAPH (30mM)-mediated decrease in cell viability. In 

addition, AAPH is a potent inducer of reactive oxygen species (ROS), which 

can induce oxidative stress and cellular damage, including inflammatory 

response; whereas lucidone reduced AAPH-induced ROS generation in a 

dose-dependent manner. Moreover, a marked increase in COX-2 protein 

expression was observed 4~6 h after treating with 30 mM of AAPH. 

Lucidone also reduced the COX-2 and iNOS protein expression after AAPH 

treated in a dose-dependent manner. Additionally, examing the human PGE2 

immunoassay kit, suggesting that AAPH-induced PGE2 production was 

inhibited by lucidone significantly. On the other hands, lucidone diminished 

AAPH-induced MAPKs signaling pathway activation (phosphorylation of 

ERK, p38 and JNK). However, the results of MAPKs inhibitor suggest that 

lucidone possibly not though JNK pathway inhibited AAPH-induced COX-2 

expression. Besides, lucidone caused a dose-dependent enhancement of 

IκBα protein stability, prevention of its proteolytic degradation.  

    On the other side, the purpose of this study was to investigate the effect 

of lucidone on wound healing and its underlying mechanism. Our result 

demonstrated that a low dose of lucidone enhanced the proliferation and 
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facilitated the migration of HaCaT cells through different MAPK signaling 

pathways, and accelerated scrape-wound healing in vitro. In the skin, 

expression of several matrix metalloproteinases (MMPs) occurs in response 

to tissue injury, tumorigenesis, angiogenesis, apoptosis and inflammation. 

MMP-9 has been reported to be implicated in both dermail diseases and 

normal wound healing. Our results demonstrate that lucidone-mediated 

migration and wound healing were increased MMP-9, inhibited TIMP-1 

protein expression in HaCaT cells. 

    Taken together, lucidone inhibited pro-inflammatory mediators ROS 

generation, PGE2 production and COX-2, iNOS protein expression through 

regulation MAPKs family of ERK and p38 phosphorylation and promotes 

IκBα protein stability to reduce inflammatory responses in skin. Lucidone 

possesses a therapeutic effect in the wound healing process by regulating 

MAPKs signaling cascade and MMP-9 protein expression in human 

keratinocyte HaCaT cells. 

 

Keyword：Lucidone, human keratinocytes HaCaT cell, inflammation, AAPH, 

reactive oxygen species (ROS), cyclooxygenase-2 (COX-2), 

prostaglandin E2 (PGE2), mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs), IκBα, migration, wound healing, matrix 

metalloproteinases (MMPs) 
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縮寫表 

AP-1：activator protein-1  

BSA：Bovine serum albumin 

COX-1：cyclooxygenase-1 

COX-2：cyclooxygenase-2 

DMSO：Dimethyl sulfoxide 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DCFH2-DA：2,7- dihydrodichlorofluorescein diacetate 

ECL：Enhancer chemiluminesence 

ELISA：Enzyme-lonked immunosorbent assay 

ERK1/2：Extracellular signal-regulated kinase 

FBS：Fetal bovine serum 

iNOS：induce nitric oxide synthase 

JNK/SAPK：c-Jun NH2-terminal protein kinase/stress activated protein 

kinase 

Lucidone 

LPS：Lipopolysaccharide 

MAPKs：Mitogen-activated protein kinases 

MMPs：Matrix metalloproteinases 

NF-κB：Nuclear factor kappa B 

NO：nitric oxide 

PBS：Phosphate-buffered saline 

PBS-T：Phosphate-buffered saline containing-Tween-20 

PGE2：Prostaglandin E2  

ROS：Reactive oxygen species 



 

 IX 

SDS：Sodium dodecyl sulfate 

TNF-α：Tumor necrosis factor-alpha 

TEMED：N,N,N,N”-Tetramethylene diamine 

Tris：Tris (hydroxymethyl)-aminomethane 
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第一節、皮膚與發炎 

 

    發炎（inflammation）是當身體發生感染或有抗原入侵、或是受

傷時所引發的免疫反應，此時發炎部位的血流量增加，微血管的通透

性也增加，使得較大的分子如抗體、補體等更易到達發炎部位。 

    造成皮膚發炎反應的因素有很多，其中最主要的環境因子就是陽

光中的紫外線(UV)。UV照射皮膚會誘導許多不同的活性氧自由

（ROS）產生，包括超氧自由基、過氧氫化物（H2O2）和氫氧自由基

【Ichihashi et al., 2003】。過量曝曬在陽光下會發展成急性發炎是一個

很重要的病因，徵狀有紅敤（erythema）、水腫（edema）和免疫抑制

反應等，並因此會持續發展成為皮膚癌。 

    其中UVB（波長280~320 nm）會使表皮急性發炎和導致皮膚癌

是最被人熟知的危險因子【De Fabo et al., 2004; Ramos et al., 2004】。

已有許多研究指出，UVB主要透過直接造成DNA損害或是誘導活性

氧自由基(ROS)釋放並引起皮膚發炎反應【de Gruijl, 2002; Kulms et al., 

2002; Heck et al., 2003】。直接地DNA損害或ROS會引發一些訊息途

徑，例如在細胞分化或存活上重要的絲裂原活化蛋白激酶 

(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)【Rhee, 1999; Torres et al., 

2003】。 

    許多不同的外在刺激包括UV照射會化MAPK訊息途徑。其中p38 

MAPK在細胞凋亡（apoptosis）、細胞激素產生、轉錄調節和細胞骨

架重組等都相當重要【Obata et al., 2000】，已有研究證實p38 MAPK

在UV所導致的細胞凋亡中扮演一個重要的角色【Shimizu et al., 1999; 

Assefa et al., 2000; Hildesheim et al., 2004】。 

MAPKs是一個脯胺酸關聯的絲胺酸/酥胺酸激酶（Proline-directed 



 

3 

Ser/Thr kinases）家族，組成包括ERK（extracellular signal-regulated 

kinase）、JNK （c-Jun NH2-terminal kinase）和p38 MAPK。近來的研

究 發現活化 ERK 、 JNK 和 p38 ，並 增加 第二 型環 氧化酵 素

（cyclooxygenase-2, COX-2）的表現與皮膚急性發炎和癌症有很緊密

的關係【Chen et al., 2001; Mahns et al., 2004】。 

 

 

 

第二節、發炎與自由基 

 

    內生性和外生性的活性氧自由基（ROS）會致使DNA氧化傷害及

細胞訊息調節不良，包括多階段性過程的癌症生成（carcinogenesis），

像是腫瘤的起始（initiation）、促進（promotion）和進展（progression）

【Ho et al., 2007】。發炎過程是一多種的分子機轉，其中兩個最重要

的：誘導性一氧化氮合成酶（inducible NO synthase, iNOS）產物一氧

化氮（NO）及第二型環氧化酵素（cyclooxygenase-2, COX-2）所產生

的前列腺素E2（Prostaglandin E2, PGE2）【Moncada, 1999; Turini & 

DuBois, 2002】。COX-2和iNOS在發炎相關過程、細胞分化及促成皮

膚腫瘤形成中都是很重要的兩種酵素【Saleem et al., 2004; Herschman, 

1994】。 

    近來的研究已經證明UVB誘導的ROS所造成的發炎及腫瘤促成

因子是透過一些機轉包括DNA損害、脂質過氧化和酵素活性的改變

等【Goldberg et al., 1990; Miller et al., 1994; Pinnel et al., 2003】。 
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第三節、COX-2和PGE2與發炎的關係 

 

    環氧化酵素（cyclooxygenase, COX）主要有兩種異構形式，COX-1

和COX-2。COX-1的基因為Ptgs-1，其mRNA的編碼有2.8 kb，且基因

表現相對穩定【Rouzer & Marnett, 2008】；COX-1廣泛地存在和持續

表現在體內各器官中，維持細胞正常生理功能，例如維護細胞內恆

定、調節血液凝集、調節腎臟血流量及維持胃黏膜等功能，即使受荷

爾蒙、生長因子、外在因子或炎症反應物刺激，也僅有極少量改變而

已。COX-2的基因為Ptgs-2，是一個立即的早期基因，會被很多不同

的發炎及增生刺激而活化，COX-2的mRNA編碼4 kb會快速地轉換是

由於其3’端未轉譯的區域有不穩定的序列【Smith et al., 2000; Rouzer 

& Marnett】；COX-2除了在特定器官中有常態少量存在外，大部分器

官在正常情況下含量微乎其微。 

    當體內有狀態改變，如脂多醣體（LPS）、促氧化劑、細胞激素

（cytokines）及一些發炎物刺激下COX-2便會大量增加，將花生四烯

酸（arachidonic acid）轉化成前列腺素（prostaglandins, PGs）造成更

劇烈的發炎反應，如PGE2。前列腺素是一群很重要的發炎媒介物，

當組織創傷和發炎期間分泌和釋放【Vane, 1971; Treede et al., 1992】，

也是很多病理症狀的前趨酵素，包括疼痛、發燒、傷口愈合、血管新

生和血管舒張滲透等。COX-2的表現及其產物PGE2已經被證實促進癌

症形成有關，特別是皮膚癌【Higashi et al., 2000; Lee et al., 2003】。因

此，將目標放在降低COX-2表現將有助於減少皮膚發炎和癌症的發

展。 

    PGE2是COX-2下游最主要的產物，已有研究證明COX-2的過量表

現和癌症生成、腫瘤生長及轉移有關，這些都和COX-2的產物前列腺
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素（prostaglandins, PGs）有直接的關係，PGE2是導致發炎反應最主

要的前驅物質，進而可能會演變成癌症，如圖一所示。 

    近來，第三種異構物COX-3已被確認，COX-3是由不同的COX-1

所接合（有時亦稱COX-1b），在人類及小鼠中COX-3的第一個內含子

(intron 1)被保留造成插入(insertion) 30~34個胺基酸且置換基因骨架

的解碼。COX-3在腦、心和腎臟高度被表現，但也因為其架構置換

(frame shift)的關係，這種由不同接合所譯成的密碼完全沒有相對應的

蛋白因此沒有環氧化酵素的活性【Kis et al., 2006; Chandrasekharan et 

al., 2002】。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                   

                                                  【Tim Bowden, 2004】 

圖一、COX酵素與PGs對皮膚細胞的影響。（註：PLC : phospholipase; PLA2 : 

phospholipase A2; TPA : 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate） 
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第四節、發炎與Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)之相關性 

 

    MAPKs在細胞受到刺激或損傷時扮演著重要的角色，會藉由訊

息傳遞的調控，使細胞存活、增生、分化或是走向死亡 (Oleinick et al., 

2002) 。 近 來 常 被 探 討 的 MAPK family 為 ：（ 1 ） extracellular 

signal-regulated kinase (ERK1/2)、（2）c-Jun N-terminal kinase/stress 

activated protein kinase (JNK/SAPK)、（3）p38 mitogen-activated protein 

kinase (p38 MAPK)，它們藉由調控訊息傳遞以及調節轉錄因子與基因

的表現【Kyriakis & Avruch, 2001】，使細胞存活、生長、分化、增生、

移行及凋亡等。 

（1） extracellular signal-regulated kinase（ERK1/2） 

    ERK1/2 目前已知有兩種異構物：ERK1（分子量約為44 

kDa）及ERK2（分子量約為42 kDa）。當細胞受到生長因子、細

胞激素或神經傳導物質等的刺激時會活化ERK1/2。有研究認為

ERK1/2在推動細胞週期前進、細胞生長和分化上扮演著極重要

的角色【Kumar et al., 1998】。 

（2） c-Jun N-terminal kinase/stress activated protein kinase

（JNK/SAPK） 

    JNK是一種被壓力活化的蛋白激酶（stress activated protein 

kinase, SAPK），當細胞受到生長因子、細胞激素或紫外線照射

時會被大量活化【Kyriakis & Avruch, 1996】。JNK有三種異構

物：JNK1（分子量約為46 kDa）、JNK2（分子量約為55 kDa）

和JNK3（分子量約為57 kDa），JNK1/2廣泛地表現在各種細胞
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及組織中，而JNK3主要在心臟、腦與睪丸中表現。JNK可被上

游的訊息傳遞分子Cdc42/Rac活化，經由一連串的分子磷酸化訊

息傳遞，最後JNK上的tyrosine和threonine兩種胺基酸磷酸化

【Griendling et al., 2000】。活化後的JNK可活化轉錄因子：AP-1

（activator protein-1）、ATF-2和ElK-1，並調節AP-1的功能【Davis 

et al., 1998】。 

（3） p38 mitogen-activated protein kinase（p38 MAPK） 

    p38 MAP kinase的分子量約為38 kDa，具有四種異構物：

p38α、p38β、p38γ及p38δ。當p38之 kinase subdomain VIII上的

tyrosine被磷酸化因此活化p38，並進而活化下游的轉錄因子：

ATF-2、 ElK-1、 Max、 CHOP/DADD153 和 CREB等，其中

CHOP/DADD153是DNA受損或是細胞生長停滯時所產生的蛋

白質，因此p38被認為和調控細胞週期有關【Wang & Ron, 

1996】。 

 

    MAPKs在不同的癌細胞型態中是常見的上調節（up-regulated）

角色，包括細胞的轉化（ transformation）和增生（proliferation）

【Sebolt-Leopold et al., 2004】。p38 MAP激酶在許多的前發炎反應中

扮演一個主要的角色，主要經由轉譯後控制發炎相關基因的表現

【Saklatvla, 2004; Schieven, 2005】，其中之一就是COX-2。p38 MAP

激酶可以被許多不同的外在刺激而活化，像是UV光、熱、滲透性休

克(osmotic shock)、發炎細胞激素及生長因子等  (Zarubin & Han, 

2005)。 

    Extracellular signal-regulated kinase（ERK）訊息路徑已經被證實

是主要導致COX-2 mRNA表現的關鍵要素【Goppelt-Struebe & 
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Stroebel, 1998】。同時亦證實了ERK及p38 MAPK和UVB所誘導的人類

皮膚細胞COX-2基因表現有關【Chen et al., 2001】。因此想探討APPH

誘導人類皮膚細胞株HaCaT之COX-2表現與MAPK訊息路徑的關係。 

 

 

 

第五節、AAPH對生理之傷害 

 

    2,2’-Azobis(2-amidinopropane) Dihydrochloride (AAPH) 為一種

水溶性自由基產生者，在水中會自行解離，形成兩個以碳原子為中心

的自由基，如圖二所示。 

 

           圖二、AAPH在水中形成自由基之反應式。 

 

    AAPH所生成的自由基會與氧分子反應產生過氧化自由基

(peroxyl radicals)，在細胞內會氧化蛋白質和多元不飽和脂肪酸，使細

胞產生ROS，進而造成發炎反應。先前曾有研究以50 mM AAPH處理

小鼠的紅血球之後，其被降解的比例隨時間而增加【Niki et al., 

1988】。還有實驗以不同濃度的AAPH處理小牛血清白蛋白（bovine 

serum albumin, BSA）及單胺氧化酶（monoamine oxidase）之後，結

果顯示AAPH會隨處理的時間和濃度增加而破壞其蛋白質的結構和

活性【Dean et al., 1991】。另外，AAPH的分解速率主要決定於溫度的

高低，在37℃二次水中AAPH的半衰期大約175小時，所以再處理
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AAPH後數小時內具有穩定的分解速率【Niki, 1990】。 

    近來已有研究確認，給予人類皮膚細胞株HaCaT不同濃度的

AAPH處理後，其前發炎蛋白COX-2會隨AAPH濃度增加而表現量增

加；研究亦證實AAPH處理後的HaCaT皮膚細胞，會在短時間內使其

MAPKs路徑中的ERK、p38及JNK磷酸化【Cui et al., 2004】進而活化

下游發炎因子的表現，如PGE2以及ROS的產量增加。 

 

 

 

第六節、Lucidone之介紹 

 

    紅果釣樟(Lindera erythrocarpa Makino)又稱鐵釘樹、脈葉釣樟，

為樟科釣樟屬，生長於中國大陸及台灣北部太帄山等海拔1100~1800

公尺地區，也分布於日本和朝鮮半島，果實紅熟，直徑約5~6 mm（圖

三）。民間用法認為其果實具有解熱、止痛、抗菌、解毒、消化及利

尿等功效，但對其確切的活性成分與作用機轉仍不清楚。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      圖三、紅果釣樟（鐵釘樹）之果實及葉形。 
  (農委會林務局) 
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目前已有研究以巴豆油（Croton Oil）誘發鼠耳急性發炎的動物

模式證實紅果釣樟的果實抽出物及其主成分Lucidone（如圖四）具有

很好的抗發炎活性；亦證實了Lucidone對於促發炎物質一氧化氮

（NO）和前列腺素E2（Prostaglandin E2, PGE2）也具有很強的抑制作

用，並顯著的降低腫瘤壞死因子（TNF-α）蛋白的釋出【Wang et al., 

2008】。 

    在RAW264.7細胞株實驗中，紅果釣樟果實可以顯著地抑制脂多

醣體LPS（Lipopolysaccharide）所誘導NO（Nitric Oxide）的產生。研

究並證實iNOS和COX-2的蛋白表現量也會隨Lucidone的劑量增加而

被抑制，亦探討了MAPK訊息途徑在Lucidone抗發炎的關聯性，同時

Lucidone也抑制了IκB的降解，進而抑制核轉錄因子(NF-κB)的轉位及

細胞核內p50蛋白的量【Wang et al., 2008】。  

 

 

 

 

 

 

 

                   圖四、Lucidone之結構式 

 

 

 

第七節、皮膚的損傷癒合 

 

    皮膚損傷癒合（wound healing）是一個複雜的過程，包括凝塊的
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形成、發炎反應、顆粒組織堆積及重整胞外基質等【Clark, 1996】，

同時也需要表皮和真皮細胞的相互作用及發炎細胞、纖維母細胞和皮

膚角質細胞釋出的介質【Martin, 1997】。皮膚受傷後，不同型態的發

炎細胞立即釋放許多的發炎因子，然後開始短暫的發炎反應，接著開

始增生階段使傷口癒合。皮膚細胞的遷移（migration）和增生

（proliferation）在傷口邊緣離纖維母細胞最近的地方開始增生使損傷

癒合【Singer & Clark, 1999; Werner & Grose, 2003】。 

    皮膚角質細胞、纖維母細胞和上皮細胞在皮膚的傷口修復中非常

重要【Kung et al., 2008】。表皮的傷口產生細胞激素和生長因子且啟

動合成胞外的組成基質，這些都可以調節皮膚角質細胞移行和增生的

過程，特別是表皮再生（re-epithelialization）【Martin, 1997】。傷口收

縮在皮膚損傷癒合中是有益的，目的是降低傷口面積和形成物理上堅

硬的結痂【Katz et al., 1991; Rudolph et al., 1992】。了解皮膚角質細胞

的遷移、增生和傷口收縮以及真皮的纖維母細胞和上皮細胞的調節機

轉將有助於發明新的療法來調節皮膚纖維的形成和傷口收縮，最終將

可促進皮膚損傷癒合的過程。 

 

 

 

第八節、MMPs 與皮膚損傷癒合的關係 

 

    皮膚角質細胞的表皮再生是在表皮近端的傷口邊緣進行移行

（migration）和有絲分裂（mitosis）來完成皮膚的損傷癒合【Santoro 

& Gaudino, 2005】。許多因子影響傷口的癒合，包括生長因子、細胞

激素、金屬蛋白酶和胞外基質蛋白等【Coulombe, 2003; Martin, 1997; 

Santoro & Gaudino, 2005】。 
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    細胞的移行是一個複雜的過程，需要需要靠胞外的蛋白水解酶來

控制胞外基質（extracellular matrix, ECM）的降解，像是絲胺酸蛋白

水解酶及基質金屬蛋白酶（matrix metalloproteinases, MMPs）等

【Okada et al., 1997; Kerkela & Saarialhokere, 2003】。MMPs 是個結構

和鋅依賴性有關的內生肽水解酶家族，它們可以降解幾乎所有的胞外

基質蛋白【Nagase & Woessner, 1999】。MMPs 家族依據它們的受質特

異性和結構特性可以被分類成明膠分解酶（gelatinases）、基質溶解素

（stromelysins）、膠原蛋白酶（collagenases）及膜型金屬蛋白酶

（membrane type-MMPs, MT-MMPs）等【Seomun et al., 2008】。 

    許多的生理過程包括損傷癒合、組織重組再造、血管新生及胚胎

發育等都會被 MMPs 調節【Stetler-Stevenson et al., 1993; Sternlicht & 

Werb, 2001】。然而，許多 MMPs 的不正常表現被認為會導致許多的

疾病，例如類風濕性關節炎、動脈粥狀硬化和腫瘤侵襲等【Ravanti & 

Kahari, 2000; Chakraborti et al., 2003; Kerkela & Saarialho-Kere, 

2003】。 

    MMP-9 是一種誘發性的基質金屬蛋白酶，能分解 laminin 及第四

型膠原蛋白（collagen type IV 等），MMP-9 的過量表現會促使血管帄

滑肌細胞移行，進而導致動脈粥狀硬化的發生，而和 MMP-9 相關的

拮抗劑是 TIMP-1（tissue inhibitors of metalloproteinase-1）。MMPs 和

TIMPs都是調節膠原蛋白代謝的主要酵素，MMPs分解ECM而TIMPs

抑制 MMPs 的活性以防止 ECM 的分解【Brenneisen et al., 2002】。

TIMP-1 在 ECM 代謝中相當重要，它可以抑制所有 MMPs 的活性，

但除了 MT-MMP 之外【Bassiouny et al., 1998】。 
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第九節、研究動機 

 

    在自然環境中，引起皮膚發炎反應的因素有很多，最常被研究的

就是陽光中的紫外線（UV），許多研究都證實UVB會造成皮膚細胞傷

害，導致皮膚紅腫、老化、發炎等現象，最後甚至可能演變成皮膚癌。

造成這一連串病理癥狀的起因，就是UVB照射會使皮膚產生自由基

（ROS），經過一連串的氧化傷害，使DNA受損，進一步造成腫瘤形

成，相關的研究機轉近年來已經被大量研究證實。因此，本研究想將

目標放在腫瘤形成前的發炎反應上，而造成發炎的因子就是氧化壓力

的傷害，期望能夠利用天然的抗氧化劑在氧化傷害的過程中就能減少

發炎反應的發生，進而使細胞不會因氧化壓力而演變成癌症。 

    本研究利用AAPH當作氧化壓力模式，使細胞產生自由基，進而

模擬發炎反應的發生；而研究所用的細胞為正常的人類皮膚角質細胞

HaCaT；另外，本實驗所使用的樣品是由中興大學森林系所王升陽副

教授提供，經粹取純化後的紅果釣樟果實抽出物的主成分Lucidone，

其結構經質譜儀及核磁共振儀鑑定確定其結構，為一純物質。本研究

利用Lucidone已被證實的抗發炎特性當做一天然的抗氧化劑，來研究

皮膚細胞經氧化壓力誘導後一連串的蛋白質和訊息傳遞的表現，最後

是否可減少發炎反應的發生。另外，研究亦想了解天然抗氧化劑

Lucidone純物質是否可以藉由調節不同的機轉來達到促進皮膚損傷

癒合的速度，進而發展成一個有潛力的皮膚外傷用藥。 

 

 

 

 

 



 

14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第貳章、實驗設計流程架構 
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第叄章、實驗材料與方法 
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第一節、實驗儀器 

一、天秤：Scaltec SBC31 

二、迷你離心機：KUBOTA 2010 

三、桌上型微量離心機：Sigma 1K15 

四、超高速離心機：Beckman 

五、高壓殺菌釜：TOMIN TM32 

六、純水製造機：Millipore milli-Q Plus 

七、pH meter：Denver Basic 

八、ELISA Reader：Dynatech MR7000＆Dynex MRX 

九、流式細胞計數儀(low cytometry：FACS)：Becton Dickinson 

十、數位影像分析儀：Alphar Imager 2000 

十一、無菌操作台：NUAIRETM class II TYPE A/B3 

十二、細胞培養箱：NUAIRE
TM

 US AUTO flow 

十三、倒立式顯微鏡：Nikon Diaphot 300 

十四、幫浦：HETO SUE 30Q 

十五、加熱攪拌器：Barustead thermolyne SP18425 

十六、震盪器：KS ORBITAL Shaker 

十七、超音波震盪器：Bransonic PC 620 

十八、水帄式搖晃器：Oribital shaker OS 701 

十九、水浴槽：FIRSTER
TM

 SIENTIFIC 

二十、直立式電泳槽：Hoefer 

二十一、電泳轉印槽：BIO-RAD 

二十二、電源供應器：BIO-RAD computer power supply model 3000Xi 

二十三、感光夾：Hypercassette
TM

 rpn111649 
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第二節、實驗材料 

一、 本實驗所使用之人類皮膚細胞株（HaCaT）購自財團法人食品

工業研究所 

二、 購自美國 Sigma-Aldrich 公司： 

Sodium chloride (NaCl)、Potassium chloride (KCl)、TritonX-100、

Sodium bicarbonate (NaHCO3)、Sodium phosphate (NaHPO4)、

Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) 、 Tris base 、

Ethylenediamide-tetraacetic acid (EDTA)、Sodium pyruvate、β

-actin mouse monoclonal antibody 、 Bovine serum albumin 

(BSA)、Trypan blue 

三、 購自 Amersham Life Science 公司： 

Recombinant protein molecular weight marker、ECL Western 

blotting detection reagent、Tween 20、BioMax light film 

五、 購自BD BioCoat： 

     BD Matrigel™ Invasion Chamber 24-well Plate 8.0 Micron 

六、 購自 BioChemike 公司： 

2,7- dichlorofluorescein diacetate(H2DCF-DA) 

七、 購自 BIO-RAD 公司： 

Protein assay dye reagent、30％ Acrylamide/Bis solution(29:1)、

Ammonium persulfate 、 N,N,N,N-Tetramethyl ethylenediamide 

(TEMED)、Tris-HCl、Coomassie
®
 blue R250、β-mercaptoethanol 

八、 購自Cell Signaling公司, USA： 

九、 購自Corning公司： 

25 cm Flask、75 cm Flask、6 Well、12 Well、10 cm dish 

十、 購自 GIBCO 公司： 
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Dulbecco`s Modified Eagle Media (DMEM) 、 Penicillin- 

streptomycin (PS)、2 mM L-Glutamine 

十一、購自 Hyclone 公司： 

Fetal bovine serum (FBS) 

十二、購自Merck 

Methanol、Acetic acid、Xylene、顯影劑、定影劑 

十三、購自 Millipore 公司： 

Millipore 過濾杯 

十四、購自 Pierce 公司： 

SuperSignal WestPico Chemiluminesent Substrate 

十五、購自 Santa Cruz 公司： 

(一) 一級抗體 

β-actin mouse monoclonal antibody、MMP-2 goat polyclonal 

antibody 、 MMP-9 goat polyclonal antibody 、 PAI-1 rabbit 

polyclonal antibody、PAI-2 goat polyclonal antibody、TIMP-1 

rabbit polyclonal antibody、TIMP-2 rabbit polyclonal antibody、

uPA rabbit polyclonal antibody 、 uPAR rabbit polyclonal 

antibody、 

(二) 二級抗體 

HRP-conjugated Goat Anti-mouse IgG、HRP-conjugated Goat 

Anti-rabbit IgG、HRP-conjugated Donkey Anti- goat IgG 

十六、購自 Sigma Chemical 公司： 

Boric acid、Ponceau S solution、Brij
®  

35、、Casein、Glucose、

Glycerol、Gelatin、Trypan blue、Dimethyl sulfoxide (DMSO)、

Sodium bicarbonate (NaHCO3)、Trition-X 100、RNase A、Sodium 

chloride (NaCl)、Potassium chloride (KCl)、Sodium phosphate 
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(NaHPO4) 、 Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) 、

Tris-base、Ethylenediamide-tetraacetic acid (EDTA)、sodium 

Ethylenediamide-tetraacetic acid (Na2EDTA)、sodium pyruvate、

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 、

N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’- [2-ethanesulfonic acid] 

(HEPEs)、Bovine serum albumin (BSA)、Phenylmethyl sulfonyl 

fluoride、 

十八、其他 

脫脂奶粉(安佳)、95% Ethanol(景明化工)、Bromophenol blue 

(東西化成株式會社；東京都北區)



 

21 

第三節、Lucidone之配製 

 

一、Lucidone之製備 

經由國立中興大學森林學系王升陽教授實驗室將紅果釣樟

以 95%乙醇進行萃取，分離出 7 種化合物、並由質譜儀及核磁

共振儀鑑定決定其結構。所得 Lucidone 利用 DMSO 將其配成

所需濃度以利實驗之進行。 
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第四節、AAPH 之配製 

 

一、AAPH之製備 

    AAPH之分子量為271.19，實驗前以微量天秤秤量所需

AAPH之重量，然後以實驗用培養液來配置所需濃度之AAPH，

過程在無菌操作台內避光操作，配置完所需濃度含AAPH的培

養液後，直接加入已種好細胞的培養盤中反應實驗所需時間。 

 

AAPH製備方法： 

(例如本實驗條件AAPH濃度為30 mM，則需要X mg的AAPH加

在20 mL培養液中) 

 

X mg 

    271.19      ＝   30 mM    ， 則X=162.714 mg/20 mL 

    0.02 (L) 

 

 

 

        所以需秤量0.162714 g的AAPH溶在20 mL的培養液中，其

final濃度就是含30 mM的AAPH培養液。 
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第五節、細胞培養(Cell Culture) 

 

一、人類皮膚細胞株 HaCaT 培養 

 

(一) 試劑配製 

1、DMEM (1 升)： 

Dulbecco’s modified eagle media(DMEM) 取一包

DMEM 粉末溶於 800 ml 的二次水中，加入 3.7 g 

NaHCO3、110 mg sodium pyruvate。溶解後調 pH 值至

7.3，再加入 1％青黴素(penicillin)/鏈黴菌(streptomycin)，

混合後並將體積定量至 1000 mL。以 0.22 μm 血清瓶專

用無菌過濾膜(bottle top filter)過濾，保存於 4℃。 

2、1X 磷酸緩衝液(Phosphate-buffer saline；PBS)： 

8 g NaCl、0.2 g KH2PO4、0.2 g KCl、1.15 g Na2HPO4 

溶在 800 ml 二次水中，以 1 N NaOH 調整到 pH=7.2-7.4，

並將體積定量至 1000 mL，再經由 121℃、30 分鐘高壓

滅菌後使用並存放於室溫備用。 

3、0.4％ Trypan blue： 

取 0.4 g trypan blue 溶於 100 mL 1X PBS 中，以孔徑

0.45 μM 之濾膜(filter)過濾掉雜質後，室溫保存。 

 

(二) 細胞培養條件 

人類皮膚細胞株 HaCaT 培養於 DMEM 培養液，其中

加入含 10％在 57℃加熱 30 分鐘而去補體之胎牛血清

(heat-inactivated foetal bovineserum ； FBS) 、 2 mM 

L-glutamine 、 1 ％  penicillin/streptomycin ，最後置於
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37℃、5％ CO2 培養箱中培養。 

 

(三) 繼代培養( Subculture )  

將細胞培養在 75T flask 中，等到細胞生長至八、九分

滿時，去除培養液並用 PBS 清洗 2 次。加入 trypsin-EDTA 1 

mL 反應 5 分鐘，將細胞於 75T flask 中分離出來收集至離心

管中。在室溫下 1200 rpm 離心 5 分鐘，去除上清液，加入

新鮮培養液混勻細胞。取 100 μl 細胞懸浮液與等量之 0.4% 

trypan blue 溶液混合均勻，用細胞計數器( hemocytometer )

計數細胞數，依實驗需要之細胞密度均勻的分至培養盤

(culture plates )。剩餘細胞再加入新鮮 DMEM，重新種回 75T 

flask 中。當代數已超過 20 代時，則重新再解凍細胞使用。 

 

(四) 冷凍細胞： 

將生長狀態良好的細胞用Trypsin-EDTA打下後，收集離

心(1200 rpm，5分鐘)，吸掉上清液，加入1 mL新鮮medium

並打散底部細胞，另外配製freezing medium(內含7% DMSO 

和10％FBS的DMEM)充分混合後，置入於2 mL冷凍小管

內，此時每個冷凍小管的細胞密度必須至少含有5×10
6 

cells/ml 以上。先將內含有細胞freezing medium的冷凍小管

放在4℃冰箱中15分鐘，再移至-20℃冰箱中15分鐘，之後移

到- 80 ℃冰箱中overnight，最後放入液態氮中保存。 

 

(五) 解凍細胞： 

自液態氮桶將HaCaT細胞取出後，立即移置於37 ℃水

浴槽中，使內部呈現部份融解的狀態，再用無菌dropper將
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細胞冷凍保存液(cell culture freezing medium-DMSO)吸到已

有20 mL新鮮DMEM的無菌離心管內，之後移到75T Flask

中，於含5% CO2的37℃培養箱中生長。隔天更換新鮮培養

液以去除DMSO，之後每隔2~3天更換培養液。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

26 

第六節、細胞生長率(Growth)與存活率(Viability)測定分析 

 

一、原理 

正常細胞由於細胞膜完整，遇到加入 trypan blue 染劑時，

則不會被染色；反之，死細胞或是受損的細胞則因細胞膜通透

性已被破壞，染劑可進入細胞內加以染色。經 trypan blue 染後

成為藍色細胞則為死細胞；細胞呈現亮點則為活細胞。細胞成

長率(cell growth)亦稱之為 subconflent，也就是將細胞種到未全

滿的階段，加入藥物試劑反應，確認是否會抑制細胞成長；細

胞存活率(cell viability)亦稱之為 conflent，也就是將細胞種到全

滿的階段，加入藥物試劑反應，確認藥物是否對於細胞具有毒

性的分析方法。 

二、細胞型態(Morphology)觀察 

在12 well中種2×10
5
 cells/mL (共1 mL)的HaCaT cells，等至

細胞貼附後，加入含不同濃度Lucidone的培養液（含1% FBS）

後培養24、48、72小時。以倒立式顯微鏡(phase microscope)觀

察細胞型態並照相。 

 

三、存活率測定步驟【Lee et al., 2005】 

在 12 well 中種 2×10
5
 cells/ml (共 1 ml)的 HaCaT cells，等

至細胞貼附後，加入含不同濃度Lucidone的培養液（含 1% FBS）

後培養 24、48、72 小時。等反應時間到了之後，從中取出 100 

μl 再加上 100 μl 的 0.4% trypan blue，混合均勻後，以血球計數

器來計算 HaCaT cells 的數目。 

 

 

五、 細胞計數 
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將細胞懸浮液與trypan blue等體積混合，取出100 μl混合液

注入血球計數盤凹槽中，於倒立式顯微鏡下觀察計數。計算盤

中上下共八大方格中細胞總數後除以八，乘以稀釋倍數，最後

再乘以10
4
(血球計數盤每一方格的體積為10

-1  
mm

3
)，即為每ml

中細胞懸浮液之細胞數。 
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第七節、MTT 存活率試驗（MTT assay） 

   （1）原理 

        MTT ( 3-(4,5-dimethylthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra- 

zolium bromide )是一種水溶性的 tetrazolium salt，當溶解於 PBS 緩衝

液中，會形成淡黃色的溶液，在細胞內會經由粒線體酵素

dehydrogenase 還原，MTT 的環狀結構 tetrazolium ring 會被切斷進而

轉換成藍紫色不溶於水的 formazan 結晶，再利用 10% SDS 或是

DMSO 溶解細胞膜及藍紫色的 formazan 結晶，在波長 570 nm 會有最

大吸收波。由於此環狀結構的轉變只發生在活細胞中，且藍紫色

formazan 結晶所產生的量和細胞存活的數目成正比，因此細胞內粒線

體酵素代謝的活性越高，其與 MTT 反應生成的 formazan 結晶量就越

多，吸光值也就越高，此可反應出細胞經藥物處理後的生長和存活率

情形。 

   （2）試劑 

        MTT以1x的PBS作溶劑，先配置成濃度為5 mg/mL的 stock 

solution，避光保存在 4℃備用（不超過兩星期）。使用前用 1x PBS 稀

釋成最終濃度為 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液。 

   （3）實驗步驟 

        HaCaT 細胞培養在 24 well culture plate（密度 2×10
5
/well），

細胞貼壁後，換成含 1% FBS 的培養液，隔天再加入不同濃度的

Lucidone 培養細胞 24 小時後，再換成含 30 mM AAPH 的 1% FBS 培

養液培養 6 小時後，反應時間到後將培養液移除，並以 PBS 清洗 2~3

次，再加入 400 μL 濃度為 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液，置入 37℃、5% 

CO2培養箱中反應 4 小時，接著再加入 400 μL 10%的 SDS 溶液，繼

續放入 37℃、5% CO2培養箱中，至少經過反應 12 小時以便將藍紫
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色 formazan 結晶溶解，然後取 200 μL 溶液置於 96 孔盤中，以 ELISA 

reader 讀取波長 570 nm 的吸光值。 
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第八節、細胞內活性氧化物(Reactive oxygen species)產量測

定分析 

 

一、原理 

2,7- dichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA)是一種脂溶性

染劑，本身具有螢光且可以通透細胞膜，進入細胞可與細胞內

的 乙 醯 脂 酶 (esterases) 結 合 形 成 非 螢 光 性 還 原 型 的

2’,7’ –dichlorofluorescin (DCFH)，接著會被 H2O2氧化成具螢光

性的 2’,7’ –dichlorofluorescein (DCF)。當 DCF 受到 485 nm 波長

的光激發後，會散射出 530 nm 波長的螢光，可利用螢光光譜儀 

(fluorescence spectrophotometer)來偵測。利用 H2DCF-DA 的螢

光特性對細胞進行染色，可用來評估細胞內 H2O2的濃度變化，

以分析細胞內 ROS 的生成量。 

 

二、試劑配製 

(一) 2,7- dichlorofluorescein diacetate(H2DCF-DA)染劑 

分子量為 487.3，將其配成 stock solution 為 10 mM，

實驗前用已滅菌磷酸緩衝溶液稀釋成 10 μM。 

 

三、實驗步驟 

將 HaCaT 細胞種於 12 well (2×10
5
/well)，隔天細胞貼壁後，

換成含 1% FBS 的 DMEM 培養液置於 37℃、5% CO2培養箱中

隔夜(overnight)。以不同濃度的 Lucidone 加入含 1% FBS 的

DMEM 培養液置於 37℃、5% CO2培養箱中培養 24 小時後，以

PBS 清洗後，再換上含有 30 mM AAPH 的 1% FBS 的 DMEM



 

31 

培養液置於 37℃、5% CO2培養箱中培養 4 小時後，以 PBS 清

洗 2 次後，再加入含有 10 M H2DCF-DA 的培養液（含 1% 

FBS），於 37℃下反應 30 分鐘後，以 PBS 清洗 3 次去除多於

染劑後，最後每格加入體積 500 L 的 0.25% Triton®X-100 打破

細胞，再以黑色 96 孔盤拿到激發波長設定為 485±20 nm、散射

波長設定為 528±25 nm 的螢光光譜儀測定吸光值。 
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第九節、蛋白質定量分析與西方墨點法 (Western blotting) 

【Pan et al., 2008】 

 

一、蛋白質定量原理 

蛋白質定量分析是根據 Bradford 原理所設計，其蛋白質染

劑可與蛋白質結合形成藍色複合物，並可於 595 nm 測得此複合

物之吸光值。藉由比對 BSA 標準品所形成的定量標準曲線，即

可換算出待測樣品的蛋白質濃度。 

 

二、蛋白質定量實驗步驟 

以二次水將牛血清白蛋白 (bovine serum albumin；BSA，

0.1 mg/ml)分別配製成 0、2、4、6、8、10 μg /mL 之標準溶液，

也就是 eppendorf 分別先加 800、780、760、740、720、700 mL

的二次水，再依序分別加入 0、20、40、60、80、100 mL 的 BSA

就是所要濃度的標準液。接著再加入 200 μL protein assay dye 

(BIO-RAD)，振盪均勻後靜置 5 分鐘。加在 96 孔盤，標準液序

列做三重複，接著放入分光光度計讀取波長 595 nm 的吸光值，

由在 595 nm 的吸光值，作成標準線，分析最佳標準迴歸直線，

求出此線的方程式(當此直線的迴歸分析結果之 R
2＞0.998 時，

此直線方程式的值始可信)。 

將樣品取 1 μL 的待測蛋白質溶液加入 799 μL 二次蒸餾

水，再加入 200 μl protein assay dye，均勻混合後，室溫下反應

5 分鐘後，加在 96 孔盤測，待測蛋白質溶液做二重複，接著放

入分光光度計讀取波長 595 nm 的吸光值，吸光值再以樣品所測

得 OD 值之結果，帶入方程式即可求得蛋白質濃度。 
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三、西方墨點法原理 

Western Blot 採用的是聚丙烯醯胺凝膠電泳(SDS-PAGE)，

被檢測物是蛋白質，「探針」是一級抗體(Primary antibody)，「顯

色」用標記的二級抗體(Secondary antibody)。SDS 是界面活性

劑，可使蛋白質變性，並在分子表面均勻佈上一層負電荷。因

此在系統中，樣本分子的泳動率，僅取決於其分子量，而與原

來分子所帶的電荷無關；梯度電泳使用由稀到濃的梯度膠体，

膠体中的孔徑由上到下逐漸變小，樣本中分子量越小的分子，

就可跑得越下面，因此它可說是依分子量大小來分離的。經過

PAGE 分離的蛋白質樣品，轉移到固相載體（例如硝酸纖維素

薄膜）上，固相載體以非共價鍵形式吸附蛋白質，且能保持電

泳分離的多肽類型及其生物學活性不變。以固相載體上的蛋白

質或多肽作為抗原，與對應的一級抗體發生免疫反應，再與酶

或同位素標記的二級抗體反應，最後經過顯色或顯影來檢測電

泳分離的蛋白成分表現。 

 

四、試劑配製 

(一) Lysis Buffer： 

1、材料： 

(1) 10 mM tris-HCl (pH=8) 

(2) 0.32 M sucrose 

(3) 5 mM EDTA 

(4) 1% triton X-100 

(5) 2 mM dithiothreitol (DTT) 

(6) 1 mM phenylmethyl sulfony fluoride 
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2、步驟： 

(1) 秤取 0.121 g tris-HCl、10.95 g sucrose 溶於 60 ml

後，之後調整 pH 值為 12，加入 0.15 g EDTA，於全

部溶解之後調回 pH 值為 8。 

(2) 秤取 0.0308 g DTT、0.0174 g phenylmethyl sulfony 

fluoride 加入。 

(3) 最後加入 10 ml triton X-100 混合，分裝後放置-20℃

冰箱保存。 

(二) 1.5 M Tris (pH=8.8)  

取 91 g tris base 溶在 300 ml 二次水，以 1N HCl 調至

pH=8.8，後用二次水量定量至 500 ml 用 0.45 μm filter 過

濾，4 ℃儲存 1 個月。 

(三) 1 M Tris (pH=6.8) 

取 12.1 g tris base 溶在 40 ml 二次水，以 1 N HCl 調至 

pH=6.8，最後用二次水定量到 100 ml，用 0.45 μm filter 過

濾，4 ℃儲存 1 個月。 

(四) 10% SDS 

取 10 g SDS，最後用二次水定量到 100 ml。  

(五) Ammonium persulfate 

取 0.1 g (NH4)S2O8溶於 1 ml 二次水。  

(六) 6× Protein loading dye 

1、材料： 

(1) 350 mM tris-HCl (pH=6.8) 

(2) 12% SDS 

(3) 35% glycerol 

(4) 0.02% bromophenol blue 
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(5) 30% β-meanptoethanol 

2、步驟： 

(1) 秤取 1.379 g tris-HCl 並加入 5 ml 二次水混合，調整

pH 值為 6.8。 

(2) 加入 3 g SDS、8.75 ml glycerol(原液)、0.005 g 

bromophenol blue、7.5 ml β-meanptoethanol 混合，

最後定量到 25 ml。 

(七) 5× electrode buffer (pH=8.4) 

取 54.5 g tris base、24.8 g boric acid、4.7 g Na2EDTA、   5 

g SDS，最後用二次水定量至 1000 ml。使用前再用二次水

稀釋成 1×。 

(八) Transfer buffer 

取 18.2 g tris base、86.5 g glycine、1200 ml methanol 最

後用二次水定量至 3 L。 

(九) PBST 

取水 800 ml 二次水，加入 8 g NaCl、0.2 g KCl、0.2 g 

KH2PO4、2.9 g Na2HPO4.12H2O，調 pH 7.4，並定量至 1000 

ml，最後加入 1000 μl Tween-20。 

(十) Block buffer 

取 5% 脫脂奶粉溶於 PBST。 

(十一) 顯影劑 

取 103 ml developer 加入 370 ml 二次水，稀釋成 4.59 倍，

放入避光的瓶子。 

(十二) 定影劑 

取 103 ml fixter 加入 370 ml 二次水，稀釋成 4.59 倍，
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放入避光的盒子。 

(十三) SuperSignal substrate solution 

將 SuperSignal I：SuperSignal II＝1：1 混合 (每次使用

皆現配) 。 

 

五、西方墨點法實驗步驟 

(一) 細胞溶解萃取(Cell lysis extraction)  

HaCaT 細胞種於 10 公分培養盤，每盤細胞密度 3×10
6 

cells/plates，實驗條件同前述方法。將經過 Lucidone 反應

的 HaCaT 細胞，收集培養液於離心管中，離心 1500 rpm，

5 分鐘，去上清液。用 PBS 清洗一次，離心 1200 rpm，5

分鐘，再次去掉上清液。用 1 ml pipette 抽吸至 1.5 ml micro 

tube，以 3000 rpm 離心 10 分鐘；4℃，抽掉上清液，加入

適量 lysis buffer 並強烈振盪以充分混合。 

將樣品放在冰上反應 20 分鐘或放入冰箱 overnight，

然後以離心機，使用 12,000 rpm 離心 30 分鐘，收集上清液

即為細胞萃取物(cell lysis extracts；total protein)。最後以

Bio-rad 定量其蛋白濃度，保存在-80℃冰箱備用。 

(二) 蛋白質膠體電泳(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis；SDS-PAGE) 

1、鑄膠 

膠體的配製依蛋白質分子量的大小而決定配製成

8、10、12、15%的 SDS-PAGE。 

2、分離膠體溶液(Running gel；總體積 10 ml) 

(1) 8% SDS-PAGE 
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加 4.6 ml H2O，2.5 ml 1.5M Tris (pH=8.8)，2.7 ml 

30% acrylamide mix，0.1 ml 10% SDS，0.1 ml 10% 

ammonium persulfate 及 0.005 ml TEMED。 

(2) 10% SDS-PAGE 

加 4 ml H2O，2.5 ml 1.5 M tris base(pH=8.8)，   

3.3 ml 30% acrylamide mix，0.1 ml 10% SDS，0.1 ml 

10% ammonium persulfate 及 0.005 ml TEMED。 

(3) 12% SDS-PAGE 

加 3.3 ml H2O，2.5 ml 1.5M tris base (pH=8.8)，

4.0 ml 之 30% acrylamide mix，0.1 ml 之 10% 

SDS，0.1 ml 之 10% ammonium persulfate 及 0.005 

ml TEMED。 

(4) 15% SDS-PAGE 

加 2.3 ml H2O，2.5 ml 1.5M tris base (pH=8.8)，   

5 ml 30% acrylamide mix，0.1 ml 10% SDS，0.1 ml 

10% ammonium persulfate 及 0.005 ml TEMED。 

3、集離膠體溶液(5% Stacking gel；總體積 6 ml) 

加入 4.2 ml H2O，0.78 ml 之 1.5 M tris base 

(pH=6.8)，1 ml 之 30% acrylamide mix，0.06 ml 之 10% 

SDS，0.06 ml 之 10% ammonium persulfate 及 0.006 ml

之 TEMED。 

4、樣品前處理 

取 50 μg 之蛋白質量於離心管，以 sample buffer

補齊不足量的體積，使每個反應管的體積皆為相同，

同時加入 6 倍 protein loading buffer (此為樣品 1/6 倍的

體積)，混合均勻後，以 97 ℃加熱 6 分鐘後，將蛋白
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質樣本變性(denature)後，立即放回冰靜置 5分鐘，speed 

down 後，再用含有 SDS 之 8%、10%、12%或 15% 

acrylamide gel (視蛋白質分子量大小而定)，以電泳方

式將蛋白質分離。 

5、電泳 

將鑄好的 SDS-PAGE 組合放入電泳槽內，注入

1×electrode buffer 至 槽 內 ， 此 時 槽 內 都 充 滿

1×electrode buffer，分別將標準品以確定蛋白質之分子

量及 sample 小心加入，以固定於垂直電泳槽內的

stacking gel 的 well 內，以避免 sample 溢出，先以 80

伏特電壓跑 5% stacking gel，20 分鐘，再慢慢調整電

壓至 100 伏特，約跑 5-6 小時，再進行蛋白質轉移。 

6、蛋白質轉移(Transfer protein to PVDF membrane) 

先將 PVDF membrane 及 3M paper 裁剪與膠片大

小相同。於 PVDF membrane 標記上膠片之蛋白質

marker 的位置，方便偵測蛋白質訊號時比對分子量大

小位置。將轉漬夾打開後黑色面朝下放，取出一片海

綿墊片浸泡 transfer buffer 後放於其上面，並依序在海

綿片上放上 3 mm paper、SDS-PAGE gel、PVDF 

membrane (先用 100%甲醇濕潤 5 秒、再放於 transfer 

buffer 中浸潤)、3 MM paper，最後再放上一片海棉墊

片後夾上轉漬夾，並使用玻棒壓一壓以去除氣泡(夾層

中間切勿有氣泡)，放入濕式 transfer machine 中並將

transfer buffer 倒入電泳槽中，以 20 伏特的電流轉印 15

小時(由負極到正極)，使蛋白質轉印到 PVDF 上。 
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7、免疫點墨法 (Immunoblotting) 

轉印好蛋白質之 PVDF memberane 用 blocking 

solution 振盪 30 min，以 blocking solution 作為溶劑分

別將欲測之一次抗體稀釋至適的濃度，加入 PVDF 

membrane 使其均勻的覆蓋於 membrane 上，並置於水

帄式旋轉器上室溫振盪 3 小時，用 washer buffer 洗三

次，轉速為 100 rpm 每次 10 分鐘。依不同的一次抗體，

加入特異作用的二次抗體，置於水帄式旋轉器上室溫

振盪 3 小時，用 washer buffer 洗三次，轉速為 100 rpm

每次 10 分鐘，藉此清洗未接合二次抗體，同時也可以

降低背景值。將 PVDF membrane 加入 superSignal 

WestPico chemiluminesent substrate 溶液，振盪 1 分鐘，

（1）將轉印膜用保鮮膜完整包裹，使用 Amersham 

BioMax light film 壓片(依訊息的強弱調整壓片時間的

長短)，將底片依序放入顯影劑、水、定影劑，最後再

至入水中清洗並停止顯色。以此方法檢視細胞內各個

預測蛋白的變化量；（2）若使用冷光影像分析系統

LAS-4000mini，先將電腦及影像分析儀開機暖機，並

打開分析軟體，待影像分析儀鏡頭溫度降到-30℃顯示

藍色時表示可以開始分析，將已泡好 superSignal 

WestPico chemiluminesent substrate 螢光液的 PVDF 膜

放到帄盤上，蓋上分析儀門，調整焦距及亮度，即可

開始照相，照相時間設定依所要分析的蛋白螢光強度

不同而有所不同，每照完一次儲存影像，影像的 bands

以分析軟體積分及統計軟體做組間差異。 
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第十節、細胞酵素連結免疫分析法(PGE2) 

 

一、 原理 

    此市售試劑套組是以競爭性免疫分析方法進行 PGE2分析。

細胞培養之上清液中 PGE2與 HRP 標示之 PGE2競爭 mouse 

monoclonal antibody，然後 PGE2-antibod complex 結合到含有二

級抗體 (gout anti-mouse polyclonal antibody)的 96 孔盤底，培養

一段時間後，移除物結合的物質，加入 substrate solution 作用，

再加入硫酸終止反應，產生深淺不一的黃色產物，於 450 nm 下

測定吸光值，用來評估 PGE2酵素的活性。吸光值愈高表示培養

液中 PGE2酵素含量愈少，並可利用標準品序列稀釋得到的標準

曲線來換算細胞培養液中 PGE2的含量。 

 

二、 試劑（市售 Prostaglandin E2 immunoassay kit；R&D 

Systems） 

1. Goat Anti-mouse Microplate。 

2. PGE2 Conjugate。 

3. PGE2 Standard。 

4. Primary Antibody Solution：用於稀釋標準品及培養液。 

5. Calibrator Diluent RD5-39。 

6. Wash Buffer：取 25 mL 的 Wash Buffer Concentrate 加二次水定

量到 500mL。 

7. Color Reagent A and B：使用前以 1：1 方式混合配成 Substrate 

Solution，15 分鐘內使用完，全程須避光操作。 

8. Stop Solution。 
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三、 方法 

實驗前將細胞種於 12 well-plates，密度 2×10
5 cells/well，隔天

換成 1% FBS 培養液 overnight，接著加入含不同濃度 Lucidone

的 1% FBS 培養液培養 24 小時後，再換成含 30 mM AAPH 的

1% FBS 培養液反應 4 小時後，分別收集不同組別細胞上清液，

離心後即可以上清液做 kit。 

1. Microplate 加入 150 L 的 Calibrator Diluent RD5-39 作為 NSB

組。 

2. 加入100 L的Calibrator Diluent RD5-39作為 zero standard (B0) 

wells。 

3. 加入 100 L 的 Standard、control 和 sample*。（*sample 是細胞

培養上清液需事先以 3 倍稀釋：150 L 上清液+ 300 L 的

Calibrator Diluent RD5-39） 

4. 再加入 50 L 的 Primary Antibody Solution 到每格（NSB 組除

外）。 

5. 再加入 50 L 的 PGE2 Conjugate 到每格。 

6. 置於 shaker 上室溫反應 2 小時。 

7. 以 Wash Buffer 清洗 4 次。 

8. Color Reagent A and B 以 1：1 方式混合配成 Substrate Solution，

每格各加入 200 L，避光反應 30 分鐘。 

9. 每格加入 50 L 的 Stop Solution。 

10. 30 分鐘內以波長 450 nm 測定吸光值 

11. 以% B/B0對標準品濃度建構標準曲線，並以 four parameter 

logistic (4-PL) curve-fit 求出樣品中 PGE2濃度。（Y 軸吸光值設

定 linear y-axis，X 軸濃度設定 logarithmic x-axis） 
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第十一節、細胞遷移試驗 (Transwell invasion assay) 

 

一、 原理 

利用 Matrigel invasion chamber，將細胞種在上層盤的

Insert內，若細胞有遷移情形，則會穿過 Insert內的Matrigel

及 8 m 孔洞的濾膜，掉落至下層盤的 well 中，造成細胞

侵入性的現象。 

 

二、 方法 

先將 invasion chamber 專用 24 孔下層培養盤各加入 750 

L 含 10% FBS 的培養液，再將 BD Matrigel™ Invasion 

Chamber 從-20℃拿出，將已預先覆蓋 (coating) Matrigel

的上層盤 insert 先放入已加培養液的 24 孔下層盤中，並

在 37℃培養箱復水反應 2 小時，接著將 HaCaT 細胞以

Trypsin- EDTA 處理後，使細胞懸浮，將細胞離心，以 1

×10
5
 cells/well 的細胞密度均勻懸浮在已加入不同濃度

Lucidone 且含有 1% FBS 的培養液中，接著控制各組總

體積 500 L 並加入 insert 內 (8 m pore size, polycarbonate 

memebrane)，移入 37℃、5% CO2的培養箱中反應 24、48

小時，之後將 invasion chamber 拿出，將上層盤 insert 倒

扣在紙巾上，以 75%的冰乙醇(或 100%甲醇)固定 15 分

鐘，之後置於室溫下自然乾燥 (約 20~30 分鐘)。以

Giemsa Stain (1:4＝1 mL 染劑＋3 mL 二次水)染色 60 分

鐘後，並用已沾濕二次水的棉花棒將 insert 內的細胞、
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1%FBS medium (500 L) 

(1×10
5
 cells/insert) 

10%FBS medium (750 L) 

Matrigel 

8 m pore filter 

培養基 Matrigel 輕輕旋轉移除，以二次水洗去多餘染

劑。之後在顯微鏡下以 200 X 視野觀察，隨機選取位於

上層盤 insert 膜下表面中的 9 個視野，並計算每一視野

中的總細胞數；9 個視野細胞數的帄均值為每個 invasion 

chamber 之人類皮膚細胞趨化性移動的指標。 
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第十二節、統計分析 

 

實驗結果數據皆以帄均值±標準差（Mean ± SD）表示。SPSS 系統進

行變異性分析(ANOVA)，並以 Duncan’s multiple range test 做組間差

異比較。P＜0.05 代表有顯著性差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肆、實驗結果與圖表 
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一、Lucidone對HaCaT細胞的影響 

 

    實驗以含有Lucidone不同濃度（5、10、15、20 g/mL）的10% 

FBS培養液分別培養24小時後，以細胞計數器來看計算HaCaT細胞

存活率。結果顯示，Lucidone濃度在5 g/mL時，細胞數甚至比控制

組還多，表示有促進HaCaT細胞生長的情形，而隨著Lucidone濃度

的增加，存活率明顯下降，在濃度15 g/mL時存活率和控制組相比

只有一半左右（圖一）。 

    所以後面實驗的Lucidone濃度取在10 g/mL以下。接著在開始

實驗前先換成1% FBS的培養液starvation overnight後，以含有不同濃

Lucidone（0.5、1、5、10 g/mL）的1% FBS培養液分別培養24小時

後，再換過含30 mM AAPH的1% FBS新鮮培養液反應6小時後，以

MTT來測定細胞存活率。結果顯示，有給予不同濃度Lucidone保護

後的HaCaT細胞，其抵抗AAPH的效果隨著Lucidone濃度的增加而增

加，在5 g/mL時細胞存活率已達90%，顯示在低濃度對抗APPH的

傷害即有很好的效果（圖二A、B）。 
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圖一、. 觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞存活率之影響。 

實驗分別以不同濃度 Lucidone : 5、10、15、20 g/mL 處理 HaCaT 細胞 24 

小時後，觀察對 HaCaT 細胞存活率之影響。數據結果以 mean ± SD 值

表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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圖二、 觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後的

影響。 

實驗以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

換過新鮮培養液，再以 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 6 小時後，觀

察對 HaCaT 細胞的保護效果。(A) 為量化的圖；(B) 為顯微鏡下的細胞

型態（40x）。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 # p<0.05 v.s. Control；       

* p<0.05 v.s. AAPH。 
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圖二、觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後的

影響。 

實驗以 Lucidone : 0.5、1、5、10 μg/mL 預培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

換過新鮮培養液，再以 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 6 小時後，觀

察對 HaCaT 細胞的保護效果。(A)為量化的圖；(B)為顯微鏡下的細胞型

態（40x）。  

(B) 
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二、AAPH誘導COX-2蛋白的表現 

 

    以西方墨點分析法來觀察AAPH對HaCaT細胞COX-2蛋白表

現的影響，如圖三所示，實驗前以1% FBS的培養液starvation 

overnight後，再給予HaCaT細胞含30 mM AAPH的1% FBS刺激4

小時後，其COX-2蛋白開始有明顯的表現，而6小時COX-2蛋白

表現量達到最高，隨後逐漸下降，持續表現到24小時。 

    接著，實驗同樣條件下以不同濃度的AAPH（0、5、10、30、

50 mM）分別刺激HaCaT細胞4小時後，以西方墨點分析法來觀

察COX-2蛋白的表現。結果顯示隨著AAPH濃度的上升，HaCaT

細胞的COX-2蛋白表現量也增加（圖四）。 
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圖三、 以西方墨點法觀察 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後

COX-2 表現的影響。  

以 30 mM 的 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT：0、2、4、6、8、10、

12、24 小時後，以西方點墨分析法來觀察 COX-2 之表現情形 。 

數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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圖四、 以西方墨點法觀察 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後

COX-2 表現的影響。  

分別以 0、5、10、30、50 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以

西方點墨分析法來觀察 COX-2 之表現情形 。 

數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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三、AAPH誘導活化ERK、p38 MAPK及JNK/SAPK 

 

    已有相當多的研究證實MAPK家族成員再COX-2基因的表

現上扮演一重要的角色。因此以同樣條件下實驗用30 mM 

AAPH刺激HaCaT細胞不同時間點（0、5、15、30、60、120、

240、360分鐘）後，以西方墨點分析法來觀察MAPKs家族蛋白

活化之表現情形。結果顯示，ERK磷酸化在AAPH刺激15分鐘

後開始表現，並在240分鐘表現量達到最高；p38磷酸化在AAPH

刺激5分鐘後開始表現，並且在30分鐘表現量達到最大，隨後下

降；而JNK磷酸化在AAPH刺激後120分鐘有明顯開始表現（圖

五 A、B）。 
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圖五、 以西方墨點法觀察 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後磷

酸化 MAPKs 表現的影響。  

以 30 mM 的 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT : 0、5、15、30、60、

120、240、360 分鐘後，以西方點墨分析法來觀察磷酸化 MAPKs 之表現

情形。(A)為以西方墨點法來觀察磷酸化 ERK、p38 及 JNK 的蛋白質表

現；(B)為量化圖。  
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圖五、以西方墨點法觀察 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞後磷

酸化 MAPKs 表現的影響。  

以 30 mM 的 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT : 0、5、15、30、60、

120、240、360 分鐘後，以西方點墨分析法來觀察磷酸化 MAPKs 之表現

情形。(A)為以西方墨點法來觀察磷酸化 ERK、p38 及 JNK 的蛋白質表

現；(B)為量化圖。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. 

control。 
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四、Lucidone經由MAPKs路徑減少AAPH誘導的COX-2及

iNOS蛋白表現，進而減少前發炎因子PGE2的分泌 

 

許多研究指出，COX-2和iNOS在發炎相關過程、細胞分化及

促成皮膚腫瘤形成中都是很重要的兩種酵素【Saleem et al., 2004; 

Herschman, 1994】。因此實驗以同樣條件下先加入不同濃的

Lucidone（0.5、1、5、10 g/mL）分別培養24小時後，再換過含

30 mM AAPH的新鮮培養液繼續反應4小時後，以西方墨點分析

法來觀察COX-2和iNOS蛋白的表現情形。結果顯示，COX-2和

iNOS的蛋白表現在單獨給予AAPH刺激後有很明顯表現量，而有

預先給予Lucidone處理後的HaCaT細胞，其COX-2和iNOS的蛋白

表現隨Lucidone濃度增加而表現量下降（圖六、圖八）。 

COX-2是調節下游PGE2分泌最主要的蛋白，接著以酵素免

疫分析法來觀察HaCaT細胞分泌PGE2之情形，如圖七結果所

示，隨著Lucidone濃度的上升而可以很顯著的抑制HaCaT細胞分

泌PGE2的情形。 

    以西方墨點法來觀察MAPK訊息途徑的結果也顯示，隨著

Lucidone濃度的上升而可以很顯著的抑制HaCaT細胞EPK磷酸化

的情形；而在磷酸化p38及JNK的結果也顯示，Lucidone在不同濃

度下也有很明顯的減少其磷酸化的情形（圖九 A、B）。 
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圖六、 以西方墨點法觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後 COX-2 表現的影響。 

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析

法來觀察 COX-2 之表現情形 。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。

# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 
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圖七、 以酵素免疫法分析 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後分泌 PGE2 的影響。  

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 6 小時後，以酵素免疫分析法

來觀察細胞分泌 PGE2 之情形 。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。

# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 
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圖八、 以西方墨點法觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後 iNOS 表現的影響。 

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析法

來觀察 iNOS 蛋白之表現情形 。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。

# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 
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圖九、以西方墨點法觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後 MAPKs 蛋白質表現的影響。 

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析法

來觀察 MAPKs 蛋白質之表現情形 。 (A)為以西方墨點法來觀察磷酸化 

MAPKs 的蛋白質表現；(B)為量化圖。 
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圖九、以西方墨點法觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後 MAPKs 蛋白質表現的影響。 

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析法

來觀察 MAPKs 蛋白質之表現情形 。 (A)為以西方墨點法來觀察磷酸化 

MAPKs 的蛋白質表現；(B)為量化圖。數據結果以 mean ± SD 值表示，

n=3。# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 

Lucidone    －   －  0.5   1    5   10    ( g/mL) 

AAPH      －   ＋  ＋   ＋   ＋   ＋    ( 30 mM) 

 

Lucidone    －   －  0.5   1    5   10    ( g/mL) 

AAPH      －   ＋  ＋   ＋   ＋   ＋    ( 30 mM) 

 

# 

 

# 

 

# 

 



 

64 

五、Lucidone是經由ERK和p38路徑而使COX-2表現量減少 

 

    接著想確認Lucidone是經由MAPKs中哪一條路徑來抑制

COX-2的表現，因此實驗預先以ERK抑制劑U0126及p38抑制劑

SB203580和JNK抑制劑SP600125各30 mM培養 1 小時，再使用

30 mM 的AAPH 刺激HaCaT細胞4小時後，以西方點墨分析法來

觀察MAPKs及COX-2蛋白質之表現情形。 

    結果顯示ERK抑制劑U0126及p38抑制劑SB203580確實可以

抑制EPK和p38的磷酸化，且進而減少COX-2的表現；而JNK抑制

劑SP600125可以抑制JNK的磷酸化，但卻不會抑制COX-2的表

現，如圖十。 
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圖十、以西方墨點法觀察 MAPKs 抑制劑對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞 MAPKs 及 COX-2 蛋白質表現的影響。 

HaCaT 細胞預先以 ERK 抑制劑 U0126 或 p38 抑制劑 SB203580 或 JNK

抑制劑 SP600125 各 30 mM 培養 1 小時，再使用 30 mM 的 AAPH 刺

激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析法來觀察 MAPKs 及 COX-2

蛋白質之表現情形。 
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六、Lucidone可以減少HaCaT細胞內AAPH所誘導的ROS產

量 

 

    實驗在同樣條件下先以30 mM的AAPH分別刺激HaCaT細胞

0、10，30，60、120、240分鐘後，以H2DCF-DA染劑作用後，

利用螢光光譜儀來偵測細胞內的ROS產量。結果顯示，再給予

AAPH刺激後30分鐘，HaCaT細胞內的ROS產量達到最高（圖十

一 A），隨即下降。 

    接著實驗預先加入不同濃的Lucidone（0.5、1、5、10 g/mL）

分別培養24小時後，再換過含30 mM AAPH的新鮮培養液繼續反

應4小時後，再以H2DCF-DA染劑作用後，利用螢光光譜儀來偵

測細胞內的ROS產量。結果顯示，隨著Lucidone濃度的增加，可

以顯著的抑制HaCaT細胞ROS的產生（圖十一 B）。 
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圖十一、觀察 Lucidon 對 AAPH 刺激 HaCaT 細胞內 ROS 表現之影響。  

(A)以 30 mM 的 AAPH 刺激人類皮膚細胞株 HaCaT : 0、10，30，60、

120、240 分鐘後，觀察 AAPH 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞內 ROS 之

表現。 (B)以 Lucidone : 0.5、1、5、10 μg/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小

時後，再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 30 分鐘後，觀察對人

類皮膚細胞株 HaCaT 細胞內 ROS 產量。數據結果以 mean ± SD 值表

示，n=3。# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 
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七、Lucidone預防AAPH誘導IκBα的降解增加其穩定性 

 

    已有許多研究證實，增加IκBα的穩定性抑制其泛素化

（ubiquitination）而被降解，有助於抑制轉錄因子NF-κB的活化

而轉位（translocation）到核內，啟動下游基因表現，而使前發

炎蛋白COX-2或iNOS蛋白的表現量下降，將可減少發炎反應的

發生。 

    實驗以同樣條件下先加入不同濃的Lucidone（0.5、1、5、

10 g/mL）分別培養24小時後，再換過含30 mM AAPH的培養

液繼續反應4小時後，以西方墨點分析法來觀察IκBα蛋白的表現

情形。結果顯示，單獨給予AAPH刺激後IκBα的表現量明顯和

控制組比有很顯著的下降，表示IκBα被降解；而有預先給予

Lucidone處理後的HaCaT細胞，其IκBα的蛋白表現隨Lucidone

濃度增加而表現量增加（圖十二），表示隨Lucidone濃度的增

加，可以增加IκBα的穩定性，預防泛素化而被降解掉，進而抑

制NF-κB轉位至細胞核內啟動下游基因表現。 
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圖十二、以西方墨點法觀察 Lucidone 對 AAPH 刺激人類皮膚細胞株

HaCaT 細胞後 IκBα 蛋白質表現的影響。  

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 預先培養 HaCaT 細胞 24 小時後，

再使用 30 mM 的 AAPH 刺激 HaCaT 細胞 4 小時後，以西方點墨分析法

來觀察 IκBα 蛋白質之表現情形。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 

# p<0.05 v.s. Control；* p<0.05 v.s. AAPH。 
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八、Lucidone 促進 HaCaT 細胞的移行（migration） 

 

    Lucidone 在 HaCaT 細胞的移行試驗是利用損傷癒合

（wound healing）的模式。實驗將 HaCaT 細胞培養在 12-well 

plate，接著以 200 L 的黃色 Tip 在已貼附好的細胞上刮一條模

擬皮膚細胞損傷癒合(wound healing)情形，接著以含有不同濃度

Lucidone：0.5、1、5、10 g/mL 的 10% FBS 培養液培養 HaCaT

細胞，並觀察 0、24、48 小時 HaCaT 細胞移行(migration)的現

象。結果顯示，隨著時間的增加，以不同濃度的 Lucidone 培養

的 HaCaT 細胞移行的情形也增加，和控制組比起來，隨著

Lucidone 濃度的增加，細胞移行的情形也越明顯（圖十三 A、

B）。 

    為了要排除Lucidone在模擬細胞損傷癒合模式中促進細胞

增生（proliferation）的影響【Kung et al., 2008】，接下來實驗利

用 Transwell 來觀察 Lucidone 對 HaCaT 細胞遷移（migration）

的情形。實驗步驟在方法中已述，結果顯示，在給予 Lucidone

不同濃度培養 24 小時後，高濃度組（10 g/mL Lucidone）有較

明顯的遷移現象；而觀察 48 小時的結果顯示，隨著 Lucidone

濃度的增加，HaCaT 細胞遷移的情形也隨之增加（圖十四 A、

B）。 
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圖十三、 觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞的移行

（migration）情形。 

實驗以 200 L 的 Tip 在細胞上刮一條模擬皮膚細胞損傷癒合(wound 

healing)情形，接著以 Lucidone：0.5、1、5、10 g/mL 培養 HaCaT 細胞 ，

並觀察 HaCaT 細胞 0、24、48 小時後 HaCaT 細胞移行(migration)的情形。

(A)為顯微鏡下的細胞型態；(B)為量化的圖。 
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(B) 

圖十三、 觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞的移行

（migration）情形。 

實驗以 200 L 的 Tip 在細胞上刮一條模擬皮膚細胞損傷癒合

(wound-healing)情形，接著以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 培養 HaCaT

細胞 ，並觀察 HaCaT 細胞 0、24、48 小時後 HaCaT 細胞移行(migration)

的情形。(A)為顯微鏡下的細胞型態；(B)為量化的圖。數據結果以 mean 

± SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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圖十四、以 Transwell 觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞遷

移（invasion）情形。 

實驗以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 培養 HaCaT 細胞 ，並以 Transwell

觀察 HaCaT 細胞 24、48 小時後 HaCaT 細胞遷移(invasion)的情形。(A)

為 Giemsa Stain 染色後顯微鏡下的情形（200x）；(B)為量化的圖。 
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圖十四、以 Transwell 觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞遷

移（invasion）情形。 

實驗以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 培養 HaCaT 細胞 ，並以 Transwell

觀察 HaCaT 細胞 24、48 小時後 HaCaT 細胞遷移(invasion)的情形。(A) 為

Giemsa Stain 染色後顯微鏡下的情形（200x）；(B)為量化的圖。數據結

果以 mean ± SD 值表示，n=3。 # p<0.05 v.s. 24 h Control；* p<0.05 v.s. 

24 h 或 48 h Control。 
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九、Lucidone藉由活化MMP-9、抑制TIMP-2的表現增加 

    HaCaT細胞的遷移 

 

    MMP-9在組織發炎和再造的過程中，發炎細胞（e.g. 

neutrophil granulocytes）、皮膚角質細胞及纖維母細胞的遷移

（migration）扮演一個關鍵的角色【Goetzl et al., 1996; Ravanti & 

Kahari, 2000; Parks et al., 2004】。實驗以含有Lucidone不同濃度

（0.5、1、5、10 g/mL）的10% FBS培養液分別培養24小時後，

結果顯示MMP-9的蛋白表現隨Lucidone的濃度增加而表現量上

升，而MMP-9的抑制因子TIMP-2蛋白表現量隨Lucidone濃度的

增加而表現量下降（圖十五）。 
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圖十五、以西方墨點法觀察人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞 MMP-9 和

TIMP-2 蛋白表現的結果。 

以 Lucidone : 0.5、1、5、10 g/mL 培養 HaCaT 細胞 24 小時後，以西方

墨點法來分析 MMP-9 和 TIMP-2 蛋白之表現情形 。數據結果以 mean ± 

SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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十、Lucidone經由MAPKs訊息途徑促進HaCaT細胞遷移 

 

    MAPKs訊息途徑在細胞生長和遷移中扮演一相當重要的

角色【Kung et al., 2008】。實驗以含有5 μg/mL Lucidone的10% 

FBS培養液分別培養人類皮膚細胞株HaCaT：0、15、30、60、

120、180分鐘。結果顯示，ERK磷酸化在給予Lucidone後15分

鐘表現量最高，隨後逐漸下降；磷酸化p38在給予Lucidone後15

分鐘開始有明顯的表現，然後持續至120分鐘表現量最高；而

JNK磷酸化在給予Lucidone後15分鐘開始有明顯的表現，隨後

逐漸下降（圖十六）。總結來說，上述結果證明Lucidone誘導的

HaCaT細胞遷移和MAPKs訊息途徑的表現有密切的關係。 
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圖十六、 以西方墨點法觀察 Lucidone 對人類皮膚細胞株 HaCaT 細胞

磷酸化 MAPKs 表現的影響。  

以含有 5 μg/mL Lucidone 的培養液培養人類皮膚細胞株 HaCaT : 0、15、

30、60、120、180 分鐘後，以西方點墨分析法來觀察磷酸化 MAPKs 之

表現情形。數據結果以 mean ± SD 值表示，n=3。 * p<0.05 v.s. control。 
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三、討論 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

81 

    已有許多研究指出，包括發炎反應、UVB 及氧化壓力的刺激會誘

導 COX-2 的表現【Punnonen et al., 1991】。此外，AAPH 已被確認會誘

導微脂體（liposomes）氧化及起始脂質過氧化【Kikuzaki et  al., 2002; 

Niki, 1987】。因此，本研究利用 AAPH 模式誘導氧化壓力和細胞損傷，

來模擬相似的發炎反應。近來已有研究指出，水溶性自由基起始者AAPH

在人類表皮細胞株 HaCaT 中可以很顯著地增加 COX-2 蛋白的表現【Cui 

et al., 2004】。利用這個模式，本研究亦證實了 AAPH 誘導 COX-2 蛋白

表現的機轉，同時也確認 AAPH 會降低 HaCaT 細胞的存活率。另一方

面許多研究指出，COX-2 的表現在許多癌細胞凋亡（apoptosis）中扮演

一重要角色【Miyata et al., 2003; Williams et al., 2003】。因此，實驗觀察

到的 AAPH 降低 HaCaT 細胞存活率應該不是由於 COX-2 蛋白的表現，

細胞死亡和 COX-2 表現之間的關係還需要更進一步的研究來證實。 

    先前已有研究證實，紅果釣樟（Lindera erythrocarpa Makino）果

實抽出物的主成分 Lucidone 可以很顯著地抑制 COX-2 的表現，進而

抑制發炎反應相關前驅物的生成，但不會抑制 COX-1 蛋白的表現，

具選擇性。本實驗結果顯示， 隨著 Lucidone 濃度的增加而減少 AAPH

所誘導 COX-2 及 iNOS 的表現。但減少 COX-2 的表現並非因為

Lucidone 所造成的細胞存活率下降，本實驗結果顯示，Lucidone 濃度

在 10 g /mL 以上對 HaCaT 細胞即有細胞毒性，濃度 15 mg/mL 時即

達半數致死劑量，因此實驗濃度取在 10 g/mL 以下，即有抑制 COX-2

表現之效果。 

    已有研究確認 COX-2 的過量表現和癌症生成、腫瘤生長及轉移

有關，這些都和 COX-2 的產物前列腺素（prostaglandins, PGs）有直

接的關係，接著會將原致癌物轉變成致癌物、抑制細胞凋亡、促進血

管新生、調節發炎和免疫功能及增加腫瘤細胞的侵襲能力等【Xu, 
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2002】。因此，給予 AAPH 處理後的皮膚細胞，其 COX-2 的表現和

活性增加使 PGE2的產生，造成發炎反應也會增加腫瘤生成的風險。

許多的證據證明高度表現的COX-2和PGE2的產生在腫瘤形成中有高

度相關性，特別是皮膚癌【Higashi et al., 2000; Lee et al., 2003】。因此，

經由選擇性的抑制 COX-2 進而減少 PGs 的形成在化學預防劑上是很

有前景的方法。PGE2是 COX-2 下游最主要的產物，實驗結果顯示，

在 HaCaT 細胞，AAPH 很明顯的增加 COX-2 表現及 PGE2的分泌，

而 Lucidone 可以顯著地減少因 AAPH 所誘導的 COX-2 蛋白表現與

PGE2分泌。此外，iNOS 和 COX-2 已經被證明也會導致腫瘤生成，

此兩種蛋白亦可在癌細胞中被觀察到其表現【Rahman et al., 2001】。

最近，Wang 等人的研究證實隨著 Lucidone 濃度的上升而抑制

RAW264.7 細胞之 iNOS 及 COX-2 的 mRNA 和蛋白質表現，也抑制

其 JNK 和 p38 MAPK 的訊息傳遞，同時抑制了 NF-κB/AP-1 的活化

【Wang et al., 2008】。 

    UVB經由產生氧化壓力誘導MAPKs蛋白磷酸化（也就是

ERK1/2、JNK1/2及p38）和許多皮膚相關疾病有關，包括皮膚癌和光

所造成的老化現象【Peus et al., 1999】；這過程已有實驗證明可以被

抗氧化劑所抑制，因此利用這模式來減少ROS的量是很重要的方法

【Katiyar et al., 2001】。本實驗結果顯示，預先給予HaCaT細胞

Lucidone保護後，可以抑制AAPH誘導的ERK、p38及JNK磷酸化，如

圖八所示。 

p38激酶有α、β、γ及δ四種異構物【Saklatvala, 2004】，在皮膚細胞中

只有α、β及δ三種異構物；然而所有的異構物都可以被壓力刺激而活

化，例如前發炎細胞激素TNF-α及IL-1等【Goedert et al., 1997; Kumar 

et al., 1997】。 
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    近來的研究指出，在HaCaT細胞中包括ERK及p38 MAPK和UVB

誘導的COX-2基因表現有關，因此ROS在ERK活化的角色也已被證實

【Cui et al., 2004】。本實驗結果顯示，AAPH誘導的COX-2表現和ERK

的活化有關；也觀察到AAPH會誘導p38 MAPK及JNK/SAPK的活化，

而這些都可被Lucidone抑制。 

    但在MAPKs抑制劑結果上，顯示可能不是經JNK路徑而抑制

COX-2的表現，說明了ERK和p38 MAPK在AAPH誘導COX-2表現上

的重要角色。 

    UV 產生的 ROS 除了會活化下游 MAPKs 訊息路徑外，也會影響

轉錄因子 NF-κB 的活性。近來的研究顯示 AP-1 及 NF-κB 優先調節

COX-2 的表現以及上游 MAPKs【Suzukawa et al., 2002; Hsu et al., 

2000】，活化 MAPKs 及其它轉錄因子進而改變目標基因的表現。在

大部分研究中，許多外在的刺激會活化 p38 及 JNK，也會活化 AP-1

【Minden et al., 1994; Minden & Karin, 1997】，許多調節系統中，AP-1 

也被熟知會調節 COX-2 的表現【Lin et al., 2004; Kang et al., 2004】。 

    已有許多研究證實，抑制 NF-κB 的轉位（translocation）而抑制

COX-2 和 iNOS 的 mRNA 表現進而抑制發炎反應【Kim et al., 2007; 

Tsoyi et al., 2008; Wang et al., 2009】。AAPH 和前發炎細胞激素經由

活化 COX-2 表現促進 PGE2的產生， 接下來會活化 NF-κB【Di Mari 

et al., 2003】，而 Lucidone 抑制 AAPH 所誘導的 NF-κB 活化是經由

抑制 IκB 激酶的活性【Demarco et al., 2004】。已有研究證實以 TPA

誘導的 iNOS 和 COX-2 啟動子（promoter）中活化 NF-κB 是必要的 

【Saleem et al., 2004】。在本實驗中，隨著 Lucidone 濃度的增加，可

以增加 IκBα 的穩定性，預防其泛素化（ubiqutination）而被降解掉，

進而抑制 AAPH 所誘導 NF-κB 轉位至細胞核內與 DNA 結合啟動下
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游基因表現。所以 Lucidone 抑制 AAPH 所刺激 COX-2 表現導致的發

炎反應，間接證實可能是經由抑制 NF-κB 的轉位而達到降低發炎反

應的效果。 

    AAPH會產生活性氧自由基（ROS）對皮膚造成傷害，因此清除

這些自由基可以預防及保護AAPH對皮膚所造成的氧化傷害。所以近

年來較新的方法是利用植物性抗氧化劑來清除自由基以減少AAPH

的傷害性進而減緩發炎反應的發生。本實驗結果顯示，和控制組比起

來，AAPH會顯著的降低細胞的存活率，而從圖三結果可以證明，

Lucidone對AAPH處理後HaCaT細胞的保護效果確實有很好的抗氧化

活性。Lucidone可以抑制O2
－和NO自由基的產生，因此可被視為一具

有抗發炎潛力的天然抗氧化劑，因為過氧亞硝基陰離子（Peroxynitrite, 

ONOO
－）、超氧陰離子（O2

－）及一氧化氮（NO）等ROS會促進COX-2

的活性【Landino et al., 1996】，造成發炎反應的產生進而導致癌症生

成。所以AAPH誘導的ROS產生造成發炎反應可能經由許多機轉促進

腫瘤形成，包括DNA損傷、脂質過氧化及改變酵素活性等。最後，

AAPH會促進HaCaT細胞內ROS量的增加，而Lucidone也可以很顯著

地抑制HaCaT細胞內ROS的產生。 

    總結上述結果，本實驗顯示AAPH誘導的皮膚細胞COX-2、PGE2

和ROS的產生可以被Lucidone所抑制進而減少發炎反應的過程。因此

Lucidone在對抗皮膚發炎上是一很好的抗氧化劑，在對抗皮膚癌症的

形成上也許是很有潛力的天然物質，但仍需更進一步的研究來證實。 

    MMP-9已經被證實和皮膚真皮層的疾病及一般損傷癒合（wound 

healing）有關【Ries et al., 2008】。有研究證實小鼠皮膚角質細胞中，

TGF-β是經由Ras/MAPK路徑調節的MMP-9表現【Santibáñez et al., 

2002】以及人類初代皮膚細胞培養中，NF-κB經由結合MMP-9啟動子

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Santib%C3%A1%C3%B1ez%20JF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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而誘導的細胞遷移（migration）【Han et al., 2001】；不過亦有研究

證實MMP-9的過度表現而誘導皮膚角質細胞遷移不需要像是TGF-β1

的刺激因子，因為儘管MMP-9在皮膚角質細胞的遷移中相當重要，

但TGF-β如何調節MMP-9還不是很清楚【Seomun et al., 2008】，然而

亦有研究顯示，在給予TGF-β1刺激皮膚角質細胞後48小時抑制其增

生【Benassi et al., 1997】。所以不管有無刺激因子的存在下，MMP-9

的表現在皮膚角質細胞的遷移和腫瘤形成上是相當重要的。MMPs和

TIMPs都是調節膠原蛋白代謝的主要酵素，但是它們的作用相反，本

實驗結果顯示，在模擬皮膚細胞損傷癒合（wound healing）試驗中，

Lucidone會隨著濃度的上升而增加細胞的癒合速度；而Lucidone促進

皮膚細胞的癒合可能是藉由增加MMP-9、減少TIMP-2蛋白的表現，

而促進細胞的遷移（migration）作用。 

    MAPKs 家族在調節細胞增生、分化及凋亡上相當重要，活化

MAPKs 導致不同的蛋白質磷酸化，包括很多的轉錄因子而調節基因

表現和控制細胞的增生和遷移【Bose et al., 2005】。許多不同的細胞

株研究中，MAPKs 被細胞激素或 mitogens 活化後，引發下游生長及

遷移的訊息傳遞【Frey et al., 2006】。血管生長因子像是 VEGF 等，

會活化 ERK、JNK 和 p38，使內皮細胞增生、遷移及存活【Liu et al., 

2007; Saika, 2004; Sharma et al., 2003】。JNK 路徑在骨母細胞

（osteoblastic cell）中包括血小板衍伸的生長因子刺激遷移和增生終

站主導地位；p38 路徑和遷移有關；而 ERK 路徑則和增生有很大的

相關性【Munoz-Chapuli et al., 2004; Salameh et al., 2005; Tanaka et al., 

1999】。在角膜損傷癒合中，包括肝細胞生長因子與角質細胞生長因

子都已被證明會活化 ERK1/2 路徑且促進傷口的密合【Mehrotra et al., 

2004; Sharma et al., 2003】。本實驗顯示，在 HaCaT 細胞中，Lucidone
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會活化 ERK、p38 及 JNK 路徑，而刺激 MAPK 訊息傳遞在 Lucidone

引起的細胞增生和遷移中是相當重要的；。因此本研究證實在 HaCaT

細胞中促進損傷癒合的過程是經由調節 MAPKs 訊息途徑及相關的

MMP-9 蛋白表現進而促成細胞遷移而達到皮膚損傷癒合的效果。 
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四、結論 
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   AAPH 會刺激細胞內 ROS 的產生，經由 MAPKs signaling 

pathway，活化 ERK、p38 MAPK 和 JNK/SAPK，使 IκBα 磷酸化

而被降解，進而使 COX-2 和 iNOS 蛋白表現增加，促使 PGE2分泌

而引起發炎反應；而 Lucidone 可以從頭減少 ROS 的產量，抑制

MAPKs 相關訊息的傳遞並增加 IκBα 的穩定性預防其被降解及抑

制 COX-2、iNOS 蛋白的表現，進而抑制 PGE2的分泌，最後抑制

發炎反應的發生；而 HaCaT 細胞中促進損傷癒合的過程是經由調

節 MAPKs 訊息途徑及相關的 MMP-9 蛋白表現進而促成細胞遷移

而達到皮膚損傷癒合的效果。 
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